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(54) CHE PHAM VACXIN CHONG VIRUT DENGUE VA OLIGONUCLEOTIT

(57) Sang ché dé cap dén ché phim vacxin ma chira it nhit mot khang nguyén trén co s&
protein capsit cia virut Dengue (dengue virus: DV) va oligonucleotit dugc nhén dién la
SEQ ID NO 1. Ché pham vacxin ndy chira protein dung hop dugc tao ra tir capsit cia DV2
va mién III cta protein vo ngoai thudc cting mot typ huyét thanh, ciing véi oligonucleotit
duoc nhan dién 1a SEQ ID NO. 1, cho mirc dap tng mién dich té bao va bao vé cao hon ¢
chudt nhat khi so véi vacxin duoc tao ra tr dang ché pham cing cua khang nguyén nay
cung voi cac oligonucleotit co tiém ning bo tro di biét trude day. Hidu qua cia cac ché
pham chira oligonucleotit SEQ ID NO. 1 d dwgc minh chimg & cac dong vat linh trudng
khong phai 1a ngudi. Cac ché pham nay co thé 1a don tri, ludng trj hodc tt tri va dugc phdi
hop voi nhau theo cac ché d6 gay mién dich khac nhau v6i muc dich gay ra dap ing mién
dich chuc nang voi ca bon typ huyét thanh cua virut.



39514

Linh vuce k§ thuat dwoc dé cap

Séng ché dé cap dén linh vuc cong nghé sinh hoc va cong nghé dugc pham,
dic biét d& cap dén phuong phap thu nhin dang bao ché vacxin chéng lai virut
Dengue (DV) trén co s& khang nguyén protein tai t6 hop va oligonucleotit ¢6 trinh tur

xac dinh.
Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

St Dengue 12 bénh do virut qua trung gian dong vat chan khép phan bd rong
rdi gdy anh huéng dén con ngudi. Theo céc bao cdo, mdi ndm c6 trong khodng tlr 50
dén 100 tridu ca bénh Dengue, 500 000 ngudi trong s6 d6 mic dang ning nhét cia
bénh nay, con dugc goi la sbt xuit huyét Dengue (Guzman et al., Lancet Infect.Dis.
2002; 2:33-42). Tac nhén gay bénh nay la DV, Ia virut thudc ho Flaviviridae, giéng
Flavivirut. DV 14 virut phirc tap gdm bdn typ huyét thanh. D6 1a virut c6 vo ngoai véi
mang lipit chtra hai trong s ba protein cu triic clia n6 1a: protein vé ngoai va protein
mang. V6 ngoai lipoprotein bao quanh nucleocapsit khéi hai muoi mat cau thanh tix
protein cau tric thit ba ctia no, protein capsit. (Leyssen et al., Clin.Microbiol.Rev.

2000; 13:67-82).

Trong nhiing thap ky gin ddy, c6 sy gdy nhiém trén dién rong trén toan ciu
virut nay nén viéc phat trién cta vacxin hiru hiéu, 1a mot vu tién cho strc khde cong
dbng. Muc dich nay bi han ché boi mot sb yéu t6. Trude hét, viéc gay nhiém bang mot
typ huyét thanh khong tao ra bio vé chéo kéo dai d6i voi cac typ huyét thanh con lai!
(Leyssen et al., Clin.Microbiol Rev. 2000; 13:67-82) v, dong thoi, gdy nhiém 1an hai
khac typ 1a yéu td nguy co chinh din dén sy phat trién cia cia dang trdm trong cla
bénh nay (Guzman et al., Lancet Infect.Dis. 2002; 2:33-42; Mongkolsapaya et al.,
Nat.Med. 2003; 9:921-927). Do d6, mot vacxin Iy tuéng chéng lai DV can phai tao ra
mién dich bao vé lau dai dbi vdi ca bbn typ huyét thanh ctia virut (DV1, DV2, DV3 va
DV4).
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Céc vacxin du tuyén thé hé méi nhét 12 trén co s6 chung virut gidm doc luc da
qua céc 1an cdy chuyén lién tiép trong dich nudi cdy té bao, hoic duge thu nhan bang
cach tai td hop. Su can thiép cua virut, trong s6 bén typ huyét thanh trong dang bao
ché tr tri, 13 han ché chu yéu cua cac vacxin du tuyén nay dan dén viéc kho gy ra dap
ng mién dich chirc nang chdng lai bbn typ huyét thanh; ngoai ra, cac vacxin niy cin
dugc clp ¢ cac ché do cach quang dai gifta hai hodc ba lidu vacxin dugc dé xuét.
(Bhamarapravati et al., Vaccine. 2000; 18:44-47; Kanesa-Thasan et al., Vaccine.
2001; 19:3179-3188; Morrison et al., J.Infect.Dis. 2010; 201:370-377). Ngoai ra, do
c6 ban chét 1a virut séng, nén vacxin nay khong ding duge cho tré con nhé hon mdt

tuoi.

Nhu 14 mdt phuong an thay thé duge chii y, hang loat nghién ciru tién 1am
sang trén co s& vacxin cau tric siéu phan tir da dugc phat trién. Phuong phap nay c6
ba wu diém chinh so vé6i viée ding vacxin chira virut sdng da duge lam suy giam doc
Iuc: 1) chung c6 tiém nang 14 vacxin an toan, 2) hién tuong can thiép bang virut s&
khéng xay ra do tac nhan giy mién dich khong c6 kha ning sao chép va 3) ¢ thé co
phac @6 dung vacxin trong thoi gian ngan, khac véi khi dung virut séng da dugc lam
suy giam doc luc doi hoi ché do cach quing trong thoi gian dai gifta cac lidu ding

vacxin dé c¢6 dugce tac dong nhac lai.

Mot trong cac vacxin dy tuyén c6 cdu truc siéu phan tr hira hen nhét, duoc
cong ty phat trién Hawaii Biotech/Merck (Hombach, Rev.Panam.Salud Publica. 2007;
21:254-260). Vacxin du tuyén nay duoc tao ra tir mdi protein vo ngoai cua virut tlr
bbn typ huyét thanh, dugc biéu hién trong cac té bao con trung. Dang bao ché don tri
va tt tri da duoc danh gia & chudt nhit va khi véi cac két qua vé tinh sinh mién dich
twong tu vdi cac két qua thu dugc tr virut da dugc lam suy giam doc luc (Clements et
al., Vaccine. 2010; 28:2705-2715). Tuy nhién, dé gy ra ddp tng mién dich thich hop,
dang bao ché don tri nay doi hoi phai bo sung céc ta chét hiru hiéu, ma duoc cip phép
str dung cho ngudi. Con dang bao ché t tri duge danh gia & cac dong vt linh truéng
khong phai 1a ngudi chira khong chi ta chit chwa dugc cap phép st dung, ma con ca
protein NS1 tir DV2, 14 protein ¢6 mot sd tinh twong dong véi té bao ndi md ngudi va

két qua 1a, né c6 thé gy ra roi loan mién dich ty mien. Ngoai ra, chua c6 so liéu vé
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viéc cam tGng mién dich qua trung gian té bao khi sir dung vacxin du tuyén nay, 1a mot
phdn quan trong trong mién dich, ma gan day dugc nhan dién 1a c6 vai trd bao vé doi
v6i Dengue. (Gil et al., Viral Immunol. 2009; 22:23-30; Yauch et al., J.Immunol.
2009; 182:4865-4873; Yauch et al., J.Immunol. 2010; 185:5405-5416).

Trong khi mudn c6 cac wu didm cta viéc dung vacxin cdu tric sidu phan ti,
va, dbng thoi, mubn tim ra dang bao ché mién dich an toan hon chira phén 1a t4 chat
co s&, nhom cac nha nghién citu Cuban da tién hanh nghién cir trén co s& protein
capsit va mién III cia protein vo ngoai cla virut Dengue (Guzman et al.,

Exp.Rev.Vaccines. 2010; 9:137-147).

Protein capsit tir DV 1a thiét yéu trong qua trinh 13p ghép ciia virion va bao vé
hé gen virut c6 chirc nang chinh cta n6. Phan tir luong cta n6 1a 9-12 kDa (112-127
axit amin) va c6 cdu tric co ban v&i 25% axit amin cia n6 1a Arginin va Lysin.
Protein nay nim trong cdu tric virion, ma khong c¢6 ving 16 ra ngoai (Kuhn et al.,
Cell. 2002; 108:717-725), nén rét thich hop dé dua vao vacxin, do nd khong thé 1a
dich cta khang thé c6 tac dung ting cudng mién dich. Mit khac, biéu vi CTL & nguoi
khac nhau da duoc nhan dién trén trinh tw, mang lai mién dich qua trung gian té bao
hiru hiéu chdng lai virut nay (Gagnon et al., J.Virol. 1996; 70:141-147; Gagnon et al.,
J.Virol. 1999; 73:3623-3629).

Mic du ¢6 mot sb nghién ciru vé cac dic tinh ciu triic clia protein capsit nay,
cho dén tan nam 2007 thi 1in ddu tién né méi duge danh gia vé kha ning sinh mién
dich & chudt nhit. Trong nghién clru nay, capsit tr DV2, thu dugc dudi dang protein
tai t6 hop trong Escherichia coli. Trong qua trinh ban tinh ché, ché pham thu duoc
dugc danh gid & chudt nhét, va thu dugc tac dung bao vé mot phﬁn sau thir thach DV2
ma khong cam ung khang thé trung hoa. (Lazo et al., Vaccine. 2007; 25:1064-1070).
Sau d6, qua trinh tinh ché va tao két tu in vitro dugc thyc hién & quy md phong thi
nghiém, va tiép tuc protein thu dugc dugc ddnh gia & chudt nhat dé danh gia chirc
ndng bao vé ctia nd (Lopez et al., Arch.Virol. 2009; 154:695-698). Phén tich kha nang
sinh mién dich da cho thdy c6 su cam tmg mién dich qua trung gian té bao dugc do

boi su tiét gama interferon (TNF-y), boi té bao lach cua chudt nhat nhan protein da



39514

duoc tao két tu. Nhu vay su tiét 1 phu thude vao cac té bao CD4" va CDS". Pén luot
minh, khi thir thach bing DV2, thu duoc tic dung bao vé dang ké & dong vat dugc gy
mién dich bing protein da dugc tao két tu nay va nhu vay tic dung bao vé ciing phu
thudc vao cac té bao CD4" va CD8" (Gil et al., IntImmunol. 2009; 21:1175-1183).
Trén co s¢ cac két qua néu trén, da co dé xuit két hop, trong cing mot cau trac di
truyén, protein capsit va ving DomlII cta protein vé ngoai, ca hai loai nay déu tur
DV2. Domlll d dwgc md ta nhidu 1a mot ving gin két thu thé (Chen et al., J. Virol.
1996; 70:8765-8772) va, ngoai ra, n6 da dugc bdo cdo gay ra khang thé trung hoa va
bao vé & chudt nhit duoc gy mién dich bing protein dung hop chira ving virut nay.
(Crill et al., J.Virol. 2001; 75:7769-7773; Hermida et al., J.Virol.Methods. 2004;
115:41-49; Simmons et al., Am.J.Trop.Med.Hyg. 2001; 65:159-161). Tiép do, & cac
thtr nghiém trén dong vat linh truong khong phai 1a nguoi, da minh ching dugc su
gay ra dap tmg mién dich bao vé chi bang cach sir dung ta chat Freund (Hermida et

al., Vaccine. 2006; 24:3165-3171).

