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Linh vwe ky thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén linh vuc cong ngh¢ sinh hoc, sinh hoc phan turva y hoc, cu
thé la dé cap dén enzym nucleaza va moé ta viéc su dung enzym nay. Cu thé hon, sang
ché dé cap dén enzym PaCas9 nucleaza. Sang ché ciing dé cap dén axit nucleic ma
hoa nucleaza néu trén, cau truc di truyén, vecto biéu hién, vecto van chuyén, chira axit
nucleic néu trén, liposom chira nucleaza néu trén hoac axit nucleic ma hoéa nucleaza
néu trén, phuong phap tao ra nucleaza, phuong phap van chuyén, va té bao chu chua

axit nucleic ma hda nucleaza néu trén.

Tinh trang k§ thuit cia sing ché

CRISPR-Cas 12 hé mién dich thich tng trong nhiéu vi khuan va phan lén vi
khuan cé dugc phat hién lan dau tién vao nam 2007 (Barrangou et al., 2007, Science
315: 17091712, Brouns et al., 2008, Science 321: 960-964). Cho dén nay, dua trén cac
tiéu chuan vé cau tric va chuc nang, c6 ba loai h¢ CRISPR-Cas da dugc xdc dinh tinh
chat, phén lon trong 50 ching sur dung cac phan tt ARN nho lam phan tu dan duong
dé hudng dich cac trinh tw ADN b6 tro (Makarova et al., 2011, Nat Rev Microbiol 9:
467-477, Van der Oost et al., 2014, Nat Rev Microbiol 12: 479-492).

Trong nghién ctu gan day boi phong thi nghiém Doudna/Charpentier, viéc xéc
dinh déc tinh cta enzym tac dong ctua h¢ CRISPR-Cas typ 11 (Cas9) duoc tién hanh k¥
ludng, bao gom ca viéc chimg minh rang su dua vao cac phan tir ARN dan dudng
CRISPR da thiét ké (véi cac trinh tu cia doan dém cu thé) huong dich cdc trinh tu b6
tro (cac doan tién dém) déi voi plasmit, gay ra su dut giy soi kép cta plasmit nay
(Jinek et al., 2012, Science 337: 816- 821). Tai li¢u: Later, Jinek et al., 2012 su dung
Cas9 lam cong cu dé chinh sua hé gen.

Cas9 da duoc su dung dé thiét ké hé gen cua nhiéu té bao ¢6 nhan dién hinh (vi
du, ¢4, thuc vat, nguoi) (Charpentier and Doudna, 2013, Nature 495: 50-51).

Ngoai ra, Cas9 da dugc su dung dé cai thién nang sudt tai to hop tuong dong o

vi khuan béng cach chon loc cac su kién tai to hop riéng biét (Jiang et al., 2013,
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Nature Biotechnol 31: 233-239). Pé dat duoc muc dich nay, manh co6 doc td (cau tric
huéng dich) duoc dong chuyén nhiém véi manh phuc hdi mang su bién doi mong
mudn (cdu tric chinh sua, mang su dot bién diém hodc su mat doan). CAu truc hudng
dich gdm Cas 9 két hop voi CRISPR thiét ké va gen danh dau su khang thude khang
sinh, dé xac dinh vi trf cla su tai td hop mong mudn trén nhiém sic thé cua vat ch;
khi c6 mat chat khang sinh tuong Ung, su dinh gin cdu tric hudng dich trong nhiém
sic thé cla vat chu duoc chon loc. Chi khi xuat hién su tai to hop bd sung cua cau truc
chinh stra véi vi tri dich CRISPR ¢ vi tri khac trén nhiém sac thé cua vat chu, vat chu
nay cé thé tranh duoc van dé vé tinh tu mién dich. Do d6, khi c6 mit chat khang sinh,
chi cac thé dot bién mong mudn (khong ¢ gen dénh dau) co thé song sot va phat
trién. Chién luoc lién quan dé chon loc su loai bo cdu tric huéng dich da dinh gén sau
d6 ra khoi nhiém sic thé cling duoc thé hién, tao ra thé dot bién khong ¢ gen danh
dau thuc.

Trong nhitng nam gém day, da xac dinh dugc ring viéc chinh stra hé gen qua
trung gian CRISPR-Cas tao thanh cong cu hiiu ich cho k¥ thuat di truyén. bai xac dinh
duoc 1‘§ng cac hé CRISPR cua sinh vat c6 nhan nguyén thuy su dung vat chu cua
ching lam hé mién dich thich tng (Jinek et al., 2012, Science 337: 816-821) va co thé
duogc str dung cho k¥ thuat di truyén hitu hiéu va nhanh chong (vi du, Mali et al.,
2013, Nat Methods 10: 957-963), chi can cai bién trinh tu dan duong dé hudng dich
cac trinh tu quan tam.

Tuy nhién, van can phat trién céc chat ¢ su phat hién, phan giai va thao tac
axit nucleic ddc hiéu trinh tu dugc cai tién trong cac diéu kién thur nghiém khac nhau

dé str dung trong linh vuc nghién ctru di truyén va chinh sura hé gen.

Bin chit ky thuét ciia sang ché

Sang ché dé cap dén enzym PaCas9 nucleaza c6 trinh tu axit amin néu trong
SEQ ID NO: 2.

Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén phan tu axit nucleic dugc phan lap
ma hda enzym PaCas9 nucleaza co trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 1.

Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén vecto biéu hién chua axit nucleic ¢6
trinh tu nucleotit néu trong SEQ 1D NO: 1.

Theo mdt s6 phuong an, vecto bi€u hién ¢ cau trac di truyén nhu duge the



37899

hién trén Fig.1, PpCas9-T2A-GFP-sgARN1-MCS-sgARN2-MCS.

Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén vecto dé van chuyén chét diéu tri
chtra axit nucleic co trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 1.

Theo mdt phuong an cua sang ché, vecto nay vén chuyén chit diéu tri dén cac
md dich hoac té bao dich.

Theo mdt khia canh, sang ché dé cap dén liposom dé van chuyén chét diéu tri
chira enzym PaCas9 nucleaza ¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 2 hoac axit
nucleic ¢é trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 1.

Theo mdt phuong an cua sang ché, liposom van chuyén chat diéu tri dén cac
mo dich hoac té bao dich.

Theo mét khia canh, sang ché dé cap dén phuong phap van chuyén chat diéu tri
dén cic md dich hodc té bao dich bang cach sir dung vecto hodc liposom néu trén.

Theo mdt phuong an cta phuong phap nay, chit diéu tri duoc van chuyén dén
céc té bac dich hodc mo dich bang cach st dung vecto hodc liposom néu trén vao co
thé clia dong vat c6 vu.

Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén phuong phap tao ra té bao chu dé tiét
ra enzym PaCas9 nucleaza co trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 2. phuong
phap nay bao 26m budce bién nap té bao bé‘mg cach st dung vecto bat ky trong sH cac
vecto néu trén.

Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén phuong phép tao ra enzym PaCas9
nucleaza, phuong phap nay bao gom budc nudi ciy té bao chii néu trén trong moi
truong sinh trudng trong didu kién du dé tiét ra PaCas9 enzym nucleaza néu trén, néu

can, sau do phan 1ap va tinh ché enzym PaCas9 nucleaza thu dugc.

MO ti vén tat cac hinh vé
Fig.1 thé hién so d6 dang vong cua plasmit PpCas9-T2A-GFP-sgARN1-MCS-
sgARNZ-MCS dung dé tao ra enzym PpCas9 nucleaza & té bao cta dong vat co vu.
AmpR 1a gen beta-lactamaza tao ra sy khang ampicillin,
CMYV promoter la gen khoi dau sém cua virut cu bao,
Trinh tu Kozak duoc ding dé lam gia tang hiéu qua dich ma cua protein,

START codon la codon khai dau,

NLS dé chi tin hiéu khu tra trong nhan (nuclear localization signal: NLS),
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PaCas9 la trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: | ma hoa enzym PaCas9
nucleaza co trinh tu axit amin néu trong SEQ D NO: 2,

FLAG la trinh tu epitop FLAG duoe sir dung dé phat hién protein,

GFP la protein phat huynh quang mau xanh luc dugc cai bién.

