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Linh vwe k¥ thuat dwgce dé cap

Sang ché d& xut cac cdu truc polynucleotit dé didu hoa su biéu hién gen bing
céch diéu bién céc ribozym ty phan cit dua vao aptame va phuong phap sir dung céc cdu
truc nay dé diéu hoa sy biéu hién gen dap tmg véi su c6 mit hodc vang mit cta phdi tir
lién két v6i aptame nay.

Tinh trang k¥ thuit ciia sing ché

Céc ribozym nho phan cit bén trong phén tir axit nucleic chita cic motif ARN dai
khoang ttr 50-150 nucleotit (“nt”) c6 hoat tinh phan cit ARN ndi tai. C6 mot s6 nhom cac
ribozym nhé phan cit bén trong phén tir axit nucleic bao gdm dang dau bua, va kep toc.
Hién nay, cac nhom gém cac ribozym tuy phan cit m&i d3 duoc nhan dién bao gém dang
x0én, dang xoan chi em, dang sung ngén va dang hinh riu.

Sang ché sit dung cac ribozym lién két voi cac aptame dé tao ra cdc caxet
polynucleotit dé diéu hoa su biéu hién gen dich dap tng v6i su ¢6 mit hodc vang mit cta
phdi tir lién két v6i aptame.

Ban chét ky thuit cia sang ché

Theo mdt khia canh, sang ché dé xuat caxet polynucleotit dé diéu hoa su biéu hién
ctia gen dich mang cong tic ribo chira ribozym xodn duogc lién két boi than vao mot
aptame, trong d6 than lién két ribozym xoén véi aptame ndy gin vao ribozym & vi tri cta
than P3 ciia ribozym xodn va trong d6 gen dich nay duoc lién két véi than P1 cua
ribozym xoén. Trong trudng hop nay, cong tic ribo 1a “cong tic ribo tat” vi su lién két
aptame/phdi tir ting cudng chirc ning ribonucleaza ciia ribozym xoin din dén su cét
ARN gen dich chtra caxet polynucleotit va do d6 lam gidm su biéu hién gen dich. Trong
mot phuong 4n, aptame nay lién két v6i phdi tir phan tir nhd.

Trong mot phuong an, ribozym xodn nay 13 tir Nasonia vitripennis. Trong mot
phuong 4n, ribozym xo#n chita SEQ ID NO.:38. Trong mét phuong 4an, ribozym xoin 1a

tir mau mai truong. Trong mét phuong 4n, ribozym xoén chira SEQ ID NO.:39.
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Trong mot phuong an, than P1 chua trinh tw nbi dai than P1 ctia ribozym xo@n tir 1
dén 3 cip bazo. Trong mot phuong an, than P1 cta ribozym xodn 1a tir 3 dén 9 cip bazo.
Trong mot phuong an, than P1 cua ribozym xodn 1a tir 4 dén 7 cip bazo. Trong mot
phuong én, than P1 cta ribozym xodn 13 6 cip bazo. Trong mdt phuong é&n, than P1 cta
ribozym xoén 1a 7 cip bazo. Trong mét phuong an, than P1 cla ribozym xoan 1a 8 cip
bazo.

Trong mdt phuong an, than lién két ribozym véi aptame chtta trinh ty tir than P3
ctia ribozym va/hoic trinh tu tr than P1 cta aptame. Trong mot phuong an, thén lién két
ribozym v6i aptame khong chuta trinh ty tir than P3 cua ribozym va/hodc khong chia
trinh tu tir than P1 cla aptame. Trong mdt phuong 4n, than lién két ribozym véi aptame
dai khoang tir 3 dén khoang 7 cip bazo. Trong mét phuong an, thén lién két ribozym véi
aptame dai tir 3 dén 7 cdp bazo. Trong mdt phuong an, than lién két ribozym vé&i aptame
dai 4 cip bazo. Trong mdt phuong 4n, than lién két ribozym véi aptame dai 3 cip bazo.

Theo mdt khia canh khéc, sang ché dé xuit phuong phap didu hoa su biéu hién cia
gen dich bao gém:

(a) gan xen caxet polynucleotit chira cong thc ribo tit dugc md ta & ddy vao gen
dich,

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

(¢) cho té bao tiép xtic véi phéi tir phan tir nho lién két dic hiéu v6i aptame voi
lugng hiru hiéu dé 1am giam sy biéu hién ctia gen dich.

Trong mot phuong an, caxet polynucleotit dugc gin xen vao ving 5' khong dich
ma ctia gen dich, ving 3' khong dich mé cua gen dich, va/hodc xudi dong codon khoi dau
dich ma ctia gen dich.

Trong mot phuong an, khi caxet polynucleotit dugc gén xen xudi dong (nghia 1,
3) codon khoi ddu dich ma cta gen dich, cong tic ribo lién k& v6i codon khai dau nay.
Trong cac phuong an khac, cong tac ribo nay la khoang tur 1 dén khoang 100, khoang 1
dén khoang 50, hodc khoang 1 dén khoang 20 nucleotit tir codon khéi dau cua gen dich.
Trong mot phuong an, caxet polynucleotit chira trinh tu peptit 2A nim gitta dau 3’ clia
cong tic ribo va trinh ty ma héa gen dich. Trong mét phuong 4n, caxet polynucleotit
chia trinh tu cdu ndi lién k& v6i trinh tu peptit 2A.

Trong mot phuong 4n, hai hodc nhiéu caxet polynucleotit nay dugc gin xen vao

gen dich. Trong mdt phuong é4n, hai hodc nhidu caxet polynucleotit ndy chita nhiéu
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aptame khac nhau lién két dic hiéu voi nhiéu phdi tir phan ti nho khac nhau. Trong mot
phuong an, hai hoac nhiéu caxet polynucleotit chira cing mét aptame.

Trong mot phuong an, gen dich chira caxet polynucleotit duge dua vao vecto dé
biéu hién gen dich. Trong mdt phuong 4n, vecto ndy la vecto virut. Trong mdt phuong
an, vecto virut ndy duoc chon tr nhom bao gdm vecto adenovirut, vecto virut lién hop
adeno, va vecto lentivirut.

Theo mot khia canh khéac, sang ché d& xut caxet polynucleotit dé diéu hoa su biéu
hién cua gen dich mang cong tic ribo ma chira ribozym xo4n duoc lién két voi aptame,
trong do6 aptame nay dugc lién két véi dAu 3' hodc 5' ctia than P1 cia ribozym X04n, trong
d6 khi aptame nay dugc lién két véi dAu 3' cua than P1 cta ribozym xodn, mot phan ctia
nhanh 3' ctia thin P1 clia ribozym xoan con 1a nhénh 5’ cta than P1 cua aptame, va trong
d6 khi aptame nay duoc lién két véi dAu 5' ctia than P1 cta ribozym xoén, mot phan cua
nhanh 5' cua than P1 cua ribozym xoan con 1a nhanh 3' ctia than P1 cta aptame (xem, vi
du, Fig. 6a-6b). Trong truong hop nay, cong téc ribo 1a “cong tic ribo bat” vi sy lién két
aptame/phdi tir trc ché chitc ning ribonucleaza cta ribozym xodn lam giam su phan ct
ARN gen dich chtra caxet polynucleotit va do d6 lam tidng sy biéu hién gen dich. Trong
mot phuong an, aptame nay lién két véi phdi tir phan tir nho.

Trong mdt phuong 4n, ribozym xodn ndy 1a tit Nasonia vitripennis. Trong mot
phuong an, ribozym xo4n chira SEQ ID NO.:38. Trong mdt phuong 4n, ribozym x04n 1a
tir miu moi trudng. Trong mdt phuong an, ribozym xo0én chira SEQ ID NO.:39.

Trong mdt phuong &n, phan nhénh cta than P1 cta ribozym X0an ma con 1a mot
nhanh cuda than P1 cia aptame la tur 4 dén 8 nucleotit, tir 5 dén 7 nucleotit, 6 nucleotit,
ho#ic 7 nucleotit. Trong mdt phuong an, than P1 cta ribozym xodn 1a tir 4 dn 9 cip bazo,
tr 5 dén 8 cidp bazo, 6 cap bazo, hodc 7 cdp bazo. Trong mdt phuong an, than P1 cua
aptame 1a tir 6 dén 11 cap bazo, tt 7 dén 10 cép bazo, 8 cap bazo, hodc 9 cédp bazo.

Theo mdt khia canh khéc, sang ché dé xuat phuong phap diéu hoa sy biéu hién cta
gen dich bao gdm:

(a) gén xen caxet polynucleotit chtta cong téc ribo bat duge mo ta & day vao gen
dich,

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

(c) cho té bao tiép xtic véi phéi tir phan tir nho lién két dac hiéu voi aptame voi

luong hiru hiéu dé 1am ting su biéu hién ctia gen dich.

372



47668

Trong mdt phuong an, caxet polynucleotit dugc gén xen vao ving 5' khong dich
ma ctia gen dich, ving 3' khong dich ma cta gen dich, va/hodc xu6i dong codon khoi dau
dich ma.

Trong mdt phuong an, khi caxet polynucleotit dugc gan xen xudi dong (nghia 1,
3" codon khéi ddu dich mé ciia gen dich, cong tic ribo bat lién k& voi codon khoi dau
nay. Trong cac phuong an khdc, cong tic ribo nay 1a khoang tir 1 dén khoang 100,
khoang 1 dén khoang 50, hodc khoang 1 dén khoang 20 nucleotit tir codon khoi dau cuia
gen dich. Trong mdt phuong an, caxet polynucleotit chira trinh tu peptit 2A nam gitta dau
3’ cha cong tic ribo va trinh ty ma héa gen dich. Trong modt phuong én, caxet
polynucleotit chra trinh tu cau ndi lién k& véi trinh tu peptit 2A.

Trong mot phuong an, hai hodc nhidu caxet polynucleotit nay dugc gin xen vao
gen dich. Trong mdt phuong 4n, hai hodc nhidu caxet polynucleotit niy chtta nhiéu
aptame khéac nhau lién két ddc hiéu voi nhiéu phéi tir phan tir nhé khéc nhau. Trong mot
phuong &n, hai hogc nhiéu caxet polynucleotit chira cing mot aptame.

Trong mot phuong an, gen dich chua caxet polynucleotit dugc dua vao vecto dé
biéu hién gen dich. Trong modt phwong én, vecto nay la vecto virut. Trong mot phuong
an, vecto virut nay duge chon tr nhém bao gém vecto adenovirut, vecto virut lién hop
adeno, va vecto lentivirut.

Theo mot khia canh khéc, sang ché dé xuit vecto mang gen dich chtra caxet
polynucleotit theo séng ché. Trong mdt phuong an, vecto nay la vecto virut. Trong mot
phuong an, vecto virut ndy dugce chon tir nhém bao gbm vecto adenovirut, vecto virut
lién hgp adeno, va vecto lentivirut.

M@ ti vin tit cdc hinh vé

Fig. la-1b. Cac ribozym xoén tu phan cit va tc ché su biéu hién gen & té bao dong
vat ¢ vu.

Fig. 1a. Trinh tu ribozym xo#n tir N. vitripennis (dang xoan-ong) hodc tir mau méi
truomg (dang xodn-es) duoc tich dong vao ving 3' khong dich ma (“UTR”) trong vecto
pEGFP-C1. Cac té bao HEK 293 dugc chuyén nap béng cic cdu triuc da chi ra va cuong
d6 phat huynh quang ctia GFP dugc do. Dang xodn-ong gay ra su giam xap xi 97% hoic
36 1an su biéu hién GFP so v6i dbi ching pEGFP-C1. Dang xodn-es khi dugc tach dong
vio 3' UTR ctia GFP lam giam déng ké sy bidu hién gen dich trong c4c té bao HEK 293,

nhung véi mtc d6 khong giéng nhu dang X04n ong.

4/72



47668

Fig. 1b. Trinh tu dang x0én dot bién duoc tao ra béng cach gay dot bién A6 thanh
G, nhu duoc chi ra bdi cAu tric bac hai dang xodn-ong dugc 16ng vao dd thi. Cac té bao
HEK 293 dugc chuyén nap bing céc ciu trac da chi ra va cuong d6 phat huynh quang
cua GFP dugc do. Dang xodn-ong nay lai 1am giam sy biéu hién ctia GFP khi duoc tach
dong vao 3' UTR. Tuy nhién dot bién dang xodn-ong khong gy ra sy gidm biéu hién
GFP.

Fig. 2a-2b. Bién ddi cta trinh tu than P1 cai thién hoat tinh phan cét cua ribozym
XOAn.

Fig. 2a. Trinh tu cta doan kéo dai 3 cap bazo (3HP) cta than P1 cta dang X04n
ong.

Fig. 2b. Dot bién mat diém Sacll khoi chu triic dang xoén-ong_GFP ban dau va
dot bién bd sung than 3 bp vao than P1 cla dang x0dn cai thién sy phan cét boi ribozym
x0én, dan dén lam giam thém su biéu hién GFP.

Fig. 2c. Thé hién két qua cta thit nghiém luciferaza. Cac té bao HEK 293 duoc
chuyén nap bing céc cdu tric da chi ra chira gen luciferaza dom dém va dang X04n ¢6
hodc khong c¢6 3HP trong 3’ UTR.

Fig. 3a-3e. Tao ra ribozym xo4n dap ung guanin.

Fig. 3a. So dd lién két trinh tw aptame v6i ribozym X0&n va giai thich vé ribozym
xo#n dap tmg phdi tir aptame. Trinh tu aptame duoc thé hién bang dudng c6 nét to hon.
Khi khoéng c6 mit phdi tir aptame, aptame khong c6 phdi tir ndy ngan can tac dung phan
ct ribozym xodn, din dén mARN nguyén ven va tiép theo 13 su biéu hién gen. Khi c6
mat phéi t aptame, aptame lién két phéi tir tao thuén lgi cho su tao thanh than P3, do d6
gilt dugc hoat tinh phan cét cta ribozym xodn, dan dén e ché su biéu hién gen.

Fig. 3b. Két qua clia thir nghiém luciferaza dom dom. Hai muoi chu tric duoc tao
ra bing cach lién két than P1 cua aptame guanin v&i thdn P3 cia ribozym xoan, nhu dugc
thé hién trong Fig. 3a, 6 dudi. 3HP bd sung dugc bao gdm nhu mdt phan cta than P1 cua
dang xoén. Than ndi Vong 2 va aptame bi cét lién tuc, tao ra cac than ¢6 do dai khac nhau
nhu dugc chi ra trong céac ddu ngodc don. Cic té bao HEK 293 duoc chuyén nap béng
cdc cAu triic di duoc chi ra, duoc xt Iy hodc khong dugce xtr Iy bang guanin. S6 lan giam

d6i voi cu trac Luci-waspGual6 dugce chi ra trong dd thi.
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Fig. 3c. Hiéu lyc cua céac cAu tric luciferaza chira waspGual6 hoic waspGual6
dot bién. waspGual6 kiéu hoang lam giam hoat tinh luciferaza khi xtr ly bang 500 uM
guanin, trong khi d6 waspGual6 dot bién thi khong.

Fig. 3d. Thé hién cac két qua cta thir nghiém luciferaza. Céc ¢ bao HEK 293
duoc chuyén nap béng céc cAu truc da duoc chi ra, va duoc xt ly hodc khong duge xu ly
bang 500 pM guanin hodc 1mM guanosin.

Fig. 3e. Céc té bao HEK 293 dugc chuyén nap bing cac ciu tric di chi ra, va
duogce xtr 1y bang 500 uM guanosin. DMSO dugc st dung lam d6i chimg dung moi. Dich
ndi bé mit duoc thu gom 18 gidr sau khi xtt 1y bang guanosin, Epo dugc do béng céach st
dung kit ELISA. Céc két qua duoc thé hién duéi dang gia tri trung binh +SD (n=2). Thé
hién dai dién cta hai thir nghi€ém ddc lap.

Fig. 4a-4b. Tao ra cac cong t4c ribo xoin dap ung theophyllin.

Fig. 4a. So d6 lién két theophyllin aptame véi trinh tw vong 2 trong ribozym X04n.
Céc trinh ty va do dai cla than ndi theophyllin aptame va vong x0&n 2 dugc thé hién.
Aptame va phdi tir dugce chira la A,

Fig. 4b. Thé hién cac két qua clia thit nghiém luciferaza. Cac té bao HEK 293
duoc chuyén nap véi cac cau tric da dugc chi ra, duge xtt Iy va khéng duogc xu ly béng 2
mM theophyllin 4 git sau khi chuyén nap.

Fig. 5a-5b. Kha néng di dong cta cong téc ribo xodn trong té bao dong vat c6 vi.

Fig. 5a. So d6 cac cu triic c6 cong téc ribo twisterGual6 va cau néi va trinh tu
peptit 2A (cau ndi2A) dugc gan xen xudi dong ATG va ngugc dong trinh ty mé hoa
luciferaza con lai (6 trén cung), hodc twisterGual6 va trinh tu cAu nb6i2A duoc gén xen
xudi dong trinh tw ma hoéa dbi voi 10 axit amin dau tién ctia GFP (6 dudi).

Fig. 5b. Két qua ctia thir nghiém luciferaza duoc thé hién. Cac té bao HEK 293
duoc chuyén nap bang cac cau trac da duge chi ra. Cac té bao da chuyén nap duoc xir Iy
bang hoic khong dugc xtr ly bang guanin 4 gid sau khi chuyén nap. Két qua dugc thé
hién duéi dang gia tri trung binh = SD (n=3).

Fig. 6a-6b. Tao ra cong tic ribo xoan BAT d4p tmg phdi tir aptame.

Fig. 6a. Thé hién so dd cua cong tic ribo guanin xoén BAT (trong d6 aptame duoc
lién két v6i dAu 3’ cta P1 cta dang xodn). C4u hinh ctia dang x04n ong va trinh tu aptame
duoc thé hién nhu 1a mdt vi du, trong do dAu 3’ cta than P1 (bao goém than 3 bp) dugc

lién két véi trinh tw aptame. Trong cAu hinh nay, trinh ty than dugc dung chung gitta than
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P1 cua dang xo#n va than P1 cla aptame. Trinh ty than chung nay dugc chi ra béang
duong c6 nét to hon. C6 kha nang 1a, khi khong c6 mdt phéi tr aptame (6 trén cung),
trinh tu aptame lién két v6i than P1 cua dang xodn khong can tré chu tric xodn va hoat
tinh phén cat ribozym ctia n6, do d6 gay ra sy phan cét mARN va tiép theo 1a tic ché sy
biéu hién gen. Khi c6 mit phéi tir aptame (6 dudi), aptame tao ra than P1 va lam cho
trinh tu than chung (dudng day hon) khong kha dung cho sy tao thanh than P1 ctua dang
xodn, do d6 can tré cAu truc xoén va hoat tinh ribozym cta né, dan dén mARN nguyén
ven va tiép theo 1 su biéu hién gen.

Fig. 6b. Cac t& bao HEK 293 duogc chuyén nap bang cac ciu tric luciferaza da
duoc chi ra. Céc té bao da chuyén nap dugc xtt Iy bang hoic khong dugc xir Iy bang 500
uM guanosin. DMSO dugc st dung lam ddi chimg dung méi. Két qua dugc thé hién duoi
dang gi tri trung binh + SD (n=3). Sé 1an tang do cam tng duoc chi ra trong db thi cho
mdi ciu tric.

