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(57) Sang ché dé cap dén phuong phap dua dot bién do oligonucleobazo stra chira
gen gdy ra vao trinh ty ADN dich cua té bao thuc vat trong té bao. Ngoai ra, sang
ché con dé cap dén thuc vat, té bao thuc vat va hat giéng chtra dang cai bién hé gen
thu dugc bang phuwong phap nay va phuong phap danh gia hiéu qua chuyén hoa cia

oligonucleobazo stra chira gen nay.
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Linh vuc k¥ thuét diroc dé cap

Nhin chung, sang ché nay dé cap dén cac phuong phap méi dé cai thién hiéu qua cia
viéc hudng dich cac cai bién dén cac vi tri cu thé trong trinh tu nucleotit hé gen hodc cac
trinh tw nucleotit khac. Hon thé nita, sang ché con dé cap dén ADN dich da duogc cai
bién, duoc gay dot bién hodc dugc danh d4u theo phuong phap dugc bdce 10 trong ban mod
td nay. Sang ché con dé cap dén cac té bao, md, va sinh vat di dugc cai bién theo céc

phuong phap theo sang ché.
Tinh trang ki thuit ciia sang ché

Viéc lam dut soi d6i ADN (DNA double-strand breaking - DSB) lam téng
murc d6 tai td hop twong ddng trong cac té bao séng va da duge khai thac dé bién tap hé
gen hudng dich nho st dung endonucleaza dugc xu ly bing cong nghé. Thanh phan
chinh yéu ciia nucleaza duoc xtr ly bang cong nghé 1a mién nhan biét ADN c6 kha ning
dén hudng nucleaza dén vi tri dich cta hé gen dé co duogc su dut soi doi ADN cua bo
gen. Viéc sua chita DSB té bao do qua trinh ndi lién dau tan cing khong twong ddng
(nonhomologous end-] oining - NHEJ) tao ra cac doan x6a bo/cac doan chén gy dot bién
ctia gen dich. Theo cach khic, DSB c6 thé tao ra qué trinh téi td hop twong dong gitta 6
gen dich ndi sinh va doan ADN tuong ddng da dugc dua vao theo cach ngoai sinh ¢6

thong tin di truyén mong mudn, mot quy trinh dugce goi 1a cdng nghé hudng dich gen.

Phuong phéap co trién vong nhat lién quan dén gen hodc cong nghé bién tap hé gen la
nucleaza 151 kém (zinc finger nuclease - ZFN) dugc thiét ké theo yéu ciu, mot loai
enzym lai bao gdbm cac mién lién két ADN cilia cac protein 18i kém va mién nucleaza
FokI (FokI nuclease - FN). Cong nghé ZFN chu yéu lién quan dén cach st dung cac
protein lai dwoc tao ra tir cac mién lién két ADN ctia protein 16i kém (ZF) va mién phan
cit khong dic hiéu cua endonucleaza FokI. Cac ZF ¢6 thé dugc lip rap ¢ dang mddun
duge thiét ké theo yéu cdu dé nhan biét cac trinh tu ADN duogc chon sau khi lién két & vi

tri duoc chon trude, DSB dugc tao ra nho tac dung ciia mién phén cat cia Fokl.
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Trudce tién, endonucleaza FokI phéan 18p duogc tur vi khuin Flavobacterium okeanokoites.
Nucleaza loai IIS nay bao gdm hai mién tach biét, mién lién két ADN dau tan cing N va
mién phan cit ADN ddu tan ciing C. Mién lién két ADN hoat dong dé nhan biét trinh tu
khong lap dbi ximg 5°-GGATG-375'-CATCC-3" trong khi mién xuc tac phén cit ADN
s0i doi bing cach khong dic hiéu & khoang cach ¢ dinh 12 9 va 13 nucleotit nam sau cta
vi tri nhan biét. FokI ton tai & dang monome khong c6 hoat tinh trong dung dich va tré
thanh mot dime c¢6 hoat tinh sau khi lién két voi ADN dich cia né va khi ¢6 mat mot sb
kim loai hoéa tri hai. La mot phttc hgp chirc ndng, hai phén tir ctia FoklI thi mdi phén tir
lién két v6i mot phan tor ADN soi dbi dime héa thong qua mién xuc tc cia ADN dé co

dugc su phén cat hitu hi¢u céc sgi doi ADN.

Theo cach tuong tu, cling co thé tao ra nucleaza bing cach sir dung cic protein/cac mién
khéc néu ching c6 kha nang nhan biét ADN dic hiu. Cac chit hidu tng TAL thude vé
mo6t nhéom 16n gdbm cac protein cua vi khudn ton tai & céc chung khic nhau cua
Xanthomonas va duge chuyén vi vao cac té bao chu bang hé théng tiét loai II1, loai dugc
o0i 12 céc cht hiéu Gng loai II. Mot khi & trong cac té bao chi, mot s6 chat higu ing
TAL duogc phét hién 1a hoat hoa dugc theo cach phién ma cdc gen dich chu tuong ung
cta chung dé ¢6 dugc doc tinh cta ching (kha nang gdy bénh) hodc tinh trang phi doc
tinh (kha nang tao ra cac dap ung dé khang ctia vat chi) phu thudc vao tinh trang gen clia
vat chii. Mdi chit hiéu tng chita cac motif dinh vi nhén chirc ning va mién hoat héa qua
trinh phién ma cong hi¢u dic trung cho chit hoat héa qua trinh phién mé cta sinh vét
nhan thuc. Va mdi chét hiéu Gmg con chita ving 13p trung tdm bao gbm sb luong don vi
lap lai khac nhau cta 34 axit amin, va ving lap lai nay c6 vai tro 1a mién lién két ADN

quyét dinh tinh ddc hiéu sinh hoc ctia mdi chat hiéu ung.

Tai li€u ctia Zhang va cac ddng tac gia, Plant Physiol. 161: 20-27, 2013, dugc dua vao
day biang cach vién din, boc 10 cach st dung TALEN — nucleaza hi¢u tng gidng chét
hoat héa qua trinh phién ma — ddy 1a endonucleaza duoc xtr 1y bang cong nghé dua trén
su két hop mién lién két ADN gidng chat hidu ing TAL v6i mién xGc tac ciia Fokl. Bing
céch xit 1y theo cong nghé mién lién két ADN, cdc TALEN nay duge cho 1a ¢6 thé duge
chét hoat hoa qué trinh mot cach dé dang dé nhan biét cac mién lién két ADN dic hiéu.
Bing cach st dung thé nguyén sinh thubc 1a lam hé théng mo hinh, hoat tinh TALEN

dugc danh gia bang cach st dung chét chi thi polynucleotit gan két sgi don chita trinh tu
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ma hoa protein huynh quang mau vang dugc lién két v&i vi trf nhan biét TALEN. Hé
théng chi thi ndy dugc phan phéi dén thé nguyén sinh, va sy phan cht-va-sira chita ¢6 thé

do dugc bang muc do biéu hién YFP chitc nang.
Ban chat k§ thuat ciia sang ché

Theo khia canh th(r nhét, sang ché dé xuét phuong phap dua dot bién do
oligonucleobazo sira chita gen (GRON) géy ra vao trinh tu axit deoxyribonucleic (ADN)
dich trong té bao thurc vat. Cac phuong phap nay bao gbm, trong sb cac dbi tuong khac,
viée nudi cdy té bao thuc vat trong céc diéu kién lam ting mot hodc nhiéu qué trinh stra
chita ADN ciia t& bao trude khi, va/hodc ddng thoi véi, vide phan phdi GRON vao € bao

thue vat

Theo cac phuong an nhét dinh, cac diéu kién lam ting mot hodc nhiéu qua trinh sua chita
ADN cua té bao bao gém mot hodc nhiéu budc trong s6: dua mot hodc nhiéu vi tri vao
GRON hoic vao ADN cta té bao thuc vat 1a dich dbi voi qué trinh stra chita bang cach
cat bo bazo, dua mot hodc nhiéu vi tri vao GRON hoic vao ADN cua té bao thuc vat 1a
dich déi v6i qué trinh ndi lidn du thn ciing khong tuong ddng, dwa mot hoge nhiéu vi tri
vao GRON hoiic vao ADN ciia té& bao thuc vat 12 dich dbi voi qua trinh néi lién dau tén
cung do tinh vi tuong ddng gay ra, dua mot hodc nhiéu vi tri vdo GRON hodc vao ADN
cia & bao thuc vat 1a dich dbi voi qua trinh tai to hop tuong déng, va dua mot hodc
nhidu vi tri vio GRON hodc vao ADN cua té bao thuc vat 1a dich déi véi qua trinh sira

chita b?mg cach déy.

Theo céc phwong an nhét dinh, trinh ty axit deoxyribonucleic (ADN) dich la trong hé gen
ctia t& bao thue vat. Té bao thuc vat nay co thé thudc loai khéng chuyén gen hodc chuyén

gen, va trinh tw ADN dich ¢ thé 1a gen chuyén hodc gen noi sinh cua té bao thuc vat.

Theo céc phuong an nhét dinh, céac didu kién lam tang mot hodc nhiéu qua trinh stra chira
ADN ctia té bao bao gém viéc dua mot hoic nhiéu hop chét gay ra su dit sgi ADN don
hoiic soi ADN kép vao té bao thuc vat trude khi hodic ddng thai véi viée phan phdi

GRON vao té bao thuc vat. Céc hop chat 1am vi du dugc mo ta duéi day.
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Céac phuong phéap va ché phdm duge boc 10 trong ban mo ta nay co thé duoc 4p dung cho
cac loai thue vat noi chung. Chi léy ldam vi du. cac loai thuc vat co thé duge chon tur
nhom bao gf?)m cai dau, huong duong, ngo, thude 14, cu cai duong, bong, ngd, laa mi, lia
mach, lGa gao, co linh lang, lGa mach, lua mién, ca chua, xoai, dao, téo, 1&, dau tay,
chubi, dua tay, khoai tay, ca rot, rau diép, hanh, ddu nanh, mia, ddu Ha Lan, ddu ga, dau
Ha Lan nau, d4u rang ngua, ddu lang, ci cdi, cd cai Thuy Dién, cai Brussel, ddu canh
chim, stp lo, cai xoan, ddu rang ngua, duong, thong, bach dan, nho, cdy thudc ho cam
chanh, tiéu hic mach, ¢o linh lang, lta mach den, yén mach, cé 16p dat mit va cé lam

thtrc dn gia stc, lanh, cai dau, cai cay, dua chudt, bim bip, cdy bong nudc, ho tiéu, ca tim,

3
~n

c(xc van tho, sen, cai bép, clic, cdm chudng, tulip, dién vi va hu¢. Cac phuong phap va
ché phém nay ciing c6 thé 4p dung toan bd hodc mot phin cho tat ca cac hé théng sinh
hoc khac bao gom, nhung khong chi giéi han 0, té bao cua vi khudn, té bao cua ném va
té bao cua dong vat co v va thdm chi cac co quan té bao cia chung (vi du, ty lap thé va

luc lap).

Theo cac phuong an nhit dinh, cac phwong phap nay con bao gbm viéc ti tao thuc vat
c6 dot bién duge dua vao béng GRON tr té bao thuc vat, va co thé bao gém viéc thu

gom hat gidng tir thuc VAt.

