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(57) Sang ché dé xudt phuong phap tao ra té bao cho van ning. Té bao cho van nang

N

chira it nhit 1a mot cai bién di truyén & trong hofic & gan it nhit 1a mot gen ma ma héa
cho mot hodc nhiéu khang nguyén té bao bach céau nguoi MHC-I hodc MHC-II hoic
thanh phan hodc chat diéu hoa phién ma caa phirc hop M1IC-1 hoic MHC-IL, it nhat 13
mdt cai bién di truyén ma lam tdng muc do biéu hién cia it nhit 1a mot polynucleotit ma
mi hoa yéu té dung nap, va tly y it nhét 1a m@t’céi bién di truyén ma lam tdng hodc lam

giam mirc do bicu hién cda it nhat 1a mdt gen ma ma hoa ycu to song sot.
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Don lién quan

[0001] Don nay huong quyén loi cia Pon Tam Thoi My S6 62/728,529 ndp ngay 7
thang 9 nam 2018, phén bdc 16 ciia nd dugce két hop & day nhim muc dich tham khao.

Linh vire k§ thuit dwoe dé cip

[0002]  Sang ché d& cap dén linh vuc bién tp gen va, theo mot s phuong 4n, dé cap
dén su cai bién di truyén nhim muc dich tao ra t& bao ma twong thich véi nhiéu d6i tugng,

vi du nhu, t€ bao cho van nang.
Tinh trang ky thuit clia sang ché

[0003]  Nhiéu phuong phéap da duwge dwa ra dé khic phuc su thai bd di than cua té bao
dwoc cdy hodic dugc ghép bao gdm phi hop HLA, cac con dudng phong bé ma kich hoat
su hoat hoa té bao T bing khéng thé, st dung hén hop ciia cac thude kim him mién dich,
va liéu phédp té bio tu than. Chién luge khac dé 1am tidu tan sy thai bé manh ghép gdm
sw 1am giam thiéu sy khac biét di than giita té bao duoc céy hoic duogc ghép va thé nhan.
Khang nguyén té bao bach cu ngudi duoc biéu hién trén bé mit té bao (HLA), céc phéan
tir dugc ma hoa boi cac gen nim trong phirc hé tuong thich md chu yéu cia ngudi trén
nhiém sdc thé 6, 1a cac chit diéu bién chinh cta su thai bd mién dich. Su bét cap nham
ctia gen HLA don 1é gifta thé cho va d6i twong c6 thé gy ra dap Gng mién dich manh mé
(Fleischhauer K. et al. "Bone marrow-allograft rejection by T lymphocytes recognizing
a single amino acid difference in HLA-B44," N Engl ] Med., 1990, 323:1818-1822). Cac
gen HLA dugc chia thanh MHC 16p I (MHC-I) va MHC 16p II (MHC-II). Cac gen MHC-
I (HLA-A, HLA-B, va HLA-C) duogc biéu hién & hau hét tit ca cac loai té bao md, trinh
dién peptit duoc xir ly bang khang nguyén “khéng tur than” véi té bao T CD8+, nhd d6
thtc déy su hoat hoa cta ching thanh té bao T CD8+ dung giai té bao. Té bao dugc ciy
hoic dugc ghép biéu hién cac phan tr MHC-I "khong tu than” s& gy ra dap ting mién
dich t& bao manh dugc dinh hudéng & céc té bao niy va cudi cing dén dén su chét di cua
ching do té bao T CD8+ dung giai té bao da dugc hoat héa. Protein MHC-I ban dau duoc
két hop v6i beta-2-microglobulin (B2M) trong uéi noi chat, ma thiét yéu d tao thanh

cac phan tt MHC-I chirc nang trén bé mit té bao.
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[0004]  Trai nguoc voéi su biéu hién té bao rong cia cac gen MHC-I, su biéu hién cua
gen MHC-II bj gi6i han & t€ bao trinh dién khang nguyén ching han nhw té bao phan
nhénh, dai thuc bao, va té bao B. Gen khang nguyén HLA 1a gen da hinh nhét dugc quan
sat thdy trong hé gen ngudi (Rubinstein P., "HLA matching for bone marrow
transplantation--how much is enough?" N Engl J Med., 2001, 345:1842-1844). Su tao ra
ctia té bao "cho van ning" ma tuong thich véi kiéu gen HLA bt ky tao ra chién luge thay
thé ma co thé giai quyét vin d& vé su thai bé mién dich va chi phi kinh té lién quan cua
c4c phuong phap hién nay ddi véi su x4m nhap mién dich.

[0005]  Détao ra dong té bao cho van ning ndy, mot phuong phép trudce day 1a pha v
vé mit chirc ning su biéu hién cia céc gen 16p MHC-I va MHC-II. Diéu nay c6 thé dat
duoc thdng qua su pha v di truyén, vi du nhu, ctia ca hai alen di truyén ma héa cho chudi
nhe MHC-I, B2M. Dong té bao KO B2M thu duge va din xudt ctia né sé dugc mong doi
1 thé hién MHC-I bé mit gidm manh va do d6, kha ning sinh mién dich giam déi véi t&
bao T CD8+ dj than. Phwong phap nhim dich nucleaza tdc dong gidng chét hoat héa
phién ma (transcription activator-like effector nuclease - TALEN) d3 dwoc st dung dé
tao ra dong hESC thiéu hut B2M bing cch lam khuyét mot it nucleotit trong exon 2 cta
gen B2M (Lu, P. et al., "Generating hypoimmunogenic human embryonic stem cells by
the disruption of beta 2-microglobulin," Stem Cell Rev. 2013, 9:806—813). Mic du dong
hESC dugc nhim dich B2M dudng nhu 13 thiéu hut HLA-I bé mit, chiing duoc phat hién
1a van chira mARN dic hiéu d6i véi B2M va MHC-I. Cac mARN B2M va MHC-I duoc
biéu hién & cac cip d6 twong dwong véi cdc mARN ciia hESC khong duge nhim dich
(c& co dinh va dugc gay cam tng béi IFN-g IFN-g). Do d6, c¢6 su quan tim vé cac dong
hESC dugc nhdm dich B2M TALEN c6 thé biéu hién MHC-I bé mit té bao con lai ma
da dé gdy ra sy thai bd mién dich, chéng han nhu d3 dugc quan sét théy v6i té bao chudt
nhit B2M2/2 ma ciing biéu hién mARN B2M (Gross, R. and Rappuoli, R. "Pertussis
toxin promoter sequences involved in modulation," Proc Natl Acad Sci, 1993, 90:3913—
3917). Mic du dong hESC duge nhim dich B2M TALEN khéng duoc danh gid vé cac
su kién phan cit léch dich, su x4y ra ciia sy phan cit khong dic hiéu khi sir dung TALEN
van 1a vin dé ddng cht y ma dit ra mbi quan tdm chinh vé d9 an toan khi sit dung 14m
sang chung (Grau, J. et al. "TALENoffer: genome-wide TALEN off-target prediction,"
Bioinformatics, 2013, 29:2931-2932; Guilinger J.P. et al. "Broad specificity profiling of

2/176



48138

TALENS results in engineered nucleases with improved DNA-cleavage specificity," Nat
Methods 2014, 11:429—435). Hon nita, mdt bao céo khéc tao ra t& bao IPS ma trén thoat
khéi sy nhan dién di than bang cach knock out (1am bat hoat) alen B2M thit nhat va knock
in (su thay thé moét-mot) gen HLA-E & alen B2M th(r hai, ma din dén sy biéu hién bé
mit ctia dime hoic trime HLA-E khi khong c6 su biéu hién bé mit cia HLA-A, HLA-B,
hodc HLA-C (Gornalusse, G.G. et al., "HLA-E-expressing pluripotent stem cells escape
allogeneic responses and lysis by NK cells," Nature Biotechnology, 2017, 35, 765-773).

[0006]  Gi6i han c6 thé c6 ctia mdt s6 chién luge néu trén 13 t& bao 4m tinh MHC 16p
I dé bi dung giai boi té bao giét ty nhién (NK) vi céc phan tir HLA déng vai trd 1am cac
chét {rc ché phdi tir chinh di v6i té bao giét tu nhién (NK). Té bao NK cla vat ch da
duoc ching minh 12 loai bé té bao cho B2M—/— dugc céy hodc dugce ghép, va hién tuong
tuong tu xay ra in vitro véi cac dong bach cu nguodi am tinh MHC 16p-1 (Bix, M. et al.,
"Rejection of class I MHC-deficient haemopoietic cells by irradiated MHC-matched
mice," Nature, 1991, 349, 329-331; Zarcone, D. et al., "Human leukemia-derived cell
lines and clones as models for mechanistic analysis of natural killer cell-mediated
cytotdxicity," Cancer Res. 1987, 47, 2674-2682). Do d6, c6 nhu ciu cai thién dua trén
céc phuong phap trude ddy dé tao ra té bao cho van ning ma c6 thé tranh khoi déap Gng
mién dich ciing nhu 1 nhu cau tao ra té bao ma c6 thé séng sot sau ciy ghép. Nhu mo ta
trong ban mo ta ndy, t& bao sdng st sau cdy ghép c6 thé duoc dan xép bsi vat cha bing
céc con duong khéc khong phu thude vao sy thai bé di than vi du nhu, su giam oxy huyét,
céc loai oxy phan tng, sy méit di chit dinh dudng, va cing thing oxy héa. Ciing dugc mod
ta trong ban mo ta nay 13, su dua vao theo cach di truyén ctia cac yéu t séng sot (gen
va/hodc protein) c6 thé gitip cho té bao sdng sét sau ciy ghép. Nhu mé ta trong ban md
ta nay, dong té bao cho van ning c6 thé két hop céc tinh chit ma nham dén ca sy thai bo

di than va su song s6t sau ciy ghép.
Ban chit ky thuit ciia sang ché

[0007] Theo mdt s6 khia canh, séng ché bao ham phwong phép tao ra té bao cho van
nang. Phuong phép tha nhét bao gdm budce cai bién di truyén té€ bao bang cach (i) dwa
vao x6a bé va/hodc cai xen it nhit 1a mot cdp bazo trong hé gen cua t€ bao tai vi tri &
trong hodc & gan it nhit 1a mot gen ma ma hoa cho mdt hodc nhidu khang nguyén té bao

bach ciu ngudi MHC-I hodc MHC-II hodc thanh phén hodc chit diéu hoa phién ma ciia
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phirc hop MHC-I hoic MHC-IT; va (i) dua vao trong hé gen ciia té bao cai xen it nhét 1a
mdt polynucleotit ma ma héa yéu té dung nap, tai vi tri ma gbi 1én méot phén, gbi 1én hoan
toan, hodc dugc chira trong, vi tri ctia (i), nho d6 tao ra t€ bao cho van ndng. Phuong phép
thir hai bao gdbm budc cai bién di truyén t& bao bang cach (i) dua vao x6a bd va/hodc cai
xen ft nhat 12 mot cip bazo trong hé gen ctia té bio tai vi tri ¢ trong hodc & gan it nhit 1a
mdt gen ma mi héa cho mot hodc nhiu khang nguyén té bao bach ciu ngudi MHC-I
hoac MHC-II hodc thanh phén hodc chét didu hoa phién ma cta phtic hgp MHC-I hoac
MHC-II; va (ii) dwa vao trong hé gen ciia té bao cai xen it nhat 12 mot polynucleotit ma
mé hoéa yéu té dung nap vao locut 4n chira an toan, nhd d6 tao ra té bao cho van nang.
Theo mdt s6 phwong 4n, t& bao cho van nang 1am ting kha ning tranh mién dich va/hogc

muc song sot cia t€ bao so véi t€ bao khong dugce cai bién.

[0008] Theo mdt sd phuong an, it nhit 1a mot gen ma ma hoéa cho mdt hodc nhidu
khang nguyén té bao bach cau ngudi MHC-I hodac MHC-II hoéc thanh phé‘ln hoidc chat
diéu hoa phién mé ctia phtrc hop MHC-I hoic MHC-II 1a gen MHC-I dugc chon tir HLA-
A, HLA-B, hoac HLA-C, gen MHC-II duogc chon tr HLA-DP, HLA-DM, HLA-DOA,
HLA-DOB, HLA-DQ, hodac HLA-DR, hodc gen dugc chon tr B2M, NLRCS5, CIITA,
RFXS, REXAP, hoic RFXANK.

[0009] Theo mét s6 phuong 4n, it nhit 13 mot polynucleotit ma ma héa yéu t6 dung
nap 1a mot hodc nhiéu polynucleotit ma ma héa cho mdt hodc nhiéu trong sb PD-L1,
HLA-E, HLA-G, CTLA-4, hoic CD47. Theo mdt sb phuong én, it nhét 13 mot
polynucleotit ma ma hoa yéu td dung nap duoc lién két khi hoat dong v6i gen khoi ddu
ngoai sinh. Theo mét s6 phuong 4n, gen khéi ddu ngoai sinh 14 gen khéi ddu co dinh,
cam tng, dic hiéu thoi gian, md, hoic kiéu té bao, trong d6 tity y gen khéi dau ngoai sinh

1a gen khéi ddu CMV, EFla, PGK, CAG, hoic UBC.

[00010] Theo mot s6 phuwong 4n, x6a bd va/hodic sy cai xen cua (i) ndm & trong hodc &

gin B2M, va su cai xen cua (ii) 12 polynucleotit ma hoa cho PD-L1 hoic HLA-E.

[00011] Theo mot s& phuong 4n, phwong phap niy con bao gdbm bude dwa vao it nhét
13 mot cai bién di truyén ma lam tang hodc lam giam murc d6 biéu hién cua it nhét 1a yéu
tb séng sot tuong quan véi té bao khong duoc cai bién. Theo mot sé phuwong an, it nhét
12 mot cai bién di truyén ma lam ting hodc 1am giam mirc d6 biéu hién cta it nhét 12 yéu

t0 song sot la sw cai xen cua polynucleotit ma ma héa cho MANF, ma lam tdng muc do
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biéu hién ctia MANF twong quan véi té bao khong dugc cai bién; hodc x6a bd va/hodc
cai xen it nhat 1 mot cip bazo & trong hodc & gin gen ma ma hoa cho ZNF143, TXNIP,
FOXO1, hodc INK, ma ha thép hoic loai bé sy biéu hién ctia ZNF 143, TXNIP, FOXO1,
hodc JNK twong quan véi té bao khong dwoc cai bién. Theo mét sé phwong an,
polynucleotit ma mi héa cho MANF dugc cai xen vao locut 4n chira an toan hoic vao

gen thudc vé MHC-I, MHC-1I, hoc chét diéu hoa phién ma cia MHC-I hodc MHC-II.

[00012] Theo mdt s& phuong an, viée cai bién di truyén té bao bao gdm viée phan phéi
it nhét 1a mot hé théng endonucleaza dugc dan béng ARN vao té bao. Theo mot sb
phuong 4n, it nhit 12 mot hé théng endonucleaza dugc din bing ARN Ia hé théng
CRISPR chira CRISPR nucleaza va ARN din. Theo mdt s6 phuong an, CRISPR nucleaza
14 Cas9, Cpfl, chit trong ddng ctia ching, phién ban cai bién cia chiing, phién ban dugc
t6i wu hoa codon cia chung, hodc td hop bit ky cia ching. Theo mdt sb phuong én,
CRISPR nucleaza 12 Cas9 S. pyogenes. Theo mot sé phuong 4n, CRISPR nucleaza chira
tin hiéu dinh vi nhan (nuclear localization signal - NLS) d4u tin cing N va/hoic NLS
dAu tan cung C. Theo mét s6 phuong an, CRISPR nucleaza va ARN dan ¢ mit theo ti

16 khdi lwong bang 1:1.

[00013] Theo mot sb phuong an, x6a bd va/hodc su cai xen cia (i) nam & trong hodc &
gan locut gen B2M, va sy cai xen cta (ii) 12 polynucleotit ma hoa cho PD-L1. Theo mot
sd phuong 4n, ARN dan dung cho (i) va (ii) chira trinh tu nucleotit chira it nhét 1a mot
trong s& cac SEQ ID NO: 1-3 hodc cac SEQ ID NO: 35-44. Theo mdt sb phuong an,
polynucleotit md hoa cho PD-L1 duoc kep hai bén bdi (a) trinh tu nucleotit ¢6 do tuong
ddng trinh tu v6i ving ndm bén trai cta vi tri trong (i) va (b) trinh tw nucleotit c6 do
twrong dong trinh ty v6i viing nim bén phai cta vi tri trong (i). Theo mét s& phwong én,
polynucleotit ma@ héa cho PD-L1 dugc cai xen vao locut gen B2M & trong vong 50 cip
bazo ctia vi tri trong (i). Theo mdt s& phwong an, (a) trong polynucleotit chii yéu gbm c6
trinh tw nucleotit thé hién & SEQ ID NO: 13, va (b) trong polynucleotit cht yéu gdm c6
trinh tw nucleotit thé hién & SEQ ID NO: 19. Theo mdt s6 phuong an, polynucleotit ma
hoa cho PD-L1 dugc lién két khi hoat dong voi gen khéi ddu ngoai sinh, trong d6 tuy y
gen khdi diu ngoai sinh 1a gen khoi ddu CAG.

[00014] Theo mét sb phuong an, té bao 1a té bao dong vat c6 v, trong dé tiy ¥ té bao

14 té bao ngudi. Theo mdt s6 phuong 4n, té bao 1a t& bao gde, trong d6 tiy v t& bao gbe
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12 té bao gbe daning (PSC), té bao gbe phoi (ESC), té bao gbc ca thé trudng thanh (ASC),
té bao gbc da nang duogc cam ung (iPSC), hoic té bao gbe va tién than tao mau (HSPC).

Theo mdt sd phuong an, t& bao 12 té bao biét hoa hoic té bao sinh dudng.

[00015] Theo mot s6 phuong 4n, té bao cho van ning c6 kha nang dugc biét hoa thanh
té bao tién than bi giéi han theo dong hoic té bao sinh dudng biét héa hoan toan. Theo
mdt sb phurong 4n, té bao tién than bi gidi han theo dong 14 t& bao tién than ndi bi tuy, té
bao tién than noi tiét tuy, t€ bao tién than trung mo, té bao tién than co, té bao non, hoac
té bao tién than thin kinh. Theo mét sé phwong 4n, té bao sinh dudng biét hoa hoan toan
1a té bao tiét noi tiét chéng han nhu té bao beta tuy, té bao biéu md, t& bao ndi bi, dai thuc

bao, t€ bao gan, t€ bao md, t€ bao than, t€¢ bao mau, hodc t€ bao cua hé mien dich.

[00016] Theo khia canh khéc, sang ché bao ham mot sd lugng cac té bao cho van ning
duoc tao ra biang phuong phép bt ky dugc bdc 16 trong ban md ta nay. Theo mot sb
phuong an, mdt sd lugng céc té bao cho van ning c6 thé duoc duy tri trong mét khoang

thoi gian va trong diéu kién dii dé té bao trai qua su biét héa.

[00017] Theo khia canh khéc nita, sang ché dé xudt hop phan ctia té bao ma chira (i) it
nhit 1a mot x6a bd & trong hodic & gan it nhit 13 mot gen ma ma hoéa cho mot hodc nhidu
khéng nguyén té bao bach ciu ngudi MHC-1 va MHC-II hozc thanh phén hoic chit diéu
hoa phién ma ctia phitc hgp MHC-I hosic MHC-II; va (ii) it nhét 13 mdt su cai xen cua
polynucleotit ma ma hoa cho it nhét 12 mot yéu td dung nap tai vi tri ma géi lén mot phén,

g0i Ién hoan toan, hodc dugc chira trong, vi tri cua x6a bd di truyén cia (i).

[00018] Theo khia canh khac, sang ché dé xuét phuong phap dung té bao cho van ning
bét ky dugc boc 16 trong ban mo ta nay cho dbi tuong can diéu tri. Theo mot sd phuong
4n, phuong phap nay bao gdm budc thu 1y hodc da thu duoc mot sé lugng céc té bao
cho van ndng nhu dugc bdc 19 trong ban md ta nay sau khi bi¢t héa thanh t€ bao tién than
bi gidi han theo dong hoac té bao sinh dudng biét hda hoan toan; va dung té bao tién than
bi gi6i han theo dong hodc té bao sinh dudng biét héa hoan toan cho déi tuong. Sang ché
con d& xuét phuong phép thu l4y té bao dé dung cho dbi twong can ching. Phuong phap
ndy bao gdbm bude (i) thu 14y hodc da thu duoc té bao cho van nang bat ky dugc boc 16
trong ban md ta nay, va (ii) duy tri t& bao cho van ning trong mdt khoang thoi gian va
trong didu kién di dé t& bao biét hoa thanh té bao tién than bi giéi han theo dong hoic té

bao sinh dudng biét hoa hoan toan. Theo mot sé phurong 4n, té bio tién than bi gii han
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theo dong 1a t€ bao tién than ndi bi tuy, té bao tién than noi tiét tuy, té bao tién than trung
mo, té bao tién than co, t& bao non, hoic té bao tién than than kinh. Theo mot sb phuong
an, t& bao sinh dudng biét héa hoan toan 13 té bao tiét ndi tiét ching han nhu té bao beta
tuy, té bao biéu mo, té bao ndi bi, dai thuc bao, t€ bao gan, té bao md, té bao than, té bao
mau, hodc té bao ctia hé mién dich. Theo mdt sb phuong én, dbi tuong 1a ngudi ma mic,
bi nghi ngd mic, hodc ¢6 nguy co méc bénh, trong d6 bénh co thé 12 bénh c6 kha nang

di truyén.

[00019] Mic di ban boc 16 nay co6 thé c6 cac cai bién va cac dang thay thé khac nhau,
céc phuong 4n cu thé cia chiing duoc thé hién bing cach 14y vi du trong cac hinh v& va
s& duge mo ta chi tiét trong ban mb ta nay. Tuy nhién, cin hidu ring c4c hinh v& va phin
mb ta chi tiét dugc thé hién & day khong duoc du dinh 13 1am gidi han sang ché & cac
phuong an cu thé duoc boc 10, ma nguoc lai, dy dinh 1a bao ham tAt ca cac cai bién, dang
twong duong, va dang thay thé ndm trong tinh than va pham vi ctia ban bdc 16 nay nhu

duogc xac dinh bai cac yéu cau bdo ho kém theo.

[00020] Cac dau hi€u va wu diem khéc clia sdng ché nay s€ tr¢ nén rd rang trong phan
md ta chi ti€t sau day cda cac phuong an dugc vu tién ciia sdng ché nay, c¢6 tham chiéu

dén cac hinh vé& kem theo.
Mo ta van tat cac hinh vé

[00021] Hinh 1A-1C néu céc chién lugc bién tdp gen cu thé dbi véi sy xam nhap mién
dich. Hinh 1A 13 bang ma mé ta cac cai bién vi du dbi v6i su xam nhéap mién dich trong
céc loai té bao x4c dinh. Hinh 1B néu céc chién luoc vi du dé cai bién locut B2M. Hinh

1C néu céc chién lugc vi du dé cai bién cac locut HLA-A, HLA-B/C, va CIITA.

[00022] Hinh 2 minh hoa mét phan cta gen B2M (SEQ ID NO: 6) va céc vi tri ctia
gARN (B2M-1, B2M-2, va B2M-3) dé nhidm dich exon 1. Ciing dugc thé hién 1a cac vi
tri ctia cac doan modi PCR (B2MF2 va B2MR2).

[00023] Hinh 3A-3C thé hién két qua tir viéc sang loc gARN B2M trong dong té bao
TC-1133 iPSC. Hinh 3A 1a biéu db thé hién tin suit indel (su cai xen+xda bd) ctia mdi
gARN B2M. gARN B2M-1 tao ra tin sudt indel bang 2,5% + 1,1% (n=2). gARN B2M-
2 tao ra tan suat indel bing 87,6% + 14,1% (n=2). gARN B2M-3 tao ra tn suét indel
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bing 63,9% + 0,9% (n=2). Hinh 3B va Hinh 3C 1a cac biéu do thé hién tom tit cta su
phan b cta két qua indel d6i véi gARN B2M-2 (Hinh 3B) va gARN B2M-3 (Hinh 3C).

[00024] Hinh 4A-4B thé hién két qua cta sy knock-out (KO) B2M & iPSC bing cach
str dung gARN B2M-2. Hinh 4A 1 biéu db thé hién tém tit ctia su phan bd ciia két qua
indel d6i véi gARN B2M-2 & iPSC. Hinh 4B thé hién cac dong dong hop tir ("Homo")
ddi véi sy knock-out (KO) B2M va céc dong di hop tir ("Hets") ddi v6i KO B2M.

[00025] Hinh 5 thé hién sy danh gia ciia cac dong iPSC KO B2M. Ca ba dong KO B2M
dugc thir nghiém déu thé hién su biéu hién mARN giam di cia B2M twong quan véi té

bao ki€u dai, hodc khong dugc cai bién.

