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Linh vye k§ thuat dwoc dé cap
[0001]

Sang ché dé cap dén phuong phép san xuat vacxin manh virut HA phong
bénh cum.

Tinh trang k§ thuit ciia sing ché
[0002]

Céc vacxin aglutinin hdng ciu (sau ddy duoc goi van tit 1a “HA”) phong
bénh ctim hién nay tao ra khang thé khang HA, nhd d6 tao ra hiéu qué béo vé
khang lai sy 14y nhidm. Khang thé khang HA lién két v6i mot phan ciia virut
duoc goi 1a “ving dau” 16 ra ngoai mang virut. Ving ndy trai qua su thay dbi
c4u tric nhiéu nhat trong chiing virut. Do vdy, trong vai truong hop, khang thé
khang HA c6 thé khong lién két duoc vé6i virut ma gay ra su thay dbi khang
nguyén va khac véi chiing vacxin, va vacxin nay khong tao ra hi€u qua bao vé

khéng lai su 14y nhiém.
[0003]

Gan déy, ngudi ta d3 cong b ring cc khang thé ma lién két véi ving
than ma it c6 kha nang gy ra sy thay dbi khang nguyén gdm cé cac khang thé
bao vé khang lai sy 1ay nhiém (tai lidu sang ché 1). Pé tao ra mot cach hidu qua
khang thé ma lién két v6i ving than, protein géc HA c6 phan than 6n dinh d4
duoc phét trién, va thir nghiém 14m sang & ngudi di dugc tién hanh: phan than,
ma luc ban dAu khéng 6n dinh, d& duoc 1am én dinh thong qua sy bién d6i nhan

tao hodc su gén két clia céc tAc nhan lién két.
[0004]

Tuy nhién, cac van d€ vé sy san xuat dé str dung trong thuc t€ van con

can dugc giadi quyét, va su phat trién khang nguyén vacxin HA ma c6 thé tao ra
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khang thé khang té bao gbc d& dang hon di dugc mong mubn.
Danh sach tai liéu trich dan

Tai lidu sang ché

[0005]

Tai lidu sang ché 1: Céng bé don yéu cdu cdp patent Nhat Ban chua

tham dinh (ban dich ctia don PCT) s 2016-516090
Ban chit ky thuit ciia sing ché

Vén dé k¥ thuat

[0006]

Xét vé cic van dé néu trén, muc dich ciia sang ché 14 d& xudt phuong
phép san xuit vacxin manh virut HA phong bénh cim ma tao ra khang thé
khang bénh ctim ma lién két v&i ving than HA, it kha ning giy ra su thay dbi
khang nguyén.

Céch thtrc giai quyét van dé
[0007]

Phuong phap san xudt vacxin méanh virut HA theo sang ché bao gdm
budc dem vacxin manh virut HA phong bénh ciim di xur 1y axit, bing cich d6
tao ra vacxin manh virut HA phong bénh ctim ma sinh ra khang thé ma lién két
v6i chudi xo#n alpha dai (LAH - long alpha helix) cta ving than HA, va hitu
higu khang lai virut ctim ma gdy ra sy thay d6i khang nguyén.

[0008]

Cu thé, sang ché 13 nhu sau.
[Muc 1]

Phuong phép san xuit vacxin manh virut HA phong bénh ctim ma sinh ra
khéng thé ma lién két v6i LAH cua ving than HA, phuong phép ndy bao gbm

budc: dem vacxin manh virut HA phong bénh cum di x1r ly axit.
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[Muc 2]

Phuong phap san xuét theo muc 1, trong d6 vacxin manh virut HA phong
bénh cum ciing hitu hiéu khang lai virut cim ma giy ra su thay ddi khang
nguyén.

[Muyc 3]

Phuong phép san xuét vacxin manh virut HA phong bénh cim ma sinh ra
khang thé ma lién két v6i LAH cua ving than HA va hitu hiéu khang lai virut
cim ma gy ra sy thay ddi khang nguyén, phuong phép niy bao gbm bude: dem
vacxin manh virut HA phong bénh cum di xtr ly axit.

[Muc 4]

Phuong phap theo muc bat k¥ trong sb cdc muc tir 1 dén 3, trong d6 qué

trinh xir Iy axit duge thuc hién & d6 pH nim trong khoang tir 4,4 dén 5,8.

[Muc 5]

Phuong phap theo muc bit ky trong sd cic muc tir 1 dén 4, trong d6
vacxin manh virut HA phong bénh ctim 12 kiéu H3N2 hoc kiéu HINT.
[Muc 6]

Vacxin manh virut HA phong bénh ciim ma sinh ra khang thé ma lién két

véi LAH cuia vung than HA.
[Muc 7]

Vacxin manh virut HA phong bénh cim theo muc 6, cling hitu hi€u
khang lai virut cim ma gay ra su thay dbi khang nguyén.
[Muc 8]

Vacxin manh virut HA phong bénh ciim theo muc 6 hodc 7, ma c6 vung

than HA boc 16 ra bén ngoai.
[Muc 9]

Vacxin manh virut HA phong bénh cum theo muc bit ky trong sd céc
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muc tir 6 dén 8, trong d6 ving than HA cia khing nguyén vacxin manh virut
HA phong bénh cim, ma dugc 1§ ra bén ngoai, tdng cudng tinh khéng nguyén
cia LAH cua vung than HA, va vacxin manh virut HA phong bénh ciim c6 kha
ning san sinh khang thé ma lién két véi LAH ctia ving than HA.

