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Linh vue k§ thuit dwgc dé cap

Sang ché dé cap dén phuong phap dua hoéa chit vao trimg va phdi clia céc
dong vat thuy sinh dé trimg. D4i tuong ctia sang ché bao gdm céc phuong phap dugce
st dung d8 ting cuong d6 thAm qua mang dém va cic chat xtr 1y, vi dy, cdc phan tir
16n, vao trig va phéi. Sang ché cling d& cip dén cac phuong phép sang loc thubc va
hoat chat sinh hoc trong céc khao nghiém an toan va doc tinh trong cdng nghiép sinh
hoc va duoc phém, va san xuit c4 vo sinh trong nudi tréng thuy san, thi truong cé
canh, va kiém soét cac loai xam lan.

Séang ché ciing d& cap dén cac phuong phap dugc str dung dé dua Oligome
Morpholino (MO) véo trimg va phdi ctia dong vat thuy sinh dé trimg dn dén tuyén
sinh duc khong phat trién va ca truéng thanh vo sinh.

Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

Nudi trdng thuy san ngay cang tré nén quan trong dé giai quyét sy thiéu hut
thuc phim thity san va hai san hién c6 trén toan cau hién tai va dd du bao. Viéc thay
ddi phuong thirc tir thu hoach thity san tw nhién sang nudi trdng nhén tao céc loai
thuy san van dang tiép tuc, viéc t6i wu héa cdc phuong phép nudi trdng thiy san ngay
cang tré nén cin thiét dé t6i da hoa viéc san xuat luong thuc va giam thidu tac dong
dén sinh thai, tor d6 dat duge tinh bén vimg v& mat méi trudong lau dai ddi véi ngudn
cung cép hai san.

Triét san (gy ra vo sinh) & ca va dong vat thiy sinh dé trimg dugce nubi khac
lam ting ty 18 phét trién cia ching bing cach chuyén dbi ning luong tir thic &n dé
tang truéng co, thay vi phat trién tuyén sinh duc. Ngoai ra, néu thoat khéi noi nu6i
trdng thily san ra moi trudng, cd va dong vat thuy sinh dé tring dugce nudi vo sinh
khéc, bao gdm cac loai da duge thun hoa, khong phai cac loai khong ty nhién hodc
bién ddi gen, s& khong thé tai sinh san hodc giao phéi véi cac loai ty nhién. Diéu nay
s& gitip ngén chén sinh hoc va ngdn nglra sy 6 nhi®m di truyén cua cac loai tu nhién
va/hodc su thanh 14p cia ca nudi, cac loai khong tu nhién hodc bién d6i gen cé va cac
dong vat thity sinh dé trimg dugc nudi khac trong moi truong tu nhién.

Ngoai ra, triét san c4 va dong vat thiy sinh dé tring khéc s& ngin nglra viéc
nudi va béan trai phép, hodc mit khac dugc bao vé, duge chon loc di truyen hodc bién
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dbi gen ca va dong vat thiy sinh dé trimg khac.

Hon nita, dong vAt thiy sinh, nhu ¢4 ngua vin, dugce cung cap nhu mo hinh dé
thir nghiém thudc hoic hoat chat sinh hoc quan trong. Tuy nhién, mot trong nhiing
thach thirc 16n trong viéc st dung trimg va phdi cua cac dong vat thiy sinh 1a do
thdm thép ctia mang dém hodc vo trimg, ngin khong cho cac héa chét nay di qua
mang dém va dén phdi.

Do d6, cAn phai ¢ cic phuong phap dé ting cuong do thAm ctia mang dém
cua tring déng vat thiy sinh va cho phép céac thudc thir, cac hoat chét sinh hoc va céc
phan tir 16n di qua mang dém va dén phoi. Ngoai ra, cAn phai c6 cic bién phap dé
triét san cac dong vat thuy sinh dé tring.

Ban chit ky thuit clia sang ché

Mbét sd hop chit dugc tim ra, vi du, guanidin, acginin, va céc din xuét cia
ching, dime, trime hodc polyme, ¢ kha nidng ting cuong hiéu qua do thdm ctia mang
dém cua trimg déng vat thuy sinh, cho phép cac héa chét, nhu thudc thir, hoat chat c6
kha ning sinh hoc va/hodc cac phan tir 16n di qua cac mang dém cla trimg cla cac
dong vat thiy sinh dé trimg va dén phoi.

Mbt khia canh theo séng ché d& cip dén phuong phép truyén it nhdt mot héa
chit vao tring di thu tinh hodc khdng thu tinh tir dong vat thuy sinh dé tring,
phuong phép nay bao gdm viée tiép xtic cla trimg da thu tinh hodc khong thu tinh
vé6i it nhdt mot hoa chat trong didu kién hop chit ¢ chira guanidin cé higu qua lam
tang d6 thAm ciia mang dém cua tring. Cac phuong phap ndy c6 thé duoc st dung
trong cac phuong phap sang loc cho cac héa chit quan trong.

Do d6, theo khia canh khac cta sdng ché dé cap dén phuong phap tién hanh
sang loc thudc va khao nghiém doc tinh hop chit bang cach st dung dong vat thuy
sinh, phuong phéap bao gdm viée tiép xtic cla trimg tir ddng vat thuy sinh voi it nhét
mdt héa chit bao gdm thudc, thubc thir, hop chit doc hoc hop chét thir doc hai trong
didu kién hop chét c6 chira guanidin c6 hiéu qua dé ting d thim clia mang dém cua
trimg, phuong phép nay con bao gdm phan tng ctia dong vat thiy sinh véi héa chét.

Theo khia canh khic clia sang ché dé cap dén phuong phap 1am ting do tham
clia mang dém cua trung cua dong vat thiy sinh dé trimg bao gbm viée tiép xtc véi
trimg da thu tinh hodc khong thu tinh tir dong vat thity sinh dé trimg v6i hop chit c6
chira guanidin cé hi€u qua dé tang do thdm cta mang dém cua tring.

Sang ché con dé cap dén cic phuong phép san xut cac tip hop dong vat thuy
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sinh dé trimg khoéng c6 kha nidng sinh san, trong d6 cac phuong phép triét san bao
gdm sy pha v& sy di chuyén t& bao mim phoi ban dau va/hogc su phat trién & mdi c4
thd duoc xir Iy ma khong anh hudng x4u dén cic dic tinh khic clia dong vat binh
thuong.

Theo khia canh khéc cta séng ché d& cap dén phuwong phap san xuat dong vt
thuy sinh dé trimg khong c6 kha nang sinh san, phuong phap da @& cap bao gdm viéc
tiép xtic cta tring da thu tinh véi Oligome Morpholino d6i nghia duoc lwa chon tir
chudi oligomer chita 12 bazo ¢ hiéu qua dé chuyén trimg va 1am cho (c4c) cé4 thé
duoc tao ra tir d6 vo sinh.

Theo khia canh khac cta sang ché @& cap dén phuong phép san xuét dong vt
thuy sinh dé triing khong c6 kha nidng sinh san, phuong phap da d& cap bao gdm viéc
tiép xtc ngay lap tirc sau khi thy tinh cua trimg da thy tinh véi Oligome Morpholino
d6i nghia c6 hidu qua dé chuyén trimg va lam cho (c4c) ca thé duoc tao ra tir d6 vo
sinh.

Theo céc khia canh, tinh ning va 1¢i ich khac cua sang ché s& dugc rd rang
hon tir viéc boc 16 va yéu cau bado hd kém theo.

Mo ta van tat cac hinh vé

Hinh 1 1 so db minh hoa qu4 trinh sang loc thuéc hodc khao nghiém doc tinh
clia héa chat theo cac phuong 4n theo sang ché sit dung (cac) hop chét c¢6 chira
guanidin (GCCs) dé ting cuong d6 thim ctia mang dém.

Hinh 2 13 so d6 minh hoa qué trinh san xut c4 vo sinh thu dugc theo cac
phuong an theo sang ché sir dung (c4c) hop chit c6 chira guanidin (GCCs) dé tang
cudng d6 thdm clia mang dém.

Hinh 3 13 so d6 minh hoa qué trinh san xudt c4 vo sinh thu duoc theo céc
phuong an cla sdng ché.

Hinh 4 13 4nh chup huynh quang minh hoa hi¢u qua cua viéc truyén t&i phoi
cé floescein-dextran st dung GCC arginin, guanidin-HCI va guanidin thioxyanat.

Hinh 5 12 hinh 4nh phéng dai minh hoa anh huéng cta viéc truyén t6i phdi cé
poly-arginin/9me. Hinh 5 minh hoa cac két qua anh chup séng cua poly-arginin/9 me
(100 pM) ndng do cao dugce tao ra céc khéi khong dic ching tong hop trong vong 1
gid 01 va gdy ra su phin tich mang dém sau 18 gio U, ma khong thdy trong nhém
duoc xtr Iy v6i 10 uM poly-arginin/9 me.
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Hinh 6A dn hinh 6D 14 hinh anh hién vi minh hoa tic dong cta viéc chi
truyén floescein-dextran va két hop véi poly-arginin dé tao phdi ca. Hinh 6A minh
hoa nhitng két qua anh chup sang véi poly-arginin va floescein-dextran; Hinh 6B
minh hoa nhing két qua anh chup séng véi chi floescein-dextran. Hinh 6C minh hoa
nhimg két qua anh huynh quang véi poly-arginin va floescein-dextran; Hinh 6D
minh hoa nhitng két qua anh huynh quang véi chi floescein-dextran.

Hinh 7A-7G la anh hién vi minh hoa c4 hdi da dugc xir ly bang dnd-MO-
Vivo trong cé hdi van d& duge xir 1y vo sinh. Thi nghiém soi md sinh duc minh hoa
(Hinh 7A) tinh hoan phét trién t6t cta ca duc khong dugc xtt ly; (Hinh 7B) budng
trimg phat trién t6t cua ca cai khong duoc xir ly; (Hinh 7C) tinh hoan cla ca hdi
chita gen dnd-MO-Vivo dugc xtt Iy phat trién thanh mé méng gibng nhu soi; (Hinh
7D) hinh anh hién vi ciia c4c tuyén sinh duc bi cat; (Hinh 7E) sy hinh thanh tinh
trung hoat tinh ctda tinh hoan cua ca duc khong duoc xir ly; (Hinh 7F) budng trimg
phat trién tot cta c4 cai khong duge xtt ly véi noéin bao & cac giai doan phét trién
khéc nhau; (Hinh 7G) céc thi nghiém md hoc ctia mé sinh duc cho thay tinh hoan
clia cé hdi chita gen dnd-MO-Vivo duge xtr Iy duong nhu kém phat trién khong c6
cAu tric sinh duc hoan thién hoic t€ bao mam phoi.

Hinh 8A-8D 1a hinh anh hién vi minh hoa c4 héi chira gen dnd-MO hodc dnd-
MO-Vivo ngin chin su phat trién tuyén sinh duc & c4 hdi Pai Tay Duong. Trong ca
hdi Pai Tay Duong 10 thang tubi, (Hinh 8A) tinh hoan phat trién cta c4 duc khong
duoc xir Iy; (Hinh 8B) budng trimg dang phat trién cua ca cai khong duge xir ly;
(Hinh 8C) céc tuyén sinh duc cua ca chia gendnd-MO-Vivo hodc dnd-MO duoc xur
Iy phat trién thanh mé moéng gidng nhu soi; (Hinh 8D) hinh anh hién vi cla céc
tuyén sinh duc bi cit b tir (A), (B) va (C).

