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Linh vie k§ thuit dwoc dé cap

Séng ché dé cap dén din xudt axit nucleic peptit hudng dich bd sung véi tién

mARN tyrosinaza cia ngudi dé cai thién sic t6 da qua trung gian tyrosinaza.
Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

Hic t6 melanin goi chung 1a cac sic té polyme tu nhién téi mau duogc tao ra
trong cac sinh vat séng. Co ba loai hic tb, cu thé la, eumelanin, pheomelanin va
neuromelanin. Eumelanin va pheomelanin duoc tong hop & da. Trong khi do.
neuromelanin 13 hic t§ duoc tim théy & ndo, va cac dac tinh sinh ly cua no van chua

dugc lam sang to.

Hic t6 ¢ da hép thu hi¢u qua buc xa UV (tia cuc tim - ultra-violet), va bao vé
dong vat khoi birc xa UV (tia cyc tim) trong anh néng tu nhién. Do d6 sam da do néng
la qua trinh tuy nhién dé dong vat tu bao vé minh khoéi birc xa UV trong anh sang mat

troi.

[Phin 1p las polyme] [Phin 1ip lai polyme]
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Tyrosin axit amin trung hop eumelanin sau mdt loat phan Gng phuc tap khi co

mat tyrosinaza. Eumelanin chi cdc polyme 5,6-dihydroxyindol (DHI) va axit
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5,6-dihydroxyindol-2-carboxylic (DHICA). Pheomelanin duoc tao thanh khi tyrosin

duoc trung hgp bai tyrosinaza khi ¢6 mat xystein hodc glutathion.

So dd 1 tom tit cac phan ung bao gdm TYR (tyrosinaza), TYRP-1 (protein lién
quan dén tyrosinaza 1, tirc la DHICA oxidaza) va TYRP-2 (protein lién quan dén
tyrosinaza 2, ttc 1a DOPAcrom tautomeraza) trong sinh tong hop eumelanin va

pheomelanin. [Int. J. Mol. Sci. vol 10, 4066-4087 (2009)].

So do 1
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Cho ring tyrosinaza (TYR) déng vai tro trung tAm trong sinh tdng hop hic to &
da, chit ac ché TYR da duoc st dung hodc duge phét trién 1am thanh phan my pham
dé giam su tao thanh séc tb da qué muec, tic la sy tang sic td da. Chét tc ché TYR da
duoc xem xét vé hiéu qua cua chung dua vao qua trinh tao thanh hic td & mot sd bai
béao. [Int. J. Cosmetic Sci. vol 33, 210-221 (2011); Int. J. Mol. Sci. vol 10, 2440-2475
(2009)].
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Hydroquinon (1,4-dihydroxybenzen) da duoc st dung dé diéu tri tai chd chimg
tang sic t da trong nhiéu thap ky. [JAMA vol 194(9), 965-967 (1965)]. Hydroquinon
duge biét dén 1a e ché hoat tinh TYR bing cach lién két v6i ving hoat dong cua
tyrosinaza. Vao nam 2006, FDA Hoa Ky da huy bo gidy phép da cép truge do cho tat
cd cac san phém dugc ban khong cin ké don (OTC - over-the-counter) chira
hydroquinon do cac van dé vé do an toan bao gbm viéc tao ra chat c6 kha nang gay
ung thu. Hydroquinon bao gdbm ROS (loai oxy phan Ung - reactive oxygen species)
phé huy lipit va protein mang bao gbm tyrosinaza. Viéc pha huy lipit mang c¢6 mit oxy

lam mat vinh vién té bao bi€u bi tao héc to.

Arbutin (hydroquinon-O-B-D-glucopyranosit) 1a hydroquinon duoc glycosyl
hoa duoc chiét tir cdy dau gdu. Arbutin con duge tim thay ¢ vo lta mi va vo 1é. Giong
nhu hydroquinon, arbutin tc ché su tao thanh hic t6 boi lién két canh tranh véi viing
hoat dong ctia TYR. [J. Pharmacol. Exp. Ther. vol 276(2), 765-769 (1996)]. Arbutin it

gdy doc té bao ddi vai té bao biéu bi tao héc t6 hon hydroquinon.

Deoxyarbutin 1a dan xuét tong hop cua arbutin, va c6 thé so sanh vdi
hydroquinon va arbutin vé hoat tinh trc ché TYR. Deoxyarbutinn ciing it gay doc té
bao d6i v6i té bao biéu bi tao hic t6 hon arbutin va hydroquinon. [J. Dermatol. Sci. vol
55(3), 179-184 (2009)]. Deoxyarbutin cai thién dang ké do sang cta da ¢ ddi tuong
ngudi duoc diéu tri tai chd trong 12 tudn. [Exp. Dermatol. vol 14(8), 601-608 (2005)].

Axit kojic 12 chét tao vong cang duoc tao ra trong qua trinh [én men cuia nam dé
san xuft nude twong va rugu saké, tuc la ruou gao Nhat. Axit kojic da duoc su dung
dé duy tri hodc thay ddi mau sic trong thuc phidm va my pham. Axit kojic tao vong
cang v6i ion ddng trong ving hoat dong cia TYR dé wrc ché sy tao thanh hac t6. Su

hon bién héa DOPAcrom cling dugc ngdn chan doi voi  axit

_4-
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5,6-dihydroxyindol-2-carboxylic. [J. Pharm. Pharmacol. vol 46(12), 982-985 (1994)].
Axit kojic dd dugc st dung phd bién dé diéu tri ching sam da, mac du c6 thé bao gom

viém da tiép xuc, da nhay cam va ban do. [J. Drugs Dermatol. vol 6(1), 32-39 (2007)].

Mic di ¢6 nhidu loai chét Gc ché TYR, gia tri ICso ctia ching déi véi TYR
trong hdu hét truong hop 1a micromol (uM). [J. Enzyme Inhibition Med. Chem. vol
32(1), 403-425 (2017)]. Cac gia tri ICso nay dugc cho la kém khi xem xét dén kich
thudc phan tir cta ching, va tang kha nang phan tng chéo véi (cac) dich phén tir khac.
Béi vi hoat tinh e ché kém twong duong véi liéu qua da 16n, kha ning tc ché can
duogc cai thi¢n dang ké dé dat duoc hoat tinh qua da mong muén dua vao su tao thanh

sac to da cling nhu do an toan.

Tién mARN: Théong tin di truyén dugc mang trén ADN (axit nucleic
2-deoxyriboza). ADN dugc phién ma dé tao ra tién mARN (tién axit ribonucleic thong
tin) trong nhan. Tién mARN cua dong vat c6 vi thudong bao gdm exon va intron, va
exon va intron duoc ndi v4i nhau nhu so dd sau. Exon va intron duoc danh sd nhu

dugc minh hoa & hinh v€ duéi day.

So do thé hién cAu tric tién mARN

(ddu 5" -

- (dhAu 3Y

Bonl  Exon2  Exon3 Bon (N-2) Exon N
Exon i{'!\iw}.}

Cét ndi tién mARN: Tién mARN duoc xtr ly thanh mARN sau khi loai bo
intron bdi mdt loai phan Gng phtc tap dugce goi chung la “cit ndi” duoc tom tit & so
d6 sau day. [Ann. Rev. Biochem. 72(1), 291-336 (2003); Nature Rev. Mol. Cell Biol.
6(5), 386-398 (2005); Nature Rev. Mol. Cell Biol. 15(2), 108-121 (2014)].
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"Phike hé A cua thé cit néi"

"mARN"

Cit ndi duoc bat dau béng viéc tao thanh “phuc hé E cua thé cat ndi” (tue la.
phirc hé cua thé cit nbi som) gitra tién mARN va yéu td diéu chinh cat ndi. O “phuc hé
E cia thé cit nbéi”, Ul lién két v6i doan ndi cua exon N va intron N, va U2AF3 lién
két v6i doan ndi cta intron N va exon (N+1). Do d6, cac doan ndi ctia exon/intron
hodac intron/exon la rit quan trong trong viéc tao thanh phtrc hé cua thé cit nbi som.
“Phirc hé E ctia thé cit ndi” trd thanh “phirc hé A ctia thé cat ndi" khi tao phirc véi U2.
“Phic hé A cia thé cat ndi” trai qua mot loat phan Ung phtrc tap dé loai bo hodc cat

intron dé noi vao exon lién ké.

Téng hop protein ribosom: Protein dwgc md hoa béi ADN (axit nucleic
2-deoxyriboza). Trong déap tng véi su kich thich té bao hodc tu phat, ADN duge phién
ma dé tao ra tién mARN (tién axit ribonucleic thong tin) trong nhan. Intron cua tién
mARN duoc cit ndi biang enzym dé thu dugc mARN (axit ribonucleic thong tin), sau
d6 mARN nay dugc chuyén dén té bao chat. Trong té bao chét, phirc hé cia bd may
dich ma duoc goi 1a ribosom lién két véi mARN va thuc hién tong hop protein boi vi
n6 quét thong tin di truyén dwgc ma hoa doc theo mARN. [Biochemistry vol 41,

4503-4510 (2002); Cancer Res. vol 48, 2659-2668 (1988)].

Oligonucleotit déi nghia (ASO): Oligonucleotit lién két véi axit nucleic bao
gdm ADN, mARN va tién mARN theo cach dac hiéu trinh tu (tire 1 bo sung) duoc goi
14 oligonucleotit d6i nghia (ASO).
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Néu ASO lién két chat ch& véi mARN trong té bao chét, vi du, ASO c6 thé trc
ché téng hop protein ribosom doc theo mARN. ASO can c6 mat trong té bao chat dé

rc ché su tdng hop protein ribosom cua protein dich cua no.

Uc ché ddi nghia viée cit ndi: Néu ASO lién két chat chd v6i tién mARN trong
nhan, thi ASO cé thé c6 kha nang Uc ché hoac didu hoa sy cit ndi cua tién mARN
thanh mARN. ASO cin c6 mit trong nhéan dé dé uc ché hodc diéu hoa su cat ndi cua
tién mARN thanh mARN. Uc ché ddi nghia su cat ndi nay tao ra mARN hodc mARN
thidu exon dugc huéng dich boi ASO. (Cac) mARN nay duogc goi la “(cac) bién thé
cat ndi”, va ma hoa (céc) protein nho hon protein dugc ma hoa béi mARN co do dai

day du.

V& 1y thuyét, viée cdt ndi c6 thé bi gian doan béi viée e ché su tao thanh
“phtrc hé E cua thé cit ndi”. Néu ASO lién két chit ché voi doan ndi cua (5" — 3"
exon-intron, tic 1a “ving cit ndi 5, thi ASO tc ché su tao thanh phtic h¢ gitra tién
mARN va yéu té U1, va do d6 &e ché su tao thanh "phirc hé E ctia thé cat nbi”. Tuong
tw, “phtrc hé E cua thé cét nbi” khong thé dugc tao thanh néu ASO lién két chat ché

véi doan ndi cia (5' — 3') intron-exon, tuc la “vung cat nodi 3.

Vung cat ndi 3' va ving cét noi 5' duge minh hoa bang so do ¢ hinh vé& dudi

day.

ESE 7 ESE

"Phiec hhé E caa thé cat noi”

A

i

. I Gem p z A2 a1
Ving cit noi 5' Vang cat noi 3
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Oligonucleotit phi ty nhién: Oligonucleotit ADN hodc ARN dé bi phan giai boi
nucleaza noi sinh, lam han ché tac dung diéu tri cla ching. Cho dén nay, cO nhiéu loai
oligonucleotit phi tu nhién (khong ton tai trong ty nhién) dugc phat trién va nghién
ciru chuyén siu. [Clin. Exp. Pharmacol. Physiol. vol 33, 533-540 (2006)]. Mot sO
trong s6 chung thé hién do 6n dinh chuyén héa mé rong so véi ADN va ARN. Céc céu
trac hoa hoc cua mot sb oligonucleotit phi tu nhién tiéu biéu dugc trinh bay dudi day.
Céc oligonucleotit nay dugc du dodn la co lién két v6i axit nucleic b sung gidng nhu

ADN hodc ARN lién két.
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L O G )
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Q o. 5 3 é 5 O o. 5 QF’ ...... N‘\‘ { g8
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B: Nucleobazo

Oligonucleotit phosphothioat: Oligonucleotit phosphothioat (PTO) la chét
tuong tw ADN véi mot nguyén tir oxy photphat mach khung dugc thay thé voi nguyén
t& luu huynh trén mdi don phan. Su thay doi cau tric nho nay lam PTO tuong d6i bén

d6i voi su phan hity boi nucleaza. [Ann. Rev. Biochem. vol 54, 367-402 (1985)].

Phén 4nh do tuong dong vé cdu trac tron mach khung ctia PTO va ADN, chiing
déu thdm nhap kém qua mang té bao & hau hét cac loai té bao cua dong vat ¢ vi. Tuy
nhién, d6i voi mot sb loai té bao biéu hién nhiéu chét van chuyén cia ADN, ADN va
PTO kha ning tham nhép té bao t6t. PTO dung toan than da duoc biét dén la dé dang
phan phdi dén gan va than. [Nucleic Acids Res. vol 25, 3290-3296 (1997)].

Pé tang kha nang tham nhap té bao ctua PTO, chuyén nap dua vao lipit da dugc
ap dung rong rdi trong thuc té. Tuy nhién, chuyén nap dua vao lipit bién doi vat ly
mang té bao, gy doc té bao, va do d6 khong phai la cach 1y twdng dé dung trong mot

khoang thoi gian dai khi st dung dé tri in vivo.

-8
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Qua hon 30 nam, PTO dbi nghia va bién thé cua PTO dad duoc danh gia lam
sang dé diéu tri bénh ung thu, rdi loan mién dich, bénh chuyén hoa, v.v..
[Biochemistry vol 41, 4503-4510 (2002); Clin. Exp. Pharmacol. Physiol. vol 33,
533-540 (2006)].

Nhiéu loai thudc d6i nghia thir nghiém nay khong duoc phat trién thanh cong.
mdt phan 1a do kha ning thAm nhdp té bao kém cua PTO. Dé giai quyét viéc tham
nhap té bao kém, PTO cin dugc ding & lidu cao dé c6 hoat tinh tri liéu. Tuy nhién.
PTO duoc biét 1a c6 lién quan dén tinh doc gioi han lidu bao gdm thoi gian dong tu
tang, hoat hoa bd thé, bénh than té bao éng, hoat hoa té bao Kupffer, va kich thich
mién dich bao gdm ching to 14 lach, ting san bach huyét, x4m nhap té bao don nhan.

[Clin. Exp. Pharmacol. Physiol. vol 33, 533-540 (2006)].

Nhiéu PTO d6i nghia da duoc tim thdy 1a ¢6 hoat tinh 1am sang phu hop voi cac
bénh c6 su dong gop dang ké ctia gan hozc than. Mipomersen 1a chét tuong tu PTO trc
ché sy téng hop ctia apoB-100, protein dugc bao gdm trong véan chuyén cholesterol
LDL. Mipomersen thé hién hoat tinh 1am sang phu hop & bénh nhan mac chung xo
vita dong mach hau hét 1a do su phéan b uvu tién ¢ gan. [Circulation vol 118(7).
743-753 (2008)]. ISIS-113715 1a chét tvong tu déi nghia ctia PTO e ché su tong hop
cua protein tyrosin phosphataza 1B (PTP1B), va dugc phat hién la thé hién hoat tinh
tri liéu & b&nh nhan méc bénh tiéu duong typ II. [Curr. Opin. Mol. Ther. vol 6.
331-336 (2004)].

