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(57) Sang ché dé xuat cac cau trac polynucleotit dé diéu hoa su biéu hién gen
bang cach diéu bién dwa vao aptame sy Gc ché qué trinh polyadenyl héa qua
trung gian U1 ribonucleoprotein nhan nho (snRNP) va phuong phap str dung cac
cau tric nay dé diéu hoa su biéu hién gen dap tng véi su c6 mat hodc vang mit
cua phdi tir lién két véi aptame nay. Cau trdc polynucleotit chira vi tri lién két
U1 trong trudng hop cong tac ribo chta ving tac dong va aptame sao cho khi

aptame lién két vai phoi tir, su biéu hién gen dich xay ra.
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LINH VU'C KY THUAT PUQC PE CAP

Sang ché dé xuat cac cAu triic polynucleotit d& diéu hoa su biéu hién gen bang cach
diéu bién dua vao aptame tic dung Gc ché qua trinh polyadenyl héa qua trung gian Ul
snRNP va phuong phap st dung cac cdu triic nay dé didu hoa sy biéu hién gen dap ung véi
su ¢6 mit hodc ving mit ctia phdi tir lién két v6i aptame nay. Céu tric polynucleotit chira
vi tri lién két U1 trong trudng hop cong tic ribo chira vung tac dong va aptame sao cho khi

aptame lién két v&i phoi tir, su bicu hién gen dich xay ra.

TINH TRANG KY THUAT CUA SANG CHE

Céac ARN thong tin (mARN) trong té bao nhan chuin dwoc san sinh ra tir céc ban
sao tién mARN bang cach xir Iy sau phién md md rong, bao gdm gin mil dau 5', loai bo
cac intron bang cach cét ndi, va cit dau 3' va polyadenyl hoa. Qua trinh cit ndi duge thuc
hién béi spliceosome, phitc hgp ARN-protein 16n chira chii yéu ribonucleoprotein nhan
nhé (snRNP). Spliceosome chiém wu thé (typ U2) bao gdm U1, U2, U4, U6 va US snRNP,
trong khi d6 spliceosome typ U12 kém phong phti hon nhiéu bao gdm U11, U12, U4atac,
Ub6atac va U5 snRNP.

Pau 3' ctia hdu nhu toan by cdc mARN nhan chuén chtra dudi poly(A)— polyme
ddng nhét chira tir 20 dén 250 gbc adenosin. Pubi poly(A) duge bd sung vao tién mARN
trong nhan bang cach cit va polyadenyl héa, qué trinh dugc xdc téc boi phuc hop 16n cta
cac protein. O dong vat co xuong sdng, viée bd sung dudi poly(A) phu thudc vao hai yéu
t6 ARN tac dong cis, trinh tu polyadenyl hoa AAUAAA duge bao ton cao duge phat hién
nguge dong vi tri polyadenyl hoa va yéu t6 giau GU duoc bao ton kém duge phat hién xudi
dong. Viéc bd sung dudi poly(A) vao mARN bao vé né khoi su thoai bién, ngoai céc chirc

nang khéc.

U1 snRNP da duoc chi ra 1a c6 hoat dong doc lap voi su cit ndi trong viéc xu ly tién
mARN bing cach tic ché viée xir Iy ddu 3’ ctia tién mARN, e ché tin hiéu polyadenyl hoa
intron nhdm, va dam bao kha ning dinh huéng trinh tu khoi dong. Vi du, Fortes et al.
(PNAS, 100:8264-69, dugc dua vao day béng cach vién dan), dua tir mot dén ba vi tri lién
két U1 vao 3' UTR din dén su biéu hién gen chi thi giam.
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BAN CHAT KY THUAT CUA SANG CHE

Theo mét khia canh, sang ché d& xuit caxet polynucleotit dé diéu hoa sy biéu hién
clia gen dich chira cong tic ribo, trong d6 cong tic ribo nay chira viing tac dong va aptame,
trong d6 ving tac dong chira vi tri lién két U1 snRNP va trinh tu bd sung cho vi trf lién két

U1 snRNP nay. Trong mdt phuong 4n, aptame nay lién két v6i phdi ttr phan tir nho.

Trong mot phuong 4n, trinh tu tac dong chira, ngoai vi tri lién két U1l snRNP va
trinh tu b sung cho vi trf lién két U1 snRNP nay, trinh tu bd sung ma c6 kha nadng tao ra
than khi aptame lién két v&i phdi tir. Trong mot phuong 4n, ving tac dong chira trinh tu
tao than dai tir 9 dén 11 cap bazo. Trong mdt phuong an, vung tac dong chira trinh tu tao

than c6 mot hodc nhiéu bazo bt cap nham trong than nay.

Trong mdt phurong 4n, vi tri lién két U1 snRNP 14 tir 8 dén 10 nucleotit. Trong mot
phuong an, vi trf lién két U1 snRNP chura trinh tt CAGGTAAG. Trong mét phuong an, vi
tri lién két U1 snRNP duge chon tir nhém bao gém CAGGTAAGTA, CAGGTAAGT, va
CAGGTAAG.

Trong mdt phuong 4n, caxet polynucleotit chira hai hodc nhiéu cong tic ribo, trong
d6 mbi cong tic ribo chira viing tac dong va aptame, trong d6 ving tac dong chira vi tri lién
két U1 snRNP va trinh tu bd sung cho vi tri lién két U1 snRNP nay. Trong m{t phuong én,
mdi trong s6 hai hodc nhiéu cdng tic ribo nay chira aptame lién két v6i cing mot phdi ti.
Trong mot phuong an, hai hodc nhidu cong tic ribo chira nhiéu aptame khac nhau lién két
v6i nhidu phdi tir khac nhau.

Theo mdt khia canh khac, sing ché dé xuét phuong phap didu hoa su biéu hién cua

gen dich bao gdm:

(a) gin xen mot hodc nhidu caxet polynucleotit dwgc mo ta trén day vao 3' UTR cua

gen dich,
(b) dua gen dich chira caxet polynucleotit vao té bao, va

(c) cho té bao tiép xuc véi phdi tir lién két dac hiu véi aptame véi lugng hiru hiéu

de lam tdng sy bi€u hién cta gen dich.

Trong mot phuong an, phdi tir nay 13 phan tir nho.
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Trong mdt phuong 4n, caxet polynucleotit ndy duoc gan xen vao vi tri khoang 87
va/hodc khoang 140 nucleotit 5' cta tin hi€éu polyadenyl hoa. Trong mdt phuong an, caxet
polynucleotit dugc gin xen vao mdt hodc nhiéu vi tri trong cac vi tri khoang 74, khoang

110, hodc khoang 149 nucleotit 5' cia tin hi¢u polyadenyl hoa.

Trong mdt phuong 4n, hai hogc nhidu caxet polynucleotit duoc gan xen vao 3' UTR
ctia gen dich. Trong mot phuong 4n, hai hodc nhidu caxet polynucleotit ndy chira nhiéu
aptame khéc nhau lién két dic hiéu voi nhidu phéi tir phan tir nho khac nhau. Trong mot
phuong 4n, hai hoic nhiéu caxet polynucleotit chira cling mot aptame. Trong mot phuong
4n, hai hodc nhiéu caxet polynucleotit dugc gin xen vao nhiéu vi tri khac nhau ctia 3' UTR

cta gen dich.

Theo mét khia canh khéc, sang ché dé xuit gen dich chira caxet polynucleotit da mo
ta trén ddy duogc dua vao vecto dé biéu hién gen dich. Trong mot phwong 4n, vecto nay la
vecto virut. Trong mdt phuong 4n, vecto virut ndy duoc chon tir nhém bao gém vecto

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

Theo mdt khia canh khac, sang ché dé xuit vecto ch@ra gen dich mang caxet
polynucleotit dugc md ta & day. Trong mot phuong an, vecto nay la vecto virut. Trong mot
phuong an, vecto virut nay dugc chon tir nhoém bao gdm vecto adenovirut, vecto virut lién

hop adeno, va vecto lentivirut.

MO TA VAN TAT CAC HINH VE
Fig. 1a-1b. Vi tri lién két U1 trong 3' UTR trc ché sy biéu hién gen dich (luciferaza).

Fig. 1a. So d6 gan xen trinh tu lién két U1 vao 3' UTR & vj tri khac trong vecto pRL-
SV40. C4c trinh tu lién két U1 lién Gng kiéu hoang va dot bién duoc liét ké.

Fig. 1b. Két qua cta thit nghiém Renilla luciferaza. Cac té bao HEK 293 dugc
chuyén nap béng céc cAu trac da duoc chi ra chira, & nhiéu vi tri khac nhau trong 3' UTR,
trinh tu lién két U1 lién tng hodc trinh ty dot bién. Cac két qua dugc thé hién dudi dang
gid tri trung binh £SD (n=3), va s lan giam dugc tinh bang ti s6 gitra hoat tinh luciferaza

tir cau trac dot bién vaéi hoat tinh luciferaza tir cau tric ki€u hoang.

Fig. 2a-2b. Tc dong ctia do dai cta trinh tu lién két U1 trong 3' UTR di v6i tac

dung trc ché sy bicu hién gen.
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Fig. 2a. Trinh tu c6 d¢ dai déy du va trinh tu bi cat ca cac vi tri lién két Ul duge

gin xen vao vj tri -87 trong 3' UTR.

Fig. 2b. Céc té bao HEK 293 duoc chuyén nap béng cac cAu tric d3 duoc chi ra
chira cac trinh tu lién két Ul co d6 dai déy du hodc bi cit duge gén xen vao vi tri -87 va

hoat tinh luciferaza dugc xac dinh.

Fig. 3a-3b. T4c dong cta ciu tric vong than & vi tri Ul trong 3’ UTR ddi vé6i su bidu

hién gen.

Fig. 3a. Trinh tu ctia cAu tric vong than gin vi trf lién két U1 vao than. Cac d6t bién

duoc tao ra dé tao ra than bi gay (duoc thé hién bén phai).

Fig. 3b. Két qua cta thir nghiém hoat tinh luciferaza chi ra rang céu tric vong than
cach ly vi tri lién két U1 lam triét tiéu hoan toan tic dung tc ché su biéu hién gen do su

can tro cua Ul.

Fig. 4a-4c. St dung theophyllin aptame dé diéu bién su can tro ctia U1 trong 3' UTR

cua gen dich.

Fig. 4a. So db thé hién sy can trd ciia Ul duge diéu bién bang aptame trong 3' UTR
va su bidu hién gen. Khi ving mit phdi tr aptame (panen trén ciing), vi tri Ul dugc gén
xen vao 3' UTR 1a sén sang cho sy lién két U1 snRNP va can tré qué trinh polyadenyl héa
qua trung gian U1, do d6 trc ché sy biéu hién gen dich. Khi c6 mat phdi tir aptame (panen
dudi), lién két aptame/phdi tir dan dén sy tao thanh than ma cach ly vi trf lién két U1 khoi
su lién két U1 snRNP. Su can tré qué trinh polyadenyl héa qua trung gian U1 b triét tiéu,

gdy ra sy biéu hién gen dich.

Fig. 4b. Trinh tu cta than vung tdc dong ma cach ly vi tri lién két Ul va ndi véi
theophyllin aptame, dugc tao ra béi sw cét lién tiép than kep téc va than dudi cla
theophyllin aptame. Pugc thé hién 1a céc trinh tu than cho cic chu trac Ul theo 1, 8 va 9.

Theophyllin dugc thé hién bang a.

Fig. 4c. Cac té bao HEK 293 dugc chuyén nap bang cac ciu tric da chi ra, va dugc
xtr Iy bing hoidc khong duoc xir Iy bang 3 mM theophyllin. S6 1an tang do cam tng dugc
tinh bang ti s6 cua gia tri hoat tinh luciferaza thu dugc tir cac té bao dugce xir Iy bang

theophyllin v&i hoat tinh luciferaza thu dugc tir cac té bao khong dugc xir 1y.
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Fig. 5a-5¢. T6i wu héa trinh ty than ving tac dong dé tang cudng kha ning didu hoa

kha nang tiép cn vi tri U1.

Fig. 5a. Céc trinh tu than ctia Ul _theo 8 va Ul _theo 9, véi cac dot bién lién tiép
duogc liét ké bén canh nucleotit trong tng. Cac dot bién lién tiép tao ra su bt cap nham

trong than vung tac dong.

Fig. 5b. Tong s 9 cau tric dugc tao ra nho viée gy dot bién lién tiép Ul theo 8
va mdi cdu tric dugc chuyén nap vao céac té bao HEK 293. Cac té bao chuyén nap duoc xtr
Iy hodc khong duogc xir Iy bang 3 mM theophyllin va hoat tinh luciferaza dugc do. Cac két
quéa duge thé hién dudi dang gid tri trung binh+SD, va s6 1an ting do cam tng duoc chi ra

cho céc cdu tric Ul theo 8 dén Ul 8 5.

Fig. 5¢c. Tong s6 8 cAu tric duge tao ra nhd viéc gy dot bién lién tiép Ul theo 9
va mbi cu trac dugc chuyén nap vao cac té bao HEK 293. Céc té bao chuyén nap dugc xtr
Iy hodc khong duoc xir Iy bang 3 mM theophyllin va hoat tinh luciferaza duoc do. Cac két

qué duoc thé hién dudi dang gié tri trung binh £SD.

Fig. 6a-6b. Tac dong cua cac cong tic ribo Ul _theo boi trong 3' UTR d6i véi tac

dung diéu hoa su biéu hién gen dich.

Fig. 6a. So @ thé hién 4 ban sao ciia Ul theo 8 1 trong 3’ UTR clia gen dich

(luciferaza).

Fig. 6b. HEK 293 duoc chuyén nap bang cac cau triic da dugc chi ra, va duoc xir Iy
bang theophyllin ¢ nhidu néng d6 khac nhau. Bén ban sao cia Ul theo 8 1 trong 3' UTR
gdy ra su cam Ung lam ting 4,3 14n hoat tinh luciferaza & ndng do 6 mM.

Fig. 7a-7c. St dung guanin aptame dé diéu hoa su can tré cia Ul.

Fig. 7a. So dd chi ra trinh ty Ul _Gua & vi tri khac trong 3’ UTR chira tin hiéu
poly(A) sém SV40.

Fig. 7b. So db thé hién trinh tu than ving tac dong trong cong tic Ul Gua ma cach
ly vi trf U1 (khi c6 mit phdi tr guanin) va ndi v6i guanin aptame. Guanin dugc thé hién

bang e.

Fig. 7¢c. Guanin aptame diéu hoa tac dung can tré qua trinh polyadenyl hoa cua Ul

dap tmg v6i viée xir Iy bang guanin. Cac té bao HEK 293 dugc chuyén nap bing cac cau
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triic da dugc chi ra. Céc clu tric chira vi tri U1 dot bién va trinh tu bd sung cda nd dugc
sir dung 1am d6i chimg. Céc két qua dugc thé hién duéi dang gia trj trung binh+SD, sb 1an

tdng do cdm ung dugce thé hién cho moi cau tric.

Fig. 8. Cong tic ribo Ul _Gua hoat dong trong trudng hop ciia trinh tw polyA globin

beta ngudi.

MO TA CHI TIET SANG CHE

Sang ché dé xuét cac cdu trac polynucleotit dé diéu hoa su biéu hién gen bing cach
diéu bién dya vao aptame sy rc ché qua trinh polyadenyl héa qua trung gian U1 snRNP va
phuong phap st dung céc cau tric nay dé didu hoa su biéu hién gen dap Gmg vé6i sw c6 mit
hodc ving mat ctia phdi tir lién két v6i aptame nay. Céu trac polynucleotit nay chua it nhat
mdt cong tic ribo chira viing tic dong va viing cam bién. Ving tac dong chira vi tri lién két
Ul snRNP va trinh tu bd sung cho vi tri lién két U1 snRNP nay sao cho hai trinh ty nay c6
kha nang tao ra than ma cach ly vi tri lién két U1 snRNP do d6 ngan can sy lién két cua Ul
snRNP. Ving tac dong c6 thé cha trinh tw khac va phan b sung ctia né nhd d6 than viing
tac dong dai hon so v6i vi tri lién két U1 snRNP va trinh tu bd sung ctia né. Viing cam bién
chira trinh tu ARN lién két voi phéi tir, va dap ung vai su lién két nay, 1am thay dbi cdu
hinh ctia ving tac dong. Trong mot phuong 4n, ving cam bién chira aptame. Khi phéi tir
aptame khong c6 mat, ving tac dong khong tao ra than. Vi tri lién két Ul snRNP la sén
sang va duoc lién két bai Ul snRNP, ma trc ché qua trinh polyadenyl héa cia mARN. Khi
phdi tir aptame c¢6 mit, n6 lién két v6i aptame 1am cho ving tac dong tao ra than, ngan can
U1 snRNP lién két voi vi tri lién két U1. U1 snRNP khéng dugc huy dong dén 3’ UTR cua
mARN gen dich va qua trinh polyadenyl hoa thong tin x4y ra.

Caxet polynucleotit diéu hoa gen dé cap dén ciu tric ADN tai t6 hop ma, khi dugc
két hop vao ADN cua gen dich trong 3’ UTR, tao ra kha nang diéu hoa sy biéu hién cia
gen dich bang cach e ché qua trinh polyadenyl hoa béi Ul snRNP qua trung gian
aptame/phdi tir. Nhu dwgc sir dung & day, chu tric hodc caxet polynucleotit 13 axit nucleic
(vi du, ADN hoac ARN) chtra céc yéu t6 thu dugc tir nhiéu nguén khac nhau (vi du, cac
sinh vat khdc nhau, cac gen khac nhau tir cing mét sinh vét, va tuong tu). Caxet
polynucleotit nay chtra cong tic ribo. Cong tic ribo trong ngit canh séng ché chira ving
cam bién (vi dy, aptame) va vung tac dong cung chiu trach nhiém vé viéc cam bién su c6
mit cua phdi tir ma lién két voi ving cam bién va 1am thay dbi hinh dang clia ving tac

6
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dong chua vi tri lién két U1 snRNP va trinh tu bd sung cho vi tri lién két U1 snRNP nay.
Trong mdt phuong 4n, su biéu hién ciia gen dich dugc ting cuong khi phéi tir aptame ¢6
mit va bi giam khi phdi tir nay ving mat.

