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(57) Sang ché dé cap dén tac nhan ARNi soi kép dung dé trc ché s biéu hién cta phdi tir 1

gay chét té bao theo chuong trinh 1 (programmed cell death 1 ligand 1 - PD-L1), va dugc

pham chira ching. Sang ché con dé cap dén phuong phap in vitro trc ché su biéu hién PD-

L1 6 té bao.
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Linh vwe k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén tac nhan axit ribonucleic soi kép (dsARNi) dé trc ché su
biéu hién cta phdi tir 1 gy chét té bao theo chuong trinh 1 (PD-L1), dugc phém chtra

n6, va phuong phap in vitro @c ché sy biéu hién PD-L1 & té bao.
Tinh trang ki thuit ciia sang ché

Phéi tir 1 gy chét té bao theo chuong trinh 1 (PD-L1) 1 protein xuyén mang
loai I gdbm 290 axit amin dwgc mi héa boi gen CD274 trén nhidm sic thé thar 19 &
chudt va nhiém sic thé tha 9 & nguoi. Su biéu hién PD-L1 lién quan dén viéc tranh dap
ung mién dich c¢6 lién quan dén lay nhiém man tinh, chc';ng han, nhiém virus man tinh
(bao gém, vi du, HIV, HBV, HCV va HTLV, ngoai cic bénh nhiém virus khac), bénh
nhiém khuin man tinh (bao gbm, vi du, Helicobacter pylori, ngoai cic bénh nhiém
khuin khéc), va nhiém ky sinh tring man tinh (bao gém, vi du, Schistosoma mansoni).
Su biéu hién PD-L1 da dugc phat hién & mot sé loai mé va té bao bao gdm té bao T, té
bao B, dai thuc bao, t& bao tua, va té bao khong tao huyét bao gém té bao ndi mo, té

bao gan, t€ bao co, va nhau thai.

Su biéu hién PD-L1 ciling lién quan dén sy kim ham hoat tinh mién dich chéng
khdi u. Cac khéi u biéu hién khang nguyén ma c¢6 thé duoc nhén biét boi cac té bao T
clia vat chui, nhung su loai bé khéi u nho mién dich 1a rit hiém. Mot phan 1a do su uc
ché mién dich boi vi méi truong khéi u. Sy biéu hién PD-L1 & nhiéu khdi u 1a mét hop
phan cia méi truong e ché nay va hoat déng phdi hop véi cac tin hiéu tc ché mién
dich khac. Sy biéu hién PD-L1 da duoc nhan théy in situ & nhiéu khoi u rin bao gém
v, phé)i, rudt két, buéng trimg, u hic t6, bang quang, gan, tuyén nudc bot, da day, u
than kinh dém, tuyén giap, biéu mé tuyén tre, dau, va cd (Brown JA et al., 2003. J.

Immunol. 170:1257-66; Dong H et al. 2002. Nat. Med. 8:793—800; Hamanishi J, et al.
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2007. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 104:3360-65; Strome SE et al. 2003. Cancer Res.
63:6501-5; Inman BA et al. 2007. Cancer 109:1499-505; Konishi J et al. 2004. Clin.
Cancer Res. 10:5094—-100; Nakanishi J et al. 2007. Cancer Immunol. Immunother.
56:1173-82; Nomi T et al. 2007. Clin. Cancer Res. 13:2151-57; Thompson RH et al.
2004. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101:17174-79; Wu C, Zhu Y, Jiang J, Zhao J, Zhang
XG, Xu N. 2006. Acta Histochem. 108:19-24). Ngoai ra, sy biéu hién cta thu thé nay
d6i voi PD-L1, protein chét té bao theo chuong trinh 1 (Programmed cell death protein
1) (con duge biét dén nhu 1a PD-1 va CD279) dugc diéu tiét ting & cic t€ bao bach
huyét tham nhép khéi u, va diéu nay ciing gop phan trc ché mién dich khéi u (Blank C
et al. 2003. J. Immunol. 171:4574-81). Quan trong nhét 13, cic nghién ctru lién quan
dén su biéu hién PD-L1 & khéi u dén két cuc bénh chi ra ring su biéu hién PD-L1 ¢
lién quan chat ché vdi tién lugng bénh khong tdt & bénh ung thu thén, buéng tring,
bang quang, vu, da day, va tuy (Hamanishi J et al. 2007. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
104:3360—65; Inman BA et al. 2007. Cancer 109:1499-505; Konishi J et al. 2004.
Clin. Cancer Res. 10:5094-100; Nakanishi J et al 2007. Cancer Immunol.
Immunother. 56:1173—82; Nomi T et al. 2007. Clin. Cancer Res. 13:2151-57,
Thompson RH et al. 2004. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101:17174-79; Wu C, Zhu Y,
Jiang J, Zhao J, Zhang XG, Xu N. 2006. Acta Histochem. 108:19-24). Ngoai ra, cac
nghién ctru nay goiy réng murc biéu hién PD-L1 cao hon & khéi u c6 thé tao diéu kién

thudn loi cho khoi u tién trién va sy xdm lan sau hon vao cac cau tric mo.

Con duong PD-1 cling co thé dong vai tro trong cac khéi u 4c tinh huyét hoc.
PD-L1 dugc biéu hién & nhiéu té bao u tuy nhung khéng dugc biéu hién & trong bao
binh thuong (Liu J et al. 2007. Blood 110:296-304). PD-L1 dugc biéu hién & mot sd u
bach huyét té bao T nguyén phat, dic biét 1a u lympho té bao T 16n tu ghép (Brown JA
et al., 2003. J. Immunol. 170:1257-66). PD-1 dugc biéu hién & mirc cao ¢ cac té bao T
ctia u lympho nguyén bao mién dich-mach méu, va PD-L1 duoc bidu hién & mang té
bao tua dang nang c6 lién quan (Dorfman DM et al. 2006. Am. J. Surg. Pathol.
30:802-10). G u lympho Hodgkin chiém uu thé té bao lympho dang nbt san, té bao T
lién két v6i té bao lympho hoic mé bao (L&H) biéu hién PD-1. Phan tich vi méng
bang céach sir dung sd liéu clia cc gen dugc gay ra bdi véc nbi PD-1 goi ¥ rang té bao

T gin két khdi u dap tmg vdi cac tin hiéu PD-1 in situ & u lympho Hodgkin (Chemnitz

-3



36534

IM et al. 2007. Blood 110:3226-33). PD-1 va PD-L1 duoc biéu hién & céc té bao CD4
T & bénh bach cdu va u lympho té bao T & ngudi truéng thanh qua trung gian HTLV-1
(Shimauchi T ef al. 2007. Int. J. Cancer 121: 2585-90). Céc té bao khbi u nay dap tmg
thap d6i véi cac tin hiéu TCR.

Céc nghién cru trén cac mo hinh dong vat chimg to rang PD-L1 & céc khdi u te
ché sy hoat hoa té bao T va phan giai té bao khéi u va trong mot sd truong hop dan
dén su chét té bao T dic hiéu khdi u gia ting (Dong H et al. 2002. Nat. Med.8:793—
800; Hirano F et al. 2005. Cancer Res.65:1089-96). APC c6 lién quan khdi u ciing c6
thé st dung con dudng PD-1:PD-L dé kiém soat dap tmg té bao T chéng khéi u. Su
biéu hién PD-L1 & quan thé DC thudc tiy c6 lién quan dén khéi u duge diéu tiét tang
béi cac yéu td moi truong khdi u (Curiel TJ er al. 2003. Nat. Med. 9:562-67). Té bao
tua co trong twong bao (Plasmacytoid dendritic cell - DC) & céc hach bach huyét dan
luu khéi u cta u hic t5 B16 biéu hién IDO, ma né hoat h6a manh hoat tinh trc ché ciia
té bao T didu tiét. Hoat tinh tre ché cua té bao T didu tiét dwoc xir Iy IDO doi hai té bao
tiép xtic voi cac DC biéu hién IDO (Sharma MD et al. 2007. J. Clin. Invest. 117:2570-
82).

Vi vay, can c6 cac phuong phap diéu tri hiru hiéu d6i v6i cac bénh c6 lién quan
dén PD-L1, nhu bénh ldy nhiém, chiang han nhu bénh 1y nhiém ndi bao man tinh,
chdng han, bénh nhifm virus, chdng han, bénh nhiém virus viém gan, hoic bénh nhiém
khuan, ching han, bénh nhiém khudn lao; va bénh ung thu, chdang han, bénh ung thu

gan, chdng han, caxinom té bao gan.
Ban chét ky thuit ciia sing ché

Sang ché dé xuit cac ché pham ARNi ma tic dong dén su phan cat qua trung
gian phirc bit hoat cam ung bang ARN (RNA-induced silencing complex - RISC) cia
c4c san phim phién ma ARN cia gen PD-L1. Gen PD-L1 ¢6 thé nam trong té bao,
chéng han, t€ bao bén trong dbi tugng, nhu ngudi.

Vi vay, theo mot khia canh, sdng ché dé xuét tac nhan axit ribonucleic soi kép
(ARNI) dé tc ché su biéu hién cia phdi tir 1 gay chét t& bao theo chwong trinh 1 (PD-
L1), trong d6 ARNi nay bao gdbm mdt s¢i c6 nghia va mot soi d6i nghia, trong d6 sgi c6

nghia bao gdm it nhat 15 nucleotit lién k& khac nhau boi khéng nhiéu hon 3 nucleotit tir
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trinh tu nucleotit SEQ ID NO:1 va soi dbi nghia bao gbém it nhat 15 nucleotit lién ké
khac nhau béi khong nhiéu hon 3 nucleotit tir trinh tu nucleotit SEQ ID NO:2.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, cac soi c6 nghia va soi d6i nghia chua cac trinh
tu dwgc chon tir trinh tu bit ky trong s6 cac trinh tu trong bang 3. Theo c4c phurong 4n
khac, cac soi c6 nghia va soi dbi nghia chira cac trinh tur duge chon tir trinh tur bét ky

trong sb cac trinh tu trong bang 5.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuét tac nhan axit ribonucleic soi kép (ARN soi
kép) dé rc ché su biéu hién cua phdi tir 1 gay chét té bao theo chwong trinh 1 (PD-L1),
trong d6 ARNi bao gdm mét soi c¢6 nghia va mot soi d6i nghia, soi dbi nghia bao gdbm
ving bd trg ma bao gdm it nhit 15 nucleotit lién ké khac nhau béi khong nhiéu hon 3
nucleotit tir trinh tu d6i nghia bat ky duoc liét ké trong bang 3. Theo c4c phwrong 4n
nhét dinh, cac soi co nghia va soi dbi nghia chira cac trinh tu dugc chon tir trinh tu bét

ky trong sb cac trinh ty trong bang. 5

Theo cac phuong an nhat dinh, ARNi bao gom it nhat modt nucleotit cai bién.
Theo mot sO phuong an, vé co ban tat ca cac nucleotit ciia sgi c6 nghia va tat ca cac
nucleotit ciia sgi doi nghia bao gom cai bién. Theo mot s6 phuong an, tat ca cac

nucleotit ctia sgi ¢6 nghia va tat ca cac nucleotit cia soi doi nghia bao gom cai bién.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuit tac nhan axit ribonucleic soi kép (ARNI)
dé trc ché sy biéu hién ctia phéi tir 1 gdy chét té bao theo chwong trinh 1 (PD-L1), trong
d6 tac nhan ARNI nay bao gdm soi c6 nghia va soi ddi nghia, trong d6 soi c6 nghia bao
gbm it nhat 15 nucleotit lién ké khac nhau béi khong nhiéu hon 3 nucleotit tir nucleotit
bat ky trong sb 3221-3243, 351-372, 618-641, 618-639, 619-640, 620-641, 1093-1115,
1093-1114, 1094-1115, 1167-1188, 1293-1314, 1518-1539, 2103-2124, 2220-2261,
2220-2241, 2240-2261, 2648-2680, 2648-2669, 2658-2679, 2659-2680, 3143-3164,
3198-3219, 3221-3242, hoac 3222-3243 cua trinh tu nucleotit SEQ ID NO:1 va so¢i dbi
nghia bao gdm it nhit 15 nucleotit lién ké khac nhau bai khong nhidu hon 3 nucleotit tir
phan bb trg cia trinh tu nucleotit SEQ ID NO:2, va trong d6 tac nhan ARNi bao gbm it

nhat mot nucleotit cai bién.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé xuat tdc nhan axit ribonucleic soi kép

(ARNI) dé trc ché su biéu hién ctia phdi tir 1 gay chét té bao theo chwong trinh 1 (PD-
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L1), trong d6 tac nhan ARNi nay bao gdm mdt sgi c6 nghia va mot sgi d6i nghia, soi
d6i nghia bao gdm ving bo trg ma bao gdm it nhét 15 nucleotit lién ké khac nhau boi
khong nhidu hon 3 nucleotit tir trinh tu d6i nghia bét ky trong soi kép bét ky trong sb
cac sgi kép sau AD-67635, AD-67637, AD-67658, AD-67632, AD-67629, AD-67631,
AD-67633, AD-67643, AD-67653, AD-67640, AD-67650, AD-67676, AD-67661, AD-
67667, AD-67655, AD-67672, AD-67659, AD-67673, AD-67664, AD-67662, AD-
67660, AD-67656, AD-67628, AD-67647, AD-67626, hoac AD-67645.

Theo mot phuong an, cac sgi c¢6 nghia va dbi nghia bao gém cac trinh tu
nucleotit dugc chon tir nhém gdm trinh ty nucleotit bat ky trong céc sgi kép bat ky
trong sb cac soi kép AD-67635, AD-67637, AD-67658, AD-67632, AD-67629, AD-
67631, AD-67633, AD-67643, AD-67653, AD-67640, AD-67650, AD-67676, AD-
67661, AD-67667, AD-67655, AD-67672, AD-67659, AD-67673, AD-67664, AD-
67662, AD-67660, AD-67656, AD-67628, AD-67647, AD-67626, hodc AD-67645.

Theo mot khia canh, sang ché @& xuit tac nhan ARNi soi kép dé uc ché su biéu
hién cta phdi tir 1 gy chét t& bao theo chuwong trinh 1 (PD-L1), trong d6 tic nhan
ARNI s¢i kép nay bao g@)m mot sgi ¢6 nghia va mot sgi dbi nghia tao thanh viung sg¢i
kép, trong do6 sgi c6 nghia bao gbm it nhit 15 nucleotit lién k& khac nhau boi khong
nhiéu hon 3 nucleotit tir trinh tu nucleotit SEQ ID NO:1 va s¢i di nghia bao goém it
nhit 15 nucleotit lién k& khac nhau béi khong nhiéu hon 3 nucleotit tir trinh tw nucleotit
SEQ ID NO:2, trong do vé co ban tit ca cac nucleotit cua sgi c6 nghia va vé co ban tat
c4 cac nucleotit cta sgi dbi nghia 13 cac nucleotit cai bién, va trong d6 soi c6 nghia

duoc tiép hop v6i mot phdi tir duge gan & dau tan cling 3'.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuét tac nhan ARNI sgi kép dé tic ché su biéu
hién cua PD-L1, tic nhan nay bao gdm mét sgi c6 nghia va mot soi d6i nghia tao thanh
ving soi kép, trong d6 soi c6 nghia bao gdm it nhat 15 nucleotit lién ké khac nhau béi
khong nhiéu hon 3 nucleotit tir cac nucleotit 3221-3243, 351-372, 618-641, 618-639,
619-640, 620-641, 1093-1115, 1093-1114, 1094-1115, 1167-1188, 1293-1314, 1518-
1539, 2103-2124, 2220-2261, 2220-2241, 2240-2261, 2648-2680, 2648-2669, 2658-
2679, 2659-2680, 3143-3164, 3198-3219,3221-3242, hodc 3222-3243 cua trinh ty
nucleotit SEQ ID NO:1 va s¢i déi nghia bao gdm it nhét 15 nucleotit lién ké khac nhau
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boi khong nhidu hon 3 nucleotit tir phan bo tro twong ng ca trinh ty nucleotit SEQ ID
NO:2 sao cho soi d6i nghia bd trg cho it nhat 15 nucleotit lién ké khac nhau bsi khong

nhiéu hon 3 nucleotit trong sgi c6 nghia.

Theo c4c phuong 4n nhét dinh, s¢i c6 nghia bao gbm it nhat 15 nucleotit lién ké
khéc nhau béi khong nhiéu hon 3 nucleotit tir cac nucleotit 3221-3243, 351-372, 1093-
1115, 1093-1114, 1094-1115, 1167-1188, 1293-1314, 1518-1539, 2103-2124, 2220-
2261, 2220-2241, 2240-2261, 2648-2680, 2648-2669, 2658-2679, 2659-2680, 3143-
3164, 3198-3219, 3221-3242, hodc 3222-3243 cua trinh ty nucleotit SEQ ID NO:1 va
sgi dbi nghia bao gdm it nhit 15 nucleotit lién k& khac nhau béi khong nhiéu hon 3
nucleotit tir ph?m bd tro twong g cua trinh ty nucleotit SEQ ID NO:2 sao cho soi dbi
nghia bd trg cho it nhit 15 nucleotit lién ké khac nhau béi khong nhiéu hon 3 nucleotit

trong soi c6 nghia.

Theo cac phwong 4n nhét dinh, s¢i c6 nghia bao gbm it nhét 15 nucleotit lién ké
khac nhau béi khong nhiéu hon 3 nucleotit tir cidc nucleotit 3221-3243, 1093-1115,
1093-1114, 1094-1115, 3221-3242, hoac 3222-3243 cua trinh ty nucleotit SEQ ID
NO:1 va soi d6i nghia bao gdm it nhat 15 nucleotit lién k& khac nhau boi khong nhiéu
hon 3 nucleotit tir phan bo tro tuwong wng ciia trinh tr nucleotit SEQ ID NO:2 sao cho
sgi d6i nghia b tro cho it nhit 15 nucleotit lién ké khac nhau boi khong nhiéu hon 3

nucleotit trong s¢i c6 nghia.

Theo mot khia canh khéc, sang ché dé xuét tic nhan axit ribonucleic soi kép
(ARNi) d& trc ché sy bidu hién ciia phdi tir 1 gdy chét té bao theo chuong trinh 1 (PD-
L1), trong d6 tac nhan ARNi sgi kép bao g0m mdt s¢i c6 nghia va mot sgi d6i nghia tao
thanh vung soi kép, trong d6 soi c6 nghia bao gbm it nhat 15 nucleotit lién ké khac
nhau béi khong nhidu hon 3 nucleotit tir nucleotit bt ky trong s cac nucleotit 3221-
3243, 351-372, 618-641, 618-639, 619-640, 620-641, 1093-1115, 1093-1114, 1094-
1115, 1167-1188, 1293-1314, 1518-1539, 2103-2124, 2220-2261, 2220-2241, 2240-
2261, 2648-2680, 2648-2669, 2658-2679, 2659-2680, 3143-3164, 3198-3219, 3221-
3242, hoac 3222-3243 cua trinh tu nucleotit SEQ ID NO:1 va soi ddi nghia da néu bao
odm it nhat 15 nucleotit lién k& khac nhau boi khong nhiéu hon 3 nucleotit tir phan bd

trg cda trinh tu nucleotit SEQ ID NO:2, trong do vé co ban tt ca cac nucleotit cta soi
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c6 nghia da néu va vé co ban tat ca cac nucleotit ctia s¢i doi nghia da néu bao gom cac
cai bién nucleotit, va trong d6 soi c6 nghia dugc ti€p hgp v6i mét phoi tir duoc gan &

dau tan cling 3'.

Theo cac phuong an nhét dinh, vé co ban tat cd cic nucleotit cla soi c6 nghia
hodc vé co ban tat ca cac nucleotit ctia soi doi nghia la cac nucleotit cai bién, hoac vé
co ban tat ca cac nucleotit cua ca hai s¢i duoc cai bién; va trong do sgi c6 nghia duoc

tiép hop v6i mot phéi tir duoc gin & dau tan cing 3'.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuét tac nhan ARNi soi kép dé e ché su biéu
hién ciia PD-L1, ma né bao gdm mdt sgi c6 nghia va mot sgi d6i nghia tao thanh ving
soi kép, trong do6 sgi c6 nghia bao gbm it nhit 15 nucleotit lién ké tir cac nucleotit
3221-3243, 351-372, 618-641, 618-639, 619-640, 620-641, 1093-1115, 1093-1114,
1094-1115, 1167-1188, 1293-1314, 1518-1539, 2103-2124, 2220-2261, 2220-2241,
2240-2261, 2648-2680, 2648-2669, 2658-2679, 2659-2680, 3143-3164, 3198-3219,
3221-3242, hodc 3222-3243 cua trinh tu nucleotit SEQ ID NO:1 va soi dbi nghia bao
gdm it nhit 15 nucleotit lién ké tir phan b trg twong ung clia trinh trr nucleotit SEQ ID

NO:2 sao cho soi d6i nghia b trg cho it nhat 15 nucleotit lién ké trong soi c6 nghia.

Theo cac phuong an nhét dinh, tac nhan nay bao gém mot soi c6 nghia va mot
so1 dbi nghia tao thanh vung soi kép, trong d6 soi c6 nghia bao gém it nhét 15 nucleotit
1ién ké tir cac nucleotit 3221-3243, 351-372, 1093-1115, 1093-1114, 1094-1115, 1167-
1188, 1293-1314, 1518-1539, 2103-2124, 2220-2261, 2220-2241, 2240-2261, 2648-
2680, 2648-2669, 2658-2679, 2659-2680, 3143-3164, 3198-3219, 3221-3242, hodc
3222-3243 cia trinh tu nucleotit SEQ ID NO:1 va soi dbi nghia bao gém it nhét 15
nucleotit lién ké tir phan bd tro twong tng cla trinh ty nucleotit SEQ ID NO:2 sao cho

soi d6i nghia bd tro cho it nhat 15 nucleotit lién ké trong soi c6 nghia.

Theo cac phwong an nhat dinh, cic tac nhan nay bao gbm mot sgi c6 nghia va
mot sgi ddi nghia tao thanh ving soi kép, trong d6 s¢i c6 nghia bao gdm it nhét 15
nucleotit 1ién k& tir cac nucleotit 3222-3243 1093-1115, 1093-1114, 1094-1115, 3221-
3243, hodc 3221-3242, cua trinh tw nucleotit SEQ ID NO:1 va sgi d6i nghia bao gom it
nhat 15 nucleotit 1ién ké tir phan bo trg twong tng cia trinh tw nucleotit SEQ ID NO:2

sao cho soi dbi nghia bd tro cho it nhét 15 nucleotit lién ké trong sg¢i ¢6 nghia. Theo cac
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phuong an nhét dinh, v& co ban tt ca cac nucleotit ciia sgi c6 nghia la cac nucleotit cai
bién. Theo cac phuong 4n nhét dinh, vé co ban tht ca cac nucleotit cia soi dbi nghia la
céc nucleotit cai bién. Theo cac phuong an nhat dinh, vé co ban tat ca cac nucleotit ciia
c4 hai soi dugc cai bién. Theo cic phuong an dugc wu tién, soi c6 nghia duge tiép hop

v&i mot phoi tr duge gén ¢ dau tdn cung 3'.

Theo cac phuong an nhét dinh, soi c6 nghia va soi d6i nghia chira ving b tro
bao gdm it nhit 15 nucleotit lién k& khac nhau b&i khong nhiéu hon 3 nucleotit tir trinh
tur d6i nghia bat ky dugc liét ké trong bang bét ky trong sb cac bang 3 va 5. Vi du, theo
phuong an nhét dinh, soi ¢6 nghia va soi dbi nghia chira ving bd trg bao gém it nhat 15
nucleotit lién k& khac nhau boi khong nhiéu hon 3 nucleotit tir trinh tw d6i nghia bét ky
thudc cac soi kép AD-67635, AD-67637, AD-67658, AD-67632, AD-67629, AD-
67631, AD-67633, AD-67643, AD-67653, AD-67640, AD-67650, AD-67676, AD-
67661, AD-67667, AD-67655, AD-67672, AD-67659, AD-67673, AD-67664, AD-
67662, AD-67660, AD-67656, AD-67628, AD-67647, AD-67626, hoac AD-67645.
Theo c4c phuong 4n nhat dinh, sgi c6 nghia va sgi dbi nghia chira ving bb trg bao gdm
it nhat 15 nucleotit lién ké thudc trinh tu dbi nghia bat ky trong s6 cac trinh tu d6i nghia

thudc céc soi kép néu trén.

Theo mot s6 phuong an, tit ca cac nucleotit cuia sgi c6 nghia va tat ca cac
nucleotit cta soi ddi nghia bao gdm cai bién. Theo mot phuong an, it nhit mot trong sd
c4c nucleotit cai bién duge chon tir nhom bao gdm deoxy-nucleotit, nucleotit deoxy-
thymin (dT) & dAu tan cing 3°, nucleotit cai bién 2'-O-metyl, nucleotit cai bién 2'-flo,
nucleotit cai bién 2'-deoxy, nucleotit dang khoa, nucleotit dang khong khoa, nucleotit
giéi han mot cach thich Gmg, etyl nucleotit khong ty nhién, nucleotit mat mot bazo,
nucleotit cai bién 2’-amino, nucleotit cai bién 2°-O-allyl, nucleotit cai bién 2’-C-alkyl,
nucleotit cai bién 2’-hydroxly, nucleotit cai bién 2’-metoxyetyl, nucleotit cai bién 2°-O-
alkyl, morpholino nucleotit, phosphoramidat, nucleotit chira bazo khong tu nhién,
nucleotit cai bién tetrahydropyran, nucleotit cai bién 1,5-anhydrohexitol, nucleotit cai
bién xyclohexenyl, nucleotit chita nhém phosphorothioat, nucleotit chira nhém
metylphosphonat, nucleotit chira 5°-phosphat, va nucleotit chita hom gia 5’-phosphat.
Theo mot phuong an khéc, cac nucleotit cai bién chira mét trinh tw ngén cla cac

nucleotit deoxy-thymin (dT) dau tan cting 3°.
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Theo cac phuong an nhat dinh, vé co ban tat ca cic nucleotit cua sgi ¢6 nghia
duogc cai bién. Theo cac phuong an nhat dinh, vé co ban tat ca cac nucleotit cua sgi doi
nghia dugc cai bién. Theo cac phuong an nhat dinh, vé co ban tat ca cac nucleotit cua

ca hai sgi ¢6 nghia va sgi doi nghia dugc cai bién.

Theo cac phuong 4n nhat dinh, soi kép bao gdbm mot soi dbi nghia dugc cai bién
dugc dua ra trong bang 5. Theo cac phuong an nhat dinh, soi kép bao gdbm mot soi c6
nghia dugc cai bién dugce dua ra trong bang 5. Theo céc phuong én nhat dinh, soi kép

bao gdm mot soi kép duge cai bién duge dua ra trong bang 5.

Theo c4c phuong 4n nhit dinh, ving b tro giita soi ddi nghia va soi dich ¢
chiéu dai it nhat 1a 17 nucleotit. Vi du, vung bd tro gitta soi dbi nghia va sgi dich co
chidu dai tr 19 dén 21 nucleotit, vi du, ving b trg ¢6 chiéu dai 21 nucleotit. Theo cac
phuong an duge wu tién, mdi soi c6 chiéu dai khong nhiéu hon 30 nucleotit.

Theo mét sd phuong an, it nhat mét soi chtra phén nhd ra & dau 3’ gém it nhat 1
nucleotit, chc';ng han, it nhat mot soi chira phén nho ra & dau 3’ gém it nhét 2 nucleotit.

Theo nhiéu phuong 4n, tic nhan ARNi con bao gdm phéi tir. Phéi tir ¢6 thé duoc
tiép hop v6i dau 3° cua soi ¢6 nghia ciia tic nhan ARNi. Phéi tir ¢6 thé 13 dan xuat N-
axetylgalactosamin (GalNAc) bao gb6m, nhung khong gi6i han &

0 H H
HO O\/\/\IrN\/\/N 0
AcHN O \EV
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HO \WW
AcHN O \W(\/O
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Vi du v& tac nhan ARNi dugc tiép hop v6i phdi tir nhu duge chi ra trong so o

sau:



| OH
!
il
Ho (OH
%6 H H 0
HO No~_N_O
AcHN \/\/\g
OH
HO ou 1
o N N o N
HOAc:HN \/\/E A g/\/ o) 0

va, trong d6 X 1a O hoac S. Theo mdt phuong 4n, X 1a O.
Theo c4c phuong an nhét dinh, phéi tir c6 thé 1a gbc cholesterol.

Theo céc phuong an nhét dinh, vung bd tro chira mot trong s6 céac trinh tu déi
nghia trong bang bét ky trong s6 bang 3 va bang 5. Theo mdt phuong an khac, ving b
trg chi chira mot trong sb cac trinh tw dbi nghia trong bang bét ky trong s6 bang 3 va

bang 5.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé xuat tic nhan ARNi sgi kép c6 kha nang
{rc ché su biéu hién cta PD-L1, trong do tac nhan ARNI sg¢i kép chira soi c6 nghia bo
tro cho soi dbi nghia, trong d6 soi dbi nghia bao gdbm ving bd trg cho phin ARNm ma
héa PD-L1, trong d6 mdi soi ¢6 chiéu dai khoang 14 dén 30 nucleotit, trong d6 tAc nhan

ARNI soi kép duge biéu thi bsi cong thire (I11):

c6 nghia: 5'np -Na (X X X) i-Np -Y Y Y -Np -(Z Z Z)j -Na - ngq 3'

d6i nghia: 3" np'-No-(X'X'X)N-Np'-Y'Y'Y'-Ny'-(Z'Z'Z')-Na'- ng' 5  (III)

trong do: 1, j, k, va 1 doc 1ap v6i nhau bang 0 hodc 1; p, p’, g, va q' ddc 1ap v6i nhau
bang 0-6; mdi Na va N,' doc 1ap 1a trinh tu oligonucleotit bao gdm 0-25 nucleotit cai
bién hodc khong duge cai bién hoic t6 hop cua chiing, mdi trinh tw bao gbm it nhét hai
nucleotit cai bién khac nhau; mdi Ny va Ny’ doc 1ap 1a trinh tu oligonucleotit chira 0-10
nucleotit cai bién hoac khong dugc cai bién hoic to hop cta ching; mdi np, np', ng, va
ng', cO thé c6 mat hoidc khong c6 mat, doc lap 1a nucleotit nho ra; mdi XXX, YYY,

777, X'XX', Y'Y'Y', va Z'Z'Z' doc lap 1a mot motif gdm ba cai bién gidng nhau trén
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ba nucleotit lién k&; cac cai bién & Ny khac v6i cai bién & Y va cai bién & Ny’ khéc véi
cai bién & Y'; va trong dé soi c6 nghia dugc tiép hop véi it nhat mot phdi tir.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, i bang 0; j bang 0; i bang 1; j bang 1; ca i va j
bang 0; hodc caivaj bang 1. Theo mdt phwong 4n khac, k béng 0; I bang 0; k bang 1;1
bang 1; ca k va 1 bang 0; hodc ca k val bang 1. Theo mdt phurong an khac, XXX bb tro
cho X'X'X', YYY bb tro cho Y'Y'Y’, va ZZZ b trg cho Z'Z'Z'. Theo mot phwong 4n
khac, motif YYY xuét hién & hodc & gén vi tri phan cat ciia soi c¢6 nghia. Theo mot
phuong an khéc, motif Y'Y'Y’ xuét hién & cac vi tri 11, 12 va 13 cta soi déi nghia tir

d4u 5'. Theo mot phuong 4n, Y' 1 2'-O-metyl.
Vi du, cong thie (IIT) ¢6 thé duge biéu thi béi cong thirc (I1a):
c6 nghia: 5'1p-Na-Y Y Y -Na-ng 3'
dbinghia:  3'ny-Ng- Y'Y'Y'- Na-ng 5' (IIla).
Theo mot phuong an khac, cong thire (III) duoc biéu thi boi cong thire (I1Ib):
c6 nghia: 5'np -Na-YYY-Np-ZZZ -Na-1nq3'
d6i nghia:  3'ny-Na- Y'Y'Y'-Ny-Z'Z'Z'- Na- ng 5' (I1Ib)

trong d6 mdi Ny va Ny' doc 1ap 1a trinh tu oligonucleotit chira 1-5 nucleotit cai

bién.
Theo cach khac, cong thire (III) ¢6 thé dwoc biéu thi boi cong thic (111c):
c6 nghia: 5'np -Ng—X X X-Np-YYY-Na-ng3
dbinghia:  3' ny-Na- X'X'X'-Np- Y'Y'Y'- No- ng 5' (Ilc)
trong d6 mdi Ny va Ny’ doc 14p 1a trinh tu oligonucleotit chira 1-5 nucleotit cai
bién.

Hon nita, cong thirc (III) c6 thé dugc biéu thi bai cong thirc (I11d):
c6 nghia: 5'np -Ng X X X-Np-YYY-Np-ZZZ-Na-nq3'
d6i nghia: 3' npy-Na- X'X'X'- Np-Y'Y'Y'-Np-Z'Z'Z'-Ny-nq 5' (IIId)

trong do mdi Ny va Ny’ doc 14ap 1a trinh tu oligonucleotit chira 1-5 nucleotit cai

bién va mdi N, va N, doc 14p 1 trinh tu oligonucleotit chira 2-10 nucleotit cai bién.
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Theo phwong 4n nhat dinh, ving s¢i kép c6 chiéu dai 15-30 cdp nucleotit. Vi du,
ving soi kép c6 thé ¢ chidu dai 17-23 cip nucleotit. Vung soi kép 6 thé c6 chitu dai
17-25 cap nucleotit. Vung soi kép co thé c6 chiéu dai 23-27 cdp nucleotit. Vung sgi kép
c6 thé c6 chiéu dai 19-21 cip nucleotit. Vung s¢i kép c6 thé c6 chiéu dai 21-23 cap
nucleotit.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, mdi soi ¢6 15-30 nucleotit. Theo cac phwong an
khac, mdi soi ¢6 19-30 nucleotit.

Céc cai bién trén nucleotit c6 thé duoc lya chon tir nhém bao gdm, nhung khong
gi¢i han &, LNA, HNA, CeNA, 2'-metoxyetyl, 2'-O-alkyl, 2'-O-allyl, 2'-C- allyl, 2'-flo,
2'-deoxy, 2°-hydroxyl, va td hop ciia ching. Theo mdt phuong an khéc, cac cai bién
trén cac nucleotit 12 cac cai bién 2'-O-metyl or 2'-flo.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, phéi tir 1a mot hogc nhidu chat dan xut GalNAc
duoc gin qua doan lién két héa tri mot hodc doan lién két mach nhénh hoéa tri hai hoac
hoa tri ba. Theo mdt phurong an, phéi tir 14

O 1
Ao oK ogu
AcHN \“(\/ (0] |

o} 0

ho OH

ey

HO o\/\/\“/N/\/\N o)
AcHN o M H

Phoi tir ¢6 thé dugce gan vai dau 3’ cda soi ¢ nghia.

Vi du vé cdu triic gdm tac nhan ARNi dugc tiép hop voi phdi tir dugc thé hién

trong so do sau:
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Theo cac phwong 4n nhét dinh, phéi tir c6 thé 1a gbc cholesterol.

Theo c4c phwong an nhat dinh, tdc nhan ARNi con bao gOm it nhat lién két lién
nucleotit phosphorothioat hoac metylphosphonat. Vi du, lién két lién nucleotit
phosphorothioat hodc metylphosphonat c6 thé & dau tan cing 3’ ctia mot s¢i, nghia la,
sgi c6 nghia hodc soi dbi nghia; hodc ¢ cac dau cua ca hai soi, soi c6 nghia va sgi dbi

nghia.

Theo cac phuong an nhét dinh, lién két lién nucleotit phosphorothioat hogc
metylphosphonat & diu tan ciing 5° ctia mot soi, nghia la, soi c6 nghia hodc soi dbi
nghia; hodc & céc dau ctia ca hai soi, sgi c6 nghia va soi dbi nghia.

Theo c4c phuong an nhit dinh, lién két lién nucleotit phosphorothioat hogc
metylphosphonat ndm & ca ddu tin cing 5’ va 3’ clia mot s¢i, nghia la, s¢i c6 nghia

hoic soi doi nghia; hodc ¢ cac dau cla ca hai soi, sgi c6 nghia va s¢i doi nghia.

Theo c4c phuong an nhat dinh, cdp bazo ¢ vi tri 1 cia dau 5’ cia soi d6i nghia

thudc sgi kép 1a cap bazo AU.

Theo céc phuong an nhit dinh, nucleotit Y chtra cai bién 2'-flo. Theo mot
phuong an khéc, nucleotit Y' chira cai bién 2'-O-metyl. Theo mdt phuong an khac,
p">0. Theo mét sé phwong 4n, p'=2. Theo mot sd phuong 4n, q’=0, p=0, g=0, va céc
nucleotit nho ra p’ bd tro cho ARN tt dich. Theo mt s6 phuong 4n, q’=0, p=0, q=0, va
céc nucleotit nhé ra p’ khong bd trg cho ARNm dich.

Theo cac phuong an nhét dinh, sgi c6 nghia c6 téng s6 21 nucleotit va soi dbi

nghia c6 tong s 23 nucleotit.
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Theo céc phuong 4n nhét dinh, it nhit mét ny’ dugc lién két véi nucleotit lién ké
nho lién két phosphorothioat. Theo cac phuong an khac, tat ca n,’ dugc lién két voi

nucleotit lién k& nhd cac lién két phosphorothioat.

Theo céc phuong 4n nhét dinh, tac nhan ARNi dugc chon tir nhém gdm tac nhan
ARNi duoc liét ké trong bang bat ky trong s6 cac bang 3 va 5. Theo cac phuong an nhét
dinh, tit ca cac nucleotit ciia sgi c6 nghia va tAt ca cac nucleotit cia soi d6i nghia bao
gbm cai bién.

Theo mot khia canh, sang ché d& xuét tac nhan ARNI soi kép c6 kha nang Grc ché
su biéu hién ctia PD-L1 & té bao, trong do6 tac nhan ARNi s¢i kép nay bao g6m mét soi
¢6 nghia bb trg cho s¢i d6i nghia, trong d6 s¢i d6i nghia bao gdm ving b trg cho phan
ARNm mi héa PD-L1, trong d6 mdi soi c6 chidu dai khoang 14 dén 30 nucleotit, trong
do tac nhan ARNi soi kép duge biéu thi bdi cong thire (I11):

c6 nghia: 5'np -Na (X X X)iNo-YYY -Np -(Z Z Z)j -Na - ng 3'

d6inghia: 3" ny-No- (XXX )-Np-Y'Y'Y'-No'-(Z'Z'Z")-Na'- ng' 5' (I1I)

trong do i, j, k, va 1 doc 1ap voi nhau béng 0 hodc 1; p, p’, q, va q' doc 1ap voi
nhau bang 0-6; mdi N, va No' doc 14p 1a trinh tu oligonucleotit bao gdm 0-25 nucleotit
cai bién hoic khong duge cai bién hofc t6 hop cua ching, mdi trinh ty bao gom it nhat
hai nucleotit cai bién khac nhau; mdi Ny va Ny' doc 1ap 1a trinh tu oligonucleotit chira 0-
10 nucleotit cai bién hodc khong dugc cai bién hodc td hop ciia chiing; mdi np, ny', ng,
va ng', c6 thé c6 mat hodc khong c6 mat doc 1ap 1a nucleotit nho ra; mdi XXX, YYY,
777, X'X'X', Y'Y'Y', va Z'Z'7' doc 1ap 1a mot motif gdm ba céi bién gidng nhau trén
ba nucleotit lién k&, va trong d6 cac cai bién nay 1a céc cai bién 2’-O-metyl hoic 2'-flo;
céc cai bién & Ny khac v6i cai bién & Y va cai bién & Ny’ khac véi cai bién & Y'; va
trong do sgi c6 nghia dugc tiép hop véi it nhit mot phéi i,

Theo mot khia canh, sang ché dé xuit tac nhan ARNi soi kép c6 kha nang rc ché
su biéu hién ctia PD-L1 ¢ té bao, trong d6 tic nhan ARNI sg¢i kép nay bao g@)m mot soi
c6 nghia bd tro cho sgi ddi nghia, trong d6 sgi ddi nghia bao gdm ving bd trg cho phan
ARNm mi héa PD-L1, trong d6 mdi s¢i c6 chidu dai khoang 14 dén 30 nucleotit, trong

do6 tac nhan ARNI soi kép dugce biéu thi boi cong thire (I1I):
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c6 nghia: 5'np -Na (X X X)i-No-Y YY -Np (Z Z Z)j -Na - nq 3'
dbinghia: 3" np'-Na'-(X'XXW-Np-Y'Y'Y'-No'-(Z'Z'Z")-Na'- ng' 5' (111
trong do: i, j, k, va 1 doc 1ap voi nhau bang 0 hodc 1; mdi np, ng, va ng', co thé c6

mat hodc khong c6 mat, doc 1ap 1a nucleotit nho ra;

p, q, va q' doc 1ap vé1 nhau b%mg 0-6; ny' >0 va it nhat mot np’ duge lién két véi
nucleotit 1ién k& nho lién két phosphorothioat; mdi Na va Na' doc 1ap 1a trinh tu
oligonucleotit bao gbém 0-25 nucleotit cai bién hoac khong duoc cai bién hodc td hop
cua chung, mdi trinh tu bao gém it nhat hai nucleotit cai bién khac nhau; mdi Np va Ny’
doc 1ap 1a trinh tu oligonucleotit chira 0-10 nucleotit cai bién hodc khong dugc cai bién
hodc td hop cta ching; mdi XXX, YYY, ZZZ, X'X'X', Y'Y'Y', va Z'Z'Z' doc 13p 1a
mdt motif gdm ba cai bién gidng nhau trén ba nucleotit lién k&, va trong do cac cai bién
nay 12 cac cai bién 2'-O-metyl hodc 2'-flo; cac cai bién & Ny khéc véi cai bién & Y va
c4i bién & N}’ khac véi cai bién & Y'; va trong d6 sgi c6 nghia dugc tiép hop voi it nhat
mot phdi tir.

Theo mdt khia canh, sang ché dé xuét tac nhan ARNi soi kép c6 kha ning trc ché
su biéu hién ciia PD-L1 & té bao, trong d6 tac nhan ARNi s¢i kép nay bao gbm mét soi
¢6 nghia b tro cho soi d6i nghia, trong d6 soi d6i nghia bao gdm ving b trg cho phan
ARNm mai hoa PD-L1, trong do6 mdi soi co chiéu dai khoang 14 dén 30 nucleotit, trong

d6 tac nhan ARNi soi kép duogc bidu thi béi cong thirc (11):

c6 nghia: 50 -Na-X X X)i-No-YYY -Np (Z Z Z)j -Na - nq 3'

dbinghia: 3" np-Na'-(X'X'X)-No-Y'Y'Y'-No'-(Z'Z'Z")-Nao"- ng' 5' (I1I)

trong d6 i, j, k, va 1l doc 1ap véi nhau béng 0 hodc 1; mdi np, ng, va ng’, ¢ thé co
mit hodc khong c6 mat, doc 14p 1a nucleotit nho ra; p, q, va q' doc 1ap v6i nhau bé'lng 0-
6; ny >0 va it nhit mot ny’ dwoc lién két v6i nucleotit lién ké nhd lién két
phosphorothioat; mdi Na va Na' doc 18p 12 trinh tur oligonucleotit bao gdm 0-25 nucleotit
cai bién hodc khéng duoc cai bién hoic t6 hop cua chiing, mdi trinh tu bao gbm it nhét
hai nucleotit céi bién khac nhau; mdi Ny va Ny’ doc 1ap 1a trinh ty oligonucleotit chira 0-
10 nucleotit cai bién hodc khong duge cai bién hodc td hop cua ching; mdi XXX,
YYY, 7277, X'X'X', Y'Y'Y', va Z'Z'Z' doc 1ap 1a mot motif gdbm ba cai bién giéng nhau

trén ba nucleotit lién ké, va trong d6 cac cai bién nay 1a cac cai bién 2'-O-metyl or 2'-
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flo; cac cai bien & Ny khac v§i cai bién ¢ Y va cai bién & Ny’ khac véi cai bien ¢ Y'; va
trong d6 sgi ¢6 nghia dugc tiép hop v6i it nhat mot phoi tir, trong d6 phdi tr 1a mot
hodc nhiéu chat din xuat GalNAc duoc gin qua doan lién két hoa tri mot hodc doan

lién két mach nhanh hoa tri hai hodc héa tri ba.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuét tac nhan ARNi sgi kép c6 kha nang e ché
su biéu hién ciia PD-L1 ¢ té bao, trong d6 tdc nhan ARNi soi kép nay bao gbm mot soi
¢6 nghia b trg cho soi d6i nghia, trong d6 s¢i ddi nghia bao gdm ving bd trg cho phan
ARNm ma hoa PD-L1, trong d6 mdi sgi ¢6 chiéu dai khoang 14 dén 30 nucleotit, trong
do tac nhan ARNi soi kép duge biéu thi boi cong thire (I11):

c6 nghia: 5np -Na -(X X X) i-Np -Y Y Y -No (Z Z Z); -Na - nq 3'

dbinghia: 3" ny-No-(XX'XNW-Np'-Y'Y'Y'-No'-(Z'Z'Z")-Na'- ng' 5' (III)

trong do i, j, k, va 1 doc lap véi nhau béng 0 hodc 1; mbi Np, Ng, Va Ng’, €O thé c6
mit hodc khong c6 mat, doc 1ap 1a nucleotit nhd ra; p, q, va q' doc 1ap véi nhau béng 0-
6; ny’ >0 va it nhit mot n, duoc lién két véi nucleotit lién k& nho lien két
phosphorothioat; mdi Na va N,' doc 14p 12 trinh tu oligonucleotit bao gbm 0-25 nucleotit
c&i bién hodc khong duoc cai bién hoic t6 hop cua chiing, mdi trinh tw bao gbm it nhat
hai nucleotit cai bién khac nhau; mdi Ny va Ny’ doc 14p 1a trinh tu oligonucleotit chtra 0-
10 nucleotit cai bién hodc khong duogc cai bién hoac tb hop cua chung; mdi XXX,
YYY,ZZ7, X'X'X', Y'Y'Y',va Z'Z'Z' doc lap 1a mot motif gém ba cai bién giéng nhau
trén ba nucleotit lién k&, va trong d6 cac cai bién nay l1a cac cai bién 2'-O-metyl hoidc 2'-
flo; cac cai bién & Ny khéc v6i cai bién & Y va cai bién & Ny’ khac vé6i cai bién & Y';
trong d6 soi co nghia bao gbm it nhat mot lién két phosphorothioat; va trong d6 sgi c6
nghia dugc tiép hop véi it nhét mot phéi tir, trong do6 phéi tir 1a mot hodc nhiéu chit din
xuit GalNAc dugc gén qua doan lién két hoa tri mot hodc doan lién két mach nhanh

hoa tri hai hoac hoa tri ba.

Theo mdt khia canh, sang ché dé xuét tic nhan ARNi s¢i kép c6 kha nang trc ché
su biéu hién cta PD-L1 & té bao, trong d6 tac nhan ARNI sg¢i kép nay bao gém mot soi
c¢6 nghia b6 trg cho soi d6i nghia, trong d6 soi d6i nghia bao gdm viing b trg cho phan
ARNm ma héa PD-L1, trong d6 mbi soi c6 chiéu dai khoang 14 dén 30 nucleotit, trong
d6 tac nhan ARNI sgi kép duoc biéu thi boi cong thire (I11):

-17-



36534

c6 nghia: 5' np-Na-YYY-Na-ng 3'
dbinghia:  3'nyN,- Y'Y'Y'-No-ng' 5' (Illa)

trong do mdi np, Ng, Va ng', cO thé c6 mat hoic khong c6 mat, doc 1ap 1a nucleotit
nho ra; p, q, va q' doc 1ap voi nhau bang 0-6; n,' >0 va it nhat mét n,’ duoc lién két vai
nucleotit 1ién k& nho lién két phosphorothioat; mdi Na va N,' doc 1ap 1a trinh tu
oligonucleotit bao gdbm 0-25 nucleotit cai bién hodc khong dugc cai bién hodc td hop
ctia chiing, mdi trinh ty bao gém it nhét hai nucleotit cai bién khac nhau; mdi YYY va
Y'Y'Y' doc 1ap 1a mot motif gém ba céi bién giéng nhau trén ba nucleotit lién k&, va
trong d6 cac cai bién nay 1a cac cai bién 2'-O-metyl or 2'-flo; trong d6 soi c6 nghia bao
gdm it nhit mot lién két phosphorothioat; va trong d6 sgi c6 nghia duge tiép hop voi it
nhit mdt phéi tir, trong d6 phéi tir 1a mot hodc nhidu chit din xuit GalNAc dugc gin

qua doan lién két hoa tri mot hodc doan lién két mach nhanh hoa tri hai hoic héa tri ba.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuét tac nhan ARN; soi kép dé \rc ché su biéu
hién ctua PD-L1, trong d6 tac nhan ARNi sg¢i kép nay bao gdm mét soi c6 nghia va mot
soi d6i nghia tao thanh viing soi kép, trong do6 s¢i c6 nghia bao gbm it nhit 15 nucleotit
lién k& khac nhau béi khong nhiéu hon 3 nucleotit tir trinh ty nucleotit SEQ ID NO:1 va
soi d6i nghia bao gdm it nhét 15 nucleotit lién ké khac nhau béi khong nhiéu hon 3
nucleotit tir trinh tu nucleotit SEQ ID NO:2, trong d6 vé co ban tit ca cac nucleotit cia
soi c6 nghia chira cai bién duoc chon tir cai bién 2’-O-metyl va cai bién 2°-flo trong d6
s0i ¢6 nghia chira hai lién két phosphorothioat & dau tan cung 5°, trong do vé co ban tat
ca cac nucleotit cua soi dbi nghia chira cai bién duogc chon tir cai bién 2’-O-metyl va cai
bién 2°-flo trong d6 soi dbi nghia chira hai lién két phosphorothioat & déu tan cung 5’
va hai lién két lién nucleotit phosphorothioat & déu tan cing 3°, va trong d6 soi c6 nghia
duoc tiép hop véi mot hodc nhiéu chit din xuét GalNAc duge gin qua doan lién két

hoéa tri mot hodc doan lién két phan nhanh hoa tri hai hodc hoa tri ba ¢ dau tan cung 3’.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé xuét tac nhan axit ribonucleic sgi kép
(ARNI) dé trc ché su biéu hién ciia PD-L1, trong d6 tdc nhan ARNi soi kép nay bao
g6m mot soi c6 nghia va mot soi déi nghia tao thanh vung sg¢i kép, trong d6 soi ¢
nghia bao gdm it nhat 15 nucleotit lién k& khac nhau boi khéng nhiéu hon 3 nucleotit tir
cac nucleotit 3221-3243, 351-372, 618-641, 618-639, 619-640, 620-641, 1093-1115,
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1093-1114, 1094-1115, 1167-1188, 1293-1314, 1518-1539, 2103-2124, 2220-2261,
2220-2241, 2240-2261, 2648-2680, 2648-2669, 2658-2679, 2659-2680, 3143-3164,
3198-3219, 3221-3242, hodc 3222-3243 cua trinh ty nucleotit SEQ ID NO:1 va s¢i doi
nghia bao gdm it nhit 15 nucleotit lién k& khac nhau béi khong nhiéu hon 3 nucleotit tix
phan b6 trg ciia trinh tu nucleotit SEQ ID NO:2, trong d6 vé co ban tt ca cac nucleotit
clia soi ¢6 nghia chura cai bién nucleotit duge chon tir nhém gbm cai bién 2°-O-metyl va
cai bién 2’-flo trong d6 sgi c6 nghia chira hai lién két phosphorothioat & déu tan cung
5°, trong d6 vé co ban tht ca cac nucleotit cua soi doi nghia chira mot cai bién nucleotit
duoc chon tir nhém gdm cai bién 2°-O-metyl va cai bién 2’-flo trong d6 soi d6i nghia
chira hai lién két phosphorothioat & diu tan cing 5> va hai lién két lién nucleotit
phosphorothioat & déu tan cung 3°, va trong d6 sgi c6 nghia duge tiép hop v6i mot hodc
nhiéu chit din xuit GalNAc dugc gén qua mot doan li€n két mach nhanh hoa tri hai

hoéc hoa tri ba & dau tan cung 3°.

Theo cac phuong an nhat dinh, tat ca cac nucleotit clia soi ¢6 nghia va tit ca cac
nucleotit ciia sgi doi nghia 1a cac nucleotit cai bién. Theo cac phuong 4n nhat dinh, moi

so1 ¢6 19-30 nucleotit.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, vé co ban tat ca cac nucleotit cua s¢i c6 nghia
duoc cai bien. Theo cic phuong an nhat dinh, vé€ co ban tat ca cac nucleotit cta s¢i doi
nghia dugc céi bién. Theo cac phuong an nhat dinh, vé co ban tat ca cac nucleotit cua

ca hai soi ¢6 nghia va s¢i doi nghia duoc cai bién.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuat té bao chira tic nhdn ARNi nhu dugc mod

ta trong ban mo ta nay.

Theo mot khia canh, sang ché @& xuét vecto ma hoa it nhat mét soi cua tdc nhan
ARNI, trong d6 tac nhan ARNi chira vung bd tro cho it nhat mot phﬁn ARNm ma hoa
PD-L1, trong d6 ARNi c6 chiéu dai 30 cip bazo hodc it hon, va trong d6 tdc nhan
ARNi huéng dich ARNm dé phan cit. Theo cac phuong 4n nhét dinh, ving bd trg c6
chiéu dai it nhat 15 nucleotit. Theo cac phwong an nhét dinh, vung bd trg c6 chiéu dai

tir 19 dén 23 nucleotit.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuét té bao chtra vecto nhu dugc md ta trong

ban md ta nay.
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Theo mot khia canh, sang ché dé xuét dugc phém dé wc ché sy biéu hién cia gen
PD-L1 chua tac nhan ARNi theo sang ché. Theo mot phwong 4n, tdc nhan ARNi dugc
dung trong dung dich khong phai dung dich dém. Theo cac phuong an nhét dinh, dung
dich khoéng phai dung dich dém 1a nudc mudi hodc nudce. Theo cac phuong an khac, tac
nhan RNAi duoc dung trong dung dich dém. Theo cac phuong an nhu vay, dung dich
dém co thé bao gém axetat, xitrat, prolamin, cacbonat, hodc phosphat, hoac to hop bat

ky cta ching. Vi du, dung dich dém c6 thé 12 nudc mudi dém phosphat (PBS).

Theo mot khia canh, sdng ché dé xuit duoc phém chtra tac nhan ARNI so¢i kép
theo sang ché va mot ché pham lipit. Theo cac phuong 4n nhit dinh, ché pham lipit
chtta LNP. Theo cac phuong 4n nhét dinh, ché pham lipit chira MC3.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuit phuong phép tic ché su biéu hién PD-L1 &
té bao, phwong phap nay bao gbm cac buéce (a) cho té bao tiép xtc v6i tac nhan ARNi
soi kép theo sang ché hodc dugc pham theo sang ché; va (b) duy tri t€ bao dugc tao ra &
budce (a) trong thoi gian du dé dat duoc su phan hiy clia san pham phién m3d ARNm cua
gen PD-L1, nho d6 trc ché su biéu hién ctia gen PD-L1 & t€ bao. Theo cc phwong an
nhét dinh, t& bao thudc ddi trong, vi du, ddi tugng ngudi, vi du nam gidi hodc nit gioi.
Theo cac phuong an dugc uvu tién, su biéu hién PD-L1 dugc trc ché it nhat 20%, 30%,
40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, hodc 95%, hodc dén dudi ngudng phat hién cua
phuong phap thtr nghiém dugc sir dung.

Theo mdt khia canh, sang ché dé xuit phuong phap diéu tri cho dbi twong mac
bénh hoidc rdi loan ma viéc 1am giam sy biéu hién PD-L1 1a c6 l¢i, phuong phap nay
bao gbém cho ddi tugng sir dung lugng hiru hiéu cta tac nhan ARNi theo sdng ché hoic

dugc pham theo sang ché, bang cach do diéu tri cho d6i tugng nay.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuit phuong phap phong ngura it nhat mot triéu
chung & dbi tuong méc bénh hodc rbi loan ma viéc 1am giam su biéu hién PD-L1 14 ¢6
loi, phuong phap nay bao gbém budc cho d6i twong st dung luwong hitu hiéu c6 tac dung
phong ngira cia tdc nhan ARNI theo sdng ché hodc duoc phdm theo sang ché, nho d6
phong ngura it nhit mot triéu chimg & dbi twong méc rdi loan ma viéc 1am giam su biéu

hién PD-L1 14 ¢6 loi.
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Theo céc phwong 4n nhat dinh, viéc dung ARNi cho dbi tuong giy ra su suy
giam trong con dudng truyén tin hiéu PD-L1. Theo c4c phuong én nhét dinh, viéc st
dung ARNI gy ra sy giam mic PD-L1 & dbi tuong, chdng han, mic PD-L1 trong
huyét thanh & d6i tuong.

Theo céc phuong an nhit dinh, bénh c6 lién quan dén PD-L1 1a bénh lay nhiém,
nhu bénh 1ay nhi®m néi bao man tinh, chdng han, bénh nhiém virus, chdng han, bénh

nhiém virus viém gan, hoic bénh nhiém khuan, chdng han, bénh nhiém khuan lao.

Theo cac phuong an nhit dinh, bénh c6 lién quan dén PD-L1la bénh ung thu,

chdng han, bénh ung thu gan, chdng han, caxinom té bao gan.

Theo cac phwong 4n nhéat dinh, sdng ché con bao gébm viéc cho dbi tuong miac
bénh c6 lién quan dén PD-L1 str dung tic nhan chéng virus. Theo c4c phuong an nhéat
dinh, tdc nhan chéng virus 14 nucleotit hodc chét tuong tu nucleosit. Theo cac phuong
4n nhit dinh, tac nhan chéng virus dung dé diéu tri nhiém virus viém gan, chcfng han,
nhiém HBV, nhiém HDV. Theo cic phuong an nhat dinh, tdc nhan chéng virus khong
1a tac nhan kich thich mién dich.

Theo cac phuong an nhat dinh, séng ché con bao gdm budce cho d6i twong mic

bénh ¢6 lién quan dén PD-L1 st dung tdc nhan hoéa tri lidu.

Theo c4c phuong an nhét dinh trong d6 bénh c6 lién quan dén PD-L1 1a bénh
ung thu, d6i twong con duoc diéu tri bénh ung thu. Theo cac phuong én nhit dinh, viéc
didu tri bénh ung thu bao gdm phiu thuat. Theo cac phuong an nhét dinh, viéc diéu tri
bénh ung thu bao gém xa tri. Theo cac phuong an nhét dinh, viéc diéu tri bénh ung thu

bao gdm st dung tac nhéan hoa tri li¢u.

Theo cac phuong an khac nhau, tac nhan ARNi duoc dung & lidu lwong khoang
0,01 mg/kg dén khoang 10 mg/kg hoic khoang 0,5 mg/kg dén khoang 50 mg/kg. Theo
mot s6 phuong 4n, tac nhan ARNi duogc dung & lidu luong khoang 10 mg/kg dén
khoang 30 mg/kg. Theo cac phuong an nhit dinh, tic nhan ARNi dugc ding & liéu
luong duoc chon tir khoang 0,5 mg/kg 1 mg/kg, 1,5 mg/kg, 3 mgkg, 5 mg/kg, 10
mg/kg, va 30 mg/kg. Theo cac phuong an nhét dinh, tic nhan ARNi dugc dung khoéng
mdi tudn mot 14n, mdi thang mot 14n, hai thang mot 14n, hoic mot quy mot lan (nghia

la, ¢t ba thang mot 1an) & lidu lugng khoang 0,1 mg/kg dén khoang 5,0 mg/kg.
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Theo cac phuong 4n nhat dinh, tac nhan ARNi dugc dung cho dbi twong mot
tudn mét 1an. Theo céc phuong an nhét dinh, tac nhan ARNi duoc dung cho dbi tuong
mot thang mot lan. Theo cac phuong an nhét dinh, tic nhan ARNi duoc dung mot quy

mdt 14n (nghia la, ba thang mot 1an).
Theo mot sé phuong 4n, tac nhan ARNi dugc dung dudi da cho d6i tuong.

Theo cac phuong an khac nhau, phuong phap theo sang ché con bao gdm budc
xé4c dinh mac PD-L1 & dbi twong. Theo cac phuong an nhét dinh, viéc giam mirc biéu
hién hodc hoat tinh ctia con dudng truyén tin hién PD-L1 chi ra rang bénh c6 lién quan

dén PD-L1 d3 duoc diéu tri.

Theo cac phuong an khac nhau, d4u chuén dai dién cua su biéu hién PD-L1 dugc
xac dinh. Vi dy, trong diéu tri bénh 1ay nhidm, sy c6 mat ciia mam bénh dugc phét hién,
chc’fng han, protein hodc axit nucleic tu mam bénh, chc”;ng han, HBsAg, HBeAg, HB
cccDNA. Theo cac phwong an nhat dinh, chét chi thi cia dap tmg mién dich chéng lai
mam bénh dugc phat hién, chdng han, khang thé khang HBs. Theo c4c phuong an nhét
dinh, su thay ddi, t5t hon 1a su thay ddi thich dang vé& mat 1am sang ddi v6i dAu chuén
dai dién cho thdy viéc diéu tri hiru hiéu dbi voi su lay nhiém. Trong diéu tri bénh ung
thu, viéc ching minh su 6n dinh hoic giam tai luong khéi u béng cach st dung tiéu chi
RECIST c¢6 thé duoc st dung lam d4u chuén dai dién cho su giam biéu hién PD-L1
hoac hoat tinh PD-L]1.

Mo ta van tat cac hinh vé

Fig. 1 1a so dd thé hién viéc truyén tin hiéu PD-L1 giita té bao trinh dién khang
nguyén va té bao T.
MB5 té chi tiét sang ché

Sang ché d& xuat cac ché phidm ARNi tac dong dén su phan cit qua trung gian
phirc bat hoat cam ting bing ARN (RISC) ciia c4c san pham phién ma ARN cua gen
phéi tir 1 gay chét t& bao theo chuong trinh 1 (PD-L1). Gen nay c6 thé ndm trong té
bao, chdng han, té bao bén trong d6i twong, nhu nguoi. Viéc st dung cac ARNi nay

cho phép pha huy huéng dich ARNm cua gen twong tng (gen PD-L1) ¢ dong vat c6 vu.
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ARNi theo sang ché dugc thiét ké dé huoéng dich gen PD-L1 & ngudi, bao gém
céc phan cua gen ma duge bao toan trong trinh tu gen tuong ddéng PD-L1 cua cac loai
dong vat c6 vi khac. Khong nham giéi han béi nguyén ly, tin rang to hop hoic td hop
phu ctia cac dic tinh néu trén va céc vi tri dich dic hiéu hodc cac cai bién dic hiéu trén
cac tac nhan ARNI nay giup cho ARNi theo sdng ché cai thién hiéu qua, do 4n dinh,

hiéu luc, tinh bén, va do an toan.

Vi vay, sang ché ciing d& xuat phwong phap didu tri d6i trong méc rbi loan ma
viéc e ché hodc 1am gidm su biéu hién cta gen PD-L1 1a ¢6 1¢i, chang han, bénh c6
lién quan dén PD-L1, nhu bénh lay nhiém, chdng han, nhiém virus, chdng han, nhiém
virus viém gan, hodc bénh ung thu, nhu bénh ung thu gan, chdng han, caxinom té bao
gan, bang cach st dung céc ché phdm ARNi ma tac dong dén su phan cat qua trung
gian phirc bt hoat cam tng bang ARN (RISC) ctia cic san pham phién ma ARN cla
gen PD-L1.

Cu thé, cac lidu luong rat thdp cia ARNi theo séng ché co thé gy ra ARN can
thiép (ARNi) mot cach dic hiéu va hiéu qua, tao ra su wc ché dang ké sw biéu hién cua

gen tuong ung (gen PD-L1).

ARNi theo sang ché bao gdm mét sgi ARN (sgi d6i nghia) c6 mot ving c6 chiéu
dai khoang 30 nucleotit hodc it hon, chdng han, ¢6 chiéu dai 15-30, 15-29, 15-28, 15-
27,15-26, 15-25, 15-24, 15-23, 15-22, 15-21, 15-20, 15-19, 15-18, 15-17, 18-30, 18-29,
18-28, 18-27, 18-26, 18-25, 18-24, 18-23, 18-22, 18-21, 18-20, 19-30, 19-29, 19-28,
19-27, 19-26, 19-25, 19-24, 19-23, 19-22, 19-21, 19-20, 20-30, 20-29, 20-28, 20-27,
20-26, 20-25, 20-24,20-23, 20-22, 20-21, 21-30, 21-29, 21-28, 21-27, 21-26, 21-25, 21-
24, 21-23, hoac 21-22 nucleotit, ving nay vé co ban bb trg cho it nhéat mot phﬁn cua san
pham phién md ARNm ctia gen PD-L1. Theo cac phuong 4n nhat dinh, ARNi theo sdng
ché bao gdm mot sgi ARN (soi d6i nghia) ma c6 thé c6 chiéu dai 16n hon, vi du c6
chidu dai Ién toi 66 nucleotit, chang han, 36-66, 26-36, 25-36, 31-60, 22-43, 27-53
nucleotit viri mot ving gém it nhat 19 nucleotit lién k& ma v& co ban bd trg cho it nhat
mot phan cia san phdm phién ma ARNm cta gen PD-L1. Cac ARNi véi cac soi doi
nghia c6 chiéu dai 16n hon nay t6t hon 1a bao gdm sgi ARN thir hai (soi c6 nghia) c6

chiéu dai 20-60 nucleotit trong d6 cac s¢i c6 nghia va d6i nghia tao thanh soi kép gom
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18-30 nucleotit lién k&. Viéc st dung cac ARNi ndy cho phép pha huy hudéng dich
ARNm cua gen twong ung (gen PD-L1) ¢ dong vat c6 vi. Cu thé, cac lidu luong rat
thap cia ARNi theo sang ché co6 thé gy ra ARN can thiép (ARNi) mot cach dac hiéu
va hi€u qua, tao ra sy uc ché dang ké su biéu hién cla gen tuwong ung (gen PD-L1).
Bang cach st dung thir nghiém in vitro va in vivo, tac gia sang ché da chimg minh dugc
ring ARNi huéng dich gen PD-L1 c6 thé gay ra ARNi, din dén trc ché dang ké sy bicu
hién ctia PD-L1, cling nhu lam gidm qua trinh truyén tin hiéu ctia con duong PD-L1 ma
n6 s& 1am giam mot hodc nhiéu triéu chimg c6 lién quan dén bénh c6 lién quan dén PD-
L1, nhu bénh lay nhiém, chc’ing han, bénh nhiém virus hodc bénh lay nhiém ndi bao
man tinh; hodc bénh ung thu. Vi vay, cac phuong phap va ché phim bao gdm cac ARNi
ndy 14 hitu hiéu dé didu tri cho déi twong méc bénh c6 lién quan dén PD-L1, nhu bénh
lay nhiém, chéng han, bénh nhiém virus ho#ic bénh lay nhiém nodi bao man tinh, hodc
bénh ung thu. Phuong phép va ché phim trong ban mé ta nay 14 hiru hiéu dé 1am giam
mttc PD-L1 & dbi tugng, chdng han, mirc PD-L1 ¢6 trong gan & doi tugng, dic biét 1a &
dbi twong mic bénh 14y nhidm ndi bao man tinh, dic biét 1a nhiém viém gan man tinh,

hoac khoi u.

Phan mo ta chi tiét dudi day boc 10 cach tao ra va su dung ché pham chira ARNi
dé e ché su biéu hién cua gen PD-L1 ciing nhu ché pham, st dung, va phuong phap
diéu tri cho do6i twgng mac bénh va roi loan ma viéc lam giam sy biéu hién cua gen PD-

L1 la co loi.
I.  Phén dinh nghia

Dé sang ché co6 thé duogc dé hiéu hon, mot so thuat ngir dugc dinh nghia trude
tién. Ngoai ra, can chd y rang bét ¢t khi nao tri s6 hodc khoang tri so cua mot thong s6
duoc chi ra, du dinh ring céc tri sO va khoang nam giita cac tri so da chi ra cling duoc

du dinh tré thanh mot phan cla sang ché.

Céac mao tir "mot" duoce sir dung trong ban mo ta nay dung dé chi mot hodc nhiéu
hon mdt (nghia 13, it nhat 1a mot) bd ngit theo ngit phdp clia mao tir ndy. Dé 1am vi duy,
“mot yéu t6” ¢6 nghia 1a mot yéu t6 hoic nhiéu hon mét yéu td, chdng han, nhiéu yéu

r
A

to.
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Thuét ngit "bao gdbm" dugc st dung trong ban md ta ndy c6 nghia, va dugc diung

thay thé cho, cum tir "bao gdm nhung khong gi6i han ¢".

Thuat ngit "hodc" dugc st dung trong ban md ta nay cé nghia, va dugc dung
thay thé cho, thuét ngir "va/hodc," trir khi nglt canh chi rd ra theo cach khac. Vi du, “soi
c6 nghia hodc s¢i doi nghia” dugc hi€u nhu 1a “s¢i c6 nghia hoac sgi doi nghia hodc s¢i

c6 nghia va sgi doi nghia.”

Thuét ngit “khoang” dugc st dung trong ban mo ta nay c6 nghia thugc khoang
dung sai dién hinh trong linh vyc. Vi du, “khoang” ¢6 thé dugc hiéu 1a d¢ léch chuan
bang khoang 2 tir gia tri trung binh. Theo cac phuong an nhét dinh, khoang c6 nghia 1a
+10%. Theo cac phuong an nhét dinh, khoang c6 nghia 1a +5%. Khi khoang c¢6 mat
truée mot day cac s6 hodc mot khoang, can hiéu rang “khoang” c6 thé bb nghia cho

moi sO trong cac soO thudc diy nay hodc khoang nay.

Thuat nglr “it nhét” ding trude mot s6 hodc mot day céc sb6 dugc hiéu 13 bao
gbm s6 lién ké voi thuat ngir “it nhat”, va tt ca cac sb hodc cac sb nguyén tiép theo ma
vé logic c¢6 thé duge bao ham, nhu dugc thdy 15 tir ngit canh. Vi du, s6 nucleotit trong
phan tir axit nucleic cAn phai la mot s6 nguyén. Vi duy, “it nhat 18 nucleotit ctia phan tir
axit nucleic gém 21 nucleotit” ¢6 nghia 1a 18, 19, 20, hodc 21 nucleotit c6 dic tinh da
duoc chi ra. Khi it nhét c6 mit trude mot diy cac s6 hodc mét khoang, can hiéu réng “it

nhét” ¢ thé bo nghia cho mdi so6 trong cac so thudc day nay hodc khoang nay.

Nhu dugce st dung trong ban mo ta nay, “khong nhiéu hon” hodc “it hon” c6
nghia 12 gi4 tri 1ién k& v6i cum tlr nay va céc gid tri hodc cac s6 nguyén thap hon theo
logic, mdt cach hgp ly tir nglt canh, dén 0. Vi duy, soi kép v6i phan nhd ra gdbm “khong
nhidu hon 2 nucleotit” ¢6 phan nho ra gdm 2, 1, hodc 0 nucleotit. Khi “khéng nhiéu
hon” ¢6 mit truée mot day cac sb hodc mot khoang, can hiéu ring “khéng nhiéu hon”

¢6 thé bd nghia cho mdi s thude diy nay hoic khoang nay.

Trong truong hop xung dot gitra mot trinh tur va vi tri duoc chi ra ciia n6 trén san
pham phién ma hodc mot trinh tw khac, trinh tu nucleotit dugc néu trong ban mo ta

duoc uu tién.

Cac phuong an khéc theo sang ché ¢o thé duge két hop nhu duge xac dinh boi
Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc.
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“Phéi tir 1 gdy chét té bao theo chwong trinh 17, “PD-L1”, hodc “CD274,” con
duoc biét dén nhu 1a B7-H; B7H1; PDL1; PD-L1; PDCDIL1; PDCDILGI, B7 dong
dang 1, phéi tir 1 PDCDI, va phéi tir 1 chét té bao theo chwong trinh, da dugc chi ra 1a
duoc biéu hién co dinh & cac té bao T va B, cac DC, dai thuc bao, té bao géc trung mo,
va dudng bao bit ngudn tir tiy xwong thudc chudt nhat. Su biéu hién PD-L1 ciing dugc
phat hién & nhidu té bao khong tao huyét va dugc didu tiét ting & mot sb loai t€ bao sau
khi hoat hoa. Nho su kich thich béi IFN-y, PD-L1 duoc bidu hién & cac té bao T, té bao
NK, dai thuc bao, DC tay séng, té bao B, té bao biéu mé, va té bao ndi md mach (Flies
DB and Chen L (2007) J Immunother. 30 (3): 251-60). PD-L1 dugc biéu hién dic biét &
dai thuc bao. Céc thong tin khac vé PD-L1 duoc cung cAp, vi du trong co s& dit liéu gen
NCBI & www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/29126 (dugc két hop vao ddy bang cach vién dan
tinh dén ngay ndp don sang ché nay).

Nhu dugce st dung trong ban mo ta nay, “phbi tir 1 gay chét té bao theo churong
trinh 17 duogc st dung thay cho thudt ngr “PD-L1” (va tuy y b4t ky mot tén goi khac
duoc cong nhan duge liét ké trén day) dung dé chi gen xuét hién trong ty nhién ma héa
protein phéi tir 1 gay chét té bao theo chuong trinh 1. Axit amin va céc trinh ty ma hoa
hoan thién cua trinh tu tham chiéu cua gen PDL-1 ¢ nguoi co thé dugc tim théy trong,
vi du, sb truy cdp ngan hang gen (GenBank Accession No.) GI: 390979638 (RefSeq
Accession No. NM 001267706.1; SEQ ID NO:1; SEQ ID NO:2) va sb truy cap ngan
hang gen GI: 292658763 (RefSeq Accession No. NM_014143.3; SEQ ID NO: 9 va 10).
Céc bién thé ghép nbi khac dugc cung cap, vi du, trong Grzywnowicz et al., PLoS One.
2012;7:¢35178 ma dugc két hop vao ddy bang cach vién dan. Cac ortholog tir dong vat
¢6 vi ctia gen PD-L1 & ngudi ¢6 thé dugc tim thdy trong, vi du, GI: 755563510
(RefSeq Accession No. XM 006527249.2, chudt nhit; SEQ ID NO:3 va SEQ ID
NO:4); GI: 672040129 (RefSeq Accession No. XM 006231248.2, chudt cbng; SEQ ID
NO:5 va SEQ ID NO:6); GenBank Accession Nos. GI: 544494555 (RefSeq Accession
No. XM_005581779.1, khi cynomolgus; SEQ ID NO:7 va SEQ ID NO:8).

Mot s6 SNP xuét hién trong tu nhién la da biét va co thé dugc tim thay trong, vi
du, trong co SO dir liéu SNP cua NCBI 4]
www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?locusId=29126 (ma duoc két hop vao day

bing cach vién din tinh tir ngay ndp don séng ché nay) c6 liét ké cac SNP ¢ PD-L1 &
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ngudi. Theo cac phuong dn dugc wu tién, cac bién thé xuat hi¢én trong ty nhién nay

duoc bao ham trong pham vi cua trinh tu gen PD-L1.

Céc vi du khac vé céc trinh ty PD-LL1 ARNm la san c6 bang cach st dung cac co

s& dit lieu c6 sin cong khai, chdng han, GenBank, UniProt, va OMIM.

Nhu duge st dung trong ban mé ta nay, “trinh ty dich” dung dé chi phan tiép
giap ciia trinh trr nucleotit cua phan tt ARNm duoc tao thanh trong qué trinh phién ma
gen PD-L1, bao gdm ARNm ma 1a san phdm ctia qua trinh xir Iy ARN cua san phim
phién ma so cAp. Phan huéng dich cta trinh ty nay s& co chidu dai it nhat da dé déng
vai trd 1am chét nén cho sy phan cit huéng ARNi & hodc & gin phan cia trinh tu
nucleotit ctia phan tr ARNm duoc tao thanh trong qua trinh phién ma gen PD-L1. Theo

mdt phwong an, trinh ty dich thuc ving ma hoa protein cia PD-LI.

Trinh tur dich 6 thé c6 chidu dai tir khoang 9-36 nucleotit, chdng han, chiéu dai
khoang 15-30 nucleotit. Vi du, trinh ty dich co thé ¢6 chiéu dai tr khoang 15-30
nucleotit, 15-29, 15-28, 15-27, 15-26, 15-25, 15-24, 15-23, 15-22, 15-21, 15-20, 15-19,
15-18, 15-17, 18-30, 18-29, 18-28, 18-27, 18-26, 18-25, 18-24, 18-23, 18-22, 18-21,
18-20, 19-30, 19-29, 19-28, 19-27, 19-26, 19-25, 19-24, 19-23, 19-22, 19-21, 19-20,
20-30, 20-29, 20-28, 20-27, 20-26, 20-25, 20-24, 20-23, 20-22, 20-21, 21-30, 21-29,
21-28, 21-27, 21-26, 21-25, 21-24, 21-23, hoac 21-22 nucleotit. Cdc khoang va cac
chiéu dai giita cac khodng va cic chiéu dai néu trén ciing duge dy tinh 1a mot phan cua

sang che.

Nhu dugce st dung trong ban mo ta nay thuat ngit “soi bao gébm mot trinh tu”
dung dé chi oligonucleotit bao gém mot mach nucleotit dugc mo ta bai trinh tu dugc dé

cép dén bang cach sir dung danh phép nucleotit tiéu chuan.

MB&i “G,” “C,” “A,” “T,” va “U” thudng 12 chit viét tit cia nucleotit chira bazo 1a
guanin, xytosin, adenin, thymidin, va uraxil, twong (mg. Tuy nhién, can hiéu ré‘mg thuat
ngit “ribonucleotit” hodc “nucleotit” cling cd thé dung dé chi nucleotit cai bién, nhu
duge mé ta cu thé dudi day, hodc gbc thay thé dai dién (xem bang 2 chdng han). Ngudi
¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nhén thuc 16 réng guanin, Xytosin, adenin, va
uraxil c6 thé duogc thay thé boi cac gbc khac ma khong lam thay d6i dang ké cac dic

tinh ghép doi bazo cua oligonucleotit bao gd6m nucleotit mang gbc thay thé nay. Vi du,
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khéng nhim gidi han, nucleotit chira inosin 1a bazo cta né ¢6 thé ghép doi bazo véi
nucleotit chira adenin, xytosin, hodc uraxil. Vi vy, nucleotit chira uraxil, guanin, hodc
adenin c6 thé dugc thay thé trong cac trinh tu nucleotit cia ARN soi kép duogc dua ra
trong sang ché b.:Zlng mot nucleotit chira, vi du, inosin. Trong mot vi du khéc, adenin va
xytosin & bét ctr noi ndo trong oligonucleotit c6 thé duoc thay bang guanin va uraxil,
trong tmg dé tao thanh bazo G-U Wobble ghép doi véi ARNm dich. Céc trinh ty chira
cac gbe thay thé nay 1a thich hop d6i voi cac ché pham va phuong phép duoc dé xuat

trong sang ché.

