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Linh vue ky thuit duoc dé cap

Sang ché thudc linh vuc thao tac di truyén bd gen, cu thé 1a bién dbi huéng dich bd

gen clia t& bao tao mau.
Tinh trang k¥ thuit cta sang ché

Khi xem xét cac nd luc trong viéc giai trinh tu bd gen da cho thdy rang bo gen nguoi
chira tir 20.000 dén 25.000 gen, nhung it hon 2000 yéu t§ diéu hoa phién ma, rd rang 1a
mot s6 yéu tb phai trong tac dé didu khién sw bidu hién gen & tit ca cac biéu hién dic higu
mo, tién trién, theo thoi gian khéac nhau cua né. Sy biéu hién cta cac gen dugc diéu khién
béi hdn hop c6 do phirc tap cao cla cac yéu t6 diéu hoa phién ma chung va dic hiéu va su
biéu hién ciing c6 thé duoc diéu khién béi cac ving ADN téc dong cis. Cac ving ADN nay
bao gdm ca ving ADN cuc bd nhu trinh ty khéi dong 18i va cac vi tri lién két yéu t6 phién
ma kém theo ctia né cling nhu cdc viing xa nhu trinh ty ting cuong, trinh ty bét hoat, trinh
tu cach ly va cac vung kiém soat locut (LCR) (xem Matson va dong tdc gia (2006) Ann
Rev Genome Hum Genet 7: 29-50).

C4c trinh tu ting cuong dugc xac dinh 14n dau tién trong bd gen virut SV40, va sau
d6 dugc phat hién trong locut chudi ndng globulin mién dich nguoi. Gio ddy dugc biét la
dong vai tro didu hoa su biéu hién ctia nhiéu gen, cic trinh ty ting cudng co thé anh huéng
chit yéu dén mé hinh khong gian va thoi gian cia su biéu hién gen. Cling dugc phét hién
ra la cdc trinh tu ting cuong hoat dong theo cach khong phu thudce vao khoéng cach tir trinh
tu khéi dong 161 cta gen, va khong phu thudc vao hudng cta trinh tw cu thé bat ky dbi voi
trinh tu kh&i dong nay. Cac trinh ty tdng cudng ¢ thé chiém vai tram kilobazo ngugc dong
hodc xudi dong cua vung trinh ty khoi dong 161, tai d6 chung c6 thé nam trong trinh tu
intron, hodc thdm chi vuot qua dau 3’ cua gen.

Nhiéu phuong phap va ché phdm khéac nhau dé cit hudng dich ADN bd gen da duge
mb ta. Cac hién twong cit hudng dich ndy c6 thé duoc st dung, vi du, dé gay dot bién
huéng dich, gy dot bién mét doan hudéng dich cho cac trinh tw ADN té bao, va tao thuan
loi cho su tai td hop hudng dich & locut nhiém sic thé xac dinh trudc. Xem, vi du, Patent

M§ s 9.255.250; 9.200.266; 9.045.763; 9.005.973; 9.150.847; 8.956.828; 8.945.868;
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8.703.489; 8.586.526; 6;534.261; 6.599.692; 6.503.717; 6.689.558; 7.067.317; 7.262.054;
7.888.121; 7.972.854; 7.914.796; 7.951.925; 8.110.379; 8.409.861; Cdng bd patent My
20030232410; 200502084 89; 20050026157; 20050064474, 20060063231; 20080159996;
201000218264;  20120017290;  20110265198;  20130137104; 20130122591
20130177983; 20130196373; 20150056705 va 20150335708, cac phan md ta nay duoc

dua vao day bang cach vién dan toan bg.

Céc phuong phap nay thuong bao gdm viéc str dung cac hé phan cit dugc thao tac
di truyén dé gy dit gy soi kép (DSB) hodc gdy ra diém dat trong trinh ty ADN dich sao
cho viéc sira lai diém dut gdy do quy trinh sinh 151 nhu ndi dau cliing khdng twong dong
(NHEJ) hodc stra bang cach st dung khudn stta (sira chita dya theo sy tuong ddng hoic
HDR) co6 thé din dén su bit hoat gen hoic su gén xen trinh tu can quan tam (tich hop
huéng dich). K§ thuat nay cling co thé duogc st dung dé dua cac thay d6i dic hidu vi tri vao
trinh ty bo gen bang cach st dung oligonucleotit cho, bao gbm dua vao cac dot bién mét
doan dic hiéu cua ving gen, hodc dua vao cac dot bién diém dic hiéu hoic cac bién dbi
cuc bd (con duoc biét 1a chinh stra gen). Sy cét c6 thé xay ra bang cach st dung céc nucleaza
dic hiéu nhu cic nucleaza ngoén tay kém dugce thao tac di truyén (ZFN), nucleaza tdc dong
gibng yéu t6 hoat hoa phién ma (TALEN), hodc st dung hé CRISPR/Cas véi crARN/tracr
ARN duoc thao tac di truyén (‘ARN huéng din duy nhét’) dé huéng dan sy cit dic higu.
Ngoai ra, cac nucleaza dich dang dugc phat trién dua trén hé thong Argonaute (v du, tir T.
thermophilus, con dugc goi 1a ‘TtAgo’, xem Swarts va dong tdc gia (2014) Nature
507(7491): 258-261), ma cling co thé co kha ning duoc st dung trong viéc chinh stra gen

va liéu phap gen.

Céc té bao mau do (RBC), hogc hdng clu, 1a thanh phan té bao chinh cta mau.
Trong thuec té, cac RBC chiém mot phén tu s6 lugng té bao & nguoi. Cac RBC trudng thanh
khong c6 nhén va nhiéu bao quan khéc & nguoi, va chira day hemoglobin, metaloprotein
¢ chirc ndng mang oxy dén cac mo ciing nhu mang cacbon dioxit ra khéi md va trd vé
phdi dé dao thai. Protein nay chiém x4p xi 97% khéi luong kho ctia RBC va né lam ting
kha ndng van chuyén oxy ctia mau khoang bay muoi 14n. Hemoglobin 13 heterotetrame
chuta hai chudi globin gidng alpha (o)) va hai chudi globin gidng beta (B) va 4 nhém hem.
O nguoi trudng thanh, tetrame 02p2 duoc goi 1a Hemoglobin A (HbA) hodc hemoglobin

nguoi trudng thanh. Cu thé 13, cac chudi alpha va beta globin dugc tdng hop theo ti 1& Xap
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xi1:1 va ti 1& nay c6 thé 1a quan trong dbi v6i tinh dn dinh ctia hemoglobin va RBC. O bao
thai dang phat trién, dang khac cta hemoglobin, hemoglobin phdi (HbF), dugc san sinh ma
c6 4i luc 1ién két v6i oxy cao hon so véi Hemoglobin A sao cho oxy ¢6 thé dugc van chuyén
dén co thé cua em bé qua dong méu cua me. C6 hai gen ma hoa globin phoi ma rét gidng
nhau vé trinh tu va dugc goi 1a HPG1 (con duge goi 1a Ggamma) va HPG2 (Agamma).
Protein hemoglobin phoi con chira hai chudi o globin, nhung thay vi céc chudi B globin
nguoi trudong thanh, né cé hai chudi gamma (y) globin phdi (nghia la, hemoglobin phoi la
a2y2). O xép xi 30 tudn thai, su tdng hop gamma globin & thai b4t d4u giam trong khi su
san sinh beta globin tdng 1én. Dén x4p xi 10 thang tudi, hemoglobin clia tré so sinh gén nhur
toan bo 1a a2p2 mac du mot s6 HbF vAn con dén giai doan truéng thanh (xAp xi 1-3% téng
hemoglobin). Viéc didu hoa su chuyén tir san sinh gamma globin sang beta globin kha la
phtrc tap, va chu yéu bao gdm su didu hoa giam phién ma gamma globin kém theo didu

hoa ting phién ma beta globin.

Céc khuyét tat di truyén trong trinh ty ma hoa cac chudi hemoglobin ¢6 thé chiu
trach nhiém vé nhiéu bénh dugc goi 1a cac bénh huyét sic t6, bao gdm bénh thiéu mau
héng ciu hinh liém va bénh tan méau bam sinh. O phﬁn 16n bénh nhan méc cac bénh huyét
sic td, gen ma hoa gamma globin van c6 mét, nhung su biéu hién la twong dbi thap do sy

rc ché gen binh thudng xay ra gan Ic san sinh nhu duge mo ta trén day.

Uée tinh 13 ¢t 5000 ngudi & My thi c6 1 ngudi méc bénh hdng cau hinh liém (SCD),
hiu hét 1 ngudi c6 dong doi Chau Phi ha Sahara. C6 thé c6 loi cho ngudi mang dot bién
hdng cau hinh 1iém di hop tir dé bao vé chdng lai bénh st rét, do d6 tinh trang nay co thé
duoc chon loc tich cuc theo thdi gian, sao cho wéc tinh 1a & Chau Phi ha Sahara, mot phﬁn
ba dan sb c6 tinh trang hdng cau hinh 1idm. Bénh hdng ciu hinh 1iém bi gy ra boi dot bién
& gen P globin, din dén valin dugc thay thé cho axit glutamic & axit amin #6 (GAG thanh
GTG o cép d6 ADN), tai d6 hemoglobin tao thanh dugc goi 1a “hemoglobinS” hodc “HbS”.
Trong céc diéu kién oxy thép hon, su dich chuyén cu hinh & dang deoxy ctia HbS lam 1
ra mot mang ky nudc trén protein nay gilra cac chudi xoén E va F. Céac gbc ky nuéc cua
valin & vi trf 6 clia chudi beta trong hemoglobin c6 thé lién hop v6i mang ky, nudce nay, lam
cho céc phan tt HbS két tu va tao ra két tiia soi. Cac khéi két tu nay lai gy ra su bét thuong
hoic “tao hinh liém’ ctia cac RBC, gdy mét tinh linh dong cta cac té bao nay. Cac RBC c6

hinh liém khong con kha nang di qua mang mao mach va c6 thé gdy ra con tc mach ¢ cac
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bénh nhan méc bénh hong cau hinh liém. Ngoai ra, cac RBC hinh liém dé v& hon so v6i

cic RBC binh thuong, va c6 xu huéng tan mau, tham chi dan dén thiéu mau & b&nh nhan.

Viéc diéu tri va quan ly cc bénh nhén méc bénh hdng ciu hinh 1iém 13 van dé kéo
dai ca doi bao gdm diéu tri khang sinh, quéan ly dau va truyén trong céc giai doan cAp tinh.
Mot phuong phap tiép can 14 sit dung hydroxyure, ma gy tic dung mot phan do su tang
san xut gamma globin. Tuy nhién, tdc dung phu lau dai cua liéu phap hydroxyure man
tinh van chua dugc biét, va viéc diéu tri gAy ra cac tac dung phu khong mong mudn va ¢o
thé c6 hiéu luc khéac nhau gitta cic bénh nhan khac nhau. Mic du cac phuong phép diéu tri
bénh hdng ciu hinh liém da tang hiéu luc, tudi tho du tinh cta cdc bénh nhén van chi 1a
gilta hodc cubi do tudi 50 va cac bénh mic kém theo bénh nay c6 tic ddng sau sic dén chit

luong song ctiia bénh nhén.

Bénh tan m4u bim sinh cfing 13 c4c bénh lién quan dén hemoglobin va thudng bao
gdm sy biéu hién giam céc chudi globin. Pidu nay c6 thé xay ra do cac dot bién trong viing
diéu hoa cia cic gen nay hodc tir dot bién trong trinh ty ma héa globin ma gay ra su biéu
hién giam hodc cac mirc ndng @6 giam ctla protein globin chirc nang. Bénh tan mau bam
sinh alpha chu yéu xay ra & nguoi gbc Tay Phi va Nam A, va co thé gay khang bénh st
rét. Bénh tan mau bam sinh beta chi yéu xay ra & nguoi gbc Pia Trung Hai, thuong la tir
Hy Lap va céc vung ven bién Thé NhiKy va Y. O bénh tan méu bAm sinh thé nhe, chi mot
trong sd cac alen B globin mang dot bién. Cac c4 thé s& méc bénh thiéu méu tiéu hong ciu,
va d4u hiéu phat hién thudng bao gbm thé tich trung binh mot hdng ciu thip hon mirc binh
thuong (<80fL). Céc alen clia déi twrgng méc bénh tan mau bdm sinh thé nhe 1a B+/p hodc
BO/B (trong d6 ‘B+ chi cac alen cho phép tao thanh mot sb luong chudi B, ‘B> chi céac alen
B globin kidu dai, va ‘B0’ chi céc dot bién globin B chira mdt s6 dang dot bién mét doan).
Péi tugng méc bénh tan mau bam sinh thé trung gian thudng c6 thé quan 1y cudc séng binh
thuong nhung do6i khi c6 thé can truyén mau, dic biét 1a tai céc thoi didm dau yéu hoic co
thai, tily theo mirc d§ nghiém trong cua tinh trang thiéu méu cta ho. Céc alen cta cac bénh
nhan nay c6 thé 1a B+/B+ hodc Bo/p+. Bénh tan méu bdm sinh thé ning xay ra khi ca hai
alen ddu c6 cac dot bién tan mau bim sinh. Pay 1a tinh trang thidu méu giam sic va tiéu
hdng ciu nghiém trong. Néu khong dugc diéu tri, n6 gly thié_u mau, to lach va bién dang
xuong nghiém trong. Tinh trang nay tién t6i tir vong trudce tudi 20. Phuong phap diéu tri

bao gém truyén mau dinh ky; phﬁu thuat cét bo lach ddi véi lach to va tao chelat luong st
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qua tai do truyén mau. Phuong phép ghép tity xuong cling dang dugc st dung dé diéu tri
cho nguoi mic bénh tan mau bam sinh nghiém trong néu co thé xac dinh dugc ngudi hién

ting thich hop, nhung quy trinh nay co6 thé ¢6 cac i ro cao.

Mot phuong phép dugce d& xuit dé diéu tri ca bénh SCD va bénh tan mau bam sinh
beta 1a 1am ting su biéu hién cia gamma globin véi muc dich d& HbF thay thé chirc ning
hemoglobin bét thuong & ngudi trudng thanh. Nhu da dé cap trén day, phuong phap didu
tri cho cac bénh nhan SCD bang hydroxyure dugc cho 1a thanh cong mot phan do tac dung
lam ting su biéu hién gamma globin ciia n6. Nhém cic hop chét thir nht dugc phét hién
ra 12 tic dong dén hoat tinh phuc hdi gamma globin 1a cac thudc gy doc té bao. Kha ning
gy ra su téng hop de novo ciia gamma-globin bdi viée st dung dugce ly duoc chi ra 1an
dAu tién béng céch st dung 5-azacytidin & cdc dong vat thi nghiém (DeSimone (1982) Proc
Nat’l Acad Sci USA 79(14):4428-31). Céc nghién ctu tiép theo x4c nhén kha nang cla 5-
azacytidin trong viéc lam tang HbF & bénh nhin méc bénh tan mau bam sinh B va bénh
hdng cAu hinh liém (Ley, va dong tdc gid., (1982) N. Engl. J. Medicine, 307: 1469-1475,
va Ley, va dong tdc gid., (1983) Blood 62: 370-380). Thém vao dd, cac axit béo mach ngan
(vi du, butyrat va céac dan xuit) da duoc chi ra trong cac hé théng thi nghiém 1a 1am tang
HbF (Constantoulakis va dong tdc gia., (1988) Blood 72(6):1961-1967). Ngoai ra, ¢ mot
phin déan sb méic phai tinh trang duge goi 1a “Tdn tai dai déng vé& mat di truyén cta
hemoglobin bao thai” (Hereditary Persistence of Fetal Hemoglobin: HPFH), trong do céac
lugng gia tang ctia HHF van tdn tai trong giai doan trudng thanh (10-40% trong céc di hop
ti HPFH (xem Thein va dong tdc gia (2009) Hum. Mol. Genet 18 (R2): R216-R223). Day
1 tinh trang hiém gip, nhung khi véng mit céc bét thudong beta globin kém theo bét ky,
tinh trang nay khong lién quan dén céc biéu hién 1dm sang c6 y nghia bét ky, ngay ca khi
100% hemoglobin cia d6i twgng nay 1a HbF. Khi cdc ca thé méc bénh tan mau bam sinh
beta cling méic ddng thoi HPFH, su bidu hién ctia HbF c6 thé 1am giam méc dd nghiém
trong clia bénh nay. Ngoai ra, mic do nghiém trong cta dién bién tu nhién cua bénh hdng
cAu hinh liém c6 thé thay ddi déng ké gifra cac bénh nhan, va su thay d6i nay, phan nao, c6
thé do thuc té 1a mot sb c4 thé mic bénh nhe hon biéu hién mtrc HbF cao hon.

Mot phuong phép lam tang su bidu hién cia HbF bao gém x4c dinh cac gen ma san
phdm ctia ching dong vai trd trong vige didu hoa sy biéu hién gamma globin. Mt trong sb

céc gen nay 1a BCL11A, dwogc xé4c dinh dau tién vi vai tro cta no trong viéc phat trién cac
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té bao lympho. BCL11A ma héa protein ngén tay kém ma dugc cho 1a tham gia vao viéc
didu hoa su bidu hién gamma globin dic hiéu giai doan phét trién. BCL11A duoc bidu hién
trong céac té bao tién than cta hdng ciu ngudi trudng thanh va su didu hoa giam sy biéu
hién ctia n6 dan dén sy ting biéu hién gamma globin. Ngoai ra, c6 thé 1 sy n6i mARN
BCL11A dugc didu hoa phat trién. Trong cc té bao phoi, c6 thé 1a cac bién thé mARN
BCL11A ngén hon, con duoc goi 1a BCL11A-S va BCL11A-XS dugc bidu hién chu yéu,
trong khi & céc té bao cia nguoi trudng thanh, cic bién thé mARN BCL11A-L va
BCL11A-XL dai hon duoc bidu hién chi yéu. Xem, Sankaran va déng tdc gid (2008)
Science 322 p. 1839. Protein BCL11A ¢6 thé twong tac véi locut beta globin dé bién d6i
chu hinh cta né va nho do6 su biéu hién ctia n6 & cic giai doan phat trién khéac nhau. Viéc
st dung ARN trc ché gin dich gen BCL11A da dugc dé xuét (vem, vi du., Cong bd patent
My 20110182867) nhung céng ngh¢ nay c6 mot sé nhugc diém tiém tang, cu thé 1a sy bét
hoat hoan toan c6 thé khéng dat dugc, sy phan phéi cidc ARN nay co thé 13 kho khan va

cac ARN nay phai c6 mat lién tuc, doi héi nhicu l1an diéu tri d€ song dugc.

Su huéng dich cla céc trinh ty ting cuong BCL11A cung clp co ché dé 1am ting
HbF. Xem, vi du, Cong bd patent My s6 20150132269. Cac nghién clru twong quan toan
bo nhidm sfc thé da xdc dinh duoc tap hop céc bién ddi di truyén @ BCL11A ma lién quan
dén cac muc HbF ting. Cac bién dbi nay 1a tap hop ctia cac SNP duogc tim thdy trong cac
ving khong ma héa cia BCL11A ma hoat dong nhu la ving tang cuong gidi han dong,
ddc hiéu giai doan. Nghién ctru thém da chi ra rang trinh tu ting cudng BCL11A nay la
cn thiét trong céc té bao hdng cdu dé biéu hién BCL11A, nhung khong can thiét cho su
bidu hién ctia n6 & céc té bao B (xem Bauer va dong tdc gid, (2013) Science 343:253-257).
Vung tdng cuong nay duoc tim thdy trong intron 2 ctia gen BCL11A, va ba vung qua man
ADNisel (thudng biéu thi trang théi soi nhim sic lién quan dén kha ning diéu hoa) trong
intron 2 dugc x4c dinh. Ba viing nay dugc xac dinh 1a “+627, “+58” va “+55” theo khoang
cach kilobazo tir vi tri khéi d4u phién mi cia BCL11A. Céc viing ting cudng nay dai xap

xi 12 350 (+55); 550 (+58); va 350 (+62) nucleotit (Bauer 2013, ibid).

Do d6, vAn ¢6 nhu ciu vé cac phuong phéap va ché pham khac d8 thay dbi su biéu
hién gen BCL11A, vi du, dé diéu tri bénh huyét sic t6 nhu bénh hdng cAu hinh liém va

bénh tan mau bam sinh beta.

Ban chét ky thuit ctia sing ché
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Sang ché mé ta cic ché phim va phuong phap dé str dung trong liéu phap gen va
thao tac di truyén bo gen. Cu thé 13, cac phuong phap va ché phdm dugc md ta lién quan
dén viéc bit hoat gen BCL11A (vi du, bang cach triét tiéu hoan toan hodc mot phﬁn su biéu
hién ctia no), vi du, gen dong vai trod la trinh tu diéu hoa mot hoic nhiéu gen bd sung. Cu
thé 13, sang ché mo ta cdc phuong phap va cac ché pham dé gay can trd chirc ning ting
cuong trong gen BCL11A dé lam giam hoic bAt hoat hoat tinh ctia n6 trong dong té bao cu
thé. Ngoaira, sing ché d2 xudt cac phuong phap va ché phdm dé gay can tré cac chirc nang
tang cuong BCL11A trong d6 céc trinh ty ting cuong khong nam trong gen BCL11A. Téc
dung diéu hoa giam gen BCL11A trong cic trudong hop nay lai gdy ra su biéu hién ting

cua gamma globin.

Theo mét sb khia canh, sdng ché bao gdm protein ngodn tay kém xuét hién khong tu
nhién bao gdm protein ngén tay k&m (ZFP) chira 4, 5 hodc 6 ngon tay, mdi ngén tay chira
ving xoin nhan biét ma nhén biét vi tri can dich trong do cic ving xodn nhan biét nay
chtra céc trinh tu theo trat tu dugc thé hién trong mot hang duy nhét ctia Bang 1. Trong
mdt sé phwong 4n, ZFP nay chira cdc ving xo4n nhan biét nhu dugce thé hién trong Bang 1
cho céc protein dugc ky hiéu nhu sau: 51446, 51463, 51484, 51856, 51857 hodc 51862
(ma lién két voi vi tri dich duge thé hién trong SEQ ID NO:1) va 51536, 51949, 51990,
51993, 51979, 51982, 52015, 52032 (ma lién két v6i vi tri dich duge thé hién trong SEQ
ID NO:12). Do d6, trong mot Sé phuong 4n, duoc dé xuét ¢ day 1a protein ngén tay kém

bao gdm cic ving xo#n nhén biét sau day:
(i)  F1: STGNLTN (SEQ ID NO:7);

F2: TSGSLTR (SEQ ID NO:5);

F3: DQSNLRA (SEQ ID NO:2); va

F4: AQCCLFH (SEQ ID NO:6); hodc
(i) F1:DQSNLRA (SEQ ID NO:2);

F2: RPYTLRL (SEQ ID NO:3);

F3: SRGALKT (SEQ ID NO:8);

F4: TSGSLTR (SEQ ID NO:5);

F5: DQSNLRA (SEQ ID NO:2); vi
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(iif)

(iv)

(v)

(vD)

(vii)

F6

F1

F2

F3
SS

F4:
F5:
Fé6:
Fl:
F2:
F3:
F4:
FS:
F1:
F2:
F3:
F4:
F5:
F1:
F2:
F3:
F4:
F5:

F1:

F2

i
W
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: AQCCLFH (SEQ ID NO:6);
: DQSNLRA (SEQ ID NO:2);
: RNFSLTM (SEQ ID NO:9);

: SNGNLRN (SEQ ID NO:10) hogc STGNLTN (SEQ ID NO:7) hodc
YNLAN (SEQ ID NO:11);

TSGSLTR (SEQ ID NO:5);

DQSNLRA (SEQ ID NO:2); va

AQCCLFH (SEQ ID NO:6); hoic

RSDHLTQ (SEQ ID NO:13);

QSGHLAR (SEQ ID NO:14);

QKGTLGE (SEQ ID NO:15);

RHRDLSR (SEQ ID NO:18); va

RRDNLHS (SEQ ID NO:17); hoic

RNDHRTT (SEQ ID NO:19);

QKAHLIR (SEQ ID NO:20);

QKGTLGE (SEQ ID NO:15);

RGRDLSR (SEQ ID NO:21) hode LKRTLKR (SEQ ID NO:25); va
RRDNLHS (SEQ ID NO:17); hodc

RSDHLTQ (SEQ ID NO:13);

QRAHLTR (SEQ ID NO:22);

QKGTLGE (SEQ ID NO:15) hoic QSGTRNH (SEQ ID NO:24);
HRNTLVR (SEQ ID NO:23); va

RRDNLHS (SEQ ID NO:17); hoic

RSDHLTQ (SEQ ID NO:13);

- QKAHLIR (SEQ ID NO:20);

: QKGTLGE (SEQ ID NO:15) hodc QSGTRNH (SEQ ID NO:24);
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F4: RGRDLSR (SEQ ID NO:21); va

F5: RRDNLHS (SEQ ID NO:17); hodc
(vii) F1: F1: RSDHLTQ (SEQ ID NO:13);

F2: QSGHLAR (SEQ ID NO:14);

F3: QSGTRNI (SEQ ID NO:24);

F4: QSSDLSR (SEQ ID NO:16); va

F5: RRDNLHS (SEQ ID NO:17).

Trong mot s6 phuong 4n, cac protein ngén tay kém nhu dugc mo ta ¢ day duoc
dung hop véi ving chitc ndng (vi du, viing hoat héa phién ma, vung ché phién ma, ving
phan cét (dé tao ra nucleaza ngén tay kém), v.v...). Cac nucleaza ngon tay kém c6 thé dugc
stt dung trong céc cdp dime hoa dé phéan cét tai hodc gén mot hodc ca hai vi tri dich cho
cic ZFN cua cap nay, vi dy, “céc phin tir két hop bén tréi” cua Bang 1 (vi dy, 51446, 51463,
51484, 51856, 51857, hodc 51862) c6 thé tao ra céc dime v6i cac “phén tir két hop bén
phai” ctia Bang 1 (vi dy, 51536, 51949, 51990, 51993, 51979, 51982, 52015, hodc 52032)
d8 phan cét cac trinh ty ting cudng BCLI1A.

Theo mot khia canh khéc, sang ché bao gébm phuong phép phén phéi it nhét mot
nucleaza (vi du, nucleaza lién két véi trinh tu ting cudng BCL11A) cho té bao gbc ngudi
hoic té bao tién than ctia ngudi (HSC/PC) véi muc dich thao tac di truyén bd gen. Trong
mdt s& phwong 4n, nucleaza ndy bao gbm protein ngén tay kém (ZFP) chira 4, 5 hodc 6
ngén tay, mdi ngén tay chira ving x0#n nhan biét ma nhan biét vi tri can dich trong d6 cac
ving xoén nhén biét nay chira cac trinh tu theo trét ty duoc thé hién trong mot hang duy
nhét cta Bang 1. (Céc) nucleaza nhu dugc mo ta & day co thé chtra thém cu nbi (vi du,
gitta ving lién két ADN va vung phén cét), vi du, cau ndi nhu dugc thé hién trong cdc SEQ

ID NO:26-29 va cong bd Patent My s6 20150132269.

Trong mot sb phuong 4n, nucleaza nay dugc phan phbi dudi dang peptit, trong khi
& cac phuong an khac n6é duoc phin phdi duéi dang axit nucleic ma hoéa it nhét mot
nucleaza. Trong mot sb phuong an, nhiéu hon mot nucleaza dugc st dung. Trong mot 36
phuong 4n dugc vu tién hon, axit nucleic mé héa nucleaza 12 mARN, va trong mot 56
truong hop, mARN nay dugc bao v¢. Theo mot sb khia canh, mARN nay c6 thé duoc bién
ddi hoa hoc (Xem vi du Kormann va dong tdc gid, (2011) Nature Biotechnology 29(2):154-

-10-



39479

157). Theo céc khia canh khac, mARN nay c6 thé chira mii ARCA (xem Patent My sb
7.074.596 va 8.153.773). Trong cac phuong 4n khac nita, mnARN nay co thé chira hdn hop
cua nucleotit bién d(‘)ilva chua bién ddi (xem Cong bb patent My 2012/0195936). Trong
mot phuong an duqé wu tién, axit nucleic ma hoa (cac) nucleaza dugc phén phéi cho
HSC/PC bing k¥ thuat xung dién. Trong mot sb phuong 4n, nucleaza phan cét ra tai hodc
gin vi tri lién két cua yéu t5 phién ma. Theo mot sé khia canh, yéu t& phién ma nay la

GATA-1.

Theo cac khia canh khéc, sang ché bao gdm té bao hoic dong té bao, trong d6 trinh
ty ting cuong BCL11A ndi sinh dugc bién ddi di truyén bang nucleaza nhu dugc md ta &
day (vi dy, duoc thé hién trong Bang 1), vi du, so véi trinh ty kiéu dai clia té bao nay. Céc
té bao hodc dong té bao duoc bién ddi bing nucleaza nhu dugc mo ta & day co thé phan
biét dugc vé chu triic va/hodc chirc ning véi té bao kidu dai va té bao duge bién ddi khac
(qua trung gian nucleaza). Té bao va dong té bao da bién ddi di truyén nay co thé 1a di hop
t& hodc ddng hop tir d6i vé6i bién dbi nay. Cac bién dbi nay c6 thé bao gbm dot bién gin
xen (Vi du, gin xen chuyén gen), dot bién mAt doan va/hoic td hop clia chung. Trong mot
s6 phuong 4n duoc wu tién hon, dot bién gén xen, mAt doan va/hodc tb hop clia chung phé
v vi tri lién két yéu td phién ma. Trong mot s6 phuong 4n, bién d6i nay 1a & hodc & gan
(cac) vi tri phan cit va/hoic lién két (cac) nucleaza, vi dy, trong khoang 1-300 (hodc gid tri
bat ky ndm trong khoang nay) cdp bazo ngugc dong hodc xudi dong (céc) vi tri phan cit,
tdt hon, néu trong khoang 1-100 cip bazo (hodc gid tri bét ky nam trong khodng nay) &
mot trong hai bén clia (céc) vi tri phan cit va/hoic lien két dugc thé hién trong Béang 1,
tham chi tot hon nita néu trong khoang 1 dén 50 cip bazo (hodc gia tri bét ky nam trong
khoang nay) trén mot trong hai bén ctia (cdc) vi tri phén cét va/hoic lién két. Bién doi nay
ciing ¢6 thé bao gdm cac bién dbi ciia mot hodc nhidu nucleotit & vi tri phan cit va/hodc
mot hodc nhiéu vi tri lién két. Trong mot sd phuong an, mot hodc nhiéu vi tri dich nucleaza
khong dugc bién d6i. Trong cic phuwong an khac, it nhit mot trong sb cac vi tri dich cho
(cac) nucleaza dugc bién ddi. Trong mot s6 phuong 4n, bién dbi nay 1a & hodc & gén ving
“+58” cua trinh tu ting cudng BCL11A, vi du, tai hodc gan vi tri lién két nucleaza dugc
thé hién trong bt ky trong sé SEQ ID NO:1 va SEQ ID NO:12. Té bao hogc dong té bao
bét ky c6 thé dugc bién déi boi cac nucleaza nhu duge md ta ¢ day, vi du té bao gbe (té
bao gbc tao mau nhu té bao gdc tao mau CD34+) hodc t& bao tién than cta té bao hdng cau

(RBC). Ciing dwoc md ta 12 cac té bao hogc dong té bao thu duoc sau khi bién ddi bang
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nucleaza nhu dugc mo ta & day, vi du cac té bao hodc dong té bao c6 ngudn gbc tir té bao
hodc dong té bao dugc bién d6i bang nucleaza. Céc té bao dugc biét hoa mot phan hoic
hoan toan c6 ngudn gdc tir céc té bao gbc da bién dbi nhu duge mod ta & déy cling duoc deé
xudt (v du, cac RBC hodc cac t& bao tién than RBC). Céc té bao c6 ngudn gdoc tir céc té
bao duoc bién dbi bang nucleaza c6 thé dugc nudi cdy (va/hodc dugce biét hoa) trén in vitro
(nudi cdy) hodc c6 thé biét hoa bén trong cé thé sdng, vi du sau khi sir dung ex vivo té bao
gbc duge bién ddi bang nucleaza. Bt ky trong sb cac té bao hodc dong té bao dugc bién
dbi di truyén dd mé ta & day c6 thé thé hién sy biéu hién gamma globin ting. Céc ché pham
nhu cac duge phim chira cac té bao bién dbi di truyén nhu dugc md ta & day ciing duoc dé

xuat.