Theo cic khia canh c¢6 lién quan, séng ché d& xudt cac té bao thuc vat chira dang cai bién
hé¢ gen duoc dua vao bang GRON theo cdc phuong phép duoc boc 19 trong ban md ta
nay, thuc vat chtta dang cai bién hé gen dugc dua vao bé‘mg GRON theo cac phuong
phap duge boc 10 trong ban mo td nay, hodc hat gibng chtra dang cai bién hé gen duoc

dua vao bang GRON theo cic phuong phap duge boc 19 trong ban mo ta nay.

Céc phuong an khic clia séng ché s& tré nén sang té nho phan mé ta mot cach chi tiét,

cdc phuong an lam vi du va cac diém yéu cau bao ho dudi day.
M6 ta chi tiet sang ché
Céac dinh nghia

Sang ché dugc hiéu theo céac dinb nghia dudi ddy.
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Oligonucleobazo 13 polyme cia nucleobazo, polyme nay co thé lai theo phuong phap

ghép cip bazo Watson-Crick véi ADN ¢ trinh tu bb trg.

Nucleobazo bao gé)m mdt bazo, bazo nay la purin, pyrimidin, hodc dAn xuit hodc chét
tuong tu cua nd. Nucleobazo bao g6m nucleobazo peptit, cAu tric siéu phan tir cla axit
nucleic peptit, va nucleobazo morpholin ciing nhu nucleosit va nucleotit. Nucleosit 1a
nucleobazo chtra gbc pentozafuranosyl, vi du, 2’-deoxyribosit hodc ribosit thy y duge
thé. Nucleosit ¢ thé duoc 1ién két bifmg mot géc lién két trong sb mot vai géc lién két, co
thé chta hodc c6 thé khong chira phospho. Nucleosit dugc lién két bing lién két

phosphodieste khong dugc thé duoc goi 1a cac nucleotit.

Chudi oligonucleobazo c6 mot diu tan cing 5° va dau tan cing 3° don ¢, ddy la
nucleobazo cudi cfmg'éﬁa polyme. Mot chudi oligonucleobazo cu thé c¢6 thé chua
nucleobazo thudc tat ca céc loai. Hop chét oligonucleobazo 1a hop chét chira mot hodc
nhidu chudi bligonu.c]ecibazo.bé tro va duogc lai theo phuong phap ghép cdp bazo
Watson-Crick. Nucleobazo 13 loai deoxyribo hodc loai ribo. Nucleobazo loai ribo la
nucleobazo chira pentozafuranosyl trong dé cacbon 2’ la metylen dugc thé bang
hydroxyl, alkyloxy hodc halogen. Deoxynucleobazo loai ribo 1a nucleobazo khong phai

13 nucleobazo loai ribo va bao gom tat ca nucleobazo khong chira goc pentozafuranosyl.

Nhin chung, sgi oligonucleobazo bao gdém ca chudi oligonucleobazo va cac doan hodc
cac vung ctia chudi oligonucleobazo. Sgi oligonucleobazo c6 diu tan cung 3’ va dau tan
cung 5°. Khi mot so¢i oligormcleobazo ¢6 cung pham vi kich thuéc voi mot chudi nao do,
thi ddu tan ciing 3* va dau tin cing 5° cla sgi cling 14 dAu tan cung 3 va dau tan cing 5°

clia chudi nay.

Theo séang ché, co quan thuc vat bao gém, nhung khong chi gidi han &, 14, than, 1é, chdi,
nu hoa, mé phén sinh, phoi, 14 mAam, ndi nhii, dai hoa, canh hoa, nhuy hoa, 14 non, nhi
hoa, bao phén, Vi béb tu, phén hoa, 6ng phén, nodn, bau nhuy va tréi, hodc cac phéin cal,
lat hodc khoanh duogc 1513/ tr d6. Mo thuc vt bao gém, nhung khong chi gidi han ¢, mo
seo, md co ban, mo mach, mo du trit, mo6 phan sinh, m6 14, md chdi, md ré, méd vit 14, mo6
khdi u thuc vat, va md sinh san. Céc té bao thuc vt bao gém, nhung khoéng chi gidi han
&, cac té bao phéan 1&p duge c6 thanh té bao, céc dang két tu c6 kich thuée khac nhau ctia

ching, va the nguyén sinh.
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Hai polynucleotit hodc polypeptit la ddng nhit néu trinh tu lan luogt cia cac nucleotit
hodc gde axit amin trong hai trinh tw nay 12 gidng hét nhau khi dugc xép thang hang aé
¢6 duge mirc twong Umg tdi da nhu duge md té dudi day. Cac thuat ngit “ddug nhat” hodc
“muic 0 ddng nhét tinh theo phén tram”, trong ngit cdnh vé hai trinh ty axit nucleic hodc
trinh tu polypeptit trd 1én, dugc dung dé chi hai trinh tu hodc nhiéu hon hai trinh tu con
gidng hét nhau hodc c6 ty 1& phan trim dugc chi ra cua cac gbc axit amin hodc céc
nucleotit gidng hét nhau, khi duge dem so sanh va duoc xép thing hang dé c6 duoc mirc
tuong 1’mg t6i da trén ctra b so sanh, nhu do dugc bfmg cach sfr dung mot trong sb cac
thuft toan so sanh trinh tw dudi day hodc theo phuong phap ‘x’ép théng_h;‘mg thi1 cong va
xem xét bing mét. Doi nyi cac polypeptit trong d6 céc trinh tu khac biét vé cac dang thay
thé kiéu bao toan, murc do dong Iﬂlét trinh ty tinh theo phan tram cé thé duoc didu chinh
1én d& chinh stta dbi v6i tinh chit thay thé co tinh bao toan. Phuong tién aé thue hién sy
diéu chinh nay dugc ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc ky thudt nay biét r5.
Noi chung, diéu nay lién quan dén vigc cho diém dang thay thé kiéu bao toan ¢ dang hop
doi mét phan hon 1a hop doi toan bo, nho d6 lam tang murc do ddng nhét trinh tu tinh
theo ty 1€ ph?m trdm. Vi vay, vi du, tredng hop mot axit amin déng nhét_ dugc cho diém
1a 1 va dang thay thé khong bao toan dugc cho diém 1a kkong, thi dang thay thé kiéu bao
toan dugc cho diém 1a tiy khong dién 1. Phuong phép cho diém cac dang thay thé kiéu bao
toan duoc tinh theo, vi du, thuit toén ctia Meyers & Miller, Computer Applic. Biol. Sci.
4: 11-17 (1988) vi du, nhu dugc thyce hién trong chuong trinh PC/GENE (Inteiligenetics,
Mountain View, Calif., USA).

Céc cum tir “gan nhu dong nhit”, va “muc do ddng nhat tinh theo phan trim” trong ngft
éénh vé hai axit nucleic ho#c¢ polypeptit, duge dfmg &é chi cac tﬁnh tu hoéc céc trinh tu
con ¢6 mirc do dérig nhét gbc axit amin hodc nucleotit it nhét 12 50%, thuén loi 1a 60%,
tbt hdn la 70%, thzflm chi t6t hon 1a 80%, va tt nhét 12 ndm trong khoéng tir 90% dén
95% khi duge xép thang hang dé o d'u(_yé muc trong ung toi da trén cira s so sanh nhu
duge do bing cach st dung mot trong sb cdc thuat toan so sanh trinh tw dudi ddy hodc
theo phuong phap xép thing hang thil cong va xem xét bang mit. Pinh nghia nay cling
dugc dung déchi b ‘thé cua trinh tu thir nghiém, b6 thé nay c6 tinh bd tro trinh tu hodc
trinh tu con co ban khi trinh tyr thir nghiém c6 mire d@_ déng nhat co ban véi trinh tu tham

chiéu.
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Ngudi ¢6 hide biét trung binh trong linh vwc ndy s& nhén thiy ring hai polypeptit ciing
c6 thé 13 “gan nhu ddng nhit” néu hai polypeptit ndy 1a twong ddng vé mién dich hoc. Vi
véy, cdu trac protein tdng thé c¢o thé twong dbng trong khi ciu tric bac mot cla hai
polypeptit nay thé hién sy thay dbi déng ké. Do d6, phwong phap do xem liéu hai
polypeptit co gin nhu dong nhét hay khong lién quan dén viéc do kha nang lién két cta
khang thé don dong hodc khang thé da dong véi mdi polypeptit. Hai polypeptit 1a gan
nhw ddng nhat néu cic khing thé dic hiéu véi polypeptit thir nhit lién két véi polypeptit
thir hai v6i ai luc it nhat bang mat phan ba cla ai lyc dbi v6i polypeptit thir nhﬁt Déi vai
viéc so sanh trinh tu,théng‘ thudng mot trinh tw dong vai tro la trinh tu tham chiéu, cac
trinh tu thir nghiém duge dem so sanh vdi trinh tyr nay. Khi st dung thudt toan so sanh
trinh ty, thi trinh ty thé nghiém va trinh ty tham chiéu dugce nhip vao may tinh, toa do
trinh tu con dugc phan dinh, néu can, va cic thong sb cua chuong trinh thuat toan vé
trinh ty duoc phan dinh. Sau do, thuét todn so sanh trinh ty tinh toan dd d?)ng nhét trinh
tu tl’nh theo phén tram cua (cac) trinh tu thit nghiém so voi trinh tu tham chiéu, dua trén

céc thong s6 chuong trinh di duge phén dinh.

Viée xép thang hang tbi wu céc trinh tu ding dé so sanh c6 thé duogc thue hién, vi du,
bing thuit todn vé tinh tvong dong cuc bo cia Smith & Waterman, 0.4dv. Appl. Math.
2:482 (1 98 I), bang thuat toan xép thing hang vé tinh tuong déng cia Needleman &
Wunsch, J. Mol. Bioi. 48:443 (1970), theo phuong phéap tim kiém tinh ttmhg dong ciia
Pearson & Lipman, Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 5 85:2444 (1988), bang cac x ly thuc
hién duoc vi tinh héa cta cac thuat toan n?ay.(GAP, BESTFIT, FASTA,, va TFASTA
trong Wis@néin Genetics Software Packagc:, Genetics Computer Group, 575 Science
Dr., Madison, Wis.), bing phén mém dung dé xép thang hang nhu VECTOR NTI phién
bén #6 cua InforMax, Inc. MD, USA., béng cac quy trinh dwoc md ta trong ClustalW,
Thompson, J. D., Higgins, D. G. and Gibson, T. J. (1994) CLUSTALW: cai thién tinh
nhay cam cua phuong phap xép thing hang da trinh tu ting dan thong qua viée lay trong
s6 trinh tu, céc diém phat khoang tréng ddc hiéu vadi vi tri va chon ma trén trong 36.
Nucleic Acids Research, 22:4673-4680 hoac theo phuong phap xem xét béng mat (nhin
chung, xem tai liéu: Protocols in Molecular Biology, F. M. Ausubel et al., eds., Current
Protocols, mot cong ty, lién doanh gira Greene Publishing Associates, Inc. va John Wiley

