BAN MO TA SANG CHE, THUOC BANG POC QUYEN SANG CHE

(L) AR TANIA A

1-0022320

(12)

2 (19) Cong hoa xa hoi chu nghia Viét Nam (VN)
CUC SO HOU TRI TUE

(51)7 C12N 7/00, A61K 39/12, 39/00 (13) B

(21) 1-2014-00814 (22) 04.09.2012

(86) PCT/US2012/053599  04.09.2012 (87) WO2013/036465  14.03.2013

(30) 61/532,667 09.09.2011 US

(45) 25.11.2019 380 (43) 27.10.2014 319

(73)  Merck Sharp & Dohme Corp. (US)
126 East Lincoln Avenue, Rahway, New Jersey 07065-0907, United States of
America

(72)  FU, Tong-Ming (US), WANG, Dai (US), MEDI, Muneeswara Babu (US)

(74) Cong ty TNHH Tam nhin va Lién danh (VISION & ASSOCIATES CO.LTD.)

(54) CHE PHAM GAY MIEN DICH CHUA CYTOMEGALOVIRUT (CMV) KHIEM

KHUYET TRONG SAO CHEP CO PIEU KIEN

(57) Sang ch& dé cap dén cic phuong phdp giy ddp tUng mién dich véi

cytomegalovirut (CMV) st dung CMV bién déi gen tic 1a c6 khi€m khuyét

trong sao chép c6 diéu kién. Cac phuong phdp theo sing ché c6 thé dugc sir dung

dé diéu tri va/hoic ngan nglra su nhiém CMV ban ddu, su nhiém do t4i hoat héa

CMV tiém 4n va siéu nhiém ching CMV khéc nhau ma da gap truéc dé. Sang

ch€ con dé cap dén CMV c6 khiém khuyét trong sao chép duoc bién déi tdi td

hop dé cho phép kiém sodt bén ngoai su sao chép clia virut. Ch& phim chia

CMV c6 khiém khuyét trong sao chép ciing thudc pham vi ctia sing ché nay.
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Linh vue ky thuét dwoc dé cap

Séang ché d& cdp dén cac phuong phap giy dip tng mién dich véi
cytomegalovirut (CMV) sit dung CMV bién dbi gen c6 khiém khuyét trong sao chép
c6 didu kién. Sang ché con dé cap dén CMV duoc bién ddi bang tai t& hop dé cho phép
kiém soat su sao chép & virut tir bén ngoai. Ché phdm chira CMV c6 khiém khuyét

trong sao chép ciing thudc pham vi ctia sang ché nay.
Tinh trang ky thuit cia sang ché

Cytomegalovirut (CMV), con dugc biét 14 virut herpes 5 & ngudi (HHV-5), 1a
virut herpes dugc phén loai la thanh vién cta phén ho beta cta herpesviridae. Theo
Trung tAm Kiém soat va Phong ngira Dich bénh Hoa Ky (Centers for Disease Control
and Prevention), viéc nhim CMV duoc thdy 1a kha phd bién & ngudi, v6i uée tinh 40-
80% dan s trudng thanh & M bi nhiém. Virut nay 14y lan phd bién 14 qua dich co thé
va thudong dugc truyén tr me sang thai nhi hodc tré mdéi sinh. O hau hét cac ca thé,
viéc nhidm CMV din ra 4m i, mdc di sy hoat héa virut c6 thé din dén tinh trang sdt

cao, n lanh, mét moi, dau dau, budén ndn, va phi dai lach.

Mic di hiu hét cac ca nhifm CMV & ngudi déu khong c6 triéu chimng bénh,
nhung tinh trang nhim CMV & céc ca thé bi tén thuong hé mién dich, (nhu bénh nhan
duong tinh véi HIV, bénh nhén céy ghép di sinh va bénh nhén ung thu) hodc nhiing
ngudi c¢6 hé mién dich chua dugc phat trién hoan thién (nhur tré méi sinh) 6 thé 1 dac
biét khé giai quyét (Mocarski et al., Cytomegalovirus, in Field Virology, 2701-2772,
Editor: Knipes va Howley, 2007). Sy nhiém CMV & cac ca thé nay c6 thé din dén ty
16 méic bénh nghiém trong, bao gém viém phéi, viém gan, viém ndo, viém rudt két,
viém mang mach nho, viém vdng mac, mu, va bénh vé than kinh, trong s6 cac tinh
trang bénh c6 hai khac. Ngoai ra, tinh trang nhiém CMV trong khi mang thai 1a
nguyén nhan hang ddu cua céc khiém khuyét bdm sinh (Adler, 2008 J. Clin Virol,
41:231; Arvin et al, 2004 Clin Infect Dis, 39:233; Revello et al, 2008 J Med Virol,
80:1415). CMV nhiém vao cac té bao khac nhau in vivo, bao gém cac don bao, dai

thuc bao, t€ bao hinh cay, t€ bao wa nhén, t€ bao noi mo, t€ bao bi€u md, nguyén bao
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soi, noron té bao than kinh, & bao co tron, t& bao gan, va té bao dém (Plachter et al.
1996, Adv. Virus Res. 46:195). Mic du cac thé phan 1dp CMV lam sang sao chép
trong nhiéu loai té bao, céc ching AD169 trong phong thi nghiém (Elek & Stern,
1974, Lancet 1:1) va Towne (Plotkin et al., 1975, Infect. Immun. 12:521) sao chép gin
nhu 1a chi trong nguyén bao sgi (Hahn et al., 2004, J. Virol. 78:10023). Su han ché &
tinh huéng kich thich, ma do céc 1an di qua tuln tu va cubi cung la sy thich nghi cua
virut trong nguyén bao s¢i, duge quy dinh 1a yéu t6 danh diu sy giam doc luc (Gerna
et al., 2005, J. Gen. Virol. 86:275; Gerna et al, 2002, J. Gen Virol. 83:1993; Gerna et
al, 2003, J. Gen Virol. 84:1431; Dargan et al, 2010, J. Gen Virol. 91:1535). Cé4c dot
bién lam mét tinh hudng kich thich t& bao biéu md, té bao ndi mé, bach ciu, va t& bao
hinh cdy & céc ching CMV phong thi nghiém & ngudi duoc lap ban dd ddi véi ba
khung doc m¢ (ORF): UL128, UL130, va UL131 (Hahn et al., 2004, J. Virol.
78:10023; Wang va Shenk, 2005 J. Virol. 79:10330; Wang va Shenk, 2005 Proc Natl
Acad Sci USA. 102:18153). Céc nghién cru héa sinh va tai ciu trac chi ra rﬁng
UL128, UL130 va UL131 tap hop trén gid d& gH/gL dé tao ra phirc gH pentame
(Wang and Shenk, 2005 Proc Natl Acad Sci USA. 102:1815; Ryckman et al, 2008 J.
Virol. 82:60). Sy khéi phyc phirc nay trong cac hat virut gitip khoi phuc lai tinh huéng
kich thich biéu mé virut & cac ching phong thi nghiém (Wang and Shenk, 2005 J.
Virol. 79:10330).

Viéc mét di tinh hudng kich thich noi mé va bidu mé duge nghi ngo la mot su
khiém khuyét trong cac vacxin dd dwoc danh gid trude ddy nhu Towne (Gerna et al,
2002, J. Gen Virol. 83:1993; Gerna et al, 2003, J. Gen Virol. 84:1431). Céc khang thé
trung hoa trong huyét thanh tir cdc d6i twong 1 ngudi bi nhiém CMV tu nhién ¢6 hoat
tinh chdng lai sw xAm nhép vio biéu mé ctia virut cao hon gip 15 1an so v6i khang lai
su xAm nhp vao nguyén bao soi (Cui et al, 2008 Vaccine 26:5760). Ngudi bi nhiém
1in dAu ting nhanh cac khang thé trung hoa trude sy xAm nhap vao ndi méd va bidu mod
clia virut nhung ting chdm cac khang thé trung hoa trudc sy xAm nhap vao nguyén bao
s¢i cua virut (Gerna et al, 2008 J. Gen. Virol. 89:853). Hon nita, hoat tinh trun‘g.h()a
chéng lai sy x4m nhép vao biéu mé va ndi md cua virut 1a khong c6 mit trong huyét
thanh mién dich tir cic dbi twong 1a ngudi nhan vacxin Towne (Cui et al, 2008

Vaccine 26:5760). Gan dy hon, bang céc khang thé don dong clia ngudi tir bdn thé
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cho bi nhifm HCMV dugc mé ta, va cac dong trung hoa tiém ning hon tix bang nay
nhén dién dugc cac khang nguyén cia phirc pentame gH (Macagno et al, 2010 J. Virol.
84:1005).

Ban chit k§ thuit cia sang ché

Séng ché dé cap dén CMV c6 khiém khuyét trong sao chép (rdCMV) ¢6 didu
kién va viéc stt dung rdCMV trong ché pham va phuong phép didu tri va/hodc lam
giam kha niing nhiém CMV hodc bénh di kém nhiém CMV & bénh nhan. rdCMV duoc
md ta trong bin mo ta chita axit nucleic md héa cho mét hodc nhiéu protein dung hop
gdm protein thiét yéu dugc dung hop véi protein khir 6n dinh. Khi khong c6 chét lam
6n dinh, protein dung hop bi phan hity. Do d6, rdCMV c¢6 thé duoc phat trién trén moi
truong nudi cdy mb dudi cac didu kién cho phép qua trinh sao chép xay ra (tic la, khi
c6 mit chit lam n dinh) nhung su sao chép ndy dugc lam giam, va tdt hon 13 dugc

ngan chin, khi duge dua vao bénh nhan (khéng c¢6 mat chit lam dn dinh).

Mot phuong 4n ctia sang ché 13 CMV ¢6 khiém khuyét trong sao chép c6 didu
kién. rdCMV chira axit nucleic md héa mot hoic nhidu protein dung hop ma gdm
protein thiét yéu dung hop véi protein khir én dinh. Céc axit nucleic ma hoa protein
thiét yéu tu nhién khéng con c¢6 mit trong rdCMV va do d6 protein dung hop 1a cin
cho sur sao chép ciia virut. Theo phuong 4n wu tién, protein thiét yéu duoc chon tir
nhom gém IE1/2, UL51, UL52, UL79 va UL84 va protein khir 4n dinh 12 FKBP hoac

dan xuat cua no.

Phuong 4n khéc ctia sang ché 13 ché phdm chira rdCMV d3 dugc phén 1ap va
chit mang duoc dung. Ché pham nay c6 thé con chira ta duge bao gom, nhung khong

gidi han ¢, t& dugc ISCOMATRIX® va t4 dugc nhdm phosphat.

Phuong 4n khéc ctia sang ché 13 sir dung ché pham rdCMV & gay ra dép ung
mién dich khang lai CMV & bénh nhan. Bénh nhan c6é thé duoc diéu tri theo cach
phong tranh hoic tri liéu bing cach sir dung rdCMV theo sang ché. Piéu tri phong
tranh tao ra tinh mién dich bao vé ddy du dé lam giam kha ning hoic muc do nghiém
trong ctia viéc nhiém CMV, bao gdm nhiém 1in dau, nhiém tai phét (tirc 13, nhidm do
su tai hoat héa CMV 4n) va siéu nhidm (ttrc 13, nhiém do nhidm ching CMV khéc véi

ching ma bénh nhan d3 bi nhidm trudc d6). Theo phuong 4n cu thé, phu nit trong do
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tudi sinh dé, dic biét 1a nit & d6 tudi thiéu nién, duoce cho ding vacxin dé lam giam kha
ning nhiém CMV (hozc 1 nhiém 1in dau, nhidm tai phat hodc siéu nhiém) trong qua
trinh mang thai va do d6 1am giam kha ning lay truyén CMV sang thai nhi. Viéc didu
tri tri lidu c6 thé duge thuc hién dé 1am giam sy kéo dai/mirc d nghiém trong ctia tinh

trang nhiém CMYV hién tai.

Phuong 4n khéc ctia sang ché 14 cac phwong phap tao ra rdCMV theo sang ché
gdm budc nhin giéng rdCMV trén t& bao bidu md, nhu t& bao ARPE-19 (nép luu
ATCC sb CRL-2302), khi c6 mat Shield-1. Theo mét sb phuong &n, rdCMV dugc
nhan gidng trén té bao biéu mo trén vi chit mang hodc hé nudi cdy t& bao mat do cao

khac.
Mo ta van tat cac hinh vé

FIG.1A-1C thé hién gian dd ciu tric cua ching CMV véi su biéu hién phtc gH
pentame dugc khoi phuc. (A) Chién lugc tao ra nhidm séc thé nhan tao ctia vi khudn
(Bacterial Artificial Chromosome - BAC) tu cat duoc dé thao tic trén bd gen virut
AD169. (B) Stra chita d6t bién xé dich khung trong UL131 d& khoi phuc biéu hién cta
né. (C) Thay thé GFP bing gen cre recombinaza dé tao ra BAC CMV tu cét dugc.

FIG.2A-2D thé hién tic dung clia cac phuong phép lam bat hoat thong thudong dén tinh
sinh mién dich ctia phitc gH. Buc xa v (A, B) va B-propiolactonE (BPL) (C, D) duoc
st dung dé 1am bt hoat CMV biéu hién phic gH. Pong hoc bit hoat duge xac dinh
béng thi nghiém tao vét (A, C) trong khi tinh sinh mién dich duoc x4c dinh bﬁng cach
danh gia huyét thanh tir chudt nhét dugc dua CMV vio cho hoat tinh trung hoa khang

lai sy xam nhdp t€ bao bi€u md cua virut (B, D).

FIG.3 thé hién viéc san xudt CMV doi sau ctia virut biéu hién phtrc gH phu thudc nong
d6 Shield 1 v&i céc protein thiét yéu khac nhau dwoc dung hop véi dan xudt FKBP. Té
bao ARPE-19 dugc gy nhidm céc virut rdCMV & boi s6 ctia 0,01 PFU/té bao trong 1
gidy, dwoc rira hai lan véi méi trudng méi, va 0 trong mdi truong sinh trudng chira
Shield-1 & nc‘”)ng ds 0, 0,05, 0,1, 0,5 hoic 2uM. Bay ngay sau giy nhiém, té bao khong
chtra virut duoc tap hop lai, va hidu gia virut duoc xac dinh bang thir nghiém TCID50
trén té bao ARPE-19 khi c6 mit Shield 1 ndng d6 2uM.
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FIG.4A-4D thé hién dong hoc sinh truéng ciia rdCMV trong t& bao ARPE-19. Té bao
duoc gay nhiém céc virut chira cac protein dung hop (A) IE1/2, (B) UL51, (C) IE1/2-
ULS51 hogc (D) virut beMAD b me & boi s6 ciia 0,01 PFU/té bao. Sau mot gid, té bao
duoc rira hai 14n véi méi trudong mdi, va duoc 0 khi khong cd mét (vong tron mé) hodc
c6 mit (vong tron déng) Shield-1 ndng d6 2uM. Té bao khéng chira virut duge tap hop
lai & cac thoi diém chi dinh sau gy nhiém, va virut gdy nhiém dugc dinh lugng béng
thir nghiém TCIDS50 trén té bao ARPE-19 trong moi trudng chira Shield-1 ndng do
2uM.

FIG.5A-5E Dong hoc sinh trudng ctia rdCMV IE1/2-ULS1 trong céc loai t& bao khac
nhau. Céc té bao (A) MRC-5 (B) HUVEC (C) AoSMC (D) SKMC (E) CCF-STTG1
dugc gy nhiém virut rdCMV va dugc @ trong mot giv. Céc té bao ndy duge rira hai
14n véi moi truong mai, va sau d6 duge 0 khi khdng c6 mét (vong tron md) hodc ¢
mat (vong tron déng) Shield-1 néng d6 2uM. Té bao khong chira virut dugc tdp hop
lai & cac thoi diém chi dinh sau gdy nhidm, va virut gdy nhiém duoc dinh luong bang
thir nghiém TCID50 trén té bio ARPE-19 trong mdi trudng chita Shield-1 ndng do
2uM.

FIG.6A-6C Phan tich tinh sinh mién dich ctia rdCMV IE1/2-UL51 & chudt nhit, tho va
khi Rhesus macaques. (A) Céc con chudt nhit dugc gdy mién dich & cac tudn 0 va 4
bang beMAD (vong tron mé) hodc rdCMV IE1/2-UL51 (vong tron dong). (B) Céc con
tho dwoc giy mién dich & cac tudn 0, 3 va 8 bang 10ug beMAD hogic rdCMV chi dinh.
(C) Khi Rhesus macaques dugc gay mién dich ¢ céc tudn 0 va 8 bang 100pg beMAD
hogc rdCMV IE1/2-ULS51. Trong mdi trudng hop, cic mau huyét thanh dwoc tap hop
va dugc phﬁn tich bang thir nghiém trung hoa vi lwgng CMV trén té bao ARPE-19.
Céc dong chi ra hi¢u gia trung binh hinh hoc (geometric mean titers) cua sy trung hoa

(NT50) trong mdi nhom.

