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(54) ALPHAVIRUT TAI TO HQP CO POC LUC GIAM, PHUONG PHAP TAO RA
ALPHAVIRUT VA DUQC PHAM CHUA ALPHAVIRUT NAY

(57) Sang ché dé cap to1 alphavirut tai t6 hop co doc lyc giam khong c6 kha nang sao chép
trong té bao ctia mudi va truyen nhlem bang vat chu trung gian 1a mudi. Cac alphavirut co
doc luc giam ndy co thé bao gém, nhung khoéng chi gi¢i han ¢, virut viém ndo ngya
Venezula (VEEV), virut viém nao ngua mién Pong (EEEV), virut viém ndo ngua mién
Tay (WEEV) hoic virut Chikungunya (CHIK). Sang ché ciing boc 16 phuong phép tao ra
alphavirut va phuong phap st dung virut ndy lam duoc pham.
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Linh vue ky thuat dwoe dé cap

Sang ché dé cap dén Iinh vire sinh hoc phén tir, virut hoc va mién dich hoc cia
alphavirut. Sang ché dé cép dén cac alphavirut tai t5 hop c6 doc luc giam, vecto bao
gbm trinh ty nucleotit ma hoéa alphavirut tai td hop c6 ddc luc giam, té bao chi chua
va biéu hién vecto, dugc phdm chira alphavirut tai t5 hop c6 doc luc giam, duoc phdm
dé ding trong phuwong phap bao vé dbi tugng khoi nhiém bénh do phoi nhidm véi
alphavirut, viéc stt dung dugc phdm nay va phuong phap tao alphavirut tai td hop c6

doc lyc giam.
Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

Chi Alphavirut thudc ho Togaviridae chira mdt sb tac nhan gy bénh déng ké &
con nguodi va dong vat. Cac loai virut ndy phén bd rong khép & tht ca céc luc dia ngoai
trir ving Nam cuc va dang 12 mdi de doa déng ké cho sirc khoe cong ddng (18, 39). O
diéu kién tw nhién, hiu hét cic alphavirut b 1ay truyén boi mudi, trong d6 ching gay
ra sy nhiém bénh dai ding, kéo dai sudt doi, ma it 4nh hudng t6i cac chuc nang sinh
hoc ctia vat chi trung gian. O dong vét c6 xwong séng bi nhiém bénh do mudi dbt,
alphavirut gy ra nhiém cip tinh, dugc dic trung boi virut-huyét c6 hiéu gia cao 13
diéu kién quyét dinh cta sy lay nhidm ddi véi loai mudi méi va sy lan truyén cia né

trong tu nhién.

Virut viém nédo ngua Venezela (Venezuelan equine encephalitis virus-VEEV) 1a
mot trong cac tac nhin gdy bénh chinh cta chi alphavirut. N6 lién tuc 14y lan sang
Bic, Trung, Nam MY va 1a nguyén nhéin gy ra cac dich bénh va bénh dich dong vat
rai rac lién quan t6i con nguoi, ngua va cac vat nudi khac. Trong nhitng dai dich 16n
bing phat gin ddy & Venezula va Colombia (ndm 1995) lién quan tGi phén loai IC cta
VEEV, xuét hién khoang 100.000 trudong hop lay nhiém cho con ngudi, wée tinh c6
hon 300 truong hop viém nédo gy tir vong (37). Trong dich bénh dong vat VEEV, ty 1&
tr vong & ngya do viém ndo 1én t6i 83%, va trong khi ty 1€ tir vong chung 13 thip &
ngudi (dudi 1%), c6 téi 14% nguoi bi 1ay nhiém virut méc phai bénh lién quan t6i than
kinh bao gdbm bénh mét dinh huéng, mét diéu hoa, trAm cam, chimg co git, dic biét 1

tré em (21). Bénh & nguoi do VEEV gay ra c6 triéu chitng nhu sét kém theo cam gidc
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én lanh, dau dau dir doi, dau co, budn ngu, viém hong. Ngudi gia va tré em phat bénh
nhiém tring vong mac véi su suy giam bach huyétnghiém trong, sau d6 bi viém ndo.
Két qua ctia sy nhiém tring hé thin kinh trung vong (CNS - central nervous system) 1a
viém mang ndo cp tinh 1am cho céc té bao than kinh bi chét. Triéu ching than kinh
xuét hién trong vong 4-10 ngay ké tir khi khéi phat bénh bao gdm nhur co giét, ching
liét nhe, thay d6i hanh vi, va hon mé.

Mic du, dai dich do VEEV lién tuc de doa, nhung van chua c6 mdt loai vacxin
nao an toan va hitu hidu duge tao ra chdng lai virut ndy. Chiing TC-83 c6 doc luc giam
ctia VEEV d4 dugc phat trién hon bdn thap ky trudce ddy bang hang loat thé hé ching
virut gdy bénh cho ltra Trinidad c6 ddc lyc cao (Trinidad donkey - TRD) thudc nhém
VEEV trong cic té bao tim chudt lang (4). Hién nay, TC-83 14 vacxin duy nhét hién c6
dugc st dung cho nhén vién phong thi nghiém va quéan nhéan. Trén 8000 nguoi di duoc
tiém vacxin (2, 8, 34) va dit lidu tich lity thé hién ro rang ring gin 40% cua tit ca cac
loai vacxin phat bénhvéi cic triéu chimg dic trung ctia VEE tu nhién nhu sbt, dau
mang tinh hé théng va tic dung phu khac (2). Ching TC-83 nay lam chét phd bién
chudt so sinh, nhung khong 1am chét chudt trudng thanh sau khi duge tiém nhiém vao
trong ndo (intracerebral-i.c.) va dudi da (subcutaneous-s.c.) (31), va do d6, chung nay
1a nguyén liéu khoi dau tét cho qua trinh 1am suy yéu va nghién ctru 4anh huéng cua

c4c dot bién trén tac nhan gay bénh do virut.

He¢ gen ctia VEEV dai khoang 12 kb, phan tit ARN sg¢i don duong tinh tuvong tu
cAu triic mARN té bao. ARN hé gen chira c4 mii metylguanylat 5' va dudi polyadenylat
3' (24), c4c dic tinh nay cho phép dich mi c4c protein virut nh& bd may té bao chu
ngay sau khi giai phong cac ARN hé gen tir nucleocapsit. 2/3 hé gen dau5' dugc dich
ma thanh cac protein phi cdu tric (nonstructural Protein - nsP) bao gdm céc thanh
phén virut ctia phtrc hgp enzym sao chép cin thiét cho sy sao chép cua h¢ gen virut va
su phién ma ctaARN hé gen phu. ARN hé gen phy twong ttng véi 1/3 hé gen dau 3'.
N6 duge téng hop tir ving khoi dong hé gen phu va duge dich ma thanh protein ciu
triic cia virut. Kiéu hinh c6 doc luc giam cua ching TC-83 thuoc VEEV la két qua cua
hai dot bién trong hé gen ctia chiing TRD: dot bién thir nhit 1a thay thé axit amin & vi
tri 120 trong glycoprotein E2, va dot bién thir hai 1a thay dbi nucleotit thir 3 trong 5'
UTR (11, 23, 24, 43). Vi vdy, do ty 1& dot bién cao cta alphavirut nén sy hdi bién ctia

chiing TC-83 thanh kiéu hinh sinh bénh van con 1a mét méi quan tam 16n trong diéu
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kién chon Iya thich hop ching han nhu chuyén tiép virut trong co thé séng. Hon nita,
ching TC-83 cia VEEV c¢6 kha ning sao chép trong té bao ctia mubi, va lay nhiém

vao mudi sau khi tiém (32); do d6, 14y truyén tir mubi 13 c6 thé.

Thuc té, cac ching vacxin arbovirut sbng khong thé truyén dugc théng qua vt
chit trung gian 1 dong vit chin dbt do sy lan truyéngiita cac vat cha chira c6 thé dan
dén céac sy thay dbi khong luong dugc ma diéu nay c6 thé bao gém ting doc luc. Diéu
ndy dic biét ding dbi véi cac ching c6 ddc luc giam, dugce tao ra tir cac virut kiéu dai
dua vao s it cic dot bién c6 doc luc giam, c6 thé hdi bién dugc, hodc dbi vai cac
chiing bién ddi gen c6 thé phat trién theo cach khéng du doan dugc néu chiing trai qua
st lan truyén qua vit chi trung gian. Céc hiém hoa dugc dic biét cha ¥ khi phat hién
ra chiing vacxin TC-83 ctia VEEV & mudi dugc thu thip & Louisiana trong nim 1971

(32), khu vyce cach ly vung dich dugce gidi han t6i Texas.

Su phat trién ciia cADN 14y nhi®m cho alphavirut d3 mé ra co hoi dé tim ra thé
¢6 doc luc giam ciia virut bang cach bién dbi hé gen virut, phuong phép giam thiéu
hodc loai bé su hdi bién cia kiéu hinh sinh bénh, va kiéu dai. Hon nita, hé gen cua
alphavirut nhu vdy c6 thé dugc thiét ké dé chira thanh phan ARN c6 chirc ning chi
trong t& bao c6 ngudn gbc ddéng vat c6 xuong sdng, ma khoéng phai 1a cén tring. Do
véy, dot bién toan phan nhu thé c6 thé ngin chin sy 14y truyén virut bién dbi gen bang

vat chu trung gian 14 muoi.

Mic dii tAm quan trong clia né nhu 13 yéu t6 giy bénh & ngudi va dong vat méi
phat sinh, tiém ning ctia n6 nhu 1am vii khi sinh hoc va mdi quan tdm vé (ng dung cia
alphavirut c6 doc luc giam, k§ thuat trude thiéu phuong phap tao ra ching alphavirut
c6 doc luc giam ma c6 kha ning sao chép chi & t& bao ddng vat c6 xuong sbng. Sang

ché nay dap tng dugc nhu cau va mong mudn 1au dai trong linh vuc nay.

Pon yéu ciu cip patent My sb 2007/016682 dé cap dén axit nucleic tai td hop
chira trinh tur axit nucleic thir nhit ma héa trinh tu 5’ nhén biét su sao chép cia
alphavirut, it nhit mét trinh tu axit nucleic thtr hai ma hoa protein phi cu trac cia
alphavirut, it nhét mot vung khdi dong hé gen phu ctia alphavirut, it nhét mot yéu t6 vi
tri tiép nhén ribosom ndi tai (internal ribosomal entry site — IRES), it nhét mot axit
nucleic khac loai, va axit nucleic thir ba ma héa trinh tur 3> nhan biét sy sao chép cua

alphavirut.
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Don ding ky patent Canada 2 327 189 @ cép dén su phat trién cua vecto biéu
hién & dong vat c¢6 vi, trong d6 su biéu hién gen cu tric cia virut gdy bénh viém ndo

& ngua mién Tay dit dudi sy kiem soat cia ving khéi ddng & te€ bao nhan chuan.

Moriette C va cong su (Moriette, C. et al., J. Virol. Vol. 80, no. 8, 4089-4098)
bao c4o vé sy hdi phuc cia alphavirut salmonit tai t hop ma dugc c6 doc luc giam

hoan toan va bao vé cho cé hoi cau vong.
2 K ~ A id r ‘
Bén chat ky thuit cla sang che

Céac van dé clia sang ché dugc gidi quyét bang d6i twong clia cac diém yéu ciu
béo hd doc 1ap di kém. Céc phuong 4n duge wu tién c6 thé duoc tao ra tir cac diém yéu

cau bao ho doc 1ap di kem.