TK pA dé chi trinh tu tin hiéu cta poly-A thymidin kinaza dugc su dung dé
lam gia tang tinh 6n dinh cia mMARN

F1 ori la nguon gbe sao chép dé cho phép dong goi phagemit thanh cic tiéu
phém clia thé thuc khuan khi duoc déng clmyén nhiém voi cée thé thue khuan hd tro,

pollil term + U6 promotor dé chi cac bang biéu hién cua cac phan tir ARN nho,
mdi biang chira gen khoi dau U6 va gen két thic phién ma ARN polymeraza I11.

pUC origin 1a ngudn gbe sao chép pUC & vi khuan.

Fig.2 thé hién trinh tu axit amin cta enzym PaCas9 nucleaza c6 su phan bd

theo mién.

MG ta chi tiét sang ché
Cac dinh nghia va phuong phap chung

Néu khong dugc dinh nghia theo cach khac, tat ca cac thuat nglr khoa hoc va
k¥ thuat duoc s dung & ddy c6 nghia gidng nhu thudng dugc hiéu boi nguoi ¢é hicu
biét trung binh trong linh vuc nay .

Ngoai ra, tru khi cé yéu cau theo cach khac do ngir canh, cac thuat ngir s6 it s&
bao gbm ca nghia s6 nhiéu va cac thuat ngii s6 nhiéu s& bao gdbm ca nghia 50 it. Thong
thuong, su sép xép va phuong phéap nudi céy té bao, sinh hoc phan tu, mién dich hoc.
vi sinh hoc, di truyén hoc, hda hoc phan tich, hoa hitu co téng hop, y hoc va hoa duoge,
cting nhu k¥ thuét lai va hda hoc protein va axit nucleic duoc mo ta ¢ day la da duoc
biét 15 va sir dung rong rii boi ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc nay. Cac
phan Gng enzym va phuong phap tinh ché duoc thuc hién theo cac hudng dan ctia nha
san xuét, nhu thuong duogc tién hanh trong linh vue nay, hodc nhu dugc md ta ¢ day.

Thuat ngli "dong vat co vi" dé chi dong vat bat ky dugc phan loai lam dong vat
c6 vU, bao gém dong vat linh truong, nguoi, dong vat gam nham, chd, meo, gia suc

1&n, gia stc nho, ngua, lon, v.v..
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Nucleaza

Céac enzym nucleaza la nhdm cac enzym I¢a thuy phan lién két phosphodieste
gitia cac tiéu don vi axit nucleic.

Tuy thudc vao do dac hiéu va hoat tinh, cac enzym nucleaza co thé thudc vé
mdt trong s6 cac loai sau: exonucleaza va endonucleaza, ribonucleaza va
deoxyribonucleaza, restrictaza va mot s6 enzym khac. Cac enzym restrictaza la thanh
phﬁn quan trong dugc su dung trong linh vuc sinh hoc phan tu.

PaCas9 nucleaza dé chi loai enzym deoxyribonucleaza.

PaCas9 nucleaza c¢6 kha nang phan giai ADN chua trinh tu axit nucleic dich ma
khi gén két voi it nhat mot phan tor ARN s€ nhén biét trinh tu dich.

PaCas9 nucleaza chira hai mién endonucleaza, mdi mién gay ra sy dut gdy soi
don. va khi tac dung cting nhau s€ gay ra su dut gay soi1 kép.

PaCas9 nucleaza la enzym tac dong cua hé CRISPR-Cas typ Il (nucleaza typ
2).

PaCas9 nucleaza c6 kha nang gay ra su dut gdy cua ADN soi kép voi vi tri
nhan biét c6 do dac hiéu cao (tur 16 dén 20 chir cai).

ADN cua PaCas9 nucleaza duoc thé hién trong SEQ ID NO:1.

Trinh tu axit amin cua PaCas9 nucleaza duoc thé hién trong SEQ 1D NO:2.

Fig.2 thé hién trinh tu axit amin ctia PaCas9 nucleaza ¢6 su phan bd theo mién.

PaCas9 nucleaza co lién quan dén cac doan lap lai déi xtmg ngan cach déu
thanh cum (clustered regularly interspaced shortrpalindromic repeat: CRISPR). cling
nhu cac thanh phén lién ké khéac cta hé CRfSPR-Cas: cac trinh tu crARN va
tracrARN.

Trinh tu nucleotit ma hoa tracrARN dugc thé hién trong SEQ ID NO:3.

Trinh tu nucleotit ma héa doan lap xudi (DR) duoc thé hién trong SEQ 1D
NO:4.

crARN gdm phan bién d6i phu thuge dich va doan lap xuéi DR dugc thé hién
trong trinh tu SEQ ID NO:4. |

Thuét ngii "chat diéu tri" trong ban md td nay dé chi enzym PaCas9 nucleaza
¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ 1D NO: 2 hodc phan tu axit nucleic duoc phan lap
mé héa enzym PaCas9 nucleaza va c6 trinh tu nucle otit néu trong SEQ ID NO: 1.

tracrARN (crARN chuyén hoat héa) la ARN rtho duoc chuyén ma hoa.
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CRISPR (doan lap lai doi ximg ngan cach déu thanh cum) la locus cua vi
khuan va vi khuan c¢d ddc biét gom cac doan lap xudi dugc ngdn cach bing cac trinh

tu dac biét (doan dém).

Phan tu axit nucleic

Céac thuat ngli "axit nucleic", "trinh tu nucleic”, "trinh tu axit nucleic",
"polynucleotit", "oligonucleotit", "trinh tu polynucleotit" va "trinh tu nucleotit”, dugc
st dung thay thé lan nhau trong ban mé ta nay, dé chi trinh tu chinh xdc cua cac
nucleotit, duoc cai bién hoac khong duoc cai bién, x4c dinh manh hodc ving cua axit
nucleic, chra hodc khong chtra cac nucleotit khong tu nhién, va la ADN hoac ARN
so1 kép. ADN hodc ARN soi don, hodc cac san phz‘im phién ma cua cac ADN néu trén.

Cling can néu o day ring sang ché khong dé cap dén cdc trinh tu nucleotit trong
moi ruong nhiém sac thé tu nhién cua chung, nghia la ¢ trang thai tu nhién. Céc trinh
tu cua sang ché da duoc phan lap va/hodc tinh ché, nghia la ching duogc ldy mau theo
cach truc tiép hoac gian tiép, vi du, béng cdc ban sao, moi truong ctia ching da dugc
cai bién it nhat mot phan. Do do. cac axit nucleic phan lap thu duoc bang phuong
phap di truyén tai t6 hop. vi du, cua cac té bao chu, hodc thu dugc bang cach tong hop
hoa hoc cling can duoc dé cap o day.

Phan tu axit nucleic "dugc phéan 1ap" 1a phan tu axit nucleic dugc xdc dinh va
tach ra khoi it nhat mot phan tir axit nucleic- tap chat ma phan tir nay dugc gén két v6i
nguén tu nhién cua axit nucleaza nucleic. Phan tur axit nucleic duoc phan lap khac biét
vé hinh dang hodc tap hop ma trong dé n6 duge tim thay trong céc diéu kién tur nhién.
Do dé, phan tur axit nucleic duge phén lap khac voi phan tir axit nucleic ton tai trong
céc té bao trong diéu kién tu nhién. Tuy nhién, phan tir axit nucleic duoc phan idp bao
gélﬂ phan tu axit nucleic nam trong cac té bao ma trong dé khéang thé nay duoc biéu
hién binh thuong, vi du, néu phéan tu axit nucleic ¢6 su dinh vi nhiém sic thé khac voi
su dinh vi cta nd trong céc té bao trong diéu kién binh thuong.

Thuét ng@ "trinh tu nucleotit" bao gGm ca thanh phan bo tro cta nd, tri khi cé
quy dinh khac. Do do, axit nucleic ¢o trinh tu cu thé can duoc hiéu 1a trinh tu bao gém
ca soi bd tro clia nd cling voi trinh tu bd sung cta né.

Thuat nglr "cac trinh tu kiém soat" dé chi cdc trinh tw ADN can thiét cho su
biéu hién cua trinh tu ma hoa dugc lién két khi hoat dong trong sinh vat chu cu thé.