Thuét ngit “ARNi”, “tdc nhAn ARNi,” va “tdc nhan iARN”, “tac nhan ARN can
thiép” nhu duoc su dung thay cho nhau, dung dé chi tac nhan chira ARN ma thuat ngit
nay dugc dinh nghia trong ban mo ta nay, va giy ra su phin cit huéng dich ctia san
pham phién ma ARN gua con dudng phirc bét hoat cam vmg bing ARNi (RISC). iARN
nhim phan huy dic hiéu trinh tu cia ARNm théng qua mot qua trinh dugc biét dén nhur
12 ARN can thiép (ARNi). iARN diéu bién, chdng han, \rc ché, sy biéu hién cla gen

PD-L1 & té bao, ching han, t& bao bén trong ddi twong, nhu ddi twong c6 vu.

Theo mot phuong an, tdc nhan ARNi theo sang ché bao gdbm mot RNA s¢i don
c6 thé twong tac v6i trinh tw ARN dich, chdng han, trinh tv ARNm dich PD-L1, dé
nhim phén cit ARN dich nay. Khong mong mudn bi rang budc boi ly thuyét, tin rang
ARN so0i kép dai dugc dua vao trong té bao bi phan cat thanh ARN can thiép ngan
(siARN) bang endonucleaza typ III dugc biét dén nhu 1a Dicer (Sharp er al. (2001)
Genes Dev. 15:485). Dicer, enzym giéng ribonucleaza-III, phan cit ARN soi kép thanh
cac ARN can thiép ngan gébm 19-23 cip bazo véi hai phén nho ra dic trung & bazo dau
3' (Bernstein, et al., (2001) Nature 409:363). Cac siARN sau do6 dugc két hop vao phirc
bét hoat cam tng bang ARNi (RISC) trong d6 mdt hodc nhiéu helicaza thao xoén s¢i
kép siARN, cho phép soi ddi nghia bd trg huéng dén nhan biét dich (Nykanen, ef al.,
(2001) Cell 107:309). Bing cach gin két v6i ARNm thich hop, mot hodc nhiéu
endonucleaza trong RISC cit dich nay dé gy ra su bét hoat (Elbashir, et al., (2001)
Genes Dev. 15:188). Vi vay, theo mot khia canh sang ché dé cap dén ARN soi don
(siARN) dugc tao ra trong t& bao va thiic day su hinh thanh phirc RISC dé gay ra su bat
hoat gen dich, nghia la, gen PD-L1. Vi vay, thuat nglt “siARN” trong ban md ta nay

cling duoc sir dung dé dé cap dén iARN nhu dd mo ta & trén.
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Theo cdc phuong 4n nhat dinh, tic nhin ARNi c6 thé 1a siARN soi don
(ssARNi) ma dugc dua vao té bao hodc co quan dé e ché ARNm dich. Tac nhan ARNi
soi don gén két voi RISC endonucleaza, Argonaute 2, sau d6 phin cat ARNm dich.
siARN soi don thuong c6 15-30 nucleotit va dugc cai bién héa hoc. Viée thiét ké va thur
nghiém siARN soi don dugc md ta trong patent My s6 8,101,348 va trong tai liéu Lima
et al., (2012) Cell 150:883-894, toan bo ndi dung cua mdi trong sb céc tai lidu nay duogc
két hop vao day bang cach vién din. Trinh tu nucleotit d6i nghia bat ky trong sb céc
trinh tw nucleotit d6i nghia dugc mo ta trong ban mo ta nay co thé dugc st dung lam
siARN soi don nhu duoc mo ta trong ban mo ta nay hodc nhu duoc cai bién hoéa hoc

bang cic phuong phap duge mo ta trong tai liéu Lima et al., (2012) Cell 150:883-894.

Theo céc phuong an nhit dinh, “iARN” @ dung trong ché phim, tmg dung, va
phuong phép theo sang ché 12 ARN soi kép va trng ban mo ta nay dugc dung dé chi
“tac nhan ARNi sgi kép”, “phan tit ARN s¢i kép (dsSARN)”, “tac nhan ARN sg¢i kép”
hoidc “ARN sgi kép”. Thuat nglt “ARN sgi kép” dung dé chi phirc hop gbm phan tir axit
ribonucleic, ¢6 cu truc sgi kép gdm hai soi axit nucleic d6i song song va vé co ban b
trg nhau, dugc d& cip dén nhu 13 c6 huéng “c6 nghia” va “dbi nghia” d6i véi ARN
dich, nghia la, gen PD-L1. Theo mot s6 phuong 4n ciia sdng ché, ARN soi kép (ARN
so1 kép) gy ra su phan gidi ARN dich, ching han, ARNm, thong qua co ché co ché bét
hoat gen sau phién ma duoc dé cap dén trong ban mo ta nay nhu 1a ARN can thiép hodc
ARN:.

Nhin chung, phan 16n cac nucleotit ctia mdi s¢i thudc phan tir ARN sgi kép la
cac ribonucleotit, nhung nhu dugc mo ta cu thé & day, mdi soi hodc ca hai sgi ciing ¢6
thé bao gém mot hodc nhiéu nucleotit khong phai 1a ribonucleotit, chc’ing han,
deoxyribonucleotit hodc nucleotit cai bién. Ngoai ra, nhur dugc st dung trong ban moé ta
nay, “1ARN” co thé bao gdm ribonucleotit véi céc cai bién hoa hoc; IARN c6 thé bao
g0m céc cai bién dang ké & nhiéu nucleotit. Nhu dugc s dung trong ban md ta nay
thuat nglt “nucleotit cai bién” dung dé chi nucleotit c6, mot cach doc 1ap, gbc duong
duogc cai bién, doan lién két dugc cai bién trong phan t nucleotit, hodc nucleobazo
duoc cai bién, hodc t hop bit ky ctia chiung. Vi vy, thuat ngit nucleotit cai bién bao
ham ca su thay thé, bd sung hoac loai bé cua, chcfng han, nhom chirc hodc nguyén tu,

ctia doan lién két trong phan tir nucleosit, cac goc duong, hodc nucleobazo. Cac cai
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bién thich hop dé ding trong tic nhan theo séng ché bao gdm tat ca cac loai cai bién
dugc bdc 16 trong ban mo ta nay hodc da biét trong linh vue. Cac cai bién bt ky nay,
nhu dugc st dung trong phén tir loai siARN, dugc bao ham boi “1ARN” hodc “tac nhén
ARNi” dé dung cho cac muc dich néu trong ban mo ta nay va phén yéu cau bao hd.
Vang soi kép c6 thé c¢6 chidu dai bat ky cho phép phan giai ddc hiéu ARN dich
mong mudn thong qua con dudong RISC, va c6 thé ¢6 chiéu dai nim trong khoang tir 9
dén 36 cap bazo, ching han, chiéu dai khoang 15-30 cip bazo, vi du, chiéu dai khoang
9,10, 11,12, 13,14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32,
33, 34, 35, hodc 36 cip bazo, nhu chiéu dai khoang 15-30, 15-29, 15-28, 15-27, 15-26,
15-25, 15-24, 15-23, 15-22, 15-21, 15-20, 15-19, 15-18, 15-17, 18-30, 18-29, 18-28,
18-27, 18-26, 18-25, 18-24, 18-23, 18-22, 18-21, 18-20, 19-30, 19-29, 19-28, 19-27,
19-26, 19-25, 19-24, 19-23, 19-22, 19-21, 19-20, 20-30, 20-29, 20-28, 20-27, 20-26,
20-25, 20-24,20-23, 20-22, 20-21, 21-30, 21-29, 21-28, 21-27, 21-26, 21-25, 21-24, 21-
23, hodc 21-22 cip bazo. Céc khoang va céc chibu dai gitta cac khoang va céc chiéu dai

néu trén ciing dugc dy tinh 1a mot phan cua sang ché.

Hai soi hinh thanh cAu tric soi kép c6 thé 13 cac phan khac nhau cia mot phén tir
ARN 16n, hodc ching c6 thé 1a cac phan tir ARN riéng r&. Khi hai soi 1a mot phén cia
mot phan tr 16n, va do vay dugc lién két béi mot mach nucleotit lién tuc gitra dau 3’
cua mot sgi va dau 5’ cua soi tuong tng con lai tao thanh cAu trac soi kép, mach ARN
lién két duge goi 1a “vong cip toc.” Vong cap toc cd thé bao gdm it nhit mdt nucleotit
chua ghép doi. Theo mot s6 phwong 4n, vong cip toc c6 thé bao gdm it nhét 2, 3, 4, 5,
6,7, 8,9, 10, 20, 23 nucleotit chua ghép do6i hodc nhiéu hon. Theo mot sb phuong an,
vong cdp toc ¢o thé 1a 10 nucleotit hogc it hon. Theo mét s6 phuong 4n, vong cip toc
¢6 thé 1a 8 nucleotit chua ghép doi hodc it hon. Theo mot s6 phuong 4n, vong cdp toc
c6 thé 1a 4-10 nucleotit chua ghép d6i. Theo mot sd phuong an, vong cdp toc c6 thé 1a
4-8 nucleotit.

Khi hai soi vé co ban bd trg ctia mdt ARN soi kép dugc chira trong cac phan tir
ARN riéng r€&, cac phan tr nay khong can, nhung c6 thé, dugc lién két cong hoa tri. Khi
hai soi nay duogc lién Kkét cong hoa tri béng c4c cach khac ngoai mach nucleotit lién tuc

gitta dau 3’ ctia mot soi va dau 5’ ciia soi trong ung con lai tao thanh cau tric soi kép,
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cAu trac lign két duge goi 1 “doan lién két.” Cac sgi ARN c6 thé c6 s6 nucleotit giong
nhau hodc khac nhau. S6 cap bazo tdi da 1a sd nucleotit trong sgi ngan nhit cia ARN
soi kép trir di phin nho ra b4t ky ma c6 mit trong s¢i kép. Ngoai chu tric sgi kép,

ARNI ¢6 thé bao gom mdt hodc nhi€u nucleotit nho ra.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, tic nhan iARN theo sang ché 1a ARN soi kép,
mdi soi trong soi kép nay bao gébm 19-23 nucleotit, ma twong tic vdi trinh tu ARN
dich, chéng han, gen PD-L1, khong mong mudn bi rang budc béi ly thuyét, ARN soi
kép dai dugc dua vao té bao bi phan cat thanh siARN nh¢ endonucleaza typ III duoc
biét dén nhu 14 Dicer (Sharp et al. (2001) Genes Dev. 15:485). Dicer, enzym giéng
ribonucleaza-III, phan cit ARN soi kép thanh cdc ARN can thiép ngén gdbm 19-23 cap
bazo v6i hai phin nhd ra dic trung & bazo dau 3' (Bernstein, et al., (2001) Nature
409:363). Céc siARN sau d6 duoc két hop vao phirc bat hoat cim tmg bang ARNi
(RISC) & d6 mdt hodc nhiéu helicaza s& théo xofn soi kép siARN, cho phép soi dbi
nghia bd tro huéng dén nhan biét dich (Nykanen, ef al., (2001) Cell 107:309). Bang
cach gin két véi ARNm thich hop, mot hoic nhiéu endonucleaza trong RISC phan cit
dich nay dé gy ra su bat hoat (Elbashir, et al., (2001) Genes Dev. 15:188).

Theo mot sé phuong 4an, iARN theo sang ché 14 ARN s¢i kép géom 24-30
nucleotit, hodc tham chi c6 thé dai hon, chéng han, 25-35, 27-53, hoac 27-49 nucleotit,
ma no tuong tac voi trinh tu ARN dich, chc';ng han, trinh tu ARNm dich trong PD-L1,
dé phan cit ARN dich nay. Khong mong mudn bi rang budc boi Iy thuyét, ARN soi kép
dai duoc dua vao té bao duge cit thanh siARN bang endonucleaza typ III dugc biét dén
nhu 1a Dicer (Sharp et al. (2001) Genes Dev. 15:485). Dicer, enzym gidng
ribonucleaza-III, phan cit ARN so¢i kép thanh cac ARN can thiép ngan gdbm 19-23 cap
bazo v6i hai phan nhd ra dic trung & bazo d4u 3' (Bernstein, et al., (2001) Nature
409:363). Tiép theo, cac siARN dugc két hop vao phirc bat hoat cam g bang ARNi
(RISC) & d6 mot hodc nhidu helicaza s& thao xodn soi kép siARN, cho phép so1 dbi
nghia bd tro huéng dén nhan biét dich (Nykanen, e al., (2001) Cell 107:309). Bang
cach gin két véi ARNm thich hgp, mot hodc nhiéu endonucleaza trong RISC cit dich
nay dé gay ra su bat hoat (Elbashir, et al., (2001) Genes Dev. 15:188).
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Nhu duoc sir dung trong ban mo ta nay thuit ngi “phan nucleotit nho ra” dung
dé chi it nhat mot nucleotit chua ghép ddi ma né nhd ra tix chu tric sgi kép cia iARN
s¢i kép. Vi du, khi dau 3' cia mot soi cia ARN soi kép kéo dai vuot qua dau 5° cua soi
con lai, hoac nguwoc lai, mot phﬁn nucleotit nho ra. ARN so¢i kép c6 thé chira phén nho
ra gdm it nhat mot nucleotit; theo cach khéc phan nhd ra c6 thé bao gdm it nhit hai
nucleotit, it nhét ba nucleotit, it nhit bdn nucleotit, it nhit nam nucleotit hoic nhiéu
hon. Phin nucleotit nho ra c6 thé bao gdm hodc chi bao gdbm mot nucleotit/chit tuong
ty nucleosit, bao gdm deoxynucleotit/nucleosit. Phin nhd ra c6 thé nam trén soi c6
nghia, soi ddi nghia, hoic t6 hop bat ky clia ching. Ngoai ra, nucleotit cia phan nho ra
6 thé co mit & dau 5', dau 3', hodc ca hai dau cua soi dbi nghia hodc s¢i c6 nghia cua

ARN soi kép.

Theo cac phuong an nhét dinh, sgi d6i nghia cia ARN sgi kép c6 1-10 nucleotit,
chdng han, 0-3, 1-3, 2-4, 2-5, 4-10, 5-10, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, hodc 10 nucleotit, nh6
ra & ddu 3’ hodc ddu 5°. Theo cic phwong 4n nhat dinh, phan nho ra trén sgi c6 nghia
hoic sgi dbi nghia, hodc ca hai, c6 thé bao gdm cac doan kéo dai c6 chiéu dai dai hon
10 nucleotit, chcfng han, 1-30 nucleotit, 2-30 nucleotit, 10-30 nucleotit, hodc 10-15
nucleotit. Theo cac phuong an nhit dinh, phin nhd ra kéo dai nay nim trén soi c6 nghia
cia s¢i kép. Theo cac phuong an nhét dinh, phan nho ra kéo dai c6 mit trén dau 3’ cla
soi ¢6 nghia cia soi kép. Theo cac phuong an nhét dinh, phan nho ra kéo dai c6 mit
trén ddu 5’ cla soi c6 nghia cta sgi kép. Theo cac phuwong an nhét dinh, phin nho ra
kéo dai nam trén soi d6i nghia ctia soi kép. Theo cac phwong 4n nhét dinh, phan nho ra
kéo dai co mit trén dau 3’ cia soi dbi nghia cta so¢i kép. Theo cac phuong an nhét dinh,
phan nho ra kéo dai c6 mit trén ddu 5’ cta soi d6i nghia cua sgi kép. Theo cac phuong
4n nhit dinh, mot hodc nhidu nucleotit trong phan nhd ra nay dugc thay thé bang
nucleosit thiophosphat.

“Can” hodc “dau cin” c6 nghia 1a khong c6 nucleotit chua ghép doi nao pur dau
nay cua tac nhan ARNI sg¢i kép, nghia la, khong ¢ phan nucleotit nho ra. Tac nhan
ARNi soi kép “dau cun” 1a c6 dang soi kép trén toan b chiéu dai cta nd, nghia Ia,
khong c6 nucleotit nho ra & ca hai dau cta phan tir nay. Tac nhan ARNi theo sang ché
bao gbém tac nhan ARNi khong c6 nucleotit nhd ra & mot dau (nghia la, cAc tac nhan

v6i mot dau nho ra va mot dau cun) hodc khong c6 phan nucleotit nho ra ¢ ca hai dau.
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Thudt ngft “soi dbi nghia” hodc "sgi dan" dung dé chi soi cia iARN, chéng han,
ARN sgi kép, ma bao gbm mdt ving vé co ban b trg cho trinh tu dich, chdng han,
ARNm cua PD-L1. Nhu duoc st dung trong ban md ta nay thuat ngt “vung co tinh b
trg” dung dé chi vung trén sgi dbi nghia v& co ban bb trg cho trinh tu, vi du trinh tu
dich, chéng han, trinh tu nucleotit cua PD-L1, nhu dugc dinh nghia trong ban mo ta.
Khi ving bd trg khong hoan toan bd trg cho trinh ti dich, su khong hgp doi c6 thé xay
ra trong cic ving bén trong hodc tin ciing cta phan tir. Thong thudng, sy khong hop
d6i hay gip nhét 12 & cac ving dAu tan cung, chdng han, trong pham vi 5, 4, 3, 2, hodc 1
nucleotit ctia dau 5° hodc diu 3’ cia IARN. Theo mdt s phuong 4n, tdc nhan ARNi soi
kép theo sang ché bao gdm su khong hop ddi nucleotit trong soi d6i nghia. Theo mot s6
phuong an, tdc nhan ARNI s¢i kép theo sang ché bao gdm sy khong hop ddi nucleotit
trong soi ¢6 nghia. Theo mot sd phuong 4n, su khong hop doi nucleotit nim trong pham
vi, vi du, 5, 4, 3, 2, hoac 1 nucleotit tir dau 3’ ctia iARN. Theo mot phuong an khac, su

khong hop d6i nucleotit 1a &, vi du, nucleotit dau tan cung 3’ cia iARN.

Thuat ngit “soi c¢6 nghia” hodc "s¢i chd" nhu dugc st dung trong ban md ta nay
dung dé chi s¢i cia iIARN ma bao gom ving vé co ban bd trg cho mot ving cua soi doi

nghia ma thuét ngir d6 da duogc dinh nghia trong ban mo ta nay.

Nhu duoc sir dung trong ban mé ta nay thudt nglt “viung phan cit” ding dé chi
ving nam ngay canh vi tri phan c4t. Vi tri phén cat 1a vi tri ma & d6 sy phan cit xay ra.
Theo mdt s6 phuong 4n, ving phan cét chita ba bazo & ca hai ddu clia, va nim ngay
canh, vi trf phan cat. Theo mot s6 phuong 4n, vung phén cit chira hai bazo & ca hai dau
clia, va ndm ngay canh, vi tri phan cat. Theo mot sb phuong 4n, vi tri phan cit xay ra cu
thé & vi tri dugc gioi han bai nucleotit 10 va 11 cua soi dbi nghia, va vung phén cit bao

gbm cac nucleotit 11, 12 va 13.

Nhu duoc sir dung trong ban mé ta nay va trir khi duoc chi ra theo cach khac,
thuat ngit “b6 trg,” khi dugc str dung dé mo ta trinh tu nucleotit thir nhét so véi trinh tu
nucleotit thir hai, dung dé chi kha ning ciia mot oligonucleotit hodc polynucleotit chira
trinh tu nucleotit thir nhét lai hoa va tao thanh cAu tric soi kép trong cac diéu kién nhat
dinh v6i mot oligonucleotit hodc polynucleotit chita trinh tu nucleotit thir hai, nhu dugc

hidu bdi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc. Cac didu kién nhu vay c6 thé 1a,
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vi du, cac diéu kién nghiém ngit, & d6 cac didu kién nghiém ngit c6 thé bao gom: 400
mM NaCl, 40 mM PIPES pH 6,4, 1 mM EDTA, 50°C hodc 70°C trong 12-16 gi0 sau
dé rira (xem, chcfng han, “Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Sambrook, et al.
(1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press). Co thé ap dung cac diéu kién khac, nhu
cac diéu kién sinh ly thich dang nhu c6 thé duoc bat gip bén trong co thé. Nguoi ¢o
hiéu biét trung binh trong linh virc s& c6 thé x4c dinh dugc tap hop cac diéu kién thich
hop nhét cho thir nghiém vé tinh bd tro cua hai trinh tur tiy theo (mg dung sau cing cla

nucleotit lai nay.

Céc trinh tu bd tro trong mot iARN, chéng han, trong mdt ARN soi kép nhu
duoc mod ta trong ban md ta niy, bao gomghép ddi bazo cla oligonucleotit hoac
polynucleotit chira trinh tw nucleotit thir nhét véi oligonucleotit hodc polynucleotit chira
trinh tu nucleotit thi hai trén toan bd chiéu dai ctia méot hodc ca hai trinh tu nucleotit.
Céc trinh tu nhu vay trong ban mo ta nay co thé duoc dé cap dén nhu 1a “hoan toan bd
tro” ddi voi nhau. Tuy nhién, khi trinh ty th nhat dugc dé cap dén nhu 13 “bd trg vé co
ban” dbi véi trinh tu th hai trong ban md ta nay, hai trinh ty ndy c6 thé hoan toan b
trg, hodc chiing ¢6 thé tao thanh mot hogc nhiéu, nhung thudong khong nhiéu hon 5, 4,
3, hodc 2 cap bazo khong hgp doéi nho su lai hoa dbi véi soi kép 1én t6éi 30 cdp bazo,
ddng thoi duy tri kha ning lai héa trong diéu kién thich hop nhat dbi v6i tng dung cudi
cung cua ching, chdng han, uc ché su biéu hién gen thong qua con duong RISC. Tuy
nhién, khi hai oligonucleotit duoc thiét ké, nho sy lai hoa, dé tao thanh mdt hodc nhiéu
phén nho ra c6 dang soi don, céc phan nhb ra nay s& khong dugc coi 1a khong hop doi
khi x4c dinh tinh b trg. Vi du, ARN s¢i kép chira mot oligonucleotit c6 chiéu dai gdm
21 nucleotit va mot oligonucleotit khac c¢o chiéu dai 23 nucleotit, trong do
oligonucleotit dai hon chura trinh ty gdm 21 nucleotit ma hoan toan bd trg cho trinh tur
oligonucleotit ngan hon nay, cling c6 thé dugc dé cap dén nhu 12 “hoan toan bb tro” ddi

véi cdc muc dich da dugc mo ta trong ban mo ta nay.

Cac trinh tu “bd tro”, nhu dugce sir dung trong ban mo ta nay cling co thé bao
gém, hodc hoan toan dugc tao thanh tir, cdc cap bazo khong phai Watson-Crick hodc
cac cip bazo dugc tao thanh tir nucleotit khong tu nhién va nucleotit cai bién, mién la

théa man cc yéu cau néu trén do6i v6i kha ning lai hoa cta chung. Cac cap bazo khong
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phai Watson-Crick nhu vy bao gdm, nhung khong gi6i han &, cap bazo G:U Wobble

hodc Hoogstein.

Thuat ngit “bo tro”, “hoan toan bd trg™ va “bo trg vé co ban” trong ban mo ta
nay c6 thé dugc sir dung doi voi viéc ghép ghép doi bazo giita soi c6 nghia va soi doi
nghia ctia mot ARN sgi kép, hodc gitra sgi doi nghia clia mot tdc nhan ARNi soi kép va

mdt trinh tw dich, nhu s& dugc hiéu tir ngit canh img dung cta chiing.

Nhu duoc st dung trong ban md ta nay polynucleotit ma “bd tro vé co ban cho it
nhit mot phan cia” ARN thong tin (ARNm) dung dé chi polynucleotit b trg vé co ban
cho mot phan tiép gidp cia ARNm quan tdm (chdng han, ARNm ma héa gen PD-L1).
Vi du, polynucleotit bd trg cho it nhat mét phén ctia ARNm ctia PD-L1 néu trinh tu nay

b trg vé co ban cho phén lién tuc cia ARNm ma héa gen PD-L1.

Vi vdy, theo mét s phuong 4n, cac polynucleotit soi c6 nghia va polynucleotit

sgi dbi nghia dugc boc 16 & day 12 hoan toan b trg cho trinh tw PD-L1 dich.

Theo cac phuong an khac, polynucleotit d6i nghia dugc boc 10 trong ban md ta
nay b trg vé co ban cho trinh tw PD-L1 dich va chira trinh ty nucleotit tiép giap ma no
bd tro it nhét khoang 80% trén toan bo chiéu dai cua n6 cho ving trinh tu nucleotit
twong duong cua bat ky trong sé SEQ ID NO:1, hoic doan cla bét ky trong s6 SEQ ID
NO:1, nhu bd tro it nhit khoang 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, khoang 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% hoic b trg 100%.

Theo mét s6 phuong an, iARN theo séng ché bao gdbm mdt soi c6 nghia ma bd
trg vé co ban cho polynucleotit d6i nghia ma, polynucleotit nay dén lugt no, bd trg cho
trinh tu PD-L1 dich va bao gdm trinh tu nucleotit tiép giap ma bd tro it nhit khoang
80% trén toan b chiéu dai ctia n6 cho ving trinh tu nucleotit tvong duong cua soi do6i
nghia bét ky trong s6 cac soi d6i nghia trong bang 3 hodc bang 5, hodc doan cua soi d6i
nghia bat ky trong 36 cac soi d6i nghia trong bang 3 va bang 5, nhu b tro khoang 85%,
86%., 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99%,
hodc bd trg 100%.

Theo mot ) phuong an, iARN theo sang ché bao g@)m soi dbi nghia ma bd tro
vé co ban cho trinh ty PD-L1 dich va bao gém trinh tu nucleotit tiép giap ma b6 tro it

nhét 80% trén toan bo chiéu dai ctia né cho ving trinh tu nucleotit twong duong cua sgi
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c6 nghia bat ky trong s cic soi c6 nghia trong bang 3 hodc 5, hodc doan cua soi c6
nghia bét ky trong s cac sgi c6 nghia trong bang 3 va 5, nhu b tro khoang 85%, 86%,
87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% , hoac
b6 trg 100%.

Theo mot khia canh cua sang ché, tac nhan dé dung trong phuong phap va ché
pham theo sang ché 1a phén tir oligonucleotit d6i nghia soi don trc ché ARNm dich nho
co ché trc ché dbi nghia. Phan ti oligonucleotit d6i nghia sgi don bd trg cho trinh tu
bén trong ARNm dich. Oligonucleotit d6i nghia soi don co thé tc ché su dich ma theo
cach hoa hoc luong phép bang cach cip doi bazo véi ARNm va gdy trd ngai vé mat vat
ly dbi voi bo may dich ma, xem tai liéu Dias, N. et al., (2002) Mol Cancer Ther 1:347-
355. Phan tit oligonucleotit ddi nghia soi don c6 thé c6 chiéu dai khoang 14 dén khoang
30 nucleotit va c6 trinh tu bd tro cho trinh tu dich. Vi du, phan ti oligonucleotit dbi
nghia soi don ¢6 thé chira trinh tw 14 it nhét 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 nucleotit lién ké

hodc nhiéu hon tir trinh tir d6i nghia bat ky duge mo ta & day.

Cum tir “cho té bao tiép xtc v6i iARN,” nhu ARN soi kép, nhu duge sir dung
trong ban mo ta nay bao gbm budce cho té bao tiép xic theo phwong phap bét ky c6 thé.
Cho té bao tiép xuc v6i IARN bao gdm cho té bao tiép xuc in vitro véi iARN hodc cho
té bao tiép xuc in vivo véi iARN. Budc cho tiép xuc co thé duge thuc hién truc tiép
hoac gian tiép. Vi vay, vi du, iARN c6 thé dugc cho tiép xuc vat Iy véi té bao bang
cach thuc hién riéng r& phuong phéap nay, hodc theo cach khac, iARN c¢6 thé duogc dua

dén vi tri ma s& cho phép no6 hoic khién cho no sau d6 di dén tiep xuc voi té bao.

Viéc cho té bao tiép XUc in vitro ¢6 thé dugc thuc hién, vi dy, béng cach 1 té bao
v6i iARN. Viéc cho té bao tiép xtc in vivo c6 thé duge thuc hién, vi du, bang cch tiém
iARN vao trong hodc gdn md ma & dé c6 té bao, hodc bang cach tiém iARN vao mot
khu vuc khac, chéng han, dong mau hodc khoang khong duéi da, sao cho tac nhén nay
sau d6 s& dat dén md ma & d6 c6 mait té bao can cho tiép xuc. Vi du, iARN c6 thé chira
hodc duge két hop vai phbi tir, ching han, GalNAc, ching han, GalNAc3, ma huéng
iARN dén vi tri quan tAm, chdng han, gan. Ciing c6 thé str dung t6 hop cac phuong
phap tiép xtic in vitro va in vivo. Vi dy, té bao ciing ¢6 thé duoc tiép xuc in vitro véi

iARN va sau d6 dugc cdy ghép vao ddi twong.
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Theo cac phuong an nhét dinh, cho té bao tiép xtc véi iARN bao gbém “dua”
hodc “phan phéi iARN vao trong té bao” bﬁng cach tao diéu kién hodc thuc hién su hép
thu hodc hép thu vao trong té bao. Su hip thu hoac hép thu ciia iARN ¢6 thé xay ra nho
céc qua trinh té bao hoat dong hodc khuéch tan khong c6 su trg giap, hodc boi cac tac
nhan hodc thiét bi bd tro. Viéc dwa iARN vao té bao c6 thé 14 in vitro hodc in vivo. Vi
du, dé dua vao in vivo, iARN c6 thé dugc tiém vao vi tri md hodc duoc dung toan than.
Viéc phan phdi in vivo ciing c6 thé duge thuc hién bdi hé phan phdi beta-glucan, cac hé
phan phéi duge md ta trong céc patent M§ s6 5,032,401 va 5,607,677, va Cong bd don
yéu cdu cip bing doc quyén sing ché My sb 2005/0281781, toan bd ndi dung cua
ching duge két hop vao day bang cach vién dan. Viéc dua vao té bao in vitro bao gdm
cac phuong phép da biét trong linh virc nhu chuyén gen bang xung dién va chuyén gen
bang liposom. Céc phwong phéap khac duge mé ta dudi day hodc da dugce biét dén trong

linh vue.

Thuét ngit “hat nano lipit” hodc “LNP” 1a mot tii g&“)m mot 16p lipit chira phén tir
c6 duoc tinh bén trong, nhu phan tir axit nucleic, chéng han, iARN hoac plasmit ma tur
d6 iARN dugc phién ma. LNP dugc mo ta trong, vi du, cic patent My s 6,858,225,
6,815,432, 8,158,601, va 8,058,069, toan bd ndi dung cua ching dugc két hop vao day

bang cach vién dan.

Nhu duoc stir dung trong ban mo ta nay “ddi twong” 1a dong vat, nhu dong vat co
vi, bao gdbm dong vit linh truéng (nhu ngudi, dong vét linh truéng khong phai nguoi,
chc’?ng han, khi, va tinh tinh), dong vat khong thudc dong vat linh truéng (nhu bo, lon,
lac da, lac da khong budu, ngua, dé, tho, ctru, chudt hamster, chudt lang, meo, cho,
chudt céng, chuot nhit, ngua, va ca voi), hodc chim (chéng han, vit hoac ngSng) ma
biéu hién gen dich, hodc ndi sinh hodc khac loai, khi trinh tw gen dich c6 tinh bd tro du
d6i v6i tac nhan iARN dé thiic ddy su phd v&r dich. Theo cac phuong an nhét dinh, doi
tuong 1a nguoi, nhu nguodi dang duoc diéu tri hodc duogc danh gia la méc bénh, rdi loan
hodc tinh trang bénh ma viéc lam giam sy biéu hién hodc su sao chép gen PD-L1 1a ¢
loi; ngudi ¢6 nguy co méc bénh, rdi loan hodc tinh trang bénh ma viéc lam giam su
biéu hién gen PD-L1 1a c6 loi; nguoi mic bénh, rdi loan hodc tinh trang bénh ma viéc
lam gidm sy biéu hién gen PD-L1 1a c6 loi; or nguoi dang dugc diéu tri bénh, r6i loan

hodc tinh trang bénh ma vi¢c lam giam sy biéu hién gen PD-L1 la ¢6 l¢i, nhu dugc md
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ta trong ban mo tad nay. Theo mot s6 phuong 4n, d6i twong 12 nam giéi. Theo cac

phwong 4n khac, d6i tugng 13 nit gidi.

Nhu dugce st dung trong ban md ta nay thudt ngit “viéc diéu tri” hodc “diéu tri”
ding dé chi két qua c6 lgi hodc mong mudn bao gdm, nhung khong giéi han ¢, lam
thuyén giam hodc cai thién mot hoc nhidu triéu chimg c6 lién quan dén sw biéu hién
gen PD-L1 hodc sy san sinh protein PD-L1, chcfng han, su lay nhiém, dic biét 1a lay
nhiém noi bao man tinh, chcfng han, nhiém virus man tinh, hodc bénh ung thu. "Piéu
tri" cling c6 thé c6 nghia 1a kéo dai thoi gian séng thém so v6i thoi gian song dugc
tréng doi khi khong duge didu tri. Diéu tri c6 thé bao gdm phong ngira sy phét trién cia
tinh trang bénh tat xay ra ddng thoi, chdng han, 1am giam tén thuong gan & dbi tuong
bi nhiém viém gan.

Thuét ngit “lam giam” trong trudng hop mirc do biéu hién gen PD-L1n hodc su
san sinh protein PD-L1 & d6i tuong, hodc dAu chudn bénh hodc triéu chimg ding dé chi
su giam c6 nghia théng ké dbi v6i cac mirc do nay. Mirc giam c6 thé 13, vi dy, it nhat
20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
hodic 95%, so v&i mAu dbi chimg thich hop, hodc giam dén du6i mic phét hién dbi véi
phuong phap phat hién. Theo cdc phuong an nhét dinh, su biéu hién cua dich dugc binh
thuong hoa, nghia la, giam dén mirc duge chip nhan 1a thude khoang binh thudng doi
vGi ¢4 nhan khong bi mic rdi loan nay. Theo cdc phuong an nhét dinh, cac phuong
phap bao gdbm budc trc ché thich déng v& mat 1am sang su biéu hién ctia PD-L1, ching
han nhu dugc chimg minh béi két qua 1am sang thich dang sau khi diéu tri d6i tuong

bing tac nhan dé lam giam su biéu hién ctia PD-L1.

Nhu duoc st dung trong ban mé ta nay, thuat ngit "bénh c6 lién quan dén phdi
tir 1 gay chét té bao theo chuong trinh 17 hodc “bénh ¢6 lién quan dén PD-L1” 12 bénh
hoac 161 loan ma duoc gay ra boi, hoac di kem voi sy biéu hién gen PD-L1 hodc su san
sinh protein PD-L1. Thuat nglt "bénh c6 lién quan dén PD-L1” bao g6m bénh, rbi loan
hodc tinh trang bénh ma viéc lam gidm sy biéu hién, su sao chép hoic hoat tinh protein
gen PD-L1 1a ¢6 loi. Vi du khong gi6i han vé& cic bénh c¢6 lién quan dén PD-L1 bao
gdm, vi du, bénh lay nhiém, dic biét 1a bénh lay nhim ndi bao man tinh, chding han,

nhiém virus, chdng han, bénh nhiém virus viém gan, hodc bénh ung thu.
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Theo cac phwong 4n nhét dinh, bénh c6 lién quan dén PD-L1 14 bénh 1ay nhiém,
dic biét 12 1ay nhiém ndi bao man tinh, chdng han, nhidm virus, chdng han, nhiém virus
viém gan, chdng han, nhiém virus viém gan B hodc nhiém virus viém gan D. Theo céc
phuong 4n nhét dinh, bénh lay nhiém 1a bénh nhiém khuén man tinh, chdng han, bénh
lao. Theo cac phuong an nhét dinh, bénh c6 lién quan dén PD-L1 14 bénh ung thu, dic
biét 1a bénh ung thu gan, chdng han, caxinom té bao gan (HCC).

“Luong hitu hiéu ¢6 tac dung tri liéu” nhu duoc sit dung trong ban md ta nay
duge du dinh bao gdm luong iARN ma, khi dugc ding cho bénh nhan dé diéu tri cho
dbi tuong bi lay nhiém, dic biét 1a bénh lay nhiém nodi bao man tinh, hodc bénh ung
thu, hodic céc bénh khac 6 lién quan dén PD-L1, 1a du dé diéu tri hitu hiéu bénh nay
(ching han, bing cach giam bét, cai thién hodc duy tri bénh hién c6 hodc mot hodc
nhiéu triéu chimg ctia bénh hodc cac tinh trang bénh xuét hién dong thoi c6 lién quan
dén bénh nay). “Luong hitu hiéu c6 tac dung tri liéu” c6 thé thay ddi tuy thudc vao
iARN, c4ch dung, bénh va mic do nghiém trong cua né va tién st, tudi tac, thé trong,
tién s gia dinh, ban chat di trayén, giai doan cla qua trinh bénh ly dwoc gay ra boi sy
biéu hién gen PD-L1, cac phuong phép diéu tri truée d6 hodc ddng thoi, néu co, va cic
dic tinh riéng khac cua bénh nhén duge diéu tri.

n

“Luong hitru hiéu c6 tac dung tri liéu” cling bao gém lrong iARN ma tao ra mot
s6 tac dung cuc bd hoic toan thAn mong mudn & ty 1¢ loi ich/nguy co chép nhan duoc
c¢6 thé 4p dung cho phuong phap didu tri bit ky. iARN dugce dung trong céc phuong
phép theo sang ché c6 thé duge dung véi lugng du dé tao ra ty 1é lgi ich/nguy co chép
nhan duogc cb thé duoc ap dung cho phuong phap diéu tri nay. Luong hitu hi€u co tac
dung tri liéu bao gém lurong ma tao ra su thay dbi hodc sy 6n dinh thich déng vé mit

lam sang, néu thich hop, cta chi thi ciia bénh hodc tinh trang bénh.

Cum tir "dugc dung" dugc su dung trong ban mo ta nay dé chi cac hop chét,
nguyén liéu, ché pham va/hozc cic dang lidu ma, trong pham vi ctia dénh gia y té hop
ly, thich hop dé dung tiép xtic véi mo cia dbi twong ngudi va d6i twong dong vat ma
khong giy doc hai, kich tng, phan tmg di ung qua mirc hodc khong gay ra véan dé hoic

bién chung khac, twong xtng véi ty 1€ 1¢i ich/nguy co hop ly.

-30-



36534

Cum tir "chit mang dugc dung" nhu duge st dung trong ban md ta nay c6 nghia
la nguyén liéu, thanh phén hoic chit din thube duoc dung, nhu chit don long hodac rén,
chét pha loang, ta dugc, chét tro gitip trong qué trinh san xuat (ching han, chat lam
tron, bot talc magie, canxi hodc k&m stearat, hodc axit steric), hodc nguyén li€u bao
nang dung mdi, tham gia vao viéc mang hodc van chuyén hop chét theo sang ché tir
mot bo phan, hodc phf?m ctia co thé, dén mot bd phén khac, hodc mot phﬁn khac cua co
thé. M&i chit mang can phai "c6 thé chap nhan dwgc" theo nghia twong thich voi cac
thanh phan khac trong ché pham va khong c6 hai cho ddi twong dwoc diéu tri. Mot sd vi
du vé cac nguyén liéu c6 thé déng vai trd lam chit mang dugc dung bao gbm: (1)
dudng, nhu lactoza, glucoza va sucroza; (2) tinh bot, nhu tinh bot ngd va tinh bot khoai
tay; (3) xenluloza, va cac din xuit ciia nd, nhu natri carboxymetyl xenluloza, etyl
xenluloza va xenluloza axetat; (4) tragacanth dang bot; (5) malt; (6) gelatin; (7) tac
nhan 1am tron, nhu magie state, natri lauryl sulfat va bot talc; (8) ta dugc, nhu bo
caccao va sap dung cho thudc dan; (9) dau, nhu dau lac, dau hat bong, diu huéng
dwong, dau vimg, dau oliu, diu ngd va dau dau nanh; (10) glycol, nhu propylen glycol;
(11) polyol, nhu glyxerin, sorbitol, manitol va polyetylen glycol; (12) este, nhu etyl
oleat va etyl laurat; (13) aga; (14) chit dém, nhu magie hydroxit va nhom hydroxit; (15)
axit alginic; (16) nu6c khong chira chit gay sét; (17) mudi ding truong; (18) dung dich
Ringer; (19) rugu etylic; (20) dung dich dém pH; (21) polyeste, polycacbonat va/hoac
polyanhydrit; (22) chat tao khdi nhw polypeptit va axit amin (23) hgp phan huyét thanh,
nhu albumin huyét thanh, HDL va LDL; va (22) cac chat tuong thich khong doc khac

duoc dung trong ché pham dugec.

Thuit ngit “mau” nhu dugc sir dung trong ban mo ta nay bao gbm tap hop céc
chét long, té bao, hodc mod teong tu dugc phan 1ap tu dbi tugng, cling nhu chét léng, té
bao, hoac mo co6 trong dbi tuong. Vi du vé dich sinh hoc bao gém mau, huyét thanh va
mang thah dich, huyét twong, dich ndo tity, dich mét, bach huyét, nuée tiéu, nuée bot,
va cac dich twong tu. Cac mau mé c6 thé bao gém cic mau tir mo, co quan, hodc cac
ving cuc bd. Vi du, cdc mau c6 thé c6 ngudn gde tir cac co quan cu thé, cac phan cia
cac co quan, hodc dich hodc té bao thudc cac co quan nay. Theo cac phuong an nhét
dinh, mau c6 thé c6 ngudn gdc tir gan (chdng han, toan bo gan hodc cac hén nhét dinh

cta gan hodc céc loai té bao nhét dinh thudc gan, chcfng han nhu, té bao gan). “Mau cb
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ngudn gbc tir db6i tugng” c6 thé dung dé chi mau duoc ldy tir dbi twong, hodc huyét
trong ¢o ngudn gbc tir d6. Theo cic phuong an nhat dinh khi phéat hién mc PD-L1,
“m3u” tét hon 1a ding dé chi md hodc dich thé tir dbi tugng ma & d6 PD-L1 c6 thé
duge phat hién trude khi ding téc nhan theo sang ché, chdng han, sinh thiét gan tir doi
twong bi nhiém viém gan, sinh thiét khéi u. O cac d6i tugng nhét dinh, chang han, cac
dbi tugng khde manh, mic PD-L1 cé thé khong thé phat hién dugc trong mot sb dich

thé, loai té bao, va mo.
1. iARN theo sang ché

Sang ché dé xuat iARN trc ché su biéu hién cia gen PD-L1. Theo céc phuong an
duoc wu tién, iIARN bao gdm céac phan tir axit ribonucleic sgi kép (ARN soi kép) dé uc
ché su biéu hién cia gen PD-L1 & té bao, nhu té bao bén trong ddi tugng, chdang han,
dong vat c6 vi, nhu ngudi mic bénh c6 lién quan dén PD-L1, chdng han, 1dy nhiém
man tinh. Tac nhdn ARNIi sg¢i kép bao g@)m mot soi déi nghia c6 vung bd trg ma bd tro
cho it nhit mét phin cia ARNm dugc tao thanh trong qua trinh biéu hién ctia gen PD-
L1. Ving bd tro ¢6 chidu dai khoang 30 nucleotit hodc it hon (chdng han, chiéu dai
khoang 30, 29, 28, 27, 26, 25, 24, 23, 22, 21, 20, 19, hoac 18 nucleotit hodc it hon).
Béng cach tiép xtc v6i té bao biéu hién gen PD-L1, iARN tc ché su biéu hién cia gen
PD-L1 (chdng han, gen PD-L1 & nguoi, dong vét linh trudng, dong vat khong thude
dong vat linh truéng, hodc chim) it nhat khoang 20%, t&t hon 1a e ché it nhat 30%,
nhu duoc danh gid boi, vi du, phuong phap PCR hoac dya trén ADN phéan nhanh
(bADN), hodc boi phuong phép dua trén protein, nhu bang cach phan tich mién dich
huynh quang, c6 st dung, vi du, cac ky thuat thAm tach western hodc dém té bao trong
dong chay. Theo cac phuong 4n duogc uu tién, sw Gc ché biéu hién duoc xac dinh boi
phuong phap qPCR dugc néu trong phan vi du, chang han, & ndng do soi kép 1a 10 nM.
Mirc giam c6 thé dugc so sanh véi, vi du, mau d6i chimg thich hgp c6 that trude day
hodc miu dbi chung quan thé gom lai.

ARN soi kép bao g@)m hai sg1 ARN bd trg va lai héa dé tao thanh cAu trc soi
kép trong cac diéu kién ma trong d6 ARN sgi kép nay s& dugce s dung. Mot soi cla
ARN soi kép (soi dbi nghia) bao gém vung bd trg ma néd bd tro vé ¢o ban, va néi chung

hoan toan bb trg, cho trinh tu dich. Trinh tu dich c6 thé co nguén géc tir trinh tu cia
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ARNm dugc tao thanh trong qué trinh biéu hién cua gen PD-L1. Soi con lai (soi ¢6
nghia) bao gém ving bd tro cho soi ddi nghia, sao cho hai soi nay lai hoa va tao thanh
mdt cAu tric soi kép khi dugc két hop trong cac diéu kién thich hgp. Nhu dugc mo ta &
cac noi khac trong ban mo ta ndy va nhu da biét dén truéc day, trinh tu b trg cia ARN
soi kép cling co thé dugc han ché & cac vung tu bd tro ciia mot phéan tu axit nucleic don

18, trai nguoc voi viée thude cac oligonucleotit riéng biét.

Nhin chung, ciu tric soi kép co chidu dai khoang 15 dén 30 cap bazo, chding
han, ¢6 chiéu dai 15-29, 15-28, 15-27, 15-26, 15-25, 15-24, 15-23, 15-22, 15-21, 15-20,
15-19, 15-18; 15-17, 18-30, 18-29, 18-28, 18-27, 18-26, 18-25, 18-24, 18-23, 18-22,
18-21, 18-20, 19-30, 19-29, 19-28, 19-27, 19-26, 19-25, 19-24, 19-23, 19-22, 19-21,
19-20, 20-30, 20-29, 20-28, 20-27, 20-26, 20-25, 20-24,20-23, 20-22, 20-21, 21-30, 21-
29, 21-28, 21-27, 21-26, 21-25, 21-24, 21-23, hoac 21-22 cap bazo. Cac khoang va cac
chiéu dai giira cac khoang va cac chiéu dai néu trén ciing duoc du tinh 1a mot phén cia

sang che.

Tuong tu, vung bd trg cho trinh tu dich ¢ chiéu dai khoang 15 dén 30 nucleotit,
chdng han, ¢ chiéu dai 15-29, 15-28, 15-27, 15-26, 15-25, 15-24, 15-23, 15-22, 15-21,
15-20, 15-19, 15-18, 15-17, 18-30, 18-29, 18-28, 18-27, 18-26, 18-25, 18-24, 18-23,
18-22, 18-21, 18-20, 19-30, 19-29, 19-28, 19-27, 19-26, 19-25, 19-24, 19-23, 19-22,
19-21, 19-20, 20-30, 20-29, 20-28, 20-27, 20-26, 20-25, 20-24,20-23, 20-22, 20-21, 21-
30, 21-29, 21-28, 21-27, 21-26, 21-25, 21-24, 21-23, hodc 21-22 nucleotit. Cac khoang
va cac chiu dai gifta cdc khoang va cac chiéu dai néu trén ciing duoc dy tinh 12 mot

phan cua sang che.

Theo mét s6 phuong an, ARN soi kép ¢6 chidu dai khoang 15 dén 23 nucleotit,
hodc chidu dai khoang 25 dén 30 nucleotit. Nhin chung, ARN soi kép di dai dé dong
vai tro 1am co chét cho enzym Dicer. Vi duy, da biét trong linh virc ring ARN sgi kép cO
chiéu dai dai hon khoang 21-23 nucleotit ¢ thé dong vai tro lam co chét cho Dicer.
Chuyén gia trung binh trong linh vuc s€ nhéan thdy rang, ving ARN dugc huéng dich dé
phéan c4t s& thudong 12 mot phan ctia phan tr ARN 16n hon, thuong la phan th ARNm.
Néu thich hop, mot “phf?m” cua dich ARNm Ia trinh tu lién ké cua dich ARNm c6 dd
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dai dt dé cho phép né tr& thanh co chit d& phan cét tryc tiép bang ARNi (nghia la,
phén cit qua con dudong RISC).

Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh virc ciing s& nhén ra rang vung soi kép
12 phén chirc ning chinh ciia ARN soi kép, chdng han, ving soi kép g6m khoang 9 dén
khoéng 36 cap bazo, chdng han, 10-36, 11-36, 12-36, 13-36, 14-36, 15-36, 9-35, 10-35,
11-35, 12-35, 13-35, 14-35, 15-35, 9-34, 10-34, 11-34, 12-34, 13-34, 14-34, 15-34, 9-
33, 10-33, 11-33, 12-33, 13-33, 14-33, 15-33, 9-32, 10-32, 11-32, 12-32, 13-32, 14-32,
15-32, 9-31, 10-31, 11-31, 12-31, 13-32, 14-31, 15-31, 15-30, 15-29, 15-28, 15-27, 15-
26, 15-25, 15-24, 15-23, 15-22, 15-21, 15-20, 15-19, 15-18, 15-17, 18-30, 18-29, 18-28,
18-27, 18-26, 18-25, 18-24, 18-23, 18-22, 18-21, 18-20, 19-30, 19-29, 19-28, 19-27,
19-26, 19-25, 19-24, 19-23, 19-22, 19-21, 19-20, 20-30, 20-29, 20-28, 20-27, 20-26,
20-25, 20-24,20-23, 20-22, 20-21, 21-30, 21-29, 21-28, 21-27, 21-26, 21-25, 21-24, 21-
23, hoic 21-22 cip bazo. Vi vay, theo mdt phwong an, trong pham vi ma né bi xtr Iy
thanh soi kép chirc nang, gém chéng han, 15-30 cdp bazo, ma hudéng dich ARN mong
mudn dé phan cét, phan tit ARN hodc phitc hop gbm cac phan tir ARN c6 mdt ving soi
kép 16n hon 30 cip bazo 1a ARN soi kép. Vi vdy, chuyén gia trung binh trong linh vuc
s& nhén ra rang theo mot phuwong 4n, miARN 12 ARN soi kép. Theo mot phurong 4n
khac, ARN s¢i kép khong phai 12 miARN thuong xuét hién trong tw nhién. Theo mot
phuong 4n khac, tdc nhan iARN hiru hiéu dé huéng dich sy biéu hién gen PD-L1 khong

dugc tao ra trong té bao dich bang cach phan cit ARN sgi kép 16n hon.

ARN s0i kép nhu dugc mo ta trong ban mo ta nay con co thé bao gdm mot hozc
nhiéu nucleotit soi don nho ra chéng han, 1-4, 2-4, 1-3, 2-3, 1, 2, 3, hodc 4 nucleotit.
ARN soi kép co it nhat mét nucleotit nho ra cé thé c6 dic tinh wc ché t6t hon so véi céac
ban sao ddu cin cia chung. Phin nucleotit nhd ra c6 thé bao gdm hodc chi bao gbm
mot nucleotit/chit twong tu nucleosit, bao gdm deoxynucleotit/nucleosit. Phan nhd ra
c¢6 thé nam trén soi c6 nghia, soi d6i nghia, hodc t6 hop bat ky ctia chiing. Ngoai ra,
nucleotit cia phén nhd ra c6 thé c6 mat & dau 5', du 3', hodc ca hai dau cua soi ddi

nghia hodc so¢i c6 nghia ciia ARN so1 kép.

ARN soi kép co thé dugc tbng hop bang cic phwong phép tiéu chuin da biét

trong linh vuc nhu duge mo ta k§ hon dudi day, chdng han, bang cach st dung cac chat
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tong hop ADN tu dong, nhu céc chét tbng hop sin c6 trén thi truong tir, vi du,
Biosearch, Applied Biosystems, Inc.

Hop chit ARN soi kép theo séng ché c6 thé duge diéu ché bang cach sir dung
quy trinh hai budc. Trude tién, cdc sgi riéng biét ctia phan tir ARN soi kép dugce duge
ché riéng ré&. Sau do, cac sg¢i thanh phﬁn duoc bat cap. Céc sgi riéng biét cua hop chét
SiARN c6 thé dugc didu ché bang cach sir dung qua trinh tong hop hitu co pha dung
dich hodc pha ran hodc ca hai. Qua trinh téng hop hitu co co lgi & chd cac soi
oligonucleotit chita cac nucleotit khong c6 trong tur nhién hodc dugc cai bién c6 thé
dugc diéu ché mét cach dé dang. Tuong tu, oligonucleotit sgi don theo sang ché co thé
duoc diéu ché bang cach sir dung qua trinh tong hop hitu co pha dung dich hodc pha ran

hodc ca hai.

Theo mot khia canh, ARN soi kép theo sang ché bao gém it nhit hai trinh tu
nucleotit, trinh tu c¢6 nghia va trinh tu d6i nghia. Soi c6 nghia dugc chon tir nhém gdm
cé4c trinh tu dugc dua ra trong bang 3 va 5, va soi dbi nghia trong ng cua sgi c6 nghia
duoc chon tir nhom gf‘f)m céc trinh tu & bang 3 va 5. Theo khia canh nay, mot trong hai
trinh tu nay bd tro cho trinh tu con lai trong hai trinh tw, v6i mot trong céc trinh tu bd
tro vé co ban cho trinh tw cia ARNm dugc tao ra trong qua trinh biéu hién cua gen PD-
L1. Nhu vay, theo khia canh nay, ARN s¢i kép s€ bao gém hai oligonucleotit, ma & do
mot oligonucleotit duge mo ta 1a sgi c6 nghia trong bang 3 hodc 5, va oligonucleotit thir
hai dugc mé ta 1a soi ddi nghia twong tng ctlia sgi ¢ nghia trong bang 3 hoac 5. Theo
cac phuong an nhét dinh, céc trinh tu vé co ban bd tro cia ARN soi kép 1a cac trinh tu
dwoc bao gdm trén cac oligonucleotit riéng biét. Theo cac phwong an khac, céc trinh ty
vé co ban bd trg cia ARN soi kép 1a céc trinh tu duge bao gém trén mot oligonucleotit

don 1é.

Cén hiéu rang, mic du cAc trinh tu trong bang 3 khong dugc md ta nhu cac trinh
tw cai bién hoic tiép hop, ARN ciia iARN theo sang ché chdng han, ARN soi kép theo
sang ché, co thé bao gbém trinh tur bét ky trong sb cac trinh ty néu trong bang 3, hodc
céc trinh tu trong bang 5 ma dugc cai bién, hodc céc trinh tu trong bang 5 ma dugc tiép

hop. Noi cach khac, sang ché bao ham ARN soi kép obang 3 va 5 ma chua dugc cai
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bién, chua dugc tiép hop, dugc cai bién, hoic duoc tiép hop, nhu duge mo ta trong ban
mo ta nay.

Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc s& nhén thirc 15 duge rang ARN soi
kép c6 céu tric sgi kép gbm tir khoang 20 dén 23 cap bazo, chdng han, 21, cip bazo
duoc biéu duong do né dic biét hitu hiéu trong viéc gay ra ARN can thiép (Elbashir ez
al., EMBO 2001, 20:6877-6888). Tuy nhién, nhitng ngudi khac da nhan thiy rang ciu
triic soi kép ARN ngén hon hozc dai hon ciing ¢6 thé 14 hiru hiéu (Chu and Rana (2007)
RNA 14:1714-1719; Kim et al. (2005) Nat Biotech 23:222-226). Theo cac phuong an
duoc mo ta trén ddy, do ban chét cia trinh tr oligonucleotit dugc néu trong bang bét ky
trong s6 cac bang 3 va 5, dSARN dugc md ta trong ban md ta nay cé thé bao gdm it
nhét mot soi c6 chidu dai tdi thiéu 21 nucleotit. C6 thé dy doan mot cach hop 1y rang
cac soi kép ngin hon c6 mdt trong cac trinh tw néu trong bang 3 va 5 chi khong c6 mot
vai nucleotit trén mot hoac hai dau cling co thé hiru hiéu so v6i ARN soi kép duge mod
ta & trén. Vi vay, ARN soi kép c6 trinh tw gdm it nhat 15, 16, 17, 18, 19, 20 nucleotit
lidn k& hodc nhiéu hon c6 ngudn gde tir mot trong céc trinh tw & bang 3 va 5, va khéac
nhau & kha nang e ché su biéu hién gen PD-L1 cia ching khong 16n hon khoang 5,
10, 15, 20, 25, hodc 30 % kha ning trc ché cia ARN sgi kép chira trinh tu ddy dd, dugc

du tinh thudc pham vi cta sang ché nay.

Ngoai ra, cic ARN dugc dua ra trong bang 3 va 5 nhan biét cac vi tri trén san
phim phién ma PD-L1 ma d& bi phan cit qua trung gian RISC. DPugc hiéu theo cach
thong thudong, sang ché con dé xuit cac iARN huéng dich mot trong s6 cac vi tri ndy.
Nhu duoc st dung trong ban mo ta nay, iARN dugc cho la hudng dich dén mot vi tri cu
thé ciia san phim phién ma ARN néu iARN nay thuc day sy phan cit cia san pham
phién mi & bat ctt noi nao trong vi tri cu thé nay. iARN nhu vay s& thuong bao gbm it
nhét khoang 15 nucleotit lién k& tir mot trong sb céc trinh tw dwgc dua ra trong bang 3
va 5 lién két v6i céc trinh tu nucleotit khac dugc léy tr vung lién k& v6i trinh tu duoc

chon trong gen PD-L1.

Trong khi trinh tu dich thuong co6 chiu dai khoang 15-30 nucleotit, ¢6 sy dao
dong 16n trong mirc do phu hop cia céc trinh tu cu thé thudc khoang nay ddi véi viéc

phén cit truc tiép ARN bét ky dugc néu ra. Cac goi phan mém khac nhau va cac huéng

-45-



36534

din dua ra trong ban mo t4 ndy dua ra huéng din dé nhan biét cac trinh ty dich t6i wu
d6i v6i muc tiéu gen bat ky duoc dwa ra, nhung phuong phéap dua trén kinh nghiém
cling c6 thé duoc st dung trong do “cua $6” hodc “mit na” voi kich thuée cho trude (vi
du khong giéi han 1a 21 nucleotit) dugc dat trén trinh ty ARN dich nay theo nghia den
hodc nghia bong (bao gdm, chdng han, trong silico) dé xac dinh céc trinh tw thudc

khoang nay ma c6 thé déng vai trd lam trinh ty dich. Bing cach dich chuyén trinh tu

9
A

“ctra $6” nay tang dan timg nucleotit nguoc chidu hodc xubi chiéu vi tri trinh tu dich
ban dau, trinh tu dich tiém ning tiép theo ¢6 thé dwgc xac dinh, trir khi mot bd hoan
thién céc trinh tw ¢6 thé c6 duge nhan biét dbi véi kich thude dich bit ky da néu dugce
lra chon. Quy trinh nay, két hop véi téng hop hé théng va thir nghiém trinh tu duogc
nhan biét (bang cach sit dung céc thir nghiém nhu dugc mo ta trong ban mé ta nay hoac
nhu duoc biét dén trong linh vuc hodc dugc néu trong ban mo ta nay) dé nhan biét cac
trinh tu ma thyuc hién t6i vu c6 thé nhan biét trinh tr ARN ma khi huéng dich véi tac
nhan iARN, gdy ra su trc ché biéu hién gen dich tot nhét. Vi vay, trong khi cac trinh ty
duoc nhan dang, vi du, trong bang 3 va 5 1a trinh ty dich hiru hiéu, du tinh ring viéc ti
vu hoa tiép hiéu luc e ché co thé dat dugc bang cach “di chuyén doc theo cira s6” ting
nucleotit mot nguoc chiéu hodc xudi chiéu trinh tu d3 néu dé nhan dang céc trinh tu co

dac tinh @c ché bang hodc t6t hon.

Ngoai ra, du tinh rang d6i véi trinh tu bat ky dugc nhan dang, chdng han, trong
bang 3 va 5, viéc t6i uu hoa tiép theo ¢6 thé dat dugc mét cach co hé théng bfing cach
bd sung hoac loai bo cac nucleotit dé tao ra céc trinh tw dai hon hodc ngén hon va thir
nghiém cac trinh tu dugc tao ra nay bang cach di chuyén cira s6 ARN dich v6i kich c&
dai hon hodc ngén hon nay 1én hodc xudng tinh tir diém d6. Mat khac, viéc két hop
phuong phép nay dé tao ra cac dich thich hop méi véi viée thtt nghiém tinh hiru hiéu
cua iARN dua trén céc trinh tu dich nay trong thir nghi€ém c ché nhu da biét trude day
hodc nhu dugc mo ta trong ban md ta nay co thé 1am cai thién hon nita hidu qua tic ché.
Thém nita, cic trinh ty t&i wu nhu vy c6 thd duoc didu chinh bang cach, chdng han,
dua vao cac nucleotit cai bién nhu dugc md ta trong ban mo ta nay hodc nhu da biét
true day, bd sung hodc thay doi phan nho ra, hodc cic cac cai bién khéc da biét trong
linh virc hodc dugc thao luan & day dé tdi wu hoa hon nita phén tir ndy (chdng han, 1am

gia tdng do 4n dinh hodc chu ky ban ra tuan hoan trong huyét thanh, lam tang do on
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dinh nhiét, gia tdng sy phan phéi qua mang, huéng dich dén cac vi tri cu thé hoic loai
té bao cu thé, gia ting su twong tic v6i cac enzym trong cac con duong bét hoat, 1am

tang su giai phong tr endosom) dé diing 1am chét wrc ché biéu hién.

iARN nhu dugc mo ta trong ban mo ta nay co thé chira mot hodc nhiéu cap bazo
nito khong hop doéi véi trinh tu dich. Theo mot phuong an, iARN nhu duge md ta trong
ban mb ta nay chita khong nhidu hon 3 cap bazo nito khong hop dbi. Khi s¢i doi nghia
cia iARN chira cac cdp bazo nito khéng hop déi véi trinh tu dich, t6t hon 13 ving
khong hop doi dugce dat & trung tdm cua vung bd tro. Khi soi d6i nghia ciia iARN chia
cac cdp bazo nito khong hop d6i v6i trinh tu dich, tot hon 14 cip bazo nito khong hop
do6i nay dugc gidi han ¢ 5 nucleotit cudi cung tinh tir dau 5° hodc 3° cuia ving bd trg. Vi
du, d6i v6i tac nhan iARN gdm 23 nucleotit, sgi ma bd trg cho viing gen PD-L1 thuong
khong chira cac cdp bazo nito khong hop doi bét ky trong 13 nucleotit trung tim. Cac
phuong phap dugc md ta & diy hodc cac phuong phap da biét trong linh vuc c6 thé
duoc st dung dé xac dinh xem liéu iARN chira cip bazo nito khong hop do6i vai trinh
tu dich ¢6 hitu hiéu dé wc ché su biu hién cia gen PD-L1 hay khong. Viéc xem xét
hiéu luc ctia iARN véi céac cdp bazo nito khong hop déi trong viéc e ché su biéu hién
cua gen PD-L1 1a quan trong, ddc biét la khi ving bd trg cu thé trong gen PD-L1 duoc
biét 12 c6 bién thé trinh ty da hinh trong quan thé nay.

I1. iARN céi bién theo sang ché

Theo cac phuong 4n nhat dinh, ARN ciia iARN theo sang ché chdng han, ARN
soi kép, khong dugc cai bién, va khong bao gém, chéng han, cac cai bién hoa hoc hoic
cac thé tiép hop da biét trong linh vuc va dugc mo ta ¢ ddy. Theo cac phuwong én khac,
ARN ciia iARN theo séng ché, chdng han, ARN soi kép, dugc cai bién hoa hoc dé gia
tang d6 On dinh hodc cac dic tinh c6 loi khac. Theo cac phurong 4n nhét dinh ctia séng
ché, vé co ban tit ca cac nucleotit cia iARN theo sang ché duoc cai bién. Theo cac
phuong én khéac theo sang ché, tAt ca cac nucleotit cia iARN hodc vé co ban tat ca cac
nucleotit ctia iARN dugc cai bién, nghia la, khong nhidu hon 5, 4, 3, 2, hogc 1 nucleotit

khong duoc cai bién c6 mat trong mot s¢i ciia IARN nay.

Céc axit nucleic dugc dua ra trong sang ché c6 thé duoc tong hop hop hodc cai

bién bang cac phuong phap da biét trong linh vire, nhu cdc phuong phap duoc mo ta
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trong “Current protocols in nucleic acid chemistry,” Beaucage, S.L. et al. (Edrs.), John
Wiley & Sons, Inc., New York, NY, USA, dugc két hop vao day bé‘lng cach vién dan.
Cac cai bién bao gdm, vi du, cac cai bién diu cudi, chdng han, cic cii bién ¢ dau 5°
(phosphoryl héa, tiép hop, c4c lién két nghich dao) hodc cc ci bién & dau 3” (tiép hop,
nucleotit ADN, lién két nghich dao, v.v.); cac céi bién bazo, chdng han, thay thé bang
cac bazo 6n dinh, cac bazo lam mét 6n dinh, hoic cac bazo ma cip bazo véi danh muc
m¢ rong cua cac thanh phén tham gia, loai bé cic bazo (nucleotit méat mét bazo), hoic
cac bazo duoc tiép hop; céc cai bién & dudng (chcfng han, & vi tri 2° hoac vi tri 4°) hodc
thay thé duong; hodc cac cai bién & bo khung, bao gdm cai bién hodc thay thé cua lién
két phosphodieste. Cac vi du cu thé vé cac hop chat iARN c6 thé str dung trong cic
phuong an dugc mo ta & day bao gdm, nhung khong giéi han & ARN chira b khung
duoc cai bién hodc chira cac lién két khong c6 trong tu nhién & bén trong phén tir
nucleosit. ARN c6 bd khung duoc cai bién bao gbm, trong sb cac ARN khac, cac ARN
ma khong c6 nguyén tir phospho trong bo khung. Trong ban mo ta nay, va nhu doi khi
dwgc dé cap dén trong linh vire, ARN dugc cai bién ma khong c6 nguyén tir phospho
trong bd khung trong phan tir nucleosit cua ching ciing c6 thé dugc xem 1a céc
oligonucleosit. Theo mot s6 phuong 4n, iARN duoc céi bién s& c6 mdt nguyén ti

phospho trong by khung nucleosit bén trong cua no.

Bo6 khung ARN dugc cai bién, vi du, phosphorothioat, phosphorothioat khong
dbi xung, phosphorodithioat, phosphotrieste, aminoalkylphosphotrieste, metyl va cac
alkyl phosphonat khac bao gdm 3'-alkylen phosphonat va phosphonat khong d6i xtmg,
phosphinat,  phosphoramidat  bao gdbm  3-amino  phosphoramidat  va
aminoalkylphosphoramidat, thionophosphoramidat, thionoalkylphosphonat,
thionoalkylphosphotrieste, va boranophosphat cé céac lién két 3'-5° binh thuong, céac
chét tuong tu dugc lién két & 2'-5' cua chung, va cac chét ¢6 tinh phén cuc nghich dao
trong d6 céac cap don vi nucleosit lién ké duoc lién két 3'-5' véi 5'-3"' hodc 2'-5' véi 5'-2.
Cac mubi, mudi hdn hop va cac dang axit tu do khac nhau cling dugc bao ham.

Céc Patent M§ dién hinh néu quy trinh diéu ché céc lién két chira phospho néu
trén bao g@)m, nhung khong gigi han ¢, cdc patent My sb 3,687,808; 4,469,863;
4.476,301; 5,023,243; 5,177,195, 5,188,897, 5,264,423; 5,276,019; 5,278,302;
5,286,717, 5,321,131; 5,399,676; 5,405,939; 5,453,496; 5,455,233; 5,466,677,
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5476,925; 5,519,126; 5,536,821; 5,541,316; 5,550,111; 5,563,253; 5,571,799;
5.587.361; 5,625,050; 6,028,188; 6,124,445; 6,160,109; 6,169,170; 6,172,209; 6,
239,265 6,277,603; 6,326,199; 6,346.,614; 6,444,423; 6,531,590; 6,534,639; 6,608,035;
6.683,167; 6,858,715; 6,867,294; 6,878,805; 7,015,315; 7,041,816, 7,273,933;
7,321,029; va patent M§ sé RE39464, toan b ndi dung clia mdi trong sd céc tai liéu

nay duogc két hop vao day bang cach vién dan.

Bd khung ARN dugc cai bién ma khéng chtra nguyén tir phospho trong dé c6
cac bo khung ma dugc hinh thanh béi céc lién két alkyl hoidc xycloalkyl mach ngén bén
trong phan t& nucleosit, cac lién két chira cac nguyén tir khac loai va alkyl hodc
xycloalkyl két hop bén trong phan tir nucleosit, hodc mot hoac nhiéu lién két mach
ngén chira nguyén tir khéc loai hodc di vong bén trong phan tir nucleosit. Cac bd khung
nay bao gém céc bd khung c6 lién két morpholino (dugc hinh thanh mdt phén tir phan
duodng cta nucleosit); bd khung siloxan; b khung sulfua, sulfoxit va sulfon; b khung
formaxetyl va thioformaxetyl; b0 khung metylen formaxetyl va thioformaxetyl; bd
khung chira alken; b khung sulfamat; by khung metylenimino va metylenhydrazino;
b6 khung sulfonat va sulfonamit; b khung amit; va cdc bo khung khac chira cac phan

thanh phin N, O, S, va CH, két hop.

Céc Patent M§ dién hinh néu quy trinh diéu ché cac oligonucleosit néu trén bao
gdm, nhung khong gidi han &, cac patent My s 5,034,506; 5,166,315; 5,185,444;
5214,134; 5216,141; 5,235,033; 5,64,562; 5,264,564; 5,405,938; 5,434,257,
5.466,677; 5,470,967; 5,489.677; 5,541,307; 5,561,225; 5,596,086; 5,602.240;
5,608,046; 5,610,289; 5,618,704; 5,623,070; 5,663,312; 5,633,360; 5,677,437, va
5,677,439, toan b ndi dung ctia mdi trong sb céc tai lidu nay duge két hop vao day

bang cach vién dan.

Céac chét bat chuéc ARN thich hop dugc du dinh dé dung trong iARN dugc néu
& day, trong d6 ca duong va lién két trong phan tir nucleosit, nghia la, bd khung, cta
cac don vi nucleotit dugc thay béng cac nhom mai. Cac don vi bazo dugc giit lai dé lai
hoa voi hop chat dich \axit nucleic thich hgp. Hop chét oligome nhu vay trong do chét
bit chuéc ARN ma di duogc chi ra 1a ¢6 dic tinh lai hoa tuyét voi duge dé cap dén nhu

la axit peptit nucleic (PNA). Trong céac hop chit PNA, bo khung duong ciia ARN duge

-49-



36534

thay thé bing bd khung chira amit, cu thé 1a bo khung aminoetylglyxin. Cac nucleobazo
duoc gitr lai va duge lién két truc tiép hodc gian tiép v6i nguyén tir aza nito cua phén
amit cua by khung. Cac patent My dién hinh ma néu quy trinh didu ché hop chat PNA
bao gdbm, nhung khong giéi han &, cic patent My s6 5,539,082; 5,714,331; va
5,719,262, toan bd ndi dung ctia mdi trong sb cac tai liéu nay dugc két hop vao day
bang cach vién dan. Cac hop chit PNA khéc thich hop dé dung trong iARN theo sang
ché dugc mo ta trong, vi du, trong tai liéu Nielsen et al., Science, 1991, 254, 1497-

1500.

M6t s6 phuong an dugc dua ra trong sang ché bao gdbm ARN véi bd khung
phosphorothioat va oligonucleosit voi bd khung chira nguyén t khac loai, va cu thé --
CH,--NH--CHa-, --CH,--N(CH3)--O--CHa--[dugc biét dén nhu 1a bd khung metylen
(metylimino) hoic MMI], --CH--O--N(CH3)--CHa--, --CH,--N(CH3)--N(CH3)--CHa--
va --N(CH3)--CH,--CH»--[trong d6 bo khung phosphodieste nguyén thé dwoc biéu thi
dudi dang --O--P--O--CH»--] cta patent My sb 5,489,677 dugc vién din & trén, va bd
khung amit cua patent My $6 5,602,240 dugc vién dan & trén. Theo mot ) phuong an,
ARN duogc dua ra trong ban mo ta nay cé cAu triic bd khung morpholino cia patent M§

s6 5,034,506 dugc vién dan & trén.

Cac ARN cai bién ciling chira mot hodc nhiéu gbc duong duge thé. Cac iARN,
chdng han, ARN soi kép, dugc dua ra trong ban md ta nay c6 thé chira mot trong sb cac
nhom sau & vi tri 2': OH; F; O-, S-, hodc N-alkyl; O-, S-, hodc N-alkenyl; O-, S- hoéc
N-alkynyl; hodc O-alkyl-O-alkyl, trong d6 alkyl, alkenyl va alkynyl c6 thé la Ci dén
C1o alkyl hodc Ca dén Cio alkenyl va alkynyl duoc thé hodc khong duge thé. Vi du vé
céc cai bién thich hop bao gdbm O[(CH2):0] mCHs, O(CH2)..OCHjs, O(CH2).NH>,
O(CHz) nCH3, O(CH2)nONH2, va O(CH2)sON[(CH2),CH3)]>, trong d6 n va m bang tir 1
dén khoang 10. Theo cac phuong an khac, ARN sgi kép bao gdbm mot trong s6 cac
nhém sau day & vi tri 2': Ci dén Cio alkyl thap, alkyl thip dugc thé, alkaryl, aralkyl, O-
alkaryl hoic O-aralkyl, SH, SCHs3, OCN, Cl, Br, CN, CFs, OCF3, SOCHs, SO>CHs,
ONO,, NO,, Ns, NH,, heteroxycloalkyl, heteroxycloalkaryl, aminoalkylamino,
polyalkylamino, silyl dugc thé, nhém phéan cit ARN, nhom béo céo, chét can thiép,
nhém dé cai thién dic tinh duge dong hoc clia iARN, hogc nhom dé cai thién dac tinh

dugc luc hoc cia iARN, va cidc nhém thé khac c6 dic tinh twong tw. Theo mot 36
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phuong 4n, cai bién bao gdm 2'-metoxyetoxy (2'-O--CH,CH,OCHs, con dugc biét dén
nhu 13 2'-O-(2-metoxyetyl) hodc 2'-MOE) (Martin et al., Helv. Chim. Acta, 1995,
78:486-504) nghia la, nhom alkoxy-alkoxy. Mot vi cu cai bién khac la 2'-
dimetylaminooxyetoxy, nghia la, nhém O(CH2),ON(CHs)z, con dugc biét dén nhu 1a
2'-DMAOE, nhu dugc md ta trong cac vi du néu trong ban mo ta dudi day, va 2'-
dimetylaminoetoxyetoxy (cling duoc biét dén trong linh vuc nhu la 2'-O-
dimetylaminoetoxyetyl hodc 2'-DMAEOE), nghia la, 2'-O--CHz--O--CHz--N(CHz)2. Vi
du vé céac cai bién khéc bao gém: 5°-Me-2’-F nucleotit, 5°-Me-2’-OMe nucleotit, 5°-
Me-2’-deoxynucleotit, (ci dong phan R va S trong ba ho nay); 2’-alkoxyalkyl; va 2’-
NMA (N-metylaxetamit).

Cac cai bién khic bao gdm 2-metoxy (2'-OCHs), 2'-aminopropoxy (2'-
OCH>CH,CHNH,) va 2'-flo (2'-F). Cac cai bién twong t ciing c6 thé duge tao ra & cac
vi tri khac trén ARN cia iARN, cu thé 1a & vi tri 3' ctia phan tir dudng trén nucleotit dau
tan cung 3' hodc trén ARN soi kép dugc lién két 2'-5' va vi tri 5' ctia nucleotit & dau tan
cung 5'. i1ARN ciling ¢co thé ¢6 cac phan tir bét chude dudng nhur cic gbc xyclobutyl thay
cho duong pentofuranosyl. Cac patent My dién hinh dwa ra quy trinh diéu ché cac cau
trac dudng cai bién nhu vay bao gbdm, nhung khong giéi han &, cac patent My s6
4,981,957; 5,118,800; 5,319,080; 5,359,044; 5,393,878; 5,446,137; 5,466,786,
5,514,785; 5,519,134; 5,567,811; 5,576,427, 5,591,722; 5,597,909; 5,610,300;
5,627,053; 5,639,873; 5,646,265; 5,658,873; 5,670,633; va 5,700,920, mot s6 trong
chung thuong c6 tng dung tirc thoi. Toan bd ndi dung cua mdi trong sb cac tai lidu trén

day duoc két hop vao day bang cach vién dan.

iARN ciing c6 thé bao gom céc cai bién hodc thay thé nucleobazo (thuong dugc
dé cap dén trong linh vuc nhu 1a “bazo™). Nhu dugc st dung trong ban md ta nay
nucleobazo “khong duogc cai bién” hodc “tw nhién” bao gbm cac bazo purin adenin (A)
va guanin (G), va bazo pyrimidin thymin (T), xytosin (C), va uraxil (U). Nucleobazo
duge cai bién bao gdm cac nucleobazo tu nhién va tdng hop khac nhu deoxy-thymin
(dT), S5-metylxytosin (5-me-C), 5-hydroxymetyl xytosin, xantin, hypoxantin, 2-
aminoadenin, 6-metyl va cac din xuét alkyl khac cua adenin va guanin, 2-propyl va céc
dan xuét alkyl khac ctia adenin va guanin, 2-thiouraxil, 2-thiothymin va 2-thioxytosin,

5-halouraxil va xytosin, 5-propynyl uraxil va xytosin, 6-azo uraxil, xytosin va thymin,
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S-uraxil (pseudouraxil), 4-thiouraxil, 8-halo, 8-amino, 8-thiol, 8-thioalkyl, 8-hydroxyl
va cac adenin va guanin duogc thé & vi tri 8 khac, 5-halo, dic biét 1a 5-bromo, 5-
triflometyl va cac uraxil dugc thé & vi tri 5 khac va xytosin, 7-metylguanin va 7-
metyladenin, 8-azaguanin va 8-azaadenin, 7-deazaguanin va 7-daazaadenin va 3-
deazaguanin va 3-deazaadenin. Cac nucleobazo khac bao gdm cac nucleobazo dugc
boc 10 trong Patent My s6 3,687,808, cac nucleobazo dugc bdc 10 trong tai liéu
Modified nucleosits in Biochemistry, Biotechnology and Medicine, Herdewijn, P. ed.
Wiley-VCH, 2008; cac nucleobazo dugc boc 10 trong tai lieu The Concise
Encyclopedia Of Polymer Science and Engineering, pages 858-859, Kroschwitz, J. L,
ed. John Wiley & Sons, 1990, cic nucleobazo dugc boc 10 bdi Englisch et al.,
Angewandte Chemie, International Edition, 1991, 30, 613, va cac nucleobazo duoc boc
16 bai Sanghvi, Y S., Chapter 15, dsSRNA Research va Applications, pages 289-302,
Crooke, S. T. and Lebleu, B., Ed., CRC Press, 1993. M¢t vai trong sb cac nucleobazo
nay la dac biét hiru hiéu dé gia tang 4i luc gin két cua cac hop chét oligome dugc dua
ra trong sang ché. Cac nucleobazo ndy bao gdm pyrimidin dugc thé o vi tri 5, 6-
azapyrimidin va N-2, N-6 va cdc purin dugc th8 & vi tri 0-6, bao gdm 2-
aminopropyladenin, 5-propynyluraxil va 5-propynylxytosin. Da nhéan thiy rang cic
phan tir thé 5-metylxytosin gia ting tinh 6n dinh chudi kép axit nucleic 1én 0,6-1,2°C
(Sanghvi, Y. S., Crooke, S. T. and Lebleu, B., Eds., dSRNA Research and Applications,
CRC Press, Boca Raton, 1993, pp. 276-278) va la cac phﬁn tr thé bazo duoc néu lam vi

du, tham chi dac biét hon khi dugc két hop véi cac cai bién dudng 2'-O-metoxyetyl.

