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(57) Sang ché dé cap dén dén vecto liéu phap gen dé cai thién thi luc bang cach
dua axit nucleic mé héa san pham gen nhay sang vao té bao thu cam quang hoc
hinh que khée manh cia bénh nhén bi loan chirc nang va/hoac thoai hda thu cam
quang hoc té bao hinh nén va/hodc diéu bién qua trinh truyén tin hiéu nhay séang
noi sinh trong té bao thu cam quang hoc, sao cho pham vi cudng d6 anh sang ma
thu cam quang hoc té bao hinh que dap tmg dugc mé rong vashoic toc do tai do
ma thu cam quang hoc té bao hinh que dép (ng véi anh sang dugc tang. Sang
ché con dé cap dén catxet biéu hién chua axit nucleic, vecto chira catxet biéu

hién va té bao chu chtra vecto nhu duoc néu trong ban mo ta.
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Linh vwe ky thuat dwge dé cap
Séng ché dé cap dén céc vecto liéu phéap gen dé cai thién thi luc ctia bénh nhan.
Tinh trang k§ thuit cia sang ché

O nhiéu loai dong vat c6 vii bao gdm chudt va ngudi, s6 lwong céc thu cam quang
hoc té bao hinh que didu tiét thi luc dudi 4nh séng md 16n hon nhidu so véi s6 luong cac
thu cam quang hoc té bao hinh nén (Curcio et al, 2000). Tuy nhién, trong thé gidi cong
nghiép hoéa noi su chiéu sang cho phép cac t& bao hinh nén hoat dong trong sudt ca ngay,
thi luc dugc didu tiét boi té bao hinh que it quan trong hon. Nhiéu bénh nhan khong c6
chitc niing cua té bao hinh que tir khi sinh ra chi dugc nhén biét mét cach tinh co, va
trong thuc té khong thé nhan ra dugc thi luc bat thuong cua ho (Dryja, 2000). Ngugc
lai, khi su 161 loan chirc ning t& bao hinh nén xay ra, cac bénh nhan thudng cé tri€u
ching va thuodng bi khuyét tat vé thi luc phu thudc vao muc dd 161 loan chtrc ning té
bao hinh nén cta ho. Tuy nhién, trong mot sb diéu kién, chi (hodc phﬁn 16n) cac té bao
hinh nén bi mat di hoic bi 161 loan chtrc niing, con cac té bao hinh que van dugc bao
toan mot cach twong ddi. Vi dy, chimg mi mau la ching loan dudng vong mac di truyén
nghiém trong hoan toan thiéu ving chirc ning cla té bao hinh nén tir khi sinh ra, nhung
6 thé 14 van c6 chirc ning cua té bao hinh que binh thudng (Hess et al, 1986; Nishiguchi
et al, 2005). C4c dot bién trong nhidu gen bao gdm CNGA3 (Kohl et al 1998) va PDE6C
(Chang et al, 2009; Thiadens et al, 2009) ¢6 lién quan dén bénh nay. MBai trong sb cac
gen gdy bénh ndy ma héa thanh phan chil yéu cua thac chuyén dbi quang hoc & té bao
hinh nén ma chuyén héa anh sang thanh tin hi¢u dién bang cach gy ra qua trinh tang
phan cyc cia té bao thu cam quang hoc. O bénh thodi hoa diém vang do tubi gia (AMD),
st suy giam thi luc chi yéu 12 do sy thodi héa clia hé mit giau té bao hinh nén & diém
trung tAm. Do d6, cac bénh nhén nay mét thi luc trung tAm va do tinh cia mét, nhung
thuong c6 diém ngoai bién dugc bao toan twong dbi tot, va nhd d6 con lai d6i chut thi

luc hitu ich ma bi gi6i han béi lugng t& bao hinh nén thiéu hut bén ngoai hd mat.
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Céc té bao hinh que rit nhay sang, cho phép chung c6 thé cam nhéan dwoc luong
anh sang nho trong diéu kién mo. Nguogc lai, cac té bao hinh nén it nhay hon, nhung c6
kha niing xt 1y lvgng anh sang 16n va lién tuc truyén tin hiéu thi gidc trong anh sang ban
ngay. Su khéc biét vé& mit chirc ning nay mot phﬁn 1a do tac dung ctia bd may bt hoat
sy truyén tin hiéu quang hoc, 1 phirc hgp GTPaza bao g6m RGS9, R9AP (con duge goi
1a RGS9BP) va GB5. RGS9 la thanh phén xuc tac ma thiy phan GTP ghép cap véi
protein G, trong khi ROAP va GBS 1a cac cAu trac siéu phén tir co dinh thiét yéu (Burns
et al, 2009; Burns et al, 2010). Quan trong 1a, ROAP gén phtrc hop ndy vao mang dia tai
viing bén ngoai cuia thy cam quang hoc, noi ma sy truyén tin hiéu chuyén ddi quang hoc
ciing dién ra (Baseler et al, 2002). Su bidu hién ctia ROAP quyét dinh mirc ciia phirc hop
GTPaza sao cho RGS9 bét ky tao ra lugng du ROAP déu c6 thé bi phan giai nhanh chong
(Martyemyanov et al, 2009). Su biéu hién qua ctia ROAP & cac té bao hinh que ctia chudt
da dé 1am ting hoat tinh GTPaza va dé vé co ban 13 déy nhanh déng hoc lam bat hoat
ctia chiing, nhu dugc chirng minh bing cac gi tri ghi té bao don 1& (Krispel et al, 2006).
O céc té bao hinh nén, su biéu hién ctia RGS9 dugc ude tinh 1a cao hon khoang 10 lan
so v6i su biéu hién & céc té bao hinh que (Cowan et al, 1998; Zhang et al, 2003). Diéu
nay tao co s& cho kha ning khéi phuc nhanh choéng ctia cac té bao hinh nén tir viée tiép
xtic v6i anh sang, va nho d6 duy tri chirc nang dbi vé6i tac nhan kich thich anh sang lién
tuc. No ciling cho phép cac té bao hinh nén dép tng véi su kich thich nhanh hon. Thét
vay, v& phuong dién 1am sang, cac bénh nhan ¢ sy bat hoat dong théac chuyén dbi quang
hoc bi tri hodn gy ra boi cac thiéu st di truyén trong RGS9 hodc R9AP, hodc ching
mét thich nghi cham (bradyopsia), bi suy yéu dang ké vé& thi luc duge didu tiét boi té
bao hinh nén, bao gdm chirng mu vao ban ngay va kha nang nhin vt chuyén dong giam
(Nishiguchi et al, 2004; Michaelides et al, 2010). Trong khi d, thi luc duge didu tiét
b&i t& bao hinh que it bj anh hudng béi dot bién giong nhur vay.

Mot sb tinh trang bénh thoéi hoa diém vang, nhu bénh thoai hoa diém vang do
tudi gia (AMD) va tinh trang bénh thoéi hoa diém vang do di truyén cling biéu hién su
loan chitc ning té bao hinh nén nhung chirc ning cla té bao hinh que van binh thudng
hoic it bi suy yéu. Bénh thodi hoa diém vang 1a nguyén nhan hang dau gay mu 1oa & cac
nuge phat trién, va vi ty 18 méc bénh ting gip bdn 14n trong mdi thap ky cua cude doi,
ca AMD du kién s& ting trong nhitng ndm t6i khi tudi tho ting. Céc thubc ding dé diéu

tri AMD da chiém hon 1% cta tong ngan sach cho thudc ctia Dich vu té Quéc ia cua
gng y g
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Vuong qubc Anh (Uk’s National Health Service). Méc du cac bénh nhén méc bénh
AMD tién trién c6 thé dugc rén luyén dé ¢b dinh tap trung bén ngoai hé mét, nhung ty
1& 1am m6i thdp va ngudng mAt mau thip ciia cac té bio hinh que han ché chét luong

caa thi Iuc thu duogc.
Ban chét k§ thuit ciia sing ché

Biéng cach st dung chudt khong cé chirc ndng cia té bao hinh nén, céc tac gia
sang ché da chimg minh rang su biéu hién qué duoc diéu tiét boi AAV clia protein neo
bam Rgs9 (R9AP), mot thanh phan quan trong ctia phirc hop GTPaza ma didu tiét viéc
bét hoat dong thac chuyén dbi quang hoc, din dén sy mét nhay va “su thay dbi thich
rng anh sang” cla dién vong mac b duge didu khién béi té bao hinh que. Viée diéu tri
cho phép céc té bao hinh que dap Umg v6i anh sang chéi hon (1€n dén khoang 2,0 log)
so v6i cac té bao khong duge diu tri, nhung phai danh dbi chirc ning da thi (mtc do
anh sang thap hon). Céc phép do bang mang da dién cyc st dung cdc vong mac dugc
diéu tri cho thiy ring cac té bao hach vong mac cling thé hién “su thay ddi thich tng
4nh sang” cua cac té bao hinh que, bang viéc thé hién cac dap Gng phan cip & cac mic
d6 4nh séang thich tmg. Chirc ndng nhay twong phan dugc do bang cach dinh lugng 5O
chuyén dong theo ddi d4u dé dap tmg v6i cac cach tir hinh sin chuyén dong quay cho
thdy su cai thién vé d6 nhay 1én dén 25 1an trong diéu kién anh sang trong phong va dap
rng nhanh hon véi tdc nhan kich thich 1ap lai. Hon nita, phép do héa sinh dbi véi cac
muc rodopsin ¢ thd mét mau & cac con chudt ndy chi ra rang chu ky thi gidc khong lam

gi¢i han chirc nang cta t€ bao hinh que.

Cac tac gia sang ché ciing @& xuét bom proton duoc didu khién béi anh séng
nhanh, ArchT (Han et al, 2011) trong thu cam quang hoc té bao hinh que. Cac hat AAV8
mang ArchT-EGFP dudi su didu khién cua trinh ty khi dau rodopsin (Rho) dugce tiém
dudi vong mac & chudt truong thanh. Sy biéu hién cia Rho-ArchT-EGFP dugc gidi han
& mang cua thy cam quang hoc t€ bao hinh que. Sy biéu hién cta ArchT cho phép céc
dap tng anh sang cyc nhanh, trong khi dép tmg cla té bao hinh que ndi tai dugc bao
toan va tuong duong voi dap g quan sat thiy & thu cam quang hoc té bao hinh que
khong chuyén héa. Nhin chung, su biéu hién ArchT khong lam thay dbi kha ning cua
thu cam quang hoc té bao hinh que trong viéc dap tmg v6i tac nhan kich thich da thi, ma
viéc nay tao ra khd nang bd sung dé dép tng voi cac dap tng khong mAt mau nhanh dbi
véi cac mirc do chiéu sang cao hon. Céc tac gia sang ché cling phét hién ra rang cac té
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bao hinh que dugc chuyén hoéa chéc chin 1a c6 thé duy tri viéc truyén nhanh “gibng té
bao hinh n6n” nay, trong do cac té bao hinh que bidu hién ArchT didu khién su ting dot
ngot cua t& bao hach vong mac (RGC) duy tri & cuong do 4nh séng cao va & tan sb xép
xi tAn sb cua thu cam quang hoc té bao hinh nén. Su biéu hién ciia Rho-ArchT-EGFP &
chudt CNGA3-/- va PDE6C-/- mét thi luc dugc diéu tiét boi t€ bao hinh non cling mé
rong do nhay cua cac con chudt nay d6i v6i tic nhan kich thich 4nh sang choéi va dem
lai kha ning nhin nhanh cho céc con chudt nay. TAn s6 tdi da ctia tdc nhén kich thich ma
chuot bidu hién ArchT c6 thé theo dugc 12 twong ty véi tAn sd cta thu cam quang hoc té

bao hinh nén.

Cung v6i nhau, cac két qua nay cho thdy riang, sau khi tai nap té bao hinh que
khoe manh bing gen mi hoa protein nhay sdng ddc trung cua té bao hinh nén hodc gen
ma hoa phan t& ma lam tang tc do cua co ché truyén tin hiéu té bao hinh que noi sinh,
cac té bao hinh que véin hanh gidng nhu cac t& bao hinh nén hon, va do d6 c6 thé bu dép
cho su loan chirc ndng té bao hinh nén. Piéu nay goiy dén phuong phap didu trj nhiéu
loai r6i loan thi luc trong d6 chitc nang cua té bao hinh nén bi giam, nhung van con it
nhét 1a mot s t& bao hinh que khoe manh. Diéu ndy trai nguoc véi cac phuong phap
tiép can truée day (Busskamp et al, 2010; Cong bd don sang ché My s6 2012258530),
trong d6 muc tiéu 1a nhdm phuc hdi chic néng bi mét & cac té bao hinh nén. Viéc thay
dbi chirc ning cta cac té bao hinh que theo cach thirc theo sang ché c6 wu diém & chd 12
cé4c tinh trang bénh trong do6 cac t& bao hinh nén bi loan chirc nang nhung co6 thé sira
chita dugc (vi du trong giai doan dAu cta chimg thodi héa vong mac khi chirc nang cua
thu cam quang hoc bi mét nhung synap ludng cuc dbi vé6i thu cam quang hoc ¢6 thé van
con nguyén ven) la hiém, trong khi c4c tinh trang bénh trong do6 su loan chirc ning té
bao hinh nén 14 nghiém trong hodc tién trién va khong thé sira chita dugce, hodc céc té
bao hinh noén bi mat hoan toan nhung van con it nht 12 mot sb thu cam quang hoc té
bao hinh que khoe manh, 1a phd bién (xem & trén). Ngoai ra, sang ché cho phép tao ra
‘h$ mét gia’, 1a ving nho chira cac t& bao hinh que gidng té bao hinh n6n ma s& cai thién
thi luc trong c4c tinh trang bénh trong do cac té bao hinh nén trong hd mét bi mét hodc
loan chtrc nang.

Do d6, muc dich ctia sang ché 1a @& xuét vecto chira axit nucleic méa hoa san pham
gen nhay sang va/hodc didu bién qu4 trinh truyén tin hiéu nhay sang ndi sinh trong té

bao thu cam quang hoc, dé str dung trong phuong phép cai thién thi luc ctiia bénh nhan
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bi loan chirc ning va/hogc bi thodi héa thu cam quang hoc té bao hinh nén bang cach
dua axit nucleic nay vao céc thu cam quang hoc té bao hinh que khoe manh trong vong
mac cia bénh nhén va bidu hién san phdm gen ndy & do6, sao cho pham vi cudong do anh
sang ma thu cam quang hoc té bao hinh que dép tng dugc mé rong va/hodc tbc d6 ma

thu cam quang hoc té bao hinh que d4p Gng v6i 4nh sang duoc lam téng 1én.

Séng ché cling dé cap dén vecto nhu néu trén, & bao chu chira vecto nay va

phuong phéap diéu tri dugc thue hién nhd vecto nay.
Mo ta viin tit cac hinh vé

Fig.1: Sy biéu hién cia ArchT & thu cam quang hoc té bao hinh que tao ra cac dong

duoc diéu khién boi 4nh sdng nhanh.

(a) Céc bang bén trén: sy chuyén héa ArchT-EGFP duoc didu tiét boi AAVS
(mau xanh 14, xem bang bén trai) dudi su didu khién cia trinh tw khéi diu rodopsin.
Khong quan sat thiy su chdng l3p véi cac té bao hinh n6n (mau tim: arrestin té€ bao hinh
nén, xem bang gilta, mau tréng: DAPI, xem bang bén phai). Cac bang bén dudi: tinh
dic hiéu cua su biéu hién ciing c6 thé dugc quan sat thiy & cAp do synap. (b) ArchT-
EGFP duoc khu trd & mang cia thu cam quang hoc té bao hinh que, bao gbm céc ving
bén trong va bén ngoai. (c) Vi¢c dinh lugng su phat huynh quang & cac dAu cudi cta té
bao hinh que biéu hién ArchT-EGFP (mau xanh 14, dinh bén trai) va cac dAu cubi cua té
bao hinh nén duong tinh arrestin té bao hinh n6n (mau tim, dinh bén phai) cho thay hai
dai khac biét twong tng v6i 16p dudi noi ma cac synap ciia té bao hinh que va té bao
hinh nén khu tré mdt cach twong tng (n=22). (d) Gid tri ghi té bao don 1é thu dugc tr
cac thé té bao ctia thu cam quang hoc té bao hinh que biéu hién ArchT. Cac dong duge
didu tiét boi qua trinh chuyén d6i quang hoc & té bao hinh que ndi tai (dudng bén trén)
@8 dap ung véi cac xung anh sang 10 ms 530nm (mau xanh 14, xem céc thanh doc) dugc
bao toan. Céac dong duge tao ra boi ArchT nhanh hon (dudng bén dudi). Khung ty 18:
(a) cac bang bén trén: 50 pm; (a) cac bang bén dudi va (b): 10 um.
Fig.2: Su biéu hién ArchT diéu khién cac d4p tng tan s6 cao & céac té bao hinh que va
su truyén nhanh dén céc té bao hach vong mac.