MO ta chi tiét sang ché

Theo mot khia canh cta sang ché d& cap dén phuong phép tang cudng do
thdm clia mang dém cua tring tr ddng vat thiy sinh dé trimg bao gdm viéc tiép xuc
voi trimg d3 thu tinh hodc khong thu tinh tir ddng vat thuy sinh dé trimg véi hop chét
¢6 chita guanidin c¢6 hiéu qua dé ting do thAm cta mang dém cua tring. Phuong
phép nay cho phép truyén cc héa chét quan trong vao phdi bang cach ting cudng do
thAm ctia mang dém di d& cho phép héa chét tiép xtic véi bén trong trimg.

Viéc dua hoa chét vao cé hodc cac dong vat thuy sinh dé trimg khéc theo cach
truyén thdng di dugc thuc hién thong qua dudng thic an, tiém, hodc ngdm phdi hodc
c4 thé trong hoa chét quan trong. Tuy nhién, viéc tiém thuéc khong duoc 4p dung
thuc t& trong cac hoat dong nudi tréng thuy san thuong mai quy md 1én. Ngoai ra,
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viéc st dung phuong phép ngdm xu ly triing da thu tinh va kich hoat nuéc con han
ché do d6 thim cta mémg dém clia trimg thip, vé nhidu 16p khong phén bao diy, con
goi 1a vo trimg, chu yéu bao gdm protein va glycoprotein. Thong thudng, trong xir ly
ngam phdi ca hodc dong vat thiy sinh dé trimg khac, cac hoa chat quan trong, vi du
nhu céc hop chét phan tr 16n, khong thé di qua mang dém va dén phoi.

Sau khi rung trimg/dé trimg va trudc khi thy tinh va kich hoat nudc, trung co
mang dém thAm qua dugc va c6 15 (hodc 16p ngoai cung) cho phép nudce va cac chit
di vao trimg khong thu tinh théng qua cac 15 nho hozc 16 nodn, ranh nho trong mang
dém cta trimg cho phép tinh tring thim nhép vao tring dé thuy tinh. Tuy nhién, sau
khi thu tinh va kich hoat nuéc, mang dém tré nén kin va trimg dugc tao ra khong
thAm qua duoc, ngdn chdn viéc tiép nhan céc chit hodc nude tir mdi trudng.

Céc phuong phap theo sang ché nhdm ting cudng do thAm clia mang dém cua
trimg ctia dong vat thuy sinh dé trimg, tring da thu tinh hogc khong thu tinh, truyén
it nhAt mot hoa chét vao trung tir dong vat thiy sinh dé trimg co thé dat dugc. Cac
phuong phap nhu vay bao gdm viée tiép xtic voi trimg da thy tinh hodc khong thu
tinh tir dong vat thiy sinh dé trimg voi it nh4t mot héa chit trong diéu kién hop chét
¢6 chira guanidin (GCC) c6 kha ning tdng do thAm ctia mang dém cla tring.

Su tiép xtic cla trimg d4 thu tinh hodc khong thy tinh bao gém su chuyén nap
mang dém cua trang.

Hop chét c¢6 chira guanidin theo sing ché c6 thé duogc chon tir guamdm dan
xult guanidin, dime, trime hodc polyme guanidin, vi du: dendrime, hodc mubi clia
ching, hodc argmm din xudt arginin, dime, trime hodc polyme arginin, vi du:
dendrime, hodc mubi ctia chiing c6 chira mot phan guanidin, va hdn hop ctia chiing.

Céc hop chit ¢ chira guanidin thich hop dé sir dung trong cac phuong phéap
theo sang ché 1a céc hop chét c¢6 chira guanidin c6 hiéu qua tdng do thdm ciia mang
dém cua tring cta dong vat thity sinh. Nhu duoc sir dung & day "c6 hiéu qua ting do
thiAm cua mang dém" c6 nghia 1a sau khi trimg cua dong vat thiy sinh dugc tiép xtic
v6i hop chét c6 chita guanidin, mang dém cua trimg nhu Vay ¢6 kha ning thAm hon
méng dém cia tring dong vat thiy sinh cling loai khong tiép xtic véi hop chat c6
chua guamdm Vi du, do thdm clia mang dém cia tring cta dong vat thiy sinh sau
khi tiép xtic v&i hop chét c6 chtra guanidin & thoi didm T1 c¢6 thé c6 kha nang thim
hon so v&i mang dém ctia trimg dong vét thiy sinh cung loai khong tiép xtc voi hop
chit c6 chira guanidin tai thoi diém T1. Do thim co6 thé duge xac dinh bing céc
phuong phap dugc biét dén trong linh vuc; xem, vi dy, Hagedorn, M., et al. (1997)
"Phan bd va thAm thiu nudc cua phodi cd ngua van, Brachydanio rerio" J Exp Zool
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278, 356-371; va Kais, B., et al., (2013) "DMSO bién d6i d6 thim clia mang dém ca
ngua van (Danio rerio)-sit dung dé xét nghiém phoi ca (FET)," Aquat Toxicol, 140-
141: p. 229-38.

Nhu duge st dung & ddy, thuat ngit "dan xuat" c6 nghia 1a cac chat dén xuét
bao gdm chu tric chirc ning gibng nhu hop chit ma da dé cap, va c6 céc tinh chat
tuwong tu, vi du, c6 hi€u qua dé ting do thAm cta mang dém cua tring ctia dong vat
thuy sinh.

Nhu duoc st dung & day, "guanidin" c6 nghia la bét ky hop chét nao trong
cong thirc hda hoc ¢ it nhét mét nguyén tir cacbon c6 lién két d6i dén nguyén tir nito
v lién két don dén hai nguyén tir nito va bao gdm mudi ctia cac hop chit do.

Hop chét ¢6 chira guanidin, mot mit, c6 thé duoc chon tir cac hop chét cua
cong thic chung (A) dudi day:

(A)
trong do:
R1, R2, R3, R4 va R5 dai dién, mot cach doc lap:

nguyén tir hydro, nitro, amino, xyano, phenyl, xyclohexyl, benzyl, hodc C1-C4
alkyl mach théng hoic mach nhanh hodc Ci-Cy4 alkenyl géc, tuy chon dugc thé bang
mot hodc hai géc tw do dugc chon tir: hydroxyl, amino, dimetylamino, metoxy,
etoxy, cacboxyl, cacboxamit, N-metylcacboxamit hodc SO3H, hodc mudi cta chiing.

Vi du hop chét c6 chira guanidin bao gdm arginin, guanidin-HCI, guanidin-
thixcyanat, guanidin-axetat, guanidin-cacbonat, guanidin-nitrat, guanidin-sulfat,
guanidin-bicacbonat va guanidin-hydrobromit.

Theo céac khia canh khac, hop chét c6 chita guanidin I dime, trime hodc
polyme c6 chira guanidin. Theo mdt khia canh, hop chét c6 chita guanidin, c6 thé
duoc chon tir cac hop chat clia cong thite chung (I) dén (IV) dudi day:
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NH, NH,
\® O
C —= NH, C —= NH,
NH NH
7 (CH,); (i)l (CH,)4 T
c——lH NH 1 MlH—NH—% 5
J n o X |n
dime Arginin va hop chat dime Arginin-lién két va
poly-arginin lién k& dwge ghép voi hop chat poly arginin-lién két
()] ()
R: Cicnhém biénthé < : Biénthélignkétchinh n>2; x>1
NH, NH,
\\\@ ‘,\‘ @
NH NH
T
n e X In
hop chét dime Guanidin-lién két va hop chdt dime Guanidin-lién két va
hg'p chat poly guanidin-lién két lién ke dwoc ghép v&i hop chat poly guanidin-lién két
(1) )
R: Cic nhém bidénthé « : Biénth&liénkétchinh N> 2; x>1

Nhém bién thé "R" ¢6 thé duoc chon tir nguyén tir hydro, nitro, amino, xyano,
phenyl, xyclohexyl, benzyl, hodc Ci-C4 alkyl mach thing hozc mach nhénh hoic Ci-
C4 alkenyl géc, tuy chon duoc thé bing mot hodc hai gbc duoc chon tir: hydroxyl,
amino, dimetylamino, metoxy, etoxy, cacboxyl, cacboxamit, N-metylcacboxamit
hodic SO3H, hodc mudi ctia ching. Bién thé lién két chinh ¢6 thé dugc chon tir amino
axit, nucleotit, photphoamidat, glycol, polyetylen glycol, nitro, amino, xyano, phenyl,
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xyclohexyl, benzyl, hodc Ci-Cs4 alkyl mach théng hodc mach nhanh. Vi du,
polyarginin/9-arginin 1a hop chét ¢6 cong thirc I véi n=9.

Hop chét ¢6 chira guanidin ¢6 thé duge sit dung trong phuong phép truyén it
nhAt mot héa chit vao trimg da thu tinh hodc khong thu tinh tir dong vat thiy sinh dé
trimg, phuong phép di d& cip bao gdm viéc tiép xtc véi tring dd thu tinh hodc
khong thu tinh véi it nhit mot hoa chat trong didu kién hop chét ¢6 chira guanidin cé
hiéu quéa dé ting d6 thAm ctia mang dém cua trimg.

Héa chit c6 thé 1a bat ky hop chét, thubc hodc thudc thir, hoat chit sinh hoc
hodic hoat chét c6 kha ning sinh hoc, ché phém duoc, chét hoat tinh héa hoc, chét
didu tri hodic cac chét thir khac. Cac chit bao gdm nhung khdng giéi han céc dang
nhu phéan tr khong tai, phén tir phitc, mubi, ete, este, amit, ...

Vi duy, hoa chét hoic cac hoa chét c6 thé duoc dit trong moi trudong ngdm cod
chtra tring da thy tinh hodc khong thu tinh va (cac) hop chét c6 chira guanidin sao
cho (c4c) hoa chét trong diéu kién hop chit ¢ chira guanidin.

Céc hop chat c6 chira guanidin 13 (cc) héa chét c6 lién két cong hoa tri hodc
(cac) hoa chit khong c6 lién két cong héa tri trong cdc phuong phép theo sing ché.
D3 duoc biét ring cac hop chat c6 chira guanidin c¢6 kha ning ting do thAm cta mang
dém cua trimg tir ddng vat thuy sinh dé trimg va cho phép truyén cdc hoa chét vao
phdi ngay ca khi cac hop chét c6 chita guanidin khong c6 lién két cong hoéa tri dén
hodc lién hop v6i hoa cht.

Hop chit c6 chtra guanidin theo mot sb khia canh cua sang ché c6 thé 1a
dendrime, vi du: octaguanidin dendrime chtra ph?ln tir trung gian triazin, vi du nhu
loai dugc md ta trong Sang ché Hoa Ky s6 7,935,816, con dugc goi 1a "Vivo". Sang
ché Hoa Ky s6 7,935,816 duoc dua vao day dé tham khao trong ndi dung tuwong tmg.
Theo modt s6 phuong 4n ciia séng ché cho biét khi hop chit c6 chira guanidin la
octaguanidin dendrime bao gdm phin tir trung gian triazin, hop chit c¢6 chia
guanidin khong cé lién két cong hoa tri véi hodc lién hop v6i (céc) hoa chat quan
trong.