Cu thé hon, vin dé cua sang ché dugc giai quyét theo khia canh thir nhét 13 nho
alphavirut tai t& hgp c6 ddc luc gidm bao gdm: axit nucleic alphavirut, ¢6 (i) phin
chén vao cua vi tri tiép nhin ribosom ndi tai cua virut encephalomyocarditis
(encephalomyocarditis virus internal ribosomal entry site-EMCV IRES) c¢6 chitc ning
chi & t€ bao c6 ngudn gbc ddng vat c6 xuong sdng, ma khong c6 chirc ning & té bao c6
ngudn gdc con tring, giita ddu cudi cla trinh tw ma hoéa protein phi cdu tric 4
(nonstructural protein 4-nsP4) va AUG mé& dAu cta trinh ty ma hoa ARN hé gen phu
clia alphavirut, va (ii) ving khéi dong hé gen phu bi bit hoat, trong d6 alphavirut
khong c6 kha ning sao chép & mudi va té bao mudi.

Theo phuong 4n ctia khia canh thit nhit, 5 UTR ctia ARN hé gen phu giita ddu
cubi ctia trinh tur ma hoéa protein phi cu tric 4 (nsP4) va AUG mé dAu cia trinh ty ma

héa ARN hé¢ gen phu cuia axit nucleic ctia alphavirut bi loai bo.

Theo phuong én cia khia canh thi nhét, vung khéi dong hé gen phu bi bét hoat
bing cac d6t bién diém phan cum trong axit nucleic ctia alphavirut dugc xac dinh vi tri
¢ 5’UTR cua ARN hé gen phu.

Theo phuong 4n ciia khia canh thir nhit, cac dot bién diém phan cum bao gdm
hai hogc nhiéu dot bién & céc vi tri 5, 8, 11, 12, 14, 17, 20, 22, 24, 25, 26, 27, 28, 29 va
30 cua trinh ty SEQ I . NO: 1.

Theo phuong 4n ctia khia canh thir nhat, dot bién ciia ving khéi dong hé¢ gen phu

khong lam cai bién trinh ty axit amin cta dau carboxy cua nsP4.
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Theo phuong 4n ctia khia canh thir nhét, alphavirut c6 ddc hyc giam con bao gdbm
cac dot bién thich tmg trong trinh tu axit nucleic ma héa protein phi cdu triic 2 (non-
structural protein 2-nsP2) cé hiéu qua 1am ting su sao chép virut, gidi phong, va hi€u
gia virut.

Theo phuong 4n ciia khia canh thir nhét, cic d6t bién thich tmg 13 cac dot bién
axit nucleic ma din dén mét hosc nhidu sy thay dbi axit amin tuong tmg v6i Y30—C,
K3711—Q, P349—T, D41s—A, Kap3—T trong protein nsP2 cuia virut TC-83 hoéc su Kkét

hop cia céc ddt bi€n nay.

Theo phuong 4n ciia khia canh thit nhét, alphavirut dugc chon tir nhém bao gdém
virut Chikungunya, virut gdy viém ndo ngwa mién ddng, virut gdy viém ndo ngua

Venezuela va virut gdy viém néo ngua mién tay.

Cu thé hon, vin d& cia sang ché dugc giai quyét bing khia canh thir hai 13 vecto
chra trinh ty nucleotit ma héa alphavirut tai t5 hop c6 doc luc giam theo khia canh thir

nhit.

Cu thé hon, vin d& cua sang ché dugc giai quyét bing khia canh thir ba bing

cach té bao chu chira va biéu hién vecto theo khia canh tht hai.

Cu thé hon, vin dé cua sang ché duoc giai quyét bang khia canh tht tu 13 dugc
phim bao gdm alphavirut tai td hop c6 doc luc giam theo khia canh thir nhit va chét

mang dugc dung.

Cu thé hon, vin d ciia sang ché dugc giai quyét bing khia canh thir nim béng
duge phdm theo khia canh the tu, diing cho phuong phép dé ddi twong chéng lai sy
nhiém bénh do phoi nhiém alphavirut.

Cu thé hon, vin dé ciia sang ché duoc giai quyét bing khia canh th sdu 13 sir
dung duoc phdm theo khia canh thir tr d& san xuét vacxin bao vé dbi teong khoi
nhiém bénh do phoi nhiém alphavirut.

Theo khia canh thir nim va khia canh thir sau, d6i tuong 1a nguoi, ngua hodc vat
nudi.

Cu thé hon, vin d& cua sang ché dugc giai quyét bing khia canh thir bay bang
phuong phdp tao alphavirut tai tb hop c6 doc luc gidm khong c6 kha ning sao chép

trong mudi hogc t€ bao mudi, bao gdm céc budc: tach dong vi tri tiép nhan ribosom
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ndi tai cia virut encephalomyelacarditis (EMCV IRES) c6 chirc ning chi & té bao c6
ngudn gdc doéng vat c6 xuwrong séng, ma khong c6 chirc ning & té bao c6 ngudn gbe con
tring, va cdc gen capsit phia sau cdc gen glycoprotein vé ngodi véi gen capsit & diu 3’
clia viing hé gen phu & phia truée 3' UTR, trong d6 capsit dugc bidu hién theo cach
khong phu thudc mii va cic gen protein vo ngoai dugc dich ma theo cach phu thude

mil nhung protein capsit dugc dich mé theo cach phu thudce IRES.

Theo mdt phurong 4n, sang ché d& xuét phwong phép tao alphavirut tai td hop c6
doc Iyc giam. Phuong phéap nay bao gbm qua trinh tach dong vi tri tiép nhén ribosom
n0i tai cla virut encephalomyocarditi (Internal ribosomal entry site of
Encephalomyocarditis virus - EMCV IRES) giita d4u cubi ciia trinh tu mé héa protein
phi cdu tric tht 4 (non-structural protein 4 - nsP4) va AUG mé dau cua trinh ty ma
h6éa ARN hé gen phuy cta alphavirut thay cho 5' UTR tu nhién ctia ARN hé gen phu.
Theo phuong 4n lién quan khac, sang ché d& xuét alphavirut tai t5 hop ¢6 doc luc gidm

duoc tao ra bang phuwong phép dwoc thao ludn & trén.

Theo phuong 4n lién quan, sang ché d& xuét ché phdm mién dich. Ché phim

mién dich nay bao gdm alphavirut t4i t& hop c6 doc luc giam nhu dwge mo ta & day.
M3 t vin tit cic hinh v&

Fig.1A-1D thé hién sy sao chép ciia cac virut c6 ngudn gdc tir ching TC-83 cia
VEEV, ma héa EMCV IRES, t4i 4 hop trong té bao BHK-21. Fig.1A 12 bidu db thé
hién h¢ gen virut dugc thiét ké, kha ning gdy nhiém ctia ARN duoc téng hop trong
6ng nghiém trong thi nghiém tdm gay nhidm, hidu gia virut tai thoi diém 24 gio sau
bién nap ciia 1mg ARN dugc téng hop trong dng nghiém vao trong cac té bao BHK-
21, va kich thuéc clia vét dugc tao ra tir virut dwoc chi dinh trong té bao BHK-21 tai
thoi diém 48 gio sau bién nap. Mili tén chi ra cac ving khéi dong hé gen phu chirc
niang. Céc 6 dugc bodi den thé hien EMCV IRES. Fig.1B thé hién su sip xép thing
hang doan chira ving khéi dong hé gen phu ctia hé gen VEEV TC-83 va doan tuwong
ng cta VEEV/mutSG/IRES. Vi tri cia ving khéi dong dugc biéu didn boi 6 mé.
Piém m& diu cia ARN hé gen phu trong hé gen VEEV TC-83 va diém mé diu cia
EMCV IRES dugc biéu dién boi miii tén. Sw d6t bién trong hé gen
VEEV/mutSG/IRES dugc biéu dién & cac chir cai thuong. Fig.1C thé hién vét virut tao
thanh trong té bao BHK-21 dugc thu tai thoi diém 24 gid sau bién nap. Fig.1D thé hién
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st sao chép cua virut sau khi bién nap 1mg ARN dugc téng hop trong dng nghiém vao
té bao BHK-21;

Fig.2A-2C thé hién cic dot bién dwoc tim thdy trong cac thé bién di
VEEV/mutSG/IRES dugc tinh sach vét virut da chirng minh rﬁng su sao chép hiéu qua
hon trong c4c té bao BHK-21, va sy anh hudng clia cac d6t bién thich tmg da xdc dinh
trén VEEV TC-83 va su sao chép ctia VEEV/mutSG/IRES. Fig.2A thé hién danh sach
céc dot bién duoc tim thiy trong hé gen ciia cac vét virut phan 14p so véi trinh tw da
duogc cong bd cia VEEV TC-83 (24). Fig.2B 1a bidu db thé hién cdc hé gen VEEV
TC-83 va VEEV/mutSG/IRES, c¢6 mot hodc ca hai dot bién da x4ac dinh, va tinh lay
nhiém cidc ARN virut dugc tdng hop trong éng nghiém trong thi nghiém tim gdy
nhiém. Céc ving khéi dong hé gen phu chirc ning duoc biéu didn bing cac miii tén, va
EMCV IRES dugc thé hién bang cic 6 dugc bdi den. Fig.2C thé hién su sao chép cia
virut duge thiét ké trong cac t& bao BHK-21 sau khi bién nap 1 mg hé gen virut dugc

téng hop trong 6ng nghiém;

Fig.3A-3B thé hién cac dot bién duoc nhéan ra trong protein nsP2 cia céc bién
thé VEEV/mutSG/l RES chting minh kiéu hinh vét rong. Fig.3A thé hién danh séch
cc d6t bién dugc nhan ra trong hé gen cla vét da tinh sach phan lap tlr virut giéng,
dugc thu tai thoi diém 24 gio sau bién nap ARN duoc tdng hop trong éng nghiém, va
trong cac hé gen phan 1ap tir virut gidng da dugc chuyén tiép ba 1dn trong céc té bao
Vero. Fig.3B thé hién vi tri caa cac dot bién duge da xac dinh trong VEEV nsP2. Cac

vi tri ctia viing chirc ning dugc biét gin day trong nsP2 alphavirut (38, 39) dugc chi ra.

Fig.4A-4B thé hién két qua phan tich protein vA ARN téng hop trong céc té bao
BHK- 21 dugc bién nap véi ARN virut tai td hop duogc tdng hop trong dng nghiém.
Céc té bao duogc xung dién vGi 4 mg ARN dugc chi thi va dugc céy trong céc dia co
kich thuéc 35mm. Trong Fig.4A, trong vong 4 tiéng rudi sau bién nap, méi trudng
trong 18 duogc thay thé bang 1ml aMEM b sung 10% FBS, ActD (1mg/ml) va [*H]
uridin (20 mCi/ml). Sau 4 gi®' 4 & 37°C, ARN dugc phan 1ap va phén tich bang phuong
phép dién di trén gel agaroza. Vi tri cia RNA hé gen va ARN hé gen phu cua virut
dugc biéu dién 1an Iugt bing G va SG. ARN hé gen phu dic hiéu VEEV/IRES tao
thanh dai nhidu khuéch tan hon so véi loai khéc, bdi vi virut san xuit ARN hé gen phu
cing di chuyén v6i ARN ribosom 28S trén gel. Trong Fig.4B, tai thoi diém 12 gio sau

bién nap, protein dugc danh diu chuyén hoa véi [>*S] methionin va dugc phan tich
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trén gel natri dodexyl sunphat 10% polyacrylamit. Céc vi tri ciia cc chi thi khdi lugng
phén tir (kDa) duoc biéu dién & phia bén trai cia gel. Cac vi tri ciia protein cu tric
virut: C, E1, va p62 (tién chét ctia E2) durgc thé hién & phia bén phai cta gel. Cac déu
hoa thi biéu dién céc vi tri ctia céc protein té bio (cac protein sc nhiét), duoc cam img

béi su sao chép cua céac virut méa hoa IRES.