Céc Patent My dién hinh néu quy trinh diéu ché mot vai trong sd cac nucleobazo
duoc cai bién da néu o trén cling nhu cac nucleobazo dugc cai bién khac bao gém,
nhung khong gidi han &, cac patent My s6 3,687,808, 4,845,205; 5,130,30; 5,134,066;
5,175,273; 5,367,066; 5,432,272; 5,457,187; 5,459,255; 5,484,908; 5,502,177,
5,525,711; 5,552,540; 5,587,469; 5,594,121, 5,596,091; 5,614,617; 5,681,941;
5,750,692; 6,015,886; 6,147,200, 6,166,197, 6,222,025; 6,235,887; 6,380,368;
6,528,640; 6,639,062; 6,617,438; 7,045,610; 7,427,672; va 7,495,088 da néu ¢ trén,
toan bo ndi dung ctia mdi trong s6 cac tai liéu nay duge két hop vao day bang cach vién

dan.
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ARN cua iARN ciing c¢6 thé dugc cai bién dé bao gdm mdt hoic nhiéu axit
nucleic bi khoa (LNA). Axit nucleic bi khoa la nucleotit c6 mot gbc riboza duoc cii
bién trong d6 gbc riboza ndy chira mot cdu nbi phu ndi cac nguyén ti cacbon 2' va 4',
CAu tric nay "khéa" mot cach hitu hiéu riboza trong qua trinh sdp xép chu tric 3'-endo.
D3 nhan thiy rang viéc bd sung axit nucleic bi khéa vao siARN lam gia tang tinh 6n
dinh cta siARN trong huyét thanh, va lam giam céc téc dung khong trung dich (Elmen,
J. et al., (2005) Nucleic Acids Research 33(1):439-447; Mook, OR. et al., (2007) Mol
Canc Ther 6(3):833-843; Grunweller, A. et al, (2003) Nucleic Acids Research
31(12):3185-3193).

Theo mot s phuong an, iARN theo sdng ché bao gdbm mdt hozc nhiéu monome
12 nucleotit UNA (axit nucleic khong bi khoa). UNA 12 axit nucleic acyclic khong bi
khoa, trong do lién két bat ky trong s6 cac lien két cua duong d3 dugc loai bo, tao thanh
gbc "dudng" khong bi khéa. Theo mot vi du, UNA ciing bao ham monome véi céc lién
két gitta C1'-C4' da duogc loai bé (nghia la lién két cong hoa tri cacbon-oxy-cacbon gifta
cac nguyén tir cacbon C1' va C4’). Theo mot vi du khac, li€n két C2'-C3' (nghia la lién
két cacbon-cacbon cong hoda tri giita cac nguyén tir cacbon C2' va C3') ciia duong da
duoc loai bé (xem Nuc. Acids Symp. Series, 52, 133-134 (2008) va Fluiter et al., Mol.
Biosyst., 2009, 10, 1039 dwoc két hgp vao day bang cach vién dan).

ARN cua iARN ciing c¢6 thé dugc cai bién dé bao gdm mot hodc nhiéu gbc
dudng hai vong. “Dudng hai vong” 1a vong furanosyl dugc cai bién bang cach tao cau
nbi giita hai nguyén tir nay. “Nucleosit hai vong” (“BNA”) la nucleosit c6 mdt gbe
duong chira mot cau nbi ndi hai nguyén tir cacbon ctia nhan duong, nho do tao thanh hé
nhan hai vong. Theo cac phuong an nhét dinh, cau nbi ndi cacbon 4' va cacbon 2' clia
nhan duong. Vi vay, theo mot s phuong 4n, tac nhan theo sang ché c6 thé bao gdm
mot hodc nhiéu axit nucleic bi khéa (LNA). Axit nucleic bi khéa 1a nucleotit c6 mot
gbc riboza dugce cai bién trong d6 gde riboza nay chira mot cau ndi phu ndi cac nguyén
tir cacbon 2' va 4'. Néi cach khac, LNA 1a nucleotit chira mot goc duong hai vong chua
cau nbi 4'-CH»-0-2'. C4u triic nay "kh6a" mot cach hitu hiéu riboza trong qua trinh sap
xép céu tric 3'-endo. D4 nhan thdy rang viéc bd sung axit nucleic bi khoa vao siARN
lam gia tang tinh 6n dinh cua siARN trong huyét thanh, va lam gidm céc tac dung
khong tring dich (Elmen, J. et al., (2005) Nucleic Acids Research 33(1):439-447;
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Mook, OR. et al., (2007) Mol Canc Ther 6(3):833-843; Grunweller, A. et al., (2003)
Nucleic Acids Research 31(12):3185-3193). Vi du vé nucleosit hai vong dé ding trong
polynucleotit theo sang ché bao gdm nhung khong giéi han & nucleosit chira mot cau
nbi gifta cac nguyén tir vong ribosyl 4’ va 2'. Theo cac phuong an nhat dinh, céc tac
nhan polynucleotit d6i nghia theo sang ché bao gdbm mét hoic nhiéu nucleosit hai vong
chtra mot cau ndi 4’ dén 2'. Vi du vé nucleosit hai vong c6 chira clu nbi 4' dén 2' bao
gbdm, nhung khéng gidi han &, 4'-(CH2)—0-2' (LNA); 4'-(CHz)—S-2'; 4'<(CHz)>—O-2'
(ENA); 4'-CH(CH3)—0-2' (con duoc dé cap dén nhu 1a “etyl khong ty nhién” hodc
“cEt”) va 4'-CH(CH2OCH3)—0-2' (va cac chét twong tw né; xem, chdng han, patent
My s6 7,399,845); 4'-C(CH3)(CHs)—O-2' (va cac chét tuong tw nd; xem chang han,
patent My s 8,278,283); 4'-CH,—N(OCH3)-2' (va céc chét twong t né; xem chang
han, patent My sb 8,278,425); 4'-CHy—O—N(CH3)-2' (xem, ching han,Cong bd
patent My s6 2004/0171570); 4'-CH,—N(R)—O-2, trong d6 R 1a H, C1-C12 alkyl,
hodc nhém bao vé (xem, chéng han, patent My sb 7,427,672);, 4'-CH,—C(H)(CHs3)-2'
(xem, chcfng han, Chattopadhyaya et al., J Org. Chem., 2009, 74, 118-134); va 4'-
CH>—C(=CH)-2' (va cac chét tuong ty nd; xem, chéng han, patent M§ sb 8,278,426).
Toan bd ndi dung ciia mdi trong sd cac tai lidu trén ddy dugc két hop vao ddy bing

cach vién dan.

Céc Patent M§ va Cong bd patent My néu quy trinh didu ché cac nucleotit chira
axit nucleic bi khoa bao gdm, nhung khong gi6i han &, cac tai liéu sau: cac patent My
sb 6,268,490; 6,525,191; 6,670,461; 6,770,748; 6,794,499; 6,998,484; 7,053,207;
7,034,133;7,084,125; 7,399,845, 7,427,672; 7,569,686, 7,741,457; 8,022,193;
8,030,467; 8,278,425; 8,278,426; 8,278,283; US 2008/0039618; va US 2009/0012281,
toan bo ndi dung ciia mbi trong s6 cac tai liéu nay dugce két hop vao day bang cach vién
dan.

Nucleosit hai vong bit ky trong sé cc nucleosit hai vong néu trén ¢6 thé duoc
didu ché dé c6 mot hodc nhiéu ciu hinh dudng & dang héa hoc 1ap thé bao goém vi du a-
L-ribofuranoza va B-D-ribofuranoza (xem WO 99/14226).

ARN cua iARN ciling c6 thé dugc cai bién dé bao gém mot hoac nhiéu nucleotit

etyl khong tu nhién. Nhu dugc sit dung trong ban mo ta nay "nucleotit etyl khong tu
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nhién" hodc "cEt" 13 axit nucleic bi khoa chira mét phan tir duong hai vong chira cau
ndi 4'-CH(CH;3)-0-2". Theo mdt phuong 4n, etyl nucleotit khong tw nhién c6 cau hinh S
dwogc dé cap dén nhu 1a “S-cEt.”

iARN theo sang ché cling co thé chira mot hoic nhiéu “nucleotit gi6éi han mot
cach thich tmg” (“CRN”). CRN la cac chét twong tu nucleotit véi mot lién két noi giita
cacbon C2’ va cacbon C4’ cuia riboza hodc cacbon C3 va cacbon C5' cua riboza. CRN
khéa nhan riboza thanh ciu hinh 6n dinh va lam gia tang 4i luc lai hoa voi ARNm.
Poan lién két c6 chidu dai du dé dwa oxy vao vi tri ¢6 do 6n dinh va 4i luc t6i wu dan

dén nhan riboza it bi gip.

Céc cong bd dién hinh dua ra quy trinh diéu ché mot sé CRN nhit dinh trong sd
cac CRN néu trén bao gdm, nhung khong giéi han &, Cong bd patent My s6
2013/0190383; va Cong bd don PCT sé WO 2013/036868, toan b ndi dung cuia mdi

trong so céc tai liéu nay dugc két hop vao day bang cach vién dan.

Theo mdt s6 phuong an, iARN theo sdng ché bao gém mot hodc nhiéu monome
]a nucleotit UNA (axit nucleic khong bi khoa). UNA la axit nucleic acyclic khéng bi
khoa, trong do lién két bét ky trong s céc lién két cia duong da duoc loai bo, tao thanh
géc "duong" khong bi khoa. Theo mét vi du, UNA cling bao ham monome véi cac lién
két gifta C1'-C4' da dugc loai bo (nghia la lién két cong hoa tri cacbon-oxy-cacbon gitra
cac nguyén tir cacbon C1' va C4’). Theo mot vi du khac, lién két C2'-C3' (nghia la lién
két cacbon-cacbon cdng héa tri gifta cac nguyén tir cacbon C2' va C3') ctia duong da
duoc loai bo (xem Nuc. Acids Symp. Series, 52, 133-134 (2008) va Fluiter et al., Mol.
Biosyst., 2009, 10, 1039 dugc két hop vao day bang cach vién dan).

Céc tai liéu cong bé My dua ra quy trinh diéu ché UNA bao gom, nhung khong
0i6i han &, patent M§ sb 8,314,227, vai Cong bd Patent My so 2013/0096289;
2013/0011922; va 2011/0313020, toan bo ndi dung cua mdi trong sb cac tai liéu nay
duoc két hop vao ddy bang cach vién dan.

Cac cai bién déi véi cac ddu cia phan tir ARN c6 kha nang lam 6n dinh c6 thé
bao gébm N-(axetylaminocaproyl)-4-hydroxyprolinol (Hyp-C6-NHAc), N-(caproyl-4-
hydroxyprolinol (Hyp-C6), N-(axetyl-4-hydroxyprolinol (Hyp-NHAc), thymidin-2'-0-
deoxythymidin (ete), N-(aminocaproyl)-4-hydroxyprolinol (Hyp-C6-amino), 2-
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docosanoyl-uridin-3"- phosphat, bazo nghich ddo dT(idT) va cac cai bién khac. Viéc
boc 10 cac cai bién nay c6 thé dugc tim thay trong cong b6 don PCT sé6 WO

2011/005861.

Céc cai bién khéc cla nucleotit cia iARN theo sang ché bao gdm 5° phosphat
hodc gia 5° phosphat, chdng han, phosphat hodc gia phosphat & dau tan cung 5’ trén soi
d6i nghia cia iARN. Cac cai bién gia phosphat thich hgp duge boc 19 trong, vi du Cong
bb patent Mg s6 2012/0157511, toan bd ndi dung cua tai liéu nay duoc két hop vao day

bang cach vién dan.
A.iARN cai bién chira cac motif theo sdng ché

Theo c4c khia canh nhat dinh cia sang ché, tac nhan ARNi s¢i kép theo sang ché
bao g@)m c4c tac nhan véi cac cai bién hoa hoc nhu duge bdc 10, vi du, trong
WO02013/075035, toan bd ndi dung ctia mdi trong sb cac tai liéu nay dugc két hop vao
ddy bing cach vién din. W0O2013/075035 dua céc motif ciia ba cai bién gidng hét trén
ba nucleotit 1ién k& vao soi co nghia hodc sgi dbi nghia cua tdc nhan ARNi soi1 kép, dac
biét 1a & hoac & gén vi tri phan cit. Theo mot sb phuong an, soi c¢6 nghia va s¢i dbi
nghia cta tdc nhadn ARNI so1 kép ¢o thé duoc cai bién hoan toan theo cach khac. Viéc
dua cac motif nay lam pha v& khuon mau cai bién, néu co, cua soi c6 nghia hoic sgi dbi
nghia. Tac nhan ARNi soi kép tuy y ¢ thé duogc tiép hop vai phdi tir dan xuit GalNAc,

chang han trén sg¢i c6 nghia.

Cu thé hon, khi soi c6 nghia va sgi doi nghia cta tdc nhan ARNi soi kép dugc
cai bién hoan toan dé c6é mot hodc nhi€u motif cia ba cai bién giong hét trén ba
nucleotit lién ké & hodc & gan vi tri phin cat cia it nhat mot s¢i cia tac nhan ARNi soi

kép, quan sat thay hoat tinh lam bét hoat gen ctia tdc nhan ARNi s¢i kép.

Vi vay, sang ché dé xuit tac nhan ARNi soi kép c6 kha nang Grc ché su biéu hién
ctia gen dich (nghia la, gen PD-L1 gen) in vivo. Tdc nhan ARNi bao gdm mét soi 6
nghia va mot soi d6i nghia. M&i soi ciia tic nhan ARNi ¢6 thé doc 1ap co chiéu dai 12-
30 nucleotit. Vi du, mdi sgi c6 thé doc 1ap c6 chiéu dai 14-30 nucleotit, ¢6 chiéu dai 17-
30 nucleotit, ¢6 chidu dai 25-30 nucleotit, c6 chidu dai 27-30 nucleotit, c6 chiéu dai 17-

23 nucleotit, ¢6 chidu dai 17-21 nucleotit, c6 chiéu dai 17-19 nucleotit, c6 chiéu dai 19-
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25 nucleotit, ¢6 chidu dai 19-23 nucleotit, c¢6 chidu dai 19-21 nucleotit, c6 chiéu dai 21-

25 nucleotit, hoac co chiéu dai 21-23 nucleotit.

Soi ¢6 nghia va sgi d6i nghia thudng tao thanh sgi kép ARN soi kép (“ARN soi
kép”), con dugc d& cap dén nhu 12 “tic nhan ARNi s¢i kép.” Ving soi kép clia tic nhan
ARNI soi kép ¢6 thé c6 chidu dai 12-30 cap nucleotit. Vi du, ving soi kép ¢6 thé ¢6
chidu dai 14-30 cap nucleotit, c6 chidu dai 17-30 cap nucleotit, c6 chiéu dai 27-30 cap
nucleotit, c6 chiéu dai 17 - 23 cap nucleotit, c6 chiéu dai 17-21 cdp nucleotit, co chiéu
dai 17-19 cap nucleotit, co chiéu dai 19-25 cap nucleotit, co chiéu dai 19-23 cap
nucleotit, ¢6 chiéu dai 19- 21 cap nucleotit, co chiéu dai 21-25 cap nucleotit, hodc cé
chiéu dai 21-23 cip nucleotit. Theo mot vi du khac, ving s¢i kép dugc chon tir ving cod

chiéu dai 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, hodc 30 nucleotit.

Theo cac phuong an nhét dinh, cac sgi c6 nghia va d6i nghia ciing c6 thé dai
hon. Vi du, theo cac phuong an nhét dinh, soi c6 nghia va sgi dbi nghia doc 1ap co
chidu dai 25-35 nucleotit. Theo cac phuong 4n nhét dinh, mdi s¢i c6 nghia va sgi doi
nghia doc 1ap c6 chilu dai 27-53 nucleotit, ching han, c6 chiéu dai 27-49, 31-49, 33-
49, 35-49, 37-49, va 39-49 nucleotit.

Theo cac phuong an nhét dinh, tdc nhan ARNi soi kép may chira mot hodc nhiéu
viung nho ra hodc nhom gén mil & ddu 3°, 5°, hodc ca hai d4u ctia mot hodc ca hai sgi.
Phan nhd ra nay c6 thé doc 1ap co chidu dai 1-6 nucleotit, ching han c6 chiéu dai 2-6
nucleotit, ¢6 chidu dai 1-5 nucleotit, ¢ chidu dai 2-5 nucleotit, ¢6 chiéu dai 1-4
nucleotit, c6 chidu dai 2-4 nucleotit, c6 chidu dai 1-3 nucleotit, c6 chiéu dai 2-3
nucleotit, hodc ¢6 chiéu dai 1-2 nucleotit. Theo cac phuong an nhét dinh, ving nho ra
c6 thé bao gdm ving nho ra kéo dai nhu duge d& xuét & trén. Phn nho ra c6 thé 1a do
mdt soi dai hon soi kia, hodc 1 do hai s¢i c6 cung chidu dai duoc dat so le. Phan nh6 ra
c6 thé tao thanh cip bazo nito khong hop doi véi ARNm dich hodc n6 co thé bd trg cho
cac trinh ty gen dugc huéng dich hodc co thé 12 mét trinh tu khéc. Cac soi thi nhét va
thir hai ciing ¢6 thé dugc nbi, ching han, bang cac bazo bd sung dé tao thanh dang cdp

téc, hodc bang cac lién két phi bazo khéc.

Theo cac phuong 4n nhit dinh, mdi nucleotit trong viing nho ra nay cta téc nhan

ARNI soi kép co thé doc 1ap 1a nucleotit cai bién hodc khong dwgc cai bién bao gom,

-57-



36534

nhung khéng gidéi han ¢ duge cai bién & gbc duong 2°, nhu, 2°-F, 2°-O-methyl,
thymidin (T), 2'-O-metoxyetyl-5-metyluridin (Teo), 2'-O-metoxyetyladenosin (Aeo),
2'-O-metoxyetyl-5-metylxytidin (m5Ceo), va td hop bt ky ciia ching. Vi du, TT c6 thé
la trinh tu nhd ra & mot dau ctia mot soi. Phén nhd ra c6 thé tao thanh cip bazo nito
khong hop doi véi ARNm dich hoac n6 ¢o thé bd tro cho cac trinh trr gen duge hudng
dich hogc c6 thé 1a mot trinh tw Khac.

Cac phﬁn nho ra 5°- hodc 3’- & soi c6 nghia, sgi dbi nghia, hodc cé hai s¢1 cua
tac nhan ARNI soi kép ¢6 thé dugc phosphoryl héa. Theo mot s6 phuong 4n, cac ving
nhd ra chira hai nucleotit c6 mot phosphorothioat gifta hai nucleotit nay, trong dé hai
nucleotit c¢6 thé gidng nhau hodc khic nhau. Theo mot s6 phuong 4n, phén nhb ra nay
c6 mat ¢ dau 3’ cua soi ¢o nghia, soi dbi nghia, hodc ca hai s¢i. Theo mét sb phuong
an, phin nho ra & ddu 3’ ¢6 mat trén soi ddi nghia. Theo mot s6 phuong 4n, phén nho ra
& déu 3’ c6 mit trén soi c6 nghia.

T4c nhan ARNi soi kép c6 thé chi chira mot phan nho ra duy nhét, co6 thé cing
¢b hoat tinh can thiép ctia ARNi, ma khong anh hudng dén tinh bén néi chung ctia né.
Vi du, ph?m nho ra thudc soi don co thé nam & dau 3’ cua soi ¢6 nghia hoac, theo cach
khac, & dau 3' cia soi ddi nghia. ARNi cling co thé c6 mot dAu cun, nim & dau 5° cua
soi d6i nghia (hodc dau 3’ cua sgi c¢6 nghia) hodc nguoc lai. Thong thuong, soi do6i
nghia cta tdc nhan ARNi s¢i kép c6 mot nucleotit nho ra & dau 3°, va dau 5’ 1a dau cun.
Mic di khéng mong mudn bi gidi han béi ly thuyét, dau clin khong d6i xtmg & dau 5’
cta soi dbi nghia va phan nhd ra & diu 3’ cua soi dbi nghia khién cho soi dan di vao

quy trinh RISC.

Theo cac phuong an nhét dinh, tic nhan ARNi s¢i kép c6 dau cun c6 chiéu dai
19 nucleotit & cubi soi kép, trong d6 sgi c6 nghia chua it nhat mot motif gdm ba cai
bién 2°-F & ba nucleotit lién k& & cac vi tri 7, 8, 9 tir dau 5°. Soi ddi nghia chira it nhat
mot motif gdm ba cai bién 2’-O-metyl & ba nucleotit lién ké & cac vi tri 11, 12, 13 tir
dau 5°.

Theo cac phuong an khac, tdic nhan ARNi s¢i kép ¢6 dau cin c6 chiéu dai 20

nucleotit & cudi soi kép, trong d6 sgi co nghia chira it nhat mot motif gom ba cai bién
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2°-F & ba nucleotit lién k& & cac vi tri 8, 9, 10 tir ddu 5°. Soi dbi nghia chia it nht mot

motif gdm ba cai bién 2°-O-metyl & ba nucleotit lién ké & cac vi tri 11, 12, 13 tir dau 5.

Theo cac phuong an khac nira, tdc nhan ARNi s¢i kép ¢o ddu cin c6 chidu dai
21 nucleotit & cubi soi kép, trong do6 sgi c6 nghia chura it nhit mot motif g@)m ba cai
bién 2°-F & ba nucleotit lién k& & cac vi tri 9, 10, 11 tir ddu 5°. Soi dbi nghia chira it
nht mdt motif gdm ba cai bién 2’-O-metyl & ba nucleotit lién ké & cac vi tri 11, 12, 13
tir déu 5°.

Theo cac phuong 4n nhat dinh, tic nhan ARNi soi kép bao gbm sgi c6 nghia
gdm 21 nucleotit va sgi d6i nghia gdm 23 nucleotit, trong d6 s¢i c6 nghia chua it nhét
mot motif gdm ba céi bién 2°-F & ba nucleotit lién ké & céc vi tri 9, 10, 11 tir dau 5°; sgi
d6i nghia chtra it nhit mot motif gdm ba cai bién 2’-O-metyl & ba nucleotit lién ké &
cac vitri 11, 12, 13 tur dau 5, trong d6 mot dAu cua tac nhan ARNI 13 cun, trong khi
dAu kia bao gbm doan nho ra gdm 2 nucleotit. Tét hon 13, doan nhé ra gdm 2 nucleotit
nim & diu 3’ cla soi ddi nghia.

Khi doan nho ra gdbm 2 nucleotit nay nim & ddu 3’ cua soi dbi nghia, c6 thé ¢6
hai lién két lién nucleotit phosphorothioat gifta ba nucleotit & du tan cung, trong d6 hai
trong sd ba nucleotit nay 1a céc nucleotit nho ra, va nucleotit thir ba la nucleotit cgp doi
ké tiép nucleotit nho ra nay. Theo mot phuong 4an, tac nhdn ARNi con c6 hai lién két
lién nucleotit phosphorothioat gitta ba nucleotit dAu tan cung & ca du 5° clia soi c6
nghia va ¢ ddu 5 ctia soi d6i nghia. Theo cic phuong dn nhét dinh, mdi nucleotit trong
soi ¢O nghia va soi débi nghia cua tac nhan ARNI s¢i kép, bao gém cac nucleotit 1a mot
phan cua cdc motif 1a cac nucleotit cai bién. Theo cac phwong 4n nhét dinh mdi gbc doc
1ap dugc cai bién véi 2°-O-metyl hodc 3°-flo, chdng han, trong mot motif khac. Tuy ¥,

tac nhan ARNi soi kép con bao gdm phdi tir (t6t hon 1a GalNAc3).

Theo cac phuong an nhét dinh, tac nhan ARNi s¢i kép bao gdm mot soi c6 nghia
va mot soi ddi nghia, trong d6 soi c6 nghia ¢6 chidu dai 25-30 gbc nucleotit, trong d6
bt dau tir nucleotit & dau tan cung 5' (vi tri 1), cdc vi tri tr 1 dén 23 cua soi thir nhét
chtra it nhat 8 ribonucleotit; soi dbi nghia c6 chiéu dai 36-66 géc nucleotit va, bt dau
tir nucleotit diu tan cung 3', bao goém it nhét 8 ribonucleotit & cac vi tri dugc cap doi véi

cac vi tri 1- 23 cuta sg¢i c6 nghia dé tao thanh soi kép; trong do it nhét nucleotit ddu tan
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cung 3 ' cua soi d6i nghia khong cip doi voi soi c6 nghia, va co toi 6 nucleotit lién ké &
dau tan cung 3' khong dugc cip doi véi soi ¢ nghia, nho d6 tao thanh phan nhb ra gém
1-6 nucleotit & du 3' cta soi don; trong d6 dau tan cling 5' cua soi d6i nghia bao gém
tir 10-30 nucleotit lién k& ma khong dugc cap doi véi soi co nghia, nho do tao thanh
phan nhd ra gbm 10-30 nucleotit & du 5' ctia soi don; trong d6 it nhét cac nucleotit &
dau tan cing 5' va dau tan cling 3' clia sgi c6 nghia dwgc cap doi bazo voi cac nucleotit
cla soi dbi nghia khi cac sgi c6 nghia va soi d6i nghia dugc sip thing hang dé t6i uu
héa tinh bd tro, nho d6 tao thanh ving vé co ban 1a soi kép gifta cc sgi c6 nghia va soi
dbi nghia; va soi dbi nghia bd trg mét cach thich ddng cho ARN dich doc theo it nhét
19 ribonucleotit ctia chidu dai soi ddi nghia dé 1am giam su biéu hién gen dich khi axit
nucleic sgi kép duge dua vao té bao cla dong vat c6 vu; va trong d6 soi c6 nghia chira
it nhat mot motif gém ba cai bién 2°-F trén ba nucleotit lién ké, trong do it nhat mot
trong sd cac motif xudt hién & hodc & gan vi tri phan cit. Soi dbi nghia chira it nhét mot

motif gdbm ba cai bién 2°-O-metyl & ba nucleotit 1ién k& & hodc & gan vi tri phan cit.

Theo céc phuong an nhét dinh, tac nhan ARNi soi kép bao gdm s¢i c6 nghia va
soi d6i nghia, trong d6 tdc nhan ARNi soi kép bao gbm soi thir nhét c6 chiéu dai it nhat
1a 25 va nhidu nht 12 29 nucleotit va soi thir hai ¢6 chiéu dai nhiéu nhét 1a 30 nucleotit
v6i it nhit mot motif gdm ba cai bién 2’-O-metyl & ba nucleotit lién ké & cac vi tri 11,
12, 13 tur dau 5°; trong do dau 3’ cta soi tha nhit va dau 5° cua soi tha hai tao thanh
d4u cun va sgi tht hai dai hon 1-4 nucleotit & dau 3’ cua no so véi soi thi nhét, trong
d6 ving soi kép c6 chidu dai it nhit 25 nucleotit, va soi thir hai bd trg thich dang cho
ARNm dich doc theo it nhat 19 nucleotit ctia chiéu dai soi thir hai dé 1am giam s biéu
hién gen dich khi tic nhan ARNi duoc dua vao té bao cua dong vt c6 vi, va trong do
su phén cit tac nhan ARNi soi kép nho Dicer tdt hon 1a tao ra siARN chira dau 3’ cua
soi thir hai, nho d6 lam giam su biéu hién cta gen dich & dong vat c6 va. Tuy y, tac
nhan ARNi soi kép con bao gdom phéi i,

Theo céc phuong 4n nhét dinh, sgi c6 nghia cta tac nhdn ARNI s¢i kép chura it
nhit mot motif gdm ba cai bién gidng hét trén ba nucleotit lién ké, trong d6 mot trong

s0 cac motif nay xuat hién & vi tri phén cdt trén soi c6 nghia.
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Theo c4c phuong an nhét dinh, sgi d6i nghia ctia tac nhan ARNi soi kép cling c6
thé chira it nhit mot motif gdm ba cai bién giéng hét trén ba nucleotit lién ké, trong d6

mdt trong sO cac motif xuat hién & hodc & gan vi tri phan cit trén s¢i doi nghia.

Dbi véi tac nhan ARNi soi kép chira ving so1 kép co chiéu dai 17-23 nucleotit,
vi tri phan cit cua soi d6i nghia thuong ndm xung quanh céc vi tri 10, 11, va 12 tir dau
-5°. Vi vay, cac motif gdm ba céi bién giéng hét c6 thé xut hién & céc vi tri 9, 10, 11;
cac vi tri 10, 11, 12; cac vi tri 11, 12, 13; cac vi tri 12, 13, 14; hodc cdc vi tri 13, 14, 15
cua soi dbi nghia, tinh bét dau tir nucleotit thu nhét tir diu 5° -cua soi dbi nghia, hodc,
tinh bét dau tir nucleotit cap doi dau tién trong ving s¢i kép tur dau 5° cta soi d6i nghia.
Vi tri phén cat trong soi d6i nghia ciing co thé thay dbi theo chidu dai ciia ving soi kép
cta tac nhan ARNI s¢i kép tir dau 5°.

S¢i ¢6 nghia cla tdc nhan ARNI s¢i kép co thé chira it nhit mot motif gdm ba
cai bién gidng hét & ba nucleotit 1ién k& & vi tri phan cat clia soi ndy; va soi d6i nghia c6
thé c6 it nhat mot motif gdm ba cai bién gidng hét & ba nucleotit 1ién k& & hodc & gan vi
tr{ phan cat ctia soi ndy. Khi soi c¢6 nghia va soi d6i nghia tao thanh sgi kép dsARN, s¢i
c6 nghia va soi ddi nghia c6 thé duoc xép thing hang sao cho mot motif gdm ba
nucleotit trén sgi c6 nghia va mot motif gdm ba nucleotit trén sgi d6i nghia c6 it nhat
mot nucleotit chéng 1én nhau, nghia la, it nhat mot trong ba nucleotit cua motif trén soi
¢6 nghia tao thanh mot cap bazo voi it nhét mot trong ba nucleotit ctia motif trén sgi d6i
nghia. Theo cach khac, it nhét hai nucleotit c6 thé chéng 1én nhau, hoac ca ba nucleotit

¢6 thé chong Ién nhau.

Theo mét sb phuong an, sgi ¢6 nghia cia tdc nhan ARNi soi kép ¢6 thé chira
nhiu hon mot motif gdm ba cai bién gibng hét & ba nucleotit lién k&. Motif thir nhat c6
thé xuét hién & hodc ¢ gén vi tri phan cat clia soi nay va cac motif con lai ¢6 thé 1a cai
bién bién. Thuat ngit “cai bién bién” trong ban mo ta nay ding dé chi motif xuét hién &
mot vi tri khac cha soi ma cach biét véi motif ¢ hoac & gén vi tri phén cit cua cung soi
nay. Cai bién bién hodc lién k& v6i motif thir nhét hodc dugc cach biét béi it nhat mot
hoac nhidu nucleotit. Khi cadc motif ndm ngay canh nhau thi dic tinh hoa hoc cua cac
motif nay la khac nhau, va khi cac motif ndm cach biét bsi mot hodc nhiéu nucleotit thi

dic tinh héa hoc c6 thé gidng nhau hodc khéc nhau. C6 thé c6 m3t hai hodc nhiéu cai
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bién bién. Chang han, khi c6 mat hai cai bien bién, moi cai bién bién c6 thé xuat hién &
mét dau twong tmg véi motif thir nhat ma & hodc ¢ gan vi tri phan cét hodc ¢ phia bén

kia cua motif dan.

Tuong tu soi c6 nghia, so1 dbi nghia cta tac nhan ARNi soi kép ¢o thé chua
nhidu hon mét motif gdm ba cai bién giéng hét trén ba nucleotit lién ké, véi it nhat mot
trong sd cac motif xudt hién & hodc & gan vi tri phan cét cua soi. Soi ddi nghia nay cling
¢6 thé chira mot hodc nhiéu cai bién bién sip thang hang tuong tu véi cac cai bién bién

ma co thé ¢6 mit trén sgi ¢ nghia.

Theo mét s6 phwong 4n, cai bién bién trén sgi c6 nghia hodc sgi d6i nghia cua
tac nhan ARNi soi kép thuong khong bao gom mot hodc hai nucleotit dau tién ¢ dau tn

cung & dau 3°, dau 5°, hodc ca hai dau cua soi.

Theo cac phuong an khac, cai bién bién trén soi c6 nghia hodc sgi d6i nghia clia
tac nhan ARNI soi kép thuong khong bao gdm mot hodc hai nucleotit cap doi dau tién
trong vung soi kép & diu 3°, ddu 5°, hodc ca hai dau cua soi.

Khi mdi sgi c¢6 nghia va sgi dbi nghia cua tac nhan ARNI s¢i kép chira it nhét
mot cai bién bién, cac cai bién bién c6 thé thude cung mot dau cua vung soi kép, va co
mot, hai, hodc ba nucleotit chéng 1én nhau.

Khi mi sgi c6 nghia va soi déi nghia ctia tac nhan dsARNIi chita it nhét hai cai
bién bién, soi c6 nghia va sgi d6i nghia c6 thé dugc sip thang hang sao cho hai cai bién
mdi cai bién tr mot soi nam trén mot dau cua vung soi kép, c6 mot, hai hodc ba
nucleotit chéng 1én nhau; hai cai bién mdi cai bién tir mot soi niam trén dau con lai coa
vung s¢i kép, c6 mot, hai hodc ba nucleotit chéng 1én nhau; hai cai bién trén mot soi
nam trén mdi phia ctia motif dan, c6 mdt, hai hodc ba nucleotit chéng lén nhau trong

vung soi kép.

Theo mot sd phuong 4n, mdi nucleotit trén sgi c6 nghia va soi d6i nghia ctia tac
nhan ARNIi soi kép, bao gém cac nucleotit 1a mot phﬁn cua cac motif, co thé duoc cai
bién. Mdi nucleotit c6 thé dugc cai bién v&i cai bién giéng hodc khéc nhau, c6 thé bao
gém mot hoac nhiéu sy bién ddi ciia mot hodc ca hai oxy khong lién Kkét phosphat hodc
su bién ddi cua mot hodc nhiéu oxy lién két phosphat; su bién d6i cu tao cua duodng

riboza, chdng han, cia 2'-hydroxyl trén duong riboza; su thay thé hang loat gbc
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phosphat bang cac lién két “dephospho”; su cai bién hodc thay thé ciia mot bazo Xuét

hién trong tu nhién; va su bién do6i hodc cai bién cua bo khung riboza-phosphat.

Khi céac axit nucleic 1a cac polyme gbm cac duéi don vi, nhiéu cai bién xay ra o
vi tri ma dugc lap lai trong axit nucleic, chc';ng han, cai bién cua bazo, hoic géc
phosphat, hodc O khong lién két thuoe gbc phosphat. Trong mot s6 trudong hop, su cai
bién s& xay ra & tat ca cac vi tri dua ra trong axit nucleic nhung trong nhéu truomng hop
n6 s& khong xay ra. Dé 1am vi du, su cai bién c6 thé chi xay ra & vi tri dau tan cing 3’
hodc 5°, c6 thé chi x4y ra ¢ vung dau tan cung, chéng han, G vi tri trén nucleotit dau tan
cung hodc ¢ 2, 3, 4, 5, hodc 10 nucleotit cudi cua soi. Su cai bién c6 thé x4y ra ¢ vung
soi kép, vung s¢i don, hodc & cd hai vung. Su cai bién c6 thé chi xay ra & vung soi kép
clia tAc nhan ARNI sgi kép hodc c6 thé chi xay ra & ving s¢i don cua tic nhan ARNi
soi kép. Vi du, cai bién phosphorothioat & vi tri O khong lién két c6 thé chi xay ra ¢
mot hoac ca hai dau, c6 thé chi xay ra trong vung dau tan cung, chéng han, & mot vi tri
trén mot nucleotit dau tan cung, hodc & 2, 3, 4, 5, hodc 10 nucleotit cudi cua soi, hoic
c6 thé x4y ra & cac vung s¢i kép va vung s¢i don, déc bi€t la ¢ cac dau. Pau hoic céc

déu 5° ¢6 thé dugc phosphoryl héa.

C6 thé, chdng han, ting cudng dd 6n dinh, dé bao gdbm cac bazo cu thé trong
phan nhd ra, hoic dé bao gdm cac nucleotit cai bién hodc cac nhom thay thé nucleotit,
trong cac phén nho ra thudc soi don, chc’ing han, trong phén nhd ra & diu 5° hoic 3,
hoic ¢4 hai. Vi du, c¢6 th8 mong mubn bao gdm céc nucleotit purin trong céc phéan nho
ra. Theo mdt s6 phuong 4n, tAt c4 hodc mot sd bazo trong phan nho ra & dau 3’ hoic 5’
c6 thé dwoc cai bién, ching han, bing cai bién dwge mo ta & ddy. Céc cai bién c6 thé
bao gdm, chdng han, st dung céc céi bién & vi tri 2° cia dudng riboza véi cac cai bién
da biét trong linh vuc, chéng han, st dung deoxyribonucleotit, 2’-deoxy-2’-flo (2°-F)
hoic 2’-O-metyl dugc cai bién thay cho duodng riboza clia nucleobazo, va cc cai bién
trong nhém phosphat, chdng han, cac cai bién phosphorothioat. Cac phan nho ra khong

can phai twong doéng véi trinh tu dich.

Theo mdt ) phuong an, mdi géc cua soi co nghia va soi dbi nghia dugc céi bién
doc lap voi LNA, CRN, cET, UNA, HNA, CeNA, 2’-metoxyetyl, 2’- O-metyl, 2°-O-
allyl, 2°-C- allyl, 2’-deoxy, 2’-hydroxyl, hodc 2’-flo. Cac sgi ¢6 thé chira nhiéu hon mot
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cai bién. Theo mot phuong 4an, mdi gOc cla sgi c6 nghia va sgi doi nghia doc lap duoc

cai bién véi 2’- O-metyl hodc 2°-flo.

[t nhat hai cai bién khac nhau thuong c6 mat trén soi ¢6 nghia va s¢i doi nghia.
Hai cai bién nhu vy c6 thé 1a cac cai bién 2°- O-metyl hodc 2’-flo, hodc cac cai bién
khac.

Theo cac phuong an nhét dinh, N, hodc Np bao gém cac cai bién cua mot khuon
thay thé. Thuét ngit “motif thay thé” nhu duoc stir dung & ddy dung dé chi motif mang
mot hoac nhiéu cai bién, mdi cai bién xay ra O cac nucleotit thay thé trén mét soi.
Nucleotit thay thé ¢6 thé dung dé chi mot nucleotit trén mdi nucleotit khac hodc mot
nucleotit trén mdi ba nucleotit, hoic mot khuén tuong tw. Vi du, néu mdi A, B va C 1a
mdt loai cai bién dbi v6i nucleotit, motif thay thé c6 thé 1a “ABABABABABAB...,”
“AABBAABBAABB...,” “AABAABAABAAB...,” “AAABAAABAAAB...,”
“AAABBBAAABBB...,” hoic “ABCABCABCABC...,” v.v.

Loai céi bién dugc chira trong motif thay thé co thé giéng nhau hozc khic nhau.
Vi du, néu mdi A, B, C, D 1a mot loai cai bién trén nucleotit, khuon thay thé, nghia la,
c4c cai bién trén mdi nucleotit khac, ¢6 thé 1a gidng nhau, nhung mdi sgi c6 nghia hodc
soi dbi nghia c¢6 thé dugce chon tir mot vai cai bién c6 thé c6 trong motif thay thé nay

nhu “ABABAB...”, “ACACAC...” “BDBDBD...” hodc “CDCDCD...,” v.v.

Theo mét sé phuong 4n, tac nhan ARNi soi kép theo sang ché bao gdm khuén
cai bién dbi v6i motif thay thé trén soi c6 nghia twong ing véi khudn cai bién doi véi
motif thay thé trén soi dbi nghia dugc dich chuyén. Su dich chuyén c6 thé t6i mic sao
cho nhém nucleotit cai bién cua sgi c6 nghia twong Gmg v6i nhom nucleotit cai bién
khac cia soi déi nghia va nguoc lgi. Vi du, soi ¢6 nghia khi dugc cip doi véi soi dbi
nghia trong soi kép dsARN, motif thay thé trong soi c6 nghia c6 thé bat dau véi
“ABABAB” tr diu 5° dén ddu 3’ cua soi nay va motif thay thé trong soi d6i nghia c6
thé bat ddu voi “BABABA” tir ddu 5° dén dau 3° cua soi nay trong vang soi kép. Theo
mdt vi du khéc, motif thay thé trong s¢i c6 nghia c6 thé bat dau voi “AABBAABB” tr
ddu 5° dén diu 3’ cua soi nay va motif thay thé trong soi d6i nghia co6 thé bat dau véi
“BBAABBAA” tir ddu 5° dén dau 3’ cua soi nay trong ving soi kép, sao cho ¢ su dich

chuyén mot phan ho#ic hoan toan cac khudn cai bién gitta sgi c6 nghia va soi doi nghia.
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Theo mot sd phwong 4n, tic nhan ARNi s¢i kép chira khuon gdm motif thay thé
chira cai bién 2'-O-metyl va cai bién 2°-F trén s¢i c6 nghia ban dau c6 su dich chuyén
twong Ung véi khuon gdm motif thay thé chira cai bién 2'-O-metyl va cai bién 2’-F trén
soi d6i nghia ban dau, nghia ld, nucleotit cai bién 2'-O-metyl trén soi c6 nghia cdp doi
bazo véi nucleotit cai bién 2'-F trén soi dbi nghia va nguoc lai. Vi tri 1 cla sgi c6 nghia
¢6 thé bt dAu véi cai bién 2'-F, va vi tri 1 cia soi dbi nghia c6 thé bit ddu véi cai bién
2'- O-metyl.

Viéc dua mot hodc nhiéu motif gdbm ba cai bién giéng hét & ba nucleotit lién ké
vao soi ¢6 nghia hodc soi d6i nghia lam ph4 v& khudn cai bién ban diu trén soi c6
nghia hodc soi dbi nghia. Viéc pha v& khuodn cai bién cua soi c6 nghia hodc soi d6i
nghia bang cach dua mot hodc nhiéu motif gdm ba cai bién gidng hét & ba nucleotit lién
ké vao soi c6 nghia hodc s¢i d6i nghia c6 thé 1am ting hoat tinh lam bét hoat gen ddi

v6i gen dich.

Theo mot sd phuong 4n, khi motif gbm ba cai bién gidng hét & ba nucleotit lién
ké duge dua vao soi bat ky, su cai bién clia nucleotit ké tiép motif nay 1a cai bién khéc
v6i cai bién cia motif nay. Vi du, phan trinh tw chita motif 1a ... NaYYYNy...,” trong
d6 “Y” 1 cai bién clia motif gdm ba cai bién gidéng hét trén ba nucleotit lién ke, va “N,”
va “Nb” 14 cai bién déi véi nucleotit ké tiép v6i motif “YYY” khac véi cai bién cia Y,
va trong d6 Na va Np co thé 1a cac cai bién gidng nhau hoic khac nhau. Theo cach khac,

N. hodc Ny ¢6 thé ¢6 mit hoac khong c6 mat khi c6 mat céi bién bién.

iARN c6 thé con bao gdm it nhit mét lién két lién nucleotit phosphorothioat
hoic metylphosphonat. Cai bién lién két lién nucleotit phosphorothioat hodc
metylphosphonat c6 thé xay ra & nucleotit bét ky thude soi ¢6 nghia, s¢i d6i nghia, hoic
c4 hai sgi & vi tri bt ki clia soi nay. Chéng han, cai bién lién két lién nucleotit ¢6 thé
xay ra & mdi nucleotit trén sgi c6 nghia hodc soi dbi nghia; mdi cai bién lién két lién
nucleotit nay c6 thé xay ra o phan thay thé trén sgi c6 nghia hodc sgi dbi nghia; hodc
soi ¢6 nghia hodc s¢i d6i nghia c6 thé chira ca cac cai bién lién két lién nucleotit trong
khuon thay thé. Khudn thay thé cta cai bién lién két lién nucleotit trén soi c6 nghia c6
thé gibng hodc khéc vé6i sgi di nghia, va khudn thay thé clia cai bién lién két lién

nucleotit trén sgi cd nghia c6 thé c6 do dich chuyén twong g voi khudn thay thé cia
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cai bién lién két lién nucleotit trén sgi d6i nghia. Theo mdt phuong é4n, tdc nhdn ARNi
soi kép bao gdom 6-8 lién két lién nucleotit phosphorothioat. Theo mot s6 phuong 4n,
soi dbi nghia bao gém hai lién két lién nucleotit phosphorothioat & dau 5’ va hai lién
két lién nucleotit phosphorothioat & dau 3°, va soi ¢6 nghia bao gom it nhAt hai lién két

lién nucleotit phosphorothioat & dau 5° hogc dau 3°.

Theo mot sé phuong 4n, tac nhan ARNi s¢i kép bao gdm cai bién lién két lién
nucleotit phosphorothioat hodc metylphosphonat trong vung nhd ra. Vi du, vang nh6 ra
¢6 thé chira hai nucleotit ¢6 lién kétphosphorothioat hoic metylphosphonat lién phén tir
nucleotit gitta hai nucleotit. Céc cai bién lién két lién nucleotit ciing c6 thé dugce tao ra
dé lién két nucleotit nho ra véi nucleotit duoc cip doi & diu tan clng trong vung soi
kép. Vi du, it nhat 2, 3, 4, hoic toan bd nucleotit nhd ra ¢6 thé dugc lién két qua lién ket
lién nucleotit phosphorothioat hodc metylphosphonat, va tuy y, c6 thé c6 cac doan lién
két lién nucleotit phosphorothioat hodc metylphosphonat khac lién két nucleotit nho ra
vGi nucleotit cdp doi ma nam bén canh nucleotit nhd ra nay. Ch:?mg han, co6 thé co6 it
nhét hai lién két lién nucleotit phosphorothioat gifta ba nucleotit dau tan cung, trong do
hai trong s6 ba nucleotit nay 1a céc nucleotit nho ra, va nucleotit thir ba 1a nucleotit cdp
d6i ndm bén canh nucleotit nhd ra nay. Ba nucleotit & dau tin cing nay co thé nim &
dau 3’ cua soi dbi nghia, dau 3’ cua sgi ¢6 nghia, dau 5° cua soi dbi nghia, hodc dau 5’

cua s¢i doi nghia.

Theo mot sé phuong an, phan nho ra gbm 2 nucleotit & dAu 3’ cua soi ddi nghia,
va ¢6 hai lién két lién nucleotit phosphorothioat gifta ba nucleotit & dau tan cing nay,
trong d6 hai trong sb6 ba nucleotit nay 1a cac nucleotit nhd ra, va nucleotit thir ba la
nucleotit cip doi ndm bén canh nucleotit nhd ra nay. Ty ¥, tic nhan ARNi s¢i kép c6
thé con c6 hai lién két lién nucleotit phosphorothioat gifta ba nucleotit & dau tan cung &
ca ddu 5° ctia soi c6 nghia va déu 5° ciia soi d6i nghia.

Theo mot phuwong an, tdc nhan ARNi soi kép bao gbm céc bazo nito khong hop
d6i v6i dich, nam trong soi kép, hodc to hop ctia chung. Sy khong hop doi co thé xay ra
trong vung nho ra hodc vung sg¢i kép. Cap bazo ¢o thé dugc xép hang dua trén xu
huéng thuc day su phan ly hodc niu chay cua chiing (chdng han, dua trén ning luong

tu do cua su két hop hodc phan ly ciia mot cdp cu thé, phuong phap don gian nhét 1a
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kiém tra cac cap dua trén su cdp doi riéng r& mac du cic phwong phap phén tich twong
tu hodc cing loai tiép theo ciing c6 thé dugc st dung). P6i vé6i viée thic day phan ly:
A:U duge vu tién hon so v6i G:C; G:U duoc vu tién hon so véi G:C; va I.C dugc vu
tién hon so véi G:C (I=inosin). Cac cap bazo nito khong hop doi, chdng han, cac cip
d6i khong chinh tic hodc cac cip doi chinh tic khac (nhu dugc md ta & noi khac trong
ban mo ta nay) dugc uvu tién hon cac cdp doi chinh tac (A:T, A:U, G:C); va céc cdp doi

ma bao gom mot bazo khong pho bién dugce wu tién hon so v6i cac cdp bazo chinh tac.

Theo céc phuong an nhét dinh, tdc nhan ARNi soi kép bao gbm it nhat mdt trong
s6 1, 2, 3, 4, hoac 5 cap bazo dau tién trong vung sg¢i kép tinh tir dau 5° cua soi dbi
nghia doc lap dugc chon tr nhom gém: A:U, G:U, I:.C, va cac cap khong hop doi,
chéng han, cac cap doi khong chinh tdc hodc cac cap doi chinh tac khac hoic cac cap
d6i ma bao gdbm maot bazo khong phd bién, dé thuc day su phan ly cla s¢i dbi nghia &

dau 5 cua soi kép.

Theo cac phuong an nhét dinh, nucleotit & vi tri 1 trong vang s¢i kép tur dau 5’
trong sgi dbi nghia duogc chon tr A, dA, dU, U, va dT. Theo cach khac, it nhat mot
trong sb 1, 2, hodc 3 cip bazo d4u tién trong ving soi kép tur dau 5° cua soi ddi nghia 1a
cap bazo AU. Vi du, cdp bazo dau tién trong ving soi kép tur du 5° cua soi dbi nghia 1a
cap bazo AU.

Theo cac phuong an khéc, nucleotit ¢ dau 3’ cua soi c6 nghia 1a deoxy-thymin
(dT) hoac nucleotit & dau 3’ cla soi dbi nghia 1a deoxy-thymin (dT). Vi du, ¢6 mot
trinh tu ngén gém cac nucleotit deoxy-thymin, vi du, hai nucleotit dT & dau 3’ cla soi
c6 nghia, soi dbi nghia, hodc ca hai soi.

Theo cac phuong an nhét dinh, trinh tw soi c6 nghia c6 thé dugc biéu thi boi
cong thire (I):

5'np-Na-(X X X )i-Np-Y Y'Y -No-(Z Z Z );-Na-ng 3" (I)

trong do:

ivaj doc lap voi nhau béng 0 hoac 1;

p va q doc lap voi nhau bang 0-6;
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mdi N, ddc 1ap 1a trinh ty oligonucleotit chira 0-25 nucleotit cai bién, mdi trinh

tu bao gff)m it nhét hai nucleotit cai bién khac nhau;

mdi Ny doc 14p 1a trinh tu oligonucleotit chira 0-10 nucleotit cai bién;

mdi np va ng doc 1ap 1a mot nucleotit nho ra;

trong d6 Nb va Y khong c6 ciing cai bién; va

mdi XXX, YYY, va ZZZ doc 1ap 1a mot motif gdm ba cai bién giéng nhau & ba
nucleotit lién k&. Tt hon 1 YYY déu 1a cée nucleotit cai bién 2’-F.

Theo mot sb phuong an, Na hodc Np bao gdm céc cai bién cua khuon thay thé.

Theo mdt sé phwong 4n, motif YYY xuét hién & hodc & gan vi tri phan cit clia
sgi ¢6 nghia. Vi du, khi tdc nhdn ARNi s¢i kép c6 ving soi kép co chiéu dai 17-23
nucleotit, motif YYY ¢6 thé xuét hién & hodc & ving lan cin cta vi tri phin cat (chcfng
han: ¢6 thé xuét hién 6 cacvitri 6, 7, 8; 7, 8, 9; 8,9, 10; 9, 10, 11; 10, 11,12; hodc 11,
12, 13) ctia sgi c6 nghia, tinh bt dau tir nucleotit dAu tién, tir dau -5°; hodc tuy ¥, tinh
bét dau tir nucleotit cap d6i thir nhat trong ving soi kép, tir dau 5°.

Theo mot phuong 4n, 1 bang 1 va j bang 0, hodc i bing 0 va j bang 1, hoic ca i
va j bang 1. Vi vay, soi c6 nghia c6 thé dugc biéu thi bai cac cong thirc sau dy:

5'np-Na-YYY-Np-ZZZ-Na-nq 3' (Ib);

5" np-Na-XXX-Np-YYY-Na-nq 3' (Ic); hodc

5' np-Na-XXX-Np-YY Y-Np-ZZZ-Na-nq 3' (Id).

Khi sgi c6 nghia dugc biéu thi bai cong thirc (Ib), Ny 12 trinh tu oligonucleotit
chtra 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2, hodc 0 nucleotit cai bién. M&i N, doc 1ap c6 thé 1a trinh tu
oligonucleotit chira 2-20, 2-15, hoac 2-10 nucleotit cai bién.

Khi sgi c6 nghia dugc biéu thi boi cong thire (Ic), Ny 1a trinh ty oligonucleotit
chtra 0-10, 0-7, 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2, hodc 0 nucleotit cai bién. Mdi N, 6 thé doc lap
1a trinh tu oligonucleotit chira 2-20, 2-15, hodc 2-10 nucleotit cai bién.

Khi soi c6 nghia dugc biéu thi bdi cong thirc (Id), mdi Ny doc 1ap 1a trinh tu
oligonucleotit chira 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2, hodc 0 nucleotit cai bién. Tét hon 13, Ny
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bang 0, 1, 2, 3, 4, 5, hodc 6. Mdi Na c6 thé doc 1ap 1a trinh tu oligonucleotit chira 2-20,

2-15, hodc 2-10 nucleotit cai bién.

Mbi X, Y vaZ cod thé giéng nhau hodc khac nhau.

Theo cac phuong an khéc, 1 bing 0 va j bang 0, va s¢i c6 nghia c6 thé dugc biéu
thi bai cong thire:

5'np-Na-YYY- Na-ng 3' (Ia).

Khi s¢i ¢6 nghia duoc biéu thi boi cong thire (1a), mdi N, doc 1ap co thé 1a trinh

tur oligonucleotit chira 2-20, 2-15, hodc 2-10 nucleotit cai bién.

Theo mot phuong 4n, trinh ty soi di nghfa ciia ARNi c6 thé dwgce bicu thi boi

cong thuc (II):

5'ng-Na'«(Z°Z'Z )-Np-Y'Y'Y'-Np'-(X'X'X")i-N'a-np' 3' (II)

trong do:

k va 1 doc 1ap voi nhau 1a 0 hodc 1;

p’ va q” doc 1ap véi nhau la 0-6;

mdi N’ doc 1ap 1a trinh tu oligonucleotit chira 0-25 nucleotit cai bién, mdi trinh
tu bao g@)m it nhat hai nucleotit cai bién khac nhau;

mdi Ny’ doc 1ap 1a trinh ty oligonucleotit chira 0-10 nucleotit cai bién;

mdi n,' va ng' doc 1ap 12 mot nucleotit nho ra;

trong d6 Ny’ va Y’ khong c6 cung cai bién; va

mdi X'X'X', Y'Y'Y', va Z'Z'7' doc 1ap la mot motif gbm ba cai bién gidng nhau
& ba nucleotit lién ké.

Theo mét s6 phuong 4n, N,” hodic Ny’ chira cac cai bién ctia khuodn thay thé.

Motif Y'Y'Y" xuét hién & hodc & gan vi tri phan ct clia soi d6i nghia. Vi du, khi
tac nhan ARNI soi kép c6 viung s¢i kép ¢o chiéu dai 17-23 nucleotit, motif Y'Y'Y’ ¢6
thé xuét hién & cac vi tri 9, 10, 11; 10, 11, 12; 11, 12, 13; 12, 13, 14; hodc 13, 14, 15

clia soi dbi nghia, tinh bit diu tir nucleotit dAu tién tir ddu -57; hogc tiy ¥, tinh bat dau
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tr nucleotit cap doi dau tién trong vung soi kép, tu dau 5°. Tét hon 13, motif Y'Y'Y'

xuét hién & céc vi tri 11, 12, 13.

Theo céc phuong an nhét dinh, motif Y'Y'Y' déu 1a cac nucleotit cai bién 2’-
OMe.

Theo céc phuong an nhat dinh, k bing 1 va 1 bang 0, hodc k bing 0 val bang 1,
hodc cak valbang 1.

Vi vy, soi ddi nghia c6 thé duogc biéu thi boi cong thirc sau day:

5'ng-Na'-Z'Z'7Z'-Ny'-Y'Y'Y'-No'-ny 3'  (1Ib);

5'ng-Na-Y'Y'Y'-Np'-X'X'X'-np 3' (IIc); hodc

5'ng-Na'- Z'Z'Z'-Ny'-Y'Y'Y'-Np'- X'X'X'-Na'-np 3' (IId).

Khi soi dbi nghia dugc biéu thi boi cong thirc (IIb), Ny 14 trinh tu oligonucleotit

chtra 0-10, 0-7, 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2, hodc 0 nucleotit cai bién. Mbdi N’ doc 1ap 1a

trinh tir oligonucleotit chira 2-20, 2-15, hodc 2-10 nucleotit cai bién.

Khi soi dbi nghia dugc biéu thi boi cong thie (Ic), Ny’ 1a trinh tur oligonucleotit
chira 0-10, 0-7, 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2, hoac 0 nucleotit cai bién. M&i N, doc lap la
trinh tu oligonucleotit chira 2-20, 2-15, hodc 2-10 nucleotit cai bién.

Khi soi ddi nghia dwoc biéu thi boi cong thirc (IId), mdi Ny* doc 14p la trinh tu
oligonucleotit chtra 0-10, 0-7, 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2, hodc 0 nucleotit cai bién. Mbi
Na* doc lap 1a trinh tw oligonucleotit chira 2-20, 2-15, hodc 2-10 nucleotit cai bién. Tot
hon 13, Ny bang 0, 1, 2, 3, 4, 5, hoic 6.

Theo cac phuong an khéc, k bang 0 va 1 bang 0 va soi d6i nghia c6 thé dugc biéu
thi boi cong thure:

5'np-Na-Y’Y’Y’- No-ng 3' (Ia).

Khi sgi dbi nghia dugc biéu thi boi cong thire (Ila), moi Na* doc 14p 1a trinh tu
oligonucleotit chira 2-20, 2-15, hodc 2-10 nucleotit cai bién.

Mbi X', Y' va Z' ¢6 thé gibng nhau hodc khac nhau.

M&di nucleotit ctia soi c6 nghia va sgi doi nghia c6 thé duoc cai bien doc 1ap vai

LNA, CRN, UNA, cEt, HNA, CeNA, 2’-metoxyetyl, 2’-O-metyl, 2’-0-allyl, 2’-C-
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allyl, 2’-hydroxyl, hodc 2’-flo. Vi du, mdi nucleotit ciia sgi ¢6 nghia va soi dbi nghia
duoc cai bién doc 1ap véi 2°-O-metyl hodc 2°-flo. Mbi X, Y, Z, X', Y', va Z', cu thé, 6

thé 1a cai bién 2°-O-metyl hodc cai bién 2°-flo.

Theo mot s6 phuong 4n, sgi c6 nghia cta tic nhan ARNI s¢i kép c6 thé chia
motif YYY xuét hién & cac vi tri 9, 10, va 11 cua soi nay khi vung s¢i kép 1a 21 nt, tinh
bat dau tir nucleotit dAu tién tir dau -5°, hodc tuy v, tinh bat dau tir nucleotit cap doi dau
tién trong viing soi kép, tir dAu 5°; va Y 1a cai bién 2°-F. Soi ¢6 nghia c6 thé con chira
motif XXX hoidc motif ZZZ 1am cac cai bién bién ¢ du dbi dién clia ving sgi kép; va
mdi XXX va ZZZ doc 1ap 1a cai bién 2°-OMe hoic cai bién 2’-F.

Theo mét s6 phuong 4n sgi d6i nghia c6 thé chira motif Y'Y'Y’ xuét hién & cac
vi tri 11, 12, 13 cia soi ndy, tinh bt diu tir nucleotit dau tién tir dau -5°, hodc tuy ¥,
tinh bit dau trr nucleotit cdp doi dau tién trong ving sgi kép, tir dau 5’; va Y' 1a 2°-O-
metyl cai bién. Soi dbi nghia c6 thé con chira motif X'X'X' hodc cac motif Z'Z'Z' 1lam
c4c cai bién bién & dau ddi dién cua ving soi kép; va mdi X'X'X' va Z'Z'Z' doc lap 1a
cai bién 2°-OMe hoic cai bién 2°-F.

Soi ¢6 nghia duge biéu thi béi cong thirc bét k¥ trong sb cac cong thirc (Ia), (Ib),
(Ic), va (Id) néu trén tao thanh soi kép voi soi di nghia dugc biéu thi béi cong thirc bét

k¥ trong s6 céc cong thirc (ITa), (IIb), (Ilc), va (IId), twong ing.

Vi vay, tdc nhan ARNI soi kép dé dung trong phuong phép theo sang ché co6 thé
bao gff)m soi c6 nghia va soi dbi nghia, mdi soi co 14 dén 30 nucleotit, soi kép iARN

nay duoc biéu thi boi cong thire (I11):
c6 nghia: 5'np -Na-(X X X)i -Np- Y Y Y -Np-(Z Z Z)j-Na-ng 3'
dbinghia:  3'np-Na-(X’XX)-Np-Y'Y'Y'-Np -(Z'Z'Z")-Na -nq 5'
(IIT)
trong do:
i, j, k, val doc lap véi nhau béng 0 hoac 1;

p, p', ¢, va q' doc 18p v6i nhau bing 0-6;
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mdi N, va N, doc 14p 14 trinh tu oligonucleotit chira 0-25 nucleotit cai bién, mdi

trinh tu bao gdm it nhit hai nucleotit ci bién khac nhau;
mdi Np va Ny ddc 14p 14 trinh ty oligonucleotit chira 0-10 nucleotit cai bién;

trong do mdi np’, np, ng’, va ng, €O thé c6 mit hodc khong c6 mat, doc 1ap la
nucleotit nho ra; va

mdi XXX, YYY, ZZZ, X'’X'X', Y'Y'Y', va Z'Z'Z' dc lap 1a mdt motif gém ba
cai bién gidng nhau & ba nucleotit lién ké.

Theo mdt phuong an, 1 béng 0 va j bang 0; hodc i bing 1 va j bang 0; hoic i bang
0 vaj bang 1; hodic caivaj bing 0; hodc caivaj bang 1. Theo mot phuong an khac, k
bang 0 va 1 bang 0; hoic k bang 1 val bang 0; k bang 0 va bang 1; hodc cak val bang

0; hodccakval béng 1.

Vi du vé t6 hop soi c6 nghia va sgi d6i nghia tao thanh soi kép iARN bao gbm

cac cong thic dudi day:

5" np- Na-Y Y Y -Ni-g 3

3' 1y -Ny-Y'Y'Y' -Ny'ng 5'
(Ill2)

50y -Na-Y Y Y -Np-Z Z Z -Nanng 3'

3' 1y -Na-Y'Y'Y'-Np -Z'Z'Z'-Nang 5"
(IIIb)

5' p-Ng- X X X -Np-Y Y'Y - Ng-ng 3'

3" np Ny XX X'-Np -Y'Y'Y'-Ny -ng 5'
(Illc)

5" np -Na-X X X Np-Y Y Y -No- Z Z Z -Ngng 3'

3" 0y -Na -X'X' XNy -Y'Y'Y'-Ny -Z'Z'Z'-Ne-ng 5
(I11d)

Khi tac nhan ARNI s¢i kép dugce biéu thi bai cong thirc (111a), mdi N, doc lap 1a

-72-



36534

trinh tu oligonucleotit chira 2-20, 2-15, hoac 2-10 nucleotit cai bién.

Khi tdc nhan ARNi soi kép duoc biéu thi boi cong thue (I1Ib), mdi Ny doc 1ap 1a
trinh tu oligonucleotit chira 1-10, 1-7, 1-5, hodc 1-4 nucleotit cai bién. Mbi N, doc lap

12 trinh tu oligonucleotit chira 2-20, 2-15, hodc 2-10 nucleotit cai bién.

Khi tdc nhan ARNI soi kép dugce biéu thi boi cong thirc (Illc), mdi Ny, Ny’ ddc
1ap 14 trinh ty oligonucleotit chira 0-10, 0-7, 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2, hoac 0 nucleotit cai
bién. Mbi Na doc lap 1a trinh tu oligonucleotit chira 2-20, 2-15, hodc 2-10 nucleotit cai
bién.

Khi tac nhan ARNI sgi kép dugce biéu thi boi cong thic (I11d), mdi No, Ny’ doc
14p 14 trinh tw oligonucleotit chira 0-10, 0-7, 0-10, 0-7, 0-5, 0-4, 0-2, hoac 0 nucleotit cai
bién. Mbi Na, N ddc 1ap 1a trinh tu oligonucleotit chtra 2-20, 2-15, hodc 2-10 nucleotit

cai bién. Mbi Na, Na’, Nb, va Np doc 14p bao gom céc cai bién cuia khudn thay thé.

Mbi X, Y, va Z trong cac cong thuc (1IT), (Illa), (I1Ib), (Illc), va (IIId) co thé
gidng nhau hoic khac nhau.

Khi tac nhan ARNIi soi kép duoc biéu thi bdi cong thuc (111), (I1Ia), (I1Ib), (IILc),
va (IIId), it nhat mot trong s cac nucleotit Y ¢6 thé tao thanh mdt cip bazo v6i mot
trong s cac nucleotit Y'. Theo cach khac, it nhét hai trong s cac nucleotit Y tao thanh
cAc cap bazo véi cac nucleotit Y' tuong tmg; hodc tAt ca ba nucleotit Y déu tao thanh

céac cip bazo vdi cac nucleotit Y' tuong ung.

Khi tac nhan ARNi soi kép dugc biéu thi béi cong thirc (ITb) hogc (I11d), it nhat
mot trong s6 cac nucleotit Z c6 thé tao thanh mot cap bazo vé1 mot trong s6 cac
nucleotit Z'. Theo cach khac, it nhat hai trong sb cac nucleotit Z tao thanh cac cip bazo
v6i cac nucleotit Z' tuong tng; hodc ca ba nucleotit Z tao thanh cic cdp bazo véi
nucleotit Z' tuong tng.

Khi tac nhan ARNi si kép duge biéu thi boi cong thirc (ITc) hodc (ITId), it nhat
mot trong s6 cac nucleotit X c6 thé tao thanh mot cip bazo véi mot trong sb cac
nucleotit X'. Theo céch khac, it nhét hai trong sd cac nucleotit X tao thanh cac cap bazo

vé6i cac nucleotit X' tuong tng; hoac ca ba nucleotit X déu tao thanh cac cip bazo véi

cac nucleotit X' trong Umg.
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Theo cac phuong 4n nhat dinh, cai bién trén nucleotit Y khac véi cai bién trén
nucleotit Y?, cai bién trén nucleotit Z khéac véi cai bién trén nucleotit Z°, va/hoac cai

bién trén nucleotit X khac véi cai bién trén nucleotit X°.

Theo cac phuong an nhét dinh, khi tdc nhan ARNi s¢i kép duoc biéu thi boi
cong thie (IIId), céc cai bién N, 1a céc cai bién 2'-O-metyl hodc 2'-flo. Theo cic
phuong an khac, khi tac nhan ARNi duoc biéu thi bdi cong thirc (111d), cac cai bién N,
1 c4c cai bién 2'-O-metyl hogc 2'-flo va n,’ >0 va it nhét mot n,’ dwoc lién két véi mot
nucleotit lién k& thong qua lién két phosphorothioat. Theo mét phwong an khéc nita, khi
tac nhan ARNi duoc biéu thi béi cong thic (I1Id), cac cai bién Ni 1a cac cai bién 2'-O-
metyl hodc 2'-flo, np' >0 va it nhat mot n,’ duoc lién két v6i nucleotit lién ké thong qua
lién két phosphorothioat, va soi c6 nghia dugc tiép hop v6i mot hoic nhiéu chit din
xuit GalNAc dugc ge"m qua mot doan lién két mach nhanh hoéa tri hai hodc hoda tri ba
(duge mo ta dudi diy). Theo cac phuong an khac, khi tic nhan ARNi duge biéu thi bai
cong thire (I11d), cac cai bién N, 1a cac cai bién 2'-O-metyl hodc 2'-flo, npy' >0 va it nhét
mdt np’ duoc lién két véi nucleotit lién ké thong qua lién két phosphorothioat, sgi c¢6
nghia bao gdm it nhét mot lién két phosphorothioat, va s¢i c6 nghia duoc tiép hop véi
mot hoac nhiéu chét din xuit GalNAc duoc gén qua mot doan lién két mach nhanh hoa

tri hai hodc hoéa tri ba.

Theo mot sd phwong 4n, khi tdc nhan ARNi s¢i kép duoc biéu thi béi cong thirc
(ITTa), cac cai bién N, 1a céc cai bién 2’-O-metyl hodc 2'-flo, ny’ >0 va it nhat mot ny'
duoc lién két véi nucleotit lién k& nhor lién két phosphorothioat, sgi c6 nghia bao g6m it
nhit mot lién két phosphorothioat, va soi c6 nghia dugc tiép hop v6i mot hodc nhiéu
chit dan xuit GalNAc dugc gén qua mdt doan lién két mach nhanh héa tri hai hodc hoa

tri ba.

Theo mot sé phuong 4n, tac nhan ARNi soi kép 1a multime chira it nhat hai s¢i
kép duge biéu thi béi cong thire (I11), (I1la), (IIb), (Ilc), va (I11d), trong d6 cac s¢i keép
nay dugc lién két béi mot doan lién két. Poan lién két ¢6 thé 1a doan lién két c6 thé
phan cit hodc khong thé phan cit. Tuy ¥, multime con bao gbm phdi tir. Mdi s¢i kép c6
thé hudéng dich cing mot gen hodc hai gen khac nhau; hodc mdi soi kép co thé huéng

dich cung mdt gen ¢ hai vi tri dich khac nhau.
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Theo mét sb phuong an, tic nhdn ARNi soi kép la multime chira ba, bdn, nam,
sdu soi kép hodc nhiéu hon duoc biéu thi béi cong thie (IIT), (Ila), (IIIb), (IIlc), va
(I11d), trong d6 cac soi kép duoc lién két boi mot doan lien két. Doan lién két c6 thé 1a
doan lién két c6 thé phan cat hoic khong thé phan cit. Tuy ¥, multime con bao gdm
phéi tir. Mbi soi kép c6 thé hudng dich ciing mdt gen hodc hai gen khac nhau; hoac mdi

soi kép c6 thé huéng dich cing mot gen & hai vi tri dich khac nhau.

Theo mot phuong 4n, hai tac nhan ARNi soi kép duge biu thi béi it nhat mot
trong s cac cong thire (III), (IlTa), (IIb), (Illc), va (Id) dugc lién két véi nhau & dau
5. va mot hoiic ca hai dau 3°, va tiy ¥ duoc tiép hop vai phdi tir. Mi tac nhan 6 thé
hudng dich cung mot gen hoac hai gen khac nhau; hodc mdi tac nhan c6 thé huéng dich

cung mot gen & hai vi tri dich khéac nhau.

Nhiéu c6ng bd khac nhau mo td iARN dang multime c6 thé dugc st dung trong
phuong phéap theo sang ché. Céc cong bb nhu vay bao gbm patent M§ s6 7,858,769,
W02007/091269, WO02010/141511, WO02007/117686, W02009/014887, va
W02011/031520 toan bd noi dung cua mdi trong sb cac tai liéu nay duge két hop vao

day bang cach vién dan.

Nhu duoc mo ta cu thé hon dudi diy, iARN chura thé tiép hop ctia mot hodc
nhiéu gdc hydrat cacbon véi iARN c6 thé t6i wu hoa mot hodc nhiéu dic tinh cia iIARN
nay. Trong nhiéu truong hop, gbc hydrat cacbon s& dugc gin voi dudi don vi cai bién
cta iARN. Vi du, duong riboza ciia mot hoac nhiéu dudi don vi ribonucleotit cia iARN
6 thé duoc thay bang mét gbc khac, chdng han, chat mang khong phai hydrat cacbon
(t6t hon 12 mach vong) ma phéi tr hydrat cacbon dugc gin vao d6. Duéi don vi
ribonucleotit trong d6 duong riboza cia dudi don vi nay da dugc thay thé trong ban m
ta nay dwoc dung dé chi dudi don vi cai bién thay thé riboza (ribose replacement
modification subunit - RRMS). Ch4t mang mach vong c6 thé 1a hé nhan vong cacbon,
nghia la, tit ca cac nguyén tr vong 1a nguyén tir cacbon, hodc hé nhan di vong, nghia
lo, mdt hodc nhiéu nguyén t& vong co thé 1a nguyén tu khéc loai, chéng han, nito, oxy,
lwu huynh. Chat mang mach vong c6 thé 1a hé nhan vong don, hoic co6 thé chira hai
vong hodc nhiéu, chdng han céc vong ngung tu. Chit mang mach vong c6 thé 1a hé

nhan bao hoa hoan toan, hodc n6 ¢6 thé chira mot hoac nhiéu lién ket doi.
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Phdi tir ¢6 thé duoc gin véi polynucleotit nko mot chit mang. Céc chit mang
bao gdm (i) it nhat mot “diém gin vao bd khung”, t6t hon 1a hai “diém gan vao bo
khung” va (ii) it nhat mot “diém gan vao doan nbi”. “Piém gin vao bo khung” trong
ban md ta nay duoc ding dé chi nhom chirc, chdng hgn nhém hydroxyl, hodc théng
thuong, lién két sin co dé, va thich hop dé két hop chit mang vao bo khung, chdng han,
phosphat, hoac phosphat dugc cai bién, chdng han, bd khung chtta lvu huynh cua axit
ribonucleic. Theo mét sd phuong 4n “diém gan vao doan ndi ” (tethering attachment
point - TAP) dung dé chi nguyén tir vong cAu thanh cua chit mang mach vong, ching
han, nguyén tir cacbon hodc nguyén tir khac loai (khac véi nguyén tir ma tao ra diém
gén vao bo khung), ma lién két géc dugc chon. Gbe nay co thé 1a, chéng han, hydrat
cacbon, chc“;ng han monosacarit, disacarit, trisacarit, tetrasacarit, oligosacarit, hoac
polysacarit. Tuy vy, gbc duoc chon dugc lién két v6i chit mang mach vong bdi mot
doan ndi xen gifra. Vi vay, chét mang mach vong s€& thuong bao gém mot nhém chirc,
chcfng han, nhém amino, hodc thong thuong, tao ra mot li€n két, ma thich hop dé két
hop hoac nbi mot don vi chu tric hoa hoc khéc, chdng han, phdi tir véi vong thanh

phan.

iARN c6 thé dugc tiép hop véi phdi tir nho chit mang, trong d6 chit mang co
thé 1a nhom vong hodc nhém khong vong; t6t hon 13, nhém vong nay duge chon tir
pyrolidinyl, pyrazolinyl, pyrazolidinyl, imidazolinyl, imidazolidinyl, piperidinyl,
piperazinyl, [1,3]dioxolan, oxazolidinyl, isoxazolidinyl, morpholinyl, thiazolidinyl,
isothiazolidinyl, quinoxalinyl, pyridazinonyl, tetrahydrofuryl, va decalin; tot hon 1a,
nhom khong vong 1a b khung serinol hodc b khung dietanolamin.

Theo cac phuong an nhéat dinh, iARN 1a tdc nhan dugc chon tir cac tdc nhan
duoc liét ké trong bang 3 va bang 5. Theo mét phuong an, tac nhan iARN hudng dich
cac nucleotit 3221-3243 cua SEQ ID NO:1. Theo mdt phuong an, tdc nhan ARNI la
AD-67635 (huéng dich cac nucleotit 3224-3243 cua SEQ ID NO:1). Theo mét phuong
an khac, tac nhan ARNi 1a AD-67637 (huéng dich cac nucleotit 3223-3242 cua SEQ ID
NO:1). Cac tac nhan nay c6 thé chira phdi ti.

I1I. iARN dugc tiép hop vai phdi tir

Mot ci bién khac cia ARN ciia iARN theo sang ché bao gom cho iARN lién két
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hoa hoc voi mdt hodc nhiéu phéi tr, géc hoac thé tiép hop ma ting cudng hoat tinh, sy
phan bd trong té bao, hoac su hép thu trong té bao cua iARN chdng han, vao té bao.
Céac gbc nhu vay bao gdm nhung khong giéi han & céac gbc lipit nhu gbc cholesterol
(Letsinger et al., Proc. Natl. Acid. Sci. US4, 1989, 86: 6553-6556), axit cholic
(Manoharan et al., Biorg. Med. Chem. Let., 1994, 4:1053-1060). Theo cac phuong an
nhét dinh, cai bién c6 thé bao gdm thioete, chdng han, beryl-S-tritylthiol (Manoharan et
al., Ann. N.Y. Acad. Sci., 1992, 660:306-309; Manoharan et al., Biorg. Med. Chem. Let.,
1993, 3:2765-2770), thiocholesterol (Oberhauser et al., Nucl. Acids Res., 1992, 20:533-
538), mach béo, chéng han, cac géc dodecandiol hodc undexyl (Saison-Behmoaras et
al., EMBO J, 1991, 10:1111-1118; Kabanov et al., FEBS Lett., 1990, 259:327-330;
Svinarchuk et al., Biochimie, 1993, 75:49-54), phospholipit, chéng han, di-hexadexyl-
rac-glycerol  hodc  trietyl-amoni  1,2-di-O-hexadexyl-rac-glyxero-3-phosphonat
(Manoharan et al., Tetrahedron Lett., 1995, 36:3651-3654; Shea et al., Nucl. Acids
Res., 1990, 18:3777-3783), mach polyamin hodc polyetylen glycol (Manoharan et al.,
nucleosits & nucleotit, 1995, 14:969-973), hodc axit adamantan axetic (Manoharan et
al., Tetrahedron Lett., 1995, 36:3651-3654), géc palmityl (Mishra et al., Biochim.
Biophys. Acta, 1995, 1264:229-237), géc octadexylamin hodc hexylamino-
cacbonyloxycholesterol (Crooke e al., J. Pharmacol. Exp. Ther., 1996, 277:923-937).