Axit nucleic bi chan: O axit nucleic bi chin (locked nucleic acid - LNA), vong
riboza mach khung ctia ARN bi gay trd ngai vé mit clu truc dé tang 4i luc lién két doi
vo1 ARN hodac ADN. Do do, LNA ¢o thé duoc xem nhu 1a chét tuong tv ADN hoac
ARN c¢6 ai luc cao. [Biochemistry vol 45, 7347-7355 (2006)].

Phosphodiamidat Morpholino oligonucleotit: O phosphodiamidat morpholino
oligonucleotit (PMO), photphat va 2-deoxyriboza mach khung cua ADN dugc thay thé
véi phosphoramidat va morpholin tuong tng. [Appl. Microbiol. Biotechnol. vol 71.
575-586 (2006)]. Trong khi mach khung ADN mang dién tich 4m, mach khung PMO
lai khong mang dién tich. Do d6, su lién két gitta PMO va mARN khong ¢6 luc day

tinh dién gitta cac mach khung, va ¢6 xu hudng manh hon lién két gitta ADN va

-0
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mARN. Boi vi PMO rat khac vé mat cAu truc véi ADN, PMO khong duogc nhan ra boi
(cac) chit van chuyén gan nhan dién ADN hodac ARN. Tuy nhién, PMO khong dé

tham qua mang t€ bao.

Axit nucleic peptit: Axit nucleic peptit (Peptide nucleic acid - PNA) la
polypeptit ¢c6 N-(2-aminoetyl)glyxin 1am mach khung don vi, va dugc phat hién boi Dr.
Nielsen va cdng su. [Science vol 254, 1497-1500 (1991)]. Céu trac hoa hodc va danh
phap viét tit cua PNA dugc minh hoa & hinh vé duéi day. Giong nhu ADN va ARN.
PNA con lién két ¢6 chon loc véi axit nucleic bd sung. [Nature (London) vol 365,
566-568 (1992)]. Trong lién véi axit nucleic bd sung, dau N ctia PNA dugc cho la
twong duong voi “ddu 5 cia ADN hogc ARN, va diu C cta PNA tuong duong véi
“dau 3" clia ADN hodc ARN.

(N — C) X-B,B,B;----B.1)B\-Z Pau C
‘,\/\\/ /"\/ \, """"" /\\/

Gibng nhu PMO, mach khung PNA khong mang dién tich. Do do, viéc lién két
gitta PNA va ARN c6 xu huéng manh hon lién két gitta ADN va ARN. Boi vi PNA
khac biét dang ké v6i ADN & cdu triic hoa hoc, PNA khong duge nhén ra boi (cac)
chét van chuyén gan nhan dién ADN, va sé thé hién didc tinh phan b6 md khac véi
ADN hoac PTO. Tuy nhién, PNA ciing thadm nhép kém qua mang té bao cua dong vat
¢6 vu. (Adv. Drug Delivery Rev. vol 55, 267-280, 2003).

Nucleobazo duoc bién ddi dé cai thién kha nang thim thau cia PNA PNA c¢6
kha ning thim tdt qua mang té bao cia dong vat co vl bang cach dua nucleobazo
duogc bién ddi véi lipit cation hodc chat tuong duwong héa tri ctia n6 duge gan vao. Céu
triac hda hoc cua nucleobazo dugc bién ddi nay duoc trinh bay dudi day. Nucleobazo
duoc bién dbi nay cua xytosin, adenin, va guanin duoc phat hién [a lai ¢ thé doan
truge duge va bd sung voi guanin, thymin, va xytosin twong tng. [Pon PCT s6

PCT/KR2009/001256; EP2268607; US8680253].

-10-
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Viéc dua nucleobazo duoc bién ddi nay vao vi tri gidng PNA chuyén nap dua
vao lipit. Bang cach chuyén nap dua vao lipit, phan tr oligonucleotit c6 mach khung
photphat dugc bao boc béi phan tir lipit cation nhu lipofectamin, va phuc he¢
lipofectamin/oligonucleotit nay ¢6 xu hudng thAm qua mang dé hon so voi phan tu

oligonucleotit khong boc.

Ngoai kha ning thdm qua mang tbt, dan xudt PNA nay duoc tim thiy la c6 ai
luc cuc manh dbi voi axit nucleic bd sung. Vi du, viéc dua tu 4 dén 5 nucleobazo duoc
bién ddi vao din xut PNA tr 11 dén 13 don phéan dé dang thu dugce do khuéch dai Tn
cta 20°C hodc cao hon trong viée tao thanh hé kép véi ADN bd sung. Dan xuét PNA
nay rit nhay véi su bét cap sai cua bazo don. Sy bét cap sai cua bazo don dan dén su
mét T ctia tr 11 dén 22°C phu thude vao loai bazo duge bién dbi cling nhu trinh tu

PNA.

ARN can thiép nhd (siARN): ARN can thi¢p nho (Small interfering RNA -
siARN) dé cap dén ARN mach kép ARN mach kép cta 20-25 cip bazo. [Microbiol.
Mol. Biol. Rev. vol 67(4), 657-685 (2003)]. Chudi d6i nghia ctia iARN vi Iy do nao do
trong tac v6i protein dé tao thanh “phtic hé lam im lang duoc gy ra boi ARN”
(RNA-induced Silencing Complex - RISC). Sau d6 RISC lién két v6i phan nhat dinh
cia mARN bd sung véi chudi ddi nghia ctia siARN. mARN di tao phirc véi RISC
duoc cho phan cit. Do d6, siARN gy phén cit bang cach xtc tic mARN dich ctia no.
va do d6 uc ché sy biéu hién protein boi mARN. RISC khong ludn ludn lieén két véi

trinh tu bd sung ddy da trong mARN dich cua no, diéu nay dan dén cac van dé lién

-11-
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quan quan dén tic dung tit dich cua liéu phap siARN. Giéng nhu cic loai khéc cua
oligonucleotit ¢ mach khung ADN hodc ARN, siARN c6 kha nédng tham té bao kém
va do d6 c6 khuynh hudéng thé hién hoat tinh tri liéu invitro hodc in vivo kém trur khi

duoc bao ché phu hop hodc duge bién ddi hoa hoc dé c6 kha nang thdm qua mang tot.

siARN tyrosinaza: siARN TYR huodng dich trinh tu ARN 19 don phén trong
mARN TYR cia nguoi dugc phat hién la tc ché su biéu hién cia mARN TYR va
protein trong té bao biéu bi tao hic t& cta ngudi (human epidermal melanocyte -
HEM) sau khi chuyén nap dua vao lipit & 20nM. siARN diéu hoa giam mARN TYR
va protein, nhung khong anh huong dén su biéu hién cua protein lién quan dén
tyrosinaza 1 va 2. siARN tc ché su tao thanh hic t6 duoc gdy ra boi buc xa UV.

[BMB Reports, vol 42(3), 178-183 (2009)].

siARN duogc thiét ké dé hudng dich mARN TYR cua chudt dugc sang loc vé
kha nang trc ché su biéu hién cia mARN TYR va protein, va su tao thanh hac tb ¢ té
bao khéi u hic t ctia chudt B16 sau khi chuyén nap dwa vao lipit & 40nM. siARN ¢¢
hi€u qua nhat duogc tiém vao nhin cau cua chudt C57BL/6 va duogc phat hién 1a co e
ché mARN TYR trong véng mac khoang 60%. [Mol. Biol. International, vol 2010.
Article ID 240472 (2010)].

Bin chét ky thuét cia sang ché
Vién d& k¥ thuat can giai quyét

C6 nhiéu vi du hon vé cac siARN TYR da dugc cong bd. Vi du, siARN duogc
boc 19 trong tinh trang k¥ thuat huéng dich mARN TYR cua nguoi dé diéu tri ching
tang sic t6 da. [US 7504385]. Tuy nhién, trong thuc té, cic siARN nay van c6 nghi
ngai khi st dung dua vao viéc ting sic to da. siARN qué dat cho san xuét, va viéc su
dung chung trong san xudt my pham bi han ché. Ngoai ra, chiing can dugc phan phoi
dén da bang cach dung qua da dé ngudi ding tuan thu diéu tri tot. Viéc phan phdi qua
da nén dugc coi 1a mot thach thuc k§ thudt 16n can giai quyét trong linh vuc

oligonucleotit.
Giai phap cho van dé

Sang ché dé xudt dan xuét axit nucleic peptit c6 cong thuc I hodc mudi duoc
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dung cua né:

[Cong thuc I]

Bﬁ 82 BrM Bn
o\\H - OY o OY 5 OY .
X\N/\\/N\Hj\ﬁ/\\\/N\([Lm% ““““““ '\H/N\th/\\\/i\j%z
|

Y S, Ty Sy Ty Spq In- Sn Ta
trong do,
n 1a s6 nguyén tir 10 dén 21;

hop chit c6 cong thire I ¢o it nhit phan gbi 1én nhau bd sung 10 don phan voi
trinh tu tién mARN 14 don phan cua [(5' — 3') UGUACAGAUUGUCU] ¢ tién
mARN TYR cua nguoi;

Hop chét c6 cong thirc I bd sung hoan toan véi tién mARN TYR cua nguoi,
hodc bd sung mot phén v6i tién mARN TYR cua nguoi véi mot hodc hai su bat cap sai

tir toan bo hop chét co cong thuc I;

S1, S2, +++, Sncl, Sn, T, Ta, +-+, Ta1, va Ta doc lap 1a gdc deuterido, hydrido,

alkyl dugc thé hodc khong dugc thé, hoac aryl dugc thé hoac khong duoc thé;

X va Y doc lap 1a deuterido, hydrido [H], formyl [H-C(=0O)-], aminocarbonyl
[NH,-C(=0)-], aminothiocarbonyl [NH2-C(=S)-], alkyl dugc thé hoac khong duoc thé,
aryl duoc thé hodc khong dugc thé, alkylaxyl duoc thé hodc khong duoc thé, arylaxyl
duoc thé hoac khong duoc thé, alkyloxycarbonyl dugc thé hoac khong duogc thé,
aryloxycarbonyl dugc thé hodc khong duoc thé, alkylaminocarbonyl dugc thé hoac
khong dugc thé, arylaminocarbonyl dugc thé hoac khong duoc thé,
alkylaminothiocarbonyl duoc thé hodc khong dugc thé, arylaminothiocarbonyl duoc
thé hoic khong dugc thé, alkyloxythiocarbonyl dugc thé hoac khong dugc thé.
aryloxythiocarbonyl duoc thé hodc khong duoc thé, alkylsulfony! duoc thé hoac khong
duoc thé, arylsulfonyl dugc thé hodc khong duoc thé, goc alkylphosphonyl dugc thé

hodc khong duoc thé, hodc gbe arylphosphonyl dugc thé hodc khong duoc thé:
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Z 1a gbc hydrido, hydroxy, alkyloxy dugc thé hodc khong duogc thé, aryloxy
dugc thé hodc khong duoc thé, amino dugc thé hoac khong dugc thé, alkyl dugc thé

hodc khong dugc thé, hodc aryl dugc thé hodc khong dugc thé;

Bi, B2, ---, Bni, va By doc 1ap dugc chon tr nucleobazo tu nhi€én bao gom

adenin, thymin, guanin, xytosin va uraxin, va nucleobazo phi tu nhi€n; va,

it nhat bdn trong s6 Bi, B2, -+, Bni, va By doc 1dp duoc chon tur cac
nucleobazo phi ty nhién c6 gdc amino dugc the hodc khong dugc thé lién két cong hoa

tri v4i goc nucleobazo.

Hop chit c6 cong thire I gdy ra sy bé qua “exon 2” & tién mARN TYR cta
ngudi, tao ra (cac) bién thé cit ndi mARN TYR ctia ngudi thi€u “exon 27, va do do,
hitu dung dé wc ché hoat tinh chtc ndng cua gen phién ma tién mARN TYR cta

nguoi.

Cho rang “n 1a s6 nguyén tir 10 dén 21” ¢6 nghia la n la s6 nguyén c6 thé dugc

chon tur nhém cac sb nguyén bao gé)m 11,12, 13, 14, 15,16, 17, 18, 19, va 20.

Céu tric hoa hoc cua nucleobazo tu nhién hodc phi tu nhién & dan xuét PNA c6
cong thirc I dugc minh hoa ¢ Fig. la-1c. Nucleobazo tu nhién (tirc 1a, ton tai trong tu
nhién) hodc phi tu nhién (khong ton tai trong tu nhién) theo séng ché bao gdm nhung
khong chi giéi han & cac nucleobazo duge duara ¢ Fig. la-1c. Cac nucleobazo phi tu
nhién nay chi dugc ding dé minh hoa céc nucleobazo c6 thé duoc dung, va do do

khong nén dugc hi€u la gidi han pham vi cua sang ché.

Cac phén tir thé duge lya chon dé mo ta dan xudt PNA co cong thuc I duoc
minh hoa ¢ Fig. 2a-2e. Fig. 2a dua ra cic vi du vé céc gbe alkyl duge thé hoac khong
duoc thé. Cac gde alkylaxyl duoc thé hodc khong duoc thé va alkylaxyl arylaxyl dugc
thé hodc khong duoc thé duoc minh hoa & Fig. 2b. Fig. 2¢ dua ra cac vi du vé cac goc
alkylamino dugc thé hoac khong duoc thé, arylamino dugc thé hoac khong dugc thé,
aryl duoc thé hodc khong duge thé, alkylsulfonyl hodc arylsulfonyl dugc thé hodc
khong duoc thé, va alkylphosphonyl arylphosphonyl dugc thé hodc khong duoc thé.
Fig. 2d dua ra céac vi du vé cac gbe alkyloxycarbonyl hodc aryloxycarbonyl dugc thé

hodc khong duogc thé, alkyl aminocarbonyl hodc arylaminocarbonyl dugc thé hoac
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khong duoc thé. Fig. 2e dua ra cac vi du vé cac goc alkylaminothiocarbonyl dugc thé
hodc khong dugc thé, arylaminothiocarbonyl duoc thé hoic khong dugc thé,
alkyloxythiocarbonyl dugc thé hodc khong duoc thé, va aryloxythiocarbonyl dugc thé
hodc khong duge thé. Cac phin tir thé nay chi duge dung dé minh hoa cdc phan tir thé
¢6 thé duoc dung, va do d6 khong nén duge hiéu 1a gi6i han pham vi clia sang ché.
Nguoi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét c6 thé dé& dang hiéu duoc ring
trinh tu oligonucleotit 1 yéu t6 quan trong nhét cho viée lién két ddc hiéu trinh ty ctia

oligonucleotit v6i trinh ty tién mARN dich so voi phﬁn ttr thé & diu N hodc dau C.

Hop chét ¢6 cong thue I lién két chat ché véi ADN b6 sung nhu duoc néu trong
tinh trang k§ thuat [PCT/KR2009/001256]. H¢ kép giira dan xuit PNA co cong thire |
va ADN hodc ARN bd sung c6 do dai ddy du 6 gia tri Tw qua cao dé duogc xac dinh
trong dém chira nude. Hop chat PNA c6 cong thic I ¢6 gia tri T voi ADN bo sung ¢o

do dai ngan hon.

