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From Spanish Flu to MERS and H7N9



What is reverse genetics in
a virologist’s point of view?g p

“Reverse genetics is the genetic manipulation of RNA viruses 
to create a wild‐type or modified virus…”yp



If we are to create viruses by reverse genetics,
what information do we need?

1. Genome of the virus 
2. Replication cycle
3. Permissive cell lines3. Permissive cell lines



Influenza virus particleExample I

False‐color micrograph courtesy of Gopal Murti, St. Jude Children’s Research Hospital. Illustration by Emma Skurnick.



How influenza viruses replicate





Reverse genetics of influenza virus (simplified)



Reverse genetics of influenza virus 
(more complicated)



Standard influenza vaccine production by reverse genetics
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Growth property of various 6PR8+2(HA‐NA) virusesGrowth property of various 6PR8+2(HA NA) viruses
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Effect of PB1 source on rgH1N1 and 
rgH7N9 growthrgH7N9 growth
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Construction of replication‐defective rgH7N9 virus
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Expression of mCherry in infected cells



Vesicular stomatitis virus (VSV) 
Example II



Vesicular stomatitis virus (VSV) 

N = Nucleocapsid protein

P = PhosphoproteinP   Phosphoprotein

M = Matrix protein

G = Glycoprotein

L = Large polymerase protein



Replication cycle of VSV



Reverse genetics of VSV‐based vaccine





Newcastle Disease Virus (NDV)





Rationale of new NDV vaccines
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Animal testing of VSV‐based vaccines



Regimen of VSV‐based NDV vaccination in chickensg

D2                                 D13                         D27              D37

Challenge                 Sacrifice



NDV signs : started at 4 d p iNDV signs : started at 4 d.p.i.



VSV‐based vaccine protected chickens from 
NDV challenge



Efficacy of VSV‐based NDV vaccines in  challenged chickens

n = 20 / group



Efficacy of VSV‐based NDV vaccines in  contacted chickens

n = 10 / group



Take‐home messagesg

‐Reverse genetics is no doubt a very powerful technique in virology. g y p q gy

‐Now we have the potential to conduct reverse genetics on nearly every group 
of human and animal virusesof human and animal viruses.

‐Reverse genetics are not always easy…Common difficulties are:

1. viral sequence
2. clone generation and stability
3 f i d3. transfection and rescue
4. complex virus genome
5. inability of the virus to replicate in cell culture

‐ Ethical issues (Which viruses should be rescued?)
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