Theo cac phuong an nhét dinh, phdi tir 1am thay d6i su phan bd, huéng dich
hodc thoi gian ton tai ciia tac nhan iARN ma né dugc két hop vao. Theo cac phuong 4n
dugc wu tién phdi ti tao ra 4i luc gia tang dbi v6i dich lwa chon, chdng han, phan tu, té
bao hodc loai, thanh phz:in té bao, chcfng han, thanh phﬁn té bao hodc co quan, md, co
quan hodc vung cua co thé, chdang han nhw, so véi céac loai khong co phéi tir nay. Céc

phdi tir duge wu tién khong tham gia vao viée cap doi soi kép trong axit nucleic soi kép.

Céc phdi tir c6 thé bao gom chat xuét hién trong tu nhién, nhu protein (chdng
han, albumin huyét thanh nguoi (human serum albumin - HSA), lipoprotein ty trong
thip (low-density lipoprotein - LDL), hodc globulin); hydrat cacbon (ching han,
dextran, pullulan, chitin, chitosan, inulin, xyclodextrin, N-axetylgalactosamin, hodc axit
hyaluronic); hodc lipit. Phéi tir cling c6 thé 1a phan tir téi t6 hop hoic tong hop, nhu
polyme tong hop, chdng han, poly axit amin tong hop. Vi du vé poly axit amin bao gbm
poly axit amin 14 polylysin (PLL), poly axit L-aspartic, poly axit L-glutamic, copolyme
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anhydrit axit styren-maleic, copolyme poly(L-lactide-co-glycolied), copolyme divinyl
ete-maleic anhydrit, copolyme N-(2-hydroxypropyl)metacrylamit (HMPA), polyetylen
glycol (PEG), rugu polyvinyl (PVA), polyuretan, poly(axit 2-etylacrylic), polyme N-
isopropylacrylamit, hoac polyphosphazin. Vi du vé cac polyamin bao gbm:
polyetylenimin, polylysin (PLL), spermin, spermidin, polyamin, polyamin gid peptit,
polyamin bat chuéde peptit, dendrime polyamine, arginin, amidin, protamin, cation lipit,

cation porphyrin, mudi bac bdn cuia polyamin, hodc peptit chudi xo4n alpha.

Céc phéi tir cling c6 thé bao gébm cac nhom huéng dich, chdng han, cic tac nhan
hudng dich t& bao hodc mé, chdng han, lectin, glycoprotein, lipit hodc protein, chdng
han, khang thé, gin két voi mot loai té bao cu thé nhu t€ bao than. Nhom hudng dich ¢6
thé 14 thyrotropin, melanotropin, lectin, glycoprotein, protein bé mat A, Mucin hydrat
cacbon, lactoza da tri, galactoza da tri, N-axetyl-galactosamin hoa tri mot hodc da tri,
N-axetyl-gulucosamin mannoza da tri, fucoza da tri, poly aminoaxit dugc glycosyl hoa,
galactoza da tri, transferrin, bisphosphonat, polyglutamat, polyaspartat, lipit,
cholesterol, steroit, axit mat, folat, vitamin B12, vitamin A, biotin, hodc peptit RGD
hodc chéit bit chudc peptit RGD. Theo cac phuong 4n nhét dinh, phéi tir 1a N-axetyl-
galactosamin hoa tri mgt hoac da tri. Theo cac phuong éan nhit dinh, phéi tr 1a

cholesterol.

Cac vi du khéac vé céc phéi tr bao g@)m thudc nhudém, cdc tic nhin can thiép
(ching han acridin), cac chét lién két ngang (chdng han psoralen, mitomyxin C),
porphyrin (TPPC4, texaphyrin, Sapphyrin), cac hydrocacbon thom da vong (chdng han,
phenazin, dihydrophenazin), cac endonucleaza nhén tao (chdng han EDTA), cac phan
ta wva lipit, chc%ng han, cholesterol, axit cholic, axit adamantan axetic, axit 1-pyren
butyric, dihydrotestosteron, 1,3-Bis-O(hexadexyl)glyxerol, nhom geranyloxyhexyl,
hexadexylglyxerol, borneol, mentol, 1,3-propandiol, nhém heptadexyl, axit palmitic,
axit myristic, axit O3-(oleoyl)lithocholic, axit O3-(oleoyl)cholenic, dimetoxytrityl, hodc
phenoxazin) va cac thé tiép hop peptit (chdng han, antennapedia peptit, Tat peptit), cac
chét alkyl hoa, phosphat, amino, mercapto, PEG (chcfng han, PEG-40K), MPEG,
[MPEG],, polyamino, alkyl, alkyl duoc thé, cac dau chuén dugc danh diu phéng xa,
enzym, hapten (chdng han biotin), cac chét tao diéu kién cho qua trinh van chuyén/hép

thu (chéng han, aspirin, vitamin E, axit folic), c4c ribonucleaza téng hop (chéng han,
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imidazol, bisimidazol, histamin, cdc cum imidazol, thé tiép hop acridin-imidazol, phirc

hop Eu3+ cta cac vong 16n tetraaza), dinitrophenyl, HRP, hoac AP.

Céc phéi tr c6 thé 1a protein, chdng han, glycoprotein, hodc peptit, chang han,
cac phén tir c6 ai lyc dic hi€u dbi voi déng phéi tr, hoac cac khang thé chcfng han,
khang thé ma gin két v6i mot loai té bao dic hiéu nhu té bao gan. Cac phdi tr cling co
thé bao gdm hormon va céc thu th& hormon. Chung ciing c6 thé bao gdm céc loai khong
peptit, nhu lipit, lectin, hydrat cacbon, vitamin, cac déng yéu td, lactoza da tri,
galactoza da tri, N-axetyl-galactosamin, N-axetyl-gulucosamin mannoza da tri, hoac
fucoza da tri. Phéi tr nay c6 thé 1a, vi du, lipopolysacarit, chit hoat hoa p38 MAP
kinaza, hoac chit hoat h6a NF-«B.

Phéi tir nay 6 thé 1a mot chét, chdng han, thubc, ma c6 thé 1am ting do hép thu
ctia tac nhan iARN vao té bao, vi du, béng cach pha vo bo khung té bao cua té bao,
chdng han, bang cach pha vo chu tric vi dng, vi soi hodc cac soi trung gian ca té bao.
Thudc ¢6 thé 13, vi du, taxon, vincristine, vinblastine, cytochalasin, nocodazole,

japlakinolide, latrunculin A, phalloidin, swinholide A, indanocine, hodc myoservin.

Theo mot sd phuong 4n, phdi tir gin v6i iARN nhu dugc md ta trong ban mé ta
nay déng vai trd lam chat didu bién dwgc dong hoc (chit didu bién PK). Cac chét diéu
‘bién PK bao gdm lipophiles, axit mat, steroit chét twong tw phospholipit, peptit, tac
nhan gén két protein, PEG, vitamin v.v. Vi du vé cac chit diéu bién PK bao gém,
nhung khong giéi han &, cholesterol, axit béo, axit cholic, axit lithocholic,
dialkylglyxerit, diaxylglyxerit, phospholipit, sphingolipit, naproxen, ibuprofen, vitamin
E, biotin v.v. Ciing biét 1a oligonucleotit ma chtra mot s6 doan lién két phosphorothioat
lien két voi protein huyét thanh, vi vdy cdc oligonucleotit ngin, chdng han,
oligonucleotit gém khoang 5 bazo, 10 bazo, 15 bazo, hodc 20 bazo, chira nhiéu doan
lién két phosphorothioat trong bo khung ciing ¢6 thé dung 1am phdi tir trong sang ché
nay (chdng han 1am phéi tir diéu bién PK). Ngoai ra, cdc aptame gan két cac hop phan
huyét thanh (chdng han protein huyét thanh) ciing thich hop dé dung 1am phéi tir diéu

bién PK trong c4c phuong dn dugc md ta & déy.

iIARN duoc tiép hop v6i phéi tir theo sang ché c6 thé dugce tong hop bang cach

st dung oligonucleotit mang nhém chirc phan tng 10 ra ngoai, nhu duge dan xuat tir
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viéc gin phan tir lién két vao oligonucleotit (dugc mo ta dudi day). Oligonucleotit phan
g nay c6 thé dwgc phan tGng truc tiép voi cac phdi tir sin c6 trén thi trudng, cac phéi
tr dugc tong hop mang nhom bao vé bét ky trong nhiéu nhém bao vé, hodc phéi tir c6

goc lién két dugc gan vao no.

Oligonucleotit dugc st dung trong thé tiép hop theo sang ché c6 thé duoc tao ra
theo cch thuan tién va thong thuong nhd k¥ thudt tbng hop pha rin da biét. Thiét bi dé
tdng hop nhu viy dugc ban bdi mot s6 nha cung cdp bao gbdm, vi du, Applied
Biosystems (Foster City, Calif.). Cac phuong tién khac bét ky dé dung cho qué trinh
tong hop nhu vay da biét trong linh virc c6 thé dugc sir dung bd sung hodc thay thé.
Ciing da biét viéc st dung cac k¥ thuat tuong tu dé diéu ché cac oligonucleotit khac,

nhu phosphorothioat va dan xuét duge alkyl hoa.

Trong cac iARN tiép hop phdi tir va phan tir phéi tir mang cac nucleosit lién két
dac hiéu trinh tu theo sang ché, oligonucleotit va oligonucleosit ¢6 thé c6 thé dugc 1ép
vio thiét bi tbng hop ADN thich hop bing cach sir dung céc tién chat nucleotit hodc
nucleosit tiéu chuén, hodc cac tién chat tiép hop nucleotit hodc nucleosit ma da mang
gbc lién két, cac tién chét tiép hop phdi tir-nucleotit hodc nucleosit ma da mang phan tir

phdi tir, hodc cac khdi tao dung mang phéi tir khong phai nucleosit.

Khi sir dung tién cht tiép hop nucleotit @ mang gbc lién két, qua trinh téng hop
céc nucleosit lién két dic hiéu trinh tu thuong xay ra hoan toan, va sau do phéan ti phéi
tr dugc phan ng voi gbc lién két dé tao thanh oligonucleotit tiép hop phéi tir. Theo
mot sd phuong 4n, oligonucleotit hodc nucleosit duoc lién két theo sang ché dugc tong
hop bang céc thiét bi téng hop tw dong c6 sir dung phosphoramidit dugc tao dan xuét tir
thé tiép hop phdi tir-nucleosit ngoai cac phosphoramidit tiéu chuén va phosphoramidit
khong tiéu chuin c6 sian trén thi truong va thuong duoc sir dung trong tbng hop

oligonucleotit.
A.  Thé tiép hop lipit

Theo cac phuong 4n nhat dinh, phéi tir hodc thé tiép hop nay 1a lipit hodc phan
tit trén co s& lipit. Lipit hodc phén tir trén co s& lipit nhu vay tot hon 1a gan két véi
protein huyét thanh, chdng han, albumin huyét thanh nguoi (HSA). Phéi tir gan két
HSA cho phép phan phdi thé tiép hop dén mo dich, chdng han, mo dich khong phai
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than cta co thé. Vi du, md dich c6 thé 1a gan, bao gbm té bao nhu mo cia gan. Cac
phan tir khdc c6 thé gén két HSA ciing ¢6 thé duge sir dung lam phéi tir. Vi du, c6 thé
str dung naproxen hodc aspirin. Phéi tir lipit hodc phéi tir trén co s lipit c6 thé (a) 1am
gia tang tinh khang d6i voi su phéan giai thé tiép hop, (b) lam gia tang sy hudng dich
hodc van chuyén vao té bao dich hodc mang té bao, hoic (c) c6 thé duge st dung dé

diéu chinh viéc gin két v6i huyét thanh protein, chang han, HSA.

Phéi tir trén co s6 lipit c6 thé duge st dung dé wc ché, chdng han, didu chinh
viée gén két giira thé tiép hop v6i md dich. Vi du, lipit hodc phdi tir trén co s& lipit gan
két voi HSA manh hon s& c¢6 vé huéng dich than kém hon va do vay c6 vé dugc thanh
thai kém hon khéi co thé. Lipit hodc phéi tir trén co s& lipit gin két véi HSA yéu hon
c6 thé duge st dung dé huéng thé tiép hop nay dén than.

Theo céc phuong 4n nhat dinh, phéi tir trén co sé lipit gfn két v6i HSA. Tét hon
13, n6 gin két HSA véi 4i lyc di dé thé tiép hop nay s& duge wu tién phan bd dén mod
khong phai than. Tuy nhién, tot hon 1 ai luc nay khong dugc qua manh t6i mic viée

gin két HSA-phdi tir khong thé dao ngugc dugc.

Theo cac phuong an khac, phéi tir trén co sé lipit gin két HSA yéu hoic khong
hé gin két, sao cho thé tiép hop s& dugc wu tién phan bb dén than. Cac gbc khac ma
huéng dich dén té bao than cling c6 thé duoc st dung thay cho, hodc thém vao, phéi tir

trén co s¢ lipit.

Theo mdt khia canh khéc, phéi tir nay 1a mot gbc, chiang han, vitamin, ma dugc
hép thu béi t& bao dich, chdng han, t& bao tang sinh. Cac phdi tir nay 1a ddc biét hiru
hiéu dé diéu tri cac r6i loan duoc dic trung bdi su ting sinh té bao khong mong mubn,
chcfng han, thudc loai ac tinh hodc khong 4c tinh, chéng han, té bao ung thu. Vi du vé
cac vitamin bao gébm vitamin A, E, va K. Céc vi du khéc vé cac vitamin bao gom
vitamin B, chcfng han, axit folic, B12, riboflavin, biotin, pyridoxal hodc cac vitamin
hodc chéat dinh dudng khéc duge hdp thu boi té bao dich nhu té bao gan. HSA va
lipoprotein ty trong thap (LDL) ciing duroc bao gbm.

B. T4c nhan thim qua té bao
Theo mot khia canh khéc, phdi tir 13 tic nhan thim qua té bao, ddc biét 1a tac

nhan chudi xoén thim qua té bao. Tét hon 13, téc nhan nay la ludng tinh. Vi du vé tac
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nhan nay 1a peptit nhu tat hodc antennopedia. Khi tdc nhan nay la peptit, né ¢ thé dugc
c4i bién, bao gém chit bat chudc peptidyl, invertome, cac lién két khong peptit hodc gia
peptit, va sit dung D-axit amin. Tdc nhén chudi xoén t6t hon 14 tic nhan chudi xodn

alpha, t6t hon 14 c6 pha ua lipit va pha ky lipit.

Phéi tir c6 thé 1a peptit hodc chit bat chudc peptit. Chét bat chuée peptit (trong
ban md ta nay dugc d& cap dén nhu 14 chat bt chudc oligopeptit) 1a phan tir ¢6 kha
ning gip nép thanh ciu tric ba chiéu xac dinh twong tw nhu peptit ty nhién. Viéc gin
peptit va chit bat chudc peptit vao tac nhan iARN c6 thé anh huéng dén phan bd duoc
dong hoc cia iARN, nhu bang cach gia tang su nhan biét va hap thu thudc té bao. Géoc
peptit hodc bét chude peptit ¢6 thé ¢ chidu dai 5-50 axit amin, chdng han, chiéu dai

khoang 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, hodc 50 axit amin.

Peptit hodc chit bat chudc peptit c6 thé 13, vi du, peptit thim qua té bao, peptit
cation, peptit ludng tinh, hodc peptit ky nudc (ching han, chii yéu bao gbém Tyr, Trp,
hodc Phe). Gbc peptit c6 thé 1a peptit dendrime, peptit khong tu nhién hodc peptit lién
két ngang. Theo mot phuong &n thay thé khac, gbc peptit c6 thé bao gdm trinh tu
chuyén doan mang (membrane translocation sequence - MTS) ky nudc. Vi du vé peptit
chira MTS ky nuéc 1a RFGF c¢6 trinh tu axit amin AAVALLPAVLLALLAP (SEQ ID
NO: 14). Chét tuong tw RFGF (chdng han, trinh tu axit amin AALLPVLLAAP (SEQ
ID NO:15) chira MTS ky nuéc ciing c6 thé 1a gbc huéng dich. Gdc peptit c6 thé 1a
peptit “phan phéi”, ma no c6 thé mang cac phan tir c6 do phan cuc 16n bao gbm peptit,
oligonucleotit, va protein qua mang té bao. Vi du, da nhan thiy ring cac trinh tu tr
protein Tat ciia HIV (GRKKRRQRRRPPQ (SEQ ID NO:16) va protein Drosophila
Antennapedia (RQIKIWFQNRRMKWKK (SEQ ID NO:17) c6 kha nang hoat dong
nhu céc peptit phan phdi. Peptit hodc chét bat chude peptit c6 thé duge ma hoa boi trinh
tw ngdu nhién ctia ADN, nhu peptit dwgc nhan biét tir thu vién biéu hién thé thuc
khudn, hodc thu vién t& hop hop chit mot dinh mot (one-bead-one-compound - OBOC)
(Lam et al., Nature, 354:82-84, 1991). Vi du vé peptit hodc chét bt chude peptit dugce
ndi vao tac nhan ARN s¢i kép nhd mo don vi monome két hop dé hudng dich té bao 1a
peptit arginin-glyxin-axit aspartic (RGD), hoac chét bét chuéc RGD. Goc peptit c6 thé

¢6 chiéu dai thay ddi tir khoang 5 axit amin dén khoang 40 axit amin. Céc gdc peptit c6
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thé ¢6 cai bién vé mit cau tric, nhu dé 1am ting dd 6n dinh hodc cac ddc tinh clu tao

truc tiép. Cac cai bién chu tric bat ky duoc md ta dudi day co thé dugc sir dung.

Peptit RGD dé dung trong ché pham va phwong phap theo sang ché co thé 1a
mach thing hodc mach vong, va c6 thé duoc cai bién, chdng han, glycosyl hoa hodc
metyl hoa, dé tao didu kién hudng dich dén cac mo dic hiéu. Cac peptit va chét gia
peptit chira RGD c¢6 thé bao gdm D-axit amin, ciing nhu cac chét bat chude RGD téng
hop. Ngoai RGD, c6 thé st dung cac gbe khac hudng dich phdi tir integrin. Cac thé tiép
hop duoc wu tién cia phéi tir nay huéng dich PECAM-1 hodc VEGF.

“Peptit thim qua té bao” c6 kha ning thAm qua té bao, chdng han, té bao vi sinh
vat, nhu té bao vi khuin hodc nim mbc, hodc té bao cua dong vat c6 vi, nhu té bao
ngudi. Peptit thim qua t& bao vi sinh vat ¢6 thé 14, vi du, peptit mach thing chudi X0An
o (chdng han, LL-37 hodc Ceropin P1), peptit chira lién két disulfua (ching han, o -
defensin, B-defensin hoic bactenecin), hodc peptit chi chira mot hodc hai axit amin
chiém wu thé (chdng han, PR-39 hoic indolicidin). Peptit thdm qua té bao ciing c6 thé
bao gém tin hiéu dinh vi nhan (nuclear localization signal - NLS). Vi du, peptit thdm
qua té bao co thé 1a peptit ludng tinh hai nhanh, nhu MPG, dugc tao dan xut tir mién
peptit dung hop ciia HIV-1 gp41 va NLS cua khang nguyén T 16n SV40 (Simeoni ef al.,
Nucl. Acids Res. 31:2717-2724, 2003).

C. Thé tiép hop hydrat cacbon

Theo mdt s6 phuong 4n ciia ché pham va phuong phép theo sang ché, iARN con
chira hydrat cacbon. iARN dugc tiép hop hydrat cacbon 14 c6 loi dé phan phdi in vivo
axit nucleic, cling nhu ché pham thich hop dé dung trong diéu tri in vivo, nhu duge mod
ta trong ban mo ta nay. Nhu dugc st dung trong ban mo ta nay “hydrat cacbon” dung
dé chi hop chét tu ban than 1a hydrat cacbon dugc tao thanh tr mot hodc nhiéu don vi
monosacarit ¢6 it nhit 6 nguyén tir cacbon (co6 thé 132 mach théng, mach nhanh hodc
mach vong) véi mot nguyén tir oxy, nito hodc luu huynh dugc gan v6i mdi nguyén tir
cacbon; hodc hop chat c6 mot phan cta né 1a gbc hydrat cacbon dugc tao thanh tir mot
hodc nhiéu don vi monosacarit, mdi don vi nay c6 it nhét sdu nguyén tir cacbon (c6 thé
1a mach thang, mach nhénh hodc mach vong), v6i mot nguyén tir oxy, nito hogc Iuu

huynh gan v6i mdi nguyén t cacbon. Hydrat cacbon dién hinh bao gdm dudng (mono-,
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di-, tri-, va oligosacarit chtra tir khoang 4, 5, 6, 7, 8, hodc 9 don vi monosacarit), va
polysacarit nhu tinh bdt, glycogen, xenluloza va gém polysacarit. Monosacarit cu thé
bao gdbm HBV va cic dudng néu trén (chang han, C5, C6, C7, hoac C8); di- va
trisacarit bao gém cac duong co6 hai hodc ba don vi monosacarit (chc“ing han, C5, C6,
C7, hoac C8).

Theo mdt phuong an, thé tiép hop hydrat cacbon dé dung trong ché phim va
phuong phép theo sang ché 12 monosacarit. Theo mot phuong an khac, thé tiép hop
hydrat cacbon dé ding trong ché pham va phuong phép theo sang ché duoc chon tir

nhom bao gom:
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Thé tiép hop hydrat cacbon dién hinh khac dé dung trong cac phuong an dugc

md ta & day bao gdm, nhung khong giéi han ¢,
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(cong thire XXIII),
khi mdt trong X ho#c Y 1a oligonucleotit, gbc con lai 1a hydro.

Theo cac phuong an nhit dinh theo sang ché, din xuét GalNAc hoic GalNAc
duoc ga‘in v4i tac nhan 1ARN theo sang ché qua doan lién két hoa tri mét. Theo mot sb
phuong 4n, dan xuit GaINAc hoic GalNAc duoc gin voi tic nhan iARN theo sang ché
qua doan lién két hoa tri hai. Theo mot phuong an khéc nita theo sang ché, dan xuét
GalNAc hodc GalNAc dugce gén v61 tdc nhan 1ARN theo sang ché qua doan lién két

hoa tri ba.

Theo mdt phuong an, tic nhan ARNi soi kép theo sang ché bao gdbm mot dan
xut GaINAc hodc GalNAc gin véi tic nhan iARN. Theo mot phuong an khac, téc
nhan ARNi soi kép theo sang ché bao gdm nhiéu (chéng han, 2, 3, 4, 5, hodc 6) dan
xuat GaINAc hoic GalNAc, mdi dan xuét doc 1ap gén v6i nhiéu nucleotit cta tdc nhan

ARNi soi kép qua nhiéu doan lién két héa tri mot.

Theo mot sb phuong an, vi dy, khi hai soi ctia tdc nhan iARN theo sang ché 1a
mdt phan ciia mot phan ti 16n hon duge ndi boi mot chudi nucleotit lién tyc gitra dau 3’
cia mot soi va ddu 5’ cla soi con lai twong Umg tao thanh vong cdp toc chira nhiéu
nucleotit chua ghép ddi, mdi nucleotit chua ghép doi trong vong cdp toc nay cd thé doc
1ap chira mot din xuét GalNAc hoic GalNAc duoc gén qua doan lién két hoa tri mot.
Vong cédp téc cling co thé duoc tao thanh boi phﬁn nho ra kéo dai trén mot s¢i cla sgi

kép.
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Theo mdt sb phwong 4n, thé tiép hop hydrat cacbon con chira mot hodc nhiéu
phéi tir khdc nhu dugc mo ta trén day, ching han nhu, nhung khong gi6i han 6, chét
diéu bién PK hoic peptit thAm qua té bao.

Céc thé tiép hop hydrat cacbon khéc thich hop dé ding trong sang ché bao gdbm
cac thé tiép hop dugc mo ta trong Cong bd don PCT sé6 WO 2014/179620 va WO
2014/179627, toan bd ndi dung ciia mdi trong sb cac tai lidu nay duge két hop vao day

bang cach vién dan.
D. Poan lién két

Theo mét sé phuong 4n, thé tiép hop hoac phdi tir duge md ta & day co thé duoc
gin véi oligonucleotit ctia iARN bang cac doan lién két khac nhau c6 thé 1a cic doan

lién két phan cét dugc hodc khdng phan cét duoc.

Thuét ngit "doan lién két" hodc “nhém lién két” ¢6 nghia 12 gbe hitu co ndi hai
phan ctia hop chat, chdng han, gan hai phan ciia mot hop chét theo cach cong hoa tri.
Céac doan lién két dién hinh chira mot lién két truc tiép hodc mot nguyén tir nhu oxy
hodc luu huynh, mot don vi nhu NR8, C(O), C(O)NH, SO, SOq, SO2NH hodc mot
chubi nguyén ti, chéng han nhu, nhung khong gidi han &, alkyl dugc thé hoic khong
duoc thé, alkenyl duoc thé hodc khong dugc thé, alkynyl duge thé hodc khong dugc
thé, arylalkyl, arylalkenyl, arylalkynyl, heteroarylalkyl, heteroarylalkenyl,
heteroarylalkynyl, heteroxyclylalkyl, heteroxyclylalkenyl, heteroxyclylalkynyl, aryl,
heteroaryl, heteroxyclyl, xycloalkyl, xycloalkenyl, alkylarylalkyl, alkylarylalkenyl,
alkylarylalkynyl, alkenylarylalkyl, alkenylarylalkenyl, alkenylarylalkynyl,
alkynylarylalkyl, alkynylarylalkenyl,  alkynylarylalkynyl,  alkylheteroarylalkyl,

alkylheteroarylalkenyl, alkylheteroarylalkynyl, alkenylheteroarylalkyl,
alkenylheteroarylalkenyl, alkenylheteroarylalkynyl, alkynylheteroarylalkyl,
alkynylheteroarylalkenyl, alkynylheteroarylalkynyl, alkylheteroxyclylalkyl,

alkylheteroxyclylalkenyl, alkylhererocyclylalkynyl, alkenylheteroxyclylalkyl,
alkenylheteroxyclylalkenyl,  alkenylheteroxyclylalkynyl, — alkynylheteroxyclylalkyl,
alkynylheteroxyclylalkenyl,  alkynylheteroxyclylalkynyl, —alkylaryl, —alkenylaryl,
alkynylaryl, alkylheteroaryl, alkenylheteroaryl, alkynylhereroaryl, mot hodac nhiéu
metylen ¢6 thé bi 4n ngit hodc két thic bi O, S, S(O), SO2, N(R8), C(0), aryl duogc thé
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hoac khong dugce thé, heteroaryl dugc thé hodc khong duoc thé, hoac di vong duogc thé
hodc khong dugce thé; trong do R8 1a hydro, axyl, géc béo hoic géc béo duoc thé. Theo
mot phuong an, doan lién két nam giita khoang 1-24 nguyén t, 2-24, 3-24, 4-24, 5-24,
6-24, 6-18, 7-18, 8-18, 7-17, 8-17, 6-16, 7-16, hodc 8-16 nguyén tir.

Nhoém lién két ¢6 thé phan cit 1a nhom du bén & bén ngoai té bao, nhung ngay
khi di vao t& bao dich duoc phan cit dé giai phong hai phin ma doan lién két nay lién
két ching v6i nhau. Theo mot phuong an dugc uu tién, nhom lién két co thé phan cit
dugc duge phan ct nhanh hon it nht khoang 10 Ian, 20, Ian, 30 lan, 40 1an, 50 lan, 60
14n, 70 1n, 80 1an, 90 14n, hodc 100 1an trong té bao dich hogc trong diéu kién tham
chiéu thtt nhat (ma co thé, chcfng han, dugc lua chon dé bit chuéc hodc miéu ta cic
diéu kién noi bao) trong mau cua dbi tuong, hodc trong diéu kién tham chiéu tht hai
(ma co thé, chéng han, dugc chon dé bit chude hodc miéu ta cac diéu kién trong mau

hodc huyét thanh).

Nhom lién két c6 thé cit duoc nhay dbi véi cac tac nhan phan cat, ching han,
pH, dién thé oxy hoa khit, hodc sy ¢6 mat cua cac phan tir phan gidi. Noi chung, tac
nhan phén cit trong té bao 1 phd bién hon hodc dugce tim thay véi lwgng hodc hoat tinh
16n hon so véi trong huyét thanh hoic mau. Vi du vé cac tac nhan phan giai nhu vay
bao gdm: céac chét oxy hoa khir chon loc d6i v6i céc co chit cu thé hoac khong c6 tinh
dic hiéu co chét, bao gém, chdng han, cic enzym oxy hoa hodc khir hodc cac chét khu
nhu mercaptan, coO mat trong té bao, c6 thé phan giai nhém lién két c6 thé phan cét nho
oxy hoa khur br?mg cach khir; cac esteraza; endosom hodc céc tdc nhan co thé tao ra moi
truong axit, chcfng han, cac tac nhan tao ra do pH béng 5 hoic thép hon; cac enzym co
thé thity phan hodc phan gidi nhom lién két co thé phan cit bang axit bang cach hoat
dong nhu mot axit ndéi chung, peptidaza (ma c6 thé dac hiéu dbi voi co chét), va

phosphataza.

Nhom lién két c6 thé phan cat, nhu lién két disulfua c6 thé nhay d6i véi pH. Do
pH ctia huyét thanh ngudi 1a 7.4, trong khi d6 pH ndi bao trung binh thap hon mot chit,
nim trong khoang tir khoang 7,1-7,3. Endosom ¢6 do pH axit hon, nam trong khoang
5,5-6,0, va lysosom c6 d6 pH axit hon nita & khoang 5,0. Mot s6 doan lién két s& ¢co

nhém lién két co6 thé phan cat ma dugc phan cat & do pH duoc uvu tién, nho do giai
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phong cation lipit tir phoi tr ndm trong té bao, hodc vao cac gian mong mudn cua té

bao.

Doan lién két ¢6 thé bao gdm nhom lién két c6 thé phan cat dugc ma c6 thé dugc
phan ct bing mot enzym cu thé. Loai nhom lién két c6 thé phan cét duge duge két hop
vao doan lién két c6 thé phu thudc vao té bao dugc huéng dich. Vi du, phdi tir huéng
dich gan c6 thé duoc lién két vai mot cation lipit qua mot doan lién két chira nhom este.
Té bao gan giau esteraza, va do vay doan lién két nay s& dugc phan cét trong té bao gan
hitu hiéu hon trong céac loai té bao khong gidu esteraza. Cac loai té bao khac giau

esteraza bao gom cac t€ bao phoi, vo than, va tinh hoan.

Céc doan lién két chtra lién két peptit c6 thé dugc sir dung khi huéng dich céc

loai té bao giau peptidaza, nhu té bao gan va té bao mang hoat dich khop.

Nhin chung, su thich hgp ciia mot nhoém lién két co thé phéan cat dugce dua ra c6
thé dugc danh gia bang cach thir nghiém kha ning clia mot tac nhan phén giai (hoac
didu kién phan giai) dé phan cét nhom lién két dugc dua ra. Cling mong mudn thir
nghiém kha nang chéng phan cat cia nhém lién két c6 thé phan cit dugc nghién ciru
trong mau hodc khi tiép xtic v6i mod khac khong phai mo dich. Vi vay, ¢6 thé xac dinh
duge d6 nhay tuong tmg ddi véi su phén cét gitra didu kién thir nhét va diéu kién th
hai, trong dé diéu kién thir nhét duge lua chon dé chi dinh sy phan cat trong té bao dich
va didu kién th hai dugc Iua chon dé chi dinh sy phéan cét trong cdc md hogc dich sinh
hoc khéc, chc';ng han, mau hoac huyét thanh. Viéc danh gia co thé dugc thuc hién trong
hé théng khong chira té bao, trong té bao, trong dich nudi cay té bao, trong dich nudi
cdy co quan hodc mo, hodc trong dong vt nguyén ven. Cling c6 thé thuc hién danh gia
ban dau trong céc diéu kién khong chtra té bao hoic céac diéu kién nudi céy va xac nhan
bang cach danh gid tiép trong dong vat nguyén ven. Theo cac phuwong 4n dugc uu tién,
cac hop chit dé xudt hitu hiéu dugc phan cat & té bao (hodc trong cac diéu kién in vitro
duoc chon dé bit chude cac didu kién ndi bao) nhanh hon it nhat khoang 2, 4, 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, hodc 100 1an so v6i mau hoic huyét thanh (hodc trong cac

diéu kién in vitro dugc chon dé bat chude cac diéu kién ngoai bao).

i. Nhém lién két c6 thé phan cat nhd oxy héa khir
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Theo cac phuong an nhét dinh, nhém lién két c6 thé phan cét 1 nhém lién két co
thé phan cit nho oxy hoa khir duge phan cit nhd sy khir hodc oxy héa. Vi du vé nhom
lién két c6 thé phan cit bing cach khir 1a nhom lién két disulfua (-S-S-). Pé xac dinh
xem liéu nhom lién két c6 thé phan cat dugc dé ra nao 1a “nhom lién két c6 thé phan cit
béng cach khir” thich hgp hoac vi du thich hop dé dung v41 mot géc iARN cu thé va tac
nhan huéng dich cu thé, c6 thé trong cdy vao cac phuong phap dugc mod ta & day. Vi
du, mot nhom lién két duge @& ra c6 thé duge danh gia bang cach G voi dithiothreitol
(DTT), hodc tac nhan khir khéac bang cach st dung céac chét phan tmg da biét trong linh
vue, bit chude tbe do phan ct s& duoc thdy o té bao, chdng han, té bao dich. Nhom
lién két duge d@ ra cling c6 thé dwgc danh gid trong céc diéu kién dugc chon dé bat
chuée cac diéu kién trong mau hoic huyét thanh. Theo mot phuong an, cac hop chét
dugc dé ra duoc phan cit nhidu nhét 13 khoang 10% trong méu. Theo cac phwong an
khéc, cac hop chét @& xuét hitu hiéu dugc phan gidi ¢ té bao (hodc trong cac diéu kién
in vitro dugc chon dé bit chuéc cac didu kién noi bao) nhanh hon it nhét khoang 2, 4,
10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, hodc khoang 100 lan so v6i méau (hogc trong cac diéu
kién in vitro dugc chon dé bit chudce cac didu kién ngoai bao). Téc dd phan cat cua cac
hop chit d& xuit c6 thé duge x4c dinh bang céach sir dung thir nghiém dong hoc enzym
tiéu chuén trong cac diéu kién duogc chon dé bat chude moi truomg ndi bao va duge so

sanh véi cac diéu kién duoc chon dé bat chude moi truong ngoai bao.
ii. Nhom lién két c6 thé phan cat dugc trén co s¢ phosphat

Theo cac phuong an khéc, doan lién két c6 thé phan cit dugc bao gdbm mot
nhom lién két c6 thé phén cit trén co s& phosphat. Nhom lién két c6 thé phan cit duoc
trén co s& phosphat dugc phan cit bang cac tac nhan phan gidi phan giai hodc thuy
phan nhom phosphat nay. Vi du v& tac nhan phan cat nhém phosphat trong té bao 1a cac
enzym nhu phosphataza trong té bao. Vi du v& cac nhom lién két trén co s& phosphat 12
-0-P(0)(ORKk)-O-, -O-P(S)(ORk)-O-, -O-P(S)(SRk)-O-, -S-P(O)(ORk)-O-, -O-
P(O)(ORK)-S-, -S-P(0)(ORKk)-S-, -O-P(S)(ORKk)-S-, -S-P(S)(ORk)-O-, -O-P(O)(Rk)-O-
, -O-P(S)(RK)-O-, -S-P(O)(Rk)-O-, -S-P(S)(Rk)-O-, -S-P(O)(Rk)-S-, -O-P(S)( Rk)-S-.
Céac phuong 4n dugc uu tién 1a -O-P(O)(OH)-O-, -O-P(S)(OH)-O-, -O-P(S)(SH)-O-, -
S-P(0)(OH)-O-, -O-P(0)(OH)-S-, -S-P(0)(OH)-S-, -O-P(S)(OH)-S-, -S-P(S)(OH)-O-,
-0-P(O)(H)-0-, -O-P(S)(H)-0O-, -S-P(0)(H)-O, -S-P(S)(H)-O-, -S-P(O)(H)-S-, va -O-
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P(S)(H)-S-. Mot phuong 4n duge wu tién 1a -O-P(O)(OH)-O-. Céc nhém dwoc dé xuat
¢6 thé duge danh gia bang cach sit dung cdc phuong phap twong tu nhu cac phuong

phap duoc néu ¢ trén.
iii. Nhom lién két ¢6 thé phén cit dugc bang axit

Theo cac phuong an khéac, doan li€n két c6 thé phéan cat dugc chira mot nhém
lién két c6 thé phan cit duoc bing axit. Nnom lién két c6 thé phan cat dugc bang axit la
nhém lién két duge phén cit trong cic diéu kién axit. Theo cac phuong an dugc uu tién
nhém lién két c6 thé phan cét dugc bang axit dwgc phan cit trong moi trudng axit véi
d6 pH bing khoang 6,5 hodc thip hon (chdng han, khoang 6.0, 5,5, 5,0, hodc thap hon),
hodc bing cic tac nhan nhu enzym c6 thé dong vai trd 1am axit n6i chung. O té bao, cac
bao quan c6 do pH thap dic hiéu, nhu endosom va lysosom cé thé tao ra moi truong
phan cht cho nhém lién két c6 thé phén cit duge bing axit. Céc vi du vé nhom lién ket
c6 thé phan cét dugc bang axit bao gbm nhung khéong gi6i han ¢ hydrazon, este, va este
ctia cAc axit amin. Cac nhom c6 thé phan cit dugce béng axit c6 thé c6 cong thirc chung
-C=NN-, C(0)0, hoic -OC(O). Mot phuong an duoc uu tién 1a khi cacbon gin voi oxy
cua este (nhom alkoxy) 1a nhom aryl, nhom alkyl dugc thé, hoic nhom alkyl bac ba nhu
dimetyl pentyl hodc t-butyl. Cdc nhom dugc d& xuét co thé dugc danh gia bang cach su

dung cac phuong phap tuong tu nhu cac phwong phap dugc néu ¢ trén.
iv. Nhom lién két trén co so este

Theo cac phuong an khéac, doan lién két co thé phan c4t duoc bao gdbm mot
nhom lién két c6 thé phan cét dugc trén co s& este. Nhom lién két co thé phan cat dugc
trén co s6 este duge phén cit bang cac enzym nhu esteraza va amidaza trong té bao. Vi
du vé cac nhom lién két c6 thé phan cit dugc trén co sé este bao gom, nhung khong
giéi han &, este clia cac nhom alkylen, alkenylen va alkynylen. Nhom lién két co thé
phan cat dugc trén co s¢ este ¢6 cong thirc chung -C(O)O-, hodc -OC(0O)-. Cac nhoém
duoc dé xut c6 thé duoc danh gia bang cach sir dung cac phuong phép twong tw nhu

cac phuong phap duoc néu ¢ trén.
v. Nhom phén cét trén co s& peptit
Theo mdt phuong an khac nira, doan lién két co thé phan cat dugc chira mot

nhom lién két c6 thé phan cét duge trén co s peptit. Nhom lién két c6 thé phan cit
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duoc trén co s& peptit dugc phan cit bang enzym nhu peptidaza va proteaza trong té
bao. Nhom lién két c6 thé phan cit dugc trén co s& peptit 1a cac lién két peptit duogc tao
thanh gilta cac axit amin dé tao ra oligopeptit (chdng han, dipeptit, tripeptit v.v.) va
polypeptit. Nhom c6 thé phén cit duoc trén co s& peptit khong bao gdm nhém amit (-
C(O)NH-). Nhém amit nay co thé duoc tao thanh gitta alkylen, alkenylen hodc
alkynelen bét ky. Lién két peptit 12 mot loai lién két amit ddc biét dugc tao thanh gitta
c4c axit amin dé tao ra peptit va protein. Nhom c6 thé phan cit dugc trén co s peptit
thuong giéi han & lién két peptit (nghia la, lién két amit) duoc tao thanh gitra cac axit
amin dé tao ra peptit va protein va khong bao gbm toan bd nhém chirc amit. Nhom lién
két c6 thé phan cit dugc tén co s& peptit c6 cbng thic chung -
NHCHRAC(O)NHCHRBC(O)- (SEQ ID NO: ), trong d6 RA va RB 1a cac nhém R
gbm hai axit amin lién ké. Cac nhom duge dé xuét co thé duge danh gia bang cach sir

dung cac phuong phép twong tu nhu cac phuong phéap dugc néu ¢ trén.

Theo mdt sé phwong 4n, iARN theo sang ché duoc tiép hop v6i hydrat cacbon
qua mot doan lién két. Vi du khong gi6i han vé thé tiép hop hydrat cacbon iARN véi
cac doan lién két cua ché phdm va phurong phép theo sang ché bao gdm, nhung khong

gi6i han 6,

OH OH ° © 0
%0 N H<
H \/\/\[( ~ N\ 0
Ao 0 (cong thirc XXIV),
=0 =

(cong thuc XXV),
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HO OH
0 O\/\v'?’\- ;} 0
NN
HO 2N H g’ X0
OH v
HO o o ; o N ,.0
HOZd ﬁW\“”*gO J}Hg 340
Ho O x=130
9 ovﬁv?l._ﬁ io y=1415
e Ve ve R ;
HO e H (cong thire XXVI),
HO OH
o H
HO OMNWNWO
AGHN H ol X-0
Ho OH Y
0 0 ! 0

o) H H 0 H N7
HO ey MﬁmNYO N\lc(\)\uz\(o\/iohgf\f\%\};/ko

AP X PP s
SN y= 115
HO Zam N
(cong thirc XXVII),
Ho OH
D00 N
ACHN S ?—) o
_%;\\,o\/\)\ N_o N —s ~3o
HOZerm N ﬁ y
Ho OH x = 0-30
% OW?“H i y=115
NN
HO XN N©
(cong thirc XXVIII),
Ho OH
&i}) /\/?'\ H o
“on ° 0y 0¥
HO OHO o H\e\}‘)’i .
—é—rfﬂo\/\*« N_o § ~stry 0
Ho (OH x = 0-30
0 2H 0 y=1-15
HO O\,’\,/u_ NP NN J\O 7 =120
ACHN N
(cong thue XXIX),
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Ho OH
o OH " 2:;”,0-‘{
S0 H Ho o s—stry Mo
HO Ty N~ YO ..."/\,( \/}o/\v S ¥
H 0 O X z0
Ho (OH ° x =130
=115
m%&/o\/\’%mwﬁ}\ ; = 420
(cong thuc XXX), va
Ho OH
D00 Mo
HOZaR ™ N~y X-0
Ho OH o L ZN_}W(}Y
o}
&q,o N
Ho MEWHTO | ﬁofqo\/toms_ %/)2\5 »(/)\;/Lﬁo
HO OHo o © o x = 130
=115

(cong thire XXXI),
khi mot trong X hodc Y 14 oligonucleotit, gbc con lai 12 hydro.

Theo céc phuong an nhét dinh ctia ché phdm va phuong phap theo sang ché,
phdi tir 1 mot hodc nhiéu dan xuit “GalNAc” (N-axetylgalactosamin) dugc gin qua

mot doan lién két mach nhanh héa tri hai hodc hoa tri ba.

Theo cac phuong an nhét dinh, ARN sg¢i kép theo sang ché duoc tiép hop véi
doan lién két mach nhanh héa tri hai hodc hda tri ba dugce chon tir nhém gﬁ”)m céc chu

tric dugc chi ra trong cong thirc bét ky trong s6 cac cong thirc (XXXII) — (XXXV):
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cong thire XXXII cong thire XXXIII
g g
P?A_QEA‘RBJ\_ = TZA-LQA }PS."&_Q_‘."\_RSZ\. o TSA_LSA
A sve N 4
2B 2B p2B 2B, 7B 3B IR piB | 38 4 38
pP-R-Q<P-R 5 To5.L7 \{\P -Q-R n T5-L
4 °q
(V) mula (V)
p3A *QS:’%_RSA } T5A, %A
IA_(VEA_RAA Ay 4A /L ] A
PAAQIAR I THAL q
lNB_QdB-RJB ‘““:‘“é“*TdB‘LAB
g
C TFOMMNILA { v i1y .
cong thire XXXIV cong thirc XXXV

trong do:

Q2A, q2B, q3A, 3B, q4A, g4B, q5A, 5B va q5C mdi lan xuat hién doc lap
bang 0-20 va trong d6 don vi 1ap lai c6 thé giéng nhau hozc khic nhau;

PZA PZB P3A P3B P4A P4B PSA PSB PSC T2A T2B T3A T3B T4A T4B T4A TSB
T5C mdi 14n xuét hién doc lap 1a ving mat, CO, NH, O, S, OC(O), NHC(O), CHa,
CH;NH, hoac CH>O;

Q2, Q%, %A, @B, Q*A, Q*B, Q%A, Q%B, Q°C mdi lan xuit hién doc lap 1a ving
mat, alkylen, alkylen dugc thé trong d6 mot hodac nhiéu metylen co thé bi 4n ngit hodc
duoc két thuc bang mét hodc nhidu O, S, S(0), SO2, N(RY), C(R’)=C(R"’), C=C, hoic
C(O);

R2A, R2B, R3A, R%B, R*, R*B, R%A, R3B, R5C m§i 14n xuit hién doc 1ap 1a vang

mat, NH, O, S, CH,, C(0)0, C(O)NH, NHCH(R*)C(O), -C(0)-CH(R?-NH-, CO,
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Hoi ﬂy_N
CH=N-O

, J‘JV\/ W hodc heteroxyclyl;

w><s IR f"’\rs_s\"’“

[2A [2B [3A 3B [4A 148 15A 5B va L5C 1a phbi tir; nghia lo mdi lan xuét
hién ddc 14p 1a monosacarit (nhu GalNAc), disacarit, trisacarit, tetrasacarit, oligosacarit,
hoic polysacarit; va R* 1a H hodc mach bén axit amin. Cac dan xudt GalNAc tiép hop
héa tri ba 1a dic biét hitu hiéu d& dung vé6i tac nhan ARNi dé tc ché sy biéu hién cua

gen dich, nhu c4c dan xuét c6 cong thirc (XXXV):

pSA”Qﬁf\_R&\ ToA_| 54
iqﬁ“\
p“B Q“B RﬁB }_B‘TE'»B LS‘{E
q
C_3C_psC S04 5C
\—'{*P -Q7-R hSTT L

VI

cong thirc XXXV

trong d6 L, L°B va L°¢ 1a monosacarit, nhu din xuit GalNAc.

Vi du vé din xuit GalNAc tiép hop véi cac nhom lién két mach nhanh héa tri
hai va hoa tri ba bao gbm, nhung khong giéi han &, cac ciu tric dugc néu & trén nhu

cac cong thue II, VII, X1, X, va XIII.

Céc Patent M§ dién hinh dua ra quy trinh diéu ché thé tiép hop ARN bao gbm,
nhung khong gidi han &, cdc patent My s6 4,828.979; 4,948,882; 5,218,105; 5,525,465;

5,541,313;
5,118,802;
4,587,044,
4,876,335;
5,112,963;
5,292,873,
5,512,667,
5,595,726;

5,545,730;
5,138,045;
4,605,735;
4,904,582;
5,214,136;
5,317,098;
5,514,785;
5,597,696;

5,552,538;
5,414,077,
4,667,025;
4,958,013;
5,245,022,
5,371,241,
5,565,552;

5,599,923

5,578,717,
5,486,603;
4,762,779,
5,082,830;
5,254,469;
5,391,723;
5,567,810;

5,580,731;
5,512,439;
4,789,737,
5,112,963;
5,258,506;
5,416,203,
5,574,142,

5,599,928;5,688,941;
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5,591,584,
5,578,718;
4,824,941;
5,214,136;
5,262,536;
5,451,463;
5,585,481,
6,294,664;

5,109,124,
5,608,046;
4,835,263;
5,082,830;
5,272,250;
5,510,475;
5,587,371,
6,320,017;
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6,576,752; 6,783.931; 6,900,297; 7,037,646; va 8,106,022, toan bd ndi dung cuia mdi

trong so cac tai liéu nay dugc két hop vao day bang cach vién dan.

T4t ca cac vi tri trong hop chit dugc néu khong nhét thiét phai duoc cai bién
gidéng nhau, va thuc té 12 nhidu hon mot trong céc cai bién néu trén c6 thé duoc két hop
vao mot hop chét duy nhat hodc thdm chi 12 vao mdt nucleosit duy nhit trong iARN.
Sang ché ciing bao gbm cac hop chét iARN 1a cac hop chit kham.

Céc hop chéat iARN “kham” hoic “thé kham” trong sang ché nay 1a cac hop chét
iARN, t6t hon 1a tac nhan ARNi s¢i kép, chira hai hodc nhiéu hon hai ving khu biét
hoa hoc, mdi vung dugce tao thanh tur it nhit mét don vi monome, nghia la, nucleotit
trong truomg hop hop chiat ARN soi kép. Cac iARN nay thuong chira it nhét mét ving
trong d6 ARN dugc cai bién dé c6 dugc su hip thu & té bao gia ting, hodc 4i luc gén
két dbi véi axit nucleic gia ting nho tinh khang gia ting ctia iARN nay d6i véi sy phan
giai bai nucleaza. Mot vung khéc cua iARN nay co thé dong vai trd 1am co chét cho cac
enzym c6 kha nang phin cit cac thé lai ARN:ADN hoic ARN:ARN. Pé lam vi du,
RNaza H 13 endonucleaza té bao phéan cat sgi ARN cia sgi kép ARN:ADN. Vi vay, su
hoat hoa RNaza H dan dén su phéan cat ARN dich, nhd d6 gia ting manh mé hiéu luc
ctia iARN trong viéc {rc ché su biéu hién gen. Két qua 13, c6 thé thuong thu duoc cac
két qua c6 thé so sanh dugc véi cac iARNA ngin hon khi ARN soi kép dang kham
duoc sir dung, so véi ARN soi kép phosphorothioat deoxy lai héa véi cung vung dich.
Viéc phan cit dich ARN c6 thé thudng duoc phat hién boi phuong phép dién di trén gel

va, néu can, cac k¥ thuit lai axit nucleic lién quan da biét trong linh vuyec.

Trong mdt s6 truomg hop, ARN cia iARN c6 thé dugc cai bién bsi nhém khong
phai phdi tir. Mot sé phan tir khong phai phdi tir da duoc tiép hop véi IARN dé tang
cuong hoat tinh, su phén bb trong té bio hozc sy hép thu trong té€ bao cia iARN, va cic
quy trinh dé thuc hién tiép hop nhu vay la sdn c6 trong céc tai liéu khoa hoc. Cac gbc
khong phai phdi tir nhu vay bao gbm cac gbe lipit, nhu cholesterol (Kubo, T. et al,
Biochem. Biophys. Res. Comm., 2007, 365(1):54-61; Letsinger et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. US4, 1989, 86:6553) co thé duoc st dung trong tac nhan theo sang ché. Cac géc
khong phai phdi tir bao gbm cac gbc lipit, axit cholic (Manoharan et al., Bioorg. Med.
Chem. Lett., 1994, 4:1053), thioete, chéng han, hexyl-S-tritylthiol (Manoharan et al.,
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Ann. N.Y. Acad. Sci., 1992, 660:306; Manoharan et al., Bioorg. Med. Chem. Let., 1993,
3:2765), thiocholesterol (Oberhauser et al., Nucl. Acids Res., 1992, 20:533), mach béo,
chéng han, cac géc dodecandiol hodc undexyl (Saison-Behmoaras et al., EMBO J.,
1991, 10:111; Kabanov et al., FEBS Lett., 1990, 259:327; Svinarchuk ef al., Biochimie,
1993, 75:49), phospholipit, chiang han, di-hexadexyl-rac-glyxerol hodc trietylamoni
1,2-di-O-hexadexyl-rac-glyxero-3-H-phosphonat (Manoharan et al., Tetrahedron Lett.,
1995, 36:3651; Shea et al., Nucl. Acids Res., 1990, 18:3777), chubi polyamin hodc
polyetylen glycol (Manoharan et al., nucleosits & nucleotit, 1995, 14:969), hodc axit
adamantan axetic (Manoharan ef al., Tetrahedron Lett., 1995, 36:3651), gbc palmityl
(Mishra et al., Biochim. Biophys. Acta, 1995, 1264:229), hodc géc octadexylamin hodc
hexylamino-cacbonyl-oxycholesterol (Crooke et al., J. Pharmacol. Exp. Ther., 1996,
277:923). Céc patent My tiéu biéu dé xuét quy trinh diéu ché cac thé tiép hop ARN nhur
vay duoc liét ké trén day. Céc quy trinh tiép hop dién hinh bao gdm viéc tong hop ARN
mang lién két amino & mot hoic nhiéu vi tri ca trinh tw. Nhém amino nay sau d6 dugc
phéan ng v&i phén tir duoc tiép hop bang cach sir dung céc chét phan tmg cip d6i hodc
hoat hoa thich hgp. Phan tng tiép hop c6 thé dugc thuc hién véi ARN van con lién két
v6i chit mang rén hodc sau khi tich ARN, trong pha dung dich. Viéc tinh ché thé tiép
hop ARN biang HPLC thuong tao ra thé tiép hop tinh khiét.

IV. Phan phbi ARNi theo sang ché

Phén ph6i ARNi theo sang ché dén té bao ching han, té bao bén trong dbi tuong,
nhu déi tuong nguoi (chéng han, dbi tuong can dung, nhu dbi tuong méc bénh, roi
loan, hodc tinh trang bénh c6 lién quan dén su biéu hién gen PD-L1) c6 thé dat duoc
béng mot sb6 cach khac nhau. Vi dy, viéc phan phéi c6 thé duge thuc hién bé‘lng cach
cho té bao tiép xuc voi ARNi theo sédng ché in vitro hodc in vivo. Viéc phan phdi in
vivo ciing c¢6 thé duge thuc hién truc tiép bang cach cho dbi twong st dung ché phim
chira ARNI, chéng han, ARN soi kép. Cach khéc, sy phan phéi in vivo c6 thé dugc thuc
hién gian tiép bang cach st dung mot hodc nhiéu vecto ma ma hoéa va dinh hudng sy

biéu hién cua ARNi. Cac cach nay dugc ban luén thém dudi day.

Noi chung, phuong phép phin phéi bat ky phan ti axit nucleic (in vitro hoac in

vivo) cO thé dugc lam thich ung dé st dung véi ARNi theo sang ché (xem, chéng han,
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Akhtar S. and Julian RL. (1992) Trends Cell. Biol. 2(5):139-144 va W094/02595, ma
duge két hop vao day bing cach vién din dén toan bo ndi dung clia chung). D& phan
phéi in vivo, cac yéu dé xem xét dé phan phdi phan tir ARNi bao gdm, vi du, d6 on
dinh sinh hoc cua phan tr dugc phén phéi, su ngin chan céc tac dung khong dac hi€u,
va su tich tu phan tr dugc phén phdi trong mo dich. Céc tac dung khong dic hi¢u cua
A&Uﬂicéthéduqctéiﬂﬂélhéabéngcédldﬁngcucbé,vidu,béngcédlﬁénlﬁuctép
hodc céy vao mo hodc dung tai chd dang bao ché. Viéc dung cuc b vao vi tri diéu tri
lam t6i da hoa néng dd cuc bd cia tac nhan, han ché su tiép xUc cua tac nhan véi mo
toan than ma c6 thé bi gy hai bdi tdc nhan hodc c6 thé phéan hity tdc nhan nay, va cho
phép dung téng liéu lugng cla phan tir ARNi thap hon. Mot s6 nghién ctru da thé hién
su giam thip thanh cong céc san pham gen khi tac nhan ARNi s¢i kép duge dung cuc
bo. Vi du, sy phan phdi trong mét cia ARN soi kép VEGF bang cach tiém trong thuy
tinh thé & cac con khi cynomolgus (Tolentino, MJ, et al (2004) Retina 24:132-138) va
su tiém dudi vong mac & chudt nhét (Reich, SJ., et al (2003) Mol. Vis. 9:210-216) déu
duoc thé hién 13 1am ngin chin su tAn sinh mach & m6 hinh thir nghiém thoai héa diém
vang do tudi tac. Ngoai ra, sy tiém ARN soi kép truc tiép trong khdi u & chudt nhat lam
giam thé tich khéi u (Pille, J., et al (2005) Mol. Ther.11:267-274) va ¢6 thé kéo dai su
séng cta chudt ¢6 khdi u (Kim, WI., et al (2006) Mol. Ther. 14:343-350; Li, S., et al
(2007) Mol. Ther. 15:515-523). Su can thiép ARN ciing da thé hién thanh cong v6i su
phan phéi cuc bo t6i CNS bing cach tiém truc tiép (Dorn, G., et al. (2004) Nucleic
Acids 32:e49; Tan, PH., et al (2005) Gene Ther. 12:59-66; Makimura, H., et al (2002)
BMC Neurosci. 3:18; Shishkina, GT., et al (2004) Neuroscience 129:521-528; Thakker,
ER., et al (2004) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 101:17270-17275; Akaneya,Y., et al
(2005) J. Neurophysiol. 93:594-602) va téi phoi bang su ding trong mii (Howard,
KA., et al (2006) Mol. Ther. 14:476-484; Zhang, X., et al (2004) J. Biol. Chem.
279:10677-10684; Bitko, V., et al (2005) Nat. Med. 11:50-55). Dé dung ARNi trén toan
than dé didu tri bénh, ARN c6 thé duoc cai bién hodc dugc phan phéi bang cach khac
st dung hé phﬁn_phéithuéc;cé hai phuong phap nay déu c6 tac dung ngin chin sy
phan hiy nhanh chéng cua ARN so¢i kép boi endo- va exo-nucleaza in vivo. Su c4i bién
ARN hoic chit mang dugc ly ciing c6 thé cho phép huéng dich ARNi dén mo dich va
tranh duoc cac tac dung khong trang dich khong mong mudn. Cac phan tit ARNi ¢6 thé
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duoc cai bién bang sy tiép hop héa hoc véi cac nhém wa béo nhur cholesterol dé tang
cudng su hép thu té bao va ngin chan su phan huy. Vi du, ARNi dugc dinh huéng
chéng lai ApoB dugc lién hop voi gbc cholesterol ua béo duge tiém toan than vao
chudt va din dén su giam thdp mARN apoB ca trong gan va hdng trang (Soutschek, J.,
et al (2004) Nature 432:173-178). Su tiép hop ctia ARNi v6i aptamer da thé hién 1a lam
trc ché su tang truong khéi u va dan xép su thoai trién khéi u & md hinh chudt nhit bi
bénh ung thu tuyén tién liét (McNamara, JO, et al (2006) Nat. Biotechnol. 24:1005-
1015). Theo phuong an khac, ARNi ¢c6 thé duoc phan phdi bang cach st dung céac hé
phan phbi thudc nhu hat nano, dendrime, polyme, liposom, hodc hé phéan phéi cation.
Céc hé phan phdi cation dién tich duong tao diéu kién thuan lgi cho su gin két cua
phan tir ARNi (dién tich 4m) va con tang cudng céc tuong tac tai mang té bao dién tich
Am dé cho phép té bao hép thu hiéu qua ARNi. Céc lipit, dendrime, hodc polyme c6
tinh cation c6 thé dugc gén két voi ARNi, hodc dugc cam ung dé tao thanh nang nhé
hoac mixen (xem chéng han, Kim SH, et al (2008) Journal of Controlled Release
129(2):107-116) ma bao boc ARNi. Sy tao thanh cdc nang nh6 hoac cac mixen con
ngan chin su phan hiy cia ARNi khi duge dung toan than. Phuong phap dé san xuit va
str dung céac phirc hop ARNi-cation la nam trong kha ning ciia nguoi c6 hiéu biét trung
binh v& Iinh vuc nay (xem ching han, Sorensen, DR, et al (2003) J. Mol. Biol 327:761-
766; Verma, UN, et al (2003) Clin. Cancer Res. 9:1291-1300; Arnold, AS et al (2007)
J. Hypertens. 25:197-205, toan bd ndi dung cua cac bai viét nay duoc két hop vao day
bing cach vién din). Mot s vi du khong gi6i han vé cic hé phan phdi thude hiru dung
@& phan phdi ARNi trén toan than bao gdm DOTAP (Sorensen, DR., et al (2003),
supra; Verma, UN, et al (2003), supra), Oligofectamine, "solid nucleic acid lipid
particles”" (Zimmermann, TS, et al (2006) Nature 441:111-114), cardiolipin (Chien, PY,
et al (2005) Cancer Gene Ther. 12:321-328; Pal, A, et al (2005) Int J. Oncol. 26:1087-
1091), polyetylenimin (Bonnet ME, et al (2008) Pharm. Res. Aug 16 Epub ahead of
print; Aigner, A. (2006) J. Biomed. Biotechnol. 71659), Arg-Gly-Asp (RGD) peptit
(Liu, S. (2006) Mol. Pharm. 3:472-487), va polyamidoamin (Tomalia, DA, et al (2007)
Biochem. Soc. Trans. 35:61-67; Yoo, H., et al (1999) Pharm. Res. 16:1799-1804). Theo
mot s6 phuong an, ARNi tao thanh phtrc hop v6i xyclodextrin dé dung toan than. Cac

phuong phap st dung va cac duoc pham chira ARNi va xyclodextrin ¢6 thé tim duoc
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trong patent My s6 7.427.605, toan bo nodi dung cua patent ndy dugc két hop vao day

bang cach vién dan.
A. Vecto duge ma hoa bang cac ARNi theo sang ché

ARNI huéng dich gen PD-L1 c6 thé dugc biéu hién tir cic don vi phién ma dugc
chén vao cac vecto ADN hodc ARN (xem, chéng han, Couture, A, et al., TIG. (1996),
12:5-10: Skillern, A, et al., cong bé don quéc té s6 WO 00/22113, Conrad, cong bd don
quéc té s6 WO 00/22114, va Conrad, patent M§ s6 No. 6.054.299). Su biéu hién c6 thé
1 tam thoi (theo thir tu tir vai gio' dén vai tudn) hodc kéo dai (tlr vai tudn dén vai thang
~ hodc lau hon), tuy thudc vao cAu trac cu thé duge sit dung va mo dich hodc loai té bao
dich. Cac gen chuyén nay c6 thé dugc dwa vao dudi dang ciu truc tuyén tinh, plasmit
vong, hodc vecto virut, ma co thé 1a vecto tich hop hodc khong tich hgp. Gen chuyén
ciing c6 thé dugc tao cAu trac dé cho phép no dugc ké tuc nhu 12 plasmit ngoai nhiém

sic thé (Gassmann, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1995) 92:1292).

Mot s¢i hodc cac soi cia ARNi co thé dugc phién m3 tr promoto tréh vecto biéu
hién. Néu hai soi riéng ré duoc biu hién dé tao ra, vi du, ARN s¢i kép thi hai vecto
bidu hién riéng r& niy c6 thé dugc dua ddng thoi (ching han, bang cach chuyén nhiém
hodc gdy nhiém) vao té bao dich. Cach khac, mdi so riéng 1& ctia ARN soi kép co thé
dugc phién ma bang cac promoto, ca hai promoto nay déu nim trén cung mot plasmit
biéu hién. Theo mot phuong an, ARN soi kép dugc biéu hién dudi dang cac
polynucleotit 1ap nghich dao dugc ndi bang trinh tw polynucleotit lién két sao cho ARN

soi kép c6 cau triac than va vong.

Cac vecto biéu hién ARNi thuong 1a cac plasmit ADN hodc céc vecto virut. Cac
vecto biéu hién c6 thé twong thich véi cac té bao nhan chuén, t6t hon 1a cdc té bao ma
tuong thich voi cac té bao dong vat co xwong séng, ¢ thé duoc sir dung dé san xudt cac
chu tric tai tb hop dé bidu hién ARNi nhu dugce md ta & ddy. Cac vecto biéu hién t€ bao
nhan chuén da duoc biét rd trong linh vuc nay va c6 san tr mot s6 ngudn cung thwong
mai. Dién hinh 13, cac vecto nay dugc cung cép chtra cac vi tri giéi han thuan tién dé
chén phan doan axit nucleic mong mudn. Su phan phdi cic vecto biéu hién ARNi ¢6

thé 1a trén toan than, nhu bang cach dung trong tinh mach hodc trong co, bang cach
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dung cho cac té bao dich duoc cdy bén ngoai tir bénh nhan sau d6 dua trd lai vao bénh

nhan, hodc bang bién phap bat ky khdc ma cho phép dua vao té bao dich mong mudn.

Céc hé vecto virut ma c6 thé dugc st dung véi cac phuong phap va cac ché
phim dugc mo ta & diy bao gdm, nhung khong chi giéi han &, (a) cac vecto
adenovirus; (b) cac vecto retrovirus, bao gdm nhung khéong chi gi¢i han & cac vecto
lentiviral, virut bach cau chuét moloney, v.v.; (¢) cac vecto virut két hop adeno; (d) cac
vecto virut herpes simplex; (e) cac vecto SV 40; (f) cac vecto polyoma virut; (g) cac
vecto papilloma virut; (h) céc vecto picornavirus; (i) cac vecto pox virut nhu orthopox,
chéng han, cic vecto vaccinia virut hodc avipox, chéng han vecto virut ddu chim hoac
vecto virut dau ga; va (j) adenovirut phu thudc tro giup hodc adenovirut nhut nhat. Cac
virut khiém khuyét vé kha ning sao chép cling c6 thé c6 loi. Cac vecto khic nhau s&
hoac s& khong dugce két hop vao hé gen cua té bao. Cac cAu trac c6 thé gém cac trinh tu
virut dé chuyén nhiém, néu mudn. Cach khéc, ciu tric co thé dugc két hop vao cac
vecto ¢ kha nang sao chép episom, ching han cac vecto EPV va EBV. Céac chu trac dé
biéu hién tai to hop ARNi thuong s& yéu clu cac yéu td didu hoa, ching han, cic
promoto, cac chét tang cuong, v.v., dé dam bao su biéu hién ciia ARNi trong cac té bao
dich. Cac khia canh khac dé xem xét ddi véi cac vecto va cac ciu truc di duoc biét

trong linh vuc nay.
V. Céc duoc phdm theo sang ché

Sang ché ciing bao gdm cac duoc phim va céc ché phdm phéi ché ma chia
ARNi theo sang ché. Theo mot phuong an, sang ché d& xuit cac duoc pham chira
ARNI, nhu dugc mo ta & day, va chét mang dugc dung. Cac dugc phém chra ARNI 1a
hitu dung dé didu tri bénh hoc réi loan két hop v6i su biéu hién hogc hoat tinh cua gen
PD-L1. Céc dugc pham nay duge phéi ché dua vao phuong phap phén phéi. Mot vi du
1a cac duoc pham ma dugc phéi ché dé dung toan than thong qua sy phan phéi ngoai
duong tiéu hoa, ching han, bing cach phan phdi dudi da (SC) hodc trong tinh mach
(IV). Cac dugc phim theo séng ché ¢6 thé dugc dung véi liéu luong du dé e ché su

biéu hién cia gen PD-L1.

Céac duge pham theo sdng ché co thé dugc dung véi licu lugng du dé tre ché sy

biéu hién ctia gen PD-L1. Noéi chung, liéu thich hop cia ARNi theo sang ché s& nam
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trong khoang tir khoang 0,001 dén khoang 200,0 milligram trén kilogram thé trong cla
ngudi nhan trén ngay, thong thuong trong khoang tir khoang 1 dén 50 mg trén kilogram
thé trong trén ngay. Dién hinh 13, liéu luong thich hgp ciia ARNi theo sang ché s& nam
trong khoang tir khoang 0,1 mg/kg dén khoang 5,0 mg/kg, ching han, khoang 0,3
mg/kg dén khoang 3,0 mg/kg. Ché d6 dung liéu lap lai c6 thé gbém viéc dung lugng c6
tac dung diéu tri ciia ARNi trén co s& déu dan, nhu dung cach ngay hodc mot 1an mdi
nam. Theo cac phuong an nhét dinh, ARNi duogc dung khodng mot 1an mdi thang dén

khoang mot 1an mdi quy (ttc 13, khoang mot 1an mdi ba thang).

Sau ché d6 diéu tri dau tién, cac khoa diéu tri dugc thuc hién v6i tan suat it hon.
Vi du, sau khi ding hang tudn hodc mdi hai tun trong ba thang, viéc ding c6 thé dugc

1ap lai mot 1an mdi thang, trong sdu thang, hodc mot ndm; hoac 1au hon.

Duoc phém 6 thé duoc dung mot 1an mdi ngay, hodc ARNi co thé duoc dung
dudi dang hai, ba, hodc nhiu phan lidu & cic khoang thoi gian thich hop sudt ca ngay
hoic tham chi st dung cach truyén hodc phan phéi lién tuc thong qua ché phim phéi
ché giai phong co kiém soat. Trong truong hgp d6, ARNi dugce chira trong mdi phan
lidu phai nhé hon twong tng dé dat duoc tong lidu lvong mdi ngay. Don vi lidu luong
cling ¢6 thé duoc két hop dé phan phéi trong vai ngay, chang han, st dung ché pham
phéi ché giai phong cham thong thudng ma tao ra su gidi phong chdm ARNI trong
khoang thoi gian vai ngay. Cac ché phiam phdi ché giai phong cham da dugc biét o
trong linh vue ndy va dic biét hitu dung dé phan phdi cac tac nhan & vi trf cu thé, nhu
6 thé duoc sir dung véi cac tac nhan theo sang ché. Theo phuong 4n nay, don vi lidu

lwong chtra nhiéu lidu lwong hang ngay tuong tmg.

Theo cac phuong an khéc, lidu don duogc phém 6 thé kéo dai, sao cho cic liéu
tiép theo duoc dung & khoang thoi gian khong nhiéu hon 3, 4, hodc 5 ngay, hodc &
khoang thoi gian khong nhiéu hon 1, 2, 3, hoic 4 tuan. Theo mot sb phuong an cua
sang ché, liéu don cua dugc pham theo séng ché dugc dung mot 1an mdi tudn. Theo cic
phuong an khéc cua sang ché, liéu don ciia dugc pham theo sang ché duogc dung hai lan
mdi thang. Theo cac phuong an nhét dinh, ARNi duoc dung khoing mét 1an mbi thang

dén khoang mot 1an mdi quy (ttc 13, khoang mot 1an mdi ba théng).
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Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vyc nay s& hidu o ring cac yéu t6 nhét
dinh c6 thé anh huong dén lidu lwong va thoi gian can thiét dé diéu tri mot cach hiru
hiéu dbi tuong, bao gf?)m, nhung khong chi giéi han &, d nang ctiia bénh hodc roi loan,
cac diéu tri trude do, tinh trang strc khoe chung hoac tudi tac coa ddi tuong, va su co
mit cla cic bénh khac. Hon nita, viée diéu tri d6i twong bang luong hitu hiéu trong
diéu tri cta dugc phém ¢6 thé bao gém viéc diéu tri don hodc chudi cac diéu tri. Cac
danh gia lidu luong hitu hidu va thoi gian ban thai in vivo d6i véi cac ARNi riéng ré
duoc bao ham béi sang ché co thé duge thuc hién bang cach st dung céc phuong phép
thoéng thudng hodc trén co so th nghiém in vivo sir dung m6 hinh dong vat thich hop,

nhu dugce biét trong linh vuc nay.

Vi du, cac md hinh dong vét bi nhiém viém gan B duogc biét trong linh vuc nay
bao gdm cdc mo hinh tinh tinh, chudt chiii, va chudt nhit chuyén gen bi mic HBV
(Wieland, 2015. Cold Spring Harb. Perspect. Med., 5:a021469, 2015; Tennant and
Gerin, 2001. ILAR Journal, 42:89-102; va Moriyama et al., 1990. Science, 248:361-
364). M6 hinh tinh tinh cling c6 thé duoc sir dung 1am md hinh nhiém viém gan D. Mot
s6 luong 16n cac md hinh ung thu bao gbm céc khéi u ghép khac loai hodc duge cam

ung héa hoc da dugce biét trong linh vuc nay.

Cac duoc phém theo sang ché co thé duge st dung theo nhiéu cach tuy thudc
vao liéu viéc diéu tri cuc bd hay toan than la mong mubn va tuy thudc vao vung can
didu tri. Viéc dung c6 thé 1a cuc bd (ching han, bang tim dan qua da), qua phéi, ching
han, bang cach hit hodc bom bt hodc khi dung, bao gom bing 6ng phun; trong khi
quan, trong mili, qua biéu bi va qua da, qua miéng hodc ngoai duong tiéu hoa. Viéc
dung ngoai duong tiéu hoa bao gdm dung trong tinh mach, trong dong mach, duéi da,
trong phtic mac, hodc tiém hoac truyén trong co; dudi da, chéng han, thong qua thiét bi
duoc céy; hodc trong so, chéng han, béng cach dung trong nhu mo, trong néo that hoic

trong tAm thét.

ARNi ¢6 thé duoc phan phdi theo cach dé huéng dich mo cu thé (chang han, céc

té bao gan).

Céac duge pham va cac ché pham phoi ché dé dung cuc bd hodc dung qua da co

thé bao gém cac thube dan qua da, thude ma, thude xire, kem, gel, thudc nho giot, thude
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dan, thubc phun, thuéc dang 1éng va thubc bot. Cac chit mang duge ly thong thudng,
cac chit nén dang nudc, dang bt hoac dang dau, cac chat 1am dic va céc chét tuong tu
¢6 thé 12 cin thiét hoic mong muébn. Bao cao su, ging tay dugc phu va cac loai trong tu
cling ¢6 thé 1a hitu dung. Cac ché phdm phdi ché cuc bo thich hop bao gbm céc ché
phém trong d6 cac ARNi theo sdng ché duogc tron véi tac nhan phan phéi cuc bd nhu
cac lipit, cac liposom, céc axit béo, cic este axit béo, cac steroit, cac chét tao chelat va
céc chét hoat dong bé mat. Cac lipit va céac liposom thich hop bao gbm loai trung tinh
(ching han, dioleoylphosphatidyl DOPE etanolamin, dimyristoylphosphatidyl cholin
DMPC, distearolyphosphatidyl cholin) 4m tinh (ching han, dimyristoylphosphatidyl
glyxerol DMPG) va c6 tinh cation (ching han, dioleoyltetrametylaminopropyl DOTAP
va dioleoylphosphatidyl etanolamin DOTMA). Cac ARNi theo sang ché ¢6 thé dugc
bao nang trong cac liposom hodc ¢6 thé tao thanh cac phirc hop véi nd, cu thé 1a thanh
céc liposom c6 tinh cation. Cach khéic, cac ARNi ¢ thé dugc tao phuc véi céc lipit, cu
thé 1a céc lipit c6 tinh cation. Céc axit béo va céc este thich hgp bao gbm, nhung khong
chi gi¢i han 6, axit arachidonic, axit oleic, axit eicosanoic, axit lauric, axit caprylic, axit
capric, axit myristic, axit palmitic, axit stearic, axit linoleic, axit linolenic, dicaprat,
tricaprat, monoolein, dilaurin, glyxeryl 1-monocaprat, 1-dodexylazaxycloheptan-2-on,
axylcarnitin, axylcholin, hodc Ciao alkyl este (chang han, isopropylmyristat IPM),
monoglyxerit, diglyxerit hodc mudi duge dung ctia ching). Cac ché phdm phéi ché cuc
bo duge md ta chi tiét trong patent M§ sb 6.747.014, patent nay dugc két hop vao day

bang cach vién dan.
A. Ché pham phbi ché ARNi chira céc tO hop phén tit cia mang

ARNi dé st dung trong cac ché pham va cdc phuong phép theo sang ché c6 thé
dwogc phdi ché dé phan phéi trong t6 hop phan tir clia mang, ching han, liposom hogc
mixen. Nhu duoc st dung & day, thuét ngit “liposom” dugc dung d& chi nang nho gdm
cac lipit ludng tinh duoc bb tri trong it nhit mot 16p kép, ching han, mot 16p kép hodc
nhiéu 16p kép. Cac liposom bao gdm cac nang nhé don 14 va cac nang nhé da 14 ma c6
mang duoc tao thanh tir vat chat wa béo va phan chira nude bén trong. Phén cha nuéc
nay chira ARNi. Vat chit ua béo nay phan tach phan chtra nu6c bén trong voi phan
chtra nudc bén ngoai, ma thuong khong chira thanh phan ARNi, mic du trong mot s6 vi

du, n6 c6 thé chira. Cac liposom la hiru dung d van chuyén va phan phéi cac thanh
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phan hoat tinh dén vi trf tac dung. Vi mang liposom 12 twong tu vé mat cu triic véi cac
mang sinh hoc nén khi cac liposom dugc ap dung cho mo, 16p kép liposom dung hop
voi 16p kép cia cdc mang té bao. Khi su hop nhét giita liposom va té bao tién trién, cac
thanh phan chira nuwdc bén trong ma chira ARNi duoc phan phdi vao té bao tai d6 ARNi
c6 thé gin két mot cach dac hiéu véi ARN dich va co thé dan xép su can thiép ARN.
Trong mot sb trudng hop, cac liposom ciing duge hudng dich mot cach déc hiéu, chang

han, dé huéng ARNI dén céc loai té bio nhét dinh.

Liposom chtra tic nhan ARNi co thé duoc didu ché bing nhidu phuong phap.
Theo mot vi du, thanh phén lipit cua liposom dugc hoa tan trong chét téy sao cho cac
mixen dugc tao thanh véi thanh phan lipit. Vi du, thanh phan lipit c6 thé 1a thé lién hop
lipit hodc lipit cation ludng tinh. Chét tay 06 thé c6 ndng d6 mixen t6i han cao va co thé
1a khong ion. Céc chét tiy vi du bao gbdm cholat, CHAPS, octylglucosit, deoxycholat,
va lauroyl sarcosin. Dang didu ché tac nhan ARNi sau d6 duoc bd sung vao cdc mixen
ma chira thanh phén lipit. Cac nhém cation trén lipit trong tac v6i tdc nhdn ARNi va
ngung tu xung quanh tdc nhan ARNi dé tao thanh liposom. Sau khi ngung tu, chét tdy
duogc loai bo, chéng han, béng cach thAm tach, dé tao thanh dang diéu ché liposom cua

tac nhan ARNi.

Néu cén, hop chit mang ma hd trg qua trinh ngung tu c6 thé duoc bd sung trong
phéan Umg ngung tu, ching han, bang cach bd sung c6 kiém soét. Vi du, hop chat mang
c6 thé 1a polyme ngoai axit nucleic (ching han, spermin hogc spermidin). D9 pH cling

6 thé duoc diéu chinh dé tao diéu kién thuan lgi cho su ngung tu.