Mbi trudng ngdm theo cdc phuong an 12 moéi trudng nuée. Mdi trudng ngdm
c6 thé 1a bat ky moi trudng nao duoc biét dén véi nhitng ngudi ¢6 hiéu biét trung
binh trong linh vuc dé st dung véi trimg tir dong vat thiy sinh. Cac moéi truong
ngam, vi du, ¢ thé 1a mdi truong nudc cb thé bao gém nudc ngot, nude lg, nude
bién, dich budng trimg c4 hodc chét pha loang thy tinh c6 chita mubi, Tris (46 pH tir
7 dn 9), glycin, va/hodc 0 dén 30% huyét thanh va chét tc ché protease nhu
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aprotinin hodc leupeptin.

Ndng d6 ciia hop chat c6 chira guanidin trong mdi trudng ngam 14 mdt lugng
dt d8 ting do thAm ctia mang dém ciia trimg trong méi trudng ngém. Vi du, ndng do
ctia hop chét c6 chtra guanidin c¢6 thé nim trong khoang tir 1 d&én 80.000 LM, t6t hon
1a trong khoang tir 20 d&n 40.000 pM, va t6t hon nita 1a trong khoang tir khoang 40
dén khoang 20.000 pM.

Viéc phét hién ra cac hop chét c6 chira guanidin theo sing ché c6 thé ting do
thdm ctia mang dém cia tring ctia cAc loai dong vat thiy sinh cung cAp kha ning dé
truyén cac héa chét hidu qua dén tring va phoi dong vat thily sinh. Viée truyén céac
héa chét con cho phép sir dung cic dong vat thlly sinh trong md hinh dé sang loc
thudc hodc hoat chét sinh hoc hodc khao nghiém dé dnh gi4 dc tinh ctia chét thir.
Vi du, c4 ngua vin d3 duoc st dung trong cic md hinh kiéu hinh dé sang loc thube
hodc hoat chit sinh hoc. Theo d6, cac phuong phap theo séng ché & day cé thé duoc
sit dung, vi du nhu trong cac phuong phép sang loc thudc hodc hoat chit sinh hoc,
cac khao nghiém dé danh gid an toan hoic ddc tinh cta thudc hodc hoat chat sinh
hoc, va cac phuong phép dé danh gi4 chét thir dé phan tng sinh hoc.

Hinh 1 minh hoa mét vi du v& viéc 4p dung cac hop chat c6 chira guanidin
trong viée sang loc thudc hoic khao nghiém ddc tinh héa chét. Nhu duge minh hoa,
tring da thu tinh duoc dit trong bé dung dich hoa chit. Mot nhém trimg duge ngdm
trong bé dung dich héa chit khong c6 cac hop chét c6 chira guanidin trong d6 va mot
nhém trimg duoc nhung trong héa chit ¢ cac hop chét c6 chira guanidin. Phan ting
didu tri hogic ddc tinh cua trimg duge ngdm trong hop chat véi GCC c6 thé dugc theo
doi va/hodc danh gia.

Céc khia canh theo sang ché do d6 bao gdm phuong phép sang loc chét thir
nhu thuéc hoidc hoat chét sinh hoc, vi du: khéng thé, protein, peptit, RNA hoic DNA
bao gdm trung tir dong vat thity sinh dé trimg tiép xtic véi it nhit mot hoa chét trong
diéu kién hop chét ¢6 chira guanidin c6 hiéu qua dé ting d6 thAm cta mang dém cua
trimg va xac dinh phan ung, vi dy, phan tng sinh ly. Vi du, phuong phép sang loc ¢
thé duge st dung dé danh gi4 chit thir, danh gi4 tic dong ctia chat thir dbi v&i phoi
c4, danh gia doc tinh ctia chat tht, ...

Céc phuong phép theo sang ché bao gdm viéc sit dung céc hop chét c6 chta
guanidin trong viéc khao nghiém an toan va doc tinh hop chit, trong d6 chét thir
dugc tiép xuc véi trimg/(c4c) phdi tir dong vat thuy sinh dé trimg trong diéu kién hop
chét c6 chita guanidin c6 hiéu qua dé ting do thAm ctia mang dém cua trimg/(céc)
phoi va xac dinh phan Gng, vi du chita bénh hodc phan tmg sinh Iy (bat thudong va tir
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vong) va phan tmg véi chat thir dugce theo ddi va danh gia.

Sang ché con dé cap dén cic phuong phép sén xuét dong vat thuy sinh dé
trimg khéng c6 kha ndng sinh san lién quan dén trimg trong mbi trudng ngam tiép
xtic v&i cac héa chit duoc chon din dén cac ca thé vo sinh. Céc phuong phap triét
san bao gdm viéc pha v& su phét trién cta tuyén sinh duc trong phdi. Séng ché con
d& cap dén phuong phép ngin ngla sy lai chéo gitra ca nudi di duoc thudn hod,
khong phai cac loai khoéng tu nhién hodc bién dbi gen/déng vt thiy sinh dé tring
khac va trit Ivgng tw nhién cla ching, cling nhu viéc hinh thanh cic loai c4 nudi
trdng thily san va dong vat thuy sinh dé tring khac trong tu nhién. Ngoai ra, cac
phuong phép theo sang ché c6 thé duoc st dung dé ngan ngira sy 6 nhiém di truyén
cta quan thé tu nhién bing c4 va cac dong vat thily sinh dé trimg dugc nudi khac.

Nhu duoc dinh nghia & day, cac dong vat thity sinh dé trimg "vO sinh" duoc
hiéu 13 1am cho mot c4 thé khong thé sinh san dugc. Pong vat thuy sinh dé trimg
khong c6 kha ning sinh san dugc x4c dinh 1a nhiing ca thé khong thé dat dugc su
trudng thanh vé gi6i tinh hodc sinh san khi dén tudi truéng thanh.

Séang ché con d& cap dén phuong phap san xuét dong vt thuy sinh dé trimg
khong c6 kha ning sinh san, phuong phéap bao gbm viéc tiép xtic clia tring véi hoa
chét c6 hiéu qua truyén trimg va 1am cho (c4c) ca thé duoc san xudt v6 sinh. Theo
mot s6 khia canh, hoa chét duoc tiép xuc véi tring trong diéu kién hop chit c6 chira
guanidin. Theo mét sd khia canh, héa chét 1a Oligome Morpholino d6i nghia.

Céc phuong phap san xuat c4 va dong vat thily sinh d¢ trimg vo sinh khac bao
gdm viéc dua héa chit vao trimg cla chung d8 pha v sy phét trién, di chuyén va cu
tra cua t& bao mim phéi ban dau (PGC) trong tuyén sinh duc cta phdi, din dén
tuyén sinh duc khong phat trién va/hodc chirc ning sinh duc khong day du va phu
hop & cdp do té bao hoic md, va cudi cling 1a tao ra ca va dong vat thiy sinh dé
trimg vO sinh khéc.

PGC 1a t hop té bao trong phdi c4 1a tién than clia cac giao tir ctia c4 va dong
vét thiy sinh dé trimg trudng thanh khac. PGC duoc tao ra trong giai doan rat som
clia sy phat trién phoi thai. O giai doan sau ctia sy phét trién phoi, PGC di chuyén
qua phdi tir vi tri ban dAu dén vi tri tidn than cta tuyén sinh duc. Khi két thic qud
trinh di chuyén, cac PGC xam nhép vao céc tuyén sinh duc dang phat trién, tao thanh
md va bit diu qué trinh sinh trudng, dan dén tuyén sinh duc truéng thanh & c4 va
dong vat thuy sinh dé trimg truong thanh khac.

Céc phuong phép theo sang ché cho phép tao ra cac dong vat thuy sinh dé
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tring khéng c6 kha ning sinh san (v0 sinh). Viéc triét san s& lam pha v& su phat
trién cta tuyén sinh duc & céc c4 thé ma khéng anh huong bét loi dén cac dic tinh
khéc dan téi san xut cac dong vat thuy sinh dé trimg hoan toan binh thuong nhung
khong c6 kha nang sinh san.

Do d6, theo cac phwong an khac nhau, sang ché dé cap dén phuong phép dé
dua héa chat vao phéi mot cach hidu qua bang viée tiép xtc cla tring véi cac héa
cht thich hop dé phéa v&r su phat trién, di chuyén va/hoic séng s6t ctia PGC trong s6
luong 16n phéi, din dén viéc san xuét c4 va dong vat thuy sinh dé trimg trudng thanh
khong c6 kha ning sinh san v&i quy mé 16n. Cac phuong phép theo sing ché ciing c6
thd tmg dung cho phdi don 1é trong viéc san xudt quy md nhd ca va dong vat thuy
sinh d¢ tring trudng thanh khong cé kha nang sinh san.

Theo mét s6 khia canh, tac nhan duogc truyén dé 1am cho (céc) c4 thé duoc tao
ra khong c6 kha ning sinh san duoc truyén vao trimg trong didu kién hop chat c6
chtra guanidin theo séng ché. Hinh 2 minh hoa mét vi du vé ung dung céc hop chét
¢6 chura guanidin trong san xuit c4 vo sinh. Tham chiéu hinh 2, tring dé thu tinh
dugc ngam trong hoa chit c6 chia (cac) hop chét ¢6 chira guanidin hodc khong chia
bat k§ GCC nao. Trimg dugc ngdm trong bé dung dich trong 24 gid va sau d6 rua
sach. C4c trimg ngm trong bé dung dich véi GCC tao ra cé vo sinh do su di chuyén
sai cua PGC, trong khi tring ngam trong bé dung dich ma khéng c6 GCC tao ra ca
¢6 kha nang sinh san.

Céc héa chét stt dung trong cac phuong phap theo sang ché c6 thé bao gém
cac hoa chét pha v& su phat trién, di chuyén va/hodc su séng s6t cia PGC c6 kha
niang xam nhip vao mang dém cua trung da thy tinh hodc khéng thu tinh hodc dugc
cung cép trong diéu kién hop chit hd tro trong sy xam nhdp cua tring. Theo mot
khia canh, hoa chit c6 thé 1a Oligome Morpholino déi nghia c6 kha ning phéa v& sy
phat trién ctia PGC va c6 kha nang di qua mang dém cta trimg. Do do, theo mot s6
phwong 4n, Oligome Morpholino déi nghia hitu ich trong cac phuong phap theo sang
ché 13 Oligome Morpholino d6i nghia c6 hiéu qua dé chuyén tring va lam cho (cac)
c4 thé duoc san xudt khong ¢ kha ning sinh san.

Oligome Morpholino dbi nghia dugc st dung dé biéu hién gen im ling tam
thdi bing cach chin cac viée dich hoic ghép ndi RNA 1a budc thiét yéu d tao ra
mRNA. Oligome Morpholino ddi nghia cu thé ¢6 thé dugc x4c dinh dé tam thoi chin
hodc ngan chén sy bidu hién ctia cac gen can thiét cho sy phat trién cua t& bao mam
phdi ban diu bao gdm nhung khéng gisi han thyu thé dead end (dnd), nanos, vasa,
gnrh hoic fsh dAn dén tuyén sinh duc khong phat trién va cudi cling tao ra ca va dong
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vat thuy sinh d¢é tring khong c6 kha ndng sinh san.