Theo cac khia canh khéc, sang ché bao gdm phuong phéap phan phéi axit nucleic
cho cho té bao dich dé tao ra té bao dugc bién dbi di truyén, trong d6 axit nucleic cho nay
duge tich hop vao té bao. Axit nucleic cho nay c6 thé dugc phéan phéi trudc, sau hodc cing
v6i axit nucleic ma héa (céc) nucleaza ctia Bang 1. Axit nucleic cho nay ¢6 thé chira trinh
tu ngoai sinh (gen chuyén) can duogc tich hop vao bd gen cta té bao, vi du, locut ndi sinh.
Trong mdt sd phuong 4n, axit nucleic cho ndy ¢6 thé chtra gen c6 chidu dai day da hoic
mot doan ctia né duge gén bén swdn béi cac ving tuong ddng co vi tri phan cit huéng dich.
Trong mdt s& phuong 4n, axit nucleic cho nay thiéu céc ving tuong ddng va duogc tich hop
vao locut dich bing co ché doc 1ap véi su trong ddng (nghia la, NHEJ). Axit nucleic cho
nay co thé bao gém trinh tu axit nucleic bét ky, vi du axit nucleic ma, khi duoc st dung
1am co chét dé stra chita dua theo su tuong ddng chd dat gay soi kép do nucleaza, gdy ra
su mét doan dic hiéu trinh tu cho can dugc tao ra & locut nhiém séc thé noi sinh (vi du,
ving ting cudng BCL11A) hodc, ngoai ra (hogc thém vao d6), cac dang alen méi (v du,
céc dot bidn diém cht b6 vi tri lién két yéu td phién m) ctia locut ndi sinh can dugc tao ra.
Theo mdt sé khia canh, axit nucleic cho nay la oligonucleotit, trong do su tich hop nay d?m
dén hién tuong chinh stra gen, hodc sy mét doan huéng dich.

Theo céc khia canh khac, nucleaza va/hodc trinh tu cho nay dugc phéan phéi bing
cac phuong phap chuyén gen virut vai/hodc khong phai virut. Trong cac phuong an duoc
wu tién, trinh tu cho nay dugc phén phdi cho té bao bang virut lién hop adeno (AAV).
Trong mot s6 truong hop, AAV nay chira cac LTR ma thude typ huyét thanh khéc loai so
v6i typ huyét thanh capsit.
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Theo mot sb khia canh, cac dot bién mét doan chira cac ving nam trong cac ving
qua min ADNsel cua trinh tu ting cuong (vi du, ving +58 cla trinh ty ting cuong
BCL11A) dugc taora béng cach st dung mdt hodc nhiéu nucleaza nhu dugc thé hién trong
Bang 1. Céc dot bién mAt doan nay c6 thé chira tir khoang 1 nucleotit dén khoang 551
nucleotit. Do do6, cac dot bién méat doan nay c6 thé chira, 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50,
100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550 nucleotit, hodc gié tri bét ky nam trong
khoang nay. Trong mot s6 phuong 4n, cac dot bién mét doan ndy chtra cic ving lién két
cho mdt hoic nhidu yéu t6 phién ma. Trong mot s6 phuong 4n dugc wu tién hon, cdc dot
bién mét doan ndy chira vi tri lién két GATA-1, hodc vi trf lién két cho GATA-1 két hop
v6i cac yéu td khéc.

Trong mdt sd phuong 4n, ving lién két ADN cua Bang 1 dugc dung hop v6i ving
chtrc nang. Mot s6 khia canh bao gdm thé dung hop cta cic ving lién két ADN véi céc
viung c¢6 kha nang didu hoa sy biéu hién cta gen. Trong mot s& phuong 4n, c4c protein dung
hop nay chtra ving lién két ADN cuia Bang 1 duoc dung hop véi ving didu hoa biéu hién

gen, tai @6 vung diéu hoa nay trc che sy bicu hién gen.

Trong mot s& phuong én, céc t& bao HSC/PC duge cho tiép xtic véi cac nucleaza
va/hodc protein lién két ADN theo sang ché (nghia la, cac ZFP nhu dugc thé hién trong
Bang 1). Trong mot s6 phuong 4n, céc nucleaza va/hodc protein lién két ADN nay dugc
phéan phéi dudi dang céac cac axit nucleic va trong cac phuong an khac, ching dugc phén
phéi dudi dang céc protein. Trong mot s6 phuong 4n, axit nucleic 1a cdc mARN mad hoa
cac nucleaza va/hodc protein lién két ADN, va trong cac phuong an khac nita, cic mARN
nay co thé duoc bao vé. Trong mot s6 phuong an, mARN nay ¢6 thé duoc bién ddi hoa
hoc, ¢co thé chira mii ARCA va/hodc ¢c6 thé chira hdn hgp clia cac nucleotit bién ddi hoic
chua bién déi. Cac t& bao hodc dong té bao c6 nguén gbc tir cac té bao nay cling duoc dé

xuét, bao gom cac té bao biét hdéa mot phan hodc hoan toan.

Theo mot s khia canh, HSC/PC dugc cho tiép xtic v6i céc nucleaza va/hodc protein
lien két ADN theo séng ché ex vivo, sau khi gan tach HSC/PC tir d6i tuong, hodc sau khi
tinh ché tir tay xuong thu duge. Trong mot s6 phuong 4n, cac nucleaza duge md ta ¢ day
gdy ra cac bién dbi bén trong ving ting cudng BCL11A, vi dy tao ra té bao dugc bién dbi
di truyén ma khac biét vé cAu tric va/hodc chirc nang véi té bao kiéu dai va/hoic té bao

duoc bién dbi khac (vi dy, duge bién doi bdi nucleaza). Trong cac phuong én khac niia,
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HSC/PC chtra céc bién d6i ving ting cuong BCL11A duoc dua lai vao d6i tugng. Trong
mdt sd trudng hop, HSC/PC chua céc bién ddi ving ting cuong BCL11A dugc nudi chy
trude khi dua vao. Theo cac khia canh khac, cac HSC/PC da bién dbi di truyén dugc dua
vao dbi tugng trong ciy ghép tiy xuong, trong d6 HSC/PC ghép vao, biét hoéa va trudng
thanh in vivo. Trong mdt s phuong an, HSC/PC duogc phan lap tu d6i twong nay sau khi
huy dong do G-CSF va/hodc plerixafor, va trong cac phuong an khéc, cac té bao nay duoc
phan 14p tir thy xuong nguoi hodc day rdn ngudi. Theo mot s6 khia canh, dbi twong nay
duoc didu tri cho quy trinh phé tiy nhe trude khi dua mo6 ghép chira HSC/PC bién ddi vao,
trong khi theo céc khia canh khac, dbi tuong nay dugc didu tri bang lidu phép hd trg pha
tay manh. Trong mét sb phuong 4n, cac phuong phap va ché pham theo séng ché dugc st
dung dé diéu tri hodc phong nglra bénh huyét sic td. Theo mot sb khia canh, bénh huyét
sdc td nay la bénh tan mau bam sinh beta, trong khi theo cdc khia canh khac, bénh huyét

sac t0 nay 1a bénh hong cau hinh liém.

Trong mot s6 phuong an, HSC/PC dugc tiép xtic thém voi phan tir cho. Trong mot
s& phuong 4n, phan tir cho nay duoc phan phéi boi vecto virut. Phan ti cho nay c6 thé chtra
mot hodc nhiéu trinh tw ma héa polypeptit chirc nang (vi du, cADN hodc mot doan cua no),
¢6 hodc khong co trinh tuy khoi dong. Céc trinh ty bd sung (c4c trinh ty ma héa hodc khong
ma héa) co thé dugc bao gém khi phén ti cho dugc st dung dé bit hoat, bao gdbm nhung

khong gi¢i han &, céc trinh tw ma hoa peptit 2A, vitri SA, IRES, v.v...

Theo mot khia canh, cac phuong phap va ché phim theo sang ché bao gdm cac
phuong phap cho HSC/PC tiép xuc trén in vivo. Cac nucleaza va/hodc protein lién két ADN
duoc phan phéi cho HSC/PC in situ bang cac phuong phap da biét trong linh vuc nay.
Trong mot sb phuong 4n, cac nucleaza va/hodc protein lién két ADN theo sang ché chira
hat virut ma dugc st dung cho d6i teong can duoc diéu tri, trong khi d6 trong cac phuong
an khac, cac nucleaza va/hodc protein lién két ADN chua hat nano (vi dy, liposom). Trong
mdt s6 phuwong 4n, cac hat virut va/hodc hat nano duoc phén phéi cho co quan (vi duy, tiy
xuong) c6 HSC/PC trong do.

“Trong mdt khia canh khac, dugc mo ta & ddy la cac phuong phéap tich hop axit
nucleic cho vao bd gen cua té bao bang co ché doc lap twong ddng. Céc phuong phép nay
bao gdm tao ra dut gy soi kép (DSB) trong bd gen cta té bao va phan cit phan tir cho

béng cach sir dung nucleaza nhu duge md ta ¢ day, sao cho axit nucleic cho nay dugc tich
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hop & vi trf cia DSB. Trong mot sb phuong an, axit nucleic cho nay dugc tich hop béng
cdc phuong phap phu thudc khong tuong dbng (vi du, NHEJ). Nhu da chu y trén day, khi
phén cét in vivo, cdc trinh tu cho c6 thé dugc tich hc_}p theo cach huéng dich vao bd gen
ctia t& bao & vi tri cia DSB. Trinh ty cho nay cé thé bao gém mot hodc nhiéu vi tri dich
gibng nhau cho mot hozc nhidu nucleaza dugc st dung dé tao ra DSB. Do d6, trinh tu cho
nay cé thé duogc phéan cit boi mot hodc nhiéu nucleaza giéng nhau dugc st dung dé phén
cdt gen noi sinh ma sy tich hop vao d6 duge mong mudn. Trong mdt sd phuong én, trinh
tu cho nay chira cac vi tri dich nucleaza khéac nhau tur cac nucleaza dugc st dung dé cam
tmg DSB. DSB trong b0 gen cua t& bao dich c6 thé dugce tao ra bang co ché bit ky. Trong
mot s6 phuong an, DSB nay duoc tao ra b%mg mot hodc nhiéu nucleaza ngén tay k&m
(ZFN), céc protein dung hop chira ving lién két ngén tay kém, ma dugc thao téc di truyén

8 lién két trinh ty trong viing cin quan tdm, va ving phén cat hodc nira ving phan cat.

Theo mot khia canh, trinh tu cho nay co thé ma hoa protein diéu hoa can quan tAm
(vi du, ZFP TF, TALE TF hoic CRISPR/Cas TF) ma lién két v6i va/hodc didu hoa su bidu
hién cua gen cin quan tdm. Trong mgt phuong 4n, cdc protein didu hoa nay lién két véi
trinh tuw ADN va ngén chén su lién két cua cac yéu th diéu hoa khac. Trong m{t phuong én
khéc, sy lién két ciia protein didu hoa nay c6 thé didu bién (nghfa ld, cam img hogc (e ché)

su biéu hién ctia ADN dich.

Trong mdt sb phuong an, dong vét va/hodc té bao HSC/PC chuyén gen chira gen
chuyén mi héa gen nguoi. Trong mot sb truong hop, dong vat chuyén gen c6 su bét hoat
& locut ndi sinh twong Gng vo1 gen chuyén ngoai sinh, nho d6 cho phép phét trién hé in
vivo, trong d6 protein nguoi co thé duoc nghién ctru khi phén 14p. Cac mo hinh chuyén gen
nay c6 thé duge st dung v6i muc dich sang loc dé x4c dinh cac phan t& nhd hodc cac phan
tir sinh hoc 16n hodc cac thuc thé khac ma cé thé twong tac v6i hodc bién dbi protein nguoi
can quan tdm. Theo mot s6 khia canh, gen chuyén nay dugc tich hgp vao locut da chon (vi
du, cang an toan) trong té bao gbe (vi du, té bao gbc phdi, té bao gbc van nang duge cam
tng, t€ bao gbc tao mau, v.v...) hodc phdi dong vat thu dugc bing phuong phéap bét ky
trong cac phuong phap duge mé ta & ddy, va sau d6 phoi nay duge ciy sao cho dong vat
séng duoc sinh ra. Pdng vit nay sau d6 duoc nudi dén khi thanh thuc sinh duc va cho sinh
san trong do it nhét mot sb dong vét con mang trinh tu gen ndi sinh da duoc chinh stra hodc

gen chuyén da tich hop.
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Theo khia canh khac, dugc d& xudt & day 1a phuong phap bién ddi su biéu hién gen
(vi du, BCL11A va/hodc gen globin) trong té bao, phuong phéap nay bao gbdm: dua vao té
bao mot hodc nhiu nucleaza nhu dugc mé ta & day (dugce thé hién trong Bang 1), trong
c4c diéu kién sao cho mdt hodc nhiéu protein duoc biéu hién va su biéu hién cia gen nay
duogc dugce bién d6i. Trong mot sb phuong 4n, sy biéu hién cta gen globin (vi du, gamma
globin hodc beta globin) dugc bién ddi (vi du, dugc ting 1én). B4t k¥ trong s6 cac phuong
phap dugc md ta & diy co thé bao gdbm thém budc tich hop trinh tw cho (vi du, gen chuyén
hodc mot doan cua n6 dudi sy didu khién cta trinh tu khéi dong ngoai sinh hodc ndi sinh)
vao bd gen cua té bao, vi du tich hop trinh tu cho tai hodc gén vi tri phan cit nucleaza trong
gen BCL11A. Trinh tu cho nay dugc dua vao té bao bang cach st dung vecto virut, dudi
dang oligonucleotit va/hodc trén plasmit. Té bao ma trong do su biéu hién gen dugc bién
b1 c6 thé 13, vi du, té bao tién than cua té bao hdng cau (RBC) va/hodc té bao gdc tao mau

(vi du, t& bao CD34+).

Trong c4c phuong an khéc, duoc dé xuét & day 1a phuong phép san sinh té bao bién
d6i gen chira bién ddi gen bén trong trinh ty ting cudng BCL11A ndi sinh (bién dbi dbi
v6i trinh tu nucleotit cta trinh tu tdng cudng BCL11A), phuong phap nay bao gdm céc
bude: a) cho té bao tiép xtc véi polynucleotit (v du, ADN hogc mARN) ma hoa nucleaza
ngoén tay kém chira 4, 5, hodc 6 ving ngén tay kém, trong d6 mdi ving ngoén tay kém nay
chra ving x0&n nhén biét theo trat tu dugc thé hién trong mdt hang duy nhét ctia Bang 1;
b) dwa té bao nay vao céc diéu kién c6 lgi cho viéc biéu hién protein ngén tay kém tir
polynucleotit ndy; va c) bién d@bi trinh tu ting cwong BCL11A ndi sinh c6 protein ngon tay
kém duoc bidu hién du dé tao ra té bao bién dbi di truyén. Trong mét s6 phuong én, cac té
bao nay duoc kich thich bing it nhat mot xytokin (v dy, trude bude (a)). Polynucleotit nay
c6 thé dugce cho tiép xuc véi t& bao nay bang céch st dyng phuong phap thich hop bét ky,
bao gdm nhung khong gidi han o, bang cach chuyén nap, bang cach st dung vecto khong
phai virut, bang cach sir dung vecto virut, bing phuong phéap héa hoc hodc bang cach phoi

nhiém véi dién truong (v du, k¥ thuat xung dién).

Céc té bao chtra mdt hodc t6 hop cua cac bién doi gen dugc md ta & day cling duoc
dé xuét, bao gdm céc té bao c6 ngudn goc tlr cic t& bao dugc san sinh bang cac phuong

phép dugc mo ta ¢ day.
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Cling duoc dé xuét 13 phuong phap didu tri cho bénh nhan cin ting sy biéu hién gen
globin, phwong phap nay bao gdm str dung cho bénh nhan dugc pham (té bao, protein
va/hodc polynucleotit dugc bién ddi di truyén) nhu dugc md ta & ddy voi lugng du dé 1am
tdng su biéu hién gen globin & bénh nhan. Trong mot sb phwong 4n, bénh nhan nay duoc
biét 1 méc, nghi ngd méc, hodc c6 nguy co phat trién bénh tan mau bam sinh hodc bénh

hong cau hinh liém.

Kit, chira axit nucleic, protein va/hodc té bao dugc bién ddi di truyén theo sang ché,
cling duoc @& xudt. Kit nay co6 thé chira cac axit nucleic mi hoa céc nucleaza, (vi du, céc
phan tr ARN hodc cac gen ma hoa ZEN, TALEN hodc hé CRISPR/Cas c6 trong vecto biéu
hién thich hop), hodc céc phin phin uéc clia cac protein nucleaza, cdc phén tir cho, céc gen
ci bién géc thich hop, cac té bao, cac gen dém, va/hodc céc Iénh (v dy, dé thuc hién céc
phuong phép theo sang ché) va tuong tu. Séng ché bao gbm, nhung khong gi6i han 6, té
bao dugc bién ddi di truyén (vi du, té bao gbe nhur té bao gbc tao mau (CD34+) hodc té bao
tién than RBC) chtra it nhét mot bién dbi gen duoc tao ra boi nucleaza (vi du, nhu dugce thé
hién thanh m&t hang duy nhét ciua Bang 1), trong d6 bién ddi gen nay nim trong trinh tur
ting cudong BCL11A ndi sinh, va trong d6 bién dbi gen nay dugc chon tir nhom bao gom
dot bién gén xen, dot bién méat doan va td hop cia ching va bao gém bién dbi tai hodc gﬁn
bét ky trong s& SEQ ID NO:1 va SEQ ID NO:12. Trong mot s6 phuong an, té bao nay 1a
té bao biét hoa dugce bién dbi di truyén c6 ngudn gbe tir t€ bao gbc nhu dugc md ta ¢ ddy

(vi du, RBC c6 ngudn gbc tir té bao gbc tao mau hodc t& bao tién than RBC).

Nucleaza nay c6 thé chira it nhit mot nucleaza ngén tay kém (ZFN) (vi du, nhu duge
thé hién trong Bang 1) va/hodc it nh4t mét TALEN va (céc) nucleaza nay c6 thé duoc dua
vao té bao & dang protein vi/hoic dudi dang polynucleotit ma héa (cac) nucleaza. Trong
mot s& phwong 4n, bién dbi gen nay bao gbdm dot bién gin xen ma bao gbm su tich hop
polynucleotit cho méi hoa gen chuyén. Cﬁng duoc dé xuit 1a duoc pham chira mot hodc

nhiéu té bao dugc bién doi di truyén nhu duge mo ta & day.

Ciing duoc dé xuét 1a protein lién két ADN chtra protein ngén tay k&€m c6 4, 5 hodc
6 viung ngén tay kém chira vang xo&n nhan biét, trong d6 cic protein ngdn tay kém nay
chira cac ving xoan nhan biét theo trat tu dugc thé hién trong mot hang duy nhét ciia Bang
1. Ciing duoc dé xuét 1a protein TALE chtra nhiéu trinh tu 1ip ma lién két vai trinh tu chtra

mot phr?ln (vi du, it nhét 13 4, 5, 6 hodc nhi.éu) cip bazo cua vi tri dich duge thé hién trong
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Bang 1. Protein dung hop chira protein ngén tay kém hoic protein TALE nhu dugc mb ta
& day va viing cét hodc ntra ving cit kiéu dai hodc dugce thao tac di truyén ciing dugc dé
xuét, cling nhu céc polynucleotit ma hoa cic protein (ZFP, TALE, ZFN, TALEN) nhu
duoc md ta & day. Cac té bao (v du, té bao gbc dd phan 1ap nhu té bao gbc tao mau
(CD34+)) chtra mot hodc nhiéu polynucleotit va/hodc protein nhu dugc md ta & day cling
duge d& xuét. Ciing dugc @2 xuét 1a cac kit chira mot hodc nhidu protein, polynucleotit

va/hodc té bao nhu duge mo & & day.

Phuong phéap bién ddi su biéu hién gen globin trong té bao (vf du, té bao tién than
RBC va/hoic té bao gbe tao méu) cling duoc mo ta, phurong phép nay bao gdm: dua vao té
bao mdt hodc nhiéu polynucleotit ma héa mdt hodc nhiéu nucleaza nhu dugc mo ta & day,
trong cac diéu kién sao cho mdt hodc nhiéu protein duoc biéu hién va su biéu hién cua gen
globin (v du, gamma va/hodc beta globin) dugc bién d6i (vi du, duge 1am ting). Trong mot
sé phuong 4n, cac phuong phép nay bao gbm thém budc tich hop trinh tu cho vao bd gen
ctia té bao, vi du béng cach sir dung vecto virut, dudi dang oligonucleotit ho#c trén plasmit.
Trinh tu cho nay c6 thé chta gen chuyén duéi su diéu khién cua trinh tu khéi dong ndi
sinh hodc ngoai sinh.

Ciing duoc dé xuét 14 phuong phép san sinh té bao bién dbi gen chta bién dbi gen
ndm trong trinh tu ting cudng BCL11A ndi sinh (v/ du, vi tri dich nhu dugc thé hién trong
Béang 1), phuong phép nay bao gbm cic buéc: (a) cho té bao tiép xuc véi polynucleotit ma
hoa protein dung hop chtra nucleaza ngén tay kém c6 4, 5, hodc 6 vung ngdn tay kém trong
d6 mdi viing ngén tay k&m nay chira ving x0&n nhén biét theo trat tu duge thé hién trong
mdt hang duy nhét ctia Bang 1; (b) dua té bao nay vao cac diéu kién c6 loi cho viéc biéu
hién protein dung hgp tir polynucleotit; va (c) bién dbi trinh tu ting cudng BCL11A noi
sinh ¢6 protein dung hop da bidu hién du dé tao ra té bao bién d6i gen. Trong mot sb phuong
4n, phuong phap nay bao gdm thém budc kich thich té bao bang it nhit mot xytokin. (Céc)
polynucleotit co thé duogc phan phéi vao trong té bao, vi du bang cach st dung hé phan
phéi khong phai virut, h¢ phan phéi virut, va/hogc phuong tién phan phéi va c6 thé bao
gdm budc dua cac té bao nay vao dién trudng.

Céac phuong phap diéu tri cho bénh nhén can ting su biéu hién gen globin (v du,
bénh nhan dugc biét 1a méc, bi nghi ngo méc, hodc c6 nguy co phat trién bénh globin nhu

bénh tan mau bam sinh (vi dy, bénh tan mau bam sinh [3) hoic bénh hong cau hinh li€ém
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ciling dugc dé xuét, phuong phép nay bao gbm sir dung cho bénh nhén nay dugc phim nhu
duoc mo ta & day (vi dy, protein, polynucleotit va/hodc té bao) v6i luong du dé 1am ting

su biéu hién gen globin & bénh nhén.
Cac khia canh nay va cac khia canh khéc s& 1a r rang voi nguoi cé kien thire trung

binh trong linh vyc nay nho toan bd phén md ta.
Mo ta vén tit cac hinh vé

Fig.1 12 dd thi mo t ti 1& twong ddi clia sy bieu hién gamma globin ngudi (HBG)
v6i su biéu hién beta globin nguoi (HBB) trong céc té bao hdng ciu thu dugc tlr cac té bao

CD34+ da duge chinh stra v6i cac cdp ZFN ddc hicu BCL11a duoc chi ra.

Fig.2A va 2B la cac dd thi md ta hoat tinh cta hai cdp ZFN déc hiéu BCL11a trong
t bao CD34+ duge phan 1ap tir méu ngoai vi (PB). Céc té bao dugc chuyén nhiém bing
cach sir dung thiét bi xung dién BTX. Ti 1€ % dot bién gén xen hodc lam mét bazo phét
hién dugc (phép do hoat tinh NHEJ phat hi¢n dugc) cho mdi diéu kién duoc chi ra dudi
cdc db thi ctia Fig.2A (gi¢i han lugng mARN déu vao tir 0,5 dén 4pg) va Fig.2B (gidi han
lugng mARN dau vao tir 2,0 dén 8,0 ng).

Fig.3 14 db thi md ta sy bidu hién ciia gamma globin ngudi (HBG) du6i dang i 18
twong dbi cia HBG véi beta globin nguoi (HBB) sau khi biét hoa hdng cau ctia té bao PB
CD34+ di chinh sira duge chi ra trong Fig.2B. Mau mARN duy nhét, trong d6 cac ZFN
dugc ma héa trén cing mot phan tir mARN nhung duoc tach roi boi trinh ty peptit tu ct
2a (dugc goi 1a “2a”), dugc so sanh v6i viée st dung hai mARN trong d6 mbi mARN ma

hoa mot ph?m ttr trong cip ZFN (dugc ky hiéu la “sep” cho su riéng biét).

Fig.4A va Fig.4B la cac dd thi md ta hoat tinh cua hai cdp ZFN dédc hi¢u BCLl1l1a
trong cac té bao CD34+ dugc phan 14p tir ty xuong (BM). Cac té bao duoc chuyén nhiém
bang cach st dung thiét bi xung dién BTX. Ti 1¢ % cac dot bién gén xen hodc lam mét bazo
duoc phét hién (phép do hoat tinh NHEJ phat hién dugc) cho mdi didu kién dugc thé hién
duéi cac d thi cho Fig.4A (gi6i han lugng mARN dau vao tir 2,0 dén 8,0pg). Fig.4B md
t4 hoat tinh ctia mot cdp ZFN, trong d6 cac ZFN nay dugc cung cép dudi dang mot mau
mARN duy nhét c6 trinh tu peptit tu cit 2a phan tach c4c trinh tw mé héa mdi ZFN hoic
khi hai ZFN dugc cung‘cép trén cac mARN riéng biét.
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Fig.5A va 5B m ta hoat tinh cua cac cap ZFN trong cac té bao CD34+ cb nguén
gbe tir PB bang cach st dung thiét bi xung dién Maxcyte. Ti 1¢ % cac dot bién gén xen va
]am mAt bazo phat hién dugc (phép do hoat tinh NHEJ phat hién dugc) cho mdi didu kién
duoc thé hién dudi cac b thi cho Fig.5A va Fig.5B. Fig.5A mo ta su so sanh gitra hai cap
7FN, va Fig.5B mo ta hoat tinh cta cac cip ZFN khi cac ZFN duoc cung cip dudi dang
mdt miu mARN duy nhéit véi trinh ty peptit tu cit 2a phan tach céc trinh ty ma hoéa moi

7FN hoic khi hai ZFN dugc cung cép trén cdc mARN riéng biét.

Fig.6 md ta db thi thé hién hoat tinh quy md 16n cta cap A (SBS51446/51536) va
cip B (SBS51857/51949) trong céc té bao CD34+ ¢6 ngudn gbe tiy xuong. Cac mARN
ma hoa cac cap ZFN dugce cung cip dudi dang cdc mARN duy nhét, trong d6 cac trinh ty
ma héa mdi nira ctia cidp ZFN duge phan tach béi trinh tu tur cit 2a, hodc dudi dang cac
mARN riéng biét ma hoa mdi ZFN. Hoat tinh duoc thé hién duéi dang ti 18 % cac dot bién
mét doan va thém bazo phat hién dugc.

Fig.7 thé hién d thi m6 ta luong biéu hién HBG va HBB tuong déi duoc phat hién
sau 14 ngay biét hoa sau khi chinh sira gen quy md 16n dugc thé hién trong Fig.6. Nhu
trude day, cac mau dugc thir nghiém dudi dang cdc mARN duy nhit m3 héa ca hai ZFN,
hoic duédi dang cdc mARN riéng biét. Luong dot bién mét doan ho#c thém bazo dugc phat
hién vao ngay 0 sau khi biét hoa dugc thé hién & phan dudi cung, va chimg minh 1a déu
vét hoat tinh gay dot bién mat doan hoidc thém bazo véi lugng HGB duogc biéu hién.

Fig.8 13 db thi md t ti 1¢ phdn trim ctia cdc dot bién mét doan va thém bazo phat
hién duoc khi chinh stta quy md l6n cac té bao CD34+ tir tiy xuong da xu ly véi cép B,
du6i dang cac mARN duy nhét hodc cac mARN riéng biét nhu duoc mo ta trén day.

Fig.9A va Fig.9B 1a cac dd thi md ta ti 1¢ phan tram cdc dot bién mét doan hozic
thém bazo khi chinh stra quy mo 16n cac té bao CD34+ tr tuy xuong dugc Xt ly bang cip
B, dudi dang cac mARN duy nhat hoic cic mARN riéng biét nhu duge mo ta trén day.

| Fig.10A va 10B la cac bang md ta céc két qua ctia phan tich sai muc tiéu cho Cap
A (Fig.10A) va Cip B (Fig.10B). ’

Fig.11A va 11B 1a cac d thi thé hién phan tich qPCR thoi gian thue RT sw biét hoa

in vitro trongvthi nghiém 1 (Fig.l IA) va thi hghiém 2 (Fig.llB) stt dung té bao bénh nhén
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va té bao kiéu dai (wt) duge xir Iy v6i SB ZFN mARN. Céc do thi nay thé hién ti 18 tuong
d6i cia mARN gamma globin so v6i mARN alpha globin.

Fig.12A va 12B la cac dd thi thé hién ti 16 ctia gamma globin so v6i alpha globin
trong thi nghiém 1 (Fig.12A) va thi nghiém 2 (Fig.12B). D&i véi cac gia tri gamma globin,

c4c gid tri ciia pic Agamma va Ggamma va, néu c6 thé, pic Agamma T duoc cong lai.

Fig.13 thé hién dd thi vé i 1 protein twong tu gamma/beta duoc lap dd thi theo trang
théi alen trong cac khuan lac don 1é dugc phan tich. S6 lidu nay duoc sip xép theo 16p kiéu
gen (“+” dbi véi alen khong bién ddi, “-” dbi vai alen duoc chinh stra; “+/+” dbi vai kiéu

dai; “+/-”> d6i v6i bién doi monoalen; va “~/-” do6i v&i bién doi bialen).
M6 ta chi tiet sang ché

Pugc mo ta & day 1a cac ché phdm va phuong phép @8 thao tac di truyén bo gen dé
didu bién su biéu hién BCL1 1'A va/hodc gamma globin va dé diéu tri va/hoic phong ngira
cac bénh huyét séc tb. Cu thé 13, cac nucleaza chira cac ZFP c6 cac vung xo4n nhin biét
nhu du{)c thé hién trong mot hang duy nhét ctia Bang 1 thu dugc mot cach hitu hiu trong
HSC/PC va géy ra su thay dbi vé su biéu hién gamma globin turong dbi trong qua trinh tao
hdng cau sau do. Viéc diéu bién su biéu hién BCL11A va gamma globin nay 1a dac biét
hitu fch dé didu tri cac bénh huyét sic t& (vf du, bénh tan méu bim sinh beta, bénh hong
cAu hinh liém) trong d6 c6 su biéu hién khong du cta beta globin hodc su biéu hién ctia
dang dot bién ctia beta-globin. Bing cach st dung cac phuong phap va ché pham theo sang
ché, cac bién ching va di chimg lién quan dén bénh bi gy ra bdi beta globin bét thuong
c6 thé duoc cai thién bang cach b.ién dbi su biéu hién cta gamma globin trong cécrté bao
tién than clia héng cau.

Tbng quan

Viéc thyc hanh céc phuong phép nay, cling nhu viéc bao ché va st dung cac ché
phim dugc mo ta & ddy sir dung, trir khi co quy dinh khéc, cac ky thudt thong thuong trong
sinh hoc phén tt, hoa sinh, phan tich va cAu trac soi nhiém sic, hoa hoc st dung mdy dién
toan, nudi cdy té bao, ADN tai td hop va cac linh vuc lién quan nhu nim trong kién thirc
trung binh thudc linh vuc nay. Cac k¥ thuat nay dugc giai thich day db trong tai liéu. Xem,
vi du, Sambrook va ddng tic gia. MOLECULAR CLONING: A LABORATORY
MANUAL, Xuit ban 1an th hai, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989 va xuit ban
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14n thir ba, 2001; Ausubel va dong téc gia., CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR
BIOLOGY, John Wiley & Sons, New York, 1987 va cép nhat dinh ky; seri METHODS IN
ENZYMOLOGY, Academic Press, San Diego; Wolffe, CHROMATIN STRUCTURE
AND FUNCTION, xuét ban lan thtt ba, Academic Press, San Diego, 1998; METHODS IN
ENZYMOLOGY, Vol. 304, “Chromatin” (P.M. Wassarman va A. P. Wolffe, eds.),
Academic Press, San Diego, 1999; va METHODS IN MOLECULAR BIOLOGY, Vol.
119, “Chromatin Protocols” (P.B. Becker, ed.) Humana Press, Totowa, 1999.

