(12) BAN MO TA SANG CHE THUOC BANG POC QUYEN SANG CHE

(19) Cong hoa xa hgi chi nghia Viét Nam (VN) (11)
CUC SO HU'U TRI TUE
1-0051199

(51)%02201 A61K 39/39; A61K 39/00; A61K 39/135 (13) B

(21) 1-2024-02107 (22) 02/05/2019

(62) 1-2021-06149

(86) PCT/KR2019/005243 02/05/2019 (87) WO 2020/189840 24/09/2020

(30) 10-2019-0030149 15/03/2019 KR

(45) 25/09/2025 450 (43) 25/06/2024 435

(73) REPUBLIC OF KOREA (ANIMAL AND PLANT QUARANTINE AGENCY) (KR)
177, Hyeoksin 8-ro, Gimcheon-si Gyeongsangbuk-do 39660, Republic of Korea

(72) LEE, Minja (KR); PARK, Jong-Hyeon (KR); KIM, Su-Mi (KR); JO, Hyundong
(KR); KIM, Byounghan (KR).

(74) Cong ty cb phan S hiru cong nghiép INVESTIP (INVESTIP)

(54) CHE PHAM BO TRQ DUNG CHO VACXIN PHONG BENH LO MOM LONG
MONG VA CHE PHAM VACXIN CHO BENH LO MOM LONG MONG BAO
GOM CHE PHAM BO TRO NAY



(21) 1-2024-02107

(57) Sang ché dé cap dén ché pham b6 trg cho vacxin phong bénh 16 mom long mong.
Séang ché co thé dé xudt tao ra dap Gtng mién dich manh théng qua tao ra d6ng thoi mién
dich té bao va dich thé & dong vat mong guéc nhu trau bo, lon, v.v., dé phong ngtra va
diéu tri sy bung phat bénh 16 mdém long méng, ché phim bd tro an toan va duoc t61 un
héa, va ché phdm vacxin bao gom ché pham d¢6. Thém vao do, khi bénh 16 mém long
moéng bing phat, sing ché co thé duoe st dung dé d6i phé véi sur biung phat 13 vacxin
khén c?ip trong linh vue, va ¢d thé dé xuit vacxin tai chd duogc én dinh héa cho dong vat

mong guoc.
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Linh vuc k§ thuét dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén chit bd tro ting cuong mién dich dung cho vacxin phong
bénh 16 mom long mdéng va ché phém vacxin chira chit bo trg d6. Cu thé hon, sang
ché d& cap dén chit b tro dé tang cuong tinh mién dich cho vacxin phong bénh 16
mdm long méng, ma c6 thé duoc dung két hop v6i nhil twrong dau, va ché phdm vacxin
chtra chit bd trg do.

Tinh trang ky thuit cia sang ché

Bénh 16 mdm long moéng (foot-and-mouth disease (FMD)) 1a bénh gy ra do
virut truyén nhiém cao gdy anh hudng chu yéu dén gia stic mong gudce (d6 13, bo gude
chén (Artiodactyla)), dan dén thiét hai kinh té dang ké cho nganh chin nudi do sy 14y
lan nhanh ctia nd, ty 18 chét cao va gidm ning suét. Cac loai d& mic bénh gom 70 loai
dong vat hoang da tro 1én, g6m dong vat nhai lai (gia sc nhai lai) nhu trau bo, lon,
triu nudc, lac da, ctru va dé. Bénh nay di kem voi st cao va duoc biét la gay phéng
rop & miéng, ludi, mém, mili, nim vii, mong gudc va cac ving da khong c6 16ng khac.

Tiém vacxin dugc dung lam phuong tién dé kiém soét tinh trang bénh & cac qubc
gia chiu ton that do bénh 16 mém long moéng, va déng vai trd quan trong trong viéc thiét
lap céc ké hoach dbi pho & cac qudc gia khong c6 bénh 16 mom long méng. Vacxin
phong bénh 1¢& mom long méng trén thé gidi st dung céc loai vacxin chét (bét hoat), va
da s6 chung duoc cdi thién vé mat hiéu qua bang cac tiém vacxin véi chit b tro dau
(Nhil twong dau déi (Double Oil Emulsion, DOE) hodc nhil trong dau don (Single Oil
Emulsion, SOE)). Tuy nhién, giai doan tao ra khang thé dén mic do bao vé mudn, ham
luong khang thé thip, thoi gian ton luu khang thé ngin va tinh sinh mién dich thap o
lon so v&i trau bo duge xem la nhuge diém.

Cac vacxin phong bénh 1& mom long moéng cho dén nay tap trung vao viéc tao
ra dap mg mién dich dich thé hon 14 dap ing mién dich té bao, nhung hiéu suat bao vé
ctia chiing khdng hoan hao. Giai doan tao ra dap ung mién dich dich thé (khang thé trung
hoa chinh IgG) bai vacxin phong bénh 16 mdm long moéng mit 4 dén 7 ngay, trong khi

dap tng mién dich té bao dwgc tao ra trong vai gi¢ dén 3 ngay. Vi véy, ¢ giai doan som
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khi nhiém bénh 16 mém long méng, viéc tao ra dap wng mién dich té bao dudng nhu
hiéu qua hon trong viéc bao vé vat chi so véi dap tmg mién dich dich thé. Ngoai ra,
vacxin phong bénh 1&6 mdm long moéng hién nay yéu cau viéc tiém vacxin mdi 4 dén 6
thang do thoi gian duy tri khang thé sau khi tiém vacxin ngin. Cu thé, khi tiém bip cho
lon, c6 nhuoc diém 12 d0 an toan thép va tac dung phu tat chd nhu hinh thanh tén thuong
tai vi tri tiém vacxin nhu xo hoa va u hat tai vi tri tiém. Mat khac, nghién ctu vé vacxin
phong bénh 1&6 moém long moéng cho dén nay da dwoc thuc hién trén s6 lwong 16n cac
nghién ctru danh gia dé xac dinh tinh hidu quéa clia vacxin trén trau bo so v&i trén lgn
trong s cac loai gia sfic, tuy nhién, bio cdo dwa ra rang tinh sinh mién dich & lon thép
hon so véi & trau bo. Vi vay, thiét ké vacxin Iy tuéng dé khic phuc nhiing han ché cua
cac vacxin trong thuong mai nén thoa man cac yéu cau gom, vi du, dong thoi tao ra mién
dich té bao va dich thé, duy tri ham lwong khéng thé cao bang cach tao ra dap tng nhé,
dam bao an toan dé giam phan ting tai chd, va phat trién chit b trg dwoc tdi wru hod cho
cac loai gia stc theo chién lwrge méi va tuong tu.

Tai cac quéc gia nudc ngoai, Marcol 52, ISA 206 va ISA 50 dugc st dung nhiéu
nhit 1am chat b6 tro trong vacxin phong bénh 16 mom long méng trong thwong mai. La
nghién ctru lién quan dén chat bo trg dé bao vé hidu qua phong bénh 16 mom long moéng,
nhiéu nghién ctru da dang nhu d4nh gia hiéu qua vacxin phong bénh 16 mém long méng
& lon va dé, st dung: céc phdi tir thu thé nhan dang miu (pattern recognition receptors
(PRRs)) nhu R848, Poly(I:C), MDP, MPL, B-glucan, v.v.; chat ting cudng tinh mién
dich nhu dau hat nho va saponin ré nhan sam, v.v.; hodc cac chit bo tro trong thuong
mai dién hinh (ISA 201, ISA 206, Emulsigen-D, Carbigen, v.v.), dd dwgc nghién ctru,
tuy nhién, ching chua tao ra mién dich hoan toan.

- Ngoai vacxin phong bénh 16 mdm long méng, con ¢ nd luc dé ting cuwong tinh
sinh mién dich bang cach ddng thoi tao ra mién dich té bao va dich thé vai vacxin chu
yéu cho ngudi, cu thé: 1) hé théng van chuyén vacxin nhu nhil twong dau, chét hoat
dong bé mit, liposom, virosom, ISCOMs, v.v.; 2) chét ting cuong mién dich nhu
saponin, nhém hydroxit, kali photphat, v.v.; 3) thu thé giéng toll (toll-like receptors
(TLRs)), thu thé gidng RIG-I (RIG-I-like receptors (RLRs)), thu thé gidng mién oligo
hod lién két nucleotit (nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)) (nucieotide-
binding oligomerization domain-like receptors (NLRs)) va cac tic nhén kich thich mién

dich ddc hiéu thu thé nhu phéi tir thu thé lectin loai C (C-type lectin receptors (CLRs))
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4) cac xytokin khac nhau nhu IL-1, IL-2, IL-6, IL-18, TNFo, IFNa, IFNy va GM-CSF,
va twong ty d3 dugc nghién ctru va st dung lam chat bd tro. Mot vai vat liéu nay gan
day duoc su dung lam chét bd trog vacxin dé phong ngira va diéu tri nhidu bénh & nguoi
nhu ung thu, lao, viém gan B, sbt rét, cam, HIV va HSV, hoic trong thir nghiém 1am
sang, nhung khong dugc dung lam ché pham vacxin phong bénh 1¢& mom long moéng.
Ngodi ra, vi cac chat bd trg khac nhau ¢6 phuong thire hoat dong khéc nhau, rat quan
trong trong viéc hiéu réng co ché mién dich hoc cua cac chit bo tro cho su phat trién
vacxin FMD theo chién luge m&i ma cé thé tao ra dap ing mién dich té bao va dich thé
manh.

Vi viy, sang ché nham dé xudt kha ndng cua viéc phat trién vacxin FMD theo
chién luge méi thong qua phat trién nhidu phéi tir PRR va xytokin khac nhau c6 hiéu
qué bd trg & chudt, su tao ra dap tng mién dich ghi nh¢ thong qua tao ra dap Ung mién
dich té bao va dich thé, va cac chét bd tro tdi wu cho cac loai khac nhau (bo guéc chin
nhu tru bo va lon) va ché pham vacxin phong bénh 16 mdm long moéng gom céc chat
bo trg do.

Trong khi d6, cc tai liéu trude cb lidn quan dén céng nghé néu trén gdm Cong
b séang ché Han Quéc $6 10-2017-0097116 ¢6 tiéu d& “vacxin phong bénh 16 mom long
méng”, Cong bé sang ché Han Qudc s§ 10-2018-0024030 c6 tidu dé “Chat bo trg dang
dau”, va tuong tu, nhung hiéu qua ctia cac vat liéu néu trén nhu hdn tro ting cuong mién
dich hodc cac chat bd tro ¢6 thé dung trong vacxin phong bénh 1§ mom long moéng va
ché pham vacxin gbm cac hat 6 khong duwoc mo ta cu thé

Tai liéu k¥ thuat vién dan
Tai lidu sang ché _

(Tai ligu sang ché 1) Cong bé sang ché Han Quoc s6 10-2017-0097116

(Tai liéu sang ché 2) Cong bd sang ché Han Quéc s 10-2018-0024030
Ban chit ky thuit ciia sing ché

Vén dé& k¥ thudt cua sang ché

bé giai quyét cic vin dé néu trén, séng ché nham muc dich dé xudt chat bd tro
an toan va duoc t6i uu hod dé tao ra khang thé bao vé cho dong vat bd gude chén (cu
thé 13, gia sic c6 mong gude) nhu trdu bo va lon ciing nhu chudt dé phong ngira va diéu
tri bénh 1¢& mdm long moéng, va ché pham vacxin gbm chit b6 trg do.