Céng tic ribo

Thuat ngir “cong téc ribo” nhu duoc sir dung & day dé cap dén doan diéu hoa coa
polynucleotit ARN. Céong téc ribo trong ngit canh theo sdng ché chira ving cam bién (vi
du, aptame) va vung tdc dong ma cung chiu trach nhiém v& viéc cam bién su c6 mit cia
phdi tir (vi du, phan tir nhé) va diéu hoa kha nang tiép can vi trf lién két U1 snRNP nam
trong vung tac dong. Trong mot phuong éan, cOng tdc ribo 1a tai td hop, st dung
polynucleotit tir hai hodc nhiéu ngudn. Thuat ngir “tong hop” nhu dugc st dung & day
trong ngit canh ctia cong tac ribo dé cap dén cong tic ribo khong xut hién tu nhién. Trong
mdt phwong an, ving cam bién va ving tic dong dugc nbi bang ciu nbi polynucleotit.
Trong mot phuwong 4n, cau ndi polynucleotit tao ra thin ARN (nghia 13, ving polynucleotit

ARN 1a chudi kép).
Vung tac dong

Vung tdc dong clia cong thc ribo chtra trinh tw ARN ma, dép tmg véi phbi tir lién
két voi ving cam bién (vi dy, aptame), tao ra cAu tric than (ving chudi kép) ma lam giam
kha nédng tiép can cta vi trf lién két U1 snRNP véi Ul snRNP. Ving tac dong chtra vi tri
lien k&t U1 snRNP va trinh tu bd sung cho vi tri lién két U1 snRNP nay. Khi aptame lién
két voi phéi tr ciia nd, vung tac dong tao ra than va do d6 céach ly vi tri lién két U1 snRNP
khéi su lién két vai U1 snRNP. Trong mot s6 diéu kién nhét dinh (vi du, khi aptame khong
dugc lién két v6i phdi tir cia nd), ving tac dong nim trong ngft canh tao ra su tiép can véi
vi trf lién két U1 snRNP, cho phép Ul snRNP lién két v6i mARN va G ché qué trinh

polyadenyl hoa din dén su thoai hoa clia thong tin nay.

Vi tri lién k&t U1 snRNP ¢6 thé 1a trinh ty polynucleotit bat ky c6 kha ning lién két
v6i Ul snRNP, do d6 huy dong Ul snRNP dén 3’ UTR cta gen dich va tic ché qua trinh
polyadenyl héa cua thong tin gen dich. Trong mot phuong éan, vi tri lién két Ul snRNP
(con dugc goi ¢ day la “vi tri lién két U1” hodc “vi tri U1”) 1a vi tri lién Ung
CAGGTAAGTA (CAGGUAAGUA khi ¢ trong mRNA). Trong mot s6 phwong 4n, vi tri
lien két U1 snRNP 12 bién thé cta trinh tu lién tng nay, bao gdm cac trinh tw dugc 14y lam
vi du ma ngén hon hodc ¢6 mdt hodc nhiéu nucleotit dugc thay d6i so v6i trinh tu lién tng

7
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nay. Trong mot phuong 4n, vi tri lién két U1 snRNP chira trinh tt CAGGTAAG. Trong
mot $6 phuong 4n, vi tri lién két nady dugc ma hoda bdi trinh ty dugc chon tr
CAGGTAAGTA, CAGGTAAGT, va CAGGTAAG. Vi tri lién két U1 snRNP ¢6 thé 1a vi
tri cét ndi 5’ bét ky tir gen, vi du, vi tri cit ndi 5 tir DHFR exon 2 cua nguoi (xem Vidu 7

va 8).

Phén than ciia ving tac dong nén c6 do dai (va ham luong GC) da dé tic ché Ul
snRNP lién két v6i vi tri lién két U1 snRNP khi phdi tir lién két v6i aptame, dong thoi cho
phép tiép can v6i vi tri lién két U1 snRNP khi phdi tir nay khong c6 mit véi cac lwong di.
Trong nhiéu phuong an ciia sang ché, phan than cia ving tdc dong chita trinh ty than khac
ngoai vi tri lién két U1 snRNP va trinh tw bd sung ctia n6. Trong nhiéu phuong 4n clia sang
ché, trinh tu than khac nay chura trinh ty tir than aptame. D§ dai va trinh ty cta phf?m than
ndy c6 thé dugc bién d6i bang cach sir dung céc k¥ thuat da biét dé xac dinh céc than cho
phép su biéu hién nén chép nhan dwoc cua gen dich khi phéi tir khong c6 mit va cac mirc
biéu hién chép nhan dugc cia gen dich khi phéi t& nay c6 mat. Néu than nay la, vi dy, qua
dai n6 co6 thé can tré sy tiép can voi vi tri lién két Ul snRNP khi ¢6 mit hodc Véng mat
phéi tir. Néu than 12 qua ngén, n6 khong thé tao ra than dn dinh c6 kha niang cach ly vi tri
lién két U1 snRNP, trong truong hop do6 Ul snRNP s& lién két va trc ché su polyadenyl
héa ctia thong tin (dan dén su thoai bién cua cia mARN gen dich) khi c6 mat hodc Véng
mit phdi tir. Trong mot phuong 4n, tong chidu dai cua than ving tac dong nim trong
khoang tir 7 cip bazo dén khoang 20 cip bazo. Trong mot s6 phuong 4n, chiéu dai ctia than
nim trong khoang tir 8 cip bazo dén khoang 11 cip bazo. Trong mdt s6 phuong 4n, chiéu
dai cua than 1a tir 8 cip bazo dén 11 cip bazo. Ngoai do dai ctia than, ham lugng cip bazo

GC cua than c6 thé duoc thay dbi dé 1am bién ddi d6 6n dinh ctia than.

Trong mat 36 phuong 4n, than vung tdc dong chira mdt hodc nhiéu nucleotit bi bt
cap nhim ma khong tao cip bazo véi phan bd sung ctia than ving tac dong.

Aptame/Phdi tir

Trong mdt phuong &n, ving cam bién chira aptame. Thuat ngit “aptame” nhu duoc
st dung & day dé cap dén polynucleotit ARN lién két dic higu v6i phéi tir. Thuat ngit “phéi
tr” dé cap dén phén tir dugc lién két dic hiéu béi aptame. Trong mdt phuong én, phéi tir
nay 12 phan tir c6 khdi lwgng phén tir thdp (nho hon khoang 1.000 Dalton) bao gbm, vi du,
lipit, monosacarit, phan tu truyén tin thir hai, déng yéu td, ion kim loai, cac san phém tu
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nhién va cac san pham chuyen hoa khéc, cac axit nucleic, cling nhu hau hét cac dugc chat.

Trong mot phuong an, phdi tir nay 13 polynucleotit c6 hai hodc nhiéu bazo nucleotit.

Trong mot phuong an, phdi tir duge chon tir nhém bao gdm 8-azaguanin, adenosin
5'-monophosphat monohydrat, amphotericin B, avermectin B1, azathioprin, clomadinon
axetat, mercaptopurin, moricizine hydroclorua, N6-methyladenosin, nadide, progesteron,
promazin hydroclorua, pyrvinium pamoat, sulfaguanidin, testosteron propionat,

thioguanosin, tyloxapol va vorinostat.

Céc phdi tir aptame ciing c6 thé 1a cac thanh phan ndi bao ma gia ting déng ké trong
cac tinh trang sinh ly/bénh 1y cu thé, nhu bién nap gay ung thu — cac phéi tir nay c6 thé bao
gf”)m cac phan tir truyén tin tht hai nhu GTP hodac GDP, canxi; axit béo, hodc cac axit béo
bi chuyén héa nhdm nhu 13-HODE trong bénh ung thu va (Flaherty, JT et al., Plos One,
Vol. 8, 63076, 2013, dugc dua vao day bé‘mg cach vién dan); c4c axit amin hodc cac chét
chuyén héa axit amin; cic chit chuyén héa trong con dudng dudng phan ma thudng co
murc ndng d6 cao hon trong té bao ung thu hoic trong té bao binh thudng & cac bénh chuyén
hoa; va céc phan tir lién quan dén bénh ung thu nhu Ras hodc protein Ras dot bién, EGFR
d6t bién & bénh ung thu phdi, indoleamin-2,3-dioxygenaza (IDO) & nhiéu loai bénh ung
thu. Cac phdi t ndi sinh bao gdm céc chit chuyén hoa progesteron & bénh ung thu vi nhu
dugc mo ta bdi JP Wiebe (Endocrine-Related Cancer (2006) 13:717-738, dugce dua vao
day bang cach vién dan). Cac phbi tir ndi sinh con bao gdm cac chat chuyén hoa c6 muc
ndng d6 tang do cac dot bién trong cac enzym chuyén hoa chinh & bénh ung thu than nhu
lactat, glutathion, kynurenin nhu dugc mé ta béi Minton, DR and Nanus, DM (Nature

Reviews, Urology, Vol. 12, 2005, dugc dua vao ddy bang cach vién dan).

Céc aptame c6 ving lién két c6 kha nang tao ra cac phirc hop véi phén tir dich du
kién (nghia 14, phéi tir). Tinh dic hiéu cua lién két nay c6 thé duoc x4c dinh vé hing s6
phan ly tuong d6i (Kd) ciia aptame v&i phdi tit ciia né so véi hang s6 phan ly cua aptame
v6i cac phan tir khong lién quan. Do d6, phdi tir 13 phan tir lién két v6i aptame véi i luc
16n hon so v6i phén tir khong lién quan. Thong thuong, Kd cho aptame véi phdi tir ciia nd
nho hon it nhét 1a khoang 10 14n so v6i Kd cho aptame v6i phéan tir khong lién quan. Trong
cac phuong 4n khac, Kd nhé hon it nhét 12 khoang 20 1an, nhé hon it nhét 13 khoang 50
1an, nhé hon it nhit 1a khoang 100 1an, va nhé hon it nhét 13 khoang 200 1in. Aptame
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thudng c6 do dai ndm trong khoang tir 15 dén khoang 200 nucleotit. Thong thudng hon,

aptame c6 do dai ndm trong khoang tir 30 dén khoang 100 nucleotit.

Aptame ma c6 thé dugc dua vao 1am mot phan cia cong tic ribo c6 thé 13 aptame
xuét hién tu nhién, hodc cac bién thé cua chiing, hodc céc aptame duoc thiét ké tir dau
va/hodc duoc sang loc qua qué trinh tién hoa hé thng cia cac phéi tir bang cach lam giau
theo ham sé mii (SELEX) hodc phuong phép sang loc khac. Vi du vé cac aptame lién két
v6i cac phdi tir phan tir nho bao gdm, nhung khong gii han & theophyllin, dopamin,
sulforhodamine B, cellobiose, kanamycin A, lividomycin, tobramycin, neomycin B,
viomyein, chloramphenicol, streptomycin, xytokin, cic phan tir bé mat té bao, va cac chét
chuyén héa. D& xem lai vé cac aptame nhan biét cac phén t& nhd, xem, vi du, Famulok,
Science 9:324-9 (1999) va McKeague, M. & DeRosa, M.C. J. Nuc. Aci. 2012 (c4 hai tai
lidu nay dugc dua vao day bang cach vién dan). Trong mdt phwong an khéc, aptame nay 13

polynucleotit bd sung.
Cac phwong phap nhén dién aptame/phdi tir

Trong mét phuong an, aptame nay dugc thiét ké dé lién két voi mot phdi tir phén tir
nhé cu thé. Cac phuong phéap thiét ké va chon loc aptame lién két véi cac phéi tr cu thé
duoc mé ta trong 62/370,599, duoc dwa vao ddy bang cach vién din. Cac phuong phéap
khac dé sang loc aptame bao gdm, vi du, SELEX. Cac phuong phéap thiét ké aptame lién
két chon loc v6i phén tir nhd béng cach sir dung SELEX dugc mo ta trong, vi dy, Patent
My sb 5,475,096, 5,270,163, va Abdullah Ozer, et al. Nuc. Aci. 2014, dugc dwa vao day
bing cach vién din. Céc bién doi ctia qua trinh SELEX dugc md ta trong Patent M¥ s6

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

Céc k§ thuat chon loc dé nhan dién cac aptame thuong bao gém tao ra nguén 16n
gbm cac phan tr ADN hodc ARN c6 d§ dai mong mudn chira viing dugce ngau nhién hoa
hodc dugc gay dot bién. Vi du, nguén oligonucleotit dé chon loc aptame co thé chia vung
bao gdm 20-100 nucleotit duge ngiu nhién hoa dugc gén bén sudn bdi cac ving o trinh
tu xac dinh dai khoang 15-25 nucleotit va hitu ich cho su lién két cua cac doan mdi PCR.
Ngudn oligonucleotit dugc khuéch dai bang cach st dung céc k§ thuat PCR chuén, hodc
c4c phuong phép khac cho phép khuéch dai cac trinh ty axit nucleic da chon. Ngudn ADN
nay c6 thé dugc sao chép in vitro dé tao ra ngudn ban sao ARN khi aptame ARN dugc

mong mudn. Sau d6 ngudn oligonucleotit ARN hoic ADN dugc dua vao qué trinh chon
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loc dua vao kha néng lién két dac hiéu véi phéi t&r mong mudn cia chung. Céc k¥ thuat
chon loc bao gdm, vi dy, k§ thuét sic ky 4i lyc, mic du quy trinh bat ky cho phép chon loc
cac axit nucleic dua vao kha nang lién két dic hiu véi mot phan tr khac cda ching c6 thé
duogc st dung. Céc k¥ thuét chon loc dé nhan dién cac aptame li€n két voi céc phan t& nho
va hoat dong trong té bao c6 thé bao gdbm céc‘ phuong phap sang loc dwa vao té bao. Trong
trudng hop sic ky 4i luc, oligonucleotit dugce tiép xic véi phdi tir dich da duge bat dong
trén chét nén trong cOt hodc trén cac hat tur. Tét hon, néu oligonucleotit nay dugc chon lgc
d8 lién két v6i phéi tir khi c6 mat cac ndng d6 mudi, nhiét d9, va cac diéu kién khac ma
md phong céc didu kién sinh 1y binh thudng. Oligonucleotit trong ngudn ma lién két voi
phéi tor dugce gitt lai trén cdt hodc hat nay, va cac trinh ty khong lién két duoc rira di. Sau
d6 cac oligonucleotit da lién két voi phdi tir dwoc khuéch dai (sau khi phién ma dao néu
cac ban sao ARN duoc st dung) bang k§ thuat PCR (thudng 13 sau khi rira gii). Quy trinh
chon loc nay duoc ldp lai trén céc trinh ty da duoc lya chon véi téng s tir khoang ba dén
mudi vong lap lai cua quy trinh chon loc. Sau d6 céc oligonucleotit thu duge dugc khuéch
dai, tach dong, va giai trinh tu br?mg cach su dung céc quy trinh chuin dé nhan dién céc
trinh tu cta cac oligonucleotit c¢6 kha nang lién két v6i phdi tir dich. Khi trinh tur aptame
da dugc nhan dién, aptame nay c6 thé duge tdi uu hoa thém bang cach thuc hién cac vong

chon loc bd sung bt dau tir ngudn oligonucleotit chira trinh tur aptame dugc gay dot bién.

K thuét sang loc aptame in vivo c6 thé duge sir dung sau mot hodc nhiéu vong sang
loc in vitro (vi du, SELEX). Vi dy, Konig, J. et al. (RNA. 2007, 13(4):614-622, dugc dua
vao diy bang cach vién dan) mo ta sy két hop SELEX va hé thong lai ba & nim men dé

chon Igc aptame trén in vivo.
Gen dich

Caxet didu hoa gen theo sang ché 1a thiét ké c6 thé duoc st dung dé didu hoa su
biéu hién cta gen dich bét ky ma co thé dugc biéu hién trong té bao dich, mé hodc sinh vat
dich. Thuat ngit “gen dich” d& cap dén polynucleotit duge dua vao trong té bao va c6 kha
ndng dugc sao chép thanh ARN va dugc dich mé va/hodc duoc biéu hién trong cac diéu
kién thich hop. Ngoai ra, gen dich 1a ndi sinh véi té bao dich va caxet diéu hoa gen theo
sang ché duogc dit trong gen dich nay (vi du, trong 5" hodc 3' UTR cua gen dich ndi sinh).
Vi du vé gen dich 1a polynucleotit ma hoa polypeptit diéu tri. Trong mot phuong 4n khéc,
gen dich nay ma héa ARN nhu miARN, rARN, ARN khong ma h6a nho hodc dai, ARN
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kep toc ngén (shARN) va cac ARN didu hoa khac bat ky. Trong médt phwong 4n, gen dich
14 ngoai sinh véi té bao ma trong d6 chu tric ADN tai td hop can dugc sao chép. Trong
mot phuong an, gen dich 1a ndi sinh voi té bao ma trong d6 ciu tric ADN tai td hop can

duogc sao chép.

Gen dich theo sang ché co thé 12 gen mi hoa protein, hodc trinh tw ma héa ARN
khong ma héa protein. Vidu, gen dich cé thé 1a gen ma hoa protein cau triic, enzym, protein
truyén tin hiéu té bao, protein ty thé, protein ngén tay k&m, hormon, protein van chuyén,
yéu t6 sinh trudng, xytokin, protein ndi bao, protein ngoai bao, protein xuyén mang, protein
té bao chét, protein nhén, protein thu thé, protein lién két ARN, protein lién két ADN, yéu
td phién ma, bd may dich ma, protein kénh, protein van dong, phan tir két dinh té bao,
protein ty thé, enzym chuyén hoa, kinaza, phosphataza, céc yéu tb trao ddi, protein
chaperon, va cac yéu t6 diéu bién ctia bét ky trong s6 chung. Trong nhiéu phuong 4n, gen
dich nay mi hoa erythropoietin (Epo), hormon tang truéng nguoi (hGH), cac nucleaza tac
dong tuong tu yéu t6 hoat hoa phién ma (TALEN), insulin ngudi, protein lién hgp CRISPR
9 (cas9), hoac globulin mién dich (hodc mot ph?m ctia no), bao gém, vi du, khéng thé diéu
tri.

Céu tric biéu hién

Sang ché dé cap dén viéc st dung vecto tai td hop dé dua vao té bao dich
polynucleotit ma hoéa gen dich va chtra caxet didu hoa gen duge mb ta & ddy. Trong nhiéu
phuong 4n, cu tric ADN tai t6 hop theo sang ché bao gdm cac yéu t6 ADN bd sung bao
gém cac doan ADN chuén bi cho su sao chép cia ADN trong té bao chu va su biéu hién
ctia gen dich trong té bao d6 & cac muc thich hgp. Nguoi ¢6 hiéu biét trung binh hiéu 3 1a
cac trinh tu kiém soat biéu hién (trinh tu khéi dong, trinh tu ting cuong, va tuong tu) duoc
Iya chon dwa vao kha ning ting cuong su biéu hién cia gen dich trong té bao dich cia no.
“Vecto” ¢6 nghia 12 plasmit tai t6 hop, nhiém sac thé nhan tao cua ndm men (YAC), nhiém
sdc thé mini, din xuit plasmit vong nhd ADN hoic virut (chta trinh ty thu dugc tir virut)
ma chira polynucleotit can duogc phan phdi vao té bao chu, in vitro hodc in vivo. Trong mot

phuong 4n, vecto téi td hop nay 1 vecto virut hodc t6 hop ctia nhiéu vecto virut.

Céc vecto virut dé biéu hién gen dich qua trung gian aptame trong té bao dich, md

hoidc sinh vat dich dd duoc biét dén trong linh vuc k¥ thuét ndy va bao gbm cac vecto
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adenovirut (AV), vecto virut li€n hgp adeno (AAYV), vecto retrovirut va vecto lentivirut,

va cac vecto Herpes simplex typ 1 (HSV1).

