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(57) Sang ché dé cap dén virut Tilapia Lake hay TiLV duoc phan lap, trinh tu axit
nucleic duoc phan 1ap va polypeptit cua ching. Sang ché ciing dé cap dén cac mau
dod va doan mdi, va khang thé chéng lai khang nguyén tir TiLV, va phuong phap st
dung céc chat phan ung nay dé phat hién su c6 mat hoic khéng cua TiLV & dong
vat. Sang ché ciing dé cap dén cac iARN ma hudng dich dén céc trinh tw axit nucleic
cua TiLV. Sang ché con dé cap dén ché pham sinh mién dich, bao gom khang thé va
vacxin, dé gy dap ang mién dich chdng lai TiLV & dong vat. Sang ché con dé cap
dén cau trdc gen va té bao bao gom TiLV va céc trinh ty axit nucleic dugc phan lap
va polypeptit caa chiing dé sir dung trong viéc phat trién cac tac nhan phong bénh va

tri liéu.
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i 3
Linh vuc ky thuat dwgce deé cap
‘ 7
Sang ché nay thudc linh vuc virut va lién quan dén mot loai virut méi duoc tim

thdy & ca 16 phi, duoc goi 14 virut Tilapia Lake (Tilapia Lake Virus-TiLV). Sang ché bao
gdm TiLV dugc phan 14p, va cac trinh tu axit nucleic dugc phan 1ap va céac polypeptit cua
chung. Sang ché ciing dé cap dén cac doan mdi va miu do. Sang ché ciing dé cap dén céc
khang thé chdng lai cac khang nguyén tir TiLV. Sang ché d& cap dén cac phuong phép dé
phat hién su c6 mét hodc khong cua TiLV ¢ dong vat béng cach st dung cac doan mdi,
mau do, va khang thé. Sang ché ciing dé cdp dén cac IARN ma huéng dich dén cac trinh
tw axit nucleic cia TiLV. Sang ché con d& cap dén cac ché phdm sinh mién dich dé gay

dap img mién dich chong lai TiLV & dong vét.
Tinh trang ky thuit cia sing ché

Tong c4 1o phi 1a nhém c4 nudi quan trong thir hai khip thé gidi, véi san luong 1a
2,5 triéu tan hang nam (T4 chirc Lwong thuc va Nong Nghiép Lién Hiép Qubc 2010), va
chiing déng vai trd 1a ngudn protein chinh & cac nude dang phat trién. Bién hd Galilee
(H6 Kinneret) & Israel 1a mot ngudn chinh cua nganh d4nh bit c4 thwong mai. Trong

nhitng ndm gﬁn day, sb lugng ca danh bt d3 chiu sy sut giam lién tuc.

Mic du hd nay c6 khoang 27 loadi cd, bao quat cac thanh vién cta cdc ho
Cichlidae, Cyprinidae, Mugillidae, va Claridae, nhung chi c6 su suy giam vé mic danh
bat clia tong c4 16 phi (Cichlidae) 1a d& nhén thdy. C4 #n dugc chinh cia hd nay,
Sarotherodon (c4 16 phi) galilaeus (ci thanh Phé rd), da thiy san luong hang nam da
giam tir 316 tin trong nam 2005 xubng 51, 8, va 45 tin 14n luot trong ndm 2007, 2009, va
2010.

S. galilaeus g6p phan vao viée duy tri sy cn bang sinh thai cta hd nay. Do do,
vuot ra ngoai anh huong kinh té ciia né, su sut giam dang ké ctia cac quan thé ca thanh
Phé 1o, cling nhu céc tong ca rd phi khac cta hd (nhu Talipia zilli [c4 rd phi thong
thuong], Oreochromis aureus [ca rd phi Jordan], va Tristamella simonis intermedia) thé

hién su de doa rd rang do6i vai toan bd hé sinh thai.
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Su suy giam vé tong cé rd phi hd & bién hd Galilee nay 1a do bénh nghiém trong
dang ndi 1én & cac quan thé hoang di cla céac loai thudc tong ca rd phi, bao gdém .
galilaeus, T. zilli, O. aureus, va T. Simonis intermedia, va cling nhu & ca r6 phi lai dugc
nuéi & ao O. niloticus x O. aureus & Israel. Sy gan lién cta cdc dot bung phat bénh voi
tinh theo mua (thdng nadm dén thang muo1i, khi nude c6 nhiét do twong d6i cao) con cho
théy su lién quan cta tdc nhan truyén nhiém, vi nhiét dd nuéc anh hudéng dén su ndi 1én
cua mot loat rat nhiéu bénh do ky sinh trung, vi khudn, va virut cta ca. Viéc theo doi
thuong ky cac doc t6 hodc cac mam bénh ky sinh tring, vi khuan, virut d biét da khong
cho thdy su bét binh thudong bat ky, va da khong nhan dién dugc tac nhan cin nguyén

nao.
Su bung phat tuong tu cia bénh & ca ro phi cling dugc tim thiy & Ecuador.

Vi vdy, ¢6 nhu cu nhan dién tac nhan cin nguyén cla su sut gidm ndy & cac quan
thé c4 r6 phi ¢ hai vi tri dia 1y khac nhau, ciing nhu nhu ciu vé cac dung cu va phuong
phap dé phét hién sy c6 mit clia tc nhan cin nguyén trong pham vi cac quén thé ca va dé
bao vé cac quan thé ca khoi tic nhan cdn nguyén clia su sut gidm nay. Sang ché nay giai

quyét cac nhu ciu nay.
Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Theo céc khia canh nhét dinh, sang ché d& cap dén su phat hién rang tic nhan cin
nguyén cua bénh tdng ca r6 phi 1a virut ARN virut Tilapia Lake (TiLV) méi. Su phén b6
rdng clia virut nay va su ton tai cua cac dic tinh 1dm sang khac nhau cta bénh gén lién
ctia n6 1am cho céc két qua dugc mé ta trong ban mo ta nay cé tAm quan trong ddi véi

nghé nuoi cé4 va viéc bdo ton cudc song hoang da.

Theo cac khia canh nhat dinh, sang ché d¢ xuat cac dung cu chan doén hitu ich dé

sang loc mau dé tim TiLV.

Theo céc khia canh nhét dinh, sang ché dugc mo ta trong ban md ta nay dé xuét
cac vacxin dé bao vé ca khoi cac bénh virut. Theo cac khia canh nhit dinh, sang ché dé
xudt cac ché phdm vacxin dé phong ngira bénh do virut Tilapia Lake (TiLV) gay ra & ca,
cu thé 12 tdng c4 16 phi. Theo cac khia canh nhét dinh, sing ché d& xuit cac phuwong phép

st dung vacxin dé bao vé tdng c4 rd phi khéi bénh do TiLV gay ra.
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Cac khia canh cu thé, sang ché ¢6 dé xuit céac trinh tu axit nucleic ctia TiLV duogc
phén 13p (bao g61n cé4c trinh tu cADN tuong Gng véi trinh tw ARN c6 nghia hodéc trinh tu
ARN d6i nghia cta TiLV) va céc peptit cia chiing. Sang ché ciing dé xuét cic khang thé
chéng lai cac khang nguyén duoc tao ra tir TiLV. Sang ché ciing dé xuét cac iIARN ma
huéng dich dén céc trinh tu axit nucleic ctia TiLV. Sang ché dé& xut cac phuong phap dé
phét hién su ¢ mat hoac khong cia TiLV & dong vat (vi du, & cd). Sang ché cling dé xuét
cac ché phdm sinh mién dich dé gay dap tng mién dich chéng lai TILV & dong vat (vi du,
& cd).

Theo céc khia canh nhét dinh, séng ché d& xuét trinh tu axit nucleic dugc phén 1ap
¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO bt ky trong s6 cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11,
cc trinh tu bd sung véi SEQ ID NO bét ky trong s6 cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO:
11, va cac doan va céac bién thé cua ching. Theo cic phuong 4n nhéat dinh, axit nucleic
nay 1a trinh tr ADN, bao gdm cADN. Theo cac phuong 4n nhét dinh, axit nucleic nay la
trinh tw ARN.

Theo céc khia canh nhét dinh, sang ché d& xudt axit nucleic tong hgp bao gbm axit
nucleic dugc phan 1ap (hodc khdng dugce phan lap) co trinh ty néu trong cac SEQ ID NO:
1-10, céc trinh ty bd sung véi SEQ ID NO bt ky trong s6 cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ
ID NO: 11, va céc bién thé ciia chung. Céc axit nucleic tdng hop nay bao gdbm cac doan
mdi va cac mau do.

Theo céc khia canh nhét dinh, sang ché dé xuét bo doan mdi dé xac dinh sy c6 mit
hodc khong cua TiLV & mu sinh hoc, trong d6 bd doan mdi nay bao gdm it nhat mot
trinh tu axit nucleic tdng hop dwoc chon tir nhém gdm cac axit nucleic tong hop dugc md

ta trong ban mo ta nay.

Theo céc khia canh nhit dinh, sang ché d& xuét phuong phap dé xac dinh su c6
mit hodc khong ciia TiLLV & miu sinh hoc, phwong phép niy bao gdm: a) cho axit nucleic
tr mau sinh hoc tiép x0c vé6i it nhét mot doan moi 14 axit nucleic téng hop duge mo ta
trong ban md ta nay, b) dua axit nucleic va doan mdi vao cac didu kién khuéch dai, va, c)
x4c dinh su c6 mat hodc khong cia san phém khuéch dai, trong do6 su c6 mit cua san

pham khuéch dai chi ra sy ¢6 mit ctia ARN gén lién v6i TiLV trong mau.
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Theo céc khia canh nhat dinh, sang ché dé xuat cdc mau do oligonucleotit dé xac

dinh su c6 mit hodc khong ciia TiLV & mau sinh hoc.

Theo céc khia canh nhét dinh, sang ché dé xuat cic phan tir iARN ma huéng dich
dén cac axit nucleic tir TiLV, vi du, nhung khong chi giéi han ¢, SEQ ID NO bét ky
trong sb cdc SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11, va céc bién thé clia ching, va viéc lam
bét hoat (silence) gen dich.

Theo céc khia canh nhit dinh, sang ché dé xuit phuong phap dé lam giam cac mitc
cua protein TiLV ¢ dong vat, ARN thong tin cua virut & dong vat hodc hi€u gia virut ¢ té
bao cua dong vat, phuong phdp nay bao gdm viéc cho dong vat dung iARN dugc md ta

trong ban mo ta nay.

Theo cac khia caﬁh nhét dinh, sang ché dé xuét polypeptit dwgc phan 1ap dugc ma
hoa bai axit nucleic néu trong SEQ ID NO bét ky trong s cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ
ID NO: 11, céc axit nucleic ¢6 céac trinh tu bd sung v6i SEQ ID NO bt ky trong sd céc
SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11, va cac doan va cac bién thé cia ching.

Theo céc khia canh nhit dinh, sang ché dé& xuat polypeptit dugc phin 1ap néu

trong SEQ ID NO: 12, va cac doan va cac bién thé cua chiing.

Theo mdt khia canh khéc nita, sdng ché @& xuét phuong tién doc dugc bﬁng may
tinh ¢6 luu trit trén do: (i) trinh tu axit nucleic dugc chon tir nhéom gdm: trinh tu axit
nucleic néu trong SEQ ID NO bét ky trong s6 cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11,
trinh tu vé co ban ddng nhét véi trinh tw axit nucleic néu trong SEQ ID NO bat ky trong
s6 cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11, va bién thé trinh tu cta trinh tu axit nucleic
néu trong SEQ ID NO bit ky trong sé cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11; hogc (ii)
trinh ty axit amin dugc ma hoa bdi trinh tu axit nucleic dugc chon tir nhom gém: trinh tu
axit nucleic néu trong SEQ ID NO bét ky trong sé cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO:
11, trinh tu vé& co ban ddng nhit véi trinh tu axit nucleic néu trong SEQ ID NO bét ky
trong sb cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11, va bién thé trinh tu cua trinh ty axit
nucleic néu trong SEQ ID NO bét k¥ trong s6 cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11.

Theo cac khia canh nhét dinh, sang ché dé xuit khang thé dugc phan lap ma lién

két dac hiéu voi polypeptit theo sang ché (vi du, polypeptit néu trong SEQ ID NO: 12

hoic polypeptit duge ma héa bdi SEQ ID NO bét ky trong s6 cac SEQ ID NO: 1 dén
4
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SEQ ID NO: 11 hoéc céc trinh tu bd sung v6i chiing hodc cdc doan hodc céac bién thé cua

chung).

Theo céc khia canh nhét dinh, sang ché dé xuat phuong phap dé xac dinh xem mau
c6 chtra TiLV hay khong, phuong phap nay bao gdm: a) cho mau sinh hoc tiép xuc véi
khang thé ma lién két dic hidu véi polypeptit clia polypeptit bét ky trong sd polypeptit
duoc phan 14p (hodc khong duge phén 1ap) néu trong SEQ ID NO: 12 hodc cac doan hodc
cac bién thé cta chung, hodc polypeptit dugc ma héa bai SEQ ID NO bét ky trong s6 cac
SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11 hoic cac trinh tur bd sung v6i ching hodc cdc doan
hodic cac bién thé cua ching, va b) xac dinh xem liéu khang thé co lién két vao khang
nguyén trong mau sinh hoc hay khdng, trong do su lién két chi ra ring mau sinh hoc chira
TiLV. Theo cac phuong an nhit dinh, phuong phép xac dinh bao gdm viée s dung thir
nghiém dong chay ngang hodc ELISA.

Theo céc khia canh nhét dinh, sang ché dé xuat phwong phap dé x4c dinh xem lidu
mau sinh hoc d3 bi 1dy nhiém TiLV hay chua, phuong phép nay bao gdm: a) xac dinh
xem liéu mAu sinh hoc ¢6 chua cac khang thé ma lién két dac hiéu vé6i polypeptit ciia
polypeptit bt ky trong s polypeptit dugc phan 1ap (hodc khong duge phén lap) néu
trong SEQ ID NO: 12 hodc cac doan hodc cac bién thé cua chung, hoic polypeptit dugc
ma héa béi SEQ ID NO bét ky trong sé cac SEQ ID NO: 1 d¢&n SEQ ID NO: 11 hogc cac

trinh tu bo sung véi ching hodc cac doan hodc cac bieén the cua ching.

Theo céc khia canh nhat dinh, sang ché dé xuét cac ché phidm sinh mién dich c6
kha ning gay dap tmg mién dich chdng lai TiLV bao gbm TiLV theo sang ché bao gdm
axit nucleic néu trong SEQ ID NO bt ky trong sé cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO:
11 hoiic cac doan hogc cac bién thé cua chung, hodc bao gdm trinh tu cADN bb sung v&i
s0i ¢6 nghia hoic soi ddi nghia néu trong SEQ ID NO bét ky trong sé cac SEQ ID NO: 1
dén SEQ ID NO: 11 hoic céc doan hodc céc bién thé cia chiing, hodc bao gdm polypeptit
duoc ma héa boi SEQ ID NO bat ky trong sd cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11,
hodc trinh tu cADN bd sung vai sgi ¢d nghia hodc soi ddi nghia néu trong SEQ ID NO
bat ky trong s6 cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11, hodc bao gdm polypeptit bao
gé)m SEQ ID NO: 12 hodc cac doan hodc cac bién thé cua chuing, hodc bao gém TiLV bi

tiéu diét hodc TiLV duogc lam suy yéu.
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Theo cac khia canh nhit dinh, sang ché dé xudt phuong phap gy dap (mg mién
dich ¢ dong vat, phuong phap nay bao gbm viéc cho dung ché phdm sinh mién dich duoc

mo ta trong ban mo ta nay.

Theo mot khia canh khéc, sang ché dé xuét phuong phap dé phong ngira hozc lam
giam mic 1ay nhiém TiLV & dong vat, phuong phap nay bao gdm viéc cho dung ché

pham sinh mién dich TiLV dugc md ta trong ban md ta nay.

Theo mot khia canh khac, sang ché d& xuét phuong phap dé phong ngira hogc lam
giam muc 1y nhiém TiLV & dong vat, phuong phap nay bao gdm viéc cho diing khéng

thé TiLV dugc mo ta trong ban md ta nay.

Theo mdt phuong an, phuong phap cho dung nay la phuong phap cho dung qua
duong miéng, phuong phap nhing ngap hodc phuong phép tiém.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé xuat viéc sit dung ché pham bat ky trong s6
cdc ché pham sinh mién dich dugc md ta trong ban mo ta nay trong viéc sdn xudt vacxin

dé diéu tri hodc phong ngira su lay nhiém TiLV & dong vat.

Theo céc khia canh nhat dinh, sang ché dé xuét virut dwgc phan 1ap bao gbm it
nhét 24 nucleotit lién tiép tir axit nucleic duwgc phan 1ap (hodc khong dugc phén 14p) c6
trinh ty néu trong SEQ ID NO bét k¥ trong sé cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11;
axit nucleic dugc phéan 14p (hodc khong dugce phan 1ap) bd sung véi trinh tw néu trong
SEQ ID NO bét ky trong sb cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11; axit nucleic dugc
phan 14p (hodc khong duge phan 1ap) c6 do tuong ddng trinh tw it nhit khodng 60% véi
SEQ ID NO bét ky trong sb cac SEQ ID NO: 1 d¢én SEQ ID NO: 11; hogc axit nucleic
dugc phan lap (hodc khong dugc phan ldp) c6 d tuong ddng trinh ty it nhat khoang 60%
v6i axit nucleic bd sung véi trinh tw néu trong SEQ ID NO bét ky trong sé cac SEQ ID
NO: 1 dén SEQ ID NO: 11,

Theo céc khia canh nhét dinh, séng ché dé xuét virut dugc phén lap bao gém it
nhit 8 axit amin lién tiép tir polypeptit dwgc ma hoa béi axit nucleic duge phan 1ap (hodc
khong dugc phan 1dp) co trinh ty néu trong SEQ ID NO bét ky trong sé cac SEQ ID NO:
1 dén SEQ ID NO: 11; axit nucleic dugc phan lap (hodc khong duge phan 1ap) bd sung
v6i trinh tu néu trong SEQ ID NO bt ky trong sé cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO:
11; axit nucleic dugc phan 1dp (hodc khong dugce phan 14p) c6 do twong déng trinh tu it

6
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nhét khoang 60% v&i SEQ ID NO bét ky trong sb cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO:
11; hodc axit nucleic dugc phan 14p (hodc khong dugc phan lap) c6 do tuong ddng trinh
tu it nhat khoang 60% véi axit nucleic bd sung v6i trinh tw néu trong SEQ ID NO bét ky
trong s6 cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11,

Theo cac khia canh nhét dinh, sang ché dé xuit t& bao dugc phan 1ap bao gdm axit
nucleic dugc phan 1ap (hodc khéng dugce phéan 1ap) c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO bat
ky trong sé cdc SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11, céc trinh tu bd sung véi cdc SEQ ID
NO: 1 dn SEQ ID NO: 11 va cac doan va bién thé cua chung dugc md ta trong ban mo
ta nay.

Theo céc khia canh nhit dinh, sang ché dé xuit phuong phap nudi chy té bao bao
gdm: a) gay nhiém té bao bang TiLV, hoic axit nucleic dugc phan 1ap (hodc khong dugc
phan 18p) ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO bét ky trong s6 cic SEQ ID NO: 1 dén SEQ
ID NO: 11, c4c trinh tu bd sung véi cdc SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11 va cac doan

va bién thé cta chung dugc md ta trong ban mo ta nay, va b) nudi cay té bao.

Theo céc khia canh nhét dinh, sang ché d& xudt phuong phap kiém tra vacxin
TiLV, bao gém: a) cho té bao tiép xuc voi vacxin TiLV; b) cho té bao tiép xuc vai TiLV;

va ¢) do s luong té bao bi 1ay nhiém TiLV.

Theo c4c khia canh nhat dinh, sang ché dé xuit phuong phap kiém tra thudc TiLV,
bao gdm: a) cho té bao tiép xuic véi thube TiLV; b) cho té bao tiép xuc véi TiLV; va c)

do sb lwong té bao bi 14y nhiém TiLV.

Theo céc khia canh nhit dinh, sang ché dé& xudt phuong phap kiém tra thubc TiLV,
bao gdm: a) cho té bao tiép xuc véi TiLV; b) cho té bao tiép xuc voi thube TiLV; va c)

do muc sao chép cua TiL V.

Theo céc khia canh khac, sang ché dé xuét cac phuong phap dé nhan dién va/hodc
tao ra cac loai thudc chéng virut. Vi du, theo mdt khia canh, sang ché dé xuit cac phuong
phap d& nhan dién céc loai thuéc ma lién két vao va/hoic trc ché chirc ning ctia cac
protein dugc ma héa boi TiLV theo sang ché, hodc tc ché murc sao chép hoic kha ning
gdy bénh ciia TiLV theo sang ché. Cac phuong phap nhan dién cac loai thuéc ma anh

huéng dén hodc Gre ché mot dich thude cu thé, nhu cac phuong phép sang loc thude thong
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luong cao, 14 da biét rd trong linh vue k¥ thuat nay va c6 thé dé dang ap dung dugc cho

cac protein va cac virut theo sang ché.

Sang ché con dé xuat cac phuong phap va dung cu dé thict ké thudc, kiém tra céc
tdc nhan, va cac dung cu dung cho nghién ctru co ban vé nguyén nhin va bénh nguyén

hoc cua TiL V.
Mo ta vén tit cac hinh vé

Nhim muc dich minh hoa sang ché, cac phuong an nhit dinh cia séng ché dugc
minh hoa trong céc hinh v&. Tuy nhién, sdng ché khong bi gidi han & kha ning st dung
cdng cu va cac dang sip xép chinh x4c cua cac phwong an dugc trinh bay trong céc hinh
ve.

Hinh 1 thé hién dic diém cta bénh ca ro phi va céc phat hién bénh ly & cd 1o phi
lai thuong mai (thé lai O. niloticus x O. aureus) (Hinh 1A va Hinh 1C dén Hinh 1E) va &
c4 10 phi hoang da (S. galilaeus) tir bién hd Galilee (Hinh 1B va Hinh 1F dén Hinh 1H).
Hinh 1A 12 btc anh thé hién su bung phat bénh ca rd phi trong ao thuong mai dem lai
murc tr vong hang loat (thang tam 2013). Hinh 1B 1a buc anh cta cé rd phi mic bénh thé
hién hién tugng teo cua mét va hién tuong mét hoat dong churc ndng mét (chiing teo nhan
cAu). Hinh 1C thé hién bénh hoc dai thé cia da bao gdm hién tuong an mon da da 6 dén
hién tugng an mon da 1ién mach va céac vét loét dugc biéu thi béng cac mii tén. Hinh 1D
thé hién dang nhuém hematoxylin va eosin ciia thin va mé ké&. Cac mfii tén ddnh du tinh
mach bi gidn doén ddy con sb 1én céc hdéng cau (chimg sung huyét). Dang nhudm
hematoxylin va eosin (H&E) x10. Hinh 1E thé hién dang nhudm hematoxylin va eosin
clia nfio va vo ndo. Cac mii tén danh diu cac mach mau bi gian ddn dﬁy con sb 16n céac
hdng cau trong mang nio mém va chét x4m va chét tring. Dang nhuém H&E x 10 dugc
sir dung. Hinh 1F thé hién dang nhudém hematoxylin va eosin clia ndo va vé ndo. Céc dai
vién quanh mach gdm céc bach huyét bao dugc khoanh tron. Dang nhudom H&E x 40
duoc st dung. Hinh 1Ga thé hién dang nhudm hematoxylin va eosin ctia thiy tinh thé.
Céc dang thay dbi cta bénh duc thiy tinh thé 1a ddc trung boi hién twong hinh thanh cac
cAu trac hinh ciu ua eosin (cac hinh cdu Morgagni) di kém véi hién tuong thoai héa clia
cac soi tinh thé (dugc khoanh tron). Dang nhudm H&E x 10 dugce st dung. Hinh 1Gb thé

hién thé hién dang nhudém hematoxylin va eosin cta thuy tinh thé ddi chimg tir c4 khoe
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manh. Dang nhuém H&E x 10 dugc st dung. Hinh 1H thé hién dang nhugom hematoxylin
va eosin cia mét va gidc mac. Hién tuong mét tinh nguyén ven clia biéu md vay nam trén
¢6 cac chét thAm nhiém viém (cac dau mii tén) va nhiéu mao mach trong mo dém (su tan
tao mach; duoc khoanh tron). Cac soi colagen trong md dém ¢ bé mit bi nhoe va dugc

nhudm ua eosin nhot nhat (chimg phu gidc mac). Dang nhuém H&E x 10 dugc st dung.

Hinh 2 thé hién tic dung gy bénh té bao hay dang kich thich CPE trong cac moi
trudng nudi cdy duge gdy nhiém va phép phan tich soi hién vi dién tir (electron
microscopy-EM). Hinh 2A thé hién céc hinh anh cta t& bao dugc gdy nhidém E-11 ¢6
CPE & ngay 5 sau khi ching nglra. Hién tugng hinh thanh méang bam va té bao chira
khong bao dugc thé hién & cac phan vién ctia cic mang bam. Cac trung tim cta hai mang
bam duoc danh diu bﬁng dAu hoa thi. Hinh 2B thé hién cac hinh anh cta té bao ndo ca rd
phi so cip bi lay nhiém c6 CPE & ngay 10 sau khi chung ngira. Qué trinh chuyén hoa té
bao thon dai thong thudng thanh té bao c6 hat, sung va tron duge ddnh déu bang cac miii
tén. Hinh 2C va Hinh 2D lan luot 14 c4c hinh anh ciia cac di ching, E-11 duoc gy
nhiém déi tuong gia hodc ndo ca 16 phi so cAp. Hinh 2E va Hinh 2F 1a EM truyén qua clia
cac 14t mong cia té bao E-11 da duge gdy nhiém bing cac hat c6 mat do ngin chin dién
tor xam nhép (duong kinh, 55 dén 60nm) dugc két tu va dwgc 6m 1ay trong mang trong
bao tuong (Hinh 2E, dugc danh diu bing miii tén) hodc trong bao tuong (Hinh 2F). Céc
thanh ty 18, 200 va 500nm lan luot cia Hinh 2E va Hinh 2F. Hinh 2G 12 hinh anh EM cta
cac virion dugc nhudm am tinh, dugc tao vién két tir cac dich ndi & trén ctia moi trudng

nudi cdy E11 duoc gay nhiém. Thanh ty 1&, 100nm.

Hinh 3 thé hién phuong phap phat hién PCR ciia TiLV. Hinh 3A thé hién sy phat
hién TiLV bing PCR. Téng s ARN duoc chiét tir ndo ctia ¢4 bi nhiém TiLV (céc lan 1
dén 7) va ca khoe manh (lan 10), cling nhu tir mdi truong nudi ciy té bao E-11 va moi
truong nudi cdy té bao duoc gay nhiém ndo c4 rd phi so cép (1an luot 12 c4c lan 8 va 9),
va dugc st dung lam khuon mau cho viéc tao cADN. Doan 250bp dugc khuéch dai bé‘mg
doan mdi ME1 (SEQ ID NO: 23) va doan mdi dong v tinh 7450/150R (SEQ ID NO:
16). Hinh 3B thé hién ring qua trinh phién ma nguoc la can thiét cho qua trinh khuéch
dai PCR dbi v6i TiLV. Tdng s6 ARN duoc chiét tir dich nbi & trén (cac lan 1 va 2) hodc
tir cac chét chiét té bao (cac lan 3 va 4) ctia mdi trudng nudi cdy E-11 duge giy nhiém
TiLV, hodc tir méi trudong nudi cdy E-11 nguyén so (cic lan 5 va 6). Cac miu khong

9
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duoc didu tri béng DNaza, va qua trinh phién ma nguoc dugce thue hién (+) hodc khong
duoc thuc hién (-) truée bude PCR. Ddi chting 4m tinh “khong c6 ARN” (lan 7) cling
duogc léy vao. Poan 491bp dugc khuéch dai bf?mg cac doan mdi Nested ext-1 (SEQ ID
NO: 24) va Nested ext-2 (SEQ ID NO: 25). Hinh 3C thé hién céc két qua cla cic thir
nghiém tinh nhay cam nucleaza. Céac axit nucleic dugc bdo vé khoi nucleaza dugc chiét
tr cac virion dugc tinh ché va duogc diéu tri (+) hodc khong dugce diéu tri (-) bé“mg
transcriptaza ngugc va/hodc RNaza I trude qué trinh khuéch dai PCR bang cac doan moi
dic hiéu v6i TiLV (Nested ext-1 (SEQ ID NO: 24) va Nested ext-2 (SEQ ID NO: 25)
dem lai san phém duoc khuéch dai, 491bp) hodc cac doan mdi dic hiéu véi SnRV
(Snakehead gag-pol fw (SEQ ID NO: 26) va Snakehead gag-pol rev (SEQ ID NO: 27),
dem lai san phdm woc khuéch dai, 284bp). M 1a gen danh déu kich ¢c& ADN.

Hinh 4 thé hién dong luc hoc cia muc tit vong do TiLV giy ra. Ca dugc chia
thanh nhém gdm 30 con ca khong c6 mam bénh cu thé (specific pathogen-free-SPF). Céc
nhém 1 (hinh thoi dic) va 2 (hinh tam gidc dic) dugce giy nhiém 1an luot bing phwong
phép tiém trong mang bung (i.p.) hodc séng chung. Nhém d6i ching (hinh tron dic) duge
chu thanh bdi con sb y hét c4 duoc ching nglra bing céc dich ndi o trén cta cdc moi
trudng nudi cdy E-11 nguyén so. Do bién doi giita ba nhom thir nghiém duge xéc dinh
bing cac kiém dinh chi binh phwong, ma trong d6 tri s6 P 12 0,05 duoc xem 1a dang ké.

Cac thanh thé hién sai sO chuan.

Hinh 5 thé hién phép phan tich thdm tach Northern ctia cdc axit nucleic tir ¢4 ro
phi mic bénh & Israel va Ecuador. Hinh SA thé hién phép phén tich thim tach Northern
cua tdng s& ARN duoc chiét tir gan cé rd phi Ecuador mic bénh va duoc phén tich bing
ba hdn hop mau do thé hién cic doan 1, 4, 7, va 10 (Combo 1); 3, 6, va 9 (Combo 2);
hodc 2, 5, va 8 (Combo 3) d& phong ngira sy chdng 14n tin hiéu tir cac doan c6 kich c&
trong tu (ba 6 bén tay phai). ARN virut cim A dugc lai véi ba mau do thé hién cac
protein HA, NA, va protein nén déng vai trd 14 phan tham chiéu kich ¢& (6 bén trai). Hinh
5B thé hién phép phan tich thém tach Northern cta tong s6 ARN duge chiét tir t& bao
nudi cdy dugce giy nhidm bing TiLV dugc tao ra tir ndo tir c4 rd phi Israel hozc tir dich
ndi & trén moi truong nudi cdy va duoc phan tich bang ba hdn hop miu do. Cac lan 5, 8,
va 11 thé hién cac két qua tir cac chét chiét tir t& bao nudi ciy bi lay nhiém (6 dpi); cac
lan 6, 9, va 12 thé hién céc két qua tir cac chat chiét tir dich ndi & trén méi trudng nudi

10
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ciy dugc gy nhiém; cac lan 4, 7, va 10 thé hién cac két qua tlr cdc chat chiét tr t€ bao

nudi cdy khong duoc gy nhiém.

Hinh 6 thé hién céc két qua cua PCR chin doan thong thudng bing cich st dung
céc doan mdi duoc thiét ké dé khuéch dai doan 3 cia hé gen TiLV. Hinh nay 1a hinh &nh
cta qua trinh dién di trén gel agaroza cua cic san pham khuéch dai thu dugc tir cac chét
chivét axit nucleic cta dich ndi & trén ciia moi trudng nudi cdy té bao duge gy nhiém
TiLV. Lan 1 va 12 1a c4c gen danh d4u kich ¢&. Cac lan 2-10 1a cc dung dich pha lodng
2 14n theo ddy cta chét chiét axit nucleic. Lan 11 14 d6i chtrng 4m tinh ctia dich ndi & trén

ctia mdi truong nudi cay té bao khdng dugc gay nhiém.

Hinh 7 thé hién cac két qua cua PCR thoi gian thyc. Hinh 7A 13 dudng chuan c6
st dung céc tiéu chuin plasmit dugc dinh luong thé hién trinh tu dich doan 1 ctia TiLV,
nim trong khoang tir 1 x 105 dén 1x10' phan tir cho mdi thit nghiém. Hinh 7B la dudng
chudn c6 str dung cac tiéu chuin plasmit dugc dinh lugng thé hién trinh tu dich actin beta
clia ¢4 rd phi, ndm trong khoang tir 1 x 10° dén 1x10! phan tir cho mdi thit nghiém. Hinh
7C thé hién su phat hién TiLV dich thuc & cdc mau mo khéc nhau cta c4 rd phi méc bénh
tir Israel bing cach st dung cac doan mdi dugc thiét ké tir va dic hidu déi véi cac trinh ty

axit nucleic cua TiLV.
MG ta chi tiét sang ché

Tong ca rd phi 1a quan trong ddi vdi tinh bén viing ctia cdc hé thong sinh thai va
dong vai tro 1a nhém cé nudi quan trong thit hai khap the gii. Sdng ché dugc mo ta trong
ban mo ta nay dé cip dén su quan sat vé muc tir vong dang ké cia ca r6 phi hoang da va

ca 1o phi dugc nuoi ca ¢ Israel va Ecuador.

Dugc bao cdo trong ban md ta nay la sy phan 1dp virut chua duge md ta trudce day,
virut Tilapia Lake hay TiLV dugc chi dinh, tir ca méc bénh mot cach tw nhién va su kich
thich bénh & c4 rd phi bang tic nhan nay. Viéc U cac chét chiét tir tong ca rd phi mic
bénh, ma khong khde manh, véi cac moi trudng nudi céy cta té bao ca (té bao E-11 va té
bao ndo ¢4 rd phi so cAp) di dem lai sy xuét hién tac dung gy bénh té bao hay CPE trong
cac mdi truong nudi cdy duoc gay nhiém. Hon nita, qua trinh chiing ngira céc dich ndi &
trén, thu hoach dugc tir cac moi trudng nudi cdy nhu vay, vao tong ci rd phi nguyén so

da dem lai sy xuét hién bénh. TiLV dugc tai phan 1ap trong mdi trudng nudi cdy té bao tir
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ca duge giy nhidm bang thir nghiém, va tdc nhan nay da kich thich mét bénh tuong tu
sau khi chiing nglra ¢4 nguyén so md&i. Ngoai ra, dd dat dugc bénh duoc kich thich béng
thtt nghiém bing TiLV duoc tinh ché thu dugc bang cac dung dich pha lodng t6i han.
Dang luu y, da quan sat thdy cac d4u hiéu cia bénh xay ra mot cach ty nhién (su thay d6i
mau, dém da, cac dang thay ddi & mét, va tinh 1o phd) & bénh dugc kich thich bang thir
nghiém. Céc trinh ty TiLV dugc khuéch dai tir ¢4 méc bénh va cac mdi truong nudi céy
té bao dugc gay nhiém TiLV nhung khong phai tir c4 nguyén so, cac moi truong nudi chy
duoc gy nhiém dbi tugng gia, hodc cic moi trudng nudi chy dugc gdy nhiém bang mot
tac nhan khac (VNN).

Mot vai ludng bang chimg di chi ra ring tac nhan truyén nhiém nay 14 virut. Thir
nhét 14, tac nhan nay da di qua bo loc 0,2um trong khi giit lai tinh 1dy nhiém cua no, loai
trir kha nang vé su lay nhiém boi c4c vi sinh vat 16n hon kich ¢& bd 1oc nay (nhu vi khuén
va ndm méc). Thu hai 13, su xuit hién CPE sau cic 1an cdy chuyén theo ddy ctia tAc nhan
ndy & cac moi trudng nudi cdy té bao loai trir kha ning v& CPE do ddc t6 co thé loc dugc
kich thich. Tht ba 13, cac cdu trac gidng virion dugc hién thi bang EM trong té bao duogc
gy nhiém va trong céc dich ndi & trén cla cac moi trudong nudi cdy cla té bao nay. Thir
tu 13, hoat tinh CPE da dugc ching minh ddi véi cac phan tuong d6i day dic cla céac
gradien sucroza, tuong tu v6i cac virion dugc lép rap da biét. Thir nam 13, hé gen TiLV
c6 vé capsid duge lam bang ARN, nhu duge chiing minh bang sy viéc thuc té 1a n6 dugc
khuéch dai chi bang RT-PCR ma thdi (va khong phai bang PCR) tir c4c mau clia c4 dm
va tir cac moi trudng nudi cdy té bao ma dugc ching ngira bang cac chat chiét cia ca nhu
vily, ciing nhu bang su viéc thuc té 1a qua trinh khuéch dai nay thi nhay cam ddi véi su
phan hiy ban ddu bang RNaza I. Dugc biét 1a hé gen ARN chi xay ra déi véi cac virut.
Cac phan tich EM va tinh nhay cam cua TiLV d6i voi cac dung mdi hitu co (ete hodic

clorofom) con chi ra rang TiLLV la virut c6 vo boc.

ba dat duoc bénh do TiLV gy ra & tong cé rd phi bang phuong phap tiém trong
mang bung (i.p.) hodc bing phuong phap séng chung. Phuong thirc séng chung lan
truyén ching minh kha nang cua TiLV trong viéc lay lan bang dudng tir nude. Can phai
luu y ring trong cac thir nghiém nay, di quan sat thay ty 1é tir vong twong d6i cao cua ca

duong i.p. va dudng tu nudc.

12



42496 13/120

Su tOn tai cia c4 ma da sbng sét qua bénh do TiLV giy ra da chi ra manh mé& rang
déap ung mién dich hitu hiéu chéng lai mam bénh nay co thé duoc nang cao. Piéu nay co
ung dung quan trong dbi véi cac chién luge ngan chin bénh trong tuong lai. Bén canh
kha ning vé viéc phét trién vacxin, viéc xac dinh tinh man cam cla cac loai c4 rd phi
khac nhau ddi véi TiLV can duge xem 1a mot bién phap ciia qué trinh ngén chan bénh. Y
niém nay 1a dua trén nhitng khéc biét dugce ghi nhén rd trong tai liéu vé kha nang chdng

chiu bénh trong so cac loai cua cung mot chi.

Céng trinh nay ciing dé xuét qua trinh xac dinh dic diém phan tir ctia TiLV duge
phan lap tr ca méc bénh & ca Israel va Ecuador. Mudi doan cua hé gen TiL'V dugc nhan
dién tir virut & cd tir ca hai noi, dem lai cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11. (SEQ ID
NO: 1 1a phién ban ngin hon néu trong SEQ ID NO: 9 — ca hai 1a doan 3 cua hé gen
TiLV). Céc 1an tim kiém do twong ddng trong co so dit lisu NCBI da thu dugc mot diém
so khép don 1¢ dbi v6i doan 1 ctia hé gen (SEQ ID NO: 7) ma chi ra do twong ddng rat xa
v6i ARN polymeraza phu thugc vao ARN cta orthomyxovirut. Didu nay con chi ra ring
TiLV 12 mam bénh dang nbi 1én mai d6i voi ca rd phi. Xét thdy su san xuét thuong mai
rong rai ca ro phi va su viée thuc té 13 ¢ rd phi dong vai tro 1a ngudn protein chinh & cac
nudc dang phat trién, that 1a quan trong & mac do cao khi chin doan mam bénh méi nay.
Qua trinh khuéch dai cac trinh tu TiLV tir c4 méc bénh va cac moi truong nuodi céy duoc
gay nhiém TiLV, dugc mo ta trong cdng trinh nay, dem lai co s& cho sy chin doan dua
trén PCR, cho phép ¢6 su sang loc nhanh, sy gidm sét, cdc nghién ctru dich t& hoc, va su
ngan chan bénh. Ngoai ra, céc trinh tu TiLV c6 thé dugc str dung cho vacxin, tirc 1a, cac
ché phdm mién dich hoc, dé gay dap ung mién dich chbng lai TiLV & cac quén thé ca rd
phi.