FIG.7 thé hién hiéu gia trung hoa theo truc tung & cac con khi Rhesus macaques dugc
cho ding vacxin virut thé dung hop kép IE1/2-UL51. Cac nhém khi Rhesus (n=5)
duoc cho dung vacxin véi lidu hodc ché phém vacxin chi dinh & cac tudn 0, 8, va 24
(dugc thé hién bang cAc hinh tam gidc mau do6), trong khi mét nhém nhan gb/mf59 (30

mg/liéu) & céc tudn 0, 4 va 24. Huyét thanh mién dich dugc tip hop & cac thdi diém
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chi dinh va dugc danh gi4 trong thr nghiém trung hoa virut. GMT cua céc hiéu gia
NT50 duoc v& d6 thi trén truc tung vai sai s6 chudn cho nhém nay. AAHS: nhom
hydroxylphosphat sulfat v6 dinh hinh; IMX: ISCOMATRIX; HNS: chit dém bazo.

FIG.8A-8D thé hién IFN-y ELISPOT & céc con khi Rhesus macaques dugc cho ding
vacxin virut thé dung hop kép IE1/2-ULS51 véi 100pg (A) hodc 10ug (B-D) mbi lidu.
Ca ta dugc (A-B), AAHS (C) hoic ISCOMATRIX (D) déu khong duoc st dung.
PBMC dugc kich thich bing nhém peptit biéu thi khdng nguyén HCMV. Cac thanh
mau x4m biéu thi GMT cho mdi khang nguyén ctia nhém (n=5). Ty 18 bd dap tmg véi
mdi khang nguyén duogc thé hién & trén dinh ctia mdi khdng nguyén bén trong cic

bang.

FIG.9A-9B cho thdy viéc ding vacxin virut thé dung hop kép IE1/2-UL51 c6 thé gay
ra cac dap tng té bao T cia ca hai kiéu hinh CD8+ (A) va CD4+ (B) & cac con khi
Rhesus macaques. PBMC dugc tip hop tir cac con khi dugc cho ding vacxin liéu
100pg hodc 10pg véi ISCOMATRIX® lam td duge. PBMC duge kich thich bing
nhém peptit biéu thi khang nguyén HCMYV, sau d6 nhuém IFN-y va gen danh d4u bé
mit CD4+/CD8+ té bao T. Cac dit liéu nay duoc biéu dién dudi dang sb té bao dwong
tinh CD4+/CD8+, duong tinh IFN-y trong 1 triéu PBMC. Céc dong biéu dién hiéu gi4
trung binh hinh hoc (GMT) ctia nhém nhén cling mdt vacxin (n=>5). Cac sb & day cia
dd thi 1a GMT cua ¢4 hai nhém duoc cho dung vacxin (n=10). CMV: virut dugc tinh
sach; SEB: mitogen dugc sir dung lam chét d6i chimg duong; IMX: ISCOMATRIX.

FIG.10 cho thdy t4 duoc nhém phosphat Merck (MAPA) c6 thé lam ting cuong hiéu
gi4 khang thé trung hoa & céc con khi. Khi Rhesus dugc gay mién dich bang vacxin
virut thé dung hop kép lidu 30ug dugc bao ché trong HNS (chit dém bazo), AAHS
hoic MAPA & céc tudn 0 va 8. Cac mau huyét thanh duoc tap hop ¢ tudn 12 va duoc
danh gia hiu gia trung hoa. Céc dong biéu thi gia tri trung binh hinh hoc ctia nhém.

FIG.11A-11B thé hién tinh 6n dinh ctia CMV biéu hién gH trong dung dich mudi can
béng Hank (HBSS) & céc nhiét d6 khac nhau. (A) Cac mau CMV trong HBSS duoc
bao quan & céc nhiét d6 quy dinh trong 4 ngay trudc khi do tinh 6n dinh virut CMV str

dung thtr nghiém x4m nhép cta virut. (B) Gia tri EC50 dugc tinh todn cho cac mau sir
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dung cac két qua ctia thir nghiém x4m nhép cua virut. * chi ra rang khong thé tinh

EC50 do viéc mat hoan toan tinh gay nhiém.

FIG.12A-12B thé hién anh huéng ctia pH dén tinh én dinh cia CMV biéu hién gH &
nhi€t dj trong phong. (A) Céc mau CMV trong cac chit dém c6 pH khéc nhau dugc
bao quin & nhiét 6 trong phong trong 4 ngay trude khi do tinh 6n dinh cta virut CMV
stt dung thir nghiém x4m nhép ctia virut. (B) Gia tri EC50 duoc tinh cho cic mau béng

cach st dung céc két qua tir thir nghiém x4m nhép cta virut.

FIG.13A-13B thé hién 4nh hudng ctia mdt minh ure hodc ure két hop véi natri clorua
dén tinh 6n dinh cta virut CMV biéu hién gH. (A) ure 2% mdt minh hozic két hop véi
NaCl 150mM dugc thém vao CMV trong dém histidin 25mM, pH = 6 & nhiét do trong
phong trong 4 ngay trude khi do tinh 6n dinh ctia virut CMV sir dung thir nghiém xam
nhip cta virut. (B) Gia tri EC50 dugc tinh cho cdc miu sir dung céc két qua tir thur

nghiém xam nhép cla virut.

FIG.14A-14B thé hién anh hudng ctia ndng do ion dén tinh én dinh cta virut CMV
biéu hién gH. (A) Céc ndng dd ting din cua NaCl (NaCl OmM, 75mM, 150mM va
320mM) dugc thém vao CMV trong dém histidin 25mM, pH = 6 & nhiét d§ trong
phong trong 4 ngay trudce khi do tinh 6n dinh ctia virut CMV st dung thir nghiém xam
nhép ctia virut. (B) Gia tri EC50 dugc tinh cho cic miu st dung céc két qua tir thir

nghiém xam nhép cua virut.

FIG.15 thé hién anh hudng cla chét bao quan lanh d6ng dén tinh 6n dinh ctia CMV
biéu hién gH chdng lai chu trinh déng bing-tan bang. Chét bao quéan lanh ddng chi
dinh dugc thém vao CMV trong dém histidin 25mM, pH = 6 va dugc dua qua 3 chu
trinh déng bing-tan bang truéc khi do tinh én dinh ctia virut CMV sir dung thir nghiém
xam nhép cta virut. Gid tri EC50 dugc tinh cho cdc miu sir dung cac két qua tur thi

nghiém xam nhép cta virut.

FIG.16A-16B thé hién anh hudng cta nhiét d6 bao quan dén viéc cam tmg cac khang
thé trung hoa CMV trong nghién ctru tinh sinh mién dich & chudt. Chudt nhét duoc
gdy mién dich & ngay 0 va dugc ting cudng & ngay 21 sau d6 ldy méu vao ngay 28.
Huyét thanh chu6t nhit dugc kiém tra cac khéang thé trung hoa khang lai CMV biéu
hién gH sir dung t& bao ARPE-19. Hiéu gia NT50 thu duoc bing phwong phédp lam
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khép duong cong phi tuyén tinh. (A) Cac mdu CMV dugc bio quan & cc nhiét do
khéc nhau trong 3 thdng truéc nghién ctru tinh sinh mién dich. (B) cic miu CMV duoc
bao quan & cac nhi¢t d khac nhau trong 8 gid sau khi tan bang va trude nghién ciru
tinh sinh mién dich.
MO ta chi tiét sang ché

Sang ché dé cap dén CMV c6 khiém khuyét trong sao chép (rdCMV) ¢6 didu
kién va str dung rdCMV trong cac ché phim va phuong phap diéu tri va/hodc lam
giam kha nang nhidm CMV hodc bénh lién quan dén nhidm CMV & bénh nhan.
rdCMV dugc mo ta theo sang ché m3 héa mot hodc nhidu protein dung hgp ma chira
protein thiét yéu dung hop véi protein khir 6n dinh thay vi protein thiét yéu tu nhién.
Khi khéng c6 mat chét 1am 6n dinh, protein dung hgp bi phan hiy bdi b may cia té
bao chi. Khi c6 mit chit 1am dn dinh, protein dung hop duoc 1am én dinh va khong bi

phén huy.

Protein dung hop thich hop dé sir dung trong séng ché giit lai hoat tinh protein
thiét yéu du dé tao thuan loi cho viéc sao chép virut trong té€ bao chu khi c¢6 mat chét
lam bn dinh va lam giam (tét hon 1a gidm hon 50%, 75%, 90%, 95%, hodc 99%) su
sao chép CMV khi khéng c6 mit cht 1am 6n dinh. T4t hon 13, protein thiét yéu dé st
dung trong protein dung hgp ma héa protein phi cu triic va do d6 khong bi boc vao
trong cac hat virut rdCMV. Protein thiét yéu thich hop dugc x4c dinh trong ban mé ta
gdm protein CMV dwoc mi hoa boi cac gen thiét yéu IE1/2, UL51, UL52, UL79 va
ULS84.

Vi du vé protein khir dn dinh va chét 1am n dinh dugc mo ta trong don sang
ché M§ s6 2009/0215169 bdc 16 ché phdm, hé théng va phuong phap diéu bién tinh 6n
dinh cta protein sir dung phan tir nhé. Tém tit lai, protein dugc dung hop véi protein
tac dong dén tinh &n dinh, FKBP hodc dan xuét ctia n6. Phén tir nho thim qua duoc té
bao dugc bd sung ngoai sinh, Shield-1 (Shid-1), twong tic v6i FKBP hodc din xut
clia n6 va 1am n dinh protein dung hop. Khi khong c6 mit Shield-1, FKBP hozc dan

xudt cta nd lam cho protein dung hop bi phén hity béi bd may ctia t& bao chi.

Theo mét phuong 4n ctia sang ché, protein CMV thiét yéu duoc dung hop vai
FKBP hoic din xuét ciia n6. Khi c6 mit Shield-1, protein dung hop duoc 1am 6n dinh.
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Tuy nhién, khi khong c6 mit Shield-1, FKBP hodc din xuit ctia n6 lam cho protein
dung hop bi phan hity bdi bd méy cua té bao chu.

Khi khong cé mit protein dung hop, sur sao chép ctia rdCMV bi giam (t6t hon 1a
hon 50%, 75%, 90%, 95%, hodc 99% so véi CMV khong chira protein thiét yéu bi khur

bn dinh) hoac bi ngan chéan.

Virut tai t6 hop duoc st dung trong phuong phép theo sang ché ciing thé hién

phttc gH pentame sinh mién dich trén c4c hat virut ctia né.

Céc phuong 4n con bao gdm CMV tai tb hop hodc ché phim cua no, duge md
t4 trong ban md t&, hodc vacxin chira hodc c¢6 chita CMV hozc ché phdm nay (i) dé st
dung trong, (ii) dé str dung lam thubc trong, hoic (iii) dé st dung trong bao ché thubce
trong: (a) tri lidu (vi du, trén co thé nguoi); (b) y hoc; (¢) tre ché sao chép CMV; (d)
diéu tri hodic phong tranh nhiém CMV hoic, (e) didu tri, phong tranh, hodc tri hodn su
tn cong hodc tién trién cta cac bénh di kém CMV. Trong céc sir dung nay, CMV tai
td hop, ché phém clia nd, va/hodc vacxin chira hodc c¢6 chira CMV hodc ché phém nay
o thé tay y dugc su dung két hop véi mot hodc nhidu chét khéang virut (vi dy, hop
chét khang virut hodc globulin mién dich khang virut; vacxin t5 hop, duge mé ta dudi

day).

Nhu duoc sir dung trong ban mo ta, thuét ngit "gdy dap ing mién dich" dung dé
chi kha ning ctia CMV c¢6 khiém khuyét trong sao chép c6 diéu kién trong viée tao ra
dap ‘mg mién dich & bénh nhan, t5t hon 13 déng vat c6 vu, tot hon nita 13 ngudi ma
duoc dua CMV nay vao, trong d6 d4p ting niy bao gdm, nhung khong gi6i han &, san
xuit cac yéu t& (nhu khang thé) lién két ddc hiéu véi, va tot hon néu l1a trung hoa,
CMV va/hodc lam hoat héa t& bao T. "DPap mg mién dich bao v&" 1a dap ung mién
dich 1am gidm kha ning nhiém CMV & bénh nhan (bao gém nhiém 14n d4u, nhim tai
phét va/hodc sidu nhiém) va/hodc lam giam it nhit mdt bénh di kém nhiém CMV
va/hodc 1am giam mirc do nghiém trong/su kéo dai clia tinh trang nhiém CMV.

Nhu duge st dung trong ban mo ta, thuat ngtt “luong hitu hi¢u vé mit mién
dich” dung dé chi luong chat sinh mién dich c6 thé gy ra dap ing mién dich khang lai
CMV khi duoc dua vao bénh nhan ma c6 thé bao vé bénh nhan khoi sy nhifm CMV

(bao gdm nhiém 1an dau, nhiém tai phat vd/hodc siéu nhi€ém) va/hogic 1am giam it nhat
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mot bénh di kém nhiém CMV va/hodc lam giam mitc d6 nghiém trong/su kéo dai cia
tinh trang nhiém CMV & bénh nhén. Luong ndy cin du dé 1am giam déng ké kha nang
hodc muc d6 nghiém trong clia tinh trang nhiém CMV. Cac mau dong vat da biét trong
linh vuc ¢6 thé duogce st dung dé danh gia tic dung bao vé cta viéc dua chét sinh mién
dich vao. Viduy, huyét thanh mién dich hoic t& bao T mién dich tir cac c4 thé duoc dua
chét sinh mién dich vao ¢ thé duoc thir nghiém kha ning trung hoa bi céc khang thé
hoic té bao T giy doc té bao hodc kha ning sinh xytokin boi t& bao mién dich T. Céc
thir nghiém thuong dugc sir dung cho cac danh gia nay gdm, nhung khéng gidi han &,
thr nghiém trung hoa virut, ELISA khang nguyén khang virut, ELISA interferon-
gamma xytokin, ELISPOT interferon-gamma, nhudm da xytokin ndi bao (ICS), va thir
nghiém doc tinh t& bao giai phéng >'Crom. Cic miu thir thach dong vat ciing ¢6 thé

duoc str dung dé xac dinh lugng hitu hiéu vé mit mién dich ctia chat sinh mién dich.

Nhu duoc sir dung trong ban md ta, thudt ngit "virut ¢6 khiém khuyét trong sao
chép co6 didu kién" ding @& chi cac hat virut ma c6 thé sao chép trong mot mbi truong
nhét dinh nhung khong sao chép dugc trong cadc moi truong khac. Theo phuong éan uu
tién, mot virut duoc tao thanh virut c6 khiém khuyét trong sao chép c6 diéu kién béng
céch khir 8n dinh mot hodc nhiéu protein can thiét cho su sao chép cua virut. Cac axit
nucleic ma héa protein thiét yéu tu nhién, khong bi khir 4n dinh 1a khéng con c6 mat
trong virut ¢6 khiém khuyét trong sao chép cé diéu kién. O céc diéu kién trong d6 mot
hozc nhidu protein thiét yéu bi khir n dinh, su sao chép virut bi giam xubng tét hon 1a
nhiéu hon 50%, 75%, 90%, 95%, 99%, hodc 100% so véi virut khong c6 protein thiét
yéu bi khir 6n dinh. Tuy nhién, & céc diéu kién lam 6n dinh protein thiét yéu bi khtr én
dinh, su sao chép virut cé thé xXay ra tdt hon 13 & it nhit 75%, 80%, 90%, 95%, 99%
hodc 100% lugng sao chép ciia CMV khéng chita protein thiét yéu bi khir én dinh.
Theo phuong an uu ti€én hon, mdt hodc nhiéu protein thiét yéu bi khr 8n dinh bé‘mg
cach dung hop véi protein khir 5n dinh nhw FKBP hozc din xuét clia né. Céc protein
dung hop nay c6 thé duoc 1am n dinh bdi sy ¢6 mit clia chét 1am dn dinh nhu Shield-
1. Nhu duoc st dung trong ban mé ti, thudt ngit "rdCMV" ding & chi

cytomegalovirut cé khiem khuyét trong viéc sao chép cé diéu kién.
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Theo phuong 4n wu tién, dap ing mién dich duge gdy ra béi virut c¢6 khiém
khuyét trong sao chép so vi ban sao virut séng ctia né 1a gidng hodc gin nhu 14 twong
tu vé mic dd va/hodc do rong. Theo phuong an wu tién khéc, hinh thai hoc cta virut
c6 khiém khuyét trong sao chép khi phan tich bang kinh hién vi dién tir 1a khong phan

biét dugc hodc gan nhu la tuong tu véi ban sao virut song cua nd.

