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LO1 GIOI THIEU

Ung dung céng nghé sinh hoc trong Y Hoc 1a nhiém vu trong tdm cQia nganh Y té hién nay.
Gen tri liéu thé€ hién rd rang la mét phwong phap chira bénh méi véi nhirng tinh nang
vugt tri, né co thé chira khéi cac bénh nan y nhu ung thu, HIV-AIDS, viém gan B, C ma
cac phuong phéap truyén théng da té ra bat luc. Cudn sach “Thurc hanh (rng dung gen tri
liéu” clia cac tac gid PGS.TS Nguyén V&n Kinh (Chd bién), TS. Nguyén Quéc Tuan, BS.
Nguyén Tuan Anh - nhirng ngudi da va dang céng tac nhiéu ndm tai Bénh vién Bach Mai
Ha Noéi da dé cap téi nhirng van dé néng béng nhat trong linh vuc gen tri liéu. Cuén sach
ching nhirng dua ra nhirng luan chirng khoa hoc hién dai ma con goi ra nhitng y tuwdng
can duoc quan tdm nham phat trién cong nghé nay trong diéu kién hoan canh Viét Nam,
phuc vu lgi ich cho toan dan. Cac tac gia cuén sach cling 1a nhirng ngudi ddy tam huyét
mudn xay dung mot co s& nghién ctru irng dung gen tri liéu véi phuwong cham “khoa hoc,
dan tdc, dai chiing”. Chéc rang y tudng ndy mau chéng tré thanh hién thuc.

“Thuc hanh (rng dung gen tri liéu” mang dén ban doc ddy di cac théng tin khoa hoc cap
nhat nhat. Thuc chat day [a mot cudn sach Y Hoc Phan tir hién dai, cung cap cho ching ta
nhi€éu thong tin bd ich ma cac sach khac chua dé cap téi. Thuc hanh trng dung gen tri liéu
chac chén 1a tai liéu hitu ich cho céc bac si thuc hanh, nhitng ngudi Iam céng tac nghién
ctru thue nghiém Y Hoc. Sach cling thuc sw c6 ich cho cac sinh vién Y, Dugc, cac nghién
clru sinh va tat ca nhirng ai quan tam té&i [inh vuc gen tri liéu.

Nha xuat ban Y Hoc tran trong giéi thiéu cuén sach “Thuc hanh &rng dung gen tri liéu” téi
cac ban doc gia.

NHA XUAT BAN Y HOC



LO1 NOI PAU

Nhirng ngudi méc cac bénh nan y nhu ung thu, HIV-AIDS, u ndo hay viém da khép dang
thadp v.v..c6 th& duoc cliru séng. Cau chuyén tudng nhu vién tudng, nhung né lai 1a hién
thuc & thdi dai ngay nay. Trong cudn sach ndy ching téi muén chuyén tai téi ban doc
nhirng thanh qud mé&i nhat cla gen tri liéu. Sach bao ham dady du théng tin vé cac thi
nghiém tién lam sang, 1am sang thudc nhiéu chuyén khoa tir nhirng nam khéi diu cua gen
tri lieu (1990) cho t&i thoi diém cuén sach ra doi. Phan thi nhat cua sach dé cap téi cac
phuong phap van chuyén gen. Day 1a van dé mau chét nhat quyét dinh sy thanh céng cda
gen tri liéu. Ngoai cac vec to thong thudng nhu retrovirus, lentivirus, adenovirus, virus
adeno lién hgp, nhirng phuong thirc chuyén gen khac hoan toan méi ciing duwgc dé cép
nhu liposome cationic, nhiém sé&c thé& nhan tao dong vat cé vl hay nhitng vec to thiét ké
dac biét d& chuyén gen tGi hé than kinh v.v.. Phan thi hai cua sach la cac phuong phap
diéu tri cu thé& cac bénh di truyén nhu bénh thiéu hut mién dich t8 hop tram trong (SCID),
bénh xo nang, bénh dau co Ducchenne, cac bénh thuéc hemoglobin, cac bénh lién quan
t&i lysosome. Mot s6 bénh “nhay cdm” dugc dic biét quan tdm ciing dugc dé cap nhu:
diéu tri thdm nhiém HIV (chuong XIV), diéu tri cac bénh ung thu (chuong XV), diéu tri cac
bénh gan (chuong XVI), diéu tri cac bénh tim mach (chuong XVIl), diéu tri cac bénh thuéc
hé than kinh (chuong XVIll), diéu tri bénh u ndo (chuong XIX), diéu tri viém da khop dang
thdp (chuong XX).

Sach dan chirng ddy du cac théng tin can thiét, nhirng két qua da dat dugc va ca nhing
kho6 khan phai duwong dau trong hién tai va tuong lai.

“Thuc hanh &rng dung gen tri liéu” c6 thé gilp ich cho cac bac si lam sang, cac nha nghién
ctru Y, Sinh, Duwoc hoc, cac nghién ctru sinh nganh céng nghé sinh hoc, cac sinh vién Y
Duoc va né cling b ich cho bat ky ai muén tim hi€u vé mot bénh nao d6 ma minh quan
tam.

D& d& mat thoi gian tra clru cta doc gia, phan cudi cta sach ching téi c6 ghi chi nhirng
van dé lién quan téi su chuyé&n va bigu hién gen nhu sinh hoc virus, cac té bao géc, su
chét theo chuong trinh cla té bao (apoptosis). Pay |a nhitng khia canh khoa hoc hién dai
mé&i chi xuat hién trong nhirng ndm gan day nhat nhung lai rat can thiét d& ly giai cac khia
canh khoa hoc duong thoi.

Diéu dic biét luu y 1a nhitng két qua budc dau trong linh vure khoa hoc non tré nay di
khéng dinh nhing kha nang vuot tréi cia né va ré rang gen tri liéu 1a moét vi khi tinh
nhué nhat cua Y hoc thé ky 21. Nhirng két qua dat duoc cé th€ 1a nhing dinh hudng
guan trong cho cac nha nghién ctru. Hy vong nhirng thanh qua md&i dat dwoc trong
twong lai sé& giadi quyét tan goc cac van dé bénh tat, nang cao tudi tho ctia con ngudi.

D& hoan tat cuén sach nay ching toi xin tran trong cdm on cac nha khoa hoc trong va
ngoai niréc da dong vién, khich & va cung cdp cho ching téi nhirng tai liéu quy bau trong
qua trinh bién soan. Chang t6i xin tran trong cam on Nha Xuat ban Y Hoc d3 tao diéu kién
tét nhat d&€ cuén sach sém dén tay doc gia.

Vi thoi gian bién soan gép va trinh do cua cac tac gia cé han nén nhirng sai sét trong sach
la khéng thé tranh khéi. Ching t6i mong nhan dugc su dong gop tir cac doc gia, cac nha
khoa hoc va cac déong nghiép. Mét lan nira ching t6i xin tran trong cam on.

Ha Noi ngay 19 thang 5 nam 2007
Cac tac gia
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Chuong |
LIPOSOME CATIONIC
1.1 Mé& déu

Liposome cationic la cac vec to téng hgp lam trung gian cho viéc chuyén giao va biéu
hién cac gen chuyén (transgene) bén trong cac té bao dong vat. Vec to nay ra doi nhd
nhitng tién bd dang k& da dat dugc trong mot sé Iinh vuc khoa hoc. Mét diéu da dugc
xac nhan la nhirng co ché tac dong cua thudc thir da duoc hi€u ré hon va ngudi ta da
hoan thién dugc phan tir lipid irng dung trong viéc van chuyén cac gen dic hiéu in vivo.
Tuy nhién, trong chién lwgc ndy cé su linh hoat trong viéc ti€p can méi nham cai tién cac
ky thuat diéu tri bénh cho con ngudi. Phirc hop DNA-lipid da duoc &rng dung trong lam
sang va tién lam sang. V&i cac két qua ban dau d3 tao nén vé s6 cac mé hinh cé thé& (rng
dung dugc trén nguoi.

1.2 Co ché tac déng cua céac liposome-cationic

Felgner va cong su la nhirng nguoi dau tién sir dung cac phan tir lipid c6 nhdm tich dién
duwong & dau dé& chuyén gen vao cac té bao nudi cdy. Mot phan tir lipid trung tinh chéng
han nhu dioleoyl phosphatidyl ethanolamin (DOPE) d4 tao hiéu qua cho su chuyén gen. Vé
mat hiéu qua, phuong phap ndy cé th& so sanh dugc véi hdu hét cac phuong phap
chuyé&n gen khac khong phai |a vius in vitro va da thé& hién cé hiéu qua véi hdu hét cac té
bao da dugc nghién clru. V& co ché cla qua trinh ciing nhu cac dic tinh 1am giéi han su
chuyé&n gen trung qua lipid thi van chua rd hoan toan. Khéng giéng nhu cac hé théng
chuyén giao thuéc dua trén co sé lipid khac, DNA plasmid khong dugc ddng géi trong 16i
clia liposome hinh céu, thay vi la DNA cé dac hon do céac lipid cationic dd pha 1én toan bd
hodc mot phan plasmid. Dang boc 4o va coé dic ndy cla DNA cé thé xac dinh duwoc bang
hién vi dién tir hodc do bang tinh khé néng chay ctia DNA khi xtr ly véi nuclease in vitro .

M&c du lGc dau ngudi ta nghi rang phirc hop DNA-lipid thdm truc tiép vao mang sinh chat
réi di vao té bao chat. Nhung hién nay ngudi ta lai cho rang trong nhiéu trudng hop suw
ti€p nhan DNA plasmid phai doi hoi qua trinh tiéu hoa nodi bao (endocytosis) va c6 thé&
dugc tdng cudng badi cac thudc ndi tham thau (endosomolytic) nhu chloroquine hodc
thém vao céac virus (adenovirus) c6 khad nang néi thdm thau trung gian. Nhirng c6 gang
nham nang cao hiéu luc su van chuyé&n gen qua trung gian lipid in vitro cling tap trung vao
viéc phat trién cac mau thudc thir (reagent) lipid m&i nham tang su gén két véi mang té
bao. Hiéu qua cua viéc chuy&n mot dang té bao dic biét vao trong moéi trudng nudi cay
thuong doi hdi mot ty Ié thich hop lipid:DNA hodc ty Ié cua cac cationic d€ trung hoa lipid.
Tuy nhién, van chua tim dugc mét hop chat cé hiéu luc d& chuyén plasmid vao té bao
chat. D6 1a moét khia canh quan trong lam han ché toan bé qua trinh. Su chuyén giao v&i
hiéu luc cao cua cac phan tir plasmid huynh quang hodc nucleotide huynh quang da duoc
thuc hién & mot vai dang té bao va da chuyén giao gan nhu 100% DNA vao trong cac té
bao nudi cdy. Viéc giai phong bao chat DNA khdi liposome 1a mét dac trung quan trong vé
tinh hiéu qua cla toan bo qua trinh. Hiéu luc an twgng cla su chuyé&n giao DNA plasmid
t&i cac té bao nudi cdy khdng phan cuc 1a twong déi thap. Tham chi, duéi cac diéu kién
thich hop nhat cling chi phat hién c6 1-5% céc té bao da duoc chuyén véi nhiéu dang
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khac nhau, nhu trudng hop chuyén gen O-galactosidase (néu dugc xét doan bang mot
thtr nghiém twong ddi nhay ching han nhu héa té€ bao X-gal). Nhirng trai nguwoc nay dan
dén gid thuyét cho rang viéc giai phéng cac phan tir plasmid khdi lipid cationic va viéc
plasmid vao nhan da lam tré ngai that su cho su bi€u hién gen khi c6 mat liposme
cationic. Diéu d6 ciing c6 thé nght rang viéc chuyé&n gen co s& plasmid doi hdi phai vao luc
c6 su phan chia té bao va su hoa tan déng th&i cia mang nhan. Va trong nuéi cdy té bao
thi chi c6 mot phan nhd té bao cé su phan bao nguyén nhiém tich cuc vao ding thoi diém
c6 chuyén giao plasmid, tirc 1a c6 khd nang chuyén chd cac plasmid tir t€ bao chat téi
nhan dé& thuc hién su phién ma. Ngudi ta da thir nghiém cac phan tir plasmid dugc gan
cac tin hiéu dinh vi nhan qua cac 16 nhan (mot cai tién hién dai nhat lam tang hiéu luc
chuyé&n gen & céac té bao khéng phan cuc in vitro). Tuy nhién, vai trd cia mang nhan trong
su chuyé&n gen qua trung gian lipid qua la phirc tap vi khi kéo dai su tiép can té bao véi
phirc hop DNA-lipid (d€ cho phép mét lwong 16n té bao qua giai doan phan chia trong khi
chuyé&n plasmid t&i té€ bao chat) thi chwa chac da lam ting duwoc hiéu (rng chuyén gen
ho&c bigu hién gen. Hon nita, thir nghiém chuyé&n cac t&€ bao déng bo lai khong 1am téng
hiéu luc van chuyén. Khi dung cac phuwong phap nhay dé€ xac dinh sy bi€u hién gen thi
thdy hau hét cac té bao trong quan thé lai tiép nhan va biéu hién gen ngoai lai. Nhung
cling c6 mét s6 té bao xac dinh trong quan thé lai dwgc chuyén gen & murc cao, ly do cla
su bi€u hién cao nay van chua duoc ré.

1.3 Chuyén gen qua trung gian lipid t&i bi€u mo bi phéan cuyc

Kha ndng chuyén céac liposome cationic t&i cac té bao bi€u mé bi da phan hoéa la tuong déi
y&u da goi y rang su phan cuc va hinh thanh cac ghép néi virng chac da lam giéi han su
chuyén giao cac phan tlr DNA plasmid. Su tang trudng cla cac té bao bi€u mé bi in vitro
thuwong dugc dung d€ mé hinh héa in vivo & phdi, ruét hodc cac bi€u moé khac. Duéi cac
diéu kién nay, su ti€p nhan va chuyé&n giao DNA 14 rat han ché va khéi plasmid da vao
trong té bao chat sau nay c6 thé& sé can thiép vao hiéu luc chuyén gen. Cac chat tham
trung gian nhu sodium glycholate cé thé lam tang su tai nap gen (gene transduction) cla
ph6i chudt, nhung nhirng tac nhan nay ciing lam ting doc tinh. It nhat da c6 mot mé hinh
chi rd cé su phu thudc rat nhiéu vao tiéu héa noéi bao (endocytosis) & cac té bao da
phan héa va phan cuc. Tuy nhién c6 thé& thu duoc két qua néu sir dung mét liéu rat cao
phirc hop DNA-lipid in vivo, co s& ly luan cta van dé nay van chua dugc ré. Tuy nhién,
viéc tao ra céac lipid thé hé mai hon cé thé sé nang cao dugc kha ning van chuyén téi cac
|6p don cuia bi€u bi. Nhirng két qua nay vach ra mot diém quan trong |a phai lva chon cdn
than cac moé hinh thich hgp d€ kiém tra hiéu luc cda lipid cationic in vitro, hoac phai du
doan truwdc cac hiéu urng sinh hoc in vivo. V&i bi€u mé bi da phan héa (trong cac mé nhu
phéi, dudng tiéu héa hodc trong cac khéi u dac) doi hdi phai cé su xem xét dic biét vi né
c6 thé& la mot dich hiéu qua cho su chuyén gen qua trung gian lipid in vivo.

1.4 Phat hién cac lipid cationic
Viéc phat hién cac lipid cationic tan tién cho su chuyé&n gen phu thudc vao céac test thuc
nghiém ctia phong thi nghiém vé cac hgp chat ma méi hgp chéat lai dugc sang loc cho céac

(rng dung déc biét. Nhin chung lgi thé cudi cung thudc vé lipid trung tinh cé céng thirc 1a
DOPE. Cac hgp chat thudc thé hé dau tién nhu DOTMA va DOTAP d4 chua virt bé dugc

15



céac lipid cé chira cac nhém cé tiép dau la polyamin. Duéi cac diéu kién dac biét, cac chat
ma&i hon ré rang da lam ting hiéu luc chuyén giao. Tuy nhién, cong thirc t6i wu dic hiéu
van chi cho tirng dang té& bao, tirc 1a phai cé rat nhiéu céng thirc liposome cationic.

D€ ap dung in vivo phai sang loc mét lwgng I6n cac vec to liposome d€ xac dinh dugc
mét hop chat cé6 hoat tinh cao. DMRIE (1,2-dimyristyloxypropyl-3-
dimethylhydroxyethylamminium bromide) dugc xac dinh |a mot hgp chat chuyé&n hiéu qua
va céac gen tri liéu dd duoc thiét 1ap & cac khéi u dic trong cac thir nghiém tién lam sang
va lam sang. GAPDLRIE cting dugc chirng minh 1a c6 tiém nang trong cac nghién cltru in
vivo, chang han nhu trong viéc chuy&n va bigu hién gen trong cac t& bao ndéi mac mach
(intimal) va céac té bao gidra (medial) dong mach lgn. M6t s6 lipid (gém DOTMA va cac hop
chat thudc thé hé sau nra) da duoc cong thirc héa dic biét cho chuyén giao trong cac
tinh mach, diéu dé da goi ra cac tin hiéu gen véi cac moé nhu phdi va gan. Trong cac mo
hinh thiét ké thi cac té bao Kuffer cla hé théng ludi néi mé & gan duwgc chd y hon ca.
Nguoi ta da xac dinh duwgc cac liposome c6 cong thirc dac biét phu hop véi viéc chuyén
gen t&i phdi clia chudt. Vi du nhu GL-67 la mét phire hop khi dung DNA plasmid dung dé
chuyén gen t&i phdi chuét hiéu qua cao hon gan 1000 lan DNA don va 100 lan so véi cac
d6i tuwong khac. Nhu vay, lipid t6i wu héa dd dugc dung d& chuyén gen téi phéi. Mac du
vay, 16p hop chat nay van phai duoc xac dinh qua su sang loc chat ché cla cac phong thi
nghiém lén vé liposome cationic va ngudi ta da bat dau phan tich hoat tinh - cau trdc cua
ching. Cac nghién ctru V€ cac chat tuwong tu I6p ndy nhu GL-67 thi nhém cationic dau
hinh chit T c6 phan md neo cla cholesterol gan véi spermine da lam ting dang k& kha
nang chuyé&n gen t&i phéi chuédt in vivo. Viéc cai bién cac vung dic biét trong phan tir GL-
67 cho phép nang cao hon nita kha nang hoat déng cla thudc khi sir dung cac phuong
phap y hda hoc truyén théng. Cac lipid cationic guanidium - cholesterol ciing da dugc
théng béo la cac chat chuyé&n gen trung gian hiéu luc t&i phdi dong vat. Tuy nhién, mot
lipid dac hiéu lai chi c6 hoat tinh & cac mé dac hiéu (tirc GL-67 chi dung cho phéi va
khong cé tiém ning cao déi véi cac moé khac). Diéu doé chi ra rang viéc phat trién cac
liposome cationic dung cho in vivo ddi hdi phai cé su sang loc rat ky va phai c6 cac test
thuc nghiém cho tirng trwong hop cu thé.

1.5 Lipid thai cham

That bai cta viéc gan phirc hop DNA-lipid véi cac té bao dich rdi viéc plasmid kém hoéc
khéng hiéu luc di vao té bao chat 1a moét van dé quan trong lam gii han su chuyé&n gen
qua trung gian lipid in vivo. Viéc cai tién cac phirc hop liposome bang cach hop nhat véi
protein virus Sendai dd duoc (rng dung trong chuyé&n gen in vitro va in vivo trong mot sé
trudng hop nhu bi€u hién insulin tai t6 hgp dé€ diéu chinh ha thap mirc glucose huyét &
chudt, hay chuyé&n phan tir antisense oligonucleptide d& ngan chin su nhan [én clta tan noi
mac (neointimal) hodc chuyé&n gen téi véng mac dong vat hay t&i cac khéi u ndo. Enzyme
chuyén déi angiotensin clla nguoi (human angiotensin converting enzyme -ACE) cling
duoc chuyén bang phuong phap ndy vao trong dong mach canh chudt dé€ ACE duoc bidu
hién ca trong té bao co tron gitra (medial smooth muscle) va trong cac té bao bigu mé
ndi mac mach. Nhirng thay d8i tang sinh mach méau cling quan sat thdy & cac déng mach,
md hinh bigu hién trong thanh déng mach thé ciing da duoc cong bd. Cach tiép can
tuwong tu ciing thdy trong chuyé&n gen superoxyde dismutase véi ty 1& % rat cao cac té
bao co tim trong mé hinh ghép tim trén chuét. Dich cla cac lipid cationic téi cac receptor
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d3c hiéu theo con duwdong ndi bao (endocytic) cling di duoc théng bao. Ching han nhu
trong thr nghiém nham tranh su bat hoat cua lipid cationic trong tuan hoan thi DNA sé&
duoc phirc hop véi lipopolyamin hodc cac ligand khac. Mau hinh nay ciing dugc st dung
d6i véi receptor asialoglycoprotein va ciing da 4p dung mé hinh theo co ché nay in vitro.
Lipid cationic c6 th& duoc 1am 6n dinh khi chuy&n gen in vivo bang cach gén véi cac
polyamin hay polyethylen glycol phospholipid. Twong tu nhu vay, cac thi nghiém gén lipid
cationic vao céac virus t6ng hgp nhan tao cling da duoc du dinh cho cac vec to khbng
phai virus.

1.6 Nang cap céac plasmid

Hai van dé chinh can dat ra trong viéc nang cao chat lugng ctia su chuyén gen l1a do: (1)
mirc dd bi€u hién con thap va (2) thoi gian bi€u hién ngén. Mot vai chién luoc da duoc
thir nghiém in vitro hudng vao cac van dé nay. Cac trinh tu dich cta nhan lién két déng
héa tri v&i plasmid da lam tang do6i chit hoat tinh gen. Clng tuwong tu nhu vay, T7
polymerase ciing lam tang kha nang bi€u hién gen in vitro mac dau thoi gian ton tai cla
plasmid van chua kéo dai dang ké&. Su lwa chon mot cach khén khéo cac yéu té diéu hoa
gen c6 thé lam ting that su hiéu qua chuyé&n gen nhu véi liposome cationic ching han. D&
chuyén gen vao ph8i in vivo ngudi ta di cai tién moét promoter trén co sd
cytomegalovirus (CMV). Theo nhu thong bao, mirc dé bi€u hién gen cao hon 100 lan cac
cau trac thé hé thir nhat theo cing mét thiét k&. Vung phia 5’ cla c-erb B-2 duoc st
dung d&€ huéng dan dac hiéu cho gen thymidin kinase cla virus herpes simplex (HSV-tk)
vao trong cac khéi u méi phat trién & chuodt. Cac plasmid co sé cac trinh tu virus Efstein-
Barr dugc chuyén téi gan bang cac liposome cationic c6 thé& tén tai vai thang, ré rang 1a
do su dinh huéng cula plasmid c6 thé€ tu sao chép duwgc cla episome. Cac plasmid cé thé
tu sao chép lau dai trong cac t& bao bi€u mé do c6é su hop nhat virus gay u nha trén
ngudi (human papilloma virus -HPV) E1, E2 va vung diéu hoa trén (upstream). Cac yéu té
HPV nay la cac chat hoat héa van chuy&n manh, né lam tang 10.000 Ian tin hiéu gen &
cac té bao bi€u mé trong méi trudng nudi cay.

1.7 Cac th&r nghiém tién |dm sang va lam sang

MOt vai cong trinh nghién ciru trén ngudi véi viéc sir dung liposome cationic da cho
nhitng két qua khich 1& sau khi dua plasmid DNA vao miii d&€ diéu hoa do6 dan dién van
chuy&n mang té bao bénh xo nang (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
- CFTR). Cac thir nghiém nham: (1) theo ddi su phan phdi luéng khi clia phirc hgp DNA-
lipid khi dung va (2) tai phan phéi va theo déi ludng khi qua miii véi DNA-lipid. Ca hai céng
viéc d6 déu da hoan tat. Noi chung, nhirng nghién ctru ndy da chi ra rang cac chi sé do
dugc vé su van chuyé&n gen cho thay véi quy trinh qua mdi ¢c6 it tac dung phu nhat va khi
dung ciing gay doc cho hé théng. Nhirng tién bo dat duoc trong ky thuat liposome dan
dén viéc phat trién cac test 1am sang véi nhiéu (rng dung khac nhau cuta gen tri liéu trén
ngudi. Viéc chuyén va biéu hién gen adenomatous polyposis coli (APC) thé hoang di &
dudng tiéu héa, chuyén gen -1 antitrypsin t&i gan, chuyén yéu té IX t&i gan chudt va céac
t8 chire khac, su bi€u hién gen nghién cltru trong céc té bao géc clia mau va phéi dong
vat nguyén ven ciing da thanh cong trong cac mé hinh dong vat nhd sir dung liposome
cationic. Gen 0-1 antitrypsin dugc chuy&n téi gan c6 thé tén tai trén 5 thang néu két
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hop cét bd mot phan gan. Cac gen duoc chuyén qua trung gian liposome (ex vivo) vao
trong cac té bao tly xwong chudt c6 thé cé hoat tinh t&i 4 tuan |& néu viéc truyén dugc
tai 1ap lai. Cac Iposome cationic ciing duoc sir dung d& (rc ché su tang sinh cla co tron
ndi mac mach (ching han nhu van chuyén cac biy vi tri gin E2F) in vivo trong cac thi
nghiém gay t8n thuwong dong mach canh chudt hodc chuyén cac gen mé cho interleukin-
10 (IL-10) hodc cac domain receptor yéu t6 alpha hoai t&r u trén ngudi (human tumor
necrosis factor alpha -TNF; receptor) d& lam gidm nhe cac ndi déc td nguy hiém. Su biéu
hién qua trung gian liposome cla gen luciferase & déng mach vanh lgn cling dugc nang
cao do hoat hoda tang sinh té€ bao mach mau. Trong md hinh & ddng mach chi tho,
DOTMA/DOPE da dugc dung dé€ chuyén cDNA hormone tang trwdng clia nguwoi, mac du
chi c6 moét phan nhoé cac té bao déong mach (< 1%) bi€u hién 1a sdn phdm gen in vitro. Déi
véi moé mat bao gdm cac té bao giac mac, trong den, 16ng mi va véng mac cling da duoc
van chuyén in vitro va in vivo véi céc lipid cationic, dé cling |a méot trong nhirng céch tiép
can méi d6i véi cac bénh vé mét. Nhirng chién lwgc phat trién su chuyén gen trong lam
sang nhu thé dang trén da phat trién.

Theo sau cac nghién ciru ban dau cua Canonico va cong su, viéc chuyén gen tién lam
sang t&i mii déng vat cling da thu duoc két qua trong mot sé trudng hgp. Nhirng nghién
clru nay bao gém ca viéc thiét lap céac lipid thé hé ct (DOTMA, DOTAP, DMRIE, DC-
cholesterol) va cac thuéc thir (chat phan (rng) thé hé sau nhu GL-67. Viéc chinh sira cac
khiém khuyét dién sinh hoc dudng dan khi trong mé hinh xo nang & chuét ciing ap dung
cach chuy&n gen qua trung gian lipid. Ching han nhu viéc phan phdi cac phirc hop DNA-
lipid & tinh mach ciing s dung DOTMA/DOPE d& biéu hién gen in vivo & cac té bao biéu
mo trén bé mit dudng dan khi. Cac tin hiéu bigu hién gen trong mét sé trwdng hgp ciing
duoc thong bao 1a c6 thé kéo dai duoc téi vai thang bang ky thuat nay. Cac lipid cationic
hay cac ché phdm khac cling cé th& lam ting thém hoat tinh trong mau in vivo, trir
trudng hgp hinh thanh phirc hgp véi DNA lam giam hiéu luc cta qua trinh. Sy chuyén
giao cac plasmid danh dau phéng xa c6 thé thuc hién dugc bang cac mé hinh trén dong
vat véi phong xa tu ghi trén toan b co thé. Cac liposome cationic dd duoc sir dung dé
chuyén gen tri liéu t&i mét s6 khéi u xac dinh hodc dugc sir dung trong vaccine khang u
cd cac chat phu trg. Vi mét lwgng nhé HLA-B7 (khodng vai microgram DNA dugc
chuyén t&i cac mo bi u) da phic hgp véi DMRIE/DOPE hodc DC-cholesterol c6 thé tiém
chiing an toan cho cac khdi u héc td trong cac nghién ciru tién 1am sang & ngudi. Chién
lrgc nay duoc thiét ké nham khang lai cac khang nguyén gay khoi u. Su thoai lui mét
cach khach quan cla cac khéi u cling quan sat thdy & mét sé bénh nhan va hiéu luc khang
u da dat dwoc & mdt mirc ndo dé. Mot bénh nhan bi u hac t6 trong phdi (intrapulmonary
melanoma) cé biéu hién dap (ng sau khi HLA-B7 cDNA phtrc hgp véi liposome cationic
duoc chuyén vao qua ddng mach phdi phai. Can Iwu y rang chinh cac liposome cationic
ciing c6 hiéu luc khang u trong mét s6 md hinh in vivo.

Trén co s& cac phat hién trudc cua Nabel va cong su, nhiéu thir nghiém tién l1am sang
vaccine déi vé&i khéi u hodc cac nghién clru tao ra cac mé hinh nham nang cao dap ng
khang khéi u khi sir dung lipid cationic phirc hgp véi DNA plasmid ciing da khéi ddu. Mot
plasmid lién hgp cac trinh tu tr adeno-asociated virus (AAV) ma cho IL-2 cDNA cua chudt
da dugc tiém vao cac té bao khéi u tuyén tién liét cla ngudi. Liposome ciing da duoc st
dung d€& chuyé&n giao hiéu qud HVS-tk hodc p53 tdéi cac khdi u méi hinh thanh & chuot.
M3c du c6 su thodi lui cdia khéi u, nhung co ché cua hiéu (rng khang khéi u thi van con
phai nghién ctru tiép tuc.
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1.8 Van dé diéu hoa phirc hgp DNA-lipid

M&i cong thirc clia phirc hop DNA-lipid déu doi hdi mot ty 1é lipid:DNA xac dinh va cac ché
pham lipid t6i wu thudng gém ca lipid trung tinh va lipid cationic. Cac thir nghiém tién |am
sang c6 th& duoc dung trong viéc xac dinh xem thuéc thir ndo la tét nhat cho mét muc
tiéu déc biét nao dé. Cac nghién ciru thudc nhiéu dang & pha | (pha | type) nham chirng
minh cho cac khai niém khoa hoc cling da duoc dat ra hodc dang trén da tién trién. Mot
vai nghién clru con dé cap téi ca su tang tién cua liéu lwvgng. M6t mo hinh nghién ciru 1am
sang v&i mot cong thire dé cho sé phai wéc lvong dwoc mic tiang cda liéu lwong. Phai
tap hop day du cac s6 lieu thir nghiém vé hiéu luc, d6 an toan tién Id&m sang dé& phuc vu
cho cac cong viéc sau nay. Mat khac, néu mot nghién ctru 1am sang theo mé hinh nham
thay d6i thanh phan clia mot cong thirc dic hiéu (ching han nhu thay déi ty 1€ lipid:DNA)
thi méi su thay d6i déu phai dugc nhin nhan tr cac thlr nghiém tién lam sang vé doé an
toan va hiéu luc cta nd. Vi thé, trudc hét phai sém xac dinh mot céng thirc t6i wu véi
cac thanh phan cé dinh trong cac thir nghiém tién 1am sang va sau d6 danh gia that can
than dé an toan va hiéu &rng sinh hoc clia ctia céng thirc dac hiéu nay. Nhirng ti€p can
nhu thé sé lam don gian hoéa cho cac nghién ctru trén lam sang.
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Chuong Il
CO DAC DNA VA Sy VAN CHUYEN GEN QUA TRUNG GIAN RECEPTOR
2.1 M& dau

Viéc phat trién céac chién lugc d€ dua cac yéu td ngoai sinh, cac gen chirc ning dén céac
t&€ bao soma c6 |& 1a rat quan trong cho viéc diéu tri bénh, véi di€u kién la cac phuong
phap nay phai an toan, hiéu qua va phai dwgc chon loc. Nhitng tién bd dat dugc trong
linh vurc nay rat an tuong. Hién nay c6 mot s6 hé théng chuyén gen da duoc kiém tra
(lam test) trén cac thir nghiém lam sang. Cac virus tai t6 hop khiém khuyét sao chép da
duwgc st dung lam trung gian van chuyé&n gen cho nhiéu loai té bao trong cac thir nghiém
in vitro va in vivo. M3c ddu cac virus tai t6 hop c6 su 16i cudn rat I&n, nhung cac vector
nay van c6 nhirng gi¢i han dang k& khi 4p dung vao thuc té. Vi du, cac retrovirus tai t&
hop c6 thé dua dugc cac gen vao trong té bao nudi cdy, nhung cac vector nay lai khdng
chuyé&n dugc gen vao trong cac té bao khdong sao chép (nhan 1&n) va nhin chung thiéu
hiéu qua trong viéc chuyén gen in vivo.

Tinh huwdng cla cac virus tai t68 hop c6 thé 1am han ché tac dung cla ching, va kha nang
déng gbi ctia nhiéu virus da lam gi¢i han kich c& céac trinh tu ngoai lai c6 thé dugc cai vao
trong cac vec to nay. Mot vai vector virus c6 thé& gay doc té bao hay kich thich cac phan
trng di &rng, 1dam gidm hiéu qua su chuyé&n gen va bigu hién gen chuyé&n néu sir dung ldp lai
céac virus téi t8 hop. Cling cé van dé lién quan la mot vec to virus bat hoat cé thé trd nén
hoat héa sau khi tham nhiém céac virus hoang da hoéc virus tro gilp va c6 thé tao nén mot
virus tai t8 hgp c6é kha nang sao chép cao. Vi con nhiéu diéu cadn can nhéic nén viéc phat
trién cac phuong phap chuyén gen khéng virus van can duoc quan tam nhiéu.

Cac gen chirc ndng cé thé duoc dua téi cac té bao nhan chudn in vitro bang nhiéu
phuong phap vat ly, khéng gay tham nhiém. Té& bao cta doéng vat c6 vi cé thé dugc tham
chuyén béng cbng tua calcium phosphate, liposome, DEAE-dextran, vi tiém, tha bom céac
hat gene va electroporation.

Mot s6 ky thuat dd duoc mé rong d& chuy&n DNA vao cac té bao dong vat thuc nghiém
in vivo. Vi du, cong tua calcium phosphate (co-precipitation) dugoc dung d€ chuyén DNA
vao trong cac té bao nudi cay bang tiéu héa ndi bao (endocytosis) dic hiéu va ky thuat
nay da tré thanh cach ti€p can chudn cho su chuyé&n gen in vitro. Cac nha nghién ctru da
tiém plasmid tda calcium phosphate vao khoang mang bung cla chuét, két qua 1a biéu
hién dugc gen chuy&n & gan véi mirc thap. Mac ddu nhirng phuong phap tham chuyén
nhu thé c6 thé& chuyén duwgc DNA vao té bao, nhung it hiéu qud hon so véi céc vector
virus va nhirng két qua thu duoc cé thé& thay déi rat I6n. Thém vao dé, nhirng quy trinh
nay chi cho két qua bigu hién ngén han va thudong 1a khéng déc hiéu, hau hét cac ky thuat
nay 1a khéng thuc té& déi véi viec chuyén gen vao cac dong vat.

Tuy nhién, mét vai hé théng khong virus th& hién nhu nhing phuong thire tiép can tiém
nang dwa cac gen chirc nang vao déng vat. Qua thuc la nhirng phuong phap chuyén gen
khoéng virus tiém ndng nay c6 thé duoc sir dung trong gen tri liéu trén ngudi néu nhirng
ky thuat nay that su dang tin cay va c6 hiéu qua trong chuyén gen in vivo. Trong pham vi
chuong nay, ching ta s& ban dén su phat trién va nhirng tién bo dat dugc trong su
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chuyé&n gen qua trung gian ligand-receptor. Mot cach tiép can khac 1a chuyén gen qua
trung gian liposome, d3 duwgc ban dén & chuong 1.

2.2 Van chuyén gen qua trung gian receptor

Mot s& nghién clru d4 chi ra rang cé thé& chuyén duoc gen téi té bao in vitro va in vivo
bang tiéu hoa ndi bao (endocytosis) qua trung gian receptor (receptor-mediated
endocytosis). Su hda nhap clia cac receptor bé mat 1a mot dap (rng phé bién cla té bao,
va nhiéu I6p receptor nay cé kha ning tiém &n trong viéc chuyén cac gen chirc nang vao
trong té bao. Viéc chuyé&n cac chirc ning cla ligand vao trong céac té bao nho tiéu hoa noi
bao qua trung gian receptor rat da dang, va su dich chuyé&n clia cac receptor ciing rat
thay d8i nhu receptor asialoglycoprrotein dugc thiét ké d€ duwa céac ligand cla né téi
lysosome - noi sau nay chiang sé dugc giang héa. Cac receptor khac lai quay vong cac
ligand tr& lai bé mat té bao (receptor transferrin) hay van chuyén ligand cla n6é sang bén
kia t€ bao va duoc giadi phong & d6 (rcepetor Ig téng hop). Viéc chuyén gen qua trung
gian receptor la tan dung loi thé vé kha ndng cuia cac receptor bé mat té bao dé& lién két
va hoa nhap cac phuc hgp Ién c6 chira gen can nghién clru va tao nén tinh dic hiéu cho
cac vec to 1a khéng gay tham nhiém va khéng cé doc tinh. Mau thiét ké co ban cda cac
cdng hop phan tir trung gian cho su chuy&n gen gém 2 yéu té: ligand va polycation (Hinh
2.1). Cau trac cta cdng hop phan tir dugc bat ddu véi viéc lua chon mét ligand thich hop
vGi dich 1a mot receptor trén mot dang té bao dac hiéu. Tuy thudc vao receptor ma nhiéu
ligand khac nhau da duwgc thém vao céng hgp nhu monosaccharide, disaccharide,
peptide/protein, folate, glycoprotein, lectin va cac khang th&. Cac ligand duoc lién két
déng hoa tri v&i polycation (nhu polylysine), ching tuong tac dién véi nhém phosphate
tich dién am ctia khung DNA va tao nén mét phirc DNA-céng hop 6n dinh thich hop cho
su chuyé&n gen. Mot khi ligand da vao vao dugc bén trong té bao thi sé trén thoat dugc
thé& tiéu hoa ndi bao (endosome) d&€ duoc van chuyén t&i nhan. Vi thé mot sd nha nghién
clru da hop nhat nhiéu tac nhan cua endosome vao trong cac céng hgp phan tir (Hinh
2.1).

Nhirng céng hop phan tir nay bat chudc chién thuat sir dung that nhiéu virus cung dua
vao té& bao . O day acid nucleic dugc co dic lai thanh nhitng hat nhd nho cac polycatiopn,
giébng nhu su ddng goi cua hé gen virus véi protein vé clia ching. Su nhan dién va hoa
nhap cla cac virus ciing giéng nhu su hdp thu cac céng hop phan tr vao trong té bao
dong vat cé va. Nhu trudng hop cac protein cla adenovirus gan véi cac receptor (0,0
integrin) trén bé mat té bao vat chi va sau dé virus dugc hda nhap béi cac héc duoc bao
vGi clathrin trong thé€ tiéu héa n6i bao (endosome) riéng biét. Trai ngugc véi cac vec to
virus, hé théng chuyé&n gen nay khéng c6 su rang budc vé dong géi va cho phép huéng
dich t&i cac DNA plasmid kich thuwdc 16n, cho phép van chuyén duwoc ching nhitng cac
gen chuy&n ma con ca cac promoter va cac yéu té tang cudng.
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Hinh 2.1 C4u triic co ban ctia mot phure hop thdm chuyén. Cac ligand dich lién két déng héa tri voi
mét polycation, chang han nhu poly-L-lysine sé cho phép céng hop (khéng cén lién két déng héa tri)
voi DNA plasmid va tao ra mét phuc hop DNA- céng hop thich hop cho sy chuyén gen. Cac tac
nhén thé tiéu héa ndéi bao nhu céc adenovirus bat hoat hodc céc peptide hinh que duoc thém vao
phuc hop tham chuyén sé lam gian doan su van chuyén thé tiéu héa ndi bao (endosome) va kich
thich su biéu hién cac gen chuyén trong céac té bao tiép nhan.

(Theo Assem Ziady va Thommas Ferkol. Gene Therapy Technologies, Applications and regulations.
John Wiley & Sons Ltd 1999)

2.2.1 bich ligand

Tinh mé&i la cta phuwong phap chuyén gen nay la khd niang dua dugc DNA plasmids vao
trong céac té bao dic hiéu. Dich lwa chon cla cac té bao c6 | 1a van dé rat quan trong déi
vGi GTL, vi néu bi&u hién gen chuy&n mot cach bira bai thi rat bat loi. Viéc chuyén DNA
ngoai sinh qua receptor bé mat phu thudéc vao mét sé yéu t6 nhu su hién dién va sé
lwong cac receptor dac hiéu trén bé mit té bao dich, ai luc ligand -receptor va su tuwong
tac, tinh én dinh cua phirc hgp DNA-céng hgp cling nhu qué trinh tiéu héa néi bao (THNB)
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cla phirc hgp (Hinh 2.2). Céc receptor té bao khac nhau duwgc coi l1a nhirng muc tiéu tét
cho su chuyé&n gen (Bang 2.1) va su lua chon ligand 1a van dé then chét cho tinh dic hiéu
té bao cla su chuyén gen. Trong chuwong nay, ching ta xem xét lai mot vai receptor dac
hiéu dugc dung dé chuyén gen truc tiép.

2.2.1.1 Receptor asialoglycoprotein

Do tdm quan trong cua nd trong su chuyé&n hba nén tur lau gan di duoc coi nhu la moét
dich hap dan d&i véi GTL, va mot sé receptor biéu 16 & gan dd duoc sir dung dé€ chuyén
gen truc tiép téi cac té bao gan (Bang 2.1). Trong mét céng trinh twong tw Wu va Wu da
md ta mdt chat mang DNA dich hoa tan dd chuyé&n duoc plasmid téi cac té bao gan théng
qua con dudng receptor asialoglycoprotein. Receptor asialoglycoprotein la mot
glycoprotein hgp nhat mang cé lién quan téi su thanh thai cac glycoprotein c6 ddu tan la
galactose khoi mau bdi THNB thong qua con duwdong ham/ tdi bao (coated pit/coated
vesicle pathway) trong cac té bao gan. Mic ddu véi cac té bao gan, phan Ién déu duoc
van chuyén téi lysosome, nhung van cé su van chuyén DNA théng qua receptor
asialoglycoprotein va vi su bigu hién cla receptor nay chi gigi han vé&i cac té bao gan nén
hé théng tiém ning nay van c6 kha niang dugc lua chon.

D& tao duoc moét ligand gan véi receptor cac nha nghién ciru d xir ly orosomucoid V&
neuraminidase d&€ béc 16 cac galactose ddu tan va lién két déng hoa tri véi glycoprotein
desialate. Su bi€u hién plasmid c6 chira gen mé cho chloramphenicol acetyltransferase co
su phirc hop véi cong hop phan tir va phire hop tao thanh sé dich dic hiéu téi cac té bao
u gan ngudi (HepG2) bi€u hién receptor asialoglycoprotein. Khi truyén phirc DNA-cong
hop vao chudt thdy c6 su hdp thu va thanh thai nhanh cta gan déi véi DNA dugc tiém
vao. Mot ngay sau khi x&r ly v&i phic DNA-cong hgp thi chloramphenicol
acetyltransferase chi c6 hoat tinh & gan va su bi€u hién gen chuyén kéo dai dugc nhiéu
tuadn khi dong vat duoc cat bé mot phan gan & thoi diém tham chuyén. Theo cach tiép
can nay, chudt khéng cé albumin huyét thanh Nagase s& duoc dua vao tinh mach phirc
hop c6 chira gen cau trac albumin ngudi. Gen chuyé&n dugc phat hién nhu mot episome &
gan déng vat sau 2 tudn dugc xir ly va da xac dinh dugc c6 mot lwgng thap albumin
ngudi trong mau dong vat trong 4 tuan.

Cong hop véi co sé& asialoorosomucoid da duoc sir dung dé€ hiéu chinh mét phan nhirng
khiém khuyét chuy&n héa lién quan téi gan. Wilson va cong su da chuy&én mot gen
chimeric cé chira cDNA cla receptor lipoprotein ty trong thdp t&i gan thd Watanabe -
moét md hinh déng vat vé su tang cao cholesterol c6 tinh chat gia dinh. mRNA cua
receptor lipoprotein ty trong thap duoc phan 1ap sau mot ngay dugc xir ly véi phirc DNA-
cbng hop, tuy nhién khéng cé ban phién ma nao dugc phat hién sau 3 ngay tham chuyén.
Mirc cholestrol toan phan trong mau thd dwoc tham chuyén ciing gidm 30% sau 2 ngay
xtr ly, nhwng hiéu trng nay chi la tirc thi va ndng dé cholestrol lai trd lai mdc trude khi xir
ly sau tham chuyén 5 ngay.
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Hinh 2.2 Su chuyén gen qua trung g/an receptor. Gen ngoai lai duoc cé ddc trong perc hop tham
chuyén bdi cong hop phén tir, né gén véi mét receptor dic hiéu trén bé mit té bao. Phirc hop
receptor sau dé sé phai trai qua qué trinh tiéu héa ndi bao va khi di & bén trong té bao réi thi né
trén thoat duoc bé may THNB, dich chuyén téi nhdn va biéu hién & dé. Nhu vy, su biéu hién cua
gen chuyén phu thuéc vao su hién dién va sé lurong receptor dic hiéu trén té bao tiép nhan, tinh
6n dinh cua phirc DNA-céng hop, su tuong téc ligand- receptor, téc dd DNA tién vao nhéan, sy séng
s6t cua gen chuyén va cac té bao céng nghé héa, téc dé phién ma, dich ma va qué trinh sau dich
ma- tat ca déu lién quan chdt ché véi hiéu qua cua sy chuyén gen.

(Theo Assem Ziady va Thommas Ferkol. Gene Therapy Technologies, Applications and regulations.
John Wiley & Sons Ltd 1999)
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Bang 2.1 Céc receptor dich cho su chuyén gen

Receptor Ligand Con dudng tiéu hba ndi bao Té& bao dich
Receptor Asialoorsomucoid Lysosome Té& bao gan
asialoglycoprotein  Polylysine
glyccosyl héa
Histone
glycosyl héa
Carbonate Khang khang Lysosome Céc té bao
nguyén Tn ung thu,
Lympho T
C-kit Khang thé& Lysosome Céc té bao g6c
khang CD3 tao mau
CD Yéu t6 Steel Lysosome TB lympho
(SLF)
Glycocalyx Lectin Lysosome Moi noi
bé mat TB
Receptor yéu Khang thé Lysosome Moi noi
t6 tang trudng bi khang EGF
(EGF)
Receptor Folate Lysosome Moi noi
folate
Integrin Peptide Lysosome Moi noi
Receptor Polylysine Lysosome bai thuc bao
mannosase glycosyl héa
Receptor Khang thé Transytotic TB bi€u mo,
lg téng hop khang plgR TB gan
Phirc hop Peptide Lysosome TB gan, neuron
Phurc hop enzyme dai thuc bao
-serpin (SEC)
Receptor Surfactant A Lysosome TB bi€u mb
surfactant A duong ho
hap
Receptor transferrin Quay vong Moi noi

transferrin

Stankovics va cdng su ciing théng bao rang viéc biéu hién plasmid c6 chira gen ma cho
methylmalonyl CoA mutase c6 lién quan t&i cong hgp phan tir asialoorosomucoid-
polylysine, né lam tang hoat tinh enzyme & gan t&i muc tri liéu cho cac bénh nhan cé
nhirng sai léch bdm sinh vé chuyén hoa acid niéu methylmalonic (methylmalonic aciduria).
Tuy nhién su bi€u hién & gan rat ngan, sau khi duoc xir ly né chi kéo dai chua téi 2 ngay.
Khi tiém cong hgp phan t&r va phic hgp DNA-cong hgp vao chuét thi nay sinh dap tng
khang thé& khang ligand asialoorsomucoid, diéu dé cé thé& lam gidi han viéc sir dung cla nd
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trong cac bénh man tinh. Nhung khoéng phat hién thdy dap (rng huyét thanh véi DNA
plasmid & chudt sau khi tiém. D6 |a diéu rat khich 1& vi néu c6 cac khang thé& khang truc
ti€p DNA thi khé c6 thé tiép can dugc véi su chuyén gen.

Mét s& nha nghién cliru lai s dung cac ligand khac nhau dich vao cac receptor
asialoglycoprotein. Cac cong hop phan tr bao gébm polylysine lactosyl hda, histone
galactosyl hoa va polylysine-albumin galactosyl héa da dugc stir dung dé€ chuyén cac gen
nghién cltru t&i cac té bao gan in vitro. Cong trinh gan day cua Perales va cong su da chi
rd rang mdt cong hop phan tir gém cé mot polylysine dd duoc bién ddi hda hoc véi 0-D-
galactopyranonyl phenylisothiocyanate cé th& dua cac gen chirc nang vao cac té bao gan
in vitro va in vivo. Va rd rang la mét plasmid chira cDNA yéu t6 IX ctia ngudi duge cb dic
vGi polylysine galactosyl hda da dugc tiém vao hé tuan hoan chudt. Cac gen chuyén duoc
dua dac hiéu vao gan chuodt trudng thanh bang cach cho hap thu qua trung gian receptor,
két qua 1a kéo dai dugc su biu hién cla gen chuy&n. mRNA yéu t6 IX cla ngudi va
protein chirc ndng phat hién thay trong nhiéu tudn sau khi xtr ly véi phirc hop DNA-cdng
hop. Nhitng két qua tuong tu cling thdy & thé Watanabe dugc tiém phirc hgp cé chira
cDNA m3 cho receptor lipoprotein ty trong thap. Mac dau cac két qua thu duoc van chua
8n dinh nhung mirc cholesterol néi chung la cé giam trong nhiéu tudn & mot s6 thd sau
khi tiém phirc hgp nay (M.Molas, J.C. Perales va R.W. Hanson)

2.2.1.2 Receptor transferrin

Mot dich tiém nang khac cho su chuyé&n gen la receptor transferrin - mot glycoprotein
dimer 180 kDa. Receptor nay gén véi ligand tu nhién cta né - transferrin, phirc hop duoc
hda nhap nhanh chéng réi sau d6 quay vong ligand tré lai bé mat té bao. Receptor
transferrin rat phé bién, né c6 & hau hét cac mang té bao nhan chudn dang phan chia nhu
nguyén héng cau, cac té bao gan va dai thuc bao. Con dudng gay ddéc nodi bao
(endocytotic) d3 duoc khai thac d€ chuy&n thuéc va cac doc t6 téi cac té bao khéi u in
vitro.

Brinstiel va cong su da chi ré rang plasmid c6 th& duoc van chuyén qua receptor
transferrin t&i cac t€ bao dong héng cau cua chim va ngudi in vitro. Cac dang té bao khac
tdng trudng trong nudi cdy so cdp cling dad dugc chuyén giao. Su hap thu DNA bai
receptor ndy dat hiéu qua rat cao va su bi€u hién gen chuyén trong mét s6 dong té bao
c6 thé dugc nang 1én do duoc xir ly cung véi cac tac nhan huéng lysosome. Viéc chuyén
va biéu hién gen nghién ctru ( P. Photinus pyralis luciferase) sé& bi ngan chan néu cho du
transferrin vao méi trudng va né sé dugc tang cudng khi xir ly cac té bao vat chi véi
cac tac nhan (nhu desferroxamine) lam tang bi€u hién receptor transferrin. Khi thém cac
hat adenovirus bat hoat vao phirc DNA - cong hop cling lam tdng su bigu hién gen
chuyén. Kich c& cla plasmid cling anh hudng phan nao téi hiéu rng van chuyén. Cotten
va cong su da thong bao rang, cac plasmid I6n khoang 48 kilobase cé thé& chuyén duoc
vao céac té bao théng qua receptor transferrin. MGi gan day, ciing nhém nghién ciru nay da
chuyén dugc cac NST nhan tao cua vi khudn 160 kilobase v&i mot hiéu rng cé thé€ so
sanh duwgc véi cac plasmid nho hon (A. Baker va Cotten). Kich ¢& clia cac phirc hop dugc
xay dung tir cac cong hop co s& transferrin |a rat quan trong déi véi su chuy&n gen va
thuong la véi kich ¢& nhd hon 100nm 13 téi wu.

Receptor transferrin nhu la dich cho su chuyén gen vao cac dong vat nguyén ven, nhung
khi tiém phirc hop tham chuyé&n nay bao gém cé adenovirus bat hoat thi lai |am han ché
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két qua. Co thé 1a cac dap rng viém clng vGi su xam nhap cla adenovirus c6 anh
hudng t&i s ton tai cla cac té bao tuong tu ciing tiém &n kha ning duoc sir dung trong
cac vaccine. Tuy nhién, Zatloukal va cong sw da dung céng hop co s& transferrin dé€
chuyé&n gen interleukin-2 (IL-2) vao cac té bao u hac sac td cla chudt va da tao duogc
cytokine vé&i mirc cao trong nudi cdy. Trén co sé& cac dan liéu nay thi cac té bao khéi u da
duwgc tham chuyén ex vivo dugc ghép lai trén cac mé hinh dong vat sé tac déng nhu mot
vaccine do cam (rng dap (rng mién dich khang u. Cac thir nghiém lam sang pha | nham
ki€m tra lai khd n&ng (rng dung cla cac quy trinh ndy trén cac bénh nhan u hic sic t6 ac
tinh.

Khi tiém cuc bd phirc DNA-céng hgp co sé& transferrin vao gan da bi€u hién véi mirc cao
gen nghién ctru. Bi€u mé dudng dan khi cta déng vat nguyén ven ciing duoc tham
chuyé&n nhd céng hop phan tir polylysine-adenovirus-transferrin va polylysine-transferrin
ngudi. Trong cac thi nghiém nay, Gao va céng su st dung transferrin hodc adenovirus da
vo hiéu héa nhu 1a mét ligand cling nhu 1a mét tac nhan ly giai endosome. DNA dugc phun
qua khi quan gan véi cong hop nay sé biéu hién tirc thi gen nghién ciru ma dinh diém 1a
mot ngay sau tham chuyén va sé trd lai mirc trude khi xir ly & ngay tha 7.

2.2.1.3 Receptor Ig téng hgp

Ph&i gilt vai tro cht chét nhu mét t8 chire tiém nang GTL v&i nhiéu bénh ¢6 lién quan téi
gen ciing nhu khéng lién quan t&i gen. Mot sé phuong phap chuyén gen cé thé dua dugc
cac gen vao trong TB dudng hd hdp cla déng vat. Dang tiéc 1a nhirng cach tiép can nay
van bi han ché& va lai can phai c6 cac ky thuat khac d& chuyén gen t&i cac TB bi€u mod
duwdng hd hap qua trung gian cac loai vec to, trong d6 cd receptor Ig t8ng hop (Bang
2.1).

Receptor Ig téng hgp thich &ng dac biét cho viéc hoa nhap va van chuyén khéng giang
hoa céac dai phan tlr (nhu dimer IgA, pentamer IgM) qua bi€u mé va cac té bao gan. Dic
biét 1a su phan phdi clia cac receptor nay trong biéu mé dudng dan khi va trong cac té
bao chi chdt tuyén dudi niém mac ctia ngudi da dan dén su suy doan rang receptor nay
c6 thé& 1a moét dich hdp dan cho viéc diéu tri cac bénh vé phéi gidng nhu bénh xo nang
ching han.

R& rang la cac plasmid lién k&t khéng déng héa tri véi manh Fab cla khang thé khang truc
ti€p thanh phan tiét cta ngudi, cac domain ngoai bao tuong (ectoplasmic) cla receptor
da dugc dua vao cac té bao bidu moé khi quan ngudi. Ferkal va cong su da chi ré rang
dich cha cac receptor Ig t6ng hgp la van chuyén dac hiéu va bi€u hién tirc thoi cac gen
nghién clru téi cac té bao bi€u hién receptor nay in vitro ngay ca khi c6 mét luwong du
ligand tu nhién cla receptor. Tuy nhién, viéc chuyé&n giao cac plasmid lai bi &rc ché néu
cho du thanh phan tiét ctia ngudi, cé 18 do thanh phan nay dd choan chd vi tri nhan biét
trén manh Fab va vi thé ma ngédn chan su tuong tac clia nd véi receptor. Hiéu (rng tham
chuyén cac té€ bao bi€u mé khi quan ngudi phat trién bang nudi cay rat bién d&i va nhirng
bién d8i nay déu co6 lién quan téi nhirng khac biét vé& mirc do bigu hién cua receptor.
Receptor Ig t6ng hop da dua dugc plasmid vao cac mé bi€u hién receptor nay in vivo. Tréi
nguoc véi dich cla cac té bao bi€u mé dudng dan khi thdng qua receptor transferrin,
phirc DNA-cong hop dugc phan phéi trong hé tudn hoan vi receptor Ig téng hgp dinh vi
chd yéu trén bé mit phia kiém tinh cla cac té bao bi€u mé. Khi sir dung luciferase va
(lacZ) O-galactosidase cua E. coli nhu |a chat nghién ciru thi thdy mé hinh bi€u hién gen
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chuyén ciling tuan theo su phan phéi khéng gian cla cac té bao biu hién receptor nay.
Day la su biu hién tirc thoi, kéo dai dudi 12 ngay sau khi tiém. Tuy nhién, da xuat hién
mot dap rng huyét thanh that su khang truc ti€p manh Fab cta phirc hop, bang chirng 1a
giam su bigu hién gen & phdi va gan & cac lan xir ly tiép theo. Ré rang la nhirng chuéng
ngai mién dich nay can phai duoc thao gé& trudc khi irng dung cac vec to nay trong Iam
sang.

2.2.1.4 Receptor mannose

Cac dai thuc bao mé cling 1a mét muc tiéu tiém nang d&€ bién d8i gen, cac gen dugc
chuyén truc tiép tdi cac té bao nay théng qua mannose receptor. Receptor mannose biéu
16 & nhiéu ti€u type (subtype) dai thuc bao va cac glycoprotein dugc hoa nhap véi cac
gbc mannose, glucose, fucose va N-acetylglucosamine. Cling giéng nhu receptor
asialoglycoprotein, cac ligand hoa nhap bé&i receptor mannose dugc chuyén t&i lysosome.
Coéng hop glycoprotein nhan tao dugc cau trac theo ki€u polylysine duoc glycosyl hda véi
cac monosaccharide va dugoc dung d€ chuyén gen qua trung gian receptor té&i cac dai
thuc bao ctia ngudi va chudt trong nudi cdy so cap. Hiéu trng tham chuyén rat bién déng,
nhung su biu hién gen chuyén luén gan véi cac dau chudn cua cac té bao don nhan/dai
thuc bao (monocyte/macrophage marker). Su hap thu gen nghién ctru duoc thuc hién
qua trung gian tuong tac dac hiéu gilta phirc hop véi receptor mannose, vi thé néu cho
thira albumin huyét thanh bd da mannosyl hda vao méi trudng nudi cdy truéc khi tham
chuyén thi s& lam (rc ché su bi€u hién gen nghién ciru. Cac plasmid phirc hgp véi cong
hop glycoprotein c6 mannose dau tan da duwoc dwa vao cac dai thuc bao cua bon gam
nhadm théng qua receptor mannose. Phirc hgp nay dugc tiém vao hé tuin hoan chuét
trudng thanh. Cac gen nghién ciru da dwoc chuyén t&i t6 chirc ludi ndi mé chudt mac
dau hiéu (rng tham chuyén 1a thap va thoi gian bigu hién gen chuy&n ngén, hiéu (rng cao
nhat & ngay thi 4 sau tham chuyén.

2.2.2 Sy cb6 dic va hinh thanh phirc DNA

Theo cac bao céo ban dau, su chuy&n gen qua trung gian receptor asialoprotein phu thudc
phan nao vao kich thuéc cac hat DNA c6 dic. That vay, polycation cé thé dugc coi nhu
mét phuong tién két dinh ligand véi DNA cla plasmid. Phuong phap ¢6 dic dugc sir dung
trong nhirng thi nghiém nay c6 lién quan t&i cac ky thuat, trong dé DNA dugc U véi mot
lwvgng du polycation, sau d6 dugc thdm tich khang gradient NaCl. DNA c6é diac dan dan
thanh nhirng hat da phan ti tich dién dwong kich ¢ dudng kinh khoang 150-200 nm.

Kich c& cta phirc DNA-céng hop c6 thé 1a rat quan trong déi véi su chuy&n gen vi nhiéu
receptor THNB khang lai rd rang cac ligand v&i cac kich c& xac dinh. Wagner va céng su
d4 chi rd rang do c6 dac cta phirc hop cé lién quan téi mire dé bi€u hién gen chuyén. Dac
biét la phirc hgp DNA-cong hgp da dugc cd dic thanh nhing cdu tric hinh phdng xuyén
(toroid structure) véi dudng kinh 80-100 nm 1a hiéu lwc nhat déi véi su chuyén gen vao
cac té bao phat trién trong nudi cay. Parales va céng su lai phat trién mot phuwong phap
cb6 dac khac d€ plasmid thé& hién la cac hat nhd, phu hop véi su chuyén gen, va da xac
dinh rang céc diéu kién nay rat quan trong cho su 6n dinh cta phirc hop duwgc tao nén tor
DNA néng dé cao. Hé théng nay cé lién quan véi viéc thém dan mét lvong rat nhd cong
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hgp polycation-ligand vao DNA plasmid. Nho viéc diéu chinh néng dé NaCl trong dung
dich ma nhirng phirc hop “don phan t&” (unimolecular) dugc tao thanh chi c6 dudng kinh
chirng 10-20 nm. Phirc hop nay cé bé méat trung hoa dién nén cé thé tranh dugc sy hoat
héa bd thé va tao nén mot vec to hiéu irng cao hon cho su chuyén gen vao dong vat.

D6 cd dac DNA cua phirc DNA-céng hop phu thudc vao mét sé bién cé nhu néng d6 NaCl,
do6 dai cua chudi polylysine ciing nhu kich ¢é, trinh tu va trang thai sinh ly cia DNA. Do
dai clia polylysine tac déng t&i ndng dé NaCl can cho su hinh thanh va duy tri cac phic
hop nay. Cau trac bac hai ctda polycation cling anh hudng téi cau trac phic hgp. Cac
peptide t8ng hop dugc sép dat trong cac cau hinh khac nhau (udn khic ngau nhién, xoén
0 va cac cau tric tdm 0) gan véi DNA sé tao nén téng thé& da phan tlr c6 thé& khong thich
hop cho su hdp thu qua trung gian receptor. Cudi cung |3, cau trdc cla céng hop phan tir
cling tac dong t&i viec gan nd vao DNA. Su twong tac cua polycation véi DNA c6 thé mat
8n dinh do ting thay thé ligand. Néu thay thé nhiéu polycation s& lam thap di &i luc cla nd
vGi DNA, c6 & do su can tré khong gian va két qua la phirc hop dugc néi rong ra qua Ién
gay khé khan cho su hoa nhap. Cac gen muén dugc van chuy&n mot cach hiéu qua qua
phirc hop enzyme-serpin in vitro thi chi dwgc thay thé mét it polycation. Tuy nhién, chi
riéng poly-L-lysine cling d4 tao dugc cac phirc nhd nhat, nhung lai khédng c6 hiéu &rng véi
cac té bao tham chuyén. Ngoai ra, mau va thoi gian biéu hién gen chuyén ciing c6 su thay
d6i, n6 phu thudc vao chiéu dai ctiia chudi polycation mac dau cac cong hop phan tir déu
c6 cung dbé c6 dac DNA.

Wagner va cong su da phat hién rang cong hop phan tir véi cac ligand ban phan it hon thi
hiéu trng hon d&i véi su chuyén gen nghién ctru bang THNB qua trung gian receptor. Cac
cdng hop c6 chira khodng 1 transferrin/100 géc lysine thi bi€u hién dugc téi da gen
chuyén trong cac dong té bao héng ciu ngudi. Tuy nhién, viéc thay thé tirng phan céng
hop co s& transferrin véi polylysine da tao duwgc cac cdu tric hinh phéng  xuyén va hoat
tinh cda luciferase dugc nang lén cao hon.

Su c6 dac DNA plasmid bai polycation cé thé 1am tiang thém loi thé vi DNA c6 dic rat
quan trong déi véi su 8n dinh clia nd trong mau va trong tuong bao cla cac té bao dich.
Trong lwgng phan tir cao ctia DNA anh hudng dic biét t&i viec 1am giam bdt luc lién két
hydro va d&i séng ban phan clia né trong mau ngén c6 1& do bi phan giai bdi nuclease.
Polycation c6 thé& anh hudng téi sy ton tai cia DNA ngoai sinh trong cac b& endosome
tuong bao, béi vi DNA plasmid dugc lam c6 dac véi polylysine khang manh hon véi su
phan gidi clia nuclease ndi bao (endonuclease). Mét s polycation khac ciing da duoc sir
dung trong chuyé&n gen. Chat duoc sir dung réng rai nhat |a tac nhan c6 dac DNA (poly -
L-lysine), nhung poly-L-ornithine va ploly-L-lysine chi dugc sir dung déi véi cac té bao
tham chuyén in vitro.

Diéu tha vi 1a cac plasmid khéng lién két déng hoéa tri vGi poly-L-lysine thi bi€u hién rat
nghéo nan, c6 & né lién quan t&i viéc poly-L-arginine lién k&t DNA v&i i luc Idn hon poly-
L-lysine va n6 cé th& ngdn ngtra duwgc su twong tac cla cac yéu té phién ma véi cac gen
chuyé&n (A. Ziady, T. Ferkol va P.B Davis). Cac acid poly-L-amino cé thém lgi thé 1a nd
dugc coi nhu nhu la cac phuong tién chuyén gen. Vi cac acid poly-L-amino khong phai la
khang nguyén, n6 bi phan hily va chuyé&n hoéa tirc thoi. Tréi lai, cac peptide dugc ciu tao
tlr cac D-isomer cla cac amino acid thi lai khang mot cach tuong déi véi sy phan giai.
Cudi cling, ngudi ta da thira nhan rang poly -L-lysine c6 thé& hoat ddng véi tu cach nhu
mot tin hiéu dinh vi nhan va c6 thé c6 hiéu rng hon trong viéc dich cac phirc DNA-cong
hop t&i nhan khi n6 da dugc hoa nhap.
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Nhiéu polymer cationic t8ng hop da thé hién ré rang la trung gian cho su chuyén gen vao
trong té€ bao. Cac polymer néi theo cach khac la cac dendramer vuot tréi trong viéc
chuyé&n cac gen nghién clru t&i cac dang té bao khac nhau in vitro. Khi tao cac phirc chi
gém céc dién tich duong, Szoka va céng su da thu dugc hiéu irng thadm chuyén téi wu
nho viéc sir dung cac dendramer cé duwong kinh 6.8 nm, va su cdng hop cua cac polymer
véi mot protein mang khong 6n dinh sé nang cao hon nira hiéu rng chuyén gen.
Polyethylenimine, mét polymer hitu co phan nhanh cao duwoc téng hop bédi su tring hgp
aziridine dd duwoc sir dung nhu mot protein gdn DNA ciing nhu mot tac nhan lam phan ra
lysosome. Bousif va céng su st dung ching dé€ dua cac plasmid cé chira gen nghién ciru
lucuferase vao trong cac té bao clia hé than kinh trung uvong. Nhung polyethylenimine tac
déng nhu mot “lép tham proton” (proton sponge) trong th& THNB (endosome).

Cac phan tir gdn DNA da duoc st dung dé& gan plasmid véi cac ligand va chuyén gen vao
cac té bao dong vat cé vi. Cac nucleoprotein ciing giéng nhu histone va protamine da
dugc sir dung nhu 1a mot polycation trong mot sé cong hop phan tir. Tac nhan tuwong tac
bisacridine d3 dugc cai bién hoa hoc cé chira cac goc galactose tan cung duoc sir dung
dé& chuy&n DNA vao trong cac té bao biéu hién receptor asialoglycoprotein. Nh& viéc st
dung céac cau trac da dugc d6i méi ma Forminaya va Wels da tan dung &i luc cao cla
chat hoat héa phién ma clia ndm men GAL4 d6i véi cac trinh tu DNA déc hiéu dé gan cac
plasmid vao cac cong hgp phan tir va cac té bao tham chuyén in vitro.

Kich ¢& va cau hinh ctia DNA c6 thé& |a cac bién sé quan trong d6i vai viéc chuyén gen, tuy
thé DNA plasmid thi khéng can phai cé6 dic thanh nhirng hat nhé d&€ dugc hdp thu vao
mot s& mo. Wolff va cong su da chirng minh rang viéc chuyén truc ti€p DNA tinh khiét
vao co sé kéo dai dugc sy bi€u hién clia cac gen nghién ctru trong sgi co. Cac plasmid
van con duy tri mét NST phu (extrachromosome) trong nhan vat chd va né tén tai nhiéu
thang véi tu cach |a cac episome khéng sao chép. Mac ddu cac dang té bao khac d3 duoc
tham chuyén véi cach tiép can nay, nhung né chi twong déi dac hiéu véi co. Vi thé viéc
(rng dung tiém truc ti€p DNA c6 thé& van bj han ché.

2.2.3 Sy lwu chuyén va tiu thoat theo ki€u tiéu héa noi bao

cac vecto khong virus dua gen chuyé&n vao té bao bang THNB qua trung gian receptor
don gian la thdm nhap qua I6p hang rao ctia mang té bao dé€ duwa cac gen ngoai sinh t&i
tuwong bao cua té bao dich. Su bi€u hién cta cac gen chuyén ddi hoéi ching phai tdu thoat
khoi cac bé& endosome d€ rbi dugc chuyén téi nhan. Trong trudong hgp receptor
assialoprotein thi su lwu chuyén caa cac ligand bi sit kém. Mac dau vay lycoprotein cé
galactose dau tan da dugc chuyén téi lysosome cac té bao gan chudt so cap, nhung van
chua bi thoai héa hoan toan va mét sé asialoglycoprotein da hda nhap nhung van khéng bi
phan hdy. Cac phirc DNA-cong hgp dugc dua vao qua receptor nay cé thé cling tranh
duoc su phan hdy twong tu nhu thé. Mic dau cac phirc DNA-cong hop bét chudce cac
quéa trinh tién vao cua virus, nhung chdng van khéng dugc giai phéng khoéi bé may
endosome. Trén thuc té&, su bigu hién gen chuyén bj gigi han bdi viéc bay hodc giang hoa
clia cac phurc hgp trong cac thé THNB (Hinh 2.2). Hiéu (rng clia su chuyén gen thong qua
THNB trung gian receptor c6 th& duwoc nang cao bang cach ngat su luwu chuyé&n ndi bao
clia phirc DNA-cong hgp. C6 thé su hién dién cla polycation trong céong hop phan tir da
cho phép cac phirc DNA-céng hop tau thoat khéi thé THNB. Cotten va cong su da chi rd
rang chloroquine - mdt tac nhan hudéng lysosome dd can thiép vao su acid héa cac
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lysosome va rc ché enzyme thiy phan do d6 dd nang cao dang k& su biu hién gen
chuyén trong céc té bao dong héng cau (dong té bao K562) tham chuyén véi cong hop
polylysine-transferrin. Chloroquine cling lam tang su bi€u hién cla cac gen chuyén da
duoc chuyén téi cac dang té bao khac nhu cac té bao gan va dai thuc bao ngudi bang su
THNB qua trung gian receptor. Tac nhan duoc ly khac l1a colchicine cling lam tang su ton
tai clia cac gen chuyén in vivo do né can thiép vao su lwu chuyén clia cac endosome
bang cach pha vé céac vi 6ng.

Mét s6 nha khoa hoc da dung cac adenovirus dé€ kéo dai su tén tai cia dai thuc bao nhd
qué trinh THNB qua trung gian receptor. Viéc diéu hda pH cta THNB la rat can thiét cho
su luu chuyén thich hgp clia cac ligand trong cac chang duong ndi bao va pH cac b€ cla
thé THNB sé trd nén acid hon khi n6é téi lysosome. Sy acid héa cia cac thé THNB
(endosome) muodn sé lam thay d6i cau tric cac protein capsid ctia adenovirus va gay nén
s tuong tac protein va mang bé, vi thé ma pha vé th& THNB. Tt quan sat nay da dan
dén gid thuyét cho rang su pha v& th& THNB bdi adenovirus c6 thé& sé kéo dai su ton tai
va biéu hién cua gen chuyén. Curiel va cong su da khai thac dac tinh nay cua virus va cho
tdng gdp d6i s6 adenovirus khiém khuyét sao chép vao cac cong hop phan tir co s&
transferrin. Nhirng cong hop phan tir gén adenovirus d3 lam tiang dang k& su biéu hién
cla cac gen chuyén & nhiéu dang té bao in vitro. Hon nifa, cac gen nghién ctru ciing da
duoc dua vao cac té bao bi6u mé dudng dan khi in vivo qua dudng khi quan nhd viéc st
dung polylysine-adenovirus va cac vec to polylysine-adenovirus-transferrin. Cristiano va
céng su da cai tién cac cong hop phan tir co sd asialoorsomucoid bang cach cho thém
cac adenovirus bat hoat vao vecto va da chirng minh rang viéc tang gap doi adenovirus &
cac phirc DNA-céng hgp da lam tang su van chuy&n gen nghién cltru vao cac té bao gan
nudi cdy. Cac virus khac (nhu virus |am chét phéi ga -chicken embryo lethal orphan virus)
ciing dugc stir dung dé€ lam tang su bi€u hién chia gen chuyén.

Protein bé méat cua cac virus khac ciing cé hiéu (rng tuong tu déi véi sur tén tai va biéu
hién gen chuyén vi n6 cho phép th€é THNB hoa v&i mang virus. Wagner va céng su da chi
rd rang cac trinh tu peptide tlr hemaglutinin HA2 cda influenza gén véi cong hop phan tir
polylysine transferrin 1am tang dang k& murc bigu hién gen chuy&n & cac té bao nubi cay.
Cac nha khoa hoc khac lai thiét lap cac peptide t&ng hop bat chuéc chirc ndng THNB cla
céac protein virus. Cac peptide khac nhu protein hoa nhap cla virus hgp bao dudng hd hap
hay cac peptide giai phéng th& THNB t6ng hop ciing cé hiéu &rng tuong tu déi véi viéc
giai phéng va ton tai cua cac DNA ngoai sinh. Tuy nhién, véi viéc cho thém cac protein
nay sé lam han ché tiém ndng cda phirc hop, vi su lién két cha peptide véi cong hop cod
thé lai sinh ra tinh mién dich ctia phirc hop.

2.2.4 Xac dinh dich va sy chuyén vj nhan

Muc tiéu cubi cung cla su chuyé&n gen la dwa DNA ngoai sinh vao nhan, & d6 gen chuyén
c6 thé trai qua sy phién ma (Hinh 2.2). Qua trinh luu chuyén nhan cua cac phirc hgp DNA
xay ra khi ching da thoat khéi sy THNB. Tuy nhién, qua trinh van chuyén gen qua trung
gian receptor van con biét dén rat it. Viéc tién vao nhan cla cac phirc DNA-cdng hgp cod
thé& la mot qua trinh ngau nhién, thu dong va don gian la c6 lién quan t&i téng s6 cac ban
phién ma cla gen chuyén c6 & tuwong bao. Co 1é s van chuyén gen t&i nhan doi héi phai
c6 su phan chia t& bao va khéng cé su hgp nhat cla vé nhan khi phan bao (mitosis), va
cho phép DNA cua NST phu (extrachromoisome) vao trong nhan. Hiéu (rng cta su chuyén
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gen thong qua receptor asialoglycoprotein ré rang dugc tang lén khi gan duoc tai sinh do
cam (rng bdi viéc cit bé mot phan. Tuy nhién, van chua xac dinh duoc mirc do quan
trong cla su phan chia té bao déi véi viéc xac dinh dich clia gen chuyé&n t&i nhan. Thuc té
la cac gen nghién ciru c6 thé dugc van chuyén hiéu qué vao cac té bao khéng phan chia,
diéu d6 chirng té rang né khéng tuan theo co ché nay. Su bi&u hién gen chuyén & gan
cting kéo dai dang k& & cac dong vat duoc cat bé mot phan gan, méc dau van chua xac
dinh duoc liéu cac gen ngoai sinh cé hop nhat duoc vao hé gen té bao vat chi hay khéng.
Thuc vay, nhiéu DNA duoc van chuyén béi cdng hop phan tr ndy vao trong té bao, n6
ton tai nhu cac episome trong nhan nhung trong cac té bao tham chuyén lai khong thay
su ton tai nay. Viéc kéo dai su ton tai cla gen nghién ciru cé thé cé lién quan tdi sy tdu
thoat gen chuyé&n khdi con dudng receptor asialoglycoprotein, vi thé ma tranh duoc su
phan giadi trong lysosome va cho phép DNA duy tri dugc trong cac bé twong bao ma
khéng bi thay phan.

Mot gid thuyét thuyét phuc khac 1a thanh phan polylysine clia chat mang c6 thé& di tro
gitp cho su luu chuyén nhan cua cac DNA. Nong cét nhat |a mot sd protein virus dap
rng su chuyén vi hé gen virus t&i nhan, c6 cac trinh tu gidu lysine. Trinh ty amino acid
Phe-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val dugc dung d€ van chuyén khang nguyén T virus -40 cua khi
(simian virus-40 (SV-40) large T antigen) t&i nhan céc té bao déng vat c6 va va trinh tu
Lys-Lys-Lys-Tyr-Lys-Leu-Lys tac dong nhu mét tin hiéu dinh vi nhan dac hiéu cho cac
protein chat nén cla HIV-1.

Cac nucleoprotein ciing dugc sir dung nhu mét polycation hodc mot tin hiéu dinh vi nhan
trong mot s6 cong hop phan tir. Dac biét nhirng dang khac nhau cua histone va protamine
da duwoc sir dung d€ chuyén cac gen chirc nang. Khi thém histone H4 vao cac cong hgp
co s& transferrin dd 1am tdng su bigu hién gen chuyén trong té€ bao in vitro. Histone H1
cai bién hoéa hoc cé gbc galactose dau tan da duoc sir dung d€ dua cac gen nghién ctru
vao trong céac té bao u gan théng qua receptor asialoglycoprotein. Co ché clia viéc protein
nay kich thich su chuyé&n gen thi van chua duoc xac dinh.

Trong hé théng nay, DNA plasmid khéng hop nhat vao hé gen té bao vat chl va cac gen
chuyén van duy tri & dang episome. B&i vay gen ndy hau nhu khéng tén tai & nhan cac té
bao tham chuyén va d6 chi la su bi€u hién tirc thdi. Thoi gian bi€u hién cla gen chuyén
cling thay d6i, n6 phu thuéc vao mé va dang té bao tai nap, va c6 thé lién quan téi su tén
tai cla cac té bao tiép nhan. R& rang la cac gen cé thé& dugc dua vao vat cha khi té bao
dich da chét. Chinh san ph&m cua gen chuyén ciing c6 thé& tac doéng t&i sw ton tai clia cac
té bao da dugc cdng nghé hoa. Su bi€u hién clia mét gen nghién ctru cé thé cam rng dép
(rng mién dich té bao, gay thai loai cac t& bao tham chuyén va lam han ché su bi€u hién
cla gen chuyén. Chat tap exotoxyn cla cac ché phdm plasmid da duoc Cotten va cong su
chi rd 1a s& lam t6n thuong cac té& bao so cap in vitro va tac dong Ién su biéu hién cla cac
gen nghién ctru. Vi thé viéc sir dung DNA tinh khiét nhu mot dugc phdm la rat céan thiét.
Suw mat mat DNA trong qua trinh van chuyén t&i cac té bao vat chld da lam han ché rat
nhiéu cho cac hé théng nay. Mot s6 nha khoa hoc da thiét ké cac vec to DNA nham kéo
dai su ton tai cua gen chuyén. Vec to episome tu sao chép dwoc cb chira cac trinh tu
virus tac doéng nhu géc sao chép (origin of replication) cé th& cho phép gen chuyé&n tén
tai dugc trong cac té bao dang phan chia. Ngoai ra, cac NST nhan tao ciing dugc phat
trién dé chuyén giao va biu hién lién tuc ching nhiing cac gen chuyén (cDNA ho3c gen
nguyén ven) ma ca véi cac promoter va yéu té tang cudng.
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2.3 K&t luan

NG6i tém lai, nhi€u cong hop phan tir di dugc sir dung d€ chuyén cac gen ngoai lai, cac
gen chirc ndng vao trong cac té bao ddng vat cé xuong sdng bang qua trinh THNB trung
gian receptor. Sy chuyén gen qua trung gian receptor la mét phuwong phap khéng gay
tham nhiém, linh hoat, chuy&n duoc DNA c6 dic t&i cac té bao dich dac hiéu in vitro va
khéng c6 su hop nhat cac tac nhan ly gidi endosome vao trong cac cong hop phan tir nén
nang cao dang k& su biu hién gen chuyé&n. Mic dau c6 céac loi thé tiém &n (Bang 2.2),
nhung cac hé théng chuyén gen nay lai cho cac két quéa rat bién d6i in vivo. Khi dua cac
gen nghién clru vao gan da kéo dai s bi€u hién va dwong nhu 1a ndé c6 lién quan téi kich
thudc va cau hinh ctia DNA plasmid. M3t khac, cac gen dugc van chuyén bang céng hop
phan tl&r d4 bigu hién tirc thoi trong cac mé véi mire thap in vivo méc ddu da c6 nhirng cai
bién trong cac phirc hop nham thic ddy su ton tai cia cac gen chuyén trong cac té& bao
tiép nhan.

Bang 2.2 Su chuyén gen qua trung gian receptor

Nhing tién loi

Khéng tham nhiém

Chuyé&n hiéu qua DNA plasmid téi cac té bao in vitro

Chuyén dugc cac gen ngoai lai téi cac té bao coé receptor thich hop

Khéng bi b6 budc vé kich ¢& trong viéc chuy&n DNA ngoai lai

Cé thé chuyé&n duoc nhiéu gen téi té bao

Su tham chuyé&n hay bi€u hién gen chuyé&n khéng doi hdi phai c6 su sao chép té bao
Thém céac tac nhan ly giadi THNB sé& lam tang su ton tai cua gen chuyén

Cac gen chuyén van duy tri NST phu

NhiPng bt tién

It hiéu qua trong viéc chuy&n DNA plasmid t&i cac mé in vivo

Thai gian bigu hién gen chuyé&n ngén

Su bi€u hién cutia gen chuyé&n & mirc thap va bién dong

Ligand ho&c céc ban phan ly giai THNB c6 thé 1a tac nhan gay mién dich.

Mot s6 nha nghién cltru dang huéng téi viéc giai quyét cac gidi han ndy bang cach hop
nhat cac dic tinh phirc hop phan tir vao trong cac phuong tién van chuyén gen nhu
liposome ching han. Su cé dic DNA plasmid véi cac protein co s& nhu polylysine cho
thdy, d€ nang cao viéc chuy&n gen bdi cac liposome cationic thi phai nang cép su nang
héa cta DNA va kha nang THNB cua phuc hgp. Cac liposome c6 xu huwédng hoa nhap véi
tat ca cac té bao va khi thém ligand vao phirc DNA -lipid s& cho phép van chuyé&n chon loc
cac gen tdi té€ bao dich.

Cac vec to chimera ciing dugc thiét ké d& gan véi cac yéu té cua hé thdng cé virus ciing
nhu khéng virus. Mot s& nha nghién cliru da gop cac protein virus vao trong cac cong hop
phan tir d€ tang cuong su chuyén giao va bi€u hién gen chuyén. Ciing c6 thé |a cac virus
tai t6 hop cai bién c6 thé& gdp dugc cac ligand sé lam cho ching hudng duoc dich téi cac
té€ bao biéu hién receptor. Virus gay bénh bach ciu & chuét ecotropic Moloney dugc cai
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bién hda hoc véi lactose d3 hudng dich téi receptor asialoglycoprotein cac té bao u gan
Hep G2. Sau chét phai k& dén |a Kasahara va céng su da cong nghé héa vd cua retrovirus
ecotropic c6 chira erythropoietin va vec to lai nay da duoc sir dung dé€ van chuyén cac
gen chuy&n t&i cac té bao cla chudt va ngudi bi€u hién receptor erythropoietin.
Retrovirus cta chim ciing dugc cai bién d&€ bigu hién dugc integrin trén bé mat cla ching
va dugc dung d€ tham nhiém cac té bao nhan chuédn. Nhirng chimera nay c6 thé& cho phép
xac dinh duoc dich ddac hiéu mo cla cac virus tai t6 hgp nho su tuong tac cla ligand véi
cac receptor bé mat t&€ bao va cé thé sé la dai dién cho su chuy&n gen qua trung gian
receptor trong tuwong lai.

Chuong Il
NHIEM SAC THE DONG VAT CO VO - VIEN CANH CUA GEN TR| LIEU
3.1 M& dau

Hiéu luc cua GTL d&i véi viéc diéu tri bénh sé phu thudc rat I16n vao viéc thiét k& mot cach
thich hgp cac chat mang (carrier) d& chuyé&n gen in vivo. Trong té& bao, mot thanh phan tu
nhién da dugc thiét k& cho muc dich nay dé la nhiém sac thé&. Vi thé cach tiép can logic 1a
bat chudc cach thirc 1am viéc cua tu nhién, tirc la phai tao ra dwgc mot NST nhan tao
cla déng vat c6 vi (mammalian artificial chromosome - MAC).

Nhrng hi€u biét clia ching ta hién nay vé cac thanh phan di truyén tao nén mét NST cé
chirc ndng ddy dd con rat han ché. Mac dau vay, duéi day ching ta ciing sé dé cap toi
nhirng tién bd dat dugc trong viéc xac dinh cac thanh phan nay ciing nhu céc chién luoc
can phai phat trién dé& tao nén cac NST nén tang cho cac vec to MAC.

3.2 Su céan thiét phai kién tao mdét NST nhan tao

Cé rat nhiéu ly do mong muén xay dung mot NST nhan tao ddng vat c6 va (MAC). Trudc
tién |a can phai tao dugc mot hé théng thi nghiém d& kham pha su t8 chirc va co ché cla
NST déng vat trong gian phan. Tuy nhién, khi duwa MAC vao chudt chuyén gen thi né doi
héi phai la DNA chirc nang cda MAC va phai c6 tinh én dinh trong thoi gian phan bao giam
nhiém. Céng viéc khan yéu clia ching ta la phai sira chifa va tai t6 hop NST mot cach
chinh xac. Ngoai cac nghién ctru vé cach van hanh NST thi NST nhan tao dong vat cé v
phai duwoc phan tich chirc nang gen, cac I&p gen va cac vung cta hé gen vo cung Ién dé
xtr ly duoc dé dang trong cac hé théng vec to hién hanh. Chiang han nhu, chiing phai
duwgc phan tich vé& nhirng yéu t6 diéu hoa xa trong su bi€u hién gen va phai phan tich
trinh tu bat hoat ctia NST va in (imprinting) hé gen. Loi thé cla céch tiép can MAC vuot
hédn NST nhan tao nim men (yeast artificial chromosome - YAC) 13 né khong cé hiéu trng
vé vi tri va cac gen dot bién duwgc cai vao tir su hgp nhat clda cac phan tir DNA Ién vao
trong hé gen vat cha.
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Vé mat thuc tién, MAC cé thé& tao tiém nidng cho su lua chon cac cach tiép can co s&
virus d& hiéu chinh cac bénh di truyén bang GTL soma. Loi thé& chinh cta cac vec to MAC
cho GTL la né néi rong thém céc gidi han vé kich c& ciia DNA dugc cai vao, c6 thé dat toi
muc muoi triéu cap base (kich thudc ciia NST ngudi nguyén ban tr 45 megabasepairs
[Mbps] d&n 250 Mbps). Viéc diéu hda gen binh thudng ludn phu thudc vao cac yéu té
diéu hoa c6 nhiéu intron I&6n t&i 10, tham chi 100 kilobase (kb). Vi thé&, trong nhiéu
trudng hop cac yéu té nay khong cé ddy du kha nang dua gen vao hé gen ddm bao chinh
xac cling nhu bigu hién gen mét cach day du. Pay |a van dé cuc ky quan trong véi GTL vi
muc tiéu cua noé la tai tao lai chirc nang gen nguyén ban ma su bi€u hién dac hiéu mo, su
ki€m soéat thdi gian mot cach thich hop va liéu lwgng chudn xac la nhitng yéu té co ban
trong su van hanh ctia gen. Ngoai ra, cac MAC I&n con mang méot nhém gen ddy di sé tao
duoc tiém nang cho viéc hiéu chinh hoi chirng loai trir gen ké nhau (contiguous gene-
deletion syndrome), héi chirng nay c6 lién quan t&i su khiém khuyét clia hon moét gen. D&
trng dung dugc, can doi héi mot DNA I6n dugc dua vao va ton tai méi bén canh té bao &
trang thai NST phu (d€ tranh gay doét bién cac gen cai) véi su rui ro nhd nhat vé cac phan
(rng mién dich khéng mong muén khang lai protein ngoai lai cia MAC & céc vec to.

3.3 Nhi&m sic thé& nhan tao doéng vat c6 va (MAC) ly twdng

Nhiém séc thé& cla té& bao nhan chuan don gidn nhat ciing phai cé tdm dong (centromere),
cac gbc sao chép, va 2 khac cubi (telomere). Nhitng cau tric nay di d€ tao nén mot NST
nhan tao cta ndm men YAC (Hahnenberger va cong su., 1989; Murray va Szostak, 1983).
Céac ban phién ma cua déng vat c6 xuong séng liéu da du dé& tao duoc mdt NST nhan tao
(MAC) hay chua? diéu nay van chua duoc ré. Chang ta cé thé hiéu rang, trong hé thdng
dong vat c6 xwong séng van con doi hdi phai cé cac yéu té khac nira. Chang han nhu
theo nhirng sé liéu hién tai thu duoc cang nhiéu da chirng minh rang cac tuong tac NST-
vi 6ng ki€m soat vi tri va su di déong clia NST chéng nhirng lam gi&i han tam ddng ma con
phan bd n6 doc theo canh tay NST (Afshar va céng su., 1995; Murphy va Karpen, 1995;
Vernos va cong su., 1995). Ngoai ra, chat nhiém sic cta té bao nhan chudn cao hon &
vlng trung tam c6 thé& c6 chirc ndng sinh hoc rat quan trong trong viéc dam bao cho su
phan ly that chinh xac (Barton va Goldsstein, 1996; Dernburg va céng su., 1996).

Néu ching ta c6 y dinh muén tao nén mét MAC ly tudng thi cac déc trung ctia chiang 1a gi
? Cac NST dong vat c6 xwong séng nguyén ban 1a cac phirc hop nucleoprotein khéng l6n
lam, nhung lai mang téi hang nghin gen. D& phu hop véi thuc tién thi MAC can phai gon
nhd hon. Khi thao tac in vitro véi chiéu dai hang vai triéu base thi phan hiru dung ctia mét
vec to MAC chi duéi vai tram kilobasepair (kbp).

Dé&i vGi van dé nay, d&€ dat dugc lgi ich t6i da ngudi ta cd thé dwa thém DNA céan thiét
vao véi bat ky kich ¢ nao. Nhu vay, mot NST nhan tao déng vat cé va (MAC) 6n dinh vé
phan bao va cé kich c& chirng vai tram kbp thi méi phu hop véi mét gen Ié6n nhu locus
dystrophy clia bénh dau co Ducchenne 2400 kbp (Heus va coéng su., 1996) hoac phai
mang doan NST cé chiéu dai hang 10 triéu cap base.

Tinh &n dinh phan bao & day c6 nghia la NST duoc truyén lai cho cac t& bao con chau phai
khoe khodn nhu [& NST nguyén ban véi xu hwéng duoc sép xép lai ( nhu su chuyén vi, su
loai bé hay ddo nguoc) xay ra & tadn sé khdng Ién hon NST nguiyén ban. Nhirng dao
nguoc du nhd ctia MAC ciing khéng duoc hgp nhat vao cac NST nguyén ban 16n hon &
bat ky ty lé thich (rng nao.
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MAC ly twdng sé “che mat” dugc hé mién dich, né6 khéng mang bat ky khang nguyén nao
duwoc ma bdi virus hodc bat ky protein ngoai lai nao kich thich hé mién dich. Theo ly
thuyét, mét MAC duoc kién tao tir cac thanh phan di truyén clia ngudi thi ngoai cac
thanh phan dugc méa trong DNA cai vao, khéng cé cac thanh phan khac cé thé tao co sé&
cho cac phan trng mién dich.

D4c trung cudi cung can phai quan tam & day 1a nhirng nghi van vé céng nghé cta MAC.
Tire 1a MAC phai dugc chuyén giao t&i cac quan thé té bao dich, ca dang phé théng cling
nhu cac dang dic biét. Viéc chuyé&n giao DNA hién nay 1a moét qué trinh rat kém hiéu luc.
Trai lai MAC lai git vai trd rat quan trong trong qua trinh chuyé&n giao tuy né 1a su van
chuyén thu déng béi cac tac nhan khac cé co s& virus hodc héa hoc. Khé khan I6n nhat
can phai vuot qua 1a 1am thé nao dé& chuyé&n dugc nhirng phan tir DNA 16n téi té€ bao mot
cach nguyén ven. Cac phuong phap c6 dic va déng goi cac phan t&r DNA I6n vao trong
cac cau trac phai dugc quan ly mot cach dé dang, chac chin nhung cé thé dao nguoc lai
dugc, d6 1a cac van dé quan trong can phai nghién ctru. Hon nira, khi mang té bao bi pha
v& thi viéc van chuyén hiéu qua DNA t&i nhan lai la mét qua trinh khac, dé cling la mét
van dé can phai nghién ciru.

3.4 Céac chién lwvgc tao NST nhan tao PVCV (MAC)

M6t cau héi dat ra la con bao xa nira thi ching ta sé tao dwgc moét NSTNTDVCV (MAC) ?
Mac du chua that su c6 MAC, nhung d3 c6 nhirng tién bo dat duoc trong viéc tao ra cac
dac tinh ca nhiéu yéu t6 chirc ndng. Nhirng tién bd nay dat duoc ca trong thao tac cac
NST ngudi dang ton tai (goi la cac tiép can tir trén xudng: Top-down) va ca viéc lap rap
cac thanh phan khac nhau (céch tiép can tor dudi I1én: Bottom-up).

3.4.1 Céch ti€ép can tir trén xudng (top-down)

Su phan cét bang cam (rng birc xa tao ra cac NST nhd d3 duoc sir dung d&€ nghién ciru
nhirng yéu cadu vé DNA v&i chirc ndng cla tdm déng trong ndm men va rudi giam (Murphy
va Karpen, 1995; Niwa va céng su., 1986; Sun va cong su., 1997). NST té bao déng vat
c6 vl dugc cét nhé bang cam trng va cac NST bj cat xén sé dugc héi phuc lai vé dang
ban trat tu (semi-orderly) théng qua viéc dua vao cac doan ngan trinh tu 13p (TTAGGG)n
cla telomere dong vat c6 xuwong séng (Barnett va cong su., 1993; Farr va cong su.,
1991; Hanish va cong su., 1994). DNA telomere vi thé c6 th& dugc sir dung nhu mét
coéng cu giai phau NST DVCV va céng viéc & day la tap trung vao viéc phan lap DNA tam
déng ngudi trén cac NST nhd dang sao chép. Lgi thé cua cach tiép can nay 1a khong doi
hdi trudc tién phai am higu ky luéng cau tric cta NST DVCV va tranh dugc cac yéu té
ctia NSTDVCV van con chirc nang khi duoc duwa vao cac DVCV nhu DNA tran hay chat
nhiém sdc cla ndm men. B4t loi chinh & thao tac NST trong cac DVCV 13 kém hiéu qua.
Mét giéi han nita 1a nhitng hau quéa cda viéc tao nén cac cau trac khéong én dinh trong
phan bao cé to cé thé khéng dugc tai héi phuc.

Nhin chung, chién lugc nay la viéc thao tac mot NST khong thiét yéu van tén tai trong lai
tao té bao soma thdéng qua viéc sir dung DNA telomere da phan dong cung véi cac thanh
phan héa sinh d& phan lap cac yéu t6 cé lién quan téi NST nghién ciru.
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N3m 1992 Farr va cong su da mo ta viéc tao ra dong té bao nguyén bao soi chudt bach
Trung Hoa mang phién ban da cat xén ctua NST ngudi, trong dé toan bd canh tay dai da
duoc loai bo. Nhiém sic thé nay duoc thiét 1ap bang cach hop nhat cau tric telomere vao
trong vé tinh alpha (alpha sattelite array) va telomere méi dwgc nudi duéng & day. DE
lam &n dinh su hop nhat phai loai mat 750 kbp DNA vé tinh alpha, rd rang la d3 loai di
khoang ~ 2.5 Mbp cé chirc ndng phan bao. Diéu nay pht hop véi su md ta rang thé bién
di ndy sinh mot cach tu nhién muén c6 su 6n dinh vé mit phan bao phai loai di rat nhiéu
DNA vé tinh alpha (Wevrick va cong su., 1990). Tuy nhién khong thady diéu hoa xuéng su
bi€u hién gen théng qua hiéu rng vi tri (Bayne va cong su., 1994). Diéu nay chirng minh
rang su gan gli vat ly cla cac dau chudn chon loc ngoai sinh (exogenous selectable
marker) va su can thiét cua cac yéu t6 NST chirc ning khéng phai 1a mot dac trung cho
su gi¢i han cua hé théng. Vay cac gen va promoter khac c6 ap dung giébng nhu thé hay
khéng thi con phai xem xét sau. M&i gan day, mot NST tuong tu da duoc rap ndi thanh
mot NST cud ngudi dang thing va nhd, kich ¢& < 10 Mbp, trong d6 tam dong duoc xép
doc sudn 2 cau trac telomere dd duwgc cai vao. Nhiém sic th& nhd ndy 6n dinh vé phan
bao vi toan bo nhiém sic thé X da duoc chuyén vao (Far va cong su., 1995). Mot phién
ban cai tién cua cla chién lwgc nay da duoc st dung d€ cét ca canh tay ngan va canh tay
dai nhiém sdc thé Y cla ngudi nhd su hudng dich ciia DNA telomere t&i DNA vé tinh
alpha & tam ddéng nhiém sac th& Y (Brown va cong su., 1994).

R4t nhiéu thong tin vé trinh tu cla tdm déng ngudi thu thap duoc tir nhitng phan tich vé
su nady sinh tu nhién cta nhiém séc thé Y da duoc sdp x&p lai. RS rang 1a, nhirng trinh tu
can thiét cho chirc nang clia tdm déng Y c6 thé dinh vi & khu vuc chira khoang ~ 200 kbp
vé tinh alpha va 300 kbp trinh tw canh tay ngén giap ranh (Tyler-Smith va céng su.,
1993) - mot két luan dugc rat ra tor su giai phau tdm dong Y. Cac nghién clru trén cac té
bao nhan chudn khac (Schizosaccharomyces pome va Drosophila melanogaster) cling
chirng minh rang can phai c6 céac trinh tw DNA ndm bén sudon cac NST nhd d&€ phan ly
phan bao hoan toan (Braun va céng su., 1994; Murphy va Karpen, 1995). Méi gan day,
nhém nghién ctru thudc Dai hoc Oxford da thao tac nhiém sic th& Y cé kich c¢& khoang 9
Mbp - 3 Mbp. Cac nhiém séc th& nhd hon tir Yq va DNA vé tinh alpha cta ching d3 duoc
sép xép lai rat nhiéu. Mot nhiém sac th& nhoé chirng 4 Mbp thé hién 8n dinh vé mét phan
bao trong vai thang & cac té bao CHO, trong khi d6 moét NST nhé hon (2,5 Mbp) lai cé
nhirng tin hiéu cho thay khéng duoc 6n dinh (Brown va céng su., 1996; Heller va céng
su., 1996). Khi dua cac té bao géc phdi chudt vao cac NST nhd clia ngudi (tr 4-15 Mbp)
thi thay c6 su sép xép lai hodc phan ly 1dm lac va né sé& mat di mot cach khong chon loc
(Shen va céng su., 1997; Loupart va coéng su., 1988). Ly do su phan ly nghéo nan nay
van chua ré, nhung c6 kha nang la trong cac dong té bao thiét 1ap thi viéc ki€m soat chirc
nang cla tam dong dé hon va su phan ly NST ciing cao hon cac té bao phdi. Ré rang la
tinh 8n dinh vé& phan bao cla bat ky NST nao trong céac té bao so cap binh thudng ciing
khac véi cac dong té& bao dugc thiét lap bang nudi cdy mo, dé 1a mot khia canh dic biét
can phai luu y. Hién nay cac nha di truyén hoc DVCV dang nghién cltru cach van hanh cuaa
NST trong cac té bao séng. Tuy nhién van con phai dau tu nhiéu thoi gian ndra méi di dén
nhirng két qua dot pha.

Mét phuong phéap thau tom dugc cac khia canh han ché cuia thao tac NST trong cac dong
t& bao DVCV thiét 1ap d6 la viéc sir dung virus gay bénh bach cdu cua chim (avian leukosis
virus - ALV) d& cam (rng dong té& bao DT40 u lympho té& bao B. DT40 khac véi cac té bao
DVCXS 1a né biéu 16 rat cao tai t6 hgp tuong déng (Buerstedde va Takeda, 1991). Hiéu
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(rng dich & DT40 dat 10- 100% va cao hon cac t& bao DVCV. Bang viéc chuyén NST
DVCV vao trong DT40 ngudi ta c6 thé thao tac duoc hé théng dich (Dieken va Fournier,
1996; Dieken va cong su., 1996). Khi phan doan NST dich ngudi ta da duwgc mot NST nhé
co s& nhiém sic thé& X cla ngudi ~2,5 Mbp, &n dinh trong cac té bao DT40 trong vai
thang (Mills va cong su., 1999). Cac NST nhé sau d6 c6 thé€ duwgc dua trd lai cac dong té
bao DVCV dé& kiém tra hiéu (rng clia cac cai bién déi véi tinh 8n dinh phan bao. Ap dung
chién lrgc nay, ngudi ta cé thé& cai tién xa nira cac NST nhoé trong DT40 ma khéng can
phai [3p rap thém mot MAC tir cac cédu tric da phan dong.

Dua trén cac nhan thirc tir cac dong tuong tu, mét nhém nghién cliru da xac dinh duoc
cac NST dot nay sinh mét cach tu nhién c6 thé la co s& cho cac thao tac xa hon. Mac
ddu mot s6 ddu chudn NST da dwgc md ta trong céac tai liéu, nhung viéc phan tich ching
thudng khéng phai & mirc di truyén té bao, véi cac théng tin thiu xac thuc vé tinh 6n
dinh phan bao va kich thudc clia cac cau trdc ciing chua chinh xac. Gan day, mét nhém
cac nha nghién ctru Italia da@ moé ta mot dau chudn tir NST 9 cla ngudi. Nhiém sic thé nay
dd duwoc van chuyén bang MMCT vao mot dong té bao loai gdm nham. Nhiém séc thé& nay
dugc xac dinh co kich ¢c& 5-10Mbp (Raimondi va céng sur., 1995). Nhing khé khan chinh
cla céach tiép can nay I3, thir nhat - can phai xac dinh duwgc ngudn géc céc trinh tu DNA
c6 mat & dau chudn ma thuc té n6 c6 thé& da trai qua nhiéu lan sap xép lai trong qua trinh
ti€n hoéa. Thi hai la can phai xac dinh duoc kich ¢& va ban chat ctia NST ( dang théng hay
dang vong...)

3.4.2 Cach tiép can tir dudi Ién (bottom-up)

Céach tiép can tir duéi lén dung dé& thiét k& YAC vi yéu té nay ddm nhiém mét chirc nang
dac biét ma ngudi ta da biét rd va da phan lap duoc (Hahnenberger va céng su., 1989;
Muray va Szostak, 1983). Tuy nhién, & BVCV thi cho t&i nay chi c6 tam dong md&i xac
dinh duwoc & mirc DNA. Nguoi ta c6 thé dat mot doan ngén ( khodng vai tram cdp base)
cac doan lap [ TTAGGG]n cua tam déng BVCXS vao trong vec to, ching sé “gieo” thong
tin cho cac NST mé&i va cuéi cung 1a dua n6 vao cac dong té bao thiét lap (Barnett va
céng su., 1993; Farr va cOng su., 1991; Hanish va cong su., 1994; Tay lor va cdng su.,
1994). Vay nhu thé da du d&€ tao dugc chirc nang cia tdm dong trong cac té bao so cap
hay chua? Diéu dé van con phai ki€m dinh lai.

Mac dau c6 vé nhu 1a cac gbc sao chép (origin of replication) thudng phan bé doc theo
NST (mdi géc chirng 50-300 kbp). Nhirng doi hoi vé trinh tu chinh xac ctia DNA cac géc
sao chép DVCV (néu tén tai), hodc & thoi diém nhu thé ndo thi su khdi ddu sao chép DNA
sé bi anh hudng bdi cac locus ctia NST bén canh, tat ca nhitng céi d6 déu chua xac dinh
dwgc moét cach rd rang. Va ciing giéng nhu bat ky doan DNA nao cua DVCV véi kich c& >
100kbp thi cling c6 kha nang sao chép duwgc trong NST (Calos, 1996; Coverley va Laskey,
1994; Tyler-Smith va Willard, 1993).

Chuéng ngai I6n hon |a ching ta chua hi€u ddy du vé cach bai tri cia mot tdm déng
DVCV loai nhd. Ung ctr vién sang gia nhat cho van dé nay la trinh tuw DNA gil vai trd quan
trong cho chirc ndng tam dong ngudi - dé la DNA vé tinh alpha cé & thét so cap (primary
constriction) tat cd NST ngudi binh thudng. Lugng DNA vé tinh alpha & ving tam déng
thay d&i rat 16n (tor 300 kbp trén mot sé nhiém sic thé Y dén nhiéu Mbp & cac NST
thudng) (Tyler- Smith va Willard, 1993; Willard, 1990). Su sap xé&p lai mang vé tinh alpha
cho thdy sé luong DNA doi héi cho mét tdm déng chirc ndng loai nhé trén thuc té 1a
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twong d6i it. Chang han nhu, mdt NST nhd tir nhidm sic thé Y clia ngudi da duoc tao ra
bang thuc nghiém chi c6 140 kbp DNA vé tinh alpha (Brown va cong su., 1994; Heller va
cdng su., 1996). Mot cach tiép can khac vé tdm dong la tham chuy&n DNA vé tinh alpha
vao trong cac dong té bao DVCV thiét lap nhu cac té bao CHO, cac té bao HT1080 cua
ngudi va cac té bao L cla chudt (Haaf va céng su., 1992; Larin va cong su., 1994;
Taylor va céng su., 1996). C6 rat nhiéu quan sat da dugc bao céo trong dé c6 ca cac béo
céo vé nhirng yéu t6 NST phu khéng 6n dinh, tinh khéng 6n dinh ctia NST, cau tric bac
hai, su gan két khang huyét thanh CREST va cac cdu ndi hau ky (anapha). Diéu dé chirng
minh rang DNA alphoid c6 kha néng bét chuéc dugc it nhat 1a mot s6 dic tinh cta tam
dong nguoi, nhwng chua thuc hién dugc viéc tao chirc nang cho ca tam dong. Tuy nhién,
ma&i gan day 2 nhém nghién ciru da moé ta viéc kién tao cac NST nhd de novo 6n dinh véi
tan sé thap trong cac té& bao nudi cdy méd (Harrington va coéng su., 1997; lkeno va cong
su., 1998). Trong bdo céo thir nhat , mét doan DNA t8ng hop cla vé tinh alpha phan
dong tir BAC (cé & NST s& 17 cla ngudi hodc tdm déng cla nhiém sic thé Y) da duoc
gén véi DNA doan l3p cla tdm dong cling véi bd phan chuyén chéd gen va dugc tham
chuyén bang liposome (lipofected) (khéng cé buéc gén trudc) vao trong cac té bao
HT1080 cua ngudi. Piéu nay dan dén viéc tao dugc mot sé it NST nhd, thang 6-10 Mbp,
phan ly t6t va tén taj & dang ban phién ma don (single copy). Nhirng phan tich chi tiét vé
di truyén té€ bao sau nay da vach rd rang trong hau hét cac trudng hop, nhirng NST nhd
nay déu dugc tao bdi DNA cé ngudn goc tir hé gen ngudi nhan cung véi cac trinh tu
tham chuyén (thudng thong qua su cdt xén trung gian tam ddéng). Tuy nhién, cé mot
trudng hop NST nho nay lai khéng chira DNA alphoid nao ngoai DNA da duwoc duwa vao
trong hén hop tham chuyén, diéu dé chirng té rang né cé thé duoc tao ra de novo. Trong
bao céo thit hai. cac YAC mang DNA vé tinh alpha tir nhiém séc thé 21 cta ngudi d3
duwgc 1am téi thich hop véi cac doan lap cua tdm déng DVCXS va dau chudn chon loc
khang blasticidin. DNA cta YAC dugc lam tinh khiét bang dién di xung dién trén gel va
duoc tham nhiém bang liposome (lipofected) hodc vi tiém vao cac té bao HT 1080. ba
quan sat thady mét s& NST nhé tham chuyén (transfectant). Nhitng NST nhd nay cé kich
c& vai Mbp, va rd rang bao gém cac multimer ctia YAC, nhung c6 cau triic thang hay vong
thi van chua rd. M&i gan day, dua trén cach tiép can YAC d€ tao NST nhan tao ngudi
cling dd duagc lap lai boi cac tac gia khac ( Hunning va cong su., 1999). Vé&i cac thi
nghiém nay da chirng minh moét cach chac chan rang DNA vé tinh alpha d4 tao dugc chirc
nang tdm déng phan bao trong cac té bao ngudi. Tuy nhién, tan sé cac dd kién con thap
va van con rat nhiéu khé khan trong viéc xac dinh ddy du cac thanh phan cta NST nho,
tire 1a vai tro ctia DNA vé tinh alpha va nhirng doi hdi cho mot MAC. T4t ca nhitng van dé
d6 can phai dugc sang toé hon nira.

Céach ti€p can khac la phat hién cac tdm dong DVCV loai nhd ma di tién phong la Vos va
cong su. Cac nha khoa hoc da tan dung kha nang cua virus Epstein-Barr (EBV) mé cho
protein EBNA-1 dé& twong tac v&i trinh tu oriP cing ngudn géc nham gil cac DNA d3
duoc gén trong nhan té& bao DVCV. Sau khi d3 thiét lap duoc cac vong Ién né sé gén vao
oriP (kich thuéc 100-300 kbp) va duy tri 8n dinh cac episome ndy trong cac té bao biéu
hién EBNA-1 ( Sun va cong su., 1994). M&i gan day ngudi ta da théng bao rang phan
duoc cai vao nguoi cé chira YAC dugc lam tai thich vai trinh tu oriP dd cho phép né duy
tri dugc trong cac dong té bao thich (rng (Simpson va céng su., 1996). Theo ly thuyét,
ta c6 thé& thiét lap dugc mot thu vién cac doan hé gen dé€ lam gidu DNA vé tinh alpha va
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c6 thé& kiém tra chirc nang cla tdm dong sau khi da loai bé EBNA-1 bang recombinase dic
hiéu vi tri (Klby va cong su., 1993).

That hap dan 1a mot s NST cé dau chudn cla ngudi da duoc théng bao 1a twong d6i 6n
dinh vé& phan bao khi thiéu DNA vé tinh alpha. Nhung su kién hiém gap nay cé thé do su
hoat héa tuw phat cac vung & canh tay NST ma tao dwgc chirc niang cho tam déng chu
khéng c6 bat ky thay d6i nao & murc trinh tuw DNA (Choo, 1977; du Start va céng su.,
1997). Bang chirng vé anh hudng bi€u sinh (epigenetic) déi véi tinh 6n dinh cla tam
déng nay sinh tir cac nghién ciru trén ndm men S. pome (Steiner va Clarke., 1994) va rudi
giam (Williams va céng su., 1998).

3.5 Cac van dé thuc tién va tdn tai

M&i quan tdm nhat déi v&i bat ky cach ti€p can nao trong viéc tao ra cac NSTNTDVCV
(MAC) la liéu c6 thé& tao dwgc mot NST 6n dinh chi gém domain tdm dong chirc ning va
cac gic sao chép nam bén suwdn cac tam ddong méi duoc tao ra? Mat dd khong gian cua
cac yéu t6 NST trong mét cau trac nhd nhu vay c6 thé sé& anh hudng téi chirc nang cla
NST. Tuy nhién, phan DNA khéng & cac canh tay NSTcé cén thiét cho cac tuwong tac binh
thudng cla con thoi va hiéu chinh su phan ly ctia NST hay khéng thi van chua ré. Nhu da
dé cap & trén, cac bang chirng gan day da chirng minh rang cac protein van dong duoc
sép xép doc theo chiéu dai cac canh tay NST c6 thé& cé lién quan t&i su 8n dinh cta con
thoi lwéng cuc (biopolar spindle), su sép dat vi tri ddc hiéu va su phan ly cia NST. Néu su
hién dién clia cac canh tay NST la khan yéu cho su 8n dinh thi c6 thé khang dinh ring cac
NST DVCV dang thing la cé kich thuéc nhd nhat. Trong cac nghién ciru truée day trén
YAC ngudi ta da phat hién rang tinh 6n dinh va su phan ly ctia NST phu thudc rat nhiéu
vao kich c& NST va cac YAC nhé hon 100 kbp van chua cé tinh 8n dinh cao (NST binh
thudng cua S. cereviciae c6 kich ¢& tor 245 kbp d&n 2,2 Mbp) (Murray va cong su.,
1986). K&t hgp cac cach tiép can tor trén xudng va tr dudi lén s& cho phép xac dinh
duoc kich ¢& nhd nhat ctia mot NST BVCV dang thang 8n dinh phan bao (Brown va cong
su., 1996; Heller va cong su., 1996; Masumoto va céng su., 1998; Mills va cong su.,
1999).

Mot vec to MAC co ban phai vuot qua hai thir thach 16n trudce khi dwge dung trong GTL
soma: Thir nhat, MAC duoc san xuat phai du chat lwgng cho muc dich tri liéu, tha hai 1a
phai chuyén dugc téi té bao. Nhu ching ta biét, cac doan DNA I6n rat khé diéu khién va
chuyén giao & trang thai nguyén ven. T4t ca cac té€ bao déu phai dung polyethylene glycol
dé& dua cac phan tr YAC lén, nguyén ven vao trong cac té bao nudi cdy. Tuy nhién ciing
chi cé thé& ap dung duoc véi mot vai dong té bao cua loai gdm nham va né ciing khong
thich hgp cho su chuyén giao MAC in vivo (Huxley va cong su., 1991; Larin va cOng su.,
1994). Viéc chuy&n NST qua trung gian vi t& bao cé thé& dugc sir dung cho nhiéu dang té
bao BVCV, nhung néi chung it hiéu qua va ciling chi méi dugc (ng dung in vitro. Su dong
g6i DNA cua virus ciing chi dugc gigi han v&i cac DNA c6 chiéu dai vai tram kbp thi mai
c6 thé& chuyén giao dugc. Mot s6 phuong phap khac hién c6 lai chua thiét l1ap dugc gidi
han trén (upper size limit), chdng han nhu su chuyé&n giao bang danh bom cac hat (Cheng
va cong su., 1993), céc lipid cationic va su hdp thu qua trung gian receptor (Crisrtiano va
cébng su., 1993; Curiel. 1994; Gao va cbéng su., 1993). Mét lipid cationic nhu lipofectin da
dugc dung d€ chuyén giao it nhat vai trdm kbp DNA nguyén ven t&i cac té bao trong
nudi cdy md, nd it gdy déc té bao va dudng nhu c6 mit trong hdu hét cac hé théng

40



chuyén giao dugc ap dung in vitro va in vivo (Caplar va cong su., 1995; Strauss va céng
su., 1993; Stribbing va céng su., 1992; Zhu va cong su., 1993). M6t khia canh phirc tap
khac la v&i su c6 mat cua lipid cationic thi khéng rd MAC sé dugc chuyén giao nhu la mét
chat nhiém séc (chrromatin) hay 13 duwoc cé 1ap nhuw mdt DNA tran. Mat thach thirc nira la
chat lwvgng clia MAC duoc tao ra. Mac ddu mot s6 dau chudn chon loc c6 th& cho phép
chon loc dugc nhiéu ban phién ma té bao théng qua viéc (rng dung cac thudc khuéch dai
d&c hiéu (nhu locus dhfr va su chon loc methotrexate). Nhung van con kho khan 1a phai
tuwdng twong nhu thé nao vé su hién dién ctia cac yéu té hay cac van dé vé gi6i han cla
chéat liéu cling nhu sy thi€u hiéu qua cda cac phuong phap chuyén giao... khi tién hanh
thiét 1ap MAC. Khéng nghi ngd gi nita, cac van dé nay doi héi phai cdé nén cong nghé hién
dai va nhirng dot pha vé nhan thic trwde khi nghi téi viec (rng dung MAC trong gen tri
liéu soma.

3.6 Két luan

Nhiém sac th& nhan tao dong vat cé vi cé nhiéu chirc ndng khac nhau. Khéng phai la cac
phién ban phan dong hay dugc t6ng hgp nhan tao ma chi cac gen cé dau chudn thiét yéu
méi duoc dua vao nhu mét bd phan cla vec to. Diéu ly tha 12 liéu cac cau trac nay duoc
tao ra theo cach “cat- dan” nhu khi ta tao NST nhan tao clia ndm men hay la véi cac thao
tac phure tap cai bién cac NST nhd trong hé théng té bao DVCXS ? Ca hai cach tiép can
nay déu gilp chdng ta hi€u sadu hon nita vé cau trac cta NSTNTDVCV va méi quan véi
chirc nang cua né.

Tuy nhién, tat ca van con & phia truéc va can phai dau tu nhiéu thoi gian va cong sirc
cho Ifnh vuc khoa hoc hdp dan va ddy tinh thuc dung nay.

Chuong IV
CAC VEC TO RETROVIRUS
4.1.Mé& dau

Virus 13 cac ky sinh bt budc, ching khong tu sao chép duwoc néu khong cé su tro gitp
cla cac té bao vat chl. Vi thé, mot cach tu nhién n6 thich nghi véi viéc van chuyén hiéu
qua céac thong tin di truyén téi cac té bao. Mot sé virus da cé nhifng chién luoc khac nhau
vé tién hda d&€ cho phép ching di vao dugc cac té bao va théng tin di truyén cla ching
cling duoc chuyén di véi mot pham vi ndao dé. Chinh vi co ché ndy ma virus c6 thé& duoc
sao chép va san xuat ra cac hat virus méi hay la cac virion.

Vé khia canh nay, retrovirrus dugc dic biét quan tdm bdi vi mac du chiing mang hé gen
RNA, nhung hé gen nay lai doi hdi phai dugc phién thanh dang DNA sqi kép trong cac té
bao bi nhiém, sau dé né cé thé& hop nhat duwgc trong DNA té bao vat chi. Khi DNA virus
da dwgc hop nhat tirc 1a cac provirus thi viéc sao chép ciling xay ra giéng nhu cac gen
khac cla té bao va RNA dic hiéu virus dugc sir dung dé€ tao ra cac protein virus va RNA
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hé gen méi, va nhu thé tirc 1a cac virion méi dugc tao thanh. Cac provirus hop nhat 13
mot bd phan 8n dinh cda hé gen té bao, nd quyét dinh su séng cla té bao va cé thé di
truyén lai cho cac thé hé sau. Dic tinh thir 2 nay cua retrovirus bién né tré thanh mot
trng cir vién ly tudng cho viéc van chuyé&n gen. N6 chinh 12 mét hé théng vec to c6 kha
nang bi€u hién gen dai han (long-term gene expression).

Hon nira, trén 40 ndm nay ngudi ta da hi€u ré cac dac tinh “vec to than thién” (vector
friendly) cua retrovirrus qua cac nghién clru so sanh véi cac virus khac. Cac dac tinh sinh
hoc cla céac virus nay ciing nhu su tuong tac cua ching véi cac té bao vat chi ciing
dugc hiéu rat ré.

Ngudi ta da nhan ra rat sém rang nhirng virus nay cé thé& van chuyén duoc cac gen té
bao (Stehelin va cong su., 1976) va n6 la mot hé théng vec to virus dau tién da dugc sir
dung. Mac du hé théng vec to nay rat don gian, chi Ia mét dang virus hoang da dugc
dung dé& chuyé&n hé gen téi t6 hop c6 mang ddu chudn gen (Shimotohno va Temin, 1982;
Tabin va céng su., 1982). Cac hé théng nay da dugc nang cdp va cudi cung da tao duoc
mot vec to hoan thién.

Truwéc khi thao luan vé hé théng vec to ndy ching ta hdy luét qua déi nét vé chu ky sao
chép cua retrovirrus cting nhu céc khia canh vé vec to retrovirus nhu thé nao.

4.2. Chu ky (vong) sao chép clia retrovirrus
Chu ky séng cla retrovirrus dugc tém tat trong Hinh 4.1
4.2.1 Nhirng du kién kinh dién

Retrovirrus 1a cac hat virus c6 vé boc mang 2 ban phién ma déng nhat cia hé gen RNA
chubi don (Varmus va Brown, 1989). Phan protein I&p vd ngoai cling cla virus (protein bé
mat hay la protein SU) gén dac hiéu véi cac receptor & mang tuong bao té& bao dich, lam
cho virus tham nhap dugc vao té bao (Hinh 4.1). Sau khi 16t bd I6p vé chi con lai phan
capsid phia bén trong thi RNA hé gen virus & capsid chuyé&n thanh dang DNA chudi kép
nhd enzyme phién ma nguoc (reverse transcriptase-RT) gan véi capsid. Quéa trinh nay
khé&i ddu bang viéc sir dung chat méi tRNA cé trong capsid gan déc hiéu véi RNA hé gen
retrovirrus. Khi sao chép nguagc, cac trinh tu déc quyén & cac dudi ciia RNA hé gen virus
dugc nhan do6i va ca 2 dudi déu la DNA dugc t8ng hgp mdi, vi thé tao nén mot trinh tu
lap tuong déi dai & cac dudi cha phan tir DNA vi thé c6 tén la doan l&p tan dai (long
terminal repeat - LTR). Ban phién ma DNA chudi kép nay d&t canh céac LTR, sau d6 dugc
chuyén vi d€ vao bén trong nhan (Hinh 4.1).

4.2.2 Sy hgp nhat cta DNA virus vao trong DNA hé gen té bao chu
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Hinh 4.1 Chu ky sao chép cua retrovirus. Retrovirus la cac virus cé vé boc mang 2 ban phién ma déng nhat cua
RNA hé gen. D& gdy nhiém cho té bao, protein SU v virus tuong tic voi té bao ma cho receptor boc 16 trén bé
mét té bdo. Sy tuong téc nay ddn dén sy “hoa nhap” cia cac hat virus va lam mét di I6p vé do su” hoa mang.
RNA hé gen virus duoc sir dung nhu mot khuén san xudt ra phan tir DNA chudi kép nho enzyme phién ma
nguoc cé & phan 16i (hinh phia trén). Trong quéa trinh nay, cac trinh ty & cdc dudi cua hé gen virus duoc nhan
déi va dinh vi. Phirc hop ndy sau dé dinh vi vdo nhén, & dé phén tir DNA chudi kép duoc cai vdo DNA hé gen té
bdo vat chu nho enzyme integrase (hinh phia duéi). Dang DNA hop nhat cua hé gen virus chinh Ia provirus, sau
nay né ciing sao chép giéng nhur bat ky gen nao cta té bao nhd co ché phién ma cda té bao chu véi promoter
virus. RNA virus dwoc phién md mdéi dung dé€ téng hop protein cho céac virus mdi ciing nhu” RNA hé gen cua cac
hat virus. Protein virus va RNA duoc Idp rap trong phén I6i hodc capsid mdi, né tuong tic véi mang té bao vét
chu noi ¢é chifa céc protein vé virus mdi duroc téng hop va tao mdi cac hat virus réi ra khdi té€ bao tham nhiém,
tréi qua giai doan cudi cing cta sy dét bién dé tao nén dang day du cua hat virus tham nhiém.

(Theo walter H. Gunzburg vaf Brian Salmons. Gene Therapy Technologies, Applications and regulations. John
Wiley & Sons Ltd 1999).

Sau khi t&i nhan, dang DNA chudi kép duoc hgp nhat véi DNA nhiém séc thé té& bao vat
cht bdi enzyme integase (IN) gan virus (Hinh 4.1). Dang DNA hop nhat ndy c6 tén la
provirus. Su hgp nhat cta provirus la su can thiét ngau nhién ddi véi DNA nhiém sic thé
t& bao chd mac du cé thé co sy thién léch nao dé & nhirng viing cé su sao chép tich cuc.
Coé 2 dac trwng chinh clda su hop nhat retrovirus thich hgp cho gen tri liéu. Thir nhat,
provirus luédn dugc thdy nhu la cac DNA déng tuyén tinh véi cac gen cau tric LTR-gen
retrovirus- LTR (structure LTR-retrovirus genes-LTR). Diéu nay rat trai nguwgc véi cac DNA
hop nhat khac do su tham nhiém véi céac virus khac hodc do su truyén DNA tran ma & dé
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DNA da dugc van chuyén & dang hoan vi. Thir hai, provirus dugc di truyén mot cach 6n
dinh vi t4t ca cac hau thé ctia mot té bao tham nhiém g6c déu nhu thé la mét gen té bao
binh thudng ma ching cé hiéu (ng loai trir ndo ca. Piéu nay trai nguoc véi cac virus
khac nhu adenovirus hay pox-virus. Cac virus nay khéng hgp nhat cac théng tin di truyén
ctia ching va giét chét cac té bao bi tham nhiém.

Su tham nhiém retrovirus & déng vat thudng di cung véi su cam ng gay khéi u, nhu
bénh bach cau (leukaemias). Day |a két qua clia su kién hop nhat duoc nhan [én dan dan
dan t6i su hop nhat & bén trong hodc & ving lan can clia cac gen té bao lién quan téi su
kiEm soat sinh trwdng (gen tién ung thu hay gen rc ché khéi u - proto -oncogene or
tumour suppressorgene) do vay dan dén viéc lam mat chirc ndng, mét quéa trinh duoc coi
la dot bién diém. Qua trinh nay doi hoi virus phai c6 kha nang nhan lén su hop nhét, tic la
sao chép tich cuc (replication -competent). Cac vec to retrovirus khiém khuyét vé sao
chép (xem dudi day) chi hgp nhat mot 1an. Ma thoi co d€ xay ra su hop nhéat retrovirus
don trong moét locus gen nhu thé thi cuc ky thap. Khi mét gen té bao d3 bi tac dong bdi
su hop nhat retrovirus thi nhitng tén thuong di truyén khac cting chi c6 thé& xay ra khi cac
t& bao d3 bj chuyén thanh ac tinh. Khéng cé bang chirng vé su hop nhat retrovirus gay
nén khéi u & ngudi. Tuy nhién, diéu bét budc 1a khong thé& cho mét virus sao chép cao nao
c6 mat trong cac vec to retrovirus dugc dung trong lam sang.

4.2.3 Sy sao chép, phién dich va l4p rap

Su sao chép cla provirus dd hop nhat dugc hudng bdi promoter virus va cac yéu té kich
thich (enhancer element) dinh vi & 5’ LTR (bén trai) va 3’LTR (bén phai). Retrovirus mang
3 gen chinh ma cho protein 16i virus (gen gag) tao nén cau tric bén trong cla virus,
enzyme phién ma nguoc (reverse transcriptase), integrase (gen pol) va protein vo virus
(gen env). Ban phién mi doan hé gen (genomic) so cdp mang tat ca cac thong tin di
truyén cuda virus va dugc sir dung nhu hé gen cua cac virion méi va ciing dugc dung dé
téng hop cac protein Gag va Pol. Ban phién ma ghép néi thir 2 duoc dung d&€ t8ng hop
cac protein Env cla virus. Mot sé retrovirus ma dang chi y 1a lentivirus nhu HIV lai tao ra
cac ban phién ma ghép néi khac dung dé téng hop cac protein phu tro diéu hoa su san
sinh virus.

Céac protein Gag va Pol dugc téng hop nhu mot polyprotein tién than tir ban phién mi hé
gen va sau dé dugc cat bét di d€ tré thanh cac protein chin (mature protein). Qué trinh
cat bd van con tiép tuc trong khi lap rap virus, khi ddm chéi & cac té bao chi va & phan
ngoai clia cac té bao chd da chin. Cac domain cuia cac protein tién than tuwong tac dic
hiéu véi RNA virus (Zhang va Barklis, 1995), chdc chan rang RNA virus da dugc dong goi
trong cac virus hau thé. Su tuong tac nay doi hdi mot hoic nhiéu trinh tu RNA, dé chinh
la cac tin hiéu dong g6i. Trén RNA hé gen, bét budc phai c6 (¥) dinh vi & doan dau cua
vling Gag, ding vao 3’ RNA doan cho ghép néi (splice donnor-SD) diing d&€ san xudt RNA
tiu hé gen (subgenomic). Khi d6 chac chén toan bo doan RNA virus da dugc dong géi.
Protein Env (SU va TM) duoc phién dich tor RNA virus ti€u hé gen ghép néi ( splice
subgenomic). Nhirng protein ndy duoc téng hgp nhu mot chat tién than cé mang méot
peptide tin hiéu chuyén dich nhanh & cac amino tan cling vi vay né di vao dugc hé théng
mang tiét cha té bao vat chu. Khi di qua hé théng mang tiét thi chat tién than nay duoc
cai bién v&i cac budc glycosyl hda va cudi cung thanh cac protein SU va TM chin nho
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protease té bao. Tuy nhién, cac protein nay van con gan véi nhau bdi cdu disulphide va
cudi cung t&i mang sinh chat té bao vat cha.

Bwdc cudi cung ctia su hop nhat va gidi phong virion hau thé sé xay ra & mang té bao. O
d6 cac protein Gag gan véi RNA hé gen retrovirus , v&i RT virus va enzyme IN dé tao
thanh céc cau trac capsid (Hinh 4.1). Capsid nay ndy chéi qua mang té bao & vung tap
trung nhiéu protein Env trong virus.

Céac virion méi dugc gidi phéng sé phai trai qua cac budc dot bién xa hon nita véi viéc
thay d6i cau trac protein cling nhu t8 chirc lai cac protein virus & phan 16i d&€ duoc cac
virion hau thé& gay nhiém chét. Ciing can phai nhan manh rang, déi véi hau hét cac
retrovirus, toan b6 quéa trinh thdm nhiém va san sinh virus khong 1am tén thuong téi su
san sinh cla té bao vat cha.

4.3 Phat trién cac vec to retrovirus

Hé théng vec to retrovirus dau tién tir virus gay bénh bach cau & chudt (murine leukaemia
virus-MLV) d3 va dang duoc sir dung trong cac tién trinh 1dam sang. Cé nhiéu ly do d€ lua
chon MLV lam hé théng van chuyén gen: (i) cac dac tinh sinh hoc cla retrovirus da dugc
higu rat rd, (ii) hé gen MLV |a mot trong nhirng hé gen retrovirus dugc tach dong phan tir
s&m nhat va (i) nhirng virus nay cé kha nang tham nhiém tét cac té bao. Vi MLV chi c6
kha ning tham nhiém cac té bao loai gdm nham nén goi la ecotropic. Cac protein SU cda
ecotropic twong tac véi mot amino acid clla mot protein van chuy&n cé & mang sinh chat
cla céac té bao dich (Kim va cong su., 1991; Wang va cong su., 1991). Tuy nhién, chirc
nang nay khong thé& hién duoc trén cac té bao cua ngudi, vi thé MLV ecotropic khéng cé
kha nang tham nhiém cac t&€ bao nguoi trir phi né dd duwgc céng nghé héa. Mot MLV
khac lai cé kha nang thdm nhiém nhiéu loai té bao k& ca ngudi va gdm nham. Protein SU
cla virus ludng tinh (amphotropic) nay tuong tac véi mét protein van chuyén phosphate
cta té bao (Miller va Miller, 1994; van Zeijl va céng su., 1994). Cac MLV luéng tinh dang
dugc sir dung nhiéu trong cac tién trinh gen tri liéu (GTL). V& cla virus gay bénh bach
cdu trén vugn (gibbon ape leukaemia virus -GalLV) ciing duwgc st dung béi vi vé GaLV
mang cac vec to retrovirus rat thuan loi cho viéc chuy&n gen té bao mau (Bunnell va
céng su., 1995).

4.3.1 Nguyén ly

Cac hé vec to retrovirus bao gém 2 thanh phan: (i) mét cdu trdc vec to mang cac gen
duwgc chuyé&n giao va hé gen cho virus téi td hop va (i) mot dong té bao cung cdp cac
protein virus cén thiét cho viéc san xuat virus tai t8 hgp, d6 chinh |a cac té bao déng goi
(Hinh 4.2). Nguyén nhan xuat hién hé théng 2 thanh phan nay la do cé su cai thém cac
théng tin di truyén vao trong hé gen MLV. Diéu d6 gay bat loi cho viéc san xuat virus vi n6
d4 loai bé trinh tu ma héa gen cau tric va bt budc phai cung cap cac protein in trans nay
tlr cac té bao déng gobi. Mac du cé kha nang tao dugc cac vec to retrovirus mot thanh
phan c6 kha nang sao chép cao (one-component replication-competent retrovirus vectors)
chéng han nhu HIV hay virus gay ung thu Rous (Rous sarcoma virus), nhung dudng nhu
né khéng giébng nhu cach nhin nhan trén ma lai lién quan t&i mét qué trinh dot bién gay ra
b&i trung gian retrovirus.
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Hinh 4.2 Nguyén ly sén xudt vec to retrovirus. Vec to ndy gém cé mét provirus mang gen, chang
han nhur mét gen tri liéu (TG), thay cho thdng tin di truyén cua virus. Gen nady duoc dua vao dudi
sw kiém soat cta phién ma chang han nhu promoter virus duoc dinh vi & doan Ip tan dai (long
terminal repeat -LTR). Vec to duoc dua vdo mét dong té bdo (dong té bao déng gdi) cé6 mang
retrovirus dd duoc céi bién . Provirus ndy sé tao ra protein virus ma vec to khéng tao ra duoc béi vi
né khéng cé tin hiéu déng géi thich rng (¥). C4u tric cia vec to ndy c¢é mang tin hiéu déng géi ¥
va vi vdy RNA duoc phién ma tur cau tric ndy dé dang cai duoc vao céc hat virus méi duoc tao
thanh (luén luén duoc gidi phéng tur cac té bao déng géi). Cac hat virus cé6 mang hé gen vec to sau
dé duoc dung dé thdm nhiém té bao dich, hu'éng dan su phién ma nguoc va rét cudc hop nhat voi
hé gen vec to ¢6 mang gen tri liéu (TG). Gen ndy sé duoc biéu hién tao ra protein tri lidu trong té
bao dich. Khéng ¢é virus nao nifa durgc tao thanh béi vi protein c4u tric cua virus khéng cé & trong
céc té bao nay.

(Theo walter H. Gunzburg vaf Brian Salmons. Gene Therapy Technologies, Applications and
regulations. John Wiley & Sons Ltd 1999).

D& tao ra céc virion vec to retrovirus ngudi ta phai thiét 1ap mot vec to ¢ mang cac gen
d& van chuyén, ching duoc dua vao cac dong té bao déng géi retrovirus bang phuong
phap vat ly (chidng han nhu su chuyé&n nhiém (transfection) hay electroporation). Cac té&
bao doéng goi ndy san xudt cac protein cau tric virus (Gag va Env) va cac enzyme (pol-
encoded RT, IN), nhung ching khéong déng géi dwgc RNA virus ma cho cac protein nay vi
vung ¥ can cho capsid hoa (encapsidation) da bi loai bd. Thay vao dé cac protein lam
nhiém vu nhan biét va gén véi RNA doan hé gen tir cac vec to dugc cai vao lai mang mot
vung Y nguyén ban, do dé c6 thé tao nén cac hat virus tai t6 hop. Cac hat virus tai t6 hop
c6 mang hé gen vec to retrovirus dam chéi ra khoi cac té bao déng géi d€ vao méi trudng
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nudi cdy té bao. Méi trudng chira virus c6 th& duoc loc truc tiép dé€ loai bo cac té bao va
cac manh vé cla té bao réi dung d& tham nhiém cho cac té bao dich, hoéc virus sé dugc
lam tinh khiét va c6 dac lai trwdc khi tham nhiém cac té€ bao dich. Sau khi virus d& gan
vao céac receptor trén bé mat té bao thi capsid cla virus sé duoc chuyé&n vao bén trong té
bao va RNA virus dugc phién ma nguoc thanh DNA d&€ hop nhat vao DNA té bao vat chd.
DNA virus da hgp nhat (provirus) cé chirc ndng nhu bat ky mot gen nao khac cua té bao
va n6 chi dao viéc téng hgp cac sadn phdm cula cac gen da dugc chuyén vao. Tuy nhién,
khéng giéng nhu trudng hop virus hoang da binh thudng cé kha nang sao chép cao (d4
duoc trinh bay & Hinh 4.2), khéng c6 virus tham nhiém nao lai cé thé dugc san xuat bdi
cac té€ bao da bi tham nhiém vi théng tin di truyén ma cho protein virus khéng c6 trong
cac té€ bao nay (Hinh 4.2)

Van dé mau chét véi hé vec to retrovirus 2 thanh phan chinh la hé qua cia mot hién
tugng xay ra mot cach tu nhién dé la sy tai t6 hgp xay ra & cung vi tri (homologous).
Néu provirus vec to va provirus cung cap cac protein ciu tric c6 trong su t8 hgp cac té
bao déng goi thi c6 thé lam tang kha nang cua cac virus sao chép cao (Hinh 4.3; Miller va
Buttimore, 1986; Muenchau va cong su ., 1990). Virus nay chinh la cac retrovirus dang
hoang da khéng mang cac gen van chuyén. Cac virus sao chép cao tham nhiém nhanh
choéng nhiéu té bao va cé th& gay nén cac trudng hop dot bién. Vi vay nd luc 16n trong
viéc tao ra mau hé théng dong géi tuyét hdo la gidm thi€u kha ning xay ra tai t6 hop, cai
tién nang cédp cac vec to cling nhu nang cao tinh an toan cla ching bang cach ngan chin
su sao chép ngay ca khi xay ra su tai té hop.

4.3.2 Nhirng buéc cai tién

Cai tién nang cdp cac té bao déng goi lién quan téi viéc loai bé cang nhiéu cang tét cac
théng tin di truyén cla retrovirus dé€ giam thi€u kha niang xay ra tai t6 hgp twong dong
(Hinh 4.4). Promoter va cac trinh tu két thic cla retrovirus sé& duwoc thay thé bang cac
promoter va cac trinh tu két thic tuwong déng. Diéu d6 sé& lam ting hoat tinh cua céc
promoter va su san xuat protein virus s& dugc tdng cudng. M3 théng tin cho cac protein
c6 th& khéng céan phai loai trir vi nhifng protein ndy cé thé dugc téng hgp tir cac cau trac
tach biét dé€ thuc hién su tai t8 hop nhdm kién tao lai retrovirus cé kha nang sao chép
cao hoan thién. Thanh qua nay |a do su biu hién protein Gag va Pol tir mot cau tric con
protein Env tor mét cdu trac thir 2 (Markowitz va cong su., 1988).

D& nang cap cac té bao déng gobi, cac cau tric vec to retrovirus an toan hon sé dugc cai
thém mot ma két thic nhan tao & khung doc Gag. Diéu ndy dam bao rang néu nhu virus
sao chép cao cé dugc san sinh thi cling khong cé kha nang bi€u hién cac protein Gag va
Pol va nhu vay viéc lap rap va thao d& virus sé bj (rc ché (Bender va cong su., 1991;
Morgenstern va Land,1990; Scarpa va céng su., 1991). M6t chién lvgc khac tao ra co
ché tu phuc hdi nham phong ngtra nguy co tham nhiém cua virus c6 kha ning sao chép
cao chac chén la phai loai trir cac trinh tu dong géi. Phan Ién provirus vec to trong cac té&
bao da bi tham nhiém véi cac vec to nhu thé thi da loai trir hét cac trinh tu déng goi, cé
l& 1a do su chuyé&n d8i khuén mau trong khi phién ma nguoc (Julias va cong su., 1995)
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Hinh 4.3 Sy sén sinh cécvirus (hoang di) sao chép cao theo phuong phép téi t6 hop. Hé théng vec
to retrovirus khéi ddu nay thudong gdy nhiém béan rat nhanh bdi vi virus sao chép cao cé it nhét Ia
mot sy kién téi t& hop tuong déng (ddu chdm) xdy ra gitfa cdu tric vec to va cdu tric déng goi
trong té bao déng géi. Khd ndng ndy phu thuéc vao muiic dé tuong déng gitFa 2 cau tric nay.
(Theo walter H. Gunzburg vaf Brian Salmons. Gene Therapy Technologies, Applications and
regulations. John Wiley & Sons Ltd 1999).

Hé théng Cre/lox P recombinase cling hop nhat véi vec to virus va duoc st dung dé& cét
bét mot cach déc hiéu cac trinh tu vec to trong cac té bao dich da bi tham nhiém
(Cholika va céng su., 1996; Russ va cong su., 1996). Cac vec to cling duoc thiét ké cé
mang vi tri gén primer nhan tao cai tién (primer binding site) (Lund va céng su., 1997).
Thong thudng thi tRNA té& bao gén vao RNA hé gen va duoc sir dung nhu mot primer cho
su khéi dau phién ma ngugc. Trong viéc t8 hop véi cac té bao déng goéi cling can phai cé
tRNA nhan tao. Tuy nhién, bat ky mét virus sao chép cao nao dugc san xuat tir hé théng
nay do su tai t8 hop tuong déng thi ciing khédng cé khad nang sao chép trong cac té bao
da tirng bi tham nhiém vi cac té& bao tham nhiém thi khéng t6ng hop duoc tRNA nhan tao
mong muén (Lund va céng su., 1997)
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Hinh 4.4 C&i tién hé théng vec to retrovirus. D& gidm bot khd ndng téi t6 hop tuong déng dan dén
viéc hinh thanh retrovirus sao chép cao, hé théng phéi duroc thiét k& sao cho chi céc trinh tu virus
thiét yéu nhdt mdi duoc tén tai trong vec to cung cac cdu tric déng géi. Céc promoter di loai va
céc tin hiéu két thic d3 tao thuén loi cho céng viéc ndy. Hon nifa, véi cdc hé théng gém 3 thanh
phan nhu thé, trong 2 cdu truc déc lap thi mét biéu hién cac san phdm cua gen Gag (g) va gen Pol
(p) con céu tric thu hai biéu hién protein Env (e). D€ tao ra céc virus sao chép cao doi hdi it nhat 13
€6 3 sy cd téi t6 hop xady ra gitFa vec to va cac céu tric déng goi.

(Theo walter H. Gunzburg vaf Brian Salmons. Gene Therapy Technologies, Applications and
regulations. John Wiley & Sons Ltd 1999).

4.4 Pich tham nhiém

Cac receptor véi SU (va GalV) luéng tinh dugc bi€u hién & nhiéu dang té bao vi thé ching
ta can phai thdo luan vé phd tham nhiém hén tap trén cac vec to retrovirus co s& MLV. Vi
ly do vé an toan va hiéu luc nén ngudi ta thuong lam thay déi hudng hodc lam giéi han
lai ph& tham nhiém clia cac vec to retrovirus sao cho chi cac té bao dich méi bi tham
nhiém. D& dap (rng ddi héi nay ngudi ta phai cai tién hodc lam thay d&i protein vé MLV dé
cho chiing twong tac duoc nhiéu hon véi cac receptor t& bao riéng biét. C6 nhiéu chién
lrge da duoc thuc hién nham dat duoc muc tiéu nay (Salmons va Ginzber, 1993). Nhiéu
céng trinh nghién ciru vé cac vec to MLV céi tién d3 xac dinh duoc dich cta su tham
nhiém vi cac retrovirus nay khéng th& tham nhiém mot cach binh thudng cac té bao
ngudi hay cac té bao khac khéng phai la chuét.

D& nghién ctru dich tham nhiém, ngudi ta sir dung khang thé& khang truc ti€p cac protein
bigu 16 trén bé mat té& bao dich, ching duoc gin qua streptavidin t&i cac khang thé dic
hiéu cho protein Env. Hé théng khang thé& nay khang truc tiép I6p | va Il hé théng hoa hop
t8 vhire chinh (Roux va cong su., 1989) hodc khang lai receptor cla cac yéu té tang
trudng bi (epidermal growth factor) (Etienne- Julan va céng su., 1992). Qua hé théng
nay ngudi ta thay dich cla su tham nhiém nam trén bé mat cac té bao bi€u 16 cac phan
tlr protein, nhung hiéu luwc con thap. Mot trd ngai khac nda la khéng phai tat cad céac
receptor déu thich hop déi véi virus hodc cé thé& van con tac dung & cac budc sau trong
chu ky séng cua virus (Goud va céng su., 1988).

May ndm trudc day, chién lugc phd bién nhat déi véi viéc cai tién nang cap phd tham
nhiém céc vec to retrovirus la cong nghé héa gen env cla virus trong cac té bao déng
g6i retrovirus. Diéu nay da tao thuan lgi cho viéc xac dinh cac ving cua protein SU Env cé
lién quan t&i su nhan dang receptor (Battini va coéng su., 1992, 1995; Morgan va céng
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su., 1993; Ott va Rein, 1992). Nhifng viing ndy duoc thay thé bang cac doan gen ma cho
cac epitope cbé6 thé nhan dang duoc cac receptor khac nhu erythropoeitin (Kasahara va
céng su., 1994) hay heregulin (Han va cong su., 1995), do vay né cho phép ki€ém soat
mot cach chon loc dich receptor clia protein Env chimeric.

Cusi cuing, cac ligand dich da duoc cai vao dau tan amino clia cac protein ndm gira amino
acid 6 va 7 (Cosset va codng su., 1995; Marin va coéng su ., 1996; Russell va céng su .,
1993). Theo huéng nay, protein ligand - Env sé& dugc san xuat trong cac té bao déng goi
con cac protein vo retrovirus khong bi cai cai bién sé gilt vai trd 1am 6n dinh, bai vi cac
protein Env 1a cac trimer trén bé mat virus. Cac domain d& bién d8i cua cac khang thé
chubi don déc hiéu cho mot receptor xac dinh (protein bé mit té bao) ciing la dich tham
nhiém clia cac vec to retrovirus (Chu va Dornburg,1995; Marin va céng su., 1996; Russel
va cong su., 1993; Somia va cong su., 1995). M&c du dich thdm nhiém cda retrovirus ma
phan protein 16p vé duoc cai bién da thu dugc thang loi nhung dd chudn van con giam, ly
do c6 18 giéng nhu cac van dé ma ching ta da dé cap & trén. Nhirng thao tac nhu vay véi
protein SU virus cling lam gi&i han gia tri sir dung bdi vi su t8ng hgp cling nhu xr ly
tuwong déi phirc tap protein nay phai ddm bao ca vé chirc ndng ciing nhu kha nang hop
nhat cac hat virus t8ng hop méi. Nnirng doi hoi nay bat budc phai thay thé hoic cai tién
b&i vi cau hinh clia cdc domain phai that phu hgp. R& rang 1a can phai hiéu rd hon nia vé
co ché diéu khién cac chirc nang binh thudng cltia protein vo virus trudce khi thiét lap 16p
vo theo phuong phap hdéa hoc thi mé&i c6 th€ lam cho cac protein nay nhan dang dugc
cac receptor va khéi dau su tham nhiém moét cach hiéu qua.

Gan day, Steven Russell va céng su (Nilson va cong su., 1996) da dua ra mét chién lugc
mé&i gébm 2 budc, hy vong cach mang héa dich cac vec to retrovirus déi véi cac receptor
xac dinh. Protein vo virus duwgc cai bién bang cach thém vao mot vi tri gén protease va
chon loc domain ligand receptor & ddu cudi protein SU. Sau khi gan dung receptor trén cac
té bao dich, receptor/ligand c6 th& dugc loai trir bdi protease (Nilson va cong téac.,
1996). Sau d6 retrovirus duwoc gan vao cac receptor thong thudng ciing nhu trén té bao
dich. Diéu d6 cho phép retrovirus di vao duoc bén trong té bao theo cach tu nhién, khac
phuc van dé thudng xay ra l1a retrovirus lai sr dung cac receptor khéng phai cua
retorvirus (Etienne- Julan va céng su., 1992). D6 chudn dat t&i 10° don vi khuén lac trén
mot mililit méi trudng nudi cdy té bao (10° cfu/ml colony forming units per millilitrecell
culture medium) nho viéc sir dung domain gan EGF nhu mét phuong tién xac dinh dich
trong hé théng gém 2 budc nay (Nilson va cong su., 1997). Viéc st dung phage biéu 16
cac thu vién ciing rat hira hen déi véi viéc phat hién cac ligand c6 lgi. Nhirng thu vién
nhu vay tao thuan lgi cho viéc sang loc nhanh cac peptide c6 khd nang gén vao cac
receptor trén cac dang té bao déc biét. Nhitng peptide duwoc xac dinh bang hé théng sang
loc nay cé th& hgp nhat véi bat cir hé théng chuyén gen nao k& ca cac vec to retrovirus
dé& c6 dugc cac dich tham nhiém (Barry va cong tac., 1996). Mot hé théng tuong tu nhu
vay cling dugc sir dung dé€ xac dinh su thdm nhiém dich, dé 1a viéc ngén chin sy xam
nhiém retrovirus véi cac té bao dich khéng mong muén. Theo cach nay thi dau tan cung
ctia protein SU sé& duwgc gan véi vi tri ranh, thém vao dé6 mot peptide che khuat domain
gén SU ciing nhu mét ligand déc hiéu cting phai cé mét trén tat ca cac té bao khong phai
la dich.

4.5 Sy bi€u hién gen tr cac vec to retrovirus
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4.5.1 Xem xét chung

Cac gen dj loai dwgc chuyén giao bang cac vec to retrovirus c6 thé dugc bi€u hién theo
nhiéu cach khac nhau (Hinh 4.5). Promoter retrovirus trong LTR cé thé& diéu khién su biéu
hién cla cac gen di loai khi cac gen nay da dugc phan dong trong céac vi tri cli clia gag .
That vay, loi thé nay di duwoc tan dung d& chuyén va bigu hién déng thdi 2 gen ching han
nhu mét gen tri liéu va mot dau chudn gen. Gen thir 2 nay cé thé& dugc cai vao vi tri env
va duoc bigu hién tir RNA virus ti€u hé gen (subgenomic). Nhung diéu bat lgi 1a promoter
retrovirus khéng cé nang luc dac biét va né c6 thé€ bi déng lai hoac bi lan sau mét thoi ky
bién d&i & nhiéu dang té bao (Lund va coéng su., 1996; Xu va coéng su., 1989) hoac &
trong cac té bao doéng vat chuyén gen (Richards va Huber, 1993; Vernet va Cebrian,
1996). Cac bién phap dé phong su sao chép cam & mot sé dang té& bao la su methyl hoa,
bién d&i LTR cling nhu 1am tréi dat cac trinh tu & mot sé dang té bao (Lund va céng su.,
1996)

a)

SD  SA b) picisTRONIC
et (et K Vi tri tién vao cua ribosome (IRES)

Pl;r{ GTL B GTL IE.]
(M -lem B or (W)
| 1T ,(gftwi 6T d) Ban sao kép @
Mot e Bl k] Tomen 1

C) Tw bét hoat (SIN)

Phién ma nguoc
Phién ma ngwoc

Hinh 4.5 Su biéu hién cac cau hinh céu tric vec to retrovirus. Cac gen tri liéu (TG) cé thé duroc
biéu hién theo nhiéu cach tur cau tric vec to. O (a) va (b) TG duoc bidu hién truc tiép tur promoter
retroivirus nhu mot ban phién ma dai hé gen - genomic length transcript- (a) hodac nhu mét ban
phién ma ghép. Cac vec to retrovirus cé thé€ diéu tiét mot hodc 2 gen. Viéc cai mot I6i vao bén
trong ribosome di cho phép gen thu 2 duroc biéu hién tur cung mot RNA hé gen nhu & (b). TG ciing
co thé duoc biéu hién tur mot promoter dj loai da duroc cai vao cac vec to retrovirus (a) , bao ham y
nghia 13 su dinh hudng antisense. Cac vec to tu bat hoat (self- inactivating-SIN) va sao chép kép
(double copy- CD) duoc chi trén (c) va (d) cé6 mang 3°LTR, diéu dé dan dén lam méat promoter
retrovirus (SIN) hodc nhan doi cua hép biéu hién (promoter dj loai gdn véi TG) trong té bao tham
nhiém.

(Theo walter H. Gunzburg vaf Brian Salmons. Gene Therapy Technologies, Applications and
regulations. John Wiley & Sons Ltd 1999).
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Su bi&u hién cltia cac gen chuyén bang cac vec to retrovirus cting phu thudc vao vi tri hop
nhat trong hé gen té bao chu. Su diéu hoa dac hiéu mo tir cac promoter gen di loai c6 thé
bi suy yéu hodc bi Ian 4t bdi cac yéu t6 diéu hoa manh cta té bao dinh vi & vang 1an can vi
tri hop nhat. Cac ving kiém soat locus (locus control regions - LCR), cac yéu t6 diéu hoa
tao nén su bi€u hién gen & muirc cao va doc lap vi tri (Dillon va Grosveld, 1993), diéu d6
gilp cho céac vec to retrovirus hoat dong dugc. Khéi trinh tu dudi 18i LCR (LCR core sub
sequence) gom 36 cap base clia gen [ - globin ngudi trong vec to retrovirus chuyén chd
gen nay nhdm nang cao su bi€u hién ctia gen [ - globin trong céc té& bao hdng cau chuét,
nhung murc bigu hién van con dudi mire t6i wu déi véi tri lieu (Chang va cong su., 1992).
Tuy nhién, mét cdu tric vec to retrovirus twong tu cting lam bién d6i rat Ién mirc dé bidu
hién & cac dong té& bao tham nhiém (4-146%) (Sadelain va céng su., 1995). Nhu vay, cé
thé& 1a c6 nhiéu ving LCR can cho su bi€u hién doc lap vi tri. Mot chién luwgc khac dam bao
cho viéc bi€u hién doc lap vi tri (position- independent expression) clia cac gen trong cac
vec to retrovirus la tranh cho ching khéi hiéu (rng nang cao hodc ha thap & vung lan can
vi tri hgp nhat (Duch va cong su., 1994). Cé nhiéu vat cach ly nhu vay da duoc xac dinh
& rudi giam (Gerasimova va Corces, 1996) va & cac té bao déng vat (Felsenfeld va céng
su., 1996), nhitng vat cach ly nay cé th& dugc hgp nhat vao trong cac vec to retrovirus
tuong lai.

