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(57) Sang ché dé xuit cac catxet polynucleotit dé diéu hoa su biéu hién gen bang cach cai
bién kha ning tiép cAn mot hodc nhiéu tin hiéu polyadenyl hoa dya trén aptame va céac
phuong phap str dung cac cAu tric nay dé diéu hoa su biéu hién gen dap lai su c6 mat hoac
su khong c6 mat cia phdi tir ma lién két aptame nay. Cau tric polynucleotit chira cong tic
ribo chira aptame va vong than tac dong, trong d6 vong than tdc dong chira trinh tyu tin hi¢u
polyadenyl hoa. Sang ché con dé xuét cac vat truyén chira cic catxet polynucleotit ndy.
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Linh vuwe ky thuét dwge dé cip

Séng ché @ xudt céc cau tric polynucleotit dé didu hoa su biéu hién gen bing céch cai
bién dua trén aptame kha nang tiép can dugc mot hoac nhiéu tin hiéu polyadenyl hoa va cac
phuong phép st dung cac cAu trac polynucleotit dé didu hoa su biéu hién gen dap lai su co
mat hodc su khong c6 mét cua phéi tir ma lién két aptame nay. Céu trac polynucleotit chua
cong tic ribo chira aptame va vong than tac dong, trong d6 vong thén tic dong chtra trinh tu

tin hiéu polyadenyl hoa.

Tinh trang ky thuit cia sang ché

Cac ARN thong tin (mRNA) trong cac té bao nhén chuan duoc tao ra tir cdc ban sao
ctia tién-ARN thong tin nhd qué trinh xr Iy rong sau phién ma, ké ca chup déau tan cing 5,
Joai bo cac intron bang cach ghép ndi, va phan cit va polyadenyl hoa dau tan cung 3'. Pau tdn
cing 3’ cta hau hét tAt ca cac ARN thong tin cta sinh vét ¢6 nhén chuén chira dudi poly(A)
—homopolyme gbm 20 dén 250 gbc adenosin. Pudi poly(A) dugc bd sung vao tién-ARN
thong tin & nhan bing cach phan cit va polyadenyl héa, quy trinh duoc xtc tic boi phic
protein lon. Viée bd sung dudi poly(A) vao phu thude vao sy c6 mat clia nhiéu yéu t6 ké ca
trinh tu tin hiéu polyadenyl hoa AATAAA dugc bao toan ¢ murc do cao (hodc bién thé ctia no
ATTAAA) dugc tim thdy trude vi tri polyadenyl hoa, va cac yéu t6 trude khic (“USE”), cling
nhu yéu t6 sau (“DSE”) giau T hodc GT. Viée bd sung dudi poly(A) vao ARN thong tin bao

vé viée truyén thong tin khdng bi thodi bién, trong so cc chirc néng khac.

Bin chét ky thuit cla sdng ché

Do d6, muc dich cua sang ché 1a dé xudt catxet polynucleotit, phuong phap diéu bién su
biéu hién gen dich bang cach st dung catxet polynucleotit va vat truyén chua catxet
polynucleotit dé khic phuc cac nhuoc diém da biét trong tinh trang k¥ thuat. Theo mot khia
canh, sang ché dé xudt catxet polynucleotit dé diéu hoa su biéu hién ctia gen dich chia cong
tac ribo, trong d6 cong tac ribo chira vong than tac dong va aptame, trong do vong than tac
dong chua tin hiéu polyadenyl hoa, va trong d6 aptame va vong thén tic dong duoc lien két

bdi nhanh than chung theo cach khdc chura trinh tw ma la bd trg cho nhanh khong chung cta
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than aptame nay va cho nhanh khong chung cta vong than tdc dong. Theo mot phuong an,

aptame lién két phoi tor phan tr nho.

Theo cac phuong 4n, phan ctia nhanh than chung theo cach khac ma la b6 trg cho trinh
tw & than aptame va cho trinh ty ¢ vong thin tic dong gbm 4 dén 8 nucleotit, S dén 7
nucleotit, 5 nucleotit, hodc 6 nucleotit. Theo cac phuong an, than aptame gbm 6 dén 12 cap
bazo, 7 dén 10 ciip bazo, 8 cidp bazo, hodc 9 cidp bazo. Theo cac phuong dn, than cta vong
than téc dong is 4 dén 24 cap bazo, S dén 20 cap bazo, 9 dén 14 cap bazo, 9 cap bazo, 10 cip
bazo, 11 cap bazo hodc 12 cédp bazo.

T

Theo mot phuong an, vong than tc dong niam & vi tri 3' ctia aptame sao cho nhanh than
chung theo céach khéac chira toan b hodc mot phf?m ctuia nhanh than aptame 3' va toan bd hoac
mdt phan ctia nhdnh 5' cta than tic dong. Theo mot phuong an, vong than tic dong nam & vi
tri 5' ctia aptame nay sao cho nhanh than chung theo cach khac chira toan b hoac mot phén
cta nhanh than aptame 5' va toan by hodc mot ph?m cua nhanh 3' cua than tac dong. Theo
mot phuong 4n, tin hiéu polyadenyl hoa 1a AATAAA hodc ATTAAA. Theo mdt phuong an,

tin hiéu polyadenyl hoa la yéu t6 sau (DSE). Theo mdt phuong 4n, tin hiéu polyadenyl hoa la

yéu td trinh tu trude (USE).

Theo mdt phwong an, catxet polynucleotit chtra hai cong téc ribo theo sang ché, trong
d6 vong than tdc dong cua cong téc ribo thu nhét chira toan bo hodc mot phén cua tin hiéu
polyadenyl héa AATAAA hodac ATTAA va vong than tac dong cua cong tic ribo thu hai
chua toan bo hodc mot phén cta yéu t6 sau (DSE). Theo mot phuong 4n, mdi cong tac ribo
trong s& hai cong tic ribo bao gdm aptame ma lién két véi cling mot phéi tir. Theo mot
phuong an, hai cong tdc ribo nay bao gém cac aptame khac nhau ma lién két cac phdi t khac

nhau.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuét phuong phap diéu hoa su biéu hién cta gen dich

chtra

(a) cai xen mdt hodc nhiéu catxet polynucleotit theo sang ché vao vung 3' chua dugc

dich mé cua gen dich,
(b) dua gen dich chua catxet polynucleotit vao té bao, va

(¢) cho té bao tiép can vGi phdi tor ma lién két aptame véi luong hitu hi¢u d€ tang muc

do biéu hién ctia gen dich.
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Theo mot phuong an, phéi tir 12 phan tir nhé. Theo mot phuong an, hai cong tac ribo
duoc cai xen vao vung 3' chua dugce dich ma (“UTR”) cta gen dich, trong d6 vong than tac
dong cua cong tic ribo thi nhit chtta toan bd hodc mdt phan cta tin hiéu polyadenyl héa
AATAAA hodc ATTAA va vong than tdc dong cua cong tdc ribo thtr hai chira toan bd hoic
mdt phan cia yéu 6 sau (DSE). Theo mdt phuong dn, mdi cong tic ribo trong s6 hai cong tic
ribo bao gdm aptame ma lién két voi cung mot phdi tir. Theo mdt phuong an, hai cong tic
ribo nay bao gom cac aptame khac nhau ma lién két cac phdi tir khdc nhau. Theo mot phuong

an, hai hodc nhiéu catxet polynucleotit bao gom cung mot aptame.

Theo mdt phuong 4n, gen dich chira catxet polynucleotit duge tich hop vao vat truyén
dé biéu hién gen dich. Theo mot phuong an, vat truyén la vat truyén virut. Theo mot phuong
4n, vat truyén virut dugc chon tr nhém bao gom vét truyén adenovirut, vét truyén virut ket

hop adeno, va vat truyén lentivirut.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuat vat truyén chia gen dich ma chua catxet
polynucleotit dugc boc 16 trong ban mo ta nay. Theo mot phuong an, vat truyen la vat truyén
virut. Theo mot phuong 4n, vét truyén virut duoc chon tr nhom bao gdm vét truyén

adenovirut, vat truyén virut két hop adeno, va vat truyén lentivirut.

Theo mot khia canh, catxet polynucleotit theo sang ché duoc st dung két hop véi cac
co ché khac dé didu hoa su biéu hién cua gen dich. Theo mdt phuong an, catxet polynucleotit
theo séng ché duoc str dung két hop véi catxet diéu hoa gen ma diéu bién sy biéu hién cta
gen dich bing cach diéu hoa gidn tiép qua aptame cach ghép nbi khac nhu duge boc 16 trong
cong bd don quéc té s WO02016/126747 (PCT/US2016/016234), duge dua vao ddy bing
céch vién dan. Theo céc phuong 4n khac, catxet polynucleotit theo sang ché duoc st dung két
hop voi catxet didu hoa gen ma diéu bién su biéu hién cta gen dich bang cach diéu hoa gian
tiép qua aptame cac ribozym tu phén cit nhu duoc boc 16 trong PCT/US2017/016303, duoc
dua vao day bang cach vién dan. Theo céc phuong an khéc, catxet polynucleotit theo sdng
ché dugc st dung két hop voi catxet diéu hoa gen ma diéu bién sy biéu hién cta gen dich
bang cach didu bién gidn tiép qua aptame sy polyadenyl hoéa nhu duoc boc 1§ trong

PCT/US1207/016279, duoc dua vao day bang cach vién dan.

Mo td van tat cac hinh vé

Hinh la. So do cho mdt phuong an theo sang ché trong dé nhanh thén 3’ cua aptame
duoc lién két voi nhanh than 5 cua vong thén tac dong thong qua nhdnh thén chung theo cach

khac (t@e 1a nhanh than ma c6 thé tao ra cau trac than voi thin aptame hodc thén tac dong,
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nhung khong ca hai tai cung mot thoi diém), va trinh ty tin hiéu polyadenyl hoa (trong trudng

hop nay AATAAA) duoc dinh vi & than cia vong than tac dong.

Hinh 1b. So d6 cho mot phuong 4n theo sang ché trong d6 muc do tiép can dugc cua
tin hiéu polyadenyl hoa (trong trudong hop nay AATAAA) duge diéu hoa boi sw c6 mit hodc
su khong cé mit cua phéi tir aptame. Aptame lién két v6i vong than tac dong (véi AATAAA
trinh tu gan vao than) duoc cai xen vao UTR 3'. Trinh tu bd tro cia nhanh 5’ cta cau tric
vong than, tiép theo 1a trinh ty aptame dugc lién két voi nhanh 5 ctia cdu tric vong than. Khi
khong c6 phdi tir aptame (khéi trén), trinh tw AATAAA bi phong bé boi cdu truc vong thin
tao thanh duoc nho vong than tic dong, e ché qua trinh polyadenyl hoa va bang cach do
chan su biéu hién gen. Khi co phéi tir aptame, su lién két aptame/phéi tr tao diéu kién thuan
loi cho viéc hinh thanh than aptame P1, nho d6 phéa v& cdu trac vong than tac dong va dan
dén viée giai phong AATAAA khoi bi cang hoa. Trinh tu ma c¢6 chung ¢ than cta cau tric

vong than va than aptame P1 dugc biéu hi¢n la dudng nét dam.

Hinh 1c¢ va Hinh 1d. Biéu hoa su biéu hién luxiferaza thong qua diéu bién su tiép can
AATAAA gidn tiép thong qua aptame. Céc t& bao HEK 293 duoc chuyén nhidém véi céc chu
tric da duogc chi dinh va duoc xu ly bé“mg DMSO (hinh 1c) hodc NaOH (hinh 1d) lam dung
mdi dbi chung hodc 500uM guanosin (hinh Ic) hodc guanin (hinh 1d). Hoat tinh cua
Juxiferaza duoc thé hién & dang trung binh + dao dong chuén (S.D.) (n=3), va mic do cam
ung xodn cudn duoc thé hién & dang thuong sb cua hoat tinh cia luxiferaza thu duoc khi co

guanosin hogc guanin chia cho tri s6 thu duge khi khong co guanosin hoac guanin.

Hinh le. Didu hoa su biéu hién EGFP thong qua viéc diéu bién kha nang tiép can cta
AATAAA gian tiép nhd aptame. Céc t& bao HEK 293 duoc chuyén nhiém véi cac cdu trac da
duoc chi dinh va dugc xu ly bang NaOH lam dung moi d6i chtng hodc 500uM guanin.
Cuong do huynh quang cta GFP duoc thé hién & dang trung binh = S.D. (n=3), va muc do
cam ung xoan cudn duoc thé hién o dang thuong s6 cua cudong do huynh quang thu dugc khi

¢6 guanin chia cho tri s6 thu dugc khi khong c6 guanin.

Hinh 2a. So dd didu hoa muc do tiép can duoc ctia DSE ¢ vong than bang cach lién két
aptame/phéi tr. CAu tric tao nén vong than véi trinh tw DSE gfn vao than dugc cai xen vao
UTR 3'. Trinh tu aptame duoc lién két v6i nhanh 3’ ctia cdu trac tao nén vong than, tiép theo
1a trinh tu bd tro clia nhanh 3’ cua cAu trac vong than. Khi khong c¢6 phéi tr aptame (khoi
trén), trinh ty DSE bi phong bé bang cach tao ra cAu trac vong than, nho do6 te ché qué trinh

polyadenyl hoa va chin su biéu hién ctia gen dich. Khi ¢6 phdi tir aptame (khoi duoi), su lién
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két aptame/phoi tir tao diéu kién thudn loi cho su hinh thanh cta than aptame P1, nho d6 pha
v cAu tric vong than va din dén viée giai phong trinh tuw DSE khoi bi cang hoa. Trinh tu ma
¢6 chung & thin cla cdu tric vong thin tic dong va than aptame P1 duoc biéu hién bing

duong nét dam.

Hinh 2b va Hinh 2c. Didu hoa su biéu hién luxiferaza thong qua viéc didu bién kha
nang tiép can DSE gian tiép nho aptame. Cac t& bao HEK 293 duoc chuyén nhiém véi cdc
cu truc da duoc chi dinh va duge xu ly bang DMSO (hinh 2b) hode NaOH (hinh 2¢) lam
dung moi dbi chtng hodc S00uM guanosin (hinh 2b) hodc guanin (hinh 2¢). Hoat tinh cua
luxiferaza dugc thé hién 1a trung binh + dao ddng chuén (S.D.) (n=3), va mlrc dd cam ung
xodn cudn duoc thé hién ¢ dang thuong sb cua hoat tinh cta luxiferaza thu duogce khi co

guanosin hogc guanin chia cho tri sO thu duoc khi khong c6 guanosin hodc guanin.

Hinh 3. Diéu hoa su biéu hién luxiferaza thong qua viéc dicu bién kha nang tiép can

dén trinh tu polyA tong hop gian tiép nho aptame.

Hinh 4. Trinh tu cua vong trong cAu trac vong than tac dong dén hoat tinh ctia cong tic
ribo dua trén polyA. Stbl ATA_Gua_1 c6 vong TTCG &n dinh hon, ATA Gua 1 ¢ vong
GAAA va gaat ATA Gua_1 c6 vong GAAT.

Hinh 5a. So do diéu hoa muc dod tiép can duoc cua ca hai trinh tw AATAAA va DSE
dong thoi thong qua aptame. MOi céu triuc vong than trong s6 hai cdu tric vong thin nay co
gén trinh tu AATAAA hogdc DSE dugc cai xen vao vao UTR 3’ cua gen dich, va cac aptame
duoc lién két voi ting cdu truc vong than nhu da dugc bde 1§ cho Hinh 1b va Hinh 2a.
Aptame 1 va aptame 2 bidu thi cling mot aptame hodc cac aptame khac nhau ma lién két voi
cung mot phéi tir hodc cac phéi tir khdc nhau. Khi khong c6 phéi tir aptame (khéi trén), ca
AATAAA va DSE duoc cang hoa trong cdu trac vong than, do do su biéu hién gen bi chin.
Khi co phéi to aptame (mang dudi), khi ca hai aptame lién két v6i phdi tir ctia ching, thi ca
hai trinh tv AATAAA va DSE duoc giai phong khoi cdu tric vong than, cho phép gen dich

duoc bicu hién.

Hinh 5b. Céc té bao HEK 293 dugc chuyén nhidm véi cac clu tric di duge chi dinh va
duoc xu 1y bang NaOH lam dung moi dbi chung hodc 500uM guanin. Hoat tinh cta
luxiferaza duoc thé hién & dang trung binh +S.D. (n=3), va mue do cam ung xoén cudn duge
thé hién ¢ dang thuong sé ciia hoat tinh cta luxiferaza thu duoc khi ¢6 guanin chia cho tri s6

thu duoc khi khong ¢ guanin. Viéc cang hoa d6ng thoi ca hai yéu t6 trinh tw AATAAA va
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DSE & trinh tu polyA lam giam tiep muc do biéu hién co ban cta luxiferaza & cdu trac

ATA DSE_Gua.

Hinh 6a. So dd cta cAu trac cong tac kép, trong do cong tac ribo ATA Gua ¢ 3’UTR

va cong tic ribo G15 duge cai xen vao trinh tw ma hoa luxiferaza.

Hinh 6b. Hoat tinh cta luxiferaza tir cdc t€ bao HEK 293 dugc chuyén nhiém vai cac
cAu trac da duoe chi dinh va duge xur Iy bang hodc khong bang 500uM guanin. Cau trac voi
hai cong tac pFLuc-G15_ATA_Gua tao ra mtic cam Gng gdp cudn cao hon so véi cau trac

vo1 mot cong tac ribo.