Dinh nghia

Cac thudt ngit “axit nucleic”, “polynucleotit”, va “oligonucleotit” dugc st dung thay
thé 13n nhau va ding dé chi polyme deoxyribonucleotit hodc ribonucleotit, & ciu hinh thang
hodc vong, va ¢ dang chudi don hoic kép. Vi cac muc dich cia sang ché, cac thuat ngit
nay khong dugc hidu 1a 1am gi6i han d6 dai cta polyme. Céac thudt ngr ndy co thé bao gdm
cic phan tlr tuong tu da biét chira nucleotit tu nhién, cling nhu nucleotit dugc bién ddi vé
gbc bazo, duong va/hodc gbc phosphat (vi du, khung chinh phosphorothioat). N6i chung,
phén t&r tuong ty ctia mot nucleotit cu thé c6 cung tinh dic hiéu tao cdp bazo; nghia la,

phén tir trong tu cua A s€ tao cap bazo véi T.

Céc thuét ngit “polypeptit”, “peptit” va “protein” dugc st dung thay thé 14n nhau dé
d& cap dén polyme chira céc gbc axit amin. Thuat ngt ndy cling dp dung cho cac polyme
axit amin, trong d6 mot hodc nhiu axit amin 13 c4c phan t twong tu hoa hoc hoac dan
xuét bién ddi cua céc axit amin ty nhién trong tmg.

“ién két” dung dé chi trong téc khong dbng hoa tri, ddc hiéu trinh ty gitta céc dai
phén tu (vi du, giﬁ:a protein va axit nucleic). Khong phai tét ca cac thanh phan ctia twong
tac lién két déu can phai dac hiéu trinh tu (vi du, tiép xtic v6i cac gbc phosphat trong khung
chinh ADN), mién 14 tuong tic nay vé mit tdng thé 12 dic hiéu trinh ty. Cac tuong téc nay
thudng duoc dic trung boi hing s6 phan ly (Kq) 12 107 M hodc thap hon. “Ai luc” dung
dé chi cudng do lien két: i luc lién két cang tang khi Ka cang thap.

“Protein lién két” 14 protein c6 thé lién két véi mot phan tir khac. Protein lién két co
thé lién két v6i, vi du, phan t ADN (protein lién két ADN), phan tir ARN (protein lién két
ARN) va/ho#c phén tir protein (protein lién két protein). Trong trudng hop protein lién két
protein, no ¢o6 thé lién két v4i chinh néd (dé tao ra homodime, homotrime, v.v...) va/hoac nd

6 thé lién két v6i mot hodc nhiéu phén tir ciia mdt hodc nhiéu protein khéc. Protein lién
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két c6 thé ¢4 nhidu hon mot kiéu hoat tinh lién két. Vi du, cac protein ngdn tay k€m c6 hoat

tinh lién két ADN, lién két ARN va lién két protein.

“Protein lién két ADN ngon tay kém” (hodc ving lién k&t ADN ngoén tay kém) 1a
protein, hodc ving nam trong mot protein 16n hon, ma lién két véi ADN theo cach dic hiéu
trinh t qua mdt hodc nhidu ngoén tay kém, ma 1a cac ving c6 trinh ty axit amin nim trong
ving lién két ¢6 cAu tric duge 6n dinh nho phéi tri cia ion kém. Thudt ngit protein li€n Két

ADN ng6n tay ké€m thudng dugc viét tit 13 protein ngén tay k&m hodc ZFP.

“Ving lién két TALE ADN” hodc “TALE” 1a polypeptit chira mot hodc nhiéu
ving/don vi lip TALE. Vung 13p tham gia vao lién két cia TALE véi trinh ty ADN dich
cung géc ctia né. “Don vi lap” don (con duoc goi 1a “trinh tu [dp”) thuong dai 33-35 axit
amin va thé hién it nhit 1 mot s6 tuong ddng trinh tu v6i céc trinh tu 1ap TALE khac trong

protein TALE ty nhién.

Ngén‘ tay kém va vung lién két TALE c6 thé duoc “thao tac di truyén” dé lién két
v6i trinh tu nucleotit xac dinh trude, vi du béng cach thao tac di truyén (bién dbi mot hoic
nhiéu axit amin) ving xo&n nhén biét ctia ngén tay kém tu nhién hodc protein TALE. Do
do, protein lién két ADN duoc thao tac di truyén (ngén tay kém hodc TALE) 1a céc protein
khong xuét hién tu nhién. Vi du khong gidi han vé cac phuong phép thao tac di truyén
protein lién két ADN la thiét ké va chon loc. Protein lién két ADN duoc thiét ké 1a protein
khong xuat hién trong tu nhién ma c6 thiét ké/thanh phan chi yéu do céc tiéu chuén hop
ly. Céc tiéu chudn hop ly dé thiét ké bao gdm 4p dung céc nguyén tac thé va cac thuat toan
vi tinh dé xr 1y thong tin trong co s dit ligu lwu trit thong tin clia cac thiét ké ZFP va/hodc
TALE va dir liéu lién két hién hanh. Xem, vi du. Patent My sb 6.140.081; 6.453.242;
6.534.261 va 8.585.526; ciing xem WO 98/53058; WO 98/53059; WO 98/53060;
WO 02/016536 va WO 03/016496.

Protein ngén tay kém hodc TALE “duoc chon loc™ 1a protein khéng duge tim thay
trong tu nhién ma sy san sinh ra né chu yéu 1a do quy trinh thuc nghi¢ém nhu bidu hién thé
thuc khuén, bét gitt twong tac hodc chon loc lai. Xem vi du. Patent My $65.789.538;
5.925.523; 6.007.988; 6.013.453; 6.200.759; 8.586.526; WO 95/19431; WO 96/06166;
WO 98/53057; WO 98/54311; W0 00/27878; WO 01/60970 WO 01/88197,

WO 02/099084.
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“TtAgo” la protein Argonaute cia t& bao tién nhan duoc cho 1a tham gia vao vigc
bét hoat gen. TtAgo thu duoc tir vi khuln Thermus thermophilus. Xem, vi du, Swarts va
dong tdc gia, ibid, G. Sheng va dong tdc gid., (2013) Proc. Nail. Acad. Sci. U.S.4. 111,
652). “Hé TtAgo” 1a tAt ca cac thanh phan cAn thiét bao gdm, vi dy, cdc ADN hudng dan
d8 phan cit bang enzym TtAgo.

“T4i tb hop” ding dé chi qua trinh trao déi thong tin di truyén gifta hai polynucleotit,
bao gdm nhung khong gidi han &, bét giit thé cho bing céch ndi ddu cing khdng tuong
ddng (NHEJ) va tai td hop tuwong dbng. Véi cac muc dich cia phén mb ta, “tai t6 hop tuong
dong (HR)” dung dé chi dang d#c hiéu cua qua trinh trao dbi xay ra, vi dy, trong qua trinh
stra chita cac doan dut gy soi kép trong té bao bing céc co ché stra chita dua theo su tuong
ddng. Qua4 trinh nay doi hoi sy twong dong trinh tu nucleotit, sir dung phén tir “cho” dé sira
khudn ctia phan tir “dich” (nghia 13, phén tir bi dit gdy soi kép), va duoc goi khac nhau 1a
“chuyén hoa gen khong trao d6i chéo” hodc “chuyén héa gen b6 ngén” vi né dan dén su
truyén thong tin di truyén tir thé cho dén dich. Khong mong mubn bi rang budc bai 1y
thuyét bét ky, su truyén nay co thé bao gém stra chita 1éch doi cia ADN soi kép di hgp ma
tao ra gitta dich dut gdy va trinh tu cho, va/hodc “0 soi phu thudc qua trinh tong hop” trong
d6 trinh tu cho nay duogc st dung dé tai téng hop thong tin di truyén ma s& tré thanh mot
phan ciia dich, va/hodc cac qué trinh lién quan. HR ddc hiéu thuong gay ra su bién dbi cia
trinh ty cla phan tr dich sao cho mot phﬁn hoic toan bo trinh tu cia polynucleotit cho

duge két hop vao polynucleotit dich.

Trong cac phuong phép cua sang ché, mot hodc nhiéu nucleaza hudéng dich nhu
dwoc mo ta & day tao ra vi tri dat gdy soi kép (DSB) trong trinh tu dich (vi du, soi nhiém
séc t& bao) & vi tri xac dinh trude. DSB ¢ thé gdy ra dot bién mét doan va/hoic dot bién
gin xen bing co ché sira chita dwa vao su trong dong hodc bang co ché stra chita dua vao
sy khong twrong dong. Cac dot bién mét doan c6 thé chua sb lwong cdp bazo bt ky. Tuong
tu, cac dot bién gén xen c6 thé chia sb luong cap bazo bét ky bao gém, vi duy, su tich hop
polynucleotit “cho”, tly ¥ ¢0 su tuong ddng véi trinh tu nucleotit trong viing dut gdy. Trinh
tu cho nay cé thé dugc tich hop vat 1y hodc, ngoai ra, polynucleotit cho nay dugc st dung
1am khuon d stra vi tri dirt gdy bang k¥ thuét tai t6 hop twong ddng, gay ra sy dua vao toan
bd hoac mot phén cta trinh tu nucleotit nhu trong trinh tu cho vao soi nhifm séc té bao.

Do do6, trinh ty thi nhat trong s¢i nhidm sic té bao co6 thé dugce bién doi va, trong mot s6
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phuong an, ¢ thd duoc chuyén thanh trinh tu c6 mit trong polynucleotit cho. Do do, viéc
sir dung céc thuat ngtt “thay thé” hogc “su thay thé” c6 thé dugc hiéu 1a thé hién su thay
thé mot trinh tu nucleotit bang mdt trinh ty khéc, (nghia la, thay thé mét trinh tu theo nghia
thong tin), va khong nhét thiét doi hoi phai thay thé vat Iy hode héa hoc mdt polynucleotit

bang mdt polynucleotit khéc.

Trong mot phuong phap bét ky trong s6 cac phurong phéap duoc md ta & day, cac cap
protein ngoén tay kém bd sung hoic TALEN c6 thé dwoc st dung dé cét soi kép bd sung

ctia vi tri dich bo sung bén trong t€ bao nay.

B4t ky trong s6 cac phuong phép dugc mo td & ddy co thé duoc st dung dé gén xen
trinh tu cho ¢6 kich thuée bét ky va/hodc bt hoat mot phé”m hoic hoan toan mot hodc nhiéu
trinh tu dich trong mot té bao bang cach tich hop dich trinh tw cho ma phé vo sy biéu hién
cua (céac) gen can quan tim. Céc dong t€ bao c6 cac gen dugc bét hoat mot phan hodc hoan

toan cling dugc dé xuat.

Trong mot phuong phép bét ky trong cac phudng phap dugc mo ta ¢ day, trinh tu
nucleotit ngoai sinh (“trinh tu cho” hodc “gen chuyén”) c6 thé chira cac trinh ty ma tuong
ddng, nhung khong ddng nhét, véi céc trinh tw bd gen trong vung can quan tim, do d6 kich
thich su tai t6 hop tuwong ddng dé gan xen trinh ty khong ddng nhét vao ving can quan tAm.
Do d6, trong mot sb phuong 4n, céc phn ciia trinh ty cho ma twong dbng véi cac trinh tu
trong viing cAn quan tim thé hién su ddng nhét trinh ty khoang tir 80 dén 99% (hoic sb
nguyén bt ky trong khoang nay) véi trinh tw bo gen bi thay thé. Trong c4c phuong an
khac, su tuong déng giita trinh tw cho va trinh ty bd gen 1a cao hon 99%, vi du néu chi 1
nucleotit khac nhau gitta trinh ty cho va trinh tu bd gen trong s6 hon 100 cip bazo lién ké.
Trong mot s6 trudng hop, phan khong tuong ddng cia trinh ty cho c6 thé chua c4c trinh tu
khoéng c6 mit trong vung cdn quan tdm, sao cho céc trinh tr méi dugc dua vao vung cin
quan tAm. Trong céc trudong hop nay, trinh tu khong tuong dong thuong dugc gén bén suon
boi cac trinh tr gdm 50-1.000 cg@p bazo (hodc gié tri nguyén bét ky trong khodng nay) hodc
s6 luong cip bazo bét ky 16n hon 1.000, ma tuong ddng hoic ddng nhit v6i céc trinh tu
trong vung can quan tAm. Trong cac phuong 4n khéc, trinh tur cho nay 12 khong tuong déng

v&i trinh ty thtt nhét, va dugc gén xen vao bd gen bing co ché tai td hop khong tuong dong.

“Phan cit” diing dé chi sy phd vo khung chinh ddng hoa tri cua phan tt ADN. Su
phén cit ¢6 thé dugc khoi dong bang nhiéu phuong phép khac nhau bao gb6m, nhung khong
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gi6i han &, quy trmh thuy phan bang enzym hodc héa hoc 11en két phosphodleste Ca su
phén cét s¢i don va phén cat soi kép ddu 14 c6 thé, va su phén cét soi kép co thé xay ra nhu
1a két qua ctia hai hién twong phén cit soi don riéng blet Su phéan cit ADN c6 thé tao thanh
céc diu bang hoic cac dau so le. Trong mdt s6 phuong 4n, cac polypeptit dung hop dugc

stt dung d& phan cit ADN soi kép hudéng dich.

“Ntra vung phan cat” 1a trinh tu polypeptit ma, ndi véi polypeptit thir hai»(giéng
hodic khac nhau) tao ra phirc hop co6 hoat tinh phan cét (tot hon, néu 12 hoat tinh phan cit
soi kép). Thuat ngit “nira vung phén cit tht nhit va thir hai”; “nira vang phan cat +va—"
va “nira ving phén cét trai va phai” duge sit dung thay thé 1An nhau dé dé cap dén cip céc

nira ving phén cat dime hoa.

“Nira ving phan cét duoc thao tac di truyén” 12 ntra viing phan cét duoc bién doi dé
tao ra cac heterodime bat budc vé6i nira vang phan cit khac (vi du, nira ving phan cat duoc
thao téc di truyén khac). Citng xem, Cong b Patent My s6 2005/0064474, 20070218528,
20080131962 va 20110201055, dugc dua vao day bang cach vién din toan bo.

Thuét ngt “trinh ty” dung dé chi trinh tu nucleotit c6 d dai bét k¥, c6 thé 1a ADN
hosic ARN; ¢6 thé 1a théng, vong hodc c6 nhanh va c6 thé 1a soi don hodc soi kép. Thuat
ngtt “trinh ty cho” dung dé chi trinh tu nucleotit dugc gén xen vao bd gen. Trinh tw cho ¢6
thé ¢6 do dai bat k¥, vi du do dai tir 2 dén 100.000.000 nucleotit (hodc trj s6 nguyén bat ky
trong khoédng nay hodc trén khoang nay), t6t hon, néu dai tir 100 dén 100.000 nucleotit
(hodc gid tri nguyén bét ky trong khoang nay), t5t hon nita, néu dai khoang tir 2000 dén
20.000 nucleotit (hoic gia tri bat ky nam trong khoang nay) va thdm chi t6t hon nita, néu

khoang tir 5 dén 15 kb (hoic gié tri bét ky nim trong khoang nay).

“Soi nhidm sic” 1a cAu tric nucleoprotein chtra bd gen té bao. Soi nhidm sic té bao
chia axit nucleic, chi yéu 1a ADN, va protein, bao gdm cac protein nhidm sic thé histon
va khong histon. Phén 16n soi nhi®m sic té bao nhan chuén tn tai & dang cac thé nhan,
trong d6 161 thé nhéan chta xp xi 150 cdp bazo ciia ADN lién hop v6i octame chtra moi
hai trong sb céc histon H2A, H2B, H3 va H4; va ADN céu ndi (c6 do dai thay déi phu
thudc vao sinh vat) kéo dai gifta cdc 161 thé nhan. Phan ti cta histon H1 thuong dugc lién
hop véi ADN ciu ndi nay. Véi muc dich cia phan md ta ndy, thuat ngl “soi nhidm sic”

c6 nghia 12 bao gom tat ca cic loai nucleoprotein té bao, ca té bao tién nhan va té bao nhén
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chuén. Soi nhidm séc t& bao bao gdm cé s¢i nhiém sic ctia nhidm sic thé va soi nhiém sic
cia thé bd sung.

“Nhiém sdc thé” 1a phtc hop chét nhidm sic chta toan bd hodc mot phﬁn cua bd
gen té bao. By gen cua té bao thudng duge déo trung boi nhiém séc thé dd, ma 14 tap hop
clia tit ca cac nhiém sc thé chira bd gen cua té bao. BO gen cua t& bao c6 thé bao gf‘)m mot
hoac nhiéu nhim séc thé.

“Thé bd sung” 12 axit nucleic sao chép, phirc hop nucleoprotein hodc chu tric khac
chira axit nucleic ma khong phai la mot phan ciia nhiém shc thé dd cua té bao. Vi du vé cac
thé b sung bao gdm cac plasmit va mot s6 bo gen virut.

“Vung tiép can duo'cé’ 12 vi tri trong soi nhiém séc t& bao ma trong d6 vi tri dich co
mét trong axit nucleic ¢6 thé duoc lién két boi phan tr ngoai sinh nhén biét vi tri dich.
Khong mong mubdn bi réng budc boi Iy thuyét bét ky, tin ring ving tiép can dugc 12 mot
vung, ma khong duge géi vao trong cau trtic thé nhan. Céu tric riéng cia ving tiép can
duge thudmg c6 thé dugc phat hién béi do nhay ciia né véi cac doan do héa hoc va enzym,
vi du, cac nucleaza.

“Vi trf dich” hodc “trinh tw dich” 1a trinh ty axit nucleic xac dinh phan axit nucleic

ma phan ti lién két s& lién két vao, tao ra cac diéu kién du dé lién két ton tai.

Phén tit “ngoai sinh” 13 phan tir ma binh thuong khong c6 mit trong té bao, nhung
¢6 thé duge dua vao té bao nhd mot hodc nhiéu phuong phap di truyén, hoa sinh hodc céc
phuong phép khc. “Su ¢6 mat binh thuong trong té bao” dugc xac dinh cho mot giai doan
phat trién cu thé va céc didu kién méi truong cu thé cﬁa té bao nay. Do d6, vi du, phan tir
ma chi c6 mit trong qué trinh phat trién phoi ctia co 1a phan tir ngoai sinh d6i véi té bao co
cla ngudi truéng thanh. Tuong tu, phan to dugc tao ra béng cach sbc nhiét 1a phéan tir ngoai
sinh dbi voi té bao khong duoc sbc nhiét. Phan tr ngoai sinh c6 thé bao gém, vi du, dang
hoat dong ctia phén tir ndi sinh bi 161 hodc dang bi 1561 ctia phén tir ndi sinh hoat dong binh
thuong.

Phén t&r ngoai sinh ¢ thé 14, ngoai c4c loai phan tir khac, phén tur nho, nhu dugc tao
ra bang quy trinh hoa hoc td hop, hodc dai phan tr nhu protein, axit nucleic, hydrat cacbon,
lipit, glycoprotein, lipoprotein, polysacarit, dan xuét dugc bién ddi bat ky cla cac phén tir

trén day, hofic phic hgp bat ky bao gom mdt hodc nhiéu phan ti trén ddy. Céc axit nucleic
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bao g(‘”)m ADN va ARN, ¢o thé 1a sgi don hodc soi kép; co thé 1a théng, ¢6 nhanh hodc
vong; va c6 thé ¢6 do dai bét ky. Cac axit nucleic bao gbm cac phén tir c6 kha ning tao ra
soi kép, cling nhu céc axit nucleic tao ra b0 ba. Xem, vi dy, Patent My $6 5.176.996 va
5.422.251. Céc protein bao gbm, nhung khong gidi han &, protein lién két ADN, yéu t6
phién ma, yéu t6 tai cAu trac soi nhiém séc, protein li€n két ADN duogc metyl hoa,
polymeraza, metylaza, demetylaza, axetylaza, deaxetylaza, kinaza, phosphataza, integraza,

recombinaza, ligaza, topoisomeraza, gyraza va helicaza.

'Phén tit ngoai sinh co6 thé cung loai phan tir v6i phén tir ndi sinh, vi du, protein hodc
axit nucleic ngoai sinh. Vi du, axit nucleic ngoai sinh ¢6 thd bao gdm bd gen virut gy
nhiém, plasmit hodc thé bd sung dugc dua vao trong té bao, hodc nhiém séc thé ma binh
thuong khong ¢6 mdt trong té bao nay. Cac phuong phép dua cdc phéan ti ngoai sinh vao
trong té bao da dugc biét boi ngudi c6 kién thie trung binh trong linh vye nay va bao gom,
nhung khong gidi han ¢, k§ thuét chuyén qua trung gian lipit (nghia 13, liposom, bao gdm
céc lipit trung tinh va cation héa), k¥ thuat xung dién, ti€m truc tiép, dung hgp t€ bao, ban
phé bang hat, ddng két tha canxi phosphat, k¥ thuat chuyén qua trung gian DEAE-dextran
va chuyén qua trung gian vecto virut. Phan tir ngoai sinh cling 6 thé ciing loai phan tr véi
phan ti ndi sinh nhung thu duoc tlr cac loai khac voi loai ma té bao nay thu dugc tir d6. Vi
dy, trinh tu axit nucleic nguoi ¢ thé duoc dua vao dong té bao thu duoc dau tién tir chudt
hodc hamster. Phuwong phap dua phén tit ngoai sinh vao té bao thuc vat da duoc biét ddi
véi ngudi ¢ kién thirc trung binh trong linh vuc nay va bao gbm, nhung khong gi6i han o,
phuong phap bién nap thé nguyén sinh, silicon cacbua (vi du, WHISKERS™), bién nap
qua trung gian Agrobacterium, chuyén qua trung gian lipit (nghia la, liposom, bao gbm céc
lipit trung tinh va cation hoa), k¥ thuét xung dién, tiém truc tiép, dung hop té bao, k§ thuat
ban phé béng hat (vi du, st dung “sung gen”), ddng két tia canxi phosphat, chuyén qua
trung gian DEAE-dextran va chuyén qua trung gian virut.

Nguoc lai, phan tt “ndi sinh” 1a phén tir ma binh thuong cb mét trong mot té bao cu
thé & mot giai doan phat trién cu thé trong cac diéu kién mdi truong cu thé. Vi du, axit
nucleic ndi sinh co thé bao gém nhidm séc thé, bd gen cua ty thé, luc lap hodc bao quan
khéc, hodc axit nucleic thé b6 sung tu nhién. Céc phén tir ndi sinh khac ¢o thé bao gébm

protein, vi du, yéu to phién mé va enzym.
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Nhu dugc st dung 6 ddy, thudt ngft “san phim ctia axit nucleic ngoai sinh” bao gdm
cac san pham polynucleotit va polypeptit, vi dy, cac san pham phién ma (polynucleotit nhu

ARN) va céc san pham dich ma (polypeptit).

Phan ttr “dung hop” 12 phén tir trong d6 hai hodc nhiéu phén tit tiéu don vi duoc lién
két, t6t hon, néu 1a déng héa tri. Céc phén tir tidu don vi ndy c6 thé 1a cing loai phén ti
hoa hoc, hodc co thé 12 cac loai phan tt hoa hoc khac nhau. Vi du vé& loai phén ttr dung hop
thir nhit bao gdm, nhung khong gidi han &, cc protein dung hop (vi du, thé dung hop gifta
vung lién két ZFP hoic TALE ADN va mot hodc nhiéu ving hoat hoa) va céc axit nucleic
dung hop (vi dy, axit nucleic ma héa protein dung hop dugc md ta trén day). Vi du vé loai
phan tir dung hop thir hai bao gdm, nhung khong gidi han 6, thé dung hop gifta axit nucleic

tao bd ba va polypeptit, va thé dung hop giita phan tr lién két ranh phu va axit nucleic.

Su biéu hién ctia protein dung hgp trong té bao c6 thé do su phan phéi protein dung
hop nay vao t& bao hodc bang cach phan phdi polynucleotit ma hoa protein dung hop nay
vao té bao, trong d6 polynucleotit nay dugc sao chép, va ban sao nay dugc dich m3, dé tao
ra protein dung hop. Néi chéo, phan cit polypeptit va nbi polypeptit cling c6 thé tham gia
vao su biéu hién protein trong té bao. Cac phuong phép phan phéi polynucleotit va

polypeptit vao té bao dugc trinh bay trong cac doan khéac clia phén mo ta nay.

“Gen” v6i cac muc dich ctia phan mo ta nay, bao gdm ving ADN ma hoa san pham
gen (xem duéi ddy), cling nhu tht ca cac ving ADN diéu hoa su san sinh san pham gen
nay, du céc trinh tu didu hoa nay c6 lién ké véi trinh ty ma hoa va/hodc dugce sao chép hay
khong. Theo d6, gen bao gbm, nhung khong nhAt thiét gigi han &, céc trinh ty khoi dong,
trinh tu két thuc, cac trinh tu diéu hoa dich ma nhu céc vi tri lién két ribosom va céc vi tri
di vao trong ribosom, trinh tu ting cudng, trinh tu bét hoat, trinh tu céch ly, phan tir bién,

gbc sao chép, vi tri gan chat nén va cic ving dicu khién locut.

“Biéu hién gen” dung dé chi su chuyén thong tin, chtra trong gen, thanh sén pham
gen. San phim gen c6 thé 1a san phim phién ma tryc tiép cua gen (vi dy, mARN, tARN,
rARN, ARN dbi nghia, ribozym, ARN cAu trac hodc loai ARN bt ky khac) hodc protein
duoc tao ra nho su dich md mARN. Cac san phém gen cling bao gém cac ARN duoc bién
d6i, bang cac qud trinh nhu gin mi, polyadenyl hoa, metyl hoa, va chinh sira, va cac protein
d4 bién dbi nho, vi dy, su metyl hoa, axetyl héa, phosphoryl héa, ubiquitin hoa, ADP-

ribosyl hoa, myristyl hoa, va glycosyl hoa.
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| “Pidu bién” su biéu hién gen dé cap dén sy thay ddi vé hoat tinh cua gen. Viéc diéu
bién sy biéu hién co thé bao gdm, nhung khong gidi han &, hoat hoa gen va trc ché gen.
Viée chinh sita bo gen (vi dy, phan cit, bién déi, bat hoat, gy dot bién nglu nhién) c6 thé
duoc sit dung dé didu bién sy biéu hién. Su bt hoat gen d& cap dén sy giam biéu hién gen
bét ky so véi té bao khong chira ZFP, TALE hodc hé¢ CRISPR/Cas nhu dugc md ta ¢ day.

Do dé, su bét hoat gen c6 thé 1a mot ph?m hodc hoan toan.

mARN “duoc bao v&” 18 mARN ma trong d6 mARN nay duoc bién dbi theo mot
sé cach d@é 1am tang tinh dn dinh hodc sy dich ma cia mARN nay. Vi du v& cac phuong
phép bao vé bao gbm sir dung k¥ thuét thay thé dén 25% céc gbe cytodin va uridin bang 2-
thiouridin (s2U) va 5-metylcytidin (m5C). mARN tao thanh thé hién kha ning giy mién
dich thép hon va dn dinh hon so véi dang chua dugc bién ddi cua nd. (xem Kariké va dong
tdc gia. ((2012), Molecular Therapy, Tap 16, s0 11, trang 1833 — 1844). Céc thay d6i khac
bao gém su bd sung thém mii ARCA, lam ting kha nang dich ma cia mARN dugc tao ra

trén in vitro (xem Patent My US7074596).

“Ving cin quan tAm” [ ving bét ky ctia soi nhiém sic té bao, nhu, vi du, gen hodc
trinh tw khéng ma héa nim trong hodc lién k& v&i gen, ma mong mudn lién két v6i phan ti
ngoai sinh trong d6. Su lién két c6 thé 1a nhadm muc dich phan cit ADN dich va/hodc téi to
hop dich. Vung can quan tAm c6 thé ¢6 mit trong nhiém sic thé, thé bd sung, bo gen cia
cO quan té bao (vi duy, ti thé, luc lap), hodc vi dy, by gen cua virut gdy nhiém. Ving can
quan tdm cO thé ndm trong viing ma hda cua gen, nam trong vung khong ma héa dugc sao
chép nhu, vi dy, céc trinh tu dAn, céc trinh tu kéo sau hodc intron, hodc trong vung khong
duoc sao chép, ngugc dong hodc xudi dong ving mé hoa. Vung can quan tim c6 thé ngin
bﬁng mot cdp nucleotit duy nhét hodc dai dén 2.000 cip nucleotit, hodc ) cap nucleotit
nguyén bét ky.

Té bio “nhan chudn” bao gdm, nhung khong gidi han 6, cac té bao nim (nhw nim

men), té bao thuc vat, té bao dong vat va té bao cta nguoi (vi dy, té bao T).

Céc thudt ngit “lién két hoat dong” va “duge lién két hoat dong” (hodc “dugc lién
két hoat dong”) dugc st dung thay thé 13n nhau vé vi tri lién ké cua hai hodc nhiéu thanh
phan (nhu cdc don vi trinh tw), trong d6 cac thanh phan nay dugc Sap *{ép sao cho ca hai
thanh phin déu hoat dong binh thuong va cho phép kha néang la it nhit mot trong sd cac

thanh ph?m nay cé thé thuc hién chirc ning ma dugc gay ra boi it nhit mot trong s céc
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thanh phan con lai. Bing céch minh hoa, trinh ty diéu hoa phién mé, nhu trinh ty khéi
dong, dugc lién két hoat dong véi trinh ty ma hoa néu trinh tu diéu hoa phién ma didu khién
mirc phién ma cta trinh tu ma hoa tuong g v6i sy ¢6 mit hodc Véng mat cia mdt hoac
nhiéu yéu t6 diéu hoa phién ma. Trinh ty diéu hoa phién ma thudng duoc li€n két hoat dong
trong cAu hinh cis véi trinh ty ma hoa, nhung khong can phai lién ké truc tiép vé6i né. Vi
dy, trinh tu ting cuong la trinh tu diéu hoa phién ma ma duoc lién két hoat dong voi trinh

tu ma hoa, ngay ca khi ching khéng lién ké.

Pbi véi polypeptit dung hop, thuat ngit “duoc lién két hoat dong” ¢6 thé dé cap dén
trudng hop 13 mdi mot trong sé cac thanh phan nay, khi lién két voi thanh phin con lai,
thuc hién chic ning gidng nhu khi n6 khong dugc lién két nhu vay. Vi du, d6i véi
polypeptit dung hop, trong d6 vung lién két ZFP, TALE ho#c Cas ADN duoc dung hop
vé6i ving hoat hda, vung lién két ZFP, TALE hoic Cas ADN nay va ving hoat hda nay 1a
lién két hoat dong néu, trong polypeptit dung hop nay, phén ving lién két ZFP, TALE hogc
Cas ADN c¢6 thé lién két véi vi tri dich ctia n6 va/hodc vi tri lién két ctia no, trong khi ving
hoat hoa nay co thé diéu hoa ting su biéu hién gen. Khi polypeptit dung hop, trong dé vung
lién két ZFP, TALE hoic Cas ADN dugc dung hop véi vang phén c&t, ving lién két ZFP,
TALE hodc Cas ADN va vung phén cit nay 1a lién két hoat dong néu, trong polypeptit
dung hop nay, phan ving lién két ZFP, TALE hodc Cas ADN ¢6 thé lién két v&i vi tri dich
clia n6 va/hoic vi tri lién két ciia n6, trong khi viing phan cét c6 thé phan cit ADN & ving

1an cin cuda vi tri dich.

“Doan chirc ning” cla protein, polypeptit hodc axit nucleic 1a protein, polypeptit
ho#c axit nucleic ¢o trinh tw khong twong dbng véi protein, polypeptit hodc axit nucleic ¢d
chidu dai ddy du, nhung van gitt dugc chirc nang gidng nhu protein, polypeptit hodc axit
nucleic c6 chiéu dai day du nay. Doan chirc ning c6 thé c6 sb luong gbe nhiéu hon, it hon,
hodc béng sb luong géc cua phén tit ty nhién twong Ung, va/hodc co thé chtra mot hodc
nhidu axit amin thé hogc nucleotit thé. Cac phuong phap dé xac dinh chirc nang cla axit
nucleic (vi dy, chitc ndng ma hoa, kha ning lai véi axit nucleic khac) da duoc biét rd trong
linh vuc nay. Tuong ty, cac phwong phéap dé xac dinh chirc nang protein la da dugc biét rd.
Vi du, chitc nang lién két ADN clia polypeptit c6 thé duoc xac dinh, vi du, béng cac thur
nghiém lién két b loc, phuong phap dién di dich chuyén-di dong, holic cc thir nghiém ket

tia mién dich. Sy phan cét ADN c6 thé duge thir nghi¢m bang ky thuat dién di gel. Xem
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Ausubel va ddng tac gia., trén ddy. Kha ning twong tac cua protein v4i mot protein khac
c6 thé duoc xéac dinh, vi dy, bé‘mg thir nghiém déng két tia mién dich, thir nghiém lai doi

hodc thir nghiém bo tro, ca di truyén va hoéa sinh.