Két hop cla capsit ciia virut va DomlII ciia protein v6 ngoai cta virut cho
phép c6 mit hai viing c6 tiém ning bao vé trong cung mot phan tir, c6 kha ning dong
thoi gay ra su khang thé trung hoa (DomlIIl) va dap tng mién dich té bao (capsit). Khi
d6 thu duoc cdu tric di truyén c6 tén DIIIC-2 (DomIIl dung hop véi ving dau tan N
clia protein capsit, typ huyét thanh 2), ma dugc biéu hién trong E. coli; va protein thu
duoc duge tinh ché & phong thi nghiém, va duogc xir Iy tao khdi két tu v6i hdn hop
g?)m cac oligonucleotit c6 trinh ty chua biét. Sau khi tiém ching ba lidu & chudt nhit,
phat hién dugc khang thé khang virut va trung hoa. Theo cach tuong tu, phat hién
dugc su tiét TNF-y dang ké & té bao lach cta dong vat dugc gay mién dich bang
protein da dugc tao két tu nay. Phu hop véi qua trinh mién dich qua trung gian té bao,
thu dugc tac dung bao vé dang ké khi thwr thach trong s, va tac dung bao vé nhu vay
1a qua trung gian céc té bao CD4" va CD8" dugc cidm tng trong qua trinh gdy mién
dich (Valdes et al., Virology. 2009; 394:249-258). Khi xét cung nhau, cic két qua néu
trén cho phép chon loc dang tao két tu ctia DIIIC-2 cho cac nghién ctru sau dé & céc
dong vat linh trudng khong phai 1a nguoi. Nghién ciu dau tién & dong vat linh truong

khong phai 12 ngudi dugc thuc hién bing cach sir dung dong vat duoc gdy nhiém bang
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DV?2 tir trude, véi muc dich chinh 13 biét dwoc kha ning nhéc lai DIIIC2. Nhu dugc
du tinh, sau khi cdp DIII-C2, ba thang sau khi gdy nhiém bang virut nay, dong vat
phat trién muc cao khang thé khang virut va trung hoa d6i voi virut tuong dong, diéu
nay chung té sy c6 mat cua biéu vi chuc nang trong protein tai td hop (Valdes et al.,

Clin.Vacxin Immunol. 2011; 18:455-459).

Trude khi tim ra sang ché, da biét rang viéc dua vao céac oligodeoxinucleotit
dé tao ra cic bién thé két tu cia protein DIIIC-2 tao thuén loi cho mién dich qua trung
gian t& bao va bao vé chéng lai virut tuong déng & chudt nhit (Valdes et al.,
Clin.Vaccine Immunol. 2011; 18:455-459). Tuy nhién, van chua biét liéu trinh tu nay

c6 thé anh hudng dén chét lugng cia dap ting mién dich duoc gy ra.

Dua theo cac ndi dung dugce néu trén, nhin théy réng su phat trién ctia vacxin
chéng lai DV ma c6 thé mang lai d4p (mg min dich an toan va hitu hiéu d6i véi bon
typ huyét thanh 12 vin d& chwa duoc giai quyét. Sang ché da giai quyét dugc chinh

van dé nay.
Ban chat ky thuét ciia sang che

Séang ché gia quyét van dé néu trén, dé xuét ché pham vacxin chia: a) it nhét
mot khang nguyén chira it nhit 50% trinh tu protein capsit ttr DV va b)
oligodeoxinucleotit dugc nhan dién la SEQ ID NO. 1. Theo mdt phuwong an theo sang
ché, ché phdm vacxin nay dugc c6 dic trung vi khang nguyén chira it nhat 50% trinh
tu protein capsit tr DV 1a khang nguyén tai td hop chira cac axit amin tir 1 dén 99 cua
khang nguyén nhu vdy. Theo mot phuong an theo sang ché, ché phidm vacxin nay
chira khang nguyén thé kham chira c4c axit amin 1 dén 99 cua protein capsit va axit
amin 286 dén 426 cua ving DomlII cia protein vé ngoai cta virut. Theo mt phwong
4n cu thé cac khang nguyén tai t6 hop néu trén dugc chon trong nhém bao gém SEQ
ID NO. 5 (khang nguyén DIIIC-1), SEQ ID NO. 6 (khang nguyén DIIIC-2), SEQ ID
NO. 7 (khang nguyén DIIIC-3) va SEQ ID No. 8 (khang nguyén DIIIC-4).

Pé thé hién xem liéu oligonucleotit dugc sir dung dé tao khdi két tu protein c6

anh hudng dén viéc tao ra dap tng mién dich t6t hon, ché phém typ huyét thanh 2

-6-
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duoc chon 1am mau. Protein DIIIC-2 (khang nguyén thé kham chtra Domlll cia
protein v ngoai cia virut va cdc axit amin 1 dén 99 cia protein capsit tir DV2) dugc
két tha véi su co6 mit cia cac oligonucleotit khac nhau c6 trinh tu da biét, nhu duoc
mo ta trong tinh trang k¥ thuat. Da duoc biét dén rang mot sb cac oligonucleotit nay
c6 kha nang bd tro (Klinman, Int.Rev.Immunol. 2006; 25:1-20; Vollmer,
Int.Rev.Immunol. 2006; 25:125-134). Mot oligonucleotit méi ngoai ra cting dugc dua
vao nghién ciru ndy, dugc tao ra tir dung hop cia hai oligonucleotit duge dé cap trén
day (Krug et al., Eur.JImmunol. 2001; 31:2154-2163; Verthelyi et al., JImmunol.
2001; 166:2372-2377). Khi danh gid & chudt nhit, cic tic gia sang ché da dugc minh
chimg dugc rang oligonucleotit méi (SEQ ID NO. 1) cho mién dich qua trung gian té
bao tdt nhét, dugc do bing su tiét TNF-y; do d6, dugc chon dé thuc hién thi nghiém
bao vé bang cach sit dung mo hinh bénh viém ndo chudt nhit vé6i virut tuong dong.
Két qua 13, dang bao ché DIIIC-2 chira oligonucleotit SEQ ID NO. 1 va dugc cho ta
chét 12 pheén, tao ra dap (mg mién dich bao vé ti¥m nang dugc do phan trim sdng sot

va hiéu gid virut ¢ ndo.

Do d6, theo sang ché diéu da dugc minh chimg, 13n dau tién 1a ban chat cia
oligonucleotit 1a thiét yéu dé gay ra dap tmg mién dich té bao phu hop, va két qua Ia
kha nang bao vé cua protein tai td hop. Cho du di thir nghiém mot s6 oligonucleotit,
chi ¢c6 mot trong sb do 1a oligonucleotit ¢6 trinh tu dugc nhan dién la SEQ ID NO. 1,
1a tt nhét trong viéc gdy ra dap ing mién dich té bao va bao vé. Mot sd oligonucleotit
tong hop c6 trinh tu khac nhau dugc thir nghiém, chira hoac khong chira motif CpG va
c6 mbi lién két phosphodieste trong chu trac ctia minh. Yéu t6 cubi ciing nay khac véi
cac oligonucleotit c6 hoat tinh tiém nang mién dich nhu dugc md ta trong tai liéu, vi
cac mdi lien két, ma duoc st dung cho qua trinh tong hop cac oligonucleotit nay, 1a
thuoc dang phosphorothioat, d& bio vé ching khoi su thoai bién do exonucleaza.
Ngoai ra, mot sb kich ¢& khac duge thir nghiém nhu 19, 20 va 39 bazo. Oligonucleotit
gbm 39 bazo cubi cung chira mot s6 motif CpG, va viéc dua vao trong trinh tu nay,
ma 1a khong dugc phép bao gbm trong cic nhém dugc md ta cho cac oligonucleotit co

hoat tinh c¢6 tiém nang mién dich trong tinh trang k§ thuét.
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Mit khéc, trong tit ca cc trudng hop trong d6 cac phan tir ndy duge sit dung
dé tao khéi két tu cac khang nguyén tai to hop, do d6 luong ti thiéu chung dugc cho
vao. Diéu nay 12 mot yéu t6 khac biét giita cac oligonucleotit dugc st dung la cac chét
kich thich hé mién dich, mot sb 16n trong do 1a can thiét dé mang lai chtic nang (Riedl

et al., J.Immunol. 2002; 168:4951-4959).

Nhu di néu trén, khi dénh gi4 min dich & chudt nhét cac tac gia sang ché bat
ng¢ phat hién dugc réng oligonucleotit c6 trinh tr duwgc nhan dién la SEQ ID NO. 1,
c6 tiém ning dang ké gy ra dép tmg mién dich té bao va bao vé dugc gy ra béi
protein tai td hop DIIIC-2, véi khac biét so véi cac oligonucleotit duge st dung con

lai.
Mo ta van tat cac hinh vé

Fig 1. Pap ung cua khang thé khang virut & dong vat da dugc gy mién dich.
O truc Y log hiéu gia khang DV2 duoc thé hién thanh db thi, & truc X cac nhém dong
vat nhan cac ché phim bién thd DIIIC-2 khéc nhau. Hiéu gia duge xac dinh bang cach
st dung ELISA bt gitt dugc khuéch dai bang cach st dung virut nay lam khang
nguyén. Phép phan tich théng ké dugc thuc hién bang cach st dung Kruskal-Wallis va
so sanh nhiéu bién béng cach st dung kiém dinh Dunn mét hdu nghiém. Cac chit sb
khac nhau biéu thi su khac biét c6 ¥ nghia thong ké giita cac nhom. S6 liéu duogc thé

hién 1a trung binh + d6 1&ch chuan.

Fig 2. Nong d6 ctia TNF-y dugc do bing ELISA, sau khi kich thich in vitro
duoc do & té bao lach tir chudt nhit duoc gay mién dich béng dang bao ché khac nhau
ctia DITIC-2 dugc nudi cdy voi DV2 hodc ché phdm miu ddi ching am tinh (gid).
Trén truc Y ndng do ciia TNF-y (pg/ml) dugc chi ra. O truc X cac nhém ma nhan dang
bao ché khac nhau ctia DIIIC-2 dugc thé hién. Phan trim phan anh mdi tdp hop céc
diém néu trén 1a gia tri phan trim cua ngudi dap ung. Pudng vach vach biéu thi gia tri
cao hon ma dugc xem la dap ing duong tinh. Phép phan tich théng ké duoc thuc hién
bing cach st dung kiém dinh ANOVA phan loai mot yéu td, va so sanh nhidu bién

gifta cac nhém duoc thuc hién thong qua kiém dinh Tukey. Céc chir s6 khac nhau biéu
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thi sw khéc biét c6 ¥ nghia théng ké giita cic nhém. S6 lidu dugc thé hién l1a trung

binh + d6 léch chudn (n = 8).

Fig 3. C4c thtr nghiém bao vé chéng lai DV2. A. Céc dudng cong sdng sot voi
chudt nhat da duoc gdy mién dich sau thit thach trong so bang chung DV2 giu tir
vong. Truc Y thé hién gia tri phén tram cua séng s6t va truc X thé hién thoi gian theo
doi sau khi thir thach trong so. B. dinh lugng virut & cac té bao VERO, dugc do tir ndo
duoc gy nhiém vao ngay 7 sau khi thir thach. Truc Y thé hién sé pfu/ml thu dugc sau
dém vét tan trén cac té bao VERO tir dich ddng tinh ndo ciia chudt nhat duge giy
nhiém. Truc X thé hién cac nhém nghién ciru. D6i v6i duong cong séng sot, phép
phan tich théng ké duge thuc hién theo thir nghiém séng sot cAp do log. Céc chir s6
khac nhau biéu thi su khac biét c6 ¥ nghia théng ké gitra cac nhom. S6 lidu 14 dai dién
ctia hai thit nghiém doc 1ap (n = 10). Pbi v6i tai lugng virut, phép phan tich théng ké
duoc thuc hién béng cach st dung Kruskal-Wallis va so sanh nhiéu bién béng cach st
dung kiém dinh Dunn mét hdu nghiém. Cac chit s6 khéac nhau biéu thi su khac biét
théng ké giita cac nhom. S liéu dwoc thé hién 1a trung binh + do 1&ch chuén (n = 5).

duong vach vach biéu thi 100 pfu/ml.

Fig 4. dong hoc cta khang thé khang DIIIC-2 dugc tao ra & khi va dugc do
biang ELISA. Truc Y thé hién hiéu gia logarit va truc X thé hién thoi gian theo ngay

trong qué trinh thir nghiém. Miii tén den biéu thi thoi diém cua mdi 1an gay mién dich.

