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Linh vuc ky thuat duoc dé cap

Nhin chung, séng ché dé cap dén viéc 1am tang tinh khéng nguyén vi/hodc kha

nang sinh mién dich ctia c4c phan nhém virut cdm.
Tinh trang k§y thuat cia sang ché

Céc virut ciim, dang luu ¥ nhat 13 cdc ching virut dac biét A va B, 1a mot trong
s6 c4c nguyén nhan nghiém trong cta tinh trang mac bénh va tir vong trén toan thé
gi6i, din t6i cdc bung phét dich bénh hing nim. X4y ra theo chu ky nhung vdi tin suat
khong déu, cdc dai dich thuong gay ra ti 1¢ mac bénh va tir vong rét cao. V& mit lich
str, cdc dai dich xay ra 1a do viéc xudt hién cic phan nhém virut cim A mdi, sinh ra do
viéc tai sdp x€p cau tric (reassortment) cic phan doan trong bo gen ctia cdc ching virut
(chuyén dich khdng nguyén — antigenic shift), do d6, nhin chung, cic dich bénh hing
nam Ia do su ti€n hoéa clia c4c khdng nguyén bé mat cha virut ciim A va B (chuyén dich
khang nguyén). Virut cim & ngudi thudng c¢6 ngudn goc tir cac chling virut cim & loai
chim, nén viéc truyén nhiém bénh cim v€ co ban 1a theo phuong thic truyén bénh tix
dong vat sang ngudi. Cing da c6 bang ching cho thay ring lon c6 thé 1a Vaf cht trung
gian (“thing tron”) trong viéc tao ra ciac ching virut méi c¢é nguén goc tir virut cim &
loai chim, cdc ching méi nay lai gay bénh & ngudi (Scholtissek et al., Virology 1985,
147:287). Su bung phat dich cim A H5N1 & Hong Cong nam 1997 da cho thdy céac
virut cim A c¢6 kha nang gay bénh cao c6 thé ciing da duoc lay truyén truc tiép tir cdc
loai chim sang nguoi (Claas et al., Lancet 1998, 351:472; Suarez et al., J.Virol. 1998,
72:6678; Subbarao et al., Science 1998, 279:393; Shortridge, Vaccine 1999, 17 (Suppl.
1): S26-S29). Trong nam 2003, da phat hién ra rang céc virut phan nhém H5N1 & Dong
NamA c6 céc genotyp khac nhau truyén nhiém song hanh, nhung trong nam 2004, mot
genotyp don, dugc biét dén véi tén "Z-genotype", da tr& thanh genotyp troi (Li et al.,
Nature 2004, 430:209). Bang ching hién c6 cho thdy ring cdc ca méac bénh ciim ning
& ngudi 1a do viéc 1ay truyén truc tiép genotyp nay tir loai chim sang ngudi, genotyp
nay ciing lay nhiém sang méo, v6i phuong thic truyén nhiém truc ti€p tir me&o sang

meo (Kuiken et al., Science 2004, 306:241). Bang chiing ndy ciing nhu cdc ching ci
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khac vé viéc thay ddi vat cha truyén bénh va su phan bo rong rii cia loai virut niy da
gay ra su lo ngai 1a virut H5N1 ¢6 thé c6 thém cac dic tinh mé6i cho phép chiing c6 thé
lay truyén truc ti€p tir nguoi sang ngudi. Néu con ngudi khong mién dich dugc véi cic
virut HSN1 mdi nay thi cdc virut nay c6 thé gay ra tham hoa dai dich cim (Fouchier et
al., Nature 2005, 435:419). Kha nang cic virut cim A tao ra cdc chiing gay bénh méi
tlr vo s6 cac chling dang lan truyén trong cic ngudén dong vat da cho thdy ring, dé
khong ché dugc dich bénh, cin phai ¢6 cdc bién phdp kiém soit cdc chiing virut niy
ciing nhu cin phéi phét trién cdc phuong phép diéu tri va cdc vacxin khang virut duoc
cai tién. Toc do phat trién nhanh chéng clia cdc chiing virut méi doi hdi su quan tam
cao do trong nd luc kiém soat, bao gdm cdc cai tién ky thuat nhim d4nh gia hiéu qui

clia cac vacxin khang céc chling virut méi.

Céac virut cim A, B va C, thudc ho Orthomyxoviridae, déu c6 bd gen ARN don
soi am tinh bao gém nhiéu doan, dugc sao chép & nhan t&€ bao bi nhiém, c¢6 dung luong
ma hoéa gop khoang 13kb va chita thong tin di truyén cho 10 loai protein cla virut. Dac
biét 1a, cic virut cim c6é 8 doan gen ARN don soi am tinh (nsRNA: negative-sense
RNA) ghi ma it nhét 10 loai polypeptit bao gém céc protein ARN polymeaza dugc chi
phoi boi ARN (PB2, PB1 va PA), cac nucleoprotein (NP), neuraminidaza (NA), ngung
két t6 hong cau (HA, 1a protein ma sau khi phan giai bang enzym cho thdy 1a n6é duoc
hinh thanh tir viéc lién két hai tiéu phan HA1 va HA2), cic protein nén (M1 va M2) va
cac protein khong cé céu tric (NSI va NS2) (Krug et al., In The Influenza Viruses,
R.M. Krug, ed., Plenum Press, New York, 1989, pp. 89-152).

Céac hé k¥ thuat di truyén ngugc (reverse-genetics systems) dugc phat trién gan
day da cho phép thao tic bd gen clia virut cim (Palese et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 1996, 93:11354; Neumann and Kawaoka, Adv. Virus Res. 1999, 53:265;
Neumann et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1999, 96:9345; Fodor et al., J. Virol. 1999,
73:9679). Vi du, di ching minh dugc ring su biéu hién duoc chi phéi bsi plasmit
(plasmid-driven expression) ciia 8 gen ARN don soi am tinh (nsRNA) ctlia virut cim
bat ddu tir gen khoi ddu dac hiéu v6i ARN polymeraza I (pol I promoter) va viéc dong
bi€u hién cdc protein phifc polymeaza sé tao ra ching virut cim A lay nhiém
(Hoffmann et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2000, 97:6108).

Hat virut cua virut cim c6 kich thuéc khoang 125nm va bao gém mot 16i ARN

don so¢i am tinh dugc két hop véi nucleoprotein duge bao quanh bédi vo cua virut c6 cau
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trdc lipit hai 16p. LGp trong ctia vo virut chii yéu bao gém céc protein nén va I6p ngoai
ctia vO virut bao gom chu yéu 1a chét lipit ¢6 nguén gdc tir vat chii. C4c protein ma
dugc goi 1a “protein bé mat”, bao gébm neuraminidaza (NA) va ngung két t6 hong cdu
(HA), trong giong nhu nhiing cdi gai trén bé mat cta hat virut. Kha nang truyén nhiém
cdc virut cim méi phu thudc vao su phan giai HA boi cac proteaza dac hiéu cia vat
chi, trong khi d6 NA tham gia vao qud trinh giai phéng cac virion th€ hé con ra khoi

bé mat t€ bao va ngan ngira viéc két thanh khoi ctia cdc virut méi hinh thanh.

Céc protein HA va NA duogc gin vao vo virut 1a cdc chét quyét dinh tinh khéng
nguyén ban diu cla virut cim (Air et al., Structure, Function, and Genetics, 198}9,
6:341-356; Wharton et al., In Influenza viruses, R. M. Krug, ed., Plenum Press, New
York, 1989, pp. 153-174). Do viéc tai sip x€p cdu tric bo gen phan doan clia virut
cim, c4c bién thé HA va NA méi dugc tao ra mot cidch 6n dinh ma sinh vat méi bi
nhiém virut s&€ khong c¢6 ddp tng mién dich tién stt. Glycoprotein HA 1a khdng nguyén
chinh 1am trung hoa cdc khang thé va tham gia vao viéc lién két cac hat virut véi cdc

thu thé trén t& bao chi.

Ciac phan tit HA tir cdc chling virut khdc nhau thé hién c6 su tuong tu ding ké
vé€ mat trinh tu & cad mic do axit nucleic va mic do axit amin. Mdc do tuong tu nay
thay d6i khi so sdnh c4c ching thuoc cdc phan nhém khéc nhau, trong d6 mot s chiing
c6 mic do twong tu cao hon hén so vé6i cic chiing khdc (Air, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 1981, 78:7643). Mitc d6 tuong tu vé trinh tu axit amin khdc biét giita cdc chung
virut cing phan nhém so véi cac chiing khac phan nhém (Air, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 1981, 78:7643). Su khéc biét nay di dé phan ra céc phan nhém riéng biét va pha
hé tién héa clia cac ching virut khac nhau nhung cac trinh tw ADN va cdc trinh tu axit
amin cla cdc chling virut khdc nhau c6 thé dugc sap xép dé dang bang cach st dung
cdc k¥ thuat tin sinh hoc thong dung (Air, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1981, 78:7643;
Suzuki va Nei, Mol. Biol. Evol. 2002, 19:501).

Vacxin cim

Céc vacxin cim hién nay dang dugc ciac co quan y t€ nha nude cho phép sl
dung & M§ va chau Au 1a cdc vacxin cim bat hoat ciing nhu vacxin virut cim séng
duoc 1am giam doc luc FLUMIST & M§. Cac virut thuoc cac chung virut cim A va B

quan trong vé mat dich t& hoc duoc nudi cdy trong tring ga c6é phoi, réi sau do, hat
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virut dugc tinh ch€ va dugc lam bat hoat bing cdc bién phap héa hoc dé thu duoc
nguyén liéu goc cho vacxin. Hing nam, t6 chitc y t€ th€ gi6i (WHO) s& lua chon cdc

phan nhém ma c6 kha ning s& hoanh hanh trong nam d6 dé phat trién vacxin.

Mic du c4c vacxin cim da duoc sit dung ké tir nhitng nam d4u ca thap nién
1940 dé ching ngira cho ngudi va tir nhitng nim cu6i thap nién 1960 dé ching ngira
cho ngua, nhung viéc ton tai cac ngudn dong vat da dang, két hop v6i moi de doa xuét
hién virut cim méi cé kha nang gay ra dai dich, da thoi thic viéc nghién cu tim ra céc
liéu phap méi dé phong chong virut. Trong vai nim trd lai day, da c6 mot s6 tién bo
quan trong trong linh vuc nghién citu bénh cim (tham khao, Cox va Subbarao, Lancet
1999, 354:1277-82). Vi du, vacxin cim tam lién, s6ng, duoc lam giam doc luc, dugc
dung qua dudong mii (live, attenuated, intranasally administered trivalent influenza
vaccine) dugc st dung thir nghiém da thé hién c6 hiéu qua cao trong viéc bdo vé tré em
khoi bi 1ay nhiém cim A H3N2 va ciim B. Cac bién phap khdc nham cai thién hiéu qua
clia vacxin ciim bat hoat hién tai bao gom viéc tao ra cac virut cim dugc bién ddi gen
va thich nghi lanh bao gom cédc dot bién lam giam doc luc dac thu (tham khao, Palese
et al,, J. Infect. Dis., 1997, 176 Suppl 1:545-9). Hy vong rang, cac virut dugc bién déi
gen ndy, trong d6 cdc gen ghi ma HA va NA cua céc ching virut dang lan truyén dugc
ghép vao theo k¥ thuat tai sip xép cdu tric, c6 thé dugc sit dung 1am cac vacxin virut
cdm song an toan dé kich thich d4p tng mién dich lau dai trong co thé ngudi. Mic du
vacxin dugc thich nghi lanh c6 vé hiéu qua déi v6i tré em va thanh nién, nhung c6 thé
ching lai qui yé&u dé kich thich dap tng mién dich 1y tuéng & nhiing ngudi 16n tudi 1a
nhém tudi chi y&u ma ¢ tir 20.000 dén 40.000 ngudi chét hing nam & My do bi nhiém

7

cum.

Céc vacxin dugc luu hanh s€ cung cdp phuong tién hitu hiéu nhét chong lai dai
dich cim. Sau su bung phat dich cim H5N1 nam 1997 & Hong Cong, cac vacxin duogc
san xudt bang hai phuong phip khic nhau da duoc dem thlt nghiém & ngudi. Thong
thuong, Vacxin phan nhém HS5 dugc san xuit tir chung virut A/duck/Singapore/3/97
sinh mién dich & nguoi kém, ngay ca doi véi cdc ching c¢6 quan hé gan xét vé tinh
khdng nguyén va ngay ca sau khi chling ngira nhiéu miii (multiple vaccination)
(Nicholson et al., Lancet 2001, 357:1937; Stephenson et al., Journal of Infectious
Disease 2005, 191:1210). Viéc sit dung chét bd trg MF59 lam tang hiéu gi4d khang thé
ctia vacxin H5 nay (Stephenson et al., Vaccine 2003, 21:1687). Viéc chling ngira bang
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vacxin bdt hoat “gém nhiéu thanh phan” (split) di tir virut khong giy bénh
A/duck/HK/836/80 (H3N1) va ngung két t6 hong cau HS cia virut A/HK/156/97
(H5N1) da thu duge c4c hiéu gid khdng thé trung hoa (titers of neutralizing antibodies)
& mitc ddng ké (Takada et al., Journal of Virology 1999, 73:8303). Do d6, mac du cac
vacxin H5N1 ndy da dugc dung nap t6t, nhung chiing c¢6 vé 1a sinh mién dich kém.
Hién nay, tinh trang thi€u céc vacxin c6 hiéu qua d6i véi cac ching virut H5SN1 lam

ting mai de doa bung nd cdc dai dich cim do cdc chling virut nay gay ra.
Kha nang sinh mién dich ctia vacxin cim

Cac phuong phdp hiéu gid khang thé (antibody titer) trong huyét thanh 1a céc

' phuong phép thay thé€ duoc chap nhan dé do mitc do bdo vé ctia hé mién dich sau khi
dugc chiing ngira hoic sau khi bi nhiém virut.Cdc phuong phdp hiéu gid khéng thé

trong huyét thanh dugc sit dung chu yéu la cac phuong phap phan tich hiéu gid trung

hoa virut va phan tich hiéu gia tc ché ngung két t6 hong cau (hemagglutinin inhibition

— HI).C4c phuong phép phan tichnay dua trén kha ning clia cdc khdng thé khdng virut

cim c6 trong huyét thanh trong viéc phan ting chéo véi cic khiang nguyén trong céc

diéu kién in vitro. Cic phan tich dugc chon déi véi mot trudng hop cu thé dua trén

khong chi kha ning cho két qua nhat quén va kha dung ma con dya trén tinh dé st

dung cling nhu cdc doi hoi vé thiét bi, co sG vat chét cho timg loai thir nghiém.

Tém lai, phan tich trung hoa virut (virus neutralization assay) kiém tra, danh
gi4 kha ning cia céc khang thé tir miu huyét thanh trong viéc phong bé su lay nhiém
virut cim & céc t&€ bao dugc nudi cdy.Phan tich dugc tién hanh bing cach chudn bi céc
dung dich pha lodng hang loat tir miu huyét thanh (cdc hiéu gid) roi bd sung vao cac
dung dich pha loang nay mot luong chudn virut 1ay nhiém. Sau d6, ting hén hop sau
khi bd sung virut ndy duoc dua vao moi trudng nuoi cdy t€ bao, sau d6 dinh gia ti 1&
lay nhiém bénh. Phan tich hiéu gid trung hoa virut dugc xem la phan tichhitu dung va
c6 do tin cay trong viéc d4nh gia mitc khang thé bdo vé mién dich c6 trong ting trudng
hop. Tuy nhién, phuong phap phan tich nay con phu thudc vao cic thiét bi, phuong tién
nuodi cdy t€ bao va do d6 khong thong dung. Phuong phdp nay cling ton thoi gian va

cong stic, do d6 né khong thich hop véi viéc phan tich sang loc s6 lugng mau 16n.

Tuong tu nhu vay, phan tich &c ché ngung két t6 héng cdu (HI) kiém tra, ddnh

- gia kha ning cla c4c khang thé tir miu huyét thanh trong viéc lién két v6i virut doi
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ching dugc chudn héa. Co s& clia phan tich ndy dua trén thuc t€ 1a cdc virut cdm sé
lién két véi va ngung két cdc hong cau. Trong phan tich HI, cidc dung dich pha loang
lién tiép tir miu huyét thanh dugc tron véi virut d6i chitng theo cc lugng chudn va sau
khi G trong khoang thdi gian dinh truéc, duge bd sung vao mau hong cau. Sau do, viéc
két hop gifta c4c virut doi chiing va hong cau tao thanh cic phic c6 thé quan sit thay
bing mét thudng. Dung dich pha lodang nhét cia miu huyét thanh ma tc ché dugce
ngung két t6 hong cau sé duoc ghi nhan lam hiéu gid c ché ngung két t6 hong cau.
Mic du khong c6 do nhay cao trong viéc ddnh gid kha nang sinh mién dich clia vacxin
nhu cac phuong phap phan tich khac, nhung phan tich HI lai dugc ing dung mot cich
rong rai do cong nghé va cic yéu ciu vé phong thi nghiém tuong d6i don gian cua

phuong phdp phan tich nay.