Su tu bat hoat (self- inactivating- SIN) (Yu va céng su., 1986) va cac vec to sao chép
kép (double-copy-DC) (Hanztopoulos va cong su., 1989) da tan dung mét dac tinh dac
biét vé chu ky séng cla retrovirus, dé |a su phién ma nguoc ctia RNA hé gen virus thanh
dang sgi kép. Trong qua trinh nay, cac trinh tu tir dau 5’ cia RNA (U5) dwoc nhan déi va
dat thém vao & dau 3’ ctia DNA, trong khi d6 cac trinh tu tor dau 3’ cda RNA (U3) lai
dugc sao chép vé phia trén ddu 5’ ctia DNA. Qua trinh nay da tao duoc cac cau trac LTR
déng nhat ndm bén suwdn hé gen virus. Promoter cla retrovirus dugc dinh vi trong viing
U3, diéu d6 c6 nghia la promoter nay da c6 trong cac té bao tham nhiém tir vang U3 &
dau 3’ ctia RNA. Trong céac vec to SIN, U3 bi loai trtr do d6 dan dén mét provirus da hop
nhat lai khéng c6 promoter retrovirus trong cac té& bao tham nhiém. Khéi promoter di loai
bén trong sé chi Ia promoter d& huéng dan su bi€u hién cta cac gen da duoc chuyén
giao. Cac vec to DC, bao gdm mdt promoter dj loai gén vao gen da duoc van chuyén sé
duwoc cai vao vung U3 trong 3’LTR cla vec to va s& dugc nhan déi sau phién ma nguoc,
diéu d6 dam bao chéic chén rang hép gen - promoter hién dién 2 lan (tic la cé su sao
chép kép) trong cac té& bao dich. Ving R ciing c6 th& [a mot vi tri d€ cai gen bdi vi cac
cDNA ma cho MyoD va nucleoside purin phosphorylase (PNT) da cai dwgc vao vung nay
cta LTR (Adam va céng sur., 1995).

Viéc sir dung céac vi tri tién vao bén trong ribosome (internal rebosome entry site - IRES)
trong cac vec to retrovirus cho phép 2 hodc nhiéu gen dugc bi€u hién tir cing moét ban
phién ma clia mét promoter don (Koo va céng su., 1992; Levine va céng su., 1991).
Nhirng vec to nay cé do chudn cao hon nén cho phép cai dwgc cac doan gen di loai I&n
hon va lam &n dinh hon su bi€u hién clia cac gen da duwgc van chuyén (so véi cac vec to
2 gen, 2 promoter) va tranh dugc su giao thoa gilra cac promoter (multiple promoter)
cung c6 mat trén cacvec to retrovirus (Li va céng su., ; Xu va céng su., 1989).

4.5.2 Pich tham nhiém
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Ciing nhu su tham nhiém dich, thédng qua viéc d6i hudng tinh déc hiéu tham nhiém cé thé&
lam gidi han biéu hién cda cac gen tri liéu khi sir dung cac promoter tir cac gen di duoc
bi€u hién mot cach dac hiéu hoac bi€u hién wu tién hon & cac dang té€ bao xac dinh. Nhw
thé thi mét vec to retrovirus cé th& chuy&n mét gen t&i nhiéu dang té bao (néu khéng co
dich tham nhiém) nhung diéu doi hdi lai la gen nay chi duoc bi€u hién trong mét dang té
bao ma théi.

Tinh dac hiéu nghiém ngat c6 lién quan v&i s tham nhiém cling nhu dich bi€u hién.

Trong céc vec to retrovirus ngudi ta da cho du promoter tac déng wu tién trong mot s6
dang té bao dic biét. Ching han nhu cac promoter dic hiéu té bdo gan (va u gan) tur
phosphoenolpyruvate carboxylase (Hafenrichter va céng su., 1994; Hatzoglou va céng
su., 1990; McGrane va cong su., 1988), 0- fetoprotein (Huber va céng su., 1991), 0;-
antitrypsin (Hafenrichter va céng su., 1994; Rettinger va céng su., 1994), cac gen
albumin (Hafenrichter va cong su., 1994) va cac promoter tac déng moét cach wu tién
trong cac khéi u chang han nhu gen tyrosinase cho su bigu hién dich d6i v&i u hic t6 (Vile
va cong su., 1995) va erb B-2 cho cac khéi u & v (Harris va cong su., 1994).

Cac vec to bi€u hién sém gen chuyén tir cac promoter di loai cé thé gay cdm (rng hoac
dac hiéu mé da duoc cai vao vec to. Tuy nhién, cau hinh ndy thudng chiu tac dong giao
thoa cuia phién méa vi c6 mat ca promoter retrovirus va promoter di loai.

Hiéu &ng giao thoa nay cé thé& lam mat sy bi€u hién ctia mét hodc ca 2 promoter hodc
mat tinh d&c hiéu mé hay cdm (rng biéu hién tir cac promoter di loai. Gan day hon, cac
vec to mang promoter di loai /yéu té tang cuwdng (enhancer) trong LTR dugc thay cho
promoter retrovirus/ yéu té tang cudng (Ferrari va cong su., 1995; Vile va cong su.,
1995).

Nhirng vec to ma promoter dugc chuyén d6i tir MLV trong cac dong té bao dong go6i da
dugc dua vao promoter di loai cac té bao dich tham nhiém dugc goi la vec to chuyén d&i
promoter (promoter conversion (ProCon) vectors) (Glinzburg va céng su., 1995; Salmons
va cong su., 1995). Vi thé van con t6n tai mot s6 van dé can xem xét vé tinh an toan cua
cac vec to nay chang han (i) néu nhu khdng cé cac trinh tu promoter virus thi sé& lam
giam tan sé tai t6 hgp vdi cac trinh tu virus trong té bao dich va (ii) chua chi rd dugc
rang promoter tir mot gen t& bao cé thé hoat hoa hay lam bat hoat cac gen cua té bao
trong retrovirus.

4.5.3 Cac promoter c6 thé cam rng dugc

Promoter glucocorticoid c6 th& cam rng duwgc cla virus gay khéi u & vi chuét (Gunzburg
va Salmons, 1992) da dugc sir dung trong vec to ProCon dé€ diéu hoa su bi€u hién gen
trong nudi cdy té bao (Giinzburg va cong su., 1997; Mrochen va coéng su., 1997).
Promoter nay co Ié la it tac dung bai vi né la mot promoter cam rng in vivo mac du né co
thé& |3 dich biéu hién gen déi v&i cac té bao tuyén va va cac té bao lympho B (Giinzburg va
Salmons, 1992). Cannon va cOng sy da dung nguyén ly ctia ProCon d€ tao ra MLV - mot
vec to tur retrovirus, vec to nay sir dung promoter HIV c6 th& cdm (rng Tat (Tat inducible
HIV promoter) sau khi t& bao bi tham nhiém. Vec to nay h&u dung trong viéc bigu hién
cac gen tri liéu trong cac té bao bi nhiém HIV. Téng su bi€u hién gen nay sé& lam han ché
cac té bao bdi vi chi cé cac t€ bao nhiém HIV méi bi€u hién Tat (Cannon va cong su.,
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1996). Cac vec to retrovirus mang promoter cam (rng tetracyclin ciing da duoc thiét lap
dé€ bi€u hién gen (Paulus va cong su., 1996).

Pri Pr2
DNA B | h]mmumm]mnnnumlT[TITTITrmn]m.im|llmllmHiMH!mmmﬂmj
’ Té bao déng géi
RNA T AT O R T 277277

Hat virus

Sw nhan d6i Pr 2 zzzzz khi phién ma nguoc |

Swchuyénvi )
(Pr—z—- Pr2 Té bao dich tham nhidm

DNA % 220

Phién ma gen tri liéu

Hinh 4.6 Sy chuyén déi promoter cla céc vec to retrovirus. Cau tric cua vec to ¢ mang promoter
retrovirus (Pr1; promoter 1) ¢ vung U3 cua 5’LTR huéng sy bi€u hién cia RNA hé gen virus trong
dong té bao déng géi. 3’LTR duoc lua chon dé€ diéu khién viéc biéu hién gen trong cac té bao bj
tham nhiém (Pr 2). Can luu y réng trinh tu ndy chi la mot promoter cé mét trong RNA hé gen ma né
d3 duoc déng goi trong cac hat virus.. Truréc khi thdm nhiém céc té bao dich, RNA duoc chuyén doi
thanh phén tor DNA soi kép nho enzyme phién mé nguoc. Két qua la nhan ddi Pr 2 va chuyén vi mét
ban phién ma téi ddu 5’ cia DNA provirus, dé Ia promoter duy nhadt duoc dung dé€ diéu khién su
biéu hién gen trong té bao thém nhiém.

(Theo walter H. Gunzburg vaf Brian Salmons. Gene Therapy Technologies, Applications and
regulations. John Wiley & Sons Ltd 1999).

4.6 DO chudn va tinh 6n dinh cla cac vec to retrovirus

Do chudn virus va cac vec to virus thudng dugc do bang hiéu luc tac dung cla virus trén
cac té bao dich. Thong thudng véi cac vec to virus thi day |a sé té bao nhan va biéu hién
mot gen dau chudn enzyme cé kha ning sinh ra phan (rng mau ching han nhu 0 -
galactosidase, hoac cé thé€ lura chon mot gen khang khang sinh cho phép phan biét dugc
cac té bao tham nhiém trén co s& la ching cé thé tén tai duwgc trong méi trudng c6 chira
khang sinh. Vi thé&, d6 chuén 1a dai dién cla cac don vi chirc nang virus chir khéng phai la
con s& tuyét déi cac hat virus. Mot bat loi thudng duoc dé cap véi cac vec to retrovirus
la d6 chuédn cta né dudng nhu thip hon cac vec to virus khac chang han nhu adenovirus
va cac vec to adenovirus lién hgp (adeno-asociated virus vector) ngay ca khi dé chuan
retrovirus dat t&i 107 cfu/ml. Gan day da cé bang chirng cho thdy dé chudn retrovirus cao
hon rat nhiéu so véi cac théng bao trwdc d6 vi trong méi trudng nudi cdy cd chira cac
virus vec to thi c6 mot lugng dang ké& virus vec to tham nhiém sé chuyé&n dan dan cac té
bao thanh khéng tham nhiém (Tavoloni, 1997). M&t cau hdi Ién 1a liéu d6 chudn chirc
ning duoc xac dinh trén mot sé gidi han cac dong té bao thiét 1ap (ching han nhu té bao
NIH3T3) trong méi trudng c6 phan anh trung thuc hay khéng sé virus vec to c6 kha ning
chuyé&n giao mot gen tdi cac té bao so cap hoic t&i cac té bad in vivo (Foresstell va cdng
su., 1995). Hon nita, néu ta lac quan vé do chuén virus trén cac té bao da duoc thiét lap
nhu thé thi c6 thé 1a chwa chinh xac vi nhitng té bao nay khéng phan anh hét cac dic
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tinh sinh hoc cla céac té bao dich thich hop d6i véi gen tri liéu. Tuy nhién, da c6 nhiéu
phuong phap héa ly dugc sir dung nham lam téng do chudn in vitro. Cong viéc nay bao
gébm su c6 dac (Kotani va cong su., 1994); Paul va cong su., 1993), tao luéng tham
nhiém trong do6 cac té bao duoc phat trién trén cac mang loc cé 16 d& virus c6 thé duoc
di qua céac 16 nay ( Chuck va Palsso, 1996), x&r ly cac té bao san xuat vec to véi sodium
butyrate (Olsen va Sechelski, 1995; Pages va cong su., 1995; Soneoka va cOng su.,
1995). Chéc chan la ching ta can phai nd luc nhiéu hon nira méi biét duwgc cac yéu t6 ly
héa va sinh hoc tac dong ta&i tinh 8n dinh va dé chuén virus. Thoi gian ban séng cla cac
vec to retrovirus MLV trong méi trudng nudi cdy té bao do duoc la 3,5 - 9 gid & 37°C
(Chuck va cong su., 1996; Kaptein va céng su., 1997; Paul va cong su., 1993; Russell va
cong sy 1995; Sanes va cong su., 1986; Tavoloni., 1997). Cac polycation nhu polybren
(hexadimethrinebromide) va protamine |a cac ché phdm cda vec to virus lam tang hiéu luc
tham nhiém cla cac té bao. Cac phan tir tich dién duong nay tac dong nhu “cac phan tir
tiép nhan” (adaptor’ molecules) d& lam gidm luwc ddy tinh dién gitra cac virus tich dién am
va mang té bao ciing tich dién am (Coelen va céng su., 1983; Hornby va Salmons, 1994).
Tuy nhién, polybren cling tac déng t&i su suy tan retrovirus va c6 thé& gay nén su két tla
cac hat virus vec to va nhu vay sé lam can tré sy thdm nhiém té bao clha ching
(Andreadis va Palsson, 1997). Nhiét do ciling tac déng téi dé chudn virus. That ngac
nhién la cac ché phadm virus vec to retrovirus & 32°C lai c6 dd chudn cao hon (Brunnell va
cdng su ., 1995; Kotani va cong su., 1994). Diéu d6 cho thay thdi gian ban séng cla
virus tai t6 hop & 32°C tang 4 1an so vGi & 37 °C (Kaptein va cong su., 1997). b6 chuén
ciing phu thudc vao su cdé mat va su du thira cta cac té bao ma cho cac phan tor
receptor trén bé mat té bao dich. Cac receptor ludng tinh duwgc biu hién trén nhiéu té
bao nhung khéng phai a tat ca cac té bao. Cac té bao gan khéng phan chia hodc phan
chia cham c6 bi&u hién chit it receptor lwéng tinh va cac té bao géc tao mau ciing biéu
hién chit it receptor lwéng tinh hon la receptor GaLV (Bunnell va céng su., 1995). Nguwoc
lai receptor cho cac virus c6 vé khéac, hay cac virus gay sung miéng (vesicular stomatitis
virus-VSV) lai c6 rat nhiéu trén cac té bao (Coll, 1995). Protein G vo6 VSV c6 thé& hop
nhat vao trong cac hat retrovirus, mét quéa trinh dugc goi la sao chép gia (pseudotyping)
(Weiss, 1993) két qua 1a 1am ting cd do chudn ciing nhu tinh 8n dinh cla cac hat virus
hon la cac protein vdé c6 mang MLV (Burns va cong su., 1993). Nhirng hat MLV/VSV gia
nay sé néi rong thém thang vat chi va cac dang té bao (Friedmann va Yee, 1995).

Su chon loc nhanh céac té& bao tham nhiém so cdp hién nay 1a khéng thuc té€ bdi vi cac thi
nghiém duwong thoi dung cac gen dau chudn thudng lai tac déng téi su bién thién cua té
bao. Ngay ca viéc phan loai t& bao cho su biéu hién 0 - galactosidase khi dung loai t& bao
hoat héa huynh quang (fluorescence-activated cell sorter-FACS) ciling hét sirc khé khan vi
dé& 6n dinh d6 nén té bao doi hdi phai cung cdp co chat cho cac té bao. Voi su chon loc
bang khang khang sinh lai doi hdi phai nudi cay té bao nhiéu ngay trudc khi loai trir cac t&
bao chét do khéng dugc truyén gen khang khang sinh, mac dau hién nay ngudi ta dd phat
trién dwoc mot thir nghiém phat hién nhanh G418 (Byun va coéng su., 1996). Gan day
mot dau chudn gen méi da dugc sir dung trong cac vec to retrovirus, n6é tao diéu kién
cho viéc chon loc FACS ma khéng cé bat cir doc tinh té€ bao nao. Gen nay ma cho protein
huynh quang xanh (green fluorescent protein- GFP) ching phat ra mét anh sang xanh duéi
vlng cuc tim (Chalfie va cong su., 1994). Cac gen GFP sé& dugc cong nghé héa dé€ bi€u
hién t6t hon trong céac té bao déng vat, cac gen hGFP va EGFP da duoc cai vao cac vec

55



to retrovirus (Klein va cong su., 1997; Muldoon va cong su., 1997) va duwgc dung d€ xac
dinh nhanh chéng cac té bao tham nhiém.

gt polybrene/protamine

Hinh 4.7 Céc polycation tao thuén loi cho sy thadm nhiém. Virus va cac té bao tich dién 4m duoc céc
polycation nhu polybren lam trung hoa luc diy tinh dién gitfa 2 c4u tric ndy do dé tao thuan loi
cho sy thdm nhiém.

(Theo walter H. Gunzburg vaf Brian Salmons. Gene Therapy Technologies, Applications and
regulations. John Wiley & Sons Ltd 1999).

Su chon loc nhanh chéng céac té bao tham nhiém so cdp t&i nay la khéng thuc té bai vi
cac thi nghiém duong thdi dung cac gen dau chudn thudng lai tac dong téi su bién thién
cla té bao. Ngay ca viéc phan loai t&€ bao cho su biéu hién 0 - galactosidase khi dung loai
té€ bao hoat hda huynh quang (fluorescence-activated cell sorter-FACS) cling hét sirc kho
khan vi d€ &n dinh 4p suat té bao doi hdi phai cung cdp co chat cho céac té bao. Voi su
chon loc bang khang khang sinh lai doi hdi phai nudi cdy té bao nhiéu ngay trudce khi loai
trir cac té€ bao chét do khong dugc truyén gen khang khang sinh, mic ddu hién nay ngudi
ta da phat trién dugc moét thir nghiém phat hién nhanh G418 (Byun va cong su., 1996).
Gan day mét dau chudn gen méi da dugc sir dung trong cac vec to retrovirus, nd tao
diéu kién cho viéc chon loc FACS ma khéng c6 bat ci doc tinh té€ bao nao. Gen nay ma
cho protein huynh quang xanh (green fluorescent protein- GFP) chiing phat ra mét anh
sang xanh duéi vung cuc tim (Chalfie va céng su., 1994). Cac gen GFP sé dugc cong
nghé hba dé& biéu hién t6t hon trong céac té bao déng vat, cac gen hGFP va EGFP d4 duoc
cai vao cac vec to retrovirus (Klein va cong su., 1997; Muldoon va céng su., 1997) va
duoc dung dé xac dinh nhanh chéng céc té bao tham nhiém.
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4.7 Cac vec to lentivirus

Cac vec to di tir MLV ciing giéng nhu cac MLV déu bi gi&i han tham nhiém véi cac té bao
dang phan chia bé&i vi phirc hop tién hop nhat gém cé DNA virus va integrase khong di
qua dugc mang nhan (Lewis va Emerman, 1994; Roe va cbéng su., 1993). Nguoc lai, cac
lentivirus nhu HIV va virus gay thi€u hut mién dich trén khi (simian immunodeficiency
virus-SIV) lai c6 kha nang tham nhiém cac té bao khéng & giai doan dang phan chia
(Stevenson, 1996). S& di nhu vay la do sy du thira cac tin hiéu dinh vi nhan ca trong céac
protein MA cuda HIV (Bukrisky va cong su., 1993) ciling nhu trong cac san phdm phu cua
gen HIV géan véi protein MA (Heinzinger va cong su., 1994). Do dic tinh ndy cla lentivirus
nén ngudi ta da nghi téi viec xdy dung mét hé théng vec to véi co s& lentivirus d&
chuyén gen téi cac té bao dang & trang thai bat dong hoic da phan héa. Trudc hét, cac
thanh vién retrovirus ti€u ho nay nhu HIV khéng thé& chap nhan 14 cac xe tai van chuyén
gen bdi vi ching c6 kha ning gy nén trang thai thiéu hut mién dich. Tuy nhién, néu hé
vec to dé nay duoc phat trién thi cling khé dan dén viéc san xuat ra cac HIV cé kha nang
sao chép cao. Nhung cac thanh phan cla virus can dé€ tao nén cac hat vec to thi khéng
chi cé lién quan t&i viéc gay nén thiéu hut mién dich ma con gay ra cac hiéu &rng khac
ching han nhu kich thich dap (ng tu mién. Thuan lgi thir hai d& c6 thé tao ra dugc cac
hé vec to trén co sé lentivirus la cho t&i nay chua c6 bang chirng nao vé gay dot bién
ghép bai cac virus nay, mic diu chua hiéu ly do tai sao diéu dé lai khéng xay ra.

Co nhiéu nhdom nghién clru d3 thiét lap duoc cac vec to co s& HIV va chang c6 gi  ddi
ma&i, cac hé théng nay str dung cac protein vé tir cac virus khac chir khéng phai 1a HIV réi
lam giam kha n&ng téi t6 hgp va tao nén céac virus thdm nhiém. Protein G clda VSV va Env
ludng tinh cta MLV déu dugc dung nhu nhirng vec to lentivirus gid. Ngudi ta da thong
bao rang cac vec to HIV gia véi protein vé ctia MLV hodc VSV luwéng tinh cé thé cho do
chuén té&i 107 cfu/ml (Naldini va cong su., 1996; Page va cong su., 1990; Reiser va cong
su 1996) hodc ~ 105 cfu/ml véi protein vé cla virus gay bénh bach cau té bao T trén
nguoi (human T-cell leukaemia virus- HTLV) (Landau va céng su., 1991). Cac gen phu tro
HIV (ching han nhu vpr, vpu va nef) da 1am bat hoat vec to HIV, didu dé gop phan 1am an
toan cho cac vec to nay (Reiser va cong su., 1996). Mat khac, mot sé san phdm gen
ching han nhu Nef mic nhién da duoc thira nhan 13 13m ting tinh tham nhiém cla virion
va nhu vay no6 co lgi cho cac vec to nay (Naldini va cong su., 1996). Cling phai mot thoi
gian dai ngudi ta méi hi€u duwgc rang cac retrovirus (va cac vec to retrovirus) bi bat hoat
truc ti€ép bdi b thé trong huyét thanh ngudi (Welsh va cong su., 1975). Ngudi ta da
chirng minh duoc rang su bat hoat qua trung gian bd thé khong phai 1a su tiéu t& (non-
lytic) va né phu thudc ca vao retrovirus trén cac té bao ma tur dé virus duoc san sinh ra.
Nguoi ta str dung cac dong té bao ngudi theo thiét [ap ching han nhu 293 (Pear va cong
su., 1993) hodc HT1080 (Cosset va cong su., 1995) dé& kién tao cac té bao déng gbi
nham giam nhe cac van dé gay nén béi b thé. Cudi cung, con dudng bs thé ciing c6 thé
dugc e ché bdi cac khang thé don dong véi cac thanh phan dic hiéu cta bs thé (Rother
va cong su., 1995). Cac vec to lentivirus co s& HIV it bi anh hudng do su bat hoat qua
trung gian bd thé hon la cac vec to di tr MLV.

4.8 Vién canh va két luan
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Cac vec to retrovirus la nhifng vat chuyé&n gen théng dung nhat trong gen tril liéu 1am
sang, tinh dén thang 6 -1996 da c6 969 bénh nhan dugc tri liéu v&i vec to nay (Marcel va
Grausz, 1996). Tuy nhién, m&i chi vai ndm gén day cac vec to retrovirus van chua xay
dung duoc nén méng virng chac trong khi d6 cac vec to adenovirus lai c6 dd chudn va
phS tham nhiém cao hon. Nhung véi cac thanh tuu duong thdi thi ngudi ta lai quan tam
nhiéu hon t&i cac vec to retrovirus. Nhirng thanh tuu da dat duoc 1a (i) cai tién nang cap
md hinh thiét k& chung, (ii) da thiét l1ap duoc cac vec to cé s& lentivirus, (i) dd thau hiéu
hon vé tinh 8n dinh va su san sinh retrovirus, do dé hy vong sé tao duwgc dé chudn cao
hon va (iv) cac hé théng vec to an toan hon ddm bao chic chan rang khong san sinh ra
cac virus sao chép cao. Tuy nhién van chua thé& doi héi vé mdt vec to retrovirus hoan
thién va c6 1& phai phan ddu nhiéu nita méi c6 dugc thanh qua dé. Hé théng vec to téng
hop nhan tao sé giai quyét dugc nhiéu van dé co lién quan dén hé théng van chuyé&n nhu
hién nay. Nhung chac chan trong tuong lai trong thanh phan cua retrovirus sé c6 ca hé
théng vec to nhan tao.
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Chuong V

CAC VEC TO LENTIVIRUS
5.1 Mé& dau

Lentivirus la mdt phan ho cla retrovirus, ching thdm nhiém ca déng vat cao cap cling nhuw
cac dong vat khac. Dac trung clia ching 1a hudng déng téi cac té bao bach cdu don nhan
(monocyte) va dai thuc bao (macrophage). Virus ctia cac dong vat khac (khong phai dong
vat cao cap) tham nhiém cac vat nuéi, virus maedi visna (MVV) tham nhiém ctru, virus gay
viém n3o clia dé (caprine arthritis encephalitis virus -CAEV) thi tham nhiém cho dé va cac
virus gay bénh thi€u mau cho ngua ( equine infectious anaemia virus - EIAV) thi tham
nhidm cho nguwa. Gan hon la virus gay thiéu hut mién dich cda bo (bovine
immunodeficiency virus - BIV) va virus gay thiéu hut mién dich trén meéo (feline
immunodeficiency virus - FIV) thi thdm nhiém cac thG nudi va méo. Cac virus type | va
type Il (HIV-1 va HIV-2) gay thiéu hut mién dich (THMD) trén ngudi.  Lentivirus va cac
virus gay THMD trén khi (simian immunodeficiency virus - SIV) thi thdm nhiém cho ngu i
va khi, né huéng vao cac té bao lympho. HIV-1 va HIV-2 gay bénh AIDS & ngudi. Ngudi ta
thdy c6 méi lién hé chit ché gidra SIV va cac phan dong, theo cac phan dong va vat chd
thi né c6 thé& gay duoc bat ky triéu chirng nao giéng nhu hdi chirng thiéu hut mién dich -
AIDS. Mac dau da phat trién duoc nhiéu lentivirus khéng phai ctia déng vat cao cap nhu
FIV va EIAV vé&i tu cach la cac vec to retrovirus, nhung cho téi nay méi chi thu duwoc
nhitng tién bd nhd véi cac virus nhu HIV-1, HIV-2 va SIV. Trong chuong nay chidng ta sé
dé cap nhirng kién thirc hién dai vé cac vec to co s& HIV clng véi nhitng chi tiét vé SIV
va cac chimera virus.

Chu ky séng cula retrovirus dugc phac thao trén (Hinh 5.1). Lentivirus la cac retrovirus
phirc hop véi cac mau RNA néi nhiéu tang (multiple spiced RNA species) cling véi nhiéu
protein nhd va&i chire nang diéu hoa, nd cho phép ki€m soat su sao chép phirc tap cua
virus & cac pha sém va muén trong chu ky séng cutia ching.
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Hinh 5.1 Chu ky séng ctua mét retrovirus dic biét gdy nhiém té bao, & ddy cé sy chuyén déi RNA hé
gen thanh DNA soi kép va hop nhét vao nhiém séc thé cua té bao béi quéa trinh phién ma, protein
virus I&p rép vdi capsid va su ndy chdi cta virus.

(Theo Andrew M.L.Lever. Gene Therapy Technologies, Applications and regulations. John Wiley &
Sons Ltd 1999).

5.2 C4u trdc gen cla c4c lentivirus

Phan bS ctru gen va mau RNA ghép néi clia HIV giéng nhu 1a mdt nguyén mau lentivirus
dwoc chi rd & Hinh 5.2 va 5.3. O provirus, ddu 3’ va 5’ ¢ cac doan l3p tan dai déng nhat
(identical long terminal repeat- LTR), nhirng vung khéng ma cé cac trinh tu tac dong cis
guan trong. Cé6 3 khung doc mé& chinh: gag ma cho céac protein capsid cla virus, po/ ma
cho enzyme virus va env ma cho glycoprotein I&p vo. Khi sir dung HIV nhu mét nguyén
mau thi gen gag va pol dwgc ma trén phan théng tin virus khéng ghép néi. Polyprotein
Gag khdi dau duoc tdng hop nhu mot tién than Pr55, sau dé dugc protease cua virus cat
bd it nhat 4 doan. Su cét bd ndy xay ra khi dang hodc sau khi ndy chdi. Pa s6 cac doan
tan N déu 13 céc protein chat nén (matrix protein-MA) ma & cac hat virus thi né c6 lién
quan t&i viéc neo protein vo vao virion. Khi virus vao trong té bao thi MA c6 lién quan toi
viec dua phirc hgp hop nhat t&i nhan té bao va cho phép provirus hgp nhat trong cac té
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bao khong & giai doan dang phan chia. Tin hiéu dinh vi nhan gid dinh duoc xac dinh bang
trinh tu amino acid cGia n6. Dau tan C d6i v&i MA a capsid (CA), d6 1a mot protein céu
tric phan 18i virus. N6 ciing la mét protein nhan dang trong mét sé phan (ng ELISA cla
cac hat virus (p24 trong HIV-1). N6 dap &rng cho viéc hop nhat cdu tric phan 16i virus.
Protein p9 hay protein nucleocapsid (nucleocapsid protein - NC) la san phdm doan th 3
cta gag. N6 cé6 mau thiét k& CCHC giéng 2 ngon tay va c6 lién quan téi viec boc RNA hé
gen bén trong virus dé€ tranh bi hiy hoai. Protein nay cling tao thuan lgi cho viéc phién ma
ngugc ctia RNA virus. Nhifng céng trinh gan day chirng minh rang peptide “chém” P2 gilta
CA va NC c6 thé& anh hudng téi su capsid héa RNA. Hau hét cac doan tan C cla gag la p6,
néu né bi dot bién sé& dan t&i su khiém khuyét cac nhan t6 két thic suw dam chdi cla virus
tr t&€ bao. Tuy nhién co ché chinh xac vé su anh hudng téi cac giai doan chét cla su lap
rap va dam chéi cua virus thi van chua rd, mac ddu né c6 thé co lien quan téi su tuwong
tac vé6i cac protein cla té bao.

Hinh 5.2 Phan b& ctru gen ctia HIV nhu 1a mot lentivirus nguyén mau hién ré cdc khung doc chinh va
chure nang cua cac san pham gen (trang bén)

(Theo Andrew M.L.Lever. Gene Therapy Technologies, Applications and regulations. John Wiley &
Sons Ltd 1999).

Hinh 5.3 So dé ho céc phén tir mRNA tu provirus gém 3 nhém: khéng ghép ndi, ghép ndi don va da
ghép néi (trang bén)

(Theo Andrew M.L.Lever. Gene Therapy Technologies, Applications and regulations. John Wiley &
Sons Ltd 1999).
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Cac san phadm cla gen pol dau tién nhu la mot protein hoa trén Gag/pol. Trong truwdng
hop HIV thi xdy ra su xé dich khung khi phién dich (t8ng hop protein) vé phia khung doc
mé& gag, két qua 1a ribosome bat diu dich & khung doc pol. Protein hoa tron (fusion
protein) duwoc tao ra tir mot tién than Pr160 gag/pol. Cac san phdm cla gen pol/ con bao
gom ca tan N, protease (PR) - phan céat protein gag va gag/pol thanh nhirng bo phan cau
tric cla ching, enzyme phién ma ngugc - dap rng viéc chuyén ddi hé gen RNA thanh
phan tir DNA soi kép va integrase (INT) - c6 kha nang cai provirus soi kép vao trong
nhiém séc thé cta té€ bao, né phu thudc vao cac trinh tu nhan biét dac hiéu trong LTR cla
virus. Protein env thi dugc phién dich tr mot RNA ghép néi don. o} day vat cho ghép
chinh ndm & ving 5’gag khéng dugc phién dich va vat nhan ghép env lai ndm & phia trén
ma khéi dau cta env. Ban phién ma ghép néi don cting ma cho nef. Khi protein env dugc
tdng hop thi trudc tién né tao ra mot tién than gp160 trén ludi ndi chat (ER) gan véi
ribosome. Gp160 sé tdng hop & khoang luéi nodi chat, sau dé dugc xir ly bang protease
cla té bao d& trd thanh chat van chuyén mang gp41 (transmebrane gp41- TM) va mét
protein bé mat gp120 (surface gp120 (SU) protein). Su gan két nay khong phai 12 lién két
déng hoéa tri ma phirc hgp nay phai trai qua qua trinh glycosyl hda va sau dé ra bé méat té
bao véi két cdu la mot phirc hgp gém 3 hay 4 thanh phan.

Hon nita, HIV con cé nhiéu khung doc mé nhd, vi thé ma cé su tuong déng & hau hét cac
lentivirus. Tat 1a mét chat hoat chuyén (transactivator) manh déi véi phién ma, né6 ma héa
cac théng tin ghép néi kép hodc hoat déng & dang trans dé tang cudng kha nang bién déi
ctia RNA polymerase théng qua cau tric vong géc RNA duoc hinh thanh & ving phia trén
vj tri b4t d4u phién ma trong LTR. Diéu nay dugc hi€u nhu 1a vong géc dap ing Tat (Tat-
responsive [TAR] stem loop).

T8 hop Tat/LTR la mot trong sé cac promoter manh nhat d3 biét va né lam téng cudng
su san xuat tat ca cdc mau mRNA virus. Khi méi tham nhiém, cé su bat 6n dinh cla cac
trinh tu (INS) trong intron cua env (tuc la gag va pol) va ngay ca trong gen env thi RNA
thong tin dai ddy du ciing nhanh chéng tré thanh dang ghép néi kép, vi vay Tat la san
pham chinh ctia gen dugc tao ra sém trong chu ky séng nho su diéu hoa duong.

Protein Rev dugc ma bédi 2 exon géi lén nhau cua Tat. Protein ndy ciing duoc tao ra kha
sém trong chu ky séng va khi dugc tich Ity thi né c6 kha ning tuwong tac véi yéu té dap
trng Rev (Rev-responsive element - RRE) trong viing ma cho env dé€ tao diéu kién cho su
xuét kh&u RNA théng tin khédng ghép néi va ghép néi don tr nhan ra té bao chat.

Tuong tac Rev/RRE dd vuot qua hiéu tng cla INS - ddc an cla su ghép ndi. Diéu nay
gilp cho viéc ki€ém soat biéu hién cta RNA virus, trong dé mot s6 I6n RNA ma cho cac
protein diéu hoa da dugc tao ra & pha sém hodc nhd su chuyén d8i qua trung gian Rev dé
tao nén cac RNA théng tin néi don cé chiéu dai du d€ ma cho cac protein cau trdc va
enzyme cla virus. Bon khung doc nhé mé khéac ciing rat dang quan tam. Gen nef & dau 3’
cla virus cé rat nhiéu chirc ndng. Mic dau khéi ddu xac dinh n6 nhu 1a moét chat diéu hoa
am cua phién ma, nhung thuc ra né con cé cac chirc nang quan trong khac in vivo, trong
do6 c6 su diéu hoa lam gidm CD4 trén bé mit cac té bao tham nhiém va t&i nay van chua
xac dinh duoc nhitng chirc ndng céan thiét dan téi cac dot bién nhé & nef (cua SIV).

Vif la mot protein phu tro cén thiét trong mét vai hé théng tham nhiém té bao. Hiéu qua
cla su lan truyén tir t&€ bao nay sang té bao khac cla virus phu thudc vao viéc c6 hay
khéng cé Vif cla virus. Nhiéu dong té bao chi bj tham nhiém néu c6 mat Vif.

Nhirng bang chirng gan day chirng minh rang Vif dugc déng géi trong céac hat virus va né
cé thé& gay tac déng Ién cac buwdc sém clia su 16t v virus.
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Vpu cé chirc ndng lam téng hiéu (rng xuat khau virus. S& di nhu vay vi thir nhat la Vpu
lam téach r&i phirc hgp protein vo va protein CD4 cda té bao tham nhiém, diéu nay xay ra
& luéi nodi chat, khi xuat khdu protein thi ciing xuat khau luén ca protein vé virus. Thi 2 1a
Vpu ¢6 chirc ndng xuat khau kha réng, bang chirng 1a cac té€ bao Hela khong cé kha nédng
xuat kh&u virus hodc cac hat Gag tu do & vé la do khéng cé Vpu.

Vpr da duoc xac dinh 1a moét protein c6 nhiéu chirc nang. N6 duoc hop nhat vao trong
cac hat virus (khéng giéng Vpu). Kha niang hoat héa phién dich clia n6 kém hon Tat. Tuy
nhién, su c6 mét cta vpr tao kha nidng cho HIV hop nhat hé gen cta ndé vao trong cac té
bao khong & giai doan dang phan chia. N6 cling dugc chirng minh la gdy cam &ng dé
dirng chu ky té& bao & G2 trong vai dong té& bao. Vi thé vién canh clia cac vec to nay cling
c6 thé& |3 rat to I6n va cling c6 thé sé bi han ché.

5.2.1 Loi thé caa cac vec to lentivirus

Cing giéng nhu tat ca cac vec to retrovirus, lentivirus cling cho mét tiém nidng cai cac
gen don 6n dinh - ban phién ma gen vao trong nhiém séc thé& t& bao chl va xac dinh duoc
dich ctia su chuyé&n gen trong cac té bao c6 céc receptor virus thich hop. Ly do chinh d&
ngudi ta quan tam t&i lentivirus hon céac retrovirus khac |a kha nadng nh&m dich vao cac té
bao & giai doan Go. Nhiéu quan thé& té& bao duoc chuyén gen tri liéu nhu gan, co va ndo thi
hau hét hoac hoan toan déu & thoi diém Go.

Loi thé thir 2 13 khi stir dung t6 hgp manh promoter Tat/LTR thi sy bi€u hién gen cao la cé
kha thi.

Loi thé thir 3 1a cac gen phu tro tao thém cac chirc nang diéu hoa, tirc 1a cac gen nay cé
th€ tao nén sy cam urng.

5.2.2 Nhitng bat lgi ctia c4c vec to lentivirus

Nhrng bat loi hi€n nhién cta cac vec to co s& HIV 1a su nguy hi€m cla cac san phadm tai
t8 hgp clia mét virus hoang da. DI nhién diéu nay chi cé thé xady ra néu c6 mat ddy da cac
thanh phan céan thiét d& kién tao lai ddy du hé gen virus, vi vay hé théng nay phai dugc
thiét ké sao cho su c6 trén khéng dugc xay ra.

B4t loi thir hai Ia hé théng vec to lentivirus c6 dé chudn twong déi thap, khéng hiéu ly do
tai sao lai nhu vay. Tuy nhién, khi nhin nhan van dé ndy ngudi ta thay rang dudng nhu cé
su phéng dai khi so sanh truc tiép cac vec to lentivirus véi cac vec to cua cac dong té
bao bién nap cla chuot in vitro. Nhin chung cac nha nghién ctru déu cho rang khi danh gia
vé kha nang bién nap d6i v&i cac té bao so cp in vitro thi thdy rd rang c6 su khac biét
gilra lentivirus va cac vec to cla chudt, tic la cac vec to cda chudt la kém hiéu luwc hon.

5.3 Cac vec to co s& lentivirus

Hé théng vec to retrovirus c6 2 thanh phan co ban: (i) hé gen virus dd dugc céi bién co
cac gen ngoai lai v&i cac trinh tu tac dong cis can cho su capsid hbéa cac hat virus va cai
8n dinh vao cac té bao dich - vec to va (ii) méot virus tro gitp hodc cac cau trac virus
cung cap tat ca cac cadu trac & dang trans va cac protein enzyme can thiét cho viéc kién
tao mot virion nguyén ban trong dé vec to c6 thé da duwoc dong géi d€ chuyén giao.
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Nhirng thanh phan t6i thi€u cho moét vec to la: tin hiéu déng goi, né cho phép su capsid
héa chon loc RNA & céc hat virus, vi tri gan primer (primer binding site - PBS) danh cho suw
khéi ddu phién ma ngugc, mot doan polypurin d& khéi dau su téng hop chudi cong
provirus (proviral plus strand synthesis) va cac trinh tu LTR tao dugc cd promoter lan
chirc nang kich thich, céc tin hiéu polyadenylate va cac trinh tu nhan biét can thiét cho su
hop nhat cla provirus. Tat cd nhirng thanh phan nay cé thé& bi bé s6t & hé théng ddng
goi. O lentivirus thi 5’LTR va vj tri gén primer hau nhu ké lén nhau va thudng duoc cho 1a
cac trinh tu ndi ti€p trong vec to. Vi tri cla tin hiéu capsid hdéa ¥ & HIV thi van 1a mot van
dé tranh cii. Cac nghién ciru dau tién da xac dinh dwoc tdm quan trong cua trinh tu
capsid héa nam gitra 5’ cua vat cho ghép ndi (5’ splice donnor) va ma khéi ddu gag.
Nhing dét bién & ving nay sé& dan dén khiém khuyét dong géi 10-1000 Ian it hon virus
hoang da phu thudc té bao. Nhing nghién ciru k& ti€p da xac dinh thém mot vang khac
cling cé kha nang kich thich s déng géi. Tuy nhién, méi nghién ctru lai duwa ra mot hé
théng khac han nhau, vi thé khé ma di dén két luan cudi cting. Dau 3’ cua gen env, k& ca
RRE lam tdng su déng goi cia mot s cau trac. Ving 5’ clia gen gag ciing dugc xac dinh
nhd né cé tin hiéu kich thich déng géi. Tin hiéu déng géi dwgc chirng minh I1a khéng lién
tuc va c6 téi vai dang khac nhau. Trinh tu téi thi€u hay trinh tu can cho sy dong goi thi
van chua dugc xac dinh. Tuy nhién, trong mot s6 trudng hop ddu 3 cua env, toan bd gag
va vung TAR la khéng can thiét cho su dong go6i & viing ma gilra vat cho ghép néi va gag
ATG c6 anh hudng Ién nhat. Mot trinh tu pentanucleotide GGNGR thudng thdy & ving tin
hiéu déng géi clia cac lentivirus clia cac dong vat cao cap. Trong thuc té, nhiéu vec to cb
vling 5’ ddy du tir vi tri bat dau phién dich, xuyén qua phan bat dau di vao phan dau tién
clia gen gag cling v&i ddu 3’ cua env. O phan thi 2 c6 thé bao gém cac tin hiéu dong goi
tach biét hodc céac trinh tu khéng 6n dinh khi hgp nhat ddu 5’ cla gen gag vao trong céu
trdc nay (Hinh 5.6)

5.3.1 Céc anh huwéng khac d6i véi sy ddng gobi

Su déng gbi RNA trong HIV kha I6n x6n va it hiéu qua hon so v&i cac hé retrovirus ctia khi
va chudt. Mét vai tai liéu dd chirng minh kha nang cta HIV d8i véi su capsid hda RNA ghép
ndi véi ca dan xuéat virus ciing nhu cac vec to véi hiéu (rng cao, mic dau so véi théng tin
khéng ghép néi dai du (full-length unpliced message) thi thap hon. Ciing chua ré 3 liéu
két qua nay cé phai la do su hinh thanh heterodimer gitta cdc mau ghép néi va cac mau
dt d6 dai hay khéng. Di nhién c6 nhiéu yéu t6 anh hudng téi van dé nay. Trong mot sé
dang duoc ding cho su tham chuyé&n tirc thi, ching han nhu cac té bao Cos thi thay su
déng g6i nhiéu RNA ghép néi, c6 thé 1a do néng d6 clia mau nay & té bao 1a cuc ky cao.
Su déng g6i & lympho T thi ddc hiéu hon mdc ddu van phat hién thdy RNA ghép néi trong
céac hat virion. Khi sir dung céac ky thuat tham chuyé&n khéng c6 dong té bao nao dugc chi
ra la c6 RNA dap rng ddy du cho viéc capsid hoa. Diéu dé cé thé do muc dich cla su
tham nhiém la muén cé su biu hién cao véi mot thoi gian ngan do dé dan dén su bao hoa
ham lugng RNA trong té bao trong hé théng. Trong cac thi nghiém thiét ké tin hiéu déng
g6i thi cac quy trinh tham nhiém cé lién quan téi tinh dic hiéu cao cta su dong goi.
Trung hop véi van dé nay la cac quan sat thdy rang néu su déng goéi ma khéng gan véi
viec c&t bd mot doan nhd & ddu 5’ thi c6 su tham nhiém cao hon. O HIV-2 d3 duoc
chirng minh 1a cé su phan cép tinh dic hiéu ddng goi trong dé su déng gbi & cac té bao
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Cos thi tinh d3c hiéu la thap hon cac té bao T, tirc 1a t& bao T dé bj thdm nhiém hon té
bao Cos.

Ngay ca trong cac dong té& bao dong géi co sé& HIV thi ciing c6 bang chirng cho thady RNA
ghép néi tir mot cau tric provirus hgp nhat van cé thé di vao 16 trinh déng goi va dugc
hop nhat trong cac virion. Néu 1a in vivo thi trudce tién nd gay bat lgi cho virus ma I& ra
RNA ghép néi dd c6 thé hoan tat su dong goi véi hé gen cé dd dai mong mudn. Hon nira,
chi véi su 16n x6n nhd cling lam tac dong téi viéc kich thich tai t6 hop capsid hoa
heterodimer va né c6 kha nang lam tang su da dang cua virus. Cling con kha nang khac la
hé théng nay dd dugc xem xét dudi cac diéu kién nhan tao va tinh dc hiéu cé thé& phu
thudc vao su khac nhau vé lugng RNA cén cho su capsid héa khi dang lap rap cac capsid
virus. Lentivirus phai trai qua su chuyén déi bi€u hién gen tr sém sang muén, diéu dé cod
thé& trung hop véi viéc tang RNA khong ghép néi trong té bao chat cung véi cac protein
céau tric dugc tao ra d&€ Iam can bang nham chéng lai viec déng g6i RNA da ghép ndi sém
gay nén su du thtra trong chu ky séng.

Trong thuc té, cho t&i nay chua c6 dong té bao nao thda man véi viéc loai trir su capsid
hoa cuia cac RNA ghép néi. Nhitng dong té bao lympho c6 vé kha hon cac cac dong té bao
biu moé va cac té bao giébng nhu nguyén bao sgi. Tuy nhién, van chua cé du cac céng
trinh nghién ctru vé cac dong té bao dé ra loi khuyén céo.

Mot khuynh huéng xa hon nira di tir cac quan sat thay rang HIV-1 cé thé& déng géi duoc
cac vec to co s& HIV-1 va HIV-2. Nhung HIV-2 thi chi dong g6i dugc cac vec to HIV-2.
Diéu d6 dan dén HIV-2 duoc wu tién cho déng goéi RNA tinh tién (co-translationally), vi thé
ma han ché duoc kha ning lua chon RNA vec to di loai dang trans. Kha nang cla HIV-1
déng géi dugc vec to c6 thé 1a do giam su phu thudc clia nd déi véi su ddng goi & dang
cis. Vi vy kha nang tac dong cutia nd véi tu cach |a mot hé théng déng goéi cac RNA khac
(Kaye va Lever).

C6 nhirng diéu khé hi€u khong gidi thich dugce véi cac gen di loai trong viéc dong goi &
mot s6 trudng hop. Ching han nhu gen chloramphenicol acetyl transferase (CAT) capsid
héa cuc ky hiéu qua cac hat virion khi né ndm trong hé gen nhu mét thanh phan thay thé
gen nef hodc nam chinh gitra mot gen ctia vo da bij loai trir. Gen CAT trong ving gag ciing
c6 hiéu (rng am d6i véi su capsid hda, c6 thé |a do khoang céch gildra cac trinh tu di loai
va tin hiéu déng g6i qua gan do d6 anh hudng téi cau tric bac 2 cla tin hiéu déng goi.
Muc tiéu clla mot hé théng vec to la chuyén giao mot gen di loai t&i modt dong té bao
dich. Cé nhiéu phuong phap lién quan t&i HIV da dugc thlr nghiém nham thay thé gen
virus trg gilp sao chép cao & cac cau trac tach biét duoc thiét k& truyén théng dé€ giam
t6i da hoac loai bd hoan toan su phat sinh virus sao chép cao. Su chuyé&n gen khi sir dung
lentivirus v&i vo virus nguyén ban duoc tém tat & Bang 5.1

5.3.2 Chuyén gen tryc tiép

Thuc hién dau tién vé su chuyé&n gen truc tiép Ia thay thé gen di loai (CAT) cho khung
doc m& nef cua HIV di d6 dai (full- length HIV) (Hinh 5.4). Mot ddy cac cau trac CAT véi
cac chiéu dai khac nhau duwgc cai vao ddu 3’ cla virus va mot s6 cdu trac khong lam anh
hudng t&i nang luc sao chép. Khi chuyén hé gen da dé dai véi nguyén ban gen CAT téi
cac té bao dich thi gen CAT c6 1& 1a tir mét ban phién ma ghép néi. Trong cac thi nghiém
in vitro ndng luc sao chép cuda virus bi giam xuéng khi kich c& cta gen cai vao ting lén.
Diéu d6 hoan toan cé ly bdi vi muén tang kich c& ctia ban phién ma da do dai thi bat budc
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phai gia tang déng goi. Mic dau da cé bang chirng rang RNA hé gen cé du do dai I6n hon
ndra van c6 thé duogc dong géi (McCann va Lever), nhung trong thuc té van chua phan
tich duoc kich c& t6i thi€u ctia RNA cé thé “vira khit” trong mét lentivirus. Khi cai mot
gen CAT nhd nhéat, ning luc sao chép cla virus in vitro thuc té |a c6 tang lén ddi chat so
v6i dang hoang d&, c6 |8 1a do nef da bi loai trir - chinh n6é da cé hiéu &rng &rc ché nhé déi
vGi su sao chép cua virus in vitro. Vi thé, chuy&n giao moét ddu chudn gen cé & 1a hé hiéu
luc nhat. Tuy nhién, tinh doc hai cda HIV thi van khéng thé nao coi thudng dugc.

5.3.3 Virus trg giap trung gian

Theo cac nghién ciru sém hon, khi str dung HIV v&i cac trinh tu tac dong chinh xac cis dé
phan tich su bi€u hién &n dinh cla céac vec to test thi ngudi ta dd sir dung dong té bao co
CD4 duong tinh. Nhirng té bao nay da bi nhiém HIV dang hoang da va phan dich néi tur
méi trudng nudi cdy da dugc phan tich bdi RNA slot blot va dé chudn vec to dugc do
bang su chuyé&n gen t&i mot quan thé thir 2 cla nhirng té€ bao c6 CD4 duwong tinh (Hinh
5.5). Khi sir dung mét vec to nhu thé thi vec to sé& c6 dd chudn 1a 10% va 10*cfu/ml (sé
don vi khun lac tao thanh trén mét mililit). B&i vi ban chat cha hé théng nay 1a su hién
dién clia mét virus trg gidp dang hoang da.

5.3.4 Céc hé théng cdng nhiém
5.3.4.1 BG sung vé

V& mit phuwong phap, dé la mot vec to don cé sir dung mét s6 nhdm cda phan bé trg
env. O day moét gen di loai dugc duwa vao gitra khung doc mé env (Hinh 5.4). Cac khung
doc mé& cho cac protein phu trg Tat va Rev thi van gilt nguyén. Gen di loai duoc cai vao la
mot dau chuidn gen nhu CAT hodc [- galactosidase. Plasmid nay sau d6 nhiém vao té bao
cung vé&i gen bi€u hién vé dé€ tao nén cac hat virus trong dé RNA du dai c6 chira gen di
loai & vung vo da duoc boc trong capsid. Plasmid nay dac biét manh, khi nghién ctru véi
chinh protein vd (thudng duoc dung dé phan tich chirc ndng cua su dot bién vé) thi thay
c6 mot phan ngoai vong doc cua virus lot vao trong quan thé& té bao dich. Diéu nay ciing
duwgc ap dung trong nghién ctru bénh ly hoc, trong d6 hé théng c6 déng hoc sao chép
don - tron cé thé€ chuyén giao dugc cac gen di loai thich hgp. N6 ciling c6 kha nang cung
cap thdng tin vé cac van dé nay vi quan thé té bao thtr nhat cé thé& anh hudng dé dang
t6i sw tham nhi@m cua virus thong qua cac cach tham nhiém khac nhau. O phan géi nhau
gitra cac trinh tu ctia vo trong 2 céu tric thi tdng cao do tai t6 hop va téi sinh virus dang
hoang da du dé dai. Vi thé, hé théng nay khéng dugc ap dung in vivo di véi ngudi. Tuy
nhién, trén cac mo hinh & dong vat thi nguoi ta lai dung céac lentivirus khac nhu visna va
SIV, nhitng virus nay cé gia tri trong viéc nghién ctru thdm nhiém va bénh ly hoc.

5.3.4.2 Sy cdng nhiém khi sir dung vec to doc lap va cac cdu trac déng gobi
Mét vai nhém nghién ciru da céng bé cac sé liéu thuc hién dugc cling nhu hiéu luc cla hé
théng nay. Nhiéu cau trac DNA tach biét dd duoc cong nhiém vao trong té bao cung véi

cau tric dong géi cong vec to (2 thanh phan) va véi cau trac déng goi b8 tro cong vec
to (3 thanh phan) (Hinh 5.6). Trong trudng hop thir nhat, hé théng duoc thiét k& nham
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giam thiéu ti da cac trinh tu trong vec to va cac cau tric déng géi bang cach loai bét di
LTR & cac cau trac déng goi hay lam dét bién trinh tu tin hiéu déng goéi & dau 5’, roi di
nguyén xi nhirng khung doc mé& va céac tin hiéu ghép néi thich hop. Khi sir dung hé théng
nay phai c6 su chuyén déi tu do cla cac té bao duong tinh véi CD4 véi dé chudn 102
cfu/ml. Diéu quan trong la 1a ndé khong dugc kém hon hé théng vec to trén chudt khi
danh gia song song. Céng nhiém véi 2 plasmid cé su gdi Ién nhau gilra vec to va virus tro
gilp, virus sao chép cao tat yéu la luén duoc tao ra ngay ca khi cac trinh tu tin hiéu déng
go6i da dugc loai khdi virus trg gitp. Tham chi khi loai bd 35 cdp base trong cac cau tric
déng géi/ trg gitp ( phan cau tric nay c6 hiéu rng trc ché cao d6i véi su déng gbi & cac
t& bao T) thi vin chua di d&€ phong ngtra su tai t8 hop. Nhitng diém yéu cla hé théng
cdng nhiém 13 hiéu &rng biéu hién, hay su 16n xén cla cac té bao duoc sir dung (qua cac
nghién ctru vé dong goi), hay RNA lai loai trir nhirng trinh tu déng géi quan trong dang
cis. Su tai t8 hgp gilra cac heterodimer trong khi phién ma nguoc sau khi tham nhiém té
bao dich c6 |é sé tao ra virus sao chép cao.
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Hinh 5.4 NhiPng thay déi trong viéc cai cac gen dj loai vdo trong céu tric provirus. Phdn trén cing
chi céc provirus nguyén ban, phan gita cho thdy céc gen CAT d4 duroc cai vdo gen nef, ddy la phan
sao chép cao. Phan thur 3 chi CAT hodc gpt di duoc cai vao gen cua vo. Sur b6 sung ndy can dé biéu
hién vo.

(Theo Andrew M.L.Lever. Gene Therapy Technologies, Applications and regulations. John Wiley &
Sons Ltd 1999).
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Hinh 5.5 Su chuyén gen qua trung gian virus tro gidp duoc su dung hifu hiéu trong cac nghién cuu
vé sy capsid hoa.
(Theo Andrew M.L.Lever. Gene Therapy Technologies, Applications and regulations. John Wiley &
Sons Ltd 1999).

5.3.4.3 Cong nhiém véi 3 plasmid

Nhing thi nghiém vé nhiém tirc thoi véi 3 plasmid ma khéng ndy sinh virus sao chép cao
doi hdi phai cé it nhat 2 su kién tai t8 hop gitra 3 céu tric. Cau tric vd thudng tor mot
promoter di loai hodc mot LTR loai thai va phai c6 mét tin hiéu polyadenylat héa di loai.
Cho téi nay, ca LTR cta HIV va promoter di loai déu dugc stir dung dé€ tao ra cac protein
Gag/pol. Chat biéu hién vé thudng cé mot promoter di loai. D6 chudn cuc dai theo céc tai
liéu cho t&i nay vé cdng nhiém la 103 cfu/ml. Nhiéu tai liéu lai cho cac s6 liéu thap hon doi
chat, chi vao khoang 102 cfu/ml. M6t s6 tai liéu trudce lai cdng bé véi s6 liéu cuc ky cao
(10° cfu/ml). Hé théng nay phu thudc dic biét vao s6 té bao da thao tac thanh thao DNA
tham nhiém va dung nap v&i mot ndng do tuong déi cao DNA tham nhiém, chang han nhu
Cos-1. Theo ly thuyét thi khédng cé ly do gi ma nhing dong té bao c6 thé& biéu hién mét
cach 6n dinh véi bat ky mét trong s6 3 plasmid lai khong dugc sir dung vi nd sé gidm bot
duoc viéc phai cai cac cdu tric DNA & bat ky thoi diém ndo. Ching han nhu, trong mot
dong té bao ma bi&u hién 8n dinh mot vec to c6 chira mot dau chudn chon loc thi chan
rang bat ky t&€ bao nao trong quan thé& ndy qua tham nhiém sé duwoc cai vao nhirng cau
tric déng goi vec to sao cho né chi ma cho ving vé va ving gag/pol. C6 mét khoang géi
lén nhau rat rong gilra bd phan nay véi cac cac bd phan néi tiép trén cac dong té bao
déng goéi, nhung c6 mot nguyén ly chung 1a néu c6 su biéu hién 8n dinh mot cau tric ma
cho protein gay doc cho té& bao déng géi thi phai tranh xa va phai dugc thay thé méi nho
s tham nhiém tirc thi vao hé théng.
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Hinh 5.6 (a) céc c4u trdc bd tro thudng dong bao gém tat ca céc protein retrovirrus. (b) céu tric dic biét cua
moét vec to co s& HIV, & dé gen dj loai c6 thé durgc kiém soat béi promoter cua né, néu trong antisense thi
duoc kiém soat béi promoter cta né va tin hiéu polyadenylate héa.(Theo Andrew M.L Lever,1999)
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5.3.5 Cac dong té bao déng goi

Dé&i v6i HIV, hién nay mot s6 tai lieu c6 dé cap t&i cac dong té bao biu hién 8n dinh cac
protein cdu trac cda virus. N6i chung, ching dugc mé hinh hoa trén hé théng cta chudt,
trong dé gen cla vé dugc bi€u hién biét l1ap véi cau tric gag/pol. Diéu ly tuwdng 1a gidi
han duoc dd pha lodng cla té bao chi bigu hién mét cdu tric. Nhirng té bao biéu hién cao
cau trlc dic biét dé sé dugc tach dong va duoc bi€u hién ké tiép va réi lai giéi han do
pha lodng duoc bigu hién va nhu thé mot quan thé dong biéu hién cao sé duaoc lwa chon.
Chinh su khéac biét rat Ié6n vé kha ning cla cac dong véi su bigu hién cac protein virus da
bién minh cho van dé nay. Ching han nhu su khac biét trong biéu hién p24 lén t&i 103 &
cac dong khi bi€u hién gag ctia HIV.

Nhi€éu nhém nghién ciru da tao duoc cac dong té bao déng goi trong dé cau tric gag/pol
da gay nhiém duoc cac té bao véi sy tro gilp cla moét ddu chuan chon loc 6n dinh. Su
bi€u hién clia gag phu thuéc Rev (Rev-dependent) vi thé t€ bao bi€u hién gag/pol ciing
phai c6 RRE. Day 1a mot diém yéu tiém &n, trong d6 chat biéu hién (t€ bao) protein vé
cling can phai c6 RRE. Nhiéu nhém nghién ciru chon loc céc trinh tu giéng nhau trong céac
vec to cua chang dé& lam thich hgp nhat cho su bi€u hién clia ca 3 cau trdc khi san xuat
cac vec to tham nhiém cé chira RRE, diéu nay sé lam ting dé mao hiém cda tai t68 hgp.
Nhirng doét bién diém duwgc nhom Pavlakis thuc hién & gen gag nhu thé thi cac trinh tu
ctia acid nucleic da bién d&i nhung trinh tu ma amino acid thi lai khéng bién d8i. R6 rang la
su chuyén dich INS tac dong & dang cis 1a rat hiéu luc va né doi héi gag phai dugc tao ra
vGi phuong thirc doc 1ap véi Rev (Rev-independent manner). D6 c6 thé la mot kha nang
nham tranh viéc gop thém vao ca RRE. Mot chién luwgc khac 1a gép thém ca trinh tu tac
déng cis khac thay thé duoc RRE. O virus khi Mason Pfizer (Mason Pfizer monkey virus),
moét trinh tu tac doéng dang cis - yéu t6 van chuyén cdu trdc (constitutive transporter
element - CTE) dad dugc chirng minh la c6 kha nang tac dong moét cach doc lap véi Rev,
né cho phép RNA ra khoi nhan. Vi thé té bao bi€u hién gag/pol cé th& bao gém CTR hon 14
RRE. Yéu t6 biu hién vd dd duoc xac dinh 1a c6 chira RRE, né6 nhu 1a mot bd phan cua
trinh tu env. Nhifng céng trinh gan day chirng minh rang véi cac vec to thi RRE sé 1am
cho hiéu trng van chuyén tang cao hon la CTE.

Tinh phirc tap vé& mat di truyén ctia HIV -1 1a & chd ching nhitng gen env va gag/pol ma
ca nhirng gen diéu hoa tat va rev ciing can dugc biéu hién. Cac gen phu nhu vpr, vpv, vif
va nef c6 th& dugc bd qua khi chuy&n gen vec to vao trong té bao T khi cac té bao Cos-
1 da dugc dung dé€ san xuat virus, nhung trong cac trudng hop khac thi van doi hoi.
Chang han nhu vif - 13 mot doi hoi tuyét déi déi véi tinh gay nhiém cuda hat virus, khi cac
té€ bao san xudt virus thiéu hut vif thi sy tham nhiém sé bi han ché. Protein vpu kich thich
dang k& su gidi phoéng cac hat virus khoi t& bao va vpr can thiét cho su hgp nhat bén
trong té& bao & Go. Hé gen HIV c6 thé& dugc cét nhd thanh cac doan ma cho 5’gag/pol, vif
va 3’tat, rev, vpu va env.

Tuy nhién, viéc lam can bang su bi€u hién clQa tat ca cac gen tir doan 3’ clia hé gen lai la
mot van dé khi chiing ndm ngoai ngl canh di truyén cta provirus. Hon nira, néu mot trong
s6 d6 dugc chon loc cho té bao biu hién gag/pol thi hé théng nay lai can su cé mat cla
Rev.

5.3.5.1 Céc van dé vé protein
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Céac protein lentivirus dt ra nhiéu van dé rat dic biét nhu rat khd duwgc biéu hién 8n dinh
trong mét s6 dong té bao xac dinh. Enzyme protease cla virus can cho céc tién trinh cla
céac tién than gag va pol, nhung no lai [a doc t6 d6i véi mot sé dong té bao. S& di nhu vay
la vi protease c6 thé& cat nhd mot sd protein bd khung té bao. Cac dong té bao cé biéu
hién protease chi tidng lén khi cé nhitng dot bién diém & gen protease - nham tra lai su
thi€u hut enzyme nay. Mot nhém nghién ctru khac lai phat hién rang thudng thi khi st
dung céac dong té bao tir ngudi su bigu hién protease cé thé kéo dai hon.

San phdm cutia gen env cling 1a doc t6 tiém &n dac biét déi véi cac té bao cdé CD4 duong
tinh. Cting cé trudng hop ngudi ta lai mé ta ca nhirng dong té bao cé6 CD4 am tinh, mét
vai trudng hgp con c6 thé phat hién thdy mRNA cua CD4 ciing bi tac dong. Diéu dé cé
thé 1a do mirc CD4 trén bé mit té& bao thap hon gi¢i han phat hién bang ky thuat nhuém
t8 chire truyén théng. Tuy nhién, bat ky mét bi€u hién nao ctia CD4 trong mot quan thé
t& bao ma kém theo ca su bi€u hién gp120 thi c6 thé dan dén su lién hop va chét cia té
bao. Dang cha y 1a mét sd dong té bao san xuadt cac hat HIV tét nhat lai tir cac té bao
lympho c6 CD4 trén bé mat. Vi thé lai mot 1an nira khang dinh, vé nguyén tic thi tét nhat
van 1a dung mot dong té bao déng goéi ma khong cé6 CD4 trén bé mat vi nhu thé né sé lam
giam t6i da co hoi tai tham nhiém clia dong té bao nay bai cac vec to.

Cing cé nhirng van dé can xem xét vé vai trd quan trong cua protein vpr déi v&i cac té
bao & Go. Vpr cua nhiéu dong té bao c6 thé gay cam rng lam ngirng chu ky té bao.
Ngudi ta da chirng minh rang, vpr can duoc tao ra & nhirng dong té bao ma tir dé virion
duoc san sinh dé tao diéu kién cho viéc tao capsid. C6 nhiéu thi nghiém d4 chirng minh rd
rang dong té bao dugc cung cap vpr dang trans thi bat hoat. Trong cac vec to hé 3
plasmid gag/pol, env, thi cach thuc tién nhat 1a cé 2 trong s6 cac cédu tric nay bi€u hién
8n dinh con cau trac thi 3 sé duoc dua vao bang gay nhiém tirc thi véi khung doc mé
vpr trong cau tric nay. Vpr cé tinh dic hiéu mau (species), ching han nhu vpr cua HIV-1
c6 hiéu (rng cao nhat ddi v&i cac dong té bao ngudi va vpr cltia SIV tét nhat véi cac dong
té& bao cua khi. Ca 2 protein nay déu kém hiéu qua d6i véi cac té bao di loai. Diéu nay vach
ré pham vi sir dung cac vec to di loai d€ tranh viéc lam ngung tré su phat trién. That
hi€ém thdy cac dong té bao dong géi lentivirus lai bi€u hién mot cach 6n dinh cac protein.
Co ché cla van dé nay van chua duoc ré.

5.3.5.2 Céc ciu tric cé th& cam &ng dugc

D& vuot qua cac van dé nay thi mot dong té bao dong goi phai cé cac thanh phan cé thé
cdm ng duoc. Van dé nay dd thu duoc két qua khi sir dung hé théng biu hién
tetracycline (tet) manh dé& ki€m soat cac san phdm Rev va Env. Hé théng nay cho phép
bi€u hién cao nhung ngan han cac protein mong muén. Dong hoc cla viéc san xuat cac
protein cdu tric trong hé théng nay thudng la cham (v&i hé théng c6 co s& 1a tet, trong
mot s6 trudng hop cdm rng téi da la trén 5 ngay) . Mic du hé théng nay thuan tién cho
cac thi nghiém trong phong thi nghiém, nhung né van con rat phirc tap va khé tiéu chudn
hda dé& c6 thé san xuat dai tra.

5.3.6 Su gid vo (envelope pseudotyping)
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Nhiéu nghién ctru dé cap van dé I16p vé gia di loai cta 16i virus. Léi HIV duoc chirng minh [a
c6 su sao gia vec to chudt mac dau véi dd chudn thap hon nhiéu so véi dé chuén I6p vé
lwdng tinh nguyén ban cla chudt. Gan day hon, ngudi ta da sir dung 1&p vo khéng phai
cua retrovirus dac biét la I&p vo (protein G) cua virus gay bong nudc & miéng (vesicular
stomatitis virus - VSV). Nhirng 1&p vo nay la do su sao gia cua cac 16i HIV, n6 tao ra dugc
cac hat virus 6n dinh khi déng khé va cho d6 chudn CD34 cao & quéan thé té bao géc cla
tdy xwong. Sy t6 hop cha 16i lentivirus va vé VSV r6 rang la lam cho su chuyén gen tgi
cac t€ bao Go c6 hiéu luc. Khi thi nghiém song song véi cac vec to chudt thi thay do
chudn cla ching roi xuéng gan sé khéng. An twong hon 1a tiém truc tiép vao nio dong
vat cac hat virus HIV c6 VSV-G gia thi cé kha ning 6n dinh t6t sy chuyé&n gen vao trong
cac neuron va cac té bao than kinh dém. VSV gid cho phép cac hat vec to qua dudng
nhan dé vao dugc bén trong nén
lam tang hiéu qua chuyé&n gen. Thoi dai duong thdi ngudi ta quan tam rat nhiéu téi su
chuyé&n gen dén nhi€u mé in vitro. Tuy nhién, rd rang la néu dé chudn in vitro 1én t&i 10°
thi van 1a twong déi thap d6i véi sur tai nap cac té bao in vivo. Van con nhirng ban ci vé
hiéu luc cta cac vec to nay déi véi su chuy&n gen t&i cac dich quan trong nhu cac té bao
goc tao mau chang han.

5.3.7 Sy chuyén giao protein

HIV 1a mot trong sé cac virus dau tién duoc mé xé vé su tuong tac protein - protein dan
dén su hop nhat cac protein phu trong cac hat virus. Chang han nhu protein Vpr cé trong
cac hat virus dan téi su twong tac dic hiéu véi phan P6 cua Gag va trong su twong tac
nay thi dét bién dugc xac dinh 1a ¢ lién quan téi cac amino acid. Twong tu nhu vay, mot
protein cla té bao- cyclophilin twong tac truc tiép véi CA. Hién tuwong nay da duoc ngudi
ta tan dung d&€ dua cac viing gén véi P6 vao trong cac protein di loai va cling dé& chirng
minh cho su hop nhat clia cac phan tir dau tan trong cac hat virus. Mic dau gen tri liéu va
hé théng vec to v&i muc dich thong thudng 1a chuyén céac trinh tu acid nucleic, nhung ré
rang 1a né con dugc (rng dung nhiéu trong viéc chuyén giao cac protein téi té bao.

5.3.8 Do chuédn virus

Khi cac RNA virus d d6 dai hop nhat trong cac hat virus, tham chi véi cac gen di loai hgp
nhat thay thé nef hoac thay thé mot phan trinh tu cta vo thi hiéu qua cta su dong capsid
va chuyén giao dudng nhu 1a cuc ky cao. Nhitng vec to c6 dd dai ngan hon hé gen thi
khéng c6 két qua. Tham chi su hop nhat cua tat ca cac trinh tu tin hiéu déng goi trong
mot vec to gébm ca vong goc TAR, trinh tu dan 5’ (5’ leader sequence), gen gag, dau cudi
3’ clia vo hay RRE don |é hiém khi dat dugc do chudn I6n hon 103 cfu/ml. Ly do tai sao thi
van chua ré va rd rang la cac vec to lentivirus ctia chudt déi véi su déng capsid (capsid
h6a) dat mic tuwong duong véi RNA virus hoang dai. Di€éu nay lam cho ta chid y nhiéu téi
lentivirus d&i v&i su capsid RNA ma cho protein Gag.

5.4 Pham vi trng dung

Viéc sir dung cac vec to cé co sé lentivirus da duwoc nhic téi ngay tor ddu chuong. Vai
tro hién nhién cha né la chuyé&n céac gen téi cac té bao duong tinh véi CD4 d& thuc hién
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gen tri lieu d6i v&i cac tham nhiém HIV. Van dé nay trudc tién la hudng téi cac bénh nhan
dd cé HIV duwong tinh, nhdm bao vé vé méat di truyén cho cac té bao CD4 trong co thé&
chua bi nhiém virus. Cac bénh khac cé anh hudng téi bach ciu va cac té bao don nhan,
dai thuc bao cling la nhirng muc tiéu huéng téi.

Viéc sir dung céc lentivirus hay chimera lentivirus cho cac té bao khéng & giai doan dang
phan chia tuy d3 dugc chirng minh nhung van con phai kéo dai thém mot thoi gian nia.
Hau hét nhirng ngudi c6 lién quan téi viéc nghién ciru vec to déu cé khai niém cho rang
mot vec to hoan thién sé phai la su hoa trén cua cac thanh phan tir cac virus khac nhau,
mdi thanh phan cé mot dic tinh riéng va cudi cling nhirng thanh phan nay c6 thé sé duoc
hop nhat thanh mot hat khdng phai 1a virus hoan chinh.

5.5 Do an toan

O Anh Quéc HIV va SIV duoc x&p vao hang thi 3 trong cac tac nhan gay bénh va tat ca
cac cong viéc cé lién quan téi virus séng hodc cac cau tric phu nhung c6 thé& nay sinh
virus séng déu phai duoc cach ly bao vé. Nhirng cong viéc lién quan téi cac lentivirus khac
(MVV, EIAV) thi phai luu y téi su tiém &n cla cac yéu té gay bénh cho dong vat.

Cho dén bay gi®& van chua c6 mot quy trinh thir nghiém 1am sang nao duwgc phé chun véi
viéc sir dung lentivirus toan phan hay tirng phan trong viéc chuyén gen trén ngudi.
Dudng nhu cé su khac nhau déi chat vé mirc dd doi hdi vé do an toan déi véi mot vec to
bao ham tat ca cac thanh phan cua retrovirus chudt véi mét vec to la chimera trong dé
mét bd phan cta chimera cé lién quan téi lentivirus.
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Chuong VI

CAC VEC TO ADENOVIRUS
6.1 M& dau

Cac vec to adenovirus 1a mot trong s6 cac phuong tién chuyé&n gen truc tiép hira hen
nhat in vivo trong gen tri liéu trén ngudi diéu tri cac bénh di truyén don gen nhu bénh xo
nang, bénh dau co Duchenne va bénh wa chady mau A va B cling nhu cac bénh méc phai
nhu ung thu (Trapnell va Gorziglia, 1994; Wilson, 1995). Hon n(ra, viéc sir dung cac vec
to adenovirus trong cac trj liéu ex vivo cling da dugc danh gia. Cac vec to adenovirus cé
nhiéu lgi thé vurot han cac hé théng chuyén gen khac, né cé thé& tai nap duoc nhidu dang
té€ bao va khong doi hdi té bao dich phai phan chia trong chuyé&n va biéu hién gen. Nhiém
s&c thé& cQa adenovirus con duy tri dugc episome trong té bao tai nap, vi vay tranh duoc
kha ning dét bién ghép (Gingsberg,1984; Horowitz,1990). Adenovirus cé th& hoan tra
nhirng thiéu hut vé sao chép do cac gen diéu hoa dic biét cta virus da bi loai di (Berkner,
1988; Gorziglia va cong tac.,1996), diéu d6 cho phép cac vec to diéu tiét dugc viéc cai
DNA di gen trén 8 kb - tuy thudc vao dé dai doan gen da bi loai trir. Sau nira, nguoi ta
van chua thay su tham nhiém adenovirus nao cé lién quan téi viéc tao khéi u trén ngudi,
vi thé adenovirus duoc coi nhu 1 mét vaccine séng cé trong hang triéu con ngudi
(Straus, 1984). B4t lgi chinh clia cac vec to adenovirus la gay dap (rng mién dich d&i voi
vat chd vi thé ma |am gidi han thdi gian bi€u hién cia gen chuyé&n va kha nang tai sir
dung vec to. Nhirng ¢6 gang hién nay huéng truc ti€p vao viéc lam giam tinh sinh mién
dich cla céac vec to va phat trién cac chién lwgc danh Iira dap (rng mién dich cda vat cha.

Vai nam trudc day cling cé mot sd cdng trinh théng bao dd chuyén giao thanh céng qua
trung gian vec to adenovirus cling nhu bi€u hién duwgc nhiéu gen di loai & mot s6 dong
vat (Trapnell va Gorziglia, 1994; Wilson. 1995). Cho t&i nay, cac vec to adenovirus da
duoc sir dung hoidc du dinh sir dung trong tri liéu |am sang trén ngudi cac bénh xo nang,
bénh thiéu hut ornithine transcarbamolyse va cac dang ung thu nhu: ung thu va, két
trang, nguyén bao xép, ung thu dau va c6, u hac t6 da, u nguyén bao than kinh, u buéng
trirng, u tuyén tién liét (Marcel va Grauz, 1996) va u phéi (Cohen - Haguenauer, 1996).
Tuy nhién, gen tri liéu qua trung gian vec to adenovirus déu phai thuc hién & giai doan
sém, tat ca cac nghién ciru déu & pha | véi muc dich ddm bao an toan hon 1a tinh dén hiéu
qua.

6.2 Cau trdc va t8 chirc cta adenovirus
Adenovirus trén ngudi la cac virus DNA khong vé, thudc ho parvoviridae (Ginsberg, 1984;

Horowitz, 1990). Pudng kinh ctia virion 1a 80-90nm vé&i hinh thai icosohedral nhon, khéi
lrgng nguyén tir 175-185 x 10° Da. Theo huyét thanh hoc, cac adenovirus dugc phan

78



thanh gan 50 serotype, v&i cac dudi nhom tor A tGi G (Wadell, 1984). Cac virus thudc
dudi nhém A va B tiém &n kha ndng gay ung thu trén cac loai gam nham méi sinh, cac
virus dung trong chuyé&n gen thudc dudi nhém C, khéng gay khéi u. Adenovirus dudi
nhém C chi gay cac bénh hé hap nhe trén ngudi, chiém khoang 5-15% céc trudng hop
cim théong thuong (Straus, 1984).

Adenovirus da phan lap dugc cach day trén 40 nam (Rowe va cong su., 1953), nhirng
hi€u biét vé hé théng di truyén cua adenovirus cling ting lén khéong ngirng, moét phan
ciing vi adenovirus sém dugc d€ y t&i nhu moét mé hinh bi€u hién gen véi cac té bao nhan
chuédn (Ginsberg, 1984; Horowitz, 1990). Adenovirus thdm nhiém céc té bao dich béng
cach gén vao receptor cla coxsackie va adenovirus (coxsackie and adenovirus receptor -
CAR) trén bé mat té bao (Bergelson va coéng su., 1997) né duoc “hda nhap” qua cac 16
boc clathrine d& di vao th& THNB (endosome), virion duoc loai khoi t& bao chat bang co
ché ly giai noi bao (endosomolysis), su chuy&n vi t&i mang nhan qua céc tin hiéu dich
trong cac polypeptide capsid, hé gen virus dugc chuy&n vao nhan té bao, & d6 né duy tri
& dang episome.

Nhirng yéu té
té bao

s,

Nhirng yéu tb
té bao

Hinh 6.1.S0 dé dai dién cta hé gen adenovirus va sy diéu hoa phién ma. Hé gen cua adenovirus xép
thang hang song song, cac don vi phién méa I3 cac ving c6 mdi tén. Cac mdi tén trén chi huéng cia
phién ma. Cac mdi tén cong chi cac con dudong chuyén hoat héa. Cac don vi phién ma trung binh
hodc nhd la piX, IVa va VA-RNA (I-lll). Nhiing vung ldp tan cung dao nguoc la cac ITR cing nhu cac
protein 55 kDa lién két déng héa tri véi ddu 5’ cia hé gen. C4 vung ITR va sy cé6 mt cia protein
tén cung déu can cho viéc sao chép cua virus c6 hiéu qué. Phan chinh cua vec to adenovirus thé hé
thir nhat (Av1) c6 cé nhiing phéan loai bé E1 va E3; tuy nhién, mot vai vec o Avl chi chira vang loai
bd ET1. Loai bé vung E1 sé lam cho sy sao chép cua virus bj suy giam vi cac san phdm cua gen ET
diéu chinh Ién cac don vi phién ma chinh cua virus nhu E2, E3 , E4 va promoter muén chinh (major
late promoter-MLP) (duroc chi bang mii tén cong). E1, E2 va E4 duoc hoat héa béi yéu té phién mé
trong té bao vat chu. Cac vec to thé hé 3 (Av3) kiém ché ngoai nhiing phan cat bé E1 va E3 con
thém ca ving E2a d3 loai b6t mdt phan. Céc vec to loai két hop E1/E3/E4 clng d3 duoc thiét Idp.
Nhiing vec to duoc loai bot sau nay lam giam duoc sy biéu hién cda cac don vi phién ma muén do
ngdn ngua dugc viéc diéu chinh Ién cua MLP béi cac san phdm cua gen E2a hodc E4.

Ghi cha: (0)- prtein tan; (0)-promoter.

(Theo Sheila Connelly. Gene Therapy Technologies, Applications and regulations. John Wiley & Sons
Ltd 1999).
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Hé gen adenovirus gém cac phan tir DNA chudi kép, thing véi chiéu dai 36 kb, co cac lién
két déng hoa tri gan ddu 5’ véi mot protein tan clng 55 kDa cén cho su sao chép cla
DNA virus. DNA virus c6 chira nhirng doan l3p tan cling dao nguoc, ngén (short, inverted
repeats -ITR) & mdi dau cudi clia hé gen - can cho su sao chép DNA. Hé gen virus duoc
t8 chirc vGi 4 ving phan biét sém c6 tén tor E1 dén E4 va 5 vang ghép mudn tir L1 dén
L5 - co s& cho su biéu hién trwéc hay sau su khdi dau t6ng hgp DNA virus, thém vao dé
con c6 mot vai trung gian phu hodc cac don vi phién ma muén (Hinh 6.1). Néi chung céac
san phdm sdm cla gen da lam thay d&i sinh hoc té bao vat chi dé& gilp cho viéc san xuat
virus, con nhirng gen mudn lai ma cho hdu hét cac protein cdu tric 1a thanh phan cla
virion va gilp cho su lap rap cla virus. Ngay khi hé gen virus vao t&i nhan, ving E1 dugc
phién m3 tich cuc bdi cac yéu té phién ma va ma hoéa cho cac protein cé lién quan truc
tiép t&i viéc hoat hoda cac vung E2, E3 va E4. Trong cac té bao nudi cdy, cac san phdm
gen E1 dugc ma trong vung E1a va E1b da sao chép thong tin virus cdm trng (Van der Eb
va cOng su., 1997). Vung E2 mi cho cac protein can cho su sao chép DNA virus bao gém
mot protein gan DNA chudi don (E2a) va polymerase DNA virus ciing nhu protein tan
cung 55 kDa. Vung E3 la tap hop cla cac don vi phién ma lién quan t&i viéc 1an tranh cac
co ché bao vé clia vat cha, loai trir cac t€ bao da bi nhiém virus, va khéng thiét yéu déi
véi sy sao chép cua virus (Wold va Gooding, 1991). Cac san phdm cua gen E4 cé lién
quan t&i viéc diéu hoa bi€u hién protein cla té bao va virus, su sao chép DNA cua virus,
su tich trd mRNA cua virus va su téng hgp protein, diéu chinh xuéng mét cach tuwong
(rng su t8ng hop protein vat chd. Mot cong trinh méi day chirng minh rang protein E4 ma
trong khung doc mé 6, cé tiém nang gay ung thu tuong tw nhu gen E1b (Moore va cong
su., 1996). Su bi€u hién cta cac gen sém dan dén sao chép DNA khoang 8 gid sau khi
tham nhiém va su hoat héa tiép cla cac gen mudn duédi su ki€m soat phién ma cla
promoter mudn sé san sinh ra cac virus con chau va cudi cing la cac té bao vat chd chét
va virus dugc giai phong.

6.3 Thiét ké va c4u tric vec to adenovirus ngu&i khiém khuyét sao chép

Cac vec to adenovirus khiém khuyét sao chép ciing tuong tu nhu nhing vec to virus
khac, ching gém mot cau tric virion bao quanh hé gen virus d4 cai bién. Cho t&i nay, hau
hét cac hat vec to co s& ciu trac capsid dang hoang d&, ngoai nhiém vu bao vé DNA virus
né con la phuong tién dé€ gén va di vao bén trong té€ bao dich (tai nap). Tuy nhién, hé gen
virus da c6 nhirng cai bién dang k& Nhing bién d6i nay duoc thiét 1ap nham vo hiéu héa
su phat trién cda virus trong té bao dich do da loai trr nhitng chirc niang dac biét cla
virus d6i véi su diéu hoa sao chép DNA va su bigu hién gen virus trong khi van cé thé&
phat trién trong té bao déng go6i hoac té bao tro gilp. Viéc loai bd cac trinh tu nhu vay
tao ra khéng gian trong hé gen virus d& DNA ngoai sinh van cai vao duoc ma van biéu hién
dugc cac gen chuyén.

Cac adenovirus duéi nhém C, serotype 2 va 5 (Ad2 va Ad5) la nhirng adenovirus dugc
nghién ctru nhi€u nhat va nhing virus ndy thudng dung nhu cac vec to chuyén gen. Cac
vec to adenovirus duwgc dung cho gen tri liéu chu yéu 1a cac vec to thay thé E1, & d6 cac
gen chuyén duoc cai vao ving E1. Vang bi loai trir cta E1 bao gém toan bd hé gen Ela
va khoang 60% gen ETb. Ngoai phan con lai ctia hé gen virus, vec to nay con gil lai dau
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5’ gan nhat cta hé gen virus bao gém cac doan l&p tan cing dao nguoc bén trai (left
inverted termional - ITR) va tin hiéu dong capsid (¥), cac trinh tu can cho su dong goi va
nhitng vlng ting cudng (enhancer) E1 g6i nhau (Hinh 6.1). Vi cac san phdm gen E1 sé&
lam hoat hoéa lién tuc cac don vi phién méa chinh nén khi loai trir cac vung nay thi su biéu
hién sém va mudn cla gen sé giam di rat nhiéu va lam su sao chép cla virus suy yéu mot
cach nghiém trong (Berkner, 1988). D€ cé khéng gian Ién hon trong cac vec to
adenovirus cai cac gen chuyén thi ving E3 cling thudng dugc loai trir vi khong doi hoi su
sao chép hodac phat trién & vung nay. Déi khi gen chuyén lai duwoc cai vao ving bi loai cua
E3. Cac vec to adenovirus chi thi€u vang E1 va E3 chinh Ia cac vec to thé hé thi nhat
Av1. Cac vec to adenovirus cé thé dong géi DNA hiéu qua véi 105% kich thuwéce cua hé
gen (Bett va cbéng su., 1993), twvong dwong véi 8 kb DNA ngoai sinh trong vec to Avl
dé loai trir E1/E3.

Ela
A 5 —» WE3 """ 3
\ / [FH]
5 & Clal _ V
[ITRI Y | l Phén giai DNA virus

Ddng tham chuyén véi
plasmid vao trong cac

f té bao chép nhan \&37 .
B - \ —m
Tai té hop twong déng V

5/
[TRIET Chuyén gen I

l Sang loc va phan tich cac dia

> , \E3/ 3
C  [E[¥Chuyén genl \ / [iTR)

Hinh 6.2 Tao céc adenovirus tai t& hop. (A) DNA hé gen adenovirus duroc chudn bi bang Cla | cia
Ad5 - dI327 dét bién loai b6 viing E3 cit bé dudi bén tréi hé gen virus 1am cho khéng bi nhiém DNA
virus. (B) plasmid A chua ITR virus va tin hiéu déng gdi, don vi phién ma gen chuyén va mét kilobase
hodc hon DNA adenovirus duoc cdong tham chuyén véi DNA di duoc chudn bi dé dura vao céc té
bao duroc phép. (C) nho két qua cua téi t& hop dj loai ndi bao, mot vec to adenovirus téi t& hop da
loai b6 E1/E3 c6 chira nhiing gen E1 thay thé cho céc gen chuyén di duoc tao ra. Mii tén ngang
dai dién cho don vi phién ma E1.

Ghi cha:()-don vi phién ma gen chuyén ngoai sinh;(1)ving tai t& hop tuong dong;(I)DNA hé gen
adenovirus. Tam gidc Ion dai dién cho phan loai trir cua vang E3 adenovirus.

(Theo Sheila Connelly. Gene Therapy Technologies, Applications and regulations. John Wiley & Sons
Ltd 1999).

Cac vec to Avl dugc cdu tric theo nhiéu céach, ky thuat théng thudng nhat duoc sur
dung la théong qua tai t6 hop di gen hé gen virus véi plasmid c6 mang gen chuyén
(Berkner. 1988). N6i ngan gon la cac don vi phién ma cda gen chuyén duwgc cai vao mot
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plasmid c6 chira mot doan cta hé gen. Plasmid nay duoc cong tham chuyén (nhiém) vao
mot dong té bao duoc phép (xem duédi day), cac DNA virus dugc chudn bi theo céc ky
thuat chuy&n DNA truyén théng. Trong té& bao, do tai t6 hop di loai ma ciru van dugc cac
trinh tu virus d4 tach dong va gen chuyé&n vao dugc hé gen virus, vi thé ma tao dugc cac
vec to tai té hop (Hinh 6.2). D€ tao cac vec to Avl véi gen chuyén cai vao vung ET,
plasmid phai chira dudi bén trai ciia hé gen virus bao gém ITR va tin hiéu déng capsid, hop
bi€u hién gen chuy&n va trinh tw DNA virus phia cudi cla virus v&i do dai xap xi hodc hon
1 kb (Berkner va Sharp, 1983). DNA virus dung trong céng tham chuyé&n (nhiém) dugc
chuén bi bang enzyme cét gigi han loai trir dudi phia trai hé gen virus. Cac ché phdm DNA
virus dugc chuén bi theo cach nay sé lam gidm kha ning tham nhiém ctia DNA bd me va vi
thé 1am tang hiéu luc cua céac vec to tai t8 hop ¢ lap duoc tao ra tir tai t8 hgp in vitro.
Doan DNA kha I6n (~ 43 kb) phan lap tir cac mau dot bién loai bé E3 cla Ad5, di327
(Thimmappay va cong su., 1982) duwoc phan cat véi enzyme gi6i han Cla | va 1am tinh
khiét bang loc gel ciing la nhirng thudng quy (Smith va cong su., 1993). Mot cach tuong
tu, DNA di loai c6 thé dugc cai vao vung E3. Tuy nhién, trong truong hop nay, plasmid
phai chira phan cudi phia phai hé gen adenovirus va DNA virus dugc chudn bj bang
enzyme tiéu héa gigi han d& loai trir phan cudi bén phai hé gen virus. Cudi cung, ngudi ta
d4 str dung quy trinh cdng tham nhiém bang cach dung enzyme gi¢i han cit DNA virus dé&
gilr lai mot protein tan cing 55 kDa lién két déng héa tri véi ddu 5’ cha hé gen virus
(Sharp va cong su., 1976). Khi dé tinh tham nhiém cta DNA virus cé chira protein tan
cung cao gap 10 lan DNA hé gen bj phan céat bang protease (Sharp va cong su., 1976),
nhu vay chac chén 1a virus khong tai t& hgp c6 mot lwgng nhd DNA khdng bi phan cat da
lam cho tinh tham nhiém tdng cao (Berkner va sharp, 1983). Tiép theo su tham chuyén,
ti€p tuc phan tich sang loc, thdm Southern va bi€u hién gen chuyén s& xac dinh dugc vec
to tai t6 hop mong muén (Graham va Prevec, 1991).

Phuong phap khac ding d€ tao vec to adenovirus la tach dong truc ti€p cac trinh tu
plasmid réi duwa vao hé gen adenovirus qua nhing vi tri thich hgp va tham chuyén tiép cac
té& bao duwoc phép bang viéc lién két in vitro véi DNA. D6 13 phuong phap goc dé€ tao cac
dot bién adenovirus (Stow, 1981).

Mot van dé quan trong lién quan t&i viéc san xuat cac vec to adenovirus la géan truc tiép
hodc tai t68 hop di loai gitta plasmid va DNA virus sé ctru séng dugc virus bd me do van
con luu gitr dwgc DNA virus b6 me tham nhiém. Tuy nhién, su phuc héi cta virus tai t&
hop ndy véi nén tang nhu vay |a rat khd, dic biét néu cac vec to cong nghé hoéa lai phat
trién kha cham so véi virus bé me. C6 mot vai cach ti€p can kha théng minh giai quyét
duoc van dé nay. Chang han nhu, cac vec to bd me sao chép kém duoc sir dung dé loai
trir kha ndng vuot qua muac tai t8 hop mong muén (Berner,1988). Tuong tu nhu vay,
vec to Av1l bi€u hién duwgc mot ki€u hinh (phenotype) rat quan trong la do cai gen
thymidine kinase (TK) cla virus herpes simplex vao hé gen virus (Imler va céng su.,
1995). Su biéu hién cta cac san phdm gen TK dé phong dugc su sao chép virus khi co
mat mot nucleoside giéng nhu ganciclovir, diéu dé cho phép chi lua chon céc vec to tai t6
hgp trong dé gen TK da duoc thay thé (Imler va cong su., 1995).

Mot phuong phap khac lai khéng can DNA virus tham nhiém bang cach ding plasmid c6
chira toan b6 hé gen adenovirus (Ghosh- Choudhury va cong su., 1986; Bett va cong su.,
1994). Virus tham nhiém c6 th& duwoc tao ra bang su tham chuy&n mdét hodc nhiéu
plasmid c6 chira DNA adenovirus. Tuy nhién, hiéu luc tham chuyé&n ctia DNA plasmid thap
hon nhiéu so vGi DNA virus (Ghosh- Choudhury va cong su., 1986; Bett va cong su.,
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1994). Ciing tuong tu nhu vay, hé gen ddy du cta Ad2 dugc cdu tric nhu nhiém sic thé
nhan tao clia ndm men ( yeast artificial chromosome -YAC) lai c6 tinh thdm nhiém
(Ketner va cong su., 1994). Nho cac ky thuat di truyén truyén théng vé ndm men, cac
trinh tu virus chira YAC c6 thé& dugc cai bién va cac vec to adenovirus c6 thé tim lai duoc
tur cac dong YAC (Ketner va cong su., 1994).

Pon vi phién ma gen chuyé&n bao gém cac yéu té can cho su bi€u hién thich hop gen
chuyé&n ching han nhu cac promoter, cac gen cin quan tam va tin hiéu polyadenylate hoa,
trong da s6 trudng hop né duoc thiét ké d&€ dat mirc t6i da vé su bi€u hién gen ngoai
sinh. D6i v&i su bigu hién ctia gen chuyén thi phai cé nhirng thay déi I6n vé& promoter, diéu
nay tuy thuéc vao muc dich trng dung va mé dich ma lwa chon cho pht hgp. R6 rang la su
bi€u hién cdu tric promoter virus nhu promoter adenovirus chinh muén hon (Stratford -
Perricaudet va cong su., 1990), promoter virus Rous sarcoma (Stratford - Perricaudet va
cdbng su., 1992; Smith va coéng su ., 1993), promoter cytomegalovirus (CMV) (Herz va
Gerard, 1993) va promoter 0 - actin kich thich CMV lai (Kozarsky va céng su., 1993) ...
déu duoc hgp nhat trong cac vec to adenovirus tai t8 hop. Gan day hon, ngudi ta ding
té& bao, cac promoter dic hiéu mé nhu promoter albumin dic hiéu gan (Connelly va cong
su., 1995, 1996), promoter di€éu hoa dé dian dién mang gay xo nang dac hiéu phdi (Imler
va cong su., 1996; Suzuki va cong su., 1996), promoter chudi nhe dic hiéu myosin co
tim (Rothmann va céng su., 1996) va promoter [ -fetoprotein dac hiéu gan (Kaneko va
cdng su., 1995; Arbuthnot va cong su., 1996)... cling da dugc mé ta. Cudi cung la cac
promoter diéu hoa dap rng hormone (Haysahi va cong su., 1994) hodc cac tac nhan
dugc ly (Suzuki va cong su., 1996) cling duwgc hop nhat vao trong cac vec to
adenovirus. Viéc gdp vec to dic hiéu mé véi vec to di€u hoa déi véi hop bigu hién gen
chuyén tranh dugc nhirng hau qua tiém &n vé su biéu hién qua muic trong cac moéd khac
hon 1a bigu hién & co quan dich va vi thé sé& lam ting dé an toan cla cac vec to do.

Mét cach tiép can khac la tdng lvong gen chuyé&n trong cac vec to adenovirus tirc 1a dua
cac yéu té hé gen vao trong hop bidu hién. Ching han nhu thém mét intron vao cDNA
yéu t6 VII (FVII) cha ngudi da lam thac d8y su bi€u hién in vivo 1én khoang 10 lan
(Connelly va cong su., 1996) va viéc gop yéu t6 IX (FIX) ctia ngudi da loai trir intron dau
tién va vung 5’ va 3’ khéng duoc phién dich ctia cDNA yéu té IX cla ngudi da lam tang
2000 lan yéu t6 IX trong huyét tuwong chudt tai nap (M. Kaleko). Cudi cung, nhiéu tin hiéu
da duoc sir dung dé& polyadenylate héa truc tiép ching han nhu tin hiéu polyadenylate
virus 40 cua khi.

6.4 Sy nhéan giéng va lam tinh khiét c4c vec to adenovirus

Khéng giéng nhu cac vec to retrovirus, do tinh 8n dinh ctia virion nén viéc lam tinh khiét
va c6 dic khéng 1am anh hudng téi hoat tinh cta chang. Cac quy trinh lam tinh khiét vec
to adenovirus c6 lién quan t&i viéc thu lwgm va pha hly cac té bao da bi tham nhiém
bang cach luan phién dong lanh va [am tan (Smith, 1995), hodc dung siéu am (Kanegae va
codng su., 1994) va loai bd cén bang ly tam. Vec to duoc lam tinh khiét va c6 déc bang ly
tam 3 buéc véi CsCl, sau d6 dem thdm tich hodc tién hanh séc ky. Tuy nhién, véi san xuat
I6n thi hay dung phuong phap séc ky hon la ly tam véi CsCl. Dam do (ndng do) vec to
duoc xac dinh bang quang phd, xac dinh s hat va tinh chat sinh hoc, tinh tham nhiém
bang su chuy&n gen hodc cac thi nghiém khac (Mittereder va cong su., 1996). D& sur
dung trong |am sang trén ngudi, cac ché phdm phai duoc phép cua FDA vé ty sé don vi
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tham nhiém duéi 1/100 hat vec to (Smith, 1995; Mittereder va cong su., 1996). Ngudi
ta cd dic cac ché phdm vec to trén nhdng phién chira 10" don vi/ml, trong mot s6
trwrdng hgp con cao hon nhiéu so véi cac vec to retrovirus hay adenovirus lién hgp. Cac
ché phdm vec to duoc test ky cang vé RCA bang phan tich PCR déc hiéu E1 (Tolstoshev
va cong su., 1994) va cac thi nghiém trén phién. Hién nay FDA doi hoi v&i 1am sang la cac
adenovirus chi c6 1 hodc vai RCA trong mét vec to (Smith, 1995).

6.5 Chuyé&n gen in vivo qua trung gian adenovirus

Vai nam truwéc day da cd danh gia ky cang vé hiéu lwc va dé an toan cta Av1 in vivo trén
dong vat va ngudi nhdm nang cao su hi€u biét vé tinh chat sinh hoc cua cac vec to
adenovirus (Trapnell va Gorziglia,1994; Wilson, 1995). Su da dang trong bi€u hién qua
trung gian vec to adenovirus clia cac gen chuyén da duoc dé cap dén nhu cac gen [0 -
galactosidase va luciferase trong nhiéu mé, phS bién nhat 1a & phdi va gan. Su biéu hién
gen qua trung gian adenovirus phu thuéc vao mau hinh déng vat, vao vec to va liéu lwvgng
sir dung, nhung néi chung biu hién khdi dau la cao. Tuy nhién, thoi han kéo dai cua su
bi€u hién thi thay d&i rat Ién. Nhin chung, chuét chua chin vé mién dich hay c6 su thda
hiép mién dich thi bi€u hién dai hon so véi chuét trwdng thanh (su bigu hién gen giam rat
manh trong 2-3 tuan I, c6 1& 1a do hé mién dich da lam gi6i han su kéo dai cua vec to
(Trapnell va Gorziglia, 1994; Wilson, 1995). Tuy nhién, sau khi vec to Avl dugc truyén
qua tinh mach t&i cac dong vat trwdng thanh da biéu hién dai han yéu té déng méau FVIII
mau ngudi (Connelly va cong su., 1996) va FIX (M. Kaleko). Sy tai nap cla co véi cac
vec to Avl trong mot sé trudng hop ciing thdy bidu hién dugc kéo dai (Stratford -
Perricaudet va cong su., 1992; Ragot va cong su., 1993; Vincent va cdng su., 1993;
Tripathy va cong su., 1996).

Ngudi ta quan tdm nhiéu téi viéc phat trién gen tri liéu d6i véi 2 bénh phéi di truyén
thuwdng gap nhat, dé |a bénh thiéu hut 0, - antitrypsin (0;- AT) va bénh xo nang. Cac két
qua thu dugc cho thdy nhiéu gen dugc chuyén giao qua trung gian adenovirus nhu [0;- At
va cDNA diéu hoa dd dan dién van chuyén mang déi véi bénh xo nang & phdi ngudi.
Nhing thi nghiém ban d4du da mé ta Ia khi sir dung phdi chudt bédng nhu la mau hinh déng
vat thi thdy chudt béng rat nhay cam véi tham nhiém adenovirus tuong tu nhu ngudi.
Khi nhé giot qua khi quan vec to Avl ma héa 0;- AT thay ré cé biéu hién 0;- AT (Rosenfeld
va cong su., 1991). Ciing tuong tu nhu vay in vi vo ngudi ta dua yéu t6 dan dién van
chuyé&n mang bénh xo nang - CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator)
vao chudt bang khi dung ciing thay c6 su biéu hién CFTR va RNA ctia CFTR trong 6 tuan &
(Rosenfeld va cong su., 1992). Mac dau hiéu luc ctia su chuyén gen téi phdi la cao nhung
thoi gian bigu hién lai ngan va lai lién quan t&i nhiém khudn cadp nhu mé phdi clia chudt
béng (Yet va céng su., 1994). Nhirng nghién ctru trén dong vat cao cap khéng phai la
ngudi (Simon va cong su., 1993) ciing thay c6 su tuwong tu vé dap irng mién dich d6i
v6i vat chd, nhung thdi gian bi€u hién kéo dai hon. Vec to Avl ma héa CFTR bi€u mé mdii
bénh nhan xo nang da diéu chinh ngén han su tiét chloride ma khong thay doc tinh cua
vec to (Zabner va cong su., 1993). Trong mot thi nghiém tach biét, cac vec to Avl
CFTR da dugc dua vao mii va phSi bénh nhan xo nang, phat hién thdy RNA cua CFTR &
mii sau 2 ngay duoc xtr ly, khéng c6 bénh nhan nao bi sét va l1am ting do6 chudn khang
thé véi adenovirus va mure interleukin- 6 (Crystal va cong su., 1994).
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Co quan chinh thir 2 trong gen tri liéu in vitro 1a gan. C6 rat nhiéu gen bao gém nhing
gen ma cho cac yéu td déng mau, cac enzyme chuy&n héa va céac lipoprotein la nhirng
trng clr vién cua gen tri liéu trén gan. Dang k& nhat 1a viéc dua cac vec to adenovirus vao
tinh mach ngoai bién chudt (Smith va céng su., 1993), hodc ché (Connelly va cong su.,
1996) va cac dong vat cao cap khong phait ngudi (T.A.G. Smith) da thu duoc két qua tai
nap cac té bao gan, diéu d6 da chirng minh duoc tinh kha thi ctia su chuyén giao vec to
adenovirus hé théng nham diéu tri cac bénh gan. Cé nhiéu tién bo dat dugc trong nhirng
nam gan day trong gen trj liéu qua trung gian vec to adenovirus v&i cac bénh wa chay
mau A va B, cac bénh thiéu hut cac yéu t6 déng mau FVIIl va FIX. Pua qua tinh mach liéu
thap vec to Avl manh ma hoéa cac yéu té6 dong mau FVII va FIX cla ngudi vao chubt
trwdng thanh da thu duwgc két qua la bi€u hién ré mdc tri liéu cac yéu t6 dong mau it
nhat 5 thang (Connelly va céng su., 1996) va 1 nam (M.Kaleko). Tuy nhién, khi sir dung
cac vec to véi liéu lwong cao gay doc cho té bao gan thi thi mirc bigu hién cao khéi dau
cta yéu t6 dong mau lai nhanh chéng giam xudng, diéu dé chirng té rang doc té cla cac
vec to phu thudc liéu lvong da lam han ché su tén tai cla vec to (Smith va cong su.,
1993; Connelly va céng su., 1995, 1996). Viéc phan phéi cac vec to adenovirus FVII t&i
ché thiéu hut FVIII d& chinh ly dugc hoan toan ki€u hinh wa chdy mau va biéu hién cao
FVIIl ngudi (Connelly,1996). Tuy nhién, su bi€u hién FVIIl & ché chi [a ngén han do cé phat
trién cac khang thé& trc ché FVIIl cta ngudi (Connelly va céng su., 1996). Viéc diéu tri
bénh wa chdy mau B cla ché véi vec to Avl ma cho FIX da chinh ly nhanh chéng ki€u hinh
bénh chay méau. Tuy nhién, trong trudng hop nay khéng phat hién thdy cac khang thé dic
hiéu FIX ctia ch6 (Kay va céng su., 1994). Trong cac mé hinh khac véi cac bénh ma dich
la gan thi cac vec to Avl ma cho cac gen ornithine transcarbamylase (Stratford-
Perricaudet, 1990; Morsy va céng su., 1993), gen phenylalanine hydroxylase (Fang va
céng su., 1994). gen apolipoprotein E (Stevenson va cong su., 1995) va gen receptor
lipoprotein ty trong thap cda ngudi (Ishibashi va cong su., 1993)... dd dugc dung trong
diéu tri v&i cdng nghé di truyén trén chudt knockout nhirng gen nay.

Trong tat ca cac trudong hop déu dd chirng minh ré rang cé su chinh ly (sira chita) cac
kiu hinh khiém khuyét sau khi duwgc tri liéu véi vec to adenovirus. Tuy nhién, trong da sé
trudng hop, hiéu (rng tri liéu chi 1a nhat thoi. Cling twong tu nhu vay, viéc diéu tri bénh
lipid cao & thd Watanabe v&i vec to Avl mé hoa receptor LDL da lam gidm dang k& murc
cholesterol trong vong 3 tuan (Kozarsky va cong su., 1994).

Cac vec to Av1 da dugc danh gia va chirng minh |3 tai nap hiéu qua véi rat nhiéu mo va
co quan ngoai ph&i va gan, chang han nhu tim (Kass- Eisler va cong su., 1993) hay co tim
va xuong (Stratford - Perricaudet va cong su., 1992; Kass - Eisler va cong su., 1993;
Ragot va coéng su., 1993; Vincent va cong su., 1993) hay tluy xuwong (Mitani va cong su.,
1993), ndo (Le Gal La Sall va coéng su., 1993), hé TKTU (Bajocchi va céng su., 1993;
Davidson va céng su., 1993), cac t& bao ndi md (Lee va cong su., 1993; Lemarchant va
cong su., 1993), than (Moullier va cong su., 1994), cac té bao véng mac (Jomary va
céng su., 1994) va cac u dac (Haddada va cong su., 1993; Brody va céng su., 1994;
Wilson va céng su., 1994).

Gen tri liéu qua trung gian vec to adenovirus v&i cac bénh méc phai nhu ung thu cling
theo 2 chién lugc, thir nhat 1a cam (rng doc tinh t& bao d6i véi cac té bao dac hiéu khéi u
va thir hai la kich thich tén tai tinh mién dich khang khéi u dugc cdm (rng bang cach xir ly
cac moé cd khéi u véi vec to adenovirus ma cho p53 (Will va cong su., 1994; Zhang va
codng su., 1995) hodc bang cach sir dung mot t8 hop gdm gen herpes thymidine kinase
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va ganciclovir da diéu tri thanh céng cac khéi u méi hinh thanh trong cac mé hinh trén
chuét (Chen va céng su., 1995; Yet va cong su., 1996). V&i phuwong phap tiém ching
vec to Avl ma cho cDNA interleukin-2 thi ciing thdy c6 su ting cudng tinh mién dich
khang khéi u & chudt (Haddada va cong su., 1995; Cordier va céng su., 1995; Huang va
céng su., 1996).

6.6 Danh lira dap &ng mién dich cta vat cha déi véi sy chuyén gen
adenovirus
in vivo

M3c ddu cac vecto thé hé thir nhat tai nap va bi€u hién gen chuyé&n véi hiéu luc cao,
nhung trong nhiéu trudng hep thdi gian biéu hién lai rat ngén. Lam mat su biu hién cling
vGi doc tinh truc tiép cta vec to (Connelly va cong su., 1996), su nhiém tring va tac
dong cla cac té bao mién dich (Yet va cong su., 1994; Yang va cong su., 1994, 1995)
déu dan dén su hly hoai té bao tai nap. Dic tinh cla cac té bao tai nap véi vec to Avl la
bi€u hién cta hau hét cac gen adenovirus giam nhiéu, mirc protein virus dugc bigu hién
thap (Mettereder va cong su 1994; Yang va cong su., 1994), nhirng quan sat nay da
chirng minh rang cé dap ng ctia lympho T gay doc té bao (cytotoxyc T lymphocyte -
CTL) truc ti€p khang lai cac té bao biéu hién cac gen chu chét cua virus, két cuc 12 loai di
cac té& bao dd duoc cong nghé héa (Yang va cong su., 1994, 1995, 1996). B&i vay, gidm
bét hon nra su bi€u hién gen virus c6 thé lam giam dap (rng mién dich (PUMD) cla vat
chl déi v&i cac té bao tai nap va lam tang thdi gian bigu hién gen chuyén. That vay, viéc
phat trién vec to adenovirus thé hé hai Av2 véi mot protein gan DNA nhay cam véi nhiét
72 kDa ma hoéa & vung E2a cua bo khung virus sé& cho phép kéo dai sy biéu hién & gan
chudt trudng thanh c6 DUMD tét cling nhu giam dap &ng CTL (Engelhardt va céng su.,
1994, Yang va coéng su., 1994; Ye va cOng su., 1996). Tuy nhién, cac phan tich vé vec
to Av2 trong cac chudi khac nhau cua chudt va ché bi bénh wa chay mau B da chi rd
khong cé su khac biét vé thoi gian bi€u hién gen chuyén so véi vec to Avl (Fang va cong
su., 1996). Gan day, ngudi ta da thiét 1ap duoc cac vec to thé hé thir ba - Av3 mét cac
doan E1, E2a va E3 da nang cao tiém nang sao chép DNA clia vec to va su bi€u hién cua
virus in vitro muén hon cac vec to Av1l va Av2 (Gorziglia va céng su., 1996). Hon n(ra,
cling da c6 cac vec to adenovirus loai trer nhiéu doan trong cac ving E1 va E2
(Armentano va cong su., 1995; Wang va cbéng su., 1995; Gao va cong su., 1996; Yeh va
cdng su.,1996). Cac vec to adenovirus thé hé ké ti€p s& c6 nhiéu doan loai bdé quan
trong. Khéng nghi ngd gi nira, trong tuong lai s& phai phat trién cac dong té bao bd
sung dé& cung cap cac san phdm gen mat dang trans. Sau cung la viéc sir dung céc vec to
adenovirus chi chira cac tin hiéu dong géi adenovirus thi€t yéu va hop biéu hién gen
chuyén (Clemens va cong su., 1996; Haecker va cong su., 1996; Kochanect va céng su
1996; Lieber va céng su., 1996). Tuy nhién, nhirng vec to nay dugc phat trién véi sur cé
mat clia cac virus trg gilp.

Nhwng that khé ma tao dwgc mot dong té bao dong goi véi ddy du cac chire nang bé tro
virus, vi néu dugc nhu vay thi cac san phdm cua vec to sé khéng chira cac tap chat tur
virus trg gilp. Nhitng vec to virus “nhat nhat” sé& c6 tiém ndng giam thiéu déc tinh té€ bao
va cac DUMD té& bao ciing nhu thich (rng dugc véi cac doan DNA ngoai sinh Ién (trén 35
kb).
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Phuong phap khac d&€ lam gidm bt DUMD té bao déi véi cac té bao tai nap adenovirus
nhung van duy tri bigu hién gen chuyén Ia sir dung cac tac nhan kiém ché mién dich nhuw
cyclosporin A (Fang va cong su., 1995), FK506 (Lochmiiller va céng sy 1995, 1996;
Vilquin va cong su., 1995) va cyclophosphamide (Joose va cong su., 1996). Tuy nhién,
kéo dai viéc sir dung cac chat kiém ché mién dich cé thé& sé |am ting cam (rng cac tac
dung phu nghiém trong. Nh& viéc thay d8i cac thudc kiém ché mién dich, cac khang thé&
don dong khang truc tiép cac protein trong té bao T hoat héa nén da lam gidm DUMD qua
trung gian té& bao (Kay va cong su., 1995; Guerette va céng su., 1996; Yang va cong su.,
1996). Vi thé, viéc sir dung cac vec to adenovirus cai tién vai viéc [am mat nhiéu doan
cac gen chud chét cta virus két hop véi ché do kiém ché mién dich da thiét ké duoc cac
khéi té bao ma tinh mién dich qua trung gian té bao da cho phép kéo dai hon su bigu hién
gen chuyén.

Mét han ché khac lién quan t&i mién dich qua trung gian vat chd déi véi viéc sir dung cac
vec to adenovirus 1a néu cac vec to duoc dung lap di 1&p lai thi s& khong thu duoc két
qua vi c6 DPUMD thé& dich d6i v&i protein capsid cla virus (Smith va céng su., 1993; Kay
va céng su 1994; Kozasky va cong su 1994; Yei va cong su 1994). N6i chung, ban chat
clia su bi€u hién gen chuyén qua trung gian vec to adenovirus doi hoi phai c6 nhiéu vec to
d&c hiéu d6i véi cac bénh man tinh nhu bénh xo nang va bénh wa chdy mau - vi nhirng
bénh nay phai diéu tri kéo dai. Cac nghién ctru ciia Smith va cong su (1996) da chirng
minh rang PUMD d8i vé&i vec to adenovirus con phu thudc vao liéu luvong va cé thé duoc
diéu chinh ngay tir thdi diém khdi dau bdi su kiém ché mién dich tic thoi véi
cyclophosphamide hodc deoxyspergualin (DSG) thi s& cho phép str dung lap lai c6 hiéu qua
v@i cac vec to nay.

Mé&i day, ngudi ta da thanh céng trong viéc tri liéu mién dich t8 hop liéu lugng thap it
nhat véi 3 vec to adenovirus (T.A.G. Smith). Hon nita, lap lai su chuyén giao vec to ciing
da thu dugc két qua théng qua chién lugc kiem ché mién dich (Yang va cong su.,
1995.1996) va bang cam (rng dung nap vec to & chudt so sinh (Walter va cong su.,
1996). Cubi cung la viéc sir dung cac adenovirus tr cac serotype khac nhau nhu
adenovirus trung hoa khang thé&, dé la mét serotype virus khéng c6 phan &rng chéo va
ngan ngtra duwoc su tai nap véi mot adenovirus ciia mét serotype thi hai (Kass - Eisler,
1996; Mastrangeli va céng su., 1996). Tuy nhién, chién lugc ndy con lién quan téi viéc
ché tao va dic tinh cta cac da vec to ma hoda cho cac gen ma ta quan tam.
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Chuong VIl

CAC VECTO ADENOVIRUS LIEN HQOP
7.1 M& dau

Virus adenovirus lién hop (adeno - asociated virus - AAV) la virus DNA khong gay bénh
cho ngudi, véi nét dic trwng dac biét vé cac sinh hoc nay nén nhiéu ndm nay n6 da nam
trong tam ngém clia cac nha virus hoc phan tir (Berns, 1990; Carter, 1990; Flotte, 1993;
Hermonat va Muzycka, 1984; Tratschin va céng su., 1984). Nhin chung, AAV la virus duy
nhat trong s6 céc virus dang duoc sir dung trong chuyé&n gen, d6 1a virus nguyén ban cuta
ngudi khdng gay bénh va trén thuc té c6 th& (rc ché ca khéi u gay ra bai cac virus khac
(Cukor va cong su., 1975; DeLaMaza va Carter, 1981; Hermonat, 1989, 1991; Khlief va
céng su., 1991; Kirschstein va cong su., 1968; Labon va céng su., 1987; Mayor va cong
su., 1973; Ostrove va coéng su., 1981). Ngudi ta sét séng moét cach tu nhién véi viéc
trng dung mot virus trong tri liéu la do tinh céng sinh tu nhién véi vat cha cdia né chinh la
con ngudi. Tuy nhién cling phai hét sirc than trong vi cac tinh chat sinh hoc cua virus cé
thé thay déi khi hé gen cla n6 dugc cong nghé hbéa d€ chuyén thanh mot vec to.

7.2 Tinh chat sinh hoc caa AAV
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7.2.1 Phan loai va lich str tu nhién ctia AAV

AAV truéc day duoc xac dinh nhu mét tap chat trong nudi cdy adenovirus. Nhiéu type
huyét thanh cla AAV ciing da duoc xac dinh gém serotype 1, 2 va 3 cla ngudi,
serotype 4 AAV cua khi cling nhu cac AAV cua bo, ché va chim (Blacklow, 1988). AAV la
thanh vién ctia giéng dependovirus thudc ho Parvoviridae. Ciing giéng nhu cac parvovirrus
khac, AAV tén tai nhu mot hat icosahedral khong vé, duong kinh khoang 20nm (Hinh
7.1).

AAV chira bao gid gay bénh cho ngudi mic ddu cé6 doé chudn huyét thanh cao. Cac
serotype 2 va 3 clia AAV cé trong hong va bénh phdm |4y t&r hdu mén cua tré em khée
manh khi moét trwrong hoc xay ra bénh tiéu chay do bi cdm (rng adenovirus (Ad-) (Blacklow
va cong su., 1971). Quan sat khong thdy c6 su khac biét vé cac triéu chirng 1am sang
gilfa ngudi tham nhiém AAV clng véi Ad va nhirng ngudi chi tham nhiém Ad. Mac dau
trong cac té bao ngudi, AAV c6 thé & trang thai tiém &n cac qua trinh tdng san ung thu.
Nhung that ngac nhién 13, s c6 mat clia cac serotype AAV lai ty |1é nghich vé&i cac ri ro
ung thu tr cung do cam rng virus (Cukor va céng su., 1975). Cac nghién ciru trén dong
vat va cac mé hinh nudi cdy mo véi cac tac nhan gay khéi u da khang dinh ring gen AAV
rep cé chirc ndng nhu mot chat kiém ché ung thu (Hermonat, 1991; Kleift va cong su.,
1991; Labow va cbéng su., 1987).

89



Hinh 7.1 Cac hat AAV trén hién vi dién tu. Cic hat AAVZ2 duoc lam tinh khiét & gradient CsCl
(1,419/ml) céc virion thé€ hién ré hinh icosahedral 20nm (phéng dai 40.000 lan). Trong dnh thay ro
hat adenovirus I6n nam canh hat AAV & band 1,3 6g9/ml (phéng dai 120.000 lan).

(Theo Terence R. Flotte va Barrie J. Carter. Gene Therapy Technologies, Applications and
regulations. John Wiley & Sons Ltd 1999).

7.2.2 C4u trac ctia AAV va hé gen cta né

Hé gen cua AAV da dugc phan dong (Laughlin va cong su., 1983; Samulski va céng sur.,
1982), duoc giai trinh ty (Srivastava va cong su., 1983) va cac dac tinh dd duogc xac
dinh chi tiét (Hinh 7.2). Phan tan cling gém céc trinh tu 13p dao nguoc véi 145 nucleotide
(inverted terminal repeats - ITR). 125 nucleotide phia ngoai clia ITR tao nén su gap doi
dam bao cho c4u trac hinh cdp téc khi & chudi don.

Cac ITR chira tat ca chirc ndng tac déng dang cis can cho su sao chép DNA, sy dong goi,
su hop nhat réi phan cét va giai thoat ké& tiép (Samulski va cong su., 1989). Trong ITR
con cb cac yéu té phién ma, gém cac vi tri sp1 va vi tri khéi dau (initiator-inv) cho su
phién ma cua RNA (Flotte va cong su., 1993). Vai trd cua cac yéu té nay trong chu ky
séng cua virus tu nhién thi van chua ré. ITR con cé céac vi tri gan cho protein Rep68 (dé
cap duéi day) - gilt vai trd quan trong trong qué trinh két thac va hop nhat & vi tri dic
hiéu.
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Hinh 7.2 C4u trac hé gen cta AAV. Hé gen AAV duoc ghi véi thang 100 don vi map (1 don vi map
= 1% kich thudc hé gen, vao khoang 47 bp). Nhiing hdp mé la cac doan Iap tan cung ddo nguoc
(ITR). Cac promoter (ps, p:9, Pao) duoc vé nhur cac ellipse dic. Tin hiéu polyadenylate héa & vi tri
map 96. Cac ban phién ma RNA tur cac promoter AAV nam & phia dudi ban d6 DNA vdi céc intron
duoc thém vao. Ving mé cho protein la céc hép cirng. Ba protein capsid VP1,VP2 va VP3; bén
protein la Rep78, Rep68,Rep52 va Rep40.

(Theo Terence R. Flotte va Barrie J. Carter. Gene Therapy Technologies, Applications and
regulations. John Wiley & Sons Ltd 1999).

Trong ITR cb 2 gen virus la rep mé cho cac protein chirc nang can cho su sao chép va cap
m3 cho cac protein cau tric cta capsid. Gen rep duwgc phién tr 2 promoter, promoter 5
va promoter 19. Bang cach str dung cac promoter nay véi cac ban phién ma RNA ghép va
khéng ghép ngudi ta da tao duoc 4 protein Rep. Nhirng protein nay la Repp78, Rep68,
Rep52 va Rep40 (phan loai theo trong lwong phan tir cda chdng). Rep78 va Rep68 cé rat
nhiéu dic tinh: (1) gidn DNA véi mot trinh tuw nhan biét Rep ddc hiéu (specific Rep-
recognition sequence - rrs) trong mdi ITR (McCarty va cong su., 1994), (2) c6 hoat tinh
cla helicase DNA, (3) c6 hoat tinh endonuclease dic hiéu chudi, déc hiéu vi tri d&i véi ITR
ctia AAV khi sao chép vai giai thoat DNA, (4) gén DNA v&i céc trinh tu rrs trong trinh tu
hop nhat cGa nhiém sic thé 19 (Neitzman va cong su., 1994) va (5) cé chirc nang la
chat hoat héa va kiém ché su phién ma (Antoni va céng su., 1991; Beaton va cong su.,
1989; Kyostio va cong su., 1994). Ba chirc ndng ddu quan trong d6i v&i s sao chép binh
thudng trong mot chu ky sinh san. Viéc gan véi rrs trén nhiém sac thé 19 c6 thé gid vai
trd quan trong trong pha tiém tang ctia chu ky séng. Chirc ndng diéu hoa phién ma rat
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quan trong déi v&i viéc kiém ché biéu hién gen & pha tiém &n va hoat héa né khi & pha
phién ma. Rep78 va Rep68 ciling thic ddy su phién ma cla promoter di loai clia cac virus
khac va cac gen cua té& bao. Rep78/68 cé hoat tinh nhu mét chat kiém ché tao khéi u
(Hermonat, 1991; Klief va cong su., 1991). Nhirng chirc nang hoéa sinh ctia Rep52 va
Rep40 chua duwoc xac dinh rd, mac dau san phdm gen cua chdng can cho su tich tu cac
ban phién ma DNA chudi don khi da bi tham nhiém.

Gen cap duoc phién ma tir promoter p,, d€ tao nén 3 san phdm protein VP1, VP2, VP3
véi cac trong lugng phan tlr twong tirng la 85 kDa, 72 kDa va 61 kDa. V&i viéc str dung 2
vi tri ti€p nhan ghép ndi khac nhau sé tao dwgc 2 ban phién ma khac nhau: mot ban phién
ma nhé ma cho VP1 va mét ban phién ma Ién ma cho VP2 va VP3 (Trempe va Carter,
1998). Nhirng protein nay khac nhau vé chiéu dai cac tan cung amino, tuy nhién & vung
ma cho VP3 thi lai d6ng nhat. VP3 chiém 84% protein capsid, ca 3 VP (VP1, VP2, VP3)
déu can thiét cho su 1&p rap tron ven cac hat virus.

7.2.3 Chu ky séng cua AAV

Chu ky s6ng cua AAV gém 2 pha, pha sao chép, sinh san va pha tiém tang (Hinh 7.3)
(Bern, 1990; Carter, 1990). Trong chu ky sinh san, AAV c6ng thdm nhiém vé&i mot virus
trg gilp (adenovirus hodc herpesvirus). Nh& virus trg gillp ma su sao chép ctia AAV méi
xdy ra cung véi su capsid hoa virion & cac thé hé con chau. Cac virion nay sé duoc giai
phéng néu virus trg gilp tach khdi t& bao. Hiéu (rng cla virus trg gilp 1a truc tiép. Mot sé
té bao trong nhitng diéu kién dic biét, cac yéu t6 té€ bao c6 thé gilp cho AAV sao chép
ma khong cén virus tro gidp chang han nhu khi tri liéu két hop cling cac tac nhan gay doc
cho gen nhu birc xa cue tim (UV), birc xa gamma hoac hydroxyureas (Schlehofer va cong
su., 1986).

Néu té bao bj nhiém AAV ma khoéng c6 virus trg gilp thi AAV sé di vao pha tiém tang cda
chu ky séng. Van dé nay ndi chung c6 lién quan téi sy hgp nhat 8n dinh cua dimer dau -
dudi clia hé gen AAV. Tuy nhién, thé& episome clia AAV van t6n tai trong cac té bao tham
nhiém it nhat ciing vuot qia con s 100 (Cheung va cong su., 1980; Hoggan va cong
su., 1972). Cac dac tinh vé su phét trién va hinh thai hoc té bao khéng bi tac dong truc
ti€p bdi sur tiém &n ctia AAV. Néu cac té bao da tham nhiém tiém tang lai tham nhiém tiép
v&i virus trg gilp thi AAV cé thé dugc gidi thoat, tirc la né céd thé di vao pha sinh san cuda
chu ky séng.
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Hinh 7.3 Chu ky séng cua AAV. Cac pha tiém tang va pha sinh san trong chu ky séng cta AAV
(Theo Terence R. Flotte va Barrie J. Carter. Gene Therapy Technologies, Applications and
regulations. John Wiley & Sons Ltd 1999).

7.2.4 Tinh d3c hiéu vj tri ciia sy hgp nhat AAV

Mot dac trung it thdy clda su tiém &n AAV 1a khuynh huéng hop nhat cia AAV véi mot
vling d&c hiéu trén nhiém sac thé€ 19 cla ngudi, do6 1a vi tri AAV-S1. Trong cac nghién ctru
vé dong té bao bat t&r tham nhiém véi AAV, cac nhém nghién cliru da phat hién dugc cac
doan hop nhit AAV trong cling mot ving cla nhiém sac thé 19 (q13,3-qgter) & 65-70%
dong té bao (Kotin va céng su., 1990, 1991, 1992; Samulsski, 1993; Samulsski va céng
su., 1991). Vi tri AAV-S1 véi 8,21 kb ndy da duoc giai trinh tu va thay c6 nhiéu yéu té
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quan trong, bao gém nhirng tuong déng rrs ctia AAV va cac trinh tu nhan biét dau tan
cung (terminal recognition sequence -trs). Giraud va cong su (1994) da chi ré6 doan 0,5
kb & vi tri S1 khi hgp nhat véi mét plasmid cda virus Epstein- Barr c6 episome (EBV) thi
cling dap rng ddy di nhu mét dich cho su hop nhat AAV. Co ché clia su hop nhat c6 thé
lién quan t&i protein Rep68 nhu cac s6 lieu thu dwgc méi day clia Weitzman va céng su
(1994). Theo nhitng nghién ctru ndy thi Rep68 lién két ca vai ITR clia AAV ciing nhu trinh
tu AAV-S1 d& hinh thanh mot phirc hgp véi chire nang nhu mot chat trung gian cua tién
hop nhat.

7.3 Cac vec to tai td hgp tor AAV
7.3.1 C4au trac cua céc vec to AAV téi t6 hop

Trong cac nd luc nham phat hién nhitng déc trung déc quyén trong chu ky séng AAV &
cac vec to chuyé&n gen, mét s nhom nghién cliru da xay dung dugc cac vec to téi t6 hop
bang cach loai bét di mdt s6 phan bén trong hé gen AAV trong céc plasmid va cai cac gen
chuyé&n vao nhirng té& bao nghién ciru (Flotte va céng su., 1992). Trong cac nghién ctru
gan day, Hermonat va Muzyczka, (1984); Samulski va cong su., (1989); Trastchin va
cOng su., (1984) thi cac vec to AAV c6 nhiéu gen rep va cap dong thoi c6 bd sung thém
hodc AAV dang hoang da hodc cé su gbi dau cac cau trac da bi loai mot phan. Nhing vec
to nay la kha thi cho viéc sir dung AAV nhu mét vec to véi cac té bao nhan thuc, nhung
cling bi han ché& do c6 mét virus hoang da nén c6 hiéu (rng kiém ché phién ma qua trung
gian gen rep.

Samulsski va cong su., (1989) d4 chirng minh rang c6 thé tao duoc cac ché phdm vec to
AAV hoan toan khéng cé AAV hoang da néu dung cac cau tric khong g6i dau Ién nhau
(Hinh 7.4). Trong quy trinh déng géi, cac cau trac vec to cé chira gen nghién ciru duoc
bao vé badi ITR ctia AAV, khi d6 cac plasmid “déng goi” b6 trg sé biéu hién rep cia AAV va
gen cap tr mot plasmid th hai s& cong tham nhiém vao cac té bao dd tham nhiém
adenovirus. Vi cac ITR cé chira céc tin hiéu dong géi nén bat ky cdu tric vec to nao cod
kich c& thich hop (£ 5 kb) s& duwgc dong godi, khi dé rep/cap b8 tro s& khong can biu
hién cac cau trac.

7.3.2 Chién lugc déng gbi cac vec to AAV téi t8 hgp

DE& capsid hoa DNA vec to AAV téi t8 hgp trong cac virion thdm nhiém can phai c6 5 yéu
t6 sau: (1) cac té bao cho phép su sao chép AAV (293 té bao), (2) modt virus trg gilp
(adenovirus), (3) vec to AAV tai t6 hop 5 kb hodc nhé hon, bao gém cac ITR hd trg cac
gen chuyé&n va bat ky promoter, yéu té tidng cuwdng, intron hodc cac yéu té polyadenylat
héa nao , (4) ngudn protein Rep va (5) ngudn protein capsid. Nhirng yéu t6 nay c6 thé
dugc cung cap bdi cac té€ bao tham nhiém adenovirus lai cong tham nhiém véi 2 plasmid
khac, mot plasmid cé chira DNA vec to AAV tai t6 hop (ITR*, rep , cap’) va mot plasmid
khac b8 tro cac gen AAV (ITR, rep* , cap*). Nhitng té bao nay sau d6 duoc ly giai bang
cach 1am dong lanh nhiéu lan hodc bang cac phuong phéap vat ly khac dé& giai phéng cac
virion déng goi. Vec to AAV da doéng goi sau ndy c6 thé& tach khdi cac manh vé té bao va
virus trg gitp bang siéu ly tdm véi CsCl.
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Hinh 7.4 T& chiurec cua cac vec to co so AAV2. Hé gen AAV vdi thang don vi map duoc trinh bay ¢
phia trén cang gém cac ITR nhu cac hép mé va cac promoter (ps: , P;q, P,) duoc vé la cac hinh
ellipse den. Céc plasmid vec to (& gitFa) duroc cdu tric bang cdch cai mét gen la vao mét thanh hoi
téi mau (phan cén quan tdm) va mét promoter (vong tron hoi téi mau) gita cac ITR v&i vai tré nhu
céc géc sao chép va céac tin hiéu déng géi. DNA vec to duoc déng géi trong céc hat AAV tham
nhiém sau khi dd céng thdm chuyén vd&i plasmid déng géi d3 loai ITR (phdn du'di cung) sé di vao céc
té bao thdm nhiém adenovirus.

(Theo Terence R. Flotte va Barrie J. Carter. Gene Therapy Technologies, Applications and
regulations. John Wiley & Sons Ltd 1999).

Co nhiéu gidi han tiém &n vé hiéu luyc dong géi do ky thuat coéng thdm chuyén plasmid
don. Thit nhat, thiéu (khéng c6) hiéu (rng tiém tang vé tham chuyén va van dé nay sé con
duwgc nhan 1én do c6 2 plasmid di vao cac té bao ddng go6i mot cach doc lap. Cac dong té
bao da duwoc tao ra c6 chira mét ban phién ma 6n dinh cta DNA vec to (dang cé thé hoi
phuc dugc- rescuable form) (Flotte va céng su., 1995) va/ hoac plasmid bi€u hién
rep/cap (Clark va cong su., 1995). Mirc d6 biu hién cua rep trong té bao dich ciing la
moét yéu t6 gidi han tiém &n . Mot thuc té |a chinh Rep68 cé thé diéu hoa xudng su biéu
hién tlr cac promoter lap tan cung dai cua HIV (HIV long terminal repeat -LTR) trong 293
té bao, & d6 promoter nay 1a mot cau trac hoat hoa (Flotte va cong su., 1995).

7.3.3 Su t6n tai cua DNA vec to trong céc té bao dich

Viéc sir dung AAV nhu mot vec to tai nap la dua trén gid thiét cho rang AAV tai tS hop
van con gilt dugc cac dic tinh xac dinh cia mot AAV hoang da trong viéc thiét lap kha
nang ton tai ctia né. Trong thuc t& cé nhiéu nghién clru da xac dinh rang cac vec to AAV
da loai trr rep, khong cé virus hoang da cé thé€ lam trung gian cho su bi€u hién gen
chuy&n mét cach 6n dinh in vitro va in vivo. Tuy nhién, nhitng bang chirng méi day xac
nhan rang co ché su ton tai clia cac vec to AAV loai bd rep cé thé& khac véi AAV hoang
da (Afione va cong su., 1994). Cac nghién ctru in vitro xac dinh rang céac vec to CFTR cla
AAV (cystic fibrosis tranmembrane conductance regulator) hgp nhat vao locus S1 cla
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AAV thap hon so véi AAV hoang da (Kearns va cong su., 1994). Trong mét s6 nghién
ctru in vivo & khi rhesus thdy vec to CFTR cla AAV tén tai trong cac té bao ngoai bién
cla phé quan t&i trén 3 thang (Afione va coéng su., 1996). Trong trudng hop nay
episome duy tri & dang cac ban phién ma DNA chudi kép cla vec to. Nhirng quan sat nay
d4 Gng ho cho gia thiét cho rang su tuong tac dic hiéu gilra rep68, ITR clia AAV va trinh
tw S1 cua AAV cé lién quan t&i su hop nhat dac hiéu vi tri nhd cac AAV hoang da.

7.3.4 Céc yéu t6 cua té bao vat chia tac déng téi sy tai nap vec to AAV

Ngu i ta da xac dinh duoc hiéu (rng tang sinh té bao vat chd va biéu hién gen virus tro
gilp d6i v&i sw tai nap vec to AAV. Luu tam téi su phan chia té bao, c6 mét vai nghién
clru d3 chi ré rang DNA vec to cé thé& di vao cac té bao tinh (bat déng) (Flotte va cong
su., 1994; Podsakoff va cong su., 1994; Russel va cong su., 1994). Hiéu rng su biéu
hién gen chuyén rat thay d&i. Mot nghién ctru cho thay khi cac té& bao tinh bj tham nhiém
vGi vec to thi sau d6 qua su chon loc méi (neo- selection) sé& tai lai chu ky séng, déng
thoi cé su thay d6i chat it vé hiéu (rng tai nap khi so sanh véi cac té bao dang sinh
trwdng (Podsakoff va cong su., 1994). Mat nghién ctru khac cho thay khi s tham nhiém
nhan I&n rat cao thi t& bao phai phan chia cham lai méi cé dwgc mirc bi€u hién gen chuyén
tuwong tu nhu cac té bao sinh trudng nhanh (Flotte va céng su., 1994). Cong trinh thu
ba lai thdy c6é su giam dang k& hiéu (rng tai nap & cac té bao tinh khi so sanh véi cac té
bao dang sinh trwdng (Russel va cong su., 1994). Cac nghién ciru khac cé lién quan da
chirng minh c6 su khac biét vé hiéu &rng tai nap gilta cac té bao bat diét va cac té bao so
cap (Harbert va cong su., 1995), mac dau c6 mot s6 nghién ciru khac in vitro va in vivo
lai khdng thdy c6 su khac biét (Kaplitt va céng su., 1994). Sau chét 1a c6 th€ tang
cudng su bi€u hién bang birc xa UV (Alexander va cong su., 1994). Mét nghién ctru khac
gan day da cho thay su biu hién vec to AAV c6 th& dugc nang lén bang cach trung hop
tham nhiém adenovirus véi bigu hién sdn phdm gen E4- orf6 cla adenovirus (Fisher va
codng su., 1996). Cé y kién cho rang hiéu (rng nay la do su téng cudng téng hop chudi
dan trong khi chuyé&n d8i tir DNA chudi don sang phién ban DNA chudi kép cla vec to.
Pang tiéc 1a cong trinh nay khéng xac dinh dugc vai trd nhan 1én cta tham nhiém hoéc
dong hoc ctia su t8ng hap chudi dan khi Ad E4- orf6 khéng dugc bigu hién.

7.3.5 Tom tét nhing tién lgi vd bat tién cla céac vec to tai nap AAV

Nhirng tién lgi va bat tién tiém &n cla cac vec to co s& AAV dung cho gen tri liéu dugc
toém tt trong Bang (7.1). Tién loi chinh ctia AAV vuot hon hin cac vec to virus DNA
khac nhu adenovirus 1a khéong cé bat ky mét trinh tu ma hoéa virus nao trong céac vec to,
do d6 tranh cho céac té bao tai nap khdi bi nhan dang va dao thai b&i hé mién dich. AAV
tai t6 hgp ciling c6 thé tién vao té bao va tén tai & d6 véi mot thoi gian kha dai.

Bang 7.1 Nhing tién loi va bat tién cua céc vec to AAV dung cho gen tri liéu

Nhng tién loi Nhirng bat tién
1. Khéng sinh mién dich (khéng cé trinh 1. Doi hdi phai chuyén thanh DNA chudi
tu méa hoéa virus) kép (c6 thé lam cham su biéu hién)
2. Cac thanh phan capsid khéng gay 2. Tan suat hgp nhat giam vi vng mit
phan (rng viém déi véi vat chd protein Rep
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3. Dua dugc DNA vao trong té bao dich 3. Gidi han déng gd6i nhé (4,7 kb cho
4. DNA tbn tai lau trong té bao dich mot 1an cai)

B4t lgi chinh ciia AAV 1a AAV vao té bao nhu mot DNA chudi don va bt budc phai chuyén
d6i thanh DNA chudi kép thi méi bi€u hién dugc gen chuyén. Diéu nay c6 thé& lam gidi han
murc do bi€u hién trong mot sé té bao. Cling nhu da dé cap & trén, cac vec to AAV khoéng
c6 gen rep nén khong th& hop nhat véi tan suat cao nhu AAV hoang da. Diéu nay lam han
ché& thoi gian bi€u hién gen. Gigi han vé ddng goi ciia AAV tuong déi nho, chi khoang 5
kb. Vi cac vec to phai chira cac ITR (0,3 kb), do d6 d6i véi mét 1an cai chi cho phép 4,7
kb bao gém viing ma hoa gen chuyé&n, promoter, tin hiéu polyadenylate va céac yéu t6 diéu
hoa khac. Mic dau viéc san xuat vec to AAV van chua dat duoc hiéu qua cao, nhung
trong tuong lai s& c6 moét vec to véi nhiéu wu diém cho phép sir dung rong rai trong lam
sang.

7.4 Ung dung cla cac vec to AAV

Nhirng rng dung cuia cac vec to chuy&n gen ctia AAV in vivo va in vitro dugc tém tat
trong bang dudi day:

Bang 7.2 Ung dung cua céac vec to AAV

in vitro in vivo
Dich té bao Loai bénh Dich té bao loai bénh
K562 (erythroid) Bénh thi€u mau ving Phé quan thé Bénh xo nang
bién
CD34 + PBL Bénh té& bao liém Phé& quan Rhesus Bénh xo nang
TB tuy xwong Bénh thudéc hemoglobin Nao chuét Bénh Parkinson

chudt
IB3-1 (ph& quan)  Bénh xo nang

Nguyén bao sgi Bénh Gaucher’ va chirng

ngu i loan duwéng chat tréng
nao

Dong lympho Bénh AIDS

CD4+

Lympho B bat t&r  Bénh tao hat man

7.4.1 Ung dung in vitro
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Céac vec to tai nap AAV dugc nghién cliru trudce tién & cac dong té bao bat tir nhu Hela,
293 va KB véi cac gen neomycin phosphotransferase (neo) va chloramphenicol
acetyltransferase (CAT) (Hermonat va Muzyczka, 1984; Tratschin va cong su., 1984,
1985). Cac vec to nay da dugc sir dung trong cac dong biét héa xa hon nhu dong K562
erythroleukemia (Walsh va céng su., 1992), dong té bao ngoai bién cta phé quan xo nang
IB3-1 (Flotte va cong su., 1992) va mét vai dong té bao lympho CD4+ (Chatterjee va
codng su., 1992). Cac vec to AAV ciing dugc sir dung trong cac dang té bao so clp & cac
moé hinh in vitro véi cac bénh dac biét.

Nhi€u céng trinh nghién clru hudng vao viéc sir dung cac vec to AAV trong cac té bao tir
tly xuwong, d6 la phuwong phap diéu tri c6 tri€n vong toét déi véi cac bénh thudc
hemoglobin. Walsh va céng su (1992) la nhirng nguoi dau tién chirng minh sy bi€u hién
dugc diéu hoa cao ctia gen [ globin ngudi trong dong té bao K562 erythroleukomia. V&
sau cling nhém nghién ctru nay lai chirng minh tinh kha thi ctia viéc sir dung vec to AAV-
globin d& tai nap cac té bao hau thé c6 CD4+ tir mau ngoai bién ctia mot bénh nhan thiéu
mau té bao liém (Miller va céng su., 1994). Nhirng két qua tuong tu cling thu dugc véi
cac té€ bao cé CD34+ tir khi rhesus va ngudi tham nhiém véi vec to AAV-I- galactosidase
hodc v&i AAV hoang da (Goodman va cong su., 1994). Cac vec to AAV ciing dugc sur
dung dé& biu hién antisense d6i v&i gen [ globin - c6 thé& diéu tri hiéu qua bénh thi€u méau
Dia Trung Hai (0 thalassemia) do thiéu can bang 0 va O globin nén gay ddt bién dong
hong cau (Ponnazhagan va cong su., 1994).

Céac vec to AAV ciing duoc dung trong cac mé hinh bénh tao mau so cp. Vec to AAV da
dugc sir dung trong cac té bao tién than tao mau cla chudt (Zhou va cong su., 1993).
Mét nghién ciru quan trong khéc lai ding cac té bao tir mot bénh nhan thiéu mau Fanconi,
c6 b8 sung thém nhém C (FACC) (Walsh va céng su., 1994). Su tai nap clia cac té bao
vGi vec to AAV-FACC da sira chita lai khuyét tat co ban trong DNA va phuc héi kha nang
hinh thanh quan th& (khiém khuyét kha ning nay sé& sinh bénh). Cac vec to AAV ciing
dugc dung d& chuy&n gen NADPH - oxydase (thi€u hut gen nay cé & cac bénh tao hat
man tinh (chronic granulomatous disease) (Thrasher va céng su., 1995), gen
glucocerebrosidase thiéu hut & bénh Gaucher va gen arylsulfatase A thiéu hut trong bénh
loan duéng chat trdng ndo (metachromatic leukodystrophy) (Wei va cong su., 1994).
Mét céng trinh khac da mé ta viéc sir dung vec to antisense AAV d& (rc ché su sao chép
cla HIV-1 trong cac dong té& bao lympho, dé 1a phuong phép diéu tri hira hen d6i véi bénh
AIDS (Chatterjee va cong su., 1992).

M6t vai nghién cliru da xac dinh kha nang rng dung cta AAV nhu la mot vec to chuyén
gen cho bénh xo nang. Cac vec to AAV bi€u hién CFTR dugc thiét l1ap tir cac thanh phan
nhoé ctia promomoter AAV néi sinh lam thuén lgi cho sy dong géi & vung méa cho CFTR 4,5
kb, cung véi 0,3 kb cua ITR d3 kién tao duoc kich ¢& vec to gan véi gidi han dong goi cta
AAV (Flotte va cong su., 1993). Cac c4u tric vec to AAV-CFTR duoc tao ra c6 th& dong
goi va tai nap dong té bao IB3-1 khiém khuyét CF, két qua la sira chira dugc ki€u hinh
khiém khuyé&t van chuyén chloride. Diéu tha vi 1a CFTR biéu hién dd dan dién cla chloride
theo mot dudng thang va lap lai dap ing cAMP cua kénh chinh Iwu chloride (Egan va cong
su., 1992; Schwiebert va cong su., 1994). Viéc chirng minh dugc kha nang stra chira
ki€u hinh trong nudi cdy khéng chon loc da khich 1& cac nghién ctru in vivo vé su chuyén
gen AAV-CFTR.

7.4.2 Ung dung in vivo
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Céac cong trinh da xuat ban vé chuyén gen in vivo véi cac vec to AAV déu hudng vao nio
va phéi - d6 1a cac co quan dich c6 tiém nang. Kaplitt va cong su da chirng minh rang cac
vec to AAV biu hién gen /acZ trén 3 thang sau khi tiém truc tiép vao ndo chuét. Ho ciing
chi ré rang vec to AAV khi bigu hién gen tyrosine hydroxylase (TH) dd c6 tac dong téi
viéc stra chira mot phan ki€u hinh trén mé hinh chuét vé bénh Parkinson. Cac vec to AAV-
CFTR da duwagc nghién ciru trén phGi thd (Flotte va cong su., 1993) va trén khi rhesus
(Afione va cong su., 1996) -khi cac gen dugc chuyén vao qua dudng phé quan. Trong
moi trwdng hop, su tén tai lau dai ctia DNA vec to va su biéu hién cla RNA déu phai dam
bao khoéng gay déc tinh. Nhirng nghién ciru nay la co s& cho pha | lam sang ciia AAV-CFTR
duoc duwa qua mii va phdi nhitng bénh nhan xo nang (ngudi I6n) khi méi méc bénh
(Flotte va coéng su'., 1996).

7.5 Van dé an toan

AAV Vé co ban [a mét virus thudng tham nhiém trén ngudi nhung khéng gay bénh va cac
vec to AAV kha an toan trong cac test in vivo. Tuy nhién, di€u quan trong la can phai luu
tam vé tinh an toan v&i cac thir nghiém Iam sang va tién 1am sang sép tién hanh. Tinh an
toan véi cac vec to AAV bao gém: (1) nhirng rui ro tiém &n cla vec to gen trj liéu d6i vai
nhirng ngudi du dinh sé tri liéu, tirc 1a nhitng van dé lién quan t&i bénh nhan va (2)
nhirng rdi ro c6 thé cling nhu su phat tan virus tai t6 hgp sang nhirng nguoi khac, tic la
moi trudng tiép xdc.

7.5.1 Nhirng van dé lién quan té&i tinh an toan

Nhirng s6 liéu in vitro gan day da chirng minh khéng thdy c6 déc tinh & cac vec to AAV
khi thi nghiém trén phéi thé va khi rhesus hodc trén nio clia chudt. Vi vay, déi véi tinh an
toan clia vec to chi con 1a viéc so sanh nhirng van dé ly luan cting nhu kinh nghiém dat
duagc gira AAV va cac vec to virus khac.

Vé kha ning gay dot bién ghép va tao khéi u cling da duwgc quan tam bédi vi cac vec to
loai bd rep dd hop nhat khdng dac hiéu véi mot s6 té bao trong quan thé& dich. Tuy nhién,
DelaMaza va Carter (1981) ciling da ki€m tra vé tiém ning gay khéi u clia ca rep*AAV va
repAAV trén mé hinh chuét lang méi sinh. K&t qua cho thay khong cé bang chirng nao vé
su kich thich tao khéi u bai virus. Trén thuc té€ ca rep*AAV va repAAV déu c6 tiém nang
trc ché& gay khéi u ctia adenovirus type 12. Xa hon nita khi theo déi dai han cting khéng cé
bang chirng vé& nhirng bién d&i ting san ung thu & cac ddng vat lién quan téi su chuyén
gen in vivo nhu di dé cap & trén (Flotte va cong su., 1993; Kaplitt va cong su., 1994).
Theo kinh nghiém thi rui ro vé& dot bién déi véi cac vec to nay la thap.

Vé kha ning gay viém nhiém cam (rng bdi vec to va dap (rng mién dich qua trung gian té
bao thi thay tang Ién bai vi khi cac vec to adenovirus dugc dua vao phéi thi thiy cé dap
(rng viém (Simon va coéng su., 1993) va cé su loai trir mién dich d6i véi cac té bao tai
nap (Yang va céng su., 1994). Nhirng van dé nay da duoc nghién clru truc tiép trén khi
rhesus v&i cac vec to AAV (Conrad va codng su., 1994). Viéc chuyén giao qua khi quan
AAV-CFTR t6i bi€u md phé quan cling khéng thdy cé kém theo viém nhiém theo nhu céc
phan tich dich phéi (bao gém viéc dém té bao, do mirc interleukin -6 (IL-6) va interleukin -
8 (IL-8), cac nghién ctru phong xa, chirc ndng phéi va giadi phau bénh hoc). Nhirng nghién
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clru nay con xem xét ca liéu lwong vec to ( 1X10"" hat, kéo dai 10-180 ngay). Cé hai
khac biét co ban gitta AAV va Ad la: (1) protein capsid AAV it déc hon va khong gay
viém nhiém va (2) khi vdng mat trinh tuw ma hoa virus trong cac vec to AAV thi sé tranh
cho cac té bao tai nap tré thanh dich d6i véi mién dich té bao.

7.5.2 Van dé an toan méi trudng

Muén duoc sir dung trong cac thirnghiém lam sang, cac vec to AAV phai ddm bao an
toan cho nguoi. V&i cac thao tac ex vivo, tiéu chudn an toan sinh hoc phai dwoc dat 1én
d4u tién cling nhu cac van dé lién quan t&i su chuy&n gen bao gém: (1) AAV roi khdi co
thé€ ngay sau khi dugc trj liéu va (2) ciru thoat va loai bé vec to véi nhirng ngudi sau khi
tri liéu bang vecto AAV lai tham nhiém AAV hoang da va adenovirus. T4t ca nhifng van dé
nay dd dwoc nghién ctru trén mo hinh khi rhesus (Afione va cong su., 1996). V& viéc giai
thoat cho bénh nhan ciing c6 nhiéu cach khac nhau nhu thay déi vi tri va trinh tu cla Ad,
wt-AAV va cac vec to AAV-CFTR. Tuy nhién trong da s& cac trudng hop van chua thay
cac vec to bi roi ra bén ngoai moi trwong. Nhuwng khi tiém véi liéu lugng cuc 16n (10'°
hat) AAV hoang da sau d6 la AAV-CFTR & clng mot vi tri trén dudng hd hap réi lai cho
nhiém Ad thi phat hién & phdi sau 6 ngay tri liéu c6 mot lwgng nhé AAV-CFTR bi roi rung.
Nhirng phat hién nay di khing ding rang nhitng rui ro ctia AAV déi véi méi trudng noi
chung |a thap.
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Chuong VI

NHUNG TIEN BO DAT DPUQC TRONG CAC VEC TO HSV CONG NGHE HOA DUNG
DE CHUYEN GEN TO1 HE THAN KINH

8.1 M& dau

Gen tri liéu cho ching ta mot diém dén ddy hira hen véi viéc diéu tri cac bénh thudc hé
than kinh trung uvong (central nervous system - CNS) - & dé c6 mot hang rao ngéan cach
gitra mau va ndo bd, ngdn can su ra vao clia cac chat. Tuy nhién, do su chuyén hoéa ving
va chuyén hoa té bao cla ndo bd nén doi hoi thudc phai dwgc chuyén dén nhirng ving
d&c biét cua ndo cling nhu téi cac dang té€ bao cdu thanh. Nhirng bénh than kinh hién nay
dang duoc tri lieu bang gen nhu cac bénh thoai hda neuron, bénh u ndo va cac hdi chirng
tu mién dan dén su hly hoai cac thanh phan mé than kinh. Tién trién cta cac bénh thoai
héa neuron man tinh nhu bénh Alzheimer va Parkinson cé thé dugc cai thién bdi cac san
ph&m tiét ra tai ché clia cac yéu t6 than kinh 1am ngan can su thoai héa neuron hai ma
(hippocampal) hodc cac neuron dopaminergic clia b6 th& van chat xam. Nho cac thi
nghiém trén mo hinh dong vat nén d4 sang té rang tién trién clia bénh cé th& dugc ngin
ngtra b&i neurotropin dic hiéu (yéu té ting trudng than kinh - nerve growth factor -
NGF) hodc cac yéu t6 than kinh dém (glial- derived neurotropic factor -GDNF) tac ddng
vao céac tiéu diém, trong trudng hop nay sé doi hdi vec to phai bi€u hién dugc cac cau
thanh cla neurotropin véi mirc thap trong cac té bao dic biét & ving can quan tadm. Cac
khéi u ndo dai dién cho Iép thir hai ciia cac bénh than kinh cling c6 thé& dugc diéu tri bang
cach bigu hién cuc b6 va nhanh chéng céac phan tir tri liéu nhu cac chat tdng cudng mién
dich thu hat cac t€ bao tham nhiém tiéu diét khéi u va cac t€ bao T mién dich dic hiéu
khéi u, cac phan tir gdy doc té bao nhu cac yéu t6 gay hoai tir khéi u hodc cac enzyme
nhu thymidine kinase (TK) cé thé& hoat héa cuc bé cac thuéc khang ung thu. Cac thuéc
dugc hoat hda nhu ganciclovir va 5 fluorouracil cé thé tiéu diét duwgc cac té bao dang
phan chia ndm sat canh bang cach truyén tir t& bao nay sang té bao kia nhu trudng hop
thir nhat hoac & trudng hop thi hai thudc sé duoc giai phéng tai mot vi tri nao dé (cuc
bo).

Bénh da so cirng do mat myelin tién trién gay ra bdi su tdn coéng qua trung gian mién
dich, dai dién cho cac bénh tu mién cé thé& diéu tri hiéu qua bdi su biu hién cuc bo cac
cytokine kich thich mién dich ho3c cac chat trc ché cytokine.