Hinh 7. Didu hoa su biéu hién luxiferaza thong qua adenin aptame-mediated diéu bién
kha ning tiép can cia AATAAA gian tiép thong qua adenin aptame. Cac té bao HEK 293
duoc chuyén nhidm véi cac cAu trac da duge chi dinh va duge xu ly bang NaOH lam dung
moi dbi ching hodc 1mM adenin. Hoat tinh cua luxiferaza dugc thé hién ¢ dang trung binh
+£8.D. (n=3), va muc do cam ung xoan cudn duge thé hién & dang thuong sb cua hoat tinh cua

luxiferaza thu duoc khi co adenin chia cho tri s6 thu duoc khi khong c6 adenin.

Hinh 8. 3' UTR cta céc cau truc duge s dung O cac Vi du. Trinh tu ma hoa cho gen
luxiferaza 1a & cac chit in hoa; AATAAA va DSE duoc nhan manh bang mau xam; trinh tu
aptame duoc gach chan; trinh tu cta vong than dugc gach chan bang dudng song; va trinh tu

than aptame P1 duoc thé hién bang chit in nghiéng.

M6 ti chi tiét sang ché

Don ding ky sang ché nay yéu céu hudng quyén uu tién cua don tam thoi My so
62/461,689, nop ngay 21 thang 2 ndm 2017, ma duoc két hop hoan toan vao day. Bon nay
vién din dén Danh muc Trinh tu liét ké cac SEQ ID NO dudi day, ma ching duoc cung cap O

dang tai lidu dién tir va dugc dua hoan toan vao day bang cach vién dan.

Viéce diéu hoa sy biéu hién cta gen dich (vi du, gen chuyén c6 tinh chét chita tri bénh)
la htu dung hodc cAn thiét trong nhiéu tinh luléng. Trong pham vi su biéu hién co tac dung
diéu tri bénh cua gen, cac k¥ thudt ma cho phép didu hoa sy biéu hién cla cac gen chuyén c6
tiém nang nang cao muc an toan bang cich didu hoa mac do biéu hién va thoi diém cta no.
hé da dugc didu hoa dé kiém soat su biéu hién protein c6 vai tro thue té va, trong mot vai
truong hop, vai tro quan trong dbi vai ung dung diéu tri an toan va hiru hiéu. Sang ché dé
xuét cdc cdu truc polynucleotit dé didu hoa su biéu hién gen bang cach cai bién qua trinh

polyadenyl hoa dya trén aptame bang cach cang hoa mot hodc nhiéu tin hiéu polyadenyl hoa
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& cAu truc vong thin (vong than tac dong) ma duoc lién ket véi aptame va cac phuong phap
st dung céc cau truc dé diéu hoa s biu hién gen dap lai su c6 mat hodc sy khong co mat cua

phoi tr ma lién két aptame nay.

Céu tric polynucleotit chua it nhat 12 mot cong tic ribo ma chra vong than tic dong va
aptame khi vong than tac dong chira trinh tu tin hi¢u polyadenyl hoa. Aptame va vong thén
tac dong duoc lién két béi nhanh than chung ma theo cach khac co thé tao nén than voi than
aptame hodc than tac dong tuy theo sy c6 mat cua phéi tir aptame. Khi phéi tor aptame c6 mat
va duoc lién két voi aptame, thi than aptame (than aptame P1) duoc 4n dinh va tao nén than
v6i nhanh than chung theo cach khéac. Do do, khi ¢6 phdi tir, cdu tric vong than tao thanh boi
vong-budce tac dong khong duoc wa chudng va tin hiéu polyadenyl héa dé tiép can, cho phép
xdy ra qua trinh polyadenyl hoa dAn dén su biéu hién nang cao gen dich. Khi khong c6 phoi
tl, vong than tac dong tao nén cAu truc than véi nhanh than chung theo cach khac, nho do
cang hoa trinh ty tin hiéu polyadenyl hoa, ngdn can qua trinh polyadenyl hoa va lam giam su

biéu hién cua gen dich.

Theo mdt phuong an, vong than tac dong ndm & vi tri 3' clia aptame nay sao cho nhanh
than chung theo cach khac chia toan b hodac mot phan cta the nhanh than aptame 3" va toan
bd hodc mot phén ctia nhanh 5' cta vong than tic dong (vi du, xem cac hinh la va 1b). Theo
mot phuong an, vong than tac dong nam & vi tri 5' cua aptame nay sao cho nhanh than chung
theo cach khac chira toan bd hodc mot phén cua nhanh than aptame 5' va toan bo hoac mot

phan cua nhanh 3' ctia vong than tic dong (vi dy, xem hinh 3).

Thuét ngilr catxet polynucleotit diéu hoa gen duge dung dé chi cAu tric ADN tai to hop
ma khi duoc két hop vao ADN cua gen dich ¢ 3' UTR, dem lai kha nang diéu hoa su biéu
hién cta gen dich bing cach diéu hoa qua trinh polyadenyl hoa gian tiép nho aptame/phéi tu.
Thuét ngir cdu tric hodc catxet polynucleotit duoc dung trong ban md ta nay la axit nucleic
(vi du, ADN hodc ARN) chutra cac yéu t6 thu dugce tr cac ngudn khéc nhau (vi du, cac sinh

vat khac nhau, cdc gen khac nhau tr cing mot sinh vat, va tuong tu).
Cong tac ribo

Catxet polynucleotit chira cong tac ribo. Thuat ngit “cong tac ribo” duogc st dung trong
ban md ta nay dé chi phan doan c6 tinh diéu hoa cta polynucleotit cia ARN (hodc ADN ma
hoa ¢ong tic ribo). Trong pham vi cua sing ché, cong tic ribo chira ving cam giac (vi dy,
aptame) va vong-bude tic dong ma cung chiu trach nhiém vé viéc cam nhan su c6 mat cua

phéi tir (vi dy, phan t nho) va dicu bién muc do tiép cin duge cua trinh tu polyadenyl hoa
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nim & vong than tic dong. Theo mdt phuong an, cong tac ribo la tai to hop, str dung cac
polynucleotit tit hai hodc nhiéu nguon. Thuat ngir “tong hop” dugc dung trong ban mo ta nay

lién quan dén cong tac ribo dé chi cong tac ribo ma khong cé trong tu nhién.
Vong thin tic dong

Vong than tac dong cua cong tdc ribo chua trinh tw ARN (hoac ADN ma ma hoa trinh
tu ARN) ma, khi khong c6 lién két phdi tir viing cam gide (vi du, aptame), tao nén chu trac
than (tic 1a ving soi d61) ma lam giam muc do tiép can dugc cua trinh ty tin hiéu polyadenyl
héa. Theo mot phuong an, vong than tac dong chua trinh tu tin hiéu polyadenyl hoa va trinh
tw bd tro cho trinh tu tin hiéu polyadenyl hoa. Theo mot s6 phuong 4n, phén than cta vong
than tac dong chi chira mot phin ctia trinh tu tin hiéu polyadenyl héa. Theo mét sd phuong 4n,
toan bo hodc mot phan cua trinh tu tin hiéu polyadenyl hoa nim ¢ phan vong cta vong thin

tac dong.

Trinh tu tin hiéu polyadenyl hoa co6 thé 1a trinh tu bat ky & 3’ UTR cua gen dich ma
tham gia vao viéc polyadenyl hoa hiru hiéu ARN thong tin duoc phién ma tr gen dich bao
o6m AATAAA (hodc cic trinh tu lién quan), yéu t trinh tu sau (DSE) (vi duy, trinh tu giau T
hoac GT), hoac yéu to trinh tu trude (USE). Theo mot s6 phuong 4n, trinh tu tin hiéu
polyadenyl hoa la trinh tu ndi sinh tir 3' UTR cua gen dich. Theo cac phuong an khdc, trinh tu
tin hiéu polyadenyl héa la trinh tu ngoai sinh (vi du, trinh tu tr mdt gen khac hodc sinh vat

khéc) hodc trinh ty tin hi¢u polyadenyl hoa tong hop.

Mot trong s6 cac nhanh than cua vong than tdc dong dugc lien két v6i aptame thong
qua than cua aptame nay (vi du, xem céc hinh la, 1b, va 2a). Khi aptame khong duoc lién két
VOl phéi tr cua nd, vong than tac dong ¢ bbi canh ma e ché su tiép can dén trinh tu tin hiéu
polyadenyl hoa, ¢ ché qué trinh polyadenyl hoa va dAn dén sy thodi bién cua thong béo. Khi
aptame nay lién két voi phéi t cua nd, vong than tac dong co c4u hinh ma khong tc ché su
tiép cén dén trinh ty tin hiéu polyadenyl héa, cho phép polyadenyl hoa thong bao va lam tang

muc do biéu hién cua gen dich.

Phén than ctia vong than tac dong nén cé du chiéu dai (va ham luong GC) dé thuc day
su hinh thanh cua to promote cdu trac vong than va bang cach do tic ché su tiép can dén trinh
tu tin hiéu polyadenyl hoa KHI aptame phéi tir khong c6 mt v6i luong du. Theo cde phuong
4n clia sang ché, phan than ctia vong thén tdc dong chtra trinh tu than ngoai trinh tu tin hi¢u
polyadenyl hoa va trinh tu bd tro cta nd. Chiéu dai va trinh tu cua phén than c6 thé duoc cai

bién bang cach 4p dung cdc k¥ thudt da biet dé xac dinh cdc than ma cho phép biéu hién gen

-0



42061

dich ¢ mic nén chép nhan duoc khi khong phéi tlr nao ¢6 mat va biéu hién gen dich & mirc
chép nhan dugc khi phdi tir c6 mat. Vi duy, néu than 1a qua dai thi n6 c6 thé che gidu su tiép
can dén trinh tu tin hiéu polyadenyl hoa khi ¢6 hoac khong co phéi tir. Néu than 1a qua ngin,
n6 c¢6 thé tao nén céu tric vong than 6n dinh co6 kha nang cang hoa trinh tu tin hi¢u
polyadenyl hoa, trong truong hop do qué trinh polyadenyl hoa thong bdo (din dén su biéu
hién cua gen dich) s& xay ra khi c6 hodc khdng co phdi tir. Theo mot phuong an, tong chiéu
dai cta than tac dong (tic la phan tao nén than ctia vong than tac dong) la 4 dén 24 cap bazo,
5dén 20 cap bazo, 9 dén 14 cap bazo, 9 cap bazo, 10 cip bazo, 11 cip bazo hoac 12 cap bazo.
Ngoai chiéu dai cua than, ham lugng cdp bazo GC cta than cling ¢6 thé duoc thay dbi dé cai
bién tinh 6n dinh cta than. Theo mot s6 phuong 4n, than ving tac dong chira mot hodc nhiéu

c4c nucleotit khong khép ma khong ghép cip bazo véi phan bo trg cua than vung tac dong.
Nhénh thin chung theo cach khéic

Vong than tic dong va aptame duoc lién két thong qua nhanh than chung theo céch
khéc ma chia trinh tw ma 1a bd tro cho ca nhanh khong chung cia vong than tac dong va
nhanh khong chung cta thin aptame nay. Do trinh tyr ma 12 bd tro cho ca than aptame va than
tdc dong trén nhanh khéng chung, nhanh than chung co6 thé theo cach khéc tao nén mdt than
v6i than aptame hodc than tac dong (nhung dong thoi ca hai) tuy theo su c6 mat cla phéi ti
aptame. Theo cdc phuong an, phén nhanh than chung theo cach khac ma la b tro cho trinh tu
& than aptame va cho trinh tu ¢ vong than tdc dong (tue la trinh tu chung theo cach khac) 1a 4
dén 8 nucleotit, 5 dén 7 nucleotit, 5 nucleotit, hodc 6 nucleotit. Theo mot 36 phuong an,
nhanh than chung theo cach khac chutra trinh tu b sung ma 12 bd trg cho chi mot trong s6 than
tac dong khong chung hodc than aptame. Theo mot s6 phuong 4n, ngoai trinh ty chung theo
cach khac, nhanh than chung theo céach khéac chia (a) trinh ty ma la bd tro cho nhanh than tac
dong khong chung, nhung khong bd trg cho nhanh thin aptame khong chung; (b) trinh tu ma
]2 bd tro cho nhanh than aptame khong chung, nhung khong bd tro cho nhanh than tac dong
khong chung; hoac (c) ca hai.

Aptame/Phdi tir

Theo mot phwong an, vang cam gidc chira aptame. Thuat ngit “aptame” dugc sir dung
trong ban mo ta nay dé chi polynucleotit ciia ARN ma lién két mot cach dac hiéu voi phdi i
Aptame dugc lién két voi vong than tac dong thong qua than aptame. Than aptame c6 thé,
hodc khong thé, bao gbm trinh tu ma thuong la mot phan ctia aptame (vi du, trinh tu than

aptame thong thuong). Nhu vay, viée vién dan dén than aptame khdng am chi rdng thén
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aptame chua trinh tw cu thé nao. Do d6, than aptame ¢ thé bao goém trinh tu tir aptame

va/hodc trinh tu bo sung ¢6 kha ning tao nén than khi lién ket véi phoi tir/aptame.

Vi v6i than ctia vong than tac dong néu trén, vong than aptame nén la da dai (va ham
luong GC) sao cho aptame nay tao nén than aptame khi c6 phdi tor aptame va vong than tac
dong tao nén than khi phéi tir khong c6 mit. Chiéu dai va trinh tu cua thén aptame nay c6 thé
duoc cai bién bang cach ap dung céc k§ thuat da biét dé xdc dinh cac than ma cho phép biéu
hién gen dich & muc nén chip nhan duoc khi khong phdi tr nao cé mat va biéu hién gen dich
& mac chdp nhan duge khi phdi tr co mat. Theo cac phuong 4n, thén aptame 1a 6 dén 12 cap

bazo, 7 dén 10 cép bazo, 8 cap bazo, hodc 9 cap bazo.

Thuét ngir “phdi t” duwoc dung dé chi phan tr ma duoc lién két mot cach dic hidu boi
aptame. Theo mot phuong an, phdi tir 1a phan tir c6 phan tir luong thdp (thdp hon khoang
1.000 dalton) bao gom, vi du, lipit, monosacarit, thé mang thong tin thi hai, dong tac nhan,
jon kim loai, san phim tu nhién va chét chuyén hoa khac, axit nucleic, cling nhu hau hét cac
thude diéu tri bénh. Theo mot phuong 4n, phéi tir 12 polynucleotit v6i hai hodc nhiéu bazo

nucleotit.

Theo mét phuong 4n, phdi tr duge chon tir nhém bao gbém 8-azaguanin, adenosin 5'-
monophosphat monohydrat, amphoterixin B, avermectin B1, azathioprin, Clomadinon axetat,
mercaptopurin, moricizine hydroclorua, N6-metyladenosin, nadide, progesteron, Promazin
hydroclorua, pyrvinium pamoat, sulfaguanidin, testosteron propionat, thioguanosin, tyloxapol

va vorinostat.

Céc phdi tir aptame con c6 thé 1a c4c thanh phan ndi sinh cta té bao ma ting & muc do
dang ké trong cac diéu kién sinh ly/bénh 1y cu thé, nhu bién nap gdy ung thu — ching ¢6 thé
bao g61n phan ttr mang thong tin tht hai nhu GTP hodac GDP, canxi; cdc axit béo, hodc cac
axit béo ma khoéng duoc chuyén héa mdot cach thich hop nhu 13-HODE & ung thu vu
(Flaherty, JT et al., Plos One, Vol. 8, ¢63076, 2013, dugc dua vao day béng cach vién dan);
céc axit amin hodc céc chit chuyén héa cua axit amin; cdc chét chuyén hoa trong chu trinh
duong phan ma thong thuong co6 ndng do cao hon & cac té bao ung thu hodc & cac té bao binh
thuong ¢ cac bénh chuyén hoa; va cac phan tir lién quan dén ung thu nhu Ras hodc protein
Ras dot bién, EGFR dot bién & ung thu phéi, indolamin-2,3-dioxygenaza (IDO) & nhiéu loai
ung thu. Cac phdi tir noi sinh bao gbm cac chat chuyén hoa progesteron & ung thu va nhu da
boc 16 boi JP Wiebe (Endocrine-Related Cancer (2006) 13:717-738, dugc dua vao day bang

cach vién dan). Cac phoi tir ndi sinh con bao gdm céc chat chuyén hoa véi nong do taing do
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cac dot bién o cac enzym chuyén hoa then chdt & ung thu than nhu lactat, glutathion,
kynurenin nhu da boc 1 boi Minton, DR va Nanus, DM (Nature Reviews, Urology, Vol. 12,

2005, duoc dua vao day bang cach vién dén).

Céc aptame c6 cac vung lién két ma c6 kha nang tao phic v6i phan tir dich du tinh (tic
la phéi tr). Tinh dédc hi¢u cua lién két ¢6 thé duoc xac dinh theo héng s6 phan ly tuong dbi
(Kd) cua aptame d6i voi phdi tir ctia nd so voi hing s6 phan ly ctia aptame nay dbi véi cac
phén tu khong lién két. Do d6, phdi tir 12 phan tor ma lién két voi aptame v6i 4i luc cao hon so
v6i 4i luc lien két voi nguyén liéu khong lién két. Noi chung, Kd cho aptame déi v6i phéi tur
cta n6 s& thdp hon it nhét 12 khoang 10 1an Kd cho aptame véi cac phan tir khong lién két.
Theo cac phuong an khac, Kd sé& thdp hon it nhat 1a khoang 20 lan, thdp hon it nht 1 khoang
50 1an, thdp hon it nhét 1a khoang 100 lan, va thdp hon it nhat 12 khoang 200 lan. Aptame sé
thuong co chiéu dai nim trong khoang tir 15 dén 200 nucleotit. Thong thuong hon, aptame s&

thuong c6 chiéu dai nam trong khoang tir 30 dén 100 nucleotit.