[00026] Hinh 6A-6D thé hién sy biéu hién ctia B2M va HLA-ABC & cac dong iPSC
KO B2M sau khi xit Iy 47 gio bang interferon-gamma. Hinh 6A thé hién su biéu hién &
té bao kiéu dai. Hinh 6B thé hién sy biéu hién & dong KO B2M C4. Hinh 6C thé hién sy
biéu hién & dong KO B2M C9. Hinh 6D thé hién su biéu hién ¢ dong KO B2M C12.

[00027] Hinh 7A-7D chung minh sy da nang cta cac dong iPSC KO B2M thong qua
sy danh gia ctia mirc d6 biéu hién cia SSEA-4 va TRA-1-60. Hinh 7A thé hién su biéu
hién & té bao kiéu dai. Hinh 7B thé hién su biéu hién & dong KO B2M C4. Hinh 7C thé
hién sy biéu hién & dong KO B2M C9. Hinh 7D thé hién su bidu hién & dong KO B2M
C12.

[00028] Hinh 8 thé hién phan tich TIDE ctia viéc cit gARN B2M trong té bao CyT49.
gARN B2M -1, -2, hoic -3 dugc thir nghiém.

[00029] Hinh 9A-9B thé hién dénh gia dém té bao theo dong ctia su biéu hién B2M ¢6
va khong c6 IFN-y trong té bao WT CyT49 (Hinh 9A) va té bao CyT49 da dugc bién tap
(Hinh 9B).

[00030] Hinh 10 thé hién ban dd plasmit ctia vecto cho B2M-CAGGS-PD-L1 dbi véi
HDR.

[00031] Hinh 11 thé hién phéan tich dém té bao theo dong d6i v6i sy da ning ciia té bao
gbc KO B2M + KI PD-L1 CyT49. Cac dong dugc tao din xudt c6 >99% duong tinh kép
d6i véi OCT4 va SOX2, hai yéu té phién ma sdng con dbi véi su da ning. IgG duge st

dung lam d6i ching 4m.
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[00032] Hinh 12A-12B thé hién phan tich &ém té bao theo dong ctia cic dong té bao
gbc c6 ngudn gbe tir WT CyT49 (Hinh 12A) va KO B2M/KI PD-L1 (Hinh 12B). Té bao
WT didu hoa ting sy biéu hién B2M khi dap tmg véi IFNy. Cac dong KO B2M/KI PD-
L1 biéu hién ddy di PD-L1 va khong biéu hién B2M c6 hoic khong c6 su xir Iy IFNy.
NT-1= khong xtr Iy. INTG-1=té bao da duoc xtr Iy 48 gidr bang 50 ng/ml IFNy.

[00033] Hinh 13 thé hién ban do plasmit ciia vecto cho B2M-CAGGS-HLA-E d6i véi
HDR.

[00034] Hinh 14 thé hién phan tich &&m té bao theo dong ddi véi su da nang cua té bao
gbc KO B2M/KI HLA-E CyT49. Céc dong duge tao din xuit c6 >99% dwong tinh kép
i v6i OCT4 va SOX2, hai yéu t6 phién ma sdng con dbi véi sy da ning. IgG dugc st

dung 1am d6i chung am.

[00035] Hinh 15 thé hién phan tich dém té bao theo dong ctia WT CyT49 va dong té
bao gbc KO B2M/KI HLA-E CyT49. Té bao WT diéu hoa ting su biéu hién HLA-A,B,C
khi dap ung véi IFNy. Dong KO B2M/KI HLA-E khéng biéu hién HLA-A,B,C ¢6 hodc
khong ¢6 su xir Iy IFNy. IFNy = 50 ng/ml. Té bao dugc xir Iy bang IFNy trong thoi gian
48 gio.

[00036] Hinh 16 thé hién phan tich dém té bao theo dong dbi véi su biéu hién HLA-E
ctia dong té bao gbec KO B2M/KI HLA-E CyT49. Dong khéng dugc bién tap duge st

dung lam dbi ching d6i v&i sy biéu hién cia HLA-E.

[00037] Hinh 17 thé hién su dém té bao theo dong dbi v6i FOXA2 va SOX17 & té bao
Giai doan 1 (N§i Bi Chinh Thtrc) d3 biét héa tir hESC kiéu dai, KI PD-L1/KO B2M, hoic
B2MKO.

[00038] Hinh 18 thé hién ti 1€ phén trdm dinh luong cua su biéu hién FOXA2 va SOX17
& té bao Giai doan 1 (Ndi Bi Chinh Thiric) da biét héa tir té bao kiéu dai, KI PD-L1/KO
B2M, hoic KO B2M.

[00039] Hinh 19 thé hién ti 1& phén trim dinh lwong cua su biéu hién CHGA, PDX1,
va NKX6.1 ¢ té bao Giai doan 4 (PEC) da biét héa tir t& bao kiéu dai, KO B2M, KI PD-
L1/KO B2M (V1A), hoic KI HLA-E/KO B2M (V2A).

[00040] Hinh 20 thé hién quin thé di thé cua té bao & Giai doan 4 (PEC).



48138 10/176

[00041] Hinh 21A-21B thé hién su biéu hién gen dugc chon trong khoang thoi gian
biét hoa & té bao da biét hoa tir té bao kiéu dai, PD-L1KI/B2MKO, hoic B2MKO (Hinh
21A) va té bao da biét héa tir t& bao KO B2M/KI HLA-E (V2A) (Hinh 21B).

[00042] Hinh 22A-22F thé hién sy biéu hién B2M va PD-L1 & giai doan PEC & t& bao
d4 biét hoa tir té bao kiéu dai, KI PD-L1/KO B2M, hoic KO B2M. Hinh 22A thé hién sy
biéu hién B2M & té bao kiéu dai. Hinh 22B thé hién su biéu hién B2M & té bao KO B2M.
Hinh 22C thé hién su bidu hién B2M & té bao KI PD-L1/KO B2M. Hinh 22D thé hién
su biéu hién PD-L1 & té bao kiéu dai. Hinh 22E th& hién sy bidu hién PD-L1 & té bao KO
B2M. Hinh 22F thé hién su biéu hién PD-L1 & té bao KI PD-L1/KO B2M.

[00043] Hinh 23A-23F thé hién sy biéu hién MHC 16p I va 16p II & giai doan PEC & té
bao da biét héa tir té bao kiéu dai, KI PD-L1/KO B2M, hoic KO B2M. Hinh 23A thé
hién su biéu hién MHC 16p 1 & té bao kidu dai. Hinh 23B thé hién sy bidu hién MHC 16p
1 & té bao KO B2M. Hinh 23C thé hién sy biéu hién MHC 16p I & té bao KI PD-L1/KO
B2M. Hinh 23D thé hién sy biéu hién PD-L1 MHC 16p II & té bao kiéu dai. Hinh 23E
thé hién su biéu hién MHC 16p II & té bao KO B2M. Hinh 23F thé hién su biéu hién
MHC 16p 1I & té bao KI PD-L1/KO B2M.

[00044] Hinh 24A-24D thé hién phan tich dém t& bao theo dong dbi véi su hoat hoa té
bao T bang cach sir dung thir nghiém ting sinh CFSE. Té bao T CD3+ so cip & nguoi
dwoc dong @ v6i PEC ¢6 ngudn gde tir cac dong CyT49 WT, KO B2M, hoic KO B2M/KI
PD-L1. Hinh 24A thé hién sy hoat héa & t& bao kiéu dai. Hinh 24B thé hién su hoat héa
& t& bao KI PD-L1/KO B2M. Hinh 24C thé hién sy hoat héa & t& bao KO B2M. Hinh
24D tom tit sy hoat hoa té bao T & céc té bao khac nhau. ANOVA mot chiéu (a=0,05
v6i kiém dinh so sanh nhiéu thanh phin Dunnett) v6i "mé6t minh CFSE-T” dugc dit 1am
dbi ching. *, p <0,05; **, p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001. n.s. =khong dang
ké.

M3 ta chi tiét sang ché

I. Pinh nghia

[00045] Xéa bé: Nhu ding trong ban mé ta nay, thuat ngit "xéa bo", ma c6 thé duoc
sir dung thay thé 13n nhau véi cac thuat ngit "xéa b di truyén" hozc "knock-out", thuong

dung 8 chi cai bién di truyén trong d6 vi tri hodc ving cia ADN hé gen duoc loai bd
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bang phwong phap sinh hoc phén ti bt k¥, vi du nhw, phuong phip dwgc md ta trong
ban mo ta nay, vi du nhu, bing cach phan phdi dén vi tri cia ADN hé gen endonucleaza
va it nhat 1 mot gARN. S6 lugng bat ky ctia nucleotit ¢6 thé dugc 1am khuyét. Theo mot
s6 phuong 4n, x6a bé gdm s loai bé ctia it nhat 13 mot, it nhat 13 hai, it nhit 13 ba, it nhit
la bén, it nhat 13 nam, it nhat 12 mudi, it nhit 1a muoi lam, it nhit 13 hai muoi, hodc it
nhét 1 25 nucleotit. Theo mot s phuong an, x6a bd g@)m su loai bo cua 10-50, 25-75,
50-100, 50-200, hodc nhiéu hon 100 nucleotit. Theo mdt sb phuong 4n, x6a bd géln su
loai bo clia toan bg gen dich, vi du nhu, gen B2M. Theo mot sb phuong an, x6a bd gém
su loai bé ctia mot phin cta gen dich, vi du nhu, tit ca hoic mot phin cua gen khéi ddu
va/hodc trinh ty ma héa cia gen B2M. Theo mét sd phuong an, x6a bé gdm su loai bd
ctia chét didu hoa phién ma, vi du nhu, gen khéi diu, cia gen dich. Theo mét s6 phuong
an, x6a bo gf”)m su loai bé cua tat ca hodc mdt phén ctia vung ma héa nho do san phém
duoc biéu hién binh thuong bsi ving ma hoa khong con dugc biéu hién nita, dugc biéu
hi¢n duédi dang bi cit cut, hodc dugc biéu hién & mirc dd giam. Theo mot sd phuong an,
x6a bo din dén su giam di cta su bidu hién cta gen tuong quan vdi té bao khong duge
cai bién.

[00046] Endonucleaza: Nhu dung trong ban mo ta nay, thudt ngtt "endonucleaza"
thuong ding dé chi enzym ma phan cét lién két phosphodieste & trong polynucleotit.
Theo mdt sb phuong an, endonucleaza phan cét dic hiéu lién két phosphodieste & trong
polynucleotit ADN. Theo mdt sé phwong 4n, endonucleaza 1 nucleaza ngén tay kém
(ZFN), nucleaza tac dong gidng chit hoat héa phién ma (TALEN), endonucleaza vé nha
(HE), meganucleaza, MegaTAL, hodc endonucleaza két hop CRISPR. Theo mdt $6
phuong 4n, endonucleaza 1a endonucleaza dugc dan béng ARN. Theo céc khia canh nhat
dinh, endonucleaza dugc din béng ARN la CRISPR nucleaza, vi du nhu, CRISPR Cas9
endonucleaza Kiéu IT hosic CRISPR Cpf1 endonucleaza Kiéu V. Theo mdt sb phuong an,
endonucleaza 1a Casl, CaslB, Cas2, Cas3, Cas4, Cas5, Cas6, Cas7, Cas8, Cas9 (also
known as Csnl va Csx12), Cas100, Csyl, Csy2, Csy3, Csel, Cse2, Cscl, Csc2, Csa5,
Csn2, Csm2, Csm3, Csm4, Csm35, Csm6, Cmrl, Cmr3, Cmr4, Cmr5, Cmr6, Csbl, Csb2,
Csb3, Csx17, Csx14, Csx10, Csx16, CsaX, Csx3, Csx1, Csx15, Csfl, Csf2, Csf3, Csf4,
hodc Cpfl endonucleaza, hodc chét tuong déng clia chiing, su tai t6 hop ctia phan ti c6

trong tu nhién cda ching, phién ban dugc t6i wu héa codon cua ching, hodc phién ban
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cai bién ciia chung, hodc dang két hop ctia ching. Theo mét s6 phuong 4n, endonucleaza
¢6 thé dua vao mot hodc nhidu chd dut soi don (SSB) va/hoic mdt hodc nhidu chd dut

sgi kép (DSB).

[00047] Cdi bién di truyén: Nhu ding trong ban md ta ndy, thut ngir "cai bién di
truyén" thuong dung dé chi vi tri cia ADN hé gen ma da dugce bién tip hodc thao tac di
truyén bang cach sir dung phwong phép sinh hoc phén tir bit k¥, vi du nhu, phuong phép
duoc mo ta trong ban md ta nay, vi du nhu, bang cach phan phdi dén vi tri cia ADN hé
gen endonucleaza va it nhat 1a mot gARN. Sy céi bién di truyén vi du bao gdm su cai
xen, x0a bod, su nhan do1, su dao, va su chuyén vi, va dang két hop ctia chung. Theo mdt
sé phuong an, cai bién di truyén 14 x6a bo. Theo mot s6 phuong an, cai bién di truyén 1a
sy cai xen. Theo phuong 4n khac, cai bién di truyén 1 dot bién cai xen-lam khuyét (hay
indel), nhd d6 khung doc ctia gen dich dugc dich chuyén din dén san phidm gen duoc

thay d6i hodc khong c6 san phdm gen.

[00048] ARN din (ARN): Nhu ding trong ban mé ta nay, thuat ngit "ARN din" hoic
“gARN" thuong dung dé chi axit ribonucleic ngin ma cé thé twong tic vdi, vi du nhu,
lién két voi, endonucleaza va lién két, hoidc lai hoa véi vi tri hodc vung h¢ gen dich. Theo
mdt s6 phwong an, gARN 1a ARN dan don phan ttt (sgARN). Theo mot sb phuong an,
gARN c6 thé chira ving mé rong doan dém. Theo mot sé phuong an, gARN c6 thé chira
ving mé rong tracrARN. Theo mot s6 phuong 4n, gARN 14 soi don. Theo mot sb phuong
4n, gARN chira nucleotit c6 trong tw nhién. Theo mot s6 phuong an, gARN 1a gARN
duoc cai bién hoa hoc. Theo mdt sé phuong an, gARN duoc cai bién hoa hoc 1a gARN
ma chira it nhit 12 mot nucleotit c6 sy cai bién héa hoc, vi du nhu, su cai bién duong 2'-
O-metyl. Theo mdt s& phuong an, gARN duoc cai bién hoa hoc chira khung axit nucleic
duoc cai bién. Theo mot s6 phuong 4n, gARN duoc cai bién héa hoc chua gbe 2'-0-
metyl-phosphorothioat. Theo mot s phuwong an, gARN c¢6 thé duoc tao phtre hop tur trurde

v6éi ADN endonucleaza.

[00049] Cai xen: Nhu dung trong ban mo ta ndy, thuit ngit "cai xen" ma c6 thé dugc
str dung thay thé 1an nhau véi cac thuat ngit “cai xen di truyén" hoic "knock-in", thudng
dung dé chi cai bién di truyén trong d6 polynucleotit duwgc dua vao hodc dugc bd sung
vao vi tri hodc viing ctia ADN hé gen biang phuong phap sinh hoc phan tir bat ky, vi du

nhu, phuong phap duge md ta trong ban md ta nay, vi du nhw, bing cach phan phdi dén
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vi tri cia ADN h¢ gen endonucleaza va it nhét 13 mot gARN. Theo mot sb phuong an, su
cai xen ¢6 thé xay ra ¢ trong hodc & gan vi tri cia ADN hé gen ma d4 1a vi tri clia sy cai
bién di truyén trude @6, vi du nhu, x6a boé hodc dot bién cai xen-1am khuyét. Theo mot
sd phuong 4n, su cai xen xdy ra tai vi tri cia ADN hé gen ma gdi 1én mdt phan, gdi 1én
hoan toan, hodc dugc chira trong vi tri cia su cai bién di truyén truéc d6, vi du nhu, x6a
b hodc dot bién cai xen-lam khuyét. Theo mot s6 phuong an, su cai xen xiy ra & locut
4n chira an toan. Theo mdt s6 phuong 4n, su cai xen gdm su dua vio cia polynucleotit
ma ma hoa cho protein duoc quan tdm. Theo mot s phuong 4an, su cii xen gbm su dua
vao cua polynucleotit ma ma hoa yéu t6 dung nap. Theo mdt sé phuong 4n, su cai xen
gbm su dua vao ctia polynucleotit ma ma héa yéu tb séng sét. Theo mot sd phuong 4n,
su cai xen gdm sy dwa vao ctia gen khai ddu ngoai sinh, vi du nhu, gen khéi diu co dinh,
vi du nhu, gen khoi dau CAG. Theo mot sb phuong 4n, sy cai xen gf‘)m su dua vao cua
polynucleotit ma ma héa cho gen khong ma hoa. Nhin chung, polynucleotit cin dugc cai
xen dugc kep hai bén béi céc trinh ty (vi du nhu, cdc nhénh tuong déng) c6 do tuong

dong trinh tw dang ke véi ADN hé gen & hodc & gan vi tri clia sy cai xen.

[00050] Phikc hé twong thich mé chii yéu Iop I (MHC-I): Nhu dung trong ban mo ta
ndy, cac thuat ngit "phirc hé tuong thich mé chu yéu 16p I'" hodc "MHC-I” thudng ding
@8 chi 16p ctia cac phan tir sinh hoc ma duoc phét hién trén bé mit té bio cia tit ca cic
té bao c6 nhan & dong vét cb xuong sdng, bao gdm ddng vat ¢6 vu, vi du nhu, nguoi; va
c6 chirc nng thé hién peptit cuia khang nguyén khong ty than hodc la, vi du nhu, protein,
tir trong té bao (ke la bao twong) cho té bao T gy doc té bao, vi du nhu, té bao T CD8+,
@8 kich thich d4p tng mién dich. Theo mot sé phuong 4n, phan tir sinh hoc MHC-I 14
gen MHC-I hodc protein MHC-I. Sy tao phuc cta protein MHC-I véi protein beta-2
microglobulin (B2M) 14 can thiét d6i véi sy biéu hién bé mit té bao ciia tat ca cac protein
MHC-I. Theo mét sé phuong an, viéc 1am giam muc do biéu hién ctia khang nguyén bach
cdu MHC-I nguoi (HLA) twong quan véi t& bao khong duoc cai bién gém sy giam di
(hay su ha thip) ctia su biéu hién ctia gen MHC-1. Theo mdt s6 phurong 4n, viéc 1am giam
mtrc d bidu hién cua khang nguyén bach ciu MHC-I ngudi (HLA) twong quan véi té
bao khéng dugc cai bién gém su giam di (hay su ha thép) ctia su biéu hién bé mat té bao

cta protein MHC-I. Theo mot sd phuong 4n, phan tir sinh hoc MHC-I 1a HLA-A (ID Gen
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NCBI Sé: 3105), HLA-B (ID Gen NCBI $6: 3106), HLA-C (ID Gen NCBI S6: 3107),
hoic B2M (ID Gen NCBI Sé: 567).

[00051] Phitc hé twong thich mé chii yéu lop IT (MHC-II): Nhu ding trong ban mo
ta ndy, thuat ngft "phirc hé tuong thich mé chi yéu 16p II" hodc "MHC-II" thuong ding
@& chi 16p ctia cac phén tir sinh hoc ma thuong dugc tim thiy trén bé mit té bao cua té
bao trinh dién khang nguyén & dong vét co xuwong séng, bao gdbm ddng vat ¢6 vi, vi du
nhu, ngudi; va c6 chirc nang thé hién peptit cia khang nguyén khong tur than hoic la, vi
du nhu, protein, tir bén ngoai ciia t& bao (ngoai bao) cho té bao T giy ddc té bao, vi du
nhu, té bao T CD8+, dé kich thich dép tmg mién dich. Theo mét sé phuong 4n, t& bao
trinh dién khang nguyén la té bao phan nhanh, dai thuc bao, hodc té bao B. Theo mot sb
phuong 4n, phan tir sinh hoc MHC-II 1a gen MHC-II hoiic protein MHC-II. Theo mét s6
phuong 4n, viéc 1am giam murc dd biéu hién cta khang nguyén bach cdu MHC-II ngudi
(HLA) twong quan véi té bao khong duogc cai bién gém sy giam di (hay su ha thip) cua
su biéu hién ciia gen MHC-II. Theo mot sé phuong 4n, viéc 1am gidm mirc do biéu hién
cta khang nguyén bach cdu MHC-II nguoi (HLA) tuong quan véi té bao khong duoc cai
bién g(‘”)m sy gidm di (hay su ha thép) ctia sy biéu hién bé mit t& bao cua protein MHC-
IL. Theo mot s6 phuong 4n, phan tir sinh hoc MHC-II 1a HLA-DPA (ID Gen NCBI Sé:
3113), HLA-DPB (ID Gen NCBI Sé: 3115), HLA-DMA (ID Gen NCBI Sé: 3108), HLA-
DMB (ID Gen NCBI S4: 3109), HLA-DOA (ID Gen NCBI Sé: 3111), HLA-DOB (ID
Gen NCBI S6: 3112), HLA-DQA (ID Gen NCBI Sé: 3117), HLA-DQB (ID Gen NCBI
S6: 3119), HLA-DRA (ID Gen NCBI Sé: 3122), hoic HLA-DRB (ID Gen NCBI Sé:
3123).

[00052] Polynucleotit: Nhu dung trong ban mo ta nay, thuat ngt "polynucleotit”, ma
¢6 thé dugc st dung thay thé 13n nhau véi thuét ngit "axit nucleic" thuong dung dé chi
phan tir sinh hoc ma cha hai hodc hon hai nucleotit. Theo mét s6 phuong 4n,
polynucleotit chia it nhat 12 hai, it nhat 12 nam it nhét 1a mudi, it nhét 12 hai muoi, it nhét
1 30, it nhét 1a 40, it nhat 1a 50, it nht 12 100, it nhat 12 200, it nhat 1a 250, it nhét 1 500,
hoic sb lwong bét ky cta nucleotit. Polynucleotit ¢6 thé 1a phan tir ADN hodic ARN hodc
phan tt ADN/ARN lai. Polynucleotit c¢6 thé 14 soi don hoic soi kép. Theo mét sé phuwong
an, polynucleotit 1a vi tri hoic ving ciia ADN hé gen. Theo mdt sé phuong an,

polynucleotit 1 gen ndi sinh ma dugc chira & trong h¢ gen cua té bao khong dugce cai
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bién hodc té bao cho van niang. Theo mot sé phwong 4n, polynucleotit 14 polynucleotit
ngoai sinh ma khong dugc tich hop vao trong ADN hé gen. Theo mot s& phuong 4n,
polynucleotit 1a polynucleotit ngoai sinh ma duogc tich hop vao trong ADN hé gen. Theo
mdt s& phwong 4n, polynucleotit 13 plasmit hozic vecto virut két hop adeno. Theo mot sb

phuong 4n, polynucleotit 13 phan tir mach vong hoic mach thing.

[00053] Locut dn chiva an toan: Nhu ding trong ban mo ta nay, thuat ngit "locut 4n
chira an toan" thuong ding dé chi dia diém, vi tri, hodc ving bit ky cia ADN hé gen ma
6 thé c6 kha nang diéu tiét sy cai xen di truyén vao dia diém, vi tri, hodc vung nay ma
khong c6 anh hudng co hai 1én té bao. Theo mét sé phuwong an, locut 4n chira an toan 1a
viing trong gen hodc ngoai gen. Theo mdt s phuong an, locut 4n chira an toan 13 ving
ctia ADN hé gen ma thudng 12 cAm vé mit phién ma. Theo mdt s6 phuong 4an, locut 4n
chtra an toan 1a locut AAVS1 (PPP1 R12C), ALB, Angptl3, ApoC3, ASGR2, CCRS5, FIX
(F9), G6PC, Gys2, HGD, Lp(a), Pcsk9, Serpinal, TF, hodc TTR. Theo mot s6 phuong
an, locut 4n chra an toan dugc mé ta trong Sadelain, M. et al., "Safe harbours for the
integration of new DNA in the human genome," Nature Reviews Cancer, 2012, Vol 12,

pages 51-58.

[00054] Céng tic an toan: Nhu ding trong ban mb ta nay, thuat ngit "cong tic an toan"
thubﬁg ding dé chi phan tir sinh hoc ma din té bao trai qua su chét theo chuong trinh.
Theo mét sd phuong 4n, cong tic an toan 13 protein hodic gen. Theo mot sb phuong én,
cong tic an toan 1a gen tu sat. Theo mdt sé phuong an, cong tic an toan, vi du nhu,
tymidin kinaza virut herpes simplex (HSV-tk), dan té bao trai qua sw chét theo chwong
trinh bang cach chuyén héa tién dugc chét, vi du nhu, ganciclovir. Theo mot sé phuong
an, sy c6 mit duoc biéu hién qua mirc cua cong tic an toan trén ban than n6 din té bao
trai qua su chét theo chuong trinh. Theo mot s phuong 4n, cong tic an toan 1a phén tir

dwa trén p53, HSV-tk, hoic caspaza-9 c6 thé cam tng.