Fig.5A-5C thé hién sy chuyén tiép cia cac thé bién di VEEV chita EMCV
IRES téi t6 hop trong cac té bao C710. Fig.5A 1a biéu dd thé hién cac hé gen virut. Miii
tén chi ra vi tri cia viing khéi dong hé gen phu chirc ning. Cac 6 dugc bodi den thé hién
vi tri cia EMCV IRES. Fig.5B thé hién hiéu gia cia céc virut tdi td hop sau khi
chuyén tiép trong t& bao C710. Cac té€ bao trong cac dia c6 kich thuéc 35mm bi gy
nhiém 400 ml mAu virut thu dwgc tai thoi diém 24 gio sau bién nap vao té bao BHK-
21 v6i ARN tdng hop trong dng nghiém (P1) hoic 48 gidr sau gay nhiém cac t& bao
C710. Pudng dut nét chi ra giéi han phat hién. Fig.5C thé hién sy mit doan ctia trinh
tu chira IRES dugc xac dinh trong cac thé bién di VEEV/IRES d4 tinh sach vét, va thé
hién su sao chép hi€u qua trong té bao C710. Trinh tu dic hiéu EMCV IRES con lai

duoc chi ra bang cac chir cai thuong;

Fig.6 thé hién su sao chép ctia VEEV/mutSG/1 RES/1 va VEEV TC-83 trong té
bao NIH 3T3. Té bio nay bi gy nhiém tai MOI ctia 10 PFU/té bao. Mbi trudong duoc
thay thé tai cac thoi diém d3 dugc chi dinh, va hiéu gia virut dugc do b%mg thi nghiém
tao vét trén t& bao BHK-21. Cac méu gidng nhau dugc sir dung dé do mirc giai phong
IFN-a/b trong thi nghiém sinh hoc. M4t @9 IFN-a/b dugc gidi phong duoc thé hién

bing don vi quéc té TU/ml;

Fig.7 thé hién ti 1& séng cta chudt bi giy nhiém virut VEEV TC-83 va
VEEV/mutSG/IRES/1. Chuét Thuy sy NIH 6 ngay tudi dugc tiém ching vao trong
ndo vdi liéu lwong xap xi 10° PFU (1 don vi tao thanh vét virut PFU- plaque forming
units). Cac ca thé chudt nay duogc theo dai trong 2 thang. Sau 9 ngdy gy nhiém, khong
¢6 ca thé chudt nao bi chét trong bt cir thi nghi€ém nao;

Fig.8 thé hién ti 16 séng cua chudt sau khi ti€ém chingva thir thach cta chudt
trudong thanh. Cac ca thé chudt cai Thuy sy NIH tir 5 dén 6 tuin tudi duoc giy mién

dich du6i da v6i ching TC-83 ciia VEEV hoic virut tai td hop véi liéu lwong xip xi
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106 PFU. Sau 3 tudn mién dich, cac c4 thé chudt duge thir thach duéi da véi lidu lugng
xép xi 10*PFU cua ching 3908 VEEV, di c¢6 con bj chét.

Fig.9 thé hién phuwong phap tao ra alphavirut tai t hop c6 doc luc giam khong
c6 kha ning lay nhiém cho mudi.
M0 ta chi tiét sang ché

Sang ché vach ra chién lwgc méi dbi vé6i sw phat trién ching alphavirut c6 doc
luc giam. Alphavirut c6 doc luc giam c6 kha ning sao chép chi trong té bao cia dong
vét ¢6 xuong sdng. Kidu hinh nay c6 dugc bang cach dich ma protein ciu trc virut va
sau ciing, su sao chép virut phu thudc vao cac vi tri tiép nhén ribosom ndi tai cia virut
encephalomyocarditi (EMCV IRES). Virut c6 ddc lyc giam nhu vy c6 thé séng duoc
va bdc 19 kiéu hinh c6 doc luc giam cao trong chudt so sinh, cam @ng phan {mg mién
dich bao vé chéng lai sy 14y nhiém VEEV. Hon nita, vacxin bt hoat béng formalin c6
gia thanh cao va khong hiéu qua. Thém vao d6, cac vacxin ndy cin phai tiém nhéc lai
nhiéu 1an. Ngoai ra, chi vacxin virut séng c6 doc luc giam chéng lai s 14y nhidm
VEEYV la rét ¢6 kha ning gy phan tmg bét loi va 1ay nhifm cho mudi khi hit méau
ngua di dugc tiém vacxin. Alphavirut cé ddc lyc gidm dugce thao luin & day c6 lgi ich
quan trong so véi cac loai vacxin hién nay béi vi kiéu hinh c6 ddc lyc giam khong thé
hdi bién. Ngoai ra, cac alphavirut bién d6i gen khong thé sao chép trong céc té bao cia
mudi, do d6, d& xut cach tiép cAn méi dé tao ra virut tai td hop méi con séng khong
c6 khi ning sao chép trong mudi va do d6, khong c6 kha ning lan truyén trong tu
nhién.

Su phit trién cac dong cADN gdy nhiém ciia virut Sindbis va alphavirut khac
(12, 25, 36) m& ra co hdi khong chi cho cac thi nghiém di truyén hdi bién nhim muc
dich nghién ciru & céc linh vyc khic nhau ctia nganh sinh hoc virut va sinh bénh hoc,
ma con 13 co hdi cho su phat trién ciia vacxin tai to hop méi. Sy ¢6 doc luc giam cia
cac virut bang cach chuyén tiép ching vao moéi truong mo hodc phoi thai cia ga (29)
nhin chung 12 do sy tich lily s6 lwrong nho céc dot bién diém trong gen ciu triic va phi
cAu tric va yéu td didu hoa cis cta hé gen virut. Vi du, su c6 ddc luc gidm cia chiing
vacxin TC-83 VEEV chi phy thudc vao hai dot bién diém, va kha ning gay phan l'rrig
bat l¢i cao ctia chiing niy c6 18 phan 4nh tinh cht khong én dinh cta co ché c6 doc

luc gidm nay. Diéu nay lam ting moi lo ngai v€ kha nang hoi bién vé kiéu dai, ki€u
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hinh gy bénh trong sudt qua trinh sao chép virut ctia céc ca thé duge tiém vacxin. S6
lwong dot bién c6 thé duge ting thém nho tic nhan gy dot bién hoa hoc (28), nhung
phwong phap nay ciing khong tao ra cac bién ddi khong c6 kha ning hdi bién nhu da
dé cdp. Céc thao tac vé gen két hop véi cac dong cADN gay nhidm cua virut ARN*
mé& ra kha ning to 16n trong viéc bién ddi manh m& hé gen virut, va mang dén co hoi
dé tao ra, cac dot bién mét doan hoan toan khong c6 kha ning hdi bién trinh tw h¢ gen
kiéu dai (5, 6, 10, 19), hodc vat lidu gen bd sung c6 thé thiic diy kha niang mién dich
clia cac bién thé.

Vin c6 méi lo ngai ring arbovirut bién dbi vé gen c6 thé dugc lan truyén trong
tu nhién, thong qua vat chii trung gianla mudi, va thé hién sy tién héa hon nita trong
qué trinh sao chép 1au dai, trong mubi hoic trong qua trinh phét trién virut huyét & vat
chii 14 dong vét c6 xuong séng. Mot vi du cho didu nay 13 sit dung VEEV TC-83 véi
kha ning tao ra cac mirc d6 cia dich virut huyét hiéu qua lay nhiém cho mudi. Viéc
phan 18p TC-83 tir mudi bj lay nhiém tu nhién duge thu thap tai Louisiana (32) trong
subt dai dich & Texas nam 1971 nhin manh dén mbi nguy hiém v& sy lay truyén cac
alphavirut c6 doc luc gidm. Do @6, khi tao ra thé hé chiing vacxin méi 1a virut séng,
nguoi ta da than trong tao ra arbovirut khdng chi ¢6 ddc luc gidm manh ma con chi c6
kha ning sao chép trong cac té bao clia dong vat c6 xwong sdng. Muc dich nay co thé
dat dugc bang cach tach dong yéu t6 ARN dic hiéu té bao vao hé gen virut. Trai v6i
IRES cia virut bai liét & dé (20), yéu t6 dic hidu EMCV dugc chd doi c6 tic dung

kém hiéu qua trong té bao dong vat chan dét.

Theo sang ché, EMCV IRES duoc tich dong trong hé gen VEEV TC-83 dé
dich ma cac gen ciu trtic virut phu thuéc IRES. Mot trong sb cac hé gen chua vung
khéi dong hé gen phu chirc ning, va IRES trong 5'UTR cta ARN hé gen phu. Loai
virut ndy c6 thé sdng dugc, nhung kha ning tao ra ARN hé gen phu thic ddy su tién
hoéa hon nita, din dén sy mit doan IRES va c6 thé hdi bién tré lai sy dich ma phu
thudc mii tiéu chudn ciia cAc protein cu tric. Céc dot bién mat doan sau nay giup virut
c6 kha niing sao chép trong cac té bao ctia mudi. Thé bién dj thir hai v6i da dot bién
trong ving khéi dong hé gen phu 6n dinh trén phuong dién khong c6 kha ning hdi
bién tr& lai dich ma phu thudc mii. Do sy hdi bién nhu thé khong chi doi héi sw mat
doan IRES, ma con doi hoi sy khoi phuc ving khéi dong hé gen phu da bi bét hoat

bang 13 dot bi€n, dan dén su hoi bién cia cac da dot bi€n nay co thé mang céc rii ro
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khong déng ké. Tuy nhién, thé bién di nay da phat trién mot phuong phap tha vi dé
tién hoa thanh kiéu hinh sao chép hiéu qua hon bing cach tich litycac dot bién thich
ttng, bd sung trong gen nsP2. Céac d6t bién nay khong lam thay ddi dang ké mirc dd
sao chép ARN ctia virut, sy tbng hop protein ciu tric ciia virut hodc sy phén chia
trong té bao. Cac dot bién da tim thiy ciing khong tao ra tin hiéu bd sung nao co6 thé
ting hiéu qua dong goéi hé gen. Do vdy, co ciu chirc ning ciia cac dot bién nay van
chura duge x4c dinh. Tuy nhién, dit liéu d& cong bd thu thap dugc dé xuit ring su déng
g6i hé gen ctia virut ARN* phu thudc chinh vio t§ hop sao chép, va cac hé gen cin
duogc biéu hién bang nsPs chirc niing thanh protein chu triic dé tao thanh hat virut (22,
30). Gia thuyét hoat dong & ddy 12 mién helicaza ciia nsP2 c6 thé lién quan t6i sy biéu
hién cia hé gen virut cho sy dong gobi cia né thanh nucleocapsit, va do do, cac dot
bién da xac dinh co thé c6 anh hudng tich cuc d6i véi hidu qua cia qud trinh nay.