TiLV dugc nhan dién trong ban md ta nay la virut ARN méi. Vi vay, céc trinh tu
axit nucleic cADN khong ton tai trong tu nhién. N6i cach khéc, céc trinh tu axit nucleic
néu trong SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11 1a cac ché pham khong cé trong tu nhién
ma khac biét & rét vé ciu triic so v6i cac trinh tv ARN cua TiLV c¢é trong tu nhién.
Ngoai ra, cac phuong 4n bit ky cua sang ché nhu cac doan mdi, cac miu do, cac khang
thé, cac ché pham sinh mién dich va té bao va cac dong t& bao, bao gdm cac axit nucleic

néu trong cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11 ciing thudng khong cé trong tu nhién.
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Theo cac khia canh nhéit dinh, sang ché dé xuét su phat hién r?mg tac nhan bénh
nguyén ctia bénh nay 12 virut ARN mdi. Theo céc khia canh nhat dinh, sang ché ciing dé
xuét cac phuong phép hitu ich cho viéc phan 13p va phat hién virut nay. Nhu dugc mo ta
thém trong ban md ta nay, virut ndy, dugc dat tén 1a virut Tilapia Lake (TiLV), ¢ thé
duoc nhan 1én & té bao ndo ca ro phi so cép hodc & dong té bao E-11. Theo céc khia canh
nhit dinh, sang ché d& xuét sy phét hién rang virut ndy cé thé kich thich tic dung gay
bénh t& bao & thoi diém 5 dén 10 ngay sau khi 1y nhidm. Theo cac khia canh nhat dinh,
sang ché dé xut cac phat hién qua phuong phap soi hién vi dién tir thé hién su c6 mit
cia cdc hat nhi thap dién déu c6 vé boc 1a 55 dén 75nm. Theo cac khia canh nhét dinh,
sang ché dé& xuét su phat hién rang TiLV ¢6 muc cdy chuyén thap, dugc tiém trong mang
bung & ca 1o phi, dd kich thich bénh giéng v6i bénh tu nhién, bénh nay thudng thé hién
v6i tinh 1o pho, cac dang thay dbi & mit, va cdc dang an mon da, véi muc tir vong 16n
hon 80%.

Theo cac khia canh nhét dinh, sang ché dé xuét su phét hién réng cac dang thay
ddi md hoc bao gdm chimg sung huyét cia céc co quan bén trong (than va ndo) véi cac b
tang sinh thdn kinh dém va dai vién quanh mach gdm céc bach huyét bao & vé ndo cla
ndo; viém mét bao gdm viém ndi nhan va cic dang thay di cta bénh dyc thuy tinh thé
cta thuy tinh thé. Theo cac khia canh nhat dinh, sang ché d& xuit su phat hién ring quéa
trinh séng chung ciia ca khoe manh va c4 mic bénh di ching minh ring bénh nay 13 c6
‘tinh truyén nhiém va ring cac mtc tir vong (80 dén 100%) xay ra trong vong it ngay.
Theo céc khia canh nhét dinh, sang ché dé xuat su phat hién rang c4 séng sét qua muc tir
vong ban dau thi mién dich dbi véi cac 1an lay nhiém TiLV khac nita, chi ra sy ning cao

cua dap Gng mien dich bao vé.

Theo céc khia canh nhit dinh, sang ché d& xuat su phat hién rang qué trinh sang
loc cac thu vién cADN da nhéan dién trinh tw dc hiéu v6i TiLV, cho phép thiét ké kiém
dinh chin doéan dya trén PCR. Theo cac khia canh nhét dinh, sang ché dé xuét viéc thuc
hién kiém tra gitip thuc hién dugc viéc nhan dién diac hi¢u ciua TiLV & tong ca rd phi.
Viéc thuc hién kiém tra nhu vay 1a c6 ich cho viéc kiém soat sy lay lan clia virut nay
khip thé giéi.

Céc dinh nghia
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Céc thuat ngit duoc st dung trong ban mo ta nay nhin chung c6 cic nghia thong
thudng cua chung trong linh vuc k¥ thuat ndy, trong ngit canh cia sang ché va ngit canh
cu thé trong do mdi thuat ngit duge st dung. Cac thudt ngit nhét dinh dugc ban luan dudi
day, hodc noi khac trong ban mo ta nay, dé dem lai chi din bd sung véi nha thuc hién
chuyén mon trong viéc mo ta cac phuong phap theo sing ché va cach st dung ching.
Hon nita, s& duoc nhin nhén ring co thé trinh by cling mot diéu theo nhiéu cach. Vi vay,
ngdn ngir va tir ddng nghia thay thé khac c6 thé duge st dung cho mot hodc nhiéu thuat
ngit bét ky trong sb cac thuat ngit dugc ban luan trong ban md ta nay, cling khong dat y
nghia dac biét bat ky cho viéc mot thuét ngit nao d6 c¢6 dugc ban ludn hodc ban thao k¥
ludng trong ban mo ta nay hay khong. Cac tur dong nghia dung cho c4c thuit ngit nhét
dinh duoc dé xuét. Viéc liét ké mot hodc nhidu tir ddng nghia khong loai trir viée st dung
céc tir ddng nghia khac. Viéc st dung céc vi du bét ctr noi ndo trong ban md ta nay, bao
gbm céc vi du vé cac thuat ngit bét ky duoc ban luan trong ban md ta ndy, chi c6 tinh
minh hoa ma thoi, va hoan toan khong gidi han pham vi va y nghia cua sang ché hoic
thuét ngt duoc ldy lam vi du bat ky. Ciing vay, sang ché khong bi gidi han & cac phuong

an duogc vu ti€n cua no.

Theo séng ché, c6 thé ¢6 nhidu dung cu va k¥ thuat khac nhau trong pham vi ky
ning cua linh vuc k§ thuét nay, nhu nhitng loai thuong dugc sur dung trong mién dich hoc
phan t, mién dich hoc té bao, duoc ly hoc, va vi sinh vat hoc. Vi du, xem tai liéu:
Sambrook et al. (2001) Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 3rd ed. Cold Spring
Harbor Laboratory Press: Cold Spring Harbor, N.Y.; Ausubel et al. eds. (2005) Current
Protocols in Molecular Biology, John Wiley and Sons, Inc.: Hoboken, N.J.; Bonifacino et
al. eds. (2005) Current Protocols in Cell Biology, John Wiley and Sons, Inc.: Hoboken,
N.J.; Coligan et al. eds. (2005) Current Protocols in Immunology, John Wiley and Sons,
Inc.: Hoboken, N.J.; Coico et al. eds. (2005) Current Protocols in Microbiology, John
Wiley and Sons, Inc.: Hoboken, N.J.; Coligan et al. eds. (2005) Current Protocols in
Protein Science, John Wiley and Sons, Inc.: Hoboken, N.J.; va Enna ef al. eds. (2005)
Current Protocols in Pharmacology, John Wiley and Sons, Inc.: Hoboken, N.J.

Hinh thic s it “m6t” bao gdbm dang dé cap sd nhiéu trir khi ngit canh quy dinh

khéc mot cach 10 rang.
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Thuét ngit “khoang” dugc st dung trong ban mo ta nay dé chi y nghia 1a x4p xi,
trong khoang x4p xi, phéng ching, hoic khoang chirng. Khi thuét ngit “khoang” dugc st
dung chung véi khoang 36, thi n6 bd nghia cho khoing d6 bang cach kéo dai cac duong
bién trén va dudi cac tri sd cia sd duoc néu ra. Nhin chung, thuat ngit “khoang” dugce sir
dung trong ban mo ta nay dé bd nghia cho tri sé cua s trén va duéi tri sé duge néu bing
s chénh 1&ch 1a 20%.

Nhu dugce st dung trong ban mo ta nay, “TiLV” dugc dung dé chi cac quan thé

phén 14p cia virut Tilapia Lake dugc md ta trong ban mo ta nay.

Nhu dugce st dung trong ban mo ta nay, “gen TiLV” dugc dung dé chi mot phan
tt bat ky trong s& cic gen hoidc cac doan gen nhu duge md ta trong cac SEQ ID NO: 1

dén SEQ ID NO: 11, dugc nhén dién trong hé gen TiLV.

Nhu dugc st dung trong ban mé ta nay, thuat ngit “dong vat” duoc diung dé chi

dong vat c6 xuong song, bao gdm, nhung khong chi gii han &, ¢4, (vi du, ¢ rd phi).

“V& co ban ddng nhit”, trong ngit canh v& hai axit nucleic hodc polypeptit, dugc
ding dé chi hai hodc nhiéu trinh ty hodc trinh tu con ma c6 do twong ddng gbc axit amin
hodc nucleotit it nhit 98%, it nhat 99% tr& 1én, khi duge dem so sanh va dugc canh thang
dé c6 dugc muc tuong ing tdi da, nhu duge do béng cach st dung mot thuat toan trong

s& cac thuét todn so sanh trinh tu duéi diy hodc bing phuong phép kiém tra bing mit.

“P twong ddng tinh theo phin trim” trong ngit canh v& hai hodc nhiéu trinh tur
polypeptit hodc axit nucleic, dugc dung @& chi ty 1& phan trim cta cic nucleotit hodc céc
axit amin ma hai hodc nhiéu trinh tu hoic trinh ty con chira ching 1a giéng nhau. Mot ty
1€ phé‘m tram duoc chi r6 clia cac nucleotit co thé duoc goi 1a, nhu: d9 tuong déng 60%,
d6 tuong ddng 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98% hoic 99% hodc cao hon trén mot viung dugc chi rd, khi duge dem so séanh va
dugc canh théng dé c6 duge mtrc tuong ung tdi da trén cira sd so sanh, hoic vung dugc
chi dinh nhu duoc do bé‘mg cach st dung mot thudt toan trong sb cac thuat toan so sanh

trinh tw du6i day hodc bing dang canh thing bang tay va kiém tra bing mat.

“Ctra sd so séanh”, nhu duge st dung trong ban md ta nay, bao gébm dang dé cép
dén doan c6 con sb bét ky trong 36 con sé cac vi tri lién tiép duge chon tir nhém gbm tir
20 dén 600, thong thuong khoang 50 dén khoang 200, thong thudng hon, khoang 100 dén
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khéémg 150 ma trong d6 trinh tu nao do6 cé thé dugc dem so sanh v6i trinh ty tham chiéu
c6 cing con sd cac vi tri lién tiép sau khi hai trinh tu dugc canh théng mot cach téi wu.
Cac phuong phép canh thing c4c trinh tu dé so sénh 1a da biét 13 trong linh vuc k§ thuat
nay. Dang canh théng tdi wu cua cac trinh tu dé so sanh co thé dugc thuc hién, vi du,
bang thuat toan do tuong ddng cuc bo cta tai ligu: Smith and Waterman (1981) Adv.
Appl. Math. 2: 482, bing thuat toan canh thing do tuong ddng cta tai liéu: Kimman and
Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48: 443, bang phuong phép tim kiém d¢ tuong ddng cua tai
liéu: Pearson and Lipman (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85: 2444, bang cac cach
thuc hién duoc kiém soat bﬁmg mdy vi tinh cua cac thuit todn nay (FASTDB
(Intelligenetics), BLAST (National Center for Biomedical Information), GAP, BESTFIT,
FASTA, va TFASTA trong Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer
Group, 575 Science Dr., Madison, Wis.), hodc bing dang canh thing bing tay va kiém tra

bang mat (vi du, xem Ausubel).

Trong ngit canh vé cac ky hiéu bazo cia céc axit nucleic c6 thé dugc sir dung dé
thé hién vi trf trén trinh tu axit nucleic ma co6 thé c6 nhiéu lua chon thay thé khéc c6 thé
¢6. Vi du, “W” thé hién A hodc T; “S” thé hién C hodc G; “M” thé hién A hogc C; “K”
thé hién G hoic T; “R” thé hién A hodc G; “Y” thé hién C hodc T; “B” thé hién C, G,
hodic T; “D” thé hién A, G, hodc T; “H” thé hién A, C, hoac T; “V” thé hién A, C, hodc
G.

Cén phai hiéu rang, d6i v6i céc polypeptit cua TiLV cu thé duoc mé ta & day, cac
dang thay ddi tu nhién c6 thé ton tai gitta cac chung TiLV riéng biét. Cac dang thay a6i
ndy c6 thé dugc chiing minh bang (cac) dang chénh léch axit amin trong toan bd trinh tu
hodc bing cac dang x6a bd, cac dang thay thé, cac dang chén vao, cic dang dao ngugc
hoic cic dang thém vao cla (cac) axit amin trong trinh tu dd néu. Cac dang thay thé axit
amin ma vé co ban khong thay ddi hoat tinh sinh hoc va hoat tinh mién dich hoc, da dugc
md ta, vi dy, bdi Neurath et al trong “The Proteins” Academic Press New York (1979).
Céc dang thay thé axit amin gifra 15 axit amin lién quan hodc cdc dang thay thé ma da
xay ra mot cach thuong xuyén trong qué trinh tién hoa 13, khong ké nhing loai khac,
Sef/Ala, Ser/Gly, Asp/Gly, Asp/Asn, Ile/Val (xem tai liéu: Dayhof, M. D., Atlas of
protein sequence and structure, Nat. Biomed. Res. Found., Washington D.C., 1978, vol. 5,
suppl. 3). Céc dang thay thé axit amin khac bao g6m Asp/Glu, Thr/Ser, Ala/Gly, Ala/Thr,

17



42496 18/120

Ser/Asn, Ala/ Val, Thr/Phe, Ala/Pro, Lys/Arg, Leu/lle, Leu/Val va Ala/ Glu. Dua trén
théng tin nay, Lipman va Pearson dd phat trién mot phuong phap dé so sanh protein
nhanh va nhay (Science (1985) 227:1435) va x4c dinh do tuong ddng chirc nang gitta cac
protein tuong dbng. Céac dang thay thé axit amin nhu vy cla cic phuong an lam vi du
cua sang ché, ciing nhu cac dang thay ddi c6 cac dang x6a bod va‘hodc cac dang chén vao
1a trong pham vi ctia sang ché véi didu kién 1a cac protein thu dugc giit lai tinh phén tng
mién dich cta ching. Biét duoc rang céc trinh tw polypeptit c6 mot hodc nhiéu dang thay
dbi trinh tu axit amin so v6i polypeptit tham chiéu van c6 thé 1a hitu ich cho viéc tao ra

cac khang thé ma lién két polypeptit tham chiéu.
Cac axit nucleic va cach st dung chung

Sang ché dé xuét céc trinh tu axit nucleic ctia TiLV. Céc trinh ty axit nucleic nay
¢6 thé 1a hiru ich cho, khong ké nhiing loai khéc, qua trinh biéu hién cta céac protein dugc
ma héa boi TiLV hodc cac doan, cac bién thé, hodc cac dan xuét cuia chung, qua trinh tao
ra cac khang thé chéng lai cac protein TiLV, qu4 trinh tao ra cac doan mdi va cac mau do
dé phét hién TiLLV va/hoac dé chan doéan su lay nhiém TiLV, tao ra cac ché phém sinh
mién dich chéng lai TiLV, va sang loc dé c6 duoc cac loai thube hitu hidu chdng lai

TiLV nhu dugc mo ta trong ban mo ta nay.

Theo céc khia canh nhét dinh, cac trinh tu axit nucleic cia TiLV dugc dé xuét &
cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11, twong ting véi cac doan hé gen TiLV (xem Bang
2).

Theo cac khia canh nhét dinh, sang ché d& xuit trinh tu axit nucleic duoc phan 1ap
ctia TiLV nhu duoc néu trong SEQ ID NO bét ky trong sb cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ
ID NO: 11

Theo cac khia canh nhét dinh, sang ché dé xuét axit nucleic dugc phan lap bd sung

v6i SEQ ID NO bit ky trong sé cac SEQ ID NO: 1 ¢én SEQ ID NO: 11.

Theo céc khia canh nhét dinh, sang ché d& xuét cac bién thé cua trinh tu axit
nucleic ciia TILV ¢6 dd twong ddng 16n hon 60% v&i trinh tw néu trong SEQ ID NO bét
k¥ trong s6 cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11.

Theo cac khia canh nhit dinh, sang ché d& xuét cac bién thé trinh tu axit nucleic

dwoc phan 1ap néu trong SEQ ID NO bét ky trong sé cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO:
18
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11 va cac doan cua ching. Cac bién thé néu trong SEQ ID NO bét ky trong s6 cac SEQ
ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11 bao gdm, nhung khéng chi giéi han &, céc trinh tu axit
nucleic ¢6 do tuong ddng it nhit tir khoang 50% dén khoang 55% véi trinh tu axit nucleic
néu trong SEQ ID NO bt ky trong s cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11. C4c bién
thé néu trong SEQ ID NO bét ky trong sé cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11 bao
gbm, nhung khong chi gi¢i han &, céc trinh ty axit nucleic ¢6 do twong dong it nhét tix
khoang 55,1% dén khoang 60% véi trinh ty axit nucleic néu trong SEQ ID NO bat ky
trong s6 cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11. Cac bién thé néu trong SEQ ID NO bat
ky trong s cdc SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11 bao gdm, nhung khéng chi gi6i han
&, céc trinh tu axit nucleic c¢6 do twong ddng it nhat tir khoang 60,1% dén khoang 65%
v&i trinh tu axit nucleic néu trong SEQ ID NO bat ky trong s& cac SEQ ID NO: 1 dén
SEQ ID NO: 11. Céc bién thé néu trong SEQ ID NO bét ky trong s6 cac SEQ ID NO: 1
dén SEQ ID NO: 11 bao gbm, nhung khong chi gi¢i han &, cac trinh ty axit nucleic ¢6 do
twong ddng it nhat tir khodng 65,1% dén khoang 70% véi trinh tu axit nucleic néu trong
SEQ ID NO bét ky trong sé cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11. Céc bién thé néu
trong SEQ ID NO bit ky trong s cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11 bao gdm,
nhung khong chi gidi han ¢, céc trinh ty axit nucleic c6 do tuong ddng it nhit tir khoang
70,1% dén khoang 75% véi trinh tu axit nucleic néu trong SEQ ID NO bét ky trong sd
cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11. C4c bién thé néu trong SEQ ID NO bét ky trong
s6 cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11 bao g61n, nhung khong chi gi6i han ¢, cac
trinh tu axit nucleic c6 do tuong déng it nhét tir khoang 75,1% dén khoang 80% vdi trinh
tw axit nucleic néu trong SEQ ID NO bét ky trong s6 cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO:
11. Cac bién thé néu trong SEQ ID NO bt ky trong sé cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID
NO: 11 bao gdm, nhung khong chi giéi han &, céc trinh ty axit nucleic c6 do twong dong
it nhét tir khoang 80,1% dén khoang 85% véi trinh tr axit nucleic néu trong SEQ ID NO
bt ky trong sé cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11. Cac bién thé néu trong SEQ ID
NO bét ky trong sb cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11 bao gdm, nhung khong chi
gidi han 0, cac trinh ty axit nucleic c6 d§ tuong dong it nhét tir khoang 85,1% dén
khoang 90% véi trinh tu axit nucleic néu trong SEQ ID NO bt ky trong s6 cac SEQ ID
NO: 1 d&n SEQ ID NO: 11. Céc bién thé néu trong SEQ ID NO bét ky trong s6 cac SEQ
ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11 bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, céc trinh tu axit
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nucleic ¢4 do twong dong it nhét tir khoang 90,1% dén khoang 95% véi trinh tu axit
nucleic néu trong SEQ ID NO bit ky trong sé cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11.
Cac bién thé néu trong SEQ ID NO bét ki trong s6 cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO:
11 bao gdm, nhung khong chi gidi han &, céc trinh tu axit nucleic ¢6 do twong dong
khoang 95,1%, khoang 95,5%, khoang 96%, khoang 96,5%, khoang 97%, khoang 97,5%,
khoang 98%, khoang 98,5%, khoang 99%, khoang 99,5% hodc khoang 99,9% voi trinh
ti axit nucleic néu trong SEQ ID NO bét ky trong sb cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO:
11. Cac chuong trinh va thut todn dé canh thing va so sanh trinh tu vé d6 twong dong
va/hodc do twong ddng tinh theo % giita cac trinh tu axit nucleic la da biét 1 trong linh

vuc k¥ thuat nay, va bao gé‘)m BLAST, dung cu canh théng SIM, v.v..

Theo mdt phuong an khéac niia, sang ché d& xuit axit nucleic dugc phan 1ap c6
trinh tu v& co ban ddng nhit véi axit nucleic néu trong SEQ ID NO bét ky trong s cac
SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11, hoic mdt doan cia chung. Theo mft phuong an
khac nfra, sang ché @& xuét axit nucleic dugc phén 18p c6 trinh ty vé co ban déng nhét véi
axit nucleic bd sung v6i SEQ ID NO bt ky trong s6 cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO:

11, hodc mdt doan cta chung.

Theo mdt phuong an, sang ché @& xuét trinh tu axit nucleic duoc phan 14p bao
gdm tir khoang 10 dén khoang 50 nucleotit lién tiép tir mot SEQ ID NO bat ky trong s6
cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11 hoc trinh tw bd sung véi SEQ ID NO bét ky
trong s cdc SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11 hogc bién thé ctia n6. Theo mot phuong
an, sang ché d& xuit trinh tu axit nucleic dwgc phan 14p bao gdm tir khoang 10 dén
khoang 100 nucleotit lién tiép tir mot SEQ ID NO bét ky trong s6 cac SEQ ID NO: 1 dén
SEQ ID NO: 11 hodc trinh tu bd sung v6i SEQ ID NO bt ky trong s6 cac SEQ ID NO: 1
dén SEQ ID NO: 11 hoic bién thé ctia né. Theo mdt phwong én, sang ché dé xuét trinh tu
axit nucleic dugc phan 1ap bao gdm tir khoang 10 dén khoang 200 nucleotit lién tiép tir
mdt SEQ ID NO bt ky trong sb cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11 hodc trinh tuw bd
sung véi SEQ ID NO bét ky trong sé cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11 hogc bién
thé cua n6. Theo mot phuong an, sang ché dé xuat trinh tu axit nucleic dugc phan 14p bao
gbm tir khoang 10 dén khoang 300 nucleotit lién tiép tir moét SEQ ID NO bat ky trong sd
cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11 hodc trinh ty bd sung v6i mot SEQ ID NO bét ky
trong s cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11 hoic bién thé ctia né. Theo mdt phuong
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an, sang ché @& xuét trinh tu axit nucleic dugc phan lap bao gdm tir khoang 10 dén
khoang 400 nucleotit lién tiép tir mot SEQ ID NO bat ki trong s6 cac SEQ ID NO: 1 dén
SEQ ID NO: 11 hoic trinh tr bd sung v6i mdt SEQ ID NO bt ky trong sb cdc SEQ ID
NO: 1 dén SEQ ID NO: 11 hodc bién thé ctia né. Theo mot phwong 4n, séng ché dé xuét
trinh ty axit nucleic dwgc phan 1ap bao gdm tir khoang 10 dén khoang 500 nucleotit lién
tiép tr mot SEQ ID NO bit k¥ trong sé cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11 hogc
trinh ty bd sung v6i mot SEQ ID NO bt ky trong sb cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO:
11 hodc bién thé cta n6. Theo mét phuong 4n, sang ché dé xuét trinh tu axit nucleic dugc
phén 1ap bao gdm tir khoang 10 dén khoang 600 nucleotit lién tiép tr mdt SEQ ID NO
bat ky trong sb cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11 hogc trinh ty bd sung v6i mot
SEQ ID NO bét ky trong sb cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11 hoc bién thé ctia no.
Theo mot phuong 4n, sang ché dé xuét trinh tu axit nucleic dugc phén 13p bao g6m tur
khoang 10 dén khoang 700 nucleotit lién tiép tir mét SEQ ID NO bét ky trong s6 cac
SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11 hoic trinh ty bd sung véi mét SEQ ID NO bét ky
trong sb cac SEQ ID NO: 1 dn SEQ ID NO: 11 hozc bién thé cua nd. Theo mot phuong
an, sang ché d& xuét trinh tw axit nucleic dwgc phan lap bao gdm tir khoang 10 dén
khoang 800 nucleotit lién tiép tir mot SEQ ID NO bét ky trong s cac SEQ ID NO: 1 dén
SEQ ID NO: 11 hodc trinh tu bd sung véi mot SEQ ID NO bat ky trong s6 cic SEQ ID
NO: 1 dén SEQ ID NO: 11 hoic bién thé ciia n6. Theo mot phuong én, sang ché d& xuit
trinh tu axit nucleic dugce phan 14p bao gom tir khoang 10 dén khoang 900 hodc nhiéu
hon nucleotit lién tiép tir mot SEQ ID NO bt ky trong s6 cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID
NO: 11 hodc trinh tu bd sung véi mdt SEQ ID NO bét ky trong s6 cac SEQ ID NO: 1 dén
SEQ ID NO: 11 hoic bién thé ctia nd. Theo mot phuong an, sdng ché d& xuét trinh tu axit
nucleic duge phén 1ap bao gdm tir khoang 10 dén khoang 1000 nucleotit lién tiép hoic
nhiéu hon tr mot SEQ ID NO bit ky trong sé ciac SEQ ID NO: 1 d¢én SEQ ID NO: 11
hodc trinh tu bd sung véi mot SEQ ID NO bt ky trong sé cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ
ID NO: 11 hodc bién thé cua n6. Theo mot phuong an, sang ché d& xuét trinh tu axit
nucleic dugc phan 1ap bao gdm tir khoang 10 dén khoang 1200 nucleotit lién tiép hoic
nhiéu hon tr mot SEQ ID NO bit ky trong s6 cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11
hoic trinh tu bd sung véi mot SEQ ID NO bét ky trong s6 ciac SEQ ID NO: 1 dén SEQ

ID NO: 11 hodc bién thé ctia né. Theo mot phuong 4n, séang ché dé& xuét trinh tu axit
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nucleic dugc phan 14p bao gdm tir khoang 10 dén khoang 1400 nucleotit lién tiép hoic
nhidu hon tir mot SEQ ID NO bét ky trong sb cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11
hodc trinh ty bd sung v6i mot SEQ ID NO bét ky trong s6 cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ
ID NO: 11 hoic bién thé ctia n6. Theo mot phuong 4n, séng ché d& xuét trinh ty axit
nucleic dugc phan 14p bao gém tir khoang 10 dén khoang 1640 nucleotit lién tiép hodc
nhiéu hon tr mot SEQ ID NO bét ky trong sé cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11
hodc trinh ty bd sung v6i mdt SEQ ID NO bét ky trong sé cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ
ID NO: 11 hodc bién thé cua no.

Pugc bao quat boi sang ché 1a céc trinh tu polynucleotit ma c¢6 kha ning lai véi
céc trinh tu polynucleotit dugc yéu cdu bao ho, bao gbm trinh ty axit nucleic bat ky trong
sb céc trinh tu axit nucleic dugc boc 16 trong ban mo ta nay, va cac doan cua no trong cac
diéu kién c6 dd nghiém ngit khac nhau. Céc polynucleotit tuong ddng véi cac trinh tu
dugc minh hoa & cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11, ¢6 thé dugc nhan dién, vi du,
bing qua trinh lai v6i nhau trong diéu kién nghiém ngit hogc trong diéu kién nghiém ngit
& mirc cao. Thuét ngir “lai axit nucleic” dugc dung dé chi sy lién két hydro dbi song song
gifta hai axit nucleic sgi don, ma trong d6 A ghép cap véi T (hodc U néu 14 axit nucleic
ARN) va C ghép cadp vdi G. Phan tu axit nucleic 1a “co thé lai duoc” v6i nhau khi it nhat
mdt sgi cia mdt phén tur axit nucleic co thé tao lién két hydro véi cac bazo bd sung cua
phéan tu axit nucleic kia trong céc diéu kién c6 d6 nghiém ngét dd duogc x4c dinh. D9
nghiém ngét cia qua trinh lai phan anh mtc do cua do tuong ddng trinh tu cta cac axit
nucleic lién quan, sao cho dd nghiém ngat cang cao, thi hai soi polynucleotit cang tuong
ddng. DO nghiém ngit ctia qud trinh lai dugc xédc dinh, vi du, bang (i) nhiét dd ma & d6
qua trinh lai va/hodc qua trinh rira dugc thuc hién, va (ii) cuong do ion va (iii) ndng do
ctia cac chat 1am bién tinh nhu formamit ctia dung dich lai va dung dich rira, cling nhu
cac thong sb khac. Qua trinh lai doi hoi rang hai s¢i nay phai chira cac trinh ty vé co ban
bd sung v&i nhau. Tuy nhién, tiy thudc vao dd nghiém ngit cua qua trinh lai, mot s6 murc
d0 sai bt cip c6 thé dwoc dung chira. Trong didu kién “dd nghiém ngit thip”, ty 1& phan
trdm 16n hon cua cac doan sai bét cip 14 ¢6 thé dung chira duge (ttc 13, s& khong phong
ngira hién twong hinh thanh dang lai d6i song song). Cac diéu kién lai ding cho cac do
nghiém ngit khéc nhau 1a da biét trong linh vuc k§ thuét nay va dugc boc 16 chi tiét trong

it nhat Sambrook ef al.
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Theo c4c khia canh nhét dinh, sang ché dé xuit axit nucleic téng hop bao gdm cac
nucleotit ctia axit nucleic duoc phéan 1ap (hodc khoéng dugce phén 1ap) c6 trinh ty néu trong
SEQ ID NO bét k¥ trong sé cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11; axit nucleic dugc
phén 14p (hodc khong dugc phéan lap) bd sung véi trinh tw néu trong SEQ ID NO bét ky
trong sd cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11; axit nucleic dugc phan 14p (hodc khong
duoc phan 1ap) c6 do tuong dong trinh tw it nhit khoang 60% véi SEQ ID NO bat ky
trong sb cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11; axit nucleic dugc phén 1ap (hodc khong
dugc phan 1ap) ¢6 do twong dong trinh tur it nhét khoang 60% véi axit nucleic bo sung voi
trinh tu néu trong SEQ ID NO bat ky trong sé cic SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11;
axit nucleic dugc phéan 1ap (hodc khong duoc phan 1ap) ma bao gbm it nhét 10 nucleotit
lién tiép néu trong SEQ ID NO bt ky trong s cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11;
axit nucleic dugc phéan 1ap (hodc khong dugc phan lap) ma bao gdm it nhit 10 nucleotit
lién tiép cua axit nucleic bd sung véi trinh tu néu trong SEQ ID NO bat ky trong sd cac
SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11; axit nucleic dugc phan 1ap (hodc khéng duge phan
13p) ma bao gbm it nhit 10 nucleotit lién tiép cla trinh tu c6 dd twong ddng it nhét
khoang 60% véi SEQ ID NO bit ky trong s6 cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11;
ho#ic axit nucleic dugc phén 14p (hodc khong dugc phéan 1dp) ma bao gf”)ln it nhat 10
nucleotit lién tiép cta trinh tu c6 do twong dong it nhit khoang 60% véi axit nucleic bd
sung v6i trinh tw néu trong SEQ ID NO bét ky trong s6 cic SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID
NO: 11.

Theo mot khia canh khac nita, sang ché @& xuét axit nucleic tdng hop ma c6 trinh
tur gdm tir khoang 10 dén khoang 30 nucleotit lién tiép tir trinh tu axit nucleic dugc chon

tir nhém cua trinh tu gdm cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11.

Theo mdt khia canh khac nira, sang ché d& xuét axit nucleic téng hop ma c6 trinh
tur gdm tir khoang 10 dén khoang 30 nucleotit lién tiép gdm céc nucleotit lién tiép c6 trinh
tu 14 bién thé néu trong SEQ ID NO bét ky trong s6 cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO:
11 ¢6 do tuong déng it nhat khoang 95,1%, khoang 95,5%, khoang 96%, khoang 96,5%,
khoang 97%, khoang 97,5%, khoang 98%, khoang 98,5%, khoiang 99%, khoang 99,5%
hogc khoang 99,9% véi trinh tu néu trong SEQ ID NO bat ky trong s§ cac SEQ ID NO: 1
dén SEQ ID NO: 11.
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Theo mét khia canh khéc nita, sang ché dé xuit ché phém bao gém mot hodc nhiéu
axit nucleic ma ¢6 trinh ty gdm tir khoang 10 dén khoang 30 nucleotit lién tiép tir trinh tur

axit nucleic dugc chon tir nhém cta trinh tw gdm céc SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11.

Theo mdt khia canh khéc nita, sang ché d& xuét ché phém bao g&”)m mot hodc nhiéu
axit nucleic ma c6 trinh tu gdm tir khoang 10 dén khoang 30 nucleotit lién tiép gdm céc
nucleotit lién tiép ¢6 trinh tu 14 bién thé néu trong SEQ ID NO bét ky trong s6 cac SEQ
ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11 c6 d6 twong ddng it nhat khoang 95,1%, khoang 95,5%,
khoang 96%, khoang 96,5%, khoang 97%, khoang 97,5%, khodng 98%, khoang 98,5%,
khoang 99%, khoang 99,5% hodc khoang 99,9% véi trinh tu néu trong SEQ ID NO bat
ky trong s6 cac SEQ ID NO: 1 d¢én SEQ ID NO: 11.

Theo mdt khia canh khac nita, sang ché d& xuit axit nucleic tdng hop ma c6 trinh
tu gdbm tir khoang 10 dén khoang 30 nucleotit lién tiép tir trinh tur axit nucleic ma bd sung
v§i trinh tu axit nucleic dugc chon tir nhom cuia trinh tu gém cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ

ID NO: 11.

Theo mot khia canh khac nita, sang ché dé xuét axit nucleic tong hop ma c6 trinh
tw gdm tir khoang 10 dén khoang 30 nucleotit lién tiép ma bd sung vdi axit nucleic gdm
cac nucleotit lién tiép c6 trinh tu 1a bién thé néu trong SEQ ID NO bat ky trong s céc
SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11 ¢6 d6 tuong dong it nhit khoang 95,1%, khoang
95,5%, khoang 96%, khoang 96,5%, khoang 97%, khoang 97,5%, khoang 98%, khoang
98,5%, khoang 99%, khoang 99,5% hodc khoang 99,9% vdi trinh ty néu trong SEQ ID
NO bit ky trong sé cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11.

Theo mot khia canh khéc nira, sang ché dé xuét ché phém bao g@)m mot hodc nhiéu
axit nucleic ma c6 trinh tw gdm tir khoang 10 dén khoang 30 nucleotit lién tiép tir trinh tu

axit nucleic ma bo sung véi trinh ty axit nucleic dugc chon tir nhom ctia trinh tu gdm céc

SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11.

Theo mot khia canh khac niva, sang ché dé xuét ché phdm bao gdm mét hodc nhiéu
axit nucleic ma c6 trinh tw gdm tir khoang 10 dén khoang 30 nucleotit lién tiép ma bd
sung véi axit nucleic gdm cac nucleotit lién tiép c6 trinh tw 12 bién thé néu trong SEQ ID
NO bét ky trong sé ciac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11 ¢6 dd tuong dong it nhat
khoang 95,1%, khodng 95,5%, khoang 96%, khoang 96,5%, khoang 97%, khoang 97,5%,
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khoang 98%, khoang 98,5%, khoang 99%, khoang 99,5% ho#c khoang 99,9% vdi trinh
tw néu trong SEQ ID NO bét ky trong s6 cac SEQ ID NO: 1 ¢én SEQ ID NO: 11.

Theo cac khia canh khéc, sang ché dé xuét cac trinh tu axit nucleic dugc phan lap
nhu cac doan mdi va cac mau do, bao gdm cic trinh tu axit nucleic néu trong SEQ ID NO
bat ky trong sb cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11. Cac doan mdi va/hodc cic mau
dd nhu vay c6 thé 1a hitu ich dé phat hién sy c6 mit ciia TiLV theo sang ché, vi du, & céc
mau ctia céc dich thé nhu mau, nude bot, hodc nudce tiéu tir dong vat, va vi vay, co thé 1a
hitu ich trong viéc chan doan su lay nhiém TiLV. Cé4c mau do nhu vy cé thé phéat hién
cac polynucleotit néu trong SEQ ID NO bét ky trong s6 cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID
NO: 11 & cac mAu ma bao gdm TiLV duoc thé hién bing SEQ ID NO bt ky trong sd cac
SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11. Cac axit nucleic dugc phan 1ap ma co thé duoc st
dung 1am doan mdi va cac mau do 1a c6 chidu dai du dé cho phép lai véi, tirc 12 hinh
thanh phtrc kép v6i trinh ty axit nucleic dich twong Ung, cac trinh ty axit nucleic néu
trong SEQ ID NO bét ky trong s6 cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11, hodc mot doan

hoac bien the ctia chung.

Axit nucleic dugc phén l4p theo sang ché ma co thé duoc su dung lam céc doan
mdi va/hodc cac mau do co6 thé bao gom tir khoang 4, 5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16,17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39,
40 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 va 100 nucleotit lién tiép tir SEQ ID NO
bat ky trong sé cdc SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11, hoidc céc trinh ty bd sung véi
SEQ ID NO bét ky trong sé cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11 hogc céc bién thé
cua ching. Sang ché ciing huéng dén doan mdi va/hodc cac miu do ma co thé duoc danh
diu bang chét danh diu va/hoic phan tir thich hop bét ky da biét trong linh vuc k§ thuat
nay, vi dy, nhung khong chi giéi han ¢, cac thé huynh quang thich hop dé str dung trong
Phuong phap khuéch dai PCR Thoi gian Thuc, vi du, cac mau do TagMan, cybergreen,
TAMRA va/hodc FAM; céc chit danh diu phong xa, v.v.. Theo cic phuong an nhét dinh,
mau do va/hodc doan mdi oligonucleotit con bao gém chat danh ddu khong dong vi c6
thé phat hién dugc duge chon tir nhém gdm: phan tir huynh quang, phéan t& phat quang

héa hoc, enzym, dong yéu t0, co chat enzym, va hapten.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé xuat mau do oligonucleotit ma bao gom tur

khoang 10 dén khoang 50 nucleotit, trong d6 it nhit khoang 10 nucleotit lién tiép b6 sung
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it nhat 95% v&i ving dich cia axit nucleic trong trinh tu axit nucleic cua TiLV ¢ SEQ ID
NO bét ky trong sb cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11, trong d6 mau do
oligonucleotit lai voi vung dich cua axit nucleic trong céac diéu kién nghiém ngit tir vira
dén cao dé tao dich axit nucleic ¢6 thé phat hién duge: phtic kép miu do oligonucleotit.
Theo médt phuong an, miu do oligonucleotit 1a bd sung it nhit khoang 95,5%, khoang
96%, khoang 96,5%, khoang 97%, khoang 97,5%, khoang 98%, khoang 98,5%, khoang
99%, khoang 99,5% hodc khoang 99,9% véi cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11.
Theo mot phuong an khac, mau do oligonucleotit vé co ban gdm tir khoang 10 dén

khoang 50 nucleotit.

