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(54) CHE PHAM VACXIN CIRCOVIRUT CUA LON TYP 2 (PCV2) CHUA KHANG
NGUYEN PEPTIT PE BAO VE LON CON CHONG LAI KHA NANG BI LAY
NHIEM PCV2

(57) Sing ch& dé xuat ch€ phdm vacxin circovirut clia lon typ 2 (PCV2) chida
khang nguyén peptit thu dugc tir protein capsit PCV2 dugc mo ta. Theo céc
phuong an khac nhau, khiang nguyén peptit bao gém cac axit amin clia protein
capsit tr khodng axit amin 47 dén khoang axit amin 202. Theo mot s& phuong
an, khang nguyén peptit lién két tiy § véi epitop nhan tao t€ bao T hé trg va/hoic
dugc tron véi cic epitop t&€ bao T hd trg thu duge tix cic protein ORF1 va ORF3
ctia PCV2. Sang ché ciing d¢ xudt cdc phuong phép st dung ché& phdm vacxin
PCV2. Theo cic phuong 4n khic nhau, ché pham vacxin dugc sir dung & cic
dong vat dé ngan chan lay nhiém PCV2. Theo cdc phuong 4n khic, ché phdm
vacxin PCV2 dugc st dung 1am khéng nguyén dé chin do4n lay nhiém PCV?2.
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Linh vue ky thuat dwoc dé cap

Sang ché @& cip dén vacxin dua trén peptit khang circovirut cua lon typ 2
(Porcine circovirus type 2 - PCV2) va phuong phap san xuit vacxin niy dé bao vé lon
con chéng 14y nhiém PCV2 ngay ca khi cac khang thé nhan dugc tir co thé me khang

PCV2 ¢6 thoi gian ton tai ngén nhung c¢6 cac hiéu gia twong ddi cao.

Céc ché phim vacxin theo cic phuong 4n khac nhau ciia sang ché chira peptit
thu duoc tr khung doc mé 2 (Open reading frame 2, ORF2) - ma hoéa cho protein
capsit, ma peptit nay lién két tily ¥ véi epitop té bao T hd trg nhén tao dé ting cuong
tinh gy mién dich té bao B cua né, epitop nay co6 thé dugc bd sung tiy y v6i hdn hop
céc peptit thu duoc tir ORF1 va ORF3 ciia PCV2 bao gdm nhém cac epitop t& bao T
hd trg ctia PCV2, dugc diéu ché trong hé phan phdi duoc chip nhan trong tht y lam

cac ché pham vacxin.

Tinh trang k§y thuit ciia sang ché

Circovirut ciia lon (Porcine circovirus - PCV) dugc nhan biét ndm 1974 1a virut
lay nhiém twong tu picornavirut & dong té bao nudi cdy mé than & lon (PK15) (1).
Nam 1998, PCV khéc biét vé& mit khang nguyén va di truyén dugc phén 1ap tir mo lon
va dugc goi 1a circovirut cua lon typ 2 (Porcine circovirus type 2 - PCV2); PCV2 lién

quan dén bénh 1am sang & lon (2).

Hbi chimg suy nhugc da hé théng sau cai sta & lgn con (Postweaning
multisystemic wasting syndrome, PMWS), mdt bénh ndi cdm va quan trong vé mat
kinh té & lon, g&y ra bdi PCV2. Tuy nhién, bing chimg cho rang bidu 10 céc triéu
ching PMWS doi hoi dong 14y nhidm v6i mdm bénh nhu parvovirut cua lon (Porcine

parvovirus - PPV) hoic chit kich thich mién dich twong tu, cing thing, hodc ddng yéu
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td. Triéu chirng nay lam yéu strc lon ¢6 dd tudi tir 7 dén 15 tuln, voi ste bi hao mon,
ho6 hip nguy cip, cac hach bach huyét bi sung, tiéu chay, xanh xao, va bénh vang da.
Hon nita, cic tén thuong 16n va tdn thuong mé c6 thé anh huéng dén nhiéu hé co quan
va li€én quan dén viém phéi mo k&, bénh hach bach huyét, viém gan, viém than, viém

co tim, viém rudt, chirng viém da, va viém tuy (1,3).

Céc khang thé ddc hiu dbi v6i PCV2 duge phat hién tir nim 1973 & huyét
thanh lon (4). Chan doan PMWS dya trén phat hién axit nucleic ddc hiéu cho PCV2
hodc khang nguyén lién quan dén cac thuwong ton & cic mé bi anh huéng. Virut dugce
phén 1ap tu tim, phéi, gan, than, 14 14ch, tuyén nudc bot, hach bach huyét, tuyén giap,

tuyén trc, dng tiéu hoa, phan, 14 lach, tinh hoan, va ndo (1,5).

Pudng truyén bénh chii yéu ctia PCV2 con chua duoc biét, nhung bing chiing
cho ring PCV2 ¢6 thé dugc truyén theo ca chidu ngang va chidu doc. N6 duge phét
hién trong mét, mili, va cic miu phan lon bi 14y nhiém tu nhién. Phan lap PCV2 tir mé
thai lgn khong phat trién cho réng né dugce truyén theo chiéu doc. Viée phat hién axit
nucleic PCV2 trong tinh dich lon 16i duc bi 1dy nhiém tr nhién va lay nhiém thuc
nghiém cho réng truyén bénh 1a tir lon 101 duc dén lon cai con va cac lta dé bi nhiém

PCV2 ty nhién cua chung (5).

- Circovirut cua lon typ 2 (PCV2) 1a mot virut nhé khong capsit c6 hé gen 1a
ADN mach don (single-stranded DNA, ssDNA) vong. Hé gen bao gdm sau khung doc
mé (open reading frames, ORFs) mi héa cho céc protein gia dinh (2) véi bén ORF c6
chung d6 twong ddng dang ké vé6i cac ORF twong tu & circovirut cla lon typ 1 khong
gay bénh (Porcine circovirus type 1, PCV1) (6). Chi cac protein duoc ma hoa boi
ORF1, ORF2, va ORF3 dugc phat hién trong céc té bao bi 1ay nhiém PCV2. ORF1 ma
héa cho protein replicaza c6 312 axit amin va ciing tao ra bién thé cit ndi co 168 axit
amin, c4 hai protein niy cin cho sao chép PCV2 (7). Protein capsit cdu tric dugc ma
hoa bdi ORF2 (8); va ORF3 ma hoa cho protein bao thi cao ma protein nay khong can
cho sao chép hhung dong vai trd quan trong qua trinh chét theo chuong trinh gay ra

béi PCV2 va tinh gy bénh (9).

Chi protein capsit dugc ma héa bdi ORF2 boc 16 trén bé mit cia PCV2 1a ¢6
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kha ning kich thich dap ung khéng thé bao vé boi cac t& bao B cia hé mién dich vat
chi (10). Phi hop véi quan sat ndy, 1ap ban dd PEPSCAN nghién ciru nhém céc epitop
té bao B ¢6 tinh trdi mién dich c6 tinh diic hidu dbi véi PCV2 chu yéu duge khu tra tai
cac vung trén protein capsit PCV2, tai cac gbc 65-87, 113-139, 169-183, va 193-207
(11). Ngoai cac epitop t& bao B, céc epitop t& bao T c¢6 tinh trdi mién dich, bao gdm
céc epitop té bao T hd tro, 13 yéu t6 quan trong khac anh huéng dén tinh khang nguyén
ctia virut. Cac epitop t€ bao T hd trg kich thich cic dap tng té bao T hd tro bao vé (T
helper cell, Th) ma bao hiéu cho céc té bao B san xuit khang thé. Trai vé6i su khu tro
clia cic epitop té bao B & protein capsit (11), 14p ban dd epitop té bao T ctia PCV2 vdi
céc peptit c6 20 don phan va cac thir nghiém ting sinh té bao lympho biéu 16 cac dap
tmg Th c6 tinh trdi mién dich duge khu tri 6n dinh nhat ddi véi cac epitop trén cac
protein khong ciu triic cia ORF1 va ORF3, trong khi céc epitop Th khong phai dang
thing dugc ma hoa bdi ORF2 biéu hién tinh tréi mién dich (12).

Thé hién céc yéu td quyét dinh Th d6i v6i hé mién dich béi peptit tdng hop 1a
yéu t6 then chét kiém soat tinh gdy mién dich cta peptit tong hop. Cac epitop Th ma
c6 tinh trdi mién dich va khong dugce phan loai ¢6 tinh phan ng cao va rong trong
quan thé cac dang MHC khéc nhau (13). Nhu vay, hiém cac vi tri Th ¢6 tinh trdi mién
dich trén protein capsit gitp giai thich tinh gdy mién dich han ché cta cac vacxin tiéu
don vi & capsit d6i voi PCV2. Tinh gy mién dich cta peptit gdy mién dich tiéu don vi
c6 thé tré nén manh bang lién két cong hoa tri cia epitop dich té bao B dbi voi cac vi
tri Th la khong phén loai dugc Iua chon, bao gdm epitop Th khéng dugc phéan loai ma
mirc dap tmg di truyén ctia né duge mé rong qua td hop hoa hoc (14, 15, 16). Hon nita,
hiéu luc mién dich ctia vacxin cho lgn va bao vé lgn khoi 14y nhiém virut dugc tao ra
boi vacxin c6 thé bi anh huéng boi nhidu epitop Th cia virut, va cac epitop nay c6 thé

12 bao vé chéo khi két hop véi cac epitop té bao B tir cac protein khéc (17).

Vacxin c6 gia thanh thép dac hiéu cao ma bao vé cic con lgn con khang cac
bénh lién quan dén PCV2 nhu PMWS 1a cin thiét. Cac vacxin théng thuong cho céac
con lon dua trén toan bo virut PCV2 bi bt hoat. Tuy nhién, PCV2 khong sao chép véi
cac hidu gia cao trong té bao nudi cdy, lam cac vacxin théng thudng cé gia thanh cao

va hiéu luc thép. Céc vacxin khic dua trén céc khang nguyén ORF2 tai tb hop cta
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PCV2. Céc tiéu don vi capsit ORF2 cia PCV2 duogc biéu hién trong céc hé biéu hién
khac nhau bao gdm hé biéu hién baculovirut & céc t& bao con trung (3,10). Trong phan
16n cac tng dung, cac té bao con tring san xut cac protein capsit tai tb hop cia PCV2
bi dung gidi va dugc bao ché thanh cdc vacxin duge st dung d tiém chung cac con
lon con. Céc khang nguyén tai t6 hop nay thuong bao gdm té bao cha va cac
vecto-khang nguyén dugc ma hoéa, nhu vdy lam cho vacxin ndy khong dic hidu va cé

thé gdy ra cc dép tmg mién dich bat loi nghiém trong bao gdm tinh qua man.

Can trd khac dbi voi cac vacxin virut PCV2 bi bit hoat, va dbi véi cac vacxin
capsit tiéu don vi nhu céc dich dung giai virut tai t hop hodc nhu protein tinh sach, 13
hiéu luc twong dbi thip cta ching khi st dung cho céc con lgn con binh thudng trén
canh dong. Ching thudng dugc thir nghiém & céc con lgn con khong c6 mim bénh cu
thé (specific pathogen-free, SPF) hodc cac con lon con bi ldy mét cic ngudn tir sita non
do thu thudt Xé-da (cesarean-derived colostrum deprived, CDCD) do cé4c con nay trén
canh déng thuong cé cac khang thé nhan duoc tr me (maternally derived antibodies,
MDA). Céc khang thé nay tir me, trong khi thudng c6 cac hidu gia rat thip va khoang
thoi gian cung cip bao vé rit ngin, 12 vAn di cao dé anh huéng dén tiém ching. Anh
hudng ndy béi MDA c6 thé duoc vuot qua mot phin bing cach dung khang nguyén
capsit ORF2 t4i t6 hop liéu cao (18). Khang nguyén ORF2 tai td hop c6 chidu dai ddy
di dugc tiét vao mdi trudng bing hé biéu hién baculovirut dugc boc 16 trong
US2009/0022749A1 (19). Hé nay 1am giam mét phin cac khé khin vé hidu suét va do
sach thip; tuy nhién, hé niy va cdc hé sinh vét bidu hién khac chiu tinh gdy mién dich
han ché vén c6 clia cac ché phim khang nguyén PVC2 c6 chiéu dai ddy du, va chung
c6 cac khé khan vé gia thanh do tinh khong 13p lai, hiéu sudt thip, va quy trinh kiém
tra chit lwong phtrc tap. Nhu véy, viéc phat trién vacxin PCV2 qua quy trinh thiét ké
hop 1y 13 can thiét, trong sudt quy trinh d6 cac peptit gy mién dich duogc thiét ké va
duogc tong hop. Cac vacxin dua trén peptit ndy c6 thé duogc thiét ké dé chta cac epitop
té bao B dac hi€u cho capsit, cic epitop Th la hi€u luc va cac epitop Th PCV2 thu
dugc tir cac protein PCV2 khac, va dugc st dung két hop nhu thanh phan chinh trong
ché pham vacxin, dé kich thich céc dap tng khang thé khang capsit ma chéng lai 1ay

nhiém PCV2 chinh x4c & cac con lon con.
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Viéc thiét ké hop 1y céc peptit gdy mién dich cho vacxin virut bt diu bing viéc
nhan biét cic epitop c6 tinh tréi mién dich bing cach lap ban do epitop. Lap ban dd
epitop st dung day cac peptit gdi nhau trong tng v6i cc ving quan tAm trén protein
dich cua virut dé nhan biét cac vi tri tham gia nhu cac yéu t6 quyét dinh gy mién dich
trong céc tuong tdc v6i hé mién dich. Thong thudng nhét 13 14p ban dd epitop sir dung
céc peptit c6 chiéu dai twong dbi ngén dé phat hién chinh xac cac yéu td quyét dinh
dang thing. Phuong phép 1ap ban dd epitop nhanh dugc biét nhu “PEPSCAN” dua
trén viéc téng hop ddng thoi hang trim cac peptit gbi nhau, dugc gin véi cac gia do
ngin. C4c peptit gin nay dugc thir nghiém céc kha ning cia ching dé lién két véi cac
khéng thé hodc dé kich thich tang sinh t& bao T. Cach tiép can nay 1a hidu qué trong
viéc khu trti cac yéu t6 quyét dinh dang thing cta té bao B va té bao T; tuy nhién, cac
epitop t& bao B ¢6 tinh trdi mién dich ctia virut hodc protein dich ma cin dé phat trién
vacxin thudng 13 cac epitop dai gian doan c6 4i lyc cao ma khé x4c dinh bang phwong
phép PEPSCAN (20).

Viéc nhan biét cic peptit PCV2 c6 tinh gy mién dich mang céc epitop dai gian
doan c¢6 thé duogc tdng hop héa hoc véi cac lwong tir miligram dén kilogram bang tong
hop peptit pha rén dugc kiém soét va lap lai. Quy trinh quy md thuong mai dugc kiém
so4t nay ddi véi tébng hop cac protein gdy mién dich capsit cuia PCV2, cung véi
phuong thitc d& thyc hién md ta dic diém cac san pham peptit nhu vay, s& cung cip
khuén khé dé san xuét & quy md thwong mai véi gia thanh thap va kiém tra chét lugng

céc ché phim vacxin PCV (21).

Ban chét k§ thuit ciia sang ché

Sang ché dé cap dén cac vacxin circovirut cia lon typ 2 (PCV2) chita mot peptit
hoic ché pham peptit trong d6 peptit hodc ché phidm peptit duoc tdi uu hoa bang cach
sang loc kha ning phan tng huyét thanh ctia cac peptit capsit ngén va dai gdi nhau cia
PVC2. Céc phat hién tr thuc nghiém di tim ra nhém céc epitop té bao B c6 tinh trdi
mién dich & protein capsit PCV2 nhu duc_rc liy 1am vi du theo sb truy cap Ngan hang
Gen AAN62766. Cu thé 13, nhém cac epitop té bao B ¢ tinh trdi mién dich dugce the“iy
& peptit ¢6 chidu dai 14 154 axit amin cia protein capsit PCV2 (peptit Capl, SEQ ID
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NO:1, ciing dugc thé hién trong Bang 1). Peptit nay dugc két hop trong vacxin dua
trén peptit nhu chat gy mién dich chu yéu dé kich thich khang thé bao vé va cac dap
ng mién dich qua trung gian té bao khang lai 1y nhiém PCV2 va duoc ting 1én bing
cac epitop bd sung té bao T la va cac epitop té bao T thu duoc tir PCV2. Céc peptit gy

mién dich nay hitu dung dé bao ché cac vacxin khang PCV2.