& Sons, Inc., (1995 Supplement) { Ausubel)).
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Céac vi du vé thut toan thich hop dé xac dinh mtc do déng nhét trinh ty tinh theo phﬁn
trim va tinh twong dong trinh tu 12 thuat toan BLAST va thudt todn BLAST 2.0, cac
thuat toan nay 14n luot duge mo ta trong tai lidu: Altschul er al. (1990) J. Mol. Biol. 215:
403-410 va Altschul ef al. (1977) Nucleic Acids Res. 25: 33 89-3402. Phin mém dé thuc
hién phuong phap phan tich BLAST la ¢6 san cong khai thong qua National Center for
Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Trude tién, thuat toan nay
bao gém bude nhan biét céc cap trinh tw ¢o didm sb cao (high scoring sequence pair -
HSP) bing cach nhan biét cac tit ngén o chiu dai W trong trinh ty truy vén, cac tir nay
tring khop hodc théa man mot sév diém s ngudng T co tri s6 duong khi duge xép thing
hang v6i mét tir nao do c,o cing chiéu dai trong trinh ty cda co sO dit ligu. T duge goi la
ngudng diém 36 tir 14n cén (Altschul ef al, néu trén). Cac tir hit 1an can ban dau nay dong
vai tro 1a cdc hat gidng dung dé khéi diu cac hoat dong tim kiém nham tim ra cac HSP
dai hon chira chung. Sau do, céc tir hit duoc kéo dai theo ca hai chiéu doc theo mdi trinh
tu trong chirng myc ma: diém sb xép théng hang tich Iy ¢6 thé lam tang dugc. Cac diém
sb tich iy duogce tinh b,;?mg cach st dung, déi_yéi trinh tu nucleotit, cic thong s6 M (diém
sd thudng cua cap gdm céc gbe cip doi; luon ludn > 0) va N (diém sé_ phat cua cac gbc
hop doi; ludn ludn < 0)..{)61 véi cac trinh tu axit amin, ma trén cho diém duoc su dung
dé tinh diém s tich Itty. Vige kéo dai cac tir hit theo m?ﬁi__huéng duge ngimg lai khi:
diém sb xép thang hang tich liiy giam .xuéng bang luong X tr tri sé dat duoc t6i da cua
né; diém sb tich liy vé khéng hodc nhd hon khéng, do su tich tu cua mot hodc nhiéu
dang xép théng hang géc ¢ diém sb dm; hodc dat dén diu ctia mot trong hai trinh ty.
Cac thong sb thuét toan BLAST 1a W, T, va X xéac dinh tinh nhay cam va van tde cta
phuong phéap xép thang hang. Chuong trinh BLASTN (dung cho trinb tw nucleotit) su
dung ¢ dang mac dinh chiéu dai (W) 1a 11, gia tri ky vong (E) 1a 10, M=5, N=-4, va sy so
sanh ca hai soi. Di v6i cac trinh tu axit amin, chuong trinh BLASTP su dung ¢ dang
mic dinh chiéu dai (W) 1a 3, gid tri ky vong (E) la 10, va ma tran cho diém BLOSUMS62
(xem: Henikoff& Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915 (1989)). Ngoai mirc do
ddng nhét trinh tu tinh theo phan trim, thuat toan BLAST cling thuc hi¢n phép phan tich
théngl ké vé tinh twong tur gitta hai trinh ty (vi du, xem: Karlin & Altschul, Proc. Nat'l.
Acad. Sci. USA 90:5873-5787 (1993)). Mot s6 do vé tinh teong tw do thuat toan BLAST
dem lai 1‘2‘1 x4c suét tong nhd ﬁhé'it (P(N), s6 do nay dem lai chi bdo vé xé4c sudt ma nho

d6, hién tuong cip doi giita hai trirh tu nucleotit hodc trinh tu axit amin thwdng xay ra
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mdt cach ngiu nhién. Vi dy, axit nucleic dugc xem 1a tuwong dong vai trinh tu tham chi€u
néu xéc sudt tdng nho nhat trong phuong phdp so sanh axit nucleic thr nghiém vai axit
nucleic tharn chidu nhoé hon 0,1, thadm chi tot hon 1a nho hon 0,01, va tot nhat 1a nho hon

0,001.
Lam dut soi

Viéce dua cac hop chat kich thich su dut soi don hodc su dut soi déi vao oligonucleotit
hodc cung vdi oligonucleotit, tao ra ton thuong dugc sta chita bang qua trinh ndi lién
dau tan cung khong tuong dong (NHEJ), qua trinh ndi lién diu tin cung do tinh vi twong
dong gay ra (MMEJ), va qua trinh tai td hop twong ddng. Ly vi du, ho bleomyxin cua
céc chat khang sinh, nucleaza 151 kém, FokI (hodc nhom loai IIS bét kv clia enzym gi6i
han) va cac nucleaza khac ¢o thé duoc lién két cong hoa tri véi d4u tan ciing 3” hoic dau
tan cfmg 5° cha cac oligonucleotit stra chita, dé dua sy dat soi doi vao ving lan can 6 vi
tri hudng dich ding cho qué trinh chuyén hoa bang oligonucleotit sta chira. Ho
bleomyxin ctia cac chét khang sinh 1& glycopeptit phén C{“;.tVAD-N bao gdm bleomyxin,

zeoxin, phleomyxin, talytalysomyxin, pepleomyxin va cac chat khac.

Céc phu:dng phép theo sang ché lchéﬁg chi gigi han ¢ tinh chét hodc loai chét phan tmg
cai bién ADN duqcl dung. Vidu, cac chét phan tng cai bién ADN nay giai phéng cac gbe
giy ra su dit soi ADN. Theo cach khac, céc chét phan trmg al kyl héa ADN dé tao cac san
pham cong thuong phonU be qua trinh sao chép va qua trinh phlen ma. Theo mo{t phuong
an thay thé khac, céc chét phan tng tao ra cac lién Kkét ngang hnac cac phan tir ¢o tac
dung we ché cac enzym té bao dan dén su dat SQ’I. Céc vi du vé& cac chét phan ung cai
bién ADN da duoc lién két v6i céc oligonucleotit dé tao rai TFO bao gdm, nhung khong
chi gi6i han ¢, indolocarbazol, naphtalen diimit (NDI), transplatin, bleomyxin, cac chét
tuong tw cha xyclopropapyroloindol, va phenanthodihydrodioxin. Cu thé 1a,
indolocarbazol 1a chét (e ché topoisomeraza I. Qua trinh e c_hé cac enzym nay gay ra sy
dut sgi va tao ra san phém cdng protein ADN [Arimondo et al., Bioorganic and
Medicinal Chem. 8, 777, 2000]. NDT Ia chdt oxy héa nho anh sang co thé oxy héa céc
guanin cO thé gdy ra cac dot bién & céc vi tri ctia gbe guanin [Nunez, et al., Biochemistry,
39, 6190, 2000]. I‘1‘ansp1a§i11 dd thé hién 1a phan tng duge véi ADN ¢ dich sqi‘xoén ba

khi TFO duoc lién két v6i chat phan tng nay. Phan ung nay c6 thé gy ra su tao ra cac
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san pham cong ADN thudng gay 46t bién [Columbier, et al., Nucleic Acids Research,
24: 4519, 1996]. Blem‘njfxin_ 14 tac nhan gdy dut ADN, dugc st dung rong rdi lam chét co
tac dung giéng birc xa. N6 da dugc lién két vdi cac ()li,g(Sllucleotit va da duoc thé hién 12
¢6 hoat tinh trong vai tr6 1a téc nhén giy dit ¢ dang thirc d6 [Sergeyev, Nucleic Acids
Research 23, 4400. 1995; Kane, ef al., Biochemisiry, 34, 16715, 1995]. Cac chét tuong
tw ctia xyclopropapyroloindol da dwoc lién lét véi TFO va da thé hién 1a alkyl hoa duge
ADN trong trinh tu dich s0i x0&n ba. Sau d6, ADN da dugc alkyl héa thudng chia cac
san phém cong hoa hoe thuong gay dot bién [Lukhtanov, et af., Nucleic Acids Research,
25,5071, 1997]. Phenanthodihydrodioxin 1a cac quinon dugc nguy trang ch tac dung. gial
phéng céc loai goc sau khi hoat hoa bﬁnglénh sang. Ching da dugc lién két voi TFO va
d3 duge thé hién la dua dugc cac doan dut vao ADN s01 xodn kép khi hoat hoa i DJ.JU anh

sang [Bendinskas et al., Bioconjugate Chem. 9, 555, 1998].

Mbt chién hroc dunc de tao ra sy pha vo gen hu(mfr dwh 1a thong qua viée tao doan dat
ADN s don hoac sgi ddi do endonuc ] 7a da\, hleu voi vi tri gly ra. Endonucleaza
thuong duge st dung nhét <.ho tmh Uan,g, pha v gen huong, dich & sinh th co truyen
thong la khong dung dJ:Oc vGi cace phuong phap hudéng dlch en thong thucmor hon, nhu
tao, thuc vat, va mo hinh donq vét 16, trong d6 c6 ngudi. V1 dy, hlen co cac thu ngh1em
lam sang trén nguoi dano ducc tién hanh lién quan dén nudeaza 101 k&m dung de didu tri
va phong bénh nhidm HIV. Hon thé nita, cong nghé xt 1y endonucleaza hién dang duge
sir dung nham phé v& cdce gen tao ra cac kiéu khéng mong mubn & ciy trong.

1

Endonucleaza tim myc fleu con duo’c 201 L1 mecdnude(wa 12 endonucleaza dac hig¢u voi
trinh tu tao ra su dLl't sgi Goi trong ADN ciia he gen vOi mic do dac hiéu cao do vi tri
tach lon cta chung (vi du, >14bp). Trong khi tinh dédc hidu ciia endonucleaza tim muc
{idu dbi voi cac vi tri dich cua chljhg ¢ho phép hudng dich chinh xéc doan duat ADN
dugc kich thi’ch, \1 tri tach endonucleaza tim muc tiéu 12 hiém va xac suét tim thiy vi tri

tach ¢4 trong tr nhién & gen huéng dich la thap.

Endonucleaza tim muc tiéu duge xt ly bang wng nghé dugc (ao ra bing cach cai bién
tinh dic hiéu cua endoriue 1ea7a tim muc tiéu hlen ¢6. Theo mot phuono Obap, cac - bién
dbi duge dua Vao trinh tu axit amin cua endonucieaza tim muc tiéu ¢6 trong ty nhlen va

sau do, endonucleam Gm muc tidu duge xi Iy bang cong nghé t‘lu duuc sang loc dé chon
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céc protein chirc ning phan cit vi tri lién ket hudng dich. Theo mot phuong phap khac,
endonucleaza tim muc tidu the kham duge xu ly bang cong nghé bang cach két hop cac

vi tri nhén biét cia hai endonucleaza tim muc ti€u khac nhau dé tao ra vi tri nhan bict

-~
A

méi bao gdm mot nra vi tri ctia moi endonucleaza tim muc tiéu.

Mot nhém gbm céc endonucleara nhén tao 1a endonucleaza 161 kém. Endonucleaza 101
kem két hop mién phan cit khong dac higu, thuong 1a mién phin cit khong dic hiéu cta
endonucleaza Fokl, vdi cac mién protein 181 kém duge xir 1y bing cong nghé dé lién két
véi cac trinh tw ADN drﬁc hicu. Céu. triic dang bmé‘)dun cua endonucleaza 151 kém 1am cho
ching tro thanh nén tang da nang dé phan phéi cac doan dit sei doi dac higu Vo1 Vi tri
dén h& gen. Mot han Pné cla endonucled/d 161 kém la tinh dac hicu thip déi vdi vi tri
dich hoidc su c6 mit ciia nhiéu vi tri dich trong hé gen c6 thé gay ra c4c su phén cit ngoai
dich. Vi endonucleaza Fokl phén cit & dang dime, mot chién lwge nhidm phong ngira cac

sy phan cit ngoai dich Ja thiét k¢ cic mien 101 kém lién két & 9 vi tri cap bazo lién ke.