[Muc 10]

Vacxin manh virut HA phong bénh ciim hitu hi€¢u khang lai virut cim ma
gdy ra su thay ddi khang nguyén, va sinh ra khang thé ma lién két voi LAH cua
viing thdn HA, vacxin nay duoc san xuét bing cach dem vacxin manh virut HA
phong bénh cim di xir ly axit.

[Muc 11]

Vacxin manh virut HA phdng bénh cim ma dugc san xuét bing cach
dem vacxin manh virut HA phong bénh ciim di xi 1y axit, san sinh khang thé ma
lién két véi LAH cua ving than HA, va ciing hitu hiéu khang lai virut cim ma
gay ra su thay ddi khang nguyén.

Hiéu qua cua sang ché
[0009]

Theo sang ché, vacxin manh virut HA phong bénh ctim ma sinh ra khéng
thé ma lién két véi ving than HA cta bénh cim thu dugc bing k¥ thuat don gian,
vung than HA it ¢ kha ning gay ra su thay d6i khang nguyén. Do vay, thu duoc
vacxin manh virut HA phong bénh cum ciing hitu hiéu khang lai virut cim ma

gdy ra su thay ddi khang nguyén.

Mo ta vin tit cac hinh vé
[0010]

Fig. 1 13 gian 6 minh hoa virut ctim.

Fig. 2 13 biéu db thé hién sy gia ting d6 chuan cia khang thé khang LAH
trong huyét thanh cta chudt duge cdy véi vacxin manh virut HA H3N2 kiéu

dung hop mang.



38986

Fig. 3 1 biéu dd thé hién su cai thién vé kha ning bao vé chéo ciia chudt
dwoc cdy voi vackin manh virut HA H3N2 kiéu dung hop mang khang lai thé

bién di khang nguyén.

Fig. 4 1 biéu db thé hién sy gia ting v& d6 chudn cua khang thé khang
LAH trong huyét thanh ciia chudt dugc cdy véi vacxin manh virut HA HIN1
kiéu dung hop mang.

Fig. 5 12 bidu d6 thé hién sy cai thién vé kha ning bao vé chéo ciia chudt
dwoc cdy v6i vackin manh virut HA HIN1 kiéu dung hop mang khéng lai thé

bién di khang nguyén.

Fig. 6 thé hién cac biéu dd cho thiy ring khang thé don dong gin két
LAH lién két v6i vacxin manh virut HA kiéu dung hop mang manh hon so véi

vacxin manh virut HA hién tai.
M6 ta vin tit sang ché
[0011]

Céc phuong 4n ctia sang ché s& dugc mo ta chi tiét dudi day véi sy tham
khao céc hinh v& dinh kém. Tuy nhién, cac phuong an chi nhim 1am cho nguyén
Iy cta sang ché d& hidu hon, v pham vi clia sang ché khong bi gi6i han & céc
phuong 4n dudi ddy. Cac phuong 4n khac, trong d6 két cAu clia cic phuong 4n
sau d6 da dugc thay dbi mot cach thich hop boi ngudi c6 hiéu biét trung binh

trong linh vuc nay, ciing dwoc bao ham trong pham vi ctia sing ché.
[0012]
Phuong phdp san xuit vacxin manh virut HA phong bénh ctim theo

phuong 4n nay bao gdm budc dem vacxin méanh virut HA phong bénh ctim di xtt

ly axit.
[0013]

Vacxin manh virut HA phong bénh ciim dugc bio ché théng qua qué
trinh xir 1y vacxin virut nguyén ven bing ete dé loai bé c4c thanh phén lipit ma

tré thanh chét gy sét. Vacxin méanh virut HA phong bénh ciim c6 protein HA

-6-
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13m thanh phan chinh boi vi vacxin manh virut HA phong bénh cim duge tao ra
bang cach thu gom protein HA, ma can thiét cho su gdy mién dich, tir cic bé mit

ctia cac hat virut bing cach li tdm gradien ty trong.

[0014]

Glycoprotein duoc goi 13 “protein dim” nhé ra khoi bé mit cta virut
cum (FIG. 1). Virut cim A c6 hai loai protein dim, cu thé 13, HA va NA
(neuraminidaza), ma trg giup virut gy ra su lay nhiém. HA lién két véi té bao bi
lay nhidm va trg gitp virut thAm nhép vao trong té bao. HA thuong giy ra su
thay dbi khang nguyén. NA khong lién két véi t& bao bi lay nhiém tir HA, va
déng vai trd giai phong céc virut dwoc sao chép khoi té bao.

[0015]

HA cua virut cim A dugc phén chia thanh hai viing, cu thé 13, viing du
va ving than (FIG. 1). Ving du chtra vi tri gin két thu thé & d6 virut lién két
voi té bao dich. Ving than chira chudi peptit dung hop can cho sy dung hop
mang gifta mang virut va mang t& bio cua té bio dich.