(a) Cac dong duoc gdy ra bdi anh sang & té bao hinh que ndi tai trong vong mac
C57BL6 khong duge tiém. (b) Cac dong dugc didu tiét béi ArchT c6 the tuan theo cac
tAn s kich thich cao hon nhidu. (c) C4c dap ung dugc khéa thoi gian d6i v6i viée trinh

5



47806 657

dién tac nhan kich thich (cac thanh doc mau xanh 14). (d) Cac t& bao hinh que biéu hién
ArchT dap Gng v6i sy kich thich béng tan sb 1én dén 80 Hz ma khong dao dong, trong
khi cac dép ung cua té bao hinh que noi tai gidm xudng & tin s khoang 20 Hz. (e) Dix
lieu tém tht cho thiy ring su bidu hién ArchT khong 1am thay doi dap mg ndi tai clia
thu cam quang hoc té bao hinh que, trong khi cac dap tng ArchT bat diu & mic do anh
sang choi hon. (f) Céc gia tri ghi cua mang da dién cuc thu dugc tir vong mac biéu hién
PDE6C-/- ArchT. Cac dép ung té bao hinh que ndi tai khong tao ra dugc sy ting dot
ngot chic chén cua té bao hach véng mac & tin s cao hon 20 Hz. Ngugc lai, viéc hoat
héa té bao hinh que dugc didu tiét bai ArchT diéu khién su ting nhanh dot ngdt cua céac

té bao hach vong mac dén muc d6 twong duong véi thu cam quang hoc t€ bao hinh non.

Fig.3: Su hoat héa té bao hinh que dugc diéu tiét boi ArchT didu khién d4p tmg hanh vi

d61 vé6i tac nhan kich thich cwong do anh sng cao va nhanh.

(a) Cac bang bén trén: so @ v& hanh vi lo s¢ c6 diéu kién. Noi ngén gon, tac nhan
kich thich thi luc duge két nbi v6i tac nhan gy sbc. Sau 24 gio, hanh vi ngimg hoat
dong duge thir nghiém trong mot bdi canh méi. Cac bang bén duédi: chudt CNGA3" va
PDE6C khong dugc tiém thét bai trong viéc hoc hoi nhiém vu (cap thanh bén trai trong
m3i db thi). Tuy nhién, sy hiéu hién ArchT diéu khién thanh cong hanh vi ngimg hoat
dong & chudt (cap thanh bén phai trong mdi dd thi). (b) Phép thir van mét. Chudt biéu
hién ArchT co thé theo dugc tac nhan kich thich & céc tAn sb twong duong voi cac tan

s6 ma té bao hinh non c6 thé theo duge mot cach dang tin cdy.

Fig.4: Su biéu hién qua ciia ROAP dugc didu tiét boi AAV & cac té bao hinh que va su

bt hoat séng a dugc ting tdc & chudt Cnga3-/-.

A. Su bidu hién RGS9 dugc tang & mét cla chudt Cnga3-/- dugc didu tri bang
rRAAV2/8 Rho.mR9ap. Su biéu hién qua ciia ROAP dan dén tinh phan tng mién dich
tang d6i v6i RGS9 (mau do) xuyén sudt 16p thu cam quang hoc & mit dugc didu tri (trai)
so v&i mat khdng duge diéu tri (phai). Phwong phap tham tach Western cho thay su biéu
hién ctia RGS9 tang ca ¢ vong mac va bidu mo sic td vong mac (RPE) & mit biéu hién
quéa ROAP (bén dudi). Mot lugng nho protein RGS9 cling dugc phat hién trong RPE cua
mét duoc didu tri. Didu nay co thé phan 4nh “hiéu ng lan téa” cua protein du chira

trong mang dia bi thyc bao. Khung ty 1& thé hién 25 pm.
B. Téc d6 phuc hdi bién d0 song a ting & mét Cnga3-/- dugc diéu tri béng
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tAAV2/8 Rho.mR9ap va rAAV2/8.CMV.mR9ap. Cic dudng ERG dai dién ddi voi
chép sang tham do (dudng mau den, xem cac dudng c6 dinh nam giita cua khoang thoi
gian) va d6i voi chép sang thir hai (duong mau do6) hién dién trong khoang thoi gian
gitta cac tac nhan kich thich (inter-stimulus interval) (ISI) 1a 2 gidy tir mit dugc didu tri
(bén trén) va mit khong duoc diu tri (bén dudi) tir cling con vat. Luuy rang chép sang
thir hai tao ra séong a nho (mii tén) co thé nhin thiy dugc rd rang & mit dugc didu tri,
trong khi song a khong thé nhin thdy dugc (mfii tén) & mét con lai khong duge diéu tri.
Pd thi vé& su phuc hdi séng a tai cac ISI khac nhau & mit duge diéu tri va mét khong
duoc didu tri. Mt dugc tiém rAAV2/8.CMV.mR9ap (n = 5) hoéic rAAV2/8.Rho.mR9ap
(n=7) c¢b dong hoc phuc hdi nhanh hon mat khong dugc diéu tri (n = 5) ma cd thé nhin
thdy 13 nhét véi cac IST ngén hon. Dit li¢u duge trinh bay dudi dang gid tri trung binh +

sai s6 chudn cua trung binh s0 hoc. OE: sy biéu hién qua.

Fig.5: Su dat dugc chirc néng thich ing anh sang bdi cac té bao hinh que thdng qua viéc

biéu hién qua ROAP & chudt Cnga3-/-.

A. Su ting ngudng déap ung va sy thay dbi thich ung 4nh sang cua cac ERG 6Hz thong
qua viéc biéu hién qua ROAP & cic té bao hinh que ctia chu¢t Cnga3-/-. Cac duong ERG
6Hz dai dién tr chudt Cnga3-/- trong d6 mot mit dugc didu tri bang
rAAV2/8.CMV.mR9ap va mét con lai khong duge diéu tri (bang bén trén). Cac duong
ERG dugc sép hang tlr cac dap Gng dbi v4i chop sang mo nhét (-6,0 log cd.s/m?) dén
chép sang choi nhit (2,0 log cd.s/m? dudi cung) tr trén xubng duéi & bude 0,5
log.cd.s/m? Luuy rang cuong do chdép sang c6 ngudng thap hon tai d6 cac dap Gng Xuét
hién duogc tang, két hop voi ngudng dép Umg tang dbi v4i chép sang choi nhit. Didu nay
dan dén “syu thay dbi thich ing anh séng” ctia chtrc ning vong mac & mét duge didu tri
bang rAAV2/8.CMV.mR9ap. Tom t4t cac két qua cia ERG 6Hz chiing minh cho sy thay
dbi thich ung é4nh sang cia chitc ndng vOng mac sau khi didu tri bang
tAAV2/8.CMV.mR9ap hoic rAAV2/8.Rho.mR9ap (bang bén dudi). Cac dap ung ERG
tir chudt Gnatl-/- khong c6 chirc ndng cua t€ bao hinh que thé hién chtrc ning duoc didu
tiét béi t& bao hinh nén. Trong khi d6, cac dap tmg tir chudt C57BL6 dugc thu tir ca thy
cam quang hoc té bao hinh que va hinh nén. Dit li¢u dugc trinh bay dudi dang % bién
do so voi dap ung t61 da va duoc trinh bay dudi dang gid tri trung binh + sai s6 chuén
cta trung binh s6 hoc. ERG dugc ghi lai tir chudt Cnga3-/- duoc diéu tri bé‘mg
rAAV2/8.CMV.mR9ap (Cnga3-/- CMV.R9ap; N=8), chuot Cnga3-/- duoc didu tri bang
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rAAV2/8. Rho.mR9ap (Cnga3-/- Rho.R9ap; N = 6), chudt Cnga3-/- khong duge diéu tri
(Cnga3-/- khong duge diéu tri; N = 8), chudt Gnatl-/- khong dugc didu tri (Gnatl-/-
khong dugc diéu tri; N = 6), va chudt C57BL6 khong duoc diéu tri (C57BL6 khong
duoge didu tri; N = 6)

B. Cac dap ting ciia vOng mac tang d6i v6i chép sang dai & mét ctia chudt Cnga3-/- duge
didu tri bing rAAV2/8.CMV.mR9ap. Hinh chit nhat tréng biéu thi khoang thoi gian ctia
chdp sang. Luu y ring & mat dugc didu tri bang rAAV2/8.CMV.mR%ap, cac dap ung c6
thé phat hién dugc v6i viée tang thoi gian kich thich dnh sang. Ngugc lai, mat ddi bén
khong duogc diéu tri thé hién rét it hodc khong c6 dap tng khi duge ghi lai d?)ng thoi &

cac diéu kién giong nhau.

C. Sy dat dugc chirc ndng vong mac trong diéu kién thich tmg 4nh séang & mit ctia chudt
Cnga3-/- duge didu tri bing rAAV2/8.CMV.mR9ap. Luu § ring mat duoc diéu tri thé
hién cac dap Ung trong cac diéu kién ghi thich ng 4nh sang (4nh sdng nén trang 20
cd/m?), trong khi mét d6i bén khong duge diéu tri duoc ghi lai d6ng thoi van khong dap
ung.

Fig.6: Su truyén hiéu qua tin hiéu thu cdm quang hoc dugc thay dbi dén cac té bao ludng

cuc trong mét biéu hién qua ROAP

A. Céac dudng ERG dai dién. ERG duoc ghi lai sau khi tiém rAAV2/8.CMV.mR9ap
(dudng mau d6, dudong bén dudi) & chudt Cnga3-/- bang cach st dung chép séng bao
hoa (1,9 log cd.s/m?). M3t dbi bén dong vai trdo 1am d6i ching khong duge diéu tri

(dudong mau den, duong bén trén).

B. Su hoat hoa bi tri hodn cta cac té bao ludng cuc dbi v6i chép sang. Thoi gian 4n cla
séng a va song b duge do tir dap tng ERG dbi véi chép sang bdo hoa (1,9 log cd.s/m?)

& mit duge diéu tri va mat khong duoc dicu tri.

C. Pudng cong dap tng cudng do ddi véi cac bién do song a va song b duoc ghi lai tir
chudt Cnga3-/- (N=5) véi mot mt duge didu trj bang rAAV2/8.CMV.mR9ap (dudng
cong mau dd) va mét con lai khong dugc diéu tri (dudong cong mau den). Tét ca dit liéu
déu dugc trinh bay duéi dang gia tri trung binh =+ sai s6 chuén cia trung binh s6 hoc.

OE: su biéu hién qua.
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Fig.7: Sy dat dugc cam nhan vé thi gidc duy tri sau khi biéu hién qua ROAP & chudt
Cnga3-/-.

A. Chtrc ning nhay twong phan cai thién do dugc bing cac dap tmng chuyén dong mit.
O chudt Cnga3-/- duge didu tri bing rAAV2/8.Rho.mR9ap & mét trai, chirc ning nhay
twong phan (CSF) dugc do theo cach khéc nhau cho cac chuyén dong theo doi dau theo
chidu kim ddng ho (dai dién cho mit trai dugc diéu tri) va nguoc chidu kim dong hd (dai
dién cho mét phai khong duge diéu tri) dua v6i cac cach tir hinh sin. CSF d6i voi mit
duoc didu tri (dudng cong mau do) tét hon so véi CSF ddi véi mét khong duoc didu tri
(dudng cong mau xanh lam), CSF nay tuong tu véi CFS dbi véi chuot Cnga3-/- khong
dugc diéu tri (dudng cong mau den; gia tri trung binh cta ca hai mét). Luu y rang CSF
d6i v6i mét duge didu tri 1a twong duong, néu khong phai 1a tdt hon mot chut, véi CSE
ctia céc ddi chiung kiéu dai khong duge didu tri (mau xanh 14; gia tri trung binh cia ca
hai mét). N=5 d6i voi tit ca cac nhom. Tt ca dit liéu déu duoc trinh bay dudi dang gid

tri trung binh + sai s0 chuan cua trung binh s6 hoc. OE: su biéu hién qua.

B. Muc rodopsin dugc duy tri sau Khi tiép xtc kéo dai vdi thir nghiém Optomotry. Gia
tri ghi dai dién cta do hép thu quang hoc cta mAu mét st dung thiét bi do quang phd
quét (bang bén trai trong & vuong vé bing vach dit mau xanh 14). Viée trir di d6 hip thu
ctia cac mau mét do duoc sau khi méAt mau quang hoc hoan toan (duong mau xanh lam,
duong trén cung nam trong khoéang tir 300 dén 400nm) tir d6 hép thu cia cac mAu mét
do dugc trudce khi méAt mau quang hoc hoan toan (dudng mau dd) cho thay Amin dat
dinh & khoang 380 nm tuong tng vdi san phim quang hoc dugc gidi phéng cung voi
Amax dat dinh & khoang 500 nm dai dién cho luong rodopsin ¢ th8 mét mau dugc trong
mau (bang bén phai trong 6 vudng v bing vach dut mau xanh 14). Téc dd mat mau
rodopsin dugc danh giad bang céach do phd khéc biét (Amax) & mit gidn hoan toan dugc
diéu tri hodc khong duogc didu tri bang rAAV2/8.Rho.mR9ap & chudt Cnga3-/- sau 5
phut tiép xtic v6i anh sang tréng 7,0 mW (dudi ciing bén trai; gia tri trung binh =+ sai s6
chun ciia trung binh s6 hoc). Mirc rodopsin ciing dugc do sau khi cho chudt Cnga3-/-
tip xtic v6i thir nghiém Optomotry 1én dén 120 phut (du6i cung bén phai; N=3 tai mbi
thoi diém) sau khi tiém mot bén bing rAAV2/8.Rho.mR9ap. Ving mau xam biéu thi
mirc rodopsin (gié tri trung binh £ d¢ 1éch chuén) duoc ghi lai tir chudt Cnga3-/- khong
duoc didu tri (N=8) sau khi thich nghi v6i bong tdi qua dém. Puong chim thé hién gid

tri trung binh. Luu y rang mirc rodopsin van dn dinh trong it nhat 2 gid & cd mét dugc
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didu tri bing rAAV2/8 Rho.mR9ap va mét khong dugc diéu tri clia chudt Cnga3-/-. Dit
liéu v6i thanh sai sd dugc trinh bay dudi dang gid tri trung binh + sai s& chuén cua trung

binh s0 hoc.

Fig.8: Viéc biéu hién qua ROAP lam ting tdc d6 phuc hdi ctia dap Gmg quang hoc ctia té
bao hinh que & chudt Pdebe-/-.

Hé sb thoi gian (o) d& phuc hdi 50% cua bién do séng a duge lam giam khoang
50% & mét cia chudt Pde6e-/- duge tiém rAAV2/8.CMV.mR9ap (¢ =~ 5,75 gidy) so
v6i mét d6i bén khong duoc didu trj (o = ~ 11,46 gidy), phit hop véi viée 1am bét hoat
tang toc su chuyén d6i quang hoc sau khi diéu tri. N = 6. Dit liéu v6i thanh sai sb duge

hién thi dudi dang gi4 tri trung binh + sai s6 chuén cua trung binh s6 hoc.

Fig.9: Su bidu hién qua ROAP din dén “thay dbi thich tng 4nh sang” clia dudong cong
cudng do-dap tmg & chudt Pde6e-/-.

Mt duoc tiém rAAV2/8.CMV.mR9ap cho thdy sy thay doi thich ing dnh séng
cua cac dap tmg ERG 6 Hz d6i v6i cudong do chép sang gia ting so voi mit ddi bén
khong dugc diéu tri & chudt Pde6c-/- N = 6). Dit liéu dugc trinh bay dudi dang % bién
do so voi dap ung t6i da va dugc hién thi dudi dang gia tri trung binh + sai s6 chuén cia
trung binh s6 hoc.

Fig.10: Tac dung duy tri cta sy biéu hién qua ROAP ma khong c6 bang chimg rd rang
vé su thodi héa vong mac tai thoi diém 5 thang sau khi tiém rAAV2/8.CMV.mR9ap &
chudt Cnga3-/-.

Profin dap ung dugc chudn hoa theo bién do tbi da khéng dinh sy c6 mt clia “su
thay dbi thich (mg 4nh sang” clia duong cong cudng dd-dap Gmg véi cac chép sang 6Hz
(d thij trén cung). Dit ligu tuong tu nhung khong dugc chuin héa cho thiy khong c6
b%mg ching vé su giam bién d§ & mét dugc diéu tri (d6 thi dudi cung). N = 5. Dit liéu
duoc trinh bay dudi dang gid tri trung binh + sai sb chuén ciia trung binh sd hoc.
Fig.11: Diéu tri cho chudt kiéu dai bang rAAV2/8.Rho.mR9ap cho thiy khong c6 tac
dung 0 rang d6i v6i dudng cong cudng do-dap ing ERG 6 Hz.

