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(57) Sang ché dé xuat catxet polynucleotit dé diéu hoa sy biéu hién cta gen dich nhd phan
cit bang ribonucleaza diéu bién bang aptame gen dich ARN va cac phuong phap st dung
catxet polynucleotit nay dé diéu bién sy biéu hién gen dép lai sy c6 mat hodc sy khong co
mat ctia phdi tir ma lién két véi aptame nay. Catxet polynucleotit chira trinh ty cua co chat
ribonucleaza (vi du, co chiat RNaza P) va cong tic ribo chira ving tac dong va aptame sao
cho khi aptame nay lién két voi phdi tir thi xay ra sy biéu hién cua gen dich. Sang ché con
dé xuat vecto chira gen dich ma chira catxet polynucleotit néu trén.
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Linh vuc ky thuét dwoc dé cap

Sang ché dé xuat cac cdu triic polynucleotit dé didu bién sw biéu hién cta gen
nho phan cit ARN bing ribonucleaza diéu bién bang aptame va cdc phuong phép st
dung céc cAu tric nay dé diéu bién sy bidu hién gen déap lai su ¢6 mdt hodc sy khong ¢
mit ctia phdi tir ma lién két v6i aptame nay. Céu triic polynucleotit chira trinh ty cia co
chit ribonucleaza va cbng tic ribo chira viing tic dong va aptame sao cho khi aptame

nay lién két véi phdi tir thi x4y ra su bidu hién ctia gen dich.
Tinh trang k§ thuét ciia sang ché

Ribonucleaza P (“RNaza P”) la phtrc ribonucleoprotein va thyc hién chiic nang
nhu endoribonucleaza ma loai bé cac trinh tu din dau 5’ ra khoéi cac tARN tién chét dé
tao ra cac tARN thanh thuc bang cach xtc tc qué trinh thity phén lién két phosphodieste
cu thé. RNaza P dugc tim tha“iy & cac loai thudc tit ca céc gidi va dugc tao ra bdi mot
chu tric siéu phan tir ARN va mét protein (ctia vi khudn) hodc nhiéu protein (cua
Archaea va Eukarya). Cac nghién ctru vé viée nhan dién co chit RNaza P da cho thy
rang enzym nhan dién cAu trac khong 1a trinh tu nucleotit so cép clia cac co chét, va ¢
thé phan cit co cht md hinh ma chira cAu triic trong dwong v6i than cua thé nhén, than

T, trinh ty din 3' va trinh tu din diu 5' cda tién chit tARN.

Viéc phén cit ARN thong tin dich bing RNaza P duoc hoan thanh bing cach
biéu hién trinh tw huéng din ngoai (external guide sequence - EGS), ma 1a trinh tu dugc
thiét ké dé tao ra phuc lai véi trinh tu dich ARN thong tin ma gidng tién chit tARN.
EGS lién két v6i dich ARN théng tin ciia nd thong qua céac twong tac ghép cap bazo va
huéng dan viée phén cit dich ARN théng tin bing RNaza P. Viéc st dung trinh tw EGS
dé huéng dich viéc phén cét bang RNaza P yéu cdu su bidu hién cta trinh tw EGS ngoai

sinh.

Ban chit ky thuit clia sang ché
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Do d¢, sang ché d& xudt cac giai phép d& khic phuc céc vin dé k¥ thudt néu trén
- trong linh vuc k¥ thudt nay. Theo mot khia canh, séng ché dé xuit catxet polynucleotit
dé diéu hoa sy biéu hién cta gen dich chira trinh tu co chit ctia RNaza P duoc lién két
v6i cong tic ribo, trong d6 cdng tic ribo nay chtra ving tic dong va aptame, trong dé
vung tac dong chira trinh tu bd trg cho mot phén cla trinh tu co chit ctia RNaza P. Theo

mot phuong 4n, aptame lién két v6i phdi tir phén tr nhé.

Theo cdc phuong 4n cua séng ché, ving tac dong chira trinh tu ¢6 khé ning tao
nén cau tric than sao khi phdi tir lién két aptame, trong d6 than cta ving tic dong gdm
7 dén 12 cap bazo. Theo céc phuong én cia sang ché, than cia vung tac dong gdm 7, 8,

9, 10, 11, hodc 12 cédp bazo.

Theo mot phuong an, trinh tu co chét ciia RNaza P chita trinh tu ma héa tién chit
tARN hodc trinh tw twong dong. Theo cac phuong 4n khac, trinh tu dich ciia RNaza P
chira trinh tw ma hoa tARN, ARN nho 6 té bao chit lién két vi MALAT] (mascARN),
céu trac kidu tARN MEN beta, cu trac kiéu tARN cia virut, co chit mé hinh cta

RNaza P, va cdc trinh tu twong déng ma c6 thé khoi mao qua trinh phan cit RNaza P.

Theo mot phuong 4n, trinh tu aptame cia catxet polynucleotit nim & phia 5’ so
voi trinh tu co chét ciia RNaza P va vung tac dong chia trinh tu bé trg cho trinh tu dan
d4u ciia co chit RNaza P. Theo mot phuong én, trinh tw aptame nim & phia 5’ so vé6i
trinh tu co chit ciia RNaza P va vung tadc dong chira toan bd hosic mét phén cua trinh tur
dan dau va toan bd hodc mot phé“m cua trinh tu than cta thé nhén 5’ cua trinh tu co chét
ciia RNaza P. Theo mot phuong 4n khac nita, than cia thé nhan clia co chit RNaza P
va vung tdc dong cong tac ribo dugc tach béi 0, 1, 2, 3, hodc 4 nucleotit. Theo cac
phuong én khéc, than ctia viing téc dong bao gém, ngoai trinh tu dan dau (va bd trg clia
n6), mot hodc nhidu nucleotit ctia than cia thé nhén ciia co chdt RNaza P, va trinh tu bd

tro cho mot hodc nhiéu nucleotit cia than cia thé nhan.

Theo mét phuong an, trinh tu aptame cia catxet polynucleotit nim & phia 3’ so
v6i trinh ty co chit ciia RNaza P va vung tac dong chira trinh ti bd trg cho toan bd hoic
mot phan ctia than cta thé nhan 3’ cta trinh tw co chit cia RNaza P. Theo mot phuong
an khéc nita, trinh ty cia ving tac dong bd trg cho than cua thé nhin 3’ cla co chit

RNaza P gébm 1 dén 7 nucleotit. N6i céch khéc, than ving tdc dong bao gdm 1 dén 7
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nucleotit ctia than cua thé nhan va bao gdm trinh tu ma bd trg cho 1 dén 7 nucleotit nay

cua than cta thé nhan.

Theo mdt phuong én, cong tic ribo ndm & phia 3’ ctia co chit RNaza P sao cho
than ving tac dong va than ctia thé nhéan cta co chit RNaza P khong chdng chap. Theo
cac phuong én, ving tdc dong va than cia thé nhan cia co chit RNaza P 1a ngay lién
ké (tic 1a khong chdng chép). Theo céc phuong 4n khac, ving tdc dong va than cua thé

nhan ciia co chit RNaza P dugc tach boi 1, 2, 3, 4, 5 hoic nhiéu nucleotit.

Theo mot phuong én, trinh tu cia cong tic ribo ndm trong vong than cua trinh
tw co chét ctia RNaza P. Theo mot phuong 4n, trinh tu cia cong tic ribo ndm trong vong
than D cua trinh tu co chit cia RNaza P. Theo mot phuong én, trinh ty cta cong tic
ribo nam trong vong than T cla trinh ty co chit cia RNaza P. Theo mot phuong 4n,
trinh tu clia cong tic ribo nim trong vong dé bién dbi ctia trinh tw co chat cﬁé RNaza P.
Theo mot phuong 4n, trinh tu ctia cdng tic ribo nim trong vong than cta codon ddi

nghia cua trinh tu co chét ciia RNaza P.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xuAt phuong phép diéu bién sy bidu hién cta
gen dich bao gdm céc budc: (a) cai xen catxet polynucleotit theo sang ché vao vung
chua duge dich ma (UTR) cta gen dich; (b) dua gen dich chtra catxet polynucleotit vao
té bao, va (c) cho té bao tiép can voi phéi tor ma lién két mot cach dic hiéu v6i aptame
v6i lvong hiru hiéu dé ting muc do biéu hién ctia gen dich. Theo mot phwong é4n, phéi
tur 1a phan tr nho.

Theo mét phuong an, catxet polynucleotit dwoc cai xen vao vung 5’ chua duoc
dich mé cua gen dich. Theo mot phuong 4n, catxet polynucleotit durgc cai xen vao viing
3" chua duge dich ma cua gen dich. Theo mot phuong 4n, catxet polynucleotit dugc cai

Xen vao intron cua gen dich.

Theo mot phuong an, hai hodc nhiéu catxet polynucleotit dwoc cai xen vio gen
dich. Theo mdt phuong 4n, hai hodc nhiéu catxet polynucleotit bao gdm céc aptame
khc nhau ma lién két mot cach dac hiéu véi céc phéi tir phan tir nho phéi tir khac nhau.
Theo mot phuong an, hai hodc nhiéu catxet polynucleotit bao gdbm cung mot aptame.
Theo mdt phuong an, hai hodc nhiéu catxet polynucleotit 12 & ving 5’ chua duge dich

ma cua gen dich, ving 3’ chua duge dich ma, hodc c4 hai ving nay.
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Theo mot khia canh, catxet polynucleotit theo sang ché dugc sir dung két hop
voi cac co ché khac dé didu hoa su biéu hién cta gen dich. Theo mot phuong 4n, catxet
polynucleotit theo sang ché duoc sir dung két hop véi catxet didu hoa gen ma didu bién
su biéu hién cta gen dich bang c4ch diéu hoa gian tiép qua aptame cach ghép ndi khéc
nhu duge boc 19 trong cong bo don quéc té s6 W02016/126747 (PCT/US2016/016234),
dugc dua vao ddy bang cach vién din. Theo cac phuong 4n khéc, catxet polynucleotit
theo sang ché duoc sir dung két hop véi catxet didu hoa gen ma diéu bién su biéu hién
ctia gen dich bang cach diéu hoa gian tiép qua aptame céc ribozym tu phan cit nhu dugc
boc 16 trong PCT/US2017/016303, dugc dua vao day béng cach vién din. Theo cic
phuong dn khéc, catxet polynucleotit theo sang ché duoc st dung két hop véi catxet
diéu hoa gen ma diéu bién su biéu hién cua gen dich bang cach diéu bién gi4n tiép qua
aptame su polyadenyl héa nhu dugc boc 19 trong PCT/U S2017/016279, dugc dua vao
day bang cach vién din. Theo céc phuong dn khic, catxet polynucleotit theo sang ché
duoc sir dung két hop vdi catxet didu hoa gen-ma diéu bién sy biu hién cta gen dich
nho kha ning tiép cdn vé6i cac tin hiéu polyadenyl hoa gian tiép qua aptame nhu dugce

boc 16 trong PCT/US2018/019056, duge dua vao diy bing cach vién din.

Theo mot phwong 4n, gen dich chira catxet polynucleotit duwge tich hop vao vecto
dé biéu hién gen dich. Theo mot phuong 4n, vecto 1a vecto virut. Theo mot phuong an,
vecto virut dugc chon tir nhém bao gém vecto adenovirut, vecto virut két hop adeno,

va vecto lentivirut.

Theo khia canh khac, sang ché dé xuit vecto chira gen dich ma chtra catxet
polynucleotit theo sdng ché. Theo mot phuong én, vecto 1a vecto virut. Theo mot
phuong 4n, vecto virut dugc chon tir nhém bao g@)m vecto adenovirut, vecto virut két

hop adeno, va vecto lentivirut.

Theo mét phuong 4n, gen dich chira catxet polynucleotit duoc két hop vao chu
tric biéu hién hodc vecto théa hiép gen khéi diu khong dic hidu v6i mé. Theo cac

phuong 4n khac, gen khoi ddu 1a dac hidu véi mo.
M5 ta vit tit cac hinh vé

Hinh la. So dd ctia mot phuong én, trong d6 catxet polynucleotit dwoc cai xen vao vung

3" chua dugc dich ma (UTR) cta gen dich. Theo mot phuong 4n nay, trinh tu tc dong
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clia cong tac ribo bao gdm trinh ty bd trg cho trinh tw dn diu. Khi khong phéi ttr ndo
c6 madt, trinh tu tdc dong khong tao nén than ma bao g6m trinh tu dan dau. Trinh tw din
dau la dé tiép can d6i véi RNaza P va ARN dugc phan cit din dén su thoai bién va

phong tranh (hodc 1am giam) sy biéu hién cua gen dich.

Hinh 1b. So d6 ca catxet polynucleotit tir Hinh 1a véi phéi tir (#) lién két vé6i aptame.
Khi phéi tir c6 mat, trinh ty tdc dong tao nén thin ma bao g@)m trinh tu ddn du cta co
chat RNaza. Trinh tu din diu khong con d& truy cdp duogc, va su phan cit ARN bang

RNaza P bi trc ché€, khién tdng mirc d§ bi€u hién cta gen dich.

Hinh 2a. Phén tich vét thim Béc dbi v6i mascARN. Trinh te ma héa mascARN dugce
cai xen vao 3' UTR cta gen dich (GFP) din dén su phan cit ARN thong tin va mtrc do
biéu hién protein giam. Céc té bao HelLa duoc chuyén nhiém voi cac clu trac da duoc
chi dinh dugc gom 24 gio hodc 48 gid sau khi chuyén nhiém dé chiét ARN. Mau da
duge ddnh dau bang DIG nhén dién ca hai mascARN cua nguoi va cua chudt. Puong 1
va 4 thé hién mascARN ndi sinh ngudi, va cdc duong 2 va 5 thé hién mite d6 biéu hién
mascARN tang duoc tao ra bdi mascARN cua chudt nhét da duogc cai xen vao 3' UTR

cua gen thong bado GFP.

Hinh 2b. Cai xen mascARN vao 5' UTR hogc 3' UTR lam gidm mirc do biéu hién GFP.
Céc té bao HeLa duoc chuyén nhidm véi cac chu tric da dugc chi dinh va dugc phan
tich dém té bao theo dong chay 48 gio sau khi chuyén nhim. Ty 1& phan tram (%) quin
thé duong tinh v6i GFP, cling nhu cuong d6 phat quang trung binh (MFI), dugc thé
hién trén d6 thi. Cac té bao duoc chuyén nhiém véi cac ciu trac véi mascARN & 3' UTR
(GFP-masc), 5" UTR (masc-GFP), hodc & ¢4 hai 5’ UTR va 3’ UTR (masc-GFP-masc)
lam giam c4 hai ty 1& phan trim cta cac té bao duong tinh vdi GFP va MFI, so véi cac

té bao véi cdu tric CMV-GFP dbi chimg.

Hinh 2¢. Cai xen mascARN vao 3' UTR lam gidm mirc biéu hién ciia gen dich cuia
luxiferaza. mascARN cta chudt (SEQ ID NO: 17) hodc mascARN cua chudt dot bién
(SEQ ID NO: 18,trong ban m6 ta nay con dwgc goi 14 masc-mlp) duoc cai xen vio 3’
UTR ctia gen luxiferaza. C4u trtic bac hai kiéu tARN da duoc du dodn ciia mascARN
ctia chudt nhat duoc thé hién & mang phia trén, véi dot bién & vong méc T tir UUC sang

AAG da chi dinh. Mang phia duéi thé hién két qua cta thi nghiém luxiferaza. Cai xen
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mascARN vao 3’ UTR khién gidm 81% mirc d6 biéu hién luxiferaza (Luci-masc), trong
khi cac té bao v&i ciu tric chira cac dot bién & vong moc T cia mascARN (Luci-masc-

mlp) chi thé hién mac giam 20% vé mirc dd biéu hién luxiferaza.

Hinh 3a. So dd clia ban sao ciia ARN thong tin tir catxet polynucleotit MG1 (SEQ ID
NO: 1). '

Hinh 3b. So db ctia ban sao cia ARN thong tin tr catxet polynucleotit GM1 (SEQ ID
NO: 2).

Hinh 3c. Diéu hoa su biéu hién gen thdng qua viéc phan cat ARN thong tin bing RNaza
P gian tiép nho aptame. Két qua cua thir nghiém luxiferaza dugc thé hién. Céc té bao
HEK 293 duoc chuyén nhiém véi clu tric ddi ching luxiferaza da dugc chi dinh, Cons,
hodc cic céu tric chira cé trinh tu mascARN va trinh tu aptame guanin (MG1, GM1,
GM2 (SEQ ID NO: 3) va GM3 (SEQ ID NO: 4)). Céc té bao da chuyén nhiém duoc xir
Iy bing dung moi dbi ching 1a DMSO hoic phdi tir aptame 12 guanosin. Khi khong ¢6
xir Iy bang guanosin, c4c té bao dugc chuyén nhiém vé6i cdu trac MG1, GM1 hodc GM2
thé hién mirc biéu hién luxiferaza khi dugc so snh véi cac té bao da dwoc chuyén nhiém
v6i cdu triac dbi ching. Cac té bao da dugc xir ly bang guanosin ¢6 MG1, GM1 hodc
GM2, nhung khéng ¢6 GM3, lam ting muc d§ biéu hién luxiferaza. Hoat tinh ctia
luxiferaza dugc thé hién ¢ dang trung binh + S.D. (n=3), va s6 lan cam tng dugc thd
hién ¢ dang thwong s6 clia hoat tinh cta luxiferaza thu dugc khi ¢6 guanosin chia cho

tri s6 thu duoc khi khong c6 guanosin.