[0016]

Qua trinh xt ly axit trén vacxin manh virut HA phong bénh cim lam
thay d6i cAu triic ciia protein HA thanh cdu tric duoc goi 12 kiéu dung hop mang.
Trong protein HA kiéu dung hop mang, viing than 16 ra bén ngoai ti mang virut
thay vi ving dau, véi su thay ddi 16n v& cdu tric nhim thich ing véi gbc khang
nguyén. Céc tac gia sang ché di nhéan thiy in vivo ring khi protein HA kiéu
dung hop mang duoc st dung 1am vacxin, khang thé ma lién két véi LAH cua
ving than dugc tao ra, va ring khang thé ndy c6 hiéu qua bao vé khang lai
chiing virut ma giy ra sy thay déi khang nguyén. Sang ché di dugc hoan thanh

dwa trén thuc té nay.
[0017]

Qua trinh xir 1y axit khong bi giéi han cu thé, va cé thé duoc thuc hién &

do pH, vi dy, nam trong khoang tir 3,0 dén 6,5, tot hon 13 nim trong khoang tir
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4,0 dén 6,0, va tt hon nita 13 nim trong khoang tir 4,4 dén 5,8. Axit dé sir dung
trong qud trinh xt ly axit khong bi gi6i han cu thé, va c6 thé 13, vi du, axit

phosphoric, axit xitric, axit maleic, hodc bat ky axit thich hop khéc.

[0018]

Dua vao cac su khach biét vé tinh khang nguyén, HA cua virut cim A
duoc phan loai thanh 18 kiéu phu (H1 dén H18), va NA duoc phan loai thanh 9
kidu phu (N1 dén N9). Vacxin manh virut HA phong bénh ctim theo sang ché ¢6
thé tmg dung cho tit ca cic kiéu phu ndy. Ngoai ra, phuong phap san Xudt
vacxin manh virut HA phong bénh ciim theo sang ché ¢6 thé san xuét vacxin ma
hitu hiéu khang lai khong chi virut cim A, ma con ca virut cam B ¢6 HA.

[0019]

Vacxin HA manh vi rit phong bénh cim thu dugc bang phwong phép san
xuét theo sang ché san sinh khang thé ma lién két v6i LAH ma it kha ning giy
ra su bién dbi. Do vy, vacxin c6 thé bao vé chéo khang lai virut cim, ma dugc
biét 12 thé bién di khang nguyén, mién 13 virut c6 cing mot kiéu phu HA. Hon
nita, vacxin HA manh vi rat phong bénh ctiim thu dugce bing phuong phép san
xuét theo sang ché c6 thé phan mg chéo giita cac kiéu phu HA cua c4 trinh ty

axit amin tuwong tu cua LAH (vi du, H3 va H7).

[0020]

Trong phuong 4n duogc uu tién, vacxin manh virut HA phong bénh cum
thu dugc bing phuong phap san xuét theo sang ché lién két v6i khang thé don
dong gén két LAH manh hon so v6i vacxin manh virut HA hién tai. Vi du,
vacxin manh virut HA phong bénh ctim lién két v6i khéng thé don dong gin két
LAH manh hon it nhét 12 1,05 14n, t6t hon 13 it nhét 13 1,1 14n, t6t hon nita 13 it
nhét 13 1,5 13n, va tham chi t6t hon nita 13 it nhét 12 hai 13n so véi vacxin manh
virut HA hién tai. Trong tinh hudng niy, “vacxin manh virut HA phdng bénh
cim lién két manh hon it nhét 13 1,05 14n, it nhdt 12 1,1 14n, it nhét 13 1,5 lan,
hoc it nht 13 hai 14n so v&i vacxin manh virut HA hién tai” c6 nghia 13, vi du,

muc tuong hd cia ndng d6 khang thé & thoi diém khi méc hdp thu duge x4c
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dinh bing phép hdi quy 13 0,7 it nht 1a 1,05 1n, it nhat 13 1,1 14n, it nhat 1a 1,5
1dn , hodc it nhét 13 hai 14n mic twong hd cta ndng do khéng thé cila vacxin
manh virut HA hién tai. Trong phuong an duogc uu tién, kha ning gin két cua
vacxin manh virut HA phong bénh ciim theo sang ché v6i khang thé don dong
gin két LAH 13 cao ho so v6i kha ning gin két ciia vacxin manh virut HA hién
tai. Mic du giGi han trén khong bi giéi han cu thé, kha ning gén két c6 thé nim
trong khoang, vi du, tir 1,05 dén 200 1n, tir 1,1 dén 150 14n, tir 1,5 dén 100 lan,
ho#c tir 2 dén 50 14n. Theo cach khac, pham vi cia kha ning gén két ctia vacxin
manh virut HA phong bénh cim theo sang ché véi khang thé don dong gén két
LAH so v6i kha ning gén két cia vacxin manh virut HA hién tai ¢6 thé duogc
biéu hién boi td hop gia tri giéi han dudi duge chon tir 1,05, 1,1, 1,5, 2, 3, 4, va
5 va gid tri gi6i han trén duge chon tir 200, 150, 100, 50, 30, va 20. Dé do kha
ning gin két clia vacxin manh virut HA phong bénh ctim véi khang thé don
dong gin két LAH, phuong phép bét ky c6 thé dwoc st dung ma khong cé gidi
han cu thé, va phuong phép thong thudng da biét dbi voi ngudi c6 hidu biét
trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay cé thé duoc sir dung. Vi du, kha ning gén
két c¢6 thé dugc do bing phuong phéap duge md ta trong cac vi du trong ban md
ta nay.