Fig. 7a-7b. Trinh ty ribozym d4u bta (7a) va trinh tu ribozym kep toc (7b) dit
xudi dong codon khdéi dong dich ma. O trén cung thé hién trinh tu nucleotit, va 6 dudi
cting thé hién céc trinh tw peptit dugc dich ma bang cach str dung cac khung doc khac
nhau. Hang trén ciing trong mdi trudng hop 1a ribozym me, khong dugce dich ma xuyén
sudt; cac ddu chim trong trinh tu nucleotit dugc stt dung dé chi ra “giéng nhu hang trén
cing”. Trinh tu peptit 2A tir virut Thoseaasigna (T2A) dugc chi ra la 2A. Cac dot bién
duoc tao ra dé loai bd cac codon dimg tiém tang trong trinh tu ribozym.

Fig. 7c. Két qua vé hoat tinh beta-galactosidaza dugc tao ra tir cc té bao HEK 293
duoc chuyén nap béng céc chu trac di duogc chi ra. Nira bén trai cla biéu d6 thé hién cac
két qua tir cac cAu tric c6 trinh tu ribozym dau bua, va nita bén phai chi ra cac két qua tir
céc cAu truc c6 trinh tu ribozym kep toc. S8 1an giam do cdm tng cia hoat tinh LacZ
duoc thé hién bing ti 16 cia gia tri dugc tao ra tir cAu tric dot bién khong c6 hoat tinh
ribozym véi gid tri dugc tao ra tu cAu tric ¢ hoat tinh ribozym. S4 14n cao nhat duge chi
ra bang miii tén cho mdi ribozym.

Mb ta chi tiét sang ché

Sang ché d& xuit cac cdu triic polynucleotit dé diéu hoa sy biéu hién gen bing
céch diéu bién céc ribozym nho phan cit bén trong phan tit axit nucleic dya vao aptame
va phuong phap st dung cac cau tric ndy dé diéu hoa su biéu hién gen dap tmg véi su co

mit hodc véng mat ctia phdi tir lién két voi aptame nay. Cau tric polynucleotit ndy chia
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it nhét 14 mot cong tic ribo ma chira ribozym va aptame. Cach ma ribozym nay lién két
véi aptame tao ra cac cong tac ribo hoat hda su tu phan cit ribozym khi c6 mit phéi t
aptame (cong thc ribo “tit”) hodc cac cong tic ribo tic ché su tu phan cat ribozym khi c¢6
mit aptame (cong tic ribo “bat”).

Caxet polynucleotit diéu hoa gen d& cap dén cdu trac ADN tai tb hop ma, khi dugc
dua vao ADN cua gen dich, tao ra kha ning didu hoa su biéu hién cua gen dich bang cach
didu hoa su tw phan cét ribozym qua trung gian aptame/phdi tir. Nhu dugc st dung & déy,
caxet polynucleotit hoc cu tric polynucleotit 13 axit nucleic (vi du, ADN hogc ARN)
chua cac yéu t6 thu duoc tir nhidu ngudn khac nhau (vi dy, cac sinh vat khac nhau, céc
gen khac nhau tir cing mot sinh vét, va tuong tu). Caxet polynucleotit nay chira cong tac
ribo. Céng téc ribo trong ngft canh theo sang ché chra vung nhan biét (vi du, aptame) va
ribozym cung chiu trach nhiém v& viéc nhan biét su c6 mit cia phéi tir ma lién két voi
ving nhén biét ndy va lam thay dbi cAu hinh cua vi trf lién két ribozym. Trong mot
phuong 4n, sy biéu hién ctia gen dich duoc ting cuong khi phéi tir aptame c6 mit va bi
giam khi phdi tr ndy ving mit. Trong mdt phuong 4n khéc, su biéu hién ctia gen dich bi
giam khi phdi tir aptame c6 mat va dugc ting cudng khi phdi tir nay ving mit.

Ribozym

Ribozym dugc st dung trong sang ché c6 thé 1a ribozym nho phan cit bén trong
phén tir axit nucleic bat ky ma s& ty phan cit trong t& bao dich véi cac dang bao gbm, vi
du, du bua, kep téc, virut hepatitis delta, vé tinh Varkud, xo#n, xoan chi em, sing ngén
va hinh riu. Xem, vi du, Roth et al., Nat Chem Biol. 10(1):56-60; va Weinberg et al., Nat
Chem Biol. Thang 8 ndm 2015;11(8):606-10, ca hai tai liéu nay dugc dua vao day béang
cach vién dan. U.S. 2015/0056174 d& xuat céc ribozym dau bta bién ddi c6 hoat tinh
phan cét bén trong phén t axit nucleic ting cuong (xem, vi du, Fig. SA-F, dugc dua vao
day bing cach vién dan). Céc ribozym duoc uu tién hon la dang dau bua, kep toc va
xoén. Trong mdt phuong 4n, ribozym nay 1a ribozym x04n tir Nasonia vitripenni (SEQ.
ID NO.:38). Trong mdt phuong an, ribozym nay la ribozym xo4n duoc nhén dién tir mau
moi truong (SEQ. ID NO.:39).

Cong téc ribo

Thuét ngit “cong tic ribo” nhu dugc st dung & day d& cap dén doan diéu hoa cua
polynucleotit ARN. Cong tic ribo trong ngit canh séng ché chira ving nhan biét (vi du,

aptame) ribonucleaza tu phan cit ma cing chiu trich nhi¢m vé viéc nhén biét sy c6 mat
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ctia phdi tir (vi dy, phan tr nho) va diéu bién céu hinh cta ribonucleaza tu phén cat va
nho d6 diéu bién hoat tinh ctia n6. Trong mot phuong &n, cong téc ribo 1a tai to hop, st
dung cac polynucleotit tir hai hodc nhiéu ngudn. Thuat ngit “tong hop” nhu duge st dung
& day trong ngit canh cua cong téc ribo dé cap dén cong tic ribo khong xuat hién tu
nhién. Trong mot phuong an, vung nhin biét (vi dy, aptame) va ving ribonucleaza dugc
ndi bang cau ndi polynucleotit. Trong mdt phuong an, cau ndi polynucleotit tao ra than
ARN (nghia 13, ving polynucleotit ARN 1a chudi kép).

Cbng téc ribo tat

Theo mot khia canh, sang ché dé xudt caxet polynucleotit dé diéu hoa su biéu hién
cua gen dich mang cong tac ribo chira ribozym xodn duoc lién két boi than vao mot
aptame, trong d6 than lién két ribozym xo4n ndy voi aptame gan vao ribozym & vi tri ctia
than P3 cta ribozym xo04n nay, va trong d6 gen dich nay dugc lién két voi than P1 cla
ribozym xodn (xem, vi du, Fig. 3a). Trong truong hop nay, cong téc ribo 1a “cong tic ribo
tht” vi su lién két aptame/phéi tir ting cudng chirc ning ribonucleaza ciia ribozym xodn
din dén sy phan cit ARN gen dich chra caxet polynucleotit va do d6 lam giam su bidu
hién gen dich.

Trong c4u hinh nay, trong d6 c4 hai nhanh cta than aptame dugc lién két voi ca
hai nhanh cta than ribozym P3, than nay c6 thé chia trinh ty bd sung c6 kha ning tao ra
than khi aptame lién két v6i phdi tr clia n6. Trinh tu thén bd sung nay cé thé bao gdm
trinh tu tr thAn P1 cla aptame va/hodc trinh tu bd sung dugc bd sung vao dé tao thuén loi
cho su tao thanh than khi aptame duoc lién két bai phdi tit ctia né. Than P3 ¢6 thé chira
mot, hai, ba hodc nhiéu thay dbi so voi trinh tw P3 kiéu hoang d6i v6i ribozym nay.
Trong mdt s6 phuong éan, than lién két aptame v&i ribozym khong chira trinh tu tir than
P3 cta dang xodn hodc tir than aptame. Ngoai ra, than lién két ribozym véi aptame (bao
gbm than P3) co thé chita mdt hodc nhiéu bit cip nham trong d6 nucleotit khong bd sung
véi dbi tac lien két cia nd trén nhanh than con lai.

Than lién két aptame v6i ribozym nén c6 d6 dai (va ham lugng GC) du dé tao ra
than khi phdi tir lién két v6i aptame nho d6 ting cudng hoat tinh endonucleaza ribozym,
trong khi, khi phdi tir nidy khong c6 mat voi lugng du, ¢6 céu hinh tc ché hoat tinh
endonucleaza ribozym. D¢ dai va trinh tu cua thn nay co thé dugc bién d6i bang cach sir
dung céac k¥ thuat da biét dé xé4c dinh cac than cho phép su biéu hién nén chép nhén duoc

ctia gen dich khi phdi tir c6 mat va cac murc biéu hién chap nhan dugc cta gen dich khi
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phéi tir nay khong c6 mat. Vi du, néu than nay quéa dai n6 cé thé tao ra cAu hinh ribozym
hoat dong khi c6 mit hoc vang mit phéi tir. Néu than ndy qué ngin, n6 khong thé tao ra
ribozym hoat dng ngay ca khi cé mat phdi tir. Trong moét s6 phuong &n, than lién két
ribozym véi aptame la khoang 3 dén khoang 7 cip bazo. Trong mot phuong 4n, than lién
két ribozym v&i aptame dai tir 3 dén 7 cdp bazo. Trong mdt phuong 4n, thén lién két
ribozym vé&i aptame dai 4 cap bazo. Trong mot phuong an, than li€n két ribozym véi
aptame dai 3 cé@p bazo.

Nén duoc hidu 1 than lién két aptame va ribozym khong phai ludn c6 cau hinh
than soi kép. Nhu duge thé hién trong Fig. 3a, khi aptame khong duoc lién két v6i phdi
tir, cAu truc cta than bi pha v& e ché hoat tinh ribozym phan cét bén trong phan tir axit
nucleic. Khi aptame lién két voi phdi tir ctia né than nay duoc 6n dinh ting cuong hoat
tinh ribozym phén cat bén trong phan tt axit nucleic.

O cAu hinh cong tic ribo tit nay, than P1 cla ribozym dugc lién két v4i trinh tu
nucleotit cua gen dich (xem, vi du, Fig. 3a). Than ribozym P1 c6 thé chira toan bo hodc
mét s6 trinh tw P1 cta ribozym xuét hién ty nhién. Than P1 niy c6 thé chira trinh tu than
bd sung tir mot nguén khac. Than P1 c6 thé chira mot, hai, ba hoic nhiéu thay d6i so voi
trinh tu P1 kiéu hoang cho ribozym nay. Trong mot sé phuong &n, than P1 cta ribozym
khong chta trinh tu bat ky tir trinh ty P1 kiéu hoang d6i voi ribozym nay. Than nay van
dugc goi 1a than P1 cua ribozym do vi tri ciia nd. P9 dai va trinh tu cta than P1 ¢6 thé
duoc bién dbi bing cach st dung cac k¥ thuat- da biét dé x4c dinh cac than cho phép, vi
du, su biéu hién nén chip nhan dugc ctia gen dich. Trong mdt phuong 4n, thdn P1 cla
ribozym xoén 14 tir 3 dén 9 cip bazo. Trong mot phuong an, thén P1 cia ribozym xo4n 14
tr 4 &n 7 cip bazo. Trong mot phuong 4n, than P1 cua ribozym xo4n 1a 7 cip bazo.
Trong mdt phuong 4n, than P1 ciia ribozym xoén 14 8 cip bazo.

Caxet polynucleotit chira cong thc ribo tit c6 thé duoc dua vao mot hoic nhiéu vi
tri trong gen dich, bao gdm, nhung khong giéi han & 5’ va 3' UTR va xudi dong codon
khoi dau nay.

Cbng tic ribo bat

Theo mot khia canh khac, sang ché d& xuét caxet polynucleotit dé diéu hoa su biéu
hién cua gen dich mang cong tic ribo ma chita ribozym xodn dugc lién két véi aptame,
trong d6 aptame nay dugc lién két v6i dau 3' hoge 5' ctia than P1 ctia ribozym X0An, trong

d6 khi aptame nay dugc lién két voi dau 3' ctia than P1 cua ribozym xoan, mdt phan cua
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nhanh 3' cta than P1 cta ribozym xoin con 1a mot phan ctia nhanh 5’ cua than P1 cua
aptame, va trong d6 khi aptame nay dugc lién két v6i dau 5' cua than P1 cua ribozym
x0&n, mot phén cua nhanh 5’ ciia than P1 cua ribozym x04n con la mot phﬁn cua nhanh 3'
ctia than P1 clia aptame (xem, vi du, Fig. 6a-6b). Trong truong hop nay, cong tic ribo la
“cong tac ribo bat” vi sy lién két aptame/phdi tir wc ché chic ning ribonucleaza ciia
ribozym xodn lam giam su phan cit cia ARN gen dich chira caxet polynucleotit va do dé
lam ting sy biéu hién gen dich khi c6 mat phoi tir.

Nhu véi cac than aptame va ribozym d& dugc thao ludn voi cong téc ribo tat, than
P1 cua ribozym va than P1 cta aptame cé thé hodc khong thé chira trinh tw than kiéu
hoang. Nhu v4y, tén goi cua than 1a dya vao vi tri cua chung trén ribozym hodc aptame
va khong ham y la cac than nay chira trinh tu cu thé bat ky. Mdi than P1 cua ribozym va
than P1 cua aptame c6 thé doc 1ap chira trinh tu than ngoai trinh tu than chung. Trinh tu
than bd sung nay c6 thé bao gbm trinh tu tit than P1 cua ribozym hogc P1 cua aptame
tuong ung va/hodc trinh tu bd sung dugc bd sung vao dé tao thuan loi cho su tao thanh
than. Ngoai ra, thdn P1 cua ribozym va/hodc than P1 cta aptame c6 thé chira mot hoic
nhiéu bét cip nham trong d6 mot nucleotit khong bd sung vdi dbi tac lién két clia né trén
nhénh than con lai.

Thén P1 cta ribozym va than P1 cta aptame nén c6 d6 dai (va ham lugng GC) du
dé aptame nay tao ra than P1 khi c6 mat phéi tir aptame va ribozym tao thanh than P1 khi
phdi tir khong c6 mat. D9 dai va trinh tu ctia cdc than nay c6 thé duoc bién dbi bang cach
stt dung céc k¥ thut da biét d nhan dién c4c than cho phép su biéu hién nén chip nhan
dugc cua gen dich khi phéi tr khong cd mdt va cac muc biéu hién chép nhan dugc cia
gen dich khi phéi tir ndy c6 mat. Trong mot phwong 4n, than P1 cta ribozym x04n 14 tir 4
dén 9 cap bazo, tr 5 dén 8 cap bazo, 6 cip bazo, hodc 7 cép bazo. Trong mdt phuong éan,
than P1 cua aptame 1a tir 6 dén 11 cap bazo, tir 7 dén 10 cap bazo, 8 cip bazo, hodc 9 cap
bazo.

Trong cAu hinh cong tic ribo bt ndy, aptame lién k& voi ribozym (5’ hodc 3") va
ca aptame va ribozym déu chira nhanh than chung c¢6 chon loc. Khi aptame duoc lién két
Vol phéi tit ctia no, né 6n dinh than P1 cua aptame, ngdn can viéc sir dung né nhu mot
phdn ctia cu tric ribozym va trc ché hoat tinh endonucleaza ribozym. Khi phdi tir khong
c6 mit, than chung dugc gidi phong dé tao ra mot phan cua than P1 cta ribozym, do dé

cho phép hoat tinh endonucleaza ribozym va phéan c&t ARN dich dan dén su biéu hién
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gen dich gidm. Trong nhidu phuong én, phin ding chung c6 chon loc cua thén ribozym
va aptame 1a tir 4 dén 8 nucleotit, 5 dén 7 nucleotit, 6 nucleotit, hodc 7 nucleotit.

Caxet polynucleotit chira cong tic ribo bat c6 thé dugc dua vao mdt hodc nhiéu vi
tri trong gen dich, bao gbm, nhung khong gii han ¢ 5’ va 3' UTR va xudi dong codon
khoi dau nay.

Aptame/Phdi tir

Trong mot phuong an, vung nhén biét chita aptame. Thuét nglt “aptame” nhu
duoc st dung & day dé cap dén polynucleotit ARN lién két ddc hiéu v6i phéi tir. Thuét
ngit “phdi tir” d& cap dén phan tt duoc lién két dic hiéu bai aptame. Trong mot phuong
an, phéi tir nay 1a phan tir c6 khéi luong phan tir thap (nho hon khoang 1.000 Dalton) bao
gém, vi dy, lipit, monosacarit, phan tu truyén tin tht hai, déng yéu t, ion kim loai, cac
san phdm ty nhién va cac san phém chuyén hoa khac, cac axit nucleic, cling nhu hau hét
céc dugc chit. Trong mot phuong an, phdi tr nay 1a polynucleotit c6 hai hodc nhiéu bazo
nucleotit.

Trong mot phuong an, phéi tr nay duge chon tir nhém bao gbém 8-azaguanin,
adenosin 5'-monophosphat monohydrat, amphotericin B, avermectin Bl, azathioprin,
clormadinone axetat, mercaptopurin, moricizin hydrohclorua, N6-metyladenosin, nadide,
progesteron, promazin hydroclorua, pyrvinium pamoat, sulfaguanidin, testosteron
propionat, thioguanosin, tyloxapol va vorinostat.

Céc phdi tir aptame cling c6 thé 1a c4c thanh phan ndi bao ma gia ting déng ké
trong cdc tinh trang sinh ly/bénh ly cu thé, nhu bién nap gay ung thu — céc phdi tir nay c6
thé bao g@)m cac phan tr truyén tin thi hai nhu GTP hodc GDP, canxi; axit béo, hodc cac
axit béo bi chuyén hoa nhdm nhu 13-HODE trong bénh ung thu vi (Flaherty, JT et al.,
Plos One, Vol. 8, 63076, 2013, duoc dua vao day bang cach vién d&n); cac axit amin
hodc céc chét chuyén hoa axit amin; céc chét chuyén hoa trong con duong dudng phin
ma thuong ¢6 mic ndng do cao hon trong t€ bao ung thu hodc trong t& bao binh thudng &
cac bénh chuyén héa; va céc phan ti lién quan dén bénh ung thu nhu Ras hodc protein
Ras dot bién, EGFR dot bién & bénh ung thu phéi, indoleamin-2,3-dioxygenaza (IDO) &
nhiéu loai bénh ung thu. Cac phén tir ndi sinh bao gdm céc chit chuyén héa progesteron
& bénh ung thu vii nhu duge mé ta bai JP Wiebe (Endocrine-Related Cancer (2006)
13:717-738, duge dua vio ddy bing cach vién din). Cac phéi tir ndi sinh con bao gom

cac chit chuyén hoa c6 mtc ndng d¢ ting do cac dot bién trong cdc enzym chuyén hoa
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chinh & bénh ung thu than nhu lactat, glutathion, kynurenin nhur dugc mé ta boi Minton,
DR va Nanus, DM (Nature Reviews, Urology, Vol. 12, 2005, dugc dua vao day béng
cach vién dan).