V6i cdc han ché da dugc thao luan trén day vé cac k§ thuat hién c6 dé phat
trién va d4nh gid vacxin cim, c4n phai ¢ cdc céi tién v€ k¥ thuat danh gid kha nang
sinh mién dich dé kiém tra d4p ing mién dich sau khi nhiém virut ciing nhu ddnh gia

hiéu qua clia vacxin.
Ban chat ky thuat cta sang ché

Sang ché€ dé xuit cdc thay thé axit amin trong phan tir ngung két t6 hong cau
(HA: hemagglutinin) ctia virut cim A dé c6 thé 1am thay ddi tinh khang nguyén va kha
nang sinh mién dich cia HA. C4c thay th€ nay c6 thé 1a thay ddi cdc vi tri khang
nguyén bang cich thay déi tinh dic hiéu lién két thu thé va/hoic lién két khdng thé-
khing nguyén. Theo mot phuong 4n cua sang ché, tinh khdng nguyén dugc lam tang
lén do su thay th& néu trén c6 thé 1a hitu dung trong viéc lam ting do nhay cta phan
tich ngung két t6 hong cau (HI) trén méu huyét thanh dugce 14y tix dong vat bi nhiém
virut cdm. Thong tin nay c6 vai trd quan trong d6i v6i viéc san xudt virut doi chiing
chdn dodn va cdc vacxin méi cho bénh cim. Tét hon 13, su thay thé axit amin nay dan
ti tao ra c4c phan tir ¢6 cdc dic tinh sinh mién dich dic trung boi su thay thé bang axit

amin asparagin & vi tri 223 clia phan tit HA thudc phan nhém H5 (H5 HA).

Do dé, theo cic khia canh cu thé, sang ch& dé cap dén phan tlr ngung két t6
héng cau (HA) cua virut cim duge thay thé€ mot hodc nhiéu axit amin & vi tri lién két
thu thé 13m cho phan tir HA nay c6 tinh khang nguyén cao hon d6i vé6i cdc khang thé

dic hiéu vé6i phan tir HA khong c6 su thay thé axit amin & vi tri lién két thu thé do6.
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Phan tit HA cla virut cim dugc 1am ting tinh khdng nguyén c6 thé bao gém axit amin
asparagin G Vi tri tuong Ung véi vi tri 223 & phan tir HA thudc phan nhém HS, trong dé
viéc gin asparagin nay vao dan t6i viéc 1am ting kha ning phén tng véi khdng huyét
thanh ctia dong vat bi phoi nhiém virut cim c6 phan tit HA kiéu hoang. Phan tt HA
clia virut cim dugc 1am ting tinh khang nguyén c6 thé bao gdm axit amin asparagin &
vi tri tuong Ung v6i vi tri 223 & phan tit HA thuoc phan nhém HS5, trong d6 phan tirt HA
khong c6 nguodn goc tir chiing virut cdim H5 & ngudi dugce phan 1ap A/HK/213/03, viéc
gan asparagin vao & vi tri 223 dan t6i viéc lam tang kha nang phan Gng véi khing huyét
thanh clia dong vat bi phoi nhiém virut cdm. Theo mot s6 phuong 4n cla sdng ché, su
thay thé axit amin nay 1am thay ddi vi tri glycosyl héa. Theo mot s6 phuong dn cla
sang ché, virut ctim 14 virut cim A & ngudi. Vi du, virut cim A & ngudi ¢6 thé 1a mot
ching virut thuoc phan nhém HS5. Virut cim A & ngudi c6 thé 1a ching virut
A/Vietnam/1203/04 (H5N1). Theo moét s6 khia canh cla sang ché, virut cim nay la
virut cdm B. Sdng ché€ d€ cap dén cédc phan tit HA cua virut cdm dugc 1am tang tinh

khdng nguyén c6 ngudn gdc tix virut cdm & loai chim.

Theo céc khia canh khéc, sdng ché dé xuit virut ciim téi t6 hop chida phan ti
ngung két t6 hong cdu (HA) clia virut ciim duoc thay th€ mot hodc nhiéu axit amin & vi
tri lién két thu thé, su thay thé nay 1am cho phan tit HA ¢ tinh khang nguyén cao hon
d6i v6i cac khang thé dic hiéu véi phan tit HA khong c6 su thay th€ axit amin nay & vi
tri lién két thu thé ctia né. Virut tai t6 hop nay c6 thé bao gom phan tir HA da dugc cai
bién dugc tao ra tir virut cdm H5NI1 trén co s& bo gen cia mot virut cim A khac. Virut
ctim A nay c6 thé la chiing virut chlt dao. Virut tdi t6 hop nay c6 thé dugc sit dung 1am
virut d6i chiing chin dodn trong phan tich tc ché ngung két t6 hong cdu (HI). Virut
~ clm téi t6 hop nay c6 thé dugc bao gém trong bo kit phan tich &c ché ngung két t8
hong cau (HI).

Theo mot khia canh khic nita, sing ché& dé cap dén cdc hé k¥ thuat di truyén
nguoc dé san xuat virut chita phan tir ngung két t6 hong cdu (HA) cta virut cdm dugc
thay thé axit amin & vi tri lién két thu thé, su thay thé nay lam cho phan tit HA c6 tinh
khing nguyén cao hon déi véi cdc khang thé dic hiéu véi phan ti HA khong c6 su thay

thé axit amin & vi tri lién két thu thé nay.
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Theo mot khia canh khac nita, sing ché dé cap dén cac phuong phép san xuat
virut chita phan tlt ngung két t6 hong cdu (HA) cla virut cim duge thay th€ mot hoac
nhiéu axit amin & vi trf lién két thu thé, su thay th€ ndy 1am cho phan tit HA ¢4 tinh
khang nguyén cao hon déi véi cac khang thé dac hiéu véi phan tit HA khong c6 su thay
thé axit amin & vi trf lién két thu thé nay. Theo mot s6 phuong 4n, sdng ché dé xuat
phuong phdp bao gdm budc dua vat truyén tai t6 hop vao hé k¥ thuat di truyén nguoc,
trong d6 vat truyén tai t6 hop nay biéu hién phan tit HA dugc lam tang tinh khang

nguyén.

Theo c4c khia canh lién quan, séng ché con dé xuat phuong phip xac dinh hiéu
qua clia vacxin virut cim & dong vat. Theo mot s6 khia canh, phuong phép theo sdng
ch& bao gém budc cho khing huyét thanh duoc 14y tir dong vat da dugc chiung nglra
phan ting véi phan tir ngung két t6 hong cu (HA) cta virut cim (cé mat trong vacxin
virut ciim) dugc thay thé mot hodc nhiéu axit amin & vi tri lién két thu thé, sy thay thé
nay 1am cho phan tit HA c6 tinh kh4ng nguyén cao hon d6i véi cac khang thé dac hiéu
v6i phan tir HA khong c6 su thay thé axit amin & vi trf lién két thu thé nay. Theo mot
s6 phuong 4n clia sdng ché, phan tt HA dugc 1am ting tinh khidng nguyén cé ngudn
gdc tir virut phan nhém HS5N1 & ngudi dugc phan lap A/HK/213/03 va viéc gén
asparagin vao vi tri tuong tng véi vi tri 223 & phan tir HA cta virut HSN1 dan téi viéc
1am tang kha ning phan tng vdi khang huyét thanh dugc 18y tir dong vat da dugc chiung
ngira. Theo mot s6 phuong 4n cla séng ché, dong vat dugc dé cap 1a con ngudi. Theo

mot s6 phuong 4n khéc clia sdng ché, dong vat dugc dé cap 1a chon suong.

C4c khia canh khéc nita ctia sdng ché dé xudt cdc phuong phap san xudt virut
ciim bao gdém phan tir ngung két t6 hong cdu (HA), trong d6 phuong phép nay bao gom
buéc nuoi cdy hé k¥ thuat di truyén ngugc trong d6 ADN ghi ma phan tir HA s€ ghi ma
su thay thé mot hoac nhiéu axit amin & vi trf lién két thu thé, sy thay thé nay lam cho
phan tir HA c6 tinh khang nguyén cao hon déi véi cac khang thé dac hiéu véi phan tir
HA khong c6 su thay thé axit amin & vi tri lién két thu thé nay, su thay th€ nay dugc

thuc hién bang quy trinh k¥ thuat di truyén nguoc.

Séng ché cling dé xuat cdc phuong phép lam ting do nhay ctia phan tich tc ché
ngung két t6 hong cdu (HI), cdc phuong phép nay bao gom viéc cho khang huyét thanh
duoc 14y tir dong vat bi nhiém virut cim hoac dugce chlng ngira phan tng véi phan tit

ngung két t6 hong cau (HA) cla virut cim dugc thay th€ mot hoac nhi€u axit amin & vi
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tri lién két thu thé, su thay thé nay 1am cho phan tit HA c¢6 tinh khdng nguyén cao hon
déi véi cdc khang thé dic hiéu véi phan tir HA khong c6 su thay th€ axit amin & vi tri
lien két thu thé nay. Theo mot s6 phuong 4n cla sédng ché€, phuong phép lam ting do
nhay cla phan tich HI thu dugc két qua 1a do nhay cta phan tich dc ché€ ngung két t6
hong cdu (HI) tang 1én it nhat 2 1an. Theo mot s6 phuong 4an cla sang ché, phuong
phap 1am tang d6 nhay ctia phan tich HI thu dugc két qua do nhay ctia phan tich tc ché
ngung két t6 hong cau (HI) tang 1én it nhat 4 1an.

Mot khia canh khdc clia sdng ché& dé xuit cac phuong phap dugc st dung dé
x4c dinh xem liéu mot c4 thé dong vat da bi phoi nhiém virut cdm hay chua. Theo mot
s6 phuong 4n cia sdng ché, phuong phdp nay bao gom budc cho khdng huyét thanh
duoc 14y tir dong vat phan ¢ng vdi virut doi ching chuidn doan dugc tao ra tix virut cim
dang nghi ngd nhung chi¢a phan ti ngung két t6 hong cau (HA) cua virut cim duge
thay thé axit amin & vi tri lién két thu thé, su thay thé nay 1am cho phan tit HA c6 tinh
khang nguyén cao hon déi véi céc khang thé dic hiéu véi phan tir HA khong c6 su thay
thé axit amin & vi tri lién két thu thé, diéu nay dén t6i 1am ting kha ning phéan tng véi
khéng huyét thanh. Theo mot s6 phuong 4n cla sdng ché, dong vat duge dé cap 1a con

ngudi. Theo cdc phuong 4n khéc cia sang ché&, dong vat dugc dé cap 1a chon suong.

Theo cic khia canh khdc, sdng ch&€ d€ xuit cdc phuong phdp x4c dinh xem liéu
mot ca thé dong vat da bi phoi nhiém virut cim hay chua. Theo mot s6 phuong dn clia
sang ché, phuong phdp nay bao gom budc cho khang huyét thanh dugc 1dy tir dong vat
phan dng véi virut d6i ching chdn dodn dugc tao ra tir virut ctim dang nghi ngd nhung
chita phan tor HA cla virut cdm duoc cai bién bao gom axit amin asparagin & vi tri
tuong Ung v6i vi tri 223 & phan tit HA thudc phan nhém H5, trong d6 su gin asparagin
vao dan t6i viéc 1am tang kha nang phan ting clia phan tit HA v6i khang huyét thanh
duoc 14y tir dong vat bi phoi nhiém virut cim cé phan tit HA kiéu hoang. Theo mot s6
phuong 4n cla sdng ché&, phuong phdp xdc dinh xem liéu mot c4 thé dong vat da bi
phoi nhiém virut cim hay chua bao gém viéc cho khdng huyét thanh dugc 14y tir dong
vat phan ¢ng véi virut doi ching chin dodn c6 ngudn goc tir virut cim dang nghi ngd
nhung bao goém phan tir HA cta virut cim duogc cai bién bao gém axit amin & vi tri
tuong Gng vé6i vi tri 223 & phan tit HA thudc phan nhém HS, trong d6 phan tt HA
khong c6 ngudn gdc tir virut ciim H5 duoc phan lap & ngudi A/HK/213/03 va viéc gan

asparagin vao vi tri 223 din t6i viéc 1am ting kha ning phan ng véi khang huyét
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thanh dugc 18y tir dong vat bi phoi nhiém virut cdm. Theo mot s6 phuong 4n ciia sdng
ch&, dong vat duge dé cap dén 1a con ngudi. Theo cdc phuong 4n khidc cla sing ché, -

dong vat dugc dé cap dén 1a chdn suong.

Sdng ché cling dé cap dén cic virut vacxin ciim bao gom phan tir ngung két t6
hong cdu (HA) dugc thay thé axit amin & vi trf lién két thu thé, su thay thé nay 1am cho
phan tir HA c6 tinh khdng nguyén cao hon d6i v6i cdc khdng thé dic hiéu véi phan tir
HA khong c6 su thay thé€ axit amin & vi trf lién két thu thé nay va trong d6, su cai bién

nay dan téi viéc 1am tang kha nang sinh mién dich ctia virut vacxin néu trén.

Theo mot khia canh, sdng ché€ dé xut cdc axit nucleic dugc phan 1ap ma héa
phén tr ngung két t6 hong cau (HA) clia virut cdm duoc thay thé axit amin & vi tri lién
két thu thé, su thay thé nay 1am cho phan tlt HA c6 tinh khdng nguyén cao hon daéi véi
cac khang thé dic hiéu vé6i phan tir HA khong c6 su thay‘ thé€ axit amin & vi tri lién két
thu thé nay. Theo mot s6 phuong 4n clia sdng ché, phan tir HA cta virut ciim dugc ghi
ma bdi axit nucleic duge phan 1ap bao gom axit amin asparagin & vi tri tuong Gng véi
vi tri 223 & phan tit HA thuoc phan nhém HS5, trong d6 phan tit HA khong cé ngudn
goc tir virut cdm HS dugce phan 1ap A/HK/213/03 va viéc c6 asparagin & vi tri 223 dan
t6i viéc lam tang kha nang phan ting ctia phan tot HA vé6i khang huyét thanh dugc 18y ti

dong vat bi phoi nhiém virut cdm.

Sédng ché ciing dé xuat cac phuong phdp san xuét cdc axit nucleic ghi ma phan
tlr ngung két t6 hong cdu (HA) cla virut cdm dugc thay th€ axit amin & vi tri lién két
thu thé, su thay thé nay 1am cho phan tir HA c6 tinh khéng nguyén éao hon déi véi cac
khang thé dic hiéu vé6i phan tir HA khong c6 su thay thé axit amin & vi trf lién két thu
thé nay. Theo mot s6 phuong 4n clia sdng ché€, phuwong phép nay bao gom buéc dua
trinh tu nucleotit vao axit nucleic ghi ma phan tit HA chua dugc thay thé€ axit amin & vi
tri lién két thu thé, diéu nay dén t6i viéc thay thé axit amin trong trinh tu ctia phan ti
HA 1am cho phan tir HA c6 tinh khdng nguyén cao hon déi véi c4c khang thé dic hiéu

v6i phan tir HA khong c6 su thay thé axit amin & vi trf lién két thu thé nay.