Cac gen tri lieu c6 thé duoc dua vao té bao cla hé than kinh bang cach truyén truc tiép
gen in vivo hodc ex vivo véi viéc ghép cac té bao tai nap. Ex vivo bao gém viéc dua gen
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tri liéu t&i cac quan thé& t&€ bao nhu neuron thai nhi hodc neuron bat tir, cac té bao géc
cla hé than kinh t6 tién da nang, cac té bao wa crom thugng than, té€ bao than kinh dém
hodc nguyén bao sgi, nhirng t& bao nay sau dé c6 thé& nudi cdy duoc in vitro réi cay lai
vao vat chl, n6é c6 thé nam tai chd hodc di cu téi cac vi tri khac. Viéc chuyén gen in vivo
doi héi vec to phai c6 kha niang chuyén giao duwoc cac gen tri liéu truc tiép vao cac té bao
ctia hé than kinh. Van dé chinh trong trong viéc phat trién cac vec to tri lieu in vivo
thudng lién quan téi dich va viéc chuyén giao t&i cac té bao thich rng, déc tinh hay su
bat 6n dinh tiém tang cda vec to, khad niang dap &rng mién dich cda vat chd ngén can viéc
tién vao cla vec to hoic su loai thai cac té bao tai nap vec to, cling nhu mirc do va thoi
gian kéo dai su bi€u hién gen chuyén trong tri liéu.

Nhi€éu thay d&i vé phuong phap dd dugc thir nghiém trong viéc chuyén gen téi cac
neuron, cac té& bao than kinh dém. Van dé nay bao gém cac ndi dung: cac vec to virus, su
ném bom cula coéng hop DNA véi cac hat vang (gold prticle-DNA conugate
bombardment), tiém truc ti€p DNA plasmid, liposome don 1& hay cung céac tac nhan kich
thich su téng hgp. Cac vec to da dugc chirng minh la phwong tién van chuyén hiéu qua:
virus herpes simplex c6 hé gen khiém khuyét vé sao chép (HVS), HVS amplicon,
adenovirus (AV), virus adeno lién hgp (AAV) va cac vec to tir tai t6 hop oncovirus cua
chuét- lentivirus ngudi (HIV- MoMuLV) cling d3 dugc thir nghiém & cac neuron trong moi
trudng nudi cdy va trén doéng vat. Cac virus co s& nay khac nhau vé tinh huéng, su
trudng tén va mirc do bidu hién gen, nhifng rdi ro bdi cdm &ng hinh thanh cac chat doc,
kha ning tai nap t6i da va tao ra cac kho chira cac virus cé dd chudn cao nhung khéng
con céc virus c6 kha ndng sao chép trong tap chat. Vi HVS t6n tai mét cach tu nhién lau
dai trong cac neuron clia hé than kinh trung wong va hé than kinh giao cam
(parasympathetic nervous system -PNS), mét trang thai trong dé déng cira hoan toan su
bi€u hién gen vong tiéu t6 (lytic cycle expression) nén tranh dugc “su trédng nom” mién
dich” trong khi van ti€p tuc san sinh hang loat cac ban phién m lién hgp tiém &n (latency-
asociated transcripts - LAT), vi thé c6 kha nang tao dugc cac vec to hé gen HSV khong
c6 kha ndng sao chép hodc biéu hién cac san phdm gen khang nguyén virus va déc tinh té
bao khi khai thac cac yéu té promoter LAT tu nhién cho su biéu hién gen do su néi rong
céac tinh chat sinh hoc tu nhién cua virus nay .

8.2 Pic diém sinh hoc cia HSV

HVS-1 la mét virus hudng than kinh tu nhién thong thuwong, né tén tai lau dai va thuong
la lanh tinh d&i véi vat chd [a ngudi. Virus ndy sao chép trong cac té bao ngoai bién cua
mo giac mac va miéng, né tran vao nhding dau tan ctia day than kinh va vao cac hach cam
giac do su dich chuyén lui lai sgi truc (Hinh 8.1). HVS c6 kha nang duy tri dugc nhiéu ban
phién m& cac hé gen virus nhu cac episome nam yén (quiescent episome) trong cac
neuron cam giac cua hé than kinh ngoai bién sau nguyén phan. Virion HVS cé hé gen DNA
chubi kép 152 kb dong goéi hinh vién trong capsid icosadeltahedral. H& gen nay c6 2 doan
doc quyén (U, va Us), méi doan dugc dat bén sudn mot bd cac doan 18p tan cung bén
trong. Bao quanh capsid 18 mét mang boc, mot khéi protein vé dinh hinh véi it nhat 6
protein virus, gém protein shut- off cta virion (virion host shut-off -vhs ), protein nay di€u
hoa xudng su t8ng hgp protein té& bao vat chi va VP16 hoac yéu t6 cam rng tai nap 0 (0
- transinducing factor - [ - TIF), mét protein tuwong tac v&i cac yéu té té bao Oct-1 va
HCF hoat h6éa mét |I&p trung gian sém cac gen virus. Nhirng protein nay vao nhan cung
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vGi virus va tham gia vao qua trinh thdm nhiém. Céc virion thAm nhiém c6 I6p vo sinh ra
tlr s nay choi clia cac hat qua mang nhan trong.

Lép vd co it nhat 10 glycoprotein dugc ma bdi virus, nd hgp nhat vao I6p vo lipid kép d&
c6 thé gén, tham nhap va trai rong tir té€ bao ndy sang té bao khac & nhiéu dang té bao.
Mot dc tinh dang lwu y vé chu ky ly gidi virus 1a su néi tiép c6 trat tu theo thoi gian cla
su bi€u hién gen virus. [ - TIF trong mang virus cam ng su bi€u hién I6p dau tién cac
gen virus IE hoac 0. Bén trong sé 5 gen 0 (ICPO, IPC4, IPC22 va IPC27) c6 lién quan té&i su
diéu hoa phién ma va hau phién ma I&p tiép theo cla cac gen virus hodc cac gen 0. Gen [
cung cap cac enzyme cho su chuy&n héa nucleotide va su sao chép DNA. Lép cudi cling
clia cac gen virus dugc bi€u hién |a cac gen [ can cho su sao chép DNA ciing nhu sy bi€u
hién cac san phdm cua gen IE. Cac gen nay ma cho cac san phdm protein tao nén cac
thanh phan capsid icodeltahedral virus, mang boc va glycoprotein vo.

Mét tang tuong tu vé su bi€u hién gen virus cling xdy ra trong than té bao than kinh
hach cdm giac va céc hat virus tham nhiém c6 th& dugc phat hién sau 7 ngay tham nhiém.
Tuy nhién, trong cac neuron, su bigu hién gen ly giai virus c6 thé& bj nén lai bdi mét co ché
chua dugc rd, theo dé hé gen virus con duy tri ca episome gan véi nucleosome 16n va &
trang thai ndm yén trong nhan té& bao. Nhitng gen tiém tang nay cé th& cam rng tai hoat
do céac kich thich nhu stress hay birc xa cuc tim (UV). Trong hoat héa, cac nucleocapsid
duwgc chuyén nguaoc lai phia ngoai bién, & dé héi phuc lai su sao chép tirc thi trong cac té
bao bigu mo bi. O ngudi, bidu thi clia su tai hoat virus 13 viém giac mac do herpes hoic
cac vét thuong &n nau dién hinh, diéu nay tuy thudc vao vi tri tai dién. Vi vay, virus nay
c6 thé& bj dao dong gilra 2 trang thai trong vat cha: ngl kéo dai hay “tiém 4n”, né bi ngat
quang bdi cac thoi ky sao chép tich cuc cha virus hodc trong mot sé ca thé virus nay co
thé& ngd trong suét doi séng cla vat chi ma khéng can c6 su tai tham nhiém.

Khi & trang thai tiém dn su phién mi virus bi giG¢i han bdi mot ban phién ma doc quyén céd
ngudn géc & vung 10 kb dinh vi & cac doan l&p tan cing bén trong (internal repeats -IR
and terminal repeats- TR) ctia hé gen virus (Hinh 8.2). Hai ban phién ma 2,0 va 1,5 kb
duoc tich tu trong cac hach cam giac bi tham nhiém tiém &n, d6 la cac ban phién ma hop
nhat tiém &n (latency - associated transcript - LAT). Nhifng bang chirng gan day cho thay
cac LAT 2,0 va 1,5 kb 1a cac intron 6n dinh c6 nguén géc tor mot ban phién ma so cap
khong 6n dinh 8,3 kb.

Vai trd chirc néng ctia LAT hién van chua ré. Viéc loai bd ving LAT khéng lam mat di kha
nang cla virus déi vai viéc sao chép hodc thiét 1ap trang thai tiém &n, nhwng 1am cham lai
hodc lam gidm kha nang tai hoat cla virus. Mét cong trinh gan day khi sir dung cac té bao
hach day than kinh so da chirng minh dugc rang chirc ndng ctia LAT la lam tang s6 lwgng
neuron ma virus cé thé& tén tai & d6. B&i vay, nhitng dot bién tac dong téi su bigu hién
LAT khéng chirng minh dugc la ngdn can sy thiét 1ap tiém &n, vi vay c6 thé& khai thac
vung diéu hoa promoter LAT d€ hudng vao su bi€u hién dac hiéu tiém &n cua gen tri liéu
dugc cai vao LAT.

Hinh 8.1 Sy thdm nhiém HVS cta vét chd. Su thdm nhiém HSV so cdp cla céc té bao ngoai bién
hodc niém mac ving miéng mét cua vét chd, két qua Ia cac hat virus con chdu thdm nhiém mét cach
nhe nhang cham tran v&i cdc ddu tén cang soi truc do vay kich thich vi tri thdm nhiém so cép. Su
dich chuyén lii vé phia soi truc cua virus téi than té bao than kinh trong cac hach dady théan kinh so
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c6 thé dan tdi ly gidi su sao chép hodc thiét Idp su’ thdm nhiém ldng hay tiém &n. Trong trang thai
tiém &n hé gen virus van con cd episome vong, do vy véan cé su phién ma dé cé céc ban phién ma
hop nhét tiém &n (vén ldng) LAT. Virus ndy tu trang théi yén ldng cé thé duoc kich thich tai hoat
réi di vao vong ly gidi va tao ra céc virion con chéu tién téi ngoai bién bang su chuyén dich Iui lai
soi truc, & dé cé sy thdm nhiém tai dién dan t&i tén thuong cé thé nhin thiy duoc.(trang sau)
(Theo M. Karina Soares, William F. Goins, Joseph C. Glorioso va David J. Fink. Gene Therapy
Technologies, Applications and regulations. John Wiley & Sons Ltd 1999).
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8.3 Phat tri€n caic vec to HSV cho hé than kinh

Trong viéc ché tao cac vecto virus ngudi ta phai quan tam t&i tinh huéng mé dac hiéu,
trang thai hop nhat khang lai episome cua cac vec to virus, dd doéc/ hodc tinh khang
nguyén, su tredng tén va marc bigu hién gen mong muén, nhing rdi ro vé sinh khéi u, kha
nang tai nap téi da va trong mot sé trudng hop phai tinh t&i khd nang tao ra cac kho
chira virus c6 dd chudn cao nhwng khéng chira cac virus sao chép trong céc tap chat.
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Tinh huédng tu nhién cta HSV va hé gen clia ndé & dang episome trong cac té bao dich 1a 2
d&c tinh vén c6 cla virus ndy ma né tré thanh mot vec to hap dan cho gen tri liéu hé than
kinh. Duéi day 1a nhirng tém tat vé nhirng tién bd dat duwoc trong viéc cong nghé héa cac
vec to HSV dlng trong tri liéu hé than kinh khi stir dung cac virus tai t6 hgp.

—F = T
Notl Pstl

o Istl Hinlcll slau N?tl BarInHI Nclm

1 11 1 1 | 1 1
:41;7009 ot 129403
ncll LAP1 LAP2 BamHI

ICPO ICP34.5 ICP4
. W\* f——
. orf-P
5@ 3 8.3 Kb polyA* mLAT
5'5‘)'_“‘3' 2.0Kb po]yA" LAT (Ly glél va tlém téng )

d > ] - o & ~
S, =3 1.5 Kb polyA” LAT (Tiém tang)

Hinh 8.2 M6 ta su biéu hién cac gen tiém dn cia HSV. Sy dinh vi cdc ban phién ma (LAT) cua HSV
cé lién quan téi cdc RNA cua gen ly gidi ICPO, ICP34,5, Orf- P va ICP4 trong hé gen gdc. Cac
promoter LAPT va LAP2 hoat tinh tiém tang cé lién quan t&i ddu 5’ cua mLAT 8,3 kb va intron LAT
2,0 kb. Khi st dung intron LAT 2,0 kb cé nguén géc tor mLAT 8,3 kb d3 xac dinh duoc céc tin hiéu
ghép (SD,/SA,) chat cho/ chdt nhéan khi thdm nhiém tiém tang va ly gidi. LAT 1,5 kb I3 két qué cta
viéc ghép néi intron ghép dbi (twintron) 0,5 kb tur LAT 2,0 kb nho s dung céc tin hiéu ghép ndi
SD,/SA, déc quyén cho trang thai tiém tang.

(Theo M. Karina Soares, William F. Goins, Joseph C. Glorioso va David J. Fink. Gene Therapy
Technologies, Applications and regulations. John Wiley & Sons Ltd 1999).

8.3.1 Loai trur cac chirc ndng phy d€ nang cao kha nang cla cac gen ngoai lai

Hé gen HSV c6 84 khung doc m&, phan nhiéu duoc b8 sung bdi protein t& bao vat chia va
thém cac chirc nang phu cho viéc sao chép cha virus va sy phat tan trong vat chu. Baoi
vay ngudi ta c6 thé& tao ra duoc cac tai t6 hop virus trong dé cac gen khoéng thiét yéu
cta HSV -1 sé dugc thay thé bang nhitng hop bigu hién gen chuy&n ma khong bi anh
hudng bdi kha nang sao chép cla virus khi nuéi cdy. Cac vec to da c6 thay déi cac chirc
nang phu khéng thiét yéu céa biét thi c6 kha ning sao chép trong cac té bao dang phan
chia (cac té€ bao khéi u) nhung khéng sao chép dugc trong cac té bao hau gian phan (cac
neuron ndo bd). Ching han nhu, nhirng virus d3 loai bd enzyme t3ng hop DNA m3 hoa cac
gen (TK hodc ribonucleptide reductase) hodc gen c6 lién quan tGi su gay déc than kinh
(ICP34,5) sé dugc phat trién trong cac neuron hau gian phan trong nio bd va vi vay lam
giam kha nang sinh bénh khi dugc tiém ching. Mdc du nhing vec to nay van con déc tinh
cao d6i v&i té bao nudi cdy nhung doc tinh té bao in vivo lai gidm nén ching da dugc st
dung nhu cac tac nhan hdy khéi u khi diéu tri bénh u ndo vi ban chat phan chia tich cuc
cla cac té bao khéi u da cung cap mdt cach thich (rng cac nucleotide va bd may téng hop
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DNA cho su sao chép cua virus va sau d6 ly giai cac té bao khéi u. Tuy nhién, nh&ng virus
nay cuc ky déc déi véi cac té bao dang phan chia trong nuéi cy ciing nhu déi véi phan
I6n cac dang té bao in vivo vi thé viéc sir dung né trong gen tri liéu bi han ché rat nhiéu.
Nhitng gen khong thiét yéu cé thé& dugc loai bd khdi hé gen virus d& phong ngtra su sao
chép khi nuéi cdy va viéc loai trir cac gen phu dac biét c6 thé& 1am suy gidm dang k& su
sao chép. Poan Ug cta HSV-1 c6 13 gen, trong dé chi c6 mot gen can cho su phat trién
ctia virus trong nuéi cdy méd (Us6 ma cho gD). Khi loai trir doan DNA nay sé& gilp cho gen
thiét yéu déc quyén trong locus U, tao nén mot khong gian hé gen (~ 20 kb) dé& cai dugc
cac hop 16n hoac da gen. Thém vao d6, doan Us ma cho 4 glycoprotein khéng thiét yéu
(g9J, 9G, gl va gE), néu bj loai trir né sé dao thai tiém nang gén cuda virus cling nhu dap
(rng mién dich cla vat chd déi véi vé virus. Khi loai tror mot khoang tir Us1 dén Ug5 va
mot phan doan ldp IRg s& tao dugc mot tai t& hop gidm kha nang sinh bénh in vivo. Tuy
nhién, nhiéu doan Us van con ton tai trong tai t8 hop nay. Gan day ngudi ta da cdng nghé
héa duoc mot tai t6 hop trong dé di loai tror 8,5 kb doan tir Us3 téi Us11 trong mot thé
dot bién ma gD da duoc thay thé bang gC. Virus ndy da bai bé hoan toan su phat tan tor
té€ bao nay sang té bao khac in vitro va khéng cé hiéu (rng phat tan PNS sau khi tiém
chiing qua giac mac. Tuy nhién, viéc loai trir doan Us ma cho Us3 dé&n Ug11 c6 thé& lam
giam su nhan dang mién dich ctia vec to nay do da loai bd khang nguyén dich khang virus
tiém tang, trong khi dé lai tang kha nang tai nap cua vec to.

8.3.2 Poc tinh té& bao cla céc vec to hgp nhat

Mac ddu cac vecto HSV c6 hé gen thudc thé hé thir nhat (Hinh 8.3A) da loai bd ICP4 c6
thé& tai nap t6t cho té bao nudi cdy va cac neuron in vivo, nhung lai c6 ddc tinh cao cho
cac t& bao co va neuron so cap ciing nhu cac té bao dang phan chia khac (other non-
permissive dividing cells) trong nuéi cdy tham chi ngay ca khi tham nhiém thap. Cé 1& 1a s
bi€u hién cac san phdm gen HSV van con ca IE nén né van tiép tuc biéu hién cac thé dot
bién ICP4™ do d6 |am thay d6i su phién ma (ICPO, ICP22, ICP27) gay nén doc tinh, b&i vi ca
su bigu hién gen sém va muodn déu 1am giam rat nhiéu hoic lam mat han dot bién loai tror
ICP4 va khi tri liéu bang interferon sé& pha v& biu hién gen IE gay doc cua virus. Cac virus
bat hoat bang UV gidm dang k& doc tinh té bao trong cac té bao moé co va cac té bao
khac trong nudi cdy. Gen IE thir 4 bi€u hién vuot trdi khi ving mét ICP4 14 ICP47. ICP47
khéng gay déc té bao bdi vi hoat tinh ctia ICP47 c6 lién quan téi viéc tro gidp virus xam
hai hé théng mién dich vi né can thiép vao trinh dién khang nguyén 16p | clia hé théng hoa
hop t6 chirc chinh. Mét gen gay déc té bao tiém &n khac 1a U 41 ma cho protein mang
boc (vhs) dap &rng su lam ngirng (shut-off) va lam mat 6n dinh cho mRNA té bao chu. Khi
loai trir bat ky gen nao trong s6 4 gen IE hodc vhs thi cling khong lam gidm dugc déc
tinh.Tuy nhién, trong cac thi nghiém tham chuyén thi ICP4, ICPO, ICP22 va ICP27 déu gay
doc doi véi té bao, diéu dé chirng té rang ICPO, ICP22 va ICP27 déu gép phan tao nén doc
tinh & cac vec to tai t6 hop thé hé | thiu ICP4. Vi vay céan phai loai b ca 4 san phdm gen
hoat chuyén IE trong t6 hgp d€ loai bé doc tinh qua trung gian vec to lam cho vec to cé
thé& chuyén gen t6i té€ bao véi mirc tham nhiém cao ma khéng lam chét té bao.
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Hinh 8.3 Céc chién luoc tao vec to. (A) san xudt cdc vec to HSV cé hé gen khiém khuyét duroc
céng nghé héa trong cac dong té bao dé& cung cdp cac gen IE thiét yéu d3 bj loai trir dang in trans.
NhiPng vec to ndy khéng cé kha ndng sao chép trong cédc neuron vi dd mét cac gen IE thiét yéu. (B)
Amplicon sinh séi ndy né trong vi khudn nho viéc sur dung géc sao chép cua vi khudn (E. coli ori) va
sau dé tham chuyén vao dong té bao bé tror bi tham nhiém véi HSV tro gitp khiém khuyét. Plasmid
amplicon sau dé sinh séi ndy né do cé mat géc HSV (HSV ori) va tin hiéu déng géi (trinh tu ‘a’) va
hop nhéat trong cédc hat bao gém céc doan trung ldp amplicon ( khodng 150 kb) hodc hé gen HSV
khiém khuyét. (C) Hé thong amplicon khdng cé virus tro gitip khéng doi héi virus tro gitp khiém
khuyét hodc dong té& bao b tro cho plasmid amplicon déng goi. Plasmid amplicon duoc thdm nhiém
vdo céc té bao cung vdi 5 cosmid cé chira cdc doan gbi ddu nhau dai dién cho tit ca hé gen HSV
mé cho toan bo protein can thiét cho viéc san xudt cac hat tham nhiém. P& dadm bdo chic chan I3
chi ¢é plasmid amplicon mdi duoc déng géi chur khéng phai Ia cosmid, ngudi ta da loai trur cac tin
hiéu déng géi (trinh tu ‘a’) khdi céc dong cosmid. (D) hé théng lai HSV-AAV sur dung hé amplicon
khéng cé virus tror gidp dé déng goéi amplicon cé chira gen tri liéu dit bén suon bang céc céc doan
ldp tén cung (ITR) cia AAV d& ma cho gen AAV rep, gen ndy cé thé hop nhat vdi gen tri liéu trong
nhiém séc thé vat chu khi rep duroc biéu hién.(Hinh vé & trang sau)

(Theo M. Karina Soares, William F. Goins, Joseph C. Glorioso va David J. Fink. Gene Therapy
Technologies, Applications and regulations. John Wiley & Sons Ltd 1999).
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Vec to an toan nhat sé phai loai di cac gen IE cla virus d& hoat héa cac chirc nang sém va
mudn cuta virus in vitro. Nhitng th& dét bién loai trir nhi€u phan gen sé& khéng con kha
nang sao chép trong cac neuron hodc trong bat ky té bao nao ngoai dong b8 trg bién nap
8n dinh. Nhirng thé& dét bién loai trir chirc ndng IE clia gen ICP4 va ICP27 thi it doc hon
nhitng th& dot bién chi loai tror mot gen don. Khi loai ICP22 khdi virus ICP47/ICP27" thi lam
giam dang k& déc tinh cua vec to hgp nhat. Nhirng thé dét bién da loai trir cac gen nay
thi c6 kha ndng tai nap mot s6 té bao nudi cdy md ma khéng gay chét té bao, khi tham
nhiém tang 10 l4n hodc it hon mot chat. Tuy nhién, ICPO bi€u hién vuot trdi vé dot bién
va c6 th& gay anh hudng téi su phat trién té bao, su sao chép clia hé gen va su phan
chia t& bao. Mac dau khi loai trr ICPO, ICP4 va ICP27 cé lam gidm doc tinh va kéo dai dang
k& d6 dai bigu hién gen chuyén in vitro, nhung mirc dé bigu hién gen lai giam rat nhiéu so
véi vec to chi thiéu ICP4, ICP22 va ICP27. Viéc loai trir ca mot hé théng gen nay nham
lap ra mot bang cac vec to virus d& chon loc trén co s& dé doc té bao cua virus va cac
san pham khang nguyén cla virus cting nhu su bi€u hién gen chuyén téi thich in vivo. Tinh
khang nguyén cla cac vec to hop nhat la mét van dé déi véi vat chi vi tri nhé mién dich
sé& hoat hoa cac té bao T hiéu (rng réi chinh nhirng té bao nay sau d6 sé loai trir cac té
bao c6 mang vec to. Cudi clng 1a nhitng vec to nay khong du kha ndng thiét yéu dé tai
hoat virus ra khoi trang thai tiém tang cua ching, vi th€ ma ma cac vec to nay tuong déi
an toan. Ciing can phai nhan manh rang cac vec to chuy&n gen véi xu huédng tu nhién doi
vGi hé than kinh ciing cé thé ap dung duoc déi véi cac md khac.

8.3.3 Hé thdng promoter d6i véi sy bi€u hién gen chuyén

Tinh trwrdng ton va mirc dd biéu hién gen doi hoi vec to chuyén gen phai phu thuéc vao
ban chat ctia (rng dung tri liéu. Bi€u hién gen tri liéu mdrc thap nhwng dai han phu hop véi
viéc diéu tri nhirng bénh thoai hoa tién trién va cac bénh man tinh nhu Parkinson hoac
Alzheimer, con khi bigu hién v&i mirc dd cao nhung chi 1a nhirng san phdm nhat thoi cla
protein tri liéu lai thich hop d6i v&i viéc diéu tri cac bénh lién quan téi su hdy hoai mé géc
khi gap cac su cé than kinh nhu dot quy hay khi bénh dang Ién con. Cac promoter virus va
té& bao dic hiéu neuron dugc sir dung dé biéu hién gen chuyén trong cac quan thé dich va
cac hé théng bigu hién cdm rng sé tac dong tdi thdi gian cha su bigu hién gen chuyén.

8.3.3.1 Sy bi€u hién tic thi

Nhiéu promoter cla cac vec to HSV amplicon va vec to HSV cé hé gen thudc thé hé thi
nhat dd duoc sir dung dé€ bi€u hién gen tri liéu trong hé than kinh. R4t nhiéu promoter
vong ly giai HSV nhu promoter ICPO va ICP4 cta gen [ (IE), promoter ICP6 ciia gen (IE/E)
0/0, promoter ICP8 va TK cua gen [0 (E), promotergen 0 (L) nhu gC dd duoc sir dung
trong cac vec to hé gen. Tuy nhién, trong tat ca cac trudng hop chang chi con hoat tinh
khi tham nhiém cdp. Mac dau cac promoter ctia gen 0(IE) da duoc sir dung rong rii trong
hé théng amplicon dé€ kéo dai sy bi€u hién ctia gen chuyén, nhung hoat tinh nay van bi
anh hudng mot cach tiém &n badi su c6 mat cua virus tro gilp trong ché phdm amplicon
hodc trong tai t6 hgp gilra plasmid amplicon va hé gen virus trg gilp.

Cac promoter tir cac virus khac nhu SV40, virus JC, cytomegalovirus clia ngudi (human
cytomegalovirus -HCMV) hodc cac doan 13p (ITR) cua HIV, virus Rous sarcoma va virus
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Moloney gdy bénh bach cau & chuét (moloney murine leukemia virus - MoMLV) da biéu
hién gen chuyén tirc thoi trong hé than kinh hodc cac mé khac tror trwdng hop LTR cua
MoMLV dat ké véi promoter hoat tinh tiém tang clia HSV.

Cac promoter té bad nhu 0 globin hoic albumin ciing nhu enolase dic hiéu than kinh
(nerve -speciic enolase- NSE), cac to than kinh (neuronfilament -NF) hodc hypoxanthine
phoshoribosyltransferase- HPRT), cac promoter dic hiéu than kinh khong bi€u hién duoc
hoat tinh t& bao hodc van duy tri dwgc hoat tinh nén trong vec to hé gen HSV. Tuy nhién,
ca tyrosine hydroxylase (TH) hodc cac promoter diac hiéu than kinh proenkephalin déu
thdy bi&u hién trong cac vec to amplicon dugc st dung trong hé TKTU va c6 tinh dac
hiéu té€ bao. Tat ca cac promoter té bao va promoter virus khi test tir cac gen dugc phién
m3 bdi cac promoter ctia RNA polymerase Il (RNAPI) va RNAPIII cho thdy d6 1a su phién
ma tirc thoi tir cac vec to hé gen HSV, diéu d6 chirng té rang ban chat hoat tinh tirc
thoi clia promoter trong cac vec to thé hé thir nhat khéng phai dua trén co s& cua lop
RNA polymerase trong phirc hgp phién ma.

Su bi€u hién cta cac promoter HSV ICPO va HCMV [E thudc vec to dét bién thé hé tht 3
da loai trir cac gen IE (ICP4, ICP27 va ICP22) trong neuron nudi cdy va trong hé TKTU in
vitro loai gdm nham kéo dai 6-8 tudn chirng minh rang mét trong sé cac san phdm gen IE
dé duoc loai trir trong vec to nay dé lam giam bét su bi€u hién gen cia cac vec to virus
loai trir IE don thé hé thi nhat. Cac promoter ddc hiéu than kinh c6 hoat tinh tirc thoi
trong cac vec to thiéu ICP4 thé hé thit nhat da chirng minh rang tinh dic hiéu than kinh
cla cac vec to loai trir nhiéu gen IE thudc thé hé thi 3 c6 thé bigu hién dai han nhu cac
vec to amplicon.

8.3.3.2 Sy bi€u hién dai han

Ngudi ta da chirng minh rang trong ving diéu hda hop nhat tiém tang cta HSV gdc thi
chi c6 hé théng promoter |a gilp duy tri bi€u hién gen tr cac vec to HSV-1 tai t6 hop
trong hé than kinh. Chirc ndng cta cac yéu té tac dong dac hiéu cis d6i véi su biéu hién
gen hgp nhat tiém tang dang dugc danh gia nham xay duwng mot promoter téi wu trén co
cd vung diéu hoa promoter LAT nguyén ban. Ching ta hiéu rang, su biéu hién gen dac
hiéu tiém tang phu thudc vao cac trinh tu trong hop TATA 203 bp c6 LAP1 va ving diéu
hoa nguoc (Hinh 8.4). LAP1 dinh vi ngay & dau 5’ cta LAT phu 8,3 kb c6 hop TATA, vi tri
gén ICP4, hop CAAT, vi tri gan U1, 2 yéu t6 CRE, vi tri Egr-1, Sp1 gia dinh, YY1 va céac vi
tri gan yéu t6 POU cling nhu yéu t6 téng cudng & vi tri khdi ddu su phién ma - can cho
su phién ma co ban in vitro. Khi ICP4 gén vao vi tri khdi déng phién ma hoéc Egr-1 diéu
hoa xuéng truc ti€p su phién ma hép TATA thi sy phién ma bi kim ham, cé 1& do han ché
hinh thanh phirc hop tién khéi ddu. Cac nghién ctru in vitro trong céc té bao PC12 chirng
minh rang promoter LAT duoc hoat héa thdng qua con dudng tai nap tin hiéu Ras/Raf d&
dap ng véi cac yéu té bén ngoai ching han nhu NGF va sodiumbulate. Cac cong trinh
trwdc day cling nhu hién nay déu chirng minh rang hop TATA, USF1 va céac vj tri CRE Ia
céan thiét cho su biéu hién LAT in vivo va gan day cing cho thay vi tri gan yéu t& POU gia
dinh cling déng gép vao su bi€u hién LAT in vivo.
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Hinh 8.4 Céc yéu té tic ddéng cis trong LAP. Hai trinh ty cia promoter hoat héa tiém tang (
latency active promoter- LAP) LAP1 va LAP2 duoc xac dinh la nam & phia trén cia LAP. LAP1 cé
hép TATA v&i céc yéu té kiém soat trén nhur CAAT, USF1, CRE, Sp1,YY va céc vi tri POU, ving bat
d4u phién ma ném vai tro hoat tinh co ban cta LAP1 va vj tri gan ICP4 diéu hoa xuéng su biéu hién
cta LAP cing nhu moét yéu té tang cudng manh nam phia dudi vi tri bat ddu phién ma. LAP2 la mét
promoter yéu hon LAP1, né thiéu hép TATA nhung lai cé cdc yéu té thuong rét hay thay déi cua
promoter gen ndi tro, mét trinh ty gidu GC va mét trinh ty gidu C/T tach biét nhau bdi mét  trinh
tw 23 thymidin, tat c4 ching déu can cho sy hoat déng cua LAP2 trong céc thur nghiém biéu hién
gen tuc thi.

(Theo M. Karina Soares, William F. Goins, Joseph C. Glorioso va David J. Fink. Gene Therapy
Technologies, Applications and regulations. John Wiley & Sons Ltd 1999).

LAT cting bi€u hién mudn trong vong dai virus ly gidi, chll yéu do promoter thit hai- LAP2
thic d8y LAP1 trong di€éu hoa bi€u hién LAT trong thoi ky tiém tang. LAP2 dinh vi gan
ngay intron LAT, c6 chira mot yéu t6 khéi ddu twong hop véi yéu t6 khdi ddu gen Va2
cla adenovirus it TATA hon hop TATA cac yéu té diéu hoa trong cac promoter”’ndi tro”
(housekeeping), mot yéu té gidu C/T cé trong cac promoter it TATA va mot doan poly T
gém 23 thymidine thay & céac trinh tu diéu hoa gia dinh cta cac gen té bao nhan thuc cao
hon. C& thanh phan C/T va doan poly T déu can thiét cho su hoat dong cla LAP2 trong
cac thir nghiém bigu hién gen tirc thi. Nhd viéc phan tich EMSA va vét chan (footpoint)
DNAse ngudi ta dd chirng minh rang thanh phan gidu C/T géan véi yéu td phién ma Sp1 va
protein NSEP-1, thudéc ho cac yéu t6 gan promoter c-myc cling nhu yéu t6 EGF-R d3
duoc chirng minh trudc day. Nho cac thi nghiém vé dé nhay cam ctia ST ma nguoi ta da
vé duoc ban dé vi tri nhay cdm cla S1 tai viing ndm gitra thanh phan poly T va trinh tu
gidu C/T cua LAP2. Vi tri nhay cadm S1 nuclease thudng tuwong rng véi cac vi tri nhay
cam DNase | in vivo. Nhirng vi tri nhay cam DNase | c6 nhirng vung 5’ phién ma tich cuc
va cac vlng tang cudng (enhancer) phia trén va cé thé& chirc nang pha vé céu tric chat
nhiém séac la do su loai trir nucleosome. Ngudi ta cling chirng minh rang nho lién két cla
protein HMGI (Y) véi doan poly T ma né thic ddy su chon loc va lam xao trén cau tric
DNA cuc bé. Vung gidu G + C cua LAP2 c6 nhiéu ddo nhd CpG, nhirng dao nay cé thé lam
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thay d6i su methyl hda cuc bo. Tuy nhién, co ché nay khéng phai la do hoat tinh ctia LAP
vi hé gen virus khong duwoc methyl héa & trang thai tiém tang. Nhirng dic truwng nay cla
LAP2 c6 thé& gop phan vao viéc loai trir nucleosome hoac hiéu (rng vi tri thic ddy su biéu
hién gen trong hé gen virus.

LAP1 khéi ddu dugc chirng minh la dé gitp cho bi€u hién dai han 0 globin trong hé than
kinh ngoai bién chuét tor mét vec to ma cDNA cla [ globin dd dugc cai ngay duéi LAPT.
T4t nhién, su bi€u hién ndy suy yéu dan theo thdi gian. Tuy nhién, mét téi t6 hgp twong
tu véi cDNA cua 0O- interferon (0-IFN) dwoc cai vao cung vi tri ngay duéi LAP1 lai khong
bigu hién duwoc 0 -IFN tiém tang, diéu dé chirng minh rang nhirng trinh tu trong intron thir
nhat cua 0 globin c6 th& dap &ng cho viéc bi€u hién gen chuyén tur virus tai t8 hop [
globin & trang thai tiém tang. Mot tai t6 hop khac trong d6 cDNA clia O- glucuronidase
duwoc cai dudi LAPT trong mot virus di loai bt mét phan LAP2 thi bi€u hién cao O-
glucuronidase turc thi trong hach than kinh so chuét, con & than ndo thi mirc dé chuyén
gen van & murc thap. Tuy nhién, cling giéng nhu t8 hop [ globin, mic d6 bigu hién gen
chuyén va s6 neuron bigu hién giam dang k& theo thai gian. Trong cac nghién ctru khac thi
LAP1 khéng c6 kha nang duy tri bi€u hién gen chuyén tir locus glycoprotein C (CgC) hoac
ngay ca cac locus LAT khéng c6 céc trinh tu LAP2 d&t dudi. Tuy nhién, khi néi LTR cua
MoMLV vé&i LAP1 d3 bu dép duoc su thi€u hut cac trinh tu dudi do d6 ma biéu hién gen
chuyé&n dai han trong hé than kinh ngoai bién, diéu d6 chirng té rang LAP1 thiéu cac yéu
t6 can cho su bigu hién gen chuyé&n dai han nhung lai cé vi tri tac dong cis can cho su
bi€u hién dac hiéu véi hé than kinh. Su bi€u hién 0- galactosidase duwoc kéo dai khi sur
dung cac promoter LTR clia MoMLV chi khéng phai promoter soi than kinh (neurofilament
promoter) khi hoép /ac Z da cai thém vao phia trén 80 bp theo hudng déi dién véi LAT.
Diéu d6 cé nghia la viing LAP1 thic ddy su bigu hién dic hiéu than kinh khi dwoc gan véi
cac yéu t6 biéu hién dai han CTR ctia MoMLV hodc LAP2.

Khi cai gen chuyén vao ngay duéi LAP2 trong cac locus LAT nguyén ban hay dudi LAP2
don trong vi tri léch (ectopic) ctia gC da cho phép bi€u hién dai han ca trong hé than kinh
ngoai bién (10 thang) cling nhu trong neuron hé TKTU clia chudt mac dau mdc biéu hién
gen chuyén trong ndo giam khi so sanh véi nhirng quan sat trén cac neuron cam giac cua
hé than kinh ngoai bién. Ngudi ta d chirng minh rang LAP2 c6 kha ning biéu hién dai han
NGF trong day than kinh so va cac neuron hach géc bo ti€u nio (dosal root ganglia
neuron) (Hinh 8.5) khi hép bi€u hién gen cé ca locus tk hodc locus Us3 ectopic . Nhirng
két qua nay chirng td rang mot yéu té c6 trong LAP2 dap trng cho su bi€u hién dai han
qua trung gian & trang thai tiém tang va LTR cta MoMLV c6 thé& thay thé cho tac déng
d6. Mac dau LAP1 va LAP2 c6 thé cé chirc nang trong sy biéu hién gen chuyén & hé
TKTU, nhung con phai cai tién hon nita d& c6 duoc su bi€u hién gen tri liéu & mic sinh ly
trén nao.

Ngoai luc tac dong ctia promoter LAT, mirc do va thoi gian bi€u hién gen chuyén con phu
thuéc vao su phién dich mRNA va / hodc tinh n dinh ctia n6é. D€ lam tang su bi€u hién
gen chuyén tir LAP, vi tri tién vao ribosome (internal ribosome entry site -IRES) tir virus
gay viém ndo co tim (encephalomyocarditis) phai hda vao cdu tric gen nghién ciru va
duoc cai vao dudi LAP. Nhirng tai tG hgp nay da bi€u hién dai han 0- galactosidase & cac
neurom van dong va cam giac ctia chudt, mac dau muirc do va vi tri bi€u hién c6 thay dgi
trong quan thé& cac té bao tham nhiém tiém tang. Mirc do tang biéu hién cla gen ngoai lai
c6 & 1a do kich thich cta IRES d& van chuyé&n hiéu qua thong tin t&i té€ bao chat va lam
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tadng su phién dich cla ban tin. Su cai tién nang cép nay rat thuc dung cho he TKTU vi
bigu hién gen chuyén ttr LAP (chi c6 thé dugc bang RT-PCR) & ndo 1a 8n dinh.

SLN
= AICP4 -

AICP4
SV40
gCp ¢ lacZ pPA

N e 3
BamHI LAP2 B-NGF SV40 ggmpi
pA

Hinh 8.5 Sur phat hién bang mién dich huynh quang cuda protein hoat héa mién dich - NGF qua trung
gian vec to hé gen HSV khdng sao chép trong nudi cdy DRG so cdp khi & trang thai tiém tang in
vitro. San pham nuéi cy neuron di tach DRG so cdp duoc phan Idp tur phéi chudt E16 sau 14 ngay
tham nhiém (MOI =10) véi SLN (ICP4, tk:: LAP2-NGF), I6p té& bao don I6p duoc cé dinh bang
methanol va kiém tra sy biéu hién cta [0-NGF bang mién dich huynh quang nho st dung mot khang
thé da dong dic hiéu cho protein va khang thé thu hai dugc danh ddu FITC. Promoter LAP2 c6 hiéu
trng trong su biéu hién NGF trong trang thai tiém tang sau tham nhiém 14 ngay.

(Theo M. Karina Soares, William F. Goins, Joseph C. Glorioso va David J. Fink. Gene Therapy
Technologies, Applications and regulations. John Wiley & Sons Ltd 1999).
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8.3.3.3 Diéu hoa sy bi€u hién gen chuyén

VI céc vec to LAP khéng chuyén duoc gen téi ndo bd véi mirc cao nén ngudi ta phai st
dung hé théng hoat chuyé&n chimeric tai t6 hop cdu thanh cé thé& cam ng duoc dé€ diéu
hoa su bigu hién gen dai han trong Hé TKTU. Trudc hét ngudi ta phai cong nghé héa mot
vec to HSV c¢6 kha nang diéu hoa su bi€u hién gen chuyé&n bang cach sir dung mot cau
trc hoat chuyén chimeric manh Gal4-VP16 clia mdt domain gan DNA-Gal4 ndm men hoa
nhap véi domain hoat chuyé&n san phdm HSV VP16. Chién lwgc ndy dua trén co s& Gal4-
VP16 chimeric ma hoa vec to HSV c6 thé€ gén va hoat hoéa promoter chuyén gen cé chira
5 ban phién ma cap d6i yéu t6 nhan biét Gal4 DNA 17 bp. Gal4-VP16 chirng minh rd rang
la cac promoter hoat chuyé&n cé vi tri ndy mac dau né kiém ché nucleosome. Hon nira, s
bi€u hién clia Gal4-VP16 dugc ki€m soat bdi promoter nhay cdm Gal nén hinh thanh nén
moét vong diéu hoda cdu tric. Hé théng nay di kich thich su bi€u hién gen chuyén trong
nudi cdy ciing nhu & nio bo. Tuy nhién, vong diéu hoda tiém tang nay khéng tao duoc su
bi€u hién dai han cdu trac d6i v&i cac chat hoat chuyén cling nhu gen chuyén trong hé
TKTU vi cac promoter nay chi tac déng turc thi.

Vi van dé dich chuyé&n va su diéu hoa bi€u hién gen chuy&n nén ngudi ta da cai tién hé
théng nay dé& dat dwgc muc tiéu 1a c6 thé cdm rng dugc su biu hién gen. V&i cach tiép
can nay chat hoat chuyén cau tric duoc thay thé bang phan tir chimeric gdm mét bién
dang domain gan hormone clia receptor progesterone hoa véi chat hoat chuyén cau tric.
Domain gén receptor bién dang nay khong gén duoc véi progesterone nhung lai gén duoc
vGi RU 468 tuwong tu nhu progesterone. V&i s c6 mit ctia RU468 chat hoat chuyén
chimeric gilf cho céu tric c6 kha ning gén va hoat chuyén promoter nhay cam Gal4 ma
trong hé théng cé th& cdm rng dugc nay sé bigu hién duoc gen chuyén. Vi thé, khi ving
m&t RU486 thi gen chuyé&n s& nam yén va su biéu hién cé th& dugc hoat hda bang cach
cho thém “thuéc” vao. Nhd st dung hé théng cdm rng duoc ma ngudi ta dat duoc su
bi€u hién gen chuyén tr vec to virus & murc cao trong ndo chudt khi dua vao tinh mach
tac nhan cadm &rng RU486, diéu d6é chirng minh cho tinh kha thi cta hé théng chuyén giao
vec to virus cam rng thuéc. Hé théng nay cé thé& dung d&€ hoat héa dac hiéu su biéu hién
cla cac gen don cling nhu cac da gen.

8.3.4 HSV amplicon

HSV amplicon thudng dugc dé cap nhu cac vec to HSV-1 khiém khuyét, amplicon 1a céac
plasmid duwgc cong nghé hda cé chira ca géc sao chép va tin hiéu déng géi ctia HSV ciing
nhu g6c sao chép cla vi khudn. Cac amplicon duwgc san sinh trong vi khudn sau dé céng
tham chuyé&n v&i mot thé dot bién virus tro gidp HSV khiém khuyét d€ tao ra mot quan
th& hén hgp cac hat HSV cé chira hé gen HSV tro gilp khiém khuyét hodc nhirng doan
trung l3p cua plasmid déng géi trong mot capsid HSV (Hinh 8.3B). Amplicon dugc dung
dé& biu hién cac gen can nghién ctru hodc cac peptide cé hoat tinh sinh hoc tirc thi trong
cac hé théng nudi cdy mé, nhung néu cé6 méat cac hat virus tro gilp thi c6 thé dan dén su
ngd doéc va lam chét té bao va mat dan su biéu hién gen. In vivo ngudi ta da kéo dai

116



dugc sy bi€u hién clia ca gen nghién cltru /acZ va ca cac san phdam gen tri liéu nhu
tyrosine hydroxylase (TH) , Bel-2 , glucose transporter hoac HSV-TK khi tiém amplicon vao
ndo. Trong cac thi nghiém nay TH dwoc bi€u hién tr cac vec to amplicon trong thé van
thuong tén gay bdi 6-hydroxydopamine (6-OHDA). Nhirng déng vat thuong tén dugc
tiém TH da lam thay d6i vong luwu chuyén clia apomorphine. Tuy nhién, ching c6 DNA vec
to hay gen chuyén nao dugc phat hién bang nhirng thay déi vé hanh vi trong mé hinh
bénh Parkinson & ddng vat. Vi viéc san xuat amplicon doi hdi phai 13p di 13p lai su qua lai
gitra amplicon/ virus trg gilp nén c6 thé xay ra sy hinh thanh virus hoang da tai t6 hgp
vGi tan s6 107, nhitng ché phdm amplicon/virus trg gilp nay da lam chét 10% doéng vat
tham nhiém trong cac thi nghiém in vivo va gbép phan gay doc tinh in vitro cling nhu in
vivo trong cac ché phdm amplicon tiéu chudn. Su nhiém ban béi cac tai t6 hgp virus dang
sao chép da lam phurc tap thém cho viéc giai thich cac thi nghiém nay dac biét vi nhing ly
do an toan ma c6 thé& dan téi viec cdm tiém vao nhirng viing ndo c6 su hly hoai cac té
bao neuron cuc bé.

Tai phong thi nghiém Geller ngudi ta da chirng minh rang dé€ san xuat duwgc ché pham
amplicon that su khong cé virus tro gitp (Hinh 8.3C) phai sir dung cac cosmid cé céac
doan gi6i han géi |én nhau cta hé gen virus khong c6 céac tin hiéu déng goi. Tuy nhién, v&i
két qua cao nhat dat duoc (10° pfu/ml) néi chung van thap hon d6 chuédn cltia cac vec to
khac va biu hién v&i gidi han trung binh la 35 t& bao/ ndo bd trong vong 1 thang sau khi
tiém chiing vao so. Theo nhifng béo cdo gan day thi su bigu hién cta LacZ tir ché phdm
amplicon tiéu chudn la am tinh trong vong 30 ngay tiém chlng, nguoc véi cac két qua
thong bao trudc dé. Amplicon khéng cé virus trg gilp tén tai dwoc & thé van cha chudt
trong khi d6 cac ché pham tiéu chudn lai khéng duoc duy tri. Cling twong tu nhu vay, hat
amplicon ndy cling c6 th& duoc cai tién d€ tang cudng su biéu hién gen chuyén. Tuy
nhién, tinh &n dinh va kha nang ton tai ctia DNA plasmid ctua amplicon trong nhan neuron
va su bigu hién gen van con phai nghién ctru b6 sung thém.

8.3.5 Cac vec to lai HSV-AAV méi

Cac vec to lai HSV-AAV méi da dugc cdng nghé héa (Hinh 8.3D) duy tri su bi€u hién gen
trong cac té bao dang phan chia ciing nhu khéng phan chia d3 tao loi thé vé kha ning van
chuyé&n va téc dd tai nap cla cac vec to HSV ting cao déng thai ciing 1am cho céac vec to
AAV c¢6 kha nang hgp nhat vao hé gen vat chi va kéo dai sy bi€u hién gen & nhitng té
bao dang phan chia. S tham nhiém cla cac té bao budu ndo U87 ngudi dang phan chia
trong nudi cay vai cac vec to lai amplicon - AAV khéng c¢6 virus trg gilp da lam ting thoi
gian bi€u hién gen so v&i amplicon khong c6 virus trg gilp. Sw c6 mat san phdm gen rep
cla AAV d3 lam tang sé té& bao tai nap cling nhu thoi gian ton tai cla hé gen vec to va
kéo dai sur bi€u hién gen chuyén trong khi dé lai khong c6 déc tinh gay ra qua trung gian
rep. Su nang cao nay la do khuéch dai hay hop nhat ctia hé gen vec to thi van con phai
nghién ctru tiép tuc in vivo méi c6 1o giai dap xac thuec.

8.4 Tém t&t chung va trién vong cua céac vec to ding trong hé than kinh
Virrus herpes simplex c6 nhiéu dic trung gitp né trd thanh mot phuong tién van chuyén

gen cho hé than kinh mot cach tiém nang c6 thé sir dung trong diéu tri cac bénh thoai
hoa than kinh, bénh u & trung wong than klinh (CNS) va cac bénh & hé than kinh ngoai
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bién. Virus nay ton tai lau dai va lanh tinh trong cac neuron cla ndo va hé than kinh ngoai
bién, tai d6 hé théng promoter dic hiéu than kinh cuta virus & trang thai tiém tang lai cé
chirc ndng biéu hién dai han cac gen tiém nang cla virus ma khéng bi nhan dién mién dich
bdi cac té bao vat chi. Cac nha khoa hoc hién dang tap trung vao viéc phat trién cac vec
to HSV bang cach cai bién virus lam giam doc tinh clia vec to hgp nhat va tim hiéu ky hon
vé céc yéu t6 diéu hoa su bigu hién gen tir hé gen virus tiém tang d&€ tao duoc cac ciu
trac thich hop, bi€u hién gen chuyén dai han hoic c6 thé dugc diéu hoa trong cac neuron,
hay su bi€u hién tirc thoi v.v.. tat ca phu thudc vao ché d6 tri liéu. Nhirng vec to hién tai
c6 th& ap dung truc tiép dé& diéu tri cac bénh ctia hé than kinh ngoai bién, ngudi ta da
chirng minh rang hé gen cla cac vec to d6 tén tai duoc trong cac neuron hé than kinh
ngoai bién va bigu hién ngén han tir cac promoter cé ciu thanh manh hodc biéu hién dai
han tir hé promoter virus tiém tang.

Khi virus da tiém tang trong ndo thi hé théng promoter tiém &n sé& duoc hoat hda kém
hon, khi d6 n6é doi hdi phai c6 nhirng cai bién d&€ nang cao hoat tinh. Ciing c6 thé& nang cao
hoat tinh cla LAP théng qua viéc cai vao cac trinh tu tac dong cis dap &ng cac yéu to
phién ma tr ndo lién quan véi cac dang té bao than kinh khac. Thém vao ndra la promoter
tiém tang nay cé thé& duoc sir dung dé€ bi€u hién cac chat hoat tai nhan tao cé kha nang
diéu chinh I&n su bigu hién LAP théng qua liéu lvong c6 tinh chat ca thé véi cac thude cod
kha nang vuot qua hang rao gitta ndo bo va mau va hoat héa sy bi€u hién cac san phdm
gen tri liéu.

Nhing (ng dung clia vec to cé kha ning sao chép cao di€u tri ung thu sé& doi héi nhirng
nghién ctru sau hon nira. Ciing da cé nhitng bang chirng vé hiéu trng cla virus t&i cac
dang té bao dic hiéu do viéc thay thé nhirng ving dac hiéu cua glycoprotein I6p vo cla
HSV lién quan dén viéc lién két cac receptor bé mat tu nhién cla té bao véi cac ligand lién
k&t ma&i. Vi vay, c6 th& chirng minh dugc tinh kha thi cla virus véi cac dich dic biét nhuw
la cac t& bao ung thu & hé TKTU nhd viéc loai bé lién két cua vec to véi cac neuron can
ké khac. Nhirng déc hiéu khac ciing c6 thé duoc cai vao bang cach khai thac cac promoter
d&c hiéu té bao khéi u dugc hoat héa trong bd khung vec to hé gen d3 loai bé nhiéu gen
IE va ting do an toan ddi véi cac vec to tu sat nham tiéu diét budu ndo do su bi€u hién
cla chat hoat héa thudéc (HSV TK hodc CD) chi xay ra & cac té bao khéi u. Mac dau da co
nhirng tién bo dang k& trong viéc thiét ké cac vec to HSV d€& diéu tri cac bénh cda hé than
kinh, nhuwng hién nay van con nhiéu vec to dang dugc thir nghiém trén mé hinh dong vat
vGi cac bénh ctia ngudi va tat nhién s& con nhiéu céng trinh dé cap téi viéc (rng dung
trong hé than kinh trung wong (CNS) ciing nhu viéc &rng dung céac virus dé€ diéu tri cac
bénh thudc cac mé khac.
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Chuong IX
GEN TRI LIEU BENH THIEU HUT MIEN DICH TG HQP TRAM TRONG (SCID)
9.1 Mé dau

Thi€u hut mién dich t6 hop trdm trong (severe combined immunodéiciencies -SCID) Ia
mot nhém bénh di truyén dic trung bdi su giam st manh hoic mat hin chire ning cla
lympho T (Fisher, 1971). Do thiéu hut ca mién dich thé& dich cling nhu mién dich qua trung
gian t& bao nén bénh nhan thudng bi chét rat sém néu khéng dugc cay truyén té bao géc
tao méau. Trong hon 30 ndm qua nhitng k¥ thuat cady truyén da cé nhirng tién bo dang k&,
ty lé cltru séng cac bénh nhan SCID dat trén 95% néu ngudi cho va nhan déu |a anh chj em
rudt (tranh dugc su thai loai t8 chirc ghép). Tuy nhién trén thuc té ciing chi méi dat
dugc ty 18 30% s6 manh ghép duoc chap nhan véi cac bénh nhan SCID vi cac té T d4 loai
thai cac manh ghép don boi déng nhat (haploidentical) nén ty |é thanh céng cla cay ghép
chi con & mirc 50% (Fisher va cong su., 1990). Su phirc tap nay trudc hét cé lién quan
t&i doc tinh do su thdm nhiém tir trwdc cling nhu su kién tao cham ché chirc nang mién
dich sau cdy ghép. Hién nay ngudi ta dang dung ky thuat cdy ghép in utero. Hiéu luc va
tinh an toan cla céach ti€p can nay con phai duoc so sanh véi cac phuwong phap cdy ghép
truyén théng va né ciling bi gi¢i han trong trudng hgp nhirng gia dinh da cé nhirng tré em
dé bi tac dong tu truéec.

9.2 Bénh ly phan ti cta SCID

SCID 1a mot nhém bénh di truyén di gen, nhirng t6n thwong phan tir dwoc trinh bay &
bang dudi day:

Bang 9.1 Nhiing dic diém di truyén cda SCID

Loai bénh Té& bao bi anh hudng  Gen hodc protein khiém khuy&t Dinh vi trén NST
SCID lién quan t&i T, B(?), NK Oc Xq
13,3

NST giéi tinh X

SCID lién quan NST T, B(?), NK(?) ADA 20q12-
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13,1

thuong T, B(?), NK(?) PNT
14911,2

T(?) CD30/CD30
11923

T ZAP70
2q12

T, NK JAK-3 ?

T, B AG1/RAG2
11p13
Thi€u hut MHC I6p Il T, B RFX5 ?

T,B RFXAP ?

T,B CIITA ?
Thi€u hut MHC I6p| T, B TAP2 6p21,3

9.2.1 Thi€u hut mién dich t6 hgp trdm trong lién quan NST giéi tinh

Dang SCID lién quan t&i NST gidi tinh X (X-SCID) thuong dugc phan biét véi cac dang
khac bdi cac dic tinh di truyén va ngudi ta quan sat thdy nhitng bé trai bi tac dong
thudng van c6 mirc té bao B & murc binh thudng (T-B+SCID) mac ddu vé ban chat thi
phai 1a bat thudng. X-SCID chiém khoang 50-60% téng s6 cac trudng hop SCID, nd gay
nén béi nhirng khiém khuyét gen chudi I & receptor interleukin-2 (IL-2R) (Leonard, 1994).
IL-2R truwéc day dugc xac dinh nhu mét thanh phan cé ai luc cao va trung binh tao nén ai
lwc gén két ligand va hoa nhap ddy dd, chudi Ic (common gamma) bi€u hién cau thanh cac
t& bao lympho mau va hién nay duoc hi€u nhu |a mét thanh phan receptor b8 sung (IL-4R,
IL-7R, IL-9R va IL-15R) (Leonard, 1994). Chudi Oc 1a mét glycoprotein van chuyén mang
vGi cac thiét k& dac trung clia cac thanh vién ho receptor cytokine. Mot nguyén ly co ban
la mdi chudi déc quyén clia cac receptor sé nhan dién mét cytokine dac hiéu va vi thé ma
c6é su dac hiéu tin hiéu, trong khi dé chudi Oc bién nap, tin hiéu lai théng qua domain té&
bao chat cda né. Nhirng receptor khac nhau cé lién quan t&i cac giai doan sinh trudng va
su chin cla té bao T (k& ca cac té& bao NK) va té bao B, ciing nhu pha vé su biu hién cla
ching do tang thi€u hut mién dich vi mat chirc néng cla IL-2R riéng ré.

9.2.2 Khiém khuyét JAK-3

JAK-3 kinase c6 lién quan t&i chudi c chira cac receptor cytokine nén né tré thanh mot
gen (rng clr vién cda nhirng dot bién T-B+SCID-JAK-3 ma ngay nay di xac dinh dugc &
mot s6 it bénh nhan T-B+SCID véi ki€u hinh mién dich giéhg nhu X-SCID, bao ham ca suw
phong tda biét héa t& bao NK (Macchi va céng su., 1995; Russell va céng su., 1995).

9.2.3 Thiéu hyt adenosine desaminase va purine nucleoside phosphorylase
Nhiéu dang thoai héa NST thudng cua T-B-SCID gay nén béi thiéu hut adenosine
deaminase (ADA) (15-25% t6ng s6 cac trudng hop SCID) va purine nucleoside

phosphorylase - PNP) (4% t&ng sé cac trudng hgp SCID) - mét enzyme lién quan téi su
chuyén hba purine.
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9.2.4 Khiém khuyét gen hoat héa téi t6 hgp (RAG1 va RAG2)

Dudng nhu hon mét nira sé bénh nhan T-B-SCID bi tac dong bdi nhitng dot bién & gen
RAG1 hoac RAG2 (Schwarz va cong su., 1996). Nhing protein nay c6 lién quan téi qua
trinh sap x&p lai VDJ khi s&n xuat cac immunoglobulin va cac receptor té bao T (TCR). Kiéu
hinh cta nhirng bénh nhan rat thay dsi, vdng mat cla cac té bao B va vang mat hay cé
vGi s6 luwgng it cac té bao T. Khi c6 su hién dién cha cac té bao T thi dot bién sé it
nghiém trong hon va lic dé tao nén ki€u hinh hé (leaky phenotype).

9.2.5 Khi€ém khuyét ZAP70

D6i v&i nhirng dot bién & ZAP70 thi protein tyrosine kinase cé lién quan véi TCR gén véi
chubi 0 clia phirc hgp TCR-CD3, tao nén mdt dang SCID phan biét (Perlmutter, 1994).
Bénh thoai héa NST thudng nay hiém va dic trung béi su ving mat cia CD8+ va su day
dac cac té bao ngoai bién CD4+ (CD4+CD8-B+SCID), su xuat hién nay 1a do phong tda
intrathymic tréi trong biét hoéa cla cac té bao CD8+. Tuy nhién, cac té bao CD4+T lai
khong tdng sinh sau khi dugc kich thich bdi TCR. Cé thé& nghi rang do mat chirc nang cla
protein ZAP70 nén da lam mat kha néng gén ctia TCR véi cac tin hiéu thap hon.

9.2.6 Thi€u hyt MHC I|6p | (hdi chitng lympho trdn type |- type | bare
lymphocyte syndrome)

Truwdng hop anh chi em rudt c6 quan hé huyét théng ciing da duoc mé ta 1a c6 giam mirc
phu hop t8 chire chinh 16p | trén bé mat té bao mic ddu nhing phan tl&r nay van cé mit
trong ndi bao. Su khiém khuyét di truyén nay gay nén bdi su dét bién & gen TAP2 - mot
thanh phan cda phic hop van chuyén peptide TAP cé lién quan téi cac quéa trinh cla
khang nguyén (de La Salle va céng su., 1994).

9.2.7 Thi€u hyt mién dich MHC I&p Il (hdi chirng lympho trdn type 2- type2
bare lymphocyte syndrome)

Thi€u hut MHC 16p Il 1a m6t dang thoai hda NST thudng ctia SCID dac trwng bdi su ¢ mat
cla cac té bao T va B & mirc binh thudng nhung méat chirc nang (T-B+SCID). T4t ca cac
té& bao tlr tly xuong trong cac ca thé bi tac dong déu khong bigu hién khang nguyén MHC
I6p Il (DR,DP va DQ).

Thiéu su bi€u hién nay 1a do khéng t8ng hop dugc cac protein chudi O va 0. Su khiém
khuyét nay khéng phai & cac gen cua I&p Il va cling khéng dinh vi trong cac locus MHC ma
la do su di€u hoa bigu hién cac gen 16p Il. Rd rang la c6 su khiém khuyét dac biét trong
viéc gén két ctia mot phirc hop protein RFX dé bao ton cao hdp X cta promoter MHC I6p I
trong mét s6 bénh nhan (Durand va céng su., 1997). Nhiéu dot bién hién nay da phat hién
thdy & mét trong s6 cac duéi don vi (subunit) cta phirc hgp nay (RFX5) trong mét nhom
bénh nhan va thanh phan th hai [a (RFXAP) trong mdt nhém bénh nhan khac (Durand va
cdng su., 1997). Con nhém thir 3 thi khéng thé hién su khi€ém khuyét nay va nhitng dot
bién lai dugc phat hién & mot protein khac 1a CITA -n6 tac dong nhu mét chat hoat
chuyé&n MHC (Durand va céng su., 1997). Gen diéu hoa méi nay can cho sy biéu hién ciu
tric cua tat ca cac gen lép Il ciia MHC trong lympho B.
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9.2.8 Nhirng bat thudng TCR-CD3

Hi€m khi thay khiém khuyét vé chirc nang va su biéu hién cta phirc hop TCR-CD3 té bao
T I1a do dot bién cac gen 0 va 0 cua phirc hop CD3. Ki€u hinh cla bénh nay thay d6i tur
bénh SCID trdm trong t&i céc triéu chirng hd hap nhe hodc hoan toan khéng c6 hiéu rng.

9.3 Gen tri liéu d6i véi bénh thiéu hyut mién dich t6 hgp trdm trong (SCID)

Mac dau hiém nhung cac bénh thiéu hut mién dich (THMD) so cap c6 thé& ap dung theo
nhiéu ky thuat va da tréd thanh mét mé hinh d& thiét k& va test cac quy trinh gen tri liéu.
Nhifng tién bd vé co s& phan tir mot s6 bénh nhu bénh thi€u hut adenosine deaminase
(ADA-SCID), thi€u hut chudi Oc (X-SCID), thi€éu hut JAK-3 kinase va thi€u hut ZAP70 d3
tao diéu kién thuan lgi cho viéc phat trién cac chién luoc tri liéu dua trén co sé thao tac
gen céac té bao soma (Blaese va cong su., 1995; Bordignon va cong su., 1995; Candotti
va cong su., 1996; Kohn va céng su., 1995; Taylor va cong su., 1996). Viéc tri liéu cac
trudng hop ADA-SCID déc biét phu thudc vao cac nghién ctru tién lam sang va nhirng thir
nghiém lam sang gan nhat.

9.3.1 Gen trj liéu 1am sang dé6i véi ADA-SCID

ADA-SCID & mét bénh do khiém khuyét di truyén thi hai ctia enzyme chuyé&n héa purine
(Hinschhorn, 1990). Hau qua d4au tién d6i véi con ngudi la mat chirc ndng mién dich cua
lympho T va B. M3c ddu vay, qua chudt thiéu hut ADA ngudi ta dd xac dinh dugc vai tro
dac biét cua ADA trong qua trinh phat trién thai (Migchielsen va céng su., 1995;
Wakamiya va cong su., 1995). Diéu tha vi la nhitrng chirc nang gan ctia nhirng bénh nhan
ADA-SCID c6 thé& phuc héi lai dwgc néu dugc tri liéu thay thé enzyme (Bollinger va cong
su., 1996). So véi tat ca cac mod thi hoat tinh cao nhat ctia enzyme ADA |3 & céc té bao
tuyén tc chua chin va su thiéu hut ADA sé& lam cho su biét hda trong tuyén uc
(intrathymic) bi suy gidam. Su tich tu cta deoxyadenosine di kém véi su chuyén déi thanh
chat doc deoxyadenosine triphosphate (dATP), dic biét trong cac té bao T. Nhirng nghién
ctru vé sinh héa hoc da chirng minh rang su tich tu dATP sé dan dén (rc ché enzyme
ribonucleptide reductase (Cohen va cong su., 1983) - mot enzyme chd chét trong téng
hop deoxynucleptide va lam bat hoat khéng thuan nghich S-adenosylmethionine hydrolase
(SAH), lam trung gian cho cac qua trinh methyl héa quan trong (Hershfield va
Kredich,1979). Mic dau su bi€u hién cia ADA & khdp moi noi, nhung chi cac té bao
lympho 1a bi anh huwdng mét cach dic biét vi n6é bi nhiém déc do su tich tu cac chat
chuy&n héa ma nguyén nhan c6 thé& |a do su (rc ché manh cua cac phan tir dac hiéu té
bao T khi biét hoa trong tuyén trc (Benvenist va cong su., 1995).

Trj liéu thay thé enzyme bang ADA clia bd cdng hop véi polyethylene glycol (PER-ADA) d3
lam tang dang k& sé lugng cling nhu nang cao chirc ndng cac té bao lympho trong nhiéu
bénh nhan, nhung cé sy thay d6i vé dap &ng va & day c6 l& la dap &ng tuc thi
(Hershfield,1995; Hershfield va cong su., 1993). Diéu dé phan anh réng tac déng chinh
cta PER-ADA la & ngoai t& bao (bén trong té bao chi thi€u hut mét phan thdi). Su vang
mat hoan toan ADA sé& dan dén tlr vong trudc 20 tudi. Tuy nhién, chi can duy tri hoat tinh
1-5% |a bénh da thuyén gidm va déi v&i nhirng ngudi dd cé hoat tinh duwéi 10% thi coi

123



nhuw da & muc binh thwong (Hart va cong su., 1986; Hirshhorn,1990; Morgan va cong
sur., 1987). DI nhién 1a mirc ADA cao hon binh thudng téi 50 lan thi tinh mién dich cling
van 1a binh thuéng (Valentine va céng su., 1997). Nhirng luvu y nay can thiét cho viéc
thiét ké vec to.

R6 rang |1a hé théng biéu hién tuong déi don gian nhu vay cé thé duwgc ap dung cho viéc
diéu tri cac loai bénh nay. Hon n(ra, si chuyén nguoc tu déng t&i mirc binh thuong in
vivo clia cac thé& dot bién di truyén (do hién tuong kham soma) ciing da dugc mé ta gan
day (c6é su thuyén gidam & 2 bénh nhan ADA-SCID va X-SCID). Diéu dé chirng minh rang
nhirng bénh nhan da dugc hiéu chinh dd c6 nhing loi thé vé sinh trwdng va biét hoa
phan biét vugt trén cac thé dot bién khac (Hirshhorn va cong su., 1996; Stephan va cong
su., 1996).

9.3.2 Gen trj lieu lympho T d6i véi ADA-SCID

T& bao dich thich hop nhat cho gen tri liéu nhifng bénh thuéc vé tao mau la té bao goc
tao mau da nang, vi thé ADA-SCID dugc dac biét quan tdm. Nhing thi nghiém budc dau
d4 chirng minh rang viéc kién tao lai su tao mau & chudt véi cac t& bao tai nap retrovirus
d4 thu dugc hiéu qua tuong doéi cao va cé bigu hién ADA ngudi khi dugce truyén ghép 1an
2 va lan 3, k& ca PHSC d3 cai bién (Lim va céng su., 1989; Osborne va cong su., 1990;
van Beusechen va céng su., 1990; Wilson va céng su., 1990). M6t nhém nghién cul cling
dé chuirng minh su thanh céng trong viéc chuyén gen téi tdy xwong khi rhesus va sy biéu
hién dai han ADA ngudi va chudt in vivo mac dau véi mire thap [< 3%] (Bodine va coéng
su., 1993; Kantoff va céng su., 1987; van Beusechen va céng su., 1993).

Thr nghiém lam sang dau tién la tai nap cac té bao tly xuong tr mdt bénh nhan thiéu
hut ADA dudi sy chi dao clia Bordignon va dong nghiép & Milan cing véi viéc truyén lai
cho bénh nhan cac té bao lympho ngoai bién dd cong nghé héa (Bordignon va céng su.,
1995). Trong nghién ctru ndy , 2 vec to retrovirus c6 th& dugc phan biét véi nhau bang
cac k¥ thuat phan tr da duoc sir dung dé€ chuyén mét gen ADA nho (mini) vao tly xuong
ho3c vao cac té bao lympho ctia 2 bénh nhan ADA-SCID dé& thay thé enzyme bang gen
ngoai sinh. Kiém tra cac té bao da bién d6i gen thi thdy s6 lwgng té bao lympho va dap
(rng mién dich dac hiéu khang nguyén ciing nhu su téng sinh déc hiéu khang nguyén va
tac nhan gay phan bao déu thay & muirc binh thudng. Cac thanh phan cda té bao T (V)
cling tién trién binh thudng. That y nghid 1a sau mét ndm khéng diéu tri tiép tuc, cac té
bao T ngoai bién tir quan thé& tai nap dd dugc thay thé dan dan bdi cac té bao T tur thy
xwong, diéu dé chirng té rang su ting sinh d3 cé loi thé. T4t ca nhitng tré em cé ghi
trong danh sach nay déu duoc diéu tri thay thé enzyme mac dau liéu lvong duoc giam
xuéng tuong doéi thap. Di nhién khi rat bé PEG-ADA sé& hién rd hiéu luc that su cla su
chuyé&n gen ciing nhu c6 thé kich thich dugc su tang sinh cua cac té bao da duoc hiéu
chinh.

Trong mot nghién ciru biét 1ap, cac té bao CD34+ thu nhan tUr tdy xuwong cla 3 bénh
nhan thiéu hut ADA da duoc sir dung nhu dich cla tai nap bdi mét vec to retrovirus ma
cho cDNA ctia ADA ngudi (Hoogerbrugge va cong su., 1996). Bang PCR ngudi ta da phat
hién ra nhitng té& bao don nhan va nhing té bao hat da gi lai hé gen vec to trong tuan
hoan ngoai bién trén 3 thang sau chuyén gen va mot bénh nhan gilr hé gen vec to trong
thy xwong téi 6 thang. Tuy nhién, sau thoi gian trén thi khong phat hién duwgc hé gen vec
to nra. C6 mot bénh nhan téi tan thang thi 3 sau cay truyén van khéng nhan duoc su
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thay thé enzyme, cé |& vi hiéu luc chuyén gen thap nén chua dd thai gian cho viéc chinh
ly lai gen cac dong té bao.

9.3.3 Céc yéu t6 giGi han gen trj liéu cha té bao géc

Kha nang khéng hiéu qua trong tai nap retrovirus ctia quan thé PHSC ngudi la cao trong
cac nghién ctru 1am sang khi sir dung cac gen dau chudn. Trong mé hinh birc xa manh trén
déng vat, 30-405 té& bao ghép dai han c6 thé& tai nap 6n dinh ex vivo nhd cac vec to
retrovirus thé hé hién dai (Karlsson,1991; Miller va cong su., 1994; William, 1990). Tuy
nhién, khi chuyé&n k¥ thuat nay sang ngrdi hay nhing déng vat cao cap khéng phai ngudi
hodc nhirng déng vat I&n lai xa khac thi sy thanh cong sé it hon (Bodine va cong su.,
1993; Kantoff va cong su., 1987; Kiem va cong su., 1994; van Beusechem va cOng su.,
1993). Trong cac nghién ciru trén 1am sang, dudi 1% s6 té bao ngoai bién ré rang biéu
hién dai han véi cac vec to retrovirus (Brenner va céng su., 1993; Dunbar va céng su.,
1995). Ly do cla su trai ngugc nay chua rd, nhung cé thé 1a do phan anh chua day du
nhitng hiéu biét vé diéu kién nudi cdy can thiét d&€ duy tri su toan ven ciing nhu chirc
nang clia PHSC, su bat luc cua cac vec to retrovirus chudt thé hé duong thdi déi véi su
tai nap cac té bao tiém tang (Abkowitz va cong su., 1995). Nhirng té bao thu lwvgm
dugc tir mau day rén c6 thé la cac dich tét hon d6i véi su chuyén gen qua trung gian
retrovirus, vi thé ma né dang dugc sir dung trong cac thir nghiém [am sang déi véi ADA-
SCID. Trong nghién ctru nay 3 tré em dugc chdn doan trude sinh da dwoc truyén tai nap
cac t&€ bao CD34+ clia mau day rén - & thoi di€m ma ching bat dau dugc tri liéu thay thé
enzyme. 18 thang sau khi dugc cdy ghép, mot s té bao lympho van duy tri su chuyén
gen va thay hoat tinh clia ADA & céc té bao khéng chon loc 1a cuc ky thap (Kohn va céng
su., 1995). Néu loai bé dan dan PEG-ADA thi sé tao thuan Igi cho su tang sinh cuia cac té
bao da dugc hiéu chinh gen.

Su trai nguoc gitra cac két qua thu duogc tir cac nghién cltru trén 1am sang va tién lam
sang c6 th€ moét phan do cac coéng cu dac biét can cho cac dong vat tiép nhan. Co thé&
higu rang su kién tao lai cac té& bao da duwgc hiéu chinh gen c6 thé duoc ting cwdng bang
cach kiém soat “khéng gian-space” cac manh ghép, tuy nhién sw mao hiém déi véi cac
quy trinh 4p dung cho SCID cé thé tang lén gap déi.

9.4 Cai tién céc hé théng vec to

Virus adeno lién hop (AAV) la mot parvovirus khong gay bénh trén ngudi vi thé né hap
din nhu moét vec to van chuyén gen (Kotin,1994). Su sao chép cla cac virus nay
thudng phu thudc vao mét virus herpes trg gilp déng tham nhiém. Khi khéng cé virus
tro gitp (thudng la adenovirus) thi hé gen AAV thé& hoang da cé thé& hop nhat 6n dinh véi
hé gen té bao vat chu bédi su téi t8 hop khong twong déng theo hudng dau-dudi (Kotin
va cong su., 1992; Samulskiva cong su., 1991). Khi phan tich cac trinh tu bén cua cac té
bao da bi tham nhiém nhung van & trang thai tiém tang cho thdy su hop nhat xay ra &
nhiéu vi tri trong locus don dic hiéu AAV-S1 va 60-70% cac trudng hgp la 19913,3-qter
trong ban dé nhiém séc thé& clia ngudi. Cac vec to AAV trong dé gen rep duoc loai di c6
th& hop nhat mdt cach ngau nhién, diéu d6 chirng té rang cac san phdm gen rep (Rep78
va Rep68) la rat quan trong déi véi quéa trinh nay.
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Cac vec to co s& AAV da sir dung thanh céng trong tai nap cac té bao dang phan chia in
vitro va cac té bao khéng phan chia in vivo (Ali va cong su., 1996; Fisher va cong su.,
1997; Kaplitt va céng su., 1994; Kessler va cong su., 1996; Thrasher va céng su., 1995;
Xiao va cong su., 1996). Hiéu rng tai nap déi véi nguyén bao sgi ngudi so cap nudi cdy &
pha S cao hon 200 Ian cac té& bao nghi, mdc dau trong nhing thi nghiém nay hé gen vec
to van con tén tai it nhat 20 ngay trong nudi cay va cé thé dugc tuyén mod dé€ tai nap &
bat ky thdi diém nao (Russel va céng su., 1994). Dac tinh nay rat hdu ich cho viéc tai nap
cac quan thé té bao phan chia cham nhu PHSC. Tuy nhién, viéc san xuat AAV téi t8 hop
van con nhiéu khé khan va mot vai dang té bao trong dé c6 cac té bao t8 tién CD34+ tao
mau c6 thé& |1a twong d6i khé ¢ su tai nap 8n dinh (Goodman va cong su., 1994; Malik va
cdng su., 1997; Walsh va cong su., 1994; Zhou va céng su., 1994). Mac dau ban chat
clia cac vec to té bao clia AAV van chua dugc ré, nhung van dé can sang toé la kha nang
cla té bao trong viéc chuyé&n d6i hé gen rAAV chudi don méi duoc nhap vao thanh dang
chubi kép phién ma tich cuc. Quéa trinh nay gan day da duwoc chi ré 1a duoc kich thich béi
ORF6 cla adenovirus E4 (Ferrari va cong su., 1996; Fisher va cong su., 1996), va cac
virus trg gidp (Thrasher). Mac dau cac qua trinh té bao van chua duoc sang té, nhung co
|& cac tac nhan gen gay doc va cac stress sinh ly cé th& dong vai tro tro gilp, diéu dé
chirng minh vai trd quan trong cta cla co ché sira chira (Alexander va céng su., 1994; D.
Russell va céng su., 1995). Van dé la hiéu luc clha tai nap PHSC liéu c6 thé duoc ting
cudng bdi mot co ché tuong tu nhu thé hay khéng thi van chua ré.

9.5 Danh gia tién 1am sang sy chuyén gen té bao géc cla sy tao mau

Mot kho khan trong viéc danh gia tién 1am sang cua ky thuat chuyén gen la kha nang test
vé hoat tinh phuc héi quan th& ctia PHSC ngudi. Nhifng té bao t8 tién cua su tao mau
nguyén thly cé th& dinh lvong in vitro trong nudi cdy tdy dai han, dugc phat hién bdi
nhirng té& bao tao séi (coblestone area forming cells - AFC) hodc bdi nhitng té bao gen
tach dong (clonogenic cells) trong céc thi nghiém nudi cdy dai han té bao khéi dau (long-
term culture initiating cell assay - LTC-IC). Tuy nhién, nhirng té bao nay la dai dién cho
quan thé& di gen va khéng c6 hoat tinh ctia PHSC. Mot thir nghiém véi nhiéu thong tin hon
va c6 thé& test dugc kha ning phuc héi quan thé dua trén su cdy ghép cac té bao tao
mau t& tién cta ngudi vao chudt thiéu hut mién dich bg/nu/scid (Nolta va cong su.,
1994), hoac chudt scid/scid (d6t bién trong ti€u don vi xic tac cta DNA protein kinase
gay su tao mau cua SCID chimeric & nguoi (chimeric SCID- human -SCID-hu) (Dick va céng
su., 1991; Shultz va cong su., 1995). Nhirng nghién ctru nay da chirng minh rang chinh
nhirng t& bao ngudi nguyén thiy dd duoc ghép vao chudt va su cé6 mit cha cytokine
ngudi dd 1am téng sinh va biét hoéa trong da tly xwong va nhing dong héng cau va té
bao B da duy tri dugc it nhat 4 thang. Gan day hon, chudét NOD/LtSz - scid/scid
(NOD/SCID) (duoc tao ra bang cach lai nguoc thé dot bién scid thanh dong NOD/LtSz-
diabetic) da duwgc chirng minh 1 c6 th& dugc cdy ghép rat tét ma khéng cén téi cac
cytokine ngoai sinh, vi thé d4 tao duoc hé théng thuc nghiém c6 thé danh gia duoc cac
té€ bao tao méau t& tién nguyén thly clia ngudi va test duwgc hiéu trng su van chuyén gen
cla nhirng té bao nay. Nhung thuc té thi nhiéu LTC-IC da duwoc tai nap lai khdng c6 kha
nang cdy ghép dai han cho chuét SCID (Larochelle va cong su., 1996). Diéu nay cang
cing c6 thém su lwu tdm rang nhifng té bao khodi phuc quéan thé SCID (SCID repopulating
cells - SRC) c6 su phan biét vé sinh hoc va la dai dién gan hon cho cac té bao phuc héi
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quén thé& dai han clia ngudi, mac ddu méi quan hé chudn xac gitta SRC va PHSC thi van
chua ro.

Chuong X

DIEU TR| BENH XO NANG
10.1 Mé& dau

Bénh xo nang (cystic fibrosis-CF) tir lau da la &ng clr vién cua diéu tri bang gen. S& di
nhu vay vi: (1) cac dac trung di truyén cta bénh nay da dwoc nghién ciru ky cang, (2) CF
chi can diéu tri ngan han, (3) chi cé phéi la co quan chinh bj bénh nay, (4) su chuyé&n gen
chua dat 100% van thic d8y cac qua trinh cla bénh. Viéc xac dinh va tach dong cac gen
gay bénh CF da duoc thuc hién nam 1989 va ngudi ta dd nhanh chéng di dén cac nghién
ctru lam sang dé& kiém tra tinh kha thi cla gen tri liéu d6i véi bénh xo nang. Trong chuong
nay chang toi sé trinh bay vé co ché bénh ly ctia CF cling nhu hién trang cua gen tri liéu
d6i v&i bénh xo nang.

10.2 Di3c trwng di truyén cta bénh xo nang
CF 1a mot bénh gay bdi mot gen don do su thoai héa NST thudng. Trong quan thé &
Caucase, cir 20 nguoi thi c6 mot ngwoi mang gen bénh va 1/2000 so sinh bi bénh CF.

Gen tac dong nam & canh tay dai ctia NST s6 7 c6 tén la gen diéu hoa van chuyén mang
xo nang ( cystic fobrosis transmembrane regulator -CFTR) (Rommens va cong su., 1989).
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Trinh tu hé gen vao khoang 250 kb, chira 27 exon va ma cho mot mRNA khoang 6,5 kb
(Rommens va cong su., 1989; Zielenski va cong su., 1991). Dot bién phd bién nhat véi CF
la loai bé 3 cdp base & exon 10 (AF508) chiém khoang 70% s& NST cta CF (Kerem va
cdng su., 1989). C6 tat ca khoang 400 dot bién cé lién quan téi CF d3 duoc xac dinh
(Tsui., 1992).

10.3 Protein CFTR va bénh hoc ctia bénh xo nang (CF)

Gen CFTR ma cho mot protein cé 2 viing van chuy&n mang, 2 domain gén nucleotide va
mot ving diéu hoda c6 nhiéu vi tri phosphoryl héa tiém tang (Riordan va cong su., 1989).
Protein CFTR |a mot kénh chloride dugc diéu hoa bdi cAMP (Anderson va cong su., 1991;
Welsh va coéng su., 1992) cé & mét ngoai clng clia cac té bao bi€u mé cda dudng dan
khi, ruét, tuy, gan, tuyén mé hdi va mach tinh quan & phu n& (Cohn, 1994). Nhirng dot
bién & CFTR c6 th& duoc phan loai theo hiéu (rng clia chdng trong viéc san xuat cling nhuw
chirc néng cltia CFTR. Da s& nhitng dot bién déu dan dén dirng san xuat toan bd protein,
cling giéng nhu doét bién AF508, n6 tao diéu kién cho viéc sdn xuat ra mét protein bat
hoat, khéng t&i dugc bé mat té bao va nhu vay lam giam dang ké& su tiét chloride. Hai I6p
dot bién khac lam cho cac kénh khéng binh thudng tire 1a van tiét chloride nhung khong
duoc diéu hoa hoac giam vé mirc do (Welsh va Smith, 1993)>

M&i lién quan gitra cac dot bién & gen CFTR va mat chirc ndng tiét chloride ciing nhu bénh
ly hoc ctia CFTR van chua rd rang va con nhiéu tranh luan. Mot thuyét cho rang & diéu
kién tiéu chudn, su tiét chloride trén bé méat niém mac thong qua CFTR sé& cho phép nuéc
di qua nhd thdm thau. Su di chuyé&n cta nudc da duy tri su hydrate héa bé mat té bao
biu mé va cac dich tiét. O duwong tiéu héa do su hydrate hda cua rudt da lam cho 10%
bénh nhan CF bj tic rudt va lam nat lai cac 6ng dan & tuy dan dén teo tuy & 80-90% s&
bénh nhan. & phdi do gian doan di chuy&n nuwdc nén ciing cé thé 1a nguyén nhan gay can
tré viéc lam sach cac chat nhdy cda niém mac (mucocillary clearace -MCC), qué trinh nay
dam bao cho viéc loai thai cac hat bui va vi khudn da hit vao véi sy hoat déng déng bo
cla 16ng rung. Khi cac chat nhdy day lén va su 1am sach cac chat nhay niém mac kém hiéu
qua thi ph6i trd thanh noi tham nhap thudng xuyén cta cac vi khudn. Sy tham nhiém cé
dinh ky vé&i cac chiang vi khudn Staphylococcus aureus, Haemophilus Pseudomonas
aerugiosa va Burkholderia cepecia ciing goép phan quan trong téi cac chu ky viém nhiém
dan dén gian phé quan va khé thd cho cac bénh nhan CF. Mét yéu té& khac 1a su hap thu
natrium bat thudng & cac bénh nhan CF, thudng tang 1én 2-3 1an (Knowles va cong su.,
1981). Tuy nhién, vi nuéc lai cho natrium dich chuyén, nén su bat thudng thit hai nay sé
dan dén su dehydrate ctia cac chat dich bi€u mé va vi thé lam cho chat nhdy day lén va
lam gidm su 1am sach céac chat nhay niém mac.

Gan day hon mdt vai nghién ctru dd duoc bat ddu dé& chirng minh rang c6 thé cé mot
duwdng day lién hé truc tiép hon gitta CFTR va su két dinh va /hodc su tao quan th& vi
khu&n & dudng dan khi clia cac bénh nhan CF. Mot céng trinh nghién ciru da chirng minh
rang khi chuy&n cDNA cta CFTR ngu&i téi cac t& bao mui ctia CF so cap da lam lam giam
dang k& s6 gan két cua P. aerugiosa néu so sanh véi CF khong duwoc tham chuyén hoic
tham chuyé&n kém (Davies va cong su., 1997). Mot nghién ctru khac da chirng minh rang
chat dich trén bé mit dudng dan khi binh thwdng van cé vi khudn hoat dong. Tuy nhién,
cac chat dich & dudng dan khi ctia bénh nhan CF thi khéng c6 kha nang cdm (rng giét
P.aerugiosa hodc S. aureus. Khi chuy&n cDNA cla CFTR t&i cac té bao CF n6 sé chinh ly lai
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su khiém khuyét trong viéc diét khudn, bi€u moé cta CF lam ha thap dugc néng dé mudi.
Diéu d6 chirng minh rang su tac nghén van chuyén chloride va natrium c6 anh huéng truc
tiép tdi su hoat déng cda vi khudn (Smith va céng su., 1996). Gan day ngudi ta da
chirng minh dugc rang cac khang sinh tu nhién (defensins) dwgc san sinh trong cac
dudng dan khi rat nhay cam véi mudi va vi thé bi bat hoat & dudng dan khi clia cac bénh
nhan CF. Mét defensin khac la O-defensin-1 c6 hoat tinh khang vi khu&n phu thudéc mudi
khang lai dugc P. aerugiosa (Goldman ca cong su., 1997). Tuy nhién, hau hét cac thi
nghiém nay méi dwoc thuc hién in vitro hodc ex vivo. Nhirng phan tich gan day vé cac
thanh phén ion c6 trong dich bé mit duwdng dan khi &y mau tr in vivo da chirng minh
khéng thay cé su khéac biét gilra cac déi twgng binh thudng va nhirng bénh nhan xo nang.

10.4 Diéu trj bénh xo nang

Nhing phuong phap diéu tri bénh xo nang hién nay déu huéng vao viéc loai trir cac triéu
chirng va lam cham su tién trién cha bénh. Tri liéu thwdng gap nhat 1a b8 sung enzyme va
ché& d6 &n dé& xir ly mat chirc nang cua tuy. Diéu tri sinh ly, khang sinh va khang viém dé&
ki€m soat sy su tién trién clia bénh & dudng dan khi. Mic dau da c6 nhiéu nghién ctru
duong thdi nham diéu chinh cac khiém khuyét vé dién sinh ly clia CF bang cach lam thay
dGi cac con dudng lién quan t&i natrium hodc chloride nhung cling chi thu dugc chat it
tién bo trong vai nam qua, vi thé chuyé&n gen 1a mét cach tiép can rat kha thi déi véi bénh
X0 nang.

10.5 Hé théng chuyé&n gen va bénh xo nang
10.5.1 Co s& ly luan

Tuy CF Ia mdt bénh do da gen, nhung vé khia canh ho hap thi lai la loai bénh bj méc nhiéu
nhat va sé ngudi chét vi bénh nay ciing nhiéu nhat, vi thé dudng dan khi la dich chinh cla
gen tri liéu. Diéu dang quan tam trong viéc phat trién chién luvgc gen tri liéu (GTL) véi CF
la phai thiét 1ap dugc mot mirc chuyén gen thap nhat ma van cai thién duoc su tién trién
ctia bénh. CF 1a mot ki€u hinh binh thudng va vi vay ngudi ta da chirng minh dugc rang
chi can biéu hién dugc 50% muc binh thuong cta CFTR la du d€ phong duwgc bénh nay.
Diéu tha vi 1a ca in vitro va in vivo déu chirng minh rang ngay ca khi biéu hién duoc mét it
gen nay cling da du lam binh thudng su tiét chloride. Néu tu tai nap dugc 5%-20% té&
bao CF thi s& hoan tra dugc do6 dan dién cda chloride (Goldman va céng su., 1995;
Johnson va céng su., 1992; Zabner va céng su., 1994) va & chuot chuyén gen CF thi chi
can bigu hién dugc 5% murc binh thudng ciua Cftr da thay su tiét chloride & murc rat
khac ( xap xi khoang 50% dang hoang da) (Dorin va cong su., 1996). Tuy nhién, ciing
can phai nhan manh rang van chua ré la nhirng phat hién nay cé lién quan thé nao véi cac
lgi ich lam sang mac dau trong chudt chuyén gen chi can biéu hién duoc 5% dang Cftr
hoang da la d& lam giam dang k& cac bénh duong ruét (Dorin va cong su., 1996). Cling
can phai lwu y rang viéc hiéu chinh cuwdng hap thu natrium thi doi hoi phai cé mirc chuyén
gen cao hon nhiéu, c6 I& phai téi 100% (Goldman va cong su., 1995).

Nguoc lai, su biu hién CFTR qua mirc & nhing vi tri khdng binh thudng thi maéi chi cé rat
it céng trinh nghién clru dé cap t&i. Tuy nhién, nhirng dan liéu tr nhirng nghién ciru nay
d4 lam khich |é cac nha khoa hoc rat nhiéu. In vitro, Rosenfeld va cong su da chirng minh
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rang khi ldam tang murc protein CFTR cling khong gay cam rng mirc cAMP dé tiét chloride
vugt qua mac xac dinh (Rosenfeld va cong su., 1994) va in vivo, chuét chuyén gen biéu
hién ca CFTR ngu®i va chudt thi van khéng cé hiéu (rng déi véi su phat trién khéi luong,
hinh thai hoc cda phdi cling nhu s phat trién chung (Whitsett va céng su., 1992).

Hau hét cac hé théng chuyén gen hién nay déu chuy&n DNA cda CFTR qua trung gian va
da thu duwgc nhirng két qua dang k&. Tuy nhién & day chi dé cap cac van dé sinh hoc cla
hé théng chuyén gen trong GTL bénh CF, con nhirng chi tiét khac vé khoa hoc co ban va
cac vec to virus clia moi hé théng thi dd duoc dé cap & cac chuong truéec.

10.5.2 Chuyé&n gen qua trung gian retrovirus

B4o cao dau tién in vitro vé viéc hiéu chinh su khiém khuyét kénh chloride cta CF |a viéc
chuyé&n giao qua trung gian retrovirus cDNA cta CFTR téi cac dong té bao CF (Drumm va
cdng su., 1990: Rich va céng su., 1990). Khi nudi cdy so cdp cac té bao bi€u mo tiét va
day duong dan khi, k& ca cac té bao t8 tién cling c6 thé duoc tai nap bdi cac vec to
retrovirus (Halbert va céng su., 1996). Tuy nhién, in vivo cac retrovirus lai khéng thich
hop la trung gian cho su chuyén gen téi duwdng dan khi. S& di nhu vay la do céac
retrovirus type C clia dong vat c6 v doi hdi phai c6 su tang sinh té bao cho su hgp nhat
ctia provirus va su bi€u hién ctia gen hon nira chiing ta ciing biét rang cac té& bao biéu mo
trén bé mit cac dudng dan khi lai 1a loai t€ bao da biét hoa tan cung vi thé sy phan chia
xdy ra rat cham tham chi khéng con kha ning phan chia na. Gia thuyét nay co gia tri
phan nao bdi vi ngudi ta quan sat thay rang su chuy&n gen qua trung gian retrovirus cé
th& cdm rng duoc qua in vivo cac té bao dudng dan khi nhung chi & nhirng bi€u mé bi
hay hoai - & d6 ching sé& duoc kich thich tdng sinh va cho phép thic ddy cac té bao t8
tién tang sinh nhanh hon (Halbert va céng su., 1996). Tuy nhién, nhirng té bao & biéu m6
va cac dudng dan tuyén duédi niém mac ngudi lai khéng duwgc phan chia (Leigh va céng
su., 1995). Dic biét nghién ctru nay da chi ra rdng bi€u mé dudng dan khi bi hdy hoai cta
nhirng bénh nhan CF da duoc kich thich tang sinh, diéu dé cé nghia la in vivo viéc chuyén
DNA qua trung gian retrovirus t&i dudng dan khi van con 1a kha thi. Cuéi cung la, su bién
d6i cac vec to retrovirus trén co sé& virus gay bénh bach ciu chudt Moloney type C cua
déng vat cé va tiéu chudn (Moloney murine leukomia virus- MoMLV) d3 tao dugc lgi thé
d6i véi cac té bao khdng phan chia. Nhirng vec to nay dua trén co s& HIV-1 lentivirus cla
ngudi (Naldini va cong su., 1996). Goldman va cong su cting chi rd rang cac vec to gia
HIV tai nap dugc in vitro nhirng té€ bao bi€u mé dudng dan khi cta ngudi khdng phan chia
duoc , & dé khéng cb cac retyrovirus MoMLV (Goldman va cong su., 1997). Mic dau vay,
cac vec to HIV bi€éu hién CFTR ciing tai nap duwgc nhirng mé ghép khi quan CF ngudi
chuwa dugc biét héa, nhung vec to nay khong tai nap dugc méd ghép khac loai khi bi€u mo
da biét héa va vi thé can phai c6 cac nghién clru tiép theo d€ xac dinh xem liéu hé théng
vec to méi nay cé ap dung dugc cho GTL bénh CF hay khong.

10.5.3 Chuyé&n gen qua trung gian adenovirus
Adenovirus (Ad) la mét vec to dic biét hap dan voi viéc chuyén gen téi dudng dan khi -
mot tham nhiém tu nhién bi€u mé dudng hé hap. Cac vec to adenovirus mang cDNA cula

CFTR duoc phat trién chd yéu tir Ad-2 va Ad-5 cuta phan giéng (subgenus) C. Cac nghién
ctru in vitro da kiém tra su chuyén gen CFTR qua trung gain adenovirus bao ham ca su tai
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nap cac dong té bao CF (Mitterder va cong su., 1994), nhitng I16p don bi€u md phan cuc
tlr cac dong té bao CF (Mittereder va coéng su., 1994; Rich va cong su., 1993; Zabner va
céng su., 1994) va nhirng mau lay ttr phé quan va mii ngudi, méi phan lap tir cac bénh
nhan CF (Rosenfeld va céng su., 1994). Adenovirus xuat hién |an dau tién trong viéc
chuy&n cDNA cta CFTR ngudi téi phdi chudt bong in vivo bang vec to Ad-5-CFTR
(Rosenfeld va cong su., 1992). mRNA cutia CFTR d3 phéat hién duoc & ngay thi nhat va su
chuyé&n gen kéo dai trén 4 tuan |&. Protein CFTR ngu&i phat hién cé trong cac té bao biéu
moé dudng dan khi 11-14 ngay sau khi cdy truyén. Nhirng két qud tuwong tu ciing thu
duoc trong cac nghién ctru don khac & chuédt béng (Yei va cong su., 1994) va cac thi
nghiém da dugc 13p lai (Zabner va cong su., 1994). Viéc chuyén gen CFTR qua trung gian
Ad téi khoang mii chuét chuyén gen CF (Cftr™"C) ciing dd dugc dé cap. Tuy nhién, ngay
ca v6i dd chudn cao ctua Ad-CFTR thi van chi thay thay d6i chat it vé su van chuyén
chloride va khéng hiéu chinh duoc su khiém khuyét natrium (Grubb va céng su., 1994).
Nguoc lai, Yang va cdng su da phat hién thay protein CFTR duoc bi€u hién tr mét Ad tai
t6 hop da loai bé E2a thé hé thd hai c6 mang cDNA ctia CFTR sau khi dugc chuyén téi
chudt Cftrm'NC, Chuét dugc truyén 2 X 10° pfu Ad-CFTR d4 phéat hién thdy CFTR trong
80% phé quan & thoi diém 21 ngay (Yang va cong su., 1994). Su chuyé&n gen qua trung
gian Ad cla gen CFTR t&i déng vat linh trwdng ciing dugc bigu hién qua dudng dan khi
(Brody va cong su., 1994; Engelhard va cong su., 1993; Zabner va cong su., 1994). Hau
hét cac té bao xac dinh cé & phdi déu c6 thé& bj tham nhiém ké& ca té& bao biéu mé bé méit
khi quan, phé& quan, ti€u phé quan , cac té bao day, té€ bao bi€u mé tru, cac té bao long
nhung, cac hach dudi niém mac va tui phéi (Bouti va cc“)ng su., 1994; Engelhard va cong

, 1993). Ngudi ta da chirng minh rang in vivo, tinh man cam cua cac té bao duong
dan khi v&i Ad-5 c6 thay déi, cac té bao hinh tru ré rang giam tinh man cam so véi cac té
day. Su tén thuwong cuia cac té bao tru lai lam téng su tai nap adenovirus (Grubb va céng
su., 1994). Nhirng su khac biét nay vé hiéu (rng tham chuyén cé thé coé lién quan tGi su
bi€u hién khac nhau ctia cac protein két dinh chi yéu va cac protein hoa nhap 0,Bs
integrin. Nhirng protein nay bi€u hién cao & nhirng té bao khéng dugc biét héa nhung
bi€u hién rat thap & cac té bao tru da biét hoa (Gold va Wilson, 1995). Mét nghién ciru
khac con mé réng téi ca viéc kiEm tra mé cla bénh nhan va phat hién rang mai va khi
quan khéng bi€u hién 0,Bs integrin, nhung integrin lai c6 mat & cac té bao bi€u mé cla
dudng dan khi ngoai bién (Goldman va cong su., 1996). Trong cdng trinh nghién ctru 1am
sang dau tién vé su chuyén gen CFTR qua trung gian Ad, Zabner va cong su da sir dung
vec to Ad-2 chuyén tGi mii 3 bénh nhan CF tinh nguyén. Niém mac mii dwgc sir dung
nhu 1a mot mé hinh t6t d6i véi su chuyén gen téi dudng dan khi bdi vi né nhay cdm hon
cling nhu c6 thé danh gia vé dé an toan va tinh hiéu qua tuwong déi dé dang. Bi€u mé mdi
lién k& v&i phdi va ngudi ta da biét rd rang nhirng dic tinh bat thudng trong viéc van
chuyén ion cta CF. Néu do dugc ca lwgng natrium va chloride van chuyén thi cé thé danh
gia dugc in vivo bang cac s6 do vé nhirng khac biét tiém tang (potential difference-PD).
T4t ca nhing sé lieu do dugc sé& cho phép phan biét mot cach tin cay bénh nhan CF vaéi
nhirng nguoi khéng c6 bénh (Knowles va céng su., 1995; Middleton va céng su., 1994).
Trong nghién ctru ctia Zabner va cdng su ngudi ta da quan sat thay cé su viém nhiém cuc
bd xung quanh vi tri dugc xtr ly, c6 18 né lién quan té&i phuong phap chuyén gen. Ngudi ta
thay rang mRNA cla CFTR phat hién thay & 2 d6i twgng va theo déi nhirng bién ddi vé su
van chuy&n natrium va chloride di ra va di vao & ca 3 bénh nhan déu thdy & mdc binh
thudng. Nhirng bién d6i nay kéo dai trén 10 ngay sau mdi lan xir ly, tuy nhién nghién ctru
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nay van chua thiét 1ap duoc thdi gian bi€u hién (Zabner va cong su., 1993). Nhirng s6
liéu thu duoc tir cong trinh nhd nay la diéu khich I&, nhung cling can luu y rang su viém
nhiém ctia bi€u md c6 thé& sé& lam anh hudng téi mot vai s6 do vé su van chuyén natrium,
va nhirng thi nghiém tiép theo khao sat vé su chuyé&n gen CFTR t&i miii cling can phai xem
xét lai vé phuong phap danh gia su dap (rng vai chloride.

Theo quy trinh 1am sang tiép theo clia Crystal va cong su, cac bénh nhan dugc nhan vec
to Ad-5-CFTR & bi€u mé mii, thi mRNA cuia CFTR thady c6é & mét trong s6 4 bénh nhan va
mét protein thdy & nhdng bénh nhan khac (Crystal va cong su., 1994). Cac nghién clru
vé dién sinh hoc cta 9 bénh nhan cho thdy 30% duoc cai thién t&i mic binh thudng vé
su tiét chloride trén 2 tudn sau khi duwoc x{r ly. Cling khéng thay bang chirng vé su hay
hoai biu mé do cam (rng bdi vec to & bat ky bénh nhan nao (Hay va cong su., 1995).

Thi nghiém thir 3 khéng giéng nhu cac thi nghiém truéce, & day ngudi ta bi mat dua vao
bi€u m6é mii 12 bénh nhan CF cac thuéc vo (placebo) véi 4 liéu lwvgng khac nhau cua
adenovirus hoac placebo (Boucher va cong su., 1994). mRNA cua CFTR tur adenovirus da
phat hién thdy & 5 trong s& 6 bénh nhan duoc nhan vec to & li€u cao nhat. Tuy nhién,
khéng thdy c6 nhitng bién d6i ré rang vé su van chuyén chloride va natrium. of nhi'ng liéu
thap hon cla vec to khéng thdy c6 hiéu (rng gay déc nhung & liéu cao nhat (d6 chuén
2X10'°) thi 2 trong 3 bénh nhan xuat hién viém niém mac (Knowles va cong su., 1995).
Nhi€u thi nghiém cting khéi dau danh gia hiéu (ng chuyén giao Ad-CFTR tGi phdi. Ciing
nhu viéc ap dung adenovirus & mii, Crystal va cong su di sir dung vec to Ad-CFTR téi
dudng hé hap dudi bang cach qua éng soi phé quan. Mot mau phé quan thay duwong tinh
vGi protein CFTR (Crystal va cong su., 1994). Tuy nhién, mét trong sé cac bénh nhan
(nhitng ngudi dugc nhan liéu cao nhat 1X10'° pfu) tang huyét ap, s6t va cé cac triéu
chirng vé ho hap, cé I 1a do phan rng viém xay ra & phdi. Phat hién nay chirng té rang
nhirng bién d&i d6 c6 thé& lién quan t&i viéc tang interleukin-6 (IL-6), c6 1& d6 1a két qua
truc tiép cda su tham nhiém adenovirus. T4t ca céac trieu chirng lam sang sé dugc giai
quyét tron ven mot thang sau d6 (McElvaney va Crystal, 1995). Nhirng két qua tuong tu
ciing thu dugc & cac thir nghiém khac trén phdi. Trong quy trinh nay (Dorkin, 1998) thi
trén 2X10° don vi tham nhiém (infectious units -IU) cta vec to CFTR co s& Ad-2 d3 duoc
chuyén giao bang &ng soi phé quan ; mRNA cta CFTR ciing duwgc phat hién thay cé liéu
lwgng cao hon nhung cé thay d8i vé vi tri viem nhiém & hau hét cac bénh nhan. Ngugc
lai, mot khia canh khac cua nghién ctru nay duoc dé cap (Dorkin, 1998) la vec to Ad lai
duoc chuyén giao bang khi dung. Pa phat hién thdy mRNA cta CFTR tr vec to nhung
khéng c6 doc tinh di kém (David Meeker). Cac sé liéu tir cac thir nghiém khac danh gia
viéc chuyén giao bang khi dung cla cac vec to Ad-CFTR ciing cho thdy khéng thé& hién
doc tinh mét cach ré rang (Bellon va céng su., 1997).

Nhirng thi nghiém trén lam sang danh gia hiéu luc cta viéc lap lai Ad-CFTR ciing da duogc
thuc hién. Nhdm mé réng thir nghiém GTL bénh CF, Zabner va cong su da thim do viéc
sir dung lap lai cac vec to Ad-CFTR (Ad-2-CFTR2) & bi€u mo6 miii (Zabner va cong su.,
1996). Sau bénh nhan dugc nhan nhirng liéu tdng gap 4-5 1an (tor 2X107IU t&i 1X10'° 1U)
vec to Ad-CFTR (Ad-2-CFTR2) it nhat 28 ngay. Tuy nhién, chi c6 moét 16 mii dugc xir ly
sao cho cé thé& lap lai 1an thd hai d& lam d8i chirng cho viéc xac dinh hiéu luc cha su
chuyé&n gen CFTR. M3c dau khéng c6 su khac biét théng ké gitra mai dugc xir ly va khoéng
dugc xr ly, nhwng bénh nhan khéng thdy c6 ddu hiéu bién d8i trong dap (rng kich thich
ti€t chloride sau khi x(r ly bang Ad-2-CFTR, nhirng bién d6i nay dat t6i da & liéu lugng
2X10'%
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Giam hiéu chinh van chuyén chloride song hanh véi nhirng bang chirng vé dap &rng mién
dich & liéu 2X10° va nhitng liéu cao hon nira. Ban chat cta dap (rng mién dich cé thé&
thay d6i, nhung trong mot s6 bénh nhan ngudi ta thdy c6 su tdng nhat thoi IgG huyét
thanh, mot s6 khac lai bién d6i trong dap irng khang thé& déi véi cac protein Ad déc hiéu
trong dé c6 ca protein nhan dién cac epitope méi. Mot s& nha khoa hoc cho rang, gidm
hiéu chinh CFTR Ia do dap (rng mién dich thé& dich d6i véi adenovirus, do vay ngén chan sy
tham nhiém tiép theo cla vec to ndy. Tuy nhién cling cdn phai lvu y rang nhirng sé liéu
buéc dau tir cac thlir nghiém khac nhdm danh gia viéc sir dung I3p lai vec to Ad-CFTR trén
phéi thi lai khong thay bang chirng téng khang thé véi vec to nay sau 2-3 1an sir dung lip
lai adenovirus (Harvey va cong su., 1997).

10.5.4 Chuyén gen qua trung gian virus adeno lién hgp

Virus adeno lién hgp (adeno-associated virus - AAV) |a virus DNA chudi don, cé tiém néng
hop nhat vao hé gen vat chd, thudng & cung vi tri trén NST s6 19. Cac virus tro gilp nhu
adenovirus hodc herpes c6 nhiém vu lam tang hiéu qua tham nhiém cda virus, nhu vay la
AAV khiém khuyét sao chép mot cach tu nhién. Kha nang déng goéi téi da cla cac vec to
AAV vao khoang 4,5-5 kb, vira ding bang kich c& cai va déng géi cDNA ctia CFTR (Flotte
va cong su., 1992). Cac vec to duoc thiét ké bang cach loai di mot hodc ca 2 gen rep va
cap. Tuy nhién, néu loai b6 mot s6 protein REP thi s& mat tinh wu dai déi véi viec hop
nhat NST 19, vi vay vec to AAV thudng ton tai dudi dang episome (Afione va cong sur.,
1996; Kearns va cong su., 1996). Cac vec to AAV-CFTR dugc dung dé tai nap cac dong
té bao CF (Egan va cong su., 1992) cling nhw cac mé so cap (polyp mui CF) in vitro
(Flotte va cong su., 1992). RNA va protein cta CFTR ngoai sinh ton tai 6 thang & thé sau
khi duoc truyén cau trac AAV-CFTR (Flotte va coéng su., 1993). Ciing chinh nhém nghién
clru nay da théng bao cé6 DNA vec to AAV & cac té bao bi€u moé dudng dan khi cha khi
rhesus macaques sau khi duwgc truyén vec to 3 thang (Conrad va coéng su., 1996). Khong
thay hiéu (rng déi 1ap khi dung li€u 1X10'" hat virus. Cac thir nghiém |am sang déi véi su
chuyé&n gen AAV-CFTR hién van dang tiép tuc. Mot céng trinh nghién ctru theo déi 300-
10000 don vi sao chép (replication unit-ru) AAV & mét 16 mai (con 16 mii kia nhan thuéc
placebo) va mdt nghién ctru theo ddi 3000-10000 ru duoc dua téi phdi bang dng soi phé
quan (Flotte va cong su., 1996). Nhirng sé liéu ban ddu cho thay cé bang chirng vé su
chuyén giao DNA. Tuy nhién, hiéu (rng ddy du va cac s6 lieu vé do an toan thi van con phai
chod dgi. Mot thir nghiém khac vé su chuyé&n giao AAV-CFTR lai 14y xoang ham trén la mo
dich cting dang bét dau (Gardner, 1998).

10.5.5 Chuyé&n gen qua trung gian lipid cationic

Ban chat cua viéc chuy&n DNA qua trung gian liposome cationic |a su tuong tac dién gitra
DNA ( thudng & dang plasmid) tich dién am vé&i mot hén hop lipid (thuwdng 1a cationic tich
dién duong va lipid trung tinh) d&€ tao nén mot phirc hop DNA boc béi lipid. Ban chat cla
tuong tac nay van chua rd va cé thé cé su khac biét gilra cac loai lipid cationic. Co ché
hap thu va su van chuyé&n cla nhirng phirc hgp ndy qua trung gian té bao cling chua
dugc rd. Khi chuy&n CFTR téi cac té bao HelLa va COS-7 véi cac lipid cationic DOTMA va
DOTAP s& san sinh ra cAMP dac hiéu tiét chloride & nhitng dong té& bao nay (Hyde va cong
su., 1993; McLachlan va céng su., 1995) va céac té bao mii nhirng bénh nhan CF dugc
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tham nhiém in vitro béng ca DC-Chol: DOPE va DOTAP (McLachlan va céng su., 1996;
Srern va cong su., 1995).

In vivo viéc chuyén giao DNA plasmid CFTR dugc phirc hop vai liposome va dugc dua qua
khi quan chu6t thi thay nhing ban phién ma mRNA cua CFTR d&c hiéu ngudi cé & phdi téi
4 tuan 1& (Yoshimura va cong su., 1992). 3 liposome cationic khac nhau dd dugc sir dung
dé€ chuyén céac plasmid chira CFTR t&i chudt chuyén gen CF. Hyde va cong su (1993) da
truyén liposome cationic (DOTMA -DOPE) phirc hop véi cDNA cua CFTR qua duong khi
quan chudt chuyé&n gen Cftr ™™ thi thdy cé su phuc hdi cAMP kich thich tiét chloride.
Cac phirc hop Nebulized DC-Chol: DPOE CFTR ¢cDNA dugc chuyén téi chudt Cftrm™HeU @3
hiéu chinh su khiém khuyét chloride cta CF & khi quan va & mot pham vi nhé trong mi
(Alton va céng su., 1993) nhd viéc dua truc tiép vao mii va truyén qua khi quan chuét
chuyén gen DNA plasmid CFTR phirc hgp DOTAP (MclLachlan va céng su., 1996). Trong
mot nghién ctru twong tu khi sir dung liposome cationic DMRIE-DOPE nguoi ta da phat
hién thdy mRNA CFTR cla ngudi c6 & chudt sau khi truyén 3 ngay (Logan va coéng su.,
1995). Trong hau hét céac trudng hop, néu c6 chirc nang CFTR ndi sinh thi ciing khéng
th& phan biét dwoc vai su biu hién chirc nang ctia gen chuyé&n CFTR. Mot vai thir nghiém
lam sang cua liposome -DNA phirc hop véi bi€u mé bi mii cac bénh nhan CF cling da
dugc thuc hién. Khong thay cé van dé gi vé tinh an toan ca trén lam sang ciing nhu trong
phan tich ban dinh lwgng ngau nhién cac sinh thiét mii. Ca cDNA plasmid va mRNA cla
CFTR d4 phat hién thay & sinh thiét mii cda 5 trong s6 8 mau CFTR da duoc diéu tri.

Gill va cong su cling da c6 thir nghiém (rng dung liposome cationic DC-Chol: DPOE, nhu'ng
cong thirc hoi khac mot chat cung véi cDNA clia CFTR va dugc hudng bdi doan 13p tan
RSV dai (Gill va cong su., 1997). Trong nghién ctru nay 12 déi tuong CF duwgc nhan ngau
nhién mot trong hai liéu cDNA cta CFTR ( 40 va 400mg) hodc placebo. Khéng thay c6 van
dé gi vé do an toan can phai canh bao. Khi st dung cac phan tich mau 4y tir mii sau 5
ngay dua DNA/liposome in vivo, do PD & cac khoang déu dan & 8 déi twgng dugc tri liéu
CFTR thi 6 d8i tuwong chéc chan cé su thay ddi phuc hdi tiét chloride. Trong da sé cac
trudng hop, mire dé hiéu dinh ciing chi c6 gigi han nhat dinh, Tuy nhién, c6 2 bénh nhan
c6 dap ng chloride & thang cua ngudi khong bi bénh CF. Diéu tha vi la nhirng bién déi
nay kéo dai hon so véi cac s6 lieu duoc bdo cédo trwdce day (chi kéo dai 7 ngay). Su khac
biét nay c6 thé& phan anh hiéu (rng cua viéc sir dung promoter LTR cta RSV vi né khang
lai promoter sém ctia SV40 da duwoc dung dé€ bi€u hién CFTR & thi nghiém truéec.

Trong mot quy trinh khac thi lipid cationic dwoc s dung la DPOTA (Boehringer,
Mannheim, Mannheim, Germany) va cDNA cla CFTR dugc dan béi promoter CMV
(Porteous va céng su., 1997). 16 d6i twong CF dd duoc nghién ciru, 8 ngudi duoc diéu
tri v&i liéu 400ug va 8 ngudi dung thudc placebo. Ciing khéng thay cé van dé gi vé tinh
an toan. DNA vec to phat hién thdy trong 11/18 bénh nhan & ngay th 3 va thi 7, c6 2
bénh nhan phat hién thdy & ngay 28. mRNA tir vec to ciing phat hién dugc & 2 bénh
nhan vao ngay thr 3 va tha 7, trong khi dé khéng thdy cé nhirng bién d6i I6n vé su van
chuyén chloride do dwgc hiéu chinh, mic bién d8i trung binh la 20% gidi han bunh
thuong.

Gan day da coé cac liposome cationic ma&i dac hiéu cho GTL (Lee va céng su., 1996;
Wheeler va cong su ., 1996). Mot trong s6 cac liposome thé hé 2 hira hen nhat 1a GL67
(Genzyme Corp, Framingham. MA, USA) dang duwoc danh gia. Lipid nay duoc thdr nghiém
dau tién & mai trong dé DNA plasmid CFTR phirc hop véi GL67 duoc dwa vao mot mai va
DNA plasmid CFTR dugc dua vao 16 mii kia. Diéu tha vi [a , mdc dau c6 su hiéu chinh tét
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trong dap ng chloride nhung khéng thay cé su khac biét rd rang gilra 2 cach diéu tri,
hiéu (rng & day l1a téng hiéu &rng cta DNA va lipid (Zabner va céng su., 1997). Mot lgi thé
cla GL67 la né nhu [a mét tac nhan chuyén giao DNA nhung lai la mét lipid cationic ma cé
thé& chuyén giao dugc bang khi dung téi dwong dan khi (Chadwick va céng su., 1997;
Eastman va cong su., 1997; 1998). Mot thir nghiém 1am sang danh gia hiéu luc caa khi
dung trong chuyén giao cDNA ctia CFTR t&i ph8i cac bénh nhan CF ciing dd hoan tat. Mic
dau vay ciing cdn phai luu y rang, cac déi tuong dugc diéu tri bang DNA-lipid c6 dap tng
giébng nhu bi cim nhe trong khoang 24 gi& (Alton va cong su., 1998). Su phat hién nay
cho phép suy luan rang vi thiéu su methyl héa ctia DNA tir vi khudn do dé cé thé cam trng
dap &rng viém. Cing chua rd 1a liéu nd c6 y nghia déi véi su chuyén giao DNA liposome
cationic dai han d& tri liéu CF hay khéng va ciing chua thay thong bao vé viéc cho phép st
dung lap lai phirc hop liposome -DNA t&i chuét chuyén gen CF. Trong nghién ctru nay do
hiéu chinh su tiét chloride chi thay & liéu kép CFTR/DC-Chol:DOPE sau 10 ngay, khéng cé
khac biét dang k& véi viéc sir dung liéu don (Goddard va cong su., 1997). Mot thor
nghiém lam sang danh gia 3 liéu lwgng thich hgp cla liposome-DNA cho cac bénh nhan CF
vGi thoi gian 28 ngay ciing duwgc thuc hién. Nhing s6 liéu ban ddu vé dd an toan cling
khéng c6 van dé gi dang lo ngai trén |am sang ciing nhu khéng thay cac tré ngai trong
linh vurc mién dich hoc (Southern va cong su., 1997). Cu6i cung 1a 2 thdr nghiém khac sir
dung cac liposome cationic khac nhau d€ chuyén cDNA cua CFTR téi cac bénh nhan CF
cling da dugc bt dau (Knowles va cong su., 1998; Sorscher, 1998; Sorcher va cong su.,
1994).

10.5.6 Cac hé théng chuyén gen khac

Van con mot van dé ma cac cong trinh nghién clru can phai tiép tuc dé 1a viéc kiém tra su
bién d&i ctia cac hé théng chuyén gen. Tuy nhién, ngudi ta da thay ré 1a viéc diéu tri bénh
xo nang c6 th& ap dung liéu trinh dai han. Cach ti€p can hira hen nhat 1a dung cac
receptor dic hiéu cho su chuyén gen qua trung gian. DNA duoc gén vao mét ligand thich
hop, né s& twong tac véi mot receptor bigu 16 trén bé mit t€ bao. M6t s6 receptor da
duoc st dung, nhung hdu hét cac nghién ciru déu chi ré rang su hap thu cta cac té bao
bi€u mé dudng hd hap la do cac receptor globulin mién dich t6ng hop (Ferkol va céng
su., 1993). Su théng minh & & chdé thong qua bé mét ua kiém cuia cac té bao bi€u mé ma
cdng hop ligand-DNA dugc phan phéi téi tan tinh mach. Khi chuy&n dugc DNA vao ca
phdi va gan thi sé& bi€u hién tirc thoi va kéo dai 7 ngay (Ferkol va cong su., 1995), khi xur
ly 13p lai thi thdy su bi€u hién gen giam dang k& (Ferkol va cong su., 1996). Su gidm st
nay la do su dap &rng khang lai cac thanh phan khang thé trong céng hop va vi vay lam
giam tinh khang nguyén cua cac khang thé& da sir dung.

C6 2 cach tiép can dé chap nhan trong GTL. Truéc hét 1a cach kién tao cac NST nhan tao.
Theo cach nay thi sé sir dung céc trinh tu hé gen CFTR trong mét cau tric cé chira cac
thanh phan thiét yéu cla NST nhu tdm déng (centromere) va phan cudi cta NST
(telomere). Tuy mai chi 1a ly thuyét, nhung trong nhing nghién ctru trudc day ngudi ta
da tirng sir dung NST nhan tao clia ndm men cé mang CFTR nén diéu dé lai cang khich 1&
cac nha nghién ctru (Mogayzel va cong su., 1997). Cudi cung la mét nghién ctru nham vao
su bién d6i dic hiéu clia thé dot bién AF508 nhd tai t68 hop. Chién lwgc nay da bién cac
doan nhd twong déng thanh trinh tu cla dang hoang da trong d6 cé cac dot bién AF508.
In vitro, khi phan tich vé chirc nang phan tir cho thdy né da téi dugc dich cda gen. Tuy
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nhién, tan suat t8 hop tuong déng xac dinh dugc la khoang 107° dén 10°. V&i tan suat
nhu vay, dé la diéu khich |& cho viéc irng dung duwgc md rong hon (Kunzelmann va cong
su., 1996).

10.6 K&t luan

Chang ta c6 thé& rat ra két luan thé nao vé tinh thuc dung clia nhirng hé théng chuyén
gen déi v&i viéc diéu tri bénh xo nang, dic biét déi véi cac thlr nghiém [am sang? Qua két
qua cuda nhiéu cong trinh nghién ciru danh gia viéc chuyén gen qua trung gian Ad ngu¢i ta
da rat ra mot sé van dé tha vi, trudc hét 1a su dap (rng véi vat chi cua cac virus. Cac
nghién ctru tién 1dam sang ciing nhu 1am sang cho thay, khi dua cac vec to Ad téi dudng
dan khi cGia nhirng bénh nhan & ving nhiét déi thi thay su viém nhiém phu thudc vao liéu
lugng va thoi diém x& ly (Brody va cong su., 1994; Crystal va coéng su., 1994;
Engelhardt va cong su., 1993; Knowlea va cong su.,1995; Simon va céng su., 1994).
Theo nhitng nghién ctru nay thi su viém nhiém c6 lién quan t&i tinh khang nguyén clia cac
protein boc adenovius, né cdm rng dap tng lympho T gay doc té bao dan dén su hady
hoai cac té bao da tham nhiém virus va vi th€ ma lam mét su biéu hién gen chuyén (Yang
va coéng su., 1995). Nhirng nghién ctru nay da kién tao duoc cac virus thé hé thi hai véi
E2a bat hoat. Nhitng vec to nay phai bi€u hién dai hon nita gen téi t6 hop va giam su
viém nhiém (Engelhardt va coéng su., 1994; Yang va cong su., 1994). Mot cach khac 1a khi
dung cac thudc kiém ché mién dich nhu cyclosporin va dexamethasone - diéu hoa xuéng
cac dap rng mién dich thi thdy su bi€u hién cac gen ngoai sinh trong dudng dan khi cla
chuét béng duoc kéo dai (Zsengeller va céng su., 1995). Tuy nhién, giéi han nhat déi véi
viéc stir dung cac adenovirus la né sinh ra cac khang thé trung hoa nén lam giam kha ning
chuyé&n gen cua virus thit hai néu duoc sir dung (Kozarsky va céng su., 1994; Smith va
cobng su., 1993; Zabner va cong su., 1996). Cac nghién ctru trén chudt chuyén gen cho
thdy céc té bao T cling gop phan quan trong vao su hinh thanh cac khang thé trung hoa
trong dudng dan khi do dé gay tré ngai cho viéc chuyé&n gen qua trung gian adenovirus ké
ti€p (Yang va cong su., 1995). Vi thé can phai khic phuc duoc van dé ting cudng mién
dich khi str dung l4p lai vec to. Ching han nhu véi interleukin -12, néu duoc ding cling
thoi di€m véi 1an sir dung 1an ddu cia Ad thi s& ngan chan dic hiéu san xuat IgA va sé
lam giam t&i 20 lan dé chudn khang thé trung hoa va duy tri dwgc su bi€u hién gen khi st
dung lai cac vec to (Yang va cong su., 1995).

Van dé chinh cé lién quan t&i su chuy&n gen qua trung gian liposome cationic t&i dudng
dan khi 13 tinh hiéu qua. Hién nay véi nén tang phan tlr DNA thi cac vec to virus c6 hiéu
gua hon liposome. Ciing chua ré l1a & thoi di€ém nao cda quéa trinh van chuyén ma mot
lwong I6n DNA d& bi mat di sau su chuyén giao qua liposome. Tuy nhién, trong cac nghién
ctru truwdce thi hang rao ngan can I&n nhat la cac 16i dan bén trong té€ bao va mang nhan
(Zabnervaf cong su., 1995). Néu c6 sy tham gia cta cac tac nhan dugc ly hoc thi sé gidi
quyét dugc van dé nay. Ciing can phai b8 sung la phai cé cac nghién ciru mét cach hé
théng Vvé viéc sir dung |&p lai cac liposome cationic. Mic ddu vay, ngudi ta thay van co
thé€ duy tri dwoc su bi€u hién gen khi dung ldp lai phirc hgp liposome - DNA téi duong
dan klhi (Goddard va coéng su.,., 1997; Scheule va cong su., 1997). Ciing khéng rd 1a nd
c6 hiéu (rng dai han trén cac cau tric & phéi hay khong.

Cudi cling, van dé dic hiéu 1am sang d6i véi CF cling can phai dé cap. Trong dudng dan
khi ctia cac bénh nhan CF cé rat nhiéu chat tiét do tham nhiém cling nhu nuclease ngoai
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va ndi sinh c6 thé& 1am bién d&i Ién hiéu rng chuyén gen. Cac nghién ciru in vitro cho thay
thuc chat dich nhady ciing 1am ngén can liposome - DNA va su chuyé&n gen qua adenovirus.
Tuy nhién, viéc stir dung cac tac nhan tiéu chat nhdy nhu DNase c6 thé lai lam gidm dang
k& hiéu (rng (rc ché (Stern va cong su., 1998). Ciing can phai khao sat danh gia thém vé
murc do thanh céng clia GTL d8i v4i bénh xo nang. VGi cac ky thuat in vivo vé dién sinh
hoc thi cling mé&i chi xac dinh dugc nhirng khac biét & mdi, con viéc so sanh nhirng khac
biét tiém tang (PD) & duwdng dan khi thi yéu cdu phai c6 nhirng ky thuat phirc tap hon
nhiéu. Tuy nhién, nhirng s6 liéu ban dau da chirng minh duwoc rang GTL rat kha thi déi véi
bénh xo nang (Alton va coéng su., 1996). Mit khac, nhirng van dé lam sang chuyén sau
cting can phai ddu tw nhiéu hon nra. Ching han nhu cin phai khao sat cac sé lieu vé do
két dinh vi khan, su bién d8i luu bién hoc cac chat nhdy (mucus rheology) hodc MCC va su
sang loc sinh hoc phéng xa cting can phai duoc ap dung trong cac quy trinh sau nay. Viéc
phan tich céc sé lieu lién quan t&i hau qua tri liéu cling rat can thiét trong tuong lai vi
GTL bénh xo nang van con rat nghéo nan vé nguyeén ly cting nhu nhirng ky thuat cu thé.

Chuong Xl
DIEU TR| CAC BENH THUOC HEMOGLOBIN
11.1 Mé& dau

Céac bénh thudc hemoglobin dai dién cho mé hinh khiém khuyét gen, bao gém su thiéu hut
trong bi€u hién gen - chirng thiéu mau ving bién (thalassaemia sydrome) - trong do6
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nhirng bién thé& protein da bi thay d8i chirc ndng (su tring hop clia haemoglobin S & bénh
té& bao liém) va giai trc ché gen (bénh di truyén lién quan t&i hemoglobin bao thai).

Bénh thi€u mau vung bién [ va bénh té€ bao liém - d6 1a cac dich dau tién cta GTL, vi cac ly
do sau day:

1.

u

Gen 0 globin nho, chi khoang 2 kb, dugc bigu hién tot, sau khi chuy&n vao chuét
chuyén gen dat mirc nhu cac gen globin chuét va dac biét 1a dong héng ciu & giai
doan biét hoa va khong thay cé hiéu rng phu trén chuédt (Stamatoyannopuolos va
Nienhuis, 1994).

Vé vén dé dich thi té& bao goc tao mau c6 thé phuc héi quan thé& dai han in vivo, c6
thé€ dugc thu nhan tr mau hodc tuy xuong va dugc cong nghé hda in vivo cling
nhu cdy ghép.

M6 hinh trén chuét la thich hgp véi bénh thi€u mau ving bién 0 va bénh té€ bao
liEm.

Ngay tir ndm 1986 chudt thi€u mau vung bién (TMVB) 0 da duoc ctu séng khi
truyén gen globin ngudi vao t&€ bao mam (Constantini va céng su., 1986).

Ngudi ta da higu chi tiét vé cac trinh tu diéu hoa.

Su khiém khuyét phan tr cta cac bénh thuéc hemoglobin tac déng lén tat ca céac
budc tir gen t&i protein déu rat rd rang va cé thé irng dung cac chién lwgce khac
nhau d& thém vao hoic thay thé hodc hiéu chinh cac gen blobin.

Su hoat hoéa gen hemoglobin bao thai nham bu lai su khiém khuyét gen 0 globin hodc gidm
hiéu rng loai bé dot bién ki€u hinh clia té bao 1a cac chién lwgc GTL gian tiép

Bang 11.1 Céc phuong phdp diéu tri bénh thuéc hemoglobin bang gen hodc RNA

Locus [ globin

Thém gen hodc thay thé gen (1,2)
Hiéu chinh dét bién (1,2)

Hoat héa gen [

Locus [ globin
hoat héa gen [ (1)
B4t hoat gen 0 LCR (1)

RNA globin
Ban phién ma [: Hiéu chinh ghép néi (1)
0 antisense, ribozyme (1)

Cac gen khac

Thém gen tao hong cau (1)

Cac enzyme té bao héng céu
2,3-biophosphoglycerate mutase (antisense) (2)
2,3-biophosphoglycerate phosphstase (thém gen) (2)
Cacc enzyme khang oxy héa (1)

Ghi chu:

1: Thi€éu mau vung bién 0

2: Bénh té& bao liém
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Gen tri lieu truc tiép cac bénh thudc hemoglobin cling dd dwoc bat dau ngay tir nam
1980 vé&i viéc thém gen Oglobin ngudi binh thudng vao cac té bao tly xwong nudi cay
ctia 2 bénh nhan TMVB [ bang cach tiém cac té bao da thao tac vao cac bénh nhan. Tuy
nhién cac két qua thu duoc la &m tinh va ngudi ta hy vong la n6é khong gay tén hai cho
bénh nhan. Sau su khdi ddu that bai ndy ngudi ta ciing da thu duoc thang loi khi stir dung
t&€ bao ngua Trojian, duoc chuyén giao bdng mot vec to retrovirus chudt da bigu hién
dugc gen globin trén cac té bao nudi cdy cla bénh ting sinh nguyén héng cdu nguyén
bao tdy & chudt (murine eythroleukaemia cell - MEL).

Mac du su chuyén gen globulin tiém &n nhiéu lgi ich, nhuwng nhing bénh c6 lién quan t&i
hemoglobin khéng con dirng diu danh sach GTL nira, bdi vi su bi€u hién in vivo clia gen
chuyé&n globin soma con lau méi dat t&i nguwéng tri liéu va van chi giéi han & mot sé it
quén thé& té€ bao vi ching khéng thé& hién dugc in vivo véi liéu trinh dai han.

Bang 11.2Tri liéu gen globin

Tién loi Bat loi
Kich c& gen nhd (< 2kb) Doi hoi DNA hé gen
M hinh hop véi té bao va dong vat Phan téan cac yéu t6 diéu hoa
Chita dugc bénh TMVB 0 cho chudt bang | Bi€u hién cao gen cdn cho su biét héa tan
chuyén gen globin ngudi vao dong mam. cung
Céac té bao goc dich chiém ty & thap va tiém
Da hiéu r6 bénh ly cia bénh nay an
Doi hdi moét luwong 16n cac té bao da dugc
céng nghé héa va bi€u hién dai han cac gen
chuyén in vivo.

Nhiéu nghién ctru co ban da dugc thuc hién nhdm cai tién, nang cao hiéu trng chuyén gen
cling nhu bigu hién gen chuyé&n globin soma va cac té bao géc cé thé duoc sir dung dé
chuyén gen.

11.2 Vec to retrovirus cho globin

Vec to retrovirus bénh bach cdu chudt Moloney la vec to khéi ddu c6 hiéu (rng déi véi
viéc chuy&n gen nghién clru vao cac té bao tao mau chudt in vitro. Tuy nhién, nhirng vec
to nay chi c6 dung lvgng nhoé duéi 10 kb. DE cai cac gen nghién clru nguoi ta phai lua
chon cac trinh tu diéu hoa trung tdm cé mat & ving kiém soat locus (locus control region
-LCR) cutia gen [ globin va thém ca DNA hé gen [ globin. Cac vec to retrovirus doi hoi cac
té bao dich phai phan chia thi méi hop nhat dugc vao hé gen cua té bao. Cac té bao goc
tiém tang hoat tinh phuc h6i quan thé& dai han in vivo, cac nghién ciru dwong thoi da tang
s6 té bao ex vivo cdm rng chu trinh té bao ma khéng c6 biét hoa dé€ cai bién cac dong té
bao déng géi nham tao dugc dd chudn cao cta cac vec to, c6 kha ning tai nap cac té bao
goc clia ngudi va duy tri su bi€u hién gen chuyén & mirc cao.
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D& bi€u hién dugc & mic cao va diac hiéu véi hong cau thi gen globin hé gen phai theo
huéng nguaoc lai, dudi su kiEm soat clia promoter, cé lién quan véi cac vi tri nhay cam
cao cta LCR (hypersensitive site ~HC). Tuy nhién, do thudng xuyén cé su sap xép lai va
cac vij tri néi 16i hodc vi tri két thic poly A ludn duoc nady sinh bdi su ngwgc huéng do d6
phai gay dot bién truc tiép diém dé& nang cao tinh 6n dinh cla vec to va biéu hién gen binh
thudng & céac té€ bao dich (Leboulch va cong su., 1994; Sadelain va céng su., 1995).

Cac té bao MEL dugc dung d& nghién clru su bi€u hién cac ban phién ma don cta gen
globin tai nap twong phan véi cac doan trung lap dwgc cdm ng bdi su tham chuyén
DNA. Céc nghién ctru trudc day da cho thay, su bi€u hién cla provirus ban phién ma don
c6 thé€ bi bién d6i va co lien quan t&i vi tri hop nhat ngau nhién (Bender va cong su.,
1989), khi c6 cac yéu t6 diéu hoa hoat héa cis nam gén chinh gitra. Mirc do biu hién gen
chuyén globin 1a thdp & cac té bao MEL tai nap khi so sanh véi cac gen globin chudt néi
sinh (Bender va céng su., 1989; Dzierzak va coéng su., 1988; Karlsson va céng su., 1987;
Kasahara va céng su., 1994; Leboulch va cong su., 1995). In vivo, sy bi€u hién dai han
gen chuyén globin ngudi ciing khong xuat hién mét cach thudng xuyén, diéu dé cho thay
rat hiém khi dat duoc su tai nap cac té bao goc khdi phuc quan thé& dai han. Su biéu hién
ctia gen chuyén [ globin thap hon 5% gen [ globin chudt néi sinh.

Su phat hién ra HS cta LCR diéu khién tir xa da khich & cac nghién ctru nham xac dinh vi
tri cia LCR hodc su t8 hgp cua cac vj tri - dé |a phuwong phap hiéu luwc nhat d€ biéu hién
gen globin. Gii han vé& dung lwgng kich ¢& cac vec to retrovirus déi véi gen chuyé&n ngoai
lai 12 do viing LCR chi cho phép gi&i han & 20 kb d&i v&i cac doan DNA nhé & trung tam
nhung c6 rat nhiéu mé tip hoat chuyén. Vi tri HS2 ctia LCR a vi tri hoat hoa nhat (Caterina
va cong su., 1991; Collis va cong su., 1990; Curtin va céng su., 1989; Forrester va cong
su., 1989; Grosveld va cong su., 1987; Leboulch va céng su., 1995; Phillipsen va cdng
su., 1990; Ryan va cong su., 1989; Talbot va céng su., 1990). Cac vec to retrovirus
Ecotropic d3 loai vi tri HS dugc gén véi promoter 0 globin ngudi bigu hién 60-70% trong
cac t& bao MEL khi so sanh véi globin néi sinh cia chudt. Su tham nhiém cla cac té bao
tly xuong chudt va su cdy ghép cac té bao tai nap vao nhirng déi twong nhan da bi birc
xa manh cho thay su biu hién gen chuyé&n [ globin c6 thé& thay déi, thudng cao hon
trwong hop khong c6 LCR, nhung van dudi ngudng doi hoi cua tri lieu (Chang va cong
su., 1992; Gelinas va cong su., 1992; Novak va cong su., 1990; Plavec va cong su.,
1993; Ellis va cong su., 1997). Dang tiéc 13, cac cdu trac méi nay hoat déng khéng én
dinh, provirus van cé su sap xé&p lai va do chudn vec to thap.

Su khéng 6n dinh vé mét di truyén duoc phong ngira bang cach loai thai hé thdng va thay
thé truc tiép vi tri (Leboulch va céng su.,m 1994; Sadelain va cong su., 1995). K&t qua la
nang cao dugc tinh 8n dinh va do chudn cda cac hép 0 LCR trong cac té bao héng cau in
vitro va in vivo. Su biéu hién cta gen chuyén 0 globin lién quan chat ché véi cac cau tric
c6 4 vj tri LCR chira trung binh 78% gen chudt véi thang tir 4% dén 146% (Sadelain va
cdng su., 1995). Mac dau d3 da c6 mat hau hét cac vi tri LCR hoat héa, nhung su biéu
hién cGia gen chuyén [ globin soma van con phai phu thudc vao vi tri ctia né. Khi thém vao
cac vi tri “cach ly” (insulator site) & cudi cdu tric LCR gen [ globin thi c6 thé& lam giam su
bién d8i bi€u hién gen 0 globin (Chang va cong su., 1993) va c6 thé tranh duoc su hoat
héa cac gen gay ung thu ndm canh vi tri cai cta provirus. Su bi€u hién dai han cau trac
LCR gen [ globin &n dinh sau tai nap cac té bao té& bao géc va cdy ghép, dé la diéu ching
ta khéng can phai ban khoan nira (Sadelain va céng su., 1995).
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Nhdng nghién ctru nay da cai tién mau hinh cla cac vec to retrovirus va gidi quyét dugc
3 vén dé chinh cla su chuyé&n gen 0 globin v&i cac vec to retrovirus 1a: tao dugc do
chuén cao clia cac vec to, 6n dinh hé gen tai nap va bi€u hién gen [ globin in vitro & muic
cao trong héng cau (Leboulch va cong su., 1995).

Diéu can thiét d6i v&i cac vec to c6 kha nang tham nhiém cac té bao géc ngudi lai doi hoi
cac té bao déng goi clia ngudi hodc cac té bao ludng tinh, nhitng dong té bao nay khéng
lam giam dé chudn hodc gidm kha ning tai nap cua vec to. O chudt, su bigu hién cla
cDNA adenosine adeaminase (ADA) duGi su ki€m soat cla doan lap cudi dai cla retrovirus
dat 80% ADA néi sinh sau 12-14 thang cdy ghép (Rivie‘re va coéng su., 1995). Cac dic
trung dac biét ctia LCR virus da gép phan lam tang thoi gian bi€u hién cta gen ADA & hau
hét cac dong té& bao c6 ngudn géc tir cac té bao géc khoi phuc quan thé dai han.

11.3 Cac vec to virus adeno lién hgp

Cac virus adeno lién hgp (adeno-asociated virus — AAV) la virus DNA sgi don, c6 4675
nucleotide, thudc ho parvovirus. AAV khéng phai 1a virus gay bénh, n6 cé thé& tham nhiém
vao rat nhiéu té bao ngudi va cé th& hop nhat vao nhirng vi tri dac hiéu trén NST 19 cla
nguoi (19q13,3-qter) (Flotte va céng su., 1995; Kotin va céng su., 1991).

Cac trinh tu can cho su dong goi, s hop nhat va sao chép nam trong 191 nucleotide,
bao gém ca nhirng doan lap tan ddo nguoc ( inverted terminal repeats - ITR) (Samulsski
va cong su., 1989). AAV Ia virus khiém khuyét, n6 can phai dugc cong tham nhiém véi
virus (adenovirus, hodc virus herpes simplex) thi m&i sao chép duwgc. Cac khang thé khang
AAV c6 mat & 70-80% quan thé.

AAV type 2 di dugc sir dung nhu mot vec to bi€u hién cac gen chuyén. Kich ¢ cuc dai
ctia DNA doéng goi chi 4,5 kb. Hau hét DNA hé gen déu c6 th& duoc thay thé bang mot
gen mong muén béi vi v4i ddu tan cta AAV (145 nucleotide) 1a di d& hgp nhat vec to
AAV tai t6 hop vao trong hé gen vat chu.

Van dé tap chat cla vec to AAV do phai b8 sung thém céc virus trg gilp cho vec to
tham nhiém ciing da duoc gidi quyét bang cach xir ly véi nhiét va cac buéc [am tinh khiét
cling nhu viéc str dung cac plasmid trg gidp.

Tuy nhién, van con mét sd van dé tén tai la: (1) rat kho thu dugc cac dong té bao déng
g6i c6 kha nang tao duwgc dé chudn cao cho céac vec to AAV, (2) téi san xuit cac vec to
AAV, (3) doc tinh ctia protein Rep d6i véi cac té bao déng goi va (4) cac vec to AAV tai
t8 hop chi chira cac dau tan AAV nén cé th&€ lam mat tinh dac hiéu d6i vai vi tri hop nhat
clta NST 19 (Mamounas va cOng su., 1995; Shelling va Smith, 1994).

Su tham nhiém té& bao clia K562 héng cau ngudi hodc cac té bao tao mau ngudi véi vec
to AAV cuda Al globin cé lién quan rat nhiéu véi cac t&€ bao neo dau va su biéu hién gen
chuy&n Al globin (2,2 kb) dugc danh dau véi 6 nucleotide bi loai di & ving 5’ khéng
phién dich gan véi vij tri 2 ctia LCR (0,4 kb). Cac t& bao K562 bi€u hién gen chuyén [ &
murc cta [ ndi sinh trong céac té bao cam rng biét héa hong cau (Miller va céng su., 1994;
Walsh va cong su., 1992). Cac té bao tao mau CD34+ cta ngudi tham nhiém cao véi vec
to ADAAV (500-1000 hat/té bao) & 20-40% quén thé& héng cau biéu hién gen chuyén Al
0 murc 4-71% khi so sanh v&i cac gen néi sinh. Hemoglobin thai nhi (Foetal haemoglobin)
(HbF) tang tir 26% t&i 40% sau khi tai nap AAV trong cac té bao t8 tién (Millervaf céng
su., 1993). Su sép x&p lai hé gen vec to di cling véi viéc 1dam mat cac trinh tu diéu hoa co
th& xay ra & mot s6 dong té bao (Miller va céng su., 1994). Cubi cung, DNA vec to géc
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c6 th& sé& cho mét tin hiéu nhan tao gia ctia DNA tr mot quan thé, do dé can phai tién
hanh RT-PCR d€ xac dinh hiéu &rng tai nap AAV va su bi€u hién ctia gen chuyén. Su hgp
nhat cla vec to ADAAV trong cac dong héng cdu van chua duwgc chirng minh. Tuy nhién,
vGi mot s6 lugng 16n té€ bao (> 1000) lai  chi tir mot t8 tién tham nhiém don cé thé& noi
duoc rang da c6 su hop nhat cla provirus trong té bao gen phan dong nay.

Nhitng céng trinh nghién ctru gan day sir dung gen Allglobin c6 danh ddu cac vi tri HS 2,3
va 4 tir LCR, nhung khéng c6 gen khang thuéc da cho thdy cé su hop nhat cap doi va su
bi€u hién chirc néng chi & vec to AAV cé su tham nhiém cao (Hargrove va cong su.,
1997). Su bi€u hién dai han cta gen 0 globin d quan sat thay trong cac déi twgng cay
ghép lan dau, bi€u hién gen 0 globin ndi sinh & mirc 6% trong 1 thang va & muc 0,4 %
trong cac té bao tly xwong & nhitng déi twong duwgc cdy ghép lan thi hai (Ponnazhagan
va cong su., 1997).

Dung cac vec to co s& AAV tai t6 hop dé& biu hién RNA antisense [ globin & cac té bao
K562 la cach tiép can gian tiép d& chéng lai hiéu qua ki€u hinh thiéu mau ving bién [
(Ponnazhagan va céng su., 1994).

11.4 Tai t6 hgp twong dong va sy slra chira

Phuong phap ly twdng dé& hiéu chinh lai gen globin khiém khuyét va gidi quyét van dé biéu
hién gen thap Ia thay thé viing DNA bat thudng bang cac trinh tu binh thudng nho tai t6
hop twong déng (Smithies va Maeda, 1995). Theo phwong phap nay thi gen [ globin dét
bién sé& dugc hiéu chinh lai trong cac dong té bao, k& ca cac té bad géc cua phoi (Shesely
va cong su., 1991). Tuy nhién, phuong phap nay van chua thé ap dung dugc déi véi cac
t& bao gbc tao mau vi tan s6 tai t8 hgp & cac vi tri xac thuc con thap va can phai nhan
lén cac té€ bao gbc da dugc hiéu chinh rat hiém hoi nay.

Viéc stra chira dic hiéu vi tri cia dot bién diém c6 th& dap &ng véi bénh TMVB [ bang
cach tham chuyén céc oligonucleotide chimeric ddc hiéu vao cac té bao géc ex vivo (Cole-
Strauss va cong su., 1996).

11.5 Trj liéu gen gian tié€p bénh thi€u mau vang bién [

Do su mudn mang trong GTL truc ti€p bang cach thém vao hodc thay thé gen thi da cé
mét cach tiép can khac, do6 la GTL gian tiép (bang 11.1).

11.5.1 Hiéu &ng ghép néi bat thudng

Céac dot bién gen [ globin |a do vi tri ghép néi bat thudng (0 IVS1-110), vi tri ndy tiém &n
rat nhiéu so v&i vi tri binh thudng nguyén ban, nhirng trudng hop nay rat hay gap & cac
nuéc thudc Dia Trung Hai véi hoi chirng TMVB 0. O cac t& bao nudi cdy, co th& hoan tra
100% su ghép néi binh thudng va phuc héi mRNA 1 globin chirc ndng bang cach ding
antisense oligonucleotide d& che I4p céac vi tri ghép néi bat thudng (Dominski va Kole,
1993). Ciling c6 thé€ chuyén mot gen ma cho RNA antisense, viéc phién ma dugc ki€m
soat bdi promoter globin va LCR trong cac té bao géc d& bi€u hién gen antisense & giai
doan cudi biét héa héng cau.
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11.5.2 Hoat héa céac gen bu

Mot cach ti€p can gian tiép khac 1a c6 thé bu dap cho cac gen [ globin khiém khuyét bang
cach hoat héa mét gen lan binh thudong cb cung chirc nang hoac twong tw chirc nang.
Day la trwong hop clia cac gen [ globin cta HoF- mét bénh nghiém trong cé lién quan t&i
hemoglobin (Stamtoyapoulos va Nienhuis, 1994). Khi xtr ly bang hydroxyurea sé lam ting
muc HbF va giam tinh nghiém trong déi v&i bénh té bao liém (Charache va cong su.,
1992, 1995). Cac tac nhan lam thay d6i doc tinh té€ bao hodc 1am bién ddi chat nhiém sac
cling kich thich sy bi€u hién in vivo cta gen 0O globin cling nhu cac gen tao héng cau
(Rodgers va cong su., 1993). Vi vay, tdm xa cua GTL déi véi cac bénh thudc hemoglobinla
phai c6 nhiéu chién lugc véi cac tiém nang khac nhau dé€ nang cao su bigu hién cla cac
gen [ globin. Mot trong nhing cach tiép can d6 1a su chuy&n gen tao héng céu (
erthropoietin gene-Epo) va cac té bao sao cho ching c6 kha niang tiét ra duoc Epo véi
cac liéu lwvong duoc ly in vivo.

11.5.3 Chuyé&n gen tao héng cau

Nhan t6 co ban cua cach tiép can nay xuat phat tor mét hiéu (rng cua Epo d6i véi cac
bénh nhan thiéu mau té bao liém (Cozma va cong su., 1995; El Hazmi va cong su., 1995;
Rodgers va cong su., 1993) va cac bénh nhan TMVB [ (Aker va coéng su., 1995; Olivieri
va cOng su., 1995; Rachmilewitz va céng su., 1995). Tuy nhién, liéu lwgng gay hiéu tng
lai rat cao va vi rat dat nén cac quy trinh thudng quy khong thé sir dung duoc Epo tai t&
hap.

Cac mé hinh dong vat da duoc sir dung dé€ xac dinh hiéu &rng ctia nhirng liéu 16n d6i voi
su biu hién HbF. O khi ddu cho, véi liéu rit cao ctia Epo da cam tng dwoc 605 HbF (Al-
Khatti va céng su., 1987). Epo tai t8 hop c6 kha ning bu dép su thi€u mau cda chudt
TMVB 0. Van dé nay gén lién véi giam s6 luong héng cau lwéi, nhung lai ting thoi gian
ton tai cla héng cdu va ting chat it khdi lwgng tao mau (De Franceschi va cong su.,
1996).

Vé&i cac bénh nhan TMVB [ thi viéc hoat héa gen [ globin (khi da bi€u hién 0) phai dd cao
thi méi tdng duoc ty 1& tao héng cdu va ting thoi gian séng cla té bao héng ciu. Su
hoat héa nay cling cé th& 1am gidm su phat trién ctia tdy xwong & nhing bénh nhan thiéu
mau Cooley nhe.

Mdt cong trinh nghién clru trudc day da chirng minh rang su bi€u hién lién tuc gen Epo
sau khi tai nap cac té& bao géc phuc héi quan thé& dai han khéng c6 vec to retrovirus thi cé
kha nang bu dap cac khiém khuyét di truyén bénh TMVB 0 & chudt (chudt Hbb thall da
loai gen chinh 0) (Viller va cong su., 1994). Tuy nhién, mirc d6 bi€u hién clia gen chuyén
Epo thi van chua xac dinh duoc, tirc la hodc qua cao hay qua thap chi hiém khi & mirc
chuén xac va thudng 1a nhat thoi. Chudt TMVB [ trude khi dwge cdy ghép cac té bao tay
xuong da bién d6i gen thi phai tia xa. In vivo, & mot mic dé ndo d6 ngudi ta da ki€m
soat dugc su bi€u hién gen chuyén Epo & nguyén bao co tai nap retrovirus cam &rng vai
doxycycline sau khi dugc chuyén vao chudt binh thuong cung gen (Bohl va cong su.,
1997).

Viéc cdy ghép cac t8 chirc méi (Moullier va cong su., 1995) tir nguyén bao sgi tai nap
véi gen Epo cDNA duéi sy ki€m soat clia promoter phosphoglycerate kinase (PGK) da cho
su biéu hién dai han (trén 6 thang) gen chuyén Epo & chudt binh thwdng. Mirc Epo va
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haematocrit phu thuéc vao sé lwgng cac nguyén bao soi da duwgc cai bién gen cé mat &
cac t6 chirc méi (Naffakh va cong sw., 1995). Tuy nhién, khi so sanh vé&i chudt binh
thuwdng thi mirc tdng haematocrit & chudét TMVB [ ciing chi xay ra trong thdi gian rat
ngan.

Vec to adenovirus d6 chudn cao bi€u hién gen chuyé&n Epo cling dd dugc xac dinh. Néu
khéng c6 su hop nhat va lai hoa lodng gen chuyén Epo ciing nhu dap (rng mién dich déi
vGi cac té bao bi€u hién protein adenovirus thi sé& tiém &n kha nang biéu hién thap hoac
bi€u hién nhat thdi. Tuy nhién, sau khi dua mot liéu don qua tinh mach cac hat vec to
Epo-adenovirus thi su ting héong ciu dugc cam rng trén 6 thang & chudt binh thuong
(Descamps va cong su., 1994). Su bi€u hién dai han ctia gen chuyén Epo cling thu duwoc
vGi vec to AAV bang céach tiém truc tiép vao co chudt binh thudng (Danos)

11.5.4 Giam bi€u hién gen 0 globin

Trong bénh TMVB 0 do thiéu hut su t8ng hop chudi 0 globin ngudi ta déu hidu rd rang
mirc do6 nghiém trong 1am sang cla TMVB [ phu thudc vao s mat can bang gilra téng
hop cac chudi 0 globin va cac chudi khéng phai 1a 0 va dic biét hon la cé nhiéu chudi [
hemoglobin tu do (khéng lién két véi chudi [ hodc 0') nén n6 khéng 8n dinh va bi két tla
trong héng cau va céc té bao té tién.

Nhdng chudi 0 globin khéng cép déi nay cé chira nhém haem va sat, né cé thé oxy héa va
xGc tac cho su hinh thanh cac géc oxy déc tinh cao, nhirng géc nay lai cdm &ng su tiéu
mau va lam mat hiéu (rng tao héng cau. Khi tang cac chudi I globin ctia HbF hodc giam cac
chudi 0 (tic 1a cac dong yéu td quyét dinh bénh TMVB 1) thi sé& |am gidm su can bang
chudi globin va TMVB [ nghiém trong. Ngugc lai, néu thém vao cac gen [ globin (c3p ba)
thuong lam tang tinh nghiém trong trang thai di hgp cda TMVB 0 (Cao va cbéng su.,
1995). Néu giam 20-30% chudi 0 globin tu do thi s& chuyé&n hoi chirng TMVB [0 nghiém
trong thanh it nghiém trong hon.

Cac chién lwoc nham giam sd chudi O tu do cé thé duoc dat ra & cac dich khac nhau tor
su phién m3 t&i dich ma su bi&u hién gen 0 globin. & mirc phién ma, su biéu hién gen [
globin cé thé& bi giam st 14 do lam bat hoat mét trong 2 gen 0 hodc vi tri HS-40 clia LCR
gen [0 bang cach tai t8 hop twong déng ex vivo (Bernet va cong su., 1995). Ciing cé thé&
sir dung mot “antigene” ma cho RNA tao nén mot xodn ba dé€ e ché vi tri hoat chuyén
(HS-40 ho3c promoter gen 0 ). O mirc sau phién ma thi mot gen khang RNA “anti-RNA’ m3
cho RNA antisense (Ponnazhagan va cong su., 1994) sé (rc ché viéc xr ly cia mRNA cla
0 globin. Cling c6 th& huwdng moét ribozyme hodc mét nuclease H vao viéc phan giai dac
hiéu mRNA cua 0 globin hodc cac t6 tién ctia né (Thompson va cong su., 1995). Su phién
ma cla antigene hay gen anti- RNA phai dat dudi su diéu hoa gen globin d& phéi hop suw
bi€u hién cac gen [ globin va anti 0 globin.