Hinh 4a. Thay ddi vé trinh tu tai chd nim truéc (5') ctia thin aptame nay tac dong dén
hoat tinh ctia cong tic ribo & cac chu tric GM. Hoat tinh cda luxiferaza dugc do & céac
té bao HEK 293 da duoc chuyén nhiém véi céc chu tric da chi dinh va dugc xtr ly béng
hodc khong bing guanin. GM4 (SEQ ID NO: 5) ¢6 thay d6i 3 nucleotit so véi GM1,
trong do6 ba nucleotit 5 ctia than aptame nay dugc thay ddi dé lam giam tiém nang ghép
cip bazo bd sung bing cac nucleotit nay.

Hinh 4b. Khoang cach gifta aptame va co chét cia RNaza P tac dong dén hoat tinh cta
cong tic ribo ¢ cac ciu tric GM. Vi tri ctia aptame/ving tdc dong nay & cac ciu tric
GM dugc chuyén dich vé phia truéc (5") véi céc s6 gia mot nucleotit so véi mascARN

cho phép 0 dén 3 nucleotit (1an Iugt cac chu tric GM5 dén GMS (SEQ ID NO: 7 dén
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10),) ctia trinh ty ddn dau ma khong 1a mot phén cua thin ving (aptame) tdc dong. Hoat
tinh ctia luxiferaza, duoc thé hién & dang trung binh + S.D., dugc do tir cac t& bao HEK
293 da dugc chuyén nhiém véi céc cdu tric da duoc chi dinh va duge xir Iy bang hoic
khong bang guanin va (n=3). S6 1in cam tmg dugc thé hién & dang thuong s cia hoat
tinh cua luxiferaza thu dugc khi c6 guanin chia cho tri s6 thu duoc khi khong c6 guanin.
Cau tric GMS5, khi khong ¢6 khoang trong gitra hai cdu tric nay, phan cit gian tiép nho
RNaza P mot cach hiéu qua hon nhu duoc thé hién béng muc do biéu hién luxiferaza

gde thap hon so vé6i chu trac GMA4.

Hinh 4c. Tac dong ctia chidu dai ctia ving tac dong cong tic ribo ma 12 b trg cho than
ctia thé nhan cta co chit RNaza & cac cu tric MG. Cac cAu tric MG1 dén MG4 dugc
tao ra c6 than ving tac dong lan luot gdm 6 dén 3 nucleotit, ma 12 bd trg cho than cua
thé nhan ctia mascARN (mdi c4u tric vé6i than cia ving tac dong gdm tong cong 8bp).
MG3 (SEQ ID NO: 12) va MG4 (SEQ ID NO: 13) phan cit bing RNaza P hiéu qua
hon chut so v6i MG1, va cdm tng luxiferaza hiéu qua hon sau khi dugc xtt ly bing

guanin.

Hinh 5. Su phan cét bing RNaza P dugc diéu bién bing aptame Xpt-guanin gian tiép
thong qua tARNA" ctia ngudi 1am co chat ctia RNaza P. Hoat tinh ctia luxiferaza duogc
do tir cac té bao HEK 293 da duoc chuyén nhiém v&i cAu tric dbi ching Con8, GM1
(chira mascARN) hodc GArg (SEQ ID NO: 14) (chira tARNA™ ciia ngudi). Céc té bao
da chuyén nhiém duogc xt 1y béng hozc khong bing guanin va hoat tinh cua luxiferaza
duoc do va dugc thé hién & dang trung binh + S.D. (n=3). S 14n cam tng dugc thé hién
& dang thuong s6 ctia hoat tinh cua luxiferaza thu duoc khi ¢6 guanin chia cho trj sé thu

dugc khi khéng cé guanin.

Céc hinh 6a va 6b. Céc cong tic ribo véi aptame theophylin hodc aptame adenin diéu
bién su phan cit ARN thong tin gian tiép nhd mascARN-RNaza P. Hoat tinh cua
luxiferaza dugc do tir cac té bao HEK 293 di duoc chuyén nhiém véi cAu tric dbi chung
Con8, cau triic TheoM (SEQ ID NO: 16), chira aptame theophylin va mascARN (hinh
6a), hodc ciu truic YM (SEQ ID NO: 15) chira aptame ydhl-A adenin va mascARN
(hinh 6b). Cac té bao da chuyén nhifm dugc xir Iy bang hoic khong bing 3mM

theophylin hodc 1mM adenin, va hoat tinh cta luxiferaza duoc do va dugc thé hién &
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dang trung binh + S.D. (n=3). S6 1dn cam tng duoc thé hién & dang thwong sb cia hoat
tinh ctia luxiferaza thu duge khi c6 phdi tir aptame chia cho tri s§ thu duge khi khong

c¢6 aptame phdi ti.

Cac hinh 7a va 7b. St dung két hop cong tic ribo dua trén co chét cia RNaza P véi
cong tac ribo thir hai dé didu hoa nghiém ngit hon mitrc d9 biéu hién cta gen dich. Hoat
tinh ctia luxiferaza duge do tir cac té bao HEK 293 da duoc chuyén nhiém véi cdu tric
G15 hodic GM1-G15 (hinh 7a), hodc céu triic G17 hogc GM1-G17 (hinh 7b). Céc té bao
da chuyén nhiém duoc xir ly bang hodc khong bang 500uM guanin, va hoat tinh ciia
luxiferaza dugc do va duogc thé hién & dang trung binh + S.D. (n=3). S6 14n cam ung
duoc thé hién & dang thuong s ciia hoat tinh cia luxiferaza thu dugc khi ¢6 guanin chia

cho tri s6 thu duge khi khoéng c6 guanin.

Hinh 7c. Str dung két hop cong tic ribo dua trén co chét cia RNaza P véi cdng tc ribo
tha hai dé diéu hoa nghiém ngit hon su biéu hién cia gen dich Epo. Su biéu hién cla
protein Epo ctia chudt dugc do bang cach ap dung ELISA tur dich ndi gom dugc tlr cac
t€ bao HEK 293 da dugc chuyén nhidm v6i cdu trac G17_2IR3 hoic chu tric GMI-
G17_2IR3. Néng do ctia Epo dugc thé hién & dang trung binh + S.D. (n=3), va s 1in
cam g duoc thé hién & dang thuong sb cua ndng o cua Epo thu dugc khi ¢6 guanin

chia cho ndng do cua Epo thu duoc khi khong ¢é guanin.

Hinh 8. Céc trinh tu cua cac ciu tric dugc boc 10 trong ban mo ta nay. Pau tan cung 3’
cla trinh ty ma hoa gen dich (vi du, ctia con dom dém luxiferaza) dugc thé hién bﬁng
chir in hoa; mascARN hodc trinh tu tARNA" dugc thé hién béng cac chit cai nhod in
nghiéng va dugc tao béng mau xdm; trinh tu cla aptame duge gach chan biang duong

song. Céc trinh ty ma tao nén than ving tc dong dugc gach chén hai 1an.
MG ta chi tiét sang ché

Don yéu cu ding ky sang ché nay yéu cdu hudng quyén uu tién cta don tam
thoi My s6 62/466,138, ndp ngay thang 3 nam 2, 2016, ma duoc két hop hoan toan vao
day. Don yéu cu dang ky sang ché ndy vién dan dén Danh muc Trinh ty néu & cac SEQ
ID NO duogc liégt ké dudi day, ma chung dugc cung cp & dang tai lidu dién tir va dugc

dua hoan toan vao dy bing cach vién dan.
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Viéc diéu hoa sy biéu hién cua gen dich (vi du, gen chuyén c6 tinh chét chita tri
bénh) 1a hitu dung hodc can thiét trong nhiéu tinh hudng. Trong pham vi sy biéu hién
c6 tac dung diéu tri bénh ctia gen, cac k¥ thuat ma cho phép diéu hoa su bidu hién cua
cac gen chuyén c6 tiém ning ning cao mirc an toan bing cach didu hoa mic do biéu
hién va thoi diém cta né. Hé da dugc didu hoa dé kiém sot sy bidu hién cta protein c6
vai tro thuc té va, trong mot vai truomg hop, vai trd quan trong ddi véi cac ung dung
diéu tri an toan va hitu hiéu. Sang ché dé xut cac catxet polynucleotit d didu bién su
biéu hién cuia gen dich nhd phan cit ARN cia gen dich bang ribonucleaza gian tiép nho
aptame va cac phuong phép st dung céc catxet polynucleotit dé diéu bién su biéu hién
cua gen dich dap lai su c6 mat hodc sy khong ¢6 mit cua phéi tr ma lién két véi aptame
ndy. Vi du, viéc phan cit ARN thong tin 1am Hai nira bing cach thity phan cac lién két
gifta cac nucleotit khién mét chop & dau tan cung 5" hodc dudi poly A & dau tan cung 3,
din dén su thoai bién ctia ARN thong tin thong qua chu trinh exosom ARN. Do d6,
sang ché dé xuit catxet diéu hoa gen ma c6 thé duge st dung dé didu hoa su bidu hién
ctia gen dich bang cach cip phdi tir aptame. Cac phuong phap nay 14 hitu ich, vi duy, dé
nghién ctru su biéu hién cua gen dich & t€ bao, md, va cac sinh vat, hodc dé diéu hoa

muc d§ biéu hién cua protein ¢6 hoat tinh tri liéu.

Thuat ngit catxet diéu hoa gen polynucleotit duoc dung dé chi cAu tric ADN tai
t6 hop ma khi dugc két hop vao ADN ciia gen dich, dem lai kha ning diéu hoa sy bidu
hién ctia gen dich bang cich phan cit ARN thu dugc nho ribonucleaza gian tiép qua
aptame/phdi tir. Nhu dugc ding trong ban mo ta ndy, c4u tric hodc catxet polynucleotit
la axit nucleic (vi du, ADN hodac ARN) chira cac yéu t6 thu dugc tir cac nguén khéac
nhau (vi du, cdc sinh vat khac nhau, cdc gen khac nhau tir cung mot sinh vat, va céc
ngudn twong tu). Catxet polynucleotit chira cong tic ribo va trinh tu co chét cta
ribonucleaza. Cong tic ribo trong pham vi ctia sang ché chira vung cdm giac (vi du,
aptame) va vung tac dong ma cung chiu trach nhiém vé viéc cam nhén sy ¢ mit cia
phoi ttr ma lién két ving cam gidc va lam thay ddi sy phan cét cia trinh tur co chét ciia
ribonucleaza bang ribonucleaza. Theo mot phuong 4n, mirc d6 biéu hién cua gen dich

tang khi phéi ttr aptame c6 mit va giam khi phdi tir nay khong cé mit.

Co chat cua ribonucleaza
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Trinh tu ciia co chét ciia ribonucleaza ma duoc lién két véi cong tic ribo c6 thé
ld co chat bat ky ctia ribonucleaza ma huéng dich ribonucleaza nhim phan cit ARN
dich khi dugc cai xen vao gen dich 1am m6t phan cua catxet diéu hoa gen polynucleotit.
Theo mdt phuong 4n, co chét clia ribonucleaza 1a trinh ty co chit cia RNaza P nhu tién
chit tARN hoic trinh tu twong ddng. Theo céc phuong 4n khéc, trinh tu co chit cua
RNaza P chtra trinh tu ma hoa mascARN; cAu trac kiéu tARN MEN beta (xem: Sunwoo
et al. Genome Research 2009, 19:347-359; Wilusz et al., Genes Dev. 2012,
26(21):2392-407, ca hai déu duoc dua vao day béng cach vién dan), cAu tric kiéu tARN
ctia virut, co chat md hinh ctia RNaza P, va céc trinh tu trong ddng ma c6 thé khoi mao
qué trinh phan cit RNaza P. Yuan va Altman, trong mot bai bao da dugc cong bb trong
The EMBO Journal (vol. 14, pp. 159-168, dugc dua vao day bing cach vién dan), mo
ta cac trinh tu mé hinh cta co chit ctia RNaza P bao gﬁ‘)m, vi duy, tién tARN tyrosin véi
vong moc D hodc vong codon dbi nghia bi x6a bé (vi du, xem cac hinh 1 dén 4, Bang

1, va phan vin ban cia Yuan va Altman kém theo).
Céng tic ribo

Thuat ngit “céng tic ribo” duge st dung trong ban md ta nay dé chi phan doan
c6 tinh diéu hoa cua polynucleotit cia ARN, hodc trinh tu ADN ma héa phan doan c6
tinh diéu hoa ciia polynucleotit ciia ARN. Cong tic ribo trong pham vi cia sang ché
chtra viing cam gidc (vi dy, aptame) va vang tdc dong ma cling chiu trach nhiém vé viéc
cam nhan sy c6 mit ctia phdi tir (vi dy, phén tir nho) va didu bién su phu hop cua trinh
tu co chét cua ribonucleaza dé phan cit boi ribonucleaza. Theo mot phuong én,
ribonucleaza 1a RNaza P. Theo mot phuong an, cong tic ribo 14 tai td hop, st dung céac
polynucleotit tir hai hogic nhiéu ngudn. Thuét ngit “tong hop” duoc ding trong ban mo
t4 ndy trong pham vi cdng tic ribo dé chi cong tic ribo ma khong c6 trong tu nhién.
Theo mdt phuong 4n, ving cam gidc va ving tic dong duge két hop nhd nhom lién két
polynucleotit. Theo mdt phuong 4n, nhém lién két polynucleotit tao nén thAin ARN (tac

la viing cua polynucleotit cia ARN ma ma 1a s¢i doi).

Phan aptame ctia cong tic ribo ¢6 thé nim & diu tan cing 5’, dau tan cung 3/,
va/hodc trong vong than clia co chat RNaza P. Khi aptame duoc lién két v6i diu tan

cung 5’ cua trinh tu co chat cia RNaza P, thi viing tdc dong ctia cong tic ribo c6 thé bao
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gdm trinh tw ma 1 b6 trg cho toan bd hodc mot phin cia trinh tu din dAu ctia co chét
ctia RNaza P (vi dy, xem céc hinh 1a, 1b va 3b). Trong cdu hinh nay (tuc 14 cong tic
ribo & dau tan cung 5’ cta nén), ving tic dong cuia cong tic ribo c¢6 thé con bao gbm
trinh ty ma 12 b tro cho toan bd hodc mot phén clia trinh tu than cta thé nhan & dAu tan

cling 5' cia co chat RNaza P (vi du, nhu & cdc cAu trac GM1 va GM2).

Khi phin aptame ctia cong tic ribo nim tai du tan clng 3’ cia co chat RNaza P
(nhu & céc cdu trac MG1 dén 4) viing tic dong chira trinh ty ma 1a bd trg cho toan bd
hoic mot phan cua trinh tu than cta thé nhén & diu tn cling 3’ ctia co chit RNaza P.
Theo cac phuong 4n khac, phan aptame cua cdng tic ribo nim & vong than cia trinh tu
co chit ctia RNaza P. Theo mot sb phuong 4n, phan aptame cua cong tic ribo trinh tu
nam & vong than D, vong than T, vong than codon dbi nghia, hodc vong bién dbi cua
trinh ty co chat cia RNaza P. Khi cong tic ribo ndm & vong than D, vung tac dong c6
thé bao gdm toan bd hodc mot phan cta than D. Tuong tw, khi aptame nim & vong than
T, vong than codon d6i nghia, hodc vong bién dbi ving tac dong c6 thé bao gdm toan
bo hodc mot phan 1an luot cta than T, thin codon dbi nghfa, hodc thin cua vong bién
doi.

Ving tac dong

Ving tic dong clia cong tic ribo chira trinh tw ARN ma dap lai lién két phdi tir
ving cam gidc (vi dy, aptame), lam thay d6i muc d6 min cam ciia co chit cia
ribonucleaza d6i v6i sy phan cét bang ribonucleaza. Theo mot phuong an, viing tac
dong chira toan bd hoac mot phén ctia trinh tu din du cua trinh tur co chét cia RNaza
P. Theo m¢t phuong 4n nay, than vung tc dong chira mot vai hogc tit ca trinh ty din
dAu va trinh ty ma 1a bd tro cho mot vai hodc tit ca trinh tu dAn dAu. Khi aptame nay
lién két vai phéi tir ciia no, thi vung tdc dong tao nén than ma bao gém trinh ty din dau
nhd d6 ngédn can su phan cit ARN dich boi RNaza P (vi du, xem hinh 1b). Trong céc
diéu kién nhét dinh (vi du, khi aptame khong dugc lién két véi phéi tir cia nd), vung
tac dong & trong bbi canh ma cho tiép can dén trinh tu din dau dan dén sy phan cét boi
RNaza P (vi dy, xem hinh 1a va Hinh 3b). Theo c4c phwong én khéc, than clia viing tac
dong bao gf“)m, ngoai trinh tuy din dau (va bd trg cla nd), mot hoic nhiu nucleotit ciia

than cta the nhdn cta co chit RNaza P, va trinh tu bd trg cho mot hodc nhiéu nucleotit
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ctia than ctia thé nhan (nhu & céc ciu tric GM1 va GM2). Theo mdt trong s6 cac phuong
an khéc, c6 1 hodc nhiéu nucleotit ctia trinh tu ddn d4u 3’ ctia co chit RNaza P ma khong
14 mot phan cta than ving tac dong (vi du, xem cac ciu trac GM6, GM7 va GMB). Néi
cach khac, theo cac phuong 4n nay, trinh tu tao nén than cla ving tac dong va trinh tu
tao nén than cta thé nhén cta co cht RNaza P khong chdng 14n va c6 thé dugc tach bai

0, 1, 2, 3, hoac 4 nucleotit.