“Vecto” c6 kha ning chuyén cic trinh ty gen sang té bao dich. Thong thudng, “cu
triic vecto”, “vecto biéu hién” va “vecto chuyén gen” c¢6 nghia 12 cAu triic axit nucleic bat
ky c¢6 kha nang didu khién su biéu hién cia gen can quan tim va c6 thé chuyén cac trinh tu
gen sang té bao dich. Do d6, thuét ngit nay bao gdm céac phuong tién tich dong, va biéu

hién cfing nhu céc vecto tich hop.

Thuat ngit “dbi tuong” va “bénh nhan” dugc sit dung thay thé 1An nhau va dé cap
dén cac dong vat co6 va nhur bénh nhén 13 ngudi va cdc dong vét linh trudng khong phai
ngudi, cling nhu cac dong vt thi nghiém nhu thd, chd, meéo, chudt hoang, chudt va cac
dong vat khéc. Theo do, thut ngit “d6i twong” hodc “bénh nhan” nhu duge st dung & day
c6 nghia 1a bénh nhan hodc dbi tuong 1a dong vat co vu bt ky ma cac té bao gbc theo sang
ché ¢6 thé duge sit dung cho. Péi tugng theo séng ché bao gbém cic dbi twong bi phoi

nhidm v&i mot hodic nhiéu doc to héa hoc, bao gom, vi du, doc to than kinh.

“Tinh gbc” dé cap dén kha nang twong doi cla te bao bat ky trong viéc hoat dong
theo kidu tuong tu té bao gbc, nghia la, mic do toan nang, da ndng hoac vai tiém ndng va

mic do tu tai sinh vo han hodc dugc m& rong ma té bao goc cu thé bat ky c6 the co.
Nucleaza

Duoc md ta & ddy 1a cac ché pham, cu thé 13 cac nucleaza, ma hitu ich dé phén cat

in vivo phéan tir cho mang gen chuyén va cic nucleaza dé phan cat bd gen cla te bao sao

r
A

cho gen chuyén nay dugc tich hgp vao bd gen theo cach duge gin dich. Trong mdt so
phuong an, mot hodc nhiéu nucleaza nay xudt hién tu nhién. Trong cac phuong 4n khac,
mot hodc nhiéu nucleaza nay khong xuét hién tu nhién, nghia 13, dugc thao tac di truyén
trong vung lién két ADN va/ho#c ving phan cit. Vi du, ving lién két ADN ctia nucleaza
tu nhién c6 thé duoc bién dbi dé lien két vé6i vi tri dich chon loc (vi du, meganucleaza ma
duoc thao tac di truyén dé lién két v6i vi tri khac voi vi tri lién két cing gdc). Trong cac
phuong 4n khac, nucleaza nay chira cac ving phan cit va lién két ADN khéc loai (vi du,
cc nucleaza ngon tay k&m; protein lién két ADN vung hiéu tng TAL; vung lién két ADN

meganucleaza c6 cac ving phan cdt khac loai).
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Vung lién két ADN

Trong mot sb phuong 4n, ving lién két ADN ctia mdt hodc nhidu nucleaza dugc st
dung dé phan cit in vivo va/hodc phin cit hudng dich bd gen cua té bao chira protein ngon
tay kém. T6t hon, néu protein ngén tay k&m la khong xuit hién tu nhién, nghia 1a né dugc
thao téc di truyén dé lién két v6i vi trf dich @3 chon. Xem, vi du, Beerli va dong tac gia.
(2002) Nature Biotechnol. 20:135-141; Pabo va ddng tac gia. (2001) Ann. Rev.
Biochem.70:313-340; Isalan va ddng tac gia. (2001) Nature Biotechnol.19:656-660; Segal
va ddng téc gia. (2001) Curr. Opin. Biotechnol.12:632-637; Choo va ddng tac gia. (2000)
Curr. Opin. Struct. Biol.10:411-416; Patent MY sd 6.453.242; 6.534.261; 6.599.692;
6.503.717; 6.689.558; 7.030.215; 6.794.136; 7.067.317; 7.262.054; 7.070.934; 7.361.635;
7.253.273: vi Cong bd Patent My sb 2005/0064474; 2007/0218528; 2005/0267061, tat ca

céc tai liéu nay duge dwa vao ddy bang cch vién dan toan bo.

Ving lién két ngon tay k&m dugc thao tac di truyén ¢6 thé ¢6 tinh dic hiéu lién két
moi, so v6i protein ngén tay kém xuét hién tu nhién. Cac phuong phép thao tac di truyén
bao gdm, nhung khong gi6i han &, thiét ké hgp 1y va céc loai chon loc khac nhau. Thiét ké
hop ly bao gém, vi dy, st dung co s& dir liu chira cac trinh tur nucleotit bd ba (hodc bd
bén) va céc trinh tu axit amin ngén tay k&m don 1é, trong do mdi trinh tu nucleotit bd ba
hogic bd bdn nay duge lién hop véi mot hodc nhiéu trinh tu axit amin cia cac ngén tay kém
ma lién két voi mét trinh tu bo ba hodc bd bdn cu thé. Xem, vi du, Patent M¥ d@)ng s hitu

6.453.242 va 6.534.261, dugc dua vao day béng cach vién dan toan bo.

Céc phurong phéap chon loc dién hinh bao gém cic hé biéu hién thé thuc khuan va
hé lai d6i, dugc md ta trong Patent- My s6 5.789.538; 5.925.523; 6.007.988; 6.013.453;
6.410.248; 6.140.466;6.200.759; va 6.242.568; cling nhu WO.98/37186; WO 98/53057;
WO 00/27878; WO 01/88197 va GB 2.338.237. Ngoai ra, viéc ting cudng tinh dac hi¢u
Jién két cho cac ving lién két ngén tay kém dugc mo ta, vi dy, trong WO 02/077227 dong
s¢ hiru.

Ngoéﬁ ra, nhu du’qé mo ta trong cac tai liéu tham khéao 'nély va cac tai liéu khac, cac
ving ngédn tay k&m va/hodc céc protein ngén tay kém co nhidu ngén c6 thé duoc lién két
v6i nhau bing cach st dung céc trinh tu cAu ndi thich hop bét ky, bao gbm vi du, c4c clu
ndi dai 5 holic nhidu axit amin. Xem, Patent M 6 6.479.626; 6.903.185; va 7.153.949 vé

cac trinh tu cAu ndi dién hinh dai 6 hodc nhicu axit amin. Céc protein dugc mo ta & day co
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thé bao gém"té hop bét ky cua cac cau ndi thich hop gitra cac ngén tay k&m don 1€ cua
protein nay. |

Chon loc vi tri dich; cdc ZFP va cac phuong phap dé thiét ké va cu triic céc protein
dung hop (va polynucleotit ma héa protein nay) da dugc biét d6i v6i nguoi co kién thirc
trung binh trong linh vuc nay va dwgc mé ta chi tiét trong Patent My s6 6.140.081;
5789.538; 6.453.242; 6.534.261; 5.925.523; 6.007.988; 6.013.453; 6.200.759;
WO 95/19431; WO 96/06166; WO 98/53057; WO 98/54311; WO 00/27878;
WO 01/60970 WO 01/88197; WO 02/099084; WO 98/53058; WO 98/53059;
WO 98/53060; WO 02/016536 va WO 03/016496.

Gan nhu bat ki cau nbi (doan dém) nao cling c6 thé dugc st dung gifta mot hodc
nhiéu thanh phén ciia viing lién két ADN (vf du, céc ngén tay kém), gitta mot hodc nhidu
viung lién két ADN va/ho#c gitta ving lién két ADN nay va vung chirc ning (Vi du,
nucleaza). Vi du khong giéi han vé cAc trinh tu cau nbi thich hgp bao gdm cac Patent My
s6 8.772.453: 7.888.121; 6.479.626; 6.903.185; va 7.153.949; va Cong bd Patent My sd
20090305419; 20150064789 va 20150132269. Do do, cac protein dugc md ta & day co thé
bao gdm td hop bat k¥ cua cac cau ndi thich hop gifta cac thanh phan lién két ADN don 1¢

va/hoic gifra viing lién két ADN va ving chirc ndng cua céc thanh phéan dugc md ta & day.

B. Vung phin cht -

Vﬁng phén'cét thich hop bat ky c6 thé duoc lién két hoat dong voi cac ving lién két
ADN nhu duoc md ta & ddy dé tao ra nucleaza. Ving phan cit ndy co thé 12 khéc loai véi
ving lién két ADN nay, vi du Vl‘lﬂg lién két ADN ngoén tay k&m va viung phan cét tir
nucleaza. Cac vung phin cét khac loai c6 thé thu dugc tir endonucleaza hoic exonucleaza
bat ky. Céc endonucleaza dién hinh ma ving phén cht c6 thé thu duoc tir d6 bao gdm,
nhung khong gi6i han &, endonucleaza gi¢i han va endonucleaza huéng dich. Xem, vi du,
2002-2003 Catalogue, New England Biolabs, Beverly, MA; va Belfort va dong tac gia.
(1997) Nucleic Acids Res.25:3379-3388. Céc enzym phan cat ADN khéc da dugc biét (vi
du, Nucleaza S1; nucleaza ddu xanh; DNazaI cta tuy; nucleaza vi cau khuén; endonucleaza
ndm men HO; cling xem Linn va ddng tac gia. (eds.) Nucleases, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1993). Mot hodc nhidu enzym nay (hodc doan chirc ndng cia ching) co

thé duoc st dung 1am ngudn chira cac ving phan cat va nira ving phéan cit.
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Twong tu, nira vung phén cit c6 thé thu duoc tir nucleaza bt ky hodc mot phén ctia
n6, nhu duoc chi ra trén diy, ma cin dime hoéa cho hoat tinh phan cat. Néi chung, hai
protein dung hop la can thiét cho su phan cit néu cac protein dung hop nay chira céc nua
viung phan cit. Ngoai ra, mdt protein duy nhét chira hai nira ving phan cét c6 thé duge sir
dung. Hai ntra viung phén cit ¢6 thé thu duoc tir cing mot endonucleaza (hodc cac doan
chirc nang cta ching), hodc mdi nira viing phan cit c6 thé thu duoc tir mot endonucleaza
khéac (hodic cac doan chure nang cua ching). Ngoai ra, cac vi tri dich cho hai protein dung
hop t6t hon, néu dugc bb tri v&i nhau, sao cho sy lién két cuia hai protein dung hop nay véi
céc vi tri dich twong tng cua ching dit cac nira ving phan cit theo huéng khong gian voi
nhau cho phép cac nira ving phan cit ndy tao ra ving phénvcét hoat dong, vi du, bang cach
dime hoa. Do d6, trong mot sd phuong 4n, cic mép gin cia c4c vi tri dich dugc phan tich
bdi 5-8 nucleotit hoic boéi 15-18 nucleotit. Tuy nhién, s6 nguyén nucleotit hodc cip
nucleotit bat ky c6 thé xen vao gifra hai vi trf dich (vi dy, tir 2 dén 50 cip nucleotit hodc

nhiéu hon). Néi chung, vi tri phan cat nam gitta cac vi tri dich.

Endonucleaza giéi han (enzyme gidi han) xuét hién & nhiéu loai va c¢6 kha ning lién
két dic hidu trinh tu vi ADN (& vi trf nhn biét), va cit ADN tai hodc gan vi tri lién két.
Mot ) enzym gidi han (vi dy, Typ IIS) cit ADN & céc vi tri dugc loai bo khoi vi tri nhén
biét va co6 cic ving phan cht va lien két c6 thé tach roi. Vi du, enzym Typ IIS Fok I xtc tac
cho su phan cat soi kép ctia ADN, & vi tri 9 nucleotit tir vi trf nhén biét cuia nd trén mot soi
va 13 nucleotit tir vi tri nhan biét ctia no trén soi con lai. Xem, vi du, Patent My sb
5.356.802; 5.436.150 va 5.487.994; ciing nhu Li va dong tac gia.(1992) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 89:4275-4279; Li va ddng tac gia. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:2764-
2768; Kim va dong tac gia. (1994a) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91 :883-887; Kim va dong
tac gia. (1994b) J. Biol. Chem. 269:31,978-31,982. Do do, trong mét phuong 4n, cac
protein dung hop chira ving phén cit (hoic ntra ving phan cét) cua it nhé4t mot enzym gidi
han Typ IIS va mot hodc nhiéu vung lién Kkét ngon tay kém, ma co thé hoidc khong thé duoc
thao tac di truyén.

FEnzym gi6i han Typ IIS dién hinh, ma c6 ving phan cit tach duoc khoi vang lién
két, 12 FokI. Enzym cu thé nay hoat dong nhu mot dime. Bitinaite va ddng tac gia. (1998)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:10,570-10,575. Theo d6, v6i muc dich cta phﬁn mo ta nay,

phan enzym Fok I duogc st dung trong cac protein dung hop duge mo ta nay dugc coi la
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nira vung phan cht. Do do, dbi voi su phan cit soi kép hudng dich va/hodc thay thé huéng
dich cac trinh tu té bio st dung cac thé dung hop ngoén tay kém-Fok I, hai protein dung
hop, mdi protein chira nira viing phén cht Fokl, c6 thé dugc st dung dé khbi phuc lai vung
phén cit hoat dong xtic tic. Ngoai ra, mot phén tr polypeptit duy nhét chtra ving lién két
ngén tay kém va hai nira ving phén cit Fok I cling c6 thé duge st dung. Céc tham s6 cho
su phan cit hudng dich va bién ddi trinh tw dich st dung céc thé dung hop ngon tay kém-

Fok I duogc dua ra trong cdc doan khac ctia phan mo ta nay.

Viung phan cat hodc nira ving phén cét c6 thé 1a phan bét ky cua protein giit dugc
hoat tinh phan cit, hodc gitt dugc kha nang multime héa (vi du, dime hoa) dé tao ra ving

phén cat chirc ndng.

‘Céc enzym gidi han Typ IIS dién hinh dwoc mo ta trong Patent M§ s6 7.888.121
duoc dua toan bd vao ddy. C4c enzym gioi han khac ciing chira cac ving phén cit va lién
két c6 thé tach roi, va cdc enzym nay dugc dy tinh boi sing ché. Xem, vi dy, Roberts va

ddng thc gia. (2003) Nucleic acids Res. 31:418-420.

Trong mdt s& phuong én, ving phén c4t nay chira mot hogc nhidu nira ving phan
cht duoc thao tac di truyén (con duge goi 1a dot bién ving dime hoa) ma lam giam tbi da
hodic ngin cin sy homodime hoa, nhur dugc md ta, vi du, trong Xem, vi du, Patent M§¥ sb
7.914.796; 8.034.598 va 8.623.618, phé‘m md ta cua tit ca cac tai liéu nay dugc dua vao
day béng cac vién din toan bd. Cac géc axit amin & cac vi tri 446, 447, 479, 483, 484, 486,
487, 490, 491, 496, 498,499, 500, 531, 534, 537, va 538 cua Fokl déu 1a dich dé tac dong

dén su dime héa céac nira ving phan cit Fokl.

Céc ntra ving phan cét dugc thao tic di truyén dién hinh cta Fokl ma tao ra cac
heterodime bit budc bao gdm mét cip trong d6 nira ving phén cat thir nhat chira cac dot
bién & cac gdc axit amin & cdc vi tri 490 va 538 ctia Fokl va nua ving phan cat thir hai

chira céc dot bién & cac gde axit amin 486 va 499.

Do dé, trong mot phuong an, dot bién & vi tri 490 thay thé Glu (E) bang Lys (K):
46t bién & vi tri 538 thay thé Tso (1) bing Lys (K); dot bién & vi tri 486 thay thé Gln (Q)
bing Glu (E); va dot bién & vi tr 499 thay thé Iso (I) bang Lys (K). Cu thé 13, cac ntra ving
phén cit dugc thao tac di truyén di mo ta & day duoc tao ra bang cach gay dot bién céc vi
tri 490 (E—K) va 538 (I—>K) trong mot nita vung phan cit dé tao ra nita ving phén cit

duooc thao téc di truyén dwoc ky higu 1a “E490K:I538K” va bang cach gay dot bién cac vi
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tri 486 (Q—E) va 499 (I—L) trong mot nira vung phén cit khac dé tao ra nra viing phan
cht duoc thao tac di truyén duge ky higu 1a “Q486E:1499L”. Céc nira ving phan cit duoc
thao tac di truyén da mo ta & day 1a cac dot bién heterodime bt budc, trong d6 su phén ct
bét thuong dugce lam giam tdi da hodc dugc loai bo. Xem, vi du, Cong bd Patent M§ s6
2008/0131962, phin mo ta cla tai liéu nay dugc dua vao day bing céch vién dan toan bd
cho tit ca cac muc dich. Trong mot s6 phuong 4n, nira ving phén cit duogc thao téc di
truyén chtta cac dot bién & cdc vi tri 486, 499 va 496 (dugc danh s& 5o v6i Fokl kiéu dai),
vi du, cac dot bién thay thé gbc Gln (Q) kidu dai & vi tri 486 bang gbc Glu (B), gbe Iso (1)
kiéu dai & vi tri 499 bing gbc Leu (L) va gbc Asn (N) kiéu dai & vi tri 496 bang gbc Asp
(D) hoiic Glu (E) (con dugce goi 14n luot 1a ving “ELD” va “ELE”). Trong cdc phuong an
khéc, nira vung phén cit duge thao tac di truyén chira cac dot bién & cac vi tri 490, 538 va
537 (duge dénh s so vi Fokl kiéu dai), vi du céc dot bién thay thé gbc Glu (E) kiéu dai
& vi trf 490 bang gbc Lys (K), gbc Iso (I) kidu dai & vi tri 538 bang gbc Lys (K), va gbc
His (H) kiéu dai & vi tri 537 bing gdc Lys (K) hodc gbc Arg (R) (con dugce goi lan luot 12
ving “KKK” va “KKR”). Trong céc phuong 4n khac, nira vung phan cét dugc thao tac di
truyén chira cac dot bién & cac vi tri 490 va 537 (duoc ddnh s6 so v6i FokI kiéu dai), vi du
cdc dot bibn thay thé gbe Glu (E) kiéu dai & vi tri 490 bing gbe Lys (K) va gdc His (H)
kidu dai & vi tri 537 bang gbe Lys (K) hoic gbc Arg (R) (con duogc goi lan luot 1a ving
“KIK” va “KIR”). Xem, vi du, Patent My $67.914.796; 8.034.598 va 8.623.618. Trong cac
phuong 4n khéc, ntra ving phén cit duoc thao tac di tr_uyén chita cac dot bién “Sharkey”

va/hoic “Sharkey’ “ (xem Guo va dong tdc gid, (2010) J. Mol. Biol. 400(1):96-107).

Ntta ving phan cit dugc thao tac di truyén dugc mo ta ¢ day co thé duoc tao ra béng
cach st dung phuong phép thich hop bét ky, vi du, bang k¥ thuat gdy dot bién diém céc
nira viing phan cit kiéu dai (Fok I) nhu dugc mo ta trong Cong b Patent M§ s6 7.888.121;
7.914.796; 8.034.598 va 8.623.618. '

Ngoai ra, cac nucleaza ¢ thé duoc lap rap in vivo & cac vi tri dich axit nucleic bing
cach st dung cong nghé dugc goi 1a “enzym tich” (xem, vi du Cong bd Patent My 56
20090068164). Céc thanh phan ctia enzym tach nay cé thé dugc bidu hién trén cac cAu tric
bidu hién riéng biét, hodc c6 thé dugc lign két trong mot khung doc mé ma tai d6 cac thanh

phin don 1é duge phén téch, vi du, boi peptit tw cit 2A hoge trinh ty IRES. Céc thanh phén
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c6 thé 13 céc ving lién két ngén tay k&m don 1é hodc céc ving cua vung lién ket axit nucleic
meganucleaza.

Céc nucleaza ¢b thé duoc sang loc vé hoat tinh trude khi sit dung, vi du trong hé
nhidm sic thé dua trén nAm men nhu dugc mo ta trong WO 2009/042163 va 20090068164.
Su biéu hién cla nucleaza nay c6 thé nam dudi su diéu khién cua trinh tu khoi dong co
dinh hodc trinh tuw khai dong cam tmg duge, vi du trinh tu khoi dong galactokinaza ma
duoc hoat héa (dugc khir re ché) khi ¢6 mit raffinoza va/hodc galactoza va bi rc ché khi

cd mit glucoza.

(Céc) nucleaza nhu duge md ta & ddy c6 thé thuc hién mdt hodc nhiéu su cét soi kép
va/hoidc sgi don & vi tri dich. Trong mot s6 phuong én, nucleaza ndy chira ving phan cit
bt hoat xuc tac (vi du, FokI va/hodc protein Cas). Xem, vi du, Patent My s6 9.200.266;
8.703.489 va Guillinger va dong tac gia. (2014) Nature Biotech. 32(6):577-5 82. Ving phan
cit bat hoat xtc tac c6 thé, két hop véi viing hoat dong xtc téc, hoat dong nhu 1a nickaza
(enzym géy dut) dé cét soi don. Do d6, hai nickaza c6 thé dugc st dung két hop dé thuc
hién su cét soi kép trong vung dac hig¢u. Céac nickaza khéc ciing dugce biét trong linh vuc
nay, vi du, McCaffery va ddng tac gia. (2016) Nucleic acids Res. 44(2):ell. doi:
10.1093/nar/gkv878. Cong bb dién tr ngay 19, thang 10, ndm 2015.

Vi tri dich

Nhu duge mo ta chi tiét trén day, cac vung ADN ¢6 thé duoc thao téc di truyén dé
lién két véi trinh tu bat ky dd chon. Viung lién két ADN duoc thao tac di truyén ndy 6 thé
c6 tinh dic hiéu lién két mai, so Vb('ﬁ vung lién két ADN tu nhién; Trong mat ) phuong an,
cac ving lién két ADN nay lién két v6i trinh tu bén trong trinh tu ting cuong BCL11A, vi
du vi trf dich (thuong 1a 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 hodc nhiéu cip
bazo) nam gifta exon 2 va exori 3 ctia BCL11A, bao gdm cac vung lién két ADN ma lién
két voi trinh tu bén trong vi tri qua man ADNsel trong trinh tu ting cuong BCL11A (vi du,
+58) nhu duoc thé hién trong Bang 1. Céc phuong phép thao tac di truyén bao gdm, nhung
khong gidi han 6, thiét ké hop 1y va nhiéu loai chon loc khéc nhau. Thiét ké hop 1y bao
gbm, vi du, st dung cac co s& dit li€u chura cac trinh ty nucleotit by ba (hodc b6 bdn) va
c4c trinh ty axit amin ngén tay kém don 1¢, trong do6 mdi trinh tu nucleotit bd ba hodc bd
bdn duge.lién hop v&i mot hodc nhiéu trinh ty axit amin cta cac ngon tay kém ma lién két

trinh tu b ba hodc bd bbn cu thé ndy. Xem, vi du, Patent M déng s& hitu 6.453.242 va
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6.534.261, dugc dua vao day bing cach vién dan toan bd. Thiét ké hop 1y cua céc ving
higu tmg TAL ciing ¢6 thé duoc thyc hién. Xem, vi du, Cong bb M§ s6 20110301073.

| Céac phuong phéap chon loc dién hinh c6 thé 4p dung cho cac vung li€n két ADN,
bao gdm hé biéu hién thé thuc khuin va h¢ lai doi, duge mo ta trong Patent My 5.789.538;
5.925.523; 6.007.988; 6.013.453; 6.410.248; 6.140.466; 6.200.759; va 6.242.568; cling
nhu WO 98/37186; WO 98/53057; WO 00/27878; WO 01/88197 va GB 2.338.237. Ngoai
ra, su ting cuong tinh déc hiéu li€n két cho ving lién két ngédn tay k&m dugc mo ta, vi dy,

trong WO 02/077227 dugc dong sé hitu.

Su chon loc cac vi tri dich; nucleaza va cac phuong phap dé thict ké va cau tric cac
protein dung hop (va polynucleotit mé hoa cac protein nay) dd duoc biét doi voi ngudi co
kién thie trung binh trong linh vuc nay va duge mo té chi tiét trong Cong bo don Patent

My s6 20050064474 va 20060188987, dugc dua vao dy bang cach vién dan toan bo.

Thém vao do, nhu: dugc mo ta trong céc tai liéu nay va céc tai liéu khac, cac vung
lién két ADN (vi du cac proteln ngén tay kém co nhleu ngoén) Va/hoac cac thé dung hop
cua (cac) vung lién két ADN nay va (cac) vung chirc ning ¢6 thé dugc lién két v6i nhau
bang cach st dung cac trinh tu cAu néi thich hop bit ky, bao gbm vi duy, cdc cdu ndi chua
5 hoiic nhifu axit amin. Céc Patent M§ sb 8.772.453; 7.888.121 (vi du, cAu nbi “ZC”);
6.479.626; 6.903.185; va 7.153.949; Cong bd My s6 20090305419) va 20150064789. Céc
protein dugc mo t& ¢ déy co thé bao gbém t6 hop bét ky ctia cac cu ndi thich hop gitta cac

vung lién két ADN don 1 cta protein ndy. Xem, Patent My s6 8.586.526.

Trinh tu cho

* Trong mdt sd phu‘orig an, sang ché d& cap dén s tich hop huéng dich nho nucleaza
cia mot trinh tw ngoai sinh vao b gen cla té bao bang cﬁcll st dung phén tit lién két ving
tang cuong BCL11A duge md ta & day. Nhu da chay trén day, su gén xen trinh ty ngoai
sinh (con dugc goi 1a “trinh tu cho” hoa'i'c “thé cho” hodc “gen chuyén"’) vi du dé gay mét
doan vung xéc dinh Va/hoac sua gen dot bién hodc dé biéu hién ting gen kiéu dai. RG ran g
1 trinh tu cho nay thuorng khong gibng v6i trinh tu bo gen ma nd duge dwa vao. Trinh tu
cho ¢6 thé chira trinh tu khong tuwong ddng duoc gén hai bén suon 14 hai ving tuong dong
cho phép HDR hiéu qua & vi tri can quan tdm hodc ¢6 thé dugc tich hop bang co ché stra
ddi dya theo su khong tuong ddng. Thém vao d6, cc trinh tur cho ¢ thé chira phén tir vecto

chira cac trinh tu khong twong dong v6i ving can quan tAm trong soi nhiém sdc cua té bao.
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Phan tir cho ¢6 thé chira mét s& ving khong lién tuc tuong ddng v6i s¢i nhiém sic cua té
bao, va vi du, din dén sy mét doan cla ving ting cudng BCL11A (hoic mot doan ctia nd)
khi dugc st dung lam co chit dé stra DBS bi gy ra boi mot trong sb cacnucleaza dugc
mo ta & ddy. Ngoai ra, dé gén xen huéng dich céc trinh ty binh thuong khéng c6 mat ¢
vung can quan tm, céc trinh tw ndy co thé c6 mit trong phan tr axit nucleic cho va dugc

gin bén sudn boi cac ving twong dong voi trinh tu trong viing can quan tam.

Polynucleotit dé gin xen con ¢ thé dugc goi 1a polynucleotit “ngoai sinh”,
polynucleotit hodc phan tir “cho” hogc “gen chuyén”. Polynucleotit cho ¢ thé 1a ADN
hodc ARN, soi don va/hodc sgi kép va cé thé duogc dua vao té bao & dang théng hodc dang
vong. Xem, vi dy, Cong bd Patent My s6 20100047805 va 20110207221. (Céc) trinh tw cho
t6t hon, néu nim trong ADN MC, ma ¢6 thé duoc dua vao'té bio ¢ dang vong hodc dang
théng. Néu duoc dua vao & dang théng, cac dau cua trinh tu-cho nay ¢6 thé duogc bao vé (vi
du, khoi su thodi bién phén cit ngoai nhan) bing cac phuong phép da biét doi voi ngudi 6
kién thtrc trung binh trong linh vuc nay. Vi du, mot hodc nhiéu géc dideoxynucleotit dugc
b sung vao d4u cing 3’ cua phan tir mach thang va/hodc cic oligonucleotit tu bd sung
duoc néi voi mét hode ca hai dAu. Xem, vi du, Chang va dong tdc gia. (1987) Proc. Nal,
Acad. Sci. USA84:4959-4963; Nehls va dong tdc gid. (1996) Science 272:886-889. Cac
phuong phap khéac dé bao vé polynucleotit ngoai sinh khéi sy thodi bién bao gdm, nhung
khong gidi han ¢, bd sung (cac) nhom amino d4u cing va st dung céc mdi lién két bién
d6i gifta cdc nucleotit.nhw, vi du, cic gbc phosphorothioat, phosphoramidat, va O-metyl
riboza hodc deoxyriboza. Néu dugc dua vao & dang soi kép, phan tir cho nay ¢o thé bao
gém mot hodc nhiéu vi tri dich nucleaza, vi dy, vi tri dich nucleaza gén bén suon gen
chuyén cin dugc tich hop vao bd gen té bao. Xem, vi du, Cong bd Patent My s6

20130326645.

Polynucleotit co thé duoc dua vao té bao nhu mot phan ctia phan tir vecto ¢ cac
trinh tu bd sung nhu, vi dy, cac gbc sao chép, trinh ty khoi dong va gen mé hoa tinh khéng
khéang sinh. Ngoai ra, polynucleotit cho ¢6 thé dugc dua vao dudi dang axit nucleic tran,
du6i dang axit nucleic dugc tao phirc v6i hop chit nhu liposom hodc poloxame, hodc ¢6
thé dugc phan phéi béng c4c virut (vi du, adenovirut, AAV, herpesvirut, retrovirut,

lentivirut v lentivirut khuyét tat integraza (integrase defective lentivirus: IDLV)).
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Trong mot s6 phuong an, phan ti cho soi kép bao g6m cac trinh tu (vi du, trinh ty
ma héa, con dugc goi 1 gen chuyén) dai hon 1 kb, vi dy tir 2 dén 200 kb, tir 2 dén 10kb
(hodc gia tri bét ky nam trong khoang nay). Phan tir cho soi kép cling bao gdm, vi du, it
nhét mot vi tri dich nucleaza. Trong mot sd phwong 4n, phan tir cho bao gbm it nhét 2 vi
tri dich, vi du cho cdp ZFN hodc TALEN. Thong thudng, cac vi tri dich nucleaza nam
ngoai cac trinh tu gen chuyén, vi du, 5° va/hodc 3° dén céc trinh ty gen chuyén, dé phan
cét gen chuyén nay. (C4c) vi tri phan cht nucleaza c6 thé 12 cho (c4c) nucleaza bt ky. Trong
mdt s6 phuong 4n, vi tri dich nucleaza ndm trong trinh tu cho soi kép 1a cho (céc) nucleaza
gidng nhau dugc st dung dé phan cat dich ndi sinh ma trinh tu cho da phan cét nay duoc

tich hop vao do bang cac phuong phap doc lap voi sy tuong dong.

Trinh tu cho nay thuong dugce gén xen do d6 su biéu hién ctia né duge diéu khién
béi trinh tu khéi dong nodi sinh & vi tri tich hop, cu thé 12 trinh tu khoi dong didu khién su
biéu hién clia gen ndi sinh ma trinh tw cho duogc gén xen vao d6 (vi du, globin, AAVSI,
v.v...). Tuy nhién, 8 rang 12 trinh tu cho nay co6 thé chtra trinh tu khéi dong va/hodc yéu
tb ting cudng, vi du trinh tu khéi dong co dinh hoic trinh tu khéi dong cam g dugc hoac

trinh tu khoi déng dac hi€u mo.

Phén tir cho nay co thé dugc gén xen vao gen ndi sinh sao cho toan by, mot sb hoic
khong c6 gi cta gen noi sinh nay dugc biéu hién. Trong cac phuong én khéc, gen chuyén
nay (vi dy, ¢6 hogic khdng c6 trinh tr ma héa globin) dugc tich hop vao locut ndi sinh bét
ky, vi du locut cang an toan. Xem, vi du, Cong bd patent My 20080299580; 200 80159996
va 201000218264.

Ngoai ra, mic di khong can thict cho sy bi€u hién, cdc trinh ty ngoai sinh ciing ¢6
thé bao gom cac trinh tu diéu hoa phién ma hodc dich ma, vi du, céc trinh tu khai dong,
yéu t0 ting cuodng, trinh tu cach ly, vi tri di vao bén trong ribosom, céc trinh ty ma hoa

peptit 2A va/hogc cac tin hiéu polyadenyl hoa.

