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Linh vuc k§ thuat dugce dé cap

Séng ché€ dé cap t6i hé biéu hién trén bé mat phan tit sinh hoc, ¢6 tng dung
cu thé dé biéu thi glycoprotein mang lam vacxin. Cu thé, sdng ch€ dé cap dén
phuong phép, vacxin, ché phdm mién dich va kit dung d€ diéu tri vi/hoic phong
bénh cim gia cdm, va dé cap t6i cdc phuong phép lién quan dén viéc di€u bién ddp
ttng mién dich d6i véi virut cim gia cdm. Cu thé hon, sdng ché& dé cap dén phuong
phép, vacxin, ché phdm mién dich va kit ding dé diéu tri va/hoic ngan ngira virut
cim gia cdm ching H5N1, va d€ cép téi phuong phédp c6 lién quan dén viéc diéu

bién ddp tng mién dich d6i vdi virut cim gia cdm chling H5N1.
Tinh trang ky thuat cia sang ché

Bénh nhiém virut ciim gia cAm 1a bénh 1ay nhiém quan trong trén pham vi
toan thé gidi ciia cdc loai chim do ching typ A clia virut cim gay ra. T4t ca céic
loai chim dugc cho 14 nhay véi bénh nay, c6 thé c6 céc triéu ching thay déi tir 6m
nhe dén mic d6 lay nhiém cao va sinh bénh gay chét nhanh chéng, dan dén dich
bénh nghiém trong.

P4 biét muoi 1am kiéu phu clia virut cim gay bénh cho cdc loai chim, tir 6
tao ra s6 luong 16n virut cim trong c4c quin thé chim. Cu thé, do chim di tri ¢6
tinh khdng tu nhién dé& bi lay nhiém, ching tao ra vat truyén hiéu nghiém dé lay
nhiém cho quin thé chim khidc nhu gia cdm, 1a nhém dong vat dac biét nhay véi
dich bénh ciim gay chét nhanh. T4t ca sy bung phét cua dang gay bénh cao la do
virut cdm A thuoc kiéu phu H5 va H7 gay ra.
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Viéc céch ly khu vuc 1ay nhiém va tiéu diét nhém ti€p xic véi virut hodc bi
lay nhiém virut 14 cac phuong phap chuin nhim ngan ngira su 1ay lan clia virut cim
gia cam. Tuy nhién, cc bién phap nay khong chi bi can trd bai su lay lan cao, dé
lan truyén va su 6n dinh trong thoi gian dai cha virut bén ngoai vat chi tu nhién
cla chiing, ma cOn gay thiét hai nang né vé mat kinh t€ ca trong viéc thuc thi céc

bién phdp nay 1an trong viéc tiéu diét cic loai chim.

Vao nam 1997 & Hong Kong, ching HSN1 cua virut cim gia cAm truyén
truc ti€p tir chim sang ngudi, gy ra bénh ho hap tram trong & 18 ngudi, trong s6 dé
6 nguoi da chét. Su lay nhiém xay ra cing ldc vdi dich bénh & quéin thé gia cAm &
Hoéng Kong ctia virut cim gia cdm do ciing mét ching gay ra. Su bung phat tiép
theo vao nam 2003 gay ra 2 ca bénh va 1 ngudi chét. Cac ca lay nhiém virut cim
gia cAm khdc & ngudi da duge ghi nhin & mot s6 nudc bao gébm Ha Lan, Viét Nam
va Trung Quéc. Ngoai ra, sy bung phat gan day hon & chim bi nhiém ching H5N1
da duoc chi bdo & Dong Au va cu thé 1a Thé Nhi Ky.

H5N1 duogc dac biét quan tam vi n6 dot bién nhanh va rét gioi trong viéc 1ay
cac gen tir virut 1ay nhiém chuyén vao cdc loai dong vat khic. Ngoai ra, cdc thé
phan 1ap duoc tir HSN1 c6 kha nang gay bénh cao va c6 thé gay ra bénh trdm trong
& nguoi. Chim bi 1ay nhiém ma van séng sét dugc s€ thai virut trong it nhat 10
ngay, ca qua dudng miéng va trong phan, do d6 dé dang phan tan virut rong hon

trong cac loai gia cdm song va chim di tri.

Dit liéu vé su tién trién 1am sang cla sy lay nhiém virut cim gia cam H5N1
& ngudi rat han ch€ va chi mot vai loai thudc trong s6 cic thuoc khang virut ma co

thé duoc sir dung trong ca viéc diéu tri va phong bénh ciing c6 han.

Séng ché dua trén sy phat trién cia hé biéu hién bé mat phan tir sinh hoc, cé
tng dung cu thé cla hé nay dé biéu hién glycoprotein mang 1am vacxin. Cu thé,
sang ché dé cap dén phuong phép, vacxin, ché phdm mién dich va kit dung d¢ diéu
tri vi/hoac phong bénh cim gia cAm, va d€ cép dén phuong phdp c6 lién quan dén

viéc diéu bién ddp tng mién dich ddi véi virut ciim gia cam.



21238

Ban chat k¥ thuat cta sang ché

Theo khia canh thi nhét, sing ché€ dé xu4t phuong phap dé€ trinh dién hoic
biéu hién polypeptit, trong d6 phuong phép nay bao gém céc budc:

(a) xen axit nucleic m3 hod cho polypeptit vao vat truyén biéu hién
baculovirut, trong d6 vat truyén bi€u hién baculovirut nay chia gen khéi déu iel tix

virut gay hoi ching d6m tréng;

(b) chuyén nhiém vat truyén biéu hién néu trén vao it nhit mot t&€ bao chi;

(c) biéu hién polypeptit tir vat truyén biéu hién néu trén

trong dé polypeptit dugc trinh dién hodc dugc biéu hién trén mang bé mit clia

baculovirut.

Theo khia canh thit hai, sing ch& dé xust hé dé trinh dién hodc biéu hién
polypeptit, trong d6 hé nay chia:

(a) axit nucleic mi hod cho polypeptit dugc xen vao vat truyén bi€u hién
baculovirut, trong dé vat truyén biéu hién baculovirut nay chita gen khdi ddu iel tir

virut gay hoi chitng d6m trang;

(b) phuong tién dé chuyén nhiém vat truyén biéu hién néu trén vao it nhat

mot t&€ bao chi; va
(c) phuong tién dé bi€u hién polypeptit tir vat truyén bi€u hién néu trén

trong dé polypeptit dugc trinh dién hodc dugc biéu hién trén mang bé mit cha

baculovirut.

Theo khia canh thit ba, sdng ché& dé xuat vacxin dé diéu tri hodc phong ngira
bénh & doi tuong, trong d6 bénh nay lién quan dén virut cim gia cim, va trong do6

vacxin nay chita vat truyén biéu hién chita axit nucleic ma hod peptit ngung két t6
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héng cdu, sao cho khi st dung, peptit ngung két t& hong cau nay dugc biéu hién boi

vat truyén bi€u hién néu trén & doi tuong.
Dai tugng 6 thé 1a ngudi, chim hoac lon.
Virut cim gia cAm c6 thé 12 kiéu phu H5N1 cla virut ctiim gia cAm.

Vat truyén biéu hién ¢6 thé bao gém vat truyén biéu hién baculovirut. Vat
truyén biéu hién baculovirut ¢6 thé duoc tao kiéu gia véi glycoprotein clia virut gay

viém miéng phong rop.

Vat truyén biéu hién c6 thé con c6 chita gen khoi dau. Gen khai dau nay c6
thé bao gom gen khoi dau iel tir virut gay hoi ching dém trang. Gen khéi dau cé

thé duoc lién két cé diéu khién vdi axit nucleic ma hod cho peptit khang nguyén.

Peptit ngung két 16 hong cdu c6 thé bao gém trinh tu axit amin c¢6 ngudn

goc tir kiéu phu H5N1 cia virut ciim gia cdm.

Theo khia canh thit tu, sing ch€ dé xuit vacxin dé diéu tri hodc phong ngira
bénh & d6i tugng, trong dé bénh nay lién quan dén virut ciim gia cam, va trong dé6

vacxin nay chifa vat truyén biéu hién chia:
(a) axit nucleic ma hod peptit ngung két t6 hong cau; va

(b) gen khdi dau iel tir virut gay hoi chiing dom trang duoc lién két c6 dicu

khién véi axit nucleic ma hod cho peptit ngung két t6 hong cau

sao cho khi sir dung, peptit ngung két t6 hong cdu nay dugc biéu hién boi

vat truyén bié€u hién néu trén & doi tugng.

Theo khia canh thtt nam, sang ché dé xuat vat truyén biéu hién, trong dé vat

truyén biéu hién nay chia:

(a) axit nucleic ma hod peptit khang nguyén; va
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(b) gen khéi dau iel tir virut gay hoi chiing dom trang duoc lién két cé diéu

khién v6i axit nucleic ma ho4 cho peptit khang nguyén

trong do peptit khang nguyén nay bao gdém peptit ngung két t6 hong cau

chita trinh ty axit amin c6é nguén gée tir kiéu phu H5N1 ciia virut ciim gia cdm.

Theo khia canh thit sdu, sdng ché dé xudt vat truyén biéu hién theo khia
canh thit nam dé€ sir dung trong viéc diéu tri hoic phong ngira bénh & d6i tuong,
trong d6 bénh nay lién quan dén virut cim gia cam, sao cho khi sir dung, peptit

khang nguyén nay duoc biéu hién bdi vat truyén biéu hién néu trén & déi tuong.

Theo khia canh thit bdy, sdng ché dé xuat t&€ bao chii chita vat truyén biéu

hién theo khia canh thit nam hodéc thu sau.

Theo khia canh thit tdm, sdng ché dé xuit ché€ phdm chita chdt ¢6 tiém nang
gay mién dich dugc chon tir nhém gém vacxin theo khia canh thir ba hoac thir tu,
vat truyén biéu hién theo khia canh thif nam hodc thit sdu hoac t€ bao chu theo khia

canh thit bay, cling véi chat mang dugc dung, chat pha loang hodc t4 dugc.
Ché pham nay c6 thé tiy ¥ chita chét phu trg.

Theo khia canh thit chin, séng ché dé xuét vacxin chia vat truyén biéu hién
theo khia canh thit nam hodc thit sdu, t€ bao chi theo khia canh thit bay hodc ché
phdm theo khia canh th tim d€ diéu tri hodc phong ngira bénh & d6i tuogng, trong

dé bénh nay ¢6 lién quan dén virut cim gia cam.