Theo cac phuong 4n khéc nhau, séng ché d& cap dén cac phuong phap san xuét
peptit nhu vay, ché phdm peptit va cac vacxin kich thich dap ung mién dich c6 thé bao
vé cac con lon con khang lai 1dy nhiém PCV2, va dé san xuit cac kit chdn doén phat

hién lay nhiém PCV?2.

Theo cac phuong an khac nhau, sang ché dé cap dén cac ché phdm vacxin chira
peptit Capl PCV2 dugc thiét ké (SEQ ID NO: 1), va céc chit twong dong va twong tu
clia no, thu duoc tlr protein capsit ORF2. Peptit Capl PCV2 trong céc ché phdm nay
wu tién 13, nhung tuy ¥, lién két véi epitop té bao T hd trg t& hop nhén tao (SEQ ID
NO: 2, ciing dugc thé hién trong Bang 1) @ ting cudng tinh tao mién dich té bao B
ctia no. Peptit Capl PCV2 c6 thé ciing dugc tron tily v véi hdn hop cac peptit ORF1
(cac SEQ ID NO: 3 va 4) va ORF3 (SEQ ID NO: 5) cua PCV2, chtta nhém céc epitop
Th PCV2 (ciing dwgc thé hién trong Bang 1). Cac ché phdm vacxin PCV2 dua trén
peptit nhu véy kich thich cac dap ting khang thé dac hiéu PCV2 bao vé khang lai lay
nhiém PCV2 & céc lon con, bao gdm cic dap tung c6 thé c6 cac khang thé nhan duoc
tir co thé me (maternally derived antibodies, MDA) ma cac khang thé nay c6 thé anh
huéng dén tiém ching. Cac vacxin dua trén peptit duge thiét ké nhu vay bao gdm cac
ché pham peptit nhu cic chat gdy mién dich c6 thé dwgc tdng hop theo cach hoéa hoc
v6i cac quy md miligram dén kilogram cho tmg dung cong nghiép, va kiém soét chét

lugng dé dang.

Hon nita, cdc phuong an khac theo sang ché ciling d€ xuat cac ta dugc va/hoic
cac chat din thudc va céc thanh phan khac thuong duogc két hop véi cac ché phim

vacxin.
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Mo ta van tat cac hinh vé

Fig. 1A thé hién co ché dé phat hién cac khang thé dbi véi protein capsit PCV2
lién két v6i capsit phia trong nhéan céc té bao dong té bao HTK ddng chuyén nhifm
bing mién dich huynh quang theo mot phwong 4n theo sang ché. Hinh nay thé hién cac
t€ bao HTK bi lay nhidém véi virut bénh dau bo téi t5 hop T7 polymeraza (T7/vac) (22)
va ddng chuyén nhiém véi plasmit pCR-orf2 bang lipofectamin™ (Invitrogen). Protein
capsit tai t6 hop van chuyén dén nhén sau khi n6 duoc dich ma (23). Céc khang thé
khang capsit, theo mdt phuong an theo sang ché, tré nén lién két v6i nhén céc té bao
cha HTK bj chuyén nhidm, trong d6 ching dwoc phat hién bang mién dich huynh
quang ctia khang thé thir cAp duoc danh ddu. Phuong phap nay c6 kha niang phat hién
cac khang thé dbi véi protein capsit PCV2 dich thuc véi dd ddc hidu cao qua biéu hién
ngin ciia protein capsit PCV2 c6 chiéu dai ddy du trong cac té bao nhén thuc HTK,

dugc thuc hién boi vung khaoi dau phién ma T7 cda té bao nhan so.

Fig. 1B thé hién thir nghiém mién dich huynh quang (IFA) dugc thuc hién theo
co ché dugc mo ta trong Fig. 1A. Céc té bao dong té bao HTK ddng chuyén nhiém véi
cac khang thé dbi v6i protein capsit PCV2 lién két v6i capsit phia trong nhan duoc

phat hién.

Fig. 2 thé hién tinh gy mién dich & cac con lon con dugc nudi trong trang trai
thong thuong bi bénh 1ay nhiém PCV2 dia phuong ma duge gdy mién dich bang tdm
ché phdm vacxin PCV2 dua trén peptit Capl va cac liéu nhu dwge mo ta trong Bang 5.
Tinh gdy mién dich dugc dénh gia bing ELISA dua trén peptit Capl PCV2 (hiéu gia
Logjo).

Fig. 3A 1a hinh anh than cua lon khéong tiém chuing bj 1dy nhiém PCV2. Cac

thwong tdn duogc dit trong diu ngodc (*).

Fig. 3B'1a hinh anh cac than tir lon khong bi 14y nhiém duoc tiém ching, mot
than dugc cit (trai), mot than nguyén ven (phai). Anh sang phan chiéu tir dén duoc dit

trong diu ngodc (**).



22999

M ta chi tiét sang ché

Céc khang nguyén peptit ¢6 thé phat hién cac dap tmg mién dich va cac khang
nguyén peptit nhat dinh c6 thé ciing kich thich cac dap tmg mién dich. Nhiéu khang
nguyén peptit c6 thé duge st dung dé phat hién cac dap ing mién dich nhay va dic
hiéu nhung phén 16n ching th&bng khong hoat déng béi chinh ching nhu cc chét gy
mién dich. C4c peptit gdy mién dich 13 16p cac khang nguyén peptit dic biét ma co thé
duoc str dung dé kich thich cac dap ung mién dich ciling nhu phat hién chung. Theo
~ mdt phuong 4n theo sang ché, cac khang nguyén peptit trong vacxin PCV2 1a cac
peptit gdy mién dich c6 ca céc epitop t& bao B va té bao T hd trg ma cing hoat dong dé
kich thich tao ra cac dap ng mién dich bao vé, ngoai kha ning phat hién cic dép tng

mién dich dbi v&i lay nhiém PCV2.

Mot phuong phap dé nhan biét cac epitop té bao B dwa trén b céc peptit c6 cac
chiéu dai khac nhau 10ng va gbi nhau, thuong nim trong khoang tir 20 dén 60 gbc hodc
dai hon. Cac peptit dai hon nay dugc téng hop biang cac chudi tdng hop khé trong téng
hop dbc 1ap peptit pha rén, hon 14 bing cac tbng hop PEPSCA nhanh va ddng thoi. Sau
do, bd cac peptit 10ng va gdi nhau tao ra c6 thé dugc st dung trong cac nghién ctru lién
két khang thé va cac mién dich thuc nghiém dé nhén biét cc peptit dai ma thé hién tbt
nhét cac yéu t& quyét dinh c6 tinh troi mién dich, bao gdm cac epitop té bao B ¢ cdu
hinh gian doan. Phuwong phép nay dugc khai thac dé chon loc yéu t& quyét dinh khong
phai dang thing trén CD4 ma duoc sir dung trong vacxin dé phong bé lién két bing
glycoprotein gp120 ctia HIV (24), va dé thiét ké khang nguyén peptit hiéu luc tir ving

vong G-H cua protein VP1 ciia virut gdy bénh 1&6 mom long méng (25).

Mot phuong 4n theo sang ché d& xudt cic peptit capsit PVC2 duoc ma hoa béi
ORF2 ma bao gdm 154 don phan (SEQ ID NO: 1, ciing duoc thé hién trong Bang 1)
c¢6 nhém cac epitop t& bao B dé nhan biét tt nhit khang thé. Céc peptit c6 tinh khang
nguyén niy dugc nhan biét tir thue nghiém va duge tdi wu hoa bang cach st dung cac
mAu huyét thanh clia cic con lgn con bi ldy nhiém PCV2 va dang thir nghiém mién
dich ELISA. Dang thir nghiém mién dich bét ky c6 thé thich hop véi pha bt giit khang
thé chira cac khang nguyén peptit, vi du, ELISA, c6 thé duoc sir dung dé phat hién va
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dinh lugng cac khang thé lién két véi doan diic biét ciia protein capsit PCV2 trong mau,

huyét thanh, hosc mau huyét trong ctia lon bi 14y nhiém PCV2.

Theo mét phuong 4n cu thé, peptit c6 tinh khang nguyén PCV2 duoc tbi uu hoa
c6 khoang 154 axit amin (SEQ ID NO: 1), twong tmg cic gbc axit amin 47-202 cta
protein PCV2 ¢6 chiéu dai dy du, thé hién cac vi tri gdy mién dich va c6 tinh khang
nguyén cua capsit PCV2 ma 1 hitu dung nhét cho ca viéc tao ra cac khang thé bao vé
bing tiém chiing va viée phat hién céc khang thé cho chin doén bing ELISA. Peptit
capsit ¢ tinh khang nguyén va gy mién dich cao dugc nhan biét trong bd suu tap
gdm hon 50 peptit gbi nhau ¢ chidu dai tir 20 dén 170 gbe ma duoc thiét ké, duogc
téng hop va dlicyc thir nghiém c4c tinh phan tng d6i véi nhém cac huyét thanh duong
tinh v6i PCV2 clia cac con lgn con bj 1y nhiém. Trong s6 hon 50 khang nguyén peptit
Ung vién duoc thir nghiém, peptit cé tinh khang nguyén Capl PCV2 (SEQ ID NO. 1),
duoc phat hién 1a ¢6 nhém cac epitop t& bao B ¢6 tinh troi midn dich va c6 tinh khéang
nguyén dang ké va 6n dinh nhit déi v6i nhom huyét thanh duong tinh véi PCV2.
Peptit Capl cling dugc chig minh 13 ¢6 tinh gy mién dich cao khi dugc thi nghiém
trong cac thir nghiém vacxin chira trinh ty peptit nay. Viéc sin xuit va sir dung cic
vacxin chua peptit Capl PCV2 ¢6 tinh khdng nguyén/gdy mién dich (vi du, SEQ ID
NO: 1) 1a trong pham vi cac phuong an vi du khac nhau theo sang ché.

Céc phuong 4n cu thé theo sang ché vé peptit Capl PCV2 c6 tinh khéng
nguyén/gdy mién dich dugc xac dinh thém nhu cac chit twong ddng chirc ning mién
dich ¢6 SEQ ID NO: 1 ma c6 cac trinh tir twong ung va cac yéu t§ cdu hinh tir cac
chiing PCV2 dot bién va bién thé. Cac peptit c6 tinh khang nguyén twong dong Capl
PCV2 c¢6 cac gbe axit amin twong quan voi céc vi tri khoang 47-202 & protein capsit
ctia cac ching bién thé bit ngudn tir PCV2. Céc chit tuong dong nhu vay dugc dé
dang chimg minh qua cdc chuong trinh sip xép thing hang trinh ty nhu ClustalW
(dugc tao ra bdi Julie D. Thompson, Toby Gibson of European Molecular Biology
Laboratory, Germany va Desmond Higgins of European Bioinformatics Institute,
Cambridge, UK. Algorithmic). Bang 2 thé hién trinh ty sip xép thing hang bang
ClustalW ciia mudi mot trinh tu khang nguyén Capl duoc 13y tir cac ching PCV2

khac nhau duge nhan biét bang cac sb Truy cap Ngén hang Gen. Céc chiing bit ngudn
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tir PCV2 c6 céc chit twong déng Capl dugc sip xép thing hang trinh tu trong Bang 2
bao gém céc virut c6 cic dang gen 2a, 2b, 2d, 1/2a, va cac ching khac nhau nay duoc
phan 18p tr cac dong vat & Dai Loan, Trung Quéc, My, Canada, Brazil, Tay Ban Nha,
Ptic va Pan mach. Bang 2 ciing dwa ra vi du vé chét tvong dong nhu trinh tu Capl bao
thu trong d6 cac axit amin duogc 4n dinh vao céac vi tri ¢6 thé thay dbi 1a céc axit amin
thudong duoc str dung nhiéu nhat vao céc vi tri nay. Theo mot phuong 4n, chit trong
ddng ¢6 trinh fu axit amin tir khoang vi tri axit amin 47 dén khoang vi tri axit amin 202

cua protein capsit PCV2.

Céc chit twong ddng theo sang ché dugc xac dinh thém khi c6 it nhat 1a 80%
gidng hét v6i SEQ ID NO: 1. Theo mdt phuong 4n, chét twong ddng cua ching bién
thé c6 it nhat 1a 85% gidng hét voi SEQ ID NO: 1. Theo phuong 4n khac, chat tuong
ddng cuia ching bién f,hé c6 it nhat 14 90% gidng hét véi SEQ ID NO: 1. Theo phuong
an khac nira, chit twong ddng cta ching bién thé c6 it nhat 13 95% gidng hét voi SEQ
ID NO: 1.

Céc phurong 4n khéc theo sang ché dé xuit cac chit twong tu vé chirc ning mién
dich ctia peptit c6 tinh khang nguyén Capl PCV2. Chét twong tw vé chtrc ning mién
dich cua peptit Capl bao gdm cac bién thé 1a SEQ ID NO: 1 va cac chét tuong dong
ma van c6 ciing tinh khang nguyén va tinh gdy mién dich v& cin ban nhu peptit gbc c6
tinh khang nguyén. Vi du, cac bién thé 14 cic chét twong tu v& chirc ning 1a SEQ ID
NO: 1 hodc chét twong dong c6 thé ¢6 vi tri axit amin thé bao toan; thay ddi toan bo
dién tich; lién két cdng hoa tri véi nhom chire khac; hoac cac bd sung, thém vao, loai
b6 khong déng ké hodc thé bao toan va/hodc két hop bét ky cua n6é. Nhu vay, cac
khang thé lién két vé6i peptit c6 tinh khang nguyén Capl PCV2 (vi du, SEQ ID NO: 1)
s& ciing lién két véi cac chit twong tu vé chirc ning mién dich cta peptit ¢ tinh khang
nguyén Capl PCV2 ndy v6i hiéu qua tuong tu vé can ban. Theo mot phuong 4n, chét
tuong tu vé chirc nang c6 it nhit 13 50% gibng hét v6i SEQ ID NO: 1 hogic chit twong
dong. Theo phuong 4n khéc, chét tuong tw vé& chirc ning c6 it nhit 1a 80% gibng hét
v6i SEQ ID NO: 1 hoic chit twong dong. Theo phuong an khéc nira, chét tuong tu vé
chirc ning c6 it nhét 12 85% twong ddng d6i v6i SEQ ID NO: 1 hoic chit tuong dong.

Theo phwong 4n van khéc nita, chit tuong tu v& chirc nang c6 it nhit 1a 90% tuong
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ddng v6i SEQ ID NO: 1 hozc chét tuong dong.

Theo mot phuong 4n, cic chét twong tu vé chirc niang mién dich cta peptit c6
tinh khang nguyén Capl PCV2 bao gém céc dang peptit c6 tinh khang nguyén Capl
PCV2 ma duge cai bién béng thé bao toan, va bang cach chén thém hoic loai bé. Theo
phuong 4n nay, cc chat twong tw vé chire ning mién dich c6 thé duoc cai bién tir SEQ

ID NO: 1 hoic tir chit twong ddng c6 SEQ ID NO: 1 bang cac cach thé bao toan.

Céc thé bao toan 1a khi mot axit amin gbc duoc thé boi gbe axit amin khac c¢6
cac tinh chit hoa hoc twong tu. Vi du, cc axit amin khong phan cuc (ky nuéc) bao
gdm alanin, leuxin, isoleuxin, valin, prolin, phenylalanin, tryptophan va methionin; cac
axit amin phan cuc trung tinh bao gém glyxin, serin, threonin, xystein, tyrosin,
asparagin, va glutamin; cdc axit amin mang dién tich duong (bazo) bao gdm arginin,
lysin va histidin; va céc axit amin mang dién tich 4m (axit) bao gém axit aspartic va

axit glutamic.

Theo phuong 4an khac, céc chit twong tu vé chirc niang mién dich c6 thé dugc
cai bién béng cach thém céac axit amin vao dau N, dau C, va/hodc b%tng cach chén thém
vao gifta peptit nay. Theo cac phurong 4n khac nhau theo sang ché, cac bd sung 1a vao
d4u N hodc dau C cua peptit. Cac bd sung c6 thé labdsung 1,2,3,4,5,6,7, 8,9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, hodc 20 gbc axit amin. Cac bd sung nhu viy c6 thé
cAu thanh c4c trinh ty axit amin ma khong tdn tai trong capsit PCV2 va khong thay dbi
tinh gdy mién.dich ctia peptit & phan capsit PCV2. Cac bd sung khong tdn tai trong
capsit PCV2 bao gbm, nhung bi giéi han &, cic trinh tu tich dién nhé (vi du,
lysin-lysin-lysin), cac axit amin c6 kha ning tao thanh cac cdu tric phan nhanh (vi du,
eN-lysin) hodc c6 khéa ndng tao thanh céc cdu tric vong (vi du, xystein). Theo mot
phuong 4n theo sang ché, cac trinh tur axit amin bd sung ma khong ton tai trong Capl
PCV2 13 5 axit amin hodc it hon. C4c axit amin bd sung c6 thé 14 cac axit amin kinh

dién hodc khong kinh dién hozc hén hop cia né.