[0021]

Trong ban md ta nay, cum tir “khang thd don dong gin két LAH” c6
ngha 13 khang thé don dong ma lién két véi LAH. D& san xuit khang thé don
dong, phwong phép bét ki c6 thé duge sit dung ma khong c6 gi6i han cy thé, va
phuong phap thong thuong da biét ddi v6i nguoi c6 hiéu biét trung binh trong
linh vuc k§ thuat nay c6 thé duge st dung. Trong qud trinh do kha ning gin két
ciia vacxin manh virut HA phong bénh cim véi khang thé don dong gin két
LAH, gia sit rang khang thé don dong gin két LAH c6 kha ning gin két voi
peptit tuong ng voi it nhit 1a mot phin ciia LAH cta virut cim ma tir d6 thu

duoc vacxin manh virut HA phong bénh cum.

[0022]
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Trong ban mo ta nay, cum tir “vacxin manh virut HA hién tai” c6 nghia
la vacxin ma tir d6 cac thanh phé‘m lipit ma trd thanh chét gay sbt duoc loai bo
nho qué trinh x ly vacxin virut nguyén ven bing ete, va c6 thé dwoc san xut
bing phuong phap dugc md ta trong vi du 1 trong ban md ta nay. Vacxin manh
virut HA hién tai cling c6 thé 1a VacXin manh virut HA phong bénh cim dugc
san xuit ma khong cin dem di xir 1y axit, trdi ngugc v6éi vacxin manh virut HA
phong bénh cim theo sang ché duogc bao ché bing phuong phép gdm ¢6 qua

trinh x1r 1y axit sau do.

[0023]

Phuong phép san xudt vacxin manh virut HA phong bénh ciim theo séng
ché ¢6 thé bao gbm bude bd sung ta duge. Céc vi du vé t4 dugc bao gdm, nhung
khong gi6i han &, cic mudi nhdm nhu nhém hydroxit va nhém phosphat,
chitosan, oligodeoxynucleotit, va cac nhil twong nugc trong dau. Trong sb céac
chét néu trén, nhém hydroxit 13 dugc wu tién, va sit dung nhém hydroxit lam ta
duoc c6 thé ting cudng kha ning sinh mién dich.

[0024]

Vacxin manh virut HA phong bénh ciim thu dugc bing phuong phép san
xudt theo sang ché c6 thé duge sir dung, vi du, dé ching bd sung sau thoi gian
dinh trudc sau qua trinh ching ban dau. Thoi gian sau khi ching ban dau va
truge khi ching bd sung khong bi giéi han cu thé, nhung c6 thé 13, vi du, hai
muoi ngay dén ba nim, tot hon 13 ba thang dén hai nam, t6t hon nita 12 sdu théng
dén mé6t nim. Lugng vacxin manh virut HA phong bénh ctim cho qud trinh
ching ban diu va qua trinh ching bd sung khong bi gi6i han cu thé, nhung c6
thé 13, vi dy, tor 1pg dén 200pg, tét hon 12 tir 10pg dén 30ug, t6t hon nita 12 15pg,
trén mot lidu dung. Lidu dung don 13, vi du, 0,5mL. Phuong phap sir dung bét ky
¢6 thé duoc st dung cho qué trinh chiing ban dau va qué trinh ching bd sung ma
khong c6 su gidi han cu thé, va vi du, c6 thé ding qua dudng mili, dudi da,
trong da, qua da, trong mit, niém mac, hoic dudng miéng. Ding qua dudng

trong co 1a dugc uu tién.

-10-
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[0025]

Vacxin manh virut HA phong bénh cim thu dugc bang phuong phép san
xuét theo sang ché c6 tac dung bao vé khang lai ching virut ma gdy ra su thay
d6i khang nguyén. Vi du, néu vacxin manh virut HA hién tai dugc bao ché tir
céc hat virut cam H3N2 (A/Fujian/411/02 (H3N2)) va dugc dem di xtt ly axit,
vacxin c¢6 thé c6 tac dung bao vé khang lai sy lay nhiém khong chi chung
A/Fujian/411/02 (H3N2), ma con cac ching A/Guizhou/54/89 (H3N2),
A/OMS/5389/88 (H3N2), A/Beijing/32/92 (H3N2), A/England/427/88 (H3N2),
A/Johannesburg/33/94 (H3N2), A/Leningrad/360/86 (H3N2),
A/Mississippi/1/85 (H3N2), A/Philippines/2/82 (H3N2), A/Shangdong/9/93
(H3N2), A/Shanghai/16/89 (H3N2), A/Shanghai/24/90 (H3N2), A/Sichuan/2/87

(H3N2), A/Kitakyushyu/159/93 (H3N2), A/Akita/1/94 (H3N2),
A/Panama/2007/99 (H3N2), A/Wyoming/03/03 (H3N2), A/New York/55/2004