Fig 5. dong hoc ctia khang thé khang DV, dugc do bang ELISA bat git ¢ khi
dugc gay mién dich bf?mg thube vo (A), béng protein da dugc tao két tu DIIIC-2 (B)
hodc bing NLPs-2 (C). Truc Y thé hién log 1/itle, va truc X thé hién thoi gian theo
ngay trong qué trinh thir nghiém. Miii tén den bidu thi thoi diém cta mdi lan gdy mién

dich va miii tén gach gach biéu thi ngay thir thach virut.

Fig 6. Nong do ctia TNF-y dugc do bing ELISA sau kich thich in vitro cac té
bao don nhan méu ngoai bién tir khi, nhan ché pham thudc v hodc protein DITIC-2.
Trén truc Y ndng d6 cia TNF-y (pg/ml) dugc thé hién va & truc X thoi gian cia thir

nghiém duoc chi ra. PBMC tir khi dd duoc gdy mién dich duoc nudi ciy voi DV2
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hodc ché phdm mAu déi chung am tinh (gia). SO liéu duoc thé hién 14 trung binh + o
1&ch chuin (n = 3). Puong vach vach biéu thi gi tri néu trén ma duoc xem l1a dap tng

duong tinh.

Fig 7. Tai luong virut trong huyét thanh ctia khi dugc gay mién dich bang ché
phim thudc v (A), protein da duge tao két tu DIIIC-2 (B) hodc NLPs-2 (C), dugc do
bang truc tiép dém vét tan trén cac té bao VERO. Truc bén phai tuong tmg véi luong
nap dugc phat hién ¢ khi 2, 5 va 9 (dudong vach vach). Truc bén trai twong (mg véi
lugng nap dugce phat hién & cac dong vat con lai. Trén truc X thoi gian (theo ngay) sau

thtr thach duoc chi ra.

Fig 8. Phuong phap nhin dong v tinh dé thu nhin cic cdu tric di truyén

pDIIIC-1 pDIIIC-2, pDHIC-3 va pDIIIC-4.

Fig 9. Mtrc nhan biét ciia cac protein thé ghép DIIIC & didu kién khir va
khong khir boi khang thé da dong & chudt nhét véi hidu gia trung hoa cao véi typ
huyét thanh twong dong, nhrr dugc xac dinh bing ELISA. Trén truc Y cac gia tri hap

thu dugc thé hién thanh dd thi, va truc X thé hién cac protein dugc thir nghiém.

Fig 10. dap tng cta khang thé khang virut & dong vat da dugc gay mién dich,
duoc do 15 ngay sau 1an gdy mién dich cudi. Truc Y thé hién hiéu gia logarit khéng
DV, va truc X thé hién c4c nhém dong vat nhan mdi dang bao ché. (A) dap ung khang
DV1 cua khang thé; (B) dap ung khang DV2 ctia khang thé; (C) dap tmg khang DV3
ctia khang thé va (D) dap ung khang DV4 ctia khéng thé. Hiéu gia dugc xac dinh bang
cach st dung ELISA bit giit dugc khuéch dai bang cach st dung mdi virut 1am khang
nguyén. Phép phan tich théng ké dugc thuc hién bang cach st dung Kruskal-Wallis va
so sanh nhiéu bién bang cach st dung kiém dinh Dunn mét hdu nghiém. Céc chit sd
khac nhau bidu thi sy khac biét c6 y nghia théng ké gitra cac nhom. S6 liéu duge thé

hién 14 trung binh + d6 léch chudn (n = 10).

Fig 11. Nong d6 ciia TNF-y duoc do bang ELISA, sau kich thich in vitro té
bao lach tir chudt nhit duge gdy mién dich bang dang bao ché don trj va tir tri DIIIC
(bao gdbm oligonucleotit cia SEQ ID NO. 1) hoic bang ché pham thubc vor va da duoc
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kich thich bing mdi protein DIIIC. trén truc Y ndng do ctia TNF-y (pg/ml) duogc chi
ra. Trén truc X cac nhém nghién ctu duogc thé hién. Sd lidu duge thé hién 1a trung

binh + do 1éch chuén.

Fig 12. Cac dudong cong song sot cia chudt nhit da dugc gdy mién dich sau
thir thach trong so bang ching gay tir vong DV1 (A) va DV4 (B). Truc Y thé hién gid
tri phﬁn tram cua séng sot va truc X thé hién thoi gian theo doi sau thur thach trong so.
Phép phan tich théng ké duoc thuc hién theo thir nghiém sbng sot cap do log. Cac chir
sé khac nhau biéu thi sy khac biét ¢ y nghia thdng ké giita cac nhém. S liéu 1a dai

dién cua hai thir nghiém doc 1ap (n = 9).

Fig 13. dap tmg ciia khang thé khang virut d6i voi tht ca bon typ huyét thanh
cta DV nhu dugc xac dinh bing ELISA bét gitr, sau ba lidu cia dang bao ché tir tri
DIIIC véi oligonucleotit SEQ ID NO. 1 & cac dong vat linh truéng khong phai la
ngudi bing cach st dung duong cip dudi da (SC), ndi bi (ID) va qua bap (IM). Truc
Y thé hién Log Khéng DV tiéu dé va truc X cac nhom dong vat.

Fig 14. Tan sb cac t& bao san xudt TNF-y tir cac té bao lympho mdu ngoai
bién duoc kich thich in vitro bing cac protein tai tb hop DIIIC sau ba lidu dang bao
ché tt tri DIIIC véi oligonucleotit SEQ ID NO. 1, & cac dong vat linh truéng khong
phai 1a nguoi. O truc Y tAn sb cac t& bao san xuit TNF-y dugc thé hién bang sb

dbm/ml. Trén truc X cdc nhom dong vat duogc thé hién.

Fig 15. dap ung cta khang thé khang virut & dong vat dd dugc gy mién dich,
duge do 15 ngay sau 1an gy mién dich cudi. Truc Y thé hién hi€u gid logarit khang
DV, va truc X cdc nhom dong vét nhan mdi dang bao ché dugc chi ra. (A) déap ung
khang DV1 cta khang thé; (B) dap tng khang DV?2 cta khang thé; (C) dap tng khang
DV3 cua khang thé va (D) dap tng khang DV4 cia khang thé. Hidu gid dugc xac dinh
bang cach st dung ELISA bét gitt dugc khuéch dai bang cach st dung mdi virut lam
khang nguyén. Phép phan tich théng ké dugc thuc hién bang cach st dung Kruskal-

Wallis va so sanh nhiéu bién bang cach st dung kiém dinh Dunn mét hdu nghiém. Céc
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chit sé khac nhau biéu thi sy khac biét théng ké gifra cic nhom. S6 lidu duge thé hién

14 trung binh + d6 léch chuan (n = 10).

Fig 16. Nong do ciia TNF-y dugc do bang ELISA, sau kich thich in vitro t€
bao lach tir chudt nhit da duge gdy midn dich va da duoc kich thich bang mdi protein
DIIIC. trén truc Y ndng do ciia TNF-y (pg/ml) dugc chi ra. Trén truc X cdc nhom

nghién ctru duoc thé hién. S6 liéu dugc thé hién 1a trung binh + d¢ 1éch chuan (n = 5).
M ta chi tiét sang ché

Khi d6, da ching to duge tac dong dén Dengue & cac dong vat linh trudng
khong phai 1a ngudi. Pong vat nhan bén lidu dang bao ché DIIIC-2 da duoc tao két tu
v6i oligonucleotit cia SEQ ID NO. 1, va duoc cho ta chét 12 phén. Ngoai ra, nhom
dong vat khac dugc cho tham gia vao nghién ciru nay, nhin khang nguyén tai t6 hop
chtra axit amin 1-99 cuda protein capsit tr DV2, dugc u trudce bang oligonucleotit ctia

SEQ ID NO. 1 va tao ra cac hat nhu nucleocapsit (NLPs-2).

Xac dinh dap ung cua khang thé khang virut va khang protein ngoai chirc
nang cua dap ung nay, bang thir nghiém trung hoa, bang cach str dung ching DV2
khac nhau va dong té bao khic nhau. Ngoai ra, ciing danh gia mién dich qua trung
gian té bao biang cach xac dinh su tiét TNF-y, sau khi kich thich in vitro céc té bao
don nhan méu ngoai bién (PBMC) bing DV2 gy nhiém. Sau do, dong vat dugc thir
thach béng DV2, va véi su ¢6 mit cia virut trong mau duge xac dinh. Két qua 1a,
protein nay gy ra ddp Gmg cua khang thé véi hoat tinh trung hoa manh, dugc do bang
sau hé khac nhau (su chuyén hoa huyét thanh 100%), cling nhu mién dich qua trung
gian té bao phu hop, qua trung gian su tiét TNF-y, truéc khi va sau thir thach bing
virut nay & khi. Phu hop voéi cac két qua cua tinh sinh mién dich, dong vat da dugc
ching ngira dang ké dugc bao vé dang ké chéng lai thir thach virut, vi hai trong s6 ba
dong vat da duge gy mién dich khong phan 18p dugc virut vao ngay bét ky sau khi
thir thach, va con thtr ba cho thy 1a dén mot ngay véi cac gia tri virut huyét nhé hon

10 don vi tao khuén lac trén mililit (pfu/ml).
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Nghién ctru nay & cac loai linh trudng khong phai 1a nguoi, trude day 1a 4m
tinh v6i Dengue, 1a nghién cliru du tién vé kha niang bao vé cia protein tai td hop
chtra ving capsit cua virut DV. Phat hién nay cho phép ngoai suy cac didu kién voi

cac protein thé ghép khac thu duoc, tuong ing véi cac typ huyét thanh 1, 3 va 4.

Tiép theo, cac tac gia sang ché da thiét ké va thu duoc cac protein tai to hop
tuong ng véi céc typ huyét thanh 1, 3 va 4, ma l4n luot duge goi 1a DIIIC-1 DITIC-3
va DITIC-4. T4t c4 céc phén tir 1a thu dugc tir E. coli v6i phan tram biéu hién thich
hop. Pén lugt minh, cac phén tir nay dugc tinh ché va dugc nhan biét boi khang thé da
dong cta chudt dic hidu déi véi typ huyét thanh twong dong. Ngoai ra, xac dinh dugc
sur tao ra lién két disulfua chinh x4c trén mdi protein, ca bang phd khdi (d6i véi DITIC-
1 DIIIC-2, DITIC-3 va DIIIC-4) va c4 bing su mat nhan biét dbi v&i huyét thanh da
dong chudt khi carboxymetyl hoéa khir xystein cua lién két disulfua giita cac mach cia

DomlII (vgi DIIC-1 DIIC-2 va DIIIC-4).

Trong cac nghién ciu duge dua vao theo sang ché diéu da dugc minh chimg
1a cac protein thé ghép DIIIC cua cac typ huyét thanh nay (1, 3 va 4), ma dugc md ta
1in d4u, ciing gy ra dap tng mién dich chirc ning va bao vé & chudt nhit ddi voi cac
typ huyét thanh twong dong. Ngoai ra, di phat hién dugc rang hén hop ciia bdn
protein thé ghép, dugc bao ché trude cing véi oligonucleotit SEQ ID NO. 1 va dugce
cho ta chét 1 phén, giy ra dap tng véi tat ca bdn typ huyét thanh, ca vé mat té bao va
thé dich, va c6 tac dung bao vé & chudt nhét, khong c6 tinh chit canh tranh khang

nguyeén.

