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(57) Séang che dé xuat phuong phap tao ra ca va dong vat thuy sinh v6 sinh phuc vu cho
nganh nuoi trong thiy san, thi truong ca canh, va kiém soat cac loai xam lan. Phuong phap
bao gdm viéc pha v& sy phat trién tuyén sinh duc thong qua viéc dua cac hop chét vao 1am
cho tuyén sinh duc khong phat trién manh. Céc hop chat co thé dugc dua vao tring trudce
khi thu tinh hoac kich hoat nwédc hoac sau khi thu tinh va kich hoat nuéc béng cach cho
tiép xtc véi trimg chua thy tinh, tring di thy tinh trudc khi kich hoat nudc hodc tring da
thu tinh trong mdi truong ngam chira hop chat mong mudn. Céc hop chét c6 thé duoc lién
hop voi hop chét van chuyén phan ttr hiéu qua dé van chuyén qua mang dém cua lién hop.
Céc hop chat co thé 1a oligome Morpholino dbi nghia c6 kha niang tic ché hiéu qua sy biéu
hién ctia gen dnd hodc gen can thiét khac cho sy phat trién té bao phoi & ca va cac loai thuy
sinh dé trung khac.
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Linh vie k§ thuét dwogc dé cap

Sang ché dé xuét cac phuong phéap dé tao ra c4 va dong vat thuy sinh dé tring khéc
v6 sinh phuc vu cho nganh nu6i trong thuy san, nganh kinh doanh bé c4 canh, va kiém
soat c4c loai xam l4n. Cac phuong phap bao gdm viéc phd v& su phét trién tuyén sinh duc
thong qua viéc dua cac hop chét vao 1am cho tuyén sinh duc khong thé phat trién manh.
Hop chét nay co thé duogc dua vao trimg trude hodc sau khi thy tinh (hodc kich hoat nuéc)

bang cach cho trimg chua thy tinh hodc da thu tinh tiép xuc véi hop chat mong mudn.
Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

Nudi tréng thiy san ngdy cang tré nén quan trong d8 giai quyét van dé thiéu hut
toan cu & hién tai va theo ké hoach dbi véi thire an thiy san va ngudn hai san sin cé. Bsi
vi tiép tuc ¢ su chuyén dich phy thudc tir viéc danh bét thuy san cia ngu dan sang cac
loai thuy san dugc con ngudi nhan gibng, viéc tdi wu héa cac phuong phap nudi trong
thiy san ngay cang can thiét dé toi da héa san lugng luong thuc va giam thidu tic dong
sinh thai, do d6 dat duoc su dn dinh bén viing dai han v& mdi trudng dbi véi nguén cung

cap hai san ctia chung ta.

Viéc mét kha nang sinh san (vo sinh ty gdy ra) & ca va dong vat thuy sinh dé trimg
duoc nudi trong khac gitp ting cuong tdc do sinh truong cua ching biang cach ting
chuyén héa ning lugng thirc &n thanh su sinh trudng co bap, thay vi phat trién tuyén sinh
duc. Ngoai ra, néu thoat khoi mdi trudng nudi trdng thiy san ra mdi trudng bén ngoai, c4
nudi va cac dong vat thuy sinh dé trimg khac bi mat kha ning sinh san, bao gdm loai thuan
héa, khong phai ban dia hodc bién dbi gen, s& khong thé tai sinh san hoac lai gidng véi
quan thé hoang di. Diéu ndy s& hd trg cho viéc ngén chén sinh hoc va phong ngira 6 nhiém
gen di truyén clia quan thé hoang da va/hodc su hinh thanh trong tu nhién cac loai ca va
cac dong vt thuy sinh dé tring da thuan hda, khong phai ban dia hodc bién ddi gen duoc

nudi trong.

Ngoai ra, viéc 1am mat kha néng sinh san cta c4 va cac dong vét thuy sinh dé tring

khac ngan chin viéc nhan giong trai phép hodc mua ban cac loai ca va cac dong vét thuy
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sinh dé trimg khac dugc bao ho theo sing ché, hodc cach khac duge bao vé, duge chon

loc gen hodc bién ddi gen.
Ban chit k§ thuit clia sang ché

Sang ché boc 16 cac phuong phép tao ra quan thé dong vat thuy sinh dé trimg bi
vd sinh, trong d6 cac phuong phap gy vo sinh bao gdm viéc pha v& sy di chuyén cia té
bao phoi nguyén thuy va/hodc sy phat tridn & timg c4 thé riéng dugc xr Iy ma khong gay

anh hudng bat lgi dén cac dic tinh khac cua mot sinh vét binh thuong.

Mot khia canh cla sang ché lién quan dén phuong phép tao ra dong vat thiy sinh
dé trirng vo sinh, phuong phap nay bao gdm viéc cho tring chua thu tinh hodc trimg da
thu tinh, trude khi kich hoat nudc, tiép xuc véi oligome Morpholino d6i nghia ma hiéu

qua dé chuyén gen cho trimg va lam cho ca thé dugc tao ra tir d6 ciing bi vo sinh.

Tuy nhién, mét khia canh khac ctua sang ché lién quan dén phuong phép tao ra
dong vat thuy sinh dé trimg vo sinh, phuong phap nay gdm viéc cho trimg chua thy tinh
hoic trimg da thu tinh, trwde khi kich hoat nudec, tiép xtic véi oligome Morpholino ddi
nghia ma hiéu qua dé chuyén gen cho trimg va lam cho cé thé duoc tao ra tir d6 vo sinh,
trong d6 oligome Morpholino d6i nghia dugc lién hop véi mot hop chat van chuyén phan
tir hiéu qua trong viéc van chuyén mang dém ctia lién hop. Cac hop chét van chuyén phan

tt vi du bao gdm mdt dendrim octaguanidin gom mot nira 13i triazin.

Theo mot khia canh khéc, sang ché lién quan dén phuong phép tao ra dong vét
thily sinh dé trirg v6 sinh, phuong phap nay gdm viéc cho trimg da thu tinh tiép xtic voi
oligome Morpholino d6i nghia lién hop véi mot hop chét van chuyén phan tir hiéu qua
trong viéc chuyén gen cho trimg da thu tinh va lam cho ca thé duoc tao ra tir d6 cling bi
vO sinh.

Trong mdt khia canh khéc cla sang ché, phuong phap dé dua cac hop chit vao
tring tir dong vat thuy sinh dé trimg dugc dé cap bao gém viéc cho trirg chua duoc thu
tinh hodc tring trude khi dugc kich hoat nude tiép xtic vGi mot hop chét ¢6 loi sinh hoc
hay mot tiép hop cua hop chét c6 loi sinh hoc va mdt hgp chit van chuyén phan tur chira

dendrime octaguanidin gdm mot nira 1di triazin.

Mot khia canh khéc ctia sang ché lién quan dén mot ché pham dé xu 1i tring ca de

lam cho ca dugc tao ra tir d6 mét khi ndng sinh san, ché pham d6 gbém oligome
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Morpholino d6i nghia gdm mot oligome duoc lya chon tir cdc nhém gdm cac oligome clia
chudi SEQ ID NOS: 1-4 va c4c bién thé ctia né ¢6 hiéu qua trong viéc lam mét kha ning
sinh san cia c4 khi tiép xtic véi trimg ca.

Theo mot khia canh khac, sang ché lién quan dén mot ché pham trong d6 oligome
Morpholino dbi nghia duoc lién hep véi mot hop chét van chuyén phan tir hiéu qua trong
viéc van chuyén qua mang dém cua lién hop, trong d6 cac hop chét van chuyén phan tir

gom mot dendrime octaguanidin gom mdt nira 13i triazin.

Céc khia canh khéc, cac dic tinh va uvu diém cua sang ché nay s& tré nén rd rang
hon vé&i phan mo ta va yéu cau bao ho di kem.
Mo ta vin tat cac hinh vé

Fig.1 1a so do khéi theo chu trinh thé hién phuong phap ngim theo cac phuong an

clia sang cheé.

Fig.2 1 so dd khéi theo chu trinh thé hién viéc tao ra c4 mét kha nang sinh san thu

dugc tir cdc phuong an khac clia sang ché.

Fig.3 la mdt anh chup cho thiy két qua ctia viéc ngdm phdi ca ngua vén trong mot
bdn ngdm cua thé van chuyén phan tr Vivo lién hop v6i dnd-MO. Trong Fig.3A, chét két
tu khong c6 déc tinh dugc tim thdy trong phoi c4 sau 3 gié ngadm véi 20pM zfdnd-MO-
Vivo. Trong Fig.3B, nhiéu chét két tu xuat hién sau 5 gio ngam. Trong Fig.3C va Fig.3D,
chét két tu khong tim thiy trong phoi dugc ngam véi 20pM zfdnd-MO trong (3C) 3 gid
va (3D) 5 gio (khong cé Vivo).

Fig.4 1a mét anh chup kinh hién vi huynh quang cho thay nhiing tac dong cua viéc
dua vao phoi ca cua mot thé van chuyén phan tir lién hgp v6i mot oligome Morpholino
d6i nghia (MO) c6 thé ngan chin mot cach hiéu qua viéc dich ma cua protein Dead end
(Dnd). Fig.4A cho thdy & c4 thé c4 binh thudng, cac té bao phdi di chuyén dén ving co
quan sinh duc va duy tri hinh thai cia ching. Fig.4B cho thdy viéc xtr ly zf w-MO-Vivo
gay ra su di chuyén léch huéng ciia té bao phdi va tham chi phan héa thanh nhiéu loai té
bao khéac nhau.

Fig.5 13 hinh mét bic anh va hinh biéu db cho thdy phdi c4 ngua van dugc xir ly
dnd-MO-Vivo phat trién thanh c4 trudng thanh giéng nhu ca duc mét kha ning sinh san.

Fig.5A cho thiy khong c6 su khac biét vé ngoai hinh hofc kich thuéc tong thé quan sat
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duoc giita c4 trudng thanh duge xur ly va cé duc loai hoang da. Fig.5B cho thdy khong c6
su khéc biét dang ké vé trong luong co thé cia c4 3 thang tudi (n = 12 bang céch 14y mau
ngau nhién) trong s6 ca duge xtr ly zfdnd-MO-Vivo, va cé duc loai hoang di khong duge
xu ly.