Theo phuong 4n cu thé khéc, cic chét tuong tu vé chirc ning mién dich c6 thé
duoc cai bién béng cach loai bod axit amin ddu N, dau C, va/hodc phén gifta peptit.

Theo cac phuong 4an khac nhau, su loai bo 13 & ddu N hodc dau C cua peptit. Loai bo
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cothé laloai bo 1,2, 3, 4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, hodc 20
gbc axit amin. Theo mét phuong 4n cu thé, cac trinh tu axit amin loai bd 1a 10 axit

amin hodc it hon.

Theo phuong 4n khéc, cac chat tuong tu vé chirc ning mién dich cta peptit co
tinh khéang nguyén Capl PCV2 bao gdm céc peptit c6 tinh khang nguyén cap PCV2
dugc cai bién bing cach thay dbi dién tich. Thay dbi dién tich nhu vay c6 thé 1a két
qua cua viéc thé axit amin, bd sung, hoic loai bo, hodc lién két cOng hoa tri phan ti
tich dién. Thay dbi dién tich c6 thé din dén két qua lam peptit bazo hon, axit hon, hodc
trung tinh hon khi so véi peptit nay khéng duogc cai bién. Theo mot phuong 4n cu thé,
peptit dugc tao ra c6 tinh bazo hon bang cach bd sung 1-5 gbe lysin vao dau N hoic
diu C. Theo phurong 4n cu thé hon, peptit duoc tao ra c¢é tinh bazo hon bang cach bd

sung 3 gdc lysin vao dau N.

Bing vi du khong gidi han, cac chét trong tw vé chirc ning mién dich cua peptit
theo sang ché c6 thé co6 tir 1 dén khoang 5 axit amin bd sung (kinh dién va khong kinh
dién) dugc bd sung vio cac axit amin dau cudi. Vi duy, trinh ty Lys-Lys-Lys ¢6 thé

duoc bd sung vao diu amino cia peptit Capl PCV2 nay dé thay ddi dién tich.

Céc peptit c6 thé d& dang duoc tdng hop bing cach st dung cac k¥ thuét chuén,
nhu phwong phép tong hop pha rin Merrifield va v6 s cac cai bién c6 s&n déi voi quy
trinh ndy. Céc peptit c6 thé ciing duoc tao ra bing cach sir dung cong nghé ADN tai td
hop. Nhu vay, cac phan tir axit nucleic ma héa cho peptit c6 tinh khang nguyén Capl
PCV2 va cac chit tuong t vé& chirc ning mién dich cua peptit c6 tinh khang nguyén
Capl PCV2 va cac chat hd tro ciia né duoc bao gdm bang cac phuong 4n vi du khac
nhau theo sang ché. Cac vecto, dic biét cac vecto biéu hién, chua céc phéan tr axit
nucleic ma hoéa cho cac peptit c6 tinh khang nguyén Capl PCV2 va cac chit twong tu
vé chire nang mién dich ciing duoc bao gdm theo cac phuong én vi du khac nhau theo
sang ché. Cac té bao chil chira cac vecto ciing duge bao gbm theo cac phwong 4n vi du

khac nhau theo sang ché.

Céc phuong 4n vi dy khac nhau theo sang ché cling bao gdm cac phuong phép

san xuét peptit ¢6 tinh khang nguyén Capl PCV2 va céc chét tuong tu vé& chic ning
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mién dich cta peptit c6 tinh khang nguyén Capl PCV2. Vi du, phuong phép c6 thé
bao gdm viée U té bao chu chira vecto biéu hién bao gdm phan tir axit nucleic ma héa
cho peptit c6 tinh khang nguyén Capl PCV2 va/hoic chat twong tu vé chirc nang mién
dich cuia peptit c6 tinh khang nguyén Capl PCV2 trong cac didu kién nhu véy sao cho
peptit Capl PCV2 va/hoic chét twong tw vé chirc nang mién dich cta peptit Capl
PCV2 dugc biéu hién. Phuong 4an nay c6 thé st dung cac chit gdy mién dich duogc
kiém soat va dugc xac dinh ro, thu dugce tir cac dich dung giai hodc cac dich tiét cta

cac té bao nhu vay.

Mot phuong an theo sdng ché dé xuét cac ché pham peptit duge san xuét bang
téng hop pha ran. Chét lugng cac khang nguyén dwoc san xuit bang quy trinh héa hoc
theo phuong &n nay dugc kiém soat va dugc xac dinh va, két qua 1a, tinh khéang
nguyén ldp lai, tinh gay mién dich va hiéu sut ¢ thé dugc ddm bao. Hon nita, khong
¢6 céc vat lidu sinh hoc nguy hiém str dung trong san xuit cac khang nguyén peptit,
lam gidm céc hguy co va loai trir nhu cau duy tri tén kém v& mit sinh hoc. Khi cac
chét giy mién dich dic hiéu thé hién cac epitop dugc chon c6 cac n6ng dd6 mol cao, ca
tinh an toan va hiéu luc mién dich clia vacxin st dung céc ché phém peptit ¢6 tinh

khéng nguyén Capl PCV2 la dugc dam bao.

Theo mét phwong 4n, cic peptit theo sang ché duoc tdng hop. St dung céc
peptit tong hop Capl xac dinh l1am t6i thiéu cac két qua duong tinh gia khi st dung
lam khéng nguyén dé phat hién khang thé va chdn doan & cac con lon con. St dung
céc peptit tong hop xéc dinh, c6 cac epitop t& bao B va Th di biét, lam cac chit gy
mién dich loai trir cAc d4p tmg mién dich PCV2 khong dic hiéu khong mong mudn
gdy ra boi su co mit ctia cac nguyén lidu c6 tinh khang nguyén bat ngudn tir cac té bao
chi bi 14y nhiém PCV2 hoic bi 1iy nhiém virut tai t& hop va tir cac hé biéu hién
protein tai t6 hop ma c6 thé duge clng tinh sach vé6i virut PCV2 va/hodc cac protein
tai td hop, khi dugc sir dung 1am céc thanh phan gdy mién dich trong vacxin. Vi du,
huyét thanh ciia céc con lon c6 thé ¢6 cac khang thé dbi voi cac t& bao chi, hodc dbi
v6i Escherichia coli, nAm men hoic baculovirut tai t6 hgp ma sau d6 phan Gng chéo
v6i cac nguyén liéu c6 tinh khang nguyén duge st dung trong cic thir nghiém chén

doéan dua trén cac khang nguyén thu duoc theo cach sinh hoc, va cac dap tmg mién
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dich nhu vay dugc tao ra boi cac vacxin ¢6 cic thanh phan nay nhu chit gy mién dich
la s& 1 cac dap (mg mién dich khong bdo vé. Nguoc lai, cac con lgn nhin vacxin peptit
Capl PCV2 theo sang ché s& tao ra cac dap ung mién dich trong tdm khong c6 cac
khang thé khong thich hop va cac dap ung mién dich khac ddi véi cac protein bt
nguf‘m tir cac té bao chu hoic céac vecto biéu hién, vi du, céc protein tir Escherichia coli,
ndm men hoic baculovirut tai td hop ma duoc cung tinh sach vdi cac khang nguyén

PCV2 thu duogc theo cach sinh hoc.

Phuong 4n niy vé cac peptit téng hop ciing lam t6i thidu anh huéng cta nhitng
tap chét dugc tao ra trong san xuét. Véi cac téng hop dai, mac du kiém so4t nghiém
ngit v& hiéu suét lién két, cac chét twong tu peptit ciing dugc san xuét do cac kha ning
c6 thé xay ra trong cac chu trinh kéo dai, bao gdm chén thém axit amin, loai bo, thé, va
két thiic sém, nhu viy 1am cho nhidu chit twong tu peptit tao ra cung vdi cac peptit
tdng hop dich. Tuy nhién, cac chit tuong ty peptit nhu vy van la thich hop trong diéu
ché peptit nhu cac chdt gop phan vao tinh khang nguyén va tinh gdy mién dich khi
dugc sir dung trong ing dung mién dich lam khang nguyén pha rin cho muc dich chin

doan mién dich hodc lam chit gdy mién dich cho muc dich tiém chung.

V6i 25 nam kinh nghiém vé cac ing dung mién dich cua cac peptit tdng hop,
chiing t6i thiy ring muc bién ddi cAu trac ma cho phép duy tri hoat tinh mién dich
mong doi 1a d& dang hon nhiéu muc bién ddi cdu tric ma cho phép duy tri hoat tinh
thubc dic hiéu b%mg phan ttr thubc nhé hodc cac hoat tinh mong mudn va cac doc tinh
khong mong muén thdy & cac phan tir 16n cing dwoc san xuit véi cac thude thu dugc
theo cach sinh hoc. Pidu nay giai thich tai sao cac chét tuong tu peptit, dugc thiét ké
c6 chit ¥ hodc duoc san xudt chic chin boi cac 13 trong quy trinh tong hop nhu hdn
hop san phim thtr cAp c6 trinh tu loai bé ma c¢6 céc tinh chit séc ky va mién dich
tuong tu nhu peptit mong doi, thuong 13 hidu qua nhu ché phim peptit tinh sach mong
mubn. Céc cht twong tr duoc thiét ké va cac hdn hop chit tuong tyr khong mong doi
12 hiéu nghiém mién 1 quy trinh QC thiy r& 1a dugc phat trién dé phat hién ca quy
trinh san xuét va quy trinh danh gi san pham sao cho bao dam tinh 13p lai va tinh hiéu

nghiém cac san pham cuoi st dung cac peptit nay.
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Theo c4c phuong an khac theo sang ché, cac peptit Th duge bao gdm trong céc
ché phim vacxin. Sy c6 mit cia cac peptit Th c6 thé cai thién tinh gay mién dich cua
vacxin peptit Capl PCV2. Céc peptit Capl PCV2 (bao gdm céc chét trong dong va
twong tu dugc md ta trén day) co thé lién két cong hoa tri véi va/hodc duoc tron voi

cac epitop Th.

Theo mét phuong 4n, cac peptit Th c6 nhom céc epitop Th c¢é tinh troi mién
dich cua PCV2 tir ORF 1 va ORF 3, dugc m6 ta 1a cac SEQ ID NO: 3-5 (ciing duogc
thé hién trong Bang 1) va khong lién két voi chit gy mién dich Capl, c6 thé dugc st
dung dé bd sung tinh gdy mién dich cta céc vacxin peptit Capl PCV2. Cac SEQ ID
NO: 3-5 bao gém nhu céc peptit tu do, khong c6 cac lién két cong hoa tri, c6 thé cai

thién tinh gdy mién dich cta cac ché phim vacxin.

Theo phwong an khdc, céc peptit Capl PCV2 (bao gdm cac chét trong dong va
tuong tw dugc md ta trén day) c6 thé duge lién két cong hoa tri, ¢6 hodc khong c6 doan
dém, v6i peptit chira trinh ty d4 biét & bao gdm epitop Th. Phuong 4n nay c6 thé tao
ra tinh gay mién dich dugc ting cudng hon so v6i cac chit gy mién dich tuong duong
Capl khong c6 epitop Th lién két cong héa tri. Theo mot phuong 4n cu thé, peptit bao
gdm epitop Th duoc lién két cong héa tri v6i dau N va/hodc du C cua peptit PCV2.
Theo phuong 4n cu thé khéc, doan dém c6 trinh tu Lys-Lys-Lys-eNLys (SEQ ID NO:
7), ciing dugc thé hién trong Bang 1. Theo mdt phuong 4n, peptit bao gdm epitop Th
duoc lién két cong hoa tri véi ddu amino cua peptit Capl PCV2. Theo m{t phuong 4n
cu thé, peptit chira epitop Th 14 peptit Th td hop nhén tao c6 SEQ ID NO:2 (nhu dugc
thé hién trong Bang 1) lién két v6i ddu amino qua doan dém Lys-Lys-Lys-eNLys, va

duge thé hién 1a SEQ ID NO: 6 (ciing dugc thé hién trong Bang 1).

Céc phuong 4n khac nhau theo sang ché d& cap dén cac ché pham vacxin dé bao
v€ cac con l(_ﬁl khang PCV2. Theo céc phuong 4n vi dy, vacxin ndy chira khang
nguyén peptit gdy mién dich va chdt din thudc hoic ta duoc dugc dung. Theo cac
phuong 4n khac nhau, ché phim vacxin PCV2, bao gdm khang nguyén peptit va chat
dan thudc hoic ta dugc duge dung trong thd y, trong d6 khang nguyén peptit bao gdm

trinh tu axit amin dugc chon tir nhém gom co:
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a) tlr khoang vi tri axit amin 47 dén khoang vi tri axit amin 202 cuia protein

capsit PCV2;
b) SEQID NO: 1;
c) chit trong dong ciia (b);

d) chit twong tw vé tinh khang nguyén va chuc ning mién dich cua (a), (b),

hodc (¢);

e) (a), (b), (c), hodc (d) c6 it nhat mot axit amin thé bao toan, bd sung axit amin,

va/hoac loai b axit amin; va
f) két hop bit ky cua (a)-(e).

Theo mot phuong 4n ctia vacxin PCV2, dién tich cia khang nguyén peptit bi
thay ddi bang cach thém vao hoic loai bd 1 dén 5 axit amin. Theo phuong an khéc cia
vacxin PCV2, chat twong ddng hoic chét trong tur v& tinh khang nguyén va chirc nang
mién dich c6 it nhit 12 80% gidng hét v6i khang nguyén c6 trinh tu axit amin ma & cac
vi tri khoang 47-202 cua protein capsit PCV2. Theo phuong an dac biét, khang nguyén
peptit c6 trinh tu axit amin duoc chon tir nhém gdm c6 cac SEQ ID NO 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, va 20.

Theo phuong 4n khéac cta vacxin PCV2 khang nguyén peptit con bao gbém
epitop té bao T hd tro lién két cong hoéa tri v6i dau N hodc ddu C cua khéng nguyén
peptit. Theo mot phuong an cu thé, epitop té bao T hd trg lién két cong héa tri véi ddu
amino clia khdng nguyén peptit. Theo phuong 4n cu thé khac, epitop t& bao T hd tro
lién két cong hoa tri v6i khang nguyén peptit qua doan dém c6 it nhit mot axit amin.
Theo phwong an dic biét, epitop té bao T hd trg 1a SEQ ID NO: 2. Theo phuong 4n
ddc biét khac nita, doan dém la SEQ ID NO: 7. Theo mdt phuong an cu thé, khéang
nguyén peptit 1a SEQ ID NO: 1 hodc SEQ ID NO: 6.

Theo cac phuong an vi du khac nhau, lvgng khdng nguyén peptit gy mién dich
bat ky c6 thé duoc sir dung dé kich thich céc dap tng mién dich & dong vat. Theo

phuong 4n dic biét, lugng khéng nguyén peptit nim trong khoang tir 0,100mg dén
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100mg. Theo phwong &n dic biét khic, lugng khdng nguyén peptit nim trong khoang
tir 1pg dén 10mg. Theo phwong 4n khéc nita, luong khang nguyén peptit nim trong
khoang tir 10pg dén 1mg.

Theo cc phuong an khéc nhau ctia ché phdm vacxin PCV2 ché phdm con bao
gdm hdn hgp dang mol ctia ba peptit epitop té bao T hd tro cia PVC2 1a cac SEQ ID
NO: 3, 4, va 5. Theo mdt phuong an cu thé, lwgng hdn hop déng mol ctia cac SEQ ID
NO: 3, 4, va 5 ndm trong khoang tir 0,100mg dén 1mg. Theo phuong 4n cu thé hon,
lugng hdn hop ding mol ctia cac SEQ ID NO: 3, 4, va 5 ndm trong khoang tlr 1pg dén
100pg.