Céc trinh tu kiém sodt 1 thich hop doi véi cac sinh vat co nhan nguyén thuy, vi du,
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bao gdm gen khoi dau. thy v 1 trinh tu gen didu khién. va vi tri gan két ribosom. Cac
t& bao ¢6 nhan dién hinh da duge biét 1a sir dung cac gen khoi dau, tin hiéu polyadeny!
hoda, va gen tang cuong.

Axit nucleic duoc "lién két khi hoat dong" khi n6 duogc dua vao mdi quan h¢ vé
mat chuc nang véi trinh ty axit nucleic khac. Vi du. ADN cua tién trinh tu hodc trinh
tu dan dau tiét duoc lién két khi hoat dong voi ADN cua polypeptit néu n6 duoc biéu
hién dugi dang tién protein tham gia vao su tiét polypeptit; gen khoi dau hodc gen
tang cudng duoc lién két khi hoat dong voi trinh tu ma hoa néu no anh huong dén su
phién ma trinh tu; vi tri gén két ribosom duoc lién két khi hoat dong véi trinh tu ma
fhoa néu nd ndm o vi tri sao cho tao diéu kién thuan loi cho su dich ma. Noi chung,
thuat nglr "lién két khi hoat dong" cé nghia 1a cac trinh tr ADN dugce lién két & g?m
nhau. va trong truong hop trinh tu dan dau tiét, o g?m nhau va trong pha doc. Tuy

nhién. gen tang cuong khong nhat thiét phai ¢ gan nhau.

Vecto

Khi dugc sir dung trong ban m6 ta nay, thuat ngit "vecto" c¢d nghia la phan tu
axit nucleic ¢6 kha nang van chuyén axit nucleic khac ma n6 da duge lién két vai.
Theo mdt s6 phuong én, vecto 1a plasmit, nghia la manh ADN soi kép mach vong ma
cac doan ADN bd sung c6 thé duoge gin voi. Theo mot s6 phuong 4n, vecte la vecto
clia virut, trong d6 cac doan ADN b6 sung c6 thé duoc gan véi hé gen ctia virut. Theo
mot sd phuong an, cac vecto ¢ kha nang tu sao chép trong té bao cht ma ching dugc
dua vao (vi du, vecto cta vi khuan c6 vi tri sao chép co ngu@m géc tr vi khuan va céc
vecto cua dong vat co vu thé bo sung. Theo cac phuong an khac, vecto (vi du, céc
vecto khong phai cua dong vat co vu thé bo sung) co thé duoc dinh gém vao hé gen
cua té bao chu khi dua vao té bao chu. va nhe dd duge sao chép cling voi gen cua vat
chu. Ngoai ra, mot s vecto ¢o kha nang dinh huéng su biéu hién cua cac gen ma
chung duoc lién két véi khi hoat dong. Cac vecto nay duoc goi ¢ day la "vecto biéu
hién tai to hop" (hodc don gian la "vecto biéu hién").

Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén vecto thich hop cho su biéu hién cua
trinh tu bat ky trong s6 cac trinh tu nucleotit dugc mé ta trong ban mo ta nay.

Sang ché dé cap dén cac vecto chira phan tur axit nucleic ma hoa enzym PaCas9
nucleaza.

Theo mot s6 phuong an, enzym PaCas9 nucleaza ctia sang ché duge biéu hién
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béng cach chéen ADN vao céc vecto biéu hién sao cho cac gen nay dugc lién két vé
mat chlrc nang voi cac trinh tu kiém soat su biéu hién can thiét, nhu cac trinh tu kiém
soat su dich ma va sy phién ma. Cac vecto biéu hién bao gé)m cac plasmit, retrovirut,
adenovirut, virut két hop adeno (adeno-associated virus: AAV), cac virut ¢ thuc vat
nhu virut bénh dém ¢ cdy stp lo, virut bénh dém & cay thude 14, cosmit, YAC, episom
co ngu@)n géc tu virut EBV, va dang tuong tu. Cac phan tr ADN co thé duoc gén vao
vecto sao cho cac trinh tu kiém soét su phién ma va su dich ma trong vecto nay thuc
hién chic nang du dinh cua ching la diéu hoa su phién ma va su dich ma cua ADN.
Vecto biéu hién va céc trinh tu kiém soat sur biéu hién ¢6 thé duoc chon dé tuong hop
duge véi té bao chu biéu hién duoc sir dung. Cac phan ta ADN ¢6 thé duoc dua vao
vecto biéu hién bang cac phuong phéap tiéu chudn (vi du, phuong phap gan cic vi tri
gi¢i han bo tro trén manh gen PaCas9 nucleaza va vecto. hodc gén dau bang néu
khong co mat cac vi tri gidi han).

Ngoai gen PaCas9 nucleaza, su biéu hién vecto tai to hop cua sang ché ¢o thé
mang trinh tu didu hoa dé kiém soat su biéu hién cua gen PaCas9 nucleaza trong té
bao chi. Nguoi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc nay sé hiéu rang viéc thiét ké
vecto biéu hién, bao g61n ca su chon loc cac trinh tu diéu hoa, c6 thé phu thude vao
cac yéu t6 nhu su lua chon té bao chi can duoc bién nap, muc do biéu hién cua
protein mong mudn, v.v.. Cac trinh tu kiém soat duoc uu tién dé biéu hién té bao chu
O cac dong vat co v bao gém cac thanh phén cua virut dé dam bao su biéu hién ¢
mulc cao cua protein trong cac & bao cua dong vat ¢d vi, nhu cac gen khoi dau
va/hodc gen tang cuong co nguén géc tr LTR cla retrovirut, virut cu bao
(cytomegalovirus: CMV) (nhu gen khoi dau/gen tang cuong ciia CMV), virut SV40 &
khi (simian virus 40: SV40) (nhu gen khoi déu/gen tang cuong cua SV40), adenovirut,
(vi du, adenovirut cua gen khoi dau muon chinh (AdMLP)), polyomavirut va cac gen
khoi dau ctia dong vat cd v manh nhu gen khoi dau cua globulin tu nhién hodc gen
khoi dau actin. Phdn md ta thém cdc thanh phan kiém soat ctia virut va céc trinh tu cua
chung, vi du, xem tai liéu: cac Bing doc quyvén sang ché My s6 US 5.168.062.
4.510.245 va 4.968.615. Cac phuong phap biéu hién polypeptit trong té bao vi khuan
hodc té bao ném, vi du, cac té bao ndm men, cling da duoc biét ro trong 1Tnh vuc nay.

Ngoai gen PaCas9 nucleaza va cac trinh tu diéu hoa, cac vecto biéu hién tai to

hop cla sang ché cé thé mang cac trinh tu bo sung, nhu céc trinh tu dicu hoa su sao
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’

chép cua vecto trong céc té bao chu (vi du. nguon gde sao chép) va céc gen danh dau
6 thé chon loc. Gen danh dau co thé chon loc tao di¢u kién thuan loi cho su chon loc
t& bao chu ma vecto da duge dua vao do (vi du, xem cac Bang doc quyén sang ché My
s6 US 4.399.216, 4.634.665 va 5.179.017). Vi du, thuong la gen danh déu c¢6 thé chon
loc tao ra su khang lai cac chat dung lam thude, nhu G418, hygromyxin hodc
methotrexat. trén té bao chi ma vecto da duoc dua vao. Vi du, cac gen danh dau co
thé chon loc bao g61n gen dihydrofolat reductaza (dihydrofolate reductase: DHFR) (dé
st dung trong cac té bao chu trong khi chon loc/khuéch dai bang methotrexat), gen
neo (dé chon loc G418). va gen glutamat synthetaza.