Chu y rang muc dich ctia sang ché 1a phat trién cac thé bién di VEEV khéng c6
kha ning sao chép trong vat chi trung gian 1a d6ng vat chan dbt va thé hién kiéu hinh
c6 doc lyc giam nhiéu hon va bén vimg. Sy phét trién chdm hon cia thé bién di
VEEV/mutSG/IRES/1 trong ca t& bao BHK-21 thiéu tin hiéu IFN va té bao kha bién
IFN alpha/beta, céc thé bién di c6 kha ning cam tmg cic mirc IFN alpha/beta cao hon
trong mbi trudng nudi cdy mo, né gidm manh kha ning 1am chét chudt so sinh sau khi
tiém vao trong ndo, va khong cé kha niing sao chép trong cac t& bao ciia mudi dé xuit
rang thé bién di nay c6 thé dap tmg cc yéu cdu nay. Kha ning mién dich cta thé bién
di ndy s& dugc khdo sat thém & cac mo hinh ddng vat khac nhau. Ngoai ra, nguoi ta tin
ring alphavirut gdy bénh viém ndo khac c6 thé duoc c6 doc Iyc giam bing cach st
dung phuong phap twong tu dua trén EMCV IRES c6 thé dugc 4p dung khi kép hop
v6i cac phuong phap khac da duge phat trién trong céc nim gin déy (1, 13-15, 31).

Tém lai, muc dich cia sang ché 1a phat trién cac alphavirut c¢6 ddc luc giam va
g dung ciia ching nhu mot loai vacxin méi chdng lai virut gdy viém ndo bao gbm
VEEV, EEEV va WEEV va céc alphavirut khac nhu virut Chikungunya giy bénh cho
con nguoi va gia sic. Su sao chép cuia alphavirut nay phu thuéc vaio EMCV IRES lam
chiing khong c6 kha ning sao chép trong té bao ciia mudi hodc vat chit trung gian la
mudi. Quan trong hon, kiéu hinh nay khong thé bi hdi bién béi vi sy bién ddi toan bd

x4y ra trong h¢ gen virut. Do d6, céc thé bién di méi ndy c6 thé dugc st dung dé tiém
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chung ma khong phai lo ling vé kha ning l4y truyén clia chiing qua vt chi trung gian
tu nhién 13 mubi.

Sang ché d& xuét phuong phap tao ra alphavirut tai tb hop c6 doc luc giam, bao
gém cac budc nhu sau: tach dong vi tri tiép nhan ribosom ndi tai cua virut
encephalomyocarditi (EMCV IRES) giita diu cudi ctia trinh ty ma hoa protein phi cdu
trac (nsP4) va AUG mé déu cua trinh tr ma héa ARN hé gen phu cia alphavirut thay
thé cho 5’UTR tu nhién. Phuong phap nay con bao gdbm budc bét hoat ving khéi dong
hé gen phu cua alphavirut bdi cac dot bién diém phan cum va dot bién méit doan
5’UTR tu nhién trong ARN hé gen phu. Hon nita, sy bét hoat cua vung khédi dong hé
gen phu c¢6 thé khong cin cai bién diu carboxy cua protein phi ciu trac 4. Ngoai ra,
phurong phép c6 thé con bao gdbm budc tao ra dot bién thich tmg trong protein phi ciu
tric 2 (nsP2) c6 hi€éu qua lam tang kha nang sao chép, gidi phong, hiéu gia virut. Cac
vi du v& cac dot bién thich émg trong protein phi cu tric 2 ¢6 thé bao gdm nhung
khong han ché Y370—C, K371—Q, P349—T, Ds18—A, Kaz—T hodc két hop cua cac
dot bién thich ing nay. Ngoai ra, cic vi du vé alphavirut c6 thé bao gdm nhung khong
giéi han virut viém nfio ngua Venezula (VEEV), virut viém nfo ngwa mién dong

(EEEV), virut viém no ngwa mién Tay (WEEV) hoic virut Chikungunya.

Sang ché d& xuét alphavirut tai t& hop c6 doc luc giam duge tao ra bing phuong
phap dugc thao ludn & trén. Céc alphavirut nhu thé c6 thé khong c6 kha ning sao chép
trong mudi, va lay truyén bing vat chii trung gian 12 mudi, nhung c6 kha ning cam
tng mitc @ IFN alpha/beta cao, phét trién chdm trong céc t€ bao IFN alpha/beta va
trong t& bao BHK-21 thiéu tin hiéu IFN hozc két hop cac dang néi trén.

Sang ché con dé xuét vecto bao gdm trinh ty nucleotit ma héa alphavirut tai td
hop ¢6 doc luc giam nhu duoc xac dinh trong cac diém yéu ciu bao ho va té bao chu
chtra va biéu hién vecto. Viéc tao cu triic cac vecto va bidu hién chung trong cac té
bao da biét ro va 1a k§ thuat tiéu chudn trong linh vurc ndy. Do d6, nguoi c6 hiéu biét
trung binh trong linh vuc niy cé thé tao cAu tric vecto nay dwa vao céc kién thirc va

thi nghiém thong thudng trong linh vyuc nay.

Séng ché con d& xuit dugc phdm, bao gdm alphavirut tai td hop c6 ddc luc
giam nhu dugc xac dinh trong céc diém yéu cu bao ho va chét mang dugc dung. Sang

ché con dé xuét ché phim mién dich chira alphavirut tai t hop c6 doc luc giam.
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Sang ché con boc 16 phuong phép bao vé ddi tugng khéi nhiém bénh do phoi
nhim alphavirut, bao gbm buéc: sir dung lugng c6 hidu qua mién dich ctia ché phdm
mién dich nhu dugc thao ludn & trén, nhd d6 bao vé dbi tuong khéi sy nhiém bénh do
phoi nhiém véi alphavirut. P6i twong hudng loi ich tir phwong phap nay cé thé 1a
ngudi hodc vat nudi.

Séng ché con dé xuét phuong phép tao ra alphavirutalphavirut tai t§ hop c6 doc
luc giam khong c6 kha ning 1ay nhiém cho mudi, bao gdm budc tich dong vi tri tiép
nhdn ribosom ndi tai cla virut encephalomyocarditi va cac gen capsit phia sau cic gen
glycoprotein vé ngoai v6i gen 16p capsit ndi trén virut & vi tri ddu 3’ cta ving hé gen
phu phia truée 3°UTR, trong d6 16p vo capsit ciia virut duge bidu hién bing phuong
thirc khong phu thude mil va cac gen protein vé ngoai duge dich ma theo phuong thirc
phu thudc mii trong khi protein capsit cia virut dugc dich mé theo céch thirc phu thude
IRES.

Ché phém duge mo ta & day co thé dugc dung doc 1ap, hé théng hoac cuc bg,
bing bét ky phuong phép tiéu chuin ndo trong linh vure ndy, vi du, dudi da, trong tinh
mach, ngoai dudng ti€u hda, trong mang bung, trong da, trong co, cuc bd, hoac trong
miii. Cac cong thirc lidu lwgng ciia ché phdm da dugc mo ta & day c6 thé bao gbm céc
ta chit mang khong ddc, khong c6 hai cho sinh 1y hodic ¢6 duge tinh dugce dung thong
thudng hoic ta duge 16ng thich hop cho phuwong phap ding thudc va duge hiéu o béi

nhitng ngudi cé hidu biét trung binh trong linh vyc nay.

Ché phém duge md ta & diy c6 thé dugce ding ddc 1ap mot hodc nhiéu 1an dé
dat duoc, duy tri, cai tién tac dung tri li€u. Nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc
ndy c6 thé x4c dinh dugc liéu lugng hodc liéu thich hgp ciia ché phdm bao gdm lidu
chi dinh don hodc liéu chi dinh da. Lidu luvong thich hop phu thudc vao stc khoe cia
d6i tugng, kha ning cam g ciia phan tmg mién dich, va/hodc kha nang ngdan chin lay

nhiém bénh do alphavirut giy ra, chi dinh va cong thirc dugc ding.

Cac vi du sau ddy dugc dua ra v6i muc dich minh hoa cic phuong an khac nhau
ctia sang ché va nhung khong c6 nghia gi6i han sang ché. Nguoi c6 hiéu biét trung
binh trong linh vuc nay hidu 5 ring sang ché dwoc didu chinh duge d& thuc hién céc
muc dich va thu dugc két qua cudi cing va vu diém da dé cép, cling nhu 1a cac muc

dich khac, muc dich cudi cing va vu diém da néu & day. Nguoi c6 hiéu biét trung binh
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trong linh vuc nay s& phat hién céc thay dbi & ddy va viéc st dung khac ma nim trong
ban chét cia sang ché dugc xac dinh rd bing cac yéu ciu bao hd.
Vi du thwc hién siang ché
Vi du 1: Nudi cdy té bao

Céc té bao BHK-21 do Paul Olivo (Pai hoc Washington, St. Louis, Mo) cung
clp, va cac té bao Vero do Charles Rice (Pai hoc Rockefeller, NY, NY) cung cip. Cac
té bao NH 3T3 thu dugc tir Bao ting gidng chuin vi sinh vat M§ (American Type
Tissue Culture Collection - ATCC) (Manassas, VA). Cac dong té bao nay duogc duy tri
& 37°C trong moi trudng can thiét t&i thidu alpha (alpha minimum essential medium -
aMEM) duogc bd sung thém huyét thanh phdi thai bo 10% (fetal bovine serum-FBS) va
vitamin. Céc té bao ciia mudi C710 tir Henry Huang (Pai hoc Washington, St. Louis,
MO) va dugc nhén gibng trong méi trudng DMEM (Dulbecco's modified Eagle
medium — DMEM) dugc bd sung thém FBS 10% bét hoat boi nhiét va dung dich canh
tryptoza photphat 10% (tryptose phosphate broth-TPB).