Theo céc khia canh nhét dinh, sédng ché dé xuét cac bd doan mdi bao gé)m cac axit
nucleic dugc phan 1ap nhu dugc mo ta trong ban mo ta nay, cac b doan mdi nay la thich
hop cho qué trinh khuéch dai cac axit nucleic tir cdc mau ma bao gbm TiLV dugc thé
hién bing SEQ ID NO bét ki trong s6 cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11, hogc céc
bién thé cua chung. Cac bd doan mdi c6 thé bao gdbm dang két hop thich hop bét ky cua
cac doan mdi ma thudng cho phép khuéceh dai cac trinh tw axit nucleic dich & mau ma bao
gdm TiLV duoc thé hién bang SEQ ID NO bt ky trong s& cic SEQ ID NO: 1 dén SEQ
ID NO: 11, hodc cac bién thé cta chung. C6 thé thuc hién qua trinh khuéch dai béng
phuong phap thich hop bit ky da biét trong linh vuc k¥ thuét ndy, vi du, nhung khong chi
gigi han 6, PCR, RT-PCR, qué trinh khuéch dai qua trung gian phién ma (transcription
mediated amplification-TMA).

Theo cac khia canh nhét dinh, sang ché d€ xuat bd doan moi dé xac dinh su c6 mit
hodc khong ctua TiLV & mau sinh hoc, trong d6 bd doan mdi ndy bao gom it nhat mot
trinh tu axit nucleic tong hop dugc chon tir nhém gdm axit nucleic tong hgp duge md ta

trong ban mo ta nay.

Theo cac khia canh nhét dinh, séng ché d& xuét bd doan mdi dé xac dinh sy c6 mat
hodc kh(‘mg ctia TiLV & mau sinh hoc, trong d6 bd doan mdi nay bao gém it nhat mot
trinh tu axit nucleic tdng hop dugc chon tir nhom gdm: axit nucleic téng hop ma c6 trinh
tu gém tor khoang 10 dén khoang 30 nucleotit lién tiép tr trinh tu axit nucleic dugc chon
tir nhom cta trinh tw gdm cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11 hoic cic bién thé cua
chiing nhu dugc md ta trong ban mé ta ndy; hodc axit nucleic tdng hop ma c6 trinh tu

gdm tir khoang 10 dén khoang 30 nucleotit lién tiép tir trinh tu axit nucleic ma bd sung
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v4i trinh tu axit nucleic dugc chon tir nhém cua trinh tw gém cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ

ID NO: 11 hodc c4c bién thé ctia ching nhu dugc md ta trong ban md ta nay.

Céc bd doan mdi c6 thé duge thiét ké boi ngudi ¢o hidu biét trung binh trong linh
vue k¥ thudt ndy bang cach st dung cac trinh ty néu trong cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ
ID NO: 11. C4c vi du v& céc cip doan mdi hiru ich cho cac phuong phéap phat hién bang

cach sir dung PCR la:
MET1 (SEQ ID NO: 23) va dong vo tinh 7450/150R (SEQ ID NO: 16);
Nested ext-1 (SEQ ID NO: 24) va nested ext-2 (SEQ ID NO: 25);
NM-CLU7-SF1 (SEQ ID NO: 28) va NM-CLU7-SRI (SEQ ID NO: 29);
TiLV-CLUS5-cF1 (SEQ ID NO: 30) va TiLV-CLUS5-cR1 (SEQ ID NO: 31); va
CLU5-mRNA-gF1 (SEQ ID NO: 34) va CLU5-mRNA-qR1 (SEQ ID NO: 35),
v6i mau do tiy y, CLUS-mRNA-Probe (SEQ ID NO: 36).

Theo céc khia canh nhit dinh, sang ché dé xuit phuong phap dé xac dinh su c6
mit hodc khong ciia TiLV & mau sinh hoc, phuong phép nay bao gbm: a) cho axit nucleic
tr mau sinh hoc tiép xtc vdi it nhat mot doan mdi 1a axit nucleic téng hop cla axit
nucleic dugc phan 1ap (hodc khong dugce phén 14p) co trinh tu néu trong SEQ ID NO bat
ky trong sb cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11; axit nucleic dugc phén 1ap (hozic
khong duoc phan 1ap) bd sung véi trinh ty néu trong SEQ ID NO bét ky trong sb céc
SEQ ID NO: 1 d¢én SEQ ID NO: 11; axit nucleic dugc phan 1ap (hodc khong dugce phan
lap) c6 do twong ddng trinh tyr it nhat khoang 60% véi SEQ ID NO bét ky trong sb cac
SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11; axit nucleic dugc phan 1ap (hodc khong dugc phan
1ap) c6 d6 tuong ddng trinh tur it nhét khoang 60% véi axit nucleic bd sung v&i trinh tur
néu trong SEQ ID NO bat ky trong sé ciac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11; axit
nucleic dugc phéan 1dp (hodc khong dugce phan lap) ma bao gbm it nhit 10 nucleotit lién
tiép néu trong SEQ ID NO bit ky trong s6 cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11; axit
nucleic dugc phan lap (hodc khong duge phan lap) ma bao gbm it nhit 10 nucleotit lién
tiép cua axit nucleic bd sung véi trinh tw néu trong SEQ ID NO bét ky trong s6 cac SEQ
ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11; axit nucleic duoc phan 1ap (hozc khdng dugc phéan lap)

ma bao gdm it nhat 10 nucleotit lién tiép cua trinh tu c6 do tuong dong it nhat khoang
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60% vé6i SEQ ID NO bét ky trong sb cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11; hodc axit
nucleic dugc phéan 1ap (hodc khong dugce phan lap) ma bao gbm it nhat 10 nucleotit lién
tiép cua trinh ty c6 d6 tuong dong it nhit khoang 60% véi axit nucleic bb sung véi trinh
tu néu trong SEQ ID NO bt ky trong s cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11, b) dua
axit nucleic va doan mdi vao cac diéu kién khuéch dai, va, ¢) xac dinh sy cd mat hodc
khong cua san phém khuéch dai, trong d6 su c6 mit cua san phém khuéch dai chi ra su ¢6

mit ciia ARN gén lién v6i TiLV trong mau.

Sang ché ciing d& xuit phuong phap dé xac dinh su ¢6 mit hodc khong ctia TiLV
& mau sinh hoc, phuong phéap nay bao gdm: a) cho axit nucleic tir mau sinh hoc tiép xtic
v6i cip doan mdi duge chon tir nhém gdm: ME1 (SEQ ID NO: 23) va dong vo tinh
7450/150R (SEQ ID NO: 16); Nested ext-1 (SEQ ID NO: 24) va nested ext-2 (SEQ
ID NO: 25); NM-CLU7-SF1 (SEQ ID NO: 28) va NM-CLU7-SRI (SEQ ID NO: 29);
TiLV-CLUS5-cF1 (SEQ ID NO: 30) va TiLV-CLU5-cR1 (SEQ ID NO: 31); va CLUS-
mRNA-qF1 (SEQ ID NO: 34) va CLU5S-mRNA-qR1 (SEQ ID NO: 35), b) dua axit
nucleic va cdp doan mdi vao cac diéu kién khuéch dai, va, ¢) x4c dinh su c6 mat hodc
khong cta san phim khuéch dai, trong d6 su c6 mit clia san pham khuéch dai chi ra su co

mit cia ARN gén lién v6i TiLV trong mAu.

Theo cac khia canh khac, sang ché d& xuit cac chu trac biéu hién, vi du, nhung
khong chi gi6i han &, cac plasmit va cac vecto ma bao gbm trinh ty axit nucleic néu trong
SEQ ID NO bét ky trong sé cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11, céc trinh tu bd
sungctia chiing, cac doan va cac bién thé cua ching. Cac cdu tric biéu hién nhu vay co
thé duoc didu ché bang phuong phép thich hop bat ky da biét trong linh vuc k§ thuat nay.
Céac cAu trac biéu hién nhu vay la thich hop cho qua trinh tinh ché va biéu hién protein

va/hodc axit nucleic cua virut.

Theo céc khia canh nhit dinh, sang ché dé xuét phan tr ARN can tr (interfering
RNA-iARN) ma huéng dich dén cac axit nucleic tir TiLV, vi du, nhung khong chi gigi
han &, SEQ ID NO bét ky trong sé cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11, va céc bién

the cua chung, va viéc 1am bat hoat gen dich.
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Theo cac khia canh nhét dinh, sang ché dé xuét iARN bao gém sgi c6 nghia co it
nhét 15 nucleotit lién tiép bd sung vai sgi dbi nghia ctia gen bao gbm trinh tu axit nucleic

duge chon tir nhém clia céc trinh ty gdm cac SEQ ID NO: 1 d¢én SEQ ID NO: 11.

Theo cac khia canh nhét dinh, sang ché dé xuét iARN bao gém soi1 dbi nghia c0 it
nhét 15 nucleotit lién tiép bd sung véi sgi c6 nghia ctia gen bao gdm trinh tu axit nucleic

duoc chon tir nhém cua céc trinh tu gbm cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11.

Theo céc khia canh nhét dinh, sang ché @& xuét iARN bao g61n it nhét 15 nucleotit
lién tiép cua axit nucleic dugc phan 18p (hodc khong duogc phan 14p) ¢ trinh tw néu trong
SEQ ID NO bét ky trong sb cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11; axit nucleic dugc
phén 1ap (hodc khong dugc phan lap) bd sung v6i trinh ty néu trong SEQ ID NO bat ky
trong s6 cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11; axit nucleic dugc phan 1ap (hodc khong
dugc phan 14p) c6 do tuong dong trinh tu it nhat khoang 60% véi SEQ ID NO bat ky
trong s6 cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11; hodc axit nucleic dugc phéan 1ap (hodc
khong dugc phan lap) c6 do twong ddng trinh ty it nhit khoang 60% véi axit nucleic bd
sung véi trinh tu néu trong SEQ ID NO bét ky trong s6 cic SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID
NO: 11.

“T4c nhan iARN” (chit viét tit cia “tic nhidn ARN cén tré”") nhu dugc st dung
trong ban mo ta nay, 1a tic nhan ARN, tic nhan nay c¢é thé didu hoa giam qua trinh biéu
hién cta gen dich, vi du, gen TiLV. Tac nhén iARN co thé hoat dong bf?mg mot hodc
nhiéu co ché trong sé mét sé co ché, bao gdm qua trinh phan cit sau phién ma cia ARN
thong tin dich trong linh vuc k¥ thudt nay doi khi dugce goi 1a RNAI, hodc co ché truéc
phién ma hodc co ché truée dich ma. Tac nhan iARN c6 thé 13 tdc nhan iARN soi kép

(double stranded-ds).

“T4c nhan ds iARN” (chit viét tit cia “tdc nhan iARN soi kép”), nhu dugc su
dung trong ban mo ta nay, la tic nhan iARN ma bao gém nhiéu hon mét soi, va theo cac
phuong an nhét dinh, hai soi ma trong d6 qué trinh lai lién chudi c6 thé tao mot ving cla
ciu truc phuc kép. “Soi” trong ban mod ta nay duoc @& chi trinh tu lién tiép cua cac
nucleotit (bao gdm nucleotit khong cé trong ty nhién hodc nucleotit duge céi bién). Hai
hodc nhiéu soi c6 thé 13, hodic mdi soi tao thanh mot phén cla, cac phan tu tach biét, hodc

chung ¢6 thé duoc két ndi véi nhau bing phuong thirc cong hoa tri, vi dy, bang mot gbe
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lien két, vi du, gbc lién két polyetylenglycol, nhung dé tao mot phan tir. it nhat mot soi co
thé bao gdbm mot ving ma bd sung di véi ARN dich. Sgi nhu vAy duge goi 1a “soi d6i
nghia”. Soi thlr hai dugc chira trong tdc nhan dsARN ma bao gdm ving bd sung véi soi
dbi nghia duoc goi 1a “sgi c6 nghia”. Tuy nhién, tdc nhan ds iARN cling ¢ thé duogc tao
ra tr mot phan tt ARN don 1€ ma, it nhét 1a phén nao do; bd sung véi chinh no, tao ra, vi
du, céu trac kep toc hodc céu tric can chao, bao gém vung phuc kép. Trong trudong hop
nhu vay, thudt ngir “soi” dugc dung dé chi mot ving trong sb cac viing ctia phan tr ARN

ma b6 sung véi vung kia cda cung mot phéan tir ARN.

Céc tac nhan iARN nhu dugc mo ta trong ban mo ta nay, bao gbm cac tac nhan ds
iARN va cac tac nhan siARN, ¢c6 thé 1am trung gian cho qué trinh lam bét hoat gen, vi du,
bang qua trinh lam thodi héa ARN. Vi sy thuan tién, ARN nhu vy trong ban md ta nay
con duoc goi 1a ARN s&€ dugce lam bat hoat. Gen nhu vay con dugc goi 1a gen dich. Theo

cac phuong 4n nhét dinh, ARN s& duoc 1am bét hoat 1a san pham gen ctia gen TiLV.

Nhu duoc str dung trong ban mo ta nay, cum tr “lam trung gian cho RNAi” dugc
dung dé chi kha nang cia modt tdc nhan trong viéc lam bit hoat, theo phuong thirc déc
hiéu trinh tu, gen dich. “Lam bat hoat gen dich” c6 nghia la quy trinh nhd d6 té bao chira
va/hodc tiét mot san phdm nhit dinh cta gen dich khi khong tiép xtc voi tac nhan nay, s&
chira va/hodc tiét it nhat 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, hodc 90% tr&
xudng ctia san pham gen nhu vay khi duoc tiép xuc véi tac nhan nay, so véi té bao tuong
tu ma khong duoc tiép xtGc v6i tac nhan nay. San phdm cia gen dich nhu vay, vi dy, c6

thé 1a ARN théng tin (mARN), protein, hoic yéu t6 diéu hoa.

Trong céac cach dung chéng virut theo sing ché, viéc 1am bét hoat gen dich c6 thé
dem lai sy gidm vé “hiéu gia virut” & t€ bao hoic & dong vat, trong do “su gidm vé hiéu
gid virut” dugc dung dé chi sy giam vé con s6 virut ¢6 thé séng dugce duoc tao ra bang té
bao hodc duogc tim théy ¢ sinh vat trai qua qua trinh lam bt hoat gen dich cua virut. Sy
giam vé luong virut t& bao duogc tao ra ¢ thé din dén sy giam vé lugng virut c¢6 thé do
dugc dugc tao ra & mo ciia dong vat trai qua qua trinh diéu trj va su giam vé mtrc d6 trdm
trong cua céc tridu chung cla su lay nhiém virut. Cac tic nhan iARN theo sdng ché con

duoc goi 14 “cac tac nhan iARN chdng virut”.
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Theo céc khia canh khéc, sang ché d& xuit cac phuong phap dé lam giam hiéu gia
virut & dong vat, bang cach cho dong vat dung it nhat mot iARN ma trc ché qua trinh biéu

hién cua gen TiLV.

Theo céc khia canh nhét dinh, sang ché dé xuét cac phuong phap dé 1am giam céc
miurc cua protein virut, mARN cuia virut, hodc hiéu gia virut & té bao & dong vat bao gém:
cho dong vat dung tadc nhan iARN, trong d6 tdc nhan iARN nay bao gdm sgi c6 nghia c6
it nhét 15 nucleotit lién tiép bd sung v6i doan hé gen hodc gen tir TiLV bao gdm trinh tu
axit nucleic dugc chon tir nhém cia cac trinh tu gém cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID
NO: 11 va soi dbi nghia c6 it nhat 15 nucleotit lién tiép bd sung v6i soi cé nghia. Theo
mot phuong an, phuong phap nay con bao gbém viéc cho dong vat dung ddng thoi tac
nhan iARN tht hai, trong d6 tac nhan iARN thir hai bao gdm s¢i ¢6 nghia c6 it nhét 15
nucleotit lién tiép hodc nhidu hon bd sung véi doan hé gen hodc gen thi hai tir TiLV bao
gém trinh tu axit nucleic dugc chon tir nhém cua céc trinh tu g@)m cac SEQID NO: 1 dén

SEQ ID NO: 11 va soi dbi nghia c6 it nhit 15 nucleotit lién tiép bd sung véi sgi c6 nghia.

Theo céc khia canh nhit dinh, sang ché d& xuét phuong phap dé 1am giam cac mic
ctia protein virut tir it nhat mot gen ciia TiLV & té bao & dong vét bao gdm: cho dong vat
dung tac nhan iARN, trong d6 tdc nhan iARN nay bao gdm soi ¢6 nghia c6 it nhat 15
nucleotit lién tiép bd sung v6i gen tir TILV bao gdm trinh tr axit nucleic duge chon tir
nhém clia cée trinh tw gdm cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11 va soi dbi nghia c6 it

nhét 15 nucleotit lién tiép bd sung véi soi c6 nghia.
Céc polypeptit dugc phan 1ap va cac cach st dung chung

Sang ché ciing hudng dén cac polypeptit duge phén 1ap va cac bién thé va cac din
xuit cua ching. Céc polypeptit ndy c¢6 thé 1a hitu ich cho nhidu ¢mg dung, bao gbm,
nhung khéng chi gidi han &, qué trinh tao ra cac khang thé va qua trinh tao ra cic ché
phém sinh mién dich. Vi du, sang ché dé xuat polypeptit dugc phan 1ap néu trong SEQ ID
NO: 12. Vi du, sang ché ciing dé xuét polypeptit dugc phan 1ap bét ky duge ma hoa boi
trinh tu axit nucleic néu trong SEQ ID NO bét ky trong s6 cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ
ID NO: 11, cac doan va céc bién thé cia chung. Peptit c6 chidu dai it nhat 8 gdc axit amin
c¢6 thé dugc nhéan biét bang khang thé MacKenzie et al. (1984) Biochemistry 23: 6544-

6549). Theo cac phuong an nhét dinh, sang ché d& xuit cac doan cia cac polypeptit duoc
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md ta trong ban mo ta ndy, ma chat nay, vi du, c6 thé dugc st dung dé tao ra cic khang

thé.

Vi vy, theo cac khia canh nhét dinh, sing ché d& xuit polypeptit dugc phan lap c6
do tuwong ddng trinh tu it nhit khoang 80% véi polypeptit néu trong SEQ ID NO: 12.
Theo céc khia canh nhét dinh, sang ché @& xuit polypeptit dugc phan 1ap bao gdm it nhat
8 axit amin lién tiép cuia polypeptit néu trong SEQ ID NO: 12. Theo c4c khia canh nhét
dinh, sang ché d& xuét polypeptit duge phan 1ap bao gbm it nhét 8 axit amin c6 do twong

ddng it nhat khoang 80% véi trinh tu cuia polypeptit néu trong SEQ ID NO: 12.

Theo mdt khia canh, sang ché d& xudt cac bién thé polypeptit clia polypeptit dugc
phan 1ap néu trong SEQ ID NO: 12. Cac bién thé cta cac polypeptit duge phan lap néu
trong SEQ ID NO: 12 bao gbm, nhung khong chi gii han &, céc trinh tu polypeptit c¢6 do
twong ddng it nhat tir khoang 50% dén khoang 55% vdi trinh tu ctia polypeptit dugc phan
1ap néu trong SEQ ID NO: 12. Cac bién thé cua polypeptit duge phan 1ap néu trong SEQ
ID NO: 12 bao gdm, nhung khong chi gi¢i han &, c4c trinh tu polypeptit c6 do twong
ddng it nhét tir khoang 55,1% dén khoang 60% véi trinh tu ctia polypeptit duge phan lap
néu trong SEQ ID NO: 12. Cac bién thé cia polypeptit dugc phan 1ap néu trong SEQ ID
NO: 12 bao gdm, nhung khong chi gi¢i han &, c4c trinh tu polypeptit c6 d twong ddng it
nhét tir khoang 60,1% dén khoang 65% véi trinh tu clia polypeptit dugc phan lap néu
trong SEQ ID NO: 12. Cac bién thé cuia polypeptit dugc phan 1ap néu trong SEQ ID NO:
12 bao gém, nhung khong chi gidi han &, cac trinh tu polypeptit c6 dd tuong ddng it nhét
tir khoang 65,1% dén khoang 70% véi trinh tu ctia polypeptit dugc phan 1ap néu trong
SEQ ID NO: 12. Céc bién thé cua polypeptit duge phan 14p néu trong SEQ ID NO: 12
bao gdm, nhung khong chi gi¢i han &, polypeptit c6 do tuong ddng it nhat tir khoang
70,1% dén khoang 75% véi trinh tu ctia polypeptit dugc phan ldp néu trong SEQ ID NO:
12. Cac bién thé cua polypeptit duoc phan lap néu trong SEQ ID NO: 12 bao g6m, nhung
khong chi gidi han &, cac trinh tu polypeptit cé do tuong ddng it nhit tir khoang 75,1%
dén khoang 80% véi trinh tu ctia polypeptit duoc phan lap néu trong SEQ ID NO: 12,
Céc bién thé cia polypeptit duoc phan 1ap néu trong SEQ ID NO: 12 bao gdm, nhung
khong chi gidi han &, céc trinh tu polypeptit c6 do tuong dong it nhét tir khoang 80,1%
dén khoang 85% véi trinh tu ctia polypeptit duoc phan 1ap néu trong SEQ ID NO: 12.
Céc bién thé cua polypeptit dugc phan 1ap néu trong SEQ ID NO: 12 bao gdm, nhung
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khong chi gigi han ¢, céc trinh tu polypeptit c6 dd tuong ddng it nhét tir khoang 85,1%
dén khoang 90% véi trinh tu ctia polypeptit dugc phan 1ap néu trong SEQ ID NO: 12.
Céc bién thé cua polypeptit duge phan 1ap néu trong SEQ ID NO: 12 bao g0m, nhung
khong chi gidi han ¢, céc trinh tu polypeptit c6 dd twong dbng it nhat tir khoang 90,1%
dén khoang 95% véi trinh tu cua polypeptit duge phan 1ap néu trong SEQ ID NO: 12.
Céc bién thé cua polypeptit dugc phan 1ap néu trong SEQ ID NO: 12 bao gdm, nhung
khong chi gidi han &, cac trinh tu polypeptit c6 do tuong ddng it nhét tir khoang 95,1%,
khoang 95,5%, khoang 96%, khoang 96,5%, khoang 97%, khoang 97,5%, khoang 98%,
khoang 98,5%, khoang 99%, khoang 99,5% hodc khoang 99,9% véi trinh tu cia
polypeptit dugc phan lap néu trong SEQ ID NO: 12.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuét cac bién thé polypeptit ctia polypeptit dugc
phan l4ap bit ky dugc ma héa boi trinh tw axit nucleic néu trong SEQ ID NO bét ky trong
sé cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11. Céc bién thé cia mot polypeptit bat ky trong
s6 céc polypeptit duge phan lap duge ma hoa béi trinh ty axit nucleic néu trong SEQ 1D
NO bét ky trong s6 cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11 bao gdm, nhung khéng chi
gidi han @, cac trinh tu polypeptit c6 do tuong ddng it nhét tir khoang 50% dén khoang
55% véi trinh tu cda polypeptit dugc phan 1ap bét ky dugc ma hoa boéi trinh tu axit
nucleic néu trong SEQ ID NO bét ky trong sé cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11.
Céc bién thé cua polypeptit dugc phan lap bat ky duge ma héa béi trinh tu axit nucleic
néu trong SEQ ID NO bét ky trong s6 cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11 bao gém,
nhung khong chi gidi han &, céc trinh tu polypeptit cé dd tuong ddng it nhét tir khoang
55,71% dén khoang 60% véi trinh tu cia polypeptit dwge phan 1ap bat ky duoc mi hoa boi
trinh tu axit nucleic néu trong SEQ ID NO bit ky trong sé cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ
ID NO: 11. C4c bién thé cia polypeptit dugc phan lap bat ky duge mi héa boi trinh tu
axit nucleic néu trong SEQ ID NO bt ky trong sé cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO:
11 bao gbm, nhung khong chi giéi han &, cac trinh tu polypeptit c6 do tuong dong it nhét
tir khoang 60,1% dén khoang 65% véi trinh tu ctia polypeptit dugc phan 1ap bat ky duoc
ma hoa boi trinh tu axit nucleic néu trong SEQ ID NO bt ky trong s cac SEQ ID NO: 1
dén SEQ ID NO: 11. Céc bién thé cuia polypeptit dwoc phan l4p bat ky duge ma hoa bai
trinh ty axit nucleic néu trong SEQ ID NO bét ky trong s6 ciac SEQ ID NO: 1 dén SEQ
ID-NO: 11 bao gdm, nhung khong chi giéi han &, cac trinh ty polypeptit c6 dd tuong
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ddng it nhét tir khoang 65,1% dén khoang 70% véi trinh tu ctia polypeptit dugc phén 1ap
b4t ky duge ma héa boi trinh tu axit nucleic néu trong SEQ ID NO bét ky trong sb cac
SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11. Céc bién thé cua polypeptit dugc phan lap bét ky
duge ma héa béi trinh tu axit nucleic néu trong SEQ ID NO bét ky trong sb cac SEQ ID
NO: 1 dén SEQ ID NO: 11 bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, polypeptit c6 do tuong
ddng it nhét tir khoang 70,1% dén khoang 75% véi trinh tu cua polypeptit duge phén lap
béf ky dugc ma héa boi trinh tu axit nucleic néu trong SEQ ID NO bét ky trong sb cac
SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11. Céc bién thé ciia polypeptit dugc phan lap bat ky
dwoc ma hoa béi trinh tu axit nucleic néu trong SEQ ID NO bt ky trong s6 cac SEQ ID
NO: 1 dn SEQ ID NO: 11 bao gdm, nhung khong chi gi¢i han &, cac trinh tu polypeptit
c6 do twong ddng it nhét tir khoang 75,1% dén khoang 80% véi trinh tu ctia polypeptit
duoc phan 14p bat ky dugc ma héa bai trinh tu axit nucleic néu trong SEQ ID NO bat ky
trong s cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11. C4c bién thé cua polypeptit dugc phan
1ap bat ky dugc ma hoa boi trinh tu axit nucleic néu trong SEQ ID NO bat ky trong sb
cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11 bao gém, nhung khong chi gi6i han &, cac trinh
tur polypeptit c6 do tuong ddng it nhat tir khoang 80,1% dén khoang 85% véi trinh ty clia
polypeptit duoc phan 1ap bat ky duoc mi héa béi trinh tw axit nucleic néu trong SEQ ID
NO bét ky trong s6 cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11. Cac bién thé cia polypeptit
dwoc phan 14p bat ky dugc ma hoa bai trinh tu axit nucleic néu trong SEQ ID NO bat ky
trong s cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11 bao gdm, nhung khong chi giéi han &,
cac trinh tu polypeptit c6 do tuong ddng it nhit tir khoang 85,1% dén khoang 90% véi
trinh tu cta polypeptit duge phan 1ap bat ky dugc ma hoa béi trinh ty axit nucleic néu
trong SEQ ID NO bit ky trong sb cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11. C4c bién thé
ctia polypeptit dwoc phéan lap bat ky dugc ma héa béi trinh tu axit nucleic néu trong SEQ
ID NO bt ky trong s cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11 bao gdm, nhung khong
chi gi6i han &, céc trinh tu polypeptit c6 do twong ddng it nhat tir khoang 90,1% dén
khoang 95% véi trinh tw cta polypeptit dugc phan 1ap bat ky dugc mi hoa béi trinh tu
axit nucleic néu trong SEQ ID NO bt ky trong s cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO:
11. Céc bién thé cua polypeptit dugc phan lap bat ky duoc ma héa boi trinh ty axit
nucleic néu trong SEQ ID NO bét ky trong sé cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11

bao gdm, nhung khong chi giéi han &, cac trinh tu polypeptit c6 d6 tuwong dong it nhat tir
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khdéng khoang 95,1%, khoang 95,5%, khoang 96%, khodng 96,5%, khoang 97%,
khoang 97,5%, khoang 98%, khoang 98,5%, khoang 99%, khoang 99,5% hodc khoang
99,9% véi trinh tu néu trong SEQ ID NO bét ky trong sé cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID
NO: 11.

Sang ché cling huéng dén polypeptit dugc ma héa béi axit nucleic ma bd sung voi
trinh tu axit nucleic néu trong SEQ ID NO bét k¥ trong s6 cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ
ID NO: 11 hoac mot doan hodc bién thé cua chung.

Sang ché hudng dén polypeptit bao gém tir khoang 10 dén khoang 50 axit amin
lién tiép néu trong SEQ ID NO: 12 hodc cac bién thé cua chung. Sang ché huéng dén
polypeptit bao gdm tir khoang 10 dén khoang 100 axit amin lién tiép néu trong SEQ ID
NO: 12 hoic cac bién thé cta chung. Sang ché huéng dén polypeptit bao gbm tir khoang
10 dén khoang 150 axit amin lién tiép néu trong SEQ ID NO: 12 hodc céc bién thé cua
chiing. Sang ché hudng dén polypeptit bao gdm tir khoang 10 dén khoang 200 axit amin
lién tiép néu trong SEQ ID NO: 12 hodc cic bién thé cta chung. Sang ché huéng dén
polypeptit bao gdm tir khoang 10 dén khoang 250 axit amin lién tiép néu trong SEQ ID
NO: 12 hoidc cac bién thé cta chiing. Sang ché huéng dén polypeptit bao gom tir khoang
10 dén khoang 300 axit amin lién tiép néu trong SEQ ID NO: 12 hoic céc bién thé cua
chiing. Sang ché hudng dén polypeptit bao gbm tir khoang 10 dén khoang 350 axit amin
lién tiép néu trong SEQ ID NO: 12 hoic céc bién thé cua chung. Sang ché hudng dén
polypeptit bao gdm tir khoang 10 dén khoang 400 axit amin lién tiép néu trong SEQ ID
NO: 12 hoic cac bién thé ctia chung. Sang ché hudng dén polypeptit bao gbm tir khoang
10 dén khoang 420 axit amin lién tiép néu trong SEQ ID NO: 12 hogc céc bién thé ciia
chiing. Theo cac phuong an nhét dinh, sang ché dé xut cac peptit duoc tinh ché va duge

phan 1ap.

Theo cac phuong &n nhét dinh, cac polypeptit theo sing ché c6 thé 1a thich hop
cho céch st dung lam khang nguyén dé phat hién cac khang thé chéng lai SEQ ID NO:
12, va cac bién thé cua chung. Theo cac phuong 4n khdc, cac polypeptit theo sang ché ma
bao gdm céac quyét dinh t6 khang nguyén c6 thé duoc sir dung trong cac thir nghiém mién
dich khéac nhau dé nhan dién cac dong vat phoi nhiém va/hodc cac mau ma bao g@)m SEQ

ID NO: 12, va céc bién thé cua ching.
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Sang ché huéng dén polypeptit bao gbm tir khoang 10 dén khoang 50 axit amin
lién tiép tir polypeptit dugc phan lap bét ky dugc mi hoéa béi trinh ty axit nucleic néu
trong SEQ ID NO bét ky trong s cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11 hozc céc trinh
tu bo sunghodc céc bién thé cua chung. Sang ché huéng dén polypeptit bao gbém tir
khoang 10 dén khoang 100 axit amin lién tiép tir polypeptit dugc phan lap bét ky duoc
ma hoa boi trinh tu axit nucleic néu trong SEQ ID NO bét ky trong sb cac SEQ ID NO: 1
dén SEQ ID NO: 11 hodc cac trinh tu bd sunghoic cac bién thé cua ching. Sang ché
huéng dén polypeptit bao gbém tir khoang 10 dén khoang 150 axit amin lién tiép tir
polypeptit dugc phan 1ap bt ky duoc ma héa bai trinh tu axit nucleic néu trong SEQ ID
NO bét ky trong sb cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11 hodc céc trinh tu bd sunghodc
cac bién thé cua chung. Sang ché hudng dén polypeptit bao gdm tir khoang 10 dén
khoang 200 axit amin lién tiép tir polypeptit dugce phan 1ap bét ky dugc ma hoa béi trinh
tu axit nucleic néu trong SEQ ID NO bét ky trong sb cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO:
11 hoic cac trinh tw bd sunghoic cac bién thé ciia ching. Séng ché huéng dén polypeptit
bao gbém tir khoang 10 dén khoang 250 axit amin lién tiép tir polypeptit duoc phan 1ap bét
ky dugc ma hoa bai trinh ty axit nucleic néu trong SEQ ID NO bét ky trong sb cac SEQ
ID NO: 1 d&n SEQ ID NO: 11 ho#c céc trinh ty b sunghodc cac bién thé ctia ching.
Sang ché hudng dén polypeptit bao gdm tir khoang 10 dén khoang 300 axit amin lién tiép
tir polypeptit duoc phan 1ap bét ky dugc ma hoa béi trinh ty axit nucleic néu trong SEQ
ID NO bat ky trong s§ cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11 hogc cic trinh tu bd
sunghoic cac bién thé cua chiing. Sang ché hudng dén polypeptit bao gbm tir khoang 10
dén khoang 350 axit amin lién tiép tir polypeptit dugc phan lap bt ky duoc ma hoa boi
trinh ty axit nucleic néu trong SEQ ID NO bét k¥ trong s6 cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ
ID NO: 11 hodc cac trinh tw bd sunghodc cac bién thé cua ching. Sang ché hudng dén
polypeptit bao gdm tir khoang 10 dén khoang 400 axit amin lién tiép tir polypeptit dugc
phan 1ap bat ky duge ma héa bi trinh tu axit nucleic néu trong SEQ ID NO bat ky trong
sé cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11 hodc cac trinh tu bd sunghoic cac bién thé cua
chung. Sang ché hudng dén polypeptit bao gbm tir khoang 10 dén khoang 450 axit amin
lién tiép tir polypeptit dugc phan 1ap bat ky dugc ma héa béi trinh tu axit nucleic néu
trong SEQ ID NO bét ky trong s6 cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11 hoc cac trinh

tu bd sunghoic cic bién thé cta ching. Séng ché hudng dén polypeptit bao gdm tir
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khoang 10 dén khoang 460 axit amin lién tiép tir polypeptit duwgc phan lap bat ky duoc
ma héa bai trinh tu axit nucleic néu trong SEQ ID NO bét ky trong sb cac SEQ ID NO: 1
dén SEQ ID NO: 11 hoic cac trinh tu b6 sunghodc cac bién thé cua ching. Séng ché
huéng dén polypeptit bao gém tir khoang 10 dén khoang 470 axit amin lién tiép tir
polypeptit dugc phan l4p bat ki dugc ma hoa bdi trinh ty axit nucleic néu trong SEQ ID
NO bét ky trong s6 cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11 hodc céc trinh tw bd sunghodc
cac bién thé cua ching. Sang ché huéng dén polypeptit bao gbm tir khoang 10 dén
khoang 480 axit amin lién tiép tir polypeptit dugc phan 1ap bt ky dwgc ma hoa boi trinh
tw axit nucleic néu trong SEQ ID NO bét ky trong sé cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO:
11 hogc cac trinh ty bd sunghoic cac bién thé cua chung. Sang ché hudéng dén polypeptit
bao gdm tir khoang 10 dén khoang 490 axit amin lién tiép tir polypeptit duoc phan 1ap bat
ky dugc ma hoa boi trinh ty axit nucleic néu trong SEQ ID NO bét ky trong s6 cac SEQ
ID NO: 1 dn SEQ ID NO: 11 hoic céc trinh tu bd sunghodc céc bién thé cua ching.
Sang ché con hudng dén polypeptit bao gbm tir khoang 10 dén khoang 550 axit amin lién
tiép hodc nhiéu hon tir polypeptit dugc phan 1ap bat ky duge ma héa béi trinh tu axit
nucleic néu trong SEQ ID NO bét ky trong s6 cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11
hodc céc trinh tu bd sunghodc cic bién thé ciia chiing. Theo cdc phwong an nhét dinh,

sang ché dé xuat cac peptit dugc tinh ché va duoc phan 1ap.

Theo cac phuong 4n nhit dinh, cac polypeptit theo séng ché ¢c6 thé 1a thich hop
cho cach st dung 1am khang nguyén dé phat hién cac khang thé chéng lai TiLV duoc thé
hién bing SEQ ID NO bét k¥ trong s6 cic SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11, va céc
bién thé cta chiing. Theo cac phuong an khéc, cac polypeptit theo sang ché ma bao gébm
cac quyét dinh t6 khang nguyén c6 thé duoc st dung trong céc thir nghiém mién dich
khac nhau dé nhan dién cac dong vat phoi nhiém va/hodc cic mAu ma bao gdm TiLV
duge thé hién bing SEQ ID NO bét ky trong sé cac SEQ ID NO: 1 d&én SEQ ID NO: 11,

va cdc bién thé ciia chung.
Céc khang thé, phuong phap san xuét va phuong phap str dung

Theo mot khia canh khéc, sang ché dé xuit khang thé ma lién két dac hiéu voi cac
axit amin tir polypeptit ctia polypeptit dugc phan 1ap néu trong SEQ ID NO: 12, c4c doan
va cac bién thé cua chung, nhu duge mo ta trong ban mo ta nay. Theo mot phuong an,

khang thé nay duoc tinh ché. Cac khang thé c6 thé 1a da dong hodc don dong. Céc khéng
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thé cling c6 thé 1a thé kham (ttc 13, dang két hop cia céc trinh tu tu nhiéu loai, vi du,
globulin mién dich nguoi-chudt thé kham), dugc nhan tinh héa ho#ic hoan toan cia nguoi.
Céc khang thé dic hiéu véi loai tranh dugc mot s6 véan d& gn lién vé6i cac khiang thé ma
s& hitu vung bién ddi va/hoic ving héng dinh tUr loai khac. Su ¢6 mit cla cic trinh tu
protein nhu vay tu loai khac c6 thé dan dén qua trinh thanh thai nhanh c4c khang thé hozc

¢6 thé dan dén qua trinh tao ra dap tmg mién dich chéng lai khang thé bai khang the.

Theo mot khia canh khac, sang ché d& xuét khang thé ma lién két dac hidu véi cac
axit amin tir polypeptit cia polypeptit dugc phan lap bt ky dugc ma hoa béi trinh ty axit
nucleic néu trong SEQ ID NO bét ky trong sb cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11,
cac doan va cac bién thé cua ching, nhu dugc md ta trong ban mo td ndy. Theo mot
phuong 4n, khéng thé nay duoc tinh ché. Céc khang thé co thé 1a da dong hodc don dong.
Cac khang thé ciing c6 thé 1a thé kham (ttc 13, dang két hop ctia cac trinh ty tir nhiéu loai,
vi du, globulin mién dich ngudi-chudt thé kham), dwoc nhan tinh héa hodc hoan toan cua
ngudi. Cac khang thé dic hidu véi loai tranh duge mot sb van dé gin lién véi cac khang
thé ma s& hiru viung bién dbi va/hoac vung héng dinh tr loai khac. Su c6 mat ctua cac
trinh ty protein nhu vAy tir loai khac c6 thé din dén qua trinh thanh thai nhanh céc khang
thé hodc c6 thé dn dén qua trinh tao ra dap ing mién dich chéng lai khang thé boi khiang

thé.