Bén protein thé ghép DIIC-1, DIIIC-2, DIIIC-3 va DIIIC-4 dugc tao két tu
khi bd sung oligonucleotit SEQ ID NO. 1; sau d6 dugc cho bd tro phén dé danh gia
tiép & chudt nhit. Sau khi cp ba lidu, c6 thé phét hién sy c6 mat ciia khang thé khang
virut déi v6i tht ca bdn typ huyét thanh ¢ mirc 100% véi dong vat da duge gy mién
dich. Tuwong tu, hoat tinh trung hoa duoc phat hién trong huyét thanh cia cic chudt
nhit ndy, do duoc dbi véi bbn typ huyét thanh. Phit hop v6i két qua nay, khi thuc hién

thir thach trong so véi cac typ huyét thanh cua virut 1 va 4, thu dugc tac dung bao vé
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dang ké trong ca hai truong hop va do do, cho thiy bang ching cla chirc ning cla

dang bao ché don tri va t tri duoc danh gia & chuot nhét da duoc minh ching.

Dang bao ché t tri con c6 kha ning gdy ra dap tng mién dich chirc ning, ca
hai thé dich va té bao, & khi. D& dénh gi4 tinh sinh mién dich ctia dang bao ché nay
nghién ctru tht hai & céc loai linh trudng khong phai la ngudi am tinh véi Dengue
dugc thuc hién. Cac dong vat nay nhén ba lidu dang bao ché t tri qua cac duong khac
nhau, theo nhom nghién ctru, va mot thang sau lidu cudi, dap tng mién dich thé dich
va té bao gay ra duge xac dinh. Két qua 13, da nhan thiy 1a 100% khi c6 dap tng mién
dich khang virut ciia khang thé trung hoa dbi véi tht ca cac typ huyét thanh cta virut.
Ngoai ra, thir nghiém dép tng mién dich té bao cho thiy su cam tmg dap tmg duong

tinh & tit ca dong vat dugc thir nghiém.

Cong trinh nay, xét vé mit toan thé, thé hién kha ning bao vé ctia bén protein
DIIIC véi oligonucleotit SEQ ID NO. 1 da duoc tao két tu dbi voi tAt ca bbn typ huyét
thanh DV.

Sang ché con dé cap ché pham vacxin dic trung & chd chta hai khang nguyén
thé kham dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO. 5, SEQ ID NO. 6, SEQ ID NO. 7
va SEQ ID No. 8. Mot dbi tuong nita theo sang ché 1a ché phém vacxin dic trung &
chd chira bdn khang nguyén thé kham duge nhén dién 1a SEQ ID NO. 5, SEQ ID NO.
6, SEQ ID NO. 7 va SEQ ID No. 8.

Theo mot phuong an khéc, sang ché @& xuét axit nucleic dic trung & chd trinh
tw duge nhan dién 1a SEQ ID NO. 1. Nhu dugc thé hién day du trong sang ché, axit
nucleic néu trén 13 hitu ich cho su ting dap tmg mién dich dbi v6i khang nguyén cla
vacxin ma chura it nhit 50% trinh tu ciia protein capsit cua DV. Theo mét phuong an
theo sang ché, diéu da dugc minh ching 1a s dung axit nucleic dugc nhan dién la
SEQ ID NO.1 dé gia tang ddp tng mién dich cho khang nguyén tai t6 hop chira axit
amin 1 dén 99 cua protein capsit cia DV. Theo mdt phuong an dic biét, sir dung axit

nucleic duoc nhan dién 1a SEQ ID NO. 1 dé gia tang dap ing mién dich d6i v6i khang
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nguyén thé kham nay duoc nhan dién 1a SEQ ID NO. 5, SEQ ID NO. 6, SEQ ID NO.
7 va SEQ ID No. 8 dugc boc 10.

Ngoai ra, mot dbi tugng ciia sang ché 12 phuong phép gy ra dap Gtng mién
dich chdng lai DV khac biét & chd ddi twong duge cho ding ché phdm vacxin chira a)
it nhat mot khang nguyén chura it nhit 50% trinh tu protein tir capsit ciia DV va b)
oligonucleotit dugc nhén dién 1a SEQ ID NO. 1. Theo mot khia canh, sang ché dé xuét
phuong phép giy ra dap tng mién dich chéng lai DV khéc biét & chd ché pham nhu
vay chura khang nguyén tai t6 hop chira axit amin 1 dén 99 ctia protein néu trén. Theo
mot phuong an cia phuong phap néu trén, khang nguyén tai t6 hop 1a khang nguyén
thé kham ¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO. 5, SEQ ID
NO. 6, SEQ ID NO. 7 va SEQ ID No. 8.

Theo sang ché nghién ctru dwge thuc hién & chudt nhit véi muc dich lam
giam tong lidu ctia mdi protein DIIIC trong lich trinh gdy mién dich. Pé cho muc dich
nay, hai dang bao ché ludng tri khac nhau dugc cép lién tiép, va liéu nhic lai tht ba
dugc cép. Két qua 13, khong nhan thay su khéc biét c6 y nghia théng ké giira céac
nhom duge thir nghiém vé bat ky trong s6 bén typ huyét thanh ctia virut, ma cho thay
1a ¢6 thé, bang cach viéc cép lién tiép dang bio ché ludng tri va nhic lai bang dang
bao ché tir tri ctia DIIIC, chtra oligonucleotit SEQ ID NO. 1, dé thu duogc cling mirc
sinh mién dich so véi ba liéu dang bao ché ta tri DIIIC, véi oligonucleotit SEQ ID
NO. 1. Do d6, mot dbi tuong theo sang ché 1a phuong phap giy ra dép ng mién dich
chéng lai DV trong d6 ché pham vacxin chira khdng nguyén thé kham nay dugc nhan
dién 1a SEQ ID NO. 5, SEQ ID NO. 6, SEQ ID NO. 7 va SEQ ID No. 8 dugc cho su
dung theo trinh tu trong céc ché phim ludng tri. Sang ché con dé xuét phuwong phap
trong d6 ngoai ra, cip ché pham nhic lai chira hé phim t tri ctia bon khang nguyén
thé kham duoc nhan dién 1a SEQ ID NO. 5, SEQ ID NO. 6, SEQ ID NO. 7 va SEQ ID
No. 8.

Nhu duge chi ra trong cac vi du, cac ché phdm chira it nhét mot khang nguyén
ma chira it nhit 50% trinh tu cla protein capsit ctia DV va oligonucleotit duge nhan

dién 1a SEQ ID NO. 1 ¢6 tinh mién dich khi dung qua cdc dudng khac nhau, nén cac
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phuong phép theo sing ché ché phim vacxin nay dugc cp theo cac duong da biét ddi
v6i ngudi c6 hiéu biét trung binh trong “linh vuc k§ thuét duoc dé cap”, vi du qua

duong dudi da, ndi bi hodc qua bép.
Vi du thwe hién sang ché

Vi du 1. danh gia tinh sinh mién dich & chudt nhit cta protein da dugc tao két tu

DIIIC-2 véi céac oligonucleotit khac nhau c6 trinh ty xac dinh

Trén co sé bang chimg ctia khdi niém & chudt nhit bang protein DIIIC-2 bing
cach st dung hdn hop gdm cac oligonucleotit khodng 50 b, 6 trinh tu khong biét,
bang cach dugce lya chon ngiu nhién cho su tao khéi két tu protein (Valdes et al,
Virology 2009; 394:249-258), cac oligonucleotit khac nhau ¢6 trinh ty xac dinh dugc
thir nghiém. Nguoc lai véi cac bao cdo trong tai li€u li€n quan dén kha niang ding lam
t4 chét ctia cac oligonucleotit, cac nghién cru dugc thir nghiém trong nghién ciru nay
duoc thuc hién chi bing cac mbi lién két phosphodieste. Hai oligonucleotit gbdm 39
bazo ciing dugc dua vao, ma khong duge phén loai trong cac oligonucleotit thé hién

hoat tinh t4 chit, nhu dugc x4c dinh trong tai liéu.
Céc oligonucleotit dugc thir nghiém la:

Oligonucleotit K3 (SEQ ID NO. 2): ATCGACTCTCGAGCGTTCTC, 20 me

(n6 chira motif CpG cho ngudi va khi. Khung chinh cia cac méi lién két

phosphodieste)

Oligonucleotit 2216 (SEQ ID NO. 3): GGGGGACGATCGTCGGGGG, 19

me (n6 chira motif CpG cho chudt nhit va khi. Khung chinh ctia cac mdi lién két

phosphodieste)

Oligonucleotit hdn hop (SEQ ID NO. 1):
ATCGACTCTCGAGCGTTCTCGGGGGACGATCGTCGGGGQG, 39 me (nd chira

trinh tu cia cac oligonucleotit K3 va 2216, khung chinh cua cac mdi lién két

phosphodieste)
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Oligonucleotit OriC (SEQ ID NO. 4):
CATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTG 39 me. (khung chinh

ctia cac mdi lién két phosphodieste)

Poly I:C khung chinh cia ARN: ICICICICICICICICICICICICIC 26 me.

(khung chinh ciia cac mbi lién két phosphodieste)

Poly I:C khung chinh cua ADN: ICICICICICICICICICICICICIC 26 me.

(khung chinh cta cac mdi lién két phosphodieste)

Phan Gng tao khdi két tu duoc thuc hién véi ty sb khéi lugng ctia protein so
v6i khdi luong oligonucleotit dé cho phép két tia 50% ctia protein dé c6 thong sb on

dinh: luong twong duong ctia protein hoa tan va da duogc tao két tu trong ché pham.

Protein két tu DIIIC-2 véi cac oligonucleotit khac nhau dugc danh gia & chudt

nhit BALB/c. Cac nhém nay la:

Nhém 1: DIIIC-2 hoa tan (khong két tu va ma khong oligonucleotit) (20 pg

protein)

Nhom 2: DIIIC-2 véi oligonucleotit hdn hgp (SEQ ID NO. 1): (20 pg protein

+ 2 pg oligonucleotit)

Nhom 3: DIIC-2 véi oligonucleotit poly:IC, ARN (20 pg protein + 2 ug

oligonucleotit)

Nhom 4: DIIC-2 véi oligonucleotit poly:IC, ADN (20 pg protein + 2 pg

oligonucleotit)

Nhém 5: DIIC-2 véi oligonucleotit 2216 (SEQ ID NO. 3) (20 pg protein + 2

ug oligonucleotit)

Nhoém 6: DIIIC-2 véi oligonucleotit K3 (SEQ ID NO. 2) (20 pg protein + 2

ug oligonucleotit)
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Nhom 7: DIIIC-2 véi oligonucleotit OriC (SEQ ID NO. 4) (20 ug protein + 2

ug oligonucleotit)

Nhom 8: DIIIC-2 dugc gia nhiét (d46i chimg cia két tia ma khong co

oligonucleotit) (n6 chira mot nira protein két tua (10 pg) va mot nira hoa tan (10 pg)
Nhom 9: Thude v vé6i oligonucleotit hdn hop (SEQ ID NO. 1) (2 pg)
Nhém 10: 10 pfu ciia gay nhiém DV2

T4t ca céc bién thé duoc bao ché trén pheén 1a ta chit co ban va dong vat nay
nhén ba lidu ctr cach 15 ngay duong trong mang bung. Sau lidu thir ba, viéc phat hién
khang thé d& phan tmg véi DV2 dugc xé4c dinh bang ELISA bit giit, theo d6 cac hi¢u
gia & pha loang diém cubi ciia huyét thanh cia cac dong vat nay duogc xac dinh. Nhu
dugc chi ra trén Fig 1, hi€u gia cao cia khang thé khang virut cho tat ca cac nhom
dugc thir nghiém dugc phat hién, ma khong c6 su khac biét théng ké gitta chung
(p>0,05), diéu nay chung t6 ring su tao khéi két tu cua protein thé kham DIIIC - 2
khong anh hudng dén dap ung ctua khang thé khang virut.

Vé6i muc dich xac dinh chirc nang cta cac khang thé duoc tao ra bang cach
gay mién dich, thir nghiém trung hoa virut in vitro ciing dugc thuc hién. Bang 1 thé
hién hiéu gia trung hoa chéng lai DV2. Hiéu gi4 trung hoa dugc dinh nghia 13 pha
lodng cao nhéit ma tai do su giam 50% & mot sb dia dat duoc. Nhu c6 thé duoc nhan
thdy, dong vat & tat ca cic nhém nay 1a duong tinh bing cach trung hoa bang 100% su

chuyén hoa huyét thanh va gi4 tri trung binh hinh hoc (GMT) 1a cao hon 1:70.