Nhu duge stir dung trong ban mé ta, thuat ngit "FKBP" dung dé chi protein khir
6n dinh ¢6 SEQ ID NO:11. Protein dung hop chira FKBP bi phan hily bdi bé may cta
té bao chi. Nhu duoc sir dung trong ban mé ta, thuat ngit “din xudt FKBP” ding dé
chi protein FKBP hoic phan ctia né duoc bién dbi béi moét hodc nhidu phdn thé, xoa
va/hodc bd sung axit amin. Dan xudt FKBP gift lai gan nhu 1 tit ca cac dic tinh khir
dn dinh cia FKBP khi dung hop vdi protein va ciing giit lai gan nhu 13 tit ca cac kha
nang FKBP dugc lam dn dinh bai Shield-1. Céc din xudt FKBP duge wu tién ¢ mot
hoidc nhidu ph?ln thé sau day & céac vi tri axit amin dugc chi rd F15S, V24A, H25R,
F36V, E60G, M66T, R71G, D100G, D100N, E102G, K105 va L106P. Din xut
FKBP c6 cic phan thé F36V va L106P (SEQ ID NO:12) duoc dic biét wu tién. Theo
phwong 4n wu tién, axit nucleic ma héa FKBP hoic din xuét FKBP chira it nhit mot
vai codon ma khong thudong xuyén duoc st dung & nguoi dbi véi FKBP ndi sinh. Diéu
nay lam gidm kha nang rang FKBP hoic din xuit FKBP ctia protein dung hop s& sép
xép lai hodc td hgp vdi ban sao ciia n6 trong bo gen ngudi. Trinh tu axit nucleic dugc

néu trong SEQ ID NO:13 ma héa SEID NO:12 bang cach sir dung cac codon nay.

Nhu dugc st dung trong ban mé ta, thudt ngit "Shield-1" hodc "Shld1" dung dé
chi phan tir nho tdng hop lién két voi FKBP kiéu dai va dan xudt ctia né va hoat dong
nhu 12 chit 1am &n dinh. Lién két v&i din xuét F36V chit hon khoang 1000 1an so véi
FKBP kiéu dai (Clackson et al., 1998, PNAS 95:10437-42). Shield-1 ¢6 thé dugc tong
hop (vé co ban nhu duge md ta trong Holt et al., 1993, J. Am. Chem. Soc. 115:9925-
38 va Yang et al, 2000, J. Med. Chem. 43:1135-42 va Grimley et al., 2008,
Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 18:759) hodc cé ban trén thi truong tir
Cheminpharma LLC (Farmington, CT) hodc Clontech Laboratories, INC. (Mountain
View, CA). Mudi ctia Shield-1 ciing ¢ thé duoc str dung trong céc phuong phép theo

sang ché. Shield-1 ¢6 cAu tric dudi day:
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Nhu dugc str dung trong ban moé ta, thudt ngit "duoc dung hgp" hodc "protein

mo

dung hop" dung d& chi hai polypeptit duoc sap xép trong khung 1am mot phén cua
cung mot trinh tu 1ién k& clia cac axit amin. Su dung hop cé thé 1a truc tiép, nghia 1a
khong c6 cac gbc axit amin khac gifta cac polypeptit hodc gian tiép, nghia 1a ¢4 phan
tir lién két axit amin nho @ cai thién tinh ning hoic bd sung chirc ning. Theo phuong

an uu tién, sy dung hop la truc tiép.

Nhu duoc str dung trong ban mo ta, thuat ngit "phirc gH pentame" hodc “phirc
gH” ding dé chi phirc ¢6 5 protein virut trén bé mit ctia hat virut CMV. Phirc nay
duoc tao nén tir cac protein dugec ma hoéa bodi UL128, UL130, va UL131 tap hop trén
gia do gH/gl. (Wang and Shenk, 2005 Proc Natl Acad Sci USA. 102:1815; Ryckman
et al, 2008 J. Virol. 82:60). Céc trinh ty ctia protein phirc tir CMV chiing AD169 dugc
thé hién & sb ndép luu GenBank NP _783797.1 (UL128), NP 040067 (UL130),
CAA35294.1 (UL131), NP_040009 (gH, con dugc biét 1a UL75) va NP_783793 (gL,
con duge bibt 1a UL115). Mot s chung CMV da dugc giam doc luc cdé mdt hodc
nhidu dot bién & UL131 sao cho protein khong dugc bidu hién va do d6 phic gH
khong duoc tao thanh. Trong céc trudng hop ndy, UL131 cin duge sira chita (sir dung
cdc phuong phép nhu duge néu trong Wang and Shenk, 2005 J. Virol. 79:10330) dé
phitc gH dugc biéu hién trong rdCMV theo sang ché. Céc virut theo sang ché biéu
hién ndm protein cua virut ma tao nén phic gH pentame va tdp hop phirc gH pentame

trén vO ngoai cua virut.

Nhu dugc sit dung trong ban md ta, thuét ngit "protein thiét yéu" ding dé chi

protein ctia virut ma can cho su sao chép in vivo cia virut va trong nuéi cay md. Vi du
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vé cac protein thiét yéu trong CMV gdm, nhung khong gi6i han &, IE1/2, UL37x1,
UL44, UL51, UL52, UL53, UL56, UL77, UL79, UL84, UL87 va UL105.

Nhu duge sir dung trong ban md ta, thuat ngit "protein thiét yéu bi khir én dinh"
dung d chi protein thiét yéu dwoc bidu hién va thuc hién chirc ning cta né trong viéc
sao chép cua virut va bi phan hity khi khong c¢6 mit chat lam 6n dinh. Theo phuong 4n
wu tién, protein thiét yéu dwoc dung hop véi protein khir 8n dinh nhu FKBP hogc din
xuét ctia né. O céac diéu kién sinh trudng binh thudng (tuc 14, khong c6 mit chét 1am
6n dinh) protein dung hop dugc bidu hién nhung bi phan hiy bdi bd may cua té bao
cht. Su phéan hity nay khong cho phép protein thiét yéu thuc hién chirc ndng sao chép
ctia virut do d6 protein thiét yéu bi lam mét chirc ning. O cac diéu kién trong do6 co
mit chit 1am 6n dinh nhu Shield-1, protein dung hop dugc 1am 6n dinh va c6 thé thuc
hién chirc ning ctia né & muc d6 ¢ thé duy tri sy sao chép ctia virut t5t hon 1a bing it
nhét 75%, 80%, 90%, 95%, 99% hoic 100% luong sao chép cuia CMV khéng chira
protein thiét yéu bi khtr &n dinh.

CMV c6 khiém khuyét trong sao chép

Céc phuong phap theo sang ché sir dung CMV ¢6 khiém khuyét trong sao chép
(rdCMV) biéu hién phtic gH pentame. Virut CMV dd duoc giam doc luc bit ky ma
biéu hién phirc gH pentame c6 thé duoc 1am cho c6 khiém khuyét trong sao chép theo
cac phuong phap theo sang ché. Theo mdt phuong an, CMV duoc giam doc luc la
AD169 c6 su biéu hién phtre gH duge khodi phuc do sy stra chita dot bién & gen UL131
(xem Vidu 1).

Virut ¢6 khiém khuyét trong sao chép c6 didu kién 14 céc thé dot bién trong d6
mot hodc nhiéu protein thiét yéu cua virut dugce thay thé boi ban sao bi khit 6n dinh
clia cAc protein thiét yéu nay. Ban sao bi khir 8n dinh dugc ma hoa béi axit nucleic ma
ma hoa protein dung hop gitta protein thiét yéu va protein khtr &n dinh. Protein thiét
yéu bi khir dn dinh c6 thé chi mang chirc ning hd tro su sao chép cia virut khi c6 mit
chét lam 6n dinh. Theo phuong 4n uu tién, cac phwong phép dugc mé ta trong don
sang ché M§ s6 2009/0215169 duoc sir dung dé lam cho CMV biéu hién phirc gH
pentame mang kiéu hinh c6 khiém khuyét trong sao chép ¢ diéu kién. Noi tom lai,

mdt hodc nhiéu protein thiét yéu dé sao chép CMV duoc dung hop véi protein khir 6n
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dinh, FKBP hodc din xuit FKBP. Céc axit nucleic ma héa cho protein thiét yéu tu
nhién khéng con c6 mit trong rdCMV. Khi ¢é mit cht 1am 6n dinh phan t&r nho thdm
qua t& bao dwoc bd sung ngoai sinh, Shield-1 (Shld-1), protein dung hop duoc lam 6n
dinh va protein‘ thiét yéu c6 thé mang chirc ning hd trg su sao chép cua virut. Su sao
chép ctia rdCMV khi ¢6 mit chit lam 6n dinh t6t hon 14 bang it nhit 75%, 80%, 90%,
95%, 99% hodc 100% luong sao chép cia CMV khéng chira protein dung hop khir 6n
dinh (vi dy, CMV bd me d3 dugc giam doc luc dugce st dung dé chu tao nén rdCMV).
Khi khéng c6 mit Shield-1, protein khir én dinh ctia protein dung hop lam cho protein
dung hop bi phan hily v& co ban boi by méay ciia t& bao chi. Khi protein thibt yéu
khong c6 mat hoac c6 méat vdi lugng nhd nhét ctia, CMV khong thé sao chép & lugng
c6 thé gy ra hodc duy tri tinh trang nhidm CMV & bénh nhan. Su sao chép rdCMV
khi khong c6 mét chit 1am én dinh khong xay ra hodc bi lam giam t6t hon 1a nhiéu hon
50%, 75%, 90%, 95%, hodc 99% so v6i CMV khdng chira protein dung hop khir bn
dinh (vi du, CMV b me di dwoc giam ddc luc duge st dung dé cdu tao nén rdCMV).

Beling cach st dung céc phuong phép tai t hgp ADN da biét trong linh vuc, axit
nucleic ma héa protein thiét yéu dé sao chép CMV va/hodc thiét 1ap/duy tri tinh trang
nhiém CMV dugc gin véi axit nucleic md héa FKBP hoic din xuit cia né. Protein
dung hop duéc ma héa chita FKBP hozc dén xuit FKBP dugc dung hop trong khung
v6i protein thiét yéu. Protein dung hop d4 duge ma héa 13 dn dinh khi ¢6 mit Shield-1.
Tuy nhién, protein dung hop di dugc mi héa nay bi khir n dinh khi khong c6 mit
Shield-1 va duoc nhim phan hity. Theo phuong 4n uu tién, FKBP 1a SEQ ID NO:11.
Theo phuong 4n wu tién khéc, din xuit FKBP 1a FKBP chita mét hogc nhiéu phéan thé
axit amin dugc chon tir nhom g@)m: F15S, V24A, H25R, F36V, E60G, M66T, R71G,
D100G, D100N, E102G, K105I va L106P. Theo phuong én wu tién hon, din xuét
FKBP chtta céc phan thé F36V vavhodc L106P (SEQ ID NO:12). Theo phwong &n wu
tién hon, dan xuit FKBP duoc mi héa boi SEQ ID NO:13.

Protein thiét yéu dwoc nhim khtr 6n dinh bang céch dung hop v6i FKBP hodc
dan xuét ctia n6 1) 14 can thiét yéu cho su sao chép ctia virut; 2) c6 thé didu tiét su
dung hop ctia protein khir n dinh ma khéng pha v& vé co ban chirc ning ctia protein

thiét yéu; va 3) c6 thé diéu tiét viéc chén axit nucleic ma héa cho FKBP hodc dan xuét
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ctia né & dau 5' hodc 3' ciia ORF cia virut ma hoa protein thiét yéu ma khéng phé v&
vé co ban cac ORF ciia céc gen virut xung quanh. Theo phuong an wu ti€n, cac protein
thiét yéu duoc nhdm khir én dinh bé‘mg cach dung hop véi FBBP hodc din xuét cia né
mé hoa protein phi cdu triic va, nhu vay, c¢6 kha ning duoc boc vao céc hat virut CMV

tai td hop giam. Bang 1 thé hién gen CMV dép tng céc tiéu chun néu trén.

Bang 1: Cac gen cua virut dugc chon dé tao c4u truc cho thé dung hgp FKBP

Gen virut Chirc nang* Giai  doan | Thé dung| Trinh tu cua
dong luc hoc | hgp FKBP | protein dung hop
IE1/2 chat diéu bién phién | Sém ngay tic | Pautain N | SEQ ID NO:1-2
(UL123/122) ma cua virut thi
UL37x1 Diéu hoa gen cua | S6m ngay tic | Pautain N | -
virut thi
ULS51 G6i ADN Mudn Pautin N | SEQ ID NO:3-4
UL52 Go6i va phan cit ADN | Mudn Pautan N | SEQ ID NO:5-6
ULS3 Lbi ra 16p vo protein; | SGm Pau tan C -
18i ra ctia nhan
UL77 G6i ADN Sém PautanC | -
UL79 Chua biét Muén Pautin N | SEQ ID NO:7-8
UL84 Sao chép ADN Sém - Mudn | Pautan C SEQ ID NO:9-10
UL87 Chua biét ? PautinN | -

* Theo Mocarski, Shenk and Pass, Cytomegalovirus, in Field Virology, 2701-2772, Editor:
Knipes and Howley, 2007

Séng ché bao gdbm rdCMV chira protein dung hop cé protein thiét yéu hoac dén
xudt ctia n6 dung hop véi protein khir 6n dinh. Cac din xuét protein thiét yéu chira mot
hodc nhidu phén thé, phan thém va/hoic phin x6a axit amin so v&i protein thiét yéu tu
nhién van c6 thé tao ra hoat tinh cta protein thiét yéu it nhét 1 du t6t dé hd trg viée
sao chép cua virut khi c6 mat Shield-1. Vi du vé viéc do hoat tinh virut dugc dua ra

trong phan Vi du thuc hién séng ché du6i day. Cac phuong phap di biét trong linh vuc
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c6 thé dugc sir dung dé xac dinh mirc d6 sai khéc giita protein thiét yéu CMV quan
tam va dan xuit. Theo mot phuong an, d¢ déng nhét trinh ty duge st dung dé xac dinh
mdi lién quan. Dan xuét theo sang ché s& t6t hon néu ddng nhét it nhit 85%, it nhét
90%, it nhit 95%, it nhit 97%, it nhit 99% v&i trinh ty bazo. Phin trim ddng nhat
dugc dinh nghia la s& lugng cac gbe gibng nhau chia cho tdng s lwong cac gde va
nhan v&i 100. Néu trinh ty trong su sép thang c6 cac chiéu dai khac nhau (do khoang
tréng hoac phﬁn kéo dai), chiéu dai cua trinh tu dai nhét s& duge st dung dé tinh toan,
bidu thi gié tri ctia tong chiéu dai.

Theo mot sd phuong an, mdt hodc nhiéu protein cla virut can thiét cho su sao
chép cua virut duge nhdm khir én dinh duge chon tir nhém gbm IE1/2, UL51, UL52,
UL84, UL79, UL87, UL37x 1, UL77 va UL53 hoic cac dan xuét cia chung. Theo
phuong 4n cu thé, mot hodc nhiéu protein cla virut can thiét cho su sao chép cuta virut
duoc nhidm khir 6n dinh dugce chon tir nhém gém 1E1/2, UL51, UL52, UL84, UL79,
UL87.‘ Theo phuong an cu thé hon, mdt hodc nhidu protéin clia virut can thiét cho su
sao chép cla virut dugc nhidm khr én dinh duogc chon tir nhém gém IE1/2, ULS1,
UL52, UL79 va UL84.