Céc gen chuyén dugc mang trén trinh tu cho dugc mo ta & day co thé dugc phan lap
tu plasmit, té bao hodc cac nguéh khéc bang cach st dung cac k¥ thuat chuén da biét trong
linh vuc nay nhu PCR. Céc trinh tu cho dé str dung c6 thé bao gdm céc loai cAu tric hinh
hoc khong gian khéac nhau, bao gbdm dang vong siéu x0én, vong thao xoin, dang thing va
tuong tu. Ngoai ra, ching co thé duogc téng hop hoa hoc béng cach st dung céac k¥ thuét

tbng hop oligonucleotit chuén. Thém vao dd, céc trinh tu cho ¢6 thé dugc metyl hoa hodc
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thiéu sy metyl hoa. Céc trinh tu cho ¢6 thé 12 & dang nhiém sic thé nhan tao vi khuén hodc
nim men (BAC hoic YAC). | '

Polynucleotit cho sgi kép duge mo ta ¢ day co thé bao gdm mot hodc nhiéu bazo
va/hodc cac khung chinh khong tu nhién. Cu thé 13, su gén xen cua phan tr cho véi cac
xytosin dugc metyl hoa cd thé duoc thuc hién bing cich st dung cic phuong phap dugc

md ta & day dé dat dugc trang thai ngling phién mé trong ving cAn quan tAm.

Polynucleotit (cho) ngoai sinh ¢6 thd chira trinh tir cAn quan tAm bat ky (trinh tu
ngoai sinh). Céc trinh tu ngoai sinh dién hinh bao gdm, nhung khong gi6i han & trinh tu
ma hoa polypeptit (vi du, cADN), céc trinh tu khoi dong, c4c trinh tu ting cudng, nhan
epitop, gen danh dAu, vi tri nhan biét enzym phén c4t va cac loai cAu trac biéu hién khéc
nhau bat ky. Cac gen danh dAu bao gdm, nhung khong gi6i han &, céc trinh tu ma hoa
protein ma gdy ra tinh khang khang sinh (v du, tinh khang ampixilin, tinh khang neomyxin,
tinh khang G418, tinh khang puromyxin), cac trinh tur ma héa protein c6 mau hodc protein
huynh quang hodc protein phat quang (v du, protein huynh quang xanh 14 cdy, protein
huynh quang xanh 14 cdy tang cudng, protein huynh quang da, luciferaza), va céc protein
gy ra su sinh trrong té bao ting va/hodc su khuéch dai gen (Vi du, dihydrofolat reductaza).
Nhéan epitop bao gém, vi du, mot hodc nhiéu ban sao cla FLAG, His, myc, Tap, HA hoac

trinh tu axit amin phét hién duoc bét ky.

Trong mdt phuong dn dugc uu tién, trinh ty ngoai sinh (gen chuyén) chtra
polynucleotit ma hoa polypeptit bét ky ma su bidu hién cta no trong té bao dugc mong
mudn, bao gdm, nhung khong giGi han 6 cic khdng thé, khang nguyén, enzym, thuy thé (bé
mit t& bao hodc nhan), hormon, lymphokin, xytokin, polypeptit chi thi, yéu td ting trudng,
va cac doan chitc ndng cua bét ky trong sb céc phan it trén ddy. Trinh tw ma hoa co thé 13,

vi du, cac cADN.

Vi du, trinh ty hgoai‘ sinh ¢6 thé chtra trinh tu mi hda polypeptit ma thiéu hodc
kh6ng hoat dong ¢ d6i twong méc bénh di truyén, bao g6m nhung khong giéi han & bét ky
trong s6 céc bénh di truyén sau day: chimg loan san sun, chirng mu mau, chimg thidu axit
maltaza, chimg thiéu adenosin deaminaza (OMIM No. 102700), chirng loan dudng ndo chit
tréng thuong than, hoi chimg aicardi, bénh thiéu alpha-1 antitrypsin, bénh tan mau bam
sinh alpha, hoi ching khong nhay cdm androgen, hoi chimg apert, bénh loan san thét phai

loan nhip, chting thit diéu gian mach, hi chimg barth, bénh tan méu bAm sinh beta, hdi
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chung nevi mun nuéc cao su xanh, bénh loan dudng chét tréing canavan, benh u hat min
tinh (CGD) ho1 ching tlcng khoc nhu meo kéu, bénh xo hoa nang, benh u mo dau hoi
chung Joan san ngoai bi, bénh thiéu méau fanconi, chu:ng loan s&n xo hoa xuong, hoi chimg
nhidm sic thé X dé gy, bénh rdi loan chuyen hoéa galactoza, bénh Gaucher, bénh
gangliosidosis toan thé (vf du, GM1), bénh thira sat, dot bién hemoglobin C & codon thir 6
cta beta-globin (HbC), bénh méau khoé dong, bénh Huntington, hoi chung Hurler, bénh roi
loan chuyén hoa xwong, hoi ching Klinefleter, bénh Krabbes, hoi chirng Langer-Giedion,
suy giam leét dinh bach cau (LAD, OMIM s6 116920), loan dudng chét tring ndo, hoi
chimg QT dai, hoi ching Marfan, hoi chirng Moebius, bénh réi loan chuyén hoa bam sinh
mucopolysaccharidosis (MPS), hdi chirmng mong tay-xuong banh che, bénh ddo thdo nhat
do than, bénh u soi than kinh, bénh Neimann-Pick, bénh xuong thiy tinh, bénh ri loan
chuyén hoéa porphyria, hoi ching Prader-Willi, hoi chimg gia trudc tudi, hoi chimg Proteus,
bénh u nguyén bao vong mac, hoi chimg Rett, hoi chung Rubinstein-Taybi, hoi chimg
Sanfilippo, thiéu hut mién dich t8 hop nghiém trong (SCID), hoi chiing Shwachman, bénh
hdng cAu hinh 1iém (bénh thiéu méu hong ciu hinh liém), hoi chimg Smith-Magenis, hoi
chimg Stickler, hoi chimg Tay-Sachs, hoi chung giam tiéu cau thiéu xuong quay (TAR),
hoi ching Treacher Collins, hién tugng thé ba, bénh xo cing cu, hdi chung Turner, 161 loan
chu trinh chuyén héa uré, bénh von Hippel-Landau, hoi ching Waardenburg, hoi chung
Williams, bénh Wilson's, hoi chitng Wiskott-Aldrich, hoi ching tang sinh lympho bao lién
két X (XLP, OMIM s6 308240).

Céc bénh dién hinh khac ma cé thé duoc didu tri bing cach tich hop huéng dich bao
gém bénh suy gidm mién dich méc phai, bénh dy trit lysosom (v du, bénh Gaucher, GM1,
bénh Fabry va bénh Tay-Sachs), bénh 1éi loan chuyén héa bdm sinh
mucopolysaccharidosis (vi du, bénh Hunter, bénh Hurler), bénh huyét séc tb (vi du, bénh
hdng ciu hinh liém, HbC, bénh tan mau bam sinh «, bénh tan mau bam sinh B) va bénh
mau kho6 dong. '

Trong nﬁ.@t s6 pthong an, céc trinh tw ngoai sinh nay co thé chtra gen danh déu (dugc
md ta trén day), cho phép lua chon té bao da tich hop hudng dich, va trinh ty lién két ma
hoa chtrc ning bb sung. Vi du khong gidi han vé cac gen dénh du bao gébm GFP, (c4c)

gen danh d4u chon loc thube va tuong tu.
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Céac trinh ty gen khac ma cé thé duogc gén xen ¢6 thé bao gém, vi duy, cac gen kiéu
dai dé thay thé cac trinh tu bi dot bién. Vi du, trinh ty gen Yéu t6 IX kiéu dai c6 thé duoc
gin xen vao bd gen cla t& bao gbc ma trong d6 ban sao ndi sinh cua gen nay bi gay dot
bién. Ban sao kiéu dai c6 thé duoc gén xen & locut ndi sinh, hodc ngoai ra cd thé duoc gén
dich dén locut cang an toan.

CAu tric cla cac catxet biéu hién, theo phan mo ta ndy, st dung hé phuong phép da
duoc biét & trong linh vuc sinh hoc phéan tir (xem, vi du, Ausubel hoic Maniatis). Trudc
khi str dung catxet biéu hién dé tao ra dong vt chuyén gen, su dap Uing cua catxet biéu hién
v6i yéu td gay cing thing kém theo céc yéu td didu khién chon loc c6 thé dugc thir nghiém
bang cach dua catxet biéu hién nay vao trong dong t& bao thich hop (vi du, dong té bao so
chp, dong t& bao da bién nap, hodc dong té bao bt ti).

‘ Ngoai ra, mic du khong cAn thiét cho su biéu hién, cé4c trinh tu ngoai sinh ciing c6
thé bao g6n1 cac trinh tu diéu hoa dich ma hogc phién ma, vi du, céc trinh tu khéi dong,
yéu t6 ting cudng, trinh ty cach ly, vi tri di vao trong ribosom, cac trinh tw ma hda peptit
2A va/hoic céc tin hiéu polyadenyl héa. Ngoai ra, cac yéu td diéu khién ctia gen can quan
tam c6 thé duoc lién két hoat dong véi cac gen chi thi dé tao ra cac gen kham (vi du, catxet
biéu hién chi thi).

" Sur gén xen huéng dich cua trinh tu axit nucleic khong ma hoa cling c6 thé dat duoc.
Céc trinh tw m4 hoa ARN ddi nghia, ARNi, shARN va vi ARN (miARN) cfing ¢6 thé dugc
stt dung dé gén xen huéng dich.

Trong cac phudrig 4n khdc, axit nucleic cho nay ¢6 thé chira trinh ty khong ma hoa
13 cac vi tri dich dic hidu cho cac thiét ké nucleaza khac. Do do, cac nucleaza khéc c6 thé
dugc biéu hién tro‘ngv céc té bao sao cho phan tu chb ban dau bi cit va bién dbi béng cach
gén xen mot phan tir cho khac cin quan tdm. Theo cach nay, su tich hgp lap lai cua cac
phén tr cho ¢o thé duoc tao ra cho phép xép chdng dic tinh & mot locut cu thé can quan

tam hodc & locut cang an toan..
Phan phoi

Céac nucleaza nhu duge md ta & day (Bang 1), polynucleotit ma hoa cac nucleaza

nay, polynucleotit cho va céc ché phdm chira cac protein va/hogc polynucleotit duge mo ta



39479

¢ day co thé duoc phan phéi in vivo hogc ex vivo bang phuong phap thich hop bét ky vao
loai t& bao bét ky.

Céc té bao thich hgp bao gbm céc dong té bao va/hodc t& bao nhan chuan (vf du,
dong vat) va tién nhan. Vi du khong gi6i han vé c4c té bao nay hodc dong té bao duoc tao
ra tir cac té bao nay bao gbm COS, CHO (vi du, CHO-S, CHO-KI, CHO-DG44, CHO-
DUXB11, CHO-DUKX, CHOK1SV), VERO, MDCK, WI38, V79, B14AF28-G3, BHK,
HaK, NSO, SP2/0-Agl4, HeLa, HEK293 (vi du, HEK293-F, HEK?293-H, HEK293-T), va
cac té bao perC6 cling nhu cic té bao con tring nhu Spodopterafugiperda (Sf), hodc cac té
bao ndm nhu Saccharomyces, Pichia va Schizosaccharomyces. Trong mot sb phuong 4n,
dong té bao nay 1a CHO, MDCK hoic dong té bao HEK293. Cdc té bao thich hop ciing
bao gdm céc té bao gbc, nhu, bang cach 14y vi du, té bao gbc phoi, céc té bao gbc da ning

duoc cam Gng, té bao gdc tao mau, cic t€ bao goc than kinh va cac té bao goc trung mo.

Phuong phap phan phdi nucleaza nhu duge md ta & day dugc mod ta, vi cu, trong
Patent MY sb 6.453.242:°6.503.717; 6.534.261; 6.599.692; 6.607.882; 6.689.558;
6.824.978; 6.933.113; 6.979.539; 7.013.219; va 7.163.824, phé‘n mb ta cua tit ca cac tai

liéu nay duge dua vao ddy bang cach vién dan toan b.

Cac nucleaza Ve‘l/hoeflc cac ciu tric cho nhu du¢c md ta & day cling c6 thé duoc phan
phéi b?mg céch str dung céc vecto chira cic trinh ty ma héa mot hodc nhiéu ZFN, dugc md
ta & day. Cac hé vecto bét ky c6 thé dugc sit dung bao g6m, nhung khong gi6i han &, céc
vecto plasmit, vecto retrovirut, vecto lentivirut, vecto adenovirut, vecto virut phat ban;
vecto herpesvirut va vecto virut lién hgp adeno, v.v... Xem, Patent My sb 6.534.261;
6.607.882; 6.824.978; 6.933.113; 6.979.539; 7.013.219; va 7.163.824, dugc dua vao day
bing cach vién dan toan bd. Ngoai ra, rd rang la bét ky trong sb cac vecto nay ¢o thé chura
mot hodc nhiéu trinh tu cén thiét cho viéc diéu tri. Do @6, khi mot hodc nhiéu nucleaza va
ciu trac cho duge dua vao trong té bao, cac nucleaza va/hoidc polynucleotit cho nay co thé
dugc mang trén cing mdt vecto hodc trén cac vecto khéc nhau ((cac) ADN MC). Khi nhiéu
vecto dugc st dung, mdi vecto ¢6 thé chira trinh tu mi hoa mot hodc nhiéu nucleaza
va/hodc cdu tric cho. Cac phuong phép chuyén gen dya trén virut hodc khong phai virut
théng thudng cd thé duoc st dung dé dua cac axit nucleic mé hoa cac nucleaza va/hodc
cac cAu tric cho vao trong cac té bao (vi dy, cac té bao dong vat c6 vi) va cdc md dich.

Cac hé phan phdi khong phai vecto virut bao gbm cac plasmit ADN hodc ARN, ADN MC,
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axit hucleic trin, Vé axit nucleic dugc tao phic véi phuong tién ﬁhén phdi nhu liposom
hoa_c.poloxame. Cac lvector kh()ng phai Virﬁt thich hop bao gér}n‘ cac vecto nanotéxis, bao
gdm cac vecto da co trén thi truong cua InCellArt (Phép). Hé phén phéi vecto virut bao
gdm céc virut ADN va ARN, ma c6 cac bd gen thé bd sung hoic dugce tich hop sau khi
phéan phdi vao té bao. Dé xem lai sy phan phdi in vivo céc protein lién két ADN dugc thao
tac di truyén va protein dung hop chia cac protein lién két nay, xem, vi du, Rebar (2004)
Expert Opinion Invest. Drugs 13(7):829-839; Rossi va ddng tac gia. (2007) Nature Biotech.
25(12):1444-1454 ciing nhu cAc tai lidu tham khéo vé su phén phbi gen noi chung nhu
Anderson, Science 256:808-813 (1992); Nabel & Felgner, TIBTECH 11:211-217 (1993);
Mitani & Caskey, TIBTECH 11:162-166 (1993); Dillon, TIBTECH 11:167-175 (1993);
Miller, Nature 357:455-460 (1992); Van Brunt, Biotechnology 6(10):1149-1154 (1988);
Vigne, Restorative Neurology and Neuroscience 8:35-36 (1995); Kremer & Perricaudet,
British Medical Bulletin 51(1):31-44 (1995); Haddada va ddng tac gia, trong Current
Topics in Microbiology and Immunology Doerfler va Bohm (eds.) (1995); va Yu va dong
tac gia., Gene Therapy 1:13-26 (1994).

Cac phuong phap phin phéi axit nucleic khong phdi bang virut bao gdm k¥ thuat
xung dién, phuong phap chuyén nhiém liposom, vi tiém, sung bén gen, virosom, liposom,
liposom mién dich, polycation hodc céc thé lién hop lipit:axit nucleic, ADN trdn, hat virut
nhan tao, su hp thu ADN ting cuong nhd hoat chét. Su tao 16 tam thoi trén mang boi song
4m (sonoporation) st dung, vi dy, hé théng Sonitron 2000 (Rich-Mar) ciing ¢6 thé duoc st

dung dé phan phdi c4c axit nucleic.:

Cac hé phan phéi axit nucleic dién hinh khac bao gdm cac hé phan phéi duge cung
cép boi Amaxa Biosystems (Cologne, Puc), Maxcyte, Inc. (Rockville, Maryland), BTX
Molecular Delivery Systems (Holliston, MA) va Copernicus Therapeutics Inc., (xem vi du
US6008336). Chuyén nhiém liposom duge mo ta trong vi du, Patent My s 5.049.386;
4.946.787;va 4.897.355) va cac chét phan tmg chuyén nhiém liposom da duoc bén trén thi
trudmg (vi du, Transfectam™ va Lipofectin™). Cac lipit cation hoa va trung tinh thich hop
cho viéc chuyén nhiém liposom nhén biét thu thé hiéu qua ctia polynucleotit bao gbm cac

lipit cia Felgner, WO 91/17424, WO 91/ 16024.

Viéc bao ché cac phire hop lipit:axit nucleic, bao gbm cic liposom huéng dich nhu

céc phirc hgp lipit mién dich, da duoc biét 5 bdi ngudi co kién thac trung binh trong linh
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vye ndy (xem, vi du, Crystal, Science 270:404-410 (1995); Blaese va ddng tac gié., Cancer
Gene Ther. 2:291-297 (1995); Behr va ddng tac gia., Bioconjugate Chem. 5:382-389
(1994); Remy va déng tac gia, Bioconjugate Chem. 5:647-654 (1994); Gao va dong tac
gia, Gene Therapy 2:710-722 (1995); Ahmad va dong tac gia, Cancer Res. 52:4817-4820
(1992); Patent My sb 4.186.183, 4.217.344, 4.235.871, 4.261.975, 4.485.054, 4.501.728,
4.774.085,4.837.028, va 4.946.787).

Céac phuong phap phan phéi khac bao gdm tng dung gbi cic axit nucleic can duoc
phén phdi vao cac phuong tién phan phdi EnGenelC (EDV). Cac EDV nay dugc phan phdi
dic hiéu vao cac mo dich béng cach st dung céc khang thé dic hiéu kép, trong d6 mot
nhénh cua khang thé nay c6 tinh dic hiéu véi mo dich va nhanh con lai ¢6 tinh ddc hiéu
v6i EDV. Khang thé ndy mang cac EDV dén bé mit té bao dich va sau d6 EDV dugc mang
vao trong t& bao bing qua trinh nhap bao. Khi & trong té bao, cac thanh phan bén trong
duoc gidi phong (xem MacDiarmid va ddng tac gid (2009) Nature Biotechnology
27(7):643).

Viéc st dung cac hé dua trén virut ARN hodc ADN dé phan phéi céc axit nucleic
ma hoéa ZFP, TALE va/hodc cac hé¢ CRISPR/Cas dugc thao tac di truyén tdn dung dugc
cac qua trinh tién héa cao dé gin dich virut vao céac té bao x4c dinh trong co thé va van
chuyén tai lugng virut vao nhan. Céc vecto virut ¢o thé duoc sit dung truc tiép cho bénh
nhén (in vivo) hodc ching co6 thé duoc str dung dé diéu tri cho cac té bao in vitro va cac té
bao bién dbi duoc st dung cho bénh nhan (ex vivo). Cac hé dya trén virut thong thuong aé
phéan phéi ZFP bao gbém, nhung khong gidi han ¢, cac vecto retrovirut, lentivirut,
adenovirut, vecto virut lién hop adeno, vecto virut bénh déu mua va vecto virut herpes
simplex dé chuyén gen. Su tich hop vao bd gen vat chi la co thé d6i v6i cac phuong phap
chuyén gen retrovirut, lentivirut, va virut lién hop adeno, thuong gy ra su biéu hién kéo
dai cua gen chuyén da gén xen. Thém vao do, cac higu qua tai nap cao dugc quan sat thay

& nhiéu loai té bao va cac mo dich khéc nhau.

Tinh huéng kich thich cia retrovirut co thé duoc bién dbi bang cach két hop cac
protein vo ngoai ngoai lai, nhan gidng quan thé dich tiém ning cta céc t& bao dich. Céc
vecto lentivirut 1a céc vecto retrovirut ¢6 kha nang tai nap hodc gay nhiém céc té bao khong
phén chia va thuong tao ra hiéu gia virut cao. Viéc lua chon hé chuyén gen retrovirut phu

thudc vao md dich. Vecto retrovirut dugc tao béi cac doan ldp dau cung dai hoat dong cis
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v6i dung tich g6i 1én dén 6-10 kb trinh ty ngoai lai. Cac LTR hoat dong cis tb1 thidu 13 du
cho su sao chép va dong g6i cua cic vecto, ma sau-do duogc st dung dé tich hop gen didu
tri vao t& bao dich dé tao ra su biéu hién gen chuyén bén ving. Céc vecto retrovirut dugc
st dung rong rdi bao gém céc vecto dua trén virut bénh bach cau chudt (MuLV), virut bénh
bach ciu vuon (gibbon ape) (GaLV), virut gdy suy giam mién dich & khi (SIV), virut gay
suy giam mién dich & ngudi (HIV), va két hop cia ching (xem, vi du, Buchscher va ddng
tac gia, J. Virol. 66:2731-2739 (1992); Johann va ddng tac gia, J. Virol. 66:1635-1640
(1992); Sommerfelt va ddng tac gia, Virol. 176:58-59 (1990); Wilson va dong tac gia, J.
Virol.63:2374-2378- (1989); Miller va ddng tac gia, J. Virol. 65:2220-2224 (1991);
PCT/US94/05700).

Trong céc ung 'dung, trong do su biéu hién tam thoi dugc vu tién hon, cdc hé dya
trén adenovirut ¢6 thé duoc st dung. Cac vecto dya trén adenovirut ¢6 kha nang tai nap
v6i hidu qua rét cao trong nhidu loai t& bao va khdng doi héi phan chia té bao. Véi cac
vecto ndy, hiéu gia cao va cac muc do biéu hién cao da thu dugc. Vecto nay co thé dugc
tao ra voi lugng 16n trong hé thdng twong ddi don gian. Vecto virut lién hop deno (“AAV”)
cling dugc str dung 8 tai nap cac té bao véi cac axit nucleic dich, vi du, dé san sinh in vitro
céc axit nucleic va peptit, va cho cdc quy trinh li¢u phdp gen in vivo va ex vivo (xem, vi
du, West va ddng tac gia, Virology 160:38-47 (1987); Patent My s6 4.797.368; WO
93/24641; Kotin, Human Gene Therapy 5:793-801 (1994); Muzyczka, J. Clin. Invest.
94:1351 (1994). CAu tric cua cac vecto AAV téi t6 hgp duge md ta trong nhiéu cong b,
bao gdm Patent M§ sb 5.173.414; Tratschin va dong tac gia, Mol. Cell. Biol. 5:3251-3260
(1985); Tratschin, va ddng tac gia, Mol. Cell. Biol. 4:2072-2081 (1984); Hermonat &
Muzyczka, PNAS 81:6466-6470 (1984); va Samulski va ddng tac gia, J. Virol. 63:03822-
3828 (1989).

Hién nay, co it nhét sdu phuong phép vecto virut s&n c6 cho viéc chuyén gen trong
cac thir nghiém 14m sang, ma st dung cac phuong phap bao 26m bd sung cho cac vecto
khiém khuyét bang c4c gen dugc gin xen vao dong té bao trg gitp & tao ra chét tai nap.

pLASN x}é MFG-S 1a cac vi du vé cac vecto retrovirut ma dugc st dung trong cac
thit nghiém 1am sang (Dunbar va ddng téc gia, Blood 85:3048-305 (1995); Kohn va ddng
tac gia, Nat. Med. 1:1017-102 (1995); Malech va ddng tac gia, PNAS 94:22 12133-12138
(1997)). PA317/pLASN la vecto didu trj dau tién duge st dung trong thir nghiém liéu phap
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gen. (Blaese va dbng tac gia, Science 270:475-480 (1995)). Hiéu qua tai nap la 50% hodc
cao hon dugc quan sat thiy cho cic vecto dugc déng goi MFG-S. (Ellem va ddng tac gia,
Immunol Immunother. 44(1):10-20 (1997); Dranoff va ddng tac gia, Hum. Gene Ther.
1:111-2 (1997).

Céc vecto virut lién hgp adeno tai t6 hop (rAAV) 12 cac hé phan phdi gen trién vong
khéc dua trén virut typ 2 lién hop adeno parvovirut khong gdy bénh va khiém khuyét. Tét
ca cac vecto déu thu dugce tir plasmit ma chi gift lai cic doan ldp dau cing dao nguoc AAV
145 bp gén bén sudn catxet biéu hién gen chuyén. Su chuyén gen hiéu qua va sy phan phdi
gen chuyén bén vitng do tich hgp vao cac bd gen cta té bao d3 tai nap l1a cac dac diém
chinh d6i véi hé vecto nay. (Wagner va ddng tac gia, Lancet 351:9117 1702-3 (1998),
Kearns va dong tac gia, Gene Ther. 9:748-55 (1996)). Cac typ huyét thanh AAV khéc, bao
gdm AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAVS, AAV6, AAVT, AAVS, AAV9 va AAVrh.10
va typ huyét thanh AAV méi bét ky cling ¢6 thé duoc st dung theo sang ché.

Vecto adenovirut (Ad) t4i to hop thiéu kha ning sao chép ¢ thé duoc tao ra & hiéu
gia cao va gay nhiém d& dang nhiéu loai té bao khac nhau. Hau hét vecto adenovirut duoc
thao tac di truyén sao cho gen chuyén thay thé cac gen Ad Ela, E1b, va/hodc E3; do do
vecto thiéu kha ning sao chép nay dugc nudi cdy trong céc té bao 293 nguoi ma cung cip
chtrc ndng gen bi mét trong nhan t§ trans. Cac vecto Ad c6 thé tai nap nhiéu loai mé in
vivo, bao gé)m céc té bao biét hoa, khong phan chia nhu cac té bao dugc tim théy trong
gan, than va co. Céc vecto Ad thong thudng co dung tich mang 16n. Vi du v& viée str dung
vecto Ad trong thit nghiém 1am sang bao gdm liéu phéap polynucleotit dé giy mién dich
chéng khéi u bang cach tiém trong co (Sterman va ddng tac gia, Hum. Gene Ther. 7:1083-

9 (1998)). Céc vi du khac vé viéc st dung céc vecto adenovirut dé chuyén gen trong céc
thr nghiém 1am sang bao gdm Rosenecker va ddng tac gia, Infection 24:1 5-10 (1996);
Sterman va ddng tac gia, Hum. Gene Ther. 9:7 1083-1089 (1998); Welsh va dong tac gia,
Hum. Gene Ther. 2:205-18 (1995); Alvarez va ddng tac gia, Hum. Gene Ther. 5:597-613
(1997): Topf va ddng tic gia, Gene Ther. 5:507-513 (1998); Sterman va ddng tac gia, Hum.
Gene Ther. 7:1083-1089 (1998).

Céc té bao dong goi duge st dung dé tao ra cac hat virut c6 kha ning gdy nhiém té
bao chi. Cac té bao nay bao gdm cac t€ bao 293, ma dong gdi adenovirut, va cac t& bao y2

hoic té bao PA317, ma déng goi retrovirut. Vecto virut duogc st dung trong liéu phép gen

-49-



39479

thuong dugc tao ra bing dong té bao san xuht ma dong géi vecto axit nucleic vao hat virut.
Céc vecto ndy thuong chira cée trinh ty virut nho nhét cAn thiét cho viéc dong géi va tich
hop tiép vao vat chu (néu co6 thé 4p dung), cac trinh tu virut khac dang dugc thay thé bang
catxet biéu hién ma hoa protein can dugc biéu hién. Céc chirc nang virut bi mét dugc cung
cép trong nhan t6 trans béi dong té bao dong goi. Vi du, cdc vecto AAV dugc st dung
trong liéu phip gen thuong chi c6 céc trinh tu lap dau cing dao nguoc (ITR) tir bo gen
AAV ma cin thiét cho viéc dong g6i va tich hop vao bo gen vét chu. ADN virut dugc déng
g6i trong dong té bao, ma chira plasmit trg gip ma hoa céc gen AAV con lai, cu thé la rep
va cap, nhung thiéu cac trinh tu ITR. Dong té bao nay cling duogc gdy nhim bang
adenovirut dudi dang trg giup. Virut trg gitp nay thuc ddy su sao chép clia vecto AAV va
sy biéu hién ctia cac gen AAV tir plasmit trg gitip. Plasmit trg gitip nay khong duoc doéng
g6i trong cac lugng dang ké do thiéu cac trinh tu ITR. Su nhiém adenovirut ¢d thé duoc
gidm bai, vi du, viéc xtr 1y nhiét ma adenovirut 1a nhay cam véi viée xtr 1y nhiét hon so voi

AAV.

Trong nhiéu tng dung liéu phap gen, mong mudn 14 vecto liéu phap gen dugc phan
phéi véi mae do dac hiéu cao dén loai md xac dinh. Theo d6, vecto virut co thé duoc bién
ddi d& ¢6 tinh dic hidu déi véi loai té bao da cho bing cach biéu hién phéi tir dudi dang
protein dung hop véi protein vo virut trén bé& mit ngoai clia virut nay. Phéi tir nay duge
chon dé c6 4i luc véi thy thé duoc biét 12 trinh dién trén loai té bao can quan tam. Vi du,
Han va ddng tac gia, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:9747-9751 (1995), bao cdo la virut
bénh bach ciu chudt Moloney ¢ thé dugc bién ddi dé biéu hién heregulin ngudi dugc dung
hop v6i gp70, va virut tai té hop nay gy nhidm mot s6 té bao ung thu vi & nguoi biéu hién
thu thé yéu t ting trudng biéu md ngudi. Nguyén thc nay c6 thé duge md rong cho céc
cap virut- té bao dich khée, trong d6 té bao dich nay biéu hién thy thé va virut nay biéu hién
protein dung hop chira phm tir cho thu thé bé mit té bao nay. Vi du, thé thuc khuan sgi co
thé dugc thao tac di truyén dé biéu hién cac doan khang thé (vi du, FAB hodc Fv) c6 éi luc
lién két ddc hidu voi thu thé té bao di chon bét ky thuc su. Mic du phan mo ta trén ddy ap
dung chu yéu cho vecto virut, cac nguyén tac tuwong tu ¢O thé dugc 4p dung cho céc vecto
khong phai virut. Cac vecto nay 6 thé duogc thao tac di truyén dé chira c4c trinh tu hép thu

dic hiéu ma uu tién hap thu bai cac té bao dich déc hiéu. .
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Vecto liéu phap gen cd thé dugc phin phdi in vivo bang cach st dung cho mot bénh
nhan don 1, thuong 13 bang cach st dung toan than (vi du, truyén trong tinh mach, trong
mang bung, trong co, dudi da, hoic trong so0) hodc str dung tai chd, nhu dugc md ta dudi
day. Ngoai ra, cac vecto ¢o thé dugc phén p116i dén cac té bao ex vivo, nhu céc té bao duoc
chy bén ngoai tr mdt bénh nhan don 1¢ (vi du, céc té bao lympho, lymphocytes, hut tiy
xuong, sinh thiét mod) hoic té bao gdc tao méu cho toan nang, sau d6 cAy lai cac té bao nay

vao bénh nhén, thuong 12 sau khi chon loc céc té bao da két hop vecto nay.

Vecto (vi du, retrovirut, adenovirut, liposom, v.v.. ) chita cac nucleaza va/hodc cac
chu triic cho ciing ¢6 thé duge st dung trye tiép cho sinh vat @2 tai nap cac té bao in vivo.
Ngoai ra, ADN tran c6 thé dugc stir dung. Viéc str dung la bang dudng bét ky trong céc
dudng thuong duge sir dung dé dua mot phan ti vao tiép xtc v6i mau hodc té bao mo bao
gbm, nhung khong gidi han &, tiém, truyén, sir dung tai chd va k¥ thuét xung dién. Céc
phuong phap sit dung thich hop céc axit nucleic nay 13 sin c¢6 va da duoc biét 15 boi nguoi
¢6 kién thirc trung binh trong linh vuc nay, va, mic du co nhiéu hon mot duong cd thé duoc
ding dé str dung mot ché phdm cu thé, mot duong cu thé thudong c6 thé tao ra phan tmg tirc

thi hon va hiéu qua hon so v6i mot duong khac.

Céc vecto thich hop dé dua polynucleotit (vi du, céc trinh tu cho mi hoa nucleaza
va/hodc s¢i kép) vao duge mo ta & day bao gdm céc vecto lentivirut khong tich hop (IDLV).
Xem, vi du, Ory va dong tac gia (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:11382-11388; Dull
va dong tac gia (1998) J. Virol.72:8463-8471; Zuffery va ddng tac gia (1998) J. Virol.
72:9873-9880; Follenzi va dong tic gia (2000) Nature Genetics 25 :217-222; Cong bd
Patent M§ s6 2009/0117617. e

Céc chit mang dugc dung du"qc quyét dinh mat phén boi ché phém cu thé dang dugc
st dung, cling nhu boi phuong phap cu thé duge st dung dé str dung ché pham nay. Theo
d6, ¢6 nhidu dang bao ché thich hop khac nhau cia cac duge pham sin c6, nhu dugc md

ta dudi day (xem, vi du, Remington’s Pharmaceutical Sciences, xuét ban 1an thu 17, 1989).