Theo cidc phuong 4n vi du khac nhau, dang hodc lugng bét ky cua chit din
thube hoic ta dugc c6 thé dugc st dung. Theo phuong an dac biét, chét dan thudc va ta
duoc 1a Montanit™ ISA 50V2 (ché phim ti duge ddu vacxin bao gdm diu khodng va
mannit oleat & san xuét cac thé nhii tuong nude-dau), Tween® 80 (ciing duoc biét
nhu: Polysorbat 80 hodc Polyoxyetylen (20) sorbitan monooleat), oligonucleotit CpG,
va/hoic két hop bat ky cta né.

Theo phuong 4n cu thé, ché phim vacxin PCV2, bao gdm khéang nguyén peptit
c6 SEQ ID NO: 6 va chét din thudec hodc ta dugc duge dung trong tha y, trong do
luong khang nguyén peptit nim trong khoang tir 10 ng dén 1mg.

Phuong 4n khéc theo sang ché dé cap phuong phép bao vé cac con lon con la
MDA duong tinh PCV2 hodc khong duong tinh khang lai 14y nhiém PCV2, bao gém
dung vacxin dugc thyc hién theo phuong 4n vi du bét ky trong s cac phuong an nhu

dugc mo ta trén day.

Peptit Capl PCV2 dugc diéu ché phit hop véi boc 16 nay c6 thé cling duge st
dung dé phat hién cic khang thé PCV2 bang cach sir dung peptit c6 lugng khang
nguyén hitu higu trong pha bit giit & thir nghiém mién dich, vi du, trong hip thu mién
dich pha rin ctia céc kit thir nghiém ELISA. Phu hop v6i phuong 4n theo sang ché,
dang thir nghiém mién dich thich hop bat ky c6 thé dugc st dung cho cac dbi twong

peptit. Cac dang nhu vay dugc biét rd boi nguoi ¢o trinh d§ trung binh trong linh vuc
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k¥ thuat va duge mo ta trong nhiéu tai liéu va chi d& mién dich hoc chuén, tham khao
vi du Harlow et al.1988 (26). Cac dang nay bao gdm, trong sb céc dang thir nghiém
mién dich dd biét rd khac, thir nghiém chit hip phu mién dich lién két enzym
(enzyme-linked immunoadsorbent assay, ELISA), thir nghiém diém mién dich enzym,
thir nghiém ngung két, thir nghiém dang kep khang thé-peptit-khang thé, thi nghiém
dang kep peptit-khang thé-peptit. Theo mét phuong é4n, thir nghiém mién dich 1a
ELISA bang cach sir dung pha rin dugc pht bang ché pham peptit Capl PVC2.

Theo mdt phuong 4n theo sang ché, peptit ¢6 kha ning thir nghiém huyét thanh
ctia cdc con lgn nai va cac con lon cai con, lon 1061 duc va céc con lon thién, va cac con
lon con dbi véi 14y nhim PCV2 bing sang loc ELISA, dé danh gia huyét thanh tir cac
con lgn con trudce tiém ching ddi véi cac mire khéng thé khang PCV2 thu duoc tir ca
thé me, va dé xac dinh cdc muc cic dap tng mién dich & cac con lon con dugc tiém
ching d6i véi vacxin sir dung peptit ¢6 tinh khang nguyén Capl PCV2, protein capsit
c6 49 dai ddy du, hodic cac hat PCV2 bj bt hoat.

Theo mét phuong 4n cu thé, thir nghiém mién dich ELISA c6 thé dugc st dung
dé thir nghiém céc mau mau lon, huyét thanh hodc huyét twong dbi véi su c6 mit cta

cac khang thé khang PCV?2 bao gdm céc bude:
i.  gin peptit Capl PCV2 vao gi4 do rin,

ii. tiép xuc peptit duoc gin vao gia d& rin nay véi méau lon, huyét
thanh hodc mAu huyét tuong chira cic khang thé, trong céc diu

kién c6 loi cho lién két cia khang thé vao peptit, va

iii. phét hién sy c6 mit cia cac khang thé lién két véi peptit dugc gin

vao gia dd ran ndi trén.

Theo sit dung dugc 1am vi du cia kit ELISA dbi twong, mau huyét thanh lon
thir nghiém dugc pha loang trong dich pha lodng mu va sau d6 dugc tiép xtc véi mot
hoic nhidu peptit Capl PCV2 duoc md ta trén day trong khoang thoi gian va trong céac
diéu kién ddi voi cac khang thé bit ky, néu co6 mat, lien két véi pha rin nhay peptit.

Sau khi loai bd nguyén liéu khong bam (vi du, bang cach rira véi dém mudi phosphat),
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phtc th cép duoc tiép Xuc v6i cac khang thé danh diu cho IgG déc hiéu & lon hodc
protein A, protein G, hoic protein A/G dugc danh du. Cac khang thé nay hodc cac
protein A, G hoic A/G lién két v6i phirc thu cép dé tao phtrc bac ba va, do cac khéng
thé thir cép ho#c céc protein A, hoiic G hodc A/G dugc danh diu véi phén tr chi thi,
khi 12 d6i tugng trong cac phuong phap phét hién, phtrc bic ba dugc phat hién. Phan tir
chi thi c6 thé 14 enzym, ddng vi phéng xa, nhém thudc nhudm phat quang, phan t&
phat quang sinh hoc, phan tr phat quang héa hoc, biotin, avidin, streptavidin hodc

phan tir trong tu. D6i v6i ELISA phén tr chi thi vu tién 1a enzym.
Vi du thye hién sang ché

Céc vi du sau dung d€ minh hoa sang ché va khong gidi han pham vi ctia séng

/4
A

ché.
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Vi dy 1: Thit nghiém mién dich huynh quang bang cach st dung protein capsit phia
trong nhan cac t& nao HTK ddng chuyén nhiém dé phat hién cac khang thé dbi véi

PCV2

Céc khang thé huéng dén khang PCV2 c¢6 thé dugc phat hién bing mién dich
huynh quang bing cich sit dung cac té bao HTK dong chuyén nhim véi protein
capsit PCV2. Phuong phép nay cung cép biéu hién ngin cta khang nguyén capsit c6
d6 dai ddy di & PCV2 trong cac t& bao HTK. Phuong phép thir nghiém mién dich nay
cling cung cip biéu hién protein capsit qua lay nhiém virut tai t6 hop, trong khi bao
dam duy tri cAu hinh protein capsit tu nhién trong céc giai doan téng hop va trudng

thanh, cung cip cac didu kién dé phat hién khang thé dic hiéu va c6 d6 nhay cao.

Céc té bao dong té bao HTK bi lay nhidm véi virut bénh dau bo tai td hop T7
polymeraza (T7/vac) (22), va dong chuyén nhiém vé6i plasmit pCR-orf2 bing
lipofectamin™ (Invitrogen) (23) theo co ché dugc minh hoa trong Fig. 1A. Cu thé 13,
cAu tric plasmit pCR-orf2 biéu hién protein capsit tw nhién ctia PCV2 duoc diéu khién
béi ving phién ma T7 polymeraza dugc thuc hién nhur sau: gen ORF2A c¢6 chiéu dai
ddy da ctia PCV?2 (tlr ching PCV2 Cyc08 & Dai Loan; Truy cap sé AAN62766 c6 dot
bién N—S tai vi tri 77) dugc khuéch dai bing phan ung chudi polymeraza
(polymerase chain reaction, PCR) va dugc nhdn dong trong vecto plasmit
pCR®2.1-TOPO® (Invitrogen). Kha ning biéu hién cua plasmit pCR-orf2 duogc
khéng dinh béng trinh ty ma thé hién trinh tu nucleotit déy du cua ORF2 tir ching
PCV2 Cyc08 (23).

Céc té bao HTK duogc phét trién dén do day 80% trong céc dia 96 giéng, bi lay
nhiém v6i virut bénh dau bo tai t6 hop T7 polymeraza (T7/vac) (22), va sau d6 dong
chuyén nhiém véi plasmit pCR-orf2 bang lipofectamin™ (Invitrogen). Céac té bao
dong chuyén nhidm plasmit pCR-orf2 cho thdy biéu hién khang nguyén capsit cta
PCV mdt cach dang tin cdy trong nhan cic t& bao HSK va nhu vay 1a thich hop st
dung dé bat giit va phat hién céc khang thé d6i voi protein capsit PCV2 qua thir
nghiém mién dich huynh quang (IFA).
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Hiéu gia khang thé PCV?2 theo thir nghiém mién dich huynh quang (IFA).

Céc dia c6 protein capsit tu nhién cia PCV2 nhu khang nguyén duoc chuén bi
theo dot bing cach phu cac té bao HTK bi chuyén nhiém, va duge luu giit tai -80°C.
Khéng nguyén pht cac dia dugc didu ché theo cac dot ¢6 100 dia mbi dot & dam bao
chat luong kiém tra. Cac miu huyét thanh diu tién duogc pha loang 50 14n trong PBS
theo sau 1a chudi pha losng 2 1in theo day. Déi véi mdi 1an chay thtr nghiém, ca huyét
thanh d6i ching dwong tir lon SPF bi 4y nhiém PCV2 va huyét thanh dbi chimg am
tir lon SPF khong bi 18y nhiém dugc bao gdbm dé cong nhén gid tri biéu hién cua
protein capsit bang plasmit pCR-orf2 trong cac nhan céc té bao HSK. Cac mau huyét
thanh phat c4c tin hi¢u huynh quang duoc khu trit & nhén (nhu dwoc thé hién trong Fig.
1B) tai cdc do pha loang 16n hon 1:50 dugc ghi khi ¢6 cac hiéu gia IFA >50; va céc
hi€u gia nay biéu thi céc dong vat bi 1y nhiém PCV2 hoic biéu thi cadc dong vat co
céc khang thé phat trién khang PCV nhu két qua tiém chung. Quan sat bang IFA c6
thé ciing 1am phén biét d& dang céc tin hiéu khang thé duong tinh that tir cac tin hiéu
duong tinh gié bang cach phan biét lién két dic hidu cta khang thé khang capsit khu

tra trong nhan véi lién két protein kh6ng ddc hicu.

T4t ca cac mAu huyét thanh thi nghiém duoc thu tir cac con lgn bi 1ay nhiém tu
nhién hodc tir cdc con lon duge tiém vacxin dua trén peptit Capl PCV2 duoc thuc
hién dudi ma.

Vi du 2: Phuong phap ELISA phét hién cac khang thé huyét thanh dé nhéan biét cac

con logn bi 14y nhiém PCV?2 ty nhién va cac con lon dugc tiém vacxin PCV2 dua trén

peptit Capl

Céc giéng trong cac dia 96 giéng dwoc phu riéng biét trong 1 gi¢ ¢ nhiét do
37°C v6i 100pL cia ting peptit capsit PVC2, vi du , peptit c6 SEQ ID NO.:1 (Peptit
Capl PCV2), v6i 2pg/mL trong dém NaHCO; 10mM, d6 pH 9,5 néu khéng dugc chu
y theo cach khéc.

Céac giéng dugc phi peptit duge G vé6i 250uL gelatin 3% theo trong lugng trong
PBS & nhiét d6 37°C trong 1 gior dé phong bé cac vi tri lién két protein khong dac hiéu,
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theo sau 14 ba 1an rira véi PBS chira TWEEN® 20 0,05% theo thé tich va lam khd.
Huyét thanh l(jn dwong tinh véi khang thé PCV2 theo IFA va huyét thanh déi chimg
4m dugc pha lodng 1:20, néu khong dugce chu y theo cach khac, véi PBS chita 20%
huyét thanh dé binh thuong theo thé tich, 1% gelatin theo trong lugng va TWEEN®
20 0,05% theo thé tich. MOt trim microlit cAc mau pha loang duoc bd sung vao moi

giéng trong s céc giéng va cho phan g trong 60 pht & nhiét do 37°C.

Sau d6 c4c giéng dugc rira sdu 1an vé6i TWEEN® 20 0,05% theo thé tich trong
PBS dé loai b6 cac khang thé khong lién két. IgG cua dé dugc cong hop véi
peroxidaza cua cdy cai ngwa khang IgG ctia lon duge st dung nhu chét phat hién danh
du lién két véi phirc khang thé/khéng nguyén peptit dugc tao ra trong cic giéng
duong tinh. Mét tram microlit IgG cua dé dugc dénh ddu véi peroxidaza khang IgG
clia lgn tai d6 pha lodng t6i wu truéc danh gid hiéu gia va trong 1% huyét thanh dé
binh thuong theo thé tich c6 TWEEN® 20 0,05% theo thé tich trong PBS, dugc bd
sung vio mdi giéng va durge G & nhiét do 37°C thém 30 pht. Céc giéng duoc rira sau
1an v6i TWEEN® 20 0,05% theo thé tich trong PBS dé loai bé khang thé khong lién
két va phan tng voi 100uL hdn hop co chit chua 3°,37,5°,5’-Tetrametylbenzidin
(TMB) 0,04% theo trong lugng va 0,12% hydrogen peroxit theo thé tich trong dém
natri xitrat thém 15 phut. Hon hop co chét nay duogc s dung dé phét hién danh diu
peroxidaza do tao ra san phim c6 mau. Céc phan ung dugce ding lai bang cach bd

sung 100pL H,SO4 1,0M va mirc hép thu tai 450 nm (A4s0) duge xac dinh.

Cé4c d6 pha lodng huyét thanh dugc thuc hién phu hop véi muc dich phat hién
cac khéng thé PCV2 & huyét thanh dong vat: (a) dé nhan biét 4y nhidm tu nhién tidm
nang, do pha loang 1:20 duoc st dung, s6 doc Ayso dugc ghi, va xay dung két hop dbi
chimg 4m ndi chudn dé tinh toan loai bo dugc st dung; hodc (b) dé xac dinh cac hiéu
gia khéang thé & cac con lon nhan céac ché phém vacxin PCV2 dya trén peptit, cic
huyét thanh pha loang 10 14n tir 1:10 dén 1:10.000 dugc thir nghiém, va hiéu gia huyét
thanh dugc thir nghiém, duogc biéu hién nhu Logig, dugc tinh toan béng phan tich hoi

quy tuyén tinh cia Ays.

Viéc cong nhan gid trj huyét thanh ELISA dya trén Capl dé phat hién lay
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nhiém PCV2 dugc khing dinh bang hé sb twong quan cao (0,782 dugc thé hién trong
Béng 3) gifta cac két qua ddi voi ELISA va déi véi IFA ddc hiéu cao dya trén capsit tu

nhién (Vidu 1).