Céc aptame c6 ving lién két c6 kha ning tao ra cac phiic hop véi phén tir dich du
kién (nghia 13, phdi tr). Tinh ddc hiéu cua lién két nay c6 thé dugc xac dinh vé hing s6
phén ly tuong d6i (Kd) ctia aptame véi phéi tir clia n6 so véi hing s phan ly ctia aptame
v6i cac phan tir khong lién quan. Do do, phdi ti 1a phan tir lign két voi aptame voi & luc
16n hon so véi phan tir khong lién quan. Théng thuong, Kd cho aptame véi phéi tir ctia
n6 nhd hon it nhét 1a khoang 10 14n so v&i Kd cho aptame v6i phan tir khong lién quan.
Trong céc phuong an khéac, Kd nho hon it nhét 1a khoang 20 1an, nho hon it nhat la
khoang 50 14n, nhé hon it nhat 1a khoang 100 lin, va nho hon it nht 1a khoang 200 lan.
Aptame thuong cé do dai nim trong khoang tir 15 dén khoang 200 nucleotit. Thong
thuong hon, aptame c6 do dai nim trong khoang tir 30 dén khoang 100 nucleotit.

Aptame ma c6 thé duge dua vao lam mot phdn ctia cong tic ribo c6 thé 1a aptame
xudt hién ty nhién, hodc cic bién ddi cua chung, hodc cac aptame dugc thiét ké tir dau
va/hoidc duoc sang loc qua qué trinh tién héa hé théng ctia cac phdi tir bang cach lam giau
theo ham s6 mil (SELEX) hodc phuong phap sang loc khac. Vi du vé cac aptame lién két
v6i cac phdi tir phan tir nhé bao gdm, nhung khong gi6i han & theophyllin, dopamin,
sulforhodamine B, cellobiose, kanamycin A, lividomycin, tobramycin, neomycin B,
viomycin, chloramphenicol, streptomycin, Xytokin, cac phan tir bé mat té bao, va cac chit
chuyén héa. Dé xem lai vé& c4c aptame nhan biét cac phan tir nho, xem, vi du, Famulok,
Science 9:324-9 (1999) va McKeague, M. & DeRosa, M.C. J. Nuc. Aci. 2012 (ca hai tai
liéu nay duoc dua vao day biang cach vién dan). Trong mdt phuong én khéc, aptame nay
1a polynucleotit bd sung.

Cac phuong phap nhén dién aptame/phdi tir

Trong mot phuong én, aptame nay duoc thiét ké dé lién két voi mot phdi tir phan
t&r nho cu thé. Céc phuong phép thiét ké va chon loc aptame lién két v6i cac phéi tir cu
thé duoc mod ta trong 62/370,599, dugc dua vao day bang cach vién din. Cc phuong
phép khac dé sang loc aptame bao gbm, vi du, SELEX. C4c phuong phap thiét ké aptame
lién két chon loc véi phan tir nhod bing cach st dung SELEX duge md ta trong, vi du,

Patent M¥§ sb 5,475,096, 5,270,163, va Abdullah Ozer, et al. Nuc. Aci. 2014, dugc dua

13

13/72



47668

vao day bang cach vién dan. Céc bién dbi ctia qua trinh SELEX dugc md ta trong Patent
M5 s6 5,580,737 va 5,567,588, dugc dua vao day bing cach vién dan.

Cac k¥ thuat chon loc dé nhan dién cac aptame thudng bao gém tao ra nguén l6n
gdm céc phan tr ADN hodc ARN c6 d6 dai mong muén chira ving dugc ngiu nhién héa
hodc dugc gay dot bién. Vi du, nguén oligonucleotit dé chon loc aptame c6 thé chua
ving bao gdm 20-100 nucleotit dugc ngau nhién hoa duge gén bén sudn bdi cac ving co
trinh tu x4c dinh dai khoang 15-25 nucleotit va hitu ich cho sy lién két cua cac doan mdi
PCR. Nguén oligonucleotit dugc khuéch dai bang cach sir dung cac k¥ thuat PCR chuén,
ho#c cac phuong phap khac cho phép khuéch dai cac trinh ty axit nucleic da chon. Ngudn
ADN nay c6 thé dugc sao chép in vitro d& tao ra ngudn ban sao ARN khi aptame ARN
duoc mong mubn. Sau d6 ngudn oligonucleotit ARN hodc ADN duoc dua vao qué trinh
chon loc dua vao kha nang lién két ddc higu véi phéi tr mong mudn ctia ching. Cac k¥
thudt chon loc bao gém, vi du, k¥ thuat sic ky ai lgc, mac du quy trinh bét ky cho phép
chon loc céc axit nucleic dua vao kha nang lién két dic hiu véi mot phan tir khic cla
chung c6 thé duoc sit dung. Céc k¥ thuat chon loc dé nhan dién cac aptame lién két v6i
cé4c phan tu nho va hoat dong trong té bao c6 thé bao gdbm cac phuong phap sang loc dua
vao té bao. Trong trudng hop sic ky 4i luc, oligonucleotit duogc tiép xtic voi phéi tir dich
da duoc bét dong trén chét nén trong cOt hodc trén céc hat tur. Tt hon, néu oligonucleotit
nay dugc chon loc dé lién két vai phéi tt khi ¢6 mit cac néng do mudi, nhiét do, va céc
diéu kién khac ma md phong cac diéu kién sinh ly binh thudng. Oligonucleotit trong
nguén ma lién két voi phéi tir duoc gitt lai trén c¢6t hodc hat nay, va céc trinh ty khong
lién két duoc rira di. Sau d6 cac oligonucleotit di lién két véi phdi tir duge khuéch dai
(sau khi phién ma dao néu cac ban sao ARN duoc st dung) bang ky thuat PCR (thuong
12 sau khi rira giai). Quy trinh chon loc nay dugc ldp lai trén céc trinh tu dd dugc lya chon
cho tdng sb tir khoang ba dén mudi vong 13p lai cta quy trinh chon loc nay. Sau d6 cac
oligonucleotit thu dugc dugc khuéch dai, tach dong, va giai trinh tu bang cach sir dung
céc quy trinh chuan dé nhan dién céc trinh ty cua céc oligonucleotit 6 kha nang lién két
v6i phdi tir dich. Khi trinh ty aptame d& dugc nhén dién, aptame nay c6 thé dugc tdi wu
héa thém béng cach thuc hién cac vong chon loc bd sung bét dau tur nguén oligonucleotit
chira trinh ty aptame duoc gay dot bién.

K§ thuét sang loc aptame in vivo c6 thé duoc st dung sau mot hodc nhiéu vong

sang loc in vitro (vi dy, SELEX). Vi du, Konig, J. et al. (RNA. 2007, 13(4):614-622,

14

14/72



47668

duoc dua vao diy bing cach vién dén) mo ta su két hop SELEX va hé théng lai ba & ndm
men dé chon loc aptame trén in vivo.

Gen dich

Caxet diéu hoa gen theo sang ché 1a cdu tric c6 thé duoc s dung dé diéu hoa su
biéu hién cla gen dich bat ky ma co thé duoc biéu hién trong té bao dich, mé hodc sinh
vat dich. Thuat ngft “gen dich” d& cap dén polynucleotit dugc dua vao trong té bao va c6
kha niang dugc sao chép thanh ARN va dugc dich méd va/hodc duge biéu hién trong céc
diéu kién thich hop. Ngoai ra, gen dich 1a ndi sinh véi té bao dich va caxet diéu hoa gen
theo sang ché dugc 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 héa polypeptit diéu tri. Trong mdt phuong 4n
khéc, gen dich nay ma hoa ARN nhu miARN, rARN, ARN khong ma hoa nho hodc dai,
ARN kep toc ngan (shARN) va cac ARN didu hoa khac bit ky. Trong mot phuong an,
gen dich la ngoai sinh v6i t bao ma trong d6 cdu tric ADN téi t6 hop can dugc sao chép.
Trong mot phuong an khac, gen dich la ndi sinh v6i té bao ma trong d6 cau trac ADN tai
t6 hop can dugc sao chép.

Gen dich theo sang ché c6 thé 1a gen ma hoa protein, hodc trinh tu md héa ARN
khong ma hda protein. Vi du, gen dich co6 thé 1a gen mi héa protein cAu tric, enzym,
protein truyén tin hiéu té bao, protein ty thé, protein ngén tay kém, hormon, protein van
chuyén, yéu t6 sinh trudng, xytokin, protein ndi bao, protein ngoai bao, protein xuyén
mang, protein t& bao chét, protein nhan, protein thy thé, protein lién két ARN, protein
lién két ADN, yéu t6 phién ma, bd may dich ma, protein kénh, protein van dong, phan tir
két dinh té bao, protein ty thé, enzym chuyén héa, kinaza, phosphataza, cac yéu to trao
d6i, protein chaperone, va cac yéu t6 didu bién cta bt ky trong s6 chung. Trong nhiéu
phuong 4n, gen dich nay ma hoa erythropoietin (Epo), hormon tang trudng nguoi (hGH),
céc nucleaza tac dong tuong tu yéu t hoat héa phién ma (TALEN), insulin ngudi,
protein lién hgp CRISPR 9 (cas9), hodc globulin mién dich (hoic mdt phan ctia nd), bao
gém, vi duy, khéng thé diéu tri.

CAu trac biéu hién

Sang ché dé cap dén viéc st dung vecto tai td hop dé dua vao té bao dich
polynucleotit mi hoa gen dich va chira caxet diéu hoa gen duoc moé ta & day. Trong nhiéu
phuong 4n, cau tric ADN tai t hop theo sang ché bao gdm cac yéu t6 ADN bd sung bao

gém cac doan ADN chuén bi cho su sao chép cua ADN trong té bao cht va su biéu hién
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ctia gen dich trong té bao d6 & cdc muc thich hgp. Nguoi c6 hiéu biét trung binh hiéu 6
13 cac trinh tu kidm soat biéu hién (trinh tu khéi dong, trinh ty ting cudng, va tuong tu)
duoc lya chon dua vao kha nang tdng cudng su biéu hién cta gen dich trong té bao dich
cua ching. “Vecto” c6 nghia la plasmit tai t hop, nhidm sic thé nhan tao ctia nim men
(YAC), nhiém sic thé nho, dan xuét plasmit vong nhé ADN hogc virut (bao gdm cac
trinh tu thu duoc tir virut) ma chira polynucleotit can dugc phan phéi vao té bao chy, in
vitro hodc in vivo. Trong mdt phuong 4n, vecto tai tb hop nay 1 vecto virut hodc td hop
ctia nhidu vecto virut.

Céc vecto virut dé biéu hién gen dich qua trung gian aptame trong té bao dich, mo
hodc sinh vat dich da dugc biét d&én trong linh vuc k§ thuat nay va bao gbm céc vecto
adenovirut (AV), vecto virut lién hop adeno (AAV), vecto retrovirut va vecto lentivirut,
va céac vecto Herpes simplex typ 1 (HSV1).

Céc vecto adenovirut bao goém, vi du, cac vecto dua trén adenovirut ngudi typ 2 va
adenovirut nguoi typ 5 ma da bi lam cho khiém khuyét vé kha ning sao chép do cac dot
bién mét doan & cac viung E1 va E3. Caxet phién md nay c6 thé dugc gin xen vao ving
El, tao ra vecto AV bi mat doan E1/E3 tai td hgp. Céc vecto adenovirut con bao gém
vecto adenovirut hiéu nidng cao phu thude té bao tro giup (con duoc goi 1a vecto hidu
ning cao, "yéu" hodc "bi phd hity bén trong"), ma khong chira céc trinh tw ma héa virut.
Céc vecto nay, chira cic yéu tb tac dong cis can thiét cho sy déng goi va sao chép ADN
virut, cht yéu 1a cac trinh tu 1&p doan cubi nguge chidu (ITR) va tin higu déng goi (P).
B0 gen vecto AV phu thudc trg gitip nay cé kha ndng mang tr vai trdm cdp bazo dén x4p
xi 36 kb ADN ngoai lai.

Céc vecto virut lién hop adeno tai tb hop “rAAV” bao gdm vecto bat ky thu duoc
tir typ huyét thanh virut lién hop adeno bét ky, bao gdm, khong giéi han &, AAV-1,
AAV-2, AAV-3, AAV-4, AAV-5, AAV-7 va AAV-8, AAV-9, AAV-10, va tuong tu.
Cac vecto TAAV c6 thé c6 mot hodc nhidu gen kiéu hoang AAV bi méat doan toan bd
hodc mot phan, t6t hon 13 cdc gen Rep va/hodc Cap, nhung van giit dugc cac trinh tw ITR
chitc ning bén sudn. Céc trinh tw ITR chitc nang dugc gift lai cho su phuc hi, sao chép,
doéng goi va tich hop vao nhiém sic thé tiém nang cta bd gen AAV. Cac ITR khong cn
phai la céc trinh tu nucleotit kiéu hoang, va c¢6 thé dugc bién déi (vi dy, bang cach gan
xen, lam mét, hodc thay thé nucleotit) mién 1a c4c trinh ty nay gitp cho phuc héi chire

ning, sao chép va dong goi.
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Ngoai ra, cac hé théng khac nhu vecto lentivirut c6 thé dugc str dung trong nhidu
phuong an theo sang ché. Céac hé thong dua trén lentivirut c¢6 thé tai nap céc té bao khong
phén chia ciing nhu cac té bao phén chia lam cho chung tr¢ nén hitu ich cho cac ing
dung gén dich, vi dy, cac té bao khong phan chia cia CNS. Céc vecto lentivirut thu duoc
tir virut gdy suy giam mién dich & ngudi va, twong tu virut do, tich hgp vao bo gen chu
tao ra kha ning biéu hién gen dai han.

Polynucleotit, bao gdm cac plasmit, YAC, nhidm séc thé nho va cac dan xuét
plasmit vong nho, mang gen dich chira caxet diéu hoa gen ciing co thé duge dua vao té
bao hoic sinh vat bang cac hé théng vecto khong phai virut stt dung, vi du, lipit cation
hoa, polyme, hodc ca hai dudi dang chit mang. Cac hé thong polyme poly-L-lysin (PLL)
va polyme polyetylenimin (PEI) li€n hop ciing ¢6 thé duogc sir dung dé phan phdi vecto
nay vao té bao. Cc phuong phéap khac dé phan phéi vecto nay vao té bao bao gdm k¥
thuat tiém thiy dong hoc va phuong phép xung dién va st dung si€u 4m, cho ca moi
trudng nudi cdy té bao va cho céc sinh vét. Dé xem lai v& cac hé phan phdi virut va
khong phai virut & phan phdi gen xem Nayerossadat, N. et al. (Adv Biomed Res. 2012;
1:27) dugc dua vao ddy bing cach vién dan.

Phuong phép diéu hoa su biéu hién gen dich

Theo mdt khia canh, sang ché d& xuét phuong phép diéu hoa su biéu hién gen dich
(vi dy, gen diéu tri), béng cach (a) gan xen caxet polynucleotit diéu hoa gen theo sang ché
vao gen dich; (b) dua gen dich chira caxet diéu hoa gen vao trong t& bao; va (c) cho té
bao nay tiép xuc voi phdi tr ma lign két voi aptame v6i luong hitu hiéu dé diéu hoa su
biéu hién gen dich. Trong mdt phuong 4n, caxet polynucleotit chira cong tic ribo tit va
su tiép xtc véi phdi tr aptame lam giam sy biéu hién gen dich. Trong mdt phuong 4an,
caxet polynucleotit chira cOng thc ribo bat va su tiép xtc véi phdi tir aptame lam tang su
biéu hién gen dich. Trong m{t phuong én, phéi tr ndy la phén t nho. Theo nhiéu khia
canh, su biéu hién ctia gen dich trong céc té bao dich tao ra dic diém mong mudn cho té
bao ma trong d6 né duoc dua vao, hodc theo cach khac, dan dén hiéu qua didu tri mong
muén. »

Trong mdt phuong an, mot hodc nhidu caxet didu hoa gen dugc gan xen vao 3’
UTR va/hodc 5' UTR cua gen dich. Trong mot phuong an, mot caxet diéu hoa gen duy
nhét duge gén xen vao 3’ UTR cta gen dich. Trong céc phuong an khac 2, 3, 4, hodc

nhidu caxet diéu hoa gen duoc gan xen vao gen dich. Trong mot phuong én, hai caxet
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didu hoa gen duoc gén xen vao gen dich. Khi nhidu caxet diéu hoa gen dugc gin xen vao
gen dich, ching co thé chtra cling mdt aptame sao cho mot phéi to duy nhét c6 thé duoc
stt dung dé diéu bién sy phan cét ribonucleaza clia nhidu caxet nay va do d6 diéu hoa sy
biéu hién gen dich. Trong cdc phuong 4n khéc, nhidu caxet diéu hoa gen duge gan xen
vao gen dich, mdi caxet ndy c6 thé chira mot aptame khac nhau do d6 su tiép xuc vai
nhiéu phdi tir phan tir nho khac nhau didu hoa su biéu hién gen dich. Trong cdc phuong
4n khac, nhidu caxet didu hoa gen dugc gén xen vao gen dich, mdi caxet nay chita nhidu
trinh tw co chit ribonucleaza khac nhau. Diéu nay c6 thé 1a hitu ich trong viéc lam gidm
su ti t6 hop va cai thién tinh d& dang két hop vao céc vecto virut.

Trong mdt phuong an, caxet polynucleotit theo sang ché 12 hitu hiéu trong viéc
didu hoa su biéu hién gen dich khi dwoc dat xudi dong (nghfa 13, 3') ctia codon khoi dau
gen dich. Trong mdt phuong an, khi caxet polynucleotit duge géan xen xudi dong codon
khéi dAu dich ma cua gen dich, cong tic ribo bat lién k& v6i codon khoi dau nay. Trong
cac phuong an khac, cong tic ribo nay 1a khoang tir 1 dén khoang 100, khoang 1 dén
khoang 50, hodc khoang 1 dén khoang 20 nucleotit tir codon khoi d4u cua gen dich.
Trong mdt phuong én, caxet polynucleotit chira trinh tu peptit 2A nim gitta dau 3' cla
cong tic ribo va trinh tw md hoéa gen dich. Trong mét phuong 4n, caxet polynucleotit
chira trinh tu peptit 2A va cau ndi ("cAu ndi 2A") nim giita dAu 3’ cha cong tic ribo va
trinh tu ma hda gen dich. Trinh tu 2A dugc st dung trong phén Vi du dugc nhan dién tir
virut Thoseaasigna, do d6 ddi khi n6é dugc goi 1a “T2A.” Thay vi T2A, cdc trinh ty khac
ma tach céc polypeptit din dau khoi san phim gen con lai c6 thé duoc st dung. Cac
peptit 2A khac bao gdm céc peptit dugc nhén dién trong Picornavirut: virut gy bénh
chan-va-miéng (F2A, virut dugc phat hién dau tién), virut equine rhinitis A (E2A), va
porcine teschovirut (P2A). Cac peptit 2A khac bao gbm peptit 2A tlr rotavirut typ C.

Caxet polynucleotit theo sang ché ¢6 thé duoc st dung két hop véi cac co ché
khac d& didu hoa sy biéu hién cta gen dich. Trong mt phuong an, caxet polynucleotit
theo sang ché dugc sir dung két hop véi caxet diéu hoa gen ma diéu hoa su biéu hién gen
dich bé'mg cach diéu hoa su cit ndi c6 chon loc qua trung gian aptame nhu dugc mo ta
trong WO 2016/126747, dugc dua vao ddy bang cach vién dan.