Mit duogc diéu tri bang rAAV2/8.Rho.mR9ap cho thay khong c6 sy thay d6i trong
duong cong cuong do-dap tmg ERG 6 Hz so v6i dudng cong cudng do-dap ing ERG 6
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Hz ctia mit dbi bén khong duge didu trj & chudt C57BL6 (N = 5). Dit ligu dugc trinh

bay duéi dang gid tri trung binh + sai s6 chuin cia trung binh s6 hoc.

Fig.12: Khong dat dugc cdm nhan vé thi giac sau khi biéu hién qua R9AP & chudt
C57BL6.

3 chudt C57BL6 duoe didu tri bing rAAV2/8.Rho.mR9ap chi & mat tréi, chire
ning nhay tuong phan (CSF) dugc do theo cach khac nhau v& céc chuyén dong theo ddi
dau theo chidu kim déng hd (dai dién cho mat trai dugc diu tri) va ngugc chiéu kim
ddng hd (dai dién cho mét phai khong dugc didu tri) dbi véi céc cach t& hinh sin chuyén
dong quay. CSF d6i v6i ca mit duoc diéu tri (dudng cong mau hdng) va mit khong
duoc didu tri (duong cong mau xanh duong) cho thdy cac két qua twong tu, cac két qua
nay tuong ty véi cac két qua ddi véi chudt C57BL6 khong duoc diéu tri (duong cong
mau xanh 14; gia tri trung binh cta ca hai mit). N=5 d6i v&i tht ca cac nhom. Tt ca dit
lidu déu dugce trinh bay dudi dang gia tri trung binh + sai s6 chun cua trung binh sb
hoc. OE: su biéu hién qua.
M ta chi tiét sang ché

Vecto theo sang ché chira axit nucleic ma sy bidu hién cta n6 dé tao ra san pham
gen, thuong la protein, ma s& thuc hién viéc diéu tri tinh trang bénh vé& mit nhu duge
mb ta & day, duge lidn két c6 diéu khién voi trinh ty khoi dAu dé tao thanh catxet biéu
hién.
Axit nucleic va san phdm gen

Vecto theo sang ché chira axit nucleic ma hoa san phim gen nhay sang va/hogdc
didu bién qué trinh truyén tin hiéu nhay sang ndi sinh & té bao thu cam quang hoc va
1am cho té bao hinh que dugc tai nap voi axit nucleic theo sang ché van hanh gidng nhu
té bao hinh nén bang cach m& rong pham vi cuong do anh sang ma thu cam quang hoc
té bao hinh que dép ung va/hodc lam tang tdc dd ma thu cam quang hoc té bao hinh que
dap ung v6i anh séang. Do d6, ban than protein nay cé thé 14 protein nhay sang truc tiép,
vi du no c6 thé thay dbi @6 ddn mang & cac t& bao hinh que theo céch tao ra sy tdng phan
cuc (dong dién di ra ngoai) khi kich thich 4nh sang. Protein nay s&, vi dy, 1a protein
mang ghép cap véi G dong mo bang 4nh séng hodc nhay sang, kénh ion, bom ion hodc
yéu t5 van chuyén ion. Protein nhay séng dugc uu tién bao gdbm ArchT, Jaws

(cruxhalorodopsin) (Chuong et al, 2014) va iC1C2. Theo cach khdc, ban than protein
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nay khong thé nhay séng truc tiép nhung c6 thé gian tiép didu bién qua trinh truyén tin
hiéu nhay sang noi sinh & té bao thu cam quang hoc té bao hinh que. Vi du vé protein
nay la cac thanh phén ctia phitc hgp RGS9, déc bift 1A R9OAP (con duge goi la RGS9BP),
va GR5. Theo cach khéc, axit nucleic co th8 ma hoa san phdm gen khéac bat ky ma 1am
tang tdc do cta co ché truyén tin hiéu té bao hinh que ndi sinh. Trong tAt ca cac truong
hop nay, trinh ty ¢ thé ma hoa protein kiéu dai hoidc thé dot bién hoic bién thé hodc
dang dugc cit ngén ma van giit dugc hoat tinh cua protein kiéu dai. Axit nucleic cling

¢6 thé duoc t6i uwu hoa codon dé bicu hign & kiéu té bao dich.

Sau khi biéu hién san phdm gen, cac té bao hinh que s& thé hién su didu bién
manh hon va/hogc nhanh hon d8i vai tac nhan kich thich 4nh sang so véi cac té bao hinh
que khong tai nap, & cudng do cao hon cudng d6 binh thudong. Céac vi du bao gbm cudng
do diéu bién dugc cai thién va/hodc dong hoc kich hoat/b4t hoat nhanh hon. Do d6, cac
t& bao hinh que dugc tai nap theo sang ché s& phan tng manh hon va/hodc nhanh hon
d6i v6i su chiu sang trong ving sang trung gian va/hodc vung thich ing anh sang so
véi cac té bao hinh que khong dugc tai nap. T4t hon 13, dap ng cla cac té bao hinh que
d6i voi didu kién chiéu sang da thi khong bi anh hudng hode khong bi anh huéng dang
ké, nghia la céac té bao hinh que dat dugc kha nang dap img manh hon va/hodc nhanh
hon déi véi anh sang chéi hon ma khong bi mat kha ning dép mg v6i anh sing mo.
Trinh tu khoi dau va cac yéu t6 diéu hoa khac

Trong céu triic biéu hién, axit nucleic ma hoa san phim gen thudong dugc lién két
<6 didu khidn véi trinh tu khéi dAu. Trinh tu khoi dau c6 thé 1a co dinh nhung t6t hon 1a
trinh tu khéi dau ddc hiéu thu cam quang hoc hodc uu tién thu cam quang hoc, t6t hon
nita 12 trinh ty khoi dau dic hiéu t& bao hinh que hodc uu tién té bao hinh que nhu
rodopsin (Rho), trinh ty Khdi dAu protein khoa kéo leuxin ddc hiéu vong mac than kinh
(NRL) hodc phosphodiesteraza 6B (PDE6B). Trinh tu khoi dau duogc dua vao catxet
biéu hién co thé co chidu dai bt ky mién 13 c6 higu qua trong viée dleu khién su biéu
hién san phﬁm gen, t6t hon 12 su biéu hién dac hiéu thy cdm quang hoc hodc vu tién thu

cam quang hoc hodc sy biéu hién dic hiéu t€ bao hinh que hodc uu tién té bao hinh que.

Trinh tu khéi d4u dic hiéu thu cam quang hoc c6 nghia 14 trinh tu khoi dau diéu
khién su biéu hién chi & hodc gan nhu 1a chi & thu cam quang hoc, vi du ving ma dieu

khién su bidu hién & thu cam quang hoc manh hon it nhat 100 lan so vai ¢ ki€u teé bao
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khac bat ky. Trinh tw khéi ddu dic hiéu t€ bao hinh que ¢6 nghia 1a trinh tw khoi dau
didu khién su biéu hién chi & hodc gin nhu 1a chi ¢ thy cam quang hoc, vi du vang ma
didu khién sy biéu hién & thu cdm quang hoc manh hon it nhét 100 13n so véi & kiéu té
bao khac bt ky, bao g@)m té bao hinh nén. Trinh tu khoi d4u wu tién thu cdm quang hoc
c6 nghia 1a trinh tu khoi dau wu tién biéu hién & thu cdm quang hoc nhung cling c6 thé
didu khidn sy bidu hién & mot mérc d6 nhét dinh & cac mé khac, vi du ving ma diéu
khién su biéu hién & thu cam quang hoc manh hon it nhét 2 14n, it nhit 5 14n, it nhét 10
14n, it nh4t 20 14n, hogc it nhat 50 1in so vé6i & kiéu té bao bat ky khac. Trinh ty khoi dau
wu tién € bao hinh que c6 nghfa 14 trinh ty khéi ddu wu tién diéu khién sy biéu hién &
thu cam quang hoc nhung cling ¢6 thé didu khién su biéu hién & mdt muac do nhét dinh
& cac mo khac, vi du ving ma didu khién sy biéu hién & thy cam quang hoc manh hon
it nhAt 2 1n, it nhat 5 14n, it nhét 10 14n, it nhat 20 14n, hogc it nhét 50 lan so véi & kieu
té bao khéc bét k¥, bao gdbm t€ bao hinh nén.

Mot hodc nhidu yéu t6 diéu hoa khac, nhur yéu t0 ting cuong, cling c6 the c6 mat

cling nhu trinh tuy khéi dau.
Vecto

Vecto theo sang ché c6 thé thudc loai bét ky, vi du no6 ¢6 thé 13 vecto plasmit

hodc ADN vong nho.

Tuy nhién, thong thudng, vecto theo sang ché 14 vecto virut. Vecto virut c6 thé,
vi dy, duoc dua trén virut herpes simplex, adenovirut ho#c lentivirut. Vecto virut co thé
1a vecto virut két hop adeno (AAV) hodc d3n xudt ctia n6. Dan xuit clia vecto virut ¢6

thé 1a din xuét dang kham, dugc xdo trdn hodc dugc cai bién capsit.

Vecto virut c6 thé chira hé gen AAV tir kidu huyét thanh c6 ngudn gbc tu nhién,
nhém cd 1ap hodc nhom nhéanh ciia AAV. Kiéu huyét thanh ndy c6 thé, vi du, 1a AAV2,
AAVS5 hoac AAVS.

Nhin chung, hiéu qua cta liéu phap gen phu thudc vao vigc van chuyén dﬁy da
va hiéu qua ctia ADN dugc truyén. Qua trinh nay thuong dugc didu tiét boi vecto virut.
Virut két hop adeno (AAV), mot thanh vién cua ho parvovirut, thuong dugc st dung
trong liéu phap gen. AAV kiéu dai, chira cac gen cua virut, chén vat li¢u thude hé gen

ctia chung vao nhidm séc thé 19 clia té bao chi. H¢ gen ADN soi don ctia AAV chira
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hai doan 1ap doan cubi dao nguge (ITR) va hai khung doc md, chira cac gen chu tric

(cap) va dong goi (rep).

Péi voi muc dich tri liéu, cac trinh tu duy nhét duoc yéu clu in cis, ngoai gen tri
liéu, 12 ITR. Do do, virut AAV duge cai bién: cac gen virut duoc léy ra khoi h¢ gen, tao
ra AAV t4i t6 hop (tAAV). rAAV ny chi chira gen tri liéu, 1a hai ITR. Viéc 14y céc gen
virut ra 1am cho rAAV khong c6 kha nang chii dong chen hé gen cua nd vao ADN cua
té bao chu. Thay vao d6, hé gen rAAV dung hop thong qua cac ITR, tao thanh cAu tric
thé bd sung (episome) dang vong, hodc chen vao ch dit nhidm sic thé co tir trude. Dé
tao ra virut, cac gen chu trac va dong goi, gio da dugc 14y ra khoi rAAV, dugc cung clp

& dang trans, & dang plasmit trg' gitip.

AAV 14 vecto dugc quan tdm dic biét vi vecto nay n6i chung khong gay bénh;

da sb nguoi bi nhiém virut nay trong sudt cudc doi ctia ho ma khong c6 tac dung phu.

Dic quyén mién dich ciia md mat, két qua cua hang rao giai phau va cac yéu t6
didu hoa mién dich, giup cho mat tranh dugc phan 16n céac dap ung mién dich bat loi ma

c6 thé duogc gay ra & cac md khéc bdi AAV (Taylor 2009).

Vecto AAV bi han ché bdi dung luong déng goi twong d6i nho khoang 4,8kb va
su bét dau cham viéc biéu hién sau khi chuyén hoa. Mic du cé nhitng han ché nho,
nhung AAV van 13 vecto virut duogc st dung phd bién nhét trong liéu phap gen dung

cho vong mac.

Hau hét cac cdu triic vecto déu dugc dya trén kiéu huyét thanh AAV 2 (AAV2).
AAV?2 lién két vé6i cac té bao dich thong qua thu thé proteoglycan sulphat heparin. Hé
gen AAV2, gidng nhu hé gen cla tht ca cac kidu huyét thanh AAV, c6 thé duoc bao boc
trong nhiéu protein capsit khac nhau. AAV?2 ¢6 thd dugc dong goi trong capsit AAV2
tu nhién cia n6 (AAV2/2) hodc né ¢d thé dugc tao kiéu gia (pseudotype) Vi cac capsit
khac (vi du, hé gen AAV2 trong capsit AAV1; AAV2/1, hé gen AAV?2 trong capsit
AAV5; AAV2/5 va hé gen AAV2 trong capsit AAVE; AAV2/B).

rAAV tai nap vao cac té bao thong qua sy nhap bao dugc diéu tiét boi thu thé dic
hidu kiéu huyét thanh. véu t§ chinh anh hudng t6i dong hoc cua viée biéu hién gen
chuyén rAAV la ty 1€ ctia hat virut théo vé boc trong thé nhén. V& phan minh, diéu nay
phu thudc vao kiéu capsit bao boc vét lidu di truyén (Ibid.). Sau khi théo vo boc, hé gen
rAAV sgi don thing dugc 1am bn dinh bang cach tao ra phan tr soi kép théng qua qua

14



47806 15/57

trinh téng hop de novo sgi b6 trg. Viée st dung ADN tu bd trg c6 thé bd qua giai doan
nay bang céch tao ra ADN gen chuyén s¢i kép. Natkunarajah va cong su (200 8) da phat
hién ra rang viéc biéu hién gen AAV2/8 tu bd tro c6 su b4t diu nhanh hon va bién do
cao hon, so v&i AAV2/8 soi don. Do do, bang cach tranh thoi gian tré lién quan toi viée
téng hop soi thi hai, mirc dd biéu hién gen dugc 1am ting 1én so voi su biéu hién gen
chuyén tir cAu tric soi don tiéu chuin. Cac nghién ctru tiép theo khao sat tac dong cla
ADN tu bd trg & cac kiéu gia AAV khac (vi du AAV2/5) cling tao ra cac két qua tuong
tu. Mot luu y dbi v6i k§ thuat nay 13, do AAV c¢6 dung lugng déng goi khoang 4,8kb,
nén hé gen tai td hop tu bd trg phai ¢é kich thuée phit hop (nghfa 1a 2,3kb hodc nhé
hon).

Ngoai viéc thay dbi dung lugng dong doi, viéc tao kiéu gia hé gen AAV2 v6i céc
capsit AAV khac con ¢o thé 1am thay d6i dic trung clia té bao va dong hoc cua viéc biéu
hién gen chuyén. AAV2/8 dugc bdo cdo la chuyén dbi thu cam quang hoc hiéu qua hon

so véi AAV2/2 hoic AAV2/5 (Natkunarajah et al. 2008).

Do do, vecto theo sang ché c6 thé chira hé gen virut két hop adeno (AAV) hodc

dan xuéat cta no.

Hé gen AAV 1a trinh tu polynucleotit ma héa céac chirc nang can thiét cho viéc
tao ra hat virut AAV. Céac chuc néng nay bao gdm cac chirc nang véan hanh trong chu
trinh sao chép va dong goi cia AAV trong té bao chi, bao gdm qud trinh capsit hoa hé
gen AAV thanh hat virut AAV. Virut AAV c¢6 trong tu nhién khong c6 kha nang sao
chép va dua vao sy cung cip céc chirc nang trg giup & dang trans dé hoan thanh chu
trinh sao chép va dong goi. Theo d6 va voi viéc loai bo tiép cac gen AAV rep va cap,
hé gen AAV cua vecto theo sang ché khong c6 kha nang sao chép.

Hé gen AAV ¢6 thé & dang soi don, chiéu duong hodc chiéu am, hoic theo cach
khac 1a & dang soi kép. Viée sit dung dang soi kép cho phép bd qua budc sao chép ADN
trong té bao dich va do d6 c6 thé 1am gia tang sy biéu hién gen chuyén.