R rang 1a trinh ty ma hoa nucleaza Vé céc cAu tric cho ¢6 thé duge phan phbi b%ing
cach st dung céac hé giéng hoidc khac nhau. Vi dy, cac nucleaza va cac trinh tu cho c6 thé
dugce mzing boi cﬁrig mdt ADN MC. Ngoai ra, polynucleotit cho ¢6 thé duoc mang bdi
MC, trong khi'd6 mot hodc nhidu nucleaza c6 thé duoc mang boi plasmit chuén hoic vecto

AAV. Ngoai ra, cac vecto khac nhau c6 the dugc st dung bing cac dudng giong hodc khac
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nhau (‘ucm trong co, t1em tmh mach du01 tiém trong tinh mach khac su dung trong mang

bung va/hodc tiém trong co) Cac vecto ¢6 thé duge phan ph01 dong th(n hodc theo tréat tu

1an luot bat ky.

Do d6, phin mo ta nay bao gdm phuong phap diéu tri in vivo hodc ex vivo bénh
hodc tinh trang ma c6 thé duoc didu tri bang cach gin xen gen chuyén ma hoa protein didu
tri. Cac ché pham nay dugc st dung cho bénh nhén 12 ngudi véi lugng hitu hiéu dé dat
dwoc nong d6 mong mubn cta polypeptit didu tri trong huyét thanh hodc co quan hodc té
bao dich. Viéc st dung ¢d thé bang phuong phap bét ky, trong d6 polynucleotit nay duoc
phén phdi dén t& bao dich mong mudn. Vi dy, ca phuong phap in vivo va ex vivo déu dugc
d8 xuét. Tiém trong tinh mach vao tinh mach cta 12 phuong phap st dung dwoc uu tién
hon. Céc cach st dung in vivo khac bao gbm, vi dy, tiém truc tiép vao cac thuy cta gan
hodc bng mat va tiém trong tinh mach xa gan, bao gdm qua dong mach gan, tiém truc tiép
vao nhu mo gan, tiém qua dong mach gan, va/hogc tiém ngugc dong qua cac nhanh duong
mat. Céc cach st dung ex vivo bao gé)m tai nap in vitro cac té bao gan bi cit bo hodc cac
té bao khac cuia gan, sau do truyén céc té bao gan da cét ra, dd tai nap vao lai mach ctra,
nhu mé gan hodc nhanh cua duong mét cta bénh nhan 13 nguoi, xem vi du, Grossman va

ddng tac gia, (1994) Nature Genetics, 6:335-341.

* Luong hitu higu cta (céc) nucleaza va trinh ty cho can duoc st dung s& thay dbi
gifta cic bénh nhan va theo polypeptit didu tri cAn quan tdm. Theo do, cac lugng hiru hiéu
duoc quyét dinh t5t nhét boi bac s§ st dung cc ché phdm nay va cac 1iéu thich hop ¢6 thé
duoc xac dinh dé dang boi nguoi co kién thtc trung binh trong linh vuc nay. Sau khi cho
phép du thoi gian @8 tich hop va biéu hién (thuong la 4-15 ngay, vi dw), phan tich ndng do
huyét thanh hogc ndng do trong md khic cla polypeptit diéu tri va so sanh v6i mic ban
dau trude khi st dung s& xac dinh dugce 1a lugng dang dugc su dung 1a qua thap, trong
khoang dung hay qué cao. Cac ché do thich hop dé str dung JAn diu va st dung tiép cling
thay dbi, nhung dién hinh 13 st dung 14n d4u sau d6 st dung tiép néu can. Céc lan sir dung
tiép theo co thé duge thuc hién cach nhau cac khoang thoi gian thay d6i, ndm trong khoang
tr hang ngay dén hang nim dén mdi vai nam. Mot ngudi c6 kién thire trung binh trong linh
vuc nay séhiéu o 1a cac k¥ thuat e ché mién dich thich hop co6 thé duoc dé nghi dé tranh
trc ché hodc phong bé su tai nap b1 su Uc ché mién dich cta vecto phan phéi, xem vi du,

Vilquin va ddng tac gia, (1995) Human Gene Ther., 6: 1391-1401.
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Céac dang bao ‘ché dé sir dung ex vivo va in vivo bao gém céc huyén phu trong chét
long hodc ééc chét 16ng dugc nhii hoa. Céc thanh phﬁn hoat chit thudng duge trdn vé6i céc
t4 duwoc ma la dugce dung va tuong thich véi thanh phén hoat chét nay. Céc ta dugc thich
hop bao gém, vi du, nudc, nudc mudi, dextroza, glyxerol, etanol hodc cac chét tuong tu,
va hdn hop cua ching. Thém vao do, ché phdm nay c6 thé chtra luong nhd céc chét phu
gia, nhu chit 1am 4m hoic chét nhil hoa, chit dém pH, chit dn dinh hoic cac chét khac ma
ting cudng hiéu qua cta duge pham nay.

Té bao

Cting duoc mé ta & ddy 1a céc té bao va/hodc dong té bao trong d6 trinh tur ting
cuong BCL11A noi sinh duge bién dbi boi cac nucleaza duoc mo ta & day (Bang 1). Su
bién ddi nay co6 thé 14, vi duy, so vé6i trinh tyu kiéu dai cta té bao nay. Té bao hodc dong té
bao ndy c6 thé 1a di hop ti hogc ddng hop tir dbi véi bién doi nay. Céc bién dbi dbi voi
trinh tw BCL11A c6 thé bao gdm Agén xen, mét doz,in va/hoic két hop ctia ching.

Tét hon, néu bién ddi nay nim tai hodc gan céc vi tri lién két nucleaza va/hodc (cac)
vi trf phan cét, vi dy, trong khoang 1-300 (hodc gia tri bat ky nam trong khoang nay) cép
bazo ngugc dong hodc xudi dong (céc) vi tri phan c4t, tbt hon nita, néu trong khoang 1-
100 cip bazo (hodc gid tri bét ky nam trong khoang nay) ctia mdi bén cua (cac) vi tri lién
két va/hodc phan cét, tham chi t5t hon nita néu trong khoang tur 1 dén 50 cdp bazo (hoidc
gid tri bét ky nam trong khodng nay) trén mdi phia ctia (cac) vi tri lién két va/hodc phan
cit. Trong mot sd phuong an, bién d6i nay 1a & hodc & gén ving “+58” cla trinh tu tdng
cudng BCL11A, vi du, tai hodc gan vi tri lién két nucleaza duoc thé hién trong hang bét ky
trong cOt thi nhét ctia bang 1.

Té bao hoic dong té bao bét ky co thé dugc bién ddi, vi du té bao géc, vi du té bao
gbe phoi, té bao gdc da ning dugc cam Gng, té bao gbc tao mau, té bao gbc than kinh va té
bao gdc trung md. Vi du khong gi6i han khac vé cac té bao nhu duge mo ta ¢ ddy bao gbm
cac té bao T (vi du, CD4+, CD3+, CD8+, v.v.. ); té bao tua; té bao B. Thé hé con cla té
bao géc, bao g@)m t& bao dugc biét hoa mot phﬁn ho#c hoan toan, cling dugc dé xuét (vi du,
RBC hodc té bao tién than RBC). Vi du khong gi6i han vé cc dong té bao khéc bao gom
trinh tw BCL11A bién ddi bao gdm COS, CHO (v du, CHO-S, CHO-K1, CHO-DG44,
CHO-DUXB11, CHO-DUKX, CHOK1SV), VERO, MDCK, WI38, V79, B14AF28-G3,
BHK, HaK, NS0, SP2/0-Agl4, HeLa, HEK293 (vi du, HEK?293-F, HEK293-H, HEK293-
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T), va cac t& bao perC6 cling nhu céc t€ bao con tring nhu Spodopterafugiperda (Sf), hodc

té bao ndm nhu Saccharomyces, Pichia va Schizosaccharomyces.

Céc té bao nhu duge mo ta & day 1a hitu ich trong viéc diéu tri va/hodc phong nglra
rdi loan, vi du, bang cac liéu phap ex vivo. Cac té bao duoc bién d6i bang nucleaza c6 thé
dwoc nudi cdy va sau d6 duge dua lai vao bénh nhan bang cach st dung cac ky thudt chuén.
Xem, vi du, Tebas va dong tdc gia (2014) New Eng J Med 370(10):901. Trong trudng hop
ciia cac té bao gbe, sau khi truyén vao dbi twong, su biét héa in vivo céac t& bao tién than
nay thanh cac té bao biéu hién gen chuyén chtrc ning ciing xay ra. Cac dugc pham chira
cac té bao nhu dugc mo ta & diy cling duge d8 xut. Thém vao do, cac té bao ndy co thé
duoc bao quan lanh trude khi st dung cho bénh nhan.

Bt ky trong sb cac té bao hoic dong té bao bién ddi duge mo ta & day co thé thé
hién sy biéu hién gamma globin tang. Cac ché phdm nhu duge pham chua t& bao dugc bién
d6i di truyén nhu dugec mo ta ¢ day cling duoc dé xuét

Ung dung

Céc phuong phap va ché pham dwge mb té & ddy 1a dé lam bién ddi su biéu hién cia
pfotein, hodc stra trinh tu gen bat thudng ma ma héa protein duoc biéu hién trong bénh di
truyén, nhu bénh hdng cu hinh liéfn hodc bénh tan mau bam sinh. Do d6, cac phuong phép
va ché pham ne‘iy duoc dé xuit dé diéu tri va/hodc ph(‘)ﬁg nglra cac bénh di truyén nay. K§
thuat chinh stta bo gen, vi du cua té bao gdc, c6 thé duge stt dung dé sira gen bét thuong,
gin xen gen kiéu dai, ho#c thay dbi su biéu hién cua gen ndi sinh. Biang cach vi du khong
gi6i han, gen kidu dai, v/ du ma héa it nhat mot globin (vi du, o va/hogc f globin), c6 thé
duoc gin xen vao té bao (v du, vao trinh tu ting cudng BCL11A ndi sinh bang cach sir
dung mot hodc nhiéu nucleaza nhu duge md ta & day) dé tao ra cac protein globin khiém
khuyét va/hodc thiéu hut trong té bao va nho dé diéu tri bénh di truyén, vi du, bénh huyét
sic td, gdy ra béi su biéu hién globin 16i. Ngoai ra hodc thém vao do, k¥ thudt chinh stra
b gen c¢b hodc khong sir dung trinh ty cho thich hop, 6 thé chinh stra gen noi sinh 151, v/
du, chinh stra dot bién diém trong a- hodic B-hemoglobin, dé khdi phuc su biéu hién ctia
gen nay va/hodc diéu tri bénh di truyén, vi dy bénh hdng ciu hinh liém va/hodc bat hoat
hodc bién ddi (biéu hién qua mirc hodc e ché) gen diéu hoa globin truc tiéplhoac gian tiép

bat ky (v du, bit hoat gen diéu hoa y globin BCL11A hodc KLF1 didu hoa BCL11A). Cu
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thé 13, cac phuong phép va ché pham theo sang ché ¢6 tmg dung trong viéc diéu tri hodc
phong ngtra cac bénh huyét sic t.

Céc nucleaza theo sang ché dugc gin dich vao vung tang cudng BCL11A, duogc biét
14 cAn thiét cho su biéu hién cia BCL11A, va do d6 diéu hoa giam su biéu hién gamma
globin. Bién dbi ciia ving ting cudng nay co thd tao ra té bao hdng ciu c6 sy biéu hién
gamma globin ting cuong, va do do co thé 13 hiru ich dé diéu tri hodc phong ngira bénh
hdng cau hinh 1iém hodc bénh tan méau bam sinh beta.

Phan vi du thuc hién séng ché sau day dé cap dén cac phuong an dién hinh cta sang
ché, trong @6 nucleaza nay chira nucleaza ngon tay kém (ZFN). R3 rang 1a cac phuong an
nay chi nhdm muc dich minh hoa va céc nucleaza khac c6 thé duoc st dung, vi du TtAgo
va hé CRISPR/Cas, endonucleaza huéng dich (meganucleaza) v6i cic vung lién két ADN
duoc thao tac di truyén va/hodc cic thé dung hop ctia dang ty nhién cla céc ving lién két
ADN cua endonucleaza huéng dich (meganucleaza) dugc thao tac di truyén va cac ving

phén cit khac loai va/hodc cic thé dung hop clia cic meganucleaza va protein TALE.
Vi du thwe hién sang ché
Vi du 1: Lip rép céc nucleaza ngon tay‘ kém

ZFN duogc .lép dua vao gén BCL11A ngudi va duge thir nghiém bang cac thtr nghiém
CEL1 nhu dugc md ta trong Miller va dong téc gia (2007) Nat. Biotechnol. 25:778-785.
ZFN dic hiéu véi viung +58 cta ving tang cudng duge tao ra nhu da mo ta. Cac nucleaza

dugc thé hién dudi day trong Bang 1:

Bang 1: Céc cgp ZFN déc hiéu v6i ving ting cudong +58 BCL11A

SBS # Thiét ké
(vi tri dich,
57-37)
F1 | F2 | F¥3 | F4 | F5 [ F6
Phin tu k&t hop bén trai
46801 . ‘
i DOSNLRA | RPYTLRL | SGYNLEN | TSGSLTR | DOSNLRA | AQCCLFH
da?ggiég;ggiﬁ§CT (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID
12 : : : NO: 2 NO: 6
(sE0 D NO:1) NO:2) NO: 3) NO:4) NO:5) ) )
51446 STGNLTN | TSGSLTR | DQSNLRA | AQCCLFH KHONG KHONG
aaﬁgiiﬁi;gzgiECt (SEO ID | (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID XAC XAC
R . : : : NO:6) - PINH PDINH
(SEO 1D NO:1) NO:7) NO:5) NO:2) 0:6) I I
51463 STGNLTN | TSGSLTR | DQSNLRA .| AQCCLFH KHONG KHONG
GT" ' 2 -
aaﬁgiiﬁi;gg£i§Ct (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID XAC XAC
: : : NO: DINH PINH
(580 ID NO:1) NO:7) NO:5) NO:2) 0:6) I i
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51484

TSGSLTR

: DOSNLRA | RPYTLRL | SRGALKT DOSNLRA | AQCCLFH
aa?ggiéi;gggi§CT (SEO ID | (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID
NO: : : : : NO:
(850 1D NO:1) NO:2) NO: 3) NO: 8) NO:5) NO:2) 0:6)
51856 DOSNLRA | RNFSLTM | SNGNLRN | TSGSLTR | DQSNLRA | AQCCLFH
aa?iiiﬁiiiiiﬁiw (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ TD | (SEQ ID | (SEQ ID} (SEQ ID
(SEQ ID NO:1) NO:2) NO:9) NO:10) NO:5) NO:2) NO: 6)
51857 DOSNLRA | RNFSLTM | STGNLTN | TSGSLTR | DQSNLRA | AQCCLFH
aa?ggi?izgzz§§CT (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID
(SEQ ID NO:1) NO:2) NO:9) NO:7) NO:5) NO:2) NO:6)
51862 DOSNLRA | RNFSLTM | SSYNLAN | TSGSLTR | DQSNLRA | AQCCLFH
aa?ggﬁ?izgzziECT (SEO ID | (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID
(SEQ ID NO:1) NO:2) NO:9) NO:11) NO:5) NO:2) NO: 6)
51477 DOSNLRA | RPYTLRL | SSSNLTN | TSGSLTR | DQSNLRA | AQCCLFH
3 T ? ’
aa??giégggiiﬁic (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID
7 c . . . . . E . : .
(5E0 T NO:1) NO:2) NO:3) NO:26) NO:5) NO:2) NO: 6)
51478
DOSNLRA | RPYTLRL | SSSNLGN | TSGSLTR | DQSNLRA | AQCCLFH
aa?ggiég;gzg§§CT (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID
(SEQ ID NO:1) NO:2) NO: 3) NO:27) NO:5) NO:2) NO:6)
51487 DOSNLRA | RPYTLRL | SRSALRV | TSGSLTR | DQSNLRA | RQCCLFH
R re
aaTéSiﬁiiéiiiSCT (SEO ID | (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID
- . . . . I0) - .
(SEO TD NO:1) NO:2) NO: 3) NO:28) NO:5) NO:2) NO: 6)
Phin tu ké&t hop bén phai
47923 N
. RSDHLTO | OSGHLAR | QKGTLGE | QSSDLSR | RRDNLHS | KHONG
T -
caggiiigggiiiiAG (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID XAC
. - T . - . \
(SP0 1D NO:12) NO:13) | NO:14) NO:15) NO:16) NO:17) PINH
51536 RSDHLTO | OSGHLAR | OKGTLGE | RHRDLSR | RRDNLHS | KHONG
CAGGCTCCAGG . ' y
CaGgStngECfiiAG (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID XAC
. . . . IO -
(5E0 1D NO:12) NO:13) | NO:14) NO:15) NO:18) NO:17) PINH
51949 RNDERTT | OKAHLIR | QKGTLGE | RGRDLSR | RRDNLHS | KHONG
G ; -
caggtfggggiiiiAG (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID XAC
(SEQ ID NO:12) NO:19) NO:20) NO:15) NO:21) NO:17) DINH
51990 RSDHLTO | ORAHLTR | QKGTLGE | HRNTLVR | RRDNLHS | KHONG
AG \ -
CaggtfiggiiiiipG (SEQ ID | {(SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID XAC
(SEQ ID NO:12) NO:13) NO:22) NO:15) NO:23) NO:17) DINH
51993 RSDHLTO | QRAHLTR | QSGTRNH | HRNTLVR | RRDNLHS | KHONG
[l
Caééffii;iiii?(; (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID |  XAC
(SEQ ID NO:12) NO:13) NO:22) NO:24) NO:23) NO:17) DINH
51979 RSDHLTO | OKAHLTR | OKGTLGE | RGRDLSR | RRDNLHS | KHONG
A\ J
Cag;fiig;gifii% (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID| XAC
(SEQ ID NO:12) NO:13) NO:20) NO:15) NO:21) NO:17) PINH
51982 RSDHLTO | OKAHLTR | QSGTRNH | RGRDLSR | RRDNLHS | KHONG
caéﬁfii;iiiii?G (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ 1D  XAC
: : : 21 NO:17 DINH
(S50 ID NO:12) NO:13) | NO:20) NO:24) NO:21) 0:17) I
52015 RNDHRTT | OKAHLIR | OKGTLGE | LKRTLKR | RRDNLHS | KHONG
CagASESTCSAfiiAG (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID | XAC
gtttggee NO:19) | No:20) | NO:15) NO:25) NO:17) PINH

(SEQ ID NO:12)
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52032 A
. RSDHLTO | OSGHLAR | QSGTRNH | QSSDLSR | RRDNLHS | KHONG
Caé@?fiigiifiim (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ TD | (SEQ ID |  XAC
- NO: : : : :17 b
(580 D N0:12) NO:13) | NO:14) | NO:24) NO:16) NO:17) TNH
51541 RSDHLTO | OSGHLAR | OKGTLGE | RHRDLSR | RRDNLHS | KHONG
1. [ B S AY
cagﬁfigg;g?iiiAG (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID XAC
e . . . .1 .
(580 1D NO:12) NO:13) | NO:14) | NO:15) NO:18) NO:17) PINH
51519 RSDHLTO | OSGHLAR | QSGTRNH | QSSDLSR | RRDNLHS | KHONG
caf?fiiiﬁiifiﬁ“ (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID |  XAC
&gt i . . <A . . ¥
(650 1D NO:12) NO:13) | No:14) | NO:24) NO:16) NO:17) DINH
1534 RSDHLTO | OSGHLAR | OKGTLGE | RGRDLSR | RRDNLHS | KHONG
AGGCTCCAGGAAG | . i i 7
Caggifigggcfit G| (sEo ID | (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID XAC
7 - . . .15 . .
(520 1D NO:12) NO:13) | No:14) | NO:1%) NO:21) NO:17) PINH
51535 RSDHLTO | OSGHLAR | OKGTLGE | RSRDLTR | RRDNLHS | KHONG
caggffgggiﬁfgiAG (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID XAC
(590 1D NO:12) NO:13) | NO:14) NO:15) NO:29) NC:17) PINH
51556 A
RSDHLTO | OSGHLAR | OKGTLGE | FRQTRAR | RRDNLHS | KHONG
T y
CagéfiigggiiiﬁAG' (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID | (SEQ ID XAC
(SEQ ID NO:12) NO:13) NO:14) NO:15) NO:30) NO:17) PINH

%51446 va 51463 khéc nhau vé trinh tir cdu ndi

T4t ci cac ZFN déu duoc thir hghiém vé chiic nﬁng (hoat tinh phén cét) va dugc

phat hién 1a hoat dong.
Vi du 2: Hoat tinh ciia ZFN & té bao K562 ctia nguoi

N6i ngdn gon, céc té bao K562 cta ngudi duge nudi ciy trong RPMI dugc bd sung
10% FBS va 200.000 té bao dugc chuyén nhidm bing ndng d6 duéi diém toi wu 1a 25ng
mdi ADN plaémif mé héa phan tir két hgp ZFN bén trdi va bén phai bang Amaxa
Nucleofector® theo huéng din clia nha san xudt (Bang 2a). Thém vao d6, cic thir nghiém
duoc thue hién voi 25ng ZFN tréi va Sng ZFN phai (Bang 2b). Thir nghiém Cel-I
(Survey(')rTM,‘ Transgenomics) nhu duge md ta trong Perez va ddng tac gia (2008) Nat.
Biotechnol. 26: 808-816 va Guschin va dong tdc gia (2010) Methods Mol Biol. 649:247-
56), duoc sir dung dé phat hién cdc bién dbi bi gy ra boi ZFN cta gen dich hai hogc ba
ngay sau khi chuyén nhiém. Trong thir nghi¢m nay, su khuéch dai PCR vi tri dich dugc
tiép tuc bang viéc dinh lugng cac dot bién gén xen va/hodc mét doan (“cac ti 1¢ phén tram
cac dot bién méat doan va thém bazo™) b.:?mg cach giai trinh ty. Viée giai trinh tu siu trén
Illumina platform (“miSEQ”) duoc st dung theo huéng dAn cta nha san xudt dé do hiéu
qua chinh stra cling nhu ban chét cta céc alen dugc tao ra bing céch chinh stra. Cac két
qua dugce thé hién duéi ddy trong Bang 2, trong do cac s6 thé hién ti 18 phan trim hoat tinh

NHEJ quan sat duoc:

-57-



39479

Bang 2a: B'ﬁng ma trén trong céc té bao K562 (25ng méi ZFN)

51949 51977 51979 | 51982 | 51990 | 51993 | 52015 | 52032 Trung

binh
51856 22,2 21,0 27,7 23,2 21,0 23,9 17,0 26,7 22,8
51857 28,5 24,4 29,4 28,1 26,7 23,9 19,2 32,8 26,6
51862 15,9 16,3 15,5 15,3 11,7 20,8 13,9 22,4 16,5
51877 12,0 13,2 12,4 13,9 10,7 11,3 9,1 13,8 12,1
51879 14,2 15,1 14,9 13,8 12,0 14,4 10,8 16,8 14,0

Trung 18,6 18,0 20,0 18,8 16,4 18,9 14,0 22,5’
binh

46801: 9,3
47923

Bang 2b: Bang ma tran trong cac t& bao K562 (25ng ZFN trai, 5ng ZFN phai)

51949 | 51977 | 51979 | 51982 | 51990 | 51993 | 52015 | 52032 Trung
binh
51856 10,9 12,6 16,9 13,4 11,0 12,4 8,5 15,5 12,7
51857 15,7 12,8 15,2 14,1 12,5 14,4 11,8 14,5 13,9
51862 13,0 11,4 13,9 10,4 14,3 12,2 12,2 14,3 12,7
51877 8,2 7,2 8,8 6,7 8,2 7,1 7,0 6,9 7,5
51879 8,5 7,9 11,5 8,3 8,4 7,1 4,9 11,2 8,5
Trung 11,3 10,4 13,3 10,6 10,9 10,6 8,9 12,5
binh
46801:47 7,3
923

Céac ZFN ciing duogc cAu triic bang cach st dung bdn cAu ndi khac nhau giita ving
Jién két ADN va ving nucleaza (xem Cong b6 Patent M§ s6 20150064789). Céc trinh tu
cAu nbi duge thir nghiém dugc thé hi¢n dudi day, trong d6 phan ‘HTKIH’ cta trinh tw ndy -
1a dau cung carboxy cua vung lién két ADN va phan ‘ELEEK’ 1a d4u cling amino cia ving
nucleaza. Ph?m du:qc gach chén la trinh tu cAu ndi gitra hai ving nay:

Céc trinh tu cau ndi
L7a: HTKIH LRGSQLVKSKSEAAAR ELEEK (SEQ ID NO:31)

L7c5: HTKIH LRGSISRARPLNPHP ELEEK (SEQ ID NO:32)

LO: HTKIH LRGSISRARPLNPHP ELEEK (SEQ ID NO:33)

L8c4: HTKIH LRGSYAPMPPLALASP ELEEK (SEQ ID NO:34)

Trong céc thtr nghiém nay, cac cau ndi LO hodc L8c4 dugc thir nghiém trén phan tir

két hop bén phéi két hop véi cac ciu ndi L7¢5 hodc L7a trén phén tir két hop bén trai. Céac
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két hop ctia cac ZFN duoc thu nghiém vé hoat tinh phén cit trong cac té bao K562, va cac

két qua (tilé phin trim hoat tinh NHEJ) dugc thé hién dudi day trong Bang 3.

Bang 3: Hoat tinh ZFN lam thay dbi céc cdu ndi ving

L7c5 L7¢c5 L7¢ch L7a L7a
trung
SBS 51856 | 51857 | 51862 | 46801 | 51446 binh
L0 51949 6,4 9,2 7,3 4,8 10,6 7,66
L0 51977 8,8 8,9 5,6 5,0 8,7 7,41
L0 51979 11,4 10,5 10,8 4,5 11,3 9,70
L0 51982 8,3 9,7 9,3 4,9 10,5 8,56
L0 51990 10,3 11,0 7,5 5,3 10,2 8,86
L0 51993 10,7 13,5 7,3 5,1 10,9 9,52
L0 52015 8,5 8,6 7,2 5,7 6,7 7,34
L0 52032 11,5 11,3 7,0 5,0 14,8 9,91
L0 47923 7,6 7,6 5,0 4,0 11,5 7,14
L8c4 | 52075 10,9 10,9 7,2 5,6 11,7 9,27
L8c4 | 52103 9,9 8,9 8,5 3,8 10,9 8,37
L8c4 | 52105 16,7 13,0 16,3 6,3 15,2 13,49
L8c4 | 52108 9,7 7,5 6,5 4,2 12,0 7,99
L8c4 | 52116 | 12,0 15,7 9,8 4,0 13,4 10,99
L8c4 | 52119 13,1 9,8 8,3 4,5 10,3 9,19
L8c4 | 52141 15,2 7,2 6,9 3,4 13,2 9,17
L8c4 | 52158 9,3 10,3 7,4 3,6 12,5 8,64
L8c4 | 51536 13,3 12,1 11,3 8,0 15,4 12,04

trung
binh-
> 10,76 | 10,32 8,28 4,88 11,65

Vi du 3: Hoat tinh cta ZFN trong cac té bao CD34+

ZFN nhu dugc md ta & ddy cling duge thir nghiém trong cac té bao CD34+ cla
nguoi. Dé tai nap CD34+, thiét bi BTX ECM830 véi cuvet co khoang cach gitra hai dién
cuc 1a 2 mm dugc st dung. Cac té bao CD34+ cia ngudi duge nudi trong mdi truong x-
vivol0 (Lonza) v6i 1xCC110 (Stem cell Technology) trong cac dia khong dwoc Xt Iy nudi
chy mo. Céc té bao dugc dém va dugc thu gom bang cach ly tAm & tdc d6 1200 vong/phut
trong 10 phat & nhiét do phong. Cac té bao duge rira 1-2x v6i PBS ¢ nhiét do phong.
200.000 té bao duge st dung cho mdi 1an chuyén nhiém, va ching dugc tao huyén phu lai
trong 100puL dung dich BTexpress. Péi v6i cac thir nghiém CD34+, cac ARN ma hda cac
7ZFN dugc st dung hon 13 ADN. ARN duoc tao ra bang cach st dung mMessageMachine
T7 Ultra Kit (Ambion). 500ng ARN ma hoa mdi ZEN dugc bd sung cho mdi chuyén nhiém

va hdn hop duge chuyén sang cuvet. Ngay sau khi chuyén, hon hop nay duge chiéu xung
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dién & 250V trong 5 mili gidy. Mo6i truong da dugc ]am am trudce dugce bo sung vao cuvet
va céc té bao cong mbi trudng duge chuyen sang dia 48 16 khong dugce xir Iy nudi cay mod

va sau d6 dugct ¢ 37°C.

Sau hai hodc ba ngay, sau do cac té bao dugc phén tich b gen bang céch st dung
Illumina MiSeq. P& dinh lugng ti 16 phén trim céc alen dugc chinh sira, ving can quan tAm
ctia bd gen dugc khuéch dai PCR bing céch st dung cac doan mdi ma bd sung cac trinh tu
tiép hop giai trinh tu Illumina chun. Nhém tht hai gdm 13 vong PCR duoc thuc hién dé
bb sung céc trinh ty tiép hop ma vach va cAu vao ca hai dau. Viéc giai trinh ty dugc thuc
hién trén Illumina MiSeq theo quy trinh cua nha san xuét dé giai trinh ty don vi siéu sao
chép. MiSeq tao ra hai doan doc tur hai diu cta ciing mot trinh tu, ma dugc hgp nhét va
dwoc cit bang trinh tu tiép hop bang cach st dung phdn mém sip xép thing hang chuén.
Sau d6 cac doan doc dugc tach boi mau qua cac cap trinh ty mé vach bang c4ch st dung
cac ban géc tily chinh. Céc trinh tu don vi si€u sao chép sau do6 duoc so sanh toan bd voi
trinh tu tham chiéu bing cach thyc hién thuat toin Needleman—Wunsch (Needlemanand
Wunsch (1970). Jour Mol Bio 48 (3): 443-53). Cac khoang cach hogc sur gan xen trong
trinh tu théng hang dugc dém 12 % hién tegng NHEJ, va dugc so sanh v6i trinh ty mau dbi
chimg chua duge xi Iy dé xac dinh ti 1¢ nén dic hiéu trinh ty. Cdc két qua dwoc thé hién

dudi day trong Bang 4.

Bang 4: Hoat tinh ZFN trong céc t€ bao CD34+

51949 [51977 51979 [51982 51990 51993 [52015 [52032 | 51536 2iﬁ3?
' Khéng
51856 phat 29,2
hién
38,4 | 11,9 | 26,9|23,9|37,3]37,0|26,4|32,1] dugc
51857 [ 52,1 17,2 | 39,8 30,9 51,0 43,9 [35,2[53,9] 40,0 40, 4
51862 | 18,4 | 5,2 | 13,0 12,4 | 26,6 | 20,7 13,7 16,2 | 17,7 16,0
51877 | 19,6 6,0 | 8,9 | 9,6 | 24,0 18,3 |11,6|19,4| 13,7 | 14,6
51879 | 36,4 | 10,6 | 21,8 | 19,5 | 39,2 | 30,7 [ 21,8 | 34,4 | 22,7 26,4
Khéng
51446 . phat 45, 4
hién
60,1 | 22,6 | 41,2 |43,6|57,8|50,4]39,7|47,6| dugc
Trun _
biné’ 37,5 | 12,3 | 25,3|23,3|39,3|33,5|24,7(33,9| 23,5

Khi lvong mARN d4u vao ting duge s dung cho tap hop céac cap dai dién dd chon
(1pg mdi ZFN), cac luong bd sung clia sy cét duogc quan sat thay, nhu dugc thé hién trong

Bang 5.
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Bang 5A va 5B: Nong do ZFN tang din dén hoat tinh ting

Bang SA
0,5ug : 0,5ug
46801:47923 1,6
51556:51484 17,6
lug : lug
46801:47923 1,5
51536:51446 49,0
52032:51446 65,7
52032:51857 60,8
51979:51446 60,0
51979:51857 47,5
51536:51857 55,7
khéng co
trinh tu
GFP nao -
Bang 5B

51536 | 51541 | 51556 | 51519 | 51534 51535

51446 | 83,72 | 87,79 | 74,11 | 81,52 | 84,21 | 82,22

51484 | 75,21 | 84,34 | 64,20 | 67,88 | 79,50 | 74,22
Khéng
phat
hién
82,71 | 85,24 | 74,00 | 78,81 | 85,53 duoc
51477 | 72,02 | 85,11 | 63,74 | 70,42 | 80,96 | 78,30
51478 | 72,33 | 82,38 | 58,17 | 66,22 | 75,20 | 70,90

51487 | 66,27 | 83,26 | 64,11 | 61,97 | 68,99 | 70,42

51463

Céc 1an chuyén nhidm trén day dugc thuc hién cha yéu trong céc didu kién lugng
mARN déu vao khong bdo hoa dé cho phép so sanh t6t nhat hoat tinh ciia cac két hgp ZFN
khac nhau, D& thi nghiém luong bién ddi téi da c6 thé thu duge tai hodc gin lugng mARN
d4u vao bao hoa, ching t6i chuyén nhiém lugng ting dAn cua céc cAu tric 2a hodc két hop
hai ZFN trong mdt mARN vao céc té bao CD34+ bing cach st dung k¥ thudt xung dién

BTX, va c4c két qua dugce thé hién dudi day trong Bang 6.