Céac phuong phap san xuét chit din phan phéi polynucleotit dn dinh, ma két hop
phitc hop polynucleotit/lipit ¢ tinh cation lam cdc thanh phin cAu tric cia chét din
phén phéi, dugc mo ta thém trong, chéng han, WO 96/37194, toan b ndi dung cua
cong bd don nay dugc két hop vao ddy bang cach vién dan. Sy tao thanh liposom cling
¢6 thé gdm mat hozic nhiéu khia canh cia phuwong phép vi du duge mo ta trong Felgner,
P. L. et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA 8:7413-7417, 1987, Patent My s6 4.897.355;
Patent My sb 5.171.678; Bangham, et al. M. Mol. Biol. 23:238, 1965; Olson, et al.
Biochim. Biophys. Acta 557:9, 1979; Szoka, et al. Proc. Natl. Acad. Sci. 75: 4194,
1978; Mayhew, et al. Biochim. Biophys. Acta 775:169, 1984; Kim, et al. Biochim.
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Biophys. Acta 728:339, 1983; va Fukunaga, et al. Endocrinol. 115:757, 1984. Cac k¥
thuat thuong dugce sir dung dé didu ché cac khdi két tu lipit c6 kich c& thich hop dé su
dung 1am chét din phan phéi bao gdm k¥ thuat siéu am va két dong-xa dong cong voi
don (xem, chang han, Mayer, et al. Biochim. Biophys. Acta 858:161, 1986). K§ thuat vi
tAng s6i co thé duoc st dung khi cdc khdi két tu nhé thich hop (50 dén 200 nm) va
tuong dbi dong déu 1a mong mubn (Mayhew, et al. Biochim. Biophys. Acta 775:169,
1984). Cac phuong phap nay dé dang duge lam cho phit hop dé dong goi cac dang diéu

ché tdc nhAn ARNi vao trong céc liposom.

Cac liposom thudc hai 16p rong. Cac liposom c6 tinh cation 1a céc liposom c6
dién tich duong ma tuong tac voi cac phan tir axit nucleic c6 dién tich &m dé tao thanh
phtrc hop n dinh. Phire hop axit nucleic dién tich duong/liposom gén két véi bé mit té
bao c6 dién tich Am va duoc ndi nhap trong endosom. Do dd pH c6 tinh axit trong
endosom, cac liposom bi pha v, giai phong cac thanh phén cia ching vao té bao chit

(Wang et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 1987, 147, 980-985).

Céc liposom ma nhay v6i do pH hodc c6 dién tich am, b?ly cac axit nucleic thay
vi tao phtrc hop véi no. Vi ca axit nucleic va lipit déu c6 dién tich twong tu nhau, luc
déy thay vi sy tao thanh phirc hop dién ra. Tuy nhién, mot sb axit nucleic bi bﬁy trong
phan bén trong chtra nudc clia cac liposom nay. Céc liposom nhay véi do pH da duge
st dung dé phan phéi cac axit nucleic ma hoa gen thymidin kinaza dén cac don 16p té
bao trong moi truong. Biéu hién cta gen ngoai sinh dugc phat hién trong cac té€ bao

dich (Zhou et al., Journal of Controlled Release, 1992, 19, 269-274).

Mot loai ché phdm liposom chinh bao gdbm cac phospholipit ngoai
phosphatidylcholin thu dugc tir ty nhién. Cac ché pham liposom trung tinh, c6 thé duoc
tao thanh tir dimyristoyl phosphatidylcholin (DMPC) hodc dipalmitoyl
phosphatidylcholin (DPPC). Céac ché pham liposom c6 tinh anion thuong dugc tao
thanh tir dimyristoyl phosphatidylglyxerol, trong khi céc liposom gy dung hgp c6 tinh
anion dugc tao thanh chu yéu tir dioleoyl phosphatidyletanolamin (DOPE). Loai ché
phém liposom khac dugc tao thanh tir phosphatidylcholin (PC) nhu, vi du, PC dau
nanh, va PC trang. Loai khic dugc tao thanh tir hén hop cta hai hogc nhiéu
phospholipit, phosphatidylcholin, va cholesterol.
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Céc vi du vé cac phuong phép khac dé dua liposom vao cac té bao in vitro va in
vivo bao gdm céc phurong phap trong cac patent M§ s6 5.283.185 va 5.171.678; WO
94/00569; WO 93/24640; WO 91/16024; Felgner, J. Biol. Chem. 269:2550, 1994;
Nabel, Proc. Natl. Acad. Sci. 90:11307, 1993; Nabel, Human Gene Ther. 3:649, 1992;
Gershon, Biochem. 32:7143, 1993; va Strauss EMBO J. 11:417, 1992.

Cac hé liposom khong ion ciing da duogc thir nghiém dé xac dinh tinh hitu dung
cua chung trong viéc phan phéi thuéc dén da, cu thé 1a cac hé chira chit hoat dong bé
mit khong ion va cholesterol. Cac ché phim phdi ché liposom khong ion gbdm
Novasome™ 1 (glyxeryl dilaurat/cholesterol/polyoxyetylen-10-stearyl ete) va
Novasome™ II (glyxeryl distearat/cholesterol/polyoxyetylen-10-stearyl ete) dugc st
dung dé phan phéi xyclosporin-A dén 16p ha bi ctia da chudt nhit. Két qua chi ra ring
cac hé liposom khong ion nay la hiru hiéu trong viéc tao diéu kién thuan loi cho viéc
ling dong xyclosporin A vao céc 16p khac ciia da (Hu et al. S.T.P.Pharma. Sci., 1994,
4(6) 466).

Céc liposom ciing gdm cac liposom “dugc 4n dinh héa vé mat khong gian”,
thuit nglt ma nhu dugce st dung & day dé chi cac liposom chira mot hodc nhiéu lipit
chuyén dung ma khi dugc két hop vao cac liposom s& dan dén tudi tho tuan hoan ting
cuong so véi cac liposom thiéu céc lipit chuyén dung nay. Vi du vé céc liposom duge
dn dinh hoa vé mit khong gian 1a cac liposom trong d6 mot phin cua phén lipit tao
thanh nang nhd cua liposom (A) chira modt hodc nhiéu glycolipit, nhu
monosialogangliosit Gwi, hodc (B) dugc dan xuét tir mot hodc nhiéu polyme wa nuéc,
nhu gdc polyetylen glycol (PEG). Trong khi khéng mong mudn bi giéi han & gia thuyét
cu thé bat ky, trong linh vuc nay, dugc cho la it nhét dbi véi cac liposom duogc 4n dinh
héa vé mit khong gian chira cac gangliosit, sphingomyelin, hodc lipit dan xuit tir PEG,
thoi gian ban thai tudn hoan ting cudng cla céac liposom dugc 6n dinh hoa vé mit
khong gian nay la thu dugc tur sy giam hép thu vao cac té bao cua hé ludi ndi mod (RES)

(Allen et al., FEBS Letters, 1987, 223, 42; Wu et al., Cancer Research, 1993, 53, 3765).

Céc liposom khéc nhau chira mot hodc nhidu glycolipit 1a da biét trong Iinh virc
nay. Papahadjopoulos et al. (Ann. N.Y. Acad. Sci., 1987, 507, 64) da bao céo kha nang

clia monosialogangliosit Gmi, galactocerebrosit sulfat va phosphatidylinositol trong

-111-



36534

viéc cai thién thoi gian ban thai trong méau cua cac liposom. Céc phét hién nay dugc
giai thich chi tiét boi Gabizon et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 1988, 85, 6949).
Patent M¥ sb6 4.837.028 va WO 88/04924,ldéu cua Allen et al., da boc 10 céac liposom
chta (1) sphingomyelin va (2) gangliosit Gmi hodc galactocerebrosit sulfat este. Patent
My s 5.543.152 (Webb et al.) boc 16 cac liposom chira sphingomyelin. Cac liposom
chta 1,2-sn-dimyristoylphosphatidylcholin dugc bdc 10 trong WO 97/13499 (Lim et
al).

Theo mét s6 phuong 4an, céc liposom c6 tinh cation dugc st dung. Céc liposom
c6 tinh cation ¢6 wu diém 13 c6 thé dung hop vao mang té bao. Cac liposom khong c6
tinh cation, mic du khong thé dung hop hiéu qua voi mang huyét tuong, lai duge hép
thu béi dai thue bao in vivo va c6 thé dugc st dung dé phan phdi céc tac nhdn ARNi

dén dai thuc bao.

Céac wu diém khac cta cac liposom bao gdm: cic liposom thu dugc tir céc
phospholipit tu nhién 1a twong thich vé mit sinh hoc va c6 thé phan hiy sinh hoc; cac
liposom ¢6 thé két hop voi rit nhiéu nuéce va thude hoa tan trong lipit; cac liposom ¢
thé bao vé cac ARNi duogc bao nang trong cac khoang bén trong cla chung khoi sy
chuyén hoa va phan hiy (Rosoff, trong "Pharmaceutical Dosage Forms," Lieberman,
Rieger va Banker (Eds.), 1988, tap 1, trang 245). Cac vin d& quan trong trong didu ché
céc ché phdm phdi ché liposom 1a dién tich bé mt lipit, kich c& nang nho, va thé tich

nudc cia cac liposom.

Lipit c6 tinh cation tong hop dién tich dwong, N-[1-(2,3-dioleyloxy)propyl]-
N,N,N-trimetylamoni clorua (DOTMA) ¢6 thé duoc st dung dé tao thanh cac liposom
nhd ma twong tac tu phat voi axit nucleic dé tao thanh cac phtrc hop lipit-axit nucleic
ma c6 kha niang dung hop véi céc lipit dién tich &m clia mang té bao cua té bao trong
moi truong nudi céy md, dan dén su phan phéi tac nhdn ARNi (xem, chéng han,
Felgner, P. L. et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA 8:7413-7417, 1987 va patent My )
4.897.355 vé& phin mo ta DOTMA va st dung n6 véi ADN).

Chét tuong tt DOTMA, 1,2-bis(oleoyloxy)-3-(trimetylamoni)propan (DOTAP)
¢6 thé duogc str dung két hop véi phospholipit dé tao thanh cac nang nhé tao phutrc hop
ADN. Lipofectin™ (Bethesda Research Laboratories, Gaithersburg, Md.) 1a tac nhan
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hiru hiéu dé phan phdi cAc axit nucleic c6 tinh anion cao vao cac té bao moi trudng nudi
cdy mé sdng, tic nhan nay chira cac liposom DOTMA dién tich duong ma twong tac tu
phat vGi polynucleotit dién tich &m dé tao thanh cac phirc hop. Khi cac liposom dién
tich duong du duoc sir dung, dién tich thuc trén cac phirc hgp thu dugc cling 1a duong.
Céc phtrc hop dién tich duong duoc didu ché theo cach nay dugc gin tu phét véi cac bé
mit té bao dién tich 4m, dung hop v6i mang huyét trong, va phan phdi mot cach hiru
hiéu cac axit nucleic chirc nang vao, vi du, cac té bao nudi cdy md. Lipit c6 tinh cation
khéac c6 ban trén thi truong, 1,2-bis(oleoyloxy)-3,3-(trimetylamoni)propan (“DOTAP”)
(Boehringer Mannheim, Indianapolis, Indiana) khac v6i DOTMA ¢ chd cac géc oleoyl

duoc lién két boi este, thay vi cac lién két ete.

Céc hop chét lipit c6 tinh cation dugc bao céo khac gdm cac hop chit ma da
dugc lién hop véi nhiéu gbc bao gdm, vi du, carboxyspermin ma di dugc lién hop véi
mot hoac hai loai lipit va bao gdbm cac hop chdt nhu 5-carboxyspermylglyxin
dioctaoleoylamit (“DOGS”) (Transfectam™, Promega, Madison, Wisconsin) va
dipalmitoylphosphatidyletanolamin 5-carboxyspermyl-amit (“DPPES”) (xem, chang
han, patent M§ s6 5.171.678).

Thé lién hop lipit c6 tinh cation khac bao gbm dAn xuit cua lipit v6i cholesterol
(“DC-Chol”) ma da duoc phdi ché vao cac liposom két hop voi DOPE (xem, Gao, X.
va Huang, L., Biochim. Biophys. Res. Commun. 179:280, 1991). Lipopolylysin, dugc
tao ra bing cach lién hop polylysin v6i DOPE, da dugc béo cdo la hitu hiéu dé chuyén
nhiém véi su c6 mit cia huyét thanh (Zhou, X. et al., Biochim. Biophys. Acta 1065:8,
1991). Pbi voi cac dong té bao nhét dinh, cac liposom nay chira céc lipit c¢6 tinh cation
duoc lién hop, duge néu 1a thé hién doc tinh thip va cung cép su chuyén nhiém higu
qua hon so voi cac ché pham chita DOTMA. Céc san pham lipit c6 tinh cation c¢6 ban
trén thi truong khac gom DMRIE va DMRIE-HP (Vical, La Jolla, California) va
Lipofectamin (DOSPA) (Life Technology, Inc., Gaithersburg, Maryland). Cac lipit co
tinh cation khac thich hop dé phan phdi oligonucleotit duge md ta trong WO 98/39359
va WO 96/37194.

Céc ché pham phdi ché liposom ddc biét thich hop dé dung cuc b9, cac liposom

thé hién mot s6 vu diém so véi cac ché pham phoi ché khac. Cac uu diém nay bao gom
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giam tac dung phu lién quan dén su hép thu toan than cao déi véi thude dugc dung,
tang su tich tu thube dugc dung tai dich mong mubn, va kha nang dung tdc nhan ARNi
vao da. Trong mot sd tmg dung, cac liposom dugc ding dé phan phdi tic nhan ARNi
dén cac té bao biéu bi va con ting cuong su xuyén thdm tac nhan ARNi vao md da;
chéng han, vao da. Vi du, cac liposom c6 thé duogc ap dung cuc bd. Su phan phéi cuc bd
cac ché pham phdi ché thudc nhu céc liposom dén da da duoc ghi lai (xem, ching han,
Weiner et al., Journal of Drug Targeting, 1992, vol. 2,405-410 va du Plessis et al.,
Antiviral Research, 18, 1992, 259-265; Mannino, R. J. va Fould-Fogerite, S.,
Biotechniques 6:682-690, 1988; Itani, T. et al. Gene 56:267-276. 1987; Nicolau, C. et
al. Meth. Enz. 149:157-176, 1987; Straubinger, R. M. va Papahadjopoulos, D. Meth.
Enz. 101:512-527, 1983; Wang, C. Y. va Huang, L., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
84:7851-7855, 1987).

Céc hé liposom khong ion ciing di duoc thir nghiém dé xé4c dinh tinh hitu dung
cta ching trong viéc phan phéi thudc dén da, cu thé 1a cac hé chwra chéit hoat dong bé
mit khong ion va cholesterol. Cac ché pham phéi ché liposom khong ion gbm
Novasome™ 1 (glyxeryl dilaurat/cholesterol/polyoxyetylen-10-stearyl —ete) va
Novasome™ II (glyxeryl distearat/cholesterol/polyoxyetylen-10-stearyl ete) duoc s
dung dé phan phéi thudc dén 16p ha bi cia da chudt nhat. Ché phdm phoi ché vai tac

nhan ARNi nay 12 hitu dung dé diéu tri r6i loan ngoai da.

Céc liposom ma chira ARNi ¢6 thé dugc tao kha nang bién dang cao. Tinh bién
dang nay c6 thé tao diéu kién cho cac liposom xuyén thAm qua 16 ma nhé hon ban kinh
trung binh cua liposom. Vi dy, transfersome (thé xuyén thdm) 1a mot loai liposom bién
dang. Cac transferosome c6 thé duoc tao ra bang cach bd sung cac chat kich hoat g bé
mat, thuong la cac chit hoat dong bé mit, vao cac ché phém liposom chuan. Céac
transfersome ma chira ARNi c6 thé dugc phan phdi, vi dy, dudi da bing cach 1am
nhiém dé phan ph6i ARNi dén céc té bao simg trong da. Pé di qua da nguyén ven cia
dong vat ¢o vu, cac nang lipit nhé phai di qua chudi cac 16 nho, mdi 16 véi dudong kinh
nhé hon 50 nm, dudi anh hudng cla gradien qua da thich hop. Ngoai ra, do céc tinh
chét cua lipit, c4c transferosome nay c6 thé tu t8i wu hoa (twong thich v6i hinh dang cta
cac 19, chéng han, ¢ da), tu hoi phuc, va co thé thuong xuyén di dén dich cta ching ma

khong can phan ménh, va thuong tu tai nap.
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Céc ché pham phoi ché khac theo sang ché dugc mo ta trong WO/2008/042973.

Céc transfersome 1a thudc loai liposom khéc, va 1a cac khi két tu lipit c6 kha
ning bién dang cao ma la cic Gmg vién hép din @ lam cac nang phan phéi thube. Cac
transfersome ¢6 thé dugc mo ta nhu 14 cac giot lipit ma c6 kha nang bién dang rat cao
khién chung c6 thé d& dang xuyén thAm qua cic 16 ma nhé hon cdc giot nay. Cac
transfersome c6 thé thich tmg v6i mdi truong ma chung duoc s dung, chéng han,
chung tu t6i wu hoa (twong thich v6i hinh dang cua cac 16 & da), tu hdi phuc, va thuong
xuyén di dén dich ctia chiing ma khong can phan manh, va thuong ty tai nap. Dé tao cac
transfersome, c6 thé bd sung cac chat kich hoat go bé mat, thuong 13 cac chit hoat dong
bé mit, vao ché pham liposom chuén. Céc transfersome da duge st dung dé phan phbi
albumin huyét thanh dén da. Sy phan phéi qua trung gian transfersome cta albumin
huyét thanh da dwoc thé hién 1a hitu hiu nhu 1a sy tiém du6i da dung dich chira
albumin huyét thanh.

Céc chat hoat dong bé mat c6 ting dung rong rdi trong cac ché phim phdi ché
nhu céc nhil twong (bao gdm céc vi nhil twong) va cac liposom. Cach théng thuong nhét
dé phén loai va Xép hang céc tinh chét cia nhiéu loai chét hoat dong bé mait khac nhau,
ca tu nhién va tdng hop, 12 bing cach s dung chi s6 can bang ua nudc/wa béo
(hydrophile/lipophile balance - HLB). Ban chit ctia nhém wa nude (con dwge biét nhu
1a "dau") cung cdp cac bién phap hitu dung nhét dé phan hang céc chét hoat dong bé
mit khac nhau dugc st dung trong cac ché pham phbi ché (Rieger, trong

“Pharmaceutical Dosage Forms™, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., 1988, p. 285).

Néu phan t chét hoat dong bé mit khong dugc ion hda, n6 dugc phan loai la
chét hoat dong bé mit khong ion. Cac chét hoat dong bé miat khong ion c6 (mg dung
rong rai trong cac san pham dugc pham va m§ pham va 14 hitu dung trong khoang rong
cua do pH. Noi chung, cac gia tri HLB cua chung nam trong khoang tir 2 dén khoang
18 tuy thudc vao cdu triic cia chung. Céc chét hoat dong bé mat khong ion bao gbm céc
este khong ion nhu este etylen glycol, este propylen glycol, este glyxeryl, este
polyglyxeryl, este sorbitan, este sucroza, va este etoxylat hoa. Cac alkanolamit khong
ion va cac ete nhu rugu béo etoxylat, cac rugu propoxyl hoa, va cdc polyme khoi

etoxyl/propoxyl hoéa ciing nim trong nhém ndy. Céc chat hoat dong bé mit
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polyoxyetylen 1a cac thanh vién phé bién nhét cia nhom chét hoat dong bé mit khong

ion.

Néu phan t chéit hoat dong bé mit mang dién tich 4m thi khi n6 duoc hoa tan
hodc phéan tan trong nudc, chét hoat dong bé mit nay s& duge phén loai 12 ¢6 tinh anion.
Céc chét hoat dong bé mit co tinh anion bao gdém cac carboxylat nhu xa phong, axyl
lactylat, axyl amit cia cAc axit amin, cac este cua axit sulfuric nhu alkyl sulfat va alkyl
sulfat dugc etoxyl hoa, cic sulfonat nhu alkyl benzen sulfonat, axyl isethionat, axyl
taurat va sulfosucxinat, va phosphat. Thanh vién quan trong nhét ctia nhom chét hoat

dong bé mit c6 tinh anion 1a c4c alkyl sulfat va xa phong.

Néu phan tir chat hoat dong bé mit mang dién tich duwong thi khi n6 dugc hoa
tan hodc phén tan trong nudc, chét hoat dong bé mit ndy sé dugc phan loai 1a c6 tinh
cation. Cac chét hoat déng bé mit c6 tinh cation bao gbm céc mudi amoni bac bdn va
cac amin dugc etoxyl hoa. Cac mudi amoni bac bén 13 cac thanh vién thuong dugc

ding nhét trong nhém nay.

Néu phan tir chét hoat dong bé mit c6 kha nang mang hodc dién tich 4m hodc
dién tich duong thi chét hoat dong bé mit nay dugc phan loai thanh dang ludng tinh.
Céc chét hoat dong bé mat ludng tinh gbm cac din Xuét axit acrylic, cac alkylamit dugc

thé, cac N-alkylbetain va cdc phosphatit.

Viéc sir dung cac chat hoat dong bé mat trong san pham thudc, ché pham phbi
ché va trong cac nhii twong da dugc xem xét k§ ludng (Rieger, trong “Pharmaceutical

Dosage Forms”, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., 1988, p. 285).

ARNi dé str dung trong cic phuong phép theo sang ché ciing c6 thé dugc tao ra
dudi dang ché pham phdi ché dang mixen. “Mixen” dugc dinh nghia & déy la loai dic
biét cia hé phéan tir trong d6 cac phan tir ludng tinh duoc sip xép trong cAu trac hinh
cAu sao cho tit ca cac phan ky nudc clia cac phan tir ndy duge hudng vao trong, dé lai
c4c phan ua nudc tiép xuic v6i pha nuée bao ngoai. Su sap xép nguoc lai sé tdn tai néu

mdi truong 1a ky nude.

Céc ché phdm phdi ché dang mixen hdn hop thich hop dé phan phdi qua céc
mang chan bi co thé duoc didu ché bang cach tron dung dich nudc cia ARNI, Cg dén

Ca alkyl sulphat cta kim loai kiém, va cac hop chit tao mixen. Cac hop chat tao
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mixen duoc 1éy lam vi du bao g@)m lecithin, axit hyaluronic, cac mudi duge dung cua
axit hyaluronic, axit glycolic, axit lactic, chiét xuét cam cuc, chiét xuét dua chudt, axit
oleic, axit linoleic, axit linolenic, monoolein, monooleat, monolaurat, dau luu ly, tinh
dau hoa anh thao, menthol, trihydroxy oxo cholanyl glyxin va cac mudi duge dung ctia
né, glyxerin, polyglyxerin, lysin, polylysin, triolein, polyoxyetylen ete va cac chét
tuwong tu cia nd, polidocanol alkyl ete va cac chét tuong tu cua nd, chenodeoxycholat,
deoxycholat, v cic hdn hgp ctia nd. Cac hop chit tao mixen c6 thé dugc bd sung dong
thoi hodc sau khi bd sung alkyl sulphat cua kim loai kiém. Cac mixen hdn hop sé tao
thanh v6i cach tron cac thanh phan vé co ban 1a bét ky nhung phai manh dé tao ra cac

mixen cd nho.

Theo mdt phuong phap, ché phdm dang mixen thit nhit duoc didu ché, n6 chta
ARNi va it nhét alkyl sulphat ciia kim loai kiém. Ché phdm dang mixen thi nhat nay
sau d6 duogc tron véi it nhét ba hop chét tao mixen dé tao thanh ché phém dang mixen
hdn hop. Theo phuong phap khac, ché pham dang mixen dugc diéu ché bang cach tron
ARNI, alkyl sulphat cta kim loai kiém va it nhat mét hop chit tao mixen, sau d6 bd

sung cac hgp chat tao mixen con lai vao vé6i sw khudy manh.

Phenol hodc m-cresol c6 thé dugc bd sung vao ché phim dang mixen hdn hop dé
&n dinh hoa ché phadm phédi ché va bao vé chéng lai sy phét trién ciia vi khuan. Céch
khac, phenol hodc m-cresol co thé dwoc bé sung voi cac thanh phan tao mixen. Téc
nhén ding truong nhu glyxerin cling c6 thé dugc bd sung sau khi tao thanh ché phim

dang mixen hon hop.

Dé phan phdi ché phdm phdi ché dang mixen duéi dang thubc phun, ché pham
phéi ché ¢o thé dugc nap vao bo phan phéi sol khi va bd phéan phéi nay dugc nap chét
ddy. Chét day, ma duéi ap sudt, 12 & dang 1éng trong bd phan phéi. TY 1¢ cac thanh
phan duoc diéu chinh sao cho pha nu¢c va pha chét day tré thanh mot, tirc 1a chi c6
mot pha. Néu ¢6 hai pha, thi can lic bo phan phdi truée khi phan phéi mét phan ctia
cac thanh phéan trong bd phan phdi, chang han, qua van dinh lwong. Liéu dugc phan

phéi cta dugc chit dugc déy tir van dinh lrong dudi dang hat phun min.

Céc chét day c6 thé gdm cac hop chét cloflocacbon chita hydro, cac hop chét
flocacbon chira hydro, dimetyl ete va dietyl ete. Theo cac phuong an nhit dinh, HFA
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134a (1,1,1,2 tetrafloetan) co thé duoc str dung.

Nong d6 cu thé ctia cac thanh phin thiét yéu c6 thé duoc x4c dinh bang thir
nghiém tuong dbi don gian. Pé hip thu qua khoang miéng, thuong mong mudn 13
tang, chang han, it nhit gép doi hodc gép ba, lidu lugng cho viéc tiém hodc dung qua
duong tiéu hoa.

B. Céc hat lipit

Céc ARNG, ching han, tac nhan ARNi soi kép theo sang ché c6 thé duoc bao
nang ddy du trong ché phdm phbi ché lipit, chang han, LNP, hodc hat axit nucleic-lipit
khac.

Nhu duge st dung & ddy, thuét ngit "LNP" chi hat axit nucleic-lipit 6n dinh. Cac |
LNP thuong chira lipit c6 tinh cation, lipit khéng c6 tinh cation, va lipit ma ngén chan
su két tu cta cac hat (ching han, thé lién hgp PEG-lipit). Cac LNP 1a cuc ky hitu dung
@ 4p dung toan than, vi chung thé hién tudi tho tuan hoan kéo dai sau khi tiém trong
tinh mach (i.v.) va tich tu & céc vi tri xa (ching han, céc vi trf tach biét vé mat vét Iy voi
vi tri dung). Cac LNP gém "pSPLP”, ma gbm phirc hop axit nucleic-tdc nhan ngung tu
dugc bao nang nhu dugce néu trong cong b6 don qubc té s6 WO 00/03683. Céc hat theo
sang ché thuong c6 duong kinh trung binh khoang 50 nm dén khoang 150 nm, dién
hinh hon 12 khoang 60 nm dén khoang 130 nm, dién hinh hon 1 khoang 70 nm dén
khoang 110 nm, dién hinh nhat 1a khoang 70 nm dén khoang 90 nm, va vé co ban 13
khong doc. Ngoai ra, cac axit nucleic néu c6 mit trong cac hat axit nucleic-lipit theo
sang ché trong dung dich nuéc 12 c6 tinh khang dbi voi su phan hiy bdi nucleaza. Céac
hat axit nucleic-lipit va phuong phéap didu ché chiing dwge boc 19 trong, chang han, cac
patent My sé 5.976.567; 5.981.501; 6.534.484; 6.586.410; 6.815.432; cong bd don yéu
cu chp patent M§ s6 2010/0324120 va cong bd don quéc té s6 WO 96/40964.

Theo mdt phuong 4n, ty 1€ lipit trén thude (ty 16 khoi rong/khdi lugng) (chang
han, ty 1€ lipit trén ARN soi kép) s€ nam trong khoang tir khodng 1:1 dén khoang 50:1,
tir khoang 1:1 dén khoang 25:1, tir khoang 3:1 dén khoang 15:1, tir khoang 4:1 dén
khoang 10:1, tir khoang 5:1 dén khoang 9:1, hodc khoang 6:1 dén khoang 9:1. Céc

khoang nam giita cac khoang néu trén ciing dugc du tinh la mot phan cta sang cheé.
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Lipit c6 tinh cation c6 thé 13, vi du, N,N-dioleyl-N,N-dimetylamoni clorua
(DODAC), N,N-distearyl-N,N-dimetylamoni ~ bromua (DDAB), N-(I -(2,3-
dioleoyloxy)propyl)-N,N,N-trimetylamoni clorua (DOTAP), N-(I -(2,3-
dioleyloxy)propyl)-N,N,N-trimetylamoni ~ clorua ~ (DOTMA),  N,N-dimetyl-2.3-
dioleyloxy)propylamin ~ (DODMA), 1,2-DiLinoleyloxy-N,N-dimetylaminopropan
(DLinDMA),  1,2-Dilinolenyloxy-N,N-dimetylaminopropan ~ (DLenDMA),  1,2-
Dilinoleylcarbamoyloxy-3-dimetylaminopropan (DLin-C-DAP), 1,2-Dilinoleyoxy-3-
(dimetylamino)axetoxypropan (DLin-DAC), 1,2-Dilinoleyoxy-3-morpholinopropan
(DLin-MA), 1,2-Dilinoleoyl-3-dimetylaminopropan (DLinDAP), 1,2-Dilinoleylthio-3-
dimetylaminopropan (DLin-S-DMA), 1-Linoleoyl-2-linoleyloxy-3-
dimetylaminopropan (DLin-2-DMAP), mubi 1,2-Dilinoleyloxy-3-trimetylaminopropan
clorua (DLin-TMA.CI), mubi 1,2-Dilinoleoyl-3-trimetylaminopropan clorua (DLin-
TAP.CI), 1,2-Dilinoleyloxy-3-(N-metylpiperazino)propan (DLin-MPZ), hodc 3-(N,N-
Dilinoleylamino)-1,2-propandiol ~ (DLinAP),  3-(N,N-Dioleylamino)-1,2-propandio
(DOAP), 1,2-Dilinoleyloxo-3-(2-N,N-dimetylamino)etoxypropan (DLin-EG-DMA),
1,2-Dilinolenyloxy-N,N-dimetylaminopropan (DLinDMA), 2,2-Dilinoleyl-4-
dimetylaminometyl-[1,3]-dioxolan (DLin-K-DMA) hodc cac chét tuong tu ctia chung,
(3aR,5s,6aS)-N,N-dimetyl-2,2-di((9Z,12Z)-octadeca-9, 12-dienyl)tetrahydro-3aH-
xyclopenta[d][1,3]dioxol-5-amin (ALN100), (62.,97.,287.,317)-heptatriaconta-
6,9,28,31-tetraen-19-yl  4-(dimetylamino)butanoat (MC3), 1,1'-(2-(4-(2-((2-(bis(2-
hydroxydodexyl)amino)etyl)(2-hydroxydodexyl)amino)etyl)piperazin-1-
yl)etylazandiyl)didodecan-2-ol (Tech G1), hoac hdn hop ctia chiing. Lipit ¢6 tinh cation
c¢6 thé chiém tir khoang 20%mol dén khoang 50%mol hodc khoang 40%mol cia tong

lrong lipit cé trong hat.

Theo mot sb phuong 4n, hop chat 2,2-Dilinoleyl-4-dimetylaminoetyl-[1,3]-
dioxolan c6 thé duoc sir dung dé diéu ché céc hat nano lipit-ARNi.

Theo mdt sd phwong 4n, hat lipit-ARNi chua 40% 2,2-Dilinoleyl-4-
dimetylaminoetyl-[1,3]-dioxolan: 10% DSPC: 40% Cholesterol: 10% PEG-C-DOMG
(phan trim mol) véi c& hat 12 63,0 + 20 nm va ty 1& ARNi/lipit 1a 0,027.
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Lipit ¢6 thé ion hoa/khdng c6 tinh cation c6 thé 1a lipit c6 tinh anion hogc lipit
trung tinh bao gbdm, nhung khong chi gi6i han 6, distearoylphosphatidylcholin (DSPC),
dioleoylphosphatidylcholin ~ (DOPC),  dipalmitoylphosphatidylcholin ~ (DPPC),
dioleoylphosphatidylglyxerol (DOPG), dipalmitoylphosphatidylglyxerol (DPPG),
dioleoyl-phosphatidyletanolamin (DOPE), palmitoyloleoylphosphatidylcholin (POPC),
palmitoyloleoylphosphatidyletanolamin (POPE), dioleoyl-phosphatidyletanolamin 4-
(N-maleimidometyl)-xyclohexan-l-carboxylat (DOPE-mal), dipalmitoyl phosphatidyl
etanolamin (DPPE), dimyristoylphosphoetanolamin (DMPE), distearoyl-phosphatidyl-
etanolamin (DSPE), 16-O-monometyl PE, 16-O-dimetyl PE, 18-1-trans PE, 1-stearoyl-
2-oleoyl-phosphatidyetanolamin (SOPE), cholesterol, hoac hdn hop cta chung. Lipit
khong ¢6 tinh cation c6 thé chiém tir khoang 5%mol dén khoang 90%mol, khoang
10%mol, hodc khoang 58%mol néu cholesterol dugc chira, cia téng lugng lipit co

trong hat.

Lipit dugc lién hop ma uc ché su két tu cta cac hat co thé 1a, vi du,
polyetylenglycol (PEG)-lipit bao gbm, khong chi gi6i han &, PEG-diaxylglyxerol
(DAG), PEG-dialkyloxypropyl (DAA), PEG-phospholipit, PEG-ceramit (Cer), hodc
hdn hop ctia chung. Thé lién hop PEG-DAA c¢6 thé 1a, vi du, PEG-dilauryloxypropyl
(Ciz), PEG-dimyristyloxypropyl (Cis), PEG-dipalmityloxypropyl (Cis), hodc PEG-
distearyloxypropyl (C]s). Lipit dugc lién hgp ma ngén chdn su két tu cta cac hat ¢6 thé
chiém tr 0%mol dén khoang 20%mol hoic khoang 2%mol cia tong lwong lipit c6

trong hat.

Theo mdt sb phuong 4n, hat axit nucleic-lipit con chira cholesterol voi luong,
chang han, khoang 10%mol dén khoang 60%mol hozc khoang 48%mol cua tong lugng
lipit o6 trong hat.

Theo mét phwong 4n, lipidoit ND98-4HC1 (MW 1487) (xem US20090023673,
duge két hop vao day bang cach vién din), Cholesterol (Sigma-Aldrich), va PEG-
Ceramit C16 (Avanti Polar Lipids) c6 thé duoc sir dung dé didu ché cac hat nano lipit-
ARN sqi kép (tic 13, cac hat LNPO1). Cac dung dich géc ctia mdi loai trong etanol c6
thé dugc diéu ché nhu sau: ND98, 133 mg/ml; Cholesterol, 25 mg/ml, PEG-Ceramit
C16, 100 mg/ml. Cac dung dich gbc ND98, Cholesterol, va PEG-Ceramit C16 nay sau
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d6 c6 thé duge két hop véi ty 16 mol, ching han, 13 42:48:10. Dung dich lipit két hop
nay c6 thé duge tron v6i dung dich nude ARN soi kép (ching han, trong dung dich
natri axetat pH bang 5) sao cho ndng do etanol cudi cuing 1a khoang 35 dén 45% va
ndng do natri axetat cudi cting la khoang 100-300 mM. Cac hat nano lipit-ARN soi kép
thuong tao thanh mot cach tu phat khi tron. Tuy thudc vao sy phan bb ¢& hat mong
mudn, hdn hop hat nano thu duoc ¢6 thé dwgc dun qua mang polycarbonat (chang han,
ngudng 100 nm) st dung, vi du, may dun tang nhiét, nhu Lipex Extruder (Northern
Lipids, Inc). Trong mot s6 truong hop, bude dun co thé duoc bo qua. Su loai bo etanol
va trao dbi dung dich dém déng thoi ¢6 thé duogc thuc hién béng cach, vi du, thdm tach
hoac loc dong tiép tuyén. Dung dich dém cé thé duoc trao dbi véi, vi du, nuéc mubi
dém phosphat (PBS) & do pH khoang bing 7, ching han, pH khoang bing 6.9,
pH khoang bang 7,0, pH khoing bing 7,1, pH khoang bang 7,2, pH khoang bing 7.3,
hodc pH khoang bang 7.4.

H H
PN\ S J\/\ AN~~~ N NS
AR
(0]
/\/\/\/\/\/\N 0) o) N/\/\/\/\/\/\
H H
ND98 Isomer |

Cong thuc 1

Ché pham phbi ché LNP01 dugc mé ta, ching han, trong cong bd don qubc té s6
WO 2008/042973, duoc két hop vao day bang cach vién dan.

Céc ché pham phdi ché lipit-ARN soi kép dugc 1y l1am vi du khac duge mo ta
trong bang 1.
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Béng 1. Ché phim phdi ché lipit dugc 1dy 1am vi du

Lipit ¢6 thé ion hoa/cé tinh cation

Thé lién hop lipit c6 tinh cation/lipit
khong co tinh
cation/cholesterol/PEG-lipit

Ty 1¢ lipit: ARNi

SNALP

1,2-Dilinolenyloxy-N,N-
dimetylaminopropan (DLinDMA)

DLinDMA/DPPC/Cholesterol/PEG
-cDMA

(57,1/7,1/34,4/1,4)

lipit: ARNi ~ 7:1

2,2-Dilinoleyl-4-dimetylaminoetyl-

XTC/DPPC/Cholesterol/PEG-
cDMA

2-XTC
[1,3]-dioxolan (XTC) 57,1/7,1/34,4/1,4
lipit: ARNi ~ 7:1
XTC/DSPC/Cholesterol/PEG-DMG
2,2-Dilinoleyl-4-dimetylaminoetyl-
LNPO5 57,5/7,5/31,5/3,5
[1,3]-dioxolan (XTC)
lipit: ARNi ~ 6:1
XTC/DSPC/Cholesterol/PEG-DMG
2,2-Dilinoleyl-4-dimetylaminoetyl-
LNPO06 57,5/7,5/31,5/3,5
[1,3]-dioxolan (XTC) _ _
lipit: ARNi ~ 11:1
XTC/DSPC/Cholestero/PEG-DMG
2,2-Dilinoleyl-4-dimetylaminoetyl-
LNPO7 60/7,5/31/1,5,
[1,3]-dioxolan (XTC) ‘ _
lipit: ARNi ~ 6:1
XTC/DSPC/Cholesterol/PEG-DMG
2,2-Dilinoleyl-4-dimetylaminoetyl-
LNP08 60/7,5/31/1,5,
[1,3]-dioxolan (XTC) .
lipit: ARNi ~ 11:1
XTC/DSPC/Cholesterol/PEG-DMG
2,2-Dilinoleyl-4-dimetylaminoetyl-
LNPO09 50/10/38,5/1,5

[1,3]-dioxolan (XTC)

Lipit:ARNi 10:1
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Lipit c6 thé ion héa/cé tinh cation

“khong co

Thé lién hop lipit c6 tinh cation/lipit
tinh
cation/cholesterol/PEG-lipit

Ty 18 lipit: ARNi

(3aR,5s,6aS)-N,N-dimetyl-2,2-
di((9Z,127)-octadeca-9,12-

AILLN100/DSPC/Cholesterol/PEG-
DMG

LNP10 | dienyl)tetrahydro-3aH-
50/10/38,5/1,5
xyclopenta[d][1,3]dioxol-5-amin .
Lipit:ARNi 10:1
(ALN100)
MC-3/DSPC/Cholesterol/PEG-
(6Z,97.,287,317)-heptatriaconta-
DMG
LNP11 |6,9,28,31-tetraen-19-yl 4-
50/10/38,5/1,5
(dimetylamino)butanoat (MC3)
Lipit:ARNi 10:1
1,1'-(2-(4-(2-((2-(bis(2-
hydroxydodexylaminoyetyl)2 Tech  G1/DSPC/Cholesterol/PEG-
roxydodexyl)amino)e -
LNP12 hyd yd d y1) ino) ty1) i o | MO
roxydodexyl)amino)e iperazin
yaroxy Y R 50/10/38,5/1,5
-1-yl)etylazandiyl)didodecan-2-ol
Lipit: ARNi 10:1
(Tech G1)
XTC/DSPC/Chol/PEG-DMG
LNP13
XTC 50/10/38,5/1,5
Lipit: ARNi: 33:1
MC3/DSPC/Chol/PEG-DMG
LNP14 | MC3 40/15/40/5
Lipit:ARNi: 11:1
MC3/DSPC/Chol/PEG-
DSG/GalNAc-PEG-DSG
LNP15 | MC3
50/10/35/4,5/0,5
Lipit:ARNi: 11:1
MC3/DSPC/Chol/PEG-DMG
LNP16 | MC3

50/10/38,5/1,5
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Thé lién hop lipit c6 tinh cation/lipit
khong co tinh
cation/cholesterol/PEG-lipit

Ty 18 lipit: ARNi

Lipit c6 thé ion héa/co tinh cation

Lipit:ARNi: 7:1

MC3/DSPC/Chol/PEG-DSG

LNP17 | MC3 50/10/38,5/1,5
Lipit:ARNi: 10:1
MC3/DSPC/Chol/PEG-DMG
LNP18 | MC3 50/10/38,5/1,5

Lipit:ARNi: 12:1

MC3/DSPC/Chol/PEG-DMG

LNP19 | MC3 50/10/35/5
Lipit: ARNi: &:1
MC3/DSPC/Chol/PEG-DPG
LNP20 | MC3 50/10/38,5/1,5

Lipit: ARNi: 10:1

C12-200/DSPC/ Chol/PEG-DSG

LNP21 | C12-200 50/10/38,5/1,5
Lipit: ARNi: 7:1
XTC/DSPC/Chol/PEG-DSG
LNP22 | XTC 50/10/38,5/1,5

Lipit:ARNi: 10:1

DSPC: distearoylphosphatidylcholin
DPPC: dipalmitoylphosphatidylcholin

PEG-DMG: PEG-didimyristoyl glyxerol (C14-PEG, hoac PEG-C14) (PEG vaéi trong
luong mol trung binh 1a 2000)

PEG-DSG: PEG-distyryl glyxerol (C18-PEG, hoic PEG-C18) (PEG v6i trong luong
mol trung binh 1a 2000)
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PEG-cDMA: PEG-carbamoyl-1,2-dimyristyloxypropylamin (PEG v6i trong lugng mol
trung binh 1a 2000)

Céac ché pham phdi ché chia SNALP (1,2-Dilinolenyloxy-N,N-dimetylaminopropan
(DLinDMA)) dugc mé ta trong cong bd don quéc té s6 WO 2009/127060, toan b noi

dung cua cong bd nay duge két hop vao ddy bang cach vién dan.

Céc ché phdm phéi ché chira XTC duoc md ta, chang han, trong cong bd don
qudc t& s6 WO 2010/088537, toan bd ndi dung ciia cong bb nay duoc két hop vao day

bang cach vién dan.

Céc ché phdm phdi ché chita MC3 dugc mo ta, chang han, trong cong bd don
yéu cu cAp patent M§ s6 2010/0324120, ndp ngay 10/06/2010, toan bd ndi dung cuia

cong bb nay dugc két hop vao day bang cach vién din.

Céc ché phdm phéi ché chita ALNY-100 dugc mb ta, ching han, trong cong bd
don qubc t& s6 WO 2010/054406, toan bd ndi dung cia cong bd nay dugc két hop vao

day bang cach vién dan.

Céc ché phdm phdi ché chira C12-200 dugc md ta trong cong bb don qubc té s6
WO 2010/129709, toan bo ndi dung cua cong bb nay duogc két hop vao day bang cach
vién dan.
1. Téng hop céc lipit co thé ion héa/cé tinh cation

Céc hop chit bét ky, ching han, cac lipit c6 tinh cation va cic chét twong tu,
duoc st dung trong cac hat axit nucleic-lipit theo sang ché c6 thé duoc didu ché bang

cac k¥ thuat téng hop hiru co da biét.

Cac ché phim phbi ché dwogc didu ché biang phuong phéap chuén hoic phuong
phéap khong dun co thé duoc dic trung héa theo cach twong tu. Vi du, cac ché pham
phéi ché duoc dic trung dién hinh bang sy kiém tra bang mét. Chiing nén 1a cac dung
dich trong m¢ mau hoi trang khong c6 cac khéi két tu hoidc lang can. C& hat va sy phan
b6 ¢& hat ctia cac hat nano-lipit c6 thé dugce do bang phuong phap tin xa anh sang sir
dung, vi du, thiét bi Malvern Zetasizer Nano ZS (Malvern, USA). Céc hat nén c¢ kich
¢ khoang 20 dn 300 nm, nhu khoang 40 dén 100 nm. Su phan bb c¢& hat nén la
unimodal. Téng ndng dd ARN soi kép trong ché phim phéi ché, cling nhu phan dugc
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bay, dugc wdc tinh bing cach st dung thir nghiém loai trix bing thudc nhuém. Miu
ARN soi kép duoc phdi ché co thé duge u voi thube nhuom gan két ARN, nhu
Ribogreen (Molecular Probes) véi sy c6 méat hodc khong c6 mat cua chét hoat dong bé
mat phé v& ché phém phéi ché, chéng han, 0,5% Triton®-X100. Téng lugng ARN sgi
kép trong ché pham phéi ché co thé duge xac dinh bang tin hiéu tir mau chira chét hoat
dong bé mit, so v6i dudng cong chuén. Phan duoc biy dugc xac dinh béng cach léy
téng ham luong ARN sgi kép trir di ham luong ARN soi kép “tw do” (nhu duoc do
béng tin hiéu védi sy khong c6 mat cua chét hoat dong bé mit). Phén tram ARN sgi kéo
dugc by thuong 1a >85%. Dbi v6i ché pham phdi ché SNALP, ¢ hat it nhat 1a 30 nm,
40 nm, 50 nm, 60 nm, 70 nm, 80 nm, 90 nm, 100 nm, 110 nm, hodc 120 nm. Khoang
thich hop thuong 1a 50 nm dén 110 nm, 60 nm dén 100 nm, hoic 80 nm dén 90 nm.

Céac ché phdm va cac ché pham phéi ché dé ding qua duong miéng bao gbm
thube bot hodc hat, vi hat, hat nano, huyén phu, hodc dung dich trong nuéc hoac moi
truong khong chira nude, vién nang, vién nang gel, tli thudc, vién nén, hoic vién nén
nhé. Cac chat 1am dic, cac chit tao mui huong, cac chét pha loang, cac chit nhii hoa,
cac chit hd tro phén tan, hodc cac chét két dinh c6 thé 1a mong mubn. Theo mot sd
phuong an, cac ché phim phbi ché dung qua dudng miéng 1 cac ché pham trong d6 cac
ARN sgi kép theo sang ché duoc dung cung v61 mot hoac nhiéu chét hoat dong bé mat
tang cuong tinh thAm va cac chét tao chelat. Cac chét hoat dong bé mit thich hop bao
g@)m cac axit béo hodc cac este hodc cac mudi cia ching, cac axit mét hoac cac mubi
cta chung. Céac axit mat/mubi thich hop bao gdm axit chenodeoxycholic (CDCA) va
axit ursodeoxychenodeoxycholic (UDCA), axit cholic, axit dehydrocholic, axit
deoxycholic, axit glucholic, axit glycholic, axit glycodeoxycholic, axit taurocholic, axit
taurodeoxycholic, natri tauro-24,25-dihydro-fusidat va natri glycodihydrofusidat. Cac
axit béo thich hogp gém axit arachidonic, axit undecanoic, axit oleic, axit lauric, axit
caprylic, axit capric, axit myristic, axit palmitic, axit stearic, axit linoleic, axit linolenic,
dicaprat,  tricaprat,  monoolein,  dilaurin,  glyxeryl I-monocaprat, 1-
dodexylazaxycloheptan-2-on, axylcarnitin, axylcholin, hodc monoglyxerit, diglyxerit
hodc mudi duge dung ciia n6 (ching han, natri). Theo mot s6 phuong 4n, céc két hop
clia cac chét tang cuong kha ndng xuyén thdm duoc st dung, vi du, céc axit béo/mubi

két hop véi cac axit mat/mudi. Mot két hop duge liy lam vi du l1a mudi natri cia axit
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lauric, axit capric va UDCA. Cac chét ting cuong kha ning xuyén thAm khac gom
polyoxyetylen-9-lauryl ete, polyoxyetylen-20-xetyl ete. Cac ARN soi kép theo sang ché
c6 thé duogc phan phéi qua duong miéng, dudi dang hat bao gém cac hat duogc séy
phun, hodc dugc tao phirc hop dé tao thanh cac hat micro hodc nano. Céc tac nhéan tao
phic hgp ARN s¢i kép bao gdbm céac poly-axit amin; polyimin; polyacrylat;
polyalkylacrylat, polyoxetan,  polyalkylxyanoacrylat; gelatin duoc cation hoa,
albumin, tinh bét, acrylat, polyetylenglycol (PEG), va tinh bot; polyalkylxyanoacrylat;
polyimin dugc dan xuét tir DEAE, pollulan, xenluloza, va tinh bot. Céac tac nhén tao
phttc thich hgp bao gdbm chitosan, N-trimetylchitosan, poly-L-lysin, polyhistidin,
polyornithin, polyspermin, protamin, polyvinylpyridin, polythiodietylaminometyletylen
P(TDAE), polyaminostyren (ching han, p-amino), poly(metylxyanoacrylat),
poly(etylxyanoacrylat), poly(butylxyanoacrylat), poly(isobutylxyanoacrylat),
poly(isohexylxynaoacrylat), DEAE-metacrylat, DEAE-hexylacrylat, DEAE-acrylamit,
DEAE-albumin va DEAE-dextran, polymetylacrylat, polyhexylacrylat, poly(axit D,L-
lactic), poly(axit DL-lactic-co-glycolic (PLGA), alginat, va polyetylenglycol (PEG).
Céc ché phim phéi ché dimg qua duong miéng dbi voi cac ARN soi kép va viée diéu
ché ching dugc mo ta chi tiét trong patent My s6 6.887.906, cong bd don yéu cau cip
patent M§ s 20030027780, va patent My s 6.747.014, mi tai liéu nay dugc két hop

vao ddy bang cach vién dan.

Céc ché pham va cac ché pham phéi ché dé dung ngoai duong tiéu hoa, trong
nhu mo (vao ndo), trong vo, trong tdm thét, hodc trong gan c6 thé gébm cac dung dich
nudc vo trung ma co thé con chtra cac dung dich dém, céc chét pha lodng, va cac chét
phu gia thich hgp khéac nhu, nhung khong chi gidi han ¢, cac chét tang cudong kha ning

xuyén tham, cac hop chat mang, va cac chat mang dugc dung hodc cac ta duoc khac.

Céac dugc pham theo sang ché bao gdm, nhung khong chi giéi han 6, cac dung
dich, cac nhii dich, va cac ché phdm phéi ché chwa liposom. Céc ché phdm nay c6 thé
duoc tao ra tir nhidu thanh phin ma gb6m, nhung khong chi giéi han 6, cac chét 16ng
duoc tao ra tur trudce, céac chét rén tu nhil hoa, va cac chit ban ran tu nhii hoa. Céc ché
pham phéi ché bao gbém cac ché phdm ma huéng dén dich gan khi diéu tri cac r6i loan

¢ gan nhu caxinom gan.
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Céc dugc pham phbi ché theo sang ché ma c6 thé duoc trinh bay mot cach thuan
tién dudi dang liéu don vi, co thé duoc didu ché theo cac ky thuat thong thudng da duge
biét rd trong cong nghiép dugc. Céc k¥ thuat nay bao gb6m budc két hop cac thanh phan
hoat tinh v6i (cac) chit mang dugc hodc (cac) ta dugc. N6i chung, cac ché phim phéi
ché duoc didu ché bing cach két hop ddng déu va riéng biét cic thanh phén hoat tinh
v6i cac chét mang 1éng hodc cac chét mang rén duoc nghién min hodc ca hai, va sau do,

néu can, tao hinh san pham.

Céc ché phim theo sang ché c6 thé duoc phi ché thanh dang liéu lugng kha di
bét ky nhu, nhung khong chi gi6i han &, vién nén, vién nang, vién nang gel, sird long,
gel mém, thudc dan, va thudc thut. Cac ché phém theo sang ché c6 thé con duge phéi
ché duéi dang cac hdn dich trong mdi trudng chira nuée, moi truong khong chira nuée
hodc moi trudng hdn hop. Cac hdn dich chira nude co thé con chira cac chat ma ting do
nhét cua hdn dich bao gém, vi du, natri carboxymetylxenluloza, sorbitol, hodc dextran.

Hdn dich nay c6 thé con chira cac chat 1am 6n dinh.
C. Cac ché phim phdi ché bo sung
1. Nhil twong

Céc ARNi theo sang ché ¢ thé dugc diéu ché va phéi ché dusi dang nhil twong.
Nhii trong 1a hé khong ddng nhit dién hinh ctia mot chét 1ong dugc phan tdn trong chét
long khac duéi dang cac giot nhd thuong c6 dudng kinh vuet qua 0,1pum (xem chang
han, Ansel's Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems, Allen, LV.,
Popovich NG., and Ansel HC., 2004, Lippincott Williams & Wilkins (8th ed.), New
York, NY; Idson, in Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger and Banker
(Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 199; Rosoff, in
Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger and Banker (Eds.), 1988, Marcel
Dekker, Inc., New York, N.Y., Volume 1, p. 245; Block in Pharmaceutical Dosage
Forms, Lieberman, Rieger and Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York,
N.Y., volume 2, p. 335; Higuchi et al., in Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack
Publishing Co., Easton, Pa., 1985, p. 301). C4c nhii twong thuong la cdc hé hai pha
chira hai pha 16ng khong tron 1an dugce duge tron k§ va phan tin v6i nhau. N6i chung,

cac nhil tuong c6 thé 1a dang nude-trong-dau (w/o) hodc dang dau-trong-nudc (o/w).
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Néu pha nuéc duge phan chia min va dugc phan tan duéi dang cac giot nho vao khéi
pha dau, ché pham thu dugc duge goi 1a nhil twong nuge-trong-dau (w/o). Céc khac,
néu pha dau dugc phan chia min va dugc phan tan dudi dang céc giot nhd vao khdi pha
nuge thi ché pham thu dwgc dugc goi 1a nhil tuong dau-trong-nuée (o/w). Cac nhil
tuong ¢ thé chra cic thanh phan bd sung ngoai cdc pha dugce phan tan, va hoat chat
ma c6 thé duoc thé hién duéi dang hoa tan trong pha nudce, pha diu hodc ban than né 1a
mot pha riéng biét. Cac td dugc nhu chit nhii héa, chat lam 6n dinh, chit nhudém mau,
va cac chét chdng oxy héa ciing c6 thé co6 trong nhil twong néu cin. Céc nhii twong
dugc phim ciing ¢ thé 1a cac da nhii tuong ma gom nhiéu hon hai pha nhu, vi dy,
trong truong hop cac nhil twong déu—trong-nuéc-trong-dﬁu (o/w/0) va nuge-trong-dau-
trong-nudc (w/o/w). Cac ché phim phdi ché phtrc hop nay thudong cung clp cac loi thé
nhat dinh ma cc nhil trong nhij thé don gian khong c6. Cac da nhil twong trong d6 cac
giot diu riéng r& ciia nhil twong o/w bao boc cic giot nuée nhod hon ciu thanh nén nhil
tuong w/o/w. Twong tu, hé cic giot dau duoc bao boc trong cac giot nude 16n hon duge

bn dinh hoa trong pha dau lién tuc tao ra nhil tuong o/w/o.

Céc nhil twong dwoc dic trung bing tinh 6n dinh nhiét dong nho hodc khéng c6
tinh 6n dinh nhiét dong. Thong thuong, pha nhil twong dwgc phan tan hoéac khong lién
tuc duoc phéan tan tot vao pha bén ngoai hodc pha lién tuc va dugc duy tri dudi dang
nay bang cac chit nhii héa hodc do nhét cua ché pham phdi ché. Céc pha cia nhili twong
6 thé 1a chét ban rin hodc chét rin, nhu 1a trong trudng hop chét nén thuéc mé kiéu
nhil twong va kem. Céc bién phép khic dé on dinh héa céc nhil trong doi hoi viée st
dung céc chét nhii héa ma c6 thé duoc két hop vao mdt pha nhét dinh cta nhii tuong.
CA4c chét nhii héa c6 thé dugc phén loai rong thanh bdn loai: céac chét hoat dong bé mat
téng hop, céac chit nhii hoa c6 trong tir nhién, cac chét nén hép thu, va cac chét ran duoc
phan tdn min (xem, chang han, Ansel's Pharmaceutical Dosage Forms and Drug
Delivery Systems, Allen, LV., Popovich NG., va Ansel HC., 2004, Lippincott Williams
& Wilkins (8th ed.), New York, NY; Idson, trong Pharmaceutical Dosage Forms,
Lieberman, Rieger va Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y.,
volume 1, p. 199).

Céac chit hoat dong bé mit té)ng hop, ma con dugc biét nhu 12 cac chit ¢ hoat

tinh bé mit, da dugc phat hién 1 ¢6 tng dung rong réi trong cic ché pham phdi ché nhii
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twong va da dugc xem xét trong tai liéu tham khado (xem, ching han, Ansel's
Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems, Allen, LV., Popovich NG.,
va Ansel HC., 2004, Lippincott Williams & Wilkins (8th ed.), New York, NY; Rieger,
trong Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger and Banker (Eds.), 1988,
Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 285; Idson, trong Pharmaceutical
Dosage Forms, Lieberman, Rieger and Banker (Eds.), Marcel Dekker, Inc., New York,
N.Y., 1988, volume 1, p. 199). C4c chét hoat dong bé mat thudng 1a ludng tinh va chira
phan ua nudc va phan ky nuéc. Ty 1€ ban chét wa nudc trén ban chat ky nuée cia chét
hoat dong bé mat da dugc goi 1a can bang wa nudc/wa béo (HLB) va 1a cong cu co gia
tri trong viéc Xép loai va chon loc céac chit hoat dong bé mat trong didu ché cac ché
phim phéi ché. Céc chét hoat dong bé mit c6 thé duge phan loai thanh ba nhom khac
nhau dua vao ban chit ctia nhém wa nuée: khong ion, anion, cation, va ludng tinh (xem,
ching han, Ansel's Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems, Allen,
LV., Popovich NG., va Ansel HC., 2004, Lippincott Williams & Wilkins (8th ed.), New
York, NY Rieger, trong Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger and Banker
(Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 285).

Céac chét nhii hoa co trong tu nhién dugce sit dung trong cac ché phim phbi ché
nhii trong bao gém lanolin, sap ong, cac phosphatit, lexithin, va acaxia. Céc chét nén
hép thu c6 tinh chit wa nudc sao cho ching c6 thé thAm dAm nudc dé tao thanh cac nhil
twong w/o0 ma van gilr lai cac do sét ban rin cla ching, chéng han nhu lanolin khan va
petrolatum wa nudc. Céac chét ran duoc nghién min ciling da dugc su dung lam cac chét
nhii hoa t6t dic biét 13 két hop v6i cac chét hoat dong bé mit va trong cac dang diéu ché
nhét. Cac chat nay bao gdbm céc chét rin vo co phan cuc, nhu cac hydroxit cia kim loai
ning, dat sét khong truong né nhu bentonit, attapulgit, hectorit, cao lanh,
montmorillonit, nhom silicat keo, va magie nhom silicat keo, cac chit mau va cac chét

ran khong phan cuc nhu cacbon hodc glyxeryl tristearat.

R4t nhiéu chét khong nhii héa ciing duge chua trong cc ché phdm phdi ché nhii
tuong va gop phan vao cic tinh chét cua nhil trong. Cac chét ndy bao gdm cac chat
béo, dau, sap, axit béo, rugu béo, este béo, chit 1am 4m, chit keo wa nudc, chét bao
quan, va chit chdng oxy hoa (Block, in Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman,

Rieger and Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p.
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335; Idson, in Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger and Banker (Eds.),

1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 199).

Céc chit keo wa nuéc hogc cac keo nude bao gdm cac gdom c6 trong tu nhién va
cac polyme téng hop nhur cac polysacarit (vi du, acaxia, aga, axit alginic, carrageenan,
gdm guar, gom karaya, va tragacanth), cac ddn xuit xenluloza (vi du,
carboxymetylxeluloza va carboxypropylxenluloza), va cac polyme tong hop (vi du, céac
carbome, céac ete xenluloza, va cac carboxyvinyl polyme). Cac chét nay phan tan hoic
truong nd trong nudc dé tao thanh cac dung dich keo ma 4n dinh hoa nhil trong bang
cach tao ra mang phan gigi manh xung quanh céc giot pha duoc phén tan va bang cach

ting dd nhét ciia pha bén ngoai.

Vi céc nhil trong thudng chira mot s6 cac thanh phan nhu cac hydrat cacbon, céc
protein, cac sterol va cac phosphatit ma c6 thé d& dang hd trg su phat trién cia céac vi
sinh vat, nén cac ché phdm phéi ché nay thuong két hop céc cac chat bao quan. Céc
chét bao quan thuong dung trong cac ché pham phdi ché nhil trong bao gdm metyl
paraben, propyl paraben, cac mudi amoni bac bdn, benzalkoni clorua, cac este clia axit
p-hydroxybenzoic, va axit boric. Cac chét chdng oxy hoa cling thudong dugce bd sung
vao cac ché phdm phdi ché nhii twong dé ngan chin su hu hai cua ché phdm phbi ché.
Céc chét chéng oxy hoa dugc sit dung co thé 1a cac chit khir gbc tw do nhu cac
tocopherol, alkyl galat, hydroxyanisol dugc butyl hoa, hydroxytoluen duoc butyl hoa,
hoi#c céc tac nhan khir nhu axit ascorbic va natri metabisulfit, va cac chit hd tro chéng

oxy hoa nhu axit xitric, axit tartric, va lexithin.

Viéc dung cic ché pham phéi ché nhii twong thong qua dudng ngoai da, dudng
miéng, va ngoai duong tiéu hda, va cdc phuong phap san xuét chung da dugc xem xét
k¥ trong tai li¢u tham khao (xem, ching han, Ansel's Pharmaceutical Dosage Forms and
Drug Delivery Systems, Allen, LV., Popovich NG., and Ansel HC., 2004, Lippincott
Williams & Wilkins (8th ed.), New York, NY; Idson, in Pharmaceutical Dosage Forms,
Lieberman, Rieger and Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y.,
volume 1, p. 199). Cac ché pham phéi ché nhii twong dé phan phdi qua dudng miéng da
dugc su dung rat rong rai do dé dang phéi ché, cling nhu hiéu luc xét vé mat hép thu va

sinh kha dung (xem, chéng han, Ansel's Pharmaceutical Dosage Forms and Drug
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Delivery Systems, Allen, LV., Popovich NG., va Ansel HC., 2004, Lippincott Williams
& Wilkins (8th ed.), New York, NY; Rosoff, trong Pharmaceutical Dosage Forms,
Lieberman, Rieger and Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y.,
volume 1, p. 245; Idson, trong Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger and
Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 199). Cac
thudc nhudn trang nén dau khoang, c4c vitamin hoa tan trong dAu, va cac dang diéu ché
(ﬁnhduéngchétbéocaolénﬁn1U0ngcécnguy&nhéutnéthuéngdUchungquadubng
miéng dudi dang cac nhil twong o/w.
ii. C4c vi nhil tuong

Theo modt phuong 4n cua sang ché, cac ARNi duoc phdi ché duéi dang cac vi
nhil trong. Vi nhil tuong c6 thé dugc dinh nghia 13 hé nudc, dau, va chét ludng tinh ma
12 dung dich 16ng duy nhét én dinh vé& mt nhiét dong hoc va dang huéng vé mat quang
hoc (xem, chéng han, Ansel's Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery
Systems, Allen, LV., Popovich NG., and Ansel HC., 2004, Lippincott Williams &
Wilkins (8th ed.), New York, NY; Rosoff, in Pharmaceutical Dosage Forms,
Lieberman, Rieger and Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y.,
volume 1, p. 245). Céc vi nhil tuong dién hinh 1a cac hé ma duoc didu ché bang cach
dAu tién 1a phén tan dau trong dung dich nudce chét hoat dong bé mit va sau dé bd sung
lrong dd cua thanh phﬁn thir tr ma thuong 1a rugu co chiéu dai mach trung binh, vao dé
tao thanh hé trong subt. Do d6, cac vi nhil twong cling dugc md ta 1a cac thé phéan tan
trong dang huéng, 6n dinh vé mit nhiét déng hoc, gdm hai chat 16ng khong thé tron 1an
ma dugc lam 6n dinh boi cdc mang phan gidi cta cac phan tir ¢6 hoat tinh bé mit
(Leung and Shah, trong: Controlled Release of Drugs: Polymers and Aggregate
Systems, Rosoff, M., Ed., 1989, VCH Publishers, New York, pages 185-215). Céc vi
nhil twong thuong duoc diéu ché bang cach két hop ba dén nam thanh phin ma gom
ddu, nudc, chit hoat dong bé mit, ddng chat hoat dong bé mat va chét dién ly. Viéc vi
nhil trong 1a loai nuge-trong-dau (w/o) hay dau-trong-nuée (o/w) sé& tiry thudc vao tinh
chét ctia diu va chit hoat dong bé mit duge s dung va vao cAu trac va su nén hinh hoc
clia cac dau phan cuc va cac dudi hydrocarbon cia cac phan tir chét hoat dong bé mat
(Schott, trong Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co., Easton, Pa.,

1985, p. 271).
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Khéo sat hién tuong luan su dung cac biéu dd pha da dwoc nghién ctru k¥ ludng
va da thu duoc kién thie hiéu biét toan dién, cho ngudi ¢6 hiéu biét trung binh vé linh
vuc nay vé cach tao ra cac vi nhii twong (xem, chéng han, Ansel's Pharmaceutical
Dosage Forms and Drug Delivery Systems, Allen, LV., Popovich NG., va Ansel HC.,
2004, Lippincott Williams & Wilkins (8th ed.), New York, NY; Rosoff, trong
Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger and Banker (Eds.), 1988, Marcel
Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 245; Block, trong Pharmaceutical Dosage
Forms, Lieberman, Rieger and Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York,
N.Y., volume 1, p. 335). So véi cac nhil twong thong thudng, cac vi nhil tuong c6 loi
thé vé& viéc hoa tan cac thudc khong hoa tan trong nudc trong ché phdm phéi ché gdom

cac giot 4n dinh v& mat nhiét dong hoc ma duoc tao thanh mét cach tu phét.

Céc chét hoat dong bé mat duge sit dung trong viéc diéu ché céac vi nhii twong
bao gém, nhung khong chi giéi han &, cac chit hoat dong bé mat ion, cac chét hoat
dong bé mat khong ion, Brij® 96, polyoxyetylen oleyl ete, cc este cia axit béo
polyglyxerol, tetraglyxerol monolaurat (ML310), tetraglyxerol monooleat (MO310),
hexaglyxerol monooleat (PO310), hexaglyxerol pentaoleat (PO500), decaglyxerol
monocaprat (MCA750), decaglyxerol monooleat (MO750), decaglyxerol sequioleat
(SO750), decaglyxerol decaoleat (DAO750), mot minh hodc két hop véi cac dong chit
hoat dong bé mat. Déng chat hoat dong bé mat, thuong 1a rugu mach ngén nhu etanol,
1-propanol, va 1-butanol, c¢6 tac dung gia taing do 1ong phén gidi bang cach xuyén vao
mang chét hoat dong bé mat va do do6 tao ra mang hon don vi khong gian tréng duoc
tao ra gifta cac phan tr chét hoat dong bé mit. Tuy nhién, cdc vi nhil tuong cd thé dugc
diéu ché ma khong st dung cac déng chét hoat dong bé mit va cac hé vi nhil twong tu
nhit héa khong cdn da duge biét dén trong linh vuc nay. Pha nuéc c6 thé dién hinh 14,
nhung khong chi gigi han &, nuéce, dung dich nude cua thudc, glyxerol, PEG300,
PEG400, polyglyxerol, propylen glycol, va cac dan xuét cua etylen glycol. Pha dau co
thé bao gdm, nhung khong chi giéi han ¢, cac vat liéu nhu Captex® 300, Captex® 355,
Capmul® MCM, céc este axit béo, cac mono, di, va tri-glyxerit chudi trung binh (C8-
C12), cac este axit béo glyxeryl dugc polyoxyetyl hoa, cac rugu béo, cac glycerit duoc
polyglycol hoa, cac C8-C10 glyxerit dugc polyglycol hoa bdo hoa, cac dau thuc vat, va

dau silicon.
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Céc vi nhil trong la dac biét dugc quan tAm x¢t vé kha ning hoa tan thube va su
tang cudng héap thu thudc. Cac vi nhil twong trén co sé lipit (ca o/w va w/o) da duoc dé
xuét dé tang cuong sinh kha dung qua duong miéng cla thudc, bao gdm cac peptit (xem
ching han, cic patent My sd 6.191.105; 7.063.860; 7.070.802; 7.157.099;
Constantinides et al., Pharmaceutical Research, 1994, 11, 1385-1390; Ritschel, Meth.
Find. Exp. Clin. Pharmacol., 1993, 13, 205). C4c vi nhil twong tao ra cdc loi thé v& kha
nang hoa tan thudc duge cai thién, bao vé thude khéi su thiy phan do enzym, co thé
tang cuong sy hap thu thudc do céc thay ddi duoc cam tng boi chét hoat dong bé mait
dbi v6i d6 1ong va kha ning thAm cua mang, dé diéu ché, dé dung qua dudng miéng so
voi cac dang lidu lugng ran, cai thién hiéu luc 1am sang, va giam ddc tinh (xem, chéng
han, cac patent My s6 6.191.105; 7.063.860; 7.070.802; 7.157.099; Constantinides et
al., Pharmaceutical Research, 1994, 11, 1385; Ho et al., J. Pharm. Sci., 1996, 85, 138-
143). Cac vi nhil twong thong thudng co thé tao thanh mét cach tu phat khi cac thanh
phin ctia ching duoc trén v6i nhau & nhiét do méi trudng. Diéu ndy 6 thé 1a dac biét
co loi khi phéi ché cac thube khong chiu nhiét, cac peptit hoac cac ARNi. Céac vi nhii
tuong ciing hitu hiéu trong viéc phin phéi qua da c4c thanh phén hoat tinh trong ca ng
dung trong duoc pham va tmg dung trong m¥ pham. Céc ché pham vi nhil tvong va cac
ché phdm phbi ché theo sang ché dugc mong rang s& tao diéu kién thuén lgi cho viéc
gia tang hap thu toan than cac ARNi va c4c axit nucleic tir duong ti€u hoa, cling nhu cai

thién su hap thu t€ bao cuc bd do6i vdi cac ARNi va cac axit nucleic.

Céc vi nhil tuong theo sang ché ciing c6 thé chita c4c thanh phan va cic chéit phu
gia bd sung nhu sorbitan monostearat (Grill® 3), Labrasol®, va cac chét ting cuong
xuyén tham @8 cai thién céc tinh chit cua ché pham phéi ché va ting cuong su hép thu
céc ARNI va céc axit nucleic theo sang ché. Cac chét tang cuong kha niang xuyén tham
duoc sur dung trong cac vi nhii tuong theo sang ché c6 thé dugc phan loai la thudc mot
trong nam nhém rong--cac chét hoat dong bé mat, cac axit béo, cac mubi mat, cac chét
tao chelat, va cac chét khong hoat dong bé mit khong tao chelat (Lee et al., Critical
Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, p. 92). M&i nhom trong sd céac

nhom nay da dugc ban luan trén day.

iii. Cac vi hat
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ARNIi theo séng ché c6 thé du:qc két hop vao hat, chéng han, vi hat. Cac vi hat c6
thé duoc san xuét bang cach siy phun, nhung ciing c6 thd dwoc san xuét bang céc
phuong phap khac bao gbm sdy dong khd, bay hoi, sdy tang soi, sdy chan khong, hoic
t6 hop cia cac k§ thuat nay.

iv. C4c chit ting cuong kha ning xuyén tham

Theo mot phuong an, sang ché str dung cac chét ting cuong kha ning xuyén
thAm khac nhau dé thuc hién su phéan phéi hiéu quéa cac axit nucleic, dic biét la cac
ARNi, vao da cua dong vat. Hau hét cac thube 1a ¢6 mit trong dung dich dudi dang ion
hoéa va khong ion hoa. Tuy nhién, thuong chi cac thubc hoa tan trong lipt hodc ua béo
méi dé dang xuyén qua cdc mang té bao. P4 phat hién ra rang, ngay ca cac thudc khong
wa béo ciing c¢6 thé xuyén qua cic mang té bao néu mang can duge xuyén qua dugc xir
ly bing chét tang cudng kha ning xuyén thAm. Ngoai viéc hd trg su khuéch tan cua
thubc khong ua béo xuyén qua cdc mang té bao, cac chét ting cuong kha ning xuyén

tham con tdng cuong tinh tham cua cac thudce wa béo.

Céc chit taing cuong kha nang xuyén thdm c6 thé dugc phén loai 1a thudéc mot
trong ndm nhém rdng, tirc 1a, cac chéit hoat dong bé mit, cac axit béo, cac mudi mat,
cac chit tao chelat, va cac chét khong hoat dong bé mit khong tao chelat (xem, chéng
han, Malmsten, M. Surfactants and polymers in drug delivery, Informa Health Care,
New York, NY, 2002; Lee et al.,, Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier
Systems, 1991, p.92). Cac hop chét nay da duoc biét rd trong linh vuc nay.

v. Céc chat mang

Céc ché phdm nhat dinh theo séng ché con két hop véi cac hop chéit mang trong
ché phdm phdi ché. Nhu duoc st dung & day, “hop chit mang” hoic “chat mang” c6
thé chi axit nucleic, hoic chét tuong tu ciia n6, ma 1a tro (tic 1a, thuc chét khong c6
hoat tinh sinh hoc) nhung dugc ghi nhén la axit nucleic bang cac quy trinh in vivo ma
]Jam giam sinh kha dung cua axit nucleic c¢6 hoat tinh sinh hoc bang, vi du, viéc phan
huy axit nucleic cé hoat tinh sinh hoc hodc thuc déy su loai b no6 ra khoéi vong tudn
hoan. Su ding dong thoi axit nucleic va hop cht mang, thuong 1a v6i lugng du chét
mang, c¢6 thé dan dén su giam dang ké luong axit nucleic duge thu hoi trong gan, than

hodc cac bé chira ngoai vong tuan hoan khac, c¢6 1€ do su canh tranh gitra hop chat
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mang va axit nucleic dbi voi thy thé chung. Vi duy, su thu hdi mot phﬁn ARN soi kép
phosphorothioat trong m6 gan ¢o thé bi giam khi né dugc dung dong thoi vé6i axit
polyinosinic, dextran sulfat, axit polyxytidic hodc axit 4-axetamido-4'isothioxyano-
stilben-2,2'-disulfonic (Miyao et al., DSRNA Res. Dev., 1995, 5, 115-121; Takakura et
al., DSRNA & Nucl. Acid Drug Dev., 1996, 6, 177-183.

vi. Céc ta dugc

Nguogc lai véi hop chit mang, “cht mang duoc” hodc “ta4 duge” la dung moi,
chét tao huyén phu duge dung, hoic chit din tro vé mit dugc ly bat ky khéc dé phan
phéi mot hodc nhiéu axit nucleic vao dong vat. T4 duoc co thé 1a chét long hoac chét
ran va duoc chon, voi cach thic dung duge 1ap ké hoach trong déu, sao cho tao ra khéi
mong mudn, tinh nhit quan mong mudn, v.v., khi duoc két hop véi axit nucleic va cac
thanh phﬁn khac cia dugce phém duoc chon. Cac chét mang dugc dién hinh bao gém,
nhung khong chi gidi han ¢, cac chét két dinh (ching han, tinh bdt ngd dugc gelatin hoa
so bd, polyvinylpyrolidon hodc hydroxypropyl metylxenluloza, v.v.); cac chat don
(chéng han, lactoza va cac duong khac, xenluloza vi tinh thé, pectin, gelatin, canxi
sulfat, etyl xenluloza, polyacrylat hoac canxi hydro phosphat, v.v.); cac chét 1am tron
(chéng han, magie stearat, talc, silic oxit, silic dioxit keo, axit stearic, stearat cua kim
loai, cac dau thuc vat duoc hydro hoa, tinh bot ngd, polyetylen glycol, natri benzoat,
natri axetat, v.v.); cac chat giy ra (ching han, tinh bot, natri tinh bt glycolat, v.v.); va

céc chét 1am w6t (chang han, natri lauryl sulphat, v.v.).

Céc ta dugc hiru co hodc vo co duge dung thich hop dé dung ngoai duong tiéu
hoéa ma khong c6 phan Gmg c6 hai v6i cac axit nucleic cling ¢ thé duoc sir dung dé
phéi ché ché phdm theo séng ché. Cac chit mang dugc dung thich hgp bao gbm, nhung
khong chi giéi han 0, nu6c, cac dung dich mubi, cac ruou, cac polyetylen glycol,
gelatin, lactoza, amyloza, magie stearat, talc, axit silicic, parafin  nhét,
hydroxymetylxenluloza, polyvinylpyrolidon, va cac chat twong tu.

Céc ché phdm phéi ché dé dung cuc bd cac axit nucleic c6 thé chtra cac dung
dich nudc vo trung va khong vo tring, cac dung dich khong chira nuée trong dung mdi
thong thuong nhu cac rugu, hodc cac dung dich cia axit nucleic trong cac chét nén dau

16ng hodc ran. Cac dung dich c6 thé con chira cac chat dém, cac chat pha loang va cac
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chét phu gia thich hop khac. Céc ta duogc hitu co hodc vo co duge dung thich hop dé
dung ngoai dudng tiéu héa ma khong c6 phan tmg c6 hai v6i cac axit nucleic co thé

duogc s dung.

Céc ta dugc dugc dung thich hop bao gb6m, nhung khong chi giéi han &, nudc,
cac dung dich mudi, ruou, cic polyetylen glycol, gelatin, lactoza, amyloza, magie
stearat, talc, axit silicic, parafin nhét, hydroxymetylxenluloza, polyvinylpyrolidon, va
c4c chét twong tur.

vii.  Céc thanh phan khic

Céc ché phdm theo sing ché c6 thé con chira cac thanh phan phu trg khac
thuong thdy trong dwogc pham, & mirc st dung da dugc thiét 14ap trong linh vyc cua
chung. Do do, vi du, cac ché phém c6 thé con chira cac chét c6 hoat tinh dugc, twong
thich, nhw, vi du, céc chét tri nglra, cac chét 1am san da, céc chét gay té cuc bo, hoac
cac chét chbéng viém, hoic co thé chua cac chét bd sung hiru dung trong viéc phbi ché
vat Iy cac dang lidu khac nhau cua ché phém theo sang ché, nhu chét nhudm, chét tao
huong, chat bao quan, chét chéng oxy hoa, chét can quang, chat 1am dic va chét 1am 6n
dinh. Tuy nhién, cac chét nay, khi dugc bd sung, s& khong can thiép qua mirc vao cac
hoat tinh sinh hoc cta céc thanh phén cua ché pham theo sang ché. Céc ché phdm phbi
ché ¢6 thé duge lam vo trung va, néu mudn, duogc tron véi cac chét bd tro, chéng han,
cac chét 1am tron, chét bao quan, chit 1am 6n dinh, chit 1am uét, chét nhii hoa, mudi dé
tac dong dén ap suat thAm thAu, chat dém, chit tao mau, chéit tao huwong, va/hoic chét
tao mui thom va cac chit twong tu ma khong twong tac c6 hai véi (cac) axit nucleic cua

ché phdm phéi ché.