Theo mot s6 phuong 4n, viing tac dong chira mot phén hoc toan bo than cia thé
nhén cua trinh tu co chit cia RNaza P (vi du, xem hinh 3a). Theo mdt phwong 4n nay,
than cua viing tic dong chira mdt phan hoc toan bd trinh ty than ciia thé nhén va trinh
tu ma 1a b tro cho mot phén hodc toan bd trinh tu than ctia thé nhan. Khi aptame nay
lién két vi phdi tir ciia no, thi ving tic dong tao nén than ma bao gdm trinh tu than cia
thé nhan bang cach d6 pha vor cAu tric than cia thé nhén va ngin can su phan cit ARN
dich boi RNaza P. Trong c4c diéu kién nhét dinh (vi dy, khi aptame khong duge lign
két v6i phéi tir clia no), ving tic dong & bdi canh ma cho phép chu tric than ciia thé
nhan din dén sy phan cit bdi RNaza P. Theo céc phuong 4n ctia sang ché, than cia
vung tac dong chira 1, 2, 3, 4, 5, hodc 6 nucleotit ciia than cta thé nhin ctia co chét
RNaza P va trinh ty bd trg. Theo cac phuong éﬁ khéc, viing tdc dong chira toan bd hoic
mdt phin ctia than ctia vong than D, vong than T, vong bién dbi, hodc vong than codon
d6i nghia.

Mot phan ciia ving tac dong ma c6 kha ning tao nén than sau khi phéi tir lién
két v6i aptame nén c6 du chidu dai (va ham lugng GC) dé v& co ban ngin can sy phan
cit co chit boi ribonucleaza sau khi phdi tir lién két véi aptame, trong khi ciing cho
phép co chét ctia ribonucleaza duoc phan cit boi ribonucleaza khi phéi tir khong c6 mat
v6i lugng du. Theo cac phuong én cia séng ché, phin than cia vung tac dong chira trinh
tu thdn ngoai trinh tu co chit cla ribonucleaza va trinh tu bd trg ctia nd. Theo mot sb
phuong 4n, trinh ty than bd sung nay chira trinh ty tir than aptame. Chiéu dai va trinh
tu clia than clia ving tac dong c6 thé duge cai bién bang cach ap dung céc k¥ thuat da
biét dé xdc dinh cac than ma cho phép biéu hién gen dich & mirc nén chip nhan dugc
khi khong phéi tir nio c6 mit va biéu hién gen dich & mtrc chip nhan duoc khi phéi tir

c6 mét. Néu thin vung tac dong, vi dy, 12 qua dai thi né c6 thé gidu su tiép can dén trinh
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tu dan dau, hodc néi cach khéc ngin can co chit bi phan cit béi ribonucleaza khi ¢6
hoic khong c6 phdi tir. Néu than 1a qué ngin, thi n6 khong thé tao nén than én dinh c6
khé néng cang hoa trinh tw din dau (hoic néi cach khac khong thé 1am thay d6i ciu hinh
ctia co chat) trong truong hop d6 ARN dich s& bi phan cat khi ¢ hodc khong c6 phdi
tt. Theo mot phuong 4n, tong chidu dai cta than ving tac dong ndm trong khoang tir 7
cdp bazo dén 20 cip bazo. Theo mot sb phuong 4n, chiéu dai ciia thAn nim trong khoang
tir 8 cdp bazo dén 11 cdp bazo. Theo mét sb phuong 4n, chidu dai ctia than 13 8 cdp bazo
dén 11 cap bazo. Ngoai chiéu dai cta than, ham luong cé@p bazo GC cua thén cling c6

thé duoc thay d6i dé cai bién mirc d6 6n dinh cta than.
Aptame/Phbi tir

Theo mot phuong én, ving cam gidc chira aptame. Thuat ngit “aptame” dugc
dung trong ban mo ta nay dé chi polynucleotit cia ARN ma lién két mot cach dic hiéu
v6i phdi tir. Thuat ngit “phdi ti” duge ding dé chi phén tir ma duoc lién két mot cach
dac hiéu boi aptame. Theo mot phwong 4n, phdi tir 1 phén tir nho, tirc 1a phan tr c6
phén tr lvong thép (thép hon khoang 1.000 dalton) bao g@)m, vi du, lipit, monosacarit,
thé mang thong tin tht hai, d@)ng tac nhén, ion kim loai, san phém tu nhién va chit
chuyén héa khac, axit nucleic, ciing nhu hiu hét cac thude didu tri bénh. Theo mot

phuong 4n, phéi tir 1a polynucleotit gdm 2 hoic nhidu bazo nucleotit.

Theo mot phuong an, phéi to dugc chon tir nhom bao gém 8-azaguanin, adenosin
S’-monophosphat monohydrat, amphoterixin B, avermectin BI, azathioprin,
clomadinon axetat, mercaptopurin, moricizin hydroclorua, N6-metyladenosin, nadit,
progesteron, promazin hydroclorua, pyrvinium pamoat, sulfaguanidin, testosteron

propionat, thioguanosin, tyloxapol va vorinostat.

Cac phéi tir aptame con c6 thé 14 cac thanh phan ndi sinh cia té bao ma tdng &
muc d6 dang ké trong c4c didu kién sinh ly/bénh 1y cu thé, nhu bién nap gay ung thu —
chiing ¢6 thé bao gdm cac phén tr mang thong tin thir hai nhu GTP hoic GDP, canxi;
cac axit béo, hodc cac axit béo ma khong duoc chuyén h6a mét cach thich hgp nhu 13-
HODE ¢ ung thu vua (Flaherty, JT et al., Plos One, Vol. 8, ¢63076, 2013, duogc dua vao
day bang cach vién dan); céc axit amin hoic c4c chit chuyén héa cua axit amin; cac

chét chuyén hoa trong chu trinh duong phin ma thudng c6 ndng dd cao hon trong céc
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té bao ung thu hodc trong céc t& bao binh thudng & cac bénh chuyén hoa; va cac phéan
tir lién quan dén ung thu nhu Ras hoic protein Ras dot bién, EGFR dot bién & ung thu
phdi, indolamin-2,3-dioxygenaza (IDO) & nhiéu loai ung thu. Céc phéi tir noi sinh bao
gdm céc chét chuyén hoa progesteron ¢ ung thu v nhu da bdc 10 bsi JP Wiebe
(Endocrine-Related Cancer (2006) 13:717-738, dugc dua vao diy bang cach vién dan).
Céc phdi tir ndi sinh con bao gdm céc chit chuyén héa véi ndng dd cao hon thu duogc
tir céc dot bién & cac enzym chuyén hoa then chét & ung thu thin nhu lactat, glutathion,
kynurenin nhu da boc 16 bdi Minton, DR va Nanus, DM (Nature Reviews, Urology,
Vol. 12, 2005, dugc dua vao day bang cach vién dan).

Céc aptame c6 cc vung lién két ma c6 kha ning tao phtre véi phan tir dich du
tinh (tc la phéi ttr). Tinh dic hiéu cia lién két co thé duogc xac dinh theo héng sb phén
ly twong d6i (Kd) ciia aptame nay d6i voi phéi tir cia né nhu dugc so véi hing s6 phén
ly ctia aptame nay d6i v6i cac phan ti khong lién quan. Do d6, phéi tir 1a phén tr ma
lién két voi aptame véi i luc cao hon so véi lien két véi nguyén li€u khong lién quan.
N6i chung, Kd cho aptame lién quan dén phéi ttr ctia né sé thdp hon it nhét 1a khoang
10 1an Kd di v6i aptame v6i céc phén ti khong lién quan. Theo c4c phuong 4n khac,
Kd s& thap hon it nhét 1a khoang 20 14n, thép hon it nhat 1a khoang 50 14n, thip hon it
nhat 1a khoang 100 1&n, va thép hon it nhit 1a khoang 200 14n. Aptame s& thuong c6
chiéu dai nam trong khoang tr 15 dén 200 nucleotit. Thong thudng hon, aptame s&

thuong co chiéu dai ndm trong khoéng tir 30 dén 100 nucleotit.

Céc aptame ma c6 thé dugc két hop vao lam mét phan cia cong téc ribo c6 thé
la aptame c6 trong ty nhién, hodc céc cdi bién cia chung, hodic cac aptame ma dugc
thiét ké de novo va/hodc dugc sang loc thdng qua qua trinh tién hoa hé thdng cua cac
phdi tit bang cach lam giau theo sé mii (SELEX) hodc cac phuwong phap sang loc khac.
Céc vi du vé céc aptame ma lién két v6i cac phdi tir phén tt nhé bao gom, nhung khong
chi giéi han ¢, theophylin, dopamin, sulforodamin B, xelobioza, kanamyxin A,
lividomyxin, tobramyxin, neomyxin B, viomyxin, cloramphenicol, streptomyxin, cac
xytokin, cac phan tir bé mat cta té bao, va cdc chét chuyén hoa. Vi du, xem téng quan

vé céc aptame ma nhan dién céc phén tir nhé: Famulok, Science 9:324-9 (1999) va
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McKeague, M. & DeRosa, M.C. J. Nuc. Aci. 2012 (c4 hai tai liéu nay déu duoc dua vao

day bang cach vién din). Theo mot phuong 4n khéc, aptame 13 polynucleotit bd tr.
Phuong phap x4c dinh aptame/phdi tir

Theo mét phuong 4an, aptame duoc thiét ké dé lién két véi phdi ttr phén tir nhod
cu thé. Cac phuong phap thiét ké va chon loc céc aptame ma lién két véi cac phéi tir cu
thé dugc boc 16 trong cong bd don quéc té s6 WO/2018/025085, duoc dua vao day bang
cach vién dan. Céc phwong phép khac dé sang loc cac aptame bao gdm, vi du, SELEX.
Céc phuong phdp thiét ké cac aptame ma lién két mot cach chon loc véi phan tir nhd
béng cach ap dung SELEX duoc bdc 19, vi du, trong cac patent My sb 5,475,096,
5,270,163, va Abdullah Ozer, et al. Nuc. Aci. 2014, ma dugc dua vao day bing cich
vién dan. Céc cai bién cta quy trinh SELEX duge boc 16 trong cac patent My sb

5,580,737 va 5,567,588, ma dugc dua vao day béng cach vién dan.

Céc k¥ thuét chon loc dé xac dinh cac aptame thuong bao gdm viéc chudn bi vén
16n gdm cac phén tir ADN hodc ARN c6 chiéu dai mong mubn ma chtra vung ma duoc
ngau nhién héa hoic duoc gy dot bién. Vi du, von oligonucleotit nhim lya chon aptame
c6 thé chira ving gdm 20 dén 100 nucleotit da dugc ngau nhién hoa duge boc sudn béi
céc vung cua trinh tuy xdc dinh ma dai khoang 15 dén 25 nucleotit va hitu ich dé lién két
céc doan mdi PCR. Vén oligonucleotit duge khuéch dai bang cach ap dung céc k¥ thuat
PCR chuén, hodc cac cach khac ma cho phép khuéch dai cac trinh tu axit nucleic da
chon. Vén ADN c6 thé dugc phién ma in vitro dé tao ra vén ban sao cia ARN khi
aptame ARN dugc mong doi. Tiép theo, vdn gdm céc oligonucleotit cia ARN hoic
ADN duoc dua d&én bude chon loc trén co s6 kha ndng ctia chung lién két dic hidu véi
phéi tir mong muén. Céc k§ thuét chon loc bao gbm, vi du, sic ky &i luc, mic du quy
trinh bét ky ma cho phép chon loc cdc axit nucleic trén co s kha ning cua chiing lién
két dac hiéu voi phén ttt khac ¢6 thé duge ap dung. Cac k¥ thuét chon loc dé xac dinh
cac aptame ma lién két v6i cac phan t nhd va c6 chirc nang trong t& bao c6 thé bao
gdm cac phuong phép sang loc trén co s& té bao. Trong truong hop sic ky 4i luc, cac
oligonucleotit dugc cho tiép xtc véi phdi tir dich ma da duge ¢b dinh trén nén trong cot
hodc trén cdc hat ¢6 tir tinh. Tt hon, néu cac oligonucleotit duoc chon cho lién két véi

phoi tr khi ¢6 nong do mudi, nhiét do, va cac tinh trang khac ma bt chuéce cac didu
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kién sinh ly thong thuong. Cac oligonucleotit thudc vén ma lién két véi phdi tir duoc
gitt lai trén c6t hodc hat, va céc trinh tu khong lién két bi raa di. Tiép do, cac
oligonucleotit ma lién két véi phéi tir duge khuéch dai (sau phién mi nguoc néu cac
ban sao cua ARN dugc st dung) theo phuong phap PCR (thudng 1a sau khi rira giai).
Quy trinh chon loc duoc lap lai trén céc trinh tw dd duoc chon téng cong khoang ba dén
mudi vong lap lai quy trinh chon loc. Tiép do, cac oligonucleotit thu duge duge khuéch
dai, dugc tach dong, va dugc giai trinh ty bang cach ap dung c4c quy trinh chudn dé x4c
dinh cdc trinh ty cla cdc oligonucleotit ma c6 kha ning lién két véi phdi tir dich. Sau
khi trinh ty aptame da dugc xac dinh, aptame c6 thé duoc tbi wu tiép b%mg cach thuc
hién céc vong chon loc bd sung bit dau tir Véﬁ oligonucleotit chira trinh ty aptame d3

dugc giy dot bién.

Sang loc aptame in vivo ¢6 thé duoc ap dung sau mdt hodc nhiéu vong chon loc
in vitro (vi du, SELEX). Vi du, Konig, J. et al. (RNA. 2007, 13(4):614—622, dugc dua
vao day bing cach vién din) mo ta cac td hop SELEX va hé ndm men lai ba 1dn d& chon

loc aptame in vivo.
Gen dich

Catxet didu hoa gen theo sang ché 1a nén tang ma c6 thé duge sir dung dé diéu
hoa su biéu hién clia gen dich bit kj ma c6 thé dwgc biéu hién & t& bao, mé hoiic sinh
vét dich. Thuat ngit “gen dich” duogc ding dé chi polynucleotit ma dugc dua vao té bao
va ¢6 kha néng dugc phién ma thanh ARN va dugc dich ma va/hoic duoc biéu hién
trong c4c diéu kién thich hop. Theo cach khéc, gen dich 1a ndi sinh dbi véi t& bao dich
va catxet diéu hoa gen theo sang ché duoc dat vao gen dich (vi du vao 5’ hoic 3' UTR
ctia gen dich ndi sinh). Mot vi du vé gen dich Ia polynucleotit ma héa polypeptit diéu
tri bénh. Theo mot phuong 4n khac, gen dich ma héa ARN nhu ARN c¢& micro, ARN
ribosom, ARN nho hodc dai khong ma héa, ARN kep téc ngén (ARN hinh cdp t6c nhd)
va ARN diéu hoa bét ky khac. Theo mot phuong én, gen dich 1a ngoai sinh d6i véi té
bao, trong d6 ciu tric ADN taj tb hop dugc phién ma. Theo mdt phwong 4n khéc, gen

dich 1a ngi sinh doi véi té bao, trong d6 cAu trac ADN t4i t6 hop dwgc phién ma.

Gen dich theo sdng ché c6 thé 1a gen ma héa protein, hodc trinh tr ma héa ARN

ma hoéa phi protein. Vi du, gen dich c6 thé 1a gen ma hoa protein c4u tric, enzym, protein
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phat tin hidu té bao, protein & ty thé, protein ngén tay k&m, hormon, protein van chuyén,
yéu td sinh trudng, xytokin, protein ndi bao, protein ngoai bao, protein lién mang,
protein & bao chat, protein ctia nhan, phan tir thu thé, protein lién két véi ARN, protein
lién két v6i ADN, yéu td phién md, by mdy dich ma, protein kénh, protein van dong,
phan ti bam dinh té bao, protein & ty thé, enzym chuyén hoa, kinaza, phosphataza, cac
yéu td trao ddi, protein chaperon, va céc tac nhan didu bién cia bt ky trong s nay.
Theo cac phuong an, gen dich ma hoa erythropoietin (Epo), hormon sinh trudng cua
nguoi (hGH), nucleaza tic dong kiéu chit hoat hoa phién ma (TALEN), insulin cua
ngudi, protein 9 két hop CRISPR (cas9), hodc globulin mién dich (hoic phan cua
chiing), ké ca, vi du, khang thé diéu tri bénh.

Céu truc biéu hién

Sang ché du tinh su dung vecto tai t6 hop d& dwa vao cac t& bao dich
polynucleotit ma hoa gen dich va chira catxet diéu hoa gen duogc boc 16 trong ban mo ta
ndy. Theo nhiéu phuong 4n, ciu tric ADN tai td hop cua sang ché bao gdm cac yéu tb
ADN bb sung bao gbm cac phén doan ADN ma cho phép sao chép ADN trong té bao
chii va bicu hién gen dich ¢ té bao d6 & muc do thich hop. Ngudi ¢6 hidu biét trung binh
trong Iinh vuc k¥ thuat nay hiéu dugc rang cc trinh tw kidm soét bidu hién (gen khéi
dau, gen tang cuong, va loai tuong tu) duoc chon dua trén khé ning cia ching trong
viéc thuc day sy biéu hién cta gen dich & té bao dich. “Vecto™ ¢6 nghia la plasmit tai
td hop, nhiém sic thé nhan tao clia nAm men (YAC), nhiém sic thé mini, vong mini ctia
ADN hodc virut (ké ca céc trinh tu ¢6 ngudn gbe tir virut) ma chia polynucleotit cin
dugc phan phéi vao té bao chu, du la in vitro hodc in vivo. Theo mot phuong an, vecto

tai t hop 1a vecto virut hodc két hop nhiéu vecto virut.