Vi dy 3: Huyét thanh dic hiéu vi tri nhan biét cac peptit capsit t61 wu dé st dung ca

trong vacxin va cdc ing dung chin doan

Céc trinh ty hé gen PCV2 tir trinh tw cong bd trude day cua ching phéan 14p
PCV2 1010-Stoon (2) va tir ching Cyc08 Pai Loan dugc st dung dé suy luan céc
trinh ty protein tr cdc khung doc md, va céc dit liéu thu duoc tir hai trinh tw ORF2
duogc str dung dé thiét ké cac khdng nguyén peptit ing vién cho thir nghiém mién dich.
Hon 70 peptit capsit ¢6 chidu dai cac trinh tu gbi nhau tir khoang 20 dén hon 170 axit
amin dugc thiét ké va duoc téng hop dé cong nhén gia tri huyét thanh, véi muc dich
dé nhan biét cac peptit c¢6 tinh khang nguyén ma 1a dich dé nhan biét t& bao B va té
bao T lién quan dén lay nhiém PCV2. Sau d6, cac peptit capsit c6 cac epitop t& bao B
t6i wu dugc nhan biét bang qu4 trinh cong nhan gi4 tri huyét thanh. Phuong phap nay
dé 1ap ban dd epitop véi cac peptit dai va ngdn, nhan biét cac epitop c6 cu hinh gian
doan ciing nhu cic epitop dang thing (24, 25). Nhém 24 huyét thanh dugc mé ta dic
diém lién quan dén cac tinh phén (mg khéng protein capsit PCV2 bang thir nghiém
IFA dugce m6 ta trong Vi du 1 dugc sir dung dé cong nhan gia tri huyét thanh cta cac
peptit nay. Huyét thanh duoc st dung dé sang loc céc tinh khéng nguyén manh va n
dinh cua c4c peptit capsit gdi nhau ciia PVC2 ma ¢6 thé 1a hitu dung dé chin doan va
du doan céac tinh gy mién dich bao vé qua trung gian khang thé. Cac huyét thanh
duogc st dung dé kién tao nhom phéan tmg PCV2 nay dugc thu tir cac con lon trén canh
dong dugc thiy 1a c6 lay nhidm ty nhién hodc tir céc con lon binh thuong va cic con
lon SPF d4 biét 14 khong bi 14y nhifm PCV2, mi con c6 mitc phan tmg khang protein
capsit PCV2 tuong tng ctia ching duge x4c dinh hiéu gia bang IFA nhu dugc thé hién
trong Bang 3. |
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Bang 3

Huyét thanh & cac con lgn con bi hodc khéng bi 1y nhiém PCV2 dugce st dung dé

cdng nhan gi4 tri huyét thanh theo ELISA peptit Capl bang tuong quan véi céc hiéu

gid IFA capsit
M3 huyét thanh lgn Loai vt chi Hi¢u gia IFA | ELISA peptit Capl (As0)

RS3 SFP <50 0,251

RS 4 SFP <50 0,204

RS 6 SFP <50 0,134

RS 8 SFP <50 0,284

RS9 SFP <50 0,285

RS 10 SFP <50 0,192

RS 12 SFP <50 0,179

RS 13 SFP <50 0,171

RS 15 SFP <50 0,233
Huyét thanh binh

NS5 thuong <50 0,123
Huyét thanh binh

NS 6 thuong <50 0,140
Huyét thanh binh

NS 9 thuong <50 0,245

== ——————————————————— ——————— |

RS 28 Trén canh déng 200 0,259

RS 24 Trén canh dong 400 0,354

RS 25 Trén canh dong 800 0,528
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RS 26 Trén canh ddng 800 0,479
RS 1 SFP 1600 0,794
RS 39 Trén canh ddng 1600 0,492
RS 7 SFP 3200 0,633
RS 16 SFP 3200 1,129
RS 42 Bi lay nhiém PCV2 3200 3,000
RS 43 - Bi lay nhiém PCV2 3200 2,782
RS 41 Bi lay nhiém PCV2 6400 3,000
RS 45 Bi lay nhiém PCV2 12800 2,657
Hé s0 twong quan 0,782

Nhém bao gdm 12 huyét thanh lon IFA duong tinh v6i PCV2 (hiéu gia
IFA>1:50) va 12 huyét thanh lon IFA 4m tinh véi PCV2 (hiéu gia < 1:50) dugc st
dung dé cong nhan gi4 tri huyét thanh theo ELISA duya trén peptit Capl PCV2 (SEQ
NO: 1). Huyét thanh dugc pha loang 1:21 dé thir nghiémELISA. Hé sé twong quan
0,782 duoc théy gitra c4c hiéu gid IFA va céc sb doc Ayso tr ELISA dua trén peptit.

Trong s céc peptit gbi nhau, cac peptit ngin chta khoang 20 axit amin duogc
tong hop bdi méy tong hop peptit ty dong Applied BioSystems Inc. Model 433
(Lexington, KY); va cac peptit dai hon chira khoang tir 25 cho dén khoang 170 axit
amin duoc tong hop bing cach su dung M4y tong hop Peptit Applied BioSystems céc
Model 430A, 431 va 433, béng céch st dung hoa hoc Fmoc.

Mai peptit dugc san xuit bang cach tong hop doc 14p trén gia d& pha ran, véi
su bao vé Fmoc ddi vdi dau cudi va cdc nhém bao vé mach bén cia cac axit amin ba

chirc ndng. Céc peptit hoan chinh dugce cat tir gid d& ran va cac nhém bao vé mach bén
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dugc loai bo bang axit trifluoroaxetic 90%. Céc didu ché peptit tong hop dugc md ta
dic diém dbi v6i ché pham chinh xéc theo sic ky khéi phd giai hép laze dugc chét nén
trg gitip phu thudc thoi gian bay (Matrix-Assisted Laser Desorption Time-Of-Flight
(MALDTOF) Mass Spectrometry), va dbi véi noi dung bao gdm dic diém téng hop
profile, lugng va ndng d6 bang HPLC dao pha. Véi cac tong hop dai, mic du kiém
soat nghi€ém ngat hi¢u suét lién két, cac chat twong tu peptit ciing duoc san xuit do céac
kha ning cb thé xdy ra trong cac chu trinh kéo dai, bao gém chén thém, loai bo, thé
axit amin, va két thtc sém, nhu vay 1am cho nhiéu chét tuong tu peptit tao ra cung véi
céc peptit tbng hop dich. Tuy nhién, cac chét twong tu peptit nhu vy vén thich hop
trong cac didu ché peptit nhu cac chit g6p phan vao tinh khang nguyén va tinh giy
mién dich khi dugc st dung trong tmg dung mién dich lam khang nguyén pha rin cho
muc dich chan doan mién dich hodc lam chét gy mién dich cho muc dich tiém chung.
Thong thudng, cac chét trong tu peptit nhu vay, duoc thiét ké c6 chi y hodc duoc tao
ra qua quy trinh tong hop nhu hdn hop céc san phim thir c4p, thuong c6 hiéu luc nhu
ché pham peptit tinh sach mong mubn, mién 14 quy trinh QC thy r5 12 phat trién dé
phat hién ca quy trinh san xut va quy trinh dénh gid san pham dé bao dam tinh 1ap lai

va tinh hi€u qua céc san pham cudi str dung céc peptit nay.

Céc tinh khang nguyén ciia céc peptit tdng hop c6 cac chidu dai khac nhau
duoc thir nghiém dbi véi cac dac diém phan tng diu tién v6i nhom huyét thanh. Céac
khang thé c6 mit trong nhém huyét thanh & céc con lgn bi lay nhiém PCV2 tu nhién
tiép sau 1a xu huéng ting céc tinh phan tng dbi véi cac peptit capsit PVC2 ¢6 céac
chidu dai tang. Két qua 1 c4c dit liéu sang loc huyét thanh 16n duoc yéu ciu v6i huyét
thanh & nhém thip hon trong Bang 3, peptit capsit dai dugc chi rd nhu “Capl1” (SEQ
ID NO: 1) ¢6 chiéu dai 1a 154 axit amin, cung cép ELISA nhay khac thuong. Peptit
Capl ciing truyén tinh dic hiéu cao cho ELISA nay nhu dugc thé hién & nhém cao
hon ciia Bang 3 bdi céc tinh phan tng thip véi cac huyét thanh lon IFA &m tinh duogc
cong nhén gia tri. That su, cic kha nang phén tng huyét thanh ndi bat & cic con lon bi
12y nhiém PCV chi lién quan dén peptit Capl c6 154 don phan (SEQ ID NO. 1). Do
vay c6 1y dé cho 12 phan 16n cac kha ning phan tng huyét thanh hién dién & céc con

lon bi 1ay nhiém PCV2 1a do céc khang thé nhén biét nhom céc epitop t& bao B ma chi
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c6 mat trén peptit dai. Hon nita, tinh khdng nguyén troi mién dich bat ngd cta 154 don
phén 1a pht hgp véi peptit c6 chiéu dai thé hién bé mat tip xitic 16n trén protein capsit
ma thé hién sy tiép tuc cla cac epitop dai lién tiép va khong lién tiép. Céc epitop nay
bao gdm céc epitop t& bao B ma lién két véi cac epitop té bao T hd tro (T helper, Th)

can thiét dé kich thich cac dap tmg khéang thé & té bao B.

Vi du 4: Cac chudt lang gay mién dich bang cac vacxin dugc tao ra voi peptit Capl
PCV2 dé d4nh gia mic gdy mién dich diu tién va trong quan gifta cdc hi¢u gia khang

thé trong céc vacxin theo ELISA dwa trén peptit Capl va IFA dua trén capsit tu nhién
Gay mién dich chuét lang

Theo st dung céc vacxin theo sang ché dugc lam vi dy, cdc vacxin c6 céc
peptit lam céc‘chét'géy mién dich chira peptit Capl c6 tinh khang nguyén khong lién
két voi epitop Th la (vi du SEQ ID NO: 1) hoic lién két cong hoa tri qua dau amino va
doan dém Lys-Lys—Lys-sNLys (SEQ ID NO: 7) véi epitop té bao T hd trg la nhu
UBITh®3 (SEQ ID NO: 2), vi du SEQ ID NO: 6, dugc tao thanh trong cac thé nhii
tuong nudc-dau bang cach sir dung chit dan vacxin dau thuong mai san c6, Montanit
ISA 50V2. Hai nhom chudt lang duge gdy mién dich véi cac vacxin dua trén peptit

nhu dwgc thé hién trong Bang 4.

D6 14 nghién ctru ban dau duoc tién hanh & cac dong vat nhé dé danh gia tinh
gy mién dich cta peptit Capl (SEQ ID NO: 1) ¢6 va khong c6 lién két cong hoa tri
dbi v6i vi tri T hd trg la, UBITh®3 (SEQ ID NO: 2), trong ché phim nhii twong
nuée-dau thudng duge st dung dé thu nhém huyét thanh cé cac muc dap ung khang
thé. Peptit Capl khong lién két dwoc chi o 1a SEQ ID NO: 1 (Bang 1). Peptit Capl
dugce lién két tai diu amino v&i vi tri T hd trg la qua doan dém duoc chi r5 1a SEQ ID
NO: 6 (Bang 1). Hai nhom thi nghiém mdi nhém c6 ba chudt lang Duncan Hartley
(chudt cai, 9 tuan tudi, 450 gam, khong c6 virut) dugc st dung trong nghién ctiru giy

mién dich nay ctia cac ché phim vacxin Capl PCV2, nhu dugc thé hién trong Bang 4.
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Béang 4

Dénh gia tinh gdy mién dich cta cic vacxin Capl PCV2 & cac vét chu bing cach so

sanh cac hiéu gia khang thé khang capsit duoc x4c dinh theo ELISA peptit Cap1

(Hiéu gia Log;o) va IFA khang protein capsit

Hiéu gia
ELISA IFA
4 tuin
0 tudn | sau giy
sau giy mién | 4 tudn
mién dich | sau gay
dich ddu | diu mién
tién tién dich
Nhom Chit ey ‘ Dong vit Ayso Hiéu dau
mién dich Liéu tai gia tién
ID# 1/100 Logyo
3963 0,050 4,108
Pau tién:
25pg/0,25ml/Trong co 3964 0,055 3,280
Capl PCV2 | Tang cuong: 251g/0,25
A (SEQ ID ml/Trong co 3965 0,051 3,347 100
NO: 1) (trong ISA 50V2 1:1 thé
tich/thé tich) Trung binh | 0,052 3,578
Pj léch
chuin 0,002 0,376
3957 0,053 4,349
Pau tién:
UBITh3-KK | 25pg/0,25ml/Trong co 3958 0,056 4,404
K-eK- Tang cudng: 25pg/0,25
B Capl PCV2 | ml/Trong co 3959 0,053 4,051 400
(SEQID | (trong ISA 50V2 1:1 thé
NO: 6) tich/thé tich) Trung binh | 0,054 4,268
| Do léch
chuin 0,001 0,155
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Mdi dong vat duge gay mién dich trong co. Déi v6i nhom A, peptit Capl
PCV2 (SEQ ID NO: 1) dugc st dung nhu chit gy mién dich tao ra trong dang nhii
tuong nuéc-dau c6 Montanit™ ISA 50V2 (Seppic, Paris Phéap), ché phidm t4 dugc diu
clia mannit oleat va diu khoang thudong dugc st dung dbi voi cac vacxin cho lon,
dugc 1am nhii hoa véi cac thé tich bang nhau cta dung dich peptit pha nuéce trong PBS.
Déi véi vacxin dugce tiém cho nhém B, peptit Capl duogc lién két cong hoa tri tai dau
amino véi epitop té bao T hd trg t hop nhan tao UBITh®3 (SEQ ID NO: 2) qua doan
dém c6 trinh ty Lys-Lys-Lys-eNLys (SEQ ID NO: 7) dé vuot qua cac epitop dich té
bao B ciia Capl PCV va epitop té bao T UBITh®3, tao ra peptit gdy mién dich duoc
chi 6 1a SEQ ID NO: 6 (Bang 1), va dugc tao thanh trong dang nhii twong nudc-dau
nhu dugce st dung d6i v6i nhém A. Cac chudt lang nhém A va B dugc cho dung cac
lidu 25pg bang dudng trong co vao cac tuin 0 (dAu tién) va 2 (ting cuong). Cac chudt
lang duoc 14y mau vao tudn 0 va 4 sau gdy mién dich dau tién (weeks post-initial
immunization, wpi) dé thir nghiém tinh gdy mién dich & huyét thanh bang ca ELISA
va IFA. Nhu duqc thao ludn dudi day, vacxin c6 peptit gdy mién dich khong c6 lién
két cong hoéa tri v6i doan dém va UBITh®3 nhan tao (SEQ ID No:1) kich thich céac
dap tng khéang thé khang Capl; va, st dung epitop té bao T hd trg duoc lién két
UBITh®3, nhu trong SEQ ID No: 6, din dén céc hiéu gia khang capsit 4n tuong hon
cho béng ching vé tinh gdy mién dich duoc cai thién, nhu dugc danh gia béi phuong

phép thir nghiém (Bang 4).
Dénh gi4 tinh giy mién dich

Thtt nghiém tinh gdy mién dich ctia cic ché phdm vacxin peptit Capl PCV2
thiét k& dugc thuc hién bang ELISA dua trén peptit dich biang cach sir dung peptit
Capl PCV2 (SEQ ID NO: 1) nhu khang nguyén pha rin dwgc phu trén cac giéng véi
2pg/mL trong 100pL mdi giéng. Cac huyét thanh dong vat thi nghiém pha loang theo
day tu 1:10 dén 1:10.000 dugc thir nghiém va céc hi€u gia duong tinh duoc biéu hién
nhu Logy cua do pha loang twong hd. Cac miu huyét thanh dwong tinh dugc don
chung theo nhém va cac két qua tinh gay mién dich dbi vai cac phan ddn chung duogc

xac dinh bang ELISA Capl va bing phuong phép IFA (tht nghiém mién dich huynh
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quang). Bing cach nay, cic tinh gdy mién dich theo ELISA dugc danh giad béi mirc
phan Ung v6i peptit Capl duoc so v6i cac hiéu gid IFA duge danh gia bsi mirc phan
ting d6i véi protein capsit PCV2 ¢6 chidu dai ddy du va c6 cAu hinh tu nhién dugc

biu hién phia trong cac té bao dong té bao HTK (cac Fig. 1A va 1B).
Két qua

Céc két qua ddi v6i nhém A thé hién 1a peptit Capl PCV2 (SEQ ID NO: 1)
trong dang nhii twong nuée-dau 13 cht gy mién dich dua trén chinh né, khong lién
két véi epitop Th nhan tao (SEQ ID NO: 2) tai liéu 25ug. BS sung epitop Th td hop
nhin tao qua doan dém da lysin wéc doan 1a ting nim lan tinh gdy mién dich
(4,268-3,578= 0,69 hiéu gia Log;,) nhu dugc phat hién b:?lng ELISA. Theo trong quan
duong tinh VO"'i c4c két qua ELISA dua trén Capl ma st dung dé cOng nhén gi tri
ELISA Capl, phuong phép IFA dua trén capsit tw nhién dé xac dinh tinh gdy mién
dich ddi v6i cac nhém A va B ciing bidu 16 d4p tng cai thién cia peptit PCV2 duogc
lién két véi epitop Th nhan tao (SEQ ID NO: 6) vuot qua dap Ung cua chinh peptit
Capl (SEQ ID NO: 1), mic du thir nghiém mién dich huynh quang kém chinh x4c hon
chi biéu 16 bén 1an cao hon, 100 di véi 400, dbi voi chit gdy mién dich thé kham
SEQ ID NO: 6. Tuong ty, cac con lon con dugc gdy mién dich véi peptit Capl khong
¢6 (SEQ ID NO: 1) hodc c6 (SEQ ID NO: 6) lién két vdi epitop Té bao T hd tro
UBITh®3 (SEQ ID NO: 2) ciing thé hién cac dép ung khang thé manh khang Capl
v6i cac dap tmg duoc cai thién 1 rét bang lién két vai epitop té bao T hd trg SEQ ID

NO: 2 (Vidu 5, Bang 5).