Céc hon dich chira nuéce co thé chira cac chat ma tang dd nhét cua hén dich bao
gém, vi du, natri carboxymetylxenluloza, sorbitol, hodc dextran. Hon dich nay c6 thé

con chira cac chat 1am on dinh.

Theo mét s6 phuong an, céc dugce phim theo sang ché chira (a) mot hodc nhiéu
ARNi va (b) mot hodc nhiéu chat ma tac dong bang co ché phi ARNi va la hitu dung

trong diéu tri r6i loan c6 lién quan dén PD-L1.

Doc tinh va hiéu qua diéu tri cua cac hop chat nay cé theé dugc xac dinh bang cac

quy trinh dugc ly chuan trong cac mdi truong nudi cdy té bao hoic cac dong vét thir
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nghiém, ching han, dé xac dinh LD50 (liéu gay chét d6i véi 50% quén thé) va ED50
(lidu hitu hiu trong didu tri & 50% quén thé). Ty 1¢ liéu gitra tac dong gdy doc va tac
dung diéu tri 1a chi s diéu tri va n6 c6 thé dugc biéu hién dudi dang ty 16 LD50/ED50.

Céc hop chat ma thé hién céc chi so diéu tri cao la dugc wu tién.

S6 liéu thu dugce tir cac thir nghiém nudi céy té bao va cac nghién ctru trén dong
vat ¢6 thé duge st dung trong viée phdi ché khoang lidu @& st dung cho nguoi. Lidu
lwong cac ché pham duwgc mo ta & day theo sang ché thudng nam trong khoang ndng do
tudn hoan ma gdm ED50 véi it hodc khong c6 dde tinh. Liéu luong nay cé thé thay dbi
trong khoang nay tuy thudc vao dang lidu lwong duoc sir dung va cach dung. Déi véi
hop chat bat ky dugc sir dung trong cac phuong phap dugc néu trong sang ché, lidu hitu
hi¢u trong diéu tri c6 thé dugc udc tinh ban dau tir cac thir nghiém nudi céy té bao. Liéu
c6 thé duoc phdi ché trong cac mo hinh dong vat dé dat duoc khoang ndng do huyét
twong tudn hoan ciia hgp chat hoic, néu thich hop, cta san phdm polypeptit cua trinh tu
dich (ching han, dat dugc ndng do giam cua polypeptit) ma gdm IC50 (ttc 1a, ndéng do
cua hop chét thir nghiém ma dat duoc su Gc ché ban tdi da céac triéu chung) nhu dugc
xac dinh trong mdi trudng nudi cdy té bao. Thong tin nay c6 thé dugc st dung dé xac
dinh mot cach chinh xac hon cac lidu hitu dung & ngudi. Cac mirc trong huyét twong c6

thé dugc do, vi dy, bing phwrong phép sdc ky léng hiéu ning cao.

Ngoai viéc dung chung, nhu duge ban luén trén day, cic ARNi theo sang ché ¢6
thé dugc dung két hop véi cac chit da biét khac ma hitu hiéu trong diéu tri cac qua trinh
bénh 1y gian tiép boi su biéu hién PD-L1. Trong su kién bat ky, bac s§ diéu tri c6 thé
diéu chinh lugng va thoi gian dung ARNi trén co s& két qua quan sat duge sir dung cac
phép do chudn dbi v6i hidu luc da biét trong linh vue nay hodc dwoc mo ta ¢ day.

VI. Cac phuong phép trc ché su biéu hién PD-L1

Sang ché con dé xuat cac phuong phap G ché sy biéu hién cua gen PD-L1 & té
bao. Cac phuong phap nay bao gbm cho té bao tiép xtic v6i tdc nhan ARNI, chang han,
tac nhan ARNI soi kép, v6i lugng hitu hiéu dé wc ché su biéu hién cua PD-L1 & té bao,
nh& d6 e ché su biéu hién cia PD-L1 & té bao. Theo cac phuong an nhét dinh cua sang

ché, PD-L1 dugc tc ché vu tién trong cac té bao gan.
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Viéc cho té bao tiép xtc véi ARNi, ching han, tic nhan ARNi sgi kép, c6 thé
dugce thuc hién in vitro hodc in vivo. Viéc cho té bao tiép xuc in vivo vé1 ARN1 bao
gdm cho té bao hoic nhém té bao trong ddi tuong, ching han, nguoi, tiép xac voi
ARNI. Céc két hop ctia cac phuong phap tiép xtic in vitro va in vivo dbi vai té bao cling
1a kha di. Viéc tiép xtc té bao co thé 1a truc tiép hodc gian tiép, nhu dugc ban luan trén
day. Hon nfta, viéc tiép xuc té bao co thé duoc thuc hién thong qua phdi tir huéng dich,
bao gém phdi tir bét ky duge mo ta & ddy hodc da biét trong linh vuc nay. Theo céc
phuong an dugc uu tién, phéi tr huéng dich 1a gbc hydrat cacbon, chéng han, phéi tir

GalNAcs, hodc phdi tir bat ky khac ma hudng tac nhan ARNi dén vi tri quan tam.

Thuat ngit “trc che”, nhu duge sit dung ¢ ddy, dugc st dung thay thé bang cac
thuat nglt “giam”, “lam bat hoat”, “diéu hoa gidm”, “ngdn chdn”, va cac thuét ngt

tuong tu khéc, va bao gbém mirc ché bat ky.

Cum tur “rc ché su biéu hién cua PD-L1” dugce du tinh 1a dé chi su tc ché su
bidu hién cua gen PD-L1 bét ky (nhu, ching han, gen PD-L1 cua chudt nhit, gen PD-
L1 cua chudt cdng, gen PD-L1 cla khi, hodc gen PD-L1 ctia nguoi) ciing nhu cac bién
thé hoiic c4c thé dot bién ciia gen PD-L1. Do d6, gen PD-L1 c6 thé 1a gen PD-L1 kiéu
dai, gen PD-L1 dot bién, hodc gen PD-L1 chuyén gen trong ngit canh té bao, nhom té

bao, hodc co quan dugc thao tac xir 1y di truyén.

“Uc ché su biéu hién cta gen PD-L1” bao gbém miic trc ché bét ky cua gen PD-
LI, chﬁng han, it nhét ngédn chan mot phén su biéu hién cua gen PD-L1. Su biéu hién
cua gen PD-L1 ¢o thé dugc danh gia trén co s& mirc, hodc su thay dbi mirc, hodc tham
bién bat ky két hop v6i su biu hién gen PD-L1, chang han, mic mARN PD-L1 hodc
muc protein PD-L1. Mic nay co thé duoc danh gia trong té bao riéng ré hoic trong
nhém cac té bao, bao gém, vi du, mau thu dugc tir dbi tuong. Su biéu hién PD-L1 dugc
hidu 13 ¢6 thé gan hodc dudi mitc phat hién duge & déi tuong binh thudng trong nhiéu
loai t& bao va dich co thé. Do dé, su trc ché biéu hién PD-L1 vi du, c6 thé so sanh muc
PD-L1 trong gan cua dbi twong bi nhiém virut viém gan trude va sau khi diéu tri bang
tac nhan dé e ché PD-L1 hodc trong khéi u trudc hodc sau khi diéu tri bang tac nhan

dé rc ché PD-L1.
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Theo céc phuong an nhét dinh, cac dAu chuén dai dién c6 thé duge sir dung dé
phét hién su tc chd PD-L1. Vi du, viéc diéu tri hiru hiéu su nhiém, chéng han, su nhiém
virut viém gan bang tic nhan dé giam su bidu hién PD-L1 nhu dugc chimg minh bang
céc tiéu chuén chan doan va theo doi chép nhan dugc, cb thé dugc hiéu 1a biéu 10 su
giam PD-L1 ¢6 lién quan v& mit 1am sang. Su lam 6n dinh hodc giam ganh ning khéi u
& d6i tuong bi ung thu nhu dwge xac dinh bing céac tiéu chudn RECIST sau xut ly bang
tac nhan giam PD-L1 c6 thé duoc hiéu 1a biéu 10 su giam PD-L1 c¢6 lién quan vé mit

1am sang.

Su rc ché ¢6 thé duoc danh gia bang su giam murc tuyét d6i hodc twong ddi cua
mdt hodc nhidu tham bién ma két hop véi su biéu hién PD-L1 so v6i muc dbi chimg.
Mirc d6i chimg c6 thé 13 loai mirc dbi chimg bat ky ma dugc st dung trong linh vuc
nay, chéng han, mic duong co s trude khi dung liéu, hodc mtc dugc xac dinh tir dbi
tuong twonng tw (chang han, d6i chig lich sir), té bao, hoic miu ma khong dugc xir ly
hoic duge xit Iy bing chat déi chung (nhw, ching han, d6i ching chi c6 chat dém hoic

dbi chung tac nhan vo hoat).

Theo mdt s6 phwong 4n ctia cac phuong phap theo sang ché, su biéu hién cia
gen PD-L1 dugc we ché it nhat 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%,
65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, hodc 95%, hodc dén dusi mirc phat hién cua thir
nghiém. Theo cac phuong 4n nhit dinh, cac phuong phéap bao gdm bude trc ché thich
déng v& mat 1am sang sw biéu hién ctia PD-L1, ching han nhu duge chimg minh bai két
qua 1am sang thich déng sau khi diéu tri déi twong bing tac nhan dé lam gidm sy bicu

hién cua PD-L1.

Su e ché sy biéu hién cta gen PD-L1 co thé dugc biéu thi béng su giam lugng
ARNm duoc biéu hién boi t& bao hodc nhém té bao thir nhat (cac té bao nay c6 thé co
mit, vi du, trong mau thu duoc tr dbi tuong) trong d6 gen PD-L1 dugc phi€én ma va té
bao hodc céac té bao nay da duoc xir ly (ching han, bang cach cho té bao hoac cac té bao
tiép xuc voi ARNi theo sang ché, hodc bang cach cho d6i tuong ding ARNi theo sang
ché trong d6 té bao nay c6 hoic da c6 mit & dbi twong) sao cho su biéu hién cua gen
PD-L1 dugc e ché, so véi té bao hodc nhom té bao thit hai v& co ban 1a gibng véi té

bio hogic nhém té bao thir nhat nhung chwa dugc xir I ((cac) té bao dbi chimg khong
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duge xtr Iy bang ARNi hodc khong duogc xir ly bang ARNi huéng dich dén gen quan
fém). Theo cac phuong an dugc uu tién, su e ché dugc danh gia bang phwong phip
dugc néu trong vi du 2 & cac té bao caxinom rudt két ctia ngudi RKO duge xu Iy véi
10nM ARNi va biéu hién mirc mARN trong céc té bao dugc xit Iy dudi dang phén trim

so voi mirc mARN trong céc té bao doi chiing, sir dung cong thire sau:

(mARN trong té bao dbi chimg - mARN trong té bao xtt 1y)
(mARN trong té bao d6i chimg)

¢100%

Theo cac phuong an khéac, su e ché su biéu hién cta gen PD-L1 co thé duogc
danh gia bang su giam thong s6 ma c6 lién két v& mit chirc nang véi su biéu hién gen
PD-L1, chéng han, su biéu hién protein PD-L1 hodc con duong truyén tin hiéu PD-L1.
Viéc 1am bat hoat gen PD-L1 ¢6 thé dugc x4c dinh & té bao bat ky biéu hién PD-L1, ndi
sinh hoic khac loai so véi cAu tric biéu hién, va bing thir nghiém bt ky da biét trong

linh vuc nay.

Su trc ché sy biéu hién cia protein PD-L1 ¢co thé dugc biéu 10 béng su gidm mirc
protein PD-L.1 ma dugc bidu hién béi té bao hodc nhém té bao (ching han, mirc protein
duoc bidu hién trong mAu thu dugc tir déi trong). Nhu dugc giai thich trén dy, dé danh
gia su ngan chan mARN, su tc ché murc biéu hién protein & té bao hodac nhém té bao
dwogc xt Iy tuong tu ¢6 thé duoc bidu thi du6i dang phin trim so v6i mirc protein trong

té bao hodc nhém té bao ddi chimg.

Té bao hodc nhém té bao dbi chimg ma c6 thé dugce sit dung dé danh gia su tc
ché biéu hién cua gen PD-L1 bao gom té bao hodc nhém té bao ma chwa timg duogc tiép
xuc voi tac nhan ARNi theo sang ché. Vi du, té bao hodc nhém té bao dbi ching co thé
thu dugc tir dbi tuong riéng 18 (chéng han, nguoi hodc dong vat) true khi xir 1y dbi

tuong nay bang tac nhan ARNi.

Mirc mARN PD-L1 ma dugc biéu hién boi té bao hodc nhém té bao c6 thé duge
xé4c dinh bang cach sir dung phuong phép bat ky da biét trong linh vuc nay dé danh gia
su biéu hién mARN. Theo mét phuong an, mirc biéu hién ctia PD-L1 trong mau dugc
x4c dinh bang cach phat hién polynucleotit dugc phién ma, hodc mot phan cta noé,
chrfmg han, mARN cua gen PD-L1. ARN c6 thé duoc chiét tir cac té bao sur dung cac k¥

thuat chiéu ARN bao gbm, vi du, sit dung kit chiét axit phenol/guanidin isothioxyanat
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(RNAzol B; Biogenesis), kit diéu ché ARN RNeasy™ (Qiagen®) hodc PAXgene
(PreAnalytix, Switzerland). Cac mau thtt nghiém dién hinh st dung su lai axit
ribonucleic bao gém céc thir nghiém chay trén nhan, RT-PCR, céac thir nghiém bao vé
RNase, lai northern, lai in situ, va phén tich vi mang. Su tudn hoan mARN PD-L1 c¢é
thé duoc phat hién bang cach str dung cac phuong phap dugc mo ta trong cong bd don
qubc t& s6 W02012/177906, toan bd ndi dung ciia cong bd nay duge két hop vao day

bang cach vién dan.

Theo mot ) phuong &n, muc biéu hién PD-L1 dugc x4c dinh bﬁng cach st dung
mau do axit nucleic. Thuat ngit “mau do”, nhu duoc st dung & day, dé chi phén tir bat
ky ma c6 kha nang lién két mét cach chon loc véi PD-L1 dic hiéu. Céc mau do c6 thé
duoc tdng hop boi ngudi c6 hiéu biét trung binh vé linh vuc nay, hodc thu duge tir cac
didu ché sinh hoc thich hop. Cac miu do c6 thé dugc thiét ké mot cach dic hidu dé
dugc danh dAu. Céc vi du vé céc phéan tr ma co thé dugc st dung lam cac mau do bao
gbm, nhung khong chi gii han &, ARN, ADN, cac protein, cac khang thé, va cac phan

td hitu co.

mARN duge phan lap cod thé dugc st dung trong thir nghiém lai hodc thu
nghiém khuéch dai ma bao gom, nhung khong chi gi6i han 6, phan tich Southern hozc
phan tich northern, phan tich phan Ung chudi polymeraza (PCR) va mang mau do. Mot
phwong phap dé xac dinh cac mirc mARN bao gém cho mARN phan 1ap dugc tiép xic
v6i phéan tir axit nucleic (miu do) ma c6 thé lai véi mARN PD-L1. Theo mdt phuong
an, mARN duoc lam ¢ dinh trén bé mit rin va dugc tiép xtc véi mau do, vi du béng
cach chay mARN phan 1dp duoc trén gel agaroza va chuyén mARN tir gel nay dén
mang, nhu nitroxenluloza. Theo phuwong an khac, (céc) mau do duoc lam cb dinh trén
bé mit rdn va mARN duoc tiép xtc vé6i (cac) mau do, vi du, trong méang Affymetrix
GeneChip®. Nguoi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay c6 thé dé dang diéu
chinh cho phu hop v6i cac phuong phap phat hien mARN da biét dé st dung trong viéc
xac dinh mirc mARN PD-L1.

Phuong phap khac dé xac dinh mirc biéu hién PD-L1 trong miu bao gébm quy
trinh khuéch dai axit nucleic va/hodc phién ma ngugc (dé diéu ché cADN) cia, vi du,

mARN trong mau, ching han, bang RT-PCR (phwong 4an thit nghiém dugc néu trong
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patent M§ s 4.683.202 ciia Mullis nam 1987), phan ung chudi ligaza (Barany (1991)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:189-193), su sao chép trinh tu tu duy tri (Guatelli et al.
(1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:1874-1878), h¢ khuéch dai phién ma (Kwoh et al.
(1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:1173-1177), Q-Beta Replicase (Lizardi et al.
(1988) Bio/Technology 6:1197), su sao chép vong cubn (Lizardi et al., patent M¥ 56
5.854.033) hodc phuong phap khuéch dai axit nucleic bat ky khac, sau d6 1a budc phat
hién cc phén tir dugc khuéch dai bing cach sir dung céc k¥ thuat da dugce biét ro doi
v6i nguoi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc nay. Cac so dd phat hién nay 1a ddc biét
hitu dung dé phat hién cac phan tir axit nucleic néu cac phén ti ndy c6 mit véi s6 luong
rAt nhé. Theo céc khia canh cu thé cua sang ché, mac biéu hién cia PD-L1 duoc x4c
dinh bing RT-PCR sinh huynh quang dinh luong (tac 13, hé TagMan™) hoidc thir

nghiém Dual-Glo® Luciferase trong vi du 2.

Cac muc biéu hién cia mARN PD-L1 c6 thé duoc theo d&i st dung phuong
phap thdm tach mang (nhu dugc st dung trong phuong phap phén tich lai nhur phén tich
northern, Southern, chdm, va cac phuong phéap tuong tu), hodc céc vi 18, cac éng mau,
cac gel, cac giot hodc cac xo (hoac chét nén rin bat ky chira cac axit nucleic dugc lién
két). Xem, cac patent My s6 5.770.722, 5.874.219, 5.744.305, 5.677.195 va 5.445.934,
ma duoc két hop vao ddy bang cach vién dan. Viéc xac dinh muc biéu hién PD-L1 ciing

o thé gbm viée st dung cac mau do axit nucleic trong dung dich.

Theo cac phuong an dugc uu tién, muc biéu hién mARN duogc danh gia bang
cach st dung cac thir nghiém ADN phin nhanh (bDNA) hodc PCR thoi gian thuc
(gPCR). Viéc str dung phuong phap PCR nay dugc md ta va 14y 1am vi du trong phan
Vi du thuc hién sang ché duoc trinh bay & day. Cac phuong phdp nay ¢ thé con duge
st dung dé phat hién céc axit nucleic sinh bénh, chang han, céc axit nucleic virut viém

gan.

Mirc bidu hién PD-L1 c6 thé dugc xac dinh bang cach sir dung phuong phap bét
ky da biét trong linh vuc nay dé do muc protein. Cac phuong phap nay bao gbm, vi du,
dién di, dién di mao quan, sic ky 16ng hiéu nang cao (HPLC), sic ky 16p méng (TLC),
sdc ky siéu khuéch tan, cac phan tng két tua thé 1ong hoic thé gel, do phé hép thu, céc

thir nghiém do mau, céc thir nghiém do anh phd, dém dong té bao, khuéch tan mién
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dich (don hoac kép), mién dich dién di, thdm tach western, thir nghiém mién dich
phong xa (radioimmunoassay - RIA), cac thur nghiém hap phu mién dich lién két
enzym (ELISAs), cac thir nghiém mién dich huynh quang, cac thir nghiém do mirc phat
quang dién héa, va cac phuong phéap twong tu. Cac thir nghiém nay cling ¢6 thé dugc sir
dung dé phat hién cac protein chi bao cho sy c6 mat hodc sy sao chép clia cac tac nhén

gdy bénh, chang han cic protein virut.

Theo mot s6 phurong 4n, hidu luc ctia phuong phéap theo sang ché trong diéu tri
bénh lién quan dén PD-L1 dugc dénh gia bing su giam mirc mARN PD-L1 (bdng cach
sinh thiét gan).

Theo mot sd phuong an, hiéu luc ciia cac phuong phép theo sang ché trong diéu
tri bénh nhiém HBV dugc theo doi béng cach danh gia cac két hop cula céc d4u chuén
huyét thanh nhu dwoc ban luan dudi ddy. Hiéu luc cta viéc diéu tri déi tuong bi HBV
¢6 thé dugc theo ddi bang cach phat hién mirc khang nguyén viém gan B (HBsAg) hodc
HBeAg ¢ d6i twong, trong d6 su giam mirc HBsAg hoac HBeAg, ching han, trong
huyét thanh, 13 d4u hiéu chi bao viéc diéu tri bénh hiru hiéu. Theo cac phuong an dugc
uu tién, su giam mic HBsAg hodc HbeAg 1a c6 li€n quan v& mit 14m sang, chang han,
¢6 thé so sanh véi mire giam quan sat duge véi chudn cham s6c. Hiéu luc diéu tri cling
¢6 thé dugc x4c dinh bang sy giam c6 lién quan vé mit 14m sang d6i v6i mirc ADN
HBV & dbi twong, ching han, c6 thé so sanh v6i muc gidm quan sat duge voi chuin
chim séc, ching han, ngin chian khoang it nhét 12 4 logio IU/mL, t6t hon 13, it nhat 5
logio IU/mL (Dienstag, Hepatology, 2009, 49:5112-S121). Hiéu luc diéu trj cling c6 thé
duoc xac dinh bang sw c6 mit ciia cac khéng thé khang HBsAg.

Theo mét s6 phuong 4n, hiéu Iuc cia phuong phap theo sang ché trong diéu tri
ung thu ¢6 thé duogc theo doi bang cach d4nh gia d6i teong vé kha nang duy tri hogc tot
hon la giam ganh nang khéi u cua khéi u nguyén phét hodc (cic) khéi u di cin hoic
ngan chan sy di can. Cac phuong phap dé phat hién va theo ddi ganh nang khéi u da
duoc biét trong linh vyc nay, chéng han, ti€u chuidn RECIST nhu dugc néu trong
Fisenhauer et al., 2009, New response evaluation criteria in solid tumours: Revised

RECIST guideline (version 1.1). Eur. J. Cancer. 45:228-247.
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Theo mdt sd phuong 4n ciia phuong phép theo sang ché, ARNi duoc ding cho
d6i tuong sao cho ARNi dugc phan phéi dén vi tri cu thé trong d6i tugng. Viéce trc ché
bidu hién PD-L1 c6 thé duoc danh gia bang cach str dung cac phép do mirc hodc thay
dbi v& mitc mARN PD-L1 hoc protein PD-L1 trong miu thu dugc tir vi tri cu thé trong
ddi tuong, chang han, gan. Theo cac phuwong 4n nhét dinh, cac phuong phip bao 26m
budc e ché thich dang vé mat 14m sang sy biéu hién cta PD-L1, chéng han nhu dugc
chémg minh béi két qua 1am sang thich dang sau khi diéu trj ddi twong bang tdc nhan dé

1am giam su biéu hién ctia PD-L1.

Nhu duoc st dung & ddy, cac thudt nglt phat hién hodc xdc dinh mirc chét phan
tich duoc hiéu c6 nghia 1a thuc hién cac bude dé x4c dinh lidu vat chat, chang han,
protein, ARN, c6 mit hay khong. Nhu dugc st dung & déy, cac phuong phap phat hién
hodc x4c dinh bao gdm phat hién hodc x4c dinh mirc chit phan tich ma du6i mirc phat

hién dbi véi phuong phép duoc sir dung.

Céc md hinh dong vat bi bénh ¢6 lién quan dén PD-L1 dugc biét 1 trong linh
vue nay. Vi du, cdc md hinh dong vat bi nhiém viém gan B duoc biét trong linh vuc
nay bao gff)m cac mo hinh tinh tinh, chudt chiii, va chuot nht chuyén gen bi mic HBV
(Wieland, 2015. Cold Spring Harb. Perspect. Med., 5:2021469, 2015; Tennant and
Gerin, 2001. ILAR Journal, 42:89-102; va Moriyama et al., 1990. Science, 248:361-
364). M6 hinh tinh tinh ciing c6 thé dugc st dung 1am md hinh nhiém viém gan D. Cac
md hinh so sanh sy nhiém virut viém mang nio lympho bao (LCMV) man tinh so véi
cép tinh 13 hitu dung cho nghién ctru x4 b mién dich (Matloubian et al., 1994, J. Virol.
68:8056-8063). S6 luong 16n cac md hinh ung thu bao gdm céc khdi u biéu hién PD-L1
da duoc biét trong linh vuc nay (Iwai et al., 2002, PNAS, 99:12293-12297).

VII. Céac phuong phéap diéu tri hodc ngin ngira cdc bénh c6 lién quan dén PD-L1

Sang ché con d& xuét cac phuong phép st dung ARNi theo sang ché hoidc ché
phém chtra ARNI theo sang ché dé lam giam hodc trc ché su biéu hién PD-L1 & té bao.
Cac phuong phép nay bao gbm cho té bao tiép xuc véi ARN soi kép theo sang ché va
duy tri té bao trong thoi gian di dé dat dugc sy phan giai san pham phién md mARN
clia gen PD-L1, nho do G ché su bidu hién ctia gen PD-L1 & té bao. Su giam bicu hién

gen ¢c6 thé dugc danh gia bing cac phuong phap bét ky da biét trong linh vuc nay. Vi
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du, su gidm bidu hién PD-L1 c6 thé dugc xé4c dinh bing cach xac dinh mtc biéu hién
mARN ctia PD-L1, ching han, trong mau gan, sit dung cdc phuong phép thong thudng
d6i v6i ngudi c6 hiéu biét trung binh v& linh vuc nay, ching han, lai northern, gRT-
PCR, chéng han, nhu duoc dé xuét trong vi du 2; bing cach xac dinh mic protein cia
PD-L1 st dung cac phuong phap thong thuong d6i v6i nguoi ¢ hiéu biét trung binh vé
linh vuc nay, nhu phuong phép lai western, cac k¥ thuét mién dich. Sy giam biéu hién
PD-L1 ciing c6 thé dugc danh gia mot cch gian tiép bang cach do mirc gidm hoat tinh
sinh hoc ctia PD-L1 hodc do muc PD-L1 trong mau ddi tugng (chang han, mau huyét
thanh). Su gidm biéu hién PD-L1 ciing c6 thé dugc danh gia mot cach gian tiép bang
cach do hodc quan sat sy thay dbi, tot hon 1a su thay dbi c6 lién quan vé mat 1am sang,

& it nhat mot d4u hiéu hodc triéu chimg ciia bénh c6 lién quan dén PD-L1.

Trong cac phuong phép theo sdng ché, té bao c6 thé duoc cho tiép xtc in vitro

hodc in vivo, tirc 14 t€ bao c6 theé ndm trong doi tugng.

Té bao thich hop dé diéu tri sir dung cac phurong phép theo sang ché c6 thé 1a té
bao bét ky ma biéu hién gen PD-L1, dién hinh 1a té bao gan. Té bao thich hop dé su
dung trong cac phuong phép theo sang ché ¢6 thé 1a té bao dong vat c6 v, chang han,
té bao linh truéng (nhu té bao ngudi hodc té bao linh treéng khong phai ngudi, chang
han, t& bao khi hoic t& bao tinh tinh), t& bao phi linh truéng (nhu té bao bo, té bao lon,
té bao lac da, té bao lac da khong budu, té bao ngua, té bao dé, té bao tho, té bao ciru, té
bao chuot déng, té bao chuot lang, té bao meo, té bao cho, t& bao chudt céng, té bao
chudt nhit, t& bao su tt, té bao hd, té bao géu, hodc té bao trau), té bao chim (chéing
han, té bao vit hoac té bao ngSng), hodc té bao ca voi, khi trinh tu gen dich c6 tinh bd
tro du dbi véi tac nhan ARNi dé thuc ddy sy bat hoat dich. Theo mdt phuong an, té bao

la té bao nguoi, chang han, té bao gan nguoi.

Su bidu hién PD-L1 dugc Gc ché & té bao khoang it nhét 1a 20%, 25%, t6t hon 14
it nhat 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, hodc
95%, hodc dén muc dudi mac phat hién cta thir nghiém. Theo cdc phuong an nhat
dinh, cac phuong phap bao gdm budc trc ché thich déng vé mit 1am sang su biéu hién
ctia PD-L1, ching han nhu dwgc chimg minh béi két qua 1am sang thich dang sau khi

diéu tri ddi twong bang tac nhan dé lam giam sy biéu hién ctia PD-L1.
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Céc phuong phéap in vivo theo sang ché c6 thé bao gdm viéc cho d6i tuong ding
ché phdm chira ARNi, trong d6 ARNi gbm trinh ty nucleotit ma bd trg cho it nhat mot
phﬁn cda san phém phién ma ARN cua gen PD-L1 cta dong vat c6 vu dugc diéu tri.
Néu sinh vat dugc didu tri 1a dong vat c6 vii nhu ngudi, thi ché phdm c6 thé duoc ding
bang bién phap bat ky da biét trong linh vic niy bao gbm, nhung khong chi gi6i han 6,
viée dung qua dudng miéng, trong mang bung, hodc ngoai duong ti€u hda, bao gbdm
trong sQ (chéng han, trong tam thét, trong nhu mo, va trong tiy mac), trong tinh mach,
trong co, dudi da, qua da, duong tho (sol khi), miii, tryc trang, va tai chd (bao gém
trong miéng va dudi ludi). Theo cac phuong an nhat dinh, cac ché phdm dugc dung
bing cach truyén hodc tiém trong tinh mach. Theo cac phuong an nhit dinh, cac ché

phim duoc ding bing cich tiém dudi da.

Theo mot sé phuong 4n, viéc ding 1a thong qua viée tiém depot. Viée tiém depot
c6 thé giai phong ARNi theo cach thich hop trong khoang thoi gian dai. Do dé, viée
tiém depot c6 thé 1am giam tAn xuét st dung liéu can thiét dé dat dugc tac dung mong
mubn, chéng han, su rc ché mong mudn PD-L1, hoic tac dung diéu tri. Viéc tiém depot
cing ¢6 thé cung cip nong do trong huyét thanh thich hop hon. Viéc tiém depot ¢ thé
gdm tiém dué6i da hodc tiém trong co. Theo cac phuong an dugc wu tién, viéc tiém

depot 1a tiém dudi da.

Theo mdt s6 phwong 4n, viéc dung la thong qua bom. Bom nay co thé 1a bom
bén ngoai hodc bom dugc cdy bang cach phiu thuat. Theo cac phwong 4n nhét dinh,
bom nay 1a bom thdm thau dugc cdy duéi da. Theo cdc phuong an khac, bom nay la
bom truyén. Bom truyén co thé dugc sir dung dé truyén trong tinh mach, duéi da, trong
dong mach, hodc ngoai mang cing. Theo cac phuong 4n duoc wu tién, bom truyén nay
1a bom truyén duéi da. Theo cac phurong an khac, bom nay 12 bom duoc ciy bang cach

phAu thuat ma phan phoi ARNi dén gan.

Céch thitc dung c6 thé dugce chon dua trén viée liéu diéu tri cu bo hay dicu tri
toan than 12 mong muon va dua trén ving can diéu tri. Puong dung va vi tri dung c6 thé
dugc chon dé tang cuong kha nang huéng dich.

Theo mdt khia canh, sang ché con dé xuat cac phuong phap trc che su bi€u hién

cua gen PD-L1 & dong vat c6 vi. Cac phuong phdp nay bao gdém cho dong vat c6 vu
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ding ché pham chita ARN s¢i kép ma huéng dich gen PD-L1 trong té bao cua dong vat
c6 va va duy tri dong vat c6 vu trong thoi gian du dé dat duoc su phan giai san phim
phién ma mARN ciia gen PD-L1, nho d6 tc ché sy biéu hién cta gen PD-L1 § té bao.
Su gidm bidu hién gen c6 thé dugc danh gia bing céc phuong phap bat ky da biét trong
linh vuc nay va béng cac phuong phép, chéng han qRT-PCR, dugc mo td ¢ day. Su
giam san xuét protein c6 thé duoc danh gia bang cac phwong phap bét ky da biét trong
linh vuc nay va bang cac phuong phap, chang han ELISA, dugc md ta & day. Theo mot
phuong 4n, mau sinh thiét choc gan c6 tac dung nhu 1a vat liéu mo dé theo doi su giam
biéu hién protein hoac gen PD-L1. Theo cac phuong an nhét dinh, su tc ché biéu hién

PD-L1 duoc xac nhan bang cich quan sat cac két qua co lién quan veé mat 1am sang.

Sang ché con dé xuét cac phwong phap didu tri ddi twong can diéu tri. Cac
phuong phép diéu tri theo sang ché bao gbm cho d6i twong diing ARNi theo sang ché,
chéng han, dbi tuong ma sé& cé lgi tr viéc giam hodc uc ché su biéu hién PD-L1, véi
lwong hitu hiéu trong didu tri ciia ARNi huéng dich gen PD-L1 hodc duge phim chira
ARNi hudng dich gen PD-L1.

ARNi theo sang ché c6 thé dugc dung dudi dang “ARNi ty do”. ARNi tu do
dugce dung khong c6 méat duoc phim. ARNi trdn c6 thé trong dung dich dém thich hop.
Dung dich dém co thé bao g@)m axetat, xitrat, prolamin, cacbonat, hodc phosphat, hodc
t6 hop bat ky cua chiung. Theo mét phuong an, dung dich dém la nuéc mudi dém
phosphat (PBS). B¢ pH va do thAm thu cta dung dich dém chira ARNi ¢6 thé duoc
diéu chinh sao cho n6 thich hop dé ding cho déi twong.

Cach khac, ARNi theo sang ché c6 thé duge dung dudi dang dugc phim, nhu
ché phim phbi ché liposom ARN sgi kép.

Céac d6i trong ma sé co loi tir viéc gidm hodc tc ché su biéu hién gen PD-L1 1a
cac dbi tuong bi roi loan ma s& co loi tr viéc dap ung mién dich gia ting, chéng han,
bénh lay nhiém, ching han, bénh nhidm virut, ching han, bénh viém gan; hodc bénh
ung thu.

ARNi va céc tac nhan tri liéu bd sung c6 thé duge ding dong thoi hodc trong

cung két hop, chéng han, dung ngoai duong tiéu hoa, hodc tac nhén tri liéu bd sung cO
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thé dugc dung nhu 1a mot phén ctia ché phém riéng biét hodc & cac thoi diém riéng biét

hodc bing phwong phap khéac da biét trong linh vic nay hodc duge mo ta ¢ day.

Theo mot phuong an, phuong phép nay bao gbm viéc dung ché pham dugc néu
¢ day sao cho su biéu hién cta gen PD-L1 dich dugc giam di, nhu trong khoang 1, 2, 3,
4,5,6,7, 8,12, 16, 18, 24 gio, 28, 32, hodc khoang 36 gio. Theo mot phuong an, sy
bidu hién cia gen PD-L1 dich dugc giam di trong khoang thoi gian dai, ching han, it
nhét khoang hai, ba, bén ngay hodc hon thé, chéng han, khoang mot tudn, hai tuan, ba

tudn, hoic bén tudn hodc 1au hon, chéng han, khoang 1 thang, 2 thang, hodc 3 thang.

Tét hon 13, cac ARNi hitu dung trong cac phwong phap va cac ché phim duoc
néu ¢ day hudng dich mot cach dic hiéu cac ARN (nguyén phat hodc dugce xur ly) cua
gen PD-L1 dich. Céac ché phim va cdc phuong phap dé rc ché sy biéu hién cua céc gen

nay st dung cac ARNi c6 thé dugc di€u ché va thuc hién nhu duge mo ta ¢ day.

Viéc dung ARNi theo cac phuong phap theo sang ché c6 thé dan dén sy giam do
nang, diu hiéu, triéu ching, hodc cac d4u chuén cta cac bénh hoic cac 161 loan nay &
bénh nhén c6, ching han, PD-L1 gia ting hodc khéi u dép tng véi PD-L1. Thuat ngi
“giam” trong véan canh nay c6 nghia la giam c6 y nghia vé mat thong ké & cac mirc nay,
chéng han, mc chét chi bao su c6 mit cua tic nhin gdy bénh & dbi trong, chéng han,
HBsAg, HBeAg, hodac HB cccDNA trong huyét thanh cia d6i twong bi nhiém viém gan
B. Sw giam c6 thé 13, vi du, it nhét khoang 20%, 25%, t0t hon la it nhét 30%, 35%,
40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, hodc 95%, hodc dén
dudi muc phat hién cua th nghiém duge st dung. Theo phuong an nhét dinh, su ting
d4u chuén, chrfmg han, khang thé khang HBs la d4u hiéu chi bao su gidm do nang cla
bénh. Do do6, su ting co thé 1a tang c6 y nghia vé mat thdng ké & mirc khéng thé, chang

han, dén murc c6 thé phat hién dugc ¢ dbi tuong.

Hiéu luc diéu tri hodc ngin ngira bénh ¢ thé duoc danh gia, vi du bé“lng cach do
su tién trién cua bénh, su thuyén giam bénh, do ndng cua triéu chimg, sy giam dau, chét
lugng cudce séng, lidu thubc can thiét dé duy tri tdc dung diéu tri, mirc dAu chuén cua
bénh, hodc thong s& do dugc bit ky khéc thich hop ddi véi bénh nhat dinh can dugc
diéu tri hodc dugc hudng dich dé ngan nglra. Nguoi c6 hiéu biét trung binh vé linh vuc

nay déu co6 kha ning theo doi hiéu luc cla viéc diéu tri hoac ngan ngtra bang céach do
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thong so6 bat ky trong s6 cac thong s6 nay, hodc ket hop bat ky cua cac thong s6 nay. Vi
du, hiéu luc cta viéc diéu tri roi loan ma s€ co lgi tir viéc dap mg mién dich gia ting,
chang han, bénh lay nhiém, chang han, bénh nhiém virut, chiang han, viém gan, hodc

bénh ung thu.

Hiéu luc cta viéc didu tri bénh lay nhifm c6 thé dwoc ching minh, vi du, bang
sw giam su c6 mit cua tac nhan gay nhiém nhu duoc chimg minh bang su bét luc trong
viéc nudi cdy tac nhan tir mAu déi twong. Hiéu luc cta viée diéu tri bénh 14y nhiém c6
thé dugc chimg minh bing su gidm su c6 mit cia tdc nhan gy nhiém nhu dugc chimng
minh, vi du, béng sw gidm protein, axit nucleic, hodc hydrat cacbon ¢6 mat trong tac
nhan gay nhiém. Hiéu luc diéu tri c6 thé duoc chirng minh, vi du, béng su ¢6 mdt cua
dap tmg mién dich nhu duoc chimg minh bing su c6 mit cia cdc khang thé hoac cac té
biao mién dich huéng dich chdng lai tdc nhan gdy nhiém. Hiéu lyc diéu tri bénh lay
nhiém c6 thé dugc chirng minh béng viéc giam su c6 mat tac nhan gay nhiém nhu duoc
chiing minh, vi du, béng viéc giam mot hoac nhiéu d4u hiéu hoic triéu ching cia bénh
nhiém, chéng han, s6t, dau, budn non, nén mira, héa hoc huyét, giam trong luong. Cac
dau hiéu hodc céc triéu chimg cu thé s& tuy thudc vao tdc nhan giy bénh cu thé. Hiéu
lyc diéu tri bénh 14y nhiém c6 thé duge chitng minh bing su phat trién ciia cac khang

thé hodc cac té bao mién dich hudng dich tac nhan gy bénh.

Hiéu luc diéu tri bénh ung thu co thé duoc chimg minh béng su 6n dinh hoa
hodc su gidm ganh nadng khdi u nhu duge chimg minh bing su 6n dinh hoa hoidc su
giam ganh nang khéi u cia khéi u nguyén phat, khéi u di cin, hodc su tri hodn hodc
ngan chin sy di can khéi u. Cac phuong phap chin doan va theo dai dwoc d& xuét &

day, ching han, tiéu chuan RECIST.

So sanh cac thong s6 doc sau nay véi cac thong s6 doc ban diu cung cép cho bac
sy ddu hiéu liéu viéc diéu tri c6 hiéu qua hay khong. Nguoi ¢6 hiéu biét trung binh
trong linh vuc nay déu c6 kha niang theo ddi hiéu luc cia viée diéu tri hodc ngin ngira
bang cach do thong sb bét ky trong sb cac thong s6 nay, hoac két hop b4t ky cua cic
thong s6 nay. Két hop véi viéc dung ARNi hudng dich PD-L1 hoac dugc pham ctia no,
"hitu hiéu chéng lai" réi loan c6 lién quan dén PD-L1 thé hién 1a viéc dung theo cach

thich hop vé mit 1am sang dan dén tac dung c6 loi trong it nhat mot phan doan c6 y
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nghia théng ké clia cac bénh nhan, nhu cai thién cac triéu chiing, ctru chita, gidm bénh,
kéo dai tubi tho, cai thién chét lugng cudc séng, hodc tac dung khac thudong duge nhan
biét 1a tich cuc béi cac bac sy y khoa quen thudc véi viée diéu tri cac r6i loan lién quan
dén PD-L1 nhu duoc cung cép, vi dy, trong bd tiéu chuén chin doan HBV dugc dé xuit
¢ day.

Téc dung diéu tri hodc ngin nglra 1 rd rang khi c6 cai thién c6 y nghia vé mit
théng ké & mot hoac nhiéu thong s6 vé trang thai bénh, hodc béng su suy giam dén 1am
x4u di hoac phat trién cac triéu ching ma ching dugc liéu truée. Vi du 1a, sy thay dbi
mong muén it nhat 1a 10% v& thong s6 do dugc dbi v6i bénh, va tot hon 1a it nhat 20%,
30%, 40%, 50% hodc hon thé c6 thé 1a ddu hiéu chi bao viéc diu tri hiru hiéu. Hiéu luc
dbi v6i thubc ARNi nhét dinh hodc ché pham phdi ché ctia thubc d6 ciing c6 thé dugce
danh gi4 bing cach st dung mé hinh dong vét thir nghiém ddi v6i mot bénh nhét dinh
nhu duogc biét trong linh virc nay. Khi st dung mé hinh dong vat thir nghi€ém, hi€u luc
didu tri dugc chimg minh khi thiy c6 su gidm c6 y nghia théng ké & diu chuén hoic

triéu ching.

Céach khac, hiéu luc c6 thé duoc do b.%mg su giam d6 nang cua bénh nhu dugc
xac dinh béi ngudi c6 hibu biét trung binh vé linh virc chan doan dya trén thang phan
loai d6 nang ctia bénh duoc chdp nhan trén 1dm sang. Thay ddi tich cuc bat ky dan dén
chang han, viéc lam gidm do ning cia bénh do duoc sir dung thang do thich hop, thé
hién viéc didu tri thich hop st dung ARNi hodc ché phdm phdi ché ARNi nhu dugc md
ta ¢ day.

Céac dbi tuong c6 thé duge dung lugng c6 tac dung diéu tri cia ARNi, nhu
khoang 0,01 mg/kg dén khoang 200 mg/kg.

ARNi ¢6 thé duge dung bang cach truyén trong tinh mach trong khoang thoi
gian, trén co SO déu dan. Theo cac phuong an nhét dinh, sau ché do diéu tri dau tién,
cac khoa diéu tri dugc thuc hién véi tAn sudt it hon. Viéc dung ARNi ¢6 thé giam cac
mttc PD-L1, ching han, & té bao hodc md cua bénh nhan khoang it nhét la khoang 20%,
25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, hodc
95%, hodc du6i muc phat hién ctia phwong phap thir nghiém duge st dung. Theo céc

phuong an nhét dinh, viéc dung dan dén sy 6n dinh trén 14m sang hodc tdt hon 1a su
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giam c6 lién quan vé mit 1am sang cua it nhat mot dau hiéu hodc triéu chimg cia rdi

loan ¢6 lién quan dén PD-L1.

Theo céc phuong 4n nhat dinh, liéu ddy da ciia ARNi, bénh nhan c6 thé dugc
ding lidu lwvong nhé hon, nhu 5% phan tng truyén, va duoc theo ddi cac tac dung phu,
nhu phan tmg di ing. Theo vi du khac, bénh nhéan ¢6 thé duoc theo ddi cac tdc dung
kich thich mién dich khéng mong mudn, nhu cac mirc xytokin ting (chiang han, TNF-

alpha hodc INF-alpha).

Céch khac, ARNi ¢6 thé duoc dung duéi da, tirc 13, bang cach tiém dudi da. Mot
hodc nhiéu lan tiém co thé dugc sir dung dé phan phéi lidu lwgng hang ngdy mong
mudn ciia ARNi cho dbi tugng. Cac lan tiém c6 thé duoc lap lai trong mot khoang thoi
gian. Viéc dung c6 thé dugc lap lai trén co so déu dan. Theo céc phuong an nhét dinh,
sau ché do didu tri dAu tién, cdc khoa diéu tri dugc thuc hién voi tin suét it hon. Ché do
dung lidu lap lai c6 thé gdbm viéc ding lugng c6 tac dung diéu tri cia ARNi trén co sé
déu dan, nhu ding cach ngay hodc mot 14n mdi nam. Theo cic phuong an nhat dinh,
ARNi duge ding khoang mot 1An mdi thang dén khoang mét 1an mdi quy (tic 1a,

khoang mét 1an mbi ba thang).
IX. CAc tiéu chuén chén doan va didu tri ddi v6i cac bénh c6 lién quan dén PD-L1

Céc tiéu chuan chan doan va theo ddi duoc 14y lam vi du doi véi cac bénh khac

nhau c6 lién quan dén PD-L1 duoc cung chp dudi day.
. A.Viém gan B

Viém gan la thudt ngit chung dung dé chi su viém cta gan va c6 thé dugc gay ra
béi nhiéu virut khac nhau nhu viém gan A, B, C, D va E. Vi sy phat trién cua bénh
vang da 12 d4u hiéu dic trung cuia bénh gan, viéc chin doén chinh xéac c6 thé chi duoc
thuc hién béng cach kiém tra huyét thanh cua bénh nhan xem c6 hay khong su mat
khang nguyén dac hiéu khang virut hodc khang thé. Hau qua bénh 1y ning ctia cac bénh
nhiém HBV dai déng bao gém su phat trién cta su thiéu nang gan man tinh, bénh xo
gan, va caxinom té bao gan (hepatocellular carcinoma - HCC). Ngoai ra, céc chét mang

HBV ¢6 thé truyén bénh trong nhiéu nam.
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HBV 1a virut 16n va khong di qua nhau thai, tuy nhién, phu nit mang thai ma bi
nhiém HBV c6 thé truyén bénh cho con ctia ho khi sinh. Néu khong dugc ching ngira
khi méi sinh, nhidu dGa tré trong sb nay s& phat trién bénh nhiém HBV sudt doi, va
nhiéu tré phat trién thanh bénh suy gan hodc bénh ung thu gan sau nay. Sau khi bi
nhidm HBV c4p tinh, nguy co phat trién bénh nhiém man tinh thay d6i ty 1€ nghich véi
tudi tac. Bénh nhiém HBV man tinh dién ra trong khoang 90% sd tré bi nhiém khi sinh,
25-50% s6 tré bi nhiém & do tudi 1 dén 5 tudi va khoang 1-5% sb ngudi bi nhiém dudi
dang tré 16n hon va nguoi trudng thanh. Su nhiém HBV man tinh ciing thudng gdp phai
dbi voi nguoi bi suy giam mién dich (viém gan B: Té chire y té thé gidi. Department of
Communicable Diseases Surveillance and Response, c6 sin tai trang web
www.who.int/cst/disease/hepatitis/HepatitisB_whocdscsrlyo2002_2.pdf?ua=1,  duoc
két hop vao diy bang cach vién dan).

Trong pha @ bénh (6 dén 24 tudn), cic bénh nhén c6 thé cam thdy khong khée,
¢ thé c6 triéu ching budn noén, ndn mira, tiéu chay, chan #n, va dau dau. Sau do cac
bénh nhén c6 thé tré nén vang da mic du chimg sbt nhe va mét ngon miéng c6 thé cai
thién. D6i khi, sy nhiém HBV khong giy ra ching vang da hodc bét ky triéu chimg 16
rang nao. Cac truong hop khong tri€u chimg c6 thé dugc x4c dinh bang cach phat hién
cac thay dbi sinh héa hoic céac thay d6i huyét thanh dic hiéu v6i virut trong méu cua
ngudi bénh. Cac cd nhan khong tri€u chimg nay co thé tr& thanh cac vat mang virut im

lang va gop phan vao viéc truyén tiép dén nhitng nguoi khac.

Hau hét céc bénh nhén truéng thanh hdi phuc hoan toan khéi bénh nhiém HBV,
nhung nhitng nguoi khac, khoang 5 dén 10%, s& khong lam sach dugc virut va s& tién
trién tré thanh cac vat mang khong triéu chirng hodc phat trién bénh viém gan man tinh
ma c6 thé din dén ching xo gan hoic ung thu gan. RAt hiém, mot sb bénh nhan c6 thé
phat trién bénh viém gan bao phat va chét. Bénh nhim HBV dai dang hodc man tinh la
nim trong s6 cac bénh nhiém virut dai ding thong thuong nhit & ngudi. Trén 350 triéu
ngudi trén thé gi¢i ngay nay duge ude tinh 1a bi nhiém HBV dai dang. Phan 16n trong
s6 nay 1a & Dong A va chau Phi cin Sahara, noi cac bién chimg két hop cia bénh gan

man tinh va ung thu gan 1a van dé sirc khoe quan trong nhét.
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Ba thir nghiém maéu chuin d6i voi viem gan B (khang nguyén HBs, khang thé
khang HBs, va khang nguyén HBc) c6 thé xac dinh liéu mot nguoi hién dang bi nhiém
HBV, d4 hdi phuc, 1a vit mang man tinh, hogc c6 thé mac bénh nhiém HBV.

Céc két qua thir nghiém

HBsAg | Khang Khéng Gidi thich.

HBs HBc

+ . - Nhiém HBV cip tinh sém.

+ +/- + Nhiém HBV cép tinh hoic man tinh. Phan biét vdi
IgM-anti-HBc. Xac dinh mirc 46 nhiém véi HBeAg
hoac ADN HBV.

- + + Thé hién su nhiém HBV trudc d6 va tinh mién dich

doi véi viém gan B.

- - + Céac kha niang bao gdm: bi nhiém HBV trong qué
khtr; vat mang HBV mirc do thap; quing thoi gian
giita su bién mat HBsAg va su xuit hién khang HBs;
hodc phan tmg duong tinh gia hodc khong dac hicu.
Diéu tra voi IgM anti-HBc, va/hodc thir thach voi
vacxin HBsAg. Néu c6 mat, khang HBe s€ giup hoat
hoa hoat tinh khang HBc.

- - - T4c nhan gay nhiém khac, ton thuong do nhiém doc
dbi v6i gan, réi loan min dich, bénh gan di truyén,

hoac bénh dudong mat.

- + - Dép tng loai vacxin.

Tur: Hollinger FB, Liang TJ. Hepatitis B Virus. In: Knipe DM et al., eds. Fields
Virology, 4th ed., Philadelphia, Lippincott Williams & Wilkins, 2001:2971-3036.
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Cac thir nghiém huyét thanh khac c6 thé dwogc thuc hién dé phan biét cac doi
tugng bi HBV man tinh hay cép tinh, hodc phan biét nguoi c6 thé 1a vat mang. Mot sb
vacxin chéng HBV 1a ¢6 sén va hién 12 hiru hiéu hon va tiét kiém hon nhiéu vé mit chi
phi so véi viée diéu tri.

Hién tai, khong c6 phuong phap diéu tri déi voi bénh viém gan B cap tinh. Viéc
diéu trj triéu ching dbi véi cac ching budn nodn, chan in, ndén mira, va cac triéu chimg

khéc c6 thé dugce chi dinh.

Viéc didu tri bénh viém gan B man tinh 12 nhiam vao viéc loai bé tinh gdy nhiém
dé ngan chin sy lay truyén va lan tran HBV, nham vio viéc lam ngimg sy tién trién cia
bénh gan va cai thién hinh anh vé mat mo hoc va lam sang, va nham vao viéc ngin chin
HCC khéng cho phat trién, bing c4ch 1am mét di cac d4u chudn cta viéc sao chép HBV
trong huyét thanh va gan nhu ADN HBV, HBeAg, va HBcAg. Viéc binh thuong hoa
hoat tinh ALT, gidi phap dbi véi viem gan va cai thién céac tri€u chung cta bénh nhén
thuong di kém voi cac thay doi v& mit virut hoc nay. Tuy nhién, cac phuong phap diéu
trj hién c6 d6i v6i HBV hiém khi c6 tinh ctru chita. Cac bénh nhén phai thuc hién khoa
diéu tri bt dinh dé ngdn chan bénh va ngan ngira lan truyén.

C6 hai nhém diéu tri chinh: cac chét chéng virut: nham vao viéc ngédn chan hodc
pha hiay HBV bang cach can thiép vao qué trinh sao chép virut; va cac chat diéu bién
mién dich: nhim gitip hé mién dich cta nguoi thiét 1ap sw phong vé chong lai virut. Céc
corticosteroit, ma cam ung sy biéu hién ting cudng cla virut va cdc khang nguyén
virut, va ngin chin chirc nang lypho bao T, va ca adenine arabinoside, acyclovir, hoéc
dideoxyinosine, déu duoc thé hién 1a khong c6 lgi trong viéc diéu tri bénh va B man

tinh.

Hién tai, bénh viém gan B man tinh dugc diéu tri béng cac interferon dé diéu
bién dap tmg mién dich. Cac chat duy nhit dwgc phé chuan 1a interferon-o-2a va
interferon-a-2b. Cac interferon thé hién céc tinh chit khac nhau ma bao gdm khang
virut, diéu bién mién dich, va cac tac dung chbng ting sinh. Chiing 1am ting cudng hoat
tinh té bao T hd tro, gy ra su truéng thanh ctia cac lympho bao B, trc ché céc chat wc
ché t& bao T, va ting cuong biéu hién HLA typ 1. Dé c6 thé thich hop cho liéu phap
interferon, cac bénh nhan phai dugc ghi chép bénh nhiém trong it nhét sau thang, ting
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men gan (AST va ALT), va c6 sy phén chia tich cuc virut trong mau (cac thir nghiém
duong tinh HBeAg va/hoic ADN HBV). Cac bénh nhéin bi bénh nhiém cip tinh, xo gan
giai doan cubi hodc mic cac van d& sic khoe chu yéu khac s& khong dugce diéu tri.
Interferon-o tao ra su thuyén giam duy tri, trong thoi gian dai d6i v6i bénh & 35% sb
ngudi mic viém gan B man tinh, véi su binh thuong hda men gan va lam mét di ba dau
chuin d6i voi bénh nhiém hoat dong (HBeAg, ADN HBV, va HBsAg). Su loai b hoan

toan virut dat duoc & mot s6 bénh nhan dugc chon loc can than.

Liéu phap interferon d6i v6i cac bénh nhan bi xo gan lién quan dén HBV lam
giam dang ké ty 18 HCC, dic biét 1a & cac bénh nhan c6 luong 16n ADN HBV trong
huyét thanh. O cc bénh nhan bi xo gan con bu dwong tinh véi HBeAg, su thuyén giam
v& mat virut hoc va vé mit sinh hoa sau khi diing liéu phép interferon dugc két hop véi
kha ning sbng sot cai thién. O cac bénh nhan bi bénh nhiém HBV man tinh, sy thanh
thai HBeAg sau khi diéu tri bang interferon-a duoc két hop véi cac két qua 1am sang

duoc cai thién.

Interferon-a (Intron A (interferon-a-2b), Schering Plough, va Roferon,
(interferon-a-2a) Roche Labs) 12 chét diu tri dau tién ddi véi bénh viém gan B man
tinh. Khoang thoi gian chudn dung liéu phép nay dwgc xem xét 1a 16 tudn. Cac bénh
nhan ma thé hién mirc sao chép virut thip & cudi ché do diéu tri chuén s& c6 lgi nhat tir
khéa diéu trj kéo dai.

Céac chét tuong tu nuleotit va nulceosit da dugc st dung tir lau dé diéu tri HBV.
Céac hop chat hién c6 va dang phét trién bao gébm lamivudin, adefovir, entecavir,
telbivudin, tenofovir, emtricitabin, clevudin, ritonavir, dipivoxil, lobucavir, famvir,
FTC, N-Acetyl-Cysteine (NAC), PCI1323, theradigm-HBV, thymosin-alpha, va
ganciclovir. Mot sb 1a hitu dung ddi vé6i cac bénh nhiém virut khac, chéng han, HCV,

HIV, trong khi mét s6 khac 14 chi yéu hiru hiéu trong diéu tri HBV.

Su mét di thuong xuyén ADN HBV va HBeAg dugc xem nhu 12 muc dich cia
viée didu tri chdng virut, vi cac két qua nay duge két hop véi su cai thién su ton thuong
hoai tir-viém, va giam mirc do nhiém.

B. Viém gan D
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Virut viém gan Delta (HDV) 1a virut khiém khuyét ma chi gdy nhiém véi su c6
mit cia bénh nhifm HBV hoat dong. Su nhiém HDV dién ra du6i dang nhiém dong
thoi v6i HBV hodc duéi dang siéu nhiém vat mang HBV. Su nhiém ddng thoi thuong
phan giai. Tuy nhién, sy siéu nhiém thudong giy ra sw nhiém HDV man tinh va bénh
viém gan hoat dong man tinh. Ca hai loai nhiém déu c6 thé gdy ra bénh viém gan bao

phat.

Puong truyén 1a tuong tr nhu dudng truyén cua HBV. Ngin ngira sy nhiém
HBV cip va man tinh & nguoi dé mic bang cach chiing ngira cling s& ngin ngira dugc
sy nhidm HDV. Cac thubc didu tri HBV nhét dinh ciing hiru hiéu trong diéu tri HDV,
chang han, interferon-alpha, cling hoic khong cling vé6i adefovir. Tuy nhién, cac thudc
khac nhu lamivudin, chét trc ché su sao chép ADN HBV, lai khong hitu dung trong

diéu trj viém gan D man tinh.
C. Bénh lao (Tuberculosis - TB)

Bénh lao 1a bénh do vi khuan Mycobacterium tuberculosis gy ra. Bénh lao két
hop véi céac triéu chung bao gdm giam can khong 16 1y do, mit cam gidc ngon miéng,
dd md hoi ban dém, sdt, méi mét, ho trong thoi gian 1au hon ba tudn, ho mau (ho ra
mau), va dau nguc. Co hai loai thr nghiém ma dugc st dung dé xac dinh liéu mot
ngudi di bi nhiém vi khuan TB hay khong: thit tuberculin trén da va thir TB huyét ma
gébm thtr QuantiFERON®-TB Gold In-Tube (QFT-GIT) va thtt T-SPOT®.TB (T-
Spot). Tuy nhién, cac thit nghiém nay khong la dau hiéu chi bao sy nhiém TB hoat
dong. Viéc chin doan nhifm TB bao gdm danh gia tién st bénh, xét nghiém vat Iy,
chup X quang nguc, va thtr nghiém nudi cdy vi sinh chén dodn bao gbm phan tich sur
khéng thude. Viéc danh gia cac thay dbi c6 lién quan v& mat 1am sang déi véi cac dau
hi€u hodc céc tri€u chung cua TB la nam trong kha nang cia nguoi co hiéu biét trung

binh trong linh vuec.
D. Bénh ung thu

Bénh ung thu chi khéi u bat ky trong nhiéu loai khdi u 4c tinh khéc nhau dugc
dac trung bang su ting sinh cac té bao thodi bién ma c6 xu huéng xam lan md xung
quanh va gy di can dén vi tri méi trong co thé va con chi tinh trang bénh ly dugc dic

trung bang su phat trién khdi u ac tinh nay. Bénh ung thu c6 thé 1a khéi u hodc bénh ly
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huyét hoc ac tinh, va bao gém, nhung khong chi giéi han 6, tit ca cac loai u
lympho/bénh bach cau, caxinom va sacom. Theo cac phuong an nhét dinh, bénh ung
thu bao gdm bénh ung thu gan. Theo cac phuong 4n nhét dinh, bénh ung thu bao gém

caxinom té bao gan (HCC).

Céc tiéu chuén RECIST la c4c tiéu chuin danh gia dugc chip nhan trén 1am sang
duoc sit dung d& cung cdp phuong phép tiép can chuén d6i véi viee do khéi u rin va
cung cép cac dinh nghia dé danh gia khich quan su thay ddi vé kich co khdi u dé sir
dung trong céac thir nghiém lam sang. Céc tiéu chudn nay ciing c6 thé dugc st dung dé
theo ddi dap Gng cua mdt ca nhén dang trai qua khoa didu tri dbi voi khdi u ran. Cac
tiéu chudn RECIST 1.1 dugc ban ludn chi tiét trong Eisenhauer et al., New response
evaluation criteria in solid tumors: Revised RECIST guideline (version 1.1). Eur. J.
Cancer. 45:228-247, 2009, tai liéu nay dugc két hop vao day béng cach vién dan. Cac

tidu chuén dap tng ddi v6i cac ton thurong dich bao gbm:

bap tng hoan toan (Complete Response - CR): Su bién mAt cua tit ca cac ton
thuong dich. B4t ky hach bach huyén bénh ly nao (dich hodc khong phai dich) déu phai

c6 su giam bot vé truc ngdn xudng <10mm.

Dép tmg mot phan (Partial Response - PR): It nhat 12 giam 30% vé tdng cac

duong kinh cua tdn thuong dich, 13y tong cac dudong kinh co s¢ 1am tham chiéu.

Bénh tién trién (Progressive Diseases - PD): It nhit 1a ting 20% vé tong cac
dudng kinh cia tdn thuong dich, 14y tdng nhd nhét khi nghién ctru lam tham chiéu
(tbng nho nhit nay bao gbm ca tbng & mbc co so néu nhu n6 1 tbng nho nhét khi
nghién ctru). Ngoai su gia ting tuong d6i 20%, tong cling phai chirng minh sy gia ting
tuyét dbi it nhat Smm. (Luu y: su xuét hién ctia mot hoic nhiéu ton thuong méi ciing

dugc xem la su tién tri€n).

Bénh én dinh (Stable Disease - SD): Khong ¢6 su co giam du dap tng tiéu chuin
PR ciing khong gia tdng du dap Ung tiéu chudn PD, iy tdng duong kinh nhé nhat trong
khi nghién ctru lam tham chiéu.

Céc tiéu chudn RECIST 1.1 ciing xem xét cac ton thuong khong phai dich ma

dugc xac dinh nhu 1a cac ton thuong ma co thé do duoc, nhung khong can phai do, va
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s& chi duge dénh gia dinh luong tai cac thoi diém mong mudn. Cac tidu chuin dép tmg

d6i véi cac ton thuong khong phai dich bao gom:

bap tng hoan toan (Complete Response - CR): Su bién mAt cua tit ca cac ton
thuong khong phai dich va su binh thuong hoéa cac mirc diu chuén khéi u. Tét ca cac

hach bach huyét phai co kich ¢& khong mang tinh bénh 1y (truc ngan <10 mm).

Khong CR/Khong PD: Tdn tai dai ddng mot hodc nhiéu ton thuong khong phai

dich va/hodc duy tri mirc ddu chuén khéi u trén giéi han binh thuong.

Bénh tién trién (Progressive Disease - PD): Su tién trién o rét cia cac ton
thuong khong phai dich dang tdn tai. Sw xudt hién ctia mot hodc nhiéu tén thuong méi
cling dugc xem nhu 1a bénh tién trién. Dé dat duoc "su tién trién r3 rét" trén co s& bénh
khong phai dich, phai c6 mic chung 1am xu di d4ng ké bénh khong phai dich nay dén
murc ma, tham chi khi ¢6 mat SD hoac PR & bénh dich, ganh néng khdi u chung da gia
tang du dé dang phai ngimg liéu phép. “Su gia tang” vira phai vé kich ¢ ciia mot hodc
nhiéu tdn thuong khong phai dich thuong 1a khong dii d& dap tng tiéu chuan cta tinh
trang tién trién ro rét. Do d6, viéc dinh rd su tién trién chung chi trén co s& thay dbi o
bénh khong phai dich khi ¢6 mat SD hodc PR & bénh dich s& cuc ky hiém.

Céc tiéu chudn chép nhan dwoc vé mit 1am sang dbi voi dap ing véi vide diéu tri
bénh bach ciu cip tinh 1 nhur sau:

Thuyén giam hoan toan (Complete remission - CR): Bénh nhan phai khong co6
tAt ca cdc tridu chung lién quan dén bénh bach ciu va co s6 luong bach cau trung tinh
tuyét dbi1la > 1,0 x 109L, s6 lugng tiéu cau > 100 x 10%L, va tdy xuong binh thuong

v6i <5% blast (té bao non 4c tinh) va khdng c6 que Auer.

Thuyén gidam hoan toan véi su hédi phuc sé lugng té bao mau khong hoan toan
(Cri): Nhu theo CE, nhung v6i ching giam lugng tidu cu sot lai (sb luong tiéu cau
<100 x 10%L) hodc ching giam bach cau trung tinh sot lai (s6 lugng bach cau trung
tinh tuyét d6i <1,0 x 10%/L).

Thuyén giam mét phan (Partial remission - PR): Mttc gidm > 50% & s blast tiy
xuong ddi v6i 5 dén 25% sb té bao bét thuong trong tity xwong; hodc CR véi 5O blast <

5% néu cac que Auer cO mat.
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Thét bai trong didu tri: Viéc diéu tri da thit bai khong dat dugc CR, Cri, hodc
PR. T4i phét.

Téai dién sau khi CR duoc x4c nhan: Su xuét hién lai ctia c4c blast ciia bénh bach
ciu trong mau ngoai vi hodc > 5% blast trong tiy xwong khong dugc quy cho 1a do
nguyén nhén bt ky khac (chang han, su tai tao tiiy xuwrong sau liéu phap cung c¢b) hoic

su xuat hién cta cac thay doi loan san mai.

Céc tng dung cia cac ché pham va cac phuong phép theo sang ché bao gém dat
duoc it nhét 12 su én dinh bénh & dbi tugng c6 khéi u rén trong thoi gian du dé dap tng
dinh nghia bénh 6n dinh theo céc tiéu chudn RECIST. Theo cac phuong én nhat dinh,
tng dung cta cic ché phdm va cic phwong phap theo sang ché bao gbém dat duge it
nhét 1a sw dap tmg mot phan & ddi twong c6 khdi u ran trong thoi gian du dé dap tng

dinh nghia bénh én dinh theo céac tiéu chudn RECIST.

Céc tng dung ciia cac ché pham va cac phuong phép theo sang ché bao gbém dat
duoc it nhit 1a su thuyén giam mot ph::in & dbi tugng bi bénh bach cau cép tinh trong
thoi gian du dé dap tmg dinh nghia bénh n dinh theo cac tiéu chudn RECIST. Theo céc
phuong 4an nhat dinh, ing dung ciia cac ché pham va cac phuong phap theo sang ché
bao gdm dat dugc it nhat 1a sy thuyén giam hoan toan véi sy hdi phuc sb lugng té bao
mau khong hoan toan & dbi twong bi bénh bach cdu cép tinh trong thoi gian du dé dap
g dinh nghia bénh én dinh theo c4c tiéu chuan RECIST.

Sang ché dugc minh hoa tiép bang cic vi du sau day, cac vi du nay s& khong
nhdm giéi han pham vi ciia sang ché. Toan bd cac thanh phén cia tit ca céc tai liéu
tham khao, céc patent va cac don yéu cau cip patent da dugc cong b6 duoc néu trong
don sang ché nay, ciing nhu Danh muc trinh tw, dugc két hop vao ddy bang cach vién
dan.

Vi du thwce hién sang ché

Vi du 1. Téng hop ARNi

Nguon cic chét phan tng
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Néu ngudn mét chét phan tmg khong dwoc néu cu thé & day thi chat phan tGng
nay c6 thé thu duge tir bat ky nha cung cip chét phan tmg cho linh vuc sinh hoc phén tir
nao v6i tiéu chudn chit luong/dé tinh khiét dé ap dung trong sinh hoc phan ti.

Céc san phim phién ma
Thiét ké siARN

Tap hop cac siARN hudng dich PD-L1 cia nguoi/ CD274 (cua nguoi: NCBI
refsegID NM_001267706; NCBI GenelD: 29126; SEQ ID NO:1), cling nhu cac
ortholog PD-L1 céac loai gay doc (chuot nhit: XM 006527249 (SEQ ID NO:3); chudt
cong, XM_006231248 (SEQ ID NO:5); va khi cynomolgus: XM_005581779 (SEQ ID
NO: 7)) duoc thiét ké bang cach sir dung céc tdp Iénh R va Python thong thuong.
mARN REFSEQ PD-L1 ctia ngudi ¢6 chiéu dai 3349 bazo. Co s& va phuong phap db6i
v6i tap hop céc thiét ké siARN 1a nhu sau: hiéu luc dugc du doan d6i voi mdi 19mer
siARN tiém nang tir vi tri 109 dén vi tri 3349 (viing ma héa va 3° UTR) dugc xac dinh
v6i md hinh tuyén tinh thu duoc tir bién phép truc tiép bat hoat mARN tir trén 20.000
thiét ké siARN khac biét huéng dich sb luong 16m gen dong vat c6 xuong séng. Tap
hop con céc siARN PD-L1 duogc thiét ké voi su khop hoan hao hoic gan hoan hao giita
nguoi va khi cynomolgus. Tap hop con khac duge thiét ké véi su khép hoan hao hodc
gin hoan hao véi cac ortholog PD-L1 cta chudt nhit va chudt céng. Tap hop con khac
duge thiét ké voi su khép hoan hao hoidc gan hoan hao véi cac ortholog PD-L1 cua
nguoi, khi cynomolgus, chudt nhit va chudt céng. Dbi v6i mdi sgi siARN, tap tin
Python théng thuong dugc st dung trong tra ctru thuét toan dé do sb lwong va vi tri cia
cac chd khong khép giita siARN va tat ca cac sip xép thing hang tiém nang trong hé
san pham phién ma loai dich. Trong luong vugt mic duge dua cho cac chd khong khép
trong ving hat gidng, dugc dinh nghia & day la cac vi tri 2-9 cua oligonucleotit db6i
nghia, ciing nhu vi tri phan cét ctia siARN, dugc dinh nghia & day la cac vi tri 10-11
cta oligonucleotit d6i nghia. Trong luwgng twong ddi ctia cac chd khong khép 1a 2.,8;
1,2: 1 ddi vé6i cac chd khong khép hat gidng, vi tri phan cét, va cac vi tri khac cho dén
vi tri d6i nghia 19. Céc chd khong khép & vi tri thir nhat duge bo qua. Piém ddc hiéu
duoc tinh dbi v6i mbi soi béng cach cong gia tri cua mdi chd khong khép da duoc xéac

dinh trong luong. Uu tién 1a cac siARN ma diém doi nghia cia chung ¢ nguoi va khi
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cynomolgus 1a >= 3,0 va hiéu luc du doan 1a >= 70% bét hoat san phdm phién ma PD-

L1.

Danh sach chi tiét cua céc trinh tu soi ¢6 nghia va soi dbi nghia cua PD-L1
khong duoc bién dbi duoc thé hién trén bang 3. Danh sach chi tiét cua cac trinh tu soi

c6 nghia va soi dbi nghia cia PD-L1 dugc bién dbi dugc thé hién trén bang 5.
Tong hop siARN

Céc trinh tr siARN PD-L1 duoc tong hop & quy md 1 pumol trén thiét b tong
hop Mermade 192 (BioAutomation) sit dung hoa chét phosphoramidit qua trung gian
chat nén ran. Chét nén rin 1a thuy tinh 156 x6p duoc kiém soat (500 A) dwgc nap phdi tir
GalNAc thong thudong hodc chit nén ran toan bd (AM biochemical). Céc chét phan ung
tong hop phu, 2°-F va 2’-O-metyl ARN va cac deoxy phosphoramidit thu dugc tir
Thermo-Fisher® (Milwaukee, WI) va Hongene (China). 2°F 2°-O-Metyl, GNA (cac
glycol axit nucleic), 5’phosphat va céc cai bién khac dugc dua vao s dung céc
phosphoramidit twong tng. Viéc tong hop cic soi don duge lién hgp voi 3> GalNAc
duoc thuc hién trén chit nén CPG duoc cai bién GalNAc. Chét nén rdn toan bé CPG
thong thuong duge ding dé tdng hop céc soi don déi nghia. Thoi gian két hop déi véi
tat ca cac phosphoramidit (100 mM trong axetonitril) 1a 5 phit st dung 5-Etylthio-1H-
tetrazol (ETT) lam chét hoat héa (0,6 M trong axetonitril). Cac lién két phosphorothioat
dwgc tao ra bing cach st dung dung dich 50 mM cua 3-((Dimetylamino-
metyliden)amino)-3H-1,2,4-dithiazol-3-thion (DDTT, thu dugc tr Chemgenes®
(Wilmington, MA, USA)) trong axetonitril/pyridin khan (ty 1& 1:1 thé tich/thé tich).
Thoi gian oxy hoa 1a 3 phit. T4t ca cac trinh tw duge tong hop véi su loai bo cudi cling

d6i v6i nhém DMT (“loai bé DMT?).

Khi hoan thanh quy trinh téng hop pha ran, oligoribonucleotit dugc phan tach ra
khéi chit nén rin va duogc khir bao vé trong cac dia 96 16 sau bit kin st dung 200uL
chat phan tmg Metylamin Nudc & 60°C trong 20 phit. Dbi voi cac trinh tw chira cic
gbc 2’ ribo (2°-OH) ma duge bao vé bang nhém tert-butyl dimetyl silyl (TBDMS),
budc thir hai khir bao vé dugc thuc hién biang cach sir dung chét phan ing TEA.3HF
(trietylamin trihydro florua). B6 sung vao dung dich khir bio vé metylamin: 200ul

dimetyl sulfoxit (DMSO) va 300ul chit phan ing TEA.3HF va dung dich nay dugc u
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thém 20 phut & 60°C. Cubi bude phéan tach va khir bao vé, dia tong hop duge cho phép
dé dén nhiét do trong phong va duoc két tia bang cach bo sung ImL hdn hop axetontil:
etanol (9:1). Cac dia duogc lam lanh ¢ -80 C trong 2 gio, dich ndi duoc gan ra mot cach
cén than véi sy hd tro cta pipet nhiéu kénh. Vién cin oligonucleotit dugc téi tao huyén
phu trong dung dich dém NaOAc 20mM va dugc khir mudi st dung cot loai trir theo
kich ¢& 5 mLL HiTrap® (GE Healthcare) trén hé tinh ché AKTA® dugc lap bd 14y mau
tur dong A905 va bd thu gom phan doan Frac 950. Cac mau da khtr mudi duoc thu gom
trong cac dia 96 15. Cac mau tir mdi trinh tu dugc phén tich bing LC-MS dé xac nhan
tinh tvong déng, UV (260 nm) dé dinh lugng va phan tich tap hop céc mau dugc chon
bang cach sic ky IEX dé xac dinh do tinh khiét.

Viéc u cac s¢i don PD-L1 duoc thuc hién trén robot xir ly chét l6ng Tecan®.
Hbn hop ding mol ciia sgi don c6 nghia va s¢i don d6i nghia duoc két hop va duogc
trong cac dia 96 15. Sau khi két hop cac soi don bd trg ndy, dia 96 16 dugc bit chit va
dugc gia nhiét trong 10 ¢ 100°C trong 10 phut va dé tir tir dén nhiét do trong phong
trong thoi gian 2-3 gib. Nbng d6 ciia mdi bd doi duge chuan hoéa dén 10uM trong 1X

PBS.
Vi du 2 - Sang loc in vitro:
Nubi cdy té bao va cac plasmit/cac chuyén nhiém cho thit nghiém Dual-Glo®:

Céc té bao Cos7 (ATCC®, Manassas, VA) dugc nudi cdy dén gin mirc hop
dong & 37°C trong khi quyén 5% CO, trong mdi truong DMEM (ATCC®) duge bo
sung 10% FBS, trude khi dugce gidi phong ra khoi dia bang céch trypsin hoa. Trinh tu
tham chiéu CD274 hoan toan cta ngudi (NM_001267706.1) duoc tach dong vao vecto
luciferaza kép psiCHECK2™ sir dung ba céu tric v6i cac doan chén c6 chiéu dai xép
xy 750bp, 1,4kb, va 1,4kb (SEQ ID NO: 11-13). Céc plasmit luciferaza kép duoc dong
chuyén nhiém véi siARN vao 15x10° té bao st dung Lipofectamine™ 2000
(Invitrogen™, Carlsbad CA. cat # 11668-019). Pdi v6i mdi 18 cla dia 96 15, 0,2ul
Lipofectamine™ duogc bd sung vao 10ng vecto plasmit va siARN trong 14,8ul Opti-
MEM® va dugc dé tao phtc & nhiét do trong phong trong 15 phut. Sau d6 hdn hop nay

duogc bd sung va cac té bao da duge tai tao huyén phu trong 80ul moi truong hoan toan
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m6i. Cac té bao duogc u trong 48 gid trude khi luciferaza duge do. C4c thi nghiém lidu

don dugc thuc hién ¢ ndng do soi kép cudi ciing 12 10nM va 0,1nM.
Thir nghiém Dual-Glo® Luciferaza

48 gidr sau khi cdc siARN duge chuyén nhiém, Firefly (d6i chimg chuyén nhiém)
va Renilla (dwoc dung hop véi trinh ty dich PD-L1 trong 3° UTR) luciferaza duoc do.
Dau tién, moi truong duge loai bo khoi té bao. Sau do hoat tinh Firefly luciferaza dugc
do bang cach bd sung 75ul chét phan tmg Dual-Glo® Luciferaza bing v6i thé tich moi
treong nudi cdy vao mdi 16 va tron. Hon hop duge u & nhiét d6 trong phong trong thoi
gian 30 phut trudc khi cuong dd phat quang (500nm) dwoc do trén Spectramax®
(Molecular Devices®) dé phat hién tin hiéu Firefly luciferaza. Hoat tinh Renilla
luciferaza dugc do bang cach bd sung 75ul chat phan tng Dual-Glo® Stop & Glo® &
nhiét do trong phong vao mdi 16 va céac dia dugc u trong 10-15 phut trude khi cuong do
phat quang dugc do lai 14n nita dé xac dinh tin hiéu Renilla luciferaza. Chét phan ung
Dual-Glo® Stop & Glo® dép tit tin hiéu Firefly luciferaza va cuong do phat quang duy
tri d61 voi phan ung Renilla luciferaza. Hoat tinh siARN dugc x4c dinh bang cach
chuin hoa tin hiéu Renilla (PD-L1) thanh tin hiéu Firefly (d6i chimg) trong mdi 16.
Cuong do hoat tinh siARN sau d6 duoc danh gia so v6i cac té bao ma duoc chuyén
nhiém véi vecto twong tu nhung khong duge xtt ly voi siARN hodc duge xur ly voi
siARN khong hudng dich. T4t ca cac chuyén nhiém dugc lap lai ba lan.

Nu6i cdy va chuyén nhiém té bao dbi v6i gPCR:

Céac té bao caxinom rudt két cia ngudi RKO (ATCC®, Manassas, VA) dugc
nuoi céy dén gf?m muc hgp dong & 37°C trong khi quyén 5% CO; trong EMEM
(ATCC®) duge bd sung 10% FBS, trude khi dwoc giai phong ra khéi dia bang cach
trypsin hoa.