Phuong phép diéu tri va cac duge phim

Mot khia canh cta sang ché dé xuét phuong phap didu hoa muc ndng do protein

didu tri dugc phan phdi bing lidu phap gen. Trong phuong 4n ndy, “gen dich” ¢4 thé ma
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hoda protein diéu tri. “Gen dich” nay co6 thé mé héa protein ma 1a ndi sinh hodc ngoai sinh
v6i t€ bao nay.

Trinh tu gen diéu tri nay chira caxet diéu hoa véi cong tic ribo dugc diéu khién
bang aptame dugc phén phdi dén té bao dich in vitro hodc ex vivo, vi du, bang vecto.
Tinh dic hiéu té bao ciia “gen dich” ¢ thé duoc kiém soat bang trinh tu khéi dong hodc
céc yéu t6 khac trong vecto nay. Qua trinh phan phéi ciu tric vecto chira gen dich va
caxet polynucleotit, va su chuyén nap ctia cac mo dich gly ra sy chuyén nap 6n dinh cua
gen dich dugc diéu hoa, 1a budce thu nhét trong qua trinh san sinh protein diéu tri.

Tuy nhién, do sy c6 mdt cua caxet didu hoa trong trinh tu gen dich, gen dich nay
khong dugce biéu hién & muc d6 dang ké. Trong mot 30 phuong an, gen dich la ¢ "trang
thai tat" khi véng mit phdi tir ddc hiéu ma lién két v6i aptame ndm trong cong tic ribo
cta caxet diéu hoa nay. Chi khi phéi tir didc hiéu aptame dugc st dung (hodc theo cach
khac, c6 mat voi lugng du) su biéu hién gen dich méi duge hoat héa. Trong céc phuong
an khac, gen dich la ¢ "trang thai t&t" khi c6 mat phdi tir ddc hidu ma lién két v6i aptame
nim trong cong tic ribo clia caxet diéu hoa nay. Khi dimg viéc st dung (hodc theo cach
khéc, phéi tir 6 mit voi lugng du thap), su biéu hién gen dich s& xay ra.

Viéc phan phdi cau tric vecto chita gen dich va viéc phan phéi phéi tir hoat hoa
thuong duogc tach riéng vé& mit thoi gian. Viéc phan phéi phdi tir hoat hoéa s& kiém soat
khi nao gen dich duogc biéu hién, ciing nhu muic do biéu hién protein. Phéi tir nay c6 thé
dugc phan phéi bang nhiéu dudng bao gdm, nhung khong gi6i han ¢, dudng miéng, trong
co (IM), trong tinh mach (IV), trong mit, hodc khu tru.

Viéc x4c dinh thoi gian phan phdi phdi tir ndy s& phu thudc vao yéu cau hoat hoa
ctua gen dich. Vi du, néu protein diéu tri dugc ma hoa bdi gen dich duge doi hoi héng
dinh, trong truong hop céc cong tic ribo "bat", phéi tir phén ti nhé st dung bang duong
miéng c6 thé dugce phan phdi hang ngay, hodc nhiu 14n mot ngay, dé dam bao sy hoat
hoa lién tuc gen dich, va do do biéu hién lién tuc protein diéu tri nay. Néu gen dich c6 tac
dung kéo dai, phdi tir cdm umg c6 thé dugce sit dung véi liéu it thuong xuyén hon.

Séang ché cho phép bidu hién gen chuyén diéu tri dugc kiém soat theo thoi gian,
theo cach dugc quyét dinh bdi viée st dung liéu theo thoi gian cua phdi tir ddc hiéu véi
aptame trong cong tc ribo cua caxet polynucleotit diéu hoa. Su biéu hién gen chuyén

' didu tri duoc tang cudng chi khi sit dung phéi tir (trong trudng hop clia cong tic ribo
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“bat”), lam ting tinh an toan cua viéc diéu tri bang liéu phap gen bang cach cho phép gen
dich bi tt khi ving mit phéi tur.

Nhidu aptame khac nhau c6 thé dugc sir dung dé cho phép nhiéu phdi tir khac
nhau hoat hoa nhiéu gen dich hogc kim ham nhiéu gen dich. Trong mot s6 phuong 4n ctia
séng ché, mdi gen diéu trj chira caxet diéu hoa sé& c6 aptame dic hiéu nim trong caxet nay
ma s& duogc hoat hoa béng phén t nho dédc hiéu. Diéu nay c6 nghia 1a moi gen diéu tri c6
thé dugc hoat hoa chi bing phéi tir dic hidu voi aptame ndm bén trong nd. Trong cac
phuong an nay, mdi phéi tr s& chi hoat hoa mdt gen diéu tri. Piéu nay cho phép kha ning
12 mot sé "gen dich" khac nhau c6 thé dugc phan phéi ¢én mot ca thé va mdi gen dich
nay sé& dugc hoat héa khi phin phdi phéi tir dic hiéu d6i voi aptame chira trong caxet
diéu hoa ndm trong mdi gen dich.

Séng ché cho phép protein didu tri bat ky ma gen cua n6 co thé dugc phan phbi
vao co thé (nhu erythropoietin (EPO) hodc khéng thé diéu tri) dé dugc san sinh boi co the
khi phdi tir hoat héa duge phan phéi. Phuong phéap phan phdi protein diéu tri nay c6 thé
thay thé quy trinh san xuét cac protein diéu tri niy bén ngoai co thé ma sau d6 dugc tiém
hoac truyén, vi duy, cac khang thé dugc st dung trong bénh ung thu hodc dé uc ché bénh
viém hogc bénh tu midn. Co thé mang gen dich di dugc diéu hoa trd thanh nha may san
xuit sinh hoc, ma dugc bat 1én khi phéi tir ddc hiéu gen dugc st dung.

Muc st dung lidu va thoi gian st dung lidu cua protein diéu tri co thé 1a quan
trong dbi véi tac dung diéu tri. Vi dy, khi phan phéi AVASTIN (khang thé khang VEGF)
cho bénh ung thu. Sang ché 1am ting tinh d& dang cua viéc st dung lidu dap tmg véi viee
theo ddi mitc protein diu tri va tac dung clia protein diéu tri.

Trong mdt phuong 4n, gen dich nay cé thé m3 hoa nucleaza ma c6 thé gan dich va
bién tap trinh tw ADN cu thé. Céc nucleaza nay bao gdm Cas9, nucleaza chita ngén tay
k&m, hodc TALEN. Trong trudong hop clia cac nucleaza nay, protein nucleaza c6 thé duoc
yéu cau chi trong khoang thoi gian ngén du @ bién tap cac gen dich ndi sinh. Tuy nhién,
néu gen nucleaza khong dugc diéu hoa duge phan phéi vao co thé, protein nay c6 thé tdn
tai trong sudt thoi gian sdng con lai cla té bao. Trong trudng hop clia cac nucleaza, nguy
co bién tAp nham dich ngdy cang tang khi nucleaza nay ton tai cang lau dai. Viéc didu
hoa su biéu hién cta cic protein nay c6 uu diém 1a rt an toan. Trong trudng hop nay,
vecto chtra gen dich nucleaza mang caxet diéu hoa c6 thé duoc phan phdi dén té bao

thich hgp trong co thé. Gen dich nay 1a & trang thai “t4t” khi vAng mat phdi tir ddc hidu
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caxet, do d6 khong c6 nucleaza nao dugc san sinh ra. Chi khi phéi tr hoat héa duoc s
dung, nucleaza nay méi duoc san sinh. Khi thoi gian tréi qua du dé cho phép viéc bién
tap ddy du xay ra, phdi tir nay s& bi thu hdi va khong dugc st dung lai. Do d6, sau d6 gen
nucleaza 1a & trang thai “tt” va khong c6 nucleaza nao dugc san xuét thém va viéc bién
tap dung lai. Phuong phap nay cé thé dugc st dung dé stra cac tinh trang di truyén, bao
gdm nhiéu bénh véng mac di truyén nhu LCA10 bi gy ra boi cac dot bién trong CEP290
va bénh Stargardt bi gdy ra baoi cac dot bién trong ABCAA4.

Viéc str dung gen dich duoc diéu hoa mé hoa protein diéu tri ma chi duoc hoat hoa
khi st dung phéi ti dic hiéu c6 thé duoc st dung dé diéu hoa cac gen didu tri dé diéu tri
nhiéu loai bénh khéac nhau, vi du, bénh ung thu véi cac khang thé didu tri, cac rdi loan
mién dich véi cac protein diéu hoa mién dich hodc céc khang thé, cac bénh chuyén hoa,
cac bénh hiém nhu PNH véi cac khang thé khang C5 hodc cac doan khang thé lam gen
duoc diéu hoa, hodc bénh tao mach mét voi cac khang thé diéu tri, va AMD khd véi cac
protein diéu hoa mién dich.

Nhidu loai gen dich dac hiéu khac nhau, cho phép diéu tri nhiéu loai bénh va tinh
trang cu thé khac nhau, 14 thich hop @8 sir dung trong sang ché. Vi dy, insulin hodc chét
tuong tu insulin (tot hon, néu 13 insulin nguoi hodic chét twong ty insulin nguoi) co thé
duoc st dung lam gen dich dé diéu tri bénh dai thao duomg typ I, bénh dai thdo dudng typ
I1, hogc hoi chung chuyén héa; hormon ting trudng ngudi cd thé duoc st dung lam gen
dich dé diéu tri cho tré em méc céac rdi loan ting trudng hodc ngudi trudng thanh bi thiéu
hormon tang trudng; erythropoietin (t6t hon, 1a erythropoietin nguoi) ¢6 thé duoc sur
dung lam gen dich dé diéu tri chimg thiéu mau do bénh than man tinh, ching thiéu mau
do rdi loan sinh tiry, hodc chimg thiéu mau do héa tri liéu ung thu.

Sang ché c6 thé 1a ddc bidt thich hop dé didu tri cac bénh duoc gy ra boi cac
khiém khuyét don gen nhu bénh xo héa nang, bénh 161 loan doéng mau, bénh loan dudng
co, bénh tan mau bdm sinh, hodc bénh thiéu mau h@)ng cAu hinh liém. Do d6, B-, y-, &-,
hodc (-globin ngudi cé thé duoc str dung lam gen dich dé diéu tri bénh tan mau B hodc
chimg thiéu méu hdng cAu hinh liém; Yéu t6 VIII hodc Yéu td IX clia ngudi c6 thé duge
st dung lam gen dich dé diéu tri bénh rdi loan dong mau A hodc bénh rdi loan dong mau
B.

Céc phéi tir duge st dung trong sang ché thuong dugce két hop véi mot hodc nhiéu

chit mang duoc dung dé tao thanh duoc phém thich hop dé str dung cho bénh nhan. Cac
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chit mang duoc dung bao gém dung méi, t& dugc dinh, chit pha lodng, t4 dugc ré, t4
duge tron, méi trudng phén tan, mang bao, chat chéng vi khuén va chdng ndm, chit déng
trrong va lam chém hép thu, va cac chét tuong tu, thuong duoc su dung trong linh vuc
duoc phém. Céc duoc phém 6 thé & dang vién nén, vién tron, vién nang, vién ngam det,
va tuong tu, va dugc bao ché dé tuong thich véi duong st dung du kién ctia ching. Vi du
vé cac dudng st dung bao gdm ngoai dudng tiéu hda, vi dy, trong tinh mach, trong da,
trong miii, dudi da, trong miéng, x6ng hit, qua da (khu tra), qua niém mac, va truc trang.

Cac duoc phém chtra phéi tlr dugc st dung cho bénh nhéan theo lich st dung lidu
sao cho luong phdi tir da dé didu hoa gen dich mong muén duge phan phdi cho bénh
nhan. Khi phéi tir nay 1a phan tt nhé va dang liéu 1a vién nén, vién nang, hodc tuong tu,
t6t hon 1a dugc phim nay chua tir 0,1 mg dén 10 g phéi tir; tir 0,5 mg dén 5 g phdi tu; tix
1 mg dén 1 g phdi tir; tir 2 mg dén 750 mg phéi tir; tir 5 mg dén 500 mg phéi tir; hodc tir
10 mg dén 250 mg phdi .

Céc duoc phim c6 thé dugce st dung mot 1an mdi ngay hodc nhiéu lan mdi ngay
(vidy, 2, 3,4, 5, hodc nhiéu 1an mdi ngdy). Ngoai ra, cac dugc phém 6 thé duoc st dung
it thuong xuyén hon mot 1an mdi ngay, vi dy, mot lan mdi 2, 3, 4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12,
13, hodc 14 ngay, hodc mot lan mét thang hodc mot l4n mdi vai thang. Trong mot sb
phuong 4n cua sang ché, cac dugc pham co thé dugc st dung cho bénh nhan chi véi s6
14n nhé, vi du, mot 14n, hai 1an, ba lan, v.v...

Sang ché dé xuét phuong phap diéu tri cho bénh nhan can su biéu hién ting cuong
ctia protein didu tri dugc ma héa bdi gen dich, phuong phép nay bao gbm sir dung cho
bénh nhan duoc phim chira phdi tir cho aptame, trong d6 bénh nhén nay da dugc sur dung
trudc d6 ADN tai t6 hop chtra gen dich, trong d6 gen dich nay chia caxet didu hoa gen
theo sang ché tao ra kha ning didu hoa su bidu hién ctia gen dich boi phdi tir clia aptame
bang cach cit nbi c6 chon loc tién mARN cia gen dich, nho d6 lam tang su biéu hién ctia
protein diéu tri.

San phdm ctia qua trinh san xudt va kit

Ciing duge dé xuat 1a cac kit hodc san phdm clia qui trinh san xuit dé stir dung
trong cac phuong phap dugc mo ta ¢ day. Theo nhiéu khia canh, cac kit chira cac ché
phim dugc mo ta & day (vi dy, cac ché phdm dé phan phéi vecto chita gen dich mang
caxet didu hoa gen) trong dd bao géi thich hop. Db bao géi thich hgp cho cac ché phim

(nhu cac ché pham tiém dung cho mét) duoc mo ta & ddy da dugc biét dén trong linh vuc
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nay, va bao gém, vi du, céc lo nho (nhu céc 19 nho kin), binh, 6ng tiém, chai, lo, dd bao
g6i déo (vi dy, tai Mylar hodc nhya kin), va tuong tu. Cac san phém ctia qua trinh san
xuét c6 thé con duge tiét trung va/hodc bit kin.

Sang ché ciing dé xuét kit chtra céc ché pham duoc m6 ta & déy va co thé bao gdm
thém (cé4c) hudng dan vé cac phuong phap su dung ché phidm nay, nhu céc cach sur dung
dd mo ta & day. Cac kit dugc mo ta & day cod thé bao gém thém cac nguyén liéu khac co
thé duoc mong mudn vé phuong dién thuong mai va nguoi st dung, bao gdm cac dung
dich dém, chét pha lodng khac, thiét bi loc, kim tiém, xylanh va t& huéng dan st dung
v6i cac huong din dé thyc hién viée sir dung, bao gdm vi du, cac phuong phap bat ky
duoc md ta & day. Vi dy, trong mot s& phuong 4n, kit nay chira rAAV dé biéu hién gen
dich chtra caxet diéu hoa gen theo sang ché, chat mang duoc dung thich hop dé tiém, va
mot hodc nhiéu trong s6: dung dich dém, chat pha lodng, thiét bi loc, kim tiém, xylanh,
va to huéng dan st dung véi cac hudng dan dé thyuc hién viéc tiém. Trong mot sd phuong
4n, kit nay 1a thich hop dé tiém trong 4 mét, tiém trong co, tiém trong tinh mach va tuong
tu.

“Su tuong déng” va “tuong déng” nhu dugce st dung ¢ day dé cap dén ti 16 phﬁn
trim ddng nhit gita hai trinh tu polynucleotit hodc gifta hai trinh tw polypeptit. Su twong
mg gitta mot trinh tu voi mot trinh tu khac 6 thé dugc xac dinh bang cac k¥ thuat da
biét trong linh vuc nay. Vi dy, su tuong ddng c6 thé dugc xac dinh bang cach so sanh
tryc tiép hai phan tir polypeptit bing cach sép xép thing hang thong tin trinh tw va su
dung c4c chuong trinh may tinh d€ dang san c6. Hai trinh tu polynucleotit hodc hai trinh
tu polypeptit 14 "gan nhu tuong ddng" v6i nhau néu, sau khi dugc sép xép thing hang toi
uu vol cac gén xen hodc mét doan thich hop, it nhét khoang 80%, it nhét khoang 85%, it
nhét khoang 90%, va it nhét khoang 95% nucleotit hodc axit amin, tuong mg, bét cip
trén d6 dai xac dinh cta cac phan t nay, nhu dugc xdc dinh bﬁng cach st dung cac
phuong phép trén day.

“Ti 16 phan trim ddng nhét trinh tu” d6i véi trinh tu polypeptit hodc axit nucleic
tham chiéu dugc xé4c dinh 1a ti 16 phan trdm céc gdc axit amin hodc nucleotit trong trinh
tu Umg vién la giéng v6i céc gdc axit amin hogc nucleotit trong trinh tu polypeptit hodc
axit nucleic tham chiéu, sau khi sip xép thang hang c4c trinh ty nay va dua vao cac
khoang tréng, néu can, dé dat duoc ti 18 phén tram déng nhét trinh tu tdi da. Viée sép xép

thdng hang nhiam muc dich xac dinh ti 18 phn tram ddng nhét trinh ty axit amin hodc axit
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nucleic ¢6 thé dat dugc theo nhiéu cach da biét véi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong
linh vuc nay, vi du, bang cich st dung chuwong trinh phin mém may tinh sén c6 cong
khai bao gdm phan mém BLAST, BLAST-2, ALIGN hodc Megalign (DNASTAR).

Thuét ngit "polynucleotit” hodc "axit nucleic" nhu dugc str dung ¢ day dé cap dén
dang polyme ctia nucleotit c6 d6 dai bét ky, ca ribonucleotit hodc deoxyribonucleotit. Do
do, thuat nglt nay bao gdm, nhung khong bi gidi han &, ARN hodc ADN chudi don, chudi
kép hodc nhiéu chudi, ADN b6 gen, cADN, thé lai ADN-ARN, hoic polyme chtta bazo
purin va pyrimidin, hodc cic bazo nucleotit tw nhién, dugc bién dbi héa hoc hoic hda
sinh, khong tu nhién, hodc dugc tao dAn xuét khac.

“Khéc loai” hodc “ngoai sinh” c6 nghia la thu dugc tir thue thé khac biét vé kiéu
gen so vol phﬁn con lai cua thue thé ma n6 duge so sénh voi hodc trong d6 né duoc dua
vao hodc duoc két hop vao. Vi du, mot polynucleotit dugc dua bang cac k¥ thudt thao tac
di truyén vao mot loai t& bao khac 1a polynucleotit khac loai (va, khi dugc biéu hién, c6
thé ma hoa polypeptit khéc loai). Tuwong ty, trinh tur t€ bao (vi du, gen hodc mot phén cua
n6) ma duoc dua vao vecto virut 13 trinh tw nucleotit khac loai d6i véi vecto nay.