11.5.5 Cac ki€u GTL khéac

Mét cach tiép can khac & mirc sau phién dich la téng su ly giai cac chudi 0 globin. Hé
théng nay c6 & héng cau luédi cua cac di hop tr TMVB [, khéng thay cé triéu chirng nao
xuéat hién khi 50% chudi [ bi suy gidm chirc n&ng (vi hdu hét chang da bi ly giai). Khi néng
do6 chudi [ globin da vurgt trén mot nguéng nao d6 ca TMVB 0 déng hop tir thi qué trinh
ly giai chudi [ globin c6 thé& 1a da bao hoa, cac chudi I globin du thira s& két tha va lam
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tich tu haemin va sat. C6 thé& cai thién su ton tai cGia héng cau va cac té tién cua ching
bang cach cho thém vao mdt gen ma cho enzyme protease phan giai déc hiéu cac chudi [
globin tu do ma khéng lam bién d8i cac protein khac cua té bao.

Cac qua trinh oxy héa bat thudng ma hau quéa 1a gay nén su khiém khuyét trong TMVB [I
ciing c6 thé& duoc gidm bét hodc dugc phong ngtra bang cach chuyén vao mot gen ma
cho mot protein c6 kha nang thu don cac géc tu do hodc gan vao sat hodc haemin tu do
duoc giai phéng ra tir cac chudi I globin khéng 6n dinh d& gay nén su oxy hoda va lam mat
hiéu (rng tao héng cau.

11.6 Diéu tri bénh té€ bao liém

Gen tri liéu soma bénh té& bao liém khé hon bénh TMVB [, bai vi gen S globin phai dugc
bi€u hién & mirc cao va nhan dugc chirc ndng méi déng thai phai trc ché dugc qua trinh
polymer héa clia HbS. Hon nita, theo mét sé chién lugc da dé cap & trén thi bénh té& bao
liEm va TMVB 0 thudng cé 2 chién lvgc dac hiéu la: (1) chuy&n mét gen ma cho globin
vGi dac tinh khang té€ bao liém va (2) chuy&n moét gen ma cho bisphosphoglycerate
mutase dé phan giai 2,3- biphosphoglycerate (Garel va cong su., 1994).

Céach tiép can truc tiép va dau tién 1a gay dot bién truc tiép vi tri codon 22 va 87 cla gen
0 globin d& ¢ ché tiép xic trong polymer cla hemoglobin nhu d3 thdy & HbF va HbA
(Mccun va céng su., 1994). Dang gen chuyé&n nay 6n dinh va da dugc biéu hién trong cac
t& bao MEL tai nap véi cac vec to retrovirus (Takekoshi va cong su., 1995). Mot cach tiép
can méi va rat ly tha déi véi bénh té& bao liém la stra chifa dot bién bang tham chuyén
mot oligonucleotide chudi kép chimeric vao codon 6 trong gen 0° globin (Cole-Straus va
céng su., 1996).

Mt cach tiép can gian tiép déi véi GTL dic hiéu khang té bao liém dugc suy dién tir quan
sat thay rang mot bién thé tai t8 hop cda 2,3-biphosphoglycerate mutase tuwong hop acid
phosphatase sé& lam tang hoat tinh cla 2,3-biphosphoglycerate phosphatase (Garel va
codng su., 1994). Khi chuyén gen tai t6 hgp nay vao cac té bao héng cau sé lam gidm murc
cua 2,3-bisphosphoglycerate in vitro va c6 thé nghi t&i viéc irng dung GTL soma in vivo.

11.7 Vién céanh tuong lai

Viéc chuyén gen truc tiép bang cac vec to virus c6 do tham nhiém cao d& tao dugc hiéu
(rng tai nap cao cho cac céau trac 6n dinh va ching da dugc bigu hién trong cac té€ bao tao
mau binh thuwdng in vitro cling nhu trong cac dong héng cau cda chudt va nguoi. Diéu dé
chirng minh cho kha nang tai nap va bi€u hién cla cac gen globin in vivo. Vi thé ngudi ta
c6 thé& thuc hién dugc cac nghién clru vé té bao géc clia ngudi tai nap cé hoat tinh khoi
phuc quan thé& dai han trong cac mé hinh TMVB trén dong vat. Chuot thiéu hut mién dich
(THMD) (Cashman va céng su., 1997; Dick va céng su., 1995) hodc chudt bao thai duwoc
ghép cac té bao CD34+ va cac té& bao dém cé th& dugc sir dung d&€ uwdce tinh do tai nap
va su bi€u hién cta gen chuyé&n trong tat ca cac dong té bao tur chinh cac té bao géc
nguyén thly cla ngudi in vivo. Bang viéc sir dung cac cytokine, t&i nay ngudi ta da kich
thich dwgc su nhan Ién ex vivo cua cac té bao géc nguyén thly va tranh duoc viéc sir
dung céc chat hoa hoc hoic tia xa toan than trudce khi ghép céc té bao géc vao cac bénh
nhan cé lién quan t&i hemoglobin.
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Mét van dé Ién van chua dugc giai quyét do 1a viéc duy tri su bigu hién & mirc cao gen
chuyé&n 0 globin invivo. Ngudi ta da chirng minh rang cac trinh tu cda retrovirus ciing trc
ché su bigu hién gen 0 globin & trirng chudt da thu tinh sau khi chuy&n dén cau trac
provirus bang GTL soma (McCun va Towner., 1994). Hau hét cac nghién ctru vé su
chuyé&n gen [ globin d4 thu duoc két qua trong nudi cdy nhung chua c6 két qua in vivo.
Cé mot ly do la cac dong té bao duwgc sir dung in vitro cé mirc bi€u hién gen globin néi
sinh thadp hon nhiéu nguyén héng cau in vivo, vi vay khéng dat duoc ty 1& 1:1 gita su
bi€u hién dai han gen blobin néi sinh va gen chuyé&n & cac té bao MEL hodc K562.

Trong tuong lai nguoi ta sé chuyén nhirng doan DNA 1&n, k& ca toan bd hé gen globin.
Diéu d6 doi hdi phai c6 su nhan 1én ex vivo va phai thao tac véi cac té bao géc. Dich cua
té& bao sé duoc cai tién bang cach gén dic hiéu cac receptor dic hiéu vao cac vec to. Cac
phan tl&r dung nap c6 thé& s& nang cao su chuy&n DNA bao chat. Cac mo hinh AAV c6 thé
dugc thiét ké cho viéc hgp nhat gen globin vao vi tri dic hiéu AAV clia NST.

T4t ca nhing nghién ctru hién nay dang tap trung vao viéc san xuat hé théng vec to virus
ly twdng véi hiéu (rng tai nap cao nhung khéng lam han ché cac vec to AAV hay
retrovirus. Ngudi ta sé& sir dung cac NST nhan tao cta ngudi dé€ tranh su hgp nhat ngau
nhién cla gen chuyén trong hé gen cla té bao (Huxley, 1994).

Viéc tri liéu gen globin mot cach hiéu qua va truc tiép van con nhiéu khé khin & phia
trudce, vi thé GTL gian tiép can dugc phat trién. Phuwong phap nay cé thé hdiu ich déi vai
nhirng bénh nhan d4 bi suy kiét do bénh tat cting nhu 1on véi cac ché do6 diéu tri “khdng
ngon miéng- unpalatable” duwong thdi. Nhing tri liéu gian ti€p ndy cé thé sé lam gidm bét
su bénh hoan, chét chéc va cac van dé vé con ngudi, gia dinh va xa héi cla cac bénh
thuéc hemoglobin v&i nhirng khi€ém khuyét di truyén nguy hiém.
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Chuong Xl

DIEU TRI BENH DAU CO DUCHENNE
12.1 Mé& dau

Bénh dau co Duchenne (Duchenne muscular dystrophy -DMD) |la mot bénh thudc co than
kinh nguy hiém, dic trwng bdi su tan pha co tién trién. Nhirng ngudi bi bénh nay néi
chung phai gén véi xe ddy truée tusi 12 va hiém khi séng duoc dén tudi 30. DMD la bénh
do thoéi héa alen X va chi gi¢i han & dan éng. Ty 1&é méc bénh DMD 1a 1/3500 nam so sinh
va 1/3 trudng hop phéat trién rai rac khéng cé tién sir gia dinh (Emer, 1993). Géc ré cua
bénh 13 do su bat thuwdng trong locus dinh vi & canh tay ngén ctia nhiém séc thé X ma cho
protein da chirc ning c6 tén 1a dystrophy. Vi ty |& méac bénh ndy cao va |a bénh rat
nghiém trong nén viéc phat trién GTL hru hiéu la su séng con.

12.2 Cac dac trung bénh ly va lam sang

DMD xac dinh rd rang la bénh do NST twong déng véi mot phd rong vé 1am sang. Nhirng
khiém khuyét ctia DMD chéc chén 1a & mé co va ludn & nghiém trong. Méc dau bénh da cé
tir khi mai sinh, nhung nhirng tin hiéu 1am sang néi chung chi la cham biét di hoac cac
chirc nang van déng khac bi suy yéu rd rét, cdt séng ngang lung bi uén ra, dang di chan
m& rong khi 3-6 tudi. Su di lai khé khin dan va téi 12 tudi thi phai phu thudc vao xe day
(Emery, 1993). Nhitng ngudi da c6 ddy du cac ddu hiéu 1am sang thi co da bi co rat, veo
codt séng (Miller va Hoffman, 1994).

Hé co xuong clda nhirng ngudi bi bénh DMD bi tac déng ngay cang nghiém trong theo
thoi gian, mét sé khac con lién quan t&i ca co tim va co tron. Nhirng réc réi vé tim cling
thudng xuat hién & DMD véi ty 1& trén 80%, nhung nhing truc trac rd rang vé tim thi chi
chiém khoang 10% s& bénh nhan DMD (Quinlivan va Dubowit, 1992). Phan I6n bénh nhan
chét lai do su truc trac sém vé hé hdp & tudi 30, dung tich séng ndi chung giam xudéng
dudi 1 lit khi 12-14 tudi (Bushby va Gardener - Medwin, 1993). Nhing tai liéu vé bénh ly
co tron con rat it va y nghia |am sang cda né cling dang con nhiéu tranh luan. Su suy yéu
nhan thirc khong tién trién vao khoang 50% s& DMD (Bresolin va céng su., 1994). Tuy
nhién, nhirng triéu chirng nay tuong déi nhe va biéu hién rat khac nhau, anh hudng chinh
la t&i chi s6 1Q va ky trc ngén han, nhung khong c6 hé s6 théng ké y nghia gilra cac dan
liéu di truyén va cac danh gia tam ly trac hoc (Bresolin va cong su., 1994).

Bénh dau co Becker (Becker muscular dystrophy -BMD) |a dang alen nhe hon ctia DMD, n6
cling ¢6 nhirng dau hiéu 1dm sang twong tu nhu DMD nhung xuét hién cham hon (Bushby
va Gardener - Medwin, 1993). Ki€u hinh Iam sang ctia BMD ciing hén tap hon DMD rat
nhiéu vé cac mat tudi tac, ty & tién trién cla bénh va mirc do6 nghiém trong (Vainzof va
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cong su., 1993). Hiéu trng di truyén noi chung it nghiém trong hon & DMD va mét sé
bénh nhan khéong hé mat kha nang di lai (Emery, 1993).

12.3 Gen dystrophin va cac san phdm cta né

T ddu nhirng nam 1980 nhing hi€u biét cla ching ta vé bénh ly va chirc nang cda bénh
nay da cé nhing tién bd rat dang k&, khéi dau la viéc xac dinh chinh xac locus DMD & canh
tay ngan ctia NST Xp 21 (Dvies va cdng su., 1983). Téi nay né duoc biét nhu 1a mdt gen
I&n nhat véi 2400kb, gém 79 exon va 99,4% cau trac gen 1a intron. Gen I&n ndy ma cho
ban phién m3d mRNA 14 kb véi nhiém vu kiém soat su ghép ndi va phién ma mot cach tinh
té, phién dich (t6ng hop) mét protein 427 kDa c6 tén |a dystrophin(Brown va Dickson,
1994).

Trinh tw amino acid cGa dystrophin chi c6 4 domain cdu trac phan biét (Hinh 12.3).
Domain cudi N bao gém 240 amino acid ddu tién, twong déng trinh tu cao v&i domain
gén actin cta [ - actinin va 0 - spectrin va rd rang la gan vao céc trinh tu dac hiéu cda F-
actin trong phuong thic diéu hoa phu thudc calci (Winder va Kendric - Jones, 1995).
Domain manh & trung tdm cé 24 doan lap twong dong, trung binh c6 109 amino acid
cling twong déng cao véi I - actinin va O-spectrin. Cau trac nay theo du doan 1a lam thac
ddy tuwong tac xoén [ d&€ c6 cau tric gidng hinh que dai 100- 125 nm, tao thuan lgi cho
su két hop (Blake va céng su., 1995). Tinh linh hoat giéng nhu ban I& trén phan tir a do
cé mét 4 ving gidu proline nam rai rac doc chiéu dai cta que nay (Blake va cong su.,
1994). Cac domain gidu cystine véi 3080 -3360 goc gdbm 2 mod tip gén calci c6 &
calmodulin cting nhu & [0 -actinin va 0 - spectrin, méc dau kha ning gén calci thuc su cla
né van con dang tranh cai (Ahn va kunkel, 1993). Cuéi cung la, domain cudi C gém 240
amino acid 1a dic hiéu déi véi ho dystrophin ma chu yéu la dystrophin va nhiéu protein cé
lién quan t&i dystrophin nhu protein utrophin (DRP1), DRP2, Torpedo 87 (Roberts va cong
su., 1996) va dystrobrevin (Blake va cong su., 1996).

T&i nay 8 promoter doc lap da dugc sang té nho viéc ki€m soat phién ma & locus DMD
bang nhirng phuong phap dic hiéu té€ bao (Matsuo, 1996). Bon trong sé cac promoter
nay khéi ddu phién ma cho mét ban phién ma mRNA c6 dé dai ddy dd, khac nhau it nhat 1a
exon dau tién khi ma cho cac protein 427 kDa, protein | (lymphoblastoid), protein C
(cortical) va protein dystrophin P (Purkinje) v&i tat cd 4 domain cau tric. Cac promoter
bé sung S (Schawann) va G (glal) ki€m soat su bigu hién cta protein apo - dystrophin cudi
C ngan. Promoter S phién ma cho mét ban phién ma mRNA 5,6 kb ma cho protein 116
kDa c6 tén la Dp 116 hodc apo - dystrophin - 2, chi bi€u hién & hé than kinh ngoai bién
cla ngudi trudng thanh (Blake va cong su., 1995). Promoter G phién ma cho it nhat 2
ban phién md mRNA 4,8 va 2,2 kb c6 tén la apo - dystrophin - 1 va apo - dystrophin - 3,
ching c6 cac mau bi€u hién déng nhat va du thira trong ndo bo va cac md khéng phai la
mé co, nhung khong phat hién duoc & md co xuwong da biét héa hoan toan (Tinsley va
cong su., 1994). Gan day 2 ban phién mi dystrophin bd sung 260 kDa (Piller va coéng su.,
1993) va 140 kDa (Lodov va cong su., 1995) da duwoc sang td, né khdi diu tir cac
promoter R méi (Retina) va B (brain, CNS). Tuy nhién, tinh phirc tap cua su kiém soat
phién ma gen dystrophin va su ghép néi ciia mRNA thi vugt rat xa nhirng protein khung
t& bao d4 biét va c6 th& con c6 nhirng ban phién ma nhoé khac nira ciing dang tén tai.
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Hé gen dystrophin: Xp21
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Hinh 12.1 (A) So dé gen dytrophin chi vi tri gan diing cta 79 exon va 8 promoter déng nhéat . (B)
Su t6 chuc cac domain gia dinh cua san phdm gen dystrophin chinh va t& chuc domain dy doan cua
céc ban phién ma protein nhé hon; cdc domain cuéi N cla céc protein di cat xén cé chira céc trinh
tu doc quyén ngén khéng cé trong cudi N cda ban phién mé cé dé dai ddy di.

(Theo Stephen Murphy, George Dickson. Gene Therapy Technologies, Applications and regulations.
John Wiley & Sons Ltd 1999).
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Su bi&u hién cta DMD va BMD cho t&i nay déu do dét bién & gen ma cho dystrophin. Ty
lé dot bién vao khoang 790 -100 X 10 gen/ thé hé, ty & ndy cao hon rat nhiéu so véi
cac bénh di truyén khac (Emery, 1993). Su tac dong dic biét cao va véi pham vi rong cua
cac dot bién co lién quan téi locus gen DMD.

Tuy nhién, nhiéu diém trong gen detrophin cé ty |& dét bién cao nén ré rang né la dich dac
hiéu cho viéc gay dét bién (Brown va Dickson, 1994). Trong nhiéu trudng hop, su nghiém
trong lam sang cla ki€u hinh nay cé thé& cé lién quan téi ban chat cua su loai bd phan tir
(Monaco va céng su., 1988). Ki€u hinh DMD néi chung la do dét bién lam pha vé khung
doc réi dan dén tao san pham gen khong cé chirc ndng va ki€u hinh  thiéu hut chirc nang
mét cach nghiém trong. Tuy nhién, ki€u hinh BMD néi chung ciing do su dot bién/ hoic su
loai bd nhung van duy tri duoc bd khung doc do dé tao nén cac san phdm protein bat
thudng, tuy cé bi bién d&i vé cdu tric nhung van con gitr duoc mot vai chirc nang, kiu
hinh nay luén ludn phu thudc vao qué trinh dét bién (Bushby va cong su., 1992).

12.4 Sy dinh vj va chirc niang clta dystrophin

Dystrophin dugc chirng minh 1a thanh phan chinh cua cac sgi co binh thwong, né dinh vi
& mang bao co véi mirc ddy du ngay khi thai dang phat trién (Arahata va coéng su.,
1988). Ngay tir giai doan sém cula su tao co, nhirng nguyén bao co chuwa biét héa binh
thudng da cé6 mot luwong dystrophin. Su xuat hién cla dystrophin tring véi viéc hoa lan
moét cach tu déng cac té€ bao tao co don nhan dé& hinh thanh mét hop bao da nhan sau
gian phan (Miranda va céng su., 1988). Tuy nhién, trong co dystrophic thi khéong cé
hodc thiéu hut nhiéu dystrophin, s& di nhu vay |1a do khi cac soi co dugc tai tao, thoai
héa hodc hoai tir thi kich c& so sé bj bién d&i (Miranda va cong su., 1988). Su vang mét
cla dystrophin khéng lam chét tirc thdi cac té bao cla tat cad cac soi co trong DMD va
BMD, cac chirc ning ctia ching van duoc duy tri trong cac qua trinh tién trién cta bénh.
Tuy nhién, su tai sinh cla cac soi co bj hlly hoai khong bu dép duwoc mirc do thoai hda
sgi co ngay cang tang va tai hai hon la c6 thé dan téi su héa xo & cac vi tri bi tac dong
nghiém trong dan dén bat 6n dinh cac sgi co (Miller va Hoffman, 1994).

Mic diu di c6 su so sanh biéu hién cda dystrophin & co tron, co tim va co xwong da
biét héa (Chevron va cong su., 1994), nhung khi vidng mat dystrophin thi hiéu trng kiéu
hinh trén 1am sang & mdi mé lai khac nhau. Hiéu (rng cla su thiéu hut dystrophin trén mot
moé dic biét coé lién quan téi mirc do6 gang sirc cla cac té bao co (Csinter va Levin,
1993). Khi xem xét vé cac dic tinh sinh ly va hinh thai cia co thi thdy cac té bao co
xuong c6 nhiéu nhan va dai, luc chi duoc tao ra doc truc chinh. Tuy nhién, véi cac té bao
co tron thi chi c6 mot nhan va phan nhanh, luc tao ra xuyén tam hon va bi tac dong it
nghiém trong hon co xuong. V&i hinh dang thang dirng clia co tron, tham chi véi su lién
két ngau nhién hon cling véi mang luéi lién két rong nén vé mit 1am sang thi dé 1a mé bi
tac dong it nhat. Gid thuyét nay da chi ré chirc nang cla dystrophin 1a tiép thém luc cho
mang bao co khang lai luc tao ra doc truc trén céac té bao co va lam 8n dinh mang véi cac
chu ky 13p lai ctia sy co co (Pasternak va cong su., 1995).

Cac nghién ctru trén hién vi dién tlir da xac dinh duoc rang dystrophin dinh vi & duéi mang
co tim, gan chat vao mot phirc hop oligomeric v&i nhiéu protein gén dystrophin
(dystrophin - associated protein -DAP) va cac glycoprotein gan dystrophin (DAG) (hinh
12.2). Domain gidu cystine va phan nira dau tién cda dau tan C co I& la neo dystrophin vao
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mat sau mang co tim théng qua su tuong tac véi mot glycoprotein van chuyén mang la [
- dystroglycan. DAG 43 kDa nay la trung tdm cla phirc hop va tao su lién két véi phan
nén (matrix) ngoai bao qua lién két 0 - dystroglycan, d6 |a mét DAG ngoai bao 156 kDa
gén véi merosin - mot dang twong tu nhu co cla laminin (Tinsley va cong su., 1994). it
nhat 12 c6 5 DAG van chuy&n mang lién két xa hon véi 0 - dystroglycan ma cac dang
phirc hgp sarcoglycan cé tén la 0, 0, 0, 0 va mét DAP 25 kDa chua dwoc phan loai clung
vGi cac protein chua duoc xac dinh khac nia (Beckman, 1996). Cudi cung, mét phirc hop
tuwong bao trong d6 dystrophin dugc lién két qua nira C tan cung sau cla carboxy téi [
(co), 0;-(ubiquitous) hodc 02 (cac khép néi co than kinh - neuromuscular junctions - NMJ)
syntrophin (59 kDa DAP) (Yang va céng su., 1995) cling nhu t&i mét DAP, A, 94 kDa
(Tinsley va cong su., 1994) va c6 thé vai cac phan tir tin hiéu twong bao khac bao gém
ca synthase clia oxyde nutric (nitric oxyde synthase - NOS) (Brenman va cong su., 1995).
Khi xem xét vé& su lién két dau tan N cda dystrophin v&i thanh phan F- actin chat nén néi
bao thi thdy toan bd bd khung ctia mang c6 thé€ tao moét lién két gilra cac protein co rit
trong chat nén sgi co ndi bao va mé lién két ngoai bao ctia phién co ban (Tinsley va cong
su., 1994). Vi vay, néu vang mit bat ci lien két ndo trong chudi twong tac tir bd khung
té bao actin théong qua dystrophin va DAGC téi chat nén ngoai bao thi déu lam gidm tinh
hop nhat va tinh linh hoat clia mang co van. Thuc chat 1a su thoai hda clia dystrophin véi
ki€u hinh DMD c6 lién quan véi su thi€u hut so c8p cla hau hét cac thanh phan ctia DAGC
(Bang 12.1).

Bang 12.1 Céc thanh phén cda dystrophin cé lién gén vdi phirc hop glycoprotein

Dinh vi Thanh phan DAGC Kich c& Locus Tén khac Cac bénh
(kDa) lién quan
Van chuyén mang [-dystroglycan 156 3p21 156 DAG -
ngoai t& bao 0- dystroglycan 43 3p21  A3a,43DAG ----
[- sarcoglycan 50 17q A2,50DAG, LGMD2D
Adhalin
[- sarcoglycan 43 4q A3b, 43DAG LGMDZ2E
[- sarcoglycan 35 13q A4,35DAG LGMD2C
[- sarcoglycan 35 5q - LGMD2F
25 DAP 25 - A5
Tuong bao dystrophin 427 Xp21 - DMD/BM
D
0-syntrophin 59 2011 D0-A1 -
0,- syntrophin 59 16 0, A1 -
0,_syntrophin 59 8g23-24 0,-A1 -
AO 94 o -—--
Phan nén ngoai merosin 400 6g22-23 laminin-02-chain CMD
bao

Ghi chu: Cac bénh cé lién quan tdi su vdng mat céc thanh phan dic hiéu cua phic hop: LGMD
(dystrophin co canh tay), CMD (dystrophy co bdm sinh).

Su xuét hién cac k& hd & sgi co |a hé qua so cap cla su thiu hut dystrophin cing véi
viéc gia tang tich tu calci néi bao & cac sgi co cia bénh nhan DMD da c6 ngay tu lic méi
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sinh. Mrc calci ndi bao cao la diém béo trudc cla hoai tir t&€ bao co & nhitng bénh nhan
DMD (Fong va cong su., 1990). Co cua nhirng nguoi dugc luyén tap binh thudong thi su
xam pham nhat thdi clia mang sgi co cé 1& 1a cam (rng lam tdng creatine kinase huyét
thanh (serum creatine kinase - SCK) va su phi dai co sau nay nhu 1a mét co ché sira chira
vét thuong tu nhién. Tuy nhién, & co dystrophin thi nhirng xdm pham nhat thoi 1a hé qua
cua su khiém khuyét héa sinh c6 thé dan t&i xo héa va mat dan co (Gaschen va cong su.,
1992).
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Hinh 12.2 So dé dai dién cua dystriophin lién két vdi phire hop glycoprotein (DAGC) dinh vi & mang
bao co cua tat ca céc té bao co binh thudng, luu y cédc céu tric lién két gitFa khung té bao néi bao
va phan nén ngoai bao.

(Theo Stephen Murphy, George Dickson. Gene Therapy Technologies, Applications and regulations.
John Wiley & Sons Ltd 1999).
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Dystrophin bi€u 16 & mé nio thap hon mé co, nhung lai tich tu cao & ndo, & chan hai ma
(hippocampus - chd phéng & san ndo that bén) va & vé ndo va ciing c6 thé phat hién dé
dang & hach co ban va géc n3o. Vi chan hai ma va vé ndo phu trach truc tiép vé cam xic,
tri nhé va cac quéa trinh nhan thirc nén né lién quan truc tiép téi su cham tré tam than
ctia DMD (Bresolin va cong su., 1994). Khi xem xét vé tang bi€u hién cac protein apo -
dystrophin cudi C ngén hon & mé ndo ngudi ta thay chiing cé thé cé chirc niang trong qua
trinh nhan thirc kha da dang giéng nhu chirc nang cla dystrophin c6 d6 dai ddy da & co
(Blake va cong su., 1994). Tuy nhién, Bresolin va cong su da chirng minh rang & nhing
bénh nhan DMD thi cé su chuyén héa thap & ndo va nhing suy yéu vé nhan thirc & DMD
la hiéu (rng so cdp hay thi cdp thi van chua duoc xac dinh.

12.5 Céc hé théng mé hinh cua DMD

Su twong déng vé di truyén va hoéa sinh ctia DMD quan sat thdy & chudt, ché va méo cho
thay néu cac sgi co xuwong khéng cé dystrophin thi sé bj hoai tir va thoai héa moét cach tu
phat. M& hinh t6t nhat duoc thiét 1ap 1a chuét mdx (Bulfield va céng su., 1984), c6 chira
mot dot bién diém vé nghia trong gen dystrophin (Sicinski va cong su., 1989). Dac trung
ki€u hinh cta bénh & dot nhién cé su hoai tlr cac co sau khi sinh 2-3 tuén I& vé6i cac tén
thuong giéng nhu bénh ly hoc clia DMD giai doan sém. M3c dau 1a pha sém cua su yéu co
thoang qua, nhung nhirng dong vat nay chua cé su nghi ngd gi vé 1am sang cho tai khi
ngoai 18 thang va nguwoc véi DMD & ngudi. Cac co chudt lai phat trién to hon va khoe
hon binh thuwdng tirc 1a van khée manh va hoat bat nhu binh thudng (Cuolton va cong
su., 1988). Diéu do6 c6 18 1a do su tai tao lai hiéu luc ctia co vugt mirc can bu dép trang
thai thoai hoa, lam mat xo héa, giam hoai tir co & chudt gia (Carnwath va Shotter, 1987).
Tuy nhién, co hoanh chuét mdx cling nhu cac co khac lai thé hién mé tip (motif) cla su
thoéi héa, xo hda va khiém khuyét nghiém trong vé chirc ndng khi so sanh véi co tay cla
bénh nhan DMD, diéu nay gilp ich rat nhiéu cho céc test tri liéu (Stedman va céng su.,
1991).

Dystrophy gan vé&i nhiém sic thé X clia méo gidng véi mdx hon 1a DMD (Gaschen va cong
su., 1992), trong khi d6 dystrophin gan véi nhiém sc thé X cua ché (canine X - linked
muscular dystrophy - CXMD) hodc chdé mdx lién quan t&i su hoai tir va thoai héa co va
cac dau hiéu xo hda vé ndi co (endomysial) va mang trong co (perimysial), hdu hét lai
déng nhat véi nhirng ddu hiéu xay ra & nhirng bénh nhan DMD (Valentine va Cooper,
1991). Tuy nhién, trong cac thi nghiém ngudi ta thay véi thoi gian phat sinh tuong déi
dai trong cac mé hinh trén chd va mét sé6 déng vat nhu vay sé tén rat nhiéu thoi gian
theo d&i va tién cla, vi th€ ma hau hét cac nghién ciru déu hudng vao chudt mdx va
chac chan rang nhirng kién thirc clia ching ta vé DMD sé& ngay cang dugc mé réng hon.

12.6 Nhitng céch tiép can déi véi viéc diéu trj bénh DMD
M6t trong nhitrng dich ctua phong ngtra bénh nay la quan tdm téi nhirng tac dong manh
clia DMD, su gian kh& ctia ngudi bénh va sy di truyén bdi cac vat mang di hop la nhing

phu n& khdée manh. Chi khoang 5-10% vat mang biéu 16 yéu co do nhirng bién d8i ca thé
bat hoat ngau nhién nhiém sac th& X (Bonilla va céng su., 1988), test don dang tin cay
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nhat déi véi vat mang khée manh 1a duy tri duwgc mire SCK. Tuy nhién, cac phuwong phap
mai lai tap trung vao viéc xac dinh dét bién (Bonilla va céng su., 1988).

Trong nhirng ndm gan day DMD c6 su gidm nhe phan nao chd yéu la do tac dong khuyén
ran vé di truyén, cac test phat hién vat mang va xac dinh gigi tinh thai nhi trudce sinh
(Emery, 1993). Tuy nhién, vi 1/3 trudng hop 1a do tu dét bién nén dé& tri liéu hiéu qua thi
can phai b8 sung thém cac ky thuat chan doan cép.

C6 kha nang cac cDNA peptide dystrophin tai t& hgp sé cho phép suw chuyén gen soma
nhu 13 cach tri liéu thiu hut dystrophin (Dickson va cong su., 1991). Trong viéc thiét lap
hiéu rng sinh ly hoc khéi phuc bigu hién gen dystrophin va lién két gida cac phan nén néi
va ngoai bao thi chudt chuyén gen that su la vo gia. Da cé nhirng théng bao vé viéc hiéu
chinh hoan toan céc triéu chirng héa t6 chirc mién dich va hinh thai hoc ctia dystrophin co
0 chuot chuyén gen mdx. Ching bi€u hién dugc cDNA dystrophin cé6 dé dai du cung véi
viéc khoi phuc DAGC va sau d6 khoi phuc chirc nang binh thuong cltia co (Wells va cong
su., 1995). Hon n(ra, su bi€u hién qua mic dystrophin trong co xwong va co tim lai
khong cé lién quan gi v&i cac hiéu (rng phu cén phai loai bd, diéu d6 da chi rdé rang viéc
ki€m soat chit ché su biu hién qua mirc cha dystrophin c6 18 |a khéng céan thiét (Cox va
cdng su., 1993). Su héi phuc chirc nang binh thudng cla co dua trén su thay thé gen
véi cac cDNA dystrophin tai t& hgp da khich 1é su tri liéu bénh DMD.

Hién nay kich c¢& clia cDNA dystrophin c6 do dai ddy du lai vrot hon gidi han déng goi cua
hau hét cac hé théng chuyé&n gen virus. D& giai quyét han ché nay nhirng nghién ciru
duwong thoi da sir dung cDNA dystrophin tai t8 hop cai tién, dac biét |a cDNA dystrophin
229 kDa (6,3 kb) dugc phan lap tr mot bénh nhan BMD véi ki€u hinh cuc ky nhe (England
va cong su., 1990). Mét mini-dystrophin dinh vi ddng vao vi tri mang bao co van duy tri
dugc mot phan chirc ndng mac du da cé su loai bd I6n tai domain manh & trung tam kéo
dai tir exon 17 dén exon 48. Chudt chuyé&n gen mdx neo dau hop mini-dystrophin 6,3 kb
nay da boc 16 duwgc ki€u hinh, diéu d6 cho thdy dystrophin tai t6 hop bién d6i nay chirc
nang rat cao (Nells va céng su., 1995).

Khi xem xét vé bénh ly hoc ctia DMD, theo ly thuyét d& dat t&i mirc dystrophin binh
thuong & co dystrophic [a cuc ky kho khdn. Ching ta biét rang chi can bi€u hién duoc
muc 20% gen ndi sinh clia protein 427 kDa la da bao vé dugc co hoanh cla dmx, con véi
co 4 dau thi mirc bi€u hién phai cao hon doi chat (Phelps va cong su., 1995).

Néu dem so sanh thi protein mini-dystrophin bi€u hién dugc > 30% co hoanh néi sinh [a
c6 thé dung duoc trong tri liéu (Nells va cong su., 1995), diéu dé da chirng minh rang
mac dau c6 su phuc héi ciia DAGC véi mini-dystrophin 229 kDa nhung su lién két mang 1a
kém 6n dinh, vi th€ muén dat dén hiéu (rng tri liéu thi phai nhd t&i dystrophin 427 kDa
(Nells va cong su., 1995).

12.7 Trj liéu t& bao bénh DMD: Ghép nguyén bao co

Ghép nguyén bao co cua ngudi khde manh vao moé dystrophic la nghién ctru tuy chon
duoc nhiéu ngudi trng dung, khéi dau bang su phat hién 1a khi cac té bao tién than cla
co (muscle precursor cells - mpc) moét ki€u hinh cé thé hoa véi cac sgi co cla cac ki€u
gen khac nhau thi sé& bi€u hién cac gen cua vat cho ( Watt va coéng su., 1984). Viéc tiém
mpc cua chudt hay clia nguwoi khéoe manh vao co clia mdx dad chirng minh ré rang la né
cam ng bi€u hién moét lwgng dystrophin kich c& binh thwong va dinh vi dang vi tri
(Patridge va cong su., 1989; Vilquin va cong su., 1995). Mac du cé van dé mién dich d6i
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véi dystrophin, nhung rd rang la da lam tang duoc su tén tai clia cac sgi co (Morgan va
céng su., 1993).

Nhitng két qua hira hen thu dugc & chudt mdx di khich 1é viéc thic ddy cac thi nghiém
trén ngudi. Tuy nhién, cho téi nay van chua thu dugc két qua nao vi hiéu trng téng thé 1a
cuc ky thap va khéng thdy cé nhitng cai thién that su vé |1am sang dai han (Mendel va
céng su., 1995). Su thiéu hiéu qua cda ky thuat nay do rat nhiéu yéu t6 khé ma khac
phuc duoc vi né vuot ra ngoai mé hinh trén dong vat. Su that bai cia mpc déi véi viéc
hoa véi cac sgi co khdng téi sinh da han ché rat Ién cho su tri liéu va thuc té la ngudi ta
quan sat thdy mot s6 mpc da hop nhat vao mé co dang ting trudng, diéu d6 da lam réi
tung van dé 1a can phai duoc tri liéu sém vi tinh chat tién trién cta bénh (Partridge va
codng su., 1989). S6 luvang va kha ning séng cla cac nguyén bao co duoc tiém vao ciing
nhu su phong tri co va ngay ca quy trinh tiém ciing la nhirng yéu t6 quan trong, tuy vay
vai trd cGia hé mién dich van néi troi hon ca (Vilquin va cong su., 1995). Déi véi vat chi
thi hé théng hoa hop t8 chirc chinh (major histocompatility complex -MHC) ciing cé thé&
hoa hop, dung nap va ciing cé thé cé su ly giai cac vi 6ng (myotubes) do cac té bao T
gay doc té bao di phan rng (alloreactive) va céc té bao giét tu nhién (natural killer) trong
nhirng ngay dau tién, mic dau da dugc kim ham mién dich (Roy va cong su., 1993).

Viéc ghép nhirng t& bao md co cung ngudn tr bénh nhan duoc tai nap véi dystrophin tai
t8 hop sau d6 dua trd lai bénh nhan da c6 nhirng lgi thé vugt hon sy cdy ghép di loai do
khac phuc duoc su thai loai mién dich. Tuy nhién, vi tiém nang ting sinh cta cac té bao
tén Ilra bat nguén tir co dystrophin dd bi can kiét do d6 khong c6 du sé lwong cac té bao
chirc nang d& tiém truyén. Mac dau tiém mpc da xuat hién mét vai dic tinh di trd (Morgan
va cong su., 1993) nhung ty & ndy rat han ché. Do tinh chat cta bénh rat phic tap va
tinh khéng dé tiép nhan cua nhiéu co trong dé cé ca co tim, co hoanh nén viéc chuyén
nguyén bao co cé thé& 1a khéng thuc té.

12.8 Gen tri liéu bénh DMD

Gen trj liéu hién nay dang nhdm vao viéc nang cao mirc bi€u hién cia mot gen binh
thudng khi duoc dua vao té bao va né sé coé chirc nang tao ra mot lwgng dd cac san
phdm gen chudn d&€ bu dép cho cac gen vat chu da bj dot bién khong con duoc bi€u hién
nira. C6 nhiéu chién lwgc di truyén nham chuyén cac ban phién ma cda cau trlc
dystrophin vao cac té bao co ex vivo va in vivo. Muc dich cudi cung la mét gen chuyén
duoc bi€u hién dai han va dugc diéu hoa nhd mét phuong phap chuyén gen hiéu qua va
an toan c6 thé (rng dung dugc trong thuc tién.

12.8.1 Tiém truc tiép DNA

Cach tri liéu don gian nhat, it tén kém nhat va an toan nhat |a dua truc ti€p DNA vong
hodc RNA vao mét mé mong mudn. Khi tiém truc ti€p DNA plasmid vao co chuét in vivo
da cho két qua chuyé&n gen 6n dinh. DNA duoc tiém dinh vi & phan nhan ngoai NST dudi
dang vong. Vi ban chat cta né 1a hau gian phan va tén tai lau dai nén cac sgi co cho phép
bi€u hién Gn dinh gen chuyén ngay ca ngoai NST (Wolff va cong su., 1992).

Tuy nhién, d4 cé thong bao rang néu chuyé&n DNA truc tiép thi su biéu hién gen bi bién ddi
rat nhiéu, cht yéu |1a do su phan phéi khédng déng déu ctia cac chat dugc tiém vao co thé.
Néu tiém so bé moét thé tich tuwong déi I6n dung dich dudng sucrose wu truong (25%)
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thi s& [am gidm bt sur bién d6i ndy vi ap xuat thly tinh budc cac s co phai ndi ra do d6
lam t&ng su phan phdi ctia mau ciing nhu mirc do bigu hién (Davis va cong su., 1993).
Tuy nhién, khi tiém moét thé€ tich I6n nhu vay sé gay dau dén cho ngu¢i bénh va lam hiy
hoai Ién cac co, ma diéu nay lai cdn phai duoc gidm thiéu t&i mirc thdp nhat (Davis va
cdng su., 1993). Hiéu rng tham chuyén cao hon ciing quan sat thdy & co dang téi sinh
duoc cam ng thuc nghiém bang cach xir ly truéc véi viec gay té tai chd véi bupivacaine
(BPVC) (Wells, 1993). Diéu nay thuan lgi cho GTL d6i véi DMD vi céc sgi co téi sinh cé rat
nhi€u trong giai doan sém cua bénh.

M6 co dic biét thich hop déi véi su hap thu va bi€u hién DNA ma dic biét |1a cac co céd
soc (c6 van) (Acsadi va cong su 1991). Hiéu (rng hap thu & chudt dugc chirng minh la
phu thudc vao tudi va giéi tinh cta déi twgng nhan (Wells va Goldspink, 1992), véi cac
tién than té bao co don nhan thi né chi c6 hiéu (rng xac dinh déi véi sy tang trudng
(Davis va cong su., 1993). Néu tiém mé lién két soi (endomysial) vao co hoanh chuét thi
an toan, su chuyé&n gen cé hiéu qua véi su hdy hoai co thap nhat c6 thé& so sanh véi co
xuwong dugc xir ly trwéc véi sucrose uu truong hodc véi cdm rng téi sinh. Cé kha ning
hon ca la do mé lién két sgi co it chit ché hon co xuong nén su khuéch tan dé dang hon
(Davis va céng su., 1993). Vi co hoanh cta chudét mdx 1a mé phan chiéu rd rang nhat
bénh ly hoc clia DMD (Stedman va cong su., 1991) nén su quan sat nay cé thé€ giap cho
viéc danh gia 1am sang su tiém truc tiép dé€ xtr ly su thiéu hut dystrophin.

Dai véi GTL dystrophin co thi mot vai nhém nghién cliru d4 théng bao rang da bigu hién
8n dinh dystrophin cé d6 dai ddy du giéng nhu Becker trong co chudt mdx sau khi tiém
truc tiép vao co chudt cac plasmid. Cac protein nay dugc dinh vi chinh xac , tring khoang
1% s6 soi co (Acsadi va cong su., 1991) va th& hién chirc nidng bdo vé cac sgi co cla
mdx khdi bi thoai héa (Danko va cong su., 1993). Tuy nhién, vi hiéu (rng nay con thap va
k&t qué tai sinh con nghéo nan nén viéc thdm do xir ly mét ty 1& Ién co bi tac déng trong
DMD van con nhiéu van dé dat ra véi ky thuat nay. Co6 nhiéu co ché kich thich su hap thu
DNA, tuy vay cé gia dinh cho rang su phirc hop ctiia DNA trong mot méi trudng thich hop
d3 tao thuan lgi cho su hdp thu, ching han nhu cac polycation (Kawai va Nishizawa,
1984) hodc cac ligand receptor (Wagner va cong su., 1992; Wu va cbéng su., 1989).
Nhung su quan tdm nhat hién nay lai 1a viéc sir dung cac liposome cationic nhu 13 céac
phuong tién van chuyén gen tai t6 hgp vao cac md khac nhau in vitro cling nhu in vivo
(Alton va cong su., 1993). Khi stir dung céac liposome lam phuong tién van chuyén gen da
thu duwgc hiéu (rng chuyé&n cDNA dystrophin t&i 10% trong nudi cdy so cap (Trivedi va
Dickson, 1995). Tuy nhién, mot nghién ctru rat gan day da chirng minh rang néu tiém
plasmid dystrophin vao co hoanh thi dat hiéu qua t&i mirc 15-20% va cai thién dang k& vé
sinh ly hoc (Decrouy va cong su., 1997), diéu d6 chirngminh rang su chuyé&n gen truc
ti€p qua co c¢6 rat nhiéu trién vong.

12.8.2 Cac vec to retrovirus

Trong chuyé&n gen soma, cac virus khiém khuyét sao chép lai cho nhiéu lgi thé déi véi cac
ky thuat chuyén gen hién nay. Chang lam tang dang k€& hiéu &rng dich va khong mé céac
khang nguyén virus hodc gdy doc té té bao, ching hop nhat 6n dinh va hiéu qua gen
chuyén vao trong NST vat chd va dd nang luc bi€u hién lau dai (Miller va céng su., 1988).
Cac retrovirus c6 thé& tham nhiém jn vitro vao cac té bao co va khéi dau cho su bigu hién
gen chuyén (Smith va céng su., 1990). Tuy nhién, ciing cé nhiéu chuéng ngai Ion lam gigi
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han hiéu &rng ctia su chuyé&n gen retrovirus déi véi DMD trong dé c6 ca viéc lam mat kha
nang tham nhiém cac md hau gian phan cla ching nhu méd co vi su hgp nhat cla ching
phu thuéc phan bao cé to (Miller va céng su., 1990).

Do giGi han vé kich c& déi véi viéc cai nén DNA 9-10 kb con lau nira méi c6 thé& duoc ap
dung. Nhirng nghién ctru hién nay dang nham vao cDNA mini-dystrophin cé chirc ning
giéng Becker 6,3 kb. Ngudi ta da chirng minh rang cac retrovirus tai t8 hop c6 mot gen
nhé (minigen) dang vi tri gen cau tric cda retrovirus dugc déng géi trong cac hat virus
tham nhiém va duoc dung dé€ tham nhiém trong nudi cdy so cap cac nguyén bao co cla
mdx, k&t qua & bi€u hién duogc protein mini-dystrophin & dang vi tri mang bao co
(Dunckley va céng su., 1992).

Khi tiém truc tiép vao co chudt mdx in vivo céu trac nay sau khi sinh 7-8 tuan da biéu
hién 6n dinh mini-dystrophin dinh vi chinh xac & mang bao co, trung binh 6% sgi co trong
9 thang cling véi viéc xuat hién lai mdt DAG 43 kDa la 0 - dystroglycan (Dunckley va céng
su., 1993). Néu tang hoat doéng gian phan cua co dystrophic tai sinh thi s& cang thich
hop cho viéc chuy&n gen qua trung gian retrovirus in vivo véi két qua tang nhe (khoang
8%) cam rng thuc nghiém téi sinh co mdx (Dunckley va cong su., 1993).

O co ngudi trwdng thanh, hoat ddng gidn phan cta cac té€ bao tén Ira bi han ché, nén
retrovirus tai t6 hgp sé trg gilp cho qua trinh tai sinh. Tuy nhién, vi hiéu (rng tai nap
tuwong déi thap nén kha nang cla cac té bao tén Ira dang phan ciing chia bi han ché, cling
nhu viéc can thiép cGa hé mién dich dd lam gidm dang k& thoi gian ban séng cda
retrovirus in vivo (Fassati va cong su., 1995). Cac retrovirus ctia chuét nhay cam véi su
ly gidi qua trung gian b& thé nguoi (Welsh va céng su., 1975). Nhirng nghién ctru hién
nay dang khac phuc diéu dé bang cach cai bién glycoprotein 16p vé dé& tao ra retrovirus gia
khang lai b8 thé& (Takeuchi va cong su., 1994), hodc lam bién ddi quyét liét hon bang cach
dung thuéc trc ché b8 thé (Rother va cong su., 1995).

Cac retrovirus tai t68 hgp hién nay dugc thiét l1ap véi cac thanh phan promoter bén trong
d€ hudng su bi€u hién gen chuyén, tranh nhirng gié¢i han cé lién quan vé&i promoter doan
I3p dai néi sinh (endogenous long terminal repeat (LTR) promoter) (Jahner va cong su.,
1982). Khi str dung céac vung diéu hda dic hiéu co dé€ gidi han su biu hién clia ching déi
v@i cac sgi co da biét héa sé cho phép ki€m soat b6 sung tinh dac hiéu mé (Ferrari va
cdéng su., 1995). Thém nia la, viec cong nghé hoéa domain protein di loai trong
glycoprotein |&6p vo va thay dGi tinh huéng clia ching sé tao dugc dich chinh xac cua
retrovirus tai t6 hgp déi v6i cac dang té bao dac hiéu (Kasahara va céng su., 1994:
Somia va céng su., 1995).

V&i cach tiép can ex vivo, gen dugc chuyén qua trung gian retrovirus vao cac nguyén bao
co nudi cdy so cap cua bénh nhan in vitro réi ghép lai cho bénh nhan da c6 mét sé két qua
(Salvatori va cong su., 1993), méc dau ky thuat nay van con nhirng han ché nhat dinh.
Mét cach ti€p can khac 1a tiém truc ti€p cac dong té bao tao retrovirus bat hoat gian phan
vao co xuong tai sinh da 1am tang hiéu (rng tai nap va su tham nhiém cda cac té bao tén
ICra, gop phan vao viéc tao ra lau dai cac sgi co méi (Fassati va cong su., 1996).

Nhiéu chién lwgc in vivo tinh xdo dé cap trudce khi thir nghiém [am sang déi véi GTL qua
trung gian retrovirus véi co xuwong da duwgc thuyc hién. Hon nira, bénh ly hoc co tim lai la
nguyén nhan chinh gay chét déi véi cac bénh nhan DMD vi cac té€ bao co tim khong dugc
tai sinh vi thé ngudi ta dang trong doi vao GTL qua trung gian retrovirus.

12.8.3 Cac vec to adenovirus
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Céac vec to adenovirus la cac (rng cir vién hap dan cho su chuyén gen téi co xwong do su
doc 1ap sao chép cua té bao chu va kha niang gay bénh thap cho ngudi va lai cé nhiéu vat
chu déng thoi lai c6 dé chudn cao nén n6 c6 tinh kha thi Ién trong lam sang. Chudng ngai
I&n nhat déi v&i cac vec to retrovirus hién nay 1a nhirng rang budc tuwong déi lén vé kich
c6 clha DNA co6 thé dugc déng gbi trong cac virion (khoang 105% hé gen hoang da)
(Bett va cong su., 1993). Kha ning cai DNA ngoai lai chi han ché & 7,8 kb (Bett va cong
su., 1994) vi thé khong thé diéu tiét dugc cDNA dystrophin cé d6 dai ddy da, do vay cac
nghién ctru hién nay lai tap trung vao cDNA mini-dystrophin giéng Becker 6,3 kb (England
va cong su., 1990).

Cac vec to adenovirus tai t6 hop da loai bé E1/E3 cé chira cDNA dystrophin giéng Becker
nay diéu khién cac RSV cdu thanh va promoter CMV d& chuyé&n mini-dystrophin vao trong
moi trudng nudi cdy (Dickson va cdng su; Ragot va cong su., 1993). Trong cac nghién
ctru in vivo, khi tiém vao co chudt mdx so sinh cdu trac adenovirus thi thdy c6 su téng
hop mot lwgng I1&n mini-dystrophin dinh vi chinh xac & mang bao co trong 5-50% sqi co.
Su bigu hién rd rang sau khi tiém 6 thang va khong thay c6 bang chirng ndo vé su thay
d6i t8 chirc bénh hoc do dap (rng mién dich gay doc té& bao (Vincent va cong tac., 1993).
Y nghia clia su chuyé&n giao nay dd phan anh vai trd bao vé cao cla co dystrophic d6i v&i
stress co hoc (Deconinck va cong su., 1996). Cac adenovirus tai t6 hgp bi€u 16 cac gen
nghién ctru dudi sy ki€ém soat cla cac trinh ty diéu hoa dac hiéu co cé sy dac hiéu mo
trire ti€p (Quantin va céng su., 1992). Vai tro quan trong cla su kiém soat dd duoc hop
nhat trong cac virus mini-dystrophin |a dinh huéng sy bigu hién loai trir trong cac sgi co
(Alameddine va cong su., 1994).

Su phan phéi 1a yéu t& chinh quyét dinh hiéu (ng tai nap déi véi cac md khac nhau. Khi
theo déi hé théng adenovirus tai t6 hop thi thay rat nhiéu té bao da duoc tham nhiém va
bi€u hién dugc gen chuyén (Kass - Eisler va céng su., 1994). Déi véi GTL qua trung gian
adenovirus véi dystrophy co thi thdy cé nhiéu sgi dystrophin dwong tinh & tim, co hoanh
va co lién sudn, nhung khéng thdy & cac co chan tay (Acsadi va cong su., 1996). Vi vay
cac chién lugc vé dich cta phirc hgp cling doi hoi phai cé su xtr ly cuc bd d&€ lwa chon céac
nhém co ciing nhu sy hap thu & tim, co hoanh va cac co hé hap & mang phéi hoic trong
doéng mach. Thém ndra, tinh tham nhiém ctia mé co bdi cac vec to adenovirus lai rat phu
thudc vao mirc d6 trwdng thanh ctia mé. Ngay & dé chuin cao, cac sgi co trudng thanh
cting khong cé hiéu trng tai nap (Acsadi va cong su., 1994; Dickson va cong su., tai liéu
ca nhan). Tuy nhién, cac yéu t6 mién dich cé 1& van gilf vai trd n6i bat nhat. Ngudi ta da
quan sat thdy cé su ting dang k& hiéu (rng cdm rng téi sinh du thira & chudt truwdng
thanh (Dickson va céng su., tai liéu ca nhan). Nguoc vdi co xwong, hiéu (rng tai nap cla
co tim chuét trwdng thanh rat giéng cac quan sat thdy & chudt so sinh (Acsadi va céng
su., 1995).

Vé thoi gian bi€u hién gen ngoai lai truc tiép qua adenovirus thi hi€ém khi thdy dai hon mét
nam. Dap (rng mién dich dic hiéu khang nguyén clia lympho d6i véi cac té bao da tham
nhiém virus, k& ca viéc cho thdm vao cac té bao CD4+ va CD8+ cling cé thé c6 dap (rng
lam giam su bi€u hién cta gen chuyé&n va dap &ng viém. Tuy nhién, cac dap ing cua té
bao T du doan khong phai la mét dap &ng don déc ma né cling cé lién quan téi su pha
hay khéng dic hiéu khang nguyén phu théng qua té bao NK hoic dai thuc bao (Yang va
cong su., 1995). Thém nira la co ché thé& dich clia viéc san xuat khang thé trung hoa
ciing 1a tré& ngai cho viéc st dung l3p lai cac ché phdm (Yang va céng su., 1995). Su biéu
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hién gen giam sut nhiéu cling quan sat thay khi s dung 3p lai adenovirus, n6 tuong quan
ngugc véi do chudn khang thé€ trung hoa (Yei va cong su., 1994). Tuy nhién, ngudi ta da
du doan rang khi sir dung l3p lai v&i cac liéu thap thi sé duoc dung nap, nhung lai lam
giam murc d6 chuyén gen (Bout va céng su., 1994). Mac du chi la sai sét chirc nang sém
cta vung (El1a/b), nhung cac vec to adenovirus thé hé dau tién da mat su phién ma /
dich m4 cao céc protein virus mién dich muén, khéi ddu cho sy dap &rng CTL va cudi cung
la 1am mat su bi€u hién gen chuyé&n (Yang va coéng su., 1995). Cac vec to adenovirus thé
hé thd hai lai tap trung vao viéc tranh cac can thiép mién dich nén phai loai bd mot sé
thanh phan (Gorziglia va céng su., 1996) hodc gay dot bién nhay cdm nhiét & gen E2a
(Yang va cong su., 1994) nén da lam bat hoat promoter chi ch6t mudn béi c6 su tai hop
nhat cac gen kiém ché mién dich, tirc 1a gp19 ving E3 (Poller va cong su., 1996).

Mac dau protein mini-dystrophin giéng Becker con gilt duwgc mot sé chire ndng, nhung su
van chuyén cla né van chi tao dugc mot phan kiét hinh giéng Becker & déi twong nhan.
Nhirng nghién ctru hién nay dang tap trung vao viéc phat tri€én cac vec to adenovirus trinh
tu ngén, trong do tat cad cac gen cau trac déu bi loai bé nhung chi 1a cac trinh tu cén
thi€t cho su sao chép truc tiép hé gen va su dong goi. Nhitng vec to nhu thé sé c6 kha
nang cai dugc t&i 37 kb va vi khéng c6 cac gen céu trdc cua virus nén dudng nhu tranh
duoc ca dap (rng mién dich thi cap. Cac cdu trdc adenovirus gia c6 chira hop cDNA
dystrophin cé do dai d (Dickson va cong su., 1991) hién nay c6 thé& gan dugc vao capsid
adenovirus tham nhiém bang cach dung virus tro gilp d& cung cép cac gen cau trac in
trans va huéng dugc su bi€u hién dystrophin c6 d6 dai da in vitro va in vivo (Hacker va
céng suyu., 1996; Murphy va céng su., tai liéu ca nhan). Tuy nhién, cac dap &rng mién
dich véi cac virus bat hoat bang UV thi da ré, cac dap trng cla té& bao B va T gilp d& so
cap & day 1a nham vao céac protein cta virus (Yang va cong su., 1995). Vi thé, nhitng cai
tién trong thiét ké vec to lam giam tdi da su biéu hién protein virus sé& khéng nhédm vao
viéc tai phan phéi nira. Viéc lam gidm nhe tirc thi hodc su thao tac mién dich cta vat chi
d6i v&i virus sé 1a 1a can thiét trong mdi quéa trinh xir ly (Lochmullervaf cong su., 1996).

12.9 Thay d6i cac chién lwgc trj liéu

Gan day c6 nhiéu cach tiép can mai vai tri liéu phuc héi / phong ngira kiéu hinh dystrophic
da duoc xem xét. Oligodeoxynucleotide antisense (ODN) |1a chat (rc ché dugc sir dung
rong rai dé€ bi€u hién gen, né c6 kha nang ngan chan su bi€u hién cac gen dac hiéu ma
khéng lam thay d&i sy bi€u hién clia cac gen khac, kéo theo ca su lién két DNA dich b8
sung va su ngan tré khong gian lién quan véi bd may biéu hién gen. Vi thé khi xem xét su
ton tai ctia cac d6m nong dot bién cao trong hé gen dystrophin va chirc nidng cla cac dan
xuat dystrophin bj c&t xén, viéc 4p dung ODN gay cam (rng nhay qua exon dic hiéu va
ngdn chan su lién két co hoc clia exon bi tac dong khi héi phuc chire nang khung v.v.. dé
la nhitng cach ti€p can ddy hira hen (Pramono va cong su., 1996). C6 thé€ dung cac té
bao tuén hoan c6 kha nang trd lai vi tri t8n thuong d& chuyén cac chét tri liéu sém. Trong
DMD dé la cac dai thuc bao dinh vi tu nhién & cac vi tri hoai tlir trong co dystrophic. Cac
nghién ctru buédc ddu cho thay di dua duoc cac dai thuc bao cong nghé héa vao céc vi
tri co bi hdly hoai vé&i thoi gian 2 thang (Parrish va céng su., 1996).

Mét cach tiép can khac bé sung gen dystrophin trong DMD 13 diéu hoa lén su biéu hién
mét DRP tuwong tu chirc nang la utrophin trong co dystrophic. Utrophin la moét protein
rat phé thong 395 kDa, 1a twong déng cua dystrophin véi 88% trinh tu amino acid, c6 tat
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ca 4 domain céu truc (Blake va cong su., 1995). Utrophin la dang thai nhi ctia dystrophin
rat twong tu vé cau trac va chirc ndng, né duoc gan véi DAGC lién quan téi biu hién
dystrophin. Sy bi€u hién cua utrophin xay ra trwédc dystrophin, khi chi con mot vi tri biéu
hién & NMJ thi su biu hién duoc thay bang dystrophin, & dé né twong tac véi bd xuong
té bao co s& actin (Tinsley va céng su., 1994). Vi vay khi xem xét mirc dé tuong déng
gilra 2 protein ndy va kha nang cta ching gén véi DAGC thi kha ndng 1a su thay thé chirc
nang utrophin-dystrophin trong tat ca cac co 1a su tuy chon cé thé&. Mot nghién cliru gan
day vé su chuyé&n gen utrophin da dugc ct xén vao chudt mdx da cho két qua biu hién
cao & co xuong va co hoanh cung véi giam dang k& bénh ly dystrophic dong thoi hoi
phuc dugc DAGC ma khéng bi mat hiéu &ng (Tinsley va cong su., 1996). Tuy nhién, cé
kha n&ng la utrophin it thich nghi v&i stress co hoc hon la dystrophin va su lién két véi
utrophin va dystrophin cia F-actin dwoc diéu hoa téi cac gidi han khac nhau bdi
calcium/calmodulin, vi thé su bi€u hién vurgt mic cua utrophin la mot tri liéu tiém nang
d6i véi DMD va BMD (Winder va Kendrick-Jone, 1995).

12.10 K&t luan

Cho t&i nay cac nghién ctru thuc nghiém trén chuét mdx da minh hoa kha nang chuyén
gen dystrophin t&i co xuwong la cé hiéu luc, 6n dinh, bi€u hién dai han va trai nguwoc véi
nhiéu md hinh nghién ctru trén chudt vé bénh ly hoc dystrophic. Tuy nhién, van con nhiéu
van dé tén tai trong viéc ap dung ky thuat nay. Cac van dé cé lién quan truc tiép tdi liu
lwgng, cach st dung, cac gidi han an toan va hiéu (ng sinh ly hoc clia su chuyén gen
dystrophin cin duwoc sang td bdi cac nghién ctru trén nhiéu mé hinh chang han nhu trén
ch6é mdx. Hon nira, nhirng nghién ctru co ban chinh xac vé nhing chirc nang badm sinh cla
dystrophin va DAGC cling nhu nhirng hi€u biét vé sinh hoc co ngay cang tang |én, chac
chan ching ta sé tao duoc nhiéu cau trac cho gen tri liéu twong lai. Diéu tat yéu la con
rat nhiéu tréd ngai ma GTL véi DMD phai d6i mat nhu tinh 8n dinh cla vec to, hiéu luc,
murc dé bigu hién va cac hang rao mién dich, déng thdi phai tao ra duwoc cac cong cu theo
diang nhing suy nght cua ching ta d€ tri liéu hiéu qua trén lam sang. Ngoai viéc ap dung
trong DMD cling con nhiéu van dé vé dystrophin can phai thao g& va can phai c6 su trg
gilp rat 16n vé céac tri thirc sinh hoc va té bao trong viéc tri liéu dystrophy co ciing nhu
cac bénh khac ma hién nay van chua chira tri duoc.
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Chuong Xl
DIEU TRI NHUNG BENH LIEN QUAN TG1 LYSOSOME
13.1 Mé& dau

Cac bénh lién quan téi lysosome (lysosomal storage disorders — LSD) la mot nhém cac
bénh bigu hién & muirc 1am sang ciing nhu té bao. C6 khoang 50 bénh dugc dic trung bdi
mat kha ndng thiy phan cla enzyme trong lysosome trong viéc phan giai cac dai phan tir
thanh cac san phdm nho hon hoac khéng van chuyén dugc nhirng san phdm nay vao
trong té bao chat. Su tich tri Ity tién cua cac chat da bi phan giadi hodc dugc phan giai
mot phan 1am cho lysosome bi swng phéng, bién dang vé giai phau va cudi cung la suy
giam chirc ndng & cac té bao bi tac dong. Cac van dé 1am sang ndi lén bao gém nhirng bat
thudng nghiém trong cla xwong nhu gu veo coét séng, mat 6n dinh dét déi truc,
mucopolysaccharidose va suy kiét mét s6 mucopolysaccharidose trong loan dudng chat
trdng ndo va nhing truc trac & tdy xwong trong hau hét cac bénh LSD thudng gép nhu
bénh Gaucher ching han (Bang 13.1)

Bang 13.1 Tém tét céc dic trung Idm sang va céc LSD duoc dé cap

Mucopolysaccharidose

Mét nhém gém 11 bénh do mat kha nang

phan giai ctia lysosome déi véi chat khang

dong glycosaminoglycan, dermatan va

chondroitin sulfate MPS-IH (hoi chirngHurler)  Thodi héa sinh dwdng manh méic dau

MPS -II lién két v&i nhiém sic thé X
MPS-IS (héi chirng Hurler Thay d&i rong trong ki€u hinh nhu'ng
/ héi chirng Scheie) MPS IS (Scheie) nhirng mé chinh bi tac déng la xuong
MPS-IS (héi chirng Scheie) dac biét la xuong truc, ndo bé
MPS -II ( héi chirng Hunter) (MPS-IH, MPS-II, MPS-IIl, MPS -VII va
MPS-IIl A-D (hoi chirng Sanfilippo) MPS -VIII), cac mé mém, gan, lach
MPS-IV A&B (héi chirng Morquio) ghép tly xwong gidp mét s6 duwdi nhém
MPS-VI (héi chirng Maroteaux-lamy) dam nhiém dugc cong viéc truédc khi bi
MPS-VII (héi chirng Sly) hu hong than kinh

MPS-VIII (Keratan va Heparan sulfaria)

Cac bénh do thoai héa glycoprotein
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6 bénh do mat kha nang phan giai
cla lysosome d6i véi oligosaccharide
0- mannosidosis

0- mannosidosis

Fucosidosis

Sialidosis

Asportylglucosamine

thiéu hut carbohydrate

Héi chirng glycoprotein

Bénh Gaucher

Thay t6 cia mét nhém bénh di gen
do tich tu trong lysosome chat
glycosylceramide. Nguyén nhan

chl yéu 1a do cac dot bién

hydrolase acid O-glucosidase, nhung
cling c6 dot bién trong chat hoat héa
protein posaposin

Bénh leukodystrophy bién séc

Bénh cta chuyén hdéa myelin dac trung
bdi tich tu cerebroside sulfate va dan téi
bat thudng enzyme arylsulffatase A
(cht yéu) hodc protein chat hoat héa,
saposin

Bénh Krabbe’
Bénh clia su chuyé&n hoa myelin do thiéu

T4t ca cac bénh thoai héa sinh duéng

Thay d6i I6n gay nghiém trong d6i véi

cac bénh thiéu hut enzyme, nhung
nhing dac trung 1am sang bao gém ca
cham phét trién tam than tién trién va
xuong bat binh thuong (0-
mannosidosis, fucosidossis, sialidosis),
dong kinh va liét tuo chi (0-
mannosidosis)
Chua xac dinh trj liéu

Thoai hoéa sinh duéng
Thay dGi I&én trong ki€u hinh bai
bénh ly than kinh. Cac mo khac bi tac
dong la gan, lach, tuy xuong va xuwong
Thay thé& enzyme c¢6 lgi cho cac bénh
khong thudc than kinh, va cling cé thé
rng dung viéc ghép tly xuong

Ca réi loan va thoai héa sinh duéng
Thay d6i lén vé téc do va tinh nghiém
trong ctia ki€u hinh ma dac trung la
thoéai héa than kinh
Ghép tuy xuong co6 thé ap dung dugc

Thoai héa sinh dudng gay chét nhanh do tang

hut enzyme cerebrosidéae (galactosylceramide su co cirng, mu va diéc

0-galatosidase)

Chua duoc diéu tri

Déc trung cda nhiéu LSD la ngay trong bénh chi lién quan véi mot enzyme thi da cé
nhitng bién d&i that su theo tudi tac. Dudng nhu c6 mét nguyén ly chung la bénh hién
dién & nhi déng va thiéu nién thi cac triéu chirng tién tri€n nhanh va tién lwgng la siu, con
néu bénh phat muén hon thi c6 thé& van séng tuong déi binh thudng. Nhirng dic trung
lam sang nay da xac dinh duoc nhiéu van dé can phai déi mat véi GTL cac bénh LSD va
can phai tom lwgc duoc nhitng van dé can phai xac dinh mot cach chinh xac déi véi mot
bénh nhan dugc du doan & moét Itra tudi vGi nhirng thay déi bénh ly can dugc diéu tri d&
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phuc héi lai dwgc mirc enzyme & nhiéu mo, k& ca hé than kinh trung uwong (CNS) d6i véi
cac bénh lién quan téi lysosome (LSD) dac hiéu.

13.2 Xac dinh quan thé& bénh nhén
Méi twong quan gitta ki€u gen va ki€u hinh

Thong thudng, ngudi ta phai diéu tra xem xét cac phwong phap diéu tri thuc nghiém nhu
GTL véi cac bénh nhan ma dugc du doan la it cd két qua va véi nhirng ngudi ma khong
con céch lua chon nao khac. Cé rat nhiéu thay d&i vé ki€u hinh d6i véi cac LSD don - day
la mét thach thirc rat Ion. Trong pham vi nao dé, van dé nay dugc gidi quyét rat cham
chap vi c6 mdét méi tuong quan gitra kiu gen va nhirng bat thudng vé chirc niang. Chang
han nhu bénh leukodystrophy di sdc LSD (LSD metachromatic leukodystrophy -MLD) chu
yéu gay bdi thi€u hut so cdp enzyme arysufatase A (ARA) va cling xac dinh c6 su thiéu
hut mét protein hoat hdéa ARA |a saposin B. Vi ARA rat quan trong déi véi sy thiy phan
sulfatide & cerobroside- 3-sulfate (mot thanh phan chinh cda phién myelin), nén khi hoat
tinh enzym nay giam di sé lam tich tu sphingolipid va lam suy yéu chirc nang cua cac té
bao than kinh dém it gai (oligodendrocytes) cling nhu cac té bao Schwann. Nhiéu LSD bién
d6i véi nhip dé lay tién ré rét va c6 3 ki€u MLD dugc nhan dang nhu sau: ki€u tan cong
sém vao tré em (trong nhirng nam dau clia cudc séng - thudng vao cudi thap ky dau
tién) va mot ki€u khai phat & nguoi I6n vao thap ky thir hai. Nhirng ki€u nay déu cé cac
dic trwng 1dm sang tuong tu nhu liét ti chi tién trién, cac tin hiéu thap va ngoai b6 thap,
sa sUt tri tué, suy gidm & murc khé phat hién vé van téc truyén dan than kinh.

Vi c6 mét s6 bénh nhan MLD & tudi bi tdn cong ma nhip d6 tién trién vé 1am sang lai lién
guan chat ché véi ki€u gen nén nguoi ta cé thé du doan dugc murc clia enzyme chirc
nang. Mac ddu gan 40 thé& dot bién da duoc xac dinh trong gen ARA, nhung 2 trong s6 dé
lai chi€ém t&i 50% s& bénh nhan. Nhifng trudng hop nay la do mat vi tri ghép néi cta doi
tuwong cho & exon 2 va c6 su thay thé mot amino acid (P426L) nén tao ra mot enzyme
khéng &n dinh nhung lai c6 chirc nang. Tuy nhién, déng hop tir cla nhirng thé dét bién va
loai trir ghép ndi lai khéng tao dugc enzyme chirc nang, dang nay tién trién sém va
nghiém trong nhu th& bénh clia tré em. Nhwng chi can dat 1-5% muic enzyme binh
thuong 1a da lam cai thién dang k& su tién trién ctia bénh (trong MLD néu cé 1-5% mirc
enzyme binh thuwong da lam tang 30% hoat tinh phan giai). Hoat tinh enzyme & murc
trung gian thudng lai do su két hop cia mot dot bién vo hiéu luwc va mot dot bién thi hai
dé& tao ra mdét ARA khong 6n dinh nhung hoat héa. Déi véi cac déng hop tir cta cac dot
bién 1am cho enzyme khéng 6n dinh, ngudi ta do duoc su thoai hda sulfatide vao khoang
50% murc binh thudng va biéu 16 MLD bung phat muédn. Méi tuong quan nay khéng phai la
moét du doan tuyét déi va van con mot sé van dé van chua giai thich duoc vé méi tuwong
quan gitra ki€u gen va ki€u hinh.

Nhirng méi tuong quan tuwong tu gida kiu gen va ki€u hinh cling chua dugc phoi bay véi
cac LSD khac ma théng thudng nhat |a mucopolysaccharidosis, thiéu hut O-L-iduronidase
(MPS-I type | ciia mucopolysaccharidosis; h6i chirng Hurler) cling nhu sphingolipidosis,
hay bénh Gaucher. Trong cac déng hop tir clia cac dot bién vd nghia W402X va Q70X thi
mat hoan toan hoat tinh enzyme va tién trién sém & xuwong, cdc mé mém va cac bénh &
CNS (MPS-IH). Nhirng bénh nhan nay cé mirc enzyme thap nhwng van phat hién duoc (1-
5%) vGi su bién d6i I6n vé kidu hinh, di nhién véi cac bénh nhan khéng cé van dé vé CNS
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thi cac m6é mém it bi bat thudng va van cé cudc séng binh thudng (MPS-IS hodc MPS-
IH/S). Nhiéu bénh nhan trong sé nay la su pha tron cac déng hop tir cla cac th& dot bién
v hiéu luc W402X. Thao g& van dé nay la mét cong viéc phirc tap vi da xac dinh duoc c6
trén 50 dot bién khac nhau & gen iduronidase va su da dang di truyén ciing cé nhirng bién
d6i 16n trong kigu hinh 1am sang. Mac ddu da dat duwgc nhiéu tién bod trong nhan thirc cla
ching ta vé ban chat cla nhitng dot bién, nhung van con rat khé khin trong viéc tién
doan chinh xac tinh nghiém trong cta bénh. Day l1a mét van dé da duoc I&p di l3p lai nhiéu
lan v&i LSD, nhung hy vong rang ching ta sé cang hiéu rd hon su twong tac da hinh voi
cac alen dot bién trong cac déng hop tlir va dan dan sé& di téi cac du doan sém hon, tin
cay hon vé cac khia canh 1am sang cta bénh.

Xét & mirc do thuc tién thi mot sé it bénh cé mot ki€u hinh dic biét gay nén nhing hau
qua lam sang cé thé dugc du doan moét cach tin cay, diéu dé da gilp cho viéc xac dinh
chinh xac cac ing clr cho GTL. D6 la déng hop tir cia W407X va Q70X trong MP-IH,
N307S véi type | cia bénh Gaucher va L44P & cac ca thé thudc type lll bénh Gaucher.

13.3 Diéu trj chui@n va diéu tri “thtr nghiém”
13.3.1 Cham sé6c chu dao

Van dé tha hai la xac dinh xem liéu quan th& bénh nhan nay c6 phai chuwa dugc chia tri
bang cac phuong phap khac hdru hiéu khoéng ? Bay gio ching ta chi xem xét mot van dé
tuwong d6i don gian cua LSD, v&i 3 kiéu diéu tri: (1) cham séc chu déo, tirc 1a xir ly triéu
chirng va duy tri chat lwgng cudc séng ciing nhu thay thé enzyme, (2) théng qua viéc st
dung l&p lai m6t enzyme ngoai sinh hodc (3) théng qua viéc ghép cac méd cé kha nang tiét
va chuyén van enzyme. Tuy nhién, viéc chadm s6c chu d4o cé vai tro quan trong déi véi tat
ca bénh nhan dugc diéu tri bang phuong phap nay hay phuong phap khac. Vi du nhu véi
bénh Gaucher thi ngudi bénh cé thé bat ngd bi dau xwong, luc nay can phai hd tro bang
cac thudc giam dau tét. Vi nhirng bénh nhan phai dung thi thuat cét bé lach dé ting do
tham cuia cac t8 chirc thi viéc truyén dich sé lam d& mét moi va kiét sirc do thiéu méau
trdm trong. D&i v&i cac bénh khac nhu mocopolysaccharidoses thi phai than trong véi su
bat 6n dinh cla xwong séng hodc néi cac budu va can phai can thiép bang phau thuat khi
can thiét cting nhu can phai cé su trg gilp vé thinh giac hodc thi giac. T4t ca nhirng vian
dé d6 sé lam kéo dai va nang cao chéat lwgng cudc séng cho bénh nhan.

13.3.2 Thay thé enzyme

Nhiéu bénh lién quan dén lysosome c6 thém mot vién canh tri liéu la thay thé va chuyén
enzyme vao cac mo bj tac ddng hodc dung cac enzyme ngoai sinh hay cdy ghép mé. Cac
chién lwgc nay di tir quan sat thdy rang cac enzyme lysosome c6 thé& duoc tiét ra rdi bi
cd 1ap bai lysosome & cac md xa va cé thé duoc chuyén cho céac té bao lan can do tiép
xUc té bao truc ti€p. Cac protein lysosome trudc tién duoc téng hgp & mang ludi noi
chat, sau d6 dugc chuyé&n vao cac bé& Golgi theo sau su phan ra cia mot peptide tin hiéu
va duoc chuyén téi khoang lysosome va tién lysosome. O thoi diém di chuyé&n khoi bod
may Golgi, cac protein dwoc tach riéng ra nho sy van chuyén tic thi d€ t6i cac khoang
lysosome hodc t&i cac rinh tiét d& dugc gidi phong khoi t&€ bao hodc cé thé dugc hap
thu théng qua tiéu hoa ndi bao (endocytosis) trung gian receptor. Co ché c6 tinh nguyén
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ly cla su hap thu 1a su bi€u hién cac receptor mannose - 6- phosphate (M6P- R), méc
dau co con nhiéu receptor khac nira nhu receptor mannose va N- acetylglucosamine cua
dai thuc bao va té bao don nhan, hay receptor ctia acid sialic cling c6 thé& bigu hién & cac
té bao than kinh dém, asialogalactose - chira cac protein trén cac té bao gan va receptor
cta cac gdc fucose trén nguyén bao soi. Nhiéu nghién ctru trén dong vat da chi ré rang
M6P-R c6 kha nang diéu hoa bi€u hién cao nhat khi hinh thanh va phat trién bao thai. o}
thai ky sau sinh thi M6P-R giam nhanh chéng nhung van duy tri & mirc du cao tao thuan
lgi cho endocytosis clia enzyme lysosome & nhi€u mo, k& ca cac neuron va than kinh dém.
Trong nhirng diéu kién binh thudng, viéc tiét va bat gilr tiép theo clia enzyme khéng déng
gop dang k& vao téng sé enzyme lysosome trong cac té bao, mic dau da duwoc chi ré rang
bang con dudng ndy dd déng gép 12% téng sd cac thanh phan bs sung enzyme lysosome
cla cac nguyén bao sgi ngudi nudi cdy. Qua trinh ndy da duoc khai thac tét dé€ diéu tri
bénh Gaucher - phéat sinh do thi€éu hut enzyme glucocerebrosidase thdy phan protein
mang glucosylceramide thanh glucose va ceramide. Nguén chinh clia co chat nay la mang
t&€ bao cua cac té bao tao mau va la nguyén nhan chinh gay bénh - lysosome bi sung
phéng trong cac dai thuc bao. Bénh Gaucher c6 diy du cac dac truwng lam sang dac hiéu
clia LSD, gém ca th& sém va thé mudn cling nhu nhiéu ki€u hinh. Tuy nhién, thé thinh
hanh nhat cla bénh nay |a mét thé nhe hon (type |, khong phai l1a bénh than kinh man),
lién quan chd yéu téi hé théng mang luéi ndi chat va cac thanh phan phu cdia CNS.

Cac enzyme tu nhién da duwgc (rng dung trong 1am sang tr cudi nhirng ndm 1960 va dau
nhirng ndm 1970. Mac diu cé thé& cé mét s hiéu &rng 1dam sang, nhung cac két qua lai
mau thuan nhau. Cac enzyme luén dugc cai bién dé& cho cac dai thuc bao c6 su déc hiéu
dich. Qua trinh nay di kém vé&i su deglycosyl héa (deglycosylation) lién tuc cac enzyme tu
nhién tinh khiét duwoc tach chiét tor rau thai d€ tao ra mot enzyme cai bién c6 goéc
mannose tan ciing ma dich cla ching |a lectin mannose trén mang sinh chat cla dai thuc
bao. Pa thu duwgc nhirng dap rng 1am sang tuyét voi khi sir dung glucocerebrosidase cai
bién lam thodi lui chirng lach to va téng cac thong sé huyét hoc, diéu dé chirng té rang
su thay thé enzyme d& dem lai nhirng Igi ich I&n lao v&i nhirng bénh nhan Gaucher type |.
Trén co s& nhitng thang loi ndy, cac enzyme tai t& hop cing da duoc chudn bi cho cac
danh gia tién lam sang & nhiéu LSD bao gom MPS-I, MPS-II, MPS-VI va MPS-VII. Hay bd qua
nhirng van dé logic ching han nhu viéc cung &ng enzyme va gia thanh tri lieu dat do,
nhirng van dé chinh vé méat Iam sang la viéc mé rong cach tiép can véi cac LSD khac xuat
phat tr cac nhan xét sau day. Trudc tién 1a hdi chirng dang phé bién clia bénh Gaucher cé
th& dugc kiém soat bdi enzyme dich trong mét hé don. Nguagc lai, bénh ly hoc & nhiéu
mo khac thi sé phirc tap hon, dic biét trong cac CNS - & d6 cé chat it bang chirng vé hiéu
(rng tri liéu véi cac thé than kinh cda bénh. Thir hai 1a cé bang chirng cho thdy hoat tinh
enzyme c6 & tat ca cac bénh nhan Gaucher va cac bénh nhan Gaucher da tai nap cac
protein chirc nang ngay tr khi hinh thanh va phat trién bao thai. M6t thé nghiém trong
khac cta LSD (nhung khéng lam chét ngudi) - nhing ca thé bi tac dong cua bénh trong
thoi ky phéat trién thai khong cé hoat tinh enzyme géc khi sinh va khéng té rd su dung
nap mién dich cadc enzyme ngoai sinh. S& di nhu vay 1a do su thiéu hut O-L-iduronidase
(MPS-1), néu tiém enzyme tai t8 hop vao mé hinh ché trudng thanh bat luc thi thay
enzyme ngoai sinh khéng lam dao ngugc cac bién déi bénh ly trong CNS, gidc mac, van
tim ho&c sun khép. Mot su ly giai cé thé 1a tat ca cho bj tac dong déu dap (rng mién dich
v&i enzyme duoc sir dung véi su lang dong cac phirc hgp mién dich & than trong nhirng
nam dau cla tri liéu. Cac van dé vé phan (rng mién dich d6i véi enzyme sir dung cling da
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dugc dé cap trong mé hinh trén méo MPS-VI (héi chirng Maroteaux - Lammy). Néu cac
van dé tuong tu ndi lén & cac LSD déng vat khac cling nhu trong cac bénh tuong tng &
ngudi ma su thay thé enzyme té ra khong hiéu (rng thi rd rang dé la thé bénh cuc ky
nghiém trong.

13.3.3 Ghép tuy xuong

Cach ti€p can thd hai trong viéc diéu tri LSD la cdy ghép cac md c6 kha nang tiét ra
enzyme. Diéu nay dugc thuc hién théng qua ghép tay xuong (bone marrow transplant -
BMT) vé&i cac manh ghép phu hgp cé alen 1&n. Gan day hon ngudi ta lai dung cac té bao
tlr nhitng ngudi cho khéng c6 quan hé huyét théng trong cdy ghép. Mét loi thé cta BMT
vuot han su thay thé enzyme ngoai sinh 1a né thiét [ap vinh vién hoat tinh enzyme véi
cac bénh bj tac doéng so cdp & cac hé théng tao mau nhu Gaucher type | cling nhu cac té
bao ngoai khoang tao mau théng qua viéc tiét lién tuc va bat gid lai enzyme. Loi thé dic
biét clia BMT 1a céc té bao lympho va dai thuc bao la cac déi twong cho enzyme c6 hiéu
qua théng qua su ti€p xdc truc ti€p té bao véi cac té bao lan can. Cac té bao cla hé
théng tao mau cé kha nang thdm va dua enzyme vao tan CNS - & d6 khong thé tiép can
bang su truyén enzyme.

Nhitng nghién ctru khéi dau & cac md hinh dong vat vé LSD nhu mannosidosis,
fucosidosis, MPS-VII (héi chirng Sly) va bénh Krable da cho nhirng két qua khich 1&, n6 1am
nghich dao hoic dirng han cac bénh than kinh. Nhirng két qua nghién cut trén ngudi thi
bién doéng nhi€éu hon. Mét céng trinh dang trén tap chi “European allogeneic BMT
experience in LSD” d3 khang dinh BMT |3 mot phuong phap diéu tri t6t bénh Gaucher
khéng c6 bénh ly than kinh, tat ca 5 bénh nhan type | duoc diéu tri da c6 su thoai lui vé
cac tin hiéu va triéu chirng lam sang. V&i cac bénh nhan cé bénh ly CNS thi 6 bénh nhéan
MLD khéng thu dugc bat ky loi thé ndo tir su cdy ghép. Tuy nhién bénh lai duoc &n dinh
0 cac trwong hop mucopolysaccharidoses MPS-I va MPS-Il. Ly do cla viéc tri liéu khong
k&t qua, cdi ngudn la do cac bién d6i lam sang ctia bénh nhan ciing nhu su khac biét gitra
cac type cua bénh.

Cac nghién ctru khac cling chi rd rang viéc cdy ghép co thé sé dem lai nhirng loi ich 1am
sang rd rét déi voi cac bénh dic biét nhu MPS-I, nhung bénh nhan phai dugc cdy ghép
trude khi co6 nhirng suy giam dang k& vé chire nang trong CNS. DuGi nhirng diéu kién nay,
nhitrng su hu hai than kinh c6 th& duoc phong ngtra hodc lam cho tién trién cham lai.

Cho téi nay, viéc ghép tly cling chi c6 th& khuyén cdo nhu mot phuong phap diéu tri hiéu
qua mét phan déi véi LSD (xem bang 13.1). Trong qué trinh cdy ghép ngudi ta hy vong
rang su tién trién cta bénh sé cham lai, nhung né bi han ché bdi cac rdi ro do su kiém ché
mién dich. Nhdm nang cao kha ning cay ghép cho nhirng bénh nhan ma khéng cén ngu i
cho phai 1a anh chi em ruét, ngudi ta da sir dung nhiéu don vi cdy ghép cua ngudi cho
khéng cé quan hé huyét théng cho nhing bénh nhan ning. Tap chi “North American
experience” dd théng bao cay ghép dugc trén dong vat khédng c6 quan hé di truyén MPS-
IH (ki€u hinh nghiém trong) va khing dinh c6 50% bj chét trong nhitng n3m ddu cay ghép
va cac manh ghép cé tac dong cao téi viéc chéng troi bénh tat cua vat chd. Pay 1a mot
van dé phurc tap vi ki€u hinh cang nghiém trong can phai duoc cdy ghép sém thi lai cang
tranh dugc sy nhiém doc. Tuy nhién, quéa trinh cdy ghép d&€ lam dao nguoc tinh trang
bénh cla vat chu lién quan t&i CNS lai lam hay hoai than kinh do su tich tu cua lysosome.

166



Tém lai, bang cach phan tich di truyén cé thé xac dinh dwoc cac trng clr vién GTL trong
diéu tri bénh. BMT duoc danh gia 1a c6 hiéu (rng dic biét trong mot s6 bénh nhu Gaucher
type | va MPS-IH, nhung lai bi gidi han bdi viéc tim kiém déi twgng cho thich hop va lién
quan véi van dé doc t6. Nhu vay, cach tiép can nay chi 4p dung duoc cho cac bénh nhan
véi cac bénh cé it rdi ro, con véi cac nhém bénh khac thi chua thdy nhirng bang chirng
lam sang vé hiéu (rng clia BMT hodc thay thé enzyme. Trong nhirng trudng hop nay bét
budc phai tim kiém cac chién luoc khac.

13.4 Cac mo dich cta GTL

M&c dau tién phai cam két véi cac thao tac gen trong LSD 1a phai phan dong duoc hau hét
cac gen. Tuy nhién, cDNA ctia nhiéu LSD lai nhd hon 5 kb vi thé cac vec to retrovirus thé
hé thi nhat cé thé cai dugc vao. Cac mé hinh trén déng vat da thuc hién duoc véi kha
nhiéu bénh nhu (bang 13.2). Cling tir cac md hinh ndy ma thiét lap duoc cac hé théng
hitu hiéu danh gia cac chién luoc tri liéu.

13.4.1 Ghép cac t6 chirc méi

Nh(ng thir nghiém d4u tién ctia GTL dwoc xay dung trén co s& hién tuwgng hiéu trng chéo
cla lysosome nhu da trinh bay & phan trudc va trén cac két qua 1am sang cla viéc ghép
thy xuong di gen. Va that ngau nhién, véi cach tiép can nhu vay khi ngudi ta lam céc test
vGi cac vec to thé hé thir nhat da thdy né c6 thé sir dung dugc trong Iam sang. Moullier
va cdng su hudng vao phuong phap tiét d€ hiéu chinh chéo lysosome théng qua su tiét
cta t& chirc méi duoc ghép bang phau thuat véi nguyén bao soi clia da d4 tai nap va ap
dung ky thuat nay dé€ tao ra ca [O- glucuronidase (MPS-VII) va 0 - L-idunidase (MPS-I). Cac
nha nghién ctru da gén mot khudn cé cac soi polytetrafluoroethylene boc yéu t8 phat
trién nguyén bao soi co ban va duoc ghép vao khoang mang bung chuét thiéu hut O-
glucuronidase. Khuén nay da phat trién thanh mach mau va c6 kha nang hoat dong nhu
moét noi chira cac nguyén bao sgi cia da tham chuyén biéu hién gen [- glucuronidase.
Trong nhi*rng thi nghiém nay su biéu hién cua 0- glucuronidase dwgc chirng minh Ia tir co
quan dugc ghép méi véi thoi gian 3 thang. Cac enzyme khéng bi bién d6i trong gan chuét
duoc cdy ghép, hién twong ndy nguoc véi viéc dung phau thuat cat bd cac co quan méi.
Diéu nay chi rd rang viéc chuyén hoat tinh bang moét qué trinh tiét cho két qua kha hon la
viéc di trd cac cau trac té bao cua t8 chirc méi vao trong gan. Hoat tinh nay ciing c6 &
ph&i dong vat, mac dau véi tan sé thap hon ( 2 trong 3 dong vat dugc xir ly khéng biéu
hién hoat tinh), v&i lach thi chua cé co sé tin cdy, va v&i cac té bao mau cé nhan thi
duong nhu khong cé hiéu trng. Cac nghién ctru toan dién hon & chuét MPS-VII cling bdi
nhém nghién ctru nay di khang dinh 1a c6 kha nang chinh ly chéo su tén tri lysosome &
gan va lach chuodt da 16n (4-8 tuan I&) va ciing chirng minh rang enzyme nay dinh vi chu
yéu & dai thuc bao. Pang tiéc 1a mirc enzyme dat dugc & cac mé ngoai bién chi dat 0,5 -
6% murc binh thuwdng, tuy nhién van cé nhirng bién déi that sy & cac dong vat dugc xir
ly. M3c ddu enzyme khéng vuot qua duoc hang rao mau - ndo bd, nhung doéi khi thay rai
rac cac té bao duong tinh véi [0- glucuronidase cé & cac CNS va doan chirng 13 dai dién
cla céac dai thuc bao chiu dugc tac dong enzyme. V&i cac vét enzyme phat hién thay &
md n3o thi cling chwa dd kha ndng tao ra nhing bién d8i I6n nao vé cac bat thudng than
kinh & chudt. Dac trung thir hai clia nghién ciru nay la qua thoi diém thi nghiém khéi dau
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nhiéu déng vat da phat trién khang th& khang enzyme 0O-glucuronidase cua ngudi,

nhién hiéu rng nay da duoc phong ngtra bang su kiém ché mién dich thich tng.

Bang 13.2 M6 hinh thuc nghiém trén déng vat cac bénh do tich tu lysosome

tuy

cholesterol t&
bao

Sphingolipidosis

Galactosylcera-
mide lipidosis

Gy, ganglio-
sidosis

Gy, ganglio-
sidosis

type C

Bénh Gaucher

Bénh Krabbe

Thiéu hut
0-Galactosidase

Bénh Sanhoff

Thiéu hut hoat héa

GMZ

Acid O-glucosidase

Galactosylceramidase

Acid 0-Galactosidase

O0-Hexosaminidase B

Protein hoat héa Gy,

nhém Bénh dac hiéu Thi€u hut enzyme M6 hinh déng vat
Mucopolysac-
charidosis MPS-I| 0-L-iduronidase Méo
Ché
MPS-III N-acetylglucosamine- Dé
6-sulfatase
MPS-VI Arylsulfatase B Cho
MPS-VII O-glucuronidase Ché
Chuot
Su trhoéi bién 0-Mannosidosis 0-Mannosidase Trau bo
glycoprotein Méo
va c4c cu tric  0- Mannosidosis 0- Mannosidase Dé
Trau bo
Fucosidosis 0-L-fucosidase Ché
Lipidosis Bénh Niemann-Pick Chuaro Chubt

Chuot knockout

Chuot
Ché
Cuu
Khi

Méo
Ché
Curu
Bé
Méo

Ché

Kho cé thé€ so sanh truc ti€p hau qua cua nhing thi nghiém ndy véi cac tri lieu twong
duong gan nhat. Tuy nhién, cting cdn phai lwu y rang nhitng con chudt non MPS-VII (0-6
tuan 1&) duoc xr ly véi enzyme téi t6 hop véi liéu don hodc kép, sau dé la cac liéu khac
nhau & nhiéu t& chirc thi s& c6 mic chuyén enzyme cao hon, 35% hoat tinh enzyme binh
thudong dat dugc & gan va 6% & ndo bd. Nhitng hiéu (rng t6t lam gidm su tich rtu
lyosome ciling bién déng nhiéu trong cac mé, k& ca cac neuron - tuy né khéng thudéc quan
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thé& than kinh dém. Diéu d6 cho thay viéc sir dung da liéu sé cho hiéu qua cao hon & chubt
MPS-VII con non. Van dé nay con rat phirc tap va moi ngudi dang trong doi vao nhing
thanh céng méi clia cac thuc nghiém cdy ghép.

13.4.2 Thao tac véi cac té bao lympho

Nguén mé thi hai c6 thé hiu ich cho viéc san xuat va chuyé&n van protein la cac té bao
lympho so cdp clia ngudi. Mic ddu céac té bao lympho B va T chi tiét ra mot lwgng nho
protein lysosome nhung ching lai cé tinh nang cla mot enzyme chuyé&n van do su tiép
xtc truc tiép t€ bao. Nhirng quan sat dau tién ndy vao ndm 1981 cho thay cac té bao
lympho da hiéu chinh chéo nguyén bao sqgi & nhirng bénh nhan LDS MPS-VII (héi chirng
Sly). Diéu kién thuan lgi nay khéng ap dung mét cach van nang déi véi tat ca cac LSD va
rat ngoai l&é v&i su chuy&n enzyme trong bénh Gaucher. Hai dang enzyme [0-D-
mannosidase cé lién quan v&i mang luéi ndi chat va khoang Golgi ciing khéng dugc van
chuyén. Tuy nhién, mot dang tién than c6 trong lwgng phan tir I&n ciia enzyme lai c6 thé
dugc xir ly mét cach chinh xac réi dugc chuy&n van va cudi cung c6 kha nang hiéu chinh
chéo chirc nang. Ngoai O-glucuronidase con c6 mot enzyme iduronate-2-sulfatase cling
duoc chuyén dé hiéu chinh nguyén bao sgi ciia cac bénh nhan bi tac dong badi cac LSD
twong urng.

Braun va cong su da thuc hién cac quan sat nay va khai thac kha ndng cla cac té bao
lympho da céng nghé héa dé& hiéu chinh nhirng bat thudng vé chirc nidng & nhirng bénh
nhan thé& nhe clia thiéu hut LSD iduronate-2-sulfatase (MPS-Il, hoi chirng Hunter). Nhd sir
dung céac vec to L2SN lwdng tinh da bigu hién cao iduronate -2-sulfatase & cac dong té
bao nguyén bao lympho ldy tir bénh nhan MPS-Il. Nhirng té bao nay duoc nudi cdy cling
vGi cac nguyén bao sgi clia bénh nhan dd dugc hiéu chinh nhirng bat thudng vé chuyén
héa.

Cac quy trinh cta viéc phan lap va viéc trién khai mé rong da duoc thiét 1ap mot cach
hoan ho va cac té bao lympho duoc cédng nghé héa da sir dung thanh coéng trong mot
nghién ctru 1am sang diéu tri bénh thiéu hut mién dich so cip adenosine deaminase. V&i
nén tang nay Whitley va cong su da di t&i mot quy trinh lam sang d&€ danh gia cac té€ bao
lympho céng nghé héa trong MPS-Il. Tuy nhién, vi cac t&€ bao lympho khéng phai la cau
tric chinh ca mé CNS nén ciing khéng hy vong cach tiép can nay s& mang lai nhiéu lgi ich
cho cac LSD da c6 thoai héa than kinh, vi vay céng trinh nay chi dugc han ché véi cac
bénh nhan c6 ki€u hinh nhe va khéng lién quan t&i CNS.

13.4.3 Ghép tay xuwong ty thén

Ghép tly xuwong dd dugc nhin nhan 18 mét céach tiép can hitu hiéu d6i véi mét sé LSD.
Chang c6 gi ngac nhién khi ngudi ta quam tam nhiéu téi cach lam thay d8i viéc san xuét
enzyme théng qua cac thao tac gen va sir dung tly xwong cla ban than. Cach tiép can
nay da tao diéu kién cho viéc ghép tly cho cac bénh nhan ma khong can doi hdi ngudi cho
la anh chi em ruét, nhung thudng chi tao dwgc mirc enzyme thap. Chién lugc sir dung
déi twong cho khéng cé quan hé huyét théng ciing chi cé khd nang véi mot s6 nhém
chiing toc, bdi vi trong mot t6 hgp cac ching toéc ngudi cho mang rat nhiéu rui ro chét
choc va bénh tat cho cac bénh nhan, dac biét 1a & tré em. Mét nhan xét ly tha la khi ghép
cac té€ bao gbc tao mau tu than khéng can phai cé cac diéu kién khéi dau (tao thuan loi
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cho viéc cdy ghép). Tiém nang cla cdy ghép cé th€ [am thuyén giam bénh tat va khéng
chira céc t6 chirc ghép lam dao ngugc viéc diéu tri bénh, gidm nguy co chét chéc nén céd
thé& thuc hién viéc cdy ghép cho tré em ngay tir nhirng thang dau cta cudc séng cling
nhu véi cac bénh nhan nhe hon nhung van bi suy yéu kéo dai.

Ngudn cung cdp cac té bao tu than cho viéc kién tao lai cac t& bao tao mau dai han 1a tay
xuong (s6 lugng it) va mau day rén (s6 lwgng nhiéu hon). Cac phuwong phap tai nap hiéu
qua cac té bao nay la vecto retrovirus, tuy nhién con phai lvu y téi cac tac dong badi quy
trinh tai nap. Nhiéu nha nghién ctru ¢4 nhdm vao cac té& bao t& tién nhu 1a dich dau tién
cla su chuyé&n gen vi cac té bao nay khéng cé sé luong cao trong mau va vong quay cla
né cling nhanh hon nén tao thuan lgi cho su tai nap cla retrovirus. Tiéu chudn vang cho
viéc danh gia thanh céng cla su chuyén gen déi véi mot bo phan cac té€ bao té tién
nguyén thiy cé kha ndng tai tao tly xwong dai han trudce tién 1a cac té bao tai nap phai
c6 kha nang ctru vén dugc nhirng bénh nhan da dung hoéa tri liéu hoac tia xa ma tdy da bi
t6n hai nhiéu, thi hai la phai chirng minh dugc cé sy ton tai ctia gen chuyén va bié€u hién
dai han in vitro trong cac mé hinh tao mau.

Truwéc hét chi cé thé ap dung céc dinh gia tién |1am sang ctia GTL d&€ danh gia cac quy trinh
(protocol) 1am sang trén cac mé hinh dong vat thich irng (xem bang 13.2). Tuy nhién,
cling cén phai lam sang td liéu c6 su bi€u hién gen lau dai & cac té bao ngudi hay khéng
cling nhu tinh kha thi ctia mé hinh nay. Mé hinh in vitro t6t nhat cho viéc test su tai nap
dai han cla céac té bao khoéi phuc quan thé& cda tly xwong la mét hé théng nudi cay dai
han d3 duoc cai bién Dexter. O d6 tuy xwong ngudi c6 th& duy tri dwoc trong méi
trwdng nudi cdy 6 thang. Trong 5-6 tuan I& dau tién nudi cdy, cac té bao té tién chua
dugc tach dong. Hoat tinh tao mau sau nay la do chinh cac t6 tién sém nay va cé thé
khao sat dugc thédng qua cac thi nghiém vé nhirng bién d&i trong su hinh thanh quan thé.
M6 hinh ndy dugc chap nhan dé& thu thap cac sé lieu vé chuyén va biéu hién gen & cac té
bao t& tién. Hé théng nudi cdy dai han ciing duoc sir dung dé€ khdo sat cac yéu té anh
hudng téi viec chuy&n va biéu hién gen retrovirus trong cac té bao t8 tién thu nhan tir
mau ngoai bién va tdy xuwong cla bénh nhan Gaucher. Cac té€ bao t6 tién cla tly xuwong
va mau ngoai bién déu dugc kiém tra vé kha nang chuyén va tai nap 8n dinh v&i cac té
bao tao quan thé€ va boc 16 vec to retrovirus c6 mang gen glucocerebrosidase. Mot t8 hgp
cac cytokine, interleukin -3 (IL-3), IL-6 va yéu t6 té bao gbc cung véi chat dém hé tro da
cho tai nap tét nhat trong 5 tudn I€ & méi trwdng nudi cdy. Hiéu (rng cla chat dém va té
hop cytokine d6i véi su chuy&n gen cla cac té bao tién than & mau ngoai bién la 70% sé
quén thé duong tinh véi glucocerebrosidase trong 5 tuan Ié.

Cac thi nghiém tuwong tu clng duwoc thuc hién béi Fairbrairn va céong sy véigen 0O- L-
iduronidase (MPS-I). Nhém nay dd chirng minh khd nang san xudt tuyét voi 0- L-
iduronidase trong nuéi cdy dai han 6 thang, khi ma cac té bao nudi cdy di tré nén gia yéu.
Tuy nhién, ho ciing chirng minh c6 murc chuyén cao d6i v&i cac té bao t8 tién nguyén
thiy ma khéng cén dén cac chat dém khac hay cac yéu té sinh trudng hodc su tai nap
cudng do cao. Trong khi d6 cling chura ré tai sao nhém nghién ctru nay lai thu duwoc thang
lgi dac biét véi mirc chuyén gen cao ma lai khong can thém céc cytokine hay thao tac
nhanh céc té& bao. Day c6 thé& [a mot tién lgi I6n va 1a yéu té quan trong d& tranh viéc phai
“téng giam” cac té& bao non trudc khi thuc hién viéc chuyén gen. V& khia canh chirc ning
thi 0 -L-iduronidase da dugc tiét ra méi trudng va hiéu chinh dugc su tén dong lysosome
xét trén ca goéc do t8 chirc hoc cling nhu thédng qua su gidm sut S° danh dau clia cac té
bao.
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Nhdrng nghién ctru nay la nhirng bang chirng tét vé tién lam sang dé cé thé di téi cac thir
nghiém |am sang trén bénh nhan. Lashford va céng su di cé mot thir nghiém lam sang vé
ty xwong diéu tri nhdm bénh MPS-IH. Trong trudng hgp bénh Gaucher lai con thém cac
dan lieu xa hon tir cac nghién clru trén dong vat. Nhirng cong trinh nay chi ré tdy xuong
chuot c6 thé tai nap cao bdi cac retrovirus (MPSG va LN) cé chira gen glucocerebrosidase
ngudi va nhirng té€ bao cé kha nang kién tao lai & cac ddi twvong nhan da bj tia xa liéu chi
tlr. Hoat tinh cta glucocerebrosidase mirc cao cling thdy & dai thuc bao sau ghép tuy va
bi€u hién gen nay & chudt t&i 7 thang. BDong hoc cla sy bi€u hién glucocerebrosidase
trong quan thé& dai thuc bao ciing dd dugc nghién ctru chi tiét. Nhd viéc sir dung cac vec
to retrovirus khac nhau (N,) Krall va cong su da ghép tdy xwong dugc tai nap vao chudt
da tia xa chi tir. O nhifng thdi diém dau (1-2 thang sau khi ghép), cac té& bao chi chét d3
thdy & lach, mau, tly xuong va tuyén trc cta chudt. Sau d6 cac té bao ciing thdy & céac
méd khac, k& cad CNS. Dé&i véi moé gan thi quan thé dai thuc bao tang téi 10% & thang thi
nhat va 70% & thang thi 6. Su tiang twong tu cling thdy & quan th& vi mé than kinh dém
ctia CNS - dat 20% s6 té€ bao phan phdi quanh mach véi thoi gian khoang gan 6 thang.
V&i CNS thi nhu vy nhung véi LSD thoai héa than kinh thi khong hi€u tai sao hiéu (rng
lam sang clia ghép tay xuong lai c6 nhiéu bién d6i dén nhu vay?

C6é vé nhu 1a c6 su cdng tac cua cac yéu to trong dd céd k& dén nhirng su hu hai t
trwde (tudi tac va cac bénh lén quan), mirc enzyme clia ngudi cho (anh chi em ruét déng
gen va di gen), ban chat cla cac ché dé sinh hoat (lién quan t&i tudi va su lua chon thay
thuédc) va muirc bi€u hién M6P-R & cac cdu trac mé (lién quan téi tudi). Cac nghién ciru in
vitro va in vivo trén ddng vat da chirng minh rang cé kha nang protein lysosome duoc van
chuyén téi tan cac neuron va than kinh dém. Mot cong trinh twong tu ctia Walkley va
céng su véi moé hinh trén méo 0- D-mannosidosis d4 chi ré rang viéc ghép tdy xuong tor
cac ban déng Itra (littermate) ki€u hinh binh thudng vao méo con d cho két qua 9-40%
hoat tinh enzyme binh thudng trong cac CNS. Mirc cao nhat ctia mannosidase ciing lién
quan t&i vi mé than kinh quanh mach va enzyme ciing thdy cé & cac neuron va cac quan
thé& than kinh dém. Diéu quan trong la cac nghién ctru nay da khao sat gia tri cha BMT
trong viéc hiéu chinh cac bat thudng cla mé khi d3 bi tia xa chi tir. Trong 2 nghién ctru
don déu cho thdy c6é méi lién quan gilra tia xa va mic d6 bi€u hién enzyme (tdng liéu
lwrgng tia xa thi su bi€u hién enzyme sé t6t hon & tat ca cac md). Diéu nay phan anh rang
khi tia xa v&i liéu cao hon sé gilp cho viéc cdy ghép tét hon nhung lai lam tang doéc tinh
cho d6i twgng dugc ghép. Nhu vay 1a tdy xwong céng nghé hda da lam thuyén giam bénh
tat do viéc tang cudng lwgng enzyme ciing nhu ting cudng dap (rng mién dich véi cac
bénh nhan c6 ki€u hinh vo luc.

13.4.4 Dich truc ti€p cta hé TKTU (CNS)

C6 2 chién luvgc chinh d&€ nang cao su chuyé&n va biéu hién gen trong hé TKTU: (1) tai nap
té€ bao v6i cac vec to huédng than kinh va (2) ghép té bao ndo. Cac vec to retrovirus
dugc stir dung cho céc thi nghiém GTL d4u tién cting kha quan trong déi véi CNS, vi ching
c6 kha nang tai nap trong cac té bao hau gian phan.

Cé 2 virus ndi bat nhu 1a cac vec to tiém nang ddi véi su chuyén gen téi CNS la
adenovirus va herpes simplex virus (HSV). Vé&i HSV cé 1& d& dang nhan ra rang dé la mot
vec to tiém nang déi véi hé TKTU. HSV c6 kha nang tham nhiém va sao chép dugc trong
hau hét cac dang té& bao nhuwng lai lam tiéu té bao. Tuy nhién, khi cadc neuron ngoai bién bi
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tham nhiém thi virus lai khdng lam tiéu (ly giai) t& bao ma lai thiét lap mot trang thai tiém
tang (latent state), & d6 hé gen virus ton tai nhu mot episome nhan. Nhirng vi tri chinh
cta su tham nhiém tiém tang la hach géc lung va tinh dic hiéu md nay 1a do mot yéu té
phién ma dic hiéu t&€ bao, OCT-2, n6é gén vao promoter gen sém (early gen promoter) cla
DNA virus. Cac vec to co s& HSV muén “tu ban héa” (capitalise) tinh huéng neuron va
tiém tang cac virus hoang dai. Tuy nhién, van dé chinh trong viéc tao méot vec to nhu thé
déu xoay quanh van dé phai lwu tdm téi cac rdi ro lam sang néu mat kha nang tiém tang
va xay ra su tai hoat ké ti€p vong tiéu té (lytic life cycle) trong cac hé TKTU. Van dé thu
hai la viéc xac dinh mét promoter thich hgp cé kha nang thich &rng véi su bi€u hién gen tri
liéu.

Trong kich ban dau tién viéc tai hoat cia mot vec to HSV trong ndo c6 thé sé giy nén
viém ndo. Khi mét HSV cé ddé chudn cao dugc tiém vao ndo dong vat thi ching sé khéng
tranh khdi bénh viém nao cam ng bdi virus.

Dé& tao ra moét vec to lam vo hiéu hda thi phai cé nhiéu tai t6 hop, trong dé cé ca virus da
duoc loai bd gen thymidine kinase (TK) - tao mét enzyme can cho su sinh trwdng cua
virus trong cac neuron. Mot chién lugc khac 1a loai bd cac trinh tu gen sém (early gen-IE)
tirc khac. Nhiéu thi nghiém da xem xét chién lwoc dau tién [ loai bé cac TK virion va cai
cac cDNA cua enzyme ctru hd purine, hypoxanthine phoshoribotransferase. Khi dua cac
vec to ndy vao nio chudt sé gay doc dang k& trong cac CNS va cling ching cé gi d&
chirng minh dugc rang day 1a mot vec to virus an toan déi véi ngudi. Quan diém thi hai
lai doi hoi phai dugc cung cdp céac chire ndng gen IE tir cac nguén ngoai sinh. Van dé nay
da thu duoc thanh qua nhd su tiang trwdng cda virus vo hiéu hda trong cac dong té bao
nudi cdy dd dugc cong nghé héa d&€ bi€u hién gen IE. Dang tiéc 1a c6é thé& co rdi ro do su
tai sinh virus nguyén ven théng qua tai t6 hop gilra cac virus khiém khuyét va cac trinh tu
gen trong cac té& bao nudi cdy, va doéi khi cling tao ra mot vec to khéng th& chap nhan
duoc cho viéc sir dung trén ngudi. MOt quan diém khac lai phat trién cac vec to co sé&
HSV cé chira tat ca céac trinh tu tac dong cis can cho su sao chép va déng go6i DNA cua
chdng trong céac virion, nhung chi san sinh 6n dinh khi c6 mat virus hoang dai, ching sé
cung cap cac protein hoat chuyé&n cho nhifng qua trinh nay. Dang tiéc la toan bé kho virus
cubi clng nay 1a mét t8 hgp cua vec to déng goi va HSV hoang da nén tiém &n kha ning
gay doc cla cac virus hoang da téi 100%. Trong khi d6 ciing c6 chién lwgc san xuat virus
tro gitp khiém khuyét, tuy nhién van chua dat téi mic an toan cho cac thi nghiém trén
nguoi.

Ngoai van dé chinh 1a sy an toan, van dé thi hai lai lién quan téi viéc tao ra cac vec to
HSV ma promoter dugc xac dinh |a thich hop déi véi sy biéu hién gen dai han & trang thai
bat hoat phién ma tiém tang. Nhitng vec to nay da duoc sir dung d€ hoat hda sém céc
gen can cho viéc san xuat cac san phdm gen IE cho hoat tinh cao va tranh dwgc mao hiém
cla su hoat héa tiéu t6 (ly giai) k& tiép. Tuy nhién, khi promoter kiém ché dic hiéu cac té
bao neuron bi thdm nhiém thi s& khéng cé kha nang duy tri sy bi€u hién dai han cac gen
nghién ctru. Vi vay, su lua chon t8t nhat [a promoter LAT, né dugc tham nhiém & trang
thai hoat hoa phién ma tiém tang. Nho viéc sir dung promoter LAT ma bi€u hién dai han
cac gen nghién ctru & hé than kinh ngoai bién va su bi€u hién qua trung gian HSV-LAT cua
enzyme lysosome, [-glucuronidase trong CNS cta chuét MPS-VII véi thoi gian 4 thang.

Vé vén dé nay, nhi€u nhém nghién ctru da hudng téi viéc lam bién d8i cac hé théng vec
to adenovirus, mac diu ching cé tinh huwéng bi€u mé nhung ciing c6 kha nang tham
nhiém dugc CNS. Cling giéng nhu HSV adenovirus, né cé kha nang tham nhiém céc té bao
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hau gian phan va tu thiét 1ap mét episome. Nhirng vec to duwgc phat trién di loai bd cac
gen IE s& lam cho virus khéng c6 kha ndng tu sao chép. Viéc loai di cac cau tric phu trong
hé gen virus nhu ving E3 va E5 d3 du kha nang dé€ cai dugc cac gen ngoai lai. Déi véi
LSD, cac vec to adenovirus dugc tao ra nhdm van chuyé&n gen MLD, ARA va enzyme nay
d4 biu hién duoc in vitro ca trong nguyén bao soi cling nhu trong cac mé dich cudi cling
la cac té& bao dudi gai (oligodendrocytes). Day la cac cong trinh nghién ctru d3 lau va chua
c6 cac thong tin vé nhing bi€u hién dai hon cting nhu hiéu ng trong cac mo hinh dong
vat thich hgp. Cho t&i nay, su bi€u hién gen qua trung gian adenovirus ctia cac gen nghién
clru da chi ré rang su biéu hién protein trong cac CNS twong ddi nhat thoi.

DPéang tiéc 1a lai c6 mot sé van dé lién quan t&i déc tinh cua adenovirus. Nhiéu céng trinh
nghién ctru trén chudt va dong vat cao cap cho thay cé dap ing mién dich dang k& cda
vat chu véi vec to. Hiéu (rng nay 1a do mat chirc ndng clia E3 (trong céc virus nguyén ven
né kich thich su biu hién cta khang nguyén I&p | phirc hop hda hgp t8 chirc chinh, vi thé
ma kim hdm dugc dap (rng mién dich cda vat cha déi véi virus tham nhiém). Cuéi cung 13,
c6 nhiéu cdéng trinh quan tam t&i viéc khao sat loai bo cac yéu té khac cua hé gen virus dé
tao dugc hé théng an toan hon va it tinh sinh mién dich hon.

Cho téi nay nhiéu cong trinhnghién ctru vé cac vec to adenovirus c6 lién quan téi gen dau
chuén (marker gene) ca in vitro cling nhu trong ghép truc tiép vec to vao ndo bd. Duwong
nhu 13 sau khi tiém truc tiép da chuyén duoc moét luong tuong déi cac chat liéu di truyén
xung quanh vi tri tiém, nhung khéng phai toan bd CNS bi tham nhiém va tai nap béi vec to
virus. Pay cé vé nhu la cac van dé thuc tién khi phai chuyén giao DNA dién rong déi véi
cac bénh nhan. Cac nha nghién ctru thay cé su pha vé hang rao méu- ndo do cac tac nhan
th&m thau khi tiém adenovirus vao mau dé& réi chuyén vao cac CNS. V&i mirec do dat duoc
hién nay van chua du co s& dé& khing dinh 1a viéc sir dung cac vi than kinh dém d& chuyén
gen hé TKTU la thuan loi. Chac chén can phai c6 cac cong trinh xa hon nira xac dinh duoc
mot vec to hudng than kinh c6 kha nang chuyén gen hé TKTU dién rong an toan va hiéu
lwc. Cac nha nghién clru da nhin nhan téi viéc ghép té bao cho cac quén thé hé TKTU.
Diéu hira hen nhat cla nhing céach ti€p can nay la tham do cac té bao than kinh t8 tién
dung cho chuyé&n gen. Buéc tién cén ban la da chirng minh dugc rang mé thai nhi ngu i
c6 kha nang ghép dugc vao cac hé TKTU trudng thanh. Trong bénh Parkinson, khi dugc
ghép mé thai nhi da thdy c6 su hinh thanh cac két néi than kinh va hiéu &rng 1am sang kéo
dai it nhat 18 thang. Nhirng thi nghiém nhu thé chi rd tiém nang cla cay ghép té bao
trong CNS, tuy nhién khong cé su phuc hdi quan thé véi hé than kinh dém va ky thuat nay
chi cé thé& (rng dung diéu tri nhirng réi loan twong déi cuc bd. Trong cac nghién ciru trén
déng vat, cac nha nghién ciru da c6 duwgc cac té bao bat tir tir I6p hat bén ngoai clia ndo
b6 do tai nap véi cac gen gay ung thu nhu myc. Sau khi tiém vao ndo that nhirng dong té
bao cdy ghép 6n dinh ndy théng qua hé TKTU thi ching c6 thé& biét héa thanh cac neuron
cling nhu cac té bao than kinh dém. Nhitng t& bao dugc tiém vao nio that cua chudt
MPS-VII thay dugc ghép & so ngay ca khi vdng mét cac diéu kién wu tién hodc kim ham
mién dich; 97% s6 dong vat c6 bang chirng cay ghép duoc lan rédng, méc dau cé6 mot sé
bién d6i c6 tinh chat cuc bd vung. Tat ca cac ving nay déu cé6 mirc hoat tinh enzyme 16n
hon 2% binh thudng. Cac thuc nghiém ghép mé réng hon & déng vat khéng thay cé
nhirng thoai héa than kinh nhu thuong xay ra & chuét MPS-VII.

Bang chirng twong tu theo cach ti€p can ndy ciing thu dugc tir nhirng nghién ciru, trong
d6 cac dong té bao than kinh t&8 tién duoc tai nap véi cac ti€u don vi 0 ( 0 subunit) cla
enzyme [- hexosaminidase (I-N- acetylgalactosaminidase, thiéu hut trong bénh LSD Tay-
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Sachs) cling véi gen dau chudn O-galactosidase. Khi chuy&n dong té bao nay vao thai va
chudt so sinh lai tai khang dinh tiém ning cuta viéc cay ghép dién rong dai han va mic
enzyme phat hién dugc cao hon mirc ki€m sdat & Itra tudi dé. Mirc enzyme cao nhat dat
dugc khi cdy ghép vao mé cla bao thai.

DI nhién c6 rat nhiéu khé khan khi &rng dung trén ngudi, cé nhiéu van dé lién quan téi su
bat tir hda cac té bao than kinh v&i cac gen gay ung thu da biét va tiém ndng cam rng
gay khéi u thir cdp. Méc du chua cé van dé gi vé cac khéi u thir cdp & chuodt, nhung van
con van dé vé tinh an toan déi véi cac thir nghiém trén nguoi.

Mét cach ti€p can khac cta viéc nhan rong cac té bao than kinh t& tién ma khéng can phai
bat tir hda co & vé méat ky thuat 1a kha thi, nhung cho téi gid nhirng té bao nay van chua
duwgc ghép chudn va khoéng cé kha nang thuc hién dugc trong cac CNS. Cubi cling, can
phai c6 nhiéu céng trinh nira méi c6 thé dua ra dugc phuong phap tin cdy dé chuyén
enzyme hé TKTU.

13.5 K&t luan

Cac bénh lién quan téi lysosome c6 mét s6 khé khan vé mat ky thuat trong GTL, nhung
cling cé nhirng co hoi diéu tri t6t. D8I véi mot bénh nhu Gaucher type | né chi bi tac dong
bdi mot dang té bao chinh va c6 thé diéu tri thanh cong bang cach ghép tly xuong khac
loai. Thao tac gen déi v&i tly xwong tu than tao ra mét tiém ndng that su 1am giam bét
ty 1& tir vong cho bénh nhan. Mat khac, lai c6 nhiéu bénh bi tac déng & cac mé phu, k& ca
trwdng hop CNS, trong nhirng trudng hop dé thi viec ghép tay ciing chi cé tac dung phan
nao. Nhirng bénh nay doi hdi phai c6 nhirng céng trinh nghién ctru xa nira thi méi cé
duoc nhing lgi ich [am sang qua gen trj liéu.

Chuong XIV
DIEU TR| THAM NHIEM HIV
14.1 M¢é dau

Hoéi chirng thi€u hut mién dich méc phai (HCTHMDMP) (acquired immunodeficiency
syndrome -AlIDS) la mét bénh dich lan rong nhanh chéng trén toan cau véi khoang 15
triéu ngudi bi nhiém virus HIV-1. M&c ddu hon moét thap ky qua véi nhip d6 nghién ciru
kh&n trrong nham tim hi€u virus HIV-1 va phat trién cac phuong phéap tri liéu hitu hiéu
AIDS, nhung thdm nhiém HIV-1 van [a mot bénh nguy hiém va chua thé& chdra khoi. Tuy
nhién, da c6 nhirng tién bo dang k& trong viéc diéu hanh su sao chép cta HIV-1 véi viéc
st dung cac thudc truyén théng. Pang luu y nhat 1a loai nhom thudc cdp ba, gém 3 loai
thuéc rc ché chu ky séng ctia HIV-1 & 2 giai doan khac nhau. M6t loai (rc ché protease,
ngan chan cac qua trinh binh thudng cua protein cin cho su san sinh cac hat HIV-1 va cac
thuéc AZT; 3TC la cac chat twong tu nucleoside cé tac dung trc ché sy sao chép hé gen
virus va dic biét 1a thanh phan “cocktail” ctia thuéc cap ba. Nhip d6 dot bién cao trong hé
gen virus va su san sinh cac ching khang thuéc cua HIV-1 1a cac yéu té chinh ngén tré
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viéc phat trién cac phuong phap tri liéu bang thudc. Nhém thudc cdp ba cling chua duoc
lam test ddy d0 d&€ xem liéu c6 kha nang hinh thanh cac thé& HIV-1 dét bién khang thuéc
hay khéng? Vi cac thudc tri liéu truyén théng khéng cé kha nang (rc ché hiéu qua su sao
chép cua HIV-1, nén can phai phat trién cac phwong phép tri liéu méi cho can bénh chét
nguoi nay.

Theo chu ky séng clia moét virus binh thudng thi HIV-1 c6 th& hop nhat vao hé gen té bao
chu va tén tai vinh vién & do, vi thé AIDS cé thé dugc coi 1a mot bénh di truyén méac phai.
Nhu d3 dé cap & trén, GTL c6 tiém ndng to I&n d6i v&i viéc diéu tri cac bénh do di truyén
va cac bénh méc phai lién quan t&i gen. Gen tri liéu trén ngudi c6 thé dugc dinh nghta la
dua cac chat lieu di truyén méi vao trong té bao mot ca thé nham tao ra cac lgi thé tri
liéu cho bénh nhan. Vi thé GTL c6 th& duoc dung d&€ diéu tri AIDS do (rc ché su sao chép
cla HIV-1.

Muc dich cuéi cling clia GTL la trc ché su sao chép cuda virus HIV-1 va cac yéu té gay bénh
AIDS. D& GTL tham nhiém HIV thu duoc két qua ngudi ta phai dua vao co thé cac gen dé
ngan chan hodc (rc ché dac hiéu su biéu hién gen hodc chirc nang cla cac san phdm gen
virus 1dam cho su sao chép cla virus bi ngan chin hodc bi gigi han lai. Y tuédng nay vé coi
nguén 1a gay mién dich bén trong té bao va hién gi> ngudi ta dang xem xét cach tri liéu
d6i v&i nhiéu tac nhan tham nhiém. Clng véi sy can thiép vao bén trong té bao, GTL ciing
dugc sir dung dé€ phong tranh su lan réng cta HIV & ngoai té bao. Kiém ché su lan rong
cla virus phai di cing véi viéc duy tri bigu hién in vivo cac protein trc ché “bi mat” va kich
thich dap (rng mién dich dac hiéu véi HIV.

14.2 T6 chirc gen HIV

Virus HIV-1 1a thanh vién cla ho retrovirus. Retrovirus thudéc nhém hén tap cac virus cé hé
gen acid nucleic chudi don va enzyme phién ma ngugc. Chirc nang clia enzyme phién ma
nguoc 1a sao chép RNA hé gen virus thanh DNA chubi kép, d6 la mét pha dic biét trong
chu ky séng cua retrovirus. Retrovirus dugc phan nhé thanh 3 nhém co ban dua trén co
s& hiéu rng bénh ly cda su tham nhiém. Cac duéi nhém virus gay khéi u (oncovirus) bao
g6m céac retrovirus c6 thé tao khéi u trong vat chi tham nhiém. Tuy nhién, nhém nay ciing
cd mot vai virus lanh tinh. Lentivirus gay cac bénh man tinh, tién tri€n cham nhung khéng
cb cac thanh phan tao khéi u. Cac duéi nhém spumavirus, mic ddu cé gay hiéu (rng bénh
ly t&€ bao dang k& in vitro, nhung chua ré liéu cé lién quan gi véi su phat trién bénh hay
khong? Khi khao sat ky cang bénh ly hoc clia tham nhiém HIV thi rd rang virus nay la mét
thanh vién cta duéi nhom lentivirus. Lentivirus phan lap dau tién tor nhirng nam 1960 khi
ngudi ta phat hién thay cé mét sé bénh thoai hda tién trién cham & ctru cé thé lan truyén
dugc (lay). Diéu tha vi 1a khéng giébng nhu cac retrovirus tao khéi u (oncogenic), cac
lentivirus khéng tao khéi u nhung lai gay doc té bao (Iam chét té bao). Mot vai thanh vién
clia lentivirus da dugc phéan lap va mo ta. Cac thanh vién cua ho lentivirus bao gdbm Visna
virus, virus gay THMD trén khi (simian immunodeficiency virus). Virus -1 va virus-2 gay
viém n3o - khép cla dé (caprine arthritis-encephatilis virus) va virus gay thiéu mau tham
nhiém & ngura (equine infectious anemia virus).
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Lép lipid kép
Hinh 14.1 T& chure cdu tric caa virion HIV chin gém mét virion va céc protein phu tro. Cac hat HIV
c6 dudng kinh khoang 110nm, ching duoc cdu tao bdi mét I6p mang lipid kép bao quanh mot
nucleocapsid hinh nén. Hai ban phién ma ctua RNA chudi don cé chifa céc nucleocapsid.
(Theo Bruce Bunnel. An Introduction to Molecular Medicine and Gene Therapy. A John Wiley & Sons,
Inc., Publication 2001)

Ciing nhu céc retrovirus khac, HIV 1a mot virus c6 vé boc, chira 2 ban phién ma RNA chudi
don (Hinh 14,1). T8 chirc hé gen cua HIV dugc chird & hinh (14..2). Phan cudi hé gen la
2 vlung gen déng nhit twong tu nhu tat ca cac retrovirus khac. Cac thanh phan cua gen
duwgc goi la cac doan lap tan dai (long terminal repeats-LTR). Cac LTR c¢6 chira cac yéu té
dap rng diéu hoa dic biét su bi€u hién gen khi sao chép virus nhu promoter, yéu t6 ting
cudng va cac yéu td can cho su polyadenylate h6a RNA thong tin hiéu (rng. Gitra cac LTR
la cdc gen ma cho tat ca céac protein virus. H& gen HIV ma cho 3 b6 protein virus |a protein
cau trac (Gag, Pol, Env), protein diéu hoa (Tat, Rev, Nef) va protein sinh trudng (Vif, Vpu,
Vpr).
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Hinh 14.2 T8 chuc hé gen va sy biéu hién ctua HIV-1. So d6 minh hoa t& chu'c 9 gen ndi trdi cia
HIV. So db nay dai dién cho cac RNA hé gen HIV-1. Ba Iép protein virus duoc tao ra tur mRNA Ia
protein cdu trdc, protein diéu hoa, protein sinh tru'édng. Céc protein cau tric gém protein vé virus
(gp120, gp41) ching duoc méa béi gen env va cac protein 16i (p6, p9, p17, p24) duoc ma bdi gen
gag. Gen pol tao ra céc enzyme phién ma nguoc, integrase, RNase H va enzyme protease gan
virus. Protein diéu hoa géan vdi virus duroc ma bdi cac gen tat, rev va nef. Protein Tat va Rev I3 cac
protein diéu hoa manh. Protein Tat tuong téc vdi yéu t6 TAR (dép ting tat) dan tdi hoat chuyén
manh biéu hién gen virus, trong khi dé protein Rev tuong téc vdéi RRE (yéu té ddp ung rev), tdng
cuong su xudt khdu cia nhan déi véi cac mRNA virus chudi don va khéng ghép néi. Lép protein thi

ba la cac protein sinh tru'dng dugc mé bdi cac gen vif, vpr, va vpu.

(Theo Bruce Bunnel. An Introduction to Molecular Medicine and Gene Therapy. A John Wiley & Sons,

Inc., Publication 2001)
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Nhu hinh 14.2, cac protein cau trac lai c6 th€ dugc chia thanh 3 nhém: cac protein 18i,
enzyme va protein vé. Ba nhém protein nay dugc ma bdi cac gen gag, pol, va env. Gen
gag co lién quan t&i nhom khang nguyén va tao ra cac protein 16i virus c6 cac khang
nguyén twong tac chéo véi cac khang nguyén khac trong nhém retrovius Ién. Tat ca
protein Gag déu dugc tao ra nhu mét polyprotein don Ién, sau d6 duoc phan nhd thanh
cac protein ca thé nho mot protease ma bai virus (p24,p18 va p15). Cac san phdm cua
gen pol cling dugc ma tir mot khung doc mé don, né [a mot polyprotein Ién sau d6 cat
nho thanh cac enzyme co lién quan véi virus la protease va enzyme phién mi ngugc
(reverse transcriptase -RT), ribonuclease va integrase. Cac san phdm cua gen env la cac
glycoprotein bé mat, né dugc téng hgp nhu mot polyprotein (gp160). Tuy nhién, ching
lai dugc phan nhé ra nhd cac enzyme té bao d&€ tao nén cac glycoprotein bé méat cta HIV
(gp120 va gp41).

Hon nifa, cac yéu té cau trac ndy ciing rat can cho viéc lap rap cac hat virus. Hé gen virus
m3 cho mét sé protein cau trdc gild vai trd séng con trong diéu hoa chu ky séng cla virus.
Céac protein phi cau tric dugc tao ra bai HIV c6 thé chia thanh 2 16p |a protein diéu hoa
va protein sinh trudng. Cac protein diéu hoa gém Tat, Rev va Nef. Protein Tat la moét
protein diéu hoa cla virus dwgc mo ta dau tién. Protein Tat dugc m3a bdi gen tat, nd la
mot chat hoat chuy&n manh d6i véi su bi€u hién gen cua virus. N6i cach khac, protein Tat
diéu hoa chirc ndng clia cac gen khong that lién ké. Protein Tat gan véi yéu t6 dap rng
hoat hoa trans (trans-activation response -TAR). Yéu t6 TAR twong (rng véi mét cau tric
vong goc ctia RNA cé trong trinh tu dan khéng duoc phién dich cta tat ca cac ban phién
ma cua HIV, gbm ca hé gen RNA céan cho chirc nang Tat ctia HIV-1. Su tuong tac gitra Tat
va TAR c6 thé& dan t6i su hoat chuy&n manh (tang bigu hién cac gen virus t&i 1000 lan so
vGi mirc bi€u hién & cac th& dot bién HIV-1 khoéng cé gen tat do cam rng khdi dau su
phién ma va/hoac kéo dai).

Mot protein diéu hoa quan trong thi hai la Rev, né dwoc tao ra bdi gen rev. Protein Rev
duoc téng hop sém & pha (pha) sao chép cta HIV va twong tac véi mét vung gom 234
nucleotide khung doc mé& cla env trong mRNA goi 1a yéu té dap (rng Rev (Rev response
element -RRE). Su tuong tac cla protein Rev véi RRE lam tang dang k& su xuat khdu tur
nhan mRNA virus khong ghép néi va ghép néi don. Cac RNA nay ma cho céc protein cau
tric. Viéc san xuat protein Rev |a doi hoi tuyét déi cho su sao chép cda HIV, vi cac thé
dot bién cua protein Rev khéng c6 kha nang cdm &rng téng hop cac protein cau trdc virus
nén c6 su khiém khuyét sao chép.

Thanh vién cudi cung cla ho protein diéu hoa la protein Nef. Vai trd cla protein Nef trong
chu ky sao chép HIV-1 van chua ré. Tuy nhién, cac san phdm cda gen nef lai khéng can
cho su sao chép HIV in vitro hodc SIV in vivo. RS rang la gen nef git vai tro diéu hoa
xuéng su bigu hién gen CD4 trong cac té& bao tham nhiém. Ciing cé gid thuyét cho rang
Nef c6 lién quan t&i kha nidng dap tat su sinh trwdng va cu tra ling 1& trong hé gen té bao
chu cta HIV-1.

Hon nira, Gag, Pol va Env - cac san phdm gen muén dugc ma bai HIV lai c6 ca cac protein
sinh trudng Vif, Vpu va Vpr. Ca Vif (yéu t6 tham nhiém virion -virion infectivity factor) va
protein Vpu (protein U cla virus- viral protein U) gilt vai trd sinh trwdng va san xuat cac
hat virion HIV tham nhiém. Protein Vpr (viral protein R) vira méi dwgc md ta gan day gil
vai trd hgp nhat, lam ngirng lai chu ky té bao cla cac té bao tham nhiém HIV. Vi sy biéu
hién don & Vpr cling du d& lam ngirng chu ky té bao & pha chuyé&n d8i G2/M cda chu ky
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té€ bao, vi thé cac té bao tham nhiém HIV khéng cé kha ning tién trién mot cach binh
thudng tor pha G2 cua chu ky t& bao théng qua phan bao c6 to d& hoan tat chu ky té
bao. Néu chu ky té bao dugc dirng sau tham nhiém HIV sé& gay nén hién tugng cac té bao
bi thdm nhiém van & trang thai hoat dong vi thé ma san sinh mét lwgng téi da virus tir
cac té€ bao bi tham nhiém.

14.3 Chu ky séng (vong d&i) va bénh Iy hoc cia tham nhiém HIV

Trén Hinh 14.3 cho thay, giai doan khéi ddu ctia su tham nhiém (pha sém) bét ddu bang
viéc gén protein gp 120 cla virus vao receptor bé mat t& bao cta né - protein CD4. CD4
tdp trung cao trén bé mit cac té bao lympho méau ngoai bién (peripheral blood
lymphocytes -PBL) va thua hon trén cac té bao khac cé thé& bi tham nhiém HIV nhu cac
té€ bao don nhan, dai thuc bao va cac té bao nhanh than kinh (dendritic). Tuy nhién, CD4
khoéng phai Ia thanh phan trung gian duy nhat cda tham nhiém HIV. Nh&'ng céng trinh
trwdc day cho thay cac dong té bao chuét bigu hién CD4 ngudi nhung khéng bi nhiém bai
HIV, diéu d6 dugc gia dinh 1a c6 tén tai mot dong yéu té (co-factor) ddc hiéu ngudi. Déng
yéu t6 nay c6 tén la fusin (CXCR4) Ia mot doi héi tuyét déi cung véi CD4 dé HIV vao dugc
cac té bao ngudi. Fusin 1a mot glycoprotein hgp nhat mang va [a mét thanh vién cua ho
receptor chemokine. Mot vai protein déng yéu t6 (CXCR4, CCR5 va CCR3) hién nay d3 xac
dinh duwoc trén nhiéu té bao khac nhau. Nhd gén véi protein vo gp120/gp41 cla HIV nén
da cam ng thay d&i cdu trac té bao, cho phép ching tuong tac véi déng yéu té nay,
tiép d6 la su hoa virus vao mang sinh chat t& bao chi. Nucleocapsid cltia HIV-1 duoc “hoda
nhap” vao trong té bao chat & nhirng noi ma hé gen virus chua duoc boc 40. H&é gen RNA
duoc phién ma nguoc thanh mét DNA chubi don (-) bdi protein RT ma bdi trinh tu pol.
Ribonuclease ma héa virus sau dé sé phan giai RNA hé gen. Enzyme RT sau d6 lai ma cho
chudi (+) thi hai ctia DNA va hé gen virus chudi kép nay sé& glri thong tin va dugc van
chuyé&n qua 16 nhan d&€ vao trong nhan cac té bao tham nhiém. Hé gen DNA virus dugc
téng hop md&i ndy sau d6 hop nhat ngiu nhién vao hé gen té bao chd bdi protein
integrase ma hoéa virus. Dang hop nhat ndy cua virus duoc bi€u thi nhu 1a provirus.
Provirus cé th& dugc sao chép ngay tirc khac hodc & trang thai tiém tang lau dai va cach
thirc nay ciing duoc truyén cho cac té bao con chau cuia cac té bao goéc tham nhiém.

Mac dau co ché hoat héa provirus van chua rd, nhung cé 1& provirus dugc hoat héa & giai
doan trung gian khi bat dau tham nhiém virus. Su hoat héa da lam cadm (rng phién m3
nhiéu RNA ghép néi cla virus - ching dugc sir dung dé€ t8ng hgp cac protein Tat va Rev,
tac dong nhu cac protein diéu hoa manh khi sao chép virus. Nhu da dé cap & trén, protein
Tat tang cuwdng kéo dai phién ma clia RNA virus trong nhan cac té bao tham nhiém. Trong
khi d6, protein Rev lai tang cudng xuat khdu tir nhan cac mRNA virus khong ghép néi va
ghép néi don, cac RNA nay ma cho céac protein cau trac virus.

Pha mudn cla su tham nhiém HIV bat dau véi viéc tich tu mot lwong Ién protein cau tric.
Pha mudn bao gdm su 1ap rap céac hat virus c6 2 ban phién ma ctia hé gen RNA virus. Cac
hat da lap rap sé duoc chuyén téi mang té bao, & dé cac hat virus chin dam sé hoi ra khai
mang sinh chat. Theo ly thuyét, chu ky séng cla virus HIV-1 c6 thé& bj gian doan do bj
ngan tré hoac bi trc ché chirc ndng mot hodc nhiéu protein “chia khéa” cua virus hoic cac
yéu t6 diéu hoa tac dong cis clia chang.
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Hinh 14.3 Chu ky séng va su sao chép cua HIV-1.

HIV c6 thé€ giét chét cac té bao lympho CD4+ bj thdm nhiém theo 2 céch. Vi céc virus con chau dim
chéi khdi mang té bao nén protein vé ngoadi gp 120 sé phan trng v&i cdc phan tir CD4 cé trén bé mit
céc té bao tham nhiém, phad v& su hop nhéat ctia mang té bao trong nhifng vung tdp trung cao CD4.
Khi ph v& mang sé lam chét cac té bao thdm nhiém. Mt khac, mét té bao bj tham nhiém ciing cé
thé tuong téc vdi céc té bao chura bi thdm nhiém qua protein vé cda HIV cdm séu vdo mang trén bé
mét té bao cla chung. Sy tuong tac nay duoc ldp lai théng qua céc phén tur CD4+ cé trén bé mit
céc té bao chura bi tham nhiém. Vi cé sy diéu hoa té bao nén hang trém té bao CD4 cé lién quan t&i
viéc hinh thanh cac dang hop bao Ién. T4t ca céc té bao ndy hoa trong hop bao chét va vi thé hiéu
ttng bénh ly té& bao cta HIV cé thé duoc mé réng ra ngoai cic té bao thdm nhiém truc tiép voi
virus. R6 rang 1a c6 2 co ché lam mét cac té bao lympho CD4+ x3y ra & céc bénh nhan thém nhiém
HIV. Hu qua cua su tham nhiém HIV & cdc dong té bao don nhan - dai thuc bao vén chua ré. Cé
vén dé Ia virus cé thé duoc sao chép nhung lai khéng gdy hiéu tng bénh ly té bao ddi véi cac té&
bao lympho T. Ciing tuong tu nhu céc té bao T thdm nhiém, su hinh thanh hop bao da nhan cua
céc té bao giéng dai thuc bao ciing thdy & cdc mé tham nhiém HIV. Céc dai thuc bao ndy cé chira
virus sao chép nhurng cé thé chura bi hdy hoai nhurng ré rang 1a dd méat chue nang.

(Theo Bruce Bunnel. An Introduction to Molecular Medicine and Gene Therapy. A John Wiley & Sons,
Inc., Publication 2001)

14.4 Nhitng cach ti€p can nhdm ¢ ché sy sao chép caa HIV
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Cach tiép can GTL d6i v&i HIV c6 thé chia thanh 3 cip 16n: (1) dung cac protein khong
trans troi hodc la cac khang thé chudi don, (2) GTL trén co sé acid nucleic va nhirng phan
trir ban phan gém cac antisense DNA/RNA, cac bay RNA va cac ban phan RNA xic tac
(ribozyme) va (3) tri lieu mién dich vé&i viéc str dung cac vaccine céng nghé gen hoic cac
té€ bao lympho ddc hiéu véi tac nhan gay bénh (bang 14.1). Xa hon nita 1a t6 hop céac
cach tiép can da néu trén dé€ déng thdi trc ché nhiéu giai doan clia chu ky séng virus hodc
két hop v&i cac cach tiép can khac nhu cdy ghép té bao géc tao mau hodc tiém ching.
Trong pham vi GTL, hiéu qua dat duoc trong viéc khang HIV-1 1a két qua truc tiép cla
mot s6 yéu t6 chu chét: (1) chon loc té& bao dich thich hop cho GTL, (2) hiéu (rng cla hé
théng chuyé&n gen trén té€ bao dich, (3) tinh 6n dinh clia cac san phdm gen khang HIV va
(4) kha nang (rc ché sao chép virus bang thuc thé tri liéu.

14.4.1 Nhi&rng protein khong trans troéi

Nhitng protein khéng trans tréi (transdominant negative protein - TNP) la cac phién ban
dot bién vé diéu hoa hodc cac protein cau trac bi€u hién kigu hinh (=) troi, tc ché su sao
chép cda HIV. Theo dinh nghia, nhitng th& dot bién nhu thé khong nhirng khéng cé hoat
tinh th& hoang di ma con rc ché ca chirc nang cla protein th& hoang da c6 chung nguén
goc dang trans. Su (rc ché cé thé& xay ra bédi vi th€ dét bién ndy canh tranh co chat thiét
yéu hodc déng yéu t6 cé kha nang gii han 16n hodc 1am cho protein hinh thanh céac da
phirc. Thé dot bién co6 thé két hop véi cac monomer hén hop bat hoat. Diém han ché cda
viéc sir dung céc protein virus trans troi 1a c6 th& sinh mién dich khi biu hién bdi cac té
bao tai nap. Nhitng t& bao dugc bao vé cé thé dan dan cam rng dap (rng mién dich ma
k&t qua c6 thé lai 1am phéa hoai chinh né. Diéu nay c6 thé& lam giam hiéu luc clia GTL khang
virus khi dung cac protein trans troi. Cac protein diéu hoa HIV-1 (tat va Rev) va cac
protein cdu trdc (Env va Gag) la céc dich tiém nang cho su phat trién cac TNP.

Bang 14.4 Céc chién luoc gen tri liéu nham wrc ché sy sao chép cta HIV

Chién lugc khang HIV Céach tac dong tiém &n
Cac cach tiép can trén co sd& protein
Protein khéng trans troi

Rev Xuat kh&u nhan ctia mRNA virus

Tat Phién ma/xtr ly hé gen virus

Gag Lap rap virus

Env Lap rap virus

Protein néi sinh

CD4 hoa tan Receptor gan/ |3p rap virus

CD4-KDEL B3y Env va Rev trong ER

E1F-5A

Khéng thé chudi don (intrabody)

khang gp 120 Lam chin va tao chirc nang cho
protein Env

Céch tiép cén co s& acid nucleic

AntisenseRNA

Antisense Tat/Rev Phién dich protein Tat va Rev

Antisense Gag Phién dich protein Gag

Ribozyme
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Trinh tuw dan 5’ Phién dich RNA virus

Multitarget (da dich) Phién dich RNA virus

Antisense oligonucleptide

B3y RNA Phién dich RNA virus

Biy TAR Phién ma/xur ly hé gen virus

Bay RRE Xuat kh&u nhan ctia mRNA virus

Tang cudng mién dich

Env Cam rng dap trng mién dich TB va thé dich
CTL d&c hiéu virus T&ng hoat tinh déc t& bao d6i véi HIV

Van chuyén nhan
dic biét

RNA hé gen

Uc ché sao chép
caa HIv

Hinh 14.4 Hoat déng cua protein Rev khéng trans trdi. (1) chu'c ndng binh thuong cua protein Rev
1a hinh thanh cac phuc hop multimer lam tang hiéu ung van chuyén ngoai nhan cua RNA hé gen
virus va (2) protein Rev khéng trans troi hinh thanh céc phiuc hop multimer hén hop bat hoat vdi
protein Rev hoang di. Phirc hop Rev bat hoat ndy can thiép vdo chirc ndng binh thudng cda cac
phuc hop Rev hoang di va urc ché sy van chuyén ngoai nhan cua RNA HIV ghép néi don va khéng
ghép noi.

(Theo Bruce Bunnel. An Introduction to Molecular Medicine and Gene Therapy. A John Wiley & Sons,
Inc., Publication 2001)

TNP dugc xem xét ky lwdng nhat 14 protein Rev dét bién - RevM10. Protein Rev 1a moét

TNP trai qua hang loat dot bién & gen rev (hinh 14.4). RevM10 van con kha nadng multimer
héa (multimerized) va gén vao RRE, nhung do két qua cla cac dot bién ndy ma protein
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RevM10 khéng con tuong tdc mét cach hiéu qua véi déng yéu td té bao dé€ hoat hba
chirc nang Rev. Cac dong té bao bigu hién mét cach 6n dinh RevM10 da dugc bdo vé khdi
sur tham nhiém HIV trong cac thi nghiém nudi cdy té bao dai han. Su tai nap REvM10 trong
cac dong té€ bao T hodc PBL so cdp sé& lam cham lai su sao chép virus va khéng thay bat
ky hiéu &rng am tinh ndo trén cac té€ bao nay. Gan day, ngudi ta dd chirng minh rang
RevM10 (rc ché sao chép clia HIV-1 & cac té bao tham nhiém man tinh.

Mét protein TNP Rev khac dugc phat trién bdi Morgan va cong su (1994) rc ché su sao
chép HIV trong cac dong t&€ bao T va PBL & phong thi nghiém ciing nhu HIV phan lap
duoc trén lam sang. Dang thit ba clia Rev TNP duoc tao ra bang cach loai bd trinh tu tin
hiéu dinh vi nhan. Trinh tw nay c6 chirc nang nhu mét tin hiéu dinh hwéng protein Rev vao
viing nhan cac té bao tham nhiém. Rev TNP nay dugc gilt trong té bao chat va ngén ngira
su dinh vi clia Rev hoang d& vao nhan do hinh thanh cac oligomer bat hoat.

Protein Tat diéu hoa HIV ciing dugc ding dé tao cac TNP. Tat TNP dugc gay dot bién &
domain gan protein clia né. D& tai nap vao nhirng dong té bao T thi Tat TNP phai trc ché
su sao chép HIV trong 30 ngay. Qua co ché nay cho thdy chirc ndng ctia Tat TNP 1a do co
lap mot yéu to té€ bao cé lién quan tdi su hoat chuyén qua trung gian Tat. Diéu tha vi 13,
trong nghién clru nay da phat trién dwgc moét vec to retrovirus coé kha nang bi€u hién
duoc ca Tat va Rev TNP. Vec to multi-TNP ngan chan su sao chép HIV-1 hiéu luc hon cac
vec to retrovirusc chi biu hién TNP hodc Rev don 1&. Nghién ctru ndy da chirng minh rang
su rc ché cla Tat va Rev xay ra mot cach déng thoi c6 th& 1am cho GTL HIV hiéu luc
hon. Gan day, mdt protein hoa tron trans troi kép Tat/Rev laTrev dd dugc thiét k& nham
trc ché déng thai 2 hoat tinh thiét yéu cta HIV-1. D& tham chuyé&n hoic tai nap gen Trev
vao trong cac té bao T thi cac té bao ndy phai tranh dugc cac hiéu irng bénh ly té€ bao
cla HIV. Su rc ché déng thai 2 chirc ndng cua HIV sé cho cac wu thé vuot troi hon TNP
don chirc ndng. Cac ban phan TNP co sé protein cau tric ciing duoc xem xét cho chirc
nang khang HIV-1. Cac protein cau trac (Gag va Env) dugc oligomer héa thanh cac phirc
hop multimer khi lap rap virus. Su multimer héa tao ching thanh cac trng clr vién clia cac
thé hé TNP. Mot Gag TNP ciing dugc xem xét va thay tat ca déu c6 kha nang rc ché su
sao chép HIV. Chirc ning cua Gag TNP 1a 1am nglrng céc giai doan cua chu ky séng virus
chéng han nhu su 13p rap, su dam chéi, su 16t 4o ctia hé gen virus hay su khai ddu phién
ma ngugc. Do mirc d6 phién ma di truyén cham cla cac gen gag khi vang mét protein Rev
cla HIV nén viéc irng dung Gag TNP bi han ché. Tuy nhién, néu su bigu hién Gag dot bién
murc dé thap thi sé khéng du hiéu luc ngdn can su sao chép cda HIV-1. Env TNP ciing d3
duoc téng hop nhung nhirng test khéi ddu cho thdy hoat tinh khang virus van con thap.

14.4.2 Céc khéang thé chudi don (intrabody)

Mot I6p méi hon ctia GTL khang vi khudn 1a cac khang thé& chubi don biu hién trong té
bao (cting con goi la intrabody). Doan chudi don cé thé bién d6i dugc ctia mot khang thé
la domain cau tric nhd nhat ndm gil tinh dic hiéu khang nguyén toan phan va cé kha
nang gan vao vi tri cla khang thé me (parental). Cac khang thé& chudi don dugc tao bdi
s phan dong cac gen chubi ning va chudi nhe tir mét thé lai biu hién khang thé ctia mot
protein dich dac hiéu. Nhirng gen nay bi€u hién ndi bao cac khang thé& chudi don, gém cac
trinh tu Ig chudi ndng ma dich trong co thé 1a luwdi nodi chat (endoplasmic reticulum -ER)
va viing c6 thé& bién ddi cta chudi nhe va chudi ndng da dugc sép xép lai, ching dugc néi
vGi nhau bdi mot bo két néi (linker) linh hoat trong chudi. Vi khang thé& chudi don khéng
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duwgc bai xuat nén né chi cé hiéu &rng trong lwdi nodi chat, cé thé théng qua tuong tac cla
né véi protein BiP déc hiéu ER. Protein BiP gén khong hoan toan véi cac Ig gap nép va co
th& tao thuan loi cho su gdp nép va/ hodc su oligomer héa clia nhitng protein nay.
Intrabody c6 thé truc ti€p gén va ngdn chin chirc ndng gen hodc c6 thé co lap protein &
nhitng khoang té& bao khéng thich hgp va lam ngirng chu ky séng ctia HIV.

Su bi&u hién cua intrabody dic hiéu viing gan CD4 ctia HIV-1 gp 120 (Env) lam gidm dang
k& su sao chép HIV-1 do bdy gp 160 trong ER va ngdn ngtra su chin cua protein
gp120/gp41. Cac intrabody cho cac protein Rev thi bdy Rev & khoang té bao chat va
ngdn chan su bi€u hién HIV-1 do trc ché su xuat khdu RNA cda HIV-1 tir nhan. Hon nira,
ngu i ta da phat trién cac intrabody chira cac trinh tu tin hiéu dinh vi nhan SV40 cho Tat.
Cac khang thé& chudi don khang Tat ngan chin su hoat chuyén qua trung gian Tat cla
HIV-1 LTR va lam cho céac dong té bao T khang lai su tham nhiém HIV-1.

14.4.3 Céc protein té bao néi sinh va cac tac nhan khang HIV

Protein tUr cac té bao dugc xac dinh dugc 1a c6 hoat tinh trc ché gen dic hiéu (Hinh
14.5). Hoat tinh ndy cé thé& tac ddng bang cach ngdn ngtra su gén két HIV véi té€ bao,
hodc bang truc tiép véi cac protein didu hoa/cau tric, hodc gian tiép bdi cam trng kiém
ché cac yéu t6 té bao c6 anh hudng t&i su bi€u hién gen virus. Mot trong s6 céc thi
nghiém in vitro thanh céng nhat v&i viéc sir dung cac protein té€ bao ndi sinh d& trc ché
tac nhan tham nhiém Ia viéc sir dung mot phién ban hoa tan cta HIV receptor CD4 (sCD4).
Chirc nang khang nguyén CD4 cla té bao T trg gilp nhu la mét receptor cho HIV théng
gua su twong tac vat ly ctia glycoprotein vo HIV la gp120 véi protein CD4. Dua trén cac
két qua nay, cac nha nghién ctru da chirng minh rang cac protein (sCD4) c6 thé duoc géan
mot cach hiéu luc d&€ (rc ché su tham nhiém trong céac té bao CD4+. Hiéu (rng cua chién
lrge nay la su canh tranh gan két cta HIV véi CD4 té bao va ndng do cao clia cac sCDA4.
Muén chién lvgc ndy c6 hiéu qua doi hoéi phai cd su bi€u hién lién tuc cac sCD4 & muirc
cao. Cac vec to retrovirus bi€u hién sCD4 c6 thé bao vé duoc cac dong té bao T khoi su
tham nhiém HIV in vitro. Gi&i han Ién cla chién luvgc nay 1a khd ning dat duoc su bidu
hién di cao cua sCD4 dé& trung hoa HIV moét cach hiéu qua. Viéc sir dung sCD4 cho GTL
v&i tham nhiém HIV trong Iam sang van chua thu dugc két qua kha quan. Truyén qua tinh
mach cac protein sCD4 t&i t6 hop cho cac bénh nhan tham nhiém HIV ciing khéng thay cé
hiéu luc trong cac thir nghiém trén 1am sang & pha I. Ngugc lai, d6i véi cac noi virus HIV
trong phong thi nghiém thi thdy hiéu &ng ré rét cla cac protein CD4 hoa tan.

Mét thay d6i trong cach ti€p can GTL khang HIV co s& CD4 |a phat trién phan tir CD4 hoa
tan dét bién cé chira tin hiéu duy tri ER dac hiéu (Lys-Asp-Glu-Leu hodc KDEL). Phan tir lai
nay ngdn chan su bai xuat gp120 va su bi€u hién trén bé mat té bao cua gp120/41 duoc
gilr trong ludi nodi chat, vi thé phong ngtra duoc su chin cla cac hat HIV-1 tham nhiém.
Ngudi ta cling chirng minh rdng nhirng dot bién nay sé lam gidm &i luc cia CD4 véi
gp120, do d6 tao duwgc phan nao kha nang cho CD4 - KDEL gitt gp120 & luwdi ndi chat.
Mét cach tiép can tuwong tu la phirc hop CD4/gp160 hoa tan dich ddc hiéu cho lysosome
théng qua su hgp nhat cac domain dich cua lysosome trong CD4 hoa tan. Cac phic hop
domain lysosome CD4/gp160 s& dugc phan gidi trong lysosome ctia té bao va su san
xuat cac hat HIV chin s& dugc giam bét.
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Hinh 14.5 Céc céch tiép cén trén co sé protein té bao déi vdi su trc ché sao chép cia HIV-1. Viéc
san xudt mot protein CD4 hoa tan néi bao cé thé ngdn chdn duoc ca su gan két cda céc hat HIV
tham nhiém ciing nhu viéc san xudt ra cac hat virus mdi tur cac té bao bi thdm nhiém bang céch
Iam trung hoa toan bé protein I6p vd. Gan mét tin hiéu duy tri lurdi ndi chdt (KDEL) véi protein CD4
sé dan dén uic ché sy sao chép cua virus do phirc hop vé gp160 duoc gitF lai & Iwdi ndi chét. Sy
hop nhét cua trinh tu dich lysosome vdi protein CD4 dan dén trc ché su biéu hién gp160 théng qua
su phéan gidi dich trong lysosome. Sy biéu hién cia cac khang thé chudi don (intrabody) cé thé dan
dén viéc duy tri protein virus trong lu'éi néi chat do su tuong téc vdi protein BiP.