Hop chét c¢6 cong thirc I lién két bd sung v6i ving cit ndi 3' clia “exon 2” cua
tién mARN TYR cua ngudi. [Trinh tu tham chiéu NCBI: NG_0008748]. Trinh tu 14
don phéan cia [(5' — 3') UGUACAGAUUGUCU] kéo dai doan ndi “intron 17 va
“exon 2” & tién mRNA TYR, va bao gébm 7 don phan tir “intron 17 va 7 don phén tu
“exon 2”. Do do, trinh tu tién mARN 14 don phén co thé c6 ky hi¢u quy ude 1a [(5'
— 3'") uguacag | AUUGUCU], trong d6 trinh tu intron va exon duoc thé hién bé‘mg
ky tu “thuong” va “in hoa” twong ung, va doan ndi intron-exon duoc thé hién la =« |~
Ky hiéu quy udc cho tién mARN con dugc thé hién boi trinh ty 30 don phan cia [(5'
— 3') ggguguuuuguacag | AUUGUCUGUAGCCGA] kéo dai doan nbi cua “intron
1” va “exon 2” & tién mARN TYR cua nguoi. Ngoai ra, trinh tu tién mARN 30 don
phan xéac dinh chinh xdc vung cét ndi 3' duge hudng dich boi hop chét cé cong thire 1
& tien mARN TYR ctia ngudi, mic du viée danh sé cac exon TYR co thé duge thé

hién theo cach khac.

Hop chét co cong thic I lién két chat ché voi vung cat ndi 3' dich cua tién
mARN TYR ctia nguoi dugce phién ma tir gen TYR cua nguoi, va can thiép vao su tao
thanh “phtrc hé sém ctia thé cit ndi” bao gdm exon dich cua hop chat. Boi vi hop chat

theo sang ché e ché vé& mat khong gian su tao thanh “phic hé sém cua thé cat ndi”,
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“exon 2” TYR duoc cit dé tao thanh mARN TYR (céc) bién thé cat ndi thiéu “exon 27

Do d6, hop chét theo sang ché gay ra su bé qua “exon 2” TYR.

Ai luc ARN manh cho phép hop chét ¢ cong thire T gay ra su b qua “exon 2~
TYR, tham chi khi dan xuit PNA c6 mot hodc hai su bat cap sai voi vung cat noi 3
dich & tién mARN TYR. Din xut PNA tuong tu ¢6 cong thirc I ¢6 thé van gay ra su
b6 qua “exon 2” TYR trong dot bién tién mARN TYR c6 mot hodc hai SNP (diém da

hinh nucleotit don - single nucleotide polymorphism) trong vung cat ndi dich.

Hop chét co cong thirc I ¢6 kha ning thdm té bao tét va co thé dé dang duoc
phan phdi dén té bao dudi dang oligonucleotit “tran” nhu duoc trinh bay & trinh trang
ky thuat [PCT/KR2009/001256]. Do d6, hop chat theo sang ché gdy ra su bo qua
“exon 2” & tien mARN TYR, va tao ra (cc) bién thé cat néi mARN TYR thiéu “exon
2” TYR trong té bao duge xt Iy v6i hop chét c6 cong thuc I dudi dang oligonucleotit
“tran”. Hop chat c6 cong thirc I khong yéu cau bat ky phuong tién hodc dang bao ché
nao dé phéan phdi vao té bao dé gay kha ning bé qua exon dich trong té bao. Hop chat
c¢6 cong thirc I dé dang giy ra su bo qua “exon 2” TYR trong té bao duge xur Iy véi

hop chét theo sang ché dudi dang oligonucleotit “tran” & ndng do gan femtomol.

Boi vi ¢6 kha ning thim té bao hodc thdim qua mang tdt, dan xuat PNA co cong
thie I ¢6 thé duoc dung tai chd dudi dang oligonucleotit “tran” dé gdy su bo qua
“exon 2” TYR & da. Hop chét ¢6 cong thire I khong yéu cdu bao ché dé tang sy phan
phéi qua da vao mo dich cho hoat tinh diéu tri hodc hoat tinh sinh hoc mong mudn.
Thong thuong, hop chat ¢6 cong thirc I tan trong nuée va doéng dung moi, va duge
dung tai chd hodc qua da & néng do gén picomol dé dem lai hoat tinh tri liéu hodc hoat
tinh sinh hoc mong mudn & da dich. Hop chét theo sang ché khong cin dugc bao ché
k¥ hodc nhiéu dé dem lai hoat tinh tri liéu tai chd. Tuy nhién, ddn xuat PNA c6 cong
thire T ¢ thé duge didu ché v6i thanh phan m§ phdm hodc chit bd tro lam kem hodc
kem 10ng tai chd. Kem hodc kem 16ng m§ pham tai chd nay cé thé hitu dung dé diéu

tri ching tang sic td da.

Hop chét ¢6 cong thie I ¢6 thé duge dung dudi dang két hop véi axit hoac bazo
chip nhan dugc trong linh vuc duoc bao gdm nhung khong gi¢i han ¢ natri hydroxit,

kali hydroxit, axit clohydric, axit metansulfonic, axit xitric, axit trifloaxetic. va v.v..
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Dan xudt PNA c6 cdng thie I hodc mudi duge dung clia né ¢o thé duoc dung
cho déi tuong két hop voi chit bd tro chép nhan dugc trong linh vuc duge bao g6m
nhung khong gi¢i han ¢ axit xitric, axit clohydric, axit tartaric, axit stearic,
polyetylenglycol, polypropylenglycol, etanol, isopropanol, natri bicarbonat, nudc cét,

(cac) chat bao quan, va v.v..

Hop chit theo sang ché co thé duoc dung tai chd cho dbi tugng & nong do cé
hiéu qua tri liéu hodc sinh hoc nam trong khoang tir 1aM dén cao hon 1nM, phu thudc

vao phéc do liéu, tinh trang hogc tinh huéng cua ddi tuong, va v.v..
Dan xuét PNA c6 cong thie I hodc mudi duge dung cua nd duge uu tién:
trong do,
n 12 s6 nguyén tir 10 dén 21;

hop chét c6 cong thirc I ¢6 it nhit phan bd sung 10 don phan trung khép véi
trinh tu tién mARN 14 don phan cta [(5' — 3") UGUACAGAUUGUCU] & tién
mARN TYR ctia nguoi;

hop chit c6 cong thire I bd sung hoan toan véi tién mARN TYR clia nguoi,
hodc bd sung mot phin véi tién mARN TYR ctia ngudi véi mot hodc hai su bat cap sai

tur toan bd hop chét co cong thtc I;

S1, S2, +++, Sn1, Sn, T1, T2, +--, Tha, va Ty doc lap la géc deuterido hodc
hydrido;

X va Y ddc lap la deuterido, hydrido, formyl, aminocarbonyl,
aminothiocarbonyl, alkyl duoc thé hodc khong dugc thé, aryl duoc thé hodc khong
duoc thé, alkylaxyl duge thé hodc khong duoc thé, arylaxyl duoc thé hodc khong duoc
thé, alkyloxycarbonyl dugc thé hodc khong duge thé, aryloxycarbonyl dugc thé hodc
khong dugc thé, alkylaminocarbonyl —duoc thé hodc khong duoc thé,
arylaminocarbonyl duoc thé hodc khong duoc thé, alkylaminothiocarbonyl duoc thé
hodac khong dugce thé, arylaminothiocarbonyl dugc thé hoac khong dugc thé,
alkyloxythiocarbonyl dugc thé hodc khong dugc thé, aryloxythiocarbonyl dugc thé

hodc khong duogc thé, alkylsulfonyl duoc thé hodc khong duoe thé, arylsulfonyl duoc
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thé hodc khong duoc thé, gde alkylphosphonyl dugc thé hodc khong duge thé, hodc
gbc arylphosphonyl duge thé hodc khong duoc thé;

Z 1a gbc hydrido, hydroxy, alkyloxy dugc thé hodc khong duge thé, aryloxy

duoc thé hodc khong duoc thé, hodc amino duoc thé hoac khong dugc thé;

Bi, By, ++-, Bn1, va By doc 1ap dugc chon tir nucleobazo ty nhién bao gdém

adenin, thymin, guanin, xytosin va uraxin, va nucleobazo phi tu nhién;

it nhit bdn trong s Bi, Bz, +-+, Bua, va By doc 1ap duoc chon tur cac

nucleobazo phi tu nhién c6 cdng thirc 11, cong thire I1I, hodc cong thirc I'V:

R
|
‘/N“*Rg E?ﬂ—é& {L
Ly {fN ﬁf*‘«b;\zj </N L - TH
‘}‘;MW‘NH - ~. "”.5’%\"\ e
4 N N7 N N \H
o~ z”’-h\«\ {0 m?‘b
TN l Lo— . .Ry Ly .Rg
SN o
N0 Ry Rs
i
Cong thire 11 Céng thiee 111 Cong thiee IV
trong do,

Ri1, Ry, R3, R4, RsvaRe doc lap duge chon tur géc hydrido, va alkyl dugc thé
hodc khong dugc thé;

L1, Ly va L3 la mdi lién két cong hoa tri ¢6 cong thire V lién két cong hoa tri

nhom amino bazo vdi goc nucleobazo:

Q|- \}\ Q
P m_
N an, S

Cong thuc V

trong do,

Q1 va Qm gbe metylen (-CH2-) duoc thé hodc khong dugce thé, va Qm dugc lién

ket truc tiép v6i nhom amino bazo;
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Q2, Q3, +--, va Qm-1 doc lap duge chon tur metylen dugc thé hodc khong duoc
thé, oxy (-O-), luu huynh (-S-), va géc amino duoc thé hodc khong duoc thé [-N(H)-,
hodc -N(phén ttr thé)-]; va,

m la s6 nguyén tir 1 dén 15.

Oligome PNA c6 cong thtrc I hodc mudi dugc dung ctia nd dugc quan tam:
trong do,

n 1a s6 nguyén tir 11 dén 18;

hop chit ¢6 cong thire T ¢o it nhit phan gbi 1én nhau bd sung 10 don phan véi
trinh tu tién mARN 14 don phéan cta [(5' — 3') UGUACAGAUUGUCU] & tién
mARN TYR ctia nguoti;

hop chit ¢ cong thirc I bd sung hoan toan véi tién mARN TYR ctia nguoi:
S1,S2, =, Snet, Su, T1, T2, -+, Tuo1, va Th 1a gbc hydrido;

X va Y doc lap 1a gde hydrido, alkyl duoc thé hodc khong duge thé, aryl dugc
thé hoic khong dugc thé, alkylaxyl dugc thé hoac khong dugc thé, arylaxyl duoc thé
hoac khong duogc thé, alkyloxycarbonyl dugc thé hoic khong duogc thé, hodc

aryloxycarbonyl dugc thé hodc khong dugc thé;
Zla géc amino dugc thé hoac khong dugc thé:

Bi, B2, +--, Bn1, va By ddc lap duge chon tr nucleobazo tuy nhién bao gém

adenin, thymin, guanin, Xytosin va uraxin, va nucleobazo phi tu nhién;

it nhat bon trong sd0 Bi, Ba, -+, Bni, va By doc ldp duoc chon tur cac

nucleobazo phi tu nhién c6 cong thuc II, cdng thirc 11, hodc cdng thirc IV;

Ri, Ry, Rs, Ry, RsvaRedoc 1ap duoce chon tir gbe hydrido, va alkyl dugc thé

hodc khong duoc thé;

Q1 va Qm la gbc metylen dugc thé hoac khong duoc thé, va Qm duoc lién két

truc ti€p vdi nhom amino bazo;
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Q2, Q3, -+, va Qm-1 doc lap dugce chon tur géc metylen duoc thé hoac khong

duoc thé, oxygen, va amino; va,
m la sO nguyén tr 1 dén 11.

Dan xuat PNA c6 cong thie I hodc mudi duge dung cia nd duoc quan tdm cu

trong do,
n 12 s6 nguyén tir 11 dén 16;

hop chit c6 cong thie I ¢o it nhét phan gbi 1én nhau bd sung 10 don phan véi
trinh tu tién mARN 14 don phan cua [(5' — 3') UGUACAGAUUGUCU] ¢ tién
mARN TYR cua nguoi;

hop chét c6 cong thirc I bd sung hoan toan voi tien mARN TYR cua ngudi;
S1, S2, +*+, Sut, Su, T1, To, =+, Tuet, va Ta 12 gbc hydrido;

X va Y doc lap duoc chon tir gbe hydrido, alkylaxyl duoc thé hodc khong dugc

thé, hoac alkyloxycarbonyl dugc thé hoac khong dugc thé:
7 la géc amino duoc thé hodc khong duogc thé;

Bi, B2, -+, Bn1, va By ddc 1ap dugc chon tir nucleobazo ty nhién bao gdm

adenin, thymin, guanin, xytosin va uraxin, va nucleobazo phi tu nhién;

it nhat bon trong sd Bi, Bz, -+, Bni, va Bn doc lap dugc chon tir cac

nucleobazo phi tu nhién c6 cong thire 11, cong thire 111, hodc cong thirc I'V;

R1, R2, R3, R4, RsvaRe doc 1dp dugce chon tu g(”')c hydrido, va alkyl dugc thé
hoac khong duogc thé:

Qi1 va Qm la gdc metyl, va Qm dugc lién két truc tiép véi nhom amino bazo;
Q2, Q3, +++, va Qm-1 ddc lap dugc chon tir goc metyl, oxy, va amino; va,

m 1a s6 nguyén tir 1 dén 9.
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Oligome PNA c6 cdng thirc I hodc mudi duoc dung ciia n6 dugc quan tAm

nhiéu:
trong do,
n 1a s6 nguyén tir 11 dén 16;

hop chat c6 cong thire I ¢6 it nhit phan goi 1én nhau bd sung 10 don phan véi
trinh ty tién mARN 14 don phéan cua [(5' — 3'") UGUACAGAUUGUCU] & tién
mARN TYR cua nguoi;

hop chét ¢6 cong thirc I b6 sung hoan toan véi tién mARN TYR ctia nguoi;
S1,S2, ++, Sty Su, T1, T2, «++, Tot, va Ty 1a gdc hydrido;

X va'Y doc lap dugc chon tu gbc hydrido, alkylaxyl duoc thé hoac khong dugc

thé, hoic alkyloxycarbonyl dugc thé hoic khong dugc thé;
Z 1a gbc amino duge thé hodc khong duoc thé;

Bi, B2, +--, Bui, va Bn doc 1ap dugc chon tu nucleobazo ty nhién bao gdém

adenin, thymin, guanin, xytosin va uraxin, va nucleobazo phi tu nhién;

it nhat bon trong so Bi, B2, -, Bn.1, va By ddc 1dp duge chon tir cic nucleobazo

phi tu nhién c¢6 cong thue I, cong thure 11, hodc cong thie IV

Ri, Rs, va Rs1a gbc hydrido, va Ra, R4, va Reddc 1ap 1a gbc hydrido, hoac alkyl
dugc thé hodc khong duogc thé;

Q1 va Qm 1a gdc metyl, va Qm dugc lién két truc tiép voi nhom amino bazo;
Q2, Q3, -+, va Qm-1 doc 1ap dugc chon tir gdoc metyl, oxy; va,

m 14 s& nguyén tir 1 dén 9.