Bang dudi ddy chira danh muc céc trinh tw ADN cua cac cAu trac duge md ta &
day cting nhu cac trinh tw khac nhu dd mo ta. Trinh tu ribozym la cac chit in thuong dugc
gach chén, in nghiéng; than 3 cdp bazo (3HP) bd sung 1a céac chit in thuong duoc gach
chén hai 14n; trinh ti aptame 1a céc chit in thuong duge gach chan bang dudng lugn séng;
céc trinh tu than chung gitta than xoan va than aptame 1a cac chit in thuong dugce t6 mau
x&m; va trinh tu cAu nbi2A 13 cic chit céi in thuong nét to dugc gach chén; céc trinh tu

ma hda 1a céac chit cai in hoa.

SEQ | Mota Trinh tu

ID

NO.:

1 Dang xodn-ong | GTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACG

trong pEGFP- | AGCTGTACAAGTAAaccgeggcetigtaatgeggecgigtaaataall

C1 tacacgtcggtctcaageccgataaacgecagagageaaggcggecgecat

accacatttgtagaggttttacttgctttaaaaaacctcccacaccteccectgaac
ctgaaacataaaatgaatgc

2 Dang xoin-es | GTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGAC
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trong pEGFPC1

GAGCTGTACAAGTAAaccgeggceaataaageggitacaagec

cgcaaaaatagca,qagtaatgtcgcgatagcgcggcattaatgcaggttat

tggcggcecgecataccacatttgtagaggttttacttgetttaaaaaaccteccac

acctceccctgaacctgaaacataaaatgaatge

Dang xodn-ong-

dot bién trong

GTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGAC
GAGCTGTACAAGTAAaccgcggcttgtgaigeggeegtgtaaat

aatttacacgtcggtctcaageccgataaacgeagagageaagGCGGC
CGCCATACCACATTTGTAGAGGTTTTACTTGCTT
TAAAAAACCTCCCACACCTCCCCCTGAACCTGA
AACATAAAATGAATGC

GTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGAC
GAGCTGTACAAGTAAacttgtaatgcggccgtgtaaataatitac

acgtcggictcaagcccgataaacgecagagageaaggeggecgecatace

acatttgtagaggttttacttgctttaaaaaacctcccacaccteceectgaacctg

aaacataaaatgaatgc

GTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGAC
GAGCTGTACAAGTAAacgccttgtaatgcggccgtgtaaataat

ftacacgteggictcaageccgataaacgeagagageaaggeggecgeca

taccacatttgtagaggttttacttgctttaaaaaacctcccacaccteeccctgaa

cctgaaacataaaatgaatge

TCAGAGAGATCCTCATAAAGGCCAAGAAGGGC
GGAAAGATCGCCGTGTAAacttgtaatgcggccgtgtaaata

atttacacgicggictcaageccgataaacgecagagageaageCggccge

cataccacatttgtagaggttttacttgctttaaaaaacctcccacaccteceectg

aacctgaaacataaaatgaatg

pEGFP-C1

wasp no  Sac
OHP trong
pEGFP-C1
wasp no  Sac
3HP trong
pEGFP-C1

wasp No  Sac
OHP trong pLuc
wasp No  Sac
3HP trong pLuc

TCAGAGAGATCCTCATAAAGGCCAAGAAGGGC
GGAAAGATCGCCGTGTAAacgcecttgtaatgcggecgtgtaa

ataatttacacgtcggictcaageecgataaacgeagagageaaggcggce

gccataccacatttgtagaggttttacttgctttaaaaaacctcccacaccteccee

tgaacctgaaacataaaatgaatgc

waspGual trong

pLuc

TCAGAGAGATCCTCATAAAGGCCAAGAAGGGC
GGAAAGATCGCCGTGTAAacgccttgtaatgcggecgigtaa
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atcactcatataatcgcetegatatggcacgcaagitictaccgggcaccgtaa

atetccgactatggetoatttacacgicggictcaagececgataaacgecagag

agcaaggcggccgecataccacatttgtagaggttttacttgcetttaaaaaacct

cccacacctcecectgaacctgaaacataaaatgaatge

waspGua2 trong

pLuc

TCAGAGAGATCCTCATAAAGGCCAAGAAGGGC
GGAAAGATCGCCGTGTAAacgccttgtaatgcggeegigtaa

aactcatataatcgcgtggatatggcacgceaagttictaccgggcace gtaaat

stccgactateggtittacacgicggicticaageccgataaacgeagagage

aaggcggcecgecataccacatttgtagaggttttacttgctttaaaaaaccteee

acacctccececctgaacctgaaacataaaatgaatgc

10

waspGua3 trong

pLuc

TCAGAGAGATCCTCATAAAGGCCAAGAAGGGC
GGAAAGATCGCCGTGTAAacgccttgtaatgcggccgtgtaa

ctcatataatcocotggoatatoecacgcaagtitctaccgggcaccgtaaatgte

cggccgecataccacatttgtagaggttttacttgcetttaaaaaaccteccacace

tcceectgaacctgaaacataaaatgaatgce

11

waspGua4 trong

pLuc

TCAGAGAGATCCTCATAAAGGCCAAGAAGGGC
GGAAAGATCGCCGTGTAAacgcecttgtaatgeggecegtgtat

catataatcocgtggatatogcacgcaagtttctaccgggcaccgtaaatgtec

gactatggtacacgtcggictcaagcccgataaacgecagagageaagocyg

gcegecataccacatttgtagaggttttacttgetttaaaaaacctcecacaccte

cccctgaacctgaaacataaaatgaatge

12

waspGua5 trong

pLuc

TCAGAGAGATCCTCATAAAGGCCAAGAAGGGC
GGAAAGATCGCCGTGTAAacgcecttgtaatgcggccgtgitca

tataatcecotogatatggcacgcaagttictaccgggcaccgtaaatgtccga

ctatggacacgicggicicaageccgataaacgeagagageaagglggcc

gccataccacatttgtagaggttttacttgctttaaaaaaccteccacaccteccee

tgaacctgaaacataaaatgaatgc

13

waspGuab trong

pLuc

TCAGAGAGATCCTCATAAAGGCCAAGAAGGGC
GGAAAGATCGCCGTGTAAacgcecttgtaatgcggecgtgrcat

ataatcgcotogatatggcacgcaagttictaccgggcaccgtaaatgteccgac

tatgacacgtcggictcaagcccgataaacgeagagagceaaggcgeccge
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cataccacatttgtagaggttttacttgctttaaaaaacctcccacaccteeccectg

aacctgaaacataaaatgaatgc

14

waspGua7 trong

pLuc

TCAGAGAGATCCTCATAAAGGCCAAGAAGGGC
GGAAAGATCGCCGTGTAAacgccttgtaatgcggecgtgocat

ataatcgcgtggatatgecacgcaagtttctaccgggcaccgtaaatgteccgac

tatgeacgtcggictcaageccgataaacgecagagageaaggcggecgcec

ataccacatttgtagaggttttacttgctttaaaaaacctcccacaccteecectga

acctgaaacataaaatgaatgc

15

waspGua8 trong
pLuc

TCAGAGAGATCCTCATAAAGGCCAAGAAGGGC
GGAAAGATCGCCGTGTAAacgecttgtaatgcggocegtoatat

aatcgcgtggatatggcacgcaagtttctaccgggcaccgtaaatgtccgacta
tcacgtcggtctcaageccgataaacgcagagageaaggeggecgeeata

ccacatttgtagaggttttacttgctttaaaaaacctcccacacctcceectgaace

tgaaacataaaatgaatgc

16

waspGua9 trong

pLuc

TCAGAGAGATCCTCATAAAGGCCAAGAAGGGC
GGAAAGATCGCCGTGTAAacgccttgtaatgcggccgtatata

atcocotogatatoocacgcaagtttctaccgggcaccgtaaatgtcegactat

acgtcggtctcaageccgataaacgeagagageaaggeggecgecatace

acatttgtagaggttttacttgctttaaaaaacctcccacaccteccectgaacctg

aaacataaaatgaatgc

17

waspGual2
trong pLuc

TCAGAGAGATCCTCATAAAGGCCAAGAAGGGC
GGAAAGATCGCCGTGTAAacgccttgtaatgcggccgataat

gtagaggttttacttgctttaaaaaacctcccacacctcceectgaacctgaaaca

taaaatgaatgc

18

waspGual3
trong pLuc

TCAGAGAGATCCTCATAAAGGCCAAGAAGGGC
GGAAAGATCGCCGTGTAAacgccttgtaatgcggccataate

agaggttttacttgctttaaaaaacctcccacacctececctgaacctgaaacata
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aaatgaatgc

19

waspGual4
trong pLuc

TCAGAGAGATCCTCATAAAGGCCAAGAAGGGC
GGAAAGATCGCCGTGTAAacgcecttgtaatgcggectaateg

fcaagcccgataaacgeagagageaaggeggccgecataccacatttgtag

aggttttacttgctitaaaaaacctcccacacctcccectgaacctgaaacataaa

atgaatgc

20

waspGual5
trong pLuc

TCAGAGAGATCCTCATAAAGGCCAAGAAGGGC
GGAAAGATCGCCGTGTAAacgcecttgtaatgcggoccatataat

cgegtggatatggcacgcaagttictaccgggcaccgtaaatgtecgactatgr
cggtctcaageccgataaacgeagagageaaggeggccgecataccacat

ttgtagaggttttacttgctttaaaaaacctcccacacctcccectgaacctgaaa

cataaaatgaatgc

21

waspGual6
trong pLuc

TCAGAGAGATCCTCATAAAGGCCAAGAAGGGC
GGAAAGATCGCCGTGTAAacgccttgtaatgcggcatataatc

gegtggatatggcacgcaagttictaccgggcaccgtaaatgtccgactaticg
gictcaagcecgataaacgeagagageaaggcggccgecataccacatttg

tagaggttttacttgctttaaaaaacctcccacacctcccectgaacctgaaacat

aaaatgaatgc

22

waspGual7
trong pLuc

TCAGAGAGATCCTCATAAAGGCCAAGAAGGGC
GGAAAGATCGCCGTGTAAacgccttgtaatgeggctataatcg

gaggttttacttgctttaaaaaacctcccacacctccecctgaacctgaaacataa

aatgaatgc

23

waspGual8
trong pLuc

TCAGAGAGATCCTCATAAAGGCCAAGAAGGGC
GGAAAGATCGCCGTGTAAacgcecttgtaatgcggccgtotata

atcgcgtggatatggcacgeaagtttctaccgggcaccgtaaatgtcegactac
acgtcggictcaageccgataaacgeagagageaaggeggccgecatace

acatttgtagaggttttacttgctttaaaaaacctcccacacctcceectgaaccetg

aaacataaaatgaatgc

24

waspGual9

TCAGAGAGATCCTCATAAAGGCCAAGAAGGGC
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trong pLuc

GGAAAGATCGCCGTGTAAacgcecttgtaatgcggecgttataa

tcgcgtggatatggcacgcaagtttctaccgggcaccgtaaatgtccgactaac
gicgglctcaageccgataaacgeagagageaaggeggecgecataccac

atttgtagaggttttacttgctttaaaaaacctcccacacctcceectgaacctgaa

acataaaatgaatgc

25

waspGua20
trong pLuc

TCAGAGAGATCCTCATAAAGGCCAAGAAGGGC
GGAAAGATCGCCGTGTAAacgcecttgtaatgcggcecgtataat

ttgtagaggttttacttgctttaaaaaacctcccacaccteecccctgaacctgaaa

cataaaatgaatgc

26

Epo-waspGual6

GCTGTACACGGGAGAGGTCTGCAGGAGAGGGG

ACAGGTGAggatccacgccttgtaatgeggcatataatcgegtggatat

oocacgcaagtitctaccgggcaccgtaaatgtccgactaticggictcaagec

cgataaacgcagagagcaaggegctcgagggeccagatctaattcacceea
ccagtgcaggctgectatcagaaagtggtggcetggtgtggctaatgeeetgge
ccacaagtatcactaagctcgcetttcttgetgtccaattictattaaaggttecttt

27

Epo-

mutwaspGual6

GCTGTACACGGGAGAGGTCTGCAGGAGAGGGG
ACAGGTGAggatccacgcectigtgatgeggeatataatcgegtggatat

ggcacgcaagtttctaccgggcaccgtaaatgtcc gactaticggictcaagec

cgataaacgcagagagcaaggcgctcgagggcccagatctaattcacceca

ccagtgcaggctgectatcagaaagtggtggctggtgtggctaatgeeetgge
ccacaagtatcactaagctcgctttcttgetgtccaatttctattaaaggttecttt

28

twister theo 1

trong pLuc

TCAGAGAGATCCTCATAAAGGCCAAGAAGGGC
GGAAAGATCGCCGTGTAAacgccttgtaatgeggeatgatac

cagccgaaaggcccttggeageaticggicicaageccgataaacgeagag
agcaaggeggecgecataccacatttgtagaggttttacttgetttaaaaaacct

cccacaccteeccctgaacctgaaacataaaatgaatgc

29

twister_theo 2

trong pLuc

TCAGAGAGATCCTCATAAAGGCCAAGAAGGGC
GGAAAGATCGCCGTGTAAacgcctigtaatgeggeggcgata

ccagccegaaaggcccttggeagegtercggicicaageccgataaacgeag
agagcaaggeggcecgecataccacatttgtagaggttttacttgctitaaaaaa
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ccteccacaccteeccectgaacctgaaacataaaatgaatge

30

twister_theo 3

trong pLuc

TCAGAGAGATCCTCATAAAGGCCAAGAAGGGC
GGAAAGATCGCCGTGTAAacgccttgtaatgeggegegatac

cagccgaaaggecctiggeagegticggicicaagecegataaacgeagag
agcaaggeggccgecataccacatttgtagaggttttacttgetitaaaaaacct

cccacacctecccctgaacctgaaacataaaatgaatge

31

twister _theo 4

trong pLuc

TCAGAGAGATCCTCATAAAGGCCAAGAAGGGC
GGAAAGATCGCCGTGTAAacgccttgtaatgcggcctgatac

cagccgaaaggeccttggeageagicggicicaageccgataaacgeagag

agcaaggceggccgecataccacatttgtagaggttttacttgetttaaaaaacct

cccacaccteecectgaacctgaaacataaaatgaatge

32

ATG wtWaspG
ual6 trong pLuc

ATGacgccttgtaatgeggceatataategegtggatatggeacgeaagtttct

accgggcaccgtaaatgteegactaticggicicaageeccgataaacgeaga
gagcaaggcgaaggcggatcttcaggtagtggcgagggcagaggaagtctt

ctaacatgcggtgacgtggaggagaatcccggccccGAAGACGCCA
AAAACATAAAGAAAGGCCCGGCGCCA

33

ATG_mutWasp
Gualb6 trong

pLuc

ATGacgccttgtgatgeggeatataatcgegtggatatggcacgeaagttict

accgggcaccgtaaatgtccgactattcggtctcaagcccgataaacgcaga
gagcaaggcgaaggcggatcttcaggtagtg gegaggocagaggaagtctt

ctaacatgcggtgacgtggaggagaatcccggccccGAAGACGCCA
AAAACATAAAGAAAGGCCCGGCGCCA

34

10aa_wtWaspG
ual6 trong pLuc

ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCacge

cttgtaatgcggcatataatcgcgtggatatggcacgeaagtitctaccgggca

ccotaaateteceactaticegicticaageccgataaacgecagagageaagyg

cgaaggeggatcttcaggtagtogcgagggeagaggaagictictaacatge
gotoacgtggaggagaatcceggecccGAAGACGCCAAAAAC

ATAAAGAAAGGCCCGGCGCCA

35

10aa_mutWasp
Gualb6 trong

pLuc

ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCacge

ccgtaaatgtccgactaticggicicaageccgalaaacgeagagageaagg

cgaaggeggatcttcaggtagtggegagggcagaggaagtctictaacatge
gotoacgtggaggagaatcecggecccGAAGACGCCAAAAAC
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ATAAAGAAAGGCCCGGCGCCA
36 GT 8bp trong | TCAGAGAGATCCTCATAAAGGCCAAGAAGGGC
pLuc GGAAAGATCGCCGTGTAA(a]

tataatcgcgtggatat

gecgtgtaaataatttacacgicggictcaagecegataaacgeagagage

aaggcggccgecataccacatttgtagaggttttacttgctttaaaaaacctece
acacctccccctgaacctgaaacataaaatgaatge

37 TG 9b  trong | TCAGAGAGATCCTCATAAAGGCCAAGAAGGGC
pLuc GGAAAGATCGCCGTGTAAacgccttgtaatgeggecgigtaa

ataatttacacgicggictcaagcccgataaacgcagagagy

aatcgcgtggatatggcacgcaagtttctaccgggcaccgtaaatgtccgacta

ataccacatttgtagaggttttacttgctttaaaaaaccteccacaccte

ccectgaacctgaaacataaaatgaatge

38 Ribozym X04n cttgtaatgcggecgtgtaaataatttacacgtcggtctcaageeccgataaacge
la tr Nasonia | agagagcaag
vitripennis

(dang x0én ong)

39 Ribozym X04n ggcaataaagcggttacaagcccgeaaaaatageagagtaatgtegegatag
3 tr miu mdi | cgeggcattaatgcagctitattg
truong  (dang

X04n es)

Pugc hidu va duge du kién 13 nhiéu thay ddi theo quy tic cla sang ché duogc mo ta
& day c6 thé duge tao ra boi ngudi cb hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay va
dugce du dinh 1a cac thay d6i nay nam trong pham vi clia sng ché. Phin Vi du thuc hién
sang ché sau ddy minh hoa thém cho séng ché, nhung khong nén dugc hiéu 1a lam gi6i
han pham vi cta sang ché theo cach bt ky. Tét ca c4c tai liéu tham khao duoc trich dan &
day dugc dua vao day bing cach vién dan toan bo.
Vi du thye hién sang ché

VviDU 1

Céc ribozym xoan ty phan cat va Gc ché sy bicu hién gen ¢ & bao ddng vat cé vu
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Quy trinh thitr nghiém:

Céc céu tric plasmit: oligonucleotit chtra céc trinh tu ribozym x0&n dot bién hoic
kiéu hoang, tit Nasonia Vitripennis (ong) hodc tir cac miu méi trudong, dugc gin bén
sudn béi cac vi tri BsrGI va Mfel, dugc tdng hop (IDT). Oligonucleotit (“oligo™) da tong
hop dugc tidu hoa bang BsrGI va Mfel va dugc tach dong vao pEGFP-Cl1 (Clontech)
duoc tiéu ha bang cac enzym gi6i han thich hop. Trinh tu cta cac vecto da dugc tao ra
duoc kiém tra bing cach giai trinh tw ADN (Genewiz).