Vi du 2: Céu triic Plasmit

K¥ thuat ADN téi tb hop tiéu chudn dugc st dung cho tAt ca cac cu trac
plasmit. Tac gia sén sang cung cép biéu bd va trinh twy ADN khi ¢6 yéu ciu. Plasmit
gbc c6 hé gen VEEV TC-83 dudi sy didu khién ctia ving khéi dong ARN polymeraza
SP6, pVEEV TC-83, dd dugc mo ta trong tai li€u tham khéo (33). pVEEV/IRES chira
EMCV IRES véi bdn bd ba ma hoéa déu tién ciia polyprotein EMCV. Trinh tu ndy
dugc tach dong thanh trinh ty ma héa ARN hé gen phu VEEV giita diu cudi cia
5'UTR va AUG mé dau. pVEEV/mutSG/IRES ma héa hé gen VEEV TC-83, trong d6,
viing khéi dong hé gen phu bi bat hoat gdy bénh béi cac dot bién diém phan cum ma
khong 1am cai bién trinh ty axit amin ctia ddu carboxy ciia nsP4 (F ig.1A va Fig.1B).
He¢ gen virut nay c6 5'UTR cta ARN h¢ gen phu bi x6a bo. Do d6, nguoi ta mong doi
ring céc protein VEEV TC-83 cAu tric va phi cdu tric duge tdng hop tir ARN hé gen
phu gidng nhau. Cac ddt bién thich ung dugc dua vao trong nsP2 md hoa
pVEEV/mutSG/IRES bing su khuéch dai PCR cac doan quan tAm cia cac thé bién di
chon loc, sau d6 thay thé doan tuong {mg trong hé gen gbc. K¥ thuat dwa trén PCR

gidng nhau duoc sir dung cho viée tach dong cac doan khéc nhau vao trinh tyu Sphl & vi
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tri 3'UTR ctia hé gen VEEV/mutSG/IRES. T4t ca cac doan dugc tach dong s€ dugc
giai trinh tw trudc khi thuc hién thi nghiém tiép theo véi cac virut con séng.
Vi du 3: Phién m3d ARN

Céc plasmit dugc tinh sach bing phuong phép ly tim trong gradient CsCl va
duoc tao mach thing bang phan tng cit ciia Mlul. ARN dugc tdng hop bdi ARN
polymeraza SP6 (ambion) khi cé mit twong ddng mii (New England Biolabs). San
lugng va su ddng nhit ciia cac ban phién ma dugc phén tich béi phuong phép dién di
trén gel trong diéu kién khong bién tinh. Néng d6 ARN duogc do trén b tao anh hoa
quang (Alpha Innotech), va phan ting dich ma dugc st dung cho qué trinh xung dién

ma khong cén tinh sach thém.
Vi du 4: Bién nap ARN

Qué trinh xung dién cta cac té bao BHK-21 dugc thue hién dudi cac didu kién
da duge mé ta trude (27). Dé virut sbng duge, 1 mg ARN hé gen virut tdng hop trong
6ng nghiém dugc xung dién dé dua vao trong cac té bao (27), va sau d6 ching dugc db
vao céac dia c6 kich thudc 10 mm va 0 t6i khi quan sét dugc cac hi€u ing té bao hoc.
Hiéu gié virut dugc xac dinh khi st dung thi nghiém tao vét tiéu chudn trén céc té bao

BHK-21 (26).

Pé x4c dinh kha ning gy nhiém ARN, pha loang 10 lin dung dich t& bao
BHK-21 dugc xung dién sau d6 duge db vao cac khay Costar c6 6 18 chira cac té bao
nguyén thé, bdi bién. Sau 1 gid 0 & nhiét 6 37°C trong 16 & ¢b6 CO2 5%, cac té bao
duogc phi bing 2 ml agaroza siéu tinh khiét 0,5% chita MEM dugc bd sung FBS 3%.
Céc vét virut duge nhudm véi tim tinh thé sau 2 ngay G & nhiét d6 37°C, va kha ning

gdy nhiém dugc xéc dinh theo don vi tao vét (PFU) trén mbi mg ARN duoc bién nap.
Vi du 5: Gidi trinh ty hé gen virut

Vét tan rong dugc lua chon nglu nhién trong qua trinh hiéu gidcac virut gbc
(ma khong nhudm véi d6 trung tinh). Céc virut duge chiét xut tir cic niit agaroza vao
trong MEM, va dung dich con lai dugc st dung dé gdy nhiém. Cac t& bao BHK-21
trong céc dia c6 kich thuéc 35 mm. Sau khi CPE phat trién hét, cac virut gbc duge thu
lai @& phan tich thém, va cac ARN duogc phéan 14p tir céc té bao bi gy nhiém bing chit

thir TRizol theo sy huéng dén ciia nha san xut (Invitrogen). Cac doan gdi 1én nhau c6
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chidu dai khoang 1000 nucleotit dwoc téng hop sir dung k¥ thuat RT- PCR tiéu chuén,
duoc tinh sach bang dién di trén gel agaroza va giai trinh ty. Viéc giai trinh tu cia
5'UTR dugc thuc hién st dung FirstChoice RLM-RACE Kit (Ambion) nhu dugc mo
ta & tai liéu tham khao (16).

Vi du 6: Phan tich sy sao chép virut

1/5 s6 t€ bao dugc xung dién duge dua vaocdc dia c6 kich thude 35mm. Tai
thoi diém nhu chi ra trén cac hinh v&, mdi truong dugc thay thé va hiéu gia virut duoc
xé4c dinh bang thi nghiém tao vét trén t& bao BHK-21 (26). Ngoai ra, cac té bao BHK-
21, NIH3T3 hodc C710 duge dua vao cac dia c6 kich thudc 35mm va duge giy nhiém
tai cac vi tri MOI nhu dugc chi ra trén cac hinh v&. Mai trudng duogc thay thé bang
moi trudng twoi, va cac hidu gia virut trong cac méiu thu dugc duge xac dinh béi thi

nghiém tao vét trén té bao BHK-21.
Vi du 7: Phén tich sinh tdng hop protein

Céc té bao BHK-21 dugc xung dién voi 4 mg ARN dugc chi thi, va 1/5 sb té
bao dugce xung dién dugc dwa vao cic khay Costar c¢6 6 15. Tai thoi diém 12 gio sau
bién nap, cac protein dugc danh ddu chuyén héa bing cach 130 phut trong 0,8 ml moi
truong DMEM khuyét methionin, dugc bd sung FBS 0,1 % va 20 mCi/ml
[33S]methionin. Sau khi {1, cac protein di vio moi trudng, dugce phan tach bing ly tim
va hoa tan vao 100 pl dung dich dém nap protein tiéu chuin. Lugng protein bing nhau
dugc nap 1€n trén gel natri dodexyl sunphat (SDS)-polyacrylamit 10%. Sau khi dién di,

gel dugc 1am kho va chup tu dong bing phéng xa.
Vi du 8: Phan tich ARN

pé phan tich su téng hop ARN déc hiu virut, céc té bao dugce xung dién vai 4
mg ARN virut dugc tdng hop trong éng nghiém, va 1/5 sb t& bao nay duoc dua vao
cac dia c6 kich thude 35 mm. Tai thoi diém 4,5 gio sau bién nap, mdi trudng trong
16dwoc thay thé bang 1 ml mdi truong aMEM c6 thém FBS 10%, ActD (1 pg/ml) va
[*H]uridin (20 mCi/ml). Sau 4 gi 0 & nhiét do 37°C, toan bd cac ARN té bao dugc
phén 1ap bing Trizol (Invitrogen) theo giao thirc cia Nha san xuét, sau d6 dugc bién
tinh v6i glyoxal trong dimetyl sunfoxit va dugc phan tich bang dién di trén gel agaroza
str dung céc diéu kién da néu trong tai liéu tham khao (7). Gel dwoc ngam vao trong

2,5-diphenyloxazon (PPO), dwgc lam kho va chup tu dong bing phéng xa.

-17-



24870

Vi du 9: Phén tich IFN-alpha/beta

Ndng d6 ciia IFN-alpha/beta trong méi trudng dugc do bing céc phan tich sinh
hoc d3 dwgc mo ta trong tai liéu tham khao (41). Tém lai, cac t& bao 1929 dugc dua
vao trong 100 ml mdi tredng hoan thién c6 ndng d6 1a 5x10* t& bao/15 trong cac khay
¢6 96 16 va duge & & nhiét d6 37°C trong 6 gid. Cac mAu mdi truong thu dugc tir cac té
bao bi gdy nhiém NIH 3T3 dugc xir Iy bang tia UV trong 1 gid, va dugc pha lodng ra
timg ki trong céc budc hai 14n tryc tiép trong 18 v6i cac té bao L929. Sau khi  trong
24 git & nhiét do 37°C, cho thém 100 ml moi trudng chira 2x10° PFU virut gdy viém
miéng (vesicular stomatitis virus-VSV) vao 18 va tiép tuc 0 tir 36 gid - 40 gidr. Sau d6,
cac t& bao duge nhudm bing mau tim tinh thé, va diém cudi duge x4c dinh nhu 13
ndng d¢ ctia IFNa/b cén thiét d& bio vé 50% té bao khong bj nhiém CPE do VSV giy
ra. Tiéu chuin IFN-a/b dé chuén héa cac két qua dwgc mua tir ATCC, va hiéu gi4 virut

gi4i phéng dwgc xac dinh boi vét tan trén té bao BHK-21.
Vi du 10: P4nh gia su sao chép ctia virut trong mudi

Pé danh gia dugc kha ning sao chép trong mudi trong co thé sbng, sir dung
phuong phap tiém vao nguc mudi dedes aegypti (dong c6 ngudn gbc tir Galveston,
Texas) st dung xép xi 10° PFU trong 1 pL thé tich. Viéc tiém vao nguc mudi duge lya
chon thay vi ding dudng miéng béi vi gin nhu bit cir mudi culex nao ciing rat d& bi
nhiém alphavirut vao 16ng nguc, trong khi tinh nhay cam qua dudong miéng cé sy thay
ddi cao va it nhay cam hon rit nhiéu (42). Sau khi tiém sir dung pipet thiy tinh, mudi
dugc @ 10 ngay & nhiét d6 27°C va sau d6 chudn d9 riéng 1é trong 1 mL méi trudng
MEM c6 b sung thém FBS 20% va Fungizon. Sau d6 cir mbi 100 L thé tich c4 thé
mubi duge chuin d6 dugc bd sung vao 16p don té bao Vero trén khay c6 24 15 va quan
sat trong 5 ngay hiéu tmg t& bao hoc dé phat hién sy lay nhidm. Cac dbi chimg thir
nghiém bao gbém c4 virut bd me TC-83 va thé bién di IRES.

Vi du 11: Gay mién dich va thir thach véi virut VEEV doc

Chudt Thuy S§ NIH sau ngay tudi dugc tiém trong ndo bing ching VEEV TC-
83 hoic cac thé bién di dugc thiét ké & lidu lugng x4p xi 106 PFU trong téng thé tich
20 pl PBS. Sau khi gdy nhiém, mbi nhém 8-10 dong vat dugc duy tri trong 2 thang ma
khéng c6 bét ctr sy thao ting ndo. Trong 21 ngdy, chudt duge theo ddi hang ngay dé

tim ra dau hiéu bénh (xi 16ng, tram cadm, bi€ng &n, va/hoac liét) va/hodc chét.
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Chu6t cai Thuy S§ NIH tam tuén tudi duoc tiém ching duéi da véi liéu luong
xép xi 10° PFU/c4 thé sit dung VEEV TC-83 hoic céc virut tai t& hop, sau dé thir
thach tiém dué6i da 4 tuin sau d6 véi véi lidu lwong xp xi 10* PFU ching VEEV 3908
ddc luc cao. Trong 21 ngay, chudt dugc theo doi 2 14n mot ngay dé tim ra d4u hiéu

bénh (xu1 16ng, trAm cam, biéng an, va/hoac liét) va/hodc chét.
Vi dy 12: Céc virut dya trén VEEV TC-83 tai tb hop

Co s& hop 1y clia nghién ctru ndy 13 dé phat trién alphavirut c6 kha ning sao
chép hiéu qua trong cac té bao ciia dong vét c6 xuong sdng, nhung khong phai mudi.
Do d6, su sao chép cia cac virut nhu vy phai phu thude vao cac protein hoac cac trinh
tw ARN chi c6 chirc ning trong dong vat c6 xuong sdng, nhung khong c6 chirc ning
trong céac té bao con tring. Dé dat dugc didu nay, sang ché da thiét ké phwong phép tao
su biéu hién cia céc protein cdu triic alphavirut dua trén EMCV IRES. IRES dugc
thiét ké khong chira trinh ty poly (C), nhung giit lai bn bd ba ma hoa diu tién cua
polyprotein EMCV nhim thu dwgc su dich ma hiéu qua nhét ciia gen céu trac VEEV
TC-83. Trong cac thi nghiém sau niy, ngudi ta khing dinh ring céc axit amin bd sung
khong c6 anh hudng bat loi dbi véi su sao chép virut, ma c6 anh huéng tich cuc c6 thé
nhén thiy d6i v6i su dich ma cua cac protein ciu trac virut (dir lidu khong dugc thé
hién).