Khang thé dugc md ta trong don nay cé thé bao gém hodc dugc tao ra tr dong vat
¢ vi bét ky, nhu, nhung khong chi gidi han &, chim, ché, nguoi, chudt nhét, thd, chuot
céng, dong vat gdm nham, dong vat linh trudng, hodc dang két hgp bét ky cua ching va
bao gdm céc san phdm cia qué trinh phan cét, cac globulin mién dich, cdc khang thé cla
chim, nguoi, dong vat linh truéng, dong vat gdm nhim, dong vat co v, thé kham, dugc
nhan tinh hoéa va/hodc dugc ghép CDR hodc dugc lam thich tng CDR dugc phén 14p va
cac phan khac va cac bién thé ctia chiing.

Phuong phap bat ky d biét trong linh vuc k¥ thuat nay dé tao ra cac khang thé c6
thé duoc st dung dé tao ra cac khang thé duoc mo ta trong ban mo ta nay. Cac phuong
phap lam vi du bao gdm phuong phép chiing ngira dong vat, thé hién thé thuc khuan,

cong nghé chudt chuyén gen va cong nghé té bao lai.
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Céc khang thé theo sang ché c6 thé dugc st dung dé didu bién hoat tinh cia
polypeptit bat ky dugc ma hoéa bdi trinh tu axit nucleic néu trong SEQ ID NO bt ky
trong sd cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11, céc bién thé hozc céc doan cia ching.
Theo c4c khia canh nhit dinh, sang ché d& xuit phuong phéap diéu tri dong vat, phuong
phép nay bao gdm viéc cho dong vat ding khang thé ma lién két dic hidu véi cac axit
amin tir polypeptit ctia polypeptit bat ky dugc mi hoa béi trinh ty axit nucleic néu trong
SEQ ID NO bét ky trong sé cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11, céc doan va céc bién

thé ctia ching, nhu dugc mo ta trong ban mo ta nay.

Theo cac phwong an nhét dinh, sy lién két khang thé vao polypeptit clia polypeptit
bét ky dugec ma hda béi trinh tu axit nucleic néu trong SEQ ID NO bét ky trong sd cac
SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11, cac doan va cac bién thé clia ching, nhu dugc md ta
trong ban md ta nay, c6 thé can tré hodc trc ché chirc nang ctia polypeptit, vi vay dem lai
phuong phap Gc ché qué trinh nhan 1én va lay lan cta virut. Theo céc phuong an khéc,
khang thé lién két vao polypeptit ctia polypeptit b4t ky dugc ma héa boi trinh tu axit
nucleic néu trong SEQ ID NO bét ky trong s6 cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11,
cac doan va céc bién thé cua ching, nhu dugc md ta trong ban md ta nay, va khong can

trd hodc e ché chire ning ciia polypeptit.

Theo céc phuong 4n khéc, cac khang thé theo sang ché c6 thé duoc st dung dé
tinh ché polypeptit néu trong SEQ ID NO: 12, céc bién thé hodc cac doan clia ching nhu
dugc mo ta trong ban md ta nay. Theo cac phwong 4n khac, cac khang thé theo sang ché
c6 thé duoc st dung dé nhan dién qué trinh biéu hién va khoanh viing cia polypeptit néu
trong SEQ ID NO: 12, cac bién thé, cac doan hodc cac mién cta ching. Phép phén tich
qué trinh biéu hién va khoanh ving ctia polypeptit néu trong SEQ ID NO: 12 ¢6 thé 1a
hitu ich trong viéc xac dinh vai tro tiém tang ciia polypeptit néu trong SEQ ID NO: 12.

Theo céc phuong an khéc, cac khang thé theo sang ché ¢6 thé dugc st dung dé
tinh ché cac polypeptit ctia polypeptit bat ky dugec ma hoéa béi trinh tu axit nucleic néu
trong SEQ ID NO bét ky trong s6 cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11, céac bién thé
hodc cac doan cta chiing nhu dugc mo ta trong ban mo ta nay. Theo cac phuong 4n khac,
cac khéang thé theo sang ché c6 thé duge st dung dé nhan dién qué trinh biéu hién va
khoanh ving ctia polypeptit ctia polypeptit bat ky dwgc ma héa boi trinh ty axit nucleic

néu trong SEQ ID NO bt ky trong sé cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11, c4c bién
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thé, cac doan hodc cac mién cia ching. Phép phan tich qua trinh biéu hién va khoanh
vung clia polypeptit cia polypeptit bét ky dugc ma héa boi trinh tu axit nucleic néu trong
SEQ ID NO bét ky trong sé cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11 ¢6 thé 1a hitu ich
trong viéc xac dinh vai tro tiém tang ctia polypeptit clia polypeptit bat ky dugc ma hoa
bdi trinh ty axit nucleic néu trong SEQ ID NO bét ky trong s6 cac SEQ ID NO: 1 dén
SEQ ID NO: 11 va cic doan va cac bién thé cta ching.

Theo cac phuong an khéc, cic khang thé theo sang ché c6 thé duoc st dung trong
cac thir nghiém mién dich khac nhau dé nhan dién cc dong vat phoi nhiém va/hoidc cac
mau ma bao gdm cac khang nguyén tir TiLV duoc thé hién bang SEQ ID NO: 12, va cac

doan va céc bién thé cuia chiing, nhu dugc mo ta trong ban mo ta nay.

Theo céc phuong an khéc, cac khang thé theo sdng ché c6 thé duge st dung trong
cac thtr nghiém mién dich khac nhau dé nhan dién cac dong vét phoi nhiém va/hodc cac
mAu ma bao gdm céc khang nguyén tir TiLV duoc thé hién bing SEQ ID NO bat ky
trong s cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11, va céc doan va cac bién thé cua ching,

nhu dugc mo ta trong ban mo ta nay.

Thtt nghiém mién dich thich hop bét ky ma co thé dan dén hién twgng hinh thanh
phtic hop khéng nguyén-khang thé ciing c6 thé dugc st dung. Cac dang thay ddi va cac
dang thirc khac nhau cia céc thtr nghiém mién dich, vi du, nhung khong chi gisi han 6,
ELISA, thir nghiém dong chay ngang dung dé phat hién céc chét phan tich & cic mAu,
qué trinh két tia mién dich, 1a da biét trong linh vuc k¥ thuét ndy. Theo céc phuong an
khac nhau, khang nguyén va/hodc khang thé ¢6 thé duoc danh ddu bang chit danh déu
hodc phwong phap thich hop bt ky da biét trong linh vuc k¥ thuat nay. Vi du, céc thi
nghiém mién dich enzym c6 thé st dung gia d& rén, hodic qua trinh két tia mién dich. Cac
thir nghiém mién dich ma khuéch dai tin hi¢u tir phtrc hop mién dich khang nguyén-
khang thé ciing ¢ thé duge st dung véi cac phuong phap duge md ta trong ban mo ta

nay.

Theo céc khia canh nhét dinh, sang ché dé xuét cac phuong phép dé thir nghiém
mau dé xac dinh sy c6 mat hoic khong cua TiLV bao gém SEQ ID NO: 12, va cac doan
va céc bién thé cua chiing, nhu duge mo ta trong ban mb ta nay. Theo cac phuong é4n nhit

dinh, cac phuong phéap dé thur nghiém mau, bao gf‘)m, nhung khong chi gidi han &, cac
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phuong phap ma cé thé phat hién su c6 mit clia cac axit nucleic, cic phuong phap ma c6
thé phat hién su c6 mit cta cac khang nguyén, cac phuong phdp ma c6 thé phat hién su
c6 mit ctia cac khang thé chdng lai cac khang nguyén tir polypeptit néu trong SEQ ID
NO: 12, hodc polypeptit néu trong SEQ ID NO: 12, cdc doan va cac bién thé ctia chung,

nhu dugc mo ta trong ban mo ta nay.

Theo céc khia canh nhit dinh, séng ché dé& xuit cac phuong phap dé thir nghiém
mau dé xac dinh sy c¢6 mit hodc khong cia TiLV bao gém SEQ ID NO bat ky trong sb
cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11, va céc doan va cac bién thé ctia chung, nhu dugc
mo ta trong ban mod ta nay. Theo cdc phuong an nhét dinh, cic phuwong phap dé thu
nghiém mau, bao gbm, nhung khong chi gi¢i han ¢, cac phwong phap ma co thé phat hién
su c¢O mat clia cic axit nucleic, cac phuong phap ma co thé phat hién sy ¢6 mét cua cac
khang nguyén, cac phuong phap ma co thé phat hién su c6 mit cia cac khang thé chéng
lai cac khang nguyén tir cac polypeptit duge ma hoa boi SEQ ID NO bét ky trong s cac
SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11, hodc polypeptit bét ky duge ma hoa béi trinh tu axit
nucleic néu trong SEQ ID NO bét ky trong sé cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11,
céc doan va cac bién thé ctia chiing, nhu dwgce md ta trong ban mo ta nay.

Kt

Ciing dugc dé xuat 1a kit dé thyc hién mot hodc nhidu phuong phép trong sb cac
phuong phap dugc mo ta trén day.

Céc chit phan Gng ddi twong va cac kit cua ching c6 thé thay ddi mot cach déng
ké. Céac chét phan tmg dang dugc quan tdm bao gdm céc chat phan tng duoc thiét ké
cach riéng dé su dung trong viéc xac dinh xem liéu dong vat c6 TiLV hay khong.

Mot loai chdt phan tng ma dugc hiéu chinh cach riéng dé phat hién TiLV la it
nhét mot doan moi oligonucleotit ddc hi¢u véi cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11 dé
khuéch dai axit nucleic thu duoc tir mau sinh hoc, va, tuy v, it nhat mdt doan mdi thich
hop dé gitip thue hién dugc viée gidi trinh tu axit nucleic da dugc khuéch dai va viée xéac
dinh su c6 mit cta dot bién.

Céc vi du v& cac doan mdi ma c6 thé duoc 1dy vao lam chat phan tmg 1a:

ME1 (SEQ ID NO: 23) va dong v tinh 7450/150R (SEQ ID NO: 16);
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Nested ext-1 (SEQ ID NO: 24) va nested ext-2 (SEQ ID NO: 25);
NM-CLU7-SF1 (SEQ ID NO: 28) va NM-CLU7-SRI (SEQ ID NO: 29);
TiLV-CLU5-cF1 (SEQ ID NO: 30) va TiLV-CLUS-cR1 (SEQ ID NO: 31); va
CLU5-mRNA-gF1 (SEQ ID NO: 34) va CLU5-mRNA-qR1 (SEQ ID NO: 35),
véi mau do tiy ¥, CLUS-mRNA-Probe (SEQ ID NO: 36).

Mot loai chét phan tng khac nita 1a mot hodc nhidu mAu do axit nucleic bao gdbm
hodc bd sung v6i cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11. Theo mt phuong an, mot
hodc nhiu mau do 14 ¢ dang tao mang. Mot loat dang thic mang khéac nhau la da biét
trong linh vyc k¥ thudt nay véi mot loat rAt nhidu c4u trac miu do, ché phim co chét, va
cong nghé gin két khac nhau. Theo mot s6 phuong 4n, cic mang bao gbm it nhat 2 mau
do axit nucleic, theo mot phuong an dugce wu tién hon, it nhit 5 miu do axit nucleic, theo
mdt phuong 4n duge uu tién hon, it nhit 10 miu do axit nucleic, theo mot phuong 4n
duoc uu tién hon, it nhét 15 mau do axit nucleic, theo mdt phwong 4n dugc wu tién hon, it
nhét 25 mau do axit nucleic, va theo mot phuong an dugc vu tién hon ca, it nhét 50 mau
do axit nucleic, cdc mau do axit nucleic dd néu bao gém hodc bd sung v6i cac SEQ ID

NO: 1 dén SEQ ID NO: 11.

Mot loai chét phan ng khac nfta 12 mdt hodc nhiéu khéng thé nhu duge mé ta
trong ban mo ta nay ma lién két dac hiéu voi cac axit amin tir polypeptit ctia polypeptit
dugc phéan 1ap néu trong SEQ ID NO: 12, c4c doan va cac bién thé ctia chiing, hodc céc
axit amin tr polypeptit cia polypeptit dugc phan lap bét ky duoc ma héa boi trinh tu axit
nucleic néu trong SEQ ID NO bét ky trong s ciac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11,

cac doan va cac bién the cua chung.

Kit theo sang ché ¢6 thé bao g6m cac doan mdi, cac mau do, cac mang, va cac
khéng thé dugc mb ta trén day ciing nhu cdc chét phan tng bd sung dugc sir dung trong
céc phuong phép khiac nhau, nhu: cac chit phan Gng danh ddu; cac enzym nhu
transcriptaza ngugc, ADN polymeraza va ARN polymeraza, va cic chét tuong tu; cic
dung dich dém khac nhau, nhu dung dich dém ctia qua trinh lai va dung dich dém cua qua
trinh ria; chit phan ung tao tin hidu va chit phan ung phat hién; va cac chat phan mg dé
phan 1ap axit nucleic khoi mau. Ngoai ra, kit c6 thé bao gbm cac huéng dan dé thuc hién

cac phuong phéap theo sang ché.
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Sang ché ciing bao trim cac hé thong dé thuc hién mot hodc nhidu phuong phép
trong sb cac phuong phip dugc mo ta trén ddy. Cac hé théng ddi twong c6 thé thay doi
mot cach dang ké nhung thong thuong bao gdm it nhit mot yéu t6 dé phat hién TiLV, tirc
13, mdt hodic nhidu chét phan ting duoc mo ta trén day ding @& phat hién TiLV, bao gdm
cac doan mdi, cdc mau do, cac mang, cac khang thé, va cac chét phan ung bd sung dé

thuc hién cac phuong phap theo sang ché.
Céc ché phdm sinh mién dich, phuong phap san xuét va phuong phap st dung

Nhu dugc st dung trong ban md ta nady, thuat ngit ché phdm sinh mién dich duoc
dung dé chi ché phdm c6 kha ning giy dap Gmg sinh mién dich & dong vat hoac té bao.
Nhu duge sit dung trong ban mo ta nay, phan dé cap dén ché pham sinh mién dich c6 thé

bao gdm vacxin.

Theo cac khia canh nhét dinh, sang ché dé xuit cac ché phérn sinh mién dich c6
kha ning gy dap Gng mién dich chéng lai TiLV bao gdm TiLV theo sang ché bao gdbm
axit nucleic néu trong SEQ ID NO bt ky trong s6 cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO:
11 hodc cac doan hodc céc bién thé cua ching, hodc bao gém trinh tu cADN bd sung voi
s0i ¢6 nghia hoic soi di nghia néu trong SEQ ID NO bét ky trong sb cac SEQ ID NO: 1
dén SEQ ID NO: 11 hodc cac doan hodc cc bién thé cia chung, hodc bao gbm polypeptit
duoc mi hoéa bsi SEQ ID NO bét ky trong s cac SEQ ID NO: 1 d¢én SEQ ID NO: 11,
hodc trinh tw cADN bd sung voi sgi cd nghia hoac soi dbi nghia néu trong SEQ ID NO
bét ky trong sb cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11, hodc bao gbm polypeptit bao
gém SEQ ID NO: 12 hoic cac doan hoic cic bién thé cta chiing hoic bao gdm TiLV bi

tiéu diét hodc TiLV duoc lam suy yéu.

Theo céc khia canh nhét dinh, sang ché dé xuét ché pham sinh mién dich bao 2dm
polypeptit hodc axit nucleic cia TiLV bat ky dugc md ta trong ban md ta nay, bao gdbm

cac bién thé va cac doan.

Theo mét phuong an, cac ché pham sinh mién dich c¢6 kha ning lam thuyén giam
cac tridu chung cta sy lay nhiém TiLV va/hodc lam gidm khoéang thoi gian kéo dai bénh
gén lién v6i TiLV. Theo mot phuong an khéc, cdc ché pham sinh mién dich c6 kha ning
kich thich tinh mién dich bao vé chdng lai bénh gan lién v6i TiLV. Céc ché pham sinh
mién dich theo sang ché c6 thé 1a hitu hiéu chéng lai cac virut TILV duoc bdc 19 trong
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ban md ta nay, va cling ¢6 thé 1a c6 tinh phan Gng vdi, va hitu hiéu chong lai, nhiéu

chiing va nhanh khac nhau cua TiLV, va chéng lai cac virut orthomyxovirut khéc.

Theo mdt phuong an khéc, sang ché d& xuit phuwong phéap gy dap tmg mién dich
& dong vat, phuong phap nay bao gdm viéc cho dong vat dung axit nucleic cua TiLV,
polypeptit cua TiLV hodc ché pham sinh mién dich TiLV. Cac phuong phap cho dong
vat dung cac polypeptit va cac phuong phap tao ra cac dap ung mién dich & dong vat
bing cach cho ding cac peptit sinh mién dich theo lugng hitu hiéu v& mit sinh mién dich

1a da biét trong linh vuc k§ thuat nay.

Céc loai ché pham sinh mién dich dugc bao quat béi sang ché bao gom, nhung
khong chi gi6i han &, cdc ché phadm sinh mién dich virut song duoc lam suy y€u, cac ché
pham sinh mién dich virut dugc lam bat hoat (bi tiéu diét), va cac ché pham sinh mién

dich don vi con.

Céc virut TiLV theo sang ché c6 thé duge lam suy yéu bang viéc loai bd hoic pha
v céc trinh tu virut ma cdc san phdm cta chung giy ra hodc gop phén vao bénh va céc
triéu ching gén lién véi sy lay nhiém TiLV, va dé cho céc trinh tu can thiét cho su sao
chép virut dugc nguyén ven. Bing cach nay, c6 thé tao ra TiLV dugc lam suy yéu ma sao
chép & dong vét, va gy dap (mg mién dich & dong vat, nhung chét nay khong kich thich
bénh va céc triéu chiing c6 hai thudong gin lién véi sy l1ay nhiém TiLV. Chuyén gia trong
linh vuc k¥ thuét nay co thé xéac dinh céc trinh ty TiL'V nao c6 thé hodc nén dugc loai bod
hodc pha v&, va cac trinh tu nao nén dugc dé nguyén ven, dé tao ra TiLV duoc 1lam suy

yéu thich hop cho cach str dung 1am ché pham sinh mién dich.

TiLV méi theo sang ché ciing c6 thé duoc lam bat hoat, nhu bang phuong phap xir
Iy hoa hoc, dé “tidu diét” cc virut sao cho chung khong con ¢6 kha nang sao chép hodc
gdy ra bénh & dong vat, nhung van gy ddp ing mién dich & dong vat. Co nhiéu phuong
phap lam bét hoat virut thich hop da biét trong linh vuc k¥ thuat ndy va nguoi co hiéu
biét trung binh trong linh vuc k§ thuat nay c6 thé d& dang chon lua phuong phép thich
hop va tao ra TiLV “bi ti€u diét” dugc lam bt hoat thich hop cho céach st dung lam ché

pham sinh mién dich.
Céac ché pham sinh mién dich theo sang ché c6 thé bao gom céc ché pham sinh
mién dich don vi con. Cac ché pham sinh mién dich don vi con bao gdm cac ché pham
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sinh mién dich axit nucleic nhu cac ché phém sinh mién dich ADN, ché phérn nay chtra
cac axit nucleic ma ma hdéa mdt hodc nhiéu protein virut hodc don vi con, hodc cac phén
cua cac protein hodc don vi con d6. Khi sir dung cac ché phém sinh mién dich nhu vay,
thi cho dong vat dung axit nucleic, va cac peptit hodc protein sinh mién dich dugc ma hoa
béi axit nucleic dugc biéu hién & dong vat, sao cho dap Ung mién dich chéng lai cac
protein hodc peptit nay dugc tao ra & dong vat. Cac ché phém sinh mién dich don vi con
cing c6 thé 1a cac ché phim sinh mién dich protein, ché pham nay chtra céc protein virut

ho#c don vi con, hodc cac phan cia cac protein hodc don vi con do.

Pé tao ra axit nucleic va céc ché phém sinh mién dich ADN theo sing ché, cac
trinh tu TiLV dugc bdc 16 trong ban mo ta nay cod thé duogc sat nhap vao plasmit hodc
vecto biéu hién chira axit nucleic ma ma héa peptit hodc protein virut. Plasmit hodc vecto
biéu hién thich hop bat ky ¢6 kha ning thic ddy qua trinh biéu hién cta protein hodc
peptit & dong vat cd thé duoc sir dung. Céc plasmit va vecto bidu hién nhu vay cin phai
bao gdbm mot gen khoi dAu thich hop d& dan dit qua trinh phién ma cua axit nucleic.
(Céc) trinh tu axit nucleic ma ma hoa peptit hodc protein TiLV ciling c6 thé duoc sat nhap
vao virut tai to hop thich hgp cho viéc cho dong vat dung. Cac vi du vé virut thich hop
bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, virut ddu mua, retrovirut, adenovirut va virut gin
lién v6i adenovirut. Chuyén gia trong linh vuc k¥ thuat nay co thé dé dang chon luya
plasmit, vecto biéu hién, hoidc virut tai td hop thich hop dé phéan phéi cac trinh tu axit

nucleic ciia TiLV theo sang ché.

Pé tao ra cac ché phidm sinh mién dich protein theo sang ché, cac trinh tu axit
nucleic ctia TiLV theo sang ché dwoc phan phéi dén té bao duge nudi cdy, vi du, bang
cach chuyén nhidm té bao dwgc nuodi cdy bang céc plasmit hodc vecto biéu hién chira cac
trinh tu axit nucleic ciia TiLV, hodc bang cich giy nhidm té bao dugc nudi cdy bang céac
virut tai td hop chua cac trinh tu axit nucleic ctia TiLV. Sau d6, cac peptit hodc protein
TiLV ¢6 thé duoc biéu hién & té bao dugc nudi céy va duoc tinh ché. Sau do, cac protein
duoc tinh ché ¢6 thé dugc sat nhip vao cac ché pham thich hgp cho viéc cho dong vat
dﬁhg. Cac phuong phap va k¥ thuat duong cho qua trinh biéu hién va tinh ché cac protein
tai td hop 1a da biét rd trong linh vuc k¥ thuat ndy, va cdc phuong phap thich hop nhu vy
bét ky c6 thé duoc sir dung.
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Céc ché phim sinh mién dich don vi con theo sang ché ¢6 thé ma héa hodc chira
peptit hodc protein bat k¥ trong sd céc peptit hozic protein TiLV dugc mo ta trong ban md
ta nay, hoac céc phén, cac doan, cac dan xuit hodc cac thé dot bién bét ky cta chiing, ma
sinh mién dich & dong vat. Chuyén gia trong linh vuc ky thuét nay c6 thé dé dang kiém
tra tinh sinh mién dich ctia cac peptit va protein TiLV dugc md ta trong ban md ta nay, va
c¢6 thé chon lwa céc peptit hodc protein thich hop dé st dung trong cac ché phdm sinh

mién dich don vi con.

Viéce san xudt cac virut TiLV va céc ché phém sinh mién dich ciing c6 thé duoc
thyc hién béng cach sir dung hé théng biéu hién tai t6 hgp ma biéu hi¢n TiLV, protein
TiLV, doan cta protein TiLLV hodc bién thé cua protein virut TiLV. H¢ théng biéu hién
c6 thé bao gdm plasmit thich hop bat ky hodc cAu tric biéu hién tuyén tinh da biét trong

linh vuc k§ thuat nay.

Céc virut TiLV va cac ché pham sinh mién dich dugc mo ta trong ban mo ta nay
¢6 thé duoc tao ra & té bao. Viée san xudt cac virut TILV va céac ché phdm sinh mién dich
dugc mo ta trong ban mo ta nay cling co thé duoc thuc hién trén phuong tién hitu ich bat
ky va md hodc t& bao cho phép, phan nay co thé dugc tao ra tir cdc dong té bao ca hodc
cac dong té bao dong vat khac. Nhu duge st dung trong ban mo ta nay, té bao hodc md
6 thé bao gém, nhung khong chi gidi han ¢, té bao, md, co quan, té bao con trung, té bao
c4, té bao dong vat co vu, té bao khéi té bao lai, té bao so cép, dong té bao lién tuc,
va/hodc té bao duge xit Iy bing cong nghé vé mit gen riéng biét, nhu té bao tai t6 hop
biéu hién virut. Vi du, viéc san Xuét cta cac virut TiLV va cac ché phém sinh mién dich
c6 thé 1a & loai t& bao bat ky, bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, té bao ca rd phi. Céc
dong té bao thich hgp cho viée san xuét cac virut TILV va cac ché phdm sinh mién dich
duoc md ta trong ban md ta nay. Hé thong nudi ciy té bao dé san xuét cic virut TiLV va
cac ché phdm sinh mién dich dugc md ta trong ban mo ta nay c6 thé 1a moi trudng nudi
chy don 16p két dinh truyén thdng. Theo cich khéc, cling c6 thé st dung cac hé théng

nuoi cay te€ bao trén chat mang té vi va huyén phu.

Céac ché phim sinh mién dich dugc md ti trong bdn mod td ndy co thé bao gbdbm
vacxin TiLV bi tiéu diét hodc duoc 1am bét hoat. Co thé tao ra ché phém sinh mién dich
dwoc lam bat hoat bang cac phuong phap da biét & trong linh vuc k§ thuét nay. Vi du,

mot khi TiLV dugc nhan 1én dén hiéu gia cao, thi c6 thé thu dugc khdi lugng khang
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nguyén TiLV bing cac phuong phap da biét rd trong linh vuc k¥ thuat nay. Vi du, c6 thé
thu dugc khdi lugng khang nguyén virut TiLV bang qué trinh pha lodng, o, hodc chiét.
Tét ca cac phuong phap nay da dugc sir dung dé thu dugc khdi luong khang nguyén
TiLV thich hop dé tao ra cac ché phém sinh mién dich. TiLV c6 thé duoc 1am bt hoat
béng qué trinh xtr 1y béng formalin (vi du, 0,1-10%), betapropriolacton (BPL) (vi du,
0,01-10%), hodc bang etylenimin hai thanh phan (binary ethylenimine-BEI) (vi du, 1-
10mM), hodc bing cach st dung cac phuong phap khac ma ngudi cé hiéu biét trung binh

trong linh vuc k¥ thudt nay da biét.

Ngoai viéc san xuét TiLV bi tiéu diét ra, cac phuong tién lam suy yéu khac nhau
thi ciing ¢6 thé c¢6 va da biét rd va dugc mo ta trong linh vuc ky thudt nay. Qua trinh lam
suy yéu din dén cac ché phdm sinh mién dich séng dugc cai bién ciing c6 thé duge su
dung chung véi céac ché phidm va phuong phap dugc mo ta trong ban md ta nay. Céc
phuong phéap lam suy yéu thich hop cho viéc stt dung véi cac virut duge mo ta trong ban
md ta nay bao gdm cay chuyén lién tuc trong méi trudong nudi cdy té bao, cdy chuyén lién
tuc & dong vat, cac phuong phép khac nhau d8 tao cac dang cai bién gen va qua trinh gy

dot bién béng héa chit hodc 4nh sang cuc tim.

C6 thé dat duoc muc dich lam suy yéu TiLV thong qua qua trinh 1am thich ung
lanh chung TiLV. C6 thé tao ra cic ching virut TiLV dugc lam thich tmg lanh bang céc
phuong phap ma bao gdm viéc cdy chuyén virut TiLV loai hoang dai, sau d6 la chon lwa
dé c¢6 duoc TiLV ma ting truéng & nhiét do gidm thép. C6 thé tao ra TiLV duoc lam
thich ing lanh, vi du, béng cach céy chuyén mot cach lién tiép TiLV loai hoang dai &
tring ga hodc té bao co phoi & nhiét do ha thép dan, nhd d6 chon lua dé c6 duoc cac
thanh vién nhét dinh cua hdn hop TiLV ma sao chép mot cach viing chic & nhiét do giam
thap. Ching TiLV dugc lam thich tmg lanh c6 thé biéu hién kiéu hinh nhay cam v6i nhiét
dd. TiLV duoc lam thich tmg lanh nhay cam v&i nhiét d§ sao chép & nhiét do giam thép,
nhung khong con sao chép ¢ nhiét do tang trudéng cao hon nhét dinh ma & d6 TiLV loai
hoang dai s& sao chép. Nhiét do ma ¢ d6 TiLV nhay cam véi nhiét do s€ tang trudng
trong ban mo ta nay duge goi 1a nhiét do “cho phép” cta TiLV nhay cam véi nhiét do do,
va nhiét do cao hon ma & d6 TiLV nhay cam véi nhiét do s€ khong tang trudng, nhung ¢
do6 TiLV loai hoang dai twong ung sé€ tang trudng, trong ban mo ta nay duogc goi 1a nhiét
do “khong cho phép” ctia TiLV nhay cam véi nhiét do do. Cling co thé tao ra TiLV duoc
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lam thich Ung lanh thoéng qua phuong tién tai t6 hop. Theo phwong phap nay, mot hodc
nhiéu dot bién cu thé, gén lién véi qud trinh 1am thich ung lanh dugc nhén dién, qua trinh
lam suy yéu, tinh nhay cam vai nhiét do, hodc kiéu hinh can trd trdi, c6 thé duogc nhan
dién va duoc dua trd lai vao chiing TiLV loai hoang dai bing cach st dung phuong phéap
di truyén hoc ngugc. Co thé thuc hién phwong phép di truyén hoc nguoc bang cach su
dung céc phttc hgp ARN polymeraza dugc phan lap ti té bao bi nhiém TiLV dé phién ma
cac doan hé gen TiLV nhan tao chta (céc) dot bién, sat nhép (cac) doan ARN dugc téng
hop vao céc hat virut bé‘mg cach st dung virut hd trg, va sau d6, chon lua dé co duoc cac

virut chira cac dang thay d6i mong muon.

C6 thé dat dugc muc dich lam suy yéu TiLV bing cach céy chuyén theo diy
chung TiLV loai hoang dai trong mdi truong nudi cdy té bao. Ching TiLV ¢6 thé dugc
chy chuyén ¢ mot loat hé théng té bao cho dén khi kha nang ciia né trong viéc tao ra bénh
bi mét trong khi dac tinh sinh mién dich ctia né dugc gitt lai hoan toan. Mot khi dugc
chiing nglra vao vat chu, TiLV ¢6 thé c6 kha nang nhén 1én dén mot sé mirc do. Vi du,
cac ché phdm TiLV duoc lam suy yéu co thé dugc didu ché tir dong té bao ma da dugc
lam suy yéu bang phuong phép cdy chuyén theo ddy bao gbdbm phuong phép cdy chuyén
theo ddy & cac nhiét d§ dudi mic t81 wu dén trang thai ma n6 khong con c6 kha nang gay
ra bénh, nhung van ¢6 kha ning tao ra dap ung mién dich bao vé.

Ciing c6 thé thu dugc céc ching TiLV dugc lam suy yéu thich hop bang phuong
phap cdy chuyén theo diy dé thu dugc ching dugc lam suy yéu qua murc. “Lam suy yéu
qua muc” c6 nghia la con s6 1an cdy chuyén cho qua trinh lam suy yéu vé& co ban 16n hon
nhitng gi binh thuong 1a can thiét cho qua trinh loai bé kha ning gy bénh. TiLV dugc
lam suy yéu gitt lai tinh khang nguyén cla nd sau nhiéu 1an cdy chuyén khac nhau nay
sao cho kha nang sinh mién dich ctia n6 khong bi suy yéu. Thuc té, cac chung nhu vay
khong tao ra triéu chitng hodc tic dung phu nao khi dugc cho dung, va vi vdy, la nhiing

vacxin an toan va hiéu nghiém.

Céc phuong phap tinh ché virut dwgc lam bét hoat 1a da biét trong linh vuc k¥
thudt ndy va c6 thé bao gdbm mot hozc nhiéu phuong phap trong s, vi du, qua trinh ly
tAm theo gradien, ly tim siéu téc, ly tAm siéu tdc dong chay lién tuc va sic ky, nhu sdc ky

trao ddi ion, sic ky dao thai theo kich ¢&, va sic ky ai luc chét 16ng. Cac phuong phap
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tinh ché bd sung bao gdm siéu loc qua mang bang ap suat thuy tinh va loc pha lodng theo
kich c¢& phan tir siéu nhd.

Céc vi du khéc vé cac phuong phép tinh ché thich hop dé sir dung trong séng ché
bao gdm qua trinh két tia amoni sulfat hodc polyetylen glycol (xem tai liéu: Trepanier et
al. V(1981) Journal of Virological Methods 3:201-711; Hagen et al. (1996) Biotechnology
Progress 12:406-412; va Carlsson et al. (1994) Journal of Virological Methods 47:27-36)
cling nhu si€u loc qua mang bing 4p suét thiy tinh va vi loc mang kich c& siéu nho (xem
tai liéu: Pay er al (1985) Developments in Biological Standardization 60:171-174;
Tsurumi et al. (1990) Polymer Journal 22:1085-1100; va Makino et al. (1994) Archives
of Virology 139:87-96).

C6 thé tinh ché cac virut bang cach sir dung sdc ky, nhu sic ky, trao dbi ion. Qua
trinh tinh ché theo mau sic cho phép san xuét duoc thé tich 16n huyén phu chtra virut.
San pham virut dang dugc quan tdm c6 thé tuong tic v6i mdi trudng mau sic bang co
ché hip phu/giai hip don gian, va thé tich 16n ctia mAu ¢6 thé dugc xir Iy trong mot 1an
nap don 1é. Céc chét gay ban ma khong c6 4i luc d6i v6i chét hap phu di chuyén qua cot.

Sau do, co thé rira giai vat liéu virut nay ¢ dang dam dac.

Nhua trao ddi anion ma c6 thé duoc st dung bao gdm, nhung khong chi giéi han
&, DEAE, vA EMD TMAE. Nhua trao ddi cation ¢6 thé bao gdm bé mat duoc cai bién
bang axit sulfonic. C6 thé tinh ché cac virut bang cach sir dung sic ky trao d6i ion bao
gdm nhya trao ddi anion manh (vi du, EMD TMAE) déi v6i buéc thtt nhéat va EMD-SOs
(nhua trao ddi cation) ddi véi budce thir hai. Ty ¥, ¢6 thé dua bude sic ky 4i luc lien két

kim loai vao cho qua trinh tinh ché thém. (vi du, xem WO 97/06243).

Ciing ¢6 thé st dung nhya nhu Fractogel EMD. Nhya trén co s¢ metacrylat tong
hop nay c6 cac chudi polyme tuyén tinh dai dugc gin két cong héa tri va cho phép co
mdt lugng 16n ciia cac phdi tir c6 thé tiép can duogc v& mit khong gian dé lién két phan tir
sinh hoc ma khong cé su can tré khong gian bat ky.

Séc ky 4i luc chit 1ong trén co s& cot 1a mot phuong phap tinh ché khac ma c6 thé
duoc sir dung theo sang ché. Mot vi du v& nhya dé sir dung trong phwong phap tinh ché 1a
Matrex Cellufine Sulfate (MCS). MCS gdm co chit xenluloza hinh ciu cling c6 gi6i han

dao thai 3.000 Dalton (duong kinh xap xi 45-105 .mu.m) (cdu triic 16 cia né loai trir dai

49



42496 50/120

phan tir), c6 ndng do thap ctia nhém chic este sulfat trén vi tri 6 clia xenluloza. Vi phéi tix
chtic nang (este sulfat) dugc phén tan twong dbi cao, nén n6 dem lai mat do dién tich
cation khong du dé cho phép c6 céc protein tan nhidu nhit dé hip phu 1én trén bé mat hat.
Do d6 khdi protein dugc tim thdy & cac tap hop virut dién hinh (cac dich ndi & trén cia
moi trudng nudi cdy té bao, vi du, chit sinh nhiét va cac protein gdy ban nhiéu nhét, ciing
nhu céc axit nucleic va cac noi doc té) dugc rira khoi ¢ot va dat duge mtre d9 tinh ché cua

virut da duoc lién két.

Céc virut dd dugc 1am bét hoat ¢6 thé duoc tinh ché thém bang qué trinh ly tim
theo gradien, hodc qua trinh ly tdm theo gradien mat do. Péi véi viée van hanh quy mo
thuong mai, qua trinh ly tAm theo gradien sucroza dong chdy lién tuc s& la mét lya chon.
Phuong phap nay dugc st dung mot cach rong rai dé tinh ché cac ché phim sinh mién
dich chéng virut va da biét d6i v6i ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc ky thuét
nay.

Céc phwong phép tinh ché bd sung ma c6 thé dugc sir dung dé tinh ché cac virut
theo sang ché bao gdm viéc st dung tic nhan phan hily axit nucleic, enzym phan hily axit
nucleic, nhu nucleaza ¢6 hoat tinh RNaza va DNaza, hodc endonucleaza, nhu tir tryc
khudn Serratia marcescens, cac tdc nhan hap phu mang véi cac nhém chitc anion hodc
cac budce sic ky bd sung v6i cac nhom chire anion (vi du, DEAE hodc TMAE). Budc siéu
loc qua mang bang ap suét thuy tinh/loc pha lodng theo kich c¢& phén ti siéu nho va bude

loc vo tring cudi ciing ciing c6 thé duoc bd sung vao phuong phap tinh ché nay.

Ché pham virut duoc tinh ché theo sang ché vé co ban 1a khong c6 cic protein gdy
ban duogc tao ra tir té bao hodc méi truong nudi cay té bao va co thé bao gbém it hon
khoang 1000, 500, 250, 150, 100, hodc 50pg axit nucleic té bao/.mu.g khang nguyén
virut, va it hon khoang 1000, 500, 250, 150, 100, hoic 50pg axit nucleic té bao/liéu
lwong. Ché phdm virut duoc tinh ché ciing c6 thé bao gbém it hon khoang 20pg hoic it
hon khoang 10pg. Cac phuong phép do cac mirc axit nucleic té bao chii & mau virut 1a da
biét trong linh vuc k§ thuét nay. C6 thé sir dung cdc phwong phap da dugc tiéu chuén héa
duoc phé duyét hodc duge khuyén nghi bdi cic co quan c6 thim quyén quy dinh nhu
WHO hoédc FDA.
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Céac ché pham sinh mién dich theo sang ché bao gdm it nhit mét hop phan sinh
mién dich duoc tao ra tir TiLV, nhu nhitng loai dugc md ta trong ban mo ta nay. Cac ché
phim nay ciing c6 thé bao gdm mdt hodc nhiéu chit phu gia bao gdbm, nhung khdng chi
gié_i han &, mot hodc nhiéu chit mang, dung dich dém, chit 1am 6n dinh, chét pha loang,
chét bao quan, chét lam tan, liposom hodc téc nhén diéu bién mién dich dugc dung. Cac
tac nhan diéu bién mién dich thich hop bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, chat phu
tro, xytokin, polynucleotit ma hoa xytokin, va cac tdc nhan ma tao thuén lgi cho qua trinh

hip thu vao té bao ctia hgp phan sinh mién dich dugc tao ra tir TILV.