Phuong ti¢n gidi quyét van dé
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Dé dat duoc muc tiéu nhu trén, sang ché dé xuét ché phfim b6 tro chira céac phéi
tir thu thé nhin dang miu (PRRs) 1a thanh phan hoat chat.

Ngoaira, sdng ché con dé xuat ché phim vacxin phong ngira bénh 16 mdm long
méng gém ché pham néu trén.

Ché phim bé trg c6 thé chtra xytokin 12 thanh phén hoat chét, cing véi cdc
phdi tir thy thé nhan dang mau (PRRs).

Theo séang ché, bo gudc chan thuong dé chi nhom dong vat c6 hai moéng ching
han nhu trau bo, lon, ciru, dé, tudn 16¢, trau nude va lac da, va tt hon 1a trdu bo va
lon.

Khang nguyén virut bénh 16 mom long moéng theo sang ché 6 thé gdm virut
" bénh 16 mdm long moéng ki éu huyét thanh O, virut bénh 1o mom long méng kiéu huyét
thanh A, virut bénh 16 mdém long méng kiéu huyét thanh chau A 1, virut bénh 1& moém
long moéng kiéu huyét thanh C, virut bénh 1& mdm long méng kiéu huyét thanh SATI,
virut bénh 16 mém long méng kiéu huyét thanh SAT2 va/hodc virut bénh 1¢ mom long
mong SAT3 va tuong tu.

Xytokin la thuat ngit chung cho cac yéu t6 hoat dong sinh hoc dugc tiét ra tir té
bao va c6 anh hudng dén tin higu gian bao, didu hoa hoat dong té bao, diéu hoa dap img
midn dich, v.v., va c¢o thé 1a cac protein phan tur thap nhu interleukin, lymphokin,
interferon, cac yéu (o tang sinh va biét hoa té bao, V...

Chc xytokin theo sang ché c6 thé gdm IL-1 beta, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9,
IL-10, IL-12p70, IL-12/23p40, IL-15/15R, IL-17A, IL-21, IL-22, 1L-23 (IL-12p40/IL-
23p19), IL-33, TNF-anpha, [FN-anpha, IFN-beta, IFN-gamma, v.v., nhung ching khong
gidi han & do.

Xytokin néu trén nghia la cac xytokin thudng duoc su dung, va co thé gom céc
xytokin t4i td hop biéu hién trong céc té bao E. Coli, Baculovirus, HEK 293 va tuong
fur.

Trong cac phdi tir thy thé nhan dang mau (PRRs) theo sang ché, thu thé nhan
dang mau c6 thé duoc dung dé nhan dang cac mau phan tir dugce bao quan dé phian biét
virut, vi khuan, nim va ky sinh trung, va phéi tr dé cap dén chét déng van cua thu thé,
nghia Ia, chét ma lién két véi thy thé va kich hoat no.

Céc phéi tir PRR c6 thé gdm, vi dy, R848 (chét dong van TLR-7/8), TDB (chét

dong van Mincle), Curdlan (chét ddng van Dectin-1), Furfurman (chét ddng véan Dectin-
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2, MDP (chit déng van NOD-2), MPLA-SM (TLR-4), Zymosan (Dectin-2/TLR-2),
Chitosan (cam tng viém nhiém NLRP, MR), Poly(I:C) (TLR-3), Poly(dA:dT) (chét
ddng van RIG-1/CDS, cam Gng viém nhiém AIM-2) hodc phdi tir gbc STING, nhung
noé khéng gidi han ¢ do.

Phéi tir gbc STING c6 thé gom ADN, ARN, protein, cdc doan peptit, cac hop
chét, v.v.ma c6 thé kich hoat tin hiéu STING, va t6t hon 1a gdm c-di-GMP (diguanylat
vong), c¢GAMP, 3'3'-cGAMP, c¢-di-GAMP, c-di-AMP, 2'3'-cGAMP, 10-
(cacboxymetyl)9(10H)acridon (CMA)(10-(cacboxymetyl)9(10H)acridonn(CMA)), axit
5,6-dimetylxanthenone-4-axetic -DMXAA, methoxyvon, 6,4'-dimethoxyflavon, 4'-
methoxyflavon, 3',6'-dihydroxyflavon, 7,2'-dihydroxyflavon, daidzein, focmononetin,
retusin 7-metyl ete, xanthon, va trong tu, nhung khéng gidi han ¢ do.

Poly (I:C) dé cap dén khong chi cac polyme tdn tai trong tu nhién cia axit
polyinosinic:axit polycytidylic, ma con ca dang téng hop cia chung.

Ché phim theo sang ché c6 thé gdm mot hoic nhiéu thanh phan dwgc chon tuy
¥ tr cac PRR néu trén.

Khi hai thanh phén trong s6 cac phdi tir PRR bao gdm trong do, bat ky mot Céc
phéi tir PRR : Cac phdi tir PRR con lai ¢6 thé bao gom véi ty 1é trong lwong 1 : 1 dén 3,
vatdthonlal:1dén2.

Lién quan dén luong str dung, nghia la, lidu lugng hodc liéu theo sang ché, Céc
phéi tr PRR hoic xytokin khong giéi han, nhung t6t hon 14 gdm trong liéu hrong 1 dén
100 pg/ml.

Khi hai Céc phéi tor PRR tr&r lén dwgce bao gdm, mdi phdi tir 6 thé gom trong
d6 trong pham vi 1/2 tré xuéng dua vao liéu lugng chura doc lap, t6t hon 1a 1 dén 30
ng/ml, tét hon niva 1a 5 dén 15 pg/ml, va tét nhat 1a 7 dén 10 pg/ml.

Vi lidu lwong néu trén nam trong pham vi khong ddc in vivo, néu n6 nim ngoai
pham vi néu trén, c6 rui ro gay doc véi co thé khi dung tréﬁ dong vat.

Ngoai cdac thanh phén néu trén, dau (hoac nhil twong dé\u) va chit nhil hod, gel,
v.v. duoc biét trong linh vuc ¢ thé gbm trong do.

Dau (hodc nhii twong dau) c6 thé 1a ISA 201, ISA 61, [SA 50 hodc ISA 206,
nhung khong gidi han ¢ do.

ChAt nhi hoa c6 thé gém cdc chit thuong dugc nhan biét 1a chét nhii hod, chéng

han nhu cac san pham khac ctia dong san pham TWEEN® hoic SPAN® (este axit béo

(]
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cta socbitol polyethoxy hoa va chét hoat dong bé mit socbiton thay thé bdi axit béo
twong Gng), va cac tac nhan cai thién do tan khac nhu dau thau ddu PEG-40 hogc dau
PEGylat hydrogen hoé khac, nhung khong giéi han ¢ do.

Hiéu qua dat duoc cua sang ché

Sang ché co thé dé xudt ché pham bd tro an toan va dugc t61 wru hoa dé tao ra
khang thé bao vé ciia dong vat bd gude chan nhu trau bo, lon, v.v.nhdm phong ngita va
diéu tri bénh do virut Picorna gém bénh 16 mom long mong, va ché pham vacxin gbém
ché phdm b tro d6. Ngoai ra, khi bénh 16 mdm long moéng x4y ra, sang ché c6 thé duoc
str dung dé dbi phé hiéu qua véi vacxin khén cép trong linh vue, va vacxin hiéu qua va
dugce 6n dinh hod cé thé dwoc dé xuét lam vacxin thong thuong cho dong vat bd guéc
chén.

MO ta vin tit cac hinh vé

FIG.1 minh hoa két qua tao ra dép tng mién dich té bao ban dau in vivo theo
khang nguyén dic hiéu theo loai huyét thanh.

FIG.2A minh hoa két qua tao ra dap ing mién dich bam sinh va dép mg mién
dich té bao cua DCs theo khang nguyén dic hiéu theo loai huyét thanh.

FIG.2B minh hoa két qua tao ra dap tmg mién dich bam sinh va dap ung mién
dich té bao cua M®s theo khang nguyén dic hiéu theo loai huyét thanh.

FIG.3 minh hoa so lwgc biéu hién xytokin tao bai khidng nguyén virut bénh 1&
mdm long méng (O TWN 97-R) & chudt va chién lugc nghién ciru dong hoc thoi gian
in vivo.

FIG.4 minh hoa so lugc biéu hién xytokin va két qua dong hoc thot gian in vivo
tao ra bdi khang nguyén virut bénh 1¢& mom long méng (O TWN 97-R) & chudt (Thoi
diém; 0, 6, 12, 24, 48, 72, 96 gid).

FIG.5 minh hoa chién lwoc nhan dang dic diém in vitro cta biéu hién xytokin
qua trung gian khang nguyén virut bénh 10 mom long méng (O TWN 97-R) ¢ DCs,
M®s, té bao iINK T, t& bao y8 T, va té bao T phan lap tur té bao dich tiét phiic mac
(peritoneal exudate cells (PECs)) va té bao lach cuia chudt.

FIG.6A dén 6C minh hoa két qua cua biéu hién xytokin theo thoi gian qua trung
gian khang nguyén virut bénh 1o mdm long méng (O TWN 97-R) ¢ DCs, M®s, té bao
INK T, té bao y5 T va té bao T phan Iap tir té bao dich tiét phic mac (PECs) va té bao
lach ctia chudt (Thoi diém; 0, 6, 12, 24, 48, 72, 96 gio).
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FIG.7 minh hoa chién lwoc nhan dang dac diém in vitro cta biéu hién xytokin
qua trung gian khéng nguyén virut bénh 16 mém long moéng (O TWN 97-R) khi dong
nudi cdy DCs, té bao iNK T, té bao y& T va té bao T phan lap tir té bao dich tiét phuc
mac (PECs) va té bao lach ciia chudt, trong d6 (A) thé hién chién lwoc nghién ciru in
vitro, v (B) 1a gian do cho cac té bao ddng nudi cay.

FIG.8 minh hoa két qua biéu hién xytokin qua trung gian khang nguyén & cac té
bao ddng nudi cy, DCs, té bao iINK T, té bao y8 T va té bao T & chudt.

FIG.9 minh hoa chién lugc x4c nhan hiéu qua bao vé€ in vivo qua trung gian
khang nguyén O TWN 97-R ¢ giai doan sém khi nhiém virut bénh 16 mdm long méng.

FIG.10 minh hoa tdc dong trén hiéu qua bao vé in vivo qua trung gian khang
nguyén O TWN 97-R (ty 1€ séng & chudt, thay doi trong lugng co thé) & giai doan dau
khi nhiém virut bénh 16 mém long méng.

FIG.11 minh hoa chién luvoc lam suy yéu té bao, trung hoa xytokin, va hiéu qua
bao v¢ in vivo qua trung gian khdng nguyén.

FIG.12A va 12B minh hoa hiéu qua bao v¢ in vivo (ty 1 séng, thay dbi trong
luong co thé) bai khang nguyén khi lam suy yéu DCs va M®s va trung hoa xytokin bao
vé vat chu chéng lai sy nhiém virut bénh 1o mom long mong.

FIG.13 minh hoa két qua biéu hién cua cac phan tir kich thich qua trung gian
khang nguyén CD40, CD80 va CD86 va su tang sinh té bao ¢ DCs duoc xir Iy v&i khang
nguyén O TWN 97-R va chat kich thich (R848, Chitosan, Zymosan, ODN 2395, TDB,
Furfuman va c-di-GMP). _

FIG.14 minh hoa hoat dong cua IL-23 qua viéc kich hoat déng thot Dectin-1 va
Mincle trong DCs va M®s.