Sdng ché ciing dé xuit quy trinh san xu4t thudc diéu tri 1ay nhiém virut cdm,
trong d6 c6 st dung phan tit HA cua virut cim. Ngoai ra, sang ch& con dé xuit quy
trinh san xudt thudc diéu tri lay nhiém virut cim bang cdch st dung virut cim téi t6

hgp bao gom phan tir HA ctia virut cdm.
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Sang ché€ dugc mo ta chi ti€t hon trong phan Mo ta chi ti€t sdng ché va Cac vi

du thuc hién sang ch&€ dudi day.
M0 ta van tat cac hinh vé

FIG. 1 1a d6 thi thé hién cdc hiéu gi4 khang thé khiang HI & chén suong dugc -
cho nhiém cdc virut cim H5N1 dugce phan 1ap trong cdc nam 2003 va 2004 (A); Cic
hiéu gid khang HI va hiéu gi4 trung hoa virut & chon suong dugc tao mién dich bing
cac virut AHSN1/03 va AH5N1/04 (B). Trén FIG. IA, huyét thanh dugc thu vao ngay
thit 28 ké tir ngay bat ddu cho nhiém virut H5N1 véi luong bing10°® EIDs, (EIDs, =
50% Egg Infective Dose = liéu gay nhiém 50% tring) va dugc hiéu gia theo 4 don vi
ngung k&t hong cau (HAU) clia virut cing dang. S6 liéu 1a cac tri s6 tiéu biéu thu dugc
tir 2 hodc 4 khdng huyét thanh. Trén FIG. IB, cdc huyét thanh dugc thu tr chén suong
dugc ching ngira 2 14n bang 7pugHA cta cic virut AH5N1/03 va AH5N1/04 va duoc
hiéu gid 1an luot theo 4 HAU va 100 TCIDs, (50% Tissue Culture Infective Dose = liéu

gay nhiém 50% mo nuoi cdy) cta virut cling dang.

FIG. 2 1a d6 thi thé hién c4c hiéu gi4 virut & dich mii ctia cdc con chén suong
duoc ching ngita va chon suong doi chiéng sau khi duge phoi nhiém virut
A/Vietnam/1203/04 (H5N1). Cic con chon suong duoc ching ngira bang céc virut tai-
t6 hop AH5N1/04 hoac AH5/04 dugc cho gay nhiém qua dudong mii bing virut
A/Vietnam/1203/04 vé6i luong bang 10° EIDs,. Céc hiéu gia tinh to4n dugc 1a céc tri s6
trung binh (log;, EIDsy/0,1ml) + SD (standard deviation = do léch chudn) dugc xdc

dinh & dich mii clia 3 con chén suong.

Can luu ¥ rang, su khdc nhau vé tri s6 ctia hiéu gid gifta cdc nhém dugc ching
nglra vacxin va nhém doi ching 1a ding ké véi tri s6 P ndm trong khoang tir 0,0028

dén 0,0173 theo cdc két qua phan tich v€ tri s6 clia hiéu gia riéng r1&.

FIG. 3 1a mo hinh phan t& vé polypeptit HA thudc phan nhém H5 cho thdy vi
tri axit amin & céc vi tri 154 va 223 trong cau tric khong gian 3 chi€u ciia phan tt HA
cia chling virut ciim A/duck/Singapore/3/97 (H5N3). FIG. 3A thé hién vi trf lién két
thu thé bao gém cdc axit amin ndy trong cau tric khong gian 3 chiéu.Trén FIG. 3B,
vong tron biéu thi giao dién gita monome dugc thé hién trén hinh vé& ndy va hai

monome khéc (khong duoc thé hién) trong phan tir i phuong HA. Axit amin & vi tri
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223 khu tri & vong 220 clia ving lién két thu thé (receptor binding domain) nim gitta

glutamin thuong c6 mat & vi tri 222 va glyxin thuong cé mat & vi tri 224.
Mo ta chi tiét sang ché

S4dng ché dé xuft c4c thay déi vé trinh tu axit amin clia phan tit ngung két t6
héng cdu (HA) cia virut cim, cdc thay d6i nay 1am cho phéan tot HA c¢6 tinh khéng
nguyén cao hon d6i vé6i cic khang thé dic hiéu vé6i phan tit HA khong c6 cac thay d6i
nay. Céc thay ddi vé€ trinh tu ndy bao gbm cac thay thé va loai bd. Phan tit HA thu dugc

“duoc goi 1a “phan tit HA duoc 1am tang tinh khang nguyén”.

Phan tir HA dugc 13m ting tinh khdng nguyén hitu dung trong viéc kiém tra
hiéu qua clia vacxin, do su thay déi trong trinh tu clia n6é 1am tang do nhay cla cac
kiém nghiém chuén dodn vé khéng thé khdng virut cim trong huyét thanh. Theo mot
phuong 4n cu thé cla sang ché, virut cdm 12 virut cim A. Theo mét phuong 4n khac
clia sdng ché, virut cim c6 thé 1a virut cim B, va theo mot phuong 4n khéc nita clia
sang ché, virut cim c6 thé 1a virut cim C. Theo mot phuong dn cla séng ché, trong d6
virut ciim 1a virut cim A, virut nay c6 thé 1a virut cdim A phan nhém HS5. Theo mot
phuong 4n cu thé hon nita clia sdng ch€, phan tit HA thuoc phan nhém H5 duge cai
bién d€ bao gdm axit amin asparagin & vi tri 223 (N,,), dan t6i viéc 1am tiang kha ning
phan tng cha phan tr HA véi cic khang huyé’t thanh duoc 14y tir dong vat bi phoi
nhiém virut ciim phan nhém H5. Theo mot phuong 4n cu thé chia sang ché, phan tit HA
theo sdng ché€ khong phai 1a phan tir HA cta ching virut A/HK/213/03, phan tit HA
clia ching virut phan nhém HS5 nay xut hién trong tu nhién va c6 asparagin & vi tri
223. Virut cim c6 thé 1a virut cim A & ngudi thudc phan nhém H5 bao gédm chling
virut A/Vietnam/1203/04 (H5N1).

Su thay d6i axit amin 1am phan tir HA c6 tinh khdng nguyén cao hon c6 thé
duoc thuc hién & ving lién két thu thé cia HA, vi du, nhu dugc mo ta & FIG. 3A, cu
thé 14 & vong 220 thudc ving lién két thu thé. Thay ddi nay c6 thé 1am gidm kha nang
lién két cia HA véi cic thu thé axit sialic ndm trén céc t& bao hong cdu, do d6 1am ting
kha ning clia cdc khdng thé khang HA trong viéc tic ché su ngung két hong cdu, dan
t6i viéc ting cudng hiéu qua cla hoat tinh lién két clia thu thé & phén tich c ch€ ngung
két hong cau. Theo cach khéc, su thay ddi axit amin 1am cho phan tit HA c6 tinh khéng

nguyén cao hon cé thé dugc tién hanh dé€ thay déi hodc dé x6a vi tri glycosyl héa trén
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phan tir protein HA, cu thé 1a vi tri glycosyl héa ma che céc epitop trén phan tit HA
trong dé céc epitop ndy dugc cdc khdng thé dic hiéu v6i HA nhan dang. Theo mot
phuong 4n clia sdng ché, su thay ddi axit amin c6 thé dugc thuc hién d6i véi goc axit
amin tuong Ung véi goc 223 cta phan tit HA thuoc phan nhém HS5. Theo tét ca cic
phuong 4n cla sdng ché, cdc bién d6i axit amin 1am cho phan tit HA ¢6 tinh khéng
nguyén cao hon c6 thé dugc dé dang xdc dinh bing cdc phan tich mién dich bang cich
stt dung c4c khang thé dac hiéu v6i virut phan nhém HA cu thé. Su bién d6i axit amin
1am cho phan tir HA ¢6 tinh khang nguyén cao hon s€ dan t6i hoat tinh lién két véi HA
clia cdc khing thé c6 hiéu gid cao hon rd rang so véi hoat tinh lién két v6i phan tk HA
ma v6i phan tit HA nay céc khang thé dugc kich thich. Céac phan tich ndy bao gém cic
phan tich tc ché ngung két t6 hong cau (HI).

Theo mot phuong 4n cu thé clia sang ché, su thay thé goc serin (c6 thé 1a goc
duoc glycosyl héa) bing asparagin (c6 thé hodc khong duge glycosyl héa hodc duoc
glycosyl héa theo cdch khac) duoc thuc hién trén phan tir HA thudc phan nhém H5 dan
t6i viéc 1am tang tinh khdng nguyén cia HA. Tuy nhién, cdc thay thé€ khdc cling c6 thé
dan t6i viéc lam tang tinh khéng nguyén mot cdch rd rang. Céc thay thé nay c6 thé 1a,
nhung khong nhat thiét phai 13, kiéu thay thé€ bao toan, vi du, thay serin bang threonin
hoic thay asparagin bing glutamin. Chiing c6 thé giit dugc tinh phan cuc tuong d6i, vi
du, khi thay serin bing asparagin, thay axit aspartic bing lysin, cdc thay th€ nay bao
toan duoc tinh phan cuc nhung khong duy tri dugc cling mot thay ddi. Cling c6 thé thay
thé€ bang cac géc nhu glyxin va alanin, cidc goc nay loai bd mach bén ma khong c6 anh
huéng nhiéu 1én ciu tric. Cudi cung, cling c¢6 thé thuc hién céc thay d6i hoan toan
khong mang tinh bdo toan. Hon nita, cidc phan tich mién dich don gian s€ xdc dinh

duoc liéu mot thay d6i cu thé c6 din tdi viéc 1am ting tinh khiang nguyén hay khong.

Mot s6 virut HSN1 & loai chim duoc phan 14p & Trung My va Nam M¥ c6 axit
amin co ban arginin G vi tri 223. Axit amin trung tinh asparagin & vi tri 223 dugc tim
thay & phan tir HA ctia chiing virut & nguoi duge phan 1ap A/HK/213/03. Gdc axit amin
nay khu tri & vong 220 clia vang lién két thu thé ndm gitta glutamin thudng c6 mat & vi
tri 222 va glyxin thudng c¢6 mat & vi tri 224 (FIG. 3). Bang ching thuc nghiém dé xuat
12 cdc hiéu gia HI cao hon phén 4nh su thay déi vé tinh dic hiéu véi thu thé. Thuc ra,
glutamih thudng cé mat & vi tri 222 va glyxin thuong c6 mat & vi tri 224 lién két truc

ti€p v6i thu thé axit sialic.
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Céc axit amin & vong 220 hodc ti€p gidp v6i vong nay déng vai trd quan trong
d6i véi viée cdu dang clia ving lién két thu thé (Ha et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
2001, 98:11181). Mac du sing ché khong dua trén bat ct dién giai cu thé nao vé két
qua thu duoc, ciing c6 thé 1a su thay thé serin & vi tri 223 ctia phan tit HA thudc phan
nhém H5 bing asparagin dan t6i viéc thay ddi vé cau dang va tinh dic hiéu vé6i thu thé

ctia phan tit HA thudc phan nhém HS5.

Theo mot khia canh khac, phan tir HA dugc cai bién theo sang ch€ cé tinh
khang nguyén cao hon ciing c6 thé ¢6 kha niang sinh mién dich t6t hon. Cc phan tir
ndy c6 thé kich thich dap ng mién dich cong hiéu hon, dugc sit dung 1am thanh phén
clia vacxin cim, ma nhd dé vacxin cim c6 kha nang bao vé t6t hon d6i véi su lay

nhiém cum.

Céc virut ciim ¢6 ngudn goc tir cic loai chim 1a mdi quan tdm dac biét do6i véi
nganh y t& cong cong. Dic biét 13, cdc virut ndy dugc cho 1a ¢6 thé 1a nguyén nhan gay
ra cic bung phat dich cim & nguoi. Do d6, phan tft HA cuia phian nhém virut & loai
chim dugc 1am tang tinh khang nguyén va/hodc kha ning sinh mién dich s& dic biét
hitu dung trong cdc phan tich mién dich dugc ti€n hanh két hop véi viéc phét trién
vacxin méi. Phuong phap dugc néu vi du & day lién quan dén phan nhém virut H5 hitu
dung trong viéc lam tang hiéu gid HI (iic ché ngung két t6 hong ciu) d6i véi cidc phan
tlr HA ctlia cdc phan nhém virut cim khéc, va phuong phdp nay dic biét hitu dung dé
dédnh gid mic do mién dich d6i v6i cim & loai chim. Theo mot s6 phuong 4n cia sdng
ché, phan tir HA dugc thay thé€ axit amin & vi tri lién két thu thé c¢6 thé dugc tao ra tir

virut cim & loai chim, bao gom toan bo cdc phan nhém tir H1 dén H16.

Theo mot khia canh, sdng ch€ dé xuit viéc st dung virut cim tai t6 hop c6
phan tir HA duoc 1am tang tinh khdng nguyén lam virut d6i chiéng trong phan tich mién
dich, cu thé 1a phan tich HI, bao gébm bo kit dé tién hanh phan tich nay. Vi du, viéc
thay thé axit amin bang asparagin & vi tri 223 trong phan tir HA thudc phan nhém H5
lam tang su lién két véi cac thu thé axit sialic cta t€ bao hong cau (RBC) c6 lién két
2,6, vi du nhu cac phan tir HA cla virut cim ga, nhung lai 1am giam kha nang lién két
véi céc thu thé c6 lién kétalpha 2,3 véi axit N-glycosyl sialic, vi du nhu c4c phan ti
HA cta virut cim ngua. Do d6, theo mot khia canh, sdng ché dé xuat lién két yéu hon
trén cac t&€ bao hong cdu clia ngua duoc tao ra sé doi hoi lugng khang thé it hon dé tc-

ché su ngung két hong cdu. Khéi niém vé viec thuc hién cac thay the axit amin (& phan
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tir HA) 1am ting tinh khing nguyén ndy, nhu dugc do bing su lién két véi khéng thé,
c6 thé dugc 4p dung cho céc phan tit HA clia tit ca 16 phan nhém virut, bao géom cac

phan tit HA ctia cac virut cdm A & loai chim.

Sang ché€ dé xuit phuong phdp x4c dinh hiéu qua cla vacxin cim & dong vat.
Phuong phdp nay bao géom budc cho khang huyét thanh dugc 1dy tir dong vat duge
chling ngira phan tng véi virut cdm ma virut cim nay c¢6 phan tit ngung két t6 hong
cdu (HA) duogc 1am ting tinh khdng nguyén. Mot s& khia canh cta sdng ché dé xuit
phuong phap x4c dinh hiéu qua clia vacxin cim & dong vat, nhu duge mo ta & cic vi du
thuc hién sang ché&, bao géom budc cho khang huyét thanh dugc 14y tir dong vat dugc
chiing ngira phan tng véi phan tt HA thudc phan nhém H5 chia axit amin asparagin &
vi tri 223 (Ny,3), vi du, phan tf HA tir ching virut HSN1 & ngudi dugc phan lap
A/HK/213/03. Asparagin & vi tri 223 dén t6i viéc lam tang kha nang phan tng cia HA
véi khdng huyét thanh duoc 14y tir dong vat duoc phoi nhiém mot ching virut cim H5
khac. Dong vat da dugc chiing ngira c6 thé 1a dong vat bat k¥ trong s6 mot s6 loai dong

vat, bao gém chon suong va con ngudi.

Sang ché ciing dé cap dén phuong phédp lam tang do nhay cua phan tich HI
biang viéc sir dung virut doi ching cé phan tot HA dugce lam tang tinh khang nguyén.
Theo mot s6 phuong 4n cia séng ché, phan tt HA c6 nguén goc tir chung virut HSN1 &
ngudi duogc phan lap A/HK/213/03, su thay d6i vé axit amin & day 12 su c6 mat cla
asparagin & vi tri 223, dan t6i viéc 1am tang kha nang phan tng v6i khang huyét thanh
dugc 14y tir dong vat bi phoi nhiém virut cdm HS c¢6 gbc axit amin khdc & cling vi tri
d6, vi du nhu chiing virut A/Vietnam/1203/04. Kha nang phan tng c6 thé dugc tang lén
dén mitc do bat ky, bao gom viéc kha nang phan tng duoc tang 1én it nhat 2 1an hoac it
nhit 4 14n. Viéc kha ning phén tng duoc ting Ién 2 14n hodc 4 1dn c6 thé dic biét c6 §
nghia trong cdc trudng hop khi cdc diém két thiic hiéu gid ctia cic phuong phép hiéu

gid thong thudng nam dudi ngudng phat hién.

Theo mot phuong 4n cu thé clia sdng ché, trong d6, virut d6i ching chén doan
duoc sir dung 1a virut cdm tai t6 hop chita phan tir HA thuoc phan nhém HS5 dugc cai
bién ¢6 axit amin asparagin & vi tri 223, dan t6i viéc lam tang kha nang phan Gng véi
khéng huyét thanh duoc 14y tir dong vat bi phoi nhiém virut cim H5. Theo mot phuong
4n cu thé clia sdng ché, phan tir HA thuoc phan nhém HS5 clia virut cdm d6i ching

chudn dodn c6 ngudn goc tir ching virut H5SN1 & ngudi duoc phan 1lap A/HK/213/03.
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Theo mot phuong dn khac cla sdng ché, asparagin (hoac glutaman) dugc the vao vi tri
223 ciia phan tir HA tir chling virut ciim khdc. Hién nhién 13, phuong phdp tuong tu c6
thé duoc 4p dung cho phan tit HA bét ky tir chling virut cim bat k. Theo cdc phuong
4n khac nhau clia sdng ché, dong vat c6 thé 1a dong vat bat k¥ trong s6 mot s6 loai

dong vat, bao gébm choén suong va con ngudi.