Hé gen AAV ¢6 thé 1a tir kiéu huyét thanh hozc nhém co 14p hodc nhém nhanh
¢6 ngudn gbc tu nhién béat ky ctia AAV. Nhu duge biét béi ngudi co hiéu biét trung binh
v& linh vuc k§ thuét ndy, cac virut AAV c6 trong tu nhién c6 thé dugce phan loai theo

cac hé sinh hoc khéc nhau.
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Thong thuong, cac virut AAV dugce goi theo kidu huyét thanh cua ching. Kiéu
huyét thanh twong tng véi cac phan loai bién thé ctia AAV ma, nhd vao profin biéu hién
khang nguyén bé mit capsit, c6 kha ndng phan ing dac biét ma co thé duoc sir dung dé
phan biét n6 v6i cc phan loai bién thé khac. Thong thuong, virut ¢6 kiéu huyét thanh
AAV cu thé khong phan ung chéo mot cach hidu qua v6i khang thé trung hoa dic hiéu
cho kiéu huyét thanh AAV khac bét ky. Cac kiéu huyét thanh AAV bao gdbm AAV1,
AAV2, AAV3, AAV4, AAVS, AAV6, AAVT, AAVSE, AAVY, AAV10 va AAV11, ca
cac kiéu huyét thanh t4i to hop, nhu Rec2 va Rec3, g?m day da dugc xac dinh tr ndo cua
dong vat linh truéng. Trong vecto theo sang ché, hé gen co thé c¢6 ngudn gbc tir kiéu
huyét thanh AAV bét ky. Capsit cling c6 thé ¢6 ngudn gbe tir kiéu huyét thanh AAV bét
ky. Hé gen va capsit co thé c6 ngudn gdc tlr cing mot kidu huyét thanh hodc tir cac kiéu

huyét thanh khac nhau.

Trong vecto theo sang ché, vu tién 1a hé gen co ngudn gbe tlr kidu huyét thanh
AAV 2 (AAV2), kidu huyét thanh AAV 4 (AAV4), kicu huyét thanh AAV 5 (AAVS5)
hoic kiéu huyét thanh AAV 8 (AAVS). Ul tién nhét 1a hé gen co ngudn gbe tir AAV2,
nhung cac kiéu huyét thanh dugc quan tim ddc biét khac dé sir dung trong sang ché bao
gdbm AAV4, AAVS va AAVE, ma chuyén héa hiéu qua mo trong mit, nhu biéu mo sic
t6 vong mac. Uu tién la capsit c6 ngudn gbc tir AAVS hodc AAVS, ddc biét la AAVS.

Céc bai viét vé cac kiéu huyét thanh AAV ¢6 thé duoc tim thiy trong tai liéu cua
Choi va cdng su (Curr gen Ther. 2005; 5(3); 299-310) va Wu va cong su (Molecular
Therapy. 2006; 14(3), 316-327). Céc trinh tu clia hé gen AAV hogc cla cac yéu td ca
hé gen AAV bao gbm céc trinh tu ITR, céc gen rep hoc cap dé st dung trong sang ché
c6 thé ¢6 ngudn gbe tlr cac sb truy cap sau day dbi vai céc trinh ty hé gen AAV day du:
Adeno-associated virus 1 NC 002077, AF063 497; Adeno-associated virus 2
NC_001401; Adeno-associated virus 3 NC _001729; Adeno-associated virus 3B
NC _001863; Adeno-associated virus 4 NC_001829; Adeno-associated virus 5 Y18065,
AF085716; Adeno-associated virus 6 NC_001862; AAV gia cim ATCC VR-865
AY186198, AY629583, NC_004828; AAV gia cAm ching DA-1 NC_006263,
AY629583; AAV bd NC 005889, AY388617.

Céc virut AAV cling ¢6 thé duoc goi theo nhom nhanh hodc dong vo tinh. Piéu
nay dé cap dén mdi quan hé phat sinh ching loai cia cac virut AAV c6 ngudn gbe tu
nhién, va thuong dé cap dén nhém phat sinh ching loai ctia cac virut AAV ma co thé
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dugc truy ngugc trd lai dén t6 tién chung, va bao gdm tAt ca cac doi sau cta ching.
Ngoai ra, cac virut AAV con ¢6 thé duoc goi theo nhém cd 1ap dac higu, nghia l1a nhoém
c6 lap di truyén cla virut AAV déc higu tim thdy trong ty nhién. Thudt ngit “nh6ém cb
lap di truyén” mo ta quin thé virut AAV da trai qua qua trinh tron gen c6 gidi han voi
cac virut AAV c6 trong tw nhién khac, do d6 xdc dinh mot quén thé khac biét 15 rét &

cap do di truyén.

Vi du vé cdc nhém nhanh va nhém c6 lap cua AAV ma cé thé dugc st dung trong

sang ch¢ bao gom:

Nhém nhanh A: AAV1 NC_002077, AF063497, AAV6 NC_001862, Hu. 48
AY530611, Hu 43 AY530606, Hu 44 AY530607, Hu 46 AY530609

Nhom nhanh B: Hu. 19 AY530584, Hu. 20 AY530586, Hu 23 AY530589, Hu22
AY530588, Hu24 AY530590, Hu2l AY530587, Hu27 AY530592, Hu28 AY530593,
Hu 29 AY530594, Hu63 AY530624, Hu64 AY530625, Hul3 AY530578, Hu56
AY530618, Hu57 AY530619, Hu49 AY530612, Hu58 AY530620, Hu34 AY530598,
Hu35 AY530599, AAV2 NC 001401, Hu45 AY530608, Hu47 AY530610, Husl1
AY530613, Hu52 AY530614, Hu T4l AY695378, Hu S17 AY695376, Hu T&8
AY695375, Hu T71 AY695374, Hu T70 AY695373, Hu T40 AY695372, Hu T32
AY695371, Hu T17 AY695370, Hu LG15 AY695377,

Nhém nhanh C: Hu9 AY530629, Hul0 AY530576, Hull AY530577, Hu53
AY530615, Hu55 AY530617, Hu54 AY530616, Hu7 AY530628, Hul8 AY530583,
Hul5 AY530580, vHu16 AY530581, Hu25 AY530591, Hu60 AY530622, Ch5
AY?243021, Hu3 AY530595, Hul AY530575, Hu4 AY530602 Hu2, AY530585, Hu6l
AY530623

Nhém nhanh D: Rh62 AY530573, Rh48 AY530561, Rh34 AY530567, Rh35
AY530568, Cy2 AY243020, AAV7 AF513851, Rh35 AY243000, Rh37 AY242998,
Rh36 AY242999, Cy6 AY243016, Cy4 AY243018, Cy3 AY243019, Cy5 AY243017,
Rh13 AY243013

Nhém nhanh E: Rh38 AY530558, Hu66 AY530626, Hud2 AY530605, Hu67
AY530627, Hud0 AY530603, Hudl AY530604, Hu37 AY530600, Rh40 AY530559,
Rh2 AY243007, Bbl AY243023, Bb2 AY243022, Rh10 AY243015, Hul7 AY530582,
Hu6 AY530621, Rh25 AY530557, Pi2 AY530554, Pil AY530553, Pi3 AY530555,
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Rh57 AY530569, Rh50 AY530563, Rh49 AY530562, Hu39 AY530601, Rh58
AY530570, Rh61 AY530572, Rh52 AY530565, Rh53 AYS530566, Rh51 AY530564,
Rh64 AY530574, Rh43 AY530560, AAVS AF513852, Rh8 AY242997, Rhl
AY530556

Nhém nhanh F: Hul4 (AAV9) AY530579, Hu31 AY530596, Hu32 AY530597,
nhém cd lap vo tinh AAVS Y18065, AF085716, AAV 3 NC 001729, AAV 3B
NC 001863, AAV4 NC_001829, Rh34 AY243001, Rh33 AY243002, Rh32
AY243003/

Ngudi c6 hidu biét trung binh vé linh vuc k¥ thut nay c6 thé lwa chon kidu huyét
thanh, nhém nhénh, dong vo tinh hodc nhom c6 lap thich hgp cua AAV dé st dung trong
sang ché trén co so kién thue chung thong thuong ciia ho. Tuy nhién, can phai hiéu rang
sang ché ciling bao gdm viéc st dung hé gen AAV thude cac kiéu huyét thanh khac ma
¢6 thé chua duoc xéc dinh hogc mé ta dic diém. Kiéu huyét thanh AAV xéc dinh tinh
dic hiéu mo cia sy lay nhiém (hodc tinh hudng kich thich) cua virut AAV. Theo do, cac
kidu huyét thanh AAV dugc uu tién dé st dung trong virut AAV dugc st dung cho bénh
nhén theo sang ché 1a cac kidu huyét thanh AAV c6 tinh huéng kich thich tu nhién hodc

¢6 hiéu qua 1ay nhiém thu cam quang hoc té bao hinh que cao.

Théng thuong, hé gen AAV thude kidu huyét thanh hogc nhém cd 1ap hodc nhom
nhénh ¢6 ngudn gbc tu nhién ciia AAV chua it nhit mot trinh tu 13p doan cubi dao nguge
(ITR). Vecto theo sang ché thuong chira hai ITR, t6t hon 13 mot ITR & mdi dau ctia hé
gen. Trinh ty ITR hoat dong & dang cis détaora diém khéi dau sao chép chic nang, va
cho phép két hop va cit bo vecto ra khoi hé gen cia té bao. Céc trinh ty ITR dugc uu
tién 1a céc trinh tu cia AAV2 va bién thé cta n6. Hé gen AAV thuong chira cac gen
dong goi, nhu cac gen rep va/hodc cap ma ma hoa chirc ning dong goi cho hat virut
AAV. Gen rep mi hdéa mdt hodc nhidu protein Rep78, Rep68, Rep52 va Rep40 hodc
bién thé cia nd. Gen cap ma hoa mot hodc nhiéu protein capsit nhu VP1, VP2 va VP3
hoic bién thé ctia chung. Céc protein nay tao thanh capsit cta hat virut AAV. Bién thé

ctia capsit dugce dé cap bén dudi.

Tét hon 13, hé gen AAV dugc tao din xuit nham muc dich st dung cho bénh
nhan. Viéc tao dan xuét nay 1a tiéu chuén trong linh vuc ndy va sang ché bao gdm viéc

st dung dan xuft da biét bat ky ctia hé gen AAV, va cac dan xuat ma c6 thé dugc tao ra
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bang cach ap dung cac k¥ thuét da biét trong linh vuc nay. Viéc tao dAn xuit ctia hé gen
AAV va cta capsit AAV dugc néu trong, vi du, cac tai liéu cta Choi va cong su va Wu

va cong su, dugc nhdc dén bén trén.

Cac din xuét ciia hé gen AAV bao gdm dang c4t ngan hoic dang cai bién bét ky
ctia hé gen AAV ma cho phép su biéu hién cla gen chuyén Rep-1 tir vecto theo sang
ché in vivo. Thong thudng, c6 thé cit ngén hé gen AAV mdt cich dang ké sao cho bao
gbm trinh tw virut t6i thiéu nhung van gitt dugc chirc nang néu trén. Piéu nay dugc uu
tién vi ly do an toan dé giam thidu nguy co cua su tai td hop vecto ndy véi virut kiéu
dai, va cling dé tranh sy khoi dong dap Gmg mién dich té bao boi sy co mit clia protein

gen virut trong té bao dich.

Thong thuong, dan xuét bao gom it nhit mot trinh tu 13p doan cubi dao nguoc
(ITR), tét hon 1a nhiéu hon mdt ITR, nhu hai ITR hodc nhidu hon. Mot hogc nhiéu ITR
c6 thé c6 ngudn gbc tir cac hé gen AAV co cac kiéu huyét thanh khac, hodc c6 thé 1a
ITR dang kham hogc ITR dot bién. ITR dot bién duge uu tién 12 TR c6 dot bién khuyét
trs (terminal resolution site-ving phan giai cubi). Dot bién khuyét nay cho phép tiép tuc
trinh tu sao chép h¢ gen dé tao ra hé gen s¢i don chura ca trinh ty ma héa va trinh tu bd
tro, nghia 1a hé gen AAV tu b trg. Diéu nay cho phép bd qua viéc sao chép ADN trong

té bao dich, va do d6 co the gia tang viéc bicu hién gen chuyén.

Mot hodc nhidu ITR s& t6t hon néu kep bén sudn catxet cAu trac biéu hién chira
trinh tu khoi dau va gen chuyén theo sang ché. Viéc bao gém mot hodc nhiéu ITR duogc
wu tién dé hd tro qua trinh doéng goi cia vecto theo sang ché vao cac hat virut. Theo cac
phuong an vu tién, cac yéu td ITR s& 1a cac trinh tu duy nhéit duoc gitt lai tir hé gen
AAV ty nhién trong dan xuat. Do d6, din xuét tdt hon 13 khéng bao gdm cac gen rep
va/hodic cap cia hé gen tu nhién va cac trinh tu khac bat ky cta hé gen tu nhién. Diéu
nay duge wu tién vi cac ly do dugc néu ¢ trén, va cling dé giam b6t kha ning vecto két
hop vao hé gen té bao chu. Ngoai ra, viéc giam kich thudce cua hé gen AAV cho phép
ting tinh linh dong trong viée két hop céc yéu t trinh tu khac (nhu cdc yéu tb didu hoa)

vao vecto ngoai gen chuyén.

Do d6, dbi véi hé gen AAV2, cac phan sau déy c6 thé bi loai ra trong dan Xuét
theo sang ché: Mot trinh tu 13p doan cubi dao nguge (ITR), gen sao chép (rep) va gen

capsit (cap). Tuy nhién, theo mot vai phuong 4n, bao gdm céc phuong an in vitro, cac
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dan xuit c6 thé con bao gdm mdt hodc nhiéu cac gen rep va/hodc gen cap hodc céc trinh

tw hé gen AAV cua virut khac.

DAan xuét co6 thé 1 dan xuét dang kham, dugc x4o tron hodc dugc cai bién capsit
cia mdt hodc nhidu virut AAV ¢6 trong tu nhién. Sang ché bao gbém viéc cung cAp cac
trinh ty protein capsit tlr cac kidu huyét thanh, nhém nhanh, dong v6 tinh, hodc nhém
¢d 1ap khac nhau ciia AAV trong cing mot vecto. Sang ché bao gbm viéc dong gbi hé

gen cua mot kidu huyét thanh vao capsit cia kiéu huyét thanh khéc nghia la tao kiéu gia.

Cac din xuit dang kham, dugc xdo tron hodc dugce cai bién capsit thuong s& dugc
chon dé tao ra mot hodc nhiéu chirc ning mong mubn cho vecto virut. Do d6, cac din
Xuét nay co thé ¢6 hiéu qué chuyén gen ting, tinh sinh mién dich gidm (cla thé dich
hoic té bao), khoang hudng kich thich thay d6i va/hoge kha ning nhim dich kiéu té bao
cu thé dugc cai thién so véi vecto virut AAV chtra hé gen AAV c¢6 trong tu nhién, nhu
hé gen cia AAV2. Higu qua chuyén gen ting c6 thé dugc tac dong nho viéce lién két thu
thé hodc déng thu thé duoc cai thién tai bé mit té bao, su nhap bao duoc cai thién, viée
van chuyén trong 6 bio va vao nhan té bao duoc cai thién, viéc cdi vo cua hat virut
duoc cai thién va qua trinh chuyén hoa hé gen soi don thanh dang soi kép duogc cai thién.
Hiéu qua tang co thé cling lién quan dén khoang huéng kich thich hodc viée nhim dich
quéan thé té bao cu thé thay bi, sao cho lidu lugng vecto khong bi pha loang khi st dung

cho cac md noi khong can dén.

Protein capsit dang kham bao gbm cac protein capsit dang kham duoc tao ra bang
viée tai t hop gitta hai hodc nhiéu trinh tu ma hoa capsit cua cac kiéu huyét thanh AAV
¢6 trong tw nhién. Viéc tai td hop nay ¢6 thé duoc thuc hién, vi dy, bang phuong phap
giai ctru gen danh d4u ma trong do6 cac trinh tu capsit chua gay nhidm ctia mot kiéu
huyét thanh dugc ddng gy nhiém bang cic trinh tu capsit cua kiéu huyét thanh khéc,
va viéc lya chon c6 dinh huéng duge st dung dé chon ra céc trinh tu capsit c6 céc dac
tinh mong mudn. Céc trinh tyr capsit cua cac kidu huyét thanh khac nay c6 thé dugc thay
d6i bang viéc tai td hop tuwong ddng trong té bao dé tao ra protein capsit dang kham méi.