Theo khia canh thtt mudi, séng ché dé xuit phuong phap dé diéu bién dap
tng mién dich, trong d6 phuong phap nay bao gém budc cho d6i tuong sir dung
luong hitu hiéu cha chat cé tiém nang gay mién dich dugc chon tir nhém bao gém
vacxin theo khia canh thit ba, thit tu hoac thit chin, vat truyén biéu hién theo khia
canh thit nam hoac thit sau, t&€ bao chil theo khia canh thit by hodc ch€ phdm theo

khia canh thit tdm.
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Theo khia canh thit mudi mot, sang ché dé xuat phuong phip dé diéu tri
hoac phong nglra bénh lién quan dén virut cim gia cdm, trong d6 phuong phéap nay
bao gébm bude cho d6i tugng sir dung luong hitu hiéu cua chat ¢6 tiém nang gay
mién dich dugc chon tir nhém bao gdém vacxin theo khia canh thit ba, thit tu hoac
thit chin, vat truyén biéu hién theo khia canh thit nam hodc thit sdu, t€ bao cht theo

khia canh thit bay hoac ché phdm theo khia canh thit tdm.

Theo khia canh thit mudi hai, sing ché dé xudt viéc st dung vacxin theo
khia canh thit ba, thit tr hodc thit chin, vat truyén biéu hién theo khia canh thit nim
hoic thit sdu, t€ bao cha theo khia canh thi bay hodc ché€ phdm theo khia canh thit

tdm d€ diéu bién ddp tng mién dich.

Theo khia canh thit mudi ba, sdng ché& dé xuat viéc slt dung vacxin theo khia
canh thit ba, thit tw hoac thit chin, vat truyén biéu hién theo khia canh thit nam hoac
thit sdu, t€ bao cht theo khia canh thit bdy hodc ché phdm theo khia canh thit tim

dé san xuét thudc dé diéu tri bénh lién quan dén virut cim gia cam.

Theo khia canh thi mudi bon, sdng ché dé xudt kit dé sir dung trong viéc
diéu tri hoac ngan ngira bénh & d6i tuong, trong d6 bénh nay lién quan dén virut
cim gia cam, va trong d6 kit nay chita vacxin theo khia canh thit ba, thit trr hodc
thit chin, vat truyén biéu hién theo khia canh thir nam hodc thit sdu, t€ bao chu theo

khia canh thit bdy hodc ché phidm theo khia canh thi tdm.
Mo ta van tat cac hinh vé
Séng ch€ s& duoc mo ta, chi dé 1am vi du, ¢4 dua vao céc hinh v& sau.

Fig.1. thé hién su tao c4u tric va san xudt baculovirut tdi t§ hop. (A) Hinh
vé dang so do6 thé hién hé gen clia vAc-Bacmit, vAc-HA, va vAc-G-HA. Catxet
biéu hién VSV G hoac HA mong mudn dugc xen vao locus polyhedrin thong qua
su chuyén dac hiéu vi tri bang cdch sir dung hé Bac-sang-Bac. (B) Hinh v& thé hién
st hinh thanh thé hop bao trong céc t€ bao Sf9 duge lay nhiém bang vAc-G-HA

duoc biéu thi bing miii tén mau tring. Hinh anh dugc chup vao 72 gid sau khi
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truyén. (C) Hinh v& dudng cong sinh trudng mot budc. Mdi diém s lieu thé hién
tri sO trung binh & ba c4 thé lay nhiém. Cic t€ bao Sf9 dugc 1ay nhiém bing virut
riéng 1é c6 MOI bang 0,5.

Fig.2. Hinh v& thé hién dac diém ctia HA duoc biéu hién trén bé mat clia vat
truyén baculovirut. (A) Hinh vé& thé hién su lién két mang cta HA trong cdc hat
vAc-HA va vAc-G-HA da duogc tinh sach. C4c virion H5N1 da duoc tinh sach déng
vai trd lam mau d6i chimg duong tinh. Dai 1, cdc virion vAc-Bacmit da dugce tinh
sach 1am miu d6i ching am tinh; dai 2, nucleocapsit da duoc tinh sach tir cic
virion vAc-G-HA dugc xtr 1y bang Triton X-100; dai 3, céc virion vAc-G-HA hoan
thién; dai 4, tng cac chiét phidm t€ bao thu dugc tir cac t&€ bao Sf9 dugc lay nhiém
bing vAc-G-HA; dai 5, tdng cdc chiét phdm t€ bao thu dugc tir cc t€ bao Sf9 duge
lay nhiém bing vAc-G-HA; dai 6, cic virion vAc-HA hoan chinh; dai 7,
nucleocapsit da dugc tinh sach tir cdc virion vAc- HA duogc xur 1y bang Triton X-
100. (B) Hinh vé thé hién su lién két mang cia VSV G & cic hat vAc-G-HA da
dugc tinh sach. Cac dai tir 1 dén 4 1a cdc mau giéng nhu trong phan (A). (C) Hinh
v& thé hién hoat tinh ngung két hong cdu clia baculovirut biéu hién HA. Do chuén
ngung két hong cdu duogc xé4c dinh bang cach sir dung dung dich pha lodng hai bic
chita cdc hat vAc-G-HA da duoc tinh sach va huyén phi chita 0,5% héng cau ga
trong giéng thir nghiém véi do pha lodng bét ddu 1a 1:2.

Fig.3(A) va Fig.3(B) thé hién su tai nap gen HA béang vAc-G-HA. Cic t€
bao MDCK hoic Df-1 dugc tai nap bing vAc-G-HA c6 MOI bang 100. 16 gid sau,
cdc t& bao duoc ¢ dinh dé thir nghiém IFA hodc dugc thu dé phan tich thdm tich
Western. (A) Hinh v& anh hién vi huynh quang cua céc t€ bao dong vat c6 vi da
dugc tai nap trong thir nghiém IFA véi khang thé don dong dac hiéu HA1. Céc mii
tén biéu thi cic t&€ bao huynh quang duong tinh. Tin hiéu huynh quang dugc phat
hién bang céch st dung kinh hién vi huynh quang nguogc va hinh anh bat dugc bang
hé hién anh s6. (B) Hinh vé thé hién su phat hién HA trong ca hai t€ bao da duoc
tai nap thong qua thit nghiém tham tdch Western v6i huyét thanh khang HA1. Dai
1, cac chiét phdm t& bao MDCK; dai 2, cac chiét pham t€ bao Df-1; déi 3, céc
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virion HSN1 da dugce tinh sach lam mu d6i chimg duong tinh. (C) Dinh lugng
phan tr HA duoc biéu thi trén cdc virion vAc-G-HA thong qua ELISA bat giit
khang nguyén. IgG da dugc tinh sach thu dugc tir chudt lang va khang thé don
dong 1an lugt dugc diung lam chat do va khang thé bét git trong thr nghiém.
Protein HA1 dugc pha lodng theo dung dich 10 bac dugc sir dung dé xay dung

dudng cong dinh luong chuédn nhu duge thé hién.

Fig.4.(A) thé hién phan tich tinh chat khdng nguyén ctia vAc-G-HA. Nhém
gém 5 chuot nhat (Ml- M5) duoc tiém vao trong co cdc hat vAc-G-HA. Hai chuot
nhat déi ching (C1 va C2) duoc tiém luong nhu nhau virion vAc-Bacmit da dugc
tinh sach. Khdng thé da duoc tao ra dugc kiém tra bing ELISA véi protein HA1
duoc phli 1am khdng nguyén bt giit. Két qua dugc biéu thi dudi dang hé s6 hdp
phu trung binh cia huyét thanh dugc pha loang 1:10. (B) D¢ chudn HI huyét thanh
déi véi chuot nhit duge gay mién dich bang vAc-G-HA. P6 chudn HI dugc biéu
thi lam diém két thic trong dung dich pha loing hai bac cua huyét thanh.

Fig.5.(A) hinh v& thé hién su phan tich tinh chat khdng nguyén cla
baculovirut biéu hién HA. Ba nhém chu6t nhit, méi nhém gém 5 con, dugc tiém
vao trong co vAc-G-HA, vAc-HA, H5N1/PR8 da dugc lam bat hoat, va vAc-
Bacmit mot cach doc lap. Mau huyét thanh thu duge tir méi nhém duge thir nghiém
bang ELISA véi protein HA1 di duge tinh sach dugc phl lam khang nguyén bét
gitt. Két qua duge biéu thi dudi dang hé s¢ hap phu trung binh cla huyét thanh
dugc pha lodang 1:10. (B) Thir nghiém HI va thir nghiém trung hoa dé6i véi mau
huyét thanh thu duoc tir chudt nhit da dugc gay mién dich. Po chudn HI dugc biéu
thi lam diém két thic trong ddy pha lodng hai bac ciia huyét thanh. Trong thu
nghiém trung hoa, day pha loang hai bac tir 10 dén 640 dugc tron véi lugng nhu
nhau cta dich pha lodng virut chia virut cim véi s6 lugng 2 x 10’ TCIDsy/ml.
Kiém tra su c6 mat cla protein virut bing thir nghiém IFA véi khang thé da dong
khéang HA1. D¢ chudn trung hoa dugc biéu thi lam diém két thiic trong dung dich

pha loéng theo béc.
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Mo ta chi tiét sang ché

Cac dinh nghia

1"

Trong ban mo ta nay, thuat ngit "chita" nghia 12 "vé nguyén tac bao gom,
nhung khong nhat thiét". Hon thé nifa, cdc dang thay ddi cia tix "chita”, nhu "gém"

va "bao gébm", ¢ y nghia thay déi tuong ting.

Trong ban mé ta nay, thuat ngit "diéu tri" va "viéc diéu tri" duoc diing dé chi
viéc slr dung bét ky va tat ca céac sir dung dé diéu tri céc tinh trang bénh 1y hoac cac
triéu ching, ngan chan sy hinh thanh tinh trang bénh 1y hoac bénh, hodc mat khéc
ngan chan, can tré, lam cham, lam giam hoac lam thuyén giam tinh trang bénh 1y

hoac bénh hoac céc triéu chimg khong mong mudn khac theo céch bat ky.