Bang 1. Sy phat trién cua khang thé trung hoa d6i voi DV2 & cac nhom dugce thir

nghiém

Nhom 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
GMT 153 121 149 73 149 98 107 111 <10 69

Kha nang cua protein da dugc tao két tu DIIIC-2 véi cac oligonucleotit khéc

nhau cling danh gia theo so dd nay, dé tao ra dap ung mién dich qua trung gian té bao.
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dé thuc hién diéu nay, cac té bao 14 lach cta dong vat dugc gdy mién dich bang mbi
bién thé duoc chiét va su tiét cua IFN-y trong méi trudng nudi cdy dich nbi trén bé
mit cta té bao lach dugc do sau kich thich bang DV2 gy nhiém. Fig 2 thé hién cac
gia tri cua su tiét xytokin ctia moi nhém va gia tri phan trim cia dap tng dong vat.
Mic du lugng dang ké sy tiét thu dugc & tAt ca cac nhom, chi nhém duoc giy mién
dich bang protein da duoc tao két tu nay vdi protein oligonucleotit SEQ ID NO. 1 cho
thiy ¢6 su khac biét ¢6 ¥ nghia théng ké dbi v6i nhom mau ddi ching am tinh. Ngoai
ra, & nhom d6 100% sd dong vat dap tng duong tinh. Xem xét ca gid tri phan tram
cua dap ung dong vat va gia tri trung binh cua ndng d6 cia IFN- 6 trong thir nghiém
dap ung mién dich té bao, ché phém cua protein da dugc tao két tu DIIIC-2 vdi cac
oligonucleotit: dugc tron (SEQ ID NO. 1), 2216 (SEQ ID NO. 3), K3 (SEQ ID NO.
2), va Ori C (SEQ ID NO. 4) dugc lya chon cho thtr nghiém bao v€ .

Dé thure hién nghién ctu ndy, cdc nhém 15 chudt nhét sau day dugc tao ra:

Nhom 1: DIIIC-2 oligonucleotit hdn hop (SEQ ID NO. 1) (5 ug protein + 0,5

ug oligonucleotit)

Nhom 2: DIIIC-2 oligonucleotit 2216 (SEQ ID NO. 3) (5 pg protein + 0,5 pg

oligonucleotit)

Nhém 3: DIIIC-2 oligonucleotit K3 (SEQ ID NO. 2) (5 pg protein + 0,5 ug

oligonucleotit)

Nhom 4: DIIIC-2 oligonucleotit OriC (SEQ ID NO. 4) (5 pg protein + 0,5 g

oligonucleotit)
Nhoém 5: Thube vor véi oligonucleotit hdn hgp (SEQ ID NO. 1) (0,5 pg)
Nhém 6: 10* pfu DV2 giy nhiém

TAt cé& cac bién thé duoc bao ché trén phen la ta chat co ban va dong vat nay

nhén ba lidu ¢ cach 15 ngay qua dudng trong mang bung. Hai thang sau khi bat dau
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gdy mién dich, 10 dong vat 6 mdi nhom duge thir thach bang lidu luong gy chét
trung binh 50 (LDso) virut thich hop thin kinh tuong dong, va nhan thiy 1a dbi véi 21
ngay dé do luong su sdng sot. Fig 3A dé xuat phan trim sbng s6t thu duge. Nhu duge
nhén thiy, hon 80% chudt nhit nhan ché phdm DIIIC-2 véi oligonucleotit SEQ ID
NO. 1 séng s6t qua thir thach virut ma khong su khéc biét c6 y nghia théng ké so véi
nhém db6i ching duong tinh dugc gay mién dich béng DV2 (p>0,05). Nguoc lai, chi
10% dong vét tir nhém mau ddi chimg 4m tinh song sot qua thir thach virut, véi su
khac biét c6 y nghia théng ké & nhém dugc gdy mién dich bang DIIIC-2 va
oligonucleotit SEQ ID NO. 1, va dbi chirng dwong tinh (p <0,05). Ngoai ra, dong vt
duoc gdy mién dich bang dang bao ché chira cic oligonucleotit 2216, K3 va OriC

khong dén murc song s6t v6i su khac biét ¢6 y nghia thong ké so v6i nhém thude vo.

Nam dong vat con lai & mdi nhém nhan 500 LDs, cua cing virut, va 7 ngay
sau thtr thach virut tt ca dong vat dugc giét chét dé loai bo ndo, va tai lugng virut
dugc do & cac té bao VERO. Phu hop véi su sdng sét nhan thiy trén Fig 3A, chuot
nhit dugc giy mién dich bang ché phdm DIIIC-2 véi oligonucleotit SEQ ID NO. 1 ¢6
tai lugng virut trong ndo thap (<10* pfu/ml), ma khong su khéc biét théng ké so véi
nhom déi ching duong tinh (p>0,05), trong khi d6 chudt nhét & nhém nhan ché pham
thudc vo nhan tai lugng virut cao hon 10* pfu/ml 1a gia tri trung binh (Fig 3B). Dong
vat dugc gdy mién dich bang dang bao ché chira cac oligonucleotit 2216, OriC va K3
nhan muc trung gian tai lwong virut nam trong khoang dat duoc véi ché pham DIIIC-2
va oligonucleotit SEQ ID NO. 1, va ché phim thubc vo, khong c6 su khéc biét ¢ y
nghia thdng ké gitta ching.

Vi du 2. Bing chimg & khong phai 1a nguoi céc loai linh trudng dugc giy mién dich
bing protein da duoc tao két tu DIIIC-2 va cac hat nhu nucleocapsit thu dugc tur

protein capsit DV2 téi t6 hop

Trén co s& cac nghién ciru tién 14m sang & chudt nhit, cic tac gia sang ché
duoc danh gia protein da duge tao két tu nay DIIIC -2 véi oligonucleotit SEQ ID NO.
1, va ding ta chét phén & cac dong vat linh trudng khong phai 1a ngudi am tinh véi

DV. Ngoai ra, mot nhém nhan NLPs-2 (chtra oligonucleotit SEQ ID NO 1.) dugc
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dénh gia. Nguoc lai, nhém thubc vo nhan dang bao ché chia luong toi da
oligonucleotit SEQ ID NO. 1, dugc st dung trong qua trinh tao khdi két tu protein téi
t hop dugc cho ta chét 1a phén. Ba dong vat dugc bao gf?)m & tit ca cac nhom trong

lich trinh gay mién dich.

Liéu dugc lya chon cho DIIIC -2 1a 100 ug protein va 10 pg oligonucleotit
SEQ ID NO. 1, trong khi d6 voéi NLPs-2 lidu nay 1a 50 pg protein va 10 pg
oligonucleotit SEQ ID NO. 1. Khi nhan bdn liéu dudi da, ¢t cach 2 thang. Mau duoc
thu gom & thoi diém ctia mbi lidu va mudi lam ngay sau, dé do thé dich dap tng mién
dich sinh ra. Fig 4 thé hién cac thong s dong hoc cla su xuét hién ctia khang thé
khang DITIC-2. Nhu ¢6 thd dugc nhén thdy, & khi ma nhan ché pham DIIIC-2 khéng
thé bat du dugc phat hién 15 ngay sau khi cdp lidu dau tién. Hidu gid dugc ting 1én
sau khi tiém chung liéu thi hai, & cac gia tri 16n hon 10000. Sau liéu thit ba, hidu gia
dugce tang 1én doi chut, va sau lidu tht tu chung duoc gift & cing mdt mirc (gia tri
trung binh: 80000). Bap tng cia khang thé khang capsit & nhom dugce gdy mién dich
bang NLPs-2 1a twong tu (Fig 4). Viéc phat hién khang thé khang DV2 dé& phan ting
duoc xac dinh bing ELISA bt gitt, theo d6 cac hidu gia ¢ pha lodng diém cubi cua
huyét thanh ctia cac dong vat nay dugc xac dinh. Két qua ctia nghién ctru dong hoc
cta su phat trién ciia khang thé khang virut dugce thé hién & Fig 5. Khang thé khang
virut & khi ma nhan ché phdm DIIIC -2 véi oligonucleotit SEQ ID NO. 1, bat dau
dugc phat hién 15 ngay sau khi cip liéu thir hai (gid tri trung binh: 6000), va giam
xubng dén muc khong thé phat hién dugc & thoi diém lidu tht ba, tic 1a 2 thang sau
nhan sy tiém chung th hai tic nhan gay mién dich. Sau do, sau khi cap liéu thu ba,
cac hiéu gia duoc ting 1én t¢i muc tuwong tu véi mire thu duge 15 ngay sau lidu thu
hai, nhung & thoi diém nay ching duoc gitt c6 thé phat hién dugc (trung binh: 800)
khi liéu tht tu, ma twong Ung vdi 2 thang sau lidu thir ba. Hon nita, khi nhan su tiém
chiing thtr tw déng vat phét trién khang thé v6i cac gia tri doi chut cao hon céc gia tri
dugc phat hién ¢ thoi diém viéc clp, va cac cac gia tri duoc gilt cho dén thoi gian thi
thach virut véi gia tri trung binh 5000. Khi lidu virut dugc dua ra, c6 thé phét hién su
tang nhe hic¢u gid khang thé ¢ 20 va 27 ngay sau thtr thach, véi cac gia tri trung binh
bang 12000.
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Dép tng trung hoa cia khang thé cling duoc do trong nghién ctru nay, vi nd
thé hién moi lién hé c6 thé co6 cta béo vé doi vai virut ndy. Bang 2 the hién cac gia tri
thu duoc dbi véi mdi miu, & thoi diém chi ra bang cach sir dung dong t€ bao Vero va

chung SB8553 DV2.

Nhu duge nhan thdy, khang thé trung hoa c6 thé duoc phat hién sau khi cap
lidu thir hai DITIC-2. 15 ngay sau su tiém chung thir ba hiéu gid cao hon dugc phat
hién, ma dugc giltt ¢ thoi diém cép tha tu. Sau 15 ngdy, cac hidu gia duoc tang lén,
cho thiy tac dung nhéc lai 6 rang. Nguoc lai, mot thang sau lidu cudi, & thoi diém thi
thach virut, mc cao cia khang thé trung hoa & tht ca dong vat dugc giy mién dich
béng DIIIC-2 dugc phat hién. D6i vGi nhém nhan NLPs-2, nhu dugc du tinh, dap tng
trung hoa khong dugc phét hién & thoi diém bit ky duge danh gia trude thir thach
virut (hiéu gia trung hoa nhé hon 10, s8 lidu khong dugc thé hign.) Nhém thude vo thé

hién twong tu véi hiéu gia trung hoa nhé hon 10 (sb liéu khong dugc thé hién).

Bang 2. Su phat trién ctia khang thé trung hoa véi DV2 trong lich trinh gy
mién dich & khi béng protein DIIIC-2 da duoc tao két tu va PSNs-2.

Liéu 2 Liéu 3 Liéu 4 Thu
15 15 15
Théang . Théang . Théang . thach
ngay ngay nga
2 4 © 6 Y Thang 7

<10 150,4 <10 620,5 207,1 888,1 12198

DIIIC-2 <10 <10 <10 236 262 79,8 57,7

<10 13 <10  146,2 146,5 297,7 6703

GMT <10 269 <10 1289 92,6 2763 3613
Chuyén hao huyét

0% 66,7% 0% 100% 100%  100% 100%
thanh

Mot thang sau lidu cudi, ddi véi nhom DIIIC-2, khang thé trung hoa ciing

dugc xac dinh, bang cach str dung ba ching virut va ba dong té bao khac nhau. O tit
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ca cac truong hop cic tac gid sang ché duoc phat hién 100% su chuyén héa huyét

thanh, diéu nay chimg té sw cdm tmg d4p Ung trung hoa manh (Bang 3).