[Khi duge st dung trong ban mé ta nay, thuat ngli "trinh tu kiém soat su biéu
hién" duoc dung dé chi cac trinh tu polynucleotit can thiét dé tac dong dén su biéu
hien va xu ly trinh tu ma hdéa ma ching duoc gén vao. Cac trinh tu kiém soat su biéu
hién bao g5m su khotl mao, su két thuc qua trinh phién ma thich hop, cac trinh tu cua
gen khoi ddu va gen ting cuong; cac tin hidu xtr ly ARN hiéu qua nhu tin hiéu ghép
va tin hiéu polyadenyl hoa; cac trinh tu lam on dinh mARN trong bao chét; céc trinh
tu Jam gia tdng hiéu qua dich ma (nghia la trinh tu lién img Kozak); cac trinh tu lam
gia tang tinh on dinh cua protein; va néu mudn, cac trinh tu lam gia tang su tiét
protein. Tinh chat cua cac trinh tu kiém soat nay khac nhau tuy thudc vao sinh vat
chi; ¢ céc sinh vat ¢6 nhan nguyén thuy. cac trinh tu kiém soat nay thuong bao gém
gen khaoi dau cta vi tri gén két ribosom, va cac trinh tu két thuc phién ma; o cac sinh
vat ¢6 nhan chudn, cac trinh tu kiém soat nay thudong bao gom gen khoi dau va trinh
tu két thice phién ma. Thuat nglt "trinh tu kiém soat" duoc du dinh bao g61n it nhat 1a
tat ca cac thanh phan ma sy c6 mat cua ching la thiét yéu cho su biéu hién va xtr ly,
va cting co thé bao g6111 cac thanh phén bo sung ma sir ¢é mat ctia ching 1a ¢d loi, vi

du, cdc trinh tu doan dan dau va trinh tu cta doi tac dung hop.

Té bao chi

Khi duoc str dung trong ban mo ta nay, thuat ngt "té bao chii tai to hop" (hodc
don gian la " bao chu") duoc dung dé chi té bao ma vecto biéu hién tai to hop da
duoc dua vao dé. Sang ché dé cap dén té bao chu, 6 thé bao gom, vi du, vecto theo
sang ché duge mo ta trén day. Cén hiéu rang "té bao chu tdi t6 hop" va "té bao chu"
duoc du dinh dé chi khong chi té bao cha doi tugng cu thé ma con dé chi thé hé con

cla té bao nay. Do cac cai bien c6 thé xuat hién trong cac thé hé¢ ticp theo do sy dot
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bién hodc su anh huong ctia moi truong, trén thuc té, thé hé con nay c6 thé khong
giéng hét vai té bao bo-me, tuy nhién, cac té bao nay van duoc bao g61n trong pham
vi ctia thudt ngir "té bao chi" khi duge str dung trong ban md ta nay.

Céac phan tu axit nucleic ma héa PaCas9 nucleaza cua sang ché va céc vecto
chura cac phan tu axit nucleic nay co thé duoc str dung dé chuyén nhiém dong vat cé
v thich hop hodc té bao clia no, thuc vat hoac té bao cua nod, té bao chu cua vi khuan
hoac nam men. Qua trinh bién nap co thé duoc thuc hién béng ky thuat da biét bat ky
dé dua cac polynucleotit vao té bao chu. Cac phuong phap dé dua polynucleotit khac
loai vao té bao cua dong vat co6 vu la da dugc biét 1o trong Iinh vuc nay va bao gém
phuong phap chuyén nhiém qua trung gian dextran, phuong phap chuyén nhiém bang
phurc chét polyme cation-axit nucleic. phuong phap két tua béng canxi phosphat,
phuong phap chuyén nhiém qua trung gian polybren, phu‘rong phdp dung hop té bao
tran, phuong phéap bao nang (cac) polynucleotit trong 1ip0§om, va phuong phép vi
tiém truc tiép ADN vao nhan. Ngoai ra, cdc phan tur axit nucleic ¢6 thé duoc dua vao
té bao cua dong vat c6 v bang vecto cua virut. Cac phuong phap chuyén nhiém té
bao la da duoc biét & trong linh vue nay. Vi du, xem cac Béﬁg doc quyén sang ché
M7 s& US 4.399.216, 4.912.040, 4.740.461 va 4.959.455. Cac phuong phap bién nap
té bao thuc vat 1a da duoc biét rd trong linh vuc ndy bao gom, vi du, phuong phép
bién nap qua trung gian vi khudn Agrobacterium, phuong phap bién nap bang cach
ban gen, phuong phéap tiém truc tiép, phuong phap gdy xung dien va phuong phap
bién nap bang virut. Cac phuong phap bién nap t bao vi khuan va nam men cling da
duoc biét 1 trong linh vuc nay.

Céc dong té bao cua dong vat co vii dugc sir dung l1am vat chu dé bién nap la da
duoe biét rd trong linh vue nay va bao gom nhiéu dong té bao bat tir ¢d san. Cac dong
t& bao nay bao gom, vi duy, té bao budng trimg chudt dong Trung Quoc (Chinese
hamster ovary: CHO), ¢ bao NSO, té bao SP2, té bao HEK-293T, té bao FreeStyle
293 (Invitrogen), té bao NIH-3T3, té bao Hela, té bao than chuot déng so sinh (baby

hamster kidney: BHK), té bao than khi xanh chau Phi (COS), té bao caxinom té bao

’
A

gan ctia nguoi (vi dy, Hep G2), t€ bao A549, va nhiéu dong t€ bao khac. Cac dong t€
bao duoc chon loc bang cach xac dinh xem cac dong té bao nay c6 muc do bicu hién
cao va tao ra cac dac tinh can thiét ctia protein duge tao ra hay khong. Cac dong t€ bao

khac co thé duoc st dung la dong té bao con trung, nhu cac té bao Sf9 hodc Sf21. Khi
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cac vecto biéu hién tai to hop ma hoa PaCas9 nucleaza dugc dua vao té bao chu cua
dong vat ¢o v, PaCas9 nucleaza dugc tao ra bing cach nudi cay cac té bao chu trong
mot khoang thoi gian di dé cho phép su biéu hién cua PaCas9 nucleaza trong cac té
bao chu hodc tot hon nita 1a su tiét ra PaCas9 nucleaza vao méi truong nudi cdy ma
trong do cac té bao chu duoc sinh truong. Enzym PaCas9 nucleaza ¢ thé duoc phan
ldp ra khoi moi truong nudi cdy nay béng cach st dung cac ky thuat tinh ché protein
tiéu chuén. Cac té bao chu cua thuc vat bao gom, vi du, giéng Nicotiana, Arabidopsis,
béo tim, ngd, lua mi, khoai tay. v.v.. Cac t& bao chu cua vi khuan bao gdm céc loai
Escherichia  va Streptomyces.  Cac ¢ bao chu  cua nim men  bao
odm Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces cerevisiae va Pichia pastoris.

Ngoai ra, mtc do tiét ra PaCas9 nucleaza ctia sang ché tu cac dong té bao co
thé Auoc tang 1én bang cach sur dung nhiéu kv thuat da biét. Vi du, hé thong biéu hién
gen zlutamin synthetaza (he thong GS) la phuong phap chung dé lam gia tang muc do
biéu hién trong mot sb diéu kién. Hé théng GS duoc ban luan trong toan bd hodc mot
phan ndi dung cua cac Bang doc quyén sang ché chau Au s6 EP 0216846, 0256055,
0323997 va 0338841.

Enzym PaCas9 nucleaza co thé thu duoc tir cac dong té bao khac nhau hoac tur
cac dong vat chuyén gen sé ¢d profin glycosyl hoa khac nhau khi so sanh véi nhau.
Tuy nhién, PaCas9 nucleaza dugc mad hdéa boi cdc phan tu axit nucleic duge moé ta
trong ban md ta nay la mot phéan cla séng ché, bat ké trang thai glycosyl hoa, va noi

chung 1a bat ké sy ¢c6 mat hoac khong ¢6 mat cua cac cai bién sau dich ma.

Liposom

Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén liposom bao nang PaCas9 nucleaza
¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ 1D NO: 2 hoac phan tu axit nucleic duoc phan lap
ma hoa PaCas9 nucleaza va cé trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 1.

Liposom la cac nang kin vé mat t& vi ¢6 pha phan tan, dugc bao quanh bang
mot hodc nhiéu 6p lipit, va cé kha nang gitr lai chét tan trong nudc trong pha phan tan
nay, va chat tan trong déu trong hai 16p phospholipit. Khi gin hop chét cé hoat tinh
trong liposom, va van chuyén nd dén mo dich, cach gén hop chét ¢6 hoat tinh trong
liposom v&i hiéu qua cao, va cach dam bao su duy tri on dinh hop chat ¢6 hoat tinh
bang liposom la cac van dé quan trong,

Noi chung, liposom dugc cho 1a tiéu phan co kich thuge chu yeu tir vai chuc
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nanomet dén toi da la mot phé‘m muoi micron, vo cua no chia phan tu cua (cac) chat
khac. Vo liposom ¢6 "tinh bén thim" véi cac phan ti nude va ion.