(Theo Bruce Bunnel. An Introduction to Molecular Medicine and Gene Therapy. A John Wiley & Sons,
Inc., Publication 2001)

Vira méi day ngudi ta da chirng minh rang protein Rev twong tac dac hiéu véi cac yéu td
cla té bao dé€ tao chirc nang binh thudng trong té bao tham nhiém. Cac yéu t6 khdi dau
5A (elF-5A) cuia té bao nhan thuc 1a mot yéu té phién ma té bao, né twong tac véi Rev
bang cach gén vao domain hoat héa Rev. Su twong tac gilra cac th& dot bién cha elF-5A
va Rev c6 thé& trc ché mot cach hiéu luc su sao chép HIV-1 in vitro. Ung dung su tuong
tac gilra cac yéu t6 té& bao va HIV c6 thé& b6 sung thém céac cach tiép can GTL vai HIV. Vi
la cac protein té bao noi sinh nén ching khéng cé tinh khang nguyén, béi vay cac té bao
duwgc cong nghé hoa véi cac gen rc ché t& bao nay c6 thé khéng bi loai trir bdi hé mién
dich clia bénh nhan. Day 1a mét Igi thé so véi viéc sir dung cac gen ma cho cac protein
virus trans troi - cac protein sinh mién dich tiém tang cho GTL.

Mét chién luvgc mai lai khai thac su twong tac ciia CD4/fusin véi protein gp120/gp41 cla
virus HIV. Nh& trinh tu sao chép HIV cla cac té€ bao tham nhiém nén biéu hién duogc
protein vd gp120/gp41 trén bé mat cla ching dé€ thuc hién viéc lap rap cac hat virus
méi. Su bi€u hién cua gp120/gp41 trén bé mat té bao dan cac nha khoa hoc téi gid
thuyét rang virus cé th& dugc cong nghé hdéa dé cé cac receptor HIV va cac ddng
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receptor (co-receptor) & I&p vé thay cho cac protein vé virus néi sinh. Thé hé virus lai nay
la dich dic hiéu d8i véi cac té bao tham nhiém ma & dé su sao chép cula virus sé lam cac
chét té bao. Mét loai virus gay bénh & miéng (vesicular stomatiti virus-VSV) ciing da dugc
céng nghé hoéa bang cach nay . Trong cac nghién ctru véi VSV, ngudi ta da loai bd gen
VSV va thay bang cac gen clia CD4 va CXCR4, két qua la hinh thanh cac hat VSV tai t&
hop tham nhiém dic hiéu véi cac té bao da tham nhiém HIV.

14.5 CAc cach tiép can GTL véi co s& acid nucleic

14.5.1 Bay RNA

Bao hou protein

tat
%
z i 1 3 0
Chithoatchuyen Biy § B¥ /5
tat X, gYéuts
tffv\j 5 MRNA virus
RNA virus
rn Acid nucleic
antisense
mRNA virus &' , 3' mRNA virus
q—%s; 5 3| 5l
Thoai héa boi - s
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Hinh 14.6 Gen tri liéu HIV- 1 v&i co s& acid nucleic. Cac gen khang HIV-1 cé thé duoc biéu hién
trong ngut canh cua cdc antisense acid nucleic nhu antisense oligonucleptide, antisense RNA hodc
ribozyme. T4t ca cac antisense ndy déu thic ddy sy phéan gidi céc trinh ty dich béi RNAse hodc ngén
chdn sy phién djch cda mRNA. Chuc nang cua ribozyme la do sy tuong tac dac hiéu voi mét trinh
tu dich trong RNA va su bat hoat chiic ndng Ia do su ct nhé bo khung phoshodiester. Su biéu hién
quéa murc cac phéan tir RNA ngén (bdy) tuong xiing cac yéu té tac dong cis cda virus. Cac yéu to dap
tfng hoat chuyén (TAR) hodc yéu t6 dip uing Rev (RRE) sé urc ché sy lién két cua protein virus voi
céc trinh tu cung ngudn géc ciing thay trén cac mRNA virus.

(Theo Bruce Bunnel. An Introduction to Molecular Medicine and Gene Therapy. A John Wiley & Sons,
Inc., Publication 2001)

Céach ti€p can nay la pha vé su tuwong tac binh thudng cta cac protein diéu hoa HIV véi
cac yéu t6 diéu hoa tac déng cis thong qua viéc bi€u hién qua mirc cac phan t&r RNA ngan
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(bdy), cac phan t&r ndy sé canh tranh véi cac yéu t& RNA virus danh cho viéc gén cac
protein cdn cho sy sao chép cla virus (hinh 14.6). Yéu t6 dap ng hoat chuyén
(transactivation response - TAR) va cac yéu t6 dap ng Rev (Rev response element -
RRE) la 2 yé&u t& diéu hoa virus c6 & HIV va la cac vi tri gan cho cac protein hoat chuyén
Tat va Rev. Hoat tinh khang virus clia cac bdy TAR d4 duoc kiém tra bang su chuyé&n gen
qua trung gian virus vao cac dong té bao T in vitro. Tuy nhién, néu bigu hién qua mic bay
TAR sé& lam (rc ché su hoat hda phién ma qua trung gian protein Tat, protein nay lam giam
dang k& su sao chép cltia HIV phan [ap & phong thi nghiém. Uc ché sao chép virus cta biy
TAR la do giam su gén két cta protein Tat vao cac yéu td TAR ndi sinh, cac yéu td nay tc
ché su hoat héa phién ma can cho su sao chép virus. Su bigu hién cta bay TAR l3p néi
tiép gém khoang 50 doan I3p TAR sé& rc ché hiéu qua su sao chép cla HIV-1 ca trong céac
dong té bao T ciing nhu cac dong té bao lympho so cdp. Xa hon nita, bay TAR multimer
hoéa cling trc ché t6t su sao chép virus trong cac té bao lympho tir cac bénh nhan AIDS
giai doan muon.

Su biéu hién tidng cudng cac bay RRE bdi cac vec to retrovirus dan dén (rc ché dai han
sao chép HIV trong cac dong té bao T & ngudi. Cac bay RRE c6 duoc chirc ning la do
ngdn ngtra su gan két cta Rev véi trinh tu RRE binh thudng, nhitng trinh tu nay 1am giam
mirc mRNA cutia HIV-1 khéng ghép néi va ghép néi don dugc xuat ra tir nhan cta cac té
bao tham nhiém. Ré rang la sy bigu hién qua mic cac bay RRE sé& lam khang manh virus.
Nhung con moét s6 van dé lién quan nhu hiéu (rng dai han cla su bi€u hién cac bady RNA
liéu cé gilr dugc cac chire ndng binh thudng clia té bao hay khéng? Hon nita, d6i véi cac
protein virus thi cd TAR va RRE déu gan véi cac ddng yéu té té& bao, vi thé su bidu hién
qua muc clia cac bay cé thé gay hiéu irng am vé kha niang séng don doc hodc cac hoat
tinh théng qua su ¢ 1ap cla cac protein can cho cac chirc nang binh thudng cua té bao.
DE& gidi han su tuong tac gilra bay RRE va cac protein té bao, ngudi ta da thlir ding mot
bay RRE nhd chi c6 13 nucleptide nhung van c6 domain gan Rev. Bay RRE nhé nay cho
thdy (rc ché mot cach hiéu qua su sao chép cta HIV-1 in vitro.

14.5.2 Antisense DNA va RNA

Céng nghé antisense acid nucleic bao ham nhiéu phuwong phép, tat ca déu hudéng truc tiép
t&i viéc “lam cam” (silencing) ddc hiéu sy bi€u hién gen. Viéc lam cam bi€u hién gen thu
duwgc thanh qua la thong qua viéc dua vao té bao hodc mé antisense RNA hodc cac ban
phan DNA chubi don (oligodeoxynucleptide) b8 cttu cho mRNA dich (Hinh 14.6). Theo ly
thuyét, trong antisense acid nucleic thi cdp base acid nucleic cia Watson- Crick duoc
dung dé& khoéa su bigu hién gen trong mot mau (fashion) déc hiéu trinh tu. Mot trong sé
cac nghién ciru trong lwgng nhat hudng téi viéc ap dung antisense RNA 1a dwa thém vao
céac oligonucleptide DNA d4 c6 cai bién hda hoc d&€ lam tang tinh 6n dinh ctia ching trong
t& bao. Nhidu antisense oligonucleptide tdng hop da dugc thiét ké nham tc ché su sao
chép clia HIV-1. Tuy nhién, viéc sir dung ching dé& trc ché HIV-1 thi van con bj giéi han
cuc ky béi vi s hdp thu cta cac oligonucleptide tu do ttr méi trudng ngoai té bao in vivo
van con vo van tré ngai va hé théng chuyén giao hiéu luc van chua duoc sap dat. Cac
ban phan oligonucleptide cling vay, né dugc “hda nhap” vao trong cac té bao dich va cudi
cung duoc phan gidi bdi cac enzyme té bao sao cho bat ky hoat dong rc ché nao déi véi
su bi€u hién gen cling chi 1a nhat thoi. Con mét van dé nira d6i véi viéc sir dung
oligonucleptide DNA la viéc (rc ché gen lai thudng khong dic hiéu. Néi cach khac, trc ché
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biu hién thudong khong phai 1a két qua truc tiép cua su tuong tac gilfa céc
oligonucleptide va trinh tu dich ma la twong tac véi RNA rat khéng dic hiéu.

Mét cach tiép can khac vé (rc ché biéu hién gen qua trung gian antisense acid nucleic |a
duwa vao truc ti€p hodc san xuat ndi bao antisense RNA trong céc té bao hodc mé cla cac
co quan. Viéc dua truc ti€p cac ban phién ma RNA vao trong cac té bao c6 th& dugc
hoan tat théng qua vi tiém mot san phdm phién ma in vitro hoic 1a mét oligonucleptide d4
cai bién hoa hoc. Viéc theo dbi truc tiép cac ban phién ma antisense RNA in vivo cé thé 1a
vO ly d6i véi GTL vi ¢6 rat nhiéu té bao can nhan RNA tri liéu.

Mot quan diém khac d6i véi viec chuyén giao antisense RNA trong GTL la dung céac hé
théng vec to tao ra antiense RNA trong té& bao hodc mé cua cac co quan. Cac hé théng
vec to virus tai t6 hop théng thudng nhat nhu retrovirus da dugc sir dung bdi vi chiing
nham dich mot cach hiéu qua téi nhiéu té bao. Viéc sir dung cac hé théng vec to co s&
retrovirus d&€ san xuat ndi bao antisense RNA d4 tao thém loi thé. Diéu dé c6 nghia la vec
to nay hop nhat dugc vao hé gen té bao chd va vi thé antisense cé hiéu (rng kéo dai hon
oligonucleptide. Twong tu nhu vay, viéc sir dung cac promoter c6 thé€ diéu hoa hodc cam
trng dugc sé cho phép kiém soat chat ché mirc dd (e ché.

Mac dau co ché su (rc ché bigu hién gen qua trung gian antisense van chua ré hoan toan,
nhung c6 gia thuyét cho rang cip doi RNA (antisense RNA va RNA dich) déu bj phan giai
b&i RNase H hodc do su phién ma k& ti€p mRNA bi ngdn chan. Gigi han cta cac ban phién
m3 antisense RNA ciing giéng nhu cac quan sat thdy trén oligonucleptide. Vé&i cac mirc
bi€u hién cao hon cla cac ban phién ma antisense thi su trc ché gen lai thudng la khéng
dic hiéu. Su bigu hién antisense véi mirc cao va dai han 1a mot nhu cau doi hoi doi véi
viéc rc ché hiéu qua su sao chép virus. Co ché théng qua cac ban phan antisense rc ché
su bi€u hién gen doi hdi mot phan tir antisense phai gan duwoc vao mdt phan tir dich. Su
hop thirc cla cac trinh tu antisense v&i cac trinh tu dich phai 1a thdp nhat: 1/1
(antisense/dich), nhung thuc té cho thay véi ty 1& 5/1 hodc 10/1 sé dan t&i viéc trc ché
bi€u hién gen hiéu qua hon. Vi vay su bi€u hién gen antisense phai duoc dinh lwvgng sao
cho cao hon murc bigu hién gen HIV-1 thi chién lwgc GTL bang antisense m&i c6 hiéu luc.
Cac vec to GTL tiéu chuidn c6 promoter pol Il thwong khéng tao du mic trinh tw
antisense d€ (rc ché su sao chép virus. D& thdo g& van dé nay phai phat trién cac vec to
c6 hé théng promoter dugc cai bién. Vec to retrovirus c6 promoter pol lll ré rang lam
tang dang k& murc do biéu hién gen. Su phién ma clia cac RNA van chuyén (tRNA) va cac
RNA nhan nhd (small nuclear RNA) -snRNA & cac té bao nhan thuc duoc kifm soat bdi
cac promoter pol lll. Promoter pol Il 1a mét t8 hop (gom 2 phan tach biét). Diéu ly tha la
ching c6 & vi tri bat dau su phién ma. Diéu d6é cé nghia 1a RNA polymerase Il lam IUi lai su
khdi dau phién ma cta gen pol lll. Vec to retrovirus co sé& pol-lll bi€u hién antisense véi
trinh tu TAR da (rc ché t6t su sao chép HIV-1 in vitro. Cudi cung, phéi hgp su bi€u hién
antisense RNA vé&i tham nhiém HIV-1 sé& cho phép biu 16 hiéu luc cac trinh tu antisense
trong cac té bao sau khi bj thdm nhiém. Nhu vay c6 thé& phat trién mot vec to retrovirus
trong dé LTR cha HIV-1 duwgc coi nhu mét promoter. Vec to nay cho phép bi€u hién hiéu
qué céc trinh tu antisense trong cac té bao lympho sau khi bi tham nhiém HIV.

Cé rat nhiéu ban phién ma antisense da duoc thiét k& cho céac vung dich khac nhau ctia hé
gen HIV-1. Sy biéu hién néi bao 6n dinh cac ban phién ma HIV-1 hién nay la m6t phuwong
phap hiéu qua nhat, nhd céng nghé antisense ma c6 th& trc ché duwgc sy bigu hién gen
HIV. C6 nhiéu nghién ctru cho thady khi sir dung cac ban phién ma antisense doi véi cac
gen tat, rev, vpu va gag chi lam gigi han hoat tinh khang virus. Khi phan tich sau vé trinh
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tu gen antisense HIV thdy c6 cac antisense nham t&i 10 ving khac nhau clia hé gen HIV
va nguoi ta da so sanh dugc hiéu rng khang virus clia cac antisense nay. Cac trinh tu
gen antisense cé hoat tinh khang virus nhat nham vao vung 1 kb trong gen gag va mot
trinh tu dac hiéu cho mét doan ctia hé gen 562-bp bao gdm cac gen tat va rev.

Phan tich xa hon vé hiéu &rng khang virus clia doan gen antisense tat/rev thi thdy n6 tc
ché& manh su sao chép HIV-1 & cac dong té bao T va CD4+ PBL so cap, nhung mat hiéu
(rng bado vé d6i véi quan thé té bao bdo vé vi thay c6 thém nhiéu hat HIV thdm nhiém &
quan thé nay.

14.5.3 Ribozyme (antisense RNA xic tac)

Ribozyme 1a cac phan t&r RNA c6 hoat tinh xic tac. Chirc nang ctia chiang 13 gén véi cac
ban phan RNA dich thong qua lai dic hiéu trinh tu antisense, né lam bat hoat bang cach
cat nhd bd khung phosphodiester & mét vi tri dac hiéu (Hinh 14.6). Hai 16p ribozyme
nghién ctru ky nhat |a ribozyme cap téc (hairpin) va ribozyme dau rén (hammerhead) (tén
goi theo ly thuyé&t cdu tric bac hai ctia chdng). Ribozyme hammerhed phan giai RNA &
trinh tu nucleptide U-H (H = A, C ho&c U) do thiy phéan lién két 3’, 5’ phosphodiesster.
Ribozyme hairpin thi phan cét & vi tri C-U-G. Loi thé ndi bat cua ribozyme vurot hin céc
antisense RNA truyén théng la ching khéng bi tiéu hao trong phan rng phan cét dich, vi
thé mot ribozyme don c6 thé lam bat hoat dwgc nhiéu phan tir dich. Hon nita, ribozyme
con cé thé& dugc tao ra tir chinh cac don vi phién ma. Vi thé nhiéu ribozyme huéng dich
vao céac viung khac nhau clia hé gen c6 thé duwgc hgp nhat trong cling mét vec to. Do dac
tinh xGc tac doc quyén cla ching nén ribozyme cé tiém ndng rc ché cao d6i véi su bidu
hién ngay cd & cac ndéng do thap. Ribozyme ciing c6 tinh ddc hiéu trinh tu 16n hon
antisense RNA bai vi dich luén phai khép ding véi véi trinh tu dich cho phép gén. Hon
nlra, vi tri phan cét phai & phia phai trong doan antisense. Tuy nhién, vé mét chirc ndng va
pham vi tac déng xdc tac thi ribozyme thuc su c6 dich dugc RNA in vivo hay khéng thi
van chua ré. Tuy nhién, mét gidi han tiém &n déi véi viéc sir dung ribozyme cho GTL d6i
vGi HIV-1 13 van con bj giéi han vé hiéu luc vi ly do di truyén (van cé mot ty lé dot bién
cao di clng v&i su sao chép HIV-1). Néu cé bat ky bién d8i nao vé lién két hoac vi tri phan
céat trong trinh tu dich thi ddi hoi ribozyme phai trd lai trang thai bat hoat hoan toan.
Nghién ctru dau tién vé ribozyme dugc thiét ké d&€ trc ché HIV-1 1a su tham chuy&n mot
ribozyme hammerhead t&i trinh tu gag cua virus trong nguyén bao sgi ngudi bi€u hién
khang nguyén CD4. Truéce nhirng thach thire véi HIV-1, cac té bao phai c6 kha nang lam
gidm mudc do bi€u hién clia cac phan tir RNA gag c6 do dai didy du va lam giam dang ké&
murc protein p24 tir gag. Cac ribozyme phat trién véi dich 1a trinh tu dan 5’ cGa HIV to ra
trc ché& manh su sao chép clia HIV-1 trong cac dong té bao T va PBL. Nhitng ribozyme nay
lam bat hoat su thu nhan RNA virus d&€ hoa nhap vao hé gen. Vi vay, cac ribozyme véi
dich & trinh tu dan 5’ cda HIV ngdn ngtra dugc su tham nhiém HIV-1 dai han, cé thé lam
cho céc té bao chua thdm nhiém trd nén khang vinh vién véi su tham nhiém HIV-1. Diéu
ly tha la ribozyme ndy c6 thé& c6 tiém nang trc ché toan cdu su bigu hién gen virus bdi vi
tat cd RNA tur HIV-1 déu c6 trinh tu dan. Cac ribozyme da dich ciing da dugc phat trién
trong dé mdi ribozyme don c6 thé& phan cat dwgc & nhiéu vi tri dinh sén trong hé gen HIV-
1. Cac ribozyme da dich vé&i cac viung dinh sdn cla céac trinh tu env (rc ché dac hiéu luc
su sao chép clia mot s6 HIV-1 phan lap.
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Céac don vi phién ma cua ribozyme di nhd d&€ mét sé ribozyme cé thé hop nhat dugc vao
mot vec to don, vi thé cac ribozyme huéng dich t&i mot sé ving cta HIV-1 cé thé dugc
chuyé&n giao trong cing mét té bao. Su rc ché sao chép HIV qua trung gian ribozyme cai
bién s& thu dugc thanh qua néu phat trién dwgc cac ribozyme déng vi tri véi RNA dich
HIV trong khoang té& bao.

Dé& lam test chién lwgc ndy, ngudi ta da dung mot ban phién ma c6 chira tin hiéu déng goi
retrovirus thi thdy né lam bat hoat dwgc RNA hé gen MoMLV t8ng hgp méi, dugc dung
truwde khi lap rap cac hat, két qua la 1am giam dang ké su giai phéng clia cac hat.

14.6 Céc cach ti€p can nham kich thich dap &ng mién dich d#c hiéu HIV
14.6.1 Cac vaccine DNA

Mét cach ti€p can méi cua GTL véi co sé acid nucleic 12 DUMD d6i véi cac protein tu
nhién ctia HIV duoc téng hop do chuyé&n giao DNA plasmid vao trong té bao, ndi cach
khac 1a cac vaccine co s& DNA. Nhirng quan sat dau tién dan t&i viéc phat trién vaccine
gen 1a sau khi tiém vao co chudt DNA plasmid ma cho cac gen dau chuén thi né duoc biéu
hién. Mac dau mirc dd chuyén gen con thap, nhung di xac dinh dugc rang plasmid duoc
“hda nhap” da tén tai dugc va bigu hién dugc & dong vat. Su san sinh DPUMD d6i véGi cac
protein diu chudn dugc ma bdi cac plasmid duwgc chirng minh nhd viéc sir dung DNA
plasmid duwoc dua vao da chudt bang hé thdng chuyén gen sinh hoc ctia 2 nhém nghién
ctru. Su phat trién DUMD bao vé do tiém ching véi vaccine gen dugc chirng minh dau
tién khi tiém vao co chudt DNA plasmid trdn ma cho nucleoprotein néi tai clda virus
influenza. Hiéu (rng ti€ém &n clia su tiém ching DNA vao cac té bao co sau gian phan da
duoc chirng minh & chudt va cac mé hinh déng vat dugc tham nhiém véi vi khuén, virus
hodc v&i cac ky sinh tring gay bénh. Nhan t6 can ban déi véi cac vaccine gen nay la tao
duwgc ca PUMD té bao T gay doc té bao dac hiéu ciing nhu DUMD thé dich. Theo ly thuyét
thi c6 rat nhiéu loi thé vai ky thuat tiém ching DNA, né vuot hin cac chién lwoc vaccine
truyén théng nhu: (1) dé dang san xuat va pha ché cac DNA plasmid. (2) su bi€u hién cla
khang nguyén dang tu nhién thudng dan téi san sinh ca cac té bao T gilp d& va T gay
doc té bao, (3) tinh mién dich dai han da mé ra tiém nang giam liéu lwgng cla cac vaccine
can d& tao duoc DUMD bao vé va (4) cac té bao khéng céan la cac té bao dich ciing dugc
tham nhiém mét cach binh thudng bdi cac tac nhan tham nhiém.

Nhitng bat Igi tiém &n cla tiém chdng DNA 1a: (1) nhirng su ¢ bat ngd c6 thé xay ra khi
duwa DNA plasmid vao cac dang té& bao du kién, (2) san sinh ra cac khang thé& khang DNA
plasmid dugc dung dé tiém ching va (3) su hop nhat ngdu nhién cta DNA dugc tiém
vao trong cac té bao dich c6 th& |1am hoat héa mét gen gay ung thu hodc lam bat hoat
mot gen kiém ché tao khéi u do céc tac nhan gay dot bién duoc cai vao.

Mét cach tiép can chi dong 1a dua vao mot ky thuat d&€ 1am téi vu chién lwgc tiém ching
HIV-1. Khi dua gen env ctia HIV-1 vao céc té bao chudt theo cach tiém DNA plasmid tran
thi s& hinh thanh cac DUMD té& bao va thé& dich dic hiéu cao. Hon nira, su bi€u hién cla
cac plasmid ma cho glycoprotein vo HIV-1 hay cac hat HIV khiém khuyét khéng gay tham
nhiém rd rang cé thé tao dugc khang thé tirc thoi d6i véi Env va su bi€u hién hé gen HIV
khi€ém khuyét sé& lam ting hoat tinh cta té bao T gay ddoc té bao d6i véi protein Gagp24
cla HIV. Mé&i day, ngudi ta da thu duoc nhiéu két qua khi sir dung vaccine khang HIV co
s& DNA trén tinh tinh. M&c dau khi tiém DNA da cho cac BUMD, nhung nhirng déng vat
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dugc tiém ching van con phai ganh chiu nhirng thach dé cda HIV sau khi ngirng tiém.
Van dé nay doi hoi phai c6 cac nghién ctru vé tiém nang hinh thanh cac DUMD manh truc
ti€p v&i HIV. Tuy nhién, ciing can phai chirng minh rang liéu cé tén tai mot DPUMD khang
lai dugc cac noi HIV da hinh hay khéng?

14.6.2 Céc lympho T gay doc té bao dic hiéu HIV

S&r dung céac té bao cda chinh ca thé& bi thdm nhiém (cac té bao lympho CD4+ va CD8+,
cac té bao goc tao mau CD34+ hodc cac khang nguyén cé6 mat trén té bao nhu dai thuc
bao ching han) d& tra lai thu déng chirc niang hé mién dich 13 mot ky thuat khac trong
viéc phat tri€én GTL d6i véi tham nhiém HIV. Mién dich tri liéu truc tiép di cling véi viec mé
rong ex vivo déi v&i cac quan thé t& bao T chon loc, cac té bao lympho CD+ hodc CD8+
sau d6 dugc truyén lai vao cac ca thé bi tham nhiém HIV -1. Tiéu diém chinh cuda tri liéu t&
bao véi tham nhiém HIV-1 1a cac té bao CD8. Mic dau hé théng hoa hop t8 chirc chinh cé
vai trd quan trong véi viéc han ché CD8 CTL trong tham nhiém HIV-1 van chua ré, nhung
rd rang la khi méi chdm tham nhiém thi viéc tdng cac té bao CD8 dic hiéu HIV cé lién
quan t&i cac giai phap cta virus huyét. Nnirng sé liéu ndy da chirng minh chéc chén rang
I6p | hé théng hoa hgp t8 chirc chinh da 1am gii han vai trd cua cac té€ bao CD8 trong
viéc han ché tham nhiém trong pha cép (cac giai doan sém) cta su tham nhiém. Ngu i ta
d3 chirng minh rang cé su phat trién 16p | hé thdng hoa hop t8 chire chinh nham han ché
CD8 dic hiéu déi véi mot s6 protein HIV bao gém Env, Gag, Pol, Vif va Nef trong cac ca
thé& tham nhiém HIV. Cac té bao T gay doc té bao dic hiéu HIV (Tc) duoc san xuat do su
m& réng ex vivo cac b& té bao T CD8+ v&i sw cd mat cua cac khang nguyén HIV-1 (céac
peptide gag, env v.v..). Cac dong té bao ctia CD8 dic hiéu khang nguyén sé duoc truyén
lai cho chinh c& th& tham nhiém HIV-1. Nhirng sé liéu tng hd cho viéc sir dung cac dong
Tc céa thé dic hiéu HIV d& gi¢i han su tham nhiém HIV-1 dua trén co s& quan sat thay cac
t& bao CD8 c6 thé& trc ché su sao chép cua HIV trong PBL ngudi in vitro.

14.7 Céc khia canh thyc tién cda gen trj liéu HIV

14.7.1 Cac dich té& bao cta GTL

Noi cé nhiéu tham nhiém va su sao chép HIV-1 [a cac té bao lympho, cac té bao gdc tly
xuong (dai thuc bao, cac té bao don nhan). D& GTL HIV-1 dat hiéu qua, van dé séng con
la cac té bao tir cac dong nay dugc sir dung nhu 1a déi twgng nhan trong GTL khang HIV-
1.

Céac té bao gbc tao mau da niang (haemtopoietic stem cells-HSC) san sinh ra tat ca cac té
bao lympho va cac té bao tly xuong. Vi vay, cac té bao nay la cac &rng c vién chét cho
viéc sir dung trong GTL. Theo ly thuyét, su bdo vé vinh vién khéi su tham nhiém HIV c6
thé& thu duoc két qua théng qua viéc dua cac gen khang HIV-1 vao trong cac HSC, bai vi
cac té bao nay tu san sinh va vi thé sé tao ra vo tan quén thé& cac té bao khang HIV. Tuy
nhién, cho t&i nay van chua thé phan lap duoc cac quan thé HSC thuan khiét, nhung mot
vai ki thuat lam giau trén co s& chon loc cac té bao CD34+ da duwgc phat trién. Cac té
bao duoc lam gidu CD34+ cé thé& phan lap dugc tir tly xwong, tor cac té bao méau ngoai
bién hodc tr mau day rén. N6i chung cac té bao CD34+ phan lap tir moi nguén déu sir
dung t6t trong cac phan tich in vitro cho GTL HIV-1. Diéu dang tiéc la mirc do chuyé&n gen
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thu nhan dugc sau khi nhifng té bao nay duogc truyén lai in vivo la rat thap (1-5%).
Ngudi ta dd xac dinh duwoc rang su bigu hién khéi ddu gen duoc cai cla cac té bao
CD34+ cé thé€ la “cam” trong mot thoi gian dai.

Su bigu hién gen cam nady cé thé& 1a két qua cda su methyl héa cac cau trac tri liéu gen. Vi
thé, viéc cai tién ky thuat chuyén gen va ting su bi€u hién gen thi dan dan cé thé tao
dugc cac trng clr vién HSC cai bién dung duoc cho GTL.

Do viéc chuyén gen vao cac HSC la kém hiéu qua nén cac nha nghién cliru da chuyén
hudng sang cac té bao chi chét néi bat cta HIV-1, cac té bao T CD4+ chin nhu 1a dich
cubi cung clia GTL. Cac té& bao lympho CD4+ hy vong cé thé& x6a di viéc phan lap tor méau
ngoai bién hay 1am gidu bang cach rat hét cac t& bao CD8+. Khi str dung céc té& bao CD4+
c6 thé& thu duoc cac mirc tai nap cao va cac té bao nay c6 thé& duoc lua chon trong khi
m& réng nudi cdy md dé truyén lai cho bénh nhan.

Nhing cau hdi xung quanh viéc st dung cac té bao lympho CD4+ cho GTL déu dé cap dén
tiém nidng sinh trwdng va thoi gian séng cua té bao. Nhing nghién clru so bo trén cac
déng vat cao cdp khoéng phai ngudi dd kham pha dugc mot s6 it t&€ bao T tai nap cd thé
duwgc héi phuc tr mau ngoai bién cua khi rhesus 2 tudi sau khi chi tiém don cac té bao
danh dau gen. Cac nghién clru trén ngudi khi sir dung cac té bao lympho xam nhap khéi u
danh dau gen (gene-marked tumor infiltrating lymphocyte-TIL) d3 cho thdy cac té bao TIL
sé& ton tai duoc vai tudn in vivo. Nhirng nghién ctru trén doéng vat cao cap gan day trong
d6 cac té bao lympho CD4+ ban than duoc tai nap v4i vec to retrovirus clia HIV da chi rd
rang mot so it t& bao lympho tai nap da tén tai dwoc vai thang & mau ngoai bién va hach
lympho clia nhitng déng vat nay. Mét quy trinh (protocol) 1&m sang danh dau gen lién
quan t&i cap sinh déi déng loai cho thay céc té bao lympho dugc danh dau gen chi c6 mét
it séng t&i 14 tudn |é trong cac ca thé tham nhiém HIV-1. Nhing két qua thlir nghiém GTL
lam sang ADA-SCID chi r& céac lympho dugc truyén vao c6 th& séng va phan chia trong 4
nadm sau d6. Cac té& bao lympho tai nap duoc sir dung trong cac thir nghiém lam sang
ADA d3 Iam ting tudi tho bdi vi ngudi ta cho rang cac té bao tai nap cé loi thé hon cac té
bao lympho khéng duoc tai nap do c6 mat san phdm gen ADA. Hon nira, con rat nhiéu
bang chirng chirng té rang cé su ton tai dai han cac té bao lympho chin & mét sé thi
nghiém.

14.7.2 Céc hé théng chuyén gen

D& GTL c6 hiéu qua, diéu can thiét la phai duoc chuyén duoc gen vao trong cac té bao
dich. Cac hé théng chuyé&n gen hiéu qua nhat déu dua trén co s& vec to virus téi t8 hop.
Cé nhiéu hé théng chuy&n gen bao gém cac vec to co sd& retrovirus, herpes virus,
adenovirus va virus adeno lién hgp da dugc phat trién. Mot s6 ky thuat chuyén gen khong
virus hién nay ciing dang dugc danh gia vé hiéu qua. Cac hé théng chuyén gen virus da
duoc lam test & ca HSC cling nhu PBL. Chi cac vec to retrovirus thi méi chuyén giao hiéu
qua cac gen vao trong té bao dich, mic dau véi mirc d6 thap & HSC. Vi thé su chuyén
gen qua trung gian retrovirus hién nay |a hé théng chuyé&n gen téi wu nhat cé thé sir dung
trong GTL HIV-1. Gi&i han cla cac vec to retrovirus la khéng cé kha nang tham nhiém cac
té€ bao khéng phan chia vi n6 doi hoéi phai c6 sao chép DNA thi méi hop nhat duoc vao
trong hé gen té bao cha.

Cac hé théng chuyén gen trung gian khéng phai virus gém céac céng hop liposome, cac
ligand receptor, tiém truc tiép DNA tran va su chuyé&n gen qua trung gian cac hat. Nhirng
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phuong phap chuyén gen nay cé hiéu qua trong nhirng truong hgp bi€u hién tirc thi cac
san phdm gen nghién ctru. Nhin chung, hau hét cac hé théng nay déu khéng c6 hiéu qua
trén cac té bao tao mau lympho. Déi v&i van dé nay, cac nha nghién clru da sir dung ky
thuat ném bom hat (particle bombardment technology) d€ chuyén protein RevM10 khéng
tréi trans t6i cac té€ bao lympho CD4+. Mirc khdi ddu cua chuyé&n gen la 0,1 dén 10%,
murc ndy thap hon so v&i cac vec to retrovirus. Su bi€u hién gen do ném bom hat ciing
chi 1a nhat thai va moi lgi ich tri liéu cling chi [a nhat thoi. Tuy nhién, thi nghiém nay ciing
da chirng minh duoc tiém nang cla viéc sir dung ky thuat chuyé&n gen qua trung gian céc
hat trong GTL HIV-1, nhitng van dé ky thuat néu trén can phai duoc giai quyét trudce khi
né duoc chap nhan nhu moét hé théng chuyén gen dugc sir dung trong lam sang.

14.7.3 Cac thir nghiém |am sang GTL khang HIV

C6 18 quy trinh GTL HIV-1 khac nhau da dugc xem xét va phé chudn bdi héi déng tu van
DNA tai t6 hop (recombinant DNA Advisory committee -RAC) (11-1997). Cac thi nghiém
lam sang c6 thé& chia thanh 3 ching loai: (1) cac nghién cltru dau chudn gen, (2) tri liéu
mién dich, cac chién lvgc GTL nay nham kich thich BUMD khang HIV-1 va (3) tc ché sao
chép cua virus, cac chién lwoc khang HIV-1 nay nham (rc ché su sao chép cda virus ndi
bao (Bang 14.2). T4t ca cac du dinh thr nghiém 1am sang déu sir dung céc ky thuat nhu
d4a thao luan & trén nhu céac protein khéng troi trans, ribozyme, cac té bao T doc té bao
d&c hiéu virus, antisense acid nucleic hodc cac khang thé& chudi don v.v.. Ching ta hay
di€ém qua mot vai vi du cu thé sau day:

14.7.3.1. Panh diu cac té bao T déng gen

Ngudi ta da bat dau nghién ctru dau chudn gen vé cac phuong dién an toan va su ton tai
cla céc té bao lympho déng gen duoc danh dau gen trong mot cap HIV-1 tuong déng bat
hoa (HIV-1 discordant identical twin - mét cdp tham nhiém HIV va mot cdp khéng bi
nhiém). Muc tiéu cta du an ché thir pha I/1l [a danh gia su phan phéi, su tén tai, su dung
nap, dé an toan va tinh hiéu qua cda viéc truyén céc té bao lympho T déng gen cé dau
chuén gen hoat hoéa thu nhan tir cdp twong déng cho cac doéi tuong nhan cép tham nhiém
HIV. Quy trinh nay la nhitng buéc khdi ddu trong mét trinh tu cac nghién ciru thiét ké
nham xac dinh gia tri tiém tang cla cac té bao lympho T da duwoc céng nghé hoa (CD4+
va CD8+) d& ngan nglra hodc ki€m soat su thdm nhiém HIV. Nghién ctru nay sé cho ta
nhitng s6 liéu co ban ban diu cén thiét cho viéc xac dinh s6 phan cla cac té bao CD4+ va
CD8+ sau khi dugc truyén lai vao ngudi bi thdm nhiém HIV.

14.7.3.2. Panh diu cac té€ bao T doc té bao

Nghién ctru thit hai vé danh dau gen c6 lién quan t&i mién dich tri liéu khi ding cac té bao
CD8+ dic hiéu HIV da cai bién di truyén cho bénh nhan c6 huyét thanh HIV duwong tinh.
Muc tiéu cla th&r nghiém nay la: khdo sat do an toan va doc tinh véi cac liéu lwgng tang
dan cta CD8+ tu than déi véi ngudi nhiém HIV. Chang ta biét rang, truéc khi phat trién
thanh AIDS, nhitng ngu®i c6 huyét thanh HIV duong tinh thudng cé phirc hgp hda hop t8
chirc chinh (MHC) 16p | khang CD8+ CTL c6 mat véi tan suat cao & mau ngoai bién. Nhan
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t6 c&n ban cla viéc sir dung cac dong té bao T dic hiéu HIV 1a 1am giéi han su tham
nhiém HIV-1 trén co s& quan sat thdy rang cac té bao CD8+ c6 thé& (rc ché duoc su sao
chép cta HIV trong cac té bao lympho ngudi in vitro. Hon nira, tri liéu mién dich véi viéec
stir dung cac dong dic hieu CMV nhan rong cho thdy cé hiéu luc d6i véi sy téi thiét lap
cac DUMD té bao T dic hiéu CMV. Vi thé tri liéu mién dich véi CD8+ CTL nhan réng in vitro
c6 thé& c6 hiéu rng khang virus tét.

Bang 14.2 Cac thu nghiém lam sang vai HIV-1

M6 td quy trinh Trang thai Nha nghién ciru  Vién nghién ctru

Quy trinh ddnh d4du gen

D6 an toan cua viéc chuyén mo& Walker Vién surc khée
céc té bao lympho déng loai quéc gia Hoa ky
d4 cai bién gen trong cap tuong

déng tham nhiém HIV-1

D6 an toan cuda viéc chuyén cac mo Walker Vién surc khoe

té bao T doc té bao déng loai da quéc gia Hoa ky
céi bién gen trong cdp tuong déng

tham nhiém HIV-1 (pha /1)

Tai nap cac té bao CD34+ tur tly mé Kohl Bénh vién Nhi
xwong cla tré em tham nhiém Los Angeles
HIV-1 : ddu chuén so sanh bang bay

RRE (pha I)

Tai nap cac té bao con chau méau mé Kohl Bénh vién Nhi
ngoai bién déng loai CD34+ twr Los Angeles

nhirng ngudi tham nhiém HIV-1:
nghién ctru so sanh dau chuén

véi viéc stir dung mét gen ribozyme
va moét gen trung hoa (pha I)

Quy trinh trj liéu mién djch

D& an toan ctia mién dich trj liéu mé& Greeberg Trung tam ung thu
khi sir dung cac té& bao T dic hiéu Fred Hutchinson
CD8+ HIV da cai bién gen

D6 an toan va hiéu irng sinh hoc déng Viagene, Inc.
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cla céac vec to retrovirus chuét ma
cho HIV-IT (V) & nhirng ca thé khong
c6 triéu churng (phal)

D6 an toan va hiéu trng sinh hoc déng Viagene,Inc.
cula cac vec to retrovirus chuét ma

cho HIV-IT (V) trong ca thé khéng

c6 triéu chirng (pha l)

DO an toan va hoat tinh sinh hoc doéng Truwong Dai Hoc

cua HIV-IT (V) trong céc ca thé California, San Diego
tham nhiém HIV-1 (pha /1)

DO an toan liéu lap lai va hiéu tng mé& Multiinstitute

trong nhirng ca th& tham nhiém HIV-1
v6i > 100 té€ bao CD4+ (pha ll)

Phuong phap mu kép danh gia d6  déng Merritt VIRX, Inc. Viagene
an toan va liéu cam t&ng CTL t6i uu Inc.

cta HIV-IT (V) trong céac déi twgng

nhiém HIV (pha I/11)

D6 an toan cla mién dich tri lieu TB  mé& Ridell Trung tdm ung thu
str dung céc té bao T déc hiéu Fred Hutchinon
CD8+ HIV cai bién va khéng cai bién

gen dong loai trong nhirng ca thé c6

huyét thanh duong tinh (pha |)

Quy trinh rc ché sao chép

Hiéu irng ctia Rev (pha I) moé Nabel Trudng Dai Hoc
khoéng trans troi Michigan

D6 an toan va hiéu irng clia mé Wong-Staal  Trudng Dai Hoc
ribozyme phan giai HIV-1 & California, San Diego

nhitng ngudi tham nhiém

HIV-1 RNA (pha I)

Chuyén gen qua trung gian mo& Morgan Vién surc khoe
retrovirus cua HIV-1 antisense TAR quéc gia Hoa ky
va gen protein Rev t&i cac té bao

lympho déng loai trong cédp tuong

déng tham nhiém HIV-1 (pha I)

Cac khang thé€ néi bao khang mé& Marasco Vién ung thu

protein vé HIV-1 déi véi AIDS Dana Farber

(pha )

Céc té bao tao méau con chau mé& Rosenblatt Truwong Dai Hoc

CD3+ dong loai tai nap véi mot California, Los angeles
ribozyme khang HIV-1 (pha I)

Nghién ctru d6i chirng ngéu mé Connick Multiinstitute
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nhién hoat tinh va do an toan cua
céc té€ bao T d3 cai bién gen CD4-Zeta
trong nhirng bénh nhan tham nhiém

HIV (pha II)
Do an toan sy ton tai in vivo mé& Gilbert Trung tam ung thu
cla cac té€ bao T CD4+ déng loai Fred Hutchinson

d4 cai bién gen dugc chuyén téi d&
khang lai sy sao chép cua HIV

(phal)
Tiém chdng néi bao khang lai mé Pomerantz Truong Dai Hoc
s tham nhiém HIV-1 nho st Thomas Jefferson

dung doan chudi don bién déi
khang Rev (pha I)

14.7.3.3 Rev trans troi

Véi su khich 1& clia cac dan liéu tién 1am sang thu duoc véi cac dot bién trans troi cla
RevM10, mot quy trinh 1am sang da duoc du kién bang viéc cac té bao lympho T CD4+ lay
tr mot bénh nhan tham nhiém HIV-1 s& duwgc cdng nghé héa véi vec to biéu hién Rev
M10. Trong nghién ciru nay, sé danh gia hiéu (rng ctia su trc ché ndi bao véi tham nhiém
HIV bé&i protein Rev th& dét bién trans tréi ctia M10. Muc dich cla du kién nay 1a xac dinh
xem liéu su bi€u hién ctia M10 cé lam kéo dai su séng s6t clia PBL trong cac bénh nhan
AIDS hay khéng, c6 nhu vay thi méi ban téi kha nang bao vé khang lai sy thAm nhiém HIV-
1. Céac t& bao lympho T CD4+ cla cac bénh nhan sé dugc cai bién nhd su chuyén gen qua
trung gian cac hat hodc qua trung gian retrovirus. Trong mdi trudng hop, vec to kiém
chirng déu tuong déng véi RevM10, nhung c6 su xé dich khung lam bat hoat su bigu hién
gen sé dugc sir dung d&€ tai nap déng thdi mét quan thé té bao CD4+. Su tai nap cla
retrovirus va s tham nhiém qua trung gian cac hat s& dugc thé& hién sau khi cac té bao
gidu CD4+ duoc kich thich véi IL-2 va cac khang thé& khang CD3 hoic khang CD28. Su
hoat héa clia HIV-1 ndi sinh s& bi trc ché khi cho thém chéat (¢ ché phién ma nguoc cong
vGi mot gen gay doc dac hiéu HIV (CD4-PE40). Nhirng té& bao da cong nghé hoa réi dugc
nhan réng sé dua trd lai cho bénh nhan va su séng sét clia cac té bao trong méi nhém
duoc so sanh bang PCR pha lodng gidi han. Hiéu tng ctia RevM10 trén HIV-1 va cac théng
s6 mién dich hoc cling dwgc danh gia mot cach chi tiét.

14.7.3.4 Rev trans trdi trong sy t6 hgp véi antisense TAR

DE& (rc ché dic hiéu chirc nang cla Rev, ngudi ta da tao ra mot thé dét bién méi clia Rev
trans trdéi (RevTD) do dot bién Rev M10 nhu dd mo ta & trén. Diéu dé cho thdy, chi véi
s c6 mat ciia mot dot bién diEm & domain hoat héa cling di dan t&i mot kigu hinh
khong troi. D& trc ché chirc ndng Tat, mot chién lwgc antsense dd dugc phat trién nham
dich vao yéu t6 dap (rng hoat chuy&n HIV-1 (TAR). Ngudi ta thiét lap moét vec to
retrovirus bi€u hién tRNA; - Met chimeric cta antisene TAR (promoter pol lll - antisense
TAR) hoa véi ban phién ma bé ciru vang HIV-1 TAR. Nho sir dung cac thir nghiém tham
chuyé&n 8n dinh va nhat thoi dd cho thdy antisene TAR rc ché su hoat chuyé&n qua trung
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gian Tat cia LTR & HIV-1. Co ché chinh x&c lién quan téi su e ché nay chua rd hoan
toan, nhung nd c6 thé lién quan téi su rc ché lién két Tat trén yéu t8 TAR hodc su phan
giai cap RNA bdi RNase gilra antisense TAR va céac trinh tu dich bG cliru ctia né. Cap RNA
nay cé thé& trc ché su lién két cltia ribosome va téng hgp protein.

M6t quy trinh 1am sang bG sung cho GTL bénh AIDS la &rng dung su chuyén gen qua trung
gian retrovirus d& chuyé&n antisense TAR va gen RevTD t&i cac t& bao lympho déng loai
trong cap twong déng bat hoa tham nhiém HIV-1. Nghién ciru pha | nay dua trén cac sé
liéu tién lam sang v&i antisense TAR va cac vec to retyrovirus RevTD trong viéc chuyén
cac té€ bao T CD4+ déng loai danh dau neomycine trén cap tuong déng bat hoa HIV-1 nhu
da mo ta & trén. Trong thir nghiém 1am sang ngudi ta sé danh gia do an toan, su séng sot
va hiéu (rng tiém tang cua su van chuyé&n cac té bao lympho déng loai dugc cong nghé
hoéa thu nhan tir cac cap twong déng c6 huyét thanh am tinh v&i HIV & déi twgng nhan.

14.7.3.5 Cac ribozyme khang HIV

Mét quy trinh GTL vé&i AIDS du dinh sé sir dung ribozyme hairpin d3c hiéu doan dan cda
HIV-1. Trong th&r nghiém [am sang pha | nay, dé an toan va hiéu qua cua GTL ribozyme sé
duoc danh gia & nhirng bénh nhan nhiém HIV-1 bang cach truyén lai cho cac té bao T
CD4+ ban than d4 tai nap ex vivo mot vec to retrovirus bigu hién ribozyme trinh tu dan
cua HIV-1.

Su tai nap cuia cac té bao tham nhiém HIV-1 in vitro doi hdi cac diéu kién nudi cdy sao
cho c6 thé& rc ché duoc su lan rong cta HIV-1 ndi sinh, diéu nay c6 thé thuc hién dugc
bang cach cho thém céac tac nhan khang HIV nhu neviparine va CD4-PE40. Déng hoc va
su séng sot in vivo cla cac té bao tai nap ribozyme sé duoc so sanh ddi chirng bang PCR
pha lodng gidi han. Murc bi€u hién va sy kéo dai bi€u hién ribozyme cling sé dugc khao sat
danh gia. Két qua nay sé xac dinh duoc liéu ribozyme nay c6 bao vé céc té bao T CD4+ &
cac bénh nhan nhiém HIV-1 hay khéng va sé gidp cho viéc thiét ké cac thir nghiém GTL té
bao géc tao mau déi véi AIDS trong twong lai.

14.7.3.6 Vaccine gen

Cé hai quy trinh lam sang da dugc phé chudn ctia RAC/FDA d€ test dé an toan va hiéu
(rng tiém &n cla viéc tiém chdng gen trong cac ca thé& nhiém HIV-1. Trong quy trinh 1,
nguyén bao sgi clia cadc bénh nhan nhiém HIV sé& dugc rat ra d€ tai nap ex vivo véi mot
vec to retrovirus co s& MoMLV c6 kha nang tri liéu mién dich tiém ning, ma cho cac
protein Env/Rev cua HIV-1 (duoc thiét ké 1a HIV-IT). Con quy trinh thit hai, HIV-IT sé& duoc
tiém vao co nhitng bénh nhan nhiém HIV-1 d&€ c6 sy tham nhiém in situ. Quy trinh [am
sang pha | cda su tiém chdng gen ex vivo lién quan t&i 3 liéu hiéu qua (va mét bé cang cd
3 liéu hiéu qua) nguyén bao sgi ban than tai nap HIV-IT. Nhifng nguyén bao soi nay dugc
thu nhan tur sinh thiét da va sau dé tai nap véi vec to HIV-1, réi dugc chon loc, chiéu xa,
lam test d6i chirng chat lwgng réi dua trd lai vao ngudi. Quy trinh tiém truc tiép in vivo
la mot thir nghiém lam sang déi chirng placebo pha | lién quan t&i viéc phan phéi vec to
HIV-IT hodc d&i chirng pha lodng véi nhitng ngudi khéng cé triéu chirng nhung huyét
thanh lai dwong tinh véi thdm nhiém HIV-1 ma hién chua dugc xir ly khang retrovirus.
Viéc xtr ly vec to truc tiép bao gém hang loat mdi tiém vao co, mdi thang 3 lan. Nhirng
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ngudi duge xir ly s& cd nhirng khao sat vé doc tinh cap va cac thong sé lam sang binh
thuwdng, mirc CD4, déap rng cla té bao T ddc hiéu HIV va virus tai nap trwdc, trong va sau
khi xtr ly. Cac sé liéu 1am sang so bd da chirng minh duoc rang nhirng bénh nhan tham
nhiém HIV duoc xir ly véi nguyén bao soi ban than tai nap vec to da Iam tang dap u’ng
ctia HIV-1 llIB Env dac hiéu cho dap irng CD8+CTL. Nguoi ta hy vong rang viéc gay mién
dich qua trung gian vec to retrovirus sé lam can bang su tan céng mién dich in vivo bdi
cac CTL dac hiéu va cac dap ing khang thé& cé thé loai trir dugc cac té bao tham nhiém
HIV va don sach virus tu do khdi cac ca th& tham nhiém HIV-1.

14.7.3.7 Cac khang thé& ndi bao

Céac khang thé& ndi bao c6 th& duoc thiét 1ap vai dich 1a cac protein cta HIV. Quy trinh du
kién 1a dung khang th& ndi bao khang voé (gp120) sFv105 dé& thir nghiém GTL khang HIV.
Viéc lua chon vé HIV nhu dich tdn cong vi su nguy hai tiém &n cla gp160 trong su hinh
thanh hop bao, su 1am chét cac té bao don va gay bénh tiém tang cho céc té bao doc lap
vGi virus. K& hoach nghién ctru ndy thu nap 6 bénh nhan da tradi qua su lymphopheresis
tir PBMC gidu CD4+. Trong mot quy trinh khac, cac té bao tham nhiém HIV khi duoc dung
thuéc khang HIV nevarapine va CD4-PE40 thi thay da bd hiéu irng GTL d&i véi virus HIV va
murc té€ bao lympho CD4+ hién hifu.irc ché duoc su lan réng HIV in vitro.

Cac tuong déng té bao lympho sé dugc tai nap vdi vec to retrovirus bigu hién sFv105
hodc véi vec to chira gen Neo d6i chirng (LN). Sau khi tai nap, cac té bao dd céng nghé
héa s& duwoc 1am gidu bang chon loc gen Neo tirc 1a cho phat trién & moi trwdng chira
G418. Mot lwgng 16n cac té bao dugc tai nap va nudi cdy mé rong sé dugc dua trd lai
cho bénh nhan. Cac bénh nhan sau dé sé dugc theo déi béi PCR gidi han d€ dinh Ivgng
s6 t& bao tai nap dang luvu thédng nham danh gia su bi€u hién cla gen chuyén sFv105 in
vivo trong cac té bao lympho tai nap.

14.8 K&t luan

D3 c6 nhiéu chién lugc GTL e ché hiéu qua HIV-1 in vitro. Nhirng tién bé dang k& vira dat
duoc gan day da chirng minh rang cac té bao lympho T CD4+ so cdp c6 thé bao vé tranh
khdi su tham nhiém HIV-1, van dé nay bao gém viéc phan Iap nhirng bénh nhan so cap sau
d6 duoc xr ly bang GTL trén co s& cac protein HIV dot bién trans troi, antisense va
ribozyme. Nhirng s6 liéu gan day thu duoc do gay mién dich qua trung gian vec to ciing
rat khich 1& vi sy ton tai dai han cla cac CTL va su bao vé chéo khang lai cac noi HIV-1 da
hinh di loai da dugc chirng minh & cac moé hinh dong vat. Co s& cho nhirng phat hién tién
lam sang nay 1a su phé chudn cta RAC/FAD ddi véi mot s6 chién lwge nham test cac ddi
tuong tham nhiém HIV-1. Ngudi ta hy vong rang cac thir nghiém lam sang nay sé tao diéu
kién cho viéc xem xét kha ning dé khang cuia cac té bao d6i véi su tham nhiém HIV-1
bang GTL, m& ra mot tuwong lai dep dé cho GTL.
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Chuong XV
PIEU TR| CAC BENH UNG THU
15.1 Mé& dau

Ung thu nay sinh do méat cac yéu té diéu hoa kiEm soat su sinh truwdng va tang sinh cla
t& bao. M4t su ki€m soat di€u hoa c6 1& do cac dot bién & gen ma cho qua trinh diéu hoa.
NGi chung, cac dot bién thoai héa gen déu lién quan t&i 1am méat cac chirc nang, nhu
trudng hop gen e ché khéi u ching han. Co dot bién troi lai lién quan tdi viéc tao thém
chirc nang nhu su biéu hién qua mirc binh thudng mot gen ung thu l3n ching han. Cac
dang do6t bién cling c6 th& lam mat su diéu hoa phat trién té bao. Thao tac cac dot bién
gen va tang cudng cac yéu té té bao la muc tiéu ctia GTL d6i véi ung thu. Nhu vay GTL
diéu tri ung thu nham: (1) thay thé cac gen kiém ché ung thu da bj dot bién, (2) lam bat
hoat cac gen ung thu bigu hién qua muic, (3) chuyén cac thanh phan clia céc tién thuéc
(prodrug) dich va (4) cai bién stra d6i cac dap trng mién dich khang khéi u.

Tébaobiumé y tuydnnhd  Utuyénvira U tuyénlén Caxinom
binh thwéong .

Alen hé gen dic hiéu giai doan

APC/APC APC/APC  APC/APC  APC/APC  APC/APC
MSH2/MSH2 MSH2/MSH2 MSH2/MSH2 MSH2/MSH2 MSH2/MSH2
RAS/RAS RAS/RAS RAS/RAS  RAS/RAS  RAS/RAS
DCC/BCC DCC/DCC  DCC/DCC DCC/DCC  DCE/DCC
p53/pS3 pS53/p53 p53/pS3 p53/pS3 p&3/ps3
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Hinh 15.1 Co s& di truyén cuta su tao khéi u. So dé dai dién dot bién trinh tu cla su phat trién ung
thu biéu mé tur cac té bao biéu mé binh thuong. Nhting chif viét tit la: APC (adenomatous poliposis
coli gene) (gen coli gdy polyp); MSHZ - gen 2 sura chifa DNA cua ddng vét cé vi; Ras - gen ung thur;
DDC- nhifng loai bé trong trong gen gdy ung thu; p53- gen kiém ché khéi u. Nhiing dét bién trong
gen sura chifa DNA sé duoc khéi dau & céc té bao binh thuong (nét dim) véi céc dot bién ké tiép
trong APC (chit nghiéng) x3y ra nhu' mét sy kién sém trong su phét trién mét khéi u nhd. Dot bién
& gen ung thu RAS (hoat héa bdi ddt bién diém) lam phét trién cac khéi u trung binh véi su loai bé
tiép theo cua gen DDC trong giai doan khéi u d3 phét trién Ién. Dot bién chét & gen kiém ché khéi u
p53 sé hinh thanh nén céc khoi u.

(Theo Simon J. Hall, Thomas F. Kresina, Richard Trauger va Barbara A. Conley. An Introduction to
Molecular Medicine and Gene Therapy. A John Wiley & Sons, Inc., Publication 2001)

15.2 Co s& di truyén cla gay ung thu

Nhirng bién d6i trong cac qua trinh binh thudng ctia t& bao nhu su téng sinh, su biét héa
va su chét theo chuong trinh - apoptosis déu gép phan vao viéc phat trién ung thu. Su
bién d6i cac san phdm cla gen nay ciling sé dan t&i cac khéi u lanh tinh, tién 4c tinh hodc
ac tinh. Chang bao gém cac gen gay ung thu hodc hoat hda cac gen thic ddy su ting
trwdng va cac gen kiém ché khéi u hoac 1am bat hoat cac gen kiém ché sinh trwdng. Hai
dac diém quan trong cla viéc sinh khéi u déu lién quan t&i su bién d6i gen, d6 1a: (1) su
sinh kh&i u gém nhiéu buéc va (2) su mé rdng dong. Su hinh thanh khéi u trai qua nhiéu
budéc vi né lién quan téi mot s6 bién d8i gen hodc nhirng dung cham “hit” xay ra mét cach
tuan tu & cac té bao binh thudng qua nhiéu giai doan réi dan téi ac tinh nhu trinh bay &
hinh (15.1). Sw m& réng dong déi véi mot té bao duoc xac dinh 1a do bién d6i gen (dot
bién) xay ra trong nhiéu budc tao khéi u.

15.2.1 Chu ky té& bao

Chu ky t& bao gébm 5 pha dua trén co s& hoat dong cua té bao (H.15.2). Thai ky sao
chép DNA xay ra & pha (giai doan) S va phan bao c6 to & pha M. Hai pha xen gitta la G1 va
G2. Céac t& bao giao phé chu ky sao chép cho pha G1 tai diém gii han R. Thém vao d6, tu
pha G1 céc té bao c6 thé chuyén vao pha yén lang G,. Su diéu hoa chu ky té bao gay can
nhat 1a & cac khép chuyén pha G1/S va G2/M. Cac cyclin diéu hoa su tién trién chu ky té
bao & khép véi kinase phu thuéc cyclin (cyclin-dependent kinase - CDK). Cyclin tac dong
nhu mot chat diéu hoa cdu tric bang su dinh vi dudi té bao, dic hiéu co chat, tuwong tac
vGi cac enzyme diéu hoa Ién va thdi gian hoat hoa cua CDK. Vi vay, mdi mot gen trong sé
8 gen cyclin phan biét (Bang 15.1) sé& diéu hda chu ky té bao & nhitng diém nhat dinh
bang cach gan vao cac CDK va hinh thanh phirc hgp CDK/cyclin. Cac cyclin dugc téng
hop sé& gén va hoat héa CDK, sau dé dwgc phan hdy. Cac CDK sé phosphoryl héa cac co
chat dudi té bao nhu cac protein u nguyén bao véng mac (retinoblastoma) (pRb), n6 ép
budc su chuyé&n pha G1/S trong chu ky té bao, vi thé pRb 1a mét san phdm gen kiém ché
kh&i u. Su phosphoryl héa pRb xdy ra do su tac dong ké& tiép cua phirc hop cyclinD-
CDK4/6 va phirc hop cyclinE/CDK2 sé& lam bat hoat chirc ndng (rc ché tang trudng cla
phan t&r cho phép tién trién chu ky té& bao. Vi thé su t8ng hop cac cyclin dic hiéu va viéc
phirc hop v&i cac CDK sé& 1am mat kiém soat ting trwdng té bao. Ching han nhu cyclin
D1 sé& khéi ddu cac dic tinh gen ung thu in vitro va in vivo va n6 dugc khuéch dai réi biéu
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hién qua murc trong cac ung thu té bao thuc quan c6 vady (esophagus squamous) ciing
nhu ung thu dau, c8, bang quang va vd. Cyclin con c6 nhiéu chirc nang khac nira, gen
cyclin A ciing la vi tri hgp nhat virus viém gan vao trong hé gen. Vi thé (c ché su
phosphoryl héa CDK 1a mét muc tiéu quan trong d& giam bét su tang sinh cua té bao.
Nhiu céng trinh nghién ctru da khang dinh ring con c6 cac phan tir khac nira ciing gan va
trc ché CDK. Protein hop nhat CDK (Cip 1) gén véi phire hop cyclin/CDK va tc ché su
hoat déng cla ching. Cip 1 dugc hoat héa bdi san phdm gen kiém ché khéi u p53 va bdi
su gia yéu cla té bao. Vi thé Cip 1 la mét &ng clr vién lam nhiém vu diéu hda su ting sinh
va phan chia té bao. Mot chat e ché khac 1a p16 hodc chat kiém ché da khéi u (MTS-1)
trc ché& dic hiéu CDK4, né cé6 mdt locus gen & nhiém sic th& 9p21. Trong céac khdi u & tuy
va thuc quan, ngudi ta quan sat thay co su loai bd hodc c6 dét bién & locus nay. Chat (e
ché& CDK tu nhién 1a p27 hoic Kip 1, lién két chat ché véi cac phirc hgp cyclinE/CDK2
hodc cyclin D/CDK4. Kip 1 ciing c6 lién quan trong viéc diéu hoa trung gian cac tin hiéu
ngoai bao do su bién d6i yéu té tang trudng 01 (TGF- 01), do vay ma suy ra dugc co ché
trc ché ting trwdng clia TGF- 0. Vi cac chat (rc ché su phosphoryl héa CDK |am tac day
su hoat déng chu ky té bao nén ching dai dién cho cac phan tir dich ctia GTL chéng ung
thu vi cac phan tlr nay c6 thé ngdn chan dugc hoat tinh tang sinh cla té bao.

Tin hiéu gian phan

Hinh 15.2 Chu ky té bao. Ndm pha cuda chu ky té bao, nhifng diém ki€m soat quan trong déi véi su
diéu hoa va tuong téc cua cyclin véi kinase phu thudc cyclin (CDK) . CDKI (chat e ché) cédc gen
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kiém ché khéi u nhu Rb (retinoblastoma - u nguyén bdo véng mac) va DHFR dihydrofolate
reductase.

(Theo Simon J. Hall, Thomas F. Kresina, Richard Trauger va Barbara A. Conley. An Introduction to
Molecular Medicine and Gene Therapy. A John Wiley & Sons, Inc., Publication 2001)

Béng 15.1 Cyclin va chu ky té bao

Cyclin Céac pha clia chu ky té& bao Tac déng diéu hoa

C,D1,E G,/S Xac dinh khi xay ra chu ky méi
A S, G,M Thdc dady su gian phan

B1, B2 S, G,M Thac dady su gian phan

15.2.2 Su chét theo chuwong trinh cia té bao- apoptosis

Apoptosis - su chét theo chuong trinh cla té€ bao c¢6 lién quan t&i cac su kién dic biét
ctia nhan. Qua trinh nay bao gém viéc nén va tach riéng cac chat nhiém sic thanh nhing
khéi ré nét khang lai mang nhan, su ngung tu té bao chat, su phan doan nhan hay cuén lai
trén bé mat t& bao va su hinh thanh cac cac thé& apoptotic gdn mang. Nhitng thuc thé&
nay sé dugc thuc bao bdi cac té bao lién ké. Trong su chét cla té bao cé su phan cét
DNA chudi kép & cac vung két néi gidra cac nucleosome dé& tao nén cac doan khoang 185
bp. Nhitng doan nay tao nén nhirng bac thang trén dién di d6. Co s& gen d6i véi su chét
theo chuong trinh cla té bao dd dugc sang té. Gen gay ung thu bcl-2 lai bado vé cac té
bao lympho va cac neuron khdi su chét theo chuong trinh. Tuy nhién, mét protein khac
c6 tén la bax tao nén mot dimer véi bel-2 va bax gbp phan tao nén su chét theo chuong
trinh clia t€ bao. Ty lé t& bao cla bel-2/bax sé& xac dinh té€ bao bi chét hay con séng sot.
Mét protein b8 sung la enzyme chuyén déi interleukin 10, ICE thac ddy manh su chét cda
té bao. Mé&i day, bax - mot thanh vién tién apoptotic clia ho gen bel-2 ciing da dugc mo
ta. Viéc sir dung bax, bak, bel-2 , ICE hodc cac gen khéac lién quan t&i apoptosis trong ky
thuat chuyé&n gen dich 1a maot ti€p can nham cai thién kha ning séng clia cac quan thé té
bao dic hiéu. Cac té bao ung thu c6 thé& la dich gay chét néu dugc cai vao cac gen
apoptosis. Mat khac, cac té bao mién dich cling tan céng vao cac té bao ac tinh va nhu
vay néu két hop clung véi viéc chuy&n gen apoptosis sé lam tang kha ning dé khang cla
co thé.

15.2.3 Su bién nap té bao

cac té bao dugc noi la “duwgc bién nap” tire 1a chuyén tir ki€u hinh binh thudng sang kiéu
hinh ac tinh. Cac té bao ac tinh phoi bay cac dic tinh té bao phan biét rd rét véi cac té
bao binh thuwdng. Chang han nhu, trén co sé hinh thai hoc thi cac t& bao bigu mo 13 phan
cuc, khéng phan chia, hinh dang déng nhat va da duoc biét héa. Khi cac té bao biéu mo
bién nap thanh ac tinh thi né trd nén khéng phan cuc, da hinh, biéu hién su biét hda & cac
murc dé khac nhau, mang hinh anh gian phan, phan chia nhanh va bi€u hién khang nguyén
lién quan khéi u trén bé mat té bao. Khang nguyén lién quan khéi u la dich cta cac té bao
khéi u; théng qua cac khang th& don dong, cac liposome va cac chat giéng thuéc hodc
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doc t6 sé gay cdm rng lam chét nhirng té bao nay. Cach tiép can dich nay duwgc st dung
trong cac quy trinh GTL. Cac t& bao ciing c6 thé duwoc bién nap bang cach xir ly héa hoc,
bang chiéu xa, tu dot bién ctia cac gen ndi sinh hodc su tham nhiém virus. Cac té bao bién
nap duoc tao ra theo co ché ndy cé hinh try, tranh dugc su trc ché tiép xdac phu thudc
mat do (két thanh cum) do su tha neo ddc lap va khdng trc ché ting trudng bang su diéu
hoa gi¢i han diém cla chu ky t& bao (H.15.3). Ngoai viéc té bao bién nap sé tré thanh tac
nhan gay khéi u khi chuyé&n vao cac doéng vat non thi su bién nap do virus con lién quan
rat nhiéu véi GTL khi stir dung céc vec to virus. Mac dau cac vec to virus khiém khuyét sao
chép da dugc sir dung trong chuyén gen, nhung ciing c6 kha ning cé su tai t6 hop cua
virus vec to véi virus gdy bénh mét cach tu nhién, d€ tao nén mot virus bién nap sao
chép tét.
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Hinh 15.3 Hinh théai hoc céc té bao bién nap virus Epstein - Bar. Luu y sy phéat trién cua nhiing dém
tu thanh hinh tron va cac khuan lac vé tinh.

(Theo Simon J. Hall, Thomas F. Kresina, Richard Trauger va Barbara A. Conley. An Introduction to
Molecular Medicine and Gene Therapy. A John Wiley & Sons, Inc., Publication 2001)

15.2.4 Cac gen gay ung thu

Céac gen gay ung thu cla té bao (gen ung thu té bao) la cac gen binh thuéng cé lién quan
t&i su sinh trudng, tang sinh, biét héa va hoat hoa phién ma. Cac gen gay ung thu cua té
bao cé thé& bi€u hién mot cach 1am lac bdi sy dot bién gen hodc do su sép xép lai /suw
chuyén vi, khuéch dai bi€u hién gen hoic théng qua viéc mat cac yéu té diéu hoa kiém
soat su bigu hién. V&i cac khiém khuyét dé thi ching duoc goi 1a gen gay ung thu. Su
bi€u hién 1am lac sé& phat trién su ting sinh té bao va gay ac tinh. Téi nay da c6 60 gen
gay ung thu d3 duoc xac dinh cé lién quan v&i nhiéu loai khéi u. Nhirng gen ung thu chu
ch6t clng cac chire ndng lién quan duoc liét ké & bang (15+.2). Cac gen ung thu cé thé&
phan thanh cac thir hang theo su dinh vi & mirc dudi té bao ciing nhu theo co ché tac
dong cla ching. Mot vi du vé gen ung thu 1a ras, binh thudng van & trang thai yén ling,
cau trac gém mdt ho gen véi 3 thanh vién: Ki-ras, Ha-ras va N-ras. M6i gen ma cho mot
polypeptide 21-kD, protein p21 la mot enzyme GTPase lién két mang. Trong lién két véi
mang sinh chat, p21 twong tac truc tiép véi enzyme ras serine-threonine kinase. Su phirc
hop nay (ras/raf) dwoc bat dau & tang (thac) tai nap tin hiéu. Doc theo con dudng nay 1a
su hoat héa MAP kinase, n6 chuy&n vi cac yéu t6 nhan va cac yéu t6é phién ma nhan
phosphoryl héa. Con dudng nay cung cp cac tin hiéu cho tién trinh ctia chu ky té& bao, su
biét héa, su van chuyén protein, su tiét va su t8 chirc khung té bao. Ras dé bi anh hudng
moét cach dic biét véi cac dot bién diém tai cac “diém nong” (hot spots) doc theo gen
(ma 12,13,59 va 61). K&t qua la hoat hda cdu thanh cla gen va san xuit qua murc protein
p21. 80% ung thu tuy cé lién quan t&i cac dot bién ras, diéu d6 cho thay bién d8i gen nay
la moét bd phan trong nhiéu giai doan tao khéi u clia cac té bao tuy. Gen ung thu tha hai la
c-myc, gen nay ma cho mét protein c6 lién quan trong su tng hgp DNA; c-myc trong cac
té bao binh thudng dic trwng cho su tdng sinh, su biét hoa, su chét theo chuwong trinh
cla té bao théng qua su tac déng cla nd vai tu cach nhu 1a mét yéu toé phién ma va
protein gan DNA. Su bigu hién c-myc té€ bao cé lién quan véi su ting sinh t& bao va cé
quan hé nguoc lai véi su biét hoa té bao. Can lwu y rang, su bigu hién ciu thanh cua c-
myc sé& lam cho té bao mat kha ning thoat ra khéi chu ky té bao. Trong méot s6 ung thu
nhu ung thu két trang lai khdng c6 doét bién gen trong c-myc, nhung mirc mRNA lai téng
cao. Nhu vay, mat diéu hoa sau phién ma cling dap (rng phan nao su téng sinh té bao.
Trong tat ca cac trudng hgp, nhitng bat thudng cla gen ung thu déu 1a dich dac hiéu
cua GTL.

Badng 15.2 Cac thur hang va chiuc ndng cua céc gen ung thu chu yéu

Gen gay ung thu Chire néng Céac khéi u lién quan
sis, int-2, K53, FGF-5 lién quan yéu té ting u giap trang
int-1, Met trwdng
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Ret, erb-B 1-2, neu, fms  tyrosine kinase clia protein ung thu va
met,trk, kit, sea receptor

src, yes, fgr fgs/fes,abl tyrosine kinase cua protein ung thu két trang
khéng phai receptor

ra, pin0-1, mos, cot protein t& bao chat- serine ung thu phéi t& bao
kinase nhé

Ki-ras, Ha-ras, N-ras, kinase protein G mang ung thu tuyén tuy

Gsp, gip, rho A-C

c-myc, N - myc, L- myc nhan té bao u té bao vay

mby, fos, jun, maf, cis, rel,

ski,erb-A

Cac gen ung thu ciing cé thé& thdy & cac virus RNA gay khéi u (retrovirus). Mot sé
retrovirus cé cac gen bién nap goi 1a v-onc 1a cac gen gay ung thu cla virus. Ngoai ra con
c6 cac gen mia hoa dic biét ching han nhu gag, pol, va env. Cac gen gay ung thu virus
xuat phat tir cac dot bién diém, su loai bét, sy cai lap thém va su thay thé. Cac gen ung
thu t& bao co 1& bt gap retrovirus trong mot qua trinh cé tén 13 tai nap retrovirus. Diéu
nay xay ra khi mot retrovirus dugc cai vao hé gen gan véi gen ung thu té bao. Ngudi ta
da tao dwgc mot gen virus lai méi va sau khi phién ma thi v-onc méi duoc hgp nhat vao
trong céc hat retrovirus va di vao cac té bao bén canh bang tham chuyén. Ching han nhu
gen ung thu HPV-16 E6/E7 dugc ldy tr virus gdy u nhi & ngudi va su bi€u hién cla
chiing sé khéi dau cho su bién nap ting san ung thu ciing nhu khing dinh kiéu hinh ac
tinh clia cac té bao ung thu ¢ tlr cung.

15.2.5 Cac gen kiém ché khéi u

Cac gen kiém ché ung thu ma cho cac phan tlr lam cai bién su tang trudng cla céac té
bao théng qua co ché diéu hoa chy ky té bao. Chi mot bat thudng trong gen trc ché khéi
u cling lam mat mét san phdm gen c6 chirc ndng va man cam véi bién nap ac tinh. Vi thé
su hoan tra chirc ndng gen rc ché khéi u bang GTL, dic biét trong giai doan ac tinh sé& c6
kha ning chuyé&n ngugc lai thanh ki€u hinh té bao binh thudng. Su hoan trd chirc ning
gen kiém ché khéi u trong cac té bao ac tinh c6 kha ning do “su bién nap ngugc” cla cac
té& bao ac tinh d& trd thanh dang khong 4c tinh.

Bang 15.3 Tém tét cac gen kiém ché khéi u

Gen kiém ché khéi u Locus gen
p53 17p
retinoblastoma, rb 13q
BRCA-1 17q
NF1 17q
Su loai trir trong ung thu két trang, DCC 18q
MEN-1 11p
WT1 11p
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c-ret 10p
MTS-1 9q
Coli gay polyp tuyén, APC 5q

Cé6 rat nhiéu gen kiém ché khéi u (Bang 15.3), nhung dang luu y nhat la retinoblstoma
(rb) (u nguyén bao véng mac) va p53. Chat kiém ché khéi u p53 1a mot phosphoprotein
nhan- 393 amino acid, né tac dong nhu mot yéu td phién ma bang cach gan vao cac
promoter DNA vGi phuwong thirc dac hiéu trinh ty d€ kiém soat sy bi€u hién cua cac
protein c6 lién quan trong chu ky té& bao (pha G1/S). Chirc nang cta p53 nhu “ngudi linh
gac hé gen” do (rc ché chu ky té€ bao théng qua su tuong tac véi cac phic hop
cyclin/CDK dac hiéu hoac cam rng apoptosis qua con duwong bax, fas. Su tac dong nay la
dé& dap rng véi nhirng hu hai ctia DNA. Vi thé, bang su hoat héa p53, cac té bao ac tinh
hodc tién &c tinh cé thé& bi (rc ché hoic bi tiéu diét hay bi thuc bao. Nhu vay, néu bi mat
gen p53 do dot bién, loai bét hay trc ché phan tir kiém ché khéi u p53 déu lién quan téi
su tién trién khoi u. Su bat hoat p53 cé thé& xay ra bang nhiéu co ché, bao gém dot bién
gen, loai bd nhiém sac thé, lien két véi cac protein ung thu cuda virus, lién két véi cac
protein t& bao nhu mdm2, hodc thay d6i su dinh vi dui t& bao cla protein. Ngudi ta da
xac dinh duoc rang p53 bi bién d&i trong mdt sé dang ac tinh & ngudi. Su xuat hién cua
cac dot bién p53 déu gan lién véi cac tién lwgng sidu hodc bénh cé xu huéng phat trién va
giam dé nhay cam véi tri liéu héa hoc. Vi cac ly do trén nén nhirng ngudi cé p53 bat
thudng sé la cac irng clr vién tiém nang cua GTL.

15.2.6 Cac gen sira chirta DNA

Su khiém khuyé&t trong DNA chudi kép cé thé& duoc sira chifa bdi san phdm clia cac gen
stra chira DNA. Nhifrng gen nay tac déng vao qua trinh doc, stra va hiéu chinh céac trinh tu
cap base ctia DNA ghép doéi khéng tuong xirng. Nhirng sai sét vé base ghép d6i néu khéng
duwgc hiéu chinh thi ndé s& duoc sao chép khi phan chia té€ bao va lam mét tinh 8n dinh
cla hé gen. Cho t&i nay ngudi ta da biét 4 gen cla dong vat c6 va |a AMHL1, hMSH2,
hPMS1 va hPMS2. Nhirng dot bién xay ra & nhirng gen ndy sé tao nén cac san pham gen
khiém khuyét nhu da thdy & hoi chirng ung thu truc trang khong polyp di truyén dong
mam (hereditary nonpolyposis colorectal cancer) (HNPCC). Nhitng dét bién & gen hMSH2
(locus & nhiém sac th& 2p) va gen hHLHT (locus & nhiém sic thé& 3p) nhiéu tai liéu ghi
nhan Ia & HNPCC, noi c6 nhiéu (khoang 10 ngan) sai sé6t soma (nh&rng bién d8i ngau nhién
trong céac trinh tu DNA). Vi thé, nhirng dot bién trong cac enzyme sira chira DNA c6 thé&
la co ché sinh ung thu do di truyén hodc ung thu trong qué trinh phat trién ca thé.

15.3 Gen trj liéu ung thu

Mét chién lwgc trong GTL ung thu 1a béi thudng lai mét gen dot bién. NEu mot gen bi mat
chirc ndng théng qua su bién d6i gen thi c6 thé dugc bdi thudng lai theo nhiéu co ché.
D6i véi mat chire néng do gen kiém ché khéi u thi cé thé duoc bdi thudng bang cach
chuyén t&i mét gen binh thudng troi hodc hiéu chinh truc tiép su khiém khuyét gen. Néu
moét gen chiu tac déng cé xu huéng tré lai nhu moét gen ung thu hay yéu t6 tang
truwdng thi phai hwéng téi viéc loai bod gen hodc diéu hoa bi€u hién gen.
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15.3.1 Téng cudng gen kiém ché khéi u

Cac gen kiém ché klhéi u la mét I&p gen c6 su phan biét di truyén, lién quan téi su kiém
ché tang trwdng bat thudong. Khi chire ndng kiém ché khéi u cla cac protein bi mat thi sé
lam mat su kiém ché tang trudng. Vi thé cac gen kiém ché ung thu dugc coi nhu 1a cac
gen ung thu bi thoai hda. Cac nghién ctru vé “ho ung thu” dan dén cac hoi chirng ung thu
phan biét da xac dinh duwoc rang cac gen kiém ché ung thu da bi dot bién ngay tir dong
mam. Cac céa thé& trong ho nay déu nhay cdm hon d6i véi ung thu, bdi vi ho chi mang mot
alen binh thudng cta gen nén chi cdn mot sy kién dét bién 1a mat ngay chirc nang kiém
ché khéi u. Gen kiém ché khéi u dich nhat cho GTL la p53. S& di nhu vay vi p53 1a gen
kiém ché khéi u thudng hay bi dot bién nhat trong ung thu & ngudi. Khi chuyén gen p53
vao céac té bao khéi u in vitro thi két qua tai nap Ia ting su kiém ché, gidm hinh thanh céac
quén thé&, giam hoat tinh gen gay khéi u cla cac té bao va cdm rng su chét theo chuong
trinh cla té bao. Tuy nhién, cac té bao binh thudng van cé bién d6i sau khi tham chuyén
va biéu hién qua mirc gen p53. Su phat hién nay dan dén cac cong trinh nén tang xa hon
trong cac thir nghiém lam sang.

Cac nghién ctru 1am sang véi gen p53 da duoc bat dau va di nhién con nhiéu chuéng ngai
can phai vurgt qua maéi di dén thanh céng trong tri liéu.

Nhu ching ta biét cé rat nhiéu hé théng chuyé&n gen cho cac rng dung 1am sang. Chang
ta hdy ludt qua doi nét vé hé théng nay.

15.3.1.1 Retrovirus

Déi vai cac retrovirus, loi thé dang k& 1a hop nhat dugc gen chuyé&n p53 vao trong cac té
bao khéi u phan chia nhanh hon céac té€ bao binh thwdng. Tuy nhién, s hgp nhat nay 1a
hop nhat hé gen vi vay né la su cai bién vinh vién trong cac té bao va ngudi ta khong thé
bét gidm kha nang dot bién ghép cla céac té bao binh thudng véi gen chuyén p53. Cac
retrovirus con mot han ché 1a dugc san xuét véi dé chudn thap va it 8n dinh. Vi thé viéc
cai bién nang cap cac vec to retrovirus thé hé duwong thoi la can thiét cho viéc tri liéu voi
p53 in vitro hodac ex vivo dat hiéu qua.

Bang 15.4 Gen tri liéu v&i yéu té kiém ché khéi u - p53

Loai ung thu Vec to Dong té bao/ghép ngoai lai Hiéu urng
Ung thu v Adenovirus  MDA-MB; SK-BR-3; BT-549 Giam tang sinh va sy hinh
T47-D; HBL-100; MCF-7 thanh quan thé&, chét theo
SkBr3; 184 BS; MCF10 chuong trinh cla té bao
Retrovirus MDA-MB; BT549 Giam hinh thanh quéan thé&
Adenovirus ~ MDA-MB Uc ché tang trugng 71-95%
Liposome MDA-MB; MCF-7 Uc ché ting trudng 40-75% trong
ghép ngoai lai
Ung thu Adenovirus SK-0V3; 2774; Cao3,4 Giam tang sinh va hinh
buéng trirng PA-1 thanh quén thé trong cac té& bao
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Adenovirus SK-0V3 Nhay cam héa véi burc xa
va tang su séng sét trong

ghép ngoai lai
Ung thu Adenovirus HelLa; C33A; HT3; C4-1 Giam tang sinh va hinh
cG tir cung SiHa; Caski; ME180; MS751 quén thé trong cac té bao
Adenovirus C33A; HT3; Hela; SiHa; Kiém ché khéi u 100% trong
ms751 ghép ngoai lai
Ung thu Adenovirus C4-2; DU-145; PC-3; LNCaP;  Giam tang sinh va tang
tuyén tién DuPro-1;Tsu-Prt apoptosis trong té bao
liet
Adenovirus  C4-2; DU-145; PC-3; Tsu-Prt Ut ché khdi u 100%
trong ghép ngoai lai
Ung thu Adenovirus H23,69, 266Br, 322, 358, 460  Giam ting sinh té& bao
phdi 596, H661; Calu-6; MRC-9;
a549; wi-38
Retrovirus  H226Br; 322, 358, 460; wt226 Giam tang sinh té bao
Adenovirus H1299, 69, 358, 226Br  Uc ché ting trudng
cung vé&i gidm sy s6éng s6t
trong
ghép ngoai lai
Ung thu Adenovirus Tu-138, 177; MDA 686-LN;  Giam tang sinh va tang
dau va c6 TR146; MDA 886; CNE-1, 2Z apoptosis trong cac
dong té bao

Adenovirus Tu138, 177, MDA866, 686-LN  Kiém ché khéi u
67-100% trong ghép
ngoai lai ; apoptosis
trong khéi u

Ung thu Adenovirus G55, 59, 112, 124,; U87 MG; Gidm tang sinh va

hé than kinh SK-N-MC; SN-N-SH; U-251; tang apoptosis trong
T-98; U-87, 373 MG, 138MG; cac dong té bao
A-172; LG; EFC-2; D54 MG;

T98G
Retrovirus AG73 Giam hinh thanh
quan thé trong cac
té bao
Adenovirus G122 Kiém ché khéi u
100%trong ghép ngoai lai
Retrovirus A673 Kiém ché khéi u
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Ung thu
bang quang

Ung thu
truc trang

Ung thu
gan

Ung thu
da
Ung thu co

Ung thu
xwong

U lympho Adenovirus

Adenovirus

Adenovirus
RKO; KM12L4; SW837;
Colo 205, 320; EB

Adenovirus DLD-1; SW620; KM1214

Adenovirus Hep3B, G2; HLE; HLF;
SK-HEP-1

Adenovirus McA-RH7777

Adenovirus SK-MEL-24
SK-MEL-24

Adenovirus A673, SK-UT-1

Adenovirus Saos-2

Retrovirus Saos-2

Adenovirus Saos-2

Retrovirus Saos-2

JBG6; k-562
Retrovirus Be-13
Virus nguu dau HL-60

HT-1376; 5637; J82; FHs738b1

DLD-1; HCT116; SW480, 620;

Gidm tang sinh té bao

Gidm tang sinh, tang
apoptosis trong cac
dong té bao

Uc ché tang trudng
va tang apoptosis
trong ghép ngoai lai

Gidm tang sinh té& bao
Uc ché tang trudng
trong ghép ngoai lai
Giadm tang sinhté bao
T&ng (rc ché trong
ghép ngoai lai
Giam tang sinh t& bao

Gidm tang sinh va
téng apoptosis té bao

Gidm tang sinh va
hinh thanh quan thé&
trong céac té bao

Kiém ché khéi u 100% trong

ghép ngoai lai

Kiém ché& khéi u 100%-
ghép ngoai lai

Giam hinh thanh quan
thé& trong céac té bao

Gidm tang sinh va hinh
thanh quan thé trong
cac té bao

Gidm tang sinh, tang
apoptosis va biét héa
trong céc té bao

15.3.1.2 Adenovirus va virus adeno lién hop
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Cac hé théng chuyén gen c6 co s& |a adenovirus, virus adeno lién hop, herpes va virus
nguu dau di duwoc khai thac cho GTL. VGi GTL ngudi ta da st dung gen chuyén p53,
adenovirus va virus nguu dau. Nhirng loi thé dang k& cta cac vecto nay la: (1) tai nap
duoc cac t& bao dang phan chia hodc nam yén, (2) tinh hwéng mé rong va (3) cé kha
nang tao ra cac chat liéu 1am sang véi néng do cao. Cac adenovirus con duy tri ngoai
nhiém sic thé& vi thé su chuyén gen tirc thi c6 th& xay ra véi cac adenovirus tai t8 hop
khiém khuyét sao chép. Su bi€u hién ngan han cta p53 c6 thé 1a mot lgi thé cho viéc xir
ly su tao u néu n6 cdm rng trc ché tang sinh, giam su hinh thanh quan th& hodc giam
hoat tinh tao khdi u 4c tinh trong cac té bao ung thu dich. Chac chén 1 néu apoptosis
duwgc cdm rng bdi su bi€u hién tirc thdi clia p53 thi nhitng té bao khéi u cla co thé sé
loai bo su phan dong. Mot khé khan phire tap cua tri liéu sé la viéc quan sat cac qua trinh
sinh hoc nay trong cac té bao binh thudng.Tuy nhién, cac adenovirus khiém khuyét sao
chép ciing dd duoc sir dung trong cac nghién ctru 1am sang, nhung chua thay céc tac
dung phu trai nguoc dang k& nao véi cac té bao binh thudng. Mét van dé khac trong viéc
str dung adenovirus 1a su dap (rng mién dich ctia vat chd ddi véi vec to. Ca khang thé&
trung hoda va cac té bao T doc té bao déu lam rc ché hiéu qua cla GTL co s& adenovirus.
Cac thé hé gan day nhat cla cac vec to adenovirus da dé cap mot cach dic biét van dé
nay va da lam gidm dang ké& tinh sinh mién dich ctia cac cau trdc vec to.

15.3.1.3 C4c hé théng chuyén gen khéng phéi la virus

p53 cé thé€ duoc sir dung cling véi liposome hay la tiém trirc tiép DNA cua p53. Mac dau
la it hiéu qud, nhung ca hai hé théng nay déu it doc tinh va tinh sinh mién dich ciing it hon
cac hé théng virus. Cac liposome cho co héi tét nhat trong cac trudng hop &c tinh di can
thoéng qua kha nang dac hiéu ctia nd déi véi cac té bao tao u. N6 cé hiéu trng cao nhat do
s hop nhat cua cac té bao dich nhu cac khang thé véi cac khang nguyén dic hiéu khéi u
trong 16p lipid trung tdm cha liposome. Cac liposome dwoc tao ra tr cac
phosphatidylcholine truyén théng cé th& chuyén cac gen t&i cac co quan tlir ndi bao dic
hiéu bdi vi ching khong hoa vao nhau nhiéu va lai khang acid. Vi vay céac liposome cé thé&
di dwdng vong qua cac qua trinh néi bao d€ chuyén gen t&i nhan. Trong GTL, viéc chuyén
cac gen trj liéu bang liposome ciing c6 thé& cé két qua trong viéc lam trc ché su tao mach
va nang cao hiéu qua qua hiéu rng “ngudi ngoai cudc” (bystander). Ca 2 su kién nay déu
loi thé cho tri liéu cac khéi u di can.

15.3.2 Lam bat hoat biéu hién qaa mirc cac gen ung thu

Su bi&u hién qua muirc cac gen ung thu cé thé duoc gat bd bang cach gigi han lai su biiéu
hién gen clia ching. Su rc ché dac hiéu cé thé dugc thuc hién bang viéc sir dung cac
phan t&r antisense hoic ribozyme. Antisense oligonucleptide dwgc san sinh ra mot cach
déc biét trén co s& trinh tu c6 nghia (sense) clia mot gen ung thu cé thé gan duoc vao
cac gen ung thu. Dich cua cac phan tir antisense oligonucleptide thuwong la vi tri khdi dau
phién dich ho&c vi tri ghép néi trén gen (hinh 15.4). Su gén két nay dai dién cho cach tiép
can clia modt antigene trc ché dong théng tin di truyén (DNA-RNA-protein). Cach tiép can
antigene dua trén co sé& dich DNA hé gen, gdm 2 ban phién ma gen ung thu. Su (rc ché
bi€u hién gen dat duwoc la nhd hinh thanh mét cép ba (triplex) (gém phéan tlr antisense va
cap do6i DNA chubi kép). Vi sur hinh thanh mot cdp ba 6n dinh thi su phién dich cla RNA
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gen ung thu sé bj &rc ché. Can phai luu y rang, su hinh thanh cdp ba dua co s& cap doi
cla cac base 6n dinh v& déng hoc va vi thé phai luvu y téi chirc ndng cua su b8 ciru va
chiéu dai cha phan tir antisense. Su (rc ché bi€u hién gen cua antisense c6 thé xay ra &
cac vi tri phién mi khac théong qua cac protein diéu hoa (sense va aptamer, Bang 15.5).
Néu dich |a cac yéu t6 phién ma va cac protein diéu hda nhan khac thi sé thic ddy su biéu
hién gen. Cach tiép can cudi cung véi antisense rc ché bigu hién gen la hwéng vao cac su
kién khi phién dich va sau phién dich. Sy phién dich RNA thanh protein cé thé duogc uc
ché& b&i mRNA dich

Antisense Oligodeoxynucleotides

'Ngan chan téng hop

AS oligo

e

Hibosome : L . =
P g W "\Ulwlw’l‘md MRNA

Hinh 15.4 M6 hinh m_oit antisense oligonucleptide dic hiéu duoc san sinh ra tu mét trinh ty cda
mot gen ung thu, né gan vao gen ung thu va lam cam wng ngan chan sy téng hop RNA polymerase
(dugc vé nhur mét vong chir nhat Ion).

(Theo Simon J. Hall, Thomas F. Kresina, Richard Trauger va Barbara A. Conley. An Introduction to
Molecular Medicine and Gene Therapy. A John Wiley & Sons, Inc., Publication 2001)

nh& moét antisense oligonucleptide. Chién lwgc nay déi vai tri liéu ung thu con nhiéu thach
thirc hon nira, bai vi c6 rat nhiéu phan t&r mRNA cho mét gen ung thu trong moét té bao
ac tinh.

Dé&i v&i bat ky antisense nao ciing can hoan tat 3 budc trwdc khi duoc sir dung. Trudce
nhat phai thiét lap duwgc co s& gen clia su gay ung thu. Thit hai 1a xac dinh trinh tu déc
hiéu cho su trc ché cua antisense. M3c ddu co sé& di truyén cla su gay ung thu da duoc
xac dinh kha ré rang théng qua nhiéu buéc hinh thanh khéi u, nhung bang con dudng
céng nghé di truyén dac hiéu dé tao ra duwgc mdt gen ung thu van Ia can thiét. Diéu quan
trong 1a phai xac dinh dugc mot sé bién déi di truyén xay ra & trinh tu tién téi ac tinh.
Viéc xac dinh nhirng bién déi di truyén bao ham chién lwgc chan doan phan t&r nham quan
ly 1dm sang nhirng ngudi bi ung thu. Hon nita, nhitng bién d8i di truyén tuwong (ng gay
nén ung thu ciing phai duoc thiét 1ap. Viéc xac dinh gen ung thu 13 can thiét d&€ xac dinh
xem antisense nao |a thich hgp nhat. V&i cac dich dd dugc xac dinh thi trinh tu nucleptide
dac hiéu rat can thiét cho viéc san xuat cac antisense. Nhirng vi du dién hinh vé tri liéu
gen antiense 1a ung thu va, u tuyén tuy, ung thu két trang. Tién trinh 1am sang cla ung
thu vl phai dugc xac dinh ngay tlr giai doan sém cho téi lic da di cdn xa. Nhing yéu t6
triéu chirng vé su kién nay la rat quan trong gilp ta phan biét duoc cac ung thu di can dé
cb céac tri liéu b8 trg. Trén bang (15.2) cho thdy gen ung thu erb cé lién quan véi ung
thu va. Su khuéch dai va bi€u hién qua mirc gen ung thu erb duoc thé hién qua viéc mat
kiém soat té bao déi véi su sao chép DNA, su slra chifa va tach rdi NST. Pham vi cla
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nhirng bién d&i t& bao nay duoc xac dinh bdi sé lvang gen ung thu. Khi quan sat thay cac
té& bao khéi u c6 mot ban phién ma gen ung thu cao hon thi xu hudng sé téi di can va két
qua tri lieu 1am sang sé& thap. Mot quan sat tuong tu c6 thé thuc hién duoc & ung thu
tuyén tuy. Mac dau cac té€ bao tir cac khéi u di cadn da duoc l1am bat hoat bdi gen kiém
ché& khéi u p53, loai b nhiém sac thé 18q va cac dot bién diém & ma 12 cha gen K-ras,
nhung su bi€u hién qua mirc clia gen ung thu rhoC van twong quan dang k& véi cac triéu
chirng du doan. Vi thé, dich t6t nhat cda tri liéu gen antisense trong ung thu |a cac gen
ung thu biéu hién qua mdc gilr vai tro quan trong trong bénh sinh.

C6 nhiéu gen ung thu la dich cho tri liéu gen antisense nhu c-fos cho ung thu nio, c-srs
cho ung thu két trang, c-myb cho bénh bach cdu va cac khéi u cta hé than kinh trung
wong cling nhu c-myc cho u hic sic t6 va ung thu budng trirng. Uc ché bigu hién gen
ung thu dich da duoc ghi cha trong tirng trudng hop & cac dong té bao va trong ghép
ngoai lai & chu6t thiéu hut mién dich (nude, SCID). Bi cung véi gidm biéu hién gen la cac
hiéu (rng sinh hoc nhu diéu hoa xuéng su bi€u hién yéu té tang trudng hoic ting dé nhay
cam cuia cac té bao khéi u v&i hoa tri liéu. Néu 1am gidm su bi€u hién ctia mot yéu té tang
trudng nhu yéu t6 tidng trudng mach mau ndi méd hodc yéu té tang trudng bién nap 0 thi
sé co hiéu ng dang k& déi v&i su tao mach va tang trwdng khéi u. Viéc s dung
antisense d6i v6i c-fos & ndo da lam thay d&i chirc ndng than kinh cling nhu hanh vi cla
bénh nhan. Vé&i cac trudng hop lam tdng d6 nhay cam cla céc té bao khéi u véi hoa tri
liéu thi viéc gidm téng sinh khéi u va su hinh thanh quéan thé da chirng minh rang GTL
antisense da lam tang tinh khang u dic hiéu cua thuéc va coi nhu mét “trj liéu t8 hop”.

Su hap thu té€ bao cua antisense oligodeoxyribonucleptide la yéu t6 1am gii han hiéu &rng
tri liéu. Trong cac nghién clru trén dong vat, khi dua liposome qua tinh mach da lam tang
su hdp thu. Vi thé cac thé& hé cé b8 sung clia antisense 1a rat can thiét va duoc coi nhu
cac ky thuat chuyén giao méi. M& rong cong nghé antisense la viéc sir dung ribozyme -
cac phan tlr antisense RNA c6 hoat tinh xtc tac (Hinh 15.5). Xin nhéc lai rang, chirc nang
cta ribozyme 1a gan vao ban phan RNA dich théng qua lai déc hiéu trinh tu antisense. Su
bat hoat ctia cac phan tir dich xay ra la do phan cat khung phosphodiester & mét vi tri dac
hiéu. Hai I6p ribozyme dugc nghién ciru ky nhat [a ribozym hammerhead va ribozyme
hairpin. Ribozyme hammerhead c&t RNA & trinh tu nucleptide U-H (H = A, C hoéc U) do
thay phan lién két 3’-5’ phosphodiester. Ribozyme hairpin ct & céac trinh tu nucleptide C-
U-G. Lai thé nGi bat cua ribozyme hon hén antisense RNA truyén théng 13 né khong bi tiéu
hao khi xdy ra phan (rng phan cat dich. Vi thé, mot ribozyme don cé thé l1am bat hoat
duwgc nhiéu phan tir dich ngay & néng dé thap. Thém vao do, ribozyme cé th& dugc san
sinh ra tor cac don vi phién ma rat nhd, vi thé ribozyme cé th& huéng dich téi cac ving
khac nhau clda hé gen ung thuw. Cac ribozyme con cé tinh dac hiéu trinh ty cao hon
antisense RNA bai vi dich ctia né phai that chudn xac véi trinh tu dich cho phép gan. Hon
nlra, vi tri phan cét phai & phia bén phai trong doan antisense.
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Hinh 15.5 Mé hinh ribozyme hinh cdp téc (hairpin), dé la cac phan tu antisense RNA c¢é hoat tinh. Vi
tri cat cia RNA la C-N-G, trong dé N= nucleptide bat ky.

(Theo Simon J. Hall, Thomas F. Kresina, Richard Trauger va Barbara A. Conley. An Introduction to
Molecular Medicine and Gene Therapy. A John Wiley & Sons, Inc., Publication 2001)

Chirc ndng va pham vi xGc tac cua ribozyme in vivo déi véi cac dich RNA ung thu hién nay
van chua ré. Tuy nhién, ribozyme hammerhead d3 duoc sir dung trong diéu tri gen ung
thu té bao HER-2/ neu trong ung thu budng trirng, gen ung thu bcr-abl trong bénh bach
cdu tiy man, c-fms trong ung thu budng trirng, H-ras, c-fos va c-myc trong u hac sac to,
N-ras, Ha-ras va v-myc trong cac dong té& bao bién nap ciing nhu c-fos trong ung thu két
trang. Trong tat ca cac trwdng hop du su thdm chuyén cla cac té bao véi ribozyme xay
ra thong qua cac hat polyamine, adenovirus hodc vec to retrovirus thi su bi€u hién gen
ung thu dich cling van bi kiém ché& (Bang 15.6). Hon nira, cac hiéu t&rng sinh hoc cling da
quan sat thay nhu gidm tdng sinh, biét héa ngugc té bao, tdng apoptosis trong cac té
bao ung thu va tadng dé nhay cdm véi cac thudc khang u. Vi thé, tri liéu gen antisense
ribozyme van 1a niém hy vong that su cho viéc tri liéu dac hiéu ung thu.

Mot phuong phap khac hiéu chinh hiéu trng bi€u hién qua mdc gen ung thu la sy can
thiép cua nhirng cai bién sau phién dich cac san phdm gen ung thu d&€ ching c6 dugc cac
chirc ning cén thiét. Chang han nhu, cac gen ung thu ras nhu da dé cap & trén, nd bigu
hién qua murc trong nhiéu khéi u. Tuy nhién, d€ dugc hoat hbéa thi ras phai di roi tor té
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bao chat téi mang sinh chéat, vi thé viéc thém nhém farnesyl (nhd xic tac cua farnesyl
transferase) vao protein ras la cén thiét d&€ cho phép ras dinh vi dugc trén mang. Ngay
nay ngudi ta da phat trién cac farnesyl transferase c6 thé& bi trc ché bdi mét sé tricyclic
va cac hop chat khac. Su trc ché nay dan dén két qua la ching nhitng tc ché su ting
trudng in vitro ma con (rc ché tang trudng cac khéi u trong cac méd hinh dong vat vé su
tao u. Su trc ché nay cling gy déc tinh nhe v&i cac té bao binh thudng. Cling giéng nhu
tri liéu antisense, dudng nhu cac chat (e ché farnesyl transferase c6 thé& lam tang hiéu
(rng cuia cac thudc tri liéu héa hoc gay déc té bao. Tuy nhién, nhirng tac nhan nhu thé cé
thé lai la hitu ich va duwgc coi nhu la cac tac nhan phong ngira héa hoc cho cac bénh nhan
¢ rui ro cao vi khéi u bi€u hién qua murc ras.

Béng 15.6 Ung dung cta tri liéu ribozyme ddi véi ung thu trén nguoi

Vec to Promoter Gen ung thu dich Cac té bao ung thuw
Plasmid
pHOApr-1 neo O-actin H-ras Bang quang va u hic sic td

K-ras Tuyén tuy

c-sis U trung bi€u mé
pMAMneo MMTV-LTR H-ras U héc sac t6

c-myc U héac séc t6

c-fos U héc séc t6 & budng trirng
pLNCX CMV H-ras U hac séc t6 va tuyén tuy
PLNT Tyrosinase H-ras U héc sac t6
pRc CMV Pleiotrophin U héc sac t6
Adenovirus CMV H-ras U héc sac t6

K-ras Tuyén tuy
Retrovirus 0-actin bcr/abl CML

thymidine kinase bcr/abl CML

Liposome
Lipofection bcr/abl CML

AML1/MTG8 AML

15.3.3 Tri liéu véi tién thudc dich (targeted prodrug)

GTL véi tién thudc dich chéng ung thu la chuyén truc tiép vao khéi u mot gen dé€ hoat
hoa mét tién thudc khéng déc thanh mot san phdm déc té bao nhd sir dung cac promoter
dac hiéu mé trong cac vec to virus (Bang 15.7). Cach ti€p can nay dat déc tinh t6i da & vi
tri chuyén giao vec to, con & nhirng té bao xa hon thi déc tinh sé thap hon. Trén dong
vat, mot s tién thudc hoat héa enzyme thé& hién hiéu (rng khang khéi u cao. Tuy nhién,
vGi cac khéi u & ngudi rat hiém cac enzyme hoat héa tién thudc tuong tu nhu vay. Tri
liéu v&i tién thudc enzyme truc ti€ép gen (gene - directed enzyme prodrug therapy -
GDEPT) nham tiéu diét cac té bao khdi u thong qua viéc hoat héa mot tién thudc sau khi
gen nay da ma mot emzyme hoat hda huéng dich t&i mét t&€ bao ac tinh (H 15.6). Hé
théng tién thudc/ enzyme déc hiéu da duoc nghién ctru cho tri liéu ung thu bang GDEPT.
Ky thuat nay doi hdi cac tién thudc phai cé co ché hoat déng khong gay doc tinh va cé
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th& chuyé&n d6i nguoc nodi bao thanh cac chat chuyén hda gay doc té bao cao nhung lai
khéng ddc hiéu véi chu ky té& bao (khéng anh hudng téi chu ky té bao). Thudc tinh hoat
héa nay sin sang thic day hiéu (rng “ngudi ngoai cudc” (bystander). Vi thé, cac té bao
khong dugc tai nap ndam canh cé thé bj giét chét béi cac chat chuyén héa c6 doc tinh vira
méi duoc tao thanh. Hop chat t6t nhat hgp véi nhirng tiéu chudn nay 1a cac tac nhan
alkyl héa nhu nitroreductase vi khu&n. Hé théng ganciclovir/gen thymidine kinase cla virus
herpes simplex (herpes simplex virus thymidine kinase -HSVtk) thuong hay dugc dung
nhat trong GDEPT- HSVtk, nhung thymidine kinase cua dong vat cé va thi khéng thé
phosphoryl héa ganciclovir thanh ganciclovir triphosphate dugc. Ganciclovir triphosphate
trc ché t8ng hop DNA bang su tac dong ctia mot chat twong tu thymidine; né hop nhat
vao DNA d& ngén can su téng hop DNA. Ngoai hiéu (rng gay doc té bao truc tiép trén cac
té bao tai nap HSVtk duoc xtr ly véi ganciclovir, cach ti€p can nay con tao ra hiéu rng
ngudi ngoai cudc lam cho céac té& bao bén canh khéng bigu hién HSVtk cling bi chét theo.
Diéu nay xay ra do su dich chuyé&n cla ganciclovir da phosphoryl hoa tir cac té bao tai nap
HSVtk t&i cac té bao bén canh khéng bi€u hién qua khép va‘hodc théng qua viéc san sinh
ra cac bong apoptosis gan cac té bao ké can. Cac bong nay cé thé& chira cac enzyme
HSVtk, ganciclovir dd hoat héa, cac cytokine hodc cac phan tlr tai nap tin hiéu nhu bax,
bak hoac cyclin. Ngoai ra, hiéu (rng ngudi ngoai cudc c6 thé lam tang hoat tinh mién dich
cuc bd va thic ddy tiéu diét cac té bao khéi u con tén tai. Bat k& co ché thé nao thi hiéu
(rng ngudi ngoai cudc da cho phép tiéu diét mot cach hiéu quad cac té bao khéi u ma
khéng can phai xir ly tirng té bao 4c tinh.

Bang 15.7 Cac promoter duoc s dung dé€ biéu hién gen dich trong GTL ung thu

Céc té bao ung thu Promoter

Ung thu tuyén stra MMTV-LTR; WAP-NRE; =casein; SLP!;

va ung thu va DF3(MUC1); c-erbB2

U nguyén bao than kinh Calcineurin AL; synapsin 1; HSV-LAT

va u nguyén bao dém

U héc sac t6 Tyrosinase; TRP-1

Bénh bach c4u té bao B Chudi nang Ig va chubi nhe I; yéu t6
tang cuwdng chubi nang Ig

Ung thu phéi Yéu t6 dap &rng CEA; SLP1; Myc-Max

Ung thu két trang CEA; SLP1

Ung thu gan AFP

Ung thgu tuyén tién liét PSA

Ung thu tuyén tuy c-erbB2

Ung thu xuwong va sun C-sis

Viéc xtr ly bang ganciclovir d6i v&i cac té bao bénh bach cau ngudi tham nhiém HSVtk (¢
ché dugc su tang trudng cla té bao. Ca cac té bao ung thu phdi va té bao da di cin &
gan chuét (trong md hinh in vivo clia ung thu di can) déu bi tiéu diét in vivo sau tham
nhiém. Cac té€ bao khéi u gan da x{r ly thanh céng in vitro véi thymidine kinase cla virus
varicella -zoster (varicella -zoster virus thymidine kinase -VZVtk), né chuyén nguoc
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methoxypurine arabinonucleoside (ara M) khéng déc thanh adenine arabinonucleoside
triphosphate (ara ATP) rat doc.

Hiéu &ng nguei

ngoai cudc chét TB

cuc boé

CAu triic ¢6 chira Tién thuéc
nitroreductase gancyclovir

vi khuan \
/i \ Sw phosphoryl héa té bao
cua tién thuéc

Cai
T O B Swtranra
) ChétTB

Thubc gay
Thymidine kinase doéc TB

Hiéu &rng nguoi
ngoai cudc chét TB
cuc bo

Hinh 15.6 Tri liéu tién thuéc enzyme truc tiép gen (GDEPT)
(Theo Simon J. Hall, Thomas F. Kresina, Richard Trauger va Barbara A. Conley. An Introduction to
Molecular Medicine and Gene Therapy. A John Wiley & Sons, Inc., Publication 2001)

Thang lgi clia cac nghién ctru ndy da dan dén nhiéu thdr nghiém 1am sang véi viéc sir dung
HSVtk. M&c ddu su kiém ché tang trudng khéi u da duoc dan chirng ré rang trong cac
nghién ctru ndy nhung van chua hé mé kha nang ciru chira dwgc bénh nhan. Dudng nhu
la c6 su bién thién hiéu &rng ngudi ngoai cudc in vivo do hiéu rng tai nap bi gii han in
vivo. Tuy nhién, viéc sir dung HSVtk da lam ting tinh nhay cam déi véi hoa tri liéu, vi thé
ma chirng minh dugc vai trd cda tri liéu tién thubc khi két hgp cling véi cac thuée khang
khéi u.

Mot hé théng tién thudc bS sung da dugc nghién ciru rong rai la gen cytosine deaminase
(CD) cha E.coli cong véi 5-fluorocytossine (5-FC). Gen CD sé& chuyén ngugoc 5-FU thanh
tac nhan héa tri liéu 5-flourouracil (5-FU). 5-FU Ia thuéc diéu tri chudn cho céc khéi u da
day - rudt non (gastrointestinal -Gl) d& di can va dung lam test cho hé théng tién thudc.
Tri liéu hé théng vai 5-FU sé kiém ché su tang sinh clia cac té bao khéi u tai nap CD. Vi
thé chién lurgc cho cac khéi u Gl di can & gan hudng vao viéc chuyén giao giéi han viing
cac CD t6i cac khéi u 16n. D& viéc chuyén giao dic hiéu mo tdi gan, cac promoter cla
khang nguyén phéi hodc cac gen O- fetoprotein dang duwoc tham do véi viéc truyén cac
vec to CD qua déng mach gan. Tuy nhién, cac khéi u dac hiéu lai khang lai v&i su xur ly 1&p
lai ciia 5-Fu, vi thé can phai cé su can thiép thém vé phuong phap luan.

15.3.4 Cai bién dap &rng mién dich khang u
15.3.4.1 Mién dich khéi u qua trung gian té bao

Viéc san sinh tinh mién dich dac hiéu t& bao T doc té bao duwoc xac nhan trén (1) kha
nang nhan dang mot té bao gay bénh cua céac té bao CD8 va (2) su hoat héa va mé rong
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tiép theo cla cac té bao CD8 dac hiéu khang nguyén. Viéc lua chon va hoat héa cla té
bao v&i tinh dac hiéu chudn xac déi véi khang nguyén dic hiéu xay ra & hach lympho. Tai
day, cac té bao T sé tuong tac v4Gi cac té bao trinh dién khang nguyén nhu céc té bao
phan nhanh (dendritic). Cac té bao phan nhanh chu sé téi hach lympho sau khi gap cac té
bao gay bénh & ngoai bién. Cac té bao phan nhanh phu hop dac biét véi chirc ning nay
bdi vi chiing bigu hién ching nhirng cac phan tir MHC I6p | va Il ma ca nhirng phan tir
déng kich thich dac hiéu nhu B7.1, B7.2, CD40L, ICAM1,2,3VCAM-1 va LFA-3. Véi su
nhan dang va hoat héa dic hiéu ctia cac té bao T, cac dong té bao sé di roi khdi hach va
tién thang t&i vi tri clia cac t& bao gay bénh. Khi cac t& bao T di duoc hoat hoa, bay gidr
chang chi con nhiém vu 14 phai biét nhan dang. Van dé nay xay ra théng qua viéc chuyén
di cac tin hiéu giébng nhau bdi hé théng hoa hgp t8 chire chinh (major histocompatibility -
MHC) cula céac té bao trinh dién khang nguyén (antigen-presenting cell ~APC). Cac té& bao
tdng san ung thu hién hitu mot thach thirc dac biét déi véi hé théng nay, bdi vi cac té
bao nay khéng c6 cac phan tir déng kich thich can d& hoat héa hdu hiéu céac té bao T déc
t& bao. Ngoai ra con thay rang viéc chuyé&n giao tin hiéu MHC néu khéng cé déng kich
thich thi c6 thé& sé& lam suy yéu té bao va dé 1a co ché ma céac té bao khéi u tranh duoc su
tan cong mién dich. Mdt cach tiép can khac lai nham vao viéc khac phuc su cé thiéu cac
phan tir déng kich thich |a tai nap cac té& bao khéi u véi cac phan tir déng kich thich d&
cho ching cé chirc ndng truc tiép nhu cac APC. Nhirng té bao nay cé thé& duagc xir ly
truc ti€p tdi vat chd nhu 1a cac vaccine, hodc dugc cai bién in vivo théng qua viéc tiém
vao trong khéi u gen clia phan tir déng kich thich. Da c6 nhiéu bao céo vé thanh céng cla
cach tiép can nay trong cac mé hinh trén doéng vat. Mic dau vay, ciing cé6 mot sé bad céo
vé cac té bao B7.1 cai bién lai khéng cam (rng tinh mién dich dac hiéu khéi u. Mac dau vay,
cac thlr nghiém 1am sang van dugc khéi ddu véi cac khéi u tai nap B7.1 trong cac bénh
nhan u hac sic t& va ung thu két trang. Nhirng két qua dat duwoc téi nay da chirng minh
duoc rang viéc sir dung cac té bao khéi u dd duoc chiéu xa va tai nap véi B7.1 nhu cac
vaccine cé thé& lam tang DUMD khang u. Mac dau vay, su thich (rng 1am sang cla hiéu (ng
nay cdn phai dugc chirng minh. Mdt cach tiép can khac lai ndm vao viéc 1am tang kha
nang cua cac té bao khéi u véi chirc ndng nhu APC [a tai nap khang nguyén hoda hop té
chire chinh khéng thich (rng di truyén vao trong té bao. Hiéu tng ré rang nhat cla su
tham chuyén ndy 1a tao duoc moét dap rng allo (allo-response) manh quanh khéi u, vi thé
ma cam rng su di roi va hoat héa clia cd APC va cac té bao T. Ngoai ra, viéc san xuat IL-2
cuc bd tr cac té bao T tuy&n mo sé khuéch dai xa hon dap &rng viém cuc bo. Cac thir
nghiém lam sang v&i cach tiép can nay da dat nhiéu tién bo trong cac bénh nhan u héc sac
t6 .

15.3.4.2 Cac cytokine

Cytokine la cac protein duoc tiét ra bdi cac té& bao mién dich, tac dong nhu cac chat
trung gian (mediator) manh d&i véi DUMD. Nhitng nghién ciru 1am sang cho thdy cac phan
tlr ndy c6 doc tinh manh khi dwgc chuyén téi cac hé théng vaéi liéu lwgng cao. Vi thé viéc
m& réng nghién ciru vé cytokine va ung thu, dung GTL d€ chuyé&n cac gen cytokine téi
cac té€ bao khéi u tirc 1a tao nén mot moéi trwdng xung quanh té bao, lam thuan lgi cho
viéc tiéu diét ching. Cho t&i nay, van dé nay dd dugc hoan tat théng qua viéc chuyén
giao virus véi cac cdu trac adenovirus hay retrovirus hodc céc lipid cationic. Cling cé thé&
chuyén truc tiép cytokine vao cac khéi u hodc vao cac té bao khéi u ex vivo. Thuc té 1a
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tat ca cytokine dugc nghién clru déu thé& hién cé hiéu rng véi sy tang trudng khéi u va
su séng s6t cla té bao trong mot s6 moé hinh trén dong vat. Trong hau hét cac trudng
hop, tac dong cua cac cytokine t&i khéi u chi gigi han & mot s6 nhé té& bao, diéu dé chirng
td rang tac dong cla cytokine lén BUMD khang lai khdi u khéng chi don gian 1a viéc tiéu
diét cac té bao tham chuy&n ma né con déng gop to Ién vao viéc hoat hda va su tén tai
cta cac té bao mién dich khang khéi u & trong va xung quanh khéi u. Tuy nhién, ciing c6
thé& 14 cdm (rng dap (rng viém tai vi tri viém d4 lam hoat héa nhiéu dang té bao & vi tri u.
Ngoai ra, viéc chuyén cac cytokine t&i cac té bao khéi u ex vivo dd nang cao tinh mién
dich cla céc té bao khéi u va mé& cilra cho viéc str dung cac té bao khéi u da duoc cai bién
gen nhu la cac vaccine.

Bang 15.8 Céc cytokine, céc phan tur phu tro va céc yéu té ting trudng duoc thadm chuyén dé lam
tdng tinh mién dich

Cytokine Hoat tinh sinh hoc Hé théng khéi u

IL-2 Yéu t6 tang trudng té bdo Tvamé rong CTL  Nao, va., két trang, phdi
céc té bao nhd, u hac
séc t6, budng trirng

IL-4 Yéu t6 tang trudng té bao T va B Ung thu tién trién, no

IL-7 Hoat héa CTL, diéu hoa xuéng TGF-0 U K&t trang, u lympho, u
hac sac t6, u than

IL-12 Hoat héa dap ung Th1, hoat hé CTL Ung thu tién trién, u hac
séc to
IFN Hoat héa cac t& bao CD8, hoat héa dai U héc séc t6, tuyén tién
thuc bao, diéu hoa Ién bi€u 16 MHC liét, ndo
6p lvall
GM-CSF Hoat héacac tté bao phan nhanh, hoat héa Than, tuyén tién liét, u héc
dai thuc bao séc t6

Bang 15.8 liét ké cac cytokine da dwgc nghién ctru trong cac thir nghiém lam sang. Nhu
ching ta d4 thay, phan I&n cac thir nghiém déu str dung IL-2. Day 1a mot polypeptide gém
133 amino acid, trwdc kia goi 1a yéu té tang trwdng té bao T, nd 1a mét cytiokine so cap
dugc tao ra bdi cac té bao CD4 hoat héa. IL-2 tac dong cé tinh chat cuc bd & vi tri DUMD
nham mé& réng quan thé& cac t&€ bao CD8 hoat hoda. Cac té€ bao T nhu thé cé thé dugc hdi
phuc truc ti€p tir cac khéi u réi dan dan chuyén thanh cac lympho thadm nhap khéi u
(tumor-infiltrating lymphocyte - TIL). Ngoai ra, II-2 cling cé th& 1am mé réng cac té bao
diét tu nhién (natural killer -NK) - mot nhém té€ bao mién dich ciing la cac té€ bao giét tiém
nang déi véi cac té bao tang san ung thu. Cac phan tir khac trong ho interleukin c6 hiéu
rng twong tu va cling da duwoc nghién ciru la interleukin 4 (lI-4), interleukin 7 (IL-7) va
interleukin 12 (IL-12). IL-12 la mét heterodimer gém peptide 40.000 va 35.000. Dap &rng
qua trung gian té& bao Th1 thudng céng luc véi cac cytokine Th1 khac nhu IFN-g va IL-2.
Mét cytokine khac dugc quan tam nhiéu trong nhirng ndm gan day la yéu té kich thich
bach ciu hat don nhan (granulocyte-monocyte stimulating factor- GMCSF). Cytokine nay
thic ddy su hoat héa APC va vi vay hy vong c6 th€ mé réng truc tiép téi CTL thong qua
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su twong tac APC/CTL. Cu6i cung, méc dau viéc cai bién truc ti€p cac vaccine té bao khéi
u dé& biéu hién cytokine da dugc khich 1& véi cac két qua tién 1am sang va lam sang, nhung
rd rang la viéc sir dung né mét cach réng rai thi van con nhiéu tré ngai vi cé nhirng thay
d6i trong biu hién cytokine can quan tam. Tuy vay, cac té bao nhu nguyén bao soi dugc
cdng nghé hoéa cé thé& bidu hién duoc cac cytokine quan tdm. Sau d6, nhirng té€ bao nay
c6 th& duoc tiém cung v4&i cac té bao hoang da da chiéu xa hodc nhing té bao khéi u
dugc cai bién dé€ thac ddy DUMD & vi tri tiém. Tuong tu nhu vay, viéc theo dbi cac té bao
tiét cytokine vao cac I&p u nhu thé nao ciing cé thé& thuc hién duoc bing cach tiém hin
vao khéi u. Cac thir nghiém |am sang pha | véi nguyén bao soi tiét IL-2 da duoc hoan tat
va c6 thé& két luan dugc rang cac té bao ndy trong cac ché phdm vaccine cé thé& lam ting
DUMD dac hiéu khang u.

15.3.4.3 Su kiém ché& mién dich

Khé&i u cé phat trién dugc hay khéng la tly thudc vao kha nang tranh né hé mién dich cda
n6. Chang han nhu kiém ché mién dich thudng thdy & nhirng bénh nhan u nio. Nhing
coéng trinh gan day da chirng minh rang su suy yéu ctia DUMD cé thé lién quan truc tiép
vGi viéc san xudt trong cac khéi u & so mot hodc nhiéu cytokine kiém ché mién dich ré
rét. Mot cytokine kiém ché mién dich dic hiéu la yéu t& ting trudng bién nap [
(transforming growth factor 0 -TGF-0). Hién tai c6 3 dong dang ctia TGF-0 la TGF-01, TGF-
02, TGF-03. Ngoai ra con cé TGF-0 trong lwgng phan tir I6n c6 thé |a phan t&r TGF-01 lién
két v&i mot protein I6n hon cla té bao. T4t ca cac déng dang cua TGF-0, trr mau cé
trong lwgng phan tir cao thi déu duoc tiét ra & dang dimer va né sé dugc phan cat mot
phan bdi acid hodc protease d& trd nén c6 hoat tinh. Mét trong s6 3 déng dang ctia TGF-I
la cytokine TGF-02 (trudc kia goi la yéu t6 kiém ché té bao T tir u nguyén bao x6p) cé &
huyét twong véi mirc cao & dang hoat héa sinh hoc trong cac bénh nhan kiém ché mién
dich v&i u té& bao hinh sao tu ghép (anaplastic astrocytoma) hodc da u nguyén bao x6p
(glioblastoma). Nguén cung cép cac yéu té nay chinh la cac té bao buéu ndo, vi dd quan
sat thay yéu t6 ndy cé néng dé cao & cac dong té bao phat trién budu nio in vitro. Ngoai
ra, con chirng minh duwgc rang ham lwong clia mdt s6 TGF-0 c6 gidm xudng va su canh
tranh mién dich duwoc phuc hdi véi mét mirec do nao dé khi cét bd khdi u, phat hién nay
cang cing c6 thém rang cac té& bao khdi u nhu 1a ngudn ctia TGF-02. TGF-01 cling thdy c6
nhiéu trong huyét tuong ctia nhirng bénh nhan ung thu két trang va ty lé ting lién quan
truc tiép véi bénh theo phan loai Duke vé céc giai doan cla khéi u. Hon nira, tor mirc cao
TGF-01 nay (11,9ng/ml) dé& tién t&i mirc binh thudng (3,8 ng/ml) phai mat 4 tuan hoac
lau hon nira sau khi da phau thuat cat bo. Mot cytokine kiém ché mién dich tiém tang khac
da phéat hién duoc & nhirng bénh nhan u té bao hinh sao tu ghép hoic da u nguyén bao
x6p la interleukin 10 (IL-10). Hoat tinh kiém ché& mién dich cta IL-10 hién nay d4 biét ré.
Vira méi gan day ngudi ta da chirng minh dugc rang IL-10 (e ché su tang sinh té bao T
in vitro trong dap wrng véi cac khang nguyén hoa tan va lam gidm manh su tang sinh cua
cac té& bao hoat hoa lap thé& (alloreactive) clia ngudi va cac phan (rng cua té bao lympho
pha tron (mixed lymphocyte reaction - MLR). Ngoai ra, IL-10 cdn cam (ng trang thai mat
dap rng dac hiéu khang nguyén dai han trong cac té bao T CD4+ cla ngudi. Vi céac ly do
trén nén IL-10 cé thé& sé ngan trd DUMD khang u. Hién nay cé nhiéu cong trinh chirng
minh su diéu hoa xuéng cta TGF-0, nhd ky thuat antisense c6 thé& sé& cho hiéu rng gay
mién dich rat cao cho cac vaccine té& bao khéi u. Cac té bao nay cé thé duoc cong nghé
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hda ex vivo va c6 thé& sir dung don hodc két hop clng céac cytokine, chuyé&n vao cac té
bao khéi u hodc cac té bao van chuyé&n déng phan phdi cac vaccine té bao khéi u. Nhirng
nghién ctru hién nay trén cac bénh nhan da u ndo sé gilp ta hi€u dugc gia tri lam sang cua
chién lwgc nay. N6i tém lai, su cai bién mién dich khang khéi u théng qua GTL da duoc
nghién ctru véi nhiéu chién lugc. Bién cai khéi u in vivo d&€ biéu hién dugc cac phan tir
déng kich thich va /hoéc cac cytokine da lam tang phan (rng mién dich & ngay tai khéi u.
Ngu&i ta dang nghién ciru viéc sir dung cac té bao khéi u khac loai hay déng loai duoc cai
bién ex vivo nhu céac vaccine. Nhitng phuwong phéap tri liéu ndy c6é th& duoc ap dung sau
khi da duwoc phau thuat dé tiéu diét cac té bao bién nap van con tén dong do chua duoc
loai di bang vat ly. Ciing hy vong rang nhirng vaccine nay c6 thé& lam giéi han dugc su
phat trién di cin ddi véi cac khdi u so cap. Trong nhifng ndm t&i day chic chén ching ta
s& c6 nhiéu théng tin lién quan t&i hiéu trng 1am sang cua su cai bién gen déi véi dap trng
khang u.

15.4 Cac vaccine khang ung thu DNA

San xuat vaccine khang ung thu 1a mot khai niém dua trén 3 nguyén téc sau day: (1) gia
mot té€ bao binh thudng va mot té€ bao ac tinh cé su khac biét vé chat luong va sé lvgng,
(2) hé mién dich c6 thé& xac dinh duwoc su khac biét gitra cac dang té bao va (3) hé mién
dich c6 thé duoc chuong trinh hdéa bang tiém chiing d&€ nhan dang duoc nhitng khac biét
gilra cac té bao binh thudng va té bao ac tinh. Tién dé co ban cla mién dich hoc 1a phai
phan biét ré rang gitra minh va khong phai Ia minh (self and nonself) trén co s& clGa mién
dich qua trung gian té& bao va su biéu hién clia khang nguyén MHC. Vaccine khang ung thu
cb gang tap trung vao 5 Iinh vuc lién quan téi viéc nang cao tinh mién dich cta vat cha
théng qua viéc nhan dang va ghi nhé céc té bao ac tinh: (1) tiém ching céac té bao ac tinh
d4 chiéu xa, c6 hodc khong cé chat bd tro (adjuvant) va duoc cai bién bang tham nhiém
vGi cac cytokine hodc cac phan tir phu trg d€ nang cao hon PUMD; (2) tiém chdng té bao
vGi cac protein lién quan t&i khéi u d&€ cho phép thurc bao badi cac té bao trinh dién khang
nguyén va trinh dién t&i cac té bao giét théng qua cac alen MHC; (3) tiém chdng hodc
trinh dién cac khang nguyén khéi u polypeptide hodc cac thé dét bién nhu 1 qué trinh méi
khang nguyén; (4) tiém chung véi DNA tran hodc cac vec to virus cé chira cac cDNA ma
cho céac khang nguyén lién quan t&i khéi u, cac phan tir phu trg, cac cytokine hoic cac
phan t&r khac d€ lam tang tinh mién dich va (5) tiém chang cac khang nguyén
carbohydrate lién quan vé&i cac té bao ac tinh. Nhing chién luwgc vacine nay c6 thé 1a dich
trurc tiép d6i véi ung thu hodc tham nhiém virus cé lién quan téi su phat trién ung thu.
Chéng han nhu, su tham nhiém man tinh véi virus viém gan C c6 th& 1am phat trién cac
khéi u té bao gan. Vi thé, viéc san xuat mot vaccine dé€ ngan nglra sy tham nhiém virus
viém gan C sé lam giam nguy co ung thu gan.

15.4.1 Cac vaccine co s& vec to

Co s& mién dich hoc cta viéc tham chuyén té bao véi cac cytokine hodc cac phan tir phu
tro la tdng cudng DUMD khang khéi u. Dich cta tang cudng DUMD |a nang cao su trinh
dién khang nguyén. Mot cach tiép can 1a cong nghé gen céac té bao khéi u dé€ trinh dién
truc tiép cac khang nguyén khéi u téi cac té bao T doc té bao hay cac té bao T gilp d6.
Vi thé, moét tiu quan thé té& bao ung thu sé dugc hudng vao cac té bao trinh dién khang
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nguyén chuyén nghiép nhu dai thuc bao hodc té€ bao phan nhanh (dendritic). Nhiéu
cytokine va yéu t6 tang trudng da duwgc tham chuyén vao céc té bao khéi u trén co s&
gia thuyét cho rang khi tang bi€u hién cytokine & vi tri u thi sé lam ting su trinh dién
khang nguyén cuc bd va tinh mién dich khang u, dic biét 1a cac té bao T doc té bao CD8+.
Nhing yéu t6 so cép lién quan téi su tranh né cla cac té bao khéi u khéi su “tréong nom”
clia cac té bao T ddc té€ bao la lam mat sy bi€u hién cua cac phan tr déng kich thich tdi
cac té bao khéi u va mot méi trudng cytokine khéng thich hop. D6i véi cac té bao T doc
té bao, d€ giét mot t& bao khéi u n6é dodi hoéi phai cé 2 tin hiéu ndi bao: (1) tin hiéu dac
hiéu khang nguyén trung gian b&i su gap g& receptor té bao T v&i phirc hop MHC va (2)
phan tr khéng dic hiéu khang nguyén hodc déng kich thich s& duoc cung cap bdi cac
receptor phu tro sau khi xay ra ligand trén cac té bao trinh dién khang nguyén. Vi thé, su
cd mat cla cac phan tlir déng kich thich (receptor CD28 cla té bao T va ho B7 ligand trén
cac APC) la khan yéu cho su mé& rong té bao T va trang thai DPUMD. Cac nghién ciru trén
dong vat chi ré rang khi tham chuyén cac té bao u hic sic td véi cac phan tir dong kich
thich B7 d4 thac ddy tinh mién dich khang khéi u cling nhu sy tham chuyén véi cac
cytokine va cac yéu té tang cudng nhu 1I-2, IL-4, IL-6, interferon-0 va GM-CSF. Déi vé&i su
tham chuyé&n, DUMD quan sat thdy gém su thdm nhap wa eosin véi cac té bao T CD4+ va
CD8+. Trong mot hé théng dac biét, cac té bao bénh bach cau tuy cap dugc tham chuyén
vGi mot retrovirus c6 chira mét gen chuyén cho B7.1 va 10* dén 10° t& bao dugc phan
phéi vao chudt cé6 mang khéi u. K&t qua cho thdy tat cd chudt déu loai thai khéi u cua
ching va duy tri 6 thang khéng c6 u. Tham gia dap (rng mién dich loai thai gém II-2 va
interferon-0 cling nhu chinh cac t& bao T CD8+ hoat héa. Tuy nhién, nhirng nghién ciru
nay ciing d4 chi ré rang cac vaccine DNA khong cé hiéu trng trén dong vat c6 khéi u 16n.
o nhirng déng vat nay, hiéu (rng cta vaccine c6 th& duoc nang cao néu dugc két hop véi
héa tri liéu. Nhitng théng loi pha | nay da mé clra cho cac thir nghiém lam sang véi viéc
sir dung céac cytokine tai td hop va cac phan tir dong kich thich.

15.4.2 Tiém chling vaccine co s& té bao

C6 2 céach tiép can GTL co s& té& bao d6i véi tri liéu mién dich ung thu 1a cac vaccine khéi
u cai bién gen va tiém ching té bao phan nhanh (dendritic). C& 2 cach tiép can nay déu
doi hdi phai nhan dang dugc té bao cla khéi u va tang cudng DUMD. Nhu da trinh bay &
trén, cac chién lugc vaccine déi véi viéc loai trir khdi u phai bac cdu qua nhiéu cach GTL
trén co sé& lam tang BUMD.

15.4.2.1 Cé4c vaccine khéi u céi bién gen

Co s& gbc cho cach tiép can nay l1a tdng cudng tinh mién dich ctia khéi u théng qua su
bi€u hién cha cac cytokine dac hiéu bG sung. Cac cytokine dugc gia dinh sé trg gilp cho
qué trinh trinh dién khang nguyén va tao ra tinh mién dich khang khéi u. Gid thuyét nay
duoc xay dung trén co s& cac di liéu chirng minh rang khi tiém chung véi cac té bao
khéi u khéng dugc cai bién thi khéng 1am ting dugc tinh mién dich khang khéi u. PUMD
bdo vé cdm rng cytokine bao gém céac té& bao T gilp d& va cac té bao T doc té bao trén
co c& tiém ching. Cac té bao T sé& duwgc hop nhat d& phat trién cac khang thé& dac hiéu
khang u nhu cac khang thé€ idiotype va anti-idiotype, nhirng khang thé nay sé thidc day
doc tinh té bao qua trung gian té bao phu thudc khang thé& (antibody-dependent cell-
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mediated cytotoxycity - ADCC). Cac té€ bao ddc té bao chin sé& dugc tao ra tir cac té bao
con non théng qua tiém ching. Muc dich cla tiém chdng té bao khéi u l1a cam rng thiét
lap su thodi lui ctia khéi u hodc thiét ap tri nhé mién dich chua dat yéu céu véi sy chirng
minh jn situ mirc cytokine cé thé dat téi mirc “sinhly hoc” nho sy thdam chuyén ex vivo
cac té bao khéi u déng loai.

Cac nghién clru duong thoi chirng minh rang cach hiéu qua nhat dé tao duoc cac té bao
T chin 1a thédng qua su trinh dién t&€ bao khéi u. Cac khang nguyén khéi u cé thé duoc
trinh dién théng qua su gidi phéng cac khang nguyén lién quan téi té bao khéi u trén céac
té bao chét hodc apoptosis. Khang nguyén giai phdng tur cac té bao khéi u théng qua déap
(rng viém sé& dan dén su thoai héa khang nguyén khéi u va [am chét té bao. Su méi khang
nguyén ki€u nay 1a con dudng chinh d& cam (rng cac té€ bao T doc té bao. Vi thé, cach
tiép can GTL lam tang DUMD qua tham chuyé&n gen cytokine |1a hiéu qua déi v&i su hoat
hdéa con dudng méi khang nguyén d€ cam (rng cac té bao T doc té bao. Nhu da luu y
trwdc, cac nd luc tham chuyén nham vao cac gen -2, Il-4, 1I-6, II-7, O-interferon, cac yéu
t6 hoai tir khéi u hodc yéu té kich thich quan thé& dai thuc bao - bach cau hat. Nhitng nd
lwc nay cho thdy viéc cdm (rng tinh mién dich d&c hiéu khéi u trén déng vat la loai trir cac
thach thirc tiép theo cla khéi u (ung thu phéi hodc vi). Hon nita, su né luc tham chuyén
gen B7.1 chinh 1a nham ting cudng trinh dién khang nguyén khéi u. Déi véi trudng hop
cac khéi u ran thong thudng, phat trién dic biét cham thi su tham chuyé&n cdm rng virus
khong phai la t6i wu d&€ chuyén giao cac gen lam ting cwdng mién dich. DSi véi cac khéi u
nay, ty I& tham chuyén dat dugc gitra khoang 10 va 15% khi sir dung vec to DNA
plasmid cé cac doan I3p tan cung dai cta virus adeno lién hop (AAV) hop nhat vao mot
liposome. Viéc tiém ching hang tudn véi cac cau tric nay trén mé hinh déng vat ung thu
phéi di can cho thdy cé lam gidm di c&n ph6i. Mac ddu nhirng phuong phap nay da cho
nhitng két qua khich 1&, nhung sau chot phai 1a sir dung cac té bao trinh dién khang
nguyén trong cac chién lugc tiém chung.

15.4.2.2 Tiém chdng v&i cdc té bao phdn nhdnh (dendritic)

Viéc stir dung céc té bao phan nhanh trong céc chién luoc tiém ching d€ cdm ng tinh
mién dich khang khéi u dua trén co sé gia thuyét cho rang néu chi méi t& bao T doc t&
bao thi sé thi€u hodc khéng c6 hiéu rng, do d6 gy nén su tdng sinh cda khéi u. Vi thé
khi 1am tang su bigu hién khang nguyén khéi u bang té bao phan nhanh thi sé lam gi6i han
su can thiét cua viéc chuy&n khang nguyén tir té bao khéi u t&i té bao trinh dién khang
nguyén (KN). Trong trudng hop nay, su nhan dang té bao khéi u bai hé mién dich bdm
sinh s& khéng can thiét cho viéc cdm (rng tinh mién dich té€ bao T khang khéi u. Quan diém
bao trim cla su tiém chlng té bao phan nhanh la sir dung ky thuat chuyé&n gen ex vivo
dé& bigu hién qua murc cac KN té& bao khéi u trén bé mat té bao trinh dién KN va sau nay
vaccine héa d&€ cam (rng tinh mién dich khang u. Cach tiép can nay doi héi nhirng ky thuat
t6i wu va phai qua nhiéu budc. Van dé nay bao gém viéc phan biét va xac dinh cac dac
trwrng cdia gen mién dich khéi u (KN cam t&rng DPUMD), phan Iap va phat trién in vitro cac té
bao phan nhanh, cac ky thuat chuyé&n gen hodc protein déi véi cac té bao phan nhanh, xac
dinh cac phuong phéap tiém chdng va khao sat cac hiéu rng nguoc lién quan tgi viéc tiém
chiing k& ca su cam (rng tinh mién dich. Cach tiép can cua viéc tiém chung té bao phan
nhanh 1a sir dung cdc mé hinh déng vat vé ung thu cla ngudi. Diéu dang luu y nhat 1a
viéc 1am test trong moé hinh di can sau phau thuat trén chudt nham tranh su ting trudng
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clia cac di can nho tén tai tir trwdc, sau khi dugc cét bd khéi u so cap. Trong mé hinh
nay, viéc diéu tri cho chuét mang khéi u véi cac té€ bao phan nhanh biu hién cac KN tir
klh6i u hoac dang chiét xuat protein té€ bao khdi u hodc cac peptide khéi u dac hiéu hay
RNA déu dan dén két qua Iam cdm (rng tinh mién dich dac hiéu khéi u.

Ngudi ta da chirng minh dugc hiéu qua cla tiém ching té bao phan nhanh trong mé hinh
ung thu ctia nguoi trén dong vat. Nhirng nghién ctru gan day da khao sat su dia phuwong
hoa cuia cac té bao phan nhanh cé danh ddu phéng xa & ngudi dua trén co s& dudng hap
thu cta né. Cac té€ bao phan nhanh duoc phan phéi qua tinh mach , khéi dau dinh vi &
phéi réi téi gan, lach va tiy xuwong. Nhirng té bao dugc phan phéi trong da sé bj ra khoi vi
tri tiém va di cu t&i cac hach bach huyét ving. Vi thé, viéc phat trién tinh miéndich khang
khéi u & ngudi nhd tiém ching té bao phan nhanh sé& phu thudc vao dang khéi u va
duwdng phan phéi cla vaccine.

15.4.3 Cac vaccine co s& idiotype

Thuat ngl idiotype bigu thi mot day cac quyét dinh khang nguyén (QPKN) c6 thé xac dinh
bang huyét thanh hoc trén phan tir khang thé da cho. Khi cac QPKN ndy chia sé véi cac
khang thé&, cac yéu té hoda tan hodc cac té bao thi goi la idiotype phan irng chéo (cross-
reactive idiotype -CRI). Cac CRI tao co s& cho mang luéi diéu hda mién dich va théng tin
gitra cac thanh vién ctia mang ludi. CRI cé thé& chiém moét ty lé 16n trong quan thé khang
thé& da cho. Cac CRIy con dugc chi dinh 1a idiotype di€éu hoa troi. Theo hé qud, khi mot
phan nho khang thé bi€u hién mot CRI thi dugce dinh nghia |a mot idiotype phan (ng chéo
thdr y&u (minor cross-reactive idiotype -CRl,). T&r su bi€u hién mét cach tuong déi
idiotype c6 thé& suy ra dwgc mirc do két néi gidra cac thanh vién ctia hé mién dich (khang
thé&, cac yéu t6, cac té bao B va T). D6 cling 1a co sé& cho khia canh diéu hoa mién dich
ctia mang luéi mién dich idiotype. Khia canh mién dich ki€u gen idiotype (idiotypy) nguyén
goc dugc dé cir nhu 1a mét nhém twong tac b8 tro tao co sé cho su tu diéu hoa cla
PUMD déng loai (Bang 15.9). Co s& di t&i gid thuyét nay Ia do tinh chat hai mt cia mot
phan t&r khang thé&. Phan tir khang thé so cap c6 thé€ nhan dang va gan véi KN théng qua
vj tri gan KN. Cling & vj tri nay la su bi€u hién kiéu gen idiotype. Vi thé khi tac dong véi tu
cach la khang nguyén, cac phan tir idiotype (Ab1) cam trng mot quan thé thu hai cia cac
phan tir khang thé (Ab2). Cac phan tir khang th& nay b& ciru huyét thanh hoc véi céac
phan tir khang th& Ab1. Cac quan thé& khang thé Ab2 duoc goi la khang idiotype (anti-
idiotype). Mot ti€u quan thé& déc quyén cua cac khang thé& khang idiotype la cac thanh vién
dugc xac dinh huyét thanh hoc bai cac KN khéi ddu. Ti€u quan th& nay khong bé ctru vaéi
vj tri gan KN cutia quan thé Ab1 va khi gén vao cac khang thé idiotype thi bi trc ché béi KN.
Khi xét t&i cac hinh anh bén trong ctia KN thi cac KN dac hiéu khéi u trong trudng hop
nay sé dai dién cho cac ng clr vién 1a cac phan tir vaccine trong tri liéu mién dich ung
thu.

Bang 15.9 Céc khia canh huyét thanh hoc cua céc Ig va céc té bao Bva T

Idiotype Anti-ldiotype Ant-anti-Idiotype

Ab1 Ab2 Ab3

Gan khang nguyén Gan idiotype Gan khang nguyén

Cam trng béi KN idiotype Cam (rng bdi idiotype Cam (rng bdi anti-idiotype
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Bi€u hién CRI khac Xac dinh CRI Bi€u hién CRI va idiotype
(mé& rong repertoire)

Cac phan tir ca thé CAc ti€u quan thé c6 th€ Cac phan tlr ca thé c6 thé
14 hinh anh bén trong ctia  trung hoa cac té& bao ung
khang nguyén thu; vé co ban mot quan thé

c6 thé co hiéu rng cao hon
Ab1 (mé& rong repertoire)

Céc idiotype dugc bigu hién bdi cac té bao khéi u trong cac u ac tinh té bao B cé th& xem
nhu cac KN dac hiéu khdi u va 1a cac dich cho trj lieu mién dich bang vaccine. Cac hapten,
cac chat phu tro va cac cytokine da dugc dung dé€ lam ting tinh mién dich idiotype va
thiét 1ap mét DUMD bdao vé khang idiotype. Nhirng két qué nay da dugc mé réng nhd sir
dung ky thuat DNA dé& phat trién cac protein nau chay (fusion) va cac vaccine DNA tran
bao gém céac thanh phan cda mang luéi idiotype - khang idiotype. Vi thé, viéc tiém chlng
idiotype da thé& hién hiéu (rng trong céac ca thé& u bach huyét té bao B va da u tdy. Trong
nhitng bénh nhan nay thoi ky khéng bénh ciing nhu sy séng sét dugc kéo dai va tao
duoc tinh mién dich déc hiéu idiotype. Nhirng nghién ctru khéi ddu trén déng vat chirng
minh rang cé ton tai mang luéi idiotype - khang dioitype. Mang luwéi nady gém KN déc hiéu
khéi u, Ab1 (idiotype), khang thé& khang idiotype Ab2 va khang thé& khang - khang idiotype
(anti-anti idiotypic antibody). D6i v&i viéc tiém ching idiotype ngudi ta sir dung nhirng
vling bién d6i cao cua cac chudi ning va nhe cua Ig cé chira céc idiotype. Cac QPKN nay
c6 th& dugc mién dich truc tiép hodc cé thé tao nén PUMD khang u nh& cac polypeptide
nhd téng hgp cdng hgp véi modt chat mang sinh mién dich. Ca khang thé& khang u va céac
té bao T CD4+ ( gilp d&) va CD8+ (ddc té bao) duoc tao ra déu c6 th& nhan dién mot
cach dic hiéu idiotype KN dc hiéu khdi u géc (chat sinh mién dich-immunogen). Viéc tiém
chiing véi cac yéu té tang trudng nhu yéu té kich thich quan thé dai thuc bao - bach cau
hat nang cao DPUMD khang u phéi luu tdm dic biét téi cac té bao diét khéi u (CD8+).
Ngoai ra, khi cac dong vat duoc gay mién dich véi cac khang thé khang idiotype (Ab2) thi
ciing hinh thanh cac dap &ng khang thé déi véi KN dac hiéu khéi u, khang thé& khang -
khang idiotype (Ab3). Dap rng khang thé nay khuéch dai su da dang gén KN cao hon
cac khang th& Ab1 déng thoi lam giam chirc nang ting trwdng va su quéan thé& héa khéi u
in vivo. Khi tiém chiing vé&i cac cdu tric DNA mé cho idiotype u bach huyét s& dan dén
dap ung khang thé& khang idiotype dac hiéu. Cac khang thé Ab2 nay sé bao vé doéng vat
khoi thach thirc véi u. Tiém chlng trong da cac cdu trac DNA cé th& c6 dang DNA tran
ma cho vlng bién d8i cda khang th& ngudi. Trong mét thir nghiém |am sang dai han,
ngudi ta da kiém ché dugc khéi u & cac bénh nhan ung thu. Vi thé, viéc tiém chdng
idiotype phai dugc ap dung trong nhirng truong hop da u tly va u bach huyét. Pay la
mot phuong phap cam (rng tinh mién dich khéi u d€ phong ngtra cac bénh hay tai phat.

15.5 Tém lai
C6 nhiéu phuong phap tri liéu gen déi véi ung thu trong lam sang trén co sé lam ting
tinh mién dich khang u clia vat chu hodc tdng do6 nhay cadm doi véi thudc khang u. Quy

trinh bao gobm cac ky thuat tri liéu gen ex vivo va in vivo véi su chuy&n gen cua cac
cytokine hodc phan tlr b6 tro, hodc chuyén gen gay déc té bao cdm rng tién thudc, hodc
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tiém chung gen va su hiéu chinh phan tir nhirng bién d&i gen déi véi su gdy ung thu. Van
dé thr hai nay bao gém viéc lam bat hoat bi€u hién gen ung thu ciing nhu thay thé cac
gen kiém ché khéi u bi khiém khuyét. Cho t&i nay, nhitng s6 liéu thu dugc cho thay véi
cac bénh nhan ung thu tién trién thudng van dugc diéu tri theo cac phuong phép truyén
théng, con viéc tri liéu gen cé thé& lam trung gian kiém ché khéi u, nhung déc tinh phai
thap va céc tac dung phu & mirc c6 thé chdp nhan dugc. Cac vec to virus cling can phai
dugc cai bién d&€ giam doc tinh va tinh sinh mién dich, déng th&i phai nang cao hiéu rng
tai nap ca véi cac vec to virus va khéng virus. Can phai nang cao hon nira vé dich ciing
nhu tinh dac hiéu khéi u, déng thdi phai hi€u sdu hon nira vé su diéu hoa gen, su chét
theo chuong trinh cla té bao (apoptosis), déng th&i phai phéi hop gitta GTL va hoa tri
liéu d€ nang cao hon nita chat lwgng diéu tri bénh ung thu.
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Chuong XVI

DIEU TR| CAC BENH GAN
16.1 M& dau

Gan la mot t8 chirc phirc tap ca vé gidi phau va chirc nang. Nhirng thach thirc hién nay
doi hoi can co su can thiép clia GTL d&i véi cac bénh gan. V& gidi phau hoc, gan 1a mot t8
chirc 160, nhiéu thly, hinh chit V. O nguoi trudng thanh, trung binh gan chiém 1,8 - 3,1%
trong luvgng toan bé co thé. O tré em, ty 1& nay tham chi con cao hon, chiém téi 5,6%
trong lvgng co thé& khi sinh. Gan nhian mau tir tinh mach ctra chinh cling nhu tor dong
mach gan, vi thé n6 1a nhirng “bén cang” cho cac cach tri lieu. Tinh mach cira la mach
dinh duéng chira mau tir tat cd cac hé mao quan clia dudng tiéu hoéa, lach, tuy va tdi
mat. Déng mach gan cung cap mot lugng thich (rng mau bio hoa oxy cho gan. Khi so
cirng tinh mach clra chinh va dong mach gan sé lam thay d&i su chuyé&n héa va cac chirc
nang dong luc mau cua gan. Pon vi chirc nang cla gan la cac tuyén nang (acinus) - mot
kh&i nhu mé nhd bao gém mét ti€u déng mach, ti€u tinh mach clra chinh, ti€u quan mat
va 6ng bach huyét. Thuc té€ cé6 méi quan hé khu vuc gilta cac té bao cla tuyén nang va
su cung cap méu cua ching. Cac chirc nang chuyén héa khac nhau xay ra trén cac té bao
ctia mdi viing. Chang han nhu, su t8ng hop méi dudng xay ra & cac té bao thudc ving 1,
vling trudece tién duoc cung cdp mau tuoi bdo hoa oxy. Cac té bao vung 3 chuyén héa tlch
cuc alcohol va cac bién d8i sinh hoc hodc giai déc thubc. Vi thé, cac ving khac nhau cla
mé gan la dich tri liéu cia mat chirc nang chuy&n hda. Theo nhirng phat hién gan day thi
cac té& bao gbéc cua gan va cac dong té bao khac ciing lién quan rat nhiéu téi GTL gan.
Nhirng phat hién nay chi ré rang cac dic truwng té bao, ki€u hinh, chirc nang va su chuyén
hoa la su déc quyén t&i mire té bao & gan ciing nhu trén céc vi tri & tirng khu vure. Vi thé
gan biu 16 ca su khong déng nhat rat nhé cling nhu tinh phirc tap & cac mirc do khac
nhau va hién dang la cac thach thirc déi véi viéc trng dung GTL d6i véi t6 chire nay.
Nhirng nam truéc day, déi véi GTL thi gan khéng duoc quan tdm nhu mot t8 chire dich.
Trai ngugc véi tly xuwong va cac té bao mau ngoai bién, cac té bao gan khéng dé gi co
thé& tiép can dugc; hon nlra, vin chua cé dugc nhém té bao géc tach biét ré rang cla
gan. Tuy nhién, gan day hon véi cac dac truwng cla gan da lam cho nhiéu nha nghién ctru
huéng téi viec irng dung GTL v&i gan. Gan cé kha nang téng hop mét lugng Ién cac
protein khac nhau va thuc hién nhiéu cai bién sau phién dich d& cac protein ndy c6 cac
chirc nang dac biét. Gan ciing cé kha nang tai tao sau nhirng t8n thuong bd phan. Nhiéu
bénh di truyén hé théng nhu bénh wa chdy mau, bénh tang cholesterol huyét c6 tinh chat
gia dinh, bénh acid phenylpyruvic niéu va cac bénh do chuyén hoéa khac co6 thé dugc diéu
tri bang cach nham vao cac khiém khuyét di truyén ndi bat trong cac té bao gan. Ngoai ra,
theo ly thuyét thi cac chién lugc GTL cé thé dung d& diéu tri cac bénh méac phai nhu suw
tham nhiém virus cGia gan. Tham nhiém cac virus viém gan B va C |a cac van dé I6n cla y
té céng déng toan cau. Vi nhirng ly do ndy nén gan tré thanh mét t8 chirc dich quan
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trong d6i v&i GTL. Pong thdi, trong mot s6 trudng hep xac dinh gan lai cé nhirng thach
thirc dac biét déi véi GTL vi gan thudng tang sinh, tirc 1a ludn cé cac té bao dang phan
chia va vi thé n6 khong phai la dich ly tuwdng cho cac vec to gen. Hon nita, bén canh cac
t&€ bao gan con c6 ca cac dang té bao khac nira. Thuc té ndy can phai duoc xem xét khi
lwa chon cac loai vecto va cac ky thuat khac nhau d€ chuyén gen t&i gan. Vi vay, ching
ta sé lan lugt thao luan vé cac phuong tién co s& huwéng vao viéc irng dung ching cho
su chuyén gen téi gan, sau d6 s& dé cap tGi cac (rng dung lam sang cho tGi tan thoi diém
nay.

16.2 Nguyén ly chung clia GTL véi gan

C6 hai cach tiép can co ban déi véi viec chuyén gen vao cac té gan: ex vivo va in vivo
(Hinh 16.1). Tri liéu ex vivo thi phai cat bd mot phan gan, d€ thu duoc cac té bao gan thi
phan gan duoc cat bd sé dugc xtr ly véi collagenase, dong thdi phai tach riéng té bao gan
khoi cac loai t& bao nhu mé bang ly tam gradient. Sau dé cac té bao nay duoc nudi cay dé
phuc vu cho viéc chuyé&n gen bang mdt trong s6 cac phuwong phap sau day: chon loc cac
quéan thé té& bao d& cé thé& cdng nghé héa va lai dwoc truyén lai qua tinh mach clra chinh
cho bénh nhan. Tuy nhién, van dé nay rat phirc tap bai vi véi vai chu ky phan chia thi viéc
m& rong quan thé that su 1a khdng dang k&. Hon nira, cac té bao gan so cap khi nudi cay
cling bi gigi han do mét sé khong duoc biét héa. Mot yéu té nira la, véi moét bénh nhan
dm yéu thi khé ma di hét duwgc cac thi tuc d€ cé thé thu hai té bao.