Qué trinh chuyén nap va do sy phat huynh quang GFP: 3,5 x10* t€ bao HEK 293
duoc dua vao dia day phing 96 giéng mot ngdy trude khi chuyén nap. ADN plasmit (500
ng) dugc bd sung vao dng hogc dia ddy chit U 96 giéng. Chat phan tng TransIT-293
(Mirus; 1,4 pl) dugc bd sung riéng vao 50 pl mdi trudng Opti-mem I (Life
Technologies), va dugc dé yén trong 5 phit ¢ nhiét d6 phong (“RT”). Sau do, 50 pl chét
phan tmg chuyén nap da pha lodng nay duoc bd sung vao ADN, dugc tron va i & RT
trong 20 phut. Cudi cing, 7 pl dung dich nay duoc bd sung vao giéng chira céc té bao
trong dia 96 giéng. Cau tric LacZ khong biéu hién GFP duogc st dung lam dbi chimg am
nén. Cudng do phat huynh quang GFP duoc do béng méy doc dia Tecan, sit dung budc
séng kich thich & 484 nm, budc séng phat xa & 510 nm va do rong dai kich thich la 5 nm.
Cuong dd phat huynh quang GFP duoc thé hién bang gi4 tri duoc tao ra bdi cac cAu trac
GFP trur di gié tri dugc tao ra béi cau tric LacZ.

Két qua:

Céc ribozym xo#n tn tai & nhiéu loai vi khuén va loai c6 nhan dién hinh. Tuy
nhién, hoat tinh ty phan cit ctia chung & céac té bao dong vat c6 vi van chua duoc xac
dinh. P& kiém tra ribozym x04n cé thé cit mARN va tc ché su biéu hién gen & té bao
dong vat c6 va hay khong, trinh tu ribozym xo4n tit N. Vitripennis (ong) va trinh tu
ribozym Xo4n tlr cdc mau moi trudng dugc gan xen vao 3' UTR ctia gen EGFP trong
vecto pEGFP-C1. Nhu dugc thé hién trong Fig. 1a, sy gén xen ribozym xoéan-ong vao 3’
UTR gy ra tac dung tc ché 97% va 36 1dn sy bidu hién GFP so v&i cdu tric dbi chimg
pEGFP-CI. Trinh tu xodn tir miu méi truong (dang xodn es) khong dan dén tac dung tc
ché su bidu hién GFP manh nhu dang xodn ong, ma gdy ra tac dung trc ché khoang 50%
su biéu hién GFP so vé6i vecto GFP dbi chimg. Dé x4c dinh thém 14 tac dung tc ché su
biéu hién GFP 13 do sy phan cit ribozym X0&n, cau tric dot bién dugc tao ra trong d6 A6

duoc thay thé bing G, tao ra ribozym xo0én khong c6 kha nang phan cét. Dot bién A6G
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triét tiéu hoan toan tac dung tc ché su biéu hién GFP, trong khi ribozym xoan kiéu hoang
gy ra su giam 44 1an, nhu duoc thé hién trong Fig. 1b. Cac két qua nay chi ra 1a trong
cac té bao dong vat cd vu cac ribozym xo4n tuy phéan cét khi c6 mit trong ARN gen dich
va do d6 trc ché su biéu hién gen dich.

viDU 2

Bién ddi cta trinh tu than P1 cla ribozym xoén cai thién hoat tinh phan cit
ribozym xo4n

Quy trinh thtr nghiém:

Céc cAu tric plasmit: Cac doan mdi sau day dugc st dung dé tao ra cac ciu tric
GFP_wasp_No Sac OHP hodc GFP_wasp_No Sac 3HP: céc doan mdi xudi NoSac_Fwd
(5’ GCTGTACAAGTAAACTTGTAATGCGGCCGTGTAAATAA  TTTAC) va
NoSac3HP Fwd (5 AGCTGTACAAGTAAACGCCTTGTAATGCG
GCCGTGTAAATAATTTAC) va  doan mdéi  nguoe  Mfel Rev (5
ACAACAACAATTGCATTCATTTTATG). Vecto GFP_dang xodn-ong duge st dung
lam khudn va cdc doan ADN da khuéch dai PCR duoc tiéu hoa bang BsrGI va Mfel va
duoc tach dong vao pEGFP-C1 dugc tiéu hoa bang céc enzym BsrGI va Mfel. Gen EGFP
trong pEGFP-C1 dugc thay thé bing gen luciferaza dom dém dé tao ra vecto pFLuc bang
cach st dung chién luoc tach dong Gibson va kit tach dong (NEB). Chién luoc nay duoc
stt dung dé tao ra céc cdu tric Luc_wasp_No Sac OHP va Luc_wasp_No Sac 3 HP bang
céch thay thé gen EGFP trong céc ciu tric GFP_wasp_no Sac OHP va GFP_wasp_no Sac
3HP bang gen luciferaza dom dém.

Phép do cuong d6 phat huynh quang GFP duoc thuc hién nhu d& md ta trong Vi
dul.

Thir nghiém luciferaza dom dom cua cac té bao dd nudi cdy: 24 gid sau khi ddi
mdi trudng, cac dia duoc ldy ra khoi ti 4, duge can bang dén RT trong vai pht trén ban
thi nghiém, va sau d6 duoc hut ra. Dung dich dém ly gidi glo (Promega, 100 uL, RT)
duge bd sung vao, va cic dia dugc dé yén & RT trong it nhét 1a 5 phut. Cac thanh phan
cta giéng dugc tron bing cach nghién 50 pL, va 20 pL m&i miu dugc tron véi 20 pL
chét phan tmg glo séng (Promega) da dugc pha lodng dén 10% trong dém ly giai glo. 96
giéng duoc dit cach nhau trén dia tréng duc 384 giéng. Sau khi u 5 phtt & RT, sy phat
quang dugc do bang céch st dung may Tecan voi thoi gian doc 500 mSec. Hoat tinh

luciferaza duoc thé hién bing don vi 4nh séng tuong dbi trung binh (RLU)+S.D.
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Két qua:

Dé lam ting thém hoat tinh phan cit ctia ribozym x04n trong t& bao dong vat cé
vu, va do d6 lam ting khoang ddng hoc cua tac dung tc ché su biéu hién gen dich boi
ribozym, céac trinh tu lién k& voi than P1 cta dang xo&n duoc bién ddi trong clu tric
x04n-GFP. DAu tién, trinh tu Sacll nim & d4u 5' cua trinh tu xodn duoc lam mét, tao ra
GFP_wasp_no Sac OHP. Dé xéc dinh than P1 dai hon c6 lam 6n dinh ribozym xoan va do
do6 lam tiang hoat tinh phan cit cua n6 hay khong, trinh tu cua vi trf SP. Bt ngo 13, nhu
duoc thé hién trong Fig. 2b, dot bién mét trinh tu Sacll lam ting tdc dung (racIl dugc thay
thé bing CGC dé tao ra than 3 cip bazo (3HP) & gdc ctia than P1 ctia ribozym xoan (Fig.
2a), tao ra cau trac GFP_wasp_no Sac 3Hc ché GFP, tir 37 lan boi cdu tric nay véi trinh
tu Sacll dén 68 14n boi cdu trac GFP_wasp_no Sac O0HP khong c6 vi tri Sacll, goi y la
trinh tu Sacll lién k& véi 5' ctia trinh tu P1 lam suy yéu hoat tinh ribozym. Viéc bd sung
than 3 bp vao gbc cua than P1 ting cudng thém hoat tinh ribozym, gy ra tic dung tc ché
104 14n su biéu hién GFP. Hoat tinh cta cAu tric xodn bién d6i nay ciing duoc kiém tra
bang cach sir dung gen luciferaza dom dom lam gen chi thi. Nhu duoc thé hién trong Fig.
2¢, dot bién mAt trinh tu Sacll giy ra sy giam 101 14n hoat tinh luciferaza so véi cAu trac
d6i chimg pFLuc. Viéc bd sung than 3bp vao than P1 lam tang thém sy gidm hoat tinh
luciferaza dén 254 14n so v6i cu tric ddi ching.

viDU 3

Str dung xpt-guanin aptame dé diéu hoa sy biéu hién gen dich bang cach diéu bién
ribozym xo4n

Quy trinh thtr nghiém:

Céc oligo chira trinh tu ribozym xoan dugc lién két v4i xpt-guanin aptame dugc
tdbng hop (IDT), va duge tich dong vao vecto pLuc bang cach sir dung chién lugc tach
dong Gibson va kit tich dong (NEB). Céc trinh tu cAu trac dugc kiém tra bang cach giai
trinh twt ADN (Genewiz).

Qud trinh chuyén nap va xur 1y phdi tir aptame: Cac té bao HEK 293 duoc chuyén
nap nhu d3 mé ta trong Vi du 1. Bén gid sau khi chuyén nap, moi trudng duge hut ra, va
moi truong méi c6 hodc khong ¢6 500 uM guanin hodc 1 mM guanosin (Sigma) dugc bd
sung vao. Thir nghiém luciferaza dugc thuc hién tir 20 dén 24 gio sau khi xir ly bing

guanin hodc guanosin nhu duoc md ta trong Vi du 2. S6 lan giam dugc thé hién bang ty
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s 12 hoat tinh luciferaza thu duoc khi ving mit phdi tir aptame chia cho gié tri thu dugc
khi c6 mat phdi tir aptame.

Thir nghiém ELISA d do Epo chuft trong méi truong nudi chy: Dich ndi duoc
thu gom 18 gio sau khi xtr ly bing duoc chat, va ELISA dugc thuc hién bang céch st
dung kit ELISA (R&D) theo huéng dan cua nha san xuét. S6 liéu dugc phan tich bing
cach st dung phuong phap v& dudong cong thuc nghiém 4 tham s6.

Két qua:

Pé diéu hoa hoat tinh phan cit ctia ribozym xodn, va do d6 diéu hoa su biéu hién
gen dich, trinh tu aptame dugc lién két v6i than P3 cua ribozym xoin. Khi phdi ti aptame
khong c¢6 mit, ciu tric clia ribozym bi phd v&, ngan can sy phin cét, va cho phép biéu
hién gen dich (Fig. 3a, 0 trén cung). Viéc bd sung phdi tir aptame din dén su thay ddi cdu
hinh cho phép phan cét ribozym xoan va lam gidm sy biéu hién gen dich (Fig. 3a, 6 dudi
ctng). Than P1 clia xpt-guanin aptame dugc ghép vao than P3 cua ribozym xo4n dé tao
ra ribozym xoén dap Umg guanin. Trong chu hinh nay (Fig. 3a), khi ving mit phéi tu
aptame, sy gén xen trinh ty aptame giita hai nhanh cua than P3 ctia dang x0én phé v& cdu
trac than P3 va ribozym x0én, can trd hoat tinh phan cit va cho phép gen dich dugc biéu
hién. Khi c6 mit phdi tir aptame, sur lién két aptame/phdi tir mang cdc nhénh cua than lai
gAn nhau, tao thudn loi cho sy tao thanh than P3 va hoat tinh phan cét dang xoén, do dé
trc ché sy biu hién gen dich.

Ngoai ra, téc gia sang ché suy luan la néu d6 dai ctia than nbi aptame va dang xoén
la qua dai, su tao thanh than co thé doc 14p véi sy c6 mat cua trinh tu aptame va xay ra
khi véng mit phdi tir aptame. Tuy nhién, néu than nay 1a qua ngan, ngay ca khi c6 mit
phéi tir aptame, cAu truc than 6n dinh khong thé dat duoc. Do d6, dé xac dinh d6 dai than
t61 vu (dé dat dugc dap ung t6i wu voi phéi tir aptame), d6 dai cua than ndi aptame va
ribozym duoc t8i wu hoa. Tac gia sang ché thyuc hién cét lién tiép than nay, tao ra tong sb
20 cAu triic c6 do dai ctia than ndm trong khoang tir 17 dén 1 bp. Nhu dugc thé hién trong
Fig. 3b, trong sd tat ca 20 chu tric dugc tao ra, Luci-waspGual6 c6 than dai 3 bp n6i
guanin aptame truc tiép v6i vong xoén 2, thé hién su giam nhiéu nhét vé sy biéu hién gen
luciferaza (15 1an). Céc cdu tric c6 do dai than ngan hon 3 bp hodc dai hon 7 bp khéong
thé hién sy giam déng ké khi xtr Iy bing guanin.

Sau d6 cdu truc Luci-waspGual6 dugc xdc nhan hiéu luc trong mét thir nghiém

riéng, trong d6 chu tric d6i chimg chira dot bién khong c6 kha ning phan cét duge dua
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vio0. Nhu duoc thé hién trong Fig. 3¢, khi xtr Iy bang guanin, Luci-waspGual6 lam giam
92% (12 14n) hoat tinh luciferaza so v6i hoat tinh luciferaza khi khong c6 guanin dugce bd
sung vao. Nguoc lai, ciu tric pLuc cling nhu Luci-mutwaspGual6 khong thé hién su
giam bt ky vé hoat tinh luciferaza khi xu Iy bang guanin. Céc két qua nay chi ra rang khi
xut ly bing phéi tir aptame, hoat tinh cta ribozym xo08én dugc duy tri, ddn dén tic dung
lam gidm su biéu hién gen dich. Khi guanosin dugc st dung & ndng d6 1 mM lam phdi tir
aptame, cAu tric Luci-waspG16 giy ra sy giam 25 lan vé su biéu hién luciferaza (Fig.
3d).

Khi waspGual6 dugc gin xen vao 3' UTR cua gen erythropoietin (Epo) clia chudt,
khi xtr 1y bang guanin, sy sén sinh Epo bi giam xap xi 30% so voi Epo duge san XUt tir
céc té bao dbi chimg dugc xtt ly bang dung méi. Cac két qua cua tac gia sang ché ching
minh réng cac tic gia sang ché di tao ra ribozym xo0én dap Gmg guanin/guanosin, cong tic
ribo xo#n téng hop trc ché su biéu hién gen dich dap tGmg voi viée xir ly bang phéi tir
aptame.

viDU 4

St dung theophyllin aptame dé diéu hoa sy biéu hién gen dich bang cach diéu bién
ribozym xoin

Quy trinh thr nghiém:

Céc oligo chura trinh tu ribozym xo&n duoc lién két voi theophyllin aptame dugc
tobng hop (IDT), va duge tach dong vao vecto pLuc béng c4ch st dung chién lugc tich
dong Gibson va kit tach dong (NEB). Céac trinh tu chu truc duoc kiém tra bang cach giai
trinh tw ADN (Genewiz).

Quad trinh chuyén nap va thir nghiém luciferaza dom dom: Cac té bao HEK 293
duge chuyén nap nhu d3 mé ta trong Vi du 1. Bén gio sau khi chuyén nap, méi truong
duoc hut ra, va moi truong méi c6 hodc khong c6 2 mM theophyllin (Sigma) duge bd
sung vao. Thir nghiém luciferaza dugc thyc hién tir 20 dén 24 gid sau khi xtr ly bing
theophyllin nhu dugc md ta trong Vi du 2. S6 1an giam duoc thé hién bang ty s6 1a hoat
tinh luciferaza thu duoc khi ving mit phdi tir aptame chia cho gié tri thu duoc khi ¢6 mat
phdi tir aptame.

Két qua:

Céc tac gid sang ché kiém tra viéc st dung aptame bd sung trong viéc diéu bién

tac dung phan cit boi ribozym xo0dn, nho d6 diéu hoa su biéu hién gen dich. Dua vao 20
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cAu trac Luci-waspGua (1-20) nhu duge mo ta trong Vi du 3, trinh ty thén bd sung 3 hoic
4 bp duoc str dung dé nbi theophyllin aptame v6i vong 2 cua ribozym xo4n. Thém vao
do, trinh tu cua cac than nay dugc thay dbi nhu d3 chi ra trong Fig. 4a. Nhu dugc thé hién
trong Fig. 4b, viéc xu ly bang theophyllin gy ra sy giam hoat tinh luciferaza & tat ca cac
cAu trac so véi cac miu khdng dugc xu ly theophyllin. Céu trac twister theo 3 ¢6 su
giam 62% sy biéu hién gen khi xit Iy bing theophyllin. Cac s6 ligu nay chimg minh 1a cac
tac gia sang ché d tao ra ribozym xo4n dap ung theophyllin—cong téc ribo xodn tong
hop.

Viéc ghép theophyllin aptame va céc trinh tu than vao trinh tw vong 2 trong dang
X04n gy ra tac dung khéac nhau trén sy can trg hoat tinh ribozym xoan, nhu di chung
minh trong Fig. 4b khi khong xu ly bang theophyllin. Chu trac twister_theo 3 thé hién
tdc dung can trd hoat tinh ribozym nhiéu nhat, va do d6 hoat tinh luciferaza manh nhét,
khi khong ¢6 mit phoi tir aptame. Sy khac biét gifta twister_theo 2 va twister_theo_3 1a
do6 dai cua than nbi aptame va dang xoén, dan dén su khéc biét vé kha ning can trd hoat
tinh ribozym. Khi so sanh ciu triic twister_theo_1, 3 va 4 ma déu c6 cung do dai than (3
bp), su khac biét nim & thanh phén cua than nay. Cac két qua nay chi ra rang thanh phan
trinh tu cta than cling ¢ tac dong dén hoat tinh ribozym. Do dé, ribozym déap tmg phéi
tir aptame c6 thé thu dugc bang cach t6i wu hoa d6 dai va thanh phan trinh tu clia ving
than tac dong ma ndi aptame va ribozym X04n.

viDU 5

Céc ribozym tu phan cét Gc ché sy biéu hién gen dich khi dat xudi dong codon
khoi déu dich ma.

Quy trinh thr nghiém:

Céc cAu truc plasmit: dSADN téng hop (IDT) va céc k¥ thuat tach dong giéi han
chuén duoc st dung dé dua cac trinh tu kiém tra vao vecto da duge tao ra trude dé
pHDM.2b-LacZ (so dd: trinh tu khoi dong CMV — intron — LacZ — polyA). TAt ca cac
chu trac duge kiém tra bang cach giai trinh ty ADN.

Qua trinh chuyén nap: Cac té bao HEK293 (ATCC CRL-1573; dugc nuéi trong
DMEM., EBS 10%, 37°C, CO2 10%) dugc phu 1én dia d4y phing 96 giéng (100 pL) mot
ngay trudce khi chuyén nap, sao cho mtc d6 hop dong la khodng 70% vao thoi diém
chuyén nap. ADN plasmit (500 ng) duoc bd sung vao 6ng hodc dia ddy chit U 96 giéng.
Chét phan tmg TransIT-293 (Mirus; 1,4 pL) duoc bd sung riéng biét vao 50 pl. mdi
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truong Optimem I (Life Technologies), va dugc dé yén trong 5 phit & RT. Sau do, 50 ul
chit phan tng chuyén nap da pha lodng nay dugc bd sung vao ADN, duoc tron va i & RT
trong 20 phut. Cubi cing, 7 ul dung dich nay dugc bd sung vao giéng chira céc té bao
trong dia 96 giéng.

Thir nghiém beta-galactosidaza (LacZ): 24 gi¢ sau khi chuyén nap, cic dia dugc
14y ra khoi ti 1, dugc can bang dén RT trong vai phut trén ban thi nghiém, sau d6 duoc
hut ra. Dung dich dém ly giai glo (Promega, 100 pL, RT) duoc bd sung vio, va cic dia
dwoc dé yén & nhiét do phong trong it nhét 1a 5 phit. Sau do, cac thanh phan cta giéng
duoc tron bing cach nghién 50 pL. Mau chta 2 pL duoc liy tir mdi giéng va dugc pha
lodng vao 200 pL dung dich dém ly gidi glo (pha lo&ng 101 lan). Cac dung dich pha
lodng dugc tron bing cach nghién, va sau d6 20 puL mdi dung dich pha lodng dugc tron
v6i 20 uL chét phan tng beta-glo (Promega) trong dia rén mau tring 384 giéng. Ba muoi
phut sau, cuong do phat quang dugc do dbi voi don vi anh séng twong d6i (RLU). Hau
hét, 96 giéng trong sb 384 giéng dugc st dung, trong md hinh sao cho moi giéng duoc
thir nghiém déu dugc bao quanh bdi céc giéng rong hodc gd cua dia, dé lam giam su
nhidu chéo. TAt ca céc gid tri do déu nam trong khoang tuyén tinh ctia thit nghiém nay
(duoc xac dinh béng cach so sanh nhiéu mau duogc pha lodng va khong duogc pha lodng
khac nhau; s liéu khong dugc thé hién).