Nhiéu hon mét protein thiét yéu c6 thé bi khir dn dinh bang cach dung hop véi
FKBP hoic din xut ctia nd. Theo mét sd phuong an, protein thiét yéu thue hién chirc
ning & céc giai doan khic nhau ctia qua trinh sao chép CMV va/ho#ic gay nhiém CMV
(bao gdm nhung khong gi6i han boi, giai doan sém ngay tirc thi, giai doan sém hoic
giai doan mudn). Theo phuong &n uu ti€n, su két hop ciia cac protein virut can cho su
sao chép cua virut dugce nhim khir 8n dinh duoc chon tir nhém gém IE1/2 va UL51,
IE1/2 va UL52, IE1/2 va UL79, IE1/2 va UL84, UL84 va UL51 va UL84 va UL52.
Theo phuong 4n wu tién hon, IE1/2 va UL51 dwgc nhiam khir 6n dinh trong cing CMV
t4i td hop. Theo phuong 4n wu tién nhét, protein dung hop chita IE1/2 1a SEQ ID NO:1
va protein dung hop chita UL51 1a SEQ ID NO:3. Cac SEQ ID NO:1 va 3 ¢6 thé duoc
ma héa 1an lugt bdi SEQ ID No:2 va 4. Bo gen ciia rdCMV véi IE1/2 va UL51 bi khir
dn dinh dugc thé hién trong SEQ ID NO:14.
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FKBP hoic din xuat ctia n6 ¢6 thé dung hop vé6i protein thiét yéu, hodc truc
tiép hodc gian tiép. Theo phuong 4n uwu tién, FKBP hoic din xuét ctia né duoc dung

hop truc tiép véi protein thiét yéu.

FKBP hoic din xuit ciia n6 co thé dung hop véi protein thiét yéu & dau tan N
hodc ddu tdn C cua protein thiét yéu. Theo phuong an wu tién, FKBP duoc dung hop

véi dau tan N cla protein thi€t yeu.

Nhiéu hon mot FKBP hodc din xuét ctia né c6 thé dung hop véi protein thiét
yéu. Theo cac phwong an trong d6 c¢6 nhidu hon mot FKBP hodc din xuét ctia né dung
hop véi protein thiét yéu, mdi trong s6 timg FKBP hodic din xuét ctia né cé thé gibng
ho#c khic nhau. Theo phuong 4n wu tién, c6 mdt FKBP hodc din xuét clia né duge

dung hop véi protein thiét yéu.
Céc phuong phép 1am bt hoat khac

Theo mdt sb phuong 4n, rdCMV duge md ta trén ddy duoc 1am bat hoat thém
st dung phuong .phép lam bat hoat bing héa hoc hozc vat 1y. Vi du v& phuong phap
lam bét hoe_tt gdm xir ly nhiét, 4 véi formaldehyt, B-Propiolacton (BPL), hoic
etylenimin d6i (binary etyleneimine (BEI)), hodc buc xa gamma. Cac phuong phép uu
tién khéng phé v& hodc gin nhu 14 khong phd v tinh sinh mién dich, bao gbm, nhung
khong gi6i han &, tinh sinh mién dich dugc gdy ra boi phirc gH pentame. Nhu vay, su
dap tmg mién dich duoc gy ra boi CMV ma duge lam bit hoat thém dugc bao toan
hozc gan nhu 13 dugce bao toan so véi rdCMV khéong ¢ bude xtr Iy 1am bt hoat thém.
Theo phuong 4n wu tién, kha ning tao ra cac khang thé trung hoa ctia CMV bi lam bt
hoat thém c6 thé so sanh véi cac khang thé trung hoa dugc tao ra boi rdCMV khéng ¢6
budc xir Iy 1am bét hoat thém. Ché d6 1am bit hoat bing mét phwong phap hozc két
hop ctia nhiéu phwong phap hoéa hoc hodc vat Iy duoc xéc dinh bang kinh nghiém &
dam bao tinh sinh mién dich ctia CMV, bao gém phirc gH pentame.

Danh gid su sao chép cta virut

Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thut nay c6 thé st dung cac
thir nghiém sao chép virut dé xac dinh tinh hiru dung ctia protein thiét yéu cu thé dung

hop véi FKBP hodc din xuit ctia né. Do chirc niing biéu hién gen/san pham dugc méa

-18-


LDT248
Textbox


22320

hoa gén nhu khdng bi tac ddng badi su grfm ctia FKBP hoic din xuit ciia né véi protein
thiét yéu khi ¢6 mat Shield-1, rdCMV cin phai sao chép & ty 1& c6 thé so sanh dugc
v6i CMV bd me khi ¢6 mit Shield-1 (tdt hon 1 bang it nhit 75%, 80%, 90%, 95%,
99% hoac 100% lugng virut bb me). Su sao chép ciia rdCMV vé co ban 1a thay ddi so
v6i CMV bb me khi khong c6 mit Shield-1 (giam tdt hon 1a hon 50%, 75%, 90%.
95%, 99% hodc 100% so véi CMV khong chira protein dung hop khir 6n dinh).

Theo phuong 4n wu tién, rdCMV khi c6 mat Shield-1 & ndng dé it nhat 2pM
sao chép t6t hon 14 it nhit 90%, t6t hon nita 13 it nhit 95%, tdt nhét 14 it nhit 99%
luong khong phai rdCMYV sao chép.

Theo mdt phuong 4n, ché phdm chira rdCMV theo sang ché ¢ hiéu gia virut la
it nhat 10° pfu/ml, t6t hon nita 14 it nhit 107 pfu/ml, khi c6 mat Shield-1 & ndng d¢ it
nhit 2uM.

Nguoc lai, rdCMV vé co ban khong sao chép khi khong c6 mit Shield-1. Chét
luong ctia co ché khiém khuyét sao chép dwoc dénh gid boi mic d6 nghiém ngat cua
viéc kiém soét & cac didu kién khong cho phép sao chép virut, toc 1a, hiéu gia gay
nhiém ctia cic hat virut doi sau & cac didu kién nay. rdCMV theo séang ché gin nhu 1a
khong thé sao chép (hodc trong méi trudng nudi cdy t& bao hoic bén trong bénh nhan)
khi khéng c6 mit Shield-1. Su sao chép ctia n6 trong té bao ARPE-19 va cac kiéu té
bao so cip khac cia ngudi l1a ¢6 didu kién, va ndng dd mol ctia Shield-1 16n hon
0,1uM, 6t hon 14 it nhit 1a 2uM, trong mdi trudng nudi cdy 1a cin dé duy tri su sao
chép cua virut.

Theo mét phuong &n, ché phim chita rdCMV theo séng ché c6 hiéu gié virut
nho hon 2 pfu/ml, t6t hon 1 nho hon 1 pfu/ml, khi khong c6 mat Shield-1.

Céc phwong phap dé danh gia su sao chép CMV c¢6 thé duge st dung dé danh
gid su sao chép rdCMV khi khong céd mdt hodc c6 mét Shield-1. Tuy nhién, theo
phuong an uvu ti€n, TCID50 dugc st dung.

Theo phuong &n khac, higu gid rdCMV dugc x4c dinh béi thir nghiém lidu gay
nhidm 50% t€ bao (50% Tissue Culture Infective Dose - TCID50). Mot cach vin tt,
thir nghiém pha lodng nay dinh luong lwong virut can dé giét 50% vat cha bi gay
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nhidm. Té bao chu (vi duy, t& bao ARPE-19) duogc cdy 1én dia va céc phén pha lodng
lién tiép cua virut duoc bd sung. Sau khi nudi, phan tram chét & bao (tirc 1a té bao bi
gy nhiém) dugc quan sat va ghi lai véi mdi phan pha lodng virut. Céc két qua dugc st

dung dé tinh TCID50 bang phuong phép toan hoc.

Theo phuong an khéc, hi€u gid rdCMV dugc xéc dinh sir dung thir nghiém tao
vét. Thir nghiém tao vét virut xac dinh s& don vi hinh thanh vét (plaque forming units
(pfu)) trong mau virut. Mot cach vén tit, 16p don hop dong cta té bao chu (vi du, t&
bao ARPE-19) dugc gy nhiém rdCMV & cic ndng d6 pha lodng thay dbi va dugc phu
mdi trudng ban rén, nhu thach aga hoac carboxymetyl xenluloza, dé ngan chdn viéc
nhiém virut lan tran bira bii. Vét ciia virut duoc tao thanh khi virut gdy nhiém té bao
bén trong 16p don t& bao cb dinh. T bao nhidm virut nay s& phan giai va lan nhiém
dén céc t& bao 1ién k& & d6 chu trinh nhidm-phén giai dwoc lap lai. Khu vuc t& bao bi
gdy nhidm s& tao nén vét (khu vuc nhiém dugc bao quanh boi té bao chua bi gay
nhiém) ma c6 thé nhin dugc bang mét thuong hoic bang kinh hién vi quang hoc. Céc
vét duge dém va céac két qua, két hop véi hé sb pha lodng dugc st dung dé chuén bi
dia ciy, duoc ding dé tinh toan s6 don vi hinh thanh vét v6i mdi thé tich don vi miu
(pfu/mL). Két qua pfu/mL bidu thi s6 hat gdy nhi®m bén trong miu va duge dua trén

gi4 st ring mi vét tao thanh bidu thi mot hat virut gdy nhidm.

Theo phuong 4n khac, miu chudt nhit hu-SCID duogc st dung d& danh gia kha
ning sao chép in vivo clia rdCMV. Mot cach vén tit, cac mdu md phéi ngudi (nhu
tuyén trc va gan) dugc cdy ghép bang phiu thuat vao cic vo bao thin ctia chudt SCID.
rdCMV duoc céy 2-3 thang sau d6 khi mo cua nguoi dugce tao mach. Higu gia virut
duoc dénh gia 3-4 tuan sau khi cdy trong thir nghiém tao vét. Cac thir nghiém & dong
vat ¢6 thé duge thuc hién khi khong c6 mat hodac cd mét Shield-1.

Panh gia d4p ing mién dich

Viéc dua rdCMV theo sang ché vao bénh nhén giy ra dap ung mién dich véi
CMV, t6t hon néu 1a dap ung mién dich bao vé, ma cé thé diéu tri va/hodc lam giam
kha ning nhiém CMV hoic bénh di kém nhiém CMV & bénh nhan. Dép tmg mién dich
nay, it nhat mot phén, 14 v6i phirc gH pentame.
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Dép tng mién dich dugc gy ra boi rdCMV c6 thé duoc danh gia bing cach st
dung cac phuong phép da biét trong linh vuec.

Cac mau dong vat da biét trong linh vuc c¢6 thé duge st dung dé danh gia tac
dung bao v¢ cta viéc dua rdCMV vao. Theo mot phuong an, huyét thanh mién dich tur
céc ca thé duoc dua rdCMV véao c6 thé duogc thir nghiém vé kha ning trung hoa, bao
gdm nhung khéng gi6i han &, chin sw gén cta virut hodic sy di vao té bao chi. Theo
phuong an khac, t€ bao T tir cac cd thd dugc dua rdCMV vao cé thé dugce thir nghi€ém
vé kha ning san xut xytokin bao gdm, nhung khong gidi han @, interferon gamma,
khi c6 mit khang nguyén quan tdm. Cac mau thir thich dong vat ciing c¢6 thé duogc sir

dung d¢ x4c dinh luong hitu hidu vé mit mién dich ctia chét sinh mién dich.

Su trung hoa virut chi cac khang thé dac hiéu virut ¢6 kha nang chan sy di vao
va/hodc sao chép cua virut trong cac moi trudng nudi cdy. Thir nghiém thong thuong
dé do hoat tinh trung hoa 13 thir nghiém giam vét virut. Cac thir nghiém trung hoa
trong sang ché dé cap dén cac phép chudn do huyét thanh ma c6 thé chin virut di vao
té bao. Hi€u gid NT50 duogc xac dinh la cac phin pha loing huyét thanh twong hd dé
chdn 50% su di vao Eﬁa virut trong céac thir nghiém trung hoa virut. Hiéu gia NT50 thu

dugc tir phuong phép lam khép duong cong bdn théng sb logit phi tuyén tinh.
San xudt CMV ¢6 khiém khuyét trong sao chép

Séng ché dé xuét cac phuong phap tao ra rdCMV. rdCMV theo sdng ché duoc
nhan giéng khi c¢6 mit chit 1am 8n dinh nhu Shield-1 trén té bao biéu mé, tot hon 1a té
bao bidu md ctia ngudi, va tt hon nita 1a té bao bidu mé sic t6 vdng mac ciia ngudi.
Theo céc phuong an bd sung, t& bao biéu mé sic t§ vdng mac cua ngudi 13 té bao
ARPE-19 dugc gui vao American Type Cultures Collection (ATCC) dudi s6 ndp luu
CRL-2302. Theo mt s6 phuong 4n, Shield-1 ¢6 mat & ndng db it nhit 1a 0,5uM trong
mbi trudng nudi cdy mo. Theo phwong 4n wu tién, Shield-1 ¢6 mat & ndng do it nhat 1a
2,0uM trong méi trudng nudi ciy mo.

Theo mdt s§ phuong 4n, t& bao duoc st dung dé nhan rdCMV duge cho phat
trién trén vi chit mang. Vi chit mang 14 chét nén hd trg cho phép cac té bao két dinh
phét trién trong binh tam gidc xoay hodc binh phan tng sinh hoc (nhu binh phan Ung
sinh hoc vi trong luc thanh quay va binh phan {mg sinh hoc dém ting s6i). Vi chét
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mang thuong 13 cac hat cdu 125 - 250 pM cé mat d6 cho phép chiung dugc duy tri
trong dich huyén phu khi khudy nhe. Céc vi chit mang c6 thé duoc tao thanh tir nhidu
vat lidu khac nhau bao gdm, nhung khéng gidi han &, DEAE-dextran, thuy tinh, nhyua
polystyren, acrylamit, va colagen. Cac vi chit mang nay c¢6 thé ¢6 héa hoc bé mit khac
nhau bao gdm, nhung khéng gidi han &, protein chit nén ngoai bao, protein tai t5 hop,
peptit va phan tir mang dién tich. Cac hé thdng nuéi cdy té bao mét do cao khac, nhu

hé théng Corning HyperFlask® va HyperStack® ciing ¢ thé dwoc st dung.

MBoi truong nudi ciy mé khong chira t& bao c6 thé duge tip hop va rdCMV ¢6
thé duoc tinh sach tir 6. Céc hat virut CMV ¢6 dudng kinh vao khoang 200nm va cé
thé duoc tach khoi cac protein khac c6 mit trong méi trudng thu hoach st dung céc k§
thuat da biét trong linh vuc bao gdm, nhung khéng gi¢i han &, sidu ly tim qua gradien
méat d6 hodic dém Sorbitol 20%. Khbi lugng protein ctia vacxin co thé duoc xé4c dinh

bang thir nghiém Bradford.

Shield-1 ¢6 thé duge st dung dé kiém soat su sao chép ctia rdCMV két hop véi
FKBP. Sau khi dat dugc lugng virut nhan 1én mong mubn trong té bao nudi cdy mo,
kha ning sao chép khong con duge mong doi nita. Shield-1 dugc rat khoi rdCMV dé
lam cho virut bi khiém khuyét sao chép (vi du, d& dua vao bénh nhéan). Theo mot
phuong an, rdCMV dugc lam tinh sach Shield-1 bﬁng cach rira mot hodic nhiéu 14n.
Theo phuong an khac, rdCMV dugc 1am tinh sach Shield-1 bang siéu ly tdm. Theo
phwong 4n khic, rdCMV duwgc lam tinh sach Shield-1 bing loc pha lodng
(diafiltration). Loc pha loing thuong dugc sir dung dé tinh sach cac hat virut. Theo
mdt phuong an, cac b loc duge str dung cé kich c& 16 xép xi 750 kilodalton sé& chi cho
Shield-1 di qua cac 16 nay.

Sau khi tinh sach rdCMV khoi Shield-1, ¢6 thé ¢6 luong nho Shield-1 con sét
lai trong ché pham rdCMV. Theo mdt phuong an, ham lugng Shld-1 trong ché phim
CMYV sau khi tinh sach 14 thdp hon it nh4t 100 14n so véi lwong cn dé duy tri su sao
chép trong mdi trudng nudi cdy md. Theo phuong 4n khéac, ham lugng Shield-1 trong
ché phém rdCMV sau khi tinh sach 14 0,1uM hodc thép hon. Theo phuong én khac,
ham luong Shield-1 trong ché phim rdCMV sau khi tinh sach khéng phat hién duoc.
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Viéc x4c dinh ham lugng Shield-1 trong ché phdm c6 thé dugc phat hién st
dung c4c phan tich LC/MS (séc ky 16ng-quang phd khéi) hodc HPLC/MS (séc ky long
hiéu ning cao-quang phd khéi). Cac k¥ thudt nay két hop céc kha nang phan tach vat
ly ctia LC hosc HPLC véi cac kha ning phén tich khdi lugng ctia va c6 thé phét hién

céc hoa chét quan tAm trong hdn hop phurc.
Ta duoc

T4 duoc 14 cic chat c6 thé hd tro chét sinh mién dich trong viéc sinh ra dap g
mién dich. T4 duoc c6 thé thuc hién chirc nang bdi cac co ché khac nhau nhu mot hoac
nhiéu co ché sau: lam téng chu ky bén ra sinh hoc hodc mién dich ciia khéng nguyén;
cai thién sy phan phéi khang nguyén dén té bao trinh dién khang nguyén; cai thién
viéc xtr 1y va trinh dién khang nguyén boi t& bao trinh dién khang nguyén; nhan duoc
su giam lidu lugng, va, cam Ung quéa trinh san xudt xytokin diéu bién mién dich
(Vogel, 2000, Clin Infect Dis 30:S266). Theo mét s6 phwong an, ché phim theo sang
ché chira rdCMV va ta duoc.