Céc té bao duoc chuyén nhiém bing cich bd sung 4,9ul Opti-MEM cdng véi
0,1pl Lipofectamine™ RNAiMax trén méi 16 (Invitrogen™, Carlsbad CA. cat # 13778-
150) vao 5ul cac sgi kép siARN trén mdi 16 vao dia 384 16 va u & nhiét do trong phong
trong thoi gian 15 phit. Sau d6 40ul DMEM chtra ~5 x10° té bao dugc bd sung vao hdn
hop siARN. Céc té bao dugc 0 trong 24 gid trude khi tinh ché ARN. Céc thir nghiém

lidu don dwogc thuc hién & ndng d6 soi kép cudi cing 1a 10nM va 0,1nM.
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Phan tach ARN toan bd su dung kit phan tich mARN DYNABEADS®:

ARN dugc phén tach bang cach st dung phuong thitc tw dong trén platform
BioTek-EL406 st dung DYNABEADs® (Invitrogen™, cat#61012). Ngan gon 13, 50ul
dung dich dém phén giai/gan két va 25ul dung dich dém phan giai chtra 3ul hat c6 tir
tinh dwoc bd sung dia véi cac té bao. Cac dia duoc U trén may lic dién tir trong 10 phut
& nhiét do trong phong va sau d6 cac hat c6 tir tinh duoc giir lai va dich ndi dugc loai
ra. Sau d6 ARN lién két v6i hat duogc rira 2 14n bang 150pu] dung dich dém rira A va mot
1an bang dung dich dém rira B. Sau d6 cac hat dugc rira bang 1501 dung dich dém rira

giai, duoc tai gitt lai va dich nodi dugc loai ra.

Téng hop cADN st dung kit phién ma nguoc cADN dung luong cao ABI™ (Applied
Biosystems®, Foster City, CA, Cat #4368813):

Mudi ul hdn hop chii chira 1pl dung dich dém 10X, 0,4ul 25X dNTPs, 1pl 10x
doan moi ngﬁu nhién, 0,5ul Transcriptaza nghich dao, 0,5pul chét e ché RNase va 6,6 ul
H>0 trén mdi phan tmg dwoc bd sung vao ARN duge phén tach trén ddy. Cac dia dugc
bit kin, tron, va 0 trong mdy lac dién tir trong 10 phit & nhiét d6 trong phong, sau do 1a

khoang 2 gio & 37°C. Sau do céac dia dugc i & 81°C trong 5 phut.
PCR thoi gian thyuc:

Hai pl cADN duoc bd sung vao hdn hop chii chira 0,5ul miu do GAPDH
TagMan® (Hs99999905), 0,5ul miu do CD274 (Hs01125301_m1, CD274) va 5ul hdn
hop chii mau do Lightcycler® 480 (Roche Cat # 04887301001) trén 16 trong dia 384 16
(Roche cat # 04887301001). PCR thoi gian thuc dugce thuc hién trong hé PCR thoi gian
thuc LightCycler®480 (Roche) sir dung thir nghiém AACHRQ). Mbi sgi kép dugc thir
nghiém trong bén qua trinh chuyén nhiém doc 1ap.

Dé tinh sy thay dbi sb 14n twrong ddi, sb liéu thoi gian thuc dugc phan tich bang
céch sir dung phuong phap AACt va dugc chudn héa ddi véi cac thir nghiém dwgc thuc
hién trong céc té bao dugc chuyén nhiém béng 10nM AD-1955, hodc cac té bao duoc

chuyén nhiém gia.
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Bang 2. Chit viét tat ciia cdc monome nucleotit dugc st dung trong viéc thé hi€n trinh
tu axit nucleic. Can hi€u rang cac monome nay, néu c6 mat trong oligonucleotit, dugc

lién két v6i nhau bang cac lién két 5'-3'-phosphodieste.

Chir viét tat | (Céc) Nucleotit

A Adenosin-3’-phosphat

Af 2’-floadenosin-3’-phosphat

Afs 2’-floadenosin-3’-phosphorothioat

As adenosin-3’-phosphorothioat

C cytidin-3’-phosphat

Cf 2’-flocytidin-3’-phosphat

Cfs 2’-flocytidin-3’-phosphorothioat

Cs cytidin-3’-phosphorothioat

G guanosin-3’-phosphat

Gf 2’-floguanosin-3’-phosphat

Gfs 2’-floguanosin-3’-phosphorothioat

Gs guanosin-3’-phosphorothioat

T 5’-metyluridin-3’-phosphat

Tf 2’-flo-5-metyluridin-3’-phosphat

Tfs 2’-flo-5-metyluridin-3’-phosphorothioat
Ts 5-metyluridin-3’-phosphorothioat

U Uridin-3’-phosphat

Uf 2’-flouridin-3’-phosphat

Ufs 2’-flouridin -3’-phosphorothioat

Us uridin -3’-phosphorothioat

N Nucleotit bat ky (G, A, C, T hodc U)
a 2'-O-metyladenosin-3’-phosphat

as 2'-O-metyladenosin-3’- phosphorothioat
c 2'-O-metylcytidin-3’-phosphat

cs 2'-O-metylcytidin-3’- phosphorothioat
g 2'-O-metylguanosin-3’-phosphat
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Chit viét tait | (Céac) Nucleotit

gs 2'-O-metylguanosin-3’- phosphorothioat

t 2’-O-metyl-5-metyluridin-3’-phosphat

ts 2’-0O-metyl-5-metyluridin-3’-phosphorothioat

u 2'-O-metyluridin-3’-phosphat

us 2'-O-metyluridin-3’-phosphorothioat

S Lién két phosphorothioat

L96 N-[tris(GalNAc-alkyl)-amidodecanoyl)]-4-hydroxyprolinol Hyp-
(GalNAc-alkyl)3

dT 2"-deoxythymidin-3"-phosphat

dC 2"-deoxycytidin-3"-phosphat

Y44 ADN mit mdt bazo nghich dao (2-hydroxymetyl-tetrahydrofuran-5-
phosphat)

(Tgn) Axit thymidin-glycol nucleic (GNA) chat dong phan S

P Phosphat

VP Vinyl-phosphat

(Aam) 2"-O-(N-metylaxetamit)adenosin-3"-phosphat

-167-




36534

€€ | $Se-€€€ | NNOOHVVVVOHNNVIVINHONIDNN -V | €| $SE€-SE€€ | VVIDVIIVOHNOHNVVINNNNDD V| -av
£3 SESSEl | 0€ PESSET | LTILY
pSe-€€€ | NNOOHVVVVHNNVIVONDDNIONN -V pSE-$€€ | VVODVIOVDHNONVYINNNNDD V| -av

6T [8SSET | 8T 0LSSET | ¥S9L9
€6€-7€€ | DNNOOHVVVYDHNNYIVINDONION -V €SE-¥€€ | VOOVIOVDHNOHNVVINNNNIOV V| -av

LT 1LSSET | 9T 0LSSET | ¥¥9L9
€6€-7€€ | DNNDOHVVVVHNNVIVONDHDHNION -V €5E-¥€€ | VODVIOVOHNOHNVVINNNNIDY V| -av

ST 1SSSET | +T 0SSSET | ¥€9L9
€6€-7€€ | DNNDOHVYVVYDHNNVIVINDDNION -V €5€-¥E€ | VODVIOVDHNONYVINNNNIOV V| -av

€T 9LSSET | T 09SSET | 6V9L9
15€-0€€ | DNDNNDOVVVVHNNYIVONDONN -V 1$€-2€€ | VVOOVOHNOHNYVYINNNNIOVVD V| -av

1T 19SS€T | 0T 09SSET | 6£9L9
1$€-0€€ | DNONNOOHVVVVOHNNYIVINDONN -V 1$€-2€€ | VVOOVDHNDHNVVINNNNIOVYD V| -av

61 1¥SSET | 81 0FSSEL | 0€9L9
1$€-0€€ | DNONNIDOVVVVDHNNYIVINDONN -V [S€-7€€ | VVOOVDHNDHNVVINNNNIOVYD V| -av

I eIysu I elysu

:dl Ods 10p a1 ods 0o | doy

al Suon 03110 ail 3uon 03110 10S
ods | A eIySu 19p A YULIL, WL| OIS || A eIYSU 00 1) YULIL, UL | UL
1'T-Ad 999 108 NIV B0 UQ1q 180 90np SUQUy eIySU 00 BA BIYSU 1P 10S 1) ULN 08)) "¢ Fueq

-168-



36534

6¥ | 0¥9-619 | NVNONDHNVVVIINIDININOIVAN V| 8% | 0v9-179 | VVNOIVOVOHOVOHONNNVIVIV V| -av
Ly 6€SSEL | 9 8ESSET | 6T9L9
0¥9-619 | NVNONDHNVVVIINIININDHIVNN -V 0¥9-129 | VVNDOVOVOHOVOHONNNVIVIV V| -av

St 6LSSEL |t 99SGET | TSIL9
6£9-819 | DNVNONDHNVVVIINIININDIVN -V 6£9-079 | VNOHIVHVYHOHVYOHOHNNNVIVOVN V| -av

3% L9SSEL | T 99SS€ET | THILY
6£9-819 | DNVNOHNDNVVVIINIININOIVN -V 6£9-029 | VNDOVHVYHOVHDHNNNVIVIVN V| -av

187 LYSSEL | OF 9¥SSEL | TEILY
6£€9-819 | DNVNONDHNVVVIINIININDIVN -V 6£9-029 | VNOOVOHVYDHOVHOHNNNVIVIVN V| -av

6€ L8SSET |  8€ 98GS€ET | LSILY
067-69% | DYHDHNNNVINNNIINOVONOVVYN -y 06v-1L | VNNOVINIVOOVVVONVVYVID V| -av

LE 16SS€1 | 9€ 06SSET | 859L9
TLE-1SE | NDDHNDHNDHVININNYOHNNONONNN -V TLE-€SE | VVVIVOVVINVVOVONIVIOVD V| -av

g€ €LSSET | € ¥SSSEL | 9¥9L9
¥SE-€£€ | NNDOHVVVVDHNNVIVINDHOHNOONN -V pSE-6E€ | VVODVOOVOHNDHNVYINNNNID V| -av
§SSSel VSSSET | 9€9L9

I eIysu I eIysu

:dl OdsS 10p a1 ods 03|  doy

ail guon 03110 ai Suon 03110 10S
Ods |1 1A elySu 10p ) YuII, Ul | OdS | A eIYSU 00 M) YULIL, WL | WL

-169-



36534

¢9 -€601 | VVVVDDVNVVVIVVVVINIVDVI V| ¥9 -6601 | VNDNOHVYOHNNNNVANAVAIIN -v| -av
€9 VIl 14933! 9 vILI 8VSSEl | £€€9L9
-¢601 | VVVVDDVNVVVAVVVVIDVOV(L -V -G601 | VNDNHVYOHNNNNAVANNVAIINN V| -av
19 6095¢1 09 809S¢1 | S99L9
L669L6 | DDVNNVVVINIIIVDNIVVDDVI v | L66-8L6 | VN1DDONNDVINDDDOVONNNVVI] v| -av
65 [€96¢€1 8¢ 0€96¢€1 | SLI9L9
L98-9%8 | DDDNONDDOVVOINVNOVVVONNNV 4 L98-8Y8 | NVVVDNNNDVIVDINIIVOVD V| -av
LS 8LSSE 9¢ YOSSET | 1S9L9
[¥9-029 | VNONDNVVVIINIDNDNDOVINY 4 [79-C29 | NVVNDIVOVDODVODNNNVOVDI V| -av
98 cogsel 125 Y9SSEl | 1¥9L9
1¥9-029 | VNONDNVVVIDNIDNDNDIVINY 4 1¥9-TC9 | NVVNODIVOHVODVODNNNVIVI -v| -av
€S 929%3! (43 PrSeel | 1€9L9
[79-029 | VNOHNOHNVVVIINIDNINODIVINY -V 179-C29 | NVVNDIVOHVOHDVDODNNNVIVD V| -av
IS SLSSE 0¢ 86SSEl | 8¥9L9
079-619 | NVNDNDNVVVIINIDNDNDIOVN 4 0¥9-179 | VVNDOVDVDHDOVDOHDNNNVIVIV V| -av
6655¢1 86GSEl | 8€9L9

I ely3u I ely3u
:dr 0ds 10p :ar ods 00| doy
al Suon 03110 al 3uon 03110 10S
ods [ IA BIYSU 10p 11} YULIL, WL | OFS |1 1A BIYSU 00 11} YULIL, UL UL

-170-



36534

18 -1€€1 | DNOHOHVVVAVVVNNOOONVVNNVN -V | 08| -€€€1 | VAVVNNVIIIVVNNNVNNNID V| -av
6L vIgl L6SSET | 8L pIET 96SSET | 199L9
-€621 | DONNDOHNVYNNNDNVONNNDDIVY -V 6621 | NNDDOVVVINVOVVVNVIOVY V| -av

LL 99C1 119S€1 | 9L 9971 019S€T | 999L9
-SHZ1 | DNOVNAVVVIVNNIOVIOVVIOVN -V -L¥21 | VNODHNNDOHNOHOHYVYNDHNNNVNID V| -av

SL 8811 €€9SET | YL 8811 TE9SEL | 9L9LY
-L911 | NVAVVOVNOVNOINVIVVNDNNVY -V -6911 | NNVVOVNNDNVOHVNOVNONNY -V | -av

€L 8LII S09SET | TL LTI ¥09SET | €99L9
-LS11 | VVVVONNOINVNAVAVYOVNIVNON -V - -6S11 | VOVNOVNONNVNAVAVOVVYONN V| -av

1L SITI LLSSET | OL SITI T9SSET | 0S9L9
601 | VVVDOVAVVVNVYVVINOVOVIV -V -9601 | NONONOYHNNNNVNNNVNIIN V| -ay

69 SIII €96S€T | 89 SITI T9SSET | 09L9
601 | VVVDOVNVVVNVVVVINOVOVIV -V -9601 | NONDNOHVOHNNNNYNNNVNIIN V| -av

L9 pITT 08SSET | 99 pITl 896GET | €59L9
-€601 | VVVVDOVNVVVNVYVVINOVOVN -V -601 | VNONOHVOHNNNNYNNNVNIINN V| -av

anl! 695S€T pIT1 896S€E1 | £¥9L9

I elysu I elysu

:dl Ods 10p a1 ods 03 | doy

al Suon 03110 ail Suon 03110 108
ods | A BIYSU 10p 11} YUIIL, WL|OdS [ A BIYSU 00 1) YuLL], WL | UL

-171-



36534

L6 -6S9C | ODVVVDVOVDOHNNIVAVANNDVVOI V| 96 -199C | VONNDVVVAVADVVINDNINN V| -av
S6 6L9C LO9SET v6 6L9C 909G¢1 | ¥99L9
-859C | DOVVVODVIVONNDVAVINIDVVI] 4 -099C | VNNDVVVNAVNDVVINDNDN]L V| -av
€6 699¢C LT9S¢E1 6 699¢C 979G¢E1 | €L9L9
-879C | VVVOVVVVDVDIDVVVDVIVDINN 4 -069C | VVVvVDONDHNINNNDDNDNNNNDN V| -av
16 19¢¢ | c65sel 06 19¢¢C C6SSET | 6S9L9
-0V | VVODNNNVOVAVIVVINNNIDNN 4 -CYCT | VVODVVVVINDNVADNVVVDD -v| -av
68 [CC GTosel 88 1vCC YToSEl | TLILY
-0CCC | HVVOHVNNNDNVADVOVIDNVVVI -V -CCTC | VNNNVOVADNDVAVOVVVIDN V| -av
L8 yCIcT 12:39%3! 98 vC1C C8SSET | SS9L9
-€01C | HDNVONVVOHNNNNVVONNNNDNVN 4 -S0IT | VAAVOVVVVOINVVVVINNVOI V| -av
c8 €0Ll 679S¢1 78 €0LI 8C9S¢El | ¥LILY
-¢891 | DOHOHNDIONVVINNVOVADNINVI 4 7891 | VOAVDVOVNDNVVDNNVIDDOVD V| -av
€8 6¢S1 er9sel 8 6¢S1 C19GEl | L99L9
-3IS1 | VONDONNDDHNNNDADNVVNINIV 4 -0CS1 | VIDVVNNVDOVIVVVODVVODV V| -av
433! 6196¢1 433! 819S€1 | 699L9

I elysu I ely3u
a1 ods 10p a1 ods 00| doy
al guon 03110 al Suon 03110 108
ods | IA BIYSU 10p ) YULIL, WL | 0dS [ A ely3u 00 M) YU, WL UL

-172-



36534

el -172e | VOVNODHVODNVVANVVVANVN -V | Tl -€CCE | VVVAVVONNVVONVIDNIIVL V| -av
IT1 (4443 LSSSEL | OI1 e 9GGSEl | LEILY
-172¢ | VOVNDDHVOIDNVVINVVVANVN 4 -€CCe | VVVAVVAONNVVANVIDNIOV V| -av
601 (4443 LESSETL | 801 [4443 9¢GS€El | 8C9L9
-172¢€ | VOVNODHVODNVVNNVVVINVN 4 -€CCe | VVVAVVNNNVVINVODAIOVI] V| -dv
LO1 61¢C¢ G8SS¢El | 901 61C¢ ¥8SSEL | 959L9
-361¢€ | VVOVODNVVVINVVIVONDVVVY 4 -002¢ | NNNNDVINDHNNVONNNAVOIDND V| -av
S0l ol1¢ S6SSEL | Y01 1283 Y6SSEL | 099L9
-evI€ | VAVODOVVVVOVOVDNVIVVVON 4 -SYIE | vONNNDAVINOINDNNNNDIOIN V| -av
€0l 9¢le L19SEL | COI 9¢l¢ 919S€1 | 899L9
-CIIE | DVVIOVODIVIOVVIINVVVIVININ 4 -L11E | VDOVVNDNNNVODNNDNDDNDN V| -av
101 (44113 [296¢1 | 001 s0¢ 029S€l | 0L9L9
-1€0€ | VOVVOVVVIVOVONNVVNDNDIN 4 -€€0€ | VODVOIVNNVVDHNOHNDHNNNDNN V| -av
66 I1LT €e9sel 86 I1LT cTosel | 1L9L9
-069C | DVOVNOVVOIOHNNNNVONDNOVVVVY 4 -269C | NNNNVIVINVVVVDIDNNIVAD V| -av
089¢C 6655¢1 089¢C 865S¢€1 | T99L9

I elysu 1 ely3u
:dl 0ds 1op a1 0ds 09 doy
al 3uon 03110 ail 3uon 03110 108
ods [ A BIYSU 19p 1) YUIL, Ul | QdS [ A eLYSU 00 1) YULLL, UL UL

-173-



36534

611 3743 TLSSET | 811 3743 TSSSET | S¥9L9
-7CTe | DOVNDHOHVYOIOHNVYNNVVVNNVINNN -V -¥CC€ | VVVVNAVVNNNVYVNNVIONIOV V| -av

LT1 3743 €SSSET | 9T1 €vee TSSSET | S€9L9
-7CCE | OVNDHOHYOIOHNVYNNYVVNNVANNN -V b€ | VVVVNVVNNNVYVNNVIONIIV V| -av

SI1 €vee €ESSET | P11 3743 TESSET | 9T9L9
-7TCE | DVNDOHVODHNVYVNNVVVNNVNNNN -V -¢CC€ | VVVVNVVNNNVYVNNVIODNIIV V| -av

444 vLSSET [444° 96SSET | LYILY

I eIysu I eIysu

a1 Ods 10p a1 Ods 0o | doy

al Suon 03110 ail Suon 03110 10S
ods | A elySu 1op 1) YulI], Ul | OdS | IA ely3u 00 M) Yuii], LA LA

-174-



36534

Bang 4. S6 liéu CD274 Dual-Glo® Luciferaza va gPCR

S litu duoc bidu hién dudi dang phan trim théng tin con lai so véi ddi chimg khong

hudng dich.

Sb liéu thu nghiém Luc & céc té bao | | ,

S0 liéu gPCR & céc t€ bao RKO

Cos7
Tén Bat dau

10nM | 10nM 0,InM | 0,InM 10nM | 10nM 0,InM | 0,1nM ,
soi chuyén

AVG | STDEV | AVG STDEV | AVG | STDEV | AVG | STDEV N
kép nhiém
AD-

7,6 0,4 17,8 1,2 53,4 |35 63,0 15,2 330
67630
AD-

16,0 |25 62,6 2,8 444 |28 71,7 5,5 330
67639
AD-

12,5 | 1,2 32,0 10,0 70,7 6,9 65,4 11,6 330
67649
AD-

19,7 | 1,6 25,1 1,0 73,7 13,6 78.8 5.8 332
67634
AD-

67,7 |5,5 107,1 3.9 79,4 | 5,1 85.0 4,2 332
67644
AD-

28,1 1,8 65,9 5.2 79,7 4,0 77,6 9.8 332
67654
AD-

12,7 |23 27,1 0,9 52,3 34 67,5 1,9 333
67627
AD-

33,1 |6,0 82,6 5,0 56,0 3,9 67,2 23,7 333
67636
AD-

214 | 1,0 70,3 8.4 62,1 5,7 85,7 4,9 333
67646
AD-

11,7 10,1 16,6 0,8 35,3 5,4 58.4 3,2 351
67658
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SO liéu thir nghiém Luc ¢ cac t€ bao

S6 lidu gPCR & cac té bao RKO

Cos7
Tén Bit dau

10nM | 10nM 0,InM | 0,InM 10nM | 10nM 0,InM | 0,InM ,
sQi chuyen

AVG | STDEV | AVG STDEV | AVG | STDEV | AVG | STDEV »
kép nhiém
AD-

18,7 |3,2 55,0 3,0 53,7 8.4 61,7 15,7 469
67657
AD-

6,0 0,3 10,1 0,8 259 149 29,1 15,5 618
67632
AD-

33,7 | 3,6 79,1 0,7 52,4 |49 85,3 0,6 618
67642
AD-

25,9 159 49,3 0,9 30,6 1,7 75,3 4,0 618
67652
AD-

104 | 0,6 24,9 1,9 23,1 1,9 47,6 4,8 619
67629
AD-

159 |12 79,5 5.1 28,6 |29 68,3 6,7 619
67638
AD-

13,6 | 1,2 35,4 5,3 189 4,3 62,6 7,0 619
67648
AD-

6,8 1,0 11,4 0,8 18,5 2,8 42,9 1,2 620
67631
AD-

19,2 |32 61,2 9,4 67,3 8,7 62,3 11,4 620
67641
AD-

152 (09 48,5 1,1 453 5,9 81,8 7,6 620
67651
AD-

18,5 | 1,1 30,7 4,2 444 14,8 58,6 8.6 846
67675
AD-

299 | 1,1 34,3 2,8 36,4 | 2,0 54,0 4.4 976
67665
AD-

7,4 0,8 23,2 1,0 42.5 4,9 55,3 26,1 1093
67633
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S6 liéu thir nghiém Luc & cac t€ bao

S6 liéu gPCR & céc té bao RKO

Cos7
Tén ” Biat dau

10nM | 10nM 0,InM | 0,InM 10nM | 10nM | 0,1nM | 0,1nM )
soi chuyén

AVG | STDEV | AVG |STDEV | AVG |STDEV | AVG | STDEV -
kép nhiem
AD-

9,2 0,5 57,4 4,1 32,7 1,9 71,5 5,5 1093
67643
AD-

7,7 0,1 16,2 1,2 22,0 |1,8 59,5 4,8 1093
67653
AD-

6,7 0,5 31,8 22 184 |44 45,1 14,4 1094
67640
AD-

7,3 0,7 17,3 2,3 22,0 | 1,7 45,6 3,2 1094
67650
AD-

13,2 |22 33,8 3,3 35,7 |26 46,5 2,7 1157
67663
AD-

10,4 | 1,2 27,7 3,1 34,7 |43 51,8 4.4 1167
67676
AD-

9,3 0,6 14,7 1,8 47,5 | 4,7 63,4 6,5 1245
67666
AD-

9,9 0,6 21,1 1,1 37,1 2,0 48,9 3,1 1293
67661
AD-

254 |42 51,9 5,8 52,0 3.3 73,3 12,0 1331
67669
AD-

15,8 | 4,0 31,4 1,0 358 103 51,0 3,7 1518
67667
AD-

13,8 |27 21,3 3,9 43,1 10,8 61,2 15,1 1682
67674
AD-

5,8 1,5 20,5 3,2 232 |34 40,2 3,7 2103
67655
AD-

5,7 0,3 13,5 0,5 36,1 9,0 52,5 2,6 2220
67672
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S6 liéu thir nghiém Luc & céc té bao

S6 litu gPCR & céc té bao RKO

Cos7
Tén Bat dau

10nM | 10nM 0,InM | 0,1nM 10nM | 10nM 0,1nM | 0,InM )
soi chuyén

AVG | STDEV | AVG STDEV | AVG | STDEV | AVG | STDEV N
kép nhiem
AD-

12,0 | 1,8 24,3 4,3 328 |24 54,0 5,5 2240
67659
AD-

8,1 0,5 44,0 5,0 33,2 1,4 58,8 8,6 2648
67673
AD-

10,1 |04 20,1 4,9 37,3 2,9 48,2 3,1 2658
67664
AD-

14,6 10,9 25,9 0,6 28,6 1,8 40,3 3,0 2659
67662
AD-

5,8 1,0 32,2 7,4 49,1 2,0 65,0 3,5 2690
67671
AD- .

9,6 0,6 28,7 3,5 41,0 |20 63,6 3,5 3031
67670 :
AD-

15,7 |3,2 30,7 6,3 424 |72 62,8 2,2 3115
67668
AD-

4,9 0,6 17,1 2,7 292 |20 53,5 1,7 3143
67660
AD-

6,1 1,0 6,6 0,7 279 16,6 36,0 7,0 3198
67656
AD-

11,6 |03 26,8 3,7 38,8 | 4,7 53,1 8.4 3221
67628
AD-

8,8 0,6 24,6 42 26,9 0,7 45,5 7,8 3221
67637
AD-

9,1 0,6 23,7 4.1 25,2 1,3 47,3 2,2 3221
67647
AD-

7,3 0,6 7,7 0,4 29,1 8.9 26,5 9,4 3222
67626
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S6 liéu thir nghiém Luc ¢ cac té bao

S6 liéu qPCR & céc té bao RKO

Cos7
Tén Bit dau

10nM | 10nM 0,InM | 0,1nM 10nM | 10nM 0,1InM | 0,1nM ,
soi chuyén

AVG | STDEV | AVG STDEV | AVG | STDEV | AVG | STDEV N
kép nhiem
AD-

9,3 1,0 28,2 4,4 26,3 3,0 49,7 4.8 3222
67635
AD-

9,2 1,0 44,7 7,2 29,0 1,5 57,8 5,0 3222
67645 ‘
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Cac phuong an tuong duong

Ngudi 6 hidu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat s& nhan ra rang, hodc c6 kha
niang biét chic ring bing cach sir dung khong nhiéu hon thir nghiém thong thuong, c6
nhiéu phwong 4n twong duwong véi cac phuong an cu thé va phuwong phap md ta & day.
Cac phuong 4n twong duong nhu vay duge du dinh dugc bao ham bodi pham vi cua yéu

cau bao ho kém theo.
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YEU CAU BAO HO
1. Téc nhan axit ribonucleic soi kép (dsARNi) dé e ché su biéu hién ctia phéi tir 1 gay
chét t& bao theo chuong trinh 1 (programmed cell death 1 ligan 1 - PD-L1), trong d6 tac
nhan dsARNi da néu bao gém mot sgi c6 nghia va mot soi dbi nghia, trong do6 soi co
nghia dd néu bao gém it nhat 15 nucleotit lién k& khac nhau boi khong nhiéu hon 3
nucleotit tir cac nucleotit bat ky trong sé cac nucleotit 3222-3243 cua trinh ty nucleotit
SEQ ID NO:1 va soi ddi nghia da néu bao gdm it nhit 15 nucleotit lién k& khac nhau boi
khong nhiéu hon 3 nucleotit tir phﬁn bd tro cua trinh ty nucleotit SEQ ID NO:2,
trong d6 vé co ban toan bd nucleotit cua sgi c6 nghia di néu va vé co ban toan bd
nucleotit ciia soi dbi nghia di néu bao gdm céc cai bién nucleotit, va
trong d6 sgi c6 nghia d4 néu duoc tiép hop vé6i din xuat N-axetyl-galactosamin (GaINAc)
dwoc gin & dau tan cling 3'.
2. Tac nhan dsARNi theo diém 1, trong dé:
(a) soi c6 nghia bao gom 5-ACCUGCAUUAAUUUAAUAAAA-3' (SEQ ID NO:116)

va soi déi nghia bao gébm 5'—UUUUAUUAAAUUAAUGCAGGUAC-3' (SEQ ID
NO:117); hodc

(b) soi c6 nghia bao gdm 5—UACCUGCAUUAAUUUAAUAAA-3' (SEQ IDNO:110)
va soi d6i nghia da néu bao gdm 5—UUUAUUAAAUUAAUGCAGGUACA-3' (SEQ
ID NO:111).

3. T4c nhan dsARNi theo diém 1, trong d6:

(a) soi c6 nghia bao gdm 5'-ascscugcAfuUfAfA fuuuaauaaaal.96-3' (SEQ IDNO:218) va
soi d6i nghia bao gdm 5'-usUfsuuaUfuAfAfaunaAfuGfeaggusasc-3' (SEQ ID NO:219);

(b) soi ¢6 nghia bao gdbm 5'-ascscugcAfuUfAfA fuuuaauaaaal.96-3' (SEQ IDNO:220) va
soi d6i nghia di néu bao gdbm 5'—UfsUfsuuaUfuAfAfauuaA fuGfeaggusasc-3' (SEQ ID
NO:221);
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(¢) soi c6 nghia bao gdm 5'-usasccugCfaUfUfA fauuuaauaaal .96-3' (SEQ IDNO:212) va
soi d6i nghia d3 néu bao gdm 5'-usUfsuauUfaAfAfuuaaUfgCfagguascsa-3' (SEQ ID
NO:213); hoac

(d) soi c6 nghia bao gdm 5'-usasccugCfaUfUfAfauunaauaaal.96-3' (SEQ IDNO:214) va
soi dbi nghia da néu bao gébm 5'—UfsUfsuauUfaAfAfunaaUfgCfagguascsa-3' (SEQ ID
NO:215);

trong d6 a, c, g, va u la 2'-O-metyl (2'-OMe) A, 2'-OMe C, 2'-OMe G, va 2'-OMe U,
twong ung; Af, Cf, Gf, va Uf 1a 2'-flo A, 2'-flo C, 2'-flo G, va 2'-flo U, twong tng; s la
lisn két phosphorothioat; va 196 1a N-[tris(GalNAc-alkyl)-(amidodecanoyl)]-4-
hydroxyprolinol.

4. Tac nhan dsARNi theo diém 1, trong do it nhét mot trong s6 céac cai bién nucleotit da
néu duoc chon tir nhém gdm deoxy-nucleotit, nucleotit deoxy-thymin (dT) dau tin cung
3', nucleotit duwgc cai bién 2'-O-metyl, nucleotit dugc cai bién 2'-flo, nucleotit dwoc cai
bién 2'-deoxy, nucleotit dang khoa, nucleotit dang khong khoa, nucleotit giéi han mat
cach thich Gng, etyl nucleotit khong tw nhién, nucleotit mat mét bazo, nucleotit cai bién
2'-amino, nucleotit cai bién 2'-O-allyl, nucleotit cai bién 2'-C-alkyl, nucleotit ci bién 2'-
hydroxly, nucleotit cai bién 2'-metoxyetyl, nucleotit cai bién 2'-O-alkyl, morpholino
nucleotit, phosphoramidat, nucleotit chira bazo khéng tr nhién, nucleotit cai bién
tetrahydropyran, nucleotit cai bién 1,5-anhydrohexitol, nucleotit cai bién xyclohexenyl,
nucleotit chira nhém phosphorothioat, nucleotit chira nhém metylphosphonat, nucleotit

chira 5'-phosphat, va nucleotit chita nhém gid 5'-phosphat.

5. T4c nhin dsARNi theo diém 1, trong d6 mdi soi c6 chiéu dai khong 16n hon 30

nucleotit.

6. Tac nhan dsARNi theo diém 1, trong do6 it nhat mét soi chira phan nhé ra & dau 3' gom
it nhat 1 nucleotit.

7. Téc nhan dsARNi theo diém 1, trong d6 dan xuat GalNAc la:
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OH
HO
“\ o N R o
HO \/\/\"/ \/\/
AcHN 0
OH
HQ ©
N X N 0
HO w \/\/ \ﬂ/\/
AcHN 0 0 o
OH
HO
O
HO O\/\/\"/N/\/\N o)
H H
AcHN O

8. Tac nhan dsARNi theo diém 7, trong d6 tac nhan dsARNi nay duoc lién hop vé6i dan
xuit GaINAc nhu duoc thé hién trong so dd duéi day:

HO OH
&3\/3 § g O
poery v”v\g \Q
Ho LOH .
' &E&/C‘ § g ‘3\%’&
C O O
Ho JOH
&i{} S ﬁ
HOX - N N O
AcHN \/\/\g%& H

va, trong d6 X bang 0 hozc 1a S.
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9. Tac nhan dsARNi theo diém 8, trong d6 X bang 0.

10. Tac nhan dsARNi theo diém 1, trong d6 cac cai bién nucleotit duoc chon tir nhém
gém LNA, HNA, CeNA, 2'-metoxyetyl, 2'-O-alkyl, 2'-O-allyl, 2'-C- allyl, 2'-flo, 2'-
deoxy, 2'-hydroxyl, va t6 hop ciia ching.

11. Tac nhan dsARNi theo diém 10, trong d6 cac cai bién nucleotit 13 cac cai bién 2'-O-
metyl hodc 2'-flo.

12. T4c nhan dsARNi theo diém 1, trong d6 phdi tir 1a mot hodc nhiéu din xuat GalNAc
dugc gin qua mot doan lién két mach nhanh héa tri hai hodc hoa tri ba.

13. Tac nhan dsARNi theo diém 1, trong d6 tic nhan nay con bao gom it nhit mot lién
két lién nucleotit phosphorothioat hoic metylphosphonat.

14. Tac nhan dsARNi theo diem 1,

trong d6 vé co ban tat ca cac nucleotit ctia soi co nghia di néu bao gom mot cai bién
nucleotit dugc chon tir nhom gém cai bién 2'-O-metyl va cai bién 2'-flo,

trong do6 soi c6 nghia nay chira hai lién két lién nucleotit phosphorothioat & dAu tan cing
5,

trong d6 v& co ban tat ca cac nucleotit cua soi dbi nghia dd néu bao gdom maot cai bién
nucleotit dwgc chon tir nhém gdm cai bién 2'-O-metyl va cai bién 2'-flo, va

trong d6 soi d6i nghia da néu bao gdém hai lién két lién nucleotit phosphorothioat & dau
tan cung 5' va hai lién két lién nucleotit phosphorothioat & dau tan cting 3'.

15. Dugc phém dé trc ché su biéu hién cua gen PD-LI chira tic nhan dsARNi theo diém
1.

16. Duoc phdm theo diém 15, con chira ché pham lipit.

17. Phuong phap in vitro e ché sy biéu hién PD-LI & té bao, trong d6 phwong phap nay
bao gdm bude cho t& bao tiép xic véi tac nhan ARNi soi kép theo diém 1, nho d6 e ché

su biéu hién cia gen PD-LI & té bao nay.
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Danh muc trinh tu

<110> ALNYLAM PHARMACEUTICALS, I

NC.

<120> Tac nhan axit ribonucleic soi kép (dsARNi) d& tic ché sy biéu hién cua
phéi tit 1 gay chét té bao theo chuong trinh 1 (PD-L1) va dugc phldm chita nd

<130>
<140>
<141>

<150>
<151>

<160> 221
<170>
<210> 1

<211> 3349
<212> ADN
<213> Homo

<400> 1
ggcgcaacgc

gctccgcacc
gctgtcttta
caaagaattt
ggctacccca
accaccacca
atcaacacaa
aaccatacag
actcacttgg
ttccgtttaa
tcaaagaagc
cttcaagcag

ggaaggaatg

atggaacctg

ggagggagac

121301-04220

62/213,224
2015-

09-02

sapiens

tgagcagctg
agccgcgctt
tattcatgac
tggttgtgga
aggccgaagt
ccaattccaa
caactaatga
ctgaattggt
taattctggg
gaaaagggag
aaagtgatac
ggattctcaa
ggcccgtggg
gcgaaagcag

cttgatactt

PatentIn version 3.5

gcgcgtcccg
ctgtccgect
ctactggcat
tccagtcacc
catctggaca
gagagaggag
gattttctac
catcccagaa
agccatctta
aatgatggat
acatttggag
cctgtggttt
atgcaggcaa
aggaggagaa

tcaaatgcct

cgcggcccca
gcagggcatt
ttgctgaacg
tctgaacatg
agcagtgacc
aagcttttca
tgcactttta
ctacctctgg
ttatgccttg
gtgaaaaaat
gagacgtaat
aggggttcat
tgtgggactt
tgaagaaaga

gaggggctca
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gttctgcgca
ccagaaagat
ccccatacaa
aactgacatg
atcaagtcct
atgtgaccag
ggagattaga
cacatcctcc
gtgtagcact
gtggcatcca
ccagcattgg
cggggctgag
aaaaggccca
tggagtcaaa

tcgacgcctg

gcttcccgag
gaggatattt
caaaatcaac
tcaggctgag
gagtggtaag
cacactgaga
tcctgaggaa
aaatgaaagg
gacattcatc
agatacaaac
aacttctgat
cgtgacaaga
agcactgaaa

cagggagcct

tgacagggag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900



aaaggatact
cgggttgaga
aatgcctcaa
atgtatgagt
ttgtgaatga
aaacttgctg
tggtctcctc
taggatgtca
ctcaagtgtc
ctacacacat
tacccatcgt
cagacctcag
taagcaattc
ccaggcattg
tataatgagg
aggatgatgc
gtctgggacg
gagaggtcgg
tatttattcc
ttgtttaaca
catgattcaa
caagccattc
ctaaagatag
ctaaatagta
ttcttatata

tgtttctaag

tctgaacaag
atccctaatt
tttgttttct
ttttcctatt
tttcttttga
cttaatgatt
tataactaca
cctttattta
tgtgcagtat
aatctcattt
acagctgagg
actgccaccc
ttttattcaa
aatctacaga
agattaacaa
gaggggaaaa
gttggatata
tacttaaaat
tgatttgcct
gttctgtctt
aattcaaaag
aagtttcctt
tctacatttg
acacattgta
gcagatggaa

ttatctttcc

gagcctccaa
tgagggtcag
gcatgactga
tattttgagt
agatatattg
tgctcacatc
agtatacatt
acccattaat
ctgttccatt
catcgctgta
aagcaaacag
actgtccttt
aaaccattta
tgtgagcaag
gaaaatgtat
cccgagcagt
cttaaacatc
aaccctgaaa
ttgccatata
ttctatttaa
atcccatggg
tccagaagca
gaaatgtatg
tgtctgctgt
tgaatttgaa

catagctttt

36534

gcaaatcatc
ttcctgcaga
gagtctcagt
ctgtgaggtc
tagtagatgt
tagtaaaaca
ggaagcataa
actctggttg
taaatatcag
accaccctgt
attaagtaac
tataatacaa
ttaagtgccc
acaaagtacc
tattacaatt
gttgccaaga
ttaataatca
aataacactg
atctaatgct
atgccactaa
agatggttgg
actgctactg
ttaaaagcac
gtactttgct
gttcccaggg

cattatcttt

-193-

cattgctcat
agtgcccecttt
gttggaacgg
ttcttgtcat
tacaattttg
tggagtattt
agatcaaacc
acctaatctt
ctttacaatt
tgtgataacc
ttgcccaaac
tttacagcta
ttgcaatatc
tgtcctcaag
tagtccagtg
ggaggaaata
gagtaatttt
gaattccttt
tgtttatata
attttaaatt
aaaatctcca
cctttcattc
gtatttttaa
atttttattt
ctgaggatcc

catatgatcc

cctaggaaga
gcctccactc
gacagtattt
gtgagtgtgg
tcgccaaact
gtaaggtgct
gttggt£gca
attctcagac
atgtggtagc
actattattt
cagtaaatag
tattttactt
aatcgctgtg
gagctcatag
tcatagcata
ggccaatgtg
catttacaaa
tctagcatta
gtgtctggta
catacctttc
cttcatcctc
atatgttctt
aatttttttc
attttagtgt
atgccttctt

agtatatgtt

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460



aaatatgtcc
gagtttggat
agtcaatcta
gaacttttgt
atcacatttt
gaaaagcctc
ccctcctaag
tccttteect
tgtcaaggct
tgcatttgta
ggctgagcaa
gttggatttg
agagatgata
aatattctta
tgtttaataa
<210> 2
<211> 3349
<212> ADN
<213> Homo

<400> 2
ttttttaact

agaaaatgga
atgcaggtac
ttacgatgaa
gagttaggac
ctgtaattca

agataacaca

tacatataca
ttgtttatgt
gtcctaaaaa
tttctgcttt
ctttctggaa
attcgttgtg
aggcttcctg
cttggccata
gaagaaacag
cagtaattgg
ggcacatagt
taaggcactt
cctaattctg
tttattttgt

aatgttcagt

sapiens

ttctccactg
catgctggtg
aaaaagtgac
acatgagaca
ttaggaatag
cacaaagaac

aggagctctg

tttagacaac
ttgctcaaaa
gcaatcttat
ctgtcaagta
attccggcag
cttgaaccct
gaggtttcga
ttctggtgtc
tgtctccaac
tgtgacagtg
ctactcagtc
tatccctttt
catttgattg
tacttggtac

ttaacatccc

ggatgttaaa
taccaagtaa
aatcaaatgc
aaagggataa
actgagtaga
actgtcacac

ttggagacac

36534

caccatttgt
ggagacccat
tattaactct
taaacttcac
tgtaccttga
tgaatgccac
gattcagatg
aatgacaagg
agagctcctt
ttctttgtgt
tattcctaag
gtctcatgtt
tcactttttg
accagcatgt

agtggagaaa

ctgaacattt
caaaataaat
agaattaggt
agtgccttac
ctatgtgcct
caattactgt

tgtttcttca

-194-

taagtatttg
gggctctcca
gtatgacaga
tttgatgctg
ctgctagcta
cagctgtcat
ccctgggaga
agtaccttgg
gtgttatctg
gaattacagg
tcctaactcc
tcatcgtaaa
tacctgcatt
ccattttctt

gttaaaaaa

tattaaacac
aagaatattt
atcatctctg
aaatccaaca
tgctcagcca
acaaatgcac

gccttgacat

ctctaggaca
gggtgcactg
atcatgtctg
tacttgcaaa
ccctgtgcca
cactacacag
tcccagagtt
ctttgccaca
tttgtacatg
caagaattgt
tccttgtggat
tggcataggc
aatttaataa

gtttattttg

aaaataaaca
tattaaatta
cctatgccat
ccacaaggag
caattcttgc
atgtacaaac

gtggcaaagc

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3349

60

120

180

240

300

360

420



caaggtactc
ctcccagggce
tgacagctgg
agctagcagt
agcatcaaag
ctgtcataca
ggagagccca
aaatacttaa
gatcatatga
gatcctcagc
aataaaaata
taaaaatacg
aatgaaaggc
ggagattttc
atttaaaatt
atataaacaa
aaggaattcc
aaattactct
atttcctcct
actggactaa
ttgaggacag
atattgcaag
agctgtaaat
tttgggcaag
gttatcacaa

attgtaaagc

cttgtcattg
atctgaatct
tggcattcaa
caaggtacac
tgaagtttat
gagttaataa
tgggtctcct
caaatggtgg
aagataatga
cctgggaact
gcaaagtaca
tgcttttaac
agtagcagtt
caaccatctc
tagtggcatt
gcattagatt
agtgttattt
gattattaag
cttggcaaca
attgtaataa
gtactttgtc
ggcacttaat
tgtattataa
ttacttaatc

cagggtggtt

tgatatttaa

acaccagaat
cgaaacctcc
gggttcaagc
tgccggaatt
acttgacaga
taagattgct
tttgagcaaa
ttgtctaaat
aaagctatgg
tcaaattcat
cagcagacat
atacatttcc
gcttctggaa
ccatgggatc
taaatagaaa
atatggcaaa
ttcagggtta
atgtttaagt
ctgctcgggt
tacattttct
ttgctcacat
aaatggtttt
aaggacagtg
tgtttgcttc
acagcgatga

atggaacaga

36534

atggccaaga
aggaagcctc
acaacgaatg
tccagaaaga
aagcagaaaa
ttttaggact
cataaacaaa
gtatatgtag
gaaagataac
tccatctgcet
acaatgtgtt
aaatgtagac
aggaaacttg
ttttgaattt
agacagaact
ggcaaatcag
ttttaagtac
atatccaacc
tttccecteg
tgttaatctc
ctgtagattc
tgaataaaag
ggtggcagtc
ctcagctgta
aatgagatta

tactgcacag

-195-

gggaaaggaa

ttaggagggce

aggcttttct
aaatgtgatt
caaaagttcc
agattgactc
tccaaactct
gacatattta
ttagaaacaa
atataagaaa
actatttagg
tatctttaga
aatggcttgg
tgaatcatgg
gttaaacaat
gaataaatat
cgacctctct
gtcccagacc
catcatcctt
ctcattatac
aatgcctggc
aattgcttaa
tgaggtctgc
cgatgggtaa
tgtgtgtagg

acacttgagg

actctgggat
tgtgtagtga
ggcacagggt
ttgcaagtac
agacatgatt
agtgcaccct
gtcctagagc
acatatactg
agaaggcatg
cactaaaata
aaaaaaattt
agaacatatg
aggatgaagt
aaaggtatga
accagacact
aatgctagaa
ttgtaaatga
acattggcct
atgctatgac
tatgagctcc
acagcgattg
agtaaaatat
tatttactgg
aataatagtg
ctaccacata

tctgagaata

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980



agattaggtc
gtttgatctt
aatactccat
aaaattgtaa
tgacaagaag
cgttccaaca
aagggcactt
tgagcaatgg
aggcgtcgat
ttgactccat
gggcctttta
tcagccccga
caatgctgga
ggatgccaca
gtgctacacc
gaggatgtgc
ctaatctcct
tggtcacatt
ggacttgatg
atgtcagttc
tgtatggggc
tctttctgga
gcgcagaact
<210> 3

<211> 3566

<212> ADN
<213>

aaccagagta
tatgcttcca
gttttactag
catctactac
acctcacaga
ctgagactct
ctgcaggaac
atgatttgct
gagcccctca
ctttcttcat
agtcccacat
tgaaccccta
ttacgtctcce
ttttttcaca
aaggcataat
cagaggtagt
aaaagtgcag
gaaaagcttc
gtcactgctt
atgttcagag
gttcagcaaa

atgccctgcea

ggggccgege

Mus musculus

ttaatgggtt
atgtatactt
atgtgagcaa
aatatatctt
ctcaaaataa
cagtcatgca
tgaccctcaa
tggaggctcc
ggcatttgaa
tctcctecte
tgcctgcatc
aaccacaggt
tccaaatgtg
tccatcattc
aagatggctc
tctgggatga
tagaaaatct
tcctetetet
gtccagatga
gtgactggat
tgccagtagg
ggcggacaga

gggacgcgcc

36534

aaataaaggt
gtagttatag
atcattaagc
caaaagaaat
ataggaaaaa
gaaaacaaat
attagggatt
ttgttcagaa
agtatcaagg
tgctttcgcecce
ccacgggccce
tgagaatccc
tatcactttg
tccettttet
ccagaattac
ccaattcagc
cattagttgt
tggaattggt
cttcggcctt
ccacaaccaa
tcatgaatat
agcgcggctyg

agctgctcag

-196-

gacatcctat
aggagaccaa
agcaagttta
cattcacaac
ctcatacata
tgaggcattg
ctcaacccgt
gtatcctttc
tctcecctcecca
aggttccatt
attccttcct
tgcttgaaga
cttctttgag
taaacggaag
caagtgagtc
tgtatggttt
tgtgttgatt
ggtggtggtc
ggggtagccc
aattctttgg
aaagacagca
gtgcggagcc

cgttgcgcecc

gcaaccaacg
gcaccttaca
gtttggcgac
cacactcaca
aatactgtcc
agtggaggca
cttcctagga
tccectgtcac
ggctccctgt
ttcagtgctt
cttgtcacgc
tcagaagttc
tttgtatctt
atgaatgtca
ctttcatttg
tcctcaggat
ctcagtgtgc
ttaccactca
tcagcctgac
ttgattttgt
aatatcctca

tcgggaagcect

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3349



<400> 3
tggtccccaa

agcgtttact
gatggagtgc
ggaaaaggaa
gcacagcaac
tgcccttcag
ctacggtggt
caaccagaga
gggttatcca
gagaagtgtc
ggtcaacgcc
aaaccacaca
gactcactgg
cctcttcecttg
aagctcaaaa
gatcgtcgat
gactcaagat
acggacattt
tggattgagg
gtgccgggat
agtctgtgtg
gatcttaaga
caagcaggga
taatctttat
aggtgtcagg

gcaacagcta

gcctcatgcc
atcacggctc
agattccctg
gatgagcaag
ttcaggggga
atcacagacg
gcggactaca
atttccgtgg
gaagctgagg
accacttccc
acagcgaatg
gcggagctga
gtgcttctgg
agaaaacaag
aaccgaaatg
tggcagcttg
ggaacctgag
tttccaggga
gttcctggct
gagagatgga
ttctcacttt
tgtagtcacc
acacagaggt
ttttcagtcc
tatagcactc

acctctgtta

aggctgcact
caaaggactt
tagaacggga
tgattcagtt
gagcctcgcet
tcaagctgca
agcgaatcac
atccagccac
taatctggac
ggacagaggg
atgttttcta
tcatcccaga
gatccatcct
tgagaatgct
atacacaatt
tggtctgtga
ggagagaacc
gacactgcta
tagcagctgg
gtcatgagtg
gggcatgtaa
aaactcaact
cacctgcttg
tcaaggctct
aacatctcat

tcctcacttc

36534

tgcacgtcgce
gtacgtggtg
gctggacctyg
tgtggcagga
gccaaaggac
ggacgcaggc
gctgaaagtc
ttctgagcat
aaacagtgac
gatgcttctc
ctgtacgttt
actgcctgca
gttgttcctc
agatgtggag
cgaggagacg
aagaaagggc
aagaaagtgt
agcaagttgce
tccttgcaca
ttgaagaata
ttatgactgg
gctgcttagce
gtttgacagg
tcgatagcag
ctcattacaa

atagccagga

-197-

gggccagtct
gagtatggca
cttgcgttag
gaggaggacc
cagcttttga
gtttactgct
aatgccccat
gaactaatat
caccaacccg
aatgtgacca
tggagatcac
acacatcctc
attgtagtgt
aaatgtggcg
taagcagtgt
ccatgggaca
tgggagagga
ccatcagtcg
gtgacctttt
agtgccttct
tgaattctga
atcctccgta
ctcttgctgt
ttgttctgta
tagcaaccct

agctgagcga

cctcgectge
gcaacgtcac
tggtgtactg
ttaagcctca
agggaaatgc
gcataatcag
accgcaaaat
gtcaggccga
tgagtgggaa
gcagtctgag
agccagggca
cacagaacag
ccacggtcct
ttgaagatac
tgaaccctct
tgagtccaaa
gcctggaaca
tcttgggaaa
cctctgctca
atttattttg
cgacatgata
actactgata
ctgactcaaa
tcagccttat
catcaccata

ctaagtcact

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560



tgcccacaga
atttgtcgtt
aacatgcctt
ggacatgttt
tagagacact
tccttgccat
ttatttttta
aaaacccttt
cagttgcgta
tcctgagcetce
ctggcagagc
acacacacac
caattcaaac
aaaaacacca
ctactattgt
aagtgtctgt
tctttettte
ccttcettte
atgcattttc
gaatggatct
cactgtctag
cgtactcacc
cccagggtac
gaagcaggcc
cttgctcatt

ctggaaggag

gtatcagctc
aagaaattaa
gtgcactgtg
atgtgtgtta
ggaaagtaac
acagtctctt
aatgtttcta
cctcacaagt
tgtttgtgca
tcattgacca
ctgaaaaacg
accatgtact
acaaatcaac
aaccagctct
ttttgtatat
caatatatat
tttctttett
tttctttett
tgtgctcttc
aaagctcttt
gccagacacc
gagtttgtat
actgagttac
tggagccatt
acaggttctc

cccattagcet

tcagatttct
tttaaaaact
ctggcctctg
aatactcaga
tccagttcat
gttctccatg
tttaaatgat
gtgaaaccct
tgcttttgat
cccagcctag
atgcctagac
catagaccta
agggaattgt
attccctcag
aaatttaccc
tatctctttc
tctttettte
tctttttttc
gcccttttta
gtttctaggt
atgtctgctg
ttggcttgtt
cccagtacca
ttggtttctt
ctttgggaat

ctgtgtgagc

36534

gttcttcagc
gattattgag
agcataaaga
gaaatgttca
tgtctagcat
aagtgtcatg
attgacatct
gagtcttatc
cccagcacta
cctacatggt
acacacacac
agtgcaccct
ctcagaatgg
cctatcctct
aacgacagtt
tttctttectt
ttccttectt
tgtctatctg
tttaatgtat
tttctcccce
cctgaatctg
ctgtgtctga
agggggagcc
ccttgacttc
gtcagcattg

ccttgacagc

-198-

cactgtcctt
tagcattgta
tgtacgccgg
ttaacaagga
tacatttacc
aatcttgttg
gaggcgatag
cctagaaccc
gggaggcagdga
tagctccagg
acacacacac
cctacacatg
tccccaagac
ctactcctte
aatatgtaga
cctttectttce
ccttceccttec
tacctaaatg
ggatatttat
atccttctag
tagacaccat
ttaaagggag
ttgtttgtgt
tctcaaacac
ctccttgact

tactgcctcet

tcaggataga
tatcaatcac
agtaccggtc
gcttgcattt
tcatttgcta
aatagttctt
ctcagttggt
acataaaaaa
ggcaggcaga
cctacaggag
acacacacac
cacacacata
aaagaagaag
ctagaagcaa
atatatatta
tttctttctt
ttccttecett
gttgctcact
gctgcttcca
gcatctctca
ttataaagca
accatgagtc
ctccatggca
agacgcctca
gctggctgcecce

ccttaccaca

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120



ggggcctcta
aaggaggagg
aaggaacagg
accccecggtg
aatgtcttgt
cattttattt
tttgtgttgt
tttaataaat
<210> 4
<211> 3566
<212> ADN

<213>

<400> 4
tttaataaat

aaatttatgg
atggcattaa
cttaaacttc
gtaacagagg
tcactacgta
aagaaagttc
ctaggtaaca
acacagagct
ccaaaggaga
aaccaaaatg
actggggtaa
agccaaatac

agacatggtg

agatactgtt
aacccagaac
ctgggctacg
gaaccccctce
ttgtatgaag
gaaatcttaa
gtataaccat

atttttattt

Mus musculus

aaaaatattt
ttatacacaa
gatttcaaat
atacaaacaa
gggttccacc
gcccagcectg
tgggttcctc
gtatcttaga
aatgggctcc
acctgtaatg
gctccaggcc
ctcagtgtac
aaactcggtg

tctggcctag

acctagaggt
tttcttacag
tagtgagatc
tgttacctgt
tttaagaaaa
tgccatctca
aaattttatt

attaaa

attaaattaa
cacaaaagaa
aaaatgaata
gacattaaca
gggggttcgg
ttccttcagt
ctcctttect
ggcccctgtg
ttccagggca
agcaagtgag
tgcttctgcc
cctggggact
agtacgtgct

acagtgtgag

36534

cttgaggatc
ttttcecttgt
ctgtctcaaa
tcacacaagc
tatcgggttg
tggtgttgga

ttgcatcaga

tgcaatacat
taaagtgcca
aatagaatgt
tgagactcat
ctatgctcgt
cttgacatgt
ccccccagag
gtaaggagag
gccagcagtc
gcgtctgtgt
atggagacac
catggtctcc
ttataaatgg

agatgcctag

-199-

tgtgttctet
tctgtcaéat
ggaaagacga
ttattgatga
ggcaacacat
ttggtgtggc

ttgtcaatgt

tgacaatctg
caccaatcca
gttgcccaac
caataagctt
ctttcctttg
gacagaacaa
aacacagatc
gcagtagctg
aaggagcaat
ttgagagaag
aaacaaggct
ctttaatcag

tgtctacaga

aaggatgggg

ggggggagga

gtcaagactg
gcatagccga
gtctcatgtt
tctatttatt
actttattct

attgcattaa

atgcaaaata
acaccatgag
ccgatatttt
gtgtgaacag
agacaggatc
ggaaaactgt
ctcaagacct
tcaagggctc
gctgacattc
tcaaggaaga
cccececttggt
acacagaaca
ttcaggcagc

gagaaaacct

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3566

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840



agaaacaaag
aagggcgaag
aaaagaaaga
gaaagaaaga
gagataatat
aaatttatat
gggaatagag
ttcecctgttg
tctatgagta
aggcatcgtt
gctgggtggt
aaagcatgca
tttcacactt
tttaaataga
gagaacaaga
actggagtta
agtatttaac
ggccagcaca
tttaaattaa
atctgagagc
tgaggataac
gatgttgagt
ccttgaggac
caggtgacct
gagtttggtyg

atgcccaaag

agctttagat
agcacagaaa
aagaaagaaa
aagaaagaaa
atattgacag
acaaaaacaa
ctggtttggt
atttgtgttt
catggtgtgt
tttcaggctc
caatgagagc
caaacatacg
gtgaggaaag
aacatttaaa
gactgtatgg
ctttccagtg
acacataaac
gtgcacaagg
tttcttaacg
tgatactctg
agaggttagc
gctatacctg
tgaaaaataa
ctgtgttccc
actacatctt

tgagaacaca

ccattctgga
atgcatagtg
ggaaggaagg
gaaagaaaga
acactttaat
tagtagttgc
gtttttcttc
gaattgtatg
gtgtgtgtgt
tgccagctcc
tcaggatctg
caactgtttt
ggttttacca
aaataaaaga
caaggatagc
tctctaaaat
atgtccgacc
catgttgtga
acaaattcta
tgggcaagtyg
tgttgctatg
acacctataa
agattatttg
tgcttgtatc
aagatctatc

cagactcaaa

36534

agcagcataa
agcaaccatt
aaggaaggaa
aagaaagaaa
atatattcta
ttctaggaag
ttctttgtct
tgtgtgcatg
gtgtgtgtgt
tgtaggcctg
cctgcctctg
ttatgtgggt
actgagctat
actattcaac
aaatgaggta
gcaagctcct
ggtactccgg
ttgatataca
tcctgaaagg
acttagtcgc
gtgatgaggg
ggctgataca
agtcagacag
agtagttacg
atgtcgtcag

ataaatagaa

-200-

atatccatac
taggtacaga
ggaaggaagg
gaaaggaaga
catattaact
gagtagagag
tggggaccat
tgtaggaggg
gtgtgtgtgt
gagctaacca
cctccctagt
tctagggata
cgcctcagat
aagattcatg
aatgtaatgc
tgttaatgaa
cgtacatctt
atgctactca
acagtggctg
tcagcttcct
ttgctattgt
gaacaactgc
caagagcctg
gaggatgcta
aattcaccag

ggcacttatt

attaaataaa
tagacagaaa
aaggaagaaa
aagaaagaaa
gtcgttgggt
gataggctga
tctgagacaa
tgcacttagg
gtgtgtgtct
tgtaggctag
gctgggatca
agactcaggg
gtcaatatca
acacttcatg
tagacaatga
catttctctg
tatgctcaga
ataatcagtt
aagaacagaa
ggctatgaag
aatgagatga
tatcgaagag
tcaaaccaag
agcagcagtt
tcataattac

cttcaacact

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400



catgactcca
ctgctaagcc
agtgtctccc
ctctccctcea
agaccacaag
gtgtatcatt
ttctcacttg
tggatcccag
ggatgatcag
aaacatcatt
ctgtccggga
agattacctc
ctggatccac
ttcgcttgta
gcttgacgtc
aggctctccce
gaatcacttg
gttctacagg
cctttggagc
cagcctggca
<210> 5

<211> 3706
<212> ADN

tctctcatcc
aggaaccctc
tggaaaaaat
ggttccatct
ctgccaatcg
tcggtttttt
ttttctcaag
aagcacccag
ctccgctgtg
cgctgtggcg
agtggtgaca
agcttctgga
ggaaattctc
gtccgcacca
tgtgatctga
cctgaagttg
ctcatcttcc
gaatctgcac
cgtgatagta

tgaggcttgg

cggcactgag
aatccatttc
gtccgttgtt
tgagtctttg
acgatcagag
gagcttgtat
aagaggagga
tgagtcctgt
tggttttgcc
ttgaccctca
cttctcttcc
taaccctcgg
tggttgattt
ccgtagctga
agggcagcat
ctgtgctgag
ttttcccagt
tccatcgtga
aacgctgcag

ggacca

<213> Rattus norvegicus

<400> 5

36534

cagaggaaaa
ccaagacgac
ccaggctcct
gactcatgtc
ggttcaacac
cttcaacgcc
ccgtggacac
tctgtggagg
ctggctgtga
gactgctggt
cactcacggg
cctgacatat
tgcggtatgg
ttatgcagca
ttcccttcaa
gcttaaggtc
acaccactaa
cgttgctgcc

gcgaggagac

ggtcactgtyg
tgatgggcaa
ctcccaacac
ccatgggccc
tgcttacgtc
acatttctcc
tacaatgagg
atgtgttgca
tctccaaaac
cacattgaga
ttggtggtca
tagttcatgc
ggcattgact
gtaaacgcct
aagctggtcc
ctcctctect
cgcaagcagg
atactccacc

tggcccgcga

caaggaccag
cttgcttagce
tttcttggtt
tttctttcac
tcctcgaatt
acatctagca
aacaacagga
ggcagttctg
gtacagtaga
agcatcccecct
ctgtttgtcc
tcagaagtgg
ttcagcgtga
gcgtcctgca
tttggcagcg
gccacaaact
tccagctccc
acgtacaagt

cgtgcaagtg

tctttgctac ggataagacc aggaaatcgc cctccccagc ctccagcecag gctgcagcta

cgcgacttgc cagtctcctc gcctacaggt aagtctcaaa ccatgaggat atttgctgtc

cttatagtca cagcctgcag tcacgtgcta gcggcattta ccatcacagc tccaaaggac

-201-

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3566

60

120

180



ctgtacgtgg
aaattggacc
tttgtggagg
ttgccaaagg
caggacgcag
acattgaaag
acttctgagc
acaaacagtg
gagaagcttc
cactgtacgt
gaactgcctg
cttttgttcc
ctagatgtgg
ttcgaggaga
ggtctgtgaa
aggagaagag
gagacactgc
ttttaacagc
cagagtcaca
ctgtgggcat
aactgctgct
gttcgtttga
tctgcagtag
aacatcttat
gccaagacgc

tttcagacac

tggagtatgg
tgcttgcctt
gagaggagga
accagctttt
gtgtctactg
tcaacgctcc
atgaactaat
accaccagtc
tcaacgtgac
tctggagagt
taccacgtct
tcatcgtggg
aaaaatgcgg
cgtaagcagt
agaaagggcc
aacaaagaaa
taagcaagtt
tggtcctcgce
agtgttgaag
gtggttatga
tagcatcctc
cgggctcttg
tagttgttct
ttcatcacca
tgagtgtctg

tgtcctttca

cagcaatgtc
agtggtgtac
cctgaagcct
gaaggggaac
ctgcatgatc
ataccgcaaa
gtgccaggct
cctgagtggg
cagcgttctg
acactcaggg
cccacataac
gttcaccgtc
cttcgaagat
gttgaaccct
cgtgggacat
gtgttggaag
acccatcagt
acaagtgacc
tgtgagtgcc
ctagtgacat
tgtaactact
ctgtccgact
ctttaaatat
tggcaaccct
agtaacttga

ggatagaatt

36534

acgatggaat
tgggaaaagg
caacacagca
gcggtgcttce
agctatggtg
atcaaccaaa
gagggttacc
gaaacaactg
agggtcaacg
gagaaccaca
aggacacact
ttcttctget
agaaattcaa
ctgagcctcg
gggtccaggg
aggagcctgg
catctcgggc
tttctctcta
ttctatttac
aataggcgtt
ggcacaagca
tgagtaatct
ctgctttaca
catactaacc
ccacaaaatg

tgtagctaag

-202-

gcagattccc
aagacaagga
gcttcagggg
agatcacaga
gagcggacta
gaatttccat
cagaagccga
tcaccacttc
caacagctaa
cggctgaact
gggtactcct
tgagaaaaca
agaaccgaaa
aggcgggatt
actcaaaaat
gacgaaagac
aataagttga
cccagtgcect
ttccagtccg
aaaatgcagt
ggaaacgtgg
tcattctcag
agtgttgggt
tctgtcatac
acagctatca

aatttaataa

agtagaacag
agttattcag
gagagccttc
tgtcaagctg
caagcgaatc
ggatccagcc
agtgatctgg
ccagactgag
tgatgttttc
gatcatccca
gggatccgtc
agtgagaatg
tgatacacag
ggcagcttgt
ggaaccggag
atttctacag
gggttcctca
ggatgagagg
tgtgttcttg
caccaaactc
aggtcacatg
gcctcaaggt
actatactca
tcccectteata
gatttctatt

taaaaaaaaa

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740



accccgctta
cagagaagga
tgctcattaa
atttacctct
cttgttgagt
agctcagttg
acataaaaaa
caggcagatc
ctgagaaaca
atacacctaa
acaaaaaaaa
ccagaagcaa
aatctttgtt
tatccatcca
tgtctatcta
tggtatagga
cttatgctgce
ttctttccca
tctgtagaca
catgggtccc
gcagaagcaa
gctctaatta
gtgccctgga
tcatagacac
gaggagggga

ggctgaagaa

ttaggcactt
agccagagtg
catggagtct
aatctgttat
agttcttttt
gtagaattct
cagttgcgta
tctagctctc
tgtctacaca
gtggactctc
aataaaccaa
ctgctattgt
aaagtatgtc
tccatccatc
cctatctacc
aaactgtacg
ttccagactg
tccctctagg
tcatttataa
cagggtcact
atctggggcc
cttattacag
aaagcccgtt
tgtttcctgg
gggggagccc

agagcctggg

ccacaccaca
ccggtcggat
gcattttaaa
ccctgccaaa
ttttttttte
ttccttacaa
tatctgtgca
accgatcagc
cacacacata
ttagtgaaca
actagctcta
ttttgcacat
tgtctgtctg
catccaccca
tacctacata
ttttctatgce
atctaaagat
cacctctcac
agtgtgtact
gagtcaaccc
atttctgttt
gttgtccctg
agctctgtgt
agggtttgag
agaactttgt

tatgttggcg

36534

ccatgccttyg
ttgcttatgt
gacactctcc
caatctcatg
tatttaaatg
gtgggaaacc
tgcttaatcc
cagctccagg
cacactctca
cacatacaat
ttccatcagc
atattttctt
cctgcctgcece
tctgtccatc
cctatcatct
actttgccct
ccataaagag
actgtctagg
caccgagttt
agtaccaagg
cttccttgac
gtaatgtcag
gaacccttaa
atactgtttc
tactattttc

catgtctcca

-203-

tgcactgctc
gtgttcaata
agttctttgt
ttctccatga
atattgacat
ctgttttatc
aagcactagg
tctacaagag
catacatgga
ggtccccaag
ctagccatgc
aaagacagtt
tacctatcta
cgtctgtctg
gtctgtctgt
tttcatttag
aactgcctca
ccagacactt
gtgtctactc
tggagccttg
ttcttttcta
cattgctcct
ggcagctgtc
caaaaggtgt
tttgttttgt

gttgcaggca

tggcctctga
ctcaaatcaa
ctagcattat
agtgtctagt
ctgaggagac
cccagaaccc
gaggcagaga
ctgacagtgc
ccatgtactc
acaaaacaaa
tactcccttc
aatatgtata
cctatctatc
tccatctgtc
ctttcctaaa
tgtattgata
tttctaggtt
gctgcctgta
aaagggaggc
tatctccatg
aaacacagat
agacttctgg
tctccttacc
tcacttgggc

cacatgtcaa

gaggcaggtg

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300



gatctctgtyg
cggttacata
accccttctg
gtatgacgtt
aatcttaatg
ataaccacaa
aagatattat
<210> 6

<211> 3706
<212> ADN

agtttgtggc
gtgagatccc
ttacttgttc
caagaaaaga
ccatctcatg
atggaaattt

ttattaaaaa

cagcctggtce
gtctcaaagg
acacatgttt
tctggttggg
gcattggatt
tattttgtgt

catttgattt

<213> Rattus norvegicus

<400> 6
tttttaaaaa

atacaatgac
aataaagtgc
taaatacaat
cacgagaatc
tgataggcca
tagaattcac
tgcaactgga
aacaaagaaa
cttttggaaa
gctgccttaa
gcaatgctga
aaagaagtca
gctccacctt

agacacaaac

agaaaaaaat
aatcagacac
cataccaatc
gtgttgccca
atcaacaaac
gtctttcctt
tatggagacc
gacatgcgcc
atagtaacaa
cagtatctca
gggttcacac
cattaccagg
aggaagaaac

ggtactgggt

tcggtgagta

caaatgtttt
aaaataaaat
caatgccatg
accagatctt
atgtgtgaac
tgagacggga
aggctggcca
aacataccca
agttctgggc
aaccctccag
agagctaacg
gacaacctgt
agaaatggcc
tgactcagtg

cacactttat

36534

tccatagtga
aaagactggc
gttgatgatt
caacacattg
ggtatggcac
ctgattgtca

ttttecttttt

taataaataa
ttccatttgt
agatggcatt
ttcttgaacg
aagtaacaga
tctcactatg
caaactcaca
ggctctttct
tccecectece
gaaacagtgt
ggcttttcca
aataagtaat
ccagatttgc
accctgggga

aaatgatgtc

-204-

attctaagcc
ctatcagaac
ctcgtgttaa
tatttattca
tttattcttt
ttgtattgca

taaaaa

tatcttatta
ggttatacag
aagattttga
tcatacaaac
aggggtttcé
taaccgagcc
gagatccacc
tcagccttga
ctcctcgecc
ctatgaggta
gggcacccag
tagagcatct
ttctgccatg
cccatggcct

tacagataca

agccagggct
ccccagtgaa
tgtcttgttt
tcttattcaa
tgtgttctgt

ttaatttaat

aattaatgca
aacacaaaag
ataagatgaa
aagacattaa
ctgggggttc
ctggctggct
tgcctctgcec
catgtgacaa
aagtgaacac
aggagagaca
aagtctagga
gtgttttaga
gagatacaag
ccctttgagt

ggcagcaagt

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3706

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900



gtctggccta
gcagttctct
atgaaaaggg
acagacagat
cagacggatg
taggtaggca
gtctttaaga
ggctaggctg
gggaccattg
tgtatgtgag
tgtagacctg
gtgcttggat
aaacagggtt
caatatcatt
ggagaacatg
agaactggag
gaacacacat
agtgcacaag
taaattctta
agctgtcatt
gacagaggtt
aacacttgta
gaatgaagat
gtttcctgct
cattttaacg

ctggaagtaa

gacagtgtga
ttatggatct
caaagtgcat
gataggtatg
gacagatggg
ggcaggcaga
aaatatatgt
atggaataga
tatgtgtgtt
agtgtgtatg
gagctggctg
taagcatgca
tcccacttgt
taaatagaaa
agattgtttg
agtgtcttta
aagcaaatcc
gcatggtgtg
gctacaaatt
ttgtggtcaa
agtatgaggg
aagcagatat
tactcaagtc
tgtgccagta
cctattatgt

atagaaggca

gaggtgccta
ttagatcagt
agaaaacgta
taggtaggta
tggatggatg
cagacagaca
gcaaaaacaa
gctagtttgg
cactaagaga
tgtgtgtgtg
atcggtgaga
cagatatacg
aaggaaagaa
aaaaaaaaaa
gcagggataa
aaatgcagac
gaccggcact
gtgtggaagt
ctatcctgaa
gttactcaga
ttgccatggt
ttaaagagaa
ggacagcaag
gttacagagg
cactagtcat

ctcacacttc

36534

gagggatggg
ctggaagcag
cagttttcct
gataggtaga
gatggatgga
tactttaaca
tagcagttgc
tttatttttt
gtccacttag
tagacatgtt
gctagagatc
caactgtttt
ttctaccaac
agaactactc
cagattagag
tccatgttaa
ctggcttcct
gcctaataag
aggacagtgt
cactcagcgt
gatgaaataa
caactactac
agcccgtcaa
atgctaagca
aaccacatgc

aacacttgtg

-205-

aaagaaaacc
cataagtatc
ataccattta
tagacagaca
tggatagata
aagatttata
ttctgggaag
ttttgttttg
gtgtatgagt
tctcaggcac
tgcctgtctce
ttatgtgggt
tgagctgtct
aacaagacta
gtaaatataa
tgagcattga
tctctgtcag
cggggttttt
ctgaaaaata
cttggctatg
gatgtttgag
tgcagaacct
acgaaccatg
gcagttgagt
ccacagcaag

actctgcctc

tagaaatgag
aatacactaa
ggaaagacag
gatggacaga
gataggtaga
catattaact
ggagtagcat
ttttgtcttg
acatggtcca
tgtcagctct
tgcctcccta
tctggggata
cctcagatgt
gacacttcat
tgctagacaa
tttgagtatt
aggccagagc
tttttattat
gaaatctgat
aagggagtat
tatagtaccc
tgaggcctga
tgacctccac
ttggtgactg
aacacacgga

tcatccaggc

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460



actgggtaga
cttattgccc
ttcgtcccag
ttgagtccct
ccgcctcgag
ggttctttga
ttctcaagca
gtacccagtg
cagccgtgtyg
ctgttgcgtt
tggtgacagt
cttctgggta
aaattctttg
ccgctccacc
tgatctgaag
tgaagctgct
tgtcttcctt
atctgcattc
tgatggtaaa

tcatggtttyg

ctggaggctg

<210> 7
<211> 3909
<212> ADN

gagaaaggtc
gagatgactg
gctcctcttce
ggacccatgt
gctcagaggg
atttctatct
gaagaagacg
tgtcctgtta
gttctccect
gaccctcaga
tgtttcccca
accctcagcc
gttgattttg
atagctgatc
caccgcgttc
gtgttgaggc
ttcccagtac
catcgtgaca
tgccgctagce
agacttacct

gggagggcga

acttgtgcga
atgggtaact
caacactttc
cccacgggcce
ttcaacactg
tcgaagccgc
gtgaacccca
tgtgggagac
gagtgtactc
acgctggtca
ctcagggact
tggcacatta
cggtatggag
atgcagcagt
cccttcaaaa
ttcaggtcct
accactaagg
ttgctgccat
acgtgactgc
gtaggcgagg

tttcctggtce

<213> Macaca fascicularis

<400> 7

36534

ggaccagctg
tgcttagcag
tttgttctct
ctttctttca
cttacgtctc
atttttccac
cgatgaggaa
gtggtacagg
tccagaacgt
cgttgagaag
ggtggtcact
gttcatgctc
cgttgacttt
agacacctgc
gctggtcctt
cctctcceccte
caagcaggtc
actccaccac
aggctgtgac
agactggcaa

ttatccgtag

ttaaaatgag
tgtctcctgt
tctcctetece
cagaccacaa
ctcgaactgt
atctagcatt
caaaaggacg
cagttctggg
acagtggaaa
cttctcctca
gtttgtccag
agaagtggct
caatgtgatt
gtcctgcagc
tggcaagaag
cacaaactga
caatttctgt
gtacaggtcc
tataaggaca
gtcgcgtagc

caaaga

gaaccctcaa
agaaatgtct
ggttccattt
gctgccaatc
gtatcatttc
ctcacttgtt
gatcccagga
atgatcagtt
acatcattag
gtctgggaag
atcacttcgg
ggatccatgg
cgcttgtagt
ttgacatctg
gctctccccce
ataacttcct
tctactggga
tttggagctg
gcaaatatcc

tgcagcctgg

aaatcaaggt gcgttcagat gttggcttgt tgtaaatttc tgtttatatt aataacatac

caaatgtgga tttgttttaa tcttcggaac tctttccggt gaaaacctca tttacaagaa

-206-

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3706

60

120



aactggactg
accaacacca
tccaatgccg
gggccgggcg
gtcctgeget
ccagaaagat
catttactgt
ttgaatgcaa
aaatggagga
atagtaacta
cacttcggat
atggtggtgc
accaaagaat
agggctaccc
agaccaccac
gaatcaacac
aaaaccatac
ggactcactt
tcttctattt
actcaaagaa
atcttcaagc
gaggaatgaa
aaatggaacc
gtggagggag
agaaaggata

aacgggttga

acaggtttca
ctcgctaccce
ggcaaactgg
ccaagttgag
gcttcccgag
gaggatattt
cacggttccc
attcccagta
taagaacatt
cagacagagg
cacagatgtg
cgactacaag
tttggttgtc
caaggccgaa
caccaattcc
aacagctaat
agctgaattg
ggtaattctg
aagaaaaggg
gcaacgtgat
agggattctc
tgggccegtyg
tggcgaaagc
accttgatac
cttctgaaca

gaatccctaa

ctttctgttt
aaactgaaag
atttgctgcc
cagctggcac
gctccgcacc
gctgtcttta
aaggacctat
gaaaaacaat
attcaatttg
gcccagctgt
aaattgcagg
cggattaccg
gatccagtca
gtcatttgga
aagagagagg
gagattttct
gtcatcccag
ggagccatct
agaatgatgg
acacaattgg
agcctgtggt
ggatgcatgc
agaggaggag
tttcaaatgc
aggagcctcc

tttgagggtc

36534

catttctata
cttcceccgat
ttgcgcagag
gcctcgcgaa
agccgcgcett
tattcacgat
atgtggtaga
tagacctgac
tgcatggaga
tgaaggacca
atgcaggggt
tgaaagtcaa
cctctgaaca
caagcagtga
agaagctttt
actgcatttt
aactacctct
ttttactcct
atatgaaaaa
aggagacgta
ttgggggttce
agtatgggac
aatgaagaaa
ctgaggggct
aagcaaatca

agttcctgca

-207-

catagcttta
tccgccgaag
gtgggcggga
gccccagtcecc
ctctctgecct
ctactggcat
gtatggcagc
ttcactaatt
ggaagacctg
gctctccctg
ttaccgctgce
tgctccatac
tgaactaaca
ccatcaagtc
aaatgtgacc
taggagatta
ggcgcttecct
tggtgtagca
atgtggcatt
atccagcatt
gtcagggctg
ttaaaaggcc
aatggagttg
catcggtgca
tccactgctc

gaagtgccct

ttcctaggac
gtcaggaaag
ccccgectcece
tgaagcccca
gcagcacatt
ttgctgaatg
aatatgacaa
gtctattggg
aaggttcagc
ggaaatgctg
atgatcagct
aacaaaatca
tgtcaggctg
ctgagtggta
agcacactga
gatcctgagg
ccaaatgaaa
ctgacattca
cgagttacaa
ggaacttctg
agcatgacca
caagcactga
aacagggagc
tgtgacaggg
atcttaggaa

ttgcctccac

180
240
300
360l
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

1680



tcaatgcctc
tatgagattt
tgaatgattt
cttgatgctt
tctcctctat
ggatgtcacc
caagtgtctg
‘acacacataa
cccattgtac
gagctcagac
agcaattcat
aggcattgaa
taataaggag
gatgatgtga
ctgggacagt
gaagtcagta
tttatccctg
gtttaacagt
tgattcaaaa
agccattcaa
aaagatagtc
aaatagtaac
cttatgtagce
tttctaagtt
atatgtgcta

gtttggattt

aatttgtttt
tcctatttat
cttttgaaga
aatgacttgc
aactacaagt
tttatttaac
tgcagtatct
tctecctttea
agctgaggaa
tgccacccac
ttattcaaaa
tctacagatg
attaataaga
ggagaaaagc
tgaatgtatt
cttaaaataa
atttgccttt
tctgtctttt
ttcaaaagat
gtttcctttc
tacatttgga
acattatatg
agatggaatg
atctttccca
catatacatt

atgtttgctc

ctgcgtgact
tttgagtctg
tatattgtag
tcacatctag
acacattgga
ccattaatac
gttccattta
tcgctgtaac
gcaaacagat
tgtcctttta
cccatttatt
tgagcaagag
aaatatatta
tgagcagtgt
taaacatctt
ccctgaaaaa
gccatacaat
ctattcaaat
cccatgggag
cagaagcaac
aatgtatgtt
tctgctgtgce
aatttgaagc
tagcttttca
tagacaacca

aaaaggagac

36534

gagggtccca
tgaggtcttc
tagatgttac
taaaacatgg
agcataaaga
tctgattgac
aatatcagct
caccctgttg
taagtaactt
taatacaatt
aagtgccctt
aaagtacctg
ttacaatcta
tgccaagagg
aataatcaaa
taacactgga
ctaatgcttg
gctattaaat
atggtttgaa
tgctactgcc
aaaagcatat
actttgctat
tcccaagggt
taatctttca
gcatttgtta

ccatgggctc

-208-

gtgttggaac
ttgtcatggg
aattttgtcg
agtatttgta
tcaaaccgtt
ttaatcttat
ttataattat
tgatgaccac
gccaaaacca
tacagctata
gcaatatcaa
tcctcaagga
gtccagtgtc
aggaaatagg
gtaattttca
attccttttc
tttatatagt
tttaaattca
aatctccact
ttttattcat
atttttaaat
ttttatttat
caggacacat
tatgatttag
agtatttgct

tccagggtgc

agtatttatg
agtgtggttg
ccaaactaaa
aggtgcttgg
gatttgtata
tctcagacct
gtggtaccat
tattatttta
gtaaatagca
ttttacttta
tcactgtacc
gcttggagta
atagcataag

ccaatgtggt

tttacaaaga

tagcattata
gtctgatatt
tacctttcca
tcatcctcca
atgttcttct
ttttttcecct
tgtagtgttt
gccttctttg
tacatgttaa
ctaggactga

actgagtcaa

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240



tctagtccta
ttgttttctg
ttttctttcect
cctcattcgt
taagaggctt
ccctcecttgge
ggttgaagaa
tgtacagtaa
gcaaggcaca
ggcactttat
aattctgcat
attttgtta
<210> 8