Fig.6 12 m6t anh chup kinh hién vi cho thdy su vo sinh dugc gdy ra boi zfw-MO-
Vivo & ¢4 ngua van. Céc cude kiém tra md tuyén sinh duc (Fig.6A.) cho thdy tinh hoan
cia c4 duc khong duoc xir Iy phét trién tdt; (FIG 6B.) cho thdy budng trimg & ca ci khong
duoc xr Iy phat trién tot; (Fig.6C) cho thay tuyén sinh duc cta ca dugc xir Iy biang zfdnd-
MO-Vivo phét trién thanh md dang sgi mong. Anh chup hién vi (6D-6F) cho thy
(Fig.6D) su sinh tinh dang hoat dong ctia tinh hoan ¢ c4 dyc khong duogc xur ly; (Fig.6E)
cho thdy budng trimg phat trién t8t cua ca cai khong duoc xur Iy v6i nodn bao ¢ céc giai
doan phat trién khac nhau; (Fig.6F) tuyén sinh duc ctia c4 duge xr Iy duong nhu kém phat
trién va duoc bao quanh v&i mot ) lugng 16n céac té bao tao m& ma khdng c6 cAu tric

sinh duc hoéc té bao phoi phat trién vuot troi.

Fig.7 12 biéu d thé hién phdi c4 ngua van duoc xtr Iy v6i dnd-MO-Vivo phat trién
thanh c4 trudng thanh vé sinh. Trong cé hai hinh v& Fig.7A, dugc ngdm trong 24 gio, va
Fig.7B, ngdm trong 5-6 gio, tAt ca cac phoi ma ban dau duoc ngdm véi 60 hodc 40pM

zfdnd-MO-Vivo déu phat trién thanh c4 vd sinh.

Fig. 8 biéu dd thé hién phoi ca ngua van duge xir 1y véi dnd-MO-Vivo phat trién
thanh c4 truéng thanh vo sinh. Trong mot s6 diéu kién ti vu, khi viéc ngdm dugc b4t dau
ngay lap tirc sau khi thu tinh va kéo dai dén 24 gi® (hoic giai doan phan héa PRIM-5) va
5-6 gits (hodc giai doan phoi bi 50%), tAt ca cac phoi ma ban dau dugc ngdm véi 60 hode

40uM zfdnd-MO-Vivo d&u phat trién thanh c4 v sinh.

Fig.9 1a anh chup kinh hién vi cho thdy trimg da tham th4u hon trudc khi kich hoat
nude. Khi ngdm trong 5 gid voi 40uM zfdnd-MO-Fhx, nhu thé hién trong Fig.9A, trimg
chua thy tinh hdp thu nhiu zfdnd-MO-Fhx (huynh quang mau xanh 14 cdy manh hon)

hon trimg trudce khi duoc kich hoat nudc nhu thé hién trong Fig.9B.
Fig.10 minh hoa mot ph??m cta ca dugc sir dung cho chiét xudt ARN va két qua thu
duge. Trimg ¢4 hdi duoc ngam véi dnd-MO cua ho ca hdi tai A: C4 thé binh thuong; B:

10pM Ssdnd-MO; C: 10pM Ssdnd-MO + 1pM Ssdnd-MO-Vivo; D: 10uM Ssdnd-MO +
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2uM Ssdnd-MO-Vivo trong 48 gid trudce khi thu tinh. Khi trimg da duge xu 1y v6i 10uM
Ssdnd-MO + 1pM Ssdnd-MO-Vivo hogc 10pM Ssdnd-MO + 2pM Ssdnd-MO-Vivo, té
bao gbe di duoc loai bd do thiéu sw biéu hién clia chét danh ddu dac trung t€ bao phdi -
gen vasa.
MG ta chi tiét sang ché

Séang ché nay lién quan dén mot khia canh dé dwa céc hop chét c6 loi vao tring tir
c4 hodc dong vat thuy sinh dé trimg khéac bang cach cho trimg tiép xtic véi cac hop chét
trude khi thu tinh hodc kich hoat nuéc. Viéc dua cic hop chét c6 ich vao ca hodc dong
vat thuy sinh dé trimg khac dugc thuc hién theo cach truyén théng théng qua céc thic an,
tiém, hodc ngdm phdi hodc ca thé trong mot hop chét mong mubn. Viéc tiém thubc hang
loat, tuy nhién, 1a khong kha thi trong hoat dong nudi trdng thuy san thuong mai c6 quy
mo 16n. Hon nita, viéc sit dung phuong thitc ngdm trimg da thu tinh va tring da kich hoat
nudc 14 han ché, do tinh thAm théu thap ctia mang dém cua trimg, mot 16p pht vo bao day
nhiéu 16p, con dugc goi 1a mang tring, gdm chu yéu 1a protéin va glycoprétéin. Thong
thudng, trong qué trinh x{r ly ngdm cé hodc phoi ctia dong vat thuy sinh dé tring khac,

céc hop chat phan tir 16n khong thé di qua mang dém va di dén phoi.

Sau khi rung trimg/dé trimg va trudc khi thu tinh va kich hoat nuéc, tring c6 mang
dém thdm va duc 16 (hodc mang phu ngoai cuing) cho phép nude va cac chét tham nhap
vao trong trirng chua thy tinh qua cic khe hd hoac 16 trimg, mot kénh nho trong mang
dém cua trimg cho phép tinh trung thdm nhép vao tring dé thu tinh. Sau khi thy tinh va
kich hoat nuéc, mang dém bi bit kin va trimg duoc lam cho khong thdm nudc, ngan chin

su hép thu thém céc chit hoic nuéc tir moi trudng bén ngoai.

Nhu da dugc phat hién, trong sudt khoang thdi gian gitra giai doan rung tring/deé
trang va thu tinh/kich hoat nuée, tring duoc thdm thau va viéc hép thu céc hop chét tir
méi trudng nhing vao tring 12 hiéu qua. Sau mot thoi gian ngam ngén, tring dugc thy
tinh va kich hoat nudc tai thoi diém ma ching tr& nén khong thAm nuéc va bit ddu qua
trinh phét trién phoi thai.

Séang ché nay theo mdt s6 khia canh md ta phuong phap dé dua hop chét vao trimg
cia dong vat thuy sinh dé trimg mot cach hiéu qua bang céach cho trimg tiép xtic v6i cac

hop chét mong mubn trong mot khoang thdi gian khi trimg duoc thAm thau v&i chit bén
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ngoai mdi trudng, vi dy, sau khi rung trimg/dé trimg va trudc khi thy tinh hodc sau khi
thu tinh va truéc khi kich hoat nuéc. Theo cac phuong 4n khac nhau, viéc tiép xuc bao

gdm ngam trimg trong mdi trudng c6 chira mot hodc nhi€u hop chéat mong mubn.

Theo do, trong cac khia canh khac, sang ché nay lién quan dén viéc cho trimg chua
thu tinh, tring da thu tinh trude khi kich hoat nude tiép xac vai mot hop chét trong moi
trudng ngdm nhung. Cac hop chét dugc str dung trong cac mdi trudng ngdm c6 thé hd tro
cho viéc 1am mét kha ning sinh san cla céc loai dong vét thuy sinh dé tring, va moi
truong ngdm theo cac phuong an cu thé c6 thé bao gdm cac hop chat bd sung hodc cac
vat lidu khac c6 1gi cho céc loai thuy sinh dé tring né tlr trimg dugc tiép xtic véi moi
truong ngdm, vi du nhuw ADN/ARN, ho6c-moén, chét kich thich tang truéng, khdng nguyén

b&o vé, chét dinh dudng, v..v..

Séang ché do vay con tinh dén cac phuong phap tao dong vt thuy sinh dé trimg
mat kha nang sinh san bao gdm viéc cho trimg trong mdi trudng ngam tiép xtc véi cac
hop chét duoc lua chon dan dén tirng cé4 thd mat kha ning sinh san. Cac phuong phép lam
mat kha nang sinh san bao gdm budc phé v su phat trién tuyén sinh duc trong phéi thai.
Séang ché nay ciing lién quan dén cac phuong phap ngan ngira giao phéi giita ca /cac dong
vét thuy sinh dé triing duoc nudi trdng, da thudn hoa, khong phai ban dia va bién dbi gen
véi céc loai hoang d, cling nhu viéc hinh thanh céc loai ¢4 va dong vat thuy sinh de trimg
khac duoc nudi trong trong mdi trudng ty nhién. Ngoai ra, cac phuong phap bde 10 ¢6 thé
duge sir dung d& hd tro viéc phong ngira 6 nhidm di truyén ciia mot quan thé hoang da boi

c4 va dong vat thuy sinh dé trimg khac duoc nudi trong.

Céac phuong phép theo sang ché duoc ap dung dbi véi dong vat thuy sinh dé tring.
Khi sir dung & day, cdc dong vat thuy sinh dé trimg bao gdm céc loai dong vat mang trimg
sdng & nudc bao gdm tAt ca cac loai ca va dong vt thuy sinh dé trimg khac nhu dong vat

giap xéac va/hodc dong vat than mém.

Theo d6, cac dong vat thuy sinh dé trimg bao gdm tit ca céc loai c4, bao gbm,
nhung khong giéi han, c4 hdi, c4 hdi Pai Tay Duong, c hdi bac & Thai Binh Duong, c4
hdi to & bic Thai Binh Duong, c4 hdi tréng, c4 hdi do, c4 hdi gli, c4 hdi masu & Tay Thai
Binh Duong, ca hdi, ca hoi ddm, ca hdi sudi, c4 hdi nau, ca hdi nudc ngot phé bién, ca
hdi nudce ngot Bic cuc, c4 hdi chdm héng Béc Cuc, ca vuge, ca vuoge lai, ca vuoc soc, ca

vuoc trang, c4 lai vugc soc va vugce trang, ¢ vuge vang, ca ro, caro trang, ca rd vang, ca
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r6 chau Au, ca lai giita rd va vuogc, ¢4 rd phi Nile, ca rd phi xanh, c4 lai gifta rd phi mau
xanh va r6 phi Nile, c4 rd phi Mozambic, c4 ngwa van, cac loai ca chép, ca vién, ca trap,

¢4 mui, cac loai ca da tron va ca tuyét.

Céac phuong phap theo sang ché con duoc ap dung cho cdc dong vat thuy sinh dé
tring nhu dong vt giap xac va/hodc dong vat than mém. Cac dong vat thiy sinh dé tring
nay c6 thé bao gdm, nhung khdng gidi han, tdm thé, tdm hdng, tdbm hum, tdm cang, cua,

s0, muc, bach tudc, va nhiing loai tuong tu.