Bang 3. Hi¢u gi4 khang thé trung hoa dugc giy ra béi protein da duoc tao két
tu DITIC-2 véi oligonucleotit SEQ ID NO. 1, & thoi diém thir thach, bang cach sir

dung ba dong té bao khac nhau va ching virut

Hiéu gi4 trung hoa ctia mdi dong vat doc lap duoc thé hién, ciing nhu GMT

va gia tri ph?m tram cua su chuyén hoa huyét thanh dat duoc béng hé thir nghiém duoc

sir dung.
Dong té bao BHK-21 Vero LLC-MK2

Chiung DV-2 AlS SB8553 WHO SB8553 SB8553
110 415,2 3861.4 1219.8 1143,8

DIIIC-2 55 14,9 169,6 57,7 62,1

150 156,2 669,7 670,3 216,1

GMT 96,8 98,9 759,8 361,3 248.5

Su chuyén hoa

100% 100% 100% 100% 100%

huyét thanh

Dap ung mién dich té bao 1a cac théng sb duge do trong nghién ctru nay. Céc
té bao lympho méau ngoai bién, dugc phén lap & bbn thoi diém: ngay liéu tht tu, 15
ngdy sau lidu thi tw, ngay thir thach virut, va 27 ngay sau thir thach virut, da dugc
kich thich bang DV2 giy nhiém, va su tiét cua TNF-y dugc do trong mdi trudng nudi
cy dich nbi trén bé mit. Fig 6 thé hién cac gia tri thu dugc ¢ mdi diém duoc thu
nghi¢m. Trong s6 ba dong vat dugc gdy mién dich bang DIIIC -2 va oligonucleotit

SEQ ID NO. 1, mot (khi 6) tao ra sy tiét TNF-y & ba diém dugc ban ludn, trude khi
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thir thach virut. Nguoc lai, sau khi gdy nhiém, vao ngay 27, mét khi khac ctia nhom

nay cling 13 duong tinh, diéu nay ching to do ludng cla dap tng té bao.

Hon nita, trong sé ba con nhan NLPs-2, hai con 1a duong tinh véi TNF-y vao
ngay thir thach virut. Nguoc lai, sau khi gay nhiém, vao ngay 27, ba khi & nhom nay 1a
dwong tinh, diéu ndy chimg t6 trong truong hop ndy con do ludong dap tng té bao.
Diéu quan trong 13, khong c6 dong vat nhan ché phém thudc vo nao cé su tiét khang

virut cac xytokin ngay ca sau thur thach virut.

Dé do luong bao vé chéng lai DV2, tit ca thu nghiém dong vt duoc thi
thach bang lidu gdy nhidm lidu virut, mot thang sau liéu cudi. Véi sy c6 mat cia virut
trong mau dugc xac dinh bang do truc tiép trong dong té bao VERO. Fig 7 thé hién
cac két qua thu duge; dong vat ma nhéan ché pham thubc vo phat trién virut huyét
trong gia tri trung binh 3,6 ngay, va voi tai luong virut trung binh 10 pfu/ml. Ngugce
lai, hai con khi nhan dang bao ché protein DIIIC-2 véi oligonucleotit SEQ ID NO. 1,
khong phat trién virut huyét va do d6 dugc phén loai 12 dugc bao vé hoan toan. 0
dong vat (khi 5), virut dugc phat hién vao ngay 5, va véi tai lugng virut rat thap (<10

pfu), ciing biéu thi mirc bao vé déng ké.

Trong trudng hgp nhom nhan NLP -2, sur ¢6 mat cua virut dugc phat hién &
tat ca khi, nhung tai lugng virut Ia tai lugng so véi tai lugng duoc phat hién & nhom
dbi chimg. Thuc té, khi 9 nhan rat thap tai lugng virut (<10 pfu), diéu nay cling ching

té muc bao vé dang keé.

Nhin chung, cac tic gia sang ché c6 thé noi ring protein da duogc tao két tu
trén co s& capsit cla virut voi oligonucleotit SEQ ID NO. 1, cdm ung dap ung co tac

dung bao vé & khi.
Vi du 3. Thu nhan va xac dinh dac diém cua protein: DIIIC-1 DIIIC-3 va DIIIC-4

Manh gen BamHI/HindIII chira DomlII tir protein v6 ngoai cua typ huyét
thanh DV 1, 3 va 4 (axit amin 286-426) duoc tach dong vao vi tri da nhén dong vo6

tinh cta plasmit pET28, dung hgp véi protein capsit cua cung virut. Vat truyén biéu
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hién nay duoc cai bién trude, 1am gidm trinh tu gen gifta vi tri Ncol va BamHI, ngoai
trir nhan Histidin, dé tach sw dich ma axit amin khong c¢6 moi lién hé véi protein tich

dong. CAu trac di truyén ctia plasmit nay dugc thé hién o Fig 8.

Trong tit ca cac truong hop, protein dung hop v6i nhan Histidin & dau tin N
cia nb, va duge biéu hién dudi su didu hoa cia gen khoi ddu T7 lac. Difu nay cho
phép, mot khi dugce bidu hién, phét trién quy trinh tinh ché cua protein néu trén bang
cach két hop phuong phap sic ky trao ddi ion va phuong phap sic ky i luc bing céac
chelat kim loai. Cung mot phuong phéap dugc st dung dé tinh ché protein DIIIC-2 thu
duoc trude diy. Khi ca bbn protein téi t6 hop dugc tinh ché, céac tac gia sang ché tién
hanh dic ta ching. Truge hét, kha ning phan Gng cla mdi protein dwoc phan tich ddi
v6i huyét thanh da dong tir chudt nhit duoc gdy mién dich bang mdi ché spham virut,
cu thé dich siéu mién dich khdng DV ctia mdi typ huyét thanh (HMAF). Nhu dugc chi
ra trén Fig 9, kha nidng phan tng thu dugc bang ELISA clia mdi protein dbi voi
HMAF tirvirut tuong dong typ huyét thanh, didu nay chimg to sy trinh dién dang cua
ving DomlII lién quan dén capsit, vi phan 16n cic khang thé nay dwoc sinh ra chong
lai protein vé ngoai cta virut 1a chu dang. Hon nita, trang théi cta lién két disulfua (S-
S) trong vung DomlIIl dugc nghién ciru, ma phai c6 mat trong mdi thé kham phan ti.
Truéce hét, n6 duge kiém tra bang phd khéi cho mbi protein, va cu dang chinh xéc
ciia mai lién két duge kidm tra. Sau do, trén co so 1a lién két S-S tham gia truc tiép
vao kha nang phan g ctia DomlIII d6i voi huyét thanh da dong khang DV, kha nang
phan tmg ctia mdi protein tai t6 hop d6i v6i HMAF tir typ huyét thanh twong dong
dugc phan tich lai trong diéu kién khir va khong khtr. Nhu duge chi ra trén Fig 9, dbi
voi DIIIC-1, 2 va 4 protein, ¢6 sy giam kha nang phan ung v6i HMAF tuong dong khi
protein dugc khtt nguoc bdi qué trinh alkyl hod. Véi DIIIC-3 cling nhén thiy c6 su
giam, mac du kém hon so véi cdc protein con lai. Cac két qua nay khang dinh ciu
hinh chinh x4c cta lién két S-S va vai trd c6 thé c6 clia n6 trong kha nang phan tng

ctia DomlII voi khang thé da dong khang DV.
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Vidu 4. dénh gia mién dich ctia dang bao ché don tri va tt tri DITIC & chudt nhét

M3i protein thé kham da duoc tao két tu trude v6i oligonucleotit SEQ ID NO.
1 va hdn hop t tri ctia bdn phan tir da dwoc tao két tu duge danh gid & chudt nhat
BALB/c. Tét ca cac ché phim dugc bao ché trén phén la ta chét co ban, va dugc cip &
dong vat theo ba lidu cr cach 15 ngay trong mang bung. Lam dbi ching dwong tinh,
bao gdm bén nhém duoc gay mién dich bing mdi typ huyét thanh virut. Lam mau déi
chirng 4m tinh, mdt nhém nhén thudc vor véi cung lugng céac oligonucleotit trong dang
bao ché i tri, va dugc cho ta chit 1a phén. Lugng protein cho dang bao ché ti tri 12 20
g moi va 8 pg tdng oligonucleotit SEQ ID NO. 1. Dang bao ché don tri chtra 20 pg
protein va 2 pg oligonucleotit SEQ ID NO. 1.

Sau lidu thi ba, viéc phat hién khang thé d& phan tmg véi mbi virut dugc xac
dinh bing ELISA bt giit (Fig 10), thong qua d6 céc hiéu gia dwgc xac dinh & pha
lodng diém cudi cta huyét thanh ciia cic dong vat ndy. Pong vat nhan dang bao ché
don tri ¢6 hiéu gi4 cao v6i khang thé khang virut d6i v6i cac typ huyét thanh 1, 2 va 3,
trong khi d6 dong vat dugc gay mién dich bang DIIIC-4, khong c6 higu gid d6i voi typ
huyét thanh twong ddng (DV4). Tuy nhién, dong vat nhan dang bao ché tu tri Tetra-
DITIC phét trién khéng thé chéng lai DV4, nhung c6 hiéu gia thdp hon so véi typ
huyét thanh kia. Két qua nay cho thiy 1a hdn hop cua bdn protein tao thuan lgi cho su
cam tng khang thé véi DV4, ¢6 thé thong qua mot s mic phan tng chéo véi cac typ

huyét thanh khac.

Vé6i muc dich xac dinh chirc nang ctia cac khang thé duoc tao ra béng cach
gdy mién dich bang dang bao ché tir tri Tetra-DIIIC, thit nghiém trung hoa virut in
vitro (Bang 4) dbi vai typ huyét thanh 1, 2, 3 va 4 dugc thuc hién. Thir nghiém duoc
thuc hién theo huéng dan ciia World Health Organization (WHO), va bing céach s
dung ching tham khao. Chudt nhit duoc giy mién dich bang DIIIC-1, 2 va 3 protein
nhan hi€u gia cao cua khang thé trung hoa dbi véi virut twong ddng, co6 thé so sanh
duoe voi mirc thé hién boi virut c6 thé sao chép & chuot nhét ctia nhém dbi chimg.
Dong vat dugc gy mién dich béng protein DIIIC-4 khong thé hién dép tmg nay, trong
d6 phu hop voéi cac két qua ciia dap ing khang virut, khong c6 khang thé trung hoa
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dugc phat hién chdng lai DV4. Tuy nhién, dang bao ché tr tri, ngoai viéc gy ra khang
thé trung hoa chéng lai typ huyét thanh 1, 2 va 3, n6 cling gdy ra khang thé chirc ning
chdng lai DV4.

Bang 4. Hi¢u gia khang thé trung hoa & chuét nhit duge gay mién dich bing dang bao

ché don tri va ttr tri cia cac protein thé ghép DIIIC

DV dé lam trung hoa

Céc nhom DV1 DV2 DV3 DV4

DIIC-1 >500 - - -

DIIIC-2 - >500 -
DIIIC-3 - - >500 -
DIIIC-4 - - - <10

Tetra DIIIC 347,1 >100 >100 166,34
0 0

Dbiching  188,6 -
DVI

Dbi chimg - >500 -
DV2

Déi chung - - >500 -
DV3

Péi chimg - - - >250
DV4

Trong tit ca cac trudong hgp hon hop gdm huyét thanh tir chuot nhit dugc
phén tich. (-): Khong dugc xac dinh.
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Dép ung mién dich t& bao 1a cac thong sb duoc do trong nghién ctu nay. Dé
thuc hién didu nay, cac té bao 14 lach ctia dong vat dugc gdy mién dich bing dang bao
ché tr tri Tetra-DIIIC 30 ngay sau lidu cudi dugc chiét va su tiét IFN-y trong mbi
truong nudi cdy dich ndi trén bé mat cia té bao lach dugc do sau kich thich bbn
protein téi 16 hop. Nhu 1a mAu déi chimg am tinh, t€ bao ldch cia chudt nhit duoc cy
ché phim thudc v&r duge st dung. Cac két qua thu duge duge thé hién ¢ Fig 11. Nhu
dugc nhén thiy, mic cao TNF-y dugc phat hién sau kich thich bing bbn protein tai tb

hop, diéu nay chimg té twong dudong dap Ung té bao thu duge v6i mbi typ huyét thanh.