(H3N2), hoic A/Hiroshima/52/2005 (H3N2). Ngoai ra, vi dy, néu vacxin manh
virut HA hién tai duoc bao ché tir cac hat virut cim HIN1 (A/Puerto Rico/8/34
(HIN1)) va dugc dem di xu ly axit, vacxin ciling c6 thé c6 tac dung bao vé

khang lai sy 1ay nhiém cta khong chi chung A/Puerto Rico/8/34 (HIN1), ma
con cac chung A/Narita/1/09 (HIN1), A/Beijing/262/95 (HIN1), A/Brazil/11/78

(HIN1), A/Chile/1/83 (HIN1), A/New Jersey/8/76 (HIN1), A/Taiwan/1/86
(HIN1), A/Yamagata/32/89 (HIN1), A/New Caledonia/20/99 (HINI),
A/Solomon Islands/3/2006 (HIN1), A/Brisbane/59/2007 (HIN1), hodc
A/Mexico/4108/2009 (HIN1) chiang han.

Vi du thuce hién sang ché
[0026]

1. Bao ché vacxin manh virut HA

Tween 80 duoc bd sung vao cac hat virut cim H3N2 (chung X31) hodc
c4c hat virut cim HIN1 (chung A/Puerto Rico/8/34) dugc tao huyén phu trong
nudc mudi dém phosphat dén ndng d6 cudi 13 0,2%, va dugc tao huyén phu

trong do. Dietyl ete dugc bd sung va duge tao huyén phu, va huyén pht duge dé

-11-
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ling cho dén khi 16p nudc va 16p dietyl ete dwoc tach riéng hoan toan, va sau d6
16p dietyl ete dugc loai bd. Sau khi ldp lai qué trinh chiét ete nay, dietyl ete con
lai trong 16p nude duge chung cit & 4p sudt thudng dé thu vacxin manh virut
HA.

[0027]

2. Xt ly axit

Vacxin manh virut HA duoc tao huyén phl trong nudc mudi dém
phosphat, va qua trinh x ly axit sau d6 dugc tién hanh bing cach bd sung dung

dich dém xitrat 0,15M (dé pH = 3,5) @& 1am cho d6 pH dat dén 5,0.

Sau khi dé ling o nhiét do trong phong trong 30 phut, dung dich dém
Tris 1M (d6 pH = 8,0) dwoc b6 sung sao cho do pH tré v& 7,3. Sau d6, qué trinh
li tim duoc tién hanh d& thu vacxin manh virut HA kiéu dung hop mang.
Formalin duogc bé‘sung vao vacxin manh virut HA kiéu dung hop mang dugc
bao ché nhu vay dén ndng do cubi 12 0,05%, va duogc dé ling trong vai ngay.

[0028]

Vacxin manh virut HA hién tai dugc bao ché theo céach giéng nhu dugc

md td & muc 1 & trén, chi khéc 13 khong c6 qua trinh xur ly axit.
[0029]

3. Do do chudn ctia khang thé khang LAH bing ELISA

3-1. Ching vacxin cum H3N2

Chudt BALB/c (gidng cai, tir 6 dén 12 tuan tudi) duoc chiing trong phuc
mac v&i vacxin manh virut HA H3N2 hién tai hodc vacxin manh virut HA kiéu
dung hop mang (10ug vacxin + 20ug ta dugc AddaVax (InvivoGen) dugc hoa
tan trong nudc mudi dém phosphat dén thé tich léng 13 200ul). Hai muoi tdm
ngay sau khi chiing ban dau, chudt dugc ching trong phiic mac vacxin HA kiéu
dung hop mang (chi 10pg vacxin duge hoa tan trong nude mudi dém phosphat
dén thé tich long 13 200ul). It nhét 13 14 ngay sau khi chung bd sung, mau dugc

thu gom tir chudt dugc ching vacxin, tir do huyét thanh dugc thu thap.
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[0030]
3-2. Po bing ELISA

Nong d6 ctia khang thé khang LAH trong huyét thanh ctia chudt BALB/c
trong phuc mac dugc cdy v6i vacxin manh virut HA H3N2 hién tai hogc vacxin
ménh virut HA kiéu dung hop mang dugc do bing ELISA (Enzyme-Linked
Immuno Sorbent Assay - thir nghiém hép thu mién dich lién két enzym) theo

cach sau day.
[0031]