Nhu duge dinh nghia & day, "triét san" cac dong vat thuy sinh dé trimg dugc hiéu
c6 nghia la 1am cho mdt cé thé khong thé sinh san qua giao phéi. Céc dong vat thily sinh
dé trimg mét kha ning sinh san dugc dinh nghia 12 céc c4 thé khong thé dat dén do thanh

thuc sinh duc hodc sinh san khi dén tudi thanh thuc sinh duc.

Céac phuong phép tao ra ca va dong vét thuy sinh dé tring khac mét kha nang sinh
san bao gém viéc dua cac hop chét vao tring ctia chiing trude khi thu tinh hogc kich hoat
nuéc dé pha vo su phét trién té bao hodc-mdn tiét ra gonadotrophin (GnRH), va/hodc su
phét trién té bao mam nguyén (PGC), su di chuyén va tham nhap vao trong céc tuyén sinh
duc ctia phoi thai, két qua 1a tuyén sinh duc khong phat trién va/hodc khong thyc hién
chirc néng sinh duc déy du va thich hop ¢ cép dd té bao hoic md, va cudi cing tao ra ca

va dong vat thiy sinh khac dé tring khac mét kha ning sinh san.

Hoo6c-mdn tiét ra gonadotrophin (GnRH) la can thiét cho sy phat trién tuyén sinh
duc va duy tri chu ky sinh san & dong vat c6 xuong. Cu thé 13, GnRH, con dugc biét 1a
ho6c-mén do ving dudi ddi tiét ra (LHRH), kich thich sw tdng hop va bai tiét cia céc
gonadotrophin, dic biét 1a hoéc-mdn kich thich nang trimg (FSH) va ho6c-mon thé vang
(LH), déu can thiét cho sy phat trién tuyén sinh duc va, do d6, su pha v qua trinh tong

hop va bai tiét GnRH Ia mot phuong phap hiéu qua dé gy ra vo sinh.

Céc t& bao mdm nguyén (PGC) 1a mét tap hop té bao trong phdi thai c4 14 tién than
clia cac giao tir clia c4 va dong vat thuy sinh dé trimg trudng thanh khac. Cac té bao mam
nguyén (PGC) duoc sinh ra trong giai doan dAu phat trién ctia phdi thai. O céc giai doan
sau cua su phat trién ciia phoi thai, cac té bao mam nguyén (PGC) di chuyén xuyén qua
cac phdi tur vi tri ban dAu dén vung tién sinh duc. Khi két thtic viéc di chuyén ctia chiing,

céc t& bao mam nguyén (PGC) thAm nhap cac tuyén sinh duc phat trién, cu tri & cac mod



29447

va bit ddu qua trinh giao tir, din dén tuyén sinh duc phat trién thanh thuc & ca va dong vat

thuy sinh dé tring truong thanh khéc.

Céac phuong phap theo sang ché cho phép tao ra dong vt thuy sinh dé trimg mat
kha ning sinh san. Viéc triét san nay s& dac biét pha v& sy phat trién tuyén sinh duc & cac
c4 thé ma khong anh hudng bét loi dén bét ky dic diém khac két qua 1a tao ra cac dong

vat thily sinh d¢ trimg hoan toan binh thudng nhung mét kha ning sinh san.

Fig.1 12 biéu db ctia phuong phép ngdm theo cac phuong an clia sing ché. Nhu da
trinh bay, cc hop chit ndy duoc dua vao tring bang cach ngam tring chua thu tinh (hodc
trimg trude kich hoat nudc) hodc trimg da thu tinh trong céc hop chit mong mudn trong
mot mdi trudng ngdm nhung. Thong thudng, tring dugc ngam trong hop chét khoang 2
gi&r dén khoang 96 gid hodc nhidu hon tity thudc vao loai va nhiét do ngam. Viéc dua cac
hop chét t6t nhat dién ra trong khi mang dém cua trimg van c6 thé thAm thau. Viéc xur ly
v6i céc hop chat mong mudn s& 1am cho phoi giai doan sém c6 thé pha v& su phat trién
ho6c-mon tiét ra gonadotrophin (GnRH) hodc su phét trién té bao mdm nguyén (PGC).
Khi trimg dugc xtr ly bing qué trinh ngdm, c4 va dong vét thuy sinh dé trimg trudng thanh
khéc thu duogc s€ mét kha ning sinh san hodc vo sinh, thuong 13 khdng phat trién manh

tuyén sinh duc.

Nhu vdy, theo cac phuong an khac nhau, sang ché boc 16 mot phuong phap dé dua
cac hop chat mot cach hidu qua vao phdi thai bang céach cho tring tiép xtc véi cac hop
chét trudce khi thu tinh hodc kich hoat nudc. Céac hop chit duoc lua chon s& pha v& su phét
trién cua té bao hodc-mon tiét ra gonadotrophin (GnRH) va/hodc su phat trién té bao mam
nguyén (PGC), su di chuyén va/hoic su ton tai véi s6 luong 16n phdi, dan dén tao ra hang
loat c4 va dong vat thuy sinh dé tring trudng thanh khac mét kha nang sinh san. Céc
phuong phéap theo sang ché cling dugc 4p dung cho cac phdi don 1é trong viéc tao ra ca
va dong vat thuy sinh dé trimg truong thanh khéc bi mét kha nang sinh san & quy md nho

hon.

Céc hop chét dé sir dung trong cac phuong phap theo sing ché c6 thé bao gdm cac
hop chét da biét dung dé pha v& su phat trién cua té bao hodc-mén tiét ra gonadotrophin
(GnRH) va/hoac su phat trién t& bao mam nguyén (PGC), sy di chuyén va/hoic ton tai c6
kha ning x4m nhép vio mang dém cla trimg trudc khi thu tinh hodc trudc khi kich hoat

nudc. Theo mot khia canh, cac hop chit d6 c6 thé 13 mot oligome Morpholino d6i nghia
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c¢6 kha nang phd v su phat trién clia té bao ho6c-mén tiét ra gonadotrophin (GnRH)
va/hodc su phat trién té bao mam nguyén (PGC) va c6 kha ning vuot qua cic mang dém
trimg. Nhu vy, oligome Morpholino d6i nghfa 6 ra hitu ich trong céc phuong phép theo
sang ché 13 oligome Morpholino hiéu qua trong viéc truyén gen cho trimg va lam cho ca

thé duoc tao ra bi vo sinh.

Oligome Morpholino d6i nghia duoc sir dung dé chan tam thoi su biéu hién gen
béng céch hoic 1a chin viéc dich ma hodc tach intron khoi ARN, d6 1a mdt budce can thiét
dé tao ra mARN. Oligome Morpholino ¢ thé duoc xéac dinh dé chan hoic e ché tam thoi
su bidu hién ciia gen ma rt cdn thiét cho su phat trién t& bao mam phoi thai bao gdm
nhung khong giGi han dnd, nanos, vasa, GnRH hoéc thé nhan FSH ma két qua 13 tuyén
sinh duc khong phat trién va cudi cung 13 tao ra ca va dong vt thuy sinh dé trimg khéc

mat kha nang sinh san.

Nhu vay, theo mét khia canh ciia sang ché, phuong phép tao ra dong vat thiy sinh
dé tring mét kha nang sinh san duoc d& cép bao gdm viéce cho trimg chua thy tinh hodc
tring d3 thu tinh hodc trimg trude khi kich hoat nude tiép xtic v6i oligome Morpholino
d6i nghia ma hiéu qua dé truyén gen cho trimg va lam cho ca thé duoc tao ra tir d6 bi mét

kha nang sinh san. Viéc tiép xtc bao gom viéc truyén gen qua mang dém cua trimg.

Theo khia canh nay, sang ché lién quan dén cac phuong phép tao ra dong vat thuy
sinh dé tring mét kha ning sinh san bang cach dua cic oligome Morpholino hiéu qua vao
tring dé pha v& sy phat trién t& bao mam nguyén (PGC) va sy di chuyén dén, va chiém
déng tai, tuyén sinh dyc cua phdi thai, dan dén tuyén sinh duc khong phat trién va/hoic
khong thue hién chérc ning sinh duc mot cach ddy dii va hop 1 & cAp do t€ bao hodc mé,

va cudi cung 14 tao ra cd mat kha nang sinh san.

Deadend (dnd) 12 mt thanh phan chu chét dc biét thudc sinh chit phdi va té bao
phdi rét cAn thiét cho sy phét trién t& bao mdm & mot sb loai ¢4 nhét dinh. Gen dnd duoc
bidu hién cu thé trong sinh chat mam va t& bao mam nguyén gdc. Béi vi dnd duge coi 1a
can thiét cho viée di chuyén binh thudng va sy sdng con cua té bao mam nguyén (PGC),

phoi khong cé protein nay s& phét trién dé tr thanh cé thé truong thanh v sinh.

Céc phuong phép dugc boc 10 hitu ich trong viéc tao ra ca va dong vét thuy sinh

dé trimg khac vo sinh cho nganh nudi trdng thuy san, nganh kinh doanh ca canh, va va
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kidm soat cac loai xAm 14n. Theo mdt khia canh, cac phuong phap bao gdm viéc pha v&
su phét trién cua tuyén sinh duc thong qua viéc dua oligome Morpholino d6i nghia chbng
lai gen dnd mARN (dnd-MO) hodc cac gen khac ma can thiét dé phat trién tuyén sinh duc
bao gém, nhung khong gidi han, nanos, vasa, GnRH hoéc thy thé FSH, vao tring trudc
khi thu tinh hodc tring truéc khi kich hoat. Cac hoat dong clia dnd-MO hodc oligome
Morpholino d6i nghia khac chéng lai cic gen nay ma cAn thiét cho su phat trién tuyén

sinh duc dan dén tuyén sinh duc khong phat trién manh va tao ra c4 trudng thanh vo sinh.

Theo céc phuong 4n, dnd-MO c6 thé trc ché tam thoi sy biéu hién ciia protein dnd

cn thiét cho su phat trién t& bao mam phai thai.

Séang ché nay ciing lién quan dén trinh tu oligome Morpholino dic hiéu dé st dung

trong phuong phap e ché su biéu hién gen dnd & ca.