Cubi cung, thtr nghiém béo vé dugc thyc hién trén md hinh bénh do virut
viém ndo & chudt nhit. P& thuc hién thir nghiém nay, dong vat dugc giy mién dich
bing dang bao ché tir tri Tetra-DIIIC, dang bao ché don tri DIIIC-1 va DIIIC -4, cac
dong vat déi chimg duong tinh (dwoc gay mién dich bing DV1 va DV4, lan luot) va
cac dong vat duge gdy mién dich bang ché phim thudc v duge lua chon. Nguoc lai,
thr thach virut dugce st dung 1a DV1 va DV4, c6 kha nang lam chét dong vat. Nhu
duoc chi ra trén Fig 12, mtc cao bdo vé thu dugc d6i voi typ huyét thanh 1 va 4, ca
hai dang bao ché don tri va tt tri, & tat ca cac truong hop khong c6 sy khac biét théng
ké so v6i virut nhom dbi ching (p>0,05). Cac két qua nay cho thiy kha ning bao vé
ctia ché phimsdugc thir nghiém d6i voi typ huyét thanh 1 va 4, trén co s& protein da

duge tao két tu nays DIIIC véi oligonucleotit SEQ ID NO. 1.

Vi du 5. Danh gia mién dich & cdc dong vat linh trudng khong phai la nguoi cua dang

bao ché tir tri Tetra-DITIC

Dang bao ché ti tri Tetra DIIIC dugc danh gid & chudt nhat la duoc dénh gid
tuong tu & cac dong vat linh trudng khong phai 1a ngudi. Ba nhém nghién ctu ba
dong vat mdi duge tao ra dé nhén dang bao ché tu tri thong qua ba dudng cAp khéng
nguyén khac nhau: Nhém 1: dudi da, Nhém 2: Noi bi va Nhom 3: qua bép. Cac nhom
1 va 3 duoc cho 50 pg mdi protein thé kham, da dugc tao két tu trude bang 5 pg
oligonucleotit SEQ ID NO. 1; tht ca duoc phdi tron va dugce cho ta chét 1a phen.
Nhém 2 nhan 10 14n it hon tic nhan gy mién dich qua ndi bi hon 14 hai duong kia; n6

12 5 pug cho mdi protein va 2 pg tdng oligonucleotit SEQ ID NO. 1, tat ca dugc phdi
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tron va dugc cho ta chat 1a phén. Nhém thudc vor nhan cling mdt lugng oligonucleotit
SEQ ID NO. 1 nhu cac nhém nay 1 va 3, duoc cho ta chét 12 phén va qua bap. Mau
duoc thu gom & thoi didm médi lidu, va mot thang sau do do ddp tng mién dich thé

dich va té bao gy ra.

Viéc phat hién khang thé d& phan tmg véi mdi typ huyét thanh virut duogc x4c
dinh bang ELISA bit giit, theo d6 céc hiéu gia ¢ pha loang diém cudi cta huyét thanh
cia cac dong vat nay dugc xac dinh. Fig 13 thé hién dap tmg cta khang thé khang
virut duoc tao ra & khi sau ba lidu dang bao ché Tetra-DIIIC bao gém oligonucleotit
SEQ ID NO. 1. Nhu dugc nhan thdy, bat ké duong cip khang nguyén nao, khi thé
hién dap Uing cta khang thé ¢6 kha nang nhan biét bbn typ huyét thanh ctia virut trong
Hé théng ELISA bét giit. Ngoai ra, dép tmg nay cho thiy la kiéu mérc twong dong cho
bdn DV; 12 mdt bude quan trong cho sy phat trién cia vacxin dbi voi sinh bénh cta

ngudi, ma doi hoi dap tng mién dich cin bang.

Viéc do khang thé trung hoa dugc thuc hién bang cach str dung k§ thuat thi
nghiém trung hoa khir dia (PRNT) & céc té bao VERO, va bang cach sir dung chung
virut Jamaica DV1, SB8553 DV2, Nicaragua DV3 va Dominica DV4. Céc gia tri thu

duoc sau gy mién dich tht ba duge trinh bay ¢ Bang 5.
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Bang 5. Hiéu gié cua khéang thé trung hoa & cac dong vat linh truéng khong
phai 14 nguoi duoc gy mién dich bang dang bao ché t tri bao gdbm Tetra DIIIC v&i

oligonucleotit SEQ ID NO. 1.

DV dén 1am trung hoa
Duong dung DV1 DV2 DV3 DV4
Dudi da 77,4 2159 146,5 46,7

2537 186.,9 138,3 102

88,5 192.,9 6681 86,1

GMT 120,2 198.,2 238,3 74,3
NOoi bi 57,1 153,1 617,8 35,6
44,6 184,3 165,2 42,5
49,3 88,6 200 494,2

GMT 50,1 135,7 273,3 90,8
Qua bip 2472 472,7 2543 113,1
47,7 1114 390,3 121,6
231,6 215,9 577,5 798.,5

GMT 139.,8 224.9 385.,6 2223

T4t ca dong vat dugc gdy mién dich bing ché pham Tetra DIIIC tao ra déap
ung cua khang thé c6 kha ning trung hoa virut gdy nhiém in vitro, bét ké duong cip
khang nguyén nao. Viéc tao ra dap mg trung hoa cua khang thé voi 100% dong vat
dap ung véi tAt ca bdn typ huyét thanh hién nay 1a tién dé cho su phat trién clia vacxin
chéng lai Dengue. Trong nhom thudc vo, hiéu gia trung hoa 1a nhé hon 20 & tat ca

dong vat da dugc gay mién dich.

D4ap ing mién dich té bao 12 mot trong sb cac thong sé duge do. PBMC dugce
kich thich bang mdi trong sb cac protein tai t6 hop DIIIC, va tan s cac té bao san xuat
TNF-y dugc do bing thir nghiém ELISPOT. Fig 14 thé hién céc gia tri thu dugc. Sau
khi cép ba liéu dang bao ché t&r tri Tetra-DIIIC, dong vat tao ra cc té bao c6 kha nang

tiét xytokin khang virut, kich thich cac protein tai td hop, dap Umg nay 1a tuong adi
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manh hon & dong vat da dugc gay mién dich qua bap. O tit ca cac nhom duge danh

gia c6 100% dong vat dap tmg véi bbn protein dugc thir nghiém.

Vi du 6. Danh gia mién dich & chudt nhit cAp phéi hop dang bao ché ludng tri va tir tri
protein DIIIC va oligonucleotit SEQ ID NO. 1, trong ché do can ban-nhac lai

Vi muc dich chi cho hai liéu mdi protein dang bao ché DIIIC trong cung lich

trinh gdy mién dich, cac thiét ké tho nghiém sau day dugc thuc hién:

Nhém lién tiép I liu 1: Dang bao ché ludng tri DIIIC-1/DIIIC-2
lidu 2: Dang bao ché ludng tri DIIIC-3/DIIC-4
liéu 3: Dang bao ché & tri Tetra DIIIC

Nhém lién tiép II lidu 1: Dang bao ché ludng tri DIIIC-1/DIIIC-3
lidu 2: Dang bao ché ludng trj DIIIC-2/DIIIC-4
liéu 3: Dang bao ché ludng tri Tetra DIIIC

Nhom Tetra DITIC: T4t ca lidu dang bao ché tir tri Tetra DIIIC

Céc protein thé ghép DIIIC, da duoc tao két tu trude véi oligonucleotit SEQ
ID NO. 1, duge trén dé tao ra ca hai dang bao ché ludng tri va tir tri. Tdc nhan giy
mién dich chira 20 pg mdi protein va 4 pg oligonucleotit SEQ ID NO. 1, cho mdi
dang bao ché ludng tri. Lugng protein cho dang bao ché tu tri 13 20 pg mdi va 8 pg
tong oligonucleotit SEQ ID NO. 1. TAt ca cac bién thé duoc bao ché trén phén 1a ta
chét, va dugc cdp cit cach 15 ngay trong mang bung. Nhom ma chi nhan dang bao ché
tu tri Tetra-DIIIC dugc st dung lam dbi ching dwong tinh va nhom thube vor 1am mau

d6i chtmg 4m tinh.

Sau liéu thtr ba, viéc phat hién khang thé d& phan tng véi mdi virut duge xac
dinh bing ELISA bét giit (Fig 15), qua do cac hiéu gia & pha lodng diém cudi cia

huyét thanh cta cac dong véat nay dugc xac dinh. Két qua 1a, cac tac gia sang ché da
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phéat hién ra rang khong c6 su khac biét c6 y nghia théng ké gitta cac nhém dugc thir
nghiém cho bat ky trong s6 bon typ huyét thanh cta virut, didu nay chimng té rang c6
thé thuc hién, thong qua viéc cap lién tiép dang bao ché ludng tri va nhic lai bang t
trj Tetra-DIIIC, dé thu duge cing mdt mirc tinh sinh mién dich ma cép ba lidu véi

dang bao ché tir tri.

Ngoai ra, con do dap Ung mién dich té bao. Cac té bao 14 lach tir dong vat da
duoc gdy mién dich tir mdi nhém cta nghién ctru nay dugc tich 30 ngay sau lidu cudi,
va su tiét cta IFN-y trong moi truong nudi ciy dich ndi trén bé mit cua té bao lach
duoc do sau kich thich bang bdn protein ti t6 hop. Nhu 1a mau dbi chimg am tinh, té
bao lach ciia chudt nhit duoc cdy ché phim thudc v duge str dung. Céac két qua thu
duogc duogc thé hién ¢ Fig 16. Nhu c6 thé duoc nhan théy, muc cao cia TNF-y dugc
phat hién sau kich thich béng bdn protein tai t6 hop & tat ca cdc nhom (ngoai trix thudc
vd), diéu nay chimg té thu duge dap tng té bao twong duong, bét ké ché do gay mién

dich duoc st dung va dang bao ché ludng tri dugc cép trong hai lidu dau.
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YEU CAU BAO HQ

1. Ché phdm vacxin, khac biét & chd ché pham nay chua a) it nhit mot
khang nguyén tai td hop chra cac axit amin 1 dén 99 cua protein capsit ciia virut

Dengue (DV: dengue virus) va b) oligonucleotit c6 trinh tw SEQ ID NO. 1.

2. Ché phdm vacxin theo diém 1, trong d6 khang nguyén tai t6 hop chua
axit amin 1 dén 99 cta protein capsit 1a khang nguyén thé kham c6 trinh tu dugc chon
tr nhém bao gdm SEQ ID NO. 5 (khang nguyén DIIIC-1), SEQ ID NO. 6 (khang
nguyén DIIIC-2), SEQ ID NO. 7 (khang nguyén DIIIC-3), va SEQ ID No. 8 (khang
nguyén DIIIC- 4).

3. Ché pham vacxin theo diém 1, dac trung & chd né chira hai khang
nguyén thé kham c6 trinh tu duoc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO. 5, SEQ ID
NO. 6, SEQ ID NO. 7 va SEQ ID NO. &.

4.  Ché pham vacxin theo diém 1, dic trung & chd nd chira bbén khang
nguyén thé kham c6 trinh tw SEQ ID NO. 5, SEQ ID NO. 6, SEQ ID NO. 7 va SEQ
ID NO. 8.

