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(57) Sang ché dé cap dén phuong phap 6n dinh dé dua it nhat mot casset cam Gng vao
trong té bao, va cho phép su phién ma kiém soat dugc trong pham vi casset cam tng do.
Phuong phap nay c6 thé dugc sir dung cho dang té bao bat ky, tir vi sinh vat c6 nhan dién
hinh bat ky, nhung c6 tmg dung cu thé trong vi¢c dua cac casset cam ng vao trong té bao
gbc da tiém nang, nhu 1a té bao gdc da tiém niang & dong vat hodc ¢ nguoi (hPSC). Casset
cam tng dugc chén c6 kiém soat theo cach nay dé dam bao rang vat liéu di truyén chta
trong d6 khong bi bat hoat hodc 13 dbi twong gy anh hudng bt loi tir vi tri chén, va su
phién ma vat liéu di truyén duoc kiém soat.
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Linh vwe k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén phuong phép 6n dinh dé dua it nhat mot casset cam tmg
vao trong té bao, va cho phép su phién ma kiém soat dugc trong pham vi casset cam
tng d6. Phuong phap nay co thé duge sit dung cho dang té bao bat ky, tir vi sinh vat
c¢6 nhan dién hinh bit ky, nhung c¢6 Gng dung cu thé trong viéc dua cac casset cam
ing vao trong té bao gbc da tiém ning, nhu 1a té bao gdc da tiém niang & dong vt
hodc & nguoi (hPSC). Casset cam tng duge chén mdt cach ¢ kiém soat theo cach
ndy dé dam bao ring vat lidu di truyén chira trong d6 khong bi bat hoat hoac 1a dbi
tuong gdy anh hudng bét loi tir vi tri cheén, va su phién ma véat liéu di truyén duoc
kiém soat.

Tinh trang k§ thuit cia sang ché

Viéc nghién ctu té bao mam c6 hira hen 16n dé nghién ctru su phat trién &
ngudi, thube tai sinh, 14p mo hinh bénh hoc, tim ra thudc méi, va cdy ghép té bao.
Hon nira, cac té bao dugc tao ra tir t& bao gbc cho phép nghién ctru cac dap tng sinh
Iy va chita bénh ciia quin thé té bao ¢ ngudi ma khong dé dang co6 thé dat t6i duoc.
Diéu nay thuong 1a dwa dén viéc nghién ciu vé gen (va cac dang khac cia co ché
diéu tiét dugc ma hoa trong cac ARN khong ma hoa protein - ncARN). Tuy nhién,
su phién ma hodc biéu hién kiém soat dugc cta thong tin di truyén & cac té bao &

nguoi da dugce chung to 1a dac biét kho.

Hon nita, d8i v&i mot vai khia canh chi dao cua thudc tai sinh, 1ap mo6 hinh
bénh hoc, tim ra thudc méi va céy ghép té bao, viée thao tac va san xuit céc loai té
bao nguoi trudng thanh tir ngudn dé dang tiép can duge 14 can thiét. Viéc kiém soat
su biéu hién ciia cac gen chuyén & cac té bao & ngudi 1a co s cua viée nghién ciru
sinh hoc. Tuy nhién, diéu nay da dugc ching té 1a kho thuc hién & té bao & nguoi.
Hon nita, c6 nhu cdu thuc sy ddi v6i san phim trong éng nghiém cta nhiéu loai té
bao & ngudi co nhu cdu cao vé lwong va vé chét phu hop cho cac muc dich tim ra

thuoc mai va tao thuoc tai sinh. Boi vi sy biét hoa duge dinh huéng cuia té bao goc
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thanh céc loai té bao mong mudn thuong 1a thach thirc, da xudt hién cac cach tiép
can khac, gdm c6 viée lap trinh hudng biét hoa cac té bao gbc thanh cac loai té bao
mong mudn. Cu thé, viéc lap trinh phét trién, 1a phuong phap chuyén hoa truc tiép té
bao gdc da tiém ning, bao gdm ca cac té bao hPSC, thanh cac loai té bao trudng
thanh da dugc ghi nhén 1a chién thudt manh m& dé tao ra cac té bao & ngudi. Viéc lap
trinh lai nay lién quan dén sy biéu hién cudng ép ctia cac yéu t6 phién ma phan dong
chi dao (hoic cac ARN khong ma héa, bao gdm cic ARN khong ma héa dai
(IncARN) va ARN khéong mé héa nhé (microARN)) dé chuyén héa té bao gbc thanh
loai té bao truong thanh cu thé. Cling trong bdi canh nay, viéc biéu hién kiém soat
duoc cia théng tin di truyén & céc té bao & ngudi cling da thach thie. Céc cach thic
1ap trinh phat trién hién c6 dua rit nhiéu vao viéc tai nap virut lay nhiém cham cua
cac té bao, ma din dén su biéu hién xen 14n hoidc su bAt hoat hoan toan cua céc
casset cam ung dugc xen vao mot cach ngau nhién. Diéu nay dan dén viéc can co cac
budce tinh ché bd sung dé phan l4p tiéu quéan thé biéu hién cac yéu t6 phién ma can

thiét. Do do, 1 rang 1 can hoan thién hon nita cac phuwong phap nay.

Ngoai su biéu hién cam tmg dugc cla gen chuyén, con rit mong mudn tao
kha ning kiém soat viéc lam mat tac dung va lam bét hoat cac gen hodc cac trinh tu
ma hoa khac trong cac té bao, dé cho phép tién hanh cac nghién ciru thit thoat chirc
ning. Céc nghién ctru thit thoat chiic ning & cic té bao gdc va céc loai té bao truong
thanh 1a co hoi duy nhat dé nghién ctru co ché didu hoa su phét trién, bénh va sinh ly
& ngudi. Tuy nhién, cac k¥ thuat hién nay khong cho phép thao tac mot cach dé dang
va hiéu qua dbi voi su biéu hién gen. Cac ky thut hién nay dé dwa vat liéu nhu la
cac ARN kep toc ngan cam ting duoc (shARN) vio trong cac té bao gbc dé kich hoat
su lam gen mat tac dung co nhiéu nhuge diém dugc théy v6i viée 1ap trinh phat trién
lai duge thao ludn & day, nhu 12 bat hoat gen chuyén va cac anh huong lién quan dén
vi trf 1am han ché hoat tinh. Do d6, c¢6 nhu ciu d6i v6i gen cam ung duge lam bét
hoat va lam mét tac dung trong cic té bao gbc ma cho phép cac nghién ciru that thoat

chirc nang trong céc té bao goc.

Viéc hoan thién bét ky cho cdc phuwong phép néu trén phai dam bao rang dat
dugc sy phién ma 6n dinh cua vat liéu di truyén c6 mat trong pham vi casset cam

ung, nhu 1a gen chuyén, ma diéu do khang lai viéc bét hoat va anh hudng lién quan
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dén vi trf tich hop bét loi khac. B4t hoat c6 thé dugc gy ra bai co ché da biéu sinh,
gdm ¢6 su metyl hoa ADN hoic bién d6i histon. Vi cac phuong phap theo k§ thuat
hién nay dua vao viéc tai nap virut 1ay nhiém cham, cac té bao thu dugc 1a quan thé
khac ngudn gbc v6i gen chuyén dugc biéu hién toan bg, mot phan hoic khéng biéu
hién. R& rang 13, diéu nay 1a khong mong mudn déi véi nhidu tng dung. Céc vecto
virut cho thdy xu huéng tich hop vat liéu di truyén cia ching vio trong cic ving
hoat dong phién ma cda bd gen, do d6 lam ting tiém nang ddi voi cac trudng hop
gdy ung thu do su phat sinh dot bién gen xen doan.

Péi v6i nhidu ung dung, c6 mong mudn kiém soat phién ma vt lidu di truyén
dugc chén vao trong té bao, nhu 1a casset cam ung co thé duoc bat néu can thiét va
dugc sao chép & cac muc cu thé, gém ¢ cac muc cao. Diéu nay khong thé dat duoc

néu su chén vao cua casset cam ung la ngau nhién trong bd gen.

Do d6, cac tic gia sang ché da phat trién phuong phép dé cho phép dua 6n

dinh casset cam g vao trong bd gen ctia té bao, trong khi c¢6 kha nang kiém soat su

‘phién ma cuda casset cam Ung do. Pidu nay c6 vu diém trong loai té bao bét ky trong
d6 c6 mong mudn dua casset cim ting vao té bao va kiém soat su phién ma vét liéu

di truyén duoc dua vao, cu thé 13 & cac té bao gbc da tiém ning. Casset cam ting c6

thé gdm c6 vat liéu di truyén bat ky c6 kha niang phién ma, vi du gen chuyén hoic

ARN khong ma hoa (ncARN). Vit liéu c6 trong pham vi casset cam ung s€ duoc xac

dinh boi tdc dung nao 1a can thiét tir t& bao géc, bao gém ca su biéu hién cua gen

chuyén hoic gen bi lam mét tac dung hodc bi lam bét hoat.
Ban chét ki thuit ciia sang ché

Céc tac gia sang ché da phat hién ra ring, c6 thé cheén casset cam Ung va kiém
soat sy phién ma cua vat liéu di truyén trong pham vi casset cam tng d6 bang cach
str dung hé dich chén kép an toan vé mit di truyén duoc mé ta & ddy. Phuong phap
nay co ky vong cao, do gidm rui ro v& bét hoat biéu sinh cua vt liéu di truyén duoc

chén vao, va ¢6 thé thu dugc quan thé cac t€ bao dong nhat phién ma casset cam ung.

Do d6, sang ché aé cip dén phuong phap kiém soat sy phién ma cua trinh tu

di truyén trong té bao, phuong phép nay bao gdm céc budc sau:
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a) chén gen ma hoéa protein di€u hoa phién ma dung vao vi tri chén an toan vé

mit di truyén thi nhét; va

b) chén casset cam tng ding vao vi tri chén an toan vé mat di truyén th hai,
trong d6 casset cam ung nay bao gom trinh tu di truyén dugc lién két hoat dong voi
promoto cam ung va promoto cam ung nay dugc diéu ti€t bang protein di€u hoa
phién ma;

trong do6 céc vi tri chén an toan vé mit di truyén thtr nhat va tht hai la khac

nhau.

Viéc tich hop casset cam ing dac hi€u vao cac vi tri chén an toan vé mat di
truyén (genomic safe harbour site -GSH) 1a dugc wu tién hon viéc chén ngau nhién
vao trong b gen. Cac GSH di dugc xac dinh trén day 1a “cdc vung trong gen hodc
ving ngoai gen cua b gen nguodi ma cd kha ning dan xép su biéu hién c6 thé du
doan trudc cia ADN méi dugce tich hop ma khong c6 tic dung phu trén té bao chu
hodc vi sinh vét chu. Su chén an toan hitu dung phai cho phép su phién ma day du
ctia trinh tu di truyén dugc chén vao dé san sinh ra cic mic protein mong mubn (nhd
dich ma thém) hodc ARN khéng ma hoa. GSH ciing phai khong dua té bao bi
chuyén sang dang 4c tinh, cling khong lam thay dbi cac chiic nang cua t& bao”

(Sadelain et al., 2012, Nature Reviews Cancer, 12(1), 51-8. doi:10.1038/nrc3179).

Vi tri chén an toan vé mit di truyén tht nhit duoc str dung dé dua gen ma hoa
it nhét 1a protein diéu hoa phién ma vao té bao. Protein diéu hoa phién ma (hodc yéu
t6 phién m3) lam ting sy phién ma gen cta gen. Phan 16n 1a cic protein diéu hoa
phién ma la céc protein lién két v6i ADN ma lién két vao cac phan ting cudng hoic

cac yéu td gan promoto da duoc lién két hoat dong véi gen.

Theo mot s6 khia canh, protein diéu hoa phién ma dugc biéu hién co dinh, va
duoc biéu hién vinh ciru trong té bao. Do dé, protein didu hoa phién ma c6 thé dugc
lién két hoat dong vao promoto co dinh. Promoto co dinh diéu khién biéu hién gen
déﬁg nhit trong hau hét cac mo va té bao & tit ca cac giai doan tang truéng va phat
trién. Promoto co dinh cho cac muc biéu hién gen cao khi dugc sir dung trong

phuong phép theo séang ché.
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Vit liéu di truyén con bao gdm cac gen c6 thé duoc chén vao GSH thir nhét
v6i protein diéu hoa phién ma. C4c gen nay c6 thé bao gdm mot hodc nhiéu gen danh
dau nhu 14 protein phat huynh quang xanh 14 cdy (green fluorescent protein - GFP)
ma c6 thé duge st dung dé cho thiy rang, vi du, protein didu hoa phién ma da dugc
chén vao thanh cong. Cac lua chon khac bao gdbm céc gen ma cho phép sap xép gen,
vi du Cas9 va cac dan xuét ctia n6 hodc CasL va cac dan Xudt cia nd, va cac trinh tu
gen théng bdo ma c6 thé duge sir dung dé thir nghiém sy biéu hién ndi sinh hodc

ngoai sinh cta cac gen déc hiu trong té bao.

GSH tht hai duogc sit dung dé dua casset cam tng, trong d6 trinh tu di truyén
mong mudn duge lién két hoat dong véi promoto cam tmg vio té bao. Promoto nay
c6 kha niang phién ma chi khi dugc cam Ung ding boi protein diéu hoa phién ma.
Protein diéu hoa phién ma nay c6 thé dugc kiém soat boi co chat ma dugc cung cép
tir bén ngoai dén té bao. Do d6, su c6 mit cia co chét ngoai sinh c6 thé cho phép
hodc chin su biéu hién tir promoto cam ung. Mot vi du v& biéu hién kiém soat dugc

nhu thé 12 hé théng Tet-ON ma dugc md ta hon nita & day.

(Céc) casset cam tng khac nira c6 the duge chen vao cac GSH khéc nira, cic

GSH nay 1a khac véi cac GSH thir nhét va thir hai dugc dé cap & trén.

Mt hodc nhiéu trinh tu di truyén c¢6 thé dugc phién ma mot cach co kiém soat
trong pham vi GSH tht hai va/hodc GSH khac nira. Thuc té, casset cam ting c6 thé
chta 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9 hoac 10 trinh tu di truyén ma dugc mong mubn dé chén

vao GSH va su phién mé cua chung dugc cdm tng mot cach c6 kiém soét.

Trinh tu hodc céc trinh tu di truyén ma dugc mong muén dé chén vao trong
GSH hoidc cac GSH ¢6 trong pham vi casset cam ung, dugc lién két hoat dong v&i
promoto cam ung. Céc trinh tu di truyén nay c6 thé 1a trinh tu phu hop bét ky, ma c6
kha nang dugc phién ma thanh ARN mdt khi hoat tinh cia promoto da dugc cam
tng. Trinh tu di truyén phi hop bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, gen chuyén
(cac gen ma hoa protein, trong d6 ARN dugc san xudt ra 1a ARN truyén tin (mnARN)
duoc dich ma thanh polypeptit), ARN khong md héa (ncARN - bao gbm, nhung |
khong chi giéi han &, ARN kep téc ngin (shARN), ARN d6i nghia (asARN), ARN
dan duong (gARN), ARN khong ma hoa nho (miARN), ARN géy nhiéu nhd
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(siARN), ARN diéu hoa tir phan tir khic (tasiARN), antagomir, aptamer, ban sao
miARN mét chtrc ning (miARN sponge), va ARN chure ning bat ky khac).

Casset cam Gng c6 thé gdbm cé vt liéu di truyén b sung dé duoc chén vao
GSH thtt hai hodc GSH khac nita. VAt lidu di truyén bd sung nay c6 thé gdm c6 mot
hodc nhiéu gen danh déu nhu 1a protein phéat huynh quang xanh 14 cay (GFP) dé chi
ra rang su phién ma dang xay ra. Theo cich khéc, hodc ngoai ra, cac gen nhu 1a cac
gen khang sinh hodc cac gen khang thudc c6 thé cho phép lua chon casset cim ting
duogc chén mot cach thanh cong. Hon nita, su biéu hién c6 thé cam ung cua gen cu
thé dé nghién ciru chiic ning ciia n6 hodc cla cic trinh ty ma s& giao thoa véi chirc
ning cta né ¢ thé 1a mong mubn. Tuong ty, su biéu hién cua cac gen dé tang cuong
hodc 1am bé tic cac chirc nang sinh hoc ctua té bao hodc lam anh huong dén cac té
bao & phin khac cia vi sinh vét c6 thé 1a mong mubn, bao gdm biéu hién cua cac yéu

t0 ting trudng, cac hocmon peptit, bao gom cé insulin v.v.

V& mit k¥ thuat, sy chén vao GSH thi nhét va/hodc thi hai c6 thé xay ra trén
mdt nhidm séc thé, hodc trén ca hai nhidm sic thé. GSH ton tai & cung mot 6 gen di
truyén trén c4 hai nhidm séc thé cta vi sinh vat ludng boi. Viéc chén vao trong pham
vi c& hai nhiém sic thé 12 ¢6 loi do n6 c6 thé cho phép lam ting mirc do phién ma tir
vat liéu di truyén duoc chén vao trong pham vi casset cam ung, do doé dat dugc céc

muc phi€én ma déc bi€t cao.

Viéc chén vao cdc GSH c6 thé 1a viée cheén dic hiéu vat liéu di truyén dugc
kiém soat vao GSH cu thé dya trén su tao ra vi tri dic hiéu theo yéu ciu cta cac dat
gdy ADN sgi doi (DSB) & GSH c6 thé dat dugc. Vat liéu di truyén khi d6 c6 thé
duoc dua vao c6 sit dung co ché phu hop bat ky, nhu 14 tai t6 hop twong dong.
Phuong phap bt ky dé tao ra DSB dic hiéu trong bd gen c6 thé duogc sir dung,
nhung hé duoc uu tién gdm c6 CRISPR/Cas9 va cac phién ban duoc bién d6i cua
ching, hé ZFN va hé TALEN. Hon nfta, su chéngen ma hoéa protein diéu hoa phién
ma va’hoac casset cam tng co thé duoc thiét ké dé co thé dao ngugc va vat liéu di
truyén dugc cheén co thé dugc loai bd va/hodc dugc thay thé boi protein diéu hoa
phién ma/casset cam tng khac néu thich hgp. Phuong phap thay thé protein diéu hoa
phién ma va/hodc casset cdm Ung tao nén mat phén ctia sang ché. Viéc thay thé nay

¢ thé 1a hitu dung khi méi truong nudi cay t€ bao da dugc bién doi thanh cong véi
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mdt gen ma hoa protein diéu hoa phién ma va/hodc mot casset cam Ung, va c6 mong
mubn thay thé gen ma hoa protein diéu hoa phién ma va/hodc casset cam Ung. Piéu
nay 14 wu diém cia viéc da cheén thanh cong va c6 thé cho phép thuc hién cic chén
cac dbi tuong chen 16n hon. Pé thuc hién khia canh nay cia sang ché, cac ddi tuong
chén c6 thé gdm c6 cac trinh tu c6 thé phéan chia dé cho phép loai di tat ca hodc mot
phén cua d6i twong chén tir GSH, nhu 1a mot phan ctia d6i tuong chén. Cac phuong

phap loai bo hoic thay thé duoc uu tién gdm c6 cac cach tiép can tai t6 hop.

Ngoai ra, sang ché d& cap dén cac vecto phii hop dé thuc hién chén gen ma

hoéa protein di€u hoa phién ma va/hodc casset cam ung vao GSH.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuat phuong phép kiém soét sy biéu hién

ctia gen chuyén trong té bao, phuong phap nay bao gdbm céc budc sau:

a) chén gen ma hoéa protein di€u hoa phién ma dung vao vi tri chen an toan vé

mat di truyén thir nhit; va

b) chén gen chuyén da duoc lién két hoat dong v6i promoto cim ting ding
vao vi tri chén an toan vé mit di truyén th hai, trong d6 promoto cam tmg nay dugc
diéu tiét bang protein diéu hoa phién ma;

trong d6 cac vi tri chén an toan vé mat di truyén tht nhat va tht hai 1a khac

nhau.

Theo khia canh nay cua sang ché, casset cam tmg dwgc mo ta & trén bao gdm
gen chuyén da duoc lién két hoat dong v6i promoto cam tng. Theo khia canh nay
ctia sang ché, trinh ty di truyén mong mudn dugc c¢6 trong pham Vi casset cam tng 13
gen chuyén, tot hon 14 gen ma héa protein. Do d6, phién ma va dich ma (biéu hién)
ctia gen chuyén c6 thé dugc kiém soat trong pham vi té bao. Uu diém cua phuong

phap nay do 1a n6 cho phép sy biéu hién qua mirc cia gen chuyén, néu la can thiét.

Hon nita, theo khia canh nay cta sang ché, gen chuyén gidng hét hodc khéc
nita ¢6 thé dugce chén vao GSH khac nira, ma GSH nay khac véi cac GSH thir nhat
va thtr hai. Gen chuyén nay dugc lién két hoat dong véi promoto cam tmg nhu dugc

mo ta & trén.
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Theo mot khia canh, sang ché dé xuat phuong phép kiém soét su phién ma

ctia ARN khong ma héa trong té bao, phuong phép nay bao gdm céc bude sau:

a) chén gen mi hoéa protein diéu hoa phién ma ding vao vi tri chén an toan vé

mat di truyén tht nhat; va

b) chén casset cam tng dung vao vi tri chén an toan vé mit di truyén thi hai,
trong d6 casset cdm rng nay bao gdm ADN mi héa trinh twr ARN khong ma héa da
duogc lién két hoat dong v6i promoto cam tng va promoto cam mg nay dugc didu

tiét bang protein di€u hoa phién ma;

trong d6 céc vi tri chén an toan vé mat di truyén thi nhét va thir hai 12 khac

nhau.

Hon nita, theo khia canh nay cia sang ché, cc casset cam tng gidng hét hoic
khac nhau khéc nita c6 thé duoc chén vao GSH khéc nita, ma GSH nay khac véi cac
GSH tht nhét va tht hai. Casset cam Gng nay c6 thé bao gdbm ADN mai héa trinh tu
ARN khong ma héa hodc trinh tu di truyén khac bit ky da dugc lién két hoat dong
véi promoto cam tng va promoto cam Ung nay dugc didu tiét bang protein didu hoa
phién ma.

Cu thé hon, phuong phap nay cho phép lam mét tic dung cia gen ndi sinh
trong té bao. Do d6, sang ché dé xuat phuong phap lam giam su phién ma va/hodc

dich ma cta gen ndi sinh trong té bao, phuwong phap nay bao gdm cac bude sau:

a) chén d gen ma hoa protein diéu hoa phién ma ding vao vi tri chén an toan

v€ mat di truyén thir nhat; va

b) chén casset cam Gng dung vao vi tri chén an toan vé mat di truyén th hai,
trong d6 casset cam g ndy bao gdbm ADN ma héa trinh tu ARN khong ma héa da
duge lién két hoat dong vdi promoto cam Gmg va promoto nay duge diéu tiét bang
protein diéu hoa phién ma va, trong d6 trinh tr ARN khong ma héa nay kim ham sy

phién ma hodc dich ma cua gen ndi sinh;

trong d6 cac vi tri chén an toan vé mat di truyén thir nhit va thir hai 13 khac

nhau.
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Hon nita, theo khia canh ndy cia sang ché, cac casset cam g giéng hét hoic
khéc nhau khac nita c6 thé dugc chén vao GSH khéc nita, ma GSH nay khac véi cac
GSH thtt nhét va tht hai. Casset cam Gng nay c6 thé bao gdbm ADN ma hoéa trinh tu
ARN khong ma hoa hodc trinh tu di truyén khac bét ky da duoc lién két hoat dong

vGi promoto cam ung va promoto nay dugc diéu tiét bang protein di€u hoa phi€n ma.

Theo khia canh hodc phuong 4n bat ky, gen ndi sinh c6 thé ma hoa protein
hodc ARN khong ma hoa.

Theo hai khia canh trén ddy cua sang ché, (cac) casset cim tmg bao gom
ADN ma héa ARN khéng ma hoa, tic 1a ARN c6 chuc ndang nhung khong duoc dich
ma thanh protein. ARN khong ma hoa nay c6 thé 1a ARN pht hop bat ky, nhu 13 cac
loai dugc mo ta ¢ trén, nhung tot hon 13 ARN kep toc ngén (shARN). O khia canh
sau cta sang ché, ARN khong ma héa c6 thé tac dung lam gen mat tac dung theo
cach phi hop bét ky, bang cach chin phién mi hodc dich ma gen hodc kim ham sy
biéu hién néi chung. Cubi cung, biéu hién cia gen nay duogc giam hodc dugc chan,

nhung chinh gen van con gift 1a nguyén ven.

Theo cach khac, ARN khong ma héa c6 mat trong pham vi trinh tu cua casset
cam Gng c6 thé bao gdm cacARN ma c6 thé dugc st dung dé lam bét hoat gen ndi
sinh trong té bao, déng vai trd co ban dé thay thé hodc lam tu dat giy gen. Cac ARN
khoéng ma hoa phit hgp ma c6 thé dugc st dung cho khia canh nay cta séng ché bao
gdm céc yéu té ctia nén CRISPR/Cas9, cu thé hon 1a cic ARN dan duong (gARN)
ma duogc diéu khién dé tao dich gen noi sinh.

Do d6, theo mdt khia canh, sang ché d& xuét phuong phap lam bét hoat gen
néi sinh trong té bao, phuong phép nay bao gdm cac bude sau:

a) chén gen ma hoa protein diéu hoa phién ma va gen ma héa Cas9 hodc dan
Xuét ctia né ding vao vi tri chén an toan vé mit di truyén thtr nhat; va

b) chén casset cam Gng ding vao vi tri chén an toan vé mit di truyén thu hai,
trong d6 casset cam mg nay bao gdbm ARN din dudng da dugc lién két hoat dong
vGi promoto cam ing va promoto nay dugc diéu tiét bang protein diéu hoa phién ma

va, trong do trinh twr gARN nay nhim dén dich 1a gen noi sinh;
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trong do céc vi tri chén an toan vé mat di truyén thtt nhat va tht hai 1a khac

nhau.

Hon nita, theo khia canh ndy ctia sang ché, cic casset cam tng gidng hét hoic
khéc nhau khac nita c6 thé duqc chén vao GSH khac nita, ma GSH nay khac véi cac
GSH thtr nhit va thir hai. Casset cam tmg nay c6 thé bao gdm trinh tir di truyén bat
ky da duogc lién két hoat dong véi promoto cdm tng va promoto ndy dugc diéu tiét

bang protein diéu hoa phién ma.

Do do, theo khia canh néu trén cta sang ché, sy phién ma cua gARN dugc

cam tng mdt cach cé kiém soat.

Theo mot khia canh khic nita, sang ché dé xudt phuong phap lam gidm su
phién ma va/hodc dich ma cia gen ndi sinh trong té bao, phuong phép nay bao gdm

cac budce sau:

a) chén gen ma hoa protein di€u hoa phién ma ding vao alen thir nhat cua vi

tri chén an toan vé mat di truyén; va

b) chén casset cam ung dung vao alen thir hai cua cung vi tri chen an toan vé
mit di truyén, trong dé casset cam tmng nay bao gdbm ADN ma hoa trinh ty ARN
khoéng ma hoa da dugc lién két hoat dong v6i promoto cam Ung va promoto nay
duoc didu tiét bang protein diéu hoa phién ma va, trong d6 trinh tw ARN khong ma
héa nay kim ham sy phién ma hodc dich ma cia gen noi sinh.

Hon nita, sang ché dé xudt phuong phap lam bét hoat gen ndi sinh trong té
bao, phuong phap nay bao gdbm céc budc sau:

a) chén gen ma hoa protein diéu hoa phién ma va gen ma hoa Cas9 hozc dan
xuét cta no dung vao alen thir nhét cta vi trf chén an toan vé mat di truyén; va

b) chén casset cam ng ding vao alen thir hai clia cung vi tri chén an toan vé
mit di truyén, trong d6 casset cam tmg nay bao gébm ARN dan duong di duoc lién
két hoat dong v6i promoto cam tng va promoto nay duge didu tiét bang protein diéu
hoa phién ma va, trong do trinh tu gARN nay nhim dén dich 12 gen ndi sinh.

Céc phuong phap 1am mét chirc nang hodc bét hoat don budc nhu thé 1a méi

va ¢6 thé tao nén mdt phan cia sadng ché.
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Theo mdt khia canh, sang ché dé xuit phuong phéap dé 1ap trinh phat trién té

bao gbc da tiém nang, phuong phip nay bao gdm céc budc:

a) chén gen ma hoa protein dicu hoa phién ma ding vao vi tri chén an toan vé

mat di truyén thtr nhat; va

b) chén casset cam tng ding vao vi tri chén an toan vé mit di truyén thu hai,
trong do casset cam Ung nay bao gom trinh tu di truyén ma hda yéu to phién ma
phan dong chu da dugc lién két hoat dong vdi promoto cdm Ung, va promoto cam

tng nay duoc dicu tiét bang protein diéu hoa phién ma; va

trong d6 cac vi tri chén an toan vé mat di truyén thtr nhét va tht hai 1a khac

nhau.

(Céc) casset cam tng khéc nita hodc bd sung c6 thé duge chén vao cac GSH
khac nita khac v6i cdc GSH thir nhét va thir hai.

Viéc lap trinh phat trién t& bao gbc da tiém ning thanh céc loai té bao trudng
thanh cu thé ¢6 ky vong cao va co thé dat duoc su dung nén tao dich kép theo sang
ché. Cac phuong phép cu thé dbi véi mot sé dang té bao duge mé ta dudi day.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuat phuong phap san xuit té bao co tir té
bao gbc da tiém nang, phuong phip niy bao gdm céc bude:

a) chén gen ma hoa protein diéu hoa phién ma dung vao vi tri chén an toan vé
mat di truyén tht nhat; va

b) chén gen MYOD1 da duoc lién két hoat dong v6i promoto cam ting ding
vao vi tri chén an toan vé mit di truyén thi hai, trong d6 promoto cam tmg nay duoc
didu tiét bang protein didu hoa phién ma, trong d6 cac vi tri chén an toan vé mat di
truyén thr nhit va thi hai 1a khac nhau,

va nudi cdy té bao voi sy c6 mit cia axit retinoic.

Gen MYOD] 1a gen ma hoa protein biét hoa co 1. Tt hon 14, axit retinoic
(RA) 1a RA c¢6 ciu tao hoan toan 12 trans.

Theo mot khia canh khéc, sang ché d& xuét phuong phap san xuét té bao co tir
té bao gbc da tiém nang biéu hién MYODI, phuong phap nay bao gdbm nudi ciy té

bao voi su ¢6 mat cua axit retinoic.
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Tét hon 13, RA 1a RA ¢6 chu tao hoan toan 13 trans. Tt hon 13, t& bao biéu

hién qua mic MYODI.

Theo mot khia canh khac nita, sang ché dé xuét phuong phap san xudt té bao
than kinh dém it nhanh tir té bao gbc da tiém nang, phuong phap nay bao gdm céc

budc:

a) chén gen ma hoéa protein di€u hoa phién ma ding vao vi tri chén an toan vé

mit di truyén thi nhat; va

b) chén dang két hop bét ky ctia cac gen SOX 10, OLIG2, NKX2.2, va NKX6.2
d3 duoc lién két hoat dong véi promoto cam tng dung vao vi tri chén an toan vé mat
di truyén thu hai, trong d6 promoto cam tng nay dugc diéu tiét bang protein didu
hoa phién ma, trong dé céc vi tri chén an toan vé mat di truyén thtr nhét va thir hai 13

khac nhau,

Céc gen SOX-10, OLIG2, NKX2.2, NKX6.2 ma hoa yéu t phién ma SOX-10,
OLIG2, NKX2.2, vd NKX6.2, twong tmg.

Mo ta van tat cac hinh vé

Fig.1 (a-d): Tinh hop 1€ cua hé biéu hién qua mirc dugc tao dich & vi tri nam
an toan hé gen dbi ngdu dugc tdi wu héa. Fig.1(a) thé hién thiét ké clia cac vecto
huéng dich gen di véi & gen hROSA26 va AAVS1. HAR: dai twong ddng, SA. chit
nhan mdi ndi, T24: T24 tin hiéu bé qua ribosom; Neo: gen khang neomyxin; Puro:
gen khang puromyxin. pA: tin hiéu polyadenyl hoa; CAG: promoto CAG hoat hoa co
dinh; 7TA: rtTA thé hé tht ba; TRE: Yéu t6 dap tng Tet cam tng dugc; EGFP:
protein phat huynh quang xanh 14 cdy dugc ting cuong. Fig.1(b) thé hién cam ung
EGFP va dong luc giai ctru (1(c)) trong cac té bao hESC biéu hién EGFP dugc phét
hién béi may dém dong té bao (cuong do6 huynh quang trung binh, MFI). Céc két qua
la tir hai sao chép sinh hoc theo thoi diém va dwoc biéu thi 1a gid tri trung binh +
SEM. Tét ca cac gia tri 1a cudng do huynh quang tir binh thuong dén t6i da sau 5
ngdy dung doxyxyclin (tham chiéu dén ngay 0 trén hinh v&). Fig.1(d) thé hién su dap
tng lidu doxyxyclin d6i véi su biéu hién qua mirc EGFP trong céc té bao hESC biéu
hién EGFP tiép theo 1a cam ung v6i doxyxyclin trong 5 ngay. Cac két qua 1a tir hai

sao chép sinh hoc cho mdi diu kién, va dugc biéu thi 1a gid tri trung binh + SEM.
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T4t ca cac gid tri dugce thuong héa dén cuong dd huynh quang t6i da dugc do trong
thtt nghiém. Cac muc biéu hién EGFP trong cac té bao hPSC biéu hién CAG-EGFP
co dinh dugc tao dich GSH va trong cac té bao hPSC biéu hién TRE-EGFP cam tng
dugc duoc tao dich GSH déi nglu sau cam tmg voi doxyxyclin. Cac té bao hPSC
kiéu hoang dai va té bao TRE-EGFP khong cam {mg c6 mat lam céac kiém soat 4m

tinh.