Céc vecto virut d€ biéu hién gen dich gian tiép nhe aptame & t& bao dich, mo,
hodc sinh vat 1a d4 biét trong linh vuc ky thuat ndy va bao gdm cic vecto adenovirut
(AV), céc vecto virut két hop adeno (AAV), vecto retrovirut va cac vecto lentivirut, va

cac vecto Herpes simplex typ 1 (HSV1).

Cac vecto adenovirut bao gom, vi du, c4c vecto trén co s& adenovirut cta ngudi
typ 2 va adenovirut ctia nguoi typ 5 ma khién cho qua trinh sao chép bi 15i thong qua

cac x0a bo ¢ cac ving E1 va E3. Catxet phién mé c¢6 thé duogc cai xen vio vung El, tao
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ra vecto téi t6 hop E1/E3-x6a bé AV. Cac vecto adenovirut con bao gdm céc vecto
adenovirut ¢6 kha ning cao phu thudc vao gen tro gitp (con duge goi 1a cic vecto ¢
kha nidng cao, “khong ¢ kha nang” hodc “v6 dung”), ma khoéng chira céc trinh ty ma
héa virut. Céc vecto ndy, chia cac yéu té hoat dong cis can thiét cho viéc sao chép va
bao g6i ADN cua virut, chi yéu 1a cAc trinh tu 13p lai du tan cung da nghich chuyén
(ITR) va tin hiéu bao géi (V). Cac hé gen ctia vecto AV phu thuéc gen tro gitp nay co

tiém ning mang tlr vai tram cap bazo dén khoéang 36kb ctia ADN la.

Céc vecto virut két hop adeno tai td hop “rAAV” bao gdm vecto bét ky thu duoc
tir typ huyét thanh bAt ky cta virut két hop adeno bao gbm, nhung khéng chi gigi han
0, AAV-1, AAV-2, AAV-3, AAV-4, AAV-5, AAV-7 va AAV-8, AAV-9, AAV-10, va
cac loai tuong tu. Cac vecto rAAV c¢6 thé c6 mot hodc nhidu gen AAV loai thuong da
bi x6a bo hoan toan hodc mot phan, tét hon la gen Rep va/hodc gen Cap, nhung van giir
lai cdc trinh tu ITR boc sudn ¢6 tinh chirc nang. Céc trinh ty ITR ¢ tinh chirc nang
duoc giit lai dé giai ctru, sao chép, bao géi va c6 tiém ning gin vao nhidm sic thé hé
gen AAV. Cac ITR khong nhét thiét 13 c4c trinh tw nucleotit loai thuong, va c6 thé dugc
thay doi (vi du, bang cach cai xen, x6a bd hoic thé cac nucleotit) chirg nao ma cic

trinh tu nay cho phép giai ctru, sao chép va bao g6i mang tinh chirc nang.

Theo cach khéc, cac hé khac nhu céc vecto lentivirut ¢6 thé duoc dung trong cac
phuong an cta sdng ché. C4c hé trén co s¢ lentivirut c6 thé bién ning cic té bao khong
phén chia ciing nhu cac té bao dang phan chia khién chung httu ich cho céc g dung
huéng dich, vi du, cac té bao khong phén chia ctia hé thin kinh trung wong (CNS). Cac
vecto lentivirut thu duoc tir virut gy suy giam mién dich & nguoi va, glong nhu virut

d6, hop nhit vao hé gen cua vit chu dem lai tiém ning biéu hién gen dai han.

Céc polynucleotit, ké ¢4 cac plasmit, cac YAC, cac nhidm sic thé mini va c4c
vong mini, mang gen dich chtta catxet didu hoa gen ciing ¢6 thé dugc dua vao & bio
hodc sinh vt béng cac hé vecto khong 1a virut béng cach str dung, vi duy, lipit cation,
cac polyme, hodc ca hai 1am chit mang. Cac h¢ polyme poly-L-lysin (PLL) va polyme
polyetylenimin (PEI) da tiép hop cling ¢6 thé duoc sir dung d phan phéi vecto nay dén
céc té bao. Cac phuong phép khac dé phan phéi vecto dén cac té bao bao gdm nap thuy

dong luc va k¥ thuat duc 15 bang xung dién va st dung siéu am, ca hai dé nuoi céy té
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bao va ddi vai cac sinh vat. Xem téng quan vé céc hé phan phéi virut va khong virut dé
phan phdi gen trong tai li€u ciia Nayerossadat, N. va céc dong tac gia (Adv Biomed Res.

2012; 1:27) duoc dua vao day béng céach vién dan.
Céc phuong phap diéu bién su biéu hién cta gen dich

Theo mot khia canh, séng ché dé& xuét phuong phap diéu bién su biéu hién cua
gen dich (vi du, gen c6 téc dung didu tri bénh), béng céach (a) cai xen catxet diéu hoa
gen theo sdng ché vao gen dich; (b) dua gen dich chira catxet didu hoa gen vao té bao;
va (c¢) cho té bao tiép cén voi phdi tir ma lién két véi aptame nay. Theo mét phuong 4n,
phoi ti [a phén tir nho. Theo cach khia canh, sy biéu hién cuia gen dich & c4c té bao dich
mang lai tinh chét mong mudn cho té bao noi ma né dugc dua vao, hoic néi cach khac
dan dén két qua diéu tri bénh mong mudn. Céc té bao dich 13 cac té€ bao nhan chudn, vi
du, céc té bao ctia dong vat c6 va. Theo cac phuong én, céc té bao dich 14 cac té bao clia
nguoi tr mo dich, bao gbém, vi du, mo md, hé than kinh trung wong (central nervous

system - CNS), co, tim, mét, gan, va cac mo tuong tu.

Theo phuong an dwoc wu tién, mot hodc nhiéu catxet didu hoa gen dugc cai xen
vao vung 5’ va/hodc ving 3’ chua duoc dich mé cta gen dich. Theo mot phuong 4n,
mot catxet diéu hoa gen dugc cai xen vao gen dich. Theo cac phuong an khéc 2, 3, 4,
hodc nhiéu catxet didu hoa gen dugc cai xen vao gen dich. Theo mot phuong 4n, hai
catxet diéu hoa gen dugc cai xen vao gen dich. Khi nhidu catxet didu hoa gen duogc cai
xen vao mot gen dich, thi mdi catxet ¢ thé chira cung mot aptame sao cho mot phéi tir
c6 thé duoc dung dé didu bién sw phén cit nhidu catxet ndy bing ribonucleaza va bing
cach d6 diéu bién su biéu hién cta gen dich. Theo cic phuong 4n khac, nhiéu catxet
didu hoa gen duoc cai xen vao mot gen dich, mdi catxet c6 thé chira aptame khé4c nhau
sao cho su tiép xuc véi nhidu phéi tir phén t&r nho khac nhau diéu bién sy bidu hién cta
gen dich. Theo cdc phuong 4n khéc, nhidu catxet didu hoa gen duoc cai xen vao gen
dich, mdi catxet chta céc trinh tu khdc nhau cta co chit cta ribonucleaza. Pidu nay la
hitu ich trong viéc lam giam mirc do tai td hop va cai thién muc d& két hop vao cac

vecto virut.

Catxet polynucleotit theo sang ché c6 thé duge st dung két hop véi céc co ché

khéc dé diéu hoa sy bidu hién ctia gen dich. Theo mot phuong 4n, catxet polynucleotit
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theo sang ché duoc sir dung két hop véi catxet didu hoa gen ma diéu bién su bidu hién
ctia gen dich bang cach didu hoa gién tiép qua aptame cach ghép ndi khac nhu dugc boc
16 trong cong b6 don qubc té sé W0O2016/ 126747, duoc dua vao day bing cich vién
dan. Sang ché cling ¢6 thé duoc két hop véi cac clu tric polynucleotit va cac phuong
phap da duoc boc 16 trong PCT/US2017/016303 va PCT/US1207/016279, dugc dua

vao dy bang cach vién dan.
Phuong phép didu tri va cac dugc phdm

Theo mot khia canh, sdng ché dé xuit phuong phap diéu chinh ndng do cia
protein ¢ hoat tinh tri liéu dwoc phén phdi theo liéu phép gen. Theo phwong 4n nay,
“gen dich” ¢6 thé ma hoa protein ¢6 tic dung diéu tri bénh. “Gen dich” ¢ thd ma hoa

protein ma 1a ndi sinh ho#ic ngoai sinh déi véi té bao.

Trinh tu gen c6 tac dung diéu tri bénh chtra catxet didu hoa v6i cong tic ribo
duoc dan béi aptame duoc phan phdi dén céc té bao dich in vitro hodc ex vivo, vi du,
bang vecto. Tinh dac hiéu ddi voi té bao cia “gen dich” c6 thé duoc kiém soat boi gen
khéi dau hoic céc yéu t6 khic & vecto ndy. Viéc phan phéi ciu triic vecto chira gen dich
va catxet polynucleotit, va viéc chuyén nhidm cua cac mé dich tao ra chuyén nhidm 8n
dinh gen dich da duoc diéu hoa, 1a budce thir nhét trong qua trinh tao ra protein c6 tac

dung diéu tri bénh.

Tuy nhién, do su c6 mit cia catxet didu hoa trong trinh tu gen dich, nén gen dich
khong duoc biéu hién & mirc do dang ké, tic 1ané & “trang thai nghi” khi khong c6 phdi
th ddc hiéu ma lién két véi aptame chira trong catxet diéu hoa cong tic ribo. Chi khi
phdi tir dac hiéu véi aptame duogc dung (hoic néi cach khac c6 mdt véi luong dua) thi

dich su biéu hién gen activated.

Su phén phdi ciu tric vecto chira gen dich va su phan phéi phéi tir hoat hoa
thuong dugc tich biét vé mit thoi gian. Su phan phéi phéi tir hoat hoa s& kidm soat khi
nao gen dich duogc biéu hién, cling nhu mac d§ biéu hién protein. Phéi tir c6 thé duoc
phan phéi theo nhiéu dudng bao gdm, nhung khong chi giéi han &, duong miéng, tiém

bap (IM), dudng tinh mach (IV), trong mét, hoic qua duong khu tra.
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Thoi diem phan phdi phéi tir s& phu thue vio yéu ciu hoat héa gen dich. Vi duy,
néu protein ¢6 tac dung diéu trj bénh dugc ma hoa bdi gen dich duge yéu céu lién tuc,
phdi ttr phan tt nhé c6 thé duoc phan phéi qua dudng miéng hing ngay, hoic nhiéu 1in
mot ngdy, ¢ dam bao hoat héa lién tuc gen dich, va bing cach d6 bidu hién lién tuc
protein ¢6 tac dung diéu tri bénh. Néu gen dich ¢6 tac dung hoat dong kéo dai, phdi tir

cam ing co6 thé dugc dung liéu kém thudng xuyén hon.

Séng ché cho phép sur biéu hién cia gen chuyén c6 tinh chét chita tri bénh duoc
kiém soat theo thoi gian, theo cach duoc xac dinh bing cach dung lidu lugng theo thoi
gian phéi tir ddc hidu véi aptame trong cong tic ribo cta catxet didu hoa polynucleotit.
Mirc biéu hién gen chuyén ¢6 tinh chit chira tri bénh chi tang khi dung phéi tr, 1am tang
muc an toan clia viéc didu trj theo liéu phép gen bang cach cho phép gen dich tit khi
khong c6 phdi ti.

Céac aptame khac nhau c6 thé dugc dung dé cho phép céc phdi tir khac nhau hoat
hoa céac gen dich. Theo mot sd phuong an cia sang ché, mdi gen ¢4 tac dung diéu tri
bénh chira catxet diéu hoa s& ¢6 aptame ddc hi¢u trong catxet ma s& dugc hoat hoa bai
phén t nhé dic hiéu. Piéu d6 ¢ nghia 12 mdi gen c6 tac dung diéu tri bénh c6 thé chi
duoc hoat héa bang phéi tir ddc hiéu vé6i aptame dugc chira trong nd. Theo cac phuong
an nay, moi phéi tir s& chi hoat hoa mot gen ¢6 tac dung didu tri bénh. Diéu nay cho
phép kha ning 1a vai “gen dich” khac nhau c6 thé duoc phan phdi dén mot c4 thé va
mdi gen s€ duoc hoat hoa khi phan phéi phéi tlr dic hiéu dbi voi aptame chira trong

catxet diéu hoa tra & ting gen dich.

Séng ché cho phép protein ¢6 tac dung diéu tri bénh ma gen ciia n6 ¢ thé duoc
phan phéi dén co thé (nhu erythropoietin (EPO) hoic khang thé diéu tri) dugc san sinh
ra béi co thé khi phdi tir hoat héa dugc phan phdi. Phuong phéap phan phdi protein c6
tac dung diéu tri bénh nay co thé thay thé viéc san xuit cac protein ¢6 tic dung diéu tri
bénh nhu vy ngoai co thé ma tiép d6 duoc tiém hoac dugc truyén, vi du, cic khéng thé
duoc dung & ung thu hoic dé phong bé bénh viém hodc bénh ty mién dich. Co thd chira
gen dich da duoc diéu hoa trd thanh xudng san xuét sinh hoc, ma duoc bat khi phéi tr

ddc hi¢u vé6i gen duge dung.
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Mtrc @6 dung lidu lwong va céc dinh thoi gian dung lidu lwong protein ¢6 hoat
tinh trj liéu c6 thé 14 quan trong ddi v6i hiéu qua diéu tri bénh. Vi dy, & su phan phi
AVASTIN (khang thé khang VEGF) d6i v6i ung thu. Sang ché ning cao mirc do da

dang dung liéu lugng dap lai viéc theo doi ndng do va tac dung ctia protein diéu tri bénh.

Theo mot phuong 4n, gen dich c6 thé ma hoa nucleaza ma cé thé huéng dich va
stra chita trinh tw ADN cuy thé. Cac nucleaza nay bao gébm Cas9, ngon tay kém chira
nucleaza, hogc TALEN. Trong trudng hop cua cdc nucleaza ndy, protein ciia nucleaza
c6 thé chi duoc cin dén trong mot khoang thoi gian ngén ma 13 da dé hiéu chinh gen
ndi sinh dich cua né. Tuy nhién, néu gen nucleaza chua didu hoa dugc phan phdi dén
co thé, thi protein nay cé thé co mit trong sut phan doi con lai cia té bao. Trong truong
hop cua nucleaza, c6 nguy co gia ting vé vi€c dich la hiéu chinh nucleaza dai hon. Viéc
diéu hoa su bidu hién cua cac protein nay c6 wu diém dang ké v& tinh an toan. Trong
truong hop nay, vecto chira gen nucleaza chira catxet didu hoa c6 thé duogc phan phéi
dén cac té bao thich hop & co thé. Gen nucleaza & trang thdi “tit” khi khong c6 phéi tir
ddc hi€u véi catxet, nén nucleaza khong duogc san sinh. Chi khi phéi tir hoat héa duoc
ding, thi nucleaza dugc san sinh. Sau quéang thoi gian da dé cho phép stra chita dii, phdi
tu dugc rit ra va khong duge dung lai. Vi vay, gen nucleaza tiép d6 & trang thai “tit”
va nucleaza khong dugc san sinh thém va qua trinh sira chita ding lai. Cach nay c6 thé
dugc str dung dé chinh stra cac tinh trang di truyén, ké ca nhiéu bénh vong mac di truyén
nhu LCA10 gdy ra boi cac dot bién & CEP290 va bénh Stargardts do cdc dot bién &
ABCA4 gay ra.

Viéc dung gen dich da duoc diéu hoa ma hoa protein c6 tac dung didu tri bénh
ma chi dugc hoat hoa khi dung phéi tir dic hiéu c6 thé dugc 4p dung dé diéu hoa gen
¢6 tac dung tri liéu nham diéu tri nhiéu loai bénh khédc nhau, vi dy, ung thu béng cac
khang thé tri liéu, cac rdi loan mién dich béng cac protein hogc céc khang thé diéu bién
mién dich, cac bénh chuyén hoa, cac bénh hiém nhu PNH bing cac khang thé hoic céc
doan khang thé khang-C5 1am gen da dwoc diéu hoa, hodc su tao mach & mit béng cac

khang thé tri liéu, va AMD khd bang céc protein diéu bién mién dich.

Su da dang vé gen dich dic hiéu cho phép diéu tri nhidu loai bénh va tinh trang

cu thé, 1a thich hop dé dung theo sang ché. Vi dy, insulin hodc chit tuong tu insulin (t5t
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hon 14 insulin cia ngudi hodc chét twong tu insulin cia ngudi) co thé duge dung lam
gen dich dé diéu tri bénh dai thdo dudng typ I, bénh dai thao duong typ II, hodc hoi
chung chuyén hoa; hormon sinh trudng ctia ngudi ¢6 thé dugc ding 1am gen dich dé
didu tri tré em méc cac rdi loan vé sinh trudng hodc ngudi l6n thiéu hormon sinh trrdng;
erythropoietin (t5t hon 1a erythropoietin ctia ngudi) c6 thé dugc ding lam gen dich dé
diéu tri bénh thiéu mau do bénh man tinh & thin, bénh thiéu mau do chimg loan san tiy,

hodc bénh thiéu mau do hoa tri ung thu.

Sang ché co thé 1a dac biét thich hop dé didu tri bénh céc bénh do cac 16i gen
don gy ra nhu chimg xo hoa nang, bénh wa chay mau, ching loan dudng co, bénh thiéu
méu vung bién, hodc bénh thiéu méu té bao héng huyét cau hinh ludi liém. Do d6, B-,
v-, 8-, hodc (-globin ctia ngudi ¢ thé dwge dung lam gen dich dé didu tri bénh thiéu
méu vung bién B hodc bénh thiéu mau té bao hong huyét cdu hinh lui liém; yéu t& VIII
hodc yéu t6 IX clia ngudi c6 thé duge ding lam gen dich dé diéu tri bénh wa chiy mau

A hodc bénh ua chay mau B.