Nhu vay, cac ché phém sinh mién dich dé su dung theo sang ché c6 thé dugce tao
dang ché pham theo phuong thirc thong thuong bang cach st dung mot hodc nhiéu chét
mang chép nhan duoc vé mat sinh ly bao gém cac ta duoc va cac chét phu trg ma tao
thuin loi cho qua trinh xr ly cac hop chit ¢6 hoat tinh thanh céc ché phim ma c6 thé
dwogc st dung dé gdy dap tmg sinh mién dich. Cac ché pham sinh mién dich nay c6 thé
dugc san xuét theo phuong thitc ma chinh phuong thirc nay da biét, vi du, bang phuong
tién 1a cac quy trinh trdn, hoa tan, tao hat, tao vién bao duodng, nghién min, nhii hdéa, dong
nang, kim gitt hodc lam dong kho thong thuong. Qua trinh tao dang ché pham ding dan

la phu thudc vao dudong dung dugc chon.

Khi luvgng hitu hi¢u v& mat tri liéu cua protein hodc thanh phén ¢6 hoat tinh khac
theo sang ché dugc cho dung bing phuong phép tiém trong tinh mach, da hogc dudi da,
thi protein hodc thanh phan c6 hoat tinh khéc theo sang ché s& & dang dung dich nuéc c6
thé chap nhan duoc theo phuong thirc ngoai duong tiéu hoa, khong cé chét sinh nhiét.
Viéc didu ché protein c6 thé chép nhén duoc theo phuong thirc ngoai dudng tiéu héa nhu
vay hodc cac dung dich thanh phén ¢O hoat tinh khac, c6 xem xét dén do pH, tinh déng
truong, tinh dn dinh, va cac thudc tinh twong ty, 1a trong pham vi k¥ nang trong linh vic
k§ thuat nay. Chét dan déng truong nhu Thubc Tiém Natri Clorua, Thudc Tiém Ringer,
Thube Tiém Dextroza, Thudc Tiém Natri Clorua va Dextroza, Thubc Tiém Ringer duogc
Lactat hoa, Dung dich Hanks, dung dich dém mubi sinh ly, hoac chit dan khac nhu da
biét trong linh vuc k¥ thuat nay c6 thé duoc st dung dé tao dang ché phidm dung dich.
Ché phém sinh mién dich theo sang ché c6 thé con chira chit 1am dn dinh, chét bao quan,
dung dich dém, chat chéng oxy héa, hodc cic chat phy gia khac ma ngudi c6 hiéu biét
trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay da biét. B4i vi phuong thie cho diung qua niém
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mac, cac chat xuyén qua thich hop cho mang ngin cdn duoc thdm qua duogc sir dung
trong dang ché pham. Nhin chung, céc chét xuyén qua nhu vay la da biét trong linh vuc

ky thuat nay.

Déi véi phuong thirc cho ding qua duong miéng, cac hgp chét ¢6 thé dugce tao
dang ché pham d& dang bang cach két hop cac hop chit co hoat tinh véi cac chit mang
sinh mién dich c6 thé chép nhan duoc da biét rd trong linh vuc k¥ thuat nay. Cac chét
mang nhu vay giup cho cac hop chét theo sang ché dugc tao dang ché phim & dang bot,
vién nén, vién tron, vién bao dudng, vién nang, chét long, gel, xi rd, chét sén Sét, huyén
pht, dung dich, con ngot, va cac dang tuong tu, dé dong vat can duogc diéu tri 'Zm/uéng
vao qua dudng miéng. C6 thé thu dugc cic ché phdm sinh mién dich dé st dung qua
duong miéng bing ta duoc rin, tiy ¥, xay hdn hop thu dugc, va xur Iy hdn hop céc hat,
sau khi bd sung cac chét phu tr¢ thich hop, néu mong mubn, dé thu dugc 13i vién bao
duong hodc vién nén. Cu thé, cac ta dugc thich hop 1a cac chit lam déy nhu duong, bao
gém lactoza, sucroza, manitol, hodc sorbitol; céc ché phém xenluloza nhu, vi du, tinh bt
ngd, tinh bot lha mi, tinh bot la gao, tinh bot khoai tdy, gelatin, gdm tragacan, metyl
xeh]uloza, hydroxypropylmetyl-xenluloza, natri carboxymetylxenluloza, va/hodc
polyvinylpyrolidon (PVP). Néu mong mudn, cac chat gy rd co thé duoc bd sung, nhu
polyvinyl pyrolidon dugc lién két ngang, agar, hodc axit alginic hogc mudi cta né nhu
natri alginat. L3i vién bao dudng duoc bd tri cac 16p pha thich hop. Vi muc dich nay, c¢6
thé st dung cac dung dich dudng dam dic, dung dich nay tuy y chira gdbm arabic, talc,
polyvinyl pyrolidon, gel carbopol, polyetylen glycol, va/hodc titan dioxit, dung dich
vecni, va cac dung mdi hitu co hodc cdc hdn hgp dung méi thich hgp. Khi duge cho dung
& dang chét 16ng, chit mang léng nhu nudc, diu mé, diu c6 ngudn gbe dong vat hodc
thuc vat nhu du lac, dau khoang, dau dau nanh, hoic dau ving, hodc céc loai dau téng
hop ¢6 thé duoc bd sung. Dang long ciia ché phdm sinh mién dich con co thé chira dung
dich mudi sinh 1y, dextroza hodc dung dich sacarit khéc, hodc cac glycol nhu etylen
glycol, propylen glycol hoac polyetylen glycol. Thubc nhudm hoic sic t6 c6 thé dugc bd
sung vao cac 1dp pht vién bao dudng hodc vién nén dé nhan dién hodc dé xac dinh dic
diém céc dang két hgp khac nhau clia cac lidu luong hop chét ¢6 hoat tinh.

Céc ché phdm sinh mién dich ma c6 thé duoc sir dung bang dudng miéng bao gdm

vién nang day khit dugc lam bang gelatin, cling nhu vién nang dugc bit kin mém duoc
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lam bang gelatin va chét déo hoa, nhu glyxerol hodc sorbitol. Vién nang day khit c6 thé
chira cac thanh phén c6 hoat tinh & dang hdn hop véi chét 1am day nhu lactoza, cac chét
két dinh nhu tinh bot, va/hodc cac chit lam tron nhu talc hodc magie stearat va, tiy y,
chét 1am 6n dinh. Trong vién nang mém, cic hop chét c6 hoat tinh ¢6 thé duoc hoa tan
hodc duge tao huyén ph trong chét 1éng thich hop, nhu diu béo, parafin 16ng, hodc
polyetylen glycol 16ng. Ngoai ra, chat 1am dn dinh ¢6 thé duoc bd sung. TAt ca cac dang
ché phdm d6i v6i phuong thirc cho dung qua duong miéng can phai ¢ liéu luong thich
hop ddi véi phuong thire cho dung nhu vay. Déi véi phuong thic cho dung thdm qua
niém mac ma, cac ché phflm c6 thé co dang vién nén hodc vién thude ngdm hinh thot

duoc tao dang ché pham theo phuong thirc thong thuong.

Vién nang va hop dé nap c6 thé dugc tao dang ché phdm chira hdn hop bot cua
hop chét va chét nén bot thich hop nhu lactoza hodc tinh bot. Cac hop chét ¢ thé duge
tao dang ché pham dung cho phuong thitc cho dung ngoai dudng tiéu hoa bang phuong
phap tiém, vi du, béng phuong phap tiém liéu manh hodc tiém truyén lién tuc. Céc dang
ché phim ding cho phuong phép tiém co thé duogc trinh bay & dang lidu don vi, vi du,
trong dng thudc tiém hodc trong vat chta da lidu, c¢6 chét bao quan da duoc bd sung. Cac
ché pham c6 thé c6 dang nhu huyén phi, dung dich hodc nhil twong trong chét din nuéc
hodic chit din dau, va c¢6 thé chta céc tic nhan tao dang ché phém nhu tdc nhan tao

huyén pht, tac nhan lam 6n dinh va/hodc tdc nhan phén tan.

Céc dang ché pham sinh mién dich dung cho phuong thirc cho ding ngoai duong
tiéu hoa bao gdm dung dich nuée ctia cac hop chit c6 hoat tinh & dang tan dugc trong
nuGe. Ngoai ra, huyén phi cia céc hop chit c6 hoat tinh ¢6 thé dugc didu ché & dang
huyén phi tiém dau thich hgp. Cac chat din hodc dung méi va md thich hgp bao gém
diu béo nhu diu virng, hodc céc este cua axit béo téng hop, nhu etyl oleat hodc
triglyxerit, hodc liposom. Huyén phu tiém nuée c6 thé chira cac chit ma lam ting do nhét
ctia huyén phu, nhu natri carboxymetyl xenluloza, sorbitol, hodc dextran. Tuy ¥, huyén
phtt ¢6 thé con chtra chat lam 6n dinh thich hop hogc c4c tdc nhan ma lam tang do hoa tan
ctia cac hogp chit dé cho phép c6 dugc su diéu ché cac dung dich ddm ddc & muc cao.
Theo cich khéc, thanh phin c6 hoat tinh c6 thé & dang bot dé hop thanh v6i chéat din

thich hgp, vi dy, nudc khong co chét sinh nhiét vo trung, trude khi sir dung.
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Chit mang dung cho cac hop chit ky nu6e theo sang ché c6 thé 1a hé théng ddng
dung moi bao gém ruou benzyl, chéit hoat dong bé mat khong cuc, polyme hitu co co thé
hoa 18n duge v6i nude, va pha nude. Hé thong dong dung moi co thé 1a hé théng dong
dung mo6i VPD. VPD la dung dich cua 3% trong hrqng/thé tich ruou benzyl, 8% trong
luong/thé tich ctia chit hoat dong bé mit khong cuc polysorbat 80, va 65% trong
luong/thé tich polyetylen glycol 300, dugc lam thanh thé tich trong etanol tuyét dbi. Hé
théng dong dung mdi VPD (VPD:5W) gdbm VPD duoc pha lodng 1:1 véi dextroza 5%
trong dung dich nuéc. He théng ddng dung mdi nay hoa tan tbt cac hop chat ky nuéc, va
chinh né tao ra doc tinh thip sau khi cho ding toan than. V& mit tu nhién, ty 1& clia hé
théng ddng dung mai co thé thay dbéi mot cach dang ké ma khong pha huy do hoa tan va
dic diém doc tinh cia n6. Ngoai ra, do tvong dong cia cac hop phén dong dung méi c6
thé thay dbi: vi du, cdc chét hoat dong bé miat khong cuc c6 doc tinh thap khéc c6 thé
duoc st dung thay vi polysorbat 80; kich c& phan caa polyetylen glycol c6 thé thay ddi;
cac polyme tuong hgp sinh hoc khac ¢o6 thé thay thé polyetylen glycol, vi du, polyvinyl

pyrolidon; va cac duong khac hodc céc polysacarit c6 thé thay thé cho dextroza.

Theo céach khéc, cac hé théng phan phéi khac ding cho céc hop chét sinh mién
dich ky nudc c6 thé duge sir dung. Liposom va nhil twong 1a cc vi du da biét 15 vé cac
chit mang hodc céc chét din phan phdi ding cho cac thubc ky nudce. Liposom bao gdm
céc tac nhan ludng tinh nhu cac lipit ma ton tai & dang dugc két tu & dang mixen, cac 16p
don khong tan, cac tinh thé 1ong, hoic 16p dang tdm trong dung dich nuéc. Cac lipit thich
hop cho dang ché pham liposom bao gbm, ma khong chi giéi han &, monoglyxerit,
diglyxerit, sulfatit, lysolexitin, phospholipit, saponin, axit mét, va cac chét tuong tu. Viéc
diéu ché cac dang ché phim liposom nhu vy la trong pham vi trinh do k¥ ning trong

linh vuc k¥ thuat nay.

Ngoai ra, cac hgp chét ¢6 thé duoc phan phdi bang cach st dung hé thc"')ng. giai
phéng kéo dai, nhu cc co chit ban thim ciia cic polyme ky nudc ran chira tic nhan tri
liéu. Cac loai chat liéu giai phong kéo dai khac nhau da duoc thiét 1ap va da biét 15 boi
ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay. Tuy thudc vao ban chit hoa
hoc cua chung, cac vién nang giai phong kéo dai cé thé giai phong cac hop chét trong

mdt it tudn 1én dén hon 100 ngay. Tuy thudc vao ban chit hoa hoc va tinh 6n dinh sinh
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hoc cta chat phan g tri liéu, cac chién lugc bo sung doi véi protein hodc qué trinh lam

4n dinh thanh phén c6 hoat tinh khéc c6 thé dugc st dung.

Céc ché phdm sinh mién dich ciing c6 thé bao gdm cac ta dugc hoic chit mang
pha gel hodc ran thich hop. Céc vi du vé t4 duoc hodc chit mang nhu vay bao gém,
nhung khong chi gidi han &, canxi carbonat, canxi phosphat, cac loai duong khac nhau,
tinh bot, xenluloza dan xuét, gelatin, va cac polyme nhu polyetylen glycol. Nhiéu thanh
phin trong s cac thanh phan c¢6 hoat tinh theo sing ché ¢ thé dugc bd tri & dang mudi
6 céac ion ddi twong hop vé mat sinh mién dich. Cac mudi cong bazo c6 thé chap nhan
dugc vé mit sinh mién dich nhu vay 1a nhiing mudi ma gitt lai tinh hitu hiéu sinh hoc va
cac thude tinh cia cdc axit tu do va chat nay 1a thu dugc bang phan Gmg véi cac bazo vo
co hodc hitu co nhu natri hydroxit, magie hydroxit, amoniac, trialkylamin, dialkylamin,
monoalkylamin, axit amin hai bazo, natri axetat, kali benzoat, trietanol amin va céc chét

tuong tu.

Ché phdm sinh mién dich theo sng ché c6 thé ¢ dang phirc hop ciia (cac) protein
hoic thanh phan c6 hoat tinh khac theo sdng ché cung véi cac khang nguyén peptit hodc

protein.

Céc ché pham sinh mién dich va céc vacxin dugc md t trong ban md ta nay cling
c6 thé 1a cac ché pham sinh mién dich da hda tri ma con bao gobm céc polypeptit bd sung

hoic céc trinh ty axit nucleic ma hoéa cac polypeptit bd sung tir cac virut khéc.

Céc ché pham sinh mién dich va céc vacxin dugc md td trong ban mo ta nay cling
c6 thé 1a cac ché pham sinh mién dich da hoa tri ma con bao gom céac doan polypeptit bd

sung hodc céc trinh ty axit nucleic ma hoa cac doan polypeptit bd sung tir cc virut khéc.

Céc ché pham sinh mién dich va cac vacxin dugc mo ta trong ban mo ta nay cling
c6 thé 1a cac ché pham sinh mién dich da hoa tri ma con bao gdm céc virut bo sung (vi
du, cac virut ma dugc lam suy yéu, bi tiéu diét hodc dugc khtr hoat tinh) hodc céc trinh tu
axit nucleic ma héa cac virut bd sung (vi du, cac virut ma duge lam suy yéu, bi tiéu diét

hodc dugc khir hoat tinh).

Céc ché pham sinh mién dich va cac vacxin dugc mo ta trong ban mo ta nay ciling

6 thé bao gdm cac protein dung hop, hodc cac axit nucleic ma hoa céc protein dung hop
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bao gébm polypeptit ctia TiLV, hodc doan hodc bién thé cta no, va it nhat mot polypeptit,

hodc doan polypeptit hodc bién thé tir mét virut khac.

Céc polypeptit virut khac va trinh ty axit nucleic thich hop dé str dung trong cac
ché phém sinh mién dich dugc mo ta trong ban mo ta nay dugce ban ludn trong tai lidu:
Tucker et al. (2000) “Assessment of DNA vaccine potential for juvenile Japanese
flounder Paralichthys olivaceus, through the introduction of reporter genes by particle
bombardment and histopathology” Vaccine 19(7-8):801; Corbeil et al. (1999)
“Evaluation of the protective immunogenicity of the N, P, M, NV, G proteins of
infectious hematopoietic necrosis virus in rainbow trout Oncorhynchus mykiss using
DNA vaccines” Dis. Aquat. Organ 39(1):29; Nusbaum et al. (2002) “Protective immunity
induced by DNA vaccination of channel catfish with early and late transcripts of the
channel catfish herpes virus (IHV-1)" Vet Immunol. Immunopathol. 84:151; Clark et al.
(1992) “Developmental expression of surface antigen genes in the parasitic cilate
Ichtyophthirius multifiliis” Proc. Natl. Acad. Sci. 89(14):6363-6367; va Sato et al. (2000)
“Expression of YAV proteins and vaccination against viral ascites among cultured
juvenile yellowtail” Biosci. Biotechnol. Biochem. 64:1494. Nhiéu trinh ty axit nucleic va
trinh tu axit amin khac nhau cua cac khang nguyén mam bénh cta ca la da biét va c6 thé

tiép cén dugc thong qua co so dir liéu Genbank va cac nguon khéc.

‘Cac chét phu gia khac ma hitu ich trong ché pham sinh mién dich va dang ché
pham vacxin 1a da biét va s& sang to doi véi nguoi ¢6 hicu biet trung binh trong linh vuc

k§ thuat nay.

Theo mot khia canh, viéc ching nglra cadc dOng vat co thé dugc thuc hién béng
cach tiém mot cach truc tiép cac polypeptit ctia TiLV, céc doaﬁ hodc cac bién thé cta
ching vao dong vat dé tao ra ddp Gmg sinh mién dich. Theo cdc phuong an nhat dinh,
polypeptit ciia TiLV ¢6 thé duoc tiém bing chinh chét nay, hodc cac ché phim TiLV sinh
mién dich bao g@)ln cac hop phﬁn khac, bao gém, vi du, ta duoc, chét phu gia va chét phu

tro.

Viéc ching ngira ciing c6 thé dugc thuc hién bang phuong phap ching ngira truc
tiép bang ADN ma hoa polypeptit ctia TiLV. Khi st dung vacxin nhu vy, thi cho dong

vét dung axit nucleic, va (cac) polypeptit sinh mién dich dugc ma hda béi axit nucleic
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duoc bidu hién & dong vat, sao cho ddp ting mién dich chdng lai cac protein hodc peptit
nay duoc tao ra & dong vat. Cac vacxin don vi con cling co thé 1a cac vacxin protein, ché
pham nay chira cdc protein virut hodc chinh céac don vi con, hodc céac phin ciia cac
protein hodc don vi con d6. Plasmit hodc vecto biéu hién thich hop bat ky c6 kha nang
thic ddy qua trinh bidu hién ctia polypeptit c6 thé duge sir dung. Cac plasmit va vecto
bidu hién c6 thé bao gdm gen khoi dau dé din dit qua trinh phién ma cla axit nucleic.
Trinh tu axit nucleic ma hoa cac polypeptit cia TiLV cling ¢c6 thé dugc sat nhap vao virut
tai tb hop thich hop cho viéc cho dong vat dung. Cac vi du v& virut thich hop bao gém,
nhung khong chi gi¢i han ¢, virut ddu mua, retrovirut, adenovirut va virut gan lién véi
adenovirut. Chuyén gia trong linh vuc k¥ thuét nay s€ co6 thé chon lya plasmit, vecto biéu
hién, hodc virut tai t hop thich hop dé phan phdi cic trinh tu axit nucleic cta TiLV theo
sang ché. Viéc chiing ngira truc tiép bang ADN mi hoéa cic protein da thanh cong d6i vai
nhiéu protein khac nhau. (Nhu dugc tim hiéu, vi du, trong tai liéu: Donnelly et al. (1993)

The Immunologist 2: 20-26 (1993)).

~ Viéc chung ngua bang cac polypeptit va cic axit nucleic cua TiLV duge md ta
trong ban mo t4 nay cling co thé duoc thuc hién bang cach st dung cac chét mang tai to
hop sbng ¢6 kha nang biéu hién cac polypeptit duge md ta trong ban mo ta nay. Cac chat
mang tai t& hop sdng 1a cac vi sinh vat hodc cac virut ma trong d6 thong tin di truyén bo
sung, vi duy, trinh ty axit nucleic ma héa polypeptit cia TiLV, hodc doan cua n6 da dugc
tao dong vo tinh. C4 bi 1ay nhiém cac cht mang tai t hop séng nhu vay s& tao ra dép
tmg mién dich hoc khong nhiing chéng lai cac chét sinh mién dich cta chit mang, ma

con chéng lai polypeptit cia TiLV hodc doan polypeptit ciia TiLV.

Theo cach khéc, viéc chung ngira thu dong c6 thé duge thuc hién bang cach nuodi
cac khang thé TiLV & loai dong vat thi nht (vi du, tho), tir cac dong té bao tao ra khang
thé, hodc tir cac k§ thuét in vitro trudce khi cho loai dong vat thir hai dung cac khang thé
nhu vay (¢ dang duogc tinh ché hoic dang khong dugc tinh ché). Loai ching nglra thu
dong nay cé thé duoc st dung khi dong vat thi hai da bi lay nhiém TiLV. Trong mot )
truong hop, viéc ching ngtra thu dong c6 thé 14 hitu ich khi tinh trang 1iy nhiém & dong
vat thtt hai khong thé, hodc chua c6 du thoi gian dé nang cao dap tmg mién dich ddi véi

tinh trang 1ay nhiém nay.
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Nhidu phuong phap dé ching ngira ca 1a da biét trong linh vuc k¥ thuat nay. Vi du,
viéc chung nglra bang cac polypeptit va cic axit nucleic ctia TiLV dugc md ta trong ban
md ta ndy c6 thé duge thuc hién & ca bang phuong phip tiém, nhiing ngap, nhiing hodc
thong qua phuong phap cho dung qua duong miéng. Quy trinh cho dung c6 thé duoc t6i

uu hoa theo cach thuc hién ching nglra tiéu chuin

Déi véi vide chung nglra qua dudong miéng ca 16 phi, cac axit nucleic cta TiLV,
cac polypeptit hodc cac ché phim sinh mién dich dugc mo ta trong ban md ta nay co thé
dugc tron véi thie dn, duge phu trén thuc dn hodc duge cho dung & dang dugc dong
nang. Theo c4c phuong an nhat dinh, viéc chiing ngira c6 thé dugc thuc hién bang cch u
thirc an sdng trong huyén phu vacxin TiLV trudc khi cho dong vat an (vi dy, ca rd phi)
sao cho qua trinh an/udng thiic an sng s& lam cho vacxin TiLV tich tu trong bng tiéu hoa
cua dOng vat trai qua qua trinh ching ngira. Chuyén gia trong linh vyc ky thuét nay sé
nhin nhén ring cdc phuong phép cho ding nay cé thé 1am cho khang nguyén tiép xic véi
qué trinh phan hay hodc 1am bién tinh tiém tang va vi vy, ngudi c6 hiéu biét trung binh
s& dam bao rang phuong phap chiing ngira s& thich hop cho khang nguyén dugc chon.
Trong truong hgp chiing ngira qua dudng miéng, vacxin ciling co thé dugc tron véi mot
hodc nhiéu chit mang. Cac chit mang thich hop dé st dung trong viéc chiing nglra qua

duong miéng bao gom chét ¢6 thé chuyén hoa dugc va chét khong thé chuyén hoa duge.

Viéc chung nglra cd r6 phi cling co thé duoc thuc hién bang cic quy trinh nhing
ngap. Biéu md mang va da & ¢4 c6 cic bé mit niém mac ma gép phan vao viéc nhan biét
cac mim bénh bang cach hip phu cac khing nguyén. Qua trinh hép phu lai tao ra hién
twong hoat hoa té bio tao ra khang thé trong vai tro 1a mot phan ciia dép ing mién dich.
Vi véy, theo mot phuong an, viéc chung ngura ca bang céc polypeptit duge mo ta trong
ban md ta nay c6 thé duge thuc hién bang cich nhiung ngép cd trong nudc chira ché phim
vacxin TiLV. It nhit hai loai ching ngira nhing ngap c6 thé dugc st dung chung véi cac
polypeptit dugc md ta trong ban mo ta nay. Trong vi¢c chung nglra nhing, ¢4 dugc
nhing ngdp vao nudc trong khoang thoi gian ngin (vi du, khoang 30 gidy) trong dung
dich vacxin ddm ddc (vi du, 1 phan vacxin, 9 phan nuéc). Trong viéc ching ngira ngam,
qué trinh nhiing ngdp xay ra trong khoang thoi gian dai hon (vi du, mot vai gio) trong

nu6e chira cac ndng d6 vacxin thdp hon. Chuyén gia trong linh vure k¥ thuat niy s& c6 thé
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dé dang x4c dinh dugc mitc pha lovﬁng cta vacxin TiLV va khoang thoi gian kéo dai qua

trinh nhung ngap du dé kich thich phan g mién dich trong quy trinh nhiing ngép.

Mot phuong phap khac dé chung ngira ca ro phi bang céc polypeptit va cac axit
nucleic cua TiLV dugc mo ta trong ban mo ta nay la bang phuong phap ching ngira tiém.
Trong viéc ching ngira tiém, vacxin dugc tiém vao khoang bung cua ca. Méc du nguoi
¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ky thuat nay c6 thé dé& dang xac dinh diém tiém
dung dén, mot vi tri thong thudng cho viée ddm kim & ¢4 16 phi la dudng gifta ciia bung,
mot chidu dai vay vung chiu phia trude phin gbc cua cac vdy vung chau. Theo céc
phuong an nhat dinh, céc axit nucleic cua TiLV, cac polypeptit hodc cac ché pham sinh
mién dich c6 thé dugc phan phéi vao khoang co thé cta ca trong nhii trong dau, hodc céc
chit phu trg hodc chat phu gia khdc ma ting cuong va/hodc kéo dai cac dap tng mién
dich. Ngoai phuong phap tiém trong mang bung ra, viéc chung ngtra tiém cling c6 thé
duge thue hién bing phuong phép tiém trong co. Chuyén gia trong linh vuc k¥ thuat nay
s& nhin nhén ring Viéc cdm n&m va dam kim khong dung din co thé gy ra muc t vong
cua cd va vi vy, phuong phap gy té nhe co thé dugc st dung trong subt quy trinh ching
ngira dé 1am giam cang thing va tdn thuong co hoc cho cac dong vat. Nguoi ¢6 hiu biét
trung binh cling s& nhin nhan rang kim c6 chiéu dai va do day ding din co thé 1a quan
trong dé dam bao viéc chiing ngira ding din trong khi tranh céac bién chimg thir cip do su

l&y nhiém, viém hodc su hu hai mo.

Céc axit nucleic TiLV, céc polypeptit hodc cac ché pham sinh mién dich dugc md
ta trong ban mo ta nay cling ¢ thé dugc phéan phdi ¢ dang ché pham xit sol khi tir cac thi
cO ap suét cao hoidc thiét bi khi dung, v6i viéc st dung khi déy thich hop, vi du,
diclodiflometan, tricloflometan, diclotetrafloetan, carbon dioxit hodc khi thich hop khac.
Trong truong hop sol khi co6 ap suét cao, don vi lidu luong c6 thé dugc xéc dinh bing
cach b tri van dé phan phdi lugng duogc dinh lugng. Vién nang va hop d& nap c6 thé
dugc tao dang ché pham chtta hdn hop bot ctia hop chét va chit nén bot thich hop nhu

lactoza hodc tinh bot.

C6 thé cho ding cic axit nucleic TiLV, cdc polypeptit hodc céc ché pham sinh
mién dich dugc md ta trong ban mo ta nay theo lugng hitu hiéu vé mat mién dich hoc bAt

ky du dé kich hoat dép ung mién dich & dong vat. Trong céc trudng hop nhat dinh, lugng
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nay c6 thé 1a tr khoang 0,01 dén khoang 1000 microgam axit nucleic cua TiLV,

polypeptit hodc ché phim sinh mién dich cho mdi con vét.

C6 thé cho dong vat hoac con nguoi dung “luong hitu hiéu vé mit mién dich hoc”
ctia cac ché phdm theo sang ché. Nhu dugc st dung trong ban md ta nay, thuat ngit
“lugng hitu hi€u vé mit mién dich hoc” duogc dé chi lugng c6 kha nédng kich thich, hoac
ting cudng sy kich thich, dap tmg mién dich mong mudn & dong vat hodc con ngudi. Dap
g mong mudn ¢6 thé bao gbm, khong ké nhitng loai khac, gdy déap tng mién dich do té
bao hodc khang thé lam trung gian, hodc ca hai. Pép tng mong mudn ciing c¢6 thé 1a su
gy dap ung mién dich du dé lam thuyén giam céc triéu chung cua bénh gan lién voéi
TiLV vd/hodc dem lai tinh mién dich bao vé & dong vat hodc con ngudi chéng lai thi
thach ké tiép bing TiLV. Luong hitu hiéu vé mit mién dich hoc ¢ thé 1a lvong ma kich
thich “qua trinh bao v&” thuc té chéng lai bénh gén lién véi TiLV, ¢6 nghia la su phong
nglra tri€u ching hodc tinh trang bét ky trong sb cac tridu ching hodc tinh trang 1a két
qua cua bénh gin lién véi TILV & dong vat hodc con ngudi. Lugng hitu hiéu vé mit mién
dich hoc ciing c¢6 thé 1 Iugng da dé tri hodn s khéi phat cua céc triéu ching va tinh
trang gén lién v6i su lay nhiém, lam gidm muc d§ hogc ty 1€ 14y nhiém, lam gidm mirc 46
trdm trong ctia bénh hoic triéu chimg bét ky 1a két qua clia su 1ay nhiém, va 1am giam tai

lugng virut cia dong vat hodc con nguoi bi lay nhiém.

Chuyén gia trong linh vuc k¥ thuat nay co6 thé dé dang xac dinh “lugng hitu hiéu
vé mit mién dich hoc” ctia cac ché phdm theo sang ché 12 gi ma khong can thyc hién viée
thr nghiém qué mtrc bat ky. Lugng hitu hi€u cé thé dugc xac dinh béng phuong tién
thong thudong, bat dau véi liéu luong thip va sau do, ting lidu lugng trong khi theo dai
cac tac dung mién dich hoc. Co thé can nhic nhiéu yéu té khac nhau khi xac dinh lugng
tdi wu dé cho dung, bao gém kich ¢@, tudi, va tinh trang téng quéat cua dong vat, su ¢ mat
cta cac loai thubce khac & dong vat, doc tinh cta TiLV cu thé ma dong vat chéng lai n6
dang dugc ching ngura, va céac yéu t tuong tu. Lidu luong thuc té c6 thé duge chon sau

khi can nhéc cac két qua tr cac nghién clru dong vat khac nhau.

C6 thé cho dung lugng hitu hiéu vé mit mién dich hoc ctia ché pham sinh mién
dich theo mot liéu lugng don 1é, theo cac lieu lugng dugc chia ra, hodc bang céch su
dung ché d0 “mii ban dau-nhac lai”. Cé thé cho dung cac ché pham bing dudng thich

hop bét ky, bao gdm, nhung khong chi giéi han &, cdc dudong ngoai dudng tiéu hoa, trong
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da, qua da, dudi da, trong co, trong tinh mach, trong mang bung, trong mili, qua dudng
miéng, hodc trong mit, hodc bang dang két hop cia cac dudong. Cling c6 thé cho dung cac
ché pham bang cach st dung thiét bi “stng” ma ban hat, nhu hat vang, ma cac ché phdm
theo sang ché da dugc phit trén d6, vao da cliia dong vat. Nguoi ¢6 hiéu biét trung binh s&

c6 thé tao dang ché phdm ché pham sinh mién dich theo duong duge chon.

Kich ¢& liéu luong cia céc ché pham sinh mién dich dugc mo ta trong ban md ta
ndy c¢6 thé nam trong khoang 1a khoang 0,1 dén 2,0ml tuy thudc vao dudng dung, nhung
kich ¢ lidu luong khong bi gi6i han & khoang nay. P6i véi TiLV duge 1am bat hoat, cac
ché phim c6 thé chira cdc mitc TCIDso thich hop cta virut trude khi lam bat hoat. Ham
luong khéang nguyén trong ché pham TiLV ¢6 thé ¢6, nhung khong chi gi¢i han &, hiéu
gid la tr 10 dén 10.000 don vi/ml trong vai tro 1a luong duge cho dung cho mdi lidu
lugng. Chuyén gia trong linh vyc k¥ thudt ndy s&€ cé kha nang xdc dinh dé dang ham
lugng khang nguyén thich hop ddi v6i cac ché pham sinh mién dich dugc mo ta trong ban
mo ta nay.

Pébi véi cac ché pham sinh mién dich chia TiLV séng duge cai bién hoic TiLV
duoc 1am suy yéu, lidu lugng hitu hidu v& mit trj liéu c6 thé duge x4c dinh boi ngudi co
hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuét nay. Déi voi cac ché phim sinh mién dich
chtra cac khang nguyén don vi con cua TiLV, lidu lugng hitu hiéu vé mit trj lidu co thé
duoc xac dinh bdi ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuét nay. Trong khi
luong va ndéng d6 ctia chat phu trg va chét phu gia hitu ich trong ngit canh cla sang ché

c6 thé duoc xé4c dinh d& dang boi ngudi ¢ hiéu biét trung binh.
Céc té bao bao gdbm TiLV va cac cach sit dung chung

TiLV ¢6 thé dugc sit dung dé gay nhiém té bao. Cac té bao co thé dugc nudi cdy
trong moi truong hitu ich bét ky va mé hoic té bao cho phép bét ky, phan nay c6 thé 1a,
hodc ¢6 thé duoc tao ra tir té bao c4, bao g61n, nhung khong chi giéi han 6, té bao ca ro
phi, t& bao CHSE-214 Oncorhynchus tshawytscha, té bao BE-2 Lepomis macrocturus, té
bao BB Ictalurus nebulosus, t& bao EPC Cyprinus carpio, té bao KF-1 Cyprinus carpio,
té bao RTG-2 Salmo gairdneri, t& bao FHM Pimephales promelas, va té bao E-11
Ophicephalus striatus. Nhu dugce st dung trong ban mo ta nay, té bao hodc mé c6 thé bao

gom, nhung khong chi gidi han ¢, t€ bao, mo, co quan, t€ bao con trung, t€ bao dong vat
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gam nham, té bao chim, té bao dong vat co vu, té bao khdi & bao lai, t& bao so cép, dong
té bao lién tuc, va/hodc té bao duoc xir 1y bing cong nghé vé mat gen riéng biét. Cac
dong té bao thich hop dé nhén 1én, ting truéng, hodc chira trinh ty axit nucleic cia TiLV
hodc dé biéu hién polypeptit duge tao ra béi trinh tu axit nucleic cua TiLV bao gbm, té
bao c4 rd phi, t& bao CHSE-214 Oncorhynchus tshawytscha, té bao BF-2 Lepomis
macrocturus; € bao BB Ictalurus nebulosus, t& bao EPC Cyprinus carpio, té bao KF-1
Cyprinus carpio, t& bao RTG-2 Salmo gairdneri, té bao FHM Pimephales promelas, va té
bao E-11 Ophicephalus striatus cling nhu té bao khong phai ctia c4, nhung khong bi gidi
han & t& bao than cho, té bao BSC-1, té bao LLC-MK, té bao CV-1, té bao CHO, t€ bao
COS, té bao chudt, t& bao ngudi, té bao HeLa, té bao 293, té bao VERO, té bao MDBK,
t& bao MDCK, té bao MDOK, té bao CRFK, té bao RAF, té bao TCMK, té bao LLC-PK,
t& bao PK15, té bao WI-38, t& bao MRC-5, té bao T-FLY, té bao BHK, té bao SP2/0,
NSO, PerC6 (té bao vdng mac ctia ngudi), té bao phdi ga hodc dan xudt, t bao trimg c6

phdi, tritng ga c¢6 phodi hodc cac dan xuat cua ching.

Céc dang ché phdm mdi trudng nudi chy té bao thich hop cho viéc nuéi ciy té bao
dwoc gdy nhidm bang virut TILV dugc md ta trong ban mo ta nay bao gbm, nhung khong
chi giéi han &, M6i truong MEM cua Eagle dugc Cai bién, moi trudng thiét yéu tbi thidu
MEM, Mai truong D-MEM cuia Eagle dugc Dulbecco Cai bién, mdi truong D-MEM-
F12, moi truong E cia William, moi truong RPMI, mdi trudng nudi ciy té bao HyClone
(HyClone, Logan, Utah); va mdi trudng biéu mo day khong c6 huyét thanh (CellnTech),
va céc chét tuong tu va din xuédt cia ching. Cac moi truong nay cling cd thé 1a moi
tredng nudi cdy virut va té bao chuyén biét nhu VP-SFM, OptiPro.TM. SFM, mdi trudng
AIM VR, HyQ SFM4 MegaVir, EX-CELL Vero SFM, EPISERF, ProVero, moéi trudng
293 hodc CHO bat ky va cac chét tuong tu va cac din xuét cta ching. Cdc moi truong
nudi cdy duge mo ta trong ban mo ta nay cé thé dugc bd sung bang chét phu gia bat ky da
biét tir giai phap k§ thuat hién c6 ma c¢6 thé ap dung duoc cho viéc nuéi cdy té bao va
virut, nhu, vi du, huyét thanh dong vat va cac ph?m hodc chat tuong ty cta ching, axit
amin, cac yéu té ting truéng, cac hormon, dung dich dém, céc yéu tb vi lugng, trypsin,
natri pyruvat, cac vitamin, L-glutamin va dung dich dém sinh hoc. M¢t moi truong la
OptiPRO SFM duoc bd sung L-glutamin va trypsin. Theo cdc phuong én nhit dinh, cac

mdi trudng nudi cdy té bao co thé duoc bd sung 0,1 dén 10 don vi trypsin. Theo cach
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khac, cac duong luong dugc tao ra tir thyc vat cua trypsin (vi du, Accutase) nam trong
khoang tir 2-100 don vi cling c6 thé duoc st dung trong mdi trudng nudi chy té bao. Cac
moi truong nuodi céy té bao c6 thé duoc str dung véi sy thiéu Véng hodc su c6 mit clia céac
hop phén duogc tao ra tr dong vat. Mot vi du vé viéc bd sung béng hop phén dugc tao ra
tir dong vét 1a huyét thanh duoc chiéu xa gamma nam trong khoang tir 0,5-10% noéng do
cudi.

Vecto biéu hién c6 thé dugc dua vao té bao dé tao ra cac protein (vi du, SEQ ID
NO: 12 va cac doan va cac bién thé cua chung dugc md ta trong ban md ta nay) dugc ma
héa béi céc trinh tu nucleotit theo sang ché (vi du, SEQ ID NO bét ky trong sb cac SEQ
ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11 va cac doan va cic bién thé ctia ching dugc mo ta trong
ban mo ta nay). Cac té bao co thé chira vecto bidu hién thong qua viéc dua vecto biéu
hién vao té bao chu thich hgp théng qua cic phuong phap da biét trong linh vuc ky thuat
nay.

Vecto biéu hién c6 thé dugce dua vao té bao dé tao ra cac protein dugc ma hda bdi
cac trinh tu nucleotit theo sang ché (vi du, SEQ ID NO bét ky trong s6 cac SEQ ID NO: 1
dén SEQ ID NO: 11 hoic trinh ty bd sung véi SEQ ID NO bt ky trong sé cac SEQ ID
NO: 1 dén SEQ ID NO: 11 va céc doan va cac bién thé ciia ching duge mo ta trong ban
md ta nay). Cac té bao c6 thé chira vecto bidu hién thong qua viéc dua vecto biéu hién

vao té bao chu thich hop thong qua cac phuong phap da biét trong linh vuc k§ thuat nay.

