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HPV ma bao gom ché pham chira vi khuan axit lactic; va thudc kich tmg mién dich niém
mac ma bao gom ché pham chira vi khuan axit lactic.
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Linh vwe k§ thuat dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén ché phdm chtra vi khudn axit lactic trong d6 vi
khuén axit lactic c6 polypeptit ¢6 ngudn goc protein E7 cua virut gdy u nhi &
nguoi (HPV) trén bé mit clia nd, dugc phim diéu tri dung qua dudng miéng
dung cho it nhat mét trong sb céc bénh: bénh truyén nhiém HPV va u lién dé6i
HPV ma bao gdm ché pham chua vi khuin axit lactic, va thubc kich tmg mién
dich niém mac ma bao gdbm ché phdm chua vi khuén axit lactic nay.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Céc virut gdy u nhi & nguoi (HPV) 14 cac virut ADN. Cho dén nay, 100
hodc nhidu loai virut HPV hon di duoc bdo co. Céc virut HPV truyén nhiém
qua da (vi du, HPV1 va HPV2) va bé mit niém mac (vi du, HPV6 va HPV11)
ma qua do hinh thanh céc khéi u lanh tinh (mun céc) ton tai tir vai thang dén vai
nam.

Ngoai ra, 15 loai virut HPV (vi du, HPV16, HPV18, HPV31, HPV33,
HPV52, va HPVS 8) truyén nhiém qua niém mac trong mdt khoang thoi gian dai
dé qua d6 gay ra cac khéi u 4c tinh. Do d6, ching duoc goi la cac virut HPV
nguy co cao.

Hau nhu 100% cac bénh ung thu ¢b tir cung, ma cé nguy co méc cao thir
hai bén canh céc bénh ung thu vu trong sé cac bénh ung thu dién hinh & phu ni,
dugc phat trién bang cach truyén nhiém cac virut HPV trong cdc co quan sinh
san trong mot khoang thoi gian dai. C6 bao cao rang 530000 ngudi trén thé giéi
va 15000 nguoi 6 Nhat Ban moi phat trién bénh ung thu ¢d tir cung mdi nam.

S6 nguoi tir vong hang nam do bénh ung thu ¢d tir cung 1én dén 270000
trén thé giéi va 3500 & Nhat Ban.

Vé mit 1y thuyét, néu su truyén nhiém virut HPV dugc ngén chdn hoan
toan, thi bénh ung thu cd tir cung co thé duoc loai trir triét dé.
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Su truyén nhiém virut HPV da dugc tiét 16 1a c6 lién quan dén bénh ung
thu Am ho, bénh ung thu hau moén, bénh ung thur miéng, bénh ung thu am dao,
bénh ung thu duong vat, bénh ung thu hong, va bénh sui mao ga (bénh mao ga),
ngoai bénh ung thu ¢ tir cung. Do dé, céc vicxin phong nglra chéng lai su
truyén nhiém virut HPV dugc cho 12 c6 hi¢u qua phong ngira cac bénh ung thu
va cc bénh truyén nhiém qua dudng tinh duc néu trén. Tuy nhién, vécxin phong
ngira virut HPV hién tai chi cé thé phong ngtra duy nhét hai loai virut HPV nguy
Cco cao.

Trong s6 cac virut HPV, HPV16 va HPV18 chiém khoang 65% nguyén
nhin giy ra bénh ung thu ¢d tir cung & phu nir Nhat Ban, dic biét la khoang
90% & d6 tudi hai muoi.

Virut HPV16 va virut HPV18 ciing dugc biét dén 12 chiém it hon 50%
nguyén nhén gay ra tdn thuong cp d6 cao cua u ndi biéu mo6 4m hd ma 1a sy
tién phat trién cta bénh ung thu am hd, va lién doi véi 85% sy phat trién cia u
ndi biéu mé 4m dao ma phat trién thanh bénh ung thu 4m dao.

Céc u ndi biéu mé cb tir cung (CIN), ma 1a su tén thuong tién ung thu cb
t cung gdy ra do su truyén nhiém virut HPV, xay ra trén biéu mo niém mac cla
phan am dao (phan ntra dudi hodc phan mé rong vao trong 4m dao cla cd tir
cung). Céc bénh truyén nhidm HPV 1a céc bénh truyén nhiém do virut trong do
c4c virut HPV xam nhép vao té bao gbe cla bidu mé6 niém mac (biéu mo vay
xép 16p) do su tén thuong nhe giy ra bdi cac hoat dong tinh duc va tang lén
nhanh choéng trong bidu md niém mac. Khi cac virut HPV lién tyc tdng lén
nhanh chdng trong biéu m6 trong mot khoang thoi gian dai, thi cac té bao biéu
md 12 bat diét va gay ung thu. Piéu nay dugc cho la ngudn gbc clia bénh ung thu
cb tir cung.

Trong qua trinh phat trién cua bénh ung thu ¢ tir cung, nhitng su thay
dbi sau day s& xdy ra: khi virut HPV lién tuc 18y lan dén cac té bao gbc, mot sb
gen virut ctia cdc virut HPV duoc chen vao céc gen cua c4c té bao bidu md, va
c4c protein E6 va cac protein E7 ¢6 biéu hién gia ting lién tuc.
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Céc protein E6 va cac protein E7 co bidu hién rat thip trong CINI
(chtmg loan san nhe), ma la déc tinh truyén nhiém, nhung c6 biéu hién cao trong
CIN2 (chimg loan san trung binh) va CIN3 (chiing loan san néng), ma gay ung
thw. Do dé, tin ring s& xay ra tai giai doan CIN2 hogc sau khi céc protein E6 va
céc protein E7 lién tyc gia tang biéu hién nhu duge mo ta & trén.

Céc protein E6 va céc protein E7, ddc biét 1a cac protein E7, cla cac
virut HPV dugc coi 1a muc tiéu phu hop dé phat trién vécxin diéu tri chdng lai
c4ac bénh ung thu lién déi HPV. Diéu nay 1a do cac protein E7 c6 tinh khéang
nguyén cao ¢ nguoi.

Mic du da tung phat tridén mot sé vicxin didu tri dung lam khang nguyén
E7 protein clia cdc virut HPV (vi dy, xem tai li¢u phi sang ché 1 va tai lidu sang
ché 1), nhung chua chiing minh rang dé loai bé céc tdn thuong tién ung thu
(CIN) va cac té bao ung thu trong ¢d tr cung ctia bénh nhén. Do dé, c6 mot nhu
cau cip thiét dé phat trién cac vacxin ma duge ching minh rang c6 hidu qua
didu tri.

CAc téc gia tim ra ring phan (mg gay mién dich té bao ddc hiéu E7 ¢6 the
duoc khoi ra khong chi trong 14 l4ch ma con trong niém mac ¢ chudt thong qua
viéc udng vicxin (LacE7) ma dugc tao ra bang cach biéu hién cac protein E7 dot
bién (SEQ ID NO. 2) trong Lactobacillus casei, sau d6 dua di xtr ly nhiét dé tieu
diét va lam kho thanh bot (xem tai lidu phi séng ché 2). Céc protein B7 dot bién
1a cac protein ma trong d6 Asp tai vi trf 21, Cys tai vi tri 24, va Glu tai vi tri 26
lién quan dén viéc lién két véi cac protein Rb duoc thé bai Gly trong cac protein
E7 caa HPV16.

Céc téc gia cling di tién hanh nghién ctru vé sy két hop gilta céc
polypeptit E7 ctia virut HPV va cac ché pham Kampo c6 hoat dong tai tao lam
duoc phdm dung qua dudng miéng dé diéu tri cho cac bénh truyén nhiém HPV
(xem tai lidu sang ché 2).

Dua vao nghién ctru trude ddy cia cac tac gia, vécxin diéu tri ma c6 hiéu

qua diéu tri dang dugc phat trién.
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Tuy nhién, vacxin didu tri chi ¢6 thé thoai bd tir CIN3 (chimg loan san
ning) dén CIN2 (chimg loan sén trung binh) trong céc giai doan dan dén su phat
trién bénh ung thu cb tu cung, va vhcxin diéu tri kho c6 thé dat duge trang thai
binh thudng. P& cai thién hon nira hiéu qua diéu tri & nhitng bénh nhén dang trai
qua it nhAt mdt trong sb céc giai doan u ndi biéu md c¢b tir cung va giai doan tién
ung thu ¢d tir cung dé binh thuong héa bénh ung thu, thi ¢6 mét nhu cau cép
thiét 12 nhanh chéng cung cép dugc pham dung qua dudong miéng dé didu tri it
nhit mot trong s6 cac bénh truyén nhiém HPV va u lién déi HPV c6 kha nang
tao mién dich niém mac t5t hon.

Danh s4ch tai liéu trich dan
Tai liéu sang ché

Tai liéu sang ché 1: Don yéu cau cép patent Nhat Ban chua xét nghiém
(JP-A) s6 2012-514469

Tai liéu sang ché 2: Cong bb qudc té s6 2013/191225
Tai liéu phi sang ché

Tai li€u phi sang ché 1: H. Poo et al., Int J. Cancer, 2006, vol. 119, pp.
1702 - 1709

Tai li€u phi sang ché 2: K. Adachi et al., Vaccine, 2010, vol. 28, pp. 2810
—2817
Ban chat k§ thuit clia sing ché
Vén dé k¥ thuat

Sang ché nhim giai quyét céc vAn dé néu trén va dat dugc muc dich sau
day. Muc dich cua sang ché nham dé xuét ché pham chua vi khuén axit lactic ma
¢6 kha ning tao mién dich niém mac t6t hon, va dugc pham dung qua dudng
miéng dung cho it nhAt mot trong sb cac bénh truyén nhiém HPV va u lién déi
HPV ma bao gdm ché phim chita vi khudn axit lactic, va thudc kich ang mieén
dich niém mac ma bao gdm ché pham chira vi khuén axit lactic.

Phuong an giai quyét vén dé
Céac phuong an dé giai quyét vé&n dé néu trén bao gdm cac khia canh dudi
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day:
1. Ché pham chtra vi khuén axit lactic bao gdm:

vi khuén axit lactic c6 polypeptit c6 ngudn gdc protein E7 cla virut gy
u nhu ¢ nguoi (HPV) trén bé mit ctia no,

trong d6 polypeptit co ngudn goc protein E7 cua virut HPV dugc chia
v6i luong ndm trong khoang tir 0,03ug dén 1,0pg trén 1 x 10 vi khuén axit
lactic.
2. Duoc phém dung qua duong miéng dé diéu tri it nhat mot trong s6 cac bénh
truyén nhiém HPV va u lién déi HPV, dugc phim nay bao gdm ché phdm chtra
vi khuén axit lactic theo muc 1.
3. Thudc kich ing mién dich niém mac bao gbm ché pham chtra vi khuén axit
lactic theo muc 1.
Hiéu qua cia sang ché

Theo sang ché, c6 thé giai quyét cac van dé néu trén va dat dugc muc
dich cua sang ché. D6 13, sang ché d& xuét ché pham chira vi khun axit lactic
ma c6 kha ning tao mién dich niém mac t6t hon, va duoc phdm ding qua dudng
miéng dé diéu tri {t nhat mot trong s& cac bénh truyén nhiém HPV va u lién déi
HPV ma bao gém ché pham chira vi khuén axit lactic, va thudc kich tmg mién
dich niém mac ma bao gb6m ché pham chira vi khuén axit lactic.
MO ta vén tiat hinh vé

Fig.1A la so d6 pQE31::cA=E7Rb trong vi du san xudt 1.

Fig.1B la dd thi 1 minh hoa két qua cia phép phén tich FACS trong vi du
san xuat 1.