Cac TALEN la nucleaza ¢6 thé hudng dich dugce st dung dé kich thich sy dit sgi don va
su dut soi doi & cac vi tri ADN dic hiéu, ticp do, vi tri nay dwoc stra chita bang céc co

che ¢6 thé khai thac dé tao ra cac 1]my ddi trinh tu o i tri té'ch.v ’

Khébi chu thanh co ban duge st dung dé xtt 1y bing cong nghé vung lién két v6i ADN
ctia TALEN 12 mién lip lai duge bao toan & muc cao dugc tao ra tix cac TALE ¢6 trong
tw nhién dwoc ma hoa béi Xanthomonas spp. proteobacteria. Qué trinh 1ién két ADN
bing TALEN la do cdc mang gdm cac don vi 1ip lai ¢6 33 axit amin dén 35 axit amin
duge bao toan & mire cao nim bén sudn céc mién duoc tao ra bai TALE b sung tai dau

t&4n cung amin va diu tan cing cacboxy do cac don vi ldp lai nay gay ra.

Cac don vi lap lai TALE nay lién két dac hiéu voi mot bazo don 1& cia ADN, muc do
déné nhat ctia chiing du’gc X4c dinh béng hai gdc siéu bién thuémg; duoc tim thdy & cac vi
trf 12 va 13 cua don vi lip lai nay, 36 ]uong don vi lap lai trong mot mang tuong ung) voi
chiéu dai ciia axit nucleic dlch mong mudn, mae do dong nhit cia don \1 l1dp lai nay
duoc chon aé cap vai trinh fur axit nucleic dich. T4t hon, néu axit nucleic dich ¢6 15 dén
20 cip bazo dé téi da hoa tinh chon loc cta vi tri dich. Su phan cit axit nucleic dich

thuong xay ra trong pham vi 50 cip bazo cia qué trinh lién két TALEN. Chuong trinh
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may tinh ding dé thiét ké vi tri nhan biét TALEN di dwge md ta trong linh vuc k§ thuat

nay. Vi dy, xem tai liéu: Cermak ef al., Nucleic Acids Res. 2011 July; 39(12): e82.

Mot khi duge thiét ké dé cdp voi trinh tu dich meng mudn, TALEN c¢6 thé dugc biéu
hién bing cach tai to hop va duge dua vao thé nguyén sinh v6i vai tro la protein ngoai

sinh, hodc dugc bicu hién tr plasmit trong theé nguyén sinh nay.
CAu trac GRON va viée dua vao cac t€ bao thuc vat

Ohgonuc]eobwo t20 ra sy t4i t6 ho p ¢6 thé duorc dua vao rc, de thuc Vat bang cach ap
dung phuong phap bat \y thudng duuc st dung trong linh vuc k¥ thudt nay bao gdm,
nhung khong chi gidi han &, phuong tién mang sicu nho (phén phéi bang ban pha sinh
hoc), soi siéu nhod (s¢i min), bién nap bing xung dién, héap thy ADN truc tiép va vi tiém,

Cac vi du minh hQa vé mot oligonucleobazo tao ra sy tai 0 hop duge mo ta duoi day.

Sang ché ¢é thé duge thue hién béng oligonucleobazc tao ra su tai td hop ¢6 hinh thé va
tinh chit héa hoc duge mo ta trong patent Kmiec | va p.xtem Kmiec II tai liéu nay dugc
dua vao day bing cach vién dAn. Kmiec I huéng dén phu:ong phap dua chc dang thay abi
gen cu thé vao gen dich. Oh"onudeobam tao ra su tai to hop trong Kmiec I va/hoic
Kimiec Il chira hai s¢i bo tro, moi trong sd hai soi nay chira 1t nhdt mot doan cua cac
nucleotit loai ARN (“do;m ARN”) duoc ghép cip bazo voi céc nuclcom loai ADN cita

soi kia.

Kmiee IT boc 16 cac chét khong 11ucleot1tpur1n Ch {ra bazo pyumldln v pulm ¢6 thé duwc

X

dung aé tha§ the cho céc nudeom Céac patent M¥ s6 3, 75() 325; 5,871, 9 4; 5, /60 017
5,888,983; 5,/95‘,972 5,780, 296 5 ,945.339; 6,004, 804 Vi 6,010,907 va t1ong dcm quoc

’

té sb PCT/USOO/23457; v frong cc cong bd don quic € sb WO 98/49350; WO
§9/07865: WO 99/58723: WO 99/58702; WO 99/40789; US 6,870,075; v cong b6 don

f o ,
” A

U cau cap patent M s6 20030084473, mdi tai lidu né Ly dm ua vao Jd y bang uach

[

vién dan, bdc 16 cac phén i tao ra sy tai tO hop bo sung co thé duge st dung trong sdng
ché nay. Thuft ngit “oligonucleobazo tao ra sy 1éi t6 hop” duce s dung trong ban mo ta
nay dé chi cdc phan tir ¢6 theé duge st dung trong cdc phuong phap theo sang che va

chira cdc oligonucleotit s¢i xodn kép hon hop, phin tir chira chat khong phai nucleotit

1
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duoc dua ra trong tai li¢u: Kmiec I, cac oligodeoxynucleotit soi don va cac phén tir tao

ra sy téi td hop khac duge dua ra trong cdc patent va cdc cong b6 don néu trén.

Theo mot phuong an, oligonucleobazo tao ra su téi 16 hop 1a oligonucieotit sgi x04n kép
hdn hop trong d6 cac nucleotit loai ARN cta oligonucleotit soi xodn kép hdn hop duge
lam cho khang RNaza bing cach thay thé 2’-hydroxyl bing nhém chire flo, clo hodc
brom hodc bang cach dit mot phin tir thé trén 2°-0. Cac phan tir thé thich hgp bao gdm
phdn tr thé duge dua ra boi Kmiec 11, Cac phdn tir thé thay the khac bao gbm phan tur the
duoc dva ra nho patf’nr My sb 5,334,711 (Sproqt) va phén tir the dugc dua ra nho cac
cong bd don véu cau cé‘{p patent BP 629 387 va EP 679 657 (duc_rc goi cnung la, don cua
Martin), tai liéu nay duec dua vao day bing cach vién dan. Nhu dugc st dung trong ban
mo ta nay, din xuét 2°-flo, clo hodic brom eua ribonucleotit hoge ribonucleotit c¢6 2°-OH
dwoc thé bang phan to thé duge mo ta trong don ciia Martin hodc Sproat dugc goi 12

“ribonucleotit dugc thé & vi trf 2°”. Nhu dwoc sir dung trong ban md ta nay, thudt ngtr

“nucleotit logi ARN™ ¢6 nghia la 2 “hydroxyl hogc nucleotit duce thé o vi tri 27 duge hen
két voi cac nucleotit khac cua eligonucleotit <gi Xqén Iép hon hop _bé_ng_ lien két
phosphodieste khong dugc “thé hodc lién két_ba“tr ky trong s& cac lién két phi ty nhién
duoc dua ra bdi Kmiec I hodc Kmiec II. Nhu duge st dung trong ban mo ta nay, thuat
ngl “nucleotit loai deoxyribo” ¢o nghia Ja nucleotit ¢6 2°-H, ¢0 thé duoc lien két voi cac
nucleotit khac cia MDON bing iién két phosphodieste khong duge thé hoac lién két bat

k¥ trong s6 cac lién két phi tr nhién duge dua ra boi Kmiec I hodc Kmiec 1.

Theo mot phu(me, 4n cla sang che ohgonucleobazw ad ra su tai tb hOp 1a oligonucleotit
sol xodn kép bon hop duoc lién két chi bang céc lién két phoqphodleqtf* khéng duoc thé.
Theo cac phuong an ‘thay thé khac, lién két nay 1a cdc phosphodieste duge thé, cac dan
xuét phosphodieste va céc 11en két dua trén chét phi phospho nhu dugc dua ra boi Kmiec
II. Theo mot phuong 4n khéc ntra, mdi nuclentlt loai ARN trong oligonucleotit soi xoan
kép hon ho p 1a nuclentn duge thc O vi tri ? Céc phuong an dwoc uu tién cu thé clia céc
171bonucleot1t duoe thé & vi m 2’ la nbonucleotﬁ. duoc thé ‘oano 2’ ﬂo 2’-metoxy, 2’-
propyloxy, 2’-allyloxy, 2’-hydroxyletyloxy, 2’-metoxyetyloxy, 2’-flopropyloxy . va

ribonucleotit dugc thé bing 2 -triflopropyloxy. Cac phuong an duge uu tién hon cta céac
ribonucleotit duoc tbc & vi tri 27 12 nucleotit duge thé bing 2’-flo, 2’-metoxy, 2’-

metoxyetyloxy, va nucieotit dugc theé bang 2’-allyloxy. Theo mot phuong dn Khéc,
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oligonucleotit sg1 x c0dn kép b hon hgp duge lién két bang cdc lién két phosphodieste khong

duoc thé.

Mic du oligonucleotit soi X04n kép hdn hop chi c6 mdt loai nucleotit loai ARN dugc thé
& vi tri 2° dwoc tong hop mot cach thuan tién hon, song cac phuong phép theo sang ché
¢6 thé duoc thuc hién b%ing cac oligonucleotit s¢1 X04n kép hdn hop ¢6 tr hai hodc nhiéu
10;;1.i nucleotit loai ARN. Chire nidng cta doan ARN ¢ thé khong bi arth hwdng boi diém
gie’m doan do Viéc dua de Xy nucleotit vac gura hai tunuuleotlt loai ARN géy ra, do vay,
thlldt ngtt doan ARN bao bam “doan ARN bi gidn doan” ndy. Doan ARN khong bi gidn
doan dugce goi 1a doan ARN lién ké. Theo mdt phuong an thay thé khac, doann ARN ¢o
thé chtra nucleotit 2°-Oi1 khong duge thé va nucleotit khang RNaza xen ké. T 6t hon, neu
cac oligonucleotit soi xqén kép hdn hgp c6 it hon 100 nucleotit va tham chi (ot hon 1a it
hon 85 nucleotit, nhung nhiéu hon 50 nucleotit. Soi thir nhét va soi thir hat duge ghép
cip bazo theo Watson-Crick. Theo mét phuong an, cac o1 clia oligonucleotit soi ;{oén
lép hén hop duge lién ,két cOng hoa tri bﬁng mét lién két, nhu hexanudeotit‘,
pentanucleotit hodc tetranucleotit s¢i don sao cho soi thir nh;’it va s¢i thit hai la cac doan
clia mot chudi oligonucleotit don € c6 mot dau tin cung 3’ don le va mot dAu tan cing
5’ don 1€, DAu tin cing 37 va déu tan cing 57 ¢0 thé duge bao vé bang cach bd sung “mil
kep to¢” nhd dé cac nucleotit dau tén cong 3° va dau tn cung 57 duge ghép cdp theo
Watson-Crick voi cac nucleotit lidn ké. Hon thé ntra,. co thé dat mii kep toc tht hai &
diém nbi gitta soi thir nli‘lai va sgi thtr hai xa cach vai dau tan cung 37 va _da.u tan cung 5,

sao cho lam On dinh duoc su ghép cap W atson-Crick gifta s¢i thtt nhat va s¢i tha hai.