Céc aptame ma co thé duoc két hop vao lam mot phin cta cong tic ribo c6 thé la
aptame c6 trong tu nhién, hodc cac dang cai bién ctia chung, hodc cac aptame ma dugc thiét
ké de novo va/hodc duoc sang loc thong qua qud trinh tién hoa hé thdng cua cac phdi tir bing
cach lam giau theo s6 mil (SELEX) hodc cdc phuong phap sang loc khac. Cac vi du vé cac
aptame ma lién két v6i cac phdi tir phan tir nho bao gbm, nhung khong chi gi¢i han &,
theophylin, dopamin, sulforodamin B, xelobioza, kanamyxin A, lividomyxin, tobramyxin,
neomyxin B, viomyxin, cloramphenicol, streptomyxin, cdc xytokin, cac phan tu bé mit cua té
bao, va cdc chat chuyén héa. Xem téng quan vé cic aptame ma nhan dién cac phén tir nho, vi
du: Famulok, Science 9:324-9 (1999) va McKeague, M. & DeRosa, M.C. J. Nuc. Aci. 2012
(ca hai déu duoc dua vao day bang cach vién dan). Theo mot phuong an khic, aptame la

polynucleotit bo tro.
Cac phwong phap dé x4c dinh aptame/phoi tir

Theo mot phuong an, aptame duoc thiét k& dé lien két v6i phdi tir phan tir nho cu thé.
Céc phuong phap thiét ké va chon loc cac aptame ma lién két v6i cac phdi tir cu thé duge boce
16 trong cong bd don quéc té s& W0/2018/025085, duoc dua vao day béng cach vién dan.
Céac phuong phap khac dé sang loc cac aptame bao gbm, vi du, SELEX. Céc phuong phép
thiét ké cac aptame ma lién két mdt cach chon loc véi phéan tir nho bf\ﬂg cach su dung SELEX
duoc boc 10, vi du, trong cac patent My s6 5,475,096, 5,270,163, va Abdullah Ozer, ef al.

Nuc. Aci. 2014, ma dugce dua vao ddy bing cich vién dan. Cac cai bién cta quy trinh SELEX
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duoc bdce 10 trong cac patent My $6 5,580,737 va 5,567,588, ma duoc dua vao day béng cach

vién dan.

Céc k¥ thuat chon loc dé x4c dinh céc aptame thudng bao gém viée chuén bi vén 16n
gdm cac phan tr ADN hodc ARN c6 chidu dai mong mubén ma chta ving ma duoc ngau
nhién hoa hoac dugc gay dot bién. Vi du, vén oligonucleotit nham lua chon aptame cé thé
chtra vung gém 20 dén 100 nucleotit da duoc ngau nhién héa duge boc suon boi cac ving
cua trinh tu xac dinh ma dai khoang 15 dén 25 nucleotit va hitu ich dé lién két cac doan moi
PCR. Vén oligonucleotit duoc khuéch dai béng cach ap dung cac ky thuit PCR chuén, hodc
cac cach khac ma cho phép khuéch dai cac trinh tu axit nucleic da chon. Vén ADN c¢6 thé
duoc phién ma in vitro dé tao ra vn ban sao ciia ARN khi aptame ARN dugc mong doi. Tiép
theo, vén gém céc oligonucleotit cia ARN hodc ADN duoc dua dén bude chon loc trén co so
kha nang cua ching lién két ddc hidu voi phéi tr mong mudn. Céc k¥ thuéat chon loc bao g6m,
vi du, sic ky ai luc, mac du quy trinh bat ky ma cho phép chon loc céc axit nucleic trén co s¢
kha nang cua chung lién két ddc hidu v6i phan tr khac ¢o thé duoc ap dung. Cac k§ thuat
chon loc dé xac dinh aptame ma lién két véi cdc phén tir nho va c6 chirc nang trong té bao ¢
thé bao gdm céc phuong phap sang loc trén co s& té bao. Trong trudng hop sdc ky ai luc, cac
oligonucleotit dugc cho tiép xtic voi phdi tir dich ma da duoc ¢b dinh trén nén trong cot hoic
trén cac hat co tu tinh. Tt hon, néu cac oligonucleotit duge chon cho viée lién két phéi tr khi
co 11611g do mudi, nhiét do, va cac diéu kién khac ma bat chude cac diéu kién sinh 1y thong
thuong. Cac oligonucleotit thudc voén ma lién két voi phéi tor dugce git lai trén c¢ot hoac hat,
va cac trinh tu khong lién két duoc rira di. Céc oligonucleotit ma lién két v6i phdi tir tiép d6
duoc khuéch dai (sau phién ma nguge néu cac ban sao ciia ARN dugce str dung) theo phuong
phap PCR (thuong 1a sau khi rtra giai). Qua trinh chon loc duoc Iap lai trén cdc trinh tu da
duoc chon téng cong khoang ba dén mudi vong lap lai quy trinh chon loc. Tiép do, cac
oligonucleotit thu dugc dugc khuéch dai, duoc tach dong, va duoc giai trinh tu bang cach 4p
dung céac quy trinh chuén dé x4c dinh cac trinh tu ctia cac oligonucleotit ma ¢ kha nang lién
két voi phéi t dich. Sau khi trinh tu ctia aptame dugc xac dinh, aptame cé thé duoc toi wu
tiép bang cach thuc hién cac vong chon loc b6 sung bét dau tir vbn oligonucleotit chtra trinh

tu aptame da duoc gy dot bién.

Viéc sang loc aptame in vivo c6 thé duoc ap dung sau mot hodc nhiéu vong chon loc in
vitro (vi du, SELEX). Vi du, Konig, J. va cac ddng tac gia (RNA. 2007, 13(4):614-622, duoc
dua vao day béng cach vién dan) mo ta viéc két hop SELEX va hé ndm men lai ba lan dé

chon loc aptame in vivo.
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Gen dich

Catxet diéu hoa gen theo sang ché la nén tang ma co thé duoc st dung dé diéu hoa su
biéu hién cua gen dich bét ky ma cé thé duoc biéu hién & té bao dich, mo hodc sinh vat véi
ARN thoéng tin ma dd dugc polyadenyl hoéa. Thudt nglt “gen dich” duoc dung dé chi
polynucleotit ma dugc dua vao vao té bao va ¢6 kha nang duoc phién ma thanh ARN va dugc
dich ma va/hoac duoc biéu hién trong cac diéu kién thich hop. Theo cach khac, gen dich la
noi sinh dbi véi té bao dich, va catxet diéu hoa gen theo sang ché nam & 3' UTR ctia gen dich.
Vi du vé gen dich 1a polynucleotit ma héa polypeptit didu tri bénh. Theo mdt phuong an, gen
dich 1a ngoai sinh déi véi té bao, trong d6 cdu triic ADN tai t6 hop duge phién ma. Theo mot
phuong an khac, gen dich 1a ndi sinh ddi voi té bao, trong do cdu tric ADN tai t6 hop duoc

phién ma.

Gen dich theo sang ché c¢6 thé 1a gen mi hoa protein. Gen dich c6 thé, vi du, 1a gen ma
hoa protein cau tric, enzym, protein phat tin hiéu té bao, protein & ty thé, protein ngoén tay
k&m, hormon, protein van chuyén, yéu t6 sinh truong, xytokin, protein ndi bao, protein ngoai
bao, protein lién mang, protein ¢ bao chét, protein cta nhan, phan tir thu thé, protein lién két
v6i ARN, protein lién két véi ADN, yéu td phién ma, bd may dich mé, protein kénh, protein
vén dong, phan to bam dinh té bao, protein & ty thé, enzym chuyén hoa, kinaza, phosphataza,
céc yéu td trao dbi, protein chaperon, va céc tac nhan diéu bién cua bét ky trong sd nay. Theo
cdc phuong 4n, gen dich ma héa erythropoietin (Epo), hormon sinh truong ctua ngudi (hGH),
phién mi cac nucleaza tac dong kiéu chit hoat hoa (TALEN), insulin ctia nguoi, protein 9 két

hop CRISPR (cas9), hodc globulin mién dich (hoic mt phan ctia no), ké ca, vi du, khang thé

¢é tac dung dicu tri bénh.
Céc cau trae bieu hién

Sang ché dy tinh viée sir dung vét truyén tai to hop dé dua polynucleotit ma héa gen
dich vao cac t& bao dich va chia catxet diéu hoa gen duoce boc 1§ trong ban md té nay. Theo
nhiéu phuong 4n, ciu tric ADN tai t6 hop theo séang ché bao gbm cac yéu tb ADN bd sung
bao gdm cic phan doan ADN ma gdy ra sy sao chép ADN & té bao chi va su biéu hién cta
gen dich & té bao d6 & mic do thich hop. Chuyén gia trong linh vuc ky thudt nay hiéu duoc
rdng céc trinh ty kiém soét biéu hién (cac gen khoi dau, gen ting cudng, va tuong tu) dugce
chon dua trén kha ndng ctia chting trong viéc thuc déy su biéu hién cta gen dich & té bao dich.
“Vat truyén” c6 nghia 1a plasmit tai t6 hop, nhiém séc thé nhan tao cua ndm men (YAC),

nhiém sac thé mini, vong mini ctia ADN hodc virut (ké ca céc trinh ty ¢6 ngudn goc tur virut)
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ma chira polynucleotit can duge phén phdi vao té bao chu, in vitro hodc in vivo. Theo mot

phuong 4n, vat truyén tai t6 hop la vat truyén virut hodc to hop gom nhicu vét truyén virut.

Céc vat truyén virut dé biéu hién gen dich gian tiép nho aptame & té bao dich, md, hoac
sinh vat la da biét trong linh vuc k§ thuat nay va bao odm céc vat truyén adenovirut (AV),
cac vat truyén virut két hop adeno (AAV), vat truyén retrovirut va vat truyén lentivirut, va
céc vt truyén Herpes simplex typ 1 (HSV1).

\
A r

Cac vat truyén adenovirut bao gom, vi du, cdc vat truyén trén co s¢ adenovirut cua
nguoi typ 2 va adenovirut ctia nguoi typ 5 ma khién cho qua trinh sao chép bi 10i thong qua
cdc x6a bo ¢ cac vung E1 va E3. Catxet phién ma co thé duoc cai xen vao vung El, tao ra vt
truyén tai t6 hop E1/E3-x6a bd AV. Cac vat truyén adenovirut con bao gbm céc vat truyén
adenovirut ¢6 kha niang cao phu thudc vao gen trg gitp (con dugc goi la cac vat truyén c¢6 kha
ning cao, “khong rudt” hoac “céd rudt”), ma khong chira cac trinh tw ma hoa virut. Cac vat
truyén nay, chta cc yéu t6 hoat dong cis can thiét cho viéc sao chép va bao goi ADN culia
virut, chu yéu 1a cac trinh tu 1ap lai dau tan cting da nghich chuyén (ITR) va tin hiéu bao g6i
(). Céc hé gen cua vt truyén AV phu thudc gen trg gitip nay ¢6 tiém nang mang tir vai trim

cip bazo dén khoang 36kb ADN Ia.

Céc vat truyén virut két hop adeno tai to hop “rAAV” bao g0m vit truyén bit ky thu
duoc tir typ huyét thanh bat ky cua virut két hop adeno bao gdbm, nhung khong chi gi6i han o,
AAV-1, AAV-2, AAV-3, AAV-4, AAV-5, AAV-7 va AAV-8, AAV-9, AAV-10, va cic loai
tuong tu. Cac vat truyén rAAV co thé ¢6 mot hodc nhidu gen AAV loai thuong di bi x6a bo
hoan toan hodc mot phan, tot hon 1a gen Rep va/hodc gen Cap, nhung van gitr lai cac trinh tur
ITR boc sudn cé tinh chirc nang. Céc trinh tu ITR ¢6 tinh chtrc nang duoc gitt lai dé giai cuu,
sao chép, bao gdi va co tidm nang gin vao nhidm sic thé hé gen AAV. Céc ITR khong nhét
thiét 1a cac trinh tu nucleotit loai thuong, va co thé duoc thay ddi (vi du, béng cach cai xen,
x0a bo hoac thé cac nucleotit) chirng nao ma cac trinh tu nay van thue hién viéc gidi ctru, sao

chép va bao goi mang tinh chtrc ning.

Theo cach khac, cac hé khac nhu cac vt truyén lentivirut cé thé duoc dung trong céc
phuong an clia sang ché. céc hé trén co so lentivirut co thé bién ning céc té bao khong phén
chia cling nhu céc té bao dang phan chia khién chung hitu ich cho cac tmg dung huéng dich,
vi du, céc té bao khong phéan chia ctia hé than kinh trung wong (CNS). Cac vat truyén
lentivirut thu dugc tir virut gdy suy giam mién dich & nguoi va, giéng nhu virut do, hop nhét

vao hé gen cta vat cht dem lai tiém nang cho su biéu hién gen dai han.
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Céac polynucleotit, ké ca cac plasmit, cac YAC, cdc nhiém sdc thé mini va cic vong
mini, mang gen dich chua catxet diéu hoa gen ciing ¢6 thé duge dua vao té bao hodc sinh vat
bang cac hé vat truyén khong 1a virut bang cach str dung, vi du, lipit cation, céc polyme, hogc
ca hai, lam chat mang. C4c hé polyme poly-L-lysin (PLL) va polyme polyetylenimin (PEI) da
tiép hop cling ¢6 thé duoc s dung dé phan phdi vat truyén nay dén cac t& bao. Céc phuong
phép khac dé phén phodi vat truyén dén cac té bao bao gdm k¥ thuat nap thiy dong luc va duc
156 bang xung dién va st dung siéu am, ca hai déu cho gibng céy té bao va cho céc sinh vat.
Xem tong quan vé cac hé phan phdi virut va khong virut dé phéan phdi gen trong tai liéu ctia
Nayerossadat, N. va cac ddng tac gia (Adv Biomed Res. 2012; 1:27; duoc dua vao day bing

cach vién dan).
Céc phwong phap diéu bién sy bicu hién cia gen dich

Theo mot khia canh, sang ché dé xuét phuong phép diéu bién su biéu hién cta gen dich
(vi du, gen cé tac dung didu tri bénh), bé“mg cach (a) cal xen mdt hodc nhiéu catxet diéu hoa
gen polynucleotit theo sang ché vao 3' UTR cua gen dich; (b) dua gen dich chira catxet diéu
hoa gen nay vao té bao; va (c) cho té bao tiép can véi phdi tir ma lién két aptame nay. Theo
mot phuong 4n, phéi tir 14 phén tir nho. Theo cach khia canh, su biéu hién cua gen dich & cac
té bao dich mang lai tinh chét mong mudn cho té bao ma né duoc dua vao, hodc ndi cach
khac dan dén két qua diéu tri bénh mong mubn. Céc té bao dich 1a céc t& bao nhan chudn, vi
du, céc té bao cua dong vat cé vi. Theo cac phuong an, cac té bao dich 1a céc t& bao cua
nguoi tu mo dich, ké ca, vi du, mé md, hé than kinh trung vong (CNS), co, tim, mat, gan, va

cac mo tuong tu.

Theo mdt phuong an, mot hodc nhiéu catxet diéu hoa gen dugc cai xen vao ving 3'
chua duoc dich mé cua gen dich. Theo mét phuong an, mot catxet diéu hoa gen duoc cal xen
vao 3' UTR cua gen dich. Theo mdt phuong an, hai cong tac ribo duoc cai xen vao ving 3'
chua duoc dich ma cua gen dich, trong do vong than tdc dong ctia cong tdc ribo thir nhat chira
toan bd hodc mot phan cua tin hiéu polyadenyl hoa AATAAA (hodc ATTAA) va vong than

tac dong cua cdng tic ribo thit hai chita toan bo hodc mot phan ciia yéu t6 sau (DSE).

Theo mdt phuong an, khi nhidu catxet diéu hoa gen duge cai xen vao gen dich, thi timg
catxet ¢6 thé chira ciing mot aptame sao cho mot phdi tir c6 thé duge dung dé didu bién su
biéu hién cua gen dich. Theo cdc phuong an khéc, khi nhiéu catxet diéu hoa gen duoc cai xen
vao gen dich, moi catxet ¢ thé chira mot aptame khac sao cho tiép xtc v6i nhidu phdi tir

phén tir nho khéac nhau diéu bién sy biéu hi¢n cta gen dich.
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Catxet polynucleotit theo sang ché c6 thé duoc sir dung két hop véi cdc co ché khac dé
didu hoa sy biéu hién cta gen dich. Theo mdt phuong an, catxet polynucleotit theo sang ché
duoc st dung két hop véi catxet diéu hoa gen ma didu bién su biéu hién cua gen dich béng
c4ch diéu hoa gian tiép qua aptame cach ghép ndi khéc nhu duoc boc 16 trong cong bd don
qubc té s6 WO02016/126747, duge dua vao day bang cach vién din. Sang ché ciing c6 thé

duoce t& hop véi cdc ciu trac polynucleotit va cac phwong phdp da dugc bdce 16 trong

PCT/US2017/016303 va PCT/US1207/016279, duoc dua vao ddy bang cdch vién dan.
Céc phwong phap didu tri bénh va cic dwge phzglm

Theo mdt khia canh, sang ché dé xuat phuong phéap diéu chinh nong do cua protein ¢6
hoat tinh tri liéu duwoc phan phoi theo liéu phap gen. Theo mot phuong dn nay, “gen dich” c6
thé ma héa protein c6 tac dung diéu tri bénh. “Gen dich” c6 thé ma hoa protein ma la nd1 sinh

hodc ngoai sinh doi voi t€ bao.