Vecto biéu hién nhan thuc ¢ thé duogc st dung dé chuyén nhiém té bao dé tao ra
cac protein (vi du, SEQ ID NO: 12 hodc céc protein dugc ma héa bdi cac SEQ ID NO: 1
dén SEQ ID NO: 11) va cac doan va cac bién thé dugc md ta trong ban md ta nay dugce

ma hoa bdi céc trinh tu nucleotit cua vecto nay.

Axit nucleic ngoai sinh (vi du, SEQ ID NO bét ky trong s6 cac SEQ ID NO: 1 dén
SEQ ID NO: 11, cADN néu trong SEQ ID NO bét ky trong s6 cac SEQ ID NO: 1 dén
SEQ ID NO: 11 hodc cADN bb sung véi SEQ ID NO bét ky trong s6 cac SEQ ID NO: 1
dén SEQ ID NO: 11, céac doan, hodc cac bién thé cua chiing dugc md ta trong ban mo ta
nay) c6 thé duoc dua vao té bao thong qua mot loat k§ thuat da biét trong linh vuc k§

thuat nay.
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Vecto biéu hién nhéan thuc ¢6 thé dugc str dung dé chuyén nhiém té bao dé tao ra
cac protein dugc ma hoa bdi cac trinh ty nucleotit (vi du, SEQ ID NO bat ky trong sb cac
SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11, cADN néu trong SEQ ID NO bit ky trong sé céc
SEQ ID NO: 1 dn SEQ ID NO: 11 hodc cADN b sung v6i SEQ ID NO bt ky trong s6
cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11, cac doan, hodc cac bién thé cua ching dugc md
ta trong ban md ta nay). Cac té bao dong vit c¢6 vii c6 thé chtra vecto biéu hién thong qua
viée dua vecto biéu hién vao t& bao chi thich hop thong qua céc phuong phéap da biét

trong linh vuc k¥ thuét nay.

Axit nucleic ngoai sinh ¢6 thé duogc dua vio té bao thong qua mot loat k¥ thuat da
biét trong linh vuc k¥ thuit nay, nhu chuyén nhiém liposom, vi tiém, qué trinh két toa
canxi clorua hogic canxi phosphat, qué trinh chuyén nhiém do DEAE-dexirin 1am trung
gian, hodc bién nap biang xung dién. Cac phuong phap khic duge s dung dé chuyén
nhiém té bao ciing c6 thé bao gdbm qua trinh két tiia canxi phosphat, qua trinh két tia
canxi phosphat dugc cai bién, qué trinh két tha polybren, dung hop liposom, vi tiém, va
phan phéi gen do thu thé lam trung gian. Céc vecto biéu hién c6 thé chira céc trinh tu ghi
ma, hodc cac ph?m cua chung, ma hoa céc protein dé biéu hién va san xuét. Cac vecto
biéu hién chira cac trinh tu ma héa cac protein va polypeptit da dugc tao ra, cling nhu cac
yéu t6 kiém soat qué trinh dich ma va phién ma thich hop, c6 thé dugc tao ra bang cach
str dung cac phuong phap ma ngudi cé hiéu biét trung binh trong linh vue k¥ thuat nay da
biét rd va thuc hién. Cac phuong phap nay bao gom cac ky thuat tong hop, cac k¥ thuat
ADN t4i td hop in vitro, va tai td hop gen in vivo ma dugc md ta trong tai liéu: Sambrook

et al., va Ausubel ef al.

© Cac té bao s& duoc gay nhiém bang TiLV hoic céc axit nucleic ctia né (vi dy, SEQ
ID NO bit ky trong sé cac SEQ ID NO: 1 d¢én SEQ ID NO: 11, cADN néu trong SEQ ID
NO bét ky trong sb cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11 hodc cADN b6 sung véi SEQ
ID NO bét ky trong s6 cac SEQ ID NO: 1 dé&n SEQ ID NO: 11, cac doan, hoic cic bién
thé ctia chiing) co thé 12 té bao so cp va té bao thir cp, t& bao nay c6 thé thu duoc tir cac
md khéc nhau va bao gdm céc loai t& bao ma c6 thé dugc duy tri va nhan 1én trong moi
truong nuoi ciy.
Céc té bao dugc duy tri trong mdi truong nudi cdy co thé duge cdy chuyén bang

viéc chuyén ching tr mdi truong nudi cay trude sang moi truong nudi cdy cd moi trudng
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tuoi mdi. Theo mot phuong an, té bao biéu md di duogc kich thich dugc duy tri mdt cach
vitng chic trong mdi trudong nuodi chy té bao trong it nhat 3 lan cdy chuyén, it nhét 4 1an
cdy chuyén, it nhét 5 1an ciy chuyén, it nhat 6 1an ciy chuyén, it nhét 7 1an ééy chuyén, it
nhét 8 14n cdy chuyén, it nhit 9 lan cdy chuyén, it nhit 10 1an cdy chuyén, it nhat 11 lan
cdy chuyén, it nhat 12 lan cAy chuyén, it nhat 13 lan cdy chuyén, it nhit 14 1an cdy
chuyén, it nhit 15 lan cdy chuyén, it nhat 20 1an cdy chuyén, it nhit 25 lan cay chuyén,

hodc it nhat 30 1an cAy chuyén.

Theo mét phuong 4n, té bao ma di dugce gdy nhiém bang TiLV hodc chira c4c axit
nucleic ctia n6 (vi du, SEQ ID NO bt ky trong sb cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO:
11, cADN néu trong SEQ ID NO bét ky trong s6 cic SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11
hoiic cADN bd sung véi SEQ ID NO bit k¥ trong sé cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO:
11, cac doan, hoac céac bién thé cua ching dugc mo ta trong ban mo ta nay) co thé biéu
hién mot loat gen danh diu c6 tac dung phén biét ching vé1 té bao khong bi lay nhiém.
Qué trinh biéu hién céc gen danh diu co thé duogc danh gid bang mot loat phwong phap da
biét trong linh vuc k¥ thuét nay. Sy c6 mit cla gen danh déu c6 thé duge x4c dinh & cip

d6 ADN, ARN hoac polypeptit.

Theo mdt phuong an, phuong phap nay co thé bao gdm viéc phat hién su c6 mit
cta qud trinh biéu hién polypeptit gen dénh dAu. Qua trinh biéu hién polypeptit bao gdm
su ¢6 mit cla trinh ty polypeptit gen danh dAu, hodc sy c6 mit cua sb lugng ting cao cia
polypeptit gen danh déu so v&i té bao khong phai biéu md. Cac hién tugng nay c6 thé
duogc phat hién bang cac k§ thuat khac nhau da biét trong linh vuc k¥ thuat nay, bao gdm
bang cach giai trinh tu va/hoic lién két vao cac phdi tir cu thé (nhu cac khang thé). Vi du,
quéa trinh biéu hién polypeptit c6 thé dugce danh gia bang cic phuong phip bao gom,
nhung khong chi giéi han &, nhudm mién dich, phép phan tich FACS, hodc phuong phép
thAm tach Western. Cac phuong phéap nay 1a da biét rd trong linh vuc k¥ thuét nay

Theo mot phuong én khac, phuong phéap nay co thé bao gdm viéc phat hién su c6
mit clia céc axit nucleic (vi du, SEQ ID NO bét ky trong sé cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ
ID NO: 11, cADN néu trong SEQ ID NO bét ky trong s cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID
NO: 11 hodc cADN bd sung v6i SEQ ID NO bét ky trong sb cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ
ID NO: 11, cac doan, hoic cic bién thé cia chung). Qua trinh biéu hién ARN bao gdém su

¢d mat cua trinh ty ARN, su ¢ mat cia hién twong xr Iy hodc phén cat ARN, hodc su ¢6
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mit cia sb luong ciia ARN. Cac hién tugng nay c6 thé duoc phat hién bang cac k¥ thuat
khac nhau da biét trong linh vuc k¥ thuat nay, bao gdm bang cach gidi trinh ty tat ca hodc
mot phin ctia ARN gen danh dAu, hodc bing qua trinh lai chon loc hodc qua trinh khuéch
dai chon loc tAt ca hodc mét phén ciia ARN. Theo mot phuong an, qué trinh lai in situ ¢

thé duogc st dung dé phat hién céc axit nucleic cta TiLV.

Céc té bao da dugc bién nap thu dugc co thé dugc st dung cho nghién ctru co ban
cling nhu kiém tra vé tic nhan tri liéu va tdc nhan phong bénh. Cu thé 13, d6i v6i muc
dich sau, té bao chu c¢6 thé duogc u va/hoac dugc tiép xuc v6i tac nhéan tri liéu hoac tac
nhan phong bénh tiém tang. Mirc biéu hién thu duoc cua cu triic gen c¢é thé duoc phat
hién va dugc dem so sanh voi mirc biéu hién ciia cdu tric gen & té bao trude khi tiép xuc
v6i tac nhan nay.

Céc ciu trac gen nay ciling nhu té bao chu dugc bién nap biang cac ciu tric gen
nay ciing c6 thé 1a co sé cho céc dong vt chuyén gen dé kiém tra ca trong vai tro 1a dung
cu nghién ctru va dung cho tac nhén tri liéu va tdc nhan phong bénh. Cic dong vat nhu
véy thuong bao gdbm, nhung khong chi gi6i han &, c4 va chudt trui 16ng. Céc kiéu hinh ¢6
thé duogc dat mbi tuong quan véi cac gen va dugc xem Xét dé xac dinh tac dung cta cac
gen ddi voi cac dong vat cling nhu sy thay ddi vé kidu hinh sau khi cho ding hoic tiép
xtc voi tac nhén tri lidu tiém tang.

Mot phuong &n khéc nita cia sang ché 1a phuong phap va/hodc thir nghiém dé
sang loc va/hogc nhéan dién tic nhan thir nghiém dé phong ngira va/hogc diéu tri TILV
bao gém viéc U hodc cho tac nhan thtt nghiém tiép xuc véi nucleotit bao g61n trinh tu axit
nucleic néu trong cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11 hodc cic doan hodc céc bién
thé ctia chung nhu dugc md ta trong ban mo ta ndy, va xac dinh xem liéu tac nhan thi
nghiém ¢6 lién két vao nucleotit hay khong, trong d6 néu tic nhan thir nghiém lién két
vao nucleotit, thi tic nhan thir nghiém nay dugc nhan dién 1a tdc nhan tri liéu va/hodc tac
nhan phong ngira ddi véi TiLV.

Mot phuong an khéac nita cua sang ché 1a phuong phap va/hodc thir nghiém dé
sang loc va/hodc nhan dién tac nhan thir nghiém dé phong ngira va/hoic diéu tri TiLV
bao g&n viéc U hodc cho tdc nhan tht nghiém tiép xuc véi nucleotit bao gém trinh tu axit

nucleic néu trong cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11 hoidc cac doan hodc céac bién
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thé ctia chung nhu dugc md ta trong ban md ta nay, va phat hién muc biéu hién cua
nucleotit trude khi va sau khi tiép xic hodc 1 v6i tic nhan thit nghiém, trong d6 néu murc
bidu hién cta nucleotit duge 1am giam sau khi tiép xtc hodc G véi tac nhan thir nghiém,
thi tac nhan thr nghiém nay dugc nhan dién 1a tac nhan tri liéu va/hodc tdc nhin phong
ngira dbi voi TILV.

Mot phuong an khéac nita cua sang ché 13 phuong phéap va/hodc thtt nghiém dé
sang loc va/hodc nhan dién tac nhén thir nghiém dé phong ngira va/hoic diéu tri TILV
bao gdém viéc U hodc cho tac nhan thtr nghiém tiép xtc véi chu truc gen bao gom
nucleotit bao gdm trinh tu axit nucleic néu trong cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11
hodc cac doan hodc céc bién thé cua chiing nhu duge md ta trong ban md ta nay, va phat
hién muc bidu hién cta nucleotit & cu tric gen trude khi va sau khi tiép xuc hoidc  tac
nhan thtr nghiém véi ciu tric gen, trong dé néu muc biéu hién cta gen nay giam hoic
dwoc lam giam sau khi tiép xic véi hop chét hodc tac nhan thir nghiém, thi tic nhan thi
nghiém nay dugc nhan dién 1a tdc nhéan tri liéu va/hodc tdc nhan phong ngira dbi voi
TiLV.

Mot phuong 4n khéc nita ctia sang ché 1a phuong phap va/hogc thir nghiém aé
sang loc va/hogc nhan dién tac nhan thir nghiém dé phong nglra va/hodc diéu tri TILV
bao gdm viée bién nap té bao chu bang céu tric gen bao gbm nucleotit bao gdm trinh tu
axit nucleic néu trong cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11 hoic cac doan hoic céc
bién thé cua chiing nhu dugc mé ta trong ban md td nay, phat hién murc biéu hién cua
nucleotit & té bao chu, cho tac nhan thi nghiém tiép xtc véi té bao chu, va phét hién muc
bidu hién cua nucleotit & té bao cha sau khi tiép xtc vdi hop chét hodc tic nhan thir
nghiém, trong d6 néu muc biéu hién cua nucleotit giam hodc dugc lam giam sau khi tiép
xuc véi hop chét hodc tac nhén thir nghiém, thi tdc nhan thr nghiém nay dugc nhén dién

1a tac nhén tri liéu va/hodc tac nhan phong ngira di véi TIiLV.

Mtrc biéu hién cta nucleotit hodc gen c6 thé dugc xac dinh bang cach st dung
kiéu hinh ¢6 thé do dugc, hodc loai 1a nguyén thé doi véi gen nay hodc loai ma dugc lién

két theo cach nhan tao, nhu gen chi thi.

Mot phuong an khac nita 1a phuong phap va’hodc thir nghiém dé sang loc va/hodc

nhan di€n tdc nhan thir nghiém dé phong ngtra va/hodc diéu tri TiLV, bao gém viéc U
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hoic cho tac nhan thir nghiém tiép xic véi polypeptit duge ma hoa boi trinh tw nucleotit
néu trong cac SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11, hodc mét doan hode bién thé cua
ching, va phat hién sy c¢6 mit cia phtc hop gilta tdc nhan thir nghiém va polypeptit,
trong d6 néu phirc hop gifta tdc nhan thir nghiém va polypeptit dugc phét hién, thi tac

nhan thtr nghiém nay dugc nhén dién 12 loai phong ngira va/hodc didu tri ddi v6i TiLV.

Mot phuong an khac nita la phuong phép va/hodc thir nghiém dé sang loc va/hodic
nhan dién tic nhan thtt nghiém dé phong ngira va/hodc diéu tri TiLV, bao gdm viée U
hodc cho tac nhén thir nghiém tiép xuic véi polypeptit duge ma hoa boi trinh tu nucleotit
néu trong céc SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11, hoic doan hodc bién thé ciia chung va
mdt phéi tir da biét ctia polypeptit, va phét hién sy c6 mat cua phirc hop giita tic nhan thir
nghiém va phéi tir, trong do néu phtc hop gifta tAc nhéan thir nghiém va phéi tir duge phat
hién, thi tAc nhan thir nghiém nay dugc nhén dién la loai phong ngira va/hodc diéu tri ddi
véi TiLV.

Mot phuong an khdc cua sang ché 14 phuong phép va/hodc thir nghiém dé sang loc
va/hojic nhan dién tac nhan thir nghiém dé phong nglra va/hodc diéu tri TiLV, bao gdm
viéc U hodc cho tac nhan tht nghiém tiép xuc véi polypeptit dugc ma hda bodi trinh tu
nucleotit néu trong cdc SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 11, hodc doan hogc bién thé cla
chiing va mot khang thé da biét cia polypeptit, va phat hién sy c¢6 mt va s6 lugng clia
khang thé khong duoc lién két, trong d6 sy ¢6 mit cia khang thé khong duoc lién két chi
ra rang tac nhan thir nghiém dang lién két vao polypeptit, va tac nhan thit nghiém duge
nhén dién la loai phong ngira va/hodc didu tri di véi TIiLV.

Phuong phap sang loc thong luong cao cling ¢ thé dugc sir dung dé sang loc cac
tac nhan thtr nghiém. Céac phan ti hodc céac peptit nho co thé dugc tdng hop va duogc lién
két vao bé mat va dugc tiép xic véi cac polypeptit, va dugce rira. Peptit da dugce lién két

dugce hién thi va phat hién bing cac phuong phap da biét trong linh vuc k¥ thuat nay.

Sang ché con dé xudt cac polypeptit s& duge st dung cho viée thiét ké thude hop
Iy trong d6 cac chét ddng déng cau tric clia cdc polypeptit c¢6 hoat tinh vé mit sinh hoc
c6 thé duogc thiét ké. Cac chét dong ding nhu vay thudng can trd polypeptit in vivo, nhu
bang su lién két khong hitu ich vao dich. Trong phuong phap nay, cAu tric khong gian ba

chiéu cua protein duoc x4c dinh bang phuong phap bt ky da biét trong linh vuc k¥ thuat
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nay bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, tinh thé hoc tia x, va 1ap mé hinh bang may vi
tinh. Ciing ¢6 thé thu dugc thong tin bang cach st dung cdu tric clia cac protein tuong

déng hoac céac khang thé dac hiéu véi dich.

Bing cach str dung cac k¥ thuat ndy, c6 thé thiét ké cac tdc nhan ma déng vai tro
1a chét (e ché hodc chét dbi khang ctia cac polypeptit, hodc dong vai trod 1a mdi, lién két
vao phan t dich theo cach khong hitu ich va phong bé qua trinh lién két polypeptit c6
hoat tinh.

Thuét ngit “tdc nhan” nhu dugc st dung trong ban mo ta nay cé nghia la chit ma
tao ra hodc cé kha nang tao ra tac dung va thuong bao gbm, nhung khong chi gi6i han &,
héa chét, dugc phém, ché phém sinh hoc, phan tu hitu co nho, khang thé, axit nucleic,

peptit, va protein.
Vi du thwe hién sang ché

Sang ché c6 thé dugc hiéu bang viée de cap deén cac vi du khong gidi han dudi
day, cac vi du nay dugc trinh bay dé minh hoa day du hon vé cac phuong 4n dugc uu tién
clia sang ché. Hoan toan khéng nén hiéu chuing la lam gi6i han pham vi rdng cla sang

ché.
Vi du 1- Céc chét liéu va phuong phap duge st dung cho cac vi du 2-9

MBoi trudng nudi cy té bao: Tam dong té bao ca da duoc thiét 1ap duoc st dung
trong nghién cuou nay: (1) CHSE-214 (ATCC CRL 1681) tu ca hdi Chinook
Onvcorhyhchus tshawytscha; (2) BF-2 (ATCC CCL 91), dugc tao ra tir c4 mang xanh
Lepomis micropterus; (3) BB (ATCC CCL 59), tr ca tré dau bo nau My Ictalurus
nebulosus; (4) va (5) EPC (ATCC CRL 2872 va KF-1), tir ca chép C. Carpio; (6) RTG-2
(ATCC CCL 55), tir ca hdi cu vong Salmo gairdneri; (7) FHM (ATCC CCL 42), tir c4
tué du bet Pimephales promelas; va (8) E-11, tt ca 16c Ophicephalus striatus (duge
cung ung ddi dao boi M. Ucko, T6 chiic Israel Oceanographic and Limnological
Research). Ngoai ra, méi truong nudi cdy cia té bao nio cé ro phi so cap dugc tao ra,
dugc phat trién nhu dugc md ta trén day trong tai li¢u: Hasegawa et al. 1997 va Hedrick
et al. 2000. Noi mdt cach van gon, ca rd phi séng Nile thuong mai (O. niloticus) (50
gam) dugc lam chét ém diu bang cach gy mé qué lidu (600mg/lit tricain metansulfonat
[MS-222]; Finquel, M¥), va ndo dugc 14y ra mot cach vo tring. Ndo da duoc thai nhod
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dugc lam ddng déu bang tay va dugc cho di qua thiét b xay mét ludi 100u. Sau do, té
bao dugc rira va dugc wom trong binh phan ing dugc bit kin 12,5ml (Becton-Dickinson,
San Francisco, CA, M¥) ¢ 25°C. Moi truong nudi cdy ban dau da chtra 80% mdi trudong
Leibovitz (L-15) (Gibco, M§), 10% huyét thanh bé bao thai dugc lam bét hoat (FCS)
(Gibco), va 10% mdi truong huyét thanh ca r6 phi dugc lam bt hoat, duoc bd sung L-
glutamin (300mg/lit), HEPES (1%), penixilin (100pg/ml), streptomyxin (100pg/ml), va
amphoterixin B (0,25pg/ml).

Trong sudt 21 ngay dAu tién, 50% moi truong duge thay doi mdi tudn. Sau do,
cac 16p don dugc trypsin hda va dugc chuyén vao binh phan tng 25ml méi (Cellstar;
Greiner Bio-One, Duc) véi hén hop 1:1 cua mdi trudng cod didu kién nudi cdy trude (tir
cac moi trudng nudi cdy cii) va moi trudong tuoi méi. Cac moi trudng nudi chy cua té bao
so cip duoc cdy chuyén cach tudn. Sau 35 lan cdy chuyén, huyét thanh ca ré phi va mai
truong co diéu kién nudi céy trude dugce lugc bo, va té bao duoc chia tach (6tyle¢la1:2)
ctr mdi 2 dén 3 tuln trong moi trudng thong thuong (L-15 ¢6 FCS 5% dugce lam bét

hoat).

Céc virut va méi truong nudi cdy virut: Tong s6 gdbm 25 quan thé phan 1ap virut
Tilapia Lake (TiLV) dugc thu gom tir cac dot bung phat bi nghi ma da xay ra tr thang 5
nam 2011 dén thang 6 nam 2013. Céc 1an phén lap thu duge tir tat cd cc ving cua Israel
noi ma cd duge nudi theo cach thuong mai: b bién (2 1an phan lap); Thung liing Jordan
(bao gdm Thung liing Bet-Shean va Thung liing Yizrael; 9 ldn phén lap); va Galilee
Thuong va Galilee Ha (3 1in phén lap). Ngoai ra, 11 1an phan lap thu duoc tir cac loai
khac nhau cia tong ca r6 phi hoang da tr bién hd Galilee. Su bung phat ctia cd nudi duge
dinh nghia 1 sy ting 1én bit thinh linh va khong gidi thich dugc vé muc t vong (tir 2%
trd 1én hing ngay) trong it nhit ba ngay lién tiép. Néu hai khu vuc bi anh huéng mot cach
d@)hg thoi & cung mdt trang trai, thi nhitng khu vue nay dugc phan loai 1a mot sy bung
phat don 1é. Do d6, mdi quéan thé phan lap thé hién mot su bung phat 14m sang khéc biét.
Céc virut tir c4 hoang da thé hién cac ton thwong mit dugc phan lap tr c4 dugc dénh bat
theo cach thuong mai & bién hd Galilee; mdi quin thé phan 1ap thé hién mot 1an danh bat
khac. C4 cén ning 20 dén 200 gam hodc 40 dén 350 gam (lan luot 12 c4 hoang da va cé
nudi) duge thu gom trong subt cac mua ndng (thang nim dén thang muoi; nhiét do nude,

tir 22 dén 32°C). Dé giam thiéu nguy co gdy ban, ndo va ndi tang (than, gan, 14 lach, va
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tim) cta cé bi nghi dugc léy ra mot cach vo trung, dugc tap hop lai, va dugc lam déng
déu bang tay bang chin thé tich ctia dung dich mudi duge 1am cén bang ctia Hanks
(Hanks' balanced salt solution-HBSS), dugc ly tdm & 3.000 x g trong 10 phut, va cac dich
ndi & trén duoc loc qua bo loc 0,22u (Sarstedt, Puc). Cac chét loc duge luu trit & -80°C
cho dén khi st dung. Di véi viée gy nhiém, cac 16p don (mirc d nhép dong khoang
90%) duoc rira hai 1an bing HBSS va duge G véi 500l chit loc virut nay & 25°C trong 1
gid, sau do, té bao dugc rira bang HBSS, dugc bd sung méi trudng L-15 (2% FCS), va
duoc 0 & 25°C. Cac moi trudong nudi cdy duge quan sat hing ngay trong 21 ngay vé tac
dung gy bénh té bao (CPE). Trong cic thit nghiém trong d6 bénh téng ca rd phi dugc tai
lap bang phuwong phap tiém virut, virut c6 tén 1a TILVX2 ciing duoc st dung, virut nay
duoc tinh ché bang hai vong thir nghiém pha lodng t6i han lién tiép. Didu nay duoc thuc
hién bang cic moi trudong nudi ciy E-11, duoc gy nhiém bang cac dung dich pha lodng
theo day cua TiLV (quén thé phan 1ap 4/2011; thu dugc tir ndo cuia c4 thanh Phé rd méc

bénh ma duge thu gom tir hd Kinneret vao thang 6 nam 2011).

Chudn dd virut: Dich ndi & trén méi trudng nudi cdy chira virut ban dau (quan thé
phan lap 4/2011) dugc nudi cdy & té bao E-11 va duoc pha lodng theo diy theo cac lugng
gia 10 1dn bang HBSS va 50ul tr mdi dung dich pha loang dugc chung ngira lén trén cac
16p don E-11 trong dia 96 15. Bén 15 dugc sit dung cho mdi mu dugc pha loang. Cac dia
duoc 0 & 25°C va duoc quan sat hing ngay vé& CPE. Sau 7 ngay, lidu giy nhiém 50% mbi
truong nudi cdy md (TCIDso) (ml!) dugc tinh todn bang phuong phip cia Reed va

Muench 1938.

Phan tich soi hién vi dién t: Déi v6i céc 14an kiém tra TiLV bing phuong phap soi
hién vi dién tir truyén qua, cidc moi truong nudi cdy duoc gdy nhiém E-11 dugc nao tur
binh phan tmg, duoc ly tim (2.000 vong/phit trong 7 phut), duge ¢b dinh bang 1,5%
glutaraldehyt trong natri cacodylat 0,1M (d9 pH 7,2) trong 2 gio, va sau do, dugc sdc rira
nam lan trong dung dich dém phosphat (6 pH 7,2). Céc vién két, gdm té bao E-11 bj lay
nhiém, duogc ¢b dinh sau trong OsO4 1% trong dung dich dém phosphat va duoc khur
nuoce bang cac ndng do etanol ting. Sau d6, cic vién két duoc rira hai 14n bang propylen
oxit 100% va duoc x 1y bang propylen oxit-Epon (3:1) trong 30 phit, sau d6 la propylen
oxit-Epon (1:1) trong 15 phut. Cubi cing, cac vién két dugc bao iy trong Epon 100% va
d& qua dém. Céc lat mong (70 dén 90nm) dwgc dit trén vi ddng duoc pha Formvar va
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dugc nhudm bing uranyl axetat, sau d6 1a chi xitrat, theo phwong phap Reynolds
(Reynolds 1963). T4t ca cac anh hién vi dugc chup bang kinh hién vi dién tt JEOL 1200-
EX hoat dong & 60 hodc 80 kV (Bo phan Soi Kinh Hién vi DPién tir [Electron
Microscopy-EM], Vién Cong nghé Sinh hoc, Pai hoc Bar-Ilan, Israel). Phép phéan tich
EM vé cac vién két virion dugc nhudm am tinh duge thuc hién & B phan EM, Dai hoc
Tel Aviv, mot cach chinh xac nhu dugc md ta trude trong tai li¢u: Oberpichler et al.
2008, bang kinh hién vi dién tir truyén qua A JEM 1200-EX (JEOL-USA, Peabody, MA,
My). Céc virion dung cho phép phén tich nay duoc tao vién két bang phuong phap ly tim

siéu tdc thong qua cic dém sucroza 25%.

Qua trinh tinh ché virut tir cac dich ndi & trén moi trudng nudi cdy bing cach si
dung phuong phép cét phan doan gradien sucroza:_Cac té bao E-11 da dugc nudi cy
duoc gay nhidm bing TiLV (quén thé phéan 1ap 4/2011), va dich ndi & trén moi truong
nudi cdy duoc don sach tir manh v té bao bang phuong phip ly tdm (10 phat & muc
3.000 vong/phut). Dich nbi & trén duge tao 16p 1én trén 2ml miéng dém sucroza-Tris-
EDTA (TE) 30% (trong lugng/thé tich) va dugc ly tAm trong 2 gi& trong khéi quay T865
& muc 65.000 vong/phut (Sorvall Discovery 90SE). Vién két dugc tai tao huyén phu
trong dung dich dém TE va dugc tao 16p 1én trén gradien bude sucroza (Bacharach et al.
2000; Laham va Bacharach 2007; Melamed et al. 2004). Gradien gbm cac 16p 3ml c6
néng do sucroza la 70, 60, 50, 40, 30, 20, va 10% (trong lucjng/thé tich) trong TE, tur day
dén dinh. Ly tdm siéu tdc dugc thuc hién trong khéi quay TST41.14 trong 2 gid' & muc
40.000 vong/phit (Sorvall Discovery 90SE). Céc phan mot mililit duge 14y tir dinh cua
gradien, va céc virion dugc tao vién két tr mdi phan bing phuong phép ly tAm siéu tbe
(trong 2 gio' & muc 65.000 vong/phut; khéi quay T865; Sorvall Discovery 90SE) va dugc
tai tao huyén phu trong 1ml cta dung dich d&ém TE. Céc phin phén wéc 100pl tir mdi
mau dugc G voi té bao E-11 nguyén so dé theo doi vé CPE. Viéc 0 cac mdi trudng nudi
cdy bang cac ddi chimng am tinh, gdm cac phan phéan ude tlr cac phan ctia gradien sucroza
dong nhat, nhung khong bd sung cac dich ndi & trén mdi truong nudi cdy, da khong dem
lai CPE nao.

Phén 14p céc axit nucleic tir cac virion dugc tinh ché va téng hop cADN: Céc axit
nucleic duoc chiét tir cac vién két virion duge tinh ché bang cach st dung peqGOLD
Trifast dung cho ARN (Peqlab, Ptc) hodc kit diéu ché mau PCR c6 P6 Tinh Khiét Cao
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dung cho ADN (Roche, Puc). Qua trinh phién ma nguoc dugce thuc hién bang kit Verso
c¢DNA (Thermo, Lithuania), theo cdc huéng din ctia nha san xut. D& nhén dién céc trinh
tu diac hiéu vai TiLV, cac dich ndi & trén clia cac modi trudng nudi céy E-11 duogc gy
nhiém bing TiLV (quan thé phan 1ap 4/2011) dugc don sach tir manh v té bao bing
phuong phap ly tAm (trong 10 phut ¢ muc 3.000 x g), va cac dich nbi ¢ trén di duoc tinh
ché duoc dua vao qua trinh tinh ché bing phuong phép ly tAm siéu tdc (trong 2 gid trong
khéi quay T865 & mutrc 65.000 vong/phut [Sorvall Discovery 90SE]) thong qua dém
sucroza 30%. Vién két duoc tai tao huyén phu trong TE, va céc virion dugc tinh ché thém
bang cac dém sucroza 1a tir 40 dén 70% (trong luong/thé tich). Sau khi ly tim siéu tbe
(khdi quay TST41.14 trong 2 gio & muc 40.000 vong/phit; Sorvall Discovery 90SE),
phan sucroza 40% dugc thu gom, va cdc virion dugc tao vién két bang qué trinh ly tim
situ tc bd sung (khdi quay TST41.1 trong 2 gid & mic 40.000 vong/phut; Sorvall
Discovery 90SE). ARN dugc chiét tir cc vién két bang guanidin thioxyanat (peqGOLD
Trifast; Peqlab). cADN dugc tao ra bang qué trinh phién ma nguge va tao mdi ngau
nhién, béng cach sir dung ARN da dugc tinh ché 1am khudén mau. Cac doan ciia cADN

nay duoc phan l4p bang phwong phap tao dong vé tinh shotgun (Nehls va Boehm 1995).

~ Phuong phép tao dong vo tinh shotgun bing qué trinh tao mdi ngau nhién: Phuong
phap tao dong vo tinh shotgun dugc thuc hién nhu dugc mo ta béi Nehls va Boehm.
cADN di duoc tinh ché (xép xi 10ng) dugc tao mdi kép bing doan mdi MIuI(N)6
(GGAACTCAATGCACGCGTNNNNNN) (SEQ ID NO: 13) bang cach st dung hdn hop
chinh ReddyMix PCR (Thermo, Lithuania). C4c san phém da duoc tao mdi duge khuéch
dai bang PCR ¢6 doan mdi Mlul (GGAACTCAATGCACGCGT) (SEQ ID NO: 14) va
dugc tao dong vo tinh vao vecto pJET1.2/blunt (CloneJET; Fermentas/Thermo,
Lithuania), phan nay duoc bién nap vao té bao HIT-DH5a ching Escherichia coli (Real
Biotech, Pai Loan). Céc thé bién nap khang ampixilin, dugc nudi ciy & 37°C trén cac dia
agar LB chtra 100pg/ml ampixilin, duge ldy va nudi chy qua dém trong 5ml LB duoc bd
sung 100pg/ml ampixilin. ADN plasmit dugce phan 1ap bang cach st dung minikit plasmit
HiYield (RBC, bai Loan). Cac doan chen dugc khuéch dai béng PCR bﬁng cach st dung
cac doan mdi duoc tao ra tir pJET1.2, dugc tach b%mg qua trinh dién di trong gel 1,0%,
duoc dit trong dung dich dém 1X Tris-axetat-EDTA (TAE) & muc 80 V trong 1,5 gio,

duoc nhudm béng ethidi bromua, duogc cit bo, va gel dugc tinh ché bé“mg cach su dung
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phwong phap chiét gel GeneJET va kit micro don sach ADN (Thermo, Lithuania). Céc
doan don 1& duoc giai trinh tw bang Hy Laboratories (Israel) bang cach sir dung ABI
3730. Céc trinh tu duoc phén tich vé tinh twong dong véi cac trinh ty nucleotit trong co
s& dit lidu GenBank bang cach st dung Basic Local Alignment Search Tool dung cho
nucleotit (BLASTn) va phan mém Vector NTI 6 (InforMax, Inc.). Cac 1an tim kiém thém
vé cac co so dit lidu protein duoc thuc hién b%lng BLASTx. Céc doan mdi bén trong tur
mdi dong vo tinh da duge giai trinh ty duge kiém tra v& qu4 trinh khuéch dai PCR d6i voi
hé gen TiLV. Cu thé 13, cac doan mdi dugc tao ra tir dong vd tinh 7450 da khuéch dai
trinh tr cing gde tir cdc moi trudng nudi ciy dugc gy nhiém TiLV, trong qud trinh phién

ma nguoc-PCR (RT-PCR).

Khuéch dai nhanh cac dédu mat cADN (Rapid amplification of ¢cDNA ends-
RACE): Dé kéo dai trinh tw ctia dong vo tinh 7450 thu duge bing phwong phap tao dong
v0 tinh shotgun, cdc phan Ung khuéch dai nhanh céc diu muat cADN (RACE) 3° va 5’
duogc thuc hién nhu duge md ta trén day (Scotto-Lavino et al. 2006a; Scott-Lavino et al.
2006b), bing cach st dung tong s6 ARN ma dugc chiét tir t& bao E11 dugc gy nhiém
TiLV bing chit phan tmg EZ-RNA (Biological Industries). N6i mot cach vin gon, déi
véi RACE 3°, cADN duoc tao ra béng cach st dung doan mdi Qr

(CCAGTGAGCAGAGTGACGAGGACTCGAGCTCAAGCTTTTTTITTTTITT
TTTVN) (SEQ ID NO: 15) va hé théng tdng hop soi thir nhit SuperScript Il dung cho
RT-PCR (sb theo danh muc 18080-051; Invitrogen), theo cdc hudng din ctia nha san
xudt. cADN duoc Kkhuéch dai bing doan moi dong vo tinh 7450/150R
(TATCACGTGCGTACTCGTTCAGT) (SEQ ID NO: 16) ma dugc tao ra tir trinh tu bén
trong cua doan shotgun, va biang doan mdi Qo (CCAGTGAGCAGAGTGACG, (SEQ ID
NO: 17) dugc tao ra tu doan moi Qr), bang cach st dung enzym Ex-Taq (sb theo danh
muc RRO01A; TaKaRa). Cac san phém PCR thu dugc dugc pha loang 1:20 va dugc dua
vao qué trinh PCR thtr hai ¢6 cac doan mdi dugce 16ng Qi (GAGGACTCGAGCTCAAGC
(SEQ ID NO: 18), duoc tao ra tr doan mdi Qr) va Ell-infR
(AAGTTCTCTTGCCTCTTGG (SEQ ID NO: 19), dugc tao ra tir trinh tu cia doan
shotgun). Déi v6i RACE 5°, cADN dugc tao ra nhu trén day nhung véi doan moi dong
vo tinh 7450/150F (CACCCAGACTTGCGGACATA) (SEQ ID NO: 20). Cac dudi
poly(A) dugc bd sung vao cADN bang cach st dung transferaza dau tan cung (sd theo
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danh muc 3333566; Roche), theo cac hudng dAn ctia nha san xuét. cADN dugc tao dudi
dugc khuéch dai bing PCR bing cich st dung doan mdi E-11-inf-F
(TCCAAGGAAACAGCTGAGC (SEQ ID NO: 21), dugc tao ra tu trinh ty cua doan
shotgun), cling véi hdn hop cua doan mdi Q0 va doan mdi Qr. Cac san pham PCR thu
duoc duoc pha lodng 1:20 va dugc dua vao qua trinh PCR 16ng tht hai bang cach sir
dung doan mdi El11-inf-F-in (GAGGCAATATGGATTCTTCG) (SEQ ID NO: 22) va

doan moi Q.

RT-PCR: Cac mau tir ndo, tim, tién than, 14 lach, va gan dugc léy tir cac ca lam
sang cta cac dot bung phat TiL'V bi nghi, dugc tap hop lai, va dugc lam dong lanh mot
cach truc tiép & -80°C. Tbng s& ARN dugc tinh ché bang cach st dung peqGOLD Trifast
(Peglab, Dric), theo cac hudng dan clia nha san xuét, sau d6 1a qua trinh phién ma nguoc
va khuéch dai (Kit Verso 1-Step RT-PCR ReddyMix; Thermo, Lithuania). Céc doan mdi
ngau nhién cua kit nay duoc thé biang doan mdi dic hidu bén ngoai MEI
(GTTGGGCACAAGGCATCCTA) (SEQ ID NO: 23) va dong vd tinh 7450/150R
(TATCACGTGCGTACTCGTTCAGT) (SEQ ID NO: 16). Qua trinh tao vong dugc thuc
hién & 50°C trong 15 phut (qué trinh phién ma ngugc), 95°C trong 2 phit (qué trinh lam
bét hoat enzym), va 35 chu ky & 95°C trong 30 gidy, 56°C trong 60 gidy, va 72°C trong
60 gidy; phan ung dugc chdm dut bang 72°C trong 7 phut. Cac san pham PCR dugc phan
giai trong gel agaroza 1% trong dung dich dém 0,5X TAE (Tris-axetat 40mM va EDTA
ImM).