Déan xuat PNA c¢6 cong thttc [ hodc mudi duge dung cia nd dugc quan tdm

nhiéu hon:

trong do,
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n 1a sé nguyén tir 11 dén 16;

hop chat c6 cong thire T ¢6 it nhit phan gdi 1én nhau bd sung 10 don phan véi
trinh tu tién mARN 14 don phéan cia [(5' — 3') UGUACAGAUUGUCU] ¢ tién
mARN TYR cia nguoi;

hop chét c6 cong thirc T bd sung hoan toan véi tién mARN TYR cta nguoi;
S1, S2, +++, Sne1, Sn, T1, To, +++, Toar, vaTh la gdc hydrido;

X va'Y doc lap duoc chon tr géc hydrido, alkylaxyl dugc thé hoac khong duogc

thé, hoic alkyloxycarbonyl duoc thé hodc khong dugc thé;
Z 1a gbe amino duoc thé hodc khong duoc thé;

Bi, By, -++, Bp1, va By ddc 1ap duge chon tir adenin, thymin, guanin, xytosin,

va nucleobazo phi tu nhién;

it nhat nam trong sd Bi, Bz, +++, Bni, va Bn doc lap duoc chon tu cac

nucleobazo phi tu nhién c6 cong thure 11, cong thuc 111, hodc cong thue IV,
R1, Rz, Rs, Ry Rs,vaRe 1a gdc hydrido;
Q1 va Qu la gbc metyl, va Qm dugc lién két truc tiép v6i nhom amino bazo;
Q2, Q3, --+, va Qm.1 doc lap dugc chon tur géc metyl, va oxy; va,
m 14 sé nguyén tir 1 dén 9.

Dan xuat PNA ¢6 cdng thic I hodc mudi duge dung cua nd dugc quan tdm

nhat:
trong do,
n 12 sb nguyén tir 11 dén 16;

hop chit co cong thie T co it nhit phan gdi 1én nhau bo sung 10 don phan voéi
trinh tu tién mARN 14 don phéan cua [(5' — 3') UGUACAGAUUGUCU] & tién
mARN TYR cua nguoi;

-2



38369

hop chét c6 cong thirc T b6 sung hoan toan vai tién mARN TYR cua nguoi;
S1,S2, =+, Sut, Su, Tt, Ta, +-+, Tae1, va Ty 12 goc hydrido;
X 1a gbc hydrido;

Y 1a gbe alkylaxyl duoc thé hodc khong dugc thé, hodc alkyloxycarbonyl dugc

thé hodc khong duoc thé;
7 1a gbc amino duoc thé hodc khong dugce thé;

Bi, By, -+, Bu1, va By ddc 1ap duoc chon tir adenin, thymin, guanin, xytosin.

va nucleobazo phi tu nhién;

it nhat nam trong sd Bi, Bz, -+, Bni, va Bn doc lap duogc chon tur cac

nucleobazo phi tu nhién cé cong thie II, cong thirc III, hodc cong thie IV,
R1, Ry, R3, Ra.Rs, vaRe 1a gbc hydrido;

Li 1a -(CH2)2-O-(CHz)2-, -CH2-O-(CHa)2-, -CH2-O-(CHz)3-, -CH2-O-(CHa)4-,
hodc -CHy-O-(CHa)s- v6i dau bén phai duoc lién két truc tiép voi nhém amino bazo:

va,

Ly va L3 doc lap dugce chon tir -(CH2)2-O-(CHz)2-, -(CHa2)3-O-(CHz)a-,
-(CH2)2-O-(CH3)3-, -(CHa2)2-, -(CH2)3-, -(CH2)4-, -(CH2)s-, -(CH2)s-, -(CH2)7-, va

-(CHa)s- v6i dau bén phai dugce lién két truc tiep véi nhém amino bazo.

Dan xuét PNA c¢6 cong thirc I dugce chon tr nhom bao gém cac hop chit duoc

néu dudi diy hodc mudi dugce dung ctiia nd duge quan tdm dac biét:

(N—C) Fethoc-CA(5)G-ACA(5)-ATC(102)-TG(6)T-A(5)-NHo;
(N—C) Fethoc-AC(1/2)A(5)-GA(5)C-AA(5)T-CTG(6)-C(1/2)C-NHo;
(N—C) Ac-CA(5)G-ACA(5)-ATC(102)-TG(6)T-A(5)-NHo;

(N—C) Benzoyl-CA(5)G-ACA(5)-ATC(102)-TG(6)T-A(5)-NHy;
(N—C) Piv-CA(5)G-ACA(5)-ATC(102)-TG(6)T-A(5)-NHy;

(N—C) Metyl-CA(5)G-ACA(5)-ATC(102)-TG(6)T-A(5)-NH;
(N—C) n-Propyl-CA(5)G-ACA(5)-ATC(102)-TG(6)T-A(5)-NHo;
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(N—C) Fmoc-CA(5)G-ACA(5)-ATC(102)-TG(6)T-A(5)-NHo;

(N—C) p-Toluensulfonyl-CA(5)G-ACA(5)-ATC(102)-TG(6)T-A(5)-NHz;

(N—C) H-Lys-CA(5)G-ACA(5)-ATC(102)-TG(6)T-A(5)-NHoz;

(N—C) Fethoc-Lys-Gly-CA(5)G-ACA(5)-ATC(102)-TG(6)T-A(5)-NHoa;

(N—-C) Fethoc-CA(5)G-ACA(5)-ATC(102)-TG(6)T-A(5)-Lys-NHo;

(N—-C) Fethoc-Val-Gly-CA(5)G-ACA(5)-ATC(102)-TG(6)T-A(5)-NHoa;

(N—C) Ac-Arg-CA(5)G-ACA(5)-ATC(102)-TG(6)T-A(5)-NHa;

(N—-C) Benzyl-CA(5)G-ACA(5)-ATC(102)-TG(6)T-A(5)-NHa;

(N—C) Phenyl-CA(5)G-ACA(5)-ATC(102)-TG(6)T-A(5)-NHo;

(N—C)
[N-(2-Phenyletyl)amino]carbonyl-CA(5)G-ACA(5)-ATC(102)-TG(6)T-A(5)-NHoa;

(N—-C) Benzoyl-Leu-CA(5)G-ACA(5)-ATC(102)-TG(6)T-A(5)-NHz;

(N—C) Piv-Lys-CA(5)G-ACA(5)-ATC(102)-TG(6)T-A(5)-Val-NHo;

(N—-C) Fethoc-CA(7)G-AC(202)A-A(4)TC(102)-TG(6)T-A-NHy;

(N—C) Fethoc-CTG(6)-ACA(5)-ATC(102)-TG(6)T-A(5)-NHa;

(N—C) Fethoc-CA(5)G-ATA(5)-ATC(102)-TG(5)T-A(5)-NHo;

(N—C) Fethoc-TA(5)G-ACA(5)-ATC(102)-TG(6)T-A(5)-NHo;

(N—-C) Fethoc-TCA(3)-GAC(105)-A(5)AT-C(102)TG(5)-TA(5)-NHoa;

(N—C) Fethoc-CA(5)G-ACA(5)-ATC(102)-TG(6)T-A(5)C-NHoa;

(N—C) Fethoc-AG(6)A-CA(5)A-TC(102)T-G(6)TA(5)-C-NHo;

(N—C) Fethoc-AG(6)A-CA(5)A-TC(102)T-G(6)TA(5)-CA(202)A-NHo;

(N=C)

Fethoc-AC(102)A-GA(6)C-AA(6)T-CTG(6)-TA(6)C(102)-AA(6)-NHa:

(N—C) Fethoc-AC(103)T-GA(6)C-TA(6)T-CTG(6)-TAC(105)-A(4)A-NH,:

(N—C) Fethoc-GA(6)C-AA(6)T-CTG(6)-TA(6)C(102)-AA(6)-NHoa;

(N—C)

Fethoc-AC(102)A-GA(6)C-AA(6)T-CTG(6)-TA(6)C-A(5)AA(202)-A-NHy;

(N—C) Fethoc-AA(6)T-CTG(6)-TA(6)C-A(5)AA(202)-A-NHa;

(N—C)

Fethoc-AC(102)A-GA(6)C-AA(6)T-CTG(6)-TA(6)C-A(5)AA(203)-A-NHa;

(N—C) Fethoc-GC(104)T-AC(102)A-GA(4)C-AAT-CTG(6)-TA(6)C-NHo;

(N—C) Fethoc-GC(102)T-A(3)CA-GA(4)C-AAT-C(102)TG-NHy;
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(N—C) Fethoc-GC(102)T-A(3)CA-G(202)AC-A(5)AT-C(102)TG-NHy; va
(N—C) Fethoc-GC(102)T-A(3)CA-GA(4)C-A(202)AT-C(102)TG-NH>:

trong do,

A, G, T, va C la don phan PNA c¢6 nucleobazo ty nhién cta adenin, guanin,

thymin, va xytosin tuong ing;

C(pOq), A(p), A(pOq), G(p), va G(pOq) la don phan PNA véi nucleobazo phi
ty nhién cé cong thire VI, cong thirc VII, cong thic VIII, cong thire IX, va cdng thire

X, tuong ung;

NH:,
NHQ P
NH; No_ ey 97 (CHa
AR
(CHg)y N (CHy)
i, H ke, H
Cong thire VI Cong thire VII Cong thie VIII
i NH,
i Q
N. - NH; O ~(CHa)q
Al r‘iﬁms | NNl (CHzle
Sy A (CHY) A {CHa)
Cong thike IX Céng thite X
trong do,

p va q la s6 nguyén; va,

cac chir viét tit cho cac phé“m tr thé dau N va C dugc md ta cu thé nhu sau:
“Fmoc-" 1a chir viét tit cho “[(9-florenyl)metyloxy]carbonyl-"; “Fethoc-" cho
“[2-(9-florenyl)etyl-1-oxy]carbonyl”; “Ac-" cho “axetyl-"; “Benzoyl-” cho
“benzencabonyl-"; “Piv-" cho “pivalyl-”; “Metyl-” cho “metyl-"; “n-Propyl-" cho
“I-(n-propyl)-";  “H-”  cho  nhém  “hydrido-";  “p-Toluensulfonyl”  cho

bl

“(4-metylbenzen)-1-sulfonyl-"; “-Lys-" cho gbc axit amin “lysin”; “-Val-" cho gde
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2 b

axit amin “valin”; “-Leu-" cho gdc axit amin “leuxin”; “-Arg-"" cho gdc axit amin

“arginin”; “-Gly-" cho gbc axit amin “glyxin”; “[N-(2-Phenyletyl)amino]carbonyl-~
cho “[N-1-(2-phenyletyl)amino]carbonyl-”; “Benzyl-" cho “l-(phenyl)metyl-";
“Phenyl-" cho “phenyl-"; “Me-" cho “metyl-"; va “-NH>” cho nhém “-amino” khong

duoc thé.

Fig. 3 trinh bay cdu tric héa hoc chung va rd rang cho don phan PNA dugc
viét tit 1a A, G, T, C, C(pOq), A(p), A(pOq), G(p), va G(pOq). Nhu dugc thao luan
trong tinh trang k¥ thuat [PCT/KR2009/001256], C(pOq) dugc coi la don phan PNA
“xytosin dugc bién ddi” do su lai hoa ctia né voi “guanin”. A(p) va A(pOq) dugc coi

2
A1d0

la don phan PNA “adenin dugc bién doi” cho sy lai héa cta nd véi “thymin”. Tuong
tu, G(p) va G(pOq) duoc coi la don phan PNA “guanin dugc bién dbi” cho su bat cip

bazo cia nd voi “xytosin”.

Fig. 4 minh hoa r0 rang chu tric hoa hoc cho cac chir viét tit cho cic phan tu
thé duge str dung dé kéo dai dau N hodc d4u C cua dan xuit PNA co cong thirc I theo

sang cheé.

Pé minh hoa cac chi viét tit cua duogc dung cho cac dan xuét PNA nay, ciu
tric hoa hoc cho cac dan xudt PNA 13 don phan nay duoc viét tat 1a “(N—C)
Fethoc-CA(5)G-ACA(5)-ATC(102)-TG(6)T-A(5)-NH,” duge thé hién ¢ Fig. Sa.
Theo mdt minh hoa khac, cAu tric hoéa hoc cho dan xuit PNA 15 don phan duogc viét
tit 1a “(N—C) Fethoc-AG(6)A-CA(5)A-TC(102)T-G(302)TA(5)-CA(202)A-NH,”
duoc thé hién & Fig. 5b.

Trinh tu PNA 13 don phéan “(N — C)
Fethoc-CA(5)G-ACA(5)-ATC(102)-TG(6)T-A(5)-NHy” duge thé hién cu thé & Fig.
5a tuong duong véi trinh ty ADN “(5' — 3') CAG-ACA-ATC-TGT-A” cho viéc lién
két bd sung vdi tién mARN. PNA 13 don phén ¢6 ving gdi 1én nhau bd sung 13 don
phan v6i trinh ty 13 don phan duge danh dau “in dam” va “gach chan” trong trinh tu

ARN 30 don phan cta [(5' — 3') ggguguuuuguacag | AUUGUCUGUAGCCGA|

kéo dai doan ndi “intron 17 va “exon 2” & tién mARN TYR cua nguoi.
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Trinh tur PNA don phéan cua “(N — C)
Fethoc-AG(6)A-CA(5)A-TC(102)T-G(302)TA(5)-CA(202)A-NH,” dugc minh hoa
cu th ¢ Fig. 5B twong duong v6i trinh tw ADN cta “(5' — 3
AGA-CAA-TCT-GTA-CAA” vé viée lién két bd sung véi tién mARN. PNA 15 don
phan ¢ vung gbi 1én nhau bd sung 15 don phan véi trinh ty 15 don phan dugce danh
diu “in dam” va “gach chan” trong trinh ty ARN 30 don phan cta [(5' — 3)
ggguguuuuguacag | AUUGUCUGUAGCCGA] kéo dai doan ndi “intron 1 va “exon
2 ¢ tién mARN TYR cuia nguoi.

Trinh tu PNA 17 don phéan cua “N  — O
Fethoc-AC(103)T-GA(6)C-TA(6)T-CTG(6)-TAC(105)-A(4)A-NH,” tuong duong
v6i trinh tu ADN cua “ (5" = 3") ACT-GAC-TAT-CTG-TAC-AA” vé viée lién két
bd sung voi tién mARN. PNA 17 don phan c6 vung gbi 1én nhau bd sung 15 don phan
véi trinh tu 15 don phan dugc danh diu “in dam” va “gach chan” trong trinh ty ARN

30 don phén cta [(5' — 3') ggguguuuuguacag | AU"U"GUC"U"GUAGCCGA] kéo

dai doan ndi “intron 17 va “exon 2” ¢ tién mARN TYR cua nguoi. Hai sy bat cdp sai

duoc danh dau véi dau ngodc kép, tirc la " ",

Theo mdt khia canh, sang ché dé xuat dugc pham dé diéu tri bénh hodc tinh
trang c6 lién quan dén sy biéu hién cla gen tyrosinaza ctia nguoi, chira dan xuat axit

nucleic peptit theo sang che hodc mudi duge dung cia no.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuat dugc pham dé di€u tri ching tang sac to
da, chtra dan xuat axit nucleic peptit theo sang ché hodc muoi duge dung cia nd. Vi du
vé ching ting sdc to da do san xuat thira hac to bao gom ching sam da, seo mun, doi

moi, tan nhang, dom tuoi va ton thuong do nang.

Theo mdt khia canh, sang ché dé xuat phuwong phap diéu tri bénh hoac tinh
trang c6 lién quan dén sy bicu hi¢n cla gen tyrosinaza cua nguoi, bao gom budc dung
dan xuat axit nucleic peptit theo sdng ché hodc mudi duge dung cua n6. Puong dung

6 thé 13, vi du, dung tai chd.