Céc phbi tir duoc ding theo sang ché thuong duge két hop véi mot hodc nhiéu
chit mang duoc dung dé tao ra céc dugc phim thich hgp dé ding cho bénh nhéan. Cac
chét mang dugc dung bao gém cac dung mdi, cac chét két dinh, céc chét pha loéng, cac
chét gay ra, cac chat 1am tron, méi truong phén tan, 16p bao, tic nhan khang khuin va
diét nam, tic nhan dang truong va tic nhan tri hodn sw hép thy, va cac loai tvong tu,
thuong dwgc ding trong linh vire duge. Cac duge phdm c6 thé & dang vién nén, vién
tron, vién nang, vién det, va loai twong ty, va dugc san xuit dé 1a tuong thich véi duong
ding du kién ctia chting. Cac vi du vé duong ding bao gdbm ngoai dudng tiéu hoa, vi
du, qua duong tinh mach, trong da, trong miii, duédi da, qua dudng mié€ng, xong, qua da

(cuc bd), qua mang nhiy, va qua duong truc trang.

Céc dugc pham chtra cac phéi tir duge ding cho bénh nhén theo phac dd cép lidu
lwong sao cho lwong phéi tir du dé didu hoa gen dich nhu mong mudn duge phan phdi
dén bénh nhan. Khi phéi tur 1a phan tir nho va dang lidu 14 vién nén, vién nang, hodc loai
twong tu, thi t6t hon 14 duwoc phdm nay chira tir 0,1mg dén 10g phéi tir; tir 0,5mg dén 5g
phdi tir; tir Img dén 1g phéi tir; tir 2mg dén 750mg phdi tir; tix 5mg dén 500mg phdi tir;
hodc tir 10mg dén 250mg phéi tir.
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Céc dugce phdm c6 thé duoc cip lidu luong mdi ngdy mot 1an hoic mdi ngay
nhidu 1an (vi du, 2, 3, 4, 5, hoidc nhiéu 14n hing ngay). Theo cach khac, cac dugc phdm
c6 thé duge cép lidu lwgng thua hon mdi ngay mot lan, vi du, 2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10,
11, 12, 13, hodc 14 ngay mdt 1an, hoic mbi théng mdt 14n hodc vai thang mat 14n. Theo
mdt sé phuong 4n cua sang ché, cac dugc pham c6 thé duoc ding cho bénh nhan chi

mot so it lan, vi du, mot 1an, hai 1an, ba lan, v.v..

Sang ché dé xuat phurong phép diéu tri bénh nhan c6 nhu ciu mirc ting bidu hién
protein c6 hoat tinh tri liéu dugc ma héa béi gen dich, phwong phap bao gdm viée ding
cho bénh nhan dugce phdm chtra phdi tir ddi v6i aptame, khi bénh nhéan da timg dugc
ding ADN téi t6 hop chita gen dich, khi gen dich chira catxet didu hoa gen theo séng
ché, trong d6 cong tic ribo (chira aptame) didu bién su phan cit co chit cia RNaza P

bang RNaza P d4p lai phdi tir aptame.
Vat pham va kit

Sang ché con dé xudt kit hoic vat phdm dé ding trong cac phwong phap duoc
boc 10 trong ban mo ta nay. Theo cach khia canh, cac kit ndy chita cac duge pham theo
sang ché (vi du, dbi véi cac duge phdm dé phan phdi cia vecto chta gen dich chira
catxet didu hoa gen) trong bao géi thich hop. Bao goi thich hop cho céc dugc pham
(nhu cdc ché phdm dé tiém vao mit) dugce boc 16 trong ban md ta nay 1a da bibt trong
linh vuc k¥ thuat nay, va bao gém, vi dy, céc lo (nhu 1o kin), binh, 6ng thudc tiém, chai
lo, hii, bao goéi linh hoat (vi du, thi Mylar hodc ti nhya kin), va céac loai tuong tu. Cac

vat phém nay con co thé duoc tiét trung va/hodc lam kin.

Sang ché con dé xudt cac kit chua cac dugce pham theo sang ché va ¢ thé con
bao gom hudng din vé cac phuong phap str dung duge phdm nay, nhu cic tmg dung
dugc boc 16 trong ban mé ta nay. Cac kit duoc boc 10 trong ban mo ta ndy co6 thé con
bao gdm céc nguyén liéu mong mudn khéc duéi goc do thuong mai va gée do ciia ngudi
tiéu dung, bao g6m cc dung dich dém khéc, chét pha lodng, b0 loc, kim, bom tiém, va
g6i cai xen voi hudng din vé cach thue hién viée dung thudc, bao gdm vi du, any cac
phuong phap duoc boc 19 trong ban md ta ny. Vi du, theo mét sé phuong 4n, kit chira
rAAV dé biéu hién cta gen dich chua catxet diéu hoa gen theo sang ché, chét mang

duoc dung thich hgp cho tiém, va mot hodc nhiéu: Dung dich dém, chét pha loang, bd
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loc, kim, bom tiém, va géi cai xen ¢6 huéng dan thuc hién tiém. Theo mét s phuong

an, kit 1a thich hop dé tiém noi nhén, tiém bap, tiém tinh mach va cac loai tuong tu.

Céc thuat ngir “tinh twong ddng” va “twong ddng” duge ding trong ban mo ta
ndy dé chi mirc ddng nhét tinh theo phén trim giita hai trinh tw polynucleotit hodc gitra
hai trinh tu polypeptit. Su twong ung gitta mt trinh tu so véi trinh ty khac ¢6 thé duoc
xac dinh theo cac k¥ thuat da biét trong linh vuc k¥ thuat nay. Vi du, tinh tuong ddng
¢6 thé duoc xac dinh bang cach so sanh truc tiép hai phén tir polypeptit bang cach cin
thing thong tin ctia trinh tur va 4p dung cac chuong trinh may tinh d& mua dugc. Hai
polynucleotit hodc hai trinh tu polypeptit 14 “hau nhu twong ddng” véi nhau néu sau khi
da duoc can théng mot cach tdi uu béng cac cai xen hodc xo04 bd thich hop, it nhét 1a
khoang 80%, it nhat 1a khoang 85%, it nhit 1a khoang 90%, va it nhét 1a khoang 95%
nucleotit hodc axit amin, 14n luot, khép doc theo chiéu dai da dugc xéc dinh ctia phin

tir, nhu duge x4c dinh bang cach 4p dung cac phuong phép néu trén.

“Mtic do ddng nhat vé trinh ty tinh theo phdn trim” lién quan dén trinh tu
polypeptit hodc axit nucleic tham chiéu dugc dinh nghia 14 ty 16 phin trdm cua cac gbe
axit amin hodc cac nucleotit ¢ trinh tu tng vién ma 1a gidng hét cac gbc axit amin hogc
céc nucleotit ¢ trinh tu polypeptit hozc axit nucleic tham chiéu, sau khi cin théng cic
trinh tu va dua cac khoang cach, néu can, vao dé dat duoc mac do df‘mg nhét t6i da vé
trinh ty tinh theo phan trim. Viéc cin thing nhdm muc dich x4c dinh mirc d6 ddng nhét
v& trinh tu axit amin hodc axit nucleic tinh theo phén tram c6 thé dat duoc theo cac cach
ma ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ky thuat nay da biét, vi du, bang cach
str dung phan mém may tinh c6 sén cho cong ching st dung cac chuong trinh bao gém

phan mém BLAST, BLAST-2, ALIGN hoic Megalign (DNASTAR).

Cac thuat nglt “polynucleotit” hodc “axit nucleic” dugc sir dung trong ban mo ta
ndy dé chi dang polyme ciia nucleotit c6 chidu dai bat ky, 1a ribonucleotit hoic
deoxyribonucleotit. Do d6, thuét ngit nay bao gdm, nhung khong chi gi¢i han &, ADN
hodc ARN soi don, soi d6i hodc da s¢i, ADN hé gen, ADN bd tro, cc thé lai ADN-
ARN, hodc polyme chira cac bazo purin va pyrimidin, hogdc cic bazo nucleotit tu nhién,
da duoc cai bién vé mat hoa hoc hodc sinh hoéa, khong tu nhién, hodc d3 dugc tao din

xuat khac.
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Céc thuét ngit “di twong dong” hodc “ngoai sinh” c6 nghia 14 thu dugc tir thue
thé khac biét vé kiéu di truyén so vé6i phén con lai cia thue thé ma n6 dugc so sanh hoic
duoc dua vao hoac duoc két hop vao. Vi du, polynucleotit dugc dua theo cac ky thuit
xtr Iy di truyén vao loai té bao khac 14 polynucleotit di twong ddng (va, khi dwgc biéu
hién, c6 thé ma héa polypeptit khac loai). Tuong tu, trinh tu ctia té bao (vi du, gen hoic
phdn ctia ching) ma duge két hop vao vecto virut 13 trinh tw nucleotit dj twrong dong

lién quan dén vecto.

Duoc hiéu va ky vong ring cAc thay doi & cdc nguyén ly theo sang ché da dugce
boc 16 trong ban mo ta nay co thé duoc tao ra bdi ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong
linh vuce k¥ thuat nay va du dinh rang cac cai bién nay ndm trong pham vi ciia sang ché.
Céc vi du dudi day minh hoa chi tiét thém sang ché, nhung khong nén dwoc hiéu la gibi
han pham vi ctia sang ché theo bat k¥ cach nao. TAt ca céac tai liéu da duoc vién dan dén

trong ban mo ta ndy dugc dua hoan toan vao diy bang cach vién dan.
Vi du thwe hién sang cheé

Vi du 1. Cai xen cdu tric kiéu tARN (mascRNA) vao 3’ UTR hoidc 5’ UTR gy phan

cit ARN thong tin va mirc d6 biéu hién protein giam.
Quy trinh tht nghiém:

Céc chu tric plasmit: cac phan doan ADN chira trinh tu mascARN cia chudt va
cac vi tri cdt giéi han & m&i dau tn cing duoc téng hop (IDT), va duge tidu va duoc
tach dong vao truc plasmit Con 8 ma chira CMV gen ting cudng/gen khéi dau va trinh
tu polyadenyl héa beta-globin ctia ngudi. Tt ca cac cAu triic dugc xac nhin bang cach

giai trinh tw ADN (do Genewiz cung cp).

Phan tich thim Bic: cac oligonucleotit da dugc ci bién bang axit nucleic bi khoa
(locked nucleic acid - LNA) chtra trinh tu tggaaaccaggagtgeca (SEQ ID NO: 19) ma
phat hién ca hai ARN & t€ bao chat lién két véi MALAT] clia ngudi va clia chudt nho,
duoc thiét ké va duoc téng hop bang Exiqon, va gin nhan danh diu bing Digoxigenin
bang cach str dung kit tao dudi oligonucleotit DIG (do Roche cung cp). Phan tich vét

thAm Bac khong c6 hoat tinh phong xa duge thyuc hién theo quy trinh da duoc cong bd
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(Kim, S. W. et al. A sensitive non-radioactive northern blot method to detect small

RNAs. Nucleic Acids Res. 38, €98 (2010)).

Phén tich dém té bao theo dong chay: 1,5x10° té bao HeLa dugc cdy 1én dia trong
dia loai 24 18 vao ngay trude khi chuyén nhiém. Cac té bao duge chuyén nhiém véi
0,2ug ADN plasmit bang cach sir dung Lipofectamine 2000 theo huéng dan cia nha
san xudt. Bén muoi tim gio sau khi chuyén nhiém, cac té bao dugc trypsin hoa va té
bao huyén phii duge dua di phan tich do dém té bao theo dong chiy dé xac dinh cudng
d6 cua huynh quang GFP bang cich sir dung may Guava EasyCyte 8HT. Dit liéu thu
duoc dugc phan tich béng cach &p dung GuavaSoft2.2.2.

Thir nghiém luxiferaza ctia con dom dém ddi véi céac té bao nudi ciy: 3,5 x10*
té bao HEK 293 dugc ciy vao dia ddy bang loai 96 18 vao ngay trude khi chuyén nhiém.
ADN plasmit (500ng) duge bd sung vao dng nghiém hoic dia day chit U loai 96 15. Mot
cach riéng ré&, chit phan tmg TransIT-293 (do Mirus cung cip; 1,4ul) duoc bd sung vao
50p] méi trudng opti-mem I (do Life Technologies cung cp) va dugc dé yén trong thoi
gian 5 phit & nhiét d trong phong (“RT?). Sau d6, 50pl chét phan tng chuyén nhiém
da dugc pha loang duge bd sung vao ADN, duoc trén, va o & nhiét do trong phong trong
thoi gian 20 phut. Cudi cung, 7pl dung dich nay dugc bd sung vao 18 chira té bao trong
dia loai 96 15. 4 gid sau khi chuyén nhiém, méi truong chira dung dich chuyén nhiém
duoc thay thé bang méi trudng méi. 24 gidr sau khi thay mai truong, cac dia dugc ldy
ra khoi ti @, va dugce can bang dén nhiét do trong phong trong thoi gian vai phit trén
ban thi nghiém, sau d6 duoc hut ra. Dung dich dém tiéu glo (do Promega cung cép,
100ul, & nhiét d6 trong phong) dugc bd sung vao, va cac dia nay duogc délai & nhiét do
trong phong trong thoi gian it nhat 1a 5 phit. Sau d6, dung lugng cta 16 duge tron boi
50ul nghién tan nhé, va 20ul tir timg mau duoc tron voi 20l chit phan tng glo nhe (do
Promega cung cap) ma di duoc pha lodng dén 10% trong dung dich dém tiéu glo. 96 15
dwgc dé cach nhau trén dia tring duc loai 384 15. Sau 5 phit i & nhiét do trong phong,
muc do phat quang dugc do bang cach sir dung may Tecan v6i thoi gian doc 500 phan
nghin gidy. Hoat tinh cta luxiferaza duge thé hién theo trung binh ctia don vi 4nh sang
tiy ¥ (ALU) + S.D.

Két qua:
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RNaza P nhan dién tién tARN (pre-tARN) hodc cac phan tir kiéu tARN véi cdu
trac bac ba va xuc tac phan tng thily phan dé phan cit ra céc trinh ty dan dau & pre-
tARN (Kirsebom, L. A. RNase P RNA mediated cleavage: substrate recognition and
catalysis. Biochimie 89, 1183—-1194 (2007)). Pé thur nghiém xem li¢u vi€c cai xen co
chit ctia RNaza P vao ARN thong tin c6 gdy ra su phan cit ARN thong tin va gidm muc
d6 biéu hién protein hay khong, trinh tu mascARN ciia chudt nhét dugc dua vao 3’ UTR
cta gen thong bao GFP. mascARN (MALAT1-associated small cytoplasmic RNA) 1a
cAu truc kiéu tARN, va dugc san sinh tr ARN dai khong ma héa MALAT1 nh¢ phin
cit bang RNaza P dé tao ra ddu tin ciing 5' va phan cit tiép boi RNaza Z dé tao ra dau
tan cung 3’ cia mascARN (Wilusz, J. E., et al., 3' end processing a long nuclear-
retained noncoding RNA yields a tRNA-like cytoplasmic RNA. Cell 135, 919-932
(2008)). Chinh cau tric kiéu tARN nay, ciing v6i trinh tu din ddu khong lién quan gém
12 nucleotit, 1a da dé tuyén RNaza P nhdm tao ra mascARN.

Su phén cit GFP bang mascARN vao 3’ UTR dugc theo ddi nhd vét thdm Béc
bang cach st dung mau dd ma ¢ thé phat hién ca hai mascARN cua ngudi va ctia chudt.
mascARN 61nt tao ra dugc tir cac té bao ma duge chuyén nhiém v6i GFP-mascRNA
(c6 nghia) dugc xac dinh nho vét thdim Béc. mascARN 61nt khong duge phat hién &
céc té bao duge chuyén nhiém véi GFP-mascRNA (d6i nghia) ma c6 trinh ty mascARN

theo dinh hudng nguoc (hinh 2a).