Liposom dugc déac trung boi kha nang chia va gilr lai cac chét ¢o tinh chat
khac nhau. Cac loai chat dugc dua vao liposom la rt da dang, tu céac ion vo co va cac
hop chat hitu co ¢6 trong lugng phan tir thdp dén cac protein va axit nucleic c¢6 kich
thude lon.

Liposom tao ra su giai phong kéo dai cua chét duoc két hop trong chat mang.

Liposom ¢ thé dugc tao ra tir phospholipit, cu thé 1a tir phosphatidylcholin,
phosphatidyletanolamin, phosphatidylserin. phosphatidylinositol.
phosphatidylglyxeroi, axit phosphatidic. sphingophospholipit, phospholipit tir

tramg/dau tuvong hodc cac hon hop cua chung.

Vi du thuwe hién sang ché

Cac vi du sau day dugc dua ra dé hiéu rd hon sang ché. Cac vi du nay duoc dua
ra chi nhim muc dich minh hoa va khong duoc hiéu 1a lam gidi han pham vi cta sang
ché theo cach bat ky.

Tat ca cac tai liéu cong bd., bang ddc quyén sang ché. va don dang ky sang ché
da vién dan trong ban mo t& nay duoc két hop vao day dé tham khao. Mac du sang ché
néu trén da dugc mo ta trong mot sb chi tiét dé minh hoa va vi du nham muc dich hiéu
8 rang, ngudi ¢d hiéu biét trung binh trong linh vuc nay s& d& dang hiéu ro sang ché
dua vao ph?m bdc 16 cua nod, va cod thé tién hanh mot so thay ddi va cai bién ma van

nam trong pham vi cua cac phuong an keém theo.

Vit liéu va phuong phap chung

Ky thuat ADN téi 6 hop

Cac phuong phap tiéu chuén duoc str dung dé thao tic ADN nhu duge md ta
trong tai liéu: Sambrook, J. et al, Molecular cloning: A laboratory manual; Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, 1989. Cac chat phan

mg sinh hoc phéan tir duroc sir dung theo cac hudng dan ctia nha san xuat.

Tong hop gen
Tién hanh tao ra cac doan gen mong muon tir oligonucleotit bang phuong phap

tong hop hoa hoc. Cac doan gen c¢o chiéu dai 300-4000 kb, nam ¢ vung ria cua céac vi
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tri gidi han don lé, dugce lap rap bang cach ghép va gan céac oligonucleotit bao gom ca
khuéch dai bang phan ung PCR va sau do dugc tach dong bang cac vi tri gidi han
duoc chi dinh. Céc trinh tu ADN cua cac manh gen da tach dong phu duoc khang dinh

bing cach giai trinh tu ADN.

Xac dinh trinh tuy ADN

Céc trinh tu ADN duoc xac dinh bang phuong phap giai trinh tu Sanger.

Phan tich trinh tuw ADN va protein va quan ly s6 liéu trinh tu
Phin mém Vector NTI Advance suite, phién ban 8.0 cua Infomax duoc su

dung dé tao ra, v& ban do, phan tich, giai thich va minh hoa trinh tu.

| Vecto biéu hién
Pé bidu hién PaCas9 nucleaza, bién thé cua cac plasmit biéu hidn dung dé biéu
hién trong céc té bao cua sinh vat ¢ nhan nguyén thuy (£.coli), su biéu hién tam thoi
trong cac té bao c6 nhan dién hinh (vi du, trong cac té bao CHO) duoc st dung. Ngoai
cat xet biéu hién PaCas9 nucleaza, cac vecto chua: ngﬁén goe sao chép dé cho phép
sao chép plasmit néu trén trong £. coli, cac gen tao ra tinh khang trong £. coli v&i cac

chat khang sinh khac nhau (vi du, voi ampicillin va/hodc kanamycin).

Vidu I

Phuong phap tao ra enzym PaCas9 nucleaza

pé tao ra cac trinh tu hé gen meta, cac mau bot bién Homoeodictva palmata
dugc thu thap tu ving Bién Trang, nguyén liéu nay duoc cit phan doan bang cach ly
tam, sau do6 ADN toan phén duoc phan lap va tiép dé duoc giai trinh tu.

Khung doc mo cua protein PaCas9, cling nhu cac thanh phan lién ké cta hé
CRISPR-Cas (bang CRISPR, cling nhu céc trinh tu crARN va tracrARN) duoc phat
hién trong céc trinh tu cla hé gen meta bang cach str dung cac phuong phap tin sinh
hoc.

ADN cua PaCas9 nucleaza duoc thé hién trong SEQ 1D NO:1.

Trinh tu axit amin cua PaCas9 nucleaza dugc thé hién trong SEQ 1D NO: 2.

Trinh tu nucleotit ma hoa tracrARN dugc thé hién trong SEQ ID NO: 3.

Trinh tu nucleotit ma hoa doan Iap xuéi DR dugc thé hién trong SEQ 1D NO:4.
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Vidu?2

Phat hién su tach dong

Trinh tu cua gen PaCas9 nucleaza thu dugc bang phuong phap tin sinh hoc.
Trinh tu nay duogc t6i uu hoa codon dé dam bao su biéu hién téi uu trong cac té bao
clia dong vat co v, va sau do duge lap réap de novo ttl’ cée oligonucleotit duge tong
hop bang phuong phap hoa hoc bang cach st dung phuong phap Gibson. Gen PaCas9
tong hop duoce duoc tach dong trong cau trac di truyén ti dau 3’ cia gen khoi dau
CMV. Trinh tu Kozak va tin hi¢u khu trd trong nhan (NLS) dugc b6 sung tir dau 5’
cua gen nay, va trinh tu epitop FLAG dé phat hi¢n protein dugc bo sung tu dau 37
Sau khi trinh ty PaCas9 va cac thanh phﬁn lién quan ctua n6é nhu da liét ké trén day,
cac thanh phén T2A va khung doc mé cua protein phat huynh quang mau xanh luc
(EGFP) lam gen danh dau su biéu hién duoc dua vao cau tric trong ciing khung doc.

Sau cac khung doc. trinh tu tin hiéu cta poly-A thymidin kinaza dugc dua vao
tr ddu 37 dé lam gia tdng tinh on dinh cia mARN. C6 hai bang ndi tiép trong khu vue
vo vi khuan cua céu tric di truyén dung cho su biéu hién cia cac phan tir ARN nho.
M®&i bang chiia gen khoi dau U6 va gen két thic phién ma ARN polymeraza 1. Cac
bang nay la can thiét cho su biéu hién cua cac phan tr ARN dé tao ra su tuong tac ddc
hiéu cua protein PaCas9 vdi phan tir ADN dich (hé gen cua té bao). Ban dd céu truc
duoc thé hién trén Fig.l. Cau tric nay cho phép biéu hién ca protein PaCas9 (duoc
van chuyén dén nhan béng tin hiéu NLS) va cac phan to ARN dan dudng protein
(ARN dén duong), ciing nhu phat hién protein bang epitop FLAG va xac dinh hiéu

qua cua su van chuyén cau truc di truyen bang cach phat hién EGFP.