Fig.2 1a biéu do chu trinh tao ra ca mAt kha nang sinh san bing cach dua oligome
Morpholino dédc hiéu chéng lai cic mARN dnd cia ho ca hdi, ho ¢4 vugc 6n ddi hodc ca
nhiét déi nude ngot dé pha v& sy phat trién té bao mam nguyén (PGC), dan dén tuyén
sinh duc khong phat trién, va cubi cliing tao ra cé bi vd sinh. Khi trimg khong duoc xtr ly

véi oligomer Morpholino, chung ¢ thé tro thanh cé trudng thanh ¢ kha nang sinh san.

Nhu & Fig. 2, tring cta ho ca hdi, ho ¢4 vuge 6n déi hodc ca nhiét d6i nude ngot
hodc cac loai ¢4 khéc, ¢6 thé tiép xtic véi oligome Morpholino chéng lai c4c gen dnd cua
céc loai c4 lién quan. Fig. 2 minh hoa viéc dua oligome Morpholino déc hiéu vao chéng
lai cac gen dnd ctia ho ca hdi, ho ca vuge dn d6i hodc ca nhiét doi nude ngot. Ngoai ra,
trimg c6 thé khong duge xur ly. Nhu di trinh bay, trong khi trimg chua thu tinh duoc tiép
xtic vé6i oligome Morpholino, oligome anh hudng dén viéc tc ché hay chan viéc dich ma
protein dnd, dn dén pha v& su phat trién té bao mam nguyén (PGC). Ho c4 hdi, ho ca
vuoc 6n déi hodc ho ca nhiét d6i nude ngot khi trudng thanh thi héu qua 12 bi mét kha
nang sinh san, vi khong cé su phat trién manh & tuyén sinh duc. Khi sy phat trién binh
thuong & t& bao mam nguyén (PGC) duoc cho phép, cd s€ c6 su phét trién manh tuyén
sinh duc binh thudng va ca co thé duoc sir dung nhu ¢4 c4 trudng thanh c6 kha néng sinh

san.

Nhu vay, theo céc phuong 4n, oligome Morpholino d6i nghia c6 kha nang tc ché

hiéu qua sy bi€u hién cla it nhat mot trong cac gen dnd & ho ¢4 héi, gen dnd ho ca vugc
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on ddi hodc gen dnd ho ca nhiét dé1 nude ngot.

Theo mot khia canh khéc, sang ché lién quan dén viéc xac dinh trinh tu cu thé cta
oligome Morpholino c6 thé duogc s dung dé trc ché tam thoi su bidu hién cta gen déc
trung ma can thiét cho su phat trién cua té bao phoi. Theo mot khia canh khac, sang ché
lién quan dén oligome Morpholino dbi nghia déc hiéu> ma c6 thé trc ché tam thoi va hidu
qua viéc dich ma dnd, mot protein cAn thiét cho su ton tai ctia té bao phoi, va cu thé 1a phé
v& su phat trién tuyén sinh duc dan dén viéc tao ra c4 vo sinh, vi du nhu ho ca hdi (c4 hoi
dod va cé hdi to), ho ca vurge 6n déi (ca vuge) va ca nhiét d6i nude ngot (cé rd phi va ca
canh nhiét dé1i).

Theo mot khia canh khéc, sang ché lién quan dén oligome Morpholino cu thé, 5°-
CTG ACTTG A ACGCTCCTCC ATTATC-3’ (SEQ ID NO: 1) va céc bién thé cua
chiing, vi du, 5’~ACTTGAACGCTCCTCCAT-3’ (SEQ ID NO: 2), ma c6 thé trc ché tam
thoi va hiéu qua su biéu hién cta gen dnd & ho ca hdi, din dén tuyén sinh duc khong phat
trién va/hodc tuyén sinh duc khong thuc hién chiic nang day du va thich hop, va cubi ciing
tao ra ca hdi v6 sinh. Theo d6, cac phuong phap boc 1§ duoc 4p dung cho tAt ca ca hoi,
bao gdm, nhung khéng gidi han, ca hdi Dai Tay Duong, ca hdi bac & Thai Binh Duong,
¢4 hdi to & bic Thai Binh Duong, ca hdi tréng, ca hdi do, c hdi gl ca hdi masu & Tay
Th4i Binh Duong, c4 hdi dém, c4 hdi sudi, c4 hdi ndu, ca hdi nuée ngot phéd bién, c4 hoi
nudc ngot Bic cuc, ¢4 hdi chdm hdng Béc Cuc, trong sb cac loai khac.

Theo mot khia canh khéc, sdng ché lién quan dén oligome Morpholino ddc hiéu,
5.GGCTCTGCTTGCTCTCC ATC ATCTC-3’(SEQ ID NO: 3) va cac bién thé cta
chiing ma c6 thé trc ché tam thoi va hiéu qua su biéu hién cua gen dnd & ho cd vugce 6n
déi, dan dén tuyén sinh duc khong phat trién va/hoic tuyén sinh duc khong thuc hién chirc
nang day du va thich hop, va cubi cling tao ra c4 vuge dn d6i vo sinh. Theo dé, cac phuong
phép bdc 16 dugc ap dung cho tAt ca ho c4 vuoc 6n ddi, bao gdm, nhung khong gidi han,
c& vuoc soc, cd vugc tréng, c4 lai vuoc soc va vugce tréng, ¢4 vuoc vang, cé rd tring, ca

rd vang, ca rd chau Au, va cé lai vuoc va rd, trong so loai khac.

Theo mot khia canh khéc, sang ché lién quan dén oligome Morpholino dc hiéu,
5°-CTGGCTTTGCGTGTTTTCCATCGTC-3’(SEQ ID NO: 4) va cac bién thé cia ching
ma c6 thé tic ché tam thoi va hidu qua su biéu hién cta gen dnd ¢ ho cé nhiét d6i nude

ngot, dan dén tuyén sinh duc khdng phat trién va/hosc tuyén sinh duc khdng thuc hién
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chtrc ning day du va thich hop, va cubi cling tao ra ca nhiét déi nudce ngot vo sinh. Theo
do, cac phuong phap boc 1 duoc ap dung cho tAt ca ho c4 nhiét d6i nudc ngot va ca rd
phi, bao gdm, nhung khong gi¢i han, ¢4 rd phi Nile, ca rd phi xanh, ca lai gitta r6 phi xanh
va r6 phi Nile, c4 rd phi Mozambic, va cac loai ¢4 khac dn duoc va lam canh va cac gibng
lai ctia ching.

Céc oligome Morpholino c6 thé 1 cc bién thé cua cac trinh tr duoc liét ké. Nhing
bién thé nay c6 thé bao gdm nhung khong giGi han céc axit nucléic bién ddi khac va cac
oligome Morpholino khac ma bao gdm toan bd hozc mdt phan trinh ty dugc liét ké & trén.
Cu thé 13, bao gdm cac oligome d6i nghia ma bao gdm chu yéu, hogc bao gdbm mdt hoic
nhiéu SEQ ID NO: 1, 3 va 4. Ciing dugc bao gbm 14 céc bién thé clia cac oligome a6i
nghia, bao gdm oligome bién thé c6 80%, 85%, 90 %, 95%, 97%, 98%, hodc 99% (bao
odm tAt ca cac sb nguyén & gitta) do twong dong chudi hodc do ddng nhat chudi véi bét
ky mot trong sb SEQ ID NO:1, 3 va 4, va/hodc céc bién thé khac voi nhing trinh ty ndy
khoang 1,2, 3, 4, 5, 6,7, 8, 9, hodic 10 nucléotit, tét nhit 1 cac bién thé c6 hiéu qua trong
viéc 1am mét kha ning sinh san & c4 khi tiép xtc véi trimg c4. SEQ ID NO: 2 la mot bién

thé dwoc uu tién ciia SEQ ID NO: 1.

Céc bién thé c6 hiéu qua trong viéc 1am mét kha ning sinh san & ca khi tiép xtic
véi trimg ca dugc sir dung trong bdi canh nay duoc hiéu 1a sir dung cac bién thé trong cac
phuong phap dugc bdc 10 tai day sé dAn dén c& vo sinh. Theo cac phuong 4n, cic bién thé

s& rc ché hiéu qua céac biéu hién ctia gen dnd mong mudn.

Theo céac phuong an cua cac phuong phép theo sang ché, tring c4 chua thy tinh
(mdt hodc nhiéu trimg) dugc ngdm trong mdi trudong ngdm gdm mét oligome Morpholino
d6i nghia c6 kha ning tc ché hiéu qua su biéu hién ctia gen dnd & c4 mong mubn. Nong
do cua oligome Morpholino d6i nghia trong chiu ngdm can phai & muc du dé cho phép
oligome Morpholino dbi nghia di qua mang dém cua trimg ca, truyén gen mdt cach hiéu
qua cho triing. Theo c4c phuong an, ndng do nhu vay thuong 1a khoang 1 dén 20, t6t hon

nita 13, khoang 3 dén khoang 15 pM, va con t6t hon nira, khoang 5 dén khoang 10puM.

Mbi trudng ngdm 12 méi truong chira nudce va con ¢ thé chtra thém dich trimg ca
hodc chét pha lodng thu tinh ¢é chita mubi, Tris (pH 7-9), Glyxin, va/hodic 0-30% céc chét

trc ché huyét thanh va proteaza nhu aprotinin hodc leupeptin.
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Mic du thoi gian cn thiét cho viéc ngdm tring chua thy tinh hodc tring da thu
tinh trude khi kich hoat nuéc ma dan dén viéc 1am mat kha nang sinh san dat yéu cau &
¢4 va dong vat thuy sinh dé trimg khéc s& phu thudc vao cac loai cd va dong vat thiy sinh
dé tring khéc, thong thuong 1a ¢4 hodc trimg khac s& dugc ngdm trong cic moi trudong
ngdm chira oligome Morpholino trong khoang tur 2 dén khoang 96 gio, tdt hon trong

khoang 4 dén khoang 72 gid, va con t5t hon nita tir khoang 5 dén khoang 48 gio.