Cu thé, peptit tong hop (H3;
Ac-RIQDLEKYVEDTKIDLWSYNAELLVALENQHTIDLTDSEMNKLFEKT
RRQLRENADYKDDDDKC) (SEQ ID NO: 1) tuong Umg v6i mot phén (chudi
xodn alpha dai) ctia phan than dugc hoa tan trong nude mudi dém phosphat (46
pH =7,3) & 10pg/ml, va dugc bd sung vao céc dia c6 96 16 khoang 100pl mbi 1.
Sau khi dé qua dém & 4°C, timg 18 dugc rira ba lan bing nudc mubi dém
phosphat, va 150l nudc mudi d&m phosphat chira 1% albumin huyét thanh bo
dugc bd sung. Sau khi dé & nhiét do trong phong trong hai gid, mdi 16 duge ria
ba 14n bing nudc mudi dém phosphat. Sau d6, 100ul huyét thanh ctia chudt dugc
pha lodng hang loat véi dung dich dém phosphat chira 0,05% Tween 20 va 1%
albumin huyét thanh b, va 100ul khang thé don dong chuln ¢6 ndng do da biét
(H3; tén dong V15-5) dugc bd sung vao timg 15. Sau khi dé & nhiét do trong
phong trong hai gid, mdi 16 dugc rita ba 14n bing nudc mubi dém phosphat
(chira 0,05% Tween 20), va 100ul khang thé khang IgG ctia chudt dugc dénh
déu peroxidaza (Southern Biotech) dugc pha loéng véi nuée mudi dém phosphat
chira 0,05% Tween 20 va 1% albumin huyét thanh bd dugc bd sung vao ting 18,
Sau khi d8 & nhiét do trong phong trong hai gid, mdi 16 dugc rira ba 14n véi
nuée mubdi dém phosphat (chira 0,05% Tween 20). Sau d6, 30mg vién nén
o-phenylendiamin (Sigma) va 24l cua dung dich hydro peroxit 30% (30% thé
tich/thé tich; Sigma) dugc bd sung vao 60ml dung dich dém xitrat (40 pH = 5,0)

1am chét nén, va 100p1 hdn hop thu dugc dugc bd sung vao ting 1. Sau khi hién
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mau, 50pl axit sulfuric 2N (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) duoc bd sung
dé ding phan ing, va gié tri hép thu & 490nm dugc do st dung thiét bi doc
Microplate Reader 450 (Biorad).

[0032]

Nhu dugc thé hién ¢ FIG. 2, d6 chun cua khang thé khang LAH trong
huyét thanh ctia chuét BALB/c dugc chung vacxin manh virut HA kiéu dung
hgp mang vao trong phic mac cao hon nhiéu so v6i d6 chuén cua khing thé
khang LAH trong huyét thanh ctia chudt BALB/c dugc ching vacxin manh virut

HA hién tai vao trong phiic mac.
[0033]
4. Bao vé chéo khang lai thé bién di khang nguyén

Trong thir nghiém bao vé khang lai sy 14y nhiém virut H3N2, 200pl
huyét thanh thu duoc tir chudt khong dugce chung, 200ul huyét thanh thu duoc tir
chudt duge ching vacxin manh virut HA H3N2 hién tai, hodc 200ul huyét thanh
thu duoc tir chudt duge chiing vacxin manh virut HA kiéu dung hop mang duoc
tiém vao chuot BALB/c theo duodng trong phic mac (gibng cai, tir 6 dén 12 tuan
tudi).

[0034]

Ba gio sau khi st dung huyét thanh, virut cim H3N2 khac
(A/Guizhou/54/89) ¢6 tinh khang nguyén khéac véi chiing vacxin duge st dung
theo duong trong miii & 5 lidu gay tir vong dbi véi chudt 50 (gip nam 14n lwong
virut gy tir vong 50% sb lwong chudt) duéi didu kién giy mé.

[0035]

Chudt duoc cin va dugc quan sat hang ngay trong 21 ngay tir khi nhiém

virut d& nghién ctru sy thay ddi vé thé trong va ty 18 sdng sé6t. Chudt ma hao huyt

25% trong luong cua chung bi loai bé.

[0036]
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Nhu duge thé hién & Fig. 3, vé chudt BALB/c dugc ching vacxin manh
virut HA kiéu dung hop mang, su giam ty 1& séng sét duge kim him déng ké va
sau ngdy thir chin sau khi nhiém virut cim H3N2 khéc c6 tinh khéng nguyén
khéc nhau.

[0037]
5. Do do chuin cia khang thé khang LAH bing ELISA
5-1. Céc hat virut cam HIN1

Chudt C57BL/6 (gibng cai, tir 6 dén 12 tudn tudi) duge chung theo
dudong trong phic mac véi vacxin manh virut HA HINT hién tai hodc vacxin
manh virut HA kiéu dung hop mang (10pg vacxin + 10pg CpG-ODN 1760 duoc
tao huyén phu trong nudc mudi dém phosphat va dugc tron véi thé tich twong
duong ciia ta duge khong hoan chinh Freund (ROCKLAND) dén thé tich long
200ul). Hai muoi tdm ngay sau lan ching ban dau, chudt duoc ching theo
duong trong phiic mac véi vacxin manh virut HA kiéu dung hop mang (10ug
vacxin + 10pg CpG-ODN duogc tao huyén pht trong nuéc mudi dém phosphat
va dugc trdn v6i thé tich twong dwong cua ta duge khong hoan chinh Freund
(ROCKLAND) dén thé tich 16ng 200pl, theo cach gibng nhu 14n ching ban dau).
ft nh4t 14 ngay sau khi ching bd sung, mau thu duogc tir chudt duoc ching

vacxin, tir d6 thu dugc huyét thanh.
[0038]

5-2. Do bing ELISA

Néng d6 cia khang thé khang LAH trong huyét thanh cta chudt
C57BL/6 duge ching theo dudng trong phic mac v6i vacxin manh virut HA
HINT1 hién tai hodc vacxin manh virut HA kiéu dung hop mang duoc do bing

ELISA theo cach sau day.