Trinh tu gen c¢6 tdc dung diéu tri bénh chtra catxet diéu hoa voi cong tac ribo duoc dan
boi aptame duoc phan phéi dén céc té bao dich in vitro hodc ex vivo, vi du, b§1ng vat truyén.
Tinh dac hiéu dbi véi té bao cua “gen dich” co thé duoc kiém sodt boi gen khoi dau hodc céc
yéu t6 khac & vat truyén nay. Su phin phéi cua cdu trac vat truyén chta gen dich va catxet
polynucleotit, va su chuyén nhiém ctia cac mo dich gdy ra su chuyén nhim 6n dinh gen dich
da duoc didu hoa, thuong 1a cdc budce dau tién trong qué trinh tao ra protein ¢6 tic dung diéu

tri bénh.

Tuy nhién, do sy c6 mit cua catxet didu hoa & trinh tu gen dich, gen dich khong dugc
biéu hién & mtc d6 dang ké (hoac duoc bidu hién & muc do thap hon), tic 1a né ¢ “trang thai
nghi” khi khong cé phdi tr ddc hiéu ma lién két voi aptame chua trong catxet didu hoa cong
tic ribo. Chri khi phéi tir dac hiéu v6i aptame duoc dung (hodc noi cach khéc ¢6 mét véi

luong du) thi sy biéu hién cua gen dich méi dugc hoat hoa hodc tang.

Su phan phdi cAu trac vat truyén chira gen dich v6i catxet polynucleotit va sy phan phéi
phdi tr hoat hoa thuong duge tach theo thoi gian. Sy phin phéi phdi tir hoat hoa sé kiém soat
khi nao gen dich duoc biéu hién, cling nhu néng dd cna biéu hién protein. Phdi ttr ¢6 thé duoc
phan phdi theo nhiéu duong bao gém, nhung khong chi gisi han ¢, duong miéng, tiém bap

(IM), duong tinh mach (IV), trong mit, hodc duong khu tra.

Viée diéu chinh thoi gian phan phoi phoi tir s& phu thudc vao yéu cau ve hoat hoa cua
gen dich. Vi dy, néu protein ¢6 tac dung dicu tri bénh duge méa hoa bdi gen dich duge yéu ciu

lién tuc, thi phdi tr phan tr nho qua dudng miéng c6 thé dugc phan phoi hang ngay, hoac
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nhidu 14n mot ngay, dé dam bao hoat hoa lién tuc gen dich, va do do bicu hién lién tuc protein
c6 tac dung diéu tri bénh. Néu gen dich ¢6 tac dung hoat dong kéo dai, thi pho1 tor cdm Ung co

thé duoc cap liéu luong kém thuong xuyén hon.

Sang ché cho phép su biéu hién gen chuyén ¢6 tinh chét chita tri bénh dugc kiém soét
theo thoi gian, theo cach dugc xac dinh bang cach dung lidu luong theo thoi gian phéi tir dac
hiéu véi aptame & cOng tac ribo cua catxet diéu hoa polynucleotit. Hién tuong tang muc biéu
hién gen chuyén c6 tinh chét chita tri bénh chi sau khi dang phdi tr, lam tang mic an toan

ctia viéc diéu tri theo liéu phap gen bang cach cho phép gen dich tat khi khong ¢6 phoi ti.

Cac aptame khac nahu c6 thé duoc ding dé cho phép cac phéi tir khac nhau hoat hoa
gen dich. Theo mot s6 phuong 4n cia sang ché, mdi gen c6 tac dung diéu tri bénh chura catxet
diéu hoa s& c6 aptame dac hiéu ¢ catxet ma s& duoc hoat hoa boi phan tu nho dac hiéu. Diéu
do6 co6 nghia la mdi gen c6 tac dung diéu tri bénh cé thé chi duoc hoat hoa bé“mg phéi o dac
hiéu véi aptame duoc chtra trong néd. Theo cac phuong an nay, mdi phoi tr s& chi hoat hoa
mot gen cé tac dung didu tri bénh. Piéu nay cho phép kha nang 1a vai “gen dich” khac nhau
6 thé duoc phan phéi dén mot cd thé va moi gen s& duoc hoat hoa khi phan phéi phéi tr dac

hiéu cho aptame chtra trong catxet diéu hoa tri ¢ tung gen dich.

Sang ché cho phép protein c¢6 téc dung didu tri bénh bat ky ma gen ctia n6 co thé duoc
phén phdi dén co thé (nhu erythropoietin (EPO) hodc khang thé ¢6 tac dung diéu tri bénh) dé
duge san sinh boi co thé khi phdi tir hoat héa duge phén phéi. Phuong phép phan phéi
protein co tac dung diéu tri bénh nay c6 thé thay thé viéc san xuét protein c¢é tac dung diéu tri
bénh dé ngoai co thé ma sau dé duoc tiém hodc duoc truyén, vi du, cac khang thé duoc dung
trong ung thu hodc dé phong bé bénh viém hodc bénh tu mién dich. Co thé chua gen dich da
duoc didu hoa tré thanh nha may san xudt sinh hoc, ma duoc bat khi phéi tir ddc hiéu voi gen

duoc dung.

Muc dé lidu luong va viéc diéu chinh thoi gian dung liéu lugng protein c6 hoat tinh tri
liéu ¢6 thé 1a quan trong ddi v6i hidu qua di€u tri bénh. Vi dy, trong qua trinh phan phoi
AVASTIN (khang thé khang VEGF) doi v6i ung thu. Sang ché nang cao murc do dé dang cap

licu luong khi theoi d&i ndng do va tdc dung ctia protein ¢ tac dung diéu tri bénh.

Theo modt phuong an, gen dich c6 thé md hoa nucleaza ma c6 theé hudng dich va sua
chita trinh tv ADN cu thé. Céc nucleaza nay bao gom Cas9, ngon tay kém chira nucleaza,
hoic TALEN. Trong trudng hop cua cac nucleaza ndy, protein cua nucleaza c6 thé la chi can

thiét cho mdt khoang thoi gian ngan ma 1a du dé stra chita gen noi sinh dich. Tuy nhién, néu
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gen nucleaza chua diéu hoa duoc phan phoi dén co thé, thi protein nay c6 thé c6 mat trong
sudt khoang thoi gian con lai ctia té bao. Trong trudng hop cac nucleaza, ¢ nguy co gia tang
stra chita dich la khi ¢6 nucleaza dai hon. Viéc didu hoa su biéu hién cta céac protein nay c6
wu diém an toan déng ké. Trong trudng hop nay, vat truyén chua gen dich nucleaza chira
catxet diéu hoa c6 thé duoc phan phdi dén cac té bao thich hop & co thé. Gen dich & trang théi
“t4t” khi khong co phéi tir ddc hiéu véi catxet, nén khong nucleaza nao duoc tao ra. Chi khi
phdi tir hoat héa duoc dung, thi nucleaza duge san sinh. Sau quang thoi gian du dé cho phép
sta chita du, phdi tor duoc rit ra va khong duge dung lai. Do do, tiép theo gen nucleaza &
trang thai “tat” va nucleaza khong duoc san sinh thém va qua trinh sta chita dung lai. Phuong
thite nay ¢6 thé duoc 4p dung dé chinh stra cac tinh trang di truyén, bao gdm nhiéu bénh véng
mac di truyén nhu LCA10 gdy ra béi cdc dot bién & CEP290 va bénh Stargardt gy ra boi céc

dot bién & ABCA4.

Viéc dung gen dich da dugc diéu hoa ma hoa protein c6 tac dung diéu tri bénh ma chi
duoc hoat hoa khi dung phéi tir ddc hidu co thé duoc ap dung dé didu hoa gen c6 tac dung tri
liéu nhim diéu tri nhiéu loai bénh khac nhau, vi dy, ung thu béng cac khang thé tri liéu, cac
r6i loan mién dich béng cac protein hoac cac khang thé diéu bién mién dich, cac bénh chuyén
hoa, cac bénh hiém nhu PNH bang cac khang thé hodc cac doan khang thé khang-C5 lam gen
da duoc diéu hoa, hodc sur tao mach & mit bang céc khang thé tri liéu, va AMD kho bang céc

protein diéu bién mien dich.

Su da dang vé loai gen dich dac hiéu, cho phép diéu tri nhiéu loai bénh va tinh trang cu
thé, 1a thich hop dé dung theo séng ché. Vi du, insulin hodc chét tuong tu insulin (t6t hon 1a
insulin ctia ngudi hodc chét twong tu insulin cta nguoi) cd thé duoc dung lam gen dich dé
diéu tri bénh dai thao duong typ I, bénh déi thao duong typ II, hodc hoi chimg chuyén hoa;
hormon sinh truéng cta nguoi c thé duoc dung lam gen dich dé didu tri tré em mic cac roi
loan vé sinh truéng hodc nguoi 16n thiéu hormon sinh truong; erythropoietin (t6t hon la
erythropoietin ciia nguoi) co thé duoc dung lam gen dich dé diéu tri bénh thiéu mau do bénh

than man tinh, bénh thiéu méau do chting loan san tiy, hodc bénh thicu mau do héa tri ung thu.

Sang ché co thé 1a dac biét thich hop dé diéu tri bénh cac bénh gdy ra boi cac 181 gen
don nhu chiing xo héa nang, bénh wa chay mau, ching loan dudng co, bénh thiéu mau ving
bién, hodc bénh thiéu mau & bao hong huyét cau hinh ludi 1iém. Do d6, cac globin B, vy, 3,
hodc { cua nguoi co thé duoc dung lam gen dich dé didu tri bénh thiéu mau ving bién B hodc
bénh thiéu mau té bao hong huyét cau hinh ludi liém; yéu t& VIII hodc yéu t6 IX cla ngudi

6 thé duge dung lam gen dich dé diéu tri bénh wa chay mau hodc bénh ua chay mau B.
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Cac phéi tor duoc st dung theo sang ché thuong duoc td hop vo1 mot hode nhiéu chat
mang dugc dung dé tao ra cac duoc phém thich hop dé dung cho bénh nhan. Céc chét mang
duoc dung bao gdm cac dung mdi, cic chét két dinh, cac chat pha lodng, cac chat gay 14, cac
chat lam tron, moi trudong phan tan, 16p bao, cac tac nhan khang khuén va diét ndm, tac nhan
ddng truong va tac nhan tri hodn su hép thy, va cac chét tuong tu, thuong duogc dung trong
linh vuc duoge. Cac duoc phém c6 thé & dang vién nén, vién tron, vién nang, vién det, va dang
tuong tu, va dugc bao ché dé 1a tuong thich véi duocngf dung du kién cta ching. Céc vi du
vé duong dung bao gdm ngoai dudng tiéu hoa, vi du, qua dudong tinh mach, trong da, trong
mii, dudi da, qua dudng miéng, xéng, qua da (cuc bd), qua mang nhay, va qua dudng truc
trang.

Céc duoc phdm chira céc phéi tir duge dung cho bénh nhéan theo phac dd cép lidu luong
sao cho luong phdi tir du dé diéu hoa gen dich nhu mong mudn duoc phan phdi dén bénh
nhan. Khi phéi tir la phan ti nho va dang liéu 1a vién nén, vién nang, hodc dang tuong tu, thi
t6t hon 1a duoc pham nay chta tr 0,1mg dén 10g phdi tu; tir 0,5mg dén 5g phoi to; tir 1mg
dén 1g phdi tir; tir 2mg dén 750mg phdi ti; tir Smg dén 500mg phdi tir; hodc tir 10mg dén

250mg phdi tur.

Céc duge pham c6 thé duoc cdp lidu lugng mdi ngay mot 1an hodc mdi ngay nhiéu lan
(viduy, 2,3, 4,5, hodc nhiéu 1an héng ngay). Theo cach khac, cac duoc phé&m 6 thé duoc cép
lidu luong thua hon mdi ngdy mot lan, vidy, 2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, hodc 14 ngay
mdt 14n, hodc mdi thang mot lan hodc vai thing mot lan. Theo mot s6 phuong 4n cla sang
ché, cac duoc phém 6 thé duoc dung cho bénh nhéan chi mot s6 it 1an, vi du, mot lan, hai lan,

ba lan, v.v.

Sang ché dé xudt phuong phap diéu tri bénh nhan c6 nhu cau biéu hién & muc diéu hoa
protein ¢6 hoat tinh tri liéu dugc ma hoa béi gen dich. Phuong phap nay bao gbm viée dung
cho bénh nhan duoc phéun chira phéi t0r d6i voi aptame, khi bénh nhan da tung duogc dung vét
truyén tai td hop chia gen dich, khi gen dich chia catxet diéu hoa gen theo sang ché ma tao
ra kha nang diéu hoa su biéu hién cua gen dich nho phdi tir ctia aptame nay thong qua viée
tiép can mot hoic nhiéu tin hiéu polyadenyl héa. Viéc dung phéi tir 1am ting mc do biéu

hién cua protein c6 tac dung di€u tri bénh.
Vit pham va kit

Sang ché con dé xuat céc kit hode vét pham dé dung trong céc phuong phdp dugc boc

16 trong ban mo ta ndy. Theo cach khia canh, céc kit ndy chira cdc ché phém theo sang ché (vi
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du, dbi voi cac ché pham dé phan phéi vt truyén chtra gen dich chta catxet diéu hoa gen)
trong bao gobi thich hop. Viéc bao goi thich hop cho cac ché phdm (nhu céc ché pham dé tiém
vao mét) dugc boc 16 trong ban mé ta nay 1a da biét trong linh vuc k¥ thuat nay, va bao gdm,
vi du, lo (nhu lo kin), binh, 611g thudc tiém, chai lo, hii, bao goi linh hoat (vi du, tai Mylar
hodc tii nhwa kin), va cac loai tuwong tu. Cdc vat pham nay ciing ¢6 thé dugc tiét tring

va/hoac day kin.

Sang ché con dé& xuat kit chira cac ché phdm theo sang ché va co thé con bao gom
huéng dén vé cac phuong phap str dung ché pham nay, nhu cach str dung dugc boc 10 trong
ban mo ta nay. Cac kit duge boc 10 trong ban mo ta nay co thé con bao gdm cac nguyén licu
khac duoe mong mudn dudi goc do thuong mai va goc do cia nguoi tiéu dung, bao gdm cac
dung dich dém khéc, cac chét pha loang, cac bo loc, kim, kim tiém, va gdi cai xen v6i hudng
din vé cach thuc hién viéc ding thude, bao gdm phuong phép bat ky trong sé cac phuong
phap duoc bde 10 trong ban mod ta nay ching han. Vi du, theo mot s6 phuong an, kit chira
rAAV dé biéu hién gen dich chtra catxet diéu hoa gen theo sang ché, chat mang duoc dung
thich hop dé tiém, va mot hodc nhiéu trong 36 dung dich dém, chét pha lodng, b loc, kim,
kim tiém, va goi cai xen c6 hudng dan thuc hién viéc tiém. Theo mot s6 phuong an, kit la

thich hop dé tiém ndi nhan, tiém bap, tiém tinh mach va cac loai tuong tu.

Céc thuét ngit “tinh tuong dong” va “tuong ddng” duoc dung trong ban mo ta niy dé
chi mtrc déng nhdt tinh theo phin tram gitta hai trinh tu polynucleotit hodc giita hai trinh tu
polypeptit. Su tuong tng gitta mot trinh tu so vai trinh tu khac ¢6 thé dugc xac dinh theo céc
k§ thuat da biét trong linh vuc k¥ thuat nay. Vi du, tinh tuong dong c6 thé duge xdc dinh
bang cach so sanh truc tiép hai phan tir polypeptit bang cach can thang trinh tw thong tin va
st dung cdc chuong trinh may tinh dé mua dugc. Hai polynucleotit hodc hai trinh tu
polypeptit la “hau nhu tuong ddng” véi nhau khi, sau khi dd dugc cén thing mot cach tdi uu
bang céc cai xen hodc xoa bé thich hop, it nhét 1a khoang 80%, it nhat 14 khoang 85%, it nhét
la khoang 90%, va it nhét 1a khoang 95% nucleotit hodc axit amin, lan luot, khop doc theo
chiéu dai da duoc xac dinh cua phan tir, nhu duge xac dinh bing cach ap dung cac phuong

phéap néu trén.

“Mtic do dong nhit vé trinh tu tinh theo phan tram” lién quan dén trinh tu polypeptit
hoiic axit nucleic tham chiéu duge dinh nghia la ty 1 phé”m tram cla céc gde axit amin hodc
céc nucleotit & trinh tu Gng vién ma la giéng hét céc gbc axit amin hodc cdc nucleotit ¢ trinh
tu polypeptit hodc axit nucleic tham chiéu, sau khi can thing cac trinh tu va dua cdc khoang

cach, néu can, vao dé dat dugc mic do dong nhat toi da vé trinh tu tinh theo phén tram. Viéc
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can thang nham cac muc dich xdc dinh muc do dong nhat vé trinh tw axit amin hodc axit
nucleic tinh theo phan tram c6 thé dat dugc theo cac cach ma ngudi ¢6 hicu biet trung binh
trong linh vuc k¥ thudt nay da biét, vi du, bang cach st dung phan mém may tinh ¢6 san cho

cong chung bao gom phan mém BLAST, BLAST-2, ALIGN hogc Megalign (DNASTAR).

Thuat ngt “polynucleotit” hodc “axit nucleic” dugc str dung trong ban moé ta nay dé chi
dang polyme cua cac nucleotit c¢o chidu dai bat ky, du 1a ribonucleotit hodc
deoxyribonucleotit. Do d6, thuat ngit nay bao g6m, nhung khong chi gi6i han 6, ADN hoic
ARN soi don, soi doi hodc da soi, ADN hé gen, ADN bd tro, cac thé lai ADN-ARN, hoac
polyme chtta cdc bazo purin va pyrimidin, hodc cac bazo nucleotit tw nhién, da duoc cai bién

vé mat hoa hoc hodc sinh hda, khong tu nhién, hodc da duoc tao dan xuat khac.