Bang 6: Bién d6i cta trinh tur ting cuong BCL11A v6i lugng mARN déu vao ting
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| 2A: . : 2000ng | 4000ng | 8000ng
51463 2a_ 51949 59,60 |79,83 82,69
51463 2a-51990 - | 67,98 | 80,17 77,30
51463 2a_52032 58,58 | 80,36 83,26
51857 2a_51949 61,22 | 73,89 78,26
51857 2a_51990 60,63 | 70,55 74,40
51857 2a_ 52032 55,84 | 71,17 74,29
euf 51446 2a 51536 | 56,36 | 66,69 74,85
euf 46801 2a 47923 | 51,15 |72,20 75,97

Sé lidu trong Bang 6 thé hién sy bién ddi rat cao clia ving dich ZFN khi luong

mARN dau vao ting dan dbi véi tht ca cac két hop dugc thir nghiém.

Twong tw v6i céc thir ng_hiém duoc thuc hién trong thi nghiém 2 phén tich hoat tinh
v4i cac ZFN chtra, céc cau nbi bién ddi, tdc dong ctia cac ciu ndi trén hoat tinh cling dugc
thit nghiém trong céc té bao CD34+. Nhu trén day, cac lwgng mARN thay dbi (500, 1000
hodc 2000ng cho mdi mau) dugc st dung dé phan phdi cac ZFN trong cac thi nghiém nay.

Bang 7 thé hién tac dong ciia ddc tinh ciu ndi trén hoat tinh cta cip ZFN.

Bang 7: Tac dong ctia dic tinh cau ndi trén hoat tinh ZFN trong cic té bao CD34+

500ng 51463 51857 | 1000ng 51463 51857 | 2000ng 51463 51857

LO 51949 29,9 31,0 51949 48,8 46,7 51949 44,5 43,5
51979 26,3 23,8 51979 39,2 40,0 51979 36,3 35,1
51990 28,6 .28,1 51990 . 39,8 41,8 51990 36,1 36,3
52032 24,7 25,5 52032 39,6 39,7 52032 37,2 33,6

L8c4 | 51536 23,0 19,1 51536 36,0 31,0 51536 35,7 30,6
52075 22,1 21,2 52075 34,7 32,0 52075 35,2 27,5
52105 21,9 19,1 52105 37,2 32,8 52105 36,2 31,6
52116 14,7 13,9 52116 27,6 28,8 52116 28,4 28,9
52158 22,2 21,1 52158 36,3 34,9 52158 41,7 38,2
500ng 51446 1000ng 51446 2000ng 51446

51536 19,8 ] 51536 35,5 51536 28,7

Vi du 4: Su biét hoa cac té bao CD34+ dugc chinh stra va sy biéu hién hemoglobin

Dé thtr nghiém tac dong trén sy biéu hién gamma globin tuong dbi, cac mARN ma
héa mAu dai dién cta cac cdp ZFN dugc dua vao cdc té bao CD34+ (thu dugc tir nhitng
nguoi hién téng tw nguyén khée manh) bang k¥ thuat chuyén gen bang xung dién
(nucleofection) BTX theo hudng dan ctia nha san xudt. Sau do cac té bao duogc bi€t hoa
thanh cac hong cau. Noi ngin gon, cic t& bao CD34" dugc tinh ché bang cach st dung
Ficoll-Paque (GE Healthcare) va vi hat CD34" (Miltenyi Biotec) theo huéng dan ctia nha
<An xuAt. Céc t& bao CD34" duoc nudi cdy trong Iscove’s MDM v6i BIT 95000 (StemCell
Technologies) khi c6 mat cac yéu t6 sinh trudng. Cac té bao dugc biét hda thanh dong hong

cau str dung md hinh nudi cdy long 3 budc. Trong 6 ngay du tién (pha tht nhéf), cac té
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bao CD34" dugc nudi cdy bang SCF (100ng/ml), Flt3-L (IOOng/rﬁl), va IL-3 (20ﬁg/1n1).
Sau d6 cac té béb d3 nuodi cdy duoc uy nhiém va biét hoéa thanh dong héhg cau (pha thu
hai) v6i Epo (2U/ml) va SCF (50ng/ml). Xem, Giarratana va dong tdc gia (2011)
Blood118(19):5071-9.

Dé phan tich sy biéu hién gamma globin twong dbi, cac ti 16 cia mARN ma hoa
gamma globin, alpha globin va beta globin sau khi xtr Iy ZFN dugc xac dinh ¢ thoi diém
14 ngay sau khi bat diu biét hoa béng phén tich RT-PCR. Phan tich nay dugc thuc hién
bang phén tich Tagman® chuén, theo quy trinh va st dung cac thir nghiém dac hiéu gen
dwoc cung cAp béi nha san xuét (Applied Biosystems). Céc murc ndng do twong d6i cta
gamma globin (HBG) dugc chudn héa bing mic do bidu hién cua alpha (HBA) hodc beta
globin (HBB) trong do ti 1¢ nay dugc so sanh v6i ti 16 gamma/alpha hodc gamma/beta &
céc té bao dbi chimg.

S6 lidu duge thé hién dudi day trong Bang 8, va ching minh rang so v6i cdc té bao
duoc x 1y bing plasiit ma hoa GFP, c6 sy gia ting biéu'hién gamma globin trong céac té

bao dugc xtr Iy ZFN.

Bang 8: Thay dbi vé su biéu hién gamma globin so véi alpha hodc beta globin trong

céc té bao CD34+ duge chinh sira

Cip ZFN HBG/HBA | HBG/HBB

46801/47293 27 44
51446/51536 5.0 8.1
51463/51536 80 10,5
51484/51536 38 6.4
GEP e 28

Su biét héa‘ héng céﬁ in vitro cﬁa céc té bao CD34+ duge chuyén nhiém tai hodc
gln cac ndng d6 mARN béo hoa sau d6 phan tich RT-PCR su biéu hién globin nhu dugc
md ta trén day thé hién sy hoat hoa gamma-globin béi tAt ca cac cip ZFN dd chon ma gén
dich trinh tu ting cuong BCL11A 1a rAt hidu qué so v6i mau d6i‘chung dugc chuyén nhiém

GFP mARN (Fig.1). S liéu dugc thé hién dudi ddy trong Bang 9.
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Bang 9: Ti 1€ biéu hién gamma globin nguoi tang |

HBG/HBB

mARN duoc st dung 2ug 4ug sug

51463-2a-51949 10.33 17.56 | 21.84
51463-2a-51990 12,75 16.05 16,96
51463-2a-52032 9,94 17.91 18.97
51857-2a-51949 10,12 14.16 12.21
51857-2a-51990 10.36 12.37 16.47
51857-2a-52032 8.57 15.18 19.01
51446-2a-51536 9.45 10.43 14,76
46801-22-47923 8.86 12.15 | 13.10
GEP 1,65

Vidu 5: Hoat tinh ctia ZFN trong cac té bao CD34+ st dung thiét bi xung dién BTX,
cdc mARN riéng biét va cdc mARN duy nhét '

Hoat tinh cua hai cap ZFN duoc thir nghiém trong cac té bao CD34+ ngudi dugc
huy dong dugc phén 1ap tir méu ngoai vi cua nguoi va trong cac té bao CD34+ duoc phan
14p tir tiy xuong. N6i ngén gon, cac té bao CD34+ duge phan 1ap tlr nguoi hién tang khoe
manh nhu sau. Cac mau gan bach cau duoc loai bd tiéu cAu bing cach ly tdm tdc d6 cham
va loai b6 dich ndi. Sau khi loai b6 tiéu cdu, céc té bao duge déanh dAu bang vi hat tir khang
CD34 (Miltenyi Biotec, Dirc) va duge chon loc duong bang cach str dung Hé thdng tach té
bao Miltenyi CliniMACS Plus. Sau khi chon lgc, phén doan duong (dugc 1am giau CD34+
HSPC) dugc rira va dugce tao huyén ph lai trong mdi trudng nudi cdy (nghia 13, moi truong
X-VIVO 10 dugc bd sung 2mM L-glutamin, 100ng/ml mdi thanh phan bao gdm phdi tix
tyrosin kinaza 3 tuong tw FMS (F1t-3L), yéu t6 té bao gde (SCF), va thrombopoietin (TPO))
&ndng do 1 x 108 té bao/mL, va dugc chuyén vao cac tii nudi cdy VueLife (Saint-Gobain,
Gaithersburg, MD) va dugc i & 37°C/5% CO,. D tinh ché céc té bao CD34+ tir tity xuong,
cac mau thu duge duge loai bd té bao hdng cau (RBC) bang phuong phép két tua tinh bot
hydroxyetyl. Sau khi loai b6 RBC, cac té bao duge danh diu bing céc vi hat tr khang
CD34 (Miltenyi Biotec, Puc) va duge chon loc duong bang cach sir dung Miltenyi
CliniMACS Prodigy. Sau khi chon loc, phan doan duong (duogc lam giau CD34+ HSPC)

duoc ria va duge tao huyén phi lai trong moi truong nudi cay (nghia la, moi trudong X-
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VIVO 10 dudc bd sung 2mM L—glutamin; 100ng/ml mdi thanh phan bao gbm phéi tir
tyrosin kinaza 3 tuong ti_r FMS (F1t-3L), yéu t6 té bao gbc (SCF), va thrdmbopoietin (TPO))
&ndng do 1 x 106 té bao/mL, va dugc chuyén vao céc tii nudi cy VueLife (Saint-Gobaih,

Gaithersburg, MD) va duoc t ¢ 37°C/5% COa.

Céc cip dugc st dung 1a 51446/51536 (cap A) va SBS51857/51949 (cdp B). Cac
ZFN duogc thir nghiém dudi dang mARN duge dua vao trong té bao. Dé chuyén nhiém
thiét bi BTX dugc st dung. Noi ngén gon, 200.000 t& bao mdi mau duoc tao huyén phu
trong dung dich xung dién BTXpress (BTX) va duoc tron voi ARN nay. Sau do hdn hop
nay duoc tao xung trong 4 mili gidy & 250 von va duge dua vao cac didu kién sbc lanh
(30°C qua dém) trude khi dé céac té bao phuc hoi & 37°C. Phan tich hoat tinh ZI'N duoc
thuc hién hai hodc ba ngay sau khi chuyén nhiém. Cac ZFN duoc thit nghiém dudi dang
mot loai mARN duy nhét, trong do trinh tu peptit tu cit 2a dugc st dung gifta hai trinh tu
ma héa ZFN, va s liéu nay dugc thé hién trong Fig.2. Thém vao d6, cac diéu kién gidng
nhu vay dugc st dung dé thr nghiém 1 cdp ZFN, trong d6 su cung clp cac mARN nay la
dudi dang hai loai riéng biét, trong do mdi mARN ma hoa mot ZFN. Bang 10a va Bang
10b dudi ddy thé hién céc két qua vé hoat tinh (%NHEJ hodc ti 18 phan trim dot bién mat
doan va thém bazo) cho phuong phap mot mARN duy nhét so véi hai mARN (sb 1iéu md
ta 12 tir vai th nghiém).

Bang 10a: So sénh loai mARN duy nhat v6i loai mARN dbi (% cac dot bién mét

doan va thém bazo)

mARN dudc st dung 2,0pg | 4,0pg
51857 2a 51949, thtr nghiém #1 56,0 64,7
51857 2a_ 51949, thir nghiém #2 61,2 73.9
51857 + 51949 83,1 80,5

Bang 10b: So sénh loai mARN duy nhét v6i loai doi (% céc dot bién mét doan va

thém bazo)
mARN duoc st dung 0,5ug 2,0ug | 4,0pg
51857 2a 51949, thir nghiém #3 32,0 51,5 58,7
51857 + 51949, thir nghiém #3 40,0 58,4 63,1
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Chiing toi cling thir nghiém su biéu hién ctia gamma globin nguoi va beta globin
ngudi bang cach st dung TagMan® theo cac quy trinh chudn. Céc két qua sau do duoc
chuén héa thanh ti 1& cia HBG (gamma) so voi HBB (beta), va dugc mo ta trong Fig.3, lai
so sanh hai cip 1a ZFN: 51446/51536 (cdp A) va SBS51857/51949 (cdp B). Thém vao do,
su biu hién ctia HBG va HBB ciing dugc do so sanh su cung cép cip ZFN dudi dang mot
mARN duy nhét, trong d6 céc trinh tw ma hoa mdi ZFN trong cip nay dugc phén tach boi
trinh tw peptit tu cht 2a, v6i cac didu kién trong d6 mARN ma hoa mdi ZFN duoc cung cép
riéng. S6 lidu nay ching minh rang trong cic didu kién nay, cip B, SBS51857/51949, la
¢6 hoat tinh cao hon trong viéc phin ct dich BCL11a va trong viéc lam ting su biéu hién

HBG.

Céac cip ZFN dugc thir nghiém trong cac té bao CD34+ thu dugc tr thy xuong va
ca hai cdp lai dugc phét hién 12 c6 hoat tinh (xem Fig.4a). Hoat tinh d6i véi cap
SBS51857/51949 ciing duge thir nghiém, trong d6 cac ZFN dugc cung cAp trén mot mARN
duy nhét v6i 2a hodc dudi dang hai mARN riéng biét nhu dugc md ta trén day (Fig.4b).
Ciap SBS51857/51949 thé hién hoat tinh cao hon so v6i cap 51446/51536.

Vi du 7: Phan tich tinh dic hiéu
Phan tich bt gitt khong bi chéch:

Thit nghiém bt gitt nay dua trén quan sat la viéc dua ddng thoi nucleaza va trinh tu
cho ADN kép vao té bao dich gay ra su “bét gitt” trinh tw cho vao mot doan cua vi tri dat
gy bd gen tao thanh bing con dudng stra NHEJ ADN (Orlando va déng tac gia, (2010)
Nucleic acids Res. 38(15) el52; Gabuel R. va dong tdc gia (2011). Nat Biotechnol. 29:
816-23.). Chu y 1a hién tugng bét giit nay khong dugc didu khién twong dong (thuc vay,
trinh tu cho ADN kép nay khong chira sy trong dong bat ky v6i bd gen ngudi). Chiy thém
12 mARN ma héa céc ZFN khong thé bi bt gitt trong vi tri dut gdy ADN, chi ¢6 trinh tw
cho ADN kép 1a c6 thé. Khi bi bét git, bd gen kép nay trinh di¢n nhan thuong tryc cua
hién tugng phan cit nay. Sau khi phén lap ADN b0 gen, céc vi tri bét gitt c6 thé dugc xac
dinh.bz‘?mg cach kéo dai doan mdi tir trinh tu cho vao trinh ty bd gen bén suon, sau d6 ndi

tiép hop, PCR, va giai trinh ty cac mdi ndi trinh tu cho-bd gen thu dugc.

N6i ngén gon, cdc nghién ctru phan tich bét gitt duge thuc hién trong dong té bao

K562 dé t4i da hoa sy phan phéi trinh tu cho, biéu hién ZFN, va bit gitt trinh tw cho vao
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vi tri DSB; cac té bao nay dugc xu ly béng xung dién v6i mARN ma hoa ZFN va trinh tu
cho kép oligonucleotit. Riéng biét 13, céc té bao CD34+ thu duogc tir BM va PB duogc xtr ly
bang xung dién sir dung thiét bi Maxcyte nhu dugc mo ta trén day v6i mARN ma hoa ZFN.
Oligonucleotit cho kép da str dung dugc thé hién duéi day (SEQ ID NO: 30 va 31):

51 NNNNAGTAGTGTGTGCCCGTCTGTTGTGTGACTCTGGTAACTAGAGATCCCTCAGACCCTTTTAGTCNN
NNNAGTGTGGAARAATCTCTAGCAG 3

3'"TCATCACA CACGGGCAGACAACACAC TGAGACCATTGATCTCTAGGGAGTCTGGGAAAATCAGNNNNNT
CACACCTTTTAGAGATCGTCNNNN 5'

NNNN & dau 5' él’la mdi soi thé hién tetrame soi don, ng?tu nhién nho ra, trong khi
NNNN durge gach chin thé hién trinh tu kép ngiu nhién dong vai tro 1a trinh tu ma vach
dé phan biét gilta cac hiéﬁ tugng tich hop gié_ng nhau khéc. Céc mau lip ba duoc tao ra
chd mdi td hop ciia oligo va mARN. Vao ngay thtt 7 va 14, ADN b0 gen sau chuyén nhiém
duoc phén lap (Kit Mau va M6 Qiagen DNeasy), va 1 pg (330000 bd gen / ban sao) duge
sir dung lam d4u vao cho quy trinh khuéch dai. Sau d6 miu duge xit 1y chi yéu nhu da moé
ta (Paruzynski, A. va dong tdc gia (2010). Nat. Protocols. 5:1379-1395). Céc don vi si€u
sao chép-dugc tinh ché bang céach st dyng Kit tinh ché PCR QIAquick (Qiagen), va dugc
khuéch dai bing PCR dé dua cac trinh tu ma vach va trinh tu tiép hop vao dé giai trinh tu
sau trén nén Illumina. Céc san ph?lm cudi cing dugc dinh luong, gop lai va giai trinh ty
trén Thiét bi MiSeq (Illumina) bing cach str dung kit giai trinh tir 300 chu trinh v2 v6i hai
doan doc 150 bp ttr hai déu clia cuing mdt trinh tw va cdc doan doc chi s6 kép 8 bp dé phat
hién céc trinh ty ma vach trén mdi dau cua don vi siéu sao chép nay. N©b lue nay tao ra tp
hop céc locut xa dich tng vién ma sau d6 duoc xac dinh kiéu gen trong cac té bao CD34
thu dugc tr BM hodc PB. Cac két qua duge x4c dinh cho cap A (SBS#5 1446/51536) duoc
thé hién trong Fig.10a, trong khi do6 cac két qua cho cip B (SBS#51857/51949) dugc thé
hién trong Fig.10b. S6 liéu dugce tom tat thém dudi ddy trong Bang 11.

Béang 11: Phén tich xa dich cho cip A va cgp B, CD34+ tu thy xuong

A 250ug/ml  63% 21 9%
B 125ug/ml  63% 9 3%
B 250ugml  74% 20 17%

‘Céc nghién ctu tuong tu duge thuc hién trén cac té bao CD34+ thu duoc tix PB, va

Bang 12 duéi day tom tit cac két qua duoc tim ra.
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Bang 12 Phan tich xa dich cho cdp A va cap B, CD3 4+ tir mau ngoal vi

ZFN Liéu Trang dich # xa dich | Hoat tlnh tich Iuy
St4 120ug/ml 60% 11 4%
St5 120ug/ml 56% 10 3%

Vi du 6: Hoat tinh ctia ZFN ftrong cac té bao CD34+ su dung thiét bi xung dién
Maxcyte, cic mARN riéng biét va cac mARN duy nhét

Tiép theo, tdc gia sang ché thuc hién cac thit nghiém quy mo 16n hon bang cach sir
dung cac cdp ZFN trong cac té bao CD34+ st dung thiét bi xung dién Maxcyte GT. Céc té
bao CD34+ huy dong dugc dugc phan lap tr mau ngoai vi clia ngudi hién tZang binh thuong
nhu dugc mo ta trén day (PB) dugc thir nghiém nhu sau: cac té bao (3 triéu mdi mau) duoc
tao huyén pht lai trong dém RT Maxcyte EP dén ndng do cubi ciing 12 30 €6 t€ bao/mL.
Té bao duoc tron véi mARN va duoc xir 1y bang xung dién bang cach st dung chuong
trinh dwoc xac dinh bdinha san xut. C4c té bao duge dé phuc hdi nhanh & 37°C trong hai
muoi phtt, sau d6 duge pha loang va duge.dua vao cac diéu kién sb¢ lanh (30°C qua dém)
truée khi dé cho cac té bao phuc hdi & 37°C. Hoat tinh dugc phan tich hai dén ba ngay sau
d6. Céc thir nghiém dugc thye hién véi ca cdp A va cap B nhu trén day, trong do mdi cip
duoc dua 1én mdt mARN duy nhit (Fig.5A). Cip ZFN B (SBS51857/51949) ciing dugc
thtr nghiém dudi dang mot mARN duy nhét hodc hai mARN riéng biét nhu dugc md ta
trén day (Fig.5b). Trong cac thit nghiém nay, cap B thé hién hoat tinh cao nhét.

D& voi chc t& bao thu duoc tir tiy xuong, viéc chinh stra thanh céng doi héi nhicu
MARN hon, nhung hoat tinh cao dugc quan sat thiy (xem Fig.6). Céc té bao duge phan
tich vé su bidu hién HBG va HBB nhu duge mé ta trén day va ti 1&¢ HBG/HBB dugc so
sanh vi ti 16 phan trim hoat tinh gy dot bién mat doan hoic thém bazo vao ngay 0 (Fig.7).
C6 sy phu hgp gitta cac mire biéu hién HBG cao hon va hoat tinh gdy dot bién méit doan
hodc thém bazo cao hon.

Nhiéu phén tich hon duoc thuc hién bang cach st dung quy trinh Maxcyte (Fig.8 va
9), trong d6 da phét hién ra la mac du tin s cua cac dot bién mét doan hoic thém bazo
khong phai luén gidng nhau trong mdi thtr nghiém, hoat tinh tuwong d6i (vi du, cu tric 2a
SBS51857/51949 cao hon so v6i cdc mARN riéng biét) duge quan st thdy trong mdi Jan

chay thr nghiém.
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Vi du 7: Ghép cac té bao CD34+ ngudi di chinh sira vao chudt

Nhu vduqc mo ta trén day, cac té bao ngudi CD34+ duge xt ly bang cac mARN ma
héa cac ZFN dic hiéu yéu td ting cudng +58 va sau d6 duge ghép vao chudt NSG. Céc té
bao CD34+ thu duge tir ngudi tinh nguyén khoe manh. Trong mot s6 trudng hop, cac chién
luge huy dong CD34+ duoc thuc hién, b%mg cach st dung G-CSF (Neupogen®) hodc G-
CSF + Plerixafor (Mozobil®) trudc khi tach chiét. G-CSF dugc st dung hang ngay trong
bbn ngay trude khi tach chiét theo huéng din cua nha san xuét, va néu Plerixafor dugc su
dung, n6 dugc stir dung vao bubi tdi cudi cung trudce khi thu hoach, lai theo nudng dan cta
nha san Xu.étj. Vigc tach chiét dugc thye hién béng phuong phap chudn. Cac té bao CD34+
duoc lam giau tir san phﬁim ctia quy trinh chi ét tach bach ciu ra khéi mau mau duoc lam
giau PBMC duoc huy d@ng.béng céch st dung hé théng Miltenyi CliniMACs bing cac
phuong phéap g:huén va theo hudng dan ctia nha san Xuét.

Céac mARN duoc gin mil va dugc poly-adenyl hdéa ma héa ZFN dugc tdng hop bang
céch st dung siéu kit Ambion mMessage mMachine® T7 nhu duge hudng dan béi nha san
xut va sau d6 duoc xi ly bang xung dién vao céc té bao CD34+ bang cach st dung hé
théng Maxcyte GT hodc mdy tao xung BTX ECM830, déu theo huéng din cliia nha san
xuil, | _—

Chudt NOD.Cg-Prikdc I12rgm"Sz] duge str dung dé nhn cdy ghép CD34+.
Mc}t ngdy (16- 24 gio) trude khi cdy, chudt dugc chiéu xa gay chét (300 RAD). Céc té bao
CD34+ da duoc xit 1y ZFN trén ddy dugce cly vao chudt da chiéu xa bang cach tiém tinh
mach dudi, trong do6 1 tri€u té bao trong 0,5mL PBS-0,1%BSA dugc st dung cho mdi
chudt.

béi v4i thir nghiém nay, céc té béo CD34+ duoc xtt ly bang xung dién véi cac
mARN ma hoa cip 46801/47923. Céac gen ma héa ZFN duoc tach dong cung nhau trong
khung doc mé duy nhét dugc phan tach boi trinh tw ma héa peptit ti cit 2A. GFP duogc st
dung lam abi ching. Sau khi céy vao chudt, cac mau dugc léy & cac thoi diém 4, 8 va 12
tuan sau khi cdy dé quan sat muc do danh déu dic hiéu té bao nguoi & cac té bao.

Céc té bio CD34+ da chinh sira ZFN ghép vao va biét héa, va mirc do ohép 14 tuong
duoﬁg gifta cac té bao da chinh sira so véi cac ddi chimg chwa dugc chinh stra.

Vi du &: Hoat tinh ctia ZFN & céc t& bao thu duge tir bénh nhan
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Hoat tinh ctia ZFN dugc thit nghiém trong cac té bao CD34+ nguoi dd huy dong
dwoc phan 14p tir mau ngoai vi clia nguoi va trong cac té bao CD34+ dugc phan 1ap tir tdy
xuong. HSPC tir ndm dbi tuong méc bénh tan mau bam sinh B (duge ky hiéu P11, P18,
P04, P08 va P19) duoc huy dong va tinh ché nhw dd mo ta (Yannaki va dong tdc gid (2012)
Mol Ther 20(1):230). Trong ca hai thir nghiém, 200.000 t& bao CD34+ duge xir ly bang
xung dién hai ngdy sau khi lam rd dong, bing cach st dung thiét bi tao xung BTX
(Holliston, MA, Dién thé = 250 V, Do dai xung=5 ms) trong 100pL dung dich xung dién
BTX Express. Viéc chuyén nhiém st dung 4 pg mARN mé héa protein huynh quang xanh
14 cay (GFP) (Jam d6i chimg vé hidu qua xung dién, va dé kiém soét cac tac dong khong
dic hiéu cua chinh xung dién, va vé céc tic dong khong dic hiéu cla viéc dwa mARN vao

trong té bao), hodc 4ug va 8ug SB 51857-2a-51949 mARN.

Trong chuyén nhiém quy mé nho st dung thiét bi tao xung BTX, cac luong SB
51857/51949 mARN nay géy ra su bién ddi gen dich va su hoat héa y-globin twong duong
v6i cac ndng do 80-120ug/ml dugc sir dung trong cac chuyén nhiém béng thiét bi MaxCyte

quy mo 16n hon.

Sau khi xt Iy béng xung dién, viéc nuoi céy qua dém nhanh & 30°C duoc thuc hién.
Céc té bao dugc nudi céy thém 48 gid nita & 37°C, ngay sau do su biét hoa in vitro dugce
bt diu va phin phn uéc t bao dugc thu gom dé phan tich bién doi ADN. Sau khi chuyén
nhim, céc té bao dugc nudi cdy trong moi trudng X Vivo 10 (Lonza, Walkersville, MD)
dwoc bd sung bang hdn hgp xytokin CC 100 (Stem Cell Technologies, Vancouver,
Canada).

Bién dbi gen BCL11A dugc do bing céch giai trinh ty sdu MiSeq 72 gi¢ sau khi xtr
Iy bang xung dién, & thoi diém khi su biét hoa in vitro dugc bt dau (do d6 d3 sau chuyén
nhidm 13 dO cta biét hoa) va & ngay thir 14 clia su biét hoa hdng cau. Céc két qua duge thé
hién trong Bang 13.

Céc mAu té bao CD34+ ma tac gia sang ché thu dugc tir bénh nhan dugc lam dong
lanh hai 14n trudce khi st dung, va do d6 mot s6 mAu nay thé hién kha ning sbéng sét va sinh
trudng té bao giam khi rd déng. Kha néng sdng sot thap sau khi rd dong duoc quan sat thy
13 tring hop véi sy giam nhidu hon vé kha ning sdng sau khi chuyén nhiém va véi su bién
doi gen dich thép hon, cu thé 13 & cac thoi diém sém, khi ADN tlr cac t& bao chét khong

dugc chuyén nhidm van c6 mit. Nhu mot chi bdo doc lap chuyén nhidm SB-ZFN vé kha
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ning séng clia té bao sau khi chuyén nhiém, Bang 13 thé hién kha nang séng cua té bao
cho mdi ngudn té bao trong mau dbi ching da duge chuyén nhiém v§i GFP mARN. Bang
nay thé hién 1a cac mau té bao bénh nhan P18 trong thi nghiém 1 c6 kha nang sbng thap
hon nhiu (38%) so véi hai mAu con lai (71% va 80%) trong thir nghiém nay va khong dat
t61 mtrc bién ddi gidng nhau 1a ~70% alen bi bién d6i. Tuwong tu trong thir nghiém th(r hai,
vao ngay 3 miu t& bao bénh nhan P08 thé hién kha ning sdng rét yéu (22%) va cac mic
bién dbi sém vi cac mirc bién ddi dudi mtc toi vu rat thap ngay cé sau khi cac té bao khoe
manh nhén 1én va sinh truéng nhanh.

Bang 13: Phan tich bién dbi gen BCL114 bing MiSeq

Ngudn | Khining | SB-mRENH Bién ddi gen dich (%)
té bao séng d3 cua | mARN (pg) Ngay 3 Ngay 14
d6i chimg
GFP (%)
Thir WT 71 4 70 69
nghiém 8 72 69
1 P11 80 4 70 71
8 73 73
P18 38 4 45 53
8 51 59
Thtr WT 89 4 71 72
nghiém 8 77 77
2 P04 62 4 48 62
8 53 67
P08 22 4 19 62
8 32 68
P19 68 4 khong c6 dit liéu 69
8 khong c6 dit lidu 73

ND= khong c6 dit liéu, WT= kiéu dai

Céc dit liéu nay chi ra 1 sy pha v& trinh ty tdng cuong BCL11A sau khi xtr Iy bang
xung dién SB ZFN mARN vao trong cac HSPC d4 tinh ché, huy dong G CSF tlr nguoi hién
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ting khoe manh va tir bénh nhén méc bénh tan mau bAm sinh v&i bénh tan méau bam sinh
B xay ra trong hiu hét cdc mAu trong khoang dugc mong doi cho-cac mau 14m sang. Do
kha ning séng thip ctia mot s6 mau, su pha vo yéu t6 ting cuong ¢ P18 va P08 la thép hon
so véi trong cac té bao cta nguoi tinh nguyén hién ting khoe manh, va do do6 hai mau c6
kha ning séng thdp dugc loai bd khoi cac phén tich dudi day. Quan trong 1a, cac mau tur
cac dbi teong thé hién kha ning séng s6t manh mé cua té bao (vi du, cac mau P11 va P04)
ciing thé hién cdc mirc bién d6i gen twong duong véi cac murc duge thiy & céc té bao kiéu

dai.

Cac mic ndng dd o va y globin mARN phén lap duoc tir dong hong cau con cla
CD34+ HSPC tir cac ddi twong mic bénh tan mau bam sinh B thé hién su tang mirc (y)
globin thai sau khi xur Iy bing SB ZFN mARN khi dugc phén tich bang RT qPCR (Fig.11).
Céc muc v globin mARN thai duoc chi ra la duge chuin hoa so véi a globin mARN vi cac

t bao bénh tan mau bim sinh bidu hién B globin mARN thép hogc khong biéu hién.

Dong hong cAu con ciia CD34+ HSPC tir cac dbi tuong méc bénh tan mau bim sinh
B dugce xu ly bang SB ZFN mARN cho thdy su ting da du doan trudc vé ti 1& (y) globin
mARN thai vé6i o globin mARN, dat t6i ti 16 gamma-globin so vé1i alpha-globin tuong tu
v6i cac ti 16 duge thiy & cac t& bao cho kiéu dai, cu thé 1a & céc mau ctia bénh nhian ma thé
hién kha ning séng tdt sau khi rd dong va do d6, mirc bién dbi gen dich 1a trong dwong voi
& céc té bao kiéu dai.