Fig.1C 1a dd thi 2 minh hoa két qua cua phép phan tich FACS trong vi du
san xut 1.

Fig.1D la hinh anh minh hoa mot két qua dién hinh cla su thdm Western
cho nhidu protein khac nhau.

Fig.2A la so d6 pIGM2::E7Rb=prtP neo trong vi du san xuét 2.

Fig.2B la dd thi minh hoa két qua ctia phép phén tich FACS trong vi du
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san xuét 2.

Fig.3A 1a d0 thi minh hoa két qua clia phép phén tich FACS (diéu kién
ctia phép do: 525 von) vi du thir nghiém 1.

Fig.3B la dd thi minh hoa két qua cta phép phan tich FACS (diéu kién
ctia phép do: 600 von) vi du thir nghiém 1.

Fig.4 13 dd thi minh hoa két qua ctia bai kiém tra ELISPOT cta vi du thi
nghiém 2.

Fig.5 13 dd thi minh hoa két qua ctia bai kiém tra ELISPOT ctia vi du thir
nghiém 3.

M3 ta chi tiét sang ché
Ché pham chira vi khuén axit lactic

Ché pham chira vi khuén axit lactic cia sang ché bao gbm it nhét 13 vi
khuan axit lactic c6 polypeptit co ngudn gbc protein E7 cta virut gdy u nhi &
nguoi (HPV) trén bé& mit cua no, va, néu can thiét, con bao gdm cac thanh phan
khac nfra.

Vi khuén axit lactic

Vi khuan axit lactic khong bi gi6i han cu thé va c6 thé dugc lua chon
mot cach pht hop phu thude vao muc dich, nhung duoc vu tién 1a vi khuén axit
lactic thudc giéng Lactobacillus, duoc wu tién hon 1a Lactobacillus casei Vi
duoc khéng dinh la tao ra té bao hd tro T (Thl) loai 1. Vi khuan axit lactic ¢ thé
duoc st dung riéng 1¢é hodc két hop.

Ché phém chira vi khuan axit lactic c6 thé bao gdm vi khuén axit lactic
khéng c6 polypeptit co ngudn gbc protein cta virut HP7 trén bé mit ctia n6. Tuy
nhién, vi khuan axit lactic c¢d polypeptit c6 ngudn gbc protein cua virut HP7 trén
bé mat cta né duge uu tién co luong nam trong khoang 80% hodc 1én hon,
khoang wu tién hon 1a 90% hodc 16n hon, khoang dac biét uu tién 1a 95% hodc
16n hon.

Polypeptit co ngudn gbc protein B7 cua virut HPV
Polypeptit co ngudn gbc protein B7 cta virut HPV khong bi giéi han cu
-7-
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thé va c6 thé duoc lya chon mot cach phu hop phu thudc vao muc dich, mién 1a
c6 tinh khang nguyén. Polypeptit co ngudn gbc protein E7 cia virut HPV ¢6 thé
duoc st dung riéng 1é hodc két hop.

Loai virut HPV khong bi gi¢i han cy thé va c6 thé dugc lua chon mot
cach phu hgp phu thudc vao muc dich, nhung duoc vu tién 1la HPV16, HPV 18,
HPV31, HPV33, HPV35, HPV39, HPV45, HPV51, HPVS52, HPV56, HPVSS,
HPV59, HPV68, HPV73, HPVS82, HPV26, HPV53, va HPV63, ma thugc nhom
cO nguy co cao méc bénh ung thu, duge uu tién hon 1a HPV16 va HPV138, duoc
dic biét wu tién 12 HPV16. Protein E7 ctia virut HPV16 la khang nguyén ung thu
bidu hién chu yéu trong bénh ung thu cd tir cung va cac bénh ung thu lién déi
HPV (vi dy, bénh ung thu hdu mén, bénh ung thu hong, bénh ung thu duwong vét,
bénh ung thur 4m ho, va bénh ung thu 4m dao).

Polypeptit c6 ngudn gdc protein E7 cta virut HPV c6 thé 13 protein E7
ctia virut HPV ¢6 chidu dai ddy du hodc protein E7 cta virut HPV ma trong do
mot hodc mdt vai axit amin dugc loai bd, duge thay thé, hodc duogc bd sung.

Polypeptit co ngudn gbc protein E7 cua virut HPV c6 th ¢6 ngudn gbe
tir protein E7 kiéu dai ho#c tir protein E7 dot bién.

Trong sb polypeptit ¢6 ngudn gde protein B7 cua virut HPV, dugc vu tién
la protein E7 dot bién trong d6 du lugng axit amin lién quan dén viéc lién két
v6i protein Rb cua protein E7 (vi dy, Asp tai vi tri 21, Cys tai vi tri 24, va Glu tai
vi tri 26 cta protein E7 kiéu dai ctia virut HPV16 (SEQ ID No. 1)) dugc thay thé
b&i du luong axit amin khdc. Pugce uu tién hon 1a protein E7 dot bién (SEQ ID
No. 2) trong d6 Asp tai vi trf 21, Cys tai vi tri 24, va Glu tai vi tri 26 cia protein
E7 kidu dai cta virut HPV16 (SEQ ID No. 1) tét ca duoc thé bsi Gly.

Ham lugng

Luong polypeptit cé ngudn gbc protein E7 cua virut HPV trén bé mit
ctia vi khudn khong bi gi6i han cu thé va ¢6 thé duoc lua chon mt cach phu hop
phu thudc vao muc dich, mién 12 nam trong khoang tr 0,03ug dén 1,0pg trén 1 x
10 vi khudn axit lactic. Tuy nhién, luong duoc uu tién nam trong khoang tur
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0,03ug dén 0,3pg, khoang wu tién hon 1 0,06pg dén 0,3ug, khoang dic biét uu
tién 12 0,09ug dén 0,3pg. Khi lugng nam trong khoang uu tién néu trén, thi do 1a
mot vu diém ma trong d6 hiéu qua didu trj t6t hon (kha ning mién dich niém
mac) c6 thé dat duoc.

Phuong phip do lugng polypeptit ¢o ngudn gbc protein E7 cua virut
HPV trén bé mit cla vi khuén khong bi gii han cu thé va c6 thé duoc lua chon
mdt cach pht hop phu thude vao muc dich. Cac vi du cia phuong phap nhu vay
bao gébm phuong phap phan tich té bao theo dong chay (FACS) bang cach st
dung khang thé dic hiéu cho virut protein E7 ctia virut HPV.

Phuong phap FACS c6 thé do luong polypeptit c6 ngudn gbc protein E7
cta virut HPV trén bé mat cua vi khuin trong mau bao gbébm mot lwong chua xac
dinh cta polypeptit co ngudn gbc protein E7 cta virut HPV bang cach do tuong
tu nhu dbi v6i mau bao gom mot lugng xac dinh cua polypeptit c6 ngudn gbc
protein E7 cta virut HPV.

Khia canh

Polypeptit co ngudn gde protein E7 cua virut HPV ¢6 thé dugc lién két
{rén b mat ctia vi khudn axit lactic (sau ddy dugc goi la “vi khuan axit lactic
loai lién két protein E7”) hodc duogc biéu hién trén bé mat cla vi khuan axit
lactic (sau day duoc goi 1a “vi khuan axit lactic loai biéu hiéu protein E77). Vi
khudn axit lactic loai lién két protein E7 va vi khuén axit lactic loai biéu hién
protein E7 co thé cing ton tai v6i nhau.

Vi khuén axit lactic c6 thé 1a vi khuan séng hodc vi khuén d3 chét.

Phuong phép tidu diét vi khuén khong bi gioi han cu thé va ¢6 thé dugc
lya chon mdt cach phu hop phu thude vao muyc dich. Cac vi du ctia n bao gdbm
phuong phéap trong dé vi khuan duoc gia nhiét trong ndi hip & 80°C trong 5
phut.

Vi khuén axit lactic loai lién két protein E7

Vi khudn axit lactic loai lién két protein E7 ¢6 thd duoc san xuét béang

cach lién két polypeptit ¢ ngudn gbc protein E7 cta virut HPV, ma dugc san
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xuét bai phuong phap tai t6 hop gen béng cach st dung vi khudn bién d6i hoic
phuong phap téng hop hda hoc, vao bé miit cua vi khuan axit lactic.

Polypeptit co ngudn gdc protein E7 cia virut HPV dugc vu tién san xuét
bai phuong phéap tai td hop gen bang cach s dung vi khuln bién doi theo quan
diém tiét kidém chi phi, chang han.

Vi khudn duoc st dung lam vat chu trong phuong phép tai td hop gen
khéng bi gi6i han cu thé va c6 thé duoc lya chon mét cach phu hop phu thuge
vao muc dich. Cac vi du cua no6 bao gém men, E. coli, Bacillus subtilis, va vi
khuén axit lactic.

Vat truyén biéu hién phu hop dé biéu hién trong polypeptit co ngudn gbe
protein E7 cua virut HPV trong vi khuén khéng bi giéi han cu thé va c6 thé dugc
lya chon mdt cach phu hop phu thudc vao muyc dich. Céc vi du cua né bao gém
pQE31.

Phuong phép bién déi vi khuén khong bi gisi han cu the va ¢6 thé duoc
Iya chon mot cach phu hop tir cac phurong phap da biét trong cac k¥ thudt trudc
day.

Polypeptit co ngudn gdc protein E7 cta virut HPV dugce san xudt boi vi
khuén bién dbi c6 thé duoc loc béng cach lua chon mdt cach thich hop tir cac
phuong phéap da biét trong cac k¥ thuat trude day.

Phuong phép lién két polypeptit co ngudn gbc protein E7 cta virut HPV
vao bé mat cua vi khuén axit lactic khong bi giéi han cu thé va c6 thé duoc lua
chon mdt cach phu hop tir cac phuong phap da biét trong céc k¥ thuat trude day
nhu lién két cdng hoa tri va lién két dién. Tuy nhién, dugc uu tién la phuong
phép trong d6 polypeptit dugc lién két dién vao bé mit cla vi khuén axit lactic
qua protein neo.

Protein neo khéng bi gidi han cu thé va c6 thé duoc luya chon mdt cach
phtl hop phu thudc vao muc dich. Céc vi du cua né bao gdm protein lién két
thanh t& bao cA c6 ngudn goc tir AcmA la peptidoglycan hydrolaza cua
Lactococcus lactis.
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Khi polypeptit co ngudn gbc protein B7 ctia virut HPV dugc lién két vao
vao bé mit ctia vi khudn axit lactic qua protein neo, polypeptit c6 ngudn gbc
protein E7 cta virut HPV dugc uu tién hop nhét véi protein neo dé tao thanh
protein hop nhét.

Thi tu cia protein neo va polypeptit co ngudn gbc protein E7 cta virut
HPV trong protein hop nhét khong bi giéi han cu thé va c6 thé dugc lua chon
mdt cach phu hop phu thude vao muc dich. Tuy nhién, protein neo va polypeptit
¢6 ngudn gbc protein E7 cta virut HPV duge uu tién hop nhét theo thr tu nay.
Céc vi du dién hinh ctia né bao gdm trinh tw dugc thé hién boi SEQ ID NO. 3.

Phuong phap lién két dién (sau day duoc goi la “su ¢ dinh”) khong bi
gidi han cu thé va c6 thé duoc lua chon mdt cach phu hop phu thudc vao muyc
dich. Cac vi du cta n6é bao gdom phuong phap trong dé dung dich bao gbébm
polypeptit co ngudn gbc protein E7 cta virut HPV duoc bd sung vao va duge
tron voi vi khuén axit lactic.