‘Nhiéu loai t4 dugc khac nhau c6 thé dugce s dung dé hd tro viéc sinh déap Ung
mién dich. Cac vi du vé t4 duoc cu thé g(‘Sm nhom hydroxit; nhom phosphat, nhom
hydroxyphosphat, t& dugc nhom hydroxyphosphat sulfat vé dinh hinh (AAHSA) hoic
cac mubi nhém khac; canxi phosphat; cic motip ADN CpG; monophosphoryl lipit A;
doc t6 bénh ta; ddc t6 khong bén nhiét E. coli; doc t6 ho ga; muramyl dipeptit; ta duoc
chua hoan thién Freund; MF59; SAF; phuc chét kich thich mién dich; liposom; vi ciu
c6 thé phan hiy sinh hoc; saponin; copolyme khdi phi ion; cac chit twong tw muramyl
peptit; polyphosphazen; polynucleotit tong hop; IFN-y; IL-2; IL-12; va ISCOMS.
(Vogel, 2000, Clin Infect Dis 30:S266; Klein et al., 2000, J] Pharm Sci 89:311;
Rimmelzwaan et al.,, 2001, Vaccine 19:1180; Kersten, 2003, Vaccine 21:915;
O’Hagen, 2001, Curr. Drug Target Infect. Disord. 1:273.)

Theo m6t s§ phuong an, ta duge gbe dau bao gdm, nhung khdng gidi han &, ta
dugc chwa hoan thién Freund va MF59, khong dugc str dung trong ché phdm theo séng

ché.
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Theo c4c phuong 4n khéc, t4 dugc hat bao gdm, nhung khéng gi6i han &, ta
dugc ISCOMATRIX® va/hodc ta duge nhdm phosphat duge sir dung trong ché phém

theo séng ché.
Duoc phim

Mot phuong 4n khac theo sang ché 13 sir dung CMV tai td hop dugc md ta trong
ban mo ta trong ché phém, tdt hon 1a ché phém sinh mién dich hodc vacxin, dé diéu tri
cho bénh nhan nhiém CMYV va/hoic lam giam kha ning nhiém CMV. T4t hon 13, ché

phim nay chita chit mang duoc dung.

"Chét mang duogc dung" duoc ding dé chi chat d6n dang long, chét pha loang
hodc chit bao ma c6 thé duge st dung an toan khi dua vao theo dudng toan than. Phu
thudc vao con dudng dua vao cu thé, nhidu loai chét mang dugc dung da biét trong
linh vuc ¢6 thé dugc st dung. Céc chét mang nay co thé dwgc chon tir nhém bao gbdm
duong, tinh bot, xenluloza va cac din xuit cta nd, mach nha, gelatin, bot talc, canxi
sulfat, ddu thuc vat, diu tdng hop, polyol, axit alginic, dung dich dém phosphat bao
gdm nudc mudi dém phosphat, chét nhii héa, nuéc mudi dang truong, va nudce khong
chira pyrogen. Cu thé, céc chit mang dugc dung c6 thé chira cac thanh phan khac nhau
nhu chit dém, nudc v tring dé tiém, nudc mudi théng thudng hodc nude mudi dém
phosphat, sucroza, histidin, mubi va polysorbat. Cac thuat ngit nhu "chdp nhan dugc
vé mit sinh 1y hoc", "chit pha lodng" hoic "ta dugc" c6 thé duge sir dung thay thé 14n
nhau.

Céc quy trinh tao ché phém vacxin dugce boc 19, vi dy, trong New Generation
Vaccines (1997, Levine et al., Marcel Dekker, Inc. New York, Basel, Hong Kong),
duoc két hop vao ban mé ta bang cach vién dan.

Ché phim

Theo mét sb phuong 4n, rdCMV theo sang ché duoc dua vao bénh nhan dé gay
ra dap tmg mién dich. Pugc mong doi 1a ¢6 thé giam thiéu hodc tranh duoc su mat
hiéu lyc ctia ché phdm rdCMV trong qué trinh bao quan ché phdm sinh mi&n dich nay.
Céac diéu kién dé hd tro muc dich nay gém nhung khéng giéi han & (1) tinh én dinh

bao quan duoc duy tri, (2) chdng lai chu trinh déng bang-tan bang chiu ap luc, (3) én
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dinh & nhiét 46 moi trudng trong thoi gian 1én dén mot tudn, (4) duy tri tinh sinh mién
dich, (5) twong thich v&i chién lugc ding ti duge. Cac didu kién tac dong dén tinh dn
dinh cta rdCMV gém, nhung khong gidi han ¢, d6 pH cua dém, néng do6 ion dém, co
mat/khong c6 mat ta dugce cu thé va nhiét do. Ché phém nay chura cac cht dém dé lam
tang do 4n dinh ctia cac hat virut rdCMV duoc tinh sach thich hop dung lam ché phém

vacxin.

Viéc bao toan tinh nguyén ven clia cac hat virut c¢6 thé dugce danh gi4 bing thur
nghiém tinh sinh mién dich & chu6t nhét va/hodc thir nghiém xdm nhép cta virut. Hoat
dong x4m nhdp cua virut phu thudéc vao tinh nguyén ven va chic ning cua
glycoprotein virut, bao gém phirc gH pentame. Phirc gH pentame con tao ra tinh sinh

mién dich vé co ban ctia rdCMV, do d6 hai tinh chét nay dugc lién két véi nhau.

Theo mot sd phuong an, rdCMV dugc bao quan trong chat dém chira Histidin
15-35 mM va NaCl 100-200 mM & pH nam trong khoang tir 5 d&n 7. Theo phuong 4n
cu thé, chét dém chira Histidin 25mM va NaCl 150mM & pH=6.

Theo phuong 4n khéc, dudng cé thé dugce bd sung dé tao ra tinh én dinh hon
nita, nhu cac polyol (bao gbém, nhung khéng gidi han &, mannitol va sorbitol); cac
monosacarit (bao gdm, nhung khéng giéi han ¢, glucoza, manoza, galactoza va
fructoza); cac disacarit (bao gdm, nhung khéng gidi han &, lactoza, maltoza, maltoza,
sucroza, lactuloza va trehaloza) va céc trisacarit (bao gdm, nhung khéng giéi han &,
rafinoza va melezitoza). Theo phwong an cu thé hon, dudng 1a sucroza. Theo phuong

an cu thé hon nita, sucroza nim trong khoang tir 5 dén 15%.

Theo phuong an wuu tién, rdCMV dugc bao quan trong chit dém chtra Histidin
25mM, NaCl 150mM, Sucroza 9% & pH = 6.
St dung

rdCMV dugc md ta trong ban md ta ¢ thé duoc bao ché theo cong thirc va
duoc dua vao bénh nhan st dung hudng dén duoce cung cdp trong ban mé ta cling véi
céc k¥ thudt da biét trong linh vuc. Cac hudng din dé str dung trong duoc néi chung
dugc cung clp trong, vi du, Vaccines Eds. Plotkin and Orenstein, W.B. Sanders

Company, 1999; Remington's Pharmaceutical Sciences 20% Edition, Ed. Gennaro,
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Mack Publishing, 2000; va Modern Pharmaceutics ond Edition, Eds. Banker and
Rhodes, Marcel Dekker, Inc., 1990.

Céc vacxin ¢6 thé duge dua vao béng cac con duong khac nhau nhu duédi da,
trong co, trong tinh mach, qua niém mac, ngoai dudng ti€u hoa, qua da hodc trong da.
Viéc dua vao dudi da va trong co ¢ thé duoc thuc hién st dung, vi dy, kim tiém ho#c
dung cu phun tia. Theo mot phuong 4n, vacxin theo sang ché dwoc dua vao trong co.
Su phan phdi qua da hoic trong da c6 thé duoc thuc hién bang kim tiém xylanh trong

da, hodc céc thiét bi kha thi nhu cac kim vi ¢ hodc mi€ng dan vi mang.

Ché phim dugc mb ta trong ban md ta c6 thé dwoc sir dung theo cach tuong
thich v6i ché phdm lidu luong, va & lwong hitu hiéu vé mit mién dich dé didu tri
va/hodc 1am giam kha ning nhiém CMV (bao gém nhifm lin diu, nhidm tai phat
va/hoic siéu nhidm). Lidu duoc sir dung cho bénh nhén, theo sang ché, cdn du dé dem
lai dap tng c6 loi & bénh nhén theo thoi gian nhur 1am giam mic d6 nhiém CMYV, lam
nhe triéu chimg cta bénh di kém nhiém CMV va/hoic lam ngén lai thoi gian va/hoac
mirc d6 nghiém trong clia tinh trang nhiém CMV, hodc lam gidm kha ning nhiém

CMV (bao gdm nhidm 14n du, nhiém tai phat va/hodc siéu nhiém).

Ché d6 liéu thich hop c6 thé dugc xac dinh d& dang boi ngudi ¢6 hiéu biét trung
binh vé linh vuc k§ thuat nay va t6t hon 1a dugc xac dinh c6 tinh dén cac yéu t6 da biét
trong linh vuc bao gém tudi tac, can nang, gidi tinh va bénh trang ctia bénh nhan; con
dudng sir dung; tic dung mong mudn; va ché phim cu thé dwoc sir dung. D& x4c dinh
luong hidu qua ctia rdCMV duge sir dung trong diéu tri hosc phong tranh khang lai
CMYV, béc si c6 thé danh gia lwong huyét tuong tudn hoan cta virut, tién trién cia
bénh, va/hodc viée san xudt ra cac khang thé khang CMV. Liéu cho ché phém vacxin
gdm khoang tir 10° dén 10" don vi hinh thanh vét (pfu). Theo cac phuong an khac,
khoang liéu lugng nim trong khoang tir 10* dén 10" pfu, tir 10° dén 10° pfu, tir 10°
dén 10® pfu, hoic 1a lidu bt ky ndm trong khoang quy dinh nay. Khi nhiéu hon mét
vacxin duoc sir dung (tic 13, cic vacxin két hop), lwong mdi vacxin ndm trong khoang

dugc mo ta cta chung.

Ché pham vacxin cé thé dugc st dung ¢ dang lieu don hoac li€u da. Cac vacxin

¢6 thé duoc bao ché véi ta duoce hang gid hodc hang ngay trude khi st dung, tiy thude
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vao nhén dién chit dém lam 6n dinh va ché phdm t4 dwoc thich hop. Céc vacxin c6 thé

duoc st dung & lugng thuong dugc thyc hién, nam trong khoang tir 0,1mL dén 0,5mL.

Thoi diém st dung lidu phu thude vao cac yéu t6 da biét trong linh vuc. Sau lan
sit dung ban dau, mot hodc nhiéu lidu bd sung c6 thé duoc dua vao dé duy tri va/hoac
ting cudng higu gia khéng thé va tinh mién dich té bao T. Cac ting cudng bd sung c6
thé dugc yéu ciu dé duy tri mirc d6 dap mg mién dich bao vé, dugc phan 4nh & hiéu
gi4 khang thé va tinh mién dich té bao T nhu ELISPOT. Céc muc do dép ng mién

dich duoc dua qua céc kiém tra lam sang.

Déi vai viée dung vacxin két hop, mdi trong sd cac chét sinh min dich c6 thé
dugc sir dung cliing nhau trong mot ché pham hodc riéng r& trong cc ché phim khac
nhau. rdCMV dugc mo ta trong ban mo ta dugce st dung déng thdi véi mot hodc nhidu
cht sinh mién dich mong muén. Thuit ngit "ddng thoi" khong gioi han & vide st dung
chét tri liéu & chinh xé4c cung mdt thoi diém, ma né ¢ nghia la rdCMV dugc md ta
trong ban mb ta va cac chit sinh mién dich mong mudn khéc dugc st dung cho d6i
tuong theo mét trinh tu va trong khoang thoi gian sao cho ching c6 thé tac dung cung
nhau dé tao ra loi ich ting cudng so véi khi ching dugc st dung theo cach khac. Vi
du, mdi chét tri liéu c6 thé duoc six dung & cung thoi diém hodc 1an luot theo thit tw bat
ky & céac thoi diém khac nhau; tuy nhién, néu khong dugce str dung cung mdt 11'10,‘ chung
can duogc str dung di gan nhau vé thoi gian @ tao ra tac dung tri liéu mong mudén. Mdi
chét tri liéu c6 thé dugc st dung riéng r&, & dang thich hop bat ky va bang con dudng
thich hop bt ky.

Quén thé bénh nhan

"Bénh nhan" ding dé chi dong vat c6 vi c6 kha niang bi nhi®m CMV. Theo
phuong an uu tién, bénh nhéan 1a ngudi. Bénh nhan cé thé dugc didu tri theo hudéng
phong ngura hodc tri liu. Diéu tri phong ngira tao ra tinh mién dich bao vé da dé 1am
giam kha ning hozc mirc dd nghiém trong cla sw nhiém CMV, bao gém nhiém lan
dAu, nhidm tai phat (tic 14, cac 1an nhidm nhan duoc tir viée tai hoat héa CMV 4n) va
siéu nhiém (tic 13, cac 14n nhiém nhén duge tir sy nhiém céc ching khéac ciia CMV so

v6i cac ching bénh nhin di bi nhiém trudc o). Diéu tri tri liéu c¢6 thé duge thuc hién
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de lam gidm murc dd nghiém trong ctia sy nhi€ém CMV hoic 1am giam kha ning/mirc

d6 nghiém trong ctia nhiém tai phéat hodc siéu nhiém.

Viéc diéu tri c6 thé duoc thue hién sir dung duge phim chira rdCMV nhu duoc
md ta trong ban md ta. Dugc phém c6 thé duoc st dung cho mét quﬁn thé chung, déc
biét 1a cho nhiing ngudi c¢6 nguy co nhiém CMV ting (nhidm 14n dau, nhidm tai phat
hodc siéu nhiém) hodc véi nhitng ngudi ma sy nhiém CMV dic biét khé giai quyét
(nhu céc c4 thé bi tén thuong hé mién dich, bénh nhén céy ghép hodc phu nit mang
thai). Theo mot phuong an, phu nit & d6 tudi sinh dé, dac biét 13 nit & d6 tudi thibu
nién, duoc tiém ching dé lam giam kha ning nhidm CMV (nhidm 14n dAu, nhi®m tai

phét hozc siéu nhiém) trong qué trinh mang thai.

Nhitng d6i tuong cin diéu tri gdbm dbi tuong di bi nhim, ciing nhu 14 déi tuong
dé bi nhiém hodc trong d6 su giam kha ning nhiém 13 mong mudn. Viéc didu tri c6 thé
lam nhe céc triéu ching bénh cé li€én quan dén sy nhifm CMV va/hodc 1am ngén thoi
gian va/hodc mirc d§ nghiém trong ctia sy nhiém CMYV, bao gém sy nhiém do tai hoat

hoéa CMV an.

Nhitng ngudi ¢6 nguy co nhiém CMV ting (nhiém 1in dAu, nhi®m tai phat hodc
siéu nhidm) gdm céc bénh nhén ¢6 tinh mién dich bi suy giam hodc bénh nhan dang
diéu tri dAn dén tinh midn dich bi suy giam (vi dy, dang dugc héa tri hodc xa tri ddi
v6i bénh ung thu hodc dang ubng thube trc ché midn dich). Nhu duoc sir dung trong
ban mo ta, “tinh mién dich bi suy giam” chi hé théng mién dich it ¢6 kha ning chéng
lai sy nhiém do dap tmg mién dich khong mang chitc ning phu hop hoic khong mang
chitc ning & mic d§ chia mdt ngudi trudng thanh khoe manh binh thudong. Vi du vé
bénh nhan cé tinh mién dich bi suy giam 13 c4c bénh nhn 13 tré so sinh, tré em, nguoi
gia, nguoi mang thai hodc bénh nhén bi bénh anh huéng dén chirc nadng cua hé théng
mién dich nhu nhiém HIV hogc AIDS.