Fig.2 (a-d): Téng quan ctia cach tiép cén thuc nghiém va céc két qua dé
chuyén héa nhanh mét bude clia cac té bao hPSC vao trong té bao than kinh (té bao
thdn kinh ho hdp gay hit vao) sau diéu tri bang doxyxyclin (dox). Fig.2(a) 1a & dang
so d6 chuyén hoa nay, trong do té bao duogc bién ddi theo sang ché véi NGN2 dugc
cam Gng dé biét hoa vao trong té bao than kinh sau didu tri bang Dox. Fig.2(b) cho
thdy qua trinh thoi gian 14p trinh phat trién tao ra té bao than kinh h6 hip gay hit vao
tir cac t& bao hESC da duoc bao cdo béng cach phan tich RT-PCR dinh lugng, ma
cho thdy mau biéu hién tam thoi cta thiy than kinh (MAP2, SYP), ndo trudc
(BRN2, FOXG1) va cac gen danh déu thin kinh c6 glutamat (VGLUT2, GRIA4). Té
bao dugc phan tich & ngay duoc chi ra cua diéu tri bang doxyxyclin. Cac gia tri duoc
thé hién so v&i gen gitt héc nodi sinh PBGD va binh thuong héa dén cac diéu kién da
ning. Cac két qua Ia tir ba sao chép sinh hoc theo thoi diém va duoc biéu thi 1a gia tri
trung binh = SEM. Fig.2(c) mo6 ta dinh lugng cua BIlI-tubulin (TUBB3) duong tinh
té bao than kinh bing cach nhudém mau mién dich trong té bao than kinh ho hép gy
hit vao duoc tao ra tir cac té bao hESC sau mot tudn cam ung. Céc té bao khong biét
hoéa dugc sir dung lam kiém soat am tinh (Kiém soat), va s6 lugng dugc thong bao dé
tao ra té bao than kinh hd hp gy hit vio trong cac té bao hESC biéu hién NGN2
mé6i duge phan 1ap va sau 25 cdy chuyén (+P25). Fig.2(d) 1a cac anh chup té bao mo
ta qué trinh thoi gian 14p trinh phat trién tao ra té bao than kinh ho hip gdy hit vao tlr
cac t& bao hESC nho céc hinh anh tuwong phin pha chudi ma minh hoa nhiing thay
d6i hinh thai hoc.

Fig.3 (a-d): Lap trinh phat trién cac t& bao hPSC thanh té bao co van. Fig.3a
thé hién ¢ dang so dd su chuyén héa nhanh mot bude clia cac té bao hPSC thanh té
bao co van bang cach biéu hién qua mic cam tng duge cia MYODI1 va xu 1y véi

axit retinoic. Fig.3b thé hién phan tich RT-PCR dinh lugng ctia mau biéu hién tam
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thoi cua té bao co gen danh ddu cic gen trong qua trinh tao ra té bao co van cam g
tir c4c té bao hESC. Tét ca cac gia tri duoc thé hién so vai cac té bao hPSC. Céc két
qua 1a tir ba sao chép sinh hoc theo thoi diém va duoc biéu thi 14 gia tri trung binh +
SEM. Céc hinh v& Fig.3 (c) va (d) thé hién dinh luong ciia té bao duong tinh v&i
MHC béi may dém dong té bao 10 ngay sau cam tmg thé hién rang, cic té bao hPSC
biéu hién OPTi-MYOD!1 git lai tiém ning tao co ctia chiing tham chi sau khoang
thoi gian nudi cdy mo rong va cdy chuyén (p) tiép sau tich hop dugc tao dich clia hé
MYOD]1. Cac té bao khong biét hoa dugc st dung lam kiém sodt 4m tinh (Kiém
soat), va cac hinh vé& béo céo dbi v6i viée tao ra té bao co van cam g trong cac té
bao hESC biéu hién OPTi-MYODI1 méi duoc phan l4p, hodc trong cling té bao sau
50 cdy chuyén (+P50).

Fig.4 (a-): thé hién chién thuat tao dich d6i v6i hé thong biéu hién qua mic
Tet-On duge tao dich GSH dbi ngdu. Fig.4 (a) mo ta biéu db tién trinh thir nghiém
dbi v6i viée tao dich theo trinh tu ciia b gen hROSA26 va AAVSI trong cac té bao
hPSC. D4u hiéu co ban: Cas9n: D10A nickaza dot bién Cas9 endonucleaza tir S.
Pyogen (gen sinh mu); ZFN: nucleaza ngén tay kém; Neo: neomyxin; Puro:
puromyxin; rtTA: gen hoat hoa chuyén tetraxyclin déo thé hé tht 3;. Pidu ndy mo ta
hé théng biéu hién EGFP cam tng dugc (i-EGFP) Fig.4(b) mo ta & dang so do
hROSA26 chién thuat tao dich. Fig.4(c) md ta chién thuat tao dich AAVS1. Dau
hiéu co ban d6i v6i cac hinh v& 4(b) va (c): R26-prom: promoto 6 gen ROSA26
(THUMPD3-ASI1 gen); AAV-prom: promoto 6 gen AAVSI1 (PPPIRI12C gen); ZFN:
nucleaza ngén tay kém; 5°-HAR/3’-HAR: dai twong dong nguge dong/xudi dong.
SA: chat nhan méi ndi; T2A: T2A peptit; pA: tin hiéu polyadenyl hoa; CAG: CMV
gen tdng cudng sém, promoto lai B-actin & ga va B-globin ¢ tho; TRE: yéu t dap
tmg Tet; EGFP: protein phat huynh quang xanh 14 cay dugc ting cuong. Fig.4 (d)
mo ta & dang so dd chién thuat tao kiéu gen dugc st dung dé nhén dién ding céc
dong hPSC dugc tao dich ROSA26 va dugc tao dich AAVS1; GSH-prom: promoto
GSH (hROSA26 va AAVS1, tuong tng); WT: kiéu hoang dai; Casset cdm (ng: toan
bd trinh tu ngoai sinh dugc tich hop sau viéc tao dich. PCR b gen: PCR kéo dai qua
b duoc tao dich gen voi cd hai doan moi lién két ngoai 1€ vao hé gen ADN phia

ngoai trinh ty hé gen tuong Ung voi céc dai tuong ddng. Luu ¥ rang, do promoto
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CAG chtta GC cta n6 khong thé dugc khuyéch dai bsi PCR thong thuong. Do d6, su
chén casset biéu hién chita CAG chinh x4c din dén that thoat cia sin phim PCR sau
khi khuéch dai. Su c6 mit cua dai kiéu hoang dai chi ra sy c6 mat cua alen khong
duoc tao dich; that thoat cua dai kiéu hoang dai chi ra viéc tao dich dong tiép hop.
5°-INT/3°-INT: PCRs: PCR kéo dai qua céc vi tri chen 5°- va 3’-, tuong ing. PCR
amplicon kich c& dung chi ra tich hgp dung. 3’ BB PCR: PCR kéo dai qua mbi ndi
khung chinh tao dich dai twong dong/vecto. Su c6 mit cuia san phdm PCR chi ra tich
hop dich-off khong dic hiéu ciia plasmit thé cho. Fig.4(e) 1a 4nh gel ma thé hién c4c
két qua tao kidu gen ddi v6i hROSA26-CAG-rtTA dugc dinh huéng téi céc té bao
hESC H9 di tiép hop (HET) va dong tiép hop (HOM). Fig.4(f) 1a anh gel ma thé hién
cac két qua tao kiéu gen d6i v6i AAVS1-TRE-EGFP duoc chon duge dinh huéng téi
tao cac té bao hESC H9 di tiép hop (HET) va dong tiép hop (HOM). 1kb+ 1a 1kb
cong v6i v6i thang ADN; WT lacac t€ bao hESC kiéu hoang dai; PL 12 plasmit dich;

H>0 1a nudce kiém soat.

Fig.5 (a-e): Su phat trién cua nén biéu hién qua mirc cam tng duge dugc t6i
wu héa (OPTi-OX) dwa vao hPSC tao dich GSH d6i ngiu. Fig.5(a) thé hién céc té
bao hESC H9 biéu hién EGFP cam tng duoc dugc tao dich GSH ddi ngiu duoc
phén vao trong bdn nhém thir nghiém phu thudc vao viéc xem mot hodc ca hai alen
ctia 6 gen hROSA26 va AAVSI1, tuong Gng, dugc tao dich thanh cong. Fig.5(b) thé
hién viéc phat hién protein rtTA bang phuong phap phan tich Western blot trong cac
té bao hESC H9 biéu hién hROSA26-CAG-tTA di va dong tiép hop dugc tao dich
thanh cong. ESCs & nguoi mang rtTA thé hé thi hai trong vi tri hé gen ngiu nhién c6
mat 1am cac mAu kiém soat. o-tubulin: kiém soét tai. Fig.5(c) md ta phan tich dém
dong té bao d6i v6i cac vi du dai dién cia cac té bao hESC biéu hién cac té bao
hESC biéu hién EGFP cam tng duoc tao dich GSH duge ddi ngiu khac nhau dugc
md ta trén Fig.5(a). Fig.5(d) thé hién cudng do huynh quang trung binh (MFI) cua
biéu hién EGFP trong céc té bao hESC biéu hién EGFP cdm tng dugc tao dich GSH
duoc d6i ngdu khic nhau duoc mo ta trén Fig.5(a). Té bao duogc phan tich bang may
dém dong té bao trong cac diéu kién soat (khong c6 doxyxyclin, CTR) hodc sau 5
ngay cua didu tri bang doxyxyclin (DOX). Timg diém dir liéu thé hién dong vo tinh
riéng. Céc t& bao hESC biéu hién CAG-EGFP va céc té bao hESCs kiéu hoang dai
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6 mit dé so sanh. Phén tich théng ké ciia nhém dugc diéu tri bang doxyxyclin (n=4-
5, nhu duoc chi ra) cho thiy ring cac mirc biéu hién EGFP 1a cao nhit trong dong vo
tinh d6i dong tiép hop (ANOVA mot duong véi thtr nghiém sau-hoc Dunnet; F (2,
10) = 25,34, p=0.0001; **** p<0.0001; ** p=0,0026). Diéu kién nay dugc chon ddi
véi céc thtr nghiém khac nita. Fig.5(e) thé hién ty 1¢ phan trim cla cac té bao EGFP+
trong i-EGFP hESCs dugc tao dich GSH déi ngiu khic nhau dugc md ta trén
Fig.5(a).

Fig.6 (a-d): Cac ddc tinh cua nén OPTi-OX trong cic té bao hPSC va trong
qua trinh biét hoa 16p phoi. Fig.6(a) mo ta phéan tich dém dong té bao clia cac mic
EGFP trong céc té bao hPSC sdng dugc tao dich thanh cong va sau khi sy biét hoa
chiing thanh ba 16p phdi xur ly sau diéu tri voi doxyxyclin trong 5 ngay. Céc su didu
chinh cin thiét dugc cai dat dé bao gém cac muc biéu hién EGFP cam ung (DOX,)
cao. Quén thé kiém soat khong cam ting (CTR) duoc dat nam ngay bén canh bén trai
truc y. Cac hinh v& Fig.6(b) va Fig.6(c) thé hién tong quan cta do thi tir may dém
dong té bao trong 6(a), gdm ¢ cuong d6 huynh quang trung binh (MFI) va ty 1&
phén trim cia céac té bao EGFP™. Fig.6(d) thé hién biéu db dang cot ciia cac két qua
dinh lvong RT-PCR & céc mirc biéu hién EGFP mARN ciia té bao gdc da tiém ning
ddng tiép hop va tiép theo biét hoa thanh ba 16p phdi. WT: kiéu hoang dai;

Fig.7: Cac dac tinh ciia t& bao thin kinh hé hip gy hit vao & nguoi. Cac két
qua dinh luong RT-PCR cho thdy diéu phdi giam nhanh ciia cac yéu t6 da ning
NANOG va OCT4 khi c6 diéu tri véi doxyxyclin.

Fig.8: phat tin hiéu RA trong qué trinh cam mg té bao co. Hinh vé& nay thé
hién phan tich qPCR cua 6 retinoit va thu thé retinoit trong qua trinh cam tng té bao
co cho thdy biéu hién cia RARa, RARP va tit ca 3 dang dang RXR, nhung khong
cia RARy qua toan b qué trinh cam Ung té bao co van cam tng. Alaa, Blapva G
lay.

Fig.9(a) dén Fig.9(c): Cac dic tinh phat trién cta cac t& bao hESC biéu hién
OPTi-MYODI1 thanh té bao co van cam tng & ngudi. Fig.9(a) thé hién qua trinh thoi
gian 14p trinh phat trién céc t& bao hPSC biéu hién OPTi-MYOD] thanh céc té bao
co cam Gng. Nhitng thay ddi hinh thai hoc da dugc béo cao vé6i cac hinh anh tuong

phan pha dugc tu d@ng héa ma c6 dugc mdi 30 phiit voi hé troi qua thoi gian Nikon
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Biostation IM. Thang do: 200pum. Fig.9(b) mé ta cac két qua qPCR thé hién diéu
phdi giam nhanh cia cac yéu t§ da ning NANOG va OCT4 khi c6 diéu tri véi
doxyxyclin ctia céc t& bao hESC biéu hién OPTi-NGN2 (dd thi bén trai). T4t ca ndm
ding dang chudi nang té bao co dic hiéu co van chinh nguoi (duge ma hoa béi ho
gen MYH) dugc diéu tiét taing manh trong qua trinh 1ap trinh phat trién t& bao co
(bén phai do thi). Cac loai nay gdm c6 hai dang dang ma dugc biéu hién trong qua
trinh phat trién phoi va co sau sinh (dang dang phdi MYH3; dang dang so sinh
MYHS) va ba dang dang ma thuong dugc biéu hién trong co bd xuong nguoi trudng
thanh [MYH?7 trong cac sg¢i chuyén mach cham (typ I); MYH2 trong soi khang mét
chuyén mach nhanh (typ Ila), va MYHI1 trong soi co thé mét nhanh (typ IIx)].
Nguoc lai, MYH4 ma thé hién dang dang MHC co dinh trong chuyén mach nhanh,
s0i té bao co c6 thé mét nhanh & méo khong duge bidu hién & luong dang ké & ngudi
(<1%) va ciing khong cam Ung qua toan by qua trinh thoi gian 1ap trinh phat trién.
Fig.9(c) md ta té bao co van dugce tao ra biéu hién khoang rdng ctia protein gen danh
d4u dién hinh, gdm c6 F-Actin (nhin thdy dugc thong qua doc t& Phalloidin két hop
véi AlexaFluor488), phan to bam dinh té bao trung tinh (NCAM), Desmin (DES),
Chudi nang Myosin (MYH), Titin (TTN), a-Actinin (4CTN2) va Troponin T (TNNT),
nhung khong c6 gen danh du tién bbi nguyén bao co PAX3 va PAX7. Tat ca cac
mau dugc nhuém mau ddi lai véi myogenin (MYOG). Thang do: 50um. DAPI:

nhudém mau nhan.

Fig.10: Ba dd thi ndy mo ta cac két qua gPCR ddi véi MYODI tong, MYOD1
ndi sinh, va MYOG 2 ngdy sau tao ra céc té bao hPSC biéu hién OPTi-MYOD1 vdi
cac ndng d6 khac nhau ctia doxyxyclin. Cac két qua qPCR duoc thé hién 48 gio sau
cam tmg véi cac ndng do khac nhau cia doxyxyclin. Biéu hién dugc v& dd thi so véi

gen gitt hbc nodi sinh aPBGD.

Fig.11: M6 ta vé& hé théng Tet-On. Tet-On gdm c6 hai thanh phan: & dinh
casset gen hoat hda dugc md ta, trong d6 promoto co dinh (cP) diéu khién biéu hién
ctia rtTA (gen hoat hoa chuyén tetraxyclin déo). RtTA 1a protein dung hop ma gdm
¢ dang dot bién ciia sinh vat chua c6 nhan dién hinh gen chian Tet (TetR) va ving
gen hoat hoa chuyén phién ma VP16 (dugc tao ra tir virut herpet don gian). O day

ving dap ung dugc md ta. No gbm c6 promoto cam tng (TRE, yéu td dap tmg
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tetraxylin) va gen quan tim. TRE 1a promoto nhan tao dap ung vo6i rtTA. No g6m ¢6
7 chudi operon Tet (tetO7) va promoto CMV t61 thiéu manh (mCMV), ma chinh né
khong hoat dong va chi recruits co cAu phién ma ngay khi lién két ctia rtTA vao 7
operon Tet. Doxyxyclin, dan xudt tetraxyclin, 14 can thiét d6i voi lién két cta dot
bién TetR vao TRE, din dén biéu hién cua casset cam tng, trong trudng hop nay 1a

EGFP (pA: tin hi¢u polyadenyl hoa).

Fig.12 (a-d) Lap trinh phat trién c4c té bao hPSC thanh té bao thin kinh dém
it nhanh. Fig.12(a) mo t4 & dang so d6 cach tiép can thuc nghiém d6i voi viée
chuyén ddi nhanh cia céc t& bao hPSC biéu hién OPTi-OLIG2-SOX10 thanh cac té
bao phan dong than kinh dém it nhanh (céc i-OPC va cac i-OL). Fig.12(b) thé hién
dinh lugng cia té bao duong tinh v6i BrdU sau 3 chudi cdy chuyén mdi dot 4 ngay
va xung BrdU keém theo ting dot kéo dai 4 ngay (P = s& lwong cdy chuyén).
Fig.12(c) thé hién phan tich RT-PCR dinh lugng ctia mau biéu hién tam thoi cia cc
gen ma hoa dbi véi protein két hop v6i myelin (CNP, MAG, MBP, MOG, va PLP)
trong qu4 trinh tao ra i-té bao than kinh dém it nhanh tir cac té bao hPSC. Céc té bao
hPSC biéu hién OPTi-OLIG2-SOX10 dugc tao ra trong mi trudng té bao than kinh
dém it nhanh dugc bd sung véi PDGFaa va FGF2. Sau mot tudn cam Ung tac nhan
gay phan bao duoc loai di dé tao kha nang biét hoa cubi cung. T4t ca cac gia tri dugc
thé hién so voi gen gitt héc ndi sinh PBGD va binh thuong héa dén céc diéu kién da
ning. Céc két qua 1a tir 2-3 sao chép sinh hoc theo thoi diém va duoc biéu thi 1a gia
tri trung binh + SEM. Fig.12(d) md ta dinh lugng ciia t& bao duong tinh v6i CNP va
PLP br?mg cach nhuém mau mién dich trong i-t& bao than kinh dém it nhanh duoc tao
ra tir céc té bao hPSC biéu hién OPTi-OLIG2-SOX10 sau 20 ngay cam tmng. Cac té
bao khong biét hoa duoc st dung lam kiém so4t 4m tinh, va cac hinh v& bao cdo déi
v6i i-t8 bao than kinh dém it nhanh trong cac té bao hPSC biéu hién OPTi-NGN2

méi dugce phan 1ap va sau 50 ciy chuyén (+P50).

Fig.13 12 hinh thé hién & dang so d6 cac nguyén ly cua sing ché. V& co ban,
hinh ndy mé ta su chén vao hai vi tri di truyén khac nhau nim an toan & 13i theo sang
ché. Mot 1an chén kiém soat biéu hién cia trinh tu di truyén trong pham vi casset
cam Gng trong 1an chén tht hai. Vat liéu di truyén bd sung ¢ thé c6 mit trong cic

cau tric vecto nhiéu xistron nhu dugce thé hién. Hon nita, 16n hon hai vi tri di truyén
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nam an toan c6 thé dugc tao dich, nhu 1a nhi€u casset cam ung hodc vat liéu di
truyén khac co6 thé dugc dat dudi sy kiém soét cua gen di€u bién duoc dat trong vi tri

GSH thtr nhit.

Fig.14 (a dén f) 12 c4c hinh anh cta cac két qua thé hién sy phét trién cta hé
théng lam mét tac dung cam Ung dugc dua vao viéc tao dich GSH dbi nge:lu cua
hSPCs. Fig.14a thé hién cach tiép can thuc nghiém promoto -H1-H1, TO-operon
Tet, tetR-gen kim ham tetraxyclin. Fig.14b 1a & dang so dd thé hién alen gen chuyén
duoc tao ra dé thu dugc cac té bao hESC biéu hién gen chuyén thong bao EGFP ma
c6 thé bi bat hoat st dung EGFP shRNA cam tng duge. Fig.14c thé hién biéu hién
EGFP khi khong c6 mat hodc cé mdt cla tetraxyclin trong 5 ngay trong cac té bao
hESC dugc tao dich v6i cac dang két hop dugc chi dinh cia EGFP shRNA cam ung
duoc va tetR (STD = kiéu dai tiéu chudn, OPT = codon dugc tdi wu héa). Cac té bao
hESC dugc tao dich d6i ma khong mang EGFP shRNA duoc st dung lam cac kiém
soat 4m tinh. n.s.=p>0,05 (khong dang ké), **=p>(0,01, ***=p>0,001 VS cung dong
tetR khong co tet va khong c6 shRNA. Fig.14d 1a western blot dai dién d6i voi tetR
trong STD hoac OPT tetR biéu hién cac té bao hESC dugc tao dich ROSA26. HET=
tao dich di tiép hop, HOM= tao dich ddng tiép hop. cac té bao hESC véi STD tetR
tich hop ngiu nhién dugc thé hién lam tham khao dwong tinh, trong khi céc té bao
hESC H9 kiéu hoang dai 12 c4c kiém soat 4m tinh. TUB4A4A 14 kiém sodt tai. Cac
luong protein khac nhau dugce nap dé tao thuan tién cho viéc so sanh dinh lugng.
Fig.14(E): EGFP lam mat tic dung va ddng luc gidi clru trong céc té bao hESC
OPTiKD biéu hién EGFP dugc do bing may dém dong té bao (MFI) va qPCR
(mARN). Céc két qua 1a tir 2 nuéi cdy doc lap theo thoi diém. Fig.14(F): Duong
cong dép tmg lidu tetraxyclin ddi v6i EGFP lam mét tac dung trong cac té bao hESC
OPTiKD biéu hién EGFP. Nong do e ché ntra tdi da (ICs0) dugc bao céo. Céc két
qua 1a tir 2 nudi cdy doc 1ap cho mdi lidu, va gia tri trung binh dugc thé hién.

Fig.15 (a, b va ¢) thé hién tinh hop 1& cia 6 gen ROSA26 va AAVSI 1a su
vitng vang cua GSH. Fig.15a thé hién cach tiép can thuc nghiém sau viéc tao ra GSH
EGFP, gen thong bdo cac té bao hPSC dé thir nghiém biéu hién GSH trong qua trinh
biét hoa. Day than kinh, t& bao than kinh dém it nhanh, va té bao dang sao thu dugc

trong nudi cdy dang khdi chira hdn hop cta cac pha hé té bao nay, trong khi tat ca
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cac dang té bao khac duoc tao ra riéng. Fig.15b 1a gen thong bao alen gen chuyén
ROSA26 va AAVS1 EGFP & dang so dd. R26-prom: promoto 6 gen ROSA26;
AAV-prom: promoto 6 gen AAVSI; 5°- HAR/3’-HAR: dai tuong ddng nguoc
dong/xudi dong; SA: chit nhan mbi nbi; T2A: T2A peptit tu phan chia; Neo: khang
neomyxin; Puro: khang puromyxin; pA: tin hiéu polyadenyl hoa; CAG: promoto
CAG:; EGFP: protein phat huynh quang xanh 14 cdy dugc ting cuong. Fig.15 (C):
biéu hién EGFP khi khong c6 mit hodc ¢6 mit cia tetraxyclin trong 5 ngay trong cac
té bao hESC dugc tao dich v&i cac dang két hop dugc chi dinh cia EGFP shRNA
cam ung dugc va tetR (tetR ti€u chuin kiéu hoang dai, STDtetR, hodc tetR duoc tdi
wu hoa codon, OPTtetR). Cac té bao hESC duge tao dich d6i ma khong mang EGFP
shRNA dugc sit dung lam cac kiém soat am tinh. Céc két qua la tir 2-3 dong cé thé
cho mdi diéu kién (bang 1). n.s.=p>0,05 (khong dang ké), **=p<0,01,***=p<0,001
VS cung dong tetR khong co tet va khong c6 shRNA (ANOVA véi so sanh sau-hoc
Holm-Sidak).

Fig.16 (a-d) Tao ra céc té bao hESC cua gen thong bao ROSA26 va AAVSI
EGFP. Fig.16(A): 1a hinh v€ & dang so d cta cach tiép can tao dich ROSA26 va clia
céc chién thuat tao kiéu gen dugc st dung dé nhan dién dong dugc tao dich dung.
Cas9n: D10A nickaza dot bién Cas9 endonucleaza tir S. Pyogen (gen sinh mi) . R26-
prom: promoto 6 gen ROSA26 (THUMPD3-AS1 gen); 5°-HAR/3’-HAR: dai tuong
dong nguoc dong/xudi dong; Gen chuyén: ving dugc tich hop sau tao dich gen; PCR
6 gen: san phidm PCR ctia kiéu hoang dai 6 gen ROSA26 (chi ra alen khong dugc tao
dich); PCR b gen/ PCR that thoat alen: san phém PCR cua alen dugc tao dich/PCR
ma thit bai néu gen chuyén chra promoto CAG giau GC (chi sé cia duge mong doi
gen chuyén viéc tao dich); 5° INT/3> INT PCR: san pham PCR cua vung tich hop
dAu 5°/ddu 3° & gen chuyén (chi s6 ctia duge mong doi gen chuyén viéc tao dich); 5’
BB/3° BB PCR: san pham PCR ciia khung vecto ddu 5°/ddu 3’ (chi s tich hop
plasmit Iéch dich khong déc hiéu). Luu y rr?mg, tuong tu viéc tao dich va cac chién
thuat tao kiéu gen dugc &p dung dbi vei b gen viéc tao dich AAVSI. Fig.16(B): ¢
dang so 6 ROSA26 alen gen chuyén dugc tao ra dé thir nghiém chién thuat t5t nhét
d6i voi EGFP co dinh (protein phat huynh quang xanh 14 cdy dugc ting cuong) biéu
‘hién. ENDO-EGFP: EGFP dugc dan dong béng ndi sinh ROSA26 promoto (R26-
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prom; vecto hudng dich pR26-Puro ENDO-EGFP); EF1a-EGFP: EGFP dugc dan
dong bang yéu t6 kéo dai la promoto (vecto huéng dich pR26-Neo EF10-EGFP);
CAG-EGFP: EGFP dugc din dong bang promoto CAG (vecto huéng dich pR26-
Neo CAG-EGFP); SA: chét nhan méi ndi; Puro: khdng puromyxin (puromyxin N-
axetyltransferaza); Neo: khang neomyxin (neomyxin phosphotransferaza II); pA: tin
hiéu polyadenyl hoa. Fig.16(C): M4y dém dong té bao dinh lugng clia ty 1& phén
tram cua té bao duong tinh véi EGFP (EGFP+; céng duoc thé hién), va cua cuong
dd huynh quang trung binh EGFP (MFI) trong dong vo tinh ctia gen thong bao hESC
dai dién ROSA26-EGFP, hoic cac té bao hESC HOkiéu hoang dai. Fig.16(D): Ty 1&
phan trim ctia té bao duong tinh véi EGFP trong céc té bao hESC chira gen thong
bao ROSA26-EGFP. Cac két qua ddi v6i 3 dong vé tinh véi viée tao dich di tiép hop
ROSA26 cho mdi diéu kién.

Fig.17. Tinh hop 1€ cua nén lam mat tac dung cam tmg dugc duoc t6i wu hoas
sau biét héa hPSC. Db thi thé hién biéu hién EGFP dugc do bang qPCR khi khong
c6 mit (CTR) hodc su ¢6 mit cua tetraxyclin trong 5 ngay (TET) trong ééc dang té
bao duogc chi ra duoc tao ra tir cac té bao hESC OPTiKD (iKD) va sOPTiKD (siKD)
biéu hién EGFP. Cac mic EGFP duoc thong bao so véi cac diéu kién soat trong
cing dong dbi v6i timg pha hé riéng. Céc chit viét tit chi ra cdc pha hé duge mo ta
trén Fig.15 (pluri: khong khéac nhau). Céac két qua 1a tir hai nudi ciy doc lap cho mdi
diéu kién.

Fig.18 (a-d). Su phat trién cua nén lam chét bat hoat CRISPR/Cas9 cam tng
dugc dugce t81 wu hoa trong cac té bao hPSC. Fig.18a thé hién cach tiép can thuc
nghiém dé tao ra cam tmg dugc 1lam bét hoat céc t€ bao hPSC (iKO). Fig.18b mé ta &
dang so dd quy trinh nhan dong v tinh dé tao ra cac vecto huéng dich AAVSI véi
casset gARN cam tng duoc. Fig.18¢ thé hién alen gen chuyén duoc tao ra dé thu
duge cac té bao hESC bidu hién gen chuyén thong bao EGFPd2 ma c6 thé bi bat hoat
bdi CRISPR/Cas9 sur dung EGFP gARN cam tng duoc (céc té bao hESC sOPTiKO
biéu hién EGFP). Bsd: khang blastixidin; EGFPd2: EGFP khéong 6n dinh. Fig.18 (d):
May dém dong té bao dinh lugng ctia dong luc lam bét hoat EGFPd2 cam ung duoc
trong té bao sOPTIiKO tir Fig.19¢ (2ARN 2-TO) va b(gARN 3-2TO). Ty 1¢ phén
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tram cua té bao duong tinh véi EGFP phat hién/quan tréc hang ngay sau khi bd sung
tetraxyclin. Cac két qua 1a tir 2 nuodi cay doc lap.

Fig.19 (a-e): Su phat trién cia nén lam chét bit hoat CRISPR/Cas9 cam ting
duoc duge t6i wu hoa trong cac té bao hESC. (A-D) md ta may dém dong té bao dai
dién bidu hién EGFPd2 trong EGFPd2 ddng tiép hop cac té bao hESC sOPTiKO
mang cac dang két hop duogc chi dinh ctia gARN (2 hodc 3) va promoto cam tng (a
dén hodac 2TO, tham khao Fig.19 e). Cac vecto hudng dich: pAAV-
Puro siKOEGFP-2 (19a), pAAV-Puro siKO-2TO-EGFP-2  (19b), pAAV-
Puro siKO-EGFP-3 (19c), pAAV-Puro siKO-2TO-EGFP-3 (19d). Té bao dugc
nudi cdy trong su c6 mit cua tetraxyclin (TET) trong 5 ngay, hodc dugc duy tri trong
cac didu kién soat (CTR) khi khong ¢ mit tetraxyclin. Luu ¥ rang, cong thirc mo da
dugc binh thuong héa sao cho dién tich dudi duong cong bang voi 1 (100%) ddi véi
tAt ca cac mau dugc thé hién, dé tao thuan tién cho viéc so sanh truc tiép béng mét.
Fig.19(e): Trinh ty nucleotit cua cidc promoto H1 Pol III cdm tng dugc dbi voi
SOPTiKO hé théng chira mdt hodc hai operon Tet (H1-TO va H1-2TO, tuong ung).
DAu hiéu trinh tu co ban dugc td6 mau. Enzym gi6i han cit cac vi tri duge sir dung
cho gARN nhén dong vo tinh dugc thé hién (Fig.18B). DSE: yéu t6 trinh ty xa; PSE:
yéu t6 trinh tu gin; TETO2: operon Tet; +1: vi tri bét ddu cia ARN phién ma.

Céc hinh v& tir Fig.20 dén Fig.33 14 c4c hinh anh ctia ban dd cac plasmit khac

nhau dugc st dung trong pham vi cc vi du cua sang ché. Céc ban dd nay la:
20) pSpCas9n(BB) R26-R
21) pSpCasIn(BB) R26-L
22) pR26 CAG_EGFP
23) pR26_CAG 1rtTA
24) pZFN-AAVS1-L-ELD (nucleaza ngoén tay kém bén trai)
25) pZFN-AAVSI1-R-KKR (nucleaza ngén tay kém bén phai)
26) pAAV_CAG _EGFP (thé cho)

27) pR26-Neo CAG-OPTtetR (tao dich hROSA26 cua tetR duoc t61 uu hoa

codon)
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28) pAAV-Puro_iKD (tao dich AAVSI1 ctia shARN cam g dugc)
29) pAAV-Neo CAG-Cas9 (tao dich AAVS1 cua Cas9)
30) pAAV-Puro_siKO (tao dich AAVS]1 cua gARN cam mg dugc,)

31)pAAV-Puro_siKO-2TO (tao dich AAVS1 cia gARN cam ung duoc,

phién ban véi 2 operon Tet trong promoto)

32)pAAV_TRE-EGFP (EGFP biéu hién qua muc cam tmg duge, dugc gin
vao)

33)pAAV_TRE-MYOD1 (MYODI biéu hién qua muc cam tng dugc dbi voi
co)
MG ta chi tiét sang ché

Céc tac gia sang ché da phat trién phuwong phap ma 1a hitu dung d6i v&i cam
tmg dugc phién ma cda trinh tu di truyén c6 mit trong pham Vi casset cam tng trong
té bao c6 nhan dién hinh, va dic biét 1a té bao gbc da tiém nang va thé hé con cua

chung.