Séang ché con lién quan dén cac phuong phap dé tao ra c4 va dong vat thuy sinh dé
trimg khac vo sinh phuc vu cho nganh nuoi trong thuy san, thi trudong ca canh, va kiém
soat cac loai xam lan trong d6 cac phuong phap ndy bao gdm viéc phé v su phét trién
tuyén sinh duc thong qua viéc dua hop chét phén tu tiép hop véi nhéan t6 van chuyén dén
trimg hodac phoi, bang cach d6 cac hop chét c6 thé truyén gen vao tring, cu thé 13, tiép
can va thAm nhap vao tring chua thu tinh hodc phdi. Cac hoat dong cua cac hop chét bén
trong trirng hodc phdi lam cho tuyén sinh duc khéng thé phét trién manh va cudi ciing tao
ra ¢4 va cac dong vat thuy sinh dé tring trudng thanh khac vo sinh. Nhan t6 van chuyén
phén tir ¢6 thé van chuyén mdt cach hidu qua céac hop chét tiép hop véi n6 thdng qua cac
kénh va 13 rat nho, do d6 cho phép héa chét, thudc, peptit v.v di qua cdc mang dém va
thAm nhép vao tring hodc phdi va di dén mé dich. Nhu vy, thong qua cac phuong phap
ndy, tring, chua thu tinh hodc di thu tinh, c6 thé tiép xtc hiéu qua véi oligome
Morpholino (hodc cac hop chét ¢6 loi sinh hoc khéc) dé tao ra ca va dong vat thuy sinh

dé trirng khac v sinh.

Theo mot khia canh, sing ché lién quan dén phuong phép tao ra c4 va dong vat
thuy sinh dé trung khac vo sinh bang cach dua cac hop chit phén tir tiép hop véi nhan t6
van chuyén dén trimg hodc phdi c4 chua thu tinh dé pha v& su phat trién cua t& bao hodc-
mén tiét ra gonadotrophin (GnRH) va/hodc su phat trién té bao mam nguyén (PGC), va
su di chuyén dén va chiém déng tai tuyén sinh duc ciia phdi, din dén tuyén sinh duc khong
phét trién va/hodc khong thuc hién chirc nang sinh duc mdt cach day du va hop 1i & clp

d6 té bao hodc md, va cudi cung 12 tao ra c4 va dong vat thuy sinh dé trang khac v6 sinh.

Nhan t6 van chuyén phén tir ¢6 thé duoc bat ky hop chat c6 kha nang tiép hop mot

oligome Morpholino dé van chuyén oligome Morpholino dén trimg hodc phoi.

Theo mdt khia canh, sang ché lién quan dén nhén to6 van chuyén phén tir gom

dendrime oligoguanidin véi 18i triazin, vi du, cia loai d& dugc mo ta & bang sang ché Hoa
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Ky s6 7.935.816. Nhan t6 van chuyén phan tir nay c6 thé 14 mot dendrime octaguanidin
v6i mot 161 triazin, cling duoc biét dén trong linh vuc k¥ thuat goi 1a "Vivo". Bing séng
ché Hoa Ky sb 7.935.816 duoc boc 16 & ddy 1a nham muyc dich tham khao véi toan bd noi

dung tuong Ung.

Mot hop chit van chuyén dendrime octaguanidin dugc minh hoa véi morpholino

nhu mdt cht hoat tinh sinh hoc dai dién dugc thé hién trong céc lién két sau day:

} H
: NH Oy \N)\N/\/O Jbﬂ-l
HzN)kN/\/\/\f ‘) H (W\t: NH,
H N__O O__N
NHZ/\/(\/ \{Or \[or \/\k/\ NHZ
HNZ N NTSNH
H H

Mot hop chat van chuyén tién than dac biét d6 ma rat hitu ich véi oligome
morpholino theo sang ché nay la 2-[(4-nitrophenyl)oxycacbonyl-
hexametylencacbonylpiperazinyl]-4,6-bis{di-[di(trifluoroaxetamit)aminocacbonyl
oxyetyl]amin}triazin.

Sang ché ciing lién quan dén viéc st dung dendrime octaguanidin véi mot 16
triazin nhu mdt nhan t6 van chuyén phén tir cho phép viée di ngang bdi cac phan tir hoat
dong sinh hoc 16n hodc cac hop chét ¢6 loi sinh hoc t6i mang dém cua tring. Céc nhan tb
véan chuyén phén tir ndy hiéu qua cho viéc van chuyén qua mang dém ctia mét lién hop

clia cac hop chét van chuyén phén tir va oligome Morpholino.

Theo mot khia canh khac cta sang ché, cac phuong phap duge dé cap dé truyén
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céc hop chét vio tring tir dong vat thuy sinh dé trimg bao gdm viéc cho trimg chua thy
tinh hodc trudce khi kich hoat nuéc tiép x0c voi it nhat mot hop chét ¢6 loi sinh hoc. Theo
phuong phap nay, trimg chua thy tinh hodc trude khi kich hoat nuéce 1a du thdm thau dé
hép thu hiéu qua it nhé4t mot hop chét ¢6 1oi sinh hoc. Thuat ngit "hép thu hiéu qua" duoc
str dung & ddy c6 nghia 13 hop chét c6 loi sinh hoc s& hiéu qua déi véi céc tac dung 6 loi
tir viée sir dung chung. Céc hop chét sinh hoc ¢6 loi ¢6 thé duoc lua chon tir nhém gém

cac khang thé, protein, peptit, ARN va ADN.

Theo cac phuong an, hop chét ¢6 lgi sinh hoc s& duoc dé xuét nhu mot lién hop
cua hop chét c6 loi sinh hoc va hop chat van chuyén phén tir chira mot dendrime
octaguanidin gdm mdt nira I5i triazin. Theo nhiing phuong 4n nay, céc hop chét van
chuyén phén tir hiéu qua cho viéc van chuyén mang dém ctia hop chét ¢6 loi sinh hoc sao
cho viéc tiép xtc bao gdm viée truyén gen cho trimg qua mang dém. Hop chét c6 lgi sinh
hoc, theo cac phuong an dé xuét hop chét & dang lién hop, 12 mot hop chét ma c6 thé tao
thanh mot lién hop véi hop chét van chuyén phan tir chira mot dendrime octaguanidin
gdm mot nira 18 triazin. Hop chat c6 1oi sinh hoc c6 thé dugc lya chon tir nhém bao gbdm

cac khang thé, protein, peptit, ARN va ADN.

Theo mot khia canh khéc, séng ché dé xuit mot phuong phap tao ra dong vat thuy
sinh dé trimg v6 sinh, phuong phap nay gdm viéc cho trimg chua thu tinh hodc dé thy tinh
truée khi kich hoat nuéc tiép xtc véi oligome Morpholino dbi nghia ma hidu qua dé
truyén gen cho tring va lam cho ca thé duoc tao ra tir d6 vo sinh, trong d6 oligome
Morpholino d6i nghia dugc tiép hop véi mot hop chit phén tir van chuyén hiéu qua dé

van chuyén qua mang dém cua lién hop.

Theo mot khia canh khéc, sang ché dé xuat mot phuong phap tao ra dong vat thiy
sinh dé tring vo sinh, phuong phap nay gdm viéc cho tring (hay phdi) da thu tinh tiép
xtc véi oligome Morpholino d6i nghia lién hop véi voi hop chét van chuyén phan tir hiéu

qua dé truyén gen cho trimg va 1am cho cac cé thé dugc tao ra tir d6 vo sinh.

Céc oligome dugc lua chon ¢6 thé pha v su phat trién té bao GnRH va/hogic PGC,
su di chuyén va/hodc sy ton tai véi sb lugng 16n phdi, dan dén viée tao ra véi quy md 16n
c4 va dong vt thuy sinh dé trimg khéc truong thanh vo sinh. Cdc phuong phap theo sang
ché ciing duoc 4p dung cho cac phdi don 1é trong viéc tao ra cd va dong vat thuy sinh dé

triing khic trudng thanh vo sinh & quy md nho hon.
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Theo cac phuong an thuc hién, phuong phép bao gdm viéc chuén bi va sir dung
mot nhan td van chuyén phan tir duoc lién hop véi oligome Morpholino d6i nghia c6 kha
nang uc ché hidu qua su biéu hién cua dnd, nanos hodc vasa & cac loai ca va dong vat thuy
sinh d¢ trimg khac. Theo cic phuong an khac, oligome Morpholino d6i nghia c6 kha ning
tic ché hiéu qua su biéu hién cta it nhat mot trong nhing gen dnd & ho c4 hdi, gen dnd &
ho ca vuoc dn déi hodc gen dnd & ho ca nhiét d6i nude ngot. Theo nhitng phuong an khac,
oligome Morpholino ddi nghia 1a SEQ ID NO:1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID
NO: 4 hodc cac bién thé ctia ching c6 kha ning (rc ché hiéu qua su biéu hién cta gen dnd
& céc loai ca.

Theo mét phuong &n, phuong phap tao ra dong vt thiy sinh dé trirmg v sinh dugc
dé xuit, bao gdm ngam trimg chua thu tinh hodc da thy tinh vao trong mdt moi trudng
ngam gém mot lién hop cta hop chét van chuyén phan ti va oligome Morpholino dbi
nghia c6 kha nang Urc ché hiéu qua sy biéu hién ctia gen dnd hodc cac gen khac nhu nanos,
vasa, GnRH hodc thu thé FSH 12 rét can thiét cho su phat trién tuyén sinh duc & ca va cac
loai thuy sinh dé triig khéc. Tét hon 13, nhan t5 van chuyén phan t&r 12 mdt dendrime

octaguanidin véi mot 181 triazin.

Theo cac khia canh cu thé ciia phuong phép theo sang ché, tring chua thy tinh
hoic trudce kich hoat nude (mdt hodc nhiéu trimg) dugc ngadm trong mot mdi truong nude
gbm oligome Morpholino d6i nghia hoic thé lién hop gitra oligome Morpholino d6i nghia
va nhan td van chuyén c6 kha nang Urc ché hiéu qua su biéu hién cua gen dnd hodc céc
gen khéc rét can thiét cho su phat trién tuyén sinh duc & c4 va céc loai thuy sinh dé trimg
khéc. Nong do cia oligome Morpholino d6i nghfa trong mdi trudong ngdm can phai du dé
cho phép thé lién hop gitra oligome Morpholino d6i nghia va nhén t6 van chuyén di qua
cdc mang dém cua tring. Theo cac phuong an, ndng dd nhu vay thudng s& la khoang 1
dén 20uM, tét hon khoang 3 dén khoang 15uM, tham chi t6t hon tir khoang 5 dén khoang
10puM.