5. Oligonucleotit dic trung & chd trinh ty duge nhén dién la SEQ ID NO.
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Figure 5
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Figure 15
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DANH MUC TRINH TU

<110> Center for Genetic Engineering and Biotechnology

<120> Ché phdm vacxin chéng virut Dengue va oligonucleotit

<130>

<140>
<141>

<160>
<170>
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

Thé tG tri Dengue

CU 2012-0179
27.12.2012

PatentIn Ver. 2.1

1

39

DNA

Trinh tu nhé&n tao

M& ta trinh tu
Nhan tao: Oligonucleotit hdn hop

1

atcgactctc gagcgttctc gggggacgat cgtcggggg

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

<220>
<223>

<400>

2

20

ADN

Trinh tu nhé&n tao

M6 ta trinh tu
Nha&n tao: Oligonucleotit K3

2

atcgactctc gagcgttcte

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

<220>
<223>

<400>

3

19

ADN

Trinh tyu nhé&n tao

M6 ta trinh tu
Nhan tao: Oligonucleotit 2216

3

gggggacgat cgtcggggg

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

<400>

4

39

ADN

Escherichia coli

4

catacctcgc tctgctaatc ctgttaccag tggctgcetg
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<210> 5

<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

252
PRT
Trinh tu nhédn tao

DITIC-1

<400> 5
Met Gly His

1

Leu

Leu

Val

Gln

65

Pro

Pro

Lys

Ala

Trp

145

Ala

Thr

Gln

Leu

Lys

225

Ser

Thr

Glu

Lys

50

Asp

Ile

Phe

Leu

Thr

130

Asp

Arg

Val

Gly

Ala

210

Lys

Asn

Leu

Lys

35

Tyr

Glu

Val

Gly

Ser

115

Ala

Phe

Pro

Ser

Pro

195

Ile

Ser

Met

His

Lys

20

Glu

Glu

Lys

Thr

Glu

100

Trp

Arg

Gly

Ser

Gln

180

Met

Pro

Gly

Leu

His

Gly

Val

Gly

Gly

Asp

85

Ser

Phe

Gly

Ser

Phe

165

Leu

Lys

Pro

Ala

Asn
245

His

Met

Ala

Thr

Val

70

Lys

Tyr

Lys

Ala

Ile

150

Asn

Ala

Leu

Thr

Ile

230

Ile

His

Ser

Glu

Asp

55

Thr

Glu

Ile

Lys

Arg

135

Gly

Met

Lys

Val

Ala

215

Lys

Met

His

Tyr

Thr

40

Ala

Gln

Lys

Val

Gly

120

Arg

Gly

Leu

Arg

Met

200

Gly

Val

Asn

39514

Gly

Val

25

Gln

Pro

Asn

Pro

Val

105

Ser

Met

Gly

Lys

Phe

185

Ala

Ile

Leu

Arg

Ser

10

Met

His

Cys

Gly

Val

90

Gly

Ser

Ala

Ser

Arg

170

Ser

Phe

Leu

Arg

Arg
250

Arg

Cys

Gly

Lys

Arg

75

Asn

Ala

Ile

Ile

Asn

155

Ala

Lys

Ile

Ala

Gly

235

Lys

M& ta trinh tu nhan tao: protein thé kham

Leu

Thr

Thr

Ile

60

Leu

Ile

Gly

Gly

Leu

140

Gln

Arg

Gly

Ala

Arg

220

Phe

Arg

Lys

Gly

Val

45

Pro

Ile

Glu

Glu

Lys

125

Gly

Arg

Asn

Leu

Phe

205

Trp

Lys

Met

Ser

30

Leu

Phe

Thr

Thr

Lys

110

Met

Asp

Lys

Arg

Leu

190

Leu

Gly

Lys

Asp

15

Phe

Val

Ser

Ala

Glu

95

Ala

Phe

Thr

Lys

Val

175

Ser

Arg

Ser

Glu

Lys

Lys

Gln

Thr

Asn

80

Pro

Leu

Glu

Ala

Thr

160

Ser

Gly

Phe

Phe

Ile
240



<210> ©

<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 6
Met Gly His

1

Leu
Ile
Val
Met

65
Pro
Pro
Lys
Thr
Trp
145
Ala
Ser
Gly
Phe
Ile

225

Ile

Gln

Val

Gln

50

Asp

Ile

Phe

Leu

Thr

130

Asp

Arg

Thr

Arg

Leu

210

Lys

Gly

<210> 7
<211> 252

253
PRT
Trinh

M6 ta

Leu

Lys

35

Tyr

Leu

Val

Gly

Asn

115

Met

Phe

Ser

Val

Gly

195

Thr

Lys

Arg

tu nhdn tao
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trinh tu nhan tao: protein thé kham
DIIIC-2

His

Lys

20

Glu

Glu

Glu

Thr

Asp

100

Trp

Arg

Gly

Thr

Gln

180

Pro

Ile

Ser

Met

His

Gly

Ile

Gly

Lys

Glu

85

Ser

Phe

Gly

Ser

Pro

165

Gln

Leu

Pro

Lys

Leu
245

His

Met

Ala

Asp

Arg

70

Lys

Tyr

Lys

Ala

Leu

150

Phe

Leu

Lys

Pro

Ala

230

Asn

His

Ser

Glu

Gly

55

His

Asp

Ile

Lys

Lys

135

Gly

Asn

Thr

Leu

Thr

215

Ile

Ile

His

Tyr

Thr

40

Ser

Val

Ser

Ile

Gly

120

Arg

Gly

Met

Lys

Phe

200

Ala

Asn

Leu

Gly

Ser

25

Gln

Pro

Leu

Pro

Ile

105

Ser

Met

Gly

Leu

Arg

185

Met

Gly

Val

Asn

Ser

10

Met

His

Cys

Gly

Val

90

Gly

Ser

Ala

Ser

Lys

170

Phe

Ala

Ile

Leu

Arg
250

Arg

Cys

Gly

Lys

Arg

75

Asn

Val

Ile

Ile

Asn

155

Arg

Ser

Leu

Leu

Arg

235

Arg

Leu

Thr

Thr

Ile

60

Leu

Ile

Glu

Gly

Leu

140

Asn

Glu

Leu

Val

Lys

220

Gly

Arg

Arg

Gly

Ile

45

Pro

Ile

Glu

Pro

Gln

125

Gly

Gln

Arg

Gly

Ala

205

Arg

Phe

Arg

Met

Lys

30

Val

Phe

Thr

Ala

Gly

110

Met

Asp

Arg

Asn

Met

190

Phe

Trp

Arg

Asp

15

Phe

Ile

Glu

Val

Glu

95

Gln

Phe

Thr

Lys

Arg

175

Leu

Leu

Gly

Lys

Lys

Lys

Arg

Ile

Asn

80

Pro

Leu

Glu

Ala

Lys

160

Val

Gln

Arg

Thr

Glu
240



<212>
<213>

<220>

<223>

PRT
Trinh tu nhé&n tao

DITIC-3

<400> 7
Met Gly His His

1

Leu

Leu

Val

Glu

65

Pro

Pro

Lys

Ala

Trp

145

Gly

Thr

Gln

Leu

Lys

225

Ser

Glu

Lys

Glu

50

Asp

Val

Phe

Ile

Thr

130

Asp

Lys

Gly

Gly

Ala

210

Lys

Asn

<210> 8

<211>
<212>
<213>

Leu Lys
20

Lys Glu
35

Tyr Lys

Gly Gln

Val Thr

Gly Glu
100

Asn Trp
115

Ala Arg

Phe Gly

Pro Ser

Ser Gln

180
Pro Met
195
Ile Pro

Ser Gly

Met Leu

252
PRT
Trinh tu nhén

His

Gly

Val

Gly

Gly

Lys

85

Ser

Tyr

Gly

Ser

Ile

165

Leu

Lys

Pro

Ala

Ser
245

His

Met

Ser

Glu

Lys

70

Lys

Asn

Lys

Ala

Val

150

Asn

Ala

Leu

Thr

Ile

230

Ile

tao

His

Ser

Glu

Asp

55

Ala

Glu

Ile

Lys

Arg

135

Gly

Met

Lys

Val

Ala

215

Lys

Ile

His

Tyr

Thr

40

Val

His

Glu

Val

Gly

120

Arg

Gly

Leu

Arg

Met

200

Gly

Val

Asn

39514

Gly

Ala

25

Gln

Pro

Asn

Pro

Ile

105

Ser

Met

Gly

Lys

Phe

185

Ala

Val

Leu

Lys

Ser

10

Met

His

Cys

Gly

Val

90

Gly

Ser

Ala

Ser

Arg

170

Ser

Phe

Leu

Lys

Arg
250

-45-

Arg

Cys

Gly

Lys

Arg

75

Asn

Ile

Ile

Ile

Asn

155

Val

Lys

Ile

Ala

Gly

235

Lys

M& ta trinh tu nhan tao: protein thé kham

Leu

Thr

Thr

Ile

60

Leu

Ile

Gly

Gly

Leu

140

Gln

Arg

Gly

Ala

Arg

220

Phe

Lys

Lys

Asn

Ile

45

Pro

Ile

Glu

Asp

Lys

125

Gly

Arg

Asn

Leu

Phe

205

Trp

Lys

Met

Thr

30

Leu

Phe

Thr

Ala

Asn

110

Met

Asp

Lys

Arg

Leu

190

Leu

Gly

Lys

Asp

15

Phe

Ile

Ser

Ala

Glu

95

Ala

Phe

Thr

Lys

Val

175

Asn

Arg

Thr

Glu

Lys

Val

Lys

Thr

Asn

80

Pro

Leu

Glu

Ala

Thr

160

Ser

Gly

Phe

Phe

Ile
240



<220> ]
<223> M6 ta trinh tu nhédn tao: protein thé kham
DITIC-4

<400> 8
Met Gly His

1

Leu

Ile

Val

Arg

65

Pro

Pro

Thr

Ser

Trp

145

Val

Thr

Lys

Leu

Lys

225

Gly

Arg

Asp

Lys

50

Asp

Leu

Phe

Leu

Thr

130

Asp

Arg

Pro

Gly

Ser

210

Lys

Arg

Ile

Lys

35

Tyr

Val

Ala

Gly

His

115

Tyr

Phe

Pro

Gln

Pro

195

Ile

Asn

Met

His

Lys

20

Glu

Glu

Asn

Glu

Asp

100

Trp

Arg

Gly

Pro

Gly

180

Leu

Pro

Lys

Leu

His

Gly

Met

Gly

Lys

Asn

85

Ser

Phe

Gly

Ser

Phe

165

Leu

Arg

Pro

Ala

Asn
245

His

Met

Ala

Ala

Glu

70

Thr

Tyr

Arg

Ala

Val

150

Asn

Val

Met

Thr

Ile

230

Ile

His

Ser

Glu

Gly

Lys

Asn

Ile

Lys

Lys

135

Gly

Met

Lys

Val

Ala

215

Lys

Leu

His

Tyr

Thr

40

Ala

Val

Ser

Val

Gly

120

Arg

Gly

Leu

Arg

Leu

200

Gly

Ile

Asn

39514

Gly

Thr

25

Gln

Pro

Val

Val

Ile

105

Ser

Met

Gly

Lys

Phe

185

Ala

Ile

Leu

Gly

Ser

10

Met

His

Cys

Gly

Thr

90

Gly

Ser

Ala

Ser

Arg

170

Ser

Phe

Leu

Ile

Arg
250

-46-

Lys

Cys

Gly

Lys

Arg

75

Asn

Val

Ile

Ile

Asn

155

Glu

Thr

Ile

Lys

Gly

235

Lys

Val

Ser

Thr

Val

60

Ile

Ile

Gly

Gly

Leu

140

Gln

Arg

Gly

Thr

Arg

220

Phe

Arg

Arg

Gly

Thr

45

Pro

Ile

Glu

Asn

Lys

125

Gly

Arg

Asn

Leu

Phe

205

Trp

Arg

Met

Lys

30

Val

Ile

Ser

Leu

Ser

110

Met

Glu

Lys

Arg

Phe

190

Leu

Gly

Lys

Glu

15

Phe

Val

Glu

Ser

Glu

95

Ala

Phe

Thr

Lys

Val

175

Ser

Arg

Gln

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

Thr

80

Pro

Leu

Glu

Ala

Val

160

Ser

Gly

Val

Leu

Ile
240