Trong ban mo ta nay, thuat ngit "lugng hitu hiéu" ¢6 nghia la lugng khong
gay doc nhung di ctia chat hoac hop chat dé mang lai hiéu qua mong mudn. Lugng
chinh xdc hdu nhu s& thay ddi tuy theo déi twong phu thudc vao cac yéu t6 nhu loai
duoc diéu tri, tudi va tinh trang bénh 1y chung cia d6i tugng, mic do nghiém trong
clia tinh trang bénh 1y dugc diéu tri, chit cu thé duoc sir dung va phuong cach sir
dung v.v.. Do dé6, khong thé xdc dinh chinh xdc "lugng hitu hi¢u". Tuy nhién, trong
truong hop cu thé, "lugng hitu hiéu" thich hop c6 thé duoc xdc dinh bdi chuyén gia

trong linh vuc k§ thuat nay chi bang céch st dung thir nghiém thong thuong.

" "

Trong ban moé ta nay, thuat ngit "polypeptit”, "peptit” va "protein" duogc si
dung thay déi 14n nhau dé chi polyme ciia cdc gdc axit amin va chi cdc manh, céc
bién thé, thé tuong tu, thé tuong duong hoic thé twong déng ctia chiing. Do d6, céc
thuat ngit nay dugc ding cho ca polyme cla axit amin, trong dé6 mot hoac nhiéu
gbc axit amin 12 axit amin téng hgp khong c6 trong tu nhién, nhu dang tuong tu
hod hoc ctia axit amin tuong ng c6 trong tu nhién, cling nhu polyme ctia axit amin

cé trong tu nhién.

Trong ban mo ta nay, thuat ngit "polynucleotit” hoac "axit nucleic” dugc sir

dung thay ddi 1an nhau va chi phan to chita mét hoac nhiéu nucleotit, hoac

-10-
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oligonucleotit, hoac manh cta ching, bao goém nhung khong chi giéi han &,

nucleotit ARN hodc ADN hoac dang két hop clia chiing.

Trong ban mo ta nay, ciing nam trong pham vi y nghia clia cdc thuat ngit
"protein”, "polypeptit”, "peptit", "polynucleotit" va "axit nucleic" 1a cdic manh va
cdc bién thé cla chiing, bao gém nhung khong chi gidi han &, cdc dang nguoc va

d6i nghia cta polynucleotit va axit nucleic.

Thuat ngit "manh" dugc ding dé chi trinh tr polynucleotit hoic polypeptit
ma hod cho thanh phan hoac la thanh phan cla protein ¢6 chi¢u dai day di hoac
gen. Dai véi polypeptit, manh nay ¢6 thé ¢6 hoat tinh sinh hoc dinh tinh chung véi

protein c6 chiéu dai day du.

Thuat ngit "bién thé" trong ban mo ta ndy duoc diung dé chi trinh tu hau nhu
trong tw. Nhin chung, cdc bién thé trinh ty axit nucleic ¢6 thé ma héa cic
polypeptit ma c6 hoat tinh sinh hoc dinh tinh chung. Nhin chung, cdc bién thé trinh
tu polypeptit c6 thé con cé hoat tinh sinh hoc dinh tinh chung. Hon nita, cic bién
thé trinh tu polypeptit nay c6 thé ¢6 do tuong dong vé trinh ty it nhat bang 50%,
55%, 60%, 65%, 10%, 15%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% hoiac 99%.

Hon nifa, bién thé polypeptit cé thé bao gom thé tuong tu, trong dé thuat
ngit "thé twong ty" dugc dung dé chi polypeptit 1a dan xuit clia cic polypeptit da
duogc biéu thi, ma viéc tao dan xudt bao gém viéc thém, lam mat hoac thay thé mot
hodc nhiéu axit amin, sao cho polypeptit vin c¢é chifc nang hau nhu giong nhu

polypeptit nguyén thé ma tir d6 né dugc tao ra.

Trong ban mo ta nay, thuat ngit "vat truyén biéu hién" duge dung dé chi axit
nucleic c¢6 kha nang mang lai su biéu hién clia ménh axit nucleic ma né dugc lién
két linh hoat, trong hé biéu hién t€ bao hoac khong phai t€ bao. Trong pham vi clia
sang ché, can phai hiéu ring vat truyén biéu hién chita gen khdi dau nhu duge xdc

dinh & day c6 thé [a plasmit, thé thuc khudn, phagomit, cosmit, hé gen phu virut
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hodc manh hé gen, hoac axit nucleic khac ¢6 kha nang duy tri va hoac sao chép

ADN khdc loai & dang c6 thé bién hién cin dugc dua vao trong t€ bao.

Trong ban md ta nay, thuat ngit "duoc lién két linh hoat” dugc dung dé chi
polynucleotit di€u hoa phién ma va dich ma dugc dinh vi so véi polynucleotit ma
hod polypeptit theo cach sao cho polynucleotit duoc phién ma va polypeptit dugc

dich ma.

Trong ban mo ta nay, thuat ngir "gen khdéi dau" bao goém trinh tu diéu hoa
phién ma clia gen clia hé gen, bao gém hop TATA hoic yéu t6 khoi ddu, c6 thé 1a
cén thiét dé khdi dau su phién ma chinh xdc, cling v6i hodc khong cung véi yéu to
diéu hoa bd sung 1am thay déi su biéu hién gen dé ddp lai su kich thich phat trién
va/hoac su kich thich bén ngoai, hoac theo cach dac hiéu mo. Trong ban mo ta nay,
thuat ngit "gen khdi ddu” con dugc dung dé chi phan tir tai t6 hop, téng hop hodc
dung hop, hoic ddn xuét ma mang lai, hoat héa hodc ting cudng su biéu hién cla

phan tir axit nucleic ma dugc lién két linh hoat, va ma hod peptit.

Trong ban mo ta ndy, cum tir "virut cim gia cAm" bao gom virut bat ky gay
hoac bi nghi 1a gdy bénh & d6i tuong bao gébm nhung khong chi gidi han &, chim,
lon hodc ngudi, cu thé, "virut cim gia cdm" bao gém tét ca cdc typ virut cim gia
cam, bao gébm nhung khong chi gidi han &, typ A, va tét c& cdc kiéu phu cia virut
clim gia cdm, bao gom nhung khong chi gi6i han &, cdc kiéu phu H5 (cu thé 1a
H5N1 va H5N2) va H7 (cu thé 1a H7N1).

Trong ban mo6 ta nay, cum tir "bénh lién quan dén virut ciim gia cam" duogc
ding dé chi bénh, tinh trang bénh 1y hodc rdi loan bat ky gay ra bdi hoac lién quan

dén virut cim gia cam.

Trong ban mo6 ta nay, thuat ngit "diéu bién" khi lién quan dén dap tng mién
dich duoc diing dé chi su tang hodc giam, truc ti€p hoac gidn tiép, ddp ing mién

dich chong lai khang nguyén.
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Céc tac gia sang ch€ da phat trién hé biéu hién trén bé mat phan tlr sinh hoc,
¢4 ing dung cu thé dé biéu hién glycoprotein mang lam vacxin. Cu thé, cic tic gia
sang ché€ da ching minh tng dung ctia hé biéu hién baculovirut lam tdc nhan gay
mién dich chéng lai virut cim thong qua su biéu thi bé mat déng van va viéc tai
nap gen protein ngung két t6 hong cau (HA) cta virut. Su biéu thi ¢6 hiéu qua cla
protein HA mang virut uu thé€ mién dich trén bé mat clia baculovirut tdi té hop,
cung véi protein VSV G, mang lai vu diém chinh trong k& hoach ding vacxin
khdng virut cim. Ngoai viéc st dung hé bi€u hién baculovirut lam vat truyén
vacxin, hé biéu hién mang virut c6 thé con dugc dung dé xdc dinh dac diém cdu

triic va chitc nang clia nhiéu glycoprotein mang virut.

Dudi su ki€ém soét clia gen khoi ddu iel tir virut gay hoi ching d6m tring,
gen HA cia virut ciim H5N1 duoc biéu hién mot cach hiéu qua & ca t€ bao con
tring va t€ bao dong vat cé vi bing cédch sit dung vat truyén baculovirut. Su biéu
hién dong thoi HA véi glycoprotein ctia virut gay viém miéng phong rop khong
lam giam hiéu qua cha sy bi€u hién HA trén bé mat baculovirut. Protein HA bi
phan cit mot phan duge biéu hién trén bé mat clia aculovirut, bang cach dé mang
lai hoat tinh ngung két héng cdu cua hat virut. Viéc tiém vao trong co cua
baculovirut da duoc tinh sach biéu hién HA vao trong chudt nhét kich thich su san
xust khang thé cé hoat tinh ttc ché ngung két héng cdu. Do d6, hé biéu hién
baculovirut nay chita peptit HA c6 tinh khang nguyén lam protein céu triic va duy

tri kha nang biéu hién peptit thong qua viéc truyén in vivo.
Cdc phuong phdp, kit va hé dé trinh dién hodc biéu hién phdn tik sinh hoc

Séng ché& dé cap dén hé biéu hién trén bé mit phan ti sinh hoc, c6 tng dung
cu thé trong viéc biéu hién glycoprotein mang lam vacxin. Chuyén gia trong linh
vuc k§ thuat nay hiéu 16 su biéu hién trén bé mat phan tr sinh hoc khong bi gidi
han trong céc ting dung cu thé dugc dé cap dén trong ban mo ta nay, ma cd ung
dung rong rii trong trudng hop bat ky mong muén dé trinh dién phan tir sinh hoc,

va cu thé 1a glycoprotein mang.
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Theo mot phuong 4n, sang ché boc 160 phuong phép, kit va hé dé san xuat
vacxin bao gém viéc biéu hién trén bé mat cha glycoprotein mang. Cic phuong
phép, kit va hé nay c6 thé sir dung hé biéu hién trén bé mat dua trén baculovirut
dugc minh hoa bang vi du trong ban mo ta nay lién quan dén viéc san xuét vacxin
khéng virut cim gia cdm chiing H5N1. Tuy nhién, chuyén gia trong linh vuc ky
thuét nay s& nhan ra va hiéu rang cdc phuong phép, kit va hé dé san xuat vacxin
bao gém viéc biéu hién trén bé mat clia glycoprotein mang khong bi gidi han trong

viéc san xudt vacxin dugc boc 10 & day.

Nhu vay, sdng ché dé xudt cidc phuong phdp dé trinh dién hodc boc 10

polypeptit, trong d6 phuong phdp nay gom:

(a) xen axit nucleic ma hod polypeptit vao vat truyén biéu hién baculovirut,
trong d6 vat truyén biéu hién baculovirut nay c¢6 chita gen khai déu iel tir virut gay

hoi chimg d6m trang;

(b) chuyén nhiém vat truyén biéu hién néu trén vao it nhit mot t€ bao chi;

(c) biéu hién polypeptit tir vat truyén biéu hién néu trén trong d6 polypeptit

duoc trinh dién hoac duoc biéu hién trén mang bé mit cta baculovirut.