Vidu3

Hoat tinh enzym cua protein PaCas9

Céac axit amin tham gia vao qua trinh thuy phan bing enzym ctia ADN/ARN
duoc xac dinh bang céch so sanh tinh tuong dong ctia cac mién HNH va RuvC cua céc
protein ho Cas9 khac nhau voi cic mién cta PaCas9 (su phan b6 theo mién duoc thé
hién trén Fig.2). Cac axit amin bao toan, co lién quan dén hoat tinh enzym ctia cac
protein Cas9 da duoc ching minh truge do, duge phan lap trong PaCas9. Do do, bang
cac phuong phap phan tich, da phat hién dugc rdng cac gbe axit amin ctia protein nay
la can thiét cho hoat tinh enzym ctia protein PaCas9 (axit amin — vi tri): D 9; E 527; H

750; D 753; H 613; N 636.
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Vidu4

Xac dinh hoat tinh enzym cua protein PaCas9

Pé xac dinh trinh tu ctia motif lién ké doan tién dém (Protospacer Adjacent
Motif: PAM), cac tac gia sang ché tién hanh cac phan tmg in vitro dé cit ngan thu
vién ADN béng cach su dung protein nucleaza tai t6 hop (SEQ ID NO: 2), crARN
(gSm phﬁn bién doi phu thudc dich va doan ldp xuo6i dugc thé hién trong trinh tu SEQ
ID NO:4) va tracrARN (SEQ ID NO:3). Thu vién ADN la manh PCR chira trinh tu
duoc chon ngdu nhién ¢ bay chif cdi, va trinh tu c6 thé nhan biét, doan tién dém.

Sau khi u phirc hop PaCas9-ARN-protein voi thu vién ADN, cac san pham cua
phan ing dugc tai vao thiét bi dién di trén gel. Cac manh khong bi cit ngén duoc chiét
ra khor gel va giai trinh tu trén thiét bi [umina. So sanh céac trinh tv PAM ¢6 mat
trong cac san pham cua phan Gmg PaCas9 khong bi cat ngan va phan ting doi chimg sé
cho phép xac dinh PAM cua protein quan tam.

Sau khi nhan biét trinh tu PAM, hoat tinh ctia nucleaza in vitro duoc danh gia.
Nham muc dich nay. protein trong phirc chét voi ARN dan dudng duge U véi manh
ADN mang trinh tu cua doan tién dém va PAM duoc nhan biét. Ty 1é i uu cua phtre
chat ARN-protein vi ADN da cit ngan dugc xac dinh. Hoat tinh cta nucleaza dugc
danh gia dua trén luong protein PaCas9 can thiét dé cat ngén 50% 200ng ADN dich
6 chiéu dai khoang 400 cip bazo, chia PAM t6i uu.

Do d6, da khang dinh duoc ring PaCas9 nucleaza c6 hoat tinh enzym va gy ra
su dut gay soi kép trong ADN.

Ngoai ra, da khéng dinh duoc réng PaCas9 nucleaza c6 thé gay ra su dut ¢ay

soi kép trong ADN v6i vi trf nhan biét dac hiéu 6 murc cao (tir 16 dén 20 chtr car).
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YEU CAUBAO HO

1. Enzym PaCas9 nucleaza co trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 2.

2. Phan tr axit nucleic duoc phén [4p ma hoa enzym PaCas9 nucleaza theo diém 1 va

¢ trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 1.
3. Vecto biéu hién chtra axit nucleic theo diém 2.

4. Vecto biéu hién theo diém 3, trong do vecto nay ¢o céu trac di truyén duoc thé hién

trén Fig.1.
5. Vecto dé van chuyén chat diéu tri chira axit nucleic theo diém 2.

6. Vecto theo diém 5. trong do chat diéu tri duge van chuyén dén cac té bao dich hodc

mo dich.

7. Phuong phap van chuyén chét diéu tri dén té bao dich hodc mé dich bang cich st

dung vecto theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 3 dén 6.

8. Phuong phép tao ra té bao chu dé tiét ra enzym PaCas9 nucleaza theo diém 1, bao
gom budc bién nap té bao nay voi vecto theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 3

dén 6.

9. Té bao chu tao ra enzym PaCas9 nucleaza theo diém 1, trong do t€ bao nay chua

axit nucleic theo diém 2.

10. Phuong phap tao ra enzym PaCas9 nucleaza theo diém 1, bao gdm bude nudi cay
té bao chu theo diém 9 trong moi truong sinh trudng trong dicu kién du dé tiét ra
enzym PaCas9 nucleaza néu trén, néu can, sau dé phan lap va tinh ché enzym PaCas9

nucleaza thu duoec.
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<110>
<120>
CHUA

<140>
<141>

<160> 4
<170>
<210> 1

<211> 3135

<212> ADN
<213>

<400> 1

atggcaaaaa
gaattggaca
gatgggcecg
aatcgccgtc
aaatttgggc
tatagtattc
atttttcata
aaagatggtc
gtgggacaat
ggcgtaacta
tttaacgata
caaattttat
catcagcgct
agaatcgcta
cttgaatatt
ttgcacattc
aaagatggtg
attaaaggcg

tgggatttgc

DANH MUC TRINH TY

AXIT NAY

RU2018132816
2018-

09-14

BiSSAP 1.3.6

cacggecttgg
aaaacggtga
aggataaaac
agcgagaccg
tgatgccaga
gtgccaaggc
tcagccaaag
cagtaaaaag
ttttatctga
ataatgatct
tttggcaaaa
ctgatatatt
ctttaaagcc
aggegttgcec
ttgatgaaaa
tttttgeggg
aaattaacga
actttaccac

aCaaacaaga

Homoeodictya palmata

tattgatatg
aatttcggaa
ccaagcatcc
Cctatcttcag
agataaaaca
aatggaagaa
acgtggctat
ttccattgaa
attacaccaa
ttttcattat
acaacaacaa
aacaaatgaa
gccaattatc
ttcctttcag
cgagtggcac
aggtaatcta
atctgcattt
caaaaccatg

cagcatgatt
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gggactaatt
gttttaaagg
aaaaacgcgg
cgccggacag
gaacaacgaa
gaaattccac
aagagtagcc
gaattccggce
gaaaataaac
ttcccagacc
atccgctege
aataaacaaa
ggcaattgtc
cgattccgta
cctttgeegt
acttttaaga
tttaacttag
aaagaaatta

ttattactaa
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ctatcggttg
caggggtgcsy
cacggegggt
cgattttacg
aattgcagga
cccatcatct
gtcgtaatga
ggcagctggs
caatccgcgc
gcgaactaat
aacaaccaga
ctttatttga
aattttttcc
ttttgcagga
cgtctattcg
agttaaatag
aagatgaaaa
tccccgeatt

taggagataa

gatgttgtat
cattttccct
agcacgaatg
ctatttggta
tattgacccc
tgggcgggcea
agaaaacgat
cgacaaaagt
ccgeegtgat
tgaaaaagag
taaaaataaa
agttattttt
gaccaaaaaa
tattaataac
tgattgggca
Cccaaatgaag
acgcaatgat
gtgggataac

aagtatagat

ENZYM PACASS NUCLEAZA, PHUONG PHAP TAO RA VA PHAN T AXIT NUCLEIC
PUGC PHAN LAP MA HOA ENZYM NAY, VECTO BIEU HIEN VA TE BAO CHU

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1680

1140



gaagatcaaa
tctgaagaag
ggaagagcga
aaccactatg
gatgaccatt
aaaagcgagg
gcattaaatc
ccttcacaag
gaaattagaa
gaagaactcg
tcgtetecca
gctgeegety
ttggatgata
aataaaactc
agagcaagtg
tttgacggtg
gtgacgaagc
cgtttaactg
cacaaaaacc
actcgttcta
aatgtctcta
aatattgttg
gcttatgggt
attatgttgt
gaagaattga
aaacgctatg
attgctgttt
gcctatgaga
tttaatgcta

cttatcatgce

tgttagatga
aggcacaaga
gtttatcgct
ataaagcact
tctatatgca
atgaaagcaa
aattgcgggc
ttgttgtgga
aaaaacagtc
gagagcgtgce
dazatgccaa
tctettctec
gcgecgecaa
cttatgaagc
ccctatcgec
ataacgattt
gttattttga
aaatattaag
gtgatgacca
cgctccaaaa
tcaccgcacc
tctcacacaa
tgectgetga
ctgatataac
asacattatg
gagaaaaaaa
gcgataagga
tttttgagaa
atcaagaaaa

gcttgcacaa

agataaaatg
atgtgcgaat
agaagcgata
tgctgagtcg
gccctacccc
caaagaattg
agttgttaac
gttggcacgt
agaaaatcaa
gagtgctaaa
taatcactgt
cgattttgag
caaaacgctt
atggggcagt
aaaaaaacga
tctcgetege
atctattata
acgcaagtgg
tagacatcat
atttgctact
aatgaaagta
accagatcgt
ttataaagaa
tacaaatttt
cgactatgca
taatattcgc
cggcaaaccc
atttcccaat
atttacgccc