Ngoai viéc duoc sit dung 1am virut d6i ching dé 1am tang do nhay trong cac
phan tich 1am sang d6i v6i vacxin sit dung cho ngudi, cac virut ndy con c6 thé dugc st
dung trong cac nghién cttu dich t& huyét thanh hoc. Cac s6 liéu cho biét c6 bao nhiéu
ngudi da bi nhiém cic virut H5SN1 dugc thuc hién bang cdc phuong phdp don gian va
nhanh nhuphan tich HI s& cung cap thong tin quan trong vé su lan truyén ctia cac virut
H5N1 & nguoi. S6 liéu nay c6 thé dugc sit dung dé€ danh gid kha nang céc virut H5SN1

lay truyén tlr ngudi sang nguoi hay gitta cdc loai chim va con nguoi.

Theo céc khia canh khéc, sdng ché dé xuét cdc phuong phap xdc dinh xem liéu
mot dong vat da bi phoi nhiém virut cim hay chua bang viéc cho khdng huyét thanh
ctia dong vat ndy phan tng vé6i virut d6i chiing chan dodn. Virut ddi ching chin dodn
duoc tao tir cing chlng virut cim véi chling virut phoi nhiém, nhung khic & ché 1a
virut d6i chiing chita phan tr HA dugc 1am tang tinh khing nguyén. Theo mot phuong
dn clia sang ché, virut doi chiing bao gébm phan tir HA c6 asparagin & vi tri tuong tGng
v6i vi tri 223 & phan tir HA thuoc phan nhém HS5, trong d6 viéc dua asparagin vao dan
t6i viéc 1am ting kha nang phan dng véi khang huyét thanh duogc 14y tir dong vat bi
phoi nhiém virut cim c6 phan tir HA kiéu hoang, din t6i kha nang phan tng véi cdc
khdng huyét thanh dugc tang 1én. Theo mot phuong 4n khic cla sing ché, virut doi
chiing bao gébm phan tir ngung két t6 hong ciu (HA) cua virut cim cé axit amin
asparagin & vi tri twong tng véi vi tri 223 & phéan tr HA thudc phan nhém H5 cua virut
cim phan nhém H3, va phan tir HA khong c6 nguén gdc tir chung virut phan nhém HS
& ngudi duge phéan 1ap A/HK/213/03 va viéc dua asparagin vao vi tri 223 dan téi viéc
lam ting kha ning phan ng v6i khéng huyét thanh dugc 14y tir dong vat bi phoi nhiém
virut. Theo mot phwong 4n cu thé clia sang ché, virut dang nghi ngd 12 mot ching virut
H5N1 va virut d6i ching 1a ching virut HSN1 & nguoi duge phan 1ap A/HK/213/03,
virut déi chiing nay c6 asparagin & vi tri axit amin 223, dan tGi viéc 1am tang kha nang

phan tng véi khang huyét thanh dac hiéu véi virut HSN1. Theo c4c khia canh khéc
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nhau clia sang ché, dong vat c6 thé 1a dong vat bat ky trong s6 mot s6 loai dong vat,

bao gébm chdn suong va nguoi.

Sdng ché ciing dé cap dén cdc vacxin cim bao gom phan tt HA dugc 1am tang
tinh khang nguyén. Theo mot phuong 4n cu thé clia sing ché, virut duge st dung dé
san xudt vacxin 1a mot chiung virut HSN1 & ngudi duoc phan 1ap. Theo mot phuong an
cu thé hon ctia sdng ché, phan tif HA dugc tao ra tir chling virut cim A/HK/213/03.
Theo mot phuong dn khéc nita ciia sang ché, phan tir HA thudc phan nhém HS duge cai

bién dé c6 asparagin & vi tri 223.

Viéc dua céc cai bién vao phan tit HA yéu ciu cdc ky thuat thao tic & cap do
ky thuat di truyén, nhu da biét trong linh vuc k§ thuit nay, va dugc mo ta chi ti€t hon
nhu duéi day. Sau khi san xuit duoc gen ghi ma phan tir HA, c6 thé st dung mot s
phuong phap khac nhau, vi du, cdc phuong phap “di truyén nguoc”, dé dua phan tir HA
duoc cai bién vao virut cim, theo d6 virut cim nay tr& thanh virut d6i ching phuc vu
cho viéc kiém nghiém hiéu qua chia vacxin, hodc virut d6i chiing chdn dodn dé kiém
soat dich cim, bao gém viéc l1ay truyén virut cim tir dong vat sang nguoi va tir nguoi

sang nguoi.

Theo mot s6 khia canh, sdng ch& dé xuat cdc virut cim tdi t6 hop bao gém
phan tlt ngung két t6 hong cdu (HA) clia virut cim c6 it nhat mot su thay déi vé trinh
ty axit amin 1Am cho phan tir HA c6 tinh khdng nguyén cao hon d6i vé6i cdc khang thé
dac hiéu véi phan tir HA khong c6 cdc thay déi nay. Su thay déi vé trinh tu axit amin
cé‘théq bao gém su thay thé hodc loai b6 mot hodc nhiéu axit amin. Phan tit HA duogc
céi bién nay c6 thé duoc tao ra tit virut cdm H5N1 vé6i nén di truyén cta virut cdm A.
Theo mot s6 phuong 4n ctiia sang ché, virut cim A 12 mot ching virut chi dao. Céc
virut t4i t6 hop bao gom phan tir HA dugc cai bién c6 tinh khéng nguyén cao hon déi
v6i cac khang thé dac hiéu véi phan tir HA khong c6 su thay ddi vé trinh tu axit amin
c6 thé dugc sir dung 1am virut d6i chiing chudn dodn trong phan tich c ché ngung két
6 hong cau (HI). Virut t4i t6 hop cling c6 thé duoc bao gom trong bo kit phan tich tc
ché& ngung két t6 hong cau (HI).

Theo cac khia canh khdc, sdng ché€ dé xuat cdc phuong phap san xudt virut bao
gém phan tir ngung két t6 hong cdu (HA). Vi du, theo mot khia canh, sdng ch& dé xuat

phuong phdp san xudt virut bao gébm phan tir ngung két t6 hong cau (HA) cua virut
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cim c6 it nhat mot su thay déi vé trinh tu axit amin 1am cho phan tit HA c6 tinh khéng
nguyén cao hon d6i véi cdc khang thé dic hiéu véi cac phan tir HA khong c6 cic thay
d8i nay. Phuong phap ndy ciling c6 thé bao gém budc dua vat truyén tai t6 hop biéu
hién phan tir HA duoc cai bién vao hé k¥ thuat di truyén ngugc. Phuong phdp san xuat
virut cim c6 phan tir ngung két t6 hong cdu (HA) c6 thé bao gébm bude nuoi cdy he ky
thuat di truyéh ngugc, trong d6 ADN ghi phan t&t HA s& ghi ma su thay th€ axit amin &
vi tri lién két thu thé, su thay thé€ nay lam cho phan tit HA c6 tinh khing nguyén cao
hon dai véi cic khang thé dic hiéu véi phan tit HA khong c6 su thay thé axit amin & vi
tri lién két thu thé nay, va su thay th€ nay duoc thuc hién bang quy trinh k§ thuat di

truyén nguoc.

Sdng ché cling dé cap dén cdc phuong phdp san xuit cic axit nucleic ghi ma
phan tir ngung két t6 hong cdu (HA). Phan tit HA c¢6 thé c6 it nhét mot sy thay d6i vé
trinh tu axit amin 1am cho phan tr HA c6 tinh khdng nguyén cao hon d6i véi cac khing
thé dac hiéu vé6i cdc phan tir HA khong c6 céc thay d6i ndy. Theo mot s6 phuong 4n
cua sdng ché, phuong phdp nay bao gom budc dua trinh tu nucleotit vao trong axit
nucleic ghi ma phan tit HA chua c6 su thay thé axit amin & vi trf lién két thu thé, diéu
nay dan tdi su thay thé axit amin & trinh tu ctia phan t& HA 1am cho phén tir HA c6 tinh
khidng nguyén cao hon déi véi céc khdng thé dac hiéu véi phan td HA khong c6 su thay

thé€ axit amin.
Céc dinh nghia

Thuat ngit “virut cim” nhu duoc st dung & day dugc dung dé chi mot loai
virut ma cdc chung gay bénh clia né gy ra can bénh da dugc biét 12 bénh cim (tén

ti€éng Anh 12 influenza hoac flu).

Thuat ngit “ching virut chi dao” dugc dung dé chi mot chiing virut dugc st
dung trong san xudt cic chiing virut duoc 1am gidm doc luc hodc sinh trudéng nhanh dé
san xudt vacxin. Thong thuong, cac ching virut chi dao déng gép sdu doan gen vao
virut vacxin (PBI, PB2, PA, NP, NA, M va NS). Chiing virut chi dao cling c6 thé dugc
stt dung 1am thanh phéan ctia vacxin, bao gom chung virut A/PR/8/34.

Thuat ngit "polypeptit" duoc dung dé chi mot polyme clia cdc axit amin va

khong duoc dung dé chi do dai nhat dinh cta san phadm; do d6, peptit, oligopeptit va

-19-



25388

protein dugc bao gém trong pham vi dinh nghia vé polypeptit nay. Thuat ngi nay ciing
khong dugc dung dé chi, hay dé loai triY, cc cai bi€n polypeptit sau dich ma, vi du nhu

glycosyl héa, axetyl héa, phosphoryl héa va cc cai bién tuong tu.

Nhu duoc st dung & day, thuat ngit “lay nhiém” dugc ding dé chi kha nang
mot virut sao chép trong t&€ bio va tao ra cic hat virut. Midc do lay nhiém c6 thé duoc
d4nh gid hoac bing viéc phat hién virut, tifc 13, lugng virut c6 trong co thé (viral load),

hoic bang viéc theo doi dién bién bénh & dong vat.

Céc thuat ngit “cd nhan” hay “d6i tuong” hay “dong vat”, nhu dugc sit dung &
day, duoc dung dé chi cdc dong vat c6 xuong song dé bi nhiém virut c6 dang ARN don
soi am tinh, dac biét 12 nhiém virut cdm, bao gdm, nhung khong chi gidi han &, cic
loai chim (vi du, chim nuéc va ga) va cac loai dong vat c¢6 vi, vi du, ché, meo, chd sdi,
choén, bd gam nhdm (thd, chuodt,..v.v), ngua, bo, clru, dé, cic loai lon, va dong vat linh
trudng bao gom con ngudi. Theo mot phuong 4n cu thé clia sdng ché, ddi tugng 12 chén
suong — loai dong vat dién hinh cho viéc nghién ciu bénh cim. Theo mot phuong én

khac, doi tugng la con nguoi.

Nhu duge st dung & day, thuat ngit “sinh mién dich” c¢6 nghia 1a virut hoac
polypeptit c6 kha nang kich thich ddp ting mién dich t€ bao hodc thé dich, vu tién 1a ca
hai. Thuc thé sinh mién dich ciing c6 tinh khdng nguyén. Ché phim sinh mién dich I
ché phdm kich thich dp tng mién dich t& bao hodc thé dich, hodc ca hai, khi dugc cdp

cho dong vat.

Mot phan tir ¢6 “tinh khdng nguyén” khi n6 c6 kha nang phan ung dac hiéu véi
mot phan tt nhan dang khang nguyén clia hé rniénvdich, vi du nhu globulin mién dich
(khéng thé) hodc thu thé khdng nguyén & t€ bao T. Mot polypeptit c6 tinh khdng
nguyén chifa epitop bao gom it nhat 5, va uu tién 1a it nhat 10 axit amin. Phan khang
nguyén clia mot polypeptit, ciing duoc goi & day 1a “epitop”, c6 thé 12 phén c6 tinh sinh
mién dich tréi (immunodominant) dic hiéu véi nhan dang cta khdng thé hodc thu thé
cha t&€ bao T, hoic né c6 thé 13 phin duoc sit dung dé tao ra khéng thé khang phan tir
nay bing viéc lién hop phin khidng nguyén véi polypeptit chat mang (carrier
polypeptidé) dé sinh ra su mién dich. Phan tlr ¢ tinh khéng nguyén thi ban than né
khong céan sinh mién dich, tic 13, c6 kha nang kich thich dép ing mién dich ma khong

c6 chat mang.
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Nhu duoc st dung & day, thuat ngit “su thay thé axit amin” dugc dung dé chi
su c6 mit clia mot axit amin & mot vi tri cu thé trong trinh ty axit amin ciia phan tir d6.
Su thay thé axit amin xdy ra doi v6i axit amin bat ky ma c6 thé chi€ém vi tri do.
Polypeptit thu dugc tir su thay d6i vé trinh tr axit amin c6 thé bao gém céc thay d6i vé
céc cai bién sau dich ma vi du nhu glycosyl héa, axetyl héa hodc cai bién v€ axit amin

bat ky khac, ciing nhu su thay th€ axit amin.

Nhu duge st dung & day, thuat ngit “hé k¥ thuat di truyén nguoc” dugc ding
dé chi cac phuong phép tao ra cdc hat virut, polypeptit, virion hodc cdc axit nucleic
- bang cdc k¥ thuat di truyén nguge. Céc phuong phdp nay bao gom, nhung khong chi
giGi han & “hé plasmit” nhu dugc mo ta béi Hoffmann (Hoffmann et al., Vaccine 2002,
20:3165; Don sang ché My ¢6 s6 cong b6 2002/0164770A1, 7 November 2002, dugc
bao gém toan bo vio day bang cich vién din). Nhin chung, cdc hé k¥ thuat di truyén
nguoc cho phép tao ra cac hat virut, polypeptit va/hoac axit nucleic cé céc trinh tu dac
trung bang cac k¥ thuat di truyén ngugc 1a da biét doi véi chuyén gia trong linh vuc k¥

thuat nay. Cic hé nay dugc mo ta chi ti€t hon nhu dudi day.

Nhu duoc st dung & day, thuat ngit “vi tri lién két thu thé” duoc dung dé chi
phan clia phan tit HA ma tai d6 thu thé dac hiéu, vi du nhu thu thé axit sialic trén t& bao
héng cdu sé lién két v6i. C4u tao clia phan tit HA thudc phan nhém HS5 cta ching virut
A/duck/Singapore, va vi tri lién két thu thé ctia phan tir ngung két t6 hong cau (HA)
thuoc phan nhém H5 1a da biét va da duoc boc 16 (Ha et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
2001 98:11181). M6 hinh phan tir ciia phan tit HA thuoc phan nhém HS5 nay, bao gom

cé vi trf lién két thu thé, duoc thé hién & FIG. 3.

Thuat ngit “virut doi ching chdn dodn” duoc dung dé chi virut dugc 1am tang
tinh khdng nguyén. Virut doi chitng chdn dodn nay c6 thé dugc sl dung trong phan tich

mién dich, vi du, phan tich Gc ch€ ngung két t6 hong cau.

Thuat ngit “vi rut phoi nhiém” duoc dung dé chi virut ma mot c4 thé dong vat
bi phoi nhiém virut nay. Su phoi nhiém nay c6 thé trong qud trinh hoat dong hang
ngay, vi du nhu tiép xidc véi d6i tuong bi nhiém, vi du, din t6i sy phoi nhiém cua ngudi
v6i virut cim lay nhiém. Su phoi nhiém ndy ciing c6 thé do mot muc dich 1am sang cu

thé, vi du trong phan tich trong phodng thi nghiém, trong d6, dong vat thi nghiém nhu
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chén suong dugc cho phoi nhiém virut c6 chi dich. R rang, su phoi nhiém ndy c6 thé

dugc tao ra thong qua su tao mién dich bang vacxin cim.

Thuat ngit “dugc dung” dugc st dung dé chi cc thuc thé phan tir va ché phdm
dé dung nap sinh 1y hoc va thong thuong khong gy ra su di ting hoac phin tng bat loi
tuong tu, vi du nhu, r6i loan da day, chéng mat va céc triéu ching tuong tu, khi duogc
dung cho con ngudi. Uu tién 13, nhu duge st dung & day, thuat ngit “dugc dung” c6
nghia 13 dugc chdp thuan bdi mot co quan phdp ché cua lién bang hoac chinh quyén
bang & My nhu duoc liét ké trong duoc dién M§ hodc cac duge dién duoc cong nhan
mot cich rong rai khdc dé dugc phép sir dung cho dong vat, va uu tién hon nita 1a cho

nguoi.