Soi thir nhat va soi thir hai chira hai vung two:nQ drmu v3i hai.doan clia gen ACCaza dich,

claco cuno mdt trinh VOl gen dich. Vun g tu’ong dong chita cic nucleotit cta doan
ARJ\J i c6 thé chira mot hnac nhiéu nucleotit 1081 ADN cia doan ADN kéi néi va cung
c6 thé chira céc nucleotit loai ADN ma khong nim trong dOal‘L ADN xen gitta. Hai viing

cé tinh Luong dong ;hro\, phan L,a(.h hoi, va mdi ving lién I voi, ving ¢6 1rw nh tr khac

e
A

biét vai trinh ty cla gen dich, dlr(_)’c goi 1a “v uno khéc ngudn goc, Vung khéc ngubn goc

.

¢6 thé chita mot, hai hodc ba nucleotit khéng hop d6i. Cac nucleotit khong h(jp doi o theé

e ~

lién ké hodc theo cich khde, co thé dugce phén cach béi mft hode hai nucleotit twong
dong vai gen dich. Theo céch khac, ving khéc n gudn , gdc cling ¢6 thé chia mot doan

chén hofic mot, hai, ba hodc n#m rucleotit try xudng. Theo cach khéc, trinh twr cua
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oligonucleotit s¢i xodn kép hon hyp c6 the khéc biét véi trinh tw cta gen dich chi béi sy
x0a bo mét, hai, ba, holic ndm nucleotit trd xudng ra khdi oligonucleotit s¢i xodn keép
hdn hop nay. Trong trudmg hop nay, chicu dai va vi tri cia ving khéc ngudn goc dugc

cho 12 chidu dai ctia doan x6a bo, ngay ci khi khéng c6 nucleotit cia oligonucleotit soi

e
~

ooc. Khoang cach gitta cac doan cua

o

xo#n kép hdn hop nay ndm trong ving khac ngudn
gen dich b6 tro cho hai viing twong dong 1a ddng nhat véi chiéu dai cia ving khac ngudn
gbe khi du dinh tao ra doan thay thé hodc cac doan thay thé. Khi ving khac ngudn goc
chra mot doan cheén, nho do, cac ving tuong dbng dwoc phan cach ra xa hon trong
oligonucleotit ot x0dn «p. hdn hegp s0 v6i cac doan tuong dong bu trg cua ching trong
gen nady, va su nghich dao la co thé ap dung dugc khi ving khéc ngudn gde mi héa doan

x0a bo.

/4

Cac doan ARN cua céac ohponuclcotit so1 x0én kép hén vhqp 13 m&i mot phan Qila. Vflhg
tuong dong, tirc 1a ving dong nhét vé trinh ty voi doan cua gen dfch, 15t hon, néu céc
doan nay clng chtra it nhdt 13 nucleotit loai ARN vé tbt hon 1a chird 16 nucleotit loai
ARN dén 25 nucleotit loéd ARN h(jeic tham chi t6t hon 1a chtra 18 nucleotit loai ARN dén
22 nucleotit loai ARN hoac tot nhat 4 chira 20 nuc]eont Theo 'mé“)t. phuong an, céc doan
ARN cda cic ving ¢6 tinh tuono dong dugc phcm ach béi va iién ké véi, tic 1a “duou
1<et ndi bang” doan ADN xen gifra. Theo mét phueng an, mdi nucleotit cia ving khac
nguén gbe 1a nucleotit 'cixa doan ADN xen gilta. Doan ADN xen giffa chira ving khic

ngudn goc clia oligonucleotit ¢ 301 xoan kép hdn hgp. dwgc goi la “doan gay dot bien™.

Dang thay d:01 aé dua vao gen dich duogc ma hoéa boi Vurng khéc nguon gdc. Dang thay
601 dé dua vao gen my c6 thé 1a dang thay d01 vé mot hoac nh1 gu b’lZO’ ctia trinh tu gen

thaV déi axit amin n guven the & vi trl d6 thanh axit amin mon g maon

Theo phueng an khée cta sang ché, oligonucieobazo tao ra su tai t6 hop.1a vat truyén dot
bién oligodeoxynucleotit sgi don hay SSOMYV, dugc boc 10 trong don quéc & 36
PCT/US00/23457, dor ndy duge dwa vao diy bing cach vién din. Trink ty cia SSOMV
dua trén ctng mot sé nguyén 1y voi vat truyén dot bién dugc mé ta trong cac patent My
sO 5,756,325; 5,8’7]‘:,984; 760 012; 5,888,983; 5, 795 972 5,780,296; 5,945,339;
6,004,804; va 6,010,907 va trong céc wong bd don quoc t& s6 WO 98/49 SO;fWO

99/07'865‘; WO 99/58’723; WO 99/58702; WO 99/40789; US 6,870.075; va cong bé don

ek
wn
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yéu ciu chp patent M§ s& 20030084473, Trinh tu cia SSOMY chia hai ving tuong dbng
véi trinh tu dich duge phan céch bdi ving chira dang thay db1 gen mong mudn duoc goi
la viing gay dot bién. Ving gy 4ot bién ¢ thé co frinh tu cd cling chiéu dai voi trinh tur
phan cach cac ving tiwong dong trong trinh ty dich, nhung ¢6 mét trinh tur khac. Vung

gy dot bién nay s& gy ra su thay the.

Céc nucleotit cia SSOMV 1a cac deoxyribonucleotit duge lifn két bang cac lién két
phosphodleste khong duge cal bién chi co diu lién két lidn nucleotit dau tn cing 3’
va’hodc du tan ci mg 5’ hoac, theo cach khéc, hai lién két lign nucleotit dau tan cung 3°

va/hodc dau tan cung 5° ¢6 thé 14 phosphorothioat hodc pkosphoanudat Nhu duge’ st
dung trong ban mo th nay hen két lien nucleotit 1a su lign Ikt gitta cac nucleotit clia

SSOMV va I\hong bao com sy lién Két gitra nucleotit dau t4n cung 37 hodc - nucleotit diu
tan cung 5° va phan fr thé phonp bé, xem, néu trén. Theo mot phuong an cy thé, chiéu
dai cua SSOMV la 21 deoxynucleotit dén 55 deoxynucleotit va do vay, chitu dai cia cac
ying cd tinh tuong dc}_n}g_ﬂlé _t@ng chiéu dai cta it nhét 20 deoxynucleotit va it nh_ét hai

vung ¢o tinh twong dong thi moi, viing s& chléu dai {t nhat 12 8 § deoxynucleotit.

S‘SOMV c6 thé duge fmet ké de b trg chn soi ma hoa hodc s¢i khong ma hoa cua gen
dlch Kh1 dot bién mong mudn 12 dang thay thé mot bam‘ don le tot hon la ca hai
nuclco‘rlt ohy 5101 blen d<=u la pyrmufim Ben muc do nhat q1 4n v6i muc . dich thu dugce
két qua chute ning mong mudn, t6t hon 1a ca nucleotit gay dot blen va nucleotlt duge
huéng dich t10n soi bo tro ddu la pyumldm bugc: ddC blec wu tién 1a SS OMV ghi ma

c dt bién d] hodn, tu‘(. 14 nuulwm gav dot blen C bcnc T l'm hfcﬁ h(fp dm v6i nucleotit

C ho#c T trong sgi b(\ trc

Ngoai oligbdequnuclébtit, SSOMV c6 thé chia phé‘m tir thé phong bé 5’ CTu‘oc gin Va0
cacbon d""u'tén cung 5 ‘rhongz qua a0t lidn két nao do Tinh chit héa hoc cu 1'é két nay
la khén.o quan trong mé quan tmng 1a chién da1 cla 1o, tot hon néu no dai it nhit 6
nguyén tir va lién Két n.wy can phal mém déo. Co thé sir GUI f, nhidu phin thé sh(mg
doc nhu bmtm molcs“ml hmc céc steroit khéé hOac thube nhudm huvnﬂ quang cation
khong xen vao. imo(, dic blci wu tién & chét phéan ung aé 120 1a SS(WM V |4 céc chat
phén g dugce ban v tén g0l Cy3™ v Cy5™ boi Glen Research. Sterling VA (nay ia

GE Healthcare), déy 13 phosphoroamidit duge phong bé ma sau khi sat nhép vao



oligonucleotit lan luot thu duoc thude nbudm indomonocacboxyanin duge the 3,3,3°,3°-
tetrametyl WN,N’-isopropyl va thude nhudm indodicacboxyanin duge thé 3.33°3’-
tetrametyl N,N’-isopropyl. Cv3 la chét dugc vu tién nhét. Khi indocacboxyanin dugce thé
N-oxyalkyl, thi n6 ¢o thé duoc lién két mot cach thusn tidn voi dau tan clng 5° cla
oligodeoxynucleotit & dang phosphodieste ¢6 phosphat d4u tan cung 5°. Tinh chat hoa
hoc ctia dang lién két thubc nhudm gitta thudc nhudém va oligodeoxynucleotit 12 khong
quan trong va duoc chon vi sy thudn tién cho qua trinh t6ng hop. Khi phosphoramidit
Cy3 ¢6 ban trén thi truong dugce su dung nhu dugc chi d ’:m, thi dang céi bién 5° thu duogc
bao gbm phan tir the ~phong bé va. lién két di kém la N-hydroxypropyl, N'-

phosphatidylpropyl 3,3.3".3"-tetrametyl indomonocacboxyanin.

Theo mdt phuomg an duge un tién, thude nhuom mdf)cac,boxy anin dugc thé géﬂ 1an & vi
tri 3 va vi tri 3’ ctia vong indol. Khong bi rang buoc bt ly thuyet cac dang thay thc nay
ngan khong cho thude nhudm my tré thanh thube nhuom Xen vao. Muc a6 dong nhét cua
phan tir thé & cdc vi frf my 1l mlong qu'm tron . Hon the nira °OM\/ con ¢6 tne cO
phén tir thé phong bé 3 Hou nita, tinh chit hoa hoc cia phan tir thé phoug bé nay 1a

khong quan trong.

r

Theo mdt phuong 4n dwge wu tién khdc, oligonucleotit tao ra sy tai t0 hop la

hpodcoxynucléoti‘ sai don ¢6 nucleotit dau tan cﬁﬁg‘?ﬁ’. nucleotit diu tan c‘ung 5’_, co it
nhat 25 deoxynucleotit va khong nhiéu hon 63 dtoxynucleout va ¢ trinh ty chira it nhal
hai ving, mdi ving ¢6 it nhét 8 deoxynucleotit ma mdi ving lan lugt dong nhét véi it
nhét hal ving cda gen nhlem séc 1he, duge huodng dlCh cac ving nay Chung lai ¢ chidu
dai it nhét 24 nucleotit, va cac ving 11ay dugc phan cach boi it nhét mot nucleo‘ut trong
trinh tu cla gen nhidm sic thé duoc hudng dich hodc trong trinh tu cla
oligodeoxynucleotit hodc ca hai sao cho trinh tu cﬁa oligodeoxynucleotit la khdng dong
nhét voi trinh tu cua gen nlu;‘m séc thé dugc i nucmfr dl(,h Xem patent M§ 6,271 L3 360, tai

liu nay dugce dua vao day bing cach vién dan.
Phuong tién mang si€u nhd va soi siéu nho

Cach st dung phuong tién mang siéu nno. bang kim loai (vi cau) dé dua cac doan ADN
16n vao céc té bao thue vat ¢ thanh té bao ctia xenluloza theo phuong phap choc thing

bang vat thé phdng dd duge nguoi ¢6 hiéuw biét trung binh trong linh vie nay biét 13 (sau

i7
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day goi 1a phan phdi bang bén pha sinh hoc). Céc patent M¥ s6 4,945,050; 5,100,792 va
5,204,233 mé ta cac k§ 'hudt chung dung dé Jua chon phurong tién mang siéu nho va cac
thiét bi dung dé phdng chung. Céc patent MY 56 5,484,956 va 5,489,520 mé ta vige didu
ché ngod chuyén gen <o kha ring sinh san bing céch 4p dung phuong phap ban pha bing
vat thé phéng siéu ubd mo see ngd. Cdc ky thuét bin phé sinh hoc cling duge st dung dé

bhién nap phoi ngd chua trudng thanh.