Céc vecto adenovirut bao gdm, vi du, cic vecto dua trén adenovirut ngudi typ 2 va
adenovirut ngudi typ 5 ma da bi lam cho khiém khuyét vé kha ning sao chép do cac dot
bién mét doan & cac ving E1 va E3. Caxet phién mé nay c6 thé dugc gin xen vao ving E1,
tao ra vecto AV bi mAt doan E1/E3 tai tb hop. Céc vecto adenovirut con bao gém vecto
adenovirut hiéu nang cao phu thudc trg gitp (con dugce goi 1a vecto hi€u ndng cao, "yéu"
hodc "pha huy bén trong'"), ma khong chtra céc trinh tw ma hoéa virut. Cac vecto nay, chira
cac yéu tb tac dong cis can thiét cho sw dong géi va sao chép ADN virut, chu yéu 1a céac
trinh tu 1ap doan cubdi ngugce chiéu (ITR) va tin hiéu dong goi (¥). Bo gen vecto AV phu
thudc tro gitp nay c6 kha nang mang tlr vai trdm cdp bazo dén x4p xi 36 kb ADN ngoai

lai.

Céc vecto virut lién hop adeno téi td hop “rAAV” bao gdm vecto bat ky thu duoc
tir typ huyét thanh virut lién hop adeno bat ky, bao gdm, khong gi6i han 6, AAV-1, AAV-
2, AAV-3, AAV-4, AAV-5, AAV-T7 va AAV-8, AAV-9, AAV-10, va tuong tu. Cac vecto
rAAV ¢6 thé c6 mot hodc nhiéu gen kiéu hoang AAV bi mét doan toan bd hoidc mot phén,
t6t hon 1a cac gen Rep va/hodc Cap, nhung van gift duge céc trinh ty ITR chirc nédng bén
suon. Cac trinh tu ITR chire ning dugc gitt lai dé phuc hoi, sao chép, déng goi va tich hop
vao nhiém sic thé tiém ning ciia bd gen AAV. Cac ITR khong can phai 1a cac trinh tu
nucleotit kiéu hoang, va c6 thé dugc bién abi (vi du, béng cach gén xen, 1am mét doan,
hoic thay thé nucleotit) mién 12 c4c trinh tw nay gitp phuc hdi chitc ning, sao chép va dong
goi.

Ngoai ra, cac hé théng khéc nhu vecto lentivirut c6 thé dugc sir dung trong nhiéu
phuong 4n theo sang ché. Cac hé théng dua trén lentivirut c6 thé gay bién nap cic té bao
khong phan chia cling nhu céc té bao phan chia lam cho chiing tré nén hitu ich cho cac ung
dung ga"ln dich, vi du, cac té bao khong phéan chia cia CNS. Céc vecto lentivirut thu dugc
tir virut gdy suy giam mién dich & ngudi va, twong ty virut do, tich hop vao bd gen chi tao

ra kha nang biéu hién gen dai han.

Polynucleotit, bao gém céc plasmit, YAC, nhi€m sic thé mini va céc dan xuat
plasmit vong nho, mang gen dich chira caxet diéu hoa gen ciing c6 thé dugc dua vao t€ bao

hoac sinh vat béng cac hé théng vecto khong phai virut st dung, vi du, lipit cation hoa,
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polyme, hodc cd hai duéi dang chit mang. Cac hé théng polyme poly-L-lysin (PLL) va
polyme polyetylenimin (PEI) lién hop cling co thé duoc st dung dé phan phdi vecto nay
vao té bao. Cac phuong phap khac dé phan phdi vecto niy vao té bao bao gdm k¥ thuat
tiém thuy dong hoc va phuong phép xung dién va st dung siéu am, cho cd moi trudong nudi
cy té bao va cho céc sinh vat. Dé xem lai vé cac hé phan phdi virut va khong phai virut dé
phan phdi gen xem Nayerossadat, N. et al. (Adv Biomed Res. 2012; 1:27; dugc dua vao

day bang cach vién dan).
Phwong phap diéu hoa sw biéu hién gen dich

Theo mdt khia canh, sang ché dé xuét phuong phép diéu hoa su biéu hién ciia gen
dich (vi du, gen diéu tri), bang cach (a) gin xen caxet diéu hoa gen theo sang ché vao 3’
UTR cua gen dich; (b) dua gen dich chura caxet didu hoa gen vao trong té bao; va (c) cho
té bao tiép xtic v6i phdi tir lién két v6i aptame. Trong mot phuong 4n, phéi tir nay 1a phan
ttr nho. Theo nhiéu khia canh, su biéu hién cua gen dich trong cac té bao dich tao ra dic
diém mong mudn cho té bao ma trong d6 n6 dugc dua vao, hodc theo cach khac, dan dén

hiéu qua diéu tri mong muon.

Trong mot phuong 4n, mot hodc nhiéu caxet diéu hoa gen dugc gin xen vao ving
3’ khong dich ma cua gen dich. Trong mot phuong an, mot caxet diéu hoa gen duy nhat
duoc gin xen vao 3’ UTR ciia gen dich. Trong céc phuong 4n khéc 2, 3, 4, hodc nhiéu caxet
diéu hoa gen dwoc gin xen vao gen dich. Trong mdt phuong 4n, hai caxet diéu hoa gen
duoc gén xen vao gen dich. Khi nhiéu caxet diéu hoa gen dugc gin xen vao gen dich, chiing
c6 thé chua cing mot aptame sao cho mot phéi tir duy nhét c6 thé duogc st dung dé diéu
hoa sy phén cit ribonucleaza ctia nhidu caxet nay va do d6 diéu hoa su biéu hién gen dich.
Trong cac phuong 4n khac, nhiéu caxet diéu hoa gen duoc gan xen vao gen dich, mdi caxet
ndy c6 thé chita mot aptame khac nhau do d6 su tiép xtic v6i nhiéu phéi tir phan tir nho
khac nhau diéu hoa sy bidu hién gen dich. Trong cac phuong 4n khéac, nhidu caxet diéu hoa
gen dugc gan xen vao gen dich, mdi caxet ndy chira nhiéu trinh ty co chét ribonucleaza
khac nhau. Diéu nay c6 thé 1a hitu ich trong viéc 1am gidm su tai t6 hop va cai thién tinh

d& dang két hop vao cac vecto virut.

Caxet polynucleotit theo sang ché 14 hitu hidu trong viéc diéu hoa su biéu hién gen
dich khi caxet polynucleotit nay dugc dat vao 3' UTR cua gen dich ¢ vi tri bét ky ngugc
dong (5') ctia tin hiéu polyadenyl héa (vi du, AATAAA). Caxet polynucleotit cling la hitu
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hiéu trong viéc diéu hoa su biéu hién gen dich bang céch can trd qua trinh polyadenyl hoa
khi nhiéu trinh tu tin hiéu poly(A) khac nhau ¢6 mit, vi du, c4c tin hiéu poly(A) sém SV40
so véi mudn SV40 (xem, vi du, cac vi du 4-6, 8). Trong mot phuong an, it nhét mot caxet
polynucleotit theo sang ché dugc gén xen vao vi tri khoang 87 hodc khoang 140 nucleotit
5' cta trinh tu polyadenyl héa. Trong mt phuong 4n, caxet polynucleotit theo sang ché
duoc gin xen &, hodc gan, ca hai vi tri. Trong cic phwong 4n khac, caxet polynucleotit
duogc gén xen vao mot hodc nhidu vi trf trong sb céac vi tri khoang 74, khoang 110, hodc

khoang 149 nucleotit 5' ctia tin hiéu polyadenyl hoa.

Caxet polynucleotit theo sang ché ¢6 thé duge st dung két hop vai cac co ché khac
dé diéu hoa sy biéu hién cta gen dich. Trong mot phuong 4n, caxet polynucleotit theo sang
ché duogc st dung két hop v6i caxet diéu hoa gen ma didu hoa su biéu hién gen dich bang
cach diéu hoa sy cét ndi c6 chon loc qua trung gian aptame nhu duge mo ta trong WO

2016/126747, dugc dua vao day béng céch vién dan.
Phwong phap diéu tri va cac duoe phém

Mot khia canh coa sang ché dé xuit phuong phap diéu hoa mirc ndng do protein
diéu tri dwoc phan phdi bang liéu phap gen. Trong phuong 4n nay, “gen dich” ¢6 thé ma
hoa protein didu tri. “Gen dich” nay c6 thé ma hoa protein ma 1a ndi sinh hodc ngoai sinh
v6i té bao nay.

Trinh tu gen diéu tri chira caxet diéu hoa v&i cong tic ribo dugc diéu khién bang
aptame dugc phan phéi dén té bao dich in vitro hodc ex vivo, vi du, bﬁng vecto. Tinh dédc
hidu té bao cia “gen dich” c6 thé dugc kiém soat bang trinh ty khoi dong hodc cac yéu to
khac trong vecto ndy. Viéc phan phdi cdu truc vecto chira gen dich va caxet polynucleotit,
va sy chuyén nap ctia cac md dich gy ra su chuyén nap 6n dinh cua gen dich duoc didu

hoa, thuong 1a bude thir nhét trong qua trinh san sinh protein diéu tri.

Tuy nhién, do sy c6 mét cua caxet diéu hoa trong trinh tu gen dich, gen dich nay
khong duoc bidu hién ¢ mirc do dang ké, nghia 13, n6 ¢ "trang thai tat" khi vang mat phdi
ttr dac hiéu lién két voi aptame nam trong cong téc ribo clia caxet diéu hoa nay. Chi khi
phéi tir ddc hiéu aptame dugc st dung (hodc theo cach khac c6 mit véi lugng du) sy biéu

hién gen dich mai dugc hoat hoa.

Viéc phan phdi cau triic vecto chira gen dich va viéc phan phdi phdi tir hoat hoéa

thuong duge tach riéng vé mit thoi gian. Viéc phan phdi phdi tir hoat héa sé kiém soat khi
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nao gen dich dugc biéu hién, cling nhu muc do biéu hién protein. Phéi tir nay co thé dugc
phan phdi bang nhidu dudng bao gbm, nhung khong giéi han &, duong miéng, trong co

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

Viéc x4c dinh thoi gian phan phéi phdi tir s& phu thudc vao yéu cau hoat hoa clia
gen dich. Vi du, néu protein diéu tri dugc mé hoa boi gen dich duoc doi hoi héng dinh,
phéi tr phan tr nhé st dung bing dudng miéng co thé dugc phan phéi hang ngay, hodc
nhidu 14n mot ngay, dé dam bao su hoat hoa lién tuc gen dich, va do d6 d¢am bao su biéu
hién lién tuc cia protein diéu tri nay. Néu gen dich c6 tac dung kéo dai, phéi tr cam g

c6 thé duge st dung vai liu it thudng xuyén hon.

Sang ché cho phép su biéu hién gen chuyén diéu tri duoc kiém soét theo thoi gian,
theo cach dugc quyét dinh boi viéc st dung lidu theo thoi gian cla phéi tr ddc hiéu véi
aptame trong cong tic ribo ctia caxet polynucleotit diéu hoa. Su biéu hién gen chuyén diéu
tri duoc tang cuong chi khi st dung phdi tir, 1am ting tinh an toan cua viéc diéu tri bang

liéu phép gen bang cach cho phép gen dich bi tat khi vang mat phoi ti.

Nhiéu aptame khac nhau c6 thé dugc st dung dé cho phép nhidu phéi tir khac nhau
hoat hoa nhiéu gen dich. Trong mot sb phuong 4n clia sang ché, mdi gen diéu tri chtra caxet
diéu hoa s& c6 aptame dic hiéu nim trong caxet ndy ma s& dugc hoat hoa bang phan tir nhé
d4c hiéu. Diéu nay c6 nghia 12 mdi gen diéu trj ¢6 thé dugc hoat hoa chi bang phdi tir dic
hiéu vai aptame nam bén trong né. Trong cac phuong 4n nay, mdi phéi tir s& chi hoat hoa
mdt gen didu tri. Diéu nay cho phép kha ning 1a mot s6 "gen dich" khic nhau c6 thé duoc
phan phéi dén mot c4 thé va mdi gen dich nay s& dugc hoat hoa khi phan phéi phéi tir dic

hiéu d6i véi aptame chira trong caxet diéu hoa nam trong moi gen dich nay.

Sang ché cho phép protein diéu tri bat ky, ma gen ctia n6 c6 thé dugc phan phdi vao
co thé (nhu erythropoietin (EPO) hodic khang thé didu tri), duoc san sinh boi co thé khi
phéi tir hoat héa duge phan phdi. Phuong phép phan phdi protein didu tri nay c6 thé thay
thé quy trinh san xudt cc protein diéu tri ndy bén ngoai co thé ma sau d6 dugc tiém hodc
truyén, vi du, cac khang thé duoc st dung trong bénh ung thu hodc dé e ché bénh viém
hozic bénh tu mién. Co thé mang gen dich da dugc diu hoa tro thanh nha may san xut

sinh hoc, ma dugc bat Ién khi phéi tir ddc hiéu gen dugc sir dung.
Mic st dung lidu va thoi gian sir dung liéu cua protein diéu tri c6 thé 1a quan trong

ddi véi tac dung diéu tri. Vi du, khi phan phdi AVASTIN (khang thé khang VEGF) cho
16
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bénh ung thu. Sang ché lam tang tinh dé& dang cua viéc stt dung lidu dép tng voi viée theo

ddi mtc protein di€u tri va tdc dung cua protein diéu tri.

Trong mdt phuong an, gen dich nay co thé ma hoa nucleaza ma c6 thé gan dich va
bién tap trinh tuw ADN cu thé. Cac nucleaza nay bao gdm Cas9, nucleaza chtra ngén tay
kém, hodc TALEN. Trong truong hop cla cac nucleaza nay, protein nucleaza co6 thé duoc
yéu cdu chi trong khoang thoi gian ngin dt dé bién tap cac gen dich ndi sinh. Tuy nhién,
néu gen nucleaza khong duge diéu hoa duogc phan phéi vao co thé, protein nay co thé tén
tai trong subt thoi gian sng con lai clia té bao. Trong trudng hop cua cac nucleaza, nguy
co bién tAp nham dich cang ting khi nucleaza nay tdn tai cang 1au dai. Viéc diéu hoa su
bidu hién cua céc protein nay c6 uu diém 1a rt an toan. Trong truong hop nay, vecto chira
gen dich nucleaza mang caxet diéu hoa c6 thé dugc phan phdi dén té bao thich hop trong
co thé. Gen dich nay 13 & trang thai “tit” khi véing mat phdi tir ddc hiéu caxet, do d6 khong
¢ nucleaza nao dugc san sinh ra. Chi khi phéi tir hoat hda dugc st dung, nucleaza nay
méi dugc san sinh. Khi thoi gian troi qua d dé cho phép viée bién tap day du xay ra, phoi
t& ndy s& bi thu hoi va khong duge st dung lai. Do d6, sau d6 gen nucleaza 1a & trang thai
“t3t” va khong c6 nucleaza nao dugc san xuét thém va viéc bién tap dimng lai. Phuong phép
nay c6 thé dugc st dung dé sira chita cac tinh trang di truyén, bao gdm nhiéu bénh vong
mac di truyén nhu LCA10 bi giy ra béi cac dot bién trong CEP290 va bénh Stargardt bi
gdy ra bdi cac dot bién trong ABCA4.

Viéc str dung gen dich duogc diéu hoa ma hoa protein diéu tri ma chi duoc hoat hoa
khi st dung phdi tr diic hiéu c6 thé duge sir dung dé diéu hoa céc gen diéu trj dé diéu tri
nhiéu loai bénh khac nhau, vi du, bénh ung thur vé6i cac khang thé diéu tri, cac rbi loan mién
dich véi cac protein diéu hoa mién dich hodc cac khang thé, cac bénh chuyén hoa, cac bénh
hiém nhu PNH v6i cac khang thé khang C5 hodc cac doan khéng thé lam gen dugc diéu
hoa, hodc bénh tao mach mit véi cac khang thé diéu tri, va AMD khd véi céc protein didu

hoa mién dich.

Nhiéu loai gen dich ddc hi€u khac nhau, cho phép diéu tri nhiéu loai bénh va tinh
trang cu thé khac nhau, 12 thich hop dé st dung trong sang ché. Vi du, insulin hoac chét
twong ty insulin (t5t hon, néu 13 insulin ngudi hodc chit tvong tu insulin ngudi) co thé
duoc st dung 1am gen dich dé diéu tri bénh dai thao dudng typ I, bénh dai thao duong typ

11, hoic hoi ching chuyén hoa; hormon ting truéng ngudi c6 thé dugc stt dung lam gen
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dich dé didu tri cho tré em méc céc réi loan ting trudng hodc ngudi trudng thanh bi thidu
hormon ting trudng; erythropoietin (tot hon, 13 erythropoietin ngudi) ¢6 thé dugc sit dung
lam gen dich dé diéu tri ching thiéu méau do bénh than man tinh, chiing thiéu mau do rdi

loan sinh tity, hodc ching thiéu mau do héa tri liéu ung thu.

Sang ché co thé 1a dic biét thich hop dé didu tri cic bénh bi gy ra béi cac khiém
khuyét don gen nhu bénh xo héa nang, bénh rbi loan dong méu, bénh loan dudng co, bénh
tan mAu bam sinh, hodc bénh thiéu mau héng cAu hinh liém. Do dé, B-, y-, 6-, hodc (-globin
ngudi c6 thé duoc st dung 1am gen dich dé didu tri bénh tan méu B hodc ching thiu mau
hdng cu hinh liém; Yéu t6 VIII hoic Yéu t6 IX cia ngudi co thé duoc st dung lam gen

dich d& diéu tri bénh rdi loan dong mau A hodc bénh rdi loan dong méu B.

Céc phéi tr duge st dung trong sang ché thudng dugc két hop véi mot hodc nhiéu
chit mang duoc dung dé tao thanh dugc phAm thich hop dé sir dung cho bénh nhan. Cac
chét mang dugc dung bao gém dung moi, t& dugce dinh, chét pha logng, t4 dugc ra, t4 dugce
tron, mdi trudng phén tan, mang bao, chit chdng vi khuan va chéng nam, chit dang truong
va lam cham hip thu, va cac chét twong tur, thudng duge sir dung trong linh vuc dugce phim.
Cac duoc phém c6 thé & dang vién nén, vién tron, vién nang, vién ngam det, va tuong tu,
va dugc bao ché dé twong thich v6i dudng sir dung du kién cia ching. Vi du vé cac dudong
st dung bao gém ngoai duong ti€u hoa, vi du, trong tinh mach, trong da, trong miii, dudi

da, trong miéng, x0ng hit, qua da (khu trt1), qua niém mac, va truc trang.

Cac dugc phém chira phéi tr dugc st dung cho bénh nhén theo lich st dung lidu
sao cho luong phéi tir du dé didu hoa gen dich nhu mong muén dugce phan phdi cho bénh
nhan. Khi phdi ttr ndy 13 phan tir nho va dang lidu 13 vién nén, vién nang, hodc tuong tu,
t6t hon, 1a duge phdm nay chia tir 0,1 mg dén 10 g phéi tir; tir 0,5 mg dén 5 g phdi tir; tir
1 mg dén 1 g phdi tir; tir 2 mg dén 750 mg phdi tir; tir 5 mg dén 500 mg phdi tir; hodc tir
10 mg dén 250 mg phdi tir.