Thuat ngit “chat mang” duoc ding dé chi chit pha loang, chat b6 trg, td dugc,
hoac moi truong mang ma hop chit duge cip cung véi cic chit nay. Cic chit mang
duoc dung cé thé 1a cdc chat 16ng vo trung, nhu nuée va dau, bao géom cac chat tir diu
mo, dong vat, thuc vat hoic dugc téng hop, vi du nhu ddu lac, ddu dau nanh, diu
khodng, dau virng va céc chat twong tu. Uu tién 13, nuéc hodc dung dich nuGe, dung
dich nuéc mudi, dung dich dextroza va dung dich glyxerol dugc sit dung 1am chat
mang, cu thé 1a cho céc ché phdm dung dich tiém truyén. C4c chdt mang dugc dung
thich hop duoc mo ta trong tai liéu "Remington’s Pharmaceutical Sciences" by E. W.
Martin, 18" Edition.

Nhu dugc sit dung & day, thuat ngit “chat bé tro” duoc dung dé chi mot hop
chét hoic hén hop tang cudong dép ting mién dich déi véi khéng nguyén. Chét bé trg c6
thé hoat dong vé6i chitc nang nhu 14 mot kho mo giai phong tir tir khang nguyén va
dong thoi 1a chat kich hoat hé thong bach huyét gildp tang cuong, mot cach khong dac
hiéu, ddp ng mién dich (Hood, et al., Immunology, Second Ed., Menlo Park, CA:
Benjamin/Cummings, 1984. p. 384). Thong thudng, su xam nhép cla chi riéng khang
nguyén, khong cé chit bé trg, s& khong kich thich dugc dép ting mién dich t€ bao hoic
thé dich. Cac chit bd trg bao gém, nhung khong chi giéi han &, chit bd tro Freund
hoan chinh, chét bé tro Freund khong hoan chinh, saponin, cdc gel khoang vi du nhu
nhom hydroxit, cac chat hoat dong bé mat nhu lysolexithin, cic cic ruou polyhydric
pluronic, cdc polyanion, cic peptit, ddu hodc nhii hydrocacbon, cic hemoxyanin cta
con ha hinh 16 khéa, va cdc chat bd trg ¢ tiém nang sit dung cho ngudi vi du nhu N-

axetyl-muramyl-L-threonyl-D-isoglutamin (thr-MDP), N- axetyl-nor-muramyl-L-
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alanyl-D-isoglutamin, = N-axetylmuramyl-L-alanyl-D-isoglutaminyl-L-alanin-2-(r-2'-
dipalmitoyl-sn-glycero-3-hydroxyphosphoryloxy)-etylamin, BCG (bacille Calmette-

Guerin) va Corynebacterium parvum. U tién 1, chat bé trg 1 chat dugc dung.

Nhu duge st dung & day, thuat ngit “duoc phan lap” dwoc ding dé chi d6i
tuong dugc ndéi dén duge 14y ra khoi moi truong tu nhién cta nd, vi du, t€ bao hoic
virut. Do d6, mot sinh phdm duoc phan 1ap c6 thé khong c¢6 mot s6 hodc toan bd cic
thanh phan cua t&€ bao, tiic 13, cac thanh phan cuta t€ bao ma trong d6 cac chat von c6
xuat hién mot cach tuy nhién (vi du nhu, thanh phan bao chét hoac thanh phan mang t&
bao). Sinh phdm dugc coi 12 duge phan 1ap néu né c6 mit trong dich chiét hoac dich
ndi bén trén cla t&€ bao. Trong trudng hop cdc phan tir axit nucleic, axit nucleic duoc
phén 1ap bao gom san phﬁm PCR (Polymerase Chain Reaction = phan ting day chuyén
duoc xic tac boi polymeraza), mARN dugc phan 1ap, cADN, hoac doan giGi han. Theo
mot phuong dn khdc clia séng ché, wu tién 13, axit nucleic duoc phan lap dugce cét tix
nhiém sic thé chita axit nucleic nay, va uu tién hon I3, axit nay khong néi véi hoic
khong gan véi cic ving khong ghi ma (nhung c6 thé néi v6i ving hodc phan diéu tiét
tu nhién ctia n6), hodc véi cac gen khic, ndm & phia trén hoac phia dudi cha gen duoc
chita boi phan tir axit nucleic duge phan 1ap nay khi dugc tim thdy trong nhiém séc thé.
Theo mot phuong an khac cua sang ché, axit nucleic dugc phan 1ap thi€u mot hoac
nhiéu intron. Cdc phan tir axit nucleic duoc phan 1ap bao gom cdc trinh tu duoc chén
vao plasmit, cosmid, nhiém sic thé nhan tao va cdc chét tuong tu, titc 13, né tao ra mot
phén ca cau tric axit nucleic tdi t6 hop khdm. Do d6, theo mot phuong 4n cu thé cia
sang ché, axit nucleic tai t8 hop 12 axit nucleic duoc phan 1ap. Protein duoc phan 1ap c6
thé dugc két hop trong t€ bao véi cdc protein hodc axit nucleic khac, hodc ca hai, hoac
v6i mang t&€ bao néu nd 1a protein két hop véi mang t€ bao. Co quan t€ bao, t€ bao,
hoac mo6 duge phan 14p dugc 18y ra khoi vi tri giai phau von di ciia né trong sinh vat.

Sinh phdm dugc phan lap c6 thé dugc, nhung khong nhit thiét phai duoc, tinh ché.

Thuat ngit “dugc tinh ch€” nhu dugc sit dung & day dugc dung dé chi sinh
phdm duoc phan lap trong cic diéu kién 1am gidm hoic loai bd dugc cdc chit khong
mong muon, tic 13, cdc chdt gay ban, bao gébm c4c chat tu nhién ma sinh phdm dugc
thu dugc tir d6. Vi dy, virion dugc tinh ché t6t hon 1a hau nhu khong c6 cdc thanh phan
cta t€ bao chll hodc moi truong nudi cady, bao gobm moi truong nudi cdy mo hoac céac

protein tritng, cic mam bénh khong dic hiéu hoic cac chat tuong tu. Nhu duoc st dung

-23-



25388

& day, thuat ngt “hdu nhu khong ¢6” duoc sir dung mang tinh thuc t€, xét theo két qua
phan tich sinh phdm nay. Tét hon 13, sinh phdm duoc tinh ché hau nhu khong c6 chat
gay bdn c6 do tinh khiét it nhat 50%; t6t hon nita 13, c6 do tinh khiét it nhat 90%, va
dac biét tot hon 13, c6 do tinh khiét it nhiat 99%. Do tinh khiét c6 thé dugc danh gid
bang cac ky thuat sac ky, dién di gel, phan tich mién dich, phan tich thanh phin, phan
tich sinh hoc, va cac k¥ thuat da biét trong linh vuc k¥ thuat nay.

Cac phuong phép tinh ché 1a da biét 16 trong linh vuc k¥ thuat nay. Cic hat
virut c¢6 thé dugc tinh ch€ bing ky thuat siéu loc hodc ly tam tdc do cao, t6t hon 1a
bang k¥ thuat ly tam lién tuc (tham khéovta‘li liéu Furminger, trén day). Cic phuong
phép tinh ché& khic ciing c6 thé duoc 4p dung va trl tinh theo sang ché. Sinh phim tinh
khiét c6 thé bao gom cdc thanh phin t€ bao, moi trudng, protein, hodc cdc thanh phan
hoic tap chat khong mong muén khéac (nhu theo yéu cdu trong ting trudng hop cu thé)
v6i lugng nho hon khoang 50%, t6t hon 1a nho hon khoang 75%, t6t nhat 1a nhd hon
khodng 90%, c4c chat nay 1a cic chat thudng két hop véi sinh phdm mong mudn.
Thuéat ngit “vé co ban 12 tinh khiét” duoc dung dé chi mitc do tinh khiét cao nhat c6 thé
~ dat dugc bing cédch sir dung cdc k¥ thuat tinh ché thong dung da biét trong Iinh vuc k¥
thuat nay.

Theo mot phuong 4n cu thé clia sdng ché, thuat ngit "khoang" hodc "xap xi"
dugc dung dé chi khodng c6 nghia vé mat thong ké clia mot gid tri. Khodng nay c6 thé
ndm trong khoang bién do dao dong clia né, t6t hon 1a ndm trong khoang 50%, t6t hon
nita 1a ndm trong khoang 20%, dac biét t6t hon 1a 10%, dac biét tot hon nita 12 5% cla
gia tri hoac khoang da cho. Bién do dao dong cho phép duoc bao ham boi thuat ngit
“khoang” hodc “x4p xi” tly thudc vao hé cu thé dang dugc nghién cliu, va y nghia cia
cac tir nay 1a rd rang doi vé6i cac chuyén gia c6 trinh do trung binh trong linh vuc ky

thuat nay.
Ngung két t6 hong cau

Ngung két t6 hong cau (HA) 1a glycoprotein chinh & vo clia cac virut cim A va
B. Hemagglutinin-esteraza (HE) ctia cac virut cim C 1a chat tuong tu v6i HA & cic
virut nay. Cic phan nhém mdi cta cdc phan tit HA, thong thudng c6 & cac virut cim &
cac loai chim nudc, dugc biét dén 1 cdc ngudn virut cim tu nhién, dan téi cic dai dich
cim (tham khao tai liéu Suzuki va Nei, Mol. Biol. ‘Evol. 2002; 19(4): 501-509).
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HA bao gom hai chudi polypeptit, HAl va HA2, dugc ghi ma boi mét gen don
va dugc tao ra tr qud trinh thiy phan protein ctia phan ti tién chét don, bao gém viéc
mét di mot peptit tin hiéu (Suzuki va Nei, trén day; Air, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
1981; 78(12): 7639-7643). HAI c6 khoang 320 axit amin va Ia protein lién két thu thé
va 12 dich chinh ctia cdc ddp tng mién dich. HA2 c6 khoang 220 axit amin, va la phan

tao ra m4u gin vao vo virut (Suzuki va Nei, trén day).

Céc phan tt HA tix cdc virut cim A dugc phan loai vao 16 phan nhém theo cic
tinh chat khdang nguyén cua chiing. Cac phan t&t HA cta virut cim B va C khong dugc
phén loai thanh cdc phan nhém. Céc trinh ty cta cdc phan nhém cim tix H1 dén H15,
va phan tit HA ciia virut cim B va C (HE) da dugc thé hién & FIG. 1 cta tai liéu Suzuki
va Nei, dugc bao gom vao day bang céch vién dan. So sanh trinh ty ctia phan nhém HA
cua cac virut cdm A: HI1, H2, H3, H4, HS5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, va H12, bao
gdm cac goc axit amin dugc bao toan tir tat ca 12 phan nhém 1a dugce trinh bay & FIG. 1
cha tai liéu Air, trén day, duoc bao gom vao day bing cich vién dan. Ca hai tai lién
tham khdo déu boc 10 cdc chiing virut ma tr cic chiing virut nay thu dugc céc trinh tuy

trén day.

Céc phan tir HA theo sdng ché dugc tao ra bang céch dua cdc thay ddi vé trinh
tu axit amin vao dan tGi viéc lam tang tinh khdng nguyén. Viéc phan lap cic axit
nucleic ghi ma phan tit HA 12 thong dung (tham khdo tai liéu Air, trén day), va cai bién
axit nucleic dugc thuc hién dé dua céc thay déi vé trinh tu axit amin vao, vi du, bang

k¥ thuat dot bién gen dinh hudng vi tri (site-directed mutagensis).

Theo mot phuong 4n khic cua sdng ché, cac phan tor HA tir mot ching virut
thuoc mot phan nhém HA cu thé da bao goém trinh tu axit amin lam ting tinh khang
nguyén so v6i cac phan tit HA thudc cling phan nhém nhung khic chung, nhu duge
néu vi du & day vé ching virut A/HK/213/03, vi du, so v6i ching virut
A/Vietnam/1203/04. Trong trudong hgp nay, chiung virut c6 phan tir HA c6 tinh khéng
nguyén cao hon cé thé dugc st dung 1am ching virut déi chiing chudn doan. Theo mot
phuong dn khic cia sdng ché, cic gbc axit amin cta phan tit HA c¢6 tinh khdng nguyén
cao hon c6 thé duoc dua vao hoiac dugc thay th€ vao trinh tu cla phan td HA c6 tinh
khang nguyén kém hon dé 1am cho né trd thanh phan tit HA dugc lam tang tinh khang

nguyeén.
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Céc thay ddi vé trinh tu clia phan tit HA c6 thé dn t6i viéc tinh khdng nguyén
dugc tang 1én. Nhu duoc mo ta trén day, chudi HA1, 14 viing lién két thu thé va 1a dich
chinh clia dap tng mién dich, 1a chudi ma céc thay ddi vé trinh tu nay c6 thé dugc tién
hanh trén d6. Cac thay ddi niy c6 thé 1am tang 4i luc lién két khang thé cha phan tir
HA, vi du, bang viéc loai bd vi tri glycosyl héa ma vi tri nay tao ra mot epitop, hodc
bing céch tao thuan loi cho cdu dang c6 4i luc lién két khdng thé dugc ting cudng.
Theo cach khac, su thay déi nay c6 thé din t6i viéc 1am gidm kha nang lién két véi thu
thé HA, vi du thu thé axit sialic trén t& bao héng cdu, 1am cho cdc khang thé dac hiéu
v6i phan tir HA trg thanh céc chat canh tranh hiéu qua hon déi véi phan Gng ngung két
t6 hong cdu. Cac phan tich mién dich kh4c nhau c6 kha nang ching minh céc thay doi
ndy, bao gébm phan tich tc ché ngung két t6 hong cau (HI), da biét 1o trong Iinh vuc k¥
thuat nay.

Phan tich HI st dung cdc hat virut cim hoan chinh, cling nhu cic vacxin theo
sdng ché. Do d6, sdang ch€ dé xuét cdc virut cim c6 phan tod HA dugc lam tang tinh
khang nguyén. Thuan tién nhat, c4c virut ndy dugc tao ra thong qua k¥ thuat “di truyén

nguoc”, mic du ciing c6 thé st dung cdc k¥ thuat tai sip xép céu tric thong dung.
Cac phuong phap k§ thuat di truyén ngugc

Cac hé k¥ thuat di truyén nguoc dugc phdt trién nhitng nam gén day da cho
phép viéc thao tdc trén by gen virut cim (Palese et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
1996, 93:11354; Neumann and Kawaoka, Adv. Virus Res. 1999, 53:265; Neumann et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1999, 96:9345; Fodor et al., J. Virol. 1999, 73:9679;
Don sdng ché My c6 s6 cong bo 20040029251). Vi du, da thdy ring, su biéu hién
(duoc chi phoi boi plasmit) ciia tim ARN cua virut cim di tir gen khoi dau dac hiéu véi
ARN polymeraza I (pol I promoter) va tit ca cdc ARN thong tin di tir gen khoi dau dac
hiéu v6i ARN polymeraza III (pol III promoter) dan téi su hinh thanh virut cim A gay
lay nhiém (Hoffmann et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2000, 97:6108; don sing ché
M§ c6 s6 cong b6 20020164770, dugc bao gém vao day bing cdch vién din dé mo ta

‘hé k¥ thuat di truyén nguoc t6i thiéu trén plasmit, va dé mo ta cdc phuong phap ky
thuat di truyén). Cdc phuong phap tai t6 hop nay cho phép san xuft dac hiéu cic ching
virut c6 céc thay doi dac hiéu vé trinh tu axit amin cta polypeptit. Phan tit HA ¢6 su
thay th& theo mong mudn c6 thé 13 mot phan ctia virut cim tai t6 hgp. Virut cim tdi to

hop c6 thé dugc san xuat bing phuong phép bat ky da bi€t doi véi chuyén gia trong
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linh vyc k¥ thuat nay, bao gébm k§ thuat di truyén nhu hé “chi plasmit” (plasmid only)
(Hoffmann et al., Vaccine 2002, 20:3165). Virut ctiim tdi t6 hop c¢6 thé dugc tao ra tix
virut H5N1. Virut cdm tdi t6 hop c6 thé c6 nén gen chia virut cim phan nhém HIN1
dugc stt dung trong viéc phét trién vacxin méi nhu chiing virut A/PR/8/34 hoic virut
cdm A bat ky, bao gébm cdc ching di thich nghi lanh nhu A/Leningrad/134/17/57,
A/Leningrad/134/47/57 va A/Ann Arbor/6/60. Axit nucleic twong tng véi trinh tu phan -

tlr HA c6 thé dugc phén lap tir virut va dugc phan tich trinh tu.