Thoi gian tron khong bi gidi han cu thé va c6 thé duge lya chon mot
cach pht hop phu thude vao muc dich, vi du khoang 1 gio.

Trong phuong phap lién két dién, su x1r Iy so bd ¢ thé duoc thuc hién.

Su xt ly so bd khong bi gidi han cu thé va cé thé duoc lya chon mot
cach phi hop phy thude vao muc dich, vi du nhu Xt Iy nhiét. Vi khuén axit lactic
dugc tiéu diét boi su xtr 1y nhiét.

Didu kién xir Iy nhiét khong b gi6i han cy thé va c6 thé dugc lya chon
mdt cach phi hop phu thudc vao muc dich, vi du gdm c6 gia nhiét & 100°C
trong 30 phut.

Su xtr 1y nhiét co thé duoc thuc hién trén vi khudn axit lactic duoc tao
huyén phu trong axit tricloaxetic (TCA) hoac vi khudn axit lactic dugc tao
huyén phu trong PBS.

Vi khun axit lactic loai biéu hiéu protein E7

Vi khuén axit lactic loai lién két protein E7 c6 thé dwoc san xuat bang

céch nuoi cdy vi khudn axit lactic ma duge bién doi voi vat truyén biéu hién
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chtra axit nucleic ma héa cho polypeptit cd ngudn gbc protein E7 ctia virut HPV.

Vat truyén biéu hién khong bi gi6i han cu thé va c6 thé duogc lua chon
mot cach pht hop phu thudc vao muyc dich, vi du nhu pIGM2. pIGM2 chura tin
hidu bai tiét cua dong gen duéi Lactobacillus brevis ATCC1559 prtP cia trinh tu
gen khéi dong cua protein Lactobacillus brevis AT CC1559 16p S va con chua
gen neo co nguén gbe tir dong duéi Lacotobacillus casei (trinh tur proteinaza cua
L. casei) cua nd.

Vi du khéc vé vit truyén bidu hién bao gdm vat truyén chira gen repE dot
bién, chat hoat hoa aldolaza c6 ngudn g tlr vi khuan axit lactic (Pald), va gen
phuc hop tdng hop axit polyglutamic dugc lya chon tir nhém bao gbm pgsB,
pgsC, va gsA (xem JP-A Nos. 2012-514468 va 2012-5 14469).

Phuong phap bién déi khéong bi gi6i han cu thé va c6 the dugc lya chon
mdt cach phu hop tir cac phuong phap da biét trong cac k§ thult trudc day.

Trong truong hop cia vi khuén axit lactic loai biéu hién protein E7, axit
nucleic ma héa cho polypeptit cd ngudn gbc protein B7 cta virut HPV duoc uu
tién két néi véi gen neo.

Gen neo khong bi giéi han cu thé va c6 thé dugc lya chon mét cach phu
hop phu thudc vao muc dich, nhung duge uu tién la gen neo ¢ ngudn gbc tur
Lacotobacillus casei (trinh tu proteinaza cta L. casei).

Thi tu cta axit nucleic ma hoa cho polypeptit co ngudn gbc protein E7
cua virut HPV va gen neo khong bi giéi han cu thé va c6 thé duoc lya chon mot
cach pht hop phu thudc vao muc dich. Tuy nhién, axit nucleic m& hoéa cho
polypeptit co ngudn gbc protein E7 cua virut HPV va gen neo dugc uu tién két
néi theo thr tu ndy. Céc vi du clia né bao gdm trinh tur duoc thé hién boi SEQ ID
NO. 4.

Vi khudn axit lactic st dung cho vi khuin axit lactic loai biéu hién
protein E7 khong bi gioi han cu thé va ¢6 thé duge lya chon mdt cach phu hop
phu thudc vao muyc dich, nhung dugc uu tién 1a Lactobacillus casei IGM393

hoic Lactobacillus casei IGM394. Lactobacillus casei IGM394 la chung cdy c6
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ngudn goc tir Lactobacillus casei IGM393 va 1a chung dot bién c6 hidu qua
chuyén ddi cao. Lactobacillus casei IGM393 va Lactobacillus casei IGM394 ¢6
c6 tinh ddng nhat cao nhit véi trinh tu chudi gen tong cla Lactobacillus casei
BL23.

Phuong phép nuéi cdy vi khudn axit lactic loai biéu hién protein E7
khong bi gidi han cu thé va c6 thé duogc lya chon mdt cach phu hop tur cac
phuong phép da biét trong céc k¥ thuat trudc day.

Phuong phap cai bién luong biéu hién cta polypeptit c6 ngudn gdc
protein E7 clia virut HPV trén bé mit cta vi khuan trong vi khuén axit lactic loai
biéu hién protein E7 khong bi gioi han cu thé va c6 thé dugc lya chon mot cach
phil hop phu thudc vao muc dich. Cac vi du cua né bao gdbm phuong phap trong
d6 dung dich nu6i cly duoc diéu chinh d6 pH.

Nhu duge mo ta trong vi du san xut 2 bén dudi, luong biéu hién cua
polypeptit co ngudn gbc protein E7 cta virut HPV trén bé mit cta vi khuan co
thé duogc cai bién bang cach st dung mdi truong ma néng dd natri hydro
cacbonat dugc thay dbi va do dé do pH duge diéu chinh.

P6 pH ctia dung dich nudi cdy khong bi gi¢i han cu thé va ¢6 thé duoc
lya chon mdt cach phu hop phu thude vao muc dich, nhung d6 pH dugc uu tién
bang 7.

Khi polypeptit co ngudn gde protein E7 cta virut HPV 1a protein hop
nhét véi protein neo, lugng protein hop nhét trén bé mat cua vi khuan khong bi
gi6i han cu thé va c6 thé duoc lua chon mot cach phi hop phu thude vao muc
dich, nhung khoang uu tién la tr 0,1ug dén 3,3ng, khoang wu tién hon la tur
0,1pg dén 1,0pg, khoang wu tién hon nita 1a tir 0,2pg dén 1,0pg, khoang dic biét
wu tién 13 tr 0,3pg dén 1,0ug trén 1 x 10° vi khuan axit lactic. Khi ham lugng
nim trong khoang uu tién néu trén, d6 la mot uu diém ma trong d6 hiéu qua diéu
tﬁtéthon(khénéngnﬁén(ﬁchrﬁ&mjnac)céthédatduqa
Céc thanh phan khac nita

Cécthaﬂlphénkhécnﬁairongchéphénlch&avikhu&laxﬁlacﬁckhéng
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bi gidi han cu thé va c6 thé dugc lua chon mét cach phu hop phu thude vao muc
dich, mién 1a ching khong gdy anh hudéng dén hiéu qua cua sang ché, vi du nhu
chét mang dugc chép nhan vé mit duoc ly. Ching c6 thé duoc st dung riéng 1&
hodc két hop.

Luong thanh phan khic trong ché phdm chua vi khuén axit lactic khong
bi gidi han cu thé va c6 thé duoc lva chon mot cach phu hop phu thude vao muc
dich.

Dugc phidm dung qua duong miéng d8 didu tri it nhat mot trong s6 cac bénh
truyén nhiém HPV va u lién déi HPV

Duogc phdm ding qua dudng miéng dé didu tri it nhat mot trong s6 céc
bénh truyén nhiém HPV va u lién d6i HPV cua sang ché bao gdm it nhét 13 ché
phdm chira vi khuan axit lactic, va, néu can thiét, con bao gém céc thanh phan
khéc nia.

Ché pham chira vi khuén axit lactic

Ché phdm chtra vi khudn axit lactic 1a ché pham chira vi khuén axit lactic
cla séng ché duge md ta & trén.

Luong ché phém chira vi khuén axit lactic dugc chira trong dugc phém
dung qua dudng miéng dé didu tri it nhat mot trong sé cac bénh truyén nhiém
HPV va u lién d6i HPV khong bi giéi han cu thé va c6 thé duoc lua chon mot
céch pht hop phu thudc vao muyc dich.

Céc thanh phan khéc nita

Céc thanh phéan khé4c nita trong dugc pham dung qua dudng miéng aé
didu tri it nhat mot trong s6 cac bénh truyén nhiém HPV va u lién d6i HPV
khong bi gi6i han cu thé va c6 thé duge lua chon mot cdch phu hop phu thuge
vao muc dich. Cac vi du ctia nd bao gém ché phém Kampo c6 hoat dong tai tao
(hiéu qua tdng cudng mién dich), chat didu chinh niém mac, va chat mang dugc
chép nhan vé mit dugc ly. Chung co6 thé duoc str dung riéng 1¢ hodc két hop.
Ché pham Kampo c6 hoat dong tai tao (higu qua ting cudng mién dich)

Ché pham Kampo c6 hoat dong téi tao (hiéu qua tang cudng mién dich)
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khong bi gi6i han cu thé va c6 thé duge lya chon mét cach pht hop phu thude
vao muc dich. Cac vi du cia n6 bao gém Kakkonto, Juzentaihoto, Hochuekkito,
Shosaikoto, va Shoseiryuto. Chung c6 thé duoc st dung riéng 1€ hodc két hop.
Chét diéu chinh niém mac

Chét didu chinh niém mac khong bi gi6i han cu thé va c6 thé dugc lya
chon mdt cach phu hop phu thudc vao muc dich. Vi du uu tién cua n6 bao gém
nhiing chét tang cuong dich mién dich va mién dich té bao trung gian dic hiéu
cho vécxin dung qua dudng miéng nhu polypeptit c6 ngudn gbc protein E7 cia
virut HPV bang cach két hop voi ché phidm Kampo c6 hoat dong tai tao (hiéu
qua tang cuong mién dich).

Vi du v& chéit diéu chinh niém mac bao gdm chét didu chinh c6 ngudn
gbc doc t6 vi khudn, ceramit téng hop (aGalCer), oligonucleotit CpG, SP-C
(SURFACTEN), SP-B, IFN-a. (kic¢u dai hogc dot bién), ARN soi kép, va chét
dot bién TNF dugc tang cuong hoat tinh. Ching 6 thé duoc str dung riéng 1é
hodc két hop.

Chét didu chinh c6 ngudn gdc doc t6 vi khuan khong bi gi6i han cy thé
va c6 thé duoc lua chon mot cach phu hgp phu thuoc vao muc dich. Cac vi du
ciia n6 bao gdm polypeptit co ngudn gbe doc td cholera (CT), polypeptit cd
ngudn gbc doc t8 enterotoxin cua E. coli khong chiu nhiét (LT), polypeptit co
ngudn gbe doc td verotoxin (VT), polypeptit c6 ngudn gbe doc t6 bénh dau mua
(DT), va polypeptit co ngudn gbe doc t5 ho ga (PT).

Chét didu chinh c6 ngudn gbe doc t6 vi khudn co thé 1a chat diéu chinh
¢6 ngudn gbe ddc té vi khuan kidu dai hoge chit dieu chinh c6 ngudn gbe doc o
vi khuan dot bién. Tuy nhién, dugc uu tién la chét diéu chinh cé nguén géc ddc
t6 vi khudn dot bién trong do6 sy dot bién duogc dua ra trudce dé khong gay ra tac
dung phu nghiém trong trong trudng hop con nguoi ubng vao.