Séng ché con dé xuét hé dé trinh dién hoadc boc 10 polypeptit, trong dé hé

nay gom:

(a) axit nucleic ma hod cho polypeptit dugc cai xen vao vat truyén bi€u hién
baculovirut, trong dé vat truyén biéu hién baculovirut niy cé chita gen khéi dau iel

tlr virut gay hoi ching dém trang;

(b) phuong tién dé chuyén nhiém vat truyén biéu hién néu trén vao it nhat

mot t€ bao chi; va
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(c) phuong tién dé biéu hién polypeptit tir vat truyén biéu hién néu trén trong

dé polypeptit dugc trinh dién hoac dugc boc 10 trén mang bé mat ciia baculovirut.
Vacxin

Séng ché con dé xuat vacxin dé diéu tri hoac phong ngita bénh & d6i tuong,
trong d6 bénh nay cé lién quan dén virut clim gia cam, va trong d6 vacxin nay chita
vat truyén biéu hién chita axit nucleic ma hod peptit ngung két t6 hong cu, sao cho
khi sir dung, peptit ngung két t6 hdng cdu nay duoc biéu hién bdi vat truyén biéu

hién néu trén & doi tuong.

Dai tuong c6 thé 1a ngudi, chim hoac lon. Virut cim gia cdm ¢é thé 13 kiéu

phu H5N1 ctia virut cim gia cam.

Vat truyén biéu hién c6 thé bao gém vat truyén biéu hién baculovirut. Vat
truyén biéu hién baculovirut cé thé duoc tao kiéu gia vdi glycoprotein clia virut gay

viém miéng phong rop.

Vat truyén biéu hién cé thé chita gen khdi ddu. Gen khdi ddu c6 thé bao
gobm gen khdi ddu iel tir virut gay hoi chimg d6m trang. Gen khdi ddu c6 thé duoc

lién két cé diéu khién véi axit nucleic ma hoa peptit khdng nguyén.

Peptit ngung két t6 hong cdu ¢ thé bao gém trinh tu axit amin c¢6 nguén

goc tir kiéu phu H5N1 cta virut ciim gia cam.

Sang ché con dé xudt vacxin chita cdc vat truyén biéu hién, cdc t€ bao chi
hoac ché phdm nhu duge néu & day, dé diéu tri hodc phong ngira bénh & d6i tuong,

trong dé bénh nay ¢6 lién quan dén virut cim gia cam.
Vit truyén biéu hién va té bao chi

Sang ché con dé xudt vat truyén biéu hién chia axit nucleic ma hod peptit
khéng nguyén, trong d6 peptit khang nguyén nay bao gém peptit ngung két 16 hong

cu chifa trinh tu axit amin cé ngudn goc tir kiéu phu H5N1 ctia virut cim gia cam.
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Séng ch& con dé xuat vat truyén biéu hién chita axit nucleic ma hod cho
peptit khdng nguyén, dé sir dung trong viéc diéu tri hodc phong ngira bénh & déi
tuogng, trong dé bénh nay c6 lién quan dén virut cim gia cdm, sao cho khi sir dung,
peptit khiang nguyén nay dugc biéu hién bdi vat truyén biéu hién néu trén & doi

tuong.
Séng ché con dé xuat t&€ bao chi chita vat truyén bi€u hién nhu mé ta & day.
Ché phdm va chdt c6 tiém ndng gdy mién dich

Séng ché dé cap dén ché phadm chita chat ¢6 tiém nang gay mién dich dugc
chon tir nhém bao gém vacxin, vat truyén biéu hién hoac t€ bao chi nhu duoc mo

ta & day, ciing véi chat mang duge dung, chat pha lodng hoac ta dugc.

Chat ¢6 tiém nang gay mién dich c6 thé dugc bao ché thanh ché phdm &
dang trung tinh hoac dang mudi. Cic mudi dugc dung bao gébm mudi cong axit
(dugc tao ra v6i cdc nhém amin tu do cia peptit) va duoce tao ra véi axit vo co nhu,
vi du, axit clohydric hoac axit phosphoric, hoac axit hitu co nhu axetic, oxalic,
tartaric, maleic, va dang tuong tu. Mudi dugc tao ra véi cdc nhém carboxyl tu do ¢6
thé con ¢ ngudn gdc tir bazo vo cd nhu, vi du, natri hydroxit, kali hydroxit, amoni
hydroxit, canxi hydroxit, hodc sat hydroxit, va bazo hitu co nhu isopropylamin,

trimetylamin, 2-etylamino etanol, histidin, procain, va dang tuong tu.

Thong thuong, ché phadm thich hop c6 thé duge bao ché theo cdc phuong
phap da biét d6i véi chuyén gia trong Iinh vuc k¥ thuat ndy va c6 thé bao gém chat
pha lodng dugc dung, chit phu tro va/hoac ti dugc. Chat pha lodng, chat phu trg va
t4 duoc phai “chip nhan duoc” vdi nghia la tuong thich vé6i cac thanh phan khic

ctia ch€ pham, va khong c6 hai d6i véi nguodi nhan chiing.

Vi du vé€ chat pha lodng dugc dung la nuéc duge khit khodng hoac dugc
chung cit; dung dich nudc muéi; ddu thuc vat nhu ddu dau, dau rum kho, déu oliu,
ddu hat bong, ddu ngo, ddu vimg, ddu lac hoac ddu dira; cic chat dau silicon, bao

goém polysiloxan, nhu metyl polysiloxan, phenyl polysiloxan va metylphenyl
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polysolpoxan; cac silicon dé bay hoi; ddu khodng nhu parafin 10ng, parafin nhe
hoac squalan; dan xuat xenluloza nhu metyl xenluloza, etyl xenluloza,
carboxymetylxenluloza, natri carboxymetylxenluloza hoéc
hydroxypropylmetylxenluloza; alkanol béac thap, vi du etanol hoac iso-propanol;
aralkanol bac thip; polyalkylen glycol bac thap hoac alkylen glycol bac thap, vi du
polyetylen glycol, polypropylen glycol, etylen glycol, propylen glycol, 1,3- butylen
glycol hoac glycerin; este axit béo nhu isopropyl palmitat, isopropyl myristat hoac
etyl oleat; polyvinylpyrridon; aga; carrageenan; gom tragacan hoac gom acacia, va
thach dau mo. Thong thuong, chat mang hodc cdc chit mang s€ tao thanh tir 1%

dén 99,9% khoi luong clia ché phdm. T6t nhat 13, chét pha loang 1a nudc mudi.

Pé diing lam dung dich hodc huyén phu tiém duge, chat pha lodng hoac cac
chat mang chap nhan duoc ngoai duong tiéu hod khong doc cé thé bao gém, dung
dich Ringer, triglyxerit mach trung binh (MCT), nuéc muéi ding truong, nudc

mudi dém phosphat, etanol va 1,2 propylen glycol.

Mot 0 vi du vé cdc chat mang, chit pha lodng, td dugc va chat phu trg thich
hop dé sir dung qua dudng miéng bao gébm dau lac, parafin long, natri
carboxymetylxeniuloza, metylxenluloza, natri alginat, gom acacia, gom tragacan,
dextroza, sucroza, sorbitol, mannitol, gelatin va lexitin. Ngoai ra, cdc ché phim
diing qua dudng miéng nay c6 thé chita cdc chdt tao mii va tao mau thich hgp. Khi
st dung & dang vién nang, vién nang c6 thé dugc phd bang cdc hgp chat nhu

glyxeryl monostearat hoac glyxeryl distearat lam cham su phén huy.

Chat phu tro thong thudng bao gém chit 1am mém, chat nhii twong, chat lam

dac, chit bdo quan, chat diét khudn va chat dém.

Cic dang ran dé sir dung qua dudng miéng c6 thé c6 chita chét két dinh
chdp nhan duoc trong thuc tién dugc hoc & nguoi va thii y, chat 1am ngot, chét phan
13, chat pha lodng, huong liéu, chét bao phii, chat bao quan, chat boi tron va/hoac
chat 1am cham thai gian. C4c chat két dinh thich hop bao gébm gom acacia, gelatin,

tinh bot ngd, gom tragacan, natri alginat, carboxymetylxenluloza hodc polyetylen
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glycol. Cac chat lam ngot thich hop bao gom sucroza, lactoza, glucoza, aspartam
hoac saccarin. Cac chat phan ra thich hop bao gém tinh bot ngd, metylxenluloza,
polyvinylpyrolidon, gobm guar, gobm xanthan, bentonit, axit alginic hoac aga. Cic
chit pha lodng thich hgp bao gém lactoza, sorbitol, mannitol, dextroza, cao lanh,
xenluloza, canxi cacbonat, canxi silicat hodc dicanxi phosphat. Cdc huong li¢u
thich hop bao géom dau bac ha, ddu metyl salixylat, ddu cla cay anh dao, cam hoac
huong liéu clia cdy mam xo6i. Cdc chit bao phu thich hop bao gom polyme hoac cac
copolyme cia axit acrylic va/hodc axit metacrylic va/hodc este cua ching, sép,
rugu béo, zein, senlac hoac gluten. Cic chit bao quan thich hgp bao géom natri
benzoat, vitamin Es alpha-tocopherol, axit ascorbic, metyl paraben, propyl paraben
hoac natri bisulphit. Cdc chat boi tron thich hop bao gom magie stearat, axit

stearic, natri oleat, natri clorua hoac da talc.

Cac dang 16ng dé€ sir dung qua dudng miéng c6 thé cé chita, ngoai cdc chat
néu trén, chat mang 1ong. Cac chat mang long thich hop bao gom nudc, cic chit
dau nhu dau oliu, ddu dau, dau vimg, ddu huéng duong, dau rum kho, dau lac, dau
dira, parafin 16ng, etylen glycol, propylen glycol, polyetylen glycol, etanol,

propanol, isopropanol, glyxerol, ruou béo, triglyxerit hoac hén hgp clia ching.