Sang ché ap dung duogc cu thé cho lap trinh phat trién té bao gbc da tiém ning,
nho biéu hién qua muc cua casset cAm (ng trong pham vi té bao mam ma khoi dau
su phat trién cua dang té bao trudng thanh cu thé. Hon nita, con ap dung dugc cu thé
cho 1am mét tac dung hoac lam bt hoat ciia ndi sinh chirc nang trong pham vi té bao
dé nghién clru thit thodt ciia chite ning hodc lam thay dbi cc chirc ning clia té bao
hodc tdp tinh trong cac té bao nay. Lam mét tac dung hodc lam bét hoat c6 thé ap
dung cho cc gen ma hoa protein hodc cho cdc ADN ma hoéa trinh ty ARN khong ma
héa. Mot cach co thé duge tao dich bang phuong phap theo sang ché 12 bang cach

lam bét hoat hodic 1am mt tac dung.

Phuong phap nay la dua trén it nhét viéc tao dich kép cta vi tri ndm an toan
trong bd gen ctia té bao mam, v6i hé thdng dbi v6i cam tng phién ma tich roi trén
hai hodc nhiéu GSH. Tuy nhién, phuong phép nay khong chi gii han & té bao mam,
va c6 thé duge st dung dé 1am bién d6i b gen cua dang té bao bt ky, vi du trong
viéc nghién ctru hodc trong viéc chita bénh bang gen. O phuong phap theo sang ché,

mot GSH dugc bién doi dé chira gen dicu tiet phién ma ma la can thiét d€ cam ung

-24-



36066

phién ma cua trinh ty di truyén c6 mit trong pham vi casset cam tng dugc chén vao
GSH khac & phan khac nao d6 trong bd gen. Gen diéu tiét phién ma tot hon 1a duge
biéu hién co dinh. Pugc vu tién 13, co chét/tac nhan ngoai sinh can duoc cung cép dé
kiém so4t hoat tinh cta protein diéu hoa phién ma va do d6 kiém so4t biéu hién cua
casset cam Ung. Do it nhat hai GSH riéng r& dugc str dung trong phuong phéap theo
sang ché, co téng s6 12 bbn & gen co thé chen, do ting GSH tdn tai trén ca hai nhiém
sdc thé cua vi sinh vat ludng boi. Piéu nay lam ting lugng clia phién ma c6 thé tir té
bao néu tat ca cac bdn & gen duoc bién doi st dung phuwong phép theo sang ché. Mot
vi du vé cac két qua khac nhau ctia viéc chén dung dich duge thé hién trén Fig.5a.
Hon nita, phuong phap theo sang ché str dung it nhat hai vi tri GSH khic nhau. Pugc
hiéu rf?lng, cac vi tri GSH khac nita co thé duoc st dung dé dua vao cac gen diéu tiét
phién ma khac nira, casset cdm ung hodc vat liéu di truyén bat ky khac gdbm co,
nhung khong chi gidi han &, gen danh du c6 thé lua chon, khang sinh hodc céc gen
khang thubc, cic gen lién quan dén hé CRISPR/Cas9 hodc cac gen c6 chic ning

chua duoc biét dén.

Do d6, sang ché dé cap dén phuong phép kiém soét sy biéu hién cua trinh ty

di truyén duoc dua vao trong té bao, phuong phap nay bao gdm céc budc sau:

a) chén trinh tu di truyén méa hoa protein diéu hoa phién ma diung vao vi tri

chén an toan v€ mit di truyén th nhat; va

b) chén casset cam Gng dung vao vi tri chén an toan vé mat di truyén thir hai,
trong d6 casset cam g nay bao gom trinh tu di truyén dugc lién két hoat dong vé6i
promoto cam tng, va promoto dugc dicu tict bang protein di€u hoa phién ma;

trong d6 cac vi tri chén an toan vé mat di truyén thtr nhat va thr hai la khac

nhau.

Hon nita, theo khia canh nay cuia sang ché, cac casset cam tng dong dang
hoic khéac nhau khéac nfta ¢6 thé duge chén vao GSH khac nita, ma 1a khac véi GSH

thtr nhét va thir hai. Casset cam tng nay 1a nhu dugc mo ta & day.

Viéc chén dic hiéu nam trong pham vi vi tri chén an toan vé mat di truyén la
dugc vu tién trén bo gen tich hop ngiu nhién, do diéu nay dugc mong doi 1a bién doi

an toan hon cta bo gen, va it c6 kha nang dan dén tdc dung phu khong mong mudn
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nhu 1 bat hoat biéu hién gen tu nhién hoic giy ra dot bién ma dan dén cac dang té

bao ung thu.

Vi tri chén an toan vé mit di truyén (GSH) 1a 6 gen trong pham vi bo gen,
trong d6 gen hodc vt liéu di truyén khac c6 thé duogc chén vao khong c6 anh hudng
doc hai bét ky trén té bao hodc trén vat lidu di truyén dugc chén. C6 loi nhét 1a vi trf
GSH trong d6 su biéu hién cia gen duge chén khong bi lam x40 tron bang cach biéu
hién bat ky thdy rd hoan toan tir cic gen lan cén va biéu hién cua casset cam ng lam
giam thiéu can thiép bit ky véi 1ap trinh phién ma noi sinh. Chi tiéu chinh thirc hon
da dugc dé xut 1a hd tro trong viée x4c dinh dé xem 6 gen cu thé 1a vi tri GSH trong
twong lai (Papapetrou et al,2011, Nature Biotechnology, 29(1), 73-8.
doi:10.1038/nbt.1717.). Cac chi tiéu nay gdm c6 vi tri ma 1a (i) 50 kb hogc 16n hon
tir du 5° cua bat ky gen, (i) 300 kb hogc 16n hon tir bat ky gen lién quan dén ung
thu, (iii) 300 kb hodc 16n hon tu bét ky microARN (miARN), (iv) nim & ngoai don
vi phién mi va (v) nim & ngoai cic ving siéu bao toan (UCR). Khong thé can thiét
théa man tt ca cac chi tiéu dugc d& xuit nay, do GSH di dugc nhan dién khong théa
man tit ca cac chi tiéu. Hiéu ring, GSH phit hop s& thoa man it nhit 2, 3, 4 hoic tat
ca cac chi tiéu nay.

Cac vi tri khac nira ¢6 thé dugc nhan dién béng cach tim kiém céc vi tri noi

ma virut theo ban nang tich hgp khong cé dut gay biéu hién gen tu nhién.

Vi tri GSH phii hop bat ky ¢6 thé dugc st dung trong phuong phap theo sang
ché, trén co sé ma vi tri cho phép chén vat lidu di truyén ma khong gy anh huéng
doc hai dén té bao va cho phép viéc phién ma vat liéu di truyén duoc chén vao.
Nhitng nguoi c6 trinh do trung binh trong linh vyc tuong Gng co thé str dung chi tiéu
duoc don gian hoa nay dé nhan dién GSH phu hop, va/hodc chi tiéu chinh thirc hon

dugc dua ra trén day.

Déi véi bd gen nguoi, mot vai vi tri GSH da duoc duge nhan dién, va céac vi
trf nay gébm c6 6 gen AAVSI, 6 gen hROSA26 va gen CLYBL. Gen CCRS va gen
HPRT c6 con dugc tranh ludn 1a ¢6 thé 1a cac GSH, va viéc didu tra hon nita c6 thé

nhéan dién mot hodc nhiéu trong s6 cac vi tri nay lam cac GSH trong bd gen nguoi.
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O gen & vi tri tich hop 1 cta virut lién quan adeno (AAVSI) nim & trong
pham vi protein phosphataza 1, co céu phu diéu tiét gen 12C (PPP1R12C) gen trén
nhidm séc thé nguoi 19, ma duoc biéu hién tuong ddng va phan bd rong rdi trong md
ngudi. Vi tr nay dung lam & gen tich hop dic hiéu déi véi AAV huyét hon lah typ 2,
va do d6 dugc nhén dién cd thé 1a GSH. AAVS1 d3 chting té dugc 1a moi truong
thuan tién ddi véi phién ma, do né bao gdm céu trac nhiém sdc thé m& va tic nhan
cach ly nhidm sic thé bim sinh ma c6 kha ning khang casset cam ung chéng bat
hoat. Khong c6 tac dung phu dugc biét trén t& bao din dén tir dut gdy cia gen
PPP1R12C. Hon nita, casset cam Gng dugc chén vao vi tri nay van con giit 1a hoat
dong phién ma trong nhiéu dang té bao khac nhau. AAVS1 do d6 dugc xem la GSH

va da dugc st dung rong rai dé truyén dugce tao dich gen trong bd gen nguoi.

Vi tri hROSA26 dd duoc nhan dién trén co s& cua tuong déng trinh tu véi
GSH tur chudt (vi tri nhan tich dugc tao hudng ddo ROSA26 #26). Mic du vi tri
tuong dong ortho da duoc nhéan dién & ngudi, vi tri nay khong thuong duoc st dung
cho casset cam mg xen doan. Céc tac gia sang ché da phat trién hé dich dic biét 1a
dbi véi vi tri AROSA26 va do d6 c6 kha niang chén vat lidu di truyén vao trong 6 gen
ndy, & gen hROSA26 & trén nhiém séc thé 3 (3p25,3), va ¢6 thé dugc tim thiy trong
pham vi co s& dir liéu Ensembl (GenBank:CR624523). Toa d6 chinh xac cta h¢ gen
cua vi tri tich hop 1a 3:9396280-9396303: Ensembl. Vi tri tich hop nim trong pham
vi khung doc m& (ORF) cia THUMPD3 long ARN khong ma hoéa (soi d4o). Do vi
tri hROSA26 c¢6 promoto ndi sinh, vat liéu di truyén duogc chén co thé c6 vu diém
cta promoto ndi sinh do, hodc theo cach khac co thé dugc chén dugc lién két hoat

dong vao promoto.

Intron 2 cua gen dang Citrate Lyase Bke (CLYBL), trén soi dai cua Nhiém
séc thé 13, dugc nhéan dién 1a GSH phi hop do né 12 mot trong s diu vét néng tich
hop dugc nhéan dién cua phiC31 integraza c6 ngudn gde tir thé thue khuin. Nghién
ctru chi ra ring, ngdu nhién duogc chén vao 6 gen nay 1a 6n dinh va dugc biéu hién.
D3 chung t6 duge rang, viéc chén casset cam Gng & GSH nay khong lam x4o tron
biéu hién gen cuc bd (Cerbibi ef al, 2015, PLOS M¢gt, DOI:10,1371). CLYBL do d6
d& xudt GSH ma c6 thé 1a phu hop dé sir dung trong sang ché.
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CCRS, ma nim & trén nhidm séc thé 3 (vi trf 3p21,31) 1a gen ma ma héa dbi
v6i dong thu thé chinh HIV-1. Quan tAm trong viéc sir dung vi tri nay lam GSH Xuat
hién tir dot bién 0 trong gen nay ma xut hién la khong c6 tac dung phu, nhung dua
dén HIV-1 khang nhiém tring. Nucleaza ngon tay k&m ma dich exon thir ba da dugc
phat trién, do d6 cho phép dé chen vat liéu di truyén vao 6 gen nay. Dua ra 13, chuic
ning ty nhién ciia CCRS van chua duge 1am sang t0, vi tri van con gitt 1a GSH gia

dinh ma c6 thé c6 tinh hiru dung doi v6i sang che.

Gen hypoxantin-guanin phosphoribosyltransferaza (HPRT) ma hoéa enzym
transferaza ma dong vai trd chi dao trong viéc tao ra purin nucleotit thong qua con
duong léy lai purin. Do do, can viéc khac nita 1a dam bao viéc chén & vi tri nay
khong dut gy chtic ndng cua té bao binh thudng. Tuy nhién, né da dugc xem xét
lam vi tri GSH. Viéc chén & vi tri nay c6 thé 4p dung t6t hon 1a cho dang té bao

trrdng thanh, nhu 1a bién ddi cho viéc chita bénh béng gen.

GSH trong cac vi sinh vt khac da dugc duoc nhén dién va gém 6 cac 6 gen
ROSA26, HRPT va Hippl1 (H11) & chudt. B6 cic gen & dong vat c6 vii c6 thé gdm
c6 cac vi tri GSH dua trén cac vi tri attP gia. Doi véi cac vi tri nay, hiC31 integraza,
recombinaza c6 ngudn gbc thuc khuin Streptomyces, di dugc phat trién 1am dung cu
xen doan khong virut, bdi vi n6 c6 kha nang tich hgp plasmit chira casset cam ung

mang Vi tri attB vao trong cac vi trf attP gia.

GSH ciing c6 mat trong bd cac gen cua thuc vat, va bién dbi cua cac té bao
thuc vat co thé tao nén mot phén cua sang ché. GSH d3 dugc dugc nhan dién trong
bd céc gen cua lua (Cantos et al, Front. Plant Sci., 26 June 2014, Volume 5, Article
302, http://dx.doi.org/10.3389/fpls.2014.00302).

Trong phuong phéap theo sang ché, viéc chén xay ra & GSH khac, do d6 it nhét
hai GSH 14 cAn thiét déi v6i phuong phap theo sang ché. GSH thir nhét dugc bién
ddi bang cach chén protein diéu hoa phién ma. GSH thi hai dugc bién d6i boi su
chén casset cam ung ma bao gdm trinh tu di truyén dugc lién két hoat dong véi
promoto cam ung. Vat liéu di truyén khéc con co thé dugce chén véi mot hodc ca hai
trong sb cac yéu t6 nay. Trinh tu di truyén dugce lién két hoat dong véi promoto cam
ung trong pham vi casset cam ung t6t hon 1a trinh tw ADN. (Céc) trinh tu di truyén

clia casset cam Ung tot hon 1a ma héa phéan tr ARN, va do d6 c6 khd nang dugc sao
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chép. Phién ma dugc kiém soat c6 st dung promoto cam ung. Phan tir ARN ¢6 thé 1a

trinh tu bat k¥, nhung tt hon 1a mARN ma héa protein, sShRNA hodc gARN.

GSH thir nhét c6 thé 1a vi tri GSH phi hop bat ky. Ty vy, né 1a GSH véi
promoto ndi sinh ma dugc biéu hién co dinh; ma s& dan dén protein diéu hoa phién
ma duoc biéu hién co dinh duge chén vao. GSH phu hop 1a vi tri hAROSA26 dbi véi
té bao & ngudi. Theo cach khéc, protein diéu hoa phién ma dugc chén vao dugc lién
két hoat dong vao promoto, tdt hon 1a promoto co dinh. Promoto co dinh c6 thé

duogc st dung két hop vai viéc chén vao vi tri hROSA26.

Protein didu hoa phién ma 13 protein ma lién két vao ADN, t6t hon 1a trinh ty-
dac hiéu véi vi tri ADN nam trong hodc gﬁn promoto, va hodc 1a tao thuén tién cho
lién két cia co cdu phién mi vao promoto, va do d6 phién ma cia trinh ty ADN
(hoat hoa phién ma) hodc chdn quy trinh nay (chat kim ham phién ma). Céc thuc thé

nay con dugc bict den la cac yéu t6 phi€n ma.

Trinh tw ADN ma protein diéu hoa phién ma lién két vao duogc goi 14 yéu tb
phién ma-vi tri lién két hodc yéu té dap tng, va cac loai ndy dugc tim thdy trong

hoac gﬁn promoto cua dugc diéu tiét trinh tu ADN.

Protein hoat hoa phién ma lién két vao yéu t6 dap ung va khoi dau biéu hién
gen. Céac protein nay dugc uu tién trong phuong phép theo sang ché @ kiém soat

bicu hién casset cam ung.

Protein chin phién ma lién két vao yeu to dap ung va ngin nglra biéu hién

gen.

Protein diéu hoa phién ma co thé dugc hoat héa hodc dugc bt hoat boi nhiéu
co ché gdm co lién két cia co chét, tuong tac véi cac yéu té phién ma khac (vi du,
déng hodc di ludng phéan) hodc céac protein déng diéu tiét, phosphoryl hoa, va/hodc
metyl hoa. Gen diéu tiét phién mi c6 thé dugc kiém soét bang cach hoat héa hoic
bét hoat.

Néu protein diéu hoa phién ma 14 protein hoat hoa phién ma, dugc vu tién 1a
protein hoat hoa phién ma doi hoi hoat hoa. Viéc hoat hoa nay co thé 1a thong qua
cac phuong cach phut hop bit ky, nhung duge uu tién 1a protein diéu hoa phién ma

dugc hoat hda thong qua viéc bod sung vao té bao cua co chat ngoai sinh. Viéc cung
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cap co chat ngoai sinh dén t€ bao c6 thé duogc kiém sodt, va do d6 hoat dong cua
protein diéu hoa phién ma c6 thé dugc kiem soat. Theo cach khéc, co chat ngoai sinh
c6 thé dugc cung cap dé lam bat hoa protein dicu hoa phién ma, va khi do phén cung

cap duogc loai di d& 1am hoat hoa protein diéu hoa phién ma.

Néu protein diéu hoa phién ma 1a protein chin phién ma, dugc uu tién 1a
protein chin phién ma doi hoi bét hoat. Do d6, co chét dugc cung cap dé ngian ngira

protein chdn phién mé chan phién ma, va do d6 phién ma duogc cho phép.

Protein diéu hoa phién ma phu hop bét ky 6 thé dugce sir dung, t6t hon 12 loai
ma hoat hoa hodc 1am bat hoat. Pugc uvu tién 13, co chét ngoai sinh ¢ thé dugc cung
cép dé kiém soét protein diéu hoa phién ma. Protein diéu hoa phién ma nay con dugc

goi 1a protein diéu hoa phién ma cam ung duoc.

Hoat héa Phién ma Pugc kiém soat tetraxyclin 1 phuong phéap biéu hién gen
cam tmg duoc noi ma phién ma dao nguoc xoay sang on hodc off voi sy ¢6 mat cua
khang sinh tetraxyclin hodc mot trong s6 cac dan xuét cia n6 (vi du, doxyxyclin ma
1a 6n dinh hon). Trong hé théng nay, protein hoat héa phién ma 1a protein hoat hoa
phién ma dap ung tetraxyclin (rtTa) hodc dan xuét ciia chung. Protein rtTA c6 kha
nang lién két vao ADN ¢ trinh tu gen van hanh TetO ddc hiéu. Mot vai phén lap lai
cua trinh tu TetO nay dugc ddt nguge dong cua promoto t61 thiéu (nhu 12 promoto
CMV), ma cing tao thanh yéu t6 dap tng tetraxyclin (TRE). C6 hai dang ctia hé nay,
phu thudc vao viéc xem c6 hay khong viéc bd sung tetraxyclin hodc din xuat lam

hoat hoa (Tet-On) hodc 1am bat hoa (Tet-Off) protein rtTA.

Trong hé thdng Tet-Off, tetraxyclin hogc dan xut ctia chung lién két rtTA va
lam bat hoa rtTA, 1am cho n6 khong c6 kha ning lién két vao trinh tw TRE, nho d6
ngan chan phién ma cua cdc gen dugc kim soat TRE. Hé théng nay lan dau tién
dugc mo ta trong tai liéu Bujard, ef a/ (1992). Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 89 (12):
5547-51.

Hé théng Tet-On gdm c6 hai thanh phan; (1) protein hoat héa phién ma dap
ting tetraxyclin duge biéu hién co dinh (rtTa) va promoto cdm tng nhay rtTa (Yéu tb
dap ung Tet, TRE). Hé théng nay c6 thé dugc lién két bai tetraxyclin hodc cac dan

xuét 6n dinh hon cua no, gém c6 doxyxyclin (dox), din dén lam bét hoat rtTa, cho
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phép n6 lién két vao trinh tw TRE va cdm tng bidu hién cia cac gen dugc kiém soat
TRE. Viéc st dung hé nay co thé dugc uu tién trong phuong phép theo sang ché. Hé

théng nay dugc md ta trén Fig.11.

Do d6, protein diéu hoa phién ma c6 thé 1a protein hoat héa phién ma dap tmg
tetraxyclin (rtTa) protein, ma co thé dugc hoat hoa hodc dugc bat hoat béng khang
sinh tetraxyclin hodc mot trong sd cac din xudt cta néd, ma duoc cung cip ngoai
sinh. Néu protein diéu hoa phién ma l1a rtTA, khi d6 promoto cam tmg dugc chén
vao vi trf GSH thi hai gdm c6 yéu té dap tng tetraxyclin (TRE). Co chét dugc cung

cap tir bén ngoai 1a khang sinh tetraxyclin hodc mot trong s6 cdc dan xuat cua nd.

Céac dang bién thién va cic protein dugc bién ddi rtTAs c6 thé dugc sir dung
trong phuong phéap theo sang ché, céc loai nay gbdm c6 dang chuyén hoat héa Tet-On
Tién bdd (con dugc biét dén 1a rtTA2S-M2) va Tet-On 3G (con duge biét dén 1a
1tTA-V16, dugc tao ra tir tTA2S-S2.

Yéu t6 dap tmg tetraxyclin (TRE) thuong gdm ¢6 7 phan lap lai cta trinh tu
TetO vi khuén 19bp dugc phan tach boi trinh ty doan dém, cung v6i promoto tdi
thidu. Cac dang bién thién va cic dang bién dbi cta trinh tw TRE 1a c6 thé, do
promoto t6i thiéu c¢6 thé 1a promoto phit hop bat ky. Tét hon 13, promoto tdi thiéu thé
hién khong c6 hodc cac muc bidu hién téi thiéu khi khéng c6 mit lién két rtTa.
Promoto cam tng dugc chén vao GSH thir hai do d6 cé thé bao gdm TRE.

Hé théng duoc bién d6i dua trén kiém soat tetraxyclin 12 T-REx™ System
(Thermofisher Scientific), trong d6 protein diéu hoa phién ma 14 protein chin phién
ma, TetR. Cac ngan cua hé nay gdm ¢6 (i) promoto cam ting bao gdm promoto sém
gin véi cytomegalovirut & nguoi (CMV) va hai vi tri thao tac tetraxyclin gen diéu
khién 2 (TetO2), va gen chian Tet (TetR). Trinh tu TetO2 consist ctia 2 sao chép cua
thel9 trinh tu nucleotit, 5'-TCCCTATCAGTGATAGAGA-3" dugc phan tach boi 2
bazo cdp doan dém. Khi khong c6 mit tetraxyclin, gen chdn Tet hinh thanh dong
ludng phan ma lién két v6i extremely 4i luc cao Véé tung trinh tu TetO2 trong
promoto cam Ung, va ngan ngla phién ma tr promoto. Mot khi duoc bd sung,
tetraxyclin lién két véi 4i Iuc cao vao timg gen chin Tet dong ludng phan lam cho né
n6 khong c6 kha ning lién két vao gen didu khién Tet. Gen chin Tet: phic

tetraxyclin khi d6 tach ra tir gen didu khién Tet va cho phép cam tng biéu hién.
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Trong vi du nay, protein diéu hoa phién ma 1a TetR va promoto cam tmg bao 26m
hai TetO2 vi tri. Co chit dugc cung cap tir bén ngoai 1a TetRaxyclin hodc dan xuit

cta chung.

Sang ché con dé cap dén tetR duoc t61 wu hoa codon (OPTtetR). Dau hiéu nay
c6 thé duge sir dung trong phuong phép bat ky duge md ta & day, hodc d6i véi sir
dung bd sung bét ky noi ma viéc xic tién cam ung duoc 12 mong mubn. Thyc thé
nay dugc tao ra voi st dung viée t6i wu hoa nhiéu thong sd cia trinh tr cADN clia
tetR vi khudn. OPTtetR cho phép lam ting 10 1in vé biéu hién tetR khi so v6i trinh
tur tiéu chuan (STDtetR).

Biéu hién OPTtetR ddng tiép hop cua tetR 1a da dé ngin ngira ro i SIRNA
trong khi bao tén cam tmg lam mat tac dung trong cac vi du. Trinh ty dbi voi
OPTtetR dugc bao gém ¢ day, véi trinh tu tiéu chuén dugc thé hién 1am so sanh.
Trinh tw v6i it nhit 75%, 80%, 85% hoidc 90% twong dong ddi véi trinh ty nay do d6
la cn thiét bao ho, cu thé hon 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97 hoiic 99% tuong ddng. Céc
gbc duge thé hién 1a thay dbi gitta STDtetR va OPTtetR dd duge duge chi ra trong
trinh tu, va dugc uu tién 13 cac gbc nay khong thay d6i trong dan xuat bét ky cta
OPTtetR do cac gbc nay duge xem 1a quan trong d6i v6i cac dic tinh duge ting

cudng. Dan xuat bat ky sé tuy y giit lai cac bién doi nay & cac vi tri dugc chi ra.

Cac hé thdng biéu hién cam Gng dugc khac 1a da dugc biét dén va c6 thé duogc
sir dung trong phuong phép theo sang ché. Cac hé nay gdbm c6 Hé cam tmg dugc
Kiém soat Hoan toan tir hang Agilent Technologies. Diéu nay 1a dya trén ecdyzon
hocmon con trung hodc ponasteron A twong tu cia nd (ponA) ma co thé lam hoat
hoa phién mi & té bao dong vat c¢6 vii ma dugc chuyén nhim vé6i ca hai gen ddi véi
ecdyzon cua thu thé Drosophila melongaster (EcR) va promoto cam ng bao 2bm vi
tri lién két ddi véi thu thé ecdyzon. EcR 1a thanh vién cta ho thu thé retinoit-X
(RXR) ciia thu thé nhan. G ngudi, EcR hinh thanh di ludng phan véi RXR ma lién
két vao yéu té dap ung ecdyzon (EcRE). Khi khong ¢6 mit PonA, phién ma bi dan
ap bdi di ludng phén.

Do d6, protein diéu hoa phién ma c6 thé 1a protein chan, nhu 1a thu thé
ecdyzon hodc din xuét cta ching. Cac vi du vé loai sau gdm c6 thy thé tong hop

VgEcR tir hang Agilent Technologies ma la dung hop cua EcR, ving lién két ADN
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cta thu thé glutocorticoit va viing hoat dong phién ma cua Virut herpet don gian
VP16 (Herpes Pon gianx Virus VP16). Promoto cdm ung bao gdm trinh tu EcRE
hoic cac phién ban dugc bién ddi ctia n6 cing v6i promoto tdi thiéu. Céc phién ban
duoc bién dbi gdm co trinh tw ghi nhan E/GRE tr hang Agilent Technologies, trong
d6 dot bién da duge dugc tao ra cho trinh tu. Trinh ty ghi nhan E/GRE bao gdm cac
yéu t6 ghi nhan mdt nira vi tri dugc ddo nguge d6i voi thy thé retinoit-X (RXR) va
cac vung lién két GR. Trong tit ca cac dbi chd, co chét dugce cung cép tir bén ngoai
12 ponasteron A, ma loai di tdc dung dan ap ctia EcR hodc céc dan xuét cla ching

trén promoto cam Gng, va cho phép viéc phién ma dién ra.

Theo cach khéac, hé cam tng dugc co thé dugc dua trén mifepriston steroit
téng hop 1am co chét dugc cung cdp tir bén ngoai. Trong bbi canh nay, protein diéu
hoa phién ma lai dugc chen vao dua trén mién lién két v6i ADN tir protein GAL4
ctia nAm men, mién lién két voi phdi tir dugc cit ngin (LBD) tir thu thé progesteron
clia ngudi va mién hoat dong (AD) tir NF-kB ctia nguoi. Protein diéu hoa phién ma
lai nay c6 dugc tir Thermofisher Scientific (vé6i tén thuong mai 1a Gene Switch ™).
Mifepriston lam hoat hoa protein lai, va cho phép viéc phién ma tir promoto cam ng
ma bao gém trinh ty hoat dong ngugc dong GAL4 (UAS) va hop adenovirut E1b
TATA. Hé théng ndy dugc md ta trong tai liéu Wang, Y. et al (1994) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 91, 8180-8184.

Do d6, protein didu hoa phién ma c6 thé 14 protein diéu tiét phu hop bat ky,
hoidc 1a protein hoat hoa hodc protein chan. Protein hoat héa phién ma phu hop la
protein hoat héa phién ma dap ung tetraxyclin (rtTa) hodc protein diéu hoa phién ma
lai Gen Chuyén mach. Protein chin phu hop gbm c6 phién ban Tet-Off cla rtTA,
TetR hodc EcR. Protein diéu hoa phién ma c6 thé duoc bién ddi hoic duge tao din
xudt nhu can thiét.

Promoto cam Gng c6 thé bao gdm cac yéu té ma 1a phi hop dé lién két hoac
twong tic voi protein didu hoa phién ma. Twong téc cua protein diéu hoa phién ma
v6i promoto cam ung t6t hon 1a duoc kiém soat biang co chét dugc cung cép tir bén

ngoai.
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Co chat duge cung cip tir bén ngoai c6 thé 1a bat ky phu hop co chit ma lién
két vao hodc tuong tacs v6i protein didu hoa phién ma. Phu hop co chats gdm co

tetraxyclin, ponasteron A va mifepriston.

Do d6, viéc chén gen ma hoda protein diéu hoa phién ma vao GSH thir nhat de
xuat co ché kiém soat doi v4i bi€u hién cua casset cam tng ma dugc lién két hoat

dong v6i promoto cam ting va dugce chén vao GSH thir hai khac véi GSH thu nhat.

Gen ma hda protein diéu hoa phién ma co thé duoc tao ra dé dugc chén véi
vét lidu di truyén khac. Vat liéu nay g0m c6 cac gen cho cic phan tit gen ddnh déu
hodc gen théng bao, nhu la cdc gen ma cam ung céc dédc tinh nhan dién dugc bang
mét gdm c6 cac protein phat huynh quang va phét sang. Céac vi du gdm ¢6 gen ma
ma hoa protein phat huynh quang xanh 14 cdy & con stra (GFP), ma lam cho té bao
ma biéu hién n6 dé phat sang xanh 14 cAy duéi 4nh sdng xanh da troi/UV, luciferaza,
ma xuc tac phan g vdi luxiferin dé tao ra anh sang, va protein phat huynh quang
do tir gen dsRed. Gen danh ddu hozc gen thong bao nay 1a hitu dung, do sy c6 mat
ctia protein gen thong bao khang dinh biéu hién protein tir GSH thir nhit, chi ra su
chén vao thanh cong. Gen danh ddu c6 thé lua chon con c6 thé gdm c6 cac gen
khang véi khang sinh hodc cac thudc khac. Cac gen danh dau hodc céc trinh trr gen
thong bio con co thé dugc dua vao ma tao kha ning nghién ctru biéu hién cta ndi
sinh (hoac cac gen ngoai sinh). Loai nay gdm c6 protein Cas, gdm cé protein CasL,
Cas9 ma c6 kha nang cét cic gen quan tAm, cling nhu protein Cas-Fusion ma 1 trung
gian 1am thay ddi trong biéu hién ctia cdc gen khac, vi du bang cach tic dong nhur
loai tang cuong hodc chan phién ma. Hon nira, biéu hién khong cam tng duge cla
cac dung cu phan tir ¢6 thé 1a mong mudn, gdm c6 dung cu di truyén thi giac, protein
dung hop thu thé nhan, nhu 12 hé cam ting dugc tamoxifen ERT, va thu thé thiét ké
dugc hoat hoa ngoai 1€ boi thubc thiét ké. Hon nira, trinh ty ma ma hoa cac yéu tb
phat tin hiéu ma lam thay doi chirc ning ciia ciing té bao hoic cua té bao 1an can
hodc té bao tham chi 1a & xa trong vi sinh vét, gdm c¢6 hocmon cac yéu td autocrin
hodc paracrin c6 thé dugc dong biéu hién tir cing GSH lam protein diéu hoa phién

~
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Ngoai ra, vat liéu di truyén khac nita c6 thé gom cé trinh ty ma hoéa doi voi
ARN khdéng ma hoa, nhu dugc trinh bay ¢ day. Cac vi du vé vat liéu nay di truyén

gdm c6 cac gen doi voi miARN, ma c6 the c6 chirc nang lam chuyén mach di truyén.

Pugc uu tién 13, gen ma héa protein diéu hoa phién ma dugc lién két hoat
dong vao promoto co dinh. Theo cach khic, GSH thu nhét ¢ thé duogc chon sao cho
cd promoto co dinh hon la con co thé diéu khién biéu hién cia gen ma hoa
proteindidu hoa phién ma va vat liéu di truyén két hop bét ky. Promoto co dinh dam
bao biéu hién gen dugc duy tri va & mirc cao. Promoto co dinh thudong dugce st dung,
gdm c¢6 promoto B-actin ctia ngudi (ACTB), cytomegalovirut (CMV), yéu t6 kéo
dai-la, (EF1a), phosphoglyxerat kinaza (PGK) va ubiquitinC (UbC). Promoto CAG
1a promoto tong hgp manh thudong dugc st dung dé didu khién cac mirc biéu hién
gen cao va dugc tao cAu tric tir cic trinh tu sau: (C) yéu té gen tang cudng sém
cytomegalovirut (CMV), (A) promoto, exon thir nhét va intron thir nhat cta gen p-

actin & ga, va (G) chat nhan mdi nbi cia gen p-globin & tho.