FIG.15 minh hoa chién lwgc danh gia tiém nang cua chit bo tro vacxin va hiéu
quéa ghi nhé mién dich ngin han khi nhidm virut bénh 1& mdm long méng khi cac phoi
t&r PRR va xytokin duoc dung doc 1dp hoic két hop.

FIG.16 minh hoa hiéu qua ghi nh¢ mién dich ngén han va hiéu qua bao vé in
vivo (t 18 séng, thay ddi trong luong co thé) khi cac phéi tir PRR va xytokin duoc ding
doc lap hoac két hop lam chit bo trg bao vé chéng lai sy nhiém virut bénh 16 mdm long
mong. ‘

FIG.17 minh hoa chién lwoc danh gia dap tmg ghi nhé dai han qua trung gian

xytokin, protein HSP70 va cac phéi tir PRR chéng lai sy nhiém virut bénh 16 mom long
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méng (mién dich dai han) va hiéu qua bao vé cuia ching & chudt.

FIG.18A dén 18D minh hoa két qua dap g mién dich ghi nh¢ dai han qua trung
gian xytokin, protein HSP70 va cac phéi tir PRR, va hiéu qua bao vé trén viéc chdng lai
su nhiém virut bénh 14 mdm long méng & chudt

FIG.19A dén 19G minh hoa két qua mé rong xytokin, protein HSP70 va té bao
mién dich qua trung gian cac phéi tir PRR & chudt.

FIG.20 minh hoa chién lugc xac nhan hiéu qua bao v¢é qua trung gian IFNo va
L-23 trén viéc nhiém céc loai huyét thanh virut bénh 1& moém long moéng khac nhau
(loai O, A, va Asial). ,

FIG.21 minh hoa két qua dép trng ghi nhé qua trung gian IFNo va IL-23 va pham
virong cua hiéu qua bao vé trén viéc nhiém cac loai huyét thanh virut bénh 16 mdm long
mong khac nhau (loai O, A, va Asial).

FIG.22 minh hoa sy giai phong LDH (gay doc té bao, sau 96 gid) trong té bao
don nhan mau ngoai vi (peripheral bloed mononuclear cells (PBMCs)) bo dugce xu 1y
qua cac phoi tir PRR. A

FIG.23 minh hoa két quéa su ting sinh té bio qua trung gian céc phdi tir PRR
(sau 96 gio) trong PBMCs bo.

FIG.24 minh hoa chién luoc ddnh gia hidu qua chét bd trg qua trung gian céc
phdi tir PRR va dap tng ghi nhé & trau bo.

FIG.25 minh hoa hiéu qua chét bd tro qua trung gian cac phéi tir PRR va két qua
dap ung ¢ trau bo. .

FIG.26 minh hoa két qua giai phong LDH (gay doc t€ bao, sau 96 gio) trong
PBMCs & lon xtt Iy v&i céc phdi tir PRR.

FIG.27 minh hoa két qua ting sinh té bao qua trung gian cc phéi tir PRR (sau
96 gio) 8 PBMCs ¢ lon.

FIG.28 minh hoa chién luoc d4nh gi hidu qua chét bd tro qua trung gian céc
phéi tir PRR va dap ing ghi nhé & lon.

FIG.29 minh hoa két qua hiéu qua chat bd tro qua trung gian cac phéi tir PRR
va dap ung ghi nhg ¢ lon.

MG ta chi tiét sang ché
Sau day, sang ché s& dugc mb ta chi tiét bfmg cach dua ra vi du va vi du thuc

nghiém.
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Tuy nhién, cac vi du va vi du thuc nghiém sau day chi don thudn minh hoa sang
ché, va ndi dung cua sang ché khong gidi han ¢ cac vi du va vi du thuc nghiém sau day.

Cac vat liéu thwe nghiém thuong dugce st dung trong cac vi du va vi du thuc
nghiém theo sang ché 1a nhu sau;

Khang nguyén

Céc khang nguyén dugc tinh ché va 1am bat hoat theo phuong phap sau day

Khang nguyén dugc didu ché tir virut bénh 16 mém long méng O TWN 97-R
(GenBank AY 593823 cho P1) va té bao BHK-21. Bdi voi su nhiém virut, moi truong
nudi ciy dugc thay thé bai moi trudong Dulbecco Modified Eagle khong huyét thanh
(DMEM, Celigro, Manaésas, VA, USA) va u trong khi CO2 5% ¢ 37 ° C trong 1 gior dé
c;éy virut. Virut ngoai bao duoc loai bo. Sau 24 gio tir khi nhiém virut, virut duoc lam
bét hoat bz‘“_mg cach xur Iy v&i 0,003N etylenimin nhi phan hai l4n trong 24 gid trong tu
4m duoc lic va lam cd dic vai polyetylen glycol (PEG) 6000 (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA). Phan ¢b dic virut duoc phan 16p boi gradien n?)ng do 15-45% sucroza, sau
d6 1a boi ly tam. Sau khi ly tdm siu tde, day cua 6ng ly tim duoc choc qua, va thu dugce
phan doan 1 mL. Sy hién dién cta cac hat virut bénh 1o mom long moéng trong moi mau
phan doan dugc xac nhan boi mat do quang hoc su dung thiét bi dong bén (BioSign
FMDV Ag, Princeton BioMeditech, Princeton, NJ, USA). Truge khi su dung trong thi
nghiém, phin ndi duoc xir 1y truée qua PEG duge dua qua té bao ZZ-R va BHK-21 it
nhét hai 1dn nham x4c nhan xem liéu c6 hay khéng hiéu tmg té bao (cytopathic effect
(CPE)) xay ra, va xac nhén rang khong c6 virut tOn tai trong phan ndi.

Céc phoi tir thu thé nhan dang mau (PRRs) va xytokin

- Cac phéi tir PRR, Invivogen (SanDiego, CA, USA) dugc st dung trong khi san

pham ctia MitenyiBiotec (MiltenyiBiotec, BergischGladbach, Germany) duoc su dung
lam xytokin. Nhii twong dau ISA 206 duoc mua tir Seppic Corporation (Seppic Inc. ,
Paris, France), trong khi gel nhém hydroxit (Alhydrogel ®) va Quil-A duoc mua tur
Invivogen.

Chuot

Chuot C57BL/6 loai hoang da (chudt cai 7 tudn tudi) véi do tudi va gidi tinh phi
hop duge mua (KOSA BIO Inc, Gyeonggi-do, Korea). Tit ca chudt dugce nudi trong
16ng cach ly vi sinh trong co s& nudi dong vat vo trung riéng biét (specific sterile

pathogen (SPF)) v4i Muc do an toan sinh hoc 3 (ABSL3) theo Bo Kiém dich Nong
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nghiép, Lam nghiép va Chan nubdi Han Quéc.
Vi du thue hién sang ché

Vi du thuc nghiém so bo Thir nghiém dé xac nhan co ché mién dich hoc & vt
chi d6i véi khang nguyén bénh 16 mdm long mong.

1. X4c nhéan viéc tao dap (g mién dich noi tai theo cac khang nguyén dic hiéu
theo loai huyét thanh.

1-1. Nham xac nhin xem 8 khang nguyén co6 tao dap ung mién dich ndi tai in
vivo khong, 2 pg mdi khang nguyén dugce tiém vao khoang phiic mac ctia chudt, va
khoang phtic mac dugc rira voi 2 mL PBS duoc 1am mat, va dung dich rtra phiic mac
thu duge duoc ly tam, tiép theo 1a phan tich mau biéu hién xytokin va dong luc thoi gian
trong phan ndi.

Két qua ctia xét nghidm cac méu biéu hién xytokin va su thay dé_i tam thoi do
cac khang nguyén dic hiéu theo loai huyét thanh, biéu hién ciia xytokin hudng chéng
viém IL-23 va xytokin chdng viém IL-10 dwgc ching minh rd rét rang c6 kha nang canh
tranh gdy ra “con bdo xytokin” béi hau hét cac khang nguyén. Trong nhom dugc tiém
SAT1-BOT-R, SAT2-ZIM-R va SAT3-ZIM-R, biéu hiéu cla ca hai xytokin néu trén
duoc quan sat thiy tuong tw nhau tir 48 gio dén 72 va 96 gio, trong khi nhom O PA-2-
R, O TWN 97-R, A22-R, C3-Resende-R va Asial-MOG-R cho thay biéu hién cua IL-
23 cao hon déng ké so v6i IL-10. Biéu hién cia IL-23 didc trung béi cdc miu bicu hién
twong ty ¢ loai huyét thanh O, cu thé 1a, O PA-2-R va O TWN 97-R, ttc 13, biéu hién
tang nhanh ¢ 6 dén 12 gid va sau do thé hién muc do thép nhe & 24 gid. Sau do, biéu
hién tang tro lai vao 48 dén 72 gitr va dat dén muc cua 12 gio, va saﬁ d6 giam dang keé
vao 96 gio (FIG.1).

1-2. Dé khéo sat dap tng mién dich bam sinh va té bao & DCs v M®s bdi cac
khang nguyén virut bénh 16 mdém long moéng dic hiéu huyét thanh, DCs va M®s duge
phén tach tr chudt chua thi nghiém va xtr Iy voi cac khang nguyén twong ung, sau do
phén tich xytokin gy viém nhu IL-1a, IL-6, IL-10, IL-12p70, 1L-12/23p40, IL-23 va
TNFa trong phan ndi trong nudi cdy té bao, cac mau biéu hién xytokin chdng viém va
dong luc thoi gian cta bidu hién xytokin ¢ 0, 12, 24, 48, 72 va 96 gid. Két qua 14, biéu
hién & DCs la nhu sau.

Lién quan dén muc d6 bidu hién cta [L-23 va TL-10 dbi vé6i loai huyét thanh,

mirc do biéu hién cua xytokin ¢ nhém xu Iy SATT1-BOT-R, SAT2-ZIM-R, SAT3-ZIM-

10
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R, C3-Resende-R va Asial-MOG-R vé co ban 12 twong tw véi nhau. Mit khac, trong
truong hop cua A22-R, OPA-2-RvaO'T WN 97-R, mirc do b»iéu hién cta IL-23 cao hon
dang ké so v6i IL-10. N goéi ra, murc d6 biéu hién tbi da:cﬁa IL-6 1a cao, chéng han nhu
trong pham vi 593 dén 753 pg/mL, va xytokin con lai cho thiy mtrc d6 biéu hién khoang
50 dén 200 pg/mL. Trong hau hét cic nhém duge xr 1y khang nguyén, muc do biéu hién
ctia IL-23, IL-10 va IL-6 trao d6i chéo véi nhau & 12 gio, va biéu hién cua IL-6, ma ban
diu ting lén, cho thay xu hudng bi kiém soat giam xudng bai xytokin chéng viém IL-
10, trong khi TL-23 cho thiy xu hudng dugc ki ém soat tang 1én lién tuc (FIG.2A).