Céc diéu kién cy thé dc sur dung phuong tign mang siéu nho trong cac phuong pnap theo
sang chc duoc mo ta tmng uong o don quoc, té 56 WO 99/07863 Theo mot ki thuat
minh hoa phum'ng 1’1r*‘ n mang siéu nho duO’c lam Ianhv barm neée d ((‘01110/1111 s
oligonucleotit sgi Kofn M’p 1én hf}p (60m,£/m )2, ‘, [ CaCly va 0, 1M sbempdme dwoc bo
qung, theo trat tu do; hon hop nay duoc khuay nhe, vidu, b éno heh tedn /\an tmn ]0
phut va duoc aé o nhiu do tr 01)g phong trong 10 phuot, tiép 10 phuong tién mang siéu
nhd du'orc pha loang trong 5 phan thé tich cua etanol, dugc ly tAm va duoc tao huyén phu
Jai treng 100% etanol, Co thé: thu duge két-qua tot véi n@ng do trong dung dich lgét dinh
chia 8ug/pul dén 10pg/wl phuong ﬂén mang siéu nhe; 14 pg/ﬁﬂ dén 17pg/ml
oligonucleotit soi Xo_én_ kép hon hGp LM d‘én 1.4M ,Ca(jig, va 18mM dén ZZmM
spermidine. D& quan s&t Tn’v cac ku qua t61 uu trong cée diéu klen dung dich két dinh
chira 8pg/pl phuong tign mang sicu nho, 16,5pug/mi oligonucieotit s01 X0dn kep hon hop,

1,3M CaCl va 21raM spermidine.

(“unrr 6 ‘rhe dua ohgonucleobazo tao ra sy tdl td hop vao cac t€ bao thue vaL ding de
thue hién sang ché bang cheh st d'mg soi siéu nho dé (hoc thuno ﬂld.l’]h té bao va m:mg
t& bao. Patent ‘\/Iy $6 5,302,523 cap cho Coffee va cac dr)ng tac gid md ia céch su d\m;
soi silic cacbua 30 lan 0,5 pm va soi 5111\, cacbua 10 14n 0,3 m n dé tao Lheu kw thuan Joi
cho qLa trinh bién nap san pham nuoi c,a ngod dano huyen phit clia Black Memcafz

N

Sweet. K§ thudt co hOb bat ky c6 thé duoc st dung d& dwa ADN vao cho qué mnh blen
nap 18 bao 'thuc 'vat bang c,a.ch st dung so1 siéu nhod ¢o thé duge sir dung dé phan phoi
oligonucleobazo tao ra su tai th hop dé s dung 1'1hém_ tao ra cac thé dot bién ACCaza
nay. Mot ky thuat minh hoa vé phuong phép phan phéi oligonucleobazo tgo ra sy tai ‘té
hop béng sci siéu nho. 13 nhu sau: sgi siGu nho vo trimg (2ug) duoce tzo huy én phtv trong,

150pl cha mot rudng nudl ¢ cAy thure vat chia kKhodng 10ug oligonucleotit sol xodn kép

hén hop. Dé san _phéim_ nudt cay huyén phu ling xubng va cac phén ti ha tich ngang bing
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ctia cac té bao da dugc dong goi va huyén phi s¢i vo trung/nucleotit duge tron xoay
trong 10 phit va duoc dan méng. Moi trudong chon loc dugc 4p dung ngay 1ap tirc hodc

v6i thoi gian tri hoan 1én dén 120 gio' néu thiy thich hop dé c6 duoe tinh trang cu thé.
Bién nap bang xung dién

Theo mot phuong an thay thé khac, oligonucleobazo tao ra su tai td hop c6 thé duoc
phéan phdi dén té bao thuc vat bang cach bién nap bang xung dién déi voi thé nguyén
sinh dugc tao ra tir mot bd phén cua thuc vat theo cac k¥ thudt ma nguoi o hiéu biét
trung binh trong linh vuc k§ thuét nay biét 6. Vi du, xem cac tai liéu: Gallois ef al.,
1996, trong Methods Molecular Biology 55:89-107, Humana Press, Totowa, N.J.; Kipp
et al., 1999, trong Methods Molecular Biology 133:213-221, Humana Press, Totowa,
NJ.

Cling ¢6 thé dua oligonucleobazo tao ra sy tai td hop vao vi bao tir balmg'céch bién nap
bing xung dién. Sau khi giai phong t& tw, vi bao tu 1a don nhan va ¢6 thanh mong. N6
bit ddu mé rong va phat trién 16 nay mam truée khi mang ngoai hinh thanh. Vi bao tir
giai doan nay vé tiém nang thi thich hgp d6i v6i qud trinh bién nap bang ADN ngoai sinh
hon‘so v6i cac té bao thuc vat khac. Hon thé nita, su phat trién ctia vi bao tir c6 thé duge
thay dbi in vitro dé tao ra phoi don bdi hodc md seo phodi hoa co thé duoc tai tao thanh
thuc vat (Coumans et al., Plant Cell Rep. 7:618-621, 1989; Datta et al., Plant Sci. 67:83-
88, 1990; Maheshwari et al., Am. J Bot. 69:865-879, 1982; Schaeffer, Adv. In Cell
Culture 7:161-182, 1989; Swanson ef al., Plant Cell Rep. 6:94-97, 1987). Vi vay, co thé
t4i tao vi bao tir dd duoc bién nap mot cach tryc tiép thanh thyc vét don boi hodc thuc vat
don bodi kép co6 kha ning sinh san sau khi nhan doi nhidm sdc thé theo cdc phuong phap
tidu chudn. Xem thém don yéu cdu cip patent M§ s6 09/680,858 co tén sang ché 1a ché
phim va phuong phép cai bién gen thuc vat, don nay duoc dua vao day bang cach vién

dan.

Cac phuong phap bién nap bang xung dién vi bao tir dwgc mo ta trong tai liéu: J ardinaud
et al., Plant Sci. 93:177-184, 1993, va Fennell and Hauptman, Plant Cell Reports
11:567-570, 1992. Céc phuong phdp bién nap bing xung dién dwa MDON vao thé
nguyén sinh thuc vat cling ¢6 thé duoc lam thich Gng dé st dung trong phwong phap bién

nap bang xung dién vi bao tu.

19
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Soi min va vi tiém

Theo mot phuong an thay thé khéc, oligonucleobazo tao ra sy tai tb hop c6 thé duoc
phéan phéi dén té bao thuc vat bing soi min hodc vi tiém té bao thuc vat. Phuong phap
goi 1a k¥ thuat soi min duoc thuc hién vé co béﬁ nhu dugc mo ta trong tai liéu: Frame et
al., 1994, Plant J. 6:941-948. Oligonucleobazo tao ra sy tai td hop duogc bd sung vao soi
min va dugc st dung dé bién nap cac té bao thuc vat. Oligonucleobazo tao ra sy tai td
hop co thé dugc U ddng thoi véi plasmit chira cac trinh tw ma hoa cac protein c6 kha
niang tao cac phirc hop recombinaza trong té bao thuc vat sao cho qué trinh tai t6 hop

duoc xuc tac gitta oligonucleotit va trinh tu dich.
Viéc lua chon thuc vt

Theo cac phuong an khac nhau, cdc loai thyc vat nhu dugce boc 10 trong ban mo ta nay co
thé thudc loai bit k¥ trong s6 thuc vat hai 14 mam, thuc vat mdt 14 mam hogc thuc vat hat
tran, trong d6 c6 cac loai thyc vét than g0 bét ky sinh truéng ¢ dang cdy luu nién hodc
cay bui, loai than thao bat ky, hogc loai bat ky san sinh trai an duge, céc hat gidng hoic
loai thuc vat, hoac loai bt ky san sinh hoa ¢6 mau sdc s hodc hoa thom. Vi du, loai thuc
vat nay co thé duoc chon tur loai thuc vat tir nhém bao gém cai dau, hudéng duong, ngd,
thubc 14, ct cai duong, bong, ngd, lta mi, lda mach, lta gao, ¢o linh lang, lda mach, lta
mién, ca chua, xoai, ddo, tao, I, dau tay, chudi, dua tay, khoai tdy, ca rbt, rau diép, hanh,
d4u nanh, mia, ddu Ha Lan, ddu ga, ddu Ha Lan ndu, déu rang ngua, d4u lang, cu cdi, cu
cai Thuy Dién, cai Brussel, ddu canh chim, sip lo, cai xoan, dau rang ngua, duong,
thong, bach dan, nho, cdy thudc ho cam chanh, tiéu hic mach, ¢é linh ling, lia mach
den, yén mach, co 16p d4t mit va cé lam thac #n gia suc, lanh, cai dau, cai cay, dua
chudt, bim bip, cdy boéng nudc, ho tiéu, ca tim, cic van tho, sen, cai bép, clic, cam
chudng, tulip, dién vi, hug, va cac loai thuc vat san sinh hat bdi vi chiing d3 khong duoc

dé cap mot céach cu the.

Céc loai thuc vat va cac té bao thuc vat co thé dugc kiém tra vé suc dé khéng hodc strc
chéng chiu d6i véi chét diét ¢o bing cach sit dung cdc phuwong phép da biét nhiéu trong
linh vue k¥ thuat nay, vi du, béng cach nuot céy thuc vat hodc té bao thuc vat kbi c6 mit
chét diét c6 va do tbc do sinh trudng so v6i the do sinh truong khi khong ¢6 mat chét diét

9

CO.
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Nhu duge st dung trong bén md ta ndy, mirc do sinh trudng gin nhu binh thudng cla
thuc vat, co quan thuc vat, mo thuc vat hodc té bao thuc vat duoc dinh nghia la tdc d6
sinh trudng hodc tde do phéan chia té bao thuc vit, co quan thyc vat, mo thuc vat, hodc té
bao thuc vat ndy it nht 12 35%, it nhat la 50%, it nbit 12 60%, hodc it nhét 1 75% toc do
sinh trudng hodc tdc do phan chia t& bao & thuc vat, co quan thyc vat, mo thuc vat hodc

té bao thuc vat twong tng biéu hién protein AHAS loai hoang.

Nhu duoc st dung trong ban md ta nay, sy phat trién gan nhu binh thuong cta thuc vét,
co quan thyc vat, mo thuc vét hoic té bao thuc vat dugc dlnh nghla 12 su xay ra mot hoic
nhiéu su phat trién & thuc vat, co quan thyc véat, mo thyc vat hodc té bao thyc vat nay 1a
gﬁn nhu twong tu v&i nhitng hién twong xay ra ¢ thyc vat, co quan thuc vat, md thuc vt

hodc té bao thuc vat twong Umg biéu hién protein loai hoang.