Cac thuat ngl “di tuong dong” hoidc “ngoai sinh™ ¢6 nghia la thu dugc ti thuce thé khac
i . o g o g é 0 v

biét vé kiéu di truyén so v&i phan con lai cta thue thé ma nd duoc so sanh hodc duge dua vao

hoiic duoc két hop vao. Vi duy, polynucleotit dugc dua theo cdc k§ thudt xtr 1y di truyén vao

loai té bao khac la polynucleotit di twong dong (va, khi duoc biéu hién, c6 thé ma hoa

polypeptit di twong dong). Tuong tu, trinh tu cta t€ bao (vi dy, gen hodc phan cta n6) ma

duge két hop vao vat truyén virut la trinh tw nucleotit di tuong dong xét theo vat truyén.

Puoc hiéu va ky vong rang cac bién di theo cdc nguyén ly cia sang ché duge boc 10
trong ban mo ta nay co thé duoc tao ra boi ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥
thuat nay va du dinh ring céc cai bién nay nim trong pham vi ctia sang ché. Cac vi du dudi
day minh hoa k¥ hon sang ché, nhung khong nén duoc hiéu 1a giéi han pham vi cta sang ché
theo bit ky cach nao. TAt ca céc tai liéu da duoc vién dan dén trong ban mé ta nay duge dua

hoan toan vao day bang cach vién dan.

Vi dy thwe hién sdng ché

Vi du 1. Pidu hoa su biéu hién cta gen dich bang cach diu bién gian tiép qua aptame
kha nang tiép can yéu t6 tin higu polyA 1a AATAAA

Quy trinh thtr nghiém:

Céc cdu trac plasmit: gen EGFP & vat truyén pEGFP-C1 (do Clontech cung cép) duoc
thé bang cua trinh tw ma hoa gen luxiferaza ctia con dom dém dé tao ra vat truyén pFLuc-
SV40 ma chira trinh tu tin hiéu polyadenyl héa sém SV40. Mot phan doan ADN chtra cdc

trinh tu cho aptame xpt-guanin, cau tric vong than tdc dong va cac trinh tur polyA sém SV40

duoc tong hop (IDT). Cac phan doan ADN téng hop duoc duge tidu bing cic enzym cit gidi

-2



42061

han Hpal va Mlul va dugc tdch dong vao pFLuc-SV40 duge ticu bang Hpal va Mlul. cac

trinh tu cdu tric dugc xdc nhan bang céach giai trinh tu ADN (do Genewiz cung cép).

Chuyén nhiém va xtr Iy phéi tir aptame: 3,5 x10* té bao HEK 293 duoc cdy vao dia day
bang loai 96 16 vao ngay trude khi chuyén nhiém. ADN plasmit (500ng) dugc bd sung vao
dng nghiém hoic dia day chit U loai 96 15. Mot cach riéng &, chit phan tng TransIT-293 (do
Mirus cung cap; 1,4ul) duge bd sung vao 50ul méi truomg opti-mem [ (do Life Technologies
cung cdp), va duoc dé yén trong thoi gian 5 phut ¢ nhiét do trong phong (“RT”). Sau do, 50ul
chét phan ung chuyén nhiém da pha loang duoc bd sung vao ADN, duogc tron, va i ¢ nhiét do
trong phong trong thoi gian 20 phut. Cudi cting, 7pl dung dich nay duoc bd sung vao 16 chia
té bao trong dia loai 96 13. Bbn gior sau khi chuyén nhiém, moi trudong duge hit ra, va moi
truong moi dugce b6 sung vao véi (i) DMSO (0,5%) hogdc 500pM guanosin; hogc (i) NaOH
(2mM) lam dung moi d6i chung hodc 500uM guanin. Mire do cam Ung xodn cudn duge thé
hién ¢ dang thuong s6 cua hoat tinh cua luxiferaza thu duoc khi ¢6 phéi tor aptame chia cho

tri s0 thu dugc khi khong co6 phoi tir aptame.

Tht nghiém luxiferaza cta con dom dom dbi véi cac té bao da duoc nudi céy: Hai
muoi tu gi0 sau khi thay ddi moi truong, cic dia duoc lay ra khoi ti 1, va duge can bing dén
nhiét do trong phong trong thoi gian vai phut trén ban thi nghiém, sau do dugc hut ra. Dung
dich dém tiéu Glo (do Promega cung cép, 100ul, & nhiét do trong phong) dugc b sung vio,
va céc dia nay cho phép dé lai & nhiét do trong phong trong thoi gian it nhit [a 5 phat. Sau do,
dung luong ctia 16 duoc tron bing 50ul nghién tan nho, va moi mau 20pl duge trdn voi 20pl
chét phan ting Glo nhe (do Promega cung cdp) ma da duoc pha lodng dén 10% trong dung
dich dém tiéu glo. 96 16 duoc dé cach nhau trén dia trflng duc loai 384 15. Sau 5 phit i 6 nhiét
do trong phong, mic do phat quang duogc do bang cach sir dung mdy Tecan vdi thoi gian doc
500 phan nghin gidy. Hoat tinh cta luxiferaza dugc thé hién & dang don vi sang tuong d6i

trung binh (RLU)+S.D.

Chuyén nhiém va do huynh quang GFP: 3,5 x10"4 té bao HEK 293 duoc cdy vio dia
day bang loai 96 16 ngay trudce khi chuyén nhiém. ADN plasmit (500ng) dugc bd sung vao
6ng nghiém hodc dia ddy chit U loai 96 156. Mot cach riéng r&, chit phan ting TransIT-293 (do
Mirus cung cép; 1,4ul) duge bd sung vao 50ul moi truomg opti-mem I (do Life Technologies
cung cép), va duoc dé yén trong thoi gian 5 phit ¢ nhiét do trong phong. Sau dé, S0ul chét
phan g chuyén nhiém da pha loang duoc bd sung vao ADN, dugc tron, va i & nhiét do
trong phong trong thoi gian 20 phut. Cudi cuing, 7pl dung dich nay duoc bd sung vao 16 chira

té bao trong dia loai 96 15. Cuong do huynh quang ctia GFP duoc do bang dau doc dia Tecan,
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bang cach st dung budce song kich thich 484nm, bude séng phat xa 510nm va chiéu rong dai
kich thich 5nm. Cudng do huynh quang ctia GFP duoc thé hién ¢ dang tri s6 duoc tao ra boi

cac cAu truc GFP bi trir di tri sO duoc tao ra bai cac té bao khong chuyen nhiém.
Két qua:

Pudi da duoc polyadenyl hoa & dau 3' ctia ARN thong tin ¢6 vai tro quan trong o tinh
on dinh ctia ARN thong tin, xudt nhan va hiéu qua dich nghia. Pé didu hoa quy trinh
polyadenyl héa tidn-ARN thong tin va bang cach dé didu hoa su biéu hién cta gen dich, céc
chién luoc ma diéu bién su tiép can dugc cac yéu t6 trinh tu polyadenyl hoa AATAAA (hoac

céc bién thé gan cta no) hoic yéu t6 trinh tu sau (DSE) giau T hoac GT duoc phat trién.

Theo mdt chién luoc (chién luoc 1), nhu duge minh hoa trén cac hinh la va 1b, clu tric
vong than (vong than tac dong), trong do yéu t6 trinh tu tin hiéu polyadenyl hoa AATAAA
duoc gin vao than cla cAu tric tao nén vong than (vong than tic dong). Déu tan clng 3' ctia
aptame dugc lién két véi ddu tan cung 5' cia cdu trac tao vong than nay, boi nhanh thin
chung ma chtra trinh tu b tro cho mot phﬁn ctia nhanh than aptame 5' va bd tro cho mot phﬁn
cta nhanh than 3' ctia vong than tac dong (vi dy, xem cac hinh 1a va 1b). O céu hinh nay, khi
khong ¢ phdi tir aptame, céu tric vong than cang hoa yéu t6 AATAAA, nho do chidn qua
trinh polyadenyl hoa va su biéu hién gen. Tuy nhién, khi c6 phéi tir aptame, viéc lién két
aptame/phéi tur binding khién hinh thanh than aptame P1, nho d6 pha v& cdu tric vong than,
ma dan dén muc do giai phong yéu t& AATAAA khoi bi cang hoa va su bidu hién gen tiép
theo. Do dé, cdu hinh niy cla cac yéu t6 di truyén tao nén cong téc ribo bat dap tmg phéi ta

aptame.

Chién lugc nay duoc thir nghiém bang cach st dung aptame xpt-guanin véi trinh ty
polyA sém SV40, trong do trinh tu trude ctia yéu t6 AATAAA &3’ UTR ctia SV40 dugc thé
hién la khong thé thiéu duge d6i vé6i qué trinh polyadenyl hoa. Bang cach ap dung chién luoc
nay, 4 cAu tric, ATA Gua 1 dén 4 (SEQ ID NO: 1 dén 4), duoc tao ra mdi cau tric ¢6 cung
mdt trinh tu aptame xpt-guanin duge lién két v6i du tan cung S' ctia cdu tric vong than va
yéu to trinh tw AATAAA dugce gén vao than clia cdu trac vong than. cdc tic gia séng ché giai
thich rang chiéu dai va thanh phan trinh tu d6i véi than cta cdu trie vong than co thé tac
dong dén tinh 4n dinh cta ciu tric vong than, do dé mutrc do phé bién cta yéu to AATAAA
da bi cang hoa dé biéu hién gen. Do dé, cdc than lan luot gdm 9, 10, 12 va 14 cap bazo (bp) ¢
tng cAu trac duge tao ra. Than aptame P1 1a 8bp. Nhu duoc thé hién trén hinh 1c, khi khong

¢6 phdi tir aptame guanosin, hoat tinh ctia luxiferaza la gan nhu tuong tu tor tat ca cdc cau truc,
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va thip hon cau tric doi chimg pFLuc-SV40 (dit liéu khong duoc thé hién), bicu thi yéu to
AATAAA bi cang hoa boi cau tric vong than. Sau khi xtr Iy bing guanosin, tung cau truc thé
hién hoat tinh ctia luxiferaza cao hon so voi cac mau da duge xur ly bang DMSO (d6i chung),

voi ATA Gua_1 tao ra mic cam Ung 6,7 lan.

Céc cu tric nay duge thir nghiém tiép bang cach st dung guanin lam phéi tir aptame.
Nhu duoc thé hién trén hinh 1d, khi khong c6 xtr 1y bing guanin, mic biéu hién gbc cha cau
tric ATA_ Gua_1 dén 4 bi gidm, trong d6 ATA_Gua_4 c6 muc biéu hién gbc thap nhat (16%
ctia vat truyén déi ching pFLuc). Sau khi duge xir ly bang guanin, muc biéu hién luxiferaza
duoc tang so v6i cac mau khong c6 guanin, tao ra muc cam Umg khoang 2.5 1an dbi voi tét ca

cac céu truc.

Céc cAu tric cong tic ribo nay (chién luge 1) con dugce st dung dé didu hoa su biéu
hién GFP. Céc cdu tric ATA Gua 2 va 4, ma co muc biéu hién gbe tuong d6i thap hon &
gen luxiferaza (cac hinh lc, 1d), duge st dung dé tao ra cac cdu trac pEGFP_ATA_Gua_2 va
4. Nhu duoc thé hién trén hinh le, khi khong ¢6 xtr ly bang guanin, mutc do biéu hién GFP bi
giam khi duoc so voi cdu tric pEGFP-C1. Viée xur ly bing guanin khién tang muc do biéu
hién GFP 1,5 va 1,6 lan (1an luot dbi v&i cac chu trac ATA Gua 2 va ATA Gua_4). Tuy
nhién, ciu trac dbi chimg khong c6 hién tuong tang mirc do biéu hién GFP dap lai xu 1y béng

guanin.

Dit liéu nay cho thay ring cong tdc ribo bat ctia dong vat ¢6 vi dap ing phdi tir c6 téc
dung didu hoa su biéu hién cua gen dich béng cach diéu bién muc do tiép can duoc yéu td
trinh tu tin hiéu polyadenyl hoa & cAu trac vong than thong qua aptame lién ké&. Mtrc do cam
tmg gip nép c6 thé duoc cai thién bang cach lam gidm muc do biéu hién gbc va lam ting
muc do biéu hién gen dich cam tng cla ciu trac thong qua viée t61 uu hoa chiéu dai va trinh
tw cua than aptame P1 va than ¢ cAu trac vong than tac dong. O céu hinh dugc thir nghiém
nay cua cac yéu tb di truyén, aptame guanin va trinh tu polyA sém SV40 duoc sir dung. cac
chién lugc tuong tu co thé duoc ap dung dé tao ra céc cong tac ribo béng cach su dung cac
aptame khac nhau trong viéc didu bién cac trinh tu polyA khac nhau ké ca céc trinh tu polyA

tong hop.

Vi du 2. Piéu bién su biéu hién cta gen dich bang polyadenyl hoa gian tiép qua

aptame/phéi tir thong qua kha ning tiép can yéu t6 trinh tu sau.
Céc quy trinh thtr nghiém: nhu duoc boe 16 trong Vidu 1.

Két qua:
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Chién luoc khac (chién luge 2) duoc phat trién dé diéu bién qua trinh polyadenyl hoa
thong qua diéu bién muc do tiép can yéu t6 trinh tu sau giau T hodc GT (DSE). Theo chién
lugc nay, nhu duge minh hoa trén Hinh 2a, cAu triic vong than dugc tao ra, trong do trinh tu
DSE duoc gén vao than cla cdu trac vong than. Trinh tu aptame duoc lién két voi dau tan
cung 3' cua cAu trac vong than nay, tiép theo 1a trinh tu bd tro ctia nhanh 3’ cla cdu tric vong
than. O cdu hinh nay, khi khong c6 phdi tir aptame, cdu tric vong than cang héa trinh tu DSE,
Gic ché qua trinh polyadenyl hoa va bang cach do chin sy biéu hién gen. Tuy nhién, khi ¢6
phdi tir aptame, viée lién két aptame/phdi tir khién hinh thanh than aptame P1, pha v& céu
tric vong than tic dong va gidi phong trinh tw DSE khoi bi cang hoa, va cho phép biéu hién
gen. Do do, tuong tu nhu chién luoc thé hién & Vi du 1, cdu hinh nay cua cac yéu to di truyeén

tao ra cong tic ribo bat dap ung phdi tir aptame.

Chién luoc nay duoc thir nghiém bang cach sir dung aptame xpt-guanin véi trinh tu
polyA sém SV40, trong d6 trinh ty DSE, cung voi yéu to6 AATAAA & 3" UTR clia SV40,
duoc thé hién 1a chiu trach nhiém vé viéc polyadenyl hoa tién-ARN thong tin. Bing cach ap
dung chién luoc nay, 4 cAu truc, DSE Gua 1 dén 4 (SEQ ID NO: 5 dén 8), duoc tao ra mdi
cdu tric ¢o cung mot trinh ty aptame xpt-guanin dugce lién két voi diu tan cing 3’ cla ciu
tric vong thén trong dé trinh tuw DSE gén vao than cua cAu tric vong than. Cdc tac gia sang
ché giai thich rang chiéu dai va thanh phan trinh tu dbi v6i than ctia cdu tric vong than c6 thé
tac dong dén tinh 6n dinh cta ciu tric vong than, do do dén muc do san co cua trinh tw DSE
da duoc cang hoa dé biéu hién gen. Do do, cac than 9, 10, 12 va 14 cgdp bazo (bp) lan luot
duoc tao ra & ting cAu tric trong s6 cac cdu tric nay. Than aptame P1 ¢& 8bp hodc 9bp duge
st dung ¢ cac cdu trac nay. Nhu duoc thé hién trén hinh 2b, khi khong c6 phdi tur aptame
guanosin, hoat tinh cua luxiferaza la gan nhu tuong tw tr cac cdu trac DSE_Gua 1 dén 3,
trong d6 DSE Gua 4 la thdp nhét, thap hon cAu trac dbi ching pFLuc-SV40 (dir liéu khong
duoc thé hién), biéu thi réng yéu td DSE duoc cang hda boi clu trac vong than khi khong co
aptame phéi tir. Trong khi do, sau khi xu 1y bing guanosin, modi chu tric thé hién hoat tinh
luxiferaza cao hon so v&i cdc mau da duoc xt Iy bang DMSO, trong d6 DSE_Gua 2, ching

han, gdy cam ung 3,7 lan.

Céac cAu trac nay con duge ther nghiém bang cach str dung guanin lam phéi tir aptame.
Nhu dugc thé hién trén hinh 2c, khi khong c6 xur ly béng guanin, hoat tinh cta luxiferaza bi
giam dén khoidng 68% dbi vé6i cdu truc DSE Gua 1 dén 3, va 80% dobi voi ciu trac
DSE Gua 4, khi so véi cAu trac dbi chimg pFLuc. Khi ¢6 guanin, mic do biéu hién

luxiferaza duoc lam tang khoang 2,4 lan doi véi tat ca cic cau tric khi duoc so sanh v&i cac
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mau khong xu 1y bang guanin. Cam g glp nép o thé duoc cai thién hon nita bang cach
lam giam murc do bidu hién gbe va lam tang muc do biéu hién gen duge cam tng cla cdu truc
thong qua viée t6i uu héa chidu dai va trinh tw cta than trong cau tric vong than, cling nhu
ddi voi than aptame P1. Céc dit liéu nay con thé hién su tao ra cong tac ribo bat ctua dong vat
¢6 va dap tmg phdi tir aptame ma didu hoa su biéu hién gen thong qua viéc diéu bién mirc do
tiép can duoc yéu t6 trinh tu polyadenyl héa thong qua aptame. O chu hinh duoc tht nghiém
nay cla cac yéu t6 di truyén, aptame guanin va trinh tu polyA sém SV40 duge st dung. Cac
chién luge twong tu c6 thé duoc ap dung dé tao ra cic cong tac ribo chira cac aptame khdc

nhau trong viéc diéu bién cac trinh tu polyA khac nhau, ké ca cac trinh tu polyA tong hop.