Protein capsit dang kham cfing bao gdm céc protein capsit dang kham dugc tao
ra bang cach thiét ké cac trinh tu protein capsit dé chuyén mién protein capsit cu thé,
vong tron bé mit hodc cac gdc axit amin cy thé gifta hai hogc nhiéu protein capsit, vi du

giita hai hodc nhicu protein capsit ctia cac kiéu huyét thanh khac nhau.
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Protein capsit dugc x40 tron hodc dang kham cling c6 thé tao ra béng cach x4o
tron ADN hodc bang PCR tao 161 ngAu nhién. Céc gen capsit AAV lai co thé dugc tao
ra bang cach phan doan ngiu nhién trinh ty cia cac gen AAV lién quan, vi du cac gen
m4 hoa cac protein capsit cuia cac kidu huyét thanh khac nhau va sau d6 1ap rap lai cac
doan nay trong phan rng polymeraza tu mdi, ma c6 thé cling gay ra trao dbi chéo trong
cac vung tuong dong trinh ty. Thu vién gen AAV lai dugc tao ra theo cach nay bang
cach x40 trdn cac gen capsit ciia mot vai kiéu huyét thanh c6 thd dugc sang loc dé x4c
dinh dong virut c¢é chirc nang mong muén. Twong tu, PCR tao 13i ngau nhién c6 thé
duoc st dung dé gay dot bién ngau nhién cho cac gen capsit AAV dé tao ra thu vién da

dang ctia céc bién thé ma sau d6 c6 the dugc chon loc cac ddc tinh mong mudn.

Trinh tu ctia cac gen capsit cling cO thé dugc cai bién vé mat di truyén dé dua vao
cac dot bién khuyét, thay thé hoc cai xen cu thé dbi véi trinh tu kiéu dai tu nhién. Cu
thé 13, cac gen capsit co thd duge cai bién bang viéc cai xen trinh ty clia protein hodc
peptit khong lién quan vao trong khung doc md cia trinh ty ma hoa capsit, hodc ¢ dau

tan cung N va/hodc C cua trinh ty ma@ hoa capsit.

Tét hon 13, protein hodc peptit khong lién quan c6 thé 1a protein hogc peptit hoat
dong nhu phi tir d6i vai kiéu té bao cu thé, tir d6 gitp cai thién viée lién két véi té bao
dich hoic cai thién tinh ddc hiéu cla viéc nhim dich ctia vecto dén quén thé té bao cu

thé.

Protein khong lién quan ciing ¢6 thé 1a protein hd tro viéc tinh ché hat virut nhu
12 mdt phan ctia quy trinh san xut nghia 13 epitop hodc nhén i lyc. Vi tri clia cac doan
cai xen thuong s& dugce chon dé khong can thiép vao céc chirc nang khéc cua hat virut
vi du su nhép bao, viéc van chuyén cta hat virut. Nguoi ¢6 hiéu biét trung binh vé linh
vuc k¥ thudt nay co thé x4c dinh céc vi tri cai xen thich hgp dua trén kién thtrc chung
thong thudng cta ho. Céc vi tri cu thé dugc bdc 10 trong tai liéu ctia Choi va cong su,

dugc tham khao & trén.

Séng ché con bao gém viée dua ra céc trinh ty cia hé gen AAYV theo thu ty va
cAu tric khéc véi thir tu va cdu tric clia hé gen AAV ty nhién. Sang ché cling bao gdbm
viéc thay thé mot hoic nhiéu gen hodc trinh tu AAV béng cac trinh tu tir virut khéc hodc
bang cac gen kham chtra céc trinh tur tir nhiéu hon mét virut. Cac gen kham nay c6 thé

chira cac trinh tu tr hai hogic nhiéu protein virut lién quan cua c4c loai virut khac nhau.
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Vecto theo sang ché c6 dang vecto virut bao gbm trinh ty khoi diu va céu tric

biéu hién theo sang ché.

Séang ché ciing d& cap dén hat virut AAV chira vecto theo sang ché. Cachat AAV
theo sang ché bao gbm cic dang chuyén capsit trong d6 hé¢ gen AAV hodc dan xuét co
TR ctia mot kiéu huyét thanh duge dong géi trong capsit cua kidu huyét thanh khéc
nhau. Céc hat AAV theo sang ché cling bao gdm cac dang kham trong do hdn hop céc
protein capsit khong cai bién tir hai hogic nhiéu cac kiéu huyét thanh khéac nhau tao thanh
vo bao cua virut. Hat AAV cling bao gdm céc dang cai bién héa hoc mang cac phdi tir
dugc hap phu 1én bé mit cia capsit. Vi dy, cac phdi tir nay co thé bao gdm cac khéang
th& d& nhim dich thu thé cia bé mat t& bao cu thé.

Séng ché con d& cap dén t& bao chu chira vecto hodc hat virut AAV theo sang

r
A

ché.

Vecto theo sang ché c6 thé duoc tao ra bang céc phuong phép chudn da biét trong
linh vuc k¥ thuat nay @2 cung cép céc vecto cho liéu phap gen. Do d6, cac phuong phap
chuyén nhiém mién cong khai, tinh ché va déng géi da dugc biét rd c6 thé duge st dung

8 tao ra ché pham vecto thich hop.

Nhu duge thao luan & trén, vecto theo sang ché c6 thé chtra hé gen déy da caa
virut AAV c6 trong tw nhién ngoai trinh tu khai dau theo sdng ché hoic bién thé ctia no.
Tuy nhién, thong thuong, hé gen duoc tao dBn xuit s& duoc st dung, vi du din xuat ma
¢6 it nhat mot trinh ty 1dp doan cudi dao nguoc (ITR), nhung ¢6 thé thiéu gen AAV bét
ky nhu rep hodc cap.

Theo c4c phuong 4n nay, @ cung cdp cum hé gen da dugc tao dan xuét vao hat
virut AAV, cac cdu triic gen bd sung cung cAp AAV va/hodc cic chic nang virut hd trg
s& dugc cung cAp trong té bao chu trong hdn hop voi hé gen dugce tao dAn xuét. Céc céu
tric bd sung nay thuong s& chira cac gen ma héa protein capsit AAV cAu tric nghia 1a
cap, VP1, VP2, VP3, va cac gen ma hoa cac chuc ning khéac dugc yéu cau cho chu ky
sbéng ctia AAV, nhu rep. Viéc chon loc cac protein capsit chu tric dugce dua ra trén cac

cAu trac bd sung s& xéac dinh kidu huyét thanh cua vecto virut da dong goi.

Vecto virut duoc dong goéi duge dic bigt vu tién dé str dung trong séng ché chira

hé gen duogc tao dan xuét cia AAV2 két hop véi protein capsit AAVS hoic AAVS.
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Nhu dugc dé cap o trén, cic virut AAV khong c6 kha néng sao chép va do dé6 céac
chirc nang virut hd trg, tot hon 1a cac chirc ndng adenovirut hd trg thuong cling s& dugc

tao ra trén mot hodc nhidu c4u trac bd sung dé cho phép sao chép AAV.

Toan bd cac cdu tric bd sung & trén ¢6 thé duge cung cap lam plasmit hodc cac
yéu t6 episom khéc trong t€ bao chu, hodc theo cach khac 1a mot hodc nhiéu cau trac ¢o

thé duoc két hop vao hé gen cla té bao chu.
Dugc pham, lidu dung va phuong phap didu tri

Vecto theo sang ché c6 thé dugc bao ché theo cong thirc thanh duge pham. Céc
dugc pham nay ngoai vecto ¢6 thé bao gbém ta duoc, chét mang, chat dém, chét on dinh
duoc dung hodc céac vat liéu khac da biét v6i ngudi co hiéu biét trung binh v& linh vuc
k¥ thuét nay. Céc vat liéu nay can phai khong gay doc va khong can thiép vao tinh hiéu
qua cia thanh phén hoat tinh. Ban chét chinh xé4c cua chit mang hodc vat liéu khéc c6
thé duge xdc dinh boi ngudi c6 hiéu biét trung binh vé linh vuc k§ thuét nay theo duong

st dung, nghfa 13 tiém tryc ti€p vao vong mac, dudi vong mac hodc trong dich kinh.

Dugc phim thuong & dang long. Céc dugc pham dang 16ng thuong bao gdm chét
mang 16ng nhu nudc, dau mo, dau dong vat hogc thuc vét, dau khoang hodc dau téng
hop. Dung dich nudc mubi sinh ly, magie clorua, dextroza hodc dung dich sacarit khac
hodc glycol nhu etylen glycol, propylen glycol hodc polyetylen glycol co thé dugc bao
odm. Trong mot vai trudong hop, chét hoat dong bé mit nhu axit pluronic (PF68) 0,001%

c6 thé dugc str dung.

Dé& tiém tai vi tri bi dau, thanh ph?ln hoat tinh s& & dang dung dich nuéc ma khong
c6 chét gay st va c6 do pH, tinh déng truong va tinh dn dinh thich hgp. Nguoi ¢ hiéu
biét trung binh vé linh vuc k¥ thudt ndy c6 thé diéu ché cac dung dich thich hop bang
cach st dung, vi du, chét dan thubc ding truong nhu dung dich tiém natri clorua, dung
dich tiém Ringer, dung dich tiém Ringer lactat héa, dung dich Hartmann. Chét bao quan,
chat 1am &n dinh, chét dém, chét chéng oxy hoa va/hodc cc chat phu gia khic ¢6 thé

dugc bao gdom, theo yéu cau.

Déi véi viée giai phong chdm, vecto co thé duoc bao gdm trong dugc phim ma
dugc bao ché dé giai phong chdm, nhu trong vi nang duoc tao ra tir polyme tuong hop
sinh hoc hogc trong hé théng chat mang liposom theo cic phuong phép da biét trong
linh vuc k¥ thudt nay.
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Céc vecto va/hodc duoc pham theo sang ché ¢ thé duogc dong gbi vao mot bo

kit.

Nhin chung, viéc chuyén vecto theo sang ché truc tiép vao vong mac, dudi vong
mac hodc trong dich kinh, thuong béng cach tiém, dugc uu tién. Do do, viée chuyén dén
khoang khong cua vong mac, dudi vong mac hodc khoang khong trong dich kinh duoc
wu tién. Céc vecto cling co thé dugc dua vao cac thu cam quang hoc té bao hinh que in

vitro bing cach cay ghép te bao vao vong mac.

Céc vecto vi/hodc duge phim theo sang ché cling c6 thé duoc st dung két hop
vo6i liéu phép bat ky khéc @& diéu tri hodc phong nglra sy r6i loan thi lwc. Vi duy, cac
vecto hodc dugce pham nay co thé dugc st dung két hop v6i cac phuong phap diéu tri
d3 biét ma st dung chit dbi khang VEGF, vi du khang thé khang VEGF nhu
Bevacizumab hodc Ranibizumab hoéc chit dbi khang thu thé hoa tan nhu Aflibercept,

dé didu tri AMD hogc céc roi loan vé mat khac nhu dugc néu trong ban mo ta nay.

Lidu ding va ché do lidu ¢6 thé duoc xac dinh trong pham vi k¥ néng binh thuong
ctia nguoi lam nghéy dé str dung dugce pham. Liéu dung cua vecto theo sang ché co6 thé
dugc xac dinh theo céac thong sb khac nhau, dic biét 1a theo dd tudi, cAn ning va tinh
trang ctia bénh nhan dugc diéu tri; duong dung; va ché d6 tri liéu yéu cAu. Mot 1an nita,
thay thudc s& co thé xac dinh duong dung va lidu ding can thiét cho bénh nhén cu thé
bét ky.

Lidu don dién hinh 12 khoang tir 10'® dén 10" hat trong h¢ gen, phu thude vao sb
lugng mo vOng mac cAn tai nap. Hat trong hé gen dugc dinh nghia & déy la capsit AAV
chira phan tir ADN s¢i don ma ¢6 thé duoc dinh lugng bang phuong phap dac hiéu trinh
ty (nhu PCR thoi gian thyo). Liéu nay c6 thé duoc cung cp dudi dang liéu don, nhung
6 thé duoc 13p lai d6i véi mét bén kia hodc trong cac truong hop vecto khong thé nhim
dén ving chinh x4c cia véng mac vi bat ky 1y do gi (nhu bién chimg phau thuat). Tét
hon néu viéc diéu tri nay 1a didu tri don trong thoi gian dai cho mdi mét, nhung tiém 1ap
lai, vi du trong nhitng ndm tiép theo va/hodc bang céac kiéu huyét thanh AAV khic ¢6
thé duoc xem xét.

Diéu tri

Céc vecto theo sang ché c6 thé dugc st dung dé diéu tri tinh trang bénh vé& mét

bét ky trong d6 ¢6 su loan chirc nang, su thoai hoa hodc thiéu cac té bao hinh nén nhung
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vAn con it nhat mot vai té bao hinh que khoée manh. Chire nang cia t& bao hinh nén ¢
thé bi thiéu toan bd hoge mdt phan, vi du it nhat 10%, it nhat 25%, it nhét, it nhat 50%,
it nhAt 75%, it nhét 80%, it nhét 90% hogc thiéu nhiéu hon. Céc € bao hinh que khde
manh 1a cac té bao hinh que c6 kha ning thuc hi¢n binh thuong hogic mdt phan chirc
ning cdia té bao hinh que binh thudng, vi du it nhat 10%, it nhét 25%, it nhat, it nhat
50%, it nhat 75% hodc it nhit 90% cia chirc ndng ctia té bao hinh que binh thuong d6i

v6i sy cam nhan 4nh sang ¢ mirc 4o da thi.

Do @6, tinh trang bénh cd thé dugc diéu tri bang c4ch st dung vecto theo sang
ché bao gdm bénh thoai héa diém vang, bénh mit mau va bénh mu 1oa bam sinh Leber.
Thoai héa diém vang c6 thé 1a bénh thoai héa diém vang do tudi gia (AMD), vi du AMD
w6t hoic AMD tao mach méi hodc teo dia ly, tinh trang bénh thoai hoa diém vang do di
truyén hodc chimg loan dudng t& bao hinh nén do di truyén. Theo mot vai phuong an,
sang ché s& dan dén viéc tao ra ‘hd mét gia’, ving nho clia cac té bao hinh que giéng té
bao hinh nén ma cai thién thi lyc ddi voi tinh trang bénh trong do cac té bao hinh nén

cia hd mit bi mat hodc loan chirc nang.

Nhin chung, bénh nhéan dugc didu tri bang cac vecto theo sang ché 12 ngudi. Bénh
nhan c6 thé 12 nam hodc nit va & bét ky do tudi ndo.

Céc vi du sau diy minh hoa thém cho sang ché.
Vi du thywe hién sang ché
Vi du 1 - Phuong phap thir nghi¢m ArchT.
Dong vat

Chu6t hoang (C57BL/6J) dugc mua tir Harlan Laboratories (Blackthorn, UK).
Céc con chudt CNGA3-/- va PDE6C-/- dugc nudi trong nha. Toan bd cac con chudt
dugc duy tri trong didu kién 4nh sang theo chu ky (12 gio sang-tdi); 4nh sang chiéu trong
16ng 1a 7 ngon nén trong sudt chu ky 4nh sang. Toan bd cac thit nghiém da dugce phé
chudn b&i Uy ban Cham soc va St dung dong vat dia phuong (Institutional Animal Care
and Use Committees) (UCL, London, UK) va tuén theo cac huéng dan vé viéc chim
séc va st dung dong vat duoc thong qua boi Hiép hoi Khoa hoc than kinh va Hiép hoi
nghién ctru Thi luc va Nhén Khoa (the Society for Neuroscience and the Association for

Research in Vision and Ophthalmology) (Rockville, MD).
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CAu trac plasmit, san xudt virut va quy trinh tiém

CAu triic gen chuyén (ArchT-EGFP) duoc cung cAp &t boi Prof Ed Boyden (MIT,
USA) va chira trinh tuw cADN ctia gen ArchT dugc dung hgp véi protein huynh quang
EGFP. Plasmit dugc déng goéi vao AAVE dé tao ra vecto virut AAV tai td hop,
AAVS hRho.ArchT-EGFP. Vecto AAVS tai t6 hop duoc san xuét thong qua phuong
phép chuyén nhiém nhanh ba 1An nhu da duge mo ta trude d6. Cau tric plasmit, plasmit
dong gbéi dic hi¢u kiéu huyét thanh AAV va plasmit hd trg duoc tron bing
polyetylenimin (Polysciences Inc.) dé tao thanh cac phirc hop chuyén nhiém, ma sau d6
dugc bd sung vao cac té& bao 293T va dé trong 72 gid. Céc té bao duoc thu hoach, dugc
c6 va dung giai dé giai phong vecto. AAV8E dugc tinh ché bang cach st dung cft AVB
Sepharose (GE Healthcare). Ca hai dugc rira trong 1X PBS va duoc cd dén thé tich 100—
150 uL. Do chuén hat virut dugce xac dinh bang ADN thim diém so sanh thu dugc tir
vat liéu gdc ctia virut da tinh ché va cac d6i chiing plasmit da xac dinh. Nong d6 vecto
tinh khiét dugc st dung cho toan bd céc thir nghiém 1a 5 x 10'2 hat virut/ml. Quy trinh
tiém duéi véng mac duge thuc hién nhu da duge mo ta trude d6 va gbm 2 1an tiém, mdi
1an 2ul.
Hoéa md mién dich