Khi cac t& bao gan duoc gilt d&€ nudi cdy thi mot vai phuwong phap cé thé€ duoc sir dung
dé& duwa cac gen méi vao. Ching han nhu ky thuat qua trung gian DNA thi dua vao cac
phuong phap tham chuyé&n thong thudng nhu déng két tha calcium phosphate va
diethylaminoethyl (DEAE) dextran vé&i DNA, phirc hgp véi DNA thong qua tich tinh dién.
Nhitng hé théng nay do phirc hop nén dugc té bao hap thu béi su tiéu hda ndi bao
(endocytosis). Electroporation 1a mét ky thuat khac cta tham chuyén té bao. Quéa trinh
nay lién quan t&i kha ndng hoan tra tinh tham tirc thdi clia mang sinh chat khi bi tac dong
b&i mot xung dién. Khi thuc hién véi su c6 mat cda DNA thi mang sé cho phép acid
nucleic di vao té& bao. Ca 3 phuwong phap nay déu cho hiéu trng tham chuyén thap va chi
bi€u hién tirc thoi cac gen tri liéu. Cudi cung, cac vec to virus khac ciing nhu céc liposome
c6 thé& dugc sir dung trong chuyén gen ex vivo. D6i véi GTL in vivo, gen tri liéu hay gen
binh thudng sé duoc dua truc tiép vao vat chi. Bai véi GTL in vitro, cling phai khac phuc
trinh trang ghép lai nhiéu 1an va phai nudi cdy té bao gan so cdp. Mat khac, diéu can thiét
vGi bat cir phuong tién van chuyé&n nao trong GTL in vivo ciing phai chuyé&n dugc gen téi
gan mot cach hiéu qua. Viéc ap dung hé théng vec to gen 1a dich ly twdng véi gan vi nd
tranh duwgc su phan phéi sinh hoc lan réng ciing nhu tranh duwgc cac hiéu irng bén ngoai
gan. Khi vao t&i gan, mot gen chuyé&n phai vugt qua cac t€ bao ndi mo dé téi cac té bao
nhu moé, déng thdi phai tranh dugc su “lam sach” véi sy thuc bao cla cac té€ bao
Kuffer.Trong GTL in vivo ciing cé thé& thuc hién mot cach co hoc trurc tiép bang céach tiém
cac cau trdc gen ngoai lai qua tinh mach cilra chinh d&€ téi gan. Hién nay mot sé hé théng
virus cling nhu cac ché phadm liposome va cong hop protein- DNA da duwoc sir dung trong
GTL in vivo (Bang 16.1)
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X ly véi collagense
vatachracac 7B gan
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Téi truyén cac TB gan
da bién déi gen
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Céutriic ctacaa =—— Chothémvao —— YeCtO'taito hop

vec to gen gen tri liéu

N < N\
Truyén dic hiéu vao gan Truyén vao hé théng
qua tuan hoan ctra chinh

-

(b)

Hinh 16.1 Hai phurong phdp co ban dé chuyén gen tdi gan. (a) ex vivo, doi hdi phdi cit mot phéan
gan, thuong 1a doan & phia bén tréi. Cac té bao gan nay duoc xu ly véi collagenase va céac té bao
gan duoc téach khéi cac té bao khéng phdi nhu mé bang ly tém gradient. Cac té bao gan sau dé
duwoc nhan 1én trong nuéi cdy dé phuc vu cho viéc chuyén gen. Cudi cing, cac té bao bién nap thanh
céng sé duroc chon loc va truyén tré lai qua 6ng thdng vao tudn hoan cura chinh gan bénh nhan. (b)
in vivo, thiét I4p mét vec to gen thich hop cho viéc chuyén cédc gen téi gan. Gen tri lidu duoc hop
nhat vao trong vec to va vec to téi t& hop ndy duoc truyén vao bénh nhan. Viéc truyén hé théng
qua tinh mach ngoai bién Ia thich hop cho céac vec to ma gan la dich lua chon; truyén truc tiép vao
tudn hoan cura chinh 1a thich hop déi véi céc vec to ma khéng cén quan tam téi kha ndng dich cua

gan.
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(Theo Christy L. Schilling, Martin J. Schuster va George Wu. An Introduction to Molecular Medicine
and Gene Therapy. A John Wiley & Sons, Inc., Publication 2001)

Bang 16.1 Nhirng thuén loi va tré ngai cua cac phuong tién vén chuyén lién quan t&i GTL truc tiép
gan

Phuong tién van chuyén Thuan loi Tré ngai

Retrovirus Khéng dap ng viém/mién Doi hdi sur phan chia té bao
dich
Khéng hoai tir gan Bi&u hién thap trong cac té

bao gan in vivo
Hop nhat véi sy bigu hién

6n dinh

Adenovirus Dich d3c hiéu véi cac té bao Van con la episome
gan
Bi&u hién trong cac té bao Bi&u hién turc thoi

khéng phan chia
Dap rng mién dich/viém
T8n thuong té bao gan

Virus adeno lién hgp Bi&u hién trong cac té bao Kha nang chuyén giao nho
khéng phan chia
Hop nhat véi sy bigu hién
6n dinh
Khéng dap ing mién dich/viém

Liposome DNA dugc bao vé khdi su Hap thu béi cac té bao khéng
thoai héa nhu mé cda gan
Kha nang chuyén giao lén Thoai h6a ndi bao trong lysosome

Khéng dap rng mién dich/viém

Protein/chat mang DNA  Dic hiéu gan Thoai héa ndi bao trong
lysosome
Kha ning chuyén giao 16n Van con episome

Khéng dap trng miéndich/viém  Biéu hién tirc thi

16.3 Cac vec to virus
16.3.1 Retrovirus

Retrovirus c6 th& tham nhiém dugc nhiéu dang té bao khac nhau clia dong vat cé v k&
ca cac té bao gan. Mot gidi han cla viéc sir dung retrovirus nguyén mau trong GTL gan la
né chi tham nhiém dugc cac té bao dang phan chia. D& danh Iira ching, cac nha nghién
clru da thuc hién viéc cat bd mot phan gan truwdce khi xir ly véi retrovirus. Vi van con mo
gan nén n6 dugc cam rng tang sinh trong dap trng véi t6n thuong nay va vi thé ma ty 1é
% té& bao tai nap sé tang lén.
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16.3.2 Adenovirus

Tt lau, nhifng cau tric adenvirus chang nhirng biéu hién gen ngoai lai ma con biu hién ca
mot s& gen virus, vi vay dan dén DUMD déc hiéu virus biéu 16 bang phat trién viém gan va
hdy hoai cac t& bao gan da bién d&i di truyén. Su biu hién protein tri liéu thudng khéng
thé& phat hién dugc sau 4 tuan. Su hinh thanh cac khang thé trung hoa bai cac lympho B
khang lai cac protein virus lam cho viéc sir dung I&p lai cac virus s& kém hiéu qua hon. Van
dé nay duwgc ngan chan nhd loai bét cac gen virus phu d& giam thiéu téi da bigu hién cac
protein virus. Ngudi ta cling thay rang mirc do bigu hién gen ting Ién trong gan chudt khi
PUMD truéc dé dd gidm xudng. Cac cau tric adenovirus méi hién nay déu da loai hét cac
gen virus. Mot cach tiép can khac 1a x{r ly tic thdi véi thudc kiém ché mién dich, két qua
la bi€u hién dai han hé vec to adenovirus. Ngudi ta ciing thdy rang cé kha ning hoan tra
dung nap mién dich ctia chudt ddi véi KN adenovirus bang cach tiém vao han tuyén trc va
cho uéng dich chiét protein adenovirus hoac dua virus vao tir cung (utero) so sinh do d6
ma lam tang su bigu hién dai han va cho phép tai phan phéi cac vec to adenovirus.

16.3.3 Virus adeno lién hop

Virus adeno lién hgp (AAV) cé th& tham nhiém duoc cac té bao dang phan chia cling nhu
khéng phan chia d&€ tao nén mot vec to cé thé& sir dung cho cac té bao nhu gan. Tuy
nhién, ty 1& tai nap trong cac té bao khéng phan chia thi thadp hon cac té bao dang phan
chia. AAV tai nap céc té bao & pha S clia chu ky té& bao. Nhitng chat xir ly can thiép vao
su chuy&n héa DNA nhu hydroxyurea hodc aphidicolin va cac chat rc ché topoisomerase
sé lam tang dang k& hiéu (rng ctia hé théng nay. Sau chiéu xa cuc bd vao gan, su tai nap
té& bao gan tang 900 Ian so véi cac té bao gan chudt khéng chiéu xa. Diéu nay c6 thé dan
dén mot thuc té |a chiéu xa cling gay doc té& bao va vi thé ma kich thich su phan chia cla
céac té€ bao séng sot.

16.3.4 Cac vec to khéng virus
16.3.4.1 Liposome

Liposome la cac bong (tdi) rat nhd c6 moét hodc nhiéu ngan chira nude. Sy “lam sach “
liposome khdi tuan hoan badi gan phu thudc vao kich c& va cac thanh phan trén bé mat
cua liposome. Vi tha thuat tr8 cira s6 cla cac té bao ndi md & gan chi gidi han & dudng
kinh khoang 100nm con nhirng hat 1én hon 259 nm thi khong qua dugc khoang khong
cua Disse vi thé ma su tuong tac véi cac té bao gan 1a khéng dang k& (Hinh 16.2). Vi ly
do nay nén céc liposome I6n hon 100 nm sé& dugc lam sach béi s thuc bao cla cac té
bao Kuffer va cac té& bao ndi mé. Khi thay d6i kich thuwdc va cac thanh phan lipid cda khoi
cau nay thi c6 thé lam thay d6i su phan phéi sinh hoc ctia cac quan thé té& bao khac nhau
trong gan. Vi thé liposome la dich cla cac té bao gan va té& bao Kuffer. Mot Igi thé clia cac
liposome la cac DNA cé th& hop nhit don gian vao pha nuéc hodc gén véi cac chat liéu
lipid. Hon nira, gen ciling dd dwoc dong gbi ky cang nén tranh duoc su phan giadi béi cac
enzyme.
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Cac liposome cationic duoc sir dung & dang phirc hop véi DNA, trong d6 DNA van la so
cap & phia ngoai cuia vi khéi cau. D6 chinh 13 loi thé bai vi sé gigi han dugc s6 DNA bi bay
trong bong va cé thé& tao nén su tap hgp cua moédt hodc nhiéu liposme d€ ngan chin su
hap thu hoac thic ddy su thuc bao bdi cac té bao Kuffer. Liposome dugc cac té bao
chiém Iinh théng quan su tiéu hbéa ndi bao “endocytosis” va dan dan di vao cac lysosome.
Trong lysosome xay ra su phan giai enzyme cutia cac té bao va

Tinh mach
trung tam

)

Té bao Kupter {
Taocirasd —,
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, K<Liposome
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Hinh 16.2 Céc liposome duroc sir dung nhu mot phuong tién chuyén gen téi céc té bdo gan.
Liposome la cdc phuong tién vén tii cé I6p lipid kép bao quanh béi mot hodc nhiéu thanh phan
chita nuéc. DNA durgc hop nhét trong pha nudc hodc lién két vdi cac chat liéu lipid sau khi trén
don gian v&i cac thanh phan lipid. Cac liposome vao gan qua tudn hoan cura chinh. Su “lam sach”
chiung khdi tudn hoan phu thudc rat nhiéu vao kich c& va cac thanh phén trén bé mdat cua ching. Vi
thu thuét tré cura s& cua céc té bao ndéi mé & gan chi cé durdng kinh khodng 100 nm nén cac hat
I6n hon 250 nm khéng thé qua duoc khodng khéng cua Disse. Chi céc liposome nhd méi cé thé trén
khdi cac té bao Kuffer va cac té bao néi mé va tuong téc véi cac té bao nhu mé gan.

Khoang khéng cua Disse
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(Theo Christy L. Schilling, Martin J. Schuster va George Wu. An Introduction to Molecular Medicine
and Gene Therapy. A John Wiley & Sons, Inc., Publication 2001)

cé th&€ 1am gidm hiéu rng chuyén gen tri lieu t&i nhan. D& khac phuc van dé nay cac
liposome dwgc phat trién theo hudng nhay cam véi pH dé€ tranh sy hoa vao cac
lysosome. Sau khi “hda nhap”, cac liposome sé thay d&i cac déc tinh & endosome pH théap.
Trong khi tiéu hoa ndi bao chang c6 th& 1am mat su 8n dinh mang noi bao (endosomal)
hoac tréd nén dung hop. Theo phwong thirc nay liposome cé kha nang chuyén duwoc cac
thanh phan vao trong té€ bao chat trudc khi liposome duoc chuyén téi lysosome.

Cting c6 nhiéu cach khac nira nhdam nang cao hiéu trng cla cac liposome doi véi cac t&
bao nhu mé gan dich nhu hgp nhat céac ligand khac nhau duoc nhan dang béi cac receptor
trén bé mit cac té bao gan. Ching han nhu su hop nhat ctia cac ban phan dich 13 yéu t6
tang trudng biéu bi, lactosylceramide, asialofetuin, cac ester clia acid béo don véi lactose
va [-galactosidase. D6i v&i nhiéu ché phdm, su hdp thu bédi cac té bao ndi mé hodc Kuffer
tréi hon cac té bao nhu mé va ngudi ta chua thé dinh lvong duoc su hdp thu cta cac
dang té& bao khac nhau & gan. Cac liposome cé cac gbc galactose ciing dugc nhan dang
bai cac té bao Kuffer thong qua receptor hat galactose va su phan phéi cla ching gitta
cac t€ bao nhu mé va khéong nhu mé phu thudc rat nhiéu vao kich cé. Cac liposome rat
nhd v&i kha nang tai nap gi¢i han hodc cac phuwong tién van chuyén cé chira
lactosylceramide hodc cac ester cua acid béo don véi lactose 1a rat phu hop véi cac té
bao nhu mé.

16.3.4.2 Cac phuc hop protein - DNA

Cac cong hgp hoa tan xay ra mot cach tuw nhién gilra protein va DNA téi t6 hgp la céng cu
hap dan véi GTL truc tiép téi gan. Mot vi du vé viéc sir dung phirc hgp protein - DNA d&
chuyén téi dich la dung cac receptor clia asialoglycoprotein. Receptor asisloglycoprotein
chi cé nhiéu trén mang sinh chat clia cac té bao gan va né gén véi cac glycoprotein cé
galactose tan cung va neoglycoprotein véi i luc cao. Cac ligand chic chén duoc hoa nhap
bai cac té bao gan théng qua tiéu hda ndi bao trung gian receptor. Do tinh ddc hiéu cua
nd nén cac receptor asialoglycoprotein (AsGPr) dugc khai thac nhu mét phuong tién dé
chuyén giao thudc va DNA cho muc dich tri liéu cting nhu cac tac nhan chan doan cac té
bao gan.

Mot hé théng véi co s& cong hop asialoglycoprotein-poly-L-lysine da dugc phat trién d&
chuyén DNA t6i gan théng qua AsGPr (Hinh16.3). Acid [, glycoprotein, oromucoid dugc
deasialylate bang cach xir ly véi neuraminidase tao nén asialoorosomucoid (ASOR), mot
ligand &i luc cao cho AsPr. Sau d6 Poly-L-lysine (PL) lai lién két déng hoa tri véi protein do
su hinh thanh lién két amide qua trung gian carbodiimide. Do céng hop ASOR-PL nén cac
DNA tich dién am khéng bi mat su tuong tac tinh dién va n6 duoc bao vé khdi su phan
giai ca nuclease. Phirc hop nay duoc chon loc va dugc hda nhap nhanh chéng vao céc té
bao gan bé&i tiéu hba ndi bao qua trung gian receptor va cac gen ngoai lai sé dwgc biéu
hién in vitro va in vivo. D€ tang cuwdong hon nira sy bi€u hién gen ngoai lai in vivo, thu
thuat cat mot phan gan sé lam kich thich viéc nhan 1én cua cac té bao gan. Co ché nay
duwgc chi ré 1a do phd v& mang luwéi vi 6ng cdn cho su chuyén vi cia endosome t&i
lysosome va ciing c6 thé& do su xtr ly clia colchicine.
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Hinh 16.3 Sir dung asialoglycoprotein (ASGP) nhdm t&i cac gen cia gan. Céac receptor
asialoglycoprotein chi cé nhiéu trén mang sinh chat cta cac té bao gan va gan vdi céc glycoprotein
c6 galactose tan cung vdi &i luc cao. Poly-L-lysine tich dién 4m lién két déng héa tri véi ASGP do su
hinh thanh lién két amide qua trung gian carbodiimide. Do céng hop ASOR-PL lién két véi DNA tich
dién 4m nén tuong téc tinh dién khéng bi mat di. Phirc hop nay duoc hoa nhdp vao trong céc té
bao gan bdi tiéu héa ndi bao qua trung gian receptor. Sau khi tiéuhdéa ndi bao, ligand nay tach ra
khoi receptor thi receptor ndy lai quay tré lai bé mat té bao. Su chuyén vi clia endosome tdi
lysosome doi héi mang Iu'éi vi 6ng phdi con nguyén ven. Sau khi hoa lan endosome va lysosome thi
DNA duoc gidi phéng khdi vat mang cta né & pH thap hon. Mét phan DNA trén khdi lysosome dé toi
nhan, & dé né cé thé dugc phién ma thanh mRNA.(Theo Christy L. Schilling, Martin J. Schuster va
George Wu. An Introduction to Molecular Medicine and Gene Therapy. A John Wiley & Sons, Inc.,
Publication 2001)
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16.4 Nhing &ng dung lam sang cua GTL tryc ti€p bénh ting cholesterol cé
tinh chat gia dinh tai gan (FH)

16.4.1 Bénh ting cholesterol c¢c6 tinh chat gia dinh (familial
hypercholesreolemia -FH)

D6 1a mot bénh tréi NST thudng, né tac dong véi ty s6 1/500 ngudi. Bénh gay nén do su
khiém khuyét gen receptor lipoprotein ty trong thap cua gan (low-density lipoprotein -
LDL). Khi gidm hoat tinh clGa receptor LDL s& dan dén su thai loai kém hiéu qua cac hat
LDL bdi gan, vi thé 1am han ché su chuy&n héa cla LDL. Vi nguyén nhan ndy nén mic
cholesterol LDL huyét tang cao, sém dan dén bénh mach vanh. Céac thé& di hop tir cda FH
chi duy tri dugc mot phan chire nang receptor LDL binh thudng, va vi thé ma mdc LDL
thudng gap doi so véi ngudi binh thudng. Cac thé déng hgp tir cd 2 gen receptor dot
bién thi chi c6 O dén 20% hoat tinh receptor LDL binh thudng va ré rang la mic
cholesterol huyét thanh tang Ién rat nhiéu. Trong nhirng trudng hop nay néu khéng dugc
diéu tri thi thudng chét do nhdi mau co tim truwdce tudi 20.

Trén thuc té, cac receptor LDL cé & tat ca cac té bao, tuy nhién su bigu hién céac
receptor & gan lai gitt vai trd chinh trong viéc diéu hoa lwgng cholesterol huyét thanh.
Nhung gan chi la mét t6 chirc c6 kha nang chuyén déi cholesterol thanh acid mat va bai
tiét chang ra khoi co thé&. Dugc ly tri liéu véi cac bénh nhan FH di hop tir - nhitng ngudi
bi€u hién receptor LDL & mirc thdp thi phai diéu hoa lén su bigu hién gen receptor LDL.
Cac thuéc diéu tri bao gém cac chat trc ché 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A
reductase va cac chat lién két acid tac dong lam gidm cholesterol tu do & néi bao té bao
gan. Nhirng thuéc ndy anh huéng téi su bi€u hién gen receptor LDL, tdng chuyé&n héa LDL
do dé lam giam cholesterol huyét thanh. Tuy nhién, viéc x(r ly ndy phai két hop v&i ché do
an kiéng giam mot cach chinh xac lugng cholesterol, diéu nay chi kha thi trong trwong
hop di hop tlr va ciing khéng gidm dugc mac cholesterol t&i mirc binh thudng. Déi véi
nhing bénh nhan khong biéu hién receptor chirc nang vi ly do dong hop tir hodc di hgp
tlr, duwoc ly tri liéu khong cé hiéu trng thi chi con cach [a diéu tri bang huyét thanh d3 tinh
ché kéo dai hang tuan hodc phai ghép gan. Ca hai liéu trinh ndy déu rat tén kém va viéc
ghép gan con bi gigi han bai rat nhiéu yéu t6 gay nguy hiém t&i tinh mang cling nhu viéc
cung trng mé dé& ghép ciing con rat nhiéu han ché. Vi nhirng ly do nay nén GTL gan dugc
trng dung trong trwong hgp FH.

Nhirng thi nghiém tor sém trén thd cé lipid cao cé thé di truyén duoc Watanabe
(Wanatabe heritable hyperlipidemic - WHHL) - m6t mo6 hinh déng vat voi FH dd chirng
minh su thanh céng clia GTL bénh FH ex vivo. Trong nhitng nghién ctru nay, cac té bao
gan dugc thu luvgm réi dwgc cong nnghé hda ex vivo vGi cac retrovirus cé chira gen
receptor LDL nguyén ven réi truyén lai cho déng vat nay. Cac thi nghiém déi chirng véi
cac té bao gan duoc thdm nhiém gia cho thay khéng lam giam cholesterol ma lai ting tirc
th&i mire cholesterol huyét thanh, diéu nay ciing c6 thé la do phau thuat. Cac té bao gan
tham nhiém retrovirus dugc ghép &n dinh vao gan dong vat thi mic cholesterol huyét
thanh dan dan xuéng thap hon. Hiéu (rng ndy quan sat thay trong 6,5 thang thuc nghiém.
Nhitng thi nghiém sau nay véi ché va khi ddu ché cho nhirng két qua rat khich 1&. Trong
trwdng hop khi dau ché, sau 1,5 thang GTL cac gen chuyé&n van con bi€u hién. Nhing két
qua thi nghiém ban dau da cing cé thém tinh hiéu luc cta phuong phap diéu tri nay va
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don dudng cho cac thir nghiém 1am sang trén ngudi. Mot phu ni Canada noéi tiéng Phap
28 tubi 1a ngudi dau tién dugc thuc hién GTL truc tiép gan. Trudng hgp cua cbd la déng
hop tir thé dot bién gen receptor LDL, hau qua 1a bi€u hién mot receptor khéng cé chirc
nang. Sau khi bi nhéi mau co tim & tudi 16, c6 bi bénh dong mach vanh cho téi tudi 26.
N6ng d6 LDL huyét thanh cta c6 1a 482 mg/dl (binh thudng 1a 194 + 34), luvgng lipid
méc huyét thanh cta cé khéng gidm khi tri liéu bang cac thudc truyén théng. Phan trai
gan bénh nhan chiém khoang 15% tSng khdi lwong gan duoc cét bd va cac té bao nhu mod
duwgc phan lap ra. Cac té bao nay sau dé duoc tai nap vdi vec to retroviruscos chira gen
receptor LDL ngudi c6 dé dai ddy du dudi su kiEm soat cua promoter 0- actin ga va yéu
t6 tang cudng cytomegalovirus (CMV). D& chon ra nhitng té bao da duoc tai nap ngudi
ta phan tich bang kha nang hap thu huynh quang cla cac LDL danh dau. Chi nhitng t& bao
gan da bién d6i gen méi dugc truyén lai qua tuan hoan cira chinh (Hinh 16.4). Bénh nhan
nay dung nap tét va khéng xuat hién tac dung phu. Ngay sau khi truyén cac té bao bién
d6i gen, LDL huyét thanh bénh nhan da xuéng téi 180mg/dl. M6t méc méi dugce thiét lap
thap hon 17% so véi trwde khi GTL. Vi LDL giam nén murc lipoprotein ty trong cao (high-
density lipoprotein- HDL) lai tang, nang ty s6 LDL/HDL tr 11+0,4 xuéng 7,9 + 0,9. Cling
khoéng hiéu tai sao HDL lai ting méc dau hién twong nay ciing thdy & nhitng bénh nhan d3
ghép gan. Bénh nhan nay ciing dap (rng vé&i thudc lovastatin, thuéc nay truéc khi GTL
khong cé hiéu trng. Diéu nay chi ré rang dap tng véi lovastatin cé lién quan téi su diéu
hoa sau phién ma - mot co ché dd duwgc chirng minh & cac nghién ciru truéce. Dap &ng
cua lovastatin [am gidm mirc LDL huyét thanh cda bénh nhan xuéng téi 356+22 mg/dl va
hiéu irng nay dugc 6n dinh 2,5 nam.

Khoéng thdy c6 DUMD véi cac receptor tai t8 hop. Huyét thanh cla bénh nhan nay khéng
c6 khang thé& vai receptor tai t8 hop khi phan tich véi Western blot. Ciing khéng thay cac
bang chirng vé viém gan tu mién sau GTL. M& rong nghién ctru ndy véi 4 bénh nhan FH
khac, trong d6 2 bénh nhan 4m tinh receptor ciing dwoc xir ly theo cach twong tu.
Ngudi ta quan sat thdy rang cac t& bao gan da tai nap tdt cling nhu su bi€u hién gen
chuyén thdy & tat ca bénh nhan ma khong kém theo cac tac dung phu. Hai trong 4 bénh
nhan da cai thién moét cach dang k& muc lipid huyét thanh, gidm LDL huyét thanh t6i da
t&i mirc 150 mg/dl & mot s6 bénh nhan am tinh receptor. Khéng c¢6 bénh nhan nao phat
trién DUMD v&i gen chuyé&n hodc véi protein retrovirus. Mac dau su chuyé&n gen d3 thay &
tat ca cac bénh nhan, nhung tac dong l1am sang thi van con thap vi mirc cholesterol huyét
thanh van vuot trén mirc binh thudng. No6i tom lai, nhirng thir nghiém 1am sang dau tién
da chi ra tinh kha thi ca GTL vé&i FH ex vivo, nhung cling nhan manh rang can phai c6
nhirng cai tién that su d&€ nang cao ty |& t& bao gan duoc tai nap cling nhu mirc do va
thoi gian biéu hién gen.

Trong mot nghién ciru khac, s chuyén gen in vivo dugc thuc hién trén thd WHHL. Gen
receptor LDL ngudi duoc dat dudi su ki€m soat cla cac yéu té phién ma tir gen albumine
chudt dé& bi€u hién hiéu qua trong cac té bao gan. Cau tric nay dugc cong hgp qua poly-
L-lysine va ASOR - mét ligand ai luc cao véi receptor ASOR. Sau khi tiém hé théng phirc
hop nay, phan tich thd WHHL thdy cong hgp DNA - protein dugc hap thu nhanh va dic
hiéu sau khi da bi€u hién gen chuyé&n. Cholesterol huyét thanh toan phan cda thd ciing
giam tire khéc xudng téi 153+ 53 mg/dl. Trong cac thi nghiém déi chirng, déng vat duoc
tiém mot cau tric cé mang gen nghién ctiru CAT (chloramphenicol acetyltransferase) thay
vi gen receptor LDL thi thdy bi€u hién CAT, nhung murc cholesterol huyét thanh khéng
giam. Trong nghién ctru nay chi bigu hién dugc 2 dén 4% murc receptor LDL ndi sinh va
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hiéu tng déi véi lipid chi kéo dai duwdi mot tuan I&. Nhitng két qua nghién ctru khéi dau
nay da dugc khich 1& bai tinh dac hiéu déi véi sur chuyén gen. Tuy nhién, ciing that khéng
vui vi mirc d6 va thdi gian bié€u hién tai t6 hop ngan.

Hinh 16.4 Gen tri liéu su thiéu hut receptor LDL. Phan gan bén tréi cia mét bénh nhan déng hop tur
VOi thé dot bién gen receptor LDL duroc cét ra va cac té bao gan duoc phén lap. Nhing té bao nay
duoc tdi nap trong nudi cdy vdi vec to retrovirus cé chira gen receptor LDL ngudi ¢é dop dai diy
du dudi sy kiém soat ciua promoter [-actin ga va mot yéu té tdng cudong cytomegalovius (CMV).
Nhifng té bao tai nap thanh céng duoc chon ra bang céch dung LDL d4nh dau huynh quang. Chi
nhifng té bao gan d3 bién d6i gen méi duoc truyén lai cho bénh nhdn qua tudn hoan ctra chinh.
Néng dd LDL huyét thanh méc 1a 482 mg/dl. Ngay sau khi truyén céc té bao gan, LDL huyét thanh
ctia bénh nhéan roi xuéng gén 180 mg/dl. Ngoai ra bénh nhdn con ddp wrng vdi lovastatin - mét chat
trc ché HMG-CoA reductase ma truée khi GTL thi khéng cé hiéu trng. Mc LDL huyét thanh cda bénh
nhan giam 6n dinh trén 2,5 nam.

(Theo Christy L. Schilling, Martin J. Schuster va George Wu. An Introduction to Molecular Medicine
and Gene Therapy. A John Wiley & Sons, Inc., Publication 2001) (Hinh trang sau)
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Trong cac nghién ctru trén dong vat gan day ngudi ta da sir dung adenovirus tai t6 hop
dé& chuyén truc tiép gen receptor LDL t&i gan, vi thé nd cé kha nang hoan tra su biéu hién
receptor LDL & thé WHHL va chuot knock- out receptor LDL, dan dén giam that su mirc
cholesterol huyét thanh. Tuy nhién, su bi€u hién cua receptor tai t8 hgp nay ciing nhu
hiéu ng trén lipid chi 14 nhat thdi. S& di nhu vay la do PUMD cua vat chu khang lai su
bi€u hién protein virus du véi mirc thap va dan dan 1am hiy hoai cac té bao da bién déi
gen. Dac biét véi cac déi trong am tinh receptor thi su bi€u hién receptor LDL ciing cé
thé€ sinh ra BUMD khang lai cac protein mé&i ma sau nay sé lam giam su bi€u hién gen
chuyén. D& khéc phuc van dé nay, mét nhém nghién ciru khac dd chuyén gen receptor
lipoprotein ty trong rat thap (very low density lipoprotein -VLDL) t&i gan chudt knoc-out
receptor LDL nhd sir dung adenovirus tai t8 hop. Vi receptor VLDL d3 bi€u hién s&n trong
cac moO ngoai gan nén khéng c6 BUMD véi cac receptor nay sau khi bi€u hién & gan.
Receptor VLDL cling gén v&i LDL véi 4i luc thap, né lam trung gian cho su hap thu VLDL,
cling nhu céc tién than cda LDL va vi vay |1am gidm cholesterol huyét thanh.

16.4.2 Bénh wa chay mau hemophilia B

Bénh wa chady mau hemophilia B 1a mot bénh do thoai héa sy dong mau lién quan téi
nhiém sac thé& x, gay nén su thiéu hut hodc khiém khuyét chirc nang yéu t& déng mau IX.
Cudc séng cla bénh nhan thudng bi de doa néu khéng dugc truyén thudng xuyén yéu té
IX. Néu cac san phdm dugc truyén 1am ky cac test thi cé thé khéc phuc dugc su khong
tinh sach, nhung cach diéu tri ndy van con nhiéu rdi ro bi nhiém virus khi truyén huyét
tuong nhu virus viém gan C va HIV. Ngoai ra, doi séng ban phan cla yéu t6 IX cling chi 24
gi&, vi thé thudng phai truyén I3p lai nhiéu lan. Gan la nguén so cdp cla yéu to IX va la
dich dau tién cua GTL hemophilia B.

Cho t&i nay ngudi ta da tao duoc nhiéu hé thédng déng vat sir dung trong ex vivo. Mot
md hinh trén ché la rat dic trung va dd duoc sir dung trong cac thir nghiém tién lam
sang hemophilia B. Nhirng ché nay khéng c6 hoat tinh cla yéu t6 IX do mét dot bién sai &
domain xic tac. Ngudi ta dung vec to retrovirus cé chira gen yéu t6 IX ché duéi su kiém
soat cla promoter retrovirus va cac yéu té tdng cudong d& chuyén truc tiép téi gan ché
qua dudng tudn hoan. Cac phan tich ELISA va cac thi nghiém sinh hoc cho thdy yéu té IX
da dat t&i mdc 2-10ng/ml trong huyét tuong. O ché binh thudng, mic nay vao khoang
11,5ug/ml. Khi yéu t6 IX chua dat mirc clia ché hoang da thi da thay c6 su cai thién dic
biét cac théng s6 sinh héa clia su déng mau. Diéu nay da dugc chirng minh qua thoi gian
déng mau toan phan (whole blood clotting time - WBCT),
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Hinh 16.5 Gen tri liéu su thiéu hut yéu té IX. Vec to retrovirus téi t& hop la mét cdu tric cé chira
gen yéu t6 IX cla ché dudi sy kiém soat cua promoter retrovirus va céc yéu té tang cuong (LTR).
Vec to nay duoc truyén vao tuan hoan cura chinh cia ché khéng phat hién thdy cé hoat tinh cla
yéu té IX. Retrovirus duoc hdp thu bdi cac té bao gan va DNA provirus sé hop nhét vao trong DNA
nhiém séc thé. Cac phén tich huyét tuong ché bang ELISA cho thdy yéu té IX huyét tuong dat mirc
2 - 10ng/ml. Ché binh thuong murc yéu té IX huyét tuong khoang 11,5 ug/ml. Khi yéu té IX & ché
déd duoc diéu tri chua dat t6i muc cia ché hoang di thi dd cé sy cai thién dang k€ vé thoi gian
déng mau toan phan.

(Theo Christy L. Schilling, Martin J. Schuster va George Wu. An Introduction to Molecular Medicine
and Gene Therapy. A John Wiley & Sons, Inc., Publication 2001)
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trong dé cho binh thuong la 6-8 phat. O cho hemophilia B thi WBCT khoang 45-50 pht.
Sau khi dugc GTL, thi gian nay gidm xuéng hon 50%, tirc [a xuéng mirc 18-22 phat. Mac
ddu néng dd cua yéu té IX chi tang chit it, nhung né da cai thién dang k& thoi gian déng
mau. Hon nira, hiéu trng nay con duwoc 6n dinh trén 9 thang.

Céac vec to adenovirus bi€u hién yé&u t6 IX ché cling dugc sir dung dé diéu tri cho ché bj
hemophilia B. Cac hat virus (2,4 X 10'2) da duoc truyén vao hé mach clra chinh cua cho.
Nhirng déng vat nay da tao duwoc 2-3 1an mirc yéu té IX cla dang hoang da. Tuy nhién,
hiéu rng nay cling van chi la nhat thdi ma théi. Viéc tdng néng do yéu té IX khéng lam
binh thudng héa thoi gian déng mau, nhung diéu dang ndi la phai sau 2 thang thi mirc do
va cac thong sé 1am sang méi trd lai mirc trude diéu tri. Khi sir dung 13p lai, can luu y kha
nang sé cé mot DUMD & liéu trinh ké tiép.

Mét nhom nghién ciru khéc lai sir dung vec to virus adeno lién hop (AAV) d& biéu hién yéu
t6 IX clia ngudi trong gan chudt. Ho tiém mét cach don gian vao tinh mach dudi chuot
vec to tai t8 hop sau khi da tia xa bang tia 0 & gan. Nhu da dé cap & trén, cach diéu tri
nay c6 1& 1a nham kich thich t&€ bao phan chia, vi thé ma nang cao hiéu luc cta GTL véi
virus adeno lién hgp. Néng dé yéu t6 IX ctia ngudi trong chuét tai nap véi vec to AAV vao
khoang gitra 0,1 va 1ng/ml. K&t qua nay cling tuong tu nhu trong mé hinh & ché. Gia tri
binh thudng yéu t6 IX clia ngudi 1a 5 pg/ml, trong khi dé véi mirc khoang 100ng/ml d3
phong nglra dugc cac bénh man tinh.

16.4.3 Bénh thiéu hut 0,-antitrypsin

0,-antitrypsin (AAT) la mét glycoprotein huyét thanh dugc téng hop chl yéu & gan réi
tiét vao mau. N6 |a mot chat tre ché protease, chirc ndng clia n6 1a bao vé bé mat tai phdi
khoi bi phan huly bai protease. Co chat chinh clia n6 1a neutrophil elastase (NE), duoc giai
phoéng tur cac bach ciu trung tinh (neutrophil) khi thuc bao, nd lam xao tron mang hoac ly
giai t& bao va phan cét cac protein nén (matrix) mé lién két dinh vi & cac thanh tdi phsi. O
nhirng ngudi binh thudong, mirc AAT du dé€ trung hoa NE tudn hoan. S& di c6 nhiéu dang
thi€éu hut AAT 1a do gidm lugng chat rc ché protease trong huyét twong va khéng trung
hoa hét NE. Diéu nay dugc bidu 16 1a rdi ro cao véi chirng khé thé phdi gdy nén bai su
phan giai chat nén ngoai bao cua phdi. Gen binh thudng ctia AAT duoc thiét k& 1a M va cé
95% alen & quan th& ngudi My Caucase. Th& dot bién thong thudng nhat 1a Z va S, xay ra
vGi tan sé alen 1an lugt 1a 1-2% va 2-4% trong quan thé nay. Nguoc lai, nhirng ngudi My
g6c Chau A hodc Chau Phi chi chiu tac déng rat thap. Nhirng céa thé déng hop tir alen Z
chi c6 10-15% AAT tudn hoan va chi chiu nhirng rti ro nhat dinh vé& chirng khé thé phéi.
Nhing cé thé& déng hop tir alen S va MS hoéc di hop tlir SZ ciing tang rui ro khé thd phdi.
Di hop t&r dugc goi la alen null thi thi€u hoan toan AAT huyét twong va nhing bénh nhan
nay cuc ky dé& phat trién khé thd. Cac di hgp tir mang alen S va Z cung véi alen null thi
cling cé céac triéu chirng nhu vay. Nhiéu thé& dot bién khac cé thé& 1a do dap ing véi alen
null véi thang tor dot bién di€ém dén dot bién tdan phan. Khoang 10% cé thé& déng hop tir
vGi alen Z lai phai chiu thém rdi ro nira la tén thuwong Ién gan lam sang, c6 |é do su tich tu
cac AAT khéng gap nép trong luéi ndi chat ER cla cac té bao gan.

Phuong phap diéu tri hién tai déi véi thi€u hut AAT la dua gen qua tinh mach hodc hit qua
khi quan AAT ngudi duoc ché tir huyét thanh. AAT ngudi tai t8 hop duoc téng hop trén
vi khudn hay ndm men cé diéu bat tién a d&i séng ban phan ngan hon va phai ting cuong
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su lam sach cho than vi su glycosyl hda sau phién dich khéng thich hop. Trong khi dé néu
sir dung AAT ngudi sé& lam tang hoat tinh AAT huyét thanh trong cac bénh nhan. Tuy
nhién dap rng nay chi 1a nhat thdi, con su tac ddng cé tinh chat phong ngtra su hiy hoai
phéi thi van phai truyén tinh mach hay hit qua khi quan AAT. M6t bénh khac cua thiéu hut
0,-antitrypsin 1a (rng ctr vién cua tri liéu thay thé& gen, cac gen chudn duwgc chuyén téi cac
té€ bao gan lam cho viéc san xudt AAT &8n dinh dai han. Ngudi ta da hiéu chinh bénh nay
vGi cac thi nghiém trén ché, & dé cac gen chudn da duoc dua vao bang phuong thirc ex
vivo. Sau khi cdy ghép cac té bao gan di tai nap retrovirus thi cac té bao nay da dat t&i
dinh diém san xuat AAT & ngay thtt 10 sau khi cdy ghép. Tuy nhién, mirc nay sé& xuéng
thap dan va khoang 47 ngay sau thi khéng phat hién thay nira.

Plasmid mang gen Liposome
AAT nguwoi

Nang h6éa DNA
Tiém vao tinh trong liposome

mach dudi / ) AAT nguoi
n

l[\

' 6 10

i

Ngay
Cét bé gan Tiem
tirng phan
Human AAT
Cat bo gan
T| tirng phén

Hinh 16.6 Gen tri liéu thiéu hut [,-antitrypsin (AAT). Plasmid chira gen AAT ngudi du dé dai duoc
déng trong cac liposome nhé. Cic liposome nay duoc tiém vdo tinh mach dudi chuét. Mot liéu don
plasmid chuyén giao qua liposome dd cam ng viéc san xudt AAT ngudi & céc té bao gan chudt va
két qua la cé thé do duoc mirc AAT ngudi trong huyét tuong chudt trong 11 ngdy. Néu cat bé
mot phan gan sau 3 gior tiém tinh mach phuc liposome thi muc AAT tang 1én dang ké.

(Theo Christy L. Schilling, Martin J. Schuster va George Wu. An Introduction to Molecular Medicine
and Gene Therapy. A John Wiley & Sons, Inc., Publication 2001)
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Mot nghién ciru khac in vivo lai sir dung cac liposome nhd d€ chuyén gen. Mot plasmid
chira gen [;-antitrypsin ngudi c6 do dai ddy du duwoc boc trong cac liposome nho roi tiém
vao tinh mach chuét. Mot liéu don plasmid chuyén giao qua liposome dd cam (rng san
xudt AAT ngudi trong cac té bao gan chudt va két qua la cé thé& do duoc mirc AAT trong
huyét twong chudt téi tan ngay tht 11. Trong céac thi nghiém d6i chirng, ngudi ta tiém
plasmid tu do (don thuén) thi khéng thay su bi€u hién AAT (Hinh 16.6).

Diéu tha vi la khéng c6 hiéu trng phu nao khi cong chuyén véi phirc liposome. Tuy nhién,
sau khi truyén vao tinh mach phirc hop nay 3 gid ma lai tién hanh cat mot phan gan thi sé
lam tang dang k& su hinh thanh AAT huyét tuong. Ngay thd 11 sau khi tiém tinh mach,
mirc AAT ngudi da ting 6,4 1an so véi nhifng dong vat khong céat gan. Chua rd tai sao khi
stir dung lap lai thi khéng lam tang su bi€u hién gen nira. Ciing chua hi€u ddy da tai sao su
kich thich téng sinh t& bao do cat mot phan gan lai Iam tang su bi€u hién gen. C6 thé& la do
co ché lam thay d&i su phan chia ctia DNA chuyén giao qua liposome trong céac té bao dé&
trén thoat khdi su phan giai cta lysosome.

16.4.4 HOi churng Crigler- Najjar
(thi€u hut bilirubin UDPO-D Glucuronosyltransferase)

Bilirubin 13 s&n phdm thoai héa chinh ctia nhém heme. Enzyme xGc tac gén bilirubin véi a
acid glucuronic 1a bilirubin UDP -glucuronosyltransferase -B-UGT). Nguyén mau cla bénh
lién quan téi bilirubin cé thé di truyén la hoi chirng Crigler-Najjar (CN) type I. Nhirng bénh
nhan c6 thoai héa di truyén nay dugc dic trung bdi mic bilirubin khong lién hop cao
trong huyét thanh (HT), c6 it hodc khong c6 sac t6 lién hop trong mat. Ho khong déap ting
v&i tri liéu cam (rng enzyme bang phenobarbital va bi hdy hoai rat nhiéu vé than kinh nhu
cr déng bat binh thudng, khédng nghe duoc, vang nhan ndo (kernicterus) va cudi cung la
chét. Hién tai diéu tri c6 tinh chat quyét dinh d&i véi bénh nay |a ghép gan. Ngudi ta thay
mot su khi€ém khuyét tuong tu cé & chudt Gunn, né 1a ddng hop tir véi thé dot bién va vi
thé khéng cé hoat tinh B-UGT gan. Nhirng con chudt nay séng lau dai véi bilirubin huyét
cao va phat trién bénh nao bilirubin. Ching s& cho mot hé mé hinh nghién clru vé hiéu luc
cua GTL héi chirng Crigler - Najjar type |.

Mét vi du vé hiéu chinh in vivo khi€ém khuyét nay 1a chuyé&n gen B-UGT ngudi téi gan chudt
Gunn nh¢ sir dung cong hgp asialoglycoprotein poly-L-lysine - DNA nhu dd mé ta trudce
day. Khi c6 chién lwoc nham kéo dai thdi gian bi€u hién cta gen chuyén thi ta phai hiéu
rang su chuyén vi tir endosome t&i lysosome sé& la mdt bd phan ctia su phan giai ndi bao
doi hdéi mot mang luéi vi 6ng nguyén ven. Colchicine - mot tac nhan gay nhiéu vi 6ng da
duoc dua vao 30 phat trude khi tiém phirc hgp ASOR-DNA dé€ ngan chan su chuyén vi
cua cac bong endosome c6 chira ligand cta lysosome. Sy chuyén dich ctia B-UGT duéi cac
diéu kién nay di kéo dai duwoc viéc chuyé&n DNA tGi gan t&i 10 tuan. Bilirubin glucuronide
duoc tiét vao mat va sé giam xuéng khodng 25-35% trong 2-4 tudn va van duy tri giam
trong 8 tudn nira. Néu khéng dugc xir ly véi colchicine thi DNA chi duy tri & gan 2 ngay
va khoéng c6 hiéu rng vé murc bilirubin HT. Nhirng nghién ctru nay da sir dung mot nong
d6 colchicine dén murc gay doc cho ngudi. Tuy nhién, chua cé thir thudc nao khac co thé
tao dugc cung hiéu rng nhung lai an toan cho cac thir nghiém lam sang trén ngudi. Cudi
cung, dé& tranh cac tac dung phu va su phan phéi sinh hoc lan tda qua rong, colchicine
cling c6 thé dugc chuyén theo mot phuong thirc dac hiéu gan. Theo cach nay thi su gay
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nhiéu vi 6ng la phuwong phap khéng gy anh huéng téi su kéo dai hiéu irng ctia GTL didc
hiéu gan.

Nhu da trinh bay & trén, cac adenovirus tai t8 hgp cé hiéu luc trong viéc chuyén cac gen
ngoai lai t&i cac té bao nam yén khong phan chia va khi str dung hé vec to nay cé thé bidu
hién gen & murc cao. Tuy nhién, vi DNA cla ching khéng hgp nhat vao hé gen vat chd nén
su phan phdi k& tiép la diéu can thiét. Vi vay, thudng |a DPUMD xuat hién sau lan tiém dau
tién sé dugc danh Itra. Chudt Gunn dd duoc nhdm vao muc dich nay. Gen B-UGT ngudi da
dugc chuyén tir trrdc qua adenovirus tai t6 hop cé hiéu trng véi thoi gian ngén. Nhirng
doéng vat dugc xir ly da tiét bilirubin glucuronide va gidm 70% mdrc bilirubin HT. Tuy
nhién, hiéu &rng nay cling chi 1a nhat thai vi c6 DUMD khang lai KN adenovirus. Hiéu trng
tuwong tu cling thdy trong céac ap dung ké tiép vai cung loai dong vat vi cé cac khang thé
trung hoa. Mot nhém nghién clru da phat hién rang viéc phan phéi adenovirus tai t&8 hop
trong thoi ky so sinh c6 thé€ cam &rng s dung nap vé&i adenovirus tai t6 hgp. Nhirng con
chuét Gunn (1- 3 ngay tudi) duoc tiém 1 X108 pfl adenovirus tai t6 hgp c6 mang gen B-
UGT ngudi. Cac mii tiém ké ti€p dugc thuc hién sau 56 va 112 ngay. Cac thi nmghiém
d6i chirng véi viéc st dung adenovorus téi t8 hop c6é chira gen nghién ciru Lacz. Nhirng
dong vat dugc nhan B-UGT (ch& khéng phai la Lacz) dad gidm murc bilirubin HT khoang 70-
76% khi so sanh véi cac dong vat khong dugc xir ly. Ciing thdy cé su tang dan dan mirc
bilirubn HT t&i ngay 53, nhwng khi tiém lan 2 va 3 adenovirus tai t8 hgp lai cé thém mot
hiéu trng bd sung cho mirc bilirubin HT. Cac phan tich da chi ré rang khong phat hién thay
cac khang thé& va hoat tinh cta cac té bao lympho déc té bao déi véi adenovirus tai té
hop. Diéu nay chirng minh rang tiém adenovirus tai t8 hop trong thoi ky so sinh thi dong
vat duoc dung nap va cho phép GTL dai han véi viéc sir dung ldp lai adenovirus tai t8
hap.

Mot van dé c6 lién quan t&i diéu tri 1a néu cé su cdm rng dung nap cda adenovirus thi cé
thé& cting dung nap dugc cac virus hoang da. Su tham nhiém virus Ia diéu rat binh thudng
d6i v&i cudc séng clia mot con ngudi, nd thudng dugc biéu 16 nhu cac bénh céd thé tu
gidi han dugc va khong phirc tap. Cling nhdom nghién ciru nay da tiém 2 liéu virus hoang
da vao chuét Gunn di c6é dung nap tur trwdc véi cac liéu adenovirus tai t6 hgp ngay tu
thi ky so sinh. Nhifng déng vat nay da cé BUMD lympho T déc té€ bao sau lan tiém dau
tién virus hoang da va né cang tang Ién sau lan tiém tha hai. Diéu thd vi l1a nhitng déng
vat nay tiép tuc bi€u hién gen chuyé&n B-UGT va khéng thdy tang murc bilirubin HT khéng
lién hap.

16.5 Gen trj lidu v&i tham nhiém virus

Trai nguwoc véi nhiéu chién lugc GTL khac, muc tiéu chinh cta viéc thay thé cac gen khiém
khuyét trong tri liéu tham nhiém virus bang ky thuat tri liéu gen 1a &c ché su sao chép hay
phién ma cda virus hodc su phién dich (t8ng hop) cac gen virus hodc su 1&p rap cac hat
virus. Néu d3 biét cac trinh tu acid nucleic cla virus thi ngudi ta thiét lap mot antisense
oligonucleptide gém cac chudi don ngan cia DNA d&€ gan tuong trng véi mRNA (tic la
chudi c6 nghia) do su b8 clru cac cap base. Do vay cé thé& lam (e ché truc tiép su phién
dich hodc cac thanh phan RNA cla phan tir lai RNA-DNA bj phan cat bang RNase ndi bao
(Hinh 16.7). Antisense oligonucleptide thudng c6 15-20 base va duoc tao ra bang mot
phuong tién tGng hgp DNA tu dong.
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Mét chién luac khac lai sir dung ribozyme d& ngdn chan su sao chép cla virus hodc phién
mé& gen virus. Ribozyme la cac phan tir RNA c6 mét ban phan xdc tac cé kha nang phan
cat cac phan tir RNA dich xung quanh cac canh tay RNA c6 kha nang gan véi cac trinh tu
dich bé&i cac cap base b8 clru tuong tu antisense oligonucleptide (H16.8). V& ly thuyét
thi mot ribozyme cé thé& phan cat duoc nhiéu phan tir RNA dich. Khi tham nhiém mot vec
to c6 chira trinh tu cia moét ribozyme thi c6 thé tao ra nhi€u ban phién ma phan tu
ribozyme tri liéu trong céac té bao dich.

Mét chién lwgc khang virus khac lai st dung cac polypeptide khong troi duoc thiét ké d&
tuong tac véi ban phién ma tu nhién, vi th& ma ngén chén duoc su 1&p rap cua virus hodc
lam mat chirc ndng enzyme cla ching.
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Hinh 16.7 Antisense oligonucleptide. DNA nhiém sic thé duoc phién ma thanh mRNA cé chifa mi
5’ va dudi poly-A & dau tian 3’. mRNA ra khéi nhan réi vao tuong bao, & dé xay ra sy phién dich
thanh céc protein. Su phién dich dugc thuc hién bdi cac ribosome va doi hdi phdi c6 mét vi tri gén
ribosome. Antisense oligonucleptide gém cac chubi DNA don ngén. Néu trinh tu acid nucleic cia gen
virus d4 duroc biét thi ching cé thé duoc thiét ké dé gan véi mRNA virus béi céc cdp base bé ciru.
Két qué nay di lam uc ché truc tiép su phién dich hodc phan céd tcic thanh phdn RNA cda phan tur
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lai RNA-DNA béi RNase H. Su sao chép cua cac virus viém gan B va C phu thudéc vao mot trung gian
RNA, vi thé antisense oligonucleptide cé thé can thiép vao sy sao chép cua virus.

(Theo Christy L. Schilling, Martin J. Schuster va George Wu. An Introduction to Molecular Medicine
and Gene Therapy. A John Wiley & Sons, Inc., Publication 2001)
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Hinh 16.8 Céac Ribozyme. DNA nhiém sic thé duoc phién ma thanh mRNA c6 mét ma & ddu 5’ va
mot dudi poly-A & diu téan 3. mRNA ra khéi nhdn va tdi tuong bao & diy dién ra su téng hop
protein. Ribozyme la cdc phén tur RNA cé ban phén xtc téc cé khd ndng phéan cat cac phan tur RNA
dich. Domain xdc tdc xung quanh hai canh tay cda RNA duoc thiét ké nhu cédc vang antisense. Cac
ving antisene duroc thiét ké dé géan trinh tu dich bdi cac cdp base bé ciru. Sau khi phan cét, co chat
duoc gid phdéng va ribozyme lai quay vong dé cat cdc phan tur dich khédc. Céac ribozyme cé thé phan
cét céc phan tir mRNa ciing nhur RNA virus cé lién quan t&i sy sao chép cta virus.

(Theo Christy L. Schilling, Martin J. Schuster va George Wu. An Introduction to Molecular Medicine
and Gene Therapy. A John Wiley & Sons, Inc., Publication 2001)

16.5.1 Bénh viém gan virus man
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Cé it nhat 5 virus khac nhau gay viém gan trén ngudi. Virus gay viém gan A va virus gay
viém gan E dugc truyén cht yéu qua qua dudng udng va cé thé tu giéi han dugc. Con 3
virus khac da biét rat rd vé cac diac tinh, dé 1a virus gay viém gan B (HBV), virus gay viém
gan C (HCV) va virus gay viém gan D (HDV). Nhiing virus ndy tham nhiém dai déng va
gay bénh viém gan man.

16.5.2 Virus g4y viém gan B

Virus gay viém gan B (hepatitis B virus - HBV) la mot virus DNA nho cé phan tr DNA
chubi kép déng mot phan véi khodng 3200 cdp base. HBV thudc nhém virus DNA huéng
gan (hepadnavirus) bao gém virus viém gan cla soc den, s6c dat, vit Pekin va diéc. Virus
nay c6 I&p vd bén ngoai va mot 16i bén trong (nucleocapsid). V6 |a cau thanh chinh ctua KN
bé mat virus viém gan B (hepatitis B surface antigene -HBsAg). Phan nucleocapsid cé
chira khang nguyén 16i viém gan (hepatitis core antigene -HBcAg), enzyme phién ma
ngugc/DNA polymerase va hé gen virus. Khac véi tat ca cac virus DNA cla dong vat cé
vl da biét khac, su sao chép cua hepanavirus lai thong qua su phién ma ngugc clla moét
trung gian RNA noéi sinh trong chu ky séng cuda retrovirus RNA (HIV). Dua trén céac buéc
co ban nay trong su sao chép cla virus ma ngudi ta dua ra mét chién luoc khang virus
nham vao qué trinh phién ma nguoc ctia RNA HIV hodc enzyme phién ma nguoc cta HIV,
c6 thé€ dé 1a mot tiém nang lén khang lai su tham nhiém HBV. Cé nhiéu trinh tu antisense
c6 kha nang (rc ché su sao chép clia cac virus viém gan B va C in vitro d duoc xac dinh.
Ngu i ta cling quan sat thay hiéu (rng trén DNA phosphorothioate cla antisense in vivo.
Tuy nhién, vi oligonucleptide néi chung duoc cac té bao hap thu tuwong déi thap nén dé bi
phan giai trong huyét tuwong va ngudi ta hy vong cac chién lugc véi antisense sé dugc
sir dung trong viéc tri liéu virus viém gan in vivo. Mot hé théng co s& céng hop
asialoglycoprrotein-poly-L-lysine s& duwoc stir dung dé€ chudn bi cac phic hgp ASOR-PL véi
mét antisense oligonucleitide 21-mer b& cltru cho trinh tu tin hiéu polyadenylate héa hé
gen HBV. Bang viéc sir dung cac mau cé hoat tinh phéng xa va danh dau duéi, ngudi ta d
xac dinh duwoc rang cac oligo don chi duoc hap thu véi téc dd 0,05 pmol/gid/mot triéu
té bao bdi 2 dong té bao u gan HepG, ( AGPr duong tinh) hodc SK Hep1 (AsGPr am tinh).
Tuy nhién, su hap thu cta oligo cong hop véi ASOR-PL lai nhanh hon 10 1an & céac té bao
HepG,, nhung khoéng thdy c6 su thay d6i gi & cac t& bao SK Hepl. Né&u cho 0 véi mot
lrong thira asialoorosomucoid thi lai ngan chan su hdp thu. D& xem céc antisense dich c6
hoat tinh khang virus hay khéng, ngudi ta da sir dung cac dong té bao Hep G2.2.2.15.
Dong té& bao nay cé AsGPr d4 tai nap 6n dinh v&i hé gen HBV toan phan c6 chira cac KN
virus cling nhu cac hat virus thdm nhiém. Viéc phan phéi DNA antisense phirc hop da
ngan chan su bigu hién ctia HBsAg trong nhifng té bao nay va lam gidm su sao chép cua
DNA virus khoang 80% so v&i d6i chirng khéng dugc xir ly. Mot oligonucleptide phirc hop
vGi mot trinh tu ngau nhién thi khéng cé hiéu (rng va chi rieng DNA antisense oligo thi lai
lam gidm su biéu hién KN bé mit va su sao chép cua virus chi xap xi 30%.

Mét nghién clru k& tiép, ASOR-PL duoc phirc hop véi antisense oligonucleptide 21-mer
phosphorothioate khang lai viing polyadenylate va cac trinh tu nguoc lién ké cia WHV da
duoc st dung dé diéu tri cho nhirng so6c den tham nhiém WHV. Nhitng déng vat nay duoc
tiém vao tinh mach phirc hop ASORR-PL chira 0,4 mg antisense trong 5 ngay lién tiép
(liéu t6ng cong la 2mg/dong vat /ngay). Mac dau khong thay cé su khac biét vé mirc KN
bé mat gitra dong vat duoc xtir ly va khéng duoc xir ly, nhung nhitng ganh nang vé virus
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thi d3 dugc giam nhe dang k& Nhing dong vat dugce xr ly sau 25 ngay da giam DNA
virus trong tuan hoan. Qua trinh nay kéo dai khoang 2 tuan, sau d6 DNA virus sé tiang dan
tré lai. Antisense don hodc mot phirc hgp chira DNA oligo ngiu nhién c6 cung kich c& va
cach lién k&t nhung lai khéng cé bat ky hiéu (rng nao déi véi mirc DNA virus.

DE& diéu tri du phong dich cac té bao gan, cac antisense oligonucleptide trén duwgc phirc
hop véi ASOR-PL d&€ phong ngira su tham nhiém ti€p theo véi HBV. Thudng khong thé
doan trudc dugc khi ndo sé& xay ra su bi€u hién cap cta HBV. Tuy nhién, sau khi ghép gan
cho cac bénh nhan nhiém HBV thi van c6 thé& bi tai tham nhiém va trong hau hét cac
trwdng hop déu cé xu hudng tiang tdc. Tuy nhién, viéc bao vé t& chirc ghép bang diéu tri
du phong cé thé& tranh dugc sy tai tham nhiém. Diéu tri du phong cac té bao Huh 7
(AGPr dwong tinh) vé&i phirc hop antisense - ASOR-PL truwéc khi lipofectin véi plasmid
HBV (6,5 triéu ban phién ma plasmid /té& bao) d4 trc ché su téng hop méi DNA virus gén
I6i & cac té bao Huh 7 xuéng dudi mirc cd thé phat hién duwgc hoic it hon 0,1 pg khi
danh gia bang PCR dinh lwvong. HBsAg dugc cac té bao tiét vao moi trudng, né bi trc bdi
chinh liéu lwgng tiét ra véi mirc téi da 1a 97% va su e ché duoc kéo dai 6 ngay. Diéu tri
du phong véi antisnse cdng hop hay phirc hop véi oligo ngau nhién thi khéng cé hiéu
(rng. M&i gan day, mot thiét bi dich bao gém céc hat adenovirus ctia ngudi cdng hop véi
albumin huyét thanh bo cai bién véi N-acetyl-glucosamine, streptavidin va PL dd dugc st
dung d& chuyé&n giao antisense oligonucleptide 16-mer cai bién véi phosphorothioate téi
gan théng qua AsGPr. Oligonucleptide khang truc tiép tin hiéu boc nang cla gen 16i. Cac
t€ bao u gan cua ga (chicken hepatoma cells -LHM) dugc tham chuyén bdi phirc hop
HBV-DNA. Khi céc té bao duac xtr ly véi oligonucleptide & thai diém truéc va sau khi xir
ly v&i phirc HBV-DNA thi trc ché khodng 80% mirc HBV-DNA gén hat 16i.

Mét chién lugc khang virus khac lai sir dung cac polypeptide khéng tréi, né duoc thiét ké
dé tuong tac véi cac ban phién ma tu nhién clda ching, vi thé ma ngan chin duoc su lap
rap cla virus hay gay tac dong tdi chirc ndng enzyme cuia ching. Nhirng thé dét bién cua
protein 16i HBV ré rang 1a (rc ché su sao chép cla cac virus hoang da vi nd can thiép vao
qua trinh hinh thanh nuceocapsid.

16.5.3 Virus gdy viém gan C

Virus viém gan C (hapatitis C virus -HCV) c6 hé gen RNA chudi don dai khoang 95000bp.
Su sao chép clia né doi hdi mét trung gian RNA tich dién am dugc t6ng hop bdi RNA
polymerase phu thudéc RNA virus. H& gen virus md cho mot polyprotein don cé chiéu dai
3010-3033 amino acid. Hé qua clia cac qua trinh sau phién dich 1& RNA gén véi protein
nucleocapsid C, protein vd E1 va E2 va cac protein khong céu trdc tor NS1 dén NS5, bao
gém ca RNA polymerase phu thudc RNA. O ca 2 d4u tan ctia hé gen RNA déu c6 cac trinh
tw bao tén goi la vung khong dugc ma héa (noncoding regions -NCR) c6 lién quan véi viéc
sao chép RNA, khai diu phién dich va cé thé ca sy dong goi RNA.

Hién nay, cac moé hinh dong vat méi chi gi¢i han & tinh tinh. Vi ly do nay ma trong céac
nghién ctru in vitro ngudi ta da dung cac cau trdc nghién ctru théng thudng dé tim ra
cach diéu tri méi véi GTL viém gan virus C. Trong cac nghién ctru trwée day, cDNA virus
viém gan C da duwoc phan dong va duoc dung d€ quét tim cac vung bao ton cao clia hé
gen virus viém gan dé& tim cac trinh tu dich tiém tang theo cach tiép can antisense. Sau
khi phién ma véi T7 RNA polymerase, RNA ctia HCV dugc lam tinh khiét va trén du 10 1an
mole vé&i antisense hodc antisense oligonucleptide. Nhirng hén hgp nay dugc sir dung
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trong phan tich in vitro dich thly phan héng cau luéi véi s c6 mit cta 3°S-methionine
trong tdng hop protein cua HCV. Cac oligonucleptide c6 nghia thé& hién khéng cé hiéu trng
trc ché dang k& su t8ng hop protein HCV khi do bang su hop nhét cta 3°S-methionine.
Nguoc lai, mot antisense oligonucleptide lai khang truc ti€p 5’NCR nén da (c ché su
phién dich in vitro trén 50%. Mot antisense oligonucleptide khac lai khang truc tiép ma
khéi dong gen 16i HCV nén d3 (rc ché su phién dich in vitro t&i 97%. Diéu ly tha 13, néu
antisense oligonucleptide khang truc ti€p cac trinh tu xa hon nira thi lai khédng cé hiéu
trng trc ché su phién dich, c6 1& do ngan chan khéng hiéu qua su chuyén vi clia ribosome
khi phién dich. Dang lwu y la ty I& phan tir cta oligonucleptide véi RNA HCV 1a 10/1 thi
m&i co hiéu rng.

Trong cac nghién ciu k& tiép, ngudi ta xét tdi cd kha nang cla cac antisense
oligonucleptide déi v&i viéc rc ché phién dich trong nudi cdy té bao. Cac dong té bao u
gan ngudi dugc tham chuyén véi cac plasmid cd cac vung dich HCV bao ton & dudi
promoter hay & trén gen nghién ctru luciferase. C6 4 antisense oligonucleptide khac nhau
khang truc tiép 5’NCR duoc déng tham chuyé&n véi cau trac nghién ciru. O ndng do 0,30M
(~ 3ug/dia nudi cdy té bao 35mm) cé 2 dia cd hiéu trng trc ché 95% hoat tinh luciferase.
DPiéu lvu y quan trong la oligonucleptide c6 nghia ndy con trc ché ca su biu hién
luciferase t&i 30%.

Cac ribozyme cling thé hién hiéu &rng khang RNA virus viém gan B va C. Cho tGi nay, cac
thi nghiém sir dung ky thuat ribozyme d& chirng minh duoc rang né phan cat dwoc RNA
cla HBV in vitro, nhung khong kiém ché dugc su sao chép ctia HBV hoic su phién dich
(t6ng hgp) protein HBV trong cac hé théng té bao hoic in vivo.

Dé&i v6i HCV, viéc kiém ché biéu hién gen virus trong cac té bao bai ribozyme duwgc chirng
minh 13 da thanh céng. Mét plasmid mang gen nghién ctru HCV-luciferase da duoc thiét
lap v&i 5’NCR va phan gen 16i nam gitra promoter CMV va gen luciferase. Ngoai ra con 4
vec to mang céac trinh tu cla ribozyme hammerhead khang truc ti€p 5’NCR hodc vung 18
ciing duoc sir dung dé€ t8ng hop cac phan tir ribozyme cho cac nghién ciru in vitro. Sau
phién ma in vitro ciia HCV-luciferase RNA, cac phan tir ribozyme khac sé duoc khao sat vé
hoat tinh phan cét cla ching. Dong t& bdo u gan ngudi Huh 7 sau d6 duoc sir dung dé
khao sat hoat tinh in vivo. Cac té bao s& duwgc déng tham chuyé&n véi ribozyme RNA va
HCV-luciferase RNA v&i ty 1& mole 1a 0:1; 3:1; 10:1; 30:1, ty |é thé nhat duoc xem nhu 13
d6i chirng. Hai ribozyme khang truc tiép 5’NCR va vung 16i, kiém ché hoat tinh luciferase
t&i 73% (ty & ribozyme/gen nghién ctru 1a 10:1) va 55% (ty & 30:1). Cac thi nghiém déi
chirng véi cac ribozyme cé dot bién & ving xic tac thi khéng thay bat ky hiéu tng e
ché nao véi cung ty 1&é mole. Khi déng tham chuyé&n plasmid HCV va céc vec to biéu hién
cac té€ bao nhan thuc ma cho ribozyme hira hen nhat véi du 20 1an mole vec to ribozyme
da kiém ché duwgc hoat tinh cla luciferase khoang 50 va 40%. Cac thi nghiém déi chirng
vGi cac ribozyme khéng khang truc tiép HCV hodc déng thdm chuy&n mét vec to mang
gen luciferase nhung khong huéng téi trinh tu HCV thi sé chirng minh dugc tinh dac hiéu
cla hiéu irng nay. Cudi cling, ngudi ta khao sat thdy cac dong té bao da san xuat duoc 2
ribozyme. Cac té bao bi€u hién ribozyme duwgc tham chuyén tirc thi véi plasmid nghién
ctru HCV-luciferase rc ché duwgc 30-50% hoat tinh luciferase khi so sanh véi cac té bao
cha me dugc tham chuyén tirc thi véi cdu trac nghién ciru. Trong mot nghién ciru truyén
théng néu plasmid luciferase dugc tham chuyén tirc thdi, cac dong té bao sé bigu hién
ribozyme va khéng thay c6 su khac biét vé hoat tinh cda luciferase & cac té bao b me.
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16.6 Ung thu té bao gan

Ung thu té bao gan (hepatocellular carcinoma - HCC) la mét bénh &c tinh théng thudng
nhat, hang ndm cé hang triéu ngudi chét vi bénh nay. Yéu t& gay rdi ro chinh dugc xac
dinh & thdm nhiém man virus viém gan B va C, xo gan, va dic biét 1a do su lam dung ruou
hodc bénh nhiém sic t6 sat mé (hemochromatosis) va doc té cla aflatoxyn. Véi HCC chi
cé mét chi dinh 1a phau thuat. Tuy nhién véi cac bénh nhan & thdi diém duoc chan doan
khéi u d3 lan rédng va két hop ca xo gan thi khdng thé phau thuat dugc. Cac nghién ctru
tim kiém céc cach diéu tri méi cling chua thu duwgc két qua dang ké.

So vé&i cac bénh d3 dé cap & trén thi GTL v&i HCC con phai d6i mat véi nhiéu thach thirc.
Chang han nhu, cac khéi u rat da dang va mot khéi u ac tinh don cting khéng chi cé6 mot
quéan th& déng hop tlr cia cac té bao. Cac té€ bao khéi u c6 thé c6 su khac nhau vé
receptor bé mat cling nhu su lwu chuyén cla té bao. Cac khéi u dic c6 chira cac té bao
dang phan chia nhanh ciing nhu cac té bao nam yén. Cé thé diéu khé khan nhat la nhiéu
HCC lai la da bao hoac dia di can & thoi diém dwoc chdn doan. Luc nay doi héi phai c6 mot
cach diéu tri cé tinh hé théng. Cho t&i nay cac thir nghiém GTL véi HCC da duwgc nghién
ctru trén mo hinh dong vat va chua di dén cac thir nghiém 1am sang.

Hién nay, hdu hét cac nghién ctru vé GTLung thu té& bao gan déu nhdm lam ting tinh sinh
mién dich vé&i cac khdi u. Diéu nay cé thé duoc thuc hién bang viéc chuy&én mot gen ma
cho mot KN méi vao trong cac té bao khdi u hodc bang cach khuéch dai hay lam bung nd
DUMD khang lai cac té bao ac tinh théng qua viéc dua vao cac gen ma cho mot cytokine.
Cubi cung la dung mét gen “tu sat” (suicide gene) trong d6 c6 mdt gen ma cho mot
enzyme dugc dua vao cac té bao khéi u d& chuyén d8i moét tién thudc vo hai thanh moét
tac nhan gay doc té bao véi khéi u 1am cho khéi u nhay cdm véi céc tién thudce.

Mét trong cac nghién clru dau tién la thiét k& cac retrovirus tai t6 hop mang gen
thymidine kinase cla virus thdy dau (varicell-zoster virus thymidine kinase -VZV-tk), diéu
hoa phién ma bai O-fetoprotein hoac béi cac trinh tu promoter albumin lién quan u gan.
Cac t€ bao bi€u hién VZV-tk sé tré nén nhay cdm chon loc véi viéc chuyén tién thuéc vo
hai araM thanh ara ATP doc té& bao, tao nén hiéu irng doc té& bao dac hiéu.

Cung vé&i promoter O-fetoprotein thi sy bi€u hién clia VZV-tk sé chi xay ra & céac té bao
HCC san xuat O-fetoprotein chir khong phai & cac té bao gan binh thudng am tinh véi 0-
fetoprotein (hinh 16.9).

Trong cac nghién ctru sau nady, cac té bao HCC duoc tai nap nhd vec to adenovirus ¢
chira gen thymidine kinase cla virus herpes simplex (herpes simplex thymidine kinase -
HSV-tk) s& dua té€ bao nhay cam lai véi tién thubc ganciclovir, thudc nay dugc chuyén d6i
bai thymidine kinase thanh dang triphosphate c6 doc tinh. Sau khi ghép céc té bao khéi u
da dugc tai nap gen vao chudt nude thi cé thé& 1am thoai lui hoan toan cac khéi u nay bang
ganciclovir. Diéu nay c6 thé duoc chirng minh bang viéc tiém truc tiép vec to adenovirus
vao trong cac khéi u maéi hinh thanh thi sé khang duoc khéi u. Hon nira gen HSV-tk lai dat
dudi sur ki€m soat cia promoter O-fetoprotein nén chi cac khéi u bi€u hién O-fetoprotein
thi méi cé thé diéu tri dat két qua, nhung thuc té lai cd6 mot s6 té bao khac ciing “chiu
Iira” cung. Diéu nay cho thdy chi can tai nap mot s6 nhd té bao khéi u cling da lam thoai
lui hoan toan khéi u. Giai thich vé van dé nay ngudi ta goi la hiéu rng “ngudi ngoai cudc”
(bystander) rat giéng co ché mién dich hoc trong cac té bao khéi u da tai nap hodc do su
giai phong triphosphate gay doc té bao & cac khoang khéng ngoai bao. Mot cach tiép can
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khac lai dung mot vec to retrovirus bi€u hién gen TNF-I dé& tai nap cac té bao ung thu
gan,

Viéc str dung albumin hodc yéu t6 diéu hoa O-fetoprtein d3 c6 két qua & té bao gan hoac
bi€u hién dugc gen dac hiéu té€ bao HCC. Sy tham nhiém hay bigu hién ctua TNF-I khong
gay bat ky hiéu (rng doc té bao nao déi véi su tang sinh hay kha ning séng cla cac té
bao in vitro khi so sanh véi cac té bao cha me chua cé cai bién.

Vec to retrovirus ¢6 chira VZV-TK Vec to retrovirus cé chira VZV-TK
dwoi swkidm soat cia promoter albumin dwéi sw kiém soat cua promoter AFP
TR VZV-TK HLTR f Y X
Prcmoter |'- promotervz\/ Tk |..-
Alb AFP

Tham nhiém té bao

TBgan’ - Té bao HCC Cac té baokhac  Té bao gan Té bao HCC
(khéng pHai gan) l

Céc TB bidu hién . . Cac TB biéu hign
VZV-TK tir promoter Khéng biéu hién  Khéng biéu hién Xi\;-TK ttr promoter

AFP ‘ 1 l
. Thém araAMP Thém araAMP

& o &

Tk
aaAMP —e araATP araAMP > araATP  araAMP o araATp 2rAMP ——= araATP

Té bao chét Té bao phat tridn  Té bao phat trién  Té bao chét

Hinh 16.9 Céch tiép cén cua gen ty sét. Cc retrovirus téi t& hop duoc thiét Idp ¢é mang gen
thymidine kinase cua virus thay diau (VZV-tk) dudi sy ki€m soat cua albumin (alb, bén trai) hodc [I-
fetoprotein (bén phai). Cac té bao gan hodc céc té bao HCC thi biéu hién albumin, vi vdy VZV-tk sé
biéu hién promoter albumin (bén tréi). Cac té bao HCC biéu hién [I-fetoprotein va vi vdy sy biéu hién
cua VZV-tk Ia tur promoter cua [-fetoprotein (phia phéi). Cac té bao biéu hién VZV-tk tré nén nhay
cdm chon loc véi tién thudc araM vé hai va né sé duroc chuyén déi thanh araATP doc té bao bdi
VZV-tk.

(Theo Christy L. Schilling, Martin J. Schuster va George Wu. An Introduction to Molecular Medicine
and Gene Therapy. A John Wiley & Sons, Inc., Publication 2001)

Diéu nay la su that ca v&i cac vec to retrovirus ma cho TNF-0 ciling nhu vec to retrovirus
d6i chirng chi chira gen khang neomycine. Sau khi tiém duéi da cac té bao HCC d3 tai nap
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vao chuét thi chi 1/20 con phat trién khéi u va ty 18 1a10/10 va 8/10 & chudt dugc tiém
cac té bao HCC b6 me hodc cac té bao HCC tham nhiém vec to d6i chirng. Mot nhém gém
19 déng vat trudce kia chua hé phat trién khéi u, sau khi tiém cac t& bao HCC tai nap TNF-
0 thi khang lai phan ndo véi cac té bao khéi u cha me. Diéu ndy dugc chirng minh bang
viéc tiém lap lai véi cung moét lwgng té bao HCC cha me & ving lan can véi vi tri tiém
trwdc thi chi c6 4 trong s& 19 déng vat phat trién khéi u duéi da. Tuy nhién, van chua co
sur nhat tri vé su lién quan véi cac co ché mién dich hoc. M3t khac, phwong phap nay chi
thé& hién hiéu &rng trén chudt nude va vi thé n6 doc lap véi chirc nang cua cac lympho T
nguyén ven. Méi lién quan véi dai thuc bao cling nhu céc té bao lympho T d4 duoc chirng
minh bang cac phan tich t&8 chirc mién dich. Tuy nhién, van chua ré co ché nao cua dap
(rng vat chu 1a dac trwng déi véi su thai loai hodc phat trién cac té bao tai nap. D6 1a ly do
d& khing dinh ring viéc san xuat cuc bd TNF-I d3 cam trng cac co ché mién dich hoc gian
ti€p dan dén thai loai cac té€ bao khéi u cha me va n6 sé l1a méi quan tam Ié6n néu c6 cung
hiéu rng khi cac déng vat dugc tai thach thirc véi cac té bao khéi u & vi tri xa.

Trai ngwgc vGi cac mo hinh khéi u dang dugc ap dung, trong |am sang ngudi ta thudng
huéng vao viéc diéu tri mot khdi u da duwoc thiét 1ap. Nhdm vao van dé nay, cac thi
nghiém xa nlra da duwoc thuc hién nham chirng minh cac t& bao HCC tai nap TNF- [ c6 thé
ngdn nglra phat trién khéi u ctia cac t€ bao HCC chua dugc cai bién dugc ghép tir trudec.
Tat ca dong vat c6 cac té bao chua cai bién hodc cac té bao dugc tham nhiém véi vec to
d6i chirng & 1an tiém thd hai déu phat trién cac khéi u, nhung chi 6/20 chuét da dugc
nhan cac t& bao HCC tai nap TNF- [ la phat trién khéi u & vi tri tiém trwdc. Hau hét cac
HCC |a da bao hoic da di can & thoi diém chin doan, do d6 doi hoi phai dugc diéu tri mot
cach hé théng. Gigi han chinh cta nhiéu thlr nghiém GTL v&i ung thu [a thiéu hiéu (rng hé
théng. T4t nhién moi diéu van dang chd dgi & cac nghién ctiru duong dai mudn lam thoai
lui cac khéi u trong gan bang cach chuyé&n qua mach mau cac té bao san xuat retrovirus
ma cho interleukin-2 hodc interlukin-4 (tiém trong lach), c6 nhu thé méi chirng minh duoc
hiéu qua nay |a su khang lai bénh c6 tinh chat da bao chi khéng phai 1a bénh hé théng.

16.7 Bénh gan do alcohol

Nhitng céach tiép can c6 tinh d6i méi Trong GTL d& cho phép khao sat y sinh hoc cac bénh
c6 lién quan téi hanh vi ma bénh gan do alcohol [a mét vi du. Viéc stir dung thudng xuyén
alcohol & mot s6 ngudi c6 thé dan téi bénh gan vi mat chirc ndng gan. Cho téi nay, viéc
tri liéu cac bénh gan do alcohol t6t nhat 1a dinh chi sir dung alcohol, con véi cac trudng
hop bénh da & giai doan cuéi (hu gan) thi phai ghép gan. Tuy nhién, ghép gan la mét van
dé kho khan vi thi€u cac t8 chire cho, vi thé phai tim thém cac phuong phap maéi dé xur ly.
Céac nghién clru gan day da cho ching ta higu sau hon vé cac co ché bénh ly ctia bénh gan
do alcohol. Cac nghién ciru nay da chi ré 2 chat trung gian doc lap quan trong cdm (rng su
xo héa gan do ethanol (Hinh 16.10). Nhitng chat trung gian nay la TNF-0 va TGF-0 va dich
ctia GTL 1a ngan ngtra su xo hda gan do sir dung ethanol.
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Hinh 16.10 Nhiing co ché sinh hoc do Thurman dé xuét vé su phat sinh bénh ly hoc cia gan- u gan
do alcohol, viém va xo gan. Viéc sir dung ethanol d cam ng héi chirng “ruét thing”, vi thé lam
thay déi tinh tham cua rudt déi voi céc vi khudn gram 4m & rudt. Cac néi ddc té tur vi khudn sé tdng
lén trong méu va né ciing sé chuyén tdi gan. Cac néi doc té & trong gan sé gan vdi receptor huyét
tuong (CD14) cua céc té bao Kuffer (dai thuc bdo cua gan). Céc té bao Kuffer gidi phéng yéu té
hoai tr khéi u ( TNF- ), yéu té nay diéu hoa Ién sy biéu hién cta cic phan tur két dinh néi bao
(intercellular adhesion molecules -ICAM), cdm tng sy thdm té bao cla cac bach cdu trung tinh
(neutrophil). Su hoat héa té bao tiép theo sé cam ung TNF-[I Iam tang ldng dong chét nén ngoai bao
& gan (xo hoa).

(Theo Christy L. Schilling, Martin J. Schuster va George Wu. An Introduction to Molecular Medicine
and Gene Therapy. A John Wiley & Sons, Inc., Publication 2001)

Nhirng di kién sém trong tén thuong gan do alcohol dugc bi€u hién qua trung gian TNFI
, né duoc tao ra bdi cac té bao Kuffer & gan trong viéc dap (rng véi cac nodi doc té tir
rudt. Cac nodi doc té tir rudt cd & gan sé lam tang tinh thdm cua thanh ruét, dugc goi la
héi chirng “ruédt thing 16” (leaky gut) gay nén béi alcohol. Nhifng nghién ctru gan day trén
chuét da tao dwgc mot gen knock-out receptor té bao véi TNF-I va TNF-R,. Nhitng con
chuét nay dugc bao vé khoi cac bénh gan do alcohol bat chap sir dung alcohol dén murc
nao. Vi thé, dich ctia GTL 14 trc ché hodc 1am knock-out su bi€u hién receptor TNF, TNF-R,
hién dang dugc khao sat trong cac mé hinh dong vat vé bénh gan do alcohol. Vi cach
tiép can tuong tu, cac ky thuat antisense cling dugc sir dung dé& (rc ché su biéu hién cla
TGF-0, mét yéu t6 tang trudng cdm rng xo hbéa do ting phan giai cac chat nén (matrix)
ngoai bao & gan. Pich & day 1a 1am sao cho céac té bao hinh sao trong gan tiét ra duoc
mot luwong I6n collagen khi duoc hoat héa béi TFG-0. Nhing nghién clru gan day cho thay
cac dong vat c6 thé duoc bao vé bang GTL TGF-I. o] day nguoi ta da tiém vao tinh mach
clra chinh receptor khéng troi véi TGF-0, nhd vec to adenovirus ma ngan ngira sy xo
hoéa. Vi thé (rc ché bi€u hién cac chat trung gian gay bénh 1a cach tiép can quan trong, cé
thé€ rng dung dugc trong GTL bénh gan.
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Chuong XVII
PIEU TR CAC BENH TIM MACH
17.1 Mé dau

Su tang tién khéng ngirng vé nhirng hidu biét trong bién d&i bi€u hién gen lién quan téi
cac bénh mac phai da tao nén moét vién canh cho su cach mang héa déi véi viéc tiép can
lam sang cac bénh théng thudng. Hién nay, trén thé gi¢i cac bénh tim mach tac déng téi
mot quan th& dan cu rong Ién va ciing la bénh gay nhiéu tir vong nhat. Trong van dé nay,
GTL s& coéng hién mot tiém néng 1am thay d8i tham chi dao nguoc lai géc ré bénh Iy hoc
clia ching. Khi cac nha nghién ctru da hi€u nhiéu hon vé di truyén hoc clia bénh thi pham
vi ap dung cach tri lieu méi hap dan nay sé cang dugc mé rong.

Thao téac tri liéu cac quéa trinh di truyén bao ham viéc dua cac chat liéu di truyén cé chirc
nang vao trong cac té bao séng ciing nhu phong téa dac hiéu trinh tu cla mot s6 gen cb
hoat tinh xac dinh. Nh& higu biét tét hon vé vai tro di truyén d6i véi bénh ma cac ky thuat
thao tac gen ngay cang phong phu. Dich tri liéu dwoc xac dinh la nang cao hiéu qua cac
cach tri liéu tim mach truyén théng nhu su tao mach cta bong (baloom angioplasty) hay
su cay ghép. Cach tiép can hoan toan méi véi viéc diéu tri cac bénh méc phai la cam ng
su tao mach trong cac mé thi€u mau cuc bd ciing dang phat trién. Nho chién lvgc thuc
nghiém md&i ndy ma ngudi ta nhan thirc duwoc rang diéu quan trong ddi véi cac nha 1am
sang la phai y thirc dugc nhirng gigi han ciing nhu kha ning cua ho dé réi danh gia mot
cach c&n than, tao co hoi cho viéc hop nhat cac céch tri liéu ndy d& né tré thanh cac thuc
hanh cé tinh chat thudng quy. Nguyén ly co ban cua thao tac gen va nhirng &rng dung
ctia no 1a diéu tri cac bénh tim mach d4 biét cling nhu xem xét lai viéc 4p dung GTL trong
cac mé hinh trén dong vat cling nhu cac thir nghiém trén l1am sang.

17.2 Thao tac gen déi véi mé tim mach
17.2.1 Sy diéu bién bi€u hién gen trong cdc mé tim mach

GTL c6 th& dugc dinh nghia la bat ky thao tac bi€u hién gen nao cé gay anh hudng téi
bénh.Thao tac nay dat dugc két qua néi chung 1a théng qua su tham chuy&n DNA ngoai
lai vao trong cac té€ bao. GTL khéng nhitng cé lién quan t&i sw chuyé&n giao tat ca cac gen
hoat hoa (gen chuy&n) ma con c6 thé phong tda su bi€u hién gen tu nhién bang viéc
tham chuyén céac té bao v&i cac chudi ngén cda acid nucleic nhu cac oligonucleptide (Hinh
17.1).

Céach tiép can véi su chuy&n gen cho phép thay thé cac gen da mat hoac khiém khuyét
hay lam bi€u hién vugt mdc mot protein tu nhién hay ngoai lai. Vi cac protein nay chi cé
th& duoc hoat héa bén trong té bao nén trong trudng hop can phai thay d6i toan bo
chirc ndng ctia moét t6 chirc hay mét mo thi hiéu trng chuyé&n gen phai rat cao. Tuy nhién,
cac protein dugc tiét ra bdi cac té bao dich cé thé tac dong lén cac té bao khac trong
phuwong thirc can tiét (paracrine) hay noi tiét (endocrine), vi thé chi can chuyén duoc
gen t&i mét ti€u quan thé cla cac té bao 1a da cé duoc két qua tri liéu day du.

253



Cac chién lwgc GTL: Chuyén gen nham ngin chan sy phong tda gen

Té bao Nhan

B

Antisense
Oligonucicotide |

Hinh 17.1 Céc chién luoc GTL . (A) su chuyén gen cé lién quan v&i chuyén mét gen diy du hodc
bang thdm nhiém virus hodc bdng céac vecto khéng virus t&i nhdn cia mét té bao dich. Su biéu hién
cua gen théng qua sy’ phién ma thanh mRNA va djch ma thanh mét san pham protein cua gen thi sé
thu duoc mét protein chifc ndng cé hiéu wrng tri lidu trong té bao tai nap hodc duoc tiét ra dé tac
déng Ién céac té bao khac. (B) su phong tda gen lién quan véi viéc dura vao trong té bao céc trinh ty
ngén cta acid nucleic dé ngan chdn su biéu hién gen nhu céc antisense ODN gén véi mRNA & mét
trinh tu dic biét va ngan ngua sy phién djch thanh protein.

(Theo Victor J. Dzau, Afshin Ehsan va Micael J. Mann. An Introduction to Molecular Medicine and
Gene Therapy. A John Wiley & Sons, Inc., Publication 2001)

Su phong tda gen cé th& duoc thuc hién bang cach tham chuyén té bao véi cac chudi
DNA ngén nhu céac antisense oligonucleptide (ODN). Cach tiép can nay huéng téi viec lam
thay d6i chirc ndng cua té& bao nhd rc ché bigu hién gen dac hiéu. Antisense ODN c6 mot
trinh tu base |a b ctru véi doan gen dich. Trinh tu bS ctru ndy cho phép gén déc hiéu véi
doan twong rng cia mRNA, duoc phién ma tir gen nay va ngan chan sy phién dich thanh
protein.

M6t dang khac cua su phong tda gen la dung cac ribozyme - mot doan RNA c6 thé tac
déng giéng nhu cac enzyme cé thé& phan gidi cac trinh tu dic hiéu cla RNA dich. Dang
thdr ba cla (rc ché gen cé lién quan t&i viéc phong téa cac yéu t6 phién ma. Cac DNA
chudi kép c6 thé& duoc thiét ké phdng theo vi tri gan cac yéu td phién ma va tac déng nhu
cac bay dé& phong ngtra yéu t6 phién ma tir cac gen dich hoat hoa.

17.2.2 Vec to chuyén giao DNA tim mach
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17.2.2.1 Plasmid la cac chudi DNA vong, nguyén ban duoc phat hién nhu mot phuong
tién chuyén gen tu nhién gitra cac vi khudn. Cac plasmid tran cling cé thé dugc dung dé
chuy&n DNA t&i cac té bao dong vat c6 va. Tiém truc tiép DNA plasmid vao trong cac moé
in vivo c6 thé& biéu 16 dugc gen chuyén. Tuy nhién, su hdp thu va biéu hién cda plasmid néi
chung chi méi dat dugc mic hgp ly & co xwong va co tim. Vec to chuyén giao DNA tim
mach “ly tudng” sé an toan va cé hiéu (rng chuyén giao cao t&i tat ca cac dang té bao -
cac t& bao dang tang sinh ciing nhu cac t& bao ndm yén, véi cac co hodi chon loc hoidc
bi€u hién gen ngén han hay bat dinh. Vec to ly tudng cé kha néng linh hoat véi viéc diéu
ti€t cac gen véi moi kich ¢, ki€m soat su hgp nhat cla cac mau hién thai va mirc do bigu
hién gen, nhan biét cac dang té& bao dic biét cho su chuyén giao hodc bi€u hién gen. Mc
ddu da c6 nhirng tién bo dat duoc trén tirng méat riéng 1é, nhung GTL cling con phai moét
thoi gian nira méi cé dugc mét vec to don chira dung tat ca cac dac tinh mong muén.
Mac dau pham vi tac déng cutia cac vec to dang c6 nhirng budc tién trién, nhung mdi vec
to cling phai tim ra nhitng khoang tréng riéng trong cac chién lvgc GTL |am sang.

17.2.2.2 Cac vec to retrovirus khéng sao chép, tdi té6 hop di duwgc sir dung
rong rai cho viéc chuy&n gen vao céc té bao tim mach nubi cay in vitro, & d6 su tang sinh
t€ bao co6 thé duwgc thao tdc mot cach dé dang. Tuy nhién, viéc sir dung vec to nay in
vivo ¢6 nhiéu han ché do hiéu (rng tai nap thap, dac biét véi hé tim mach- noi ma hau hét
cac t& bao déu & trang thai nam yén. Su hop nhat ngau nhién cla cac ve co retrovirus
nhu virus gay bénh bach ciu cho chudt molorey (molorey murine leukomia virus -MMLV)
vao trong DNA nhiém séc thé& co6 lién quan t&i hiEm hoa tiém &n 1am hoat héa cac gen ung
thu va su tang trudng cua té bao ting san ung thu. Trong khi dé viéc sir dung cac vec
to virus trong cac thlr nghiém [am sang thi su rui ro phai thap va do an toan cao hon.
Nhifng cai tién gan day trong cac hé théng déng goi (dic biét 1a viéc phat trién cac vec to
retrovirus “gia’ hgp nhat vao protein G cua virus gay bong nuéc & miéng) da lam ting
tinh &n dinh cla cac hat retrovirus va tao thuan Igi cho viéc sir dung ching véi nhiéu té
bao dich hon.

17.2.2.3 Adenovirus t4i t& hop trd thanh vec to duoc sir dung rong rai nhat cho
cac thi nghiém chuyé&n gen cho hé tim mmach in vivo. Adenovirus tham nhiém céac té bao
khéng phan chia va nhin chung la khéng hgp nhat vao trong hé gen vat chd. Nhirng vec to
nay vi thé ma c6 thé dat dugc hiéu qua twong déi cao trong viéc chuy&n gen vao trong
mot s6 dang té bao tim mach yén lang. Nhung cac gen chuyé&n néi chung sé bi mat di khi
cac té& bao duoc kich thich d& di vao vong phan chia t& bao. DPUMD déi véi cac dai dién KN
ctia adenovirus la han ché Ién nhat déi véi viéc sir dung chidng cho GTL. Cac vec to théng
thudng chi bi€u hién gen trong vong 1-2 tuan |& sau khi tham nhiém. Ciing chua xac dinh
duoc su hiy hoai ndo clia cac té bao tham nhiém da gép phan vao viéc két thic bigu hién
gen ciing nhu kiém ché su xuat hién cac promoter gen chuyén ctia episome. Trong hé tim
mach, cac hang rao sinh ly nhu 14 dan hoi trong (internal elastic lamina) ré rang da lam gi6i
han su thdm nhiém cac té bao ndi mé. Véi viéc chuyén gen t&i trung va ngoai mac thi chi
xay ra sau khi cac cdu trac mach d3 hét t6n thwong. Mac dau su chuyén gen dat t&i 30-
60% té& bao sau khi t8n thwong béng (balloom injury) véi cac vec to adenovirus cé
mang gen nghién ctru, nhung thuc té |a cac bénh xo vira ddng mach van bi gii han hiéu
(rng do tai nap vd&i adenovirus. D6 1a van dé can phai dat ra déi véi viéc diéu tri bénh cho
con nguoi.
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17.2.2.4 Virus adeno lién hop (AAV) c6 th& tham nhiém nhiéu té€ bao dich va c6 thé
thiét l1ap su tham nhiém tiém &n do cé su hgp nhat vao trong hé gen té bao vi thé ma co
duoc su chuyén gen 6n dinh nhu cac vec to retrovirus. Mic dau cac vec to AAV tai nap
cac té bao dang sao chép véi téc dd nhanh hon, nhung kha ning tham nhiém véi cac té
bao khong sao chép lai phai dugc thuc hién ca in vitro va in vivo. Tuy nhién, cling can phai
xac dinh hiéu &rng ctia su chuyé&n gen qua trung gian AAV t&i cac té bao mach mau va kha
nang tiém 4n cda viéc st dung cac vec to AAV in vivo trong GTL cac mach mau. Nhung
cling c6 nhiéu nghién ctru thanh céng trong viéc tai nap véi cac té bao co tim sau khi tiém
trurc tiép nhi dich AAV vao trong mé tim, va sy thAm nhiém nay d4 lam biéu hién tuong
d6i 8n dinh trén 60 ngay.

Dé&i véi viec phat trién cac phuong phap tham chuyé&n hiéu luc in vivo nhirng chéat liéu
khoéng phai virus vao cac mé tim mach thi van con nhiéu thach thirc d6i véi cac nha
nghién ciru lam sang. Cac phuong phap chuyén gen véi co sé lipid thi viéc chudn bi dé
dang va linh hoat hon. Cac liposome cationic da dugc phat trién va s dung rong réi in
vivo va in vitro tir 5-10 nam trudc day trong viéc chuyén DNA plasmid va cac antisense
oligonucleptide. Cac chat khac nhu lipopolyamine va cac polypeptide cationic ciing dang
duoc xem xét nhu cac phuong tién van chuyén tiém nang nhdm nang cao su chuyén giao
DNA ca trong céac chién lugc chuyé&n gen cling nhu phong tda gen. Tuy nhién, hiéu rng
chuyén giao DNA in vivo véi bat ky phuong phap nao di nira thi van con rat thap. Viéc
cho thém vao céac hat virus Sendai bat hoat cho cac ché& phdm liposome d& nang cao cac
déc tinh fusigenic ctia cac lipid va cé thé |a mdt phuong tién nham ting cudng su chuyén
giao DNA. Hon n(ra, khi ap dung né lai dwgc dat duédi sy kiém soat moi trwong diéu hoa
lam cho mé mach mau khéng cang phéng nén da lam tang su hap thu oligonucleptide va
su dinh vi nhan. Phuong phap nay c6 thé& dic biét hitu ich véi ex vivo nhu ghép hay cay
ghép tinh mach va né cling c6 thé dai dién cho mot phuong thirc lam tang cuwong su
chuyén gen clia plasmid.

17.2.3 Ki€ém soat sy bi€u hién gen trong mo tim mach

Ngoai viéc chuy&n gen mot cach hiéu qua, nhiéu phuong thire tri liéu van doi héi su kiém
soat vé thoi gian kéo dai, su dinh vi va mirc déd bi€u hién gen chuyén. D& di t&i két qua,
cac nha nghién clru da phat trién sém cac hé théng promoter gen cho phép cac nha lam
sang diéu tiét dugc ca thoi gian va khong gian sy bigu hién gen. Hé théng nay bao gém
cac promoter dac hiéu mé phéan lap tir cac trinh tw gen méa cho céac protein, gigi han tu
nhién d6i véi md dich nhu promoter yéu té Willebrand cling duoc phan lap tor cac hé
théng khéng phai dong vat cé vi, nd cé thé thac ddy hay trc ché su bigu hién gen véi su
cd mat cla cac yéu t6 dugc ly nhu tetracycline, k8m hodc cac steroid. Ngoai su diéu hoa
bi€u hién gen, cé th& van phai ha thap cac diéu kién sinh ly hoc d& hop nhat duoc cac
promoter, cac yéu té tidng cudng hodc cac yéu td diéu hoa khac nham dap trng véi cac
giai doan phat trién hodc cac diéu kién dac biét nhu giam lwong khong khi di vao hoic
tang stress oxy hoa.

17.3 Gen trj liéu hep van tim tai phat

17.3.1 Sinh ly bénh hoc ctia hep van tim tai phat
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Su thu hep dinh ky cla cac déng mach la két qua cla su tao mach dudi da, xo vira ddng
mach hodc do cac ky thuat khai thédng khac - dé |a cac van dé 1am sang thuwong gdp. Chinh
vi thé ma cac quy trinh ky thuat véi cac bénh nhan ma déng mach bj bit kin do xo via bi
han ché mot cach ghé gém. Trong trudng hgp tao mach dén mirc 1am cang phéng thi 30-
40% tai phat hep van tim la do xtr ly t8n thuwong mach vanh va 30-50% la do tén thuong
doéng mach mat trwde dui trong ndm thd nhat. Cac 6ng dan ndi mach ciing lam giam ty 1é
tai phat hep van tim trong moét s béi canh. Tuy nhién, van con rat nhiéu bién c6 va cac s6
liéu vé& tac dung dai han clia né con rat han ché. Mic ddu cac tién bo ky thuat ndi mach xir
ly cac tén thwong dong mach la ddy &n tuong, nhung muén c6 duoc lgi ich toan dién thi
van phai chd dgi vao mét giai phap sinh hoc co ban.

Sinh ly bénh hoc clia su tai phat hep van tim bao gém su co thét va xo héa thanh mach,
la do su t8 chirc lai (remodeling) va su phéat trién manh cac thuong tén do xo héa té bao,
chl yéu la cac té bao co tron clia mach mau (vascular smooth muscle cells -VSMC) va cac
chat nén ngoai bao. Qua trinh sau duoc hi€u nhu 1d su tang trudng tan ndi mac
(neocintimal hyperplasia) cé lién quan t&i viéc kich thich VSMC “yén lang” binh thudng
trong déng mach dé€ chuyén thanh dang hoat héa ma dac trung béi sy tang sinh va di
chuyé&n nhanh. Cé nhiéu yéu t6 tang trudng gilr vai trd quan trong trong viéc kich thich
VSMC trong khi ting trudng tan ndi mac, bao gém yéu té ting trudng tir ti€u cau
(platelet-derived growth factor -PDGF), yéu té tang trwdng nguyén bao sgi co ban (basic
fibroblast growth factor -bFGF), yéu t6 tang truwdng bién nap 0 (transforming growth
factor 0 -TGF-0) va angiotensin Il. Cac VSMC hoat hda ciing san sinh ra nhiéu enzyme,
cytokine, cac phan tir két dinh va cac protein khac, né chang nhing 1am tiang dap (ng
viém trong thanh mach ma con kich thich ca cac té€ bao mach mau binh thudng. Mac dau
vay, hién tai ngudi ta cho rang su stra di lai (cht y&éu do mat long éng - lumen) sau khi
lam gian réng cac mach bi xo vira, va su tang sinh la dich néi tréi cho cac can thiép gen
thuc nghiém.

17.3.2 Céc céach tiép can d& kim té bao va gay doc té bao

Co 2 céch tiép can chinh: kim t€ bao va gay doc té bao. Kim té& bao 1a cac té bao dugc
ngan ngura khoi tién trinh phan bao cé to cda chu trinh té€ bao. Doc té& bao la cac té& bao bj
chét do cdm rng. M6t nhém cac phan tir duoc hidu 1a cac protein diéu hoa chu trinh té
bao tai cac thoi diém khac nhau doc theo chu ky té bao. Diéu nay dugc dua trén gid
thuyét cho rang néu ngan chan su bigu hién gen déi véi modt hodc nhiéu sadn phim gen
diéu hoa thi su tién trién cla VSMC théng qua chu ky té bao sé dwgc ngan chin ciing nhu
trc ché dugc sy tang trudng tan ndi mac sau tén thuwong déng mach canh, d6 1a nhirng
dan chirng tng ho cho gia thuyét trén. Diéu ndy cé nghia la théng qua su tham chuyén
qua trung gian liposome virus Nhat Ban gay ngung két hoéng cau (hemagglutinating virus
of Japan -HVJ) thanh t& bao v&i mét tai t8 hgp antisense ODN thi khang lai dwgc cac gen
di€u hoa chu ky té bao. Khi lam ngtrng chu ky té bao théng qua su phong téa 2 tién gen
ung thu c-myb hodc c-myc thi thdy rc ché ting trudng tan ndi mac trong cac mé hinh
gay tén thuong déng mach. Tuy nhién, co ché dic hiéu antisense ODN thi can phai dugc
nghién clru ti€p tuc hon nira. Ngoai viéc tham chuyén cac té bao vdi antisense ODN, viéc
lam nglrng lai chu ky té bao ciing cé th& dat duoc théng qua thao tac hoat déng clia cac
yéu t& phién ma. Su hoat ddng cla nhiéu gen diéu hoa chu ky té bao bi anh hudng bai
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mot yéu td phién ma don E2F. Trong cac t& bao nam yén, E2F gén véi mot phirc hop céac
protein khac gdbm cac san phdm gen u nguyén bao vdng mac (retinoblastoma -Rb). Rb
phong ngtra su twong tac cua E2F véi DNA nhiém sic thé va kich thich su hoat dong cua
gen. Trong cac té bao dang tang sinh thi E2F dugc gidi phéng, két qua la lam hoat hoa
gen clia chu ky té bao. Mot cai bay clia yéu t6 phién ma c6 trinh tu lién két duoc nhan
dang bai E2F cé thé& duoc sir dung nhu mot phuong tién d&€ e ché tang sinh té bao. St
dung chién luoc nay d&€ phong nglra su ting sinh ctia VSMC va ting trwdng ndi mac sau
tén thuvong déng mach canh did dwoc chirng minh trén chuét. Cach khac lai tham nhiém
déng mach v&i cac adenovirus khiém khuyét sao chép ma cho dang céu trac hoat hoa,
khong phosphoryl héa ctua Rb & thoi di€ém tao hinh mach ciling da dugc nghién ctru. Véi
cach tiép can nay di lam gidm dang k& su tang sinh cla cac té bao co tron va su hinh
thanh tan néi mac trong mé hinh déng mach dui lon va déng mach chuét déi véi tai hep
van tim. Nhitng két qua tuwong tu ciing thu dugc véi sy bigu hién vugt mirc qua trung
gian adenovirus mét chat (rc ché tu nhién déi vGi tién trién cda chu ky té€ bao, do6 1a chat
trc ché& kinase phu thudc cyclin p21. O day p21 di phong nglra duwoc su cudng
phosphoryl héa ctia Rb in vivo. Ngoai viéc phong téa su bigu hién cta chu ky té bao, viéc
lam gian doan tai nap tin hiéu tao phan bao ciing thu duoc két qua trong cac mé hinh
thurc nghiém. Chang han nhu, cac protein Ras la chét tai nap chu chét cac tin hiéu tao
phan bao tlr mang t&i nhan té bao cua nhiéu dang té bao. Su chuyén giao cuc bd cac vec
to DNA biéu hién cac th& dot bién Rb khéng tréi véi su can thiép cua Ras da lam giam su
hinh thanh cac tén thuong tan ndi mac & mo hinh gay tén thuwong dong mach canh chuét.
Nitric oxyde la trung gian cho nhiéu qué trinh sinh hoc lam gidm nhe su hinh thanh tan néi
mac & thanh mach. Qua trinh ndy bao gém: Uc ché ting sinh VSMC, giam két dinh tigu
cau, gidn mach, thic ddy su s6ng sot clia cac t& bao ndi moé va c6 thé l1am gidm ca stress
oxy hoa. Viéc chuyén giao in vivo DNA plasmid ma cho nitric oxyde synthase cla té bao
ndi md (endothelial cell nitric oxyde synthase -ecNOS) d3 duwgc danh gia nhu mét chién
lrgc can tiét tiém &n d€ ngan chan cac bénh tan ndi mac. DNA bS ciru ecNOS (cDNA)
dugc diéu khién bdi promoter O-actin va yéu t6 kich thich CMV da duoc tai nap vao cac
VSMC ctia dong mach canh chuét sau khi gay tén thwong mach. Mé hinh nay cho thay c6
su tang trudng I&n cac té bao ndi md trong thdi gian 2-3 tudn sau khi gay tén thuong va
vi vy ma né c6 kha ndng lam mat su bigu hién cla ecNOS ndi sinh. Nhirng két qua nay
cho thay su bi€u hién cua gen chuyé&n trong thanh mach cling véi viéc tdng cudng hoat
tinh van mach cé thé& trc ché t&i 70% su hinh thanh tan néi mac.

Phuwong phap gay déc té bao truc tiép nham phong ngtra sy hinh thanh tan néi mac co
thé c6 lién quan t&i viéc chuyén mot gen tu sat nhu gen thymidine kinase cla virus
herpes simplex (HSV-tk) vao trong VSMC. Nh¢ st dung vec to adenovirus nén HSV-tk da
dugc dua vao VSMC cuia dong mach chudt va da hoan trd su nhay cam cda cac té bao co
tron d6i véi mot nucleptide twong tu nhu ganciclovir ngay sau khi t6n thuong mach. Sau
mot liéu trinh tri liéu v&i ganciclovir, tdng sinh ndi mac gidm xuéng khoang 50% trong hé
théng m6 hinh dé. Gan day hon dd c6 cac nghién clru cam (rng bé may ndi sinh cho su tu
sat clia VSMC - mot chién luge dugc thiét k&€ nham (e ché su tiang trudng hodc 1am
thoai lui t8n thwong nodi mac. Chién lwgc nay lién quan téi su phong téa antisense ODN
cla cac gen con séng sot nhu Bel-x, gilp cho cac té bao tranh khdi su hoat hoa chét
theo chuong trinh - apoptosis.
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hong t6n thwong CTR) TSN thwong, khéng xur ly
(INJ

B3I Ton thwong, kiém soat vec to tham chuyén &R Tén thwong, tham chuyén ecNOS
(INJ + CV) (INJ + NOS)

Hinh 17.2 Uc ché ting tru'éng tan ndi mac bang GTL in vivo nitric oxyde synthase té bao ndi mé
(ecNOS) trong dong mach canh chudt da dugc gdy tén thuong mach.

(Theo Victor J. Dzau, Afshin Ehsan va Micael J. Mann. An Introduction to Molecular Medicine and
Gene Therapy. A John Wiley & Sons, Inc., Publication 2001)

17.4 Gen trj liéu sy tao mach
17.4.1 Sy tao mach va céc yéu té cua sy tao mach

Viéc phat hién ra cac dic trung clia yéu té tang trudng su tao mach da tao co héi cho
tri liéu tao mach méi ctia mé nham hoan tra sy thiéu mau cuc bd do cac bénh téc dong
mach mot cach tu nhién. Ngudi ta da xac dinh trong nhiéu mé hinh dong vat rang, cac
yéu t6 tao mach c6 thé kich thich ting trudng mang luéi mao mach in vivo. Nhung ciing
it chéc chén la nhirng phan tir ndy cé thé cam (rng phat trién cac mach to hon, phirc tap
hon trong cac mé trudng thanh dé€ dap trng su chuyén chéd ngay cang tang cda mét dong
mau lén. Tuy nhién, kha ning nay cling dugc danh gia cao, tham chi ngay ca nhirng van
dé lién quan t&i vi mach cling duwgc coi nhuw mét cach tiép can sinh hoc d&€ diéu tri su
thi€u mau cuc bd ctia mo, tat ca nhirng van dé dé da l1am nay sinh cac thir nghiém lam
sang trén ngudi vé tri liéu su tao mach méi.

M6 ta dau tién vé hiéu (rng tao mach cua cac yéu té tang trudng nguyén bao soi
(fibroblast growth factor -FGF) can phai nhac dén 1a viéc phat hién ra su da dang cla cac
yéu t6 tién tao mach. Nhirng yéu t& nay da kich thich su tang sinh t& bao néi mé hoac
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tdng cudng di chuyén cla cac té bao ndi md. Trong mot s6 trwdng hop, cac hoat tinh nay
déu da quan sat thay. Danh sach cac yéu té tao mach bao gém nhiéu dang phan tir nhu
yéu t6 tang trwdng cac chat gidng insulin, yéu t6 ting trudng té bao gan, agiopoeitin va
yéu t6 ting truwdng cac ndi mo tur ti€u cdu. Cac phan tir ndy da duoc chd trong nhat véi
tuc cach la cac tac nhan tri liéu su tao mach méi. Tuy nhién, yéu t6 ting trudng ndi mod
cla mach (vascular endothelial growth factor -VEGF) va 2 thanh vién cla ho FGF la FGF
acid (FGF-1) va FGF kiém (FGF-2) déu chia sé kha nang kich thich sy tang trudng mao
mach trong cac mé hinh kinh dién nhu mang aflantoic ctia ga ching han. Tuy nhién, van
con nhiéu tranh luan lién quan t&i cac tac nhan ciing nhu con dudng téi vu cla viéc
chuyén giao cac yéu t6 diéu tri su tao mach trong co tim ngudi thi€u mau cuc bd hodc
khi lwrgng mau xuéng thap cuc diém. VEGF cé th& la mot tac nhan dugc lua chon trudce
nhat cho viéc kich thich ting sinh té bao ndi md, tuy vay cac receptor ctia VEGFcling biéu
16 trén nhiéu té& bao gay viém khac k& ca cac thanh vién ctia dong dai thuc bao - bach cau
don nhan. Su lua chon nay cé lgi thé vi su kich thich khdng mong muén cda cac nguyén
bao sgi va VSMC trong cac déng mach tu nhién cling c6 thé€ lam tang t6n thuong tan noi
mac hodc lam xo cirng déng mach. Cac FGF cé |8 la cac chat kich thich tiém nang d6i véi
su tang sinh t& bao ndi md, nhung lai it dugc lua chon nhat trong tac dong tién ting sinh.

17.4.2 Gen trj liéu sy tao mach

Cac nghién ciru tién 1am sang GTL tao mach d4 ap dung nhiéu mé hinh thiéu mau cuc bd
man tinh. Sau khi dung VEGF d4 lam tang mat dé mao mach & chan sau thé thi€u mau cuc
bo. K&t qua nay khong khac biét dang k& bat chap VEGF dugc chuyén giao nhu kigu dua
mot khéi protein I6n vao trong déng mach hay khi duwa DNA plasmid vao bé mat thanh
déng mach hodc tiém truc tiép plasmid vao chan thiéu mau cuc bd. Khi tiém truc tiép mot
vec to adenovirus ma cho VEGF sé& cai thién duoc su tudi nude (truyén dich) cuc bd co
tim (regional myocardial perfusion) va ddy thanh tam that do stress. Nhirng két qua nay
dugc thé& hién trong mé hinh thi€éu méau cuc bd co tim man cda lgn dugc cdm (rng qua
viéc thay thé co Ameroid dang bit lai dan quanh déng mach vanh.

Khéng nhu VEGF, FGF-1 va FGF-2 lai c6 cac trinh tu tin hiéu tao thuan lgi cho su tiét
protein. Vi thé viéc chuyé&n giao cac trinh tuw gen nay khéng lam théa man yéu té ting
trwdng cho cac t& bao ndi md dich. D& khic phuc giéi han nay ngudi ta da sép dit mot
plasmid ma cho phan tlr FGF-1 cai bién trén d6 mot trinh tu dan ky nuéc dugc thém vao
dé&€ lam tdng su tiét. Khi chuyé&n giao plasmid ndy t&i thanh déng mach dui ngay ca véi
hiéu (rng tham chuyé&n thap ciing da nang cao duoc mat dé6 mao mach va lam giam su
khang mach & chan sau tho thiéu mau cuc bo. Mot chién luge twong tu tiém qua tinh
mach vanh10"" hat virus clia vec to adenovirus ma cho FGF-5 cuia ngu¢i c6 chira trinh tu
tin hiéu & dau tan amino. Quy trinh nay cho két qua lam ting su day |én cda thanh mach
vGi stress va c6 nhiéu hon cac cau trdc tao mach trén cac sqi co tim sau 2 tudn chuyén
gen.

Mét cach ti€p can méi khac déi véi su tao mach méi a két hop su chuy&n gen yéu té
tang trudng véi viéc diéu phdi tiém &n kich thich su tao mach, dé 1a phuong phéap tri liéu
truyén co tim véi laser (transmyocardial laser therapy). Su hinh thanh cac kénh laser co
th& thé& bién hoa dugc transmural chua duwgc thiét 1ap hoan toan nhu mét phuwong tién
hiéu luc dé€ tang dong chay phu. Nhirng thanh céng trong ldam sang da dugc ghi nhan la
giam dau va cai thién sy twdi nuwdc clia co tim. Trong moé hinh Ameroid trén lgn, nguoi ta
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tiém truc ti€p DNA plasmid ma cho VEGF & ving xung quanh noi hinh thanh kénh laser
thdy cé su binh thudng héa tét hon vé chirc nang co tim so véi cach tri lieu don. Véi
chién lugc tri liéu nay , ngay nay cé th& duoc thuc hién viéc chuyén gen théng qua ky
thuat mé& nguc t6i thi€u hodc dat 6ng dan dudi da (Hinh 17.3).

® M6 hinh thiéu mau cuc bs
man tinh clua Ign ameroid

® S hinh thanh kénh v&i
laser CO,

® Tiém vao vi tri TMR gin
| plasmid VEGF khé_ng Bgal

Hinh17.3 Két hop gitfa su chuyén gen va tai tao mach bang truyén co tim vdi laser
(transmyocardial laser revascularization -TMR). D4y I3 so dé dai dién cho sy thiéu méu cuc bé man
tinh cdm ng béi sur thay thé co Ameroid quanh déng mach vanh & lon. Tim bj thiéu mau cuc bd d3
trdi qua TN4R sau khi tiém plasmid ma cho VEGF thi su binh thuong héa churc ndng co tim hon la tri
liéu don.

(Theo Victor J. Dzau, Afshin Ehsan va Micael J. Mann. An Introduction to Molecular Medicine and
Gene Therapy. A John Wiley & Sons, Inc., Publication 2001)

Céac nghién siru vé d6 an toan pha | d3 duoc dé cap, trong d6 cac yéu té tao mach va cac
gen ma cho cac yéu t6 nay da duoc sir dung cho mét sé bénh nhan. Nhirng nghién ctru
nay lién quan t&i viéc sir dung cac yéu té tao mach ngoai bién hoac véi dong mach vanh &
nhirng bénh nhan khong thé tri liéu su tai mach mét cach thong thuwong hodc trng dung
cac yéu t6 tién tao mach nhu mét “phu t4” cho su tai tao mach truyén théng. Nhing liéu
lrong hién dai nhat cta cac yéu té protein hodc cac chat liéu gen dugc chuyén giao trong
cac nghién ctru nay déu khéng gay ra bat ky doc tinh cap nao. Tuy nhién van con mot sd
van dé lién quan 1a tinh an toan cda cac phan tlr nhu cé thé lam tang trwdng nhirng khéi u
bi &n hodc lam ting bénh véng mac do tiéu dudng va ngay ca cac bénh tac déong mach.
Mac dau sém thu duoc nhitng két qua tha vi, nhung van can phai trai nghiém viéc sir
dung cac vec to virus déi v&i nhiéu bénh nhan. Vi thé cling chua xac dinh dugc nhing
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tham hoa sinh hoc tiém tang khi cé sw dao ngugc tir trang thai khéng sao chép thanh
trang thai sao chép hay nhitng dot bién va tai t6 hop sé& dugc bigu 16 dan dan nhu thé
nao.

Ngoai ra, cling chua rd la trong 1am sang truyén théng (dit 6ng théng cang ngay cang Ién
hon) nhung van khéng dadm bao dugc su luvu théng dong chdy, vay thi théng qua cac
chién lwgc sinh hoc ma chd yéu 1a tang mang luéi vi mach phu cé thu dugc hiéu qua
khong? Chiing ta ciing nhé rang chinh sy tao mach méi cling 1a mét qua trinh xay ra mot
cach tu nhién. Khi ching ta cho thém mét yéu t6 don thi khéng thé vuot qua dugc céac
diéu kién dé& c6 dugc su dap &ng déi véi su tao mach ndi sinh méi trong cac bénh nhan
thi€u mau cuc bd & co tim va cac chi thdp hon. Mic ddu c6 nhing gigi han, nhung GTL
tao mach c6 thé& van tao ra dugc cac budc dot bién ma hién nay ching ta chua thé giai
quyét dugc ddi véi cac bénh nhan méc cac bénh vé phuong ctru chira. Hon nira, GTL tao
mach ciing c6 th& céng hién mot “phu ta’ cho tri liéu truyén théng d€ nang cao hiéu qua
mot cach lau dai.

17.5 Gen tri liéu sy ghép mach
17.5.1 Nhing céi bién sinh hoc d6i véi ghép tinh mach

Viéc tai tao mach bang phau thuat d& dem lai két qua lau dai 1a cuc ky thap va su luu
théng clia mach vanh van bi han ché dang k& do that bai trong ghép tinh mach déng loai
(ban than). Bién phap duoc ly hoc cling khong thanh céng trong viéc phong ngira nhirng
bénh can phai ghép lau dai nhu ting trudng tan ndi mac hoac xo cirng dong mach. Gen tri
liéu d3 mé ra mot “dai 16” méi cai bién sinh hoc cho su ghép tinh mach, lam giam su chét
chéc do cdy ghép khéng thanh cong. Viéc tham chuyén bang phau thuat trong ghép tinh
mach d3 tao co hoi cho su két hop cac ky thuat chuy&n DNA mé nguyén ven cung Véi
viéc 1am tang dd an toan trong tham nhiém ex vivo. Nhiéu tai liéu da néi vé tinh kha thi
cla su chuyén ex vivo trong ghép tinh mach véi vec to virus.

Van dé |Ién nhat clha that bai trong ghép tinh mach cé lién quan t&i bénh thudc tan noi
mac- su stra d&i lai mot phan t6 chirc ghép sau phau thuat. Mic dau su ting trudng tan
ndi mac da gop phan lam giam su cang (stress) thanh tinh mach duwgc ghép, nhung qua
trinh nay cling c6 thé dan t&i su hep trd lai clia cac 6ng ghép ngay tir nhirng ndm dau sau
khi phau thuat. Hon nira, 16p tan ndi mac bat thudng lai san sinh ra cac protein gay tién
viém - d6 la nén tang clia dang xo vira dong mach tich tu lam cho viéc ghép mudén khong
thanh céng.

Nhu trong mé hinh gay tén thuong déng mach, mét t8 hgp antisense ODN (rc ché biéu
hién cla it nhat 2 gen diéu hoa chu ky té bao c6 thé& ngan chan dang k& su ting trudng
tan nodi mac trong ghép tinh mach. Hon nira bady ODN véi E2F (E2F decoy ODN) ciing c6
hiéu rng twong tu trong ghép tinh mach néu so sanh véi md hinh gay tén thuong déng
mach. Trai ngugc véi gay tén thwong dong mach, ghép tinh mach ching nhiing khéc
phuc dugc tén thwong don 1é & thdi diém phau thuat ma con kich thich su stra d6i huyét
dong luc hoc mét cach thuong xuyén (chronic hemodynamic).

Mic dau vay, véi nhirng kich thich thudng xuyén nay thi viéc xir ly cac tinh mach ghép
v&i bay ODN bang phau thuat cling dem lai két qua trong viéc khang lai su téng trudng
tan ndéi mac téi 6 thang & mo hinh trén thd. Trong thoi di€ém nay, cac t6 chirc ghép da
phong téa chu ky té bao va vi thé nd cé th& duoc chap nhan dé€ chira cac bénh déng
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mach qua su phi dai cGa Iép trung mac. Hon nita, nhirng 6ng dan céng nghé gen c6 thé
khang lai s xo vira dong mach, chiing c6 lién quan t&i su dinh hinh chirc nang cda néi mé
(Hinh 17.4).

Hinh17.4 Kiém soat su xu ly oligonucleptide (A va B) va antisense oligonucleptide (khang c va 2
kinasae/PCNA) xur ly ghép tinh mach (C va D) trong tidng cholesterol & thé 6 tudn sau phdu thuét
(x70). Luu y rang sy nhuém mau voi hematoxylin/van Giesion (A va C) va mot khang thé don dong
khang dai thuc bao thé (B va D). Cac mai tén chi cac phién mdéng co gidn bén trong.

(Theo Victor J. Dzau, Afshin Ehsan va Micael J. Mann. An Introduction to Molecular Medicine and
Gene Therapy. A John Wiley & Sons, Inc., Publication 2001)
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Hinh 17.5 Sy thdm chuyén qua trung gian phdu thuat p luc cia ODN danh ddu huynh quang toi cac
té& bao ghép tinh mach 16 thién. (A) sy bat mau cia chat nhiém séc nhén Hoechst 33,342 cia ghép
tinh mach & cac phan giao nhau, su dinh vi cua nhan trong thanh mach ghép (100x). (B) Su tuong
tu cla céc tinh mach 16 thién dudi epifluorescence FITC & 100x. Luu y méu huynh quang xanh tdng
cuong & nhén cua céc té bao trong thanh mach ghép chi ré su dinh vi nhan cua ODN dénh déu.
(Theo Victor J. Dzau, Afshin Ehsan va Micael J. Mann. An Introduction to Molecular Medicine and
Gene Therapy. A John Wiley & Sons, Inc., Publication 2001)

Cac thlr nghiém 1am sang “mu kép ngau nhién” (randomized double-blind clinical trials)
vGi viéc ghép tinh mach ngudi - vién canh cua viéc diéu tri véi bdy ODN cling d4 dugc
thuc hién méi day. Viéc chuyén giao hiéu qua ODN dugc hoan tat trong vong 15 phat véi
phau thuat thay thé manh ghép khi c6 mot thiét bj boc 16 mach véi ODN trong dung dich
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sinh ly. Thiét bi nay da tao nén mot moi trudng diéu hoa c6 ap sudt khoang 300mmHg
(Hinh 17.5). Nhirng phat hién ban ddu da xac dinh duoc rang chuyén giao ODN téi duwoc
80% sb té bao ghép va da phong tda hiéu qua su bi€u hién gen dich. Nghién ctru nay dinh
lwong duoc hiéu trng phong tda gen ctia chu ky té bao tac déng tdi ty 1& hu manh ghép
va la mét trong nhirng chd dich dau tién cua viéc xac dinh tinh kha thi clia cac thao tac
gen trong lam sang diéu tri cac bénh thong thuong.

Cung vGi viéc phéat trién cac phuong phap chuyén gen qua trung gian virus, mot s6 nha
nghién clru da bat ddu khai thac kha ndng sir dung cac hé théng nay trong ghép tinh
mach déng loai ex vivo. Nhiéu nghién clru da chirng minh cé bi€u hién cac dau chudn gen
O-galactosidase doc theo bé mat khoang mach va ngoai mac 3 ngay trong ghép tinh mach
& lgn duwgc tham nhiém véi vec to adenovirus khiém khuyét sao chép trong 2 gid tai thoi
di€m phau thuat. Cac nghién ctu khac lai khai thac sir dung hé théng tai nap co s&
adenovirus méi trong dé cac hat adenovirus gan véi DNA plasmid théng qua phirc hop
biotin/streptavidin-transferin/polylysine. Su bi€u hién clia 0-galactosidase theo céac tai liéu
la 3 va 7 ngay sau phau thuat ghép tinh mach & thd, néu trudc khi ghép duoc 0 véi phirc
hop trén trong thdi gian 1 gid. Ngudi ta da thay su c6 mat cla cac té bao tai nap & 16p
trung va ngoai mac.

Tinh kha thi cGa su chuyé&n gen trong ghép tinh mach d4 dan téi viéc tim ra nhitng diém
nat cla tri liéu tiém nang nhu sy hinh thanh tan ndéi mac. Nhing nghién ctru nay da sur
dung adenovirus khiém khuyét sao chép, bi€u hién chat &rc ché mé mettaloproteinase-2
(TIMP-2) d€& lam giam su hinh thanh tan ndi mac trong mé hinh nudi cdy t8 chirc tinh
mach 16 thién. Cac nghién ctru khac lai &rng dung viéc tham nhiém trong khi phau thuat
mot gen chat trc ché tir cac té bao gia (senescent cell-derived inhibitor sdi,/) - mét chat
trung gian di€u hoa xuéng gen ki€ém ché khéi u p53 va hé HVJ-liposome da lam giam su
hinh thanh tan ndi mac.

17.5.2 Cong nghé sinh hoc va gen trj liéu

Su chuyé&n gen chang nhitng duwoc (ng dung trong ghép tinh mach ma con duoc str dung
trong nhiéu trudng hop khac nira. Su tao déng méau cla cac chat liéu gia prosthetic nhu
poly (tetrafluoroethylene-PTFE) hoac Dacron di lam gidi han viéc sir dung ching véi tuw
cach 1a cac chat thay thé dong mach dudng kinh nhd. Chién luvgc GTL co s& té bao dugc
cbng nghé hdéa t6 hgp céd thé lam gidm sy tao dong mau nay. D3 cé cac tai lieu mod ta
phan lap duoc cac t&€ bao ndi md déng loai va cdy ching vao céc t8 chirc ghép gia trong
cac mo hinh déng vat. Hon nira cé gia thuyét cho rang c6 th& nang cao chirc ning cla
cac té bao ndi moé thdng qua viéc chuyén gen trudce khi cdy cac té bao nay 1én bé mat t6
chirc ghép. B3 c6 nhirng bao céo budc dau vé viéc sir dung chién luvoc nay d&€ ndi md hoda
su ghép mach gia véi cac té bao ndi moé déng loai tai nap véi mot retrovirus téi t6 hop ma
cho gen lacz. Tuy nhién, van chua c6 cac théng cao vé viéc ap dung thanh céng trong lam
sang vé van dé nay. D& lam gidm su tao dong mau trong cdy ghép, ngudi ta da cay
Dacron 4-mm vao cac té bao ndi mé da duoc tai nap retrovirus ma cho gen chat hoat héa
plasminogen ngudi (human tisue plasminogen activator ~-TPA). TG chirc ghép nay sau dé
duwgc cdy vao déng mach canh va dong mach dui ctia clru. Tac dung phan giai ctia TPA sé
lam giam su két dinh clia t& bao ndi mé dugc cdy ghép nhung van khéng cai thién duoc
su tao dong mau trén bé mat.
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17.6 Gen trj lieu cac bénh tim

Co tim rat dé tiép thu cac gen ngoai lai. Ciing nhu cac co khac, ngudi ta c6 thé do dugc
hoat tinh ctia gen sau khi tiém truc tiép plasmid vao mé co tim in vivo. Mac dau chi gidi
han vai milimet quanh vi tri tiém, nhwng nhirng quan sat nay da dat co s& cho viéc xem
xét su chuyén gen nhu la mét cach tri liéu cac bénh tim. Déng thoi ca vec to adenovirus
va virus adeno lién hgp déu c6 thé& dugc chuyén téi cac té bao co tim va cac té bao mach
vanh théng qua viéc tiém truc tiép hodc truyén qua mach vanh cac ché pham cé dac
trong cac mo hinh trén thd va lon. Su chuyé&n gen vao tim ciing thu dugc két qua qua
viéc tiém truc tiép hodc truyén qua mach vanh cac té bao nguyén bao co da dugc cong
nghé hoéa trong nudi cdy té bao.

17.6.1 Suy tim xung huyét

Receptor [ gay tiét adrenalin (0-adrenergic recector -0-AR) gilt vai trd dac biét quan trong
trong viéc lam trung gian trang thai hudng ion clia tim. Receptor nay duoc chd y dang ké
nhu dich ctia su can thiép tri liéu gen trong suy tim xung huyét. Nhirng chuét chuyé&n gen
bi€u hién 02-AR duéi su ki€m soat clia promoter phirc hgp hoa hop té chirc chinh cda tim
(X-MHC). Nhirng dong vat nay biéu hién khoang 200 lan murc 02-AR clng véi viéc tang
manh su co rat, ting nhip tim khi vdng méat ch van [ ngoai bién (exogamous [ -agonist).
Thao tac nay cla co tim di tao nén su quan tdm rét I&n trong viéc chuyén gen déi véi
gen 0-AR vao cac co tim bénh va dugc coi nhu la mot cach can thiép tri liéu. Cho t&i nay,
y dinh khai thac kha nang tha vi ndy da bi gidi han budc dau trong hé théng nudi cay té
bao. Tuy nhién, nhirng nghién ctru gan day lai chuyén cac ky thuat nay vao trong céac
nghién ctru trén dong vat. Chéng han nhu viéc chuyén gen 02-AR ngu¢i qua trung gian
adenovirus d3 cai thién dugc su co rat co tim tam that thé dang tién t&i suy huyét dong
luc.

Khi tiém cau tric plasmid 02-AR vao tdm nhi phai chudt da lam tang hiéu (rng diéu nhip.
Tuy nhién van chua uéc lwong duoc kha ndng téng cuwdng co rat khi chuyén gen vao tam
that. Nhitng két qua nay da chirng minh tinh kha thi cta viéc s dung OP-adrenergic va
cac chat diéu nhip ctia né nhu moét phuong tién d€ dé cap téi hiéu trng bénh tim.

Hién nay nguoi ta cling quan tam t&i viéc lam téang cudng co rit qua thao tac murc calci
ndi bao. Enzyme van chuyén Ca*2ATPase cla luéi co tuwong (sarcoplassmic reticulum Ca*?
ATPase ), (SERCA2a) diéu hoa su cd lap Ca*? trong luwéi co twong (SR) da lam giam bénh
ly hoc co tim trong thuc nghiém cling nhu trén nguoi.

Su biu hién qua murc protein SERCA2a & céac té bao co tim chudt méi sinh da thu dugc
két qua khi chuyé&n gen qua trung gian adenovirus. Diéu nay dan dén ting su giai phong
(Ca*? li) dén dinh diém va lam giam mdrc (Ca*? li) ndm yén (resting) va quan trong hon 1a
tdng cudng su co rat clia cac té bao co tim. Thanh céng cla cach tiép can nay trong viéc
lam ting cuwdng su co rit cla co tim in vivo cling dd duoc ghi trong mot so tai liéu. Chac
chan la GTL sé cho ching ta mot phuong tién hap dan méi d€ diéu tri bénh suy tim.

17.6.2 Nhéi mau co tim
Nhéi mau co tim (myocardial infarction -MI) 1a nguyén nhan théng thudng nhat gay ra suw

suy tim. O mirc do té& bao, Ml sé& din dén su hinh thanh seo hop bdi cac nguyén bao soi

266



tim. Su biét h6a cubi cling cuia cac té bao co tim da lam mat khéi lwong té bao do d6 gay
nén su nhéi mau chir khéng phai lam tai sinh cac té bao co d& khéi phuc su thuong tén.
Hon nira, cac nha nghién ctru cling dang theo dugGi kha nang chuyén ddi ctia cac nguyén
bao sqi tim chuyé&n d&i gen thanh cac té& bao co tim ¢ chirc ndng. Tinh kha thi clia van dé
nay dd duwoc tro gilp bdi cac nghién cliru vé su chuyén gen. Nhirng cong trinh nay s
dung su chuyén gen qua trung gian retrovirus d€ chuyén dé&i in vitro nguyén bao sgi tim
thanh cac té bao twong tu cac té bao co xuong théng qua su biéu hién ép budc gen xac
dinh dong co xuong MyoD (skeletal muscle lineage dermining gen, MyoD). Cac nguyén bao
soi bi€u hién gen MyoD quan sat thdy c6 su phat trién cac éng co da nhan
(multinucleated myoblast) tuong tu nhu co van biéu hién yéu té tang cudng dic hiéu té
bao co va MHC. Cac nghién ctru khac cling chi rd rang su tham chuyé&n tim chudt bj
thuvong tén do lam dong lanh véi adenovirus c6 chira gen MyoD da biéu hién dugc
myogenin va MHC xuong phdi thai. Tuy nhién, & thdi diém nay, chua tim thay cac té bao
chirc ndng & vung seo cua co tim khi da dugc chuyén gen in vivo.

17.6.3 Thi€u mau cuc bd va su tudi nuwdc (tai truyén dich)

Xo vira dong mach va hau qua cla thiéu mau cuc bd (TMCB) la nguyén nhan dan dén tor
vong & cac nuwdc phat trién. Tén thuong tai truyén dich lién quan chat ché véi su hay
hoai t& bao va su tién trién ctia TMCB. Ngoai kich thich tai tao mach m&i bang bang tri
liéu, cac thao tac gen ciing c6 thé duoc str dung nhu cac phuong tién nham gi¢i han mirc
dé thuong tén co tim sau TMCB va téi truyén dich.

Mot cach van tét 1a & thoi ky TMCB ¢6 su tich tu adenosine monophosphate va sau dé
tadng murc hypoxanthine & bén trong va xung quanh vung bi tac dong. Dong thoi xay ra
viéc chuyén d6i xanthine dehydrogenase thanh xanthine oxydase. Khi tiép xdc v&i oxy
trong thoi ky téi truyén dich thi hypoxanthine s& chuy&n thanh xanthine. Su' chuyén déi
nay dan dén viéc tao ra cac goc oxy gay doc té bao - anion superoxyde (0,). Géc tu do
nay tiép tuc tao thanh hydrogen peroxyde (H, O,) - mot géc oxy khac. lon Fe*? dugc tich
tu lai trong lGc TMCB sé& phan rng véi H, O, tao nén gbc oxy tiém ning - anion hydroxyl
(OH). Cac géc tu do nay sé lam tén thuwong té bao thong qua su peroxyde hoéa lipid mang
sinh chat, su oxy hda cac nhém sulfhydryl ctia cac protein nédi bao va protein mang, tén
thuwong acid nucleic va phan giai cac thanh phan chat nén ngoai bao nhu collagen va acid
hyaluronic. Chirc nang clia nhitng “tho quét dudng” (scarvengers) cac géc oxy tu nhién
nhu superoxyde dimustase (SOD), catalase, gluthathion peroxydase va hemoxygenase
(HO) théng qua nhiéu co ché sé& chuyé&n d6i cac géc oxy & cac mé binh thudng va mé bi
tén thuong.

Mirc dd hinh thanh cac géc tu do sau tén thuong téai truyén dich-TMCB (ischemia-
reperfusion injury) & tim cé th& “chén vii” hét hé thédng quét dudng nady. Vi thé, su biéu
|6 qua mirc SOD ngoai bao (extracellular SOD - ecSOD) hoac manganese SOD (MnSOD) &
nhirng chuét chuyén gen da cai thién chirc nang tim sau TMCB va giam su tGn thuong
cla ty th& t& bao co tim khi chudt duwgc xir ly véi adriamycin. Nhing phat hién nay da
chirng minh vai tro cta cac tho quét duong nhu moét phuong tién dé€ bao vé co tim ngay
ca vGi su cd tai truyén dich -TMCB. Su bao vé thuc su quan sat thdy & thé la khang lai
su “bat tinh nhan su” cda co tim khi tiém vao déng mach mét adenovirus cé chira gen
ZnSOD. Tuy nhién, chua cé nghién ctru nao khao sat hiéu (rng khang oxy héa truc tiép va
sau do6 la nang cao chirc nang cuia co tim sau t6n thuong tai truyén dich va TMCB. Viéc ap
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dung c6ng nghé GTL cé thé& tao duwgc mot cach tiép can méi hap dan d€ khang lai su tén
thwong TMCB co tim, khi ta hop nhat duoc moét t8 hop bigu hién gen chuyén duoc diéu
hoa dai han.

Ngoai viéc lam bi€u hién qua mirc gen chéng oxy hba , mot s6 nha nghién ctru con du
dinh can thiép vao chuong trinh bi€u hién gen trong co tim d&€ diéu hda xuéng hiéu rng
doc cua su tai truyén dich ctia TMCB. Ching han nhu viéc tham chuyén co tim chudt véi
bay oligonucleptide d&€ phong téa hoat tinh cla yéu t6 phién ma su nhay cadm véi su oxy
héa NFO-B, c6 18 d6 Ia mot cach tiép can thuc tién. NFO-B lién quan t&i su bi€u hién cda
nhiéu tién gen gay viém (proinflammatory genes). N6 d& (rc ché duoc viéc lam gidm kich
c& nhdi mau sau khi that dong mach vanh.

Thao tac gen déi véi cac moé ciing tao co hoi kim ché mién dich dic hiéu ghép khi ghép
tim. Mac dau cac déng vat chuyén gen da dugc khai thac nhw moét ngudn tiém ning bao
vé mién dich d&i véi cac moé ghép khac loai, nhung su chuyé&n giao cac gen cua protein
kiém ché mién dich hodc phong tda cac gen xac dinh & ngudi cho méi cho phép kiém ché
mién dich cuc bd dac hiéu vi tri. Dong thdi, nhirng cach tiép can nay ciing 1am gidm hoéc
loai bd hdn su can thiét ddi véi cac tac nhan kiém ché mién dich hé théng doc hai. V& sur
hoat déng cac gen trong céac tai liéu da chi rd ghép dugc tim chudt it nhat 2 tudn sau khi
tiém vao mo trong luc phau thuat DNA plasmid hodc cac vec to retrovirus hay
adenovirus. Khi chuyé&n gen TFG-I ho4c interleukin-10 vao mét khu vuc nhd cla tim bang
cach tiém truc tiép da 1am thac ddy su kiém ché mién dich véi loai thai manh ghép. Hoat
tinh mién dich qua trung gian t€ bao cling bi trc ché va su thai loai cdp s& mudn hon.
Trong mot nghién ctru khac ngudi ta phan phéi c6 tinh hé théng antisense ODN khang
truc tiép cac phan tir két dinh ndi bao (intercellular adhesion molecules -ICAM-1) ciling
kéo dai su ton tai cia manh ghép va cdm rng su dung nap dai han khi két hgp véi khang
th& don dong khang ligand cta ICAM-1 va khang nguyén bach cau.

17.7 Tém lai

Linh vuc GTL dang tién trién tir khoa hoc thuc nghiém sang tri liéu 1am sang. Hién nay
cong nghé nay da cho chdng ta c6 mot cach nhin khai quat vé tiém nang tri liéu cda no.
Tuy nhién, d& ap dung moét cach thudng nhat thi van doi hdi nhirng cai tién vé ky thuat
cung véi viéc phat trién thém cac phuwong phap chuyén gen mgi. Diéu quan trong la,
khéng mot phuong phap chuyén gen nao dugc khang dinh 13 chic chin. Tét nhat 13 sir
dung tat ca cac ky thuat don I& hodc t8 hop d&€ nhan duwgc hiéu (rng cao nhat. Cach day
hon hai thap ky, cac nha khoa hoc dad mé khoa dugc mat ma di truyén, vi thé nhing higu
biét vé bénh ly hoc cac bénh cang tich tu duoc nhiéu. V&i si tham gia ciia céng nghé
gen, chéc chan sé nang cao hon nifa hiéu qua diéu tri cac bénh méc phai phirc tap va cac
bénh bdm sinh ma truwéc day danh phai bé tay.
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Chuong XVIII
DIEU TR| CAC BENH THUOC HE THAN KINH
18.1 M& dau

Su phire tap cla hé than kinh d& d&t ra mot sé thach thirc cho cac nha khao hoc va cac
thdy thuéc Iam sang - nhitng ngudi dang tim kiém viéc &rng dung GTL cho cac bénh than
kinh. Ngoai cac van dé tiéu chudn lién quan t&i GTL ching ta s& dé cap mot cach tinh té
tinh phirc tap cla cac té bao than kinh, sy d8i mat cua van dé tiép can va dich cda cac
dang t& bao khi xem xét cac chién lugc GTL trong hé théng than kinh trung uwong. Khéng
giéng nhu cac t8 chirc khac clia co thé nhu gan hay phédi - khi c6 mot khéi luong 16n t8
chire bi hay hoai thi hau qua c6 th& chi rat nhd hodc 1a mat hoan toan chirc ning & t8
chirc d6. Nhung & ndo bo thi chi can bj hiy hoai mét vung rat nhd ciing da gay nén su
hay hoai rat Ion. Viéc tri liéu mét ving nhat dinh trén ndo hodc cac dang té bao 1a rat khé
thanh céng trong hé than kinh trung wong (central nervous system -CNS).

Ngoai trtr cac nguyén nhan di truyén cta cac bénh thoai héa than kinh di dugc xac dinhh,
t&i nay ngudi ta van chua hiu ré nhirng khia canh chinh cia bénh ly hoc cac bénh than
kinh. Trong khi cac dang té& bao chinh bi tac dong trong cac bénh Parkison, Alzheimer thi
da dugc xac dinh thi nhirng yéu t6 hodc nhing diéu kién chinh gép phan vao viéc nay sinh
nhirng thoai héa than kinh thi hién nay van chua ré. Vi thé, & thai diém nay cac san phdm
gen sé& gilp 1am gidm bét hiéu (rng mat chirc nang neuron, bu dap lai sy chét cua cac
neuron, trc ché su chét theo chuong trinh cla té bao -apoptosis hodc khich 1& su séng
s6t cla té bao. D6 la nhirng van dé co ban trong GTL hé than kinh. Khi GTL d4 phat trién
va c6 su chat loc thi hiéu qua cta GTL trong hé than kinh sé cuc ky 16n.

Trong chuong nay ching ta s& dé cap t&i nhitng khia canh chinh cta su méat chirc nang
than kinh lién quan t&i bénh, nhirng tién bé ddy hira hen trong su chuyén gen t&i hé than
kinh ctia cac ho vec to virus. Va ching ta ciing chi trong téi su chuyé&n gen té&i hé than
kinh trung wong (HTKTU) da duwgc thuc hién trén cac mo hinh dong vat. Nhirng dac trung
quan trong clia su thir nghiém 1am sang vaéi viéc sir dung cac té bao da cong nghé héa va
cac yéu t6 dinh duéng déi véi su thodi héa than kinh v.v.. Cudi cing ching ta sé vé dugc
mot birc tranh t8ng thé vé su két hop gitra di truyén hoc va sinh hoc phan tir déi véi viéc
ap dung GTL & hé than kinh trung wong.
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18.1 Hinh 4nh bén ngoai cta béan cdu dai ndo. (a) ndo bo va tiy séng duoc bdo vé bdi nhiéu I6p

goém da, xwong va mé lién két dic biét. (b) so db I6p bdo vé phi lén ndo bd. (c) su phdn chia cua
ndo bé ngudi cat ngang.

(Theo Laurie C. Doering. An Introduction to Molecular Medicine and Gene Therapy. A John Wiley &
Sons, Inc., Publication 2001) (Hinh trang sau)
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18.2 Sy phtrc tap cta hé than kinh

Hé than kinh dwgc chia thanh 2 phan chinh: (1) hé than kinh trung wong (CNS) gbém nZo
b6 va tly séng (spinal cord) va (2) hé than kinh ngoai bién (peripheral nervous system -
PNS) bao gébm mé than kinh & dang cac day than kinh dam ra tr hai bén tir ndo bo va tay
séng, gilt lién lac gilta cac mo6 khac clia co th& véi hé than kinh trung wong (Hinh 18.2).
Nhiéu dang neuron dugc chuyén héa lam cac nhiém vu tiép nhan, xr ly va truyén théng
tin thong qua céac xung than kinh (Hinh 18.3), d6 la cac dap (rng so cép dac trung cho céac
chirc nang cua hé than kinh. Cac neuron c6 thé& duoc phan biét badi kich thuéc, hinh dang,
su phat trién va t8 chirc trong nio bd. Cac neuron hoat déng trong mang luéi va tiét ra
cac chat dan truyén than kinh (DTTK) va cac théng tin héa hoc khac & nhirng vi tri tiép
xic goi la xi nap (synapse). Mdi ving cta mang té bao trong neuron xi nap trén déu
chuyén héa cho su tiét nhanh hodc nhiéu chat DTTK. Vung nay lién hé chit ché véi mot
vlng chuyén héa trén cac té bao xi nap duéi cé chira cac receptor cua cac chat DTTK
hodc cac ligand khac. Khi lién két cac chat DTTK véi cac receptor thi sé phat ra tin hiéu
dién thé xi nap trong té bao xi nap dudi (Hinh 18.4). Thong tin trong hé than kinh vi thé
dugc chuyén di va dugc xir ly bdi cac mang luéi tinh t& d€ tao nén hé théng céc tin hiéu
hoa hoc va dién hoc. Cac té bao than kinh dém thudng dugc phé thac nhu cac té bao
tro gilp chuyén hoéa ctia HTKTU , dai dién cho I&p thi hai cta cac té bao gilr chirc nang
quan trong dic biét déi véi su hoat dong cua hé than kinh (Hinh 18.3).

C6é 4 dang chinh cta té& bao than kinh dém: cac té bao hinh sao néi chung cé kha nang
gilp cho viéc duy tri méi trwdng ngoai bao trong hé than kinh. Viéc xir ly cta té bao hinh
sao lién hé mat thiét v&i than té bao neuron, cac té bao nhanh va cac dau tan than kinh.
Chang 1am nhiém vu cach ly va cé lap cac con dudng va cac mién cta neuron. Cac té bao
it phan nhanh va céc té bao Schawnn tao nén cac bao myelin quanh sgi truc trong HTKTU
va than kinh ngoai bién (TKNB). Myelin bao quanh cac doan cda sgi truc dé€ tang cudng su
truyén dan céac tin hiéu dién t&r. Trong HTKTU, méi té& bao it phan nhanh c6 thé hinh thanh
va duy tri bao myelin cho khoang 60 sqi truc. Trong TKNB, méi doan sqi truc chi cé mot
té€ bao Schawnn. Cac té€ bao than kinh dém trong HTKTU twong tu nhu céac dai thuc bao
va cé thé dugc hoat héa bdi nhiéu tinh huéng bao gém ca sy viém nhiém va chén
thuong.
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.Thén kinh ngoai bién & ngwoi

Nhin & phia sau

Dam réi than kinh Thén kinh cé
canh tay
Tuy séng
/ \ Thén kinh ngwe
i
Dusi nguwa )
Than kinh ngang lwng

Xwong cung

Dam réi TK that

lung xwong ciing Than kinh xwong ciing

\ Thén kinh xwong cut

i

Hinh 18.2 No bo, tly séng va céc ddy théan kinh ngoai bién. Cé6 31 xuong dét séng & cdt séng dé Ia
ngdi nha béo vé tiy séng. O gitFa cac cot séng 1a cac diy than kinh ngoai bién duoc moc ra tu hai
bén. D4y than kinh cua co thé duoc tao ra bdi cac soi cam giac va van ddng tao nén sy tac déng
qua lai gitFa céc bé phan ngoai bién cua co thé véi hé than kinh trung wong (ndo bd va tiy séng).
(Theo Laurie C. Doering. An Introduction to Molecular Medicine and Gene Therapy. A John Wiley &
Sons, Inc., Publication 2001)

Hinh 18.3 So d6 dai dién cia mdt neuron va céc té bao than kinh dém. Céac neuron duroc bao quanh béi céc té
bado hinh sao, lam ddy cac khe hé gitFa cac thé té bao neuron. Cac té bao it phan nhanh bao quanh sgi truc va

tao nén bao myelin. Trong hinh chi myelin bao xung quanh cdc doan cua so¢i truc. (Theo Laurie C.2001) (Hinh
trang sau)
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18.3 Nhirng léch lac trong hé than kinh

Thé si truc giam dong
dan t&i dau tan TK

Ty thé e
— Bé xi nap
Mang trwéc
xi nap
Mang sau K'he nivt
xi nap a

Vi tri receptor
Té bao xi nap sau

Sovl trucm Chat dan truyén
Bé xi

S 4 p | aaman:
Khir cuc |

Déng Na*va K* Ta| hap thu

Chiét Chiét chét dan tru

4 2 -4 2 yen
dqn_ truyen TK  dan truyén TK gr:,: rr:(;:n higu TK bé&i neuron
Ggal .ph'ong trén vi tri receptor. ’ xi nap sau hodc
bé xi nap © Cac kénh dwoc mé. )

‘tac TB hinh sao

Hinh 18.4 Cac thanh phan cua xi nap. Trong hinh vé minh hoa cac khia canh cta sy gidi phéng cac
chét dén truyén than kinh, tuong téc receptor, va su’ phat sinh céc tin hiéu dién tir. T4t ca céc tin
hiéu dién tur déu nay sinh tu sy tac dong cua cac té hop khac nhau cua protein kénh ion dé€ hinh
thanh nén céc 16 chifa nuéc, qua dé céc ion di ngang qua mang. Khi céc kénh ion mé, ion duoc di
roi do gradient dién héa hoc trong kénh gidgm xudng. Su di chuyén qua mang tao nén sy thay déi

dién thé mang va sinh ra cac tin hiéu dién tu.

(Theo Laurie C. Doering. An Introduction to Molecular Medicine and Gene Therapy. A John Wiley &

Sons, Inc., Publication 2001)
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C6 nhiéu dang neuron va té bao than kinh dém trong hé than kinh ma ngudi ta da nhanh
chéng nhan ra rang tiém &n clia mat mdt sd chirc nang than kinh phu thudc vao dang té&
bao bi tac déng. Thoai héa than kinh cé thé& xay ra & nhirng ving chon loc ctia ndo bo va
cling ¢6 nhirng su cé thoai hoa than kinh tac déng téi toan bd ndo bé (thoai hda ban cau
ndo) nhu trudng hgp cac bénh than kinh do su tich tu cua lysosome (lysosomal storage
dieases - LSD) cé lién quan t&i cac dét bién gen don.

Vi nhiéu bénh than kinh, cac I&p dac biét cta cac neuron & ndo bod hodc tly séng la dé bi
tén thuong nhat. Tuy thudc vao dang neuron/su tac dong cla cac chat DTTK ma nd c6
th& xdy ra nhing thay d&i vé hanh vi, tri nhé hodc van dong. Trong bénh Parknson, cac
neuron dinh vi trong chat xdm clia ndo gitra c6 chira chat DTTK dopamine, khi bi tich tu lai
sé& gay chét té bao. Khi mat cac neuron nay sé anh hudng téi chirc nang binh thudng cla
hé ngoai b6 thap & ndo bd va két qua la chan tay bi co cirng va run rdy. Con trong bénh
Alzheimer thi lai xay ra & ving hai ma (hippocampus) va cac ving vé ndo do chét céac
neuron gidu acetylcholine, gy nén su sa sGt tri tué, ngan can sy hinh thanh méi cua tri
nhé. Bénh teo co xo cirng cdt bén (amyotrophic lateral sclerosis —~ALS) thi do su hly
hoai ctia cac neuron van déng trong HTKTU va gay nén su nhu nhugc va co cirng co. Con
trong trudng hgp da xo cirng, khi cac té€ bao it phan nhanh trong hé than kinh trung
wong bi tac dong thi cac chirc nang van dong hang ngay cling nhu cac giac quan bi sa sut
dang ké.

Teo co xo cirng cot bén 1a mot bénh di truiyén do cac doét bién & cac gen ma cho céac
protein cé lién quan dén su thoai hda cac thanh phan binh thudng cla co thé nhu lipid,
protein va carbohydrate. Mac diu hau hét cac bénh thudc lysosome la do su khiém khuyét
trong cac gen ma cho cac enzyme cla lysosome, nhung ciing c6 mot s6 trudng hop lai
gay nén bédi cac gen mi cho cac protein van chuyén, protein bao vé hodc cac enzyme xur
ly enzyme cla lysosome. Trong trudng hgp bénh do tich tu lysosome thi hiém khi xay ra
va ty |& chi 1a 1/5000 so sinh. Su tich tu co chat enzyme ndy trong cac té bao cla
HTKTU d&c trung cho cac bénh giéng nhu mucopolysaccharidose hodc GM, gangliosidosis.

Su chét cla té bao xay ra nhu thé nao trong hé than kinh ? Trong mét sé trudng hop céac
nguyén nhan di truyén cé lién quan t&i sw thoai hoa than kinh. Nhu trudong hgp bénh
Huntington, mot dot bién 13p chap ba (triplet repeat mutation) & NST s6 4 c6 lién quan t&i
su chét clia cac neuron & mét ving cla ndo bod goi la dudi/hach (caudate/putamen), mot
phirc hop céc cau triac théng nhau, diéu chinh su diéu hda clia cac hoat dong van dong.
Viéc xac dinh dugc cac dot bién 13p chap ba khéng 6n dinh 1a mét trong cac phat hién Ién
vé di truyén hoc than kinh ngudi. Ching ta s& ban vé van dé nay trong cac bénh
Alzheimer va Parkinson.

Ngu i ta da xac dinh duwgc nhiéu dang khac nhau cltia cac bién d6i phan tir va té bao hoc
trong cac neuron cé lién quan téi su chét cla cac neuron. Cac nha nghién clru da xac dinh
dugc nhiéu bién d6i dac hiéu trong neuron & cac rui ro cé cé lién quan téi cac bénh &
HTKTU dang thinh hanh cting nhu cac bénh cla tudi gia. Su tich tu bat thudng cla cac
soi nhd va cac protein da bi bién déi 1a nhitng dic trung trudc tién cla cac neuron bj mat
chirc ndng than kinh. Su tich tu ndy cé thé& xay ra & té bao chat clda neuron hodc & moi
trudng ngoai bao. Trong mot sd trwdng hop nhat dinh ngudi ta da xac dinh duoc s6
neuron da bi mat mat ma bénh Alzheimer 12 mét vi du. Ré rang la tat ca cac dudi nhém
neuron bj mat trong bénh Alzheimer déu gén véi viing vo ndo, & dé c6 hinh thanh cac tam
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than kinh bi viém va cac mang xoén lai clia cac thanh phan khung té& bao trong cac neuron
vi vy ma gay nén su réi loan cac day than kinh.