Chét mang duoc chép nhan vé mat duoc ly

Ché4t mang duoc chép nhan vé mit duoc 1y khong bi gidi han cy thé va

c6 thé duge lya chon mot cach phu hop tur cac chét mang da biét trong k¥ thuat
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phuthuécvéodangbéoché

Luong thanh phén khéc nita trong duoc phim ding qua dudng miéng dé
didu tri it nhat mot trong sé cac bénh truyén nhiém HPV va u lién d6i HPV
khong bi gidi han cu thé va c6 thé duoc lua chon mot cach phu hop phu thude
vao muc dich.
Str dung

Duoc phdm dung qua dudng miéng dé didu tri it nhat mot trong s6 céc
bénh truyén nhiém HPV va u lién ddi HPV cé thé duoc st dung riéng 1é hodc
két hop véi cdc duge pham bao gdm cac thanh phén khac nita lam cac thanh
phan hoat tinh. Dugc pham dung qua dudng miéng dé didu tri it nhat mot trong
s& cac bénh truyén nhiém HPV va u lién déi HPV ciing c6 thé duoc st dung
trong tinh trang trong d6 n6 dugc két hop trong duge pham bao gdm cac thanh
ph&akhécnﬁalénlcécthwﬂlph&nhoatﬁnh.
IDangbéoché

Dang bao ché cua dugc pham dung qua dudng miéng dé didu tri it nhat
mdt trong sb céc bénh truyén nhiém HPV va u lién d6i HPV khong bi gidi han
cu thé va c6 thé duoc lua chon mot cach phi hop phu thude vao muc dich, mién
12 ubng duoc. Céc vi du cia né bao gdm ché phim dung qua duong miéng dang
ran (vi du, dang vién nén, dang vién nén duoc pht, dang hat, dang bdt, va dang
vién nang) va dung dich dung qua dudng miéng (vi du, dang 1ong, dang sird, va
dang cdn ngot). Dugc pham dung qua dudng miéng dé didu tri it nhat mot trong
s cac bénh truyén nhidm HPV va u lién d6i HPV céc dang bao che bét ky duoc
md ta & trén c6 thé duoc san xuét theo céc phuong phép thong thuong,
Kiém soat

Luong kiém soét, thoi gian kiém so4t, va ddi tugng kiém soat cta dugc
phim dung qua dudng miéng dé didu tri {t nhat mot trong sé cac bénh truyén
nhidm HPV va u lién d6i HPV khong bi gi¢i han cu thé va c6 thé dugc lya chon
mot cach phu hop phu thude vao muc dich.

Luong kidm soat khong bi gi6i han cu thé va c6 thé dugc lua chon mdt
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cach phu hop khi xem xét nhiéu yéu td khac nhau nhu do tudi, trong luong, thé
trang, va cac triéu chiing cua dbi tuong kiém soét, va cac dugc phém hodc thube
¢6 hotic khong bao gdm cac thanh phan khac nita lam céc thanh phan hoat tinh
duoc kiém soét.

Vi du phu hop vé dbi tugng kiém soét bao gdm con nguoi.

U lién d6i HPV khéng bi giéi han cu thé va c6 thé dugc lya chon mot
céch pht hop phu thudc vao muc dich. Cac vi du cia nd bao gbm bénh ung thu
c¢d tir cung, bénh ung thu am ho, bénh ung thu hu mdn, bénh ung thu miéng,
bénh ung thu 4m dao, bénh ung thu duong vat, bénh ung thu hong, va cac tén
thuong tién ung thu clia chiing.

Duoc phim dung qua dudong miéng dé didu tri it nhat mot trong sb cac
bénh truyén nhim HPV va u lién d6i HPV 14 c6 sén dé diéu tri it nhét mot trong
s6 bénh u ndi biéu md cd tir cung va giai doan tién ung thu cd tir cung.

Giai doan tién ung thu ¢ tir cung bao gdm ung thu biéu md vi x&m
nhép.

Dugc pham dung qua dudong mi¢ng dé didu tri {t nhat mot trong s6 céc
bénh truyén nhiém HPV va u lién déi HPV la phu hop dé sir dung lam vécxin
didu tri bénh truyén nhiém HPV bang cach kiém soat bénh nhan dang trai qua
bénh truyén nhiém HPV.

Phuong phép didu tri it nhat mot trong s6 bénh truyén nhiém HPV va u lién ddi
HPV

Dugc phdm dung qua dudng miéng dé didu tri it nhat mot trong sb cac
bénh truyén nhidm HPV va u lién d6i HPV c6 thé didu tri it nhAt mot trong so
bénh truyén nhiém HPV va u lién déi HPV trong mot c4 thé bang cac kiém soét
¢4 thé d6. Do d6, séng ché ciing d& cap dén phuong phap dicu trj it nhét mot
trong s6 bénh truyén nhiém HPV va u lién d6i HPV, phuong phép bao gbm viéc
st dung dugc phdm dung qua dudng miéng dé diéu tri it nhat mot trong sb céc
bénh truyén nhiém HPV va u lién d6i HPV cho ca thé.

Thudc kich tng mién dich niém mac
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Thudc kich tng mién dich niém mac cta sang ché bao gdm it nhét 12 ché
phém chira vi khuén axit lactic, va, néu can thiét, con bao gém cac thanh phén
khéc nira.

Ché pham chira vi khuén axit lactic

Ché phdm chira vi khuén axit lactic 1a ché phdm chtra vi khuéan axit lactic
dugc mo ta & trén clia sang ché.

Luong ché pham chua vi khuin axit lactic dugc chira trong thube kich
ung mién dich niém mac khong bi gi6i han cu thé va c6 thé duoc lua chon mot
cach phu hop phu thudc vao muc dich.

Céc thanh phéan khéac nita

Cac thanh phan khéic nira trong thubc kich Gmng mién dich niém mac
khong bi gidi han cu thé va c6 thé duoc lua chon mot cach phu hop phu thude
vao muc dich. Vi dy, ching cé thé tuong ty nhu duoc mé ta trong phan tiéu dé
“c4c thanh phan khac nita” cho dugc phim dung qua dudng miéng dé diéu tri it
nh4t mot trong s6 cac bénh truyén nhiém HPV va u lién d6i HPV.

Luong thanh phan khéc nita dugc chira trong thudc kich tmg mién dich
niém mac khong bi giéi han cu thé va c6 thé duoc lya chon mot cach phu hop
phu thudc vao muyc dich.

Str dung

Thudc kich tmg mién dich niém mac ¢6 thé duogc st dung riéng 1é hodc
két hop véi cac duge pham bao gdém céc thanh phén khac nita lam céc thanh
phan hoat tinh. Thudc kich tmg mién dich niém mac cling c6 thé duoc str dung &
trang thai trong do né dugc két hop trong duge phim bao gbm cac thanh phan
khéc nita 1am c4c thanh phan hoat tinh.

Dang bao ché

Dang bao ché ctia thude kich img mién dich niém mac khong bi gi6i han
cu thé va co thé duoc lua chon mot cach phu hop phu thude vao muyc dich, mién
1a ubng duge. Céc vi du ciia n6 bao gdm ché pham dung qua duong miéng dang
rén (vi du, dang vién nén, dang vién nén duoc pht, dang hat, dang bdt, va dang
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vién nang) va dung dich dung qua dudong mi¢ng (vi du, dang long, dang sird, va
dang con ngot). Thubc kich tmg mién dich niém mac cic dang bao ché bét ky
dugc mo ta & trén co thé duoc san xuit theo cac phuong phap thong thuong.
Kiém soét

Luong kiém soat, thoi gian kiém soat, va déi twong kiém soét cua thude
kich ung mién dich niém mac khong bi gidi han cu thé va ¢6 thé dugc lua chon
mot cach phu hop phu thudc vao muc dich.

Luong kiém sodt khong b gi6i han cu thé va c6 thé dugc lya chon mot
céch phit hop khi xem xét nhiéu yéu t6 khac nhau nhu do tudi, trong luong, thé
trang, va cac triéu chung ctua dbi tuong kiém soét, va c6 hay khong c6 cac duge
phim hodc thubc bao gdm céc thanh phan khac nita lam cdc thanh phan hoat
tinh duoc kiém soét.

Vi du phu hop vé ddi tugng kiém soat bao gdm con ngudi.

Thubc kich tmg mién dich niém mac c6 thé gy ra phan Umg mién dich
qua té bao trung gian dac hiéu cua protein E7 cua virut HPV trong niém mac.
Phuong phép gay mién dich niém mac

Thubc kich Gmg mién dich niém mac c6 thé gy mién dich niém mac
trong mot ca thé bing c4c kiém soat ca thé d6. Do do, sang ché cling dé cap dén
phuong phap gay mién dich niém mac, phuong phip bao gdm viée st dung
thude kich ing mién dich niém mac qua duong miéng cho ca thé.

Vi du thyce hién sang ché

Cac vi du san xuat va vi du thtr nghiém cuda sang ché dugec mo ta dudi
day, nhung sang ché khong bi gi¢i han ¢ do.

Vi du san xuit so sanh 1: San xut ché phdm LacE7 da biét

Ché phdm LacE7, ma 1a ché pham da biét, duoc san xuét theo phuong
phap dugc mo ta trong Poo H. et al., Int. J. Immunol., 2006, vol. 119, pp. 1,702 -
1,709.

Toém lai, protein dot bién E7 c6 ngudn goc tir HPV16 ma bao gbm trinh
ty axit amin dugc thé hién boi SEQ ID No. 2, d6 1a, trong d6 Asp tai vi tri 21,
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Cys tai vi tri 24, va Glu tai vi trf 26, ma lién quan dén sy lién két véi protein Rb,
cua protein E7 kiéu dai dugc thay thé tit ca boi Gly duoc dua qua vét truyén
biéu hién vao trong Lactobacillus casei ma da duoc xac nhén 1a tao ra t& bao hd
tro T loai 1 (té bao Th1). Chét tai t6 hop thu dugc (LacE7) dugc nudi cly trong
mdi trudng va sau do bi tiéu diét bing cach gia nhiét. LacE7 duoc loc tir moi
truong, rua bé‘mg nudc cat vai 1an, va sau dé dugc séy kho thanh bdt (ché phém
LacE7). Ché pham thu duge luu trir & 4°C t61 khi su dung. Ché pham LacE7
khong tan trong dung moi nudc.

Vi du san xuét 1: San xuét vi khuén axit lactic lién két protein E7 loai dot bién

Vi khudn axit lactic loai lién két protein E7 dot bién ma gin trén bé mat
duoc san xuat bang cach dudi déy. Protein E7 dot bién (SEQ ID No. 2) 1a
polypeptit co ngudn gbc protein cta virut HP7.

Séan xuét protein B7 dot bién
X4y dung plasmid dé biéu hién protein vao chd ma trinh tw hop nhét cla cA va
protein E7 dot bién duoc chén vao

Protein cA 1a protein neo ma dugc st dung lam cong cu dé ¢6 dinh
protein E7 dot bién trén bé mit cta vi khuan axit lactic. Protein cA c6 thé ¢b
dinh céc protein trén peptidoglycan cta vi khuén gram duong qua vat mang dién
va motip nhét dinh va la protein lién két thanh té bao c6 ngudn goc tir AcmA ma
1a peptidoglycan hydrolaza ctia Lactococcus lactis (Tjibbe Bosma, Rolf
Kanninga, Jolanda Neef, Sandrine A. L. Audouy, Maarten L. van Roosmalen,
Anton Steen, Girbe Buist, Jan Kok, Oscar P. Kuitréns, George Robillard, va
Kees Leenhouts (2006) Novel Surface Display System for Proteins on
Non-Genetically Modified Gram-Positive Bacteria. Appl. Environ. Microbiol. p.
880 - 889).

Trinh tu hop nhit ctia cA va protein E7 dot bién (xem SEQ ID NO. 3)
dugc chén vao trong vat truyén plasmid pQE31 bang phuong phap théng thuong
(sau day duoc goi la “pQE31::cA=E7Rb,” xem Fig.1A).