O mirc dd protein, céc té bao duge chuyén nhiém vé6i cu tric GFP-mascRNA
thé hién khong chi ty 1¢ phan trim thap hon ciia quin thé dwong tinh véi GFP, ma ca
cudng do phat quang trung binh (MFI) thap hon trong qua trinh biéu hién GFP, so v6i
céc t€ bao v6i cdu tric dbi chimg GFP (hinh 2b, do thi tht nhit va dd thi thtt hai).
mascARN cling dugc cai xen vao 5' UTR, cﬁhg nhu & cd 5' UTR va 3’ UTR, cia chu
tric gen thong bao GFP. Mirc d6 biéu hién GFP bj gidm & cac t& bao da duoc chuyén
nhiém v6i mascARN dd duoc cai xen vao 5' UTR ctia GFP so vé6i cac t& bao duoc
chuyén nhiém vé6i cu tric ddi chimg GFP (hinh 2b, db thj thir 3). Khi mascARN dugc
cai xen vao cd hai ving 5" UTR va 3’ UTR ctia c4u tric thong bao GFP, thi mtrc do biéu

hién GFP con bi giam hon nita (hinh 2b, d thi thu 4).
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Trinh tu MascRNA cling duoc cai xen vao 3' UTR ctia ciu trac luxiferaza cia
con dom dém. Déi ching 4m tinh (Luci-masc-mlp) dugc tao ra béng cach lam dot bién
ba nucleotit & vong méc T ctia mascARN (tir UUC dén AAG) (xem Hinh 2¢, mang bén
trai). Ba nucleotit nady dugc béo toan & mirc 6 cao & vong moc T ctia tARN cac ciu
trac va 1a can thiét dé phan cit hiéu qua béi RNaza P (Yuan, Y. & Altman, S. Substrate
recognition by human RNase P: identification small, model substrates for the enzyme.
EMBO J. 14, 159-168 (1995), dugc dua vao ddy bang cach vién din). Nhu dugc thé
hién trén hinh 2¢ (mang bén phai), viéc cai xen mascARN trinh tu ¢ ving 3’ UTR (Luci-
masc) lam gidm mirc d6 biéu hién cua luxiferaza 81% so vé6i cdu tric luxiferaza ma
khong c6 mascARN (Luci), biéu thi rang viéc cai xen ciia mascARN vao 3’ UTR gay
ra su phan cat ARN thong tin va khién mire d6 biéu hién protein gidm. Tuy nhién, cac
~ té bao vdi clu tric luxiferaza ma c6 mascARN chira ba dot bién & vong moc T (Luci-
mascRNA-mlp) chi thé hién mirc giam 20% & mirc do biéu hién luxiferaza so véi dbi
chimg Luci, biéu thi rdng cdc dot bién & vong méc T ctia mascARN 1am suy giam sy

phan cit gian tiép nho RNaza P.

Céc két qua nay thé hién réng viéc cai xen ciu tric kiéu tARN, mascARN, & 3’
UTR hoic 5’ UTR déu din dén phan cit ARN thong tin dich gian tiép nhd RNaza P va

gidm tiép vé mirc do bicu hién protein.

Vi du 2. Str dung aptame xpt-guanin dé diéu hoa sy biéu hién cta gen dich thong qua

viéc diéu bién sy phan cit ARN thong tin gian tiép nhd mascARN-RNaza P
Cac quy trinh thir nghiém:

Céc céu truc plasmit: céc phéan doan oligonucleotit chita c4c trinh ty mascARN
va aptame guanin (Mandal, M, et al., Cell 113, 577-586 (2003), duoc dua vao day béng
cach vién din) duge téng hop (IDT) va duoc tich dong vao ciu tric bidu hién luxiferaza
(Luci) (Con8) & ving 3’ UTR béng cich str dung cac vi tri cit gidi han tuong thich
BamHI va Xhol. T4t ca cic cdu tric ndy duge xdc nhan bang cach giai trinh tw ADN

(do Genewiz cung cap).

Tht nghiém luxiferaza clia con dom dom doi vé6i cac t€ bao nudi cdy: céc té bao
duoc chuyén nhiém nhu duoc boc 16 trong Vi du 1. Bon gio sau khi chuyén nhiém, moi

truong chira dung dich chuyén nhiém duoc thay thé bang moi truong chira 0,5% DMSO

-30-



39477

Jam dung mdi ddi chimg hodc 500uM guanosin (do Sigma cung cép) 1am aptame phéi
ttr. Hai muoi hai dém hai muoi tu gid sau khi xir ly, thir nghiém luxiferaza duge thyuc

hién nhu dugc boc 16 trong Vi du 1.
Két qua:

Pé didu hoa sy phan cit ARN théng tin gian tiép nhd RNaza P, va nho do didu
hoa su biéu hién ctia gen dich, trinh tu aptame duoc lién két v6i trinh tu mascARN duoc
cai xen vao 3’ UTR ctia cdu tric biéu hién luxiferaza, dua trén gia thiét ring khi khong
c6 phdi tir aptame, thi sy phéan cit bing RNaza P khong bi 4nh huéng, do d6, ARN
thong tin dugc phan cét va protein s& khong dugc biéu hién. Dua vao su s&n c6 clia phéi
tir aptame, lién két aptame/phdi tir khoi mao thay dbi v& mat cdu hinh déi véi cdu trac
ARN, ma vé phan minh lam suy giam su phan cit bing RNaza P, do d6 d& lai ARN

thong tin nguyén ven.

O céu traic MG1 (SEQ ID NO: 1) (hinh 3a), aptame guanin dugc cai xen vao
ngay sau trinh tw mascARN, trong d6 trinh tu gdm 7 nucleotit ngay tiép sau trinh tu
aptame guanin 1a bd trg cho 7 nucleotit cubi ciing cia mascARN. Didu nay dugc giai
thich ring & cu hinh nay, sau khi lién két aptame/phdi tir, 7 nucleotit cudi cung &
mascARN va trinh tu b trg ctia n6 s& duoc dua lai v6i nhau dé tao ra than clia viing tac
dong ctia cong tic ribo. Do dé, trinh tu 7 nucleotit nay & mascARN ma 14 cin thiét dé
sw hinh thanh cdu tric kiéu tARN s& dugc gin vao cu tric aptame/phdi tir méi hinh
thanh, do d6 lién két véi RNaza P va sy phén cét s& bi suy gidm. Thuc vay, nhu duoc
thé hién trén hinh 3¢, khi khong c6 guanosin, viéc cai xen aptame xpt-G sau mascARN
(MG1) géy ra hoat tinh ctia luxiferaza ma & muic khoang 68% so véi ciu trac dbi ching
Luci (gidm 32% vé mirc d9 hoat tinh cua luxiferaza so véi cu tric dbi chirng Luci).
Tuy nhién, khi c6 guanosin, hoat tinh cua luxiferaza dugc khoi phuc dén 100% ciu tric
d6i chimg Luci, khién cam tng 2,1 14n mtrc d6 biéu hién cta gen luxiferaza khi so sdnh
céc té bao da duoc xir Iy bing guanosin so v&i cac té bao da duoc xir Iy bang dung moi
dbi chimg. Mtrc d6 hoat tinh cao cta luxiferaza khi khong c6 phdi tir aptame biéu thi

hiéu qua thap cua sy phéan cit gi4n tiép nho RNaza P.

O ba céu triic khac, GM1 (SEQ ID NO: 2), GM2 (SEQ ID NO: 3), v GM3 (SEQ

ID NO: 4), aptame guanin duge cai xen vao trude trinh tw mascARN (Hinh 3b). G céc
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chu trac GM1 va GM2, trinh tu gdm 7 nucleotit (GM1) hoic trinh tu gbm 6 nucleotit
(GM2) cong v6i nucleotit thir nhit & mascARN (G) va céac trinh tu bd trg coa ching
duoc cai xen 1an luot vao cac dau tan cung 5’ va 3' cua trinh ty aptame guanin, va tao
nén than ctia ving tac dong ctia cdu triic aptame sau khi lién két voi phéi tir. Néu than
ctia viing tic dong khong duge hinh thanh khi khong c6 phéi tir aptame, thi trinh tu gbdm
7 hoic 6 nucleotit & du tan cung 3’ cua aptame guanin 1a soi don va cé tdc dung lam
trinh tu din diu clia mascARN dé phan cit bing RNaza P. Sau khi lién két véi
aptame/phdi tir, trinh tu dn d4u, ciing nhu nucleotit thir nhét in than cta thé nhan cua
mascARN, duoc cang héa & than cua cAu triic aptame, do d6 ARN don soi s& khong cé
sdn cho lién két véi RNaza P va phan cét tiép d6. Nhu duoc thé hién trén hinh 3c, khi
khong c6 guanosin, cic té bao duoc chuyén nhiém véi cdu traic GM1 thé hién mire giam
52% hoat tinh cua luxiferaza so vé6i déi chimg Con8. Trong khi d6 néu c6 xir Iy bing
guanosin, thi cac té bao tao ra gén 100% hoat tinh luxiferaza ciia ciu tric déi ching, va
tao ra mitc d9 cam Gng 2,9 1dn khi dugc so sanh véi cac té bao khong dugc xir Iy bing
guanosin. Cac té bao duoc chuyén nhiém véi cdu tric GM2 ¢6 mirc do hoat tinh gdc
cua luxiferaza tuong ty nhu MG1, tao ra mirc giam 40% hoat tinh cta luxiferaza khi
khong ¢6 guanosin, 4m chi hiéu qua tuong tu trong viéc phan cit ARN thong tin gian
tiép nho RNaza P. Tuy nhién, hoat tinh duoc cam Ging cuia luxiferaza 12 thip hon MG1,
tao ra mic d6 cam tng 1,9 14n hoat tinh cta luxiferaza sau khi xir ly béng guanosin.
Trai lai, & cau trac GM3, trinh tu gdm 5 nucleotit gifta than cla ving tac dong va than
ctia thé nhan cia mascARN. Nhu duoc thé hién trén hinh 3¢, khong c6 muc tang vé
biéu hién luxiferaza sau khi xtr Iy bing guanosin, 4m chi ring su phan cét bing RNaza

P khong chiu tdc dong béi chu triic aptame lién két v6i phdi tir.

Cac két qua nay thé hién rang céc cong tic ribo dya trén aptame dugc tao ra ma
diéu hoa sy bi€u hién cua gen dich thong qua viéc di€u bién su phan cit ARN thong tin

nho RNaza P dap lai phéi tir aptame.

Vi dy 3. Trinh tu tai chd xung quanh than ctia aptame va khodng cach gitta aptame va

cau trac kiéu tARN tac dong dén hoat tinh ctia cong tic ribo.

Két qua:
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Cac tht nghiém dugc thuc hién dé xét nghiém liéu cAu tric aptame lién két véi
phdi tir ¢6 thé can thiép vao lién két RNaza P va su phan cit khi duge dit gin cdu tric
kiéu tARN. Céc trinh tu tru6e hodc sau trinh tw aptame nay c6 thé tao diéu kién thuan
loi cho su hinh thanh cua than cta ving tac dong. O ciu traic GM1, 4 nucleotit bi dot
bién, cu thé 1a CGGC ma nim trude ving tac ddng va co tiém ning ghép cip bazo véi
trinh tu sau viing tac dong, v6i AAGA, tao ra cau tric GM4 (SEQ ID NO: 5). Nhu dugc
thé hién trén hinh 4a, GM4 biéu hién hoat tinh cta luxiferaza thip hon GM1, biéu thi
mtic d phan cat ARN thong tin hidu qua hon khi khéng c¢6 phdi tir aptame guanin. Khi
hai ban sao ctia GM4 dugc cai xen nbi tiép vao 3' UTR (GM4_2C, SEQ ID NO: 6), thi
mirc d6 biéu hién gdc con bi giam tiép dén 18% ciia cdu tric dbi chung Con8. Khi ¢6
xr Iy bang guanin, thi sy biéu hién luxiferaza duoc cam tng dén 51% luxiferaza cta
Con8, tao ra mirc d§ cam ting 3,95 lan khi dwoc so sanh véi cac mau khong xt ly bang

guanin.

Khodang céch trinh tu giita aptame cAu tric va céu triic kiéu tARN cling dugc cai
bién. Nhu duoc thé hién trén hinh 3c, cAu tric GM3, trong d6 cd 5 nucleotit gitta than
tac dong cuia cong tic ribo aptame xpt-guanin va than ciia thé nhan ciia mascARN,
khong diéu hoa su biéu hién gen luxiferaza dap lai xtr ly bang guanosin, bidu thi thay
ddi vé& mat cau hinh & cau triic aptame dép lai phéi tir khong tac dong dén hoat tinh cua
RNaza P khi dit 5 nucleotit ra khoi cdu tric kiéu tARN. S§ luong nucleotit gitta diu tan
ciing 3’ cuia thin ving tac dong va than cta thé nhan cia cu trac mascARN duoc cai
bién bat dau tir cdu tric GM4 (noi nucleotit thtt nhit trong than cta thé nhan cia
mascARN tham gia vao qua trinh hinh thanh than ving tic dong ctia cong tic ribo).
Khong, 1, 2, hodc 3 nucleotit duoc cai xen dé 1an luot tao ra ciu tric GMS dén GM8
(SEQ ID NO: 7 dén 10). Nhu dugc thé hién trén hinh 4b, cAu tric GM5 biéu hién murc
d6 hoat tinh ctia luxiferaza thip hon khi khong c6 guanin, biéu thi sy phan cét hiéu qua
hon boi RNaza P. Tuy nhién, viéc tach tiép hai c4u tric nay khong cai thién su phan cit
bing RNaza P. Khong gidng nhu GM3 ma ¢6 5 nucleotit & gitta va khong diéu hoa,

GMS6, 7 va 8 diéu hoa tdng muc do biéu hién luxiferaza dép lai xtr ly béng guanin.

Tuong tu, khoang cach gitta aptame va co chit ctia RNaza P & cdu tric MG1

duoc cai bién bang cach 1am gidm s6 lwgng nucleotit ma theo cach khéc 1a chung gitra
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than ca thé nhan ctia mascARN va than cia vung tac dong, tir 6 nucleotit § MG1 dén
5, 4, hodc 3 nucleotit, 14n luot tao nén cac ciu tric MG2, 3 va 4 (lén lugt 1a SEQ ID
NO: 11 dén 13), (trong khi van duy tri than ctia ving tic dong téng cong 8 ciip bazo).
Nhu duge thé hién trén hinh 4c, viée tich hai cu tric nay 1am giam nhe mirc d biéu
hién gbc cua luxiferaza khi khong ¢ xir Iy bang guanin khi cac nucleotit chung theo
cach khéc bi giam dén 4 nucleotit (cdu traic MG3) hodc 3 nucleotit (céﬁ tric MG4), biéu
thi su phan cit ARN thong tin gian tiép nho RNaza P hidu qua hon chut xiu. Khi ¢ xir
Iy bang guanin, sy biéu hién luxiferaza duoc cam tng dén muc d6 ma 1a twong thich
v6i MG, tao ra mirc cam tng khoang 2 lan ddi véi cac cdu traic MG3 va MG4. Cac
nucleotit chung theo cach khac ¢ thé bi giam tiép dén 2 nucleotit hodc it hon d& tach
tiép cdu tric clia co chét cia RNaza P va cdu tric aptame dé cai thién kha ning didu

hoa cuia cong tac ribo.

Vi du 4. Sr dung aptame xpt-guanin dé diéu hoa sy biéu hién ctia gen dich thong qua

diéu bién murc do phan cit ARN thong bao gian tiép nho tién tARNA®-RNaza P.
Quy trinh thtr nghiém:

Dung ciu triic plasmit: phan doan ADN chua céc trinh tu cho guanin aptame
xpt-G va tién tARN arginin ctia ngudi (Nashimoto M.N. et al. Long 5' leaders inhibit
removal of a 3' trailer from precusor tRNA by mammalian tRNA 3' processing
endoribonuclease. Nucleic Acids Research, 1999; 27(13): 2770-2776) dugc tdng hop
(IDT). C4c phan doan ADN téng hop dugce duogc tiéu bing cac enzym cit giéi han
BamHI va Xhol va duoc tich dong vao cdu triic Con8 da dugce tiéu bing cling cc enzym
cit gidi han nay. Céc trinh tu cdu truc duge xdc nhan bing cach giai trinh ty ADN (do

Genewiz cung cap).
Két qua:

Dé thé hién tiép kha ning ing dung ctia sy phan cit bing RNaza P gian tiép qua
aptame trong viéc diéu hoa sy biéu hién gen, trinh tu tARN arginin cia nguoi (tRNAA™)
duogc lién két véi aptame xpt-guanin. O cdu trac GM1, trinh tu mascARN dugc thé bing
trinh tu tARN arginin ctia ngudi. Trinh ty cla than cta ving tac dong 5’ duoc thiét ké
bb trg cho 7 nucleotit ctia trinh tu dn dAu ciia tARNA™® cdng v6i nucleotit thir nhét cta

than clia thé tac dong tARNA'2, tao ra cdu truc GArg (SEQ ID NO: 14). Nhu duge thé
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hién trén hinh 5, khi khéng c6 guanin, GArg biéu hién hoat tinh ciia luxiferaza & mirc
do tuong tu, khoang 50% cua cdu tric dbi chimg Con8, biéu thi a kha ning tuong tu
ctia tARNA"® nhu mascARN trong viée tuyén phén cit gian tiép nho RNaza P. Viée xir
Iy bing guanin giy ra mic dd cam tng 1,6 1an ddi véi luxiferaza khi duoc so sanh véi
cac mau khong duoce xir 1y, kém hidu qua hon mdt chit so véi cdu traic GM1 dap lai

guanin.

Vi dy 5. Str dung theophylin aptame va adenin aptame dé diéu hoa sy biéu hién cia gen
dich thong qua viéc diéu bién su phan cit ARN théng tin gian tiép nho mascARN-
RNaza P.

Quy trinh tht nghiém:

Dung cau tric plasmit: phan doan ADN chira céc trinh tw cho aptame adenin
ydhl-A (M. Mandal and R.R. Breaker, Adenine riboswitches and gene activation by
disruption of a transcription terminator. Nature Structural & Molecular Biology. 2004,
11: 29-35, duogc dwa vao ddy bang cach vién din) hoic theophylin aptame (G.R.
Zimmerman, et al. Interlocking structural motifs mediate molecular discrimination by
a theophylline-binding RNA. Nature Structural Biology. 1997, 4: 644-649, dugc dua
vao ddy bang cach vién dan), va trinh tu mascARN duoc téng hop (IDT). Cac phan
doan ADN tong hop duge duoc tiéu bing cac enzym cit giéi han BamHI va Xhol va
duoc tach dong vao Con8 dd duoge tidu ciing bang chinh cac enzym cét gi6i han nay.
Céc trinh tu ciu truc duogc xac nhén béng cach giai trinh tuw ADN (do Genewiz cung
cép).