Vay lam thé nao d&€ chin lai nhirng bién d6i khéi dau & cac neuron ma c6 thé dan dén su
chét hang loat cla cac té€ bao & cac vung dic biét ctua hé than kinh ? C6 nhiéu co ché
phan tlr v&i cac mirc d6 khac nhau da duoc xac dinh. D6 1a nhirng bién d6i vé bd khung té
bao, t6n thuong oxy hoda, nhitng bién d&i cia DNA, nhirng bién d8i cia RNA trong téng
hop protein, su tich tu cac protein bat thudng, cac géc tu do cé doc tinh, giam su van
chuyén cula sgi truc va su chét theo chuwong trinh cla té bao - d6 Ia nhitng ly do cé thé&
sinh ra cac bénh than kinh. Trén mot s6 md hinh trén doéng vat ngudi ta da tao dugc
nhirng bién d&i phan tlr ndy va dén lwgt minh, ching lai gitp cho viéc xac dinh bénh ly hoc
cla su thoai hoa than kinh va 1ap nén cach thir nghiém chién lugc GTL d6i vGi cac bénh
ctia hé than kinh trung uwong va cac bénh tudi gia.

18.4 Céc yéu t6 dinh dudng than kinh va gen trj liéu
18.4.1 Cac yéu té dinh dwéng than kinh

C6 nhiéu phan t&r trong hé than kinh gilr vai tro rat quan trong déi v&i su ton tai, biét hda
va duy tri neuron trong hé than kinh trung wong ciing nhu ngoai bién. Nhirng phan tir nay
chinh 1a cac yéu t6 dinh duéng than kinh (DDTK) (Bang 18.1), ching gay cam (rng, hinh
thanh cac xi nap va tao nén su chuyén héa cao cho mang luéi neuron trong nao bé. Cac
yéu t6 nay duoc tiét ra tir cac dich dugc kich thich béi cac neuron & cac dau tan than
kinh, sau dé chuy&n qua mot khoang dai réi téi than té bao, & d6 ching tac dong lam diéu
hoa chirc ndng neuron bang nhiéu co ché tin hiéu (Hinh 18.5). Hién nay ngudi ta da biét
cac yéu t6 DDTK nay gan vao cac protein receptor bé mat té€ bao & cac dau tan than kinh,
réi hoa nhap v&i nhau (nhd endocytosis qua trung gian receptor) sau d6 di chuyén téi
than té bao theo co ché& van chuyén soi truc thut IUi. Tim hi€u sau hon vé cdu tric
receptor clia cac yéu t6 DDTK cho thay ching ciing tuong tu nhu céc receptor yéu té
tang trudng truyén théng va cac cytokine. Su biéu hién cla cac receptor yéu té6 DDTK la
dic hiéu va ndi troi trong hé than kinh, khi hoat h6a cac yéu t6 nay sé c6 tac dong phan
tir mot cach phan biét.

Yéu t6 tang trudng than kinh (nerve growth factor -NGF) nguyén ban la thanh vién cla
cac neurotrophin - mét ho protein c6 cdu trdc thong thudng. Yéu t6 nay duwgc phat hién
va xac dinh dac tinh tr nhdtng nam 1950 bd&i Rita Levi - montalcini, Staney Cohen va
Viktor Humburger va la phan tdr dau tién thé& hién c6 hoat tinh thic ddy ting trudng than
kinh tiém tang trén cac vat phd&m moé than kinh nudi cdy. Tir khi phat hién ra NGF, nhiéu
phan t&r méi da duoc xac dinh va b8 sung thém vao danh sach nhém céc chat dudi cai
tén la yéu t6 DDTK ¢4 duoc ghi & Bang 18.1. Cac dap rng véi neurotrophin chac 1a qua
trung gian receptor tyrosine kinase thudc ho trk (cac gen tién ung thu).

Cho t&i nay, rd rang la cac yéu t6 DDTK cé th& dugc tao ra tir nhiéu nguén, bao gém céac
t& bao than kinh dém, cac quéa trinh huwdng tam cda cac neuron, co va ngay ca chat nén
ngoai bao. Nhiéu sy kién sinh hoc gom su tang truwdng than kinh, sy bi€u hién ki€u hinh
(chat DTTK - neurotransmitter) va su chét theo chwong trinh ctia t& bao v.v.. déu lién
quan t&i su bao hiéu thut Iui ctia cac yéu té6 DDTK. Vi thé, cé nhiéu kha nang khai thac
hiéu &rng GTL céac yéu t6 DDTK d6i v&i sur tén tai cua cac té bao than kinh va kha ning
diéu tri cac bénh thoai héa than kinh néi chung.
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Bang 18.1 Danh muc céac yéu t6 dinh duéng than kinh thdng thudng

Lép Thanh vién Receptor Neuron dap trng

Neurotrophin NGF TrkA Neuron tiét acetylcholine clia ndo truéc
NT-3 TrkC Neuron thuéc vé ndo-tly séng
NT-4/5 TrkB Buodi/hach
BDNF TrkB Chat xam

Yéu t6 tang trudng GDNF Ret Neuron chat xam

bién nap 0O TGF-0O Neuron van déng

Cytokine CNTF CNTFO Neuron van déng tdy séng
LIF gp130/JAK  Neuron van déng tly séng

LIFRO/TYK
Yéu t6 tang truwdng IGF-1 Receptor IGF  Neuron tiét acetylcholine cla ndo truéc
giéng insulin Neuron tiét acetylcholine clia ndo trudc
IGF-2
Yéu t6 tang trwdng bFGF Receptor FGF Neuron tiét acetylcholine cua ndo trudc

Nguyén bao sqi
Neuron van déng tdy séng
aFGF

Tt nhiérng nghién ctru co ban nay ching ta hiu dugc rang néu ndo bd bi thuong tén thi
nhirng phan tlr nay sé duwgc giai phong va gilr vai tro quan trong trong qué trinh hoi phuc.
Ngoai viéc lam gidi han lai sw mat méat cac neuron, cac yéu t6 DDTK con c6 thé kich thich
cac mau méi trén sgi truc va cac sgi nhanh, diéu hoa su phan nhanh cda soi truc, diéu
hoa t8ng hgp cac chat DDTK va anh hudng téi su hinh thanh xi nap. Dic tinh c6 thé& di
truyén ndy cua su thay d6i cau tric va chirc ndng cta neuron trong dap (rng véi cac tin
hiéu méi trudng (giébng nhu gidi phéng yéu t6 DDTK) la phan anh tinh mém déo cua hé
than kinh. Nhiéu yéu t6 c6 hiéu (rng géi |én nhau (chu yéu d6i véi s tang trwdng va tén
tai) & hé than kinh trung uwong cling nhu ngoai bién. Ngay nay ngudi ta biét ré rang la bat
ky dang neuron cla than kinh trung uwong hay ngoai bién ciing déu can cé su t6 hop cac
yéu t6 DDTK thi méi dat dugc mirc t6i wu vé chirc ndng va kha ning tén tai cda chdng.
Vi thé can phai quan tam t&i viéc t8 hop hiéu (rng cda rat nhiéu yéu t6 d6i véi cac bénh
than kinh. Nhu d3 dé cap & cac chuong trwdc vé tinh logic clia cac yéu té6 DDTK, tuy
nhién viéc lam can bang ching d&€ dé phong céc rui ro clia cac tac dung phu van [a nhirng
van dé déi mat trong nhiéu thir nghiém lam sang.

Viéc nhan dang va xac dinh déc tinh ctia méi phan tir DDTK da duwgc thuc hién & nhifng
chuét chuyé&n gen (knock-out) khéng tao cac yéu td dé hoic cé lién két cac thanh phan
receptor nham tim duoc chirc nang sinh ly hoc cla cac phan tir nay ciing nhu danh gia
duoc su dong gbép clia ching vao viéc ton tai cia cac dang neuron khac nhau. Tuy vay,
ching ta van chua hiéu rd lieu su khiém khuyét gen DDTK c6 lién quan gi véi viec mat
chire nang DDTK hay khéng?
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N Receptor
Ligand ( . NGF)

Dau tan soi truc Pich

Hinh 18.5 Tin hiéu thut Iui béi céc yéu té dinh dudng than kinh. Ligand yéu té DDTK (duoc cung
cadp béi mé dich) gdn vdi receptor trén bé mat cdc ddu tén cua soi truc. Phirc hop ligand-receptor
nay sau dé duroc chuyén doc theo soi truc téi than té bao. Céc tin hiéu dinh dudng thut lui sé diéu
hoa su tdng truéng than kinh, su tén tai, su chét va su biéu hién cta cdc chat dan truyén théan
kinh.

(Theo Laurie C. Doering. An Introduction to Molecular Medicine and Gene Therapy. A John Wiley &
Sons, Inc., Publication 2001)

Nhiéu nghién ciru quy mé dang téap trung vao cac hiéu trng cé lgi clia viéc chuyén giao cac
yéu t6 DDTK trong cac mé hinh déng vat va cac nghién cliru ndy dd dit co sé cho nhiéu
thir nghiém [am sang. Su lan réng hay hoai than kinh, néng dé ctia cac yéu t6 DDTK va
thoi di€m ma cac yéu té nay duoc giadi phéng - dé |a cac thong sé quan trong lién quan
t&i hiéu (rng clia cac phan tir nady nham clru vét cac neuron khéi bi chét. Ciing cén phai
nhan thirc dugc rang vai tro that su cla cac yéu t6 DDTK va tiém néng tri liéu cha chang
d6i v&i cac bénh thoai héa than kinh thi van can phai duwgc sang to.

18.4.2 Cac md hinh dong vat GTLvEé sy thodai héa than kinh
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Hién tai, nhirng sang kién vé& GTL hé than kinh trung wong cho phép tiép can ca in vivo va
ex vivo. Cac vec to virus hién nay |a phuong tién thong thudng nhat dé€ chuyén gen téi
cac t& bao than kinh trung wong (CNS). Cac phuong phéap in vivo dua truc tiép virus vao
trong hé than kinh. Theo cach nay, cac vec to virus sé& dugc tiém vao nhing vi tri dac
biét trén ndo bod va tly séng. Trong trudng hop chuyén gen ex vivo thi cac gen mai
trudc tién duoc dua vao cac té bao trong moéi trudng nudi cdy, sau dé cac té bao duoc
cay ghép lap thé& vao nhirng viing mong muén ctia hé than kinh.

Mot khi GTL van dang c6 nhitng nd luc vugt bac thi danh sach cac hé virus ciing khéng
ngrng duwgc mé rong. Cac dang virus va cac té bao dugc sir dung cho viéc chuyé&n gen
trong hé than kinh duoc trinh bay & (Hinh 18.6). Hién nay cac vec to virus va cac té bao
khi sir dung véi mot su két hop nao d6 da mang lai nhitng hira hen va nhirng lgi ich thuc
s hon 1a viéc thay thé té bao va gen nhu da duoc (rng dung vai ndm truéc day. Khi moi
yéu t6 DDTK d3 duoc xac dinh thi cac t& bao céng nghé hoda tiét ra cac yéu té nay sé
duoc lam test trén cac mod hinh dong vat vé hiéu (rng ton tai cua neuron ciing nhu cac
kha ning hoat dong cua n6 (Bang 18.2). Mot s6 mo hinh GTL lam sang néi bat & day déu
tap trung dic biét t&i cac vec to va cac té bao dung d&€ chuyén gen vao hé than kinh
trung wong. Ching ta hdy quan sat mét sé vi du vé GTL trén cac mé hinh déng vat vaéi
cac bénh thoai hoa than kinh.

Trén mé hinh dong vat bénh Alzheimer ngudi ta thdy hién twong mat cac neuron tiét
acetylcholine va hinh thanh cac tdm lIam réi cac sgi than kinh hoc san sinh cac protein
tién than cla su héa bot (amyloid). Trén cac dong vat cé vh thi thdy c6 su cét ngang
dudng vom-tua (fimbria-fornix pathway) (néi gitra hai ma va vach ngén gitra) lam chét rat
nhiéu (khoang 50%) neuron tiét acetylcholine trong vach ngén gilra, déng thdi mat cung
cap acetylcholine cho viéc tao hai ma. Néu mét neurotrophin (NGF) dugc dua vao thi viéc
mat neuron cam (rng & ving cdt ngang vach ngan gilra /ndo trudc co thé duoc giam
thi€u. Trong mo6 hinh déng vat lién quan téi giam tri nhé do tudi tac, khi dugc truyén
NGF thi tri nhé ctia dong vat ciing dugc cai thién phan nao.

Kha ndng cung &rng mot yéu t6 DDTK cho ndo théng qua cac té bao céng nghé hoéa lan
dau tién dugc chirng minh badi Fred Gage va cong su., 1988. Cac nha nghién ciru da dung
t&€ bao nguyén bao soi chudt (208F) da duwgc cai bién véi mot retrovirrus dé€ c6 thé téng
hop va tiét ra NGF. Cac nguyén bao soi ndy sé dugc cdy vao nio chudt cé tén thuong
vom-tua. K&t qua cho thay, cac nguyén bao sgi cong nghé héa da tao ra di NGF hoat hoa
dé& c6 thé& clru dugc trén 90% neuron tiét acetylcholine khong bi chét. Cong trinh nay cho
thdy GTL ex vivo véi HTKTU 1a kha thi. Hiéu &ng bdo vé than kinh tuong tu nhu céac
neuron tiét acetylcholine vach ngan gilta cting thdy & cac nguyén bao sgi so céap, cac té
bao than chuét lang méi sinh (baby hamster kidney -BHK) va cac té bao than kinh d3
duoc cong nghé héa diy du dé€ téng hop duoc NGF.

Ngoai GTL vd&i cac yéu té DDTK, céac chién lugc sir dung promoter diéu hoa su chét cla té
bao ciing da duoc ki€m nghiém. Cac yéu té khang apoptosis nhu Bel-xL 1a mét trong 3
déng dang cla Bel-x bdo vé té bao khdi hiéu &rng bi hiy hoai béi cac oxy hoat héa. Cac
yéu t6 khang apoptosis nay dang duoc xac dinh béi GTL & cac mé hinh déng vat vé thoai
hoéa than kinh.

M6 hinh ph8 théng nhat cda Parkinson |a mé hinh trén chudt. Khi tiém vao nio bd
cathecholamine neurotoxyn 6- hydroxydopamine (6-OHDA) thi neurotoxyn nay da pha hay
cac sgi dopamine nam & ving chat xam - hé van. Viéc x&r ly nay da lam mat dopamine va
tao nén cac hanh vi bat thudong & dong vat, khi ching dwgc nhan chat chd van dopamine
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(amphetamine hodc apomorphine) thi hoat hoéa lai dugc cac receptor dopamine. Tinh
trang nay cling c6 thé dugc giam nhe khi enzyme tyrosine hydroxylase (enzyme gigi han
téc dé san xudt dopamine) dugc tao ra & cac neuron trong hé van (striatum). Nhitng thi
nghiém GTL ex vivo véi Parlinson da sir dung cac dong té& bao nguyén bao soi da cai bién
gen trong nudi cdy dé& bi€u hién gen tyrosine hydroxylase. Trong trudng hop nay, chirc
nang cta cac nguyén bao soi cay ghép duoc ki€m chirng bang su giam cac hanh vi bat
thuwdng (circling behavior) & chudt duwgc cdy ghép. Ngoai nguyén bao sgi, cac nguyén bao
co so cap va nhiéu dong té bao khac cling da duoc cai bién d&€ t6ng hop duoc tyrosine
hydroxylase va lam gidm su suy y&u vé hanh vi trong mé hinh chuét bi tén thuong 6-
OHDA. Ciing cén phai chi rd rang cac nguyén bao soi cling nhu cac dang té bao khac
khoéng phai neuron tuy khéng lién quan gi véi dong dién cda ndo bdé nhung van tao dugc
cac hiéu &rng chirc nang du manh khi san xuat cac san pham gen chuyén. Han ché trudc
tién khi sir dung cac dong té bao nguyén bao soi la tang lién tuc khéi lwgng nguyén bao
sgi & ndo. D& tranh hinh thanh cac khéi u bdi cac dong té bao nay ngudi ta da boc (lam
nang) cac té bao véi cac chat liéu cho phép trao d6i cac san phdm gen chuyén gilra cac té
bao va mé cla vat chu. Buéc tién quan trong la cac té bao so cap, cac té bao géc va cac
dong té€ bao c6 th& cdy duoc vao hé than kinh.

Mac ddu ching ta van chua hiéu tai sao cac neuron chira dopamine lai bi chét nhiéu & céac
bénh nhan Parkinson, nhung ré rang cac yéu t6 DDTK da kéo dai su tén tai va kha ning
cla cac neuron dopamine nay. D6 la tiéu di€m chd y ctia GTL véi hy vong cé thé€ ngan
ngtra duoc su chét clia cac neuron. Cac yéu t6 hira hen bao gém yéu t6 DDTK tir ndo
(brain-derived neurotrophic factor -BDNF), yé&u t6 ting trudng nguyén bao sgi (fibroblast
growth factor -FGF) va yé&u t6 DDTK tur dong té bao than kinh dém (glial cell-line-derived
neurotrophic factor -GDNF). Nhirng yéu t6 nay bado vé tét cac neuron tiét dopamine.
Trong mé hinh Parkinson trén déng vat thi cac nguyén bao sgi so cdp va cac dong té bao
nguyén bao sgi da cong nghé héa dung d&€ chuyén yéu té6 DDTK tir ndo (BDNF) sé& phong
duoc su thodi héa cac neuron dopamine. Trong truong hgp nay, BDNF dugc hoat héa bdi
rat nhiéu tin hiéu phan tir do dé ngan nglra duwgc su chét cta neuron.

Bang 18.2 M6 hinh nghién curu cac bénh than kinh & chudt

Bénh M6 hinh  Dang té& bao bi tac  Yéu t6 DDTK lién M6 hinh trén chuét
dong chinh quan t&i su séng sot chuyén gen

Parkinson  Tiém Neuron

6-OHDA dopamine BDNF, GDNF NURR 1
Alzheimer  Con dudng Neuron NGF, NT4/5 APP

cat ngang tiét choline

tua-vom
Huntington Tiém Neuron tiét BDNF, NT4/4, Lap CAG

exitotoxyn GABA CNTF

(acid kainic)
ALS Tiém IDPN Neuron van BDNF, CNTP SOD1

dong

MS EAE Céac té bao it CNTF,IL-6 2-5 MBP
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phan nhanh

Sw chon loc gen Thiét ké vec to’
Yéu té dinh dwong TK

Retrovirus

Chit din truyén TK Virus herpes Adenovirus

Virus adeno lién hop

Tri liéu ghép gen trong
hé than kinh

San xuit va lam
tinh khiét virus

nervous Nguyén bao soi oL ’
K Nguyén bao co

system

Tham nhiém té bao

Té bao dém i i v
g

Té bao gbc

Hinh 18.6 Céc virus va céac dang té bao dung trong tri liéu ghép gen thuc nghiém trong hé thén kinh.
(Theo Laurie C. Doering. An Introduction to Molecular Medicine and Gene Therapy. A John Wiley &
Sons, Inc., Publication 2001)
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GDNF 1a thanh vién cla ho cac yéu t6 ting trudng bién nap (TGF-0) - mét nhém cytokine
I&n gilr vai tro quan trong trong viéc ki€m soat su tang sinh, sy di chuyén va su tao hinh
cla té€ bao. Phan tir ndy dugc Leu - Fen Lin phat hién tai phong thi nghiém cua Frank
Collin khi phan tich phan dich n8i nudi cdy dong té bao than kinh dém nidm 1953, né cb
hiéu (rng tiém &n d6i v&i su tén tai cua cac neuron dopamine. Cac vec to adenovirus
khi€ém khuyét sao chép ma cho GDNF c6 thé& |am gidm cam (rng thuc nghiém hanh vi quay
vong (rotational behavior) khi tiém 6-OHDA vao chuét trén mé hinh Parkinson. Cac vec to
adenovirus nay sir dung promoter clia virus Rous sarcoma (RSV) dé& kiém soat gen chuyén
GDNF. Tuy nhién,sau mét thang lai thdy c6 su gidm dang k& mirc do biéu hién gen chuyén,
cac phan (rng mién dich clia vat chl déi véi adenovirus va su diéu hoa xuéng cla cac
promoter virus - dé la cac van dé thudng thay khi tiém adenovirus vao ndo. Vec to
adenovirus cac thé hé ké tiép da dugc thiét ké nham giam thiéu t6i da cac phan trng mién
dich va néi rong su biu hién gen. Ciing giébng nhu cac yéu té6 DDTK khac, GDNF hién nay
c6 hiéu &rng duoc ly trén rat nhiéu neuron. N6 1a yéu té quan trong déi véi cac neuron van
déng & tly séng va cac neuron Purkinjie & ndo bo.

Mét ky thuat khac d&€ phong ngtra sur thoai héa than kinh la ghép cac té bao trg gilp Vo
neuron thai nhi. Trong trudng hop ndy ngudi ta muén am chi mot chién luoc déng ghép,
cac té bao tro gilp sé tao diéu kién cho su séng sot clia cac neuron dugc cdy ghép. Cac
nguyén bao sgi cai bién sé& cung rng cuc bd FGF gilp duy tri su cdy ghép cla cac neuron
dopamine thai nhi. Cac nguyén bao s¢i chang nhirng gilp cho viéc duy tri quan thé& neuron
cady ghép ma con lam gidm su can thiét phai c6 mot s6 lugng I&n cac té bao thai nhi ldy ra
tur phau thuat ndo phoi thai.

Trong viéc xem xét bénh Huntington, cac nguyén bao sgi ngudi dugc nang hba tao nén
cac yéu t6 DDTK léng tiét (secrete ciliary neurotrophic factor -CNTF) cé th& ngan ngura
dugc nhirng khiém khuyé&t hanh vi va su thoai héa thé van & mé hinh bénh Huntington
trén chuét. GTL thuc nghiém bénh Huntington cling da dugc thuc hién trén mo hinh khi.
O day khi duoc tiém acid quinolinic thiy c6 bi€u hién hinh anh thoai hoa than kinh dic
trung cho bénh Huntington. Cac nha nghién ciru tri liéu té€ bao & Rhode Island d3 cong
nghé hda nguyén bao sgi than chuét lang méi sinh dé& ti€t CNTF réi sau d6 dua kém ca cac
té bao vao trong cac nang polymer truéc khi cdy vao th& van. Khi nang cé chira cac
nguyén bao sgi da dugc cai bién dwgc ghép vao khi trong mé hinh bénh Huntington thi da
san xuat CNTF bdo vé dugc moét sé quan thé té bao, bao gédm cac neuron tiét GABA va
acetylcholine thoat khoi su chét. Can phai lwu y rang cac vec to phai duoc thiét ké sao
cho loai trir dwgc cac gen virus dé tranh hiéu &rng doc té bao va hiéu (rng mién dich. Tuy
nhién, viéc loai trir cac gen nay thuong lai lam giam hiéu &rng va th&i gian bi€u hién cua
gen chuyén. Ki€m soat san phdm gen sé 1a mét khia canh dic biét quan trong déi véi su
thanh cong clia GTL & hé than kinh trung wong. D3 cé rat nhiéu né luc trong viéc phat
trién cac yéu td diéu hoa gen dé&€ c6 thé& bigu hién (khoéng gian) dic hiéu té bao va/hoac
(thdi gian) phu thudc thuéc cla gen tri liéu mong muén. Cac yéu t6 diéu hoa/promoter
gen chuyén tiém nang sé& huédng dan su biéu hién cac neuron bao gém céc tiéu don vi cla
cac sqi than kinh, O-tubulin, enolase dic hiéu neuron va tyrosine hydroxylase. Promoter
clia protein acid cac sgi than kinh dém va protein kiém myelin da dugc thiét l1ap d&€ huéng
su bi€u hién gen chuyén trong cac té bao hinh sao va cac té bao it phan nhanh. Hé théng
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gen chuyén (theo hiéu (ng thoi gian) c6 thé cam ng duoc, thudong tetracycline hoac
cac dan suat cua tetracycline dugc coi nhu cac promoter déi chirng. Vé su kiém soat
phién ma cla tyrosine hydroxylase trong céc té bao t& tién than kinh cling nhu nhiéu dong
t& bao khac thi nhiéu gen va CNTF d3 dugc cam (rng bdi hé tetracycline. Kha ning kiém
soat cac yéu té di truyén va mirc déd bigu hién cta gen chuyén méi théng qua cac hiéu
trng dugc ly nhu tetracycline 1a rat quan trong trong viéc xem xét cac quy trinh ki thuat
c6 lién quan téi viéc chuyé&n cac yéu t6 DDTK va cac chat DTTK trong GTL & hé than kinh.

18.4.3 Khai thac cac dic tinh cua HIV trong viéc chuyén gen trong hé than
kinh trung uwong

Strc manh va tiém nang cua cac ky thuat sinh hoc phan tr da dwgc minh hoa théng qua
viéc kién tao cac vec to co sé virus rat nguy hai nhu HIV-1 nhung lai rat hitu ich trong
viéc chuyé&n gen. Cac neuron cu tra trong hé than kinh & dang khéng phan chia vi thé cac
vec to virus tiém ndng cho GTL phai cé khd nang tham nhiém dugc cac té bao sau
nguyén phan. Mét phuong phap dugc phat trién bdi Inder Verma, Luigi Naldini va Didier
Trono & Salk Institute in La jolla, Caliornia da ndm |4y lgi thé ctia cac yé&u t6 hé gen HIV dé&
tao nén cac virus tai t8 hop c6 kha nidng tham nhiém cac té bao khong phan chia, k& ca
cac neuron. Virus HIV la mot lentivius thudc ho retrovirus ma cac dac trung cla ching da
dugc biét rd. Lentivirus (theo tir Latin lentus c6 nghia la cham) gay nén cac bénh thoai
héa tién trién va man tinh cham déi v&i cac neuron, hé théng tao huyét, hé co xuong va
hé mién dich.

Lentivirus c6 cac hé théng diéu hda gen manh va t8 hop promoter - chat hoat chuyé&n (
cac l3p tan dai - long terminal repeats - LTR), HIV-1 tat - LTR la t8 hop manh nhat dugc
biét. Nhirng virus nay chi 1a nhitng retrovirus c6 kha nang hgp nhat vao NST cua céac té
bao khéng cé hoat tinh phan bao. Chdng da bi twéc bd khad nang tai sinh, nhung nhirng
thanh phan “nhap khdu” tir nhan HIV sé& huéng su hgp nhat cua cac gen méi vao trong
nhan cutia cac té& bao bi tham nhiém. Cac trinh tu gen cda HIV ki€ém soat su hop nhat trong
cac té& bao dich céng véi cac yéu té tir 2 plasmid virus khac da duoc sir dung dé€ tao nén
cac vec to virus hiéu irng cao huwéng su bi€u hién gen méi dwoc 6n dinh va dai han. Hiéu
trng cha su chuyén gen la cao, khi tiém cac lentivirus vao ndo chudt trwdng thanh thi tai
nap 6n dinh cac té bao da biét hda tan cung in vivo ma khéng lam giam su biéu hién gen
chuyén hodc gay doc tinh té bao it nhat 6 thang. Hon nita, khi tiém céac vec to dan suat
tir HIV vao hé than kinh lai khéng gay cac dap (rng mién dich hay viém nhiém nao dang ké.
Kha ndng thiét k& cac vec to virus co s& HIV d& chuyé&n gen 6n dinh va hiéu qua vao trong
cac té bao khéng phan chia 1a mét buéc quan trong d€ nang cao kha nang ap dung cac
vec to retrovirus trong GTL trén nguoi.

18.4.4 Sy chét theo chuwong trinh clia cac té bao va sy thoai héa thén kinh

Su chét theo chuong trinh cla té bao (programmed cell death -PCD) mudén nh&dm vao
apoptosis xay ra trong quéa trinh phéat trién cla tat ca dong vat. D6 1a mét qua trinh ma &
d6 céac té bao dugc cai sdn mot chuong trinh chét thuc thy. Gan day ngudi ta tap trung
vao véan dé ting ty 1& PCD trong cac bénh than kinh cht chdt. Méc dau van chua cé bang
chirng nao dé khing dinh rang PCD c6 lién quan t&i su chét ctia cac neuron va cac té bao
than kinh dém. Ngudi ta ciing biét rang c6 nhiéu gen thic ddy PCD, nhirng gen nay va cac
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san phdm cda ching cé su tuong hop trong thé gidi déng vat tir giun tron téi dong vat
cao cap. Cac san phdm cua ho Bel-2 cac tién gen ung thu da dugc xac dinh dic tinh nhu
céac protein diéu hoa su chét cua té bao. Mot céch tiép can tri liéu tranh su thoai hda than
kinh c6 thé& dugc thuc hién thong qua viéc diéu hoa apoptosis bdi cac thanh vién cua ho
Bel-2 bao gém bel-xl va bax. Trong bénh Alzheimer mirc protein Bel-2 cao hon dang k& &
nhirng ngu&i gia va protein nay hoat hda céac té bao hinh sao hon la cac neuron.

Su biéu hién qua murc bel-2 trong mé hinh chudt chuyén gen superoxyde dimustase (SOD)
cta ALS d3 lam tri hodn su tdn cong d6i v&i cac bénh thudc neuron van déng nhung lai
khéng tac dong téi su kéo dai clia bénh. Bel-2 ¢6 ban chat khang oxy hoa rat manh, vi vay
su biéu hién vugt mirc Bel-2 sé c6 thé ngan nglra dugc su thoai héa clia cac neuron van
doéng do (rc ché su hly hoai bdi cac goc tu do. Cac nghién ciru dang nay da chirng minh
kha nang GTL cla Bel-2 d6i v6i bénh xo cirng cot bén teo co (ALS). Tuy nhién, nhing thi
nghiém nay ciing chi ré rang viéc x{r ly nén dugc thuc hién trude khi xuat hién cac triéu
chirng lam sang ro rét.

Su s6ng soét it di clia cac neuron cdy ghép la mot van dé néi com trong ghép neuron. D&
tadng su séng s6t clia cac neuron cdy ghép ngudi ta da cho biéu hién gen Bel-2 truéc khi
cay ghép. Y tudng nay dd duoc test véi dong té bao dugc tao ra tir viing chat xam. Khi
dong té bao nay bi€u hién qua mirc protein Bel-2 trong thé& van chuét dugc xir ly véi 6-
OHDA thi da cai thién duwoc cac hanh vi trén chudét (giam vong quay cam rng
apomorphine).

Trong mo hinh t8n thuong tua -vom & chuét thoai hda neuron tiét acetylcholine, hiéu trng
bao vé la do gen Bel-xL. Sy bi€u hién cla Bel-xL bdi cac vec to lentivirus trong moé hinh
nay da lam tang dang k& su séng s6t cla cac neuron tiét acetylcholine.

Mé&i day ngudi ta da phat hién duoc mot ho méi cla cac protein khang apoptosis do la
cac chat trc ché apoptosis (inhibitors of apoptosis -IAP) - cac protein IAP ctia ngudi cdm
trng XIAP, HIAP1, HIAP2, NAIP, BRUCE va Survicin. Protein (rc ché apoptosis clia neuron
(neuron apoptosis inhibitor protein -NAIP) duwgc bi€u hién trong céac té bao than kinh. Viéc
diéu khi€n NAIP bdi cac vec to adenovirus dd lam gidm su chét cla cac neuron hai ma
trong trudng hop thi€u mau cuc bd va clru dugc cac neuron van dong trong mé hinh
axotomy thuc nghiém.

18.5 Cay ghép neuron va céac té bao géc
18.5.1 T cdy ghép thyc nghiém t&i cac &ng dung trong lam sang

Trong nhirng ndm 1980 va 1990 dd c6 nhirng y tuwdng cdy ghép neuron, thiét lap céac
thoéng s6 V& viéc kéo dai toi da su ton tai va chirc nang cla cac té bao ghép. Mot trong s6
nhing nha khoa hoc di tién phong trong Iinh vuc nay la Anders Bjorklund thuéc Truong
Pai hoc Lund, Thuy Dién. Cac nha khoa hoc & day da ché tao thanh céng cac coéng cu d&
hoan thién cong viéc cdy ghép té bao trong HTKTU. Trong gan 20 nam viéc cay ghép té
bao vao n3o bd véi cac déi twgng Parkinson da dugc gai lén tir phong thi nghiém téi cac
thlr nghiém 1am sang. Bang (18.3) liét ké mot sé thay d6i can thiét d&€ kéo dai téi da su
tén tai clia cac té bao khi dwgc ghép vao than kinh trung wong.

Bang 18.3 Nhifng bién déi nham khich Ié sy ton tai cda céc té bao duoc ghép trong ndo bo.

285



Cac t& bao phoi thai : ton tai t&t hon céac té€ bao da trudng thanh

Vat chl tré: tiép nhan ghép dé hon

Céac yéu t6 dinh dudng: cai thién su tén tai va tang cudng cac qua trinh ting trudng
Clra dich:la then chét cho sy tén tai dai han

Cung trng mach: can thiét dé€ ton tai

Hoa hop mién dich: gidm céc rui ro clia su thai loai

Vao nhirng nam 1980 va 1990, cac moé da duwgc cdy ghép vao nio bo dé€ nghién ciru cac
khia canh vé su phat trién t& bao neuron va xac dinh chirc ndng cta cac ving khac nhau
trén ndo. Cac mé hinh trén dong vat vé su thoai hoa than kinh trung wong cling da duoc
nang cap rat nhiéu. Su duy tri va hiéu (rng khéi phuc ctia cac neuron va céc té bao than
kinh dém khéac trén cac dong vat da dugc nghién ciru tir cac khia canh té bao, phan tir
cho téi hanh vi. Hién nay ching ta dang trong ky nguyén méi cla viéc thiét lap cac ky
thuat cdy ghép cac té bao thich hop nhat d€ ap dung vao 1am sang. Pang tiéc 1a nhing
bién d6i vé su hdi phuc chirc nang thady & mot s6 mé hinh déng vat vé cac bénh than kinh
lai khéong thay khi ap dung trén ngudi. Trudng hop cdy ghép diém cac neuron chat xam
thi nguoi ta tiém lap thé neuron vao thé van cua cac bénh nhan Parkinson. Trong khi d6 &
chudt tén thuong 6-OHDA (mé hinh Parkinson trén chuédt) khi dwgc ghép chat xam thi
phuc héi rat dang k& vé su suy yéu hanh vi. Hiéu qua tiép nhan cac neuron phoi thai khi
tiém 1ap thé€ (tiém vao mot vi tri xac dinh trong khong gian) cta cac bénh nhan Parkinson
ciing khéng gidng nhu cac két qua trong phong thi nghiém. Nhing két qua thu duoc tu
cac thir nghiém 1am sang khai ddu da duoc khich 1& phan nao vi khéng thay xuat hién cac
hiéu &rng phu dang k&. Mot té bao dugc cdy ghép vao thé& van ngudi duy tri duwgc hang
nam va mot s6 bénh nhan gidm dang k& cac hoi chirng van déng (co cirng va van déng
cham chap). Trén thuc té, da c6 nhirng bao cao cho thdy su tén tai clia cac neuron phéi
thai ghép c6 thé& kéo dai t&i 8 nam. Cling c6 nhifng cai thién nhé & mot s6 bénh nhan mic
ddu hiéu &rng nay dan dan sé& mat di. Tuy nhién cling c6 nhitng thay d6i dang k& & bénh
nhan nay hay bénh nhan khac. Cho t&i nay, ching ta van chua du doan dugc bénh nhan
Parkinson nao sé la trng cur vién ly tudng cho viéc cdy ghép.

Mét trong sé cac van dé co ban cla cdy ghép cac neuron vao dong vat & phong thi
nghiém ciing nhu vao nio ngudi vin con tén tai 1a su séng soét it di clia cac neuron. OF
ngudi chi c6 khodng 5% neuron dopamine phdi thai 14 con séng sét véi cac quy trinh cay
ghép duong thai.

Tuy nhién, trén déng vat thi chi can c6 su séng sot it di clia cac té bao ghép cling da lam
phuc hoi dang k& vé hanh vi. Diéu ndi bat |a dai dién cho mé hinh déng vat véi bénh
Parkinson ctia ngudi phai nhu thé nado?. Mac dau cac neuron phdi thai da thé& hién tiém
nang Ién nhat vé hiéu &rng 1dam sang ciing nhu su s6éng s6t ctia manh ghép déi vé bénh
Parkinson. Nhung van con rat nhiéu van dé nghiém tic dit ra d6i véi viec sir dung cac
neuron phoéi thai ngudi nhu kha ning cua cac mé, viéc kiEm soat chat lwgng mé va ca cac
van dé thudc luan ly hoc nira. D& khéc phuc mot sé khia canh cla cac van dé nay, can phai
nghién ctru danh gia viéc cay ghép khac loai neuron déi véi bénh Parkinson cling nhu (rng
dung céac té& bao neuron va cac té bao géc dugc nudi cdy. Ngay nay ngudi ta c6 kha nang
phan lap duoc cac ti€u quan thé cla cac té bao neuron va cac té& bao goc bang cach cho
phat trién réi nhan |én cac té bao bang nudi cdy sau d6 dung cac té bao nay dé& cay ghép
hodc duwoc diung nhu cac phuong tién van chuyén gen t&i cac vi tri lua chon trén hé than
kinh. Nhirng té€ bao nay tén tai in vivo trong méi trudng gidu cac yéu té tang trudng va
bi€u hién dugc ki€u hinh neuron. Lgi thé chinh cla viéc sir dung cac té bao t6 tién cho
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viéc cdy ghép la ching khong bi bién nap hodc bat tir héa va toén tai mot cach tu nhién
trén ndo. Su cong tac gilfa cac nghién clru |dam sang va co ban khi sir dung céac té bao
tién than hoic cac té bao géc cho viéc chuyén gen in vivo |a rat can thiét dé€ phat trién
GTL trong Parkinson va cac bénh thoai hoa than kinh khéac.

Nhu d3 dé cap & trén, nhiéu dong té bao so cdp khéng phai neuron da duoc sir dung réong
rdi nhu [a mot phuong tién dé€ chuyén cac chat hoat héa nham thic ddy su séng sét hodc
lam tang trudng cac neuron. Cac té bao nguén géc khéng phai neuron (nguyén bao soi,
nguyén bao co) thi khéng hop nhat dwoc vao mé ndo cla vat chd, vi thé né tén tai nhuw
mot khéi mé cé 1ap. Nhirng dang té bao nay |a ngoai lai d8i v&i ndo va ching ta khong thé
biét trwdc duwgc nhirng hau qua lau dai cia nhirng té bao ngoai lai nay trong hé than kinh
trung wong. Vi vay té bao ly tudng dung dé& thay thé nén Iay tir hé than kinh trung vong.
Cac nghién ctru hién nay déu tap trung vao cac chién lvgc thay thé té bao ma nédi bat 1a
viéc str dung céc té bao goc than kinh. Cac té bao nay cé thé€ da dugc biét hda hoan toan
va hop nhat vao hé than kinh trung wong. Diéu ndy da tao nén vién canh tuyét voi cho
viéc tri liéu cling nhu chuyén giao cac san phdm cua gen.

18.5.2 Céc té bao g6c & ndo ngudi trwudng thanh

Cho t&i tan vai ndm trudc day ngudi ta van gid thiét rang nao bo ngudi khong cé kha
nang san sinh ra cac neuron méi. Nghién ciru trén nhiéu khia canh, ngudi ta di xac dinh
duoc rang ndo dong vat cé va trudng thanh c6 chira cac té bao gdc c6 thé md rong kha
nang hoat déng cla cac té bao neuron va than kinh dém. Dic biét & ving duéi ndo that
(subventricular zone) c6 mét I6p moéng rat quan trong dugc hinh thanh trong thoi ky ting
trudng va con ton tai cho téi khi trudng thanh. Lép mong nay cé kha nang san sinh ra
cac neuron va than kinh dém (Hinh 18.7). Cac té& bao géc duoc xac dinh moét cach chinh
xac trén doéng vat la cé kha nang tang sinh, tu dGi méi, san sinh con chau véi dac trung
da dong va cé kha ndng phan chia khi bi t8n thuong. Cac té bao t6 tién la cac té& bao cé it
tiém nang hon cac té bao goc, cac té bao tién than 1a cac té bao c6 trong moét tién trinh
phat tri€én nao d6. Su hién dién clia cac té bao géc than kinh & ndo ngudi truwdng thanh
da goi 1én kha nang sir dung ndo truwdng thanh nhu la mét nguén cung cap cac té bao tién
than dé& cay ghép va gilp cho viéc thiét 1ap cac hudng tri liéu maéi d6i véi cac tén thuong
va bénh than kinh. Trén thuc té, ching ta da hi€u su phat trién sinh hoc than kinh té& bao
goc, cb thé ki€m soat dugc su tang sinh va su dich chuyén clia nhirng t& bao nay trong
cac vung cua hé than kinh bi tac déng badi bénh. Khai niém vé su tu stra chira & ndo bd
hién nay c6 thé& hién rd tir cac nghién cliru co ban. Véi cac ky thuat giai phau than kinh
hién dai va hiéu qua Sanjay Magavi, Blair Lett va Jeffreg Macklis thu6c Bénh vién nhi, Dai
hoc Y khoa Harvarrd - Hoa Ky d chi ré rang cac té bao gdc trong ndo chudt trudng thanh
c6 thé& dich chuyé&n va thay thé cho nhirng neuron da trai qua apoptosis & phan vé mai
(neocortex). Hon nira, nhitng neuron méi duwgc san sinh ndy ciing tao dugc su két ndi téi
cac dich thich hop cta ching.

Su tang sinh va biét hda cla cac té bao géc da tiém ning cd thé duoc diéu hoa bai cac
yéu t6 DDTK. Ching han nhu yéu t6 ting trudng bi (epidermic growth factor- EGF) cé th&
cadm rng su tang sinh cua cac té bao gbc (tr phdi) cia mé than kinh trung wong ngudi
trudng thanh in vitro. Khi thém cac yéu té tang trudng vao cac té bao than kinh thi
chang sé diéu hoa té€ bao dé& c6 cac dac tinh clia neuron hodc than kinh dém. Khi thém yéu
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t6 tang trudng nguyén bao sgi vao cac té bao té tién (tir EGF) thi cac té bao gbc sé dap
(rng san xuat ra cac té& bao t& tién neuron.

Hé TK trwédng thanh
hoac phdi

EGF

v
Té bao géc
da tiém nang

EGF, bFGF

y
Té bao té tién

DN

TB tién than cua neuron TB tién than caa
TK dém
BDNF
] ,
Neuron chin TB hinhsao Cac TB it phén nhanh

Hinh 18.7 Mé hinh ly thuyét vé su phat sinh céac té bao neuron va than kinh dém tu céc té bao géc
trong ndo bo. Céc yéu té ting trudng tiém an diéu hanh su giao phé va biét héa cua cta céc dong
neuron.

(Theo Laurie C. Doering. An Introduction to Molecular Medicine and Gene Therapy. A John Wiley &
Sons, Inc., Publication 2001)

Cac nghién ctru GTL dang hudng vao chién lwge té bao goc than kinh. Ngudi ta hy vong
rang cac té bao t& tién hoic cac té& bao gbéc sé gilt vai trd dic biét quan trong vé hiéu qua
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cla GTL & HTKTU. V&i kha ndng biét hoa da dong té bao, cac té bao gbc cd thé sé rat
hiéu qua déi v&i su chuy&n giao cac sadn phdm gen tri liéu qua ndo hay tly séng. Tiém
nang cta su t8 hop cac té bao t8 tién véi GTL HTKTUC da duoc chirng minh bdi Evan
Snyder, Rosanne Taylor va John Wolfe ndm 1995. Cac nha khoa hoc chirng minh rang cac
té€ bao gobc than kinh duwgc cong nghé hoa tiét ra enzyme O-glucuronidase (GUSH) cé thé&
chuyé&n giao mirc GUSD tri liéu du d€ kéo dai thoi gian séng sot clia chudt trong méd hinh
bénh do tich tu & lysosome (LSD) di truyén than kinh - mucopolysaccharidose type VI
(MPSVII). Su thi€u hut enzyme nay trong mé hinh chuét gay nén su tich tu lysosome do
giam luwgng glucosominoglycan trong ndo va cac mé khac do su bién d6i thoai héa ngay
tUr phoi thai. Khi tai nap nguyén bao soi bang mdt retrovirus ma cho GUSO d& “don sach”
cac tén thuong lysosome trong mé hinh nay. Kha ning lam mat su cing phéng lysosome
clia neuron va cac té bao than kinh dém bang GTL |a mdt budc tién quan trong vi hau hét
cac bénh nhan déu chua dugc chdn doan 1a LSD cho téi khi cac tén thuong di tién trién
day dua, tac dong tai ki€u hinh. Cach tri liéu twong tu cling duwgc ap dung cho cac bénh
than kinh di truyén khac ma dac trirng 1a khéng c6 cac sadn phdm gen tiét. Cac té bao
cdng nghé hoda va cac té bao t8 tién ciing duoc ghép vao ndo chudt trong mé hinh thiéu
hut hexosamineadase gay bénh Tay - Sachs va Sandhof.

18.5.3 Chuyén gen ung thu téi cac té€ bao than kinh

C6 nhiéu phuong phap da duoc phat trién dé tao ra cac dong té bao tur cac té bao so cap
va cac nha sinh hoc than kinh phéat trién dd sir dung cac vec to retrovirus cé cau tric dac
biét d& thiét lap cac dong té bao tr HTKTU dang phat trién. Cac dong té bap géc hoic
cac té bao t6 tién da duoc st dung réng rai trong nghién ciru cac khia canh cua su biét
hda cac dong neuron va than kinh dém. Cac dang nay cua cac dong té bao t8 tién duoc
dung d& nhan dang cac phan tir va cac yéu t6 DDTK lam nhiém vu khéi ddu va thac ddy
su biét hda & cac thoi diém phat trién dac biét. Cac dong dic hiéu vé giai doan phat trién
cla cac neuron hodc cac té bao than kinh dém da duoc thiét lap véi cac vec to
retrovirus c6 chira cac gen ung thu nhu khang nguyén T tao khéi u I16n cla virus khi SV40
(simian virus 40 karge tumor T antigen)-neu va ho myc.

Ho myc cua céac tién gen ung thu bao gdbm nhi€u thanh vién da ré cac dac tinh nhu c-myc,
N-myc, va L-myc. Gen myc nguyén ban dugc xac dinh la mot gen ung thu cua virus gay
bénh bach ciu cltia chim MC29. Retrovirus nay cdm (rng nhiéu bénh ung thu, ngoai bénh
bach cau tly bao (myelocytomatosis -myc) & chim né con c6 thé& bién nap cac té bao so
cap trong nudi cdy md. Viéc bién nap cac té bao tir hé than kinh dang phat trién véi mot
retrovirus bi€u hién v-myc sé lam thé hién ré cac nét dac trung dac biét cta chidng. Trong
nudi cay, cac té& bao t6 tién dugc bat tir hda véi gen ung thu v-myc thi phan chia lién tuc.
Tuy nhién, khi r&i khoi méi trudng nudi cdy va dugc ghép lai vao hé than kinh trén déng
vat tai phong thi nghiém thi nhirng té€ bao bat tir v-myc nay da vuot ra khéi chu ky ky té
bao d€ di t&i su biét hoa tét cing. Ngoai ra, mot s6 té bao t& tién than kinh duoc san
sinh c6 v-myc chang nhirng dirng phan chia trén n3o déng vat ma con trai qua su biét hoa
dac hiéu vi tri. Mot dong té bao da biét rd cac dac tinh (C17.2) véi cac dic trung cua té
bao g6c sé& c6 duwgc cac dic trung than kinh dém hodc neuron khi né duoc dat & ving
chat trang hay chat xam. Cac té bao C17.2 cling biét héa thanh ki€u hinh neuron va biéu
hién dac hiéu chat dan truyén than kinh cla cac ving cay ghép. Hang trdm Ian ghép cac té
bao neuron cé mang gen v-myc da dugc nghién ctru trén dong vat & phong thi nghiém tai
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nhiéu vung cltia hé than kinh trung uwong va ngoai bién va khong cé trudong hop ghép don
nao cé su tang sinh lién tuc (phat trién khéi u). Do vay, cac té bao cé gen ung thu duoc
x&p vao thir hang dac biét c6 cac dic trung mong muén cho cac chién lugc thay thé té
bao dé& phuc hoi cac chirc nang cua hé than kinh. Tuy nhién cho téi thoi diém nay, cac co
ché chinh xac vé su biéu hién cac san phdm gen ung thu v-myc va viéc kéo cac té bao ra
khoi chu ky phan chia thi van chua ré.

18.6 Céc bénh thodai héa than kinh trén lam sang
18.6.1 Bénh Alzheimer

Theo nghta chinh xac nhat thi Alzheimer cting nhu Parkinson la cac chirng réi loan hon la
mot loai bénh bai vi cac tac nhan bénh ly hoc hién nay da dugc xac dinh. Alzheimer la dai
dién 1&n nhat cda su suy thoai tdm than & nhifng ngudi gia, nd tac déng téi khoang 4
trieu ngudi & Hoa Ky va khoang 300.000 ngudi & Canada. Ty [& méc bénh & nam va nif
déu nhu nhau. Nha sinh ly hoc Dirc Alois Alzheimer da mé ta bénh nay diu tién vao nam
1907 - d6 la trwdng hop mot phu nd 51 tudi véi cac triéu chirng buén chan, ao giac, sa
sGt tri tué, va cac xét nghiém sau khi chét thay rat it cac té€ bao trong phan vé nio, déng
thoi lai ¢6 bui soi giltra cac té bao than kinh.

Alzheimer 1a mét bénh thoai hda nio tién trién, thudng lién quan chit ché véi tudi tac.
Mac dau nhiéu ngudi téi tudi 60 bénh mai phat trién bénh, nhung ciing c6 nhirng nguoi
phat bénh tur luc con tré. DU bénh phat trién & bat ci thoi diém nao thi Alzheimer ludén
ludn 1a mot bénh thoai hoa tién trién. Nhitng ngudi truwdce kia rat virng vang thi dan dan
tré nén phu thudc vao ngudi khac trong tat ca cac hoat ddong thudng ngay.

Nhan dang truéc tién ctia Alzheimer 1a su thay d8i mot cach tinh té vé hanh vi. Khd nhé
trong chéc lat réi tréd nén thudng xuyén. Viéc diéu chinh téi cac vi tri khac rat cang
thang. Viéc hoc tap, cac quyét dinh vé cac nhiém vu can phai thuc hién tré thanh nhing
van dé Ion. Dan dan su kiém soat cam xdc ngay cang tré nén khoé khan.

Mac dau da co6 nhiéu hy vong, nhung nguyén nhan that su cta Alzheimer thi van chua
dugc xac dinh. Cac nha khoa hoc nhan ra rang c6 2 thé loai Alzheimer: thé loai gia dinh va
thé& loai roi rac. Thé loai gia dinh (thudng dé cap nhu la Alzheimer bung phat sém) hoan
toan do di truyén. Nhirng mau di truyén troi co lien quan téi cac dot bién dic biét trong
cac gen ma cho presenilin 1 (PS1), presenilin 2 (PS2) va protein tién than hoéa bot
(amyloid precursor protein ~APP). Nhirng dot bién cla tat ca 3 locus nay sé dan téi ting
san xuat polypeptide A42 héa bot. Protein ndy tlr APP va tir viing van chuy&n mang cla
té& bao. Nhirng su c8 bat thudng vé phosphoryl hda sé dan t&i phan giai Al42 & mang
than kinh va & thanh mach méau va d6 c6 thé la yéu t6 khdi ddu ctia Alzheimer. Ngudi ta
da xac dinh dugc 10-20% trudng hgp Alzheimer thuéc nhdém gia dinh. Nhém nay tién
trién nhanh hon thé rai rac - th€ bung phat muon thuong sau 65 tuGi. Thé bung phat
mudn cdé lién quan téi sy cd mat cua alen APOED 4. APOE |a mot protein huyét thanh lam
trung gian cho su tich trd, van chuyé&n va chuyé&n héa cholesterol. Su xuat hién cda alen
APOE khéng thé€ du doan duqc rii ro ctia Alzheimer nhung ré rang né anh hudng téi tudi
xay ra su cé.

Trong bénh Alzheimer c6 su théai hda mang luGi than kinh (neurophil) & sgi truc va soi
nhanh ctia ndo bo, dap tat su qua lai binh thwdng cua céc tin hiéu gidra cac té bao. Nhirng
vlng tam diém cla thoai héa (mang ldo suy) (senile plaque) c6 dac trung té bao hoc dac
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biét. Nhirng mang nay bao gém cac neuron dang trong quéa trinh thoai héa cung véi cac
chat cdn ngoai bao 1a cac peptide bét héa. Cac locus ndy thudc té bao hinh sao méi va
cac vi than kinh dém. Ngoai ra, su thay d6i cling xay ra & bén trong cac neuron dan dén
su hty hoai co xwong va tich tu cac protein sgi bat binh thudng trong cac mang xoén lai
goi la mé& réi soi than kinh. Cac mé réi nay chu yéu la dang phosphoryl héa bat binh
thudng cla tau - mdt protein gan véi cac vi 8ng nhu mdt bd phan clia khung té bao than
kinh.

Mirc do nghiém trong cua su thoai hda than kinh lién quan téi mat dé day dac ctia mang
day than kinh bi viém va mé r6i than kinh & cac ving vé no. Acetylchline va somatostatin
la cac chat DTTK chinh bj rit hét & cac bénh nhan Alzheimer.

Chéc chén c6 cac bang chirng lién quan téi cac neuron tiét acetylcholine, ching la trung
gian cta sy méat tri nhé trong Alzheimer. S 6m yéu la do hly hoai chon loc cac neuron &
phan vd méi, & ving hai ma va hé théng tiét acetylcholine & nio truéc. Trén thuc té, su
lan réng cac khiém khuyét vé su tiét acetylcholine c6 lién quan té&i mirc d6 suy giam tri
nhé va mat chirc nang tiét acetylcholine. D6 |a mot trong nhirng bién d6i sém nhat thay &
Alzheimer. Y&u t6 ting trudng than kinh anh hudng tiém tang téi su ton tai cla cac
neuron tiét acetylcholine va su xir ly cta NGF ngan ngtra dwgc su hao mon neuron &
ngudi binh thwong va cac truong hgp tén thuong thuc nghiém. Nhirng diéu quan sat
thay trén da dinh hwéng cho GTL v&i NGF trong bénh Alzheimer. Trong chuwong nay ching
ta sé dé cap tdi cac thuc nghiém (ng dung GTL Alzheimer, Parkinson trén cac moé hinh
déng vat ciing nhu cac thir nghiém trén 1am sang.

18.6.2 Bénh Parkinson

Nam 1817, mot bac si ngudi Anh tén |a James Parkinson d3 xuat ban mot céng trinh khoa
hoc duéi tiéu dé “phdn tich hién tuong run rdy tay chan”. Trong cong trinh nay 6ng da
phac thao nhirng héi chirng chinh mot bénh ma sau nay mang tén 6ng - bénh Parkinson.

Ngudi ta uéc tinh cd khoang mét trieu ngudi My méc bénh thoai hda than kinh nay. Bénh
thuong tac déng vao nam gidi cling nhu nit gidi & tudi 40 hoac gia hon. Cac héi chirng
thuwdng xuat hién cham va khéng cé thir tu gi dac hiéu. Trén thuc té, nhiéu ndm trudc khi
cac hdi chirng sém xuat hién moi hoat déng clia bénh nhan van binh thudng. C6 4 dau
chuén cda hdi chirng 1a co cirng, yéu 6m, run chan tay, van déng cham chap hoic bi liét
(van dong cham hoéc khéng van déng duoc) va khéng 8n dinh tu thé do thang bang kém.
Parkinson gy nén bdi sy hiy hoai tién trién mét ving nhé & ndo gilra goi la chat xam.
Vung nay c6 cac neuron san xuat ra cac chat DTTK dopamine. Dopamine duwgc van chuyén
qua sgi truc va két thac & th& van - moét cau trac 16n bao gédm céac nhan dudi (caudate
nucleus) va hach. Cau tric nay la mét bdé phan cla nhan co ban va c6 lién quan téi s
hoat ddng phirc tap cta co nhu chinh tu thé, van dong va gid thidng bang. Th& van cé
th& dugc xem nhu la mot dap ing e ché cac van dong khong mong muén va cho phép
cac hoat déng dugc chon loc. Khi cac neuron chat xam bi chét thi mot phan dopamine
duoc chuyén téi thé van. Cac nhém neuron khac gén véi thé van cling cé thé bi chét. Dan
dan, do ngudng dopamine thap nén dan dén hoi chirng than kinh (Hinh 18.8). D6 la cac
hién twong co bi co cirng va khoé cui, dang di thay dGi va thuong bi trao dao, khi dang di
ma dirng lai thi khé ma di ti€p duoc, cd th€ xudt hién sy cha sat ngoén tay cai (do run
manh). Nhitng bién d6i cling xuat hén trén mat dé 1a hién tugng “giéng mat na”. Néi ning
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tré nén cham, rat cham va don diéu. Mat hét cac ky nang van dong chinh xac va chit viét
cb nét rat riéng biét.

Parkinson bung phat sém di truyén duoc va cé tinh chat gia dinh do mot gen dé bi anh
hudng dinh vi & canh tay dai (q) cia nhiém sic thé s6 4 bang 21 (4921). Mihael
Polymeropoulos va céng su & vién nghién cltru quéc gia hé gen ngudi tai Bethesda,
Maryland da chirng minh rang c6 mét dét bién & gen O-synulein (c6 su thay thé alanine
bang threonine & vi tri 53) méa cho protein than kinh xi nap trén (truéc) da duwoc xac dinh
la 16i trong mot gia dinh ngu i Italia ndm 1997. Cé nhiéu gen khiém khuyét phu bao gém
parkin, PARK3, UCH-L1 va 2p13 ciing dd duoc xac dinh & mot sé thanh vién trong gia
dinh nay.

V6 néo van déng

Vé nio tién van dong .
V6 phan chia dir liéu

Soi corticostriate

g?“ Céu nhat:
én trong bén ngoai

Nhan dwéi ddi

Déi thi

Chét xam: Nhan vé hén
Co dac Mt I ,

Hinh 18.8 Céc vong cta hach co ban . Nhiéu lién két qua lai duoc tao thanh gitra cdc néi than kinh
chat xam vé&i thé van (hach). Dopamine duoc tao ra & chdt xam sé duoc chuyén téi hach (mii tén).
Sur chét cua neuron chat xam sé lam giam muc dopamine van chuyén t&i hach va gdy nén héi chirng
than kinh cta Parkinson.

(Theo Laurie C. Doering. An Introduction to Molecular Medicine and Gene Therapy. A John Wiley &
Sons, Inc., Publication 2001)
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Viéc diéu trj hién tai d6i véi Parkinson [ nham ki€m soat cac hoi chirng. Tri liéu duoc ly so
cap dua trén co sé& 1am ting mirc dopamine & ndo bang cach cung rng chat tién than L-
DOPA va 1am v6 hiéu héa cac hiéu &ng phu bang cach cho déng hap phu chat e ché
DOPA - decarboxydase ngoai bién. K&t hgp cac thuéc L-DOPA/carbidopa la phuong phap
so cap lam gidm chirng liét va co cirng sém & giai doan gitra clia Parkinson. Cac nghién
clru co ban va GTL d3 bat ddu hudng tdi viec phong nglra s mat mat cac neuron téng
hop dopamine (cé thé& bang cach cung cdp cac yéu té DDTK) hodc bang céac té bao coéng
nghé héa dé& nang cao néng d6 dopamine & thé van).

Cac ky thuat hién dai nham cai thién chirc nang cla hach co ban va cac t8 chirc la phau
thuat cho cac bénh nhan Parkinson. Céng hudng tir va theo déi dién sinh ly trong khi phau
thuat s& cho phép dinh vi mét cach chi tiét cac bd phan trong ndo. Quy trinh théng
thudng la tha thuat mé cau nhat (pallidotomy) va kich thich sau phan déi thi cua no. Vi
su kich thich tan s6 cao théng qua cac dién cuc dat siu trong ndo sé tao cac thuong tén
chirc néng tai vang dich (kich thich no sau). Mot trong sé cac (rng dung chinh ctia phau
thuat than kinh I3 ki€m soat L-DOPA cam tng loan van déng bang cach cat bd dong dién
& ciu co clng cut trude sau (tha thuat ciu nhat) (the posterior ventral globus pallidus -
pallidotomy).

18.6.3 Bénh Huntington

Nam 1872, George Huntington da m6 ta mot bénh ma cha va 6ng ctua minh da quan sat
dugc & mot sé thé hé bénh nhan cla ho. Bénh Huntington (HD) Ia mot bénh thoai hoa
than kinh di truyén véi sur hay hoai tich Iy hach co ban. HD bi€u hién tréi va tac dong vai
ty 1& 5/100.000 ngudi. Ngudi ta da tinh dugc rang c6 30.000 bénh nhan HD tai Hoa Ky,
trong d6 15.000 ngudi (50%) 1a rdi ro di truyén tir b6 me. Bénh phat trién mot cach tinh
té trong thap ky thir 4 va thi 5 cla doi ngudi va sau dan di trong 10-20 ndm sau cho téi
khi chét. Hinh anh chudn muc dugc xac dinh 1a maa giat (di chuyén giéng nhu nhay). Hoéi
chirng van dong phat trién dan dan, khai diu la khéng tu chd dugc su van dong va tinh
trang nay ci téng lén cho t&i khi bénh nhan phai ndm trén giwdng hodc trén xe ddy. Mat
nhan dién va réi loan tdm than thé& hién trén nét mat. Hoi chirng vé van dong thé hién Ia
su di lai vung V&, cirng nhéic va trac trd. V& khia canh sa sat tdm than gém suy sup tri
nh&, khong tap trung tu twdng. Néu hoi chirng tAm than xuat hién thi s& cé céac tinh tiét
buén chan, mat 6n dinh va tham chi cé trang thai du dua. V& mirc dd bénh ly than kinh thi
thdy su mat mat chon loc cac neuron, dc biét 1a trong th& van (ving dudi va hach). T8
hop déc biét cla cac neuron tiét acetylcholine, GABA va chat P bi chét va di téi cac dau
hudng tdm dopamine trong thé& van twong déi nguyén ven. Su chét cua cac té bao than
kinh trong thé& van (90%) sé& gay nén chirng maa giat. Cac vlng tang sinh ctia than kinh
dém té& bao hinh sao thé& hién ré rang. Su teo dang k& cua th& van va su phi dai ndo that
(ventricles) cé thé quan sat thdy qua phuwong phap chup cét 16p va cong hudng tir hat
nhan. Hién nay chua cé phuong phap diéu tri dac hiéu déi véi bénh nay.

Mac ddu su khiém khuyét gen gdy nén bénh Huntington da dugc gan cho NST s6 4 tir
nam 1983, nhung phai mat thém 10 ndm nira cac nha khoa hoc méi xac dinh dich xac gen
nay. Cac san phdm cla gen nay la protein c6 tén huntingtin. Nhébm cac nha nghién ctru
bénh Huntington da chi ré rang phan gen nay cé chira nucleptide CAG l3p di 13p lai nhiéu
lan, gay nén su kéo dai mach polyglutamine trong protein huntington dot bién. Cé méi lién
hé gilta su tang cac |&p CAG trong gen va tudi bung phat cac héi chirng 1am sang. Néu sé
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lap CAG trén 50 thi chéc chan lién quan vé&i thé Huntington thiéu thdi, con véi nhirng
ngudi co s6 13p 1a 40 thi s& bung phat dan thanh bénh Huntington. Chura thay ai c6 sé lap
it hon 30 ma phat trién Huntington. Tuy nhién, chirc nang cla trinh tu nucleptide nay van
chua dugc xac dinh. M3c ddu cac té bao than kinh bi chét 1a cé chon loc, nhung cac ban
phién ma gen dot bién lai bi€u hién nhiéu trong nio bd va cac mé cua hé than kinh. Gen
nay c6 lién quan t&i cac yéu té phién ma dé diéu hoa su bigu hién cla cac gen khac. Bai vi
HD 14 troi nén hau hét cac bénh nhan HD déu c6 th& mang mot ban phién ma ctia gen cap
ba m& rong va mot ban phién ma binh thuwdng cla gen. Vi thé & thé hé sau mbi dira con
clia ho déu c6 50/50 co hoi nhan dugc gen va 50/50 cb hoi duoc di truyén.

18.6.4 Bénh xo cirng cdt bén teo co

Xo cirng cot bén teo co (amyotrophic lateral sclerosis - ALS) ciling dugc goi la cac bénh
than kinh van déng. Ty 1& méc bénh nay & Hoa Ky 1a 1-3/100.000 ngudi. Triéu chirng
chinh 13 thoai héa hé théng neuron van déng trén va dudi (upper and lower motor neuron)
& n3o va tly séng. Cac neuron van dong dudi cau thanh nén cac neuron lén & ving sirng
trwdc cla tly séng gan véi co xuong tu chd (voluntary) cta than. Cac neuron van déng
trén la cac neuron hinh chép nam & vé ndo, né twong tac va thic ddy cac hoat dong cua
cac neuron van dong duéi. Cac neuron thuwdng bi€u hién tac dong véi su tich tu cac sgi
than kinh da phosphoryl héa trong ving gan gilra soi truc bi sung Ién va trong céac té
bao. C6 cac ddu hiéu thoai hoa clia sgi truc dan dén lam gidm s6é lugng neuron van déng &
tly s6ng va cac nhan géc no (brain stem nuclei). Khi mat s& neuron hinh chép & phan
van déng cla n3o thi s& gay thoai héa hé théng tly séng vé ndo dap irng cho su van
déng tu chl. Bénh rat tién tri€n va va cudi cung |a co bi teo di va yéu do cac neuron dang
bi thoai héa. ALS thé rai rac chiém 90% cac trudng hgp, chi c6 10% bénh nhan l1a cé lién
quan t&i tién sir gia dinh. Ngudi ta thdy rang trong sé nhirng dot bién gen superoxyde
dismutase déng-kém (copper-zinc superoxyde dismutase - SOD1 gene) & NST sé 21 cé
lién quan t&i ALS thi chi c6 20% la c6 lién quan t&i yéu té gia dinh. SOD1 1a mét nhdém cac
enzyme xUc tac cho su chuyén déi ‘O, thanh hydrogen peroxyde va oxygen. Cac enzyme
nay lam cho té& bao khang lai duoc cac géc ‘O, va cac dan suat doc. Nguyén nhan gay ra
ALS van chua rd va chua c6 cach chira tri bénh nay. Thudng 1a tor khi dugc chdn doan
chac chén 13 ALS thi bénh nhan chi séng thém duwgc 2-5 ndm, nhung ciing c6 trudng hop
séng duoc lau hon. ALS duoc nhan dang va phan loai trén co s& 1am sang vi hién nay
chua cé test chan doan dac hiéu v&i bénh nay.

Bénh thé& hién theo nhi€u cach , phu thudc vao co bi tac dong dau tién. Triéu chirng chung
bao gém vap ngd, mat khéo léo chan tay, mat trwong luc co tay va nuét kho khan. Khi
bénh da tién trién thi thwdng xuyén bi co rim co. Su thoai héa clia cac thanh phan co
than kinh c6 thé& hién dién mot thoi gian truwée khi cé cac triéu chirng lién quan thuc su.
Trong nhiéu trudng hop, tat cd cac co tu chd déu bi tac ddng va bénh nhan bi liét hoan
toan.

18.6.5 Bénh da so cirng
Pa so cirng (multple sclerosis-MS) la mét bénh man tinh ctia HTKTU c6 lién quan t&i su

suy giam chirc nang than kinh. Cé khoang 35.000 bénh nhan tai Hoa Ky va phu ni bi tac
déng gap déi nam gidi. MS thudng bat dau vao khoang gilra cua Itra tudi tor 15 dén 50 va
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trung binh la 30 tudi. Nguy co cua MS thay d&i & cac vung dia ly khac nhau va cé xu
huwéng tang khi ngudi cha séng & Bac hay Nam xich dao. C6 mét sé dang MS, nhung hau
hét cac bénh nhan (85%) déu la bénh khéng bi tai pham, véi su bung phat dét ngdt cac
van dé than kinh nhung réi sau dé ciing dugc xua tan.

T4t ca cac dang MS déu lién quan t&i viém HTKTU cung véi viéc xuat hién cac ving bi mat
myelin. Nhiéu t6n thuwong rai rac ngau nhién (cadc mang), cac vi tri dai dién cho su hay
hoai myelin tich tu trong nfo va tly séng va gay nén nhiéu van dé sinh hoc than kinh. Khi
myelin bi hQly hoai thi cac dan truyén than kinh bi cham hodc bi khoa hoan toan, dan dén
su suy gidm hoic mat han chirc ning than kinh. Cac hdi chirng than kinh cé thé tin cong
nhiéu ngdy, nhiéu tudn hodc nhiéu thang. Hoi chirng khdi ddu 1a mat bji mo hodc thay hai
hinh, mot s6 ngudi cé thé bi mu. Hau nhu tat ca cac bénh nhan MS déu bi té va yéu co &
cac ngoén tay, kho ngdi va khé gilr thang bang. Cac hdi chirng ndy cé thé nghiém trong
dén muc lam cho viéc di dirng bi kém di, ndi ndng khé, mét mdi va choang vang thudng
xuyén. Cac hoi chirng nay c6 thé nhe hoac nang va cé thé€ & dang t& hop khac nhau tuy
thudc vao vung bi tac dong trén HTKTU.

Mac dau cac yéu té mdi trudng va di truyén da gop phan vao viéc phat trién MS, nhung
nguyén nhan dich thuc cdia MS thi van chua rd. Mic dau MS [a mét bénh khéng di truyén
nhung né ciing cé quan hé gan gii véi cac bénh di truyén. Cé nhitng bang chirng khing
dinh chac chén rang MS c6 lién quan t&i hé mién dich va chinh hé mién dich cta bénh nhan
da tan céng vao HTKTU. Trong MS, dich chinh cGia hé mién dich da bi mat dinh huéng la
myelin va cac té bao it phan nhanh. Cac té€ bao hinh sao tham gia cing mé seo tao thanh
cac mang & ndo bo va tly séng. Cac trung gian cho su tan céng tu mién la cac té bao T
cla bénh nhan - mét dang bach cdu cé nguén géc tir tuyén (e, dap (rng mot cach binh
thuong véi su tham nhiém va tao tinh mién dich dai han. Dap &ng tu mién bat thudng
lién quan t&i su hoat hda cac té& bao T gilp d& va T gay ddc té bao va lam gidm hoat tinh
t€ bao T kiém ché. Gay viém ndo tu mién thuc nghiém (experimental autoimmune
encephalitis -EAE) - mot bénh mién dich viém HTKTU sé& 1a mdt mé hinh nghién ciru MS.
EAE duoc tao ra trén dong vat bang cach gay mién dich véi cac protein myelin. Cac
nghién ctru trén déng vat hién nay da dan dét cac tri liéu gen thuc nghiém nham lam tri
hoan, kiém soat hoac ngan ngira MS dé€ irng dung cho MS trong twong lai. Su chuyén giao
cuc bo céc interleukin (Il-4, IL-10) bang tai nap v&i retrovirus hay bién nap cac lympho T
dé tri hoan dugc sy phat trién hoac giam badt tinh nghiém trong ctia EAE & chudt da dugc
gay mién dich véi protein co s& myelin.

18.7 Céc thir nghiém Iam sang test cac té bao bién d6i gen va cac yéu té
dinh duéng than kinh d6i vé&i thoai héa thén kinh

Viéc tri liéu thoai hoa than kinh trén ngudi lién quan t&i cac quy trinh chuyén gen phai
dugc thuc hién & giai doan phat trién soém. Mot sé thuc nghiém 1am sang da dugc thuc
hién nhdm danh gia hiéu qua cla cac yéu t6 DDTK d6i véi cac bénh cua than kinh trung
wong cling nhu ngoai bién. Bang 18.4 liét k& nhirng bénh than kinh chd yéu ctia hé than
kinh trung uwong va ngoai bién d3 st dung cac yéu t6 DDTK trong cac thir nghiém tién
lam sang & cac pha LIl khac nhau.

Béng 18.4 Cac vi du vé tri ligu l1am sang v&i cac yéu té dinh dudng than kinh
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Bénh Cac yéu t6 dinh duéng than kinh

Alzheimer NGF
ALS BDNF
Parkonson GDNF
Xo curng c6t bén teo co (ALS) CNTF
Bénh than kinh dai thao dudng NGF

Ngudi ta dd chi ré rang, mic dau NGF da duoc xac dinh va phan lap dugc tir hon 40 nidm
trudc, nhung khai niém sir dung cac yéu té6 DDTK cho céc trng dung lam sang chi méi day
lén t&r 10 ndm nay. Nhirng buéc tién I16n trong sinh hoc phan tir va té bao cung véi su nd
lwec cong tac cua cac céng ty cong nghé sinh hoc nhur Amgen, Genentech va Regeneron da
tao duoc niém tin vé tinh hién thuc cua viéc sir dung cac yéu té DDTK cho céac thir
nghiém lam sang.

Tai thoi diém nay, cac yéu t6 DDTK da duwoc chuyén giao cho cac bénh nhan ma bénh da
tién trién dang k& Khong giéng nhu cac moé hinh bénh trong phong thi nghiém, trong
nhiéu treong hgp chdng ta khong thé du doan dugc sy bung phat cda loai bénh dic biét
nay. Diéu t6t nhat ma ching ta c6 thé lam duoc & thdi diém nay la hy vong cé mot yéu
t6 dac biét hodc t6 hop cac yéu té dé€ cé th& dirng hodc 1am cham lai cac héi chirng 1am
sang cla cac bénh than kinh nay.

Nam 1991, lan diu tién Lars Olson va cong su thudc vién Karolinska, Stockholm, Thuy
Dién da diéu tri bénh Alzheimer bang cach truyén NGF qua that ndo trong 3 thang. Dang
tiéc 14 khong thdy c6 su cai thién dang k& nao trong viéc nhan biét va ghi nhé dugc thé
hién trong cong trinh nghién clru ddu tién ngén ngli nay, Tuy nhién cling thdy cé su cai
thién tirc thoi khi diéu tri véi NGF, nhung su cai thién nay cling khong that sy rd rang. Di
nhién v&i nhitng bénh nhan Alzheimer da dén giai doan tién trién cong thém nhiéu van dé
lam sang khac ndra (khéng lién quan véi GNF) thi s& trd nén rat phirc tap cho viéc xir ly.
Khi stir dung NGF ciing c6 cac tac dung phu nhu chan an, mét moi v.v..

Trén co s& cac dan liéu rat hira hen trén dong vat, cac thlr nghiém lam sang da duoc
thuc hién nham danh gia hiéu luc cia BDNF va CNTF d6i véi ALS. Cac thir nghiém vé do
an toan va hiéu qua cua CNTF dau tién trén ngudi khong dat yéu cau vi ¢ hiéu (rng phu
gay sut can. Con v&i cac thir nghiém pha Il véi BDNF déu that bai do khéng cé hiéu rng
lam sang. Mic ddu cac thir nghiém da khing dinh BDNF 13 an toan va duoc dung nap,
nhung ciing khong thay cé su khac biét dang k& 1am sang trong hé hdp va su séng sot
gilta cac bénh nhan dugc diéu tri va nhém déi chirng. T8 hop CNTF va BDNF liéu thap
cling dugc danh gia & nhiéu thir nghiém véi tu cach 1a phuong phép tri liéu tiém nang déi
véi ALS.

Cac thir nghiém pha | lién quan t&i cdy ghép vao bénh nhan ALS céc nang polymer cé
chira cac té bao than chudt lang maéi sinh da cong nghé héa dé€ tiét ra CNTF. Cac té bao
da giai phong mot liéu dang k& CNTF vao HTKTU ma khéng c6 cac hiéu (rng phu (sut can)
nhu da thdy khi thir nghiém CNTF l14n ddu. Cac thr nghiém co ban nay da chirng minh
duoc rang, cac yéu t6 DDTK cé thé duoc chuyén giao lién tuc trong dich ndo tly
(cerebrospinal fluid - CSF) ngudi bang GTL ex vivo va vi thé da hé ra nhirng con dudng
m& réng trong viéc diéu tri cac bénh than kinh.

Thir nghiém d4u tién ctia GDNF d&i véi Parkinson da dugc Amgen thong bao vao thang 8
nam 1996. Thir nghiém khai diu nay la khao sat hiéu (rng su ton tai tiém tang cta GDNF
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trén cac neuron dopamine trén cac mé hinh déng vat nham xac dinh tinh an toan va su
dung nap cua GDNF & cac bénh nhan dé€ lam giam nhe bénh Parkinson.

C6 nhiéu thr nghiém |am sang dang dugc tién hanh véi viéc sir dung cac yéu t6 DDTK
cho céac bénh than kinh ngoai bién (cac bénh thudc chirc nidng van dong va cam giac &
ngoai bién). Mac dau thuc té khoéng cé bang chirng truc tiép vé su biéu hién DDTK bat
thudng c6 lién quan téi bénh ly than kinh, nhung ré rang rang mot sé yéu té xac dinh cé
tac dong trong lam sang. NGF la niém hy vong cho cac bénh nhan c6 bénh ly than kinh
ngoai bién lién quan t&i dai thao dwong - moét bénh cé tac déng téi cac neuron cdm giac
lam cho ngudi bénh lubn mét mai, té cirng chan tay va cac cadm giac bat thudng nhu bén
chén hay néng nay, dé bi t8n thuong va khé lanh cac vét thuong. Cac thir nghiém pha II
danh cho cac bénh nhan dai thao duong duong stir dung NGF dé xir ly cac bénh ly ngoai
bién, két qua cho thdy cai thién dang k& chirc nang than kinh trong cac cadm giac nong,
lanh (dugc khdo sat bang cac test chirc nang than kinh). Trén co s& danh gia hé than kinh
ngoai bién (PNS) va nhitng két qua hién tai tir cac thlr nghiém lam sang thi cac bénh ly
than kinh c6 th& dwgc tri liéu hiéu qua véi cac yéu t6 DDTK.

T cac thir nghiém lam sang nay, ré rang la cac moé hinh dong vat hién tai ctia ching ta
chua thé hién duoc tron ven cac van dé. Nhu da dé cap & trén, khi HTKTU dong vat
dugc xtr ly véi cac yéu t6 DDTK da cho nhirng két qué rat tét trong viéc bao vé va phuc
hoi cac chirc nang than kinh. Nhuwng khi (rng dung va ki€m dinh lai trong cac th&r nghiém
lam sang thi lai & mot hinh anh rat khac biét. Tuy nhién, viéc sir dung cac yéu t6 la mot
nhém tac nhan duoc ly hoan toan méi ma cac thong sé vé su tac déng phan tir va té bao
van chua c6, tat nhién theo thoi gian cac nha khoa hoc 1am sang va thuc nghiém dan déan
sé& lam théa man dugc cac van dé ma hién nay dang con la hy vong.

18.8 Nhitng van dé can quan tim trong tuong lai

Khung nhan thirc vé GTL hé than kinh dugc phac thao tor nhi€u khia canh. RS rang la
nhirng tién bd dat duwgc hién nay trong sinh, y hoc phan t&r da xac nhan muc tiéu GTL hé
than kinh trung uong la hoan toan hién thuc. Ching ta ciing da xac dinh dwgc nhiéu diéu
kién d& kéo dai su tén tai clia cac neuron, gidi han su thoai hda va mat chirc ndng neuron.
Su bigu hién gen cuia cac yéu t6 DDTK chon loc hodc cac san phdm gen khang apoptosis
da kéo dai dang k& su ton tai va phat trién ctia cac neuron.

M&c dau ching ta d& phat trién nhiéu chién lugc chuyén gen nham bao vé hé than kinh ex
vivo va in vivo trén mé hinh déng vat, nhwng cac mé hinh hién tai chua phai la dai dién ly
tuwdng cho cac bénh thoai hoéa than kinh twong tu trén ngudi. Vi thé cac mé hinh trén
doéng vat can phai phat trién xa hon nra va duoc tinh loc d& thao g& hét tinh phirc tap
cla su méat chirc nang HTKTU ngudi. RS rang 1a van c6 mot khoadng tréng 16n gitra cac két
qua thu dugc trong phong thi nghiém va viéc ap dung céc chién luvgc GTL d& chéng céc
bénh thoai hoa than kinh. Ciing c6 th& la mot phan tir don hodc cac san phdm gen rat cé
chirc ndng trén cac neuron HTKTU déng vat thuc nghiém nhung lai khong thay xuét hién
trén ngudi. Mot diéu don gian 13, tai thoi diém nay chang ta chua c6 du kién thirc d€ xac
dinh mét cach chac chan nguyén nhan clia cac bénh than kinh cting nhu chua thiét lap
duoc cac cong thirc dac hiéu clia cac san phdm gen dé€ cé thé chira tri hoac phong nglra
dugc cac bénh nhu Alzheimer, ALS hodc MS. Khi nhirng hiéu biét cta ching ta vé cac co
ché& bénh hoc than kinh dugc nang 1én, lic d6 méi cd thé tién hanh mot cach song song
cac thi nghiém danh gia hiéu luc cia cac san phdm gen méi trong hé than kinh déng thoi
nang cao hiéu lyc clia cac tri liéu ghép trong HTKTU.
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Hién tai ching ta con hiéu rat it vé diéu hoa biéu hién gen bdi cac vec to virus. Khi cac
gen dugc chuy&n téi hé than kinh thi thudng thay hién tuong diéu hoa xudng. Vi thé
ching ta can phai xac dinh cac yéu t6 gay anh hudng va kiém soat mirc dé bidu hién gen
in vivo. Tuong tu nhu vay cac dac trung cla cac promoter dic hiéu té bao va cac
promoter cam rng sé nang cao hon kha nang str dung cla cac vec to trong hé than kinh.
Tuy nhién, ciing cé dap trng mién dich v&i cac vec to (ddc biét 1a cac vec to retrovirus tai
t6 hgp) & chinh thoi diém chuyén gen. Tinh an toan cla cac vec to dung cho cac muc
dich 1am sang van luén dugc dit ra trong GTL bdi vi van c6 su tiém 4n vé cac hoat hoa
gay tac hai do su b trg hoic t6 hgp vai cac virus thé hoang da tiém an.

Ciing giébng nhu cac GTL khéi ddu, cac quy trinh duoc sir dung déu nham muc dich lam
cham lai t6c do thoai hda than kinh trong Parkinson va Alzheimer. Hy vong sé& c6 nhing
tién bd trong tri liéu v&i cac yéu td DDTK cho cac bénh ly than kinh ngoai bién. Tuy nhién,
cling giéng nhu GTL, nhitng hiéu biét ctia ching ta vé cac mé hinh tri liéu chi méi & giai
doan dau. Tuy nhién, cdng nghé GTL c6 thé& |am tan bién cac héi chirng thoai hda than
kinh cho ngudi bénh, nhung khong vi thé ma chiang ta khéng nhan thirc dugc nhirng han
ché clia cac phuong phap tri lieu dwong thoi nay. Tat cd nhirng khé khdn van & phia
trudc va ching ta con phai cé géng khéng ngirng.

Chuong XIX
PIEU TR] BENH U NAO
19.1 M& dau

Ca cac khéi u so cdp va cac khéi u da di can déu la nhirng nguyén nhan chinh gay nén
bénh trang va su chét chéc trong quan th& dan cu néi chung. Cac khéi u than kinh dém
té bao hinh sao cla ndo nhu da u nguyén bao x6p ac tinh (malignant glioblastoma
multiforme -GBM) 1a dang u nfo so cdp thudng gap nhat. Mac ddu duoc tri liéu tan cong
manh mé véi cac phuong phap nhu phdu thuat cét bo, birc xai liéu cao sau phdu thuat va
hoa tri liéu, nhung tién lvong cla cac bénh nhan da u nguyén bao x6p (GBM) la rat sau. Vi
thé, cac nha nghién ciru dang nd luc phat trién nhiéu phuong phéap tri liéu thuc nghiém
m&i. Tuy nhién, chua c6 phuong phap nao cé thé lam thay ddi dang k€ cho tién lvgng am
dam nay ctia cac bénh nhan GBM (Culver va cong su., 1996).

Ngoai cac khéi u & ndo, hé than kinh trung uwong (CNS) ciing 1a noi hay bi di cdn ac tinh hé
théng. Trén thuc té cac di can ndo chiém 25-30% trong téng s6 1,1 triéu trudng hop
ung thu méi hang ndm tai Hoa Ky. Cac khéi u hay di can Ién ndo 1a u hac sic t6, ung thu
ph&i, va, truc trang va ung thu té bao than. Phau thuat két hop véi tri xa la cach diéu tri
dugc chon cho cac u no di cén don cé thé tiép can dugc bang phau thuat. Khi két hop 2
phuong thire nay thi cé thé& kéo dai thai gian séng dugc 40 tuan. Dang tiéc la hdu hét cac
bénh nhan déu la da thuong t8n va/hoac khéi u lai ndm & cac vi tri khéng thé can thiép
duoc bang phau thuat khi d6 chi 4p dung duoc phuong phap xa tri va nhu thé thi chi kéo
dai dugc 15 tuan Ié.

M3c ddu trong thap ky qua da cé nhiéu tién bd trong y hoc, tri liéu phong xa va hoa tri liéu
da cai thién duoc phan nao vé tién lwgng cho cac bénh nhan GBM va céc khéi u di can trén
HTKTU. DPa cé nhirng cach ti€p can m&i trong viéc chuyén gen nham loai béd mot cach
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chon loc c4c té bao khdi u, diéu dé cé lgi cho viéc diéu tri cac khdi u ndo. Hy vong rang su
phat trién xa hon ndra cac chién lvoc GTL méi sé tiéu hiy duoc cac té bao ac tinh trong
HTKTU va cai thién dang ké& cac tién lwgng cda u nio.

19.2 Nhan t6 co ban ctia céc thi nghiém trj liéu gen véi u ndo

Hién nay c6 4 cach tiép can da duoc phé chudn cho cac thir nghiém lam sang (Bang
19.1). Nhin chung déu dua trén co s& cac gen nhay cdm chon loc véi cac thuée khéng
doéc khac (turc la gen thymidine kinase cla virus herpes simplex - HSV-TK gen). Cac gen
nay lam thay d&i tinh sinh mién dich cta khdi u bang cach tiét ra cac cytokine tir nguyén
bao soi déng loai d3 tai nap tron lan véi cac té bao khéi u ban than hodc chi véi cac té
bao khéi u da tai nap. Khi cac yéu té gay khéi u bi trc ché thi s& lam kim ham dap &ng
mién dich cta vat chd (antisense yéu t6 ting trudng insulin type | [IGF-1], antisense yéu
t6 tang trudng bién nap 1 (antisense transforming growth factor [IGF-1] va gen khang da
thuéc type | -(multiple drug resistance type | -MDR1) trong cac té bao géc tao méau
[hematopoietic stem cell-HSC] ) va bao vé ching khdi bi ngdé doc bdi hoéa tri liéu hé théng.
Bon thé& loai nay c6 thé& duoc ap dung mot cach don 1& hodc t8 hop véi nhau dé tao nén
nhitng co hoi doc quyén pha hlly cac té bao khéi u géc khi ching dd trén thoat khdi cac
phuong phap tri liéu tiéu chuan.

Bang 19.1 Céc phurong phap déd duoc phé chuan duoc dung trong cac thu nghiém GTL bénh u néo.

*cai gen “nhay cdm” HSV-TK vao trong céc té€ bao u in vivo sau dé dua ganciclovir vao qua dudng
tinh mach.

*Nang cao tinh sinh mién dich khéi u bang cach chuyén cac gen cytokine ex vivo réi tiém lai dui da.
*Uc ché cac chat kiém ché mién dich tir khéi u nho chuyén cac gen antisense ex vivo vao trong cac
té& bao khéi u ban than sau d6 cay lai duéi da.

*Bao vé cac té bao tao mau khdi hiéu (rng ngugc clia hda tri lieu hé théng sau dé chuyén gen MDR1
qua trung gian retrovirus.

19.3 Céc thi nghiém GTL d3 dugc phé chuidn véi viéc s dung gen HSV-TK
déi véi cac u ndo

19.3.1 Gen nhay cam HSV-TK

Gen HSV-TK dugc phan dong dau tién nam 1979 tur virus type | (Cobere-Garapin va céng
su., 1979). Hién nay gen nay la gen nhay cam duoc sir dung chu yé&u trong cac nghién
clru tién 1am sang va |am sang vi n6 tiéu hdy duoc té bao dich ma han ché duoc déc tinh
md khéng dic hiéu. HSV-TK xic tac cho suw monophosphoryl héa moét sé thuéc khang
herpes nhu acyclovir (ACV) va ganciclovir (GCV) ma FDA da phé chuin (Balzarini va céng
su., 1995; Cheng va cong su., 1983; Elion, 1980; Faulds va Heel, 1990). Enzyme kinase
té bao nay sau d6 lai chuy&n d6i cac dang monophosphate (MP) cta thudc thanh
diphosphate (DP) va triphosphate (TP), nhirng hop chat nay c6 thé& hop nhat vao DNA vi
né twong tu nhu mot nucleoside. ACV-TP va GCV-TP trc ché DNA polymerase do d6 dan
dén 1am phan doan DNA. Vi ly do nay nén khi té bao tham nhiém HSV thi n6 sé phoi bay
ACV hoic GCV - mdt san phdm thudc hop nhat da phosphoryl héa din dén su phan doan
DNA va apoptosis, vi thé ma giét chét cac té€ bao tham nhiém HSV (Samejima va Meruelo,
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1995; Smee va cong su., 1983; Terry va cong su., 1991). Nguoc lai cac TK té bao vat
chd thi khéng phosphoryl héa ACV hodc GCV do d6 ma lam gidi han doc tinh t& bao (Field
va cong su., 1983).

Mét phuwong phap tuong tu dung dé€ tiéu hiy cac té bao ac tinh (Moolten, 1980) Ia
chuyé&n gen HSV-TK vao céac té bao khéi u in vitro trén chuédt, két qua la cac té bao nay bj
tiéu hay khi chang dugc xtr ly véi ACV hodc GCV in vitro hodc sau khi cdy ghép lai vao
chudt (Moolten va cong su., 1990). GCV cé hiéu (rng khang u tiém nang hon ACV va céc
chat twong tu khac trong hé théng cac mé hinh khéi u trén déng vat (Smee va cong su.,
1985). Diéu nay cé thé& do su hap thu cao hon ctia GCV vao trong cac té bao tham nhiém
HSV va thuc té€ 1a GCV la co chat tét cho ca enzyme kinase virus va kinase vat chu. Trong
khi d6 su phosphoryl héa lai 1a t6i thi€u & cac t& bao am tinh véi HSV-TK (Cheng va céng
su., 1983).

Phuong phép tiéu hlly t&€ bao nay doi hdi cac té& bao phai dang & trang thai phan chia tich
cuc thi méi hgp nhat duwgc véi cac dan suat triphosphate trong DNA té bao (Cheng va
cdng su., 1994). Vi cac té& bao khéi u thudng la phan chia tich cuc nhat trong hau hét
cac md nén dac tinh nay did dugc tan dung dé€ tiéu diét ching in vivo. Trén co s& cac
nghién ctru 1am sang nay ciing nhu trén thuc té GCV dd duwgc FDA phé chudn cho viéc
diéu tri thAm nhiém HSV nén GCV da dugc phép sir dung riéng cho viéc chuyén gen HSV-
TK vao ngudi trong cac thir nghiém GTL lam sang.

19.3.2 Khad sat cac phuong phap chuyén gen cho céac khéi u & than kinh
trung wong

Su chuyén gen dd dwoc thuc hién rong rii ex vivo va in vivo. Ca ex vivo ( truyén gen
ngoai co thé&) va in vivo (truyén gen bén tronmg co th&) déu da dugc phé chudn cho cac
thir nghiém |am sang véi u ndo (Bang 19.2). Cach tiép can ex vivo thi st dung phuong
phéap electroporation, liposome va cac vec to retrovirus ctia chuét. Cac thir nghiém in vivo
thi sir dung cac vec to adenovirus va retrovirus. N6i mét cach chung chung la ex vivo
huéng vao viéc nang cao tinh sinh mién dich cua khéi u trong khi dé in vivo lai hwéng vao
viéc chuy&n gen nhay cdm vao trong cac khéi u. Ching ta sé& dé cap chi tiét van dé nay
sau.

Bang 19.2 Nhifng nét chinh duroc phé chudn béi Uy ban cd vén sinh hoc (RAC) cho céc thir nghiém
GTL bénh u ndo

Gen chuyén Phuong phap chuyé&n gen Loai md chuyén Dang so cdp cla hiéu
urng khang u

HSV-TK Qua trung gian retrovirus  In vivo (kh&i u)  Cam (rng apoptosis

HSV-TK Qua trung gian adenovirus /n vivo (khéiu) Cam (rng apoptosis

IL-2 Co s& plasmid Ex vivo Mién dich hoc

(nguyén bao sagi)

IL-4 Qua trung gian retrovirus  Ex vivo (kh&i u)  Mién dich hoc

Antisense IGF-1 Tham chuyén plasmid véi Ex vivo (khéi u)  Mién dich hoc
liposome

Antisense TGF-0 Tham chuyén plasmid véi  Ex vivo (khéi u) Mién dich hoc
liposome

MDR-1 qua trung gian retrovirus Ex vivo (HSV)  Héa tri liéu
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19.3.3 Chuyén gen nhay cam HSV-TK qua trung gian retrovirus in vivo

Cac vecto retrovirus clia chudt la “con ngua thé” cho viéc chuyén gen trong nhirng nam
dau cua cac thuc nghiém GTL trén ngudi (Culver, 1996). Ly do co ban la kha ning hgp
nhat 6n dinh cac gen vec to cua ching (tai nap), né cho phép bi€u hién mét cach tiém
tang trong suét d&i séng clia cac té bao cling nhu & tat ca cac thé hé con chau (Miller,
1990). Tuy nhién, trong trudng hop diéu tri u ndo thi ching duoc hap dan mot cach dac
biét bdi vi ching doi hdi t& bao phai dang phan chia thi méi tai nap thanh cong (Miller va
coéng su., 1990). Vi khéi u la cac té bao tang sinh manh nhat trong ndo nén cé th& chuyén
giao kha chon loc cac vec to vao trong cac té bao khéi u, dic biét la trong ndo noi cu trd
cla quan thé& té& bao c6 chi sé tang sinh thap (Culver va céng su., 1992).

Viéc chuyé&n gen HSV-TK bdi cac vec to retrovirus |a wu viét nhat déi véi cac thir nghiém
lam sang cac khéi u, gém 9 thir nghiém pha | va Il & Hoa Ky va 3 thdr nghiém khac & Au
Chau (Bang19.3). Trong cac quy trinh nay, nguyén bao sgi cta chudt (murine fibrroblast)
(cac té bao NIH 3T3) dugc cong nghé hda d&€ san xuat ra cac vec to retrovirus chudt (cac
té bao tao vec to - vector producer cell -VPC) sé& dugc cdy truc tiép vao cac khéi u ndo
dang phét trién trén cac bénh nhan. Cac HSV-TK sé& duoc chuyén t&i xung quanh cac té
bao u n3o cla bénh nhan. Phuong phap chuyé&n gen nay da duoc chap nhan vi néu tiém
truc ti€p cac hat vec to don thi s& cho hiéu (rng chuyé&n gen thap (1-3%), trong khi d6
néu tiém VPC thi hiéu ing s& 1a 10-55% trén cac mo hinh dong vat (Ram va cong su.,
1993).

Bang 19.3 Cic dic trung cua cdc thu nghiém 1am sang chuyén gen nhay cam HSV-TK in vivo qua
trung gian retrovirus

Tac gia nghién ciru  Trung tdm nghién ciru  Thiét k& thir nmghiém Dang khéi u
Oldfield NIH Stereotactic Di c&n so cép
va téi dién
Van Gilder Pai hoc lowa va 4 K&t hop véi phau GBM tai dién
trung tam khac thuat cét bo
Rafel Mayo Clinic va 3 trung K&t hop véi phau Khéi u tién trién
tam khac tai Hoa ky thuat cé bo hoéc tai dién
Kun St. Jude Children’s
Research Hospital Stereotactic Khéi u tién trién
hodc tai dién
Oldfield NIH Tiém truc tiép Ung thu mang
nao mém
Fetell bai hoc Colombia va Stereotactic GBM téi dién va
4 trung khac & Hoa Ky u té bao hinh sao
va Israel thoai bién
Harsh Dbai hoc Harvard Stereotactic U than kinh dém
Maria Pai hoc Florida va hon Két hop véi phau GBM méi dugc

40 trung tam khac tai Hoa thuat cat bo (thir
Ky, Canada va Au Chau nghiém pha I
ngau nhién, c6 kha
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nang xay ra)
Maria Nhiéu trung tam Két hop véi phau GBM tai dién
thuat cét bo (thtr
nghiém pha lI
ngau nhién, c6 kha
nang xay ra
Izquierdo Madrid Tay Ban Nha Stereotactic GBM tai dién
Klatzmann Paris, Phap Két hgp phau GBM tai dién
thuat cét bod
Yla-Herttuala Kuopio, Phan Lan Tiém truc tiép GBM tai dién

Nhirng cai tién trong hiéu trng chuyé&n gen da dem lai nhirng thanh qua dang k& vi néu tri
liéu ti€p tuc véi GCV thi sé tiéu hdy hoan toan khéi u trong cac dong vat da duoc tiém
VPC ma khéng thay bang chirng ndo vé doc tinh clia cac vec to retrovirus (Ram va céng
su., 1993). Cac dong vat c6 khéi u dang phat trién sé dugc tiém cac hat vec to don vao
tan khéi u. Y nghia dac biét 1a trén cac thuc nghém trén chudt ngudi ta da chirng minh
duoc rang cé it nhat 10% té& bao khdi u cé6 gen HSV-TK nhung da cé trén 50% khéi u co
thé€ duoc loai trir hoan toan (Culver ca cong su., 1993). Hién tuwgng nay cé lién quan téi
su hdy hoai cac té& bao khéi u lién k& khéng cé6 HSV-TK va dugc goi la hiéu irng giét khéi u
cla “ngudi ngoai cudc” (bystander).

Nguyén do clia hiéu (rng ngu i ngoai cudc chua dugce lam ré hoan toan. Nhiéu kha nang la
két qua cla su chét theo chuong trinh clia té bao (apoptosis), hodc do chuyé&n céc chat
chuyé&n hda ctia GCV téi cac té bao lan can théng qua cac khdp néi gian doan (Bi va cong
su., 1993; Colombo va coéng su., 1995; Fick va céng su., 1995), hay do su hap thu cac
phan doan té& bao tur cac té bao d3 bi hdly hoai - HSV-TK/GCV (Freeman va cong su 1993)
va do cam rng dap &rng mién dich cta vat chu (Gagandeep va coéng su., 1996). Rat co
th& c6 3 téi gia thiét tac déong déng thdi in vivo. Tuy nhién, cac nghién clru in vitro da
chirng minh rang bd phan chinh clia hiéu &rng ngudi ngoai cudc 1a su chuyén GCV dang
phosphoryl héa qua cac khép néi gian doan dé€ vao cac té€ bao khéi u lién canh (Culver,
1996).

Sau khi hoan tat cac nghién ctru vé do an toan, hiéu (rng tién lam sang va da dugc su phé
chuén clia Oy ban diéu hoa quéc gia va dia phuwong, mét quy trinh GTL cho u ndo |an dau
tién v4i hé théng chuyén gen nay dd duoc thuc hién & Vién sirc khde Quéc gia tai
Bethesda, Maryland vao thang 12 nam 1992 (Oldfield va céng su., 1993). 15 bénh nhan
GBM tai hoi hodc cé cac khdi u d3 di cin duoc xtr ly bang cach tiém lap thé HSV-TK vao
nhiéu viing ctia khdi u (Ram va cong su., 1997). Phai nhan manh rang tat ca nhirng bénh
nhan nay déu da that bai véi tia xa, phau thuat hay héa tri lieu. Mdi bénh nhan déu duoc
tiém lap th&€ 0,5-1 x 10° VPC, nhung khdong thdy cé bang chirng gi vé doc t& do cac té
bao ghép khac loai hodc do xtr ly véi GCV. Sau mét tuan tiém VPC, cac bénh nhan lai duoc
diéu tri véi liéu trinh 14 ngay bang GCV qua dudng tinh mach. Trong thir nghiém pha |
khéi dau nay can nhan manh la d& xac dinh d6 an toan cua phwong phép tri liéu, vi thé
VPC chi dugc tiém vao phan tang cudng - gadolinium cta khéi u (gadolinium -enhancing
portion) sao cho nhing bién d&i trong khdi u va viing xung quanh ndo cé thé& thay duoc
qua cong hudng tir. Noi theo cach khac 1a khdng chi dich xir ly toan bo khéi u & bat ky
bénh nhan nao. Su chuyén gen duoc xac dinh la c6 xay ra nhung & mic d6 thap (<1%)
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nhd phuong phéap lai in situ nhuém d6i (counterstaned) véi thuéc nhudm GFP ddc hiéu
khéi u. Ciing khéng thdy phan (rng déi ngugc nao lién quan téi viéc tiém truc tiép VPC
khac loai va khéng cé phan (rng viém dang k& nao thay & sinh thiét hay khi mé& xac.

B6n trong s6 13 bénh nhan duoc khédo sat cho thay c6 hiéu (rng khang u > 50% (khao sat
trén co sé kich c& phan tidng cuwdng gadolinium cla khéi u). Su bién d6i vé kich c& di kém
v&i cac bién d8i u nang bén trong khdi u. Phat hién ndy da chirng minh rang, cé mot hiéu
(rng chuyé&n gen thap va khéng cé phan (rng viém, hiéu (rng ngudi ngoai cudc cling gidéng
nhu phau thuat & mét s6 bénh nhan. Mic dau ving diéu tri cla khdi u duoc gidi han
nhung da c6 3 bénh nhan séng dugc hon 12 thang sau GTL, moét bénh nhan bi u nguyén
bao x6p tai dién da mat hét u trén 5 nam sau GTL. Ly do cla nhirng két qua dic biét nay
hién van chua rd. Vi ching ta déu biét rdng nhitng bénh nhan bi u nguyén bao xdp tai dién
ndi chung chi hy vong séng dugc 5,8 thang ( mic trung binh 13 3,4 - 8,8 thang) nén véi
két qua nay ching ta hy vong sé c6 cach tiép can t6i wu hon nda véi viéc diéu tri GBM
(Florell va cong su., 1992). Vi khéng c6 doc tinh lai kich thich dap (rng mién dich khang u
nén cac thir nghiém lam sang nay da dugc phé chudn & Hoa Ky cho phép céi tién nang
cap céac thlr nghiém ctia NIH thiét ké cho viéc cay ghép HSV-TK VPC va GPC (Bang 19.3).
Cai tién ddu tién la viéc két hop gitra phau thuat cat bd khdi u va chuyén gen sé tét hon la
tiém |ap thé& (Culver va cong su., 1993). Khéng giébng nhu thir nghiém dau tién & NIH, su
thiét k& & day nham vao viéc chuyé&n VPC vao nhirng ving khong can cat bd cua khéi u
tham nhap (infiltration). Khéi u duoc cat bod tdi da (véi cac khdi u tai phat thi kho cé thé
cat bo hoan toan), sau dé tiém 1 x10° VPC sau 1 cm xung quanh khdi u vi phan Ién cac
khéi u thdm nhap déu & ving nay. Mot bd phan (b&) chira Ommaya duoc dit han vao
gitra khéi u. Hai tuén sau phau thuat, bénh nhan dugc nhan thém VPC théng qua bé& chira
Ommaya dé& chuyé&n gen vao tan céc té bao u géc.

Nhirng két qua buéc ddu thu dugc tir cac thir nghiém pha Il ndy cho thay cé nhing rii ro
lién quan t&i viéc tiém VPC vao bé& chira Ommaya. Diéu nay thé& hién & ché néu VPC bi ro ri
ra xung quanh 6ng théng Ommaya vao vung duéi mang nhén thi bénh nhan sé phai chéng
d& véi moét phan (rng mang ndo cap nhu sét cao, co cirng cb, dau dau dd doi va ting
huyét ap nghiém trong. Phan (rng nay réi sé tu gii han lai va c6 thé& dap &rng bang cach
diéu tri v6i cac thudc giam dau, cac glucocorticoid va cac thuéc chéng tang huyét ap. Luu
y quan trong la nhirng phan &rng trai nguwoc nay khong lién quan gi t&i su chuyén gen ma
noé chi 1a mét phan &rng sinh ly truc tiép do truyén cac té bao ghép khéac loai vao co thé.
Nhirng hiéu (rng phu nay khéng th& du doan dugc khi tiém truc tiép VPC vao khoang
khéng duéi mang nhén cla khi (Ram va céng su., 1993). Nhing cai tién trong thiét ké&
bao gém tiém technetium vao Ommaya truwéce khi tiém VPC dé& xac dinh rang hdc phau
thuat cét bd da dugc danh dau. Cac bénh nhan thudc dién nghién ctru da dugc chuyén toi
truong dai hoc lowa (lowa city), trudng Dai hoc Caliornia, San Francisco, Dai hoc
Washington (Seatle), Dai hoc Texas -Southwestern (Dallas) va Dai hoc Cicinati. Cac théng
tin déu duwgc céng khai va vi dai dién hoi nghi da vach rd viéc tiém truc tiép VPC ngay sau
phau thuat cit bé 1a an toan. Mot coéng trinh nghién ctru song song khac & ngudi trudng
thanh cting thdng bao rang viéc chuyén gen stereotactic giéng nhu cac nghién ctru khai
dau cta NIH, van chua cé nhirng s6 liéu cong bé vé kha nang cua 2 thir nghiém nay.

Hai thir nghiém da dwoc phé chudn ap dung cho tré em va Itra tudi thanh nién tor 3-21
tudi. VPC dugc chuyén bang cach tiém lap thé hodc két hop véi phau thuat cét bd (Kun
va cong su., 1995) va tiém truc tiép VPC vao nhirng viing khong cét bé duoc caa khéi u
(recurent supratentorial tumor) (Rafel va cong su., 1994). Véi liéu lwvgng gidka 1 x 108 va
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2 x 10° VPC s& dugc tiém vao nhiéu vi tri trong khéi u. Cac trung tam c6 lién quan téi cac
th&r nghiém trén tré em gom Mayo clinic (Rochester, MN), St. Jude Children’s Research
Hospital (Memphis, TN), Dai hoc Washington, trung tdm Y hoc Quéc gia vé tré em
(Washington DC) va Vién nhi Los Angeles cung vé&i cac trung tdm Wurburg va Dusseldorf
o burc.

Trong khi chua cé sé lieu ndo vé cac nghién ctru nay dugc cong b thi mét cong ty d6
dau la Genetic Therapy Inc. (GTI) d4 c6 2 thir nghiém 1am sang ngiu nhién pha Il mé& déi
véi nguoi Idn cho cac bénh nhan méi duoc chin doan ma trudc day chua duoc diéu tri
GBM va GBM héi quy. Trong nhém méi dugc chan doan, cac bénh nhan sé dugc nhan ngau
nhién (m&i nhém c6 123 bénh nhan) hodc tri liéu bang phdu thuat cat bd va tia xa bén
ngoai hodc phau thuat cét bo va tiém truc ti€p VPC vao cac ving u goc sau dé tia xa bén
ngoai va tri liéu véi GCV 14 ngay sau khi tiém VPC. GCV dugc sir dung trong 14 ngay
nhung bé phan tai xir ly cta b& chira Ommaya trong nghién ciru nay da dugc loai boé do
c6 cac phan trng trai nguoc & hau khap cac vi tri thir nghiém. Viéc phé chudn thir nghiém
ngau nhién nay déi véi cac bénh nhan méi dugc chan doan, chua dugc xir ly khéi u da
chirng té rang cac chi s6 an toan va kha ndng khang u quan sat thay & cac thir nghiém
trudc da da d&€ thuyét phuc FDA cho phép thuc hién cac nghién ctru méi nay. Nhing thir
nghiém nay cé su tham gia cta it nhat 40 trung tam & Bac My , Au Chau va Israel (Bang
19.3).

Ngoai viéc phat trién cac thir nghiém bao tro GTI con cé nhiéu thir nghiém khac & Hoa Ky
va Au Chau (Klatzmann va céng su., 1996) véi viéc cay ghép HSV-TK VPC va GCV (Bang
19.3). Chang han nhu Harsh va céng su & Boston da tiém VPC v&i cach thirc leo thang
liéu lwong, bat dau véi 3 vj tri khac biét trong khdi u, mdi vj tri c6 5 x 10° t& bao VPC &
thoi diém ma sinh thiét khang dinh 13 dang tai phat. 5 ngay sau, bénh nhan duoc tiém don
GCV vao ché phau thuat, két qua 1a cac khéi u da duoc loai bd t6i da. Muc dich co ban cla
nghién ctru pha | ndy |a danh gia mat do, pham vi va cac dang té bao da dugc tai nap voi
phuong phap chuyén gen.

Cac phuong phap chuyé&n gen bao goém tiém lap thé& vao khdi u hodc két hop phau thuat
cat bd va tiém truc tiép nhu da trinh bay & trén. Nhitng két qua thu dugc tir nhirng thir
nghiém nay di dugc xudt ban (Izquierdo va céng su., 1996). 5 bénh nhan dugc tiém
HSV-TK VPC khéng cé phau thuat cat bo. Mot trong sd cac bénh nhan nay duoc théng
béo |a gidm dang k& thé& tich khéi u trong thiy da tiém VPC. Nhirng két qua nay c6 thé so
sanh véi cac két qua tir cac thir nfghiém pha | khéi ddu duoc chi dao & NIH.

Quy trinh duoc phé chudn cudi cung la chuyén gen HSV-TK in vivo bang cach tiém VPC
thiét k& riéng cho viéc diéu tri ung thu di can mang nio (Oldfield va céng su., 1995).
Thiét ké thir nghiém nay lién quan téi viéc tiém truc ti€p HSV-TK VPC vao hé that cla
TKTU thoéng qua 6ng théng Ommaya véi liéu lwgng leo thang. Mot bénh nhan dugc diéu
tri & NIH sir dung liéu khdi ddu 1a 1 x 10° VPC. Dang tiéc 1a bénh nhan nay lai phat trién
phan (rng mang nao (co cirng co) nghiém trong, dau c8 va lung , buén nén, rét run va sét
nén budc phai dirng nghién ciru. Cac phan rng trai ngugoc nay khong thé du doan dugc
trén co s& cac nghién ciru trén déng vat trude day (Oshire va cong su., 1995). Phan trng
nay c6 lién quan téi hau qua clta su kich thich dong té bao & khoang khéng duéi mang
nhén béi VPC chudt nhu dd thdy trong cac thir nghiém u n3o cé sir dung bé& chira
Ommaya. Thir nghiém nay hién nay khéng con tiép tuc nlia. V& van dé nay, ching ta thay
rang cac nghién ctru dd cé6 mot chi gigi vé do an toan véi phuong phap chuyén gen. Cé
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thé€ la chi véi hiéu (rng khang u cling da du y nghia dé€ cho phép mé réng cac nghién citru
GTL u n3o pha Il va lll trén khap thé gidi.

19.3.4 Chuyén gen nhay cam HSV-TK in vivo qua trung gian adeniovirus

Cac vec to adenovirus cling dugc phé chudn cho chuy&n gen HSV-TK vao cac khéi u &
HTKTU in vivo (Bang 19.2). Adenovirus cé rat nhiéu loi thé véi tu cach la cac vec to
chuyén gen nhu dugc san xuat ra véi do chudn cao, c6 kha nang tham nhiém hau hét cac
dang té bao ngudi véi hiéu rng cao trong dé cé ca cac té bao ctia HTKTU (Le Gal La Salle
va cong su., 1993) va khéng doi hoi dich |a cac té& bao tdng sinh. Di€u nay rat quan trong
b&i vi nhiéu té bao khéi u trong GBM tién trién 1a khéng tich cuc ting sinh & bat ky thoi
di€m nao vi thé ma céc vec to retrovirus khdng sir dung dugc (Yoshii va cong su., 1986).
Trén co s& nhirng higu biét ndy, cac vec to adenovirus tai t8 hop chira gen HSV-TK d3
duagc tiém vao cac doéng vat moé hinh u ndo nhu trong cac thi nghiém vec to retrovirus da
dé cap & trén (Chen va cong su., 1994; Colak va céng su., 1995). Nhitng két qua nay
cling tuwong tu nhu su chuy&n gen VPC in vivo, n6 tiéu hdy hoan toan khéi u & mét sé
dong vat khi ma cac méd xung quanh binh thudng dd dwgc tham nhiém véi vec to nay
(Chen va cong su., 1994). Cac té& bao binh thudng duoc bao vé 16n hon 1a du doan béi vi
cac vec to c6 thé tai nap cd mo ac tinh 1an khéng ac tinh. Diéu nay cé lién quan t&i mot
thuc té€ la cac dan suat phosphoryl hdéa clia GCV ddi hoéi phai 1a cac té bao téng sinh thi
ma&i cdm rng gay chét té bao dugc. Vay la cac promoter dac hiéu mod lai khédng doi hdi
nhu céc gia thuyét géc.

Tuy nhién, hiéu &rng chuyé&n gen vao cac khéi u ndo van con tén tai mot van dé quan trong
la cac vec to adenovirus chi tham nhiém cac té bao & tai vung dugc tiém giéng nhu cac
vec to retrovirus. Tuy nhién, cac vec to adenovirus lai bi€u hién HSV-TK & mirc cao hon
so V@i retrovirus trong cling mot dang té bao, vi thé né c6 thé 1am tang dang ké& hiéu (rng
tri liéu truc tiép cua chdng ciing nhu hiéu rng giét t& bao khéi u theo ki€u “ngudi ngoai
cudc” (Chen va cong su., 1995; Shewash va cong su., 1994). Vi thé, viéc sir dung cac
vec to adenovirus c6 thé& cho hiéu (rng khang u cao hon so véi cung liéu GCV va co thé
cho phép sir dung GCV liéu thap hon néu déc tinh cla né lam gidi han cac &rng dung lam
sang. Mic dau c6 cac lgi thé nhu vay nhung van dé 16n van chua dugc giai quyét véi vec
to nay la doc tinh cua chang. Cac nghién clru trén chudt va dong vat cao cap khong phai
ngudi dd chirng minh rang khi tiém mot lugng 16n cac hat vec to adenovirus tai t8 hgp
vao trong mo nao binh thudng sau dé lai duwoc xir ly bang GCV thi c6 thé& c6 cac hiéu tng
phu dang k& va cé thé& cam (rng san xuat cac khang thé& trung hoa (Byrnes va cong su.,
1995; Goodman va coéng su., 1996). M6 hinh thiét ké lam sang cho cac quy trinh liéu
lwrgng leo thang nhu sau: bat dau véi cac liéu lwgng vec to rat thap dé tim liéu t6i wu cho
tri liéu, thwong la duwdi mirc cam (rng gay doc tinh cho déng vat.

C6 3 thd nghiém dia dugc phé chuidn bdi RAC, mét cho Dai hoc Pennsylvania
(Philadelphia), mot cho Dai hoc Baylor (Houston, TX) va mot cho Mt. Sinai Medical center
& New York. Thir nghiém tai Pennsylvania la 2 nhom bénh nhan u nio tai dién (Eck va cong
su., 1996), trong d6 9 bénh nhan bj t8n thuong c6 thé& ti€p can bang phiu thuat va 9
bénh nhan c6 t8n thuong nhung khéng tiép can dugc bang phau thuat. Ba bénh nhan cla
méi nhém dugc diéu tri véi cung liéu lwgng theo quy trinh leo thang liéu lwgng nhd viéc
tiém lap thé& vao nhiéu vi tri trong khéi u, li€u khdi ddu 1a 10° hat virus. GCV sé dugc dua
vao tinh mach sau 2 ngay tiém vec to. Nhifrng bénh nhan cé t6n thuwong ma khong phau
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thuat duoc sé duwgc nhan GCV trong 14 ngay. Nhitng bénh nhan trong nhém cé thé& phau
thuat cat bod sé cé quy trinh la 7 ngay sau khi tiém adenovirus nham dam bao an toan cho
khéi u . Mét liéu phu cta vec to sé& dugc tiém vao nhirng ving khong thé& phau thuat cét
bd va GCV sé dugc tiép tuc thém 2 tuan I8 nra. Tuy nhién nhitng s6 lieu nay van chua
dugc cong bé.

Thi&r nghiém & Dai hoc Baylor & cac bénh nhan u té bao hinh sao tai dién cao, cac bénh
nhan GBM va nhirng ngudi c6 cac khéi u da di can. Tai thdi diém sinh thiét lap thé&, bénh
nhan sé dugc tiém cac hat vec to adenovirus vao khéi u liéu lurgng leo thang khai dau véi
1 X 108 hat vec to. Ndm bénh nhan & méi nhém sé& dugc khao sat vé doc tinh va déap ing
khang u. Néu liéu lwvgng nay dugc dung nap tét thi liéu lwgng sé dugc ting dan t&i cuc
dai la 1,5 X 10° hat. Cling chua cé s6 liéu nao dugc cong bé.

Céng trinh nghién ctru tai Mt. Sinai la cac bénh nhan u nguyén bao x6p ac tinh tai dién.
Nho viéc ap dung quy trinh phau thuat 1ap th€ nén mét khéi luvgng t6i da khéi u da dugc
loai di, sau d6 tiém cac vec to adenovirus vao dia noi phau thuat khéi dau véi 1 X 107 pfu.
Sau 24 gio sé& dugc tiép tuc véi liéu trinh tiém 7 ngay GCV qua tinh mach. Néu khéng
thay doc tinh nghiém trong thi liéu lvong vec to sé tang 1én 0,5 log. Ciing chua cé s6 liéu
nai dugc céng bo.

Véi cac nghién ciru trén retrovirus thi yéu té xac dinh cho phuong phap tiém truc tiép in
vivo c6 thé& 1a kha nang phan phéi mét cach ddy di gen HSV-TK vao cac khéi u va cho
phép hiéu (rng ngudi ngoai cudc tiéu hiy hét cac té bao chua dugc tai nap con soét lai.

19.3.5 Tai nap Ex vivo gen |IlI-2 hodc IL-4 cha ngu&i vao trong nguyén bao sgi
hodc trong cac khéi u véi céc vec to retrovirus

Mét trong hai thir nghiém dau tién vé GTL dugc thiét ké& cho viéc chuyé&n gen interleukin-2
(IL-2) vao nguyén bao sgi ban than. Cac nguyén bao sgi dugc chon la dich cho cac vecto
b&i vi ching téng trudng dé hon cac té bao khéi u ctia bénh nhan khi nuédi cdy mé. Cac
nguyén bao soi d3 tai nap sé dugc tron 1an véi 1 X 107 té bao khéi u (khéng tai nap) ban
than da duoc chiéu xa va tiém duéi da 3 |an it nhat trong 2 tudn. S6 lwgng nguyén bao
sgi tai nap sé leo thang tir 1,25 X 10° t&€ bao cho cac bénh nhan u nguyén bao x6p tai
dién. Cac thi nghiém trén dong vat cho thay khi tiém vec to IL-2 bi€u hién khéi u déng gen
vao chuét thi sé& lam thoai lui khéi u va phat trién tinh mién dich dic hiéu u (Fearon va
cdng su., 1990). Vi thé quy trinh ndy dugc thiét k& nhu |a mét tri liéu bS sung cho cach
tri lieu bang phau thuat GBM hién nay. Thir nghiém nay da dugc phé chudn cho viéc thuc
nghiém & trung tdm ung thu khu vuc San Diego véi cac bénh nhan GBM tai dién.

Quy trinh th& hai dugc phé chudn cho viéc chuyén gen cytokine dugc thuc hién & Dai
hoc Pittsburgh. Cac bénh nhan u nguyén bao x8p tai dién hodc u té bao hinh sao
(supratetorial anaplastic astrocytoma) cé thé& thich hop véi viéc cat bo khong hoan toan.
Céac té€ bao khéi u s& dugc phat trién trong nudi cdy va duoc tai nap véi mot retrovirus
cla chudt ma cho gen IL-4 ngudi. Sau khi tai nap, cac té bao duoc cong nghé hba nay sé
dugc dua trd lai cho bénh nhan véi 5 1an tiém trong 2 tuan. Ciing chua cé céc s6 liéu nao
dugc cong bé vé hién trang ctia 2 thir nghiém nay.

19.3.6 Chuyén gen antisense IGF-1 ex vivo v&i mét vec to plasmid vao cac
té€ bao khéi u ban than
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Cach ti€p can nay nham diéu tri cac u ndo (Bang 19.1). Cac nha khoa hoc d4 str dung mot
plasmid sao chép virus Epstein -Barr (EBV) c6 chira ban phién méa antisense ctia gen IGF-1.
Cac nghién ctru in vitro da chirng minh rang néu cai mdt gen antisense IGF-1 vao trong
cac té€ bao khoi u san xuat IGF-1 thi sé& rc ché dang k& su san xuat IGF-1 (Trojan va cong
su., 1992). Khi tiém nhing té€ bao bién d8i gen vao cac dong vat déng gen thi sé dao thai
mién dich ca té bao bién d6i gen ciing nhu cac té bao khéi u hoang di (tiém déng thoi
vao chan va n3o). Su tiéu hly khéi u 1a qua trung gian céc té bao T CD8* (Trojan va cong
su., 1992). Mot thr nghiém 1am sang trén ngudi ciing dd duwgc phé chudn dé diéu tri cho
nhirng bénh nhan u GBM da tri xa dugc thuc hién & Dai hoc Case Western Reserve
(Cleveland, OH). Nghién ctru nay duoc thiét k& cho viéc sir dung céac té bao khéi u thu
nhan tir sinh thiét trong khi phau thuat cét bd. Cac té bao khdi u da dugc lam test vé biu
hién IGF-1 trong nudi cdy md. Néu khéi u c6 san xuat ra IGF-1 thi cac vec to plasmid sao
chép sé& duoc chuyén vao cac té bao khéi u nhd liposome cationic. Cac té bao nay sé
dugc chiéu xa triét d&€ va tiém vao duéi da theo quy trinh liéu leo thang, khéi dau véi 1 X
107 t& bao. Gay mién dich chéng d& & tuan 4 va 12. Ciing chua cé sé liéu nao duoc cong
bé.

19.3.7 Chuyén gen antisense TGF-0 ex vivo vao trong céac té& bao khéi u

Ching ta déu rd rang cac u nguyén bao x8p c6 san sinh ra cac chat kiém ché& mién dich,
mot trong s6 dé 1a yéu t6 ting trudng bién nap 0 (transforming growth factor-0) (TGF-b).
Cac thi nghiém vé khéi u trén chudt da chirng minh rang viéc san sinh ra hiéu trng khang u
qua trung gian mién dich c6 th& duwgc cdm ng sau khi tiém duéi da cac té bao khéi u
bigu hién gen antisense TGF-0 nham loai trir ti€t TGF-1 tir cac khdi u (Fakhrai va cong su.,
1996). Trong mét quy trinh 1am sang liéu leo thang d4 dwoc phé chuan (Bang 19.2), cac
nha khoa hoc sé& cat bd khdi u cla cac bénh nhan u nguyén bao x6p (dd duoc xac dinh
bang t& chirc hoc) va tién hanh thir nghiém vé su tiét TGF-0 cla dong té bao nay. Néu
cac té bao san xuat TGF-0 thi ching sé& dugc bién d8i gen véi mét plasmid cé chira gen
antisense TGF-I nh& electroporation. Khi TGF-0 d3 dugc diéu hda xuéng di mirc thi cac té
bao nay sé dugc chiéu xa d€ dé phong tai tdng trudng trong cac bénh nhan va lai tiém
vao dudi da 3 tudn, méi tuan 4 liéu. Tuy nhién, cling chua cé céc s6 liéu nao dugc cong
bé.

19.3.8 Chuyé&n gen MDR-1 ex vivo vao trong cac té bao gbc tao méau véi céc
vec to retrovirus chudt

Thao tac gen v&i HSC vé mat ly thuyét thi cling cé thé& bao vé duoc HSC khoi cac hiéu
(rng doc cla héa tri liéu (Bang 19.1). Diéu nay duoc thuc hién bang cach cai gen MDF-1
vao trong cac HSC trudc khi dung héa tri liéu (rc ché khéi u véi liéu cao. MDR-1 [a mot
phuong phap khang khéi u ctia cac tac nhan hoa tri liéu vi né bom hét thudc ra khéi té
bao (Galski va cong su., 1989). Viéc cai gen MDR-1 vao tly xwong chudt qua trung gian
vec to retrovirus ex vivo da thé& hién hiéu (rng bao vé HSC in vivo khi déng vat dugc xur ly
vGi liéu cao taxol (Sorrent va cong su., 1992). Cac thir nghiém 1am sang trén ngu i cling
da duoc phé chusn cho viéc diéu tri GBM tai dién méi duwoc chan doan, cac khéi u nio, u
bach huyét HTKTU so cép, u than kinh ngoai bi nguyén thuy (primitive neuroectodermal
tumors -PNET) va u té bao mang 6ng néi tdy (ependymomas). Nhitng thir nghiém nay
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dugc thuc hién tai Dai hoc Columbia, thanh phd New York (Hesdoffer va céng su., 1994).
Cac nha nghién ctru da c6 k& hoach thu lvgm cac té bao tly xwong réi cho hap thu liéu
cao ThioTEPA, VP-16 va carboplatinium. Mét phan ba sé tly xuwong thu lugm duoc sé
dugc sir dung cho cac nghién ciu GTL. Trudc tién cac té bao CD34* dugc rit ra mot
cach chon loc va dugc tai nap véi vec to retrovirus chuét mé cho gen MDR-1. Sau d6 cac
té bao tai nap dugc tron véi cac té bao tly xwong chua dugc tai nap va réi truyén lai
cho bénh nhan. Hiéu &ng va ddc tinh cla su chuyén gen duoc theo déi bang mot quy
trinh chat nghiém ng&t. Néu bénh nhan van cé thé& nhan dugc taxol thi ngudi ta hy vong
c6 thé xac dinh duoc rang cé su 1am gidu cac té bao gdc cua tly xwong tai nap MDR-1
trén ngudi nhu da quan sat thay trén chuét.

19.4 Tém lai

Chiing ta phai khiém tén thira nhan rang, ching ta méi chi & giai doan dau cta cédng nghé
di truyén. Nhirng két qua ban dau tir cac nghién ciru HSV-TK cling nhu cac cach tiép can
khac trén ngudi 1a rat khich 1&. Tuy nhién, van con ton tai mot van dé [a viéc phat trién
vec to va su chuyé&n gen. Nhirng tién bd dat duwgc trong cac linh vuc nay sé& cho phép
mé& rong tng dung GTL. Nhd cac phat hién nady ma cac nha nghién ciru da hiu cach phéi
hop nhiéu phuong thirc khac nhau dé€ tao duwgc hé théng chuy&n gen hiéu luc tiém ning
ma mét nhém I&n bénh nhan trudc tién dugce hudng la nhirng ngudi bi ung thu. Hy vong
rang véi khoang thoi gian vai ndm nra GTL sé& tré thanh mot phuong phéap tri liéu tiéu
chudn cho mét s6 dang ung thu. Nhirng két qua thu thap duoc cho téi hom nay khing
dinh duoc rdng u ndo cé thé& 1a mdt trong nhirtng bénh dugc tng dung GTL truéc tién.

Chuong XX
DIEU TR| VIEM PA KHOP DANG THAP
20.1 Mg dau

Viém da khép dang thap (rheumatic arthritis - RA) 1a mot bénh man tinh, lan tda mot cach
hé théng, tac dong chu yéu Ién cac khép va hinh anh néi bat nhat 1a dan t&i hay hoai khép
tién tri€n. Van dé chinh trong diéu tri viém da khép dang thap (VDKDT) 1a khéng c6 céac
tac nhan can thiép moét cach ddc hiéu vao cac qua trinh chd chét cua bénh. Tinh phirc tap
ctia bénh ly hoc su hitly hoai hé théng khép van chua hoan toan rd, do dé6 ma lam giéi han
cho viéc tao ra cac phuong phap tri liéu hiru hiéu. Cho téi nay, tiéu di€m cula cac cach
tiép can duoc ly hoc 1a can thiép vao viém va dau. Cac nd luc trong viéc phat hién cac
thuéc dung cho VDKDT van dua trén kinh nghiém nhiéu hon l1a théng qua cac thiét ké dac
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hiéu. Tuy nhién, cho t&i nay van chua c6 loai thudc nao cai thién dugc dau va ngan ngura
tét su hdy hoai tién trién cta cac khép.

Gan day da c6 nhiéu tién bo trong viéc lam sang té co s& té bao va phan tir cua su hay
hoai khép. Nhitng tién bd trong sinh hoc phan tir, viéc (rng dung cac mé hinh dong vat
méi cling nhu sy chdn doan bénh sém d4 tao di€u kién hi€u thau hon cac co ché sinh hoc
quan trong lam sang té su hly hoai clia cac chat nén ngoai bao trong VDKDT, dua trén
cac s6 lieu nay ngudi ta sé dua ra cac chién luge méi nham e ché su hay hoai khép.
Trong s6 cac chién lugc d6 thi gen tri liéu (GTL) dwgc quan tdm mot cach dac biét. Cac
ky thuat ctia GTL c6 tiém nang to I&n d&€ giai quyét mot cach ddc hiéu cac hanh vi “hiéu
chién” cuia cac té bao gay nén su hay hoai khép.

20.2 Nhirng van dé cdn xem xét vé GTL trong VDKDT

GTL c6 thé dugc dinh nghia nhu 1a su chuyé&n cac gen vao trong cac té bao véi muc dich
diéu tri bénh. Nguyén ban GTL chi dugc ap dung cho cac bénh di truyén nhu xo nang
théng qua viéc hiéu chinh nhirng bat thudng di truyén chu chét. Tuy nhién, cac phuong
phap chuyén gen ciing d3 duwoc st dung nhu mot phuwong tién chung d€ chuyén giao
nhi€u san phdm gen, vi th€ ma lam ting pham vi st dung GTL cho céac bénh k& ca cac
bénh méc phai.

Cac yéu t6 di truyén trong bénh ly hoc VDKDT géan day d4 duoc chirng minh rang cac dot
bién cla gen kiém ché khéi u gilr vai tro quan trong trong. Tuy nhién, RA khéng phai gay
b&i mot dot bién dac hieu ma 1a mot bénh mac phai, trong dé su nhay cam di truyén
khéng phai la dic hiéu. Vi vay trong cac cach tiép can cta GTL v&i cac bénh nhu RA thi ré
rang c6 su khac biét vdi cac bénh di truyén di duoc khing dinh mot cach chic chén.
Ngoai viéc 1am thé nao dé& hiéu chinh nhirng bat thudng vé gen dic hiéu hodc chuyén mot
céu trac gen xac dinh thi cac van dé nham diéu hoa bénh ly hoc méi la khan yéu. Vi vay,
quan diém chung hién nay 1a can phai thiét 1ap duoc cach tiép can GTL véi loai bénh nay.
Tuy nhién, ciing can phai nhan manh rang viéc sir dung cac phuwong phap chuyén gen
trong VDKDT cén luvu y 2 khia canh quan trong: Thit nhat la van dé dung cu phuong tién
dung dé& nghién ctru vai tro clia cac phan tir trong bénh ly hoc VDKDT. Viéc sir dung cac
phuwong phap chuy&n gen sé gilp lam sang té cac co ché bénh va tao nhitng buéc tién
quan trong trong viéc phat trién cac chién lugc diéu tri VDKDT. Tha hai 13, cac né luc cla
cac nghién ctru duong thdi déu nham muc dich cudi cung la &rng dung hiru hiéu phuong
phap chuyén gen d& di€u tri cac bénh VDKDT & nguoi. Vi vay thuat nglt chuyén gen & day
muén ham y |a GTL déi véi VDKDT.

20.3 Bénh ly hoc ctia VDKDT

Bénh ly hoc VDKDT bao ham céac hién tuwong tuwong tac qua lai ctia viem man tinh, thay déi
dap (rng mién dich va tang san hoat dich. Mac dau nhing sé liéu gan day da cung cap
nhirng bang chirng vé su khac biét trong co ché& bénh Iy hoc clia viém va su huay hoai
khép xwong. Tuy nhién ciing chua cé cau tra 1oi khing dinh 13 céi gi 13 budc khai ddu va
nhitng anh hudng nao dang ghi nhé trong bénh ly hoc VDKDT? Tuy vy, su hdy hoai tién
trién sun va khép xuong la cac dai dién doc nhat va néi bat vé dic trung cta VDKDT.
Ngudi ta c6 thé€ phan biét dwgc VDKDT véi cac dang viém khac cling nhu xac dinh dugc
hau qua cla né & hau hét cac bénh nhan.
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Cac té& bao T gilt vai trd cha chét trong viéc khdi ddu va diéu khién cac yéu t6 huy hoai
cta VDKDT. Nhitng sé liéu gan day cung cap nhiéu bang chirng cho thay cac té bao gidng
nhu nguyén bao sgi bén trong mang hoat dich cta RA gilr vai tré quan trong.

Diéu hap dan la cac nguyén bao sgi bao hoat dich cua VDKDT (rheumatic arthritis synovial
fibroblast -RA-SF) khac rat nhiéu nguyén bao sgi binh thuéong ca vé hinh thai hoc 1an dic
tinh ctia ching. Ddac trwng cua chdng la c6 hinh dang tron va to hon nguyén bao sgi hoat
dich binh thudng, nhan tai nhgt va néi rd hach nhan. Nhirng bién d6i nay cung véi mot sé
bién ddi vé& dac tinh cta ching da chirng minh rdng nhirng t& bao nay 1a cac nguyén bao
soi “bién nap”. V&i viéc nghién clru cac dic trung déc biét cta RA - SF & mirc dé phan tor
ngudi ta da hi€u duoc rang su hoat hda té€ bao va su trén thoat khoi su diéu hoa binh
thudng 1a cac su kién chinh trong viéc “bién nap” cla cac TB hoat dich binh thudng thanh
cac TB hoat dich VDKDT. M&c ddu cac té bao nay da dugc hoat héa nhung khéng 16 rd
kha ndng lam tang téc do tang sinh. Su tang bi€u hién cac gen tién ung thu va cac yéu té
phién ma cang lam sang tdé vai trd quan trong hon nita cda su hoat hda té bao trong
nguyén bao soi hoat dich. Nhirng su kién nay 1a su phan chiéu cac su kién bién nap xay ra
trong sinh ung thu. Ching han nhu mot s6 gen dap (rng sém qua trung gian nhu c-fos va
egr-1 tang biéu hién trong cac nguyén bao sgi hoat dich VBDKDT va mirc d6 bi€u hién cla
né cé lién quan téi su biu hién collagenase trong nhitng t€ bao nay. Nhiéu nghién ciru
khac ciing cho thay su phién ma cao cac gen tién ung thu nhu c-jun va c-myc & RA-SF; c-
fos va c-jun c6 lién quan téi viéc hinh thanh yéu t& phién ma AP-1, yéu t6 nay dap tng
cho viéc diéu hoa mot sd enzyme phan giai chat nén. Hoat tinh lién két DNA cao cua AP-1
dd duwoc chirng minh & RA-SF. Mot s6 dit kién dd chirng minh rang tang biéu hién AP-1 c6
lién quan dén phan tlr trung gian jun va fos théng qua su hoat doéng cla cac gen ung thu
nhu ras, src va raf. Gen ung thu raf cam (ng kéo dai hoat tinh chia cac phan t&r c6 lién
quan téi con dudng hoat hdéa phan bao cua protein kinase (mitogen activated protein
kinase -[MAPK] pathway). Sau cluing, ngu¢i ta tap trung vao viéc nghién ciru cac tin hiéu
ndi bao théng qua con duong MAPK. Tuy nhién, co ché chudn xac va cac con dudng
trung gian hoat héa té bao ctia RA-SF van chi dugc biét dén phan nao. Diéu tha vi la
nhirng cong trinh gan day da chi rd rang jun D chéng lai c-jun bdi hiéu (rng déi nghich
trong su tdng sinh t& bao cla nguyén bao soi ciing nhu cytokine va cac sadn pham
metalloproteinase chat nén (matrix metalloproteinase [MMP] production). Vi thé, ngudi ta
dd chirng minh duoc rang su khiém khuyét hodc biéu hién khoéng can bang cla jun D c6
th& gop phan vao viéc hoat hdéa RA-SF.

Cting c6 bang chirng cho thay cac cach chét theo chuong trinh (apoptosis) ciing lién quan
t&i hoat dich VDKDT. Apoptosis cé thé lam thay d6i I&p hoat dich qua trung gian la su hay
hoai tién trién sun va xuong. Duéi 1% sé té bao bi€u hién dac trung hinh thai cda
apoptosis (xac dinh bang phuong phap siéu cau tric). Mot vai céng trinh nghién ctru cho
biét c6 su bi€u hién cla cac phan tir khang apoptosis nhu bel-2 va sentrin trong cac té
bao hoat dich. Mac ddu con c6 mot s6 van dé chua thé tra 160 duoc lién quan téi su diéu
hoa apoptosis trong VDKDT, nhung rd rang la céc tin hiéu kiém ché apoptosis cé nhiéu tac
dung hon la tin hiéu tién apoptosis va khang apoptosis. Sw mat can bang nay cé thé dan
t&i sw nGi rong thoi gian séng cua cac té bao dong hoat dich ciing nhu kéo dai su biéu
hién ctia cac enzyme phan giai chat nén & céc vi tri khép bi hty hoai.

Hoat hoa cac té& bao hoat dich ciing la mdt nguyén do chinh d& gén RA-SF vao sun va
xuong. Quéa trinh ndy Ia nong cét cua VDKDT khi so sanh véi cac loai viém khép khong
gay hay hoai khac, quéa trinh nay théng qua trung gian nhiéu protein bé mat khac nhu
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integrin, VCAM-1 va CD44. Su hoat héa cac té bao hoat dich s& diéu hoa lén cac phan tir
két dinh nay. Nhung su bigu hién cac gen chu ky té bao sém nhu c-fos va c-myc lai dugc
kich thich xa hon bai cac phan tir két dinh té bao. Hon nita, su biu hién cla cac phan tir
két dinh nhu VCAM-1 bdi RA-SF lai gop phan 1am suy yéu té bao T va cdm &ng su tao
mach. Vi thé vai trd cta cac phan tir két dinh trong VDKDT khéng bi gi6i han béi viéc gan
hoat dich v&i sun va xuong, nhwng né lai lién quan téi su tuy&n mo cac té bao viém ciing
nhu cam trng MMP.

Su hdy hoai xwong va sun khép do RA-SF bj bién dang qua trung gian c6 su phéi hgp tac
déng cla cac enzyme phan giai chat nén khac. Trong sé dé thi MMP gil vai tro quan trong
hon ca. MMP-1 va MMP-3 tang trong hoat dich clia cac bénh nhan VBKDT khi so sanh véi
OA va né6 dugc gidi phdng véi mét sé lwgng 16n bdi cac té bao gidbng nhu nguyén bao sgi
cta hoat dich trong nuéi cdy mo.

Cac nghién ctru in situ da chirng minh cé biéu hién nhiéu MMP-1, MMP-3, MMP-13 va ca
mRNA ciing nhu protein trong cac hoat dich khép. Cac sé liéu gan day cho thdy cac MMP
dang mang (membrane type [TM] MMP) ciling bigu hién nhiéu trong nhirng té bao xwong
va sun dang bi pha hiy manh. Diéu nay quan trong dac biét bdi vi cac thanh vién ho MMP
nay nhu MT-MMP chang nhitng phan giai cac thanh phan chat nén ngoai bao ma con hoat
héa cac MMP khac nhu MMP-2 va MMP-13. Cling rd rang rang mot sé tién gen ung thuw
cling c6 lién quan truc tiép trong viéc diéu hda I1én cla cac MMP khac trong tién trinh cla
bénh.

DE& nghién clru cac dic tinh phan tir ctia RA-SF véi su vang mét cac t& bao khac cla
ngudi cling nhu sy gop phan cla ching vao sy hiy hoai sun, ngu¢i ta da phat trién mo
hinh déng cdy ghép trén chu6t thiéu hut mién dich t8 hop trdm trong (SCID). Trong mé
hinh ndy cac RA-SF cé lap dugc déng cdy ghép véi sun tuoi ctia ngudi binh thudng vao
dudi nang than clia chuét SCID va gitr 60 ngay. Sau khi giét chudt, cac mé cdy dugc lay
ra va su xam lan cta RA-SF vao trong sun duwgc phan trich bang cach nhuém mau H&E
thong thudng ciing nhu lai in situ va héa mién dich. Nhd mé hinh ndy ma da chi rd rang
RA-SF van duy tri ki€u hinh cla ching va cé déc tinh “xam 14an”. Trai ngugc véi OA hodc
nguyén bao sgi hoat dich binh thudng, RA-SF hiy hoai sun tién trién ngay ca khi vang
mat cac té bao viém cla ngudi

M3c ddu cac nghién clru gan day da chi ra rang dudng nhu it cé lién quan gidra viém va su
hay hoai khép, nhung can phai nhan manh rang cac té bao T va dai thuc bao cé thé diéu
chinh d3c tinh cda RA-SF théng qua viéc san xuat cac cytokine. Trong nglt canh nay thi
interleukin-1 (IL-1) va yéu t6 hoai t&r khéi u O (tumor necrosis factor -1 [TNF-0]) duoc
quan tam ddc biét béi vi ching kich thich ca viém va hdy hoai khép trong VDKDT. IL-1 va
TNF-0 dugc san xuat chi yéu bdi cac dong té bao giéng nhu dai thuc bao va c6 kha nang
cam ng nhiéu cytokine, chemokine khac va prostaglandin. Hon nira ngay ca cytokine
cling c6 thé& kich thich truc ti€p viéc san xudt cac enzyme phan giai chat nén nhu cac
MMP. Vi thé, su tuwong tac cua cac té bao giébng dai thuc bao, nguyén bao soi ciing nhuw
cac té bao sun ké canh ciing goép phan lam sung mang khép man tinh. Cac sé liéu nghién
clru trén dong vat ciing nhu cac két qua thu duoc tir cac nghién ciru 1am sang khi st
dung céac IL-1 va céc chat &rc ché TNF-0 d4 lam ndi bat tdm quan trong cla 2 cytokine nay
trong tién trinh cda bénh. Tuy nhién, ciing cé bang chitng phan anh tdm quan trong cua
TNF-0 va IL-1 trén phuong dién gay viém va hay hoai khép. Trong khi TNF-0 la dap &rng so
cap lam lan téa sung mang khép thi IL-1 dudng nhu lai c6 tac dong I6n hon trong viéc
hay hoai sun.
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20.4 Chuyé&n gen téi cac té€ bao hoat djch

Viéc chuyén gen vao trong cac té bao dich nhu RA-SF c6 thé& dat dugc bang nhiéu
phuwong phap. Cac virus cé kha nang mét cach tu nhién trong viéc chuyén cac gen cua
ching vao céac té bao vat chu va vi vay cac vec to virus cling duoc sir dung dé€ chuyén
gen trong VDKDT. Tuy nhién, viéc sir dung cac vec to virus cho chuyé&n gen doi hoi phai
c6 nhirng cai bién that su & hé gen géc cla virus. Ngoai yéu cau chuyé&n dugc cac gen
mong muén, nhirng sra d6i ciing duoc dit ra va&i viéc cai bién nhing sao chép vé hiéu
qua cla cac hat virus trong cac té bao tham nhiém. Cac hat vec to thich hop sé tao nén
su an toan téi da, hiéu (rng tai nap cao va bi€u hién dai han cac gen chuyé&n. Noi chung,
cac retrovirus, adenovirus va virus adeno lién hgp (AAV) déu dugc sir dung cho muc dich
nay. Cho t&i nay, cac vec to retrovirus da dwoc sir dung rong rii cho viéc chuyén gen RA-
SF bdi vi chdc chan ching biéu hién dai han cac gen chuyén. D6i véi VDKDT thi virus gay
bénh bach ciu clia chudt Moloney (Moloney murine mouse leukomia virus [Mo-MuLV]) da
dugc thiét ké lai thanh virus khiém khuyét sao chép va dugc sir dung nhu mét vec to dé&
tai nap cac té bao nguyén bao soi. Trong vec to nady thi cac thanh phan nhu vec to MFG,
gen env (can thiét vi virus phai t8ng hop cac protein vé cla chang) da duoc thay thé
bang cac gen chon loc. Khi tham chuyén cac té bao ddng goi san xuat vo virus thi sé tao
nén cac hat virus khiém khuyét sao chép. Nhirng virus nay cé thé dugc dung dé€ tai nap
RA-SF. Cac vec to LXSN retrovirus cling da duoc sir dung. Ngoai promoter LTR diéu khién
su bi€u hién gen ra thi cac promoter SV40 ciing dugc sir dung dé€ bi€u hién gen khang
neomycin (r). Nhitng cdu tric nhu vay sé& cho phép chon loc duwgc cac RA-SF da tai nap
nho stir dung khang sinh G418. Tuy nhién, viéc sir dung cac vec to retrovirus nhu MFG
hay cac vec to khac lai c6 nhirng gigi han dang két. Vi cac hat retrovirus khéng c6 kha
nang tham nhiém cac té€ bao khéng phan chia nén trong cac cach tiép can ex vivo né dugc
str dung theo cach 0 cac RA-SF nudi cdy véi cac hat virus khi€ém khuyét sao chép va tiép
theo 1a loc ra cac té bao duogc tai nap thi sé kéo dai dugc sy biéu hién cta gen chuyén.
Hién nay ngu&i ta dang nd luc tao ra cac vec to retrovirus cho cac cach tiép can in vivo.
Diéu nay sé tranh duoc nhiéu can thiép phau thuat (d6 1a nhirng bat loi Ién cta ex vivo).
Tuy nhién, c6 mét yéu té gidi han khac la khédng thé doan trudc duoc vi tri d€ cai vao
trong hé gen vat chd va nhu thé thi thé nao cling c6 céac rui ro tiém &n vé cac gen dot
bién ghép.

20.5 Cac mo6 hinh déng vat dung dé€ test gen trj liéu

M6 hinh thich hgp cho GTL VDKDT khong chi phan anh nhirng dac trung thich dang cua
bénh ma con cho phép phan tich nhitng bién d6i cla cac quéa trinh chi chét cua bénh sao
cho gan véi cac diéu kién trén ngudi. Khi tiém nhi€u khang nguyén thi s& gay cam (rng tai
viém lam hu khép. Cac mo hinh nhu viém khép cam (rng collagenase(collagenase-induced
arthritis -CIA) va viém khép cdm (rng khang nguyén thanh té bao streptococcus
(streptococcal-wall antigen induced arthritis -SCW-A) da duwgc du kién va cac mé hinh
VDKDT cuia ngudi dd duoc nghién ciru rat khan trwong. Nhirng mé hinh ndy da cung cép
nhirng kién thirc quan trong vé cac co ché phan tir cda viém khép va lam sang td cac khia
canh chinh ctia su htly hoai khép. Vi thé ma cac mé hinh nay da dugc sir dung dé& nghién
ctru hiéu &rng cla su chuyé&n gen. Tuy nhién, trong tat ca cac dong vat nay déu thay viém
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khép 12 hau qua cla cac khang nguyén vi thé ma chang bi gidi han rat I6n khi dugc st
dung d& nghién ctru hiéu &rng tiém &n cda GTL v&i VDKDT trén ngudi. Do hé qua nay nén
mé hinh déng cdy ghép trén chudt SCID vé hiéu (rng chuyé&n gen déi véi RA-SF hién nay
hay duoc st dung nhat. Trong mé hinh nay, dac tinh cta cac t& bao RA-SF da bién d&i gen
sé& duoc khado sat bang cach dung chudt nhu mét “binh nudi cdy séng” (living culture
flask). RA-SF nudi cdy dugc ghép clng véi sun tuoi ngudi binh thudng vi thé ma c6 thé
ap dung céch tiép can nay d& chuyén gen retrovirus cting nhu adenovirus. Tuy nhién, ciing
can phai gilr mot sd RA-SF tai nap bang cach nudi cay trong subt thdi ky cdy ghép dé
phan tich su biéu hién gen cua nhirng té bao nay cling nhu nhing bién d6i cla cac tin
hiéu néi bao.

20.6 Nhirng dich hién nay cua GTL viém da khép dang thap

Trén co s& cac s6 liéu dd néu trén ma mot sé cach ti€p can vé su chuyén gen vao cac RA-
SF d3 duwgc phat trién. C6 3 chién luwgc chinh (Hinh 61) bao gém:

1. Can thiép bang cach kich thich RA-SF véi cac cytokine va céac yéu té téng trudng.

2. Diéu bién tin hiéu va cac phan tir diéu hoa apoptosis.

3. Uc ché truc ti€p cac enzyme phan gidi chat nén nhu MMP va cac cathepsin.

Nhu d3 chi rd, viéc (rc ché céc cytokine gay viém nhu IL-1 va TNF-0 1a cach tiép can ly tha
nham lam gidm su hdy hoai sun va gay viém. That may la c6 mdt chat trc ché tu nhién IL-
1- dé la khang chu van receptor IL-1 (IL-1 receptor antagonist [IL-1 Ra]). Trong mang
hoat dich binh thudng thi IL-1Ra chu yéu dugc san xuat bdi nguyén bao soi va dai thuc
bao. Do lién két canh tranh véi receptor IL-1 nén IL-1 Ra lam mat tac dung hiéu (rng cda
IL-1 va tao diéu kién cho su can bang ndi mé trong mang hoat dich. Vi cé su biéu hién
vugt mirc IL-1 trong mang hoat dich VDKDT nén viéc tang IL-1 Ra c6 thé& la cach tiép can
kha thi d€ lam gidm hiéu (rng tién viém cla IL-1. Tuy nhién, dé€ dat dugc muc dich thi phai
c6 mot lwgng du I6n cac phan tlr IL-1 Ra. S& di nhu vay vi éi luc chia IL-1 Ra khong vugt
hon han IL-1 va IL-1 lai con c6é mét hiéu (rng du tri nira (spare receptor effect). Mot vai
nghién ctru d3 khao sat su biu hién qua murc cla IL-1Ra trong cac té bao hoat dich. Cau
trac MFG-IRAP d3 dugc st dung dé€ can thiép vao viém khép cam rng khang nguyén & tho
in vivo va ex vivo. Trong mét nghién citru khac thi hiéu &rng chuyén gen véi IL-1 Ra lai
duoc xac dinh bang viéc phat trién viém khép véi thanh té bao vi khudn & chudt Lewis va
mét cdu tric c6 co s& LXSN. Nhirng nghién clru nay da thé& hién ré hiéu (rng khang viém
manh cla su chuyén gen IL-1Ra.
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Hinh 20.1 Céc chién luoc chuyén gen d€ urc ché su hiy hoai sun qua trung gian nguyén bao soi hoat
dich VBKDT (RA-SF). Nhifng céach tiép cén hién thoi lién quan téi (a) e ché sy kich thich bén ngoai
ctia RA-SF bang cédch ngdn chin su hoat dong cia céc cytokine tién viém théng qua su biéu hién
qua murc receptor cytokine/khang chua van, (b) ngdn chan thac tin hiéu bén trong nhu con duong
Ras-c-Raf-MAPK nho viéc st dung cac thé dot bién khéng trdi cia cac phéan tu tin hiéu va (c) phan
cat mRNA ctia enzyme phén gidi chat nén théng qua su chuyén giao ribozyme vao RA-SF.

(Theo Renate E. Gay, Steffen Gays va Thomas Pap. An Introduction to Molecular Medicine and Gene
Therapy. A John Wiley & Sons, Inc., Publication 2001)

Hon nita, cac cong trinh trudc cling da cho thdy c6 hiéu trng tang t8ng hgp proteoglycan.
Tuy nhién, trong cac nghién ctru @ mé hinh chuét SCID khi s&r dung RA-SF va sun tuoi cla
ngudi lai thdy khéng c6 bién d6i nao vé dic tinh xam lan ctia RA-SF vao trong sun. Trong
cac nghién ctiru & chuodt SCID, khi tai nap RA-SF véi MFG-IRAP lai khéng dan téi su khac
biét dang k& nao vé& mirc dé xam |1a4n néu so véi cac té bao dugc tai nap véi Lac Z va cac
t& bao tai nap gia. Tuy nhién, vé khia canh thoai héa mang sun thi cé hiéu &rng ré rang.
Trong khi cac nguyén bao sgi VDKDT tham nhiém véi Lac Z va tham nhiém gia van lam su
hdy hoai mang sun dang k& thi ngudi ta lai thdy su thoai héa quanh té bao giam dang ké&
trong RA-SF dugc tham nhiém véi IL-1 Ra. Vi thé viéc bao tri tinh hgp nhat chat nén cla
cac té bao sun la thanh qua chinh cta su chuyé&n gen IL-1Ra vao trong Ra-SF nguoi.
Nhirng s& liéu nay chi ré rang su hdy hoai sun clia cac té bao sun 1a mot qua trinh duwoc
diéu khién bai IL-1. Hon nifa, c6 thé két luan dugc rang con dudng doc lap IL-1 ciing goép
phan dang k& vao su két dinh ctia nguyén bao soi VDKDT véi sun va su hly hoai k& tuc
cua né.

TNF-0 1a mét cytokine gay tién viém cé thé la dich cta GTL véi VDKDT. Cing twong tu
nhu IL-1, cling con mét chat trc ché tu nhién véi TNF-0 1am “roi rung” cac receptor hoa
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tan. Va trong VDKDT c6 su mat can bang gitra bi€u hién chat trc ché tu nhién ctia TNF-I
va TNF-I trong mang hoat dich khép. Su mat can bang nay c6 thé la nguyén nhan chinh
cta su diéu hoa nguoc cac con dudng viém nhiém qua trung gian TNF-0. Vi thé ma viéc
lam ting luong protein receptor TNF-0, chang han nhu dang p55 cuia chiing (TNFRp55) 13
con dudng ddy hira hen 1am gidm viém va su hdy hoai khép. Cach tiép can nay dugc
huwdng rng bdi cac nghién ctru |am sang da chirng minh rang su phong téa TNF-I 13 an
toan va cé hiéu qua. Trong cac thir nghiém lam sang gan day ngudi ta dd sir dung cac
protein hoa nhap (fused protein) ciia TNFRp55 cling nhu TNFRp75. Tuy nhién, viéc tai nap
nguyén bao sgi hoat dich VBKDT vé&i TNFRp55 trong cac mé hinh chudt SCID lai khéng lam
giam su hdy hoai sun. Chi cé vai mé cay ghép la thé& hién c6 lam giam nhe tinh xam 14n bdi
cac nguyén bao sgi hoat dich, nhung ciing chua dat téi y nghia théng ké. Nhirng sé liéu
nay da ang ho cho gia thuyét vé su rc ché cua TNF-0 va khi gidm dang k& viém hoat dich
thi sé lam gi¢i han hiéu &rng hay hoai klhép.