Céc k¥ thuat phan 1ap va cai bién céc axit nucleic va protein dac hiéu 1a da biét
1o d6i v6i cdc chuyén gia trong Iinh vuc k§y thuat ndy. Theo sang ch€, c6 thé ing dung
céc ky thuat ADN tdi t6 hop, vi sinh, sinh hoc phan tir thong dung trong pham vi linh |
vuc k¥ thuat nay. Cac k¥ thuat nay dugc mo ta day da trong céc tai liéu clia linh vuc k§y
thuat nay. Tham khao, vi du, c4c tai liéu Sambrook, Fritsch & Maniatis, Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Second Edition. Cold Spring Harbor, NY: Cold Spring
Harbor Laboratory Press, 1989 (& day goi tit 1a "Sambrook et al., 1989"); DNA
Cloning: A Practical Approach, Volumes 1 and II (D.N. Glover ed. 1985);
Oligonucleotide Synthesis (M.J. Gait ed. 1984); Nucleic Acid Hybridization [B.D.
Hames & S.J. Higgins eds. (1985)]; Transcription And Translation [B.D. Hames & S.J.
Higgins, eds. (1984)]; Animal Cell Culture [R.1. Freshney, ed. (1986)]; Immobilized
Cells And Enzymes [IRL Press, (1986)]; B. Perbal, A Practical Guide To Molecular
Cloning (1984); Ausubel, F.M. et al., (eds.). Current Protocols in Molecular Biology.
John Wiley & Sons, Inc., 1994. Céc k¥ thuat nay bao gom k§ thuat dot bién gen dinh
huéng vi tri stt dung céc oligonucleotit c6 c4c nucleotit dugc thay déi dé tao ra cic san

phdm PCR c6 dot bién gen (vi du, bo kit "Quikchange" do Stratagene san xuat).
Phan tich mién dich

Céc phuong phdp khic nhau da biét trong Iinh vuc ky thuit nay dugc st dung
dé xac dinh khé nang lién két diac hiéu mién dich ctia khdng thé v6i khiang nguyén c6
thé dugc st dung dé x4c dinh mic do lién két va tinh khang nguyén dugc 1am tiang theo
sang ché€. Phuong phép trudc day xdc dinh tuong tic gitta khdng nguyén va khang thé
bao gom budc phét hién va phan tich phic chat tao thanh do két tia trong gel. Phuong
phap khac xac dinh cip lién két khang thé phat hién — chét phan tich bao gém budc sit
dung céc khdng thé phdt hién duoc ddnh ddu bing dong vi iot phéng xa (radioiodinated
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detector antibody) hodc protein dugc ddnh ddu biang dong vi iot phdéng xa
(radioiodinated protein) ma dé phan tng véi IgG, vi du nhu Protein A. Cic phuong
phdp nay da dugc biét rd d6i v6i chuyén gia trong linh vuc ky thuat nay, nhu duge téng
két trong tai licu Methods in Enzymology 1980, 70:166-198.

Céc phuong phép sau nay dugc sit dung dé xac dinh sy ¢6 mit clia chat phan
tich trong mAu st dung chi mot khang thé bao gédm c4c phan tich lién két canh tranh.
Trong k¥ thuat nay, khing thé, thudng sé dugc giit ¢d dinh 1én trén nén rin, sé duoc
phoi nhiém v6i mau bi nghi ngd 1a ¢ chat can phan tich cing v6i mot lugng da biét
ctia chat phan tich dugc danh d4u. Hai chét phan tich, chit phan tich dugc danh diu va
chét phan tich c6 trong miu, s& canh tranh v6i nhau d€ lién két véi cdc vi tri lién két
trén khang thé. Hodc phan chét phan tich duoc ddnh ddu di lién két v6i khang thé hodc
phan chat phan tich dugc danh dau chua lién két v6i khang thé s& dugc dem x4c dinh
va tir két qua xac dinh dugc nay, s€ tinh todn dugc lugng chit phan tich canh tranh c6
trong miu. Phuong phap nay duoc mo ta chi ti€t hon trong tai liéu "Basic Principles of -
Antigen-Antibody Reaction" (Labat, Methods in Enzymology, 70, 3-70, 1980). O vi du
ndy, chat phan tich dugc ddnh diu c6 thé duoc ddnh dau hodc bing dong vi phéng xa

hodc bang enzym dénh d4u.

Cic phan tich mién dich gan day hon st dung phuong phap khéng thé kép dé
x4c dinh su c6 mit clia mot chit phan tich. C4c k§y thuat nay ciing dugc tdng két trong
tai liéu tham khdo trén day: Methods in Enzymology. Do d6, theo mot phuong an cua
sdng ché&, su c6 mat clia cdc khang nguyén ddnh ddu riéng 1€ duoc x4c dinh bang cich
stt dung ciip khang thé dac hiéu vdi ting khdng nguyén ddnh didu cin phdt hién. Mot
khang thé trong cip khing thé nay dugc mo td & day déng vai trd “khéng thé phéat
hién” (detector antibody) va khdng thé kia déng vai trd “khdng thé bat” (capture
antibody). Do d6, theo mot phuong 4n, sdng ché dé xuat viéc sit dung phuong phap
khang thé kép kep giita (double antibody sandwich method) dé phan tich chét phan tich
& mau sinh phdm thé dich. Theo phuong phdp nay, chat phan kich dugc kep gitta khdng
thé phat hién va khéng thé bét, khéng thé bit dugc c6 dinh khong thé thay déi dugc 1én
trén nén rin. Khing thé phét hién s& chita mot chit ddnh ddu c6 thé phét hién dugc,
nham x4c dinh su c6 mat cla lién két kep giita khang thé-chat phan tich-khdng thé va

do d6 xac dinh duoc su c6 mat ciia chat phan tich.
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Céc dang nén rdn thong dung truGc day bao gém khay, dng hodc hat
polystyren, tat ca c4c nén rin ndy déu di biét 16 trong linh vuc phan tich mién dich
phdéng xa va phan tich mién dich enzym. Gan day, mot s6 vat liéu x6p nhu ni 16ng,
nitroxenluloza, xenluloza axetat, soi thly tinh va cac polyme xd8p khac da duoc tng

dung 1am nén ran.

C4c k¥ thuét khdc nhau va céc thiét bi cam bi€n phat hién tuong tng ciing c6
thé dugc st dung.C4c thiét bi phan tich tu dong bao gém thiét bi phan tich ngiu
nhién/lién tuc. Céc vi du vé€ cdc hé thong thiét bi nay bao gébm hé thong OPUS™ clia
hang PB Diagnostic System, Inc. va thiét bi IMX™ Analyzer cia hiang Abbott
Laboratories of North Chicago, III. Cac thiét bi phan tich tu dong cua hang PB
Diagnostic Systems, Inc. da dugc mo ta trong cac patent My s6 5,051,237; 5,138,868;
5,141,871 va 5,147,609.

Céc nhém hé thong thiét bi phan tich héa mién dich khéc, c6 thé dugc sl dung
trong viéc ap dung sdng ché, bao gdm céc hé thong thiét bi phan tich mién dich cam
bién quang (optical immunosensor system). Nhin chung, thiét bi phan tich mién dich
cam bién quang 12 thiét bi sl dung cdc nguyén 1y quang hoc dé chuyén mot cich dinh
luong cac nong do hoac hoat tinh héa hoc hoac sinh héa quan tam thanh cic tin hiéu
dién. Cac hé thong thiét bi nay c6 thé dugc phan loai thanh bon nhém chinh: cic ky
thuat phdn xa; c4c k¥ thuat cong hudng plasmon bé mit (surface plasmon resonance);
cac ky thuat soi quang (fiber optic technique) va cac thiét bi quang tich hop (integrated
optic device). Cdc k¥ thuat phin xa bao gom k§y thuit do phin cuc elip dnh sing
(ellipsometry), phd phian xa tich hop nhiéu Iin (multiple integral reflection
spectroscopy), va cac thi€t bi nh6i mao quan huynh quang (fluorescent capillary fill
device). Cic k¥ thuat soi quang bao gom huynh quang trudong gidm déan (evanescent
field fluorescence), 6ng mao quan soi quang (optical fiber capillary tube), va cadc cam
bién huynh quang soi quang (fiber optic fluorescence sensor). Cac thiét bi quang tich
hop bao gém huynh quang trudong gidm didn phéng (planer evanescent field
fluorescence), cam bién mién dich néi phan loai dau vao (input grading coupler
immunosensor), giao thoa k&€ Mach-Zehnder (Mach-Zehnder interferometer), giao thoa
k&€ Hartman (Hartman interferometer) va cac cam bién giao thoa khac nhau. Viéc phat
hién cac phan ung lién két theo nguyén 1y chup giao thoa laze (holographic) 1a su phat

hién toan dién bang hinh anh chup giao thoa laze thu dugc & mot vi tri can chup dinh
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truGc khi mot chat phan ng clia cdp lién két lién két v6i mot chit phan dng tht hai
duoc ¢6 dinh cla cip lién két (tham khao patent My s6 5,352,582, cép ngay
04/10/1994 cho Lichtenwalter et al.). Cdc vi du vé cdc cam bién quang mién dich
(optical immunosensors) di duoc mo ta tdng quét trong tai liéu téng két ctia G. A.
Robins, Advances in Biosensors 1991, 1:229-256. C4c thiét bi nay dugc mo ta cu thé
hon, vi du, trong céc patent My s6 4,810,658; 4,978,503; va 5,186,897; trong cac tai
liéu R. A. Brady et al.. (Phil. Trans. R. Soc. Land. B. 1987, 316:143-160) va G. A.

Robinson et al. (in Sensors and Actuators, Elsevier 1992).

Céc phan tich huyét thanh hoc dugc st dung mot cach rong rai trong viéc xac
dinh chudn dodn cim ciing nhu trong cic nghién ctu vé dich t& hoc va vé tinh khéng
nguyén clia céc chung virut. Cu thé 13, phan tich &c ché ngung két t6 hong cau (HI)
duoc st dung mot cdch rong rdi do cc yéu cau t6i thiéu vé phong thi nghiém ciing nhu
tinh dé 4p dung ctia né. D3 tru tinh 13, sdng ché sé cai thién kha nang dng dung cta
phan tich HI bing viéc 1am ting do nhay cta phan tich nay. Phan tich HI ciing c6 thé
dugce str dung dé€ xac dinh tinh khdng nguyén cta phan tir HA dugc céi bién, va hd tro
viéc xdc dinh xem phan tit HA dugc cai bién c6 tinh khdng nguyén cao hon hay thép

hon so v6i cac phan tir khong dugc cai bién.

Phan tich HI x4dc dinh kb4 ning clia cdc khdng thé clia mau huyét thanh trong
viéc lién két vé6i chat doi chitng chuidn héa. Trong phéan tich HI, c4dc dung dich pha
lodang hang loat (cdc hiéu gid) tir miu huyét thanh dugc tron véi cic lugng hong ciu
chuén va viéc két hop ctia chiing thanh céc phic chat duge xdc dinh bang mat thudng.
Miic thip nhéat clia huyét thanh dugce hiéu gid, ma tai gia tri d6, phiic chit tao thanh c6

thé quan s4t duoc bing mat thudng, dugc x4c dinh 12 két qua cha phan tich.

Nhu dugec mo ta trén day, siang ch€ dé xudt viéc san xudt va dénh gid vacxin
duoc cai thién dé diéu tri hoic phong ngira lay nhiém virut cim. Cu thé 13, sing ché c¢6
thé dugc dp dung cho cdc vacxin dugc sdn xuat bing cdch st dung cac k§ thuat di
truyén ngugc. D3 tru tinh 13, sdng ché s& duoc 4p dung dé ddnh gia va kiém dinh dép
ttng mién dich sau khi chling ngira. Cu thé 13, nhung khong chi gi6i han &, sing ché dé
xuat viéc 1am ting kha nang phat hién khang thé sau khi mot c4 thé bi phoi nhiém virut
cim nhd c6 tinh khiang nguyén duoc lam tang cla phan tt HA dugc cai bién. Tinh
khing nguyén dugc 1am ting ndy thé hién & do nhay tang 1én cla phan tich dugc sit

dung d€ phét hién dp tng mién dich, vi du, phan tich HI.
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Phit trién vacxin

Nhu duge néu vi du duéi day, virut duoc cai bién chira phan tit HA duoc lam
tang tinh khdng nguyén c6 kha nang sinh mién dich cao hon va c6 tiém nang st dung

lam vacxin cao hon.

Cac k¥ thuat taing cuong hiéu qua ctia vacxin cim bao gém viéc sit dung céc
chat bd trg (Wood and Williams, trén day), dong sit dung cdc phan tir kich thich mién
dich (Salgaller and Lodge, J. Surg. Oncol. 1998, 68:122) va céac ky thuat ching ngira
niém mac. C4c ky thuat tao mién dich niém mac bao gom k¥ thuét bao virut vao cic vi
nang (c4c patent My s6 5,075,109, 5,820,883, va 5,853,763) va st dung chit mang
kiéu mang ting cudng mién dich (don sdng ché quéc t& c6 s6 cong b6 WO 98/0558).
Ngoai ra, kha nang sinh mién dich cta cdc chat sinh mién dich dugc diing qua dudng
miéng c6 thé dugc ting cudng bang cdch st dung céc t€ bao hong cau (RBC) hoic st
dung cédc t€ bao hong cdu da tdch bd hemoglobin (RBC ghost) (patent M§ s6
5,643,577), hoac bang ciach st dung khiang nguyén gay triéu ching ludi xanh (blue
tongue antigen) (patent My s6 5,690,938). Mac dui cac phuong phdp nay hita hen su cai
thién vé k¥ thuat chliing ngita trong tuwong lai, nhung viéc sit dung ching trong céc
truong hop cu thé doi hoi phai c6 su ddnh gia va theo doi cdn than dé dam bdo hiéu qua
_ cta vacxin. D3 tri tinh 13, sdng ché dugc mo ta & day s€ cai thién cac ky thuat nay bao

gdm viéc 1am tang kha nang phét hién cdc tac dung sinh mién dich cuia ching.
Vi du thuc hién sang ché

Ciac vi du sau mo ta c4c khia canh khéc nhau ctia sdng ch&, nhung khong nham

giGi han pham vi cia sidng ché.
Vi du 1: Hiéu gi4 khdng thé ctia huyét thanh & chén suong da dugc cho nhiém virut

Céc virut H5N1 c6 kha nang gay bénh cao do cac phong thi nghiém phoi hop
clia T chic Y t& The giéi (WHO) & chau A cung cdp. T4t ci cic phan tich véi cic
virut ndy dugc ti€n hanh & cic phong thi nghiém an toan sinh hoc cép do 3 trd 1én
(BL3+ facilities) tai bénh vién St. Jude Children's Research Hospital. P& so sanh kha
ning sinh mién dich cta céc virut cim nam 2003 thudc genotyp Z, ma sau d6 da tré

thanh céc virut lan truyén chi y&éu nam 2004, véi céc virut nam 2004, cdc con chon
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suong da dugc cho nhiém virut HSN1 dugc phan 1ap tir mot ca nhiém cdm trdm trong &
ngudi (A/HK/213/03) (Guan et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2004, 101:8156) va
dugc cho nhiém bén ching virut H5N1 duoc phan 1ap tir nguoi, ga va chim ung nam
2004 (FIG. IA). Cic con chon suong nhan giong xa duc va cdi dugc 14y tir chuong
trinh nhan giong dac biét cla Trung tdm Nguén Dong Vat cia bénh vién St. Jude
Children's ResearchHospital. Cdc con vat nay 1a tir 3 dén 5 thdng tuéi va c6 huyét
thanh am tinh theo phén tich HI d6i véi su phoi nhiém céc virut cim A dang lan truyén
HINI, H3N2, va H5N1 va céac virut cim B. Cic virut nay dugc nhan giong trong
khoang niéu nang cia tritng ga c6 phoi 10 ngay tudi & nhiét do 35°C trong thoi gian 48
. gi0. Dich niéu nang dugc thu hoach mot 1an tir tritng ga c¢6 phoi duge lam lanh sau &
nhiét do -80°C va duoc st dung cho céc phan tich. Cdc khang thé c6 trong huyét thanh
dugc hiéu gia theo phan tich HI sau khi cho nhiém virut dugc 28 ngay. Chung virut
A/HK/213/03 gay ra céac hiéu gid khang thé cao hon (c6 gid tri nim trong khoang tix
1:640 dén 1:1280), trong khi bon chung virut nam 2003 gy ra cac hiéu gia HI rat thip
(nam trong khoang tir 1:20 dén 1:40). |