Nhin chung biéu hién xytokin ¢ M®s tuwong tw v&i & DCs, nhu thé hién trén
FIG.2A. Ngoai ra, lién quan dén sy thay dbi biéu hién xytokin t&i loai huyét thanh, quan
st thiy réng mirc dé biéu hién 1L-23 ¢ hau hét cac t bao duge xir 1y khang nguyén
ngoai tror Asial-MOG-R cao hon dang ké_ sau 48 gio so vai IL-10. Trong truong hop
ctia cdc nhom xir Iy SATI-BOT-R, SAT2-ZIM-R, SAT3-ZIM-R va C3-Resende-R, murc
d6 bidu hién cao theo th ty IL-10 > IL-6 > IL-23 cho dén 12 gio. Tuy nhién, sau khi
trao ddi chéo muc dd biéu hién dia cac xytokin néu trén ¢ 12 dén 48 g10, mau biéu hién
thay doi theo thi ty TL-23 > IL-10 > IL-6 sau 48 gio. Mat khdc, trong truong hop cua
A22-R, O PA-2-R va O TWN 97-R, muc do biéu hién xytokin cao theo thr tw IL-6 >
IL-23 vaIL-10 cho dén 12 gio, va sau khi trao d6i chéo mirc d6 biéu hién ctia cc xytokin
nay & 12 dén 24 gio, mau bidu hién thay doi theo thtr ty 1L-23 > IL-6 va IL-10 sau 24
gity (FIG.2B). |

Tu két qua néu trén, xac nhan rang DCs va M®s dugc kich thich hiéu qua & giai
doan sém khi x1r 1y khang nguyén dac hic¢u theo loai huyét thanh duoc thuc hién. Ngoai
ra, d3 dugc chimg minh rang cic xytokin giy viém, 1a IL-23 va IL-6 va xytokin chéng
viém, 1a IL-10 biéu hién chii yéu tir céc té bao kich thich.

2. Bo su thay déi & céac xytokin qua trung gian khang nguyén in vivo

Phuong phap thir nghiém nay gidng nhu thé hién trén FIG.3, va n6 da dugc co
ging dé xac nhan su kich thich té bao mién dich bing cich do su thay d6i & xytokin.

La két qua ctia thi nghiém, IL-1p (IL-1 beta) va IL-6 ban d4u dd duoc phan tng,
va hau nhu duoc kich thich qua thoi gian. IL-12/23p40, IL-17A va TNFo (TNF anpha)
duoc kich thich gitta 12 va 24 gi0, trong khi IL-1p (IL-1 beta), IL-2, IL-10, IL15/15R
va IL-33 duoc hoan toan kich thich trude 72 gio. Ngoai ra, trong truong hop cua IL-4,

IL-9, IL-12p70, IL-21, IL-22 va IFNy (IFN gamma), d4p tng tdng lé€n cho dén 96 gio.

11
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Vi xytokin duoc kich thich trong té bao 1a khac nhau, nén té bao lam viéc co thé duoc
gia dinh (FIG.4).

3. Po su thay ddi ¢ so luge biéu hién xytokin' in vitro qua trung gian khang
nguyén phan lap tur té bao dich tiét phic mac (PECs) va té bio lach ctia chuot

Phuong phap thtr nghiém nay gidng nhu thé hién trén FIG.5. Cac té bao mién
dich (DCs, Ms, té bao iNK T, té bao v5 T va té bao T) duoc phan 1ap tir té bao dich tiét
phiic mac (PECs) va té bao léch cta chudt, sau d6 1 do ludng sw thay doi bicu hién
xytokin nhim x4c nban su kich thich cia cac té bao mién dich dic hiéu. Cu thé, cac té
bao duoc xir Iy véi khang nguyén O TWN 97-R (2 ug), va cac té bao (DCs, M®s, té bao
INK T, t& bao 6 T va té bao T) dwoc phan lap tir PECs va 14 lach, sau do la do su thay
d6i qua thoi gian (0, 6, 12, 24, 48, 72, 96 giv).

Két qua cia thi nghiém 13, phan tmg ciia xytokin IL-12p70, TL12/23 tong p40,
[L-10, 1L-5 va TNFa, 1a cac xytokin phan g v6i DCs, c6 xu huéng cao trong 6 dén 12
gio dau. Ngoai ra, co thé xac nhan rang 1L-12/23 p40 va IL.-23 ¢4 xu hudng biéu hién
ting & 24 dén 48 gio (FIG.6A dén 6C).

4. Do luong sy thay déi in vitro cia so luge biéu hién xytokin qua trung gian

khang nguyén O TWN 97-R thong qua nudi ciy ddng thoi cac té bao dwgce phan loai

Phuong phap thtr nghiém nay gidng nhu ¢ Vi du thir nghiém so bd 2 nham phan
loai t& bao, va cac t& bio midn dich (DCs, M®s, té bao iNK T, té bao v3 T va té bao T)
duoc tich va tron, sau dé do hxong su thay ddi & xytokin qua trung gian khang nguyén
O TWN 97-R nhim xac nhan kich thich cta cac t& bao midn dich (FIG.7). Cu thé, céc
té bao duoc xu 1y v6i khang nguyén O TWN 97-R (2 pg), va két qua cua né duge do
luomg sau 48 gio tur kich thich khang nguyén. v

Két qua cua thir nghiém duoc xac nhan réng IL-2, IL-4, IL-5, IL-12/23 p40, 1L-
15/15R, TL-21, IL-23, IFNy, v.v. cho thﬁy phan tng chi kki DCs dugc thém vao. Mat
khac, duoc xdc nhén rang IL-p, IL-6, IL-9, IL-10, IL-12p70, IL-17A, IL-22, IL-33,
TNFa, v.v. cho thiy phan tng ké ca khi khong thém vao DCs (FIG.8).

5. Phan tich co ché bao vé cta kich thich khang nguyén qua dap Ung mién dich
bam sinh 7

5-1. Chién luge nghién ctru dé x4c nhan lidu khang thé O TWN 97-R ma kich
hoat dap tng mién dich bam sinh va dap tng mién dich té bao, cé thue su thé hién hiéu

qua bao vé khi tiém virut FMD duogc thé hién trén FI1G.9. DAu tién, nhiam x4c dinh

12
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khoang thoi gian tiérn vacxin cia khidng nguyén, 2 pg khang nguyén duoc tiém vao
trong mang bung cda chudt, chudt nhiém virut & 1, 3, 5, va 7 dpi, va sau do ty 1€ séng
va su thay doi trong luong co thé dwoc theo ddi cho dén 7 ngay sau thtr thach (day post
challenge - dpc). Sau d6, nhim x4c nhan d4p tng dic hiéu theo lidu, 2, 5, va 10 pg khang
nguyén duoc tiém theo cing cach thire, chudt nhiém virut ¢ 5 dpi, va ty 1€ song va thay
d6i trong luong co thé dwoc theo ddi cho dén 7 dpc.

Két qua 1a, nhém 5 dpi cho thay ty 1& bao vé 40%, trong khi nhom véi liéu luong
tang dén 5, 10 ug cho thiy ty 18 song 100% ma khong giam trong huong (F1G.10).

5-2. Trong viéc bao vé vat chu khoi bi nhiém bénh 16 mdm long méng, di cd
- géng dé x4c nhin rﬁng té bao nao trong s6 DCs va M®s 1a quan trong, hoac xytokin nao
thé hién hiéu qua quan.trong (FIG.11).

Céc khang thé duge st dung dé 1am suy yéu té bao hodc trung hoa xytokin, va
céc khang thé duoc tiém 24 gio sau, sau do la nhiém virut 5 ngay sau (5 dpi) dé xé4c nhan
hidu sudt bao vé. Két qua dugc xac nhan rang IL-23p19, TNFo va 1L-10 dong vai tro
quan trong. Tatca chudt chétvao ngay 5 (5 dpc) trong nhom duge dung khang thé chéng
lai xytokin gdy viém IL-22p19, va tit ca chudt chét vao ngay 6 (6 dpc) trong nhém dugc
dung khang thé TNFe, trong khi nhora duge dung khang thé khang xytokin khang viém
1L 10 thé hién ty 1& sdng 100% va khong 6 sy giam trong luong nao dugc quan sat thay.
Treng céc thir nghiém trung hoa xytokin tao boi khang nguyén, lién quan dén IL-23,
TNFa, IL-1p, IL-6 va I1.-10 dugc dinh dang la quan trong trong viéc bao vé vat chu khoi
su tin céng ctia virut bénh 16 mdm long méng trong thi nghiém, hiéu qud bao vé bai cac
xytokin nay, tuong trng, dugc xac nhan. Dau tién, mbi xytokin duoc tiém trong mang
bung chudt véi luong 5 pg/100 pl PBS va va chut nhiém O VET (ME-SA) 6 gio sau
do, tiép theo theo doi ty 1€ séng va thay doi trong lugng co thé cho dén 7 dpc. Mat khac,
nhém dbi ching dm dugce dung 100 pl PBS theo cung cach thirc dugc ding dé so sanh.
Két qua 13, sau khi tiém IL-23, x4c nhan rang ty 16 séng & chudt trong nhém nhiém virut
bénh 16 mom long moéng la 100% dé ching minh sy béo vé hoan toan. Ngoai ra, khong
c6 su thay ddi trong luong co thé nao quan sit thay so voi trude khi nhiém virut.

Trong trudng hop cta cdc nhém xir 1y IL-1a va TNFo, ty 18 song 14 thap. Ngoai
ra, mac du trong luong co thé giam khoang 30%, su chét co xu huéng dugce tri hodn.
Mit khéc, trong truong hop cua cac nhoém xi 1y 1L-6 va IL-10, chudt chét ¢ giai doan

s&m khi nhidm virut dé chitng minh rang khong c6 hiéu qué béo vé.
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Tir két qua néu trén, xem xét rang xytokin 1L-23 dong vai trd quan trong nhat
trohg viéc bao vé vat chu khoi bi tan cong boi virut bénh 1¢ mom long méng. IL-1o va
TNFa ciing yéu hon so véi IL-23, nhung ching duoc x4c dinh 1a déng gop mot phan
trong viéc bao v¢ vat chu khi bat dau nhiém virut.

Mit khac, trong truong hop IL-10 13 xytokin chéng viém, IL-10 va khéng
nguyén dugce tiém ddng thoi & 5 pg cling nhu tiém mo6t mink IL-10, nhdm so sanh ty 1&
song va su thay d6i trong lwgng co thé gitra chung.

Nhim ngan chan [L-23, IL-1a, IL-6 va TNFo, ma duoc bidu hién & mue do cao
bai khang nguyén, moi xytokin trong sd cac xytokin nay dugc trung hoa véi khang thé
don dong dic hiéu & chudt, va IL-10 va khang nguyén duoc tiém déng thoi sau khi
nhidm virut vao 24 gio. Khéng thé kiém soat isotyp cho mdi khang thé dwoc tién: va st
dung lam nhom dbi ching dé so sanh. Két qua 13, twong tw voi nhém xu Iy IL-10, ty 18
séng giam xubng 20% vio ngay 4 sau khi nhiém virut bénh 1& _mém long méng (4 dpce),
tat ca dong vat chét vao ngay 6 (6 dpc), va sy thay d6i trong luong co thé giam xudng
khoang 30%. Vi vy, duong nhu IL-10 da e ché dap ang mién dich treng vét chi ¢ giai
doan sém khi nhiém virut bénh 1& mom long méng, do d6 lam tang tinh nhay.cam véi
virut, vi vay 1am suy giam kha nang bao vé vat chu.

Tir céc két qua trén day, tin rang néu biéu hién cua I1L-23 1a xytokin gy viém c6
thé giam di & giai doan sém khi nhidm virut bénh 16 mdm long méng trong khi e ché
Sur san xudt IL-10, dap Ung mién dich té bao in vivo cod thé duoc kich hoat, do d6 bao vé
vat cha hiéu qua hon. 7

Ngoai ra, nham xac nhéan rang ligu IL-23 ¢6 thé hién hoat dong kich thich mién
dich nhu chét bd tro khong (chéit b6 tro vacxin), 2,5 pg 1L-23 duge dung két hop voi
luong khang nguyén gidng vay.