Huyén phii dé sir dung qua dudng miéng ¢ thé con bao gébm chét phan tén
va/hodc chat tao huyén phil. Cic chat tao huyén phu thich hgp bao gébm natri
carboxymetylxenluloza, metylxenluloza, hydroxypropylmetyl-xenluloza, poly-
vinyl-pyrolidon, natri alginat hoac rugu axetylic. Céc chat phan tdn thich hop bao
gom lexitin, polyoxyetylen este cla axit béo nhu axit stearic, polyoxyetylen
sorbitol mono- hoac di-oleat, -stearat hoac - laurat, polyoxyetylen sorbitan mono-
hoac di-oleat, -stearat hoac -laurat va dang twong tu. C4c nhil tuong dé sir dung qua
dudng miéng ¢ thé con gdbm mot hodc nhiéu chét tao nhii tuong. Céc chat tao nhii
twong thich hgp bao gébm chét phan tdn nhu da 14y vi du & trén hoac cic gom tu

nhién nhu gom guar gom acacia hodc gobm tragacan.
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Cac phuong phéap diéu ché ché phdm dung ngoai dudng tiéu hod 1a da biét
doi véi chuyén gia trong linh vuc k¥ thuét nay, va duge mo ta chi tiét hon trong cic
tai liéu, vi du, Remington's Pharmaceutical Science, 15th ed., Mack Publishing

Company, Easton, Pa..

Ché phdm c6 thé két hogp véi chat hoat dong bé mat thich hop bat ky nhu
chat hoat dong bé mat anion, cation hoac khong tich dién nhu este sorbitan hoac
cdc dan xudt polyoxyetylen clia ching. Ché phdm ciing c6 thé bao gom cdc chat
tao huyén phit nhu goém ty nhién, cdc dan xuat xenluloza hoac vat liéu vo co nhu

silic oxit silic, va cdc thanh phan khac nhu lanolin.

Mot hoidc nhiéu chét ¢é tiém ning gay mién dich c6 thé duoc sir dung lam
hoat chat trong viéc diéu ché ch€ pham c6 tiém niang mién dich. Viéc diéu ché nay
sir dung cac phuong phap thong thudng da biét doi véi chuyén gia trong linh vuc ky
thuat nay. Thong thudng, ché phdm nay duoc diéu ch€ lam dung dich hodc huyén
phti 16ng ¢6 thé tiem dugc; cdc dang ran phi hop véi dung dich, hodc huyén phi, &
dang 16ng trudc khi tiém ciing c6 thé duoc diéu ché. Ché pham c6 thé con dugc tao
nhil tuong. Cac thanh phan gay mién dich ¢6 hoat tinh thuong dugce tron véi ta duge

duoc dung va tuong thich vé6i thanh phan hoat tinh.
Cdc duong dung

Theo phuong phép theo sang ché, vacxin va ché phdm c6 thé duge cung cép
qua dudng thich hop bét ky, toan than, theo viing hodc tai ché. Pudng ding cu thé
dugc st dung trong trudong hgp nhat dinh bat ky s€ phu thudc vao mot s6 yéu to,
bao gobm ban chat ciia bénh cdn dugc di€u tri, do nghiém trong va pham vi cua
bénh, liéu luong cdn thiét clia cac hop chat cu thé cdn duogc phan phdi va céc téc

dung phu tiém 4n cha vacxin hoac ché phdm mong muén.

Vi du, trong trudng hop cin chuyén néng do thich hgp cia vacxin hoac ché
phdm mong muén tryc ti€p dén vi tri cdn duge diéu tri, viéc sit dung c6 thé 1a theo

ving chtt khong phai 12 toan than. Viéc sit dung theo ving mang lai kha nang
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chuyén tap trung tai chd rat cao cua vacxin hoic ché€ phdm mong muén dén vi tri
yéu cau va do do6 thich hop dé dat dugc hiéu qua tri liéu hodc ngan ngira mong
mudn trong khi tranh dugc viéc cdc co quan khac clia co thé ti€p xdc véi vacxin
hoac ché€ pham va bing cich d6 ¢6 kha nang lam giam tic dung phu. Béing cach 1y
vi du, viéc dung theo cdc phuong an theo sdng ché cé thé dat dugc bang cdc dudong
tiéu chuén, bao gém trong khoang, trong bang quang, trong co, trong dong mach,
trong tinh mach, dudi da, tai chd hoac qua dudng miéng. Viéc dung trong khoang

c6 thé 1a trong mang bung hoac trong mang phéi.

Néu muén, dung cu hodac ché phdm c6 chita chdt c6 tiém nang gay mién
dich thich hop dé giai phéng lién tuc hodc khong lién tuc ¢6 thé, trong thuc t€,
dugc cdy trong co thé hoac dugc dung tai chd vao dé dé 1am cham tuong d6i su giai

phéng vat liéu vao trong co thé.

Viéc stt dung vat truyén biéu hién hoac t& bao chil ¢6 thé bao gém viéc phan
phoi qua dudng miéng, tiém toan than, hoac phan phoi vao (cidc) mo hoac céc t€
bao chon loc, hodc gidn ti€p thong qua viéc phan phoi vao céc t€ bao duge phan lap

tlr d6i tuong hodc thé cho tuong thich.

Péi véi ché pham trén co s& axit nucleic, tat ca cidc phuong thirc phan phéi
ché phdm dugc bao gém trong sang ché. Viéc phan phéi cdc ché€ phdm nay vao céc
t&€ bao hodc cic mo dong vat c¢6 thé duoc lam dé dang bang cich ban vi dan,
chuyén nhiém qua liposom (vi du, lipofectin hoac lipofectamin), duc 16 dién,
chuyén nhiém qua canxi phosphat hoac DEAE-dextran, vi du. Theo phuong 4n
thay thé, cdu tric tdng hop c6 thé duoc ding lam ché€ phdm tri lieu hodc phong
bénh dudi dang ché phdm "ADN tran" da biét trong linh vuc ky thuat nay. Thao
luan vé céc phuong phap chuyén thich hgp ¢6 thé tim thdy & chuong 9 cua tai liéu
CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY (Eds. Ausubel et al; John
Wiley & Sons Inc., 1997 Edition) hoic trén dia chi Internet DNAvaccine.com. Ché
phim c6 thé duogc cung cdp bing dudng qua da (vi dy, sir dung cach chuyén

panjet™) hoic trong co.
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Budc dua polynucleotit tong hop vao trong t€ bao dich s& thay déi tiy thudc
vao tng dung du dinh va loai, va ¢6 thé bao gdm mot hoac nhiéu vt truyén virut va
khong phai virut, liposom cation, retrovirut, va baculovirut nhu, vi du, dugc mo ta
trong tai liéu Mulligan, R.C., (1993 Science 260 926-932). Cic phuong phdp nay

c6 thé bao gém, vi du:

A. St dung tai chd polynucleotit téng hop bang cach tiém (Wolff et ah,
1990, Science 247 1465-1468), cdy phau thuat, nho giot hoac phuong tién khic bat
ky. Phuong phédp nay c6 thé con dugc str dung két hop véi viéc slr dung tai chd
bang céch tiém, cdy phau thuat, nhd giot hodac phuong tién khac bat ky, cla cac t&
bao ddp ing véi protein dugc ma hod bdi polynucleotit tdng hop sao cho lam tang
hiéu qué diéu tri. Phuong phdp nay cé thé con dugc sir dung két hop vdi viéc sur
dung tai ché bang cach tiém, cdy phiu thuat, nho giot hodc phuong tién khéc bat

ky, cia mot yéu t6 khac hoac yéu to can thiét d6i véi hoat tinh cla protein néu trén.

B. Viéc phan phdi toan than thong thudng bang cach tiém ADN, (Calabretta
et ah, 1993, Cancer Treat. Rev. 19 169-179), hoiac ARN, riéng 1é hoac két hop véi
liposom (Zhu et ah, 1993, Science 261 209-212), capsit virut hoac hat nano
(Bertling et ah, 1991, Biotech. Appl. Biochem. 13 390-405, ) hoic chat trung gian
khac bat ky cho viéc phan phéi. C6 thé cai thién viéc nham dich bang céch lién két
polynucleotit téng hgp vdi phan tir nhdm dich (goi 12 phuong phdp "dan ma luc" sir
dung, vi du, khing thé), hodc bang cich sir dung tai chd bang cach tiém, cdy phau
thuat hoac phuong tién khac bat k¥, yéu t6 khac hoac yéu to can thiét doi véi hoat
tinh clia protein ma ho4 cho polynucleotit téng hop, hodc cac t& bao dip tng véi

protein néu trén.

C. Tiém hoac cdy hoac phan ph6i biang phuong tién bat ky, cac t& bao da
duoc cai bién ex vivo bing cdch chuyén nhiém (vi du, véi su ¢6 mat cha canxi
phosphat: Chen et ah, 1987, Mole. Cell Biochem. 7 2745-2752, hodc lipit cation va
polyamin: Rose et ah, 1991, BioTech. 10 520-525), lay nhiém, tiém, duc 16 dién
(Shigekawa et ah, 1988, BioTech. 6 742-751, ) hoac céch khac bat ky sao cho lam
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tang su biéu hién cla polynucleotit téng hop trong céc t& bao. Viéc cai bién c thé
bang plasmit, thé thuc khudn, cosmit, virut (nhu adenovirut hoac retrovirut;
Mulligan, 1993, Science 260 926-932; Miller, 1992, Nature 357 455-460; Salmons
et ah, 1993, Hum. Gen. Ther. 4 129-141) hoadc cic vat truyén khéc, hoac cdc chat
khdc dé cdi bién nhu liposom (Zhu et ah, 1993, Science 261 209-212, ), capsit ciia
virut hodc hat nano (Bertling et ah, 1991, Biotech. Appl. Biochem. 13 390-405, ),
hodc chat trung gian khéc bat ky dé€ cai bién. Viéc sir dung t&€ bao 1am phuong tién
chuyén gen hodc san phdm gen di dugc mo ta trong tai liu Barr et ah, 1991,
Science 254 1507-1512 va Dhawan et ah, 1991, Science 254 1509-1512. Cac t&€ bao
da duoc xir 1y c6 thé duge phan phoi bang cach két hop véi chat dinh dudng bat ky,
yéu t6 phat trién, co chat hodc chét khac s& 1am tang sic song clia ching trong doi

tuong dugc diéu tri.