Sau do, peptit khdm SEQ ID NO: 6 giy mién dich hon dugc thir nghiém &
chudt lang v6i tinh gdy mién dich cao hon ctia n6 bang cach dung liéu lugng cao hon
vé6i ta dugc bd sung. Liéu ban du 1a 400pg, trong d6 peptit giy mién dich dugc két
hop véi td dugc oligonucleotit CpG (SEQ ID No: 8) (27) v6i luong duge mo ta trong
Bang 5, dugc tiém theo sau bang liéu ting cudng 14 100pg chét gy mién dich duoc
tang CpG vao 2 tudn sau gdy mién dich ban d4u. Tinh gdy mién dich duoc thuc hién
bang quy trinh tiém chiing dugc ting CpG lidu cao hon bat ngd tao ra tinh gy mién

dich tdng muoi 14n theo ELISA, va, phu hop véi muc ting trong hi€u gia ELISA, tang
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16 1an theo IFA. Nhu vy, so sanh véi higu gi IFA ctia nhém B ddn chung 1a 400
duoc thé hién trong Béang 4, nhém chudt lang dugc gdy mién dich bang quy trinh

vacxin duoc ting CpG lidu cao hon dat dén hiéu gi4 IFA 4n tuong 12 1600.

Vi dy 5: Panh gié tinh gdy mién dich ctia cac ché phidm vacxin peptit Capl PVC2 véi

cac li€u khac nhau & céc con lgn con nudi trong trang trai thong thuong
Gay mién dich & lon con

Nhu dugc thé hién trong Bang 5, 80 con lon con 4 tudn tudi, & trang trai binh
thuong khong c6 ngudn bénh cu thé (specific pathogen-free, SPF), duoc chia thanh
tam nhom (mudi lon con/nhém). Cac nhom nay duge gdy mién dich trong co vao cac
tun 0 va 4 v6i cac vacxin duoc lam ddng nhat trong Montanit ISA 50V2 nhu cac thé
nhil tvong nu6e-dau 1:1 (thé tich/thé tich) bao gdm 50ug peptit Capl (SEQ ID NO:1)
va Tween® 80; hodc 50 dén 400pug peptit Capl lién két v6i epitop Th nhan tao
UBITh®3 (SEQ ID NO: 6). Cac liéu chét gdy mién dich SEQ ID NO: 6 khac nhau
dwogc két hop (27) hodc khong dugce két hop v6i oligonucleotit CpG (SEQ ID NO: 7),
truée khi duge tao thanh trong cac thé nhii twong nuée-dau, khi ¢ hoic khong cé
Tween® 80 (Bang 5).

Céc mAu méu cho phan tich ELISA dugc thu tai thoi didm tiém ching dau tién,
va tai 4 va 6 tuan sau gay mién dich dau tién. Céc huyét thanh riéng dugc chuén bi va
céc khang thé PCV2 dugc danh gia bang ELISA nhu dugc md ta trong cdc vi du 2 va
3. C4c huyét thanh tir m&i nhém duoc ddn chung va la déi twong d& thir nghiém thém

ELISA.
Két qua

Céc két qua gdy mién dich bing ELISA dbi v6i céc huyét thanh dén chung
dwogc thé hién theo nhém trong Bang 5 va Fig. 2. Tét ca cac ché phim vacxin 13 chét
gy mién dich tham chi tai liéu thép 1a 50pg. Mdi con lon con trong mdi nhém trong
s6 cac nhom cho cac dap ung mién dich riéng c6 cac hiéu gia ELISA 14 1:1.000 hodc
cao hon trudce cac tudn 4 va 6, va vuot qua 1:10.000 trude tudn 6 dbi véi cac phan don

chung ctia nhom, véi ngoai 1€ 1a céc con lon con nhém 8 duge dung peptit gdy min
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dich Capl (SEQ ID NO: 1) khéng ting tai céc liéu thip 1a 50ug dbi véi ca lidu diu

tién va tang cuong.
Béang 5

Danh gié tinh gy mién dich ctia cAc vacxin peptit Capl PCV2. Céc vacxin duoc 1am
cho khic nhau bang epitop t& bao T hd tro, lidu peptit, va ché phim t4 duoc, duge

dung cho céc con lon con nudi trong tang trai thong thuong, danh gid bang ELISA

Capl

Cac hiéu gia
ELISA(Log;)
. . L, A Luwon chfit a . 3 s R
th#n Loai Chat gay l.nign dichg y Ta dquc§ 0 tudn sau gdy | 4tuidn | 6 tudn
No. mién dich /mL bo sung® | mién dich diu | sau gdy | sau giy
(ng/mL) ” . 2 %
tién (A4sonm tai mién mién
do pha loing | dich dau | dich dau
1/100) tién tién
: Dau tién: CoG1 tai
pGl tal
1 | UBITh3-KKK-eKy  400pg/1,0mL | 5.t 0,168 3,154 | 4,036
Capl Tang cudng:
100pg/0,25mL
Pau tién: 0.1%
o | UBITh3-KRK-eK)  200ug/2mL | 1. 00 e 0,104 3,705 4,734
Capl* Tang cudng:
200pg/2mL
Dau tién:
3 | UBITh3-KKK-eK)  200ug/2mL khong 0,134 3,488 4,128
Capl* Tang cuong:
200pg/2mL
Dau tién: chg tai
UBITh3-KKK-eK{  100pg/1mL 1,2:1% va
4| Capl* Ting cuong: |  0.1% 0,096 3045 1 4116
100pg/1mL Tween 80
Piu tién:
UBITh3-KKK-¢K{ 100pg/ImL 0,1%
> Capl* Tang cuong;: Tween 80 0,120 3,027 4,576
100ug/1mL
Pau tién:
UBITh3-KKK-eK{ 50pg/0,5mL 0,1%
6 Capl* Tang cuong: Tween 80 0,090 3,603 4,203
50ug/0,5mL
Pau tién: 50pg
7 | UBITh3-KKK-eKy  /0.5mL khong 0,153 3,157 | 4350
Capl* Tang cuong:
50pg/0,5mL
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DAu tién: 50pg
/0,5mL 0,1%

Téang cuong: 50pg| Tween 80

/0.5mL

8 Capl' 0,104 2,901 3,554

# Huyét thanh don chung dugc st dung dbi v6i mdi nhém
* SEQ ID NO: 6
"SEQ ID NO: 1

§ T4t ca cac vacxin 12 c4c thé nhii tuong nude-dau 1:1 thé tich/thé tich co peptit dugc hoa tan
trong PBS hodc céc phirc peptit/CpG dugc tao thé huyen phu trong PBS nhu pha nuéc,
Montanit™ ISA 50V2 nhu pha diu va t4 dwoc chi yéu, va ta dugc bd sung duge bidu thi.

Ty 16 dién tich coa peptit dién tich duong:oligonucleotit dién tich 4m.

Céc huyét thanh cia tirng con lon tir cac tudn 0, 4, 6, va 10 cling dugc danh gia
céc khang thé khang capsit bang IFA nhu duge md ta trong Vi du 1. C4c hiéu gia IFA
duoc thiy 12 nim trong khoéng tir 400 dén 1600 & phan I6n cac dong vat truéc tudn 10
vé6i khong nhidu huyét thanh & nhém 3 ¢6 cac hiéu gia IFA cao bat ngd nhu 6400 sau
khi nhan hai 1in tiém vacxin. Khong c6 phan g khang nguyén tai vi tri tiém duogc

thdy & con lon bét ky trong s6 céc con lon nay.

Trong s& 80 con lon con dugc gy mién dich, tm con thdy c6 cac khang thé
nhén dugc tir co thé me (MDA) nhu dugc phat hién bang IFA truée khi gAy mién dich
déu tién vao tudn 0, nhu duoc thé hién trong Bang 6. MDA thuong c6 trong cic con
lgn con dugc nudi trong trang trai thong thudng & Pai Loan va chung thuong hoat
dong tic ché cac dap ng khang capsit PCV. Trong tit c4 tAm con lgn con c6 MDA,
c4c khang thé khang Capl ¢6 céc hidu gia tdng dugc phat hién bang ELISA gifta cac
tudn 4 va 6 bt ké cac lidu va cac ché pham duoc dung (Bang 6). Nhu vay, tat ca tm
dong vat c6 MDA dung cac ché phém vacxin Capl PCV2, c6 vacxin thanh cong mic
du bi 4nh hudng boi su c6 mit cua cac khang thé nhan duoc tir me. Pidu nay dugc
dung nhur bang chimg v& ban cht duoc cha trong cua dap Ung véi vacxin theo sang

7
A

che.

Céac hiéu gia IFA i vai cac huyét thanh mién dich duge thu 10 tudn sau khi
gAy mién dich dau tién tir cac dong vat duong tinh MDA 1a 26, 27, 86, va 87 ¢6 cac
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hiéu gia IFA khong tién 18 1a 6400, 3200, 3200 va 3200, twong tng. Cac con lon con
c6 MDA c¢6 thé dugc so sanh bao gdm trong nghién ctru vacxin PCV2 véi vacxin Ft.
Dodge/Wyeth (bdy gi¢ 1a Pfizer Animal Health) Suvaxyn® dbi véi PCV2, vacxin
virut bi bat hoat, va véi vacxin Boehringer Ingleheim Inglevac® CircoFLEX®, vacxin
protein capsit ORF2 tai t6 hop c¢6 do dai diy @i cia PCV2. Céc con lon con dap Gng
V6i cac vacxin nay c6 cac hiéu gid IFA khong phat trién vuot qué pham vi théng
thuong 1a 50 — 100, chi ¢6 5 — 10% dat cac hiéu gia IFA cho dén 400. Nhu vay ban
chit “chi trong” cia cac dap tmg d6i véi peptit gdy mién dich Capl PCV2 duoc thiét

ké dé phan biét c4c vacxin dya trén peptit tir cadc dang vacxin PCV2 d3 c6 sin.
Bang 6

Vaxin ding cho cac con lgn con c6 cac khang thé nhan duge tir co thé me (MDA)
trude khi gy mién dich bang céc vacxin dua trén peptit Capl PCV2 véi céc lidu khac
nhau.

Hiéu gia IFA Liéu . Hiéu gia ELISA (Log;)
* (ng moi Lieu) doi v6i Vacxin sir dung
. 6 tuén sau
3 . 4 tuan sau gy
Nhin tai Moéi Dong 0 tuéin sau gay mién mién
vit giy mién . Tang dich dau dich
No. dich dau tién | Dau tién cuong tién dau tién
7 200 400 100 3,039 3,750
26 100 200 200 2,948 3,812
27 200 200 200 2,988 3,982
29 50 200 200 3,749 4,081
68 400 50 50 2,446 3,939
85 50 100 100 3,690 4,608
86 50 100 100 2,720 3,939
87 100 100 100 3,090 4,499

* MDA
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Trong subt thoi gian nghién ctru, ty 18 séng sot cua 80 lon duoc tiém ching hai
1an tiém c4c vacxin peptit Capl PCV2 khéc nhau 12 93% trong khi ty 18 séng s6t cta
400 lgn khong tiém chung duge & cling chudng trong trang trai thong thuong nay 1a
82%. Ty 18 song s6t 93% dbi voi cac vacxin 13 su cai thién 16n vuot qua ty 18 séng sét
trung binh 13 80% ddi v6i 5000 con lon duge nudi trong diéu kién & khac trong trang
trai thong thudng nay. Thiét hai du dinh duge giam dang ké nay, mot két qua bat ngo
trong nghién ctru tinh gdy mién dich nay, ching minh thém tinh hiéu luc cda cac

vacxin PCV2 duya trén peptit Capl.

Tém lai, cac vacxin PCV2 peptit Capl thé hién c4c tinh gy mién dich r5 rét
chi tir liéu don nhu duoc thé hién b?lng cac hidu gia ELISA vao tudn 4, va thé hién cac
tinh gdy mién dich xut sic trudc tudn 6 sau hai lan tiém, v&i cac hiéu gia IFA dat cao
nhu 6400 & cac dong vat trong nhom 3. T4t ca tdm dong vat duoc théy c6 trudce cac
khang thé nhan dugc tr co thé me ¢6 cac dap tmg giy mién dich dbi véi cac vacxin
Capl bét ké lidu va ché phim chiing nhén dugc. Cac vacxin PCV2 dua trén peptit
duoc thiét ké cung cip ty 18 sdng s6t trong sb cac con lon con binh thuong dugc tiém
chiing (khong c6 ngudn gy bénh cu thé) 1a 93% so sanh véi ty 1& sdng sot 1a 82% cua
400 con lgn con khong dugc tiém ching dugc & trong clng chudng va so sanh véi
80% sdng sot ctia 5000 con lon khéc dugc & trong cic didu kién khac trong trang trai

thong thudng nay, nhu vay cung cip bang ching loi nhuan kinh té 15 rét.

Vi du 6: Vacxin PCV2 peptit Cap1 duoc cai thién cho mot 14n tiém bao vé bang cich
bd sung vao ché phdm cac peptit té bao T hd tro dwoc tao nhém tir cac protein ORF1

va ORF3 cua PCV2

Tinh gy mién dich cla vacxin PCV2 peptit Capl dugc cai thién thém bang
cach két hop cac peptit epitop té bao T ctia PCV2 dugc ma héa béi ORF 1 va ORF 3
va dugc thé hién trong Bang 1. C4c epitop ndy ban ddu dugc thir nghiém theo
Stevenson et al (12) dé tao tang sinh té bao T cua chung & lon. Peptit Capl PCV2 (vi
du cac SEQ ID NO: 1 hodc 6) dugce tron véi td hop ding mol cia ba peptit Th ngin
ctia PCV2 (cac SEQ ID NO.: 3, 4 va 5) véi céc ty 1é mol tir 1:1 thdp dén 1:0,1 dén

1:0,05 duoc tao ra trong pha nuéc trude didu ché thé nhi tuong. Ché phim vacxin
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Capl PCV2 dugc bd sung bing céc epitop Th ¢6 tinh trdi mién dich nay cia PCV2
duoc thir nghiém & cac con lgn con dé xé4c dinh tac dung dbi véi dép g mién dich
qua kich thich c4c dép tmg té bao T lién quan dén PCV?2, bao gdm san sinh xytokin,

sau khi mot I1an tiém vacxin.
Két qua

Nhu duogc thé hién trong Bang 7, cac hiéu gia IFA ting rd rét dugc quan sat
thdy & céc con lon con dugc tiém lidu thép hon ctia ché phdm vacxin Capl PCV2 ¢6
cac peptit Th PCV2 b sung. Céc hidu gia IFA tir 50 dén 400 duoc phat trién trude
tudn 4 trong nhém 10 con lon con dugc tiém lidu vacxin don c6 50ug peptit gy mién
dich Capl v6i UBITh®3 lién két (SEQ ID NO: 6) duoc tron v6i 20pg ba peptit gay
mién dich t€ bao T hd trg PCV2 (cic SEQ ID NO: 3, 4, 5), so sanh véi c4c hiéu gi4
IFA <50 dén 50 duoc the‘iy & cac con lon con nhém 9 vao tuan 4 ma nhén liéu vacxin
don c¢6 200pg chit gay mién dich Capl ¢6 SEQ ID NO: 6 khong c6 ba peptit bd sung
gdy mién dich Th PCV2.