<211> 3909
<212> ADN

aaaagcaatc
ctttctgtca
ggaaattcca
tgtgcttgaa
cctggaggtt
cacattctgg
acagcgtctc
tttgtgtgac
tagtctactc
cccttttgte

ttgattgtca

ttattattaa
agtataaact
gtagtgtacc
ccctttaatg
ttgagattca
tgtcagtgac
caacagagct
agtgttcttt
agtctattcc
tcatgtttca

ctttttgtac

<213> Macaca fascicularis

<400> 8
taacaaaata

tgcagaatta
taaagtgcct
gtgccttgct
tactgtacaa
tcttcaacct
ccaagaggga
agcctcttag
cgaatgaggc

gaaagaaaat

aataaggata
gatatcatct
tacaaatcca
cagccacagt
atgcacatgt
tgacgggtgg
aaggaaactc
gaggcctgtg
ttttctggca

gtgattttgc

ttttattaaa
ctgcctatge
acaccaaaag
tcttgcctgt
acaaacagat
caaagcgaag
tgggatctct
tagtgatgac
cagggtaact

aagtacagca

36534

ctctgtatga
tcactttgat
ttgactgcta
ccaccagctg
gatgccctga
aaggaatacc
ccttgtgtta
gtgtgaatta
taactcctcc
tcgtaaatgg

ctgcattaat

ttaatgcagg
catttacgat
gaggagttag
aattcacaca
aacacaagga
gtattccttg
cagggcatct
agctggtggc
agcagtcaag

tcaaagtgaa

-209-

cagaatcata
gctgtacttg
gttaccctgt
tcatcactac
gagatcccag
ttcgctttgce
tctgtttgta
caggcaagaa
ttttggtgtt
cataggcaga

ttaataaaat

tacaaaaagt
gaaacatgag
gaatagactg
aagaacactg
gctctgttgg
tcactgacac
gaatctcaaa
attaaagggt
gtacactact

gtttatactt

tctggaactt
caaaatcaca
gccagaaaag
acaggcctcc
agtttccttt
cacccgtcaa
catgtgcatt
ctgtggctga
ggatttgtaa
gatgatatct

atccttattt

gacaatcaaa
acaaaaggga
agtagactat
tcacacaaat
agacgctgtt
cagaatgtgg
acctccagga
tcaagcacaa
ggaatttcca

gacagaaagc

3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900

3909

60
120
180
‘240
300
360
420
480
540

600



agaaaacaaa
aggactagat
aatccaaact
agcacatatt
acttagaaac
ctacataaga
ttactattta
actatcttta
tgaatggctt
tttgaatcat
ctgttaaaca
agggataaat
actgacttct
ctgtcccaga
cacatcatcc
tccttattat
tcaatgcctg
tgaattgctt
tctgagctct
tacaatgggt
tatgtgtgta
agacacttga
gtgacatcct
tagaggagac
agcatcaagt

aatcattcac

agttccagat
tgactcagtg
cagtcctaga
taacatgtac
aaagaaggca
aacactacaa
gggaaaaaaa
gaagaacata
ggaggatgaa
ggaaaggtat
atatcagaca
ataatgctag
ctttgtaaat
ccacattggc
ttatgctatg
actccaagct
gtacagtgat
aaagtaaaat
gctatttact
aaaataatag
tggtaccaca
ggtctgagaa
atacaaatca
caagcacctt
ttagtttggc

aaccacactc

atgattctgt
caccctggag
gcaaatactt
taaatcatat
tgtgtcctga
taaataaaaa
tttaaaaata
tgaataaaag
gtggagattt
gaatttaaaa
ctatataaac
aaaaggaatt
gaaaattact
ctatttcctc
acactggact
ccttgaggac
tgatattgca
atagctgtaa
ggttttggca
tggtcatcac
taattataaa
taagattaag
acggtttgat
acaaatactc
gacaaaattg

ccatgacaag

36534

catacagagt
agcccatggg
aacaaatgct
gaaagattat
cccttgggag
tagcaaagtg
tatgctttta
gcagtagcag
tcaaaccatc
tttaatagca
aagcattaga
ccagtgttat
ttgattatta
ctcttggcaa
agattgtaat
aggtactttc
agggcactta
attgtattat
agttacttaa
aacagggtgg
gctgatattt
tcaatcagag
ctttatgctt
catgttttac
taacatctac

aagacctcac

-210-

taataataag
tctcecttttg
ggttgtctaa
gaaaagctat
cttcaaattc
cacagcagac
acatacattt
ttgcttctgg
tcccatggga
tttgaataga
ttgtatggca
ttttcagggt
agatgtttaa
cactgctcag
aatatatttt
tcttgctcac
ataaatgggt
aaaaggacag
tctgtttget
ttacagcgat
aaatggaaca
tattaatggg
ccaatgtgta
tagatgtgag
tacaatatat

agactcaaaa

attgcttttt
agcaaacata
atgtatatgt
gggaaagata
attccatctg
atataatgtg
ccaaatgtag
aaaggaaact
tcttttgaat
aaagacagaa
aaggcaaatc
tattttaagt
atacattcaa
cttttctcct
cttattaatc
atctgtagat
tttgaataaa
tgggtggcag
tcctcagcetg
gaaaggagat
gatactgcac
ttaaataaag
cttgtagtta
caagtcatta
cttcaaaaga

taaataggaa

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160



aatctcatac
aggcattgag
caacccgttt
atcctttctc
tccctceccacg
gttccatttt
tcattcctct
cttgaagatc
tctttgagtt
aatagaagat
agtgagtcct
tatggttttc
tgttgattct
tggtggtctt
ggtagccctc
ttctttggtt
caccaccata
tccgaagtgce
agttactatg
cctccatttce
tgcattcaat
cagtaaatgc
tctttctgga
gcgcaggact
gccecggceccg

ggcattggac

ataaatactg
tggaggcaaa
tcctaagatg
cctgtcacat
ctccctgttce
cagtgcttgg
ggtcatgctc
agaagttcca
tgtaactcga
gaatgtcagt
ttcatttgga
ctcaggatct
cagtgtgctg
accactcagg
agcctgacat
gattttgttg
gctgatcatg
agcatttccc
ctgaaccttc
ccaatagaca
tgtcatattg
attcagcaaa
atgtgctgca
ggggcttcag
gaggcggggt

tttcctgacc

ttccaacact
gggcacttct
agcagtggat
gcaccgatga
aactccattt
gccttttaag
agccctgacg
atgctggatt
atgccacatt
gctacaccaa
ggaagcgcca
aatctcctaa
gtcacattta
acttgatggt
gttagttcat
tatggagcat
cagcggtaaa
agggagagct
aggtcttcct
attagtgaag
ctgccatact
tgccagtaga
ggcagagaga
gactggggct
cccgeccacce

ttcggcggaa

36534

gggaccctca
gcaggaactg
gatttgcttyg
gcccctcagg
ttcttcattc
tcccatactg
aacccccaaa
acgtctcctc
ttttcatatc
ggagtaaaaa
gaggtagttc
aaatgcagta
aaagcttctc
cactgcttgt
gttcagaggt
tgactttcac
cccctgcecatc
ggtccttcaa
ctccatgcac
tcaggtctaa
ctaccacata
tcgtgaatat
agcgcggcetg
tcgcgaggceg
tctgcgcaag

tcggggaagc

-211-

gtcacgcaga
accctcaaat
gaggctcctt
catttgaaag
tcctectetg
catgcatccc
ccacaggctg
caattgtgta
catcattctc
gatggctccc
tgggatgacc
gaaaatctca
ctctctcttg
ccaaatgact
gactggatcg
ggtaatccgc
ctgcaatttc
cagctgggcc
aaattgaata
ttgtttttct
taggtccttg
aaagacagca
gtgcggagcc
tgccagctgce
gcagcaaatc

tttcagtttg

aaacaaattg
tagggattct
gttcagaagt
tatcaaggtc
ctttcgccag
acgggcccat
agaatccctg
tcacgttgct
ccttttctta
agaattacca
aattcagctg
ttagctgttyg
gaattggtgg
tcggeccttgg
acaaccaaaa
ttgtagtcgg
acatctgtga
ctctgtctgt
atgttcttat
actgggaatt
ggaaccgtga
aatatcctca
tcgggaagca
tcaacttggc

cagtttgccc

ggtagcgagt

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720



ggtgttggtg
agtccagttt
ccacatttgg
ccttgattt
<210> 9

<211> 3691
<212> ADN

<213> Homo

<400> 9
ggcgcaacgc

gctccgcacc
gctgtcttta
aaggacctat
gaaaaacaat
attcaatttg
gcccggcetgt
aaattgcagg
cgaattactg
gatccagtca
gtcatctgga
aagagagagg
gagattttct
gtcatcccag
ggagccatct
agaatgatgg
acécatttgg

aacctgtggt

ggatgcaggc

tcctaggaat
tcttgtaaat

tatgttatta

sapiens

tgagcagctg
agccgcgcett
tattcatgac
atgtggtaga
tagacctggc
tgcatggaga
tgaaggacca
atgcaggggt
tgaaagtcaa
cctctgaaca
caagcagtga
agaagctttt
actgcacttt
aactacctct
tattatgcct
atgtgaaaaa
aggagacgta
ttaggggttc

aatgtgggac

aaagctatgt
gaggttttca

atataaacag

gcgcgtcccg
ctgtccgect
ctactggcat
gtatggtagc
tgcactaatt
ggaagacctg
gctctccctg
gtaccgctgc
tgccccatac
tgaactgaca
ccatcaagtc
caatgtgacc
taggagatta
ggcacatcct
tggtgtagca
atgtggcatc
atccagcatt

atcggggctg

ttaaaaggcc

36534

atagaaatga aacagaaagt gaaacctgtc

ccggaaagag ttccgaagat taaaacaaat

aaatttacaa caagccaaca tctgaacgca

cgcggcccca
gcagggcatt
ttgctgaacg
aatatgacaa
gtctattggg
aaggttcagc
ggaaatgctg
atgatcagct
aacaaaatca
tgtcaggctyg
ctgagtggta
agcacactga
gatcctgagg
ccaaatgaaa
ctgacattca
caagatacaa
ggaacttctg
agcgtgacaa

caagcactga

-212-

gttctgcgca
ccagaaagat
catttactgt
ttgaatgcaa
aaatggagga
atagtagcta
cacttcagat
atggtggtgc
accaaagaat
agggctaccc
agaccaccac
gaatcaacac
aaaaccatac
ggactcactt
tcttecegttt
actcaaagaa
atcttdaagc
gaggaaggaa

aaatggaacc

gcttcccgag
gaggaﬁattt
cacggttccc
attcccagta

taagaacatt

cagacagagg

cacagatgtg
cgactacaag
tttggttgtg
caaggccgaa
caccaattcc
aacaactaat
agctgaattg
ggtaattctg
aagaaaaggg
gcaaagtgat
agggattctc
tgggcccgtg

tggcgaaagc

3780

3840

3900

3909

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140



agaggaggag
tttcaaatgc
aggagcctcc
tttgagggtc
ctgcatgact
tttattttga
gaagatatat
tttgctcaca
caagtataca
taacccatta
atctgttcca
ttcatcgctg
ggaagcaaac
ccactgtcct
aaaaaccatt
gatgtgagca
aagaaaatgt
aacccgagca
tacttaaaca
ataaccctga
ctttgccata
ttttctattt
agatcccatg
tttccagaag
tggaaatgta

tatgtctgct

aatgaagaaa
ctgaggggct
aagcaaatca
agttcctgca
gagagtctca
gtctgtgagg
tgtagtagat
tctagtaaaa
ttggaagcat
atactctggt
tttaaatatc
taaccaccct
agattaagta
tttataatac
tattaagtgc
agacaaagta
attattacaa
gtgttgccaa
tcttaataat
aaaataacac
taatctaatg
aaatgccact
ggagatggtt
caactgctac
tgttaaaagc

gtgtactttg

gatggagtca
catcgacgcc
tccattgctc
gaagtgccct
gtgttggaac
tcttcttgtc
gttacaattt
catggagtat
aaagatcaaa
tgacctaatc
agctttacaa
gttgtgataa
acttgcccaa
aatttacagc
ccttgcaata
cctgtcctca
tttagtccag
gaggaggaaa
cagagtaatt
tggaattcct
cttgtttata
aaattttaaa
ggaaaatctc
tgcctttcat
acgtattttt

ctatttttat

36534

aacagggagc
tgtgacaggg
atcctaggaa
ttgcctccac
gggacagtat
atgtgagtgt
tgtcgccaaa
ttgtaaggtg
ccgttggttg
ttattctcag
ttatgtggta
ccactattat
accagtaaat
tatattttac
tcaatcgctg
aggagctcat
tgtcatagca
taggccaatg
ttcatttaca
tttctagcat
tagtgtctgg
ttcatacctt
cacttcatcc
tcatatgttc
aaaatttttt

ttattttagt

-213-

ctggagggag
agaaaggata
gacgggttga
tcaatgcctc
ttatgtatga
ggttgtgaat
ctaaacttgc
cttggfctcc
cataggatgt
acctcaagtg
gcctacacac
tttacccatc
agcagacctc
tttaagcaat
tgccaggcat
agtataatga
taaggatgat
tggtctggga
aagagaggtc
tatatttatt
tattgtttaa
tccatgattc
tccaagccat
ttctaaagat
tcctaaatag

gtttcttata

accttgatac
cttctgaaca
gaatccctaa
aatttgtttt
gtttttccta
gatttctttt
tgcttaatga
tctataacta
cacctttatt
tctgtgcagt
ataatctcat
gtacagctga
agactgccac
tcttttattc
tgaatctaca
ggagattaac
gcgaggggaa
cggttggata
ggtacttaaa
cctgatttgc
cagttctgtc
aaaattcaaa
tcaagtttcc
agtctacatt
taacacattg

tagcagatgg

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700



aatgaatttg
cccatagcett
catttagaca
gtttgctcaa
aagcaatctt
ttctgtcaag
aaattccggce
tgcttgaacc
tggaggtttc
tattctggtg
agtgtctcca
ggtgtgacag
gtctactcag
tttatccctt
tgcatttgat
gttacttggt
gtttaacatc
<210> 10

<211> 3691
<212> ADN
<213> Homo

<400> 10
ttttttaact

agaaaatgga
atgcaggtac
ttacgatgaa

gagttaggac

aagttcccag
ttcattatct
accaccattt
aaggagaccc
attattaact
tataaacttc
agtgtacctt
cttgaatgcc
gagattcaga
tcaatgacaa
acagagctcc
tgttctttgt
tctattccta
ttgtctcatg
tgtcactttt
acaccagcat

ccagtggaga

sapiens

ttctccactg
catgctggtg
aaaaagtgac
acatgagaca

ttaggaatag

ggctgaggat
ttcatatgat
gttaagtatt
atgggctctc
ctgtatgaca
actttgatgce
gactgctagc
accagctgtc
tgccctggga
ggagtacctt
ttgtgttatc
gtgaattaca
agtcctaact
tttcatcgta
tgtacctgca
gtccattttc

aagttaaaaa

ggatgttaaa
taccaagtaa
aatcaaatgc
aaagggataa

actgagtaga

36534

ccatgccttc
ccagtatatg
tgctctagga
cagggtgcac
gaatcatgtc
tgtacttgca
taccctgtgce
atcactacac
gatcccagag
ggctttgcca
tgtttgtaca
ggcaagaatt
cctccttgtg
aatggcatag
ttaatttaat
ttgtttattt

a

ctgaacattt
caaaataaat
agaattaggt
agtgccttac

ctatgtgcct

-214-

tttgtttcta
ttaaatatgt
cagagtttgg
tgagtcaatc
tggaactttt
aaatcacatt
cagaaaagcc
agccctecta
tttcctttcece
catgtcaagg
tgtgcatttg
gtggctgagc
gtgttggatt
gcagagatga
aaaatattct

tgtgtttaat

tattaaacac
aagaatattt
atcatctctg
aaatccaaca

tgctcagcca

agttatcttt
cctacatata
atttgtttat
tagtcctaaa
gttttctgct
ttctttctgg
tcattcgttg
agaggcttcc
ctcttggcca
ctgaagaaac
tacagtaatt
aaggcacata
tgtaaggcac
tacctaattc
tatttatttt

aaaatgttca

aaaataaaca
tattaaatta
cctatgccat
ccacaaggag

caattcttgc

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3691

60

120

180

240

300



ctgtaattca
agataacaca
caaggtactc
ctcccagggce
tgacagctgg
agctagcagt
agcatcaaag
ctgtcataca
ggagagccca
aaatacttaa
gatcatatga
gatcctcagc
aataaaaata
taaaaatacg
aatgaaaggc
ggagattttc
atttaaaatt
atataaacaa
aaggaattcc
aaattactct
atttcctcct
actggactaa
ttgaggacag
atattgcaag
agctgtaaat

tttgggcaag

cacaaagaac
aggagctctg
cttgtcattg
atctgaatct
tggcattcaa
caaggtacac
tgaagtttat
gagttaataa
tgggtctcct
caaatggtgg
aagataatga
cctgggaact
gcaaagtaca
tgcttttaac
agtagcagtt
caaccatctc
tagtggcatt
gcattagatt
agtgttattt
gattattaag
cttggcaaca
attgtaataa
gtactttgtc
ggcacttaat
tgtattataa

ttacttaatc

actgtcacac
ttggagacac
acaccagaat
cgaaacctcc
gggttcaagc
tgccggaatt
acttgacaga
taagattgct
tttgagcaaa
ttgtctaaat
aaagctatgg
tcaaattcat
cagcagacat
atacatttcc
gcttctggaa
ccatgggatc
taaatagaaa
atatggcaaa
ttcagggtta
atgtttaagt
ctgctcgggt
tacattttct
ttgctcacat
aaatggtttt
aaggacagtg

tgtttgcttc

36534

caattactgt
tgtttcttca
atggccaaga
aggaagcctc
acaacgaatg
tccagaaaga
aagcagaaaa
ttttaggact
cataaacaaa
gtatatgtag
gaaagataac
tccatctgcect
acaatgtgtt
aaatgtagac
aggaaacttg
ttttgaattt
agacagaact
ggcaaatcag
ttttaagtac
atatccaacc
tttcceccteg
tgttaatctc
ctgtagattc
tgaataaaag
ggtggcagtc

ctcagctgta

-215-

acaaatgcac

gccttgacat

gggaaaggaa

ttaggagggc

aggcttttct
aaatgtgatt
caaaagttcc
agattgactc
tccaaactct
gacatattta
ttagaaacaa
atataagaaa
actatttagg
tatctttaga
aatggcttgg
tgaatcatgg
gttaaacaat
gaataaatat
cgacctctct
gtcccagacc
catcatcctt
ctcattatac
aatgcctggce
aattgcttaa
tgaggtctgc

cgatgggtaa

atgtacaaac
gtggcaaagc
actctgggat
tgtgtagtga
ggcacagggt
ttgcaagtac
agacatgatt
agtgcaccct
gtcctagagc
acatatactg
agaaggcatg
cactaaaata
aaaaaaattt
agaacatatg
aggatgaagt
aaaggtatga
accagacact
aatgctagaa
ttgtaaatga
acattggcecct
atgctatgac
tatgagctcc
acagcgattg
agtaaaatat
tatttactgg

aataatagtg

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860



gttatcacaa
attgtaaagc
agattaggtc
gtttgatctt
aatactccat
aaaattgtaa
tgacaagaag
cgttccaaca
aagggcactt
tgagcaatgg
aggcgtcgat
ttgactccat
gggcctttta
tcagccccga
caatgctgga
ggatgccaca
gtgctacacc
gaggatgtgc
ctaatctcct
tggtcacatt
ggacttgatg
atgtcagttc
tgtatggggc
tgcagcggta
ccagggagag

tcaggtcttc

cagggtggtt
tgatatttaa
aaccagagta
tatgcttcca
gttttactag
catctactac
acctcacaga
ctgagactct
ctgcaggaac
atgatttgct
gagcccctca
ctttcttcat
agtcccacat
tgaaccccta
ttacgtctcc
ttttttcaca
aaggcataat
cagaggtagt
aaaagtgcag
gaaaagcttc
gtcactgctt
atgttcagag
attgactttc
cacccctgcea
ctggtccttc

ctctccatgce

acagcgatga
atggaacaga
ttaatgggtt
atgtatactt
atgtgagcaa
aatatatctt
ctcaaaataa
cagtcatgca
tgaccctcaa
tggaggctcc
ggcatttgaa
tctcctecte
tgcctgcecatce
aaccacaggt
tccaaatgtg
tccatcattc
aagatggctc
tctgggatga
tagaaaatct
tcctetetet
gtccagatga
gtgactggat
acagtaattc
tcctgcaatt
aacagccggg

acaaattgaa

36534

aatgagatta
tactgcacag
aaataaaggt
gtagttatag
atcattaagc
caaaagaaat
ataggaaaaa
gaaaacaaat
attagggatt
ttgttcagaa
agtatcaagg
tgctttcgcce
ccacgggccc
tgagaatccc
tatcactttg
tcecettttet
ccagaattac
ccaattcagc
cattagttgt
tggaattggt
cttcggcectt
ccacaaccaa
gcttgtagtc
tcacatctgt
ccctectgtet

taatgttctt

-216-

tgtgtgtagg
acacttgagg
gacatcctat
aggagaccaa
agcaagttta
cattcacaac
ctcatacata
tgaggcattg
ctcaacccgt
gtatcctttc
tctccctceca
aggttcéatt
attccttcect
tgcttgaaga
cttctttgag
taaacggaag
caagtgagtc
tgtatggttt
tgtgttgatt
ggtggtggtc
ggggtagccc
aattctttgg
ggcaccacca
gatctgaagt
gtagctacta

atcctccatt

ctaccacata
tctgagaata
gcaaccaacg
gcaccttaca
gtttggcgac
cacactcaca
aatactgtcc
agtggaggca
cttcctagga
tccctgtcac
ggctccctgt
ttcagtgctt
cttgtcacgc
tcagaagttc
tttgtatctt
atgaatgtca
ctttcatttg
tcctcaggat
ctcagtgtgc
ttaccactca
tcagcctgac
ttgattttgt
tagctgatca
gcagcatttc
tgctgaacct

tcccaataga

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420



caattagtgc
tgctaccata
aatgccagta
caggcggaca

gcgggacgcg

<210> 11

<211> 753
<212> ADN
<213> Homo

<400> 11
ctcgagggcg

cccgaggctce
atatttgctg
atcaaccaaa
gctgagggct
ggtaagacca
ctgagaatca
gaggaaaacc
gaaaggactc
ttcatcttcc
acaaactcaa
tctgatcttc
acaagaggaa
<210> 12

<211> 1418
<212> ADN

<213> Homo

<400> 12
ctcgagtcca

agccaggtct
ctctaccaca
ggtcatgaat
gaagcgcggce

ccagctgctc

sapiens

caacgctgag
cgcaccagcc
tctttatatt
gaattttggt
accccaaggc
ccaccaccaa
acacaacaac
atacagctga
acttggtaat
gtttaagaaa
agaagcaaag
aagcagggat

ggaatgggcc

sapiens

aattgttttt
tataggtcct
ataaagacag
tggtgcggag

agcgttgcgce

cagctggcgc
gcgcttctgt
catgacctac
tgtggatcca
cgaagtcatc
ttccaagaga
taatgagatt
attggtcatc
tctgggagcc
agggagaatg
tgatacacat

tctcaacctg

cgtgggcgge

36534

ctactgggaa
tgggaaccgt
caaatatcct
cctcgggaag

e}

gtcccgcecgeg
ccgcctgcag
tggcatttgc
gtcacctctg
tggacaagca
gaggagaagc
ttctactgca
ccagaactac
atcttattat
atggatgtga
ttggaggaga
tggtttaggg

cgc

tttgcattca
gacagtaaat
catctttctg

ctgcgcagaa

gccccagttc
ggcattccag
tgaacgcccc
aacatgaact
gtgaccatca
ttttcaatgt
cttttaggag
ctctggcaca
gccttggtgt
aaaaatgtgg
cgtaatccag

gttcatcggg

attgtcatat
gcgttcagca
gaatgccctg

ctggggccgc

tgcgcagctt
aaagatgagg
atacaacaaa
gacatgtcag
agtcctgagt
gaccagcaca
attagatcct
tcctccaaat
agcactgaca
catccaagat

cattggaact

gctgagcgtg

gcattggaac ttctgatctt caagcaggga ttctcaacct gtggtttagg

-217-

3480

3540

3600

3660

3691

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

753

60



ggttcatcgg
gggacttaaa
agaaagatgg
gggctcatcg
aatcatccat
ctgcagaagt
tctcagtgtt
tgaggtcttc
tagatgttac
taaaacatgg
agcataaaga
ctggttgacc
atatcagctt
accctgttgt
aagtaacttg
aatacaattt
agtgcccttg
agtacctgtc
acaatttagt
ccaagaggag
taatcagagt
acactggaat
aatgcttgtt
<210> 13

<211> 1419

<212> ADN
<213> Homo

ggctgagcgt
aggcccaagc
agtcaaacag
acgcctgtga
tgctcatcct
gccctttgcece
ggaacgggac
ttgtcatgtg
aattttgtcg
agtatttgta
tcaaaccgtt
taatcttatt
tacaattatg
gataaccact
cccaaaccag
acagctatat
caatatcaat
ctcaaggagc
ccagtgtcat
gaaataggcc
aattttcatt
tccttttcta

tatatagtgt

sapiens

gacaagagga
actgaaaatg
ggagcctgga
cagggagaaa
aggaagacgg
tccactcaat
agtatttatg
agtgtggttg
ccaaactaaa
aggtgcttgg
ggttgcatag
ctcagacctc
tggtagccta
attattttac
taaatagcag
tttactttaa
cgctgtgcca
tcatagtata
agcataagga
aatgtggtct
tacaaagaga
gcattatatt

ctggtattgt

36534

aggaatgggc

gaacctggcg
gggagacctt
ggatacttct
gttgagaatc
gcctcaattt
tatgagtttt
tgaatgattt
cttgctgctt
tctecctectat
gatgtcacct
aagtgtctgt
cacacataat
ccatcgtaca
acctcagact
gcaattcttt
ggcattgaat
atgaggagat
tgatgcgagg
gggacggttyg
ggtcggtact

tattcctgat

gcggccgce

-218-

ccgtgggatg
aaagcagagg
gatactttca
gaacaaggag
cctaatttga
gttttctgca
tcctatttat
cttttgaaga
aatgatttgc
aactacaagt
ttatttaacc
gcagtatctg
ctcatttcat
gctgaggaag
gccacccact
tattcaaaaa
ctacagatgt
taacaagaaa
ggaaaacccg
gatatactta
taaaataacc

ttgcctttge

caggcaatgt
aggagaatga
aatgcctgag
cctccaagca
gggtcagttc
tgactgagag
tttgagtctg
tatattgtag
tcacatctag
atacattgga
cattaatact
ttccatttaa
cgctgtaacc
caaacagatt
gtccttttat
ccatttatta
ggcaagacaa
atgtattatt
agcagtgttg
aacatcttaa
ctgaaaaata

catataatct

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1418



<400> 13
ctcgagctga

ctttgccata
ttttctattt
agatcccatg
tttccagaag
tggaaatgta
tatgtctgct
aatgaatttg
cccatagctt
catttagaca
gtttgctcaa
aagcaatctt
ttctgtcaag
aaattccggce
tgcttgaacc
tggaggtttc
tattctggtg
agtgtctcca
ggtgtgacag
gtctactcag
tttatccctt
tgcatttgat
gttacttggt
gtttaacatc

<210> 14
<211> 16

aaaataacac
taatctaatg
aaatgccact
ggagatggtt
caactgctac
tgttaaaagc
gtgtactttg
aagttcccag
ttcattatct
accaccattt
aaggagaccc
attattaact
tataaacttc
agtgtacctt
cttgaatgcc
gagattcaga
tcaatgacaa
acagagctcc
tgttctttgt
tctattccta
ttgtctcatg
tgtcactttt
acaccagcat

ccagtggaga

tggaattcct
cttgtttata
aaattttaaa
ggaaaatctc
tgcctttcat
acgtattttt
ctatttttat
ggctgaggat
ttcatatgat
gttaagtatt
atgggctctc
ctgtatgaca
actttgatgc
gactgctagce
accagctgtc
tgccctggga
ggagtacctt
ttgtgttatc
gtgaattaca
agtcctaact
tttcatcgta
tgtacctgca
gtccattttc

aagttaaaaa

36534

tttctagcat
tagtgtctgg
ttcatacctt
cacttcatcc
tcatatgttc
aaaatttttt
ttattttagt
ccatgccttc
ccagtatatg
tgctctagga
cagggtgcac
gaatcatgtc
tgtacttgca
taccctgtgce
atcactacac
gatcccagag
ggctttgcca
tgtttgtaca
ggcaagaatt
cctccttgtg
aatggcatag
ttaatttaat

ttgtttattt

agcggccgce

-219-

tatatttatt
tattgtttaa
tccatgattc
tccaagccat
ttctaaagat
tcctaaatag
gtttcttata
tttgtttcta
ttaaatatgt
cagagtttgg
tgagtcaatc
tggaactttt
aaatcacatt
cagaaaagcc
agccctccta
tttcctttecc
catgtcaagg
tgtgcatttg
gtggctgagc
gtgttggatt
gcagagatga
aaaatattct

tgtgtttaat

cctgatttgc
cagttctgtc
aaaattcaaa
tcaagtttcc
agtctacatt
taacacattg
tagcagatgg
agttatcttt
cctacatata
atttgtttat
tagtcctaaa
gttttctgct
ttctttctgg
tcattcgttg
agaggcttcc
ctcttggcca
ctgaagaaac
tacagtaatt
aaggcacata
tgtaaggcac
tacctaattc
tatttatttt

aaaatgttca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1419



36534

<212> PRT
<213> Chua biét

<220>

<221> ngudn

<223> /luu y="M6 ta cta trinh tu chua biét:
Peptit RFGE"

<400> 14
Ala Ala Val Ala Leu Leu Pro Ala Val Leu Leu Ala Leu Leu Ala Pro
1 5 10 15

<210> 15
<211> 11
<212> PRT
<213> Chua biét

<220>

<221> ngudn

<223> /luu y="M& atr cta trinh tu chua biét:
Peptit tuong tu REGE"

<400> 15
Ala Ala Leu Leu Pro Val Leu Leu Ala Ala Pro
1 5 10

<210> 16
<211> 13
<212> PRT
<213> Virus suy gidm mién dich & nguodi

<400> 16
Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Pro Pro Gln
1 5 10

<210> 17

<211> 16

<212> PRT

<213> Drosophila sp.

<400> 17
Arg Gln Ile Lys Ile Trp Phe Gln Asn Arg Arg Met Lys Trp Lys Lys
1 5 10 15

<210> 18

<211> 21

. <212> ARN

<213> Trinh tu nhdn tao

-220-



<220>
<221>
<223>

<400>

36534

ngudn

/luu y="M&é ta trinh tu nhén tao:

18

gaagcuuuuc aaugugacca a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

19
23
ARN
Trinh ty nhédn tao

ngudn

/luu y="M&6 td trinh ty nhdn tao:

19

uuggucacau ugaaaagcuu cuc

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

<220>
<221>
<223>

<400>

20
21
ARN
Trinh tu nhédn tao

ngudn

/luu y="M&é td trinh tu nhdn tao:

20

gaagcuuuuc aaugugacca a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

21
23
ARN
Trinh tu nhén tao

ngudn

/luu y="Mdé ta trinh tu nhadn tao:

21

uuggucacau ugaaaagcuu cuc

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

22

21

ARN

Trinh ty nhédn tao

-221-

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit téng hop"

oligonucleotit téng hop"

oligonucleotit tdéng hop"

21

23

21

23



<220>
<221>
<223>

<400>

36534

ngudn

/luu y="M&6 td trinh tu nhédn tao:

22

gaagcuuuuc aaugugacca a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

23
23
ARN
Trinh ty nhédn tao

ngudén

/luu y="M&6 td& trinh ty nhdn tao:

23

uuggucacau ugaaaagcuu cuc

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

<220>
<221>
<223>

<400>

24

21

ARN

Trinh ty nhén tao

ngudn

/luu y="M&é td trinh ty nhén tao:

24

agcuuuucaa ugugaccagc a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

25
23
ARN
Trinh ty nhén tao

ngudn

/luu y="M&6 td& trinh tu nhén tao:

25

ugcuggucac auugaaaagc uuc

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

26
21
ARN
Trinh ty nhén tao

-222-

oligonucleotit téng hop"

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit téng hop"

oligonucleotit téng hop"

21

23

21

23



<220>
<221>
<223>

<400>

36534

ngudn
/luu y="Mé ta trinh tu nhén tao:

26

agcuuuucaa ugugaccagc a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

27

23

ARN

Trinh ty nhén tao

ngudn
/luu y="M&6 téd trinh ty nhén tao:

27

ugcuggucac auugaaaagc uuc

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

<220>
<221>
<223>

<400>

28

21

ARN

Trinh tyu nhén tao

ngudn
/luwu y="M6 td trinh ty nhan tao:

28

agcuuuucaa ugugaccagc a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

29
23
ARN
Trinh ty nhén tao

ngudn
/luu y="M& ta trinh ty nhén tao:

29

ugcuggucac auugaaaagc uuc

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

30
21
ARN
Trinh tu nhén tao

-223-

oligonucleotit tdéng hop"

oligonucleotit tdéng hop"

oligonucleotit tdéng hop"

oligonucleotit tdéng hop"

21

23

21

23



<220>
<221>
<223>

<400>

36534

ngudn
/luu y="M&é td trinh tu nhén tao:

30

gcuuuucaau gugaccagca a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

31
23
ARN
Trinh tyu nhén tao

ngudn
/luu y="M6é ta trinh tu nhédn tao:

31

uugcugguca cauugaaaag cuu

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

<220>
<221>
<223>

<400>

32

21

ARN

Trinh tyu nhédn tao

ngudn
/luu y="Mdé ta trinh ty nhan tao:

32

gcuuuucaau gugaccagca a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

33
23
ARN
Trinh ty nhédn tao

ngudén
/luu y="M6 ta trinh tu nhén tao:

33

uugcugguca cauugaaaag cuu

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

34
21
ARN
Trinh tu nhdn tao

-224-

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit téng hop"

oligonucleotit téng hop"

21

23

21

23



<220>
<221>
<223>

<400>

36534

ngudén
/luu y="M&é ta trinh tu nhén tao:

34

gcuuuucaau gugaccagca a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

35
23
ARN
Trinh tu nhédn tao

ngudn
/luu y="Mé ta trinh ty nhén tao:

35

uugcugguca cauugaaaag cuu

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

<220>
<221>
<223>

<400>

36
21
ARN
Trinh ty nhdn tao

ngudn
/luu y="M&6 ta trinh ty nhan tao:

36

cacacugaga aucaacacaa a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

37

23

ARN

Trinh tuyu nhén tao

ngudn
/luu y="M6 td trinh ty nhén tao:

37

uuuguguuga uucucagugu gcu

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

38

21

ARN

Trinh tu nhén tao

-225-

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit téng hop"

21

23

21

23



<220>
<221>
<223>

<400>

36534

ngudn
/luu y="M6é ta trinh tu nhén tao:

38

Cccaaaugaaa Jggacucacuu a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

39
23
ARN
Trinh tyu nhédn tao

ngudn
/luu y="M&6 td& trinh tu nhan tao:

39

uaagugaguc cuuucauuug gag

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

<220>
<221>
<223>

<400>

40
21
ARN
Trinh ty nhén tao

ngudn
/luu y="M&é ta trinh tu nhén tao:

40

uacacauuug gaggagacgu a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

41
23
ARN
Trinh tyu nhén tao

ngudn
/luu y="M&é td trinh ty nhan tao:

41

uacgucuccu ccaaaugugu auc

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

42

21

ARN

Trinh ty nhén tao

-226-

oligonucleotit téng hop"

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit téng hop"

oligonucleotit téng hop"

21

23

21

23



<220>
<221>
<223>

<400>

36534

nguén

/luu y="Mé ta trinh tu nhén tao:

42

uacacauuug gaggagacgu a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

43

23

ARN

Trinh ty nhén tao

ngudn

/luu y="M&é td trinh ty nhé&n tao:

43

uacgucuccu ccaaaugugu auc

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

<220>
<221>
<223>

<400>

44

21

ARN

Trinh tu nhén tao

ngudn

/luu y="Md& t& trinh tu nhan tao:

44

uacacauuug gaggagacgu a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

45
23
ARN
Trinh ty nhan tao

ngudn

/luu y="Mdé ta trinh tu nhdn tao:

45

uacgucuccu ccaaaugugu auc

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

46
21
ARN
Trinh ty nhédn tao

-227-

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit téng hop"

oligonucleotit téng hop"

oligonucleotit téng hop"

21

23

21

23



<220>
<221>
<223>

<400>

36534

ngudn
/luu y="M& ta trinh tu nhan tao:

46

acacauuugg aggagacgua a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

47

23

ARN

Trinh ty nhdn tao

ngudn
/luu y="M&6 ta trinh tu nhdn tao:

47

uuacgucucc uccaaaugug uau

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

<220>
<221>
<223>

<400>

48

21

ARN

Trinh tu nhén tao

ngudn
/luu y="Mdé ta trinh tu nhan tao:

48

acacauuugg aggagacgua a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

49

23

ARN

Trinh tyu nhédn tao

ngudn
/luu y="M&6 td trinh ty nhén tao:

49

uuacgucucc uccaaaugug uau

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

50

21

ARN

Trinh tyu nhédn tao

-228-

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit téng hop"

21

23

21

23



<220>
<221>
<223>

<400>

36534

ngudn
/luu y="M6 ta& trinh tu nhé&n tao:

50

acacauuugg aggagacgua a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

51

23

ARN

Trinh ty nhé&n tao

ngudn
/luu y="M& ta trinh tu nhdn tao:

51

uuacgucucc uccaaaugug uau

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

<220>
<221>
<223>

<400>

52

21

ARN

Trinh tu nhéan tao

ngudn
/luu y="Mé td trinh ty nhén tao:

52

cacauuugga ggagacguaa u

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

<220>
<221>
<223>

<400>

53
23
ARN
Trinh tu nhan tao

ngudn
/luu y="Mdé ta trinh tu nhdn tao:

53

auuacgucuc cuccaaaugu gua

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

54

21

ARN

Trinh ty nhén tao

-229-

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdéng hop"

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hop"

21

23

21

23



<220>
<221>
<223>

<400>

36534

ngudn

/luu y="M&6 td trinh tu nhén tao:

54

cacauuugga ggagacguaa u

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

<220>
<221>
<223>

<400>

55
23
ARN
Trinh tu nhén tao

ngudn

/luu y="M&6 ta trinh ty nhén tao:

55

auuacgucuc cuccaaaugu gua

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

<220>
<221>
<223>

<400>

56
21
ARN
Trinh ty nhén tao

ngudn

/luu y="M&é td trinh tu nhan tao:

56

cacauuugga ggagacguaa u

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

<220>
<221>
<223>

<400>

57

23

ARN

Trinh tu nhén tao

ngudn

/luu y="M6 ta& trinh tu nhén tao:

57

auuacgucuc cuccaaaugu gua

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

58

21

ARN

Trinh tu nhdn tao

-230-

oligonucleotit téng hop"

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit téng hop"

oligonucleotit téng hop"

21

23

21

23



<220>
<221>
<223>

<400>

36534

ngudn
/luu y="M&é ta trinh tu nhdn tao:

58

gagaccuuga uacuuucaaa u

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

<220>
<221>
<223>

<400>

59
23
ARN
Trinh ty nhén tao

ngudén
/luu y="Md ta trinh ty nhan tao:

59

auuugaaagu aucaaggucu CcccC

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

<220>
<221>
<223>

<400>

60
21
ARN
Trinh tu nhdn tao

ngudn
/luu y="Md& ta trinh tuw nhan tao:

60

uaauuugagg gucaguuccu a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

61
23
ARN
Trinh tu nhé&n tao

nguoén
/luu y="M6 td& trinh tu nhan tao:

61

uaggaacuga cccucaaauu agg

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

62

21

ARN

Trinh ty nhén tao

-231-

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit téng hop"

oligonucleotit tdng hop"

21

23

21

23



<220>
<221>
<223>

<400>

36534

ngudn

/luu y="M6 ta trinh tu nhan tao:

62

uuccuauuua uuuugagucu a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

63
23
ARN
Trinh tu nhén tao

ngudn

/luu y="M6 ta trinh tu nhén tao:

63

uagacucaaa auaaauagga aaa

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

<220>
<221>
<223>

<400>

64

21

ARN

Trinh tyu nhé&n tao

ngudn

/luu y="M&é td trinh tu nhén tao:

64

uuccuauuua uuuugagucu a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

65

23

ARN

Trinh ty nhén tao

ngudn

/luu y="Md ta& trinh tu nhén tao:

65

uagacucaaa auaaauagga aaa

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

66
21
ARN
Trinh tu nhdn tao

-232-

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdéng hop"

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hop"

21

23

21

23



<220>
<221>
<223>

<400>

36534

ngudén
/luu y="M& ta trinh tu nhan tao:

66

yuccuauuua uuuugagucu a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

67

23

ARN

Trinh tu nhédn tao

ngudn
/luu y="Md& ta trinh tyu nhan tao:

67

uagacucaaa auaaauagga aaa

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

<220>
<221>
<223>

<400>

68

21

ARN

Trinh ty nhén tao

nguodn
/luu y="M& ta trinh tu nhén tao:

68

uccuauuuau uuugagucug u

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

<220>
<221>
<223>

<400>

69

23

ARN

Trinh tu nhdn tao

ngudn
/luu y="M& ta trinh tu nhé&n tao:

69

acagacucaa aauaaauagg aaa

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

70
21
ARN
Trinh tyu nhén tao

-233-

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hop"

21

23

21

23



<220>
<221>
<223>

<400>

36534

ngudn
/luu y="Md ta trinh ty nhén tao:

70

uccuauuuau uuugagucug u

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

<220>
<221>
<223>

<400>

71
23
ARN
Trinh tu nhén tao

ngudn
/luu y="Md t& trinh tu nhén tao:

71

acagacucaa aauaaauagg aaa

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

<220>
<221>
<223>

<400>

72

21

ARN

Trinh tu nhé&n tao

ngudn
/luu y="Mdé ta& trinh tu nhan tao:

72

uugaagauau auuguaguag a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

73

23

ARN

Trinh ty nhén tao

ngudn
/luu y="Md& ta& trinh tu nhan tao:

73

ucuacuacaa uauaucuuca aaa

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

74

21

ARN

Trinh ty nhédn tao

-234-

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit téng hop"

21

23

21

23



<220>
<221>
<223>

<400>

36534

ngudn
/luu y="M& ta trinh tyu nhan tao:

74

auuguaguag auguuacaau u

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

<220>
<221>
<223>

<400>

75

23

ARN

Trinh ty nhdn tao

ngudn
/luu y="M&é td trinh ty nhén tao:

75

aauuguaaca ucuacuacaa uau

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

<220>
<221>
<223>

<400>

76
21
ARN
Trinh tyu nhédn tao

ngudn
/luu y="M& ta trinh tu nhdn tao:

76

guauuuguaa ggugcuuggu a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

77

23

ARN

Trinh ty nhén tao

ngudn
/luu y="M6 ta& trinh tu nhé&n tao:

77

uaccaagcac Cuuacaaaua cuc

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

78

21

ARN

Trinh tu nhén tao

-235-

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit téng hop"

21

23

21

23



<220>
<221>
<223>

<400>

36534

ngudn

/luu y="Md ta trinh ty nhan tao:

78

aagcauaaag aucaaaccgu u

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

<220>
<221>
<223>

<400>

79
23
ARN
Trinh tu nhdn tao

ngudn

/luu y="M&é ta trinh tyu nhé&n tao:
Y

79

aacgguuuga ucuuuaugcu ucc

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

<220>
<221>
<223>

<400>

80

21

ARN

Trinh ty nhén tao

ngudn

/luu y="Md ta trinh ty nhan tao:

80

ccuuuauuua acccauuaau a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

81

23

ARN

Trinh tyu nhén tao

nguén

/luu y="M& ta trinh tu nhén tao:

81

uauuaauggg uuaaauaaag gug

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

82

21

ARN

Trinh ty nhén tao

-236-

oligonucleotit tdéng hop"

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hop""

oligonucleotit téng hop"

21

23

21

23



<220>
<221>
<223>

<400>

36534

ngudn

/luu y="Mé ta& trinh tu nhé&n tao:

82

aggaagcaaa cagauuaagu a

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

<220>

<221>
<223>

<400>

83
23
ARN
Trinh ty nhé&n tao

ngudn

/luu y="Mé ta trinh tuy nhén tao:

83

uacuuaaucu guuugcuucc uca

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

<220>
<221>
<223>

<400>

84

21

ARN

Trinh tu nhén tao

ngudén

/luu y="Md6 ta trinh tu nhan tao:

84

caggcauuga aucuacagau a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

85

23

ARN

Trinh ty nhén tao

ngudn

/luu y="M& ta trinh ty nhén tao:

85

uaucuguaga uucaaugccu ggc

<210>
<211>
<212>

86
21
ARN

-237-

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdéng hop"

oligonucleotit téng hop"

21

23

21

23



<213>
<220>
<221>
<223>

<400>

36534

Trinh tyu nhdn tao

ngudn
/luu y="M& ta trinh tu nhan tao:

86

ugauucaaaa uucCaaaagau a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

87

23

ARN

Trinh ty nhdn tao

ngudn
/luu y="M6é6 ta trinh tu nhdn tao:

87

uaucuuuuga auuuugaauc aug

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

<220>
<221>
<223>

<400>

88

21

ARN

Trinh ty nhédn tao

nguén
/luu y="Mdé ta trinh tu nhédn tao:

88

ucuaaagaua gucuacauuu a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

89

23

ARN

Trinh ty nhédn tao

ngudn
/luu y="M&é ta& trinh ty nhan tao:

89

uaaauguaga cuaucuuuag aag

<210>
<211>
<212>

90
21
ARN

-238-

oligonucleotit tdéng hop

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdéng hop"

21

23

21

23



<213>
<220>
<221>
<223>

<400>

36534

Trinh ty nhdn tao

ngudn

/luu y="M&é td trinh tu nhan tao:

90

ggaaauguau guuaaaagca a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

91
23
ARN
Trinh ty nhédn tao

ngudn

/luu y="M&é tad trinh tu nhédn tao:

91

uugcuuuuaa cauacauuuc caa

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

<220>
<221>
<223>

<400>

92

21

ARN

Trinh tu nhé&n tao

ngudn

/luu y="M6 td trinh tu nhan tao:

92

uguuuucugc uuucugucaa a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

93

23

ARN

Trinh ty nhén tao

ngudn

/luu y="M&é tad trinh tu nhén tao:

93

uuugacagaa agcagaaaac aaa

<210>
<211>
<212>

94
21
ARN

-239-

oligonucleotit téng hop"

oligonucleotit téng hop"

oligonucleotit téng hop"

oligonucleotit téng hop"

21

23

21

23



<213>

~ L L

<223>

<400>

36534

Trinh ty nhén tao

ngudn

/luu y="M&6 ta trinh tu nhén tao:

94

uuucugucaa guauaaacuu a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

95
23
ARN
Trinh ty nhén tao

ngudn

/luu y="M& ta trinh tu nhan tao:

95

uaaguuuaua cuugacagaa agc

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

<220>
<221>
<223>

<400>

96
21
ARN
Trinh ty nhén tao

ngudn

/luu y="M&é td trinh tu nhdn tao:

96

uucugucaag uauaaacuuc a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

97

23

ARN

Trinh tyu nhédn tao

ngudn

/luu y="M&6 td trinh ty nhén tao:

97

ugaaguuuau acuugacaga aag

<210>
<211>
<212>

98
21
ARN

-240-

oligonucleotit téng hop"

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit téng hop"

21

23

21

23



<213>
<220>
<221>
<223>

<400>

36534

Trinh tyu nhédn tao

ngudn
/luu y="M&é td trinh tyu nhén tao:

98

guacuugcaa aaucacauuu u

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

<220>
<221>
<223>

<400>

99
23
ARN
Trinh tu nhédn tao

ngudn
/luu y="M&é ta& trinh tu nhén tao:

99

aaaaugugau uuugcaadgua cag

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

<220>
<221>
<223>

<400>

100

21

ARN

Trinh ty nhédn tao

ngudn
/luu y="M&é td trinh tu nhén tao:

100

uucuuugugu gaauuacagg a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

101
23
ARN
Trinh tyu nhén tao

ngudn
/luu y="M6 td trinh ty nhan tao:

101

uccuguaauu cacacaaaga aca

<210>
<211>
<212>

102
21
ARN

-241-

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit téng hop"

21

23

21

23



<213>
<220>
<221>
<223>

<400>

36534

Trinh tu nhén tao

ngudn

/luu y="Mé ta trinh tu nhé&n tao:

102

ugugguguug gauuuguaag a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

103

23

ARN

Trinh ty nhan tao

ngudn

/luu y="M&é ta& trinh tu nhé&n tao:

103

ucuuacaaau ccaacaccac aag

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

<220>
<221>
<223>

<400>

104
21
ARN
Trinh ty nhdn tao

ngudn

/luu y="M6 ta& trinh tu nhén tao:

104

ucccuuuugu cucauguuuc a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

105
23
ARN
Trinh ty nhdn tao

ngudn

/luu y="M& ta trinh tu nhén tao:

105

ugaaacauga gacaaaaggg aua

<210>
<211>
<212>

106
21
ARN

-242-

oligonucleotit tdéng hogp"

oligonucleotit tdéng hop"

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hop"

21

23

21

23



<213>
<220>
<221>
<223>

<400>

36534

Trinh ty nhé&n tao

nguén

/luu y="M& ta trinh tu nhén tao:
106

cugcauuuga uugucacuuu u

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

<220>
<221>
<223>

<400>

107

23

ARN

Trinh ty nhén tao

ngudn
/luu y="Mé ta trinh tu nhén tao:

107

aaaagugaca aucaaaugca gaa

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

<220>
<221>
<223>

<400>

108

21

ARN

Trinh tu nhén tao

ngudn
/luu y="Mé ta trinh tu nhén tao:

108

uaccugcauu aauuuaauaa a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

109

23

ARN

Trinh tyu nhdn tao

ngudn
/luu y="M& ta trinh tu nhén tao:

109

uuuauuaaau uaaugcaggu aca

<210>
<211>
<212>

110
21
ARN

-243-

oligonucleotit tdng hop"

21
oligonucleotit tdng hop"

23
oligonucleotit tdng hop"

21
oligonucleotit tdng hop"

23



<213>
<220>
<221>
<223>

<400>

36534

Trinh ty nhan tao

ngudn
/luu y="Md& ta trinh tu nhan tao:

110

uaccugcauu aauvuuuaauaa a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

111

23

ARN

Trinh tu nhén tao

ngudn
/luu y="M& ta trinh tu nhan tao:

111

uuuauuaaau uaaugcaggu aca

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

<220>
<221>
<223>

<400>

112
21
ARN
Trinh ty nhén tao

ngudn ,
/luu y="M& ta& trinh tyu nhan tao:

112

uaccugcauu aauuuaauaa a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

113

23

ARN

Trinh tu nhén tao

ngudn
/luu y="M& ta trinh tu nhan tao:

113

uuuauuaaau uaaugcaggu aca

<210>
<211>
<212>

114
21
ARN

_244-

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hop"

21

23

21

23



<213>
<220>
<221>
<223>

<400>

36534

Trinh ty nhdn tao

nguodn

/luu y="M& ta trinh tu nhan tao:

114

accugcauua auuuaauaaa a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

115
23
ARN
Trinh ty nhén tao

ngudn

/luu y="M&é ta trinh tu nhén tao:

115

uuuuauuaaa uuaaugcagg uac

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

<220>
<221>
<223>

<400>

116

21

ARN

Trinh tyu nhén tao

ngudn

/luu y="M&é td& trinh ty nhan tao:

116

accugcauua auuuaauaaa a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

117

23

ARN

Trinh tu nhén tao

ngudn

/luu y="Mé ta trinh tyu nhan tao:

117

uuuuauuaaa uuaaugcagg uac

<210>
<211>
<212>

118
21
ARN

-245-

oligonucleotit tdng hop"

21
oligonucleotit tdng hop"

23
oligonucleotit tdéng hop"

21
oligonucleotit tdng hop"

23



<213>
<220>
<221>
<223>

<400>

36534

Trinh tyu nhén tao

ngudn
/luu y="Mé td trinh tu nhédn tao: oligonucleotit téng hop"

118

accugcauua auuuaauaaa a 21

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

<220>
<221>
<223>

<400>

119

23

ARN

Trinh ty nhén tao

ngudn
/luu y="M6 tad trinh ty nhdn tao: oligonucleotit téng hop"

119

uuuuauuaaa uuaaugcagg uac 23

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

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

120

22

ARN

Trinh tu nhé&n tao

ngudn
/luu y="M6 tad trinh tu nhédn tao: oligonucleotit tdéng hop"

bazo dugc cai bién
(1) ..(1)
Nucleotit mét mdt bazo dugc dao doan

120

ngaagcuuuu caaugugacc aa 22

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

<220>
<221>
<223>

<400>

121
23
ARN
Trinh ty nhén tao

ngudn
/luu y="Mé ta& trinh tu nhé&n tao: oligonucleotit téng hop"

121

-246-



36534

uuggucacau ugaaaagcuu cuc

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

<220>
<221>
<223>

<400>

122

21

ARN

Trinh ty nhdn tao

ngudn
/luu y="M6 ta trinh tyu nhén tao:

122

gaagcuuuuc aaugugacca a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

123

23

ARN

Trinh ty nhédn tao

ngudn
/luu y="Md ta trinh tu nhén tao:

123

uuggucacau ugaaaagcuu cuc

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

<220>
<221>
<223>

<400>

124
21
ARN
Trinh ty nhén tao

ngudn
/luu y="M& ta trinh tyu nhan tao:

124

gaagcuuuuc aaugugacca a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

125
23
ARN
Trinh tyu nhédn tao

ngudn
/luu y="Md& ta trinh tu nhén tao:

125

-247-

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hop"

23

21

23

21



uuggucacau ugaaaagcuu cuc

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

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

126
22
ARN
Trinh tyu nhén tao

ngudn

36534

/luu y="M6 tad trinh tu nhén tao: oligonucleotit téng hop"

bazo duoc cai bién
(1) .. (1)

Nucleotit mit moét bazo dugc ddo doan

126

nagcuuuuca augugaccag ca

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

<220>
<221>
<223>

<400>

ugcuggucac auugaaaagc uuc

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

<220>
<221>
<223>

<400>

127
23
ARN
Trinh tu nhén tao

ngudn

/luu y="Mé ta trinh tu nhén tao:

127

128
21
ARN
Trinh tu nhdn tao

ngudn

/luu y="M&é ta trinh tu nhén tao:

128

agcuuuucaa ugugaccagc a

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

129

23

ARN

Trinh ty nhan tao

-248-

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hop"

23

22

23

21



<220>
<221>
<223>

<400>

36534

ngudn
/luu y="M& ta trinh tu nhin tao: oligonucleotit téng hop"

129

ugcuggucac auugaaaagc uuc

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

<220>
<221>
<223>

<400>

130

21

ARN

Trinh ty nhén tao

ngudn
/luu y="M6 tad trinh tu nhén tao: oligonucleotit téng hop"

130

agcuuuucaa ugugaccagc a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

131
23
ARN
Trinh ty nhén tao

ngudn
/luu y="Mé tad trinh tu nhén tao: oligonucleotit téng hop"

131

ugcuggucac auugaaaagc uuc

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

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

132

22

ARN

Trinh ty nhén tao

ngudn
/luu y="M6 tad trinh tu nhén tao: oligonucleotit téng hop"

bazo dugc cadi bién
(1) ..(1)
Nucleotit mét mdt bazo dugc dao doan

132

ngcuuuucaa ugugaccagc aa

-249-

23

21

23

22



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

<220>
<221>
<223>

<400>

36534

133
23
ARN
Trinh ty nhdn tao

ngudn
/luu y="Md& ta trinh tyu nhan tao:

133

uugcugguca cauugaaaag cuu

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

<220>
<221>
<223>

<400>

134

21

ARN

Trinh ty nhén tao

ngudn
/luu y="Md ta trinh tyu nhan tao:

134

gcuuuucaau gugaccagca a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

135

23

ARN

Trinh tyu nhén tao

ngudn
/luu y="M6 ta trinh tu nhan tao:

135

uugcugguca cauugaaaag cuu

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

<220>
<221>
<223>

<400>

136

21

ARN

Trinh tu nhén tao

ngudn
/luu y="Md& ta trinh tu nhan tao:

136

gcuuuucaau gugaccagca a

-250-

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hop"

23

21

23

21



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

<220>
<221>
<223>

<400>

36534

137

23

ARN

Trinh ty nhén tao

ngudn
/luu y="Md& ta trinh twu nhan tao:

137

uugcugguca cauugaaaag cuu

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

<220>
<221>
<223>

<400>

138

21

ARN

Trinh tyu nhé&n tao

ngudn
/luu y="M& ta trinh tu nhan tao:

138

cacacugaga aucaacacaa a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

139
23
ARN
Trinh ty nhén tao

ngudn
/luu y="M& ta trinh tu nhan tao:

139

uuuguguuga uucucagugu gca

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

<220>
<221>
<223>

<400>

140

21

ARN

Trinh tyu nhén tao

ngudn
/luu y="M& ta trinh tu nhan tao:

140

ccaaaugaaa ggacucacuu a

-251-

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hogp"

oligonucleotit tdéng hop"

oligonucleotit tdng hop"

23

21

23

21



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

<220>
<221>
<223>

<400>

36534

141

23

ARN

Trinh ty nhdn tao

ngudn
/luu y="M&é td trinh tu nhédn tao: oligonucleotit téng hop"

141

uaagugaguc cuuucauuug gag

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

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

142

22

ARN

Trinh tu nhdn tao

ngudén
/luu y="Mé ta trinh tu nhédn tao: oligonucleotit téng hop"

bazo duoc cai bién
(1)..(1) )
Nucleotit mét mdét bazo dugc ddo doan

142

nuacacauuu ggaggagacg ua

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

<220>
<221>
<223>

<400>

143

23

ARN

Trinh ty nhdn tao

ngudn
/luu y="M&6 ta& trinh tu nhdn tao: oligonucleotit téng hop"

143

uacgucuccu ccaaaugugu auc

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

144

21

ARN

Trinh ty nhdn tao

-252-

23

22

23



<220>
<221>
<223>

<400>

36534

nguén
/luu y="M& ta trinh tu nhé&n tao:

144

uacacauuug gaggagacgu a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

145

23

ARN

Trinh tu.nhé&n tao

ngudn
/luu y="M& td trinh ty nhan tao:

145

uacgucuccu ccaaaugugu auc

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

<220>
<221>
<223>

<400>

146
21
ARN
Trinh ty nhdn tao

ngudn
/luu y="M&é ta trinh tu nhén tao:

146

uacacauuug gaggagacgu a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

147
23
ARN
Trinh ty nhén tao

ngudn
/luu y="M& td trinh tuy nhan tao:

147

uacgucuccu ccaaaugugu auc

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

148

22

ARN

Trinh twu nhdn tao

-253-

oligonucleotit téng hop"

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hop"

21

23

21

23



<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

36534

ngudn
/luu y="M6 t& trinh tu nhdn tao: oligonucleotit téng hop"

bazo duoc cai bién
(1) .. (1) )
Nucleotit mit mdt bazo dugc dado doan

148

nacacauuug gaggagacgu aa

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

<220>
<221>
<223>

<400>

149

23

ARN

Trinh tu nhdn tao

ngudn
/luu y="Mé td trinh tu nhén tao: oligonucleotit téng hop"

149

uuacgucucc uccaaaugug uau

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

<220>
<221>
<223>

<400>

150

21

ARN

Trinh ty nhén tao

ngudn
/luu y="Mé ta trinh tu nhdn tao: oligonucleotit téng hop"

150

acacauuugg aggagacgua a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

151
23
ARN
Trinh tyu nhén tao

ngudn
/luu y="M& ta trinh ty nhin tao: oligonucleotit tbéng hop"

151

uuacgucucc uccaaaugug uau

-254-

22

23

21

23



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

<220>
<221>
<223>

<400>

36534

152
21
ARN
Trinh tu nhédn tao

ngudn
/luu y="M& ta trinh tu nh&n tao: oligonucleotit tdng hop"

152

acacauuugg aggagacgua a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

153
23
ARN
Trinh tyu nhédn tao

ngudn
/luu y="M& ta trinh tu nhé&n tao: oligonucleotit tdng hop"

153

uuacgucucc uccaaaugug uau

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

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

154
22
ARN
Trinh tu nhén tao

ngudén
/luu y="Mé& ta& trinh tu nhédn tao: oligonucleotit tdng hop"

bazo duoc cai bién
(1) .. (1) )
Nucleotit mat mdt bazo dugc dao doan

154

ncacauuugg aggagacgua au

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

<220>

155
23
ARN
Trinh tu nhédn tao

-255-

21

23

22



36534

<221> ngudn
<223> /luu y="M& ta trinh tu nhén tao:

<400> 155
auuacgucuc cuccaaaugu gua

<210> 156

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="Md6 ta trinh tyu nhén tao:

<400> 156
cacauuugga ggagacguaa u

<210> 157

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M& ta trinh ty nhén tao:

<400> 157
auuacgucuc cuccaaaugu gua

<210> 158

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M6 ta trinh tu nhén tao:

<400> 158

cacauuugga ggagacguaa u

<210> 159

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>

-256-

oligonucleotit tdéng hop"

oligonucleotit téng hop"

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hop"

23

21

23

21



36534

<221> ngudn

<223> /luu y="M&é ta trinh tyu nhé&n tao:

<400> 159
auuacgucuc cuccaaaugu gua

<210> 160

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<221> ngudén

<223> /luu y="M&é ta trinh tu nhé&n tao:

<400> 160
gagaccuuga uacuuucaaa u

<210> 161

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /luu y="M& ta trinh tu nhén tao:

<400> 161
auuugaaagu aucaaggucu CccC

<210> 162

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /luu y="M& ta trinh tu nhé&n tao:

<400> 162
uaauuugagg gucaguuccu a

<210> 163
<211> 23
<212> ARN
<213> Trinh tu nhdn tao

<220>

-257-

oligonucleotit tdéng hop"

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit téng hop"

oligonucleotit téng hop"

23

21

23

21



36534

<221> ngudn
<223> /luu y="Md t& trinh tu nhan tao: oligonucleotit téng hop"

<400> 163
uaggaacuga cccucaaauu agg

<210> 164

<211> 22

<212> ARN

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="Mé ta trinh ty nhén tao: oligonucleotit téng hop"

<220>
<221> bazo dugc cai bién
<222> (1)..(1)

<223> Nucleotit mit mét bazo dugc dado doan

<400> 164
nuuccuauuu auuuugaguc ua

<210> 165

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M&é ta trinh tu nhéan tao: oligonucleotit tdng hop"

<400> 165
uagacucaaa auaaauagga aaa

<210> 166

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<221> ngudn
<223> /luu y="M& ta trinh tu nhan tao: oligonucleotit téng hop"

<400> 166
uuccuauuua uuuugagucu a

-258-

23

22

23

21



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

<220>
<221>
<223>

<400>

36534

167

23

ARN

Trinh tu nhén tao

ngudn
/luu y="Mé té& trinh tu nhén tao:

167

uagacucaaa auaaauagga aaa

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

<220>
<221>
<223>

<400>

168

21

ARN

Trinh ty nhan tao

ngudén
/luu y="M& ta trinh tyu nhan tao:

168

uuccuauuua uuuugagucu a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

169

23

ARN

Trinh ty nhdn tao

ngudn
/luu y="M&é ta trinh tu nhan tao:

169

uagacucaaa auaaauagga aaa

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

<220>
<221>
<223>

<400>

170

21

ARN

Trinh ty nhan tao

ngudn
/luu y="Mé ta trinh tu nhan tao:

170

uccuauuuau uuugagucug u

-259-

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hop"

23

21

23

21



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

<220>
<221>
<223>

<400>

36534

171
23
ARN
Trinh ty nhén tao

ngudn
/luu y="M6 td trinh tu nhan tao:

171

acagacucaa aauaaauagg aaa

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

<220>
<221>
<223>

<400>

172
21
ARN
Trinh ty nhéan tao

ngudén
/luu y="M& ta trinh tu nhdn tao:

172

uccuauuuau uuugagucug u

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

<220>
<221>
<223>

<400>

173

23

ARN

Trinh ty nhén tao

ngudn
/luu y="Md ta trinh tu nhédn tao:

173

acagacucaa aauaaauagg aaa

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

<220>
<221>
<223>

<400>

174
21
ARN
Trinh tu nhén tao

ngudén
/luu y="M&é td trinh tu nhén tao:

174

uugaagauau auuguaguag a

-260-

oligonucleotit téng hop"

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit téng hop"

23

21

23

21



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

<220>
<221>
<223>

<400>

36534

175

23

ARN

Trinh tu nhén tao

ngudn
/luu y="M6é td trinh tu nhén tao:

175

ucuacuacaa uauaucuuca aaa

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

<220>
<221>
<223>

<400>

176

21

ARN

Trinh tu nhan tao

ngudn
/luu y="M6 ta trinh ty nhan tao:

176

auuguaguag auguuacaau u

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

<220>
<221>
<223>

<400>

177

23

ARN

Trinh tu nhén tao

ngudn
/luu y="Mé6 ta trinh tu nhan tao:

177

aauvuguaaca ucuacuacaa uau

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

<220>
<221>
<223>

<400>

178

21

ARN

Trinh ty nhén tao

ngudn
/luu y="M6 ta trinh tu nhan tao:

178

guauuuguaa ggugcuuggu a

-261-

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hop"

23

21

23

21



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

<220>
<221>
<223>

<400>

36534

179
23
ARN
Trinh ty nhédn tao

ngudn
/luu y="M& td trinh ty nhén tao:

179

uaccaagcac cuuacaaaua cuc

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

<220>
<221>
<223>

<400>

180
21
ARN
Trinh tu nhén tao

nguodn
/luu y="Md& ta& trinh ty nhan tao:

180

aagcauaaag aucaaaccgu a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

181
23
ARN
Trinh tu nhén tao

ngudn
/lua y="Md ta trinh ty nhdn tao:

181

aacgguuuga ucuuuaugcu uca

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

<220>
<221>
<223>

<400>

182
21
ARN
Trinh tu nhén tao

ngudn
/luu y="M&é td trinh tu nhén tao:

182

ccuuuauuua acccauuaau a

-262-

oligonucleotit tdéng hop"

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdéng hop"

oligonucleotit tdng hop"

23

21

23

21



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

<220>
<221>
<223>

<400>

36534

183

23

ARN

Trinh ty nhédn tao

nguén

/luu y="M&é td trinh tu nhan tao:

183

uauuaauggg uuaaauaaag gug

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

<220>
<221>
<223>

<400>

184
21
ARN
Trinh tyu nhén tao

nguodn

/luu y="M&é ta trinh tu nhan tao:

184

aggaagcaaa cagauuaagu a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

185
23
ARN
Trinh ty nhén tao

ngudn

/luu y="Md ta trinh tu nhén tao:

185

uacuuaaucu guuugcuucc uca

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

<220>
<221>
<223>

<400>

186
21
ARN
Trinh tyu nhén tao

ngudn

/luu y="M&é ta trinh tu nhén tao:
Yy

186

caggcauuga aucuacagau a

-263-

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit téng hop"

23

21

23

21



<210> 187

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh ty nhéan tao

<220>
<221> ngudn

36534

<223> /luu y="M6 ta& trinh tu nhén tao: oligonucleotit téng hop"

<400> 187
uaucuguaga uucaaugccu ggc

<210> 188
<211> 21
<212> ARN
<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /luu y="M6 td trinh tuy nhédn tao: oligonucleotit tébng hop"

<400> 188
ugauucaaaa uucaaaagau a

<210> 189
<211> 23
<212> ARN
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> ngudn

<223> /luu y="M6 ta& trinh tu nhdn tao: oligonucleotit téng hop"

<400> 189
uaucuuuuga auuuugaauc aug

<210> 190

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<221> ngudn

<223> /luu y="M6 td trinh tu nhén tao: oligonucleotit téng hop"

<400> 190
ucuaaagaua gucuacauuu a

-264-

23

21

23

21



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

<220>
<221>
<223>

<400>

36534

191

23

ARN

Trinh tyu nhédn tao

ngudn

/luu y="M& td trinh tu nhén tao:

191

uaaauguaga cuaucuuuag aag

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

<220>
<221>
<223>

<400>

192
21
ARN
Trinh ty nhén tao

ngudn

/luu y="M& ta trinh ty nhan tao:

192

ggaaauguau guuaaaagca a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

193
23
ARN
Trinh tu nhén tao

ngudn

/luu y="Md ta trinh tu nhan tao:

193

uugcuuuuaa cauacauuuc caa

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

<220>
<221>
<223>

<400>

194
21
ARN
Trinh tu nhén tao

ngudn

/luu y="Mé td trinh tu nhan tao:

194

uguuuucugc uuucugucaa a

-265-

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hop"

23

21

23

21



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

<220>
<221>
<223>

<400>

36534

195

23

ARN

Trinh ty nhdn tao

ngudn
/luu y="M&é td& trinh tyu nhén tao:

195

uuugacagaa agcagaaaac aaa

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

<220>
<221>
<223>

<400>

196
21
ARN
Trinh tyu nhén tao

ngudn
/luu y="Md6 ta trinh tyu nhan tao:

196

uuucugucaa guauaaacuu a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

197

23

ARN

Trinh tu nhén tao

ngudn
/luu y="M& ta trinh tyu nhan tao:

197

uaaguuuaua cuugacagaa agc

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

<220>
<221>
<223>

<400>

198

21

ARN

Trinh ty nhé&n tao

ngudn
/luu y="M&é ta trinh tu nhén tao:

198

uucugucaag uauaaacuuc a

-266-

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdéng hop"

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hop"

23

21

23

21



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

<220>
<221>
<223>

<400>

36534

199
23
ARN
Trinh ty nhén tao

ngudn

/luu y="Mé td trinh tu nhén tao:

199

ugaaguuuau acuugacaga aag

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

<220>
<221>
<223>

<400>

200
21
ARN
Trinh tu nhdn tao

nguoén

/luu y="Md& ta trinh ty nhdn tao:

200

guacuugcaa aaucacauuu u

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

<220>
<221>
<223>

<400>

201
23
ARN
Trinh tw nhdn tao

ngudn

/luu y="Md ta& trinh tu nhan tao:

201

aaaaugugau uuugcaagua cag

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

<220>
<221>
<223>

<400>

202
21
ARN
Trinh tu nhan tao

ngudn

/luu y="Mdé ta trinh ty nhan tao:

202

uucuuugugu gaauuacagg a

-267-

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdéng hop"

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdéng hop"

23

21

23

21



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

<220>
<221>
<223>

<400>

36534

203

23

ARN

Trinh tu nhédn tao

ngudn
/luu y="M&6 td trinh tu nhén tao:

203

uccuguaauu cacacaaaga aca

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

<220>
<221>
<223>

<400>

204
21
ARN
Trinh ty nhén tao

ngudn
/luu y="M&é td& trinh tyu nhan tao:

204

ugugguguug gauuuguaag a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

205
23
ARN
Trinh ty nhén tao

ngudn
/luu y="M& ta trinh tu nhén tao:

205

ucuuacaaau ccaacaccac aag

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

<220>
<221>
<223>

<400>

206
21
ARN
Trinh tu nhan tao

ngudn
/luu y="M& ta trinh tu nhén tao:

206

ucccuuuugu cucauguuuc a

-268-

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit tdng hop"

23

21

23

21



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

<220>
<221>
<223>

<400>

36534

207
23
ARN
Trinh ty nhdn tao

ngudn
/luu y="M& ta trinh tu nhén tao:

207

ugaaacauga gacaaaaggg aua

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

<220>
<221>
<223>

<400>

208
21
ARN
Trinh tyu nhén tao

nguén
/luu y="M6 td trinh tu nhén tao:

208

cugcauuuga uugucacuuu u

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

<220>
<221>
<223>

<400>

209

23

ARN

Trinh tu nhén tao

ngudn
/luu y="M6 td& trinh tu nhén tao:

209

aaaagugaca aucaaaugca gaa

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

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>

210

22

ARN

Trinh tu nhén tao

ngudn ‘
/luu y="Md6 ta trinh tyu nhdn tao:

bazo dugc cadi bién
(1) .. (1)

-269-

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit téng hop"

oligonucleotit tdng hop"

oligonucleotit téng hop"

23

21

23



36534

<223> Nucleotit mét mdt bazo dugc ddo doan

<400>

210

nuaccugcau uaauuuaaua aa

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

<220>
<221>
<223>

<400>

211

23

ARN

Trinh tu nhan tao

ngudn
/luu y="M& ta trinh tu nhdn tao:

211

uuuauuaaau uaaugcaggu aca

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

<220>
<221>
<223>

<400>

212
21
ARN
Trinh tu nhan tao

ngudn
/luu y="M& ta trinh ty nhén tao:

212

uaccugcauu aauuuaauaa a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

213
23
ARN
Trinh tu nhén tao

ngudn
/luu y="M& t& trinh ty nhdn tao:

213

uuuauuaaau uaaugcaggu aca

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

<220>
<221>

214

21

ARN

Trinh tu nhé&n tao

ngudn

-270-

oligonucleotit téng hop"

oligonucleotit téng hop"

oligonucleotit tdéng hop"

22

23

21

23



<223>

<400>

36534

/luu y="M&6 ta trinh tu nhén tao: oligonucleotit téng hop"

214

uaccugcauu aauuuaauaa a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

215
23
ARN
Trinh ty nhédn tao

ngudn
/luu y="M&6 ta trinh tu nhé&n tao: oligonucleotit téng hop"

215

uuuauuaaau uaaugcaggu aca

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

<220>
<221>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

216

22

ARN

Trinh ty nhén tao

ngudn
/luu y="Md& ta trinh ty nhén tao: oligonucleotit téng hop"

bazo duoc cai bién
(1) .. (1)
Nucleotit mét mét bazo dugc dao doan

216

naccugcauu aauuuaauaa aa

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

<220>
<221>
<223>

<400>

217
23
ARN
Trinh ty nhédn tao

ngudn
/luu y="Mdé ta trinh tu nhdn tao: oligonucleotit tdng hop"

217

uuuuauuaaa uuaaugcagg uac

<210>

218
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21

23

22

23



<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

36534

21
ARN
Trinh tu nhén tao

ngudn

/luu y="M&é t& trinh tu nhadn tao:

218

accugcauua auuuaauvaaa a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

219
23
ARN
Trinh ty nhédn tao

ngudn

/luu y="M6 ta trinh tu nhén tao:

219

uuuuauuaaa uuaaugcagg uac

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

<220>
<221>
<223>

<400>

220

21

ARN v

Trinh ty nhédn tao

ngudn

/luu y="Md& ta& trinh tu nhén tao:

220

accugcauua auuuaauaaa a

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

<220>
<221>
<223>

<400>

221

23

ARN

Trinh tu nhdn tao

ngudn

/1luu y="M6 ta trinh tu nhén tao:

221

uuuuauuaaa uuaaugcagg uac

-2172-

oligonucleotit téng hop"

oligonucleotit téng hop"

oligonucleotit téng hop"

oligonucleotit téng hop"

21

23

21

23



36534
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