Su bién doi
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Pé lam vat chu dé biéu hién protein hop nhét ctia cA va protein E7 dot
bién, thi CLEARCOLI (thuong hiéu da duoc dang ki) (E. coli BL21DE3 LPS
modified strain, Lucigen) dugc st dung.

Ther nhét, CLEARCOLI (thuong hiéu d& duoc dang ki) dugc bién doi
bang phuong phép dién di dé qua d6 dua pREP4 (invitrogen) vao trong.

Sau dé, pQE31::cA=E7Rb duoc dua vao trong chit bién dbi thu duoc
boi phuong phap canxi clorua dé qua d6 thu dugc E. coli ma biéu hién protein
hop nhét ciia cA va protein E7 dot bién (sau ddy duoc goi 1a “CLEARCOLI
(thuong hiéu da duoc ding ki) pQE31 ::cA=E7Rb, pREP4”).

Sy biéu hién va su loc protein hop nhét

Mot vong platin ctia E. coli duoc cdy vao trong méi trudng long
Luria-Bertani (LB) (Difco Laboratories) chua ampixilin (ndng do cudi:
100pg/mL) va kanamyxin (ndng do cudi: 25pug/mL) va dugc nudi ciy bang cach
lic & 37°C qua dém.

E. coli dugc nudi cay nhu vy dugc thu hoi va ria sach. Sau do, PBS
duoc bd sung vao dé tuong tu lugng dugc sur dung cho viéc nudi cay. Phén thu
dugc co luong bang 1/20 ctia mdi truong long LB d8 nudi ciy chu yéu duoc cy
vao trong moi truong long LB dé nudi cay chu yéu chtra ampixilin (ndng do
cudi: 100pg/mL) va kanamyxin (ndng dd cudi: 25pg/mL).

Mbi truong nudi cdy chinh duge thuc hién bing cach nudi cay lac tai
37°C. Khi O. D. 0 dat t6i 0,5, IPTG duoc bd sung dé tao ra ndng do cudi 1a
1mM. Sau d6, phan thu dugc nudi ciy bang cach l5¢ & 37°C trong 4 gio dé qua
d6 1am biéu hién protein hop nhat.

E.coli duoc thu hdi tir dung dich nudi cay thu dugc. SmL/g E. coli cua
dém Lysis (NaH,PO,4 100mM, Tris-Cl 10mM, Urea 8M, pH 8) duoc bd sung vao
d6 va sau khi khudy nhe nhang tai nhiét do phong trong 1 gio. Phén thu duoc ly
t4m tai 10000 x g trong 30 phit & 4°C va sau d6 huyén phi dugc thu hoi.

4mL dich lo Iting thu duge dugce tron nhe nhang tai nhiét 46 phong trong
40 phut bang ImL TALON (tén thuong hiéu da duoc dang ki) Metal Affinity
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Resin (Clontech) ma da dugc can bang boi dém Lysis. Phan dung dich tron thu
dugc cua dich lo ling va nhua dugc chuyén vao cidc ¢t Polypropylen
(QIAGEN) dé qua d6 loai bo dich lo limg. Phan thu dugc rira sach 2 lan bing
4mL nudc dém rira (NaH,PO, 100mM, Tris-Cl 10mM, Urea &M, pH 6,3) va
protein hop nhdt dugc gin nhdn His dugc tach rira bang dém tach rta 1
(NaH,PO4 100mM, Tris-Cl 10mM, Urea 8M, Imidazol 150mM, pH 5,9) va dém
tach ria 2 (NaH,PO4 100mM, Tris-Cl 10mM, Urea 8M, Imidazol 300mM, pH
4,5).

Dung dich protein thu duogc dugc khu mudi bang cach thAm tach va cd
dic bang cach st dung mdy loc siéu cdp ULTRACEL (thuong hiéu da duoc
dang ki)—10k (Merck Millipore).

Nong dd protein trong dung dich protein thu dugc do bdi QUICK
START (tén thuong mai) Bradford Protein Assay (BIO-RAD) va sau do dung
dich dugc Iuu trit & —80°C t6i khi sur dung.

X4c nhén protein hop nhét bang cach thAm Western

Trong mdi truong nudi cdy chinh duge mo ta trong phan “su biéu hién va
su loc protein hop nhét” phﬁn dung dich nuéi cdy thu dugc ma dugce bd sung
IPTG va dugc nudi cdy tai 37°C trong 4 git dugc ly tdm tai 10000 x g trong 3
phtt va sau d6 E. coli duge thu hdi. Dich lo ling bi loai bo. Phén vién thu duoc
tao huyén phu trong 100uL mau dém 1 x SDS-PAGE. Dich long huyén phu lo
ltmg dugc gia nhiét tai 100°C trong 5 phut.

Dich léng huyén pht dd gia nhiét dugc dua di dién di boi SDS-PAGE va
duoc chuyén sang mang PVDF (EDM Millipore).

Mang da chuyén dugc U tai nhiét d6 phong trong 1 gio trong dung dich
khang thé so cp (1% BSA, 0,05% Tween 20 trong PBS (-), IgG ctia chudt
khéng His (Anti-His-tag mAb, MEDICAL & BIOLOGICAL LABORATORIES
CO., LTD.) (1 : 2000)).

Sau d6, mang duogc rira sach 2 lan bang PBST.

Sau d6, mang duoc U tai nhiét do phong trong 1 gid trong dung dich
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khang thé thi cap (1% BSA, 0,05% Tween 20 trong PBS (=), HRP cua dé khang
IgG cua chudt (Anti-Mouse IgG (toan bd phan tir)-khang thé peroxidaza tao ra &
dé, SIGMA-ALDRICH) (1 : 10000)).

Sau d6, mang dugc rua sach 2 14n bang PBST.

Sau do, su biéu hién cua protein hop nhét duoc xac nhan b%mg cach xac
dinh cac dai bang ECL Plus (GE Health care Life Science) véi Chemi doc
(Bio-Rad Laboratories).

Su lién két v6i bé mit cta vi khuén axit lactic

Protein hop nhét clia cA va protein E7 d6t bién duoc lién két vao bé mat
ctia vi khuén axit lactic (sau day dugc goi la “su c¢b dinh”) bang phuong phap
duoc mé ta trong tham khao tai liéu Tjibbe Bosma, Rolf Kanninga, Jolanda Neef,
Sandrine A. L. Audouy, Maarten L. van Roosmalen, Anton Steen, Girbe Buist,
Jan Kok, Oscar P. Kuitréns, George Robillard, va Kees Leenhouts (2006) Novel
Surface Display System for Proteins on Non-Genetically Modified
Gram-Positive Bacteria. Appl. Environ. Microbiol. p. 830 - 839.

Nubi cdy vi khuén axit lactic

P& 1am vi khudn axit lactic, Lactobacillus casei IGM393 ma d& duoc Xac
nhén truéc d6 la cé tac dung phu lam chit mang khang nguyén (Kajikawa A,
Igimi S (2010) Innate and acquired immune responses induced by recombinant
Lactobacillus casei displaying flagellin-fusion antigen on the cell-surface.
Vaccine 28: 3409 - 3415) duoc su dung.

Vi khudn axit lactic dwoc nudi cdy tinh tai 37°C qua dém trong méi
trudng long Mann-Rogosa-Sharp (MRS) (Difco Laboratories). Vi khuén axit
lactic duoc thu hdi tir phan dung dich nudi cdy thu duoc va dugce ria 2 14n bang
PBS.

Xt Iy so bd dé cb dinh

Déi v6i su xir Iy so bo dé ¢b dinh, hai loai vi khuan axit lactic, vi du, “vi
khuln axit lactic duge xu Iy bang axit tricloaxetic (TCA) (sau ddy duoc goi la
“xit Iy TCA™) va “vi khuén axit lactic dugc xir Iy bang PBS (sau ddy duoc goi la
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“khéng xtr Iy TCA”) dugc didu ché.

Vi khuén axit lactic dugc xir ly bing TCA béng cach tao dich huyén phu
vi khuén trong 10% TCA véi mot lugng béng 0,2 14n so vé&i dung dich nudi céy,
gia nhiét & 100°C trong 30 phut, varua bing PBS 3 lan.

Vi khuén axit lactic duge xtr Iy bang PBS bang cach tao dich huyén phu
vi khudn trong PBS v6i mét luong bing 0,2 14n so véi dung dich nudi cdy, gia
nhiét & 100°C trong 30 pht, va rira bing PBS 3 lan.
Sw cb dinh

Protein hop nhat dugc bd sung voi lugng 1,0pg, 0,3pg, 0,1 pg, hodc
0,03pg (twong Umg vé6i 0,3ug, 0,09ug, 0,03ug, hodc 0,009ug protein E7 dot
bién) trén 1,0 x 108 vi khuan axit lactic duge xir 1y tir trude. Phan thu dugc dugc
tron voi dung dich PBS chira protein hop nhét trong 1 gio. Két qua 13, protein
hop nhét duoe lién két dién vao bé mit ctia vi khuan axit lactic.

Sau khi trdn, ph::fln thu dugc duogc rua béng PBS 3 1an va duogc luu trir tai
—80°C t6i khi str dung.

Vi vy, thu dugc vi khuén axit lactic loai lién két protein E7 dot bién
duoc mé ta nhu dudi day:
() Vi khuan axit lactic loai lién két protein E7 dot bién ma trén bé mit clia
no, 0,3ug protein E7 dot bién duoc lién két trén 1,0 x 108 vi khudn axit lactic
(xtr ly TCA);
(2) Vi khuén axit lactic loai lién két protein E7 dot bién ma trén bé mit cta
no, 0,09ug protein E7 dot bién duoc lién két trén 1,0 x 108 vi khudn axit lactic
(xtr Iy TCA);
(3) Vi khuén axit lactic loai lién két protein E7 dot bién ma trén bé mit cla
no, 0,03ug protein E7 dot bién duoc lién két trén 1,0 x 10% vi khuén axit lactic
(xtr Iy TCA);
4 Vi khuén axit lactic loai lién két protein E7 dot bién ma trén bé mit clia
no, 0,009ug protein E7 dot bién duoc lién két trén 1,0 x 108 vi khuan axit lactic
(xt ly TCA);
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(5) Vi khuén axit lactic loai lién két protein E7 dot bién ma trén bé mit cia
no, 0,3pug protein E7 dot bién duoc lién két trén 1,0 x 108 vi khudn axit lactic
(khéng xu ly TCA);

(6) Vi khuén axit lactic loai lién két protein E7 dot bién ma trén bé mit cla
no, 0,09ug protein E7 dot bién duoc lién két trén 1,0 x 10% vi khuén axit lactic
(khéng xu ly TCA);

(7) Vi khuén axit lactic loai lién két protein E7 dot bién ma trén bé mit cua
no, 0,03ug protein E7 dot bién duoc lién két trén 1,0 x 10® vi khuén axit lactic
(khéng xu ly TCA); va

(8) Vi khuén axit lactic loai lién két protein E7 dot bién ma trén bé mit cla
1n6, 0,009ug protein E7 dot bién duogc lién két trén 1,0 x 10® vi khuén axit lactic
(khéng xu ly TCA).

Phép phan tich FACS

Vi khuan axit lactic loai lién két protein E7 dot bién theo muc (1) dén (8)
dugc dan nhén huynh quang voi khang thé dic hiéu cho protein E7 cuia virut
HPV va sau do duoc xac nhan su ¢ dinh boi dung cu do té bao theo dong chay
(FACS, BD).