Do vay, ché phdm vacxin bao gdm epitop t& bao B trdi-peptit capsit PCV2
duoc tao nhém (SEQ ID NO: 6) khi két hop vé6i hdn hop ddng mol cia cac peptit Th
c6 tinh trdi mién dich tir cac protein PCV2 khac (cac SEQ ID NO.: 3, 4 va 5) cung cép
chét gay mién' dich du thira bang cich cho phép tdng lidu ham luong chét giy mién
dich thap hon trong khi duy tri can bing cac dap ting khang thé & té bao B va cic dap
ting t& bao T, va bang cach d6 thuc hién cac dap ung mién dich bao vé hiéu nghiém
chdng lay nhiém véi cac lidu peptit gy mién dich thip hon. Céc két qua du thira chét
gdy mién dich 5 rét bsi ba peptit bd sung Th PCV cling thu duge khi cht gdy mién
dich Cap1 khong c6 UBITh®3 lién két (SEQ ID NO: 1) Ia peptit gdy mién dich nhim
dich té bao B trong cac ché phdm vacxin ¢6 thé so sénh khi c6 va khong c6 cac chit
gdy mién dich Th bd sung (Bang 8). Trong két qua nay, lidu SEQ ID NO: 1 Ia 50ug
v6i 10pg céc peptit bd sung Th ¢6 hidu luc hon céc lidu SEQ ID NO: 1 1a 100 va
200pg khong c6 ba peptit bd sung Th. Nhu vdy cc ché phim vacxin két hop Capl co
hiéu lyc dic biét khi dugc cung cép nhu mét lan tiém vacxin lidu thép c6 gia thanh

khong dat duoc du dinh dé su dung khén c:?ip.
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Bang 7

Tao céc hiéu gia khang thé TFA khéng capsit PCV2 sau khi gdy mién dich mét 1an &
cac con lon con bang cic vacxin peptit Capl khong c6 hodc c6 cac peptit epitop Th

ORF1 va ORF3 cua PCV2

Hiéu gia IFA
Nhém Ché pham vacxin Nhin | 0 tudn sau | 2 tuin sau | 4 tuin sau
56 biét giy mién | giy mién | giy mién
dong vat | dich ddu | dich diu | dich diu
tién tién tién
154-03 <50 <50 <50
200pg SEQ ID NO: 6
trong 2mL 154-07 <50 50 50
9 (thé huyén phu v6i ISA | 152-03 <50 <50 <50
50V2 1:1 thé tiCh/thé 152-10 <50 <50 <50
tich)
152-04 <50 <50 <50
139-01 <50 <50 200
139-02 <50 <50 50
50pug SEQ ID NO: 6 +20ug
cac SEQ IDNOS: 3,4va5 | 139-05 <50 <30 200
v6i cac trong lugng bang 139-13 <50 <50 200
nhau trong 1mL, 139-15 | <50 <50 200
10 (thé huyén phu véi ISA
50V2 1:1 thé tich/thd tich) |_139-03 <50 <50 400
139-04 <50 50 200
139-10 <50 <50 400
139-12 <50 <50 200
139-14 <50 <50 400

Vidu 7: Vacxin PCV2 peptit Capl dugc thir nghiém kha ning tao sy bao vé lon con
khong bi truyén virut va gy bénh do phoi nhiém véi lon bi 1ay nhiém PCV?2

Thir nghiém trén canh ddng duoc thiét ké dé danh gid kha nang céac vacxin
PCV2 peptit Capl kich thich mién dich bao vé véi cac liéu va cac ché phdm khéc
nhau. C4c con lgn con khong c6 ngudn gay bénh cu thé (specific pathogen-free, SPF)
dugc phoi nhiém véi PCV2 bang cach & ciing céc con lon con mang iy nhiém PCV2
ma khéng c6 ngudn gy bénh khic duoc tiém ching véi cac vacxin Capl. Céc diéu

kién nay, dugc thiét ké dé thir nghiém tinh d& 14y nhi®m cua cac con lon chuyén gen
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dwoc nudi dic biét doi v6i lay nhidm bing cach truyén PCV?2 tw nhién, 1a thich hop ly

tuong dé danh gia mién dich bao vé duogc cung cip bdi vacxin PCV2.

Céc didu kién chudng d6i véi cac dong vat bi 1ay nhiém PCV2 va cac dong vat khong

c¢6 mam bénh

Diéu kién dugc si dung cho thtt nghiém trén céanh déng la “Tram Pong vt
Chuyén gen Thir nghiém (Transgenic Animal Testing Station, TATS)” tai Xiang Hill
Ranch & mién bic Dai Loan. TATS dugc st dung dé thir nghiém tinh an toan & céc
con lgn chuyén gen duoc giit cach ly trude khi cha tdm giai phong vao canh ddng.
Viéc nay duoc quéan ly boi B mon Tha y Dong vat ctia Vién Cong nghé¢ Pong vat
(Animal Technology Institute of Taiwan, ATIT) (23). Cac phong thi nghiém, chudng
dong vat, va thyc tién quan 1y dong vat duoc lam dung nguyén tic chi dao theo
ISO/IEC 17025:2005 va ISO9001 (SGS TW07/03565). Cac con lgn chuyén gen trong
trang trai dwoc phét hién thudng xuyén déi véi tinh trang SPF bang quan sat va cac
thir nghiém thuong quy ddi v6i bénh sét Kinh dién Lon, virut gia dai, hoi ching rdi
loan sinh san va hd hip ¢ lon, bénh dich ta lon ¢b dién, viém mii teo, viém phéi dia
phuong, virut gdy bénh 1& mom long méng, bénh héng ly ¢ lon, bénh ghé, toxoplasma
va Actinobacillus pleuropneumoniae. Phat hién thuong xuyén khong thiy c6 bang

chitng v€ su c6 mit ctia cac bénh va céc tdc nhan lay nhiém nay.

Hon nita, thir nghiém 1ay nhiém PCV2 bang thir nghiém IFA phat trién gan day
dugc md ta trong Vi du 1 dd va dang duge st dung trong vong hai nim vira qua, va
quén thé lon ndy duge thdy c6 ldy nhidm PCV2 lan rong. T¥ 1& duong tinh PCV2
trong trang trai ndy, nhu dugc xéc dinh bang danh gia huyét thanh, dat cao dén 89,4%
(47/52). Céc dong vat SPF khac ¢ PCV2 chi nhuw mam bénh trong hé tudn hoan.

Céc diéu kién tiém ching va phoi nhiém PCV?2

Chon loc céc con lgn con khong c6 mim bénh tir moi trudong “chi ¢c6 PCV2”
nay bét dau béng viéc nhén biét cac con lon néi theo ddi ma dau tién 13 Am tinh déi véi
céc khang thé PCV?2 trong huyét thanh va mudn hon trong stta non, bang hiéu gia IFA

PCV2. Céc con lon con tir cadc con lon nai ¢ ca huyét thanh va sita non 4m tinh 13
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thanh vién thtr nghiém vao khoang bdn tuin tudi. Tai thoi didm nay, cac con lgn con
khong cé mam bénh duge chia ngiu nhién thanh nim nhém, nim con lon con mdi
nhém dbi véi cdc nhém vacxin 11-13, 15 con lon con dbi v6i nhém vacxin 14, va sau
con lon con dbi v6i nhom dbi chirg 15. Cac nhém vacxin sau d6 dugce cho dung cac
lidu vacxin dAu tién Capl PCV2 dugc md ta trong Bang 8 (100 hoic 200pug SEQ ID
NO: 1, hodc 50pg SEQ ID NO: 1 + 50ug cac SEQ ID NO: 3, 4, va 5 véi cac trong
lwong bang nhau hoic 50pug SEQ ID NO: 1 + 10pg cac SEQ ID NO: 3, 4, va 5 véi cac
trong luwgng bang nhau) bing céach tiém trong co (intramuscular, i.m.). Vao 4 tuén sau
gdy mién dich dau tién (week post-initial immunization, wpi), cdc nhém duogce tiém
céc vacxin nhu nhau véi lidu ting cudng. Céc dap tmg khang thé dugc phat hién bang
IFA vao 2, 6, va 10 tuan sau gy mién dich ddu tién. Céc hiéu giad IFA, duoc thiy
trong Bang 8, 13 tai mtrc dudng nén dbi voi tit ca cac nhom vao 2 tuin sau gy mién
dich dau tién. Cac dap tmg khang thé cao dat dugc & tit c4 cdc nhém tiém chung trudc
tudn 6 mic du tinh gy mién dich khac nhau dbi voi cac nhom vao 6 va 10 tuin sau
gdy mién dich dAu tién. Céc hiéu gid dbi v6i nhom ddi ching gilt nguyén tai dudng

nén trong sudt thoi gian thir nghiém huyét thanh.

Céc con lon con khong ¢6 mam bénh, trong ¢4 nhom dugc tiém ching va nhém
kiém soét, duoc & cung trong chudng véi quin thé chung c4c con lgn chuyén gen “chi
c6 PCV2” trong khoang hai thang, dat chiing vao nguy co bi truyén PCV2. Vao cudi
giai doan nay, khi trong lugng cta tit ca cac con lon thi nghiém dat dén khoang 120kg
trong luong séng (tai 5 - 6 thang tuéi), cc dong vat bi giét va duoc danh gia bing

chiing 14y nhiém PCV?2 bing cach md xéc.

Céc triéu ching 14y nhiém PCV2 khong dé phét hién va nhiéu thuong tdn bénh
Iy xuét hién khi 1y nhidm PCV2 trong thoi gian hai thang phoi nhiém khéng duoc
phat hién sau khi binh phyc. Do vay, quy trinh md xac, mot quy trinh cung cip chén
do4n nhay hon cac phuong phép thong thudng truc tiép hon duge st dung dé danh gia
cac dong vat dugc tiém chung vacxin/nghién ciru thir thach hodc thir nghiém trén canh
ddng dbi véi cac triéu chig 18y nhiém bing mdm bénh dugc truyén, dugc st dung
nhu phwong phap dé phat hién lay nhiém & cac dong vat duoc tiém chung/dugc phoi

nhiém. C4c danh gia md xac bao gdm cac quan st cac hach bach huyét, phoi va than.
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Bing chung nho dbi véi lay nhiém 1a dugc thdy ngoai trir triéu chimg céc thuong ton
trén céac than & cac dong vat dbi ching. Céc ndt va vét tréng van ¢6 nhu cac triéu
chiing ctia chiing xo héa trén cac bé mit than & cac dong vat khong dugc tiém ching,
bi lay nhiém, nhu dugc thé hién trong Fig. 3A (*), trong khi céc triéu chirng nhu vay,
tao lich stt cac thuwong ton, 12 khong c6 mit trong cdc thdn & cac con lon dugc tiém
ching ma dudc ghi 12 khong c6 céc thuong tdn nhu dugc thé hién trong Fig. 3B (vét

trang duc dugc thiy trong Fig. 3B 1a 4nh sang phan chiéu (**)).

Céc két qua bénh hoc duoc ghi tir viéc mo6 xac cac con lgn thi nghiém, duoc thé
hién trong Bang 9, cac cham trang dugc quan sat thay trén nang than 1a dau hiéu nbi
bat cta ldy nhiém truéc. Thir nghiém nay duoc tién hanh véi cac ché pham vacxin

peptit PCV2 duédi ma.
Két qua va két luan

Céc két qua vé cac hiéu gia khang thé PCV2 theo IFA PCV2 cho ca nhom dbi
chung va nhérh thir nghiém vacxin, Bang 8, thé hién cac dap tng khang thé ting trong
subt thoi gian & cac dong vat dugc tiém chiing, c6 cac dap tng cao hon trude 10 tudn
sau gdy mién dich dau tién. Tinh gdy mién dich cta cic ché pham vacxin PCV2 dua
trén peptit Capl khéc nhau va tinh gy mién dich nhit 14 ché phdm dugc tiém cho

nhém 16n nhét, nhém 14.

Ba trong s6 sau con lon trong nhém ddi ching (50%) thiy c6 cac chdm trang
trén nang than nhu cac thuong tdn dic trung tao lich st lay nhiém PCV2 (Fig. 3A),
mot con trong s céc con lon ddi ching c6 cac thwong t6n nhe va hai con c6 cac
thwong ton vira phai. Nguoc lai, chi hai trong s 30 con lon duoc tiém ching (6,7%)
biéu hién cac bénh Iy thay dbi, va cic con nay dugc ghi 12 ¢6 ca vét tich nhe cta bénh
ly than (Bang 9). Hai con nay chi dwgc thdy trong nhém 16n nhét cac con lgn duoc
tiém ching, nhém 14 ¢6 15 con lon. Khong hé c6 cac thay dbi bénh ly duge chu y dbi
v6i cac hach bach huyét va phdi & cac con lon duogc tiém chiing, chi c6 cic thuong ton
than nhe dugc cha y dbi voi hai trong s6 cac lon tiém vacxin. Nhu vay, hi¢u luc bao
v€ dugc ching minh dbi voi nhiéu ché phém va cac lidu vacxin PCV2 dua trén peptit

theo sang ché nay.
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Theo ban mo ta, cac tac gia khong cb gang liét ké tudng tan tit ca cac bién dbi
c6 thé. Cac phuong 4n bién ddi ma c6 thé khong duoc thé hién & cac phan cu thé theo
sang ché, va c6 thé din dén tir viée két hop céc phén dugc mo td khac, hodc cac
phwong an bién ddi khong dugc mb ta khac d6 c6 thé 1a c6 sdn mot phén, khéng dugc
cho 14 su chdi bo cac phuong 4n thay dbi d6. Pugc danh gia 1a nhidu phuong an trong
sd cac phuong an khac khong dugc mo ta thude pham vi nguyén vin clia cac yéu cau
bao ho sau, va cac phuong an khac 1a twong duong. Hon nita, tAt ca cac tai liéu tham
khao, cac cong bd, cac Patent My, va cac cong bb don Patent M§ duoc trich din trong
sudt ban mo ta nay dugc dua vao day bang cach vién din nhu chung duge trinh bay

day du trong ban mé ta nay.
Béang 8

Céc hiéu gia khang thé trung binh nhan theo IFA & mdi nhém lon sau khi gay
mién dich v6i cdc vacxin peptit Capl c6 hodc khong c6 cac peptit epitop T ORF1 va
ORF2 cua PCV2

Hiéu gis IFA

2 . 6 10
£ tuan | tuan | tuan
So

h 0 ° ° A A
N o Loai Vacxin *' dong vat at ) sau ) sau
SO gay | gay | gay

mién | mién | mién
dich | dich | dich
diu | dau | diu
tién | tién | tién

11 | SEQ ID NO:1 200pg/2mL 5 10 |48 |66

1, | SEQIDNO:1 100ug/l mL 5 110 |60 |105

13 50pg SEQ ID No: 1 +50ug cac SEQ ID NO: 3,

4, 5 v6i ty 1¢ bing nhaw/ImL S 10 | 100 | 100

14 50pg SEQ ID No: 1 + 10pg cac SEQ ID NO: 3,

4, 5 v6i ty 16 bing nhaw/ImL 15 |10 |127 |174

15 | Dbi ching 6 10 |10 |10

* Tét c4 cac ché phdm 13 cac thé nhii tuong nudce-dau 1:1 thé tich/thé tich véi Montanit™
ISA 50V2 nhu ta duoc.

" Vacxin dugc tiém hai 1in trong co v6i lieu dau tién dugce tiém vao tuan 0 sau gy mién
dich dau tién va liéu ting cudng vao 4 tuan sau gay mien dich dau tién.
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Béng 9

Céc quan sat bénh ly PCV2 & cac con lgn thi nghiém

Nhom so

Loai Vacxin*

S6 dong vat

Dong vitso| Diém'

11

SEQ ID NO:1 (200pg/2mL)

154-03

154-07

152-03

152-10

152-04

12

SEQ ID NO:1 (100pug/ImL)

135-01

135-02

135-03

135-10

135-14

13

50pg SEQ ID No: 1 + 50ug céc SEQ I

NO: 3, 4, 5 v6i ty 1 bang nhau/ImL

135-04

135-11

135-12

135-13

135-15

14

50ug SEQ ID No: 1 + 10pg cac SEQ ID

NO: 3, 4, 5 v6i ty 1& bang nhau/1mL

15

141-04

140-11

140-01

140-02

140-10

140-12

141-01

141-05

140-14

140-03

154-02

154-06

154-05

152-02

— O |IC IO IC |0 |00 |0 |o|—|o|lo|lo|oio|o|o|olo|o|lo|lo|lolo|lolololo

152-01

2 1 -4 r
Tong so

30

2/30=6,7 ‘:A) bi lay
nhiém

15

Déi ching

140-04

139-11

146-03

146-11

SN (N O

146-12

146-10 0

Tong so

3/6=50% bi lay nhiém
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* Hai liéu tiém ching gidng nhau nhu duoc mé ta trong Bang 8.

"iém: 0 = khong c6 cac thuong tén, 1 = thwong tdn nhe, 2 = thuong tén vira phai, 3 =
thuong ton nghiém trong
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YEU CAU BAO HO

1. Ché phim vacxin circovirut ciia lon typ 2 (PCV2) chira khang nguyén peptit va chét
dan thudce hoic ta duoc dugc dung trong tha y, trong d6 khang nguyén peptit chi yéu
g0m ¢6 a) trinh ty axit amin c6 khoang 154 gc c6 it nhit 85% trinh tu giéng véi SEQ
ID NO: 1; b) epitop té bao T hd trg td hop nhén tao; va ¢) doan dém khac loai tiy ¥,
trong d6 trinh ty amit amin (a) duoc lién két cong hoéa tri véi epitop té bao T hd trg td

hop nhan tao (b) truc tiép hodc qua doan dém khéc loai tuy y (c).

2. Ché phim vacxin PCV2 theo diém 1, trong d6 trinh tu axit amin (a) 1a SEQ ID
NO:1.

3. Ché phim vacxin PCV2 theo diém 1, trong d6 trinh tu axit amin (a) dugc chon tir

nhém gdm c6 cic SEQ ID NO: 9-19 va 20.