[0039]

Qua trinh do dugc tién hanh theo cach gibng nhur dwge mo ta & trén, chi

khac 13 peptit tong hop (H1;
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Ac-RIENLNKKVDDGFLDIWTYNAELLVLLENERTLDYHDSNVKNLYEK
VRSQLKNNADYKDDDDKC) (SEQ ID NO: 2) tuong tng v&i mot phin
(chudi xoén alpha dai) ciia phan than dwoc sit dung va khéang thé don dong

chudn c6 nong d6 a3 biét (H1; tén dong F2) dugce st dung.
[0040]

Nhu dugc thé hién & Fig. 4, d6 chun ciia khang thé khang LAH trong
huyét thanh ciia chugt C57BL/6 dugc ching theo dudng trong phic mac véi
vacxin manh virut HA kidu dung hop mang 13 cao hon nhiéu so véi d chuén
cua khang thé khang LAH trong huyét thanh chudt C57BL/6 dugc ching theo

duong trong phiic mac véi vacxin manh virut HA hién tai.
[0041]

6. Bao vé chéo khang lai thé bién di khang nguyén

Trong thir nghiém bao vé khang lai sy nhiém virut HIN1, 200pl huyét
thanh thu dugc tir chudt khong duge chung, 200ul huyét thanh thu dwoc tir chudt
dugc ching vacxin manh virut HA HIN1 hién tai, hodc 200pul huyét thanh thu
duoc tir chudt duge ching vacxin manh virut HA kiéu dung hop mang duoc
dung theo dudng trong phiic mac cho chudt C57BL/6 (gibng cai, tir 6 dén 12
tuan tudi).

[0042]

Ba gio sau khi st dung huyét thanh, virut cim HIN1 khac
(A/Narita/1/09) ¢6 tinh khang nguyén khac véi ching vacxin dugc st dung
trong mili & 5 lidu gdy tir vong cho chudt 50 (gip nam 1dn lwong virut giy ti
vong 50% sb lwong chudt) dudi diéu kién gy mé.

[0043]

Chudt dugc quan sat hang ngdy trong 20 ngdy tr khi nhiém virut aé
nghién clru ty 1€ séng sét. Nhu duoc thé hién & Fig. 5, vé chudt C57BL/6 duoc
chiing vacxin manh virut HA kiéu dung hop mang, sy giam ty 1€ sdng st bi kim

him dang ké va sau ngay thtt chin sau khi nhiém virut cim HIN1 khéc c6 tinh
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khang nguyén khac nhau.
[0044]
7. Kha ning gin két khang thé véi LAH epitop

Su gén két ciia cac khang thé don dong khang LAH dugc bao ché tir mau
ngoai bién ciia ngudi hodc chudt nhiém ching X31 véi vacxin manh virut HA
hién tai hodc vacxin manh virut HA kiéu dung hop mang duge do bing ELISA
(Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay — thit nghiém hép thu mién dich lién
két enzym). Vacxin manh virut HA hién tai hodc vacxin manh virut HA kiéu
dung hgp mang cua virut caim H3N2 (chung X31) duoc hoa tan trong nude mudi
dém phosphat (d6 pH = 7,3), va duoc bd sung vao dia c6 96 16 véi lugng 50pl
mdi 1. Sau khi dé qua dém & nhiét do 4°C, mdi 16 duoc rira ba 14n vé6i nudc
mudi dém phosphat, va 150p] nuée mudi dém phosphat chtra 1% albumin huyét
thanh bd duoc bd sung. Sau khi dé & nhiét do trong phong trong hai gio, mdi 16
duoc rira ba 14n véi nuée mudi dém phosphat (chira 0,05% Tween 20), va 50pl
khang thé don dong gén két LAH dugc pha lodng hang loat v6i dung dich dém
phosphat chira 1% albumin huyét thanh bd dugc b sung. Sau khi ¢ qua dém &
nhiét d6 4°C, mdi 16 dugc rira ba 14n v6i nude mudi dém phosphat (chua 0,05%
Tween 20), va 100ul khang thé khang IgG cta chudt duge danh déu peroxidaza
(Southern Biotech) dugc pha lodng voi nudGe mudi dém phosphat chira 0,05%
Tween 20 va 1% albumin huyét thanh bd dwgc bd sung vio ting 16. Sau khi dé &
nhiét do trong phong trong hai gid, mdi 16 dugc rira ba 14n v6i nude mudi dém
phosphat (chira 0,05% Tween 20). Sau d6, 30mg vién nén o-phenylendiamin
(Sigma) va 24pl dung dich hydro peroxit 30% (30% thé tich/thé tich; Sigma)
dugc bd sung vao 60ml dung dich dém xitrat (d0 pH = 5,0) 1a chét nén, va 50ul
hén hop thu duoc duge bd sung vao timg 15. Sau khi hién mau, 25pL axit
sulfuric 1mol/L (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) duoc bd sung dé dimg
phan mg, va gia tri hip thu & 490nm dugc do st dung thiét bj doc Microplate
Reader 450 (Biorad). Su thay dbi vé kha ning gin két duoc tinh tir gia tri hp do

dugc doi véi vacxin manh virut HA hién tai hodc vacxin manh virut HA ki€u
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dung hop mang.
[0045]