Dic biét 1a, mdi vi khuan axit lactic loai lién két protein E7 dot bién
duoc tron 1an (nhiét d6 phong, 60 phit) trong 0,5mL dung dich khang thé so cap
(1% BSA, 0,05% Tween 20 trong PBS (-), IgG chudt khang HPV16 E7 (Khang
thé protein loai 16 E7 [289-17013 (TVG-701Y)], GeneTex) (1 : 1000)). Sau do,
phan thu dugc dugc ly tdm (15000 x g, 3 phut) va sau d6 duoc rira 2 l4n bang
PBS (-). Sau do, phﬁ?m thu duogc dugc tron 1an béng cach khac (nhiét do phong,
60 phut) trong 0,5mL dung dich khang thé thir cap (1% BSA, 0,05% Tween 20
trong PBS (-), IgG chudt khang Alexa Fluor 488 (Alexa Fluor(R) 488 cua dé
khang IgG chudt (H+L), Life technologies) (1 : 500)). Sau do, phén thu duoc
dugce ly tam (15000 x g, 3 phut) va sau d6 dugc rua 2 14n bang PBS (-).

Sau d6, phan thu dugc duoc bd sung bang PBS (-) dén thé tich bang
0,6mL va dugc dua di xtr ly FACS dé qua d6 phat hién huynh quang.
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Luu ¥ rang, ching dugc didu ché theo cach tuwong tu ngoai trir rang
protein hop nhét khong duoc st dung dé kiém soét nghiém ngat.

Céc két qua dugc minh hoa trong Fig.1B va Fig.1C.

Trong Fig.1B, “N” la két qua clia viéc kiém soat nghiém ngat, “(1)” la
két qua cda vi khuén axit lactic loai lién két protein E7 dot bién ma trén bé miat
cua no, 0,3ug protein E7 dot bién duoc lién két trén 1,0 x 108 vi khuén axit
lactic (xtt Iy TCA), “(2)” la két qua ctia vi khuén axit lactic loai lién két protein
E7 d6t bién ma trén bé mit cia nd, 0,09ug protein E7 dot bién dugc lién két trén
1,0 x 10% vi khuan axit lactic (xtt ly TCA), “(3)” 1a két qua cua vi khuén axit
lactic loai lién két protein E7 dot bién ma trén bé mat cua nd, 0,03pug protein E7
dot bién duge lién két trén 1,0 x 10° vi khuén axit lactic (xir Iy TCA), va “(4)” la
két qua cta vi Kkhuén axit lactic loai lién két protein E7 dot bién ma trén bé mit
ctia nd, 0,009ug protein E7 dot bién duoc lién két trén 1,0 x 108 vi khuén axit
lactic (xtr ly TCA).

Trong Fig.1C, “N” la két qua cta viéc kiém soat nghiém ngat, “(5)” la
két qua ctia vi khudn axit lactic loai lién két protein E7 dot bién ma trén bé mit
cia no, 0,3ug protein E7 dot bién duoc lién két trén 1,0 x 10% vi khuén axit
lactic (khong xir Iy TCA), “(6)” 1a két qua ctia vi khudn axit lactic loai lién két
protein E7 dot bién ma trén bé mat cua nd, 0,09ug protein E7 dot bién dugc lién
két trén 1,0 x 10° vi khudn axit lactic (khong xt Iy TCA), “(7)” 12 két qua cua vi
khuén axit lactic loai lién két protein E7 dot bién ma trén bé mit ctia nd, 0,03pg
protein E7 dot bién duogc lién két trén 1,0 x 10° vi khuén axit lactic (khong xt ly
TCA), va “(8)” la két qua cua vi khuén axit lactic loai lién két protein E7 dot
bién ma trén bé mat cta no, 0,009ug protein E7 dot bién duoc lién két trén 1,0 x
108 vi khuén axit lactic (khong xt Iy TCA).

Déi véi cac két qua cua Fig.1B va Fig.1C, da chira rang cuong do huynh
quang dugc tang cuong theo sy gia tang luong protein E7 dot bién.

Luu ¥ rang, khi luong protein E7 dot bién 1a 0,9ug trén 1,0 x 10% vi
khuén axit lactic, mot két qua tuong tu thu dugc trong truong hop ma & do
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protein E7 dot bién 1a 0,3ug trén 1,0 x 10% vi khudn axit lactic. Do d6, luong
protein E7 dot bién duoc lién két trén bé mat cua vi khuén duoc théy la bdo hoa
tai khoang 0,3ug.

Luu ¥ rang, mot két qua dién hinh cua viéc thAm Western ctia protein
duogc md ta dudi day duoc minh hoa trong Fig.1D.

Protein

© Protein hop nhat ctia cA duoc dan nhan His va protein E7 dot bién (48
kDa);

o CA duoc dan nhan His (33 kDa); va

o Protein E7 dot bién dugce dan nhan His (15 kDa).

Trong Fig.1D, “1” 1a két qua ctia “protein hop nhét cta cA duogc dén
nhéan His va protein E7 dot bién,” “2” 1a két qua cla “cA duoc dan nhén His,”
“37 va “5” la két qua cua “mau dugc didu ché tir E. coli trude d6 dé tao ra biéu
hién cta cA duogc dan nhan His,” “4” va “6” 1a két qua cua “mau duogc didu ché
tir E. coli sau khi tao ra biéu hién cua CA dugc dan nhan His,” “7” 1a két qua cta
“protein E7 dot bién dugc dan nhan His,” “8” va “10” 1a két qua cua “mau dugce
didu ché tir E. coli trude dé tao ra biéu hién cta protein E7 dot bién duoc dan
nhan His,” “9” va “11” la két qua clia “mau dugc didu ché tir E. coli sau khi tao
ra biéu hién cta protein E7 dot bién duoc dan nhin His.”

Vi du san xuét 2: San xuit vi khuén axit lactic dot bién loai biéu hiéu protein E7

Vi khudn axit lactic loai lién két protein E7 dot bién ma trén bé mit cla
no, protein E7 dot bién (SEQ ID No. 2) ma la polypeptit co ngudn gbc protein
cua virut HP7 duoc biéu hién, dugc san xuét béng cach dudi day.

Biang cach st dung vét truyén plasmid, pIGM2 (Kajikawa Akinobu, Eiko
Ichikawa, va Shizunobu Igimi (2010) Development of a Highly Efficient
Protein-Secreting System in Recombinant Lactobacillus casei. J. Microbiol.
Biotechnol., 20(2), 375-382), vat truyén plasmid trong d6 trinh tw mé hoa cho
protein E7 dot bién (SEQ ID NO. 2) va gen neo c6 ngudn gbc tir Lacotobacillus
casei (trinh tu proteinaza cua L. casei) dugc lién két theo thu tu nay (SEQ ID
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NO. 4) duoc chén vao (sau day duoc goi la “pIGM2::E7Rb=prtP neo”) dugc san
xut (xem Fig.2A).

Trinh tu gen két thiic dugc loai bo khoi vat truyén plasmid. Phan thu
duoc duge dua vao Lactobacillus casei IGM394 bang phuong phap dién di (sau
day dugc goi la “L. casei IGM394 [pPEK7::E7RDb]”).

D& 1am chét kiém so4t nghiém ngat, ching Lactobacillus casei IGM394
ma vat truyén plasmid dugc dua vao do duoc san xudt bang cach tuong ty nhu
duoc md ta & trén, ngoai trir viéc trinh ty ma héa cho protein E7 dot bién (SEQ
ID NO. 2) va gen neo co ngudn gde tir Lacotobacillus casei (trinh tu proteinaza
cua L. casei) dugc lién két theo tht tu ndy (SEQ ID NO. 4) khong bi chén vao
vat truyén plasmid (sau ddy dugc goi la “L. casei IGM394 [pLP empty]”).

Vi khuidn axit lactic duoc cdy vao méi truong long (MRSE) ma 1a
Mann-Rogosa-Sharp (Difco Laboratories) duoc tao dich huyén phu béing
Sug/mL Em va sau d6 duogc nudi cdy tai 37°C qua dém (khoang 14 gi¢). Vi
khuén axit lactic duoc thu hdi tir dung dich nui cdy (5000g x 10 phut) va dugc
rira mot 14n bang PBS (5000g x 10 phut). PBS dugc bd sung vao dé qua do didu
chinh ndng d6 ctia phan dich huyén phu té bao thu duoc dén 1 x 10° CFU/mL.

Dich huyén pht t& bao dugc diéu chinh dwoc cdy vao 1L MRSE ((i) ma
khong bd sung NaHCOs, pH 6,4, (ii) vdi su bd sung NaHCO; 10mM, pH 6,8,
hodc (iii) vo1 su bd sung NaHCO; 25mM, pH 7,1) véi mot luong bang 10%
MRSE (1 x 108 CFU/mL). Phdn thu duge dugc nudi cdy tai 37°C trong khoang 5
gid bang cach khuéy nhe trong didu kién ky khi (st dung ANAEROPACK).

Luu y rang, vi khuan axit lactic phuc vu cho su kiém soat nghiém ngat
trong viéc nudi cdy trong (i) MRSE ma khong bd sung NaHCO:s.

Vi khuan axit lactic duge thu hdi tir dung dich nudi ciy (5000g x 10
phit) va duge rira mot lan bang PBS (5000g x 10 phut). 30mL PBS duge bd
sung vao do qua do diéu chinh noéng do cubi cua phan dich huyén phu t& bao thu
duoc dén 7,5 x 10°té bao/mL (OD ~ 7,5). Luu y ring, sb lugng vi khudn axit
lactic dugc dém béi huyét cau ké.
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Dich huyén phu té bao duoc hip & 80°C trong 5 phut dé tidu diét vi
khuén. Ngoai ra, vi khuan ma khong dugc hép dugc st dung lam mau vi khuén
sdng.

Vi vay, thu dugc vi khuén axit lactic loai biéu hiéu protein E7 dot bién
nhu dugc mo ta dudi day:

(i-1) Vi khun axit lactic loai biéu hién protein E7 dot bién ma dugc nudi cay
trong MRSE ma khong bd sung NaHCOj5 (pH 6,4) va bi tiéu diét;

(i-2) Vi khun axit lactic loai biéu hién protein E7 dot bién ma dugc nudi cdy
trong MRSE ma khong bd sung NaHCOjs (pH 6,4) va khong bi tiéu diét;

(ii-1) Vi khun axit lactic loai biéu hién protein E7 dot bién ma dugc nudi cay
trong MRSE véi su bd sung NaHCO; 10mM (pH 6,8) va bi tiéu diét;

(ii-2) Vi khudn axit lactic loai biéu hién protein E7 dot bién ma duoc nudi ciy
trong MRSE véi su bd sung NaHCO; 10mM (pH 6,8) va khong bi ti€u diét;
(iii-1) Vi khudn axit lactic loai biéu hién protein E7 dot bién ma duoc nudi cay
trong MRSE vé1 su bd sung NaHCO; 25mM (pH 7,1) va bi ti€u diét; va

(iii-2) Vi khudn axit lactic loai biéu hién protein E7 dot bién ma dugc nudi cay
trong MRSE v6i su bd sung NaHCO; 25mM (pH 7,1) va khong bi tiéu diét.
Phép phan tich FACS

Vi khuén axit lactic loai bidu hiéu protein E7 dot bién cta (i-1), (ii-1), va
(iii-1) va su kidm soat nghiém ngat dugc dua di phan tich FACS theo céch tuong
tu nhu trong vi du san xuét 1 dé qua d6 xac nhan mirc do biéu hién cta protein
E7 dot bién trén bé mat vi khuan trén 1,0 x 108 vi khudn axit lactic. Cac két qua
duoc minh hoa trong Fig.2B.