Ngoai ra, sang ché con dé xudt phuong phép tao ra dong vat thuy sinh dé trimg vo
sinh, phuong phap nay gdm viéc cho trimg da thy tinh tiép xtic véi oligome Morpholino
d6i nghia dugc lién hop véi hop chét van chuyén phan tir c6 hiéu qua dé truyén gen vao
trirng d3 thuy tinh va 1am cho ca thé duoc tao ra tir d6 v sinh. Viéc tiép xuc bao gém viéc

truyén gen dén tring qua mang dém cua tring.
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Theo cac phuong 4n clia phuong phap ndy, trimg (phdi) da thu tinh duge xu ly
bing cach ngam trong mdi trudng ngdm chira thé lién hop gitta oligome Morpholino déi
nghia va nhan t6 van chuyén ¢ kha nang Urc ché hiéu qua su biéu hién cua gen dnd hoic
cac gen khéc rat can thiét cho su phat trién tuyén sinh duc & c4 va céc loai thuy sinh tring
dé trirmg mong mudn khéc. Nong dd ctia oligome Morpholino d6i nghia trong mdi trudng
ngam can phai du dé cho phép thé lién hop gitta oligome Morpholino d6i nghia va nhan
t6 van chuyén di qua cdc mang dém cia tring da thu tinh. Nong d6 nhu vdy s& cao hon
muc cin thiét dé ngadm trimg chua thy tinh boi vi, sau khi thy tinh va nuéc kich hoat,
mang dém tring tré nén khong thAm nuée, can trd viéc di vao trimg. Thong thudng, ndng
d6 cia binh ngam phdi 1a khoang 20 dén khoang 80uM, tét hon 12 khoang 40 dén khoang
60pM.

Theo c4c phuong &n xtt Iy trimg d4 thu tinh, oligome Morpholino d6i nghia c6 kha
nang e ché hiu qua sy bidu hién cia it nhat mot trong nhitng gen dnd & ho ca hoi, gen
dnd & ho ca vugc dn déi hodc gen dnd & ho cé nhiét d6i nude ngot. Theo cdc phuong an
khac nita, oligome Morpholino d6i nghia 12 SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:
3, SEQ ID NO: 4 hodc mot bién thé cua nd c6 kha ning rc ché hiéu qua su biéu hién cta

gen dnd & cé4 va céc loai thuy sinh dé trimg khéc.

Theo mot khia canh khac cua sang ché, mot thanh phén ¢6 hiéu qua cho viéc pha
v su di chuyén t& bao phoi gbc & dugc d cap, bao gdm mdt oligome Morpholino ddi
nghfa duoc chon tir SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3 va SEQ ID NO: 4 hogc bién thé nhu
SEQ ID NO: 2 cua ching c6 kha ning tc ché hiéu qua su biéu hién cia gen dnd ¢ ca.
Theo khia canh nay, mét thanh phan dé xur 1y trimg ca dé ca dugc tao ra va tir d6 trd nén
vd sinh dugc dé cap, gém mdt oligome Morpholino dugc lya chon tir nhom gém cac
oligome ctia SEQ ID NOS: 1-4 va cac bién thé cua né c6 hiéu qua trong viéc lam mét kha
nidng sinh san ¢ cé khi tiép xtc véi tring c4. Thanh phén oligome Morpholino nay tt nhat

duoc str dung trong viéc xir ly tring cé chua thu tinh.

Sang ché con lién quan dén mdt thuc thé hop chit méi c6 kha ning dac biét pha
v& sw phét trién tuyén sinh duc din dén tao ra ca vo sinh. Thyc thé hgp chit méi bao gdm
nhan t& van chuyén phan tir dendrime octaguanidin duoc lién hop véi oligome
Morpholino dbi nghfia rc ché hiéu qua su dich ma ciia gen dnd, mot protein can thiét cho

su tdn tai clia t& bao phdi, mARN. Lién hop ndy c6 thé duoc sir dung dé xt Iy trimg chua
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thu tinh ho#c trude khi kich hoat nudc hodc a8 xu ly tring da thu tinh.

Hop chét lién hop nay cé thé duogc sir dung cho viéc tao ra cd va dong vét thuy
sinh dé trimg khéc v6 sinh. Céc hop chét oligome Morpholino c6 thé duoc lién hop véi
nhén t§ van chuyén dé di xuyén vao mang dém mot cach hiéu qua va thim nhap vao phdi.
Do do, cac hop chét c6 kha nang dic hiéu pha v& sy phat trién tuyén sinh duc tao ra ca va
dong vat thuy sinh dé tring khac v6 sinh. Tét hon nita 13, nhan t§ van chuyén phan tir
gdbm mot dendrime octaguanidin v6i mot 18i triazin va oligome gdm mét oligome
Morpholino dbi nghia duge chon tir SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3 va SEQ ID NO:4 hoéac
bét ky cia cac bién thé khac nhau c6 hiéu qua trong viéc lam mét kha ning sinh sin & c4

khi cho tiép xtic véi tring c4, ching han nhu SEQ ID NO: 2.

Cén phai cong nhén ring viéc cho tring va/hodc phoi tiép xtc vai cac hop chit,
thé lién hop, va ché phim theo sang ché nay c¢6 thé duge thuc hién bang bat cir cach ndo
pht hop, vi du, bao gdm ngam tiép xtc, hodc cach khac tiép xuc khong lién quan dén viéc
ngdm, mac du phai cong nhin rang viéc ngam tiép xtic cung cip mét k thuat tiép xtic
hiéu qua va diy du pht hop véi hoat dong quy md 16n dé tao ra ca va dong vat thity sinh
v6 sinh. K§ thuét tiép xtc khong ngdm c6 thé duoc st dung trong viéc thuc hanh rdng rai
clia sang ché bao gdm, nhung khong giéi han & phuong phap phun hodc phuong phap nho
giot d& tiép xtc, k¥ thuat chuyén giao khd, trong do trimg dugc tiép xtc véi mot chat
mang hoc bé mat duoc phi véi hodc néu khong thi h trg bat ky hop chét, thé lién hop,
hodc ché phim theo sang ché nay hiéu qua trong viéc tao ra c4 vo sinh, hodc cac k§ thuét
khéc, nho d6 tring va/hoéc phdi dugc tiép xUc voi cac hop chét, thé lién hop, va/hodc cac
ché phim theo sang ché nay. Viéc tiép xuc tot hon 14 bao gdm viéc tiép xtc khong qua

duong tiém.
Vi du thwe hién sang ché

Nhiing loi thé va dic trung clia sang ché ndy con dugc minh hoa rd hon véi tham
chiéu céc vi du sau day, 12 khdng dugc hidu 14 theo bat ky cach ndo gi6i han pham vi cia
sang ché nhung chinh x4c hon 12 minh hoa ctia phuong 4n thyc hién cu thé cua sang ché
trong cac Umg dung cu thé ctia chung.

Vidu I:

Cangua vin duoc lua chon dé cho thi du minh hoa ban dau cua cac phuong phap

-19-



29447

theo sang ché, do thoi gian tao ra ching ngén va mot sd lugng 16n phdi duge tao ra cho
mdi 14n giao phdi, ma c6 thé d& dang thu dugc hang ngay hodc hang tudn. Ngoai ra, cac
phdi cila c4 ngua van trong subt, 1am cho d& dang quan sat bang mét, va khoe manh. Su
phat trién binh thuong cta té bao GnRH, PGCs va tuyén sinh duc trong phoi thai 12 mot
co ché tién héa duoc bao tdn ma duoc tim thiy trong tat ca cic loai ca. Theo do, cac
phuong phép theo sang ché dugc ap dung cho tit ca cac lodi c4, bao gdm, nhung khong
gi6i han, c4 ngua van, loai c4 chép, 1oai c4 hdi 16n, céc loai c4 hdi khac, ¢4 vién (bao gdm
c4 trap va ca mui), ca vuoc (bao gdm ca mé bién va cd mi nudc ngot va cé lai giita hai
loai, vv), c4 r6 (ca rd vang, ca rd trang, vv), cac loai c4 da tron, ca tuyét va cac nhom loai

co ban khéc 13 tmg vién cho nganh nudi trdng danh bit.
Vivo va dnd-MO

Mot nhan td van chuyén phan ti, mdt octaguanidin dendrime véi mot 15i triazin
cling dugc biét d@én nhu 13 Vivo, duoc lién hgp v6i dnd-MO & ca ngua van, 5°-
GCTGGGCATCCATGTCTCCGACCAT-3’(SEQ ID NO.5) (zfdnd-MO-Vivo) va dugc
str dung trong mdt mdi trudng ngdm chira phodi ca ngua van trong nuéc. Sau lan ngam
trong 3 tiéng v6i 20uM zfdnd-MO-Vivo, chét két tu khong dic tinh thu duge xung quanh
phan bén trong clia mang dém hoic bé mit cua dia phdi (FIG.3A). Nhidu chét két tu hon
xuéit hién sau 5 gid ngam (FIG.3B). Chét két tu khong dugc tim thdy trong nhém kiém
so4t khong lién hop duwoc ngdm véi 20uM zfdnd-MO cho 3 hodc 5 gio
(FIG.3C)/(FIG.3D). Két qua cho thdy s tiép hop ciia oligome Morpholino déi nghia véi
Vivo tao ra kha nang cta cac hop chét lién hop dé hoat dong trén mang dém tao ra chét

két tu.

Vo 2 ngay sau khi thu tinh, thir nghiém kiém tra bang kinh hién vi huynh quang
cho thdy ring cac té bao mam trong phdi dugc ngdm véi 40 hodc 60pM zfdnd-MO-Vivo
di chuyén nhdm huéng va phan héa thanh céc loai té bao khéac (nhu FIG.4A., FIG.4B).
Nhu d3 trinh bay, dnd-MO-Vivo & c4 ngua vén pha v& su phét trién té bio mam & ca ngua
vin. FIG.4A cho thdy & c4 kiém so4t, cc té bao mam da di chuyén t6i viing co quan sinh
duc va duy tri hinh thai hoc ctia ching (cac té bao hinh dang tron). FIG.4B cho thiy viéc
xtr Iy bang zfdnd-MO-Vivo lam cho té bao mam di chuyén nham huéng va cudi cling

phan hoa thanh loai té bao khac.