Két qua 13, chudt trong nhém dung 2,5 pg khang nguyén doc 1ép cho thiy ty 18
sdng 40%, trong khi nhém dwge dung IL-23 va khang nguyén cung nhau c6 ty 18 song
80% hodc hon, va giam trong luong khong dang ké vao ngay 2 dén 3 (2 dpc) va sau do
cd xu hudng phuc hdi tré lai. Vi vay, x4c nhan duoc réng hiéu qua bao vé khi nhiém
virut bénh 1& mom long moéng duoc cai thién boi hieu qua bd tro cua IL-23.

Mit khéc, nhdm xac nhén liéu DCs va M®s kich thich béi khang nguyén co thuc
sy dong vai tro quan trong trong viec bao vé vt chu khi bit dau nhiém virut bénh 16

mom long méng khong, DCs va M®s duge kich hoat duge tach va ghép vao chudt chua
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thi nghiém 6 gi& sau khi dung khang nguyén, sau do nhiém virut 1 gid sau. Sau do, ty 1&
séng va thay d6i trong luogng co thé dugc quan sang cho dén 7 dpc.

Két qua 13, x4c nhan ring tAt ca chudt song 100% trong nhom ghép DCs va MDs,
va khong cé su thay doi trong lwong co thé ndo quan sit duoc (FIG.12A va 12B).

Ti cac két qua néu trén, mong mubdn rang sy kich thich DCs va M®s boi cic
khang nguyén kich thich su tiét cac xytokin gy viém, cac chemokine va cac phan tu
ddng kich thich tir céc té bao nay khi bt dau nhidm virut bénh 1& mom long méng, va
dong vai tro quan trong trong viéc bao vé vat chu bang cach dua ra khang nguyén toi té
bao T.

Céc két qua cta su biéu hién thir nghiém ciia cac phan t dong kich thich qua
trung gian khéng nguyén & DCs nhu dudi day (FI1G.13). La két qua cua biéu hién thu
nghiém cila CD40, CD80 va CD86 sau khi xur 1y voi khang nguyén doc 1ap hoac thém
Cac phéi tu PRR vao khang nguyén lam chét bé trg, sy biéu hién manh dugc quan sat
thdy & cac nhom xt 1y khi thém vao R848, Zymosan, TDB va c-di-GMP, twong tmg. Vi
vay, mic du DCs dugc kich thich véi khing nguyén doc lap dé tang biéu hién cla céc
phén tu dong kich thich, mong mudn rang viée s dung Céc phdi tir PRR lam chét bo
tro cho xt Iy ¢6 thé kich thich DCs manh hon, do d¢ dua ra khang nguyén toi té bao T
hiéu qua.

Trude d6, sy thay ddi trong cac xytokin co ngudn gbc tr O TWN 97-R Ag duoc
quan st thdy & DCs va M®s. Nhim khao st lidu tin hiéu Cac _phéi ttr PRR nao bit dau
biéu hién céc xytokin nay, DCs va M®s duoc tach tur PECs cta chudt chua thi nghiém
va xit Iy v6i O TWN 97-R Ag. Sau dé, 6 gidr sau khi x 1, t2 bao duge 14y mau va ARN
duoc chuin bi, sau d6 1a xac nhan muac 4o biéu hién gen cua céc phéi tir PRR thong qua
GRT-PCR. | |

Boi vy, nhu thé hién trén FIG.14, bicu hién cta dectinl, dectin2, tlr7, va
tr8, v.v. cao & DCs, trong khi.biéu hién cta mincle va sting cao & M®s, va biéu hién
cua tlr2, tir4, nlrp3, v.v. cing tuong dbi cao. Khi nhin vao toan bd murc do biéu hién gen
& DCs va M®s, murc do biéu hién gen Cac phéi tr PRR cao theo th{t tu dectinl> mincle>
dectin2> tlr7> sting> tlr§. . ,

Tir két qua néu trén, ¢6 thé hidu ring O TWN 97-R Ag kich thich dong thoi Cac
phéi tor PRR ndi tai t& bao nhw ¢r7, trs, sting, v.v., ciing nhu Céac phéi tor PRR ngoai té

bao nhw dectinl, dectin2, mincle, v.v., do d6 khuéch dai dap ing mién dich bam sinh &
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APCs nhu DCs va M®s, va dap tmg mién dich té béo. Ngoai ra, qua trinh biét hoa céac
t bao Th thanh cac t& bao Thl, Th2 hodc Th17 c6 thé duge thic diy, tir dé cudi cung
gop phan vao viéc kich hoat té bao T. Do d6, mong mudn rang chit néu trén c6 thé tao
ra dap ing mién dich té bao va déng vai trd quyét dinh trong viéc bao vé vat chi ¢ giai
doan sém khi nhiém virut bénh 16 mom long mong.

Vi du 1: Sang loc cac ing vién chét bd tro thong qua danh gia hiéu qua trén
chuot

1-1. Tiém ning ctia cac phdi tir PRR va xytokin 1am chét b6 trg vacxin va phan
tich hiéu qua ghi nh¢ _

Nhim dénh gia tiém nang cla cac phdi tir PRR va xytokin tai t6 hop 1am chét
bd tro vacxin va hiéu qua ghi nhg dbi v&i sy nhiém virut bénh 1¢& mom long mong, cac
vit lidu theo Bang 1 dwoc thé hién trén FIG.15.

Bang I » 7 v

Thiét ké thr nghiém dé danh gia tinh bd trg qua trung gian cic phdi tir PRR va

xytokin trén chudt

Nhom  |Két hop vacxin Charbo tro Liéu lugng
Céc phoi tir PRR hoac xytokin
NC - : .
PC O TWN 97-R |- -
PC+ |11,7ng (1/1280|R848 (TLR-7/8) 100 ug
Chét bd|lidu luong si|Curdlan (Dectin-1) 45 g
tro dung cho trdu|Zymosan (Dectin-2/TLR-2) . 50 ug
boé hodc lon)|Furfurman (Dectin-2) 50 ug
‘cua O TWN 97/TDB (Mincle) ' 50 pg
R Agt ISA[C4i-GMP (Sting) | 50 pg
206 (50%,DP (NOD-2) ' 30 pg
trong MPLA-SM (TLR-4) 20 ng
lwong/trong Chitosan (NLRP3 inflammasome inducer, MR) 100 pg
luong) rmIL-23 5 g
T10%AI(OH)3 rmlFNa 2,5x10°1U
1S QUi e (TLR-3 /MDA +o-di-GMP (Sting) 50 g 50 g
A® Poly(dA:dT) (chit dong van RIG-I/CDS)+c-di-GMP 25 ng+50 ug
(Sting) ’ '
R848 (TLR-7/8)+Zymosan (Dectin-2/TLR-2) 50 ug+25 ug
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R848 (TLR-7/8)+Furfuman (Dectin-2) 50 pgt25 pg
R848 (TLR- ;’8)+TDB (Mincle) 50 pugt+25 pg
Zymosan (Dectin-2/TLR-2)+TDB (Mincle) 25 ng+25 ng
Furfuman (Dectin-2)+TDB (Mincle) 25 ug+25 ng
TDB (Mincle)+c-di-GMP (Sting) 25 ug+25 pg
MDP (NOD-2)+MPLA (TLR-4)+Curdlan (Dectin-1) 30pugt20ugt4s ug

Khi céc phéi tit PRR va xytokin duoc ding ddc 1ap, ty 1¢ song cao theo thi tw
IFNa > IL.-23 > c-di-tGMP nhom dung, nhu thé hién trén FiG.16(A). Ngoai ra, trong
“trwong hop cua [FNa trong *\?iéc thay doi trong luong co t_hé theo FIG.16(B), khong co
- sy thay ddi trong luong co thé dang k& nao dugc quan sat thiy. Ngoai ra, FIG.16(C) cho
thiy ty 18 sbng khi dung két hop véi cac phéi tir PRR.

Ty 1€ séng cao theo thi tu R848+TDB > TDB+c-di-GMP > Furfurman+TDB,
trong khi chi quan sat thdy sw gidm trong lwong trong pham vi nh6 hon 20% vé su thay
doi trong luong (FIG.16(D)).

Tir cac két qua néu trén, ¢ thé thiy rang, khi ding két hop véi xytokin so véi
khi dung cac phéi-tfl PRR doc lap, chudt duge bao vé higu qua hon khoi viéc nhiém
virut bénh 16 mdm long méng. Cu 1hé, cac su két hop ctiia TLR-7/8, Mincle, Dectin-2,
Sting, v.v. dugc xac dinh 1a co tiém ndng cao hon lam cac chat bd tro vacxin.

i-2. Dap tmg mién dich qua trung gian cic phdi tr PRR va xytokin ¢ chudt

Nhiam danh gia tiém ning cua cic phéi tir PRR va xytokin tai t6 hop lam chat
b6 tro vacxin va hidu qua ghi nhé trén viée nhidm virut bénh 16 mém long méng, thi
nghiém duge thuc hién theo chién iwoc thé hién trén FIG.17. Khang nguyén bénh 16
mdm long méng duge s dung & day 1a O TWN 97-R, va C_hé pham vacxin cua nhom
d6i ching duong (positive control (PC)) 1a nhu sau; O TNW 97-R Ag (15 ng/liéu/ml,
1/160 lidu), ISA 206 (50%, trong hrong/trong lugng), 10% AIL(OH)s, 15 ng/moi chudt
Quil-A.

Chudt duogc tiém vacxin 1an tht nhit qua tiém bép (intramuscular inoculation (1.
M.) vao 0 ngay sau tiém vacxin (&ays post vaccination (dpv)), sau do 1a tiém vacxin ian
thtr hai (t:ém nhic) 28 ngay sau (28 ngay sau tiém vacxin, dpv). Sau d6, vao ngay 56
(56 ngdy sau tiém vacxin, dpv), virut bénh 1¢ moém long méng (100LDso cua O VET
2013, loai huyét thanh ME-SA) duge dwa vao trong phuc mac cta chudt, sau do theo

doi ty 18 sdng va thay ddi trong hrgng co thé cho dén 7 ngay (ngdy sau thir thach - dpc).
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Ngoéi ra, nhim x4c nhan kha ning tao ra dap \tng mién dich té bao va dich thé, huyét
thanh va té bao dich tiét phtic mac (peritoneal exudate cells (PECs)) ttr chudt duogc léy
mau vao 0, 28, va 56 dpv, ma lan luot duoce st dung trong phén tich nhu SP ELISA va
ham lwong trung hoa virut (ham luwong VN, cac khang thé trung hoa).

Két qua cuia thi nghiém, nhu thé hién trén FIG.18A, cdc nhom dugce dung IFNa,
[FNy+IL-2+TNFa, IL-15+1L-18, TDB+c-di-GMP va R848+c-di-GMP vio 28 dpv cho
thdy ham luong khang thé ting déng ké so v&i nhém ddi chimg. Ngoai ra, vao 56 dpv,
ham luong khang thé cao hon dang ké & tat ca cac nhom dung chét bo trg xytokin va
céc phdi tir PRR. Cu thé, trong trrdng hop cua IFNo, ham lwong khang thé duoc duy tri
& mitc d6 cao cho dén 56 dpv. Trong trudng hop ciia nhom duge dung IL-23, ma c6 dap
ung mién dich té bao ting manh & thi nghiém trudc, ham lrong khang thé ciing dugc
quan sat théy 14 cao, do do chira réng dap trng mién dich dich thé c6 thé duoc tao ra
mot cach hiéu qua.