Dong vat dugce lam chét nhe nhang, nhan ciu d3 duoc boc nhin va gidc mac,
nhan mét va méng mit dugc 14y ra. Ddi véi phan ciia vong mac, dai mét duge c¢b dinh
trong paraformaldehyt (PFA) 4% trong 1 gio & nhiét do trong phong, trudce khi dugc dat
vao trong mdi truong nhiét dd cat tdi uu (OCT). 30um doan cit lanh dugc cét theo huéng
d6i xtng doc, duge rira bang PBS va dugc phong bé trong huyét thanh dé thong thuong
(NGS) 10%, albumin huyét thanh bo (BSA) 3% va Triton-X100 0,1%. C4c miu twong
g dugc U véi khang thé bac mdt trong dung dich phong bé & nhiét 40 4°C qua dém
bang cach st dung khang arrestin té bao hinh nén cua thd (pha loang 1:500). Sau khi
rira PBS, hdn hgp twong ung cua khang thé bac hai (toan bd pha lodng 1:500, life
technologies) bao gdm Alexa Fluor 546 dé khang tho (#A11035), Alexa Fluor 633 d&
khang chudt (#A21052) va streptavidin, Alexa Fluor 633 lién hop (#S21375) dugc su
dung dé ghi nhan céc. mau trude khi cdc mau nay duge phan chét nhudm bang DAPI va
dugc thuc hién bing moi trudng mang huynh quang DAKO (DAKO, S3023, Denmark).
Céc hinh anh dugc thu bing kinh hién vi dong tiéu (Leica DM5500Q).
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Céc gia tri hat thy cam quang hoc don ghi dugc

Pong vat dugc cho thich nghi v&i bong t8i trong 12 gio trude khi bét dau cac thir
nghiém. Céc con chudt dugc cho sir dung qua 1iu hdn hop gay mé chira ketamin thong
qua duong trong 5 bung, dé tao ra qua trinh gy mé mat phéng phau thut cudi cing.
Céc con chudt sau d6 bi lam chét béng cach lam trat khép ¢b va duogc tach nhin cau.
Mit dwgc gii phau trong didu kién chiéu sang md, 4nh sang xa anh sang do. Vong mac
d3 tach ra dugce nhing trong dung dich agaroza 1% néng chay it va sau d6 duogc cit bang
cach st dung vibrotome (leica) thanh céc lat bé mit day 230um. Céc lat nay dugc dat
trong phong ghi va dugc truyén mdi truong Ames bdo hoa carbogen (95% 02 5% COy)
chira 100pm 9-cis clia véng mac (Sigma) va BSA 0,2% (Sigma). Nhiét do ctia dung dich
truyén dugc duy tri ¢ nhiét do 37°C bang cach st dung thanh phan 1am néng dong dudi
su didu khién hdi tiép (Scientifica). C4c pipet lap rap tinh khéng rat thip (1-2MQ) duge
lam tir mao mach thuy tinh boroscilicat c6 dy toc (Harvard Apparatus Ltd) bang cach
st dung may kéo thing ding PC-10. Pipet duoc d6 diy bang dung dich ngoai, gin trén
headstage va ap suét nho duoc dat 1én qua dAu pipet (~30mbar). St dung énh sang hdng
ngoai va kinh hién vi dé hd trg qua trinh hién hoa pipet duoc dat lén bé miit cua ving
mac, va sau do giam xubng khoang 50um vao l4t, cho t¢i khi cac doan thy cdm quang
hoc xuét hién nguyén ven va duge sap xép gon gang. Ap suat 4am nhoé dugc ap dung qua
d4u pipet nhu n6 duge ting 1én tir tir qua mo ctia vong mac, st dung xung thir nghiém
100ms, 10mV dé theo ddi dién tré qua dau pipet. Khi dién tré ting dén khoang 20-
30MQ céac dap tmg gdy ra anh sang dugc thi nghiém. T4c nhan kich thich anh sang tir
cap ngudn anh séng LED (budc song dinh 530nm) dén chi dan anh sang léng, dugc
chuyén qua muc tiéu kinh hién vi (Olympus). BO loc mat d9 trung tinh dugc str dung dé
Kiém soat chinh xdc cuong do cia tac nhan kich thich anh sang. Yéu t kich thich 4nh
sang gdm céac xung song vudng dugce 1ap trinh bing cach st dung phan mém P-Clamp
(Molecular Devices), va van chuyén thong qua bang DAC (Axon Instruments) két hop
véi trinh didu khién LED (Thorlabs). Céc gid tri ghi dién sinh ly dugc thuc hién bing
cach st dung bo khuéch dai Multiclamp 700B (Molecular Devices). Dt li¢u dugc sb
hoa & 20kHz.

Gia tri ghi MEA
Pong vat duge cho thich nghi v6i bong t8i trong 12 gio trude khi bét dau céc thir

nghiém. C4c con chudt dugce st dung qua Jiéu hdn hop gay mé chira ketamin thong qua
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duong trong b bung, dé tao ra qua trinh gy mé mat phing phiu thuat cubi cing. Céc
con chudt nay sau d6 bi lam chét bing tach nhan cAu va trat khép cd. Mit ctia cac con
chudt nay dugc giai phau trong moi trudng Ames bdo hoa carbogen (95% oxy, 5%
cacbon dioxit) (Sigma), trong didu kién 4nh sang d6 mo. Gidc mac va nhan mit dugc
1y ra, bang cach 14y ra cén than dé loai bé cang nhiéu thiy tinh thé tir b& mit clia vong
mac cang t6t. RPE dugc tach ra tir ving mac va mdt canh phing c6 bé ngang 1-3 mm
dugc cét bo tir clia hb vong mac. Céanh ctia vong mac dugc dit & bén dudi ctia hach — té
bao trén bé mit cla mang nhiéu cuc, va tdn hao vong tron dugc cAu trac tir day platin
tro (Sigma) va nylon dugc st dung dé giit cho canh nay ding vi tri. Trong sudt qua trinh
ghi chép, mo6 dugc truyén dich bing moi truong carbogen bdo hoa Ames (Sigma), duy
tri & nhiét d 36,5°C hodc ghi chép bao gém céc diéu kién thich nghi tdi hodc anh sang
trung binh, mdi truong dich truyén dugc tao thanh bao gém 9-cis vong mac (Sigma), &
ndng do 100uM, trong BSA 0,2% (Sigma). Mang gia tri ghi chép 60 dién cuc dugc duc
15, gém cac dién cuc vonfam duge dat cach nhau 100pum (Multi Channel Systems) duoc
str dung dé ghi lai kha nang ctia hach té bao ngoai bao. Su thay dbi dién ap dugc khuéch
dai va dugc sb hoa & 50kHz b%ng hé théng MC Card, st dung ph'?ln mém MC Rack
(Multi Channel Systems).

Phan tich dit liéu dién sinh ly hoc

Dit liéu dién sinh 1y hoc dugc phén tich bang cach st dung cdc macro tuy chinh
bang vin bang trong IgorPro 6. Cac dong synaptic va dién thé duoc phat hién bang cach
sir dung giai thuat ngudng bién do ma ngudng cho viée phit hi¢n két qua duoc thiét 18p
& mitc 2 1in do léch chuén cta tiéng dong co ban (thong thuong khoang 10pA). Céc
dong va dién thé duogc phat hién dugc kiém tra bang tay thong qua sy kiém tra k¥ cta
tht ca dit liéu dién sinh ly hoc.

Diéu tiét ndi s¢

Céc con chudt duge rén luyén va dugc thir nghiém bang céach sit dung h¢ théng
didu tiét ndi so co trén thi truong (Med Associates). Dé dam bao tinh trang bi mu, nguoi
lam thtr nghiém tién hanh tap luyén va thir nghi¢ém luén mu dbi véi cac dong chudt va
céc tinh trang didu tri. Tom lai, viéc cai dat gbm budng diéu tiét khong khi (20x30 cm)
v6i mot san ludi thép khong gi dugc dét bén trong budng 1am gidm am thanh. Hanh vi

ctia chudt duoc theo ddi lién tuc trong qua trinh rén luyén va thir nghiém bing thiét bi
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may anh k¥ thuét s6 hong ngoai dugc tich hop san (30 khung/gia tri thu dugc) va anh
sang hong ngoai. Phan mém Video Freeze (Med Associates) dugc st dung dé kiém soat
qua trinh phén phéi tac nhan kich thich 4nh séng va tinh trang sbc. Tac nhan kich thich
4nh sang gdm dén LED don (530 nm, Thorlabs) 5 Hz 50ms nhip nhdy do sang day du
duoc tao ra thong qua giao dién Arduino (Arduino Software) dugc ddt trén bang didu
khién cta budng diéu tiét khong khi. Pé dam bao rang bdi canh ma trong d6 qua trinh
rén luyén va thr nghiém di2n ra khéac nhau, bang treo tuong bi cong va san dé dugc 16ng
vao budng cho thir nghiém. Anh sang nén tring dugc st dung dé 1am giam co hoi cia
qué trinh hoat héa hinh que va ddng tir dugc 1am gidn bang céac giot Tropicamit dé tang

lwong anh séng dén vdng mac ctia chudt.

Cac con chudt dugc dét bén trong budng va trai qua mot bubi didu tri, gdm 6 cdp
5 gidy, tic nhan kich thich 4nh sang két thic dong thoi véi viee sbc dién & chan 2 gidy,
0,65 mA. Khoang thoi gian thir nghiém duoc ngau nhién hoa gia (khoang trung binh 90
gidy). Sau qua trinh rén luyén, chudt duoc tra lai 1ong nudi. 24 gio sau khi duge ren
luyén, chudt duoc thir nghiém dé goi lai b nhé bd sung cta thi lyc. Chudt duge dat
trong budng thir nghiém va dugc theo ddi tdng cong 360 gidy. Tac nhén kich thich anh
sang diéu tiét duoc dua ra lién tuc trong 120 gidy cudi cua thir nghiém. Tét ca dit liéu
déu duoc thu va ghi lai tu dong boi ph?m mém VideoFreeze (Med Associates). Tom lai,
phan mém dugc hiéu chinh truge khi dat dong vt trong budng. Phan mém sau d6 do
cac thay ddi pixel di®n ra gitta mdi khung hinh video. Ngudng chuyén dong dugc dit &
mirc thép nhét ¢6 thé (20 don vi chi s6 chuyén dong), va s6 luong hanh vi ngimg hoat
dong lién tuc dugce dit thanh ty 1é khung dé dam béo ring doc ra chinh xac nhét cta
chuyén dong. Dé danh gia su goi lai ky uc bd sung 4nh séng, phén trim thoi gian cla
hanh vi ngimg hoat dong dugc tinh trung binh trong 2 phiit ngay trudc khi va sau khi
bt diu kich thich 4nh sang. Y nghia théng ké dugc danh gid bang ANOVA mot thong
s6. Céc két qua dugc trinh bay dudi dang gia tri trung binh £ S.E.M.

Phép do thi luc

D6 tinh cta thi lyc duge do b'fmg cach quan sat cac dap img quang dién cua chudt
d6i v6i céc cach tir hinh sin chuyén dong quay (OptoMotry, Cerebral Mechanics). Quy
trinh dugc st dung tao ra cac sb do doc 1ap do tinh cta mét phai va mat trai dua trén do
nhay khong dbng déu cla hai mét dé xoay hinh vi chi c6 su chuyén dong theo chidu
huéng dén miii dAn dén phan tmg theo doi. Két qua 1a, mét tréi va mit phai nhay nhat
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véi chidu quay twong tmg theo ngugc chidu kim ddng hd (CCW) va theo chidu kim ddng
hd (CW). Tac nhan kich thich cta tAn sb thoi gian khéc nhau duge st dung dé x4c dinh
ngudng ma tai d6 c¢6 dap ung. Phuong phép so séanh cgp doi dinh hudéng mu kép dugc
stt dung, ma trong d6 ngudi quan sat bi “mu” theo huéng xoay hinh, di 1a chudt CNGA3-
/- hoic PDE6C-/- hodc dong vat d6i chimg kiéu dai lién quan dén tubi tac (C57BL6)
duoc didu tri hodc khong duge diéu tri boi ArchT. Do tinh cta thi luc duoc do trong ca
hai mét ctia dong vat thtt nghiém va dugce tinh trung binh ho#c phan tich riéng r& cho
mdi mat sau 4 thir nghiém dugc tién hanh trong 4 ngdy riéng biét. Viéc do duogc thuc
hién trén chudt dugc tiém 3-10 tudn sau diéu tri cing v6i cac d6i chng dong hop tir lién

quan dén tudi tac.

Vidu 2 - Viéc hidu hién ArchT trong thu cam quang hoc té bao hinh que dem lai kha

ning d4p Ung voi cac dap ung khong mét mau nhanh

Thi Iuc duge didu tit béi té bao hinh que dwgc t8i wru héa v6i mre 4nh séng thap
nhit, bao gdbm viéc phat hi¢n ra photon don. Tuy nhién, cac té bao hinh que khong thé
ndi viéc xam nhép véi viée phuc hdi ca cac dap tng t& bao hinh nén nhanh v6i anh
sang (Fu et al., 2007, Pugh et al., 1999). Sy khac biét vé chitc ning nay, hitu ich dé bao
dam thi lyc dang tin cdy trong cdc mdi truong khac nhau, tré nén bi yéu khi thi lyc dugc
didu tiét boi té bao hinh nén bi mAt trong tinh trang bénh nhu trong bénh thoéi hoa diém
vang do tudi gia, khi cac t& bao hinh nén dugce dong goi day déc trong hd mét bi thoai
héa (de Jong 2006). N6 duge nghién ciru néu céc té bao hinh que c6 thé dap tng va hoi
phuc nhanh dbi v&i tac nhan kich thich, diéu nay sé& gitip giam baot su suy yéu cla chirc

ning gy ra bdi viéc mét céc té bao hinh non.

Bom proton dugc didu khién béi anh sang nhanh (ArchT) (Han et al., 2011) duogc
biéu hién trong thu cam quang hoc t& bao hinh que. Cac hat AAV8 mang ArchT-EGFP
dudi su kiém soat cta trinh ty khoi dau rodopsin (Rho) duge tiém duéi vOong mac &
chudt truéng thanh. Sy bidu hién cua Rho-ArchT-EGFP dugc gi6i han & mang cta thy
cam quang hoc té bao hinh que (Fig.la-b). Cac dau cudi cua synap cia cac té bao hinh
que biéu hién Rho-ArchT-EGFP va cac té bao hinh non c6 thé d& dang dugc phan biét
sau quy trinh h6a mo mién dich (Fig.1c). Pinh lugng PCR trén mot quan thé dugc lya
chon cda cac té bao hinh non dugc xac nhan rang su biéu hién Rho-ArchT-EGFP 1a dac
hiéu quén thé t& bao hinh que va khong co dAu hiéu rd rét cia do tinh dugc quan sat 1én
dén 6 thang sau khi tiém AAVS. Su bidu hién cia ArchT cho phép dap ng anh sang
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cuc nhanh, trong khi cac dap Gng té bao hinh que ndi tai dugc bao toan va 1a tuong
duong v6i quan sat thdy trong thu cam quang hoc té bao hinh que khong chuyén héa
(Fig.1d). Céac dong dugc gy ra bdi anh sang thu duge tir cac té bao hinh que biéu hién
ArchT chimg minh dong hoc nhanh hon dang ké so vGi cac dong hinh que noi tai trong
toan bd cac mau chudt dugc thir nghiém (Fig.2a-b). Cac dong hoc nay cho phép gy ra
cac dong anh sang dugc didu bién 1én dén 80 Hz, vurot xa gidi han cua ca cac té bao hinh

que, ma dao dong & khoang 20 Hz (Fig.2a-c), va cac té bao hinh noén (Fu et al., 2007).

Bét ngd 13, viée hiéu hién ArchT khong lam thay dbi dac tinh cta thy cdm quang
hoc té bao hinh que trong khi dem lai kha nang déap Gmng voi cac dap tmg khong méit mau

nhanh (Fig.2e).

Vi du 3 - Céc té bao hinh que bidu hién Arch diéu khién viéc ting RGC duy tri 6 cudong

d6 4nh sang cao va & tan so xap xi tan sO cua thu cam quang hoc té bao hinh non.