Céc duoc phdm c6 thé duoc st dung mot 1An mdi ngay hodc nhiéu 1an mdi ngay (vi
du, 2, 3, 4, 5, hoac nhiéu 14n mdi ngay). Ngoai ra, cac dugc phém c6 thé dugce su dung it
thuong xuyén hon mot 14n mdi ngay, vi du, mot lanmdi2, 3,4,5,6,7,8,9, 10,11, 12, 13,
hodc 14 ngay, hodc mdt 1an mot thang hodc mot 1an mbi vai thang. Trong mot s6 phuong
an cua sang ché, cac duoc phém c6 thé duoc st dung cho bénh nhén chi véi s6 1an nhé, vi

du, mdt 1an, hai lan, ba lan, v.v...
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Sang ché d& xuét phuong phép diéu tri cho bénh nhan can sy biéu hién ting cuong
cta protein diéu tri dugc ma héa béi gen dich, phuong phép nay bao gdm st dung cho bénh
nhan dugce phim chira phdi tir cho aptame, trong d6 bénh nhan nay da duoc st dung trudce
d6 ADN t4i t6 hop chira gen dich, trong d6 gen dich nay chita caxet diéu hoa gen theo sang
ché tao ra kha nang diéu hoa sy biéu hién cta gen dich bdi phéi tir ctia aptame bang cach
c&t ndi c6 chon loc tién mARN cia gen dich, nh d6 1am tang su biéu hién ctia protein didu

tri.
San pham ciia qua trinh sdn xuat va kit

Cling duoc dé xuét 1a cac kit hozc san phim ctia qua trinh san xuét dé sir dung trong
cac phuong phap duge mo ta ¢ day. Theo cdc khia canh, cac kit chira cac ché pham duoc
md ta & day (vi du, cac ché pham dé phan phdi vecto chira gen dich mang caxet diéu hoa
gen) trong dd bao géi thich hop. Dd bao gbi thich hop cho cac ché phdm (nhu cac ché phdm
dung cho mét dé tiém) duge mo ta & day da dugc biét dén trong linh vuc nay, va bao gom,
vi du, cac lo nhé (nhu céac 1o nho kin), binh, 6ng tiém, chai, lo, dd bao g6i déo (vi du, tai
Mylar hodc nhya kin), va twong ty. Cac san pham ciia qua trinh san xuét ¢ thé con duoc

tiét trung va/hodc bit kin.

Sang ché cling @& xudt kit chtra cac ché phim duoc md ta & day va co thé bao gém
thém (cac) hudng din vé cac phuong phép st dung ché phdm nay, nhu céc ung dung da
mo ta & day. Céc kit dugc md ta & day co thé bao gdm thém cac nguyén liéu khéc c6 thé
dwoc mong mubn vé phuong dién thuong mai va ngudi stt dung, bao gdm cac dung dich
dém, chét pha lodng khéc, thiét bi loc, kim tiém, xylanh va to huéng dan st dung véi cac
huéng dan dé thuc hién viéc st dung, bao gdm vi du, cac phuong phép bt ky duge mo ta
& day. Vi du, trong mot s6 phuong 4n, kit nay chirarAAV dé biéu hién gen dich chira caxet
diéu hoa gen theo sang ché, cht mang dugc dung thich hop dé tiém, va mot hodc nhidu
trong s6: dung dich dém, chét pha loéng, thiét bi loc, kim tiém, xylanh, va to huéng dn st
dung vé6i cac huéng dan dé thuc hién viéc tiém. Trong mdt s6 phwong an, kit nay 1a thich
hop dé tiém trong 6 mét, tiém trong co, tiém trong tinh mach va tuong tu.

“Su twong ddng” va “twong dong” nhu duge sir dung & day dé cap dén ti 1 phan
trim ddng nhat gitra hai trinh tu polynucleotit hodc gitta hai trinh tw polypeptit. Sy tuong
tng gifta mot trinh ty v6i mot trinh ty khéc co thé dugc xac dinh béng cac k¥ thuat da biét
trong linh vyc nay. Vi du, su tuong déng 6 thé dugc xac dinh béng cach so sanh truc tiép
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hai phén tir polypeptit bang cach sip xép thang hang thong tin trinh tw va st dung cac
chwong trinh may tinh d& dang sin c6. Hai trinh ty polynucleotit hogc hai trinh tu polypeptit
1a "gn nhu twong ddng" véi nhau néu, sau khi dugc sap xép thing hang t&i wu véi cac gan
xen hodc mat doan thich hop, it nhat khoang 80%, it nhat khoang 85%, it nhit khoang 90%,
va it nhit khoang 95% nucleotit hodc axit amin, twong Ung, bét cdp trén d6 dai xac dinh

ctia cac phan t nay, nhu dugce xac dinh bing cach str dung cac phuwong phap trén day.

“Ti 1& phin tram dong nhét trinh tu” di v6i trinh tu polypeptit hodc axit nucleic
tham chiéu dugc xac dinh 1a ti 16 phan trim cac gbc axit amin hogc nucleotit trong trinh ty
g vién 1a gidng véi cac gbc axit amin hodc nucleotit trong trinh ty polypeptit hodc axit
nucleic tham chiéu, sau khi sip xép thang hang cac trinh tu nay va dua vao cac khoang
tréng, néu can, dé dat duoc ti 18 phin trim dong nhét trinh tu t61 da. Viéc sip xép thing
hang nham muc dich x4c dinh ti 1é ph’?m tram d6ng nhét trinh ty axit amin hodc axit nucleic
6 thé dat dugc theo nhiéu cach da biét voi nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc
nay, vi dy, bang cach sir dung chuong trinh phan mém mady tinh sin c6 cong khai bao gdm

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

Thuét ngit "polynucleotit" hodc "axit nucleic" nhu dugc su dung & day dé cap dén
dang polyme cua nucleotit c6 do dai bét ky, ca ribonucleotit hodc deoxyribonucleotit. Do
do, thudt ngft nay bao gém, nhung khong bi gidi han &, ARN hodc ADN chudi don, chudi
kép hodc nhiéu chudi, ADN bd gen, cCADN, thé lai ADN-ARN, hoic polyme chtra bazo
purin va pyrimidin, hodc cac bazo nucleotit tu nhi€n, dugc bién d6i hoa hoc hodc hoa sinh,

khéng tu nhién, hodc duge tao dan xuat khéc.

“Khéc loai” hodc “ngoai sinh” c6 nghia 1a thu dugc tir thyuc thé khac biét vé kiéu
gen so v6i phén con lai cua thuc thé ma n6 duge so sanh véi hodc trong d6 né dugc dua
vao hoac dugc két hgp vao. Vi du, mot polynucleotit duoc dua béng cac k¥ thuat thao tac
di truyén vao mot loai té bao khac 1a polynucleotit khac loai (va, khi dugc biéu hién, c6 thé
ma hoa polypeptit khac loai). Tuong tu, trinh tu té bao (vi du, gen hodc mot phan cia no)
ma duogc dua vao vecto virut 1a trinh ty nucleotit khac loai dbi v6i vecto nay.

Bang dudi day chira danh muc céc trinh tu ADN cua cac cdu tric duoc mo ta & day
cling nhu céc trinh ty khac nhu da mo ta. Vi tri lién két U1 va trinh tu dot bién ctia né duoc
thé hién bang céc chit cdi in thudng dugc bdi ddm mau xam; cdu tric vong than (SL) duge
thé hién bang cac chit cdi in thuong dugce gach chan; céc trinh ty aptame duoc thé hién
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bang cac chit ci in thuong dugc gach chan bang dudng lugn soéng; trinh tu tin hidu poly(A)

dugc thé hién bang cac chit cai in thuong dugc gach chén nét to, va céc trinh ty ma hoa cac

gen luciferaza dugc thé hién bang cac chit cdi in hoa.

SEQ M6 ta Trinh tw
ID
NO.:
1 Vitrilién két Ul | CAGGTAAGTA
lién tng
2 Vitrilién ket Ul | CATGGAACTA
lién Uing
3 U1-87 wt trong TCAAATCGTTCGTTGAGCGAGTTCTCAAAAATG
pRL-SV40 AACAATAAttctagageggeegeticgageagacatgataagatacat
tgatgagtttggacaaaccag w;»agtacaactagaatgcagtgaaaaaaatg
ctttatttgtgaaatttgtgatgctattgctttatttgtaaccattataagctgcaata
aacaagttaacaacaac
4 Ul1-87 mut trong | TCAAATCGTTCGTTGAGCGAGTTCTCAAAAATG
pRL-SV40 AACAATAAttctagageggecgettcgageagacatgataagatacat
tgatgagtttggacaaacEa—tggaactacaactagaatgcagtgaaaaaaatg
ctttatttgtgaaatttgtgatgctattgctttatttgtaaccattataagetgceaata
aacaagttaacaacaac
5 U1-140 wt trong | TCAAATCGTTCGTTGAGCGAGTTCTCAAAAATG
pRL-SV40 AACAATAAttctagacaggtaa tageggecgettcgageagacatg
ataagatacattgatgagtttggacaaaccacaactagaatgcagtgaaaaaa
atgctttatttgtgaaatttgtgatgctattgetttatttgtaaccattataagetgea
ataaacaagttaacaacaac
6 U1-140 mut trong TCAAATCGTTCGTIQA_QQGAGTTCTCAAAAATG
pRL-SV40 AACAATAAtictagacatggaactagcggccgcettcgageagacatg
ataagatacattgatgagtttggacaaaccacaactagaatgcagtgaaaaaa
atgctttatttgtgaaatttgtgatgctattgctttatttgtaaccattataagetgea
ataaacaagttaacaacaac
7 2xU1-140 wt TCAAATCGTTCGTTGAGCGAGTTCTCAAAAATG
trong pRL-SV40 AACAATAAttctagaEaggtaagtaaccaaacaggtaagtagcggcc
gcttcgagcagacatgataagatacattgatgagtttggacaaaccacaacta
gaatgcagtgaaaaaaatgctttatttgtgaaatttgtgatgctattgctttattigt
aaccattataagctgcaataaacaagttaacaacaac
8 2xU1-140 mut TCAAATCGTTC GTTQ[}(_}CGAGTT_CI:CAAAAATG
trong pRL-SV40 AACAATAAttctagacatggaactaaccaaaggggga:ggtagcggcc
gcttcgagceagacatgataagatacattgatgagtttggacaaaccacaacta
gaatgcagtgaaaaaaatgctttatttgtgaaatttgtgatgctatigcetttattigt
aaccattataagctgcaataaacaagttaacaacaac
9 3xU1-140 wt TCAAATCGTTC GIIQ&QQQAGTT_CTCA_AAAATG
trong pRL-SV40 AAQ*A_A_E_IAAttctagabaggtaagtaaccaaacaggtaagtgaccaaa
caggtaagtagcggccgcttcgagcagacatgataagatacattgatgagttt
ggacaaaccacaactagaatgcagtgaaaaaaatgctttatttgtgaaatttgt
gatgctattgctttatttgtaaccattataagctgc AATAAAcaagttaaca
acaac
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SEQ
D

NO.:

Trinh tu

10

3xUl 140 mut
trong pRL-SV40

TCAAATCGTTCGTTGAGCGAGTTCTCAAAAATG
AACAATAAttctagacatggaactaaccaaaéatggaacta;accaaa
catggaactagcggccgcttcgagcagacatgataagatacattgatgagttt
ggacaaaccacaactagaatgcagtgaaaaaaatgctitatttgtgaaatttgt
gatgctattgctttatttgtaaccattataagctgcAATAAAcaagttaaca

acaac

11

87-9 trong pRL-
SV40

TCAAATCGTTCGTTGAGCGAGTTCTCAAAAATG
AACAATAAttctagageggecgcettcgagcagacatgataagatacat
tgatgagtttggacaaacbaggtaagﬁcaactagaatgcagtgaaaaaaatgc
tttatttgtgaaatttgtgatgctattgctttattigtaaccattataagctgcaataa
acaagttaacaacaac

12

87-8 trong pRL-
SV40

TCAAATCGTTCGTTGAGCGAGTTCTCAAAAATG
AACAATAAttctagagcggccgcttcgagcagacatgataagatacat
tgatgagtttggacaaaccaggtaagcaactagaatgcagtgaaaaaaatgct
ttatttgtgaaatttgtgatgctattgctttatttgtaaccattataagctgcaataaa
caagttaacaacaac

13

87-7 trong pRL-
SV40

TCAAATCGTTCGTTGAGCGAGTTCTCAAAAATG
AACAATAAttctagggmggggcgcttcgagcagacatgataagatacat
tgatgagtttggacaaaccaggtaacaactagaatgcagtgaaaaaaatgcett
tatttgtgaaatttgtgatgctattgctttatitgtaaccattataagetgcaataaa

caagttaacaacaac

14

87-6 trong pRL-
SV40

TCAAATCGTTCGTTGAGCGAGTTCTCAAAAATG
AACAATAAttctagageggeegettcgageagacatgataagatacat
tgatgagtttggacaaaccaggtacaactagaatgcagtgaaaaaaatgcttt
atttgtgaaatttgtgatgctattgctttatttgtaaccattataagctgcaataaac
aagttaacaacaac

15

87-5 trong pRL-
SV40

TCAAATCGTTCGTTGAGCGAGTTCTCAAAAATG
AACAATAAttctagageggeegettcgageagacatgataagatacat
tgatgagtttggacaaaccaggtcaactagaatgcagtgaaaaaaatgctttat
ttgtgaaatttgtgatgctattgctttatttgtaaccattataagctgcaataaacaa
gttaacaacaac

16

U1 87-9 SL trong
pRL-SV40

TCAAATCGTTCGTTGAGCGAGTTCTCAAAAATG
AACAATAAttctagagcggeegcettcgagcagacatgataagatacat
tgatgagtttggacaaaccaaacccaggtaagttaccgaaaggtaacttacct

gggcaactagaatgcagtgaaaaaaatgctttatttgtgaaatttgtgatgctatt
gctttatttgtaaccattataagctgcaataaacaagitaacaacaac

17

U1 87-9 SL gay
trong pRL-SV40

TCAAATCGTTCGTTGAGCGAGTTCTCAAAAATG
AACAATAAttctagagecggecegetticgagecagacatgataagatacat
tgatgagtttggacaaaccaaacccaggtaagitaccgaaaaaaacaaacaa
aaaacaactagaatgcagtgaaaaaaatgctttatttgtgaaatttgtgatgctat
tgctttatttgtaaccattataagetgcaataaacaagttaacaacaac

18

Ul theo 1 trong
pRL-SV40

TCAAATCGTTCGTTGAGCGAGTTCTCAAAAATG
AACAATAAttctagageggecgettcgageagacatgataagatacat
tgatgagtttggacaaaccaaacccaggtaagttaccggcgataccagecga
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SEQ
D

NO.:

Mo ta

Trinh tu

aaggccecttggcagegtcggtaacttacctggocaactagaatgcagtgaaa
aaaatgctttatttgtgaaatttgtgatgctattgctttatttgtaaccattataaget
gcaataaacaagttaacaacaac

19

Ul theo 2 trong
pRL-SV40

TCAAATCGTTCGTTGAGCGAGTTCTCAAAAATG
AACAATAAttctagagcggecgcttcgagcagacatgataagatacat
tgatgagtttggacaaaccaaacccaggtaagitacggcgataccagecgaa
aggccecttggeagegicgtaacttacctgggcaactagaatgecagigaaaaa
aatgctttatttgtgaaatttgtgatgctattgctttatttgtaaccattataagetge
aataaacaagttaacaacaac

20

Ul theo 3 trong
pRL-SV40

TCAAATCGTTCGTTGAGCGAGTTCTCAAAAATG
AACAATAAttctagagecggeccgceticgagcagacatgataagatacat
tgatgagtttggacaaaccaaacccaggtaagttacgcgataccagecgaaa
ggcccttggcagegtgtaacttacctgggcaactagaatgcagtgaaaaaaa
tgctttatttgtgaaatttgtgatgctattgctitatttgtaaccattataagetgcaa
taaacaagttaacaacaac

21

Ul theo 4 trong
pRL-SV40

TCAAATCGTTCGTTGAGCGAGTTCTCAAAAATG
AACAATAAttctagageggecgceticgagcagacatgataagatacat
tgatgagtttggacaaaccaaacccaggtaagitagcgataccagecgaaag
gececttggcagegttaacttacctgggcaactagaatgcagtgaaaaaaatge
tttatttgtgaaatttgtgatgctattgctttatttgtaaccattataagctgeaataa
acaagttaacaacaac

22

Ul theo 5 trong
pRL-SV40

TCAAATCGTTCGTTGAGCGAGTTCTCAAAAATG
AACAATAAtictagagcggecgcttcgagcagacatgataagatacat
tgatgagtttggacaaaccaaacccaggtaagttacgataccagecgaaagg
cecttggeagegtaacttacctgggcaactagaatgecagtgaaaaaaatgcett

tatttgtgaaatttgtgatgctattgctttatttgtaaccattataagetgcaataaa

caagitaacaacaac

23

Ul theo 6 trong
pRL-SV40

TCAAATCGTTCGTTGAGCGAGTTCTCAAAAATG
AACAATAAttictagagcggecgcttcgagcagacatgataagatacat

tgatgagtttggacaaaccaaacccaggtaagttcgataccagecgaaaggc

ccttggcagegaacttacctgggcaactagaatgcagtgaaaaaaatgettta
tttgtgaaatttgtgatgctattgctttatttgtaaccattataagetgcaataaaca

agttaacaacaac

24

Ul theo 7 trong
pRL-SV40

TCAAATCGTTCGTTGAGCGAGTTCTCAAAAATG
AACAATAAttctagageggeegcetticgagcagacatgataagatacat
tgatgagtttggacaaaccaaacccaggtaagttgataccagecgaaaggcee
ctiggcagcaacttacctgggcaactagaatgcagtgaaaaaaatgctitattt
gtgaaatttgtgatgctattgctttatttgtaaccattataagctgcaataaacaag
tftaacaacaac

25

Ul theo 8 trong
pRL-SV40

TCAAATCGTTCGTTGAGCGAGTTCTCAAAAATG
AACAATAAtictagageggecgcttcgagcagacatgataagatacat
tgatgagtttggacaaaccaaacccaggtaagtgataccagecgaaaggec

23
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D

NO.:
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Trinh tu

cttggcagcacttacctgggcaactagaatgcagtgaaaaaaatgctttattigt
gaaatttgtgatgctattgctttatttgtaaccattataagctgcaataaacaagtt
aacaacaac

26

Ul theo 9 trong
pRL-SV40

TCAAATCGTTCGTTGAGCGAGTTCTCAAAAATG
AACAATAAttctagagcggeegcticgagcagacatgataagatacat
tgatgagtttggacaaaccaaacccaggtaagtataccagecgaaaggecct
tggcagacttacctgggcaactagaatgcagtgaaaaaaatgctttatttgtga
aatttgtgatgctattgctttatttgtaaccattataagctgcaataaacaagttaa
caacaac