Do d6, theo mdt khia canh cua sang ché d& cap dén phuong phéap san xuat
dong vat thuy sinh dé tring khong c6 kha ning sinh san bao gdm viéc tiép xuc cia
trimg da thuy tinh hodc khéng thu tinh véi Oligome Morpholino d6i nghia c6 hiéu qua
truyén tring va lam cho (c4c) ca thé duoc san xut vo sinh. Viéc tiép xuc theo mot sb
khia canh c6 thé bao gdm trong diéu kién hop chat c6 guanidin theo séng ché. Viéc
tiép xic bao gém viéc thim chuyén mang dém cua tring. Viéc tiép xuc c6 thé clng
thoi diém kich hoat nudc.

Theo khia canh cua sang ché @& cap dén cac phuong phap san xuit dong vét
thiy sinh dé tring vo sinh khic bang viée truyén Oligome Morpholino vao tring
hidu qua d& pha v& su phét trién, di chuyén va cu tri cta té bao mam phdi ban dau
(PGC) trong tuyén sinh duc ctia phdi, din dén tuyén sinh duc khéng phat trién
va/hodc chirc ndng sinh duc khong dﬁy du va phu hgp & cép dd té bao hoic md, va
cudi cling 13 tao ra c4 vo sinh.

Dead end (dnd) 13 thanh phan dic trung cia dong vat cé xuong séng ctia chat
nguyén sinh phoi va hat té bao phoi rAt cn thiét cho sy phét trién cia té bao phdi.
Gen dnd duge bidu hién cu thé trong chit nguyén sinh phdi va hat té bao mam phoi
ban dau. Vi dnd duoc coi 12 cin thiét cho viée di chuyén va su séng s6t binh thudng
ctia PGC, phoi khong c6 protein nay phat trién dé trd thanh ca trudng thanh vo sinh.

Céc phuong phép theo sang ché rat hiru ich cho viéc san xuét c4 va dong vat
thuy sinh dé trmg khong c6 kha ning sinh san khac dé nudi trong thuy san, thi
trudng c4 canh, va kiém soét cac loai xam 14n. Mot mit, cic phuong phap bao gdm
viée phé v& su phét trién cia tuyén sinh duc thong qua viéc truyén Oligome
Morpholino dbi nghia chdng lai dead end mRNA (dnd-MO) hodc cac gen khac cin
thiét cho su phat trién tuyén sinh duc bao gdm nhung khong gidi han thy thé nanos,
vasa, gnrh hodc fsh, dén tring d4 thu tinh. Hoat dong ctia dnd-MO hodc Oligome
Morpholino d6i nghia khac chéng lai cac gen can thiét cho sy phét trién tuyén sinh
duc din dén tuyén sinh duc khong phat trién va c4 truong thanh khong cé kha ning
sinh san.

Theo céc phuong 4n, dnd-MO c6 thé tam thoi e ché sy biéu hién cua Dead
end protein, diéu nay rAt cAn thiét cho viéc phat trién té bao phdi.

Sang ché dé cap dén chudi Oligome Morpholino d6i nghia cu thé dé str dung
trong cac phuong phdp ngan chén viéc biéu hién gen dead end trong ca.
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Hinh 3 1 so dd san xuét c4 vo sinh bing cach truyén Oligome Morpholino
dbi nghia cu thé chéng lai dead end mRNAs clia ¢ d& pha v& sy phét trién t& bao
mam phdi ban d4u (PGC), din dén tuyén sinh duc khong phét trién, va cudi cling tao
ra c4 vo sinh. Khi ¢4 khong duge xtr Iy vai Oligome Morpholino, ching cé thé tro
thanh c4 thé bd me.

Tham chiéu hinh 3, trimg c4 (vi du tir ca hdi, c4 vuge hodc ca rd phi) dugc
tiép xtc véi Oligome Morpholino chdng lai gen dead end cia céc loai c4 lién quan.
Hinh 3 minh hoa viéc truyén Oligome Morpholino chéng lai gen dead end trong quéa
trinh kich hoat nuéc va nude cing. Ngoai ra, trimg c6 thé khéng duge xir 1y. Minh
hoa, noi ma tring duogc tiép xUc v6i cac Oligome Morpholino, céc oligome cé tac
dung tc ché hoic ngin chin sy dich ma cia Dead end protein, din dén pha v su
phét trién PCG. Do d6, c4 truéng thanh khong c6 kha ning sinh san, vi khong c6 sy
phét trién cta tuyén sinh duc. Khi phat trién binh thudng PGC dugc cho phép, c4 s&
c6 tuyén sinh duc phét trién binh thudng va ca c6 th8 dugc sir dung nhu ca thé bd
me.

Do dé, theo cac phuong 4n, Oligome Morpholino déi nghia c6 kha ning pha
huy mdt cach c6 hi¢u qua it nhéit mot gen dead end, vi du it nhét mét gen dead end
ctia ho ¢4 hdi gen dead end, gen dead end ho ca vugc hodc gen dead end ho ca rd
phi.

Theo khia canh khac, sang ché dé cap dén Oligome Morpholino d6i nghia cu
thé c6 kha niang ngin chin tam thdi va ¢6 hiéu qua viée dich ma dead end, gen can
thiét cho su sdng s6t cia t& bao phdi, va cu thé phé v& su phét trién ctia tuyén sinh
duc dan dén viéc san xuét c4 v6 sinh, vi du, ho c4 hdi (ca hdi va c4 hdi cham), ho c4
vuoc (cd vuoc) va ho ca r6 phi (ca 16 phi va ca r6 phi canh).

Theo khia canh khéc, sédng ché dé cap dén viéc xac dinh cac chudi nga‘in cua
Oligome Morpholino ma c6 th8 d& dang l4y ra boi trimg dé dat dugc té bao dich.
Céc chubi ngén tdt hon 14 12 bazo hodc 18 bazo thay vi 25 bazo, nhu dugc trinh bay
trong Cong bd don WO 2015/073819, duge két hop dudi day ¢ tham khao. Chudi
Oligome Morpholino d& dugc thdy 1a c6 hiéu qua ngan chin tam thoi sy biéu hién
clia cac gen cu thé can thiét cho su phat trién cta té bao phdi & céc loai nudc lanh
nhu c4 hdi Pai Tay Duong. Nhiét d6 ap tring thap duoc cho 13 1am cho cac Oligome
Morpholino ngén dn dinh hon so vdi mRNA dich d chin tam thoi sy biéu hién cla
céc gen cu thé.

Sang ché con dé cap dén Oligome Morpholino cu thé, 5'"ACGCTCCTCCAT-
3' (SEQ ID NO: 1) va céc bién thé cta né, vi du 5’-ACTTGAACGCTCCTCCAT-3’
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(SEQ ID NO: 2), c6 kha nang ngan chan tam thoi va hiéu qua su biéu hién gen dead
end cua ho ca hdi, din dén tuyén sinh duc khong phét trién va/hodc chiic ning sinh
duc khong ddy du va phu hop, va cudi ciing 12 tao ra thé hé c4 hdi vo sinh. Theo do,
cac phuong phap theo sang ché c6 thé tmg dung cho tit ca céc loai c4 hdi, bao gdm,
nhung khong gidi han, ca hdi Pai Tay Duong, c4 hdi coho, c4 hdi chinook, c4 hdi
chum, c& hdi sockeye, ca hdi h6ng va c4 hdi masu, c4 hdi cau Véng, c4 hdi chAm
hdng va c4 hdi chdm ndu, c4 hdi nudc ngot thong thudng va cé hdi nude ngot Bic
Cuc va C4 hdi chidm hdng Béc Cuc va cic loi khac.

Céc Oligome Morpholino ¢6 thé 1a cic bién thé ctia cac chudi dugc liét ke.
Céc bién thé bao gdbm nhung khong gidi han axit nucleic bién tinh khac va cac
Oligome Morpholino khac bao gém toan bo hodc mot phﬁn chudi duoc liét ké & trén.
Cu thé bao gém oligome dbi nghia chira, bao gbm, mot hodc nhiéu SEQ ID NO:1 va
SEQ ID NO: 2. Ciing bao gdm céc bién thé clia céc oligome ddi nghia khac, bao
gdm cac bién thé oligome c6 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, hodc 99% (bao gdm
tht ca cac sb nguyén O gifta) chudi nhan dang hozc chudi don dén moét SEQ ID NO:1
va SEQ ID NO: 2. bét ky, va/hodc cac bién thé khac tir chudi bang khoang 1, 2, 3, 4,
5,6, 7, 8, 9, hoic 10 nucleotit, tdt hon céc bién thé c6 hiéu qua trong tai san xuét c4
v6 sinh khi tiép xtic véi trimg ca.

Theo khia canh khac cua sang ché bao gdm Oligome Morpholino dbi nghia
bao gdm SEQ ID NO: 1 va céc bién thé ctia ching. Theo khia canh khéc cta sang
ché bao gdm trimg da dugc chuyén nhiém ctia dng vt thily sinh dé trimg bao gdm
Oligome Morpholino dbi nghia bao gdm chudi nucleotit SEQ ID NO: 1 hodc cac
bién thé ctia chiing.

Céc bién thé c6 hiéu qua trong san xuét ca vo sinh khi tiép xtc v6i trimg ca
nhu di duoc st dung trong ndi dung cé nghia 1a viéc str dung cac bién thé trong cac
phuong phép theo sang ché s& tao ra c4 vo sinh. Theo cdc phuong 4n, cac bién thé s&
pha v& hidu qua biéu hién gen dead end quan trong.

Theo cac phuong 4n cia phuong phap theo sang ché, trimg da thy tinh hodc
khong thu tinh (mdt hodc nhidu trimg) dugc ngadm trong mdi trudong ngdm bao gdm
Oligome Morpholino dbi nghia hiéu qua biéu hién gen dead end cua cd quan trong.
Viéc ngdm tot hon tai thoi diém bdt dau kich hoat nude ciia trimg. Néng dé Oligome
Morpholino déi nghia trong moi truong ngdm can di dé cho phép Oligome
Morpholino déi nghia di qua mang dém ciia trimg cd, hiéu qua chuyén nhiém trimg.
Theo cdc phuong dn, nong do thong thuong khodng tir 1 dén khodng 200 uM, 1ot
hom 1& khodng tir 10 dén khodng 100 uM, va tét hon nita la khodng tir 20 dén
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khodng 60 pM.

Cac mdi truong ngam theo vi du, thuong 1a mdi truong nudce, cd thé bao gdm
nudc ngot, nude lg, nude bién, dich buéng tring cé hodc chét pha loang thu tinh c6
chira mudi, Tris (d6 pH tir 7 dén 9), Glycin, va/hoic tir 0 d&n 30% huyét thanh va
chét trc ché protease nhu aprotinin hozc leupeptin.

Theo sang ché, moi trudng ngdm con cd thé bao gom hop chat cé chia
guanidin nhu dugc dé cép chi tiét ¢ trén cé kha ning ting d6 tham ctia mang dém
cua trung.

Mic du thoi gian yéu ciu dé ngam truéng da thu tinh dé dat dugc viée ca va
dong vat thuy sinh dé trimg khac khong cé kha ndng sinh san s&€ phu thudc vao céc
loai c4 va dong vat thuy sinh dé trimg khac, thong thuong cé hodc trung khac s€
dugc ngdm trong méi trudng ngdm chira Oligome Morpholino va, tuy chon, hop chit
¢6 chira guanidin trong khoang 2 dén khoang 96 gio, t6t hon 1a trong khoang 4 dén
khoang 72 gid, va tbt hon nita 14 tir khoang 5 dén khoang 48 gio.