Ché phdm ¢6 thé con duoc st dung dudi dang liposom. Liposom thudng cé
ngudn gdc tir phospholipit hodc céc chat lipit khac, va duge tao thanh bing cac tinh
thé liquit dugc hydrat hod mét 16p hodc nhiéu 16p duge phan tdn trong moi trudng
nudc. Lipit ¢6 thé chuyén hoa, chap nhan dugc vé mat sinh 1y, khong doc bat k¥ ¢6
kha nang tao thanh liposom c¢6 thé dugc sit dung. Ché phdm & dang liposom c6 thé
c6 chita chét 1am 6n dinh, chét bao quan, td duge va dang tuong tu. Lipit dugc wu
tién 12 phospholipit va phosphatidyl cholin (lexitin), cd & dang tu nhién va tong
hop. Céc phuong phép dé tao thanh liposom 1a da biét trong linh vuc k§ thuat nay,
va lién quan dén tham khao tai liéu: Prescott, Ed., Methods in Cell Biology,
Volume XIV, Academic Press, New York, N.Y. (1976), p. 33 ef seq..

Liéu luong

Ham luong liéu lugng hitu hiéu cua hgp chit duge st dung cho d6i tuong cu
thé bat ky sé phu thuoc vao nhiéu yé&u t6 bao gém: loai bénh duoc diéu tri va giai
doan cta bénh; hoat tinh ctia hop chat duoc sit dung; ché phdm duge st dung; tudi,
thé trong, tinh trang stic khoé, gidi tinh va ch€ do an udng cua doi tuong; thoi gian

dung; dudng dung; ty 1é cang hoéd clia cic hgp chat; khoang thoi gian diéu tri;
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thude dugc dung két hgp hoac dong thoi véi viéc diéu tri, cling vdi cdc yéu 6 lién

quan khéc da biét trong Iinh vuc k¥ thuat nay.

Chuyén gia trong linh vuc k¥ thuat ndy sé cé thé, bang thir nghiém thong
thudng, xdc dinh hiéu qua, liéu lugng khong doc can thiét dé diéu tri cho cic diéu

kién thich hgp. Ching thuong duogc xac dinh theo timg trudng hop.

Da6i véi khéi lugng, liéu luong hitu hiéu dé tri liéu cla ché phdm dé ding
cho bénh nhan dugc du tinh ndm trong khoang tir 0,01 mg dén 150mg cho mot kg
thé trong trong 24 gid; thong thudng, khoang tir 0,1 mg dén 150 mg cho mot kg thé
trong trong 24 gid; khoang tir 0,Img dén 100 mg cho mot kg thé trong trong 24
gid; khoang tir 0,5mg dén 100mg cho mot kg thé trong trong 24 gio; hoac khoang
tr 1,0mg dén 100mg cho mot kg thé trong trong 24 gid. Thong thudong hon, gidi
han liéu luong hitu hiéu dugc du tinh nam trong khoang tir Smg dén 50mg cho mot

kg thé trong trong 24 gid.

Theo cach khdc, liéu luong hitu hiéu cé thé lén dén khoang 5000mg/m’.
Nhin chung, liéu lugng hitu hiéu dugc du tinh ndm trong khoang tir 10 dén 5000
mg/m?, thong thudng nam trong khoang tr 10 dén 2500 mg/m?, nam trong khoang
tir 25 dén 2000 mg/m?, ndm trong khoang tir 50 dén 1500 mg/m’, nim trong
khoang tir 50 dén 1000 mg/m?, hodc nim trong khoang tix 75 dén 600 mg/m?.

Hon nita, chuyén gia trong linh vuc ky thuat nay hiéu rd ring lugng t6i wu
va khodng céch giita cdc liéu lugng diing cho cé thé s& dugc xdc dinh tuy theo ban
chét va mic do cua tinh trang bénh 1y can duge diéu tri, dang, duong dung, va vi tri
dung, va ban chat ciia ca thé cu thé duoc diéu tri. Ngoai ra, cac di€u kién t6i uu cé

thé duoc x4c dinh bang cac phuong phap thong thuong.

Chuyén gia trong linh vuc k§ thuat nay hiéu rd rdng tién trinh t6i uu cia
viéc diéu tri, nhu, s6 luong liéu dung ctia ché phdm dugc cung cdp trong mot don vi
thoi gian, cé thé duoc xdc dinh chic chan boi chuyén gia trong linh vuc k¥ thuat

nay bang cich st dung tién trinh thong thudng cta thir nghiém xdc dinh diéu tri.
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Cdc phuong phdp diéu tri

Séng ché€ con bao ham cdc phuong phap dé diéu bién dap tng mién dich,
trong d6é phuong phap nay bao gom budce cho doi tuong st dung luong hitu hiéu
cla chit c¢6 tiém nang gay mién dich dugc chon tir nhém bao gém vacxin, vat

truyén bi€u hién va t€ bao chli nhur mo ta trong ban mo ta nay.

Ngoai ra, sang ché dé xuat ciac phuong phép dé diéu tri hoac phong ngira
bénh lién quan dén virut cim gia cAm, trong dé phuong phap nay bao gém budc
cho d6i tugng str dung luong hitu hiéu cta chat ¢6 tiém nang gay mién dich dugc
chon tr nhém gém vacxin, céc vat truyén bi€u hién va cic t€ bao chlt nhu duoc mo

ta o day.
Ddnh gid hiéu qud gay mién dich

Hiéu quéa gay mién dich theo cdc phuong phédp cuia sing ché ¢6 thé dugce
dénh gia bang cich sir dung k§ thuat thich hgp bat ky. Vi du, c6 thé dung thir
nghiém phan giai CTL bang cédch st dung t€ bao lach dugc kich thich hoac t&€ bao
don nhan mau ngoai vi (Peripheral Blood Mononuclear Cells-PBMC) trén céc t€
bao dugc lay nhiém virut téi t6 hgp hodc dugc phi peptit bang céch st dung céc t&€
bao dich dugc danh dau °'Cr. Thit nghiém c6 thé dwoc thuc hién bang cach su
dung, vi du, céc t€ bao dong vat linh trudng, chuot nhit hoac ngudi (Allen et al,
2000, J. Immunol. 164(9): 4968-4978 also Woodberry et al, infra). Theo cich
khdc, hiéu qua cta viéc gay mién dich c6 thé dugc theo ddi bang cach sir dung mot
hoac nhiéu phuong phdp bao gom, nhmg khong chi gidi han &, nhuém mau HLA
16p I Tetrame cia ca cic PBMC méi va dugc kich thich (vi du tai liéu Allen et al.,
néu trén), thir nghiém tang sinh (Allen et al, néu trén), thir nghiém Elispot™ va
nhuém mau INF-gama noi bao (Allen et al, néu trén), thir nghiém ELISA d6i véi
ddp tng t&€ bao B tuyén tinh, va thir nghiém thdm tdch Western d6i véi cdc mau té

bao biéu hién peptit khang nguyén nhu dugc mo ta trong ban mo ta nay.

Kit
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Séng ch& dé xudt kit d€ sir dung trong viéc diéu tri hodc ngan nglra bénh &
doi tugng, trong d6 bénh nay lién quan dén virut cim gia cdm, va trong dé kit nay
chita vacxin, vat truyén biéu hién, t&€ bao chli hoac ché phdm nhu duge mo ta trong

ban mé ta nay.

Thong thudng, kit dé thuc hién phuong phdp theo sang ché chita tat ca cdc
chdt phan tng can thiét dé thuc hién phuong phap. Thong thudng, Kit theo sdng ché
s& bao gobm mot hodc nhiéu vat chita, cé chira, vi du, chat rira, va/hodc cac chat
phan tng khac c6 kha nang giai phéng thanh phan lién két tir polypeptit hoac manh

cta chiing.

Trong pham vi ciia sang ché, kit chia ngan bao gom kit bat ky trong dé cic
chat phan ing dugc chita trong cac do chita riéng ré&, va c6 thé bao gém cdc dé
chita bang thiy tinh nho, d6 chita bing nhua hoiac manh nhua hoac gidy. Céc d6
chita nay c6 thé cho phép chuyén mot cach hiéu qua céc chat phan ung tir ngén nay
sang ngan khéc trong khi tranh dugc su nhiém chéo clia miu va cac chat phan tng,
va bd sung céc chat hoac dung dich clia mdi d6 chia tir ngan nay sang ngan khac
theo cich dinh luong. Kit nay c6 thé con bao gébm dé chita dé ti€p nhan méu thir
nghiém, d6 chita ¢6 chtra polyme dugce dung trong thu nghiém va chira c6 chita cac

chat rira (nhu nudc mudi dém phosphat, dém Tris, va dang tuong tu).

Thong thudng, kit theo sdng ché s& con bao gdbm hudng déan sit dung cac

thanh phén clia kit dé thuc hién phuong phép thich hop.
Vi du thuc hién sang ché

Sdng ché€ s& dugc mo ta bang cic vi du minh hoa sau day, va khong dugc

hiéu theo céch bat ky nao nhdm lam giéi han pham vi ctia sang ché.
Vi du 1: Cdu tric ciia catxet biéu hién HA trén baculovirut tdi t6 hop

Ngung két t6 hong cdu (HA) cla virut cim HS5N1 1a mot trong hai

glycoprotein virut mang chinh chiu trach nhiém d6i véi viéc san xuat khang thé
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trung hoa (Bosch, et al., 1979, Kawaoka and Webster 1988). Dé x4c dinh kha nang
tao ra vacxin dua trén baculovirut khang virut H5N1
(A/Goose/Guangdong/3/97/H5N1), cic tdc gia sang ch€ di tao cau trdc hai vat
truyén biéu hién baculovirut tdi té hop, méi vat truyén déu cé chita catxet biéu hién
HA. Vat truyén bi€u hién baculovirut thit nhat duoc tao ra cé catxet biéu hién HA
dudi su Kiém soat clia virut gay hoi chitng d6m traing (WSSV) gen khdi ddu iel, goi
1a vAc-HA (Fig.1A). Vat truyén bi€u hién baculovirut thit hai duwoc tao ra chia
catxet biéu hién HA va catxet biéu hién (VSV G) glycoprotein clia virut gy viém
miéng phéng rop dudi su kiém soat chia gen khéi ddu polyhedrin clia baculovirut,
goi la vAc-G-HA (Fig.1A).

Pé tao ra vat truyén baculovirut tdi t6 hgp, catxet biéu hién VSV G dugc
kiém sodt bdi gen khéi ddu polyhedrin AcMNPV hoic catxet biéu hién HA dugc
kiém sodt boi gen khoi dau ie/ WSSV dugc xen vao vat truyén con thoi pFastBacl
va duoc két hgp vao hé gen baculovirut trong DH 10B AC™ theo quy trinh ctia hé
Bac-sang-Bac (Invitrogen). Virut doi chiing, vAc-Bacmit, con dugc tao cdu triic

bang cach két hgp vat truyén pFastBacl tréng vao trong hé gen Bacmit (Fig.1A).