Theo cac phuong an nhit dinh, cac co quan thyc vat dugc dé xuét trong ban mo ta nay
bao gém, nhung khong chi giéi han &, 14, than, 18, chdi, nu hoa, mé phén sinh, phoi, 14
mam, nodi nhii, dai hoa, canh hoa, nhuy hoa, 14 noﬁﬁ, nhi hoa, bao phén‘, vi bao tu phén
hoa, dng phén, nodn, bau nhuy va tréai, hodc céac phﬁn cét, lat ho:?tg khoanh dugc lay tir do.
Mo thuce vat bao gém, nhung khong chi giéi han &, mo seo, md co ban, mo mach, mo dl_j:
trit, mo phéan sinh, mo 14, md choi, md ré, md vu 14, mod khéi u thuc vat, va mo sinh séan.
Céc té bao thuc vat ba‘c‘) gém,‘ nhung khong chi gidi han &, cac té bao phén 1dp duoc ¢o

thanh té bao, cac dang két tu ¢6 kich thude khac nhau cia chiing, va thé nguyén sinh.

CdC loai thuc vat 1a “chéng chiu” dang ké d6i voi chit diét co lién quan néu cho chung
tiép xic voi chét diét co va tab ra duong cong lidu luong/dép tng chuyén dich sang bén
phai khi so vdi dudng cong liéu luong/dap tmg do loai thuc vat tuong tw khong chéng
chiu duoc cho tiép xtic theo cach tuong tu tao ra. Cac dudng cong lidu luong/dép tng
nay co “liéu luong” dugc vé dd thi trén truc X va “ty 1€ phén tram tiéu diét”, “tac dung
diét ¢6”, v.v., dugc vé dd thi trén truc y. Cac loai thuc vat chéng chiu s€ cAn dén nhiéu
chit diét c6 hon so véi cac loai thuc vt tuong tu khong chéng chiu dé tao ra mot tac
dung diét co nhit dinh. Cac loai thuc vat “dé khang” dang ké dbi véi thude diét co thé
hién it, néu co, tézl thuong hoai tir, ton thuong phén giai, tdn thuwong tia vang hodc cac

ton thuong khéc, khi duogc cho tiép xtic véi chat di€t co & cac nong do va ty 1€ thudng
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duoc st dung boi cong dong hoa ndng dé tieu diét co trén dong rudng. Cac loai thuc vat

dé khang v&i mot chit diét cé nao do thi cling chéng chiu véi chét diét co do.
Tao thuc vat

D3 biét viée nudi céy mb cua cac mo khac nhau cta cac loai thue vat va viéc tai tao cac
loai thuc vat tir do. Vi dy, viéc nhan gibng cay céi dau theo phuong phéap nuo6i cdy mo
dwoc md ta trong, nhung khong chi gidi han &, tai liu bat ky trong sb céc tai liu sau:
Chuong et al., “A Simple Culture Method for Brassica Hypocotyls Protoplasts”, Plant
Cell Reports 4:4-6, 1985; Barsby, T. L., et al., “A Rapid and Efficient Alternative
Procedure for the Regeneration of Plants from Hypocotyls Protoplasts of Brassica
napus”, Plant Cell Reports (Spring, 1996); Kartha, K., et al., “In vitro Plant Formation
from Stem Explants of Rape”, Physiol. Plant, 31:217-220, 1974; Narasimhulu, S., ef al.,
“Species Specific Shoot Regeneration Response of Cotyledonary Explants of Brassicas”,
Plant Cell Reports (Spring 1988); Swanson, E., “Microspore Culture in Brassica”,
Methods in Molecular Biology, Vol. 6, Chapter 17, p. 139, 1990.

Qua trinh tai sinh thém | gidng c6 thé xdy ra theo phuong phap nudi cdy mo va tai tao.
Viéc nudi céy mo cia cac mod khéc nhau cia ddu nanh va tai tao céc ca thé thuc vat tir d6
1a da biét 16 va duogc céng bd rong rai. Vi du,’ ¢6 thé tham khao tai liéu: Komatsuda, T. et
al., “Genotype X Sucrose Interactions for Somatic Embryogenesis in Soybeans”, Crop
Sci. 31:333-337, 1991; S“tephens, P. A, et al., “Agronomic Evaluation ofTissae-Culture—
Derived Sovbean Plcmts‘”, T heori Appl. Genet. 82:633-635, 1991; Komatsuda, T. et al,
“Maturation and Germination of Sematic Embryos as Affected by Sucrose and Plant
Growth Regulators in Soybeans Glycine gracilis Skvortz and Glycine max (L.) Merr”.
Plant Cell, Tissue and Organ Culture, 28:103-113, 1992; Dhir, S. et al., “Regeneration
of Fertile Planis jrom Protoplasts of Soybean (Glycine max L. Merr.); Genotypic
Differences in Culture Response”, Plant Cell Reports 11:285-289, 1992; Pandey, P. et
al., “Plant Regeneration from Leaf and Hypocotyl Explants of Glycine wightii (W. and
A.) VERDC. Var. Longicauda”, Japan J. Breed. 42:1-5, 1992; va Shetty, K., ef al.,
“Stimulation of In vitro Shoot Organogenesis in Glycine max (Merrill.) by Allantoin and
Amides”, Plant Science 81:245-251, 1992. NOi dung bdc 19 ctia patent My sd E ,024.944

cap ngay 18 thang 6 nim 1991 cho Collins va cic dong tac gia, va patent MY sb



5,008,/,00 cAp ngay 16 thang 4 ndm 1991 cho Ranch va cac déng tac gia, duge dua vao

day bang cach vién dan.

Céc vi du dudi ddy minh hoa viéc thuc hién sang ché nhung khong duoc hiéu la lam gidi

han pham vi cia sang ché.

Vi du_1: Muac do chuyén héa duge cai thién nhiéu cta gen protein huynh quang xanh
lam (blue fluorescent protein - BFP) trong cac té bao Arabidopsis thaliana chuyén gen
thanh protein phat huynh quang xanh luc (green fluorescing protein - GFP) bang cach
dua dang dot bién nucleotit don dugce hudng dich thong qua oligonucleotit stra chita gen
(GRON) két hop v6i cdp nucleaza hiéu ung gibng chat hoat hoa qua trinh phién ma

(TALEN) phéan cit gin chd thay ddi bazo dugc hudng dich.

Dong Arabidopsis co nhiéu ban sao cia gen protein huynh quang xanh lam dugc tao ra
theo cac phuong phap ma nguoi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vic nay da biét (vi du
xem tai liéu: Clough and Brem, 1998). Céc san phdm nudi cdv mo phan sinh duoc tao ra
tir r& dugc thiét 1ap véi dong nay, dugc st dung dé phan 1ap thé nguyén sinh va nudi chy
(vi dy, xem tai liéu: Mathur et al., 1995). Muc dich phan phéi GRON Avéo thé nguyén
sinh dat dugc thong qua' qtié trinh hip thu GRON nhd polyetylen glycol (PEG) vao thé
nguyén sinh. Phuong phép st dung dia ¢6 96 15, twong tu phuwong phap duge mod ta bai
Fujiwara va Kato (2007) da duoc 4p dung. Trong phan dudi day, quy trinh nay duge md
t4 mot cach ngan gon. Thé tich duoc. dua ra 1a thé tich duge ap dung cho cac 16 riéng biét

cua dia co 96 10.

1. Tron 6,251 hdn hgp GRON/TALEN (80uM GRON BFP4 Coding/4 1mer)
v6i 25ul thé nguyén sinh dugc tao ra th md phén sinh & Arabidopsis BFP
chuyén gen & mtte 5x106 t& bao/ml trong mdi 18 cua dia c6 96 16.

31,25ul dung dich PEG 40% duoc bd sung va thé nguyén sinh dugc tron.
Céc té bao da dugce xir Iy dwoc 1 trén nudce da trong 30 phut.

200ul dung dich W5 duoc bd sung vao mdi 18 va céc té bao dugc tron.

ook W

Cho phép 1 cac dia nay trén nudc da trong 30 phut cho thé nguyén sinh ling
xubng day ctia mdi 15.

6. 200ul moi trudng bén trén the nguyén sinh da lang xuodng dugce loai ra.
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7. 85ul moi treong nudi ciy (MSAP, xem tai liéu: Mathur ez al., 1995) dugc b
sung.
8. Céc dia nay duoc U ¢ nhiét do trong phong trong bong t6i trong 48 gio. Nong

d6 cudi ciia GRON sau khi bd sung moi trudong nudi ciy 12 8uM.

Béng cach ap dung quy trinh nay, plasmit TALEN ¢ cdc mirc ndng do khic nhau dugc
dua vao cing voi GRON. Bén muoi tam gior sau khi phan phdi GRON, cdc mau dugc
phén tich theo phuong phap dém & bao theo dong chay dé phét hién thé nguyén sinh ma
su phat huynh quang xanh lyc va meg clia chung 14 khac v6i sy phat huynh quang xanh
luc va vang cua the nguym sinh d6i chimg. Su phat huynh quang xanh Iuc 1a do viéc dua
dot bién duoc hudng dmh vao gen BFP gdy ra, dem lai qua trinh tong hcp GFP. Cac két

qua nay duoc thé hién trén hinh 1.

cuyén sinh huynh quang xanh luc tinh theo %

0,001 » 0,003 0,007 0,015
Néng do plasmit TALEN [uM]

0,000 0,001

én

Th

Hinh 1. T hé nguyén sinh duge tao ra tir mo phén sinh 1& duge xt ly bing
plasmit TALEN ¢ céc ndng d6 khac nhau cing voi GRON hudéng dich dot bién vao gen
BFP, gdy ra hién tuong chuyén hoa thanh gen GFP. Mt do biéu hién GFP dwgc do theo
phwong phap dém t& bao theo d(‘)ng chay 48 gi¢ sau khi phan ,phéi GRON/TALEN

Péi vi tht ca cac vi du tir 2 dén 11 dudi ddy, ap dung phan ghi.cht sau:

Céac GRON



42497 25/36

Kiéu thiét ké huéng dich BFP->GFP.

BFP->GFP H66Y CAC->TAC.

BFP4/C/41/5°Cy3/3’idC
VCCCTCGTGACCACCTTCACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCH
BFP4/NC/41/5°Cy3/3°idC
VGCTGAAGCACTGCACGCCGTAGGTGAAGGTGGTCACGAGGGH

Kiéu thiét ké d6i chimg khong huéng dich BFP.

BFP H66 — CAC

BEPO/C/41/5°3PS/3'3PS

VCCCTCGTGACCACCT TCACCCACGGCGTGCAGTGCTTCAGCH
BFPO/NC/41/5°3PS/3'3PS
VGCTGAAGCACTGCACGCCGTGGGTGAAGGTGGTCACGAGGGH

Cac TALEN:
Mién lién két ADN ctia ¢hat higu tng TAL

é%\ GRON BFP4/NC

o v e e A P g e R N e A Ay Ry R A A R B PR N AR N R AR A S P e

CTTCATGTGGT . CGGGOTRGCGGUTG ARGCACTGCACGCCGT GGHT GRARGGT GG TCALGRAGGRT GGG RGGGCACGGG

CAAGT ACACCAGCCCCAICGCCEACTTCHIGACGT GCGGUACCCACTTCCA CCAGTGC TCCCACCCEETCCOGCTGOCC

VKMHDPYRSFCQ‘JGHTE’TTV,LTPEJP\»’P

Mién lién két ADN ctia chit hi¢u ing TAL

pCLS14165 c6 ¢4 hai fihanh TAL (duoc thiét ké theo Zhang ef al., 2013) trén mot
plasmit don 1¢ ma mdi nhanh lién két vai trinh tw duoc gach dudi va dugce lién két v6i
monome Fokl. Su két hop nay tao ra sy dit soi doi (DSB) nhu duge thé hign duci day
trong thu nghiém ghn két soi don (single strand annealling assay-SSA) duoc thuc hién
theo cling mot cach véi cac thir nghi¢m trong tai li¢u cua Zhang va cac dong tac gia.