4. Ché pham vacxin PCV2 theo diém 1, trong d6 dién tich ctia khang nguyén peptit bi

thay ddi bang cach thém vao hoic loai bé 1 dén 5 axit amin.

5. Ché pham vacxin PCV2 theo diém 1, trong d6 epitop té bao T hd trg td hop nhan

tao (b) lién két cong hoa tri véi diu amino cuia trinh ty axit amin (a).

6. Ché pham vacxin PCV2 theo diém 5 , trong @6 epitop té bao T hd trg tb hop nhan
tao (b) duoc lién két cong hoa tri véi dAu amino cia trinh tu axit amin (a) qua doan

dém khéc loai tuy y (c), trong d6 doan dém khéc loai tity ¥ chira it nhit mot axit amin.

7. Ché pham vacxin PCV2 theo diém 5, trong d6 epitop té bao T hd tro td hop nhan
tao (b) 1a SEQ ID NO:2.

8. Ché phdm vacxin PCV2 theo diém 6, trong d6 doan dém khac loai tiry ¥ (c) Ia SEQ
ID NO:7.

9. Ché phdm vacxin PCV2 theo diém 1, trong d6 ché phim nay con chira hdn hop
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ding mol cua ba peptit epitop t& bao T hd tro ctia PVC2 1 céc SEQ ID NO: 3, 4, va 5.

10. Ché phadm vacxin PCV2 theo didm 9, trong d6 tong lwong hdn hop déng mol cia
cac SEQ ID NO: 3, 4, va 5 nim trong khoang tir 1pg dén 100pg.

11. Ché pham vacxin PCV2 theo diém 1, trong d6 tong luong khang nguyén peptit
nim trong khoang tir 10pg dén 1mg.

12. Ché pham vacxin PCV?2 theo diém 1, trong d6 chit dan thubc hodc ta dugc duoc
chon tir nhém gdm c6 thanh phan ta dugc dang du ctia mannua oleat va diu khoang
dé san xuét nhil tuong nudc-trong-dau, polyoxyetylen (20) sorbitan monooleat, va

oligonucleotit CpG.

13. Ché phdm vacxin PCV2 theo diém 1, trong d6 khang nguyén peptit 1a SEQ ID NO:
6. |

14. Ché phim vacxin PCV?2 theo diém 1, trong d6 trinh ty axit amin (a) c6 it nhit 90%
trinh tu gidng v6i SEQ ID NO: 1.

15. Ché phim vacxin PCV?2 theo diém 1, trong d6 trinh tu axit amin (a) c6 it nhat 95%
trinh tu gidng v6i SEQ ID NO: 1.

16. Ché phdm vacxin PCV2 theo diém 1, trong d6 epitop té bao T hd tro td hop nhén
tao (b) 1a SEQ ID NO: 2.

17. Ché phdm vacxin circovirut cta lon typ 2 (PCV2) chtra: a) khang nguyén peptit
dugc chon tir nhém gdm: i) peptit nhém epitop té bao B ¢6 khoang 154 gbc tuong tng
v6i khoang vi tri axit amin 47 dén vi tri axit amin 202 cia protein capsit PCV2 ¢6 dd
dai ddy du; va ii) peptit nhém epitop té bao B trong (i) dugc lien két cong hoa tri vaoi
epitop té bao T hd tro tb hop nhan tao truc tiép hodc qua doan dém khac loai tuy y; b)
hdn hop gdm ba peptit epitop té bao T hd trg PCV2 1a SEQ ID NO: 3, 4, va 5; v c)

chét dan thudc hodc t4 duogc dugce dung trong thu y.
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18. Ché phdm vacxin PCV2 chira khang nguyén peptit c6 SEQ ID NO: 6 va chit d4n
thudc hoic ta duge dugc dung trong thu y, trong d6 lwong khang nguyén peptit nim

trong khoang tir 10ug dén 1mg.
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Fig.1A

Ving khéi diu phién ma T7

Virut tai t hop gay bénh déu bo

Fig.1B
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Lys

Arg

Val
150

Ile

Val

Gly

Val

55

Gly

Ala

Thr

Pro

Asn

135

Gly

Circovirut cua lon

Gly

Asp

Ser

40

Lys

Val

Asn

Ile

Val

120

Gln

Leu

Tyr

Met

25

Asn

Val

Gly

Ala

Thr

105

Leu

Leu

Gly

22999

Thr Val
10

Met Arg
Pro Leu
Glu Phe
Ser Thr

75
Leu Thr
90
Gln Pro
Asp Arg

Trp Leu

Thr

-65-

Lys

Phe

Thr

Trp

60

Ala

Tyr

Phe

Thr

Arg
140

Lys

Asn

Val

45

Pro

Val

Asp

Ser

Ile

125

Leu

Thr

Ile

30

Pro

Cys

Ile

Pro

Tyr

110

Asp

Gln

Thr

15

Asn

Phe

Ser

Leu

Tyr

95

His

Tyr

Thr

Val

Asp

Glu

Pro

Asp

80

Val

Ser

Phe

Thr



Gly

Asp

Ser

40

Lys

Val

Asn

Ile

Val

120

Gln

Leu

<308> Ngan hang Gen/ADD25772

<309> 2010-03-08

<313> (1)..(154)

<400> 14

Thr Arg Leu Ser Arg Thr Ile

1 5

Arg Thr Pro Ser Trp Asn Val

20
Phe Leu Pro Pro Gly Gly Gly
35 :

Tyr Tyr Arg Ile Arg Lys Val
50 55

Ile Thr Gln Gly Asp Arg Gly

65 70

Asp Asn Phe Val Thr Lys Ala

85
Asn Tyr Ser Ser Arg His Thr
100 '
Arg Tyr Phe Thr Pro Lys Pro
115

Gln Pro Asn Asn Lys Arg Asn
130 135

Gly Asn Val Asp His Val Gly

145 150

<210> 15

<211> 154

<212> PRT

<213> Circovirut cua lon

<300>

<308> Ngan hang Gen/ADB97547

<309> 2010-08-18

<313> (1)..(154)

<400> 15

Tyr

Met

25

Asn

Val

Gly

Ala

Thr

105

Leu

Leu

Gly

22999

Thr Val
10

Met Arg
Pro Leu
Glu Phe
Ser Thr

75
Leu Thr
90
Gln Pro
Asp Arg

Trp Leu

Thr

-66-

Lys

Phe

Thr

Trp

60

Ala

Tyr

Phe

Thr

Arg
140

Lys

Asn

Met

45

Pro

Val

Asp

Ser

Ile

125

Leu

Thr

Ile

30

Pro

Cys

Ile

Pro

Tyr

110

Asp

Gln

Thr

15

Asn

Phe

Ser

Leu

Tyr

95

His

Tyr

Thr

Val

Asp

Glu

Pro

Asp

80

Val

Ser

Phe

Thr



Ala Arg

Thr Thr

Phe Val

Tyr Tyr
50

Ile Thr
65

Asp Asn

Asn Tyr

Arg Tyr

Gln Pro
130

Arg Asn
145

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

<300>
<308>
<309>
<313>

<400>

Leu

Pro

Pro
35

Arg

Gln

Phe

Ser

Phe

115

Asn

Val

16
154
PRT

Ser

Ser

20

Pro

Ile

Gly

Val

Phe

100

Thr

Asn

Asp

Arg

Trp

Gly

Arg

Asp

Pro

85

Arg

Pro

Lys

His

Thr

Ala

Gly

Lys

Arg

70

Lys

His

Lys

Arg

Val
150

Phe

Val

Gly

Val

55

Gly

Ala

Thr

Pro

Asn

135

Gly

Circovirut cua lon

2008-08-01
(1)..(154)
16

Gly

Asp

Thr

40

Lys

Val

Asn

Ile

Val

120

Gln

Leu

Ngan hang Gen/ABW76695

Tyr

Met

25

Asn

Val

Gly

Ala

Pro

105

Leu

Leu

Gly

22999

Thr
10

Met

Lys

Glu

Ser

Leu

90

Gln

Asp

Trp

Thr

Val

Arg

Ile

Phe

Thr

75

Thr

Pro

Ser

Met

Lys

Phe

Ser

Trp

60

Ala

Tyr

Phe

Thr

Arg
140

Arg

Lys

Ile
45

Pro

Val

Asp

Ser

Ile

125

Ile

Thr

Leu

30

Pro

Cys

Ile

Pro

Tyr

110

Asp

Gln

Thr
15

Asp

Phe

Ser

Leu

Tyr

His

Tyr

Thr

Val

Asp

Glu

Pro

Asp

80

Val

Ser

Phe

Ser

Thr Arg Leu Ser Arg Thr Phe Gly Tyr Thr Val Lys Arg Thr Thr Vval

1

5

10

-67-

15



Thr Thr

Phe Val

Tyr Tyr
50

Ile Thr
65

Asp Asn

Asn Tyr

Arg Tyr

Gln Pro
130

Arg Asn
145

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

<300>
<308>
<309>
<313>

<400>

Pro Ser
20

Pro Pro
35

Arg Ile

Gln Gly

Phe Val

Ser Ser
100

Phe Thr
115

Asn Asn

Val Asp

17
154
PRT

Trp Ala

Gly Gly

Arg Lys

Asp Arg

70

Pro Lys

85

Arg His

Pro Lys

Lys Lys

His Vval
150

Val

Gly

Gly

Ala

Thr

Pro

Asn

135

Gly

Circovirut cua lon

Asp

Thr

40

Lys

Val

Asn

Ile

Val

120

Gln

Leu

Ngan hang Gen/ABI29888

2007-06-14
(1)..(154)
17

Met

25

Asn

Val

Gly

Ala

Pro

105

Leu

Leu

Gly

22999

Met Arg

Lys Ile

Glu Phe

Ser Thr
75

Leu Thr-

90

Gln Pro

Asp Ser

Trp Leu

Thr

Phe

Ser

Trp

Ala

Tyr

Phe

Thr

Arg
140

Lys

Ile

45

Pro

Val

Asp

Ser

Ile
125

Leu

Leu

30

Pro

Cys

Ile

Pro

Tyr

110

Asp

Gln

Asp

Phe

Ser

Leu

Tyr

95

His

Tyr

Thr

Asp

Glu

Pro

Asp

80

Val

Ser

Phe

Ser

Ala Arg Leu Ser Arg Thr Phe Gly Tyr Thr Val Lys Ala Thr Thr Val

1

5

10

15

Ser Thr Pro Ser Trp Ala Val Asp Met Met Arg Phe Asn Leu Asp Asp

20

25

-68-

30



Phe Val Pro
35

Tyr Tyr Arg
50

Ile Thr Gln
65

Asp Asn Phe

Asn Tyr Ser

Arg Tyr Phe
115

Gln Pro Asn
130

Arg Asn Val
145

<210> 18
<211> 154
<212> PRT

Pro Gly Gly
Ile Arg Lys

Gly Asp Arg
70

Val Ile Lys
- 85

Ser Arg His
100

Thr Pro Lys

Asn Lys Arg

Asp His Val
150

Gly

Val

55

Gly

Ala

Thr

Pro

Asn

135

Gly

<213> Circovirut cua lon

Thr

40

Lys

Val

Thr

Ile

Val

120

Gln

Leu

Asn

Val

Gly

Ala

Pro

105

Leu

Leu

Gly

<308> Ngan hang Gen/YP 003422531

<300>

<309> 2010-
<313> (1)..
<400> 18

06-28
(154)

Thr Arg Leu Ser Arg Thr Phe Gly Tyr

1

5

22999

Lys Ile
Glu Phe
Ser Ser
75

Gln Thr
90

Gln Pro
Asp Ser

Trp Met

Thr

Ser Ile
45

Trp Pro
60

Ala Ile

Tyr Asp

Phe Ser

Thr Ile

125

Arg Leu
140

Pro

Cys

Ile

Pro

Tyr

110

Asp

Gln

Phe

Ser

Leu

Tyr

95

His

Tyr

Thr

Glu

Pro

Asp

80

Val

Ser

Phe

Ser

Thr Val Lys Ala Thr Thr Val

10

15

Arg Thr Pro Ser Trp Ala Val Asp Met Met Arg Phe Asn Ile Asp Asp

20

25

30

Phe Val Pro Pro Gly Gly Gly Thr Asn Lys Ile Ser Ile Pro Phe Glu

35

40

-69-

45



Tyr Tyr Arg
50

Ile Thr Gln
65

Asp Asn Phe

Asn Tyr Ser

Arg Tyr Phe
115

Gln Pro Asn
130

Arg Asn Val
145

Ile

Arg Lys

Gly Asp Arg

Val

Ser

100

Thr

Asn

Asp

70

Thr Lys

85

Arg His

Pro Lys

Lys Arg

His Vval
150

Val

55

Gly

Ala

Thr

Pro

Asn

135

Gly

Lys

Val

Thr

Ile

Val

120

Gln

Leu

<210> 19

<211> 154

<212> PRT

<213> Circovirut cua lon
<300>

<308> Ngan hang Gen/RAN62766
<309> 2002-11-06

<313> (1)..(154)

<400> 19

Thr Arg Leu
1

Arg Thr Pro

Phe Val Pro
35

Tyr Tyr Arg
50

Ile Thr Gln

Ser

Ser

20.

Pro

Ile

Gly

Arg Thr

Trp Ala

Gly Gly

Arg Lys

Asp Arg

Phe

Val

Gly

Val

55

Gly

Gly

Asp

Thr
40

Lys

Val

Val

Gly

Ala

Pro

105

Leu

Leu

Gly

Tyr

Met

25

Asn

Val

Gly

22999

Glu

Ser

Leu

90

Gln

Asp

Trp

Thr

Thr

10

Met

Lys

Glu

Ser

Phe

Thr

75

Thr

Pro

Ser

Met

Val

Arg

Ile

Phe

Thr

-70-

Trp

60

Ala

Tyr

Phe

Thr

Arg
140

Lys

Phe

Ser

Trp

60

Ala

Pro

Val

Asp

Ser

Ile

125

Leu

Ala

Asn

Ile

45

Pro

Val

Cys

Ile

Pro

Tyr

110

Asp

Gln

Thr

Ile

30

Pro

Cys

Ile

Ser

Leu

Tyr

95

His

Tyr

Thr

Thr

15

Asn

Phe

Ser

Leu

Pro

Asp

80

Val

Ser

Phe

Ser

Val

Asp

Glu

Pro

Asp



65 70

Asp Asn Phe Val Thr Lys Ala
85

Asn Tyr Ser Ser Arg His Thr
100

Arg Tyr Phe Thr Pro Lys Pro
115

Gln Pro Asn Asn Lys Arg Asn
130 135

Ala Asn Val Asp His Val Gly

145 150
<210> 20

<211> 154

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Circovirut cua lon -

<400> 20
Thr Arg Leu Ser Arg Thr Phe
1 5

Arg Thr Pro Ser Trp Ala Val
20

Phe Leu Pro Pro Gly Gly Gly
35

Tyr Tyr Arg Ile Arg Lys Val
50 55

Ile Thr Gln Gly Asp Arg Gly
65 70

Asp Asn Phe Val Thr Lys Ala
85

Thr

Ile

Val

120

Gln

Leu

Ala

Pro

105

Leu

Leu

Gly

22999

Leu

90

Gln

Asp

Trp

Thr

75

Thr Tyr

Pro Phe

Ser Thr

Asp

Ser

Pro

Tyr
110

Ile Asp

125

Leu Arg Leu Gln

140

trinh tu bao thu

Gly

Asp

Ser

40

Lys

Val

Thr

Tyr

Met
25

Asn

Val

Gly

Ala

Thr

10

Met

His

Glu

Ser

Leu
90

Val Lys

Arg Phe

Arg Ser

Phe Trp
60

Thr Ala
75

Thr Tyr

-71-

Arg

Asn

Ile

45

Pro

Val

Asp

Thr

Ile

30

Pro

Cys

Ile

Pro

80

Tyr Val
95

His Ser

Tyr Phe

Thr Ser

Pro Val
15

Asn Asp

Phe Glu

Ser Pro

Leu Asp

80

Tyr Val
95



Asn Tyr Ser Ser Arg His Thr
100

Arg Tyr Phe Thr Pro Lys Pro
115

Gln Pro Asn Asn Lys Arg Asn
130 135

Ala Asn Val Asp His Val Gly
145 150

Ile

Val

120

Gln

Leu

22999

Thr Gln Pro Phe Ser
105

Leu Asp Ser Thr Ile
125

Leu Trp Leu Arg Leu
140

Gly Thr

-72-

Tyr His Ser
110

Asp Tyr Phe

Gln Thr Ser