Trong mot clia cac ciu traic VEEV/IRES, trinh tu IRES dugc tach dong vao
ARN hé¢ gen phu phia sau ving 5'UTR nguyén ven (Fig.1A). Do d6, hé gen nay dugc
hy vong 13 c6 kha ning tong hop ARN hé gen phu. Trong thé tai td hop khéc,
VEEV/mutSG/IRES, ving khéi donghé gen phu bi bat hoat do 13 dot bién diém ddng
nghia (Fig.1A va Fig.1B), didu ndy dugc mong doi s€ ngan chin sy hdi bién thanh
viing khéi dong SG ARN hoat dong. Pé thuc ddy su tong hop protein cu triic VEEV,
trinh ty IRES duoc tach dong dé thay thé 26S 5°UTR.

ARN hé gen cia VEEV/IRES, VEEV/mutSG/IRES va VEEV TC-83 kiéu dai,
khong bi bién dbi dugc tdng hop trong dng nghiém va bién nap vao trong céc té bao
BHK-21. Trong thi nghiém tim gy nghiém, ARN ctia VEEV/IRES d3 thé hién kha
ning gdy nhiém gidng véi ARN ciia TC-83, va tao thanh cac vét tan c6 kich thude
ddng nhét gidng v6i kich thude vét tan ctia TC-83 (Fig.1A va Fig.1B). Didu nay nhén

manh ring khong dot bién thich tmg, bd sung nao cin thiét cho qua trinh sao chép san
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xuét cua virut. VEEV/IRES sao chép dén hiéu gia vuot qua 10° PFU/ml, nhung céc
hiéu gia cudi cing nay va ty 1 sao chép virut cham hon 13 rét so véi VEEV TC-83
(Fig.1D). Cac t& bao BHK-21 bién nap v6i hé gen virut tai td hop khac,
VEEV/mutSG/IRES, thiéu ving khai dong hé gen phy, da tao ra virut gy nhiém
khong hiéu qua (Fig.1D). Trong thi nghiém tidm gy nhiém, cAu triic ndy phat trién chu
yéu céc vét tan nhé, va rit khé dé xac dinh duoc s lwgng vét tan. Didu ngac nhién 13
virut nay biéu 1§ su tién hoa thém trén su chuyén tiép hang loat va phat trién nhanh
chéng cac thé bién di tao ra cac vét tan 16n hon (Fig.1C va dit liéu khong dugc boc 16).
Pudng cong sinh truéng duoc thé hién trong Fig.1D thé hién sy giai phong ca virut tao

thanh vét tan nho va virut tao thanh vét tan 16m.

Do d6, két qua clia cac thi nghiém ndy d3 chi ra ring, it nhit trong pham vi cla
hé gen VEEV/IRES, EMCVIRES c6 thé tao ra cac protein ciu truc & mutrc do hiéu qua
cho su sao chép VEEV. Cau tric v6i ving khéi dong hé gen phu bi dot bién,
VEEV/mutSG/IRES, tao ra virut sao chép sai hong c6 thé tién héa cho su sao chép

hi€u qua hon.
Vi du 13: Phan tich céc dot bién thich tmg trong VEEV/mutSG/IRES

Sy tién héa cia VEEV/mutSG/IRES thanh kiéu hinh vét tan 16n thé hién sy tich
lily céc d6t bién bd sung trong hé gen virut. Sy hdi bién thanh trinh tir gen kiéu dai 12
didu khong thé boi s6 lugng 16n cac dot bién diém duoc tao ra, vi vay vi tri clia cac dot
bién thich ung rat khé dy doan. D& xac dinh cic dot bién, 5 vét tan cia cdc miu
VEEV/mutSG/IRES thu dugc tai thoi diém 24 gio sau xung dién dugc lva chon ngau
nhién, va toan bd cac hé gen (bao gdm 3' va 5'UTR) cua 2 thé bién di dugc tinh sach
vét tan duoc giai trinh tw. Danh sach dot bién dugc x4c dinh dugc thé hién trén Fig.
2A. Phén 16n dot bién 1a ddng nghia va khong dugc thé hién trong yéu td ARN diéu
hoa cis da biét. Do vay, anh hudéng ciia chiing d6i véi sy sao chép virut 1a khong chéc
chin. Tuy nhién, cdc hé gen ciia ca vét tan phén l4p ciing chira dot bién gidng trong
protein nsP2, Y370—C, va mot trong cac hé gen c6 aa dugc ma hoa tiép theo ciing bi
thay d6i (Ks71—Q).

Pé thur nghiém tinh hi€u qua ctia cac dot bién trong su sao chép virut, Y370—C
v cd Y30—C va Ksn—Q dugce tach dong vao ciu tric VEEV/mutSG/IRES gbc
(Fig.2B) va so sénh kha ning gy nhiém ARN, ty 1é sao chép virut va kich thudc vét
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tan v6i cac VEEV/mutSG/IRES va céc céu tric khac. Cac thé dot bién gidng nhau
ciing duoc tach dong vao hé gen VEEV TC-83 nhiam thir nghiém anh hudng ctia ching
db6i vé6i su sao chép cua virut b me. Cac ARN hé gen ma héa IRES v6i mot hodc ca
hai d6t bién VEEV/mutSG/IRES/1 va VEEV/mutSG/IRES/2 trong hé gen, thé hién
kha ning gy nhiém gidng nhau trong thi nghiém tdm gy nhim nhu thuc hién véi
ARN VEEV TC-83 va céc virut con sdng tao thanh vét tan dong nhét c6 kich thudc
giéng véi kich thuée vét tan ciia VEEV TC-83 (dir liéu khong duge boc 10). Ching
ciing thé hién ty 18 phat trién ting manh (Fig.2C va Fig.1D), nhung anh hudng ciia dot
bién thir hai gan nhu khong tim thdy. Do vay, khi két hop voi nhau, dit lidu chi ra ring
dot bién Y370—C trong nsP2 c6 anh huéng tich cuc 16n ddi véi su sao chép virut, va
dot bién thir hai khong c6 anh huéng dang quan t4m nio. Khi tao ra dot bién trong hé
gen VEEV TC-83, céc dot bién giéng nhau khong c6 anh hudng c6 thé nhan thiy dbi
V6i ty 1€ sao chép ciia virut hogc tac dung ddi véi hidu gia cudi cing (Fig.2C) da goi y

rang viéc thiic ddy sao chép dic hiéu cho thé bién di VEEV/mutSG/IRES.

Céc thay doi dugc xac dinh (Y370—C va Kaz1 —Q) c6 thé thé hién chi mot phin
clia cac dot bién c6 thé din tdi su sao chép hidu qua cia virut chira IRES thiéu ving
khdi dong hé gen phu. Do d6, trong thi nghiém twong dwong, nucleotit 2161- 2959
trong ba dong vét tan khac dugc phén l4p tir cdc miu dd dwoc giai trinh tw, dugc thu
lai tai thoi diém 24 gi sau gdy nhiém ARN tir ARN duoc tdng hop trong 6ng nghiém,
va ciia 5 thé bién di da tinh sach vét tan dugc phan 1ap tir virut gdc sau khi bd sung
thém 3 14n chuyén tiép trong té bao Vero. C6 thé dy doan ring sy chuyén tiép nay c6
thé dan dén su chon loc céc virut sao chép hi€u qua nhét. Danh sach cia cac thé dot
bién @4 x4c dinh dwgc thé hién trén Fig.3A. Viéc giai trinh ty dugce thye hién truc tiép
tir cac doan AND c6 ngudn géc tir RT-PCR. Do d6, cac d6t thé bién dj hién trinh ty
lién ing cua quin thé virut & vét tan va khong phai virut c¢6 ngudn gbc tir PCR
(Fig.3B).

T4t ca cac virut phan l4p chira cac dot bién trong doan dugc gidi trinh ty, tuong
ung véi diu carboxy cula mién ARN helicaza cta nsP2, va tit ca axit amin thay thé &
gifta axit amin 348-424. Hon nita, dot bién phd bién nhét, ca trong virut gbc, tao ra sau
khi xung dién, va trong nhém dugc chuyén tiép déu 13 Y370—C. Didu nay chi ra rang
dot bién Y370—C chic chin c6 mot trong nhitng anh hudng ndi bat nhét dbi véi Su sao

chép, do do6, thé bien di dwgc md t& & trén véi cac dot bién cu thé nay,
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VEEV/mutSG/IRES/1, dugc str dung trong cic thi nghiém dugc dua ra trong céc phin

sau day.
Vi du 14: Anh hudéng cia dot bién Y370—C cia nsP2 dbi véi su sao chép virut

Viéc xac dinh dot bién thich ung trong doan dau carboxy cda nsP2 dugc két
hop helicaza ARN 1am ngac nhién va khong dua ra bt ki sy giai thich nao cho sy tang
sao chép VEEV/mutSG/IRES. Dot bién nay c¢6 thé c6 anh hudng thuc diy su sao chép
ARN hoiéc sy dich ma protein chu trac virut hodc su hinh thanh hat virut, hodc su chia
ngin phirc hop sao chép, v.v. Tuy nhién, 4nh huéng dugc mong doi nhit 1a viée ting
su tdng hop ARN virut. Do d6, céc t& bao BHK-21 dugc bién nap ciing véi cac hé gen
duoc téng hop trong dng nghiém cia cac thé bién di VEEV khéc nhau, danh diu trao
d6i chit vdi cac ARN virut duoc téng hop méi cing v6i [PH]uridin khi c6 mat ActD
trong 4 gio bét dau 4,5 gi0d sau xung dién, va ARN dugc phén tich béng dién di trén

gel agaroza (Fig.4A).

Nhu mong doi, VEEV/IRES c6 kha ning téng hop ARN hé gen phu, da chi ra
ring IRES duoc tao ra & vi tri dau 3' ciia S'UTR cita ARN hé gen phu khong can thiép
vao hoat dong ctia viing khoi dong hé gen phu. VEEV/mutSG/IRES va céc thé bién di
clia n6 c6 cac dot bién thich ing trong nsP2 khong tao ra cac ARN SG c6 thé tim thy
dugc. Do d6, 13 dot bién duge dua vao trong trinh ty ving khéi ddng cla cac hé gen
nay hoan toan loai bé su phién ma cia ARN hé gen phu. Piéu ngac nhién la cac dot
bién thich ting trong nsP2 khong ¢6 anh hudng nao dic biét ddi voi su sao chép hé gen
ARN, va cdc ARN cua h¢é gen VEEV/mutSG/I RES/1 va VEEV/mutSG/IRES/2 dugc
sao chép hiéu qua nhu véi hé gen VEEV/mutSG/IRES duoc thiét ké gbc. Hon nita, sy
sao chép ARN hé gen cia tit ca cac thé bién dj rét gidng véi VEEV TC-83. Ciing
khong thé tim thdy anh hudng ndo cua cac dot bién nay trong pham vi ARN cua
VEEV TC-83 gbc (xem céc lan twong tung véi VEEV/1 va VEEV/2). Céc phét hién
ndy d& xuét ring sur thich Gmg khéng 1am ting su sao chép ciia ARN.