Hon nita, gen diéu tiét phién ma, cling vé6i vat liéu di truyén bét ky khac nira
¢6 thé dugc tao ra cing véi cac trinh tu phan chia dugc. Céc trinh ty nay 1a céc trinh
tu ma dugce ghi nhan boi thuc thé c6 kha nang cit dic hiéu ADN, va gém cO cac vi
tri giéi han, ma 1a cac trinh tu dich dbi voi cac enzym giéi han hodc céc trinh tu dé
codng nhan boi cac thuc thé phan chia ADN khéc, nhu 1a nucleaza, recombinaza,
ribozym hodc cac két cAu nhan tao. It nhdt mot trinh tu phén chia dugc co thé c6 mat,
nhung t6t hon 13 hai hodc nhiéu c6 mit. Céc trinh tu c6 thé phan chia nay c¢6 thé 1a &
diém phu hop bat ky trong d6i tugng chén, nhu la mot phan cia ddi twong cheén dugc
chon, hodc tit ca ddi twong chén, c6 thé duoc loai di mot cach lya chon tir GSH. Do
d6, phuong phap c6 thé con dé cap dén viéc loai di va/hoic thay thé dbi tuong chén
hodc mot phén cua no tor GSH. Do d6, cac vi tri phan chia c6 thé tao suom mot
phin/toan bd déi tugng chén ma né c6 thé duoc mong mudn dé loai di. Gen diéu tiét
phién ma va/hodc vat lidu di truyén khac nita c6 thé dugc loai di nho st dung

phuong phép nay.

Mot phan ciia d6i twgng chén c6 thé la phan bat ky 1én dén 99% cua doi twong
chén, tic 1a 1-99%, 90%, 80%, 70%, 60%, 50%, 40%, 30%, 20%, 10% hodc nhé
hon 10%.
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Co6 thé uu tién 1a, mot phan cia doi tugng chen tao sudn boi cac vi tri phan
chia gom c6 promoto co dinh. Theo cach khéc, promoto co dinh khong dugc c6 mdt

¢ phan dugc tao suon bai cac trinh tu phan chia duge.

Trinh tuy phan chia dugc dugc uu tién 1a vi tri loxP d6i véi Cre recombinaza
do n6 cho phép thay thé truc tiép ddi tugng chén dugc loai di. Theo cch khic hodc

ngoai ra, trinh tu phan chia dugc 1a vi tri rox doi véi Dre recombinaza.

Puoc uu tién 13, sy chén & GSH thir nhét xuét hién & ca hai 6 gen trong bo
gen, do do6 timg alen dugc bién dbi xen doan. Diéu nay cho phép biéu hién 16n hon

tir gen ma hoa gen didu tiét phién ma va vat lidu di truyén két hop bat ky.

GSH thtr hai c6 thé 1a vi tri GSH phii hop bat ky. C6 thé wu tién 13, vi tri GSH
thtr hai khong két hop v6i promoto ndi sinh, sao cho biéu hién ctia casset cAm tmg

dugc chén vao chi dudi su ki€m soat cia protein di€éu hoa phién ma.

Casset cam ng gdm c6 trinh tw di truyén mong mudn, t6t hon 1a trinh ty
ADN, ma dugc chuyén vao trong té bao. Viéc dua casset cam (g vao trong bd gen
¢6 tiém nang 1am thay déi kiéu hinh ciia té bao d6, hoic 14 bang cach bd sung trinh
tu di truyén ma cho phép biéu hién gen hodc lam mat tac dung/lam bét hoat biéu hién
n6i sinh. Phuong phap theo sang ché dé xuét d6i voi kiém soat phién ma dugc cia

(c4c) trinh ty di truyén trong pham vi casset cam tig trong té bao.

Trinh tu di truyén mong mubn dé chén tét hon 14 trinh ty ADN ma ma hoa
phan tir ARN. Phén tir ARN c6 thé 1a trinh tu bat ky, nhung t6t hon 1a ARN ma héa
hoic khong ma héa. ARN ma hoa hodc truyén tin ma hoéa d6i véi trinh tu polypeptit,
va phién ma ctia ARN nay din dén biéu hién cua protein trong pham vi té bao. ARN
khoéng ma héa c6 thé 1a chirc ning va c6 thé gdm co, khong giéi han: MicroARN,
ARN nhidu nhd, ARN tuong tic Piwi, ARN dbi nghia, cic nuclear ARN nho, cic
nucleolar ARN nhd, cic ARN Than Cajal nhé, Y ARN, ARN tang cuong, ARN dan
duong, Ribozym, caic ARN dang kep toc nho, cdc ARN tam thoi nho, ARN téc dong
qua, ARN nhiéu nhé va ARN truyén tin dudi bo gen. ARN khong ma héa con c6 thé
dugc biét dén 12 ARN chuc ning. Mot vai dang cia ARN la gen didu tiét trong tu
nhién, v, vi du, c6 thé biéu hién gen diéu phdi xudi dong bang cach bd trg vao mot

phan ctia mARN hozc ADN ctia gen. MicroARN (miRNA; 21-22 nucleotit) dugc
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tim thiy trong sinh vat c6 nhan dién hinh va tac dong thdng qua can thiép ARN
(RNAI), noi ma phtc thuc hién cia miRNA va cic enzym cé thé phan chia mARN
bd tro, chin mARN dé khoi bi dich m3, hodc xtic tién su thoai trién cua nd. Mot
dang khac cia ARN, ARN nhiéu nhd (siRNA; 20-25 nucleotit) tdic dong thong qua
can thiép ARN theo cach tuong tw vimiARNA. Mot vai miARNA va siARN c6 thé
lam cho cac gen tao dich dé duoc metyl hoa, nhd d6 lam giam hodc 1am tang phién
m3 cla cdc gen nay. Pong vat c6 ARN tuong tac Piwi (piRNA; 29-30 nucleotit) ma
12 hoat hoa trong t& bao mam va dugc xem 14 bao vé chéng lai hat chuyén/gen nhay.
Nhiéu sinh vat chua c6 nhan dién hinh ¢6 ARN CRISPR, hé théng gen diéu tiét
tuong tu voi can thiép ARN, va hé théng nay gdm c6 ARN din dudong (gARN).
ARN déi nghia lan rong; phan 16n 1a diéu phdi xudi dong gen, nhung mét it 1a gen
hoat héa cta phién ma. ARN ddi nghia c6 thé tic dong bang cach lién két vao
mARN, hinh thanh ARN sg¢i d6i ma bi suy thoai do enzym. Cé nhidu ARN dai
khong md hoa ma diéu phéi cac gen trong sinh vét c6 nhan dién hinh, mot ARN nay
1a Xist, ma bao boc mot X nhiém sic thé ¢ dong vat co vi gibng cai va bat hoat né.
Do d6, c6 vd s6 ARN chure ning ma c6 thé duge ding trong phuong phap theo séng

r
A

ché.

Do do, casset cdm g ¢6 thé gdm c6 trinh tu di truyén ma 1a gen ma hoéa
protein. Gen nay co thé c6 mat tu nhién trong té bao, hodc c6 thé xuit hién tu nhién
trong té bao, nhung bidu hién kidm soat dugc cua gen d6 la can thiét. Theo cich
khac, casset cam (mg c6 thé 13 phién ban dugc dot bién, dugc bién doi hoic phién
ban ding cia gen thé hién trong té bao, cu thé ddi voi cac muc dich chita bénh béng
gen hodc tao thanh cia mo hinh bénh. Do do, casset cam ung cd thé gdbm c6 gen
chuyén tir vi sinh vat khac ctia cing loai (ttrc 1 phién ban gdy bénh/dot bién cta gen
tir con nguoi, hodc gen kiéu hoang dai tir con ngudi) hodc tir loai khéc.

Theo khia canh hodc phuong an bét ky, trinh tu di truyén c6 mit trong pham
vi casset cam Gng c6 thé 1 trinh tu tong hop.

Casset cam ung c6 thé gdm c6 trinh tu di truyén phu hop bit ky ma duoc
mong mudn dé chén vao trong bd gen clia té bao. Do do, trinh tu di truyén c¢6 thé 1a
gen ma ma héa dbi v6i trinh tu boy san pham protein ma dugc sao chép vao trong axit

ribonucleic (ARN) ma ¢6 chirc ndng (nhu 1a cac nuclear ARN nho6 (snARN), ARN
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d6i nghia, micro ARN (miARN), ARN nhiéu nho (siARN), ARN chuyén (tARN) va
ARN khong ma hoa (ncARN) khac, gdm c6 CRISPR-RNA (crARN) va ARN dan
duong (gARN).

Do @6, casset cam ng c6 thé gom co trinh ty di truyén bat ky, phién ma cua
né dugc mong muodn dé ki€ém sodt trong pham vi t& bao. Trinh tu di truyén dugc
chon s& phu thudc vao dang t€ bao va viéc str dung te bao d6 s€ dugc dat sau bién

ddi, nhu dugc trinh bay hon nita dudi day.

Vi du, d6i v6i phuong phép chita bénh bang gen, c6 thé mong mudn dé xut
gen kiéu hoang dai trinh tu lam thanh phén ciia casset cam tmg. Trong bbi canh nay,
trinh tu di truyén c6 thé 1a gen ma héa protein bét ky ciia ngudi hodc dong vat. Cac
vi du v& cac gen ma héa protein g0m co gen B-globin & ngudi, gen lipoprotein lipaza
& nguoi (LPL), protein Rab escort 1 ¢ nguoi duoc ma hoa boi gen CHM va nhiéu
loai khac. Theo cach khac, casset cam ung co thé biu hién cac yéu t tang truéng,
g6m c6 BDNF, GDF, NGF, IGF, FGF va/hodc cic enzym ma co thé phén chia céc
tién peptit dé hinh thanh cdc dang hoat héa. Chita bénh bang gen con c6 thé dat duoc
bing cach biéu hién cla casset cam Umg gdm c6 trinh ty di truyén ma hoa ARN dbi
nghia, miARN, siRNA hoic dang bét ky ciia ARN ma can thiép v6i biéu hién ciia

gen khac trong pham vi té bao.

Theo céch khéc, t& bao nén 1a té bao mim, casset cam tng c6 thé gdm ¢ trinh
tw di truyén ma héa gen diéu hoa chi dic hiéu pha hé chi dao, duge viét tit & day la
gen diéu hoa chi. Gen diu hoa chu c6 thé 12 mot hodc nhidu trong sd: cac yéu tb
phién ma, cac gen diu tiét phién ma, thu thé xytokin hodc cdc phan tir phat tin higu
va tuong tu. Gen diéu hoa chu 1a gen dugc biéu hién ma anh hudng dén pha hé cua
té bao biu hién né. N6 c6 thé la loai ma mang ciia gen diéu hoa chu 1a can thiét dbi
v6i pha hé cua té bao can du:oc xac dinh. Nhu dugc su dung & day, gen dleu hoa chu
ma duoc bidu hién & khoi ddu cua pha hé phat trién hodc dang té bao, cac phan tham
gia trong dac trung cda pha h¢ do bang cach diéu tiét nhiéu gen xudi dong hoic 1a
tryc tiép hodc thong qua dong thac/hang loat nhiing thay d6i biéu hién gen. Néu gen
didu hoa cht dugc biéu hién, nd c6 kha nang dic trung lai thién ménh/sb phan cua té

bao duoc trit dinh dé hinh thanh céc pha hé khac. Cac vi du vé gen diéu hoa chii gdm
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¢6 yéu t6 phién ma do co MyoD va yéu t6 phién mi tao mau SCL. Cu thé, gen diéu

hoa chi gom co6, nhung khong chi gidi han 6:

Céc pha hé thdn kinh: Té bao than kinh dém it nhanh: SOX10, OLIG2,
NKX2.2., NKX6.2; Té bao dang sao:NFIA, NFIB, va SOX9; Day than kinh: Ascll,
neurogenin, va NeuroD, Pax6, Neurog2, Ascll, DIx2, va NeuroDI; Té bao tao mau,

gdm c6 Erythrocyte va Megakaryocyte: GATAL, FLI1 va TALI

Cac pha h¢ trung mo: B9 xuong co: MYOD; Té bao co tim: Gatad, Mef2c,
Baf60c va Tbx5; Xuong: L-Myc (RXOL) Runx2, Osterix, Oct4; Cartilage: c-Myc
KI1f4, SOX9; va té bao md Brown: C/EBP-B va c-Myc

Nbi bi
Céc dang té bao tuy: PDX1 vaGATASG.
Té bao mam: Ngoai phoi bi SC: Oct4, Sox2, Kl1f4 va c-Myc

Theo cach khac hodc ngoai ra, trinh tu di truyén hodac vit liéu di truyén khac
nita c6 thé 14 cac gen chiic ning clia né dodi héi viec diéu tra, nhu 12 biéu hién kiém
soat dugc c6 thé xem & tac dung ctia biéu hién trén té bao; gen c6 thé gdm co céac yéu
t tang truong va/hodc cac xytokin dé dbi véi té bao dé duogc str dung trong ghép té

bao; va/hodc hodc gen c6 thé 1a cac thanh phan ciia thir nghiém gen thong béo.

Hon nira, trinh tu di truyén c6 thé ma héa ARN khong ma hoa, chic ning cua
né 1a 1am mét tic dung biéu hién ciia gen noi sinh hoic ADN ma héa trinh ty ARN
khong ma hoa trong té bao. Theo cach khéc, trinh ty di truyén c6 thé ma hoa ARN

dan duong dbi voi he CRISPR-Cas9 dé tac dong vio gen ndi sinh 1am bét hoat.

Do d6, phuong phéap theo sang ché con dé cap dén phuong phap lam mét kha
ning gen biéu hién ndi sinh trong pham vi té bao. Phuong phap nhu dugc md ta trén
day, va casset cam ung bao gdm trinh tu di truyén ma hoéa ARN khong mi héa dugc
lién két hoat dong véi promoto cam (mg, trong d6 ARN khong md hoa ngan chin
viéc biéu hién cta gen noi sinh nady. ARN khong ma héa co thé chin biéu hién gen
bang cac phuong cach phu hop bét ky gdm c6 can thiép ARN va ARN d6i nghia. Do
do, trinh ty di truyén c6 thé ma hoa ShRNA ma c6 thé can thiép véi ARN truyén tin

doi voi gen ndi sinh.
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Viéc cam ung trong gen biéu hién ndi sinh ¢6 thé 12 cam tng mot phan hoic
toan bo, tirc 12 biéu hién c6 thé 1a 50, 55, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95,
96, 97, 98, 99 hodc 100% dugc giam so véi té bao trudc khi cdm Gng phién ma cua

ARN khong ma hoa.

Phuong phap theo sang ché con con dé cap dén phuong phap lam mét chic
ning/bit hoat gen ndi sinh trong pham vi té bao, nhd vao hé thong CRIPSR-Cas9,
mic du hé théng phu hop bit ky khac @& 1am bat hoat gen c¢6 thé duoc st dung.
Trong bdi canh nay, duoc uu tién 1 cac gen Cas9 dugc biéu hién co dinh, va do d6
dugc c6 mat trong GSH thtr nhét véi gen d6i voi gen diéu tiét phién ma. Trinh ty di
truyén ma héa gARN c6 thé c6 mit trong casset cam tng, ma dugc chén vao GSH
thtr hai. gARN 1a ARN téng hop ngin duge tao thanh tir trinh tw gian gido can thiét
d6i voi lien két Cas9 va trinh tu dich xdp xi 20 nucleotit ma x4c dinh 1én dich & hé
gen dé duogc bién dbi. Do do, dich & hé gen cua Cas9 c6 thé dugc thay dbi bang cach
don gian thay ddi trinh tu dich thé hién trong gARN. Mic du viée st dung chi yéu
ciia hé nay 1a dé thiét ké gARN nhim tao dich gen noi sinh dé lam bt hoat gen, né
con c6 thé dugc bién ddi dé 1am hoat hoa bing dién hodc chin cac gen dich, tinh ché
cac ving dic hiéu ciia ADN, va tham chi hinh anh ADN. T4t ca c4c st dung c6 thé
duoc du tinh.

Casset cam Ung gém co trinh tu di truyén dugc lién két hoat dong voi
promoto cam ung. “Promoto" la trinh tu nucleotit ma khoi mao va diéu phdi phién
mi cua polynucleotit. “Promoto cam tng” 1a trinh ty nucleotit noi ma biéu hién cia
trinh tu di truyén duoc lién két hoat dong vao promoto dugc kiém so4t boi chat phan
‘tich, ddng yéu tb, protein diéu tiét, v.v.. Trong truong hop cla sang ché, viéc kiém
soat dugc thuc hién boi protein diéu hoa phién ma. Ham y 1a thut ngit "promoto”
hodc "yéu tb kiém soat" gdm c6 viing promoto toan by do dai va cac doan chirc ning
(vi du, kiém soét phién ma hodc dich ma) cia cac vung nay. "Duoc lién két hoat
dong" 1a dé chi cach sap xép cac yéu td, trong d6 cac thanh phan dugc mé ta nhu vay
duoc tao cAu hinh sao cho thuc hién cac chirc ning thong thuong cta chiing. Do do,
promoto dua ra dugc lién két hoat dong vao trinh tu di truyén c6 kha néang thuc hién
viéc biéu hién cua trinh ty d6 khi cic enzym ding c6 mit. Promoto khong can tiép

giap vai trinh tu, chi can 1a nd hoat dong dé dicu khién biéu hién cta né. Do do, vi
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du, can thiép vao trinh tu phién ma van chua dugc dich ma co thé c6 mat gitta trinh
tu promoto va trinh tu di truyén va trinh ty promoto co thé van dugc xem 1a "duoc
lién két hoat dong" vao trinh tu di truyén. Do d6, thuat ngit "duoc lién két hoat dong"
ham v 12 gdm c6 viéc tao khodng cach hodc dinh hudng bét ky cta yéu t6 promoto
va trinh tu di truyén trong casset cam tng ma cho phép khoi mao phién ma cua

casset cam Umg ngay khi ghi nhén c6 yéu t6 promoto boi phirc phién ma.

Hon nfta, vat li€u di truyén khac con c6 thé duogc lién két hoat dong véi
promoto cam ung. Vat liéu di truyén khéc nita c6 thé gdbm c6 cac gen, trinh tu ma
héa dbi v6i ARN, vat liéu di truyén, nhu 1a céc gen danh ddu hodc gen thong bao.
Vat liéu di truyén bd sung nay da duoc trinh bay & phan true. Trong mot vai bbi
canh, c6 thé mong mubn 1a gdbm c6 gen tu sat trong casset cam umg, trinh tu di
truyén ty né khong nén 1a gen tu sat dé chita bénh ung thu bang gen. Gen tu sat ¢
thé st dung cuing promoto cam Ung trong pham vi casset cam mg, hodc né ¢ thé 1a
promoto cdm Ung riéng dé cho phép kiém soat riéng ré. Gen ndy c6 thé 14 hitu dung
trong céac tinh hudng chita bénh bang gen noi ma c6 mong mudn tao kha ning hiy
hoai thé cho/té bao duogc chuyén nhiém néu théa man mot sb diéu kién. Gen tu sat 1a
c4c gen ma biéu hién protein ma lam cho té bao trai qua chét theo chuong trinh, hoic
theo cach khac c6 thé doi héi dong yéu t6 hoic dong thube cung clp tir bén ngoai dé
hoat dong. Pong yéu t hozc ddng thube co thé dugc chuyén hoa bang san pham cia

gen tu sat vao trong thuc thé doc té bao cao.

Hon nita, casset cam tng c¢6 thé gdbm c6 cic trinh tu phan chia dugce. Cac trinh
tu nay la céc trinh tw ma duoc ghi nhén béi thuc thé co6 kha nang cat dic hiéu ADN,
va g@)m ¢6 céac vi tri gigi han, ma la cac trinh tu dich dbi véi cac enzym gi¢i han hodc
trinh tu dé ghi nhan béi cac thuc thé phan chia ADN khé4c, nhu la nucleaza,
recombinaza, ribozym hodc céc két cAu nhan tao. [t nhat mot trinh tw phan chia duoc
dugc c6 thé ¢ mit, nhung tdt hon 1a hai hodc nhiéu c6 mit. C4c trinh tw phin chia
duoc duge nay c6 thé 1a & diém phu hop bat ky trong casset, nhu 1a mot phan dugc
chon cua casset, hoac toan bo casset, co thé duoc loai di mot cach lua chon tir GSH.
Do d6, phuong phap c6 thé con d& cap dén viéc loai di va/hodc thay thé casset hodc

mot phan cia nd khéi GSH. Do d6, cac vi tri phan chia c6 thé tao suon mot

-41-



36066

phan/toan bo cac trinh tu di truyén ma né c6 thé duoc mong mudn dé loai di. Phuong

phéap co the dan dén viéc loai di casset cam tng va/hodc vat liéu di truyén khac nira.

Mot phéan cla casset co thé 1a phan bat ky 1én dén 99% ciia casset, tirc 1a 1-

99%, 90%., 80%, 70%, 60%, 50%, 40%, 30%, 20%, 10% hodc nho hon 10%.

C6 thé uvu tién 13, mot phén cta dbi trong chén dugc tao suon bdi céc vi tri
phan chia gdm c6 promoto da dugc lién két hoat dong vao trinh tu di truyén. Theo
cach khac, promoto da dugc lién két hoat dong vao trinh ty di truyén khong duogc co

mat & ph?m duogc tao swon bdi cac trinh tu phan chia dugc.

Trinh tu phan chia dugc dugc vu tién la vi tri loxP dbi v6i Cre recombinaza
do n6 cho phép thay thé truc tiép dbi tugng chén duge loai di. Theo cdch khac hodc

ngoai ra vi tri phan chia c6 thé 1a vi tri rox doi v6i Dre recombinaza.

Protein diéu hoa phién ma va casset cam ung, cung vé6i vat liéu di truyén ket

hop bt ky, duoc chén vio GSH khac trong pham vi bd gen cta té bao.

Viéc chén vao vi tri GSH tdt hon 1a dic hiéu la trong pham vi trinh tu cia
GSH nhu dugc md ta trén day. K¥ thuat phu hop bt ky dé chén polynucleotit vao
trong trinh ty dac hiéu co thé dugc st dung, va mot vai dugc md ta trong ky thuat
hién nay. Cac k¥ thuat phu hop gdm c6 phuong phap bt ky ma dua dut giy vao khu
vire mong mubn va cho phép tai t6 hop clia vecto vao trong khe. Do d6, budce cbt yéu
thir nhat dé bién dbi hé gen dic hidu vi tri dugc tao dich 1a tao ra dut gdy ADN soi
d6i (DSB) & & gen cua hé gen dé duoc bién ddi. Co ché sira chita té bao khac biét c6
thé duoc khai thac dé stra chita DSB va dé dua vao trinh tu mong mubn, va cac co
ché nay 1a sta chita ndi dau khong tuong déng (NHEJ), ma c6 thién huéng hon vé
16i; va stra chira tai to hop tuong ddng (HR) ¢6 trung gian 1a khuon ADN thé cho, ma

c6 thé dugce str dung d€ chen casset cam ung.

Mot vai k¥ thuat hién c6 dé cho phép tao ra DSB dic hiéu vi tri theo yéu cau
trong bd gen. Nhiéu ky thuat nay doi hdi viéc st dung endonucleaza theo yéu cau,
nhu 13 nucleaza ngodn tay kém (ZFNs), nucleaza tdc dung nhu gen hoat hoa phién ma
(TALEN) hodc phan lap lai doan gap doi ngan gitra cac khoang khong déu dugce tao
cum/ hé théng (CRISPR/Cas9) cua protein két hgp CRISPR (Gaj, T, et al “ZFN,
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TALEN, and CRISPR/Cas-based methods for genome engineering,” Trends
Biotechnol, 31:397-405, July 2013).

Nucleaza ngon tay k&m la cac enzym nhéan tao ma dugc tao ra bang cach dung
hop ving lién két ADN ngén k&m vao ving nucleaza cta enzym gii han FokI. Loai
sau ¢O vung phén chia khong dac hiéu ma phai tao ludng phan dé phan chia ADN.
Piéu nay c6 nghia 13 hai monome ZFN la can thiét dé cho phép ludng phin ving
Fokl va phan chia ADN. Vung lién két ADN c6 thé dugc thiét ké dé tao trinh tu dich
hé gen quan tdm bét ky, 12 dan hang nbi tiép ciia ngon kém Cys2His2, ting loai
trong s6 d6 thira nhan ba nucleotit tiép giap trong trinh tu dich. Hai vi tri lién két
dugc phan tach boi 5-7bp dé cho phép ludng phan t81 wu ving Fokl. Do d6, enzym
c6 kha ning phan chia ADN dac hiu vi tri, va dédc hiéu dich 1a tang béng cach dam
bao ring, hai truong hop lién két ADN gan phai xuét hién dé dat dugc dit gay soi
doi.

Nucleaza tac dung nhu gen hoat héa phién ma, hodc TALEN, la yéu t6 phién
ma/nucleaza ludng phan. Chung dugc tao ra bang cach dung hop ving lién két ADN
tdc dung TAL vao ving phan chia ADN (nucleaza). Tac dung kiéu gen hoat hoa
phién ma (TALEs) c6 thé dugc thiét ké dé lién két theo thuc té trinh tw ADN mong
mudn bat ky, so khi dugc két hop véi nucleaza, ADN co thé duoc cat & cac khu vue
dac hiéu. Yéu té tac dung TAL 1a céc protein ma dugc tiét ra boi vi khuén
Xanthomonas, ving lién két ADN ctia chiing chtta trinh ty 33-34 axit amin bao toan
dugc 1ap lai cao v4i phéan ky axit amino thtr 12 va thir 13. Hai vi tri nay bién thién
cao va thé hién méi tuong quan manh véi ghi nhan nucleotit ddc hiéu. Mbi quan hé
d& dang nay gitta trinh tu axit amin va ghi nhan ADN dugc cho phép déi v6i thiét ké
cta ving lién két ADN dic hiéu bang cach chon dang két hop cia cac doan lap lai
chira céc géc thich hop ¢ hai vi tri bién thién dugc. Do d6, TALEN dugc dung 1én tir
viéc dan hang cta 33 dén 35 modun axit amin, timg loai trong s6 d6 huéng dich
nucleotit don. Bing cach chon viéc dan hang ctia modun, hau hét 1a trinh tu bat ky c6
thé dugc tao dich. Lai nita, nucleaza duogc str dung c6 thé 1a FokI hodc dan xuét cua

ching.

Ba dang co ché CRISPR da dugc duoc nhan dién, trong s6 d6 dang II dugc
nghién ctru nhiéu nhat. H¢ CRISPR/Cas9 (dang II) str dung nucleaza Cas9 dé tao ra
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dirt gay sgi doi trong ADN & vi tri dugc xac dinh boi ARN din duong ngin. Heé
CRISPR/Cas 13 hé mién dich cua sinh vat chua c6 nhan dién hinh ma cho su khang
d6i voi cac yéu t di truyén la. CRISPR 14 c4c doan ADN cua sinh vét chua ¢6 nhén
dién hinh chtra cac phan lap lai cta trinh tu bazo ngan. Ting phﬁn lap lai duogc tiép
theo boi cac doan ngin 1a "doan ADN dém nguyén sinh" tr nhitng phan dé 16 truée
d6 dén cac yéu t6 di truyén la. Cac doan dém CRISPR nhan dién va cit cac yéu tb di
truyén ngoai sinh str dung can thiép ARN. Pép ung mién dich CRISPR xuat hién
thong qua hai bugc: Phéat sinh sinh hoc CRISPR-RNA (crARN) va can thiép duoc
dan dudong boi crARN bét ky. Phan tir CrARN duogc tao thanh tir trinh tu bién thién
duoc dugc sao chép tir doan ADN dém nguyén sinh va phan lap lai CRISP. Timg
phén tir crARN khi d6 lai v6i ARN thir hai, dugc biét dén 1a ARN CRISPR hoat héa
chéo (tracrARN) va cung véi hai loai nay cubi cung tao phirc véi nucleaza Cas9.
Phan dugc ma hoa doan ADN dém nguyén sinh ctia crARN diéu khién Cas9 dé phan
chia trinh tu ADN dich b tro, néu chung lién ké véi trinh tu ngdn duoc biét dén 1a
loai lidn k& doan dém nguyén sinh (PAMs). Hé tw nhién nay da dugc duoc thiét ké
va duge khai thac dé dua vao DSB lam dut gdy & cic vi tri ddc hiéu trong hé gen
ADN, trong sb nhiéu tng dung khac. Cu thé, H¢ CRIPSR dang II tir Streptococcus
pyogenes c6 thé duge st dung. O dang don gian nhit ciia n6, hé CRISPR/Cas9 bao
gdm hai thanh phin ma dugc phan phéi dén té bao dé tao ra sip xép bo gen:
nucleaza Cas9 chinh né va cac ARN dan dudong (gARN) nho. gARN la dung hgp cia
crARN dac hiéu vi tri theo yéu cau (dugc hudéng dén cac trinh tu dich) va tracrARN

duoc ti€u chuan hoa.

Mbt khi DSB dé duoc tao ra, khudn mau thé cho c6 tuong dong véi 6 dugce
tao dich gen dugc cung cap; DSB c6 thé dugc stra chita bing quy trinh sira chita

duoc didu khién twong ddng (HDR) cho phép tao xen doan chinh xéc.

Céc din xuét cia hé nay 1a ciing c6 thé. Cac dang dot bién ctia Cas9 1a c6
duoc, nhu 1a Cas9D10A, chi V(’yi hoat tinh nickaza. Diéu nay c6 nghia la né chi phén
chia mot soi ADN, va khong lam hoat hoa NHEJ. Thay vao dd, khi duoc tao ra voi
khudn mau stra chita tuong déng, viéc sta chita ADN duogc tién hanh chi nho con
duong HDR trung thanh cao. Cas9D10A (Cong L., et al. (2013) Science, 339, 819—

823) ¢cb thé dugc su dung trong cac phiic Cas9 duogc tao cdp dugc thiét ké dé tao ra
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cac diém dut ADN lién ké két hop véi hai sgARNSs bo tro vao cdc vung phu cén trén
cac soi doi dién cua vi tri dich, ma c6 thé 1a dac biét co loi.
Céc yéu to dé tao ra dut gdy ADN soi doi c6 the dugc dua vao trong mot hodc

nhiéu vecto nhu 1a cac plasmit dé biéu hién trong t€ bao.

Do d6, phuong phép bét ky dé tao ra dic hiéu, dugc tao dich dut gy soi doi
trong bd gen dé tac dung viéc chén gen/casset cam g c6 thé dugc sir dung trong
phuong phap theo sang ché. C6 thé wu tién 13, phuong phap dé chén gen/casset cam
ung st dung bét ky mot hodc nhiéu trong s ZFNs, TALEN va/hoic hé
CRISPR/Cas9s hodc din xuit bat ky ctia chiing.

Mbt khi DSB di dugc tao ra bang phuong cach thich hop bat ky, gen/casset
cam tmg dé chén co6 thé duge cung cap theo cach phu hop b4t ky nhu duoc mo ta
duéi day. Gen/casset cam Ung va vat lidu di truyén két hop hinh thanh thé cho ADN
dé stra chita ADN & DSB va dugc chén st dung co ciu/quy trinh stra chita té bao tidu
chuén. Dut giy dugc khoi mao nhu thé nao s& lam thay dbi con dudng/quy trinh no

duoc str dung dé sura chita hu héng, nhu dugce néu ra trén day.

Protein diéu hoa phién mi va casset cam tng c6 thé duoc cung cép dbi véi
phuong phap theo sang ché trén cac vecto riéng ré. “Vecto” 1a phan tir axit nucleic,
nhu 1a phan tt ADN, ma dugc st dung lam phuong tién dé mang nhan tao vét li¢u di
truyén vio trong té bao. Vecto thuong 14 trinh ty axit nucleic ma c6 xen doan (nhu 1a
casset cam tmg hodc gen dbi véi protein diéu hoa phién ma) va trinh ty 16n hon ma
dung lam "khung" cia vecto. Vecto ¢ thé 1a & dinh dang phu hop bét ky, gbm ¢6
cac plasmit, vong nho, hoic ADN mach thing. Vecto bao gdm it nhit gen ddi véi
gen diéu tiét phién ma hodc casset cam Ung dugc lién két hoat dong véi promoto
cam Ung, cung voi trinh tu tdi thiéu dé tao kha ning chén cic gen vao GSH thich
dang/lién quan. Tuy y, céc vecto cling co gdc sao chép (ori) ma cho phép khuyéch
dai vecto, vi du trong vi Kkhuan. Ngoai ra, hodc theo cach khéc, vecto gém coO gen
danh d4u c6 thé lya chon nhu 1a cac gen khang khéng sinh, cac gen d6i voi cac gen

danh dau mang mau va gen tu sat.

Céac vi du vé cac vecto dugc st dung trong cac vi du dugc thé hién trén cac

hinh v& tir Fig.20 dén Fig.33.

-45-



36066

Té bao dugc st dung trong phuong phap theo sang ché ¢c6 thé 1a té bao &
ngudi hodc dong vat bat ky. Tét hon 1a, té bao dong vat c6 vi, nhu 1a té bao tir loai
gam nhim, nhu 1a chudt va chudt céng; thu co tai nhu 1a chudt tai va géu tui; dong
vat linh truéng khong phai nguoi nhu 1a khi Bonobo, tinh tinh, loai vugn cao, vugn
va khi khong dudi; loai lac da nhu 1a lac da va lac da khong budu; dong vat nudi nhu
1a ngua, lon, gia stc, trau, bo stng bizon, dé, curu, huou nai, tuan 1dc/nai tuyét, Itra,
bo Banten, bo T4y tang, ga, vit va ga tiy; dong vat trong nha nhu la meo, chd, thé va
chudt lang. Té bao tét hon 1a té bao & ngudi. Trong mot vai khia canh, té bao t6t hon

la loai tir ddng vat nuoi.