[00055] Déi twpng: Nhu diing trong ban md ta nay, thuét ngir "dbi twong” ding dé chi
dong vat c6 vi. Theo mot sb phurong 4n, ddi twong 14 dong vat linh trudng khong phai la
nguoi hodc dong vat gdm nhadm. Theo mot sb phuong én, ddi tuong l1a ngudi. Theo mot
sb phuong an, dbi tuong méc, bi nghi ngo méc, hodc cb nguy co méc, bénh hodc rdi loan.

Theo mot s6 phuong 4n, doi tugng c6 mot hodc nhiéu tri€éu chitng ciia bénh hodc roi loan.
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[00056] Yéu to song sét: Nhu ding trong ban mo ta nay, thuit ngit "véu té sdng sot"
thuong dung dé chi protein (vi du nhu, dugc biéu hién bang cach polynucleotit nhu mo
ta trong ban mo ta ndy) ma, khi tang 1én hodc giam di trong t& bao, 1am cho té bao, vi du
nhu, t& bao cho van ning, séng sot sau khi cdy hodc ghép vao ddi twong vat cha & ti 16
sbng sot cao hon tuwong quan véi té bao khong duoc cai bién. Theo mdt sd phuong 4n,
yéu td sbng sot 12 yéu t6 sdng sot ctia ngudi. Theo mot s6 phuong an, yéu td séng sot 1a
thanh vién clia con dudng quan trong tham gia vao su séng sot té bao. Theo mot sb
phuong an, con dudng quan trong tham gia vao su séng sot té bao c6 lién quan dén sy
giam oxy huyét, cic loai oxy phan tng, sw mét di chat dinh dudng, va/hoic cing thing
oxy héa. Theo mot sb phuong é&n, cai bién di truyén, vi du nhu, x6a bo hoac su cai xen,
cta it nhét 1a mot yéu t6 sdng sot 1am cho té bao cho van ning sdng sét trong khoéng thoi
gian dai hon, vi du nhu, khoang thoi gian dai hon it nhat 1a 1,05, it nhét 1a 1,1, it nhét 1a
1,25, it nhat 1a 1,5, it nhdt 1a 2, it nhat 1a 3, it nhat 14 4, it nhat 1 5, it nht 14 10, it nhit 1
20, hodc it nhét 14 50 14n, so véi té bao khong duoc cai bién sau khi ghép. Theo mot sb
phuong an, yéu t6 sdng sot 14 ZNF143 (ID Gen NCBI S6: 7702), TXNIP (ID Gen NCBI
S6: 10628), FOXO1 (ID Gen NCBI 86: 2308), JNK (ID Gen NCBI S6: 5599), hoic
MANF (ID Gen NCBI Sé: 7873). Theo mét s6 phuong an, yéu té séng sot duge cai xen
vao trong té bao, vi du nhu, té bao cho van ning. Theo mot sé phwong an, yéu t6 sdng
s6t duge 1am khuyét tir t& bio, té bao cho van ning. Theo mdt s& phwong 4n, sy cai xen
cta polynucleotit ma ma h6a cho MANF lam cho té bao, vi du nhu, té bao cho van nang,
sdng sot sau khi cdy hozic ghép vao ddi tugng vét chii 6 ti 18 séng sét cao hon twrong quan
v6i té bao khong dugc cai bién. Theo mot sd phuong an, x6a bd hodc dot bién cai xen-
lam khuyét O trong hodc & gén gen ZNF143, TXNIP, FOXO1, hoac JNK lam cho té bao,
vi du nhu, té bao cho van ning, sdng sét sau khi ciy hoidc ghép vao dbi twong vat chu &

ti 1€ song sot cao hon tuwong quan véi t€ bao khong dugc cai bicn.

[00057] Yéu t6 dung nap: Nhu dung trong ban mo ta nay, thuit ngit "yéu t§ dung nap"
thuong ding dé chi protein (vi du nhu, duoc biéu hién bang cach polynucleotit nhu mo
ta trong ban mo ta nay) ma, khi ting 1én hodc giam di t& bao, lam cho té bao, vi du nhu,
té bao cho van nang, rc ché hoic tranh khoi su thai bé mién dich sau khi céy hodc ghép
vao dbi twgng vat chu & ti 1¢ cao hon twong quan véi té bao khong duge cai bién. Theo

mdt s6 phuwong 4n, yéu t6 dung nap 1a yéu t6 dung nap cta ngudi. Theo mot sb phuong
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4n, cai bién di truyén cta it nhit 1 mot yéu 6 dung nap (vi du nhu, sy cai xen hodc x6a
b6 ctia it nhat 1a mot yéu td dung nap) 1am cho té bio, vi du nhu, té bao cho van ning,. tic
ché hoic tranh khoi sy thai bo mién dich véi ti 1¢ cao hon it nhat 12 1,05, it nhat 1a 1,1, it
nhét Ia 1,25, it nhat 1a 1,5, it nhit 12 2, it nhit 1a 3, it nhat 1a 4, it nhat 1 5, it nhat 1a 10, it
nhét 12 20, hodc it nhét 1 50 1in so véi té bao khong dugc cai bién sau khi ghép. Theo
mot s& phuong an, yéu td dung nap 1a HLA-E (ID Gen NCBI Sé: 3133), HLA-G (ID Gen
NCBI S6: 3135), CTLA-4 (ID Gen NCBI S6: 1493), CD47 (ID Gen NCBI S4: 961), hoic
PD-L1 (ID Gen NCBI S&: 29126). Theo mét sé phuong 4n, yéu t6 dung nap dugc cai
xen vao trong té bao, vi du nhu, t& bao cho van ning. Theo mot s6 phuong an, yéu td
dung nap dugc 1am khuyét tir té bao, vi du nhw, t& bao cho van ning. Theo mot sb phuong
an, su cai xen cua polynucleotit ma ma héa cho HLA-E, HLA-G, CTLA-4, CD47,
va/hodc PD-L1 lam cho té bao, vi du nhu, t& bao cho van ning, Uc ché hoic tranh khoi

su thai bo mién dich sau khi céy hodc ghép vao dbi twong vat chu.

[00058] Chit diéu hoa phién mi ciia MHC-I hodc MHC-II: Nhu dung trong ban md
ta ndy, thudt ngit "chat didu hoa phién ma cia MHC-I hodc MHC-II" thudng ding dé chi
phén t sinh hoc ma diéu bién, vi du nhu, 1am tdng hodc lam giam, sy biéu hién cta khéng
nguyén bach cau nguoi MHC-I va/hosic MHC-II. Theo mdt sé phwong 4n, phén tir sinh
hoc 1a polynucleotit, vi du nhu, gen, hodc protein. Theo mot s6 phuong én, chét diéu hoa
phién ma cia MHC-I hodc MHC-II s& lam tdng hodc lam gidm su biéu hién bé mat té
bao cua it nhit 1a mot protein MHC-I hoic MHC-II. Theo mdt s6 phuong 4n, chit diéu
hoa phién ma cia MHC-I hodc MHC-II s& lam tdng hodc lam giam mirc do biéu hién cua
it nhit 12 mot gen MHC-I hodc MHC-II. Theo mdt ) phuong én, chét didu hoa phién ma
1a CIITA (ID Gen NCBI S&: 4261) hoic NLRC5 (ID Gen NCBI Sé: 84166). Theo mot
s6 phuong 4n, x6a bo hodc su ha thip ctia sy biéu hién ctia CIITA hodc NLRCS5 1am giam

mirc d6 biéu hién cua it nhét 1a mot gen MHC-I hodc MHC-IL.

[00059] Té bao cho van ning: Nhu ding trong ban md ta nay, thuat ngit "té bao cho
van ning" thuong ding dé chi t& bao dugc cai bién di truyén ma it kha nang bi thai bé di
than hon trong qua trinh cdy té bao va/hodc ching té su séng sét ting 1én sau khi cdy,
turong quan véi té bao khong duge cai bién. Theo mdt sd phwong 4n, té bao duogc cai bién
di truyén nhu mé ta trong ban mo ta nay 14 té bao cho van ning. Theo mot s6 phwong an,

té bao cho van ning 1am ting kha niing tranh mién dich va/hoic mirc song sét ciia té bao
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s0 v6i té bao khong dugc cai bién. Theo mot s6 phuong 4n, t& bao cho van ning 1am ting
su séng s6t té bao so véi té bao khong dugc cai bién. Theo mot sb phuong én, t€ bao cho
van ning c6 thé 13 té bao gde. Theo mdt sd phuong an, t& bao cho van ning c¢6 thé 1a té
bao gbc phdi (ESC), té bao gde ca thé truong thanh (ASC), té bao gbe da nang dugce cam
tng (iPSC), hodc té bao gdc va tién than tao mau (HSPC). Theo mét sé phuong éan, té
bao cho van ning co thé 1a t& bao da biét hoa. Theo mdt sé phwong 4n, té bao cho van
nang c6 thé 1a té bao sinh dudng (vi du nhu, t& bao ctia hé mién dich). Theo mot sb
phuong 4n, t bao cho van ning dugc ding cho ddi tugng. Theo mot sd phuong 4n, té
bao cho van nang duoc ding cho ddi trong ma mic, bi nghi ngd méc, hoidc c6 nguy co
miéc bénh. Theo mot s6 phurong 4an, té bao cho van ning ¢6 kha nang dugc biét héa thanh
t& bao tién than bi giéi han theo dong hoic t& bao sinh dudng biét hoa hoan toan. Theo
mot sd phuong an, té bao tién than bi gi6i han theo dong 12 t bao tién than ndi bi tuy, té
bao tién than noi tiét tuy, té bao tién than trung mo, t€ bao tién than co, té bao non, hoac
té bao tién than than kinh. Theo mét sé phuwong 4n, té bao sinh dudng biét hoa hoan toan
12 t& bao tiét ndi tiét chang han nhu t& bao beta tuy, té bao bidu mo, t& bao nodi bi, dai thuc

bao, t€ bao gan, t€ bao ma, t€ bao than, t€ bao mau, hoac t€ bao cia hé mién dich.

[00060] Té bao khéng dwoc cdi bién: Nhu ding trong ban md ta ndy, thuit ngir "té
bao khong duoc cai bién" ding dé chi té bao ma khong dwoc dwa di cai bién di truyén
gdm polynucleotit hodc gen ma ma hoa cho MHC-I, MHC-1, chét didu hoa phién mi cua
MHC-I hoic MHC-II, yéu t séng sét, va/hodc yéu té dung nap. Theo mot sb phuong én,
té bao khoéng duoc ci bién co thé 1a té bao gbc. Theo mot sé phuong 4n, té bao khong
duoc cai bién c6 thé 13 t€ bao gbe phoi (ESC), té bao gbe ca thé trudng thanh (ASC), té
bao gbc da ning duge cam tmg (iPSC), hoic té bao gbc va tién than tao méau (HSPC).
Theo mot sb phuong an, té bao khong dugc cai bién c6 thé 1a t& bao da biét héa. Theo
mot $6 phuong éan, té bao khong dugc cai bién c6 thé dugc chon tir t& bao sinh dudng (vi
du nhu, té bao cia hé mién dich, vi du nhu, té bao T, vi du nhu, t& bao T CD&+). Néu té
bao cho van ning dugc so sanh "trong quan véi té bao khong duge cai bién", té bao cho
van ndng va té bao khong dugc cai bién 1a cung mot loai té bao hodc c6 dong té bao bd
me chung, vi du nhu, iPSC cho van ning dugc so sdnh tuong quan véi iPSC khong duoc

cai bién.
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[00061] O trong hodic & gin gen: Nhu ding trong ban md ta nay, thuét ngit " trong
hodc & gin gen" dung d& chi vi tri hodc ving ctia ADN hé gen ma 14 thanh phan intron
hoic extron ciia gen d6 hodc ndm gin v6i gen d6. Theo mot sd phwong an, vi tri cia ADN
hé gen 13 & trong gen néu né chira it nhét 1a mot phan cia intron hodc exon cia gen do.
Theo mot s6 phuong 4n, vi tri cia ADN hé gen nam & gin gen c6 thé 1a ¢ ddu 5' hoic 3'
ctia gen d6 (vi du nhu, dau 5' hodc 3' cia viing ma hoéa cia gen d6). Theo mot sb phuong
an, vi tri cia ADN hé gen ndm & gén gen c6 thé 13 gen khoi ddu hodc ving kim ham ma
didu bién sy biu hién cta gen d6. Theo mot sb phuong 4n, vi tri cia ADN hé gen nim &
gin gen co thé 1a ¢ trén cting mot nhidm sic thé nhu gen d6. Theo mdt sé phuong 4n, vi
trf hodc ving ctia ADN hé gen 13 & gén gen néu n6 & trong S0Kb, 40Kb, 30Kb, 20Kb,
10Kb, 5Kb, 1Kb, hodc g?m hon véi dau 5' hoidic 3' cla gen d6 (vi du nhu, dau 5' hoic 3'

ctia vung ma hda cia gen do).
II. Phwong phap bién tap hé gen

[00062] Bién tap hé gen thuong dung dé chi quy trinh cai bién trinh tu nucleotit ciia hé
gen, t6t hon 1a theo phuong thirc dinh true hodc chinh xac. Theo mot sb phuong én,
phuong phap bién tap hé gen nhu mé ta trong ban mé ta nay, vi du nhu, hé théng CRISPR-
endonucleaza, c6 thé dugc str dung dé cai bién di truyén té bao nhu m6 ta trong ban mod
ta ny, vi du nhu, dé tao ra té bao cho van nang. Theo mét sé phwong an, phuong phép
bién fép hé gen nhu md td trong ban mod td nay, vi du nhu, hé théng CRISPR-
endonucleaza, ¢ thé duoc sir dung dé cai bién di truyén té bao nhu md ta trong ban mo6
ta ny, vi du nhu, dé dua vao it nhit 1a mot cai bién di truyén & trong hodic & gin it nhét
12 m6t gen ma 1am giam murc d6 biéu hién cia mot hodc nhidu khang nguyén té bao bach
cau ngudi MHC-I va/hoic MHC-II hoic thanh phéan khac ctia phtre hop MHC-I hodc
MHC-II twong quan véi té bao khong dugc cai bién; dé dua vao it nhit 1a mot cai bién di
truyén ma lam ting mtrc d6 biéu hién cua it nhit 1a mot polynucleotit ma ma hoa yéu tb
dung nap tuong quan véi té bao khong duoc cai bién; va/hodc dé dua vao it nhét 1a mot
cai bién di truyén ma lam ting hoic lam giam mirc d6 biéu hién cua it nhit 12 mot gen
ma mi hoa yéu té sdng sot twong quan véi té bao khong duge cai bién.

[00063] Vi du vé phuwong phép bién tdp hé gen dugc md ta trong ban md ta ndy bao
gdm phuong phép st dung nucleaza dinh huéng vi tri dé cit axit deoxyribonucleic (ADN)

tai cac vi tri dich chinh x4c trong hé gen, bing cach d6 tao ra sy dut gdy ADN soi don
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hoiic soi kép tai cac Vi tri cu thé & trong hé gen. Su dirt gy nay c6 thé va thudong xuyén
duoc sira chita bang céc quy trinh t& bao noi sinh, ty nhién, ching han nhu su stra chita
dinh huéng twong ddng (HDR) va su két hop dau khéng twong ddng (NHEJ), nhu di md
ta trong Cox et al., "Therapeutic genome editing: prospects and challenges,", Nature
Medicine, 2015, 21(2), 121-31. Hai quy trinh stra chita ADN chinh nay gdm c6 ho cta
céc con dudng thay thé. NHEJT két hop truc tiép cac ddu ADN tao ra tir sy dirt gdy soi
kép, doi khi voi su mét di hodc sy thém vao trinh tu nucleotit, ma c6 thé phéd v& hoac
ting cudng su biéu hién gen. HDR sir dung trinh tu twong ddng, hoic trinh tu cho, lam
khuon dé cai xen trinh tu ADN x4c dinh tai diém dut gy. Trinh tu tuong déng c6 thé &
trong h€ gen noi sinh, chfmg han nhu nhiém sic tir chi em. Theo cach khéc, trinh tu cho
c¢6 thé 1a polynucleotit ngoai sinh, ching han nhu plasmit, oligonucleotit sgi don,
oligonucleotit sgi kép, oligonucleotit by doi hodc virut, ma céd cac vung (vi du nhu, cac
nhanh twong ddng bén trai va bén phai) c6 d6 twong ddng cao véi locut duoc phan cét
b%mg nucleaza, nhung ma cling c6 thé chira trinh ty hodc su thay dbi trinh ty bd sung bao
gom Xéa b6 ma ¢ thé duoc két hop vao locut dich da duge phan cit. Co ché stra chira
thir ba 1a su két hop dau qua trung gian vi twong ddng (MMEJ), con duoc goi 14 "NHEJ
ludn phién,” trong d6 két qua di truyén tuong ty véi NHEJ trong d6 x6a bd va su cai xen
nho c6 thé xay ra tai vi tri phan cit. MMEJ ¢6 thé tao ra viéc st dung céc trinh ty twong
déng ctia mot it cdp bazo kep hai bén vi tri dut ADN dé tao ra két qua sira chita két hop
diu ADN duoc wa thich hon, va cic bdo cdo gan ddy lam sang to thém co ché phan tir
cta quy trinh nay; xem, vi du nhu, Cho and Greenberg, Nature, 2015, 518, 174-76; Kent
et al., Nature Structural and Molecular Biology, 2015, 22(3):230-7; Mateos-Gomez et
al., Nature, 2015, 518, 254-57; Ceccaldi et al., Nature, 2015, 528, 258-62. Trong mot sb
truong hop, cé thé dy doan dugc Kkét qué stra chita ¢ thé xay ra dya trén phan tich cua

do6 vi tuong déng tiém nang tai vi tri cia sy dut gdy ADN.

[00064] MSJi co ché bién tap hé gen nay co thé duoc st dung dé tao ra sy cai bién di
truyén mong mubn. Mot budc trong quy trinh bién tip hé gen c6 thé tao ra mot hodc hai
su dat gdy ADN, cai sau du6i dang su dut gy s¢i kép hodc dudi dang hai su dat gdy soi
don, trong locut dich khi & gén vi trf ctia dot bién du kién. Diéu nay co thé dat duogc thong

qua viéc st dung endonucleaza, nhu dugc md t4 va duge minh hoa trong badn mo ta nay.

Hé théng endonucleaza CRISPR
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[00065] Hé théng CRISPR-endonucleaza la co ché bao vé c6 trong tw nhién & sinh vt
nhan so ma dugc dung cho muc dich méi l[am nén tang nhidm dich ADN duoc din béng
ARN dung cho bién tap gen. Hé théng CRISPR bao gdm céc hé thong Loai L, II, ITT, TV,
V, va VL. Theo mot s khia canh, hé thbng CRISPR 14 hé thdng CRISPR/Cas9 Loai II.
Theo khia canh khéc, hé théng CRISPR 1a hé théng CRISPR/Cprf Loai V. Hé théng
CRISPR dua trén ADN endonucleaza, vi du nhu, Cas9, va hai ARN khong ma hoéa -
crisprARN (crARN) va ARN hoat hoa trans (tractARN) - dé nhim dich su phén cit cta
ADN.

[00066] crARN gy ra sy nhén dién trinh tuy va tinh dac hiéu cua phic hop CRISPR-
endonucleaza thong qua sy bét cip bazo Watson-Crick, thuong 1a véi trinh tuy ~20
nucleotit (nt) trong ADN dich. Viéc 1am thay ddi trinh ty ciia 20 nt & dAu 5” trong crARN
cho phép su nhim dich tia phtic hgp CRISPR-endonucleaza dén locut ddc hiéu. Phirc hop
CRISPR-endonucleaza chi lién két cac trinh ty ADN ma chira trinh tw dn khép véi 20 nt
dAu tién cia ARN din don 1é (sgARN) néu trinh tu dich dugc theo sau bai mé tip ADN
ngén dic hiéu (véi trinh tw NGG) duoc dé cap dén dudi dang mo tip lién ké tién doan

dém (PAM).

[00067] tracrARN lai héa v6i ddu 3’ ciia crARN dé tao thanh cdu triic bd d6i ARN ma
duoc lién két bang endonucleaza dé tao thanh phirc hgp CRISPR-endonucleaza c6 hoat

tinh xuc tic, ma sau d6 co thé phan cit ADN dich.

[00068] Ngay khi phirc hop CRISPR-endonucleaza duge lién két véi ADN tai vi tri
dich, mdi trong sb hai mién nucleaza doc 1ap & trong endonucleaza phan cit mot trong sb
céc soi ADN ba bazo nguoc dong cia vi tri PAM, dé lai chd dat soi kép (DSB) trong d6

c4 hai sgi ctia ADN két thiic & cip bazo (ddu cut).

[00069] Theo mdt sb phwong 4an, endonucleaza 1a Cas9 (protein két hop CRISPR 9).
Theo mét s6 phuong 4n, Cas9 endonucleaza 14 tir Streptococcus pyogenes, mic du cic
chét twong d@)ng Cas9 khéc co thé dugce st dung, vi du nhu, Cas9 S. aureus, Cas9 N.
meningitidis, CRISPR 1 Cas9 S. thermophilus, CRISPR 3 Cas9 S. thermophilus, hodc
Cas9 T denticola. Trong cac truong hop khac, CRISPR endonucleaza la Cpfl, vi du nhu,
ND2006 Cpfl L. bacterium hodc BV3L6 Cpfl Acidaminococcus sp.. Theo méot sé phuwong
an, endonucleaza la Casl, Cas1B, Cas2, Cas3, Cas4, Cas5, Cas6, Cas7, Cas8, Cas9 (con
goi la Csnl va Csx12), Cas100, Csyl, Csy2, Csy3, Csel, Cse2, Cscl, Csc2, Csa$, Csn2,
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Csm2, Csm3, Csm4, Csm5, Csm6, Cmrl, Cmr3, Cmr4, Cmr5, Cmr6, Csbl, Csb2, Csb3,
Csx17, Csx14, Csx10, Csx16, CsaX, Csx3, Csx1, Csx15, Csfl, Csf2, Csf3, Csf4, hoidc
Cpfl endonucleaza. Theo mot s6 phuong 4n, cac bién thé kiéu dai c6 thé duoc st dung.
Theo mdt s6 phuong 4n, cac phién ban cai bién (vi du nhu, chét tuong dong ctia chung,
sur tai t6 hop clia phan tir ¢6 trong tw nhién cua ching, phién ban duge tdi wu héa codon
cla chﬁng, hodc cac phién ban cii bién cua ching) cia cac endonucleaza trude day cé

thé duoc sir dung.

[00070] CRISPR nucleaza c6 thé dugce lién két véi it nhét 1a mot tin hiéu dinh vi nhan
(NLS). {t nhét 12 mot NLS c6 thé ndm & hodic & trong 50 axit amin cta dau tan cung
amino ctia CRISPR nucleaza va/hoic it nhat 1a mot NLS c6 thé nim & hodc & trong 50

axit amin cua dau tin cung carboxy cia CRISPR nucleaza.

[00071] Céc polypeptit CRISPR/Cas vi du bao gdm cac polypeptit Cas9 nhu cong bd
trong Fonfara ef al., "Phylogeny of Cas9 determines functional exchangeability of dual-
RNA and Cas9 among orthologous type II CRISPR-Cas systems," Nucleic Acids
Research, 2014, 42: 2577-2590. Hé théng dat tén gen CRISPR/Cas d4 trai qua su viét lai
mé& rdng vi gen Cas dugc phét hién ra. Fonfara va cong su con d& xuét cac trinh tw PAM

d6i v6i polypeptit Cas9 tir cac loai khac nhau.
Nucleaza ngon tay kém

[00072] Nucleaza ngén tay kém (ZFN) 12 protein dang m6 dun chtra mién lién két ADN
ngén tay kém duoc thiét ké duoc lién két voi mién xidc tac ciia endonucleaza typ II Fokl.
Vi FokI chi hoat dong duédi dang dime, cap ZFN phai duoc thiét ké dé lién két voi cac
trinh tu “nira vi tri” dich ciing ngudn trén sgi ADN dbi dién va véi khoang cach chinh
xac gilta ching dé c6 thé tao thanh dime FokI c6 hoat tinh xuc tac. Khi dime héa mién
Fokl, ma ban than n6 khong c6 tinh dic hiéu trinh tu thuc chét, su dut gy soi kép ADN

duoc tao ra gifta cac nira vi tri ZFN nhu 1a budc khéi dau trong viéc bién tap hé gen.