Trong khi d6, ké ca trong truomg hop cua nhom dung TFNy+IL-2+TNFa, c6 lién
quan dén hoat dong té bao T va dap mg mién dich té bao va dich thé qua trung gian £
bao T, ham lugng khang thé gitr cao 6n dinh sau 28 dpv, trong khi nhom duge dung IL-
15+IL-18 lién quan dén mién dich niém mac lam chit b_é tro cling cho thay ham iwong
khang thé cao. Ngoai ra, khi HSP70 dugc biét 12 ¢6 lién quan dén mién dich dai han
duoc dung, quan sat thdy rang ham lwong khang thé tang twong ddi dén mirc d6 cao mic
dd n6 hoi thap hon so véi cac nhém dugce dung chit bd tro khaec. Ngoai ra, trong trudng
hop cua cac nhém dung cac phéi ttr PRR, ham luong khang thé cao cho thiy & tat ca cac
nhom.

Nham quan sat sy thay d6i trong lugng co thé do ban than viéc tiém vacxin, su
thay asi trong luong co thé duoc theo ddi mot ]4n mot tuan trong 8 tudn (56 dpv) sau
khi tiém vacxin (FIG.18B). Két qua 13, nhom duge ding 'hén hop IFNy+IL-2+TNFa,
gidm cén nhe vao 7 dpv, tuy nhién, khong c6 khac biét dang ké nao. Ngoai ra, két qua
nay dugc udc doan vi liéu xytokin tai t6 hop tang nhe (tong 15 ug) sc véi lidu cia cac
nhém khac (téng 5 dén 10 ug).

Vao ngay 56 sau khi tiém vacxin (56 dpv), két qua clia viéc quan sat ty 18 song
(FIG.18C) va sy thay ddi trong luong co thé (body weight (BW)) (FIG.18D) sau khi
nhiém O VET 2013, chudt & nhom doi chirng am chét 100% vao ngay 4, trong khi chudt

& nhom dbi ching durong cho cho thay xu hudng song 40%. Mt khéc, chudt trong nhom
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duoc ding chat bb trQ‘ Cac phéi tt PRR va xytokin séﬁg s6t 100%, trong khi quan sat
thiy khong c6 sy giam can. | |

Vi vay, khi céc xytokin va cic phbi tr PRR duge dung lam chét bo tro, rnorig
mudn ting ca dap ung mién dich té bao va dp ng mién dich dich thé tao ra tir vacxin
déu duoc tao ra mot cach hiéu qua dé dong gop dang ké vao viéc bao vé vat chu.

Nhim quan st su tao ra dap tng mién dich té bao va dich thé boi xytokin va cac
phéi tir PRR, sy mo rong cac té bao lién quan dén cac dap ung mién dich nay duoc phan
tich boi FACS. Trén FIG.19A, s6 luong té bao T CD37CD4" dugc xac nhén, va sq mo
rong t& bao duoc quan sat thiy ¢ cic nhom ma IFNo, HSP70, R848+TDB, TDB+c-di-
GMP, v.v. duoe thém.vao. FIG.19B cho thiy quan thé t€ bio T CD3"CD8". So sinh véi
té bao T CD4", tbng sb té bao xuét hién thip hon, va nhém duge xt ly qua IFNa thé
hién sy dang ké vao 28 dpv.

Trén FIG.19C, sy m& rong té bao T CD4'CD8” duge x4c nhén. Vao 28 dpv, tat
ca cac nhom bo sung xytekin va cac phéi tir PRR trir HSP70 cho thiy su ting dang ké
& 80 lrong t& bao trong khi ¢6 xu huwdng giam s6 lwong dang ké vao 56 dpv. Két qua clia
viéc quan st mé rong té bao T CDA4%°CD62"™P, ma dugc biét 12 dAu hiéu cia té bao T
nhd (FIG.19D), quan thé tang nhanh vao 56 dpv so vo1 28 dpv. N goai ra, Cac phdi tir
PRR tao ra mo rong té bao T dang ké hon so voi xytokin vao 28 dpv, trong khi s6 luong
t& bao duge ting 1én & tAt ca cac nhom duogc bd sung chit bd tro vao 56 dpv. Vi vay, cac
chét bb tro duoc mong mudn tao ra mot cach hiéu qua céc t& bao T nh¢ dé thic day kich
thich dap tng mién dich té bao va dich theé.

Trén FIG.19E, su biéu hién cua té bao yd T CD44°a°C D27 ma 1a cac té bao
v& T nhé, quan sat dugce. Duoc biét rang khoang 5% té bao vy T ton tai & chudt, nhung
56 lugng céc té bao nay dugc ting 1én dén khoang 8 dén 10% do su bd sung chat bo trg
trong khi khong co khac biét dang ké gitra 28 va 56 dpv quan sat dugc. Vi vay, c6 thé
thdy rang su bd sung chat bo trg co thé hiéu qua khong chi dé tao ra dap ung mién dich
té bao ban diu ma con tao ra dap ung mién dich té bao trung han va dai han.

FIG.19F cho thiy su mé rong té bao B nhé (€ bao B CD3 CD44" CD277). Vao
28 dpv, IL-23, R848+TDB, TDB+c-di-GMP cho thy su ting ddng ké sb lwong té bao,
va sb lugng té bio thuong tang vao 56 dpv so vai vao 28 dpv, va té bao B nh¢ & tit ca
céc nhom duoc bd sung xytokin va cac phéi tir PRR duoc xac nhin la mo rong mot cach

dang ké. Cu thé, cdc nhom dugc bd sung IL-23, IPNy+IL-2+TNFa, IL-15+IL-18,
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R848+TDB va R848+¢c-di-GMP cho thdy mirc ¥ nghia p<0,001 hodc nho hon.

FIG.19G cho thay cac két qua x4c nhdn sy mo réng cac té bao CD3°CD335
(NKp46)*CD27* duge biét 13 céc té bao NK gidng nhé. Cu thé, nhom duge ding IFNo
cho théy sb lvong té bao cao dang ké, va duoc xem xét ti lét qua réng [FNo xuit hién
& kich thich mét cach hiéu qua céc té bao NK lién quan dén dép tng mién dich bam
sinh, va hiéu qua tdt trong viéc tao ra dap ung nhé co thé dat duoc.

1-3. Tiém nang cua xytokin lam chit bd tro va hiéu qué bao vé khi nhiém virut
bénh 16 mém long méng bai cac loai huyét thanh khac nhau ¢ chudt

Nhim quan sat tiém ning cua xytokin, cu thé, IFNa va IL-23 lam cac chét bd
trg vacxin, dap ng nhd, va hiéu qua bao v¢ khi nhiém virut bénh 16 mém long moéng
bdi cac loai huyét thanh khéac nhau, thi nghiém trén dong vat nhu thé hién trén FIG.20
duoc thyc hién.

Pé x4c nhan hiéu qua néu trén, O VET (O Vet 2013), O J C (O Jincheon 2014),
A Malay (A Malay 97), Asia Shamir-R (ban sao tai to hop toan bd bg gen cua Asial
Shamir) va nhom PC duogc tiém véi chi chit ting cwong mién dich dang dau ISA 206,
va NC 12 nhom d6i chting 4m.

Két qua cta thi nghiém 1a nhém duge ding ca IFNa va IL-23 lam chét b6 tro
thé hién su bao vé hoan toan chéng lai su tén_ cong cua O VET2013, 0 JC, A Malay 97,
va Asial Shamir, trong khi su thay ddi trong luong co thé giam rat it so véi trude khi bi
virut tin cong (FIG.21).

Vi vy, chirc nang ghi nhé cua [FNa va [L-23 in vivo da dugc xac nhan, va mong
mudn réng cac chat néu trén co thé bao vé vat chi mot cach hiu qua Chéng lai su tan
cong cta virut bénh 1o mdm long méng boi cac loai huyét thanh khong phu thude vao
tinh ddc hidu gilta khang nguyén-virut c6 trong vacxin.

Vi du 2: Banh gia hoat dong cua ung vién chit bo tro theo loai gia stc

Dua trén két qua thi nghiém lién quan dén chudt néu trén, cac thi nghiém dugc
thuce hién st dung ché phim bd tro theo Bang 2 dudi day dé quan sat sy tang sinh té bao
va gdy doc té bao qua trung gian céc phéi tt PRR, HSP70 va xytokin ¢ cac té bao mién

dich bo va lon.
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Bang 2
. Liéu luong . .
Nhom |Chat bd trg Nhém [Chat bd trg Liéu luong (png/ml)
(ng/ml)
1 {Con 13 Poly(L:C)(TLR-3)+c-di- (5 pgt2 pg)/ml

GMP (Sting)
4 Poly (dA:dT) (chat dong|(5 pgt2 ug)/ml
van RIG-I&CDS)+  c-di-
GMP (Sting)

5 R848(TLR-7/8)+Zymosan |(5 pg+5 pg)/ml
(Dectin-2/TLR-2)

(893

R848 (TLR-7/8) 10 pg/mi

p—t

o

3 ' Curdlan (Dectin-1) {100 pg/ml

4 Zymosan  (Dectin-|10 pg/ml -16 R848(TLR- (5 pgts pg)/ml
2/TLR-2) - : : 17/8)+Furfuman(Dectin-2)

5 Furfurman(Dectin-2) |10 pg/ml 17 R848 (TLR-7/8)+TDB (5 ug+5s pg)/mi
(Mincle) | :

6 TDB (Mincle) 10 pg/ml |18 Zymosan(Dectin-2/TLR- (5 pgt5 pg)/mi
2)+TDB(Mincle)

7 c-di-GMP (Sting) 4 pg/ml 19 |Furfurman(Dectin-2)+TDB {5 ngt+5 pg)/ml
(Mincle)

8 MDP (NOD-2)- 10 pg/ml -~ 120 TDB(Mincle)+c-di-GMP  |(5 pg+2 pg)/ml
(Sting)

9 MPLA-SM (TLR-4) {1 pg/ml] 21 MDP (NOD-2)+MPLA-SM{10  pg+l  pg+100
(TLR-4)+Curdlan (Dectin-jig/ml

D)
10 Chitosan(NLRP3 100 pg/ml |22 Oil (ISA206) 25%
inflammasome, MR) v
11 Poly(I:C) 10 pg/ml 123 Gel (Alum) 10%
12 - |Poly(dA:dT) - 10 pgml |24 Saponin (Quil-A) - 2,5 pg/ml

25 0ii(ISA206)+Gel( Alum)+S | (25%+10%+2,5ug)/

aponin (Quil-A) . ml

Phén lap PBMCs

Toan bd mau fr 10‘h va trau bo dugce hién tang tu Animal Sanitatidn Laboratory
& tinh Gyeonggi. 15 ml mau tean ph an dugc thu thap boi (A‘mgvheparin BD Vaccutainer
(BD, Becton, Dickinson va C'ompany, Franklin Lakes, NJ, USA), va té bao don nhan
mau ngoai vi (PBMCs) thu duoc b%mgi cac phuong tién cta Ficoll-Paque™ PLUS (GE

Healthcare Bio-Sciences Corp. , Pistataway, NJ, USA) ly tdm gradien mét dg. Cac té
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bao hdng ciu con lai dugc ly gidi bing cach xur 1y véi chat dém ly gidi ACK (Amoni-
Clorua-Kali) (Gibco, Carlsbad, CA, USA). - '

Dung dich dugc tao huyén phi trong Ca?* va Mg>" (Gibco, Carlsbad, CA, USA)
khéng Dulbecco's PBS bé sung v6i 2% FBS (Gibeo, Carlsbad, CA, U SA), va sb Iwong
té bao dugc dém bai lru luong ké thé tich (MACSQuant Analyzer, Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Germany). Tét ca céc t€ bao duge phan 13p méi ngay lap tirc trude
khi str dung trong khi cac t& bao dwoe bao quan lanh khéng duge str dung.