27

Ul theo 8 1
trong pRL-SV40

TCAAATCGTTCGTTGAGCGAGTTCTCAAAAATG
AACAATAAttctagagcggecegcettcgagcagacatgataagatacat
tgatgagtttggacaaaccaaacccaggtaagtgataccagecgaaaggcc
cttggcagcacttacctggacaactagaatgcagtgaaaaaaatgctttattigt
gaaatttgtgatgctattgctttatttgtaaccattataagctgcaataaacaagtt
aacaacaac

28

Ul theo 8 2
trong pRL-SV40

TCAAATCGTTCGTTGAGCGAGTTCTCAAAAATG
AACAATAAttctagagcggecegcettcgagecagacatgataagatacat
tgatgagtttggacaaaccaaacccaggtaagtgataccagecgaaaggce
cttggcagcacttacctgaacaactagaatgcagtgaaaaaaatgctitatttgt
gaaatttgtgatgctattgctttatttgtaaccattataagctgcaataaacaagtt
aacaacaac

29

Ul theo 8 3
trong pRL-SV40

TCAAATCGTTCGTTGAGCGAGTTCTCAAAAATG
AACAATAAtictagageggeegetticgageagacatgataagatacat
tgatgagtttggacaaaccaaacccaggtaagtgataccagecgaaaggcc
cttggcagcacttacctaaacaactagaatgcagtgaaaaaaatgctttatttgt
gaaatttgtgatgctattgetttatttgtaaccattataagctgcaataaacaagtt
aacaacaac

30

Ul theo 8 4
trong pRL-SV40

TCAAATCGTTCGTTGAGCGAGTTCTCAAAAATG
AACAATAAttctagagcggecgettcgagcagacatgataagatacat
tgatgagtttggacaaaccaaacccaggtaagtgataccagecgaaaggcec
cttggcagcacttaccaaaacaactagaatgcagtgaaaaaaatgctttatttgt
gaaatttgtgatgctattgctttatttgtaaccattataagctgcaataaacaagtt
aacaacaac

31

Ul theo 8 5
trong pRL-SV40

TCAAATCGTTCGTTGAGCGAGTTCTCAAAAATG
AACAATAAtictagagcggeegctticgagcagacatgataagatacat
tgatgagtttggacaaaccaaacccaggtaagtgataccagecgaaaggcc
ctiggcagcacttacaaaaacaactagaatgcagtgaaaaaaatgctitatttgt
gaaatttgtgatgctattgctttatttgtaaccattataagctgcaataaacaagtt
aacaacaac

32

Ul theo 8 6
trong pRL-SV40

TCAAATCGTTCGTTGAGCGAGTTCTCAAAAATG
AACAATAAttctagagcggecegcettcgagcagacatgataagatacat
tgatgagtttggacaaaccaaacccaggtaagtgataccagecgaaaggcc
cttggcagcacttaaaaaaacaactagaatgcagtgaaaaaaatgctttatttgt
gaaatttgtgatgctattgctttatttgtaaccattataagctgcaataaacaagtt
aacaacaac

24
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33

Ul theo 8 7
trong pRL-SV40

TCAAATCGTTCGTTGAGCGAGTTCTCAAAAATG
AACAATAAttctagagcggecegcettcgagcagacatgataagatacat
tgatgagtttggacaaaccaaacccaggtaagtgataccagecgaaaggce
cttggcagcacttcaaaaaacaactagaatgcagtgaaaaaaatgctttattigt
gaaatttgtgatgctattgctttatttgtaaccattataagctgcaataaacaagtt
aacaacaac

34

Ul theo 8 8
trong pRL-SV40

TCAAATCGTTCGTTGAGCGAGTTCTCAAAAATG
AACAATAAttctagagcggecgeticgagcagacatgataagatacat
tgatgagtttggacaaaccaaacccaggtaagtgataccagecgaaaggce
cttggcagcactacaaaaaacaactagaatgcagtgaaaaaaatgctitatttg
tgaaatttgtgatgctattgctttatttgtaaccattataagetgcaataaacaagtt
aacaacaac

35

Ul theo 8 9
trong pRL-SV40

TCAAATCGTTCGTTGAGCGAGTTCTCAAAAATG
AACAATAAttctagagcggecgcttcgagcagacatgataagatacat
tgatgagtttggacaaaccaaacccaggtaagtgataccagecgaaaggce
cttggcagcacaacaaaaaacaactagaatgcagtgaaaaaaatgcetttattt
gtgaaatttgtgatgctattgctttatttgtaaccattataagctgcaataaacaag
ttaacaacaac

36

Ul theo 9 1
trong pRL-SV40

TCAAATCGTTCGTTGAGCGAGTTCTCAAAAATG
AACAATAAttctagagcggecegcettcgagcagacatgataagatacat
tgatgagtttggacaaaccaaacccaggtaagtataccagecgaaaggeect
tggcagacttacctggacaactagaatgcagtgaaaaaaatgctttattigtga
aatttgtgatgctattgctttatttgtaaccattataagetgcaataaacaagttaa
caacaac

37

Ul theo 9 2
trong pRL-SV40

TCAAATCGTTCGTTGAGCGAGTTCTCAAAAATG
AACAATAAttctagagcggeegcettcgagcagacatgataagatacat
tgatgagtttggacaaaccaaacccaggtaagtataccagecgaaaggecct
tggcagacttacctgaacaactagaatgcagtgaaaaaaatgctttattigtga
aatttgtgatgctattgctttatttgtaaccattataagetgcaataaacaagttaa
caacaac

38

Ul theo 9 3
trong pRL-SV40

TCAAATCGTTCGTTGAGCGAGTTCTCAAAAATG
AACAATAAttctagagcggecgeticgagcagacatgataagatacat
tgatgagtttggacaaaccaaacccaggtaagtataccagecgaaaggccct
tggcagacttacctaaacaactagaatgcagtgaaaaaaatgctttatttgtga
aatttgtgatgctattgctttatttgtaaccattataagctgcaataaacaagttaa
caacaac

39

Ul theo 9 4
trong pRL-SV40

TCAAATCGTTCGTTGAGCGAGTTCTCAAAAATG
AACAATAAttctagagcggecgcttcgagcagacatgataagatacat
tgatgagtttggacaaaccaaacccaggtaagtataccagcecgaaaggecect
tggcagacttaccaaaacaactagaatgcagtgaaaaaaatgctttattigtga
aatttgtgatgctattgctttatttgtaaccattataagetgcaataaacaagttaa
caacaac

25
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40

Ul theo 9 5
trong pRL-SV40

TCAAATCGTTCGTTGAGCGAGTTCTCAAAAATG
AACAATAAttctagagecggecgcettcgagcagacatgataagatacat
tgatgagtttggacaaaccaaacccaggtaagtataccagccgaaaggeect
tggcagacttacaaaaacaactagaatgcagtgaaaaaaatgctttatttgtga
aatttgtgatgctattgctttatttgtaaccattataagctgcaataaacaagttaa
caacaac

41

Ul theo 9 6
trong pRL-SV40

TCAAATCGTTCGTTGAGCGAGTTCTCAAAAATG
AACAATAAttctagageggecegcettcgagcagacatgataagatacat
tgatgagtttggacaaaccaaacccaggtaagtataccagccgaaaggecct
tggcagacttaaaaaaacaactagaatgcagtgaaaaaaatgctitatttgiga
aatttgtgatgctattgctttatttgtaaccattataagctgcaataaacaagttaa
caacaac

41

Ul theo 9 7
trong pRL-SV40

TCAAATCGTTCGTTGAGCGAGTTCTCAAAAATG
AACAATAAttctagageggecgeticgagcagacatgataagatacat
tgatgagtttggacaaaccaaacccaggtaagtataccagecgaaaggccct
tggcagacttcaaaaaacaactagaatgcagtgaaaaaaatgctttatttgtga
aatttgtgatgctattgctttatttgtaaccattataagctgcaataaacaagttaa
caacaac

43

Ul theo 9 8
trong pRL-SV40

TCAAATCGTTCGTTGAGCGAGTTCTCAAAAATG
AACAATAAttctagageggecegcettcgagcagacatgataagatacat
tgatgagtttggacaaaccaaacccaggtaagtataccagecgaaaggccct
tggcagactacaaaaaacaactagaatgcagtgaaaaaaatgctttatttgtga
aatttgtgatgctattgctttatttgtaaccattataagctgcaataaacaagttaa
caacaac

44

4xU1 theo 8 1
trong pRL-SV40

TCAAATCGTTCGTTGAGCGAGTTCTCAAAAATG
AACAATAAttctagageggecgetticgagcagacatgataagatacat
tgatgagtttggacaaaccaaacccaggtaagtgataccagecgaaaggce

cttggcagcacttacctggacaactagaatgcagtgaaaaaagagtttggaca
aaccaaacccaggtaagtgataccagccgaaaggceccttggcageacttac

ctggacaactagaatgcagtgaaaaaaatgegagtttggacaaaccaaacce
aggtaagtgataccagccgaaaggeccttggcageacttacctggacaacta
gaatgcagtgaaaaaaatgctttatttgtgagagtttggacaaaccaaaccca

gotaagtgataccagecgaaaggeccttggcageacttacctggacaactag
aatgcagtgaaaaaaatgctttatttgtgaaatttgtgatgctattgetttattigta
accattataagctgcaataaacaagttaacaacaac

45

Ul Gua 1wt
trong pFLuc

TCATAAAGGCCAAGAAGGGCGGAAAGATCGCC

GTGTAAgccataccacattaaggtaatgtataatcgegtggatatggeac

gcaagtttctaccgggceaccgtaaatgtccgactacattactgtagaggttttac
ttgctttaaaaaacctcccacacctecccctgaacctgaaacataaaatgaatg

caattgttgttgttaacttgtttattgcagcttataatggttacaaataaagcaata
gcatcacaaatttcacagataaagcatttttttcactgcattctagttgtggtttgtc
caaactcatcaatgtatcttaa

26
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46

Ul Gua 1 mut
trong pFLuc

TCATAAAGGCCAAGAAGGGCGGAAAGATCGCC
GTGTAAgccataccacattaatggaatctataatcgcegtggatatggeac
gcaagtttctaccgggcaccgtaaatgtccgactagaticctgtagaggtttta

cttgctttaaaaaacctcccacaccteccectgaacctgaaacataaaatgaat
gcaattgttgttgttaacttgtttattgcagcttataatggttacaaataaagcaat

agcatcacaaatttcacaaataaagcatttttttcactgcattctagttgtggttigt
ccaaactcatcaatgtatcttaa

47

Ul Gua 2wt
trong pFLuc

TCATAAAGGCCAAGAAGGGCGGAAAGATCGCC
GTGTAAgccataccacatttgtagaggttttacttgctttaaaaaacctcee
acacctaaggtaatgtataatcgcgtggatatggcacgcaagtttctaccggg
caccgtaaatgtcecgactacattacceccctgaacctgaaacataaaatgaat

gcaattgttgttgttaacttgtttattgcagcettataatggttacaaataaagcaat

agcatcacaaatttcacaaataaagcatttttttcactgcattctagttgtggtttgt
ccaaactcatcaatgtatcttaa

48

Ul Gua_ 2 mut
trong pFLuc

TCATAAAGGCCAAGAAGGGCGGAAAGATCGCC
GTGTAAgccataccacatttgtagaggttttacttgctttaaaaaacctece
acacctaatggaatctataatcgegtggatatggcacgceaagttictaccggg

caccgtaaatgtccgactagattcccccectgaacctgaaacataaaatgaat

gcaattgttgttgttaacttgtttattgcagcttataatggttacaaataaagceaat

agcatcacaaatttcacaaataaagcatttttttcactgcattctagttgtggtttgt
ccaaactcatcaatgtatcttaa

49

Ul Gua 3 wt
trong pFLuc

TCATAAAGGCCAAGAAGGGCGGAAAGATCGCC
GTGTAAgccataccacatttgtagaggttttacttgctttaaaaaacctece
acacctcccectgaacctgaaacataaaatgaatgceaattgtaaggtaatgtat
aatcgcegtggatatggcacgceaagtttctaccgggcaccgtaaatgtccgact
acattactgttgttaacttgtttattgcagcttataatggttacaaataaagcaata
gcatcacaaatttcacagataaagcatttttttcactgcattctagtigtggtttgtc
caaactcatcaatgtatcttaa

50

Ul Gua 3 mut
trong pFLuc

TCATAAAGGCCAAGAAGGGCGGAAAGATCGCC
GTGTAAgccataccacatttgtagaggttttacttgctttaaaaaacctcce
acacctcccectgaacctgaaacataaaatgaatgcaattgtaatggaatctat
aatcgegtggatatggcacgceaagtttctaccgggcaccgtaaatgtecgact
agattcctgttgttaacttgtttattgcagcttataatggttacaaataaagcaata
gcatcacaaatttcacagataaagcatttttttcactgcattctagtigtggttigte
caaactcatcaatgtatcttaa

51

wtUl_Gua HBG
PA

TCATAAAGGCCAAGAAGGGCGGAAAGATCGCC
GTGTAAggatccaagcttatcgataccgtcgacctcgaggtaatgtataa
tcgcgtggatatggcacgcaagtttctaccgggcaccgtaaatgtccgactac
attacggcccagatctaattcaccccaccagtgeaggcetgectatcagaaagt
ggtegctggtgtegcetaatgecctggeccacaagtatcactaagetegetttct
tgctgtccaatttctattaaaggttectttgticcctaagtccaactactaaactgg
gggatattatgaagggccttgageatctggattctgectaataaaaaacatttat
tttcattgcaatgatgtattt

52

mutUl Gua HB
GPA

TCATAAAGGCCAAGAAGGGCGGAAAGATCGCC
GTGTAAggatccaagcttatcgataccgtcgacctcgatggaatctataa

27
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SEQ M5 ta Trinh tu
ID
NO.:

tcgegtggatatggcacgeaagttictaccgggcaccgtaaatgiccgactac
attacggcccagatctaattcaccccaccagtgecaggetgectatcagaaagt

ggtggctggtgtegetaatgecctggeccacaagtateactaagetegettict
tgctgtccaatttctattaaaggttcctttgttcectaagtccaactactaaactgg
gggatattatgaagggccttgageatctggattctgectaataaaaaacatttat
tttcattgcaatgatgtattt

Puoc hiéu va dugc du kién 12 nhiéu thay ddi theo quy tic ctia sang ché duoc md ta
& day co thé dugc tao ra boi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay va
duoc du dinh 1a céc thay dbi nay nam trong pham vi cua sang ché. Phén Vi du thuc hién
sang ché sau ddy minh hoa thém cho sang ché, nhung khong nén duoc hiéu 12 1am gi6i han
pham vi cua sang ché theo cach bat ky. T4t ca céc tai liéu tham khao dugc trich dan & day

duoc dua vao day bang cach vién din toan bo.

Vidul

Céc tac dong do6i v6i sy biéu hién gen dich cta vi tri va sO lugng ban sao cua vi tri

lién két U1 trong 3' UTR
Quy trinh thr nghiém:

Céc ciu tric plasmit: oligonucleotit (oligo) chira trinh tu lién két U1 lién tng kiéu
hoang hodc trinh tu dot bién ctia n6 dugc téng hop (IDT). Céc oligo da tdng hop dugce tach
dong vao 3' UTR cua vecto biéu hién pRL-SV40 luciferaza (Promega) bang cach sir dung
Kit tach dong Gibson Assembly (NEB). Cac chu tric duoc tinh ché (Qiagen) va duoc kiém
tra bang cach giai trinh tw ADN (Genewiz).

Chuyén nap: 3,5 x10* té bao HEK 293 dugc dua vao dia day phéng 96 giéng mot
ngay trudce khi chuyén nap. ADN plasmit (500 ng) dugc b sung vao dng hogc dia day chit
U 96 giéng. Chat phan Gmg TransIT-293 (Mirus; 1,4 pl) duge bd sung riéng vao 50 pl moi
truong Opti-mem I (Life Technologies), va dugc dé yén trong 5 phut & nhiét do phong
(“RT”). Sau d6, 50 pl chét phan ting chuyén nap d pha lodng nay dugc b sung vao ADN,
duoc tron va u & RT trong 20 phut. Cubi cuing, 7 ul dung dich nay dugc b6 sung vao giéng

chira céc té bao trong dia 96 giéng.

28
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Thir nghiém Renilla luciferaza cua cac té bao da nudi cdy: 24 gio sau khi d6i moi
trudng, cac dia duge 14y ra khoi ti i, va dugce can bang dén RT trong vai phut trén ban thi
nghiém, va mdi trudng dugc hit ra. Dung dich dém ly giai glo (Promega, 100 pL, RT)
dugc bd sung vao, va cic dia dugc dé yén & nhiét do phong trong it nhét 13 5 phut. Sau do,
c4c thanh phan ciia giéng dugc tron bang cach nghién 50 pl, va 20 pl mdi giéng duoc tron
v6i 20 pl chét phan ung Renilla-glo trong dia 384 giéng ran mau trang. Mudi phit sau,
cuong do phat quang dugce do bang cach st dung mdy Tecan véi thoi gian doc 500 msec.

Hoat tinh luciferaza duoc thé hién bang don vi anh sang tuong d6i trung binh (RLU)£SD.
Két qua:

Dé xay dung ciu tric diéu hoa gen dya vao Ul-polyadenyl hoa, trinh ty lién két U1
ducjc gén xen vao 3’ UTR cta gen chi thi dich. Trinh tu lién két U1 lién ung dai 10 nucleotit
(“nt”) (dugc goi ¢ day la kiéu hoang hoic wt) duoc dit vao vi tri 87 nt (U1-87) hodc 140
nt (U1-140) nguoc dong trinh tw AATAAA poly(A) trong 3 'UTR clia gen luciferaza trong
vecto pRL-SV40, nhu dugc thé hién trong Fig. la. Nhu dugc thé hién trong Fig. 1b, su
gén xen trinh ty lién két U1 dot bién 10-nt & vi trf -87 (U1-87 mut) khong c6 tac dung tc
ché bét ky dbi voi su biéu hién gen luciferaza so voi su biéu hién tir cAu tric pRL-SV40
khong bi bién dbi. Tuy nhién, viéc gén xen trinh tu lién két U1 kiéu hoang 10-nt & vi trf -
87 (U1-87 wt) ttc ché 98% su biéu hién Renilla luciferaza so v6i hoat tinh luciferaza tir
vecto ddi chimg pRL-SV40. So véi chu trac U1-87 mut, U1-87 wt gy ra sy giam 50 lan
hoat tinh luciferaza. Tuong tu, vi tri Ul dot bién ¢ -140 (U1-140 mut) khong giy ra tac
dung trc ché su biéu hién gen luciferaza. Tuy nhién, trinh tu lién két U1 kiéu hoang & vi tri
-140 (U1-140 wt) gay ra tac dung rc ché 91% hoat tinh luciferaza, gy ra tic dung trc ché

12 14n hoat tinh luciferaza so véi U1-140 mut.