[00073] Mién lién két ADN cta mdi ZFN thuong gdm coé 3-6 ngédn tay kém cé kién
tric Cys2-His2 du thua, voi mdi ngon tay chi yéu nhan di€n bd ba cta nucleotit trén mot
so¢i cua trinh ty ADN dich, mdc du sy twong tac chéo sgi voi nucleotit thir tu cling c6 thé
1a didu quan trong. Sy thay d6i cia axit amin clia ngén tay & cac vi tri ma tao ra su tiép

xtic then chdt véi ADN lam thay ddi tinh dic hiéu trinh ty cia ngén tay nhét dinh. Do
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do, protein ngédn tay ké€m co bdn ngon tay s€ nhan dién chon loc trinh tw dich 12 bp, noi
ma trinh tu dich 1a da hop cua sy vu tién bd ba dong gop béi mdi ngdn tay, mac du sy uu
tién bd ba c6 thé bi anh huéng dén muc d6 khac nhau bai cac ngon tay 1an can. Khia canh
quan trong ctia ZFN 1a chiing ¢6 thé dugce nhim dich lai dé dang dén hau nhu 14 dia chi
hé gen bat ky don gian 14 bing cach cai bién ngon tay cu thé. Trong hdu hét céc Gimg dung
ctia ZFN, protein gdm 4-6 ngon tay duogc st dung, 1an lugt nhan dién 12-18 bp. Do do,
cdp ZFN thuong nhén dién trinh tu dich duoc két hop g6m 24-36 bp, khong bao gém
ving dém 5-7 bp thong thuong gita céc nira vi tri. Cac vi tri lién két ¢6 thé dugc phén
tach thém bang ving dém 16n hon, bao gdm 15-17 bp. Trinh tw dich ¢6 chidu dai nay c6
kha nang 1a doc nhét trong h¢ gen nguoi, gia st cac trinh tu 13p lai hodc chét déng déng
gen dirgc loai trir trong quy trinh thiét ké. Tuy viy, su tuong tac protein-ADN ZFN khéng
phai la tuyét dbi & tinh dic hiéu cua chung do do6 céc su kién lién két va phan cit léch
dich x4y ra, dudi dang dime khéc loai gifta hai ZFN, hodc duéi dang dime cung loai cta
ZFN nay hodc ZFN kia. Khd ning sau dugc triét tiéu hiéu qua bang céach thiét ké mat
phén céch dime hoa cua mién FokI dé tao ra bién thé “cong” va “trir”, cling da biét dudi
dang bién thé dime khac loai bit budc, ma co6 thé chi dime hoa véi nhau, va khong véi
ban than chiing. Viée cudng ép dime khac loai bit budc ngin chin su tao thanh cia dime
cung loai. Didu nay lam ting cudng dang ké tinh ddc hiéu ctia ZFN, ciing nhu 14 nucleaza

khéc bit ky ma tudn theo cac bién thé FokI nay.

[00074] Nhiéu hé théng dya trén ZFN da dugc mé ta trong linh vuc, cic cai bién cia
chiing dugc béo cdo déu din, Vé nhiéu tai liéu tham khao mé ta cic quy tic va théng sb
ma dugc st dung dé hudng dan thiét ké ZFN; xem, vi du nhu, Segal et al., Proc Natl
Acad Sci, 1999 96(6):2758-63; Dreier B et al., ] Mol Biol., 2000, 303(4):489-502; Liu Q
et al.,, J Biol Chem., 2002, 277(6):3850-6; Dreier et al., J Biol Chem., 2005,
280(42):35588-97; va Dreier et al., J Biol Chem. 2001, 276(31):29466-78.

Nucleaza tdc dong giong chat hoat héa phién md (TALEN)

[00075] TALEN la dang khac ctia nucleaza dang md dun nh& d6, nhw v6i ZFN, mién
lién két ADN duoc thiét ké duogc lién két voi mién FokI nucleaza, va cip TALEN hoat
dong _néi tiép dé dat duoc su phan cat ADN duoc nham dich. Su khéc biét chinh tir cac
ZFN 13 ban chét ciia min lién két ADN va tinh chit nhan dién trinh tw ADN dich két
hop. Mién lién két ADN TALEN bét ngudn tir protein TALE, ma ban diu dwoc mo ta
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trong vi khuan gay bénh & thuc vat Xanthomonas sp. ALE gbm c6 cac mang ndi tiép cua
doan 1dp 33-35 axit amin, voi mdi doan 1ap nhan dién cap bazo don Ié trong trinh tw ADN
dich ma thudng c6 chidu dai 1én dén 20 bp, tao ra téng chiéu dai trinh tw dich 1én dén 40
bp. Tinh dic hidu nucleotit ctia mdi doan lip duoc x4c dinh bﬁng hai géc bién db6i lap
(RVD), ma bao gdm chi hai axit amin & cac vi tri 12 va 13. C4c bazo guanin, adenin,
xytosin va tymin chu yéu duoc nhan dién béng bdn RVD: 1an luot 12 Asn-Asn, Asn-Ile,
His-Asp va Asn-Gly. Diéu nay tao thanh ma nhén dién don gian hon nhiéu so v6i ngén
tay kém, va do do thé hién vu diém hon céi sau ddi vai thiét ké nucleaza. Tuy vay, nhu
v6i ZFN, su twong tac protein-ADN ctia TALEN khong phai 12 tuyét di & tinh dic hidu
cta chung, va TALEN cling ¢6 loi tir viéc st dung bién thé dime khac loai bit budc cia

mién FokI dé 1am giam hoat tinh 1éch dich.

[00076] Cac bién thé khac cia mién Fokl d dugc tao ra ma bi 1am bat hoat & chuc
nang xuc tac ctua ching. Néu mot nira ctia cdp TALEN hodc ZFN chtra mién FokI bét
hoat, thi chi su phan cit ADN sgi don (khia) xay ra & vi tri dich, chit khong phai 1a DSB.
Két qua nay co thé so sanh duoc viée sir dung thé dot bién “nickaza” CRISPR/Cas9 hoic
CRISPR/Cpfl trong d6 mot trong cac mién phan cat Cas9 di dugc bat hoat. Khia ADN
¢6 thé duogc st dung dé 1am cho bién tip hé gen bang HDR, nhung & hiéu qua thip hon
S0 vOi béng DSB. Loi ich chinh la khia Iéch dich dugc stta chita nhanh va chinh xéac,

khong gibng nhu DSB, ma thién vé sy sta chita sai qua trung gian NHEJ.

[00077] Nhiéu hé thdng dya trén TALEN da dugc md ta trong linh vue, va céc cai bién
cta chung dugc bao cdo déu dan; xem, vi du nhu, Boch, Science, 2009 326(5959):1509-
12; Mak et al., Science, 2012, 335(6069):716-9; va Moscou et al., Science, 2009,
326(5959):1501. Viéc st dung TALEN duya trén nén tang "Golden Gate", hodc so dd tach
dong, da dugc mo ta bdi nhiéu nhém; xem, vi du nhw, Cermak et al., Nucleic Acids Res.,
2011,39(12):e82; Li et al., Nucleic Acids Res., 2011, 39(14):6315-25; Weber et al., PLoS
One., 2011, 6(2):e16765; Wang et al., J Genet Genomics, 2014, 41(6):339-47.; va
Cermak T et al., Methods Mol Biol., 2015 1239:133-59.

Endonucleaza vé nha

[00078] Endonucleaza vé nha (HE) 1a endonucleaza dic hiéu trinh tu ma c6 cac trinh
tu nhan di¢n dai (14-44 cdp bazo) va phan cit ADN véi do dic hiéu cao — thudng 1a tai

céc vi tri doc nhat trong hé gen. C6 it nhét 1a sau ho da biét cia HE nhu dwoc phén loai
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theo cdu triic ciia chung, bao gdm GIY-YIG, hop His-Cis, H-N-H, PD-(D/E)xK, va twong
tw Vst ma c6 ngudn gbe tir pham vi vat chi rong, bao gdm sinh vat nhan chuén, sinh vét
nguyén sinh, vi khuén, vi khuén ¢d, vi khudn lam va phago. Nhu véi ZFN va TALEN,
HE c6 thé duoc sir dung dé tao ra DSB tai locut dich dudi dang budc ban dau trong viée
bién tdp h¢ gen. Ngoai ra, mot s6 HE tu nhién va duoc thiét ké chi cit sgi don ciia ADN,
b%mg cach d6 hoat dong nhu la nickaza dac hiéu vi tri. Trinh tu dich 16n cia HE va tinh
dac hiéu ma chung mang lai 1am cho chung trd thanh cic tng vién hip din dé tao ra DSB
dac hiéu vi tri.

[00079] Nhiéu hé théng dua trén HE da duoc md ta trong linh vue, va cic cai bién cua
chung dugc bio céo déu din; xem, vi du nhu, céc bai phé binh cua Steentoft et al.,
Glycobiology, 2014, 24(8):663-80; Belfort and Bonocora, Methods Mol Biol., 2014,
1123:1-26; va Hafez and Hausﬁer, Genome, 2012, 55(8):553-69.

MegaTAL / Tev-mTALEN / MegaTev

[00080] Vi du khéac vé nucleaza lai 13, nén tang MegaTAL va nén ting Tev-mTALEN
sir dung thé dung hop ctia mién lién két ADN TALE va HE c6 hoat tinh xtic tac, doi hoi
ca viée lién két ADN c¢6 thé diéu chinh duoc va tinh dic hiéu cua TALE, cling nhu 12 tinh
déc hi¢u trinh ty phan cit cua HE; xem, vi du nhu, Boissel et al., Nucleic Acids Res.,
2014, 42: 2591-2601; Kleinstiver et al.,, G3, 2014, 4:1155-65; va Boissel and
Scharenberg, Methods Mol. Biol., 2015, 1239: 171-96.

[00081] Trong su bién dbi khéc, kién tric MegaTev 14 thé dung hop clia meganucleaza
(Mega) v6i mién nucleaza c6 ngudn goe tir endonucleaza vé nha GIY-YIG I-Tevl (Tev).
Hai vi tri hoat tinh dugc dinh vi cdch nhau ~30 bp trén co chit ADN va tao ra hai DSB
v6i cac diu dinh khong tuong tinh; xem, vi du nhu, Wolfs et al., Nucleic Acids Res.,
2014, 42, 8816-29. Du tinh ring dang két hop khac ciia cdc phuong phép duwa trén
nucleaza hién tai s€ phat trién va hitu dung trong viéc dat duoc cai bién hé gen duoc nhim

dich dugc mo ta trong ban mo ta nay.
dCas9-Fokl Hodc dCpf1-Fokl va cdc nucleaza khdc

[00082] Viéc két hop céc tinh chat cu tric va chitc ning cla cic nén tang nucleaza
duoc mo ta & trén mang lai phwong phap khéac dé bién tap hé gen ma c6 thé c¢6 kha ning

khéc phuc mot sé thidu sét vén 6. vi du nhu, hé thdng bién tip hé gen CRISPR thudng
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stt dung Cas9 endonucleaza don 1é dé tao ra DSB. Tinh dic hiéu ctia viée nhim dich dugc
tao ra boi trinh tu ¢6 20 hodc 24 nucleotit trong ARN din ma trai qua su bit cip bazo
Watson-Crick véi ADN dich (cong v6i 2 bazo bd sung trong trinh tt PAM NAG hoic
NGG lién ké trong truong hop cta Cas9 tir S. pyogenes). Trinh ty ndy du dai dé 1a doc
nhét trong hé gen ngudi, tuy nhién, tinh dic hiéu cia sy twong tic ARN/ADN khong phai
12 tuyét ddi, v6i su pha tap dang ké doi khi phai chiu, cu thé 13 trong nira 5° ciia trinh tur
dich, 1am giam mot cdch hiéu qua sb luong cia bazo ma mang lai tinh ddc hi¢u. Mot giai
phap cho diéu nay 1 lam bat hoat hoan toan chirc ning xtc tac Cas9 hodc Cpfl — chi gt
lai chirc ning lién két ADN duoc din bang ARN — va thay vi thé dung hop mién FokI
vao Cas9 da bit hoat; xem, vi du nhu, Tsai et al., Nature Biotech, 2014, 32: 569-76; va
Guilinger et al., Nature Biotech., 2014, 32: 577-82. Vi Fokl phai dime hoa dé tr& nén co
hoat tinh xuc téc, can c6 hai ARN din dé budc hai thé dung hop FokI & khoang céch gan
& tao thanh dime va phan cit ADN. Didu nay vé co ban lam ting gip d6i sb luong bazo
trong cac vi tri dich dugc két hop, béng cach dé lam tang dd nghiém ngit cua viéc nhim

dich vao bang hé thng dwa trén CRISPR.

[00083] Vi du khic nita 13, thé dung hop clia ciia mién lién két ADN TALE véi HE c6
hoat tinh xtc tac, chang han nhu I-Tevl, doi hoi ca viéc lién két ADN c6 thé diéu chinh
dugc va tinh dac hiéu cia TALE, cling nhu 1a tinh dic hiéu trinh tu phan cit cta I-Tevl,

véi sy mong doi rang sy phan cat 1éch dich c6 the duge gidm thém niia.
Endonucleaza dwoc dan bang ARN

[00084] Hé théng endonucleaza dugc din bing ARN nhu diing trong ban md ta niy c¢6
thé chtra trinh tu axit amin ¢6 d6 twong ddng trinh tw axit amin it nhit 1a 10%, it nhét 1a
15%, it nhat 1a 20%, it nhat 1a 30%, it nhat 1a 40%, it nhat 1a 50%, it nhit 1a 60%, it nhit
1a 70%, it nhit 1a 75%, it nhat 1a 80%, it nhat la 85%, it nhét 1a 90%, it nhét 1a 95%, it
nhét 1a 99%, hodc 100% so v4i endonucleaza vi du’ kiéu dai, vi du nhu, Cas9 tix S,
pyogénes, US2014/0068797 Trinh tu ID No. 8 hoiic Sapranauskas et al., Nucleic Acids
Res, 39(21): 9275-9282 (2011). Endonucleaza c6 thé ¢6 do twong dong it nhét 1a 70, 75,
80, 85, 90, 95, 97, 99, hoac 100% so vo61 endonucleaza kiéu dai (vi du nhu, Cas9 tuir S.
pyogenes, néu trén) trén 10 axit amin lién tiép.v Endonucleaza c¢6 thé ¢6 do tuong dong
nhiéu nhat 1a: 70, 75, 80, 85, 90, 95, 97, 99, hoic 100% so vé6i endonucleaza kiéu dai (vi

du nhu, Cas9 tir S. pyogenes, néu trén) trén 10 axit amin lién tiép. Endonucleaza c6 thé
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c6 do tuong déng it nhat 1a: 70, 75, 80, 85, 90, 95, 97, 99, hoic 100% so véi endonucleaza
kiéu dai (vi du nhu, Cas9 tir S. pyogenes, néu trén) trén 10 axit amin lién tiép trong mién
HNH.nucleaza cta endonucleaza. Endonucleaza ¢6 thé ¢6 do tuong ddng nhiéu nhét la:
70, 75, 80, 85, 90, 95, 97, 99, hoac 100% so véi endonucleaza kiéu dai (vi du nhu, Cas9
tir S. pyogenes, néu trén) trén 10 axit amin lién tiép trong mién HNH nucleaza ciia
endonucleaza. Endonucleaza c6 thé co do tuong d(‘Sng it nhat 1a: 70, 75, 80, 85, 90, 95,
97, 99, hodc 100% so véi endonucleaza kiéu dai (vi du nhu, Cas9 tir S. pyogenes, néu
rén) trén 10 axit amin lién tiép trong mién RuvC nucleaza cta endonucleaza.
Endonucleaza c6 thé c6 do tuong ddng nhiéu nhét 1a: 70, 75, 80, 85, 90, 95, 97, 99, hoic
100% so véi endonucleaza kiéu dai (vi du nhu, Cas9 tir S. pyogenes, néu trén) trén 10

axit amin lién tiép trong mién RuvC nucleaza cia endonucleaza.

[00085] Endonucleaza cé thé chtra dang duogc cai bién cta endonucleaza vi du kiéu dai.
Dang dugc cai bién cua endonucleaza vi du kiéu dai c6 thé chira dot bién ma ha thép hoat
tinh phan cit axit nucleic ctia endonucleaza. Dang dugc cai bién ctia endonucleaza vi du
kiéu dai c6 thé c¢6 it hon 90%, it hon 80%, it hon 70%, it hon 60%, it hon 50%, it hon
40%, it hon 30%, it hon 20%, it hon 10%, it hon 5%, hodc it hon 1% cuta hoat tinh phan
cit axit nucleic cta endonucleaza vi du kiéu dai (vi du nhu, Cas9 tu S. pyogenes, néu
trén). Dang dugc cai bién cia endonucleaza ¢ thé khong co hoat tinh phan cat axit
nucleic dang ké. Khi endonucleaza 1a dang duge cai bién ma khong c¢6 hoat tinh phan cit
axit nucleic dang k&, trong ban md ta nay no6 dugc dé cap dén dudi dang “khong c6 hoat

tinh enzym."

[00086] Cac dot bién duge du tinh c6 thé bao gém su thé, su thém, va x6a bo, hodc tb
hop bit ky ciia chung. Dot bién chuyén ddi axit amin dugc giy dot bién thanh alanin.
Theo mot s6 phuong an, dot bién chuyén dbi axit amin duge gy dot bién thanh axit amin
khéc (vi du nhu, glyxin, serin, threonin, Xystein, valin, loxin, isoloxin, methionin, prolin,
phenylalanin, tyrosin, tryptophan, axit aspartic, axit glutamic, asparagin, glutamin,
histidin, lysin, hodc arginin). Theo mdt s6 phuong én, dot bién chuyén ddi axit amin duoc
gy dot bién thanh axit amin khong ty nhién (vi du nhu, selenomethionin). Theo mot s6
phuong an, dot bién chuyén ddi axit amin dugc gay dot bién thanh chit bat chude axit
amin (vi du nhu, phosphomimic). Dot bién cé thé 1a dot bién bao toan. vi du nhu, dot

bién chuyén doi axit amin dugc gy dot bien thanh axit amin ma gidng véi kich thude,
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hinh dang, dién tich, d§ phan cuc, hinh thé, va/hoic déng phéin quay cda axit amin dugc
gdy dot bién (vi du nhu, dot bién xystein/serin, dot bién lysin/asparagin, dot bién
histidin/phenylalanin). D6t bién ¢6 thé gy ra su dich chuyén trong khung doc va/hodc
sur tao ra bo ba két thuc sém. Céc dot bién c6 thé gy ra su thay dbi dbi véi ving diéu

hoa ctia gen hodc locut ma anh hudng dén sy biéu hién ctia mdt hodc nhiéu gen.
Cdc ARN dan

[00087] Séng ché dé xuat ARN din (gARN) ma c6 thé dinh huéng hoat tinh ctia
endonucleaza két hop dén vi tri dich dic hiéu & trong polynucleotit. ARN dén c6 thé chira
it nht 14 trinh tu vung dém ma lai hoa véi trinh ty axit nucleic dich dugc quan tim, va
trinh tu doan lip CRISPR. Trong hé théng CRISPR Loai II, gARN ciing chira ARN thtt
hai goi Ia trinh tu tracrARN. Trong ARN dan CRISPR Loai II (2ARN), trinh tu doan lap
CRISPR va trinh tir tractARN lai hoa v6i nhau dé tao thanh bd doi. Trong hé théng
CRISPR Loai V, gARN chira crARN ma tao thanh bo dbi. Theo mét s6 phuwong an, gARN
c6 thé lién két endonucleaza, nho d6 gARN va endonucleaza tao thanh phirc hop. gARN
c6 thé tao ra tinh dic hiéu dich cho phtrc hop nho sy két hop ctia n6 véi endonucleaza.

Do d6 axit nucleic nham dich hé gen c6 thé dinh hudng hoat tinh cta endonucleaza.

[00088] ARN dan vi du bao gém cac trinh ty ving dém ma chira 15-200 nucleotit trong
d6 gARN nham dich vi tri hé gen dua trén cum hé gen ngudi GRCh38. Nguoi c6 trinh
d6 trung binh trong linh vyc hiéu rang, mdi gARN c6 thé dugc thiét ké dé bao gdm trinh
tu ving dém bd sung v6i vi tri hodce ving dich hé gen ctia nd. Xem Jinek ef al., Science,
2012, 337, 816-821 va Deltcheva et al., Nature, 2011, 471, 602-607.

[00089] gARN c6 thé 1a ARN din phan ti kép. gARN c6 thé 1a ARN din don phan ti.
[00090] ARN din phan tir kép c6 thé chira hai soi cia ARN. Soi thtr nhét chira theo
chiéu tr 5' dén 3', trinh tw m& rong vung dém tuy chon, trinh ty ving dém va trinh tu
doan Iip CRISPR nho nhét. Soi thit hai c6 thé chira trinh tu tracrARN nhé nhét (b sung
v6i trinh tu doan lap CRISPR nho nhét), trinh tu tracrARN 3’ va trinh tuv mé rdng
tracrARN tuy chon.

[00091] ARN din don phén tir (sgARN) c6 thé c¢6 chira, theo chiéu tir 5' dén 3', trinh
tu m& rong vung dém tuy chon, trinh tu ving dém, trinh tu doan 13p CRISPR nhé nhét,

cau nbi dan don phan tir, trinh tu tractARN nho nhit, trinh tu tracrARN 3° va trinh tu mé
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rong tracrARN tuy chon. Su m¢ rong tracrARN tuy chon c6 thé chira cac thanh phén ma
déng gop chuc ning bd sung (vi du nhu, tinh 6n dinh) cho ARN dan. Cu ndi din don
phén t cé thé nbi doan 1ap CRISPR nhé nhét va trinh ty tracrARN nho nhét dé tao thanh

cu trac kep toc. Su mé rong tracrARN tuy chon c6 thé chira mot hodc nhiéu kep téc.

[00092] Theo mdt sb phuong an, sgARN chira trinh tw ving dém c6 20 nucleotit tai
du 5' cta trinh tu sgARN. Theo mot s6 phuong an, sgARN chira trinh ty ving dém c6
it hon 20 nucleotit tai dau 5' cta trinh tu sgARN. theo mdt s6 phuong an, sgARN chira
trinh tu ving dém c6 nhiéu hon 20 nucleotit tai ddu 5' cta trinh ty sgARN. Theo mot $6
phuong 4n, sgARN chtra trinh tw viing dém c6 chidu dai thay doi véi 17-30 nucleotit tai
dau 5' cva trinh tu sgARN. Theo mot $6 phuong an, sgARN chtra trinh ty mé rdng ving
dém c6 chidu dai Ién hon 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120,
140, 160, 180, hodc 200 nucleotit. Theo mdt sb phuong an, sgARN chtra trinh ty mé rong
vung dém co chiéu dai nhé hon 3, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90,

hodac 100 nucleotit.

[00093] Theo mdt sé phuong 4n, sgARN chua trinh tw mé rong ving dém ma chira gbc
khac (vi du nhu, trinh tu kiém soat tinh dn dinh, trinh tu 1ién két endoribonucleaza, hoidc
ribozym). G nay c6 thé lam giam hodc 1am ting d6 6n dinh cta axit nucleic nhim dich
axit nucleic. G6c nay c6 thé 1a doan két thic phién ma (itc la, trinh tu két thic phién
mi). Géc nay c6 thé hoat dong trong t& bao nhan chuan. Gbc nay c6 thé hoat dong trong
té bao nhan so. Gbc nay co thé hoat dong trong ca té bao nhan chudn va té bao nhan so.
Céc vi dy khong lam gi6i han sang ché vé cac gde thich hop bao gdm: mii 5' (vi du nhu,
mil 7-metylguanylat (m7 G)), trinh tu cong tic ribo (vi du nhu, dé cho phép do 6n dinh
duoc diéu hoa va/hoic kha ning tiép can dugc diéu hoa bang protein va phic hop
protein), trinh tuy ma tao thanh bd doi dsARN (zic la, kep toc), trinh ty ma nhim dich
ARN dén vi tri dudi té bao (vi du nhu, nhéan, ty thé, luc lap, va dang tuong tu), su cai
bién hoic trinh tw ma mang lai su theo ddi (vi du nhu, dinh huéng su lién hop véi phéan
t huynh quang, su lién hop v6i gbe ma lam thuan loi cho sy phat hién huynh quang,
trinh tu ma cho phép sy phat hién huynh quang, v.v.), vivhodc su cai bién hodc trinh tu
ma tao ra vi tri lién két cho protein (vi du nhu, protein ma tac dong 1én ADN, bao gdm
chit hoat hoa phién ma, chit kim ham phién ma, ADN metyltransferaza, ADN

demetylaza, histon axetyltransferaza, histon deaxetylaza, va dang tuong tu).
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[00094] Theo mot sé phuong n, sgARN chira trinh tu viing dém ma lai héa véi trinh
tir trong polynucleotit dich. Viing dém ctia gARN c6 thé tuong téc véi polynucleotit dich
theo phuong thirc ddc hiéu trinh tu thong qua su lai hoa (tirc 1, sw bét cip bazo). Do d6
trinh tu nucleotit ciia ving dém c6 thé thay ddi tuy thudc vao trinh ty cla axit nucleic

dich dugc quan tim.