Céac thir nghiém tinh nhay cam nucleaza: Dich ndi & trén (9ml) ctia mdi trudng
nudi cdy E-11 dugc gay nhiém TiLV dugc thu gom, va céc virion dugc tinh ché va duoc
tao vién két thong qua dém sucroza 25% (trong luong/thé tich), bang cach st dung
phuong phép ly tdm siéu tbc (107.000 X g & 4°C trong 2 gid). Dich ndi & trén cta moi
truong nudi cdy E-11 khong dugc gy nhiém dugc st dung lam d6i chimg. Dé phan hiy
céc axit nucleic tu do, cac vién két dugc tai tao huyén phu trong 300ul cta dung dich
dém 1X DNaza (Tris-HC1 10mM [dd pH 7,5], MgClL 2,5mM,va CaCl, 0,5mM) va dugc
bd sung 33pg RNazaA (Sigma R4642) va 1U DNaza (Baseline-ZERO DNase). Cac mau
duoc U trong 40 phat & mic nhiét o trong phong, sau d6 mdi hdn hop phén tng duge
pha lodng trong 9ml mdi truong Leibovitz (L-15), dugc bd sung FCS 5%, va cac virion
duogc tao vién két nhu dugc mo ta trén ddy. Dé giai phong cac axit nucleic dwge bao vé
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khéi nucleaza tir cac virion va dé phan hily phin du thira c6 thé c6 ctia RNaza A va
DNaza I, cac vién két dugc tai tao huyén phu trong 150ul dung dich dém proteinaza K
(Tris-HCI 50mM [dd pH 7,5], NaCl 100mM, EDTA 10mM, SDS 1%), duoc bd sung
100pg/ml proteinaza K (Roche), va céac protein dugc phan hiy trong 30 phut ¢ 37°C. Cac
axit nucleic dugc chiét bang rugu phenol-clorofom—-isoamyl (CIP) va dugc két tha bang
etanol, natri axetat 0,3M (dd pH 5,2), va glycogen trong vai tro la chit mang. Céc axit
nucleic duoc tai tao huyén phu trong 20ul dung dich dém (Tris-HC1 10mM [d6 pH 8,3],
MgCl, 10mM, dithiothreitol ImM [DTT], NaCl 60mM), va 3pl dugc bd sung vao 100ul
dung dich dém RNaza I (NaCl 100mM, Tris-HCIl 50mM [d6 pH 7,9], MgCl, 10mM, DTT
ImM) c¢6 hoac khong cé 50 don vi RNaza I (sb theo danh muc M0243S; NEB). Viéc
phan huy dugc thye hién trong 5 phut 6 37°C, va céc axit nucleic duoc chiét bang CIP va
duge két tha nhu duge mo ta trén day. Cac axit nucleic dugce téi tao huyén phi trong 20p1
hdn hop phan tng phién ma nguoc; phan Gng khong co transcriptaza nguge cling duoc
lép rap dé dam bao su thiu Véng cua ADN dugc bao vé. cADN thu dugc dugc khuéch
dai bing cac doan mdi dic hiéu vé6i TILV  (Nested  ext-1
[TATGCAGTACTTTCCCTGCC] (SEQ ID NO: 24) va Nested ext-2
[TTGCTCTGAGCAAGAGTACC] (SEQ ID NO: 25)) hodc bing cac doan mdi dic hiéu
véi retrovirut ca 16c (SnRV) (Snakehead gag-pol fw [CAGATCACTGATCGATGC]
(SEQ ID NO: 26) va Snakehead gag-pol rev [GTCTGAAAGGTAAGGTGG] (SEQ ID
NO: 27)). Céc san phdm dugc khuéch dai (lin lugt 491 va 284 bp dbi véi TiLV va
SnRV) duoc tach bang quaé trinh dién di trong gel agaroza 1%.

Céc thir nghiém tinh nhay cam clorofom va ete: Cac thir nghiém tinh nhay cam
TiLV dbi voi ete va clorofom duoc thuc hién nhu duge md ta trén day (Crandell et al.

1975; Hutoran et al. 2005).

Tai 1ap thu nghiém vé bénh va cac vin dé dao duc: Céc loai thudc tong ca rd phi
dugc st dung trong nghién ctru nay, O. niloticus (ching Chitralada), dugc nudi cdy & co
s& khong ¢6 mam bénh cu thé (specific-pathogen-free-SPF) (mdi trudng khong c6 mam
bénh duoc xit Iy bang UV) & nhiét do khong dbi 1a 28°C. Ca duoc cho an ché d6 hing
ngay la 2% (trong lugng/trong lugng); cac thong sé nuge (02 > 5 phn tridu, NH4+ < 1
phin triéu, NaCl < 1 phan ngan) duoc giit khong dbi. TAt ca cac lay nhiém duogc kich
thich bang thir nghiém duoc thuc hién bing quan thé phan lap thuc dia cta TiLV (quan
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thé phan lap 4/2011, lan cdy chuyén 2), phan nay dugc chia phan udc va duge gilt dong
lanh & -80°C. Trudc khi st dung, virut nay dugc rd dong va dugc nudi chy mot lan nita
(1dn cAy chuyén 3). D&i v6i viée tai 1ap nhan tao vé bénh, 2,6 X 10° TCIDsp dugc tiém
trong mang bung (i.p.) (nhém 1) vao mdi con c4 (30 dén 35 gam). T4t ca cac thir nghiém
dwoc thuc hién ba 1an nhu nhau vé6i cac nhém gdm 30 con ca. Dé phong nglra su lay
nhiém tir nuée, mdi nhoém ca duge giit trong bé nudi 100 lit tich biét. Trong sudt cac thir
nghiém sdng chung (nhém 2), cdc nhém gdm 30 con cé4 duge gitt trong cac bé nudi 200
lit ma dugc chia thanh ba ngin bang céc vi ¢6 thé thAm nudc, vi nay cho phép c6 su luu
théng cia nudc (nhung khong phai cé) khip bé nudi; nhém dbi chimg duge giit & phan
gifta. C4 sdng st l4n giy nhiém i.p. so cip duoc tap hop lai va 3 tuan sau dugc chia
thanh hai nhém (mdi nhém c6 15 con c4) va dugc gay nhiém mot lin nira bang phuong
phap tiém i.p. Cac nhom d6i chimng duoc tiém bang cac mdi trudong nudi ciy E-11 khong

dugc gy nhiém (nguyén so).

Khi céac thir nghiém in vivo/ex vivo duge thuc hién, ndo cia ca dugc tiém TiLV
riéng biét dugc thu gom (5 dén 7 ngay sau khi tiém) va dugc thai nho nhu trén day. Céc
dich ddng chét (500ul) duoc i v6i cdc moi trudng nudi cdy E-11 nhap dong. Sau su xudt
hién ctia CPE, cac dich ndi ¢ trén dugc thu gom va duge tiém (200ul) i.p. vao ca nguyén
SO.

Tinh trang strc khoe cua ca dugc theo ddi mot cach cAn than xuyén sudt khoang
thoi gian nudi va khoang thoi gian thir nghiém; cac d4u hiéu bén ngoai va ty 1& tr vong
duoc theo ddi hai 1dn hing ngay trong tong s6 1a 21 ngay. Cac quy dinh vé su an toan,
thao tac thir nghiém va cham séc dong vat tuan theo cdc chi dan duoc thiét lap bai Uy
ban Chim soéc Dong vat Phong Thi nghiém tai Co quan Dich vu Thu y Israel va dugc
thue hién theo gidy phép 020_b5471 6, dugc phit hanh béi Uy ban Phuic loi Dong vat

Israel.

Phép phan tich mo6 hoc: Cac miu md duge thu gom tir ca bi lay nhiém duoc lam
chét ém diu mdt cach ty nhién bang phuong phip rach bung va dugc ¢ dinh trong
formalin dugc dém trung tinh 10%. Cac mau dugc bao liy trong parafin (Paraplast Plus;
Diapath), duoc cét bang thiét bi vi phAu (Reichert-Jung 2050) thanh cac 14t Spm theo day,

duoc nhudm bing hematoxylin va eosin (H&E) 277 (Roberts et al. 2012), va dugc kiém
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tra dudi kinh hién vi quang hoc (Leica DMRB). Céc hinh anh 1a thu dugc bang hé théng

anh sang k¥ thuét s Nikon.

Phép phén tich thong ké: Cac két qua cua cac thir nghiém in vivo dugc trinh bay &
dang ty 1& phan trim cua ty 1& t& vong trung binh tir ba thir nghiém doc 1ap (hodc hai,
trong trudng hop ca séng sét). Mdi thit nghiém bao gbm ba nhém thtr nghiém gdm 30

con ca (ba lan lap lai doc lap).

Cac thi nghiém v6i c4 séng sét duge thuc hién hai lan nhu nhau (hai lan lap lai
doc 1ap), ma trong d6 mdi nhém dugce cdu thanh bai 20 con ca. Do bién doi gitra cac thu
nghiém (giy nhiém bang phuong phép tiém trong mang bung truc tiép, gdy nhiém bing
phuong phap séng chung, va c4 ddi ching) duoc xac dinh bang kiém dinh chi binh

phuong, ma trong do tri s& P 12 16n hon 0,05 duoc xem 1a déng ké.

Nop luu mdi truong nudi cdy: TiLV (s truy cap CNCM 1-4817) dugc ndp luu tai
Co quan Suu Tép Mai truong Nuoi chy Vi Sinh vt (Collection Nationale de Cultures de

Microorganismes-CNCM) tai Vién Pasteur, Paris, Phap.

S truy cap trinh tu nucleotit: S truy cap GenBank ctia trinh tu dugc kéo dai cua

dong vo tinh 7450 12 KJ605629 (SEQ ID NO: 1).

Vi du 2- Su phén b theo dia Iy va dic diém ctla tong ca ro phi mic bénh tir bién

ho Galilee va cac ao thuong mai.

Céc dot bung phat bénh ¢ tong cé rd phi hoang di va tong cd r6 phi thuong mai
duoc phat hién & bién hd Galilee va & cac ao thwong mai & Israel, ndm & bo bién phia
Bic, Bet-Shean, Yizrael, Thung liing Jordan, va Galilee Thugng va Galilee Ha. O cac ao
thuong mai, bénh nay da dem lai muc tr vong hang loat (Hinh 1A). Viéc 14y mau c4 tir
cac 1an danh bit thwong mai & bién hd Galilee di cho thiy tat ca cic loai thudc tong cé rd
phi thi man cam véi bénh nay, mic du da khong quan sat thiy cac muc tir vong hang loat.
Trong trudong hop nay, cd mic bénh dugc trinh bay bang céc ton thuong mit ro rét (Hinh
1B).

Cac phat hién bénh ly bao gdm cac ton thuong dai thé dugc x4c dinh dic diém cha
yéu bing cac dang thay doi & mit, bao gdm d6 md duc ctia thiy tinh thé (bénh duc thiy
tinh thé). Trong cac trudong hop tién trién ning, cac ton thuong bao gdm céc thiy tinh thé

bi dat gdy c¢6 chirng viém mang mach nho do tén thuong thity tinh thé kich thich hodc
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viém ndi nhan di kém v§i hién tugng hinh thanh mang sau thdy tinh thé, sau d6 1a hién
tudng sung cua nhan cu (bénh sung phu nhan cﬁu), hién tugng mét tinh nguyén ven cua
cAu mét co gidc mac bi duc thung rai rdc va hién tugng tao 16 luong chira dugce cod dic
hodc hién tugng teo, va hién tuong mét hoat dong chic ndng mét (chung teo nhdn céu)
(Hinh 1B). Cac ton thuong khac bao gbm cac dang an mon da (duge quan sat & tong c4 rd
phi dugc nudi & ao mic bénh; Hinh 1C), ching xudt huyét & mang ndo mém, va chimg

sung huyét vira phai ctia 14 lach va than (Hinh 1D).

Céc tén thuong md hoc cia ndo bao gdm ching phty, chimg xuét huyét cuc bo &
mang ndo mém, va chimg sung huyét mao quan & ca chét tring va chat xdm (Hinh 1E).
Cac 6 tang sinh than kinh dém va cac dai vién quanh mach rai rac gém cac bach huyét
bao duge phét hién (Hinh 1F). Mot s6 té bao than kinh trong doan no va cu thé 1a & cac
thiry thi gidc thé hién cac mure thoéi hoa té bao thin kinh khac nhau, bao gdm hién tuong
giam mat do bao chét va hién tuong hinh thanh khong bao va hat nhéan bi dich chuyén

theo ngoai vi (hién twong phan hily chit nhidm sic trung tim).

Céc tdn thuong mét bao g61n bao thiy tinh thé bi dut gay, udn luon, mong, va
thuong bi cudn, dugce bao quanh boi hién tuong tao mo sgi c6 hinh tron va chirng xo hoa
¢6 nhidu dang dinh méng mét vao mébng mit va thé mi (dinh méng mit sau) va con sb
vira phai ctia té bao bach cau hat wa eosin va céc trung tdm dai thuc bao héc t& hay MMC.
Céc chét tham nhi®m duoc kéo dai vao tién phong, mdng mat, thiy tinh dich, va mang
mach (viém ndi nhan). Pa ¢6 cac dang thay dbi ctia bénh duc thuy tinh thé trong thuy tinh
thé ddc trung boi cc cdu tric hinh ciu twong ddng ua eosin (cac hinh cau Morgagni), té
bao bidu md thuy tinh thé duoc 1am to ra rd rét ¢6 bao twong duge tao khdng bao siéu nho
wa eosin ddi dao (t& bao bang quang), hd 16n chira chit luu protein (cic si thiy tinh thé
duoc hoa 1ong), hién twong khoang hoa, va té bao thon dai det (hién tugng di séan dang
soi) (Hinh 1Ga, so v6i thay tinh thé binh thuong & Hinh 1Gb). Biéu md vay cua gidc mac
thudng xuyén bi an mon va bi loét va bi thaim nhiém bai con sd vira phai cta cac bach
huyét bao, dai thuc bao, va té bao bach cau hat va eosin, va phén nay dugc lam ndi bat

bang hién tuong tn tao mach mo dém va chting phii (Hinh 1H).

Nhu mé gan da thé hién cac 6 don sach va sung té bao gan dugc phin bd ngau
nhién rai rac, voi hién tugng tich tu trong bao chat cua sac to vang dén sdc to nau dang

hat. L4 lach c6 tinh ting san, ma cac bach huyét bao ting sinh bao quanh cac hinh trai
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xoan. MMC dugc 1am tang vé kich ¢& va con s6 & ca gan va 1a lach. MMC 1a nhiing cym
té bao mang nhidu sic té khac biét, thuong duge nhin thdy trong co chit chdng d& ludi
ndi md clia cac md tao huyét. Qué trinh ting sinh MMC la gan lién voi cac giai doan
muon cua tinh trang 1y nhiém man tinh trong vai trd 1a dap ung d6i v6i ton thuong mod
trAm trong & mot loat tinh trang 1ay nhiém (dic biét 1a cac virut) hodc cac diéu kién moi
trubng kém. Do do, ching dugc xem la nhiing chi bao v& strc khoe quin thé ca (Agius

and Roberts 2003).
Vi du 3- Phan lap tadc nhan bénh nguyén tir cac mau bi 1ay nhiém

Pé nudi cdy cac mam bénh tiém tang tir tong ca 16 phi mic bénh, cic co quan ciia
¢4 ¢6 dac diém dugc md ta trén day duogc tap hop lai, dugc lam déng déu, va duoc u véi
tam dong té bao khac nhau nhu dugc md ta trong Vi du 1. Da khong nhén dién dugc
mam bénh d3 biét nao, va chi co dong té bao B-11 da duge thiét lap va té bao ndo ca ro
phi so cAp da thé hién mot cach nhét quan CPE sau khi @ v6i cc dich dong chit duge dé
cap trén day. O té bao E-11, CPE trd nén c¢6 thé nhin thdy duoc 5 dén 7 ngiy sau khi
chiing ngira, vi sy xuat hién ciia cac khong bao bao chét va hién tuong hinh thanh mang
bam (Hinh 2A), hién tuong nay tién trién mot cach nhanh chéng dén hién tuong phan ra
hiu nhu hoan toan ctia 16p don té bao (& thoi diém 9 dén 10 ngay sau khi ching ngira).
CPE ¢ té bao nfio ca 16 phi so cap 1a dic trung boi qué trinh chuyén hoa té bao thon dai
thong thudong thanh té bao c6 hat, sung va tron, hién tuong nay da dugc quan sat théy mot
cach rd rang & thoi didm 10 dén 12 ngay sau khi ching ngira (Hinh 2B), dan dén hién
tuong bong 16p don rong (ngay 14 dén 19) nhung khong c6 hién twgng hinh thanh mang
bam. Moi trudong nudi cdy E-11 dugc gay nhidm ddi twong gia dbi ching va mai trudng
nudi cdy ndo c4 ro phi so cip da khong thé hién CPE bat ky (1an luot 1a céc Hinh 2C va
2D). Céac két qua tuong tu 1 thu duogc khi cac dich ndi & trén cta cac mdi trudong nudi
cdy c6 CPE duogc sir dung dé ching ngilra cdc moi trudng nudi cdy nguyén so (dugc kiém
tra 1én dén 18 1an cdy chuyén) va khi céc dich ndi & trén, hodc cic dich ddng chit dugc
dé cap trén day, dugc loc qua céc bd lgc 0,22pm. Ngoai ra, con sb cac mang bam dugc
kich thich bi tac nhan nay duoc tao mdi lién quan truc tiép véi dich pha lodng ctia no,
thu dugc duong cong mot tao mot. Do d6, mot don vi truyén nhiém don 1¢ 12 da dé tao ra

mot mang bam. Cac két qua nay da chi ra rang CPE da duoc mo ta l1a do sy c6 mit cua
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tac nhan truyén nhiém, chic chén 1a virut. Tac nhan gy ra CPE dugc thu hdi tir 25 mau,

dugc thu gom tir tat ca cac viung cua Israel noi ma cd dugc nudi cdy.
Vi du 4- Céac dic tinh hinh thai hoc cua céac hat giong virut

Su hd tro khac nita cho qué trinh gay nhiém virut & cac moi trudng nudi ciy E-11
thé hién CPE d3 dén tir qua trinh kiém tra EM céc 1at mong cta té bao nay nhu dugc mo
ta trong Vi du 1. Phép phan tich nay da cho théy su ¢6 mit cua cac hat c6 mat do ngan
chan dién t&r xdm nhép thua thét (duong kinh, 55 dén 75nm), dugc 6m lay trong mang
trong bao twong (Hinh 2E) hodc trong bao twong (Hinh 2F). Da khong tim thiy hat nhu
vAy nao & moi trudng nudi cdy té bao dbi ching khde manh. Dang Iuu y, cac hat nay
khong bt ngudn tir retrovirut cé 16c (SnRV) ma bidu hién & E-11, vi cac dang lip rap cia
retrovirut loai C nay thi 16n hon va dugc tao ra chi & mang sinh chét; hon nita, cac virion
méi sinh ctia SnRV da khong dugc hién thi bing EM & dong té bao dic hiéu nay (mic du
c4c trinh tu SnRV ¢6 thé dugc khuéch dai bang PCR).

Céc vién két, dugce tinh ché tir cac dich ndi & trén clia cac moi trudng nudi ciy E-
11 da dugc gay nhidm bing phuong phap ly tim siéu toc thong qua cac dém sucroza
25%, dugc nhudm 4m tinh va duoc kiém tra bang EM. Phép phan tich nay dd cho thy
cac cdu trac gidng virion (xdp xi 75 dén 80nm) dugc bao quanh boi 16p phu day duge
phét hién dé dang (Hinh 2G). Céc virion nhu vy thi doi dao va da khong duge phat hién

& cac vién két doi ching dugc diéu che tir t€ bao E-11 nguyén so.
Vi du 5- Tinh nhay cam cua tac nhan truyén nhiém ddi véi ete hodc clorofom

Céc phén tich EM tir Vi du 4 da chi ra rdng tc nhan truyén nhiém, dugc phan lap
tur ¢4 ro phi méc bénh, 1a virut ¢ vé boc. Pé kiém tra diéu nay, cac virion trong cac dich
ndi & trén cla té bao duge gdy nhidm E-11 duge cho tiép xiic véi ete hodc clorofom va
tac dung cua cac 1an xtr 1y nay ddi véi tinh 1ay nhiém duge do nhu duge mo ta trong Vi
du 1. |

Bang 1 tong két cac két qua clia hai va ba 1an 1ap lai 1an lugt cla cac thit nghiém
tinh nhay cam clorofom va ete. Da quan sat thiy su giam vé tinh lay nhiém la x4p xi ba
béc do 16n (clorofom) dén nam bac do6 16n (ete), thé hién tinh nhay cam cuta tdc nhan nay
d6i v6i cac dung méi nay. Didu nay da chi ra ring tic nhan truyén nhidm thwc sy duge
boc bang mang lipit.
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Bang 1 Céc thtr nghiém tinh nhay cam véi ete va clorofom

Thu TCIDso/ml TCIDso/ml  Muc Muic giam g?ip &

Ete 1 1044 10" 10°4 1,58 x10°
2 108 10 10°%
Clorofom | 10462 10" 10313 0,93 x 10°
2 1033 1043 10?
3 104,63 101,5 103,13

Vi du 6- Qua trinh x4c dinh dic diém phan tir ban déu ctia virut tong cé 1o phi

Dba chiing minh dugc rang tic nhén truyén nhidm cé thé duoc phan lap tir ca méc
bénh va c6 thé duoc nhan 1én trong méi truong nudi cdy té bao cu thé (Vi du 3), tc nhan
gdy ra bénh nay dugc dat tén 1a virut Tilapia Lake (TiLV), lién quan dén vi tri ma ban

dau n6 dugc phan lap tir do.

Pé tinh ché TiLV, cac dich ndi & trén méi trudng nudi cdy da duge gdy nhiém
TiLV dugc ct phan doan théng qua cac gradien budc sucroza vin tdc nam trong khoang
tr 10 dén 70% sucroza. Hoat tinh kich thich CPE cha yéu duogc khoanh ving vao céc

phin tir 30 dén 40% sucroza.

Dé nhén dién thém céc trinh tu dic hiéu véi TILV, ARN duge chiét tir céc virion
TiLV (duoc tinh ché bang phuong phap ly tim siéu tdc théng qua cac dém sucroza) va
dugc st dung lam khuon mau trong phan (mg phién ma nguoc. Cac doan cia cADN thu
duoc duogc tao dong vo tinh bing cach st dung phuong phép shotgun nhu dugc md ta
trong Vi du 1. Phuong phéap nay cho phép tao dong vo tinh cdc cADN ma ¢ mit theo cac
lwong nhd, ma khong can kién thie sin ¢ trude vé céc trinh tu cia chiing. Mot trong cac
doan ndy (dong vo tinh 7450) dugc dua vao cac phan ing RACE 5’ va 3°, dem lai viéc
nhan dién 1.326 bazo .cua trinh ty TiLV (SEQ ID NO: 1) (ma truy cdp GENBANK sd
KJ605629), trinh tu nay chtra khung doc hd (open reading frame-ORF) 1a 420 axit amin
(SEQ ID NO: 12). SEQ ID NO: 1 dugc nhén dién sau la mot phﬁn néu trong SEQ ID NO:
9.

D3 khong tim thdy d6 tuong déng dang ké nio & ca cac axit nucleic va céc trinh ty
protein ctia dong vo tinh nay bing cach st dung cic phuong phép tim kiém BLAST

(Altschul et al 1997; Johnson et al. 2008) trong co s& dit liéu Genbank.
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Vi du 7- PCR diing dé phat hién TiLV

Nhu duoe mé ta trong Vi du 1, PCR dugc thuc hién dé phat hién TiLV. Dé thiét
lap thit nghiém PCR dung dé phat hién TiLV, tdng s6 ARN duoc chiét tir ndo, than, tim,
gan, va 14 lach cua ca sap chét. Ngoai ra, ARN dugc chiét tir ndo ca rd phi so cip dugc
gy nhiém TiLV hodc cac mdi trudng nudi cdy E-11 va dugc sir dung lam khudn mau
cho viéc tao cADN. Cac mau nay dugc dua vao qué trinh RT-PCR c6 cac doan mdi ma
duoc tao ra tir dong vo tinh 7450 (SEQ ID NO: 1). Poan 250bp dugc khuéch dai bing
ME! (GTTGGGCACAAGGCATCCTA) (SEQ ID NO: 23) va doan mdi dong vo tinh
7450/150R (TATCACGTGCGTACTCGTTCAGT) (SEQ ID NO: 16). Céc thir nghi€ém
PCR da dem lai sy khuéch dai doan 250bp duoc ky vong tir ndo cia ca dugc gy nhiém
TiLV (Hinh 3A).

Muc dich khuéch dai TiLV la dat duoc chi sau buéc phién ma ngugc, tham chi
trong cac didu kién ma trong d6 mau nay khong dugc didu tri bing DNaza (Hinh 3B).
Téng s6 ARN dugc chiét tir dich ndi & trén hodc tir cac chét chiét té bao clia moi truong
nuéi cdy E-11 dugce gay nhiém TiLV, hodc tr moi trudng nudi ciy E-11 nguyén so. Cac
mau khong duoc diéu tri bang DNaza, va qua trinh phién ma ngugc duge thuc hién (+)
hoac khong dugc thuc hién (-) truéc bude PCR. Déi chimg am tinh “khong c6 ARN” (lan
7) cling duoc 1dy vao. Poan 491bp dugc khuéch dai bing cac doan mdi Nested ext-1
(TATGCAGTACTTTCCCTGCC) (SEQ ID NO: 25) va Nested ext-2
(TTGCTCTGAGCAAGAGTACC) (SEQ ID NO: 26), chi khi transcriptaza ngugc dugc
thuc hién. Diéu ndy c6 tinh chi bao cao v& hé gen ARN ctia TiLV. D4 quan sat thdy hién
twong khuéch dai nhat quan & cac mau ctia mod ndo so v6i cdc co quan khic. Ciing da
quan sét thay hién twong khuéch dai & nfio ca rd phi so cap dugc gay nhiém TiLV va cac
mdi trudng nudi cdy E-11 nhung khong phai & ddi chimg 4m tinh ma bao gdm cADN

dugc diéu ché tir ndo ciia ca khde manh (nguyén so) (Hinh 3B).

Pa khong quan sat thdy hién tugng khuéch dai nao ¢ cac dbi ching 4m tinh bd
sung, ma bao gdm nio ca 1o phi so cip dugc gy nhiém d6i twong gia va cac moi trudng
nudi cdy E-11, hodc cdc mdi trudng nudi ciy E-11 bi lay nhiém betanodavirut gdy bénh
hoai tir than kinh do virut (viral nervous necrosis-VNN). Dang luu y, su thiéu ving cia
hién tuong khuéch dai & mau cia té bao dugc gay nhiém VNN con chi ra ring dong vo

tinh 7450 thé hién trinh tu dugc tao ra t TiLV hon 1 gen cd ma dugc diéu hoa tdng sau
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khi gy nhidm. Trong tit ca cac trudng hop, qua trinh giai trinh tu cac doan dugc khuéch

dai da cho thdy do twong déng hoan toan véi trinh tu duoc ky vong.

Thir nghiém PCR trén ddy cling dugc khai thac dé kiém tra thém ban chat ARN
cua hé gen TiLV. DPéi vé6i didu nay, cac virion trong cic dich ndi & trén cha cac moi
truong nudi cdy E-11 di dugc gay nhifm TiLV dugc cho tiép xtc v6i DNaza I va
RNazaA dé phan hity cac axit nucleic ma khong dugc bao vé béi cac virion. Sau do, cic
hat duoc tao vién két théng qua cac dém sucroza va dugc phén huy bang proteinaza K, va
cac axit nucleic da dugce bao vé va khir protein dugc tinh ché. Cac axit nucleic nay duoc
cho tiép xuc v6i RNaza I, mot enzym c¢6 sy uu tién dbi v&i ARN soi don. Céc san phém
thu duogc duge phién ma nguoc hodc khong duge phién méa ngugc, va duge dua vao qua
trinh khuéch dai PCR béang céach sir dung céc doan mdi dic hiéu véi TiLV. (Nested ext-1
[TATGCAGTACTTTCCCTGCC] (SEQ ID NO: 25) wva Nested ext-2
[TTGCTCTGAGCAAGAGTACC] (SEQ ID NO: 26); hodc cac doan mdi dic hiéu véi
SnRV (Snakehead gag-pol fw [CAGATCACTGATCGATGC] (SEQ ID NO: 27) va
Snakehead gag-pol rev [GTCTGAAAGGTAAGGTGG] (SEQ ID NO: 28).

D3 quan sat thdy hién tugng khuéch dai céc trinh ty TiLV chi sau buéc phién ma
nguoc (Hinh 3C, cac lan 1 va 3, twong ty voi két qua trong Hinh 3B), va chi khi nao ma
tranh dugc RNaza I (Hinh 3C, cac lan 1 va 2). ARN hé gen s¢i don ctia SnRV, phan nay
duoc ddng tinh ché doc theo hé gen TiLV, dugc st dung lam d6i ching duong bén trong
cho thtr nghiém nay (Hinh 3C, céc lan 5 dén 8). Cac két qua nay con cho thdy ring hé gen
TiLV, ¢6 vo capsid & virion, dugc cu thanh béi ARN & dang soi don.

Vi du 8- Viéc tai lap bénh tong cé r6 phi bang phuong phép trong mang bung

DPé kiém tra xem lidu TiLV c6 thé gdy ra bénh & tong c4 ro phi hay khong, cac
dich ndi & trén tir mdi trudng nudi cay E-11 nguyén so hodc mdi trudng nudi chy E-11
dugc gay nhiém TiLV hogdc mdi trudong nudi ciy ndo ca 16 phi so cép duoc loc (0,22um),
va 200ul duoc tiém i.p. vao ca r6 phi nilotica nguyén so (cdc nhoém gbm 30 con c4 nhu
dwoc mo ta trong Vi du 1). T4t ca ca nguyén so ma dugc ching nglra bang cac dich ndi &
trén ddi chimg (ctia cic moi trudng nudi cdy E-11 nguyén so) van con la khong triéu
cht’ing. Tuy nhién, 74 dén 85% s ca ma duoc tiém bing cac dich ndi ¢ trén clia moi

truong nudi cdy E-11 dugc gdy nhiém TiLV hodc mdi truong nudi cay ndo cé rd phi so
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cap dugc giy nhiém TiLV da phat trién bénh 1am sang (tinh 10 pho, su thay d6i mau, cac
dang thay d6i & mét, ddm da, va gay cac vét loét) va chét trong vong 10 ngay (Hinh 4).
Ciling da quan sat thiy cung mot ty 18 tir vong déi v6i ca duoc tiém bang TiLV ma duoc
tinh ché bang thwr nghiém pha loang t6i han (TiLVx2). Ngoai ra, ndo tir ca dugc gdy
nhiém bang thir nghiém duogc thu hoach va dugc G dong thoi véi té bao E-11 nguyén so.
Céc moi trudong nudi cdy nhu vay di phét trién CPE déc trung. Sau d6, céc dich ndi & trén
clia cac mdi trudng nudi cdy nhu vy dugc thu hoach va duge tiém vao cé nguyén so,
dem lai su xuit hién bénh & ca. Nhin chung, thit nghiém céy chuyén in vivo/ex vivo nay
duoc lap lai theo day ba lan, véi ty 1é tir vong nhit quan 14 75 dén 85% & mdi vong trong

vong 10 ngay sau khi tiém.

Diéu nay xac nhan mot cach rd rang rang TiLV, duoc phan 1ap tUr cd dugc gly
nhidm va duoc nhan 18n & té bao E-11, thuc su 14 tic nhan bénh nguyén cua bénh nay.
Quan trong 13, c4 ma da sdng s6t qua bénh duoc kich thich bang thir nghiém nay (35 con
c4) da mi&n dich hoan toan d6i voi sw phét trién bénh sau khi thir thach gdm phuwong phap
tiém i.p. thu hai (3 dén 4 tudn sau lan tiém tht nhét). Diéu nay chi ra rang ca c6 thé nang

cao dap ting mién dich bao vé ddi véi TiLV.
Vi du 9- Viéc téi 1ap bénh tong cé rd phi bang phuong phap sbng chung

Dé x4c dinh xem liéu TiLV 14 ¢6 thé truyén duogc trong hoan canh gibng voi cac
diéu kién tu nhién hay khong, thir nghiém séng chung dugc thuc hién ma trong d6 ca
nguyén so dugc cho sdng chung véi cd dugc gy nhiém TiLV bang thir nghiém nhu duoc

mo ta trong Vidu 1.

Céac thtr nghiém nay da ching minh mot cach rd rang rang ca nguyén so da phat
trién bénh gy chét, voi ty 18 tir vong twong tw véi ty 1€ tt vong thu duoc bang dudng i.p.
nhung véi dong luc hoc cham hon (tri hodn 2 dén 3 ngay dé dat dén muc t vong 50%, P
<0,05 (Hinh 4)). Cac thir nghiém nay dem lai bang chting vé& kha niang cta TiLV trong

viéc lay lan qua duong tir nude.
Vi du 10- Phép phan tich dit li€u tin sinh hoc

Dir lidu Ion Torrent duoc tao ra bang cach sir dung 1am ARN ndo khudn mau cia
ca rd phi dm sau khi 1am tiéu tan ARN ribosom (hai thu vién). Dit liéu Illumina duoc tao

ra d6i v6i cac hat duoc tinh ché bfmg gradien sucroza va dugc xu ly béng nucleaza thu
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duge tir té bao nudi cdy E11 duoc giy nhiém (hai thu vién). Cac thu vién Ion Torrent
duoc xir Iy trude bang cutadapt (Martin 2011) @8 loai b cac diu mut chét luong thap,
duoc cét tia thanh chidu dai ti da 150bp, va bi tuéc bé cac trinh ty 1am thich tng.

Céc trinh tu doc tir tit ca bdn thu vién (2 ndo va 2 moi truong nudi chy té bao)
dugc phan loai theo nguyén tic phan loai bang cach st dung taxMaps

(https:/github.com/nygenome/taxmaps) biang cach lap ban dd véi co sé dit lidu nt cua

Trung tdm Thong tin Cong nghé Sinh hoc Quédc gia (NCBI), co s& dit liéu RefSeq cia
NCBI (Pruitt et al. 2012), trinh tu h¢ gen tham chiéu c4 rd phi (Orenill,1) va céc trinh tu
ARN théng tin ctia tong cé rd phi dugce chi thich twong tng (Brawand et al. 2014). Sau
6, cac trinh tu doc chua duge phan loai (khong 1ap ban dd theo trinh tw da biét bat ky)
duoc 1ip rap mot cach ddc 1ap bang cach sir dung cong cu lap rap VICUNA (Yang et al.
2012). Céc contig tr mdi thu vién dugc canh thing bing BLAST (Camacho ef al. 2009)
voi tht ca cac contig tir 3 thu vién khéc, gitt lai cac diém so khép c6 tri sb ela le-10 tro
xudng. Phuong phap tao cum lién két don 1& duge st dung dé chia nhom tit ca cic contig
ma da thé hién do twong ddng bit ky. Véi gid thiét ring tic nhan truyén nhidm can phai
cb mit & tit ca 4 thu vién, dd nhan dién duoc 10 cum contig ma chua it nhét mot contig

tur moi thu vién trong so 4 thu vién nay.

Trong mdi cum, céc contig dugc canh thang v6i nhau va dugc 1ap rap bang tay aé
tao ra trinh tu c6 chiéu dai tdi da sau cac 1an nhén d6i ndi tiép nghich dao & cac dau mat
cta cac contig, chic chén 14 1a két qua ctia cic san phdm nhén tao ctia qué trinh khuéch
dai, duoc loai bd. Cac ORF dugc du doan chéng 14n & cac contig tr cac dang lép rap khac
nhau duoc st dung dé chinh stra di véi 18i dich khung (hau hét xay ra do cac doan thém-

b6t & cac trinh tw doc Ton Torrent) va dé suy ra ORF c6 thé c6 dai nhét.

Dua trén md hinh trong d6 cac doan h¢ gen dugc du kién la chira cac diu tan cing
dugc bao toan, dang két hop ctia phép phén tich k-mer, phép phén tich do sau trinh tu
doc, va cap nhat di liéu b?mg tay dugc st dung dé xdy dung céc motif trinh tu dau tan
cing 5° va 3’ dé tinh luyén cac trinh tu dAu tan cung. Viéc 1ap ban d6 10 trinh tu lién tng
cudi cing véi dit liéu doc tho ban diu bing BWA-MEM (Li 2013) dé ching minh rang
99% s trinh tu doc chua dugce nhan dién tir cac thu vién Illumina va 87% sb trinh tu doc
chua duoc nhéin dién tir cac thu vién Ion Torrent dugc 1ap ban dd theo cac trinh tu lién

ung.
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Vi du 11- Qua trinh xac dinh dac diém hoan chinh ctia hé gen TiLV

Dua trén tin sinh hoc, cac doan mdi PCR trinh tu lién ung dugc thiét ké va cac
trinh tu lién tiép cua tit ca 10 cum dugc khuéch dai tir cac mau cé rd phi da dugc giy
nhiém. Céc trinh ty dau tan cung cua mdi doan trong sb6 cac doan hé gen dugc chinh stra
bing phuong phap khuéch dai nhanh cac ddu mat cADN (RACE) 5° va 3° (Bang 2). Céc
phép phan tich twong tu bing phwong phap giai trinh tu thong lugng cao va phuong phap
khuéch dai PCR duoc thuc hién trén cidc mau tir ¢4 rd phi méc bénh tir Israel, va sau do,
duoc thuc hién trén cdc mau tr ¢4 o phi c6 hoi chimg bénh tuong tu tir Ecuador. B3 thu
duoc cac trinh tu ctua tAt ca 10 doan ma thé hién do tuong déng trinh tu nucleotit 16n hon

94% v6i cac trinh tu tuong g tur ca rd phi Israel.

Cac doan nho cia mdi doan duge tao dong vo tinh vao cac vecto plasmit dé tao ra
cac mau do ding cho phuong phéap thim tach Northern. Ba hdn hop clia cac mau do dugce
st dung thé hién céac doan 1, 4, 7, va 10 (Combo 1); 3, 6, va 9 (Combo 2); hodc 2, 5, va 8
(Combo 3) dé phong ngira sw chong 14n tin hidu tir cic doan c6 kich c& tuong tu. Téng sb
ARN dugce chiét tir gan cia ¢4 rd phi Ecuador méc bénh va tir té bao nudi cy dugc gy
nhiém bﬁng TiLV dugc tao ra tir ndo tir ca ro phi Israel hodc dich ndi & trén ctia moi
truong nudi cdy té bao. Phuong phap thdm tach Northern dd chting minh sy c6 mit cla
tAt ca 10 trinh tu trong cac chét chiét axit nucleic tir ¢4 r6 phi Israeli va cé rd phi Ecuador

bi 1ay nhiém (Hinh 5).

Céc lan tim kiém do tuong déng trong co s& dit li€u trinh tw NCBI da thu dugc chi
mét diém so khép don 1€ dbi v6i doan 1 ma chi ra do tuong déng rat xa voi cac motif

polymeraza ARN phu thudc vao ARN ctia orthomyxovirut (Bang 2).