Tac dung trc ché ctia 2 ban sao hoic 3 ban sao cua trinh tu lién két Ul dugc gén xen
& -140 trong 3' UTR cling duoc kiém tra. Nhu dwogc thé hién trong Fig. 1b, 2 ban sao (2xU1-
140 wt) hodc 3 ban sao (3xU1-140 wt) cta trinh ty lién két U1 kiéu hoang gay ra su giam
thém hoat tinh luciferaza so véi mot ban sao duy nhét cta vi tri Ul & cung mot vi tri (U1-
140 wt), lan luot gdy ra tac dung tc ché 272 14n va 462 14n, so v&i céc cAu trac dot bién
trong tng cia chung. Do do, cac két qua nay chi ra ring nhiéu ban sao cua trinh tu lién két

Ul ¢6 tac dung hiép dong trong viéc tc ché su biéu hién gen.

Vidu?2
29
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Tac dong d6i v6i su biéu hién gen dich ctia do dai trinh tu lién két U1 trong 3" UTR.
Quy trinh thir nghiém: nhu dugc mo ta trong Vi du 1.
Két qua:

Dua vao cac két qua duge md ta trong Vi du 1, tc dung e ché cua vi tri lién két
U1 duogc gan xen vao vi tri 87 nt (U1-87) nguge dong trinh tu tin hiéu polyA mudn SV40
duge md ta thém. P& xac dinh do dai t6i thiéu cta trinh t lién két U1 dé te ché sy bicu
hién gen dich khi dugc dat vao 3', mot loat cAu truc chira trinh tu 3° bi cét lién tiép cua vi
tri U1, nhu duoc thé hién trong Fig. 2a. Nhu dugc thé hién trong Fig. 2b, vi trf U1 9-nt (87-
9) hoat dong tdt nhw vi trf U1 10-nt (U1-87). Tuy nhién, khi trinh tu lién két U1 bi cét dén
8 nt, tac dung e ché cta vi tri Ul bi gidm mot chit, gdy ra tic dung thap hon 3 1an. Khi
trinh tu vi trf U1 12 7 nt hodc ngén hon, tic dung trc ché c6 hiéu qué thip hon dang ké. Cac
két qua nay chira rang vi trf lién két U1 duoc gén xen vao vi tri 87 nt ngugc dong tin hiéu
poly(A) mudn SV40 trong 3' UTR 1a hiéu qua hon trong vigc rc ché sy biéu hién gen dich
khi dai it nhat 8 nt dé huy dong Ul snRNP mot cach hiéu qua dé trc ché sy polyadenyl hoa.
Trinh tu lién két U1 9 nt duge gén xen vao vi tri 87 nt ngugc dong trinh tu tin hiéu polyA

mudn SV40 dugc chon dé mo ta thém.

Vidu3

Tac dong cua sy tao thanh cAu truc bac hai vong than & vi tri U1 trong 3’ UTR d6i
v6i su biéu hién gen

Quy trinh thir nghiém:

Céc trinh ty vong than chura trinh ty lién két U1 9 nt kiéu hoang dugc téng hop
(IDT) va dugc tach dong vao vecto pRL-SV40. Cac trinh tu chu truc duoc kiém tra bang
cach giai trinh tu ADN (Genewiz). Cac té bao HEK 293 duogc chuyén nap va thir nghiém
Renilla luciferaza dugce thuc hién nhu dugc mo ta trong Vi du 1.

Két qua:

Pé x4c dinh tac dung cua cAu trac kep toc hodc vong than dbi voi su e ché biéu
hién gen qua trung gian vi trf Ul, vi trf Ul 9 nt dugc gin vao cdu tric vong than (SL).
Trong c4u tric vong than nay, nhu dugc thé hién trong Fig. 3a, vi tri U1 va trinh tu b sung

ctia n6 tao ra than. Trinh tu dot bién duge tao ra lam d6i chimg trong dé than khong dwge
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tao ra (SL gdy). Nhu duoc thé hién trong Fig. 3b, viéc gan vi tri U1 9 nt vao cAu triic vong
than (U1 87-9 SL) triét tiéu hoan toan tdc dung rc ché cua vi trf U1 trong 3' UTR, trong
khi d6 trinh tu déi chimg ma khong thé tao ra cu tric vong than (U1 87-9 SL giy) thé hién
tac dung rét it dbi voi chirc nang trc ché cta vi tri UL. Céc két qua ndy chiing minh vi tr{
U1 duoc gin vao cdu tric vong than 1a khong thé tiép can dugc dé lién két U1 snRNP, do
d6 su biéu hién gen khong bi G ché boi tac dung e ché qua trinh polyadenyl héa qua

trung gian Ul snRNP.

Vidu4

Str dung theophyllin aptame dé didu hoa su biéu hién gen dich bang cach diéu hoa

tac dung can tré qua trinh polyadenyl hoa ctia Ul
Quy trinh thir nghiém:

Céac oligonucleotit chira cac trinh tw c6 do dai day du cta than tir cAu tric vong than
va theophyllin aptame hoéc cac trinh tu dé bi cét cta than, dugc tong hop (IDT) va dugc
tach dong vao vecto pRL-SV40 bang céach sir dung Kit tich dong Gibson Assembly (NEB).
Céc trinh tu cAu trac duge kiém tra bang cach giai trinh ty ADN (Genewiz).

Chuyén nap va xir Iy phéi tir aptame: Cac té bao HEK 293 duogc chuyén nap nhu da
md ta trong Vi du 1. Bén gio sau khi chuyén nap, méi truong duge hit ra, va mdi truong
ma&i ¢6 hodc khong ¢6 3 mM theophyllin duoc bd sung vao. Thir nghiém Renilla luciferaza
duoc thuc hién tir 20 dén 24 gio sau khi xu 1y bang theophyllin nhu dugc mo ta trong Vi
dul.Sé lan tang do cam tng dugc thé hién béng ti s& cta hoat tinh luciferaza thu dugc khi

c¢6 mit phdi tir aptame chia cho gid tri thu dugc khi véng mat phdi tir aptame nay.
Két qua:

Pé didu hoa kha nang tiép can vi tri Ul trong 3' UTR ctia gen dich, va nho d6 diéu
hoa sy biéu hién gen dich, trinh tu than cta chu tric aptame duoc lién két truc tiép v6i than
clia cdu tric vong than dugc kiém tra trong Vi du 3. Trong ciu hinh nay, nhu dugc minh
hoa trong Fig. 4a, viéc gén xen trinh tu aptame can trd su tao thanh cAu trac than, do do,
c6 thé tip can vi tri U1 trong 3' UTR dé lién két U1 snRNP. Tuy nhién, khi c6 mat phdi tis
aptame, su lién két aptame/phéi tir gdy ra su thay ddi cAu hinh cu trac ARN, tao thuén loi

cho su tao thanh than va cd 18p vi tri U1 khdi lién két Ul snRNP trong 3' UTR.
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Theophyllin aptame tdng hop duge kiém tra trong chu hinh nay bang cach lién két
trinh tu than dudi cia cdu tric theophyllin aptame vé6i than cua cAu tric vong than, ma tao
ra than 19 cdp bazo nhu dugc thé hién trong Fig. 4b. Cac tac gid sdng ché nhén ra 13 néu
than nay 1a qua dai, sy tao thanh than cé thé 1a doc 1ap vé6i sy tOn tai cua trinh tu aptame va
xay ra khi khong c6 mat phdi tir aptame. Nguoc lai, néu than nay qua ngan, ngay ca khi c6
mat phéi tor aptame, cAu tric aptame 6n dinh khong thé dat dugc. Do d6, dé xac dinh do
dai t&i vu cta than nay (bao gdm than bét ky tir aptame va than chira vi tri lién két U1),
than nay duge cét lién tiép nhidu 1n, tao ra 9 chu tric c6 do dai than thay ddi tir 19 dén 11
bp. Nhu dugc thé hién trong Fig. 4c, v6i cac cAu tric Ul _theo_1 dén U1 _theo 6, hoat tinh
luciferaza khong bi trc ché dang ké so véi cAu trac Ul 87-9 khi khong c6 mit theophyllin,
201y viée ¢d 1ap vi trf U1 do tao thanh than. Ngoai ra, khong c6 su ting hoat tinh luciferaza
sau khi xir Iy bang theophyllin. Tuy nhién, trong ciu tric 8 va 9, hoat tinh luciferaza dugc
tang cuong sau khi xur ly bang theophyllin, goi ¥ 1a su lién két aptame/phdi tir phong bé

thém kha nang tiép cdn vi tri U1, din dén sy biéu hién gen dich ting.

Vidu 5

Téi wu hoéa trinh ty than dé ting cudng kha ning diéu hoa kha nang tiép can Ul do

lién két aptame/phdi tix
Quy trinh thtr nghiém: Nhu dugc mo ta trong Vi du 4.
Két qua:

Céc chu trac Ul theo 8 va 9 thé hién su tang hoat tinh luciferaza it sau khi xir ly
bing theophyllin. D€ ting cudng thém kha ning diéu hoa kha nang tiép can vi tri U1 khi
aptame khong dugc lién két boi phéi tir, chu tric than dugce lam suy yéu bang cach gay dot
bién lién tiép cac bazo than, nhu dugc thé hién trong Fig. Sa. Mdc du, chién lugc nay khong
lam cai thién kha nang cam ung hoat tinh luciferaza tur chu trac Ul _theo 9, nhu dugc thé
hién trong Fig. 5S¢, né cai thién kha nang didu hoa cta cau tric Ul_theo_8. Nhu dugc thé
hién trong Fig. 5b, trong mdt loat 9 cu trac duge tao ra tir Ul theo 8, céc ciu trac
Ul theo 8 1 dén 5 gay ra hoat tinh luciferaza ting cudng sau khi xir 1y bang theophyllin
50 v6i hoat tinh luciferaza khi vang mit phéi tir aptame. S 1an tang do cam tmg duoc ting
1én so v&i sb 14n ting do cam (g cua chu triic Ul theo 8 (1,3 14n), khoang tir 1,8 dén 2,6
1An. Do do, tac gia sang ché da tao ra duge cong tdc ribo tdng hop diéu hoa tac dung can

tré su polyadenyl hoa boi Ul nho su lién két aptame/phdi tir.
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Vidu6

Céc tac dong cua cong tac ribo Ul theo bdi doi véi viéc diéu hoa sy bi€u hién gen
dich

Quy trinh thir nghiém:

Céc oligo chira 4 ban sao cia trinh ty Ul _theo 8 1 ndi tiép dugc tong hop (IDT)
va duoc tach dong bang cach sir dung chién lugc Gibson va kit tach dong (NEB). Céc té
bao HEK 293 dugc chuyén nap va thir nghiém Renilla luciferaza dugc thuc hién nhu dugc

mo ta trong Vi du 4.
Két qua:

Céu trac Ul theo 8-1 giy ra sy cam Ung lam ting 1,8 1an sau khi xtr Iy bang
theophyllin, do su bidu hién mirc nén twong ddi cao cia gen luciferaza. Pé lam giam su
biéu hién mirc nén cua gen dich, 4 ban sao cua trinh ty Ul_theo_8_1 duoc dit theo kiéu
nbi tiép trong 3' UTR, nhu dugc thé hién trong Fig. 6a. Thuc té, nhu dugc chi ra trong Fig.
6b, 4 ban sao ctia Ul-theo 8 1 da lam giam sy biéu hién mtrc nén 83% so v6i mot ban sao
duy nhét ciia Ul_theo_8 1. Khi xir Iy bang theophyllin, cu tric 4 ban sao lam tang hoat
tinh luciferaza'theo cach phu thugc liéu, tao ra 40% hoat tinh luciferaza ctia vecto dbi chung
87-9 SL va sb 1an ting do cam ung t6i da 1a 4,3 1An & 6 mM theophyllin. Céc két qua nay
chi ra ring nhiéu ban sao ctia cong téc ribo vi trf U1 nédi tiép c6 thé lam gidm muc biéu
hién nén cta gen dich, céi thién kha nang diéu hoa gen dich. Trong céu hinh c4u trac nay,
cung mdt trinh ty aptame dugc st dung trong ca 4 ban sao cua caxet diéu hoa. Nhiéu trinh

tu aptame khac nhau c6 the dugc st dung trong mdi ban sao ctia cong tac ribo.

Vidu7

Str dung xpt-guanin aptame dé diéu hoa sy biéu hién gen dich bang cach diéu hoa
su can tro bdi Ul
Quy trinh thur nghiém:

Céc céu truc plasmit: Gen EGFP trong vecto pEGFP-C1 dugc thay thé bang trinh
tu ma hoa gen luciferaza dom doém dé tao ra vecto pFLuc chira trinh ty tin hiéu polyadenyl
hoa sém SV40. Cac oligo chtra vi tri lién két U1 kidu hoang hodc dot bién tir vi tri cét nbi

5' cia DHFR exon 2 cuia ngudi va trinh ty xpt-guanin aptame dugc theo sau bdi trinh ty bd
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sung cua 7nt cubi ciing cua trinh tw vi tri Ul dugc tong hop (IDT) va dugc tich dong vao

vecto pFLuc bang cach st dung chién lugc tach dong Gibson va kit tach dong (NEB).

Chuyén nap va xir Iy phéi tir aptame: Cac té bao HEK 293 duoc chuyén nap nhu da
md ta trong Vi du 1. Bén gid sau khi chuyén nap, mdi truong duge hut ra, va moi truong

mai ¢6 hodc khong c6 500 pM guanin dugc bd sung vao.

Thir nghiém luciferaza dom doém cua cac té bao da nudi cdy: Hai muoi tu gid sau
khi d6i mdi truong, cac dia dugc léy ra khéi ta 4, va duoc can bé‘mg dén RT trong vai phut
trén ban thi nghiém, sau d6 dugc hit ra. Dung dich dém ly gidi glo (Promega, 100 uL, RT)
duoc bd sung vao, va cac dia dugc dé yén ¢ RT trong it nhéat 1a 5 phut. Sau d6, cac thanh
phdn ctia giéng duge tron bang cach nghién 50 uL, va 20 uL. mdi mau duge trdn v6i 20 pl
chét phan tmg glo sang (Promega) da dugc pha loang dén 10% trong dém ly giai glo. 96
giéng dugc dit cach nhau trén dia tréng duc 384 giéng. Sau khi 0 5 phut & RT, su phat
quang dugc do bang cach sir dung may Tecan vé6i thoi gian doc 500 mSec. Hoat tinh

luciferaza dugc thé hién bang don vi 4nh sang twong db6i trung binh (RLU)S.D.
Két qua:

Viéc st dung cap aptame/phdi tir bd sung, aptame téng hop hodc tu nhién, trong ciu
tric diéu hoa gen, dua vao su can tré Ul, dugc kiém tra béng cach gén xen vi tri U1 10 nt,
vi trf ¢t ndi 5' tir DHFR exon 2, dugc lién két v6i xpt-guanin aptame vao nhiéu vi tri khac
nhau trong vecto pRLuc, nhu dugc thé hién trong Fig. 7a. O vi tri U1 10 nt nay, chi 7 nt
cudi cung duoc thiét ké thanh cip bazo véi trinh tu bd sung ctia n6 nam & dau 3” cua trinh
tu xpt-guanin aptame, nhu dugc thé hién trong Fig. 7b. C4u hinh trinh ty ndy dugc tao ra
nhd su cét lién tiép trinh tu than ndi than aptame P1 va than dugc tao ra béi vi tri Ul va
trinh tu bd sung cta né, va chimg minh khoang dong hoc cao trong cong tic ribo aptame
dwa vao sy cét ndi c6 chon loc. Trong thir nghiém ndy, tac gia sang ché dat cdu hinh trinh
ty ndy & vi tri 149 nt, 110 nt hodc 74 nt nguoc dong trinh tu tin hi¢u poly(A) s6m SV40
trong vung 3' UTR, tao ra cac cAu tric Ul Guan_1,2 va3. Thém vao do, vi tri U1 dot bién
duoc tao ra du6i dang trinh tu d6i chimg. Nhu dugc thé hién trong Fig. 7c, khi xr Iy bang
guanin, hoat tinh luciferaza tang 2,4, 2,0 va 1,7 1an 14n luot tir cac cAu truc Ul _Gua 1, 2,

va 3.
Vidu 8

Su can trd Ul duoc diéu hoa boi aptame 13 khong dic hiéu trinh ty poly A
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Quy trinh thir nghiém:

Céc cAu tric plasmit: Trinh tu polyadenyl hoa sém SV40 dugc thay thé bang trinh
tu beta globin polyA ngudi trong vecto pFLuc dé tao ra pFLuc HBGPA. C4c oligo chtra
vi tri lién két U1 kidu hoang hodc dot bién tir vi tri cit ndi 5° cia DHFR exon 2 clia ngudi
va trinh ty xpt-guanin aptame dugc theo sau bdi trinh tu bd sung ctia 7nt cubi cing cia
trinh tu vi tri U1 dugce téng hop (IDT) va duge tach dong vao vecto pFLuc_ HBGPA bang
cach sir dung chién luge tach dong Gibson va kit tach dong (NEB).

Chuyén nap va thir nghiém luciferaza 12 nhu da mo6 ta trong Vi du 7.
Két qua:

Céc tac gia sang ché d3 ching minh su can tré qua trinh polyadenyl hoa bai Ul
dugc didu hoa bing aptame trong ngit canh trinh tu polyA mudn SV40 hodc trinh tu polyA
som SV40, nhu duoc thé hién trong Vi du 4-6. Ngoai ra, dé chiing minh su can tr¢ Ul
dugc diéu hoa béi aptame, do do su biéu hién gen dich khong bi gidi han vao céc trinh tu
polyA SV40, tac gia sang ché kidm tra su can tré Ul dugc diéu hoa béi guanin aptame
trong ngft canh trinh ty polyA tir gen beta globin nguoi. Nhu dugc thé hién trong Fig. 8,
khi xir Iy bing guanin, hoat tinh luciferazza tang 2,1 1an tir cdu trac wtU1_Gua_ HBGPA.
Nguoc lai, mutUl_Gua HBGPA khong cam tng hoat tinh luciferaza so v6i cac mau khong
duoc xit ly. Cac két qua nay chimg minh 1a sy can trd Ul dugce diéu hoa bang aptame 1a

khong dac hiéu trinh tu polyA.
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YEU CAU BAO HOQ

1. Céu tric polynucleotit dé didu hoa sy biéu hién ctia gen dich dap mg véi sy c6 mit
ho#c vang mit clia phéi tir chira trinh ty polynucleotit c6 trinh tw ma hoa gen dich va ving
3” khong dich ma (UTR) chua tin hiéu polyadenyl hoa, va cong tic ribo, trong d6 cong tic
ribo nay chtra ving tac dong va aptame, trong do ving tac dong chira trinh tw tao than co
vi trf lién két Ul snRNP va trinh tu bd sung cho vi tri lién két U1 snRNP nay, trong do
cong tic ribo nim trong 3’ UTR cta gen dich 5’ cta tin hiéu polyadenyl hoa, trong do su
biéu hién cua gen dich ting 1én khi c6 mat phéi tir lién két v&i aptame va trong d6 sy biéu

hién cua gen dich bi gidm khi phéi tir nay bi thu hdi.

2. CAu tric polynucleotit theo diém 1, trong d6 aptame nay lién két voi phdi tir phan
ttr nho.
3. CAu triic polynucleotit theo diém 1 hoic diém 2, trong d6 viing tac dong chira trinh

tu bd sung c6 kha ning tao ra than khi aptame lién két v6i phdi tir.