[00095] Trong hé théng CRISPR-endonucleaza, trinh ty ving dém c6 thé duge thiét ké
dé lai héa vé6i polynucleotit dich ma niam & 5' cia PAM ciia endonucleaza ding trong hé
théng nay. Vung dém co thé an khép hoan héo trinh tu dich hodc c6 thé c6 su bit cap
nhim. Mdi endonucleaza, vi du nhu, Cas9 nucleaza, c¢6 trinh tv PAM cu thé ma né nhan
ra trong ADN dich. vi du nhu, Cas9 S. pyogenes nhan ra PAM ma chtra trinh tu 5'-NRG-
3',noi ma R chira A hodc G, noi ma N 1a nucleotit bat ky va N ¢ ngay 3' cua trinh t axit

nucleic dich dugc nham dich bang trinh ty ving dém.

[00096] Trinh tu polynucleotit dich c6 thé chira 20 nucleotit. Polynucleotit dich c6 thé
chta it hon 20 nucleotit. Polynucleotit dich ¢6 thé chia nhiéu hon 20 nucleotit.
Polynucleotit dich co thé chira it nhét 1a: 5, 10, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
30 hodc nhiéu nucleotit hon. Polynucleotit dich c6 thé chira nhiu nhét 1a: 5, 10, 15, 16,
17, 18,19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30 nucleotit hodic nhiéu hon. Trinh tu polynucleotit dich

¢6 thé chita 20 bazo & ngay 5' ctia nucleotit thir nhit cia PAM.

[00097] Trinh tu ving dém ma lai hoa véi polynucleotit dich cé thé ¢ chidu dai bing
it nhét 14 khoang 6 nucleotit (nt). Trinh tu ving dém c6 thé ¢6 it nhit 1a khoang 6 nt, it
nhét 1 khoang 10 nt, it nhét 1a khoang 15 nt, it nhat 1a khoang 18 nt, it nhét 1a khoang 19
nt, it nhat 1a khoang 20 nt, it nhét 1a khoang 25 nt, it nhét 1a khoang 30 nt, it nhét 13
khoang 35 nt hodc it nhét 1a khoang 40 nt, tir khoang 6 nt dén khoang 80 nt, tir khoang 6
nt d&n khoang 50 nt, tir khoang 6 nt dén khoang 45 nt, tir khoang 6 nt dén khoang 40 nt,
tir khoang 6 nt dén khoang 35 nt, tir khoang 6 nt dén khoang 30 nt, tir khoang 6 nt dén
khoang 25 nt, tir khoang 6 nt dén khoang 20 nt, tir khoang 6 nt dén khoang 19 nt, tir
khoang 10 nt dén khoang 50 nt, tir khoang 10 nt dén khoang 45 nt, tir khoang 10 nt dén
khoang 40 nt, tir khoang 10 nt dén khoang 35 nt, tir khoang 10 nt dén khoang 30 nt, tir
khoang 10 nt dén khoang 25 nt, tir khoang 10 nt dén khoang 20 nt, tir khoang 10 nt dén
khoang 19 nt, tir khoang 19 nt dén khoang 25 nt, tir khoang 19 nt dén khoang 30 nt, tir
khoang 19 nt dén khoang 35 nt, tir khoang 19 nt dén khoang 40 nt, tir khoang 19 nt dén
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khoang 45 nt, tir khoang 19 nt dén khoang 50 nt, tir khoang 19 nt dén khoang 60 nt, tir
khoang 20 nt dén khoang 25 nt, tir khoang 20 nt dén khoang 30 nt, tir khoang 20 nt dén
khoang 35 nt, tir khoang 20 nt dén khoang 40 nt, tir khoang 20 nt dén khoang 45 nt, tir
khoang 20 nt dén khoang 50 nt, hoic tir khoang 20 nt dén khoang 60 nt. Trong mdt s6 vi
du, trinh ty vung dém c6 thé chira 20 nucleotit. Trong mot sb vi du, vung dém co thé chira
19 nucleotit. Trong mot s6 vi du, vung dém cé thé chira 18 nucleotit. Trong mot sd vi du,

ving dém c6 thé chtra 22 nucleotit.

[00098] Theo mot sb vi du, ti 1 phan tram b sung gitra trinh ty ving dém va axit
nucleic dich 1a it nhat 1a khoang 30%, it nhat 12 khoang 40%, it nht 1a khoang 50%, it
nhét 1a khoang 60%, it nhét 1a khoang 65%, it nhat 1a khoang 70%, it nhét 1a khoang 75%,
it nhat 1a khoang 80%, it nhat 1a khoang 85%, it nhit 1a khoang 90%, it nhat 1a khoang
95%, it nhit 1a khoang 97%, it nhat 1a khoang 98%, it nhit 1a khoang 99%, hodc 100%.
Theo mot sO vi du, ti 18 phan traim b sung gitra trinh tu ving dém va axit nucleic dich
nhidu nhat 1a khoang 30%, nhiéu nhit 1a khoang 40%, nhidu nhét 1a khoang 50%, nhiéu
nhét 1 khoang 60%, nhiéu nhét 1a khoang 65%, nhiéu nhit 1a khoang 70%, nhidu nhit 1a
khoang 75%, nhiéu nhét 1a khoang 80%, nhiéu nhit 1a khoang 85%, nhiéu nhit 1a khoang
90%, nhiéu nht 1a khoang 95%, nhiéu nhit 1a khoéng 97%, nhiéu nhét 13 khoang 98%,
nhiéu nhit 12 khoang 99%, hodc 100%. Trong mét sé vi du, ti 18 phan trim bd sung giita
trinh ty vung dém va axit nucleic dich 1a 100% trén sau nucleotit ¢ tan cung 5' lién tuc
ctia trinh tu dich cta soi bd sung ctia axit nucleic dich. Ti 1& phan tram b sung gifra trinh
tu ving dém va axit nucleic dich c6 thé 1a it nhit 1a 60% trén khoang 20 nucleotit lién
tuc. Chiéu dai cta trinh tu vung dém va axit nucleic dich c6 thé khac nhau & tir 1 dén 6

nucleotit, ma ¢6 thé dugc cho 14 & dang phan phinh hodc cac phan phinh.

[00099] Trinh tu tracrARN c6 thé chira cdc nucleotit ma lai héa véi trinh tu doan Lip
CRISPR nhé nhét trong té bao. Trinh tu tracrARN nhé nhét va trinh tu doan Iip CRISPR
nho nhét ¢6 thé tao thanh bo doi, fiic la cAu trac soi kép bat cdp bazo. Cung nhau, trinh
tu tractARN nho nhét va doan lip CRISPR nho nhét c6 thé lién két véi endonucleaza
duoc din bing ARN. it nhit 14 mot phan cta trinh tw tractrARN nhé nhit c6 thé lai héa
v6i trinh tu doan 1dp CRISPR nho nhét. Trinh tu tractARN nho nhét c¢6 thé c6 do bd sung
it nhét 1a khoang 30%, khoang 40%, khoang 50%, khoang 60%, khoang 65%, khoang
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70%, khoang 75%, khoang 80%, khoang 85%, khodng 90%, khodng 95%, hodc 100%
v6i trinh tu doan lip CRISPR nho nhit.

[000100] Trinh tu tracrARN nho nhét c6 thé ¢ chiéu dai tir khoang 7 nucleotit dén
khoang 100 nucleotit. vi du nhu, trinh tu tractARN nhé nhét c6 thé dai tir khoang 7
nucleotit (nt) dén khoang 50 nt, tir khoang 7 nt dén khoang 40 nt, tir khoang 7 nt dén
khoang 30 nt, tir khoang 7 nt dén khoang 25 nt, tir khoang 7 nt dén khoang 20 nt, tir
khoang 7 nt dén khoang 15 nt, tir khoang 8 nt dén khoang 40 nt, tir khoang 8 nt dén
khoang 30 nt, tir khoang 8 nt dén khoang 25 nt, tir khoang 8 nt dén khoang 20 nt, tir
khoang 8 nt dén khoang 15 nt, tir khoang 15 nt dén khoang 100 nt, tir khoang 15 nt dén
khoang 80 nt, tir khoang 15 nt dén khoang 50 nt, tir khoang 15 nt dén khoang 40 nt, tir
khoang 15 nt dén khoang 30 nt hodc tir khoang 15 nt dén khoang 25 nt. Trinh ty tractrARN
nh6 nhat c6 thé co chidu dai x4p xi 9 nucleotit. Trinh tu tracrARN nho nhét c6 thé 1a x4p
xi 12 nucleotit. TracrARN nhé nhat ¢6 thé gdm cé tracrARN nt 23-48 dugc md ta trong

Jinek et al., néu trén.

[000101] Trinh ty tractARN nho nhét c6 thé twong dong it nhét 1 khoang 60% véi trinh
tu tractARN nho nhét tham chiéu (vi du nhu, kiéu dai, tractARN tir S. pyogenes) trén
doan gian dai gém it nhat 1 6, 7, hodc 8 nucleotit lién tuc. vi du nhu, trinh tu tractARN
nho nhét ¢6 thé tuong dong it n_hét 1a khoang 65%, tuong dong khoang 70%, twong ddng
khoang 75%, tuong ddng khoang 80%, twong dong khoang 85%, twong dong khoang
90%, trong ddng khoang 95%, tuong dong khoang 98%, twong dong khoang 99% hodc
twong dong 100% so v&i trinh tu tractARN tham chiéu nho nhit trén doan gian dai gdm

it nhit 12 6, 7, hodc & nucleotit lién tuc.

[000102] Bo doi gitta ARN CRISPR nhé nhit va tracrARN nho nhét c6 thé chira xoén
kép. BO doi gitta ARN CRISPR nho nhét va tractARN nhé nhit c¢6 thé chira it nhét 1a
khoang 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, hodc 10 nucleotit hodc nhiéu hon. B d6i gitta ARN
CRISPR nho nhit va tractARN nho nhat ¢ thé chtra nhidu nhit 1a khoang 1, 2, 3, 4, 5,

6,7, 8,9, hoac 10 nucleotit hoac nhiéu hon.

[000103] B doi co thé chua su bit cap nhim (ztc [d, hai soi cta bd d6i khong bd sung
100%). B ddi ¢6 thé chua it nhit 1a khoang 1, 2, 3, 4, hodc 5 hodc sy bit cip nhim. Bo
do6i ¢6 thé chira nhiéu nhét 1a khodng 1, 2, 3, 4, hodc 5 hoac su bat cap nham. Bo d6i ¢6

thé chira khong nhi¢u hon 2 sy bét cédp nham.
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[000104] Theo mot sé phuong an, tractARN c6 thé 12 tractARN 3°. Theo mot sd phuong
&n, trinh tu tractARN 3” ¢6 thé chira trinh tu co do twong dong trinh ty it nhét 1a khoang
30%, khoang 40%, khoang 50%, khoang 60%, khoang 65%, khoang 70%, khoang 75%,
khoang 80%, khodng 85%, khoang 90%, khoang 95%, hodc 100% so véi trinh tu
tractARN tham chiéu (vi du nhu, tracrARN tir S. pyogenes).

[000105] Theo mot s6 phuong an, gARN ¢6 thé chira trinh ty mé rong tractARN. Trinh
tr m& rong tractARN c6 thé ¢6 chiéu dai tir khoang 1 nucleotit dén khoang 400 nucleotit.
Trinh tw m& rong tractARN c6 thé ¢6 chiéu dai l6n hon 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,
45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180, hodc 200 nucleotit. Trinh ty m& réng
tractARN c¢6 thé c¢6 chiéu dai tir khoang 20 dén khoang 5000 nucleotit hodc nhiu hon.
Trinh ty mé rOng tracrtARN cé thé ¢6 chiéu dai nho hon 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45,
50, 60, 70, 80, 90, hodc 100 nucleotit. Trinh tw m& rong tracrARN c6 thé c6 chiéu dai
nho hon 10 nucleotit. Trinh ty m¢é rong tracrARN ¢6 thé c6 chiu dai 10-30 nucleotit.

Trinh ty mé rong tracrARN C(')_thé 6 chiéu dai 30-70 nucleotit.

[000106] Trinh tu md rong tractARN c6 thé chira gbc chirc nang (vi du nhu, trinh tu
kiém so4t tinh dn dinh, ribozym, trinh tu lién két endoribonucleaza). Gbe chirc nang co
thé chira doan t thuc phién ma (ke la, trinh tu két thac phién ma). Gdc chirc ning c6 thé
c6 tong chiéu dai tir khoang 10 nucleotit (nt) dén khoang 100 nucleotit, tir khoang 10 nt
dén khoang 20 nt, tir khoang 20 nt dén khoang 30 nt, tir khoang 30 nt dén khoang 40 nt,
tir khoang 40 nt dén khoang 50 nt, tir khoang 50 nt dén khoang 60 nt, tir khoang 60 nt
dén khoang 70 nt, tir khoang 70 nt dén khoang 80 nt, tir khoang 80 nt dén khoang 90 nt,
hoic tir khoang 90 nt dén khoang 100 nt, tir khoang 15 nt dén khoang 80 nt, tir khoéng
15 nt dén khoang 50 nt, tir khoang 15 nt d&én khoang 40 nt, tir khoang 15 nt dén khoang
30 nt,. hoic tir khoang 15 nt dén khoang 25 nt.

[000107] Theo mot sé phuong an, sgARN c6 thé chira trinh tu cau nbi c6 chidu dai tir
khoang 3 nucleotit dén khoang 100 nucleotit. Trong Jinek et al., néu trén, vi du nhu,
"tetraloop" 4 nucleotit don gian (-GAAA-) dugce st dung (Jinek et al., Science, 2012,
337(6096):816-821). Céau ndi dé minh hoa co chiéu dai tir khoang 3 nucleotit (nt) dén
khoang 90 nt, tir khoang 3 nt dén khoang 80 nt, tir khoang 3 nt dén khoang 70 nt, tir
khoang 3 nt dén khoang 60 nt, tir khoang 3 nt dén khoang 50 nt, tr khoang 3 nt dén
khoang 40 nt, tir khoang 3 nt dén khoang 30 nt, tir khoang 3 nt dén khoang 20 nt, tir
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khoang 3 nt dén khoang 10 nt. vi du nhu, cdu ndi co thé co chidu dai tir khoang 3 nt dén
khoadng 5 nt, tr khoang 5 nt dén khoang 10 nt, tir khoang 10 nt dén khoang 15 nt, tir
khoang 15 nt dén khoang 20 nt, tir khoang 20 nt dén khoang 25 nt, tir khoang 25 nt dén
khoang 30 nt, tir khoang 30 nt dén khoang 35 nt, tir khodng 35 nt dén khoang 40 nt, tir
khoang 40 nt dén khoang 50 nt, tir khoang 50 nt dén khoang 60 nt, tir khoang 60 nt dén
khoang 70 nt, tir khoang 70 nt dén khoang 80 nt, tir khoang 80 nt dén khoang 90 nt, hoic
tir khoang 90 nt dén khoang 100 nt. Ciu ndi ctia axit nucleic dan don phén tir c6 thé co
tir 4 dén 40 nucleotit. Cau ndi ¢6 thé co it nhit 1a khoang 100, 500, 1000, 1500, 2000,
2500, 3000, 3500, 4000, 4500, 5000, 5500, 6000, 6500, hoiic 7000 nucleotit hodc nhiéu
hon. Cu nbi ¢ thé c6 nhidu nhat 1a khoang 100, 500, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000,
3500, 4000, 4500, 5000, 5500, 6000, 6500, hoac 7000 nucleotit hodc nhiéu hon.

[000108] Cau ndi co thé chua trinh ty bat ky trong s6 nhiéu trinh tu, mic di trong mot
s6 vi du cau ndi khong chira céc trinh ty ma co V£111g mé rong tuong ddng véi phan khéc
cia ARN dan, ma co thé gay ra su lién két noi phan tir ma c6 thé gdy tré ngai d6i véi cac
ving chirc nang khac ctia doan dan. Trong Jinek et al., néu trén, trinh tu 4 nucleotit don
gian -GAAA- dugc su dung (Jinek et al., Science, 2012, 337(6096):816-821), nhung

nhiéu trinh tu khéac, bao gom cac trinh tu dai hon ¢6 thé ¢6 kha nang dugc st dung.

[000109] Trinh tu ciu ndi co thé chira gde chire nang. vi du nhu, trinh ty cau nbi c6 thé
chtra m6t hodc nhiéu dic diém; bao g6111 aptamer, ribozym, kep toc tuong téc protein, vi
trf lién két protein, mang CRISPR, intron, hodc exon. Trinh tu cAu ndi ¢o thé chira it nhat
la khoang 1, 2, 3, 4, hodc 5 hoac hon 5 géc chuc ning. Trong mot sb vi du, trinh tu cu

noi ¢ theé chira nhicéu nhat 1a khoang 1, 2, 3, 4, hoac 5 hoac hon 5 gdc chiic nang.

[000110] Theo mot sé phuong an, sgARN khong chira uraxin, vi du nhu, & déu 3' cia
trinh tu sgARN. Theo mot ) phuong &n, sgARN chira mot hoac nhiéu uraxin, vi du nhu,
& dau 3' cua trinh tu sgARN. Theo mot $6 phuong én, sgARN chta 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9, hodc 10 uraxin (U) & ddu 3' cta trinh tu sgARN.

[000111] sgARN co thé duge cai bién hoa hoc. Theo mét s6 phuong an, gARN dugc cai
bién héa hoc 1a gARN ma chta it nhat 12 mot nucleotit ¢o su cai bién héa hoc, vi du nhu,
su cai bién dudng 2'-O-metyl. Theo mot sb phuong an, gARN duge cai bién hoéa hoc
chira khung axit nucleic dugc cai bién. Theo mét sé phuong an, gARN duge ci bién hoa

hoc chira goc 2'-O-metyl-phosphorothioat. Theo mdt s6 phuong an, cac cai bién hda hoc
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lam tdng cudng dd on dinh, lam giam kha ndng x4y ra hodc mirc d) cua dap tng mién
dich bam sinh, va/hodc lam ting cuong cac thudc tinh khac, nhu duge md ta trong Iinh

vuc.

[000112] Theo mdt ) phuong an, gARN dugc cai bién c6 thé chua khung dugc cai bién,
vi du nhu, phosphorothioat, phosphotrieste, morpholino, metyl phosphonat, lién két gitra
cac gbe duodng alkyl hodc xycloalkyl mach ngin hodc lién két gitra cac gbe duong di

nguyén tir hodc di vong mach ngan.

[000113] Hop chét dua trén morpholino duge md ta trong Braasch and David Corey,
Biochemistry, 2002, 41(14): 4503-4510; Genesis, 2001, Volume 30, Issue 3; Heasman,
Dev. Biol., 2002, 243: 209-214; Nasevicius ef al., Nat. Genet., 2000, 26:216-220; Lacerra
et al.,b Proc. Natl. Acad. Sci., 2000, 97: 9591-9596.; va patent M§ b 5,034,506, cép ngay
23 thang 7 ndm 1991.

[000114] Chét bit chudc oligonucleotit xyclohexenyl axit nucleic dugc mod ta trong

Wang et al., J. Am. Chem. Soc., 2000, 122: 8595-8602.

[000115] Theo mot sb phuong an, gARN dugc céi bién c6 thé chira mot hodc nhiéu géc
duong duogc thé, vi du nhu, mot trong sb cac géc sau day tai vi tri 2': OH, SH, SCH3, F,
OCN, OCH3, OCH; O(CHz)n CHs, O(CHa)n NHa, hoic O(CH2)n CH3, trong d6 n nim
trong khoang tir 1 dén khoang 10; tir C1 dén C10 alkyl bﬁc‘ thap, alkoxyalkoxy, alkyl bic
thép duoc thé, alkaryl hodc aralkyl; Cl; Br; CN; CF3; OCF3; O-, S-, hode N-alkyl; O-, S-
, hoéc N-alkenyl; SOCHj3; SO2 CHsz; ONO2; NO2; Nj; NHz; heterocycloalkyl;
heterocycloalkaryl; aminoalkylamino; polyalkylamino; silyl duge thé; nhom doi chuyén
ARN; nhém béo cdo; chit xen giira; 2'-O-(2-metoxyetyl); 2'-metoxy (2'-O-CHs); 2'-
propoxy (2'-OCH, CH>CH3); va 2'-flo (2'-F). Cac cai bién tuong tu cling c6 thé dugc tao
ra & cac vi tri khac trén gARN, cu thé 1a vi tri 3' ctia dudn g trén nucleotit & dau tan cung
3'va vi tri 5' cta nucleotit & dau tin ciing 5'. Trong mot s6 vi dy, ca dudong va lién két
gifta cac nucleosit, fiic la, khung, cia cdc don vi nucleotit ¢ thé dugc thay thé bﬁng nhom
moi.

[000116] Cac ARN dan ciing c¢6 thé bao gdm, ngoai ra hodc theo cach khéc, su cai bién
hoic sy thé nucleobazo (thudng dugc dé cap dén trong linh vue don gian 1a "bazo™). Nhu

dung trong ban mo ta nay, cac nucleobazo "khong dugc cai bién" hodc "tu nhién" bao
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gdm adenin (A), guanin (G), tymin (T), xytosin (C), va uraxin (U). Céc nucleobazo dugc
cai bién bao gbm cac nucleobazo chi duge tim thiy hiém khi hodc nhat thoi trong axit
nucleic tu nhién, vi du nhu, hypoxanthin, 6-metyladenin, 5-Me pyrimidin, cu thé 1a 5-
metylxytosin (con duogc goi la 5S-metyl-2' deoxyxytosin va thuong duoc d& cap dén trong
linh vuc dudi dang 5-Me-C), 5-hydroxymetylxytosin (HMC), glycosyl HMC va
gentobiosyl HMC, ciing nhu 13 cac nucleobazo tong hop, vi du nhu, 2-aminoadenin, 2-
(metﬂamino)adenin, 2-(imidazolylalkyl)adenin, 2-(aminoalklyamino)adenin hodc cac
alkyladenin duoc thé khac loai khac, 2-thiouraxin, 2-thiotymin, 5-bromouraxin, 5-
hydroxymetyluraxin, 8-azaguanin, 7-deazaguanin, N6 (6-aminohexyl)adenin, va 2,6-
diaminopurin. Kornberg, A., DNA Replication, W. H. Freeman & Co., San Francisco,
pp75-77, 1980; Gebeyehu ef al., Nucl. Acids Res. 1997, 15:4513. Bazo "van ndng" da
biét trong linh vuc, vi du nhu, inosin, ciing ¢6 thé dugc bao gdm. Su thé 5-Me-C da duoc
thé hién 12 1am ting d6 6n dinh bo dbi axit nucleic 1én 0,6-1,2 °C. ((Sanghvi, Y. S., in
Crooke, S. T. and Lebleu, B., eds., Antisense Research and Applications, CRC Press,
Boca Raton, 1993, pp. 276-278) va la cic khia canh ctia su thé bazo.

[000117] Céc nucleobazo duge cai bién c¢6 thé chira cac nucleobazo tong hop va tu nhién
khac, ching han nhu 5-metylxytosin (5-me-C), 5-hydroxymetyl xytosin, xanthin,
hypoxanthin, 2-aminoadenin, 6-metyl va cac dan xuét alkyl khac ctia adenin va guanin,
2-propyl va céc dan xuét alkyl khac cta adenin va guanin, 2-thiouraxin, 2-thiotymin va
2-thioxytosin, S-halouraxin va xytosin, 5-propynyl uraxin va xytosin, 6-azo uraxin,
Xytosin va tymin, S-uraxin (gid-uraxin), 4-thiouraxin, 8-halo, 8-amino, 8-thiol, 8-
thioalkyl, 8-hydroxyl va adenin va guanin dugc thé 8 khéc, 5-halo cu thé 14 5- bromo, 5-
triflometyl va uraxin va xytosin duoc thé 5 khac, 7-metylquanin va 7-metyladenin, 8-
azaguanin va 8-azaadenin, 7-deazaguanin va 7-deazaadenin, va 3-deazaguanin va 3-

deazaadenin.
Phite hop cua axit nucleic nham dich vao hé gen va endonucleaza

[000118] gARN tuong tic v6i endonucleaza (vi du nhu, nucleaza duge din bing ARN
ching han nhu Cas9), nhd dé tao thanh phtc hop. gARN din endonucleaza dén

polynucleotit dich.