Vi du thye hién sang ché

Céc vi du duge dua ra dudi ddy dé minh hoa thém cho cac phwong an khéac
nhau cta sang ché. Cac vi du ndy con minh hoa phuong phép hitu ich dé thuc hién

sang ché. Cac vi du nay khong gidi han sang ché dugc yéu cau bao hg.
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Vi du 1: Khéi phuc phitc gH pentame

Dong nhidm sic thé nhén tao cta vi khuin & CMV gy nhiém dugc tao ciu tric
sao cho céc hat virut dwoc md hoéa biéu hién phic gH pentame gébm UL128, UL130 va

UL131 dugc tap hop 1én gid d& gH/gL.

CMV chiing AD169 dugc phan 1ap ban dau tir cac hach cua bé gai 7 tudi (Elek
and Stern, 1974, Lancet, 1:1). Virut nay dugc cho di qua 58 1in trong vai kiéu nguyén
bao sgi cua nguoi dé lam giam doc luc virut (Neff et al, 1979, Proc Soc Exp Biol Med,
160:32, v6i 5 1an di qua cudi cung 13 & trong nguyén bao soi WI-38 cta ngudi. Bién
thé da cho di qua ctia virut AD169 nay, dugc dé cip dén trong nghién ciru 1a Merck
AD169 (MAD169), dugc st dung lam virut bd me dé tao cAu tric cho dong BAC gay
nhiém. Ca virut AD169 bd me 14n virut bién thé da cho di qua MAD169 ddu khong
biéu hién UL131 hosc phtrc gH pentame.

MAD169 dugc st dung lam virut bd me dé tao cAu trac cho dong nhiém séc thé
nhan tao cta vi khudn (bacterial artificial chromosome (BAC)) gy nhiém. Vecto BAC
1a dung cu phén tir cho phép c6 thé thao tac di truyén véi mot doan ADN kich thude
16n, nhu bd gen CMV (~230Kb), trong E. coli. Yéu t& BAC cing véi gen dénh déu
GFP duoc chén vao ngay sau codon két thic cta khung doc m& US28 (nim gifta
khung doc mé US28 va US29 trong bd gen virut) véi vi tri LoxP dugce tao ra & ca hai
dau cta doan nay (FIG.1A). Tém lai, doan ADN chura catxet biéu hién GFP duge kep
suon bdi hai vi tri loxP va cac trinh tu US28-US29 cua CMV duoc téng hop va duogc
tach dong vao vecto pBeloBAC11. Vecto BAC duoc lam thing ra bang enzym gidi
han Pme I, va dong gdy nhiém vao té bao MRC-5 bing ADN MAD169 dugc tach
chiét tir cac hat virut d& dugc tinh sach. Céc bién thé tai td hop, duoc nhan biét béng
biéu hién phat huynh quang xanh 14 cdy, duoc tinh sach vét. Sau mét vong khuéch dai,
dang tron cta by gen virut dugce tach khoi té bao da duogc gy nhiém, va dung xung
dién @8 dua vao t& bao DH10 cua E.coli. C4c khuén lac cua vi khudn duoge 'sz‘mg loc
bing PCR ddi véi sy c6 mit clia cac ving US28 va US29. Cac dong ting ctr dugc kiém
tra thém béng cac phan tich gidi han EcoR I, EcoR V, Hind III, Spe I va Bam HI. Sau
khi sang loc, mdt dong, bMAD-GFP, thé hién miu gidi han giéng voi virut MAD169

bo me.
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Dot bién xé dich khung trong exon dau tién ctia UL131 14 co sé thiéu s6t v tinh
hudng kich thich biéu mé trong MAD169 duoc sira chita vé mat di truyén trong E. coli
(FIG.1B). Cu thé, mdt adenin nucleotit (nt) tir doan kéo dai A c6 7 nt trong gen UL131
bi x6a (FIG.1B). Phin x6a 1 nt 14 d¢A & phéng thich tinh hudng kich thich t& bao biéu
md va ndi md do UL131, va do d6 phirc gH pentame dugc biéu hién. Su biéu hién
duge xac nhan bang k§ thuat ELISA va thdm tich western (s6 liéu khong duoc thé
hién). Dong nay dugc cai bién thém bing cach loai bd doan BAC bang sy tai t6 hop
LoxP/Cre. ADN BAC duogc gdy nhidm vio t& bio ARPE-19, té bao biéu mé sic tb
vong mac cua ngudi (ATCC S6 ndp luu CRL-2302), d& khdi phuc virut gy nhiém
(FIG.1C). Virut gdy nhiém nhan duoc, duogc goi 1 virut MAD169 hudng kich thich
biéu md thu duoc tir BAC (beMAD), khic véi MAD169 chi & hai vi tri, (1) ORF
UL131 trong d6 mot adenin nucleotit bi x6a va (2) vi tri 34bp LoxP dugc chén vao

gitta ORF US28 va US29 (xem Bang 2).

B0 gen ctia beMAD dong BAC duoc 14p trinh ty hoan chinh. Toan bd cAu trac
bd gen clia beMAD la giéng véi cdu tric duge bao céo trong bién thé ATCC ADI169
(GenBank S6 nop lwu X17403), ma gdm hai ving don nhét, ving dai (UL) va ving
ngén (US). M&i ving don nhit duoc déng ngodc don boi hai trinh tu lip lai, trinh tu
dai lap & hai dau (TRL)-trinh tu dai lap & bén trong (IRL), trinh tu ngén lap & hai dau
(TRS)-trinh tu ngén 1ap & bén trong (IRS). Pong hoc sinh trudng cta virut thu dugce tur
bién thé duoc cho di qua MAD169 va beMAD la khéng thé phan biét dugc trong céc
té bao MRC-5, dong té bao nguyén bao soi clia ngudi (ATCC S6 ndp luu CCL-171)
(s liéu khong duoc thé hién). Do phirc gH khong cén thiét cho sy sinh trudng trén té
bao nguyén bao soi, cic khac biét v& mirc biéu hién phic gH gitta MAD169 va

beMAD la khong lién quan.

Bang 2: Khac biét vé mat phan tr cua céc virut CMV

ID Virut Ché pham gen Protein trong cac hat

virut

AD169 ATCC chiing phong thi nghiém chira dot bién xé dich
khung trong UL131 gay khiém khuyét vé& tinh huéng
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kich thich biéu md

MADI169 | Chita d6t bién xé dich khung trong UL131 gidng véi | Gibng v6i AD169 tu
ATCC AD169 ATCC

beMAD D6t bién dugc stra chita xé dich khung trong UL131; Gidbng v6i MADI169,
trinh tu LoxP (34 bp) gitta ORF US28 va US29 v6i su bd sung phirc gH

pentame

Vi du 2: Anh huéng cta cac phwong phép lam bt hoat thong thuong dén phirc gH

Anh huéng ctia hai phuong phéap 1am bat hoat virut thong thudng, bic xa y va
B-Propiolacton (BPL), dén CMV biéu hién gH duoc kiém tra.

Bure xa y dugce thuc hién trén céc hat virut dugce lam dong khd. Vacxin CMV téi
t6 hop & ndng d6 0,15 mg/mL trong ché phdm HNS (Histidin 25mM, NaCl 150mM,
Sucroza 9% trong lugng/thé tich, pH=6,0) duoc lam déng khd sit dung chu trinh lam
doéng khd bao toan (lam dong & -50°C va lam khd so cdp & nhiét d6 -35°C trong
khoang 30 gid sau d6 lam khé thir cdp & nhiét d6 25°C trong 6 git) dé thu duoc bot
khé. Vacxin dugce lam dong kho trong 1o thuy tinh 3mL véi 0,5ml dugce dd vao mdi lo.
O cudi giai doan lam dong kho, céc lo duge lam ding trong mdi trudng nito va cac
mAu dugc iy ra, dan nhan, gdp mép va dugc bao quan & -70°C cho dén khi chiu birc
xa gamma. Cac lo dugc chiéu buc xa bz‘ing may chiéu buc xa Co véi lidu luong birc xa

mong muon.

Pé xir Iy BPL, dung dich BPL gdc dugc thém vao chit ndi bé mat méi truong
nudi cdy virut thd tir sy sinh trudng trén cac t& bao ARPE-19 dé dat dén ndng do cudi
14 0,01% hodc 0,1% (thé tich/thé tich). Phan ung duoc két thuc bing natri thiosulfat &
cac thoi diém khéc nhau. Sau d6, CMV biéu hién gH da xir ly BPL dugc tinh sach
bang siéu ly tam.

Dong hoc bAt hoat dbi véi ca hai phuong phap dugc xac dinh béng thr nghiém
tao vét trong t& bao ARPE-19. M6t cach vén tit, cic phan pha lodng lién tiép cua cac
mau virut trong PBS dugc tao ra va 0,1mL duoc sir dung dé cdy vao mdi giéng cta dia

6 giéng dd duoc gieo mam té bao ARPE-19. Cac dia duoc @1 & 37°C trong 1 gidr trude
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khi bb sung 6mL mbi trudng phu chira 0,5% agaroza vao mdi giéng. Céc dia duoc 0
trong 18 ngay & 37°C. Dé hién thi cac vét, khoang 0,5mL dung dich MTT & 5 mg/mL
(Thiazolyl blue tetrazoli bromua, Sigma M5655) duge thém vao mdi giéng. Cac dia
duoc 1 & 37°C trong tir 2 d&én 4 gid va cac vét dugc dém trong hop dén. (FIG.2A va
20).

Tinh sinh mién dich ctia CMV biéu hién gH bi lam bét hoat duoc thir nghiém
béng cach xac dinh céc hi¢u gia khang thé trung hoa duge giy ra & chudt nhét. Mot
cach vén tit, chudt cai Balb/c (n=10) dugc gdy mién dich véi 2,5ug CMV mdi lidu &
céc tudn 0 va 3. Huyét thanh dugc tap hop lai & tudn 4 va dugc danh gia hoat tinh trung
hoa khang lai su di vao biéu mé cta virut. Hidu gia trung hoa (NT50) duge xac dinh 1a
su pha lodng tuong h8 cua huyét thanh lam giam 50% kha ning di vao biéu mé cla
virut so véi ddi chimg 4m. Két qua tir cic nghién ctru tinh sinh mién dich & chudt chi
ra rang ca hai phuong phép lam bt hoat théng thudng déu ¢ anh hudng tiéu cuc dén
hidu gia khang thé trung hoa duoc gdy ra boi CMV biéu hién gH (FIG.2B va 2D). Viéc
giam hi€u gid NT50 twong quan voi thoi gian xtt ly bang birc xa v hodic BPL. Céc xtt ly
kéo dai lam cho CMV biéu hién phtc gH pentamé gibng CMV AD169 bé me hon vé
tinh sinh mién dich & chudt nhit. Cac két qua tuong tw duoc quan sat & tho va khi
Rhesus khi cac vacxin bi lam bit hoat b%mg birc xa v hosic BPL duoc kiém tra (sb liéu
khong duoc thé hién). Cac quan sat nay cho thiy rang phirc gH pentame 13 nhay véi ca

hai phuong phép lam bét hoat dudi cac didu kién lam bét hoat chon loc.
Vi du 3: Tao cdu tric va sang loc thé dung hop FKBP-protein thiét yéu

CMV duoc tao ciu tric bing cach sit dung phan chinh ctia ching AD169 da
dugc giam doc luc ma khoi phuc lai tinh hudng kich thich bidu mé cta ndé mic du cé
khiém khuyét trong sao chép c6 diéu kién. Cac phwong phap duoc mb ta trong Vi du 1
duoc st dung dé khoi phuc tinh hudng kich thich biéu mo.

Protein cua virut cin dugc dung hop vé6i dan xuit FKBP dugc lua chon dua trén
hai tiéu chudn. Thi nhét, protein quan tdm khong bi phat hi¢n trong cac hat virut CMV
bdi phén tich protein (Varnum et al., 2004, J. Virol. 78:10960), do d6, lam gidm kha
ning protein dung hop FKBP s& két hop vao virut. Thit hai, protein quan tm la cin

thiét cho su sao chép ctia virut trong viéc nudi cay mo.
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Bing cach st dung beMAD lam virut bd me, dan xuit FKBP (SEQ ID NO:12)
dugc dung hop véi 12 protein virut thiét yéu mot cach riéng r&, bao gdm IE1/2 (SEQ
ID NO:1), pUL37x1, pUL44, pUL51 (SEQ ID NO:3), pUL52 (SEQ ID NO:5),
pULS3, pULS56, pUL77, pUL79 (SEQ ID NO:7), pUL84 (SEQ ID NO:9), pUL87 va
pUL105. Virut ¢6 hai protein thiét yéu khac nhau dung hop v6i FKBP ciing dugc tao
chu tric @& dung hop mdi trong s§ IE1/2 va UL51 véi din xudt FKBP (bd gen cua
rdCMV véi TE1/2 va UL51 bi khir 6n dinh duoc thé hién trong SEQ ID NO:14). Sau
khi tao céu tric, tat ca cac ADN BAC tai td hop dugc gy nhiém vao té bao ARPE-19,

va duoc nudi cdy trong mdi trudng chira Shld-1.

Sy phu thudc vao Shld-1 cta qué trinh phat trién virut duge kiém tra. Cac virut
thé dung hop IE1/2, UL51, UL52, UL84, UL79 va UL87 duogc giai phong d& dang
trong Shld-1 2pM trong céc thir nghiém tao vét (s6 lidu khong dugc thé hién). Céc
virut UL37x 1, UL77 va ULS53 ciing tao ra vét, nhung cc vét nay nho, va ching phat
trién tuong d6i chdm hon so v6i beMAD bd me. Viéc ting ndng d6 Shld-1 dén 10uM
khong déy manh dang ké su phat trién virut (sb liéu khong dugc thé hién). Cac thé
dung hop UL56 va UL105 khéng dugc khoi phuc, goi ¥ rang viée gin thé cac protein

phé v& chirc néng ctia cac protein nay, hodc su bicu hién gen lan cén.

Céc ndng d6 thay dbi ctia Shld-1 dwoc sir dung trong céc thir nghiém khac dé
danh gia thém su sao chép cua virut khi c6 mit hodc khong c6 mit Shld-1. Té bao
ARPE-19 dugc gy nhiém CMV biéu hién gH ma con chira dan xudt FKBP dung hop
v6i protein thiét yéu & MOI bang 0,01 pfu/ml. Sau khi gdy nhifm 1 gid, té bao duoc
rira hai 14n v6i méi truong méi dé loai bo Shld-1 ra khoi chét cdy. Sau d6, cac chét cdy
nay dugc thém vao céc té bao ARPE-19 duogc nudi cdy trong moi truong chira Shield-1
& ndng d6 0,05, 0,1, 0,5 hodc 2uM. Bay ngay sau khi gdy nhidm, virut doi sau khong
chtra té bao trong chit ndi bé mat dugc tdp hop lai va duoc chuin dd trén té bao
ARPE-19 duoc bd sung Shield-1 néng dd 2mM. Céc hi€u gia virut dugc xac dinh b?mg
thir nghiém liéu gdy nhiém 50% té bao (50% Tissue Culture Infective Dose
(TCID50)). M6t cach vén tat, thir nghiém pha lodng nay dinh luong lugng virut cin dé
giét 50% vt chi bi nhim. Té bao ARPE-19 duoc ciy 1én dia va cac phan pha lodng

lién tiép cta virut duoc bd sung. Sau thoi gian 0, phan traim chét t bao (tirc 1a té bao bi
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nhiém) dugc quan sat va ghi lai bang tay véi mdi phin pha lodng virut. Céac két qua

duoc st dung dé tinh toan toan hoc TCIDS50.

Nhu duoc thé hién trén FIG.3, sy sao chép hiéu qua cia tit ca CMV chia thé
dung hop FKBP phu thudc vao ndng do Shield-1, dii mitrc d6 thay d6i. Nong do thap
hon ciia Shield-1 néi chung lam giam hiéu gia ciia viéc san xuét virut doi sau. Trong
sb céc virut c6 thé dung hgp don, chi UL51 va ULS52 14 tuyét dbi can Shield-1 d& sao
chép. Céc virut c6 thé dung hop don khéc, IE1/2, UL84, UL79, va UL87, c6 thé tao ra
virut doi sau phét hién dugc khi khong c¢6 mit Shield-1. Sy diéu chinh 14 chit nhét khi
dAn xuit FKBP duoc dung hop véi ULS51 hozc UL52.

DPdng hoc sinh trudng cua virut cd thé dung hop IE1/2, ULS51, 1IE1/2-ULS51
duoc so sanh véi virut beMAD b me khi ¢6 mit hodc khong c6 mét Shld-1 2uM. Nhu
duoc thé hién trén FIG.4, khi c6 mit Shld-1, thé dung hop don hodc dung hop kép cé
d6ng hoc sinh trudng c6 thé so sanh duge véi beMAD bd me. Tuy nhién, khi khong c6
mit Shld-1, chi IE1/2 ¢6 thé sao chép, mac du & tdc dd thép hon va cham hon so véi

beMAD b6 me.