Dang té bao dugc str dung trong phuong phap theo sang ché s& phu thude vao

tmg dung ciia té bao mot khi chén vat liéu di truyén vao vi tri GSH 1a hoan thién.

Khi ma muc dich 1a dé tao ra dang té bao trudong thanh tir té bao tién bdi, té
bao ma dugc bién ddi 1a té bao mam, tét hon 1a té bao gbc da tiém ning. Té bao gbc
da tiém ning c6 tiém nang dé biét hoa thanh hau hét 13 té bao bt ky trong than. C6
mot vai ngudn cua té bao gdc da tidm nang. Té bao gbe phdi (t€ bao ES) 1a té bao
gbc da tiém nang dugc tao ra tu khéi té bao & trong ciia tii phoi/tai mam, phoi ciy
sém giai doan sém. Té bao gbc da tiém ning cam tng (iPSCs) 1a té bao tir ngudi
trudng thanh ma da dugc 1ap trinh lai theo cach di truyén vao trang thai gibng té bao
gbc phdi bing cach thic ép biéu hién céc gen va cac yéu t6 quan trong dé gitr lai cac
dic tinh x4c dinh cua t& bao gdc phdi. Vao nam 2006 da co bdo cdo chuyén nganh
rang, viéc dua vao bon gen dic hiéu ma hoa céc yéu té phién ma co6 thé chuyén hoa
té bao tir ngudi trudng thanh vao trong té bao gbc da tiém ning (Takahashi, K;
Yamanaka, S (2006), Cell 126 (4): 663-76), nhung cong viéc tiép theo da lam
giam/lam thay doi sd luong cic gen ma la can thiét. Ngay 3-4 thang 10, mot vai
thanh vién cia ho gen Sox da dugc dugc nhan dién 1a cac gen diéu tiét phién ma cbt
yéu tiém ning, can thiét c6 trong quy trinh cam tng. Cc gen bd sung gdm c6 mot
vai thanh vién cua ho Klf, ho Myc, Nanog, va LIN28, c6 thé lam tang hiéu qua cam
tng. Céc vi du vé cc gen ma c6 thé c6 mat trong cac yéu t6 lap trinh lai gdm c¢6
Oct3/4, Sox2, Soxl, Sox3, Sox15, Sox17, KlIf4, KIf2, c-Myc, N-Myc, L-Myc,
Nanog, Lin28, Fbx15, ERas, EMEQ15-2, Tcll, beta-catenin, Lin28b, Salll, Sall4,
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Esrrb, Nr5a2, Tbx3 va Glisl, va cac yéu t6 lap trinh lai nay cé thé dugc su dung

riéng, hodc & dang két hop ctia hai hodc nhiéu loai trong s6 chung.

Khi ma muc dich 1a dé tao ra té bao mam vé6i lam gen mat tac dung hodc lam
mét kha ning dé nghién ciru hon nita, nhu 1a phat trién hodc gen chitc ning nghién
ciru, t& bao ma dugc bién dbi c6 thé 1a té bao mam, tot hon 14 té bao gbc da tiém
nang, hodc dang té bao truong thanh. Nguén cta té bao géc da tiém nang da duoc

trinh bay trén day.

Néu té bao duoc bién dbi bang cach chén casset caém Ung dé duoc st dung
cho nguoi bénh, c6 thé wu tién 13, té bao la iPSC dugc tao ra tir ngudi do. Viée sir
dung nay cua té bao cing ngudn/ty thé s& loai di sy can thiét khép/phu hop véi té
bao & nguoi nhan. Theo cach khac, iPSC c6 trén thi trudng co thé duoc st dung, nhu
1a cac loai co6 dugc tir WiCell® (WiCell Research Institute, Inc, Wisconsin, US).
Theo cach khac, té bao ¢o thé 1a té bao mim dic hiéu md ma con cbd thé cung
nguén/tu thé hodc duoc cho. Té bao phu hop gém c6 t& bao mam ngoai phodi bi, té

bao mam than kinh nhén tao va té€ bao mam dic hiéu mo khac.

Theo mét sé phuong an, c6 thé wu tién 13, té bao duge sir dung 1a té bao gdc
phoi hoic dong té bao mim. Nhiéu dong té bao goc phdi hién da co, vi du,
WAO1(H1) va WA09(H9) c6 thé c6 duge tir WiCell, va KhES-1, KhES-2, va KhES-
3 ¢6 thé c6 duogc tir Institute for Frontier Medical Sciences, Kyoto University

(Kyoto, Japan)..

C6 thé wu tién 13, té bao gbe phdi duoc tao ra khéng c6 pha hiy phoi, cu thé
khi ma té bao 1a cua con ngudi, do k¥ thuat nay l1a dé dang c6 dugc (Chung, Young
et al., Cell Stem Cell , Volume 2 , Issue 2, 113 - 117). Dong té bao mam ma da duoc
tao thanh khong huy hoai phdi cling c6 duge. Theo mot khia canh, sang ché khong
con dé cap dén phuong phép bat ky ma doi hoi phé hiy phdi nguoi.

Khia canh duge wu tién cta sang ché 1a 1ap trinh phat trién t€ bao gbc da tiém
nang vao trong dang té bao truéng thanh. Do d6, phuong phép theo sang ché ¢ thé
dugc sir dung cho san xuat dang té bao truéng thanh tir té bao goc da tiém nang.
Theo khia canh nay cua sang ché, casset cam {ing dé chén vao trong GSH thtt hai t6t

hon 12 mot hodc nhidu gen diéu hoa chu nhu dugc trinh bay trén ddy. Casset cam
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ung nay co thé tao kha nang cho té bao duoc 1ap trinh vao cu thé pha hé, va cac
casset cam Ung khac s€ duogc st dung dé diéu khién su biét hoa thanh dang té bao
truong thanh. Dang bét ky cta té bao truong thanh dugce du tinh, gdm c6, nhung
khong chi gi¢i han 0, té bao than kinh, té bao co, t& bao xuong, té bao sun, té bao

biéu mo, t€ bao tict, va/hodc t€ bao mau.

Céc tac gia sang ché da phat trién phuong phap nhanh, hiéu qua va c6 quy md
16n dé tao ra gan nhu dang té bao bat ky truong thanh. Phuong phép don gian va ré
tién ndy s& c6 gia tri cu thé dbi voi thube tai sinh. Cac ky thuat 1ap trinh phat trién
truge day sir dung hé théng Tet-On, nhung cb ging dé gdm co tit ca cac vat liéu vao
trong mot vecto/vi tri (Tet-On all-in-one) hodc cd géng dé chén casset cam ung vao
trong mot alen AAVS] va hé théng kiém soat vao trong alen AAVSI khéic
(DeKelver et al, 2010, Genome Res., 20, 1133-43 and Qian ef a/, 2014, Stem Cells,
32, 1230-8). Ngac nhién la, phuong phép tao dich GSH d6i ngdu dugc phat trién va
duoc md ta & day c6 nhiéu vu diém chua timg thiy. Khong c6 tiém ning promoto
can thiép bat ky giita gen dugc chén vao GSH thu nhit va trinh tu di truyén cia
casset cam ung dugc chén vao GSH thir hai. Thtr hai, né cho phép d6i tugng chén co
vét nut 16n tr cac vecto, do can it vat liéu hon dé duoc cheén vao & tung vi tri. Thir
ba, phuong phap t6i da hoa s6 lugng sao chép duoc chén vao an toan. Thir tu, no tao
kha nang linh hoat thiét ké hon. Cudi cing, n6 cho phép vét lidu di truyén bd sung dé
dugc chén vao, gdm c6 gen théng bao va chuyén mach miRNA. Phuong phap theo
sang ché d3 dugc thé hién 1a cach thic manh mé va hiéu qua dé san xuét té bao

truéng thanh tir té bao da tiém nang.

Mot khi gen da dugc chén vao GSH thu nhét va casset cam mg bao gdbm gen
chuyén da dugc chén vao GSH tht hai, té bao gbc da tiém ning c6 thé dugc nudi cay
8 tao kha ning cho 1ap trinh phét trién dién ra. Cac didu kién nudi cdy nay c6 thé 1a
dac hiéu ddi v6i dang té bao gbc da tiém nang duoc st dung, hoic c6 thé phu thudc
vao dang t& bao truong thanh cudi ciing. Cho du cac diéu kién nudi cdy nao duge sir
dung, co chét ngoai sinh s& kiém soat biéu hién cia trinh tu di truyén trong pham vi
casset cam ung; va cé thé hodc 1a duoc cung cép lién tuc va khi d6 duoc loai di dé
cam ung phién ma hoac dugc cung cép lam phién ma can thiét, phu thudc vao cach

tac dong cda nd, nhu da trinh bay trén day.
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Néu muc dich 1 dé 1ap trinh té bao mam, c6 thé 12 c6 loi dé tao ra té bao do
v6i thue ddy ngoai bao dé hd tro cho viée biét hoa két hop véi cung cép casset cam
g ma hoa gen didu hoa chi. Cac chién thuat 1ap trinh lai t& bao c6 thé dugc ting
cudng bang cach két hop gen diéu hoa chii hodc bidu hién qua muc yéu t6 phién ma
v6i 4&m hiéu phat tin hiéu ngoai bao. Do d6, no6 ¢o thé c6 kha nang thuc hién sang loc
hé théng ddi véi cac yéu tb tién biét hoa bang cach didu bién dong thac phat tin hiéu
chinh ma c6 lién quan trong su phat trién trong sé dang té bao truéng thanh cu thé

d6. Minh hoa cho diéu nay co thé thiy dugc trong Vi du 3.

Theo mdt khia canh, sang ché dé xuét phuong phép san xuit té bao co tir té

bao gdc da tiém nang, phuong phép nay bao gbm céc bude:

a) chén gen ma hoa protein diéu hoa phién mi dung vao vi tri chén an toan vé

mit di truyén thir nhét; va

b) chén gen MYOD1 dugc lién két hoat dong v6i promoto cam tmg ding vao
vi tri chén an toan vé& mat di truyén thir hai, trong d6 promoto cdm tGng nay dugc
didu tiét bang protein didu hoa phién ma, trong d6 cic vi tri chén an toan vé mat di

truyén tht nhat va thir hai la khac nhau,
va nudi cdy té bao véi sy cd mat cua axit retinoic.

Gen MYODI la gen ma hoa protein biét hoa co 1. Tét hon 14, axit retinoic

(RA) 1a RA ¢6 ciu tao hoan toan 1a trans.

Theo mét khia canh khéc, sang ché d& xuét phuong phép san xuat té bao co tir
té bao gbc da tiém nang biéu hién MYODI, phuong phép ndy bao gdm viée nudi cdy
té bao v6i su c6 mit cia axit retinoic.

T6t hon 13, RA 12 RA c6 chu tao hoan toan 1a trans. Tét hon 1a, t€ bao la
MYODI biéu hién qua mirc.

Theo mot khia canh khéc nita, sang ché dé xuit phuong phép san xuét té bao
co t& bao than kinh dém it nhanh tir t& bao gdc da tiém ning, phuong phép nay bao
gdm céc buée:

a) chén gen ma hoa protein diéu hoa phién ma ding vao vi tri chén an toan vé

mit di truyén tha nhat; va
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b) chén gen SOX 10 da duogc lién két hoat dong v6i promoto cam ting ding
vao vi tri chén an toan vé mit di truyén thir hai, trong d6 promoto cam ting nay duoc
diéu tiét bang protein didu hoa phién ma, trong d6 cac vi tri chén an toan vé mat di

truyén thtr nhat va thir hai la khéac nhau,
va nudi cay t€ bao vdi sy ¢6 mat cla axit retinoic.

Té bao dugc st dung cho phuong phép nay c6 thé 1a té bao dong vat hodc té
bao & nguoi. Néu té bao 1a cua dong vat, dugc uu tién la dong vat 1a dong vat nuodi

nhu x4c dinh trén day.

Gen SOX-10 ma hoéa yéu t6 phién ma SOX-10. Tt hon 13, axit retinoic (RA)

la RA c6 cau tao hoan toan la trans.

Khi ma té bao duogc sit dung trong phuong phép theo sang ché 14 loai da tiém
ning, té bao tao thanh ¢ thé 12 té bao mim dac hiéu giéi han pha hé, té bao tién boi
hodc dang té bao truong thanh v6i cac dic tinh mong mudn, béng cach biéu hién cua
gen diu hoa chi. Té bao mim dic hiéu gidi han pha hé, tién bdi hoic té bao trudng
thanh nay c6 thé duge st dung theo cach phit hop bét ky. Vi du, té bao truong thanh
¢6 thé duge sit dung truc tiép dé ghép vao trong co thé nguoi hodc dong vat, 1a thich
hop d6i v6i dang té bao. Theo cach khéc, té€ bao c6 thé hinh thanh vat liéu thir
nghiém dé nghién ctu, gdm c6 tac dung cua thube trén biéu hién gen va tuong tac
ctia thube v6i gen cu thé. Té bao dé nghién ciru c6 thé doi hoi viée st dung casset
cam ung v6i trinh ty di truyén c6 chic ning chua duge biét dén, dé nghién ctru bidu
hién kiém so4t duoc cia trinh ty di truyén d6. Ngoai ra, n6 c¢6 thé c6 kha nang 1a té
bao dé duoc str dung dé tao ra cc luong 16n vat liéu mong mudn, nhu 14 cac yéu té

tang trudng hodc cac xytokin.

Theo khia canh khéc, té bao c6 thé dugc st dung trong cong nghé mo. Cong
nghé mo doi hoi tao ra m6 ma co thé duoc sir dung dé thay thé md hodc tham chi
toan bd co quan cua con nguoi hodc dong vat. Phuong phap cong ngh¢ mo la da
duogc biét dén ddi véi nhitng ngudi co trinh do trung binh trong linh vuc tuong tng,
nhung gdm c6 viée str dung ciia gian gido (nén ngoai bao) ngay khi té bao do duoc
ap dung dé tao ra mo/co quan. Cac phuong phap ndy c6 thé dugc sir dung dé tao ra

“nhén tao” khi quan, bang quan, gan, tuy, da day, rudt, mach mdu, co tim, xuong,
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tuy xuong, mo niém mac, day than kinh, co, da, than hoic md hoic co quan bat ky
khac. Phuong phéap tao mod co thé gdm c6 san xuét cac phén phu trg, mdt cach khic
da duoc biét dén 14 in ba chidu (3D), ma c6 thé doi hoi in tryc tiép té bao dé tao ra
md. Do d6, sang ché dé xuit phuong phép tao mo sit dung té bao duoc san xuit ra

nhu duge mo ta trong khia canh bat ky ciia sang ché.

M6 duge tao ra v6i viée st dung té bao dugc tao ra theo phuong phap cla
sang ché c6 thé dugc sir dung cho viéc ghép vao trong co thé nguoi hoic dong vat.
Theo cach khac, néu té bao 1a tir dong vat, mo co thé duoc st dung cho in vitro/thit
duoc nudi cdy. Dang té bao chii yéu dbi véi thit duge nudi cdy 1a té bao co. Tuy
nhién, md nay co thé doi hoi viée str dung dang két hop cua céac dang té bao dugc tao
ra theo phuong phép cua sang ché. Cac loai nay c6 thé 13 té bao co (cac té bao cla
co), t& bao mach mau, té bao mau va té bao m& (té bao chit béo). Néu muc dich cta
mb duoc thiét ké 1a dbi véi thit duge nudi cdy, khi d6 té bao c6 thé duge lay tir dong
vat nudi.

Phuong phap theo sang ché con co thé duoc thuc hién trén té biao ma khong
phai la té bao géc da tiém nang, vi cac ly do khac nhau, gém c6 viéc nghién ctru,
chita bénh bing gen gdm c6 vacxin di truyén, san xuat mo hinh bénh in vitro va san

xuat mo hinh in vivo khong phai cia nguoi.

Do d6, té bao duoc st dung trong phurong phép theo sang ché c6 thé & dang
bat ky cua té bao mam tir ngudi trudng thanh; cac té bao nay la cac té bao khong
chuyén biét ma c6 thé phat trién thanh nhiéu, nhung khong phai tit ca, dang té bao.
Té bao mam tir ngudi trudng thanh 1a cac té bao khong biét héa duge tim thdy qua
toan bd thdn ma phén chia dé bd sung cho cac té bao chét va tai tao mo bi hu hong.
Con dugc biét dén 1a c6 té bao gbe trudong thanh, ching khong da tiém ning. Té bao
mam tir ngudi truéng thanh da duoc dugc nhan dién trong nhiéu co quan va mo,
gém c6 ndo, tly xwong, mau ngoai vi, mach mau, by xuong co, da, rang, tim, rudt,
gan, biéu bi budng tring, va tinh hoan. Dé ghi nhan té bao 1a té bao gbc truéng
thanh, nhitng nguoi ¢6 trinh d6 trung binh trong linh vuc twong Umg phai ching to
rang, t& bao mam don tir ngudi truéng thanh co thé tao ra dong ciia té bao dong dang
di truyén ma khi d6 cho su xuat hién dén tit ca cac dang té bao cia md dugc biét hoa

thich hop. Dé khing dinh bing thir nghiém ring, gia dinh t& bio mam tir ngudi
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trudng thanh ding 12 té bao mAm, té bao phai hodc 1a lam xuét hién té bao dong dang
di truyén nay trong mdi trudng nudi cdy, hodc quan thé tinh khiét ctia cac té bao nay
phai phuc hdi quan thé mé sau khi ghép vao dong vat. Cac dang té bao phu hop gdbm
c6, nhung khong chi giéi han 6, té bao than kinh, mim trung mé va ndi bi va tién té

bao.

Theo cach khac, té bao duoc su dung co thé 1a dang té bao trudng thanh.
Dang té bao nay dugc biét héa va dugc didc trung va khong c6 kha nang phat trién
thanh dang t& bao khac. Dang té bao truéng thanh gdm c6, nhung khong chi gi¢i han
&, té bao than kinh, té bao co, té bao xuong, té bao sun, t& bao biéu mo, té bao tiét,
va/hodc t& bao mau. Dang té bao truong thanh c6 thé 1a té bao bat ky tir co thé nguoi

hodc dong vat.

Céc dang té bao gbc trudng thanh va dang té bao truong thanh c6 thé duoc
bién dbi theo sang ché va khi d6 duogc sir dung cho cac ing dung nhu 12 chita bénh
bang gen hoidc vacxin di truyén. Chira bénh bang gen c6 thé dugc xac dinh 1a viéc
chen c6 chu dinh ADN la vao trong nhin cua té bao voi mong mubn chita bénh.
Pinh nghia nay gdm c6 viéc du phong gen hodc cac gen cho té bao dé tao ra phién
ban kidu dai ctia gen 181, bd sung cac gen dbi v6i phan tir ARN ma can thiép v6i biéu
hién gen dich (ma cé thé 1a c6 nhugc diém), viéc du phong gen tu sat (nhu 1a céac
enzym virut herpet don gian thymidin kinaza (HSV-tk) va xytosin deaminaza (CD)
ma chuyén héa tién duoc chét ganciclovir khong gay hai (GCV) thanh thude doc té
bao), vacxin ADN dé tao mién dich hodc chita bénh ung thu (g61n cO chira bénh
mién dich nhéan té biao) va du phong céc gen bét ky khac cho té bao d6i voi cac muc

dich chita bénh.

Dién hinh 13, phuong phap theo sang ché c6 thé dugc sir dung dé cheén trinh tu
di truyén mong mudn d6i v6i phién ma trong té bao, t6t hon 1a biéu hién, cu thé 1a
trong vacxin ADN. Vacxin ADN dién hinh ma hoa dang dugc bién ddi ciia ADN vi
sinh v4t gdy nhiém. Vacxin ADN dugc dung cho d6i twong noi ma ching khi d6
biéu hién protein dugc chon cua vi sinh vat gdy nhiém, khoi mao dép mg mién dich
chéng lai ma protein d6 la yéu t bao vé dién hinh. Vacxin ADN con c6 thé ma hoa

khéi u khang nguyén trong cich tiép can chita bénh mién dich ung thu.
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Vacxin ADN c6 thé bao gdm trinh tu axit nucleic ma héa khang nguyén dé
diéu tri hodc ngan ngira nhiéu tinh trang bénh gdm c6, nhung khong chi giéi han &,
ung thy, di ing, doc tinh va nhiém tring bodi tdc nhan gdy bénh nhu 13, nhung khong
chi gi6i han ¢, ndm, virut gdm c6 virut u nhi & nguoi (HPV), HIV, HSV2/HSVL,
virut cim (dang A, B va C), virut chat xam (gdy bai liét), virut RSV, Rhinovirut,
Rotavirut, virut Hepatitis A, virut soi, virut can ciim, virut quai bi, virut Varicella-
Zoster (thuy dau - ecpet), Cytomegalovirut (virut cu bao), Epstein- Barr virut,
Adenovirut, virut Rubella (soi), virut u limpho dang I té bao T & nguoi (HTLV-I),
virut viém gan B (HBV), virut viém gan C (HCV), virut viém gan D, virut Pox (phat
ban), virut Zika, Marburg va Ebola (sbt xuét huyét do virut); vi khuén gbém c6
Meningococcus (mang nao ciu khuan), cam Haemophilus (dang b); va tc nhan giy
bénh la ky sinh trung. Vacxin ADN c¢o6 thé bao gdm trinh ty axit nucleic ma héa
khang nguyén tr tic nhan gdy bénh phu hop bét ky. Khang nguyén c6 thé 13 tir tac
nhan gdy bénh dap ung véi bénh & nguoi hodc thu y va cu thé c6 thé 1a tir tic nhan
gdy bénh la virut.

Vacxin ADN duge chén vao GSH con ¢6 thé bao gdm trinh tir axit nucleic ma
hoa khang nguyén khdi u. Cac vi du vé khang nguyén lién quan dén khdi u gdm co,
nhung khong chi gi6i han ¢, khang nguyén chéng ung thu nhu 13 thanh vién cta ho
MAGE (MAGE 1, 2, 3 v.v..), NY-ESO-I va SSX-2, khang nguyén biét hoa nhu la
tyrosinaza, gplOO, PSA, Her-2 va CEA, khang nguyén tu dot bién va khang nguyén
virut khdi u nhu 1a E6 va/hoic E7 tir dang HPV giy ung thu. Céc vi du khac nita vé
khang nguyén khdi u cu thé gdm c6 MART-I, Melan-A, p97, B-HCG, GalNAc,
MAGE-I, MAGE-2, MAGE-4, MAGE-12, MUCI, MUC2, MUC3, MUC4, MUC18,
CEA, DDC, PIA, EpCam, melanoma khang nguyén gp75, Hker 8, khang nguyén u
héc sic td khéi luong phan tr cao, K19, Tyrl, Tyr2, thanh vién cta ho gen pMel 17,
c-Met, PSM (khang nguyén muxin tuyén tién liét), PSMA (khdng nguyén mang dic
hiéu tuyén tién liét), protein tiét tuyén tién liét, alpha-fetoprotein, khang nguyén CA

125, CA 19,9, TAG-72, BRCA-I va BRCA-2.

Trinh tu di truyén duoc chén c6 thé tao ra cac dang khéac ctia phan tr ADN
chita bénh. Vi du, phan tir ADN nay c6 thé duge st dung dé biéu hién chic ning gen

trong d6 doi tugng cé r6i loan di truyén bi gdy ra boi phién ban roi loan chirc nang
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cua gen do. Cac vi du vé cac bénh nay gdm co loan dudng co Duchenne, xo nang,
bénh Gaucher, va thiéu hut adenosin deaminaza (ADA). Céc bénh khdc ma chira
bénh bang gen c6 thé 1 hiru dung gdm c6 bénh viém, ty mién, bénh manh tinh va
bénh gay nhiém, gdm co céc rdi loan nhu 1a AIDS, ung thu, bénh than kinh, bénh tim
mach, tang cholesteron huyét, r6i loan huyét mach khac nhau gém co6 cac loai bénh
thiéu mau khac nhau, bénh thiéu mau Pia Trung Hai va méu loang khé dong, va tran
khi. D& diéu tri khdi u rin, cac gen ma hoa peptit doc (tirc 13, tic nhan hoa tri ligu
nhu 14 rixin, doc t6 bénh bach cu va yéu td noc doc rin mang bach), cdc gen chan
khéi u nhu 13 p53, cac gen ma hoa d6i voi trinh tv mARN ma 13 ddi nghia v6i gen
tao khdi u bién nap, peptit chéng khdi u nhu 1a yéu té hoai tir khdi u (TNF) va cac
xytokin khac, hodc dot bién 4m tinh vuot trdi clia gen tao khéi u bién nap, co thé

duoc biéu hién.

Dang khéac cta phan tt ADN chita bénh cling duoc du tinh. Vi du, phén ti
ADN ma dugc sao chép thanh dang ARN hoat dong, khong ma hoa, vi du ARN
nhidu nhé (siARN) ¢6 thé dugc chén vao. Do d6, phuong phép theo sang ché con dé
cap dén phuong phép lam mat kha ning gen biéu hién noi sinh hodc lam mét chirc
ning/bat hoat gen noi sinh stt dung ARN khong ma héa trong pham vi casset cam
ung.

Do d6, phuong phap theo sang ché ¢ thé dugc sir dung dé cheén dic hidu va
n dinh trinh tu di truyén trong pham vi casset cam ng ma c6 thé duoc phién ma c6
kiém soét. Phuong phép nay c6 nhiéu wu diém & cac dang té bao gdc truong thanh va
dang té bao truong thanh. N6 cho phép cac cach tiép can chita bénh bang gen duogc
didu tiét gin hon, dam bao ring, cic gen quan trong khong bi dit gdy va cho phép
viéc biéu hién cua casset cam ung 1a xoay sang off néu tac dung phu bat ky xuat
hién. N6 ciing cho phép dbi v6i gen noi sinh duge diéu tiét gan lam mat tac dung

hodc 1am bat hoat, khao sat chirc nang va sy phat trién cua gen.

Sang ché con dé cap dén té bao dugc san xuit ra bang phuong phép theo sang
ché. Té bao c6 thé duoc xac dinh nhu duoc bién d6i ¢ vi tri ndm an toan th& nhit cta
hé gen dé gdm c6 protein diéu hoa phién ma va & vi tri chén an toan vé mat di truyén
thir hai d& gdm c6 trinh tu di truyén dugc lién két hoat dong véi promoto cam tng

ma duoc didu tiét bang protein diéu hoa phién ma. Hai GSH la khac nhau va khéc
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biét. Tt hon 14 té bao 1a ddng tiép hop & ca hai vi tri chén. Tét ca cac yéu t6 1a nhu
dugc mo ta trén day.

Té bao duoc san xuét ra theo phuong phap bat ky trong cac phuong phép
phuong phép theo sang ché c¢o tng dung trong phuong phap chan doan va chita
bénh. Té bao c6 thé duoc st dung in vifro d& nghién ciru sy phét trién cla té bao, dé
xudt cac hé thi nghiém ddi véi thudc mai, tao kha nang cho phuong phép sang loc 1a
phét trién, co ché chita bénh dung scrutiniza, dé xuét cac thir nghiém chén doan bénh
va tuong tu. Viéc sit dung nay tao nén mot phan cia sang ché. Theo cach khac, té
bao co thé 1a duge céy ghép vao trong nguoi bénh hodc dong vat bi bénh cho céc
muc dich chin doan bénh hoic chita bénh. Viéc st dung té bao trong chita bénh ciing
duoc bao gdm trong sang ché. Té bao c6 thé 12 alen lan (trc 1a t& bao trudng thanh
loai di, dugc bién di va quay trd vé cling c4 thé) hoic tir thé cho (gdm cé dong té
bao mam).

TAt ca cac tai liéu tham khao duogc dua ra trong ban mo ta nay dugc két hop &

day dé tham khao.
Trinh tu
AAVSI - ma hiéu S51329.1 tai ngan hang gen (GenBank) cua NCBI
SEQ ID No 1 : trinh tu Tet02 19n
SEQ ID No 2 : trinh ty hé gen c6 vi tri chén hROSA

SEQ ID No 3 : STDtetR-nls (nucleotit) va SEQ ID No 4 - STDtetR-nls (axit

amin)

SEQ ID No 5 :OPTtetR-nls (nucleotit)va SEQ ID No6 - OPTtetR-nls (axit

amin)
SEQ ID No tir 7 dén 80: Céc doan mdi tir bang 3.

SEQ ID No 81: Fig.18B AAVS1 FWD; SEQ ID No 82: Fig.18B AAVSI
REV

SEQ ID No 83: Fig.18B doan dém FWD; SEQ ID No 84: Fig.18B doan dém
REV
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SEQ ID No 85: Fig.19EHI POL3 FWD; SEQ ID No 82: Fig.19E HI POL3
REV

Day 1a trinh ty hé gen c6 vi tri chén hROSA26; no gbm c6 dai twong dong &
vi tri 5°, vi tri cit (nét ddm), va dai twong dong & vi tri 3°: (SEQ ID No 2)

GCTCGAAACCGGACGGAGCCATTGCTCTCGCAGAGGGAGGAGCGC
TTCCGGCTAGCCTCTTGTCGCCGATTGGCCGTTTCTCCTCCCGCCGTGTGT
GAAAACACAAATGGCGTATTCTGGTTGGAGTAAAGCTCCTGTCAGTITACG
CCGTCGGGAGTACGCAGCCGCTTAGCGACTCTCGCGTTGCCCCCTGGGTG
GGGCGGGTAGGTAGGTGGGGTGTAGAGATGCTGGGTGTGCGGGCGCGGC
CGGCCTCCTGCGGCGGGAGGGGAGGGTCAGTGAAATCGGCTCTGGCGCG
GGCGTCCTCCCACCCTCCCCTTCCTTCGGGGGAGTCGGTTTACCCGCCGC
CTGCTTGTCTTCGACACCTGATTGGCTGTCGAAGCTGTGGGACCGGGCCC
TTGCTACTGGCTCGAGTCTCACATGAGCGAAACCACTGCGCGGGGCGCG
GGGGTGGCGGGGAGGCGGGCGTTGGTACGGTCCTCCCCGAGGCCGAGCG
CCGCAGTGTCTGGCCCCGCGCCCCTGCGCAACGTGGCAGGAAGCGCGCG
CTGGAGGCGGGGGCGGGCTGCCGGCCGAGACTTCTGGATGGCGGCGGCC
GCGGCTCCGCCCCGGGTTCCCACCGCCTGAAGGGCGAGACAAGCCCGAC
CTGCTACAGGCACTCGTGGGGGTGGGGGAGGAGCGGGGGTCGGTCCGGC
TGGTTTGTGGGTGGGAGGCGCTTGTTCTCCAAAAACCGGCGCGAGCTGC
AATCCTGAGGGAGCTGCGGTGGAGGAGGTGGAGAGAAGGCCGCACCCTT
CTGGGCAGGGGGAGGGGAGTGCCGCAATACCTTTATGGGAGTTCTCTGC
TGCCTCCCGTCTTGTAAGGACCGCCCTGGGCCTGGAAGAAGCCCTCCCTC
CTTTCCTCCTCGCGTGATCTCGTCATCGCCTCCATGTCGAGTCGCTTC
TCGATTATGGGCGGGATTCTTTTGCCTAGGCTTAAGGGGCTAACTTGGTC
CCTGGGCGTTGCCCTGCAGGGGAGTGAGCAGCTGTAAGATTTGAGGGGC
GACTCCGATTAGTTTATCTTCCCACGGACTAGAGTTGGTGTCGAGGTTAT
TGTAATAAGGGTGGGGTAGGGAAATGGAGCTTAGTCATTCACCTGGGGC
TGATTTTATGCAACGAGACTGCGGATTATCACTACTTATCATTTTTGGAG
CATTTTTCTAGAGACAGACATAAAGCATGATCACCTGAGTTTTATACCAT
TTGAGACCCTTGCTGCACCACCAAAGTGTAGCATCAGGTTAAATCTTAAT
AGAAAAATTTTAGCTTTTGCTTGAGAAACCAGTGCTTCCCTCCCTCACCC
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TCTCTCCCCAGGCTCTCTACCCCTTTGCATCCCTACCAGGCATCTTAGCAA
CTCTCACTCATACTTGATCCCATTTTCCATTTGTTGTACTTGCTCCTCTAGT
ATTCAGACATAGCACTAGCTTTCTCCCTCTCTTGATCTTGGGTAGCCTGGT
GTCTCGCGAAACCAGACAGATTGGTTCCACCACAAATTAAGGCTTGAGC
TGGGGCTTGACTCTTACCCAGCAGTGCTTTTATTCCTCCCTAGTTCACGTT
CTTAAATGTTTATCTTGATTTTCATTTTATCCTTTTTCCTTAGCTGGGATTC
TGTCCCTGACCGTCTTCACAGTCCAGGTGATCTTGACTACTGCTTTACAG
AGAATTGGATCTGAGGTTAGGCAACATCTCCCTTTTTCTTCCTCTAAATAC
CTCTCATTTCTGTTCTTACCAGTTAGTAACTGATCTCAGATGCCTGTGTGA
TAGCTTCC

STDtetR-nls: (SEQ ID No 3 va 4)

Trinh tu nucleotit va trinh ty axit amin cda protein kim hdm nhay voi
tetraxyclin (tetR) chira tin hiéu cuc bo nhan SV40 dau tan cung N (nls, dugc t6 mau
mau ghi). Trinh ty dugc bdo céo hodc 1a trude khi hodc sau khi tdi wu héa codon
(STDtetR va OPTtetR, tuong tng). Phin d4nh d4u cham chi ra dot bién cling nghia
dugc dua vao trong OPTtetR.