[000119] M&di endonucleaza va gARN c6 thé duge dung riéng ré cho té bao hoic dbi

tugng. Theo mdt s6 phuong an, endonucleaza c6 thé dugc tao phie hop tr trude véi mot
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hodc nhiéu ARN din, hoic mot hoic nhiéu crARN cun g voi tractARN. Sau d6 nguyén
liéu da dugc tao phuc hop tir trude nay cod thé duoc dung cho té bao hodc dbi tuong.
Nguyén liéu da dugc tao phtrc hop tor trudc nay da duoc biét dén dudi dang hat
ribonucleoprotein (RNP). Endonucleaza trong RNP c¢o thé 13, vi dy nhu, Cas9
endonucleaza hodc Cpfl endonucleaza. Endonucleaza co thé dugc kep hai bén & dAu tn
cung N, dau tan cung C, hodc ca dau tan cung N va ddu thn cung C béng mot nhiéu tin
hiéu dinh vi nhan (NLS). vi du nhu, Cas9 endonucleaza co thé duoc kep hai bén béng hai
NLS, mot NLS nam ¢ dau tin ciing N va NLS thr hai ndm & dau tin cing C. NLS c6 thé
1a NLS bét ky da biét trong Iinh vuc, ching han nhu NLS $V40. Ti 16 khdi lugng cia axit
nucleic nhdm dich hé gen voi endonucleaza trong RNP ¢ thé 1a 1:1. vi du nhu, ti 1& khdi

lwong cua sgARN vai Cas9 endonucleaza trong RNP ¢6 thé 1 1:1.
Axit Nucleic Ma Héa Cho Cdc Thanh Phan Hé Théng

[000120] Sang ché d¢ xuat axit nucleic chira trinh ty nucleotit ma hoa cho axit nucleic
nham dich vao hé gen theo sang ché, endonucleaza theo sang ché, va/hodc phan tr axit
nucleic hodc protein bat ky can dé thuc hién khia canh cua phuong phép theo sang ché.

Axit nucleic ma héa c6 thé 1a ARN, ADN, hoic dang két hop cua ching.

[000121] Axit nucleic ma hoa cho axit nucleic nham dich vao hé gen theo sang ché,
endonucleaza theo sang ché, va/hodc phan tir axit nucleic hodc protein bat ky can dé thuc
hién khia canh cua phuong phap theo sang che c¢6 the chira vecto (vi du nhu, vecto bicu

hién téi t6 hop).

[000122] Thuét ngli "vecto" dung dé chi phan tir axit nucleic ¢6 kha niang van chuyén
axit nucleic khac ma no duoc lién két voi. Mot loai vecto la "plasmit", ma dung dé chi
vong ADN soi kép mach vong ma cac doan axit nucleic khac co thé dugc ndi vao do.
Mot loai vecto khéc 1a vecto virut, trong d6 manh axit nucleic khac c6 thé duoc ndi vao
hé gen virut. Cac vecto nhit dinh ¢6 kha ning tu sao chép ¢ t& bao chii ma chung dugc
dwa vao (vi dy, vecto vi khuan c6 diém mé du sao chép vi khudn va vecto dong vét c6
v thé bd sung). Cac vecto khac (vi du, cac vecto dong vat co v khong thude thé bd
sung) duoc hop nhit vao hé gen cia té bao chu khi dwa vao té biao chi va do d6 duge sao

chép cung véi hé gen clia vat chu.
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[000123] Trong mét so vi dy, cac vecto nhat dinh ¢6 theé ¢ kha nang dinh huéng su biéu
hién cta axit nucleic ma ching duoc lién két khi hoat dong vai. Cac vecto nay dugce dé
cip dén trong ban mo ta nay dudi dang "vecto biéu hién tai to hop", hodc don gidn hon

1a "vecto biéu hi¢n", ma thuc hién chirc ndng tvong duong.

[000124] Thuat ngt "dugce lién két khi hoat dong" ¢6 nghia la trinh tu nucleotit dugc
quan tam dugc lién két v6i (céc) trinh tu didu hoa theo phuong thic cho phép sur biéu
hién ctia trinh tu nucleotit. Thuit ngd "trinh ty didu hoa" dugc du dinh 12 bao géln, vi du
nhu, gen khéi dau, ving ting cudng va cc thanh phan kiém sodt biéu hién khac (vi du
nhu, tin hiéu polyadenyl hoa). Cac trinh tu diéu hoa nay da dugc biét r5 trong linh virc
va dugc md ta, vi du nhu, trong Goeddel; Gene Expression Technology: Methods in
Enzymology, 1990, 185, Academic Press, San Diego, CA. Cac trinh tu diéu hoa bao g&n
cac trinh ty ma dinh hudng su biéu hién ciu truc cla trinh tu nucleotit trong nhiéu loai té
bao chu, va céc trinh ty ma dinh hudng sy biéu hién cua trinh tu nucleotit chi ¢ té bao
chd nhét dinh (vi du nhu, cac trinh tu diéu hoa dic hiéu md). N guoi co hiéu biét trung
binh trong linh vuc hiéu 16 réng thiét ké cta vecto biéu hién c6 thé phu thudc vao céc
yéu té chéng han nhu su lya chon té bao dich, muc do biéu hién mong mudn, va dang

tuong tu.

[000125] Vecto biéu hién dugc du tinh bao gé)ln, nhung khong gidi han 6, vecto virut
dwa trén virut du mua, virut bai liét, adenovirut, virut két hop adeno, SV40, virut herpes
simplex, virut giy suy giam mién dich & ngudi, retrovirut (vi du nhu, Virut Gy Bénh
Bach Cau O Chudt Nhit, virut gy hoai tir lach, va vecto co n guén géc tir retrovirut chéng
han nhu Virut Ung Thu M6 Lién Két Rous, Virut Ung Thu M6 Lién Két Harvey, virut
gdy bénh bach cau ¢ gia cam, lentivirut, virut gay suy giam mién dich & ngudi, virut gy
ung thu mo lién két ting sinh tay xuong, va virut khdi u va) va cac vecto tai to hop khac.
Céc vecto khac duge du tinh ddi vai té bao dich nhan chuan bao gdm, nhung khong giéi
han &, vecto pXT1, pSG5, pSVK3, pBPV, pMSG, va pSVLSV40 (Pharmacia). Vecto

khéc c6 thé dugc sir dung mién la chang tuong thich véi t€ bao chu.

[000126] Trong mot so vi du, vecto ¢o thé chira mot hodc nhiéu thanh phan kiém soat
phién ma va/hodc dich ma. Tuy thudc vao h¢ vat chu/vecto dugce st dung, thanh phan
kiém sodt phién ma va dich ma bat ky trong s6 mot s6 luong cdc thanh phan kiém soét

phién ma va dich ma thich hop, bao gom gen khai dau cau tric va cam (ng, thanh phan
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tang cuong phién ma, viung ket thic phién mé, v.v. ¢6 thé dugc st dung trong vecto bicu
hién. Vecto ¢6 thé 1a vecto tu bat hoat ma lam bat hoat cac trinh tu virut hodc cac thanh

phan clia bd may CRISPR hoic cac thanh phéan khac.

[000127] CAc vi du khong lam gi6i han sing ché vé gen khoi dau sinh vat nhan chudn
thich hop (#¢c la, gen khoi diu hoat dong chirc nang trong 1é bao nhan chudn) bao gbém
gen khoi ddu sém tic thi tir cytomegalovirut (CMV), tymidin kinaza cua virut herpes
simplex (HSV), SV40 sém va mudn, doan Idp dau tan cung dai (LTR) tir retrovirut, gen
khoi ddu yéu t6 kéo dai-1 ctia nguoi (EF1), gen khéi déu beta-actin ctia ga (CBA), gen
khoi ddu ubiquitin C (UBC), ciu tric lai chira ving ting cudng cytomegalovirut dung
hop v6i gen khoi ddu beta-actin ctia ga (CAG), cdu tric lai chira ving ting cudng
cytomegalovirut dung hop véi gen khéi ddu, exon thir nhit, va intron thtr nhit ctia gen
beta-actin ga (CAG hoic CAGGS), gen khoi diu virut té bao gbe chudt (MSCV), gen
khéi ddu locut phosphoglyxerat kinaza-1 (PGK), va gen khoi dau metallothionein-I

chuot.

[000128] Gen khéi déu c6 thé 1a gen khéi ddu cam tng (vi du nhu, gen khéi ddu sbc
nhiét, gen khoi dau duoc diéu hoa béng tetraxyclin, gen khoi dau dugc didu hoa béng
steroit, gen khoi diu dugc didu hoa bang kim loai, gen khai diu dugc diéu hoa bing thy
thé estrogen, v.v.). Gen khéi dau co thé 1a gen khoi dau co dinh (vi du nhu, gen khéi dau
CMV, gen khoi dau UBC, gen khoi ddu CAG). Theo mét s6 phuong an, gen khéi ddu co
thé 14 gen khoi dau gi6i han khong gian va/hodc gidi han thoi gian (vi du nhu, gen khéi

dau dic hi€u mo, gen khéi dau dac hi¢u loai t€ bao, v.v.).

[000129] Viéc dua phirc hop, polypeptit, va axit nucleic theo sang ché vao trong té bao
c6 thé xay ra bang cach giy nhiém virut hodc thé thuc khuén, chuyén nap, su lién hop,
dung hogp té bao tran, chuyén nhiém liposom, duc 16 dién, chuyén nap vao nhan, két taa
canxi photphat, chuyén nap qua trung gian polyetylenimin (PEI), chuyén nap qua trung
gian DEAE-dextran, chuyén nap qua trung gian liposom, cong nghé sing ban hat, két tia
canxi photphat, dinh huéng vi tiém, phan phdi axit nucleic qua trung gian hat nano, va

dang tuong tu.

III. Cac chién lwge dé tranh diap irng mién dich va lam ting sy song sot
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[000130] Puoc md ta trong ban md ta ndy 14 céc chién luge dé lam cho té bao duoc cai
bién di truyén, fite Ia, & bao cho van ning, tranh dap tng mién dich va/hoic 1am ting su
sdng s6t cua chung, hodc kha nang séng sau khi ghép vao dbi twong. Theo mdtsd phwong
an, cac chién luge nay 1am cho té bao cho van nang tranh khoi dap tmg mién dich va/hoic
séng s6t & ti 16 thanh cong cao hon so véi té bao khong duge cai bién. Theo mot sb
phuong én, té bao dugc cai bién di truyén chtra sy dua vao cua it nhit 1a mot cai bién di
truyén & trong hodc & gan it nhét 13 mot gen ma 1am giam mirc d6 biéu hién cta méot hoic
nhidu khang nguyén té bao bach ciu ngudi MHC-I va MHC-II twong quan véi t& bao
khong duoc cai bién; it nhit 12 mot cai bién di truyén ma lam tadng mirc 4o biéu hién cia
it nhat 1a mot polynucleotit ma ma héa yéu t6 dung nap twong quan véi té bao khéng
duoc cai bién; va/hoic it nhét 1a mot cai bién di truyén ma lam thay dbi su biéu hién cia
it nhat 13 mot gen ma ma hoa yéu td séng sét twong quan vdi té bao khong duoc cai bién.
Theo mdt sb phuong 4n, t& bao duoc cai bién di truyén chta sy dua vao ciia it nhat 1a
mdt cai bién di truyén & trong hodic & gin it nhét 1d mot gen ma lam giam muc do bidu
hién ctia mot hodc nhiéu khang nguyén té bao bach ciu ngudi MHC-I va MHC-II tuong
quan v&i té bao khong duge cai bién; it nhat 13 mét cai bién di truyén ma lam ting mic
d6 biéu hién cua it nhat 13 mot polynucleotit ma ma hoéa yéu té dung nap twong quan véi
té bao khong dugc cai bién; va it nhat 1a mot cai bién di truyén ma 1am thay doi sy biéu
hién cua it nhit 1a mot gen ma ma hoa yéu tb sdng sot tuong quan véi té bao khong duge
cai bién. Theo phuong an khéc, t& bao duoc cai bién di truyén chura it nhit 1a mot x6a bo
hodic dot bién cai xen-lam khuyét & trong hodc ¢ gin it nhit 13 mot gen ma 1am thay ddi
su biéu hién ctia mot hodc nhiéu khang nguyén té bao bach cau ngudi MHC-I va MHC-
II twong quan véi té bao khéng duoc cai bién; va it nhat 1a mot su cai xen cua
polynucleotit ma ma héa cho it nhat 1a mot yéu t6 dung nap tai vi tri ma gdi 1én mot phén,
géi 1€n hoan toan, hodc dugc chira trong, vi tri cia x6a bo clia gen ma lam thay dbi su
biéu hién ctia mdt hodc nhiéu HLA MHC-I va MHC-II. Theo phuong an khéc nira, té bao
duoc cai bién di truyén chia it nhit 12 mot cai bién di truyén ma lam thay dbi su biéu
hién ctia it nhat 1a mot gen ma ma héa yéu td sdng sot twong quan véi té bao khong dugce
cai bién.

[000131] Céc gen ma ma héa cho phirc hé twong thich mé chii yéu (MHC) nim trén Chr.

6P21 cia ngudi. Céc protein thu dugc duge mi hoa béi cac gen MHC 12 loat protein bé
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mit ma thiét yéu trong kha ning twong thich thé cho trong qua trinh ciy té bao. Cic gen
MHC duoc chia thanh MHC 16p I (MHC-I) va MHC 16p I (MHC-IT). Cac gen MHC-I
(HLA-A, HLA-B, va HLA-C) duogc biéu hién & hau hét tit ca cac loai t& bao mé, trinh
dién peptit duoc xir ly bang khang nguyén “khong tu than” véi té bao T CD8+, nho d6
thic ddy su hoat hoa ctia ching thanh té bao T CD8+ dung giai té bao. Té bao dugc cdy
hoic dugc ghép biéu hién cac phan tir MHC-I "khong tu than” s& giy ra dap (mg mién
dich té bao manh duoc dinh huéng & cac té bao nay va cubi cung dan dén su chét di cua
ching do té bao T CD8+ dung giai t& bao di dugc hoat héa. Protein MHC-I ban dau dugce
két hop véi beta-2-microglobulin (B2M) trong ludi ndi chit, ma thiét yéu dé tao thanh
cac phan tir MHC-I chirc ning trén bé mit té bao. Ngoai ra, c6 ba phan tir MHC-Ib khong
cb dién (HLA-E, HLA-F, va HLA-G), ma c6 chitc ndng diéu hoa mién dich. Phan tir sinh
hoc MHC-II bao gdbm HLA-DP, HLA-DM, HLA-DOA, HLA-DOB, HLA-DQ, vi HLA-
DR. Do chtrc ning co ban cta chung trong dép tmg mién dich, cic phan tir sinh hoc
MHC-I va MHC-II déng gép vao sy thai bé mién dich sau khi ghép té bao ctia té bao

khong phai cia vat chi, vi du nhu, ghép té bao nham muc dich lam thube tai tao.

[000132] Céc phan tir bé mit té bao MHC-I dugc tao thanh tir cic chudi ning duge ma
hoéa bang MHC (HLA-A, HLA-B, hoic HLA-C) va tiéu don vi khong bién dbi beta-2-
microglobulin (B2M). Do d6, su 1am giam ctia ndng d6 ctia B2M & trong té béo cho phép
¢6 phuwong phép hiru hiéu @& 1am giam sy biéu hién bé mat té bao ctia cac phan tit bé mit

té bao MHC-I.

[000133] Theo mdt s& phuwong 4n, té bio chira su cai bién hé gen cia mot hoic nhiéu
gen MHC-I hodac MHC-II. Theo mét sb phuong an, té bao chira su cai bién hé gen cua
mot hodc nhiéu trinh tu polynucleotit ma didu hoa sy biéu hién ctia MHC-I va/hodc
MHC-II. Theo mot sb phuong é4n, cai bién di truyén theo sang ché dugc thuc hién béng
cach str dung phuong phép bién tdp gen bit ky bao gdm nhung khong gi6i han & cac

phuong phép dugc md ta trong ban mo ta nay.

[000134] Theo mdt $6 phuong an, viéc lam gidm muac do biéu hién ctia mot hoac nhiéu
khéng nguyén té bao bach cau ngudi MHC-I va MHC-II twong quan véi té bao khong
duoc cai bién duge thuc hién bang cach nhidm dich, vi du nhu, dé [am khuyét va/hodc cai
xen di truyén ctia it nhat 14 mot cip bazo, trong gen MHC-I va/hodc MHC-II mot céch

truc tiép. Theo mdt s6 phuong 4n, viée 1am gidm muc d6 biéu hién cia mét hodc nhiéu

41/176



48138 42/176

khang nguyén té bao bach cdu ngudi MHC-I va MHC-II tuong quan véi té bao khong
duoc cai bién duogc thuc hién béng cach nhm dich, vi du nhu, dé lam khuyét di truyén,
gen CIITA. Theo mot sb phuong 4n, viéc lam gidm murc do biéu hién ctia mot hoic nhiéu
khéng nguyén té bao bach cau nguoi MHC-I va MHC-II tuong quan véi té bao khong
duoc cai bién dugc thuc hién bing cach nhim dich, vi du nhu, dé 1am khuyét di truyén,
it nhét 1a mot chét didu hoa phién ma ctia MHC-I hoic MHC-II. Theo mét s6 phuong én,
chét diéu hoa phién ma cuia MHC-I hodc MHC-II 1a geh NLRCS, hoac CIITA. Theo mot
sé phuong 4n, chét didu hoa phién ma cia MHC-I hoic MHC-II 1a gen RFXS, RFXAP,
RFXANK, NFY-A, NFY-B, NFY-C, IRF-1, va/hodc TAPI.

[000135] Theo mdt s& phuong 4n, hé gen cia té bao da dugc cai bién dé 1am khuyét toan
bo hodc mot phr?m cia gen HLA-A, HLA-B, va/hodac HLA-C. Theo mot sb phuong an,
hé gen ciia té bao da dugc cai bién dé 1am khuyét toan bd hozic mot phan cia gen khoi
dAu cia gen HLA-A, HLA-B, va/hoic HLA-C. Theo mét sb phuong 4n, hé gen cua té
bao da duoc cai bién dé 1am khuyét toan bd hoac mot phﬁn ciia gen ma ma hoa cho chét
diéu hoa phién méa cia MHC-I hodc MHC-II. Theo mdt s6 phuong 4n, hé gen cta té bao
da dwoc cai bién dé 1am khuyét toan bd hodc mot phan ciia gen khdi dau ctia gen ma ma

hoa cho chét diéu hoa phién mi cia MHC-I hoic MHC-IL.

[000136] Theo mot sé phuwong 4n, hé gen clia té bao da dugc cai bién dé 1am giam muc
d6 biéu hién cua beta-2-microglobulin (B2M). B2M 1a gen khong da hinh ma ma héa cho
tiéu don vi protein chung can thiét cho su biéu hién bé mit cua tit ca cac chudi nang
MHC 16p I da hinh. Protein HLA-I ban du duoc két hop véi B2M trong luéi ndi cht,
ma thiét yéu dé tao thanh cdc phan tir HLA-I duoc biéu hién & bé mdt té bao, c6 chirc
ning. Theo mét sb phwong an, gARN nhim dich vi tri & trong gen B2M chira trinh tir 5'
GCTACTCTCTCTTTCTGGCC 3’ (SEQ ID NO: 1). Theo mét sé phuong 4n, gARN
nhim dich vi tri & trong gen B2M chtra trinh ty 5' GGCCGAGATGTCTCGCTCCG 3°
(SEQ ID NO: 2). Theo mét s6 phuong 4n, gARN nhim dich vi tri & trong gen B2M chira
trinh ty 5' CGCGAGCACAGCTAAGGCCA 3' (SEQ ID NO: 3). Theo phuong an khéc,
gARN nhim dich vi tri & trong gen B2M chira trinh tu bit ky trong sb cac trinh tu sau
day:  5-TATAAGTGGAGGCGTCGCGC-3' (SEQ ID NO: 35), 5'-
GAGTAGCGCGAGCACAGCTA-3' (SEQ ID NO: 36), 5'-
ACTGGACGCGTCGCGCTGGC-3' (SEQ ID NO: 37), 5'-
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AAGTGGAGGCGTCGCGCTGG-3' (SEQ ID NO: 38), 5-
GGCCACGGAGCGAGACATCT -3' (SEQ - ID NO: 39), 5'-
GCCCGAATGCTGTCAGCTTC-3' (SEQ ID NO: 40). 5'-
CTCGCGCTACTCTCTCTTTC-3' (SEQ ID NO: 41), 5'-
TCCTGAAGCTGACAGCATTC-3' (SEQ ID NO: 42), 5'-

TTCCTGAAGCTGACAGCATT-3' (SEQ ID NO: 43), hodc 5'-
ACTCTCTCTTTCTGGCCTGG-3' (SEQ ID NO: 44), Theo mdt sd phwong an, gARN
chira trinh tu polynucleotit c6 trinh tir bt ky trong s6 SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2,
SEQID NO: 3, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38, SEQ
ID NO: 39, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 43, hodc
SEQ ID NO: 44. Phirc hop gARN/CRISPR nucleaza nhim dich va phén cit vi tri dich
trong locut B2M. Viéc sira chita chd dat soi kép bang cach NHEJ c6 thé din dén x6a bo
cua it nhat 12 trén nucleotit va/hodc cai xen it nhat 14 mét nucleotit, nhd d6 phé v hodc
loai trir sy biéu hién ctia B2M. Theo cach khac, locut B2M ¢6 thé dugc nhim dich béng
it nhét 1 hai hé thng CRISPR mdi hé théng nay chira gARN khac nhau, nhd d6 phan
cét tai hai vi tri trong locut B2M din dén x6a bo cia trinh tyr gita hai chd cét nay, nho

d6 loai trir sy biéu hién ciia B2M.

[000137] Theo mot sb phuong 4n, hé gen cua té bao da duoc cai bién dé lam giam muc
d6 biéu hién cua chét hoat hoa trans 16p II (CIITA). CIITA 14 thanh vién cua ho doan Iap
giau loxin (LRR) LR hoic mién lién két nucleotit (NBD) ctia protein va diéu hoa su phién
ma ctia MHC-II bang cach két hop v6i phire hop trinh ty ting cuong MHC. Sy biéu hién
ctia CIITA dugc gy cam tng & té bao B va té bao phan nhanh nhu 14 chirc ning cta giai

doan phat trién va c6 thé cam tng bang IFN-y & hau hét cac loai té bao.

[000138] Theo mét sb phuwong 4n, hé gen clia té bao da dugc cai bién dé 1am giam muc
d6 biéu hién ctia ho NLR, mién CARD chtra 5 (NLRC5). NLRCS5 la chét diéu hoa thiét
yéu ciia dap tmg mién dich qua trung gian MHC-I va, twong tu véi CIITA, NLRC5 c6
thé cam vng mic dd cao bang IFN-y va ¢6 thé chuyén chd vao nhan. NLRCS5 hoat héa
gen khoi dau ciia cac gen MHC-I va gy cam tng sy phién mi cia MHC-I cﬁng nhu la

cac gen lién quan tham gia vao sy trinh dién khang nguyén MHC-I.

[000139] Theo mot s& phurong 4n, yéu t6 dung nap c6 thé duoc cai xen hodc duge tai cai

xen vao trong t& bao dugc cai bien di truyén d¢ tao ra té bao cho van ning c6 dic quyén
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mién dich. Theo mot sb phuong én, té bao cho van nang dugce boc 10 trong badn mo ta nay
d3 dwoc cai bién thém dé bidu hién mot hodc nhidu yéu t& dung nap. Yéu té dung nap vi
du bao gdm, nhung khéng gi6i han &, mot hodc nhiéu yéu t6 trong s6 HLA-C, HLA-E,
HLA-F, HLA-G, PD-L1, CTLA-4-Ig, CD47, chét trc ché CI, va IL-35. Theo mot sd
phuong an, cai bién di truyén, vi du nhu, su cai xen, cua it nhét 12 mot polynucleotit ma
héa cho it nhét 12 mot yéu tb dung nap lam cho té bao cho van nang Uc ché hoic tranh
khoi sy thai bé midn dich véi ti 18 cao hon it nhét 1a 1,05, it nhat 1a 1,1, it nhat 14 1,25, it
nhit 1a 1,5, it nht 13 2, it nhat 13 3, it nhat 1a 4, it nhat 13 5, it nhit 13 10, it nhét 14 20,
hodc it nhat 12 50 14n so v6i té bao khong duge cai bién sau khi ghép. Theo mdt s§ phuong
an, su cai xen cua polynucleotit ma ma héa cho HLA-E, HLA-G, CTLA-4, CD47,
va/hodc PD-L1 1am cho t& bao cho van ning trc ché hoic tranh khoi sy thai bé mién dich

sau khi cdy hodc ghép vao ddi twong vat chu.