Céc hiéu gid HI tuong d6i thap d6i vé6i cac ching virut HSN1 nam 2004 ¢6 thé
12 do su tc ché mién dich chung gay ra boi virut. Tuy nhién, két qua ching ngira bang
cac vacxin AH5N1- A/PR/8/34 (6+2) c6 phan tr HA va neuraminidaza tir cic chung
virut A/HK/213/03 va A/Vietnam/1203/04 cho thay 1a su khdc nhau vé phan tor HA
thuoc phan nhém HS5 c¢6 thé 1a nhan t6 anh hudng chinh dén két qua nay (FIG. 1B).
Viéc chiing ngira bang hai liéu vacxin AH5N1/03 riéng ré, méi liéu 7ug da gay ra cac
mifc khdng thé huyét thanh cao ¢6 thé phét hién dugc ca trong thuc nghiém HI va thuc
nghiém trung hoa virut (FIG. 1B). Sau khi ching ngira bang clng loai vacxin
AHS5N1/04, cac hiéu gia rat thap (xap xi 1:20) dugc xac dinh trong phan tich HI, trong
khi d6 cac hiéu gia trung hoa lai cao hon nhi€u (khodng mot nira so véi khi gay ra boi
AHS5N1/03). Cac nghién ctu trude day da phat hién ra 13, cic vacxin bt hoat dugc tao
ra tir chiing virut A/duck/Singapore/3/97 (H5N3) gay ra rat it khdng thé huyét thanh
hodc giy ra & miic khong phat hién duoc (Nicholson et al., Lancet 2001, 357:1937,
Stephenson et al., Vaccine 2003, 21:1687). Tém lai, cac két qua nay chi ra 1a, mot s
ching virut phan 14ap thuoc phan nhém H5 c6 thé c6 kha niang sinh mién dich va/hoic
tinh khang nguyén khac thuong. Phan tich cac trinh ty axit amin cia phan tit HA thuoc
~ phan nhém HS5 da cho thdy la cidc phan tit HA clia cic chlng virut A/HK/213/03 va
A/Vietnam/1203/04 khic nhau vé 10 axit amin & ving HAI (Bang Ib). Ching virut

-32-



25388

A/Vietnam/1203/04 ¢4 vi tri glycosyl héa tiém nang tai asparagin Nys; (Nsps4-Siss5-Tis6s
N-X-S/T, X# P). Khi so sanh trinh tu clia cdc phan tr HA nay, da phat hién ra ring, ba
axit amin (S5, Kig9 V2 S,,5) c6 mat trong tat ca cac virut nam 2004 nhung khong cé
mat trong ching virut A/HK/213/03. K,;, 14 dac trung cla ching virut A/Vietnam/
1203 /04.

Vi du 2: S&n xudt va xac dinh tinh khéng nguyén ctia cic virut AH5- A/PR/8/34 tai t6
hop

Pé kiém tra tdc dong clia c4c axit amin da x4c dinh 1én kha ning sinh mién
dich va bdo vé chong lai su lay nhiém virut, hé k§ thuat di truyén nguoc sit dung 8
plasmit duoc sit dung dé sdn xuat céc virut t4i t6 hop c6 bdy doan gen cta ching virut
A/PR/8/34 va doan gen ghi ma phan tir HA clia ching virut A/Vietnam/ 1203/04 bao
gdm cédc dot bién don diém (single point mutation) (Hoffmann et al., Vaccine 2002,
20:3165). C4c virut tdi t6 hop, dugc 1am mat tinh gay bénh bang viéc cai bién phan ti
HA thudc phan nhém HS5 & vi tri phan gidi, s& duoc san xuit bing ky thuat chuyén
nhiém ADN (Hoffmann et al., Vaccine 2002, 20:3165). Cic dot bién diém dugc chén
vao gen ghi ma HA trong qua trinh PCR bang viéc sit dung bo kit dot bién gen dinh
huéng vi tri QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit (clia hang Stratagene, Cedar
Creek, TX, USA) va bd gen moi dac hiéu cho gen ghi ma HA thudc phan nhém HS.
Céc virut tdi sip xé&p cau tric chita gen ghi ma HA hodc cdc gen ghi ma HA va
neuraminidaza (NA) tlr cac virut H5N1 trén nén di truyén clia chling virut A/PR/8/34
(HIN1) (tham khao Bang Ia d6i véi cac virut duoc san xuit cho nghién ctu nay va cac
tén viét tat ctia ching). Dich niéu nang dugc thu hoach sau 1 14n duoc 14y tir tring ga
c6 phoi dugc 1am lanh sau & nhiét do -80°C va dugc st dung trong thuc nghiém. Cic
gen ghi ma HA clia c4c virut téi t6 hop duoc sao chép qua miic bang k¥ thuat RT-PCR
(Real-Time Polymerase Chain Reaction — phan tng day chuyén xidc tdc béi
polymeraza thoi gian thuc) r6i dugc phan tich trinh tu dé kiém dinh 1a chi c6 cic dot
bién gen dinh trudc. Su thay ddi axit amin duoc kiém dinh bang viéc phan tich trinh tu

ctia doan phan tit HA cta céc virut tai t6 hop (Bang Ia).

Pé d4nh gia tinh khdng nguyén va su da dang cuia cic phan tir HA tdi t6 hop,
phan tich HI dugc tién hanh véi s4u loai khang thé don dong khdng HA (Bang 2). Céc
khéng thé don dong (mAb) CP24, CP46, CP58, va 406/7 khiang HA cla ching virut
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A/chicken/Pennsylvania/1370/83 (H5N3) dugc san xudt boi Phong Bénh Truyén
Nhiém cta bénh vién St. Jude Children's Research Hospital. Khdng thé don dong
VNO04-6 khang HA ctia ching virut A/Vietnam/1203/04 va khang thé don dong HKO03-
3 khang HA cua chiing virut A/HK/213/03 dugc san xuét bang cich cai bién theo
phuong phap dugc mo ta bdi Kohler va Milstein (Kaverin et al., Journal of Virology
2004, 78:240; Koher et al., European Journal of Immunology 1976, 6:511). Nam
khang thé don dong phan tng vé6i virut AH5N1/03 & cdc mic hiéu gia tuong d6i cao,
nhung chi c6 3 khang thé don dong phan tng v6i AH5/04 HA. Nhin chung, kha nang
phan ing clia cdc khdng thé vé6i cac chiing virut AHS5 ;55 x5, T156—4/04, AHSg1501/04 V2
AHS5R,;,_x/04 tuong tu v6i chung virut AH5/04. Cic phan dng clia cdc ching virut
~ AH54150x s155-n T156—4/04 tuong tu v6i cdc phan tng cta chiing virut AH5SN1/03. Bon
khéang thé don dong nhan dang dugc AH5/04 HA c6 dot bién S,,;—N (AHSS,,;n/04).
Dot bién ngugc N,,,—S & phan tir HA cua virut nam 2003 (AHS5y,,5-.¢/03) dan t6i viéc
céc hiéu gid HI bi gidm dang ké hoac mat kha ning duoc nhan dang ra boi cdc khiang

thé don dong.
Vi du 3: C4c phan tich HI st dung cac t&€ bao hong cau ga va ngua

Mot két qua ddng quan tam khéc thu dugc khi tién hanh phan tich HI st dung
cdc t&€ bao hong ciu ga va ngua. Pang quan tam I3, virut tdi t6 hop AHS5g,; /04 ¢6
kha nang kém hon trong viéc ngung két 1% t€ bao hong cau ngua nhung lai ngung két
dugc t€ bao hong ciu ga vé6i hiéu gid cao hon (1:1024). Khong c6 virut nao trong s
céc virut tai t6 hop con lai khdc nhau vé€ phan ng véi cc t€ bao hong ciu ga va ngua

trong cing mot pham vi.

Vi du 4: Ching ngira cho chon suwong bing cac virut tdi t6 hop dot bién & phan tk HA
thudc phan nhém HS

Kha nang sinh mién dich va hiéu qua bao vé ciia cac vacxin bat hoat dugc dinh
gi4 bing viéc chiing ngira cho cdc nhém chén swong, méi nhém gém c6 3 con, bang
cich tiém trong co bing cdc ché phdm AH5N1/04, AH5/04, AH54 55 Tis6—a/04,
AHS5g;50-/04, va AHSgy; /04 duge chudn héa vé ham luong phan tir HA. Ky thuat
khuéch tén mién dich don xuyén tam (single radial immunodiffusion technique) duoc

st dung dé chuin héa AH5N1/03 (Webby et al., Lancet 2004, 363:1099). Céc virut tai
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t6 hop con lai dugc tidch bang ky thuat dién di gel SDS-polyacrylamit 12%, cic gel
dugc nhudom dugc phan tich bang viéc do mat do (densitometry) trén mdy phan tich
FUJIFILM Luminescent Image Analyzer LAS-1000plus, va HA dugc dinh luong bang
viéc so sdnh véi ch€ pham protein d6i chitng. Sau khi duoc tiém 2 liéu, mdi liéu 7pg
HA, ting con vat phan tich dugc cho nhiém virut A/Vietnam/1203/04 (H5N1). Cic
nhém chon swong, méi nhém c6 3 con nay dugce chiing ngira bang viéc tiém trong co
250ul PBS tiét truing chira 7pug HA tir cac virut bat hoat dugc tinh ché€. Cac virut vacxin
dugc 1am bat hoat, c6 dac, tinh ché nhu mo ta (Liu et al., Virology 2003, 314:580;
Webby et al., Lancet 2004, 363:1099). Ba con vat d6i ching duoc tiém chi riéng 250pul
PBS tiét tring. Vao ngay thi 21 sau khi chiing ngira, tién hanh 14y huyét thanh roi tiém
trong co liéu thit hai véi Iuong 7ug HA. Hai tudn sau, lai ti€n hanh 14y huyét thanh, sau

d6 cho cédc con vat nay nhiém virut quan tam.

Céc con vat do6i ching va cac con vat duoc chung ngita dugc cho nhiém qua
duong mii nhu mo ta trén day bang chiing virut A/Vietnam/1203/04 véi luong bang
10° liéu gay nhiém 50% tring (EIDs,) (Govorkova et al., Journal of Virology 2005,
79:2191). Céc triéu ching 1am sang vé viéc nhiém cdm, nhu trong luong co thé va
nhiét 40 dugc theo ddi hang ngay trong sudt hai tudn. Cic con chon suong c6 triéu
ching mic bénh ning sé bi giét. D€ ddnh gid mitc do d4p tng mién dich sau khi nhiém
virut, cic nhém chén suwong khiac dugc cho nhiém céc ching virut H5N1 & ngudi va
chim duoc phan 1ap A/HK/213/03, A/Vietnam/3046/04, A/Vietnam/3062/04,
A/chicken/ Vietnam/39/04, va A/falcon/HK/D0028/04 véi luong bang 10° EIDs,. Tién
hanh 13y huyé’t thanh tir cic con vat nay vao ngay thit 28 sau khi cho nhiém virut. D&
x4c dinh hiéu gid virut & ving trén ctia dudng ho hdp, cic miu dich mii duge 14y bang
cach rlira miii vao cdc ngay tht 3, 5, va thi 7 (Govorkova et al., Journal of Virology
2005, 79:2191). Virut trong cidc miu nay dugc hiéu gia trong cic qua tring ga c6 phoi
10 ngay tudi va dugc thé hién theo gi4 tri log,, EIDs, trén 0,1mL. Céc dich mili clia c4c
con vat dugc chling ngira ¢6 cdc hiéu gid ndm trong khoang tir 2,5 dén 4,5 log;, EIDs,
vao ngdy thit 3, va nam trong khoéang tix 0,5 dén 2,5 log;(EIDs, vao ngay thit 5, va nho
hon hoac bang 0,25 log,, EIDs, vao ngay thit 7 (FIG. 2). Cic con chén suong khong
dugc chling ngira ¢6 gia tri hiéu gia trung binh bing 4,0 log;,EIDs, mot tudn sau khi
nhiém. Hai trong s& ba con chdn suong doi chiing c6 céc triéu chiing méac bénh niang
(sut can nhiéu va bi liét) va duge dem giét khong dau dén, con con lai thi chét do

nhiém bénh. Chi c6 mot con chén suwong duge ching ngira 1a bi phat bénh niang. Con
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chén suwong ndy, duge ching ngira bang virut AH5;,,_,x/04, ¢6 céc triéu ching thdn
kinh ning, va dugc dem giét khong dau dén vao ngay thi 7 sau khi cho nhiém virut
gay bénh. Con chdn suong nay mac chiing viém két mac ning do virut vao ngay thi 4
sau khi cho nhiém virut, sau dé bi virut tdn cong lén ndo. C6 thé 13, virut da dugc
truyén dén mat trong qua trinh rira 14y dich mii & ngay thit 3 va qud trinh phat nhiém
theo t€ bao than kinh 1én ndo di gay ra chiing bénh viém ndo. Cic con chén suong
duoc ching nglta con lai biéu hién cac triéu chitng nhu ludi hoat dong, sut can, va bi
sot trong vong 3 ngay dau tién ké tir khi cho nhiém virut. C4c triéu ching nay bién mat
vao ngay thi 5 va tit ca cic con vat nay hoi phuc nhanh chéng. Nhu vay, tat ca cic
virut vacxin dugc kiém nghiém bao vé dugc cdc con chén swong khoi su tin cong nguy
hiém clia chiing virut A/Vietnam/1203/04. Viéc chiing ngita 1am gidm hiéu gia virut &

ving trén ctia duong ho hap va giam thoi gian tic dong cta virut.

Vi du 5: Phan tich HI va phan tich trung hoa dé kiém tra kha ning sinh mién dich clia
céc virut tai t6 hop AH5-A/PR/8/34

Huyét thanh dugc 14y tir cic con chdn swong dugc chling ngira dugc kiém tra
kha niang mién dich d6i v6i cdc virut téi t6 hop bing cdc phan tich HI va phan tich
trung hoa (xem cac Bang 3 va 4, tuong tng). Huyét thanh dugc 14y tir cac con vat duogc
xir 1y qua dém béng enzym pha hily thu thé duoc phan lap tir vi khudn gay ta Vibrio
cholerae (Vibrio cholerae receptor-destroying enzyme) (Denka-Seiken, Tokyo, Japan),
duoc 1am bat hoat bing nhiét & nhiét do 56°C trong thoi gian 30 phut, sau d6 dugc hit
hap thu bang hén dich 0,5% cla t€ bao hong cau ga. Céc phan tich HI va trung hoa
virut chuin duoc ti€n hanh trong céc t€ baio MDCK (moi trudng nuoi cdy) nhu dugc
mo ta trén day (Palmer et al.., US Department of Health, Education and Welfare,
Immunology series no. 6. Atlanta: Centers for Disease Control and Prevention. 1975;
Kida et al., Virology 1982 122:38).

Bon don vi ngung két hong cau (HAU) cua virut duge st dung trong méi phan
tich HI va mot Iugng bang 100 liéu giy nhiém 50% moi trudng nuodi cdy mo t€ bao
(TCID50) dugc st dung trong ting phan tich trung hda. Huyét thanh tit cdc con chon
suong duoc ching ngira bing virut tai sip xép cau tric gen don kiéu hoang (AH5/04,
virut doi chitng) c6 két qua gid tri hiéu gia HI bing 1:20. Ching virut téi t6 h(jp cé vi
tri glycosyl héa di bi loai bd (AHS5gssn.mis6—4/04) gay ra hiéu gid HI nadm trong
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khoang tir 1:10 dén 1:20. Thé dot bién AHS5 HA g,/04 dén t6i cdc hiéu gid HI c6
gid tri nim trong khoang tir 1:20 dén 1:80. Nguoc lai, viéc ching nglta bing
AH5s,,5_,x/04 din t6i hiéu giad HI c6 gi4 tri bang 1 :640, va cdc huyét thanh khac dugc
kiém tra phéan tGng v6i ching virut AH5g,,; /04 va thu dugc hiéu gia cé gid tri cao
(ndm trong khoang tir 1:160 dén 1:320). Nhu vay, mac du viéc chung ngira mang lai su

mién dich bao vé, nhung mitc do khang thé c6 thé phat hién duoc lai khac nhau.