Vi du 3. Str dung guanin aptame dé diéu bién muc do ticp can duoc cua cac yéu to trinh

tu polyA téng hop & 3°UTR
Quy trinh thtr nghiém:

Dung ciu tric plasmit: cdc phan doan ADN chira cc trinh tu cho polyA tong hop (SPA)
(Levitt, N. et al., Definition of an efficient synthetic poly(4) site, Genes & Development. 1989;
3:1019-1025, duoc dua vao day bang cach vién dan), hodc SPA tir pGLuc-Basic 2 (NEB),
trong ban mo ta nay duoc goi 1a mtSPA, hoac aptame xpt-guanin, cdu truc vong than va céc
trinh tu polyA tong hop, duge tong hop (IDT). Cac phan doan ADN tdng hop dugc duoc tiéu
bang cac enzym cit gii han Xhol va Nhel va duoc tich dong vao cdu trac Con8 da dugc tiéu
bing Xhol va Xbal dé tao ra Con8-SPA (SEQ ID NO: 9), SPA_ATA_Gua (SEQ ID NO: 10),
SPA_DSE Gua (SEQ ID NO: 11), mtCon8-SPA (SEQ ID NO: 12) va mtSPA_ATA_Gua
(SEQ ID NO: 13). Céc trinh tu cAu tric duoc xdc nhén bang cach gidi trinh tw ADN (do

Genewiz cung cap).

Chuyén nhiém, xur 1y phoi t&r aptame va thir nghiém luxiferaza doi véi cac t& bao nudi

céy: nhu duoc boc 10 trong Vi du 1.
Két qua:

Viéce diéu hoa su biéu hién ctia gen dich thong qua viéc didu bién kha nang tiép can cta
trinh tu polyA SV40 thong qua aptame dugc thé hién & Vi du 1 va Vi du 2. Qué trinh
polyadenyl hoa duoc diéu bién boi aptame, ciing duoc thi nghiém bang cach st dung trinh tu
polyA t6ng hop (SPA). Bang cach 4p dung cung mot chién luge nhu duogc thé hién 6 Vidy 1,
cdu tric SPA. ATA Gua dugc tao ra voi trinh ty aptame xpt-guanin dugc lién két véi dau tan
cung 5' cua cAu truc vong than va yéu 6 trinh tw AATAAA cua trinh tu polyA tdng hop duoc

gfn vao than ctia cau truc vong than. Cau tric SPA_DSE_Gua ciing duoc tao ra bang cach ap
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dung cung cach thic d6 nhu duoc thé hién & Vi du 2. Nhu duoc thé hién trén hinh 3, khi
khong céd xtr ly bing gguanine thi viéc lién két ciu tric vong than va aptame xpt-guanin
khong lam giam hoat tinh cua luxiferaza ¢ cu traic SPA_ ATA Gua, 4m chi sy cang hoa
khong hi¢u qua & vong than cua yéu t6 trinh tw AATAAA cua trinh tu polyA tong hop. Pé
nhim dén van dé nay, trinh tu SPA khac (mtSPA) duoc sir dung, ma c6 khac biét 2nt, nhung
thé hién tinh chic ning twong tu khi dugc so sanh voi Con8-SPA. Pé cung cb than, 2 cip
bazo GC duge bd sung vao thin, cung voi 7nt cua trinh tu polyA va trinh tu bd tro cua no,
than 9bp dugc tao ra. Voi cdu trac mtSPA_ATA_Gua nay, muc biéu hién gbc ctia hoat tinh
cta luxiferaza bi giam khi duge so sanh v6i mtCon8-SPA khi khong c6 xu ly bing guanin.
Trong khi d6, khi c6 xtr ly bang guanin, hoat tinh cta luxiferaza dugc didu tiét tang nhe dén
1,7 14n khi duoc so sanh véi cdec mau khong xu 1y bang guanin. Vi ciu tric SPA_DSE Gua,
aptame xpt-guanin trinh tu dugc lién két voi dau tan cing 3' cua cdu tric vong than with trinh
tu DSE duoc gan vao than cua céu truc vong than. Nhu duge thé hién trén hinh 3, xr 1y bing
guanin duge diéu tiét tang hoat tinh cua luxiferaza cua cAu tric SPA DSE Gua dén 1,9 lan
khi duoc so sanh v&i cac mau khong xtr 1y bing guanin. Céc két qua nay thé hién kha nang
didu hoa mtc do biéu hién cua gen dich béng cach didu bién muc do tiép can cac yéu td trinh

tu polyA.

Vi du 4. Diéu bién trinh tu cua vong cia cau triic vong than dé nang cao kha néng di€u

hoa clia cdng tic ribo trén co so polyA
Quy trinh thr nghiém: nhu duoc boc 16 trong Vi du 1.
Két qua:

Vi tht ca cac cau truc ma cd aptame va cc cau truc vong than duoc lién két véi céac
trinh tu polyA & cac Vi du 1 va 2, mice biéu hién gbc cta luxiferaza bi giam dén 20% dén

45% so v&i vat truyén doi chimg. Méc du mtre do biéu hién ctia gen dich dugc cam tUng t01 da

r r
A A

dat 80% cdu truc d6i ching, mic do biéu hién gbe khién mirc d6 cam tng gap nép thdp hon.
DPé lam giam murc bidu hién gdc, cac cdu triuc vong than co thé duogc tang cuong hodc dugc
lam 6n dinh dé cang hoa hodc phong bé mot cach hidu qua céc yéu t6 trinh ty AATAAA hodc
DSE khi khong co lién két voi aptame/phéi t. Dé tang cudong muc do 6n dinh cta cdu tric
vong than, tac dong cua thanh phan trinh tu ctia vong cla cAu truc vong than dén mic biéu
hién gbe ctia gen luxiferaza dugce thir. Trinh tw GAAA cua vong & ATA_Gua_1 duoc thay thé
bang trinh tu cta vong én dinh hon TTCG (V.P. Antao, S. Y. Lai and I. Tinoco, 4
thermodynamic study of unusually stable RNA and DNA hairpins. Nucleic Acids Research.
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1991; 19(21):5901-5905), tao ra ciu tric Stbl ATA Gua_1 (SEQ ID NO: 14). Nhu duoc thé
hién trén hinh 4, so v6i ATA Gua_1, Stbl ATA Gua_l biéu hién hoat tinh cta luxiferaza
thdp hon khi khong c6 xtr Iy bang guanin, am chi muc do cang hoa t6t hon tin hiéu AATAAA.
Trong khi d6, khi cé xur ly bang guanin, hoat tinh cua luxiferaza da dugc cam Ung cho
Stbl ATA Gua 1 la tuong tu nhu ATA_Gua_1, do do tao ra s6 lan cam tmg cao hon. Tréi
lai, cAu trac chira vong GAAT, gaat ATA Gua_1 (SEQ ID NO: 15), biéu hién mirc do
luxiferaza gbc cao hon ATA Gua 1 hogc stbl_ ATA_Gua_l, tao ra mirc d cam tng thip hon
mdt chit so v6i hai cdu tric nay. Céc két qua nay cho thdy rang c6 thé dat duoc su diéu hoa

oen dich nghiém ngat hon thong qua viée cai bién cau tric vong than.

Vi du 5. Piéu bién dong thoi muc do tiép cdn ca AATAAA va DSE cua trinh tu polyA
o 3"UTR.

Quy trinh thtr nghiém:

Trinh tu chta cac cong tic ATA Gua 1 va DSE_Gua_1 duoc tong hop va tach dong
vao vat truyén pFLuc da duoc tiéu bang Hpal va Mlul dé tao ra cdu traic ATA DSE Gua
(SEQ ID NO: 16).

Chuyén nhiém va thtr nghiém luxiferaza doi véi cac t€ bao nudi cdy: nhu duge boc 10

trong Vidu 1.
Két qua:

Chién luoc thi ba dé diéu hoa su biéu hién cta gen dich (chién lugce 3), nhu duge minh
hoa trén Hinh 5a, dugc phat trién béng cach két hop chién luoce 1 va chién lugc 2 bé'mg cach
d¢ dong thoi diéu bién mic do tiép can ca hai trinh tw AATAAA va DSE. O céu hinh nay,
khi khong c6 phdi tir aptame, ca hai trinh tw AATAAA va DSE duoc cang héa béang cu tric
vong than, do dé su biéu hién gen bi chin. Tung cdu trac vong than duoc lién két v6i trinh tu
aptame ma co thé dép ung v6i cing mot phén tir phdi tir hodc cac phan tu phéi tir khac nhau.
Viée phong bé d6ng thoi ca hai trinh tu polyA thiét yéu c6 thé lam giam mic do gbe cta su
biéu hién gen khi khong c6 phéi tir. Khi ¢6 phdi tir aptame, sy lién két aptame/phdi tir tao
diéu kién thudn loi cho su hinh thanh cta than aptame P1, pha v& céc cAu trac vong than va
giai phong ca hai trinh tw AATAAA va DSE khoi bi cang hoa. 0 céu hinh nay, gen c6 thé
biéu hién mot cach hiéu qua chi khi phdi tir cho ca hai aptame nay déu c6 mat, ¢6 tiém nang

cho phép dicu hoa nghiém ngat hon sy biéu hién cta gen dich.
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Thuc vay, nhu duoc thé hién trén hinh Sb, khi khong c6 xt 1y bing guanin, viéc cang
héa ca hai trinh tv AATAAA va DSE thong qua cac cAu truc vong than (ATA _DSE Gua)
lam giam tiép mic do bidu hién luxiferaza dén 20% céu tric dbi chimg pFLuc, trong khi
ATA Gua 1 vaDSE Gua_ 1 bi giam 1An luot 45% va 35%. Khi c6 xur Iy bang guanin, hoat
tinh cua luxiferaza duoc khoi phuc khoang 2,1 lan & mau ATA_DSE_Gua khi dugc so sanh

v6i cac mau khong duoe xtr 1y, biéu thi sy diéu hoa gen nghiém ngét hon.

Vi du 6. St dung két hop cong tic ribo trén co s polyA va cong téc ribo thir hai dé

nang cao kha nang di¢u hoa gen dich
Quy trinh thu nghiém:

Catxet cOng tic ribo G15 (xem cic vi du 5 va 8 va SEQ ID NO: 46 cua
W02016/126747, duoc dua vao ddy bang cich vién din) hodc catxet d6i chung khong co
aptame dugc tach dong vao pFLuc dé tao ra pFLuc-G15 hoic pFLuc-Conl, bang cach ap
dung chién luge tich dong Golden Gate. Pé tao ra cdu tric pFLuc-G15 ATA Gua, phén
doan chtra aptame guanin, cdc trinh tu cua cAu tric vong than va SV40 polyA duoc giai
phong khoi chu tric ATA Gua 1 nho tiéu bang Hpal va Mlul va duge tich dong vao céu tric

pFLuc-G15 da dugce tiéu bang cung cac enzym cat gidi han do.

Chuyén nhiém va thir nghiém luxiferaza cta cic t¢ bao nudi cay: nhu duge boc 1 trong

Vidu 1.
Két qua:

Céc cAu tric biéu hién chira cac cong tic ribo ATA_Gua va DSE_Gua c6 murc do bicu
hién gbc cua gen dich. Viéc str dung két hop cdc cong tac nay voi cong tdc thir hai ndi tiép co

thé siét chit sy biéu hién gdc va nho d6 nang cao kha nang dieu hoa gen.

Pé thé hién diéu nay, cong tic ribo G15 dugc két hop v6i cong tic ribo trén co so
polyA. Cong thc ribo G15 1a dua trén co s& cach ghép ndi luan phién dugc diéu bién boi
aptame xpt-guanin va c6 muc biéu hién gbe, ma lam giam mic do cam (mg glp nép dap lai
viée xtr Iy bing guanin phéi tir aptame. Pé lam giam muac do biéu hién gbc so voi cau tric
pFLuc-G15, trinh tu polyA duogc thay thé bang ATA Gua I, tao ra céu trac pFLuc-G15-
ATA_Gua (hinh 6a). Nhu duoc thé hién trén hinh 6b, khi khong ¢6 phdi tir aptame (guanin),
muc bidu hién g cua luxiferaza ctia pFLuc-G15 giam déng ké khi duge so sanh véi cau tric
d6i chimg pFLuc-Conl. pFLuc-G15-ATA_Gua, chu tric v6i cong tac kép, lam giam tiép
murc biéu hién gbe khi duge so sdnh v6i pFLuc-G15. Khi ¢6 xtr ly bang guanin, muc do hoat

tinh cua luxiferaza duoc cam tng thap hon mot chat so véi pFLuc-G15, nhung gidng nhu
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hoat tinh cta luxiferaza dugc cam tng tur cau tric ATA Gua 1, tao ra mirc do cam ung gap

nép cao hon so véi ca cdu tric ATA Gua_1 va céu tric pFLuc-G15 (hinh 6b).

Cac két qua nay thé hién rangcong tac nghiém ngat hon cé thé duogc tao ra bang cach
két hop ndi tiép hai cong tdc ma cd mirc biéu hién goc cao hon. Cac aptame & cong tac kép
nay co thé la cac aptame giong nhau hodc khac nhau ma lién két véi cac phoi tir gidng nhau

hodc khac nhau nhu dugc thé hién & ddy, hoac cac aptame dép ung véi cac phoi tir khac nhau.

Vi du 7. St dung aptame adenin dé diéu bién muc do ticp can yéu to trinh tu polyA

AATAAA 6 3'UTR
Quy trinh thuo nghiém:

Dung cdu tric plasmit: phan doan ADN chia céc trinh tu cho aptame adenin ydhl-A (M.
Mandal and R.R. Breaker, Adenine riboswitches and gene activation by disruption of a
franscription terminator. Nature Structural & Molecular Biology. 2004; 11: 29-35, dugc dua
vao ddy bang cach vién dan), cau tric vong than va cic trinh tu polyA sém SV40 dugc tong
hop (IDT). Céc phan doan ADN tong hop duoc duge tidu bing cac enzym cét giéi han Hpal
va Mlul va da duoc tach dong vao pFLuc-SV40 da duoc tiéu béng Hpal va Mlul. Céc trinh tu

cau truc dugce xac nhén bang cach giai trinh tw ADN (do Genewiz cung cap).

Chuyén nhiém va thir nghiém luxiferaza cua cac t¢ bao nudi cay: nhu duge boc 19 trong

Vidu l.

Bon gio sau khi chuyén nhiém, moi truong duge hit ra, va moi truong méi vé1 NaOH
(ImM) hodc 1mM adenin (do Calbiochem cung cap) duoc bo sung vao. Mirc do cam tmg
xodn cudn duoc thé hién & dang thuong so cua hoat tinh cua luxiferaza thu duoc khi c6 phoi

tr aptame chia cho tri s& thu duoc khi khong ¢6 phodi tir aptame.
Két qua:

Viéc str dung céc cap aptame/phdi tir bd sung dé kiém so4t su biéu hién cta gen dich
duogc nghién ctru. Theo cung mot chién luge nhu duoge thé hién & Vi du 1, cdu tric vong than
(SL) (vong TTCG én dinh) duoc cai xen vao, trong dé yéu to trinh twr AATAAA duge gfn
vao than 9bp cua cAu truc SL. Vao dau tan cung 5' cua cdu tric SL nay, trinh tu bd tro cua
nhanh 5' cta cdu trac SL, tiép theo 1a trinh tuw ydhl-A aptame adenin dugc cai xen vao & 3'
UTR, tao ra cdu tric ATA_Ydhl (SEQ ID NO: 17). O cdu tric nay, chiéu dai cta than ydhl
aptame P1 1a 10 cap bazo. Nhu duoc thé hién trén hinh 7, khi khong co xu ly béing adenin,

cau truc ATA ydhl biéu hién murc luxiferaza giam, khoang 52% cau tric pFLuc doi ching,
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¢6 18 thong qua viée phong tda tiép can yéu to trinh tu AATAAA. Khi ¢6 adenin, mirc do
biéu hién luxiferaza duoc ning cao khi duge so sanh voi céc mau khong duoc xir Iy bang
adenin, dén khoang 82% céu tric pFLuc d6i ching khi ¢6 xtr Iy bang adenin. Viéc xut 1y bang
adenin lam tang hoat tinh cua luxiferaza 2,5 lan & céu trac dbi chung thong qua co ché khéng
lién quan dén aptame. Tuy nhién, cu trac ATA ydhl lam ting 4,0 lan muc do biéu hién

luxiferaza, biéu thi tdc dung dic hiéu doi voi adenin/aptame.
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YEU CAU BAO HOQ

Catxet polynucleotit dé diéu hoa su biéu hién cua gen dich chira it nhét mot cong tac ribo,
trong d6 cong tdc ribo chtra vong than tdc dong va aptame, trong dé than tic dong chira
trinh tu polyadenyl hoa, trong d6 aptame va vong than tic dong duoc lién két boi nhanh
than chung theo cach khac chtra trinh tu ma bd trg cho nhanh khong chung cua thin
aptame nay va cho nhanh khong chung cta vong than tic dong, trong d6 muc do biéu
hién gen dich tang khi c6 phdi tir ma lién két aptame, va trong d6 trinh ty polyadenyl hoa

chua tin hiéu polyadenyl hoa chita AATAAA hodc ATTAA, hoac yéu t6 sau.
Catxet polynucleotit theo diém 1, trong d6 aptame lién két v6i phdi tir phan tir nho.