ATGUCARARARGAAGALGARGETATUTAGAT TAGATAARAGT ARAGTGAT TARCAGLGCATTAGRGC
¥ P K K X R K ¥V B R L D K 8 K ¥V I N 8 A L E L
TGUTTARTGAGETCGGAATC CAAGG T TTAACAACCCGTAARCTCGUCCAGARGLTAGGTGTAGAGCA
L ¥ E ¥V ¢ I E 6 L T T R K L A& Qg K L ¢ Vv E @
GOCTACATTETATTGECATETAAARAATARGCEEECTTTECTCCRCGCCT TAGCCATTGAGATETTA
P T L ¥ W B ¥V K N K R A2 L L. D A L A I E K L
GATRGEGCACCATACTCACTTTTGCCCT TTAGRAGGEGAAAGCTOGCAAGATTTTT TACGT AATARC
D R H E T # P ¢ P L BE G E 8 W g D F L R B K A
CTARALGTTTTAGATGTGCTTTACT RAGTCATCECGATGEAGUARARACTACATTTAGGTACACGGCC
K 5 FP R ¢C A L L 8 H R P & A K ¥ E L G T R P
PAOAGAAARACARTATGAMAC TCTCGAARRATCAAT TAGCCTTTTTATGCCARCAAGETTTTTCACTA
T E XK ¢ ¥ E T L E W ¢ L. A F L € ¢ ¢ G F 8 L
GRGAATGCATTATATGCACTCAGCGCTETGGECCATTTITACTTTAGGTTGCETATTGGAAGATCAAG
E W A L ¥ A L 8 A VvV & K F T L & C ¥ L E D @g E
AGCATCARAGTCGCTAMMGAACAAMCGGGAARCACCTRCTACT
B o v A K E E R E T P T T
AGCTATCGART TATT TGATC ACCARGGTGCAGAGCCACCCTTCITATTCGRCCTTGARTTGATCATE
A I E L F b H ¢ G A E P A F L F & L E L I I
TEOGGATTAGRALALCERCTTAAATETGARAGTEGCETCTCCGCGETAR
£ 6 L E XK § L K £ E &8 6 5 P R *

&
b 8 M P 2 L L R @
T

Trinh tu ddi véi tetR duge tdi wu hoa: OPTtetR-nls (SEQ ID No 5 va 6):
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RT&CGCQASRR&R&GQGSA&@S?GTDCCﬁGCTGG&CEAGRGQA&AGTGBTCAAC&GCGCCCT&GBAC
M P K K K R K VvV 8 R L DK S KV I N S8 AL B L
TGCTGAACGAAGTGGGCATCGAGGGCCTGACCACCCGGAAGCTGGCCCAGAARCTGEGCGTGGARCA
L N E V 6 I E 6 L T T R KL AOGQIXKULGUVEQ
GCCCACCCTGTACTGGCACGTGAAGAACARGCGEGCCCTGCTGEACGCCCTGGCCATCGAGATECTG
P ¢ L ¥ W H V K ¥ XK R A L L D A L A I E M L
GACCGGCACCACACACACTTTTGCCCCCTGGAAGGCCARAGCTCGCAGGACTTCCTGCCGARCAACG
D R E H T B P C P L E G E S W D F L RNN A
CCAAGAGCTTCAGATGCGCCCTGCTGAGCCACCGGGACGGCGCCARAGTGCACCTGGGCACCAGACC
K §$ F R ¢C A L L S HRDGA AT KUY HULGTR P
CACCGAGARGCAGTACGAGACACTGGARAACCAGCTGGCCTTCCTGTGCCAGCAGGGCTTCAGCCTG
T E K Q ¥ E T L E N LA VF L CQ Q@ G F 8 L
GARRACGCCCTGTACGCCCTGAGCGCCGTGGGCCACTTTACCCTGGGCTGCETGCTGGAAGATCAGE
E N A L ¥ AL 8 A V G EF TIL G C VL EDOQE
ARCACCAGGTCGCCRARGAGGARAGAGAGACACCCACCACCGACAGCATGCCCCCCCTGCTGAGACA
B P VA K E E RE T P TTD S M P P L L RO
GGCCATCGAGCTGTTCGATCATCARGGCECCGAGCCCGCCTTCCTGTTCGGCCTGGAACTGATCATC

A I BE L P D H © 6 A E P A P L FP G& L E L I I
TG&‘G{?GETSG&SAAG@&SC‘EGAAGTGCG&G&&CGG&?TCCI?CCRSAT&&
cC G L E XK ¢ L X ¢ BE 8 ¢ 8 P R ®

Vi du thwe hién sing ché

Tiép theo, sang ché dwoc mo ta thong qua cac vi du, ma khong gi6i han pham

vi cia sdng ché.
Vit liéu va phuong phéap dugc sir dung trong cac vi du:
Mai trudng nudi cdy duy tri hPSC va biét hoa 16p phoi

Moi truong nudi cdy HESC khong c6 nap lidu va huyét thanh (H9 line;
WiCell) va hiPSC (Cheung et al,Nat. Biotechnol. 30, 165-173 (2012)) dugc tao ra.
Cu thé, t& bao dugc dit trén cac dia méi truong nudi cdy duge phii mdi truong
gelatin/MEF [méi truong MEF dugc tao thanh tr Advanced DMEM/F12 (90%,
Gibco), huyét thanh bao thai bo (10%, Gibco), L-Glutamin (1mM, Gibco), 2-
Mercaptoetanol(0,1mM, Sigma-Aldrich) va Penixilin/Streptomyxin (1%, Gibco)], va
dugc nudi cdy trong duge xdc dinh héa hoc moi trudng [CDM, dugce tao thanh tir
IMDM (50%, Gibco), F12 (50%, Gibco), lipit dam dac (100x, Gibco),
monothioglyxerol (450uM, Sigma-Aldrich), insulin (7pg/ml, Roche), transferrin
(15pg/ml, Roche), phan xudt albumin huyét thanh bd V (5 mg/ml), va
Penixilin/Streptomyxin (1%)] duge bd sung v6i 10ng/ml Activin-A va 12ng/ml

FGF2. Té bao duoc ciy chuyén trong cac cum nhé st dung colagenaza mdi 5-6 ngay.
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Su biét hoa cac té bao hPSC thanh cic 16p phdi dugc tao cam ung trong mdi
trudng nudi cdy hESC bam dinh theo quy trinh biét hoa dugce hudng dan trén day doi
v6i ndi bi, trung phdi bi tAm bén, va ngoai bi than kinh (Touboul, T. et al.
Hepatology 51, 1754-1765 (2010), Cheung ef al, (2012)and Douvaras, P. ef al. Stem
Cell Reports 3, 250-259 (2014)). Cu thé, ndi bi cubi ciing duge tao ra bang cach
nudi cdy cac té bao hPSC 3 ngay trong CDM-PVA (khéng c6 insulin) duge bd sung
v6i FGF2 (20ng/ml), Activin-A (100ng/ml), BMP4 (10ng/ml, Marko Hyvonen,
Dept. of Biochemistry, University of Cambridge), va LY-294002 (10uM, Promega)
3. P& tao thanh ngoai bi than kinh, cic té bao hPSC duoc nudi cdy 6 ngay trong
CDM-BSA dugc bd sung véi SB-431542 (10uM, Tocris), LDN-193189 (0,1uM,
Tocris) va RA (0,1uM, Sigma) 4. Trung phoi bi tAm bén thu dugc bang cach nudi
cdy céc té bao hPSC 36 gio trong CDMPVA dugc bd sung véi FGF2 (20ng/ml),
10ng/ml BMP4 (R&D), va LY294002 (10uM), va 3,5 ngay tiép theo trong CDM-
PVA dugc bd sung v6i FGF2 (20ng/ml) va BMP4 (50ng/ml).

Biét hoa cac té bao hESC.

Su biét héa duge khoi mao trong mdi trudng nudi cy bam dinh ciia cac té
bao hESC 48 gid sau cdy chuyén. Viéc thay mdi truong thuong duge thuc hién hang
ngdy, va diéu chinh thé tich déi v6i mat do té bao. Dang té bao truéng thanh thu
dugc st dung phuong phap trén day duge mo ta trong k¥ thudt hién nay. Dang té bao
truong thanh thu dugc g6m c6 té bao than kinh, t& bao xuong, té bao sun, co tron,

nguyén bao sgi co tim, té bao co tim, rudt, tuy, té bao gan, té bao mat hoac phéi.
CAu truc tao dich gen va nhan dong vo tinh phan ti

Thiét ké va tao cdu triic cac plasmit biéu hiéen hROSA26 gARN va Cas9n
dugc mo ta ¢ day: chién thuat dua trén CRISPR/Cas9n dé tao dich dic hiéu ) gen
hROSA26 va dé cheén casset cam tmg sir dung tai to hop tuong dong. Dé cam ung
DSB hé gen & vi tri tich hop dung, hé CRISPR/Cas9 nickaza dugc thiét ké. Ngugc
lai v&i Cas9 nucleaza kiéu hoang dai thuong duge st dung ma duge cho phép bai
gARN don t6i vi tri dich & hé gen ctia nd, Cas9 nickaza dot bién D10A (Cas9n) duogc
diéu khién boi cip gARN dugc thiét ké thich hop dé dua vao dong thoi phan cit tao
sgi don trén ca hai soi ciia ADN dich. Chién thuat nay nhan doi mot cach hiéu qua sb

luong bazo cin thiét dé sip xép bd gen va nhd d6 lam tang tinh ddc hiéu. Phén mém
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dya trén mang “CRISPR Design Tool” dugc su dung dé x4c dinh cac vi tri dich tiém
ning dbi voi nucleaza dugc din duong crARN ma gin v6i vi tri tich hop. Trong
pham vi cang ra cua trinh ty gbm 250 bp quanh vi tri dich (125 bp trén timg Vi trf ctia
vi tri tich hgp thuc té), chd dat dinh tao ra cip gARN ma dat t6i mot cach téng thé
diém sb .“chét luong cao” 1a 97, khong c6 tac dung léch dich duoc du tinh. gARN
[eARN-A  5-GTCGAGTCGCTTCTCGATTA-(TGG)-3° va gARN-B  5°-
GGCGATGACGAGATCACGCG-(AGG)-3° (c4c vi tri PAM trong dau ngodc don)
duge téng hop méi va dugc budc vao trong vecto biéu hién. Cac plasmit ma hoéa cubi
d6i mot trong hai gARN, tuong tng, va dot bién Cas9n D10A (tham khdo cac hinh
v& Fig.20 va Fig.21).

Plasmit thé cho dugc tao cdu tric ma dung lam khudn mau ADN @ tao thuan
tién cho viée sta chira dugc didu khién twong ddng ciia Cas9n-cam tng DSB. Hai
dai twong dong hROSA26 dugc tao ra bing cach khuyéch dai PCR hiéu ning cao.
Hé gen ADN ma dugc phan lap tir cac té bao hESC H9 dugc dung lam khudn mau.
Céc dai tuong ddng 5° va 3° c6 do dai bang 904bp va 869bp, twong tng. Ca hai tiép
theo dugc chén vaonhiéu vi trf nhan dong vo tinh ctia vecto pUC19. Dé tao dich 6
gen hROSA26, té bao dugc chuyén nhiém véi plasmit, hai chu tric gARN/Cas9n va
plasmit thé cho EGFP (Fig.22)

Vecto huéng dich pR26 CAG-rtTA (Fig.23) duoc tao chu truc bang cach
nhan dong vo tinh trinh ty ma hoa cta rtTA thé hé thir ba (duge khuyéch dai PCR tir
pLVX-Tet3G) vao céac vi tri BamHI/MIul ciua pR26_CAG-EGFP do d6 thay thé
trinh tu EGFP. Cac plasmit biéu hién AAVS1 ZFN 1a qua ting cua Tién si Kosuke
Yusa (Wellcome-Trust Sanger Institute). Vecto huéng dich EGFP AAVSI cam tng
duoc duoc tao ciu truc biang Gibson Assembly (New England Biolabs) trong d6 ba
phan chén dugc gin vao cac vi tri EcoRI/HindIII cua nhiéu vi tri nhan dong vo tinh
cia vecto pUC19 (Thermo Fisher Scientific): phin chén thi nhit gdm c6 dai tuong
dong AAVSI1 ngugce dong, chét nhan mbi ndi, vi tri T2A va casset khang puromyxin
(duoc khuyéch dai PCR tir pTRE-EGFP; addgen 22074, dugc ky giri boi Rudolf
Jaenisch). Phan chén thir hai gdm c6 promoto TRE3G cam tng dugc (dugc khuyéch
dai PCR tir pLVX-TRE3G). Phin chén thir ba gdm c6 casset biéu hién EGFP va dai
trong dong AAVSI xudi dong (dugc khuyéch dai PCR tir pTRE-EGFP; addgen
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22074, duoc ky gii bsi Rudolf Jaenisch). Plasmit tao thanh dugc goi la
pAAV_TRE-EGFP (Fig.32). Cac vecto huéng dich pAAV_TRE-NGN2 va
pAAV_TRE-MYODI(Fig.33) dugc tao céu tric bang cach nhin dong vo tinh trinh
tu ma héa NGN2 va MYODI, twong tmg (NGN2: dugc khuyéch dai PCR tlr pLVX-
TRE-NGN2, qua ting tir Ogan Briistle; MYOD1: dugc khuyéch dai PCR tu plasmit
cADN co trén thi truong, Open Biosystems MHS6278-202832821, S6 dang ky:
BC064493, Clone ID: 5022419) vao céc vi tri Spel/EcoRI cia pAAV_TRE-EGFP,
do d6 thay thé trinh tw EGFP.

Céc plasmit khéc nita cling dugc tao ra c6 st dung phuong phap tuong tu, va
tat ca cac plasmit dugce st dung dugc thé hién trén cac hinh vé& tr Fig.20 dén Fig.33.
Céac plasmit nay hodc 1a dugc tao ra hodc dugc cho ting. Cac plasmit dugc sir dung
trong céac vi du gdm c6 (theo thir ty cua cac hinh v& tir Fig.20 dén Fig.33):
pSpCas9n(BB), R26-R, pSpCas9n(BB) (dang két hop ciia hai loai plasmit nay dugc
du tinh dé tao ra dut gy soi doi ddc hiéu trong intron gilta cac exon 1 va 2 cia
THUMPDS3-AS1 trén nhifm sic thé 3 (6 gen ROSA26)), _R26-
L pR26_CAG_EGFP, pR26_CAG_1tTA, pZFN-AAVS1-L-ELD (nucleaza ngon tay
kém bén trai), pZFN-AAVSI-R-KKR (nucleaza ngén tay k&m bén phai),
pAAV_CAG_EGFP (thé cho), pR26-Neo CAG-OPTtetR (tao dich hROSA26 cula
tetR duoc tdi vu héa codon), pAAV-Puro iKD (tao dich AAVS1 ctia shARN cam
tmg dugc), pAAV-Neo CAG-Cas9 (tao dich AAVSI1 cla Cas9), pAAV-Puro_siKO
(tao dich AAVS1 ctia gARN cam tng dugc), pAAV-Puro_siKO-2TO (tao dich
AAVS1 cua gARN cam ung duoc, phién ban véi 2 operon Tet trong promoto),
pAAV TRE-EGFP (EGFP biéu hién qui muc cim tng dugc, dwoc gan vao) va
pAAV_TRE-MYODI1 (MYOD] biéu hién qua mirc cam g dugc dbi véi co).

Tao dich gen

Viéc tao dich cia 6 gen hROSA26 va AAVSI @8 1am mat tac dung va lam bat
hoat gen dugc thuc hién bang cong nghé Nucleofection (bién nap truc tiép vao nhan
té bao). Té bao gbc da tiém ning & ngudi (PSCs) duge phén ly thanh cac té bao don
1é¢ v6i TrypLE Select (Gibco), va 2x105 té bao duoc bién nap truc tiép vao nhan
(1001 thé tich phan ung; téng bang 12pug cia ADN, ma dugc chia déu giira hai
plasmit gARN/Cas9n va vecto hudng dich) st dung Kit Lonza P3 Primary Cell 4D-
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Nucleofector X va chu trinh CA-137 ciia Lonza 4D-Nucleofector System. C4c té bao
hPSC dugc bién nap truc tiép vao nhan duoc dit 1én trén phén khéng da thudc duoc
chiéu xa (DR4) nguyén bao s¢i tir phdi chudt va duge nudi chy trong mdi truong
KSR [dugc tao thanh tir Advanced DMEM/F12 (80%), chét thay thé huyét thanh dé
lam mét kha ning (20%, Gibco), L-Glutamin (1 mM), 2-Mercaptoetanol(0,1 mM) va
Penixilin/Streptomyxin (1%)] duoc bd sung véi FGF2 (4ng/ml, Department of
Biochemistry, University of Cambridge). Y-27632 (5uM, Tocris) dugc bd sung
trong 24 gio trude khi va sau khi bién nap truc tiép vao nhan dé xtc tién viéc sdng
sot cta té bao. Sau 3-6 ngay, cac té bao hPSC khang neomyxin dugc chon bang cach
bé sung G418 (50pg/ml, Sigma-Aldrich) trong 7-10 ngay. Tiép theo, 14y riéng dong
v0 tinh, dé lan rong trong cac diéu kién khong c6 nap liéu va cudi cung dugc phin

tich bang cach tao kiéu gen.

Viéc tao dich cua b gen AAVSI con duge thuc hién béng cach bién nap truc
tiép vao m&. PSC cia ngudi dugc gieo trong céc diéu kién khong co6 nap liéu trong
chc dia 6 giéng, va dugc chuyén nhidm 48 gidy sau cdy chuyén. Viéc truyén nhiém
duoc thuc hién trong Opti-MEM (Gibco) dugc bd sung v6i san pham Lipofectamine
2000 (10ul/well, Thermo Fisher Scientific) va tong ctia 4ug ADN (dugc chia déu
giita hai plasmit AAVS1 ZFN va vecto huéng dich) trong 24 gio. Sau 3-5 ngay, cac
té bao hPSC khing dugc chon bang cach bd sung puromyxin (1pg/ml, Sigma-
Aldrich) trong 5-8 ngay. Tiép theo, 14y riéng dong vo tinh, dé lan rong va dugc phan
tich bang cach tao kiéu gen. Khéng sinh khéng c6 thé duge sit dung dé chon céc
dong vo tinh.

Dong vo tinh hPSC khéang thude tir cac thir nghiém tao dich dugc sang loc boi
PCR b6 gen dé xac nhan viéc tich hgp casset cam ing dac hiéu vi tri, dé xac dinh s
lugng alen dugc tao dich, va dé loai trir cac tich hop 1éch dich. PCR dugc thuc hién
bang thiét bi LongAmp Taq DNA Polymerase (New England Biolabs). Bang 2 liét
ké ra cac dang két hop doan moi duoc sir dung cho cac vecto hudng dich khac nhau.
Céc két qua ciia tat ca cac thir nghiém tao dich dugc téng két trong Bang 1. Phan tich
kiéu nhan duoc thuc hién bing k§ thuat tao dai G tiéu chuin (Medical Genetics
Service, Cambridge University Hospitals). Pé chuén bi PSC ctia ngudi duge tao dich

cho phén tich nhiém sic the, té bao dugc U trong mdi trudng nudi cdy moi dugce bd
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sung v6i Y-27632 (5uM, Tocris) va KaryoMAX Colcemid (100ng/ml, Gibco) trong
4 gio ¢ +37°C. Tiép theo, thu hoach té bao 1a té bao don, rira, va tao vién cho chiing.
Su phong 1én cia nhan va sy lan rong cla nhiém séc thé dat dugc bang cach xtr ly
v6i dung dich 0,055M KCI nhugc truong trong 5-10 phiit. Cudi cling, ¢6 dinh té bao

bang metanol va axit axetic bang gié (ty 1& 3:1).

Déi véi OPTIKD, viée tao dich AAVSI duoc thyc hién bang cach bién nap
truc tiép vao m& nhu dugc mo ta trén day. Cu thé, céc té bao hPSC duoc gieo khong
¢6 nap liéu trong cac dia 6 giéng, va dugc chuyén nhiém 48 gio sau cdy chuyén té
bao v6i 4ug ADN (dugce chia déu gitra hai plasmit AAVS1 ZFN va vecto hudng
dich) st dung 10l cho mdi giéng san pham Lipofectamine 2000 trong mdi trudng
Opti-MEM (Gibco) trong 24 gio, tAt ca theo huéng din cia nha san xuit. Sau 4
ngay, lug ml?! Puromyxin dugc bd sung vao mdi trudng nudi cdy, va ldy riéng dong

v tinh va dé lan rong sau 7-10 ngay lya chon.

DPbi véi vi tri don OPTIiKO, viée tao dich AAVS1 duge thuc hién b%mg cong
nghé Nucleofection. cac té bao hESC duoc xtr Iy so bd trong 16 gio voi 10 uM Y-
27632 (Tocris) dugc chia ra thanh cidc cum gdm 2-8 té bao st dung Accutaza
(Gibco), va 2 x 106 té bao duoc bién nap truc tiép vao nhan trong 100pul voi téng
bang 12ug ADN (timg 4ug dbi voi hai ZFN plasmit, va ting 2ug d6i v6i hai vecto
huéng dich) st dung Kit Lonza P3 Primary Cell 4D-Nucleofector X va chu trinh
CA-137 trén hé théng Lonza 4D-Nucleofector, tit ca theo huéng dan ctia nha sén
xuét. Céc té bao hESC da dugc bién nap truc tiép vao nhan dugc dat 1€n trén 16p nap
liéu clia nguyén bao soi tir phoi chudt DR4 duoc chiéu xa (khang puromyxin va
neomyxin) va dugc nudi ciy trong mdi truong KSR dugce bd sung v6i 4 ng ml’!
FGF2 va 10 uM Y-27632 (viéc ndy chi kéo dai 24 giv ddu). Sau 4 ngay, cac khuan
lac hPSC mang c4 hai gen khang puromyxin va neomyxin dugc chon trong 7-10
ngay v6i 25ug ml”! ciia Geneticin (G418 Sulfate, Gibco) va 0,5ug ml' Puromyxin.
Khi d6 nhit ra riéng dong vo tinh va dé lan rong trong cac diéu kién khong c6 nap
licu.

Cac t& bao hESC biéu hien AAVSI-EGFP, ROSA26-EGFP, ROSA26-
STDtetR, ROSA26-OPTtetR, va ROSA26-EGFPd2 duoc tao ra bang cch bién nap
truc tiép vao md (6 gen AAVS1) hodc bién nap truc tiép vao nhan (6 gen ROSA26)
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clia cac vecto huéng dich véi cac cdp AAVS1 ZFN hodac ROSA26 CRISPR/Cas9n
(nhu duge mo ta trén day). 2pg ml™ Blastixidin S-HCI (Gibco) dugce st dung cho
pR26-Bsd CAG-EGFPd2 plasmit. Tao ra cac té bao hESC biéu hién qua mic EGFP
cam tng dugc mang gen chuyén ROSA26-rtTA va AAVSI-TRE-EGFP dugc mo ta
o phﬁn khéac nao d6. Cu thé, t& bao lién tuc duoc tao dich gen, trude tién 1a bé‘mg
cong nghé Nucleofection cua pR26-Neo CAG-rtTA véi cac plasmit ROSA26
CRISPR/Cas9n, sau d6 bang cach bién nap truc tiép vao m& cua pAAVPuro TRE-
EGFP voi plasmit AAVS1 ZFN.

Céc dong vo tinh hPSC dugc tao dich gen dugc sang loc boi PCR bd gen dé
x4c nhan viéc tao dich ddc hiéu vi tri, xac dinh s6 luong alen duge tao dich, va loai

trir cac tich hop 1éch dich cua plasmit tao dich (tham khao Fig.16A).
Biéu hién qua mirc casset cam Ung

Biéu hién qua muc cua casset cam tmg (EGFP, NGN2, MYOD1 va OLIG2-
SOX10, tuong tng) dugc tao ra bang cach bd sung doxyxyclin hyclat (Sigma-
Aldrich) vao méi truong nubi cdy. Trir khi duge néu cu thé khac di, doxyxyclin dugc
sir dung & ndng do cubi bang 1pg/ml. Mbi trudng chira doxyxyclin dugc giit dé tranh
anh sang, va thay dbi 24 gio mot 1an. Té bao biéu hién EGFP ¢ day dugc goi 1a
OPTi-EGFP, céc loai biéu hién NGN2 dugc goi 1a OPTi-NGN2, té bao biéu hién
MYODI1 duge goi 1a OPTi-MYODI va té bao biéu hién OLIG2-SOX10 dugc goi la
OPTi-OLIG2-SOX10.

Gen cam ung dugc lam bat hoat va lam mat tac dung
Tru khi duge md ta theo cach khac trén céc hinh v€ hodc céc vi du, tetraxyclin

hydroclorua (sigma-Aldrich) dugc st dung & ndng do lpg ml” dé tao cam tng lam
gen mat tac dung hodc lam bét hoat.
Tao ra té bao than kinh

Té bao OPTi-NGN2 da tiém nang dugc phan ly thanh cac té bao don 1é véi
TrypLE va dugc dit 1én trén dia dugc phu Matrigel (35pg/cm?, Scientific Laboratory
Supplies) & mat do bang 75.000 té bao trén mot giéng cla dia 12 giéng. Lap trinh
phat trién duge khoi mao 24-48 gio sau tach roi. Trir khi dugce néu khac di, cam tng

duoc thyc hién trong DMEM/F12 (Gibco) dugc bd sung véi Glutamax (100x,
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Gibco), axit amin khong co ban (100x, Gibco), 2-Mercaptoetanol (50uM),
Penixilin/Streptomyxin (1%), va doxyxyclin (1pg/ml). Sau 2 ngay cam Gng, chuyén
mach moi truong sang Neurobasal-moi truong dugc bd sung véi Glutamax (100x),
B27 (50x, Gibco), BDNF (10ng/ml, Peprotech), NT3 (10ng/ml, R&D Systems),
Penixilin/Streptomyxin (1%), va doxyxyclin (1pg/ml).

Tao ra té bao co van

Té bao OPTi-MYODI da tiém ning duoc phén ly thanh cic té bao don véi
TrypLE va dugc dit 1én trén dia dugc phu moi truong gelatin/MEF & mat do bang
100.000 té bao trén mot giéng ctia dia 12 giéng. Lap trinh phat trién dugc khoi mao
24-48 gid sau tach roi. Trur khi duge néu khac di, cam ung dugce thuc hién trong
DMEM (Sigma-Aldrich) duogc bd sung v6i L-Glutamin (2 mM), 2-Mercaptoetanol
(50uM), Penixilin/Streptomyxin (1%), insulin (7pg/ml), axit retinoic tat ca cac trans
(1uM, Sigma-Aldrich), va doxyxyclin (1pg/ml). Sau 5 ngdy cam tng, mdi truong
duge bd sung véi CHIR99021 (3uM, Tocris) va huyét thanh ngua dugc bét hoat
bang nhiét (2%, Gibco) dé tang cuong su truéng thanh.

Tao ra té bao than kinh dém it nhanh

Céc té bao hPSC OPTi-OX biéu hién OLIG2-2A-SOX10 da tiém nang dugc
nudi tang trudng trong cac khuén lac trén céc dia méi truong nudi cdy duge phu
gelatin/MEF. Truéc khi b4t diu cam tng, ching duoc xir Iy véi SB va LDN qua
dém. Ngay hom sau, cam Ung dugc khoi mao trong CDM dugc bd sung véi
doxyxyclin (1pg/ml) va RA (0,1uM). Mot ngay sau cam ung, té bao duoc tach roi
trong CDM dugc bd sung véi RA (0,1uM), PM (1uM), va Y-27632 (5uM), PDGFaa
(20ng/ml, Peprotech), FGF2 (Sng/ml) lén trén dia mdi truong nudi cdy dugc phu
PDI/laminin (100.000 té bao trén mot giéng cua dia 12 giéng). Ngay hom sau, té bao
chuyén mach sang mdi truong té bao than kinh dém it nhanh dugc tao thanh tir
DMEM/F12, dugc b sung v6i Glutamax (100x), axit amin khong co ban (100x), 2-
Mercaptoetanol (1000x), Penixilin-Streptomyxin (100x), N2 Supplement (100x),
B27 Supplement (50x), Insulin 7pg/ml (Marko Hyvonnen), T3 60ng/ml (Sigma),
Biotin 100ng/ml (Sigma), db-cAMP 1 pM (Sigma). Méi trudmg té bao than kinh dém
it nhanh duoc bd sung véi dox (1pg/ml), PDGFaa (20ng/ml), FGF2 (5ng/ml), RA
(0,1uM) va PM (1uM). 7 ngay sau cam ung RA va PM dugc loai di. Gitt té bao cam
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ung trong trang thai tang sinh, té bao dugc cdy chuyén 4 ngay mot 1an (75.000 té bao
trén mot giéng cla dia 24 giéng) v6i sw c6 mit lién tuc clia tac nhén gdy phan bao
PDGFaa va FGF2. Dé biét hoa té bao tién than cla té bao than kinh dém it nhanh
ting sinh, PDGFaa va FGF2 duoc loai di. NT3 tai td hop & nguoi (5ng/ul, R&D

Systems) duoc bd sung dé ting cudng viéc sdng st cuia té bao.
PCR dinh lugng thoi gian thuc (qPCR)

Chiét RNA sir dung Kit GenElute Mammalian Total RNA Miniprep va b thtr
nghiém On-Column DNAse I Digestion Set (Sigma-Aldrich). Téng hop cADN dugc
thuc hién v6i Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific).
Hon hop Applied Biosystems SYBR Green PCR Master Mix dugc st dung cho
gPCR. C4c miu dugc chay trén may Applied Biosystems 7500 fast PCR. T4t ca cac
mau dugc phan tich trong ky thuit sao chép va binh thuong hoa cho gen
Porphobilinogen Deaminaza 1 (PBGD) nim trong héc. Cac két qua dugc phan tich
vGi phuong phéap AACt. Tham khao Bang 3 ddi voi trinh tw doan mdi.

Phuong phap dém dong té bao

Dé phan tich biéu hién EGFP, céc té bao dugc thu hoach v6i TrypLE Select
(Gibco) trong 5-10 phut & 37°C dé thu duoc dung dich huyén phu té bao don. Sau
khi rira v6i PBS, té bao dugce tao lai huyén phu trong PBS lanh dung nudc dd, dugc
bd sung v&i DAPI (10ug/ml), va duge u trong 5 phut trén dé lanh.

Té bao duge phan tich st dung may dém dong té bao Cyan ADP dé xac dinh
cac mic cia bidu hién EGFP cla céc té bao sdng (4m tinh v6i DAPI). Dé nhudm
mau va phan tich biéu hién ctia chudi ning myosin, thu hoach té bao v6i TrypLE
Select (nhu dbi v6i phan tich biéu hién EGFP), rira mot lan véi PBS, va c6 dinh va
thdm v6i dung dich Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences). Tiép theo, té bao dugc rira
va duge chan trong chit dém Perm/Wash (BD Biosciences) dugc bd sung véi 3%

albumin huyét thanh bo (BSA) & +4°C qua dém.

Viéc nhudm mau v6i khang thé khang MYH két hop PE (bang 4) dugc tién
hanh trong chat dém Perm/Wash trong 1 gio ¢ +4°C trong bong t6i. Sau ba lan rira

v6i chit dém Perm/Wash, té bao dugc phan tich v6i méy dém dong té bao Cyan
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ADP dé xac dinh cdc muc biéu hién MHC. Viéc phan tich dit liéu dugc thuc hién voi

FlowJo (v10) va Graphpad Prism (v6).
Phuong phap Western blot

203. Chiét protein toan té bao v6i CelLytic M (Sigma-Aldrich) dugc bo sung
vGi chét e ché Proteaza hoan thién (Roche), va tiép theo dinh luong bang cach st
dung Kit Pinh luong Nhanh Protein (Sigma-Aldrich). Thuc hién dién di protein voi
chit dém NuPAGE LDS Sample Buffer va 4-12% NuPAGE Bis-Tris Precast Gels
(Invitrogen). Sau khi chuyén protein 1én trén PVDF, mang dugc chan véi PBS duoc
bd sung véi 0,05% Tween-20 (PBST) 4% stra trong 1 gio ¢ nhi€t do trong phong, va
duoc G voi khang thé so cdp qua dém trong stta PBST 4%. Mang dugc rira véi
PBST, dugc & v6i khang thé thu cip két hop véi HRP (Sigma-Aldrich) trong sita
PBST 4%, duoc u v6i chét nén Pierce ECL2 Western Blotting Substrate (Thermo
Fisher Scientific), va duoc dé 16 ra mang X-Ray Super RX Films (Fujifilm).