(2013)



42497 26/36

4 A
10" 3 107 3
] SeA-BEP 1 SSA-BFP+ plLSL4dlo63
3 3
107 = 107
'i — 1 ': R —
1 R3 ! 1 R3O !
X ] T ¥ i : ) : i
@ 107 0.391% IR T T 6.90% |
[ 5 : e ; |
101 . 501 ~
1\30 100
0 ! 1 1' 7 1 - 1 !3’ : 4 . '0 [ 1' LR | ,}' LR | 3 LA 4
10 10 107 10 10 10 10 10° 107 10
FL1-H FL1-H

pCLS15771 1a nickaza c6 dot bién (D450A) trong mién Fokl ddi voi nhanh trai. Nhanh
phai trong cAu tric nay 1a theo pCLS14165.

pCLSlS769 1a nickaza c6 dot bién (D450A) trong miéh FoklI dbi v6i nhanh phai. Nhanh
trai trong céu trac nay la theo pCLS14165.

Céc GRON va TALEN duqé kiém tra nhu duoc thé hiéﬁ dugi day. Cac phuong phép xir
Iy déi chimg bao gom cic GRON khong huéng dich (BFPO/C hogc BFPO/NC) va
TALEN riéng ré& cling nhu cac phuong phép xu ly gia bang dung dich PEG 4 % thidu
cdic GRON hogc plasmit TALEN da khong c6 hoat tinh chuyén héa déng ké nao.

Trong hé théng nay, t6t hor, néu kiéu thiét két GRON BFP4/NC riéng € 1a kidu thiét ké
GRON BFP4/C riéng ré. Viée két hop céc kiéu thiét ké ndy véi DSB TALEN
(pCLS14165) cai thién ca hai véi hoat tinh t6t nhit va mirc cai thién gip nhiéu 14n (trong
nhidu truong hop > 2 bic do 1on) véi GRON BFP4/C. Ciing da quan sat thay su cai thién
dang ké dé két hop cac GRON voi céc cap nickaza TALEN: va duoc kv vong la co lot
nhét b@'mg c4ch gi_émb thiéu X;hiét hai ngoai du dinh khi cac d@t bién duoc hué’ng dich mot

céch dong thoi & mot vai gen/0 gen/alen.

Vidn 2: GRON cong vii nickaza TALEN.

o
<
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Vi du 3: GRON c¢ong véi nickaza TALEN,

0,25

héa BEP thénh GFP tinh theo %

huvén

Mirc <l

Xuly gia

BFPI-/

(pCLS15771)
TALEN

BEPO/NC

RS T

b 3 A% .
BEPL-/+ RFP4;/C : BFPA/NC. DFP1/+
(pCLS15771) {(pCLS15771) (pCLsisy71)
TALEN # TALEN + TALEN 4
BFPO/NC BFPA/C

BFP4/NC

Vi du 4: GRON cong véi nickaza TALEN.
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Vi du 5: GRON c¢ong véi nickaza TALEN.

0,25

0,2

0,15

n hoa BFP thanh GFP tinh theo %

1
29

(

0,1

005 +——

Mirc chuy

L -

X Ly gia E BFPO/NC. BFP1 +'/.'. BFP4/C BFP1 /- ) BFPA/NC. BFP1_+/»'
: (pELS15769) (PCLS15769) (pCLS15769) (pCL515769)

TALEN TALEN < TALEN + TALEN +

: BEPO/NC N BFPA/C BFP4/NC

Vi du 6: GRON cong v6i nickaza TALEN.
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Vi du 7: GRON c¢odng véi nickaza TALEN.
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BFPL#/-  BEPO/NC BFP1 +/- BFP4/C BFP1+/-
(pCLS15769) © - (pCLST15769) {pCl$15759)
TALEN TALEN + TALEM +

BFPO/NC BFP4/C .

X ly gia

Vi du 8: GRON cong véi DSB TALEN.

N
o

BFP4/NC

BFP4/NC
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Vi du 9: GRON cdng véi TALEN.
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X iy gid :
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Vidu 11: GRON céng vai DSB TALEN.

1,4
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YEU CAUBAO HO

1. Phuong phap dua ¢t bién do oligomicleobazo sira chita gen (GRON) gy ra vao
trinh tu axit deoxyribonucleic (ADN) dich trong t& bao thuc vat, phuwong phap bao

gom cac budc:

nudi cly té bao trong céc dicu kién lam ting mot hodc nhiu qué trinh sira chita
ADN ctia té bao trude khi va/hodc dong thoi véi viée phan phoi GRON vao t€ bao

thuc vat,

trong Jo cac dleu kién ]am ting mot hozc nhiéu qua trmh stra chita AJN cuia t€ bao

bao Oom viée dua VdO mot hoac uhleu l’llbkd/d dac h1<,u Vi m vao té bao lhuc vat va

trong d6 mot hodc nhiéu nickaza dac hi¢u vi tri nay dua vao céac diém gian doan

(nick) soi don ¢ viung lan cén cua vi tri duoc nham dich dé-chuyén hoa béi GRON.

2. Phuong phap theo diém 1, trong d6 mot hodc nhiéu nickaza dwgce chon tir

TALEN nickaza, nickaza ngon tay k&m va meganucleaza nickaza.

3. Phuong phap theo diém 1 hogc 2, trong d6 mét hodc nhi€u nickaza dic hi¢u vi tri

dugce lién hgp cong hoa tri v&i GRON.

4. Phuong phép theo mot trong 36 cac diém tir 1 dén 3, tron;.T do té bao nay la té bao
thue vat thude loai dugc chon t nhom bao gbm cai dau, hudng duong, ngd, thude
14, cu cai dudng, bong, ngd, HGa mi, lGa mach, Wa gao; ¢ linh ldng, lha mach, laa
mién, ca chua, xo0di, dao, tdo, 18, dau tay, chudi, dira tay, khoai tay, ca 1oL, rau diép,
hanh, d4u nanh, mia, ddu Ha Lan, ddu ga, dau Ha Lan ndu, ddu rang ngya, dau lang,
cu cai, cu cai Thuy bién, cai Brussél, déu canh chim, sup lo, cai xodn, ddu rang
ngua, duong, théng,'bach ¢tan, nho, cay thudc ho cam chanh, tiéu hic mach, co linh

lang, Iia mach den, yén mach, co 16p dat mat va o lam thuce an gia sac, lanh, cai

N
A

déu, cai cay, dua chudt, bim bip, ciy bong murde, ho ticu, ca tim, clic vau tho, sen,

cai bép, chc, cam chudng, tulip, dién vi va hué.

5. Phuong phap theo mét irong s6 cde diem tir 1 dén 4, trong do i€ bao la t€ bao

chuyén gen.

33/36
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6. Phuong phép theo diém 3, trong do trinb tu ADN dich la gen ndi sinh cua té bao.

7. Phuong phap theo mot trong 56 cac diém tir 1 dén 6, trong d6 phuong phap nay
con bao g6m viéc tai tao thyc vat co dot bién duoc dua vao béng GRON tir t€ bao

thue vat.

8. Phuong phép theo diém 1, trong d6 phuong phap nay con bao gbm bude dénh gid

hiéu qua chuyén hoa cia GRON, phuong phap bao gbm cac bude:

dwa GRON vao thé 'j,lguyénb sinh thue vét biéu hién trinh ty ADN dich ma hoa
protein huynh quang xanh lam, trong d6 GRON dugc céu tao dé lam dot bién trinh
tu ADN dich tai mdt vi tri duge xdc dinh trude dé gdy ra hi¢n tuong chuyén hoa
protein huynh quang xarh lam nhd d6 protein huynh quang xanh lam nay phat ra
huynh quang & mét bude séng khac, trong d6 trwde khi hoge ddng thoi véi viee dua
GRON vao, ADN' t1'6"ng thé nguyén sinh duoc cho 'tié'p x(c v6i mot hodc nhiéu
nickaza dac hiéu vi tri aé dua cac diém gian doan soi don vao trinh tw ADN dich

trong vi tri duge nham dich béi GRON; va
xéac dinh hiéu qua cta viée chuyén hoa.

9. Phuong phéap theo diém 8§, trong d6 mdt hodc nhiéu nickaza ddc hiéu vi tri dugc

chon tir TALEN nickaza, nickaza ngén tay kém va meganucleaza nickaza.

10. Phuong phap theo diém 8§ hodc 9, trong d6 trinh ty ADN dich ¢ mat trong

ADN nhiém sidc thé cla thé nguyén sinh.

11. Phuong phép theo diém 8 hoidc 9, trong do trinh ty ADN dich ¢6 mdt trong

plasmit.

12. Phwong phap theo mot trong s6 cAc diém tir 8 dén 11, trong d6 mot hoac nhic¢u
nickaza dic hiéu vi tri dem lai hiéu qué chuyén héa tdng so véi higu qua duge xéac

dinh d6i véi GRON khi khong c¢6 mat mot hodc nhi€u nickaza.

34
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43

ADN

Trinh ty nhén tao

M&6 ta vé trinh tu nhan tao:

1

Oligonucleotit tdng hop

vcectegtga ccaccttcac ctacggcgtg cagtgettca gch 43

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

<400>

2

43

ADN

Trinh ty nhén tao

M6 td vé trinh tu nhan tao:

2

Oligonucleotit tdng hop

vgctgaagca ctgcacgccg taggtgaagg tggtcacgag ggh 43

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

<220>

3

43

ADN

Trinh ty nhén tao

<223> M6 ta vé trinh tu nhan tao: Oligonucleotit tdng hop

<400>

3

vccetcegtga ccaccttcac ccacggegtg cagtgcettca gch 43

<210>
<211>

4

T

43



<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao

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

<400> 4

vgctgaagca ctgcacgccg tgggtgaagg tggtcacgag ggh 43

<210> 5

<211> 78

<212> ADN
<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>

<223> M6 ta v& trinh ty nhan tao: Oligonucleotit tdng hop

<220>

<221> CDsS

<222> (1)..(78)

<400> 5

ccc gtg ccec tgg ccc

Pro Val Pro Trp Pro

1 5

tgc ttc agc cygc tac

Cys Phe Ser Arg Tyr
20

<210> 6

<211> 26

<212> PRT
<213> Trinh

<223> MO ta

<400> 6
Pro Val
1

Cys Phe

Pro

Ser

ty nhan

acc
Thr

cccC
Pro

tao

vé trinh tu

Trp Pro
5

Thr

ctc gtg acc acc ttc acc cac ggc gtg cag 48
Leu Val Thr Thr Phe Thr His Gly Val Gln
10 15
gac cac atg aag 78
Asp His Met Lys
25

nhan tao: Peptit tdng hop

Leu Val Thr Thr Phe Thr His Gly Val Gln
10 15

Arg Tyr Pro Asp His Met Lys

20

25