Catxet polynucleotit theo diem 1, trong d6 phan cua nhanh than chung theo cach khac
ma bd tro cho trinh tu & than aptame va cho trinh tu & vong than tac dong gébm 4 dén 8

nucleotit, 5 dén 7 nucleotit, S nucleotit, hodc 6 nucleotit.

Catxet polynucleotit theo diém 1, trong dé than aptame gbm 6 dén 12 cap bazo, 7 dén 10

cap bazo, 8 cap bazo, hodc 9 cap bazo.

Catxet polynucleotit theo diém 1, trong d6 thin ctia vong than tic dong gbm 4 dén 24
cap bazo, 5 dén 20 cap bazo, 9 dén 14 cap bazo, 9 cép bazo, 10 cap bazo, 11 cdp bazo

hoac 12 cép bazo.

Catxet polynucleotit theo diém bat ky trong s cac diém tur 1 dén 5, trong d6 vong thin
tac dong nam o vi tri 3' cua aptame sao cho nhanh than chung theo cach khac chia toan
b6 hodc mot phan cua nhanh than aptame 3' va toan bo hodc mét phén cta nhanh 5' cia

than tac dong.

Catxet polynucleotit theo diém 6, trong d6 trinh tu polyadenyl hoa la tin hiéu polyadenyl

hoa AATAAA hodc ATTAAA.

Catxet polynucleotit theo dieém bat ky trong so cdc diém tir 1 dén 5, trong d6 vong than
tac dong nam & vi tri 5' clia aptame sao cho nhanh than chung theo cach khac chura toan
bd hodc mot phan cua nhdnh than aptame 5' va toan b hodc mot phan cua nhanh 3' cua

than tac dong.
Catxet polynucleotit theo diém 8. trong do6 trinh tu polyadenyl hoa la yéu t6 sau (DSE).

Catxet polynucleotit theo diém bat ky trong sb cac diém tir 1 dén 5 chira hai cong tic ribo,

trong d6 vong than tic dong cua cong tac ribo thi nhat chira toan bd hodc mot phan cua
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tin hiéu polyadenyl hoa AATAAA hodc ATTAAA va vong than tic dong cua cong téc

ribo thit hai chita toan bo hodc mot phan cuia yéu t6 sau (DSE).

Catxet polynucleotit theo diém 10, trong d6 mdi cong tic trong sb hai cong tac ribo chira

aptame ma lién két voi cung mot phoi tu.

. Catxet polynucleotit theo diém 10, trong d6 hai cong tic ribo chtra cdc aptame khic nhau

ma lién két véi cac phodi tu khac nhau.

. Phuong phép in vitro hogdc ex vivo nham diéu bién sy bicu hién cta gen dich bao gom

cac budc:

a. cai xen mot hodc nhiéu catxet polynucleotit theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1
dén 5 vao vang 3’ chua dugc dich ma cua gen dich,

b. dua gen dich chtra catxet polynucleotit vao té bao, va

c. cho té bao tiép can véi phdi tir ma lién két aptame voi lugng hitu hiéu dé lam tang

miutc do biéu hién cua gen dich.
Phuong phép theo diém 13, trong d6 phoi tir la phan tir nho.

Phuong phép theo diém 13, trong d6 vong than tac dong ndm ¢ vi tri 3" cua aptame sao
cho nhanh than chung theo cich khic chta toan bd hodc mdt phan cta nhanh thén

aptame 3' va toan bd hodc mdt phan clia nhanh 5' cua than tac dong.

Phuong phép theo diém 15, trong do trinh tu polyadenyl hoa la tin hi€u polyadenyl hoa
AATAAA hodc ATTAAA.

Phuong phap theo diém 13, trong d6 vong than tdc dong nam ¢ vi trf 5' ctia aptame sao
cho nhanh than chung theo cach khic chia toan bd hodc mot phan cta nhanh thén

aptame 5' va toan bo hodc mot phan ctia nhédnh 3' clia than tac dong.
Phuong phép theo diém 17, trong d¢ trinh tu polyadenyl hoa 1a yéu t6 sau (DSE).

Phuong phap theo diém 13 hodc diém 14, trong d6 hai cong tac ribo dugc cai xen vao 3'
UTR cta gen dich, trong d6 vong than tac dong clia cong tac ribo thir nhat chira toan bd
hodc mot phan ctia tin higu polyadenyl hoa AATAAA hodc ATTAAA va vong than tac
dong ctia cong tac ribo thir hai chira toan b hodc mot phén cua yéu to sau (DSE).

Phuong phép theo diém 19, trong do mdi cong tic ribo trong s6 hai cong tac ribo chira

aptame ma lién két véi cung mot phoi tu.

Phuong phép theo diém 19, trong d¢ hai cong tic ribo chta cac aptame khéc nhau ma
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lién két cac phoi tir khac nhau.

Phuong phép theo diém 19, trong d6 hai hodic nhiéu catxet polynucleotit chira cling mot

aptame.

Phuong phap theo diém bét ky trong s6 céc diém tur 13 dén 22, trong do6 gen dich chua

catxet polynucleotit dugc tich hop vao vat truyén dé biéu hién gen dich.

Phuong phép ctia theo diém bat ky trong s6 cac diem tir 13 dén 22, trong do6 gen dich con
chtra catxet diéu hoa gen ma diéu bién su bi¢u hién cua gen dich bang cach diéu hoa cach

ghép noi khac gidn tiep qua aptame.
Phuong phap theo diém 23, trong d6 vat truyén la vat truyén virut.

Phuong phép theo diém 25, trong do vat truyén virut duoc chon tir nhom bao gém vét

truyén adenovirut, vat truyén virut két hop adeno, va vat truyén lentivirut.

Vat truyén chia gen dich ma chtia catxet polynucleotit theo diém bit ky trong s6 céc

diém tir 1 dén 12.
Vit truyén theo diém 27, trong d6 vat truyén 1a vat truyén virut.

Vat truyén theo diém 28, trong d6 vat truyén virut dugc chon tr nhdm bao gom vat

truyén adenovirut, vat truyén virut két hop adeno, va vat truyén lentivirut.

Vit truyén theo diém 27, trong d6 gen dich con chira catxet diéu hoa gen ma dicu bién sy

biéu hién cua gen dich bang cach dicu hoa cach ghép noi khac gidn tiép qua aptame.

Téc nhan dé st dung trong viéc diéu tri ung thu, rdi loan mién dich, bénh chuyén hoa,
hién tuong tao mach mau ¢ mét, bénh thoai hoa diém vang thé kho, bénh dai théo duong
typ L, bénh dai thdo dudng typ II, hoi chimg chuyén hoa, r6i loan sinh truong hodc thiéu
hut hormon sinh truéng, chiing thiéu méau do bénh than man tinh, chiing thiéu méau do
loan san tuy, ching thiéu mau do héa tri ung thu, chimg xo nang, bénh va chay mau,
loan dudng co, ching thiéu mau ving bién, bénh thiéu mau hong céu hinh liém, bénh ua
chay mau A hodc bénh va chay mau B, trong d6 tdc nhan chua catxet polynycleotit theo
diém bt ky trong s cdc diém tur 1 dén 12, hodc vét truyén theo diém bét ky trong s céc

diém tr 27 dén 30.

Téac nhan dé st dung trong viéc diéu bien biéu hién gen dich, trong do6 tdc nhan chua
catxet polynycleotit theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 12, hodc vat truyén theo

diém bét ky trong s6 cac diém tur 27 dén 30.
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Thude chua catxet polynucleotit theo diém bét ky trong sb céc diém 1 dén 12, hodc vat

truyén theo diém bat ky trong sb cac diém 27 dén 30.

Duoc pham chira catxet polynucleotit theo diém bat ky trong s6 cac diém 1 dén 12, hoac

vat truyén theo diém bét ky trong so cac diém 27 dén 30 va chat mang duoc dung.
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<210> 1
<211> 332
<212> ADN
<213> Trinh tu nhéan tao
<220>
<223> Cau truc tdng hop
<400> 1
aaggccaaga agggcggaaa gatcgccgtg taagccatac cacatttgta gaggttttac
60
ttgctttaaa aaacctccca cacctccccece tgaacctgaa acataaaatg aatgcaattg
120
ttgttgttaa cttgtttatt gcagcttata atggttacaa ataaagcaat agcatcacaa
180
atttctaaag gtataatcgc gtggatatgg cacgcaagtt tctaccgggc accgtaaatg
240
tccgactacc tttatttcga aagaaataaa gcattttttt cactgcattc tagttgtggt
300
ttgtccaaac tcatcaatgt atcttaacgc gt
332
<210> 2
<211> 333
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao
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<220>
<223> Céau
<400> 2
aaggccaaga
60
ttgctttaaa
120
ttgttgttaa
180
atttcacata
240
tgtccgactg
300
tttgtccaaa
333

<210> 3
<211> 335
<212> ADN
<213>
<220>
<223> Chu
<400> 3
aaggccaaga
60
ttgctttaaa
120
ttgttgttaa
180
atttaataaa
240
ccgactcttt
300
ggtttgtcca
335

<210> 4
<211> 337
<212> ADN

truc tdng hop

agggcggaaa

aaacctccca

cttgtttatt

aagcataatc

ctttatttcg

ctcatcaatg

gatcgccgtg

cacctccccce

gcagcttata

gcgtggatat

aaagaaataa

tatcttaacg

Trinh tu nhédn tao

truc tdng hop

agggcggaaa

aaacctccca

cttgtttatt

gataatcgcg

atttgtgcga

aactcatcaa

gatcgccgtg

cacctccccc

gcagcttata

tggatatggc

aagcacaaat

tgtatcttaa

42061

taagccatac
tgaacctgaa
atggttacaa
ggcacgcaag
agcatttttt

cgt

taagccatac
tgaacctgaa
atggttacaa
acgcaagttt
aaagcatttt

cgcgt
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cacatttgta

acataaaatg

ataaagcaat

tttctaccgg

tcactgcatt

cacatttgta

acataaaatg

ataaagcaat

ctaccgggca

tttcactgca

gaggttttac

aatgcaattg

agcatcacaa

gcaccgtaaa

ctagttgtgg

gaggttttac

aatgcaattg

agcatcacaa

ccgtaaatgt

ttctagttgt



<213>
<220>
<223> Céu
<400> 4
aaggccaaga
60
ttgctttaaa
120
ttgttgttaa
180
attttaaagc
240
ccgacttgcect
300
gtggtttgtc
337

<210> 5
<211> 331
<212> ADN
<213>
<220>
<223> Céu
<400> 5
aaggccaaga
60
ttgctttaaa
120
ttgttgttaa
180
atttcacaaa
240
accataatcg
300
tttgtaaact
331

<210> 6

Trinh tu nhédn tao

truc tdng hop

agggcggaaa

aaacctccca

cttgtttatt

aataatcgcg

ttatttgtgc

caaactcatc

gatcgccgtyg

cacctccccc

gcagcttata

tggatatggc

gaaagcacaa

aatgtatctt

Trinh twyu nhan tao

truc tdng hop

agggcggaaa

aaacctccca

cttgtttatt

taaagcattt

cgtggatatg

catcaatgta

gatcgccgtg

cacctccccc

gcagcttata

ttttcactgc

gcacgcaagt

tcttaacgcecg

42061

taagccatac
tgaacctgaa
atggttacaa
acgcaagttt
ataaagcatt

aacgcgt

taagccatac
tgaacctgaa
atggttacaa
attctagttg

ttctaccggg
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cacatttgta

acataaaatg

ataaagcaat

ctaccgggca

tttttcactg

cacatttgta

acataaaatg

ataaagcaat

tggtttgtcc

caccgtaaat

gaggttttac

aatgcaattg

agcatcacaa

ccgtaaatgt

cattctagtt

gaggttttac

aatgcaattg

agcatcacaa

gaaaggacaa

gtccgactgg



<211> 332
<212> ADN
<213>
<220>
<223> Cé&u
<400> 6
aaggccaaga
60
ttgctttaaa
120
ttgttgttaa
180
atttcacaaa
240
accaataatc
300
ggtttgaaac
332

<210> 7
<211> 335
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 7
aaggccaaga
60
ttgctttaaa
120
ttgttgttaa
180
atttcacaaa
240
accacaataa
300
ttgtggttta
335

Trinh tu nhan tao

tric tdng hop

agggcggaaa

aaacctccca

cttgtttatt

taaagcattt

gcgtggatat

tcatcaatgt

agggcggaaa

aaacctccca

cttgtttatt

faaagcattt

tcgegtggat

aactcatcaa

gatcgccgtg

cacctccccc

gcagcttata

ttttcactgc

ggcacgcaag

atcttaacgc

Trinh tu nhan tao

cdu truc tdng hop

gatcgccgtg

cacctccccc

gcagcttata

ttttcactgc

atggcacgca

tgtatcttaa
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taagccatac
tgaacctgaa
atggttacaa
attctagttg
tttctaccgg

gt

taagccatac
tgaacctgaa
atggttacaa
attctagttyg
agtttctacc

cgegt
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cacatttgta

acataaaatg

ataaagcaat

tggtttgtcc

gcaccgtaaa

cacatttgta

acataaaatg

ataaagcaat

tggtttgtcc

gggcaccgta

gaggttttac

aatgcaattg

agcatcacaa

gaaaggacaa

tgtccgactt

gaggttttac

aatgcaattg

agcatcacaa

gaaaggacaa

aatgtccgac



<210> 8
<211> 336
<212> ADN
<213>
<220>
<223> Cau
<400> 8
aaggccaaga
60
ttgctttaaa
120
ttgttgttaa
180
atttcacaaa
240
accacaacat
300
actgttgtgg
336

<210> 9
<211> 158
<212> ADN
<213>
<220>
<223> C&u
<400> 9
aaggccaaga
60
ctcgagggcc
120
tggttttttg
158

<210> 10
<211> 228
<212> ADN
<213>
<220>

Trinh tyu nhan tao

trdc tdng hop

agggcggaaa

aaacctccca

cttgtttatt

taaagcattt

aatcgcgtygg

aaactcatca

gatcgcecgtyg

cacctccccc

gcagcttata

ttttcactgce

atatggcacg

atgtatctta

Trinh tu nhan tao

tric téng hop

42061

taagccatac
tgaacctgaa
atggttacaa
attctagttg
caagtttcta

acgcecgt

cacatttgta

acataaaatg

ataaagcaat

tggtttgtcc

ccgggcaccg

gaggttttac

aatgcaattg

agcatcacaa

gaaaggacaa

taaatgtccg

agggcggaaa gatcgccgtg taaggatcca agcttatcga taccgtcgac

cagatctgcg gccgcaataa aagatcttta ttttcattag atctgtgtgt

tgtgtctaga aataattctt actgtcat

Trinh tyu nhan tao
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truc téng hop

agggcggaaa

cagatctgcg

gtaaatgtcc

tgtgttggtt

gatcgcegtg

gcaaaaggta

gactaccttt

ttttgtgtgt

Trinh ty nhan tao

trac tdng hop

agggcggaaa

cagatctgcg

tgtgtcgaaa

cgtaaatgtc

gatcgccgtyg

gccgcaataa

gacacacaat

cgactattgt

Trinh ty nhan tao

cdu truc téng hop

42061

taaggatcca
taatcgcgtg
tattggaaac

ctagaaataa

taaggatcca
aagatcttta
ataatcgcgt

gtggaaataa

agcttatcga taccgtcgac

gatatggcac gcaagtttct

aataaaagat ctttattttc

ttcttact

agcttatcga taccgtcgac

ttttcattag atctgtgtgt

ggatatggca cgcaagtttc

ttcttact

aaggccaaga agggcggaaa gatcgccgtyg taaggatcca agcttatcga taccgtcgac

<223> Céu
<400> 10
aaggccaaga
60
ctcgagggcc
120
accgggcacc
180
attagatctg
228

<210> 11
<211> 228
<212> ADN
<213>
<220>
<223> Céu
<400> 11
aaggccaaga
60
ctcgagggcc
120
tggttttttg
180
taccgggcac
228

<210> 12
<211> 153
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 12
60
ctcgagggcc
120

cagatctgcg gccgcaataa aatatcttta ttttcattac atctgtgtgt
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tggttttttg tgtgtctaga aataattctt act

153

<210> 13
<211> 229
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 13
aaggccaaga
60
ctcgagggcc
120
ccgggcaccg
180
cattacatct
229

<210> 14
<211> 332
<212> ADN
<213>
<220>
<223> Céu
<400> 14
aaggccaaga
60
ttgctttaaa
120
ttgttgttaa
180
atttctaaag
240
tccgactacc
300
ttgtccaaac
332

agggcggaaa

cagatctgcg

taaatgtccg

gtgtgttggt

Trinh ty nhan tao

cdu truc tdng hop

gatcgccgtg

gaaaaggtat

actacctttt

tttttgtgtyg

Trinh ty nhan tao

tric tdng hop

agggcggaaa

aaacctccca

cttgtttatt

gtataatcgc

tttatttctt

tcatcaatgt

gatcgcecgtg

cacctccccc

gcagcttata

gtggatatgg

cggaaataaa

atcttaacgc

taaggatcca

aatcgcgtgg

attgcgaaag

tctagaaata

taagccatac

tgaacctgaa

atggttacaa

cacgcaagtt

gcattttttt

gt

agcttatcga taccgtcgac

atatggcacg

caataaaata

attcttact

cacatttgta

acataaaatg

ataaagcaat

tctaccgggc

cactgcattc

caagtttcta

tctttatttt

gaggttttac

aatgcaattg

agcatcacaa

accgtaaatg

tagttgtggt



<210> 15
<211> 332
<212> ADN
<213>
<220>
<223> Céu
<400> 15
aaggccaaga
60
ttgctttaaa
120
ttgttgttaa
180
atttctaaag
240
tccgactacc
300
ttgtccaaac
332