Interleukine 10 (IL-10) la mét cytokine khang viém, diéu hoa xuéng IL-1, TNF-0, II-2, IL-6
va O-interferon nén nd dugc st dung d&€ (rc ché viém va phan giadi chat nén. Trong mang
hoat dich khép IL-10 dugc san xuét nhiéu béi dai thuc bao va cac té bao T. Mac dau nb
c6 hiéu rng khang viém, nhung IL-10 lai c6 nhiéu trong hoat dich va huyét thanh VDKDT.
Vi thé, c6 thé& suy doan duoc rang su gia tdng nay phan anh dap rng trc ché chua du cua
hé mién dich khi da duoc hoat héa trong mang hoat dich. Vi ll-10 ciing trc ché su hoat
doéng cua tyrosine kinase va tin hiéu Ras di€éu hoa Ién cathepsin L, IL-10 nén né la &rng cur
vién hira hen cho viéc chuyén gen trong VDKDT. Trij liéu gen véi co sé& IL-10 rd rang la co
lgi cho ca viém va su hay hoai khép. Cac nghién ciru vé gen IL-10 trén chudt CIA da
chirng minh ¢6 hiéu &rng duong déi véi sur tan cong viém, kiém ché tinh nghiém trong cla
bénh ciing nhu su hay hoai khép. Cac nghién ciru vé chuyén gen IL-10 & mé hinh chuét
SCID cho thdy da lam giam su xam |an t&i mirc thdp nhat trong sé cac thuc nghiém da
dugc tién hanh. Tuy nhién, tai nap IL-10 lai khéng lam giam su hdy hoai sun. Vi thé c6 thé&
két luan dugc rang khi déng tai nap II-1 Ra va II-10 la cach hop nhat ly thi céc loi thé cua
su chuyén gen IL-10 va IL-1Ra. Hién nay, cac nghién ctru dang khao sat vé tinh kha thi cua
cac céach tiép can nay ciing nhu viéc chuyén giao cac gen cytokine khéac.

Tuy viéc nghién ctru cac con dudng va cac tang (thac) tin hiéu chinh xac lam hoat hoéa
RA-SF ciling chi mé&i bat dau va chi cé vai con dudng cho cac tu liéu tét. Nhung né ciing
chi ré rang cac tin hiéu ngoai bao duwoc chuyén di bdi thac Ras-RaF-MAPK t&i nhan va mot
s6 tién gen ung thu xac dinh. Vi thé khi ngan chdn con dudng Ras-Raf cia MAPK thi cé
thé& lam gidm viéc san xuat MMP va céc cathepsin (Hinh 6.1). Co ché& ngdn chan cac con
dudng tin hiéu 13 viéc sir dung cac thé& dét bién khdng tréi cac phan tir tin hiéu nhu c-Raf.
Céac thé& dét bién khong tréi (dominant negative —-dn) |a dai dién cla cac bién th& dot bién
cac phan tir khéng cé chirc ndng nay. Ching duoc kién tao bang cach loai bé cac phan
gen quan trong cho su hoat dong cta ching va c6 thé dugc sir dung dé€ nghién ctru hiéu
(rng cla cac phan tlr tin hiéu vé dic tinh xam |an ctia RA-SF. Cac th& dot bién khong tréi
cla c-raf cling dugc sir dung dé€ khao sat hiéu irng vé tinh “hiéu chién” cla cac phan tor
RA-SF. Trong nhirng thi nghiém nay, mot cau trac véi co s& LXSN retrovirus da dugc st
dung d& chuyé&n cac gen cua th& dot bién dn-c-raf t&i RA-SF.

Khi tai nap Ra-SF v&i gen dot bién dn-c-raf da cho thdy khéng c6 bién d6i dang k& trong
su tidng trudng hay apoptosis & cac té bao dich. Khi dung cac RA-SF tai nap trong md
hinh chuét SCID quan sat thdy cé gidm dic tinh xam I1an. Tuy nhién, con dudng doc lap Raf
cling g6p phan vao viéc hoat hda cac nguyén bao soi trong VDKDT. Dua trén céc sé liéu
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da thu thap dugc vé su biéu hién jun D trong VDKDT thi su chuyén gen v&i jun D c6 thé
c6 hiéu trng tiém tang trong VDKDT.

Céac cach tiép can khac hién nay lai can thiép truc tiép cac chat hoat hoa phién ma nhu
NFOB. NFOB bi€u hién & moi noi va nd lién quan téi viéc diéu hoa rat nhiéu gen, trong sé
dé c6 cac gen c6 kha nang dap (ng viém trong VDKDT. Qué trinh nay dugc diéu hoa béi
chat trc ché tuong bao cta n6 1a I0BO. Sy hoat héa NFIB bédi cac phan t&r nhu TNF-0 cé
lién quan t&i su phan giai nhanh 10BO. Cac méu thiét k& (mo tif) gan NFIB chang nhing d3
duwoc mo ta trong cac promoter clia mdt s gen MMP ma ngay ca cac dan liéu gan day da
chirng minh rang néu rc ché NFIB thi sé lam giam su t8ng hgp chat hoat héa dang
plasmin cuta urokinasse (urokinase-type plasmin activator [u PA]). Chat nay cling cé lién
quan t&i su hoat héa mot s6 MMP. Trén co s& nhirng dan liéu nay, mot sé chién lugc da
duoc phat trién nham can thiép vao su hoat héa NFIB trong Ra-SF. Nho viéc str dung cdu
trdc retrovirus bigu hién qua mirc 10BO trong mot s& dang té bao ma tinh kha thi ctia cach
ti€p can nay trong viéc ngan nglra su phan giai cam rng IL-1 cla IOBO cling nhu sy hoat
hoa NFOB d3 duoc kiém chirng (test). Hiéu (rng tai nap RA-SF v&i mot céu trac lién quan
téi dac tinh hiéu chién clia cac té bao nay hién dang dugc khao sat, nhung moét sé bang
chirng d3 chi rd vai trd trung tdm trong su hoat héa té bao |a NFOB. Hon nira, nhitng sé
liéu gan day ciing cho thdy cac phan tir khang apoptosis bel-2 cé lién quan t&i su hoat
héa NFOB théng qua su phan giai I0BO. Nhitng s6 liéu nay da vach ré mai lién két gitra Bel-
2 va con dudng tin hiéu NFOB trong viéc diéu hoa apoptosis. Vi nhitng bién d6i & con
dudng nay dan dén apoptosis nén né da tao diéu kién cho viéc xuat hién ki€u hinh hiéu
chién cua Ra-SF, d6 la cac né luc dugc tao ra d&€ can thiép vao cac phan tr diéu hoa
apoptosis trong VDKDT. Phan tir khang apoptosis méi dugc md ta gan day (sentrin) la
mot gen rng cur vién diéu hoa 1én RA-SF (khi so sanh véi hoat dich OA va hoat dich binh
thuong). Vi thé viéc sir dung cac cau tric antisense mRNA khang sentrin d&€ (rc ché su
bi€u hién cda sentrin hién nay dang dugc khao sat.

Sau chét la viéc diéu hoa pha cudi cing clia MMP va diéu hoa Ién cathepsin bang cach céat
bd hoac ngan chan (khida) mRNA cua enzyme nay la dich chinh cta sy chuyén gen trong
VDKDT (Hinh 6.1). Van dé nay cé th& dugc thuc hién bang cach chuyén cac cau tric
antisense mRNA dac hiéu MMP hodc cac ribozyme hammerhead (da dugc dé cap & trén).
Nhirng ribozyme nay c6 th& dugc sir dung d&€ hly cac théng tin dic hiéu bén trong té
bao. Cac nguyén bao soi hoat dich VDKDT bi€u hién cac ribozyme cé kha ning phan cét
collagenase do d6 (rc ché viéc san xudt enzyme hay lam giéi han mirc enzyme in situ.

20.7 Hién trang |Am sang va trién vong cla viém da khép dang thap

Cac thr nghiém lam sang budc dau hudng vao do an toan va tinh kha thi cta su chuyén
gen t&i mang hoat dich nguoi da dugc thuc hién tor 5 nam truédc day. Trong thuc nghiém
lam sang pha | nay, mét vec to MFG retrovirus mang cDNA cua gen IL-1Ra ngudi (MFG-
IRAP contruct) dd dugc sir dung. T6ng cong c6 9 bénh nhan can thay thé toan béd khép
MCP vi VDKDT nghiém trong da dugc tham gia nghién ctru. Trudc hét RA-SF dugc rat ra
khoi cac khép MCP va dugc tai nap véi cau trac MFG-IRAP ex vivo. Cac té bao da duoc tai
nap sau d6 duoc tiém trd lai vao cac khép. Mot tuln sau, cac khép MCP dugce rat ra va
thuc hién viéc phau thuat thay thé toan bo khép. Tat ca cac budc déu dugc thuc hién
trong nhirng diéu kién an toan gan nhu tuyét déi bao ham ca viéc rao chan cac retrovirus
biét sao chép. Nhitng két qua budc dau cua cac nghién ciru nay chi rd cé thé& chuyén gen
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téi cac khép cua ngudi mot cach an toan va hiéu qua. Viéc khdo sat chét cac khép can
phai loai bd sé duoc thuc hién véi cac ky thuat t6 chirc hoc thong thuong cling nhu lai in
situ va héa mién dich.

Vé van dé GTL véi VDKDT ching ta can phai khao sat nhirng con dudng dic hiéu gay
bénh cting nhu thiét ké va (rng dung céc vec to virus maéi cé th& hop nhat dac hiéu vi tri
vao trong hé gen vat chu véi dd an toan tuyét déi déng thoi kéo dai thdi gian bi€u hién
clia gen.
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PHU LUC

PHU LUC |
MOT SO KHIA CANH SINH HOC VIRUS LIEN QUAN TO1 SU CHUYEN GEN
1.1 Hé gen cua virus

He gen (genome) cuia virus gdm ca RNA va DNA, nhung méi virus chi chira hodc RNA hay
DNA. Hé gen (acid nucleic) dugc bao bdi vo protein (capsid) thi goi 1a virion, néu thiéu
mot trong 2 thanh phan trén thi goi la viroid.

Hé gen DNA c6 thé la cac sgi don hodc kép, cling c6 thé la cac phan tir dong vong hay
dudi thing. Cing c6 mét s6 dang bat thudng nhu DNA soi kép, thing nhung lai cé cac
khia & cac diém khac nhau trén chudi hodc DNA sqgi kép nhung lai dong lai & phan dubi.
Kich thuéc cla virus DNA vao khoang 1,2 X 10%- 2 X 108 dalton, twong trng véi 3000 -
375.000 base. Cac virus RNA thi don gian hon vi hé gen thang bao gém cac phan tir don
hodc kép va cling c6 thé& chi c6 1 hay mét vai phan tlir trong mot hé gen. Nhirng bién déi
chinh trong hé gen RNA kép - don la phan tir nay cé thé hoat dong nhu mét mRNA va
ciing c6 thé la thanh phan bd trg cho cac mRNA virus. Kich thuéc cia hé gen RNA nhd
hon rat nhiéu hé gen DNA, n6 chi vao khoang 1,2 x 105- 7 X 106 dalton, tirc vao khoang
300-30.000 base.

Virus khéng c6 qua trinh trao d6i chat déc 1ap, ching phai sir dung bé may cua vat chu dé
téng hop cac thanh phan cua chdng. Virus c6 mot s6 enzyme cé chirc nang ki€m soat di
truyén tao nén cac vat lieu séng, hé gen virus, ching dugc san sinh trong quéa trinh tham
nhiém vao té bao vat chl. Trong qua trinh thdm nhiém vao té bao vat cha, hé gen virus
thoéat khoi vo protein va chui vao trong té bao.

Qué trinh sao chép ctia mRNA xay ra trong nhan té bao vat chid va sir dung enzyme RNA
polymerase phu thudc DNA cla té bao vat chl. Riéng poxvirus lai c6 RNA polymerse phu
thudc DNA cuta chinh né va khéng bao gio di vao nhan té bao.

mRNA duoc t8ng hop truédc khi vao bao twong cta té bao vat chi d€ sao chép. Qua trinh
nay cho phép mét sé virus tao ra cac protein phirc tap tor mot sgi RNA qua viéc néi xen
ké va thay d&i vi tri clla cac bd ba. Cé 2 loai mRNA:

*mRNA sém: Mi cho cac protein can cho su nhan Ién cta DNA, cac protein can cho su
bi€u hién gen.

Céac virus DNA gay ung thu c6 cac mRNA sém trong cac té bao duwgc chuyén dang va
khong bao gid c6 mRNA mudn.

*mRNA mudn: M3 cho céac protein cau tric nhu capsid va protein mang. Vi DNA cla
virus da dugc nhan 1én nén mRNA muén thuong dugc sao chép lai tr DNA méi.
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Qué trinh dich ma thanh protein xdy ra & bao tuong, virus st dung ribosome cua té bao
vat chu.

Qua trinh t6ng hop DNA xay ra trong nhan, ngoai trir poxvirrus. Qua trinh nay nhd DNA
polymerase phu thuéc DNA cua virus (mét protein cia mRNA sém).

Qua trinh 1&p rap capsid cuta virus cé thé& xay ra trong nhan hoéc bao tuwong. Qua trinh nay
la tu phat nén khong can enzyme ciing nhu nang lugng.

Céc virus cé 16p vé boc nhd moc chéi qua mang té bao (Hepada va Pox), qua mang nhan
(Herpes). Qua trinh nay thudng khong pha hly té€ bao. Cac virus khéng cé vé boc thudng
duoc gidi phéng bang cach ly giai té bao (giét chét té bao vat cha) hodc duoc ddy ra khoi
té bao vat chd (khéng giét chét té bao).

1.2 Virrus chi tham nhiém cac té bao xac dinh

Nhu chdng ta déu biét dudng nhu céc virus khac nhau s& thdm nhiém cac quan thé khac
nhau cua té& bao. Pay la van dé duoc dic biét quan tam khi thiét ké vec to ciing nhu tham
nhiém cac té& bao dich. Ngudi ta thdy rang virus bénh sdi cé lién quan téi cac té bao cla
da, trong khi dé virus bénh quai bj lai chi tham nhiém cac té bao cla tuyén nuéc bot.
Nhwng ciing that kho hiéu [a, mot cach tinh cd ngudi ta dd quan sat thdy virus séi va quai
bi déu 1a thanh vién clia cing mot nhém (paramyxovirus) va déu vao trong co thé bang
cung mot con dudng (tham nhiém khéi dau & bi€u mé dudng hd hap). Vay tai sao sau do
chang lai thdAm nhiém cac mé dich, cac té bao khac nhau dé tao nén cac bénh dic trung?
Mét birc tranh tuong tu néi 1én 1a thang vat chd (host range), hay la cac dang té bao
hodc co quan ma mot virus dic biét cé thé tham nhiém dugc. Nac thang nay cé thé rong
t&i mirc vurot qua ranh gidi nganh (nhiéu togavirus cé th& tham nhiém dugc ca cac té bao
codn trung ciing nhu cac té bao clia dong vat c6é va) hodc chi gidi han t&i cac té bao cla
I&p phan loai don (pohowrus chi tham nhiém céac té& bao déng vat cao cap). Ciing cé thang
vat chu khac lai rat hep, chi gém nhing ndi nhat dinh ctia mot loai don hay mot dang té
bao xac dinh trong mdt t8 chirc dic biét. Chang han nhu bacteriophage (thuc khugn thé)
T4 thi chi tham nhiém mot vai ndi cta loai don E.coli, trong khi d6 HIV lai tham nhiém cac
t& bao lympho T gilp d& so cap hodc cac té bao trinh dién khang nguyén giéng nhu dai
thuc bao hay cac té€ bao soi nhanh cta ngudi. Mot vi du dién hinh 1a mét sé bacteriophage
RNA chi tham nhiém nhifng ndi nhat dinh cta vi khudn cung loai va nhing vi khudn nay
phai bi€u hién mét gen dac biét c6 mang moét plasmid dang don.

Chlng ta lai c6 thé dat cau héi cai gi coé thé dap ing cho tinh dac hiéu dac trung cho su
twong tac virus va té bao vat chd? Tinh dac hiéu ctia mot virus véi té bao vat chu cta nod
c6 thé la két qua cla cac su kién & 2 giai doan khac nhau clia chu ky sao chép: gén virion
vao bé& mat té€ bao vat chld hoic biu hién hé gen virus trong té bao vat chi. V& cac van
dé nay thi viéc gan vao bé méat t&€ bao cé vé vi ly do tién hoa rat kinh t&. Néu mot virus
chu dich tan cong vao mot té bao khong thich trng thi chdc chan khé c6 thé xay ra (va vi
thé ma khéng thé& vao duoc bén trong té bao) thi virus nay c6 thé thir lai trén mot té bao
khac. Néu virus d3 thuc su chui vao duoc vao mot té bao ma lai khong c6 kha nang tro
gitp sao chép cho né thi that ra chang dat dugc muc dich gi. Virus ndy that su 13 bat
hoat bd&i vi n6 khéng thé& san sinh ra cac virus con chau va ciing khéng thé rdi té bao nay
dé lai chui vao mot vat chud tiém tang méi. Cé thé vi ap luc tién hoa dan téi tinh dic hiéu
nhu mot hién tuong tuong tac virus/bé mat té bao vat cha.
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Cé mot s6 dan lieu thuc nghiém soi sang cho gia thuyét nay. Truéc hét, mot cach rd rang
la tat ca cac té bao trong co th& déu ndm trong mot vurong qudc déc biét, cé kha nang
thuc hién cac hoat doéng trao d8i chat (chuy&n héa) trén cac mé hinh twong tu nhu méd
hinh & Central Dogma of molecular Biology. Néu mét virus tu né c6 thé san xuat duoc
trong mot dang té bao nao doé - t& bao gan ngudi ching han thi ngudi ta co ly d& nghi
duoc rang cac ching khac ciing c6 thé dugc san xuat trong cac té bao gan. Nhung nhiéu
khi lai khéng phai nhu vay. Poliovirus phan lap tir tu nhién c6 th& sdn sang tham nhiém
cac té bao lympho ctia ngudi nhung lai khéng thé tham nhiém duoc cac té bao cung dang
cla chudt c6 cing mot qua trinh trao d8i chat. Néu hé gen RNA cuda poliovirus dugc dua
mét cach nhan tao vao trong moét té€ bao chudt thi virus nay c6 thé& sir dung bé may téng
hop cla té& bao chudt d& tao nén cac virion méi (dén lwgt minh cac virus maéi nay lai cé
kha ndng tham nhiém cac té bao ngudi nhung lai khéng cé kha nang tham nhiém lai cac té
bao chu6t). Diéu nay cho thdy su that bai cla poliovirus véi viéc tham nhiém cac té bao
chudt khéng phai 1a do nguyén nhan thi€u hut mot sé kha nang cda té bao chudt dé tro
gilp cho cac qua trinh sinh t8ng hgp can cho su sao chép cua virus. Vi thé, co s& cla su
chon loc khong phai & day.

M3c dau tat ca cac té bao trong co thé& déu trong mot vurong quéc dac biét, co thé thuc
hién duoc cac hoat dong co ban giébng nhu mé hinh & Central Dogma, nhung cac té bao
nay lai khédng c6 cau trac bé mit giéng nhau. Nhu da dé cap & trén, cac vi khudn khac
nhau c6 th& c6 cac nhém sinh héa khac nhau trén thanh té& bao cla ching. Tuwong tu nhu
vay, cac té& bao dong vat khac nhau cé thé c6 cac protein, glycoprotein va glycolipid khac
nhau dang k& trén bé mat cua ching. Nhiéu cau trac bé mét ctia cac té bao nay déu co su
tién hbéa vé cac nhan té nhan dang lién quan t&i su hap thu dinh duéng, tai nap cac tin
hiéu qua mang sinh chat hodc gan véi cac té bao khac. Cac phan tir khac trén bé mét cua
cac té bao doéng vat, cac khang nguyén hda hop t8 chirc gil vai tro rat quan trong trong
viéc xép loai nhirng té bao nao la clia minh (self) trong khi twong tac té bao & hé mién
dich cta co thé. Su khac biét I6n vé cau tric bé mat té& bao c¢6 lién quan tdi viéc gén virus
vao bé mét té bao vat chu. Vi thé thang vat chl cua virus phu thudc vao kha néng gén
dugc vGi cac té bao c6 mang cac protein, glycoprotein hoac glycolipid bé mat té bao dic
hiéu.

Mét s6 dit kién khac cling ung hd cho két luan nay. Truc tiép nhat la cac nghién clru gen
vé cac qua trinh tham nhiém cla E.coli bdi bacteriophage. Trong mét plaque (dia) thuc
nghiém E. coli dwgc tham nhiém véi mot virus, chéng han nhuw T3 thi thinh thoang trong
dia c6 mot khuén lac vi khudn moc lén. Cac vi khuén tuor khuén lac d6 lai khang lai dugc su
tham nhiém cta T3. Tuwong tu nhu vay, cac vi khudn khang lai s tham nhiém bdai
bactriophage T4 cling c6 thé phan lap duwoc tuor dia thuc nghiém véi T4.

Khi phan tich ky luéng gen cutia cac vi khuén |4y tir dia T4 thi thdy ching c6 mot dot bién
lam thay d&i cau trac cac phan tir lipopolysaccharide cta thanh té€ bao. Diéu d6é chirng
minh rang T4 gén vao cac phan tir lipopolysaccharide gdc (nguyén ban) nhung khéng cé
kha niang nhan dang va/hoéc gén véi cac dang dot bién. Tuy nhién thinh thoang trong dia
T4 ciing cé quan thé virus c6 kha nang tham nhiém dugc cac E.coli dot bién. Nhirng virion
nay cling cé nhing bién d&i vé cau trdc cac sgi dudi (tail fiber). Rd rang 1a nhitng dot bién
tuong hd trén bé mat té€ bao vat chi va cac cau trdc lién két virus da khoi phuc lai méi
tuwong quan cla thang vat chd théng thudng. Vi thé cac tuong tac bé mat té bao - virus
dap rng duoc viéc xac dinh mot virus cé kha nang tham nhiém mot té bao dic biét hodc
thang vat chu 1a két qua cla su déng tién hoda cuia cac cau trdc nay.
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Hinh 1.1 Plaque (dia) T3 c6 8 khuan lac ndy sinh tur cac té bao ca thé, khang lai su thdm nhiém T3.
(Theo Bruce A. Voyles. Biology of Viruses. Mcgraw-Hill international edition 2002)

Céng nghé DNA tai t6 hgp da cho phép chirng minh truc ti€p méi quan hé gidra cau trac
bé mat té bao dic hiéu va kha ning ctia mot virus dong vat tham nhiém céc té bao dich
cta né. HIV da duoc phat hién 1a cé thé tham nhiém cac té bao lympho hodc cac té bao
nio bd cé glycoprotein bé mat CD4. Khi gen cuia cdu tric nay (cla ngudi) dugc dua vao
cac dang té bao khac thi cac phan tlr CD4 cé thé dugc bi€u hién trén bé mat té bao cla
ching. HIV sau d6 cé th& tham nhiém cac té€ bao dd dugc “céng nghé héa” cé cac
recepotor bé mit té& bao thich hgp.

1.3 Sy nhan dién té bao vat cha cta thuc khuédn thé

Nhitng cong trinh nghién ctru di truyén hoc da cung cap nhirng théng tin bd ich vé ban
chét clia cac protein gan virus va cac receptor bé mit t& bao ma chidng nhan biét dugc.
Khi phan Iap cac té bao dot bién khang tham nhiém thi c6 thé “mé xé&” dugc su twong tac
gilra virus va cac té bao vat chu clta ching, trong khi dé cac ky thuat DNA tai t8 hop lai
cho phép chirng minh truc ti€p cac dic tinh clia cac hgp phan khac nhau.

Cac receptor té€ bao cua nhiéu thuc khudn thé da duwgc sang td, mot sé receptor di dugc
liet ké & (Bang 1.1). Trong cac vi sinh vat gram (-) thi lipopolysaccharide (LPS) cho nhiéu
vi tri gén, dac biét Ia cac loai dwdong cla khang nguyén O va 18i polysaccharide. Cac
protein I6p vo ngoai ciing c6 thé& |a cac vi tri nhan dang. Trong cac té bao gram (+) thi
acid teichoic s& tao nén tinh dic hiéu cén thiét. Nhirng thanh phan phu nhu 16ng roi va
céc loai 16ng khac ciing 1a céc vi tri cho su gan két clia thuc khudn thé.

Thuc khudn thé& T4 gén vao E. coli
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Thuc khudn th€ T4 c6 mét virion cuc ky phirc tap: Mét ddu icosahedral va mot dudi xodn
- la nén tang cho su gan két va c6 6 dinh va cac sqi dudi (Hinh 1.2). Trong tat ca cac
thuc khuan thé& cé cau tric phirc tap thi viec gan két déu théng qua cac thanh phan &
duoi. Khi gdn T4 vao E. coli c6 su tham gia ctia cac cta cac thanh phan cé thé& gan thuan
nghich va bat thuan nghich ma cac nghién ctru vé sinh héa va di tuyén da chi rd né co6 thé
xay ra & cac vi tri khac nhau trén bé mit té b%&

Céc thanh phén
bén trong dau

24

‘ P 1,0, 1
alt, peptide: 11, VIl
g DNA

SOC
hoc
23

13

20

N2,4,6 wac

34

35
36

6,7,8,25,53 5,26,27,28
frd 29,48,54,td
H,Pteglug

Hinh 1.2 C4u tric cua thuc khudn thé T4. Céc protein duroc danh sé ¢é lién quan téi cdc qué trinh
gén két va tham nhap béi virus nay.
(Theo Bruce A. Voyles. Biology of Viruses. Mcgraw-Hill international edition 2002)

Su gan két c6 thé& thuan nghich cta T4 lién quan téi su tuwong tac gitra phan ngoai bién
cla cac sqgi dudi virion va cac polysaccharide cua lipopolysaccharide mang ngoai. Cac thi
nghiém trudc da chirng minh rang cac sgi dudi clia T4 sé gan dac hiéu vao LPS cla E. coli
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va viéc gan nay sé bj trc ché khi cé thém monosaccharide hay disaccharide dac hiéu. Cac
phan tich vé su khang cu cla cac th& dot bién da dinh vi dugc vi tri gén déc hiéu vao
phan dudi cua rat nhiéu polysaccharide & phan 16i ngoai. T4 ciing cé thé& tin cong cac té
bao cta ndi E. coli K12 ma chudi polysacchride 18i ngoai ctia né c6 nhiéu hon E. coli B ba
phan t&r dudng. Vi c6 cac loai dwdng & xa vi tri gan glucose nén né khong can tré hoan
toan su gan két, tuy nhién cé thé giam vé hiéu &ng. T4 ciing c6 kha ning nhan dang mot
vi tri gén thi hai & E. coli - mdt protein mang ngoai porin OmpC. Nhu céc s6 liéu trén
(Bang 1.1) cho thay viéc gén véi LPS va OmpC la hoan toan déc lap véi nhau vi hiéu trng
chuyén dich dét bién ctia ching déu 1a bé sung.

Béng 1.1 Mdi lién quan gitFa polysacchride va cac receptor protein déi véi hiu trng & céc dia T4
trén E. coli K12

Noi C4u tric lipopolysaccharide Protein OmpC porin Hiéu irng clia dia
Dang IpidA-KDO-hep-Hep-Glu-Glu-GluNAc Cé mét, 1,0
hoang da I I Vang mat 103
Hep Gal
Hep
Hep
Dot bién1 Lipid A-KDO-Hep-Hep-Glu Cé mat 1,2
Véng mat 0,7
Dot bién2 Co6 mat 103
Véngmat <107

Virion ctia T4 c6é 6 sgi dudi va trén bé mat té bao lai tap trung nhiéu LDS nén ngay ca khi
mot lién két bat ky gidra mot sgi dudi ndo dé véi té bao dugce coi la yéu di nira thi sau khi
sgi dudi ddu tién da duoc gan thi két tdc do gén két clia cac soi khac sé duoc tiang 1én d&
tat ca 6 sqi déu tim dugc dich va tao nén su gén chon loc hiéu qua. Khi ca 6 sqi da gén
vao thanh té bao thi s& c6 nhirng bién d&i vé cdu tric thanh virion d& thuc hién su tham
nhap, d6 |a pha thir hai clia qua trinh gén két. Virion s& “duyét” trén bé mat té bao (thuc
chéat 1a dao déng Brown cuia t& bao) cho t&i khi tim dwgc vi tri thich hgp trén bé mat d&
gén vao. Nhirng vi tri nay c6 th€ nam & thanh t& bao noi c6 su téng hop lién tuc cac
mang sinh chat va cdc mang ngoai, cai no néi tiép céai kia. Twong tu nhu vay, cac protein
déc hiéu trong mang 1a cac vj tri gan két khong thuan nghich (diéu nay thuc chat chua
duoc chirng minh). Cac nghién ctru vé dot bién phage dd chirng minh rang su gan két
virion bat thuan nghich la do protein (P12). Chinh nhifng vj tri gan bat thuan nghich cua
virion 13 noi c6 thé& duwa DNA virus vao trong té bao vat cha.

1.4 Cac thyc khu&n thé& dua acid nucleic cia ching vao céc té bao vat chud
Su gén két chi la buéc dau tién trong mdt quéa trinh lién tuc d&€ dua hé gen virus vao
trong té bao vat chu. Su tham nhap va 16t vd (uncoating) la thuat ngd d&€ xac dinh rang

d6 1a giai doan thir hai ké ti€p, trong d6 acid nucleic cla virus tir virion di vao céc té bao
vat chu (thdm nhap) va néu can thi n6 sén sang biu hién (16t vd). Su phirc tap vé sinh
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hoa va do day cua thanh té& bao vi khu&n d4 dat cho su tham nhap cé mét nhiém vu to lén
la phai gan vao dugc cac cau trac dé. Su truy nhap truc tiép téi mang té bao béi l6ng roi
va céc 16ng khac du kha ndng l1am cho qué trinh gan két cua virus tré nén dé dang hon.

Sy tham nhap bdi coliphage T2 va T4

353-protein

32P-DNA

" Tham n@

32P

virus méi

Hap thu

Lac trong_ may trén
Waring dé loai phin
dau cda T2 khéi TB
vi khuan

. Sysaochép”

Hinh 1.3 Thi nghiém cua Hershey-Chase. Thyc khudn thé cé cac protein danh ddu véi 3°S va DNA
duoc dénh ddu véi 2P cho tuong tac vdi cac té bao vét chu, sau dé dung dich nay duoc lac manh

trong méy trén Waring. Sau khi ly tam, hdu hét protein d4nh diu

35S ¢6 mdt & phan dich ndi, con

DNA dénh ddu 3P sé duroc vién tron lai cing vdi céc té bao véat cha.
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(Theo Bruce A. Voyles. Biology of Viruses. Mcgraw-Hill international edition 2002)

T2 va T4 la cac coliphage (virus tham nhiém E.coli) rat giéng nhau, ching chi khac nhau
vé nhirng chi tiét nhd ching han nhu khéng cé phan c8 bao quanh dudi - noi ma né gan
vao phan dau cua virion. Cac thi nghiém kinh dién cta Albert Hershey va Martha Chase lan
ddu tién dd chirng minh rang chi cé acid nucleic ctia thuc khudn thé (TKT) di vao trong
céac té& bao vat chu, con céac protein capsid cua virion thi khéng. Nhuw

trén (Hinh 1.3), cac DNA cla thuc khudn th&é T2 duwgc danh dau véi 2P con protein thi
dugc danh dau véi 35S réi cho gan vao cac té bao vat chu E.coli bang cach lac manh
trong may tron Waring. Cach x&r ly ndy ddm bao chéc chén rang bat ky lién két nao gilra
cac thanh phan cla virus v&i bé mat té bao ciing bi pha v&. Hershey va Chase phat hién
cac khéi DNA danh ddu 32P da di vao cac té€ bao E.coli, trong khi d6 cac protein cla capsid
duoc danh dau véi 35S thi van & bén ngoai té bao vat cha.

Vay thi cac DNA tir phan ddu cda virion di vao té& bao chat cua té bao vat chi nhu thé
ndo? Trén anh chup (Hinh 1.4) thay rd rang la s tham nhap co6 lién quan nhiéu t&i su bién
d6i cdu tric clha cac virus nay, dic biét 1a cdu hinh chung cla cac protein mang ngoai bao
quanh 6ng dudi cua virion. N6i theo cach truyén théng thi nhirng hinh anh nay da cho thay
c6 “su hop déng” véi mang ngoai tao luc cho 6ng dudi di qua thanh té bao dé réi tiép xac
dugc véi mang sinh chat dé “tiém” DNA virus vao bén trong té bao vat chd. Tuy nhién,
cach xtr ly giébng nhu viéc ding mot syringe tiém vao duéi da thi van cé thé bi lac dudng,
virus khéng thé& tiép xic dugc véi mang ngoai té bao vat chu vi né da duoc t8 chirc lai.
Trong qua trinh m& réng cdu hinh ctia mang ngoai thi thdy né dugc tao bdi 144 ban
phién ma cac protein don (gp18) xép thanh cac nhém 6 véi 24 vong quanh 6ng dudi.
Khoang cach thing ding gitta cac dudi don vi ctia vong 1a 4,1 nm. C4u tric téng quat
bao quanh 6ng dudi 1d mot vong xoén véi géc xodn la 17° (tire 1a mdi protein duoc dich
sang phai 17° so v&i protein dudi). Qua trinh tham nhap nay duoc khéi ddu bang su thay
dsi cau trac & cac soi dudi gan véi thanh té€ bao. Pén Iluot minh, nhitng ciu tric & cac
soi dudi nay sé& lam thay dGi trinh tw cac protein dang nén (baseplate) (Hinh 1.5 A). o}
trang thai dau cac protein nén dugc sdp x&p mot cach chit ché thanh cac hinh luc giac
(hexogon) bao quanh 6ng dudi. Su xudt phat nay lam cho protein nén dugc mé rong
thanh cau trdc “hinh sao’ va két qua |a lién két gidra phan day clta protein mang ngoai véi
éng dudi bi yéu di. Nhu trén (Hinh 1.5 B) céac protein mang ngoai rat xuéng chi con 12
vong, nhu vay vong xoan méi ngan hon nay cé géc xoan la 32° va khoang cach gilra cac
vong 1a 1,5 nm. Do su sap xép lai cac protein mang ngoai ndy ma éng dudi roi dugc vao
thanh té€ bao va tiép xic dugc véi mang sinh chat. khi tiép xtc véi mang sinh chat thi
DNA cua T4 duoc téng ra khdi ddu cua virion théng qua 6ng dudi. Cac nghién ciru di
truyén hoc d4 chi rd DNA c6 thé cé protein hoa tiéu (pilot protein) d& gan véi cac dau
cubi ctia né tao diéu kién trg gilp cho viéc chuy&n DNA théng qua 6ng dudi va khéi dau
su sao chép DNA bén trong cac té bao vat chi E.coli. (cting phai luu y rang Hershey va
Chase rat sung suéng vi protein nay khéng cé nhi€u aminoacid chira lwu huynh). Thuc ra
éng dudi khéng thuc su xuyén qua mang, nhung khi twong tac véi nd thi sé hinh thanh
nén mot cai 16 & 6ng, thong qua d6 ma DNA c¢6 thé di qua duoc.
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Hinh 1.4 So sénh cdu tric cua thuc khuédn thé T4 trudce (A) va sau (B) khi thdm nhép.
Bao xung quanh éng dudi ngan hon va ddy hon sau khi thdm nhép, phan du thi da tréng réng.
(Theo Bruce A. Voyles. Biology of Viruses. Mcgraw-Hill international edition 2002)
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Hinh sao

Hinh 1.5 Thay déi cdu tric & phdn dubi T4 trong khi thdm nhdp. A, khéi ddu su thdm nhdp cé sdp
xép lai cac protein cé t& churc rdn chéc (hinh sdu canh) dé tré thanh dang ndi Iéng hon (hinh ngdi
sao).

(Theo Bruce A. Voyles. Biology of Viruses. Mcgraw-Hill international edition 2002)

1.5 Sy nhan dién té bao vat cha cta nhing virus déng vat

BE& mat té bao dong vat cé nhiéu protein, glycoprotein va glycolipid va virus c6 thé& lua
chon dugc mét receptor tir cac phan tir nay. Mot s6 mau “pham an” (gourmet) dudng
nhu & da ndng hon vi thé ma thang vat chud rong. Mat khac, cac virus nay lai c6 thé chi
chon lua céc receptor dic biét cho ching vi thé ma thang vat chu cua chang lai rat hep.
Mac ddu su két hop virus - té bao vat chi 1a do cac receptor, nhuwng vé ban chat van la
su twong tac tinh dién.
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1.5.1 Su gén k&t qua céc virus trédn

Mac du c6 céc dinh giéng nhu adenovirus nhung tat ca cac virus déng vat khéng vd déu
gén vao cac té bao vat chi théng qua su tuong tac truc tiép gidra capsid cta ching véi
cac phan tur receptor té bdo. Ban chat clia cac tuwong tac nay duoc biét rd nhat 1a su
tuwong tac cua piconarvirus - mot virus RNA (pico tiéng Hy Lap nghia 1a nhd) ma céac
thanh vién cta nd bao gém cac enterovirus (poliovirus, coxsakievirrus [tén cua Coxsakie,
New York] va echovirus [enteric, cytopathic, human, orphan {lién quan t&i moét bénh
khéng dac hiéu}], cac rhinovirus C (rhino theo tiéng Hy Lap tirc 1a bénh thudc “miéng” gay
nén bdi mét ndm men, trong khi d6 aphthovirus lai gay cac bénh giéng nhu long méng 1&
mom (hoof and mouth disease - gdy nén bé&i nhiéu nguyén nhan) va cardiovirus (cardio
theo tiéng Hy Lap 1a tim).

Bang 1.2 Nhing khéc biét trong céc receptor bé mét té bao vat chu duoc chirng minh béi su phan
gidi enzyme.

Enzyme
Virus Trypsin Chymotrypsin Neuraminidasse
Poliovirus Loai bo (receptor) Cé mat C6é mat
Rhinovirus Loai bd Co6 mat Coé mat
Echovirus Co6 mat
Virus Coxackie B C6 mat Loai bd Cé mat
Cardiovirrus Cé mat Loai bé Loai bd

Cac nghién ctru nudi cay tir lau da chi ré rang cac receptor té bao vat chd cé thé duoc
chia thanh tirng nhém dua trén co s& su gan két cta cac piconarvirus véi ching. Phuong
phap chirng minh cho méi lién quan nay dang xac dinh tinh nhay cdm cla cac cau triac bé
mat t& bao d6i véi su phan gidi cla enzyme & cac vj tri phan tir khac nhau. Nhitng sé liéu
duoc tom tét trong (Bang 1.2) cho thay cau tric cla cac receptor ngay & cac trong cac
duéi nhém piconarvirus van cé thé khac nhau. Chang han nhu khi xtr ly cac té& bao vat chu
vGi enzyme trypsin thi né sé phan giai cac receptor clia poliovirus va rhinovirus, nhung lai
khéng lién quan gi t&i echovirus va virus coxsakie B. Cac nghién ctru cling tai xac dinh kha
ning canh tranh truc tiép vé su gan két cua céac virus. Chang han nhu khi lam b3o hoa bé
mat té bao véi bat ky poliovirus nao thi ciing khéng ngdn chan dugc su gan két cla
rhinovirus ngudi véi cac t& bao twong tu. Diéu d6 chirng té rang vi tri clia cac receptor
poliovirus va rhinovirus c6 su phan biét ré rét ngay ca khi ching bi phan giai b&i cing mét
loai enzyme.

Gan day cac khang thé& don dong khang truc ti€p cac phan tr bé mat té€ bao vat chu da
dugc sir dung dé phan biét cac receptor. Ché phdm khang th& don dong la mét khang thé&
don clia mot dong té& bao in vitro. Khang th& don dong cé kha ndng gan véi cac cau tric
sinh hoa nhd bé dic hiéu. Cac nghién ctru vé su canh tranh da chi rd rang khang thé& don
dong khang receptor cta poliovirus khéng can thiép vao viéc gan két cta rhinovirus vao bé
mat t& bao cung loai va nguoc lai cac khang thé don dong khang receptor cla rhinovirrus
lai khéng ngéan chan dugc su gan két clia poliovirus.

Céng nghé DNA téi t8 hop cho phép xac dinh duoc cac dac trung phan tir receptor té
bao ctia ca poliovirus va rhinovirus ngudi. Cac té bao dong vat khéng cé kha ning gan vao
cac virus nay c6 thé duoc xir ly bang cach cho hap thu va hop nhat cac phan tir DNA
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ngudi trong mot quéa trinh dwgc goi la su tham chuyén (transfection). Mot s6 té€ bao cb
th& nhan duwoc cac thong tin vé receptor virus vi thé ma cac cau tric méi da duoc bidu
hién trén bé mat té bao cla ching. Cac dong té bao nay dd duoc xac dinh 1an dau tién béi
cac khang thé don dong va su nhan dién dé da duoc khing dinh bai cac nghién ciru vé
tham nhiém. Qua trinh nay tao diéu kién d& phan lap va sau dé giai trinh tw DNA ma cho
cac receptor clia poliovirus cling nhu rhinovirus. Cac trinh tu cho thdy cac receptor nay
déu thudc thanh vién cla ho protein mién dich supergene (immunoglobulin-supergene
family of proteins). Cac glycoprotein hgp nhat mang nay cé lién quan rat nhiéu téi su
nhan dang va cac hoat tinh gan két ctia hé mién dich hodc su théng tin té bao. Receptor
cla rhinovirus dugc phat hién 1a moét phan tir két dinh noéi bao-1 (intercellular adhesion
molecule -1 [ ICAM-1], truéc day duwoc xac dinh 1a c6 kha ning gén két véi mot phan tir
trén bé mat té bao lympho. Chirc nang té bao cla cac receptor poliovirus van chua dugc
ré.

Vi rhinovirus rat nhd nén céu tric clia protein capsid trong virion ctia ndé phai xac dinh
bang tinh thé& hoc tia x (X-ray crystallography). Nhifng nghién ctru ndy da chi ré cé 3 dudi
don vi cau tric tao nén capsid, chiing dugc sap xép theo ki€u mdt “thung lting” (canyon)
doc theo capsomer Hinh 1.6). Khi 6 capsomer d& xép vong quanh mét dinh thi cac canyon
sé quay vong quanh diém d6. Cac aminoacid trong canyon c6 su chuyé&n d6i rat cao &
nhiéu rhinovirus, khi dé trén bé mat capsomer c6 su thay d6i nhiéu nhat. Mot s6 dan liéu
ung ho cho gia thuyét nay chi ré rdng cac aminoacid trong cac canyon cé lién quan t&i
viéc gan két cla receptor. Truéc hét, kich c& cta canyon trong rhinovirus ngudi 1a thich
hop cho vi tri gén ICAM-1 dugc hiéu Ia receptor cua rhinovirus. Thit hai 1a sy thay d6i cdm
(rng hdéa hoc hodc nhirng dét bién trong cac aminoacid d6 ciing nhu céac loai thuéc lam
thay d6i cau hinh cta cac canyon déu can thiép vao su gén két cla rhinovirus véi cac
receptor clia n6. Cudi cung, viéc sinh khang thé& khang lai cac trinh tu clda cac aminoacid
d4a chuyén d6i trong canyon sé ngdn nglra duoc su tham nhiém cac té bao dich.

Cac piconarvirus cling dinh vi cac vi tri gan cta ching trén moét 16 hdng (cavity) trén bé
mat virion.Trong cardiovirus thi 16 h6ng nay c6 dang nhu cac “ham” (pit) hon la canyon
gitra céac ti€u don vi cau trac. Tuy nhién, mét nhém khac cda piconarvirus —aphthovirus lai
c6 cach tiép can trai ngugc, cac vi tri gan cla virion dugc x&p trén cac vong protein & bé
mat virion.
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Cac canyon

Hinh 1.6 Mé hinh su hinh thanh vi tri gan két canyon tur céc tiéu don vj cdu tric capsomer cta

rhinovirus.
(Theo Bruce A. Voyles. Biology of Viruses. Mcgraw-Hill international edition 2002)

Mot nhém  khéc cuda virus dong vat khong vo 1am nhiém vu ctiia mot aphthovirus tét hon.
Cac adenovirus c6 mot cai dinh hay mdt soi manh, dai c6 nim & cudi gén véi 12 dinh cla
acpsid. Cac adenovirus ngudi dugc xép thanh cac dudi nhom dua trén co s& khad ning
ngung két cua virus véi hdng cdu khi rhesus hodc héng cau chuét. Phan trng nay c6 tén la
ngung két héng cdu (hemagglutination) (tiéng Hy Lap “heme” tirc |a mau va agglutina
theo tiéng Latin 1a “gan ké&t”). Nhiéu virus c6 vo va virus tran déu c6 th& gay phan tng
ngung két héng cau. Vi mébi virus chi c6 thé tuong tac véi cac dang déc biét ctua hdng cau
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nén test nguwng két héng cau hay duoc sir dung nhat trong cac phong thi nghiém. Tuy
nhién, viéc gan véi hdng cdu thuc ra 1a him hoa cho virus vi héng cdu khong thuc hién
duwgc cac qua trinh Central Dogma cho nén nhirng té bao nhu thé hoan toan khéng cé kha
nang trg gilp cho su tai sinh cla virus.

Cac dinh cla adenovirus la cau trac xoan ba cirng dugc tao nén tr 3 protein soi déng
nhat. Cac aminoacid cudi C ctia mbi s@i hinh thanh nén cac khéi cau cung véi mét nim 16m
sau & mit ngoai clia né. Cac dudi nhom khac nhau cta adenovirus gan véi cac cau trac bé
mat té€ bao khac nhau. Nhiéu duéi nhom sir dung mot phan tir goi la car (coxsakie virus va
receptor adenovirus, vi thé nén ca hai dang virus déu sir dung cung mét loai phan tir), dé
la mét thanh vién cda siéu ho immunoglobulin. Mot dwéi nhdom khac lai s&r dung phan tor
hoa hgp t6 chirc 16p | -cling la thanh vién clia cung siéu ho nay. M6t dudi nhém khac lai
sir dung cac phan tr integrin nhu la receptor cta n6. Nhirng virus nhan dién duoc
receptor bé mt c6 modt s6 aminoacid phan biét & phan nim lun sau, diéu dé chirng té day
la noi xay ra phan (rng gan két.

Cac adenovirus twong ddi thiéu hiéu qua trong viéc gan va tham nhap vao trong cac té&
bao vat ch cta chang. Trén thuc té, viec gan phan nim véi receptor cta né la can thiét
nhung chua di kha ning cho phép virus di vao duoc bén trong té bao vat chid. Cac quan
sat nay thay & nhiéu virus khac nhau, diéu d6 chirng té rang can phai cé6 mot phan (rng
th hai nira thi méi thure hién dugc qua trinh tham nhap.

1.5.2 Su gén k&t qua cac virus cb vo

Nhiéu nhom virus déng vat c6 16p vo bao quanh cac nucleocapsid. L&p vé nay cé ngudn
gbc tir mang té bao vat chd (thudng 1a mang sinh chat) nhung lai chira protein hay
glycoprotein virus. Cac protein virus cé lién quan t&i su gén két cda virion véi cac
receptor té bao vat chu, tir trén mit vé thudng tao nén cac phan 16i ra hodc cac cau tric
hinh céi dinh. Cac protein hinh chiéc dinh cla céac virus khac nhau déu cé cing mét mot vai
cau trac théng thudng. Nguoc lai, ban chat cla sw nhan dang cac receptor té bao vat
chl cua céc virus c6 vé lai rat khac nhau lai. Cling nhu tén cua ching da chi rd, ca
orthomyxovirus (ortho tiéng Hy Lap 13 “thang”, con myxo 13 “chit nhdy”, c6 chira phirc
hop mucopolysaccharide) va paramyxovirus (para tiéng Hy Lap la “bén trén” hodc bén
“ngoai”), cac thanh vién cla nhém nay déu dugc phat hién la ching sir dung
carbohydrate nhu 1a cac phan tir nhan dién té€ bao vat chud. Hai glycoprotein trong céac
dinh cta v virion & virus influenza A (mo6t orthovirus) dd duoc nghién cltru ky cang. Mot
glycoprotein cé tén 1a HA vi n6 c6 hoat tinh ngung két héng cdu - c6 lién quan téi su
nhan dién cac té bao vat chd. Nhirng bién d8i trong trinh tu amino acid cua glycoprotein
nay gilf vai tro rat I6n déi véi su phat trién cac ndi méi cda virus c6 thé tao dan téi dich.
Mét glycoprotein khac dugc goi la NA vi né c6 hoat tinh clia neuraminidase - khoéng lién
quan t&i su gén két bé mat té bao, nhung c6 thé co vai tro trong viéc 1&p rap va phéng
thich cac virion méi.

Khéng giéng cac nim cla adenovirus, virus ngung két héng cau influenza A lai c6 2 dudi
don vi peptide duoc goi la HA1 va HA2. Cac gen cua HA1 va HA2 da dugc gidi trinh tu
va cau tric bac ba clia toan bo phan tlr HA d3 dugc xac dinh bang tinh th& hoc tia X.
Phirc hop HA toan phan dugc thé hién trén (Hinh 1.7). HA1 (gobm 328 amino acid) tao
nén mot hinh cau Ién cé cudng ndi v&i cac cdu nhé & mat vo réi di qua Iop vo dé neo vao
toan bo phan tir. HA2 (221 amino acid) tao nén ca cudng va cdu nhé. Dinh HA toan phan
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trén 16p vo la moét trimer duwoc tao bdi 3 phan tir HA1/HA2. Ba qua cau I6n nay déu chira
cac ti nhé hodc cac vi tri gén acid N-acetyl-neuraminic - moét phan tl&r c6 trong nhiéu
glycoprotein va glycolipid bé mat té bao nhiéu dang té& bao. Ciing nhu trudng hop vé vi tri
gén két cua rhinovirus da trinh bay & trén, cac amino acid (ca phan cuc va khéng phan
cuc) trong cac vi tri gan cla influenza déu c6 su chuyén ddi rat manh, trong khi d6 cac
amino acid xung quanh tui lai cé nhitng bién d6i gen dang ké.

Cac dinh & I6p vd cha virus Sendai (moét paravirrus) cling nhan dang dugc b6 phan acid
N-acetyl-neuramic c6 chira glycolipid trong mang sinh chat cla té bao vat chd. Diéu nay
duoc thdy ré bang cach xir ly cac t& bao vat chll véi enzyme neuraminidase (d€ loai acid
neuraminic tan cung khéi glycolipid dich). Viéc x{r ly enzyme nay dd ngan can su nhan dién
cta virion. Su gan két cé thé dugc hoi phuc néu thay thé cac glycolipid mang sinh chat
bang glycolipid cé acid neuraminic ngoai sinh. Glycoprotein ctia dinh dap (rng cho su gén
két & virus Sendai goi la HN vi né c6 ca hoat tinh ngung két héng cdu (hemagglutinin) va
ca neuraminidase d€ tao nén mot dimer va tetramer trén bé mat I6p vé twong tu nhu
trimer cula protein HA trong virus influenza.
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Hinh 1.7 Mé hinh trimer cua virus influenza gdy ngung két hdng ciu. Phan tur HA phia bén phéi cé
lién quan voi peptide HAT va HAZ.
(Theo Bruce A. Voyles. Biology of Viruses. Mcgraw-Hill international edition 2002)

Mic ddu thudng la cac acid N-acetyl-neuraminic méi lién quan t&i su gan két, nhung
ngudi ta cling phat thém nhiéu phan tir khac nira ciing c6 lién quan. Chang han nhu virus
herpes simplex 1 va 2 (cling duwgc goi la virus herpes nguoi 1 va 2) c6 cac nucleocapsid
icosahedral bao quanh cac vé véi nhiéu dinh nhd cé chira cac glycoprotein virus. Céac
nghién ctru vé trc ché chi ré viéc gan virus herpes simplex vao cac té bao vat chi la mot
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qué trinh gdm 2 buéc, bat ddu bang viéc gan cac dinh cta virion vao cac phan tir cla
chat nén ngoai bao nhiéu hon [a v&i bén mat té bao. Cac glycoprotein cla dinh cé tén la
gB va gC khdi dau gén véi heparan sulffate- mot polysaccharide dai chira sulffate lién két
déng hoa tri (covalent) véi mot 16i protein ddc biét thudng thady & mo lién két. Vi lién két
& heparan sulfate c6 ai luc thap, nén cac virion sé gan duoc vao bé mat té bao thong qua
cac glycoprotein khac cua dinh d€ khdi ddu quéa trinh tham nhéap.

Rhabdovirus (rhabdo tiéng Hy lap la “que”) thudng c6 hinh qua dau né duoc tao ra bdi
mét I&p vo bao quanh mot nucleocapsid (Hinh 1.8). Lép vé nay dwoc che phu bdi cac
dinh nho ra, né la san pham mét gen don cda virus (gen G). Rhabdovirus c6 thang vat chu
cuc ky rong. Mot s6 chi tham nhiém dugc cac mau trong cac Iép khac nhau trong cing
mot gidi (chiang han nhu déng vat cé v va con trung), nhung ciing cé trudong hop lai
tham nhiém duoc cac mau hoan toan khac biét (ching han nhu con trung va thuc vat).
Kha niang gan két véi cac dang té bao c6 nhirng khac biét rat I16n chirng té rang virus
nhan dién dugc nhiéu cau tric bé mat cua rat nhiéu té bao khac nhau.

Cac virus gay bénh & miéng (vesicular stomatitis virus - VSV) c6 thé& tham nhiém dugc ca
cac té bao con trung ciing nhu cac té bao clia dong vat cé vi. Su gan két cua VSV véi
cac receptor bé mat té bao cta né cé thé dugc trc ché bang cach xur ly cac té bao dich
véi phospholipase C (chir khong phai véi protease hodc neuraminidase). Diéu nay chi ro
rang cac receptor cia VSV c6 1& 1a mot phospholipid hon 1a mot protein hay glycoprotein.
Cac nghién clru vé (rc ché canh tranh véi cac phospholipid khac nhau chi rd chi cé
phosphatidyl serine thi méi (rc ché hoan toan su tham nhiém VSV cula cac té bao dong
vat c¢6 va. Nhu vay cac cdu tric mang théng thudng nay c6 thé& lai 1a cac phan tlr
receptor cla té bao vat cha.

Virus rabies - mot rhabdovirus khac cé thang rat rong vé tham nhiém (méc dau tat ca cac
mau déu thudc ddng vat cé vi) véi mot qua trinh dic biét ma két cuc la virus trude tién
vao trong hé than kinh ngoai bién sau d6 t&i hé than kinh trung uwong. Su huwéng than kinh
nay (trope tiéng Hy lap 1a “quay”) c6 vé la két qua cua viéc virus rabies st dung receptor
bé mit dé€ di vao bén trong cac té bao dich. Mdt s& nghién ctru da chirng minh rang cac
receptor b& mit chl yéu cua virus rabies trong cac té bao than kinh la receptor nicotinic
acetylcholine ma cac neuron déng vat c6 va biéu hién & khép néi co than kinh. Viéc gan
virus rabies vao cac khdp néi co than kinh cé thé bi (rc ché bai neurotoxyn vi né ¢ ai luc
cao d6i v&i cac receptor acetylcholine. Hon nifa, cac trinh tu amino acid gan véi receptor
acetylcholine lai rat giéng trinh tu & viing gén trong protein ctia dinh (protein G) cla virus
rabies. Tuy nhién, nhirng té bao khéng c6 receptor acetylcholine ciing cé thé& bj tham
nhiém bdi virus rabies, vi vy protein G chac con cé kha nang nhan dién dugc cac receptor
khac nda. Chang c6 thé& la phospholipid hay glycolipid vi cac phan doan mang té bao hoa
tan trong chloroforme -methanol cé th& gén duoc véi virus rabies. Mdi quan hé gilra cac
hoat tinh gén nay (néu cé) van chua duoc ré.
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Hinh1.8 Hinh nhudém 4m ban virus gdy bénh & miéng (vesicular stomatitis virus) cho thdy céc dinh
ndéi ré trén mat vo.
(Theo Bruce A. Voyles. Biology of Viruses. Mcgraw-Hill international edition 2002)

Nhiéu virus khac cling sir dung céac cau trac bé mat té bao chuyén héa cia cac dang té
bao dac biét nhu la cac receptor cua chiing. Virus Epstein-Bar (EBV) la mot herpes virus
c6 lién quan t&i mononucleosis lan truyén va moét vai dang ung thu cta ngudi (u lympho
Burkitt va ung thu mai hong). Cac té bao dich cda EBV la lympho B. M6t vai nghién clru da
str dung khang thé don dong xac dinh rang EBV nhan dang duoc céac glycoprotein bé mat
cta lympho B 16n, cé lién quan t&i viéc gan enzyme phan cét cla thanh phan thi ba cla
bd thé (C3d).

Mot virus khac tham nhiém cac té bao cda hé mién dich 1a HIV. Receptor cla HIV 1a phan
tlr CD4 c6 & bé mat cac té bao lympho T gilp d& va né cé lién quan téi su nhan dién cac
khang nguyén hoa hgp t6 chirc chinh trén cac lympho B hodc lympho T doc té bao. Mic
dau HIV duogc xac dinh nguyén ban 1a mét virus huéng lympho T, nhung nhiéu dang té
bao khac ciing c6 thé bi tham nhiém. CD4 ciing dugc biéu hién trén bé mat dai thuc bao
va cac té bao don nhan, ching ciing la cac thanh phan ctia hé mién dich ciing nhu céac té
bao than kinh dém trong hé than kinh trung uvong.

Vai trd receptor clia CD4 da dugc chirng minh bang nhiéu phuong phap, ching han nhu
str dung céac khang thé don dong khang truc tiép CD4 d&€ ngan ngtra sy tham nhiém HIV
cla céac lympho T. Hon nita, thdm chuyé&n cac té bao bi€u mé bi véi gen CD4 thi sé biéu
hién protein CD4 trén bé mat cla ching va lam chdng dé bi anh hudng véi tham nhiém
HIV. Tuy nhién, khi tham chuyé&n tuwong tu véi cac té bao chudt thi HIV c6 thé gén duaoc
cac té bao biéu hién CD4, nhung khéng vao dugc bén trong cac té bao nay. Phat hién nay
chi ré rang can phai cé6 mot phan (rng thit hai thi su tham nhap méi xay ra.

334

B THU VIEN
=” HUBT

i




A

Hinh 1.9 Céc protein dinh cua retrovirus hinh thanh nén phuc hop trimer trén bé mdt virion. Khi
nhudém am ban di I ré6 3 t6 chuc cudn lai trong glycoprotein vé cac hat virus cé trong nuéc bot
cta ngudi (A; dudng ké chi 50 nm). Protein dinh trimer duoc xép thanh céc vong 6 dinh (B; durdng
ké chi 25 nm).

(Theo Bruce A. Voyles. Biology of Viruses. Mcgraw-Hill international edition 2002)

Glycoprotein vé HIV c6 tén 1a SU vi né dinh vi trén bé mit va dap (rng cho viéc gan CDA4.
Phan tlr I6n nay khong thé& neo truc tiép dugc vao mang cla vo nhung lai xay ra nhiéu
tuong tac véi cac glycoprotein mang hgp nhat nhd hon goi la TM (vi n6 1a mét chat van
chuy&n mang). Trimer clia phan t& SU-TM hinh thanh nén céac dinh (duwgc kéo ra tor vo
virus). Vi tri gén cta SU d&i véi CD4 |a mot tdi bao vé dé€ né khong bi tac dong bdi khang
thé&. C4u trdc trimer twong tu cla cac glycoprotein vo ciing xuat hién & cac retrovirus
khac.

Bang 1.3 Cac receptor bé mét dung d& gan céc virus déng vt

Ho virus Virus Receptor
Piconarvirus Human rhinovirus Céac phan tir két dinh néi bao
Orthomyxovirus  Influenza A Acid N-acetyl-neuraminic
Paramyxovirus Sendai Acid N-acetyl-neuraminic trong cac
glycollipid

Herpesvirrus Herpes simplex Heparan sulfate

Epstein-Bar Receptor C3d ctia lympho B
Rhabdovirus Virus gay bénh & miéng Phosphatidylserine

(vesicular stomatitis)

Rabies Receptor clia neuron acetylcholine
Retrovirus HIV CD4

1.6 Céc virus dong vat vao trong cac té bao vat chd va sy 16t vé acid nucleic
clia ching
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Bé& mat cac té bao ddng vat 1a cac cdu trac dong trong mot dong chay lién tuc. Viéc gén
mot virus vao bé mét dong nay sé tao ra cac d kién dan dén viéc virus di vao bén trong
cac té bao (tham nhap) va dua hé gen virus vao nhirng bd phan thich hop cua té bao -
noi xay ra su sao chép (16t vd). C6 rat nhiéu di kién vé qua trinh thdm nhap va 16t vé
trong cac té bao déng vat thu thap duoc qua cac nghién ctru hién vi dién tir. Nhirng cong
trinh nhu thé rat gia tri nhung cén phai dugc giai thich cin k& hon. Hiéu trng pha (plating)
c6 thé& 1a cuc ky thap trong cac hé théng virus déng vat. Vi vay c6 kha nang la cac quan
sat vé su gan két cda virion véi mang sinh chat hodc cac bong & bén trong té bao chat
thurc chat la cac “két cuc chét “ (dead end) hon Ia cac vi du vé su tham nhiém hiéu qua.
Nhu da duwoc dé cap, trong nhiéu virus viéc gan vao bé mét té bao vat chd la can thiét
nhung chua di d&€ tao dugc mot tham nhiém. Sau buéc gén khéi dau lam cho virion tiép
xUc véi bé mat té€ bao thi phai ti€p t&i budce thir hai la phan (rng gén dic hiéu véi phan tir
déng receptor (coreceptor) d& cam (rng qué trinh thdm nhap va 16t vd. Trong mot sé
trwdng hop mot virus hodc nhém virus cé6 quan hé gan gli déu cé thé gan vdi cac
receptor bigu 16 nhirng tinh huéng té bao khac nhau trén co s& su nhan dién cla cac déng
receptor khac nhau.

Co ché& chung cua sy tham nhap va |6t vd cua virus

Céac virus dong vat sir dung hai co ché chung cho viéc thdm nhap va 16t vd virion cla
chang: hoa truc tiép vo virus vao mang sinh chat cla té bao vat chu va co ché tiéu hoa
ndi bao (endocytosis) cdm rng virus. Nhirng co ché ndy dua trén co s& cac qua trinh binh
thudng clia mot té bao dong vat diung d€ chuyé&n vat chat tir méi trudng ngoai vao té
bao chat. Cac chat dich, protein va cac hat nhd cé thé vao dugc bén trong té€ bao théng
qua qué trinh tiéu héa noi bao (endocytosis) (endo tiéng Hy Lap 1a “bén trong” va cyto
la “bong” (b€) dong kin). D6 1a mot quéa trinh c6 lién quan téi s hda nhap cdia mang sinh
chat & dang mot bong bao cac chéat liéu & bén trong. Su hdp thu khong ddc hiéu cla cac
giot dich nhé dugc goi la udéng bao (pinocytosis). Nguaoc lai, endocytosis qua trung gian
receptor thi van chuyén cac phan tir déc biét hodc cac hat dd gén vao cac receptor bé
mat té€ bao. Nhirng receptor ndy thudng dinh vi canh cac ving chuyén héa clia mang goi
la cac “hdm bao phu” (coated pits). Ca pinocytosis va endocytosis qua trung gian receptor
thi mang sinh chat tao nén mét ché 16m va dan dan cang sau hon cho téi khi hinh thanh
nén mét bong do su hda mang & bé mit té€ bao. Cac bom proton trong mang béng sau dé
s& van chuyén ion H* vao trong béng khi pH thap. Béng néi bao cling cé thé& hoa véi mang
clia n6 bai lysosome - mot bong cé chira nhi€u enzyme phan gidi chi hoat déng & pH
thap, thay trong cac béng lai (hybrid vesicle).

Cac virus dong vat tan dung kha nang ciia mang dé€ hoa v&i mot mang khac tao nén cac
bong bén trong té& bao chat. Cac virus cé vé c6 th& tham nhap vao céc té bao vat chi cla
ching va bt dau quéa trinh 16t vé bang cach gén vao cac phan tlr receptor mang sinh
chat. Sau d6 hoa truc ti€p mang vo clia ching véi mang sinh chat té bao vat chd (Hinh
1.10). Khi vé va mang sinh chat té& bao vat chi da hoa vao nhau thi nucleocapsid sé dugc
chuyén vao té€ bao chat cda vat chl. Cach khac dé& cac virus cé vd cé thé€ tham nhap vao
té& bao vat chu |a endocytosis. Khi gén vo virus véi cac receptor mang bé mét té& bao déc
hiéu s& gay nén endocytosis & viing mang sinh chat (Hinh 1.10). Khi pH trong béng giam
xuéng thi vé virus sau d6 cé thé hoa duwoc véi mang cla bong d€ chuyén nucleocapsid téi
té& bao chat.
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Cac virus tran hién nhién la khong thé vao trong cac té bao vat chu bang cach hoa mang
trurc tiép, vi thé chiing chi c6 thé tham nhap té bao vat chi bang endocytosis. Thuat nglf
viropexis ( pexis tiéng Hy lap la “su ¢ dinh”) dd duoc ap dung cho endocytosis clia cac
virus tran cdm (rng bdi viéc gén két (su ¢ dinh) cta ching véi bé mét té bao vat cha
(Hinh 1.10). Cac nghién cttu sém hon da chirng minh rang, mét sé virus trdn nhu
poliovirus vao trong cac té bao vat chi théng qua mét quéa trinh goi 1a thAm nhap “truc
tiép” trong dé virion gan vao mang sinh chat va bi phan giai, nhd vay ma nucleocapsid
duoc chuyén vao bén trong té bao chat. Tuy nhién, cac dan liéu hién dai lai khéng tng ho
cho co ché nay.

Nucleocapsid

Vo virus

» (&
Mang sinh chét
Gén két Hoda l4n

B
Gén két
- 5 .
Bé endocytosis Hoa lan
Cc ZT=— - T
Gén két s - : -~
Yavs N
e — —> I/ AR
‘@ [ !

2/ N N
AN
N - : 4
Endocytosis -

Hinh 1.10 Cic mé hinh thdm nhdp cua virus déng vét. A, tién vao bang cach hoa truc tiép vo va
mang sinh chat. B, tién vao bing endocytosis qua trung gian receptor, sau dé bang hoa vé va mang
béng. C, su tién vao cua céc virus trdn bang endocytosis qua trung gian receptor, sau dé pha vo
bong dé giai phéng cac nucleocapsid cta virus.

(Theo Bruce A. Voyles. Biology of Viruses. Mcgraw-Hill international edition 2002)
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Lién quan t&i qua trinh thdm nhap 1a su 16t vd (uncoating). Day 1a mét qué trinh rat dang
quan tam vi n6 bao ham tat ca cac di kién xay ra gilra viéc virion vao trong cac té bao
vat chu va bat dau bidu hién hé gen virus. Su 16t vé bao ham ca viéc dich chuyé&n hoic sép
x&p lai cac protein capsid va viéc [am mat cac dinh cho phép hé gen sir dung bd may cua
t&€ bao cho cac hoat déng cua Cetral Dogma. Nhirng su kién thudng xay ra nay dudng
nhu 13 két qua truc tiép clia mot quéa trinh cho phép virus vao dugc bén trong cac té bao
vat chu cta nd, mac dau can phai cé cac bude bd trg. Di nhién sy 16t vé hay van chuyén
hé gen tGi cac vi tri d€ biéu hién déu la nhirng su kién trong chu ky sao chép cua virus.
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PHU LUC I

NHUNG KHAI NIEM CO BAN VE TE BAO GOC VA NHUNG UNG DUNG CUA CHUNG
TRONG GEN TR]| LIEU

2.1 M¢& dau

Té& bao gbc c6 tiém nang rat Ién phat trién thanh cac dang té bao khac nhau trong co thé.
Hoat dong v&i tu cach la mot hé théng sitra chira cla co thé, vé ly thuyét cac té bao nay
c6 th& dugc phan chia khéng gi¢i han dé€ cung cdp thém céac loai t& bao khac nhau ciing
nhu kéo dai doi séng clia ngudi va dong vat. Khi mét té bao géc dugc phan chia thi méi
té€ bao m&i déu c6 tiém nang duy tri |a mot té bao géc hodc tré thanh cac dang té bao
khac véi cac chire ndng chuyén héa nhu té bao co, héng ciu hay té bao cua ndo bo.

Cac nghién ctru vé té& bao gdoc dang duwoc phat trién nhdm cung cdp céc tri thirc vé su
phat trién cla co thé tor mot té bao don ciing nhu céac té bao khde manh sé duoc thay
thé cho céc té bao da bi hdy hoai trong co thé& trudng thanh nhu thé ndo. Linh vuc khoa
hoc ddy hira hen nay cling khich |1& cac nha khoa hoc khdm phé ra nhirng kha nang cua tri
liéu v&i co s& té bao dbi vGi cac bénh thudng lién quan téi y hoc tdi sinh hoic y hoc
sua chia.

T& bao géc la mét trong nhirng ITnh vure quyén rii nhat cua sinh hoc hién nay. Cac cong
trinh khoa hoc dang duoc tién hanh khdn trwong dé€ phat hién mai vé té bao gbc. Vién
strc khoée qudc gia Hoa Ky (NIH) da tém tét nhirng van dé nay dudi dang cau hoi d&€ doc
gia c6 tiép thu van dé moét cach don gian va dé hi€u nhu sau:

2.2 Thé nao la té bao gbc va tdm quan trong cta ching nhu thé nao?

Cac té bao gbc cd hai dic trung quan trong phan biét ching véi cac dang té bao khac.
Thir nhat, ching 1a cac té bao khéng chuyén hoa, ching tu héi phuc trong mot thoi gian
dai théong qua su phan chia té bao. Thit hai, duéi cac diéu kién sinh ly hoc va thuc nghiém
thi ching c6 thé& bi cdm rng d& tré thanh cac té bao véi cac chirc ndng nhu cac té bao
dap (beating) cuia tim hodc cac té& bao san xuat insulin cta tuy v.v..

Cac nha khoa hoc da nghién cltru budc ddu vé hai loai té€ bao gbc tir dong vat va nguoi.

Diéu trj bénh Parkinson b3ng cac té bao gdc trong twong lai
Parkinson |a moét bénh thoai hoa than kinh rat thudng gap, né tac dong téi trén 2% quan
th& nhi'ng ngudi trén 65 tudi. Bénh Parkinson gay nén bdi su thoai hda tién trién va lam

mat di cac neuron san xuat dopamine dan dén run rdy, co cirng va gidm chirc néng van
dong (su di chuyén bi suy gidam moét cach bat thudng). Parkinson c6 thé& 1a mét bénh dau
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tién duoc thr nghiém véi cac té bao géc cua phdi va cac té bao géc trudng thanh,
nhirng té€ bao nay cé chirc ndng va cac dic trung khac nhau. Tor 20 ndm trudc day cac
nha khoa hoc da phéat hién ra cac cach dé& thu nhan hodc truy goc céc té bao goc cla phoi
chu6t. Qua nhiéu ndm nghién ctru chi tiét vé sinh hoc cac té bao géc cua chudt da dan
dén su phat hién ndm 1998 vé cach phan lap cac té bao géc clia phdi ngudi va cho nd
phat trién trong phong thi nghiém. Nhirng té€ bao nay duwgc goi la té bdo géc phéi cua
nguoi (human embryonic stem cells). Nhirng phoi duoc sir dung trong nghién ctru nay
duoc tao ra trong cac nghién ctru vé thu tinh in vitro (in vitro fertilization) va khi khéng
can dung cho muc dich nay nira thi ching sé& dugc tang lai d€ nghién cltru véi su dong y
cla ngudi cho.
Céac t& bao gbc rat quan trong déi véi co thé séng vi nhiéu ly do. Phéi & 3-5 ngay tudi goi
la tai phoi (blastocyst), cac té bao gbc trong cac mé dang phéat trién sé sinh ra nhiéu dang
té€ bao chuyén hbda d&€ tao nén tim, phdi, da va cac mé khac. Trong mét s6 mé trudng
thanh nhu tly xuong, co, ndo bd, thi cac quan thé riéng biét cla cac té bao géc ciling
dugc tao ra dé€ thay thé cho cac té bao da bi mat mat do cac sinh hoat thudng ngay, do
chan thuong hay do bénh tat.
Ngu i ta da dung phuong phap cdy ghép té bao géc d€ diéu tri bénh. Ngoai ra, mot sé
phong thi nghiém cling da thanh cong trong viéc phat trién cac phuong phap dé cam rng
cac té bao géc cua phdi dé biét héa thanh nhiéu té bao c6 cac chirc ndng clia neuron
dopamine (DA).
Trong mot nghién ciru gan day cac nha khoa hoc da truc ti€p biét héa cac té bao géc cua
phoi chudt thanh cac neuron DA bang cach dua vao mot gen ¢ tén 1a Nurrl. Khi duwoc
cdy ghép vao nio chudt véi mé hinh Parkinson thi nhitng té bao géc tir cac neuron DA
nay kich thich tré lai ndo bo chuot, giai phong dopamine va cai thién chirc nang van dong.
Vé van dé tri lieu bang té bao gdc ngudi, cac nha khoa hoc dang phat trién nhiéu chién
lrgec san xudt cac neuron dopamine tr t€ bao gbc clia ngudi trong phong thi nghiém d&
truyén cho nhirng ngudi mac bénh Parkinson. Loi thé cta viéc c6 thé cung cap mot cach
khéng han ché cac neuron dopamine s& mé ra kha nang Ién déi véi viéc ghép neuron cho
cac bénh nhan Parkinson trong tuong lai.
Cac nha klhoa hoc d3 dua ra gia thuyét cho rang cac té bao géc trong twong lai sé 1a co
s& cua viéc diéu tri cac bénh nhu Parkinson, bénh ti€u dudng va cac bénh tim.
Cac nha khoa hoc muén nghién ctru cac té bao géc trong phong thi nghiém vi ho muén
biét cac dic tinh dac biét cia ching va céi da tao nén nhirng su khac biét gidra cac dang
t&€ bao chuyén hoéa. Cac té& bao géc ching nhitng c6 kha ning duoc ding trong cac tri liéu
vGi co s& té bao ma con dung dé€ sang loc cac thudc méi va cac doc té clting nhu tim hiéu
cac khuyét tat khi sinh. Tuy nhién, nhu da dé cap & trén cac té bao géc cla phdi ngudi
ma&i chi duwgc nghién ctru tr ndm 1998. Vi thé d&€ phat trién nhitng cach diéu tri nhu thé
cac nha khao hoc can phai nghién ciru réng hon vé cac dic trung co ban cla té bao géc
bao gém:

1. Xéac dinh chinh xac thdi gian cac t€ bao géc con duy tri dugc tinh khong dac hiéu

va su tu phuc héi.
2. Phan biét dugc cac tin hiéu lam cho cac té bao géc trd thanh cac té bao chuyén
hoa.

2.3 Nhitrng d3c tinh ddc quyén cla tat ca cac té bao géc
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Céac té bao gbc khac vai cac loai té bao khac cla co thé. Tat ca cac té bao gdc, bat chap
ngudn goéc clia ching & dau déu cé 3 dic trung chung nhu sau: c6 kha nang phan chia va
tw phuc hoi trong mét thoi gian dai; khong chuyén hoa va ching c6 kha nang nay sinh ra
cac té€ bao chuyén hoa.

Cac nha khoa hoc dang c6 géng tim hi€u cac dic tinh co ban cta cac té bao gdc lién quan
tGi su tu phuc héi ciia chang:

1. Tai sao cac té bao géc cua phdi cd th& ting sinh hang ndm va lau hon nda trong
phong thi nghiem ma khoéng biét héa, nhung cac té bao géc trudng thanh thi
khong c6 kha nang nay va

2. Nh&ng yéu t6 nao trong co th& séng diéu hdoa moét cach binh thudng su téng sinh
va su tu phuc héi ctia cac té& bao géc?

Tra 16i duoc nhitng cau hoi nay thi sé& hi€u dugc su ting sinh té bao dugc diéu hdoa nhu
thé nao trong su phat trién binh thudng hodc trong su phan chia té bao bat thudng dan
dén ung thu. Diéu quan trong la nhirng théng tin ndy sé& cho phép cac nha khoa hoc nang
cao hon nita hiéu &rng clia cac té bao géc clia phdi va té bao gbc trudng thanh trong
phong thi nghiém.

2.3.1 Céc té bao géc khéng chuyén héa

Mét trong nhirng déc trung co ban cla mét té bao gbéc 1a nd khong cé bat ky cau tric
dac hiéu moé nao d& cho phép nd thé& hién cac chirc ndng chuyén héa. Mot té bao géc
khong thé& lam viéc véi t&€ bao bén canh d& bom mau di khip co thé& (gidng nhu mot té
bao co tim); n6 cling khéng c6 kha ndng mang oxy té&i cac mach méau (giéng nhu moét té
bao héng cdu) va né ciing khong thé phong céc tin hiéu dién téi cac té bao khac dé&€ cho
phép co thé& di chuyé&n hay noi nidng (giéng nhu mét té bao than kinh). Tuy nhién, cac té
bao gbc khéng chuyén héa ciing c6 thé san sinh ra cac té bao chuyén héa nhu té bao co,
t&€ bao mau va té bao than kinh.

2.3.2 C4c té bao gbéc cé kha ndng phén chia va ty héi phuc dai han

Khéng giébng nhu cac té bao co, té bao mau hodc té€ bao than kinh - nhitng té bao nay
khéng cé kha nang sao chép mét cach binh thudng. Nguoc lai, cac té bao gbc co thé sao
chép dugc nhiéu lan. Khi cac té bao tu sao chép dugc nhiéu lan thi goi la sy tdng sinh.
Khi cho cac quan thé& té& bao géc ting sinh trong nhiéu thang & phong thi nghiém thi cé
thé& thu duwoc hang triéu té bao géc. Néu két qua thu duoc van l1a cac té bao khéng biét
héa giéng nhu cac té bao b6 me thi cd th& néi duwgc la cac té bao nay cbé kha nang tu
phuc héi dai han.

Cac yéu t6 va cac diéu kién cho phép cac té bao gbc duy tri dwoc su khéng chuyén hoa
dugc cac nha khoa hoc quan tam rat nhiéu. T4t nhién cac nha khoa hoc da tén rat nhiéu
nam thir nghiém va chac chan ciing khéng tranh khoi nhirng 16i 1dm trong khi di tim cac
phuwong phap dé€ phéat trién cac té bao géc trong phong thi nghiém dé& ching khéng tu
dong biét hoa thanh cac dang té bao dic biét. Chang han nhu ngudi ta dd mat 20 nam
tim hi€u cach phat trién cac té bao géc phdi ngudi trong phong thi nghiém dé& tim ra cac
diéu kién cho viéc phat trién cac té bao géc cla chudt. Vi thé van dé quan trong cua cac
nghién ctru |a phai biét dugc cac tin hiéu trong mot co thé& trudng thanh [am cho mét
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quéan thé& té& bao goc tang sinh va duy tri dugc tinh khéng chuyén héa cho dén tan khi can
cac té& bao nay dé sira chira mot md déc hiéu. Nhing théng tin nhu thé rat quan trong dé
cac nha khoa hoc c6 thé phat trién dugc mot sé lwgng Ién cac té bao géc trong phong
thi nghiém trong tuong lai.

2.3.3 C4c té bdo gbc cé thé€ sén sinh ra c4dc té bao chuyén héa

Qué trinh mot té& bao géc khéng chuyén héa san sinh ra cac té bao chuyén héa duoc goi la
sy chuyén héa. Cac nha khoa hoc ciing vira méi biét cac tin hiéu bén trong va bén ngoai
té& bao d&€ phat sinh su biét hoa té bao gbc. Cac tin hiéu bén trong duoc kiém soat béi cac
gen clia té bao nam trong cac chudi DNA. Cac tin hiéu bén ngoai cho su biét héa té& bao
bao gdm céc chat hoa hoc dugc tiét ra bdi cac té bao khac, cac tiép xic vat ly véi cac té
bao bén canh va cac phan t&r xac dinh trong vi méi trurong (microenvironment).

Vi thé, van con nhiéu van dé ton tai vé su biét hoa té bao goc. Vi du nhu liéu cac tin hiéu
bén trong va bén ngoai cla su biét héa té bao & tat ca cac loai t& bao gbc c6 giéng nhau
khong? Va liéu c6 xac dinh dugc nhirng tin hiéu dac hiéu thdc ddy su phan héa thanh cac
dang té bao dac biét hay khéng? Néu tra 1&i duoc nhing cau hdi nay sé gilp cho cac nha
khoa hoc tim dugc nhirng phuong phap méi kiEm soat su biét héa té bao gdc trong
phong thi nghiém, do dé cé thé sir dung dugc cho cac muc dich dac biét nhu viéc tri liéu
dua trén co s& té bao.

Cac té bao gbc trwdng thanh san sinh ra cac dang té bao cua chinh mé dé. Ching han nhu
cac té bao gbc trwdng thanh tao mau & tdy xwong sé san sinh ra nhiéu dang t& bao méau
nhu héng cau, bach cdu va ti€u cau. MGi gan day ngudi ta van nghi rang cac té bao tao
mau trong tdy xuwong duoc goi la cac té bao gbc tao mau (hematopoietic stem cell)
khéng thé& tao duoc cac té bao cta nhiéu mé khac nhu cac té bao than kinh & nio bd.
Tuy nhién, nhiéu thuc nghiém trong nhirng ndm qua da chirng minh rang cac té bao géc
c6 thé& san sinh ra cac dang té bao cta mot moé khac biét hoan toan, hién tuong dé dugc
hiu 1a tinh mém déo (plasticity). Nhirng vi du vé& tinh mém déo nhu céc té bao mau cé
thé& trd thanh cac neuron hay céc té bao gan cé thé& san xuat duoc insulin va céac té bao
goc tao mau c6 thé& thanh cac té bao co tim. Vi thé viéc kham phéa ra cac kha nang cla
viéc str dung cac té bao gbc trudng thanh tré thanh diém néng déi véi cac nha khoa hoc.

2.4 Céac té bao gbc clha phdi

2.4.1 Cac giai doan phat trién sém gil vai tro quan trong trong viéc san sinh
céc té bao géc

Céac té bao goc cua phdi nhu tén goi cua ching, dugc xuat phat tir phoi. Dac biét la cac
té bao gbc cla phdi duwgc phat trién tir trirng thu tinh in vitro - tire 1a thu tinh 1am sang
in vitro (in vitro fertilization clinic) sau dé dwoc tang cho cac muc dich nghién ciru véi su
déng y cla ngudi cho. Can phai nhan manh thém rang nhitng phdi nay khéng phai tir
trirng duoc thu tinh trong co th& ngudi me. Cac té bao géc ctia phdi ngudi 4-5 ngay tudi
la mot khéi cau réng goi 1a tdi phéi. Tai phdi gébm 3 cau trac: /14 phéi (trophoblast) 1a
moét 16p té bao méng bao quanh tui phdi. Khoang phéi nang (blastocoel) la mét héc
rong & bén trong tii phdi va mét khéi té bao bén trong - dé la moét nhém khoang 30
t& bao & mot dau cua khoang phdi nang.
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2.4.2 Phéat trién cac té bao g6c cha phdi trong phdng thi nghiém

Phat trién cac té€ bao goc trong phong thi nghiém tirc 1a su nudi cdy té bao. Cac té bao
gdc phoi ngudi dugc phan lap bang cach chuyén khéi té bao bén trong sang mot dia
nhua nudi cdy cla phong thi nghiém, bén trong c6 chira cac chat dinh duéng goi la méi
trudng nudi cay. Cac té bao nay duoc phan chia va trai rong trén mat dia. Mat trong cua
dia nudi cdy duoc bao dic biét véi cac té bao da phoi chudt dd duoc xir ly d&€ ching
khéng phan chia dugc nra. Lép té bao boc nay goi 1a 16p fido- 16p nudi dudng (feeder
layer). Ly do cla viéc c6 cac té bao chudt & day dia nudi cdy la d&€ cac té bao & khoi bén
trong gan duoc vao cac bé mit can gan. Cac té bao nudi dudng con giai phong cac chat
dinh duwéng vao trong méi trudng nudi cdy. Gan day, cac nha khoa hoc da bét dau sang
ché ra cac phuong phéap phéat trién cac té bao géc ma khéng can cac té bao nudi duéng.
Day la mot tién bo rat cé y nghia bédi vi cac virus hodc cac dai phan tir khac cua chuét cé
thé& dugc truyén vao cac té bao cla ngudi.

Sau liéu trinh khoang vai ngay, cac té& bao clia khéi bén trong sé ting sinh va bat dau tap
trung déng dac trén dia nudi cdy. Khi dé ching duoc 14y ra mét cach nhe nhang va dat
vao mot vai dia nudi cdy twoi. Qua trinh ndy dugc lap di 13p lai nhiéu thang va duoc goi la
tiéu nudi cdy (subculturing). Mbi chu ky ti€u nudi cdy té bao duoc goi la mot lwot qua
(passage). Sau 6 thang hoac hon, tir 30 té bao goc cua khéi t& bao bén trong sé cho ra
hang triéu t& bao gbc cla phoi. Cac té bao goc cla phdi dugc téng sinh trong méi trudng
nudi cdy 6 thang hoic lau hon nira ma khoéng c6 su biét hda thi ching 1a cac té bao da
nang (pluripotent) d6 la su hoat déng gen binh thudng dong té bao géc cua phéi. Khi cac
dong té bao da duoc thiét 1ap hodc tham chi ngay ca truéc dé, nhirng té bao nay co thé&
dugc lam dong khé dé& glri t&i cac phong thi nghiém khac d&€ tién hanh viéc nudi cdy va
lam céc thuc nghiém tiép theo.

2.4.3 Nhitng test trong phong thi nghiém dé€ xidc dinh cédc té bao géc cua
phdi

Tai cac thoi diém khac nhau trong qué trinh san xuat cac dong té bao géc cua phéi, cac
nha khoa hoc phai I1am test cac t& bao d& xem ching c6 boc 16 nhitng dac tinh co ban 1a
cac té bao géc cda phdi hay khong. Quéa trinh nay goi la x4c dinh cdc ddc trung
(characterization).

Cho dén nay, cac nha khoa hoc té& bao géc phdi ngudi van chua nhat tri cac tiéu chuédn
test d&€ xac dinh cac déc trung co ban cta té bao. Cac nha khoa hoc cling ghi nhan rang
nhiéu test ho sir dung c6 thé& chua |a cac chi thi t6t cho cac dic trung va chirc nang sinh
hoc quan trong nhat cua té bao.

Nhirng test can thiét phai tién hanh bao gém:

1. Phét trién va ti€u nudi cdy cac té bao gbc trong nhiéu thang. Diéu nay dam bao
rang cac té bao c6 kha nang tu phuc hoi dai han. Cac nha khoa hoc sé& phai xem
xét ky viéc nudi cdy qua kinh hién vi d& xem céac té bao d6é c6 khde khong va con
duy tri dugc trang thai chua biét héa khong.

2. Dung céac ky thuat dac biét d&€ xac dinh sy cdé mat cac ddu chudn bé mat chi cé &
cac t& bao chua biét hda. Mot test quan trong khac la su hién dién cua mot
protein c6 tén la Oct-4 - d6 |a moét chat dic biét 1am cho cac té bao khéng biét
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héa. Oct-4 1a mot yéu t6 phién ma, tirc l1a nd gilp cho su méd va déng gen ding
thoi diém, d6 1a mot boé phan quan trong trong su biét hda té bao va phat trién
phoi.

3. Kiém tra NST duéi kinh hién vi. Day la mét phuong phap xac dinh xem NST cé bi
hu hong khéng hodc s NST cé bién d6i khéng. Tuy nhién, ndé khéng phat hién
dugc nhirng dot bién gen & cac té bao nay.

4. Xac dinh céc ti€u nudi cdy sau khi bi lam déng khé, 1am tan va chuyén Ién dia.
Lam test cac té& bao gbéc phdi xem ching c6 da ning hay khéng, qua trinh nay gém
cac buéc nhu sau: 1) cho té€ bao biét hda tu déng trong nudi cdy té bao; 2) thuc
hién cac thao tac té bao d& cho ching biét héa thanh cac dang té bao dic biét;
hodc 3) tiém cac t& bao vao chudt da duoc kiem ché mién dich dé test vé su hinh
thanh cac khéi u lanh tinh goi l1a u quai (teratoma). P4c trwng cua teretoma la
chira hdn hop nhiéu dang té bao da biét héa hodc biét héa mot phan - mét chi thi
vé kha nang cla céc té bao gbc la cé thé biét hoa thanh nhiéu dang té bao.

u

2.4.4 Kich thich sy biét héa céc té bao géc cta phéi

Cac té bao g6c cla phdi van dugc phat trién trong nudi cay mién la trong cac diéu kién
xac dinh ching van chua biét héa. Nhung néu cac té bao nay duoc phép cum lai véi nhau
thanh cac thé& phdi (embryoid bodies) thi chiing sé bat ddu tu dong biét héa. Chang cé
thé& tao nén céac té bao co, t& bao than kinh va nhiéu dang té bao khac ndra. Mic dau su
biét héa tu dong la mot chi thi vé su khde manh cua ctia cac té bao géc dugc nudi cay,
nhung né khong phai 1a cach hiéu luc d€ tao ra cac dang té bao dic hiéu bang nudi cay. Vi
vay, d€ tao ra cac t& bao dic hiéu cta cac t& bao biét héa bang nudi cdy nhu té bao co
tim, cac t&€ bao mau hodc cac té bao than kinh thi cac nha khoa hoc phai c6 gang kiém
soat dugc quéa trinh biét hoa ctia cac té bao géc cha phoéi. D& thuc hién diéu d6 cac nha
khoa hoc d4 thay d&i cac thanh phan héa hoc ctia méi trudng nudi cdy, thay d6i bé mat
dia nuoi cay hodc cai bién cac té bao bang cach cai vao cac gen dic hiéu. Trai qua nhiéu
nadm thuc nghiém céac nha khoa hoc da thiét lap dwgc mot sé quy trinh co ban hay la cac
“céng thirc” (recip) cho su biét hoa truc ti€p cac té bao géc cua phdi thanh mot sé dang
té bao dac biét (Hinh20.1). Néu cac nha khoa hoc thuc su da truc tiép bién hoa cac té
bao gbéc clia phdi thanh cac té bao dac biét thi ho ciing cé kha ning sir dung nhirng két
qua nay dé& diéu tri bénh trong tuwong lai. Rt c6 thé& trong thoi gian rat gan ngudi ta co
th& &rng dung viéc cdy ghép céc té& bao da cong nghé hoa tir t&€ bao goc d€ diéu tri cac
bénh Parkinson, bénh ti€u dudng, bénh chan thuwong tdy séng, bénh do thoai hoa té bao
Purkinje, bénh teo co Ducchenne, bénh tim va cac bénh mu va diéc.
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REROIGPEN

Hinh2. 1. Su biét héa truc tiép cua céc té bao gbc phdéi chuét.
2.5 Céac té bao gbc trwdng thanh
T& bao goc trudng thanh 1a cac té bao chua biét héa thay trong cac té bao da biét hoa

trong mét moé hodc modt co quan, né cbd kha nang tu héi phuc va cé thé biét hdéa thanh
cac dang té bao chuyén héa chinh ctia mé hodc co quan. Vai trd chd yéu cla té bao géc
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trudng thanh (TBGTT) trong moét co thé& séng la duy tri va stra chira md. Mot sé nha khoa
hoc hién nay dung thuat ngd té bdo géc sinh dudng (somatic stem cell) thay cho té&
bao gbc trudng thanh. Khéng giéng cac té bao géc ctia phdi, ching dugc dinh nghia theo
ngudn géc cua chang (khéi té€ bao bén trong cla tdi phoéi). Nguén géc cua cac TBGTT &
tai cac mé trwdng thanh van chua dugc ré.

Viéc nghién ctru cac TBGTT géan day duoc khich I& rat I6n. Cac nha khoa hoc da tim thay
cac TBGTT c6 trong nhi€u mé hon 1a s6 mdé ma ho nghi. Phat hién nay lam cho cac nha
khoa hoc dat cau hdi liéu cac TBGTT c6 thé& dung cho viéc cdy ghép hay khéng? Trén thuc
té, cac té bao gbc tao mau trudng thanh tir tly xuong da dugc nudi cdy tr 30 ndm nay.
Mot sé loai xac dinh cla TBGTT dudng nhu [a cé kha ndng biét hda thanh nhiéu dang té
bao khac nhau trong nhirng diéu kién thich hop. Néu su biét hoa ctia cac TBGTT duoc
ki€ém soat trong phong thi nghiém (PTN) thi ching sé tré thanh co s& cho viéc tri liéu
nhi€u bénh nghiém trong thudng thay.

Lich str cta viéc nghién ctru céac té bao gdc da duwoc bat dau khoang 40 ndm trudc day.
Trong nhitng ndm 1960, cac nha khoa hoc d4 phat hién rang tly xwong cé chira it nhat 2
loai t& bao gbc. Mot quan thé& goi 1a t& bao gbc tao méau tao nén tat ca cac dang té bao
mau trong co th&. Quan thé thi hai la cac té bao dém tdy xuong (bone marrow stromal
cell) méi dugc phat hién vai ndm nay. Cac té bao dém la mot quan thé hdn hop cac té
bao cua co thé tao ra xwong, sun , m& va md lién két soi.

Cling trong nhirng nam 1960, cac nha khoa hoc d& nghién ctru trén chudt phat hién dugc
2 ving ndo bod cb chira cac té bao dang phan chia, ching sé trd thanh céac té bao than
kinh. M4c dau da cé nhitng thong bao nhu vay nhung nhiéu nha khoa hoc van tin rang cac
té& bao than kinh méi nay cé thé khéng duoc tao ra trong ndo trwdng thanh. Cho dén tan
nhirng ndm 1990 cac nha khoa hoc méi déng y rang ndo trwdng thanh cé chira cac té
bao géc c6 kha ndng tao ra 3 loai té bao géc chinh, dé |a cac té bao hinh sao va céc té
bao than kinh dém it gai - (ching khéng phai la cac té bao neuron) va cac neuron hoic
cac té bao than kinh.

2.5.1 Noi cu tri ctia cdc té bao géc trudng thanh va nhitng nhiém vy cua
chiang

TE& bao gbc trudng thanh da dugc xac dinh trong nhi€u co quan va mé. Diém quan trong
dé& higu vé TBGTT la s6 luvgng té bao gbc trong mdi mé rat it. Cac té bao goc chi cu tri &
mot ving déc biét cia mdi moé va ching duy ndm & trang thai yén lang (khong phan chia)
trong nhi€u nam cho dén tan khi xuat hién bénh hodc c6 su tén thuong mé thi ching méi
duoc hoat hoba.

Cac méd trudng thanh cé cac té€ bao gbéc la ndo, tuy xwong, miu ngoai bién, céc
mach méau, co xuong , da va gan.

Cac nha nghién ctru & nhiéu PTN dang c6 géng tim cac phuong phap dé& phat trién cac
TBGTT bang nudi cdy va thao tac ching dé& tao ra cac dang té bao dic biét c6 thé dung
d& diéu tri cac chan thwong hodc cac bénh. Mot vai vi du vé tiém ning tri liéu nhu thay
thé céc té bao san xuat dopamine trong nio cla cac bénh nhan Parkinson, phat trién cac
t& bao san xuat insulin cho bénh ti€u dudng type | va stra chira nhitng hu hai co tim sau
khi bi bénh thuéc cac té bao co tim.

2.5.2 Céc test cdn dung dé& xac dinh céc té bao géc truréng thanh
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Cac nha khoa hoc chua nhat tri vé cac tiéu chudn dugc sir dung d€ xac dinh va lam test
cac té bao gbc trwdng thanh. Tuy nhién, ho thudng dung mét hodc nhiéu hon
trong s& 3 phuwong phap sau day: (1) cac té bao tor mot déng vat séng dem danh dau
trong nudi cay réi cady lai vao déng vat khac dé€ xac dinh xem céac té bao nay cé phuc héi
méd goc cla chang hay khéng; (2) rat cac té bao tir dong vat séng da duoc danh dau
trong nudi cdy réi ghép lai vao mot dong vat khac d€ xac dinh xem cac té bao nay c6 tai
dinh cu vao md gbc clia ching khéng va (3) phan lap té bao réi cho ching phat trién
trong nudi cdy va thao tac ching thudng bang cach cho thém cac yéu té ting trudng
hodc dua thém vao cac gen méi d€ xac dinh xem dang té bao nao tré thanh cac dang té
bao biét hoéa.

Tuong tu nhu vay, mét té bao géc trwdng thanh don cling c6 kha nang tao ra mét dong
cac té& bao déng nhat vé di truyén (duoc hiu nhu mét dong-clone), sau dé sé sinh ra tat
ca cac dang té bao biét héa thich hgp cho mé. Cac nha khoa hoc dang huéng téi viéc lam
ré xem liéu moét té bao géc cb thé nay sinh ra dugc mot dong té bao trong nudi cdy hoic
mot quan thé thuan khiét cac té€ bao géc c6 thé& tai dinh cu vao mé sau khi dwgc ghép
vao mot dong vat hay khéng? Gan day, nho viéc tham nhiém cac té bao géc trwdng thanh
vGi mot virus ngudi ta da tao duoc phuwong phap xac dinh doc quyén mbi té bao riéng
biét. Cac nha khoa hoc ciing c¢6 kha ning chirng minh duwgc rang cac dong té bao gdc
trwdng thanh cda ca thé cé kha nang tai dinh cuw vao cac mé bi t6n thuong trong cac
dong vat séng.

2.5.3 Nhirng diéu d3 biét vé sy biét héa té bao géc trudng thanh

Nhu da chi ré & trén, cac nha khoa hoc da théng bao rang cac té& bao gdc trwdng thanh &
nhiéu mé c6 thé dugc biét héa binh thwong thanh cac dang té bao chuyén héa ctia mé &
noi ching cu trd. Cac té bao géc trudng thanh cting boc 16 kha ning cé thé hinh thanh
cac dang té& bao dic biét cla cac mé khac, qua trinh nay dugc hidu 1a su chuyén biét
héa (transdifferentiation) hay tinh mém déo (plasticity).

2.5.3.1 Nhi*ng céch biét héa binh thudng cua céc té bao géc truéng thanh

Trong déng vat séng, cac TBGTT c¢6 thé& duwgc phan chia trong mot thoi gian dai va cé th&
cho ra cac dang té bao chin (trwdng thanh) c6 hinh dang, cau trac va chic nidng dic
trung clia moét mo dac hiéu. Duéi day la cac vi du vé cac con dudng biét hda clhia cac
TBGTT (Hinh 20.2)

1. Céac té€ bao g6c tao mau cho ra tat cd cac dang té bao mau: héng cau, lympho B,
lympho T, cac té& bao giét tu nhién (NK), bach cau trung tinh (neutrophil), bach
cau kiém tinh (basophil), bach cdu wa eosine (eosinophil), bach cau don nhan, dai
thuc bao va tiéu cau.

2. Cac té€ bao dém tuy xuong (cac té bao clia mé gilra) (mesenchymal stem cell) cho
ra nhiéu dang té bao nhu cac té€ bao xuwong (osteocyte), cac té bao sun
(chondrocyte), cac té bao mé (adipocyte) va cac loai té bao khac clia mo lién két
nhu gan chang han.
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3. Cac té€ bao g6c & nao cho ra 3 loai té bao chinh: cac té& bao than kinh (cac neuron)
va 2 loai t& bao khong phai la neuron d6 |a cac té bao hinh sao va cac té bao than
kinh dém it gai.

4. Cac té€ bao gdc ngoai bién trong cac dong thudc dudng tiéu héa ndam & cac ham
sau cho ra vai loai t& bao nhu céc té& bao hap thu, cac té bao cé chan (goblet), cac
té bao Paneth va céac té bao noi tiét ca rudt non (enteroendocrine).

5. Céc té€ bao géc cla da cé & I&p day cua biéu bi va cac nang toc.

Céac té bao g6c cla biéu bi cho ra cac té bao keratine, ching di cu t&i bé mét cua da

va tao nén mot I&p bao vé. Con cac té bao géc cla nang cé thé cho ra ca nang toc va

biéu bi.

2.5.3.2 Tinh mém déo hay sy chuyén biét héa ctua cic té bao géc trudng
thanh

Nhiéu thi nghiém d& chirng minh rdng mot sé dang té bao gdc trudng thanh la da néng.
Kha nang c6 thé& biét hoa thanh nhiéu dang té bao goi la tinh mém déo hay su chuyén biét
héa. Dudi day 1a mét s6 vi du vé tinh mém déo cia TBGTT da dugc thédng bao trong vai
nam qua.

1. Céc té bao gbc tao mau c6 thé& biét héa thanh 3 dang chinh cua cac té bao nio bd
(neuron, than kinh dém it gai va t& bao hinh sao); cac té bao co xuong, cac té bao
co tim; va cac té bao gan

2. Cac té bao than kinh dém cua tly xwong cé thé& biét héa thanh cac té bao co tim
va cac té bao co xuong.

3. Cac té bao g6c cla ndo cod thé& biét hda thanh cac té bao mau va cac té bao co
Xuwong.

Cac nghién ctru hién nay dang muén xac dinh co ché su mém déo cua cac TBGTT. Néu
nhitng co ché nay dugc xac dinh va dugc ki€m soat thi sy hién dién cla cac té bao goc &
mot mé khde manh c6 thé dugc cam rng dé€ khoi phic va sira chira cac moéd bénh (Hinh
20.3).

2.5.4 Mét s6 cdu héi chd chét vé céc té bao géc trurdng thanh

Cé rat nhiéu cau hdi quan trong vé cac té bao géc trudng thanh can phai tra 1&i nhu:

1. C6 méy loai TBGTT va chlng tén tai & nhirng mé nao?

2. Nguén cung cdp TBGTT trong co thé& 1a gi? Chang c6 phai |a cac té bao gbc cua
phoi “cdn bd” hay la ching dugc ndy sinh bang cac con dudng khac? Tai sao
ching van duy tri trang thai chua biét héa khi ma tat ca cac té bao xung quanh
chdng da biét héa?

3. Cac TBGTT c6 bi€u hién mot cach binh thudng tinh mém déo hay chi chuyén biét
héa khi cac nha khoa hoc thao tac ching mot cach thuc nghiém? Nhirng tin hiéu
nao diéu hoa su tang sinh va biét héa cla cac té€ bao d&€ chirng minh cho tinh mém
déo?

4. C6 kha nang thao tac cac TBGTT d& kich thich su tang sinh clia ching dén murc cé
dt mod d& cay ghép?

5. Mot té& bao gbéc don tén tai trong tly xuwong hay trong tudn hoan méau cé thé tao
ra duwgc cac té bao clia mét co quan hay mét mé bat ky khéng?

348



6. Nhirng yéu t6 nao kich thich cac té& bao géc d&€ d&i vao céc vi tri bi t8n thuwong hay

bi huy hoai.
Gan

Nio

Té bao gbc ha

TK trung wong

! Co xu
Tay xwong ong
‘ @ "Té bao mau
Té bao dém
Mach mau tay xwong
Té bao biéu mé

Té bao m&

Té bao TK dém

Hinh 2.2 Tinh mém déo cua céc té bao géc trudng thanh.

2.6 Nhirng diém gidng nhau va khac nhau gita cac té bao gdéc clta phdi va té
bao gbc trudng thanh

Céc té bao phéi ngu'di va cac té bao gdc trudng thanh déu c6 nhirng loi thé va bat loi vé
ti€ém nang st dung cho viéc tri liéu thoai héa véi co s& té bao. D nhién, cac té bao gbc
cla phoéi va té bao gbc trwdng thanh cling c6 nhirng su khac biét vé s6 luong va dang
cla té bao ma ching cé thé& duoc biét hoa. Cac té bdo géc cua phdi cd thé tré thanh tat
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ca cac dang té€ bao cua co thé& bai vi ching 1a da ndng. Con cac TBGTT thudng chi biét
hdéa mét cach gidi han thanh cac dang té& bad khac clia mé géc cua ching. Tuy nhién, mot
s6 bang chirng cho thdy c6 thé& cé su ton tai tinh mém déo cta cac TBGTT nén né cé thé
lam tang s6 lwong cac dang té bao dugc hinh thanh tir té bao géc trudng thanh da cho.
Nhiéu té€ bao gdc cua phoi c6 thé phat trién twong déi d& dang bang nudi cdy , trong khi
d6 cac TBGTT rat hiém hoi & cac mé trudng thanh nhung khi nhan ra bang nuéi cay lai
khéng cé két qua. Pay 1a diém phan biét rat quan trong vi ching ta dang rat can moét s6
lrong I&n cac té bao cho viéc tri liéu thay thé té bao géc.

Mét loi thé tiém tang clia viéc sir dung cac té bao géc trudng thanh 1a cac té bao cla céac
bénh nhan cé th& duwoc nhan lén bang nudi cdy sau d6 dua trd lai cho bénh nhan. Viéc sir
dung céc té bao géc trudng thanh cta bénh nhan c6 nghia la cac té bao nay cé thé khéng
bi loai thai b&i hé mién dich. Day 1a mot loi thé dic biét vi khi cé loai thai thi bat budc lai
phai stir dung cac thuéc kiém ché mién dich.

Céac té bao géc cla phdi tir mdt ngudi cho khi dua vao mot bénh nhan ciing cé th& gap
hién tugng loai thai manh ghép. Tuy nhién, cac thi nghiém cling chua xac dinh duoc liéu
ngudi nhan ghép c6 loai thai cac té bao géc ctia phodi hay khong.

2.7 Tiém ning cua viéc sir dung cac té bao géc ngudi va nhirng tré ngai can
phai vuwgt qua trwdc khi tiém ning nay tré thanh hién thuc

C6 nhiéu céch sir dung cac té bao géc ngudi trong cac nghién clru co ban va lam sang.
Tuy nhién, nhirng chuwdng ngai ky thuat trong viéc hién thuc hda kha ning sir dung cac té
bao gdc sé duoc vuot qua bang cac nghién ciru té bao sau rong hon nira.

Cac nha nghién ciru vé té bdo géc phéi ngudi cé thé cho nhirng théng tin vé nhirng
s kién phirc tap xay ra trong qua trinh phat trién ctia co thé con nguoi. Muc dich co ban
cla cong trinh ndy 1a xac dinh cac té bao géc chua biét hda sé trd thanh biét hda nhu thé
nao. Cac nha khoa hoc hién nay hiéu rang viéc tat , mé gen la trung tam cla qua trinh nay.
Mét s6 bénh nghiém trong nhat clia y hoc nhu ung thu va cac bénh bdm sinh déu gay nén
bdi nhirng bat thudong trong phdn chia va biét héa té bdo. D& hidu ré hon nira vé su
ki€m soat gen va phan tlr clia quéa trinh nay thi phai thu lwgm duoc cac thong tin vé su
ndy sinh clia cac bénh nay nhu thé nao va dua ra cac chién lvgc méi cho GTL. Tré ngai
I&n nhat d6i véi viec sir dung cac té bao goc 1a ngudi ta chua hiu ddy dd nhirng tin hiéu
m& gen dac hiéu anh hudng téi su biét hda clia cac té bao goéc nhu thé nao.

Cac t&€ bao gbc cua ngudi cling c6 thé duoc sir dung d& test cac thudc méi. Ching han
nhu, cac thuéc méi cling can phai test vé do an toan trén cac té bao biét héa dugc sinh
ra tor cac dang té bao géc da ning cla ngudi. Tuy nhién, cac dong té bao khac ciing
duoc sir dung d& Iam test, chidng han nhu cac té bao ung thu duoc ding d& sang loc cac
thudc khang u tiém tang. Nhung cac té bao géc da nang thi cho phép test thudc maéi véi
moét thang té bao réng hon. Tuy nhién, d& sang loc thuéc mét cach hiéu qua thi phai so
sanh cac thudc & cac diéu kién that déng déu. Vi thé, cac nha khoa hoc phai kim soat
dwgc mot cach chinh xac su biét héa cua cac té bao goc thanh cac dang té bao dic hiéu
trén tirng thuéc duoc test.

Cé 18 kha ning rng dung tiém nang nhat cua cac té bao goc ngudi 1a san xuat ra cac té
bao va cac mé c6 thé& dung cho cac trj liéu véi co sé& té bao. Ngay nay, viéc tang cac
co quan va md binh thudng dé thay thé cac mé bi dau hodc da bji hu hai, tat nhién phai
dac biét quan tdm t&i kha ndng cung (rng cutia ching. Cac té bao géc truc tiép biét hoa
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thanh nhiéu dang té& bao dic hiéu, d6 1a nguén cac té bao va mé thay thé cé thé& tai dinh
cu dugc sir dung d€ diéu tri cac bénh nhu Parkinson va Alzheimer, t8n thuong tly séng,
dot quy, bong, cac bénh tim, bénh ti€u dwong va bénh viém da khép dang thip. Chang
han nhu ngudi ta c6 thé san sinh dugc cac té bao co tim trong PTN sau d6 dem truyén
lai cac t€ bao nay cho bénh nhan tim man tinh. Nhirng két quad buéc dau trén chudt va
cac dong vat khac chi ré rang cac té bao goc tly xuwong khi dwoc cay vao tim da bj hu hai
thi ching cé thé& tao ra dugc cac té bao co tim va phuc héi tét quan th€ mé tim. Nhiéu
nghién ctru khac gan day trong cac hé théng nudi cay té bao ciing chi rd rang cé kha ning
truc ti€p biét hda cac té bao géc clia phdi hodc cac té bao tly xwong thanh céc té bao
co tim.
Vé&i nhirng ngudi bi ti€u dudng type | thi cac té bao tuy san xuét insulin binh thuéong da
bi htly hoai b&i chinh hé mién dich ctia bénh nhan. Cac nghién ctru méi day cting chi rd cé
kha ndng truc tiép biét hoa cac té bao géc phodi ngudi trong nudi cdy thanh cac té bao
san xuat insulin dung cho cac tri liéu cdy ghép bénh ti€u dudng.
D& thuc t& héa phuong phap tri liéu méi véi co sé té bao cho cac bénh lan téa va lam
dudi strc bénh nhan thi cac nha khoa hoc phai c6 kha ndng thao tac 1am tai sinh cac té bao
g6c sao cho chiang cé dugc cac dic tinh can thiét cho viéc biét hda, cdy ghép va nhan
giéng. Duéi day la bang liét ké cac budc can thiét khi diéu tri véi co s& té bao. P& phuc
vu cho muc dich cdy ghép, cac té bao goc phai dugc tai san xuat dé:

1. T&ng sinh manh nham tao du lwgng té bao cho mé.
Biét hoa thanh cac dang té bao khac.
Duy tri su s6ng cta ngudi nhan sau ghép.
Hop nhat vao xung quanh mé da cay ghép.
Tao cac chirc nang thich hop dé€ kéo dai cudc séng ctia ngudi nhan.
Tranh céac tac hai c6 thé cho ngu&i nhan.
Con vGi viec dé phong loai thai mién dich thi cac nha khoa hoc phai tién hanh nhiéu chién
Ilwgc nghién ctru khac nhau dé tao dugc cac mé khong bi loai thai.
Toém lai: tri liéu véi cac té bao gbc la moét phuong phap ddy hira hen, nhung cac nha khoa
hoc con phai vugt qua nhiéu chudng ngai vé ky thuat va can phai c6 thém thoi gian
nghién ctru. Nhung chéc chén trong tuong lai, viéc str dung cac té& bao goc dé tri liéu sé
cho nhirng két qua hét s bat ngo.

mw%ww
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PHU LUC Il
SU CHET THEO CHUONG TRINH CUA TE BAO

Apoptosis (su chét theo chuwong trinh cla té bao) 1a mét quéa trinh xay ra mot cach tu
nhién nh& dé6 ma té bao duoc chét theo mot chuong trinh dinh sén. Tén apopotosis xuat
hién sau cac khao sat trén giun tron C.elegans va theo theo géc Hy Lap tire 1a su rung la.
Liéu trinh clia apopotosis di kém v&i cac bién d6i dic tinh hinh thai t& bao nhu & (Hinh
3.1). Cu thé& Ia chat nhiém sac bi ngung tu lai, thoai héa DNA, co t& bao, nhan té& bao bj v&
va phan ri thanh cac bé&€ apopotosis & bén trong mang. D6 la dac trung phan biét gitra
apopotosis va cac dang chét khac clia té bao nhu hoai tir chang han.

®)

\c)
&
O @ 3@,
Ce (9
7

@
O

Hinh 3.1 So d6 dai dién vé nhiPng bién ddi hinh thai trong mét té bao khi apoptosis. Khi nhén duroc
mot tin hiéu apoptosis mot té bao két dinh (a) tré nén tron (b) va DNA cia nhén cé dic lai (c) DNA
bj phén cét ra thanh turng doan va nhan bi vé thanh cac thé nhiém séc riéng biét (d). Cudi cung té
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bao khéng hop nhét di vao mét vai béng (thé apoptosis) (e), dé la su thuc bao bdi cac té bao bén
canh (f).

(Theo Gerhard Krauss. Biochemistry of Signal transduction and regulations. Wiley-VCG Verlag GmbH
2001)

3.1 Chirc niang co ban cta apopotosis

Apoptosis dua trén co s& chuwong trinh héa cua gen, dé la mot boé phan khéng thé thiéu
dugc cla su phat trién va tao chirc ning cho co thé&. N6 c6 nhiém vu loai bd cac té bao
khéng mong muén, cac té bao du thira. Tuy nhién, cac trudng hop ma & dé xdy ra su
hoat héa chuong trinh apaoptosis la rat da dang.

3.1.1 Sy cédn bdng néi mé

Vai trd quan trong nhat cta apoptosis [a gép phan vao viéc can bang ndi mo: trong mot
co quan hay mdt moé thi sd lwgng té bao phai gitr hang dinh trong cac giéi han hep. Néu
s6 lugng té bao ting lén do su phan chia té& bao thi sé duwoc bd chinh bang qué trinh loai
bét cac té bao gia va cac té bao da mat chirc ning. Apoptosis 1a mot quéa trinh nham gil
s6 luong té bao trong mot mé & mot gidi han thich hop cho su phat trién va thuc hién
dugc cac chirec nang cla co thé&. Néu chuong trinh apoptosis bi khiém khuyét thi hau qua
c6 thé& la Iam tang ho3c giam t& bao mot cach bénh ly (Hinh 3.2). Chang han nhu mot sé
bénh c6 lién quan téi sy tang ty lé séng sot cla cac té bao 1a ung thu va cac bénh tu
mién. Cac bénh lién quan t&i tdng apoptosis |a AIDS va cac bénh thoai héa than kinh
(Tompson, 1995).

Phan chia TB Chét TB

Tich tu cac TB
bénh ly

— % —| ° §80 M4t cac TB bénh Iy
O

Hinh 3.2 Anh huéng cua apoptosis t&i su can bang ndi mé cua té bao. Trong mot co thé ting
truéng, sé té bao trong mét mé duoc xac dinh béi méi tuong quan gitFa ty 1é té bao phén chia va
té bao chét. Ty lé cua ca hai qua trinh dai dién trén hinh vé duoc thé hién bang kich co cua mdi tén.
O mé binh thudng, s6 luong té bao duy tri & mirc hdng dinh (can bang ndi md), béi vi c3 hai qua
trinh déu xay ra véi téc dé nhu nhau. Néu téc dd tdng sinh té bao tdng cao thi sé Iam sé luong té
bdo tdng (tuc 1a sé tao thanh cac khéi u). Nguoc lai, khi téc do té bao chét ndi tréi thi sé lam sé
lwong té bao gidm va ciing 1a bénh ly. Khi khéng cé nhiding bién déi bu trur trong su phan chia té bao
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thi nhiing bién d6i cua apoptosis c6 thé din dén su tich tu té bao hodc mét té& bao (theo
Thompson, 1995)

3.1.2 Sy phét trién va biét héa

Apoptosis gilr vai trd khong thé& thiéu duoc trong cac quéa trinh phéat trién va biét hoa
(Vaux va Korsmeyer, 1999) dic biét 13 trong su phat trién phoi. O day né duoc cung cap
cac phuong tién dé€ loai bd di cac té bao khong can thiét nira trong khi tao hinh va tiép
hop phoi (synaptogenesis).

3.1.3 Chitc ndng mién dich

Trong hé mién dich, chuwong trinh apoptosis dugc hoat héa trong nhiéu tinh huéng nhu:
- Loai trir cac té& bao dich ( cac té bao tham nhiém virus) bdi cac té bao
lympho T déc té bao.
- Loai tror cac té& bao lympho B va T phan &ng tu déng, loai trir cac té bao
trong tuyén rc (suw chon loc tu nhién): 95% té& bao T di cu t&i tuyén trc
va d3 bj loai trir bang apoptosis.

3.1.4 Sy tiéu hay té bao

Chirc nang khac cua apoptosis |a tiéu hiy cac té bao da bi hu hai. Chuwong trinh apoptosis
c6 thé dugc hoat héa khi c6 s hlly hoai t&€ bao hodc khi bj stress (Evan va Littlewood,
1998). Cac té bao c6 DNA bi hu hai c6 thé& bi loai trir v&i sy gilp d& cua chuong trinh
apoptosis trudgc khi ching c6 thoi co tich tu thanh dot bién va cac té bao khéi u cling cé
thé€ bi phan hily béi apoptosis.

3.2 Apoptosis & giun tron Caenorhabditis elegans

Mo ta vé& su chét theo chuong trinh cta té bao bat ngudn tir cac quan sat trén giun tron
Caenorhabiditis elegans. Trong liéu trinh phat trién cta C.elegans véi téng s6 1090 té bao
dugc hinh thanh thi c6 131 té€ bao bi loai bd v&i ban chat apoptosis. Quéa trinh apoptosis
lién quan it nhat t&i 14 gen khac nhau, chdng gilt vai trd dac biét trong viéc diéu hoa va
thé hién apoptosis (Steller, 1995; Hinh 3.3).

Hai nhdm gen cé vai tro quan trong diac biét la gen ced3 va ced4 c6 hiéu rng tién
apoptosis, tirc la dong vai tro thic ddy apoptosis. Ca hai gen nay déu can cho apoptosis
cla C.elegans. Cac dot bién & gen ced3 va ced4 sé cho phép té bao séng s6t ma & ra
ching da bj loai trir bdi apoptosis. Gen ced3 ma cho protein thudc ho protease Cys dugc
hi€u 1a cac caspase. Gen ced4 sé tao ra cac chirc ndng nhu chat ti€p nhan (adaptor) hay
déng yéu t6 (cofactor) can cho chuong trinh apoptosis dugc thuc hién bdi cac san phdm
gen cua ced3.
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Hinh 3.3 Cac bé phéan cta chuong trinh apoptosis & C.elegans. Téng thé don gian va mé hinh vé vai
tro cua céc gen apoptosis trong viéc chuong trinh héa su’ chét cua té bad C.elegans. Mot “tin hiéu
chét” xuat hién tuor mot té bao séng sé dan dén khdi déng churong trinh apoptosis trong té bao va
Iam té bao dé chét. Liéu trinh cia chuong trinh chét duoc kiém soat béi cac gen véi céc hiéu wrng
am va duong tinh. Gen ced9 cé hiéu ung thiac diy duong liéu trinh apoptosis, trong khi dé gen
ced3 va ced4 cé hiéu wng trc ché dm qué trinh ndy. Nhiéu gen khéac cing can cho sy thyc bao va
phén gidi tiép c4c té bao chét (theo Steller, 1995).

Nguoc lai, gen ced9 lai cé hiéu (rng khang apoptosis, tirc 1a bao vé té bao khdi apoptosis
nhd gay phan chirc nang cta gen ced3/ced4. Su bat hoat ced9 do dot bién sé dan dén su
chét cuia té€ bao ma & ra ching van con tén tai trong chuong trinh phat trién binh thudong
cta C.elegans, do hau qua nay ma phdi bi chét. Theo cac quan sat nay thi gen ced9 c6 vai
trd dam bao cho su tén tai cla cac té bao dé& thuc hién cac chirc nang cta co thé.

3.3 Cac thanh phéan cta chuong trinh apoptosis & dong vat cé xuong séng

Viéc xac dinh cac thanh phan cta chuong trinh apoptosis & C.elegans |a xuat phat diém
cho viéc phat hién ra cac gen tuong déng & dong vat cé6 va (Thompson, 1995; Green,
1998; Raff, 1998). Cac protein twong dong & doéng vat c6 va (BVCV) dugc xac dinh 1a 3
protein chi chét trong chuong trinh apoptosis & C.elegans va mét mé hinh thich hop dau
tién cla liéu trinh apoptosis da duoc phac thao. Tuy nhién, ngudi ta ciing chi ré rang ki€u
hinh apoptosis la dua trén co s& cac protein phirc hgp va da nang. Cac duwong tin hiéu
apoptosis khac cling c6 lién quan t&i van dé nay, nd phu thudc vao su kich thich va dang
té& bao. Cac thanh phan chu chét ctia cach hiru hiéu nay 1a mét 16p xac dinh céac protease -
dé la cac caspase. Caspase lam trung gian phan gidi nhiéu protein va la thanh phan thuc
hién su chét cla té bao.

Phan lén chuong trinh apoptosis cta té bao & dang tiém &n - dang bat hoat va chi can
mot kich thich 1a dwoc hoat héa dé€ khdi dau cho su apoptosis.

Vi vay, cac qua trinh apoptosis ciing c6 thé& xay ra ma khéng can phai hoat hoa phién ma.
Nhuwng ciling c6 nhirng dang apoptosis phu thudc vao su phién ma.

Kha ndng thuc hién chuong trinh apoptosis dugc ki€m soat rat chat ché & cac mirc do
khac nhau. Diéu dé tao nén su lién két cac con dudng tin hiéu cé chirc nang kiém soat su
phan chia té bao.

3.3.1 Caspase: sy chét do ly gidi protein
M&i lién hé gilta apoptosis va su ly gidi protein tréd nén ré rang khi cé su tuwong déng

dugc thiét lap gitra protein dwgc ma bdi gen ced3 va mot protease dd dugc biét tur
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trudc & DVCV la protease ICE (Martin, 1994; Kuman, 1995). Protein ICE (enzyme chuyén
dGi interleukin) cé lién quan t&i su chin cha interleukin 10. Interleukin 10 chin 15,5 KDa
duoc tao nén tr mot protein tién than 30KDa nh¢ su ly gidi dac hiéu véi su trg gilp cua
protease ICE.

Dua trén co s& cac quan sat ndy ma mdi lién quan gitra cac protease va protease ICE
dugc xac dinh mét cach nhanh chéng & BVCV va ngay nay duoc tap hgp thanh mét ho
caspase (salvesen va Dixi, 1997; Thornbery, 1998; Earnshaw va céng su., 1999). Tén goi
caspase dua trén co s& cac dac tinh dac biét cla cac protease nay: caspase sir dung géc
Cys nhu la phan wa nhan va cat bé phan ndm sau géc Asp.

C4u tric va co ché

Ciing giéng nhu nhiéu protease khac, cac caspase dugc hinh thanh tr mot tién enzyme
bat hoat 30-50 KDa va duoc hoat hoa bdi qua trinh ly giai protein. Tién enzyme c6 mot
tién domain (prodomain) va 2 vi tri phan céat, n6 c6 thé duogc hoat hda bdi su ly giai
protein tu déng.

Cac nghién ctru vé cau trac chi rd, caspase cé thé€ hinh thanh cac tetramer véi 2 vi tri
hoat hoéa. Ti€u don vi xUc tac cla caspase dugc tao bdi mot ti€u don vi lén (12-17 KDa)
va moét ti€u don vi nhd (10-12 KDa), hai ti€u don vi nay tao nén mot dimer di loai
(heterodimer) cé mét vj tri hoat héa gém cac géc tir ca hai ti€u don vi Ién va nho. Hai
dimer sau d6 lai l&p rap v&i nhau dé& tao nén mot tetramer véi hai trung tam xdc tac (Hinh
3.4).

Co ché phan giai ctua caspase duwgc thé& hién trén so dé (Hinh 3.5). Day la moét co ché
protease dic biét véi bo ddi xtc tac phan cét cac lién két peptide. Phan thiol ctia nhan gdc
Cys hinh thanh lién két thioacyl déng héa tri véi co chat khi xic tac. Vong imidazole cla
histidine ciing lién quan t&i su x(c tac va né tao thuan lgi cho su thiy phan céac lién két
amide trong xUc tac acid/base.
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Hinh 3.4 Qué trinh va cdu tric cta caspase. Qué trinh ly gidi protein cua tién caspase bang tu ly gidi
hodc béi mét caspase khac dé cat di hai vi tri (AspX). Tién domain dau cudi N duroc virt bé va hai
doan khéc sé duoc Idp vao dé tré thanh caspase hoat hoa, dé la tetramer cé hai vi tri hoat héa.
(Theo Gerhard Krauss. Biochemistry of Signal transduction and regulations. Wiley-VCG Verlag GmbH
2001)

Dic trung dac biét cla caspase la tinh dic hiéu phan cat cta chidng rat cao. Su phan cét
chi xay ra & dau cuéi C mot gbc Asp cla protein co chat va doi héi mot yéu t6 nhan dang
khac gdm mét trinh tu xac dinh cé it nhat 3 amino acid & dau cudi N cda vi tri cat. Cac
caspase khac nhau rat I6n vé tinh déc hiéu phan cat vi thé ma co chat 1a cac protein rat
khac nhau. Hién nay ngudi ta da xac dinh dugc cé it nhat 13 caspase khac nhau dugc
danh ddu tr 1 dén 13. Nhitng caspase nay tham gia vao cac qua trinh apoptosis va gay
lay nhiém. Protease ICE |a caspase 1; caspase 3 duoc hiéu nhu mot apopain hay CPP32.
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Hinh 3.5 Sy nhan dién co chat va co ché phan cét chinh xac cta céc caspase. D6i vdi caspase 3, doi
héi phéi c6 4 géc dic hiéu cubi N doi vdi vi tri phdn cit ngoai goc Asp thiét yéu. O bu'de dau tién,
hinh thanh mét trung gian thiolacyl déng héa tri gitra phdn cuéi N va caspase, su’ phdn cat thiy phéan
O budc xay ra & budc thu hai.

(Theo Gerhard Krauss. Biochemistry of Signal transduction and regulations. Wiley-VCG Verlag GmbH

2001)

C4c co chat

Cé rat nhiéu co chat cla caspase dd duoc xac dinh, mot sé co chat c6 quan hé truc tiép
t&i sur ton tai cla té bao. Dudi day 1a cac vi du vé cac qua trinh té€ bao quan trong va cac
co chat dich cua su ly giai protein trong qua trinh apoptosis.
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B4t hoat céc protein dé tranh apoptosis

*Chat (rc ché DNAase, ICAD (chat &rc ché DNAase duoc hoat hbéa béi caspase); tc ché
dap (rng DNAase d6i vai viéc bé gdy DNA (Enari va cong su'., 1998).
*Protein Bel-2: C6 chirc nang khang chd van chinh.

Phén ra céac cau tric cua té bao

*Cac lamin
*Mat su diéu hoa xudng cla té bao: gelsolin, kinase két dinh tiéu di€m (focal adhesion
kinase- FAK), kinase hoat héa p21 (PAKO.

B4t hoat su sura chifa va téng hop DNA

*Poly ADP -ribose polymerase
* Y&u t6 sao chép C (replication factor C -[ RF-C] )
* Protein kinase phu thuéc DNA.

Su hoat héa va diéu hoa

Su hoat héa khéng dugc chuong trinh hda clia cac caspase sé gay hau qua nghiém trong
cho té& bao. Vi thé viéc hoat hda cac caspase phai duoc kiEm soat rat chat ché. O trang
thai binh thudng cla té€ bao thi cac caspase 1a bat hoat nhung né cé thé dugc hoat hoa
mot cach nhanh chéng khi c6 mét tin hiéu cdm rng nhd. Hién tai ngudi ta chua biét hét
cac protein c6 lién quan t&i su hoat hda. Coé kha nang su hoat héa xay ra la nho mét co
ché phirc hop giéng nhu ki€u déng mau. Dua trén co s& chirc nang cda ching déi véi
apoptosis ma cac caspase dugc chia thanh 2 1&6p (Hinh 3.6); caspase khéi dau (caspase 8
va 9) va caspase hiéu trng (caspase 3,6 va 7).

Caspase khdi dau nhan cac tin hiéu tién apoptosis va hoat h6a moét I6p (thac) caspase.
Ching dugc hoat hda bdi sy twong tac véi receptor van chuyén mang hoac bai cac anh
hudng cua doc t6 té bao. Vi thé mot phirc hop duoc hinh thanh goi 1a thé apotosis
(apoptosome) (Hinh 3.4). Cac caspase hiéu &rng dugc hoat hdéa bdi caspase ngugc
(upstream caspase) thong qua mét co ché thac (casacde). Ching la cac yéu té thuc hién
apoptosis ma khéi dau 1a phan giai cac protein chinh va truc tiép gay chét té bao.

Trén co sd& cla viéc phat ra cac kich thich va ban chat cta cac thanh phan lién quan thi it
nhat c6 2 con dudng tin hiéu apoptosis khac biét dan t&i su hoat cac caspase hiéu ng.
Mot mat né co lién quan téi cac hé théng receptor, mat khac su biét héa cling cé thé
duwgc phat ra tr cac stress té bao. Hai cach nay khac nhau vé co ché hoat hoa caspase
khéi ddu nhung lai sir dung ciing mot caspase hiéu (rng it nhat 1a & mot s6 céng doan.
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Hinh 3.6 Cac caspase khdi dau va caspase hiéu urng trong apoptosis.

Bé phéan thiét yéu cia chuong trinh apoptosis Ia thic caspase. Apoptosis duoc khéi dau bang qué
trinh ly gidi protein cua tién caspase khéi dau du'di anh hudng cua nhiéu tin hiéu. Caspase khéi dau
chin xtc tac cho qud trinh tién caspase hiéu urng tré thanh enzyme hoat héa, ching phéan giai cac co
chat dic hiéu va/hodc hoat héa xa hon céc procaspase. Theo cdch nay thi caspase cé thé duoc
hoat héa va dan dan thanh mot thac caspase.

(Theo Gerhard Krauss. Biochemistry of Signal transduction and regulations. Wiley-VCG Verlag GmbH
2001)
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Co ché hoat héa caspase

Céac té bao c6 hai co ché dé& hoat hba caspase:

*Phan cét ly gidi protein & mot |6p caspase: mot tién caspase duwgc hoat hoéa ly giai
protein bdi mot caspase hoat hda, ngugc véi con dudng tin hiéu apopotosis. Co ché nay
duoc stir dung dac hiéu & phan hiéu (rng clia apoptosis.

*Hoat h6a cam rng lan can mot tién caspase khdi dau: nhiéu quan sat ung hé cho mo
hinh hoat hda caspase trong d6 mét tién caspase khéi ddu c6 hoat tinh thap sé duoc hoat
hoa bdi moét kich thich - cam rng tap hop (Hengartner, 1998). Tién casapse nay c6 hoat
tinh protease thap chi twong duong 1 - 25 casapase chin. Néu tién caspase dugc tuyén
mo véi mot lwgng 1én thi ciing c6 thé du d€ hoat héa cho mét tién caspase thanh
caspaser chin. Su tap hop céac tién caspase dugc tro gilp bdi cac yéu t6 nhu FADD hodc
Apaft/Cyt ¢, chiing dugc hoat héa bdi cac tin hiéu bén ngoai (ligand gan vao céac receptor
chét; su hly hoai ty lap th&). Co s& cla su tap hop nay la su tuwong tac protein-protein
gitra cac domain ddc hiéu cuia caspase va cac déng yéu t6. Ngudi ta dd xac dinh duoc 2
dang co ban cta domain tuong tac. Tién caspase 8 c6 2 cap domain hiéu wrng chét (death
effector domain -DED), & d6 tién caspase 1,2,4,5 va 9 c6 chira domain tuyén mo caspase
(caspase recruitment domain -CARD). Cac domain dugc hinh thanh twong tu nhu trong
cac dang trong tién caspase va déng yéu té va cé kha nang hinh thanh nén cac tap hop
I&n hon. Theo mé hinh nay thi chirc nang ctia déng yéu t6 nhu 1a cac chaperon apoptosis,
nho hinh thanh cac tap hop dac biét ma hoat hda duoc cac caspase khai dau.

3.3.2 Ho protein Bcl-2

DA4u tién protein Bcl-2 duwgc xac dinh 1a moét protein ung thu (oncoprotein) dugc ma badi
mot gen chiu tac dong bdi su chuyén vi cua NST 14 va 18 trong u lympho B. Tuy nhién,
m&i day ngudi ta xac dinh rang protein Bcl-2 khong lién quan téi su diéu hoa chu ky té
bao, nd trai nguoc véi nhiéu protein ung thu khac vi thé nén né khéng thich hop véi hinh
anh cda su sinh ung thu kinh dién. Hon nita, n6 cling duwgc xac dinh la twong dong vai
protein ced9 cla C.elegans, cé chirc nang khang apoptosis trong co thé.

Protein Bcl-2 |a thanh vién clia mét ho protein c6 lién quan dén chuwong trinh apoptosis &
cac té bao dong vat cé va (Reed, 1997; Adams va Cory, 1998). Hién nay da biét cé it
nhat 15 thanh vién ho Bcl-2, nd c6 hiéu irng am hodc duong déi véi su khdi ddu chuong
trinh apoptosis. Tat ca cac thanh vién cla ho Bcl-2 déu cé it nhat mot ban phién ma mo
tip BH (BH, Bcl-2) c6 4 dang (type) (BH1 - BH4).

Cac thanh vién cta ho Bcl-2 khang apoptosis

Cac thanh vién khang apoptosis cla ho Bcl-2 (Bcl-2, BclX, BclW,A1, Mcl-1) tc ché
apoptosis bang cac hiéu rng doc t& bao khac nhau. T8i thi€u chiing cling chira cac mé tip
BH1 va BH2. Protein Bcl-2 chira tat ca 4 mo tip BH. V& co ché cua khang apoptosis
(xemcac mé hinh trén).

Chirc néng khang apoptosis cua protein Bcl-2 da dugc chitng minh rd rang bang thuc
nghiém. Su bi€u hién qua mdc cta n6é c6 thé ngan chin duoc su khéi ddu chuwong trinh
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apoptosis & nhiéu dang té bao. V& chirc nang gay ung thu cda Bcl-2, ngudi ta cé thé giai
thich hiéu &rng khang apoptosis la do su bi€u hién qua mdc cua ching: protein Bcl-2 &
murc cao sé kiém ché su khéi ddu chuwong trinh apoptosis va khéi u cé thé& tién trién.
Trong trudng hop nay, cac té€ bao da bi hu hai ma con séng sét thi thi sé& duoc loai di
bang apoptosis mdt cach binh thudng.

Cac thanh vién cua ho Bcl-2 tién apoptosis

C6 hai ho tién apoptosis cua protein Bcl-2. M6t ho bao gdm cac protein Bax, Bak va bok,
ching cé cédu trac tuong tu nhu protein Bel-2. C6 su lién két véi protein ki€m ché khéi u
p53 théong qua protein bax (xem Hinh 3.6).

Protein ctia mot ho khac la protein BH3 vi ching chi chira domain BH3. Thanh vién quan
trong clia ho BH3 la protein Bad, né la mét bdé phan cua con dudong tin hiéu P13 -
kinase/Akt (xem hinh 3.6).

Co s& hoéa sinh sy hoat ddng clia cac thanh vién ho Bcl-2 méi chi biét phan nao. Cac
protein Bcl-2 khang apoptosis c6 th& c6 chirc nang la do rc ché truc tiép su hoat hba
caspase. Chac chéan rang cac protein tién apoptosis sé twong tac véi cac protein khang
apoptosis va lam dirng su trc ché cua ching d6i véi apoptosis.

Nhi€u thanh vién cua ho Bcl-2 c6 thé tuwong tac véi cac thanh vién khac thong qua domain
BH va hinh thanh nén phirc hop hetero-oligomer trong dé c6 su tac dong dé trung hoa lan
nhau. Mé&i lién quan gilra protein tién apoptosis va protein ho Bcl-2 khang apoptosis sé
gilp cho viéc xac dinh tinh nhay cam cua té& bao déi véi apoptosis.

3.3.3 Céc dbng yéu t6 cua sy hoat héa caspase

Su hoat hoa caspase can su tro gilp cua nhiéu déng yéu té (cofactor) hay con goi la cac
chat hoat hoéa (activator) hay chéat tiép nhan (adapto)r.

Chirc nang chinh ctia cac déng yéu t6 1a tao nén su tap hop va vi vy ma hoat héa dugc
cac tién caspase. Qua trinh nay xay ra la do su tuwong tac dac hiéu protein - protein vai
su trg gilp clia cac mé tip cau trac thdng thudng. Cac vi du vé mé tip 1a cac domain chét
(death domain -DD), domain hiéu (ng chét (death effector domain -DED) va domain
tuy&n md caspase (caspase recruitment domain -CARD), tat cd déu cé céu trdc twong tu
véi 6 vong xoan [.

Cac déng yéu té cho apoptosis qua trung gian receptor chét

Trong cac trudng hgp receptor chét Fas (su hoat hoa caspase c6 lién quan téi mot
protein twong tac véi phan bao chat cta receptor va dugc hi€u nhu |a protein FADD
(domain chét lién quan véi Fas). Protein FADD c6 cau trac phan biét, lam trung gian tuong
tac dac hiéu véi cac protein khac. Su tuwong tac qua domain chét véi receptor va qua
domain hiéu &rng chét véi caspase tuwong irng (& day |a caspase 8).

Cac déng yéu té Apafl va cytochrome c

Protein Apaf1 dugc xac dinh 1a mét déng yéu té trung tam trong apoptosis ddc té bao.
Protein Apaf1 tuwong dong véi protein ced4 cua C.elegans. N6 gan vao caspase khdi dau
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véi sy trg gilp cua mo tip CARD. Mo tip CARD cé & protein Apafl cing nhu & nhiéu
caspase khac (casapse 1,2,4,5 va 9).

Mot déng yéu té xa hon trong su hoat héa & hé théng nay la cytochrome c. Su hoat héa
phu thuéc ATP xay ra & mot phirc hgp caspase, protein Apafl va Cyt ¢ - cling dwoc hiéu
la thé& apoptosis (apoptosome).

3.3.4 Diéu hoda ndi bao

Kha nang hoat hoda caspase cta cac déng yéu té duoc diéu hoa bai nhiéu protein khac
nira, chiing tuong tac truc tiép véi cac déng yéu té.
Mot s6 vi du vé su diéu hoa:

Protein Flip

Nhitng protein ndy twong tac véi déng yéu té6 FADD trong apoptosis qua trung gian
receptor chét va ngan chin hiéu &rng hoat héa cda né.

Cac thanh vién cuda ho Bcl-2

Cac thanh vién cta ho Bcl-2 khang apoptosis ki€m soat apoptosis bang nhiéu co ché ma
khong gan truc tiép véi caspase. Cac protein Bel-2 ¢ thé twong tac véi cac dong yéu td
va (rc ché su hoat dong cta chiing. Ching ciing c6 thé tac dong khang apoptosis bang
cach gan vao ty lap thé va can thiép vao su gidi phéng cytochrome c. Hon nira, chiing
con c6 thé twong tac vai cac protein tién apoptosis khac, tirc la véi cac thanh vién tién
apoptosis trong ho cua ching.

Céc chdt (Fc ché apoptosis

Céac protein nay (rc ché apoptosis nhung chua xac dinh dugc vi tri tdc déng cda ching.
Mét sé protein ré rang la gan vao cac caspase va rc ché truc tiép apoptosis.

3.4 Apoptosis qua trung gian stress: con duong cytochromec/Apafi

Ngoai apoptosis qua trung gian receptor con cé con dudng chinh khac nira dugc hoat hda
b&i cac dang stress té bao. Cac vi du vé hiéu (rng stress 1a: cam (rng apoptosis v&i birc xa
0 va UV, xr ly véi cac thuée gay doc té€ bao nhu actinomycin D hay khi loai trir céac
cytokine. Do hé qud stress nén tién caspase 8 cé th& duoc hoat hda bdi mot co ché
phirc tap ma chdng ta chua hiéu ré hoan toan. M6 hinh vé sy hoat hbéa dugc thé hién &
(Hinh 3.7).

Trong mé hinh nay, ty lap thé& c6 vai tro quan trong trong viéc khéi diu apoptosos (Green
va Reed, 1998). Theo m6 hinh nay thi cytochrome ¢ dugc giai phong trudc tién khdi ty
th& d& vao té bao chat (do hé qua cua stress). Chirc ndng cla cytochrome ¢ giéng nhu
mot dong yéu t& hoat hoa caspase khdi dau 8 bang cach gan véi phirc hop caspase 8 va
déng yéu té Apaf1. Phirc hop hetero - oligomer cua tién caspase 8, Apafl va cytochrome
c sé tao nén thé& apopyosis (apoptosome). Ciing can ATP cho dang hoat hda qua trung
gian Apaf1 (chtra mot vi tri gan ATP/dATP). Chirc néng cta viéc gan ATP chua duoc ré;
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nhung c6 thé& 1a c6 lién quan t&i su thay d8i cau tric phu thudc ATP trong thé& apoptosis.
Trong thé apoptosis xady ra su hoat hoa xic tac tw doéng cua caspase 8 d€ tré thanh
casapse chin, sau d6 hoat hda thac caspase cua cac caspase hiéu rng 3,6 va 7. Ciling
chua ré 1a cytochrome c gidi phong khdi ty thé lic khéi dau nhu thé nao. C6 dan liéu cho
rang né cé lién quan véi cac protein ho Bel-2.

Stress té bao

Bel-2 ____Qﬂ l Protein Bax
l Protein BH3

Giai phéng apoptosome
cytochrome ¢ @
o %)
Apaf-1
—& || Swhop thiee héa
—
. | ]
Tién caspase 9

Sw hoat héa

caspase 9

l

Casapse hiéu (rng

l

Chét té bao

Hinh 3.7 Tin hiéu apoptosis trong qua trinh apoptosis trung gian boi stress.
Trong mé hinh nay, cytochrome c¢ duoc gidi phéng khéi ty thé qua trung gian stress té bao. Céc protein tién
apoptosis Bax va BH3 tro gitip cho su gidi phéng cytochrome c, trong khi dé thi protein Bcl-2 khang apoptosis
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lai c6 hiéu ting (e ché. Cytochrome c hoa tan trong té bao gén vdi dong yéu té Apafl, sau dé duoc gan qua mé
tip CARD cua né vdi tién caspase 9 thanh phuc hop cé tén la thé apoptosis (apoptosome). Trong phiuc hop nay
tién caspase 9 duoc xu ly

thanh caspase chin , sau dé né hoat héa caspase hiéu (rng xudi dong va lam chét té bao.(Theo Gerhard Krauss.
Biochemistry of Signal transduction and regulations. Wiley-VCG Verlag GmbH 2001)

Chinh protein Bcl-2 khang apoptosis dinh vi & mang ty th& cé thé& c6 hiéu &rng trc ché giai
phéng cytochrome c. Protein khang apoptosis Bax ciing c6 thé& di qua di lai gida té bao
chat va ty thé. Vi mot s6 thanh vién cla ho Bcl-2 bao gém ca Bax hinh thanh mét 16 &
mang ty thé& (dua trén cac nghién ciru vé cau tric) nén protein Bax c6 thé& hinh thanh mot
cau tric 16 trén mang cho phép cac ion di qua. C6 kha néng 16 nay duoc hinh thanh do su
hoat hoa cta protein Bax nén né lai cho phép cytochrome c ra khoi ty th& va vi thé ma cé
kha nang hoat hoéa dugc caspase khai dau.

Nhin toan cuc, su diéu hoa hoat héa caspase van con nhiéu diéu chua ré vi nhiéu yéu to
chua rd chirc ndng cling lién quan t&i su hoat hdéa. Nhung chéc chan rang con cé6 mdt con
duong apoptosis khac ngoai 2 con duwong da mo ta & day. Cing khong thé loai trir su
“xuyén am” (crosstalk) c6 thé xay ra gilra cac con duwong.

3.5 Apoptosis phat sinh béi receptor chét

Apoptosis trong hé mién dich thuéng lién quan téi cac hé théng receptor “chét” (Yuan,
1997; Askenazi va Dixit. 1998). Cac receptor chét thudc siéu ho receptor yéu té hoai tir
khéi u (tumor necrosis factor ~-TNF), nd dugc dac trung bdi mét domain ngoai bao Cys va
mét domain nodi bao twong déng duoc hiu nhu “domain chét”. Receptor chét dic trung
nhat 1a Fas (ciing duoc hiu la CD95) va receptor yéu té hoai t&r md | (tumor necrosis
factor receptor I-TNFR1). Ligand cua Fas (Fas ligand) la mét protein homotrimer gay nén
su oligomer hoa cac receptor cuia né trén gan két. Két hgp véi né la nhém cac domain
chét va déng yéu t6 FADD. Protein FADD gén véi mé tip tuwong ddng trong protein
caspase théng qua moé tip DED cua né.

M6 hinh con dudng tin hiéu Fas cla apoptosis dwgc thé hién trén (Hinh 3.8). Chirc nang
déng yéu té clia FADD c6 thé& 1a ngan chan su twong tac véi FLIP diéu hoa.

Chirc ndng cla tién caspase 8 trong hé théng ndy nhu mot caspase khéi ddu, bai vi tin
hiéu hoat héa la cta thac caspase xubi dong (downstream).

M6 tip DED clia caspase 8 duwgc dinh vi trong mot tién domain Ién. Cac mo tip twong tu
cling thdy & cac caspase khac véi cac tién domain I6n (caspase 2,8 va 9).

Véi su tuyén mo béi FADD, caspase 8 oligomer héa dé tao nén dugc sy hoat héa do tu
phan céat. Caspase 8 sau do6 lai hoat héa ly giai protein cac caspase hiéu (rng xudi dong
nhu caspase 9 va lam chét té bao.

Su gén két ligand cla receptor Fas tao ra mdt I6p receptor clng véi cac dong yéu td
FADD (protein lién két Fas véi domain chét) ching twong tac véi receptor thong qua
domain chét (DD) cta né. Tién caspase 8 lién két v&i phirc lién két receptor cla Fas. Do
|6p protein ndy ma xay ra su phan cit cdm rng tién casapse 8 d& thanh caspase 8 khdi
d4u chin, do vy ma hoat hoa caspase hiéu irng va lam chét té€ bao.

Su chuyén dGi tin hiéu badi receptor TNF lién quan vé&i Fas thi phirc tap hon va cé thé qua
trung gian bé&i cac tin hiéu tién apoptosis cting nhu khang apoptosis. Trong tinh trang binh
thudng, viéc gén TNF vao cac receptor clia né sé lam khéi ddu mot chudi tin hiéu dé hoat
héa con dudng MAPK va tao nén tin hiéu bi€u hién c-jun. Ngoai con dudng IxB-NFxB co6
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thé& dugc hoat hoa thi ca NFxB va c-jun déu c6 hiéu (rng khang apoptosis va thic ddy tiang
sinh.

Tuy nhién, trong mot s6 hoan canh xac dinh nhu ¢ ché tap hgp protein thi su hoat hoa
receptor TNF lai c6 hiéu (rng tién apoptosis, trong dé cac caspase sé& dwoc hoat hda va
khéi ddu su chét cua té bao.

Ligand Fas

| Receptor chét \/
(Fas)
—
o] oo
—
Bo phan ndi tiép Tién caspase 8
FADD
Phan cat cam &ng gan

[ Casapse 8 chin

l

Caspase hiéu rng

l

S chét theo chwong trinh ctia TB

Hinh 3.8 M6 hinh apoptosis phat sinh b6i recepior Fas.
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(Theo Gerhard Krauss. Biochemistry of Signal transduction and regulations. Wiley-VCG Verlag GmbH
2001)

3.6 Apoptosis va con dudng tin hiéu té bao

Giéng nhu hau hét cac chirc nang & cac té bao dong vat, chuong trinh apoptosis ciing
duoc diéu hoa bdi tin hiéu tor cac té bao khac, nd cod thé lam hoat hda hodc kiém ché.
Ngoai su ki€ém soat ngoai bao, chuong trinh cling duwoc kiém soat béi con dudong tin hiéu
néi bao. V&i cac mirc do khac nhau, chuong trinh apoptosis cé lién quan t&i su twong tac
té bao- t& bao, con dudng tin hiéu kiém soat yéu té ting trudng, chu ky té bao va hé
théng kiém tra su hu hai DNA.

Nhin chung, su higu biét ctia ching ta vé mdi lién hé gilra cac tin hiéu ndi bao va ngoai
bao rat chua ddy dd va chi gidi han & mét vai vi du sé dugc dé cap duédi day:

PtdinsP """
PH

Akt

|

oo 4
Khang apoptosis

PtdinsP ™

YD J— Tin hiéu tién
apoptosis

Casapse khi diu

v

Caspase hiéu urng

!

Chét TB

Hinh 3.9 Tin hiéu khang apoptosis boi con dudng P13-kinase/Akt kinase.

Con duong pl13 kinase/Akt kinase gdy anh hudong toi apoptosis théng qua sy phosphoryl hoa
protein Bad - mét thanh vién cta ho protein Bcl-2. Hoat héa con duong P13-kinase dan dén sy
phosphoryl ciua protein Bad. Protein Bad & dang khéng phosphoryl héa sé tham gia vao sy hoat héa
caspase khdi dau va vi vdy ma cé hiéu rng tién apoptosis. Su phosphoryl héa protein Bad bdi Akt
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kinase (hay la kinase lién quan) cé hiéu urng khang apoptosis vi s’ phosphoryl héa protein Bad la
su lién két co chat cua céc protein 14-3-3. Bad vi thé ma bj ¢6 Ip & trang thai bat hoat va khéng
c6 kha ndng phat sinh ra apoptosis.

(Theo Gerhard Krauss. Biochemistry of Signal transduction and regulations. Wiley-VCG Verlag GmbH
2001)

p13-kinase va apoposis

Ngoai cac tin hiéu thic ddy tang trwdng, p13-kinase c6 thé lam trung gian cho cac tin
hiéu khang apoptosis. Su dan truyén tin hiéu khang apoptosis bat ddu tr p13-kinase t&i
Akt- kinase, n6 dugc hoat hda bdi tin hiéu PtdinsP3 dugc tao ra tir p13-kinase. Protein
Bad duoc xac dinh la mot co chat cla Akt- kinase. Protein Bad la thanh vién tién
apoptosis ctia ho Bcl-2. N6 duoc phosphoryl hda bai Akt-kinase & mot vai géc Ser va hiéu
(rng tién apoptosis clia N6 vi thé ma bj trc ché (Datta va céng su., 1997). Cac bang
chirng thuc nghiém cho thay protein 14-3-3 cé lién quan téi su rc ché; nhirng protein
nay gan véi géc phosphoserine ctia protein Bad va vi thé ma 1am bat hoat chirc nang tién
apoptosis.

p53 va apoptosis

Huay hoai DNA
!
i

ATM

|

loat héa p53

— I

Con dudng khéc Con dwong apoptosis

l doc lap phién ma

Giai phéng cytc khéi ty thé
+
Hoat héa Casape 9
i
Casapse hiéu irng

¥
Chét té bao

Hinh 3.10 Con duong apoptosis trung gian béi sy hdy hoai DNA va p53.

Su hién dién cta céc tén thuong DNA sé hoat héa ATM kinase va dan téi ting néng dé p53. O con
duwdng phu thudc phién mé, chirc ndng p53 nhu 1a mot chat hoat héa phién ma cho gen bax. Tang
luong protein Bax sé tao thudn loi cho viéc gidi phong cytochrome ¢ khdi ty thé va tao ra sy hoat
héa caspase khéi dau va caspase hiéu ting. P53 ciing dnh huéng tdi apoptosis bang céc con dudong
it ddc trung hon va mét sé déc Idp véi su phién ma.

(Theo Gerhard Krauss. Biochemistry of Signal transduction and regulations. Wiley-VCG Verlag GmbH
2001)
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Protein p53 la trung tdm con dudng tin hiéu apoptosis khéi dau su hiy hoai DNA va lam
khi€ém khuyét liéu trinh chu ky té bao. Phu thudc vao dang t& bao ma apoptosis cdm (rng
p53 c6 thé doi hdi su hoat hda phién ma (Polyak va cong su., 1997) hoac cé thé xay ra
ma khéng can su téng hop RNA va protein méi (Hinh 3.10).

Mét dich quan trong cua phién ma protein p53 la cé thé lam cam (rng apoptosis bdi gen
bax. Protein Bax thudéc ho cac protein Bcl-2 va cé hiéu trng tién apoptosis. C6 suy doan
rang téng cdm (rng tap trung Bax sé& dan dén su hinh thanh céc 16 ion trong ty thé& va
cytochrome ¢ dugc gidi phong vao té bao chat théng qua cac 16 nay. Sau d6 cytochrome
c lai c6 chirc nang nhu mot déng yéu té va cing vai protein Apafl hoat hoa tién caspase
8 va khéi dau chuong trinh apopotosis.

Su hoat chuyé&n gen tién apoptosis khéng phai chi bang con dudng protein p53 dé€ hoat
héa chuong trinh apoptosis. Cé bang chirng cho thdy cac thé bién dj (variant) ctia p53 lai
doc lap véi protein Bax va khong khéi dong & muic phién ma ma van cé thé gay nén
apoptosis (Haffner va Oren. 1995; Ko va Prives., 1996). Vi thé da chirng minh dugc rang
c6 su phan phéi diéu hoa lai p53 cua receptor chét Fas tr t&€ bao chat t&i mang (Bennet
va cong su., 1998). Tuy nhién, nhirng hiéu biét vé& cac co ché nay con rat han ché.
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