Theo mdt khia canh ctia sang ché dé cap dén cac phuong phap san xuét c4 va
dong vat thily sinh dé trimg vO sinh dugc nudi khic bing viéc truyén guanidin
dendrime vao trimg ca hoac phdi dé phéa v& su phat trién, di chuyén va cu tri cia té
bao mam phdi ban diu (PGC) trong tuyén sinh duc ctia phdi, dan dén tuyén sinh duc
khong phét trién va/hodc chiic ning sinh duc khong hoan toan va phu hop & cap do
t& bao hodic md, va cubi cing 14 tao ra c4 va dong vat thuy sinh dé trimg v6 sinh
khéc.

Theo mot khia canh, sdng ché dé& cap dén guanidin dendrime bao gém phﬁn t
trung gian triazin, vi du octaguanidin dendrime vé&i phan tir trung gian triazin, ciing
duoc goi 1a "Vivo". Hop chit niy di dwoc mé td trong sing ché Hoa Ky sb
7,935,816. Sang ché Hoa Ky sb 7,935,816 cho biét dugc két hop & day bang cach
tham khao tuong tng.

Hop chét vin chuyén dendrime octaguanidin minh hoa véi morpholino nhu
chét dai dién duoc thé hién trong hop chét sau day:
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Guanidin dendrime cu thé hitu ich véi Oligome Morpholino theo sang ché 1a
2-[(4-nitrophenyl)oxycacbonylhexametylencacbonylpiperazinyl]-4,6-bis {di-
[di(trifloaxetamidohexyl)aminocacbonyloxyethyl]amino } triazin.

Sang ché con dé cap dén viéc st dung octaguanidin dendrime v6i phan tir
trung gian triazin. Guanidin dendrime c6 hi€u qua d6i voi van chuyén cta Oligome
Morpholino, hodc ¢6 lién két cong hoa tri véi Oligome Morpholino hodc khong c6
lién két cong hoa tri v6i Oligome Morpholino.

Theo khia canh khac cta sang ché dé cap dén phuong phép san xuat dong vat
thuy sinh dé trimg khong c6 kha nang sinh san, phuong phap da dé cap bao gdm viéc
tiép xtic ngay 14p tlrc sau khi thy tinh cta trimg dé thy tinh véi Oligome Morpholino
d6i nghia c6 hidu qua dé chuyén trimg va 1am cho (céc) ca thé duoc tao ra tir d6 vo
sinh.

Oligome Morpholino chon loc c6 thé pha v& su phét trién, di chuyén va séng
sét cia PGC trong s luong 16n phdi, dén dén viéc san Xuét c4 va cac dong vat thuy
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sinh dé trimg trudng thanh khic khong cé kha ndng sinh sadn véi quy mo 16n. Cac
phuong phép theo séng ché ciing c6 thé tmg dung cho phoi don 1é trong viéc san
xudt quy mo nho ci va dong vat thuy sinh dé trimg truéng thanh khong c6 kha ning
sinh san. '

Theo mot phuong 4n dé cap dén phuong phép san xuét dong vat thuy sinh dé
tring khong c6 kha ning sinh san, bao gdm ngam trimg da thy tinh hodc khong thu
tinh trong méi trudong ngdm bao gébm guanidin dendrime, vi du Vivo, va Oligome
Morpholino ddi nghia c¢6 kha ning pha huy hiéu qua su biéu hién ctia gen dead end
hodc cac gen khac nhu thu thé nanos, vasa, gnrh hoic fsh can thiét cho sy phat trién
ctia tuyén sinh duc cua c4 va cac dong vt thuy sinh dé tring khac. Tét hon, guanidin
dendrime 13 octaguanidin dendrime véi phin tir trung gian triazin, vi du Vivo.
Oligome Morpholino d6i nghia c6 thé vi du 14 SEQ ID NO: 1 hoic SEQ ID NO: 2.

Theo céc khia canh cu thd cta phuong 4n theo sing ché, tring di thu tinh
hodc khong thu tinh (mot hodc nhiéu) dugc ngdm trong moi truong ngdm bao gém
guanidin dendrime va Oligome Morpholino d6i nghia c6 kha ning pha v& hiéu qua
su biéu hién cua gen dead end hoic cac gen khac can thiét cho sy phat trién cla
tuyén sinh duc ctia c4 va cdc dong vat thuy sinh dé trimg khéc. Nong d6 Oligome
Morpholino di nghia trong mdi truong ngim cdn du dé cho phép Oligome
Morpholino d6i nghia di qua mang d&m cua trang. Theo cac phuong an, ndng do
thong thuong tir khoang 1 dén khoang 200 uM, tét hon 14 tir khoang 10 dén khoang
100 1M, va tét hon nita 13 tir khoang 20 dén khodng 60 pM.

TAt ca céc khia canh theo sang ché bao gdm viéc truyén hoic str dung hop
chit c6 chtra guanidin c6 hiéu qua dé ting do thAm ctia mang dém cla tring cla
dong vat thuy sinh. Theo cac khia canh, hop chit c6 chita guanidin hodc c6 lién két
cdng hoa tri hodc khdng c6 lién két cong hoa tri véi bat ky héa chit nao c6 thé
chuyén mang dém cua tring.

C6 thé nhan thdy ring viéc tiép xtc cla trimg va/hodc phdi véi cac hoa chét
va hop chét theo sang ché ¢6 thé dugc thuc hién bang bit ky céch thitc phit hop nao,
vi du ngam tiép xuc, hoic thay thé bang tiép xtic khong ngdm, mic du né dugc nhin
thdy ring viéc ngam tiép xuc 1 k¥ thut hiéu qua pht hop v6i cac hoat dong quy mo
16n dé san xudt c4 va dong vat thiy sinh v6 sinh. K§ thuat tiép xic khong ngam c6
thé duoc st dung trong thuc té theo sang ché bao gbm nhung khong gii han phuong
phap phun hoic nho giot dé tiép xuc, k¥ thuat truyén kho, trong d6 trimg duogc tiép
xtic v6i chit mang hodc hodc bé mit pha véi hodc hd tro bit ky cac héa chat hodc
hop chét theo sang ché c6 hidu qua san xuat cé vo sinh, hodc cac ky thuat khac tir do
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trimg va/hodc phdi duoc tiép xtic véi héa chit hodc hop chit theo sang ché. Viée tiép
xtc t6t hon bao gdm tiép xtc khong tiém.

Séng ché cling dé cap dén mot khia canh dé dua héa chit vao trung tir c& hodc
dong vat thiy sinh dé trimg khéc bang viée tiép xtic clia trimg véi héa chét trong qua
trinh nudc hoat chdt va nudc cing clia trimg da thy tinh (Hinh 3). Trong sudt giai
doan nay, trung tich cuc la‘iy nude (vi dy, 1én dén 14,83 + 2,05 microlit mdi tring c4
hdi Pai Tay Duong). Luc hip thu nudc chit dong ndy c6 th dugc st dung @8 truyén
cac hoa chét, vi du nhu Oligome Morpholino véo trimg.

Séang ché theo mot s6 khia canh md ta cac phuong phép dua héa chat hiéu quéa
vao trimg cua cac dong vat thily sinh dé trimg bang viéc tiép xtc clia trimg véi cac
héa chét trong nhém trong sudt cira sd thoi diém bat dau kich hoat nuéc va nudce
cing. Theo cac phuong an khéc nhau, viéc tiép xuc bao gdbm ngim trimg trong moi
truong ngdm chua mot hodc nhidu (cac) héa chét trong nhém. Nhu dugc st dung tai
day, kich hoat nudc va nude ciing cia trimg di thu tinh bét ddu & 14n tiép xic dau
tién cua tring méi dugce thu tinh véi nudc dén khi két thiic nude cing.

Theo d6, theo cac phuong 4n khac nhau cia sang ché dé cap dén viéce tiép xuc
cua tring di thy tinh ngay lap tuc khi bét ddu kich hoat nuéc v6i héa chit trong mdi
trudng ngdm. Héa chit dugc st dung trong mdi trudng ngam co thé g6p phan lam
cho dong vat thuy sinh dé tring khong c6 kha ndng sinh san, va mot trudng ngdm
trong cac phuong 4n cu thé c¢6 thé bao gdm chét thém hozc chat khic c6 lgi cho dong
vat thuy sinh dé trung no tir trimg da tiép xtc v6i mdi trudng ngam, vi du céc chat
nhu DNA/RNA, hoocmon, chét kich thich ting truéng, khang nguyén bao vé, chat
dinh dudng, ...

Theo cac khia canh cu thé cua phuong an theo sang ché, tring da thu tinh
hodc khéng thu tinh (mdt hodc nhiéu) duoc ngdm trong moi trudong nude, do d6 bét
dAu kich hoat nudc, bao gdm Oligome Morpholino dbi nghia hodc hop chét ¢ chira
guanidin va Oligome Morpholino d6i nghia c6 kha ning pha v& hiéu qua su bidu
hién cua gen dead end hodc cac gen khac cAn thiét cho su phat trién cta tuyén sinh
duc cta c4 hoic cac ddng vat thuy sinh dé trimg khac. Ngadm van tiép tuc cho dén khi
mang dém hoan thanh qud trinh lam cung. Nong d6 Oligome Morpholino d6i nghia
trong bé dung dich can di dé& cho phép Oligome Morpholino d6i nghia di qua mang
dém cua tritng. Theo céc phuong an, ndng d6 thong thudng tir khoang 1 dén khoang
200 pM, t6t hon 1a tir khoang 10 dén khoang 100 uM, va t6t hon nita 1a tir khoang 20
dén khoang 60 uM.

Céc phuong phap theo sang ché tmg dung cho dong vat thuy sinh dé trimg.
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Nhu duge sir dung tai ddy, dong vat thuy sinh dé tring bao gdm céc loai dé trimg clia
dong vat trén mat nude bao gém tht ca cac loai ca va dong vat thuy sinh dé tring
khéc nhw dong vat gidp x4c va/hosic nhuyén thé.

Theo d6, déng vat thuy sinh dé tring bao gém tt ca cac loai c4, bao gém
nhung khong gi6i han c4 hdi, c4 hdi Pai Ty Duong, c4 hdi coho, ¢4 hdi chinook, c4
hdi chum, c4 hdi sockeye, c4 hdi hdng va c4 hdi masu, c4 hdi chdm, c4 hdi cau vong,
c4 hdi chdm hong va c4 héi chdm nau, c4 hdi nuée ngot thong thudng, ca hdi nudc
ngot Béc Cuc va C4 hdi chdm héng Béc Cuc, ca vuoc, ca vuoc lai, ca vuoge van, ca
vuoc tréng, c& vuoc vin tréng lai, ca vugc vang, cd ro, ca rd tréng, ca rd vang, cé ro
chau Au, c4 vuoc 16 lai, c4 rd phi song Nil, c4 16 phi xanh, ¢4 rd phi xanh séng Nil
lai, c4 rd phi Mozambique, c4 ngwa van, cac lodi c4 chép, c4 vén, ca vén bién, c4
trap, cac loai ca da tron, va ca tuyét.

Cac phuong phép theo sing ché dugc ing dung thém v&i dong vét thuy sinh
dé tring nhu dong vat giap xac va/hoic nhuyén thé. Pong vat thuy sinh dé tring c6
thé bao gébm nhung khong giéi han tom, tom thuong pham, t6m hiim, tom song, cua,
sO, muc, bach tudc va nhiing loai tuong tu.