PBMCs tinh ché duoc tao luyén phu lai trong RPMI-1640 (Gibco, Carlsbad,

CA, USA; St. Louis, Missouri) duge b6 sung voi 10% huyét thanh thai bo (fetal bovine
serum (FBS)) (HyClone, Logan, Utah, U SA), 3mM L-giutamin (Sigma-Aldrich, USA)
va 100 U/ml cua penicillin-streptomycin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), tiép
theo 13 moi truong & 37 °C dudi 5% CO;, va sau do két dinh cria 1x10* t& bao mdi giéng
vao diz 96 giéng. Sau khi U trong 3 gid, mdi truong nudi ciy duoc thay thé boi mdi
truong khéng huyét thanh trude khi kich thich voi cac phéi tir PRR khac nhau va
xytokin. B

Xt 1y céc phdi tir PRR va xytokin

PBMCs lon va bo dugc xu 1y voi phéi tir PRR-va xytokin dugc thé hién trén
Bing 2, Sau 96 gi¢, moi truong nudi chy té bio (ph?m ndi) duge thu lai, va gdy doc té
bao do sy tiét axit lactic dehydrogenaza (LDH) va sy tdng sinh té bao bing cach két hop
5-bromo-2'-deoxyuridin (BrdU) quan sat théy_. .,

~bBosu tié"; LDH o PBMCs ¢ lon va bo qua trung gian cac phéi tr PRR va xytokin

- Mrc d6 gay doc té bao & phan ndi cia PBMCs & lon va bo da duoc xtir Iy nhu
dugc md ta trén day. Phan tich sy tiét LDH duoc thue hiéh theo quy trinh cta nha san
xudt st dung Thir nghiém ddc tinh té bao khong phong xa CytoTox 96 (Promega).

Phin trim tiét LDH duoc tinh nhu sau; phén trdm tiét LDH = 100 x (doc do hap
thu cta déi chung khong duge xu 1y) / (46 hép thu cua d6i chttng phét xa LDH tb1 da -
do hép thu ctia d6i chiing khong hap thu)

Céc té bao duoc ly gidi st dung chit dém ly gii trong bo kit va phan noi tir cac
té bao duogc xu Iy qua chat dém ly giai duogc st dung dé xac dinh ddi chung giai phong
LDH t6i da. o |

“Phén tich két hop BrdU 6 PBMC ¢ lgn va bo

BS kit thtr nghiém tang sinh té bao BrdU (Cdng nghé tin hi¢u t bao, Beverly,

o
[N



MA, USA) dugc st dung dé danh gia hiéu qua cta céc phéi tir PRR va xytokin trén su
tang sinh PBMCs & lon va bo dua trén sy két hop BrdU trong khi tdng hop ADN.

10 uM BrdU duge thém vao dung dich nudi cdy t€ bao va 1 637 °C trong 4 gio.
Cac té bao sau do duoc cd dinh va 1 vdi khang thé don dong khang BrdU & chudt va
khang thé dé khang chudt lién hop voi peroxidaza tir cu cai ngua (horseradish peroxidase
(HRP)). Chét nén sinh séc td tetrametyl benzidin dwoc dung dé phat trién mau. Do hap
thu duoc do & bude song kép 450/550 nm.

Tiém vacxin va léy mau

| Thi nghiém dugc thuc hién aé quan sat tiém nang cﬁq cac phéi tir PRR lam chét
bd tro, su tao ra dap ung mién dich té bao va dich thé va hiéu qua mién dich dai han &
lgn va trau bo. La khang nguyén bénh 1¢ mém long méng, O TWN 97-R dugc su dung,
v ché pham vacxin cua nhom dbi ching duong l1a nhu sau; O TNW 97-R Ag (15
ug/lidu/ml), ISA 206 (50%, trong lwong/trong lugng), 10% AI(OH)s, 150 ng/liéu/ml
Quil-A. v

1 ml vacxin dugc dung hai lan (0 dpv, 28 dpv) trong khoang thoi gian 28 ngay
qua duong tiém bép sau & ¢d dong vat. MAiu méu duoc thu thap vao 0, 14, 28, 42, 56,
70, 84 dpv dbi voi lon, va vao 0, 14, 28, 56, 84, 112, 140, 168 dpv ddi véi trau bo, tuong
ang. _

Céc con vat duoc theo doi hang ngay vé nhiét dd co thé va sy thém an. Cic mau
huyét thanh duoc leu et 6 -80 °C cho dén khi thtr nghiém duoc tién hanh.

Thtt nghiém huyét thanh hoc

1) ELISA (thir nghiém hdp thu lién két enzym) dé phat hién céc khang thé protein
cau tric _

Nhim phat hién khang thé protein ciu tric (structural protein (SP)) trong huyét
thanh, virut bénh 1& mom long moéng loai O PrioCHECK (Prionics, Switzerland) duoc
st dung. Su hép thu cta dia ELISA duoc chuyén d6i thénh gia tri phan trim trc ché
(percentage of inhibition (PT)). Néu gia tri PI 1én hon hodc béng 50%, dong vat dugc
xem xét duong tinh véi khang thé.

2) Thir nghiém trung hoa virut ‘

Tht nghiém trung hoa virut duoc thye hién theo huéng dan cta OIE. Virut duoc
kich hoat bang cach ngam trong huyét thanh ¢ 56 °C trong 30 phut. Bing cach didu

chinh mat d6 té bao dé hinh thanh don 16p 70%, dd chuén b pha loang 2 1An mau huyét
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thanh tir 1:4 dén 1:512. MAu huyét thanh pha lodng dugc u & 37 °C trong 1 gio v6i 100
lidu phidm nudi cdy mb (tissue culture infection dose (TCID)) 50/0. 5 ml virut dong
dang. Sau 1 gio, huyén pht té bio LF-BK (than bd) dugc thém vao tAt ca cac giéng. Sau
2 dén 3 ngay, CPE duoc do dé xac dinh dd chuin ma & d6 100TCIDsg virut dwoc trung
hoa boi log 10 cta pha lodng khang thé chuén.

2-1. Két qua ctia danh gia phan tmg cta ng vién chét b6 tro ¢ tran bo

- K&t qua xac nhén sy tiét LDH (Lactat Dehydrogenaza) dé quan sat gay doc ¢
bao do Cac phdi tir PRR, xytokin, gel, saponin, v.v., lan lugt, & PBMCs c6 nguén gbe tir
bo, su gdy doc té bao ciia ban than nhom xur 1y duoc tim thy 14 thap. Vi vay, khong co
doc tinh & ndng dd chit bd trg dwoc sir dung theo thi nghiém nay (FIG.22(A)). FIG.22(B)
cho thay két qua quan sat giy doc té bao sau khi xir iy véi PBMCs c6 ngudn gbe tir bo
vO1 cac phéi to PRR va xytokin, lan luot, tron voi chit bd tro vacxin D511+Gel+8ap0niﬁ.
Tham chi ¢ thoi diém nay, gay doc té bao do hdn hop chit bo trg khong duge quan sat
thdy so v&i nhém d6i ching. ‘

Mait khac, gay doc té bao do cac chit b tro néu trén khdng quan st thay tham
chi sau khi xtr Iy két hop véi hdn hop Céc phéi tir PRR (F1G.22(C)). Ngoai ra, thdm chi
khi cac phdi tr PRR dugc két hop, cling tron vdi chét b trg vacxin Daut+Gel+Saponin
va sau d6 duoc st dung dé xu 1y, gdy doc té bao khong quan sat duge (F1G.22(D)).

FIG.23(A) cho thiy két qua ting sinh té bao quan sit duge boi su két hop BrdU
96 gio sau khi xtr Iy PBMCs co ngudn gdc tlr bd véi cac phdi tir PRR va xytokin, dau,
gel, saponin va Dau+Gel+Saponin, lan lrot. Sy tdng sinh té bao tang lén khi tat ca cac
nhom dugce xir 1y qua céac phéi tr PRR so v&i nhom déi chung, va cu thé 1a, duoc tim
thdy 1& hiéu qua cua Curdlan, TDB, c-di-GMP, R848 va Furfurman la tot.

Mit khac, hiéu qua cta gel va saponin khéng dang ké vao 96 gid. Ngoai ra, sau
khi tron mdi Cac phdi tir PRR va xytokin véi Dau+Gel+Saponin va st dung hén hop dé
xu 1y, su tdng sinh té bao duoc quan st thay. Két qua cua thi nghiém 1a su tang sinh té
bao tang 1én & tat ca cac phéi tit PRR tron voi Déau+Gel+Saponin so v&i nhom d6i chimg,
mtrc dd cuia nd thiap hon so véi trudng hop khi Dau+Gel+Saponin khong dugc thém vao
(W/0) (FIG.23(B)). _

FIG.23(C) cho thiy két qua quan sat sy tdng sinh té bao bang cach két hop cac
phéi tir PRR. Sy tdng sinh té bao tang 18n & tat ca cac cdch xur 1y so voi nhom me ching,

nhém xir Iy R848+TDB, Furfurman+TDB va TDB+c-di-GMP cho thiy gi4 tri cao hon.
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Tir két qua nay, duong nhu hon hop cac phdi tr PRR nay kich thich mgt cach hiéu qua
PBMCs & bo, tir d6 ting cuong ting sinh té bao va kich thich dap g mién dich. Ngoai
ra, dap mg mién dich cua PBMCs c6 ngudn gbe tir bo boi céc chit bd tro ndy cao hon
dang ké so véi PBMCs c6 11gu.6n géc tr lon, va do do, dudng nhu cic té bao mién dich
& bo dap ting nhay hon so vdi cac té bao mién dich & lon.

Trong khi do, két qua cia su ting sinh té€ bao quan sat dugc vao 96 gio sau xur
ly ctia PBMCs ¢o ngudn gbc tr bo véi hdn hop cua su két hop cac phéi tir PRR véi
Dau+Gel-+Saponin, mirc d¢ tang lén o (At ca cacnhom xu 1y voi cac phéi tir PRR va hén
hop Dau+Gel+Saponin so véi nhom dbi ching. Tuy nhién, mic do néu trén thap hon
khi khong thém vao Déu+Gel+Saponin (W/0) (FIG.23(D}). Tir cac két qua néu trén, ma
chil yéu 1a twong tw vdi cac két qua cua cac té bao mién dich ¢ lgn, xem: xét rang, khi
cac té bao mién dich & bod dugce x{r Iy truc tiép Va1 cac phéi tr PRR, céc té bao duge kich
thich nhanh hon khi dugc xt Iy voi cing céc phéi tir d6 cung véi Dau+Saponin+Gel, do
d6 thuic ddy tang sinh ;é bao Vé-bftt du dap ing mién dich.