Cac catxet biéu hién VSV G hoiac HA mong mudn dugc xen vao locus
polyhedrin thong qua sy chuyén dac hiéu vi trf bing céch sir dung h¢ Bac-sang-
Bac. ADN b6 trg (¢ADN) ctia VSV G ¢6 doan két thiic #-globin sau d6 duge
khuéch dai bang PCR tir pVSV-G véi cac doan méi 5'-
CGCGGATCCATGAAGTGCCTTTTGTACTTAG-3' (SEQ ID NO: 1) va 5'-
CCCAAGCTTCCAACACACTATTGCAATGAA-3' (SEQ ID NO: 2). ADN b6 trg
(cADN) cua VSV G dugc dat phia sau gen khoi dau polyhedrin, duge khuéch dai
PCR tir hé gen Bacmit véi cidc doan moi 5'-
TCCCCCGGGGGATGGTTGGCTACGTATACTCCG-3' (SEQ ID NO: 3) va 5'-
CGCGGATCCGGTTTCGGACCGAGATCCGC-3' (SEQ ID NO: 4). cADN ctia HA
duoc khuéch dai tir hé gen cta virut H5N1 bang RT-PCR véi bo doan moi 5™
ATAAGAATGCGGCCGCTATGGAGAAAACAGTGCTTCTTCTTG-3' (SEQ ID
NO: 5) va 5'-CCGCTCGAGCGGTTAAATGCAAATTCTGCATTGTAACGATC-3'
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(SEQ ID NO: 6). Sau d6, cADN clia HA dugc dat phia trude gen két thiic cha SV40
trong vat truyén pFastBacl va phia sau gen khai ddu ie/, duoc khuéch dai tir hé gen
WSSV (Lu et al, 2005) véi bo doan méi 5'-
TCCCTACGTATCAATTTTATGTGGCTAATGGAGA-3' (SEQ ID NO: 7) va 5'-
ACGCGTCGACCTTGAGTGGAGAGAGAGCTAGTTATAA-3' (SEQ ID NO: 8).

Viéc lay nhiém cic t€ bao con trung Sf9 véi vAc-G-HA dén dén su dung
hop t& bao - t& bao md rong (Fig.1B). Do d6, ki€u hinh c6 mitc do biéu hién protein

VSV G cao c6 hoat tinh dung hgp mang bang gen khdi ddu polyhedrin.

Dong hoc cia viéc san xuét virion O cdc t€ bao Sf9 con duge ddnh gid bang
cach xay dung dudng cong phat trién mot budc clia sy san xuat virut lay nhiém
(Fig.1C). Pong hoc tam thoi ctia dudng cong phat trién (Lu et al, 2003) cla cic
virut nay la tuong tu nhau, mac dit dinh san xuat virion vAc-G-HA cham hon dinh
san xudt vAc-HA va vAc-Bacmit d6i ching. Do chudn ctia vAc-G-HA tang 1én dén
10° PFU (don vi tao mang)/ml vao 120 gid p.i., trong khi vAc-HA va vAc-Bacmit
tao thanh do chudn giong nhu vay vao 96 gid p.i. (Fig.1C). Su hinh thanh hop bao
v6i s6 luong 16n cha cac t€ bao Sf9 dugc lay nhiém bang vAc-G-HA ¢6 thé 1am

cham su giai phdng virion trong 1ay nhiém muon.
Vi du 2: Su biéu hién trén mang ciia ngung két t6' hong cdu

Cic tac gia sang ch€ tinh sach vAc-HA, vAc-G-HA va vAc-Bacmit tir phan
dich ndi trén bé mat cla cdc € bao con tring dugc 1ay nhiém bang céch siéu ly
tam. Dé x4ac dinh xem HA c¢é dugc biéu hién trén mang clia vAc-HA va vAc-G-HA
hay khéng, céc virion di dugc 1am sach dugc xir Iy bang Triton X-100 1% trong 15
phit dé pha v cdu triic mang virut, va sau d6 nucleocapsit clia virut dugc thu lai
bing cich siéu ly tam. Dé tao ra khéng thé khang HA protein, HA1 dugc gan dudi
His¢ dugc biéu hién va tinh sach tir cac t&€ bao SF9 dugc 1ay nhiém baculovirut, véi
khang thé da dong khéng protein HA thu dugc & chudt lang bang cich sir dung
HA1 duoc gén dudi Hise 1am khang nguyén. Phan tich thdm tdch Western chi ra
ring HA duoc phat hién & céc virion tinh sach trude khi x{r 1y bang Triton X-100,
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va khong phat hién dugc trong vién thu dugc chi chida nucleocapsit cua virut
(Fig.2A).

D3 phat hién ra rang HA bi phan cit mot phan thanh HA1 va HA2 trong ca
t€ bao SF9 duogc lay nhiém va hat vAc-G-HA da tinh sach, tuong tu nhu & virion
H5N1 da tinh sach (Fig.2A). Dit liéu nay cho thdy vat truyén baculovirut c6 thé
biéu hién glycoprotein cia virut giong HA, véi cai bién sau dich ma tuong tu doi
v6i san phdm tu nhién clia né. Thir nghiém thdm tdch Westerns str dung khéng thé
don dong khiang VSV G con cho thdy VSV G la thanh phén cu tric c6 lién quan
dén mang & cac virion vAc-G-HA da tinh sach (Fig.2B).

Pé x4c dinh xem protein HA duogc biéu hién trén bé mat baculovirut ¢6 duy
tri tinh chét sinh hoc ddng tin cay hay khong, tién hanh thir nghiém hoat tinh ngung
két hong cdu cla céc virion da tinh sach vAc-HA va vAc-G-HA (Fig.2C). 25 ul
vAc-HA hoiac vAc-G-HA & do chudn 10" PFU/m] mang lai do chuin ngung két
héng cdu khoang 2® bang cdch sir dung thir nghiém ngung két hong ciu tiéu chudn
(Wood et al, 1985). Két qua cho thdy su dong biéu hién ctia VSV G véi HA s&

khong 1am gidm dang ké hiéu qua biéu hién cha HA trén mang baculovirut.
Vi du 3: Khd ndng tdi nap cua vAc-G-HA

Vi VSV G mang lai uu diém tai nap ctia vAc-G-HA so véi vAc-HA, tién
hanh thir nghiém dung vacxin in vivo dé danh gié kha nang tai nap ctia vAc-G-HA.
Thuc hién thir nghiém tai nap (Hsu et al., 2004) & cdc dong t€ bao (1) MDCK cua
ché va (2) t&€ bao Df-1 cua ga. Fig.3A cho thdy vAc-G-HA da dugc tai nap mot
cach hiéu qua céc dong t&€ bao nay nhu duogc biéu thi bang céc t&€ bao huynh quang
duong tinh. Su biéu hién dugc x4c nhan hon nita bing phan tich thdm tdch Western
clia tong phdn chiét t€ bao vdi huyét thanh khang HA1 thu dugc tir chudt lang, nhu
duoc thé hién trén Fig.3B.

Dé kiém tra tiép s6 luong phan tir HA dugc biéu hién trén bé mat clia vAc-

G-HA, ELISA bt giit khang nguyén phat trién dua trén khang huyét thanh da dong
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khdang HA1 & chuot lang va khang thé don dong HA1, nhu da dugc thong bdo trudc
day (He et al., 2005).

HA1 duoc gin duoi Hisg duoc biéu hién va di duoc 1am sach tir cdc t€ bao
SF9 duogc 1ay nhiém baculovirut. D€ tao ciu triic baculovirut biéu hién HA1 bang
vat truyén pFast HTa clia hé Bac-sang-Bac, trinh ty ma héa HA1 duoc khuéch dai
tr ¢ADN c¢cia HA néu twén véi cap doan moi 5-
CGCGGATCCGATGGAGAAAACAGTGCTTCTTCTTTG-3' (SEQ ID NO: 9) va
5'-CGGGGTACCCTCTCTTTGAGGGGTATTTCT-3' (SEQ ID NO: 10). Bé biéu
hién protein, cic t€ bao Sf9 duoc lay nhiém bing virut tai t6 hop & MOI béang 5 va
thu hoach vao 72 gid sau khi gay nhiém (p.i.). Viéc tinh ché protein HA1 dugc gan
duoi Hisg tir tdng phan chiét t€ bao duge thuc hién vdi chat pha tron lodng nhua

mang Ni**.

ELISA bt giit khang nguyén dugc thiét k& bing céch bao phu céc dia vi do
chuén c6 IgG tinh sach tir chudt lang. Sau d6, phat hién khang nguyén gén két bang
phan dich néi trén bé mat t&€ bao lai chita cac khang thé don dong dac hieu HAL.
Protein HA1 dugc pha lodng theo ddy 10 l4n bing cdch dugc sir dung dé tao ciu
triic dudng cong xdc dinh s6 luong chuédn. Lugng HA1 trong méu vAc-G- Ha dugc
x4c dinh 1am tri s6 diém trén dudng cong tiéu chuén thé hién hé s6 hap phu & bude
séng 490 nm giong nhu vay (Fig.3C). Tir duong cong nay, 25 pl vAc-G-HA & do
chuin 10'° PFU/ml duoc phat hién 1a ¢6 chita khodng 50 ng HAL. Phat hién nay
cho thdy protein HA duy tri hoat tinh ngung két héng cu chéc chin va dugc biéu

hién mot cach hiéu qua trén bé mat ciia baculovirut.
Vidu 4: Khd ndng sinh mién dich ciia vAc-G-HA

Sau d6, x4c dinh kha nang sinh mién dich cia vAc-G-HA bang cich gy
mién dich trong co déi véi chudt nhat BALB/c tir 6 dén 8 tudn tudi bang virion
vAc-G-HA tinh sach. 4 tudn sau khi dung vacxin bang 5 x 10° PFU hat vAc-G-HA,
chudt nhat dugc tiém liéu cao véi lugng virion tuong ty. Mot tuan sau d6, chudt

nhét duoc 1am chay mau thong qua mach mdu sau mét va huyét thanh tir méi con
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dugc thlr nghiém riéng 1é d6i v6i céac khang thé khang HA biang ELISA va thir
nghiém ngung két hong ciu e ché (HI) (Wood et al, 1985).