Su chit chd trong viée kiém soat su sao chép virut & virut thé dung hop kép con
duogc kiém tra trong cac loai té bao khac nhau (FIG.5). Céc t& bao nay gdm té bao tinh
mach rén ctia ngudi (HUVEC), nguyén bao sgi MRC-5, té bao co tron déng mach chu
(AoMC), t& bao co van (SKMC) va u bao hinh sao CCF-STTG1. Cac té bao nay dwoc
gdy nhidm virut thé dung hop IE1/2-UL51 & MOI bang 0,01 pfu/té bao (ngoai trir
CCF-STTG1 duoc giy nhiém véi MOI = 5 pfu/té bao), va sau d6 duge U trong moi
truong c6 mat hodc khdng c6 mat Shield-1. T4t ca cac kiéu t& bao déu c6 thé hd tro su
sao chép virut phan giai khi c6 mit Shield-1. Khéng c6 su san xuét virut ndo dugc phat
hién thiy khi khong c6 mit Shield-1.

Vi du 4: Tinh sinh mién dich ctia virut thé dung hop kép IE1/2-UL51 & dong vat

Tinh sinh mién dich cta virut thé dung hop kép IE1/2-ULS1 dugc danh gia 6
chu6t nhét, thd va khi Rhesus. Pap tng trung hoa phu thudc lidu khang lai virut thé
dung hop kép IE1/2-UL51 hoic virut beMAD bd me & chudt nhat trude tién duge so
sanh (FIG.6A). Chudt nhit BALB/c céi su tudn tudi duoc gdy mién dich & cac tuin 0
va 4 bang beMAD hoic virut thd dung hop kép IE1/2-UL51 & liéu nim trong khoang
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tir 0,12ug dén 10pg. Cac mau huyét thanh tir tudn 6 duge tip hop va dugc phén tich
bing thir nghiém trung hoa vi lugng CMV trén té bao ARPE-19 nhu duge md ta trudce
dé (Tang et al, Vaccine, "A novel throughput neutralization assay for supporting
clinical evaluations of human cytomegalovirus vaccines" dugc céng bd dién tir ngay
30/8/2011 tai trang doi:10.1016/j.vaccine.2011.08.086). Cac dap img dugc so sanh &
cac lidu 0,12, 0,37, 1,1, 3,3 va 10 pg. O khoang liéu lugng thip (0,12 dén 1,1 pg),
beMAD gy mién dich nhiéu hon mét chut v6i cac khang thé trung hoa duoc phét hién
phu hgp khi murc lidu luong 16n hon 0,37pg. O khoang liéu luong cao (3,3 va 10 ug),

cac hiéu gia khang thé trung hoa gay ra boi hai virut 1a twong duong.

Tiép theo, tinh sinh mién dich ctia cac virut khac nhau & thd & lidu luong 10pg
duge so sanh. Tho cai NZW duoc gdy mién dich & cac tudn 0, 3 va 8 véi 10pg
beMAD hoic céc virut thé dung hop dugc chi dinh. Huyét thanh tudn 10 dugc tap hop
va dugc phén tich bang thir nghiém trung hoa vi lugng CMV trén té bao ARPE-19
(FIG.5B). beMAD, cic virut thé dung hop don IE1/2 hodc ULS51 va virut thé dung hop
kép IE1/2-UL51 c6 thé gdy ra cac hiéu gia khang thé trung hoa cao hon déng k& so véi
MADI169, mét virut tuong tw véi AD169 va khong cé phic gH pentame. Didu nay
khing dinh ring su biéu hién ctia phitc gH béi virut lam ting dang ké tinh sinh mién
dich cia CMV tai t hop. |

Tiép theo, tinh sinh mién dich ctia 100pg virut thé dung hop kép IE1/2-UL51
hodc virut beMAD b me dugc kiém tra & cac con khi Rhesus macaques. Huyét thanh
tudn 12 dugc tap hop lai va dugc phan tich bang thir nghiém trung hoa vi lugng CMV
trén té bao ARPE-19. C4c hiéu gid NT50 GMT & tudn 12 (sau liéu 3) 1an luot 14 11500
hodc 15600. Céac hidu gi4 nay twrong duong vai hiéu gia NT50 dugc thdy trong cic ca
thé nhiém tu nhién (FIG.5C).

Do bén cua dép tng mién dich do vacxin CMV virut thé dung hop kép IE1/2-
ULS51 géy ra dugc ching minh & cac con khi Rhesus macaques. Cac con vat duoc cho
ding vacxin véi 10 pg/liéu hodc 100 pg/liéu virut thé dung hop kép IE1/2-ULS1 (theo
tdng khéi luong protein). Cac ché phim chira 10 pg/liéu vacxin véi td duge nhém
hydroxylphosphat sulfat v6 dinh hinh (AAHS) hodc ISCOMATRIX® ciling dugc bao

gom. Cac vacxin dugc st dung & céc tuan 0, 8, va 24 & cac con khi Rhesus macaques
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(n=5). D& so sanh, nhém ddi ching nhan gB tai t5 hop & 30 pg/lidu duoc bao ché theo
cong thirc véi td duge MF59 & céc tudn 0, 4 va 24. Gia tri trung binh hinh hoc déi véi
céc hidu gid NT50 twong hd (GMT) cho tht ca cac nhém duge bidu dién theo truc tung
(FIG.7). Trudc khi cho ding vacxin, khong cé hiu gia khang thé trung hoa >40 nao
phat hién dugc véi bit ky con khi ndo. Hoat tinh trung hoa nho nhit dugc phat hién
sau lidu thi nhdt & tudn 4 voi tit ca cac nhom véi cac hidu gid khang thé trung hoa
cham dinh quanh tudn 12 va tudn 28 (bdn tuén sau lan dung vacxin th(r hai va thi ba,
theo thir tw). GMT dinh & tudn 28 v&i nhém 100 pg/lidu 1a 14500 (cao hon khoang 3
14n so v&i hiéu gid 4660 ctia nhém 10 pg/lidu). Ta duge ISCOMATRIX®, chir khong
phai AAHS, tao ra loi ich ta dugc khi so sanh v6i nhém 10 pg/lidu. GMT & tudn 28
véi nhém ISCOMATRIX® do duge 1a 15800 trong khi d6 nhém AAHS 1a 3000 va
nhém 10 pg/lidu 1a 4660. Hoat tinh trung hoa nhé nhat dugc phat hién v6i nhom dbi
ching (gB/MF59), ¢6 GMT dinh khéng 1in nao vuot qua 200. O tuin nghién cuu 72,
gan 1 nam sau khi hoan thanh ché d6 dung vacxin & cac tudn 0, 8 va 24, GMT ddi véi
nhém 100 pg/liéu va nhém ché phdm ISCOMATRIX® duge duy tri 1an luot & 1400 va
3000. Vao luc nay, GMT dbi véi nhém 10 pg/lidu va nhém AAHS 14 khoang 200.

Té bao don nhin méu ngoai bién (PBMC) tir khi Rhesus macaques dugc tap
hop & tuan 28 (4 tudn sau liéu 3) clia ché d6 ding vacxin va duge danh gia trong thir
nghiém IFN-y ELISPOT. Céc con khi dugc cho ding vacxin véi 100 pg/liéu (FIG.8A)
hodc 10 pg/liéu (FIG.8B-8D) virut thé dung hop kép IE1/2-UL51. Ngoai ra, 10 pg/liéu
duge bao ché theo cong thirc khong c6 td duoc (FIG.8B) hodc ¢ ta dugc AAHS
(FIG.8C) hodc ta dugc ISCOMATRIX® (FIG.8D). Céc khang nguyén cua cac peptit
chdng 1én nhau d4 gom biéu thi nim khéng nguyén HCMV dugc sir dung d kich thich
viée san xudt IFN-y ex-vivo. Cac khang nguyén HCMV dugc st dung 13 IE1 va IE2
(c& hai protein diéu tiét ctia virut) va pp65, gB va pp150 (khang nguyén cdu tric cla
virut chiém wu thé). Chit luong ciia cic dap tmg t& bao T dugc dnh gid bing do 1on
(gia tri trung binh hinh hoc) ctia cac dap tng ELISPOT ciing nhu ty 1€ bo dap tmg véi
khang nguyén virut. Trudc khi dung vacxin, khong c6 hi¢u gida ELISPOT dac hiéu

khang nguyén nao & bat ky con khi nao (s liéu khéng duge thé hién).
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O tudn 28, gié tri trung binh hinh hoc trong dap ung ELISPOT v&i ndam khang
nguyén HCMV (tuc 13, IE1, IE2, pp65, gB va pp150) 1a 186, 132, 253, 87, 257 té bao
hinh thanh vét (SFC)/10° PBMC véi nhém 100 pg/lidu so véi 21, 24, 107, 111, 33
SFC/10° PBMC véi nhém 10 pg/lidu, theo thi ty (FIG.8A va 8B). Bo dap tmg & modi
nhém (n=5) dugc tinh diém dya trén cac tidu chudn gi6i han 1a 16n hon 55 SFC/10°
PBMC va ting hon 3 14n trong céc dap ung dédc hiéu khang nguyén so vdi dap tng
dimetyl sulfoxit (DMSO). S& céc bd dép tng véi ndm khang nguyén HCMV (tic 13,
IE1, IE2, pp65, gB vappl50)1a 4,4,5,1,3 d6i v6i nhém 100 ug/liéu sovoil, 1,5, 4,
0 d6i véi nhém 10 pg/liéu.

Anh huéng cla ta dugc ISCOMATRIX® dén dap tng té bao T véi 10 pg/lidu
virut thé dung hop kép IE1/2-UL51 dugc thé hién trén FIG.8D. Gi4 tri trung binh hinh
hoc cua dap img ELISPOT v6i ndm khang nguyén HCMV (ttce 14, IE1, IE2, pp65, gB
va ppl50) 1an luot 14 114, 53, 491, 85, 113 SFC/10° PBMC va sb céac bd dap g trong
nhém nay (n=5) lan luot 14 3, 2, 5, 3, 3. D6 16n va do rong cta dap tg té bao T trong
nhém cé ta duge ISCOMATRIX® la twong tw véi d6 16n va d6 rong clia dép tmg té
bao T trong nhém 100 pg/lidu.

PBMC tir cac con vat duge ding vacxin véi 10 pg/liéu hodc 100 pg/lidu virut
thé dung hop kép IE1/2-ULS1 (theo téng khéi lwgng protein) véi ISCOMATRIX®
duoc phén tich thém trong phuong phdp nhudm xytokin ndi bao sau khi dugc kich
thich bang khang nguyén HCMV (pp65, IE1, IE2 hoic toan bd hat virut HCMV). Béi
chitng 4m 1a khi chua quen thi nghiém khéng dugc ding vacxin virut thé dung hop
kép IE1/2-UL51 trong khi d6i ching dwong 13 ndi doc t6 Staphalococcus B (SEB).
FIG.9 cho thdy ring d6i chimg am thé hién dép tng tdi thiéu véi tat ca cac kich thich
khang nguyén nhung dap g véi chét dbi ching dwong ndi doc t6 Staphalococcus B
(SEB) nhu dwoc mong doi. T4t c& mudi con khi duge cho dung vacxin tir ca hai nhém
dap ung voi khang nguyén dac hi¢u HCMV véi d9 16n va kiéu tuong tu. Gia tri trung
binh hinh hoc véi mdi khdng nguyén duoc tinh véi cad mudi con khi. Ca mudi con khi
thé hién déap tng té bao T CD8+ (FIG.9A) va CD4+ (FIG.9B) twong duong khi céac
PBMC ciia chiing duogc kich thich bing nhém peptit khang nguyén CMV (tic 13, pp65,
IE1 va IE2) nhung uu tién thé hién dép tng t& bao T CD4+ khi duoc kich thich véi
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toan bd hat virut HCMV. Piéu nay la khong mong mudn vi toan bd cac hat virut 1a
khang nguyén protein va ¢ thé duge xir Iy nhu 1a khang nguyén ngoai sinh va dugc
trinh dién véi t& bao T CD4+ boi cac phan tir MHC 16p II. Virut thé dung hop kép
IE1/2-UL51 c6 thé gy ra dap tmg té bao T ciia ca hai kiéu hinh CD4+ va CD8+,
tuong tu voi dap ing thuong duoc théy & cac ddi tugng khoe manh bi nhiém HCMV.

Céc ché phdm khac nhau cta virut thé dung hop kép IE1/2-UL51 véi cac mudi
nhém duoc so sanh kha ning tao ra cic khang thé trung hoa & céc con khi Rhesus
macagques (FIG.10). 30 pg/liéu virut thé dung hop kép IE1/2-UL51 duge bao ché theo
cong thirc véi HNS (chdt dém bazo), nhém hydroxylphosphat sulfat vo dinh hinh
(AAHS) hoic t4 duge nhém phosphat Merck (MAPA) va duoc sir dung & céc tudn 0
va 8. Cac mau huyét thanh dugc tap hop & tudn 12 cho théy réng mac du MAPA lam
tang cudng su tao ra khang thé trung hoa, su ting cudng nay khéng cé y nghia vé mit

thdng ké (kiém dinh t hai phia khong ghép cap).
Vi du 5: Nhan biét chit dém dé bao quan

Virut CMV trong dung dich mudi can bang Hank (HBSS) va duoc bao quan &
nhiét d6 -70°C cho dén khi sir dung dugc pha lodng khoang 10 1in bang chit dém
thich hop. Céc thanh phin con lai ctia chét dém HBSS trong mdi mAu bao gdm kali
clorua 0,533mM, kali phosphat monobazo 0,044mM, natri phosphat dibazo 0,034mM,
natri clorua 13,79mM, natri bicacbonat 0,417mM va glucoza 0,1% trong luc_mg/thé
tich. Cac mau nay sau d6 dugc bao quan & nhiét d6 trong phong hoic & nhiét d6 nam
trong khoang tir 2°C dén 8°C trong 4 ngay hodc duoc 1am tan bang. Di véi chu trinh
d6ng bang-tan bang, miu duoc bao quan & nhiét d6 -70°C trong it nhat 1 gir va duge
1am tan bing & nhiét d6 trong phong trong 30 phut trong mdt hozc ba chu trinh. 6 én
dinh ctia cac mAu dugc kiém tra vao ngiy 4 bang cach str dung thir nghiém xam nhap
clia virut. Mot cach vén tat, thir nghiém dugc thuc hién stt dung mét vai mau pha lodng
khac nhau @ nhan duoc dudng cong dap tmg va gid tri EC50 (ug/mL) duoc nhan tir
cac két qua thir nghiém xam nhép ctia virut bang viéc 1am khép dudng cong phi tuyén
tinh. Gié tri EC50 thdp hon biéu thi d6 én dinh t5t hon. Gia tri EC50 v& tinh én dinh

clia cac mau dugce so sanh dua trén miu doi chimg ddng lanh & nhiét d6 -70°C.
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Thir nghiém xam nhép cta virut xac dinh kha nang cua CMV trong viéc gay
nhiém té bao ARPE-19 v biéu hién IE1 (protein 1 sém ngay ttc thi). Thir nghiém nay
dugc thue hién trong dia trong subt 96 giéng. Cac khang thé so cdp dac hiéu IE1 va
céc khang thé thir cdp dugc biotin héa dugc sir dung d phat hién protein dich trong
céc té bao di dwoc cb dinh va tin hidu phét huynh quang tir mdi giéng dwoc dinh luong
str dung thu6c nhudém IR Dye 800CW Streptavidin cling véi Sapphire 700/DRAQ5 (dé
chudn héa dau vio t& bao). Cac két qua dugc v& dd thi theo ty 16 mat do tich hop
(Integ. Ratio) 800/700 véi ndng d6 CMV (protein tng, pg/mL). Gi4 tri EC50 cling thu
duoc tir cac két qua thir nghiém tinh gay nhim str dung phép lam khép dudng cong
phi tuyén tinh. Vi sy nhidm virut cia té bao ARPE-19 dua trén tinh nguyén ven cua
khang nguyén glycoprotein virut, cu thé 13 phirc gH pentame, gid tri EC50 phén anh

cac hat virut dugc bao toan tot nhu theé nao dudi cac dicu kién nay.

Nhu duoc thé hién trén FIG.11, CMV mét tinh gy nhidm khi dugc bao quan
trong bdn ngay trong HBSS & nhiét do trong phong. Hon nita, 3 chu trinh dong bang-
tan béﬁg trong HBSS din dén lam mét hoan toan tinh gy nhidm khi duqé danh gia
béang thir nghiém x4m nhap cta virut. Do d6, HBSS khong phai 14 chit dém tdi wu dé
bao quan CMV.