Su tdng hop céc protein ciu triic virut dwgc danh gia tai thoi didm 12 gio sau
xung dién (Fig4B). Tai thoi diém do, capsit dic hiéu VEEV/IRES va
VEEV/mutSG/IRES va céc protein ciu tric twong tw khac duoc tdng hop gép 2 14n
van kém hiéu qua hon so véicac té bao dugc bién nap bing ARN cua VEEV TC-83.

Su khéc bi¢t nho hop ly nay khong gidi thich sy cao hon béc 4 va 7 so véi cac gia tri
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hiéu gia gdy nhi®m thip hon ciia cac virut VEEV/IRES va VEEV/mutSG/IRES, lan
luot (so véi hiéu gia cia VEEV TC-83), duoc phat hién trong cdc mau thu dugc sau 12
gi® bién nap. Hon nita, khong c6 su khac nhau nao gitra su tong hop cac protein virut
trong cic té bao BHK-21 chira cac hé gen VEEV/mutSG/IRES gbc dbi véi
VEEV/mutSG/l RES/1 va VEEV/mutSG/IRES/2 véi cac d6t bién thich tmg trong nsP2
dugc tim thiy trong thi nghiém niy va ca cac thi nghiém khac. Pic diém khéac nhau
clia cac mau protein duoc danh diu trong cac té bao bi gdy nhidm véi cic virut chira
IRES véi sw c6 mit ctia hai dai bd sung, duoc xac dinh boi khéi phd 1a cac protein sbc
nhiét Hsp90 va Hsp72. Y nghia sinh hoc ciia sy cam mg ctia ching 13 chua 3 rang,
nhung c6 thé két qua tir mot s& bat thudng trong sy gip nép cua protein ciu truc virut
dAn dén phat trién cing thing trong cac té bao c6 cac protein cdu triic duoc bidu hién

tor IRES.

Trong céc thi nghiém bd sung, sy phan bd ngoai bao clia cac glycoprotein virut
trong cac té bao bj gdy nhim véi VEEV TC-83, VEEV/mutSG/IRES va
VEEV/mutSG/IRES/1 dugc danh gid va sy c¢6 mit cla cac protein ndy trén bé mat té
bao dugc phan tich theo sy nhudm véi cac khang thé dic hiéu VEEV. Khong c6 su
khac nhau déng chii y nao trong su phan bd cac glycoprotein dugc nhan ra: Kha ning
cac dot bién thich (mg gy ra su hinh thanh cta tin hiéu déng géi bd sung trong h¢ gen
virut dugc kiém tra; doan chia thé dot bién (twong Ung v6i nucleotit 2533-2950 cia hé
gen VEEV) dugc tach dong vao ving3' UTR cia hé gen VEEV/mutSG/IRES, va su tai
t6 hop trong ARN duoc tdng hop trong dng nghiém duge kiém tra trong thi nghiém
tdm gay nhiém. Khong tim thiy sy ting vé kich thudc vét tan hodc hidu gia virut so
véi céc gié tri cia VEEV/mutSG/IRES.

Trong bién thé khac, ving khéi dong hé gen phu va trinh ty ma hoa capsit clia
VEEV dugc tach dong vao ving 3'UTR ctia hé gen VEEV/mutSG/IRES dé kiém tra
xem su biéu hién capsit bd sung tir ARN hé gen phy sé ting hidu qud cuda sy sao chép
virut hay khong. Sy bién ddi nay ciing khong ¢ bat ky hiéu qua tich cuc nao dbi véi
hi€u gia virut. Cudi cung, VEEV/mutSG/IRES tao ra céac hat tiéu virut tu do hé gen
thay vi céc virut bj gdy nhiém dugc phan tich. Quan sét thdy ring day khong phai 13
trudng hop: cac té bao dugc bién nap véi ARN cia VEEV/mutSG/IRES va danh déu
chuyén hoa véi [**S] methionin khong tao ra cdc hat tiéu virut ma c6 thé duge phat

hién boi su siéu ly tdm trong cic gradient sucroza (dit li€u khong dugce boc 10). Do
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véy, két hop v6i nhau, su phén tich phtrc tap dugc mé ta & trén khong chi ra su giai
thich mang tinh co hoc rd rang ddi véi sy sao chép khong hiéu qua cua
VEEV/mutSG/IRES gdc hoic anh hudng tich cuc cia cac dot bién dugc tim thdy
trong nsP2 ctia VEEV d6i v6i su sao chép ctia virut chtra IRES. Tuy nhién, muc dich
chinh ciia séng ché 1a phat trién cac thé bién di VEEV, ma sy sao chép ctia ching phu
thudc vao chirc ning EMCVIRES, va ca VEEV/IRES va VEEV/mutSG/IRES/1 xuét

hién dé dap tng muc dich nay.

Vi du 15: Su sao chép cac thé bién di VEEV phu thudc IRES trong céc té bao cia
mudi va mudi

Dit liéu thu thap duge vé sy sao chép alphavirut da chirng minh 3 rang sy mét
on dinh di truyén va téc do tién hoa cao dn dén sy bién méit bit ctr gen khac loai nao
(17, 40), dic biét néu ching c6 anh hudng x4u dén su sao chép virut. Do d6, mét trong
nhiing cau héi quan trong ctia sdng ché 12 lidu viéc thém EMCVIRES dugc thiét ké c6
6n dinh va lam cho virut khéng c6 kha ning sao chép trong té bao ciia mudi hay
khong. Dé kiém chimng diéu nay, cac té bao ctia mudi C710 dugc gy nhiém véi virut
VEEV/IRES va VEEV/mutSG/IRES thu dugc tai thoi diém 24 gio sau xung dién dé
dua cic ARN duoc tdng hop trong 6ng nghiém vao cac té& biao BHK-21.
VEEV/mutSG/IRES dugc st dung thay vi VEEV/mutSG/1 RES/1 dugc mé ta & trén
v6ithé ddt bién thich ing Y370—C trong nsP2 dé kiém tra toan b thur vién cta céc thé
bién di, dwgc gii phong sau khi bién nap ARN cho kha ning thanh 14p sao chép trong
té bao ciia mudi.

Trong lan chuyén tiép thir nhét, tai thoi diém 48 gid sau gay nhiém cac té bao
C710, hiéu gia cia VEEV/IRES dat dugc 1 1,5 x 10!° PFU/ml, va hiéu gi4 twong tu
cling dugc tim thdy trong vt liéu gbc thu dwgc sau lan chuyén tiép thu hai (Fig.5A va
Fig.5B). Nguoc lai, Hiéu gia cia VEEV/mutSG/IRES 1 150 PFU/ml sau 1dn chuyén
tiép tht nhét (didu nay chic chin phén anh sb virut con lai dugc st dung cho gay
nhiém chir khong phai virut méi sinh dugc tao ra trong cac té bao ctia mudi), va du6i
gi6i han phat hién sau 14n chuyén tiép thtr hai duéi ddy (Fig.5A va Fig.5B). Trong cdc
thi nghiém bd sung, cac thé bién di dugc tinh sach vét cia VEEV/mutSG/IRES chira
cac thé dot bién thich tmg trong nsP2 dugc chuyén tiép trong cac té bao C710. Khong

c6 virut gdy nhiém nao dwogc phuc héi sau 2 1an chuyén tiép mi.
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Trong thi nghiém khac, mubi de. aegypti dugc tiém vao 1dng nguc véi liéu
lwong xép xi 10° PFU clia VEEV TC-83 va thé bién di VEEV/mutSG/I RES/1. Khéng
¢6 ca thé mudi ndo trong sé 17 ca thé mudi dugc tiém thé dot bién IRES c6 thé sao
chép dugc trong Ae. aegypti, trong khi 17/17 ca thé mudi duoc tiém ching TC-83 b
me sao chép & mitc c6 thé phat hién duoc trong thi nghiém CPE véi hiéu gia trung
binh trén 10° PFU/ca thé. Do viy, th8 bién di VEEV chuta IRES,
VEEV/mutSG/IRES/1 khong c6 kha ning sao chép trong t& bao ctia mudi ca trong 6ﬁg

nghiém va trong co the song.

Pé giai thich vé hiéu gi4 cao cia VEEV/IRES (kha ning tao ra thé bién dj ARN
hé gen phu) sau khi chuyén tiép trong c4c té biao ctia mudi, hai vét tan riéng biét duoc
lwa chon ngiu nhién va gidi trinh ty doan chira IRES cua hé gen. Trong ca hai vét
tanphén 14p, trinh tw IRES khong con c¢6 mét trong cac hé gen virut, va chi 13 va 15
nucleotit con lai ctia IRES gdc dugc tim thdy (Fig.5C). Do d6, viéc chuyén tiép thé
bién di VEEV/IRES trong céac t& bao ctia mudi dan dén su tich tu cac thé bién di am
tinh IRES, va VEEV/mutSG/IRES (thiéu ving khéi dong hé gen phu) khong phét trién

duge cac ddt bién co kha ning sao chép hidu qua trong céc té bao ctia mudi.
Vi du 16: Thé bién di VEEV/mutSG/1 RES/1 thé hién kiéu hinh c6 doc luc gidm

Muc dich ctia sang ché 13 nhim ti su phat trién cac thé bién di VEEV khong c6
kha ning sao chép trong cac té bao c6 ngudn gbc tir mudi (va twong Gng, trong cac vat
chii trung gian 14 mudi) nhung thé hién kiu hinh c6 doc luc giam hon trong dong vat
c¢6 xuong sdng so véi ching VEEV TC-83 b6 me. Ty 18 sao chép cham hon cia thé
bién di VEEV/mutSG/IRES/1 dit ra mbi lo ngai ring virut ndy c6 thé khong sao chép
dugc trong céc té bao clia dong vét c6 xwong sdng cung voi sy hinh thanh va phét tin
hiéu IFN a/b nguyén ven. Tuy nhién, diy khong phai 1a trudng hop nay. Cac két qua
thi nghiém, duogc thé hién trén Fig.6, thé hién r%mg VEEV/mutSG/1 RES/1 sao chép
trong céc t& bao NIH 3T3, ma khong c6 sai hong trong sur tiét va phat tin hiéu IFN a/b,
dén hiéu gia 16n hon 10° PFU/ml. Su sao chép nay gy ra sy cam tng IFN-a/b hiéu
qua hon (Fig.6), nhung 15 rang viéc giai phéng IFN khong loai b6 su sao chép virut da
thanh 14p truéc d6. Nhu dugc thé hién trén céc té bao BHK-21 (Fig.2C), su sao chép
ctia VEEV/mutSG/l RES/1 kém hiéu qua hon so véi VEEV TC-83, goi ¥ rang dot bién
phu thudc IRES c6 thé dugc c6 doc luc giam trong co thé séng. Hon nita, sau khi tiém

vao ndo chudt 6 ngay tudi véi lidu lugng xdp xi 106 PFU. 86% con song sau khi bi gy
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nhiém va khong phat trién tin hiéu viém ndo, nguoc lai, 92% sb chudt bi chét khi diung
ching TC -83 VEEV véi liéu luong tuong tu. Két hop lai, cac dit lidu nay chi ra ring
VEEV phu thudc IRES bién dbi gen dugc c6 doc luyc giam nhiéu hon so véi chiing
TC- 83 VEEV b me.