Bang 2 doan hé gen TiLV
D6 twong dong | SEQ ID NO
, Kich c&
Poan Cum so v01 cac trinh tu
[nt] .
da biet
cac mién 7
1 5 1640 polymeraza PB1
cua
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orthomyxovirut
2 0 1471 khong c6 2
3 7 1371 khong co 9
4 4 1249 khong co6 6
5 1 1098 khong c6 3
6 2 1044 khong c6 4
7 3 777 khong c6 5
8 9 657 khong c6 11
9 8 549 khong co 10
10 6 465 khong co 8

Vi du 12- PCR chén doan

. PCR thong thudng: Cac doan mdi NM-CLU7-SF1, 5°-AGT TGC TTC TCA YAA
GCC TGC TA (SEQ ID NO: 28) va NM-CLU7-SR1, 5’-TCG TGT TCA CAR CCA
GGT TTA CTT (SEQ ID NO: 29) dugc thiét ké dé khuéch dai ving xAp xi 245nt clia
doan 3 ctia TiLV (cum 7, S8 truy cap KJ605629). cADN tir ARN duogc chiét bing chét
phan ung TRI (Invitrogen) dugc tbng hop bang Superscript I (Life Technologies) va céc
hexamer ngau nhién theo quy trinh ctia nha cung cip. PCR duoc thuc hién bing Amplitaq
Gold (Life Technologies) va cac san phim PCR dugc hién thi trén gel agaroza, dugc tinh
ché béng kit Purelink Gel Extraction (Invitrogen), va dugc xac nhan vé tinh dic hiéu dich

bang phuong phap giai trinh tu Sanger trén ca hai sgi (Genewiz, NJ). (Hinh 6)

PCR thoi gian thyc dinh lugng: Thir nghiém PCR thoi gian thyc dinh luong dung
cho TiLV dugc thiét 1ap, hudng dich dén doan 1 ctia TiLV va beta-actin trong vai tro 1a
d6i chung gen gitt nha (ARN thong tin beta-actin cua Oreochromis niloticus,
XM_003443127) (Hinh 7). Pbi v6i ca hai thir nghiém, cac ving dich tuong Gng dugc tao

dong v tinh vao cac vecto plasmit bang cach sir dung cac doan moi TiLV-CLU5-cF1,
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5°.GGT CAA TTC GAG TCA TGC TCG (SEQ ID NO: 30) / TiLV-CLU5-cR1, 5’-GCT
GGA CTG CTT TAT AAA TAG CAT AG (SEQ ID NO: 31), hoic TIL-Actin-cF1, 5’
ATC CTG CGT CTG GAC CTG GCT (SEQ ID NO: 32) / TIL-Actin-cR1, 5’-TGC CAA
TGG TGA TGA CCT GTC (SEQ ID NO: 33) dé tao ra céc tiéu chuin hiéu chuin dinh
lugng (cac Hinh 7A va 7B).

PCR thoi gian thuc c¢6 hudng dich duoc thuc hién béng cach st dung cac

oligonucleotit ddc hiéu dudi day:
Doan 1 cia TiLV (cum 95)
CLUS5-mRNA-qF1, 5°-AGC TAT GTT ATC TGG CGC T (SEQ ID NO: 34)

CLU5-mRNA-qR1, 5’-GTT GTT ATA CCT ATA GGC ACA T (SEQ ID NO:
35)

CLU5-mRNA-Probe, FAM-5’-GCC ATT CCA CTC AGC AGA ACG TCT G-
TAMRA (SEQ ID NO: 36)

Beta-actin cua c4 r6 phi
TIL-Actin-gF1, 5°-GCG TGA CAT CAA RGA GAA GCT G (SEQ ID NO: 37)
TIL-Actin-qR1, 5°-CCA ATG GTG ATG ACC TGT C (SEQ ID NO: 38)

TIL-Actin-Probe, FAM-5°-CCC TGG AGA AGA GTT ACG AGC TGC-TAMRA
(SEQ ID'NO: 39)

Nhu duoc thé hién trong Hinh 7C, qua trinh phét hién TiLV dich thuc dugce tim
thiy & cidc mau mo khac nhau ctia ¢ ro phi mic bénh tir Israel bang cach sit dung PCR

thoi gian thuc c6 cac doan mdi dic hiéu dbi v6i TILV.
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YEU CAU BAO HO

1. Polypeptit phan 14p cua virut Tilapia Lake dugc md hoa bdi axit nucleic ¢6 trinh tu
duoc chon tr nhom gé)m céc trinh tu néu trong SEQ ID NO: 2 dén SEQ ID NO: 11, hoac
axit nucleic bd sung véi trinh tw dugc chon tir nhém gdm céc trinh tu néu trong SEQ ID

NO: 2 dén SEQ ID NO: 11.

2. Polypeptit phan 1ap cta virut Tilapia Lake dugc ma hoa boi bién thé co trinh tu bét ky
trong s céc trinh tw néu trong SEQ ID NO: 2 dén SEQ ID NO: 11 hoic bién thé ctia axit
nucleic bd sung véi trinh tw duge chon tir nhém bao gém cac trinh tu néu trong SEQ ID
NO: 2 d&n SEQ ID NO: 11, trong d6 bién thé nay c6 do twong dong trinh tu it nhat
khoang 80% vdi cac trinh tu néu trong SEQ ID NO: 2 dén SEQ ID NO: 11 hoic axit
nucleic bd sung véi trinh tu bat ky trong sb cac trinh tu néu trong SEQ ID NO: 2 dén
SEQ ID NO: 11.

3. Polypeptit phan lap cda virut Tilapia Lake theo diém 2, trong d6 bién thé nay c6 dd
tuong ddng trong khoang tir khoang 99,5% dén 85% v&i trinh tu bit ky trong s6 cac trinh
tw néu trong SEQ ID NO: 2 dén SEQ ID NO: 11 hodc trinh tir bd sung véi trinh tw bt ky
trong s6 cac trinh tu néu trong SEQ ID NO: 2 dén SEQ ID NO: 11.

4. Ché pham sinh mién dich bao gdm polypeptit ctia virut Tilapia Lake theo diém 1.

5. Ché phdm sinh mién dich bao gdm polypeptit ctia virut Tilapia Lake theo diém 2.

6. Ché pham sinh mién dich bao gdm polypeptit ctia virut Tilapia Lake theo diém 3.

7. Ché phdm sinh mién dich bao gbm virut bi tiéu diét va/hodc duge lam suy yéu chua
polypeptit cta virut Tilapia Lake, trong d6 polypeptit nay dugc ma hoa béi axit nucleic
¢6 trinh tu duoc chon tr nhém gém cac trinh tu néu trong SEQ ID NO: 2 dén SEQ ID

NO: 11 hoac axit nucleic bd sung vai trinh ty dugc chon tir nhém bao gém céc trinh tu

néu trong SEQ ID NO: 2 dén SEQ ID NO: 11.

8. Ché phém sinh mién dich theo diém 7 con bao gém it nhat mot ta dugc, chat bd trg

hodc chét phu tro.

9. Ché phém sinh mién dich theo diém 4 con bao g61n it nhat mot ta duoc, chat bd tro

hoéc chét phl_i tro ma lam tang cudng va/hodc kéo dai dap Gng mién dich.
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10. Ché phém sinh mién dich theo diém 5 con bao g&n it nhAt mot t4 dugc, chét bd tro

hodc chét phu trg ma lam ting cudng va/hodc kéo dai déap tng mién dich.

11. Ché phém sinh mién dich theo diém 6 con bao g6m it nhat mot ta duge, chét bb tro

hodc chét phu trg ma lam tang cudong va/hodc kéo dai dép tng mién dich.

12. Ché phém sinh mién dich theo diém 9 trong do it nhat mot ta duoc, chét bd trg hodc

chét phu tr¢g dugc chon tir nhém bao gém dau, thuc an va gelatin.

13. Ché phém sinh mién dich theo diém 10 trong d6 it nhét mét ta dugc, chét bd trg hodc

chét phu tro dugc chon tir nhém bao gém dAu, thtc an va gelatin.

14. Ché phém sinh mién dich theo diém 11 trong do6 it nhat mot ta duqc,_chét bd tro hodc

chit phu trg duoc chon tir nhém bao gbm dau, thic #n va gelatin.
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PatentIn phién ban 3.5

Virut ARN Tilapia Lake

acagctaact
aagttcttac
ctgtttgaag
ggcaacagtt
ccagcagatt
tgggcacaag
aaagagtggc
caaggaaaca
ctgcggtgag
acgtgataga
tcacaagcct
gcttttgatg
taccagcata
aaccgcctcc
tgagtttgac
taatataggg
actacctccc

ggacgtcatc

Pugc ndp cung vdi vadn ban nay

ggggttttct
agtacagtag
aataagtgga
cgttgcattt
tgtaaggtac
gcatcctacg
ccgaagcctc
gctgagctaa
gagtgtggtc
gaatttgagt
gctacacaga
ttgattgcta
ctagctgtac
actcaécact
gggtacaggg
gagcaagact
ataagtagga

ttacttctygg

gtgacgattt
agagacgtcc
ttgcctttga
tgaacaatga
aattcaagga
atgctgagct
gtattgagtg
agaggcaata
ttgaccaaga
tccgcaatgg
agatattacc
gaagcacaac
cggtcatgcg
tagttgtagg
cagctgtgca
ttgtgagtac
agggtgatct

aatgcctcga

Polypeptit phdn ladp cuta virut Tilapia Lake va ché phdm sinh

cacttatagc
aggagtcccc
gctggaaggc
tgctacatac
ttatttggag
aagggaacgg
ggtggcacca
tggattcttc
ggcaagagaa
agggtggata
tctaccggcect
tcaggcaggg
cgactctgga
tctaagtaaa
tgtgatgcac
ccgagaaatt
ggacagagct

ctctacaagg
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60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080



gttagccaag
gacgagttca
tcactttatt
tgatcgcttt
atttgc
<210> 2
<211>

<212>
<213>

ADN
<400> 2

ccaaatttta
atcattcaag
tgtgcacaga
cgccctaaac
gtccagggtt
gactcaggag
tgccttgcaa
atttcacagg
cgaatccggce
aggttctttc
tgacgggttc
ttcgttttgg
atctatagca
acctactgca
cagggacgta
gctttcagtg
cgccctggac
gcaagggctt
gaggaagctc
ggttgtaaac

tctctcgaga

1471

cagtggctca
ggaaaggcta
attcactttg

cgacgccttc

ctctctatta
ggcagaactg
agcttactta
cagttcttgg
gctgtgaaaa
gaagcaattg
gacagggtag
ggcttagcgg
ttcgtgagag
aaagattcac
caacacttcg
ttggcaaaac
gcagctgagt
ctagatccat
gggtatgcaa
aggaaccttg
aggctcagag
gcaaatctca
aatataaagg
ctggacgatg

tcaaagtgga

acattttaat
ccagctggcet
tgcagtaaga

gctaaaggtt

Virut ARN Tilapia Lake

ccaaatacat
aggtcacaat
cggctgacaa
ataaagattt
agtctaagct
atctttacaa
tcaatgagcc
ctctagggta
caattcctac
ttggatttgt
tcgctgtcga
gtcttgcaaa
gcccttgtag
ttggaggcag
cagctaacca
gaccgcaagg
cagcgtacag
tcacacctgt
cattacgttc
tggttagagg

tgggttacga

42496

aggcaccggc
tctgagataa
ttgcggatga

acgacgttct

ttacttctga
aaccgaatat
gtctctaagg
gcctcecttttyg
gaggagtcag
caagggctat
tgtagcttac
cactttggct
cactccatgc
gataaaaatc
ggatgctaag
gaggctgaat
gaaagtgtgg
ggccttctgce
catatcacag
tagtgcaaat
tagggggacg
aggtgaaaac
tcccecgagagg
gttctacctt

ggaccttcct

2

tagcacttag
ggggtacaat
cagtacaccc

aatagaggat

aaaatgagtc
cgctctcata
aagtcattct
cccattcggce
ctgtcgttca
gatggtgaca
tcgagtgcag
gatagagcat
gggttcatat
ggcgaattct
ttcctagcaa
ctggtcccaa
gaagctagtt
gaccagggtt
gaaacacttt
gtctcaggct
cccgcctcta
tttgaatgcg
tacattacga
gacaaggcga

cagaaacctc

cgtctgtaag
acccttaagce
atttgcgaga

tatgggaaaa

agtttgggaa
ctgtcaaaga
gttttaggaa
caaaattaga
gacccggttt
gcgtctcagg
ataatgacaa
ttgatacatg
gttgtgggcc
ggcacatgta
gtaagtctcc
aagaggatcc
ttgctagggc
gggtgtacca
ttcaacaagc
caatacatac
gatctatact
atctcgacaa
tagagggcct
aggtcactgt

cgaacggtac

95/120

1140

1200

1260

1320

1326

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260



attttactgt
aaégaagcga
ccgggaggta
tatatatatg
<210> 3

<211>

<212>
<213>

ADN
<400> 3

ccaaatgttt
cctagtttge
aaacaatacc
gttcaggatg
gggtgggtcyg
caaacttccc
agatagtggg
tttggaggtg
cgactacaag
tatactgtgt
ggtcatcggce
agctttgaca
cgtctgtaaa
tattcttgca
ttcgctgatg
ctatgggagt
tttctatatt
gcttccatta
gaaaagagta
<210> 4

<211>

<212>
<213>

ADN

<400> 4

1098

1044

agaaagagga
aaagtggcag
gcggaaaata

gtaataatga

ctcttagctc
gcactagcaa
taccaaagta
gagagttgct
ttctgcactyg
aaagcagggg
gttgttctat
tattccaccg
accatgctgg
ttacttgcta
ctagcggacg
cgggaagtca
tctgataaca
atagtgtttg
gttctctcge
atcaaagttt
aagaagcggc
tcttgatcct

aaatttgc

aggcaatgct
tgcaggagga
tggatctaaa

gaaagatttg

Virut ARN Tilapia Lake

agactccaat
gtgatgaaag
gggagataga
cctgcactat
ggttacatgc
gaagaggtga
acaacgtttc
tactgccagg
cctcaaggca
gctcagtagc
cagctcaagc
ccggtatgac
taggcaaatt
ggatgctaga
tactcagtaa
tagtattccg
ttaagaagaa

taagcttcta

Virut ARN Tilapia Lake

42496

tctcatctca tgtagtccag gcacgtacgce

tcgctttaaa gatatgaggg ttgagaattt

tcagtagggt ttcttggcaa aagccttcac

C

agctatgcag
tttaaggata
aagtgaaata
gggggtgcac
agtacctaac
ttggaaagct
caggtgcagc
tcagtgtgac
gccgaagtcg
aattggcatg
agatgtttct
gctaggagag
caaagagcaa
gaaatataag
acttgtttct
gaggctaaga
aagcccgcett

ttcctggtag

gcgctggtcecc
aaacgactac
aggcgtggat
tacattgtaa
agcttcccag
actgaagtta
cacagtagcg
tgtaccagac
tttgtagtag
ggtgtttaca
gagatttggg
ttttgctcga
tttgcagcct
tttgtctatt
ctgttgaagc
gttgtgtgtt
gaggatgacg

gtcataaagt

tgacaagctg
aatcatacct
ttgcatccaa
ccccatcectce
ccctcecgggta
ggattgacga
agtgcagaga
ccactgtgga
caggcctcat
attatgctgg
agtacttaga
ttaaatccct
ttggggaagc
acctggtgct
aggtgccctt
tcaagacctt
aagtccctct

ggtaaactga

96/120

1320

1380

1440

1471

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1098



ccaaatttta
gtgataagaa
aacatgtggc
aaatattctg
gtggttctgg
atgtatgatt
aaacgatgta
tcgagaaaag
cgaggtaaaa
tcgaagagga
tgtaagcgta
tggagctgceca
aatcactccc
aagcgtcacc
tcaaatgctt
cctgtaattg
aaatacatgt
tgcttgattg
<210> 5

<211> 777
<212> ADN

<213>

<400> 5
ccaaatttta

ttggtgagct
agactgggct
tcttttgtgce
gtcacccaac
gattgccagt
cctatttagt
cgaagtactg

tggtgaccag

cctctcgecat
cccttacttt
ggttttacgg
ttgaaggttc
gacttgatgg
tggagggatc
atccgacgct
aactggagcc
tacgtactat
ggcccatctt
ctatagatag
gagacaatag
catacaaatg
agctcatcag
atcttcttgce
atctttcgat
gacactatat

agagaaatat

ctctctttgce
tgagagaatt
gttccatcga
aactgggttt
cgatggtgga
cagaagggta
caaaggggac
gctctgtgcg

cactcgacca

gcatttttat
gttttcaaca
gagatcaaac
atattcgagt
tagcaacgaa
aaaaggggaa
aaactttatg
tgtaaccgac
aaaaataagc
tagcacctgt
aacatatatg
cacaaaacag
ccacttttcc
cgagtggtcc
tcgtactttt
atcaccacca
gtcctatcat

ttgc

Virut ARN Tilapia Lake

attgcatacc
atcacgcgca
ctgctcctag
acacccaata
gaaaaggtac
cttgcccagg
atgcatctct
ccatccccaa

ctgactgagt

42496

ctacaggatt
ctctttaacg
tacacgtcaa
agtgattatc
gtcatagact
ctccatcatc
cttggaggat
aagatattgg
tctaaactgt
atgctaatgt
acgccaaacg
tgttgggtat
gcagtggaag
gcgatgcagg
cttagctata
gtgacagtaa

gtgggcgaaa

gtatagtaat
aaaacaccct
agcattactc
caaatggcac
ctttgaaatg
agggtacagc
gttcaactac

agtttccaca

tgagcagggt
4

gtccaatgag
gaagcgatca
gcgtagtcat
tggatccagc
caggtgggtc
tgaactgcaa
ttgttttgtg
agagccgggg
ttgagacatc
cgcgtggtet
gcttcagaac
tagttgagtc
tcctactacc
atgaagttgc
caaaaatgcg
gatcctgcetg

tgcccaggta

agacacaatg
ccccaaggac
tggtgcctcg
aacctggatt
gaagtatgaa
agtaagaggc
cttctacact
ttggaccaag

tgccacatac

ttggcttagg
atgcgtggac
tgacggggac
agtacagaag
tccatactac
ctttgtcgag
cccaggaata
aataccgggc
gctgtgcecctt
ttgtacaaac
tgaatacaag
actggaggag
agccgaaata
ttataagaag
tagattaaat
taaaattaat

cagttttaag

tcctacaaga
agcggaagtc
aacgtatggt
gtattgacga
gtgagcccceg
ccgaaaggag
agaagggaag
agatcagcgt

ctagaggcta

97/120

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1044

60
120
180
240
300
360
420
480

540



taagtaaggg
tgccaatccc
tggggaggcc
cttcttatgg
<210> 6

<211>

<212>
<213>

ADN
<400> 6

ccaaagttta
acaaagacta
tcacccagca
gcttgtggtc
gctgctgcat
ctgagagcca
gaagcaggga
gcaacctgtg
gctatgattc
gtétggaagg
gacgcccaat
ggtggctact
aatcagactg
ggcgaccagg
gtccttgetg
ctacctctgce
attgccgact
attcagaaac
ctéaaggaga
aaagctgcac

agtcatctaa

<210> 7

1249

tgcaactgat
taaaggaatc
tttctaagtt

tactcagtac

ctcctattac
gtatggcagc
cttcgcaggt
atgtgtttgg
ttctctttaa
gtgaaaagaa
tgagggtcgg
tgcctgcact
agatgatgaa
ctaggtacgt
ggttcccata
ttgcaaagaa
ctataatccc
tcaccctcag
agtgttggag
aagctacagg
ctaggattga
aggacggtgt
cagcaggggc
aggctgccaa

aactggtaaa

gtcaatgaat
acgtttgaac
aactaattac

cgttcactaa

Virut ARN Tilapia Lake

ccagaatagc
tgccagcact
acaagctgaa
aagttccttt
aatgcacact
gagagagagg
aaggagcctt
gggctcaaag
ggaccataac
cagtttggtt
tctgagtggg
agcagcagca
gcctccgaga
ggagctgctt
ccccectegeag
aagctgcttc
gggaacaggg
cataaaatgt
tgttgggaga
gggcccctcet

ttcttagacg

42496

cgtggtgtte
tctaattacc
ttttgaaagc

ggatggtage

taacttaata
gttgcaccag
ctcccaagaa
aacagggagg
cactccctcg
gagaacgcta
atattaacca
atgaaggtga
tctctattaa
gctctcgacg
gattcctatc
ggagaaagag
tttctgatca
gcctcaattg
ggggacggga
ctggtggtag
aacacgaatc
aagagaagtg
taggcaacga
tagcccaagt

gtaattggag

ctaccacaga
cagctgtttc
agggataatt

atgagagaaa

aactgaaaat
aggtagcaat
accttgaggt
acaacagtgt
atggtcagga
agaaatcaag
gcagatggac
taaaagcctc
gagtgtgtgt
agaggattca
gtgcttgccc
gaaagaacta
ttggccacag
cttggggcct
gtattggtgt
ctagccacgg
tgctggaaga
ggaagagtct
agtaggccac
tttctatata

aaagatttg

gttgggttag
gttgtcttat
ggtctgagag

gatttgc

ggtgagaact
ggatgaaagt
tttcaacgaa
gatatctgat
ggctaaggtt
gaaggcacca
tgaatactgc
aggggacgca
tcgcattgag
gactttggag
agggctggtt
caaaaagttg
gctgcagata
ttgcgacggt
tgttgttggt
gctctcagca
atgcattgcc
gtatcactgc
ccatgcgcegg

ttctttaaca

98/120

600
660
720

777

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200

1249



<211>
<212>
<213>

ADN
<400> 7

ccaaacgtta
caagaaggag
tcagcagcga
gctgtccaca
gtcgattccg
gttgtatgca
tgtagttctc
ataggtgaca
cgcgaccagg
agattgcttt
gtgtacaccg
tcaagaaaac
acactgctaa
atggtgcgca
ttgatgggaa
ctgtctttca
gaggacctgc
gcctcactgg
ggttgtactg
atgttatctg
cagataaagc
gaggacttcc
acttgggatt
cagaaagtcc
ctctcagact
aagatcagag
tttaactatg

gcgaatgaga

1640

tctcttaatt
tttgcaaagg
gggagtcatt
ctggggactt
acctttattc
aaagtaccac
catctgagct
cgagcgtcga
agaggggtaa
cctctgtagt
Ctactgctag
atgttcttaa
aagtgtggga
ggaaatgcgt
tgtttaacgc
gcgacgactt
ttttcgcaag
aaataaactc
ctggtgtcce
gcgctgttga
agcaggaatg
tccccacatg
gccaccéatt
tgtctgtcct
tggaccccecct
cagctaggca
ctatttétaa

gaaatatttyg

Virut ARN Tilapia Lake

acgcactatt
taacctgtta
agacagagcg
aagcaagctg
agaaaggagt
gctcacccgce
catatgtaag
ggagttactt
acccaagagc
agagacgcac
tgcagaacaa
tggcgactgt
tgcaataggce
tctcattaaa
aactgccacc
tataacatcg
ctgtcataac
gtgtaccctc
tttcagggga
ctcaggagtt
tgcctatagg
cctgggaggg
ttggtaccag
tgcttcaaag
ggtccctcat
ggctcacttg

agcagtccag

42496

actgtactac
tcaggcccga
tctgaaatca
cctaatcagg
tgctgttggg
ggtatgacgg
gttttgacag
tctcatggca
agagctatct
gctagatctg
cgggctatga
actaagtata
atggggtcaa
gacactctag
ttggcattgc
tttaaétcgc
ttgtcgctaa
actagggacg
ccacttgtga
atgccattcc
tataacaacc
aagactgtaa
gtgcaccccg
actcgcagaa
aggctcctcecg
aagtccttag

cccaccgctg

cataaggtat
cctcaatgaa
tgacaggaaa
gagaaagtcc
ttatagagaa
gcctgttgaa
tagaatccct
ggtactttaa
ttctgtcaca
tgctgtcaaa
tggccgcaca
atgaggcaat
tcggagtcat
tagagtgtcc
aggggacgac
ctgctgaatt
agaagagtta
gtgacctagc
ctctgaaaca
actcagcaga
ccacttacac
ttagctttca
atggcccaga
ggagaacccg
tatcagagtc
gcttggaaca

ggtgctaagt

gtgggcattt
ggcaccggat
atcgtacaat
actgaggata
ggagggcaga
cacaacaagg
atctgaaaag
gtgcgcactt
tccattcttce
ggtctcagca
ggttgtagag
cgacgcagac
gctcgcttac
aggaggtatg
tgacagattc
acgcgagata
catttcagtt
cacagggttg
gactgcagct
acgtctgttc
aacgaggaat
atctctactg
cactatagat
actggaggct
agacgttagc
acccacaaac

aactatatag

99/120

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500

1560



<210> 8

<211> 465
<212> ADN
<213>

<400> 8
ccaaatttta

atttgtcaag
ggaagatcaa
atggtgctga
tggacgactg
gaagggacag
agaagtctct
acaggccaac
<210> 9

<211>

<212>
<213>

ADN
<400> 9

ccaaatatta
tttgcacagc
ttcctaagtt
tatgactgtt
ccaaaggcaa
gagtaccagc
aaagttgggc
catccaaaga
atatccaagg
ctcgcctgeg
tacgcacgtg
gcttctcaca
cgtgagcecttt
gataatacca

agaccaaccg

1371

accctactaa
tgacagtgac
gaagggcaag
cgagagcggt
tgattctgca
agaggatgat
tgacgtgcag

gctaactata

ccccttaatce
taactggggt
cttacagtac
tgaagaataa
cagttcgttg
agatttgtaa
acaaggcatc
gtggcccgaa
aaacagctga
gtgaggagtg
atagagaatt
agcctgctac
tgatgttgat
gcatactagc

cctccactca

Virut ARN Tilapia Lake

caccaaatat
tcgggggctg
aaagctgctt
gaagataata
atcccagagt
gggcagagtg
tcttagcacc

cagggtgtca

Virut ARN Tilapia Lake

cttaatagac
tttctgtgac
agtagagaga
gtggattgcc
cattttgaac
ggtacaattc
ctacgatgct
gcctegtatt
gctaaagagg
tggtcttgac
tgagttccgce
acagaagata
tgctagaagce
tgtaccggtc

ccacttagtt

42496

agctataagc
agagctcagg
caaagaagcg
tagagtgggg
gggctagggt
acctatctcg

ttaatatcgg

gagggaaaga

cgttaacttt
gatttcactt
cgtccaggag
tttgagctgg
aatgatgcta
aaggattatt
gagctaaggg
gagtgggtgg
caatatggat
caagaggcaa
aatggagggt
ttacctctac
acaactcagg
atgcgcgact

gtaggtctaa
7

caggatgagt
atgtttagta
aagttggaag
tgacgaagtc
tgatttcaat
attttccgaa
ttctgatttc

tttgc

cttttgaaat
atagcgaagg
tccecegtaga
aaggccagcc
catacgtttg
tggagatcga
aacggctatt
caccacccag
tcttcgagtg
gagaacttat
ggatacaaag
cggctagtgce
cagggaaagdt
ctggaaagca

gtaaacctgg

gtggcagatt
ctaagaagtc
aatgaaaggt
gacctcgaga
cccaaaaaca
gatttcggaa

gttcgtatcc

ggactcgcgg
gagccgaagyg
gggtgactgt
gcggaaattt
ctctgagcaa
cggggttgtt
ggaactacca
acttgcggac
ctcaaagttc
actgaacgag
gtatacagtt
tccacttgcet
actgcatagc
cagtaaaagg

ctgtgaacac

100/120

60
120
180
240
300
360
420

465

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840

900



gattttgagt
tcggctaata
ttggaactac
agatgggacg
gctcaacatt
ggctaccagc
ctttgtgcag
ccttcgctaa
<210>
<211>

<212>
<213>

10
548
ADN

<400> 10

ccaaatttta
aatacagatt
cattaccccc
atcctggatc
cagccaactt
cacggaattt
atatctgaca
gcgaacctac
gctttagtaa
agatttgce

<210>
<211>

<212>
<213>

11
657
ADN

<220>
<221>
<222>
<223>

<400> 11

ttgacgggta
taggggagca
ctcccataag
tcatcttact
ttaataggca
tggcttctga
taagattgcg

aggttacgac

ctcacaagtc
ctgtgtcagt
cttggagctt
gaaaacattg
ggcaggagag
tgcacacttc
tggctggcga
tgattcctca

aaatggataa

misc feature
(1) ..
n la a, ¢, g,

(1)

cagggcagct
agactttgtg
taggaagggt
tctggaatgce
ccggctagca
gataaggggt
gatgacagta

gttctaatag

Virut ARN Tilapia Lake

cgattacttt
aatcttgaca
gtgctgcgge
tctagaatgt
tgcaatggtg
aacatcggaa
tagaacttta
gctagaacat

gcttcagctc

Virut ARN Tilapia Lake

hoac t

42496

gtgcatgtga
agtacccgag
gatctggaca
ctcgactcta
cttagcgtct
acaataccct
cacccatttg

aggattatgg

ttccgettgg
gagatgagtc
ggcaagacat
tcagagatct
atagggagct
aggcaggcac
tgagggcggt
tgtagtgaac

tggcaaagta

tgcacctaga
aaatttacaa
gagctagtgg
caagggttag
gtaaggacga
taagctcact
cgagatgatc

gaaaaatttg

tgatgtcacg
ggtcgtacgt
cacaacctgg
cagagttaat
gggtccaagt
caagaagggt
ccaggggcaa
catgtgacat

tgactttaag

tcccaagcaa
gctggatatg
tcttgagaca
ccaagcagtg
gttcaggaaa
ttattattca
gctttcgacg

C

atggatagaa
qactttgtgc
tcaagtctgg
gacactgagt
agtaacggag
catgtggagg
ttgaagctcc
taataattta

gacgtgagaa

ncaaatatta cctcatctac actaacattt ccaattggac agcatatcca ggaataagta

tggctcaaat cccaacacta agagagggcc aagggaagct ctacgatttc acgctcaacg

8

101/120

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320

1371

60
120
180
240
300
360
420
480
540

548

60

120



gcatgacagt
caggtccgga
aacacctgct
gaatctcgag
aaagatttga
agctccctgg
tggcaactgce
acacttctgce

gtcattttcc

gactagagac
tttgctttce
tgttaagcac
gcgagtcagt
attcaatcgg
gattaactgt
tttgaaggac

tgctatcaat

ccagggaggt

acagtcaaca
ctaacaattg
gccggcatga
gtgacagtcg
aagcagtacc
gtcgacatac
actgaaggtt
catttccgtyg

aagctactcc

42496

ctgtagttgc
gcgaaggcct
cccgaaagcg
acgcaattat
tggatattgc
ccactgcgcet
cacaagatga
aaatgcttaa

atttgtgtaa

tctggagttt
ctcagaagaa
gatagaggaa
aataacaaac
caaacaagct
cgcttttcecte
caggatggcc
ataaaaagtg

tgatgagaaa

cttgtcaatg
acaaagttta
aggctgggac
cgcaagggtc
atgaagctta
gaggaggtcc
cttaaggcag
agtcttcagt

aatttgc

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

<400>

Glu

1

Phe

Val

Leu

Phe

65

Val

Asp

Tyr

Ser

Asp

145

Glu

Met

Thr

Glu

Lys

50

Pro

Cys

Tyr

Asp

Gly

130

Ile

Cys

12
420
PRT

Virut ARN Tilapia Lake

12

Asp

Tyr

Arg

35

Asn

Lys

Ser

Leu

Ala

115

Pro

Ser

Ser

Ser

Ser

20

Arg

Lys

Ala

Glu

Glu

100

Glu

Lys

Lys

Lys

Arg

Glu

Pro

Trp

Thr

Gln

85

Ile

Leu

Pro

Glu

Phe
165

Phe

Gly

Gly

Ile

Val

70

Glu

Asp

Arg

Arg

Thr

150

Leu

Ala

Ser

Val

Ala

55

Arg

Tyr

Gly

Glu

Ile

135

Ala

Ala

Gln

Arg

Pro

40

Phe

Cys

Gln

Val

Arg

120

Glu

Glu

Cys

Leu

Arg

25

Val

Glu

Ile

Gln

Val

105

Leu

Trp

Leu

Gly

Thr

10

Phe

Glu

Leu

Leu

Ile

90

Lys

Leu

vVal

Lys

Glu
170

Gly

Leu

Gly

Glu

Asn

75

Cys

Val

Glu

Ala

Arg

155

Glu

vVal

Ser

Asp

Gly

Asn

Lys

Gly

Leu

Pro

140

Gln

Cys

Phe

Ser

Cys

45

Gln

Asp

vVal

His

Pro

125

Pro

Tyr

Gly

Cys

Tyr

Tyr

Pro

Ala

Gln

Lys

110

His

Arg

Gly

Leu

Asp

Ser

Asp

Arg

Thr

Phe

95

Ala

Pro

Leu

Phe

Asp
175

Asp

Thr

Cys

Lys

Tyr

80

Lys

Ser

Lys

Ala

Phe

160

Gln

102/120

180
240
300
360
420
480
540
600

657



Glu

Glu

Lys

Ala

225

Lys

Arg

His

Phe

Gln

305

Tyr

Leu

Leu

Phe

Lys

385

Ser

Pro

Ala

Phe

Pro

210

Arg

val

Asp

Leu

Asp

290

Ser

Lys

Asp

Glu

Asn

370

Gly

Leu

Phe

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

<220>
<223>

<220>
<221>

Arg

Arg

195

Ala

Glu

Leu

Ser

Val

275

Gly

Ala

Leu

Arg

Cys

355

Arg

Tyr

Tyr

Ala

13
24
ADN
Trinh tu

Glu

180

Asn

Thr

Leu

His

Gly

260

Val

Tyr

Asn

Asp

Ala

340

Leu

His

Gln

Tyr

Arg
420

doan mdi

Leu

Gly

Gln

Leu

Ser
245

Lys

Gly

Arg

Ile

Met

325

Ser

Asp

Arg

Leu

Ser
405

nhan tao

tdéng hop

misc feature

Ile

Gly

Lys

Met

230

Asp

His

Leu

Ala

Gly

310

Leu

Gly

Ser

Leu

Ala

390

Leu

Leu

Trp

Ile

215

Leu

Asn

Ser

Ser

Ala

295

Glu

Glu

Leu

Thr

Ala

375

Ser

Cys

Asn

Ile

200

Leu

Ile

Thr

Lys

Lys

280

vVal

Gln

Leu

Glu

Arg

360

Leu

Glu

Ala

42496

Glu

185

Gln

Pro

Ala

Ser

Arg

265

Pro

His

Asp

Pro

Thr

345

Val

Ser

Ile

Val

10

Tyr

Arg

Leu

Arg

Ile
250

Arg

Gly

Val

Phe

Pro

330

Arg

Ser

Val

Arg

Arg
410

Ala

Tyr

Pro

Ser

235

Leu

Pro

Cys

Met

Val

315

Ile

Trp

Gln

Cys

Gly

395

Leu

Arg

Thr

Ala

220

Thr

Ala

Thr

Glu

His

300

Ser

Ser

Asp

Ala

Lys

380

Thr

Arg

Asp

vVal

205

Ser

Thr

Val

Ala

His

285

Leu

Thr

Arg

vVal

Val

365

Asp

Ile

Met

Arg

190

Ala

Ala

Gln

Pro

Ser

270

Asp

Asp

Arg

Lys

Ile

350

Ala

Glu

Pro

Thr

Glu

Ser

Pro

Ala

Val
255

Thr

Phe

Pro

Glu

Gly

335

Leu

Gln

Phe

Leu

Val
415

Phe

His

Leu

Gly

240

Met

His

Glu

Lys

Ile

320

Asp

Leu

His

Arg

Ser

400

His

103/120
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<222>  (19)..(24)
<223> n l1la a, ¢, g, hoac t

<400> 13
ggaactcaat gcacgcgtnn nnnn

<210> 14
<211> 18
<212> ADN

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<223> doan mdéi tdng hop

<400> 14
ggaactcaat gcacgcgt

<210> 15
<211> 54
<212> ADN

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> doan méi tdéng hop

<220>
<221> misc_feature
<222> (54)..(54)

<223> n la a, ¢, g, hoadc t

<400> 15

ccagtgagca gagtgacgag gactcgagct caagcttttt tttttttttt ttvn

<210> 16
<211> 23
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> doan mdéi tdng hop

<400> 16
tatcacgtgc gtactcgttc agt

<210> 17
<211> 18
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> doan mdi tdng hop

<400> 17
ccagtgagca gagtgacg

11

104/120

24

18

54

23

18



42496

<210> 18

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> doan mdéi tdng hop

<400> 18
gaggactcga gctcaagce

<210> 19
<211> 19
<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> doan mdéi tdng hop

<400> 19
aagttctctt gcctcttgg

<210> 20
<211> 20
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> doan mdéi tdng hop

<400> 20
cacccagact tgcggacata

<210> 21
<211> 19
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> doan mdéi tdng hop

<400> 21
tccaaggaaa cagctgagc

<210> 22
<211> 20
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> doan mdi tdng hop

<400> 22
gaggcaatat ggattcttcg

12

105/120
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19

20

19

20



<210> 23
<211> 20
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> doan mdi tdng hop

<400> 23
gttgggcaca aggcatccta

<210> 24
<211> 20
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> doan mdi tdng hop

<400> 24
tatgcagtac tttccctgec

<210> 25

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> doan mdi tdng hop

<400> 25
ttgctctgag caagagtacc

<210> 26
<211> 18
<212> ADN

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<223> doan mdéi tdng hop

<400> 26
cagatcactg atcgatgc

<210> 27
<211> 18
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> doan mdi tdng hop

<400> 27
gtctgaaagg taaggtgg

106/120
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20

20

18

18



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

<220>
<223>

<400>

28

23

ADN

Trinh ty nhé&n tao

doan mdi tdng hop

28

agttgcttct cayaagcctg cta

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

<220>
<223>

<400>

29

24

ADN

Trinh ty nhédn tao

doan mdéi tdng hop

29

tcgtgttcac arccaggttt actt

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

<220>
<223>

<400>

30

21

ADN

Trinh tu nhdn tao

doan méi tdng hop

30

ggtcaattcg agtcatgctc g

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

<220>
<223>

<400>

31

26

ADN

Trinh tu nhédn tao

doan méi tdng hop

31

gctggactgc tttataaata gcatag

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

<220>
<223>

<400>

32

21

ADN

Trinh tu nhédn tao

doan mdéi tdng hop

32

atcctgcgte tggacctggce t

42496

14

107/120
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24

21

26

21



<210> 33
<211> 21
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> doan mdi tdng hop

<400> 33
tgccaatggt gatgacctgt c

<210> 34
<211> 19
<212> ADN

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> doan mdéi tdéng hop

<400> 34
agctatgtta tctggcgct

<210> 35
<211> 22
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> doan mdéi tdng hop

<400> 35
gttgttatac ctataggcac at

<210> 36

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> mau do tbéng hop

<400> 36
gccattccac tcagcagaac gtctg

<210> 37
<211> 22
<212> ADN

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>
<223> doan mdi tdng hop

<400> 37
gcgtgacatc aargagaagc tg

42496

15
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22



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

<220>
<223>

<400>

38

19

ADN

Trinh ty nhédn tao

doan mdi tdéng hop

38

ccaatggtga tgacctgtc

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

<220>
<223>

<400>

39

24

ADN

Trinh ty nhén tao

miu do tdng hop

39

ccctggagaa gagttacgag ctgc

42496

16
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24
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