Theo mdt khia canh, sang ché dé xuét phuong phap diéu tri chimg tang séic to

da, bao gom budc dung dan xuat axit nucleic peptit theo sdng ché hodc mudi duoc
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dung cta n6. Puong ding co thé 13, vi du, dung tai chd.

Theo mot khia canh, sang ch¢ dé xuat viéc su dung dan xuat axit nucleic peptit
theo sdng ché hodc mudi dugc dung ctia nd trong dicu ché thudc dé di€u tri bénh hodc

tinh trang ¢6 lién quan dén sy bi€u hién cia gen tyrosinaza ctia nguoi.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuét viéc st dung dan xuat axit nucleic peptit
theo sang ché hoac mudi dugce dung ctua n6 de diéu che thudc trong di€u ché thude dé

diéu tri chimg ting séc to da.
M@ ta vin tit cac hinh V&

Fig. la-1c: Vi du vé nucleobazo tu nhién hodc phi tu nhién (duoc biét doi) co

thé duoc chon cho dan xuét axit nucleic peptitcd cong thic 1.

Fig. 2a-2e: Vi du vé phén ttr thé ¢6 thé dugc chon cho dan xuét axit nucleic

peptit c6 cong thuce L.

Fig. 3: Céu tric hoa hoc cia don phan PNA voi nucleobazo ty nhién hodac duoc

bién doi.
Fig. 4: Cau trtic hoa hoc cho viét tit ciia phéan tir thé dau N hozc dau C.

Fig. 5a: Chu trac hoa hoc cua din xuit PNA 13 don phan “(N—C)
Fethoc-CA(5)G-ACA(5)-ATC(102)-TG(6)T-A(5)-NHs™.

Fig. 5b: Céu truc héa hoc ciia din xuit PNA 15 don phén “(N—C)
Fethoc-AG(6)A-CA(5)A-TC(102)T-G(302)TA(5)-CA(202)A-NH,”.

Fig. 6: C4u trac hoa hoc ctia don phan PNA Fmoc dugc st dung dé tong hop
dan xuét PNA theo sang ché.

Fig. 7a-7b: Sic phd HPLC pha ddo nguoc Cis cia “ASO 17 tuong ung trude va
sau khi tinh sach HPLC.

Fig. 8: Khdi phd ESI-TOF cua “ASO 17 duge tinh sach bang HPLC diéu ché
Cis-RP.
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Fig. 9a: Phan tich dién di cta san phdm PCR dugc dit vao & té bao khéi u hac
t6 cua chudt B16F10 duge xir ly vai 0 (ddi chimg am), 1, 10 hodc 1000 aM “ASO
1M,

Fig. 9b: Dir liéu giai trinh ty Sanger cho san pham PCR c6 thé duoc dung dé bo
qua exon (2-3).

Fig. 10a: Thay ddi & ham lugng mARN TYR c6 do dai day di boi qPCR trong
t& bao khdi u hic t§ ctia chudt B16F10 dugc xtt Iy vai “ASO IM” & 0 (d6i ching am),
1, 10, 100 hogc 1000 aM. (thanh sai sé boi sai s& chudn)

Fig. 10b: Dt lidu thim tach tdy TYR & t& bao khéi u hic t6 cta chudt B16F10
duoc xur ly trong 24 gio véi “ASO 1M” ¢ 0 zM (dbi chimg am), 10zM, 100zM, 1aM.,
hodc 10aM (ttrc 1a 10,000 zM).

Fig. 11: Thay dbi & ham luong hic t6 ¢ t& bao khdi u hac t6 ctia chudt B16F10

duoc xu ly voi “ASO 1M ¢ 1, 10, 100 hodc 1000aM, hodc véi 10 pg/mL hoac 100

pg/mL arbutin. (thanh sai 36 boi sai s6 chudn).

Fig. 12: Thay d6i & ham lugng mARN TYR c6 d¢ dai ddy di boi qPCR & té
bio bidu bi tao hic té biéu md so cAp cua ngudi duge xir 1y voi “ASO 17 6 0 zM (dbi

ching 4m), 1zM, 100zM hodc 10aM. (thanh sai s& boi sai sb chuan).
MG ta chi tiét sang ché
Quy trinh chung dé didu ché oligome PNA

Oligome PNA duoc tong hop bing ky thuat téng hop peptit pha rin (solid
phase peptide synthesis - SPPS) trén co s& hoa hoc Fmoc theo phuong phap duoc boc
16 ¢ tinh trang k¥ thuat [US6,133,444; W0O96/40685] co thay dbi nho phu hop. Gia thé
rin dugc dung trong nghién ctru nay la H-Rink Amide-ChemMatrix dugc mua tur
PCAS BioMatrix Inc. (Quebec, Canada). Pon phan Fmoc-PNA véi nucleobazo dugc
bién dbi duoc tdng hop nhu duge md ta trong tinh trang ky thuat [PCT/KR
2009/001256] hodc véi cac bién ddi nho. Pon phan Fmoc-PNA véi nucleobazo dugc

bién doi va don phan Fmoc-PNA vai nucleobazo ton tai trong ty nhién dugc su dung
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dé tdng hop dan xuat PNA theo sang ché. Oligome PNA dugc tinh sach bang HPLC
pha dao Cis (nugc/axetonitril hodc nudc/metanol véi 0,1% TFA) va duoc xac dinh dac

tinh bang khdi phd bao gdm ESI/TOF/MS

So dd 2 minh hoa chu trinh kéo dai don phan thong thuong theo SPPS cua
nghién ctru ndy, va céc chi tiét tdng hop dugc trinh bay duéi day. Tuy nhién, ddi voi
ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat, c6 nhidu bién d6i nho hién nhién
1a ¢6 thé co duge dung dé chay cac phan Gng SPPS ¢6 hiéu qua trén mdy tong hop
peptit ty dong hodc may téng hop peptit thu cong. Mdi bude phan tng trong so do 2

duoc trinh bay tom tat dudi day.

So dd 2

1

ﬁ,{ g Ny
e

=
pridn:

S “Fmoc
o .
07  20% piperidin/DMF
’ Ba "7 phiit
) DeFmoc
....... /_r' “}'.
/ ¥
-~ i ‘j =} g <
{ % ; . Gan mi & !
O
07 07
By \ B,
Ghép cdp
-~ H ki
O ~N N ~N-Emee
o (j! - o 4 eq don phin Fmoc
8 3ep HBTU, 10 ep DIEA
mrd

DMIF, 1 giy

[Hoat hoa nhya H-Rink-ChemMatrix] 0,01 mmol (khoang 20mg nhua) cua
nhura ChemMatrix trong 1,5mL 20% piperidin/DMF dugc lic trong ong libra trong 20
phut, va dung dich DeFmoc dugc loc ra. Nhua duoc rira trong 30 gidy mdi lan voi
1,5mL metyl clorua (MC), 1,5mL dimetylformamit (DMF), 1,5mL MC. 1,5mL DMF.
va 1,5mL MC. Amin tu do thu duoc trén gia thé ran duge cho ghép cip véi don phéan

Fmoc-PNA hodc vdi dan xuat axit amin dugc bao v€ Fmoc.
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Nhua [DeFmoc] duoc ldc trong 1,5mL 20% piperidin/DMF trong 7 phut, va
dung dich DeFmoc dugc loc ra. Nhua duoc rira trong 30 gidy mdi 1an véi 1,5mL MC.
1,5mL DMF, 1,5mL MC, 1,5mL DMF, va 1,5mL MC. Amin tu do thu dugc trén gia
thé rin dugc cho ghép cip ngay 1ap tirc v6i don phan Fmoc-PNA.

[Ghép cap v6i don phan Fmoc-PNA] Amin tu do trén gia thé ran duoc ghép cap
v6i don phan Fmoc-PNA nhu sau. 0,04 mmol don phan PNA, 0,05 mmol HBTU, va
10 mmol DIEA dugc u trong 2 phut trong ImL. DMF khan, va duoc thém vao nhua
véi amin tu do. Dung dich nhya dugc lic 1 gid va mdi truomg phan tng duoc loc ra.
Sau d6 nhya duoc rira trong 30 gidy moi lan v&i 1,5mL MC, 1,5mL DMF, va 1,5mL
MC. Chu tric hoa hoc ctia don phan Fmoc-PNA véi nucleobazo dugc bién ddi duoc
stt dung trong sang ché duoc thé hién ¢ Fig. 6. Don phan Fmoc-PNA vdi nucleobazo
dugc bién dbi dugc thé hién & Fig. 6 chi dugc dung lam vi du, va do do khong gi6i han
pham vi cua sang ché. Nguoi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ky thuat co thé dé
dang biét dugc s6 lwong cac bién di trong don phan Fmoc-PNA dé tong hop dan xuét

PNA ¢6 cong thuc 1.

[Gén mii] Sau phan mg ghép cip, amin tu do khong phan ung duoc gan mii
bang cach lic trong 5 phut trong 1,5mL dung dich gan mil (5% axetic anhydrit va 6%
2,6-leutidin trong DMF). Sau d6 dung dich gan mii duge loc ra va rira trong 30 gidy
mdi 1an v6i 1,5mL MC, 1,SmL DMF, va 1,5mL MC.

[Dua gbc “Fethoc-" vao dau N] gbc “Fethoc-" dugc dua vao dau N bang cach
cho phan tng amin tu do trén nhua vé6i “Fethoc-OSu” dudi diéu kién ghép cip bazo.
CAu tric héa hoc cua “Fethoc-OSu” [56 CAS 179337-69-0, C20H17NOs, MW 351.36]
duogc trinh bay dudi day.

o ©O

Fethoc-OSu /( H
0 O-—NY

O

oy

[Phan c4t khoi nhya] Oligome PNA duoc lién két voi nhua duge phan cat khoi

nhua trong 3 gio trong 1,5mL dung dich phan cat (2,5% tri-isopropylsilan va 2,5%
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nudce trong axit trifloaxetic). Nhua dugc loc ra va san phém loc dugce co dac dudi ap
suét giam. Phan ba thu dugc duge tan nho voi dietylete va phan két tia thu dugc duoc

thu lai béng cach loc dé tinh sach b@fmg HPLC pha dao.

[Phan tich va tinh sach HPLC] Sau khi phéan cit khoi nhua, san phém tho cua dan xuét
PNA duoc tinh sach béi Cis-HPLC pha dao rua giai nudc/axetonitril hodc
nude/metanol (phuong phéap gradien) chira 0,1% TFA. Fig. 7a va Fig. 7b la sac pho
HPLC vi du cho “ASO 1” twong Gng trudc va sau khi tinh sach HPLC. Trinh tu

oligome cua “ASO 17 dugc trinh bay ¢ bang 1.

Vi du thue hién sang ché
Vi du tdng hop cho din xudt PNA c6 cong thirc I

Dé hudng dich bd sung véi viing c4t ndi 3' cua “exon 27 ¢ tién mARN TYR ca
ngudi, dan xuit PNA theo séang ché duoc diéu ché theo quy trinh tong hop dugce néu &
trén hodc ¢6 cac bién ddi nho. Din xuat PNA huéng dich tién mARN TYR cta nguoi
chi duoc dung dé minh hoa dan xuét PNA ¢6 cong thic I, va khong nén dugc hiéu la

giGi han pham vi cua sdng ché.

Bang 1: Dan xudt PNA huéng dich bd sung ving cit ndi 3’ ctia “exon 27 & tién mARN

TYR ctia nguoi cung voi dit liéu xac dinh déc tinh cau tric bang khoi phd.

Khéi luong chiét,
Vidu m/z

Trinh ty PNA (N—C)
PNA ly quan

thuyét® sat®

ASO 1 | Fethoo-CANIG-ACASFATCIO2 ) TGO T-A(S)-NH: | 4258,96 | 4260.,99

ASO 2 "15532.55 | 5532.,54

Fethoc-ACOIO2A GACHC-AAGIT-CTG-CHI02IC

ASO 3 4592,11 | 4592.11

® Khéi lugng chiét ly thuyét; ¥ Khéi lugng chiét quan sat duoc

Bang 1 dua ra cac dan xuat PNA hudéng dich bo sung ving cit ndi 3' cua “exon
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2” & tién mARN TYR cuia ngudi duoc doc tir gen TYR ctia nguoi [trinh tur tham chiéu
NCBI: NG_0008748] cung vé6i dir liéu dac tinh cdu tric béi khéi phd.  ASO TYR ¢
bang 1 chi dugc dung dé minh hoa cac dan xudt PNA c¢6 cong thuc I, va khong nén

dugc hiéu 1a gidi han pham vi cua sang ché.

“ASO 17 ¢6 ving gbi 1én nhau bd sung 13 don phén dugc danh dau “in dam”
va “gach chan” trong trinh ty ARN 30 don phan coa [(5' — 3)
ggguguuuuguacag | AUUGU-CUGUAGCCGA] kéo dai doan ndi ctia “intron 17 va

“exon 2” & tién mARN TYR ctia nguoi. Do do, “ASO 17 ¢6 ving gbi 1én nhau 5 don
phéan véi “intron 17 va vung g6i 1én nhau 8 don phan véi “exon 27 & tién mARN TYR

cia nguoi.

Bang 2 dua ra “ASO 1M” hu6ng dich b6 sung vung cat ndi 3' clia “exon 2 &
tien mARN TYR cuta chuot dugce doc tr ADN cua chudt [chon ngau nhién tr trinh tu
tham chiéu NCBI: NC_000073] cung v&i dir lidu dic tinh cdu tric béi khéi pho.
“ASO IM” duge dung dé danh gid hoat tinh ddi nghia & té bao chudt.

Béang 2: Dan xuit PNA huéng dich bd sung ving cét nbi 3’ clia “exon 2 & tién mARN

TYR ctia chudt ciing v6i dit liéu xac dinh dac tinh céu trac bing khéi pho.

Khoi luong chiét,
Vi
m/z
du Trinh tu PNA (N—C)
ly quan
PNA .
thuyét? sat®
ASO . N
M Fethoo-CASIA-ATG-ATCUO-TG6YT-G-NH: | 4289,95 | 428996

% Khéi luong chiét ly thuyét; ® Khoi lugng chiét quan sat duge

Trinh tu ARN 30 don phéan cua [(5 — 3"
aauuguuuuucacag | AUCAUUUGUAGCAGA] kéo dai doan ndi cta intron 1 va exon
2 & tién mARN TYR cua chudt duoc doc tir gen TYR cia chudt [sd dang ky gen
NCBI: NC_000073].

“ASO IM” tuong duong véGi trinh ty ADN cua (5" — 3
CAA-ATG-ATC-TGT-G” vé& viéc lién két bd sung véi tién mARN. “ASO 1M” c6

ving gdi 1én nhau bd sung 13 don phan dugc danh ddu “in dam” va “gach chan” trong
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trinh tu ARN 30 don phan cua [(5 — 3"
aauuguuuuucacag | AUCAUUUGUAGCAGA] kéo dai doan ndi cia “intron 1 va
“exon 27 & tién mARN TYR cua chudt.

Tuong tuy “ASO 17 chdng lai tién mARN TYR cuta ngudi, “ASO IM” ¢6 vung
¢bi 1én nhau 5 don phan véi “intron 1” va ving gdi 1én nhau 8 don phén véi “exon 27
& tidn mARN TYR ctia chudt. “ASO 1M” ¢6 thé ¢6 vai trd nhu hop chat thay thé tot

cho hoat tinh d6i nghia ctia “ASO 1” trong té bao ¢6 ngudn gbe tir ngudi.