Nhitng thuan loi va dic diém theo sang ché dugc minh hoa rd hon bang cac vi
du sau day, khong duogc hiéu 1a bat ky cach nao han ché pham vi cuia sdng che ma la
minh hoa cho c4c phuong 4n cu thé cta sang ché trong cic img dung cu the cia no.

Vi du thwc hién sing ché

C4a ngua vin duoc lua chon d& minh hoa ban dau vé cac phuong phap theo
sang ché, do thoi gian phat trién ngén va mot s6 luong 16n cac phdi duoc tao ra cho
mdi 14n giao phéi, d& dang thu dugc hang ngay hodc hang tun. Thém vao d6, phdi
c4 ngua van rd rang, dé quan sit bing mét, va cimg cip. Viéc phét trién thong
thuong cia PGC va céc tuyén sinh duc véi phdi ¢6 co ché bao ton tién héa dugc tim
thdy trong tat ca cac loai ca. Theo d6, cac phuong phép theo sdng ché duoc g dung
cho tAt ¢ cac loai c4 bao gdbm nhung khong giéi han ca ngua vén, cac loai ca chép,
cac lodi c4 hdi chim, cac loai c4 hdi, ca vén (bao gém c4 c4 vén bién va ca canh), ca
vuoe (bao gém c4 chém bién va nudc ngot va ca vuoc lai, ...), ca rd (c4 rd vang, ca
rd tring ...), c4c loai c4 da tron, c4 tuyét va cdc nhom chinh khac 1a tiéu biéu cho
viéc nudi trong.

Nhu dugc mo ta & ddy, cdc phuong phdp thong thuong ing dung cho ca va
dong vat thiy sinh dé tring dugc nudi khac, vi san xuét cac loai nudi vé sinh nhu
mong mudn. Theo d6, cac phuong phép theo sang ché tng dung cho bt ky loai c4
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va dong vat thuy sinh d¢ trimg dugc nudi nao, cy theé doi véi cac loai nudi trong
thuong mai quan trong.

Vidul

Sang ché d& cap dén hoa chit cu thé, vi du hop chat c6 chita guanidin, c6 kha
ning tang do thdm ctia mang dém, cho phép cac hoa chit nhu cdc phan tir chuyén
vao mang dém va dat toi trimg va phoi.

Tring ca ngua van dugc 0 trong dung dich ¢6 chira 1 pM cua 10, 20 hodc 40
KD floescein-dextran v&i 0 hoiic 40 mM arginin, guanidin-HCl hodc guanidin-
thioxyanat trong 24 gio.

Két qua anh huynh quang chi ra rang arginin, guanidin-HCI va guanidin-
thioxyanat lam tdng sy hép thu cta floescein-dextran trong trimg duge xir ly bang 40
mM arginin, guanidin-HCI hodc guanidin-thioxyanat (trimg dd qua xir ly) trong su
hip thu tring duoc G trong céc dung dich chi c6 chia floescein-dextran nhung khong
c6 hop chét ¢6 chira guanidin (trimg khong duge xi 1y). Tham chiéu hinh 4, trimg da
qua xi Iy hép thu nhiéu floescein-dextran hon trimg khong duge xt Iy dugc chi ra
bing mau xanh huynh quang dam hon trong tring da qua xu ly. Do do, arginin,
guanidin-HCI va guanidin-thioxyanat lam tdng d6 thAm ctia mang dém.

Thém vao dé, ca ba kich thuéc khic nhau (phan tir ning 10, 20 va 40 KD)
cuia floescein-dextran dugc hip thu boi tring dd qua xu ly. Theo d6, cac phuong
phép theo séng ché timg dung cho tAt ca dong vt thily sinh d¢ tring va tng dung dé
chuyén trimg véi cdc phan tir c¢6 kich thude khac nhau, bao gbm ca c4c phan tir nho
hon va 16n hon.

Vidu2

40 trimg c4 ngwa van dugc chuyén vao mdi khoang cua tim c6 48 khoang
chira 300 pl hé théng bé nudc sach. Sau khi phén tring, hé thdng nudc trong mbi
khoang duoc thay bing 300 pl nuéc chira 10 hodc 100 uM poly-arginin (9-arginin
polyme). Sau 18 gids i trimg duoc kiém tra bang kinh hién vi huynh quang Axioplan
2 (ZEISS, Thornwood, NY, USA). Kinh hién vi dugc trang bj may anh ky thuét s6
DP70 (Olympus, Center Valley, PA, USA).

Hinh 5 minh hoa céc anh hién vi thu duoc trong nghién ciru. Minh hoa céc két
qua anh chup sang, poly-arginin/9 me (100 pM) ndng dd cao da tao ra cac tap hop
khong ddc ching tdng hop trong vong 1 gidr G, ma khong thdy trong nhém duoc xtr
Iy v6i 10 uM poly-arginin/9 me. Sau 18 giv 1, poly-arginin/9 me (100 uM) ndng do
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cao dugc tao ra boi sy phan tdich mang dém khong théy duoc trong nhém dugc xtr ly
véi 10 uM poly-arginin/9 me.

Vidu3

40 trimg c4 ngua van dugc chuyén vao mdi khoang cua tim c6 48 khoang
chira 300 pl hé théng bé nudc sach. Sau khi phén trimg, hé thdng nuéc trong mdi
khoang duogc thay bang 300 ul nuéc chira 0 hodc 40 uM poly-arginin (9-arginin
polyme) va 1 pM cta 10 KD floescein-dextran. Sau 4 gid u trang duoc kiém tra
bing kinh hién vi MZ12 (Leica, Buffalo Grove, USA), hodc kinh hién vi huynh
quang Axioplan 2 (ZEISS, Thornwood, NY, USA). Ca hai kinh hién vi dugc trang
bi may 4nh k§ thuat s DP70 (Olympus, Center Valley, PA, USA).

Hinh 6A-6D minh hoa céc btc anh hién vi thu dugc trong nghién ctru. Tham
chiéu hinh, poly-arginine 1am ting d¢ thdm ctia mang dém. Trimg c4 ngua van dugc
U trong céc dung dich chira 1 pM ciia 10 KD floescein-dextran véi 0 hoac 40 uM
poly-arginin tham chidu hinh 6A va hinh 6B. Céc két qua anh chup sang cho thiy
poly-arginin (Hinh 6A) da tao ra céc tap hop khong dic ching ma khong thy trong
b6 didu khién (Hinh 6B). Hinh 6C va hinh 6D minh hoa cac két qua chup huynh
quang cho thiy ring poly-arginin ting cudng su hép thu ctia floescein-dextran nhu
duoc chi ra béi mau xanh huynh quang dam hon trong trimg da qua xt ly véi poly-
arginin (Hinh 6C) so v6i tring kiém soét (Hinh 6D).

Vidu4

Dendrimeric octaguanidin véi phan tir trung gian triazin con dugc goi la
Vivo, duoc lién hop téi c4 ngua vin ¢6 chita dnd-MO, dugc sit dung trong viéc
ngdm chtra phoi ca ngua van trong nuéc. Kha nang cua cac phuong phap theo sang
ché dé gay ra vé sinh trong c4 ngyua vin di duoc kiém tra bing cach truyén nhing
chit sau:

A: dnd-MO-Vivo 60 uM trong 0,5 gid, 40 pM trong 2 gio, 20 pM trong 3
gidy, 10 pM trong 4,5 gid va 5 uM trong 14 gid, bt dau truyén tai thoi diém bét dau
kich hoat nudc va nude cing (ngay sau khi thu tinh);

B: dung dich chi chira nu6c dé kiém soat;

C: dnd-MO-Vivo 60 uM trong 0,5 git, 40 pM trong 2 gio, 20 uM trong 3
gid, 10 pM trong 4,5 gio va 5 pM trong 14 gio, bét dAu truyén tai thoi diém mot
tiéng sau khi thy tinh.
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Trong ¢4 ngua van, sy kich thich v6 sinh chi ¢6 thé dat dugc khi dnd-MO-
Vivo duoc truyén ngay lap tirc khi bat dau kich hoat nuéc va nude cing. Néu dnd-
MO-Vivo duge truyén 1 gid sau khi kich hoat nuéc chi dat khoang 44 dén 59% cé
duogc xtr ly vo sinh (Bang 1).

BANG 1

Al A2 Bl B2 Cl C2
phoi ton tai dén 2 dpf| 41 40 52 50 45 47
(ngay sau thu tinh)
thu dugc cé truong thanh | 28 32 39 43 34 29
ti 18 c4 truong thanh séng | 50% | 57% 69% 76% 60% 51%
s6 luong ca duc 0 0 16 15 12 9
s6 luong c4 cai 0 0 23 28 7 3
sd lwong c4 vo sinh 28 32 0 0 15 17
% cé vo sinh 100% | 100% 0% 0% 44% 59%
Trung binh % c4 vo sinh 100% 0% 52%
Vidu5

Dendrimeric octaguanidin v6i phn tir trung gian triazin, con dugc goi la
Vivo, dwoc lien hop t6i ¢4 hdéi 6 chia dnd-MO, 5’-
CTGACTTGAACGCTCCTCCATTATC-3' (SEQ ID NO. 3) va dugc st dung trong
viéc ngam chira phéi ca hdi cdu vong trong nude, hodc trimg khong duge thu tinh
trong dich budng trimg hozc chit pha loang thu tinh. Kha ning ctia cac phuong phap
theo sang ché dé gy ra vo sinh trong ca hdi cdu vdng da duoc kiém tra bang cach
truyén nhimg chit sau:

I: C4 hdi c6 chita dnd-MO-Vivo 10 uM trong 48 gid, truyén vao trimg da thu
tinh tai thoi diém bét diu kich hoat nuée (trong vong 1 phit)

I1: C4 hdi c6 chita dnd-MO-Vivo 10 uM trong 48 gio, truyén vao tring khong
duogc thu tinh v&i méi trudng ngdm cia dich buéng trimg. Viéc thu tinh dugc thuc
hién sau 48 gio u.

III: C4 hdi c6 chira dnd-MO-Vivo 10 pM trong 48 gid, truyén vao trimg
khong duogc thuy tinh voi chét pha loang thu tinh chira mudi, Tris (d6 pH 8,0), Glyxin,
va 5% huyét thanh c4. Viéc thu tinh duge thyc hién sau 48 gio 1.

IV: Nudc hodc mdi trudng ngdm khong c6 dnd-MO-Vivo nhu chat kiém soat.
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Hinh 7A-7G minh hoa viéc xt Iy ¢4 hdi ¢6 chira dnd-MO-Vivo dan dén ca
hdi cAu vdng v6 sinh. (Hinh 7A) tinh hoan phét trién t6t ctia ca duc khdng duge xir
Iy tir bude IV; (Hinh 7B) budng trimg phét trién t5t cla c4 cai khong duoce xir 1y tir
bude IV; (Hinh 7C) tinh hoan cta c4 hdi da duoc xir Iy v6i ca hdi c6 chira 10 pM
dnd-MO-Vivo duoc xit Iy tir cac bude I, II va III, phat trién thinh mé moéng giéng
nhu soi; (Hinh 7D) hinh anh hién vi cta cac tuyén sinh duc bi cét; (Hinh 7E) sy hinh
thanh tinh tring hoat tinh ctia tinh hoan cta c4 duc kiém soat khong duge xtr 1y
(buée IV); (Hinh 7F) budng trimg phat trién tot ctia ca cai kiém so4t khong duge xit
1y v&i nodn bao (bude IV) & cac giai doan phét trién khac nhau; (Hinh 7G) cac thi
nghiém mé hoc ctia md sinh duc cho théy tinh hoan cta c4 hdi cé chta dnd-MO-
Vivo duge xtt ly (bude I, I va IIT) dudng nhu kém phat trién khong ¢6 cAu tric sinh
duc hoan thién hoic t& bao mim phoi.