<210> 16
<211> 407
<212> ADN
<213>
<220>
<223> Céu
<400> 16
aaggccaaga
60
ttgctttaaa
120
ttgttgttaa
180
atttctaaag
240
tccgactacc
300
ttgtccgaaa
360

Trinh tu nhan tao

truc tdéng hop

agggcggaaa

aaacctccca

cttgtttatt

gtataatcgc

tttatttcga

tcatcaatgt

gatcgcecgtyg

cacctccccc

gcagcttata

gtggatatgg

atgaaataaa

atcttaacgc

Trinh ty nhan tao

triuc téng hop

agggcggaaa

aaacctccca

cttgtttatt

gtataatcgc

tttatttcga

ggacaaacca

gatcgececgtg

cacctccccce

gcagcttata

gtggatatgg

aagaaataaa

taatcgcgtg

42061

taagccatac
tgaacctgaa
atggttacaa
cacgcaagtt
gcattttttt

gt

taagccatac
tgaacctgaa
atggttacaa
cacgcaagtt
gcattttttt

gatatggcac

cacatttgta

acataaaatg

ataaagcaat

tctaccgggc

cactgcattc

cacatttgta

acataaaatg

ataaagcaat

tctaccgggce

cactgcattc

gcaagtttct

gaggttttac

aatgcaattg

agcatcacaa

accgtaaatg

tagttgtggt

gaggttttac

aatgcaattg

agcatcacaa

accgtaaatg

tagttgtggt

accgggcacc
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gtaaatgtcc gactggtttg taaactcatc aatgtatctt aacgcgt

407

<210> 17
<211> 334
<212> ADN
<213>
<220>
<223> Céu
<400> 17
aaggccaaga
60
ttgctttaaa
120
ttgttgttaa
180
atttcaataa
240
atcctgatta
300
gtttgtccaa
334

Trinh ty nhan tao

truc tdng hop

agggcggaaa

aaacctccca

cttgtttatt

aggtataacc

cctttatttc

actcatcaat

gatcgccgtg

cacctccccce

gcagcttata

tcaataatat

ttcggaaata

gtatcttaac

taagccatac

tgaacctgaa

atggttacaa

ggtttgaggyg

aagcattttt

gcgt
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cacatttgta

acataaaatg

ataaagcaat

tgtctaccag

ttcactgcat

gaggttttac

aatgcaattg

agcatcacaa

gaaccgtaaa

tctagttgtyg



42061

Hinh la

J

Nhanh than chung theo
cach khac

L Vong than tac dong

oo
1

VVVLVY

//
—_//
7/

Trinh tu ma hoa

i

o T e o

A I e Tttt Y

aptame -
Trinh tu chung theo
L cach khac
Hinh 1b
Aptame khong c6 phéi tir Cau tric vong than
/ <L
<
5 p <t
< DSE
Fy it LZ e
—4 CDS — - i Biéu hién gen

3’ UTR voi trinh tu polyA

aptame lién két phéi tir
phoi tr

AATAAA  DSE _,
— CDS - T Biéu hién gen

3’ UTR véi trinh tu polyA
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Hinh lc
1,00E+07 —
6,7 lan
9.00E+06
7 4 Guanosin
S 7,00E+06 /
- /
o~
= 6,00E+06 /
§ : / 3,7 1an
B 5,00E+06 /
S 4.00E+06 / %
: A7
£ 3,00E+06 / ------ /
= : /
S 2,00E+06 : / /
1.00E+06 é
0,00E-+00 7

Hinh 1d

Hoat tinh cta luxiferaza (RLU)

1,20E+07

1,00E+07

8,00E+06

6,00E+06

4,00E+06

2,00E+06

0,00E+00

ATA Gua 2

Zkhong Guanosin ~ Elvéi Guanosin
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Hinh le

i khong Guanosin
15000,0 e

3y i Guanosin

10000)0 s | ,5 l?m

1,6 lan

o)

5000,0

v
7
7

Cuong do huynh quang

0,0

LTy R ATA Saiis D g E F §
pEGEP-C1 ATA_Gua_Z ATA Gua_4
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Hinh 2a
Céu trac vong than aptame khong c6 phdi tu
p*
~
/
AATAAA
— CDS i Bicu hién gen
3’ UTR véi trinh tu polyA
aptame lién két voi phdi ti .
Sa phoi tu
T B A
AATAAA DSE
— CDS e — Biéu hién gen

3’ UTR véi trinh tu polyA
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Hinh 2b
7,00E+06
1 DMSO
6,00E-+06 m,Gl'a!?,Q,Sll,] .......
3,7 lan
-] 5,00E+06
=
= Y
3 7
S 4,00E+06 /
&
=
E 3.00E+06 « /
&) /
S 2,00E+06 /%
O
1,00E+06 .......... Z .
0,00E-+00 A
1 DSE_Gua_ 2
Hinh 2¢
1, 20E+07 o
1,5 lan . . .
—— gkhong Guanosin (3 v6i Guanosin
1,00E+07
)
a
£ 8,00E+06 S [ v
<
N
s
<
g 6,00E+06
=
5
= 4,00E+06
=
T
2,00E+06
0,00E+00
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Hinh 3

1,00E+07

8,00E+06

6,00E+06

4,00E+06

2,00E+06

0,00E+00

Hinh 4

8,00E-+06
7,00E+06

=)

—

& 6,00E+06

<

R

5 5,00E+06

S 4.00E+06

5

£ 3,00E+06

=,

@]

T 2.00E+06
1,00E+06
0,00E+00

42061

1,3 lan

g \E\‘

1,9 1an

T ~
X P
& <
& el
& ¥ o
S5 &

2 Ko
5 \& Raa
o %;«%
< (
o o !
&

Ekhong Guanosin Hvoi Guanosin

2,98 lan

i

3

i,

R

o

1,94 lan

NG
&7
LS
AN
‘\\s:w
-
. 53
&

g
B
5,

e

e
%
N

%,
f

‘W
O,
s
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Hinh 5a

Cau  trac Cau  tric
aptame khong co phdi tir 1 vong than ~ vong than aptame khong c6 phoi tur 2
e

S ¥ v
\— moend]  Biu

3’ UTR véi trinh ty polyA

z 3; 3 .
CDS hién gen

aptame lién két voi phoi tu 1 aptame lién két v6i phi tir 2

phdi ti

¥
:Za AATAAA DSE 2.
CDS i o S W@;& Biéu hién gen

37 UTR véi trinh tu polyA

Hinh 5b

1,60E+07

) takhong duoc xur
1,39 lan
1,40E+07 L. - u
, A tdda duge xu ly
.. 2,64 lan

= 120E+07 oo o AT e
=
=
= 1,00E+07 5%
N
g % 2,23 l4n
=
= 8,00E+06 / B
3 | %
o 6,00E+06 /
= / 2,17 lan
g 4,00E+06 /
T /

2,00E+06 /

0,00E+00
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Hinh 6a

Hinh 6b

Hoat tinh cua luxiferaza (RLU)

42061

aptame khong c6 phoi tir

cong tic G15

3'ss Luci

aptame khong c6 phéi tir Cau trie vong than

LY
N

A
N g::g <

A

o
WATADR

#

DSE
i

Exon 2

i
cong tic ATA_Gua

cdu tric pFLuc-G15-ATA_Gua

Eikhong Guanosin

[# vdi Guanosin

1,80E+07
1,60E+07
1,40E+07

1,20B+07

1,00E+07

8,00E+06 -

6,00E-+06

4,00E+06

2,00E+06 -

0,00E+00 -

1,47 1an

s
p }

120 l4n

149,76 lan

3’ UTR véi trinh ty polyA
]

N
f,\§> Lo
"3\ & N
h \\.\\
A
Q>
&

P x’,e;\‘ _,\\}
RS e 6
) S & e
R g\@ O
A8 B X
T ™ Lo
¥ A
Uy
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Hinh 7

{7} voi adenin

denin

khdng a

o

1,40E+07

N

2,5 lan

.,

S = = = S
+ + + + I

e g g g o
[ m =3 S S
—_ —_ co N} 45

(N'TY) BZRISJIXN] BOO YU 1ROF]

2,00E+06

0,00E+00



42061

Hinh 8

ATA Gua_1 (SEQ ID NO: 1):
AAGGCCAAGAAGGGCGGAAAGATCGCCGTGTAAgecataccacatttgtagaggtittacttgetttaanaaaccteccae
accteceectgaacctgaaacataaaatgaatgcaattgtigttgttaacttgtttatigeagettataatggttacaaataaageaatageat

cacaaatttctaaaggtataategegtggatatggeacgeaagtitetacegggcacegtaaatgteegac accriiatttegaaagaaata

aagcatttttttcactgcattctagtigtggtttgtecaaacteatcaatgtatettaacgegt

ATA_Gua_2. (SEQ ID NO: 2):
AAGGCCAAGAAGGGCGGAAAGATCGCCGTGTAAgecataceacatttgtagaggttttacttgctttaaaaaaccteccac
accteeeectgaacctganacataaaatgaatgcaattgtigttgttaacttgtitattgeagettataatggttacaaataaageaatageat

cacaaattteacataaageataategegtggatatggeacgcaagtttetacegggeaccgtaaatgtecgac tgctttarttegasagaaat

aaagceatttttttcactgeattctagttgtggtttgteccanacteateaatgtatettaacgegt

ATA_Gua_3 (SEQ ID NO: 3):
AAGGCCAAGAAGGGCGGAAAGATCGCCGTGTAAgecataccacatttgtagaggttttacttgetttaaaaaaccteccac
accteccectgaacctgaaacataaaatgaatgeaattgtigttgttaacttgtitattgeagettataatggttacaaataaageaatageat

cacaaatttaataaagataategegtggatatggeacgcaagtttctaccgggeacegtaaatgtecgac tetidarztgtgegaaageacaa

ataaageatttttttcactgeattctagttgtggtitgtecaaacteateaatgtatettaacgegt

ATA Gua_4 (SEQ ID NO: 4):
AAGGCCAAGAAGGGCGGAAAGATCGCCGTGTAAgecataccacatttgtagaggtittacttgctttaaaaaaccteecac
accteecectgaacctgaaacataaaatgaatgcaattgtigttgttaactigtitattgecagettataatggttacaaataaagcaatageat

cacaaattt taaageaataategegtggatatggeacgcaagtttctaccgggeacegtanatgteegac ftgedizatttgtgcgaaageac

aaataaagceattittttcactgcattetagttgtggtttgtecaaacteateaatgtatettaacgegt

DSE_Gua_1 (SEQ ID NO: 5):
AAGGCCAAGAAGGGCGGAAAGATCAGCCAGTGTAAg cataccacatttgtagaggttttacttgetttaaaaaaccteccac
accteccectgaacctgaaacataaaatgaatgeaattgtigttgttaactigtitattgecagettataatggttacaaataaagcaatageat

cacaaatttcacaaataaageatttttttcactgeattctagttgtggittgtecgaaaggacaaaccataategegtggatatggeacgeaa

gtttctaccggg caccgtaaatgtecgactggitigiaaacteatcaatgtatettaacgegt

DSE_Gua 2 (SEQ ID NO: 6):
AAGGCCAAGAAGGGCOGAAAGATCGCCAGTGTAAgecataccacatttgtagaggttttacttgctttaaaaaacctceecac
accteecectgaacctgaaacataaaatgaatgceaattgtigttgttaactigtitattgcagettataatggttacaaataaagecaatageat

cacaaatttecacaaataaageattttttteactgeattctagtigtggtitgtecgaaaggacaqaccaataategegtggatatggeacgcea

agtttctaccgggeacegtaaatgteegac tiggtttgaaacteateaatgtatcttaacgegt
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DSE_Gua_3 (SEQ ID NO: 7):
AAGGCCAAGAAGGGCGGAAAGATCGCCGTGTAAg cataccacatttgtagaggttttacttgetttaaaaaaccteccac
accteeecctgaacctganacataaaatgaatgcaattgttgttgttaacttgtttattgeagettataatggttacaaataaageaatageat

cacaaatttcacaaatanageatttttttecactgcattctagttgtggtitgtecgaaaggacaaaccacaataategegtggatatggeacy

caagtttctacegggeaccgtaaatgteegac ttgtggittaaacteatecaatgtatettaacgegt

DSE_Gua_4 (SEQ ID NO: 8):
AAGGCCAAGAAGGGCGGAAAGATCGCCGTGTAAg cataccacatttgtagaggttttacttgetttaaaaaacctececae
accteceectgaacctgaaacatanaatgaatgcaattgttgttgttaacttgtitattgeagettataatggttacaaataaageaatageat

cacaaatttecacaaataaageattttttteactgeattetagttgtggtitgtecgaaaggacaaaccacaacataategegtggatatggea

cgcaagtttctaccgggeacegtaaatgtecgac tgtigrggaaacteateaatgtatettaacgegt

Hinh 8 (continued).

Con8-SPA (SEQ ID NO: 9):
AAGGCCAAGAAGGGCGGAAAGATCGCCGTGTAAggatccaagettatcgataccgtegacctegagg
gcecagatetgeggecgeaataaaagatctttattttcattagatetgtgtgttggttttttgtgtgtetagaaataattcttactgteat

SPA_ATA Gua (SEQ ID NO: 10):
AAGGCCAAGAAGGGCGGAAAGATCGCCGTGTAAggatccaagcettatcgataccgtegacctegagg
gcccagatetgeggeaaaaggtataatcgegtggatatggcacgeaagtttctaccgggocaccgtaaatgtecgaciaccriiiattgg

aaacaataaaagatctttattttcattagatctgtgtgttagttttttgtgtotctagaaataattettact

SPA _DSE Gua (SEQ ID NO: 11):
AAGGCCAAGAAGGGCGGAAAGATCGCCGTGTAAggatccaagettatcgataccgtcgacctegagg
gcccagatetgeggecgeaataaaagatctttattttcattagatetgtgtgttggttttttgtgtotcgaaagacacacaatataategegt

gatatggcacgcaagtttctaccgggcaccgtaaatgtcegacialigigliggaaataattcttact

mtCon8-SPA (SEQ ID NO: 12):
AAGGCCAAGAAGGGCGGAAAGATCGCCGTGTAAggatccaagettatcgataccgtcgacctegagg
gcccagatetgecggecgeaataaaatatetttattttcattacatctgtgtgttggttttttgtgtgtctagaaataaticttact

mtSPA_ATA Gua (SEQ ID NO: 13):
AAGGCCAAGAAGGGCGGAAAGATCGCCGTGTAAggatccaagettatcgataccgtecgacctcgagg
gcccagatetgeggaaaaggiataatcgegtggatatggcacgcaagttictaccgggcaccgtaaatgtccgaciaccliriattgeg

aaagcaataaaatatctttattttcattacatctgtgtgttggtttittgtgtgtctagaaataattcttact

Stbl ATA_GUA_1 (SEQ ID NO: 14):
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AAGGCCAAGAAGGGCGGAAAGATCGCCGTGTAAgccataccacatttgtagaggttttacttgctttaaa
aaacctcccacaccteecectgaacctgaaacataaaatgaatgeaattgttgttgttaacttgtttattgcagettataatggttacaaataa

agcaatagcatcacaaatttcraaaggtataatcgcgotggatatggcacgeaagttictaccgggocaccgtaaatgiccgaciacctiia

tttcttcggaaataaagceatttttttcactgeattctagttgtggtitgtccaaactcatcaatgtatcttaacgegt

gaat ATA Gua 1 (SEQID NO: 15):
AAGGCCAAGAAGGGCGGAAAGATCGCCGTGTAAgccataccacatttgtagaggttttacttgetttaaa
aaacctcccacaccteceectgaacctgaaacataaaatgaatgeaattgttgttgttaacttgtitattgeagettataatggttacaaataa

agcaatagcatcacaaatttcraaaggiataatcgegtggatatggcac gcaagttictaccgoocaccgtaaatgtccgactacctiia

tttcgaatgaaataaagcatttttttcactgeattctagttgtggtttotccaaactcatcaatgtatcttaacgegt

ATA DSE Gua (SEQ ID NO: 16):
AAGGCCAAGAAGGGCGGAAAGATCGCCGTGTAAgccataccacatttgtagaggttttacttgetttaaa

aaacctcccacaccteeecctgaacctgaaacataaaatgaatgeaattgttgttgttaacttgtttattgeagettataatggttacaaataa

agcaatagcatcacaaatttcraaaggrataatcgegtggatatogecacgeaagtttctaccgoocaccgtaaatgtecgactacctiia

tttcgaaagaaataaagcatttttticactgcattctagttgtggtttgtccgaaaggacaaaccataatcgegtogatatggcacgcaagt

ttctaccgggcaccgtaaatgteccgacrggritgraaactcatcaatgtatcttaacgegt

ATA ydhl (SEQ ID NO: 17):
AAGGCCAAGAAGGGCGGAAAGATCGCCGTGTAAgccataccacatttgtagaggttttacttgctttaaa

aaacctcccacacctececctgaacctgaaacataaaatgaatgeaattgttgttgttaacttgtitattgecagettataatggttacaaataa
agcaatagcatcacaaatttcaataaaggtataacctcaataatatggtttoaggototctaccaggaaccgtaaaatectgatiacciit
alltcttcggaaataaagcatttttttcactgeattctagttgtggtttgtccaaactcatcaatgtatcttaacgegt
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