Fig. 7a 1a sic phé HPLC thu dugc voi san phdm thd ctia “ASO 1”. San pham
tho duoc tinh sach bang HPLC didu ché Cis-RP. Fig. 7b la sic phd HPLC cho san
phém tinh sach cta “ASO 1”. D9 tinh sach ctia “ASO 17 dugc cai thién dang ké sau
khi tinh sach HPLC diéu ché. Fig. 8 thé hién khéi phd ESI-TOF hu duoc v6i san pham
tinh sach cua “ASO 1. Dit liéu phan tich cho “ASO 1” chi dugc dung dé minh hoa
cach din xudt PNA c6 cong thic I dugc tinh sach va dong nhat trong sang ché, va

khong nén duoc hiéu la giéi han pham vi cia sang ché.
Ai luc lién két cua din xudt PNA md hinh cho ADN bd sung

Cac din xuit PNA & bang 1 va 2 duoc dénh gia vé i luc lién két ctia chung déi
véi ADN 10 don phan huéng dich bd sung dau N hodc dau C. Ai luc lién két duoc
danh gid bing gid tri Tm dbi v6i hé kép gitta PNA va ADN b6 sung 10 don phan. Hé
kép gitra ddn xudt PNA va ADN bd sung ddy du thé hién gid tri Tm qué cao dé d& dang
x4c dinh trong dung dich dém chira nudc, boi vi dung dich dém c6é khuynh hudng soi

1én trong qua trinh xéac din Tn.

Gia tri Tm dugc xdc dinh trén quang phé ké UV/Vis nhu sau. Dung dich hén
hop cua 4uM oligome PNA va 4uM ADN 10 don phén b sung trong 4mL dém chira
nude (pH 7,16, 10mM natri phosphat, 100mM NaCl) trong 6ng Falcon polypropylen
15SmL dugce 4 ¢ 90°C trong mot phut va dugc lam ngudi tur tur xuéng nhiét d0 moi
trrong. Sau d6 dung dich dugce chuyén dén 6ng UV thach anh 3mL ¢6 nép kin khi, va
duoc cho xac dinh T & 260nm trén quang phd ké UV/Visible nhu duge mo ta trong
tinh trang k§ thuat [PCT/KR2009/001256] hodc ¢ cai bién nho. ADN bé sung 10 don

phan cho xéac dinh T dugc mua tir Bioneer (www.bioneer.com, Dajeon, Republic of

Korea) va dugc st dung ma khong can tinh sach thém.
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Cac gia tri T quan sat dugc cua dAn xult PNA c6 cong thirc I 1a rat cao dbi voi
viéc lién két bd sung voi ADN 10 don phan, va dugc trinh bay ¢ bang 3. Vi du, “ASO
1” thé hién gia tri Tm 12 78,0°C cho hé kép ADN bd sung 10 don phan hudng dich 10
don phan ddu N & PNA dugc danh déu “in ddm” va “gach chan” trong [N — C)
Fethoc-CA(5)G-ACA(5)-ATC(102)-TG(6)T-A(5)-NH,]. Trong khi d6, “ASO 1 thé
hién gia tri Tm 12 73,0°C cho hé kép ADN bd sung 10 don phan huong dich 10 don
phan diu C & PNA dugc danh ddu “in d4m” va “gach chan” trong [N — C)
Fethoc-CA(5)G-ACA(5)-ATC(102)-TG(6)T-A(5)-NHa].

Bang 3: Gi4 tri T gitta PNA va ADN bd sung 10 don phan huéng dich diu N hoac
diu C ctia PNA.

Gia tri T, °C
PNA ADN 10 don phan dua ADN 10 don phéan dua
vao dau N vao dau C
ASO 1 78,0 73.0
ASO IM 72,0 72,0

Vidu v& hoat tinh sinh hoc ctia dan xuét PNA co cong thuc |

DAn xuit PNA theo sang ché duoc danh gia vé& hoat tinh déi nghia TYR in
trong té bao khéi u hic t§ cua chudt BI6F10 va té bao biéu bi tao hdc td cta nguoi.
Céc vi du sinh hoc dugc dua ra lam cac vi du minh hoa dac tinh sinh hoc cua ¢6 cong
thirc I, va do d6 khong nén duoc hiéu 12 gigi han pham vi cua sang ché.

Vi du 1 Bo qua exon dugc gy ra boi “ASO 1M".

“ASO 1M” dugc néu & bang 2 ¢6 ving gdi 1én nhau bd sung 13 don phén duoc
danh ddu “in dam” va “gach chin” trong trinh ty ARN 30 don phén cua [(5' — 3')
aauuguuuuucacag | AUCAUUUGUAGCAGA] kéo dai doan ndi cta “intron 17 va
“exon 2” & tién mARN TYR cta chudt. Trong khi d6, “ASO 1M” ¢6 phan bd sung 9

don phan cung vé1 4 sy bat cap sai duge danh dau “in ddm” va “gach chan” trong trinh
tu ARN 30 don phén cua [(5 — 3"
ggguguuuug'u"acag | AU"UG"U"C"UGUAGCCGA] kéo dai doan ndi cta “intron 17
va “exon 2” & tién mARN TYR cua nguoi. 4 su bat cap sai dugc danh dau véi dau

ngoac kép (" ").
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“ASO 1M” duoc danh gia vé kha ning gay ra viéc bo qua “exon 2” TYR trong
t& bao khdi u hic t6 cua chudt B16F10, mac du “ASO IM” ¢o6 4 su bt cap sai voi
viing cit ndi 3' ciia “exon 27 & tién MARN TYR clia ngudi. “ASO IM” bo sung hoan
toan v6i tidn mARN TYR cia chudt, ¢6 thé dong vai trd lam hop chét thay thé bt cho
“ASO 17 bd sung hoan toan voi tién mARN TYR clia nguoi.

[Nuéi cdy té bao & xir Iy ASO] té bao khéi u hic t6 cia chudt BI6F10 (s CAT
CRL-6475, ATCC) dugc gilt trong DMEM (moi trudng thiét yéu tdi thiéu cua Eagle
duoc bién ddi cia Dulbecco) duge bd sung v6i 10% FBS, 1% streptomyxin/penixilin,
va 0,01 mg/ml insulin bo. Té bao B16F10 duoc ting trudng trong dia nudi cdy 60mm
chtra SmL DMEM duoc  trong 5 gio voi “ASO 1M” ¢ 0 (ddi chimg am), 1, 10, 100
hoac 1000aM.

[Chiét ARN & téng hop cADN bing PCR mdt bude] Sau khi u trong 5 gio.
toan bd ARN duoc chiét sit dung kit “Universal ARN Extraction Kit” (s6 CAT 9767.

Takara) theo huéng dan ctia nha sén xuét. 200ng mau ARN duoc dung cho phan tng
phién ma ngugc 258 st dung kit RT-PCR mdt bude Super Script® v6i polymeraza
Platinum® Taq (s6 CAT 10928-042, Invitrogen) dwa vao bo mdi dédc hiéu exon [exon
1 xudi: (5" — 3" GTAAGTTTGGATTTGGGG; va exon 4 nguoc: (5' — 3')
AGAGC-GGTATGAAAGGAA] theo diéu kién chu trinh sau: 50°C trong 30 phut va
94°C trong 2 phut, sau d6 1a 15 chu trinh 30 gidy & 94°C, 30 gidy ¢ 52°C, va 40 giay ¢
72°C.

[Khuéch dai PCR duoc dat vao] 1p@ ctua cADN con duge khuéch dai ¢ phan

tmg PCR dugc dit vao 2040 (sé CAT K2612, Bioneer) dua vao bd moi cla [exon

In_xudi: (5" — 3') GAGAACTAACTGGGGATGA; va exon 4n_nguoc: (5' — 3')
CGATAGGTGCATTGGCTT] theo diéu kién chu trinh cu thé nhu sau: 95°C trong S
phut, sau d6 12 30 chu trinh 30 gidy & 95°C, 30 giay & 52°C, va 40 giay ¢ 72°C.

[Dong nhét san pham bo qua exon] sdn pham PCR dugc tach dién di trén gel
2% agaroza. Cac dai co kich c¢& dich duoc thu lai va phén tich bang k¥ thuat giai trinh

tu Sanger.
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Fig. 9a thé hién dit liéu dién di cta san pham PCR. Cac té bao khong dugc xu
ly v6i “ASO 1M” tao ra hai dai PCR manh, mot dai cia mARN TYR c¢6 do dai day du
va mot dai ctia bién thé cét ndi mARN TYR thiéu exon 2 va 3. Do d6 viéc bo qua exon
2-3 duoc coi la xay ra tu phat. Tuy nhién, cac té bao duogc xu 1y véi “ASO IM” & tu |
dén 1000aM chi tao ra bién thé cit ndi mARN TYR thiéu exon 2 va 3. Do d6. “ASO
IM” lam tidng khuynh hudéng bd qua exon 2-3 trong té bao khéi u hic td BI6F10. San
phém PCR bo qua exon dugc giai trinh tu dé duoc bo qua exon 2-3 nhu dugc thé hién
¢ Fig. 9b.

Vi du 2: gPCR cho mARN TYR trong té bao khéi u hic t cua chudt B16F10 duoc xur
ly v6i “ASO 1M”.

“ASO 1M” duoc danh gia bing TYR duoc dit vao qPCR vé khé ning gay ra su
thay dbi vé ham lugng mARN TYR ciia chudt ¢ té bao B16F10 nhu duge mé ta dudi
day.

[Nudi cdy té bao & xir ly ASO] Té bao B16F 10 duoc ting trudng trong dia nudi
chy 60mm chra SmL DMEM duoc xit Iy véi “ASO 1M” & 0 (ddi ching am). 1. 10.
100 hodc 1000 aM. (2 dia nudi cay trén lidu).

[Chiét ARN & tdng hop cADN bing PCR mot bude] Sau khi  voi “ASO IM”
trong 5 gio, toan bd ARN duoc chiét tir té bao st dung kit “Universal ARN Extraction
Kit” (s6 CAT 9767, Takara) theo huéng dAn cua nha san xuét. 200ng ciia mau ARN

duoc str dung cho phan tng phién ma nguge 25u€ st dung kit RT-PCR mot budc

(Invitrogen, USA) dua vao bd mdi dac hiéu exon [exon 1 xudi: (538 — 3"
GTAAGTTTGGATTTGGGG; va exon 4 nguoc: (5 — 3")
AGAGCGGTATGAAAGGAA] theo diéu kién chu trinh sau: 50°C trong 30 phut va
94°C trong 2 phut, sau d6 1 15 chu trinh 30 giay ¢ 94°C, 30 gidy ¢ 52°C, va 40 giay ¢
72°C.

[Khuéch dai gPCR duge dua vao] dung dich cADN dugc pha loang 100 lan, va

110 ctia mbi san pham PCR dugc pha loing duoc cho phén Gmg PCR thoi gian thuc

20u€ véi bo dau do Tagman kéo dai doan ndi cia exon 2 va exon 3 (s6 CAT
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Mm00495818 m1, Thermo Fisher Scientific) theo diéu kién chu trinh sau: 95°C trong
3 phit, sau d6 1a 30 chu trinh 10 gidy & 95°C, va 30 gidy & 60°C.

[Phan tich théng ké&] Thi nghiém qPCR duoc dua vao dugc lap lai doc lap bon
14n, va mdi ham luong mARN tir mdi thi nghiém dwoc chuan héa dua vao ham lugng
mARN ma khong xt ly “ASO IM”. Ham lugng mARN thu dugc tir 4 thi nghiém riéng
ré& duoc dung cho phan tich théng ké boi kiém dinh T student. Do do, s6 lugng méu la

8 trén nong do.

Fig. 10a thé hién dir liéu qPCR duogc két hop, trong do ham luong mARN ¢6 do
dai ddy du giam dang ké xudng khoang 40% trong té bao duoc xir Iy v6i “ASO IM™ ¢

tir 1 dén 1000aM.

Vi du 3: Uc ché su bidu hién protein TYR & té bao khéi u hic t6 B16F10 boi “ASO
M.
“ASO 1M dugc danh gia vé& kha nang diéu hoa giam sy biéu hién protein TYR

& té bao khéi u hic td cua chudt B16F10 nhu duge mo ta & dudi day.

Té bao B16F10 dugc ting trudng trong dia nudi cdy 60 mm chiaa Sml. DMEM
duge xur ly “ASO IM” ¢ 0zZM (dbi chung am), 10zM, 100zM, 1aM hoac 10aM. 24 gio

sau, t& bao duoc rtra 2 1dn voi PBS lanh (mudi duge dém photphat - phosphate
buffered saline), va sau do6 dugc cho phéan giai voi 200p€ 1X dém phan giai té bao (s6
CAT 9803, Cell Signaling Tech) dugc bd sung véi 1X dung dich hdn hop chét tre ché
proteaza (s6 CAT P8340, Sigma). 20040 cua mdi san phdm phén giai trong éng thi
nghiém 1,5mL v&i 100p€ 5X dém mau, va duoc dun soi ¢ 100°C trong 5 phut. 2040
cta san pham phan giai duge cho phan tach dién di trén gel TGX gradien 4-15% (sd
CAT 456-1086, Bio-Rad), va chuyén protein trén mang PVDF 0,45um. Mang dugc do
v6i khang thé khang TYR (sb CAT 9319, Cell Signaling Tech) va khéng thé khang

-B-actin (s6 CAT a3845, Sigma).

Fig. 10b dua ra dit liéu thAm mién dich sy biéu hién protein TYR & té bao

B16F10. Cuong do dai cta su bidu hién TYR yéu hon dang ké & san pham phan giai
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cd xt ly “ASO 1M” hon san phim phén giai khong c¢6 xu ly “ASO 1M”, tic la doi
ching 4m. Protein TYR va ham lugng mARN giam dang boi xu ly ASO. (So vai "vi
du 2”).

Vi du 4: Uc ché sy tao thanh hic t§ & té bao khdi u hic td BI6F10 boi “ASO 1M".
“ASO 1M” dugc danh gia vé kha nang e ché sy tao thanh hic t§ & té bao khoi

u hic td cua chudt BI6F10 nhu duge md ta & dudi day.

Té bao B16F10 dugc nudi cdy trudc trong dia nudi cdy 60mm chira SmL
DMEM duge xt Iy v6i khong c6 gi (dbi chung am), véi “ASO 1IM” & tir 1 dén
1000aM, hodc voi 10 hodc 100 pg/mL arbutin lam d6i chung duong. (2 dia nudi ciy
trén lidu) 24 gior sau, t& bao duoc rira 2 lan voi PBS lanh, va dugc cho phan giai voi
200p¢ NaOH 1N. Mbi san phidm phan giai dugc thu lai trong dng thi nghiém 1.5mL,
va dé qua dém & nhiét do phong. Ham luong héc t6 trong mdi san pham phéan giai
duoc xac dinh bang kha nang hip thu buc xa 475nm trén may doc ELISA. Thi nghiém
tuong tu dugc 1ap lai bén 1an sir dung té bao & lan chuyén khac nhau. Bén tap hop dit
licu ham luong hic té duoc dung cho phén tich théng ké bang kiém nghiém T student

dua vao ham luong hic té ma khong xir Iy (d6i chung am).

Fig. 11 tom tat cac thay d6i vé ham luong hic té & té bao B16F10 sau khi u 24
gio vai “ASO 1M” hodc v6i arbutin. Ham luong hic t6 giam dang ké xudng khoang
15% va 25% & té bao duogc xu ly véi 10 pg/mL va 100 pg/mL arbutin, tuong tng.
Trong trudong hop té bao duoc xtt Iy véi “ASO 1M”, ham luong hic t6 giam dang ké
xudng khoang 15% ma khong phu thudc nhiu vao lidu. Hoat tinh ¢ ché cia “ASO

1M” 1 ¢6 thé so sanh v6i hoat tinh ctia 10 pg/mL arbutin.