4. CAu tric polynucleotit theo diém 3, trong d6 ving tic dong chua trinh tu tao than
dai tir 9 dén 11 cip bazo.

5. Céu trc polynucleotit theo diém 4, trong d6 ving tac dong chira trinh tu tao than
c¢6 mdt hoac nhiéu bazo bit cap nham trong than nay.

6. CAu trtic polynucleotit theo diém bét ky trong s cac diém tir 1 d&én 5, trong d6 vi tri
lién két U1 snRNP dai tir 8 dén 10 nucleotit.

7. CAu triac polynucleotit theo didm bét k¥ trong sb cac diém tir 1 dén 5, trong d6 vi tri
lién két U1 snRNP chra trinh tw CAGGTAAG.

8. CAu tric polynucleotit theo diém bt ky trong s cac diém tir 1 dén 5, trong do6 vi tri
lien két U1 snRNP dugc chon tir nhom bao gdbm CAGGTAAGTA, CAGGTAAGT, va
CAGGTAAG.

9. Céu trac polynucleotit theo diém 1, trong d6 cau trc polynucleotit nay chura hai
hoic nhiéu cong téc ribo nam trong 3’ UTR cta gen dich, trong d6 mdi cong tic ribo chira
ving tic dong va aptame, trong d6 ving tic dong chira vi tri lién két Ul snRNP va trinh tu
b6 sung cho vi tri lién két Ul snRNP nay.

10.  CAu trtc polynucleotit theo diém 9, trong d6 mdi cong téc ribo trong hai hodc nhiéu
cong tic ribo nay chira aptame lién két voi cing mot phdi .

11.  Céu trac polynucleotit theo diém 9, trong d6 hai hodc nhiéu cong tic ribo nay chira
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nhiéu aptame khac nhau lién két v&i nhiéu phdi ti khac nhau.
12.  Phuong phép in vitro diéu hoa su biéu hién cia gen dich dap ing v6i s ¢6 mit hodc

vang mat ciia phoi tir, bao gdm budc

a. dua cdu tric polynucleotit theo diém bét ky trong sd cac diém tir 1 dén 11 vao té
bao, va
b. cho té bao tiép xuc véi phéi tir lién két ddc hiéu véi aptame véi luong hitu hiéu dé

lam tdng su biéu hién cua gen dich.

13.  Phuong phap theo diém 12, trong d6 phdi tit nay 1a phéan tir nho.

14.  Phuwong phap theo diém 12 hoic diém 13, trong d6 cong tic ribo dugc gan xen vao
vi tri khoang 87 hodc khoang 140 nucleotit 5' ctia tin hiéu polyadenyl hoa.

15.  Phuong phap theo diém 12 hodc diém 13, trong d6 cong tic ribo dugc gin xen vao
vi tri khoang 74, khoang 110 hodc khoang 149 nucleotit 5' ciia tin hi¢u polyadenyl héa.
16.  Phuong phap theo diém 12 hodc diém 13, trong d6 cdu triic polynucleotit chira hai
hodc nhidu cong tic ribo nam trong 3’ UTR clia gen dich, trong d6 mdi cong tic ribo chira
ving tidc dong va aptame, trong do ving tic dong nay chua vi tri lién két U1 snRNP va
trinh ty bd sung cho vi tri lién két U1 snRNP nay.

17.  Phuong phép theo diém 16, trong d6 hai hodc nhiéu cong téc ribo chira nhidu aptame
khéc nhau lién két dic hiéu vdi cc phdi tir phan t& nhé khac nhau.

18.  Phuong phép theo diém 16, trong d6 hai hodc nhiéu cong tic ribo chira cing mot
aptame.

19.  Phuong phép theo didm bét ky trong sb cac diém tur 16 dén 18, trong d6 hai hoic
nhidu cong tic ribo duge gén xen vao nhiéu vi tri khac nhau cia 3’ UTR cta gen dich.

20.  Phuong phap theo diém bat ky trong céc diém tir 12 dén 19, trong d6 gen dich chtra
cong tic ribo duoc dwa vao vecto dé biéu hién gen dich.

21.  Phuong phép theo diém 20, trong d6 vecto nay 1a vecto virut.

22.  Phuong phép theo diém 21, trong d6 vecto virut duge chon tir nhom bao gbm vecto
adenovirut, vecto virut lién hgp adeno, va vecto lentivirut.

23.  Vecto chtra cdu tric polynucleotit theo diém bt ky trong sd cac diém tir 1 dén 11.
24.  Vecto theo diém 23, trong d6 vecto ndy 1a vecto virut.

25.  Vecto theo diém 24, trong d6 vecto virut ndy dugc chon tir nhém bao gdm vecto

adenovirut, vecto virut lién hop adeno, va vecto lentivirut.
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43802

DANH MUC TRINH TV

<110>

<120>

PHAP IN VITRO DIEU HOA BIEU HI

<130>

<140>
<141>

<150>
<151>

<160>
<170>
<210>
<211>
<212>
<213>

220>
<223>

<400>

MeiraGTx UK II Limited
MeiraGTx, LLC

Volles, Michael 3J.
Danos, Olivier F.

Guo, Xuecui

CAU TRUC POLYNUCLEOTIT DE DIEU HOA SU BIEU HIEN CUA GEN DICH VA PHUONG
EN C

162027 .46576

PCT/US17/16279
02-02-2017

U.S. 62/290,200
02-02-2016

52

PatentIn phién ban 3.5

1

10

ADN

Trinh tu nhan tao

Vi tri 1lién két Ul lién Ung

1

caggtaagta

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

<220>
<223>

<400>

2

10

ADN

Trinh tu nhan tao

Vi tri lién k&t U1 dot bién

2

catggaacta

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

3

210

ADN

Trinh tu nhan tao

UA GEN DICH

10

10
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<220>
<223>

<400>

43802

U1-87 wt trong pRL-5V40

3

tcaaatcgtt cgttgagcga gttctcaaaa atgaacaata attctagagc ggccgettcg

agcagacatg ataagataca ttgatgagtt tggacaaacc aggtaagtac aactagaatg

cagtgaaaaa aatgctttat ttgtgaaatt tgtgatgcta ttgctttatt tgtaaccatt

ataagctgca ataaacaagt taacaacaac

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

<220>
223>

<400>

4

210

ADN

Trinh ty nhan tao

U1l-87 mut trong pRL-SV40

4

tcaaatcgtt cgttgagcga gttctcaaaa atgaacaata attctagagc ggccgettcg

agcagacatg ataagataca ttgatgagtt tggacaaacc atggaactac aactagaatg

cagtgaaaaa aatgctttat ttgtgaaatt tgtgatgcta ttgctttatt tgtaaccatt

ataagctgca ataaacaagt taacaacaac

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

<220>
<223>

<400>

5

212

ADN

Trinh ty nhan tao

Ul-140 wt trong pRL-5V40

5

tcaaatcgtt cgttgagcga gttctcaaaa atgaacaata attctagaca ggtaagtagc

ggccgettcg agcagacatg ataagataca ttgatgagtt tggacaaacc acaactagaa

tgcagtgaaa aaaatgcttt atttgtgaaa tttgtgatgc tattgcttta tttgtaacca

ttataagctg caataaacaa gttaacaaca ac

<210>
<211>
212>
<213>

6

212

ADN

Trinh tu nhan tao

60

120

180

210

60

120

180

210

60

120

180

212
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220>
<223>

<400> 6
tcaaatcgtt cgttgagcga

ggccgettcg agcagacatg
tgcagtgaaa aaaatgcttt
ttataagctg caataaacaa
210> 7

<211> 228

<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<400> 7
tcaaatcgtt cgttgagcga

caaacaggta agtagcggcc
caaaccacaa ctagaatgca
gctttatttg taaccattat
<210> 8

<211> 228

<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<400> 8
tcaaatcgtt cgttgagcga

caaacatgga actagcggcc
caaaccacaa ctagaatgca
gctttatttg taaccattat
<210> 9

<211> 244
<212> ADN

43802

Ul-140 mut trong pRL-SV40

gttctcaaaa atgaacaata
ataagataca ttgatgagtt
atttgtgaaa tttgtgatgc

gttaacaaca ac

Trinh ty nhan tao

2xU1-140 wt trong pRL-SV40

gttctcaaaa atgaacaata
gcttcgagca gacatgataa
gtgaaaaaaa tgctttattt

aagctgcaat aaacaagtta

Trinh ty nhan tao

2xU1-140 mut trong pRL-SV40

gttctcaaaa atgaacaata
gcttcgagca gacatgataa
gtgaaaaaaa tgctttattt

aagctgcaat aaacaagtta

attctagaca tggaactagc
tggacaaacc acaactagaa

tattgcttta tttgtaacca

attctagaca ggtaagtaac
gatacattga tgagtttgga
gtgaaatttg tgatgctatt

aCaacaac

attctagaca tggaactaac
gatacattga tgagtttgga
gtgaaatttg tgatgctatt

aCaacaac

52/69

60

120

180

212

60

120

180

228

60

120

180

228



<213>

<220>
<223>

<400>

tcaaatcgtt cgttgagcga gttctcaaaa atgaacaata
caaacaggta agtaaccaaa caggtaagta gcggccgcett
cattgatgag tttggacaaa ccacaactag aatgcagtga

aatttgtgat gctattgectt tatttgtaac cattataagc

Ccaac

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

<220>
<223>

<400>

tcaaatcgtt cgttgagcga gttctcaaaa atgaacaata
caaacatgga actaaccaaa catggaacta gcggccgcett
cattgatgag tttggacaaa ccacaactag aatgcagtga

aatttgtgat gctattgectt tatttgtaac cattataagc

caac

<210>
211>
<212>
<213>

<220>
223>

<400>

tcaaatcgtt cgttgagcga gttctcaaaa atgaacaata attctagagc ggccgcttcg
agcagacatg ataagataca ttgatgagtt tggacaaacc aggtaagtca actagaatgc

agtgaaaaaa atgctttatt tgtgaaattt gtgatgctat tgctttattt gtaaccatta

Trinh tu nhan tao

3xU1-140 wt trong pRL-SV40

9

10
244
ADN
Trinh tu nhan tao

3xU1_140 mut trong pRL-SV40@

10

11
209
ADN
Trinh tu nhan tao

87-9 trong pRL-SV40

11

taagctgcaa taaacaagtt aacaacaac

43802

attctagaca
cgagcagaca
aaaaaatgct

tgcaataaac

attctagaca
cgagcagaca
aaaaaatgct

tgcaataaac

ggtaagtaac
tgataagata
ttatttgtga

aagttaacaa

tggaactaac
tgataagata
ttatttgtga

aagttaacaa

60

120

180

240

244

60

120

180

240

244

60

120

180

209
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

12
208
ADN
Trinh ty nhan tao

87-8 trong pRL-SV40

12

43802

tcaaatcgtt cgttgagcga gttctcaaaa atgaacaata attctagagc ggccgettceg

agcagacatg ataagataca ttgatgagtt tggacaaacc aggtaagcaa ctagaatgca

gtgaaaaaaa tgctttattt gtgaaatttg tgatgctatt gctttatttg taaccattat

aagctgcaat aaacaagtta acaacaac

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

<220>
223>

<400>

13
207
ADN
Trinh ty nhan tao

87-7 trong pRL-SV40

13

tcaaatcgtt cgttgagcga gttctcaaaa atgaacaata attctagagc ggccgecttceg

agcagacatg ataagataca ttgatgagtt tggacaaacc aggtaacaac tagaatgcag

tgaaaaaaat gctttatttg tgaaatttgt gatgctattg ctttatttgt aaccattata

agctgcaata aacaagttaa caacaac

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

220>
<223>

<400>

14
206
ADN
Trinh ty nhan tao

87-6 trong pRL-SVv40

14

tcaaatcgtt cgttgagcga gttctcaaaa atgaacaata attctagagc ggccgettcg

agcagacatg ataagataca ttgatgagtt tggacaaacc aggtacaact agaatgcagt

gaaaaaaatg ctttatttgt gaaatttgtg atgctattge tttatttgta accattataa
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60

120

180

208

60

120

180

207

60

120

180



43802

gctgcaataa acaagttaac aacaac

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

<220>
<223>

<400>

15
205
ADN
Trinh tu nhan tao

87-5 trong pRL-SV40

15

tcaaatcgtt cgttgagcga gttctcaaaa atgaacaata attctagagc ggccgettcg

agcagacatg ataagataca ttgatgagtt tggacaaacc aggtcaacta gaatgcagtg

aaaaaaatgc tttatttgtg aaatttgtga tgctattgect ttatttgtaa ccattataag

ctgcaataaa caagttaaca acaac

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

<220>
223>

<400>

16
238
ADN
Trinh tu nhan tao

Ul 87-9 SL trong pRL-SV40

16

tcaaatcgtt cgttgagcga gttctcaaaa atgaacaata attctagagc ggccgettceg

agcagacatg ataagataca ttgatgagtt tggacaaacc aaacccaggt aagttaccga

aaggtaactt acctgggcaa ctagaatgca gtgaaaaaaa tgctttattt gtgaaatttg

tgatgctatt gctttatttg taaccattat aagctgcaat aaacaagtta acaacaac

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

<220>
<223>

<400>

17
238
ADN
Trinh tu nhan tao

Ul 87-9 SL bi gay trong pRL-5V40

17

tcaaatcgtt cgttgagcga gttctcaaaa atgaacaata attctagagc ggccgcttcg

agcagacatg ataagataca ttgatgagtt tggacaaacc aaacccaggt aagttaccga

aaaaaacaaa caaaaaacaa ctagaatgca gtgaaaaaaa tgctttattt gtgaaatttg

6
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206

60

120

180

205

60

120

180

238

60

120

180



43802

tgatgctatt gectttatttg taaccattat aagctgcaat aaacaagtta acaacaac

<21e> 18
<211> 267
<212> ADN
<213>

220>
<223>

<400> 18
tcaaatcgtt

agcagacatg
cgataccagc
tgaaaaaaat
agctgcaata
<210> 19
<211> 265
<212> ADN

<213>

220>
<223>

<400> 19

cgttgagcga
ataagataca
cgaaaggccc
gctttatttg

aacaagttaa

Trinh tu nhan tao

Ul_theo_1 trong pRL-5V40

gttctcaaaa
ttgatgagtt
ttggcagegt
tgaaatttgt

Caacaac

Trinh tu nhan tao

Ul_theo_2 trong pRL-SV40

tcaaatcgtt cgttgagcga gttctcaaaa

agcagacatg ataagataca ttgatgagtt

gataccagcc gaaaggccct tggcagegtc

atgaacaata
tggacaaacc
cggtaactta

gatgctattg

atgaacaata
tggacaaacc

gtaacttacc

aaaaaaatgc tttatttgtg aaatttgtga tgctattgct

ctgcaataaa caagttaaca acaac

<210> 20
<211> 263
<212> ADN
<213>

220>
<223>

<400> 20

Trinh ty nhan tao

Ul_theo_3 trong pRL-SV40

attctagagc
aaacccaggt
cctgggcaac

ctttatttgt

attctagagc
aaacccaggt
tgggcaacta

ttatttgtaa

ggecegettceg
aagttaccgg
tagaatgcag

aaccattata

ggccgettceg
aagttacggc
gaatgcagtg

ccattataag

238

60

120

180

240

267

60

120

180

240

265
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tcaaatcgtt
agcagacatg
ataccagccg
daaaatgctt
gcaataaaca
<210> 21

<211> 261
<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<400> 21
tcaaatcgtt

agcagacatg
taccagccga
aaatgcttta
aataaacaag
<210> 22

<211> 259
<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<400> 22
tcaaatcgtt

agcagacatg
accagccgaa
atgctttatt
taaacaagtt

<210> 23
<211> 257

cgttgagcga
ataagataca
aaaggccctt
tatttgtgaa

agttaacaac

cgttgagcga
ataagataca
aaggcccttg
tttgtgaaat

ttaacaacaa

cgttgagcga
ataagataca
aggcccttgg
tgtgaaattt

adCaacaac

gttctcaaaa
ttgatgagtt
ggcagegtgt
atttgtgatg

aac

Trinh tu nhan tao

Ul _theo_4 trong pRL-SV40

gttctcaaaa
ttgatgagtt
gcagcgttaa
ttgtgatgct

C

Trinh tu nhan tao

Ul theo_5 trong pRL-SV40

gttctcaaaa
ttgatgagtt
cagcgtaact

gtgatgctat

43802

atgaacaata
tggacaaacc
aacttacctg

ctattgcttt

atgaacaata
tggacaaacc
cttacctggg

attgctttat

atgaacaata
tggacaaacc
tacctgggca

tgetttattt

attctagagc
aaacccaggt
ggcaactaga

atttgtaacc

attctagagc
aaacccaggt
caactagaat

ttgtaaccat

attctagagc
aaacccaggt
actagaatgc

gtaaccatta

ggcegettceg
aagttacgcg
atgcagtgaa

attataagct

ggcegettceg
aagttagcga
gcagtgaaaa

tataagctgc

ggccgettceg
aagttacgat
agtgaaaaaa

taagctgcaa

60

120

180

240

263

60

120

180

240

261

60

120

180

240

259
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<212>
<213>

ADN

<220>
<223>

<400> 23

Trinh ty nhan tao

Ul_theo_6 trong pRL-SV40

tcaaatcgtt cgttgagcga gttctcaaaa

agcagacatg ataagataca ttgatgagtt

ccagccgaaa ggcccttgge agcgaactta

gctttatttg tgaaatttgt gatgctattg

aacaagttaa

<210> 24
<211> 255
<212> ADN
<213>

220>
<223>

<400> 24
tcaaatcgtt

agcagacatg
cagccgaaag
tttatttgtg
caagttaaca
<210> 25

<211> 253
<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<400> 25

Caacaac

cgttgagcga
ataagataca
gcececttggea
aaatttgtga

acCaac

Trinh ty nhan tao

Ul theo_7 trong pRL-SV4e

gttctcaaaa
ttgatgagtt
gcaacttacc

tgctattget

Trinh tu nhan tao

Ul_theo_8 trong pRL-SV40

43802

atgaacaata
tggacaaacc
cctgggcaac

ctttatttgt

atgaacaata
tggacaaacc
tgggcaacta

ttatttgtaa

attctagagc
aaacccaggt
tagaatgcag

aaccattata

attctagagc
aaacccaggt
gaatgcagtg

ccattataag

ggcecgettceg
aagttcgata
tgaaaaaaat

agctgcaata

ggececgettceg
aagttgatac
aaaaaaatgc

ctgcaataaa

tcaaatcgtt cgttgagcga gttctcaaaa atgaacaata attctagagc ggccgettcg

agcagacatg ataagataca ttgatgagtt tggacaaacc aaacccaggt aagtgatacc

agccgaaagg cccttggeag cacttacctg ggcaactaga atgcagtgaa aaaaatgctt

60

120

180

240

257

60

120

180

240

255

60

120

180
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43802

tatttgtgaa atttgtgatg ctattgcttt atttgtaacc attataagct gcaataaaca

agttaacaac

<216> 26
<211> 251
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 26
tcaaatcgtt