Vidu2:
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Cangua van dugc xur ly trong Vi du 1 da dugc kiém tra sau khi phat trién thanh cé4
trudng thanh. Viéc ngdm phoi ca ngua véan trong mdi trudng véi 40 hodc 60uM zfdnd-
MO-vivo cho phép tao ra hiéu qua vo sinh 12 100% ¢ cac ca thé da duoc xir Iy trong diéu
kién t&i wu nhu thé hién & Fig.8, ma khong anh huong dén bat ky ddc diém sinh 1y khac
clia ca (Fig.5). Nhu thé hién & Fig.5, phoi duge xu Iy bing dnd-MO-Vivo & ¢4 ngua vin
phét trién thanh c4 duc trudng thanh v sinh. Fig.5A cho thay khong c6 su khac biét vé
ngoai hinh hoac kich thuéc téng thé quan sat dugc gitra ca trudng thanh duge xir ly va ca
duc hoang da. Fig.5B cho thay khong c6 su khac biét dang ké v& trong lugng co thé & ca
3 thang tudi (n = 12 bang cach 14y mAu ngu nhién) trong s6 cac ca duge xir Iy véi zfdnd-

MO-Vivo, va c4 duc hoang di khong duoc xtr ly.

Trong céc thi nghiém khac, cac phuong phép theo sang ché da duoc 4p dung thanh
cdng & c4 ngua van va thoi gian ngam dugc giam xubng con 5-6 gid ma khdng anh hudng
dén hiéu qua vo sinh (Fig. 6 Fig. 7, va Fig. 8). Theo Fig. 6, zfdnd-MO-Vivo gy ra vo
sinh & c4 ngua van duoc hién thi. Viée kiém tra md tuyén sinh duc cho thdy (A) mot tinh
hoan phét trién t6t ctia c4 duc khong dwoc xir 1y. (B) mot budng trimg phat trién tét ctia
cé cai khong dugce xu ly. (C) Cac tuyén sinh duc ctia c4 duge xir ly v6i zfdnd-MO-Vivo
phét trién thanh mot md dang soi mong. Hinh anh kinh hién vi (D-F) cho thay (D) hoat
dong sinh tinh cta tinh hoan & ¢4 duc khong dugc xir ly. (E) Mot budng trimg phat trién
t6t ctia mdt ca cai khong duge xir Iy véi té bao trimg & cac giai doan phat trién khac nhau.
(F) céc tuyén sinh duc cta cé dugc xir ly dudong nhu kém phat trién va dugc bao quanh
v6i mot sb lugng 16n céc té bao m& khong c6 cAu tric co quan sinh duc hodc cac té bao
gbc phat trién.

Nhu theo FIG.7 va FIG.8, phdi ca ngua van xt duge xtr Iy v6i dnd-MO-Vivo phat
tridn thanh cé truéng thanh vo sinh. O ca hai loai ngdm A) 24 git va B) 5-6 gio, tAt ca cac
phdi ma ban dAu dwoc ngdm trong 60 hodc 40uM zfdnd-MO-Vivo ngay lap tirc sau khi

thu tinh phat trién thanh c4 trudng thanh vo sinh.
Vidu 3:

Dé tiép tuc t6i vu héa cong nghé, viéc ngdm dugc tién hanh khi sir dung tring
chua thy tinh boi vi d6 thdm thiu ciia mang dém giam dan sau khi thu tinh va kich hoat
nuéce. Két qua cho thdy khi trimg duge ngdm v6i 40pM zf dnd-MO (dnd-MO-Flu) duogc
dan nhan huynh quang, tring chua thuy tinh hép thu nhidu dnd-MO-Flu hon so véi trimg
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duoc kich hoat nuéc 1 gio trude khi ngdm (Fig.9). Nhu thé hién ¢ Fig. 9, tring c6 do
thaAm thau hon trude khi kich hoat nuéc. Trong 1an ngdm 5 gié véi 40uM zfdnd-MO-Flu,
A) tring chua thy tinh (huynh quang xanh 14 cdy manh hon) hép thu nhiéu zfdnd-MO-Flu

hon B) trimg trude kich hoat nudc.
Vidu 4:

Khi tring ho c4 hdi (c4 hdi to) trude khi thy tinh dugc ngam véi dnd-MO + DND-
MO-Vivo (Ssdnd-MO + Ssdnd-MO-Vivo) cua ho ca hdi, cac té bao phéi bi loai bo
(FIG.10) cho thdy do su thiéu biéu hién ctia chét danh du dic trung té bao phdi - gen
vasa. Nhu thé hién trong Fig. 10, trimg ho c4 héi (trout) duge ngam véi dnd-MO cud ho
c4 hdi tai A: Cé thé binh thudng; B: 10pM Ssdnd-MO; C: 10pM Ssdnd-MO + 1uM
Ssdnd-MO-Vivo; D:10uM Ssdnd-MO + 2umM Ssdnd-MO-Vivo trong 48 gid trude khi
thu tinh. Ngay sau khi tring no, phéan gitta cia co thé da duoc cét ra va dugce st dung dé
chiét xuit ARN va RT-PCR dé phat hién céac biéu hién gen vasa. Mot con ca tir nhém C
va mot con tr nhom D duong nhu co6 biéu hién gen vasa rét thip, cho thdy tac dung tot

trong viéc giam su du thura cia té bao phoi. RT: ¢6 nghia la sao chép ngugc.

Nhu d3 md ta trong tai lidu ndy, cac phuong phap ndy dugc dp dung chung cho ca
va dong vat thuy sinh dé trung dugc nudi trdng, bdi vi ngudi ta mong mudn tao ra cac
lodi c4 nudi trdng vd sinh. Theo d6, cac phuong phap ciia sing ché duoc 4p dung cho bt
ky lodi c4 va céc loai thily san dé trimg dugc nudi trdng, dic biét 1a d6i véi cac loai nudi
trong c6 tinh thuong mai quan trong.

Trong khi séng ché dugc viét ra & ddy c6 tham khao dén cac linh vuc, tinh nang
va phuong an minh hoa cu thé, s& dugc danh gia cao r%mg viéc sir dung séng ché do vay
khong bi han ché, ma nhung thay vao d6 mé rong va bao gdm nhiéu bién thé, sta dbi va
phuong an thay thé khéc, bai vi s& 1a goi ¥ cho nhitng ngudi c¢é nhiing k¥ néng trung binh
trong linh vuc sang ché @ cap, dua trén phan mo ta trong tai liéu nay. Do dé, sing ché
nhu dugc yéu cau bao ho s& duogc hiéu va giai thich mot cach rong réi, nhu bao g(‘Sm tAt
c& cac bién thé, thay ddi va phuong an thay thé nhu vay, trong tinh than va pham vi cua

chung.

Céc phuong phéap va cac hop chét theo sang ché tao ra c4 va dong vat thuy sinh dé

trimg vO sinh. Sy triét san (1am mét kha ning sinh san) & c4 va dong vat thiy sinh dé trang
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duoc nudi trdng 1am ting toc do ting trudng bang céch tang chuyén héa nang lugng thirc
in dé tang trudng co bép, thay vi phat trién tuyén sinh duc. Ngoai ra, néu thoat khéi moi
truong nudi trong thity san ra moi trudng bén ngoai, ca va dong vét thiy sinh dé trimg
duoc nudi trdng, bao gdm céc loai thudn dudng, khong phai loai ban dia hoic bién dbi
gen, s& khong thé sinh san hodc phéi gidng véi cac lodi hoang da. Diéu nay s& hd trg ngin
chin sinh hoc va phong ngtra 6 nhiém di truyén ctia quan thé hoang da va/hogc hinh thanh
trong tu nhién cac lodi c4 va dong vat thuy sinh dé tring dugc nudi trdng thuan dudng,

khong phai ban dia hoac bién dbi gen.
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YEU CAUBAO HO

1. Phuong phap tao ra ¢4 khong c6 kha nang sinh san, phuong phap nay bao gbm budc
ngam trong moi trudng ngdm (céc) trimg chua duogc thu tinh hodc (céc) trimg da dugc
thu tinh d3 duoc hoat hoda trude v6i nude véi oligome Morpholino d6i nghia dugc lién
hop v6i hop chat van chuyén phén tir bao gdm octaguanidin dendrime chira phén 16i
triazin hitu hiéu @& chuyén nhiém (c4c) trimg va khién cho (céc) ca thé duoc tao ra tir
n6 1a khong c6 kha nang sinh san.

2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 oligome Morpholino d6i nghia tic ché su biéu

hién ctia gen can thiét cho su phat trién tuyén sinh duc & ca.

3. Phuong phap theo diém 2, trong d6 oligome Morpholino d6i nghia e ché su biéu

hién ctia gen thu thé dead end, nanos, vasa, gnrh hoic fsh & c4.

4. Phuong phap theo diém 1, trong d6 buéc ngdm tac dong dén su chuyén nhiém qua

mang dém cua (cac) tring.

5. Phuong phap theo diém 1, trong d6 oligome Morpholino d6i nghia bao gdbm oligome
duge chon tir nhém gdm céc oligome ¢ trinh tw SEQ ID NO: 1-4 va céc bién thé cta
chiing ma hitu hiéu trong viéc lam mét kha ndng sinh san & c4 bang cach cho tiép xuc
véi (cac) trang ca.

6. Phuong phap theo diém 1, trong d6 (céc) trimg chua dugce thu tinh hodc céc trimg
da duoc thu tinh d3 dugc hoat hoa trude véi nude bao gém (céc) trimg ca dugc chon
tr nhom gém ho ¢4 hdi, ho c4 vuge 6n déi va ho ca nhiét d6i nude ngot.

7. Phuong phép tao ra ca khong c6 kha nang sinh san, phuong phap nay bao gdm budc
ngdm trong moi trudng ngdm (c4c) trimg da dugc thy tinh véi oligome Morpholino
d6i nghia duogc lién hop véi hop chit van chuyén phan tir bao gbébm octaguanidin
dendrime chtra gbc 16i triazin hitu hidu dé chuyén nhi€m (c4c) tring da thu tinh va
khién cho cac cé thé dugc tao ra tir chiing khong c6 khé nang sinh san.

8. Phuong phép theo diém 7, trong d6 oligome Morpholino d6i nghia rc ché su biéu
hién cua gen can thiét cho su phat trién tuyén sinh duc & ca.

9. Phuong phép theo diém 8, trong d6 oligome Morpholino d6i nghia e ché su biéu
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hién cua gen thu thé dead end, nanos, vasa, gnrh hodc fsh & ca.

10. Phwong phap theo diém 7, trong d6 budc ngdm da néu tic dong dén su chuyén

nhiém qua mang dém cua (c4c) tring.