Vi du 5 DPiéu ché kem tai chd chira hop chét c6 cong thuce 1.

Hop chét ¢6 cong thuce I, vi du “ASO 2 dugc bao ché dudi dang kem dé dung
tai cho cho ddi tuwgng. Kem tai cho duoc diéu ché nhu duge mo ta dudi day. Cho réng
¢6 nhiéu bién do6i c6 thé cé cua kem tai chd, viéc bao ché nay nén chi ¢6 muc dich lam

vi du va khéng nén dugc hi€u la gidi han pham vi cua sang ché.
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[Diéu ché dung dich A] Trong cdc, tron nude khir ion (196g), EDTA dinatri
(0,06g), glyxerin (15g), dipropylen glycol (30g), phenoxyetanol (0.9g).
etylhexylglyxerin  (0,9g), copolyme hydroxyetyl acrylate/natri acryloyldimetyl
taurat(2,4g), va 1nM dung dich chtra nude cta “ASO 27 (0,3mL). Dong nhét hdn hop
370 ~75°C st dung may tron dong nhét.

[Diéu ché dung dich B] Trong mdt cdc khac, tron 70 ~ 75°C cetearyl
etylhexanoat (12g), dimethicon (6g), axit stearic/dau thuc vat duoc hydro héa/rugu
behenyl/rugu cetearyl (15g), bo butyrospermum parkii (cdy hat md) (9g2). va

~polyglyxeryl-3-metylglucoza distearat/glyxeryl stearat SE/metyl glucoza sesquistearat
(6g).

[Diéu ché kem tai chd] Tron déng nhét “dung dich A” va “dung dich B” dé
dbng nhét & 7.200 vong/phut va 70 ~ 75°C trong 3 phut sir dung may tron dong nhat.
Dé hdn hop ngudi dan dén nhiét do phong dé tao ra kem tai chd chira 1pM “ASO 2%

Vi du 6: qPCR cho mARN TYR 6 té bao biéu bi tao hac t6 cta ngudi duge xu ly voi
“ASO 17.

“ASO 1” dugc néu ¢ bang 1 la ASO TYR 13 don phéan bd sung hoan toan vdi
ving cat ndi 3' kéo dai doan ndi ctia intron 1 va exon 2 & TYR cua nguoi duoc danh

dau “in ddm” va “gach chan” & trinh ty tién mARN TYR 30 don phan cua nguoi cla

[(5" — 3') ggguguuuuguacag | AUUGUCUGUAGCCGA).

“ASO 1” dugc danh gia bang TYR dugc dat vao qPCR vé kha ndng gay ra su
thay d6i vé ham lwong mARN TYR & té bao biéu bi tao hic t6 biéu md so cép clia

nguoi nhu sau.

[Nubi cdy té bao & xir Iy ASO] Té bao biéu bi tao hic t& biéu mod so cap (s6
CAT PCS-200-013, ATCC) té bao duge duy tri trong moi truong nén té bao biéu mo
(Dermal Cell Basal Medium) (s§ CAT PCS-200-030, ATCC) dugc bd sung véi thanh
phan kit t& bao biéu bi tao hic t6 truong thanh (Adult Melanocyte Growth Kit
Component) (s6 CAT PCS-200-042, ATCC). Té bao biéu bi tao hac to duoc tang
truong trong dia nudi cdy 60mm chtra SmlL mai trudng nudi ciy duge xu ly véi “ASO

1” & 0zM (ddi chimg am), 1zM, 100zM, hodc 10aM. (3 dia nudi cdy trén ndng do).
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[Chiét ARN & téng hgp cADN bing PCR mét bude] Sau khi i véi “ASO 17
trong 5 gio, toan bd ARN duoc chiét st dung “RNeasy Mini Kit” (s CAT 74106,

Qiagen) theo huéng din clia nha san xuét. 200 ng mau ARN dugc cho phan (rng phién
ma nguoc 25pf st dung kit RT-PCR mot budc Super Script® véi polymeraza

Platinum® Taq (sé CAT 10928-042, Invitrogen) dua vao b0 mdi dic hiéu exon [exon
1 xu6i(2): (5" — 3") CTCTTTGTCTGGATGCATT; va exon 5 ngugc: (5" — 3')
CTGTGGTAATCCTCTTTCT] theo cac didu kién chu trinh cu thé sau: 50°C trong 30
phut va 94°C trong 2 phut, sau d6 la 15 chu trinh 30 gidy ¢ 94°C, 30 gidy ¢ 50°C, va 1
phut & 72°C. ‘

[Khuéch dai PCR dugc didt vao] 1ul cia cADN con duoc khuéch dai ¢ phan
tmg PCR duoc dit vao 20uL (sb CAT K2612, Bioneer) dua vao by mdi ddc hiéu exon
ctia [exon 2n_xudi: (5' — 3') GATAAAGCTGCCAATTTC; va exon 3n_ngugc: (5" —
3) TTGTGCATGCTGCTTTGA] du vao dau do Tagman [(5' — 3
5,6-FAM-CACTGG-ZEN- AAGGATTTGCTAGTCCAC-3IABKFQ)]. Diéu kién chu
trinh: 95 trong 3 phut, sau d6 1a 40 chu trinh 10 gidy ¢ 95°C, va 30 giay ¢ 60°C.

Fig. 12 thé hién dit liéu qPCR, trong d6 ham lugng mARN TYR c6 do dai day
du giam xudng khoang 30% trong t& bao biéu bi tao hic t6 ctia ngudi duoce xir Iy voi
“ASO 17 & tir 1zM dén 10aM. Su giam xubng quan sat dugc 1a dang ké (kiém nghiém

T student) & té bao duoc xi ly v6i “ASO 17 at 1zM va 10aM.
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YEU CAU BAO HOQ
1. Dan xuét axit nucleic peptit c6 cong thire I hodc mudi duoc dung cua né:

[Cong thuc I]

e e U e

Y S, T Sy T2 Sh-1 Th1 Sh Th

trong do,
n 1a s6 nguyén tir 10 dén 21;

hop chat c6 cong thie I ¢6 it nhat phin gdi 1én nhau bd sung 10 don phan véi
trinh tu tién mARN 14 don phan cia [(3' — 3') UGUACAGAUUGUCU] ¢ tién

mARN tyrosinaza cua nguoi;

hop chat c¢6 cong thic I bd sung hoan toan v&i tién mARN tyrosinaza cua

nguoi;
S1, Sy, +++, Snt, Su, T1, T2, ++-, Tao1, va Th 14 gdc hydrido;

X va'yY doc lap la géc deuterido, hydrido [H], alkyl dugc thé hoic khong dugc
thé, aryl duoc thé hodc khong dugc thé, alkylaxyl dugc thé hoac khong dugc thé,
arylaxyl duogc thé hoac khong dugc thé, alkyloxycarbonyl duoc thé hodc khong duoc
thé, alkylaminocarbonyl duoc thé hoac khong dugc thé, hoac arylsulfonyl dugc thé

hoac khong dugc thé:
Z la géc amino duoc thé hodc khong dugc thé;

Bi, B2, +--, Bn, va By ddc 1ap dugc chon tr nucleobazo ty nhién bao gom

adenin, thymin, guanin, xytosin va uraxin, va nucleobazo phi tu nhién; va,

it nhat bon trong so Bi, Bz, «+-, Bni, va By doc lap dugc chon tur cac

nucleobazo phi tu nhién co6 cong thirc II, cong thire III, hodc cdng thue I'V:
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R, 5
(- NH,
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I?l- QO Ry Rs
Mij’»"
Céng thirc 11 Céng thire 111 Céng thiee IV
trong do,

Ri, Ry, R3, Ry, Rsva Rela gbe hydrido;

L1, L2 va L3 1a moi lién két cong hoa tri c¢6 cong thire V lién két cong hoa tri

nhoém amino bazo vdi goc nucleobazo:

[Cong thirc V]

Q1 vaQnmla géc metylen (-CH»-) dugc thé hoac khong dugc thé, va Qm duoc

lién két truc tiép voi nhém amino bazo;
Q2, Q3, +--, va Qm.1 doc 1ap dugc chon tir goc metylen va oxy (-O-); va,

m 14 s§ nguyén tir 1 dén 15.
2. DAn xuét axit nucleic peptit theo diém 1, hodc mudi duge dung ctia no:

trong do,
n 1a sé nguyén tir 11 dén 16;

hop chat ¢ cong thie I ¢6 it nhit phan gbi 1én nhau bd sung 10 don phan véi
trinh tu tién mARN 14 don phan cua [(5' — 3') UGUACAGAUUGUCU] & tién

mARN tyrosinaza ctua nguoi;
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hop chét c6 cong thuc 1 bd sung hoan toan véi tién mARN tyrosinaza cua

nguoi;
S1,S2, ++<, Snt, S, T1, To, +o«, To,vaThla géc hydrido;
X 1a gbe hydrido;

Y 1a gbe alkylaxyl dugc thé hodc khong dugc thé, hodc alkyloxycarbonyl duoc
thé hoac khong dugc thé;

Z la géc amino duoc thé hoac khong dugc thé:

Bi, Ba, ---, Bn1, va By ddc 1ap duoc chon tir adenin, thymin, guanin, Xytosin,

va nucleobazo phi tu nhién;

it nhat nam trong so Bi, By, :++, Bni, va Ba doc lap dugc chon tu cac

nucleobazo phi tu nhién c6 cong thuc II, cdng thire I1I, hodc cdng thire IV:
R1, Ry, Rs, Ry Rs. va R la gbe hydrido;

Li 12 -(CH2)-O-(CHz)2-, -CH2-O-(CHa)2-, -CH2-O-(CHz)3-, -CH2-O-(CHa2)4-.
hoac -CHz-O-(CHay)s- véi dau bén phai duogc lién két truc tiép v&i nhém amino bazo;

va,

L, va Ly doc lap dugc chon tir -(CH2)2-O-(CHa)-, -(CH2)3-O-(CHz)o-,
-(CH2)2-O-(CH2)3-, -(CHa)2-, -(CH2)3-, -(CHa)4-, -(CHa)s-, -(CHa)s-, -(CH2)7-, va

-(CHy)s- v6i dau bén phai dugc lién két truc tiép véi nhém amino bazo.

3. DAn xuét axit nucleic peptit theo diém 1, dan xuét nay duge chon tir nhém cac dan

xuat axit nucleic peptit dugc néu dudi day hoac mudi duoc dung cua no:

(N—C) Fethoc-CA(5)G-ACA(5)-ATC(102)-TG(6)T-A(5)-NHa;
(N—C) Ac-CA(5)G-ACA(5)-ATC(102)-TG(6)T-A(5)-NHo;
(N—C) Benzoyl-CA(5)G-ACA(5)-ATC(102)-TG(6)T-A(5)-NHy;
(N—C) Piv-CA(5)G-ACA(5)-ATC(102)-TG(6)T-A(5)-NHy;
(N—C) Metyl-CA(5)G-ACA(5)-ATC(102)-TG(6)T-A(5)-NHy;
(N—C) n-Propyl-CA(5)G-ACA(5)-ATC(102)-TG(6)T-A(5)-NHa;
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(N—C) Fmoc-CA(5)G-ACA(5)-ATC(102)-TG(6)T-A(5)-NHz;

(N—-C) p-Toluensulfonyl-CA(5)G-ACA(5)-ATC(102)-TG(6)T-A(5)-NHz;

(N—C) H-Lys-CA(5)G-ACA(5)-ATC(102)-TG(6)T-A(5)-NHo;

(N—C) Fethoc-Lys-Gly-CA(5)G-ACA(5)-ATC(102)-TG(6)T-A(5)-NHoa;

(N—C) Fethoc-CA(5)G-ACA(5)-ATC(102)-TG(6)T-A(5)-Lys-NHo;

(N—C) Fethoc-Val-Gly-CA(5)G-ACA(5)-ATC(102)-TG(6)T-A(5)-NHoz;

(N—C) Ac-Arg-CA(5)G-ACA(5)-ATC(102)-TG(6)T-A(5)-NHoz;

(N—C) Benzyl-CA(5)G-ACA(5)-ATC(102)-TG(6)T-A(5)-NHz;

(N—C) Phenyl-CA(5)G-ACA(5)-ATC(102)-TG(6)T-A(5)-NHy;

(N—C)
[N-(2-Phenyletyl)amino]carbonyl-CA(5)G-ACA(5)-ATC(102)-TG(6)T-A(5)-NHa:

(N—C) Benzoyl-Leu-CA(5)G-ACA(5)-ATC(102)-TG(6)T-A(5)-NHa;

(N—C) Piv-Lys-CA(5)G-ACA(5)-ATC(102)-TG(6)T-A(5)-Val-NHa;

(N—C) Fethoc-CA(7)G-AC(202)A-A(4)TC(102)-TG(6)T-A-NHa;

(N—C) Fethoc-CA(5)G-ACA(5)-ATC(102)-TG(6)T-A(5)C-NHy;

(N—C) Fethoc-AG(6)A-CA(5)A-TC(102)T-G(6)TA(5)-C-NHa;

(N—C) Fethoc-AG(6)A-CA(5)A-TC(102)T-G(6)TA(5)-CA(202)A-NHo;

(N=C)

Fethoc-AC(102)A-GA(6)C-AA(6)T-CTG(6)-TA(6)C(102)-AA(6)-NHo;

(N—C) Fethoc-GA(6)C-AA(6)T-CTG(6)-TA(6)C(102)-AA(6)-NHoa;

(N—C)

Fethoc-AC(102)A-GA(6)C-AA(6)T-CTG(6)-TA(6)C-A(5)AA(202)-A-NHy;

(N—-C) Fethoc-AA(6)T-CTG(6)-TA(6)C-A(5)AA(202)-A-NHo;

(N—C)

Fethoc-AC(102)A-GA(6)C-AA(6)T-CTG(6)-TA(6)C-A(5)AA(203)-A-NHo;

(N—C) Fethoc-GC(104)T-AC(102)A-GA(4)C-AAT-CTG(6)-TA(6)C-NHa;

(N—C) Fethoc-GC(102)T-A(3)CA-GA(4)C-AAT-C(102)TG-NHoz;

(N—C) Fethoc-GC(102)T-A(3)CA-G(202)AC-A(5)AT-C(102)TG-NHaz;

(N—C) Fethoc-GC(102)T-A(3)CA-GA(4)C-A(202)AT-C(102)TG-NHa: va

(N—C) Fethoe-AC(102)A-GA(5)C-AA(5)T-CTG(6)-TA(5)C(102)-AA(5)-NHy;

trong do,
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A, G, T, va C la don phan PNA c6 nucleobazo tu nhién cua adenin, guanin,

thymin, va xytosin tuong Ung;

C(pOq), A(p), A(pOq), G(p), va G(pOq) la don phan PNA véi nucleobazo phi
tu nhién c6 cong thirc VI, cong thie VII, cdng thic VIII, cong thuc IX, va cong thire

X tuong Ung;

{D iCHE}Q ............ NH#

{C&H 4 )p N H,
7 NH NH: Hy |
\i.:‘,,» . "T}IM 4 5 ‘ - O ..... g CH )

%-\} e é.t;.\k (,\ ,»j\i e J . ) { (.;;H’ } (\,\ <‘;’~ :(\‘ P ({3% {:’ %_\
N™ "0 NToONT NP NT NN “
Cong thiee VI Cong thire VII Céng thive VIII
N a1 L NH !‘iﬂ%z N M A NH O—(CHz)q
N LN N ACHs), NN A(CHy),
H i 'Y«‘,VX“ =
Cong thiec IX Cong thire X
trong do,

p va q la sd nguyén; va,

cac chit viét tat cho céc phén tr thé dau N va C dugc mo ta cu thé nhu sau:
“Fmoc-> 1a chit viét tit cho “[(9-florenyl)metyloxy]carbonyl-"; “Fethoc-" cho
“[2-(9-florenyl)etyl-1-oxy]carbonyl”;  “Ac-” cho “axetyl-”; “Benzoyl-” cho
“pbenzencabonyl-"; “Piv-" cho “pivalyl-”; “Metyl-” cho “metyl-”; “n-Propyl-" cho
“l-(n-propyl)->;  “H-”  cho nhém  “hydrido-”;  “p-Toluensulfonyl™  cho
“(4-metylbenzen)-1-sulfonyl-"; “-Lys-" cho gbc axit amin “lysin”; “-Val-" cho gbe
axit amin “valin”; “-Leu-" cho gdc axit amin “leuxin”; “-Arg-" cho gbc axit amin
“arginin"; “-Gly-" cho gbc axit amin “glyxin”; “[N-(2-Phenyletyl)amino]carbonyl-”

cho “[N-1-(2-phenyletyl)amino]carbonyl-"; “Benzyl-” cho “I-(phenyl)metyl-":
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“Phenyl-" cho “phenyl-"; “Me-" cho “metyl-"; va “-NH>” cho nhom “-amino” khong
duoc thé.