agcagacatg

gccgaaaggce

aac

Trinh ty nhan tao

Ul_theo_9 trong pRL-SV40

cgttgagcga gttctcaaaa atgaacaata
ataagataca ttgatgagtt tggacaaacc

ccttggcaga cttacctggg caactagaat

tttgtgaaat ttgtgatgect attgctttat ttgtaaccat

ttaacaacaa

<210> 27
<211> 253
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 27
tcaaatcgtt

agcagacatg
agccgaaagg
tatttgtgaa
agttaacaac
<210> 28
<211> 253
<212> ADN

<213>

<220>
<223>

C

Trinh ty nhan tao

U1l_theo_8_ 1 trong pRL-SV4@

cgttgagcga gttctcaaaa atgaacaata
ataagataca ttgatgagtt tggacaaacc
cccttggecag cacttacctg gacaactaga
atttgtgatg ctattgecttt atttgtaacc

aac

Trinh tu nhan tao

Ul theo_8_2 trong pRL-5V40

10

attctagagc
aaacccaggt
gcagtgaaaa

tataagctgc

attctagagc
aaacccaggt
atgcagtgaa

attataagct

ggccgetteg
aagtatacca
aaatgcttta

aataaacaag

ggeccgetteg
aagtgatacc
aaaaatgctt

gcaataaaca

240

253

60

120

180

240

251

60

120

180

240

253
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<400> 28
tcaaatcgtt

agcagacatg
agccgaaagg
tatttgtgaa
agttaacaac
<210> 29

<211> 253
<212> ADN

<213>

<220>
223>

<400> 29
tcaaatcgtt

agcagacatg
agccgaaagg
tatttgtgaa
agttaacaac
<210> 30
<211> 253
<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<400> 30
tcaaatcgtt

agcagacatg
agccgaaagg
tatttgtgaa

agttaacaac

<210> 31

43802

cgttgagcga gttctcaaaa atgaacaata
ataagataca ttgatgagtt tggacaaacc
cccttggcag cacttacctg aacaactaga
atttgtgatg ctattgcttt atttgtaacc

aac

Trinh tu nhan tao

Ul theo_8 3 trong pRL-SV40

cgttgagcga gttctcaaaa atgaacaata
ataagataca ttgatgagtt tggacaaacc
cccttggcag cacttaccta aacaactaga
atttgtgatg ctattgcttt atttgtaacc

aac

Trinh tu nhan tao

Ul_theo_8_4 trong pRL-5V40

cgttgagcga gttctcaaaa atgaacaata
ataagataca ttgatgagtt tggacaaacc
cccttggecag cacttaccaa aacaactaga
atttgtgatg ctattgcttt atttgtaacc

aac

11

attctagagc
aaacccaggt
atgcagtgaa

attataagct

attctagagc
aaacccaggt
atgcagtgaa

attataagct

attctagagc
aaacccaggt
atgcagtgaa

attataagct

ggccgettceg
aagtgatacc
aaaaatgctt

gcaataaaca

ggecegettceg
aagtgatacc
aaaaatgctt

gcaataaaca

ggccgettceg
aagtgatacc
aaaaatgctt

gcaataaaca

60

120

180

240

253

60

120

180

240

253

60

120

180

240

253



<211>
<212>
<213>

253
ADN

<220>
<223>

<400> 31
tcaaatcgtt

agcagacatg
agccgaaagg
tatttgtgaa
agttaacaac
<210> 32

<211> 253
<212> ADN

<213>

<220>
223>

<400> 32
tcaaatcgtt

agcagacatg
agccgaaagg
tatttgtgaa
agttaacaac
<210> 33

<211> 253
<212> ADN

<213>

<226>
<223>

<400> 33

43802

Trinh ty nhan tao

Ul theo_8_ 5 trong pRL-SV40

cgttgagcga gttctcaaaa atgaacaata
ataagataca ttgatgagtt tggacaaacc
cccttggcag cacttacaaa aacaactaga
atttgtgatg ctattgcttt atttgtaacc

aac

Trinh ty nhan tao

Ul theo_8 6 trong pRL-SV40

cgttgagcga gttctcaaaa atgaacaata
ataagataca ttgatgagtt tggacaaacc
cccttggcag cacttaaaaa aacaactaga
atttgtgatg ctattgcttt atttgtaacc

aac

Trinh ty nhan tao

Ul _theo_8_7 trong pRL-SV40

attctagagc
aaacccaggt
atgcagtgaa

attataagct

attctagagc
aaacccaggt
atgcagtgaa

attataagct

ggcecgettceg
aagtgatacc
aaaaatgctt

gcaataaaca

ggccgettceg
aagtgatacc
aaaaatgctt

gcaataaaca

tcaaatcgtt cgttgagcga gttctcaaaa atgaacaata attctagagc ggccgettceg

agcagacatg ataagataca ttgatgagtt tggacaaacc aaacccaggt aagtgatacc

agccgaaagg cccttggeag cacttcaaaa aacaactaga atgcagtgaa aaaaatgcett

12

60

120

180

240

253

60

120

180

240

253

60

120

180

61/69



43802

tatttgtgaa atttgtgatg ctattgcttt atttgtaacc attataagct gcaataaaca

agttaacaac

<210> 34
<211> 253
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 34
tcaaatcgtt

agcagacatg
agccgaaagg
tatttgtgaa
agttaacaac
<210> 35

<211> 253
<212> ADN

<213>

<220>
223>

<400> 35
tcaaatcgtt

agcagacatg
agccgaaagg
tatttgtgaa
agttaacaac
<210> 36

<211> 251
<212> ADN

<213>

<220>
223>

aac

Trinh ty nhan tao

Ul _theo_8_8 trong pRL-SV40

cgttgagcga gttctcaaaa atgaacaata
ataagataca ttgatgagtt tggacaaacc
cccttggecag cactacaaaa aacaactaga
atttgtgatg ctattgecttt atttgtaacc

aac

Trinh ty nhan tao

Ul_theo_8_9 trong pRL-5V40

cgttgagcga gttctcaaaa atgaacaata
ataagataca ttgatgagtt tggacaaacc
cccttggecag cacaacaaaa aacaactaga
atttgtgatg ctattgecttt atttgtaacc

aac

Trinh ty nhan tao

Ul _theo_9 1 trong pRL-SV40

13

attctagagc
aaacccaggt
atgcagtgaa

attataagct

attctagagc
aaacccaggt
atgcagtgaa

attataagct

ggccgettceg
aagtgatacc
aaaaatgctt

gcaataaaca

ggececgettceg
aagtgatacc
aaaaatgctt

gcaataaaca

240

253

60

120

180

240

253

60

120

180

240

253
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43802

<400> 36
tcaaatcgtt cgttgagcga gttctcaaaa atgaacaata

agcagacatg ataagataca ttgatgagtt tggacaaacc
gccgaaagge ccttggecaga cttacctgga caactagaat
tttgtgaaat ttgtgatgect attgctttat ttgtaaccat
ttaacaacaa ¢

<210> 37

<211> 251

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Ul_theo_9_2 trong pRL-SV40

<400> 37
tcaaatcgtt cgttgagcga gttctcaaaa atgaacaata

agcagacatg ataagataca ttgatgagtt tggacaaacc
gccgaaagge ccttggecaga cttacctgaa caactagaat
tttgtgaaat ttgtgatgect attgctttat ttgtaaccat
ttaacaacaa ¢

<210> 38

<211> 251

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Ul theo_9_3 trong pRL-5V40

<400> 38
tcaaatcgtt cgttgagcga gttctcaaaa atgaacaata

agcagacatg ataagataca ttgatgagtt tggacaaacc
gccgaaagge ccttggecaga cttacctaaa caactagaat
tttgtgaaat ttgtgatgect attgctttat ttgtaaccat

ttaacaacaa ¢

14

attctagagc
aaacccaggt
gcagtgaaaa

tataagctgc

attctagagc
aaacccaggt
gcagtgaaaa

tataagctgc

attctagagc
aaacccaggt
gcagtgaaaa

tataagctgc

ggcecgettceg
aagtatacca
aaatgcttta

aataaacaag

ggccgettceg
aagtatacca
aaatgcttta

aataaacaag

ggcecgettceg
aagtatacca
aaatgcttta

aataaacaag

60

120

180

240

251

60

120

180

240

251

60

120

180

240

251
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<210> 39

<211> 251
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 39
tcaaatcgtt

agcagacatg
gccgaaagge
tttgtgaaat
ttaacaacaa
<210> 40
<211> 251
<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<400> 40
tcaaatcgtt

agcagacatg
gccgaaagge
tttgtgaaat
ttaacaacaa
<210> 41
<211> 251
<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<400> 41

43802

Trinh ty nhan tao

U1l_theo_9_4 trong pRL-SV40

cgttgagcga gttctcaaaa atgaacaata
ataagataca ttgatgagtt tggacaaacc
ccttggcaga cttaccaaaa caactagaat
ttgtgatgct attgctttat ttgtaaccat

C

Trinh ty nhan tao

Ul_theo_9_5 trong pRL-SV40

cgttgagcga gttctcaaaa atgaacaata
ataagataca ttgatgagtt tggacaaacc
ccttggcaga cttacaaaaa caactagaat
ttgtgatgct attgctttat ttgtaaccat

C

Trinh ty nhan tao

Ul_theo_9 6 trong pRL-SV40

attctagagc
aaacccaggt
gcagtgaaaa

tataagctgc

attctagagc
aaacccaggt
gcagtgaaaa

tataagctgc

ggcegettceg
aagtatacca
aaatgcttta

aataaacaag

ggccgettceg
aagtatacca
aaatgcttta

aataaacaag

tcaaatcgtt cgttgagcga gttctcaaaa atgaacaata attctagagc ggccgettceg

agcagacatg ataagataca ttgatgagtt tggacaaacc aaacccaggt aagtatacca

15

60

120

180

240

251

60

120

180

240

251

60

120
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43802 65/69

gccgaaagge ccttggecaga cttaaaaaaa caactagaat gcagtgaaaa aaatgcttta 180
tttgtgaaat ttgtgatgct attgctttat ttgtaaccat tataagctgc aataaacaag 240
ttaacaacaa ¢ 251
<210> 42
<211> 251
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Ul_theo_9_ 7 trong pRL-SV4@

<400> 42

tcaaatcgtt cgttgagcga gttctcaaaa atgaacaata attctagagc ggccgcettcg 60
agcagacatg ataagataca ttgatgagtt tggacaaacc aaacccaggt aagtatacca 120
gccgaaagge ccttggecaga cttcaaaaaa caactagaat gcagtgaaaa aaatgcttta 180
tttgtgaaat ttgtgatgct attgctttat ttgtaaccat tataagctgc aataaacaag 240
ttaacaacaa ¢ 251
<210> 43

<211> 251

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> U1l_theo_9_8 trong pRL-5V40

<400> 43

tcaaatcgtt cgttgagcga gttctcaaaa atgaacaata attctagagc ggccgcttcg 60
agcagacatg ataagataca ttgatgagtt tggacaaacc aaacccaggt aagtatacca 120
gccgaaagge ccttggecaga ctacaaaaaa caactagaat gcagtgaaaa aaatgcttta 180
tttgtgaaat ttgtgatgct attgctttat ttgtaaccat tataagctgc aataaacaag 240
ttaacaacaa c 251
<210> 44

<211> 539

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

220>
16



<223>

<400> 44
tcaaatcgtt

agcagacatg
agccgaaagg
ggacaaacca
acaactagaa
ccagccgaaa
tttatttgtg
tggcagcact
gtgatgctat
<210> 45

<211> 328
<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<400> 45
tcataaaggc

tataatcgcg
tactgtagag
taaaatgaat
aagcaatagc
tttgtccaaa
<210> 46
<211> 328
<212> ADN

<213>

220>
<223>

<400> 46

cgttgagcga
ataagataca
cccttggceag
aacccaggta
tgcagtgaaa
ggccecttgge
agagtttgga
tacctggaca

tgetttattt

caagaagggc

tggatatggc
gttttacttg
gcaattgttg
atcacaaatt

ctcatcaatg

gttctcaaaa
ttgatgagtt
cacttacctg
agtgatacca
aaaatgcgag
agcacttacc
caaaccaaac
actagaatgc

gtaaccatta

Trinh ty nhan tao

Ul Gua_1 wt trong pFLuc

ggaaagatcg
acgcaagttt
ctttaaaaaa
ttgttaactt
tcacaaataa

tatcttaa

Trinh ty nhan tao

Ul Gua_1 mut trong pFlLuc

43802

4xU1l_theo_8_1 trong pRL-SV40

atgaacaata
tggacaaacc
gacaactaga
gccgaaaggce
tttggacaaa
tggacaacta
ccaggtaagt
agtgaaaaaa

taagctgcaa

ccgtgtaagc
ctaccgggca
cctcccacac
gtttattgca

agcatttttt

17

attctagagc
aaacccaggt
atgcagtgaa
ccttggcagc
ccaaacccag
gaatgcagtg
gataccagcc
atgctttatt

taaacaagtt

cataccacat
ccgtaaatgt
ctccccctga
gcttataatg

tcactgcatt

ggececgettceg
aagtgatacc
aaaagagttt
acttacctgg
gtaagtgata
aaaaaaatgc
gaaaggccct
tgtgaaattt

aaCaacaac

taaggtaatg
ccgactacat
acctgaaaca
gttacaaata

ctagttgtgg

60

120

180

240

300

360

420

480

539

60

120

180

240

300

328



tcataaaggc
tataatcgcg
tcctgtagag
taaaatgaat
aagcaatagc
tttgtccaaa
<210> 47

<211> 328
<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<400> 47
tcataaaggc

tttacttgcet
cgcaagtttc
taaaatgaat
aagcaatagc
tttgtccaaa
<210> 48
<211> 328
<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<400> 48

caagaagggc

tggatatggc
gttttacttg
gcaattgttg
atcacaaatt

ctcatcaatg

caagaagggc

ttaaaaaacc
taccgggcac
gcaattgttg
atcacaaatt

ctcatcaatg

ggaaagatcg

acgcaagttt
ctttaaaaaa
ttgttaactt
tcacaaataa

tatcttaa

Trinh tu nhan tao

Ul Gua_2 wt trong pFLuc

ggaaagatcg

tcccacacct
cgtaaatgtc
ttgttaactt
tcacaaataa

tatcttaa

Trinh tu nhan tao

Ul _Gua_2 mut trong pFLuc

tcataaaggc caagaagggc ggaaagatcg

tttacttget ttaaaaaacc tcccacacct

cgcaagtttc taccgggcac cgtaaatgtc

taaaatgaat gcaattgttg ttgttaactt

aagcaatagc atcacaaatt tcacaaataa

43802

ccgtgtaagc
ctaccgggca
cctcccacac
gtttattgca

agcatttttt

ccgtgtaagc
aaggtaatgt
cgactacatt
gtttattgca

agcatttttt

ccgtgtaagc
aatggaatct
cgactagatt
gtttattgca

agcatttttt
18

cataccacat
ccgtaaatgt
ctccccctga
gcttataatg

tcactgcatt

cataccacat
ataatcgcgt
acccccctga
gcttataatg

tcactgcatt

cataccacat
ataatcgcgt
ccccccctga
gcttataatg

tcactgcatt

taatggaatc
ccgactagat
acctgaaaca
gttacaaata

ctagttgtgg

ttgtagaggt
ggatatggca
acctgaaaca
gttacaaéta

ctagttgtgg

ttgtagaggt
ggatatggca
acctgaaaca
gttacaaata

ctagttgtgg

60

120

180

240

300

328

60

120

180

240

300

328

60

120

180

240

300
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tttgtccaaa ctcatcaatg tatcttaa

<210> 49
<211> 328
<212> ADN
<213>

<220>
223>

<400> 49
tcataaaggc

tttacttgct
aattgtaagg
aatgtccgac
aagcaatagc
tttgtccaaa
<210> 50
<211> 328
<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<400> 50
tcataaaggc

tttacttgct
aattgtaatg
aatgtccgac
aagcaatagc
tttgtccaaa
<210> 51
<211> 375

<212> ADN
<213>

caagaagggc

ttaaaaaacc
taatgtataa
tacattactg
atcacaaatt

ctcatcaatg

caagaagggc

ttaaaaaacc
gaatctataa
tagattcctg
atcacaaatt

ctcatcaatg

Trinh ty nhan tao

Ul Gua_3 wt trong pFlLuc

ggaaagatcg
tcccacacct
tcgegtggat
ttgttaactt
tcacaaataa

tatcttaa

Trinh tu nhan tao

Ul _Gua_3 mut trong pFLuc

ggaaagatcg
tcccacacct
tcgegtggat
ttgttaactt
tcacaaataa

tatcttaa

Trinh ty nhan tao

43802

ccgtgtaagc
ccccctgaac
atggcacgca
gtttattgca

agcatttttt

ccgtgtaagc
ccccctgaac
atggcacgca
gtttattgca

agcatttttt

19

cataccacat
ctgaaacata
agtttctacc
gcttataatg

tcactgcatt

cataccacat
ctgaaacata
agtttctacc
gcttataatg

tcactgcatt

ttgtagaggt
aaatgaatgc
gggcaccgta
gttacaaata

ctagttgtgg

ttgtagaggt
aaatgaatgc
gggcaccgta
gttacaaata

ctagttgtgsg

328

60

120

180

240

300

328

60

120

180

240

300

328
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<220>
<223>

<400> 51
tcataaaggc

tcgacctcga
taaatgtccg
cagaaagtgg
cttgctgtcc
ggatattatg
tgcaatgatg
<210> 52
<211> 375
<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<400> 52
tcataaaggc

tcgacctcga
taaatgtccg
cagaaagtgg
cttgectgtcc
ggatattatg

tgcaatgatg

wtU1l_Gua_HBGPA

caagaagggc

ggtaatgtat
actacattac
tggctggtgt
aatttctatt
aagggccttg

tattt

mutUl_Gua_HBGPA

caagaagggc
tggaatctat
actacattac
tggctggtgt
aatttctatt
aagggccttg

tattt

ggaaagatcg
aatcgecgtgg
ggcccagatc
ggctaatgcc
aaaggttcct

agcatctgga

Trinh ty nhan tao

ggaaagatcg
aatcgecgtgg
ggcccagatc
ggctaatgcc
aaaggttcct

agcatctgga

43802

ccgtgtaagg
atatggcacg
taattcaccc
ctggcccaca
ttgttcccta

ttctgectaa

ccgtgtaagg
atatggcacg
taattcaccc
ctggcccaca
ttgttcccta

ttctgectaa

20

atccaagctt
caagtttcta
caccagtgca
agtatcacta
agtccaacta

taaaaaacat

atccaagctt
caagtttcta
caccagtgca
agtatcacta
agtccaacta

taaaaaacat

atcgataccg
ccgggeaccg
ggctgectat
agctcgettt
ctaaactggg

ttattttcat

atcgataccg
ccgggeaccg
ggctgectat
agctcgettt
ctaaactggg

ttattttcat

60

120

180

240

300

360

375

60

120

180

240

300

360

375