Chuyén nhiém va thir nghiém luxiferaza dbi véi cac t& bao nuéi cdy: nhu dugc
bdc 10 trong Vi du 1.

Bén gio sau khi chuyén nhidm, moi truong duoc hit ra, va mdi trudong maéi véi
NaOH (1mM) lam dung mdi hodc 1mM adenin (do Calbiochem cung c4p), hodc 3mM
theophylin (do Sigma cung cip) duoc bd sung vao. S6 1an cam tng duoc thé hién &
dang thuong sb ctia hoat tinh ciia luxiferaza thu dugc khi c6 phdi ti aptame chia cho trj

s6 thu duoc khi khong c6 phéi tir aptame.

Két qua:
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Viéc str dung cic cip aptame/phdi tir bd sung dé kiém soat su biéu hién cta gen
dich dugc nghién ciru. Bang cach ap dung cung cach thirc nhu trong Vi du 2 d6i véi cdu
traic GM1, aptame xpt-guanin dugc thé bing aptame theophylin hodc aptame adenin
ydhl-A, 14n lugt tao ra cc ciu tric TheoM (SEQ ID NO: 16) va YM (SEQ ID NO: 15).
Nhu duge thé hién trén hinh 6a, khi khéng ¢6 xtr Iy bing theophylin, ciu tric TheoM
biéu hién muc hoat tinh cta luxiferaza giam, khoang 43,4% cAu tric Con8 dbi ching,
bicu thi sy phéan cit ARN thong tin gién tiép nhr RNaza P. Khi c6 xir Iy bing theophylin,
cdu tric dbi chimg biéu hién muc ting 2 14n v& hoat tinh ctia luxiferaza, thong qua co
ché khong lién quan dén aptame. Tuy nhién, cu trac TheoM lam ting 4,1 1an mirc bidu
hién luxiferaza, biéu thi tic dung dic hiéu véi theophylin/aptame. Twong tu, d6i vi cdu
tric YM, nhu duoc thé hién trén hinh 6b, viéc xur ly béng adenin lam tang hoat tinh cua
luxiferaza 2,2 1an & cu tric déi chimg thong qua co ché khong lién quan dén aptame.
Tuy nhién, ciu tric YM lam tang 3,3 1an mirc d6 biéu hién luxiferaza, biéu thi tac dung

ddc hiéu doi voi adenin/aptame.

Vi du 6. Str dung két hop cong tic ribo dua trén sy phan cit bang RNaza P va cong tic

ribo thir hai dé thu dugc két qua diéu hoa nghiém ngit hon sy bidu hién cta gen dich.
Quy trinh thtr nghiém:

Catxet cong tic ribo G15 hodc G17 hoic catxet dbi chirng khong c6 aptame da
dugc phat trién truée ddy (xem cac vi du 5 va 8 va SEQ ID NO: 46 va 15 cla
WO02016/126747, dugce dua vao diy bang cach vién din). Dé tao ra cdu traic GM1-G15
hodgc GM1-G17, phan doan chira céc trinh ty aptame guanin va mascARN dugc gii
phéng khoi cdu traic GM1 nhd tiéu bang BamHI va Xhol va dugc téch dong vao ciu
tric G15 hodc G17 da duoc tiéu ciing biang chinh cac enzym cét giéi han nay. Catxet
diéu hoa G17 2IR3 (xem SEQ ID NO: 31 ctia WO2016/ 126747, dugc dua vao day
bang cach vién din) duoc tach dong & vi tri 308 & ADN bd trg erythropoietin ctia chudt
nhit bing cach ap dung chién luoc tach dong Golden Gate dé tao ra Epo-G17 2IR3.
Phan doan chura cdc trinh tu aptame guanin va mascARN duoc giai phong khoi cu tric
GM1 nho tiéu bang BamHI va Xhol va duoc tdch dong vao Epo-G17 2IR3 d3 dugc
tiéu cling bang chinh céc enzym cit gidi han nay dé tao ra cAu tric Epo-GM1-

G17 2IR3.
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ELISA dbi v6i erythropoietin ctia chudt nhét: Chuyén nhidm duge thuc hién nhu
da duoc boce 10 trong Vi du 1. Céc té bao HEK293 da duoc chuyén nhiém duoc xt ly
bang hoic khong bang 500uM guanin. Céc dich ndi tir cac té bao da chuyén nhidm dugc
gom 20 gid sau khi xir Iy bang phdi tt va duge dua di phén tich ELISA. ELISA duogc

thuc hién theo huéng dan cia nha san xuit (R&D).
Két qua:

Céc céu tric bidu hién chua GM1 thong qua 8 cdng tic ribo c6 su bidu hién gbe
ctia gen dich & mirc d6 ddng ké. Ngoai ra, cong tic ribo dva trén cach ghép nbi khac da
phat trién trude ddy ciing c6 su biéu hién gdc & mirc d nhét dinh. Viée sir dung két hop
cac cdng tic ndi tiép nay co tiém ning siét chit sy bidu hién gbc va nho d6 didu hoa su

biéu hién cua gen dich mot cach nghiém ngat hon.

Pé thé hién diéu nay, cong tic ribo G15 duge két hop v6i cong téc ribo dwa trén
tARN-RNaza P. Cong tic ribo G15 dya trén cach ghép ndi luan phién dugc diéu bién
b&i aptame xpt-guanin va c6 sw biéu hién gbe & mirc dd nhat dinh, ma lam giam sb lan
cam tng d4p lai viéc xtr Iy bang guanin phéi tir aptame. Dé 1am giam mirc d bidu hién
gde 5o v6i cau triic G15, 3°UTR dugce thay thé bing loai tir ciu tric GMI, tao ra céu
traic GM1-G15 ma chira hai céng tic ribo. Nhu duoc thé hién trén hinh 7a, khi khong
¢6 phdi tir aptame (guanin), muc bidu hién gbc cia luxiferaza cia GM1-G15 bi giam
déng ké dén khoang 45% hoat tinh cua luxiferaza so véi G15. Khi ¢6 xir 1y bing guanin,
murc do hoat tinh cia luxiferaza dugc cam tng tir GM1-G15 1 96% cta G15 nhung sb
1an cam tng 14 cao hon G15 (215 14n so véi 100 14n), do mrc biéu hién gde giam. Chién
luge twong tu duoc ap dung dé tao ra clu tric GM1-G17, trong d6 G17 c6 mitc dd biéu
hign gbc thip hon nhiéu so véi G15. Viée t6 hop G17 véi GMI 1am giam tidp mire do
biéu hién gbc cua gen dich va tao ra sé 13n cam g cao hon dbi véi su bidu hién cua
gen dich dap lai xir Iy bang guanin, nhu dugc thé hién trén hinh 7b. Céc két qua tuong
tu dat dugc khi cong tic GM1 duogce két hop véi G17_2IR3 dé didu hoa sw bidu hién cia

protein erythropoietin ctia chudt nhat, nhu duoc thé hién trén Hinh 7.

Céc ket qua nay the hién rang cong tic nghiém ngit hon c6 thé duge tao ra bang
cach ket hop noi tiép hai cong tac ma c¢6 murc biéu hién gbe. Céc aptame & cong tic kép

nay c6 thé la cdc aptame gidong nhau hodc khac nhau ma lién két véi cac phéi tir gidng
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nhau hoic khic nhau nhur duoc thé hién trong ban mé ta ndy, hodc cac aptame déap Ung

v6i cac phoi tir khac nhau.
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YEU CAU BAO HO

Catxet polynucleotit dé diéu hoa su bidu hién cta gen dich, catxet polynucleotit ma
héa trinh tu co chit ctia RNaza P, trong d6 trinh tw co chat cia RNaza P nay c6 ciu
tric kiéu tARN chira trinh tu din du va than nhén, duoc lién két véi cong tic ribo,
trong do6 cong tic ribo chua vung téc dong duoc lién két v6i trinh ty aptame, trong
d6 ving tac dong chira mot trinh tu bd sung cho mot phan cia trinh ty co chit cia
RNaza P, trong d6 khi aptame khong duogc lién két véi phdi tir cia no, thi vung tac
dong khong tao nén nhanh va cho phép tiép cin dén trinh tw co chit RNaza P, bing
cach d6 din dén su phén cit boi RNaza P; va trong d6 khi aptame duoc lién két véi
phéi tir ctia no, thi vung tic dong tao nén thin chtra mot phan cua trinh tu co chat

RNaza P, bing cach d6 ngan nglra sy phan cit cta trinh tu co chit bdi RNaza P.
Catxet polynucleotit theo diém 1, trong d6 aptame lién két véi phéi tir phén t nho.

Catxet polynucleotit theo diém 1, trong d6 trinh tw co chét cia RNaza P chira trinh
tw ma hoa tARN, mascARN, cdu tric kiéu tARN MEN beta, ciu tric kiéu tARN
clia virut, co chat mo hinh ctia RNaza P, va cdc trinh tu tuong déng ma cé thé khoi

mao qua trinh phéan cat RNaza P.

Catxet polynucleotit theo diém 1, trong d6 than cta ving tic dong gdm 6 dén 12

cap bazo.

Catxet polynucleotit theo diém bt ky trong s6 cac diém tr 1 dén 4, trong d6 trinh
tw aptame nim & phia 5’ so véi trinh tw co chit cia RNaza P va vung tac dong chira

trinh tu b tro' cho trinh tu din dau cia co chit RNaza P.

Catxet polynucleotit theo diém 3, trong d6 thin cla thé nhan cta co chit RNaza P

va vung tdc dong cong téc ribo dugc tdch boi 0, 1, 2, 3, hodc 4 nucleotit.

Catxet polynucleotit theo diém 3, trong d6 vung tic dong con chira trinh ty bd tro

cho trinh tu than cta thé nhan cta co chit RNaza P.

Catxet polynucleotit theo diém bAt ky trong s6 cac diém tr 1 dén 4, trong d6 trinh
tw aptame nam & phia 3’ so véi trinh tu co chit ctia RNaza P va vung tadc dong chira

trinh tu bo tro cho than ciia thé nhén 3’ cla trinh tu co chat ciia RNaza P,
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Catxet polynucleotit theo diém 8, trong d6 trinh tu cta viing tac dong bd tro cho

than cta thé nhan 3’ cia co chit RNaza P gdm 1 dén 7 nucleotit.

Phuong phap diéu hoa su biéu hién cia gen dich bao gbm céc bude:

a. caixen catxet polynucleotit theo diém bat ky trong sb cac diém tir 1 dén 4 vao
vung chua dugce dich ma (UTR) cta gen dich,

b. dua gen dich chta catxet polynucleotit vao t& bao ex vivo hodc in vitro, va

c. cho t€ bao tiép xtic v6i phdi tir phén tir nhé ma lién két mot cach dic hidu véi
aptame v6i luong hitu hidu dé ting mirc d biéu hién cta gen dich.

Phuong phép theo diém 10, trong d6 trinh tu aptame ctia catxet polynucleotit nim

& phia 5’ so v6i trinh tw co chét ctia RNaza P va ving tac dong chira trinh ty bd trg

cho trinh tu dan du cia co chit RNaza P.

Phuong phap theo diém 11, trong d6 than cta thd nhan ctia co chit RNaza P va

vung tac dong cong tac ribo duoc tach bai 0, 1, 2, 3, hodc 4 nucleotit.

Phuong phap theo diém 10, trong d6 trinh tu aptame cla catxet polynucleotit nim

& phia 3’ so vé6i trinh tu co chit ciia RNaza P va vung tac dong chira trinh tu bd trg

cho than ctia thé nhén 3’ cta trinh tu co chit ctia RNaza P.

Phuong phép theo diém 13, trong d6 trinh tu cta ving tac dong ma 13 bd trg cho

than ctia thé nhan 3’ ctia co chit RNaza P gdm 1 dén 7 nucleotit.

Phuong phép theo diém 10, trong d6 catxet polynucleotit dugc cai xen vao viing 5’

chua dugc dich mé cta gen dich.

Phuong phép theo diém 10, trong d6 catxet polynucleotit dugc cai xen vao viing 3

chua dugc dich mé cia gen dich.

Phuong phép theo diém 10, trong d6 hai hoiic nhiéu catxet polynucleotit dugc cai

xen vao gen dich.

Phuong phép theo diém 17, trong d6 hai hodc nhidu catxet polynucleotit chira céc
aptame khac nhau ma lién két mot cach ddc hidu véi cac phdi tir phan tir nhé khac

nhau.
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Phuong phap theo diém 17, trong d6 hai hozc nhiéu catxet polynucleotit chira ciing

mot aptame.

Phuong phép theo diém 10, trong d6 gen dich con chira catxet didu hoa gen ma didu
bién su biéu hién ctia gen dich bang cach diéu hoa gian tiép qua aptame cach ghép
ndi khéc.

Phuong phap theo diém 10, trong d6 gen dich chira catxet polynucleotit duge tich
hop vao vecto dé biéu hién gen dich.

Phuong phép theo diém 21, trong d6 vecto 1a vecto virut.

Phuong phép theo diém 22, trong d6 vecto virut duge chon tir nhém bao gbm vecto

adenovirut, vecto virut két hgp adeno, va vecto lentivirut.

Vecto chira gen dich ma chira catxet polynucleotit theo diém bat ky trong sé cac

diém tir 1 dén 9.
Vecto theo diém 24, trong d6 vecto 1a vecto virut.

Vecto theo diém 25, trong d6 vecto virut dwoc chon tir nhém bao gdm vecto

adenovirut, vecto virut két hop adeno, va vecto lentivirut.

Vecto theo diém 24, trong d6 gen dich con chira catxet diéu hoa gen ma diéu bién
sw biéu hién ciia gen dich bing cach didu hoa gidn tiép qua aptame cach ghép nbi
khéc.
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Hinh 2a.
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Hinh 4a.

Hoat tinh luxiferaza (ALU)

Hinh 4b.
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Hinh 4c.
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Hinh 6a.

Hoat tinh luxiferaza (ALU)
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Hinh 7a.

Hinh 7b.

lHoat tinh luxiferaza (ALU)
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Hinh 7c.
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Hinh 8.
MG1 (SEQ ID NO: 1):

CCTCATAAAGGCCAAGAAGGGCGGAAAGATCGCCGTGTAAggatccaagacgagc
tgtacaagtaaagcggccaattcggacaaaaac gagacgctggz‘ggctggcactccz‘ggz‘z‘z‘ccaggacggggttcaa ot

ccctgcggtgtct taatcgcgtggatatgQcacgcaagtttctacc22gcaccgtaaatgtccgactagacaccatctaga

gtcgacctgcaggcatgcaagcttcagctgctcgagggcccagatctaattcaccccaccagtgcaggctgcctatcag
GMI1 (SEQ ID NO: 2):
CCTCATAAAGGCCAAGAAGGGCGGAAAGATCGCCGTGTAAggatccaagacgagc

tgtacaagtaaagcggccgtaat, actac

attacg '&Cgéfggtggfcrggcdcfcé’fggttrccaggacggggﬂcaagf,cccfgcggtgtgtttgcttggatcggccgcga
ctctagagtcgacctgcaggcatgcaagcttcagctgctcgagggcccagatctaa’ftcaccccaccagtgcaggctgcct

atcag

GM2 (SEQ ID NO: 3):
CCTCATAAAGGCCAAGAAGGGCGGAAAGATCGCCGTGTAAggatccaagacgagc
tgtacaagtaaagcggcccgatcatataatcgcgtggatatcgcaogcaagtttctaccgggcaccgtaaatgtccgac@
g@gabgczggtggbZggb’acibcZggftibcaggdcggggi?ba&gicEcigcgétgfbz?ttgcttggatcggcc gcga
ctctagagtcgacctgcaggcatgcaagcttcagctgctcgagggcccagatctaattcaccccaccagtgcaggctgcct
atcag

GM3 (SEQ ID NO: 4):
CCTCATAAAGGCCAAGAAGGGCGGAAAGATCGCCGTGTAAggatccaagacgagc

tgtacaagtaaagcggccggacaaaataatc,qcgtggatatzgcacgcaagtttctaccgggcaccgtaaatgtccgacttt

cgcgactctagagtcgacctgcaggcatgcaagcttcagctgctcgagggcccagatctaattcaccccaccagtgcagg
ctgcctatcag

GM4 (SEQ ID NO: 5):

CCTCATAAAGGCCAAGAAGGGCGGAAAGATCGCCGTGTAAggatccaagacgagc
tgtacaagtaaagaaga zgg_atgtataatcchtggatatggcacgcaagtttctaccgggcaccgtaaatgtccgactac
acgacgctggtggctggcactcctggtticcaggacggggttcaagtccctgcggtgtctttgcttggatc ggeegega

ctctagagtcgacctgcaggcatgcaagcttcagctgctcgagggcccagatctaattcaccccaccagtgcaggctgcct
atcag
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Hinh 8 (tiép theo).
GM4_2C (SEQ ID NO: 6):

CCTCATAAAGGCCAAGAAGGGCGGAAAGATCGCCGTGTAAggatccaagacgagc
tgtacaagtaaagaagac taat; tataatc tggatatggcac

ctvifiggz‘gz‘ctttgcttggatcggccgcgaCtCtagagthaCCtgcaggcatgcaagCttcagCththagggcCCagat

Ctaattcaccccaccagtgcaggcetgectatcag

GMS (SEQ ID NO: 7):
CCTCATAAAGGCCAAGAAGGGCGGAAAGATCGCCGTGTAAggatcCAAGAC
GAGCTGTACAAGTAAAGaagagctaatgt aatcgcgtggatatggcacgcaagtttctaccgggcaccg

cttggatcggccgcgactctagagtcgacctgcaggcatgcaagcttcagctgctcgagggcccagatctaattcacccca
ccagtgcaggctgcectatcag