Két qua: Céc cau tric dugc tao ra trong do6 ATG trong khung kha dung duy nhét
cho gen chi thi LacZ 1a ngugc dong ribozym d4u bua hodc kep téc (duge md ta trong
U.S. 2015/0056174, xem, vi du, Fig. 1E, dugc dua vao day bang cach vién din) va véi
mbi chu tric tac gia sang ché tao ra ba bién thé bing cach dit trinh ty ribozym vao mbi
khung c6 thé. Trong tht ca cac cdu trac, ribozym nay duoc theo sau boi ciu nbi-2A-
peptit-LacZ. Céc phién ban voi cac ribozym dot bién (bat hoat) con duge tao ra lam a6i
ching. Cac dot bién dugc dua vao mdi ribozym @2 1oai bo cac codon dimg tiém tang. Cac
trinh tu nucleotit va protein dugc dua ra trong cac Fig. 7a va 7b. (hang trén cung trong
mbi trudmg hop 1a ribozym me, khéng duge dich ma xuyén sudt; cac ddu chdm trong
trinh tu nucleotit duoc st dung dé chi ra “gidng nhu hang trén cung”.)

Céc cu tric nay va cic phién ban ribozym bi bat hoat cua ching dugc chuyén nap
vao céc té bao HEK293, va sau 24 gid do su biéu hién LacZ, nhu dugc thé hién trong
Fig. 7c. Cac két qua tlr céc ribozym diu bua (HH) duogc thé hién bén trai trong Fig. 7c.

Viée dua ribozym HH vao 5' UTR géy ra sy giam 162 1an su biéu hién so vé&i ribozym
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dot bién bét hoat. Tuy nhién, viéc dich ma xuyén sudt (khung 2, miii tén) gdy ra sy giam
biéu hién 513 14n duge cai thién nhidu. Khung 1 khong hoat dong, ma dugc dy dodn la do
cac codon dimg trong khung trong trinh ty ribozym khong thé duoc loai bd. Céc ribozym
kep toc (HP) duoc thé hién bén phai trong Fig. 7c. Viéc dua ribozym HP vao 5' UTR géy
ra su giam 133 1an, nhung viéc dich ma trong khung 1 gdy ra sy gidm biéu hién 502 lan
(miii tén). Céc khung khéc ciing hoat dong. Céc tac gia sang ché da tao ra cac ciu truc
ribozym mdi thé hién kha ning kiém soat gen tot hon so v6i sén phém da dugc cong bd.
Céc cAu truc biéu hién gen duoc md ta & ddy trong do6 ribozym khong dugc dét trong
UTR, ma ndm sau codon khéi dau nay. T4c dung kiém soét su biéu hién gen dich c6 thé
duge ting cudng dang ké bang cach dat ribozym 3' clia codon khéi dau dich mi so v6i
viée dat ribozym vao 5' UTR. Khi ribozym nay dugc dat xu6i dong codon khoi dau dich
m4, su tu phan cat loai bo codon khai d4u nay khoi phén con lai cia mARN cua gen dich,
gy ra sy biéu hién nén con lai giam.

ViDU 6

Cong tic ribo xoan dép img guanin hoat dong xudi dong codon khdi d4u dich ma.

Quy trinh thr nghiém:

Céc oligo chtra codon khéi d4u hoic trinh tw ma hoéa cho 10 axit amin déu tién cua
GFP va waspGual6 dugc theo sau bai trinh tu ciu ndi2A duge tdng hop (IDT) va duoc
tach dong vao vecto pLuc bing céch st dung chién luge tach dong Gibson va kit tach
dong (NEB). Qua trinh chuyén nap va th nghiém luciferaza ctia cic t& bao nudi cy
duogc thuc hién nhu da mo ta trong Vidu 3.

Két qua:

P& kiém tra kha ning di dong cua ribozym xodn dap tmg phdi tir aptame, cac téc
gia sang ché dit trinh tw waspGual6 xudi dong (i) codon khoi dau dich mi cla gen
luciferaza hodc (ii) trinh ty m& héa cho 10 aa diu tién cua GFP, nhu duoc minh hoa trong
Fig. 5a. Viéc dung hop trinh tu cOng téc ribo xodn véi gen dich xu6i dong s& tao ra dudi
dAu cung N khi san pham gen dich duoc biéu hién, ma c6 thé tac dong tiém ting dén
chirc ning cta protein. Dé loai bd dudi dAu cung N nay, trinh tu cdu nbi2A duoc gin xen
gitta cong téc ribo xo4n va trinh tu gen dich xudi dong. Nhu duoc thé hién trong Fig. 5b,
viéc gin xen caxet polynucleotit mang cong thc ribo xodn khong gy suy yéu su biéu hién
gen luciferaza khi véng mat phdi tir aptame, guanin, chi ra hoat tinh ribozym bi can trd.

Tuy nhién, khi c6 mit guanin, su bicu hién gen luciferaza bi giam 68% so v&i doi chimg
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khong duogc xir Iy dbi véi ca hai chu trac ATG waspGual6 va 10aa_waspGual6, trong
khi céc chu tric dbi chimg chita trinh ty xofn dot bién khong thé hién su giam biéu hién
luciferaza dap Gmg véi viéc xir Iy bang guanin. Két qua nay ching minh 14 su gidm biéu
hién gen dich vai caxet polynucleotit mang cac cong téc ribo xoan hoat dong 1a do su duy
tri hoat tinh ribozym xodn boi sur lién két aptame/phdi tir. Cac két qua cta tac gi sang
ché chi ra 1a cong tic ribo xoan hoat ddng xudi dong codon khoi dAu trong trinh ty ma
hoa, chimg minh kha ning di dong cua caxet polynucleotit mang cong tic ribo xodn tong
hop.

ViDU 7

Str dung guanin aptame d& tao ra cong tac ribo xoin BAT dép Gmg guanin

Quy trinh thr nghiém:

Céc céu tric plasmit: Cac oligo chta trinh ty aptame lién két véi than P1 cua
ribozym xoén dugc tong hop (IDT) va dugc tach dong vao vecto pLuc bang cach st dung
chién lugc tach dong Gibson va kit tdch dong (NEB).

Qua trinh chuyén nap dugc thyc hién nhu dd mo ta trong Vi du 1, va thir nghiém
luciferaza dom dém duoc thuc hién nhu dugc mo ta trong Vi du 3.

Két qua:

Céc cong tic ribo xodn duge md ta trong cac Vidu 3 va 4 tc ché sy biéu hién gen
dich dap tmg véi viec xit ly bing phdi tir aptame, va do d6 la cong tic ribo xoén TAT. O
day, mot chién lugc khac duge st dung 2 lién két trinh tu aptame v6i ribozym xo@n tao
ra cong tic ribo xodn BAT ma cim (mg sy biéu hién gen dich khi xtr ly bang phdi tir
aptame. Nhu duoc thé hién trong Fig. 6a, diu 3' ctia than P1 cta dang xo4n (bao gbém
than 3 bp bd sung) 1a lién ké voi trinh tu aptame. Trong cAu hinh nay, trinh tu than dugc
dung chung gitta than P1 cua dang x04n va than P1 cta aptame sao cho trinh ty chung
nay co thé tao ra mot trong sb6 than P1 cta dang xo04n hodc than P1 cua aptame. Khi
khong ¢6 mit phdi tir aptame (0 trén cing), trinh ty aptame lién k& vé6i than P1 cta dang
xo0én khong phé v cdu tric xoén va hoat tinh phén c4t ribozym ciia n6 van nguyén ven,
dan dén su phan cit mARN va tc ché sy biéu hién cta gen dich. Khi c6 mit phéi tr
aptame (6 bén dudi), aptame da lién két phdi tir tao ra than P1 cla aptame véi trinh tu
chung tir than P1 ctia dang xo#n do do can trd su tao thanh than P1 cta dang X04n, va can
trd hoat tinh ribozym cta n6 va lam tang sy biéu hién gen dich. Nhu dugc mo ta trong

cac Vidu 3 va 4, @6 dai than P1 cta aptame 1a quan trong do6i véi chirc nang di€u hoa cua
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né trong ngft canh cong tic ribo. Néu d6 dai than 1a qua dai, su tao thanh P1 cta aptame
tr& nén doc 1ap voi phdi tir aptame, din dén khong thé didu hoa su biéu hién gen dich.
Ngoai ra, tic gid sang ché suy luan 13 d6 dai cta trinh tu chung cling 1331 quan trong. Néu
do dai cia trinh ty than chung la qua ngin, ribozym x0&n khong thé bi tic dong bdi su
tao thanh than P1 cua aptame.

Cac cong téc ribo xoin BAT duoc tao ra cé 6 hodc 7 nt cua trinh ty than P1 cta
dang xoan dugc dung chung v6i than P1 clia aptame. Vi cdc trinh ty thén chung 6 hodc
7 nt, aptame nay tao ra than P1 8 hodc 9 bp. Aptame xpt-guanin dugc lién két v6i nhanh
5" hodc 3’ cua trinh ty than P1 cua dang xo0#n, tao ra cac ciu trac GT8 hodc TGS va TGY.
Viéc lién két guanin aptame v&i nhanh 5' ctia thdn P1 ctia dang xo4n (cAu trac GT8) gay
ra sy cam tng 1,4 1an hoat tinh luciferaza khi xir ly bang guanosin, nhu duge thé hién
trong Fig. 6b, 6 bén trai. Tuy nhién, khi aptame duoc lién két v6i dau 3' ctia than P1 ctia
dang xoén nhu duge minh hoa trong Fig. 6a, muc nén cua hoat tinh luciferaza bi giam
dén 0,7% cua vecto d6i chimg khong chua trinh tu dang xoan/aptame trong 3’ UTR. Khi
xtr Iy bang guanosin, hoat tinh luciferaza dugc cam ung gay ra sy cam tng 8,6 lan va 9,2
14n, twong tng, dbi véi cau trac TG8 va TGY, nhu duogc thé hién trong Fig. 6b (6 giita va
bén phai). Su biéu hién mitc nén thap cua luciferaza tr cAu trac TG8 va TGY chi ra la su
lién két aptame voi ddu 3' ctia than P1 khong phé v& hoat tinh ribozym, va khi lién két
aptame/phdi ti, hoat tinh ribozym xo#n b suy giam, do d6 dén dén su biéu hién gen dich
tang. Cac két qua nay chimg minh la c4c tac gia sang ché da tao ra cac cong tic ribo BAT

X04n méi ma cam tng su bicu hién gen dich dap umg véi viéc xur Iy bang phdi tir aptame.

41

4172



47668

YEU CAU BAO HOQ
1. Caxet polynucleotit & cam tmg su biéu hién ctia gen dich dap timg voi phdi tir aptame,
caxet polynucleotit ndy mang cong téc ribo ma chira aptame nam & dau 3’ hodc 5’ cla
ribozym xoén, trong d6 aptame ndy bao gdm it nhit mot than, trong d6 than P1 cla
ribozym xoén va than cta aptame bao gdm trinh tur nhanh than chung c¢6 chon loc, va
trong do:

(a) khi aptame nay nam & dau 3' cta ribozym xodn, trinh tu nhanh than chung
chon loc ¢6 kha néng tao thanh chon loc tAt ca hodc mot phén cta (i) nhanh 3’ cta than
P1 ctia ribozym xoén hoic (ii) nhanh 5’ ctia than cua aptame, va

(b) khi aptame ndy nim & diu 5' clia ribozym xoan, trinh tw nhénh than chung
chon loc ¢6 kha nidng tao thanh chon lgc tht c4 hodc mot phén cta (i) nhanh 5’ cua than

P1 cua ribozym xodn hodc (ii) nhanh 3' cua thin cta aptame.
2. Caxet polynucleotit theo diém 1, trong d6 aptame nay lién két v6i phdi tir phan tir nho.

3. Caxet polynucleotit theo diém 1 hodc 2, trong d6 ribozym xodn la tr Nasonia

vitripennis.

4. Caxet polynucleotit theo diém 1 hodc 2, trong d6 ribozym xoan chira SEQ ID NO.:38.
5. Caxet polynucleotit theo diém 1 hogc 2, trong d6 ribozym x04n 1a tir mau moi trudng.
6. Caxet polynucleotit theo diém 1 hogc 2, trong d6 ribozym xo4n 1a SEQ ID NO.:39.

7. Caxet polynucleotit theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 6, trong d6 phan
nhanh cta than P1 cua ribozym xoan ma la trinh tu nhanh than chung chon loc la tir 5 dén

8 nucleotit.

8. Caxet polynucleotit theo diém bat ky trong sd cac diém tir 1 dén 7, trong d6 than P1

cua ribozym xoén la tir 4 dén 9 cép bazo.

9. Caxet polynucleotit theo diém bat ky trong sé cac diém tir 1 dén 7, trong d6 than P1
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cua aptame 1a tir 5 dén 8 cép bazo.

10. Phuong phap in vitro diéu hoa su biéu hién ctia gen dich bao gdm cac budc:

a. gén xen caxet polynucleotit theo diém bét ky trong sd cac diém tur 1 dén 9
vao gen dich,

b. dua gen dich chtra caxet polynucleotit vao t& bao, va

C. cho té bao nay tiép xtic v6i phdi tir phan t nho lién két dac hiéu v6i aptame

v6i luong hitu hiéu dé lam tdng sy biéu hién ctia gen dich.

11. Phuong phép theo diém 10, trong d6 caxet polynucleotit dugc gén xen vao ving 5'

khong dich ma cua gen dich.

12. Phuong phép theo diém 10, trong d6 caxet polynucleotit dugc gén xen vao vung 3'

khong dich ma cua gen dich.

13. Phuong phép theo diém 10, trong d6 caxet polynucleotit dugc gén xen xudi dong

codon khdi dau dich ma.

14. Phuong phép theo diém 13, trong d6 caxet polynucleotit chira trinh tu peptit 2A nam

gitta dau 3' clia cong tac ribo va trinh ty ma héa gen dich.

15. Phuong phap theo diém bét ky trong sb céc diém tir 10 dén 14, trong d6 hai hodc

nhiéu caxet polynucleotit nay dugc gén xen vao gen dich.

16. Phuong phép theo diém 15, trong d6 hai hodc nhiéu caxet polynucleotit nay chua
nhidu aptame khac nhau lién két dic hidu v6i nhiéu phéi ti phan tit nho khac nhau.

17. Phuong phép theo diém 15, trong d6 hai hodc nhiéu caxet polynucleotit nay chua

cung mot aptame.

18. Phuong phép theo diém bat ky trong sb cac didm tir 10 dén 17, trong d6 gen dich

chira caxet polynucleotit dugc dua vao vecto dé biéu hién gen dich.
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19. Phuong phap theo diém 18, trong d6 vecto nay 1a vecto virut.

20. Phuong phép theo diém 19, trong d6 vecto virut duge chon tir nhém bao gém vecto

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

21. Vecto chtta gen dich mang caxet polynucleotit theo diém bét k¥ trong s6 cac diém tir

1 dén 9.
22. Vecto theo diém 21, trong d6 vecto nay la vecto virut.

23. Vecto theo diém 22, trong d6 vecto virut nay dugc chon tir nhém bao gdm vecto

adenovirut, vecto virut lién hop adeno, va vecto lentivirut.
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1

208

ADN

Trinh tu nhé&n tao

dang xo&n-ong trong pEGFP-Cl

1

ccctgaacct gaaacataaa atgaatgce

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

<220>
<223>

2

217

ADN

Trinh ty nhan tao

dang xodn-es trong pEGFPC1

tctcggcatg gacgagctgt acaagtaaac cgcggcttgt
ttacacgtcg gtctcaagcc cgataaacgc agagagcaag

gtagaggttt tacttgcttt aaaaaacctc ccacacctcc
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<400> 2
gtgaccgccg
aagcggttac
gctttattgg
cacacctccc
<210> 3
<211> 208
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 3
gtgaccgccg
gatgcggccg
gcggccgeca
ccctgaacct
<210> 4
<211> 202
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 4
gtgaccgccg
gccgtgtaaa
gccataccac
acctgaaaca
<210> 5
<211> 205
<212> ADN
<213>
<220>
<223>

ccgggatcac
aagcccgcaa
cggccgcecat

cctgaacctg

ccgggatcac
tgtaaataat
taccacattt

gaaacataaa

tctcggecatg
aaatagcaga
accacatttg

aaacataaaa

Trinh ty nhén tao

tctcggcatg
ttacacgtcg
gtagaggttt

atgaatgc

Trinh ty nhédn tao

47668

gacgagctgt acaagtaaac cgcggcaata
gtaatgtcgc gatagcgcgg cattaatgca
tagaggtttt acttgcttta aaaaacctcc

tgaatgc

dang xo&n-ong-dét bién trong pEGFP-Cl

gacgagctgt acaagtaaac cgcggcttgt
gtctcaagcc cgataaacgc agagagcaag

tacttgcttt aaaaaacctc ccacacctcc

wasp_no Sac OHP trong pEGFP-C1

ccgggatcac tctcggcatg gacgagctgt acaagtaaac ttgtaatgcg

taatttacac gtcggtctca agcccgataa acgcagagag caaggcggcc

atttgtagag gttttacttg ctttaaaaaa cctcccacac ctcccectga

taaaatgaat

gc

Trinh ty nhé&n tao

wasp_no Sac 3HP trong PEGFP-C1

59/72

60
120
180

217

60
120
180

208

60
120
180

202



<400> 5
gtgaccgccg
gcggcecgtgt
gccgccatac
tgaacctgaa
<210> 6
<211> 203
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 6
tcagagagat
cggccgtgta
ccgccatacc
gaacctgaaa
<210> 7
<211> 207
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 7
tcagagagat
atgcggccgt
cggccgcececat
cctgaacctg
<210> 8
<211> 275
<212> ADN
<213>
<220>
<223>

ccgggatcac
aaataattta
cacatttgta

acataaaatg

cctcataaag
aataatttac
acatttgtag

cataaaatga

cctcataaag
gtaaataatt
accacatttg

aaacataaaa

47668

tctcggecatg gacgagctgt acaagtaaac gccttgtaat
cacgtcggtc tcaagcccga taaacgcaga gagcaaggcg
gaggttttac ttgctttaaa aaacctccca cacctccccc

aatgc

Trinh tu nhan tao

wasp No Sac OHP trong pLuc

gccaagaagg gcggaaagat cgccgtgtaa acttgtaatg
acgtcggtct caagcccgat aaacgcagag agcaaggcgg
aggttttact tgctttaaaa aacctcccac acctccccct