aaatgacatg

37899

ttagatgaac
gccaatattg
agcatactaa
ggaattgaaa
gaaatattag
tggcgtatcc
gactgcataa
gacttgccaa
agggcacgaa
tctatgttge
tgcctatatt
attgaccata
tgctgegtcce
aatgaaaaac
cggegttttt
caactaaccg
aaacccaatg
ggattgaata
gccgttgatyg
gaggcaggea
tttcgtgaaa
tttgagagtg
ggtgetggty
tctcaaaaag
acggataaaa
cgtgttttaa
tataaaggtt
ggaaattggg
ttatggaaag

gtagcattag

-19-

tttcgtctca
acaacaggca
taccctattt
aagataagtc
ggcaatggtg
cgaatccaac
gaatcaatgg
taggtattgc
cacaacgccg
gcatgcaatt
gtggaaaaca
ttctaccttt
aatgcaaccg
ggtatgatga
tgccagacgc
atacgcaata
atgtttatgt
atattttgaa
cagcagtcat
aagacaactc
aggtggaaaa
gcgegttaca
cacaattcgt
tggttaattc
aatctttaga
tagaagaaaa
ataaaagcga
atggcgaaat
aaaaaaatcc

atgacaatgg

ttataattta
aggcgttagt
ggaaaaagga
ctctaaacat
tttgccgege
agtgcatgtt
cggagaaaaa
aacacggcaa
caataaaatt
gtgggaagaa
aataggctgc
ttctaaaact
cgaaaaagga
aattaaaacg
aatgaaacat
tatcgccaaa
tattcctggt
tgatgacgga
tggtgcgacc
cgatttacca
gaccgtaaaa
taatgatact
aagacatcgg
tttcttgegce
tcaagaatta
attgtctgtt
cagtaattgg
fatttccaca
caaggctaaa

actacgaaaa

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2400

2460

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940
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atatgttatg taaaaacatt aagtgctagc aaaattgcca

actcctggta gaaatccacc tactattata accaaaagtc

aatggacgaa aaatccatat tagccctgge gggttagtaa

cgatcaaatc attga

<210> 2

<211> 1044

<212> PRT

<213> Homoeodictya palmata

<400> 2
Met Ala Lys Thr Arg Leu Gly
1 ' 5
Trp Met teu Tyr Glu Leu Asp
20
Lys Ala Gly Val Arg Ile Phe
35
Ala Ser Lys Asn Ala Ala Arg
50 55
Arg Asp Arg Tyr Leu Gln Arg
65 70
Lys Phe Gly Leu Met Pro Glu
85
Asp Ile Asp Pro Tyr Ser Ile
100
Pro Pro His His Leu Gly Arg
115
Gly Tyr Lys Ser Ser Arg Arg
130 135
Val Lys Ser Ser Ile Glu Glu
145 150
vVal Gly Gin Phe Leu Ser Glu
165
Ala Arg Arg Asp Gly val Thr
180
Asp Arg Glu Leu Ile Glu Lys
195
Gln Gln Ile Arg Ser Gln Gln
216 215
Asp Tle Leu Thr Asn Glu Asn
225 230
His Gln Arg Ser Leu Lys Pro
245
Pro Thr Lys Lys Arg Ile Ala
260
Arg Ile Leu Gln Asp Ile Asn
275
Trp His Pro Leu Pro Ser Ser
290 295
Phe Ala Gly Gly Asn Leu Thr
305 310
Lys Asp Gly Glu Ile Asn Glu

Ile
Lys
Pro
40

Arg
Arg
Asp
Arg
Ala
120
Asn
Phe
Leu
Asn
Glu
200
Pro
Lys
Pro
Lys
Asn
280
Ile

Phe

Ser

Asp
Asn
25

Asp
Val
Thr
Lys
Ala
105
Ile
Glu
Arg
His
Asn
185
Phe
Asp
Gln
Ile
Ala
265
Leu
Arg

Lys

Ala

Met
10

Gly
Gly
Ala
Ala
Thr
90

Lys
Phe
Glu
Arg
Gln
170
Asp
Asn
Lys
Thr
Ile
250
Leu
Glu
Asp

Lys

Phe

-20-

Glu
Arg
Arg

Ile
75

Glu G

Ala
His
Asn
Gln
155
Glu
Leu
Asp
Asn
Leu
235
Gly
Pro
Tyr
Trp
Leu

315
Phe

tggttgaaca ttttgatgcc
caaacgaatt tcgcaaaatc

gagacactaa aaaagatggc

Thr
Ile
Glu
Met

60
Leu

Met
Ile
Asp
140
Leu
Asn
Phe
Ile
Lys
220
Phe
Asn
Ser
Phe
Ala
300

Asn

Asn

Asn
Ser
Asp

45
Asn

His
Trp
205
Gln
Glu
Cys
Phe
Asp
285
Leu

Ser

Leu

Glu
30

Lys
Arg
Tyr
Lys
Glu
110
Gln
Asp
Asp
Pro
Tyr
190
Gln
Ile
Val
Gln
Gln

2760
Glu

Ile
15

Val
Thr
Arg
Leu
Leu
95

Glu
Arg

Gly

Ile
175
Phe
Lys

Leu

Phe
255
Arg
Asn
Ile
Met

Asp

Gly
Leu
Gln
Gln
Va

80

Gln
Ile
Arg
Pro
Ser
160
Arg
Pro
Gln
Ser
Phe
240

Phe

Phe

Leu

Lys
320
Glu

3000

3060

3120

3135



Lys
Ile
Met
Leu
385
Ser
Gln
Leu
Glu
Tyr
465
Lys

Thr

Ile

Lys
545
Glu

Leu 1

Tyr
Phe
Ala
625
Asn
Glu
Phe

Ala

Tyr
705
Arg
Asn
Asp
Ala
Thr

785
Asn

Arg
Ile
Ile
370
Asp
Glu
Gly
Ile
Ser
450
Met
Ser

Val

Arg

2 Arg

539
Gln

Glu
610
Ala
Lys
Ile
Leu
Arg
690
Phe
Leu
Asp
Ala
Thr

776
Ala

—
i
o)

Asn
Pro
355
Leu
Glu
Glu
Val
Pro
435
Gly
Gln

Glu

His -

Ile
515

Asp i

Ser
Leu
Glu
Gly
595
Ile
Asn
Thr
Lys
Pro
675
Gln
Glu
Thr
Asp
Ala
755
Glu

Prc

Val

Asp
340
Ala

Ser
420
Tyr

Ile

500
Asn

Pro
Thr
660
Asp

Leu

Ser

Gly
740
Val

Ala

325
Ile

Leu
Leu
Lys
Ala
405
Gly
Leu
Glu
Tyr
Glu
485
Ala
Gly
Pro
Asn

Glu
565
Ser

His
Thr
Tyr
645
Arg

Ala

Thr

Ile
725
His
Ile
Gly

Lys

1 Ser

Lys
Trp
Ile
Met
390
Gln
Arg
Glu
Lys

"o
476
Ser
Leu
Gly
Ile
Gln
550
Arg
Ser
Ile
Ile
Leu

630
Glu

Ala ¢

Met
Asp
Ile
710
Leu
Lys
Gly
Lys
Val

796
His

Gly
Asp
Gly

375
Leu

Ala
Lys
Asp

455
Glu

Ala
Pro
Gly
Leu
615
Cys

Ala

Lys
Thr
695
Lys
Arg
Asn
Ala
Asp
775
Phe

Lys

Asp
Asn
360
Asp
Asp
Cys
Ser
Gly
440
Lys

Ile

v Lys

Lys
520
Ile

Ser
Lys
600
Pro

Cys

His
680
Gln
Pro
Arg
Arg
Thr
760
Asn

Arg

Pro

Phe
345
Trp
Lys
Glu
Ala
Leu
425
Asn
Ser
Leu
Glu
Leu
505
Pro
Ala
Arg
Ala
Asn
585
Ala
Phe
Val
Gly
Leu
665
Phe
Tyr
Asn
Lys
Asp
745
Thr
Ser