Tiép theo, viéc hé mach dién dugc didu khién bai céc té bao hinh que c¢6 kha nang
theo thi luc duoc didu khién béi hinh que nhanh hon binh thudmg hay khong dugc nghién
ctru. Pudng dan té bao hinh que va té bao hinh nén bidu hién mot s6 diém tuong dong
va mot sd didm khac biét ndi bat va do d6 khong rd so dd mach dién hinh que c6 thé
duy tri dugc qué trinh truyén gidng té bao hinh n6n nhanh (Wissle et al., 2004). Cac té
bao hinh que dugc thiy 1a tiép xtic xa (OFF) cac té bao ludng cuc ‘hinh nén’ truc tiép
(Soucy et al., 1998 va Hack et al., 1999) va su kich thich xung theo cdp goi 'y rang viéc
thay thé nay co thé nhanh nhu té bao hinh non xa khéi té bao hinh noén ludng cuc (Li et
al., 2010). Tuy nhién, khong rd rang cac dap img nay co thé dugc duy tri nhu thé nao va
6 céc té bao ludng cuc hinh que (ON) cling ¢6 thé duy tri qua trinh truyén nhanh. Hon
nita, cac phan cudi cta synap cua té bao hinh que c6 kich thudc va don vi siéu chu triic
khac nhau so v6i céc té bao hinh nén va céc té bao ludng cuc hinh que khong tiép xtic
cac té bao hach ctia vong mac (RGC) truc tiép ma chi thong qua mot qua trinh bao gdm
té bao khong s¢i truc AIl (Wissle et al., 2004). Bé kidm tra tc do tdi da ma con duong
ctia té bao hinh que ¢ thé dat dugc, céac gia tri ghi dién cyc tu RGC trong cac mau chudt
thiéu chtrc nang cta té bao hinh nén dugc thyuc hién, dé cach ly lugng RGC dugc didu
tiét boi té bao hinh que. Céac déap ung dugc didu khién bang té bao hinh que trong RGC
trong vong mac khong chuyén héa dugc mét mau & mic do anh sang cao va khong thé

theo cac tin sb kich thich cao hon khoang 20 Hz (Fig.2f).
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Ngugc lai, cac té bao hinh que biéu hién ArchT diéu khién viéc ting dot ngot
RGC duy tri & cudng dd anh sang cao va tai cac tan sO xap xi tan sO cua thu cam quang

hoc té bao hinh nén (Fig.2f).

Vidu4 - Su biéu hién ctia Rho-ArchT-EGFP mé rong dd nhay cua chudt thiéu thi luc
duoc didu tit bai té bao hinh nén dbi v6i tac nhéan kich thich dnh sang chéi

Dé thi luc té bao hinh que nhanh hon binh thuong c6 ich, dugc cho 1a chudt co
thé str dung cac dong duge didu tibt boi ArchT dé dap ing mot cach tin cdy voi tac nhan
kich thich chéi va nhanh. Chudt CNGA3" va PDE6C™ thiéu thi lyc dugc didu tiét boi
t& bao hinh non (Biel et al., 1999 va Change et al., 2009) khong nghién ctru bidu dd diéu
tiét ndi sg, trong d6 tac nhén kich thich 4nh sang chéi duoc két cap va két thuc ddng thoi
véi viée gay sbc nhe & chan (Fig.3a). Tuy nhién, su bidu hién ctia Rho-ArchT-EGFP m&
rong do nhay cta cic con chudt nay ddi véi tac nhan kich thich anh sang choéi, cho phép
nghién ctru vé sy lién két gitra tac nhan kich thich thi lyc va ci sdc (Fig. 3a). Cudi cung,
su lién két gitta tdc nhan kich thich thi luc va ci sbc duge thir nghiém co viec hiéu hién
ArchT dem lai thi luc nhanh d61 véi chudt CNGA3” va PDE6C™. Danh gia tdc d6 cua
thi luc bang phép thir vén mét (Umino et al., 2008) cho thdy rang chudt biéu hién boi
ArchT c6 thé chiu tac dong cua tac nhén kich thich nhanh hon chudt ma khong chiu
dung viéc tiém virut dudi vong mac va chudt ma dugc nhan chi vecto GFP (Fig.3b).
Tn sb ti da cia cac tac nhan kich thich ma chudt biéu hién bdi ArchT co thé chiu tac

dong tuong tu voi tAn s t6i da cia thy cam quang hoc té bao hinh noén (Fig.3b).

K&t hop lai, cac két qua nay chi ra rang céac té bao hinh que c6 thé dugc didu
khién nhanh hon badi dong thac chuyén d6i quang hoc ndi tai clia ching va mach diéu
khién hinh que c6 thé duy tri viéc truyén tin hiéu nhanh hon. Quan trong 1a, viéc giai
phong synap tir cac té bao hinh que khong doi hoi qua trinh dao dong dién ap 16n, nhung
c4ac dong nho co thé thay vao d6 tao ra céac bién ddi dién ap du dé 1am thay ddi dang ké
qua trinh truyén synap cta chiing (Cangiano et al., 2012). Diéu nay mé rong qué trinh
stt dung theo sang ché d6i v6i mirc do sang thip hon nhiéu 14n mrc d9 sang trung binh
duoc doi héi cho qua trinh thao tac quang di truyén trong hoat dong & hau hét cac noron

khac (Han et al., 2011).
Vi du 5 — Phuong phép cho thir nghiém RPAP
bong vat
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Céac con chudt C57BL6 (Harlan, UK), Cnga3-/- (J.R. Heckenlively, University
of Michigan), Pde6c-/- (J.R. Heckenlively, University of Michigan, MI) (Chang et al.,
2009), va Gnatl-/- (J. Lem, Tufts University School of Medicine, MA) (Calvert et al.,
2000) dugc nudi trong 16ng nudi dong vat ¢ Pai hoc London (University College
London). Céc con chudt duc va cai trudng thanh & d5 tudi 6-12 tun tudi & thoi diém
tiém virut va dugc st dung cho céc thir nghiém it nhét 2 tuin sau khi tiém dé cho phép
viéc biéu hién da R9AP. Toan bd cac con chudt dugc st dung 13 & 4o tudi tir 2 dén 6
thang va dugc lién két tudi gitta cdc nhom thir nghi€ém xac dinh. Toan bd céc thir nghiém
duoc tién hanh theo Policies on the Use of Animals and Humans in Neuroscience
Research va theo ARVO Statement for the Use of Animals in Ophthalmic and Vision

Research. Cac con vat nay dugc gift trén tiéu chuén chu ky 12/12 gio sang-tdi.
CAu trac plasmit va viéc tao ra cht tai tb hop 4478

cADN cua chuét R9ap dugc khuéch dai bang PCR tir cADN vong mac cua chudt
bang céach st dung cic doan mdi ma duge thibt ké dé bao gbm toan by ving ma hoa.
R9ap cADN duogc tach dong gitra trinh tu khoi dAu (trinh tw khéi ddu CMV hodc trinh
tu khoi dau rodopsin ctia bo) va vi tri bd sung SV40. Céc plasmit nay dugc sir dung dé
tao thanh 2 vecto cla virut kiéu gia AAV2/8, rAAV2/8.CMV.mR9ap va
rAAV2/8 Rho.mR9ap, nhu duge md ta bén dudi.

Vecto tai td top AAV2/8 dugc sdn xuét théng qua phuong phap chuyén nhiém
tam thoi ba 14n nhu dugc md ta trude day (Gao et al, 2002). Céu trtic plasmit, plasmit
h3 tro va plasmit déng g6i dac hiéu kiéu huyét thanh AAV dugc tron bang
polyetylenimin dé tao thanh céc phtrc hgp clia qua trinh chuyén nhiém ma sau d6 dugc
bd sung cac t6 bao 293T va dé trong 72 giv. Céc té bao dugc thu gom, dugc cd va dugc
dung giai dé giai phong vecto. AAV2/8 duoc tinh ché bang séac ky cot ai luc va duge o
bing cach si dung cac cot siéu loc (Sartorius Stedim Biotech, Goettingen, Germany),
dugc rtra trong PBS va dugc cd vao mot thé tich 100150 pl. Chuén d6 cta hat virut
dugc xac dinh bang thAm diém hoic bang PCR thoi gian thyc. Cac ndng do vecto dugc

tinh ché duoc stt dung 1a 1-2 x 10'? hat virut/ml.
Pién vOng mac dd (ERG)
ERG dugc ghi lai tir ca hai mé&t sau khi chuot duge thich nghi vi bong tdi qua

dém bing cach sir dung hé théng c6 ban trén thi truong (Espion E2, Diagnosys LLC,
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hén hop clia medetomidin hydroclorua (1 mg/ml), ketamin (100 mg/ml), va nudc & ty
1& 5:3:42 trudce khi ghi lai. Péng tir duge gifin hoan toan bing cach st dung phenileprin
2,5% va tropicamit 1,0%. Cac dién cyc tham chiéu duodng gitta dudi da nén va miéng
dugc dat 14n dAu, sau d6 dién cuc bac duong dugc cho phép dé cham nhe vao trung tdm
cia gidc mac trong didu kién anh sang dé mo. Mot giot gel 1ong Viscotears 0,2% (Dr.
Robert Winzer Pharma/OPD Laboratories, Watford, UK) dugc dét & bén trén cua dién
cuc duong dé gitt gidc mac 4m trong sudt qua trinh ghi chép va chudt dugc cho phép dé
thich nghi thém véi bong tdi trong 5 phut. Céc tan s6 ngat boi bo loc thong giai bang
0,312 Hz va 1000 Hz. Téc @6 phuc hdi ctia dap tmg quang hoc dugc do bang cach st
dung md hinh 4nh sdng ghép noi ma cac cap chép séng v6i cuong do bdo hoa gidng
nhau (1,8 log.cd.s/m?) dugc tach ra bang cac khoang tac nhéan kich thich trung binh khac
nhau (ISI; 0,5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 gidy) dugc trinh bay. Trong md hinh nay, chép sang
thtr nht s& loai boé hoan toan cac dap ng dién cla co ché hinh que ma cho phép quan
sat tbc @6 cua qua trinh phuc hoi chitc niing cla chirc ndng cua té bao hinh que bing
céch dua ra chdp séng tht hai véi ISI khac. Luong thoi gian da (150 gidy) duge cung
cp gifta cc cdp chép sang dé cho phép qua trinh phuc hdi hoan toan ctia chdp sang thir
nhét. Sau d6 qua trinh phuc hdi ctia bién do song a dd quan sat nén phan chiéu téc do
cta qué trinh lam bét hoat cac t& bao hinh que trong dong vét khong c6 chirc néng cua
té bao hinh nén vi chép sang chi cAn mét mau mot phan rodopsin (0,02%) (Lyubarsky
et al., 2004 and Weymouth, A.E. & Vingrys 2008). Cuong do nhép nhay da thi 6 Hz
theo day dugc thuc hién nhu da bao cao v6oi mot vai sira ddi (Seeliger et al., 2001). 17
budc clia cac cudng dd chép sang duge st dung trong khoang tir -6 dén 2 log.cd.s/m?
mdi doan tach béng 0,5 log don Vi. DPbi véi mdi bude, sau 10 gidy thich ung, cac dai 600
ms dugc tinh trung binh 20 14n bing cach st dung diéu kién chép sang gidng nhau. Céc
d4ap ung thich nghi da thi theo day cling dwoc thu bang cach sir dung cac chép sang dai
hon bang khoang énh sang 20, 100, va 200 ms tai 83,3 cd/m?. Céc ghi chép da thi chop
sang 1é tiéu chudn duoc thu tir cac con vat duge thich nghi v6i bong tdi tai cac cudong do
4nh sang ngay cang tang: -6, -5, -4, -3, -2, -1, 0,1,0,1,5,val9 log.cd.s/rnz. Céc gia tri
chdp séng chéi duge thuc hign sau cac khoang thoi gian thich img anh sang 5 phut trén

cudng dd dnh sang nén cua 20 cd/m2, ma ciing dugc st dung lam 4nh sang nén trong
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khoang thoi gian cua cc ghi chép. Cuong dd chép sang choi duge sir dung 14 -2, -1, 0,
1, 1,5, va 1,9 log.cd.s/m?.

M5 hoc

S4u tudn sau khi tiém mot bén dudi véng mac cia rAAV2/8 Rho.mR9ap, ca hai
mét tir chudt Cnga3-/- duge 14y ra nhanh va cip dong nhanh trong nito 16ng. Sau khi
nhing lanh mit trong OCT (RA Lamb, Eastborne, UK), mét dugc cat thanh cac phﬁn
ngang day 15 pm va dugc lam kho trong khong khi trong 15 - 30 phut. Déi véi quy trinh
héa md mién dich, céc phﬁn dugc chin trude trong PBS chia huyét thanh lra binh
thuong (2%), albumin trong huyét thanh bo (2%) 1 gio trude khit bing khang thé khang
RGS9 (1:500; Santa Cruz Biotechnology, SantaCruz, CA) trong 2 gi¢ ¢ nhiét do trong
phong. Sau khi rira 2 x 15 phut bang PBS, céc phan dugc bao toan trong tu 4m bang
khang thé tht hai dugc gén boi Alexa 546 mdt cach thich hop (Invitrogen, Carlsbad,
CA) trong 2 gid' & nhiét do trong phong (RT), dugc rira va dugc phan chét nhudém bang
Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich, Gillingham, UK). Phén véng mac dugc nhin thiy trén
kinh hién vi dong tu (Leica TCS SP2, Leica Microsystems; Wetzlar, Germany).

Thaim tach Western

Mit tir chudt Cnga3-/- 4 tudn sau khi tiém duéi vong mac mot bén cua
rAAV2/8 Rho.mR9ap dugc thu gom. Sau khi tach vong mac ctia day than kinh tir phirc
hop RPE/mang mach/mang cling, cac md dugce ddng nhét trong dém RIPA va dé trén
da trong 20 phut. Cac mAu nay dugc ly tdm & 16.000 g trong 30 phut ¢ nhiét do 4°C va
béo quan & nhiét do -20°C cho dén khi st dung. Phuong phép thdm tach Western dugc

thuc hién bang céch st dung céc quy trinh da biét.
Céc phan tng thi gidc va chirc nang nhay tuong phan

Do nhay twong phan va do tinh cua thi luc cua mit duge didu tri va khong dugc
diéu tri dugc xac dinh bang c4ch quan sat cdc phan ung thi giac cta chudt d6i véi cac
cach tir hinh sin chuyén dong quay (OptoMotry™, Cerebral Mechanics, Lethbridge, AB
Canada). Quy trinh da st dung tao ra cac s do doc 1ap cua dd tinh cta mét trai va mét
phai dya trén sy nhay khong ddng déu cuia 2 mit dé xoay hinh: mét trai va mit phai
duoc diéu khién chu yéu bang qua trinh quay twong Gng nguoc chiu kim ddng ho va
theo chiéu kim dong hd (Douglas et al., 2005). Chudt dugc dit trén mt chd tach riéng
dwoc cach ly véi san nha trong mot khong gian khép kin dugc bao quanh bai 4 thiét bi
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giam sat bang cach tir hinh sin chuyén dong quay voi d6 sang trung binh 62 cd/m?2.
Phuong phép so sanh cdp d6i dinh huéng mu kép dugce dung, ma trong d6 ngudi quan
sat 13 “mu’” v6i hudng xoay hinh, cho du d6 1a chudt duoc diéu tri hodc khong duge diéu
tri Cnga3-/- hodc dong vét di chimg kiéu dai phit hop do tudi (C57BL6). P9 nhay twong
phan duoc do tai 0,128, 0,256, 0,383, 0,511 vong quay/do duge thé hién tai 6 Hz nhu
dugc xac dinh 1a 100 chia cho phén trim twong phan thip nhét tao ra dap tmg ngudng.
C4 hai mét ctia mdi con chudt dugc thir nghiém 4 1an vao nhiing ngay riéng biét. Dit liéu
duoc du kién trén bidu d6 Do nhay twong phan Campbell-Robson bang cac cach t hinh

sin dai dién cho tin sb khong gian tuong dbi.
Phép do rodopsin

Sau khi chudt duge hoan toan thich nghi véi bong t6i qua dém, chudt duge gay
mé va ddng tir duge lam gidn hét c& dé danh gia tdc do mAt mau sic t6 cia thi lyc. Sau
d6, chudt duoc dat trong mot hop co anh sang voi nguén anh sang (7,0 mW) chiéu truc
tiép vao mét trong 5 phut trude khi mit duoc thu gom. Trong thtr nghiém khéc, chudt
dugc tiép xtc véi didu kién gidng nhu qua trinh do d6 nhay tuong phan trong nhidu
khoang thai gian (0, 30, 60, 120 phut). Mat chut duoc 4y ra tai mdi thoi diém va dugc
dat trong 250 pl nude mubi dém phosphat va dong bang trong nito 16ng trong dng kin»
4nh sang va dugc giit ¢ nhiét d6 -20°C cho dén khi str dung. Mot vai mét dugce thu gom
trong bong t6i & didu kién chiéu anh séng d6 sau khi chudt thich ing bong t6i qua dém.
Phép do phd quang ké ctia rodopsin dugc thuc hién nhu da bao cao trudc day véi cac
stra ddi nho (Douglas et al., 1995). Tém lai, céc mau duoc rd dong & nhiét do trong
phong va dugc ddng nhét hoa. Diéu nay va cac hoat dong tiép theo dugc thyuc hién trong
diéu kién 4nh sang do mo ma lam mét mau céc sic td thi gidc tdi thiéu. 50 microlit n-
dodexyl B-D-maltosit (200 mM; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) duoc bd sung vao mdi
mAu va hdn hop thu dugc duge quay trong 2 gio & nhiét d6 trong phong, sau do ly tam
10 phut (23.000 g) & nhiét do 4°C. Chét ndi bé mat duge 14y ra va duge dat vao cuvet
thach anh trong quang phd ké& Shimadzu UV-2101PC (Shimadzu, Kyoto, Japan). Sau
14n quét ban dAu cta chiét xudt chua mat mau tir 300 nm dén 700 nm, mau dugc tiép
xuc v4i anh sang don séc (502 nm) trong 3 phut, cho thy 1a d dé 1am mAt mau rodopsin
hoan toan (Longbottom et al., 2009), va duoc quét lai. Toan bd cac phd hép thu dugc

didu chinh vé khong & 700 nm. Céc phd khic nhau dugc xay dyung bang cich st dung
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cac duong cong trude va sau khi mat mau va mat do quang hoc toi da dugc x4c dinh &

khoang 500 nm, biéu thi lugng séc t0 thi gidc dugc chiét.