Sau d6 HPLC pha dao dugc sur dung 8 x4c dinh xem bién dbi vé trinh tu ting cudng

hdng cau BCL11A c6 lam ting hemoglobin thai ¢ mirc do protein hay khong.

Ti 16 gamma globin (téng s6 pic Agamma va Ggamma)/ alpha globin cho hai thu
nghiém thé hién sy tdng rd rang cla globin protein thai dugc quan sat thdy trong céc té bao
hong cdu (RBC) thu duge tir ngudi tinh nguyén khée manh va bénh nhén méc bénh tan
méau bim sinh khi ph4 v& SB ZFN cta trinh tu ting cuong BCL11A, ngay ca khi cac ti 1¢
gamma/alpha chua dugc xtt 1y trong cac té bao tan mau bam sinh dic biét 1a trong céc té
bao B0/B0 thudng 1a cao hon so véi céc ti 1& ndy & cac t& bao kiéu dai (wt). Phan tich cac ti
16 globin thai so v6i nguoi trudng thanh ¢ céc té bao tir bénh nhan méc bénh tan méu bam
sinh B 1a phtrc tap chu yéu boi thue té 13 su tetrame hoa va két tha cta a globin trong cac

t& bao chua bién ddi khtt n6 tir ngudn gdp HPLC phan tich duoc.
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Do d6, chi o globin dugc tetrame hoéa voi B globin con lai (& cac bénh nhan méc
bénh tan mau bim sinh f+) va y globin, hogc chi a globin dugc tetrame héa v6i y globin
(trong cac t& bao P0/BO) cb thé dugc boc 10 trong thir nghiém nay. Do do, néu cac mirc y
globin protein tdng, cc mirc a globin protein dugc tetrame hoa nang sudt cling ¢ thé tang
va ti 18 y/a globin protein danh gia thdp su tang muc y globin protein. Mot ti 1& khac ma
hitu ich dé kidm tra trong cac té bao kiéu dai 12 ti 18 y globin / protein tuong tu 3 (sb ligu
sau 12 tdng ctia hai muc y globin protein cong & globin cong B globin). Tuy nhién, ¢ cac té
bao ctia bénh nhan mac bénh tan méu bam sinh, cu thé 13 & cac t& bao BO/PO, ti 1€ nay
thuong cao hon 90% ngay ca trong cac té bao khong duoc xit Iy ZFN va tham chi sy gia
ting dang ké vé cac mirc y globin protein sau khi xir Iy ZFN khong lam tang déng ké ti 18
nay.

Vi du 9: Phén tich sy phan bd alen bién d6i va tac dong Ién globin thai trong céac té

bao CD34+ kiéu dai dugc xur Iy ZFN

Téc gia sang ché cling danh gié cc té bao hdng cau thu dugce tir cac té bao CD34+
duoc xit 1 bing SB ZFN, & mtc do mot té bao duy nhét vé hai diém cubi: (1) su phan bd
c4c alen cia ving tdng cuong hdng ciu BCL11A duoc danh gia bang hoat dong cla cac
ZFN gifta cac té bao don 1¢, va (2) tac ddng cia sy phan b6 ciia cAc alen don 1é nay (kiéu
dai va duoc bién doi di truyén) trén muc ndng d6 globin thai (nhu duoc do theo ti 1& v/p
globin mARN). Do d6, cac té bao CD34+ don 1¢ dugc tim thdy trong SB ZFN HSPC duoc
phén loai va dugc biét hoa in vitro. Cac khuén lac cia cac té bao duoc hemoglobin héa thu
duoc tir té bao don 18 tao thanh duoc thu gom riéng; ADN bd gen (gADN) cho mdi khuin
lac nay duoc giai trinh ty ¢ ving dich SB ZFN trong trinh tu tdng cudng hdng cau BCL11A
dé xac dinh locut nay c6 bi pha v& hay khong, va néu c6, dang alen chinh xé4c nao cia locut
nay dugc tao ra. Ngoai ra, ARN téng duoc phén 1ap tir cung mot khuén lac, va cac mirc do
bidu hién globin trong cdc dong don 1é nay duge phén tich bang phan ing chudi polymeraza
dinh lugng phién ma dao thoi gian thue (RT qPCR).

Phuong phap

Péi v6i cac nghién ctru té bao don 1¢, cac té bao SB ZFN HSPC da chuyén nhiém
duoc 13 dong & 37°C, duge bd sung vao 10mL X VIVO & nhiét do phong, va dugc ly tam
& tde d0 450 x g trong 5 phit & nhiét do phong. Cac pelet té bao dugc tao huyén phu lai &
ndng @6 1 x 10%mL trong moi truong X VIVO dugce bd sung Flt3L, TPO, va SCF
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(100ng/ml mdi thanh phan), pénixilin (100U/ml), va streptomyxin (100pg/mL). Sau khi
nudi cdy qua dém trong dia 24 16 dugc xir Iy khong phai nuoi cdy mo & 37°C, 5% CO»
trong td 4 duoc lam 4m, céc té bao duoc thu gom, ly tAm, va dugc tao huyén phu lai trong
nuée mubi dém phosphat (PBS) dugc bd sung bang albumin huyét thanh bo 0,5% & noéng
d6 2 x 10%mL. Céac té bao dugc phan loai vao mdi trrdng nudi chy hong cau Budc 1
(200pL/16) trong cac dia 96 18 day chir U duge xtt Iy khong phai TC & mat do 2 té bao/1d
stt dung FACS Aria III. Méi trudng nudi ciy hong ciu Buéc 1 bao gdm Mai trudng
Dulbecco bién ddi ctia Iscove chira Glutamax (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium:
IMDM) dugc bd sung 100U/ml penixilin, 100pg/mL streptomyxin, 5% huyét trong AB+
ngudi, 330pg/mL holo transferrin ngudi, 20pg/mL insulin nguoi, 2U/ml heparin, 3U/ml
erythropoietin tai t6 hop cha nguoi, 100ng/ml SCF, 5ng/ml IL 3, va 1luM/mL
hydrocortison. Sau 7 ngay nudi cdy & 37°C, 5% CO, trong mdi truong nubdi céy hdng cu
Budc 1, 150uL mdi trudong mbi 15 duoc 14y ra va thay thé bang 100pL moi trudng nudi
chy hong ciu Buéc 2, ma trong tu véi moi truong Bude 1 nhung khong bd sung IL 3 va
hydrocortison. Sau 4 ngay nudi cdy thém, 100uL mdi truong mdi 18 duoc lay ra va duge
thay thé bang 100pL moi trudng Bude 3, ma twong tu véi mdi truong Bude 2 nhung khong

¢6 SCF.

Vao ngay 14 sau khi biét héa, 10uL. huyén phi t& bao mdi 16 dugc thu hoach dé giai
trinh tu sau. Ngoai ra, 100pL. moi truong mdi 15 duge ldy ra va duge thay thé bang 100pL
moi truong Bude 3 mébi. Cac té bao con lai duge nudi ciy trong 3 ngay nira khi S0uL huyén
phu té bao mbi 16 dugc thu gom, dugc nhudm bang thé tich twong duong ctia NucRed (2
giot/mL trong PBS 0,5% BSA), va dugc danh s trén Guava easyCyte vé ti 1€ té bao va ti
1€ khoét nhan. Cac t& bao con lai dugc ly tAm, rira mot lan béng PBS, va dugc dung giai
trong 20uL nuaoce stt dung cho sic ky 16ng hiéu ning cao (HPLC). Manh té bao duogc lay ra
bing cach ly tim (10,000 x g, 15 phut, 4°C). Dich mau tan dugc luu trit & 70°C dén khi
san sang cho viéc phén tich chudi globin bang séc ky 1ong siéu cao ap (UPLC) pha dao.

Hiéu qua bién ddi gen dugc danh gid bang cach giai trinh ty ADN séu. Ving can
quan tdm (chira vi tri lién két ZFN nim trong vung ting cudng hdng ciu BCL11A) dugc
khuéch dai phan Gng chudi polymeraza (PCR) va mirc do bién dbi duoc xac dinh bang cach
giai trinh tu sdu tr hai dAu cta cing mdt trinh tu trén Illumina MiSeq. Dé tao ra cac thu

vién twong thich voi nén giai trinh ty Illumina MiSeq, cac trinh tu ga lép, trinh tur ma vach,
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va phén tir lién két t& bao dong (trinh ty ADN ngin) dugc gén vao cac don vi siéu sao chép
dic hiéu dich bang cach sir dung hai tap hop doan mdi dung hop trong cic phan tng chudi
polymeraza lién tiép. Cac doan mdi sau day duoc sit dung cho MiSeq Adaptor PCR (cac
phin dugc gach chin la cdc trinh tu dic hiéu vung ting cudng hdng cdu BCL11A):
PRJIYLFN f:

57 ACACGACGCTCTTCCGATCTNNNNAGTCCTCTTCTACCCCACC (SEQ ID NO:35) va

PRJIYLEN r:

57 GACGTGTGCTCTTCCGATCTCTACTCTTAGACATAACACACC (SEQ ID NO:36) .

Céc moi trudong nudi cly hdng ciu thu duge tir timg té bao don 1¢ dugc thu hoach,
va gADN duogc chiét bing cach str dung QuickExtract™ (Epicentre) cho phén tich xé4c

dinh kiéu gen bang cach st dung k¥ thudt giai trinh tu sdu trén nén Illumina.

Péi véi phan tich chudi globin bang UPLC pha déo, 5pL dich tan mau duoc tiém
1én Cot Waters Acquity UPLC Protein BEH C4 (300A, 1,7 microm, 2,1mm X 100mm).
Dich rira giai thu dugc & nhiét d6 phong véi toc do dong 1a 0,2mL/phit béng céch st dung
gradien tuyén tinh18 phut tir 38% dén 42,5% axetonitril trong nudc voi axit trifloaxetic
khong dbi & 0,1%. Viéc rira giai duoc tiép tuc & 220nm. Ti1¢ phén tram dién tich cho céc
chudi globin ddc hiéu, y, p hodc a, thé hién lugng clia mdi chubi globin dic hiéu, dugc dinh
luong bang cach st dung phan mém Agilent OpenLAB.

Két qua

Péi voi nghién ctru nay, 120 hodc 80ug/mL SB ZFN dugc chuyén nhiém vao céc
& bio CD34+ dé tao ra cac té bao SB ZFN HSPC va cac mAu té bao dugc ldy ¢ thoi diém
ba ngay sau khi chuyén nhiém va dugc phén tich vé cac mirc pha v& ving ting cuong hong
chu BCL11A bang cach giai trinh ty sdu. Nghién cGu nay cho thdy xép xi 67% alen
BCL11A bi bién dbi trong mau da chuyén nhiém SB ZFN dbi véi thir nghiém 1 va 58%
dbi v6i thir nghiém 2 (Bang 14).

Pé thuc hién phan tich té bao don 18 nay, ting té bao trong SB ZFN HSPC tir hai
thir nghiém khac nhau (1 va 2), duoc phén loai va duoc dua vao cac dia 96 16 va trai qua
su biét hoa héng cau in vitro, va tng moi trudng nuodi céy té bao don 1& 1an luot dugce phin
tich bing cach giai trinh ty ADN thong lugng cao cling nhu phén tich su biéu hién globin
bang UPLC.
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Céac két qua xac dinh kiéu gen MiSeq cho cac mdi truong nudi cdy té bao don 1&
duge tom tht trong Bang 14. Dbi v6i mdi 16 t& bao HSPC duge xtt Iy bang SB ZFN, tr 200
dén 300 moi trudng nudi cdy hdng cau té bao don 18 riéng dugc phan tich. Trong s tat ca
cac dong ¢d kidu hinh o rang (cac dong hdn hop dugc loai ra, 205 dong cho thtr nghiém 1
va 265 dong cho thir nghiém 2), 28 hodc 36% la cac dong kiéu dai (+/+), 14 hoac 11% la
céc dong di hop tir (+/), va 58 hodc 52% 1a céc dong dong hop tir (/), 1an luot d6i voi thir
nghiém 1 va thir nghiém 2. Trong sb tAt ca céc alen trong cdc mdi trudng nudi cAy hong
cAu té bao don 1é thu duge tir céc té bao duge xir 1y bang SB ZFN, 65% hodc 58%, 14n luot
cho cac thtr nghiém 1 va 2, dugc phd v& & locut tang cuong hdng cdu BCL11A. Trong sd
tht ca cac moi trudmg nudi chy hong ciu té bao don 1é mang alen bién d6i bét ky, 81% (tha
nghiém 1) hodc 82% (thtr nghiém 2) cdc dong té bao bién dbi c6 ca hai alen BCL11A bi
phé vo.

Bang 14: Xac dinh kiéu gen ciia moi trudng nudi cly hong ciu té bao don 1¢ thu

duge tir HSPC duoc chuyén nhiém SB ZFN

R . Thir nghiém so
L6 SB-ZFN-HSPC il m
Téng sb dong duge kiém tra 205 265
(Téng sb alen) (410) (530)
Céc dong kiéu dai 57 96
(+/+) (28%) (36%)
Céac dong di hop tir
(Pugc bién zE’Iéi.rnélrgloalen) 28 30
| (14%) (11%)
/)
Cac dong dong hop tu
(Puoc biégn d(;)ighai. zlen) 120 139
' ). | (58%) (52%)
Pugc bién dbi thuc 148 169
(Bién dbi di hop tit [+/-] + bién dbi hai alen [-/-]) (72%) (63%)
Ti 1é té bao bién ddi ma duoc bién doi hai alen [-/-] 81% 82%
Bién doi trinh tw tdng cuong hong cau BCL114
trong ngudn gdp trude khi nuéi ciy té bao don 1& 67% 58%
(% trong tong s6 alen)
‘ % trong tong s alen
Bién doi trinh tu' tdAng Acwo‘zfzg‘ho”‘ng c.cf”u BCLI11A4 thuc 65% 589
10 s0 liéu té€ bao don 1é
(% trong tdng sb alen)
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S6 liéu thé hién 1a ngudn gdp ciia SB ZFN HSPC mang 58-67% bién dbi trinh tu
ting cuong hdng cau BCL11A hudng dich dugc tao boi 28-36% té bao kiéu dai, 11-14%

té bio mang bién d6i monoalen, va 52-58% té bao mang bién ddi hai alen cua locut dich.

Trong sb cac dong ¢6 kidu gen ro rang, 152 va 172 dong (tht nghiém 1 va 2, tuong
(mg) dugc biét hoa thanh cong thanh cac té bao hdng ciu in vitro, nhu dugc chi ra boi tbe
loai bé nhén do dugc béng cach nhudm NucRed. Céc mdi trudng nudi chy hong cau té bao
don 1¢ nay sau d6 dugc phéan tich UPLC pha dao d8 do mirc do biéu hién chudi globin. Cac
khudn lac khéc biét vé muc do trudng thanh héng ciu cua ching; mot s6 thay ddi vé ti 18
v/B globin dugc mong doi ngay ca trong cac khudn lac mang cung mot kiéu gen trinh tu
tang cuong hdng cdu BCL11A. Ngoai ra, ti 1¢ alen bi pha v cua trinh tu tdng cuong hdng
ciu BCL11A c¢6 thé gitt dugc mot phan hodc toan b chirc nang, c6 thé 1a do van gift dugc
vi tri lién két GATA 1 (Vierstra va dong tdc gid (2015) Nat Methods. 12(10): 927-30;
Canver va dong tdc gid (2015) Nature 527(7577): 192-7).

Nhu c6 thé thiy trong sb lidu (Fig.13), cac két qua cho thiy mbi twong quan 13 rang
gifta kiéu gen ctia khuén lac dbi véi locut ting cudng hdng ciu BCL11A vati & y/p globin
ctia n6. Cuy thé 13, cac khuan lac mang bién ddi hai alen (d6ng hop t) cia BCL11A ¢6 t
1€ y/p dugc chuin hoéa trung binh 12 35% va 39% cho thit nghiém 1 va 2, twong ung, cac
khuén lac c6 bién ddi monoalen (di hop tir) 6 ti 1¢ v/B dugc chuén héa trung binh 1a 19%
va 13% cho thir nghiém 1 va 2, tuong Gng, va cac khuén lac kiéu dai 1a 14% va 13% cho
thir nghiém 1 va 2, twong Gng. Trong hai test t c6 dudi v6i hiéu chinh Welch, gia tri P cta
so sanh “kiéu ddng hop tir so voi kidu dai” 12 <0,0001 ddi voi ca hai thir nghiém 1 va 2;
gia tri P cua so sanh “di hop t voi ddng hop tir” 12 <0,0001 dbi v6i thtr nghiém 1 va 0,0025
d6i v6i thir nghiém 2; va gia tri P ctia so sdnh “di hop tr v6i kiéu” 12 0,02 va 0,0002 cho
ca hai thtr nghiém 1 va 2, twvong Ung. Trong dd thi dudi day (Fig.13), ti 18 y/p va y/a globin
duoc lap dd thi cho tht ca cac khudn lac dugc thir nghiém, duge phan loai theo 16p xac dinh
kidu gen clia c4c alen trinh ty ting cudng hdng ciu BCL11A.

TAt ca céc patent, don yéu cAu cip patent va cac cong bd dugc dé cap & day duge
dua vao ddy bang cach vién dan toan bo.

Mic di phan mo ta dugc éung cAp & muc do chi tiét bing cdch minh hoa va 14y vi
du nham myc dich rd rang va d3 hiéu, s& duoc biét & bdi ngudi 6 kién thirc trung binh

trong linh vuc nay 1a nhiéu thay d8i va bién dbi khac nhau c6 thé duoc thyc hanh ma khong
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vuot ra khoi pham vi hogc tinh than clia séng ché. Theo d6, phan md ta trén ddy va cac vi

du khong nén duoc hiéu 12 13m gi6i han sang ché.
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YU CAUBAO HQ
1. Protein ngén tay kém chira 4, 5 hodc 6 ngon tay duoc ky hiéu 1a F1 dén F4, F1 dén F5
hoic F1 dén F6, mdi ngon tay chira ving xoAn nhén biét ma nhan biét vi tri dich phy, trong

d6 protein ndy dugc chon tir mot trong cac nhém gom co:
(i) protein chira cac vung xo4n nhan biét nhu sau:
F1: STGNLTN (SEQ ID NO:7);
F2: TSGSLTR (SEQ ID NO:5);
F3: DQSNLRA (SEQ ID NO:2); va
F4: AQCCLFH (SEQ ID NO:6);
(ii) protein chira cc ving xoén nhin biét nhur sau:
F1: DQSNLRA (SEQ ID NO:2);
F2: RPYTLRL (SEQ ID NO:3);
F3: SRGALKT (SEQ ID NO:8);
F4: TSGSLTR (SEQ ID NO:5);
F5: DQSNLRA (SEQ ID NO:2); va
F6: AQCCLFH (SEQ ID NO:6);
(iii) protein chira cac ving xoan nhan biét nhu sau:
F1: DQSNLRA (SEQ ID NO:2);
F2: RNFSLTM (SEQ ID NO:9):
F3: SNGNLRN (SEQ ID NO:10) hoic SSYNLAN (SEQ ID NO:11);
F4: TSGSLTR (SEQ ID NO:5);
F5: DQSNLRA (SEQ ID NO:2); va
F6: AQCCLFH (SEQ ID NO:6);
(iv) prétein chtra céc vung xofn nhan biét nhu sau:
F1: RSDHLTQ (SEQ ID NO:13);

F2: QSGHLAR (SEQ ID NO:14);
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F3: QKGTLGE (SEQ ID NO:15);

F4: RHRDLSR (SEQ ID NO:18); va

F5: RRDNLHS (SEQ ID NO:17);

(v) protein chira cac vung xo4n nhén biét nhu sau:
F1: RNDHRTT (SEQ ID NO:19);

F2: QKAHLIR (SEQ ID NO:20);

F3: QKGTLGE (SEQ ID NO:15);

F4: LKRTLKR (SEQ ID NO:25); va

F5: RRDNLHS (SEQ ID NO:17);

(vi) protein chira cac vung xdén nhan biét nhur sau:
F1: RSDHLTQ (SEQ ID NO:13);

F2: QRAHLTR (SEQ ID NO:22);

F3: QKGTLGE (SEQ ID NO:15) hoic QSGTRNH (SEQ ID NO:24);
F4: HRNTLVR (SEQ ID NO:23); va

F5: RRDNLHS (SEQ ID NO:17);

(vii) protein chira cac vung xoé&n nhan biét nhu sau:
F1: RSDHLTQ (SEQ ID NO:13);

F2: QKAHLIR (SEQ ID NO:20);

F3: QKGTLGE (SEQ ID NO:15) hoic QSGTRNH (SEQ ID NO:24);
F4: RGRDLSR (SEQ ID NO:21); va

F5: RRONLHS (SEQ ID NO:17); va

(viii) protein chira cdc ving xo#n nhan biét nhur sau:
F1: RSDHLTQ (SEQ ID NO:13);

F2: QSGHLAR (SEQ ID NO:14);

F3: QSGTRNH (SEQ ID NO:24);
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F4: QSSDLSR'(SEQ ID NO:16); va
F5: RRDNLHS (SEQ ID NO:17).

2. Protein dung hop chira protein ngén tay kém theo diém 1 va ving chtrc nang.
3. Protein dung hgp theo didm 2, trong d6 viing chirc nang nay la ving hoat hoa phién ma,
vung trc ché phién ma, hodc ving phan cét.
4. Polynucleotit ma hoa protein ngon tay k&m theo diém 1.
5. Té bao phan 14p chura protein duhg hop theo didm 2 hodc diém 3 hodc polynucleotit theo
diém 4, trong d6 protein dung hop nay duge bidu hién trong té bao.
6. Té bao phan lap theo diém 5, trong d6 té bao nay la té bao gdc tao mau hodc té bao tién
than cta té bao hdng cau.
7. Té bao phan 1ap theo diém 6, trong do té bao nay 1a té bao ctia nguoi.
8. Té bao phén lap theo diém bét ky trong cac diém tir 5 dén 7, trong d6 bo gen clia té bao
duoc bién @i bdi protein dung hop nay.

9. Té bao phan 1ap theo diém 8, trong d6 su bién ddi bo gen dugc chon tir nhém bao gé)m
dot bién gén xen, dot bién mét doan va td hop cﬁ_a ching.
10. Té bao phan lap theo diém 8 hoic 9, trong do su bién d6i bd gen 1a nam trong ving
+58 cua trinh tu ting cm‘mg BCL11A.
11. Te bao hodc dong té bao con dugc blen ddi di truyén, dugc phan 1ap, du:0'c san sinh ra
tix té bao theo dlem bét ky trong s cac diém tir 5 dén 10.
12. Té bao dugc biét hdoa mot phﬁn ho#c hoan toan, dugc bién déi di truyén, dugc phan lap
6 ngudn gbc tir téba‘to hodc dong té bao con theo diém 11.

13. Te bao phan 18p theo diém bt ky trong sé cac diém tir 5 dén 10, trong do Vung chuc
nang la vung phéin cit Va hon nfia trong d6 té bao nay thé hién su bleu hién ciia gamma

Va/hoac beta globin ting so v&i té bao khong co bién doi bo gen.

14, Dugc phdm chira proteln dung hop theo diém 2 hoic diém 3, hodc polvnucleot1t theo

diém 4 hoic té bao theo dlem bét ky trong céc diém th 5 dén 13.

15. Phuong phép san smh ra té bao duorc bién ddi di truyén chua blen d6i bd gen nim trong

trinh tu ting cudng BCL11A ndi sinh ndm trong intron 2 ctia gen BCL11A, phuong phap
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nay bao gdm cac buée:

a) cho té bao tiép xtc véi polynucleotit m& héa protein dung hop theo diém 2 hoic
diém 3, trbng d6 protein dung hop nay chta ving phan cit;

b) dua té bao nay vao cac didu kién c6 lgi cho viée biéu hién protein dung hop trong
d6 protein dugc biéu hién bién ddi trinh tw tang cudng BCL11A ndi sinh dé tao ra té bao
duoc bién dbi di truyén.

16. Phuong phap theo diém 15, phuong phap nady con bao gbm bude kich thich té bao bang
it nhat mot xytokin.

17. Kit chtra protein theo didm bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 3, polynucleotit theo diém

4 va/hoic t& bao theo diém bat ky trong cac diém tir 5 dén 13.
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<110> SANGAMO BIOSCIENCES, INC.

<120> PROTEIN NGON TAY KEM, PROTEIN DUNG HQP CHUA PROTEIN NGON TAY KEM VA
DUQC PHAM CHUA PROTEIN DUNG HQP NAY

<130> 8328-0132.40

<140> PCT/US2016/032049
<141> Ngay 12-05-2016

<150> 62/303.595
<151> Ngay 04-03-2016

<150> 62/160.396
<151> Ngay 12-05-2015

<160> 38
<170> PatentIn phién badn 3.5

<210> 1

<211> 28

<212> ADN

<213> Trinh tuyu nhan tao

<220> )
<223> M6 ta Trinh tu nhan tao: Oligonucleotit téng hop

<400> 1
aaagcaactg ttagcttgca ctagacta 28

<210> 2

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhdn tao

<220>
<223> Md ta trinh tu nhan tao: Peptit tdéng hop

<400> 2
Asp Gln Ser Asn Leu Arg Ala
1 5

<210> 3

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> M& ta trinh tu nhadn tao: Peptit téng hop

<400> 3

Arg Pro Tyr Thr Leu Arg Leu
1 5

<210> 4

<211> 7
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<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> M6 ta

<400> 4
Ser Gly Tyr
1

<210> 5
<211> 7
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> M6 ta

<400> 5
Thr Ser Gly
1

<210> ©
<211> 7
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> M6 ta

<400> 6
Ala Gln Cys
1

<210> 17
<z11> 7
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> M6 ta

<400> 7
Ser Thr Gly
1

<210> 8
<211> 7
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> M6 ta

<400> 8
Ser Arg Gly
1

tu nhén tao

trinh ty nhdn tao:

Asn Leu Glu Asn

5

ty nhén tao

trinh ty nhan tao:

Ser Leu Thr Arg

5

ty nhé&n tao

trinh ty nhdn tao:

Cys Leu Phe His

5.

ty nhan tao

trinh ty nhén tao:

Asn Leu Thr Asn

5.

ty nhén tao

trinh ty nhén tao:

Ala Leu Lys Thr

5

39479

Peptit téng hop

Peptit tdng hop

Peptit tdng hop

Peptit tdng hop

Peptit tdng hop
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<210> 9

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tyw nhan tao

<220>
<223> M& ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop

<400> 9
Arg Asn Phe Ser Leu Thr Met
1 5

<210> 10

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop

<400> 10

Ser Asn Gly Asn Leu Arg Asn
1 5

<210> 11

<211> 7

<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhan tao: Peptit téng hop

<400> 11

Ser Ser Tyr Asn Leu Ala Asn
1 5

<210> 12

<211> 28

<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> M& ta trinh tu nhan tao: Oligonucleotit téng hop

<400> 12
cacaggctcc aggaagggtt tggcctct

<210> 13

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> M& ta trinh tu nhan tao: Peptit tong hop
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<400> 13 _
Arg Ser Asp His Leu Thr Gln
1 5

<210> 1
<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop

<400> 14
Gln Ser Gly His Leu Ala Arg
1 5

<210> 15

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh twu nhén tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhan tao: Peptit téng hop

<400> 15
Gln Lys Gly Thr Leu Gly Glu
1 5

<210> 16

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> M& ta trinh tu nhan tao: Peptit téng hop

<400> 16
Gln Ser Ser Asp Leu Ser Arg
1 5

<210> 17

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhin tao: Peptit tdéng hop

<400> 17

Arg Arg Asp Asn Leu His Ser
1 5

<210> 18

<211> 7
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<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> M6 ta

<400> 18
Arg His Arg
1

<210> 19
<211> 7
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> M6 ta

<400> 19
Arg Asn AsSp
1

<210> 20
<211> 7
<212> PRT
«213> Trinh

<220>
<223> M6 ta

<400> 20
Gln Lys Ala

<210> 21
<211> 7
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> M6 ta
<400> 21

Arg Gly Arg
1

<210> 22
<211> 7
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> Mb6 ta

39479

tu nhén tao

trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop

Asp Leu Ser Arg
5

ty nhan tao

trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop

Eis Arg Thr Thr
5

tu nhén tao

trinh tu nhan tao: Peptit téng hop

His Leu Ile Arg
5

tu nhé&n tao

2 trinh tyu nhan tao: Peptit tdng hop

Asp Leu Ser Arg
5

ty nhan tao

trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop
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<400> 22
Gln Arg Ala His Leu Thr Arg
1 » : 5 :

<210> 23

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop

<400> 23
His Arg Asn Thr Leu Val Arg
1 5

<210> 24

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhadn tao: Peptit tdéng hop

<400> 24
Gln Ser Gly Thr Arg Asn His
1 5

<210> 25

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M& ta trinh tu nhan tao: Peptit tdéng hop

<400>» 25
Leu Lys Arg Thr Leu Lys Arg
1 5

<210> 26

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M& ta trinh tu nhan tao: Peptit téng hop

<400> 26

Ser Ser Ser Asn Leu Thr Asn
1 5

<210> 27

<211> 17
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<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> Mb ta

<400> 27
Ser Ser Ser
1

<210> 28
<211> 7
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> Mo ta

<400> 28
Ser Arg Ser
1

<210> 29
<211> 7
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> M6 ta

<400> 29
Arg Ser Arg
1

<210> 30
<211> 7
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> M6 ta

<400> 30
Phe Arg Gln
1

<210> 31
<211> 26
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> Md ta

ty nhén tao

trinh tyu nhdn tao:

Asn Leu Gly Asn

5

ty nhan tao

trinh tu nhén tao:

Ala Leu Arg Val

5

ty nhdn tao

trinh ty nhén tao:

Asp Leu Thr Arg

5

ty nhén tao

trinh tu nhén tao:

Thr Arg Ala Arg

5

tiy nhén tao

trinh ty nhan tao:

39479

Peptit téng hop

Peptit téng hop

Peptit téng hop

Peptit tdng hop

Peptit tdng hop
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<400> 31
His Thr Lys Ile His Leu Arg Gly Ser Gln Leu Val Lys Ser Lys Ser
1 5 ‘ _ 10 _ 15

Glu Ala Ala Ala Arg Glu Leu Glu Glu Lys
20 25

<210> 32

<211> 25

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop

<400> 32
His Thr Lys Ile His Leu Arg Gly Ser Ile Ser Arg Ala Arg Pro Leu
1 5 10 15

Asn Pro His Pro Glu Leu Glu Glu Lys
20 25

<210> 33

<211> 25

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> M& ta trinh tu nhan tao: Peptit téng hop

<400> 33
His Thr Lys Ile His Leu Arg Gly Ser Ile Ser Arg Ala Arg Pro Leu
1 5 10 15

Asn Pro His Pro Glu Leu Glu Glu Lys
20 25

<210> 34
<211> 26
<212> PRT o
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhan tao: Peptit tdng hop

<400> 34
His Thr Lys Ile His Leu Arg Gly Ser Tyr Ala Pro Met Pro Pro Leu
1 5 10 15

Ala Leu Ala Ser Pro Glu Leu Glu Glu Lys
20 25
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<210> 35

<211> 43

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> M6 ta trinh tu nhan tao: Poan mdi tdng hop

<220>

<221> bazo_bién ddi

<222> (21)..(24)

<223> a, ¢, t, g, chua biét hodc khac

<400> 35
acacgacgct cttccgatct nnnnagtcct cttctaccce acc

<210> 36

<211> 42

<212> ADN

<213> Trinh tuyu nhan tao

<220>
<223> M& ta trinh tu nhan tao: Poan mdi tdng hop

<400> 36
gacgtgtgct cttccgatct ctactcttag acataacaca cc

<210> 37

<211> 93

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220> .
<223> M& ta trinh tu nhén tao: Oligonucleotit tdng hop

<220>

<221> bazo bién ddi

<222> (1)..(4)

<223> a, ¢, t, g, chua biét hodc khac

<220> -

<221> bazo bién dbi

<222> (68)..(72)

<223> a, c, t, g, chua biét hodc khéc

<400> 37 : : .
nnnnagtagt gtgtgccegt ctgttgtgtg actctggtaa ctagagatcc ctcagaccct

tttagtcnnn nnagtgtgga aaatctctag cag
<210> 38
<211> 93

<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao
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<220>
<223>

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

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

<400>

39479

M& ta trinh tu nhan tao: Oligonucleotit téng hop

bazo bién déi
(1) ..(4) )
a, ¢, t, g, chua biét hoac

tazo bién dbi
(26)..(30)
a, c, t, g, chua biét hoic

38

nnnnctgcta gagattttcc acactnnnnn

ccagagtcac acaacagacg ggcacacact

khéac

khac

gactaaaagg gtctgaggga tctctagtta

act
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