Vidu6

C4 hoi c¢6 chita dnd-MO (xem vi du 5) ho#ic dendrimeric octaguanidin véi
phén tir trung gian triazin con dugce goi 1a Vivo, dugc lién hop t61 ca hoi c6 chua
dnd-MO, din dén c4 hdi dnd-MO, dugc sir dung dé gdy ra vo sinh & cd hoi Pai Tdy
Duong va dé dwoc kiém tra bing cdch truyén cdc chat sau ddy:

I: C4 hdi ¢6 chira dndMO-Vivo 10 uM trong 48 gid, truyén vao trimg da thy
tinh tai thoi diém bit ddu kich hoat nudc (trong vong 1 phut)

IT: C4 hdi 6 chira dnd-MO-Vivo 10 uM trong 48 gio, truyén vao tring khong
duoc thy tinh véi méi trudng ngdm cia dich budng trimg. Trimg di thu tinh sau 48
gio u.

II: C4 hdi c6 chia dnd-MO-Vivo 10 uM trong 48 gid, truyén vio trimg
khéng dugc thy tinh véi moi trudng ngadm chira mudi, Tris (d0 pH 8,0), Glyxin, va
5% huyét thanh ca. Viéc thu tinh duge thuc hién sau 48 gid .

IV: Cé4 hdi ¢6 chira dnd-MO 20 pM trong 48 gid, truyén vao trimg khong
duoc thu tinh v6i méi trudng ngdm cia dich budng trimg. Trimg da thu tinh sau 48
gio u.

V: C4 hdi c6 chira dnd-MO 20 pM trong 48 gid, truyén vao trimg khong dugc
thu tinh véi modi trudng ngdm chita mudi, Tris (d6 pH 8,0), Glyxin, va 5% huyét
thanh c4. Tring da thu tinh sau 48 gio u.

VI: Nudc hoac mdi truong ngdm khong co ca hdi c¢6 chita dnd-MO-Vivo
cling nhu dnd-MO nhu chét kiém soét.
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Hinh 8A-8D minh hoa c4 hdi c6 chita dnd-MO hoic dnd-MO-Vivo ngin chin
su phat trién tuyén sinh duc & c4 hdi Pai Tay Duong. Trong cé hdi Pai Tay Duong
10 théng tudi, (Hinh 8A) tinh hoan phét trién cta c4 duc khong duoc xur ly (budc
VI); (Hinh 8B) budng tring dang phét trién clia c4 cai khong dugc xu ly (budc VI);
(Hinh 8C) cac tuyén sinh duc ciia c4 di xi ly bing dnd-MO-Vivo hodc dnd-MO da
phat trién thanh mé mong gidng nhu soi; (Hinh 8D) hinh anh hién vi ciia cac tuyén
sinh duc bi cét bo tir (Hinh 8A), (Hinh 8B) va (Hinh 8C).

Mic du viéc boc 16 da duoc dé cap lién quan dén cac khia canh, cac dic trung
va cac phuong an minh hoa cu thé, n6 s& dugc danh gia rang loi ich cta viée boc 16
khong han ché, ma mo rong dén va bao gbm nhiéu bién thé, sta dbi va cac phuong
4n thay thé khac, s& d& cap dén nhitng ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc
theo sang ché, dua trén mé ta & day. Tuong ty nhu vy, sang ché vé6i yéu cau bao ho
nhu sau ddy nhdm duoc hiéu va giai thich theo nghia rong, bao gdm tit ca cac bién
thé, stra ddi va cac phuong 4n thay thé, theo tinh thdn va pham vi cia né.

['Tng dung cong nghiép

Sang ché dé cap dén phuong phap dua hoa chét vao trimg/phdi cia cac dong
vét thuy sinh sit dung hop chat c6 chita guanidin dé ting @6 thim ctia mang dém cua
tring. Viéc truyén thudc thtr hoic hoat chét c¢6 kha ning sinh hoc vao trimg/phoi cia
cac dong vt thuy sinh nhu ca ngua vin, cung cip co hoi sang loc va danh gia hoat
doéng va/hodc doc tinh cua cac chét thir.

Cac phuong phép va céc hop chét theo sang ché con dé cap dén viéc san Xuét
c4 va dong vat thuy sinh dé trimg khong c6 kha nang sinh san. Tri€t san (gy ra vo
sinh) & c4 va dong vat thily sinh dé tring dugc nudi lam ting ty 1& phat trién ctia
chung bing cach chuyén dbi ning lugng tir thirc dn dé ting truéng co, thay vi phét
trién tuyén sinh duc. Ngoai ra, néu thoat khoéi noi nudi trong thily san ra moi trudng,
c4 va dong vat thiy sinh dé tring dugce nudi vo sinh, bao gdm c4c loai da dugc thudn
hoa, khong phai céc loai khong ty nhién hozc bién ddi gen, s& khong thé tai sinh san
hozic giao phéi v6i cac loai tw nhién. Diéu nay sé& gitip ngin chin sinh hoc va ngin
ngua su 0 nhiém di truyén cta cac loai tu nhién va/hodc su thanh 1dp cua c4 nubi,
céc loai khong tu nhién hoic bién dbi gen ca va cdc dong vét thiy sinh dé trimg
duoc nudi trong mdi trudng tu nhién.
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YEU CAU BAO HO
1. Phuong phap dua it nhit mét chit vao trimg tir dong vat thiy sinh dé trimg,
phuong phép niy bao gdm budc cho trimg tiép xuc v6i it nhit mot chét véi su cé
mit cta hop chét chira guanidin hitu hidu dé gia ting tinh thAm cta mang dém cua
tring, trong d6 trimg duge cho tiép xtc véi it nhét mot chit trong moi trudng ngam
chura it nht mot chét va hop chét chira guanidin va trong d6 hop chit chira guanidin

(a) bao gdm arginin hodc muoi ciia nd; hoac

(b) 14 guanidin hoic mudi ctia né dugc chon tir nhém gdm guanidin-HCI, guanidin-
thioxyanat, guanidin-axetat, guanidin-cacbonat, guanidin-nitrat, guanidin-sulfat,
guanidin-bicacbonat, va guanidin-hydrobromua; hodc

(c) bao gdm dime, trime hodc polyme cta guanidin hodc arginin duoc chon tlr cac
hop chét ¢ cong thitc chung tir (I) dén (IV),

trong d6 hop chét c6 cong thic chung (I) duoc chon tir dime arginin va poly-arginin
1in k&, c6 cong thic:

NH,
gEgNHz
NH

O (CHy)s

|
—FC—CH—NH3—
@

trong d6: n>2;

trong d6 hop chéit c¢6 cong thirc chung (I) duge chon tir dime cua hop chét arginin-
doan lién két va hop chit poly-arginin-doan lién két duoc dit cach nhau, c6 cong
thire:

NH,

\o

C—NH;

NH
R

|
ﬁ (?Hz)z
——{C——CH——NH——P:%:}¥%—
P D
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trong dé: n>2;

o 1 doan lién két chinh c6 thé thay ddi va 13 axit amin, nucleotit, phosphoramidat,
glycol, polyetylen glycol, nitro, amino, xyano, phenyl, xyclohexyl, benzyl, hodc Ci-
C4 alkyl thép mach thing hodc mach nhanh;

X>2; va

R 1 c4c nhém c6 thé thay dbi va 1a nguyén tir hydro, nitro, amino, xyano, phenyl,
xyclohexyl, benzyl, hodc mach théng hodc mach nhanh Ci-Cs alkyl thép hoidc géc
C1-C4 alkenyl, tuy y duoc thé béng mot hodc hai géc duoc chon tir: hydroxyl, amino,
dimetylamino, metoxy, etoxy, carboxyl, carboxamit, N-metylcarboxamit hodc SOsH,
hodc mudi cta né;

trong d6 hop chét c6 cong thic chung (III) dwoc chon tir dime cla hop chat
guanidin-doan lién két va hop chat poly-guanidin-doan lién két 1ién k&, c6 cong thirc:

NH,

\e

C—NH2

NH

{ £ } (II)

o 1a doan lién két chinh cé thé thay dbi va 1a axit amin, nucleotit, phosphoramidat,
glycol, polyetylen glycol, nitro, amino, xyano, phenyl, xyclohexyl, benzyl, hodc Ci-
Cs alkyl thap mach thang hoic mach nhénh; va

trong do: n>2; va

trong d6 hop chét c6 cong thic chung (IV) dugc chon tir dime cua hop chét
guanidin-doan lién két va hop chit poly-guanidin-doan lién két dugc dit cich nhau,
c6 cong thic:

i (IV)
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trong d6: n>2;

o la doan lién két chinh c6 thé thay ddi va 1a axit amin, nucleotit, phosphoramidat,
glycol, polyetylen glycol, nitro, amino, xyano, phenyl, xyclohexyl, benzyl, hodc Ci-
Cq4 alkyl thip mach thing hoic mach nhénh;

X>2; va

R 13 cdc nhom c6 thé thay dbi va la nguyén ti hydro, nitro, amino, xyano, phenyl,
xyclohexyl, benzyl, hodc Ci-Cs alkyl thip mach thang hozc mach nhanh hodc gbe
C1-C4 alkenyl, tuy y dugc thé bé‘mg mot hodc hai géc duogc chon tir: hydroxyl, amino,
dimetylamino, metoxy, etoxy, carboxyl, carboxamit, N-metylcarboxamit hodc SOsH,
hodc mudi cta noé.

2. Phuong phap theo diém 1, trong d6 ndng d6 ctia hop chit chira guanidin trong moi
trudng ngdm nim trong khoang tir 1 dén 80,000 pM.

3. Phuong phap theo diém 1, trong d6 hop chét chira guanidin bao gdm arginin hoic
mudi ctia né.

4. Phuong phap theo diém 1, trong d6 hop chét chira guanidin 13 arginin.
5. Phuong phép theo diém 1, trong d6 hop chét chra guanidin 1 guanidin.

6. Phuong phép theo diém 1, trong d6 hop chit chira guanidin 13 guanidin-HCI,
guanidin-thioxyanat, guanidin-axetat, guanidin-cacbonat, guanidin-nitrat, guanidin-
sulfat, guanidin-bicacbonat, hodc guanidin-hydrobromua.