Di vé&i cac chit tmg vién cho thay két qua dang ké & thi nghiém sang loc cac
phf)i tir PRR st dung PBMCs tir b6, cac thi nghiém trén dong vat duoc thuc hién voi
chién luoc thé hién trén FIG.24 nhiam quan sat hiéu qua chit bd tro qua trung gian cac
phéi tir PRR va dép ing nhd ¢ gia stiic nudi trén thuc té. Doi v&i thi nghiém hién truong,
gia suc 5 thang tudi (huyét thanh Am tink voi khang thé bénh 16 mém long méng) duoc
st dung, va gia stic duoc phan loai thanh 3 nhom (n=5/nhém). Céce con vat khong duge
tiém vacxin duoc st dung lam nhoém d6i chirmg am, va gia sac duoc cach ly trong khong
gian han ché trong qua trinh thi nghiém.

Két qua cua viéc xac nhan ham luong khang thé (antibody (Ab)) boi SP O
ELISA, nhoém duoc thém Cac phéi tir PRR cho thay ham luong khang thé cao hon dang
ké vao 28 ngay sau tiém vacxin (28 dpv) so v6i nhom b1 ching. Ngoai ra, muc do cao
dugc duy tri cho dén 140 ngay sau khi tiém nhéc (140 dpv) (FIG.25 (A)). Ngoai ra, két
qua ctia x4dc nhan ham lugng trung hoa virut (virus neutralization (VN)), nhom dugc
thém Céc phdi tir PRR cho thiy gia tri cao hon déang ké so v&i nhém doi chimg véo 14
dpv (p<0,01), va muc do rit cao (p<0,001) duoc duy tri tr d6 dén 140 dpv. (FIG.25(B)).

Tir-cac két qua néu trén, khi b6 sung R848+TDB, Curdlan+c-di-GMP, v.v. lam
chit b6 tro cho vacxin, dép Gng mién dich bam sinh va té bao duoc kich thich hiéu qua,

J4

ma 1an luot tiép tuc kich thich dap tng mién dich dich thé, do d6 mong mubdn 14 gop
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phﬁn bao vé vat chu khoi by nhiém virut bénh 16 mom long mdng.

2-2. Danh gia hoat dong va do an toan cua ung vién chit bd tro o lon

Nhim quan sat gay doc té bao do Cac phdi tir PRR va xytokin, dau, gel, saponin
va Daut+Gel+Saponin, twong tng, 6 PBMCs ¢6 ngudn gbe tir lon, sur tiét LDH (Lactat
Dehydrogenaza) dugc xac nhan. Két qua cho thay ban than nhom xtt 1y c6 tinh gdy doc
té bao thip, va khong c6 tinh gay doc té bao ¢ nong do chét bd tro st dung trong thi
nghiém nay (FIG.26(A)).

FIG.26(B) cho thdy két qua quan sat gdy doc té bao sau khi xtr Iy cua PBMCs
¢6 ngudn gbc tir lon voi hén hop Céc phéi tir PRR va xytokin voi Dau-+Gel+Saponin 1a
chét bd tro vacxin. Tham chi ¢ thoi diém nay, gay doc té bao do hon hop chét b6 tro
khong dugc quan sat thdy so sanh v6i nhém dbi chimg.

Mt khéc, thAm chi khi giy doc té bao duoc xac nhan sau khi xir [y PBMCs ¢
ngudn gbc tr lon Vv6i cac phéi tir PRR dugc két hop, gdy doc té bao do cac chét bo trg
nay ciing khong duoc quan sat thdy (FIG.26 (C)). Ngoai ra, thdm chi sau khi xu 1y
PBMCs ¢6 ngudn gdc tr lon voi hdn hop Cac phoi tir PRR_kéthQ’p va chét b6 trg vacxin
12 Dau+Gel+Saponin, xu hudng twong tu duoc thé hién (FIG.26(D)).

FIG.27(A) cho thy, két qua sy tang sinh té bao quan sat duoc do su két hop
BrdU & PBMCs ¢ ngudn gbc tir lon vao 96 gio sau khi xur ly PBMCs ¢6 nguon g tir
lon voi cac phéi tir PRR va xytokin, dau, gel, saponoin va Dau+Gel+Saponin, trong
ing, su tdng sinh té bao ting lén & tAt ca cac nhom dugce xu 1y qua cac phéi tir PRR so
v6i nhém dbi ching, va cu thé, hidu qua cua TDB va c-di-GMP duge tim thiy 1a tot
nhét. Mit khéc, hiéu qua cta gel va saponin 1a khong dang ké vao 96 gio.

Két qua ctia sy tdng sinh té bao quan sat dugc vao 96 gio sau khi xir Iy PBMCs
¢6 ngudn gbc tr lon v6i hon hop Céc phéi o PRR va xytokin véi Dau+Gel+Saponin,
su tdng sinh té bao tang 1én & mdi nhoém trong tit ca cac nhom dugce xir 1y qua cac phoi
tr PRR va hdn hop Dau+Gel+Saponin so v&i nhom ddi chimg, tuy nhién, mirc do cta
chung thip hon so voi khi khong b6 sung Dau+Gel+Saponin (W/O) (FIG.27(B)).
FIG.27(C) cho théy két qua cta sy tang sinh té bao quan sat dugc bdi su két hop cac
phéi t PRR. So sanh v6i nhom ddi ching, tat ca cac nhom xu 1y cho thdy sy ting lén
cua su tang sinh té bao, cu thé cac nhém xu Iy R848+TDB, Furfurman+TDB va TDB+c-
di-GMP cho thiy gia tri cao hon. Tir céc két qua nay, tin rang két hop ctia cac phéi tur

PRR nay kich thich mdt cach higu qua PBMCs ¢ lon, do d6 tang cudng su ting sinh t&
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bao va kich thich dap 1’1'ng mién dich. M3t khac, két qua ctia sy ting sinh té bao quan sat
dugc vao 96 gid sau khi xur ly PBMCs c¢6 ngudn gbe tir lon véi hSn‘h(_)"p ctia cac phoi tir
PRR duoc két hop voi Dé‘u+Gel+Saponin, mure dé cua né tang 1én Gtét'cé cac nhom Xu
Iy cac phdi tir PRR va hdn hop Dau+Gel+Saponin so v6i nhom d6i chung, nhung thap
hon so v6i khi khong bd sung Dau+Gel+Saponin (W/O) (FIG.27(D)). Tt cac két qua
trén, dudng nhu céc té bio mién dich & lon dugc xtr 1y véi cac phdi tir PRR doc 1ap ma
khéng c6 bt ky chét bé tro ddu nao (nhi twong dau), cac té bao c6 thé dwoc kich thich
nhanh hon so véi khi duge xu 1y sir dung phdi tir do cling véi Dau+Saponint+Gel, do d6
thtic day phén tan té bao va bat dau dap tng mién dich,

PEi véi cac chét tng vién cho thiy cac két qua ddng ké trong thi nghiém sang
loc céc phéi tr PRR st dung PBMCs tir lon, cdc thi nghiém trén dong vat duge thyc
hién nhu sau nham quan sat hiéu qua bd trg v& dap Umg nhé qua trung gian cac phdi tir
PRR & lgn nudi trén thye té (FIG.28). D4i véi thi nghiém hién truong, lon 10 thang tudi
(huyét thanh 4m tinh véi khang thé bénh [& mbm long mong) duoc su dung, va lgn duge
phén loai thanh 4 nhom (n=5/nhém). Céc con vat khong dugc tiém vacxin dugc su dung
Jam nhém d6i chimg 4m, va lon dwge céch ly trong khong gian han ché trong qué trinh
nghién ctru. 7 _

- Nhim x4c nhan ham lvong khéng thé bang cich tiém vacxin, SP O ELISA dugc
thue hién sit dung huyét thanh tir lon. Két qua nhu thé hién trén FIG.29(A), ham luong
khéng thé ting dang ké & nhém duoc dung TDB+c-di-GMP vao 14 dpv (p<0,001), so
v6i nhom d6i chimg. Ngoai ra, vao 28 dpv, ham luong khang thé ting dang ké o mdi
nhém trong tat ca cac nhom dung cac phéi tir PRR (p<0,001) so v6i nhom dbi chtmg.
Cu thé_, trong truong hop nhém ducce bo sung TDB+c-di-GMP, thdy rang ham luong
khang thé 6 mirc d6 cao hon déng ké so v&i nhom ddi ching dugc lién tuc duy tri cho
dén 84 dpv. Ham luong khang thé cao nho tiém vacxin mili thi nhét & lon duge hidu 1a
cac phoi tor PRR kich hoat mgt cach hi¢u qua dap ung mién dich bam sinh va té bao va
tao ra dap tmg mign dich dich thé mot cach manh mé.

Ngoai ra, tin rang viée tiém vacxin lan thtt hai (tiém nhac) vao 28 dpv ¢6 thé tao
ra “kich thich nhd lai” ctia cac té bao mién dich duoc kich thich boi lan tiém vacxin thir
nhét, trong khi duy tri mién dich dai han. Ngoai ra, két qua xac nhén ham luong VN la
cac nhém dwoc bd sung TDB+c-di-GMP (p<0,001), R848+TDRB (p<0,01) cho thay ham

lwong VN cao hon dang ké so véi nhom doi ching vao 14 dpv. Ngoai ra, vao 28 dpv, tat
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ca cdc nhom duoc bd sung cac PRR cho thdy ham lwong VN cao hon dang } & so véi
nhom dbi chimg (p<0,001). Cu thé, nhém dwoce bd sung TDB+c-di-GMP duy tri ham
lwong VN cao cho dén 84 dpv, va nhém duogc bd sung R&48+TDB cho thdy hiu qua
tang caong mién dich tt tir giai doan s6m (14 dpv) dén trung han (42 dpv). Tuy nhién,
hiéu qua néu trén sau do cho thay xu hudéng gidm nhe.

Thém vao do, trong trirdng hop clia nhom duge bd sung Furfurman+TDB, ham
luong VN ting cham mdt chit vac 14 dpv ban dau, nhung ham lwgng VN cao hon déng
ke 80 V&1 nhom dbi chimng tix 28 dpv dén 84 dpv.

‘Nhém duge bd sung cac phéi tir PRR cho thiy mic d¢ cao hon dang ké tir 14
dpv so v&i nhom d6i chimg, va ké ca dén 84 dpv, mirc do cao hon dang ké so voi nhom
dbi ching duge duy i (FIG.29(B)). Tiv cic két qua néu trén, mong mubn rang khi
R848+TDB, Furfurman+TDB va TDB+c-di-GMP dwoc bd sung lam ch hét bo tro cho
vacxin, vacxin cO thé kich thich dap tng mién dich bam sinh va té bao mot cach hiéu
qua va tiép tuc kich thich dap tmng mién dich dich thé, do d6 gop phém dang ké vao viée
bao vé vat chu khoi viéqnhiém virut bénh & mom long mong. Ngoai ra, mong mubn
ring sang ché cb thé hitu dung trong viéc phat trién vacxin phong virut bénh 16 mdm

long mong tGi chien luge méi.
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YiU CAUBAO HO

1.Chéphéﬁlbétﬂ)dﬁngchox@cxhlphéngbénhlérnénlknngMng,bao
g&nxﬁnhndu&mhngQMM1mﬁnhoaChﬁ,
trong do6 xytokin gdm b4t ky mot trong s6 TL-23, TFN-gamma+{L-2+TNF-
alpha, [L-15+[L-18 va IL-23+[FN beta
). Ché phém bé tro theo diém 1, trong d6 xytokin dugce gdm trong luong | dén
100 pg/ml.
3. Ché pham vacxin cho'béah 16 mom 10hg mong bao gdm ché pham bd trg
theo diém 1 hodc 2,
trong dé ché phém vacxin bao gom khang nguyén bénh 1o mom long méng bi

bét hoat.
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