[000140] Polynucleotit ma héa yéu t& dung nap thudng chira cac nhanh tuong ddng bén
trai va bén phai ma kep hai bén trinh tuy ma héa yéu t6 dung nap. Céc nhanh tuong ddng
¢6 trinh tu v& co ban twong dong véi ADN hé gen & hodc & gan vi trf cai xen duge nhim
dich. vi du nhu, nhanh tuong ddng bén trai ¢6 thé 1a trinh ty nucleotit twong déng vai
ving nam & bén trai hoic nguoc dong cia vi tri dich hodc vi tri cit va nhanh twong ddng
bén phai c6 thé 1a trinh ty nucleotit trong ddng véi viing ndm & bén phai hodc xudi dong
ctia vi trf dich hodc vi tri cdt. DAu gan ciia mdi nhanh twong ddng c6 thé trong ddng véi
trinh tu ADN hé gen tiép gidp v6i vi tri cit. Theo cach khac, dau gin ciia mdi nhanh
twrong ddng c6 thé twong ddng véi trinh ty ADN hé gen nim & 1én dén khoang 10, 20,
30, 40, 50, 60, hoic 70 nucleobazo ra xa khoi vi tri cit. Nhu vay, polynucleotit ma hda
yéu t6 dung nap c6 thé duogc cai xen vao locut gen dugc nhim dich & trong khoang 10,
20, 30, 40, 50, 60, hodc 70 cip bazo cta vi tri cit, va ADN hé gen b sung tiép giap vi
trf cét (va khong twong ddng véi nhanh tuong ddng) c¢6 thé duge 1am khuyét. Cac nhanh
trong ddng c6 thé c6 chidu dai ndm trong khoang tir khoang 50 nucleotit dén vai nghin
nucleotit. Theo mot sé phwong 4n, cac nhanh tuong ddng c6 thé c¢6 chidu dai ndm trong
khoang tir khoang 500 nucleotit dén khoang 1000 nucleotit. Do twong ddng trinh ty dang
ké gifta c4c nhanh twong ddng va ADN hé gen c6 thé 1a it nhét 1a khoang 80%, it nhit 1a
khoang 85%, it nhat 1a khoang 90%, it nhit 12 khoang 95%, hodc it nhit 14 khoang 99%.
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[000141] Theo mdt sb phwong an, cic nhanh twong dong dugc st dung véi B2M dan (vi
du nhu, gARN chira trinh ty nucleotit thé hién & SEQ ID NO: 1-3 hodc 35-44). Theo mdt
s6 phuong an, cac nhanh tuong dé)ng duoc thiét ké dé dugc st dung v6i doan din B2M
bat ky ma s&loai bé vi tri bit d4u cila gen B2M. Theo mdt s6 phwong 4n, céc nhénh twong
ddng B2M c¢6 thé chira hodc cha yéu gdm c6 trinh tu polynucleotit thé hién ¢ SEQ ID
NO: 13 hodc 19, hodc trinh ty polynucleotit c6 do twong ddng trinh tur it nhit 13 85%,
90%, 95%, hodc 99% véi trinh tu cia SEQ ID NO: 13 hodc 19. Theo mdt sb phuong an,
nhanh tuong ddng B2M bén trai ¢ thé chira hodc chi yéu gdbm c6 SEQ ID NO: 13, hoic
trinh tu polynucleotit c6 do tuong déng trinh tu it nhit 13 85%, 90%, 95%, hoic 99% véi
trinh tu cia SEQ ID NO: 13. Theo mét sé phuong 4n, nhanh twong dong B2M bén phai
¢6 thé chua hodic chu yéu gébm c¢6 SEQ ID NO: 19, hodc trinh twr polynucleotit c6 d9
twong dong trinh tu it nhat 13 85%, 90%, 95%, hodc 99% véi trinh ty ciia SEQ ID NO:
19.

[000142] It nhit 14 mot polynucleotit ma héa cho it nhat 1a mét yéu t6 dung nap c6 thé
duoc lién két khi hoat dong véi gen khéi dau ngoai sinh. Gen khoi diu ngoai sinh ¢6 thé
la gen khoi d4u co dinh, cam ung, ddc hi€u thoi gian, mo, hodc kiéu té bao. Theo mot sb

phuong an, gen khéi dau ngoai sinh la gen khéi d4du CMV, EFla, PGK, CAG, hoic UBC.

[000143] Theo mot s6 phuong an, it nhat 13 mot polynucleotit ma hoa cho it nhét 1a mot
yéu tb dung nap dugc cai xen vao locut 4n chaa an toan, vi du nhu, locut AAVS 1. Theo
mdt sb phwong 4n, it nhét 1a mot polynucleotit ma héa cho it nhét 1a mot yéu t& dung nap
duoc cai xen vao vi tri hodc viing ctia ADN hé gen ma gdi 1én mét phan, gbi 1én hoan
toan, hodic dugc chira trong (fitc Ig, ndm & trong hodc & gan) gen MHC-I, gen MHC-II,
hoc chét diéu hoa phién ma ctia MHC-I hoic MHC-II.

[000144] Theo mdt sb phuong é&n, polynucleotit ma hoa cho PD-L1 dugc cai xen tai vi
tr{ & trong hodic & gan locut gen B2M. Theo mét s6 phuong an, polynucleotit ma héa cho
PD-L1 duogc cai xen tai vi tri & trong hodc & gén locut gen B2M dﬁ“)ng tho1 véi, hodc sau
khi 1am khuyét tt ca hodc mot phan cta gen hodc gen khoi ddu B2M. Polynucleotit ma
héa cho PD-L1 duoc lién két khi hoat dong véi gen khoi dau ngoai sinh. Gen khéi dau
ngoai sinh c6 thé 1a gen khoi ddu CMV.

[000145] Theo mét s& phuong 4n, polynucleotit ma hoa cho HLA-E dugc cai xen tai vi

tri & trong hodc & gan locut gen B2M. Theo mot s& phuong an, polynucleotit ma héa cho
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HLA-E dugc cai xen tai vi tri & trong hodc & gén locut gen B2M déng thoi véi, hoac sau
khi lam khuyét tit ca hodc mot phan ctia gen hoic gen khéi diu B2M. Polynucleotit ma
héa cho HLA-E duoc lién két khi hoat dong véi gen khoi diu ngoai sinh. Gen khéi dau
ngoai sinh c6 thé 1a gen khoi ddu CMV.

[000146] Theo mot sb phuong 4n, polynucleotit ma héa cho HLA-G dugc cai xen tai vi
tri & trong hodc & gan locut gen HLA-A, HLA-B, hoic HLA-C. Theo mot s6 phuong an,
polynucleotit ma héa cho HLA-G dugc cai xen tai vi tri ¢ trong hodc ¢ gﬁn locut gen
HLA-A, HLA-B, hoic HLA-C d6ng thoi véi, hodc sau khi lam khuyét gen hoic gen khéi
ddu HLA-A, HLA-B, hogc HLA-C.

[000147] Theo mdt s& phuong 4n, polynucleotit ma héa cho CD47 duge cii xen tai vi
tri & trong hodc & gin locut gen CIITA. Theo mdt s6 phuong 4n, polynucleotit ma héa
cho CD47 duoc cai xen tai vi tri & trong hoic & gin locut gen CIITA ddng thoi voi, hodc

sau khi lam khuyét gen hodc gen khéi dau CIITA.

[000148] Theo mét sé phuong 4n, polynucleotit ma héa cho HLA-G duogc cai xen tai vi
tr{ & trong hozic & gin locut gen HLA-A, HLA-B, hoic HLA-C dbng thoi véi sy cai xen

ctia polynucleotit ma hoa cho CD47 tai vi tri & trong hodc & gan locut gen CIITA.

[000149] Theo mdt sb phuong én, té bao chira su biéu hién tédng 1én hodc gidm di cua
mdt hodc nhiéu yéu td séng s6t. Theo mét sé phuong 4n, té bao chira sy cai xen ctia mot
hoic nhiéu trinh tw polynucleotit ma ma héa yéu td séng s6t. Theo mot sd phwong 4n, té
bao chira x6a bé ctia mot trong sb nhidu cac yéu tb sdng sét. Theo mdt sé phuong 4n, cai
bién di truyén theo sang ché duoc thuc hién bing cach sit dung phuong phép bién tip gen
bat ky bao gdm nhung khong giéi han & cac phuong phap dugc md ta trong ban mo ta
nay. Theo mot ) phuong an, té bao chua su biéu hién tang 1én hodc giam di cua it nhit
1a mot yéu té sdng sét tuong quan véi té bao khong duge cai bién. Theo mot 'sé phuong
an, yéu td sdng sot 13 thanh vién hodc con dudng quan trong tham gia vio sy sdng sot té
bao, vi du nhu, sy giam oxy huyét, cac loai oxy phan ung, sy mét di chét dinh dudng,
va/hodc cing thang oxy héa. Theo mot s6 phuong 4n, cai bién di truyén ciia it nhit 12 mot
yéu t sdng sét 1am cho té bao cho van ning sdng s6t trong khoang thoi gian dai hon, vi
du nhu, khoang thoi gian dai hon it nhat 1a 1,05, it nhét 12 1,1, it nhét 14 1,25, it nhit [a
1,5, it nhat 1a 2, it nhat 1a 3, it nhét 12 4, it nhat 12 5, it nhit 13 10, it nhit 14 20, hogc it nhét
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12 50 14n, so vé6i té bao khong duoc cai bién sau khi ghép. Theo mot s6 phwong 4n, yéu

t6 sbng sot 1a ZNF143, TXNIP, FOXO1, JNK, hoic MANF.

[000150] Theo mét sd phuong 4n, té bao chira su cii xen ctia polynucleotit ma ma héa
cho MANF lam cho té bao cho van ning séng s6t sau khi ciy hodc ghép vao ddi tuong
vét chi & ti 18 sbng s6t cao hon twong quan véi té bao khong dugc cai bién. Theo mot sb
phuong an, polynucleotit ma ma héa cho MANF dugc cai xen vao locut an chira an toan.
Theo mét s6 phuong 4n, polynucleotit ma ma héa cho MANF dugc cai xen vao gen thude

v& MHC-I, MHC-1I, hoic chit diéu hoa phién ma ctia MHC-I hoic MHC-IL.

[000151] Theo mdt sé phurong 4n, hé gen clia té bao da duoc cai bién d& 1am khuyét toan
b6 hodic mot phn ciia gen ZNF143, TXNIP, FOXO1, va/hodc JNK. Theo mét s§ phuong
an, hé gen cla té bao da dugc cai bién dé 1am khuyét toan bo hoac mot phén cta gen khoi

dAu ciia gen ZNF143, TXNIP, FOXO1, va/hoic INK.

[000152] Theo mdt sé phuong an, nhidu hon mdt yéu té sdng sét duge cai bién di truyén

& trong té bao.

[000153] Theo cac phwong 4n nhét dinh, té bao khong c6 su biéu hién MHC-II va sy
biu hién vira phai cia MHC-I dugc cai bién di truyén dé khong c6 su biéu hién bé mat
ctia MHC-I hoic MHC-II. Theo phuong an khéc, t& bao khong cé su biéu hién bé mit
ctia MHC-I/IT duoc bién tap thém dé c6 su biéu hién ciia PD-L1, vi du nhu, sy cai xen
ctia polynucleotit ma héa cho PD-L1. Theo phuong an khac nita, t& bao khong c¢6 su biéu
hién bé mit cia MHC-I/II duoc bién tap thém dé c6 su biéu hién cia PD-L1, vi du nhu,
su cai xen cta polynucleotit ma héa cho PD-L1, va cling duoc cai bién di truyén dé lam
tang hodc lam giam murc do biéu hién cua it nhit 12 mot gen ma ma héa yéu tb séng sot

tuong quan voi té bao khong dugce cai bién.

[000154] Theo mdt s6 phuong 4n, té bao con chira sy biéu hién ting 1én hodc giam di,
vi du nhu, bing cach cai bién di truyén, ctia mot hodc nhidu gen khac ma khong nhét thiét
duoc kéo theo trong su 14n tranh mién dich hodc su sng s6t t€ bao sau cdy ghép. Theo
mot sb phuong an, t€ bao con chira su biéu hién tang cia mdt hodc nhiéu protein cong
tic an toan twong quan véi té bao khong duge cai bién. Theo mdt s6 phuong an, té bao
chira su biéu hién ting ctia mét hodc nhiéu gen khdc ma ma hoa cho protein cong tic an

toan. Theo mdt s phuong 4n, cong tic an toan ciing 1a gen tu sat. Theo mot sé phuong
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4n, cOng tic an toan 13 tymidin kinaza virut herpes simplex-1 (HSV-tk) hogc caspaza-9
¢6 thé cam tmg. Theo mét s6 phwong an, polynucleotit ma ma héa cho it nhét 13 mot cong
tdc an toan dugc cai xen vao hé gen, vi du nhu, vao locut 4n chira an toan. Theo mot sb
phuong an khéac, mot hodc nhiéu gen khic ma dugc cai bién di truyén ma hoa cho mot
hodc nhiéu trong sb protein cong tdc an toan; thé thuc nhdm dich; thu thé; phan tu truyén
tin hidu; yéu t6 phién mé; protein hodc peptit c¢6 hoat tinh dugc; cac tmg vién dich thubc;
va protein thuc déy sur céy, su luu thong, su v& nha, kha nang séng, su tu tai sinh, su ton

tai 14u dai, va/hodc su song sét ciia ching dugc tinh hgp véi céu trac.

[000155] Mot khia canh ciia sang ché d& xuit phwong phap tao ra té bao cho van ning
duoc thiét ké hé gen, trong d6 té bao cho van ning chua it nhét 1a mot sy cai bién hé gen
duoc nhdm dich tai mot hodic nhidu vi trf duge chon trong hé gen, phwong phap niy bao
gbm budc thiét ké di truyén loai té bao nhu mo ta trong ban mo ta nay bang cach dua vao
trong t& bao nay mot hodc nhidu ciu triic d€ cho phép su cai bién duge nhim dich tai vi
tri duoc chon; dua vao trong té bao nay mot hodc nhiéu chd dat soi kép tai vi tri dugc
chon bang cach sir dung mot hoic nhiéu endonucleaza c6 kha ning nhan dién vi tri dugc
chon; va nudi céy té bao da bién tip dé cho phép stra chita ADN néi sinh dé te_io ra su cai
xen hodc x6a bd dugce nham dich tai vi tri duge chon; nho d6 thu léy té bao cho van ning
duoc cai bién hé gen. Té bao cho van ning duoc tao ra bang phuong phép nay chira it
nhét 1a mot su cai bién hé gen dugc nham dich ¢6 chuc nang, va trong do té bao duoc cai
bién hé gen, néu chiing 13 té bao gbc, thi c6 kha ning duoc biét hoa thanh té bio tién than

hoic té bao dugc biét hoa diy du.

[000156] Theo mdt s6 phuong an khac, té bao cho van ning dugc thiét ké hé gen chira
su biéu hién dugc dua vao hoic duogc ting 1én & it nhét 1a mot trong s6 HLA-E, HLA-G,
CDA47, hodc D-L1. Theo mét sd phuong an, té bao cho van ning dugc thiét ké hé gen
thiéu hut HLA 16p I va/hodc 16p II. Theo mdt sé phuong 4n, té bao cho van ning duogc
thiét ké hé gen khong c¢6 B2M hoic c6 B2M thap. Theo mot sd phuwong 4n, té bao cho
van nang duoc thiét ké hé gen chira polynucleotit ngoai sinh dugc tinh hop hodc khong
dugc tinh hgp ma héa cho mot hodc nhiéu protein trong sb céc protein HLA-E, HLA-G,
va PD-L1. Theo mét sb phuong 4an, sy biéu hién duoc dua vao ndy 13 su biéu hién ting tir
gen khéng dugc biéu hién hodc duge bidu hién & muc d6 thap chira trong té bao nay.

Theo mdt sd phuong 4n, polynucleotit ngoai sinh khong dugc tinh hop duge dua vao
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béng cach stir dung virut Sendai, AAV, episom, hodc plasmit. Theo mot s6 phuong an, té
bao cho van nang khong chtta B2M, véi su biéu hién duoc dua vao ctia mot hoéc nhiéu
trong s6 HLA-E, HLA-G, PD-L1, va su biéu hién ting 1én hoic giim di ciia it nhét 1a
mdt protein cong tic an toan. Theo phuong 4n khéc, té bao cho van ning khong chira
HLA-A, HLA-B, va HLA-C, v61 su biéu hién dugc dua vao ciia méot hodc nhiéu trong sb
HLA-E, HLA-G, PD-L1, va it nhit 12 mot protein cong tic an toan. Theo mot sd phuong
an, té bao cho van nang khong chira B2M, véi su biéu hién duoc dua vao cia mot hodc
nhiéu trong s HLA-E, HLA-G PD-L1, va su biéu hién tang lén hodc giam di cua it nhét
12 mot yéu t6 séng sét, vi du nhu, MANF. Phuong phép tao ra té bao dugc cai bién di
truyén bét ky dugc mb ta trong ban mo ta nay duoc du tinh 13 duge thuc hién bing cach

str dung it nhét 1a phuong phap bién tip gen bat ky dugc md ta trong ban md ta nay.
IV. Loai té bao

[000157] Té bao nhu md ta trong ban md ta nay, vi du nhu, té bao cho van ning (va té
bao khong duogc cai bién twong Gmg) c6 thé thudc vé 16p co thé c6 bit ky ctia loai té bao.
Theo mot sb phuong an, té bao, vi du nhu, té bao cho van nang (va té bao khong duogc
cai bién twong ung) c6 thé 1a té bao dong vét ¢ vi. Theo mot sé phwong 4n, té bao, vi
du nhu, t& bao cho van ning (va té bao khong duoc cai bién twong tng) c6 thé 1a té bao
nguoi. Theo mot sb phuong an, té bao, vi du nhu, t& bao cho van nang (va té bao khong
duoc cai bién trong tng) c6 thé 1a té bao gbe. Theo mot s& phuong an, té bao, vi du nhu,
té bao cho van ning (va té bao khong duoc cai bién twong tmng) c6 thé 1a té bao gbc da
nang (PSC). Theo mot s6 phuong én, té bao, vi du nhu, té bao cho van ning (va té bao
khong duoc cai bién tuong tmg) c6 thé 13 t& bao gde phdi (ESC), té bao gde cé thé truong
thanh (ASC), té bao gdc da ning dugc cam tng (iPSC), hoic té bao gde va tién than tao
mau (HSPC). Theo mét s& phuong an, té bao, vi du nhu, t& bao cho van ning (va t& bao
khong dugc cai bién twong Gmg) c6 thé 12 t& bao da biét héa. Theo mét s phuong 4n, té
bao, vi du nhu, t& bao cho van ning (va té bao khong duoc cai bién tuong tng) c6 thé 1a
té bao sinh dudng, vi du nhu, té bao cua hé mién dich hoic té bao co rit, vi du nhu, té

bao co xuong.
[000158] Té bao, vi du nhu, t& bao cho van ning gbc, duge md ta trong ban md ta nay
c6 thé duge biét hoa thanh loai té bao lién quan dé danh gi sy biéu hién HLA, ciing nhu

1a sy d4nh gid ctia kha ning gay mién dich ctia dong té bao gbc van ning. Nhin chung,
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sy biét hoa chira viée duy tri t€ bao duoc quan tAm trong mdt khoang thoi gian va trong
didu kién du d& té bao biét hoa thanh t& bao biét hoa duoc quan tAm. vi du nhu, t& bao
géc van ning dugc boc 19 trong ban md ta nay co thé dugc biét hoa thanh t€ bao tién than
trung mdé (MPC), té bao co tim ¢6 kha niang gay mién dich thip, té bao tién than co, té
bao non, t& bao ndi md (EC), dai thuc bao, té bao gan, té bao beta (vi du nhu, té bao beta
tuy), té bao tién than noi bi tuy, té bao tién than noi tiét tuy, hodc t€ bao tién than thin

kinh (NPC).

[000159] Té bao gdc c6 kha ning ting sinh va mang lai sy ting 1én cho nhiéuté bao tién
than hon, dén luot minh chung c6 kha ning tao ra sb lugng 16n cua té bao me ma dén
lwot minh c¢6 thé mang lai sy ting 1én cho t& bao con di biét hoa hoic co thé biét hoa.
Ban than t& bao con c6 thé dugc cam tng dé ting sinh va san xut con chau ma tiép d6
biét hoa thanh mot hodc nhiéu kiéu té bao trudng thanh, trong khi van giit lai mot hoic
nhidu t& bao c6 tiém ning phat trién ctia bd me. Thuét ngir "té bao gbc" sau day dung dé
chi t€ bao c6 kha nang hodc tiém nang, trong hoan canh cu thé, biét hoa thanh kiéu hinh
chuyén biét hodc biét hoa hon, va git lai kha ndng, trong cac hoan canh nhét dinh, tang
sinh ma khong biét héa dang ké. Theo mot khia canh, thudt ngit té bao tién thin hodc té
bao gdc dung dé chi té bao me d4 tdng quat hoa ma hau dué (con chau) ctia chung chuyén
biét hoa, thudng 1a theo cac hudng khac nhau, bang cach biét hoa, vi du nhu, bang cach
c¢6 duoc cac dic tinh cu thé hoan chinh, nhu xay ra trong su da dang hoa ting dan cia té
bao va mo phdi. Sy biét hoa té bao 13 quy trinh phirc tap thudng xay ra thong qua nhiéu
14n phén chia t& bao. Té bao da biét héa c6 thé phét sinh tir té bio da ning ma ban than
n6 ¢6 ngudn goc tir té bao da ning, va v.v.. Mic dit mdi té bao da ning c6 thé duoc coi
1a té bao géc, pham vi cua c4 loai té bao ma mdi loai c6 thé mang lai sy ting Ién cé thé
thay ddi ddng ké. Mot sb té bao da biét hoa cling c6 kha ning mang lai sw ting 1én cho té
bao tiém ning phat trién 16n hon. Kha ning nay c6 thé 14 tu nhién hoic c¢6 thé duoc gay
ra theo cach nhén tao khi xir ly bang cac yéu t6 khac nhau. Trong nhidu truong hop sinh
hoc, té bao gdc ciing c6 thé 1a "da nang" vi chiing c6 thé san xuit con chau ciia hon mét
loai té bao khéc biét, nhung diéu nay khong nhét thiét d6i véi "tinh gde."

[000160] "Té bao dd bist hoa" 1a té bao ma da tién trién thém nira xubng dudi con dudng
phat trién hon 14 té bao ma né duge so sanh véi. Do dé, té bao gbe ¢ thé biét hoa thanh

té bao tién than gi6i han dong (ching han nhu té bio tién than té bao co), ma dén lugt nd
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c6 thé biét hoa thanh cac dang khéc cia té bao tién than xudng dudi hon nita trong con
dudng nay (ching han nhu tién than t& bao co), va sau d6 thanh té bao da biét hoa giai
doan cudi, chéng han nhu t& bao co, ma cé vai trd riéng biét trong loai mo nhét dinh, va
c6 thé giit lai hodc khong gift lai kha ning dé tang sinh thém.