Trong Fig.2B, “N” la két qua clia viéc kiém soat nghiém nggt (vi khuan
bi tiéu diét), “(i-1)” 1a két qua cua vi khudn axit lactic loai biéu higu protein E7
d6t bién ma duoc nudi cdy trong MRSE ma khong bd sung NaHCO; (pH 6,4) va
bi tiéu diét, “(ii-1)” 1a két qué cta vi khudn axit lactic loai biéu higu protein E7
dot bién ma duoc nudi cay trong MRSE véi su bd sung NaHCO; 10mM (pH
6,8) va bi tiéu diat, va “(iii-1)” 1 két qua ctia vi khuén axit lactic loai biéu hiéu
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protein E7 dot bién ma duoc nudi cdy trong MRSE véi su bd sung NaHCOs
25mM (pH 7,1) va bi tiéu diét.

Theo két qua cta Fig.2B, da chira rang luong biéu hién cua protein E7
dot bién trén bé mat clia vi khuén c6 thd duoc cai bién bang cach diéu chinh pH
cua dung dich nu6i céy.

Vi du thir nghiém 1: So sénh lugng protein E7 dot bién trén bé mit vi khuan)

Céc mau duoc mé ta dudi ddy duge dua di phan tich FACS theo cach
tuong tu nhu trong vi du san xuét 1 dé qua d6 so sanh lugng protein E7 dot bién

trén bé mit vi khuén trén 1,0 x 10% vi khuén axit lactic. Céc két qua duoc minh

hoa trong Fig.3A va Fig.3B.
Mau
) Su kiém soat nghiém ngit trong vi du san xudt 2 (vi khun bi tiéu diét);

(II) Ché pham LacE7 thu duoc trong vi du san xuét so sanh 1;
(I Vi khuAn axit lactic loai lién két protein E7 dot bién ma trén bé mit clia
no, 0,03ug protein E7 dot bién duogc lién két trén 1,0 x 10® vi khuén axit lactic
(xtr Iy TCA) cta (3) trong vi du san xuét 1; va
(IV) Vi khuan axit lactic loai bieu hiéu protein E7 dot bién ma duoc nudi cay
trong MRSE véi su bd sung NaHCO; 25mM (pH 7,1) va bi tiéu diét cua (iii-1)
trong vi du san xuét 2.

Trong Fig.3A va Fig.3B, “(I)” la két qua cta mau (1), “(11)” la két qua
ciia mau (I1), “(I11)” 1a két qua ctia mAu (III), va “(IV)” 1a két qué clia mau (IV).

Theo két qua cua Fig.3A (didu kién cua phép do: 525 von), dé chi ra rang,
trong ché pham LacE7, cudng do huynh quang dé duoc phan phdi rong rai, vi dy,
c6 mot luong 16n vi khuan axit lactic ma trén bé mat cia né cac protein E7 dot
bién khong duoc bidu hién. Ngoai ra, theo két qua cta Fig.3B (diéu kién cia
phép do: 600 von), da chi ra rang, trong ché pham LacE7, protein E7 dot bién
trén bé mit ctia vi khuan c6 biéu hién thap.

Trong khi d6, trong vi khuan axit lactic loai biéu hiéu protein E7 dot bién
ma duoc nudi cdy trong MRSE véi sy bd sung NaHCO; 25mM (pH 7,1) va bi
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tiéu diét cua (iii-1) trong vi du san xudt 2, luong biéu hién cuia protein E7 dot
bién trén 1,0 x 108 vi khun axit lactic dugc udc tinh 1a khoang 0,3pg.

Vi du thir nghiém 2: Thur nghiém kha néng mién dich niém mac chéng virut
HPV-1

Thir nghiém kha nang mién dich niém mac chdng virut HPV duoc thuc
hién bang cach dudi day ma sir dung ché phdm LacE7 dugc tao ra trong vi du so
sanh 1.

Su mién dich cua chudt

Chuot nhit duoc mién dich béng cach cho uéng ché phém LacE7 theo
tht tuc duoc mo ta trong K. Adachi et al., Vaccine, 2010, vol. 28, pp. 2810 -
2817.

Kiém soét qua duong miéng ché phdm LacE7 d6i véi chudt

Chudt nhét cai sdu tuan tudi SPF C67BL (CLEA Japan, Inc.) dugc mién
dich boi ché pham LacE7 thong qua viéc kiém soét qua dudng miéng.

Ché pham LacE7 (0,1mg, 0,3mg, hodc 1,0mg trén con chudt) duoc kiém
soat téng cong 4 vong vao cac tun 1, 2, 4, va 6. DPéi viéc kiém soéat hoan toan,
ché pham LacE7 dugc tao huyén phu trong 200uL PBS va duoc kiém soat thong
mm&gﬁmgda%ywu3QGM@génm&@nm&n@yWmmmyﬂmn@y
lién tiép mdi tuan.

San pham trong rudt

hd@ttuén.sau]én_nuéicéy'cuéicﬁa.ché pham LacE7 (tai tuan 7), ndm
con chudt nhit ma ché phém LacE7 duoc ciy ghép vao dé bi chia cat, ma rudt
duoc thu hoi tir 6. Sau d6 phan duge loai bd khdi rudt, bén trong mdi vung rudt
duoc rira bang 10mL cua HBSS dugc tao dich huyén phu béng chét tic ché
proteaza.

Diéu ché té bao bach huyét niém mac chudt bach

Mbi ving rudt duoc md theo chiéu doc va duoc l5¢c manh trong méi
truong PRMI1640, ma chira 10% theo khdi lugng huyét thanh bo khong hoat
héa, L-glutamin 2mM, natri pyruvat ImM, 1 x cdc axit amin khong can thiét, va
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2-mercaptoethanol 50mM, duoc tao dich huyén phu bang 10% theo khéi luong
FBS, 100 don vi/mL penicillin va 100pg/mL streptomycin & 37°C trong 30 phut.
Dung dich huyén phu té bao duoc thu hdi sau dé, di qua thiét bi loc té bao BD
FALCON (tén thuong mai) (BD Bioscience, USA) dé qua d6 loai bd manh v&
mo, va sau d6 dugc dua di ly tdm gradien & mét do ngét quing trong 15mL bng
trong do 40% theo khdi lwong PERCOLL PLUS dugc xép 16p trén 70% theo
khéi lrong PERCOLL PLUS. Khoang 107 dén 10° té bao dugc xép 16p trén do,
sau d6 ly tAm tai 600 x g va nhiét do phong trong 20 phut. Két qua 13, cac té bao
lympho niém mac (kha nang phat trién té bao: 95%) dugc co dic tai phan giao
dién gifta 70% theo khéi luong 16p PERCOLL PLUS va 40% theo khéi luong
16p PERCOLL PLUS. Khoang 5 x 10° dén 10 x 10° c4c té bao niém mac thu
duoc tir moi con chudt.
Thir nghiém ELISPOT

50uL huyén phu cta cac t& bao bach huyét niém mac trong rudt (5 x 10°
té bao/mL) duoc U trong 24 gio 6 37°C cung voi té bao biéu hién khang nguyén.

Theo huéng dan cua nha san xuit cia MOUSE IFN-y ELISPOT KIT
(MABTECH AB, Sweden), 10uL peptit tdng hop (1ug/mL) bao gdm céc axit
amin tai vi tri tir 49 dén 57 cua protein E7 ma dugc bao céo 1a epitope CTL cho
protein B7 cta virut HPV16 (SEQ ID No. 1), mitogen (40ng/mL phorbol
myristat axetat thém 4pg/mL ionomycin), hodc moi truong riéng 1é (kiém soat)
duge b sung nho giot vao tAm 96-well (vi du, tAm ELIIP, Millipore, USA) dugc
phtt béi céc khang thé khang IFN-y ctia chudt,. SO lugng diém tich cuc IFN-y
{rén tAm 96-well duoc phan tich bing hé théng phan tich hinh anh video hd trg
may tinh hoan toan tu dong, KS ELISPOT (Carl Zeiss Vision, Germany).
Phén tich thong ké

Dit liéu ELISPOT duge thé hién 1a phwong tién + d@ 1éch chuan. Nhiing
gi4 tri nay hodc nhiing gia tri tuong dbi duoc so sanh gitta cdc nhém mién dich
(5 con chudt nhit/nhém) bang cach st dung thir nghiém-t ctia nghién ctru hai
mat. Gié tri gia tri p <0,05 dugc coi la dang ké.
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Céc két qua cta vi du thir nghiém 2 duoc minh hoa trong Fig.4.

Nhu thiy r& tir Fig.4, s lugng té bao san xuét TFN-y trén 10° té bao duoc
gia ting phu thudc vao luong kiém soat.

Ngoali ra, dbi véi céc két qua cua Fig.4, sé luong té bao san xuét IFN-y
trén 106 té bao dugc tinh toan la 65,8 té bao trong trudng hop ma ¢ d6 0,5mg
ctia ché phdm LacE7 dugc kidm so4t (nhu dugc chi ra boi mili tén trong Fig.4).
(Vi du thtr nghiém 3: Thit nghiém kha nang mién dich niém mac chbng virut
HPV lan 2)

Thtr nghiém kha nang mién dich niém mac chbng virut HPV duoc thuc
hién theo cach tuong ty nhu vi du thir nghiém 2, ngoai trir viéc mdi mau duge
mo ta & trén dugc kiém soét tai 0,5mg/con chudt.

Mau

° M3u 1: Vi khuén axit lactic loai lién két protein E7 dot bién ma trén bé
mit cta nd, 0,3ug protein E7 dot bién duoc lién két trén 1,0 x 108 vi khuan axit
lactic (khong xir Iy TCA) cta (1) trong vi du san xut 1;

o Mau 2: Vi khuén axit lactic loai lién két protein E7 dot bién ma trén bé
mit cia no, 0,09ug protein E7 dot bién dugc lién két trén 1,0 x 108 vi khudn axit
lactic (bang cach xtt Iy TCA) ctia (6) trong vi du san xuét 1;

L Mau 3: Vi khuén axit lactic loai lién két protein E7 dot bién ma trén bé
mit ctia nd, 0,3pg protein E7 dot bién duoc lién két trén 1,0 x 108 vi khuén axit
lactic (bang cach xu ly TCA) ctia (5) trong vi du sén xuét 1;

° Mau 4: Vi khuén axit lactic loai biéu hiéu protein E7 dot bién ma duoc
nudi cdy trong MRSE véi su bd sung NaHCO; 25mM (pH 7,1) va khong bi tiéu
diét cua (iii-2) trong vi du san xuét 2; va

° Mau 5: Vi khudn axit lactic loai biéu hiéu protein E7 dot bién ma dugc
nudi cy trong MRSE véi su bd sung NaHCO; 25mM (pH 7,1) va bi tiéu diét
cua (iii-1) trong vi du san xuét 2.

Céac két qua dugc minh hoa trong Fig.5. Trong Fig.s, sd tir 1 dén 5 trén
truc ngang thé hién s6 mau.
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Trong Fig.5, cac két qua cta vi du thir nghiém 2 cling dugc minh hoa.
Trong Fig.5, A thé hién két qua trong trudng hop ma & do ché phim LacE7 dugc
kidm soat & 0,1mg/con chudt trong vi du tht nghiém 2, B thé hién két qua trong
truong hop ma & do ché phim LacE7 dugc kiém soat & 0,3mg/con chudt trong
vi du thir nghiém 2, va C thé hién két qua trong trudong hop ma & do ché phim
LacE7 duoc kiém soét & 1,0mg/con chudt trong vi du thir nghiém 2.

Miii tén trong Fig.5 thé hién s luong té bao san xudt IFN-y trén 10° té
bao trong truong hop ma & do ché phdm LacE7 dugc kiém soat & 0,5mg/con
chudt dugc tinh toan tir cac két qua cua vi du thir nghiém 2.