4. Dugc pham de diéu tri su tao thanh sac t6 da qua mirc bang cach di€u hoa giam cua
gen tyrosinaza cua ngudi, dugc pham nay chtra dan xuat axit nucleic peptit theo diém

1, hoac mudi duogc dung cua no.

5. Dugc pham dé diéu tri ching tang sdc to da do sy tao ra melanin qua muc, dugc

pham nay chita din xuat axit nucleic peptit theo diém 1, hodc mudi dugc dung cua no.
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Fig. 1c
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Fig. 2a
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Fig. 2b
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Fig. 2¢
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Fig. 2d
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Fig. 2e

Vi du vé gbc alkyloxythiocarbonyl duge thé hoiic khong dwge thé
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Fig. 4:
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Fig. 5b
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Fig. 7b
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Fig. 8
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Fig. 9a
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Fig. 10a

1,2- “p 0,01, ** p <0,0001

N = 8 trén lidu

KK

% P

Ham luong mARN TYR tuong dbi

A ‘ T "’! - T
Doi chiing 1fM  100aM  10aM  1aM
Nong do "ASO 1IM"

-65-



38369

19/21

Fig. 10b
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<211> 13
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> trinh tu nhan tao dugc hudng dich tyrosinaza cla ngudi

<220>
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<221> misc_feature
<2225 (1)..(13)
<223> oligonucleotit dugc bién doi PNA

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> dau N dugc carbamat hoda

<220>

<221> misc_feature
<222>  (2)..(2)
<223> bazo dugc bién doi

<220>

<221> misc_feature

<222> (6)..(6)

<223> bazo dugc bién doi

220>

<221> misc_feature

<222> (9)..(9)

<223> bazo dugc bién doi

<220>

<221> misc_feature

<222> (11)..(11)

<223> bazo dugc bién doéi

<220>

<221> misc_feature

<222> (13)..(13)

<223> bazo dugc bién doi

<400> 23
tngacnatnt ntn

<210> 24
<211> 14
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> trinh tu nhan tao dugc hudng dich tyrosinaza cla ngudi

<220>

<221> misc_feature

222> (1)..(14)

<223> oligonucleotit dugc bién doi PNA
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<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> dau N dugc carbamat hoa

<220>

<221> misc_feature

<222> (3)..(3)

<223> bazo dugc bién doi

<220>

<221> misc_feature

<222> (6)..(6)

<223> bazo dugc bién doi

<220>

<221> misc_feature

<222> (7)..(7)

<223> bazo dugc bién doi

<220>

<221> misc_feature

<222> (10)..(10)

<223> bazo dugc bién doi

<220>

<221> misc_feature

<222> (12)..(12)

<223> bazo dugc bién déi

<220>

<221> misc_feature

<222> (14)..(14)

<223> bazo dugc bién d6i

<400> 24
tcngannatn tntn

<210> 25
<211> 14
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> trinh tu nhan tao dugc hudng dich tyrosinaza cla nguoi

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(14)

<223> oligonucleotit dugc bién ddi PNA
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<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> dau N dugc carbamat hoa

<220>

<221> misc_feature

<222> (2)..(2)

<223> bazo dugc bién doi

<220>

<221> misc_feature

<222> (6)..(6)

<223> bazo dugc bién doi

<220>

<221> misc_feature

<222> (9)..(9)

<223> bazo dugc bién doi

<220>

<221> misc_feature

<222>  (11)..(11)

<223> bazo dugc bién doi

<220>

<221> misc_feature

<222> (13)..(13)

<223> bazo dugc bién déi

<400> 25
cngachatnt ntnc

<210> 26
<211> 13
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> trinh tu nhan tao dugc hudng dich tyrosinaza cla ngudi

<220>

<221> misc_feature

<222>  (1)..(13)

<223> oligonucleotit dugc bién doi PNA

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(1)
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<223> dau N dugc carbamat hoa

<220>

<221> misc_feature

<222> (2)..(2)

<223> bazo dugc bién déi

<220>

<221> misc_feature

<222> (5)..(5)

<223> bazo dugc bién do6i

<220>

<221> misc_feature

<222> (8)..(8)

<223> bazo dugc bién doi

<220>

<221> misc_feature

<222> (10)..(10)

<223> bazo dugc bién doi

<220>

<221> misc_feature

<222> (12)..(12)

<223> bazo dugc bién doi

<400> 26
anacnatntn tnc

<210> 27
<211> 15
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> trinh tu nhan tao dugc hudng dich tyrosinaza cla ngudi

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(15)

<223> oligonucleotit dugc bién doi PNA

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> dau N dugc carbamat hoa

<220>
<221> misc_feature
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222> (2)..(2)
<223> bazo dugc bién doi

<220>

<221> misc_feature

<222> (5)..(5)

<223> bazo dugc bién doi

<220>

<221> misc_feature

<222> (8)..(8)

<223> bazo dugc bién doi

<220>

<221> misc_feature

<222> (10)..(10)

<223> bazo dugc bién doi

<220>

<221> misc_feature

<222> (12)..(12)

<223> bazo dugc bién doi

<220>

<221> misc_feature

<222> (14)..(14)

<223> bazo dugc bién doi

<400> 27
anacnatntn tncna

<210> 28
<211> 17
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> trinh tu nhan tao dugc hudng dich tyrosinaza cla ngudi

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(17)

<223> oligonucleotit dugc bién d6i PNA
<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> dau N dugc carbamat hoda

220>
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<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
222>
223>

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<400>

misc_feature

(2).-(2)

bazo dugc bién

misc_feature

(5)..(5)

bazo dugc bién

misc_feature

(8)..(8)

bazo dugc bién

misc_feature
(12)..(12)
bazo dugc bién

misc_feature
(14)..(14)
bazo dugc bién

misc_feature
(15)..(15)
bazo dugc bién

misc_feature
(17)..(17)
bazo dugc bién

28

anagncantc tntnnan

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

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

29
17
ADN

doi

doi

Trinh ty nhan tao

trinh tu nhan tao dugc hudng dich tyrosinaza

misc_feature

(1)..(17)

38369

oligonucleotit dugc bién doi PNA
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<220>

<221> misc_feature

<222>  (1)..(1)

<223> dau N dugc carbamat hoa

<220>

<221> misc_feature

<222> (2)..(2)

<223> bazo dugc bién doi

<220>

<221> misc_feature

<222> (5)..(5)

<223> bazo dugc bién doi

<220>

<221> misc_feature

<222> (8)..(8)

<223> bazo dugc bién doi

<220>

<221> misc_feature

<222> (12)..(12)

<223> bazo dugc bién d6i

220>

<221> misc_feature

<222> (15)..(15)

<223> bazo dugc bién do6i

<220>

<221> misc_feature

<222> (16)..(16)

<223> bazo dugc bién doi

<400> 29
antgnctntc tntanna

<210> 30
<211> 14
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<2235 trinh tu nhan tao dugc hudng dich tyrosinaza cla ngudi

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(14)

<223> oligonucleotit dugc bién dd6i PNA
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<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> dau N dugc carbamat hoda

<220>

<221> misc_feature

<222> (2)..(2)

<223> bazo dugc bién doi

<220>

<221> misc_feature

<222> (5)..(5)

<223> bazo dugc bién doi

<220>

<221> misc_feature

<222> (9)..(9)

<223> bazo dugc bién doi

<220>

<221> misc_feature

<222>  (11)..(11)

<223> bazo dugc bién doi

<220>

<221> misc_feature

<222>  (12)..(12)

<223> bazo dugc bién doi

<220>

<221> misc_feature

<222> (14)..(14)

<223> bazo dugc bién doi

<400> 30
gncantctnt nnan

<210> 31
<211> 19
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> trinh tu nhan tao dugc hudng dich tyrosinaza cla ngudi

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(19)
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<223> oligonucleotit dugc bién do6i PNA

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> dau N dugc carbamat hoa

<220>

<221> misc_feature

<222> (2)..(2)

<223> bazo dugc bién doi

<220>

<221> misc_feature

<222> (5)..(5)

<223> bazo dugc bién doi

220>

<221> misc_feature

<222> (8)..(8)

<223> bazo dugc bién doi

<220>

<221> misc_feature

<2225 (12)..(12)

<223> bazo dugc bién doi

<220>

<221> misc_feature

<222> (14)..(14)

<223> bazo dugc bién doi

<220>

<221> misc_feature

<222> (16)..(16)

<223> bazo dugc bién doi

<220>

<221> misc_feature

<222> (18)..(18)

<223> bazo dugc bién doi

<400> 31
anagncantc tntncnana

<210> 32
<211> 13
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
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<223> trinh tu nhan tao dugc hudng dich tyrosinaza cla nguoi

<220>

<221> misc_feature

<222>  (1)..(13)

<223> oligonucleotit dugc bién doi PNA

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> dau N dugc carbamat hoa

<220>

<221> misc_feature

222> (2)..(2)

<223> bazo dugc bién doi

<220>

<221> misc_feature

<222> (6)..(6)

<223> bazo dugc bién déi

<220>

<221> misc_feature

<222> (8)..(8)

<223> bazo dugc bién doi

<220>

<221> misc_feature

<222> (10)..(10)

<223> bazo dugc bién doi

220>

<221> misc_feature

<222> (12)..(12)

<223> bazo dugc bién doi

<400> 32
antctntncn ana

<216> 33
<211> 19
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> trinh tu nhan tao dugc hudng dich tyrosinaza cla nguoi

<220>
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<221> misc_feature
<222> (1)..(19)
<223> oligonucleotit dugc bién doi PNA

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> dau N dugc carbamat hoa

<220>

<221> misc_feature

<222> (2)..(2)

<223> bazo dugc bién doi

<220>

<221> misc_feature

<222> (5)..(5)

<223> bazo dugc bién doi

<220>

<221> misc_feature

<222> (8)..(8)

<223> bazo dugc bién doi

220>

<221> misc_feature

<222> (12)..(12)

<223> bazo dugc bién doi

<220>

<221> misc_feature

<222> (14)..(14)

<223> bazo dugc bién doi

<220>

<221> misc_feature

<222> (16)..(16)

<223> bazo dugc bién doi

<220>

<221> misc_feature

<222> (18)..(18)

<223> bazo dugc bién doi

<400> 33
anagncantc tntncnana

<210> 34
<211> 18
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
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<220>
<223> trinh ty nhan tao dugc hudng dich tyrosinaza clia nguoi

220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(18)

<223> oligonucleotit dugc bién doi PNA

220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(21)

<223> dau N dugc carbamat hda

<220>

<221> misc_feature

<222> (2)..(2)

<223> bazo dugc bién doi

220>

<221> misc_feature

<222> (5)..(5)

<223> bazo dugc bién doi

220>

<221> misc_feature

<222> (8)..(8)

<223> bazo dugc bién doi

<220>

<221> misc_feature

<222> (15)..(15)

<223> bazo dugc bién doi

<220>

<221> misc_feature

<222> (17)..(17)

<223> bazo dugc bién doi

<400> 34
gntanagnca atctntnc

<210> 35
<211> 15
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> trinh ty nhan tao dugc hudng dich tyrosinaza cla ngudi

-101-



38369

220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(15)

<223> oligonucleotit dugc bién d6i PNA

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> dau N dugc carbamat hoa

220>

<221> misc_feature

<222> (2)..(2)

<223> bazo dugc bién doi

<220>

<221> misc_feature

<222> (4)..(4)

<223> bazo dugc bién doi

<220>

<221> misc_feature

<222> (8)..(8)

<223> bazo dugc bién doi

<220>

<221> misc_feature

<222> (13)..(13)

<223> bazo dugc bién doi

<400> 35
gntncagnca atntg

<210> 36
<211> 15
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> trinh tu nhan tao dugc hudng dich tyrosinaza cla nguoi

<220>

<221> misc_feature

<222>  (1)..(15)

<223> oligonucleotit dugc bién doi PNA

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(1)
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<223> dau N dugc carbamat hoa

<220>

<221> misc_feature

<222> (2)..(2)

<223> bazo dugc bién déi

<220>

<221> misc_feature

222> (4)..(4)

<223> bazo dugc bién doi

<220>

<221> misc_feature

222> (7)..(7)

<223> bazd dugc bién doi

220>

<221> misc_feature

<222> (190)..(10)

<223> bazo dugc bién doi

<220>

<221> misc_feature

<222> (13)..(13)

<223> bazo dugc bién doi

<400> 36
gntncanacn atntg

<210> 37
<211> 15
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

220>
<223> trinh ty nhan tao dugc hudng dich tyrosinaza cla ngudi

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(15)

<223> oligonucleotit dugc bi&n d6i PNA

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> dau N dugc carbamat hoa

<220>
<221> misc_feature
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222> (2)..(2)
<223> bazo dugc bién doi

<220>

<221> misc_feature

<222> (4)..(4)

<223> bazo dugc bién déi

<220>

<221> misc_feature

<222> (8)..(8)

<223> bazo dugc bién doi

<220>

<221> misc_feature

<222> (10)..(10)

<223> bazo dugc bién doi

<220>

<221> misc_feature

<222>  (13)..(13)

<223> bazo dugc bién doi

<400> 37
gntncagncn atntg

<210> 38
<211> 13
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> mouse tyrosinase targetted artificial sequence

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(13)

<223> oligonucleotit dugc bién dd6i PNA

<220>

<221> misc_feature

<222>  (1)..(1)

<223> dau N dugc carbamat hoda
220>

<221> misc_feature

222> (2)..(2)

<223> bazo dugc bién do6i

<220>
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<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

misc_feature

(4)..(4)

bazo dugc bién do6i

misc_feature

(7)..(7)

bazo dugc bién doi

misc_feature

(9)..(9)

bazo dugc bién doi

misc_feature
(11)..(11)
bazo dugc bién doi

38

cnantgntnt ntg

38369
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