7. Phuong phép theo diém 1, trong d6 hop chit chira guanidin bao gbm dime, trime
hodc polyme ctia guanidin hodc arginin duge chon tir cac hop chét c6 cong thic
chung tir (I) &én (IV),

trong d6 hop chét c6 cong thie chung (I) duoc chon tir dime arginin va poly-arginin
1ién k&, c6 cong thic:

NH,

\®

(IE—NHZ
TH

O (CHy)s

I
—+FC—CH—NH+—
@

-28-



31949

trong d6: n>2;

trong d6 hop chat cé cong thirc chung (II) duge chon tir dime ctia hop chét arginin-
doan lien k&t va hop chét poly-arginin-doan lién két duoc dit cach nhau, c6 cong
thuce:
I\&
®
C¥NH2

NH
R

|
(|3| ((|3H2)3
——[C—CH—NH@—}
R 1Y

o 1a doan lién két chinh c6 thé thay ddi va 1a axit amin, nucleotit, phosphoramidat,

trong do: n>2;

glycol, polyetylen glycol, nitro, amino, Xyano, phenyl, xyclohexyl, benzyl, hodc Ci-
Cs alkyl thép mach théng hoac mach nhénh,;

X>2; va

R 14 cac nhém c6 thé thay ddi va 13 nguyén tir hydro, nitro, amino, xyano, phenyl,
xyclohexyl, benzyl, hodc C1-Cs alkyl thAp mach thidng hoic mach nhanh hodc gbe
C1-Cs alkenyl, tuy y duoc thé béng mot hoac hai géc duge chon tlr: hydroxyl, amino,
dimetylamino, metoxy, etoxy, carboxyl, carboxamit, N-metylcarboxamit hodc SO3H,
hodc mubi ctia nd;

trong d6 hop chit c6 cong thuc chung (III) dugc chon tir dime cla hop chét
guanidin-doan lién két va hop chét poly-guanidin-doan lién két lién k&, ¢ cong thurc:

NH,
\o

C—NH,

NH

[ £ ] (1)

o 13 doan lién két chinh c6 thé thay dbi va 1a axit amin, nucleotit, phosphoramidat,

trong d6: n>2; va
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glycol, polyetylen glycol, nitro, amino, xyano, phenyl, xyclohexyl, benzyl, hodc Ci-
Cs4 alkyl thép mach thing hodc mach nhénh; va

trong d6 hop chit cé cong thirc chung (IV) duge chon tir dime cia hop chét
guanidin-doan lién két va hop chét poly-guanidin-doan lién két duoc dit cach nhau,
c6 cong thuec:

NH,

\e

C—NH2

NH R

e (1V)
trong do: n>2;

o 1a doan lién két chinh c6 thé thay dbi va la axit amin, nucleotit, phosphoramidat,
glycol, polyetylen glycol, nitro, amino, Xyano, phenyl, xyclohexyl, benzyl, hodc Ci-
C4 alkyl thdp mach thing hoic mach nhanh;

X>2; va

R 1a c4c nhom c6 thé thay ddi va 13 nguyén tit hydro, nitro, amino, xyano, phenyl,
xyclohexyl, benzyl, hodc Ci-Cs alkyl thip mach thing hoic mach nhénh hodc gbc
C1-Cy4 alkenyl, tuy y dugc thé béng mot hodc hai géc duoc chon tur: hydroxyl, amino,
dimetylamino, metoxy, etoxy, carboxyl, carboxamit, N-metylcarboxamit hodc SOsH,
hodc mudi cta né.

8. Phuong phép theo didm 1, trong d6 hop chét chira guanidin 12 poly-arginin/9 me.

9. Phuong phép theo diém 1, trong d6 it nhit mot chét dugc chon tir nhém gém
khéng thé, protein, peptit, ARN, va ADN.

10. Phuong phép theo diém 1, trong d6 it nhét mot chét 1a oligome Morpholino déi
nghia hitu hidu ¢ ngan chin sy biéu hién cua gen cn thiét cho su phat trién tuyén
sinh duc & dong vat thuy sinh dé trung.

11. Phuong phap theo diém 10, trong d6 oligome Morpholino d6i nghia ngin chin
su biéu hién cua gen thu thé dead end, nanos, vasa, gnrh hodc fsh ¢ dong vat thiy
sinh dé trimg.
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12. Phuong phap theo diém 11, trong d6 oligome Morpholino d6i nghia ngin chin
su biéu hién ctia gen dead end & dong vt thiy sinh dé trimg.

13. Phuong phép theo diém 1 dé san xuit dong vat thily sinh dé trimg khong c6 kha
ning sinh san, trong d6 chit di néu 13 oligome Morpholino d6i nghia hiru hidu dé
chuyén nhidm trimg va khién cho céc ca thé duogc tao ra tir né khong cé kha ning
sinh san.

14. Phuong phap theo diém 13, trong d6 trimg d4 duoc thy tinh hodc trimg chua
duoc thu tinh cta ca dugc chon tir nhém gém c& hdi, ca vuogce, va ¢4 ro phi.

15. Phuong phép theo diém 13, trong d6 tring da néu 1a tring d& dugc thu tinh va
phuong phap nay bao gbm budc cho trimg di duge thu tinh tiép xuc ngay sau khi thu
tinh va bao gdm giai doan hoat héa nudc va 1am cimg nuéce véi oligome Morpholino
d6i nghia hitu hiéu dé chuyén nhiém trimg va khién cho cac cé thé dugc tao ra tir nd
khong c6 kha nang sinh san.

16. Phuong phép theo diém 13, trong d6 oligome Morpholino d6i nghia 1a oligome
v4i trinh tu nucleotit SEQ ID NO: 1 hodc SEQ ID NO: 2 hoac bién thé cta né.

17. Phuong phap theo diém 16, trong d6 trimg d4 duogc thy tinh hodc trimg chua
duogc thu tinh cla ca dugce chon tir nhom gém c& hoi, c4 vuoc, va ¢4 rd phi.

18. Phuong phép theo diém 17, trong d6 trimg 1a tring dd duoc thy tinh, phuong
phép nay bao gdm budc cho tring dd dugc thy tinh tiép xtc ngay sau khi thy tinh va
bao gdm giai doan hoat héa nuéc va lam cimg nude voi oligome Morpholino dbi
nghia hitu hiéu dé chuyén nhidm trimg va khién cho céc c4 thé dugc tao ra tir nd
khong cé kha ning sinh san.

19. Phuong phép theo diém 1, trong d6 hop chat chira guanidin dugc lién két cong
hoa tri voi chét nay.

20. Trung d3 duoc chuyén nhiém ctia dong vat thily sinh dé tring thu duoc bang
phwong phép theo diém 1, tring nay chira mot lugng dugc thdm qua mang dém cua
it nhit mot cht va mét luong duoc thAm qua mang dém ctia hop chat chira guanidin.

21. Trang da duoc chuyén nhidm theo diém 20, trong do6 it nhat mot chét bao gbm
oligome Morpholino déi nghia htu hiéu d& ngan chin sy biéu hién clia gen can thiét
cho su phat trién tuyén sinh duc & dong vat thily sinh d¢é trimg.

22. Trimg d& duoc chuyén nhiém theo didm 21 trong d6 oligome Morpholino déi
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nghia ngén chin su biéu hién cua gen thu thé dead end, nanos, vasa, gnrh orfsh &
dong vat thuy sinh dé trung.

23. Trémg da dugc chuyén nhidm theo diém 22, trong d6 oligome Morpholino déi
nghia ngin chin sy biéu hién clia gen dead end & dong vt thiy sinh dé trimg.

24. Trimg d3 duoc chuyén nhiém theo diém 23, trong d6 oligome Morpholino ddi
nghia 13 oligome vé6i trinh ty nucleotit SEQ ID NO: 1 hodc SEQ ID NO: 2 hodc bién
thé cia né.

25. Trung d3 duoc chuyén nhiém theo diém 21, trong dé oligome Morpholino d6i
nghia khién cho c4 thé dugc tao ra tir trimg nay khong ¢6 kha néng sinh san.

26. Tring da dugc chuyén nhiém theo diém 23, trong d6 hop chét chira guanidin 1a
poly-arginin/9 me.

27. Trang da duoc chuyén nhiém theo diém 20, trong d6 hop chat chira guanidin
duoc lién két cdng hoa tri véi it nhat mot chét.

28. Trimg di duoc chuyén nhidm theo diém 27 trong d6 it nhat mot chat d& néu chira
oligome Morpholino d6i nghia hitu hiéu d8 ngan chin su bidu hién ciia gen can thiét
cho su phat trién tuyén sinh duc & dong vat thuy sinh dé trimg.

29. Tring da duoc chuyén nhiém theo diém 28, trong dé oligome Morpholino d6i
nghia ngan chin su biéu hién cta gen thu thé dead end, nanos, vasa, gnrh hodc fsh &
dong vat thuy sinh dé tring.

30. Trémg da dugc chuyén nhidm theo diém 29, trong d6 oligome Morpholino doi
nghia ngédn chan sy biéu hién ctia gen dead end & dong vét thity sinh d¢ trimg.

31. Trimg da dugc chuyén nhidm theo diém 30, trong d6 oligome Morpholino doi
nghia 13 oligome véi trinh ty nucleotit SEQ ID NO: 1 hodc SEQ ID NO: 2 hodic bién
thé ctia né.

32. Trimg da duoc chuyén nhidm theo diém 30, trong d6 hop chét chira guanidin 1a
poly-arginin/9 me.

33. Trimg d4 duoc chuyén nhidm theo diém 27, trong d6 oligome Morpholino dbi
nghia khién cho ca thé dugc tao ra tir trimg nay khong c6 kha nang sinh san.
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« Ho'p chit 6 chiva
guanidin {GCC)

l

chi¥a bénh hoac chi¥a bénh hoac
phan rng ddc tinh phan (rng déc tinh
khong c6 hodc rat it

Hinh 1
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« Horp chét ¢d chiva
guanidin {GCC)

' duoc ngé t}ng
khéng chiva GCCs chiva GCCs
trong 24 giv trong 24 gi&r

nwéc riraftrirng nwéc rira/trirng

| |

PGCs di chuy&n dé&n tuyén sinh duc PGCs khong di chuyén

il P

PGCs 2

C4 c6 kha néng sinh san Ca vo sinh
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Hinh 2

3/8

kich hoat nuéc hap thu

w : oligome Morpholino d&i nghia
cu thé dead ends

tinh trung

P

e
Truy®n oligome Morpholino d&i nghiia cu thé
dead ends mRNA trong khi kich hoat nwdc va

trirng chua thuy tinh N .
lam cling nudc

~ deadend
MRNA

‘ Ngan chdn viéc dich md dead end protein

Pha v& sy phét trién cha PGC

-

' PGC (mau dd) khong di chuyén
ving tuyén  va/hodc phan biét

‘ sinh duc

C3 hbi, cd vwrore hodc ¢d rd phi trwdng thanh vé sinh

Khéng phét trién tuyé&n sinh duc

-36-



Floescein-
dextran
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20 KD
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Hinh 3
4/8
Arginin Guanidin -HCI
0 mM Vs 40 mM 0mM Vs 40 mM

Hinh 4

-37-

Guanidin thioxyanat
0mM Vs 40 mM




igian G

Tho

1h

31949

5/8

Poly-arginin 9me
10 uM

Hinh §
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6/8

40 pM Poly-arginin +
10Kd Dextran-Flu

e

6A

6B

chi 10Kd Dextran-Flu

Hinh 6A-6D
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7/8

Trong d6: Male: cd duc Female: ca cai

Infertile fish: ca voé sinh

Hinh 7A-7G
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8/8

Testis Ovary infertilegonad

Trong Male: ca duc Female: ca cdi
Infertile fish: cd vé Testis: tinh hoan
sinh

Ovary: buéng triing ~ Infertile gonad: tuyén sinh duc khong c6 kha ndng
sinh san

Hinh 8A-8D
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