Anh hudng ctia 4o pH dén tinh 6n dinh CMV & nhiét d6 trong phong duge kidm
tra bang cach sir dung khoang pH tir 3 dén 8. Cac chét dém sau day dugc st dung: dém
xitrat (25mM), pH = 3,0; dém axetat (25mM), pH = 4; dém axetat (25mM), pH = 5,
dém histidin (25mM), pH = 6; dém HEPES (25mM), pH = 7; Dung dich mudi cén
bang Hank (HBSS), pH = 7,5 va dém Tris (25mM), pH = 8.

Céac mau duoc diéu ché bang cach pha loing khdi virut 10 1dn bang chit dém
thich hop. Cac mau duoc bao quan & nhiét dd trong phong (25°C) trong 4 ngdy. Vao
ngay 4, do dn dinh ctia cac miu duoc x4c dinh bing cach st dung thir nghiém xam
nhép cuda virut. CMV trong HBSS dugc bao quan dong lanh ¢ -70°C dugc xir Iy nhu la
d6i chiing. Phd UV-Vis v6i mbi trong sb cac mau thu duge & thoi diém 0 va vao ngay

4 d& kiém tra cac thay ddi vé cdu tric va két tu xay ra trong qua trinh bao quan.

Nhu duoc thé hién trén FIG.12, dém Histidin 25mM & pH = 6 tao ra tinh 6n
dinh 8t hon ddi véi CMV bang céach gitt duoc tinh gy nhiém & nhiét d6 trong phong
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so cao hon véi cac pH duoc kiém tra khac. DAn xudt thit hai cta phd UV chi ra profin
cAu tao twong ty cta virut & tat ca cac do pH (sd lidu khong duogc thé hién). Khong c6
su két tu dang ké nao quan sat dugc & do pH bét ky duoc kiém tra nhu duoc do bai

mét 46 quang & budc séng 350nm (s6 lidu khong duogc thé hién).

Anh huong ctia ure mét minh né hoac két hop v6i natri clorua dén tinh 6n dinh
virut CMV duoc kiém tra trong dém Histidin 25mM, pH = 6. Viéc bd sung chi ure 2%
khong tac dong dén tinh 6n dinh CMV. Tuy nhién, ure 2% két hop v6i NaCl 150mM
cai thién tinh én dinh cia CMV & nhiét d6 trong phong (FIG.13).

Anh huéng cta ndng d6 ion dén tinh én dinh CMV duoc kiém tra & pH = 6.
Céc ndng d6 ting dan ctia NaCl (NaCl OmM, 75mM, 150mM va 320mM) duoc thém
vao dém Histidin 25mM & pH = 6. Tinh én dinh CMV phu thudc vao ndng d6 ion
trong d6 ndng dd ion cao hon din dén tinh 4n dinh t&t hon (FIG.14). Viéc ¢6 mit ure
khong c6 hodc c6 rat it anh huong dén tinh n dinh CMV (s6 liéu khong dugc thé
hién).

Ngoai ra, mot sb ta duge khac (sucroza, sorbitol, glyxerol, va prolin) dugc sang
loc anh huéng cta ching dén tinh 6n dinh CMV biéu hién gH & nhiét d6 trong phong.
Céc ta duge can duoc kiém tra duge bd sung vao CMV trong dém Histidin 25mM, pH
= 6 & nhiét do trong phong trong 4 ngay trude khi tinh én dinh virut CMV dugc xé4c
dinh str dung thir nghiém x4m nhdp cta virut. Gid tri ECs, dugc tinh todn cho cdc mau.
Trong tAt ca cac ta duoc duge kiém tra, NaCl 150mM mdt minh hodc két hop véi
sucroza 9% trong luong/thé tich tao ra tinh én dinh t6t hon & pH = 6 (sb liéu khong
duoc thé hién). Do d6, chit dém duoc khuyén nghi dé bao quan CMV & nhiét d trong
phong la Histidin 25mM (pH = 6) v6i NaCl 150mM cé hodc khong c6 sucroza 9%
trong luqng/thé tich.

Anh hudng ciia chit bio quan déng lanh dén tinh én dinh CMV trong qué trinh
dong bang-tan bang dugc kiém tra. Nhu dugc chi ra trude d6 (FIG.11), CMV trong
HBSS mét hoan toan tinh giy nhiém ctia né khi dugc dua qua ba chu trinh déng bang-
tan bang. Mot sb chét bao quén dong lanh (bao gdm sucroza, sorbitol, glyxerol) dugc
sang loc cho kha ning loai bd stic ép déng bang-tan bang 1én CMV. Véi mdi chu trinh

d6ng bing-tan bang, cac mau dugc déng biang & -70°C trong it nhit 1 giv va tan bang
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& nhiét d6 trong phong trong 30 phit. Viée bd sung chét bao quan dong lanh din dén
tinh 6n dinh ctia virut rang. Hon nita, sucroza 9% trong lwong/thé tich két hop v&i natri
clorua 150mM dan dén tinh 6n dinh cta virut ting dang ké so v6i cac chit bao quan
doéng lanh duogc kiém tra khac (FIG.15). Do d6, ché phém dém duoc khuyén nghi dé
bao quan CMV & -70°C hoic 1én d&én 3 chu trinh déng bing-tan bang la Histidin
25mM, NaCl 150mM va sucroza 9% (chéat dém HNS).

Chét dém HNS dugc so sanh v&i chit dém HBSS dé bao vé tinh 6n dinh CMV
trong ba chu trinh déng bang-tan bang, lam lanh (2-8°C) va nhiét d¢ trong phong (RT)
(25°C). Chéit dém HNS tao ra tinh dn dinh t6t hon d6i v6i virut séng CMV & tét ca cac

didu kién bao quan duoc kiém tra (sd liéu khong duogc thé hién).
Vi du 6: Tinh én dinh CMV trong chit dém HNS

Virut CMV thé dung hop kép IE1/2-UL51 gbc duge cung cip trong chit dém
HNS va dugc bao quan & -70°C cho dén khi st dung. Nghién ciru tinh én dinh dugc
thuc hién & ndéng d6 100 pg/mL (theo ham lugng protein téng duoc do bang thir
nghiém Bradford). Khdi virut dugc pha loing bing chit d&m HNS dé thu duoc ndng
d6 virut cudi. Sau d6, cac maiu duoc bao quan & nhiét d6 thich hop va duoc kiém tra
nhu duge mo ta trong thoi gian 1én dén 3 thang. P& ddng bang-tan bang, cic miu duogc
déng bang & -70°C trong it nhét 1 gid va dugc 1am tan bing & nhiét d6 trong phong
trong 30 phut. Cac miu nay duoc hiit & cac thoi diém khac nhau va duge gitt bao quan

d6ng lanh & -70°C cho dén khi dugc phan tich.

Ham luong protein téng ctia cic miu dugc do bing cach sir dung thir nghiém
Bradford. Ham luong protein tdng clia cac mau khong thay dbi trong khoang thoi gian

3 thang (sb liéu khong dugc thé hién).

Kich c¢& hat cia CMV trong cic mau theo thdi gian duge giam sat bang cach
xac dinh duong kinh thily dong luc hoc ctia miu stt dung phuong phdp DLS. Phuong
phép nay giam sét sy két tu hodc phéa v bét ky cua cac hat virut theo thoi gian va &
cac nhiét d6 bao quan khac nhau. Khong cé xu hudng thuc sy duge quan sat véi cac
thay dbi ngiu nhién vé kich c& hat clia cdc mau nhit dinh (sé liéu khong duoc thé

hién). Cac két qua chi ra ring c4c hat virut 13 nguyén ven va khong bi két tu & nhiét do
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tang.

Vi du 7: Anh hudng cta cac di€u kién bao quan dén sy xdm nhép va tinh sinh mién

dich cua virut

Céc thay dbi dang ké vé cac hiu gid xam nhdp cla virut (gia tri EC50) dugc
quan st bang cach dua cac miu CMV qua cic nhiét d6 bao quan khac nhau (sb liéu
khéng dugc thé hién). Bao quan & -20°C thu dugc hiéu gid x4m nhdp cua virut thip
hon so véi & nhiét 6 tir 2 dén 8°C va 25°C. Hiéu gi ctia cc miu 2-8°C duoc thdy la
hiéu gi4 xAm nhap cta virut thdp hon so v6i bao quan & 25°C. Dya trén gié tri EC50,
nhiét d6 bao quan dwoc xép bac theo thir tu sau (tir dn dinh nhit dén it n dinh nhét):
25°C > 2-8°C > -20°C 1én dén thoi diém 1 thang. Céc hidu gia xdm nhép cta virut
khong phat hién dugc & thoi diém 3 thang ddi v6i cac mau duoc bao quén ¢ -20°C, 2-
8°C va 25°C.

Nghién ctru tinh sinh min dich & chudt duge bit ddu & cudi nghién ctu tinh én
dinh & x4c dinh anh hudng ctia nhiét d6 bao quan dén kha ning gdy ra cac khang thé
trung hoa CMV ctia CMV. Chudt nhét duoc gdy mién dich bang 2,5 pg/liéu vacxin
i.m. vao ngay 0 va dugc ting cudng vao ngay 21 sau d6 ldy mau vao ngay 28. Huyét
thanh chudt dugc kiém tra cac khang thé trung hoa khang lai CMV biéu hién gH sir
dung t& bao ARPE 19 va c4c hiéu gid NT50 thu duoc bang phép lam khép dudng cong
phi tuyén tinh.

Anh huéng ctia viéc bao quan & cic nhiét d6 khac nhau trong 3 thang dén tinh
sinh mién dich ctia CMV thé dung hop kép IE1/2-UL51 dugc danh gid. Céc hiéu gia
NT50 phu thudc vao nhiét do bao quan, véi nhiét d6 cao hon din dén céc hidu gia
gidm so v&i d6i chimg lanh déng & -70°C mic du khéng déng ké (p=0,2584, ANOVA
mdt chidu) (FIG.16A). Hidu gia NT50 v&i cac ché phim dugc bao quan & -20°C la
thip hon 2 14n, nhung céc hiéu gia thir nghiém x4m nhap ctia virut cho cac mAu nay c6
anh huong déang k& so voi d6i ching lanh dong & -70°C. Xu hudng cia cac hiéu gid
NT50 déi véi cac mAu tinh &n dinh -20°C, 2-8°C va 25°C theo cdc chudn do ELISA

khéi luong CMYV thu dugc cho cic miu nay.

Anh huong ctia viée bao quan & cac nhiét do khac nhau trong 8 gid sau khi tan

bang dén tinh sinh mién dich CMV dung hop kép IE1/2-UL51 duge danh gia. Céc
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hiéu gia NT50 cta ché phim duge so sanh véi déi chimg lanh déng & -70°C. Cac hiéu
gid NT50 khong bi anh huong (p=0,5865, ANOVA mdt yéu t6) bing céch bao quan
cac miu trong 8 giy & nhiét d6 duoc kiém tra bét ky (FIG.16B).

Anh huéng ciia viéc bao quan CMV thé dung hop kép IE1/2-UL51 & 25°C &
céc thoi diém khéc nhau sau khi lam tan bang c4c miu dugc danh gia trong nghién clru
tinh sinh mién dich ctia chudt nhat. C4c hidu gid NT50 ciia cac ché phdm nay duoc so
sanh v&i @i ching lanh doéng & -70°C. Céc hiéu gia NT50 khong bi anh hudng
(p=0,1848, kiém dinh t hai phia khong ghép cip) bang cach béao quan céc miu & 25°C
trong thoi gian 1én dén mot tudn. Tai thoi diém 3 thang, cac hi¢u gia NT50 giam hon 2
1an mét chut chi ra cac vin dé tinh dn dinh c6 thé ¢6 ctia ché phdm & 25°C trong thoi

gian dai hon (s6 liéu khéng duoc thé hién).

Anh huéng cta 3 chu trinh déng bing-tan bing dén CMV thé dung hop kép
IE1/2-UL51 dugc tao ché phém trong chit dém HNS dugc danh gia béng tinh sinh
mién dich ctia chuét. 3 chu trinh dong bang-tan bang (F/T) ctia ché phim CMV thé
dung hop kép khong anh hudng dén tinh sinh mién dich (p=0,2103, kiém dinh t hai
phia khéng ghép cip) so v6i dbi chimg lanh dong & -70°C (sb lidu khong duoc thé
hién).

- Cac phuong an khéc nam trong céc yéu cdu bao hd dusi ddy. Mic du mét sb
phuong 4n d3 dugc chi ra va duge md ta, cc cai bién khac ¢6 thé duge thuc hién ma

khong ndm ngoai tinh than va pham vi ctia sang ché.
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YEU CAU BAO HQ
1. Ché phém gdy mién dich chra lugng hitu hiéu vé mit mién dich cua

cytomegalovirut (CMV) c6 khiém khuyét trong sao chép c6 diéu kién va chét mang

dugc dung, trong d CMV c6 khiém khuyét trong sao chép c6 didu kién chira:
(a)  phitc gH pentame gém UL128, UL130, UL131, gHvagl; va

(b)  axit nucleic ma héa protein dung hop thir nhit giita IE1/2 va protein khut
6n dinh va protein dung hop thtt hai giita UL51 va protein khir n dinh, trong dé
protein khir 6n dinh 14 dAn xuét protein lién két FK506 (FKBP) chtta cac phan thé axit
amin F36V va L106P; trong d6 IE1/2 va ULS51 kiéu dai kh6ng con ¢4 mit va trong dé
CMV Ia ching duoc gidm doc luc da khoi phuc su biéu hién phtc gH do viéc stra chita
d6t bién trong gen UL131.

2. Ché phdm gy mién dich theo diém 1, trong do:

(@)  protein dung hop thi nhit 1a SEQ ID NO:1 hoic trinh tu axit amin gidng
it nhat 95% véi SEQ ID NO:1; va

(b) protein dung hop thir hai 1a SEQ ID NO:3 hoic trinh tu axit amin gidng
it nhat 95% véi SEQ ID NO:3.

3. Ché phim gy mién dich theo diém 2, trong d6:

(a)  protein dung hop thir nhit dwoc ma héa boi SEQ ID NO:2 hoic trinh tur
axit nucleic gidng it nhit 95% v&i SEQ ID NO:2; va

(b)  protein dung hop thir hai dugc méa hoa bdi SEQ ID NO:4 hodc trinh tu

axit nucleic gidng it nhat 95% véi SEQ ID NO:4.
4, Ché pham gy mién dich theo diém 3, trong d6 protein dung hop thir nhét dugc
ma hoéa béi SEQ ID NO:2 va protein dung hop thit hai duge ma hda béi SEQ ID NO:4.
5. Ché phim gay mién dich theo diém 1, trong d6 ché phim nay con chua ta dugc.
6. Ché phim gay mién dich theo diém 1, trong 6 CMV 1a AD169 da khdi phuc su
biéu hién phtrc gH do viéc stra chita d6t bién trong gen UL131.

7. Ché phim gy mién dich theo diém 6, trong d6 ché pham nay con chira ta dugc.
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8. Ché phém gdy mién dich chta lwong hitu hiéu vé mit mién dich cua
cytomegalovirut (CMV) ¢6 khiém khuyét trong sao chép c6 diéu kién va chét mang
dugc dung, trong &6 CMV c6 khiém khuyét trong sao chép c6 diéu kién chira:

(a) phttc gH pentame gdm UL128, UL130, UL131, gH va gl; va

(b) axit nucleic ma héa protein dung hop thir nhat giita protein thiét yéu va
protein khtr én dinh va protein dung hop thir hai gitra protein thiét yéu va protein khur
6n dinh, trong d6 protein dung hop tht nhit chira SEQ ID NO:1 va protein dung hop
thtt hai chita SEQ ID NO:3, trong d6 IE1/2 va UL51 kiéu dai khong con ¢6 mit; va
trong @6 CMV 1a ching dugc giam doc luc da khdi phuc sy biéu hién phirc gH do viée
stra chita d6t bién trong gen UL131.
9. Ché phdm gdy mién dich theo diém 8, trong d6 ché phdm nay con chira ta duogc.
10.  Ché phdm gdy mién dich theo diém 8, trong d6 CMV 13 AD169 da khdi phuc su
biéu hién phirc gH do viéc sira chita dot bién trong gen UL131,
11.  Ché phdm giy mién dich theo diém 10, trong d6 ché phim nay con chita ta
duoc.
12.  Ché pham gdy mién dich theo diém 8, trong d6 CMV c¢6 khiém khuyét trong
sao chép co didu kién ¢ bd gen nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO:14.
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