Hoéa mién dich t€ bao

C4 dinh té bao trong paraformaldehyt 4% (duoc pha lodng trong PBS) trong
20 phut ¢ nhiét do trong phong va tiép theo rira ba 1an v6i PBS. Té bao khi d6 duge
chin v6i 10% huyét thanh lira (Sigma-Aldrich) va duge thdm vé6i 0,3% Triton X-100
(dugc pha lodng trong PBS) trong 20 phut ¢ nhiét do trong phong. Tiép theo, té bao
duoc U voi khang thé so cp dugc pha loang thich hop (quy trinh thir nghi¢m bd
sung) trong 2% huyét thanh Ira va 0,1% Triton X-100 (dugc pha loang trong PBS) ¢
4°C qua dém. Triton-X dugc bo qua ¢ tat ca cac budc khi nhudém mau khang nguyén
bé mit PDGFRA, A2B5, va O4. Sau ba lin rira v&i PBS, té bao dugc u trong 1 gio &
nhiét do trong phong v6i khang thé thtr cAp két hop véi florophore lira twong tng
(Alexa Fluor 488, 555, 568, va/hodc 647) trong PBS dugc bd sung véi 1% huyét
thanh lira. Quan sat nhan véi 4',6-diamidino-2-phenylindol (DAPI, Thermo Fisher
Scientific). Tao hinh anh biéu hién EGFP va nhudm mau mién dich st dung kinh
hién vi cung tiéu diém Zeiss LSM 700 (Leica). Ty 18 phan trim ctia té bao duong
tinh v6i BITI-tubulin dugc tinh bing cach xéc dinh bidu hién BIlI-tubulin trong it nhat
50 té bao duong tinh v&i DAPI duge chon ngiu nhién trong 3 trudong quan sat cla 3

sao chép sinh hoc str dung kinh hién vi Olympus IX71 dugc dédo nguoc.
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Phén tich théng ké duoc thuc hién v6i Graphpad Prism (v6). SO lugng sao
chép, thtr nghiém théng ké dugc sir dung, va cac két qua thir nghiém dugc thé hién
trén cac hinh vé. Trir khi duge néu cu thé khéc di, dir lidu dugc thé hién 1a gid tri

trung binh = SEM.
Vi du 1: Tao dich kép cia EGFP

Pé phat trién nén biéu hién qua mic cam ung dugc trong cic té bao hPSC,
céc tac gia sang ché da tao dich lién tuc hai thanh phin cta hé théng Tet-On vao hai
GSH khac nhau. Tao dich rtTA thé hé tht ba duoc biéu hién co dinh vao trong b gen
ROSA26 (hROSA26) & nguoi bang cach st dung chién thuat tao dich dya trén
CRISPR/Cas9n va casset cam tng EGFP dugc cam ung duoc dugc chén vao
AAVSI (Fig.1a; cac hinh vé tu Fig.4a- dén Fig.4c). Tao dich ca hai hROSA26 va
AAVSI1 ¢6 hiéu qua cao (tham khao cac hinh v& tir Fig.4d dén Fig.4f, Bang 1) va
khong anh hudéng dén tinh 6n dinh hé gen hPSC, ty 1am mdi, va biét hoa (dir liéu
khong duge thé hién), do d6 ung ho chdng lai doc tinh té bao phu thudc rtTA.

Khi d6, cac tac gia sang ché chon dong vo tinh dugce tao dich GSH dbi ngiu
ma tién hanh hoic 13 mot hodc hai sao chép cua ting casset trong sd hai casset cam
ung (Fig.5a). Viéc tao dich ddng tiép hop cua rtTA dan dén cac muc protein rtTA
cao hon khoang 2 1an (Fig.5b), va cdc mirc EGFP cling tdng dang ké sau cam tUng,
khi so v6i biéu hién rtTA di tiép hop (tham khao céc hinh v& tir Fig.5¢ dén Fig.5e).
Ngoai ra, dong vo tinh véi viée tao dich ddng tiép hop cua casset cam ung EGFP thé
hién cac miac EGFP tuong déng cao hon va 16n hon so vdi dong c6 tao dich di tiép
hop (tham khéo cac hinh vé& tir Fig.5¢ dén Fig.5e). Quan trong la, tat ca cdc dong
duogc tao dich dung thé hién biéu hién EGFP cam ung dugc manh mé, ma it nhét cao
hon 20 14n so v6i promoto co dinh CAG manh (Fig.1b, cac hinh v& tir Fig.5c dén
Fig.5¢). Tom lai, cac két qua nay hd tro cho gia thuyét ban dau 1a viéc tao dich hai
sao chép cua ca hai yéu t6 ctia hé thdng Tet-On s& din dén biéu hién t6i da sau cam
tmg. Dinh cta cac mic EGFP dat dugc khodng 4 ngay sau cam ung, va biéu hién
dao ngugc nhanh ngay khi loai bé doxyxyclin (Fig.1¢). Hon nita, biéu hién EGFP c6
thé duoc chuin do bang cach didu chinh liéu cia doxyxyclin (Fig.1d). Quan trong 1a,
biéu hién EGFP cam tng duoc khdng chi ¢6 hiéu qua cao trong céc té bao hPSC, ma

ca trong qua trinh biét hoa thanh 16p phdi (dir liéu dnh mau khong dugc thé hién, dit
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liéu trén cac hinh v& tir Fig.6a dén Fig.6d). Cudi cing, va phu hop véi kiém soat
phién ma chat ché da duge biét dén cia hé théng Tet-On thé hé thi 3, khong c6 bicu
hién co ban phat hién dugc cia EGFP mARN hodc protein khi khéng c6 mat
doxyxyclin nhu dugc xac dinh boi may dém dong t€ bao va qPCR, tuong tmg
(Fig.1b, Fig.6d). Nhin chung, cac két qua nay cho thiy rang, viéc tao dich GSH ddi
ngAu cta hé théng Tet-On 1a chién thudt manh d6i v6i biéu hién t0i uu cua casset

cam g trong céc t€ bao hPSC va cac dan xuat cta ching.

Vi du 2: Tao céc té bao thin kinh v ndo hudng kich thich tir t& bao hESC va té bao
hiPSC

Céac nghién ctru trude day da thé hién rang, céc té bao nay co thé d& dang
duoc tao ra béi virut 1ay nhidm cham bidu hién qua mirc ciia bt ki ctia pro-than kinh
bHLH-céc yéu t6 (ASCL1, NGN2, hoic NEURODI1) trong cac té bao hPSC. Do do,
d3 tao ra cac t& bao hPSC biéu hién OPTi- NGN2 (Fig.2a, Bang 1). Su cam tmg
NGN2 din dén didu phdi giam nhanh ciia cac yéu t6 da nang (Fig.7) va khoi mao
chuong trinh phién ma than kinh (Fig.2b). Té bao duoc cam tng thé hién cac quy
trinh than kinh sém ¢ muc ba ngay sau cam ung (dit liéu khong dugc thé hién). Sau
mot tudn, tAt ca cac té bao hién thi hinh thai hoc thin kinh va protein gen danh ddu
thuy thn kinh dugc biéu hién, nhu 1a BIII-tubulin va MAP2 (Fig.2¢). cam tmg manh
duogc boc 10 RT-PCR dinh lugng cua cac gen danh d4u ndo trude thong thudng nhu
1a BRN2 va FOXGI, va cua té bao than kinh c6 glutamat gdm c6 GRIA4 va VGLUT?2
(Fig.2b), chi s nhan dién than kinh v6 ndo huéng kich thich. Tom lai, cac két qua
nay cho théy su cai thién manh & ca hai yéu t6, d6 1a téc do va hiéu qué trong viéc
tao ra ddy than kinh so v6i quy trinh biét hoa hPSC truyén thong, va ting co ban vé
hiéu quéa va dé tinh khiét so vdi ca hai giao thitc su chuyén biét hoa va 14p trinh phat
trién dya trén virut 1ldy nhiém cham. Cac két qua twong tu thu dugc véi céc té bao
hiPSC bidu hién OPTi-NGN2, khing dinh tinh manh mé& ctia phuong phap nay. Cubi
cung, khong quan sat thdy viéc giam bat ky vé hiéu qua ctia cam tng than kinh trén
khoang thdi gian nudi cdy mé rong ciia cac té bao hPSC biéu hién Opti-NGN2 (>25
cdy chuyén, Fig.2c). Nhin chung, céc két qua thu dugc cho thdy ring céc té bao

hPSC biéu hién OPTi-NGN2 c¢6 thé dugc st dung lam ngué)n khong can kiét dé tao
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ra ddy than kinh gin véi tién dinh, khong ¢6 virut, bude don, nhanh va véi quy mod

16m.
Vi du 3: Tao ra t€ bao co van

Yéu tb phién ma MYOD1 dugce biét dén dé tao ra su chuyén biét hoa cho co
khi dugc biéu hién qua mirc trong cdc dang té bao gbc sinh dudng khic nhau, tuy
nhién, kha ning cua cac té bao hPSC trai qua lap trinh phat trién cho co dugc tao
cam tmg MYOD1 hién con dang tranh cai. Mac du da tao ra cac té bao hPSC biéu
hién OPTi -MYODI1 (Bang 1), nhung nhéan thdy ring, cam tng biéu hién MYODI
sau diéu tri bang doxyxyclin dan dén chét gan nhu hoan toan té bao trong pham vi 3-
5 ngay trong khoang rong cua cac diéu kién nudi cdy ma dugc dé xudt trén dy dé
tao thuén tién cho viéc chuyén héa ctia cic té bao hPSC thanh té bao co van. Nhu da
biét dén rong rdi ring, cac chién thuat 1ap trinh lai té bao co thé duge ting cudong
bang cach két hop bidu hién qua mirc yéu t6 phién ma v6i 4m hiéu phét tin hiéu
ngoai bao, cac tac gia sang ché da thuc hién sang loc hé thong d6i v6i cac yéu td tién
tao co bang cach didu bién dong thac phat tin hiéu chinh ma c6 lién quan trong hinh
thanh via thé, tao than/dét, va tao co. Céc tac gia sang ché da phat hién ra ring, viéc
bd sung axit retinoic ¢ cAu tao trans hoan toan (RA) két hop véi biéu hién qua mirc
MYOD1 dan dén chuyén hoa nhanh va gan nhu hoan toan thanh té baoco duong tinh
v6i ca hai gen tong hop chudi ning myogenin va myosin (MHC) ngay 5 sau cam
tmg. Tac dung cia RA la phu thudc ndng do va c6 trung gian thong qua dang dang
thu th8 RA RARo va RARP, nhat quan v6i mau biéu hién cua thu thé RA trong qua
trinh tao co phat trién (Fig.8). Tac dung nay duoc xem la doc lap véi co ché
MYOD1 biéu hién qua muec. Té bao co van dugce tao ra dugc thé hién kiéu hinh con
sudt théng thuong, c¢6 hinh dang kéo dai, trai qua dung hop té bao tang cudng va thé
hién biéu hién gen dénh dAu tao co manh trén cd hai mARN va cdc muc protein
(Fig.3b, Fig.9a-9¢c). Viéc bd sung axetylcholin & cac ndéng dd nanomol (ACh) hodc
carbachol d6i khang thu thé ACh Iva chon dan dén co hoan toan sgi co, thé hién
chtrc ndng cua cam ung té bao co. Cac két qua tuong tu thu dugc véi Opti-MYOD1
hiPSCs (dit liéu khéng duoc thé hién). Quan trong la, hiéu qua cam ung co khong
giam trén khoang thoi gian nudi cdy mé rong (>50 cdy chuyén, Fig.3d), do d6 thé

hién tinh manh mé& va kha ning tdi tao ciia phuong phéap nay. Cudi cung, cac tac gia
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sang ché nhan thdy ring, cic muc cla casset cam Umg voi MYOD]1 tuong quan c6
loi v6i hiéu qua chuyén héa, ma danh ddu tdm quan trong ciia viéc phan phéi gen
manh mé& va tinh wu viét cia phuong phap nay trén céc cich tiép can lap trinh lai c6
trung gian 1a virut dang dau (Fig.10). Noi chung, chién thuét lp trinh phat trién
OPTi-MYOD1 nhanh hon khoang 7 1an va hiéu qua cao hon khoang 5 14n so vé6i quy
trinh biét héa hién nay clia cac té bao hPSC thanh té bao co van. So véi quy trinh 1ap
trinh phét trién trudc ddy (Tanaka, A. ef al. PLoS One 8, 61540 (2013) and
Abujarour, R. et al. Stem Cells Transl. Med. 3, 149-60 (2014)) la hi€éu qua hon
(>95% dbi lai 30-80%), khong c6 casset cam tng dugc chén ngau nhién, dugc xéc

dinh hoa hoc, tai tao dugc toan b, va cé quy mo 16n 16n hon.

Cac phat hién nay cho thiy rang, phuong phép kiém so4t biéu hién casset cam
tng trong cac té bao hPSC nay c6 thé dugc st dung 1am ngudn khong can kiét dé san
xuét hidu qua cao va quy mo 16n quan thé té bao tuong ddng. Tc d6 cam ung va do

tinh khiét ctia té bao dich mong mudn hién 13 hon hin cic phuong phap khac.

Vi du 4: Tao ra té bao tién than cua té bao than kinh dém it nhanh va té bao than kinh
dém it nhanh

Céac té bao hPSC biéu hién OPTi-OX mang SOX10 cam tng dugc hodc 1a
riéng hodc & dang két hop véi OLIG2 & dang casset bidu hién bixistron. Mic du té
bio duge cim tmg v6i SOX10 riéng biéu hién manh mé gen danh diu O4, 14 té bao
tién than cta té bao than kinh dém it nhanh (OPC) sau 10 ngay cam tmg, cac té bao
nay that bai trong viéc biét hoa hon nita thanh t& bao biéu hién myelin va chét theo
tién trién. Negugce lai, té bao biéu hién qua mirc hai lan OLIG2-SOX10 d& dang tién
trién tr giai doan tién bbi dwong tinh véi O4 thanh kiéu hinh duong tinh voi
CNP/MBP truéng thanh & 20 ngay sau cam Ung. Hon nita, phan tich biéu hién
protein gen danh ddu bd sung khing dinh ring, cac té bao hPSC biéu hién OPTi-
OLIG2-SOX10 tao ra trong méi trudng té bao than kinh dém it nhanh (Douvaras et
al. 2014) dugc bd sung v6i tic nhan gay phan bao PDGFaa va FGF2 trudc tién trai
qua giai doan kiéu OPC, trong d6 chung tdng sinh cao va trong d6 chiing ddng biéu
hién PDGFRA, A2B5, va O4. Cac té bao nay tang sinh cao va c6 thé duge duy tri
dbi véi it nhét ba cdy chuyén (Fig.12b) bang cach nudi cdy chung véi su c6 mit clia

tac nhan gay phan bao. Do d6, goi tén céc té bao nay 1a i-OPCs, d6i véi OPC dugc
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cam ung. RS rang 13, sau khi loai di tic nhan gy phén bao va véi sy c6 mat lién tuc

cta doxyxyclin, i-OPCs dé dang dugc biét hoa trong khoang mot tudn thanh té bao
thin kinh dém it nhanh truéng thanh biéu hién céc protein myelin chinh CNP, PLP,
MAG, MOG va MBP (cac hinh v& tur Fig.12¢ dén Fig.12d) ma c6 kha nang hinh

thanh vo myelin (dit liéu khong duge thé hién). Tom lai, cac két qua nay cho thy

rang sang ché cho phép phét trién ctia quy trinh lap trinh phat trién hPSC nhanh va

manh mé d& tao ra té bao tién than cta té bao than kinh dém it nhanh va té bao than

kinh dém it nhéanh.

Bang 1: Tong quan ciia cac két qua tao kiéu gen:

O gen Dong Gen S6 dong  |so dong| sO dong | sbdong | sbdong| s Higuqua | Hi€uqua
t€ bao | chuyén | votinh votinh | vOtinh | vOotinh | votinh | dong khong tong
nhit ra khong | HET HOM HET vo 1éch dich [%]
tichhop| +1éch | +Iéch © tinh [%] (e)
dang | dich (b) dich HOM (d)
dich (b) (©)
(@)
ROSA26 HO rtTA 23/27/60%* | 2/3/1% | 7/13/36% | 5/3/6* | 8/8/14* | 1/0/3* | 39/30/28* | 91/89/98*
ROSA264 iPSC rtTA 48 8 11 2 25 2 56 83
AAVS1| H9 EGFP | 12/12/24% | 2/1/2* | 0/0/0*% | 4/5/11% | 0/1/4* | 6/5/7* | 50/50/46* | 83/92/92*
AAVS1| H9 NGN2 6 0 0 0 0 6 100 100
AAVS1| iPSC | NGN2 - 3 0 0 2 1 0 33 100
AAVS1| H9 | MYODI 12 2 0 3 0 7 58 75
AAVS1| iPSC | MYODI1 3 0 1 1 0 1 33 100

(a) Viéc tao dich khong chinh xdc: khong co bang chung cta viéc tao dich

(khong c6 dai trong PCR tich hgp 5'- va 3" va sy ¢6 mit cua dai WT trong PCR &

gen) hodc bang ching ctia viéc tao dich, nhung kich ¢& khong dung ctia PCR tich
hop 5°- hodc 3°.

(b) Tich hgp ding dich chinh xac véi tich hop ngau nhién bo sung ciia plasmit
(dai trong PCR khung 3°).

(c) Tich hop ding dich chinh xac (HET, di tiép hop; HOM, dong tiép hop).
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(d) Ty 18 phan tram cua dong vo tinh v6i tich hop ding dich chinh x4c (khong

¢ tich hop 1éch dich b sung)

(¢) Ty 1& phan trim cua dong vo tinh véi tich hgp ding dich chinh xéac (c6

hodc khong c¢o tich hgp Iéch dich b sung)

* Ba s6 1a tir ba thir nghiém tao dich khéc nhau trong cac té bao hESC.

Béang 2:

Liét ké doan mdi dugc st dung cho tao kiéu gen PCR

Vi o ilen ket T , Trmh tlr doan moi .
doan modi

6gen | B0 gen (5) GAGAAGAGGCTGTGCTTCGG

PCR | Bd gen (3" ACAGTACAAGCCAGTAATGGAG

, B gen (5 GAGAAGAGGCTGTGCTTCGG
>-INT Chét nhan moi

PCR . : AAGACCGCGAAGAGTTTGTCC

hROSA26 1ot

3-INT |rtTA GAAACTCGCTCAAAAGCTGGG

PCR | B0 gen (3") ACAGTACAAGCCAGTAATGGAG

3 BB rtTA GAAACTCGCTCAAAAGCTGGG

PCR gl)ung Veeto' | TGACCATGATTACGCCAAGC

5gen | B gen (5) CTGTTTCCCCTTCCCAGGCAGGTCC
PCR | B0 gen (3") TGCAGGGGAACGGGGCTCAGTCTGA
5'-INT | Bd gen (5') CTGTTTCCCCTTCCCAGGCAGGTCC
PCR | Puromyxin TCGTCGCGGGTGGCGAGGCGCACCG

AAVS1 | 3-INT | Casset cam ung | trinh tu ddc hiéu casset cam Ung

PCR | Bo gen (3") TGCAGGGGAACGGGGCTCAGTCTGA
3.BB Casset cam Ung | trinh tu dic hiéu casset cam Ung

PCR g}})“ng Vet | ATGCTTCCGGCTCGTATGTT

Bang 3: Liét ké doan mdi dbi véi PCR dinh lugng

Gen Dinh hudng Trinh ty doan moi
CNP Xudi TCCTCATCATGAACAGAGGCTT
Ngugce AAACTGCAGCTCAGGCTTGT
DES Xuoi CCAACAAGAACAACGACGCC
Nguoc ATCAGGGAATCGTTAGTGCCC
DMD Xuoi TGGTGGGAAGAAGTAGAGGACT
Nguoc TGCTGCTTCCCAAACTTAGA
EGFP Xudi CCCGACAACCACTACCTGAG
Nguoc GTCCATGCCGAGAGTGATCC
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FOXGI Xudl1 TGCCAAGTTTTACGACGGGA
Ngugc GGGTTGGAAGAAGACCCCTG
GRIA4 Xubi GGCCAGGGAATTGACATGGA
Nguoc AACCAACCTTTCTAGGTCCTGTG
HMBS Xudi ATTACCCCGGGAGACTGAAC
(PBGD) Nguoc GGCTGTTGCTTGGACTTCTC
MAG Xudi CAGAAGACGTCCCCAACTCA
Ngugc CCTCGGGAGGCTGAAATCATAA
MAP? Xuoi AGACTGCAGCTCTGCCTTTAG
Nguoc AGGCTGTAAGTAAATCTTCCTCC
MBP Xudi TGGTGATGGAGATGTCAAGCAGGT
Ngugc GCTGTGGTTTGGAAACGAGGTTGT
MOG Xudi AGAGATAGAGAATCTCCACCGGA
Nguogc TGATCAAGGCAACCAAGGGTC
MYHI Xudi CACACTAGTTTCACAGCTCTCG
Nguoc CAGGGCACTCTTGGCCTTTA
MYHD Xudi GGAAGCTCTGGTGTCTCAGTT
Ngugc CAGGGCGTTCTTGGCTTTTAT
MYH3 Xudi GCTGCATACCCAGAACACCA
Ngugc CCCTGCTGGCATCTTCTACC
MYHA Xudi TCGCATTTGTCAGCCAAGGG
Nguoc TGAAACCCAGGATGTCCACAG
MYH7 Xudi GAGACTGTCGTGGGCTTGTA
Nguoc GCCCTTCTCAATAGGCGCATC
MYES Xuoi TGAAGCAGATAGCAGCGCGA
Ngugce CGTACGAAGTGAGGGTGTGT
MYODI Xuoi GCCGCTTTCCTTAACCACAA
(ndi sinh) Ngugc CTGAATGCCCACCCACTGTC
MYOD] Xuoi CGACGGCATGATGGACTACA
Nguoc TAGTAGGCGCCTTCGTAGCA
NANOG Xudi AGCAGATGCAAGAACTCTCCAA
Ngugce TGAGGCCTTCTGCGTCACAC
NEUROG?2 Xubi TGTTCGTCAAATCCGAGACCT
(NGN2) Nguogc CGATCCGAGCAGCACTAACA
PAXG Xubi CGAGATTTCAGAGCCCCATA
Nguoc AAGACACCACCGAGCTGATT
PLP Xudi AACAGCTGAGTTCCAAATGACC
Ngugce ACGGCAAAGTTGTAAGTGGC
POU3F2 Xubi ACCCGCTTTATCGAAGGCAA
(BRN2) Nguogc CCTCCATAACCTCCCCCAGA
POUSFI Xudi GTGGAGGAAGCTGACAACAA
(OCT4) Ngugce ATTCTCCAGGTTGCCTCTCA
RYRI Xudi CAATCGCCAGAACGGAGAGA
Nguogc GTCGTGTTCCCTGTCTGTGT
SLCI746 Xudi GTAGACTGGCAACCACCTCC
(VGLUT2) Nguoc CCATTCCAAAGCTTCCGTAGAC
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SYP Xudi ACCTCGGGACTCAACACCTCGG
Nguoc GAACCACAGGTTGCCGACCCAG
SYNT Xuoi CCCTGGGTGTTTGCCCAGAT
Nguoc ACCACGGGGTACGTTGTACT
TUBB3 Xuoi CAACCAGATCGGGGCCAAGTT
Nguoc CCGAGTCGCCCACGTAGTT
Béang 4: Liét ké khang thé
' Isoform :
Khang . So 16 Pha
v ‘ . | Loai (dang | Loai dong vo tinh | Cong ty
nguyén hang loang
| dang)
Millipor
A2B5 chudt | IgM don dong vo tinh MAB312 | 1:300
e
ACTN2 (a-
' chuot | IgGl don dong vo tinh | Sigma A7811 1:200
actinin) ‘
BrdU chudt | IgGl don dong vo tinh | BD Bio | 347580 | 1:100
CNP chudt | IgGl don dong vo tinh | Abcam | ab6319 | 1:500
DES
tho IgG don dong vo tinh | Abcam | ab32362 | 1:500
(desmin)
EOMES tho IeG da dong vo tinh Abcam | ab23345 | 1:200
MAG chudt | IgGl don dong vo tinh | Abcam | ab89780 | 1:400
MAP2 chudt | IgGl1 don dong vo tinh | Sigma M4403 1:200
Millipor
MBP Rat IgG2a don dong vo tinh MAB386 | 1:200
e
ab13362
MYOD1 tho IegG don dong vo tinh | Abcam . 1:250
MYOG
chuot | IgGl don dong vo tinh | DSHB F5D 1:100
(myogenin)
MYOG ab12480
. tho IeG don dong vo tinh | Abcam 1:500
(myogenin) 0
MYH
_ chudt | IgG2b don dong vo tinh | DSHB MF20 1:100
(myosin
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chudi ning)
1:20
BD
MYH-PE chudt | IgG2b don dong vo tinh 564408 | (Dong
Biosc.
)
NANOG de IeG da dong vo tinh R&D AF1997 | 1:200
NCAM chuot | IgGl don dong v tinh | DSHB 5,1H11 1:100

Vi du 5: Hé théng 1am mét tic dung cam tng dugc TET-ON

Phat trién nén lam mat tic dung cam ung dugc dugce toi uu hoa trong céac t€ bao

hPSC.

Tao ra dong hESC trong d6 gen chuyén EGFP c6 thé bi bét hoat theo cach
cam ung duoc (Fig.14B). Pé lam diéu nay, tao dich: (1) casset biéu hién CAG-tetR
trong O gen ROSA26; va (2) gen chuyén CAG-EGFP cung v6i casset EGFP shRNA
cam tng trong 6 gen AAVSI1 (Fig.14A,B). Pé biéu hién cac mic cao hon cua
protein tetR dé kim him manh hon su biéu hién shRNA khi khong c6 mit
tetraxyclin. Dé lam diéu nay, thuc hién ARN nhiéu thong sb va téi uu hoa codon ctia
cADN ¢ tetR vi khudn, va st dung tetR duoc tdi uu hoéa codon (OPTtetR) tao thanh
dé tao ra dong hESC bi mét téc dung EGFP cam tng duge méi (Fig.14B). Viéc bién
d8i nay cho phép 1am tang 10 14n v& biu hién tetR khi so véi trinh tu tiéu chuin
(STDtetR; Fig.14D). Hon nita, biéu hién ddng tiép hop ciia OPTtetR 1a du d€ ngin
ngtra hoan toan ro ri shRNA trong khi bao tdn toan bd cam Gng lam mat tic dung
hiéu qua (Fig.14C). Luu y rang, viéc lam mét tac dung cam tmg dugc 1a nhanh, déo
nguoc dugc, va dap tmg lidu (Fig.14E,Fig.14F). Cudi cing, céc t€ bao hESC cam
tmg duge hién thi kidu nhan binh thuong (di liéu khéng duoc thé hién), thé hién
rang, viéc thiét ké bd gen can thiét tao ra cdc dong nay khong lam thay ddi tinh on
dinh di truyén cia ching.

Dua vao cac két qua khich 1é nay, xac nhan tinh hgp 1€ hon nita cho phuong
phap nay trong bbi canh cta gen ndi sinh bang cach tao ra cc té bao hESC mang
shRNAs cam ung duoc chéng lai POUSF1/OCT4 hodc B2M (dir liéu khong dugc
thé hién). R3 rang 14, tit c cac dong phy dugc phan tich (6 ddi v6i timg gen) thé

hién ¢6 viéc lam mat tac dung cam Gng dugc manh m& khong c6 ro ri shRNA dang
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ké. Chuén db tetraxyclin d4 nhan dién céc ndng d6 ti uu cho viéc lam mét tic dung
OCT4 mot phin hodc toan bd. Nhuw mong doi, giam manh vé OCT4 ddc biét 1a dan
dén that thoat clia tinh da ning va tao ra ngoai bi than kinh va cac gen danh diu noi
bi cudi cung. Céac két qua twong tu thu duge voi 20 dong phu hESC lam mat tac
dung cam tng dugc OCT4 bd sung, khing dinh tinh manh mé& va kha ning tai tao
cua phuong phap nay. Quan trong la, viéc tao ra cac té bao hESC v6i lam mét tac
dung duge didu tiét manh va chit ché ¢6 hiéu qua nhu 1a phan tich kiéu hinh c6 thé
dugc thyc hién ngay 14p tic sau khi chon khang sinh trén hdn hop quin thé cla té
bao, nho d6 bo qua toan bo viée cAn nhat ra riéng cac khudn lac d6i v6i phan lap
dong vo tinh. Nhin chung, cac két qua nay chimg minh rang, viéc tao dich kép cla
cac GSH v6i hé théng 1am mét tac dung cam mg dugc dugc t61 wu hoa 1a phuong
phap tiém nang dé kiém soat biéu hién gen trong cac té bao hPSC. Céch tiép can nay
sau ddy dugc goi la OPTIiKD, la dang viét tit cia “OPTimized inducible
KnockDown”, ¢6 nghia la lam méat tac dung cam tng dugc dugc tdi wu hoa

(Fig.14A).
Vidu6

Kha nang lam cho gen bi mét tac dung trong nhiéu té bao duoc biét héa khac
nhau sé& thé hién tién bd 16 rét so voi hé théng trude do dé lam mat tac dung gen cam
tmg duoc. Dé thir nghiém toan dién kha nang nay, téc gid sang ché da phan tich tinh
hiéu qua ctia nén OPTiKD dé 1am lam cho gen chuyén EGFP mét téc dung trong céc
té bao hPSC duoc biét héa thanh ba 16p phdi, cling nhu trong bang gdm 13 dang té
bao duoc biét hoa hoan toan (Fig.15A). Pdi véi ca hai phuong phép, phan tich gPCR
cho thiy 1a da lam mét tic dung manh va cam mg dugc cia phién ma EGFP trong
tht ca cac pha hé dugc tht nghiém (Fig.17). Quan sat bang kinh hién vi khang dinh
c6 giam manh vé& biéu hién protein EGFP, va két qua dém dong té bao thé hién giam
manh EGFP huynh quang béi 16n hon hon 14 70% déi v6i phéan 16n cac pha hé (di

liéu khong dugc thé hién).
Vidu7

Phat trién ctia nén 1am chit bat hoat CRISPR/Cas9 cam tng dugc dugc tdi wu

hoa trong cac té bao hPSC.
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Tac gia sang ché chu trong dén viéc phat trién cach tiép can lam bét hoat cam
tmg duogc. Phuong phap CRISPR/Cas9 cam Ung duoc hién nay nam & biéu hién qua
murc ¢6 diéu kién ctia Cas9 véi su c6 mit ctia gARN dugc biéu hién co dinh. Trong
trudng hop nay, kiém sodt ctia Cas9 biéu hién qua mirc dat dugc bang phuong phap
Tet-On, trong d6 sau diéu tri bang doxyxyclin, gen chuyén hoat héa nguoc dugc
kiém soat tetraxyclin (rtTA) lam hoat héa promoto yéu td dép tmg tetraxyclin phu
thudoc Pol II (TRE) (dung hop gifta nhiéu operon Tet va promoto CMV tbi thiéu).
Trong khi nén Tet-On nay di dwugc &p dung thanh cong cho mot s6 dang té bao &
nguoi, quan sat dugc rang, hé cam ung duoc nay bi bét hoat trong qua trinh biét hoa
hPSC thanh nhidu pha hé (gdm co té bao co tim, t& bao gan, va té bao co tron), tham
chi sau viéc tao dich vao trong AAVS1 GSH (di liéu khong duoc thé hién). ba
kham phé ra kha nang phat trién phuong phép thay thé va cai thién bing cach két
hop Cas9 dugc didu khién boi promoto CAG dugc biéu hién co dinh vé6i casset
gARN cdm tng dugc dua vio mot loai phat trién ddi voi biéu hién shRNA cam tng
dugce (Fig.18A, Fig.18B). Do d6, da tao ra cic dong cac té bao hESC trong d6 gen
thong bao phat huynh quang co thé bi bat hoat theo cach cam tmg dugc (Fig.18C).
Pé lam diéu nay, di tao dich ROSA26-EGFPd2 cho gen thong béo cac té bao hESC
v6i ca hai EGFP gARN cam tGng dugc va Cas9 co dinh trong 6 gen AAVSI, timg
gen chuyén dugc tich hop vao trong mdt trong sb hai alen. Céach tiép céan tao dich
kép nay la nhanh (<2 tuan) va hiéu qua (>90% ctia dong chtta ca hai gen chuyén. Ro
rang 1a, khi dong phu dugc nhin dong riéng dugc ting trudéng voi sy c6 mat cua
tetraxyclin, quan sat duoc biéu hién EGFPd2 giam trong tht ca cac dong duge tao
dich, va té bao ddng tiép hop EGFPd2 thé hién that thoat gin tuong dong cua it nhat
mot ban sao cia gen thong bido sém ¢ muc co thé 1a 5 ngay sau cam tng tetraxyclin
nhu thé hién 12 gidam 50% vé EGFPd2 huynh quang). Viéc xir ly kéo dai vdi
tetraxyclin dan dén thét thoat toan bd tién trién cua EGFPd2 huynh quang trong lén
dén 75% té bao ddng tiép hop EGFPd2 (dir liéu khong dugc thé hién). Thu vi 1a,
ddng biéu hién ctia hodc 1a hai hodc ba sao chép cia cung casset EGFP gARN tir
cing 6 gen AAVSI1 la du dé lam tang dang ké téc dd va hiéu qua ciia EGFPd2 cam
tng duoc bi lam bét hoat trong tat ca cac dong phu dugc nhan dong dugc phan tich.
Vi du, tao ra dong thoi ba sao chép cuia cing gARN dan dén hiéu qua bét hoat 1o rét

95% sau xu ly tetraxyclin. Quan trong 1a, cac té bao hESC lam bit hoat EGFPd2 cam
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ung dugc khong thé hién su giam dang ké bt ky cling khong & ty phan cta té bao
duong tinh EGFPd2 ciing khong trong huynh quang cia ching sau qua trinh nudi
ciy kéo dai khi khong c6 mit tetraxyclin, thdm chi khi mot vai sao chép gARN dugc
sit dung. Piéu nay cho thdy rang, biéu hién gARN cam tng duge dugc kiém soat
chit ché. Cudi cing, thir nghiém gARN bo sung chéng lai EGFPA2 boc 16 ring, toc
do va hi€u qua cua yéu t6 cam ung dugce lam bt hoat manh nam & gARN. Thuc té,
trinh tu t6i wu duoc cho phép 1én dén 90% bi bat hoat chi sau 2 ngdy cam tng. Luu y
rang, gARN hiéu qui nhét con din dén EGFPd2 bit hoat khong kiém soat dugc,
nhung han ché nay la tranh dugc bang cach don gian bd sung Operon Tet thit hai vao
promoto H1 cam tng duoc dé dam bao kiém soat phién ma tham chi chdt ch& hon.
Tém lai, cac két qua nay thé hién ring, hé théng lam mét tac dung c6 thé d& dang
duoc dinh lai muc dich dé hd tro biéu hién gARN cam tng dugc va cho phép hoat
tinh duoc kiém soat chit ch& ctia CRISPR/Cas9 trén khoang rong cua tiém nang
gARN. Theo chung t6i, ddy Ia cach tiép can CRISPR/Cas9 c6 diéu kién dau tién dua

vao biéu hién gARN cam Ung dugc.
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YEU CAU BAO HO
1. Phuong phap thuc hién ngoai co thé séng dé kiém soat sw phién ma trinh tu di

truyén trong té bao, phuong phép nay bao gdm:

a) chén gen ma hoa protein diéu hoa phién ma dung vao vi tri chén an toan vé

mat di truyén thir nhét; va

b) chén casset cam Gng dung vao vi tri chén an toan v& mit di truyén thir hai,
trong d6 casset cam Ung nay bao gOm trinh tu di truyén dugc lién két hoat dong véi

promoto cam ung, va promoto nay dugc dieu tict bang protein di€u hoa phién ma;

trong d6 céac vi tri chén an toan v& mit di truyén thir nhat va tht hai 1a khac

nhau, va

trong d6 phuong phdp nay khong bao gdm quy trinh sira dbi ban dang di

truyén dong mam cda con nguoi.