Glu

Asp

37899

330
Thr

Asp
Ser
Leu
Asn
410
Ser
His
Ser
Gly
Leu
490
Arg
Ser
Thr
Thr
Lys
570
Ala
Ala
Ser
Gln
Ser
650
Ser

Asp

Ile

Arg

Thr
Leu
Ile
Ser
395
Ala
Leu
Tyr
Lys
Gln
475
Trp
Ala
GIn
Arg
Gln
555

Ser

Asn

Lys
Cys
635
Asn
Pro
Gly
Ala
Val
715
Gly
His
Ser
Leu
val

795
Phe

-21-

Lys
His
Asp
380
Ser
Asn
Glu
Asp
His
469
Trp
Arg
Val
Val
Gln
540
Arg
Met
Asn
Val
Thr
620
Asn
Glu
Lys
Asp
Lys
700
Tyr
Leu
Arg
Thr
Pro
78¢
Glu

Glu

Thr
Lys
365
Glu
His
Ile
Ala
Lys
445
Asp
Cys
Ile
Val
Val
525
Glu
Arg
Leu
His
Ser
605
Leu
Arg
Lys

Lys

Asn
685

vVal 7

Val
Asn
His
Leu
765
Asn

Lys

Ser

Met
350
Gln
Asp
Tyr
Asp
Ile
430
Ala
Asp
Leu
Proc
Asn
510
Val
Ile
Asn
Arg
Cys

590
Ser

Asn
His
750
GIn
Val

Thr

Gly

Asn
415
Ser
Leu
His
Pro
Asn
495
Asp

Glu

Met
575
Cys
Prb
Asp
Lys
Tyr
655
Arg
Phe
Lys
Pro
Ile
735
Ala

Lys

Ser

Ala

Leu
400
Arg
Ile
Ala
Phe
Arg
486
Pro
Cys
Leu
Lys
Ile

560
Gln

Leu
Arg
Gly
720
Leu
Val
Phe
Ile
Lys

800
lLeu



His Asn Asp

Gly Ala Gln
835
Asn Phe Ser
850
Thr Leu Cys
865
Lys Arg Tyr

Lys Leu Ser

Gly Tyr Lys
915
Pro Asn Gly
930
Gln Glu Lys
945
Leu Ile Met

Gly Leu Arg

Ala Met Val
995
Ile Ile Thr
1010
Ile His Ile
1025
Arg Ser Asn

<210> 3
<211> 120
<212> RNA

Thr
820
Phe
Gln
Asp
Gly
Val
900
Ser
Asn
Phe
Arg
Lys
980
Glu
Lys

Ser

His

805
Ala

Val
Lys
Tyr
Glu
885
Ile
Asp
Trp
Thr
Leu
965
Ile
His
Ser

Pro

Tyr Gly Leu Pro
825

Arg His Arg Ile

840
val val Asn Ser
855

Ala Thr Asp Lys

870

Lys Asn Asn Ile

Ala Val Cys Asp
905

Ser Asn Trp Ala

920
Asp Gly Glu Ile
935

Pro Leu Trp Lys

950

His Lys Asn Asp

Cys Tyr Val Lys
985

Phe Asp Ala Thr

1000
Pro Asn Glu Phe
1015
Gly Gly Leu Val
1030

<213> Homoeodictya palmata

<400> 3

tataacaaac aaagaaatgc ggtttattta acattaacat gtgataaatt cgcaacaacc

tttagggcaa cttcggttge cctattgett ttaatggega tataaatatt ttattaatcc

<210> 4
<211> 36
<212> ADN

<213> Homoeodictya palmata

<400> 4

37899

810
Ala

Met
Phe
Lys
Arg
890
Lys
Tyr
Ile
Glu
Met
970
Thr
Pro

Arg

Arg

gttgtgttat gaccgcattt ctttgtttgg tataat

Asp Tyr Lys Glu
830

Leu Ser Asp Ile

845
Leu Arg Glu Glu
860

Ser Leu Asp Gln

875

Arg Val Leu Ile

Asp Gly Lys Pro
910

Glu Ile Phe Glu

925
Ser Thr Phe Asn
940

Lys Asn Pro Lys

955

Val Ala Leu Asp

Leu Ser Ala Ser
990

Gly Arg Asn Pro

1005
Lys Ile Asn Gly
1020
Asp Thr Lys Lys
1035

-2

815
Gly

Thr
Leu
Glu
Glu
895
Tyr
Lys
Ala
Ala
Asp
975
Lys
Pro

Arg

Asp

Ala
Thr
Lys
Leu
880
Glu
Lys
Phe
Asn
Lys
960
Asn
Ile
Thr
Lys

Gly
1040

60

120

36
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CMV promoter: gen kh&i ddu CMV

Trinh tw Kozak

} codon bét dau
NLS1
//

PpCas9-T2A-GFP-sgRNA1-MCS-sgRNA2-MCS
8377 bp

Gen két thie polTTI

Gen khivi dau U6

/

Gen két thic pollll

N ~
Gen khéi dau U6

Fig.1
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PaCas9

PaCas9

PaCas9

PaCas9

PaCas?9

PaCas?9

PaCas?9

PaCas®

PaCas9

PaCas9

PaCas9

PaCas9

PaCas9

PaCas?9

PaCas9

PaCas9

PaCas?9

PaCas?9

1

61

121

181

241

301

361

4§21

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021
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2 T R Y
MAKTRLGIDMGTNSIGWMLYELDKNGE I SEVLKAGVRIFPDGREDKTQASKNAARRVARM

A2 Y

NRRQRDRYLORRTAILRYLVKFGLMPEDKTEQRKLODIDPYSIRAKAMEEEIPPHHLGRA

T Uit

IFHISORRGYKSSRRNEENDKDGPVKSSTEEFRROLGDKSVGQFLSELAQENKP TRARRD
AAAEEEEAE AR AR AR AR A I I R I I E R I AN

GVTNNDLFHYFPDRELIEKEFNDIWQKQQQIRSOQPDKNKQILSDILTNENKQTLFEVIF

A N A AT TN,

HQRSLKPPIIGNCQFFPTKKRIAKALPSFQRFRILQDINNLEYFDENEWHPLPSSIRDWA

AAAEREEAEEAREEREIENNAIAIEI I NN

LHILFAGGNLTFKKLNSOMKKDGE INESAFFNLEDEKRNDIKGDFTTKTMKE ITPALWDN

11 T T T T

WDLHKQDSMI LLLIGDKS I DEDKMLDEDKMLDELSSHYNLSEEERQECANANTIDNRQGVS

210 Y

GRASLSLEAISILIPYLEKGNHYDKALAESGIEKDKSSKHDDHFYMOPYPEILGQWCLPR

T Y

KSEDESNKELWRIPNPTVAVALNQLRAVVNDCIRINGGEKPSQVVVELARDLPIGIATRQ

A Y T A R R Y
EIRKKQSENQRARTORRNKIEELGERASAKSMLRMOLWEESSPENANNHCCLYCGKQIGC

Y

AAAVSSPDFEIDHILPFSKTLDDSAANKT LCCVQCNREKGNKTPYEAWGSNEKRYDEIKT

Y
RASALSPKKRRRFLPDAMKHFDGDNDFLARQLTDTQY IAKVTKRYFESIIKPNDVYVIPG

T

RLTE I LRRKWGLNNI LNDDGHKNRDDHRHHAVDAAVIGATTRSTLOKFATEAGKDNS DLP
T Y

NVSITAPMKVFREKVEKTVKNIVVSHKPDRFESGALHNDTAYGLPADYKEGAGAQFVRHR
IMLSDITTNFSQKVYNSFLREELKTLCDYATDKKSLDQELKRYGEKNNTRRVLIEEKLSY
TAVCDKDGKPYKGYKSDSNWAYEI FEKFPNGNWDGE T ISTFNANQEKFTPLWKEKNPKAK

LIMRLHKNDMVALDDNGLRKICYVKTLSASKIAMVEHFDATPGRNPPTIITRSPHNEFRKT

NGRKIHISPGGLVRDTKKDGRSNH

Fig.2
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