atg

Trinh ty nhédn tao

wasp_No Sac 3HP trong pLuc

gccaagaagg gcggaaagat cgccgtgtaa acgccttgta

-tacacgtcgg tctcaagccc gataaacgca gagagcaagg

tagaggtttt acttgcttta aaaaacctcc cacacctccce

tgaatgc

Trinh ty nhén tao

waspGual trong pLuc

60/72

60
120
180

205

60
120
180

203

60
120
180

207



<400> 8
tcagagagat

atgcggecegt
caccgtaaat
gagcaaggcg
cacctccccc
<210> 9

<211> 271
<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<400> 9
tcagagagat

atgcggcegt
ccgtaaatgt
aaggcggcecg
tccecectgaa
<210> 10

<211> 267
<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<400> 10
tcagagagat

atgcggccecgt
gtaaatgtcc
cggccgecat
cctgaacctg

<210> 11
<211> 263

cctcataaag
gtaaatcact
gtccgactat
gccgccatac

tgaacctgaa

waspGuaz trong

cctcataaag
gtaaaactca
ccgactatgg
ccataccaca

cctgaaacat

cctcataaag
gtaactcata
gactatgggt
accacatttg

aaacataaaa

gccaagaagg
catataatcg
gggtgattta
cacatttgta

acataaaatg

Trinh ty nhén tao

plLuc

gccaagaagg
tataatcgcg
gttttacacg
tttgtagagg

aaaatgaatg

Trinh ty nhén tao

waspGua3 trong plLuc

gccaagaagg
taatcgcgtg
tacacgtcgg
tagaggtttt

tgaatgc

47668

gcggaaagat
cgtggatatg
cacgtcggtc
gaggttttac

aatgc

gcggaaagat
tggatatggc
tcggtctcaa
ttttacttgce

C

gcggaaagat
gatatggcac
tctcaagceccce

acttgcttta

cgccgtgtaa
gcacgcaagt
tcaagcccga

ttgctttaaa

cgccgtgtaa
acgcaagttt
gcccgataaa

tttaaaaaac

cgccgtgtaa
gcaagtttct
gataaacgca

aaaaacctcc

acgccttgta
ttctaccggg
taaacgcaga

aaacctccca

acgccttgta
ctaccgggca
cgcagagagc

ctcccacacc

acgccttgta
accgggcacc
gagagcaagg

cacacctccc

61/72

60
120
180
240

275

60
120
180
240

271

60
120
180
240

267



<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 11
tcagagagat
atgcggccgt
aaatgtccga
cgccatacca
aacctgaaac
<210> 12
<211> 261
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 12
tcagagagat
atgcggcegt
aatgtccgac
ccataccaca
cctgaaacat
<210> 13
<211> 259
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 13
tcagagagat
atgcggccegt
atgtccgact
ataccacatt

waspGua4 trong

cctcataaag
gtatcatata
ctatggtaca
catttgtaga

ataaaatgaa

cctcataaag
gttcatataa
tatggacacg
tttgtagagg

aaaatgaatg

cctcataaag
gtcatataat
atgacacgtc

tgtagaggtt

Trinh tu nhé&n tao

pLuc

gccaagaagg
atcgcgtgga
cgtcggtcecte
ggttttactt

tgc

Trinh tu nhédn tao

waspGuab trong pLuc

gccaagaagg
tcgcgtggat
tcggtctcaa
ttttacttgc

e}

Trinh tu nhén tao

waspGua6 trong pLuc

gccaagaagg
cgcgtggata
ggtctcaagc

ttacttgctt

47668

gcggaaagat
tatggcacgc
aagcccgata

gctttaaaaa

gcggaaagat
atggcacgca
gcccgataaa

tttaaaaaac

gcggaaagat
tggcacgcaa
ccgataaacg

taaaaaacct

cgccgtgtaa
aagtttctac
aacgcagaga

acctcccaca

cgccgtgtaa
agtttctacc
cgcagagagc

ctcccacacc

cgccgtgtaa
gtttctaccg
cagagagcaa

cccacacctc

acgccttgta
cgggcaccgt
gcaaggcggc

cctcccectg

acgccttgta
gggcaccgta
aaggcggccg

tcceectgaa

acgccttgta
ggcaccgtaa
ggcggccgcec

cccctgaacc

62/72

60
120
180
240

263

60
120
180
240

261

60
120
180

240



tgaaacataa aatgaatgc

<210> 14

<211> 257

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> waspGual trong pLuc

<400> 14

tcagagagat cctcataaag gccaagaagg
atgcggccgt gcatataatc gcgtggatat
tgtccgacta tgcacgtcgg tctcaagccc
accacatttg tagaggtttt acttgcttta
aaacataaaa tgaatgc

<210> 15

<211> 255

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> waspGua8 trong pLuc

<400> 15

tcagagagat cctcataaag gccaagaagg
atgcggccgt gatataatcg cgtggatatg
gtccgactat cacgtcggtc tcaagcccga
cacatttgta gaggttttac ttgctttaaa
acataaaatg aatgc

<210> 16

<211> 253

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> waspGua9 trong pLuc

<400> 16

47668

gcggaaagat
ggcacgcaag
gataaacgca

aaaaacctcc

gcggaaagat
gcacgcaagt
taaacgcaga

aaacctccca

cgccgtgtaa
tttctaccgg
gagagcaagg

cacacctccc

cgccgtgtaa
ttctaccggg
gagcaaggcg

cacctccccece

acgccttgta
gcaccgtaaa
cggccgccat

cctgaacctg

acgccttgta
caccgtaaat
gccgccatac

tgaacctgaa

tcagagagat cctcataaag gccaagaagg gcggaaagat cgccgtgtaa acgcecttgta

63/72

259

60

120

180

240

257

60

120

180

240

255

60



atgcggccgt
tccgactata
catttgtaga
ataaaatgaa
<210> 17
<211> 247
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 17
tcagagagat
atgcggccga
gactcgtcgg
tagaggtttt
tgaatgc
<210> 18
<211> 245
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 18
tcagagagat
atgcggccat
actgtcggtc
gaggttttac
aatgc
<210> 19
<211> 243
<212> ADN
<213>

47668

atataatcgc gtggatatgg cacgcaagtt tctaccgggc accgtaaatg

cgtcggtctc aagcccgata aacgcagaga gcaaggcggce cgccatacca

ggttttactt gctttaaaaa acctcccaca cctcccecctg aacctgaaac

tgc

cctcataaag
taatcgcgtg
tctcaagccc

acttgcttta

cctcataaag
aatcgcgtgg
tcaagcccga

ttgctttaaa

Trinh tu nhdn tao

waspGual2 trong pLuc

gccaagaagg
gatatggcac
gataaacgca

aaaaacctcc

Trinh tu nhén tao

waspGual3 trong pLuc

gccaagaagg
atatggcacg
taaacgcaga

aaacctccca

Trinh tu nhén tao

gcggaaagat
gcaagtttct

gagagcaagg

cacacctccc

gcggaaagat
caagtttcta
gagcaaggcg

cacctccccc

cgccgtgtaa
accgggcacc
cggccgceccat

cctgaacctg

cgccgtgtaa
ccgggcaccg
gccgccatac

tgaacctgaa

acgccttgta
gtaaatgtcc
accacatttg

aaacataaaa

acgccttgta
taaatgtccg
cacatttgta

acataaaatg

64/72

120

180

240

253

60

120

180

240

247

60

120

180

240

245



<220>

<223> waspGuald trong pLuc
<400> 19

tcagagagat cctcataaag gccaagaagg
atgcggccta atcgcgtgga tatggcacgce
cgtcggtctc aagcccgata aacgcagaga
ggttttactt gctttaaaaa acctcccaca
tgc

<210> 20

<211> 249

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> waspGualb trong pLuc
<400> 20

tcagagagat cctcataaag gccaagaagg
atgcggccat ataatcgcgt ggatatggca
cgactatgtc ggtctcaagc ccgataaacg
tgtagaggtt ttacttgctt taaaaaacct
aatgaatgc

<210> 21

<211> 247

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> waspGualé trong pLuc
<400> 21

tcagagagat cctcataaag gccaagaagg

atgcggcata taatcgcgtg gatatggcac

gactattcgg tctcaagccc gataaacgca

tagaggtttt acttgcttta aaaaacctcc

tgaatgc

47668

gcggaaagat
aagtttctac
gcaaggcggc

cctcccectg

gcggaaagat
cgcaagtttc
cagagagcaa

cccacacctc

gcggaaagat
gcaagtttct
gagagcaagg

cacacctccc

cgccgtgtaa
cgggcaccgt
cgccatacca

aacctgaaac

cgccgtgtaa
taccgggcac

ggcggecgec

cccctgaacc

cgccgtgtaa
accgggcacc
cggccgccat

cctgaacctg

acgccttgta
aaatgtccga
catttgtaga

ataaaatgaa

acgccttgta
cgtaaatgtc
ataccacatt

tgaaacataa

acgccttgta
gtaaatgtcc
accacatttg

aaacataaaa

65/72

60
120
180
240

243

60
120
180
240

249

60
120
180
240

247



<210> 22
<211> 245
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 22
tcagagagat
atgcggctat
actatcggtc
gaggttttac
aatgc
<210> 23
<211> 253
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 23
tcagagagat
atgcggccgt
tccgactaca
catttgtaga
ataaaatgaa
<210> 24
<211> 251
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 24

Trinh tu nhan tao

waspGual7 trong pLuc

cctcataaag gccaagaagg
aatcgcgtgg atatggcacg
tcaagcccga taaacgcaga

ttgctttaaa aaacctccca

Trinh tu nhén tao

waspGual8 trong pLuc

cctcataaag gccaagaagg

gtataatcgc gtggatatgg
cgtcggtctc aagcccgata
ggttttactt gctttaaaaa

tgc

Trinh tu nhan tao

waspGual9 trong pLuc

47668

gcggaaagat
caagtttcta

gagcaaggcg

cacctccccce

gcggaaagat
cacgcaagtt
aacgcagaga

acctcccaca

cgccgtgtaa
ccgggcaccyg
gccgccatac

tgaacctgaa

cgccgtgtaa
tctaccgggce
gcaaggcggce

cctcccectg

acgccttgta
taaatgtccg
cacatttgta

acataaaatg

acgccttgta
accgtaaatg
cgccatacca

aacctgaaac

tcagagagat cctcataaag gccaagaagg gcggaaagat cgccgtgtaa acgccttgta

atgcggccgt tataatcgcg tggatatggc acgcaagttt ctaccgggca ccgtaaatgt

66/72

60
120
180
240

245

60
120
180
240

253

60

120



47668

ccgactaacg tcggtctcaa gcccgataaa cgcagagagc aaggcggccg ccataccaca

tttgtagagg ttttacttgc tttaaaaaac ctcccacacc tccccctgaa cctgaaacat

aaaatgaatg c

<210> 25

<211> 249

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> waspGuaz20 trong pLuc
<400> 25

tcagagagat cctcataaag gccaagaadg
atgcggccgt ataatcgcgt ggatatggca
cgactacgtc ggtctcaagc ccgataaacg
tgtagaggtt ttacttgctt taaaaaacct
aatgaatgc

<210> 26

<211> 296

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Epo-waspGualb

<400> 26

gctgtacacg ggagaggtct gcaggagagg
ggcatataat cgcgtggata tggcacgcaa
attcggtctc aagcccgata aacgcagaga
accccaccag tgcaggctgc ctatcagaaa
cacaagtatc actaagctcg ctttcttgcet
<210> 27

<211> 296

<212> ADN

<213> Trinh tyg nhén tao

<220>

gcggaaagat
cgcaagtttc
cagagagcaa

cccacacctce

ggacaggtga
gtttctaccg
gcaaggcgct
gtggtggctg

gtccaatttc

10

cgccgtgtaa
taccgggcac
ggcggcecgec

cccctgaacc

ggatccacgc
ggcaccgtaa
cgagggccca
gtgtggctaa

tattaaaggt

acgccttgta
cgtaaatgtc
ataccacatt

tgaaacataa

cttgtaatgc
atgtccgact
gatctaattc
tgccctggece

tccttt

67/72

180
240

251

60
120
180
240

249

60
120
180
240

296



<223>
<400> 27
gctgtacacg
ggcatataat
attcggtctc
accccaccag
cacaagtatc
<210> 28
<211> 219
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 28
tcagagagat
atgcggcatg
cagagagcaa
cccacacctc
<210> 29
<211> 221
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 29
tcagagagat
atgcggcggc
cgcagagagc
ctcccacacc
<210> 30
<211> 219
<212> ADN

<213>

ggagaggtct
cgcgtggata
aagcccgata
tgcaggctgc

actaagctcg

twister theo_ 1

cctcataaag
ataccagccg
ggcggccgcece

cccctgaacc

cctcataaag
gataccagcc
aaggcggccg

tcccectgaa

Epo-mutwaspGualé6

gcaggagagg
tggcacgcaa
aacgcagaga
ctatcagaaa

ctttcttgcet

Trinh ty nhén tao

trong pLuc

gccaagaagg
aaaggccctt
ataccacatt

tgaaacataa

Trinh ty nhén tao

twister theo_2 trong pLuc

gccaagaagg
gaaaggccct
ccataccaca

cctgaaacat

Trinh ty nhan tao

47668

ggacaggtga
gtttctaccg
gcaaggcgct
gtggtggctg

gtccaatttc

ggatccacgc
ggcaccgtaa
cgagggccca
gtgtggctaa

tattaaaggt

cttgtgatgc
atgtccgact
gatctaattc
tgccctggcece

tccttt

gcggaaagat cgccgtgtaa acgccttgta

ggcagcattc ggtctcaagc ccgataaacg

tgtagaggtt ttacttgctt taaaaaacct

aatgaatgc

gcggaaagat cgccgtgtaa acgccttgta

tggcagcgtc tcggtctcaa gcccgataaa

tttgtagagg ttttacttgc tttaaaaaac

aaaatgaatg

11

e}

68/72

60
120
180
240

296

60
120
180

219

60
120
180

221



<220>
<223>
<400> 30
tcagagagat
atgcggcegceg
cagagagcaa
cccacacctc
<210> 31
<211> 219
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 31
tcagagagat
atgcggcecctg
cagagagcaa
cccacacctc
<210> 32
<211> 228
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 32
atgacgcctt
accgtaaatg
ggatcttcag
aatcccggcec
<210> 33
<211> 228
<212> ADN
<213>

twister_ theo_3

cctcataaag
ataccagccg
ggcggccgcece

cccctgaacc

cctcataaag
ataccagccg
ggcggccgcec

cccctgaacc

gtaatgcggc
tccgactatt
gtagtggcga

ccgaagacgc

trong pluc

gccaagaagg
aaaggccctt
ataccacatt

tgaaacataa

Trinh tu nhdn tao

twister theo 4 trong pLuc

gccaagaagg
aaaggccctt
ataccacatt

tgaaacataa

Trinh tu nhén tao

atataatcgc
cggtctcaag
gggcagagga

caaaaacata

Trinh tu nhan tao

47668

gcggaaagat cgccgtgtaa acgccttgta

ggcagcgttc ggtctcaagc ccgataaacg

tgtagaggtt ttacttgctt taaaaaacct

aatgaatgc

gcggaaagat

cgccgtgtaa acgccttgta

ggcagcagtc ggtctcaagc ccgataaacg

tgtagaggtt ttacttgctt taaaaaacct

aatgaatgc

ATG wtWaspGualé trong pLuc

gtggatatgg

cccgataaac
agtcttctaa

aagaaaggcc

12

cacgcaagtt tctaccgggc
gcagagagca aggcgaaggc
catgcggtga cgtggaggag

cggcgcca

69/72

60

120

180

219

60
120
180

219

60

120

180

228



<220>
<223>

<400> 33
atgacgcctt gtgatgcgge

accgtaaatg tccgactatt
ggatcttcag gtagtggcga

aatcccggcec ccgaagacgce

atataatcgc
cggtctcaag
gggcagagga

caaaaacata

<210> 34

<211> 255
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 34
atggtgagca

gatatggcac
gataaacgca
cttctaacat
aaaggcccgg
<210> 35

<211> 255
<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<400> 35
atggtgagca

gatatggcac
gataaacgca
cttctaacat

aaaggcccgg

Trinh ty nhan tao

agggcgagga gctgttcacc
gcaagtttct accgggcacc
gagagcaagg cgaaggcgga
gcggtgacgt ggaggagaat

cgcca

Trinh ty nhén tao

agggcgagga gctgttcacc
gcaagtttct accgggcacc
gagagcaagg cgaaggcgga
gcggtgacgt ggaggagaat

cgcca

47668

ATG mutWaspGual6 trong pLuc

gtggatatgg

cccgataaac
agtcttctaa

aagaaaggcc

10aa_wtWaspGual6 trong pLuc

acgccttgta
gtaaatgtcc
tcttcaggta

cccggeccecg

10aa_mutWaspGual6 trong pLuc

acgccttgtg
gtaaatgtcc
tcttcaggta

cccggcecccg

13

cacgcaagtt tctaccgggc
gcagagagca aggcgaaggc
catgcggtga cgtggaggag

cggcgcca

atgcggcata
gactattcgg
gtggcgaggg

aagacgccaa

atgcggcata
gactattcgg
gtggcgaggg

aagacgccaa

taatcgcgtg
tctcaagccc
cagaggaagt

aaacataaag

taatcgcgtg
tctcaagccce
cagaggaagt

aaacataaag

70/72

60
120
180

228

60
120
180
240

255

60
120
180
240

255



<210> 36
<211> 271
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 36
tcagagagat
taatcgcgtg
tgtaatgcgg
aaggcggccg
tcccectgaa
<210> 37
<211> 265
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 37
tcagagagat
atgcggccgt
cgtataatcg
gccttgatac
tgaacctgaa
<210> 38
<211> 65
<212> ADN
<213>
<400> 38

cctcataaag
gatatggcac
ccgtgtaaat
ccataccaca

cctgaaacat

cctcataaag
gtaaataatt
cgtggatatg
cacatttgta

acataaaatg

Trinh tyu nhédn tao

GT 8bp trong pLuc

gccaagaagg
gcaagtttct
aatttacacg
tttgtagagg

aaaatgaatg

Trinh ty nhén tao

TG 9o trong pLuc

gccaagaagg
tacacgtcgg
gcacgcaagt
gaggttttac

aatgc

Nasonia vitripennis

47668

gcggaaagat
accgggcacc
tcggtctcaa
ttttacttgce

C

gcggaaagat
tctcaagceccece
ttctaccggg

ttgctttaaa

cgccgtgtaa
gtaaatgtcc
gcccgataaa

tttaaaaaac

cgccgtgtaa
gataaacgca
caccgtaaat

aaacctccca

taaaggcgta
gactacgcct
cgcagagagc

ctcccacacc

acgccttgta
gagagcaagg
gtccgactac

cacctccccce

cttgtaatgc ggccgtgtaa ataatttaca cgtcggtctc aagcccgata aacgcagaga

gcaag
<210> 39
<211> 76
<212> ADN

14

7172

60
120
180
240

271

60
120
180
240

265

65



47668 7272

<213> Chua biét

<220>
<223> Twister ribozym tlr mdu mdi trudng

<400> 39
ggcaataaag cggttacaag cccgcaaaaa tagcagagta atgtcgcgat agcgcggcat 60
taatgcagct ttattg 76

15