Vi du 6 - Sy biéu hién qua ROAP trong céc té bao hinh que va tbc do bat hoat thy cam

quang hoc tang.

RGS9, G5, va ROAP 1a cac thanh phan bat budc ciia phirc hgp GTPaza diéu hoa.
Dé nghién ctu tac dong cua su biéu hién qua ctia R9AP duoc diéu tiét boi AAV 1én
phtrc hop GTPaza trong céac té bao hinh que, mirc do va su phan bd ctia RGS9 duge
Kidm tra sau khi tiém rAAV2/8 Rho.mR9ap dudi vdng mac ¢ chudt Cnga3-/-. Cac con
chuot nay cé churc ndng cua té bao hinh que binh thuong nhung thiéu chirc ning cua té
bao hinh nén va dadm nhiém vai trd lam mau cia chirmg mu mau. Bén tuan sau, vong
mac dugc diéu tri cho thay kha nang phan ing mién dich chéng lai RGS9 tang 1én thong
qua 16p thy cam quang hoc trong cac vong mac dugc diéu tri so voi khong duge didu tri
(Fig.4A). Phép phan tich thim tach Western con xac nhén sy biéu hién protein RGS9
ting trong vong mac dugc diéu tri (Fig.4B). Cac két qua nay chi ra rang su biéu hién
qué cua ROAP bing céach sir dung AAV2/8 lam téng hiéu qua lugng thanh phan xc tac
RGS9 va phic hop GTPaza.

Tiép theo, tac dung chirc ndng cia sy biéu hién qué ctia ROAP dugc didu tiét boi
AAV?2/8 1én qué trinh chuyén d6i quang hoc té bao hinh que dugc nghién ctru bang cich
ap dung ERG chép sang ghép cap (Lyubarsky va Pugh 1996). Trong md hinh nay, mdt
cip cuong do chop sang gibng nhau dugc véi khoang cach gifta cac 14n kich thich bién
d6i va qua trinh phyc hdi cua déap tmg thir hai 6 lién quan v6i dap tng thr nhét dugc
do. Trong dudong dan thu cam quang hoc té bao hinh que, tbc @6 phuc hdi cta song a
(qué trinh khéi nguén tr thu cam quang hoc) phu thudc vao tbc do bat hoat. Da nhén
thdy ring hé sb thoi gian (6) dé phuc hdi 50% bién do song a duge giam khoang 60% &
mit ctia chudt Cnga3-/- dugce tiém rAAV2/ 8.CMV.mR9ap (c =~ 2,99 gidy) so vdi mat
khong dugc diéu tri (o = ~ 7,38 gidy; Fig.4C). Tuong tu, tdc @6 tang 1én cla qua trinh
phuc hdi séng a duge quan sat bang cich st dung trinh tu khoi déu rodopsin
(rAAV2/8.Rho.mR9ap; ¢ = ~ 2,74 gidy; Fig.4C) trong cung 1 dong chudt (Cnga3-/-)
hodc cung virut (rAAV2/8.CMV.mR9ap) trong dong chudt thiéu t& bao hinh non khac
(Pde6c-/-; Fig.8). Céac quan sat nay chi ra rang viéc tiém dudi vOng mac

RAAV2/8.CMV.mR9ap hodc rAAV2/8 Rho.mR9ap c6 thé ting déng ké tde do 1am bat

37



47806

38/57

hoat qua trinh chuyén d6i quang hoc té bao hinh que thdng qua viéc ting mirc RGS9 va

phirc hop GTPaza.

Vidu 7 - “Su thay dbi thich mg anh sang” clia chirc nang té bao hinh que bdi sy biéu
hién qua ciia ROAP

pé nghién ctru li€u tdc do bAt hoat ting 1én dat dugc bdi su biéu hién qua cua
RIAP va phtrc hgp GTPaza trong cac té bao hinh que ¢ thé 1am thay ddi pham vi hoat
dong ctia chtrc ndng cla thu cam quang hoc hay khong, cac ERG nhép nhay 6 Hz thich
nghi véi bong t8i duoc ghi lai béng cach s dung cudng do chép sang gia tang. Mit
duoc didu tri bing rAAV2/8.CMV.mR9ap hodc rAAV?2/8 Rho.mR9ap cho thiy cac
phan Gmg v6i chop sang chéi nhét ting 1én so véi mit khdng dugc diéu tri. Diéu nay dan
dén su ting ngudng bén trén ctia dap Ung t6i da khoang 2 log don vi (Fig.5A), vdi tac
dong it 1én dap Gmg quang hoc tdi da (151 £ 17 pV trong mét duge diéu tri so vai 162 £
29 uV trong mét khong duge didu tri; gia tri trung binh =+ sai s6 chudn ctia trung binh sd
hoc). Nhu mong doi, “sy thay dbi thich (mg 4nh sdng” nay trong pham vi hoat ddng cua
céc té bao hinh que dugc di kém boi sy tang tuong mg ngudng dudi cua dap ung 1én
dén khoang 1,5 log don vi. Trong khi, ngudng bén trén cua cac dap ung ERG cua mat
cua chudt hoang va mét cta chudt Gnatl-/-, ca v6i chuc nang ctia céc té bao hinh non,
duoc tang ~4,0 log don vi so VOi mit khong dugce diéu tri cia chudt Cnga3-/-. Cac két
qua twong tw thu dugc Kkhi tAAV2/8 Rho.mR9ap duoc tiém vao chudt Pde6c-/- (Fig.9).
Két qua 1a, phuong phap diéu tri cho phép cac té bao hinh que dap tmg v6i cac chop
sang cla céc khoang thoi gian dai hon (Fig.5B) va voi cdc chdp sang duéi sy chiéu sang
nén c6 1ap boi té bao hinh nén (Fig.5C). Cac phuong phap nay bao gbm cac diéu kién
trong d6 céac t& bao hinh que khong dugc didu tri cho thiy héau nhu khong c6 dap ung.

Cung v6i nhau, cac két qua nay thé hién rang su biéu hién qua ciia ROAP trong
c4c té bao hinh que dan dén sy mét nhay cta chung va gitp cho céc té bao dat duoc
chtre nang thich ing dnh sang trong qué trinh trao dbi d6i v6i chie ning da thi. Sy cam
(g c6 tinh trj liéu nay cia “su thay dbi thich tmg 4nh séng” cua chirc nang cla té bao
hinh que kéo dai it nhét trong 5 thang ma khdng ¢b d4u hiéu rd rang cta su thoai hoa
ctia vong mac (Fig.10). Trong khi, qua trinh diéu tri cho chudt hoang bang cach st dung
clng céc vecto virut khong cho thdy qua trinh thay d6i do dugc vé chirc nang clia vong

mac (Fig.11).
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Vi du 8 — Con dudng ludng cuc t& bao hinh que didu tiét viéc truyén chirc ning té bao

hinh que thay doi.

Viéc nay da xac lap rang su biéu hién qua ctia ROAP trong cic té bao hinh que
dAn dén dong hoc bét hoat thu cam quang hoc nhanh hon va cho phép noron dap ung
v6i lwong 16n photon. Trong khi d6, viéc lam bit hoat ting nhanh ciing can dan dén
khoang thoi gian ngén hon clia qua trinh giai phéng chét din truyén than kinh & céc dau
cudi cua synap thu cam quang hoc. Do d6, duge danh gia liéu tin hiéu ludng cuc cia té
bao hinh que xudi dong ¢6 dugc tic dong bdi phuong phép diéu tri hay khong. Trudce
tién, tbc @ va pham vi cua qua trinh truyén cua cac tin hidu tir thu cam quang hoc dén
céc té bao ludng cuc dén chép sang don ngén duge nghién ctru bang cach do thoi gian
4n va bién do cua song a (ngudn gbc tir thy cam quang hoc) va séng b (ngudn gbc tir cac
té bao ludng cuc) bang cach st dung ERG (Fig.6a). Nhin chung, hoi nh6 hon nhung
dudng cong cuong do-dap ung gln gidng dugc quan sat cho mit dugc didu tri va khong
dugc diéu tri cho ca séng a va song b. Su khac biét nho dugce quan sat co thé phan 4nh
hodc hé qua thyc cla viec lam bét hoat thu cam quang hoc tang nhanh hodc chi don
thuén gy ra thiét hai v& than kinh béi viée tiém dudi vong mac. Thoi gian 4n clia séng
a bidu thi diém ma tai d6 song b didu khién té bao ludng cuc trd nén c6 thé phat hién
dugc. Cac tac gia sang ché ciing quan st thdy su tri hoan nho trong thoi gian an cta
séng a va song b, cho thiy viéc tri hodn binh thudng c6 trong qua trinh truyén tin hiéu
than kinh tr thu cam quang hoc dén céac té bao ludng cuc. Tuy nhién, bién dbi twong dbi
16n cta cac dap ung ERG gifta cac ca thé chi ra su tri hoan nho hodc su gidm bdt & dap
ting cuia té bao hinh que khong nhét thiét chuyén thanh sy loan chirc ning thi giac (Birch
va Anderson 1992).

Do d6, cac két qua ndy chi ra rang, vé nguyén téc, cac t& bao ludng cuc gin nhu
hoan toan thich Gng véi su thay ddi cua chire ning thu cam quang hoc va, quan trong 13,
hién thi mdi quan hé lidu dung - dép ung thich hop.

Vi du 9 — Su biéu hién qua ROAP dan dén chirc nang nhay twong phan duge cai thién

Tiép theo, dugc quan tdm 13 liéu “su thay ddi thich tng anh sang” cla chirc nang
cuia té bao hinh que bdi sy biéu hién qua cua ROAP c6 duge chuyén thanh chirc nang thi
giac dugc cai thién duéi anh sang hay khong bang cach do dap ung vé thi luc vé6i dap

g céc céach tir hinh sin chuyén dong quay trong diéu kién gia tri ghi choi nhét kha thi
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véi man hinh may tinh ti€u chuén (62 cd/m?) (Carvalho et al., 2011). Loi thé dic trung
ctia thir nghiém hanh vi nay 1a chirc néng thi giac cia mdi mét c6 thé dugc nghién ciru
riéng 1¢; chirc néng cua mét phai c6 thé duoc tham do bdi cac dap Gmg véi cac cach tir
nguge chiéu kim ddng hd (CCW) va mit trdi bsi tac nhan kich thich theo chiéu kim
ddng hd (CW) (Douglas et al., 2005). Chirc nang nhay twong phan khong gian (CSF)
dugc nghién cliu bang mot tAn s6 thoi gian ¢d dinh 6,0 Hz va phat hién ra rang chudt
Cnga3-/- giam CSF so v6i chugt hoang (Fig.7). CSF, chuc nang cua nhay twong phan
va do tinh cuta thi luc, hién thi pham vi ugc tinh cla sy cam nhan thi lyc (ddng vat cod
thé cam nhan cac cach tir dudi dudng cong nhung khong & bén trén; Fig.7A). Bét ngd
3, su tang do nhay gép 8,0 (P = 0,005) va gap 54 (P = 0,011) bing cach st dung cac
céch tir cua ca 0,128 va 0,256 chu ky/dd (c/d), twong tng, dugc quan sat khi do nhay
twong phén cua mét duoc diéu tri va khong duoc diéu tri dugc so sanh (Fig.7A bang bén
trai). Khong c6 su thay dbi ro rang cta do nhay twong phan dugc quan sat cho cac cach
tir 0,383 (P = 0,056) va 0,511 (P = 0,111) c/d. Tha vi 13, 40 nhay trung binh cua mét
duge diéu tri & chudt Cnga3-/- vugt qua dbi chimg kiéu dai v6i chirc nang t€ bao hinh
nén binh thuong. Tuy nhién, khi chu¢t hoang dugc didu tri bang céu tric cua virut gidng

nhau, CSF khong khac nhau gitra mit duge didu tri va khong duoc didu tri (Fig.12).

b4a xac lap rang viéc biéu hién qua R9AP din dén viéc dat duoc chuc nang thi
giac khi quan sat cac cai dat man hinh sang tdi da, su biéu hién qua cia ROAP duoc tim
kiém dé x4c dinh liéu thi lyc dat duoc nay ¢ thé bén viing hay khong. Biét chéc rang
qué trinh phuc hdi sdc td thi gidc trong cac té bao hinh que duoc biét 1a cham hon dang
K& 5o v6i ciia céc té bao hinh non (Wang va Kefalov 2011). Tht nhét, duge danh gia 1a
liéu viéc didu tri c6 dan dén su thay dbi toc do lam mét mau sic t6 thi gi4c hay khong.
D3 phét hién ra ré‘lng su'tiép xtic cua mét dugc diéu tri va khong dugc diéu tri v4i 4nh
sang choi trong 5 phut da khong mang lai su khéc biét bat ky nao & cac mirc sic tb thi
giac co thé mAt mau con lai (Fig.7B bang dudi bén trai). Thi hai, lugng rodopsin mat
mau trong mat duge nghién ctru sau khi cho chudt Cnga3-/- tiép xtic trong mot luong
thoi gian bién ddi v6i cung diéu kién thir nghiém dugce thyuc hién cho phép do CSF. Cac
két qua cho thiy mirc sic td thi giac van dn dinh ma khong ¢ dAu hiéu gidm trong sudt
2 gid tiép xtic v6i cac tac nhan kich thich thi gidc twong tng cho mit duge diéu tri va

khong duoc didu tri (Fig.7B bang dudi bén phai). Cac két qua nay chi ra rang viéc dat
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duoc sur cam nhén thi gidc 6 chudt Cnga3-/- da diéu tri duge hd tro biang viéc cung cip

du phén tir rodopsin va l1a bén viing.
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YEU CAU BAO HQ

1. Vecto virut két hop adeno (AAV) chira axit nucleic ma hoa san pham gen nhay sdng
va/hodc didu bién qua trinh truyén tin hiéu nhay sang ndi sinh trong té bao thu cam
quang hoc, sao cho pham vi cuong do anh sang ma thu cam quang hoc t€ bao hinh que
dap tng dugc mé rong va’hodc tdc do ma tai d6 thu cam quang hoc t€ bao hinh que dap
Umg v61i dnh sang duge lam tang 1€n,

trong do:

san phdm gen 12 ArchT hogc R9AP, va trong d6 axit nucleic duoc lién két co diéu
khién véi trinh tu khai dau dic hidu thy cdm quang hoc hodc vu tién thu cam quang hoc;
va

capsit cua vecto AAV ¢cd ngudn gdc tir AAVS,.
2. Vecto virut két hop adeno (AAV) theo diém 1, trong d6 hé gen cia vecto AAV ¢6
ngudn gbe tir AAV2.
3. Vecto virut két hop adeno (AAV) theo diém 1 hodc 2, trong d6 axit nucleic dugc biéu
hien dudi su didu khidn cia trinh tu khoi ddu ddc hiéu té bao hinh que.
4. Vecto virut két hgp adeno (AAV) theo diém bat ky trong sd cac diém tir 1 dén 3, trong
d6 axit nucleic dugc biéu hién duéi sy didu khién cua trinh ty khoi ddu Rhodopsin (Rho),
protein khoa kéo leuxin dédc hiéu vong mac than kinh (NRL) hogc phosphodiesteraza 6B
(PDE6B).
5. Té bao chi chira vecto theo diém bat ky trong sé cac diém tir 1 dén 4.

6. Dugc phim chtra vecto theo diém bét ky trong sé cac diém tir 1 dén 4.
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Fig. 3b
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