11. Phuong phap theo diém 8, trong dé oligome Morpholino d6i nghia bao gbém
oligome dugc chon tir nhom gém oligomer c¢6 trinh ty SEQ ID NO: 1-4 va cac bién
thé ctia ching ma hitu hiéu trong viéc lam mét kha ning sinh san cta cé khi tiép xtc
v6i (cac) tring ca nay.

12. Phuong phép theo diém 3, trong d6 oligome Morpholino d6i nghia e ché su biéu
hién cua gen dead end.

13. Phuong phap theo didm 9, trong d6 oligome Morpholino dbi nghia e ché su biéu
hién cua gen dead end.

14. Phuong phap theo diém 12, trong d6 gen dead end di néu bao gdm it nhit mot
trong sb cac gen dead end ¢ ho ca hdi, ho ¢4 vuge 6n d6i va ho ¢ nhiét d6i nude ngot.
15. Phuong phép theo diém 13, trong d6 gen dead end di néu bao gdm it nhit mot
trong sb cac gen dead end ¢ ho ca hdi, ho ca vuoe 6n d6i va ho ¢ nhiét d6i nudce ngot.
16. Phuong phap theo diém 3, trong d6 hop chét van chuyén phan tir bao gbdm 2-[(4-
nitrophenyl)oxycacbonylhexametylencacbonylpiperazinyl]-4,6-

bis {di[di(trifloaxetamido-hexyl)-aminocacbonyloxyetyl]amino} triazin.

17. Phuong phap theo diém 7, trong d6 hop chat van chuyén phén tir bao gdm 2-[(4-
nitrophenyl)oxycacbonylhexametylencacbonylpiperazinyl]-4,6-

bis {di[di(trifloaxetamido-hexyl)-aminocacbonyloxyetyl]amino} triazin.

18. Phuong phép theo diém 5, trong d6 oligome Morpholino d6i nghia bao gdm
oligome c6 trinh tw SEQ ID NO: 1.

19. Phuong phép theo diém 5, trong d6 oligome Morpholino d6i nghia bao gdm
oligome c¢ trinh tu SEQ ID NO: 2.

20. Phuong phap theo diém 5, trong dé oligome Morpholino d6i nghia bao gdbm
oligome c6 trinh tv SEQ ID NO: 3.
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21. Phuong phép theo diém 5, trong d6 oligome Morpholino d6i nghia bao gébm
oligome c¢6 trinh tu SEQ ID NO: 4.

22. Phuong phép theo diém 11, trong d6 oligome Morpholino dbi nghia bao gém
oligome c6 trinh tu SEQ ID NO: 1.

23. Phuong phép theo diém 11, trong d6 oligome Morpholino dbi nghia bao gém
oligome c6 trinh tu SEQ ID NO: 2.

24. Phuong phép theo diém 11, trong d6 oligome Morpholino ddi nghia bao gdém
oligome c¢¢ trinh ty SEQ ID NO: 3.

25. Phuong phap theo diém 11, trong d6 oligome Morpholino dbi nghia bao gdém
oligome c6 trinh tu SEQ ID NO: 4.

26. Ché phim dung dé xir Iy trimg ca khién cho ca dugc tao ra tir d6 khong c6 kha
nang sinh san, ché phim nay bao gdm oligome Morpholino dbi nghia duoc lién hop
v6i chit van chuyén phan tir octaguanidin dendrime, trong d6 oligome Morpholino ddi
nghia da néu Grc ché su dich ma gen dead end & c4 di néu.

27. Ché phim theo diém 26, trong d6 oligome Morpholino d6i nghia da néu bao gdm
oligome dugc chon tir nhom gém oligome c¢ trinh tu SEQ ID NO: 1-4 va cac bién thé
cua chung.

28. Ché phim theo diém 26, bao gdm moi trudng nude chira oligome Morpholino dbi
nghia. |

29. Ché phidm theo diém 26 trong d6 trimg c4 chua duge thu tinh hodc tring ca da
duoc thu tinh dugc hoat hoa trudce véi nude.

30. Ché phdm theo didm 29, trong d6 ndng d6 cuia oligome Morpholino d6i nghia nam
trong khodng tur 1 dén 20 pM.

31. Ché pham theo didm 29, trong d6 ndng do ctia oligome Morpholino d6i nghia nim
trong khoang tir 3 dén 15 pM.

32. Ché phim theo diém 29, trong d6 ndng do clia oligome Morpholino d6i nghia nam

trong khoang tur 5 dén 10 pM.
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33. Ché phim theo diém 26, trong d6 trimg ca 1a trimg ca da dugce thy tinh.

34. Ché phim theo diém 33, trong d6 ndng d6 ctia oligome Morpholino d6i nghiia ndm
trong khoang tir 20 dén 80 uM.

35. Ché pham theo diém 33, trong d6 ndng d6 ciia oligome Morpholino d6i nghia nam
trong khoang tir 40 dén 60 pM.

36. Ché phim theo diém 26, trong d6 oligome Morpholino d6i nghia dugc lién hop
véi  2-[(4-nitrophenyl)oxycacbonylhexametylenecacbonylpiperazinyl]-4,6-bis  {di

[di(triflo-axetamidohexyl)-aminocacbonyloxyetyl]amino} triazin.

37. Ché phim theo diém 26, trong d6 oligome Morpholino dbi nghia bao gbm oligome
duogc chon tir nhém gdm oligome c6 trinh tw SEQ ID NO: 1-4.

38. Ché phim theo diém 37, trong d6 oligome Morpholino d6i nghia bao gém oligome
¢6 trinh tu SEQ ID NO: 1.

39. Ché phdm theo diém 37, trong d6 oligome Morpholino d6i nghta bao gébm oligome
cé trinh ty SEQ ID NO: 2.

40. Ché pham theo diém 37, trong d6 oligome Morpholino d6i nghia bao gdm oligome
c6 trinh ty SEQ ID NO: 3.

41. Ché phim theo diém 37, trong d6 oligome Morpholino d6i nghia bao gdbm oligome
¢ trinh ty SEQ ID NO: 4.

42. Ché phém theo diém 26, trong d6 oligome Morpholino ddi nghia la SEQ ID NO:
1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 hoac bién thé ctia no.

43. Ché pham theo diém 42, trong d6 oligome Morpholino déi nghia 1a SEQ ID NO:
1 hoac bién thé cua nod.

44. Ché pham theo diém 42, trong d6 oligome Morpholino d6i nghia is SEQ ID NO:
2 hodc bién thé cta né.

45. Ché pham theo diém 42, trong d6 oligome Morpholino d6i nghia is SEQ ID NO:
3 hoic bién thé clia né.

46. Ché phim theo diém 42, trong d6 oligome Morpholino déi nghia is SEQ ID NO:
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4 hoac bién thé ctia no.

47. Ché phim theo diém 26, trong d6 oligome Morpholino dbi nghia dugc lién hop
v6i chit van chuyén phan tir octaguanidin dendrime 1 hitu hiéu trong viéc lam mét
kha nang sinh san cua tring cd da néu bang cach ngdm tring c4 trong mdi truong
ngdm chira lugng hitu hi¢u ctia oligome Morpholino d6i nghia dugc lién hop véi chat

van chuyén phan tir octaguanidin dendrime.

-28-



29447

DANH MUC TRINH TU
<110> UNIVERSITY OF MARYLAND BALTIMORE COUNTY

<120> Phuong phap tao ra ca khéng cé kha ning sinh san va ché phim

dung dé& xu 1y trung ca
<130> 4451-267-PCT

<140> Chua x&c dinh
<141> 2014-11-14

<150> US 61/904,652
<151> 2013-11-15

<150> US 61/968,458
<151> 2014-03-21

<150> US 62/050,815
<151> 2014-09-16

<160> 5
<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211l> 25

<212> ADN

<213> Salmo salar

<400> 1
ctgacttgaa cgctcctcca ttatc

<210> 2

<211> 18

<212> ADN

<213> Salmo salar

<400> 2
acttgaacgc tcctccat

<210> 3
<211> 25
<212> ADN

<213> Morone saxatilis

<400> 3
ggctctgett gctctccatce atctce

<210> 4
<211> 25
<212> ADN

<213> Oreochromi niloticus

<400> 4
ctggctttge gtgttttcca tcgte

<210> 5
<211> 25
<212> ADN

<213> Danio rerio

<400> 5
gctgggcatce catgtctccg accat

-20-

25

18

25

25

25



29447

1°Old

uis QA B
quis eA &) Hauo
qubj ugy oBq L

0P Yuis
uenb 03 SunA

uenb 05 unp

.UUm OBOF / BA HYuH ugLn yeyd
ugLy ypyd s oA ns oA vyd wepyeyd doy
gyd wey 3gyd Aoy $99d ;
[Yoes we| 200U JEOY Y1y BA YOS gy 0€) ugyu Yun dyJ

Sunay quif,
b 7 aipen
013 96 UIP T SU0I) 29NU JEOY YIN] 013 96 UYP T Suoay yuxy Ay 1y 018 96 ugp 7 Suony
gA qui Ay) npj nes o3 dgj Aedu  LeSu ong dip oara doy don 3gyo oA1A doy dgn yeyd doy
oAl doy dgn yeyd doy Suoxy wegsN  doy sgoy 1gyd doy Suoxy wesN azoy Jeyd doy Suoay wgdy

Je0Y Yon] Suoyd[ Yup Ay) enyd Sunay,

(=4

qun nyj gp Sunay ﬂlw%
. @)

-30-



29447

Trirng ctia ho ¢4 hoi, ho ca vuoe on doi, ho ca
nhiét déi nwédc ngot

Sir dung oligome Morpholino chéng lai

Khong dugc dnd & c4 hoi, ho cdc vurge on doi, ho ca
xir ly nhiét déi nudce ngot

*

wm+ Oligome Morpholino dic trung
" chéng lai dnd

mARN cuaa dnd

Chin dich mi protein dnd

Phat trién PGC binh thudng Pha v sy phat trién PGC

PGCs-Di chuyén lac huéng
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Ving co

. un y
quan sinh Ving co

g quan sinh

PGCs 9¥¢  pGCs-Di chuyén Iac duc
hwéng va / hodic bi )
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,E Khéng c6 sy phét trién

C4 thé binh thudng tuyén sinh duc manh

FIG.2
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FIG.3B

FIG.3A
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