GM6 (SEQ ID NO: 8):
CCTCATAAAGGCCAAGAAGGGCGGAAAGATCGCCGTGTAAggatccaagacgagc

gactctagagtcgaoctgcaggcatgcaagcttcagctgctcgagggcccagatctaattcaccccaccagtgcaggctgc

ctatcag
GM7 (SEQ ID NO: 9):
CCTCATAAAGGCCAAGAAGGGCGGAAAGATCGCCGTGTAAggatccaagacgagc

ttagc gagacgctggtggctggcactcctggz‘tz‘ccaggacggggttcaagtccctgcggtgtcthtgcttggatcggccg
cgactctagagtcgacctgcaggcatgcaagcttcagctgctcgagggcccagatctaattcaccccaccagtgcaggctg
cctatcag

GMS (SEQ ID NO: 10):
CCTCATAAAGGCCAAGAAGGGCGGAAAGATCGCCGTGTAAggatecaagacgage

tgtacaagtaaagaagagtaatgtataatcgcgtggatatggcacgcaagtttctaccgggcaccgtaaatgtccgactac

attagc cgagacgcz‘ggz‘ggctggcactcctggtttccaggacggggz‘tcaagz‘ccctgcggtglcz‘ttgcttggatcggcc

gcgactctagagtcgacctgcaggcatgcaagcttcagctgctcgagggcccagatctaattcaccccaccagtgcaggct
gcctatcag
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Hinh 8 (iép theo).
MG2 (SEQ ID NO: 11):

CCTCATAAAGGCCAAGAAGGGCGGAAAGATCGCCGTGTAAggatccaagac gagce

tccaggacggggﬂcaagf
ccctgcggtgtc taatcgcgtggatatggcacgcaagtttctaccgggcaccgtaaatgtccgactaagacacatctaga

gtcgacctgcaggcatgcaagcttcagctgctcgagggcccagatctaattcaccccaccagtgcaggctgcctatcag
MG3 (SEQ ID NO: 12):
CCTCATAAAGGCCAAGAAGGGCGGAAAGATCGCCGTGTAAggatccaagacgagc

ccctgcgg gz‘cz‘g aatcgcgtggatatggcacgcaagtttctaccgggcaccgtaaatgtccgactacagac atctag

agtcgacctgcaggcatgcaagcttcagCtgctcgagggcccagatctaattcaccccaccagtgcaggctgcctatcag
MG4 (SEQ ID NO: 13):

CCTCATAAAGGCCAAGAAGGGCGGAAAGATCGCCGTGTAAggatcCAAGAC
GAGCTGTACAAGTAAAGCGGCCaattCGGACAAAAACGAgacgeiggtegeigecacte

ctggﬂtccaggacggggttcaagtccctgcggtgtctagtataatcgcgzggatatggcacgcaagmctaccgggcac

gtaaatotccgactactagacttctagagtcgacctgcaggcatgcaagcttcagctgctcgagggcccagatctaattcao

cccaccagtgcaggctgcectatcag
GArg (SEQ ID NO: 14):
CCTCATAAAGGCCAAGAAGGGCGGAAAGAT CGCCGTGTAAggatccaAgacgag

ctgtacaagtaaagaagactgcgacga aatcgcgtggatatggcacgcaagtttctaccgggcaccg:[aaatgtccgac

gtcgcagggccagtggcgcaatggataacgcgz‘cz‘gacmcggat :ctggctggcfc
ggtgtaggccgcgactctagagtcgacctgcaggcatgcaagcttcagctgctcgagggcccagatctaattcaccccacc
agtgcaggctgcctatcag

YM (SEQ ID NO: 15):

CCTCATAAAGGCCAAGAAGGGCGGAAAGATCGCCGTGTAAggatCCAAGAC

GAGCTGTACAAGTAAAGCGGCCgtaatgttataacctcaataatatggtttgagggggtctaccaggaac

gcttggatcggccgcgactctagagtcgacctgcaggcatgcaagcttcagctgctcgagggcccagatctaattcacccc
accagtgcaggctgcectatcag
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Hinh 8 (tiép theo).

TheoM (SEQ ID NO: 16):

CCTCATAAAGGCCAAGAAGGGCGGAAAGATCGCCGTGTAAggatcCAAGAC
GAGCTGTACAAGTAAAGCGGCctaatgtgataccagecgaaaggecctiggcageacattagacg

clg
cgggglicaagtcccigeggigiciitactiggatcggecgegactctagagtega

glggeiggeactectggiticeagge

cctgcaggcatgcaagcttcagctgctcgagggcccagatctaattcaccccaccagtgcaggctgcctatcag

-55-



39477

DANH MUC TRINH TU
<110> Meiragtx UK II Limited

<120> CATXET POLYNUCLEOTIT DE DIEU HOA SU BIEU HIEN CUA GEN PICH, PHUONG
PHAP PIEU HOA SU BIEU HIEN CUA GEN PICH VA VECTO CHUA GEN bfcH

<130> 162027.48501

<140> 16/487,587
<141> 2018-08-021

<150> PCT/US2018/020795
<151> 2018-03-02

<150> US 62/466,138
<151> 2017-03-02

<160> 19
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<210> 1
<211> 296
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> CAu trac tdng hop

<400> 1
cctcataaag gccaagaagg gcggaaagat cgccgtgtaa ggatccaaga cgagctgtac
60

aagtaaagcg gccaattcgg acaaaaacga gacgctggtg gctggcactc ctggttteca
120

ggacggggtt caagtccctg cggtgtctat aatcgcgtgg atatggcacg caagtttcta
180

ccgggcaccg taaatgtccg actagacacc atctagagtc gacctgcagg catgcaagct
240

tcagctgete gagggcccag atctaattca ccccaccagt gcaggctgec tatcag
296

<210> 2
<211> 305
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Cu truc tdéng hop
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<400> 2
cctcataaag
60
aagtaaagcg
120
cgtaaatgtec
180
ttcaagtccc
240
atgcaagctt
300

atcag

305

<210> 3
<211> 304
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 3
cctcataaag
60
aagtaaagcg
120
cgtaaatgtc
180
tcaagtccct
240
tgcaagcttc
300

tcag

304

<210> 4
<211> 310
<212> ADN
<213>

gccaagaagg

gccgtaatgt

cgactacatt

tgcggtgtct

cagctgctcg

39477

gcggaaagat

ataatcgcgt

acgacgctgg

ttgcttggat

agggcccaga

Trinh tuy nhén tao

Céu trtc tdng hop

gccaagaagg gcggaaagat

gcccgatcat

cgactatggt

gcggtgtcett

agctgctcga

ataatcgcgt

cgacgctggt

tgcttggatc

gggcccagat

Trinh ty nhan tao

cgccgtgtaa

ggatatggca

tggctggcac

cggccgcgac

tctaattcac

ggatccaaga

cgcaagtttc

tcetggttte

tctagagtcg

cccaccagtg

cgagctgtac

taccgggcac

caggacgggg

acctgcaggc

caggctgcct

cgccgtgtaa ggatccaaga cgagctgtac

ggatatggca

ggctggcact

ggccgcgact

ctaattcacc
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cgcaagtttc

cctggtttcece

ctagagtcga

ccaccagtgce

taccgggcac

aggacggggt

cctgcaggca

aggctgccta



<220>
<223> céu
<400> 4
cctcataaag
60
aagtaaagcg
120
cgtaaatgtce
180
cggggttcaa
240
caggcatgca
300
tgcctatcag
310

<210> 5
<211> 305
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 5
cctcataaag
60
aagtaaagaa
120
cgtaaatgtc
180
ttcaagtccc
240
atgcaagctt
300

atcag

305

<210> 6
<211> 4098
<212> ADN

39477

trac tdng hop

gccaagaagg gcggaaagat

gccggacaaa

cgacttttgt

gtccctgegg

agcttcagcet

gccaagaagg

gacgtaatgt

cgactacatt

tgcggtgtct

cagctgctcg

ataatcgcgt

ccaacgagac

tgtctttgcet

gctcgagggc

Trinh ty nhan tao

Cau truc tdng hop

gcggaaagat

ataatcgcgt

acgacgctgg

ttgcttggat

agggcccaga

cgccgtgtaa

ggatatggca

gctggtggct

tggatcggcece

ccagatctaa

cgccgtgtaa

ggatatggca

tggctggcac

cggccgcgac

tctaattcac
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ggatccaaga

cgcaagtttc

ggcactcctg

gcgactctag

ttcaccccac

ggatccaaga

cgcaagtttc

tcetggttte

tctagagtcg

cccaccagtg

cgagctgtac

taccgggcac

gtttccagga

agtcgacctg

cagtgcaggc

cgagctgtac

taccgggcac

caggacgggg

acctgcaggce

caggctgcct



<213>
<220>
<223>
<400> 6
cctcataaag
60
aagtaaagaa
120
cgtaaatgtc
180
ttcaagtccc
240
atgcaagctt
300
ttctaccggg
360
ttccaggacg
420
tcgacctgcea
480
gtgcaggctg
498

<210> 7
<211> 306
<212> ADN
<213>
<220>
<223> Céu
<400> 7
cctcataaag
60
aagtaaagaa
120
cgtaaatgtc
180
gttcaagtcc
240

gccaagaagg

gacgtaatgt

cgactacatt

tgcggtgtcet

cagaagtaaa

caccgtaaat

gggttcaagt

ggcatgcaag

cctatcag

Trinh ty nhan tao

Céu truc tdng hop

gcggaaagat

ataatcgcgt

acgacgctgg

ttgcttggat

gaagacgtaa

gtccgactac

ccctgeggtg

cttcagctgce

Trinh ty nhén tao

tric tdng hop

gccaagaagg gcggaaagat

gagctaatgt ataatcgcgt

cgactacatt agcgacgctg

ctgcggtgtce tttgcttgga

39477

cgccgtgtaa
ggatatégca
tggctggcac
cggccgcgac
tgtataatcg
attacgacgc
tctttgcttg

tcgagggecce

cgccgtgtaa
ggatatggca
gtggctggca

tcggeecgcega

-5O-

ggatccaaga

cgcaagtttc

tcectggttte

tctagagtcg

cgtggatatg

tggtggctgg

gatcggccge

agatctaatt

ggatccaaga

Ccgcaagtttc

ctcctggttt

ctctagagtc

cgagctgtac

taccgggcac

caggacgggyg

acctgcaggc

gcacgcaagt

cactcctggt

gactctagag

caccccacca

cgagctgtac

taccgggcac

ccaggacggg

gacctgcagg



catgcaagct
300

tatcag

306

<210> 8
<211> 307
<212> ADN

39477

tcagctgctc gagggcccag atctaattca ccccaccagt gcaggctgcec

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Céau
<400> 8
cctcataaag
60
aagtaaagaa
120
cgtaaatgtc
180
ggttcaagtc
240
gcatgcaagc
300
ctatcag
307

<210> 9
<211> 308
<212> ADN

truc tdng hop

gccaagaagg gcggaaagat cgccgtgtaa ggatccaaga cgagctgtac
gagctaatgt ataatcgcgt ggatatggca cgcaagtttc taccgggcac
Ccgactacatt agcagacgct ggtggctggce actcctggtt tccaggacgg
cctgcggtgt ctttgcttgg atcggccgeg actctagagt cgacctgcag

ttcagctgct cgagggccca gatctaattc accccaccag tgcaggctge

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Céu
<400> 9
Ccctcataaag
60
aagtaaagaa
120
cgtaaatgtc
180

tric tdéng hop

gccaagaagg gcggaaagat cgccgtgtaa ggatccaaga cgagctgtac

gagctaatgt ataatcgcgt ggatatggca cgcaagtttc taccgggcac

cgactacatt agcgagacgc tggtggctgg cactcctggt ttccaggacg
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gggttcaagt ccctgcggtg tctttgettg gatcggccge gactctagag tcgacctgea

ggcatgcaag cttcagctgc tcgagggcce agatctaatt caccccacca gtgcaggctg

240

300
cctatcag
308

<210> 10
<211> 309
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 10
cctcataaag
60
aagtaaagaa
120
cgtaaatgtc
180
ggggttcaag
240
aggcatgcaa
300
gcctatcag
309

<210> 11
<211> 297
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 11

cctcataaag gccaagaagg gcggaaa

60

aagtaaagcg gccaattcgg acaaaaac

120

gccaagaagg

gagctaatgt

cgactacatt

tceetgeggt

gcttcagcectg

Trinh ty nhan tao

Cau trac tdng hop

gcggaaagat

ataatcgcgt

agccgagacg

gtctttgett

ctcgagggec

Trinh ty nhan tao

Céu truc téng hop

cgccgtgtaa

ggatatggca

ctggtggctg

ggatcggccg

cagatctaat

-61-

ggatccaaga

Ccgcaagtttc

gcactcctgg

cgactctaga

tcaccccacc

cgagctgtac

taccgggcac

tttccaggac

gtcgacctgce

agtgcaggcet

gat cgccgtgtaa ggatccaaga cgagctgtac

ga gacgctggtg gctggcactc ctggtttcca



39477

ggacggggtt caagtccctg cggtgtctta taatcgcgtg gatatggcac gcaagtttet

180

accgggcacc gtaaatgtcc gactaagaca catctagagt cgacctgcag gcatgcaagc

240

ttcagctgct cgagggccca gatctaattce accccaccag tgcaggctgc ctatcag

297

<210> 12
<211> 298
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 12
cctcataaag
60
aagtaaagcg
120
ggacggggtt
180
taccgggcac
240
cttcagctgce
298

<210> 13
<211> 299
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 13

gccaagaagg

gccaattcgg

caagtccctg

cgtaaatgtc

tcgagggcecce

Trinh ty nhén tao

Céu truc téng hop

gcggaaagat

acaaaaacga

cggtgtctgt

cgactacaga

agatctaatt

Trinh ty nhan tao

Cau truc téng hop

cgccgtgtaa ggatccaaga

gacgctggtg gctggcacte

ataatcgcgt ggatatggca

caatctagag tcgacctgca

caccccacca gtgcaggctg

cctcataaag gccaagaagg gcggaaagat cgccgtgtaa ggatccaaga

60

aagtaaagcg gccaattcgg acaaaaacga

120

ggacggggtt caagtccctg cggtgtcta

180

cgagctgtac

ctggtttcca

cgcaagtttc

ggcatgcaag

cctatcag

cgagctgtac

gacgctggtg gctggcactc ctggtttcca

-62-

g tataatcgceg tggatatggc acgcaagttt



ctaccgggca ccgtaaatgt ccgactacta gacttctaga gtcgacct

240

39477

gc aggcatgcaa

gcttcagctg ctcgagggce cagatctaat tcaccccacc agtgcaggct gcctatcag

299

<210> 14
<211> 314
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 14
cctcataaag
60
aagtaaagaa
120
cgtaaatgtc
180
tcagaagatt
240
cctgcaggca
300
aggctgccta
314

<210> 15
<211> 307
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 15

cctcataaag gccaagaagg gcggaaagat c

60

aagtaaagcyg gccgtaatgt tataacctca ataatat

120

ccgtaaaatc ctgattaaca ttacgac

180

gccaagaagg

gactgcgacg

cgactcgtcg

ccaggttcga

tgcaagcttc

tcag

Trinh ty nhén tao

Céu truc tdng hop

gcggaaagat
ataatcgcgt
cagggccagt
ctcctggcetg

agctgctcga

Trinh ty nhan tao

Cau truc tdng hop

cgccgtgtaa

ggatatggca

ggcgcaatgg

gctcggtgta

gggcccagat

-63-

ggatccaaga

Ccgcaagtttc

ataacgcgtc

ggccgcgact

ctaattcacc

cgagctgtac

taccgggcac

tgactacgga

ctagagtcga

ccaccagtgce

gccgtgtaa ggatccaaga cgagctgtac

ggt ttgagggtgt ctaccaggaa

gct ggtggctgge actcctggtt tccaggacgg
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ggttcaagtc cctgcggtgt ctttgcttgg atcggccgeg actctagagt cgacctgcag
240

gcatgcaagc ttcagctgct cgagggccca gatctaattc accccaccag tgcaggctgce
300

ctatcag
307

<210> 16
<211> 275
<212> ADN

<213> Trinh ty nhadn tao

<220>
<223> Céu trac tdng hop

<400> 16
cctcataaag gccaagaagg gcggaaagat cgccgtgtaa ggatccaaga cgagctgtac
60

aagtaaagcg gcctaatgtg ataccagccg aaaggccctt ggcagcacat tagacgctgg
120

tggctggcac tcctggtttce caggacgggg ttcaagtccc tgcggtgtct ttgcttggat
180

cggccgegac tctagagtcg acctgcagge atgcaagctt cagctgctceg agggcccaga
240

tctaattcac cccaccagtg caggctgcct atcag

275

<210> 17
<211> 58
<212> ARN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Mouse mascRNA or mutant mouse mascRNA inserted in the 3' UTR of a
luciferase gene

<400> 17

gacgcuggug gcuggcacuc cugguuucca ggacgggguu caagucccug cggugucu
58

<210> 18
<211> 58
<212> ARN

<213> Trinh ty nhan tao
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<220>
<223> Dot bién & vong T ciia mascARN (Luci-masc-mlp)

<400> 18
gacgcuggug geuggecacuc cugguuucca ggacggggaa gaagucccug cggugucu
58

<210> 19
<211> 18
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Oligonucleotit da dugc cdi bién bing axit nucleic dd bi khdéa (LNA)

<400> 19
tggaaaccag gagtgcca
18

-65-