Tuy nhién, bién thé VEEV/mutSG/IRES/1 van duy tri gdy mién dich trong ca
chudt méi sinh va chudt trudng thanh. 12 c4 thé chudt 6 ngay tudi sdng sét khi tiém
vao ndo v6i VEEV/mutSG/IRES/1, 10 c4 thé chudt séng sét khi tiém thir duéi da 10°
PFU chung VEEV kiéu dai 3908 duogc st dung 5 tudn sau do; nguoc lai, 12 c4 thé
chudt bi gdy nhiém gia (PBS) thir thach bing cach thirc twong tyr, thi khong c6 c4 thé
nao sbéng sét (Fig.7). VEEV/mutSG/1 RES/1 ciing dugc gdy mién dich trong chudt
truéng thanh, mot c4 thé chudt khi dwgc ching ngira dudi da véi lidu luong xp xi 106
PFU d4 bao vé 80% chudt chdng lai su thir thach tiém dudi da 3 tudn sau d6 véi luong
10* PFU (~10* LDso) ctia chung VEEV 3908 (Fig. 8). Trung hoa hiéu gia khang thé
(PRNT30) khong thé phét hién dudi 1:20 trong tit ca céc ca thé chudt ngay trude khi
thir thach goi y rang su bao vé khong ddy da sau mot 1an tiém vacxin chic chin do
mirc dd sao chép virut chira IRES trong co thé séng thip hon. Do viy, muc dd c6 doc

lyc gidm cao s& tao ra sy an toan cao hon, nhung chéc chan doi hoi phai tiém nhic lai.

Vi du 17: Chién luge biéu hién c6 doc luc giam cho virut nhung duy tri khd ning
khong gay nhiém mudi

Theo phurong 4n riéng biét clia sang ché, chién lugc bidu hién méi dugce thiét ké
dé c6 doc luc giam cho virut nhung duy tri kha ning khong gdy nhim cho mudi.
Chién lugc nay bao gdm x4c dinh ving IRES phia sau cac gen glycoprotein vo ngoai
Vv6i gen capsit & d4u 3’ctia ving hé gen phu phia truée 3' UTR (Fig.9). Do véy, thong
tin hé gen phu duogc thanh 14p véi cac gen protein vo ngoai duge dich ma theo phuwong
thirc phu thudc mii, nhung protein capsit dich ma theo cach thic phu thuéc IRES. Su
sao chép ctia thé dot bién IRES méi ndy trong cac té bao BHK va Vero van c6 tic
dung, nhung khong thé phat hién trong cac t& bao ciia mudi C7/10. Hai muoi c4 thé
chudt cai truéng thanh Aedes aegypti dugc tiém vio 16ng nguc khong thy bing chimg
vé su sao chép. Khi IRES loai 2 nay dugc sir dung dé chiing ngira cho chudt, tit ca 10
ca thé chuft chuyén dbi huyét thanh véi hidu gia trung binh thip hon khoang 2 13n so
v6i hiéu gid dugc cam (mgbdi TC-83 thong thudng, va IRES loai 2 bao vé tit ca 10 ¢4

thé chudt khong bi chét do thir thach tiém dudi da. Do do, chién lugc biéu hién IRES
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moixudt hién dé 1am c6 doc luc giam cia virut trong khi vén giir lai dugc kiéu hinh bét

kha bién trong muoi.

Bang 1

Kha ning gdy mién dich va tinh hiéu qua ctia cac thé dot bién IRES TC-83

Chuiing vacxin Ty 1& chuyén dbi | Hiéu gia trung hoa | Ty 1& duoc bao vé
huyét thanh Abtrung binh | khéi thtt thach
Ab+SD VEEV gay chét
IRES loai 1 0/10 <20 8/10
IRES loai 2 10/10 224 + 260 10/10
TC-83 5/5 576 + 143 5/5
gia 0/5 <20 0/5
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Yéu ciu bio hd
1. Alphavirut tai td hop c6 ddc luc giam bao gdm:

axit nucleic ctia alphavirut c6 phin chén vao (i) ctia vi tri tiép nhan ribosom noi
tai cua virut encephalomyocarditis (internal ribosomal entry site of
‘encephalomyelocarditis virus - EMCV IRES) ¢6 chitc ning chi & t& bao c6 ngudn gbc
dong vat c6 xuong sdng, ma khong c6 chirc ning & té bao c6 ngudn gbe con trung,
gitta d4u cudi cua trinh ty ma héa protein phi c4u tric 4 (nonstructural protein 4 -
nsP4) va AUG khoi dau cia trinh ty ma héa ARN hé gen phu cua alphavirut, va (ii)
gen khéi diu hé gen phu duoc bt hoat, trong d6 alphavirut khong c6 kha ning sao
chép & mudi va té bao mudi.
2. Alphavirut c6é dfc lyc gidm theo diém 1, trong d6 5' UTR ctia ARN hé gen phu &
gitta d4u cudi cta trinh tw ma hoa protein phi cu tric 4 (nsP4) va AUG khoi déu cua

trinh ty ma héa ARN hé gen phu cta axit nucleic cua alphavirut bi loai bé.

3. Alphavirut c¢6 doc luc giam theo diém 1, trong d6 gen khoi diu hé gen phu dugc bt
hoat bang cac dot bién diém phén cum trong axit nucleic cua alphavirut dugc xac dinh

vi tri & S’UTR cua ARN h¢ gen phu cua alphavirut.

4. Alphavirut c¢6 doc luc giam theo diém 3, trong d6 cac dot bién diém phén cum bao
gdm hai hodc nhiéu d6t bién & cic vi tri 5, 8, 11, 12, 14, 17, 20, 22, 24, 25, 26, 27, 28,
29 vai 30 cia tinh twr SEQ IN  NO: 1 1a

5’cceccuauvaacucucuacggeuaaccugaauggacuacg3’.

5. Alphavirut cé ddc luc giam theo diém 3 hoic 4, trong d6 d6t bién cia gen khoi diu

h¢ gen phu khong lam cai bi€n trinh ty axit amin cia dau tdn cing carboxy cuia nsP4.

6. Alphavirut c6 doc luc giam theo diém 1, trong d6 alphavirut nay con bao gdm cac
dot bién thich tmg trong trinh ty axit nucleic ma héa protein phi cdu tric 2 (non-
structural protein 2 - nsP2) c6 hiéu qua lam tang su sao chép virut, giai phong, va d6
chuén virut.

7. Alphavirut c6 doc luc giam theo diém 6, trong d6 cac dot bién thich vmg 1 cac dot
bién axit nucleic ma din dén mot hodc nhidu sy thay ddi axit amin tuong tmg véi
Y370—C, K3sn—Q, P340—T, Dsis—A, Ka23—T trong protein nsP2 cta virut TC-83

hodc su két hgp cua cac ddt bien nay.
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8. Alphavirut cé doc luc gidm theo diém 1, trong d6 alphavirut dugc chon tir nhom bao
gbm virut Chikungunya, virut giy viém niio ngya mién dong, virut gy viém ndo ngyua

Venezuela va virut gdy viém ndo ngua mién tay.

9. Vecto bao gdm trinh ty nucleotit ma héa alphavirut tai t& hop c6 doc luc giam theo

diém 1.
10. Té bao chu chira va biéu hién vecto theo diém 9.

11. Dugc phim bao gdm alphavirut tai t6 hop cé doc luc giam theo diém bat ky trong

s6 cac diém tir 1 dén 8 va chét mang dugc dung.

12. Phuong phép tao alphavirut tai td hop c6 doc luc giam khong cé kha ning sao chép

trong muoi va t€ bao muoi, bao gom budc:

tach dong vi tri tip nhén ribosom ndi tai ctia virut encephalomyelacarditis
(EMCV IRES) ¢6 chirc ning chi & t& bao c6 ngudn gbec dong vat c6 xu’dng séng,‘ ma
khong c6 chirc ning & té€ bao c6 ngudn gdc con tring, va cic gen capsit phia sau cac
gen glycoprotein boc ngoai voi gen capsit & dau tan cing 3’ clia ving hé gen phu &
trude 3' UTR, trong d6 capsit ndy duge biéu hién theo cich khong phu thude mii va
cac gen protein boc ngoai dugc dich ma theo cach phu thuc mii nhung protein capsit

dugc dich ma theo cach phu thudc IRES.

13.  Phuong phap tao virut chikungunya (CHIK) séng, c6 doc lyc giam khong c6

kha niing sao chép trong mudi va té bao mudi, phuong phap nay bao gdm cac budc:

tach dong vi tri tiép nhin ribosom ndi tai cua virut encephalomyocarditis
(EMCV IRES) & gitta mdt dAu cia trinh ty ma hoa protein phi cdu trac 4 (nsP4) va
AUG khoi diu ctia trinh ty ma héa ARN hé gen phu ciia virut chikungunya (CHIK)
thay cho diu 5’UTR ty nhién ciia ARN hé gen phu va trudc khung doc mé (open

reading frame - ORF) ciia protein cdu tric ctia virut CHIK; va

bét hoat gen khai ddu hé gen phu ciia virut chikungunya (CHIK) bing cach dua
c4c dot bién diém phan cum & dau 5’UTR ctia ARN hé gen phu ngin can sy ddo

ngugc vao gen khadi d4u ARN SG hoat hoa.

14.  Phuong phap theo diém 13, trong d6 dot bién diém phan cum cua gen khai du

hé gen phu khéng cai bién dAu tin ciing carboxy ctia protein phi cu tric 4 (nsP4).

-31-



24870

15.  Phuong phép theo diém 13, trong d6 phuong phép nay con bao gém:

dua it nhit mot dot bién thich img vao trong trinh tir ma héa protein phi cAu truc
2 (nsP2) ciia virut chikungunya (CHIK), trong d6 it nhit mot dot bién thich img dong
nghia v6i Y370>C, Ksn—Q, P3so—>T, Dais—A, Kazs—>T hoic két hop cac dot bién nay

cua virut viém ndo ngua Venezela (VEEV).

16.  Virut chikungunya (CHIK) séng c6 doc luc giam dugc tao ra bing phuong
phap theo diém bt ky trong sb cac diém 13-15.

17.  Vecto biéu hién bao gdm polynucleotit ma héa virut chikungunya (CHIK) séng

c6 doc lyc gidm theo diém 16.

18. Té bao chi dugc phan lap chira polynucleotit ma héa virut chikungunya

(CHIK) séng c¢6 doc luc giam theo diém 16.

19.  Duogc phim bao gém virut chikungunya (CHIK) sdng c6 doc luc giam theo

diém 16, va chit mang dugc dung.

20.  Ché phdm mién dich bao gdm virut chikungunya (CHIK) sdng c6 doc lyc giam
theo diém 16.
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Thoi gian sau xung dién
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