Tat ca cac virut AH5/04 déu mang lai céc hiéu gid khang thé trung hda virut
cao sau khi chling ngira (ndm trong khoang tix 1:320 dén 1:1280) (Bang 4). Khong thdy
c6 su khéac biét ddng ké nao gifta cdc hiéu gid trung hoa cing dang va khac dang. Do
d6, su khdc nhau quan sat duoc giita cadc khang huyét thanh trong viéc nhan dang phan

tlt HA khong phan 4nh duoc kha nang chia cac khang thé trong viéc trung hoa virut.
Vi du 6: Kha niang phan ting clia c4c virut téi t6 hop

Dé danh gia sau hon nita vé kha nang phan dng clia cdc virut tai t6 hop, céc
phan tich HI dugc tién hanh trén huyét thanh ga va chuot duge tang mién dich duge 1ay
sau khi chling ngira bang cac virut AH5N1/03 va A/HK/213/03, cac phan tich HI nay
st dung céc virut cin kiém nghiém 1a c4c virut tdi t6 hop c6 phan tit HA dugc thay déi
(Bang 5). Hiéu gi4 HI trung binh d6i v6i virut AH5N1/03 cing dang bang 1:2560. Hiéu
gia HI d6i véi cdc ching virut AH5/04 bang 1:160. Hiéu gia HI d6i véi virut téi t6 hop
AH5,,;_,5/04 bing it nhat hai 14n gi4 tri hiéu gid HI d6i v6i cac thé dot bién khdc.

Pé thu duoc thém thong tin vé vai trd cla axit amin & vi tri 223 d6i vé6i kha
ning phan tng huyét thanh hoc, virut tdi t6 hop duge san xuét, trong d6 virut nay cé
phan tir HA thuoc phan nhém H5 duoc 14y A/HK/213/03 nhung c¢6 mot dot bién diém
duy nhat N,,;—S (Bang Ia). Virut t4i t6 hop AH5y,,;_./03 ndy c6 gié tri hiéu gid HI &
t& bao héng cdu ga va ngua thap hon so vé6i virut AH5N1/03. D€ x4c dinh dugc mitc do
tac dong clia axit amin 223 Ién kh4 niang nhan dang khdng nguyén clia khang thé, céc
virut tai t6 hop chita HA ki€u hoang va HA tir A/duck/Singapore/3/97 dugc dot bi€n
S,,;—N (xem Bang Ia). C4c virut nay dugc kiém tra bing phan tich HI d6i v6i mot s6
khang huyét thanh khang HA thudc phan nhém H5 va déi v6i mot s6 khdng thé don
dong (Bang 6). Su thay th€ S,,;—N & phan tir HA 1am tang manh hiéu gid HI (1én 4 1an
hoac hon). Tuy nhién, dot bién niy 1am thay déi khong déng ké kha nang phan ting clia
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phan tir HA cta ching virut A/duck/Singapore/3/97, dac biét 1a trong cac phan tng v6i
céc khang thé don dong: cad HA & dang goc va & dang dot bién déu khong phan dng véi
khéng thé don dong HK03-3 va CP46, va ca hai chi phan tng v6i CP46 véi gid tri hieu
gi4 thap (Bang 6). Cic két qua nay thé hién 13, su thay th€ S,,;—N & phan t& HA 1am
tang do nhay cta phan tich HL.

Vi dl;]. 7: C4c virut d6i chiing chdn dodn thé& hé thtt hai dugc du dodn 1a 1am ting do
nhay cua phan tich HI

Nhu di ching minh & Vi du 3 trén day, bing viéc chuyén axit amin & vi tri 223
ctia phan tir HA thuoc phan nhém H5 thanh asparagin thi do nhay cla phan tich HI st
dung t&€ bao héng ciu ga duoc tang lén. Ciing dua ra dugc bang chiing 1a co s& phan tir
ctia anh hudng nay 1a do su thay ddi tinh dic hiéu véi thu thé. Virut dot bién c6 do
nhay ting 1én khong 1am ngung két t&€ bao hong cau ngua, loai chi c6 lién két alpha 2,3.
Do dé6, cé4c thay déi vé axit amin din t6i viéc khong c6 kha ning ngung két t&€ bao hong
ciu ngua 1a cdc thay déi c6 tiém niang mang lai do nhay dugc tang 1én trong phan tich
HI sir dung t& bio hong cdu ga. Quan diém nay c6 thé dugc 4p dung cho tat ca 16 phan
nhém ctia HA, dic biét Ia cac virut ciim A & loai chim c6 tinh dic hiéu lién két 2,3.

Cic k¥ thuat di truyén nguoc cho phép tao ra céc virut tdi t6 hop c6 cic thay
déi nho vé cau tric khdng nguyén nhung duoc “t6i uu hda” vé kha nang nhan dang cla
cac chat nén t&€ bao khic nhau. Uu tién 13, cdc axit amin (91, tix 130 dén 134, 149, 151,
179, 186, 190-191, tir 220 dén 225 d6i véi phan tir HA thuoc phan nhém H5) duoc dot
bién, day 1a cac vi tri gin hodc 12 mot phan clia vi tri lién két thu thé. Plasmit ¢6 phan
tir HA dot bién gen c6 thé dugc tao cdu triic va cdc virut c6 thé duge san xuit bang qua
trinh déng chuyén nhiém (cotransfection). C4c virut téi t6 hop c6 thé dugc kiém tra
theo céc phan tich HA béang cach stt dung céc t€ bao héng ciu ga va cic t&€ bao hong
ciu ngua mot cach song song. Cac virut phan tich 1am ngung két t€ bao hong cau ga
nhung khong 1am ngung két t€ bao hong cdu ngua sé dugc tiép tuc kiém tra biang phan
tich HL.Trong cdc phan tich khéc, céc virut dugc san xudt ra lai 1am ngung két t€ bao
héng ciu ngua ma khong 1am ngung két t€ bao héng cdu ngua. Viéc t6 hgp cic virut
tiém ning nay c6 cic thay déi axit amin don c6 thé 1am tang do nhay hon nita. Dy kién
13, viec ddnh gia cic virut tiém nang s& phan loai ra duoc cac virut d6i ching chuidn

do4n c6 kha nang phan ting dic hiéu véi cac thu thé c6 lién két dic hiéu 2,3.
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Bang 3. Kha ning sinh mién dich clia céc virut tai t6 hgp AH5 HA dugc tao ra
tr chiing virut A/Vietnam/1203/04 thlr nghiém trén chon suong

—

Virut Hiéu gid HI cta cﬁc hﬁyé’t thanh sau khi duqc tao mién dich bang
AHS5/04 AHSg155N, AH5g120-n/04  AHS5g223.n/04
T156-4/04

AHSN1/03 20 20 10 160 80 160 20 20 10 20 10 10
AH5/04 2_0_ 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
AHS5g155-N, Lo 1200 10 20 ¢ e S
Tis6—al04 Co LB
AHSg120-,n/04 AR R &Q 20 W ]
AHBs75 /04 7160 320 320 160 320 160 320 320 320 640 640 640

Cic con chon suwong bay tuan tudi c¢6 huyét thanh am tinh véi virut cim duge
chiing ngira bang cch tiém hai 14n trong co bing ch& phdm vacxin virut dugc co
dic, tinh ché, va bat hoat chida 7pg HA trong 250ul PBS, vé6i khoang thoi gian gifta
hai 14n ching ngira 12 3 tudn. S6 liéu vé hiéu gid HI khdo sit dugc tir 3 con chon

suwong dugc trinh bay riéng ré. C4c phan tich HI stt dung 0,5% t€ bao hong cau ga.

Bang 4. Hiéu gi4 trung hoa virut clia huyét thanh dugc 14y tit cdc con chon
swong sau khi dugc chling ngira bing cdc virut chita phan t& HA duogc cai
bién tir HA cta chung virut A/Vietnam/1203/04

| Virut Hiéu gid khéng thé trung hda sau khi dugc tao mién dich bang:

AHSN1/04 AHS/04 AHSss5-N, AHB5535 /04 mock
Tis6-—-a 04

AH5N1/03 1280 1280 320 640 320 640 1280 1280 320 640 640 640 <80

AHSN1/04 2560 1280 640 1280 640 640 1280 1280 640 640 1280 1280 <80

AHS/04 1280 1280 640 1280 40 640 1280 1280 640 640 1280 1280 <80

AH55165 ., 1280 1280 640 1280 640 640 1280 1280 640 1280 1280 1280 <80

T156--4704

AHSs;23-.n/04 1280 1280 1280 1280 1280 640 1280 1280 320 1280 1280 1280 <80

AHS5s,3 xN1/04 1280 1280 640 1280 640 640 1280 1280 640 1280 1280 1280 <80

Phan tich trung hoa dugc thuc hién trong céc t€ bao MDCK. Hiéu gid dugc
tinh 12 nghich dao clia gia tri ti 1¢ pha loang nhat ctia huyét thanh ma tai ti 1¢ pha
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lodng d6, huyét thanh van tc ché€ hoan toan virut v6i lugng bang 100 TCIDs,. Hiéu
gia cung dang la céc gia tri dugc gach chan. C4c gid tri hiéu gid trung hoa thu dugc
tir phan tich trén 3 con chon suong dugc trinh bay riéng ré.

Béng 5. Thir nghiém HI clia cdc khdng khuyét thanh khang virut 2003 H5N1 d6i véi
cac virut dot bién

Khing huyét thanh da dong khang
Virut vacxinAH5N1/03 A/HK/213/03 (HSN1)
AHS5N1/03 2560 2560
AH5/04 160 160
AHS5g155-N; T156—A 80 320
AHS 5120-.n/04 320 320
AHS5g373-.n/04 1280 640

Thir nghiém HI duoc ti€n hanh trong cac khay vi hiéu gid chita 0,5% t€ bao
hong cdu ga (Palmer va cdc dong tdc gia, thudoc US Department of Health,
Education and Welfare, Inmunology series No.6, Atlanta: Centers for Disease
Control and Prevention, 1975). Hiéu gid 1a nghich dao ti 1& pha lodng nhit ma
tai ti 1¢ pha loang d6 khdng huyét thanh van tc ch€ dugc su ngung két hong cau

gay ra bdi 04 don vi ngung két hong cau (HAU) cua virut
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Pham vi chia sdng ch& khong bi gi6i han bdi cdc phuong 4n cu thé da dugc néu
trong ban mo ta nay. Trén thuc t&, ngoai cdc phan dugc trinh bay trong ban mo ta nay, cic
bién thé clia sdng ché s 1a hién nhién d6i v6i chuyén gia trong linh vuc k¥ thuat nay dua
vao phan mo6 t4 va céc hinh v& k&m theo. Cac bién thé nhu vay clia sdng ch€ s& nam trong
pham vi ctia phan Yéu cau bao ho dudi day.

Ciing cin phai hiéu ring, cic gid tri st dung trong ban mo ta sdng ché nay 1a cdc gia
tri X4p xi, va chi nhim muc dich minh hoa, mo ta.

Tat ca céc patent va don sang ché€ dugc trich dan trén day dugc dua vao day hoan

toan bang cdch vién dan.
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YEU CAU BAO HO

1. Ché phdm c6 kha ning sinh mién dich chira:

(a) phan tir ngung két t5 hdng ciu (HA: hemagglutinin) virut cim H5 téi t6 hop trong d6
phan tir HA H5 t4i t6 hop nay:

(i) c6 mot hodc nhidu thay ddi trinh tu axit amin so v&i phan tir HA cé trong tu
nhién chira axit amin khdng phéi 13 asparagin & vi tri axit amin tuong Ung véi vi tri axit
amin 223 trong HA HS;

(1) chtra asparagin & vi tri axit amin tuong ung v&i vi tri axit amin 223 trong HA
HS5;

(ii1) c6 kha nang phan Ung gia ting v&i khang huyét thanh duoc 14y tir dong vat da
bi phoi nhiém virut cim H5 ho#c vacxin ciim H5 so v6i phan tit HA ¢6 trong tu nhién néu
trén; va

(iv) khong phai 1a phan tt HA A/HK/213/03, va

(b) chit mang.

2. Ché phidm c6 kha ning sinh mién dich theo diém 1, trong d6 ché phim cé kha ning

sinh mién dich ndy chtra chit bd tro.

3. Ché phém c6 kha ning sinh mién dich theo diém 1, trong d6 ché phdm c6 kha ning

sinh mién dich nay chira phan tir kich thich mién dich.

4. Ché phim c6 kha ning sinh mién dich theo diém 1, trong d6 ché phdm c6 kha ning
sinh mién dich ndy chtra cic vi nang va/hodc chit mang kiéu mang ting cudng mién
dich.

5. Ché phim c6 kha ning sinh mién dich theo diém 1, trong d6 ché phdm c6 kha ning
sinh mién dich ndy chta t& bao hdng cdu (rbc), cic t€ bao héng cdu da tich bd
hemoglobin (RBC ghost), hodc khidng nguyén gy triéu ching ludi xanh (blue tongue

antigen).

-46-



25388

6. Ché phim c6 kha ning sinh mién dich theo diém 1, trong d6 ché phdm c6 kha ning

sinh mién dich ndy c6 thé dugc phan phéi trong co.

7. Ché phim c6 kha nang sinh mién dich theo diém 1, trong d6 ché phdm c6 kha ning

sinh mién dich ndy c6 thé dugc phan phdi qua dudng miéng.

8. Ché phdm c6 kha ning sinh mién dich theo diém 1, trong d6 ché phdm c6 kha ning

sinh mién dich ndy c6 thé duoc phan phdi qua niém mac.

9. Ché phdm c6 kha ning sinh mién dich theo diém 1, trong d6 mét hodc nhiéu thay dbi
trinh tu axit amin 1am thay ddi vi trf glycosyl hoa.

10. Ché phdm c6 kha nang sinh mién dich theo diém 1, trong d6 phén tir HA c6 trong tu
nhién néu trén la tir virut cim A & nguoi.

11. Ché phdm c6 kha nang sinh mién dich theo diém 10, trong d6 virut cim A & ngudi 1a
chung virut thuoc phdn nhém HS.

12. Ché phdm c6 kha nang sinh mién dich theo diém 1, trong d6 phén tir HA c6 trong tu
nhién néu trén 1a tir virut cim & loai chim.

13. Ché phim c6 kha ning sinh mién dich theo diém 1, trong d6 asparagin & vi tri axit

amin 223 ctia phan tir HA nay lam thay ddi tinh déc hiéu déi vé6i thu thé axit sialic.

14. Ché phim c6 kha ning sinh mién dich theo diém 1, trong d6 phan tir HA nay 13 mot

phan cia virut tai tb hop hodc di dugc 1am giam doc luc.

15. Ché phim c6 kha nang sinh mién dich chira:
(a) virut cum téi tb hop chtra phén tir ngung két t6 hdng cau (HA) cua virut cam HS5 téi td

hop, trong d6 phan tir HA H5 téi t hop nay:

(i) c6 mot hodc nhidu thay ddi trinh tir axit amin so v6i phan tir HA c6 trong tu
nhién chra axit amin khong phai 1a asparagin & vi tri axit amin tuong Ung v6i vi tri axit
amin 223 trong HA HS;
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(ii) chtra asparagin ¢ vi tri axit amin twong Ung véi vi tri axit amin 223 trong HA

HS5;

(iii) c6 kha ning phan ung gia ting véi khang huyét thanh dugc lay tir dong vat da
bi phoi nhiém virut cm H5 ho#c vacxin cim H5 so véi phan tir HA c6 trong tw nhién néu

trén; va
(iv) khong phai 1a phan tt HA A/HK/213/03, va
(b) chat mang.

16. Ché phidm c6 kha ning sinh mién dich theo diém 15, trong d6 mot hozc nhiéu thay
d6i trinh tw axit amin 1am thay ddi vi tri glycosyl hoa.

17. Ché phdm c6 kha ning sinh mién dich theo diém 15, trong d6 phan tir HA c6 trong tu

nhién néu trén 1a tr virut cim A & nguoi.

18. Ché pham c6 kha ning sinh mién dich theo diém 17, trong d6 virut cim A & ngudi

nay la ching virut thuoc phan nhom HS.

19. Ché pham c6 kha ning sinh mién dich theo diém 15, trong d6 phéan tir HA c6 trong tu

nhién néu trén la tr virut cum & loai chim.

20. Ché pham c6 kha nang sinh mién dich theo diém 15, trong d6 asparagin & vi tri axit

amin 223 ciia phan tir HA nay lam thay ddi tinh dic hidu ddi vé6i thu thé axit sialic.
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FIG.3.
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