Déi véi két qua cta Fig.5, da chi ra rang cac mau tur 1 dén 5, ma la vi
khuén éxit lactic loai lién két protein E7 dot bién hodc vi khuan axit lactic loai
biéu hiéu protein E7 dot bién ctia séng ché, c6 kha nang mién dich chéng HPV
6t hon ché phim LacE7, ma 1a ché phim da biét, duge kiem soat v6i ham luong
twong ty nhu cdc mau.

Cu thé 13, & chi ra ring kha nang mién dich chéng lai HPV ctia cac mau
tir 2 dén 5 1a rat tot, vi du, cao hon gép hai 14n so v6i ché phdm LacE7, ma la
ché pham da biét, duge kiém soat véi ham luong twong tw nhur cac mau.

Trong thtr nghiém diéu tri ctia cac bénh nhan CIN3 bang cach st dung
ché phim LacE7 da biét dugc thuc hién béi céc tac gia, s lwong té bao san xuét
JFN-y trong nhém dugc chita khoi duoc so sénh voi nhém khong duoc chita
khoi. Piéu nay ching minh rang sb luong té bao san xuit IFN-y trong nhom
duge chita khoi nhidu gip hai 1an so véi nhom khong duge chira khoi (K.
Kawana et al., “Oral vaccination against HPV E7 for treatment of cervical
intraepithelial neoplasia grade 3 (CIN3) elicits E7-specific mucosal immunity in
the cervix of CIN3 patients.”, Vaccine, 2014 Oct 29; 32 (47): 6233 -9.).

Do d6, dua trén thuc té rang sb lugng té bao san xudt IFN-y trong nhiing
ngudi ma dugc Kidm sodt v6i vi khuan axit lactic loai lién két protein E7 dot
bién hoic vi khuén axit lactic loai biéu hiéu protein E7 dot bién cua sang ché
khoang hai 1an so véi nhitng nguoi ma duge kidm soat v6i ché pham LacE7 da
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biét véi ham lugng twong tu, c6 mong mudn ring vi khuén axit lactic cta sang
ché s& cai thién dang ké hiéu qua didu tri (tbc dd phan ng).

Céc khia canh sang ché nhu sau:
1. Ché pham chta vi khun axit lactic bao gdm

vi khudn axit lactic c6 polypeptit c6 ngudn gbc protein E7 cua virut gay
u nht & ngudi (HPV) trén bé mit cia no,

trong d6 polypeptit ¢O ngudn gbc protein E7 cua virut HPV dugc chtra
v6i luong nam trong khoang tir 0,03pug dén 1,0pg trén 1 x 10% vi khuén axit
lactic.
2. Ché pham chua vi khudn axit lactic theo muc 1, trong d6 polypeptit co ngudn
gbc protein E7 cua virut HPV duoc lién két vao trén bé mit cla vi khuén axit
lactic.
3. Ché phim chira vi khudn axit lactic theo muc 1, trong d6 polypeptit co ngudn
gbc protein E7 cta virut HPV duoc biéu hién trén bé mat cta vi khuén axit
lactic.
4. Ché phdm chua vi khuAn axit lactic theo muc bat ky trong sé cac muc tir 1 dén
3, trong d6 vi khuén axit lactic 12 Lactobacillus casei.
5. Dugc pham dung qua dudng miéng dé didu tri {t nhat mot trong sd céc bénh
truyén nhidm HPV va u lién déi HPV, ché phim bao gdm ché pham chtra vi
khudn axit lactic theo muc bat ky trong s& cac muc tir 1 dén 4.
6. Dugc phdm dung qua duong miéng @8 didu tri {t nhat mot trong 3§ céac bénh
truyén nhidm HPV va u lién d6i HPV theo muc 5, trong do ché phém duogc su
dung dé didu tri it nhat mot trong sé u ndi biéu md cd tir cung va giai doan tién
ung thu cb tlr cung.
7. Thubc kich tng mién dich niém mac bao gbm ché pham chtra vi khuan axit

Jactic theo muc bt ky trong s& cac muc tir 1 dén 4.
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YEU CAU BAO HOQ

1.Chéphénlch&avikhuénaxﬁ]acﬁcbaogénr

vi khuén axit lactic c6 polypeptit trén bé mit cua no,

trong d6 polypeptit la protein E7 cta virut géy u nht & nguoi (HPV) kiéu
dai hodc thé dot bién cta protein E7 ma trong d6 du luong axit amin lién quan
dén viéc lién két véi protein u nguyén bao vdng mac (Rb) cta protein E7 duoc
thé boi du lugng axit amin khéc,

trong d6 polypeptit dugc hop nhét voi protein neo ma la protein lién két
thanh té bao cA ciia AcmA dé tao ra protein hop nhét, hodc dugc biéu hién tir
trinh ty cua axit nucleic ma hoa cho polypeptit dugc lién két véi gen prtP neo,

trong dé polypeptit dugc chira v6i luong nam trong khoang tir 0,03pug
dén 1,0pg trén 1 x 108 vi khuén axit lactic trén bé mit cta vi khuan.
2. Ché phdm chira vi khuén axit lactic theo diém 1, trong d6 protein E7 cta virut
HPV la protein E7 cua virut HPV16.
3. Ché phdm chtra vi khuAn axit lactic theo diém 1 hodc 2, trong d6 polypeptit 1a
protein E7 dot bién ma trong d6 Asp tai vi tri 21, Cys tai vi tri 24, va Glu tai vi
trf 26 ctia protein E7 ctia virut HPV16 kiéu dai (SEQ ID No. 1) duoc thé boi du
lugng axit amin khéc.
4. Ché pham chura vi khuan axit lactic theo diém 3, trong d6 Asp tai vi trf 21,
Cys tai vi trf 24, va Glu tai vi trf 26 cta protein E7 cua virut HPV16 kiéu dai
(SEQ ID No. 1) dugc thé béi Gly.
5. Ché phdm chira vi khuén axit lactic theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1
dén 4, trong d6 polypeptit dugc gan trén b& mit ctia vi khuan axit lactic.
6. Ché pham chira vi khuén axit lactic theo diém bat ky trong sd cac diém tir 1
dén 4, trong d6 polypeptit dugc bidu hién trén bé mit cua cta vi khuén axit
lactic.
7. Ché phdm chira vi khuén axit lactic theo diém bét ky trong sd cac diém tir 1
dén 6, trong d6 vi khuén axit lactic 13 Lactobacillus casei.
8. Dugc pham dung qua dudong miéng dé diéu tri {t nhat mot trong sd cac bénh
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truyén nhiém HPV va u lién déi HPV, dugc phdm nay bao gdm ché phém chira
vi khudn axit lactic theo diém bat ky trong s6 cac didm tir 1 dén 7.

9. Thudc kich tng mién dich niém mac bao gdm ché phim chta vi khuén axit
Jactic theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 7, trong d6 thubc nay duoc st

dung dé tao ra mién dich niém mac chdng lai sy truyén nhiém virut HPV.
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FIG.2A
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FIG.2B
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<210> 1

<211> 98

<212> PRT

<213> HPV16

<400> 1

Met His Gly Asp Thr Pro Thr Leu His Glu Tyr Met Leu Asp Leu Gln
1 5 10 15

Pro Glu Thr Thr Asp Leu Tyr Cys Tyr Glu Gln Leu Asn Asp Ser Ser
20 25 30

Glu Glu Glu Asp Glu Ile Asp Gly Pro Ala Gly Gln Ala Glu Pro Asp
35 40 45

Arg Ala His Tyr Asn Ile Val Thr Phe Cys Cys Lys Cys Asp Ser Thr
50 55 60

Leu Arg Leu Cys Val Gln Ser Thr His Val Asp Ile Arg Thr Leu Glu
65 70 75 80

Asp Leu Leu Met Gly Thr Leu Gly Ile Val Cys Pro Ile Cys Ser Gln
85 90 95
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Lys Pro

<210> 2
<211> 98
<212> PRT
<213> HPV16

<400> 2
Met His Gly Asp Thr Pro Thr Leu His Glu Tyr Met Leu Asp Leu Gln
1 5 10 15

Pro Glu Thr Thr Gly Leu Tyr Gly Tyr Gly Gln Leu Asn Asp Ser Ser
20 25 30

Glu Glu Glu Asp Glu Ile Asp Gly Pro Ala Gly Gln Ala Glu Pro Asp
35 40 45

Arg Ala His Tyr Asn Ile Val Thr Phe Cys Cys Lys Cys Asp Ser Thr
50 55 60

Leu Arg Leu Cys Val GIn Ser Thr His Val Asp Ile Arg Thr Leu Glu
65 70 75 80

Asp Leu Leu Met Gly Thr Leu Gly Ile Val Cys Pro Ile Cys Ser Gln
85 90 95

Lys Pro

<210> 3

<211> 975

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
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<220>
<223> Trinh ty nhén tao

<400> 3
tettetgetg gtacttctaa ttccggtggt teaacageta caaataccaa taataattca 60

aatacaagct caaccactta tacagttaaa tctggegata cactttgggg aatttcgeaa 120
aaatatggaa ttagtgttgc tcaaattcaa agegeaaaca atcttaaaag tacagtcatc 180
tatattgggce aaaagcttgt attgacaact tcaagttctt cgtctaatac aaatagttca 240
acttcttcag gaaattctge cggaactaca acgectacta ctteggteac tectgecaaa 300
ccagettcac agacgacgat taaggttaaa tetggtgata cgetttgggg actetetgte 360
aaatataaaa cgacgattgc tcaactcaag agttggaatc atttgaattc tgatacaatt 420
ttcattggac aaaacttgat tgtttcacaa tetgeeggtt cticaagtic ttcaacaggt 480
tcaagctcag cctetacgag ttcaacttet aactettctg cagettcaaa tacctctate 540
cataaggttg ttaaaggaga tacgctitgg ggactttcac aaaaatctgg tagcccaatt 600
gcttcaatta aggettggaa teatttatca agtgatacca ttttaattgg tcaatatett 660
cgtattaaag aggatccgat geatggagat acacctacat tgeatgaata tatgttagat 720
ttgcaaccag agacaactgg tctctacggt tatgggeaat taaatgacag ctcagaggag 780
gaggatgaaa tagatggtcc agetggacaa gecagaaccgg acagagecca ttacaatatt 840
gtaacctttt gttgcaagtg tgactctacg cttcggttgt gegtacaaag cacacacgta 900
gacattcgta ctttggaaga cctgttaatg ggeacactag gaattgtgtg ccecatetgt 960
tctcagaaac cataa 975

<210> 4

<211> 624

<212> ADN

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>
<223> Trinh tu nhén tao
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<400> 4
atgcatggag atacacctac attgcatgaa atatgttaga tttgcaacca gagacaactg 60

gtctctacgg ttatgggceaa ttaaatgaca getcagagga ggaggatgaa atagatggtc 120
cagctggaca agcagaaccg gacagagecce attacaatat tgtaaccttt tgttgcaagt 180
gtgactctac gettcggttg tgegtacaaa geacacacgt agacattegt actttggaag 240
acctgttaat gggcacacta ggaattgtgt gecccatetg ttetcagaaa ccactcgagg 300
cagctgeegt tgaageggee aagacagetg gtaaaggega cgatacaage ggtactagcg 360
acaaaggcgg cggtcaaggt accceggege cegetecagg cgacacaggt aagaacaaag 420
gcgatgaggg cagecagect agttctggeg gtaatatcce aacaaageca gecacaacga 480
cgtcaacgag cacggatgat acgactgatc gtaatggtca acatacatce ggtaagggag 540
cattacccaa gacagcagag acaactgage ggecagegtt tggettettg ggtgtcattg 600

tggtcagtct gatgggggta ttag 624
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