2. Phuong phéap thuc hién ngoai co thé séng theo diém 1, trong d6 trinh tu di truyén

1a gen chuyén hoic ma hoa ARN khong ma hoa.

3. Phuong phép thuc hién ngoai co thé séng theo diém 1 hodc 2,trong d6 hoat tinh
ctia protein diéu hoa phién ma dugc kiém soat béi co chit duoc cung cip tir bén
ngoai.

4. Phuong phép thuc hién ngoai co thé séng theo diém bét ky trong s cac diém tir 1

dén 3, trong d6 protein didu hoa phién ma dugc biéu hién co dinh.

5. Phuong phap thuc hién ngoai co thé séng theo diém bét ky trong sb cac diém trén
day, trong d6 protein didu hoa phién ma duge chon tir bét ky mét trong sb: protein
hoat héa phién ma déap Gng tetraxyclin (rtTa), gen kim ham tetraxyclin (TetR), thu
thé téng hgp VgEcR hodc protein diéu hoa phién ma lai bao gdm mién lién két voi
ADN tir protein GAL4 ctia nAm men, mién lién két v6i phdi tir dugc cit ngin tir thy
thé progesteron ctia ngudi va mién hoat dong tir NF-kB clia ngudi.

6. Phuong phép thuc hién ngoai co thé sdng theo diém 5, trong d6 hoat tinh ctia tTA
duoc kidm soat boi tetraxyclin hodc din xuét ciia no, tity chon doxyxyclin, va trong
d6 promoto cam Ung bao gdm yéu t6 dap ung tetraxyclin (Tet Responsive Element -

TRE).
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7. Phuong phép thyc hién ngoai co thé séng theo diém bét ky trong sb cac diém trén
day, trong d6 cac vi tri chén an toan vé mat di truyén thir nhét va tht hai dugc chon

tir bét ky hai trong s6 6 gen hROSA26, 6 gen AAVSI, gen CLYBL, hodc gen CCR5.

8. Phuong phap thuc hién ngoai co thé séng theo diém bét ky trong sb cac diém trén
day, trong do6 vat liéu di truyén bd sung duge chén vao tai vi tri chén an toan vé mat

di truyén thtr nhét va/hodc thi hai, tiy chon mot hodc nhiéu trong s6 cac loai sau:
a) gen tu sat;
b) gen danh dAu c6 thé lya chon;
¢) gen thong bao; va/hodc
d) gen d6i v6i ARN khong ma hoa.

9. Phuong phép thuc hién ngoai co thé sbng theo diém bét ky trong sb cac diém trén
day, trong do té bao duge chon tir té bao gbc da tiém nang, té bao gbc trudng thanh

hoic té bao truéng thanh.

10. Phuong phéap thuc hién ngoai co thé séng theo diém bét ky trong sd cac diém
trén ddy, trong d6 té bao 1a té bao & ngudi, thl c6 tui, dong vat linh trudng khong

phai con ngudi, lac da hodc dong vat nudi.

11. Phuong phép thuc hién ngoai co thé séng theo diém 1 hoic diém 2, trong d6
phuong phép nay 1a dé 1ap trinh cho té bio gdc da tidém ning biét héa thanh € bao
trudong thanh xac dinh.

12. Phuong phép thuc hién ngoai co thé séng theo diém 1 hodc diém 2, trong d6 té
bao 1a té bao gdc da tiém nang va trinh tu di truyén 1a gen chuyén d6i voi mot hoic
nhiéu gen diéu hoa chu, tiry chon 1a yéu t6 phién ma, va tiry chon trong d6 sy phién
ma trinh tu di truyén dan dén viéc 1ap trinh phat trién cta té bao dé tao thanh dang té

bao trudng thanh xéac dinh.

13. Phuong phép thuc hién ngoai co thé sbéng theo diém 1, trong d6 phuong phap nay
ding dé chén trinh tu di truyén cho cac muc dich chita bénh bang gen, trong d6 tuy
chon 14 trinh ty di truyén ma héa protein bao gdm protein kiéu dai, protein bién dbi,
khang nguyén, enzym, gen danh d4u c6 thé lua chon hodc phan tir ARN khong ma

hoa.
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14. Té bao duoc tao ra bing phuong phap theo diém 1.

15. Té bao v6i bd gen da duoc bién d6i bao gdm gen ma hoa protein diéu hoa phién
ma dugc chén vao vi tri chén an toan vé mit di truyén thtr nhat; va casset cam ung
bao gdm trinh ty di truyén dugc lién két hoat dong v6i promoto cam tng dugc chén
vao vi tri chén an toan vé mit di truyén thit hai, trong d6 promoto cam tmg nay dugc
diéu tiét bing protein didu hoa phién ma va cic vi tri chén an toan vé mit di truyén

thir nhAt va tht hai 1a khac nhau.

16. Phuong phap thuc hién ngoai co thé séng dé san xuét té bao co tir té bao gbc da

tiém nang, phuong phéap nay bao g0m céc budec:

a) chén gen mé hoa protein diéu hoa phién ma dang vao vi tri chén an toan vé
mat di truyén tht nhét; va

b) chén gen MYOD] dugec lién két hoat dong v6i promoto cam tmg dung vao
vi tri chén an toan v& mit di truyén tha hai, trong d6 promoto cdm Ung nay dugc
didu tiét bing protein diéu hoa phién mi; trong d6 céc vi tri chén an toan vé mat di
truyén thir nhét va thir hai 1 khac nhau,

va nudi cdy cac té bao nay trong moi trudong c6 mit axit retinoic,

trong d6 phuong phap nay khong bao gdm quy trinh sira d6i ban dang di
truyén dong mam ctia con ngudi.
17. Phuong phép thuc hién ngoai co thé séng d& san xuét té bao than kinh dém it
nhanh tir t& bao gbc da tiém ning, phuong phap nay bao gdm céc bude:

a) chén gen ma hoa protein diéu hoa phién ma ding vao vi tri chén an toan vé
mat di truyén tht nhit; va

b) chén gen SOX-10 dugc lién két hoat dong v6i promoto cam Ung vao Vi tri
chén an toan vé mat di truyén tha hai, trong d6 promoto cam tng nay dugc diéu tiét
bing protein diéu hoa phién ma; trong d6 cac vi tri chén an toan vé mit di truyén thi
nhét va th hai 12 khc nhau,

va nudi cdy céc té bao nay trong moi truong cd mit axit retinoic,

trong d6 phuong phap nay khong bao gdm quy trinh sta d6i ban dang di
truyén dong mam ciia con ngudi.
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18. Phuong phap thuc hién ngoai co thé séng dé 1am giam su phién ma va/hodc su

dich ma cua gen noi sinh trong té bao, phuong phap nay bao gdm céc bude sau:

a) chén gen ma hoda protein diéu hoa phién ma ding vao vi tri chén an toan vé

mat di truyén thi nhit; va

b) chén casset cam ung dung vao vi tri chén an toan vé mit di truyén thtr hai,
trong do6 casset cam Ung nay bao gdbm ADN mai hoa trinh ty ARN khong ma héa
duoge lién két hoat dong v6i promoto cam (mg va promoto cam Gng ndy dugc didu
tiét bang protein diéu hoa phién ma va trong d6 trinh ty ARN khong ma héa nay kim
ham viéc phién ma hodc dich ma cua gen nd1 sinh;

trong d6 céc vi tri chén an toan vé mat di truyén thtr nhat va tht hai 1a khac
nhau, va

trong d6 phuong phap nay khong bao gdm quy trinh stra d6i ban dang di
truyén dong mam ctia con nguoi.

19. Phuong phap thyc hién ngoai co thé sdng dé 1am bat hoat gen noi sinh trong té
bao, phuong phap nay bao gdm cac budc sau:

a) chén gen ma hda protein diéu hoa phién ma va gen ma héa Cas9 diing vao
vi tri chén an toan vé mat di truyén thir nhat; va

b) chén casset cam ung dung vao vi tri chén an toan vé mit di truyén tht hai,
trong do6 casset cam g nay bao gém ARN dan duong dugce lién két hoat dong véi
promoto cam Ung va promoto cam Ung nay dugc didu tiét bang protein diéu hoa
phién ma va trong do trinh ty gARN nay nhim dén dich 1a gen noi sinh;

trong d6 cac vi tri chén an toan v& mat di truyén thu nhit va thtr hai 1a khac
nhau, va

trong d6 phuong phap nay khong bao gdm quy trinh sira d6i ban dang di

truyén dong mam cua con nguoi.
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<120> Phuong phé&p thuc hién ngodi co thé séng dé kiém soat su phién m& trinh tu di
truyén trong té bao, té bao dugc tao ra bing phuong phdp nay va phuong phap thuc
hién ngodi co thé sbéng dé& san xudt té bao co hodc té bao than kinh dém it nhanh
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<160> 86

<170> PatentIn phién ban 3.5

<210> 1

<211> 19

<212> ADN

<213> +trinh tu nhdn tao

<220>

<223> Tet02 19 trinh tu nucleotit

<400> 1 19
tccctatcag tgatagaga

<210> 2

<211> 1797

<212> ADN

<213> nguoi tinh khén

<400> 2

gctcgaaacc ggacggagcc attgctctcg cagagggagg agcgcttccg gctagcctct 60
tgtcgccgat tggeccgtttc tecctcccgee gtgtgtgaaa acacaaatgg cgtattctgg 120
ttggagtaaa gctcctgtca gttacgccgt cgggagtacg cagccgctta gcgactcteg 180
cgttgcccee tgggtgggge gggtaggtag gtggggtgta gagatgctgg gtgtgeggge 240
gcggccggcece tcctgeggceg ggaggggagg gtcagtgaaa tcggctctgg cgcgggegte 300
ctcccaccct ccecttecett cgggggagtc ggtttacccg ccgectgett gtcttcgaca 360
cctgattgge tgtcgaagct gtgggaccgg gecccttgcta ctggctcgag tctcacatga 420
gcgaaaccac tgcgcggggc gcgggggtgg cggggaggcg ggcgttggta cggtcctccce 480
cgaggccgag cgccgcagtg tctggccceccecg cgcccctgeg caacgtggca ggaagcgcgce 540
gctggaggcg ggggcgggct gccggccgag acttctggat ggcggecggec gcggctccgce 600
cccgggttcece caccgectga agggcgagac aagcccgacc tgctacagge actcgtgggg 660
gtgggggagg agcgggggtc ggtccggctg gtttgtgggt gggaggcgct tgttctccaa 720
aaaccggcgc gagctgcaat cctgagggag ctgcggtgga ggaggtggag agaaggccgc 780
acccttctgg gcagggggag gggagtgccg caataccttt atgggagttc tctgctgcect 840
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ccecgtettgt
gatctcgtca
aggcttaagg
gatttgaggg
attgtaataa
gcaacgagac
ataaagcatg
agcatcaggt
ctccectceacc
aactctcact
acatagcact
acagattggt
cttttattcc
ttccttaget
tttacagaga
ctcatttctg
<210> 3

<211> 651
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 3
atgccaaaaa

ttagagctgc
ctaggtgtag
gccttagceca
agctggcaag
cgcgatggag
gaaaatcaat
ctcagcgctg

gctaaagaag

aaggaccgcc
tcgcctceccecat
ggctaacttg
gcgactccga
gggtggggta
tgcggattat
atcacctgag
taaatcttaa
ctctctccce
catacttgat
agctttctcce
tccaccacaa
tccctagttce
gggattctgt
attggatctg

ttcttaccag

STDtetR-nls

agaagaggaa
ttaatgaggt
agcagcctac
ttgagatgtt
attttttacg
caaaagtaca
tagccttttt
tggggcattt

aaagggaaac

ctgggcctgg
gtcgagtcgce
gtccctggge
ttagtttatc
gggaaatgga
cactacttat
ttttatacca
tagaaaaatt
aggctctcta
cccattttcec
ctctcttgat
attaaggctt
acgttcttaa
ccctgaccegt
aggttaggca

ttagtaactg

trinh tu nhdn tao

ggtatctaga
cggaatcgaa
attgtattgg
agataggcac
taataacgct
tttaggtaca
atgccaacaa
tactttaggt

acctactact

36066

aagaagccct
ttctcgatta
gttgccctgce
ttcccacgga
gcttagtcat
catttttgga
tttgagaccc
ttagcttttg
cccctttgea
atttgttgta
cttgggtagc
gagctggggce
atgtttatct
cttcacagtc
acatctccct

atctcagatg

ttagataaaa
ggtttaacaa
catgtaaaaa
catactcact
aaaagtttta
cggcctacag
ggtttttcac
tgcgtattgg

gatagtatge

-119-

ccctecttte
tgggcgggat
aggggagtga
ctagagttgg
tcacctgggg
gcatttttct
ttgctgcacc
cttgagaaac
tccctaccag
cttgctcctc
ctggtgtctc
ttgactctta
tgattttcat
caggtgatct
ttttcttecct

cctgtgtgat

gtaaagtgat
cccgtaaact
ataagcgggce
tttgcccttt
gatgtgettt
aaaaacagta
tagagaatgc
aagatcaaga

cgccattatt

ctcctegegt
tcttttgecct
gcagctgtaa
tgtcgaggtt
ctgattttat
agagacagac
accaaagtgt
cagtgcttcc
gcatcttagce
tagtattcag
gcgaaaccag
cccagcagtg
tttatccttt
tgactactgc
ctaaatacct

agcttcc

taacagcgca
cgcccagaag
tttgctcgac
agaaggggaa
actaagtcat
tgaaactctc
attatatgca
gcatcaagtc

acgacaagct

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1797

60

120

180

240

300

360

420

480

540
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atcgaattat ttgatcacca aggtgcagag ccagccttct tattcggcct tgaattgatc 600
atatgcggat tagaaaaaca acttaaatgt gaaagtgggt ctccgeggta a 651
<210> 4

<211> 216

<212> PRT

<213> trinh ty nhén tao

<220>
<223> STDtetR-nls

<400> 4
Met Pro Lys Lys Lys Arg Lys Val Ser Arg Leu Asp Lys Ser Lys Val

1 5 10 15

Ile Asn Ser Ala Leu Glu Leu Leu Asn Giu Val Gly Ile Glu Gly Leu
20 25 30

Thr Thr Arg Lys Leu Ala Gln Lys Leu Gly Val Glu Gln Pro Thr Leu
35 40 45

Tyr Trp His Val Lys Asn Lys Arg Ala Leu Leu Asp Ala Leu Ala Ile
50 55 60

Glu Met Leu Asp Arg His His Thr His Phe Cys Pro Leu Glu Gly Glu
65 70 75 80

Ser Trp Gln Asp Phe Leu Arg Asn Asn Ala Lys Ser Phe Arg Cys Ala
85 90 95

Leu Leu Ser His Arg Asp Gly Ala Lys Val His Leu Gly Thr Arg Pro
100 105 110

Thr Glu Lys Gln Tyr Glu Thr Leu Glu Asn Gln Leu Ala Phe Leu Cys
115 120 125

Gln Gln Gly Phe Ser Leu Glu Asn Ala Leu Tyr Ala Leu Ser Ala Val
130 135 140

Gly His Phe Thr Leu Gly Cys Val Leu Glu Asp Gln Glu His Gln Val
145 150 155 160

Ala Lys Glu Glu Arg Glu Thr Pro Thr Thr Asp Ser Met Pro Pro Leu
165 170 175
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Leu Arg Gln Ala

Phe Leu Phe Gly

180

Ile Glu Leu

Leu Glu Leu

195 200

Lys Cys Glu Ser Gly Ser Pro Arg

210 215
<210> 5
<211> 651
<212> ADN
<213> trinh ty nhén tao
<220>
<223> OPTtetR
<400> 5
atgcccaaga aaaagcggaa ggtgtcccgg
ctggaactgc tgaacgaagt gggcatcgag
ctgggcgtgg aacagcccac cctgtactgg
gccctggeca tcgagatgct ggaccggceac
agctggcagg acttcctgcg gaacaacgcc
cgggacggcg ccaaagtgca cctgggcacc
gaaaaccagc tggccttcct gtgccagcag
ctgagcgccg tgggccactt taccctggge
gccaaagagg aaagagagac acccaccacc
atcgagctgt tcgatcatca aggcgccgag
atctgcggece tcgagaagca gctgaagtgce
<210> 6
<211> 216
<212> PRT
<213> trinh tu nhédn tao
<220>
<223> OPTtetR
<400> 6

36066

185

ctggacaaga
ggcctgacca
cacgtgaaga
cacacacact
aagagcttca
agacccaccg
ggcttcagcc
tgcgtgctgg
gacagcatgc
cccgecttec

gagagcggct

190

205

gcaaagtgat
cccggaagcet
acaagcgggc
tttgcccect
gatgcgceccect
agaagcagta
tggaaaacgc
aagatcagga
ccccectget
tgttcggcect

cccceccagatg

Phe Asp His Gln Gly Ala Glu Pro Ala

Ile Ile Cys Gly Leu Glu Lys Gln Leu

caacagcgcc
ggcccagaaa
cctgctggac
ggaaggcgaa
gctgagccac
cgagacactg
cctgtacgcc
acaccaggtc
gagacaggcc
ggaactgatc

a

Met Pro Lys Lys Lys Arg Lys Val Ser Arg Leu Asp Lys Ser Lys Val

1

5

10

15

Ile Asn Ser Ala Leu Glu Leu Leu Asn Glu Val Gly Ile Glu Gly Leu

20

25

-121-
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Thr

Tyr

Glu

65

Ser

Leu

Thr

Gln

Gly

145

Ala

Leu

Phe

Lys

Thr

Trp

50

Met

Trp

Leu

Glu

Gln

130

His

Lys

Arg

Leu

Cys
210

<210> 7
<211> 2

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 7
gagaagaggc tgtgcttcgg

Arg

35

His

Leu

Gln

Ser

Lys

115

Gly

Phe

Glu

Gln

Phe

195

Glu

0

ADN
trinh tu

Lys

Val

Asp

Asp

His

100

Gln

Phe

Thr

Glu

Ala

180

Gly

Ser

Leu

Lys

Arg

Phe

85

Arg

Tyr

Ser

Leu

Arg

165

Ile

Leu

Gly

nhédn tao

Ala

Asn

His

70

Leu

Asp

Glu

Leu

Gly

150

Glu

Glu

Glu

Ser

hROSA26 Locus PCR

Gln

Lys

55

His

Arg

Gly

Thr

Glu

135

Cys

Thr

Leu

Leu

Pro
215

Arg

Thr

Asn

Ala

Leu

120

Asn

Val

Pro

Phe

Ile

200

Arg

36066

Leu

Ala

His

Asn

Lys

105

Glu

Ala

Leu

Thr

Asp

185

Ile

-122-

Gly

Leu

Phe

Ala

90

vVal

Asn

Leu

Glu

Thr

170

His

Cys

Val

Leu

Cys

75

Lys

His

Gln

Tyr

Asp

155

Asp

Gln

Gly

Glu

Asp

60

Pro

Ser

Leu

Leu

Ala

140

Gln

Ser

Gly

Leu

Gln

45

Ala

Leu

Phe

Gly

Ala

125

Leu

Glu

Met

Ala

Glu
205

Pro

Leu

Glu

Arg

Thr

110

Phe

Ser

His

Pro

Glu

190

Lys

Thr

Ala

Gly

Cys

95

Arg

Leu

Ala

Gln

Pro

175

Pro

Gln

Leu

Ile

Glu

80

Ala

Pro

Cys

Val

Val

160

Leu

Ala

Leu



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

8

22

ADN

trinh tu nhédn tao

hROSA26 Locus PCR

8

acagtacaag ccagtaatgg ag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

9

20

ADN

trinh tu nhén tao

hROSA26 5'-INT PCR

9

gagaagaggc tgtgcttcgg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

10

21

ADN

trinh ty nhdn tao

hROSA26 5'-INT PCR

10

aagaccgcga agagtttgtc c

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

11

21

ADN

trinh ty nhdn tao

hROSA26 3'-INT PCR

11

gaaactcgct caaaagctgg g

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

12

22

ADN

trinh ty nhdn tao

hROSA26 3'-INT PCR

12

acagtacaag ccagtaatgg ag

36066
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21
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22



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

13

21

ADN

trinh ty nhdn tao

hROSA26 3'-BB PCR

13

gaaactcgct caaaagctgg g

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

14

20

ADN

trinh ty nhén tao

hROSA26 3'-BB PCR

14

tgaccatgat tacgccaagc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

15

25

ADN

trinh ty nhd&n tao

PCR & gen AAVS1

15

ctgtttccce ttcccaggca ggtcce

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

16

25

ADN

trinh tu nhé&n tao

PCR 8 gen AAVS1

16

tgcaggggaa cggggctcag tctga

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

17

25

ADN

trinh ty nhédn tao

AAVS1 5'-INT PCR

17

ctgtttccece ttcccaggeca ggtcc

36066
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20

25

25

25



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

tcgtcgecggg tggcgaggcg caccg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

tgcaggggaa cggggctcag tctga

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

18

25

ADN

trinh ty nhdn tao

AAVS1 5'-INT PCR

18

19

25

ADN

trinh tuv nhan tao

AAVS1 3'-INT PCR

19

20

20

ADN

trinh tu nhdn tao

AAVS1 3'-BB PCR

20

atgcttccgg ctcgtatgtt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

21

22

ADN

trinh ty nhidn tao

CNP Fw

21

tcctcatcat gaacagaggc tt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

22

20

ADN

trinh ty nhéan tao

CNP Rev

22

aaactgcagc tcaggcttgt

36066
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25
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22
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

23

20

ADN

trinh tuy nhan tao

DES Fw

23

ccaacaagaa caacgacgcc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

24

21

ADN

trinh tu nhan tao

DES Rev

24

atcagggaat cgttagtgcc c

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

25

22

ADN

trinh ty nhdn tao

DMD Fw

25

tggtgggaag aagtagagga ct

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

26

20

ADN

trinh ty nhdn tao

DMD Rev

26

tgctgcttce caaacttaga

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

27

20

ADN

trinh tyu nhdn tao

EGFP Fw

27

cccgacaacc actacctgag

36066
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

28

20

ADN

trinh tu nhan tao

EGFP Rev

28

gtccatgccg agagtgatcce

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

29

20

ADN

trinh tu nhan tao

FOXGl Fw

29

tgccaagttt tacgacggga

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

30

20

ADN

trinh tu nhén tao

FOXG1l Rev

30

gggttggaag aagacccctg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

31

20

ADN

trinh tyu nhédn tao

GRIA4 Fw

31

ggccagggaa ttgacatgga

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

32

23

ADN

trinh tu nhan tao

GRIA4 Rev

32

aaccaacctt tctaggtcct gtg

36066
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20
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

33

20

ADN

trinh ty nhdn tao

HMBS (PBGD) Fw

33

attaccccgg gagactgaac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

34

20

ADN

trinh tu nhdn tao

HMBS (PBGD) Rev

34

ggctgttgct tggacttctc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

35

20

ADN

trinh ty nhdn tao

MAG Fw

35

cagaagacgt ccccaactca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

36

22

ADN

trinh ty nhdn tao

MAG Rev

36

cctcgggagg ctgaaatcat aa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

37

21

ADN

trinh ty nhén tao

MAP2 Fw

37

agactgcagc tctgccttta g

36066
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

38

23

ADN

trinh. ty nhdn tao

MAP2 Rev

38

aggctgtaag taaatcttcc tcc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

39

24

ADN

trinh ty nhan tao

MBP Fw

39

tggtgatgga gatgtcaagc aggt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

40

24

ADN

trinh ty nhén tao

MBP Rev

40

gctgtggttt ggaaacgagg ttgt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

41

23

ADN

trinh tu nhdn tao

MOG Fw

41

agagatagag aatctccacc gga

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

42

21

ADN

trinh ty nhan tao

MOG Rev

42

tgatcaaggc aaccaagggt c

36066
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24
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

43

22

ADN

trinh tu nhan tao

MYH1 Fw

43

cacactagtt tcacagctct cg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

44

20

ADN

trinh tu nhan tao

MYH1 Rev

44

cagggcactc ttggccttta

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

45

21

ADN

trinh ty nhédn tao

MYH2 Fw

45

ggaagctctg gtgtctcagt t

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

46

21

ADN

trinh ty nhan tao

MYHZ Rev

46

cagggcgttc ttggctttta t

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

47

20

ADN

trinh ty nhan tao

MYH3 Fw

47

gctgcatacc cagaacacca

36066

-130-

22

20

21

21

20



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

48

20

ADN

trinh tuy nhan tao

MYH3 Rev

48

ccctgectgge atcttctacc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

49

20

ADN

trinh tu nhan tao

MYH4 Fw

49

tcgcatttgt cagccaaggg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

50

21

ADN

trinh ty nhdn tao

MYH4 Rev

50

tgaaacccag gatgtccaca g

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

51

20

ADN

trinh tu nhén tao

MYH7 Fw

51

gagactgtcg tgggcttgta

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

52

21

ADN

trinh tu nhdn tao

MYH7 Rev

52

gccctteteca ataggcegcat ¢

36066

-131-

20

20

21

20

21



<210> 53
<211> 20
<212> ADN

<213> trinh tuy nhadn tao

<220>
<223> MYH8 Fw

<400> 53
tgaagcagat agcagcgcga

<210> 54
<211> 20
<212> ADN

<213> trinh ty nhan tao

<220>
<223> MYH8 Rev

<400> 54
cgtacgaagt gagggtgtgt

<210> 55
<211> 20
<212> ADN

<213> trinh ty nhan tao

<220>
<223> MYOD1l (n?i sinh) Fw

<400> 55
gccgctttcc ttaaccacaa

<210> 56
<211> 20
<212> ADN

<213> trinh ty nhan tao

<220>
<223> MYOD1 (n?i sinh) Rev

<400> 56
ctgaatgccc acccactgtce

<210> 57
<211> 20
<212> ADN

<213> trinh tu nhan tao

<220>
<223> MYOD1 Fw

<400> 57
cgacggcatg atggactaca

36066

-132-

20

20

20

20

20



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

58

20

ADN

trinh ty nhdn tao

MYOD1 Rev

58

tagtaggcgc cttcgtagcea

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

59

22

ADN

trinh tu nhédn tao

NANOG Fw

59

agcagatgca agaactctcc aa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

60

20

ADN

trinh ty nhdn tao

NANOG Rev

60

tgaggccttc tgcgtcacac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

61

21

ADN

trinh tu nhdn tao

NEUROG2 (NGN2) Fw

61

tgttcgtcaa atccgagacc t

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

62

20

ADN

trinh tu nhdn tao

NEUROG2 (NGN2) Rev

62

cgatccgagc agcactaaca

36066

-133-

20

22

20

21

20



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

63

20

ADN

trinh tu nhan tao

PAX6 Fw

63

cgagatttca gagccccata

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

64

20

ADN

trinh tuy nhén tao

PAX6 Rev

64

aagacaccac cgagctgatt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

65

22

ADN

trinh tu nhédn tao

PLP Fw

65

aacagctgag ttccaaatga cc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

66

20

ADN

trinh ty nhan tao

PLP Rev

66

acggcaaagt tgtaagtggc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

67

20

ADN

trinh ty nhdn tao

POU3F2 (BRN2) Fw

67

acccgcttta tcgaaggcaa

36066

-134-

20

20

22

20

20



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

68

20

ADN

trinh tu nhdn tao

POU3F2 (BRN2) Rev

68

cctccataac ctcccccaga

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

69

20

ADN

trinh ty nhdn tao

POUSF1 (OCT4) Fw

69

gtggaggaag ctgacaacaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

70

20

ADN

trinh tu nhén tao

POUSF1 (OCT4) Rev

70

attctccagg ttgcctctca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

71

20

ADN

trinh ty nhdn tao

RYR1 Fw

71

caatcgccag aacggagaga

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

72

20

ADN

trinh ty nhdn tao

RYR1 Rev

72

gtcgtgttcc ctgtctgtgt

36066

-135-

20

20

20

20

20



<210> 173
<211> 20
<212> ADN

<213> trinh tuy nhén tao

<220>
<223> SLC17A6 (VGLUTZ2) Fw

<400> 73
gtagactggc aaccacctcc

<210> 74
<211> 22
<212> ADN

<213> +trinh tyu nhén tao

<220>
<223> SLC17A6 (VGLUTZ) Rev

<400> 74
ccattccaaa gcttccecgtag ac

<210> 75
<211> 22
<212> ADN

<213> trinh tu nhan tao

<220>
<223> SYP Fw

<400> 75
acctcgggac tcaacacctc gg

<210> 76
<211> 22
<212> ADN

<213> trinh ty nhan tao

<220>
<223> SYP Rev

<400> 76
gaaccacagg ttgccgaccc ag

<210> 77
<211> 20
<212> ADN

<213> trinh tu nhdn tao

<220>
<223> SYNI Fw

<400> 77
ccctgggtgt ttgcccagat

36066

-136-

20

22

22

22

20



36066

<210> 78

<211> 20

<212> ADN

<213> trinh tu nhan tao

<220>

<223> SYN1 Rev

<400> 78

accacggggt acgttgtact 20
<210> 79

<211> 21

<212> ADN

<213> trinh ty nhan tao

<220>

<223> TUBB3 Fw

<400> 79

caaccagatc ggggccaagt t 21
<210> 80

<211> 19

<212> ADN

<213> +trinh tu nhan tao

<220>

<223> TUBB3 Rev

<400> 80

ccgagtcgec cacgtagtt 19
<210> 81

<211> 52

<212> ADN

<213> +trinh tu nhédn tao

<220>

<223> vecto hudéng dich AAVS1 Fw

<400> 81

gtgatagaga tccctggtgc aggtggactg actcacctgc acctgtttta ga 52
<210> 82

<211> 52

<212> ADN

<213> +trinh tu nhé&n tao

<220>

<223> vecto huéng dich AAVSI Rev

<400> 82

actaaaacag gtgcaggtga gtcagtccac ctgcaccagg gatctctatc ac 52

-137-



<210> 83
<211> 24
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<220>
<221> dac
<222>  (5) ..
<223> n =
<400> 83

tinh 181
(24

trinh ty nhdn tao

20 bp doan dém Fw

tccennnnnn nnnnnnnnnn nnnn

<210> 84
<211> 24
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<220>
<221> dac
<222> (5)
<223> n =
<400> 84
aaacnnnnnn
<210> 85
<211> 268
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 85
cgaacgctga
acacccagcg
ctgcaatatt
ggatttggga
actcacctgc
<210> 86
<211> 268

tinh 1581
. (24)

a hodc g hodc c hodc t,

nnnnnnnnnn

cgtcatcaac
cgcgtgcecgcec
tgcatgtcgce
atcttataag

acctgtttta

trinh tu nhdn tao

20bp doan dém Rev

nnnn

trinh tu nhdn tao

ccgctccaag
ctggcaggaa
tatgtgttct
ttcecctatca

gagctaga

36066

Hl POLIII gen kh&i ddu H1-TO

gaatcgcggg
gatggctgtg
gggaaatcac

gtgatagaga

-138-

)
a hodc g hodc c hodc t, chua bié&t hodc khéc nila

chua biét hodc khac ntta

cccagtgtca ctaggcggga
agggacaggg gagtggcgcec
cataaacgtg aaatgtcttt

tccctggtge aggtggactg

24

24

60

120

180

240

268



<212>
<213>

ADN
<220>
<223>

<400> 86
cgaacgctga

acacccagcg
ctgcaatatt
cagtgataga

actcacctgc

cgtcatcaac
cgcgtgcegcec
tgcatgtcgce
gacttataag

acctgtttta

36066

trinh ty nhdn tao

H1 POLIII gen khd&i ddu H1-2TO

ccgctccaag gaatcgcggg
ctggcaggaa gatggctgtg
tatgtgttct gggaaatcac
ttccctatca gtgatagaga

gagctaga

-139-

cccagtgtca
agggacaggg
cataaacgtg

tcecetggtge

ctaggcggga
gagtggcgcc
aaatccctat

aggtggactg

60

120

180

240

268