Thir nghiém ELISA dugc thiét k& dé danh gia ham luong khang thé dac hiéu
HA béng céch pht 1én cac vi dia 96 giéng bang 60 ng protein HA1 dugc gén duoi
His, d3 tinh sach cho méi 16. Nhu dugc thé hién trén Fig.4A, tét ca 5 con chudt nhit
da duge gay mién dich phat trién dép ing khdng thé dang ké, khi phét hién bing
ELISA trong dé protein HA1 tinh sach dugc phtt 1am khang nguyén. Hai con chuot
nhét d6i ching duoc gay mién dich bang vAc-Bacmit chi biéu hién do chuén huyét
thanh.

VvAc-G-HA gay ra ddp ung khang thé HI huyét thanh trong tat ca 5 con
chuot nhat di dugc gay mién dich, c6 do chuin ndm trong khoang tr 2° dén 2’
(Fig.4B). Pdp ung khang thé HI c¢6 thé so sanh dugc véi chudt nhat dugc tiem
vacxin trong mili v&i virut cim H5 séng da ching td do chuén ndm trong khoéng tir
2* dén 27, nhu dugc thong bdo boi Takada et al. (1999). Ddp ing khéng thé dac
hiéu va dang ké tr chudt nhat da dugc cdy nhiém vAc-G-HA cho thdy rang phan tir
HA duoc biéu hién trén bé mat virut hodac dugc biéu hién thong qua viéc tai nap

virut duy tri tinh khang nguyén cuia né.

Pé nhéan dinh thém vé kha nang sinh mién dich ctia vAc-G-HA va vAc-HA,
chuot nhat BALB/c 7 tudn tuéi (nam con chuét nhit & méi nhém) duge gay mién
dich trong co bang cdc virion tinh sach. Chung vacxin HSN1/PR8 da bat hoat
khuéch dai cac t&€ bao tir MDCK dugc slr dung lam méu d6i chitng duong tinh, véi
chudt nhat dugce tiém vacxin vAc-Bacmit duge dung lam méu d6i chitng am tinh. 4
tudn sau khi diing vacxin trong co v6i cdc don vi 256 HA cua hat baculovirut da
tinh sach hoac virut H5N1/PR8 da bat hoat, chudt nhat dugc tiém liéu cao véi
lugng virion twong tu. Mot tudn sau d6, chudt nhit dugc 1dy madu qua mach mau
sau mat, va huyét thanh thu dugc tir méi nhém c6 5 con chudt nhat dugc thir
nghiém riéng 1& d6i vé6i cac khang thé khang HA bang ELISA nhu dugc mo ta boi

He et al., 2005 va thir nghiém ngung két hong ciu tc ché (HI) nhu duge mo ta bai
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Wood et al., 1985. ELISA duogc thiét k&€ dé danh gia ham luong khang thé dac hiéu
HA bang cich phu lén cac vi dia 96 giéng véi 60 ng protein HA1 duoc gin duoi

His6 da tinh sach cho moéi giéng.

Nhu duge thé hién trén Fig.5A, chudt nhit duge gay mién dich bing vAc-
HA hoidc vAc-G-HA phat trién ddp tng khang thé déng ké khi phat hién bing
ELISA, trong d6 protein HA1 da tinh sach dugc pht 1am khang nguyén. Chuot
nhat dugc gay mién dich bing vAc-Bacmit chi biéu hién do chudn huyét thanh nén.
Ca vAc-G-HA va vAc-HA gay dap iing khang thé HI huyét thanh & 6 con chuot
nhét d3 dugc gay mién dich, c¢6 do chudn bang 2 (Fig.5B). Do chuin HI cua vat
truyén baculovirut c¢6 thé so sanh dugc véi chuot nhat duge tiém vacxin ching
H5N1/PR8 ma c6 do chudn trung binh bang 2* (Fig.5B).

Trong thir nghiém ELISA, ddp ting khéng thé do vAc-G-HA gay ra cao hon
khoéng 18% so véi ddp ung khang thé do vAc-HA gay ra. Diéu ddng ngac nhién
13, chiing vacxin H5N1/PR8 gay ra mitc ddp ting khdng thé cao hon nhu dugc thé
hién bsi ELISA. Nhu vay, khang huyét thanh gay ra chimg minh rang hoat tinh HI
cao hon bdn 14n so véi baculovirut biéu hién HA (Fig.5A va Fig.5B). Dép tng
khang thé dac hiéu va dang ké tir chudt nhat duge tiém vacxin baculovirut cho thay
phan tir HA dwoc biéu hién trén bé mat cla virut hoac duge biéu hién thong qua

viéc tai nap virut duy tri tinh khdng nguyén chéc chan ctia ng.

Sau d6, thir nghiém kha nang trung hoa in vitro ciia khéng thé cam ting bang
baculovirut biéu hién HA. Thit nghiém vi trung hoa tiéu chudn dua trén hé t&€ bao
HS5N1/PR8 va MDCK dugc thuc hién nhu da dugc thong bao trude d6 bdi Rowe et
ah, 1999. Huyét thanh do baculovirut biéu hién HA thé hién d¢ chuén trung hoa
dang ké bing 80, trong khi huyét thanh do H5N1/PR8 gay ra mang lai do chudn
cao hon bang 160 (Fig.5B).
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YEU CAU BAO HQ
1. Vacxin dung dé diéu tri hoac phong bénh lién quan dén virut cim gia cAm &
ddi tugng, trong d6 vacxin nay chira vat truyén biéu hién chira:
(a) axit nucleic ma hoa peptit khang nguyén; va

(b) gen khdi dau iel thu duoc tir virut giy hdi chung dém tring duogc lién két

linh hoat véi axit nucleic ma hoéa peptit khang nguyén

sao cho khi sir dung, peptit khang nguyén nay dugc biéu hién bdi vit truyén

bic¢u hién néu trén & doi tugng.

2. Vacxin theo di€m 1, trong d6 vét truyén bi€u hién néu trén bao gdm vit

truyén bi€u hién baculovirut.

3. Vacxin theo diém 1 hoac 2, trong d6 ddi twong dugc chon tir nhém bao gdém

ngudi, chim hodc lon.

4. Vacxin theo diém bét ky trong sb cac diém tir | dén 3, trong d6 peptit khéng

nguyén la glycoprotein mang.

5. VAt truyén biéu hién ding dé diéu tri hoac phong bénh & ddi tugng, trong dé
bénh nay lién quan dén virut ciim gia cAm, trong do6 vat truyén biéu hién nay

chua:
(a) axit nucleic mé hda cho peptit khang nguyén; va

(b) gen khoi dau e/ thu duge tir virut gay hoi chimg dém tring dugc lién két
linh hoat v6Gi axit nucleic ma héa peptit khang nguyén, sao cho khi sir dung,
peptit khang nguyén nay dugc biéu hién béi vat truyén bidu hién néu trén & ddi

tuong.
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6. Vat truyén biéu hién theo diém S5, trong d6 peptit khang nguyén la

glycoprotein mang.
7. Té bao chu chira vat truyén biéu hién theo diém 5 hoic 6.

8. Ché phim ding dé diéu trj hodc phong bénh lién quan dén virut cam gia cdm
chira chit c6 tiém ning gdy mién dich dugc chon tir nhém bao gém vacxin theo
diém bét ky trong s cac diém tir 1 dén 4, vét truyén biéu hién theo diém 5 hodc
6 hodc té bao chi theo diém 7, ciing véi chit mang, chét pha losng hoic ta dugc

dugce dung.
9. Ché phim theo diém 8, trong d6 ché phdm nay con chira chit phu trg.

10. Vacxin chira vét truyén biéu hién theo diém 5 hoiic 6 dé diéu tri hoic phong

bénh & d6i twong, trong d6 bénh nay c6 lién quan dén virut cim gia cam.

11. Kit @& sir dung trong viéc diu tri hodic phong bénh & dbi tugng, trong 4o
bénh nay c6 lién quan dén virut cim gia cim, va trong d6 kit nay chira vacxin

theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 4 hoic 10.

12. Kit dé su dung trong viéc diéu tri hoic phong bénh & dbi tugng, trong do
bénh ndy c6 li€én quan dén virut cam gia cdm, va trong d6 kit nay chira vat

truyén biéu hién theo diém 5 hoic 6.

13. Kit dé sir dung trong viéc diéu tri hodic phong bénh & dbi tuong, trong do
bénh nay c6 lién quan dén virut cim gia cdm, va trong d6 kit nay chira té bao

chi theo diém 7.

14. Kit dé sir dung trong viéc didu tri hoic phong bénh & dbi tuong, trong d6
bénh nay co lién quan dén virut ctim gia cm, va trong d6 kit nay chira ché phdm

theo diém 8 hoic 9.
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15. Phuong phap trinh dién hogc bidu hién polypeptit khang nguyén, trong d6
phuong phép nay bao gbm céc budc:

(a) xen axit nucleic ma héa polypeptit vao vit truyén bidu hién baculovirut,
trong d6 vét truyén biéu hién baculovirut ndy chira gen khoi déu e/ thu duge tir

virut gdy hoi chimg dém tréng nhu dugc x4c dinh trong diém 1;
(b)  chuyén nhidm it nhat mot té bao cha véi vat truyén bidu hién nay; va
(c)  biéu hién polypeptit thu dugc tir vét truyén biéu hién néu trén

trong d6 polypeptit dugc trinh dién hodc dugc biéu hién trén mang bé mat cta

baculovirut.
16. Hé trinh dién hogc biéu hién polypeptit khang nguyén, trong d6 hé nay chira:

(@) axit nucleic ma héa polypeptit dugc xen vao vét truyén biéu hién
baculovirut, trong d6 vét truyén biéu hién baculovirut ndy chira gen khéi dau iel

thu dugec tir virut gdy hdi ching dbm tring nhu duge xac dinh trong diém 1;

(b)  phuong tién d& chuyén nhiém it nhit mot t& bao chia véi vat truyén biéu hién

néu trén; va
(c) phuong tién dé biéu hién polypeptit tir vat truyén biéu hién néu trén

trong d6 polypeptit dugc trinh dién hodc duge biéu hién trén mang bé mat cia

baculovirut.

17. Phuong phap theo diém 15, trong d6 gen khoi ddu dugc lién két linh hoat véi

axit nucleic ma hoéa cho polypeptit khang nguyén.

18. H¢ theo diém 16, trong d6 gen khai d4u dugc lién két linh hoat véi axit nucleic

ma héa cho polypeptit khang nguyén.
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