Nhu duge thé hién & Fig. 6, kha ning gin két ciia khang thé don dong
gin két LAH v6i vacxin manh virut HA kiéu dung hop mang 16n hon gép 1,05
dén 21 14n so voi kha ning gin két véi vacxin manh virut HA hién tai. Cac két
qua cho thiy ring qua trinh xi¥ 1y axit clia vacxin manh virut HA ting cudng kha
ning gin két clia khang thé véi LAH epitop.
Kha nang tng dung trong cdng nghiép

[0046]

Sang ché hitu ich dé san xuit cic vacxin phong bénh cim.
[Danh muc trinh ty]
[0047]

SEQ ID NO: 1, 2: Peptit tong hop

[Liét k€ trinh tu]
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YEU CAU BAO HQ
|. Phuong phéap san xuat vacxin manh virut HA phong bénh cim ma sinh ra
khang thé ma lién ket voi LAH cia vung than HA, phuong phap nay bao gom
budc: dua vacxin manh virut HA phong bénh cim di xir ly axit.

2. Phuong p hap theo diém 1, trong do vacxin manh virut HA phong bénh ctim

-

con hitu hiéu khang lai virut cam ma gdy ra su thay d61 khang nguyén

3. Phuong phdp san xuat vacxin manh virut HA phong b¢nh cum ma sinh ra
khang thé ma lién ket vai LAH cta vang than HA va hitu hi¢u khéang lai virut
cam ma gdy ra su thay doi khdng nguyén, phuong phap nay bao gém bude: dua

vacxin manh virut HA phong bénh ctm di xtr Iy axit.

5

4. Phuong phép theo diém bat ky trong so céc dieém tir 1 dén 3, trong do viée xu

v axit dugc tien hanh & dd pH nédm trong khoang tir 4,4 dén 5,8.

.
~

S. Phuong phap theo diém b hat ky trong so cac diém tr | dén 4, trong d6 vacxin
manh virut HA phong bénh ctim la typ H3N2 hoac typ HINI.

X

6. Vacxin manh virut HA phong bénh ¢cim ma sinh ra khang thé ma lién két véi

[LAH cta ving than HA.

7, Vacxin manh virut HA phong bénh cim theo diém 6, ma hiiu higu khang lai

virut elim ma gay ra sy thay doi khang nguyén.

8. Vacxin manh virut HA phong bénh ctm theo diém 6 hodc 7, ma ¢6 viung thén
HA bée 10 ra bén ngoat.

9. Vacxin manh virut HA phong bénh cim theo didm bat ky trong s6 cac diém ur
6 dén 8, trong d6 ving thin HA cia khang nguyén vacxin manh vicut HA phong
bénh cam, ma duge 16 ra bén ngodi, ting cuong tinh khang nguyén cua LAH cta
ving than HA, va vacxin manh virut HA phong bénh c¢im ¢o kha néng san sinh
khang thé ma lién két voi LAH ctia ving than HA.

10. Vacxin manh virut HA phong bénh ¢tim ma hitu hiéu khang lai virut cim ma

&

ody ra sir thay déi kh 1dng nguyen, va sinh ra khang thé ma lién két vai LAH cua

2

viing than HA, vacxin nay duge san xudl bang cach dem vacxin manh virut HA
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phong bénh ctim di xu 1y axit.

11. Vacxin manh virut HA phong bénh c¢im ma duge san xuat bing cach dem

vacxin manh virut HA phong bénh cim di xtr ly axit, sinh ra khang the ma lién

két véi LA cda vung than HA, va con hitu hiéu khang lai virut ciim ma gay ra
5 - 5 16 )

su thay do1 khang nguyén.
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FIG.A
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FIG.3
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FIG.4

D6 chudn IgG cla chudi xoan alpha dai
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FIG.9

—a— Huyét thanh chudt binh thwéng
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FIG.6
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<210> 1
<211> 64
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Peptit tdng hop

<220>

<221> MOD_RES
<222> (1)..(1)
<223> ACETYLATION

<400> 1
Arg Ile Gln Asp Leu Glu Lys Tyr
1 5

Trp Ser Tyr Asn Ala Glu Leu Leu
20

Ile Asp Leu Thr Asp Ser Glu Met
35 40

Arg Gln Leu Arg Glu Asn Ala Asp

50 55
<210> 2
<211> 64

val Glu
10

Val Ala
25

Asn Lys

Tyr Lys
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Asp Thr

Leu Glu

Leu Phe

Asp Asp
60

Lys Ile

Asn Gln
30

Glu Lys
45

Asp Asp

Asp Leu
15
His Thr

Thr Arg

Lys Cys



<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Peptit téng hop

<220>

<221> MOD_RES
<222> (1)..(1)
<223> AXETYL HOA

<400> 2

Arg Ile Glu Asn Leu Asn Lys

1 5

Trp Thr Tyr Asn Ala Glu Leu

20

Leu Asp Tyr His Asp Ser Asn

35

Ser Gln Leu Lys Asn Asn Ala

50

55

Lys

Leu

val
40

Asp

38986

Val Asp Asp
10

Val Leu Leu
25

Lys Asn Leu

Tyr Lys Asp
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Gly Phe Leu

Glu Asn Glu
30

Tyr Glu Lys
45

Asp Asp Asp
60

Asp Ile
15

Arg Thr

Val Arg

Lys Cys