Té boo géc phéi

[000161] Té bao dugc md ta trong ban md ta nay c6 thé 1a té bao gde phdi (ESC). ESC
co nguén géc tir té bao phoi chua biét hda ciia phoi dong vat c¢6 va va cod thé biét hoa
thanh loai té bao bit ky va nhan 1én nhanh chéng. ESC ciing dugc tin 1a ¢ kiéu nhan
binh thuong, duy tri hoat tinh telomeraza cao, va thé hién tiém ning ting sinh lau dai
dang chu ¥, 1am cho c4c té bao nay tré thanh cc ting vién xuét sic dé sir dung 1am té bao

cho van ndng.
Té bao gobc cd thé trudng thanh

[000162] Té bao dugc mb ta trong ban mé ta nay co thé 1a té bao gdc ca thé truéng thanh
(ASC). ASC 1a té bao chua biét hda ma c6 thé dugc tim,théy & dong vat c6 v, vi du nhu,
ngudi. ASC duoc xac dinh bing kha ning tu ti sinh cta ching, vi du nhu, dugc chy
chuyén qua mét vai chu ky cta su sao chép té bao trong khi duy tri tinh trang chua biét
héa cua ching, va kha nang biét hoa thanh mdt vai loai té bao riéng biét, vi du nhu, té
bao than kinh dém. T& bao gbc ca thé trudng thanh 13 16p rong cia té bao gde ma c6 thé
bao ham t& bao gdc tao mau, té bao gbe vi, t& bao gde rudt, té bao gbe trung ma, té bao
gdc ndi md, té bao gbe than kinh, t& bao gbe ca thé trudng thanh khiru giac, té bao gbc

mao than kinh, va té bao tinh hoan.
Té bao goc da nang dwoc cam ung

[000163] Té bao duge md ta trong ban md ta nay cé thé 14 té bao gbc da ning duge cam
g (iPSC). iPSC ¢6 thé duge tao ra mdt cach truc tiép tir té bao ngudi truéng thanh bing
cach dwa vao cdc gen ma ma hoa cho cac yéu td phién ma quan trong tham gia vao tinh
da ning, vi du nhu, Oct4, Sox2, cMyc, va KIf4. iPSC ¢6 thé c¢6 ngudn gde tir cling mot
d6i twong ma té bao tién than tiép theo duoc dung cho né. Tie 13, té bao sinh dudng c6
thé dugc thu 14y tir d6i twong, dugc 1ap trinh lai thanh té bao gdc da ning duoc cam ung,

va sau d6 duge biét hoa lai thanh té bao tién than dé duge ding cho ddi twong (vi du nhu,
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té bao tw than). Tuy nhién, trong trudng hop cia té bao tu than, nguy co cia dép tng

mién dich va kha ning song kém sau khi cy van con.
T¢é bao goc va tién than tao mdu nguoi

[000164]  Té bao duoc md ta trong ban mod ta nay c6 thé 12 té bao gbe va tién than tao
méu ngudi (hHSPC). Dong té bao gbc nay mang lai su ting 1én cho tht ca cac loai té bao
méu, bao gdm dang hdng ciu (hdng ciu hodc té bao méau d6 (RBC)), dang tiy (bach cu
don nhan va dai thuc bao, bach cau trung tinh, bach ciu wa bazo, bach cAu wa axit, t& bao
nhan khéng 18/tiéu ciu, va té bao phan nhanh), va dang bach huyét (té bao T, té bao B,
té bao NK). Té bao mau dugc san xuit bang su ting sinh va su biét hoa ctia quan thé rit
nhé ciia té bao gdc tao mau da ning (HSC) ma cling c6 kha ning bd sung thém ban than
chiing bing cach su tu tai sinh. Trong qua trinh biét hoa, con chau ctia HSC phat trién
qua cac giai doan trudng thanh trung gian khac nhau, tao ra da ning va té bao tién than
duoc ude dinh béi dong trude khi dat dén sy trudng thanh. Tay xuong (BM) 1a vi tr
chinh ctia su tao mau & ngudi va, trong didu kién binh thuong, chi sé hrong nhé ciia té
bao gbc va tién than tao mau (HSPC) c6 thé dugc tim thdy trong méu ngoai vi (PB). Viéc
didu tri bang xytokin, mdt s thude kim ham tiy xwong dung trong diéu tri ung thu, va
c4c hop chét ma pha v& su twong tc gifta té bao sinh dudng tao mau va BM c6 thé huy

dong nhanh chong s6 luong 16n cta té bao gbe va tién than vao hé tudn hoan.
Biét héa té bao thanh cdc logi té bao khdc

[000165] Mot bude khic ciia phuong phép theo sang ché ¢6 thé chira viéc biét hoa té
bao thanh té bao biét hoa. Bude biét hoa ¢ thé dugce thue hién theo phuong phép bét ky
da biét trong linh vue. vi du nhu, iPSC ngudi duge biét héa thanh ndi bi chinh thire bing
cach st dung cac cach didu tri khac nhau, bao gdm chit bd sung activin va B27 (Life
Technologies). Ndi bi chinh thitc dugc biét héa tiép thanh té bao gan, viéc diéu trj bao
gém: FGF4, HGF, BMP2, BMP4, Oncostatin M, Dexametason, v.v. (Duan et al, Stem
Cells, 2010;28:674—686; Ma et al, Stem Cells Translational Medicine, 2013;2:409—419).
Theo phuong 4n khéc, budc biét hoa cd thé dugc thuc hién theo Sawitza et al, Sci Rep.
2015; 5: 13320. Té bao biét hoa c6 thé 14 t& bao sinh dudng bét ky ctia dong vat c¢6 v, vi
du nhu, ngudi. Theo mot sé phuong 4n, té bao sinh dudng c6 thé 12 té bao biéu mo tiét
ndi tiét (vi du nhu, t€ bao tiét hormon tuyén giap, té bao v tuyén thuong thén), té bao

bi€u mo tiét tuyén ngoai tieét (vi du nhu, t€ bao niém mac tuyén nudc bot, t€ bao tuyén
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tidn liét), té bao tiét hormon (vi du nhu, té bao thiy trude tuyén yén, té bao dao tuy), té
bao biéu mé keratin hoéa (vi du nhu, té bao keratin biéu bi), t€ bao biéu mo hang rao dugc
phan tAng 4m, té bao truyén cam gidc (vi du nhu, té bao nhén kich thich 4nh sang), té bao
noron thuc vat, té bao hd trg co quan cam gidc va noron ngoai vi (vi du nhu, té bao
Schwann), noron hé than kinh trung uong, té bao than kinh dém (vi du nhu, té bao hinh
sao, té bao than kinh dém it gai), té bao thiu kinh, té bao md, t& bao than, té bao chirc
ning hang rao (vi du nhu, té bao dng din), té bao nén ngoai bao, t& bao co rat (vi du nhu,
té bao co xuong, té bao co tim, té bao co tron), té bao mau (vi du nhu, héng céu), té bao
ctia hé mién dich (vi du nhu, té bao nhan khéng 16, t& bao tiéu than kinh dém, bach ciu
trung tinh, dudng bao, té bao T, t& bao B, té bao giét tu nhién), té bao mam (vi du nhu,

tinh tf), té bao nudi, hoic té bao ke.
V. Ché phim va cach ding
Ché phdm va phdn phéi dé bién tdp gen

[000166] ARN dan, polynucleotit, vi du nhu, polynucleotit ma ma héa yéu t6 dung nap
hoac polynucleotit ma mé héa cho endonucleaza, va endonucleaza nhu md ta trong ban
md ta nay c6 thé duge tao ché phdm va duge phan phdi cho té bao theo phuong thirc bét

ky da biét trong linh vurc.

[000167] ARN dan va/hoic polynucleotit c6 thé duge tao ché phdm véi ta duge duge
dung chéng han nhu chét mang, dung moi, chit 1am 6n dinh, chét bd tro, chét pha loang,
v.v., thy thudc vao phuong thirc ding va dang lidu lugng cu thé. Hop phian ARN dén
va/hodc polynucleotit ¢ thé duoc tao ché phdm dé dat duoc d6 pH tuong thich sinh Iy,
va nim trong khoang tir d6 pH biang khoang 3 dén d6 pH bang khoang 11, tir khoang pH
3 dén khoang pH 7, tiy thudc vao ché phdm va dudong ding. Trong mot sb trudng hop,
d6 pH c6 thé dugc didu chinh dén khoang tir khoang d6 pH 5,0 dén khoang d6 pH 8.
Trong mot s6 trudng hop, hop phf?m c6 thé chtra luong hitu hidu dé didu tri cua it nhét 1a
mot hop chét nhu duge mo ta trong bdn mo ta nay, cung v4i mot hodc nhiéu ta duge duoc
dung. Mbt cach tity ¥, hop phan c6 thé chira dang két hop ctia hop chit dugc mé ta trong
ban mé ta nay, hodc c6 thé bao gém thanh phin hoat tinh tht hai hitu dung trong viéc
diéu tri hodc ngin ngira sy phat trién ca vi khudn (vi du nhu va nhung khong gi6i han
&, chat khang khudn hozc chét khang vi sinh vat), hodc c6 thé bao gdm dang két hop cia

céc chit phan tng theo sang ché.
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[000168] Té duogc thich hop bao gdm, vi du nhu, cic phén tir chit mang ma bao gdm cac
dai phan tir chuyén hoa cham, 16n ching han nhu protein, polysacarit, axit polylactic, axit
polyglycolic, axit amin dang polyme, copolyme axit amin, va hat virut bat hoat. T4 duoc
vi du khéc c6 thé bao gdm chit chéng oxy héa (vi du nhu va nhung khong giéi han &,
axit ascorbic), chit cang hoa (vi du nhu va nhung khong giéi han &, EDTA), carbohydrat
(vi du nhu va nhung khong giéi han &, dextrin, hydroxyalkylxenluloza, va
hydroxyalkylmetylxenluloza), axit stearic, dich long (vi du nhu va nhung khong giéi han
&, dau, nude, nude mudi, glyxerol va etanol), chit 1am 4m hodc nhil hoa, chit dém pH,

va dang twong tu.

[000169] Polynucleotit ARN din (ARN hodic ADN) va/hoic (cic) polynucleotit
endonucleaza (ARN hoic ADN) c6 thé dugc phan phdi bang vat mang phan phdi virut
hodc khong virut di biét trong linh vue. Theo cach khéc, (cé4c) polypeptit endonucleaza
c6 thé dugc phan phdi bang vt mang phan phdi virut hoic khéng virut da biét trong linh
vue, chéng han nhu duc 18 dién hoic hat nano lipit. Theo céc khia canh khac nita, ADN
endonucleaza c¢6 thé dugc phan phdi dudi dang mot hodic nhidu polypeptit, mot minh
hodc dugc tao phtrc hop tur trude vai modt hoac nhiéu ARN dn, hoic mot hodc nhiéu

crARN cung véi tracrARN.

[000170] Polynucleotit c6 thé dugc phan phdi bang vat mang phan phbi khong virut bao
gbm, nhung khong giéi han &, hat nano, liposom, ribonucleoprotein, peptit tich dién
dwong, thé lién hgp ARN phan tir nhd, thé kham aptamer-ARN, va phirc hop ARN-
protein dung hop. Mot s vat mang phan phdi khong virut vi du dugc mé ta trong Peer
and Lieberman, Gene Therapy, 2011, 18: 1127-1133 (ma tap trung vao vat mang phan
phdi khong virut d6i v6i siARN ma ciing hitu dung dé phan phéi polynucleotit khac).
[000171] Ddi v6i polynucleotit theo sang ché, ché phim c6 thé dwoc chon tix dang bét
ky da dugc huéng din, vi du nhu, trong don quéc té PCT/US2012/069610.

[000172] Polynucleotit, ching han nhu ARN dan, sgARN, va mARN ma héa cho

endonucleaza, ¢ thé duoc phan phdi cho té bao hodc déi tuong bing hat nano lipit (LNP).

[000173] LNP ding dé chi hat bat ky c6 dudng kinh nhé hon 1000 nm, 500 nm, 250 nm,

200 nm, 150 nm, 100 nm, 75 nm, 50 nm, hodc 25 nm. Theo cach khéc, hat nano c6 thé
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c6 kich thuéc nim trong khoang tr 1-1000 nm, 1-500 nm, 1-250 nm, 25-200 nm, 25-100

nm, 35-75 nm, hodc 25-60 nm.

[000174] LNP c6 thé dugc tao ra tir lipit cation, anion, hoic trung tinh. Lipit trung tinh,
ching han nhu phospholipit gdy dung hgp DOPE hodc thanh phin mang cholesterol, c6
th dugc bao gdm trong LNP lam 'lipit trg gitip' dé ting cudng hoat tinh chuyén nap va
d6 6n dinh hat nano. Han ché cua lipit cation bao gf?nn hiéu qua thép do d6 6n dinh kém

va su thanh thai nhanh, ciing nhu 13 sy gy ra dap Gng viém hodc khang viém.

[000175] LNP ciing c6 thé gdm c6 lipit ki nudc, lipit wa nude, hoic ca lipit ki nudc va

lipit wa nudec.

[000176] Lipit bt ky hodc dang két hop clia céc lipit ma da duge biét dén trong linh vire
c6 thé duge sir dung dé san xudt LNP. Vi du vé lipit dung dé san xuét LNP 1a: DOTMA,
DOSPA, DOTAP, DMRIE, DC-cholesterol, DOTAP—cholesterol, GAP-DMORIE—~
DPyPE, va GL67A-DOPE-DMPE—polyetylen glycol (PEG). Vi du vé lipit cation la:
98N12-5, C12-200, DLin-KC2-DMA (KC2), DLin-MC3-DMA (MC3), XTC, MDI1, va
7C1. Viduvé lipit trung tinh la: DPSC, DPPC, POPC, DOPE, va SM. Vi du vé lipit dugce
c4i bién PEG 1a: PEG-DMG, PEG-CerC14, va PEG-CerC20.

[000177] Lipit c6 thé dugc két hop & s6 bit ky cua ti 1é mol dé san xuit LNP. Ngoai ra,
(cac) polynucleotit c6 thé duge két hop véi (cac) lipit trong khoang ti 18 mol rong dé san

xuit LNP.

[000178] Vecto virut két hop adeno (AAV) tai td hop c6 thé duge dung dé phan phdi.
K¥ thuat dé san xuét hat rAAV, trong d6 hé gen AAV can dugc déng g6i ma bao gém
polynucleotit ¢& duoc phan phdi, cac gen rep va cap, va cac chirc ning virut trg gitp
duoc cung cip cho té bao 13 tiéu chudn trong linh vire. Su san xuit ctia rAAV thudng doi
héi cc thanh phan sau ddy c6 mit trong té bao don 1¢ (dwoc chi ra trong ban mb ta nay
dudi dang té bao déng go6i): hé gen rAAV, cac gen rep va cap AAV riéng r& khéi (tic la,
khong & trong) hé gen rAAV, va cac chirc ndng virut trg gitp. Cac gen rep va cap AAV
c6 thé 1a tir typ huyét thanh AAV bt ky dbi véi virut tai td hop c6 thé dugce tao ra, va c6
thé 1a tir typ huyét thanh AAV khac v6i ITR hé gen rAAV, bao gdm, nhung khong gidi
han &, cac typ huyét thanh AAV dugc mé ta trong ban mo ta ndy. Su san xuét cia rAAV

kiéu gia dugc boc 16 trong, vi du nhu, cong bb don sang ché quéc té s6 WO 01/83692.
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Ché phdam va cdch dimg té bao, vi du nhu, té bao cho van nang

[000179] Té bao dugc cai bién di truyén, vi du nhu, t& bao cho van ning, nhu mo ta
trong ban md ta nay c¢6 thé duoc tao ché pham va dugc ding cho d6i tuong bang phuong

thirc bt ky da biét trong linh vuc.

[000180] Cac thuat ngit "ding," "dwa vao", "ciy", "ghép" va “ciy ghép" duoc sir dung
thay thé 13n nhau trong trudng hop thay thé té bao, vi du nhu, té bao tién than, vao dbi
twong, bang phuong phap hodc duong ding ma din dén it nhét 13 sy dinh vi mot phin
ctia t& bao duoc dua vao tai vi tri mong mudn. Té bao vi du nhu, té bao tién than, hodc
con chau da biét hoa cta chiing c¢6 thé dugc ding bing dudng dung thich hop bét ky ma
dan dén su phén phdi dén vi tri mong mubn & ddi twong noi ma it nhét 1a mot phin cua
té bao dugc cdy ghép hoic cac thanh phin cia té bao van con séng. Khoang thoi gian
sdng cua té bao sau khi ding cho ddi twong c¢6 thé ngin bang it gio, vi du nhu, hai muoi
tu gio, dén it ngay, dén dai nhu mot vai ndm, hodc tham chi toan bo thoi gian séng cua

d6i twong, ke la, ghép lau dai.

[000181] Té bao duoc cai bién di truyén, vi du nhu, té bao cho van nang, nhu mod ta
trong ban mb ta ndy co6 thé séng duge sau khi ding cho d6i tuong trong khoang thoi gian

ma dai hon khoang thoi gian ctia té bao khong dugc cai bién.

[000182] Theo mdt sé phuong 4n, hop phin chira té bao nhu mé ta trong bém mo t4 nay
c6 thé dugc ding bang dudng ding thich hgp, ma c6 thé bao gdm dung trong tinh mach,
vi du nhu, duéi dang liéu bolus hodc bang cach truyén lién tuc trong mot khoang thoi
gian. Theo mot s6 phuong 4n, dung trong tinh mach cé thé dugc thuc hién béng dudng
trong co, trong mang bung, trong ndo tuy, dudi da, trong ddng mach, trong hoat dichch,
hodc ndi tity mac. Theo mét sé phwong 4n, hop phin c6 thé & dang rén, dang trong nude,
hoic dang 16ng. Theo mot sb phuong 4n, dang trong nudc hoic dang 16ng c6 thé duoc
phun suong hodc dugc lam kho lanh. Theo mot s6 phuong an, dang dugc phun suong

hoac dugc lam kho lanh cé thé dugc hoan nguyén véi dung dich trong nudce hode long.
[000183] Hop phén té bao ciing c6 thé dugc nhii héa hoic dugc trinh bay dudi dang hop
phin liposom, v6i diéu kién 12 quy trinh nhil hoa khong anh hudng bat loi dén kha ning

sdng ctia té bao. Té bao va thanh phan hoat tinh khac bat ky c¢6 thé duoc tron véi td duge
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ma 12 duoc dung va tuong hop véi thanh phan hoat tinh, va véi lwong thich hop dé si

dung trong phuong phap tri liéu dugc mo ta trong ban mo ta nay.

[000184] Cac chit khac bao gdm trong hop phan té bao ¢6 thé bao gdm mudi dugc dung
clia cac thanh phén trong d6. Mubi duoc dung bao gém mudi cdng axit (duoc tao thanh
v6i nhom amin ty do cda polypeptit) ma dugce tao thanh véi axit vo co, chéng han nhu,
vi duy, axit hydrocloric hoac axit phosphoric, hodc cic axit hitu co nhu axit axetic, axit
tartaric, axit mandelic va axit twong tu. Céc mudi duge tao thanh véi nhom carboxyl tu
do cling c6 thé c6 nguén géc tr bazo vo co chéng han nhu, vi du, natri, kali, amoni, canxi
hoic sit hydroxit, va bazo hitu co nhu isopropylamin, trimetylamin, 2-etylamino etanol,

histidin, procain va bazo tuong tu.

[000185] Chét mang dung chiu dugc v& mit sinh 1y da dugc biét rd trong linh vure. Chét
mang dang 1éng vi du la dung dich trong nudc ti€t tring ma khong chira nguyén liéu nao
ngoai thanh phﬁn hoat tinh va nuéc, hodc chira chit dém chéng han nhu natri photphat &
gia tri do pH sinh 1y, nu6c mudi sinh 1y hodc ca hai, ching han nhu nudc mudi dém
photphat. Nigoai ra, cht mang trong nuéc ¢6 thé chira hon mét mudi dém, cting nhu 12
mubi chang han nhu natri va kali clorua, dextroza, polyetylen glycol va cac chit tan khac.
Hop phén 1éng ciing c6 thé chira cac pha 16ng ngoai ra va thém vao su khéng bao gdm
nude. Vi du vé pha 16ng khac nay 1a glyxerin, dau thI.IC‘VETlt chang han nhu dau hat bong,
va nhil twong nuée-dau. Luong clia hoat chit dung trong hop phin t& bao ma hiru hidu
trong viéc diéu tri rdi loan hodc tinh trang bénh cuy thé ¢6 thé phu thudc vao ban chit cua

ri loan hodc tinh trang bénh, va c6 thé duoc x4c dinh bang k¥ thuat 1am sang tiéu chuin.

[000186] Theo mot sd phwong én, hop phin chira té bao c6 thé duoc dung cho ddi tugng,
vi du nhu, ddi twong 12 ngudi, ma méc, bi nghi ngd méc, hoic c6 nguy co mic bénh.
Theo mét s phwong an, hop phan c6 thé dugc ding cho dbi tuong ma khéng méc, khong
bi nghi ngd mic hozc khong ¢6 nguy co mic bénh. Theo mét s6 phwong an, dbi tuong la
ngudi khoe manh. Theo mot sb phuong én, d6i tuong vi du nhu, dbi tegng nguodi, ma
méc, bi nghi ngd méc, hoic ¢6 nguy co méc bénh di truyén. Theo mot sb phuong an, d6i

tugng dang c6 hodic c6 nguy co phat trién triéu chimg chi thi bénh.

VI. Hop ph?m va phwong phap cu thé theo sang ché
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[000187] Theo d6, sang ché dé cap cu thé dén cac hop phan va phuong phap khong 1am

gi6i han séang ché sau day.

[000188] Trong hop phén thi nhét, Hop phin 1, sang ché hop phan chira té bio ma chira
(i) it nhét 1a mot cai bién di truyén & trong hodc & gin it nhit 1a mdt gen ma ma héa cho
mdt hodic nhiéu khdng nguyén té bao bach ciu nguoi MHC-I va MHC-II hodc thanh phin
khéc hodc chit diéu hoa phién ma cta phirc hop MHC-I hoac MHC-II; (ii) it nhit 1a mot
cai bién di truyén ma lam ting mérc d6 biéu hién cua it nhét 12 mot polynucleotit ma ma
hoéa yéu té dung nap tuong quan vdi té bao khong dugce cai bién; va (iii) it nhét 1a mot cai
bién di truyén ma lam ting hodc lam giam muc d6 biéu hién cia it nhit 13 mot gen ma

ma hda yéu to song sét tuong quan vai t€ bao khong dugce cai bién.

[000189] Trong hop phan khac, Hop phén 2, sang ché dé xuit hop phan chira té bao ma
chira (i) it nhét 1a mot x6a bé va/hodc cai xen it nhat 1 mot cip bazo & trong hoic & gin
it nhat 14 mot gen ma ma hoa cho mdt hodc nhiéu khéng nguyén té bao bach ciu ngudi
MHC-I va MHC-II hozc thanh phan khac hodc chét diéu hoa phién mé cta phirc hop
MHC-I hodc MHC-II; va (ii) it nhét 12 mét sy cai xen ctia polynucleotit ma ma hoa cho
it nhit 1a mot yéu tb dung nap tai vi tri ma géi 1én mot ph?m, géi 1én hoan toan, hodc dugc

chtra trong, vi tri cua x6a bd di truyén cua (i).

[000190] Trong hop phéan khac, Hop phén 3, sang ché d& xuét hop phin chira t& bao ma
chira it nhat 1a mot cai bién di truyén ma lam ting hodc lam giam mirc do bidu hién cua

it nhat 1a mot gen ma ma hoa yéu td song sot twong quan vai t€ bao khong dugc cai bién.

[000191] Trong hop phin khac, Hop phin 4, sang ché d& xuit hop phén, nhu dé xuit

trong Hop phan 1, trong d6 cai bién di truyén cia (i) 1a x6a bo.

[000192] Trong hop phin khac, Hop phin 5, sdng ché d& xuit hop phan, nhu dé xuét
trong Hop phan 1, trong d6 cai bién di truyén ctia (ii) 1a su cai xen cia polynucleotit ma
ma hoa yéu td dung nap & locut 4n chtra an toan hodc tai vi tri ma géi lén mot ph?ln, géi

1€n hoan toan, hodc dugc chira trong, vi tri clia cai bién di truyén cua (i).

[000193] Trong hop phin khéac, Hop phin 6, sang ché d& xuit hop phin, nhu dé xut
trong Hop phén 1, trong d6 cai bién di truyén cua (i) 1a x6a bo cua gen ma ma héa cho
mdt hodc nhiéu khang nguyén té bao bach ciu nguoi MHC-I va MHC-II hoac thanh phin
khac hodc chét diéu hoa phién ma ctia phirc hop MHC-I hosic MHC-IL; va cai bién di
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truyén cua (ii) la sy cai xen cta polynucleotit ma ma hoa cho it nhat 1a mot yéu t6 dung
nap tai vi tri ma goi 1én maot phan, goi 1én hoan toan, hodc dugce chira trong, vi tri clia cai

bién di truyén ctia (i).

[000194] Trong hop phin khac, Hop phén 7, sing ché dé& xudt hop phan, nhu dé xuét
trong hop phan bt ky trong s6 cac Hop phan 1, 2, hoic tir 4 dén 6, trong d6 it nhét 1a
mdt gen ma ma hoa cho mdt hodc nhidu khéang nguyén té bao bach cu ngudi MHC-I va
MHC-II hoic thanh phéan khéc hodc chét diéu hoa phién ma ctia phirc hop MHC-I hozic
MHC-II 12 mdt hodc nhiéu gen MHC-I (vi du nhu, HLA-A, HLA-B va HLA-C), gen
MHC-II (vi du nhu, HLA-DP, HLA-DM, HLA-DOA, HLA-DOB, HLA-DQ, va HLA-
DR), hodc gen ma ma héa cho chét didu hoa phién ma ctia MHC-I hoic MHC-II hoic
thanh phan khéc cia phirc hgp MHC-I (vi du nhw, B2M, NLRCS5, va CIITA).

[000195] Trong hop phéan khéac, Hop phén 8, sang ché dé xudt hop phin, nhu dé xuét
trong d6 hop phan bit ky trong sé cac Hop phén 1, 2, hodc tir 4 dén 6, trong do6 it nhat 1a
mdt gen ma mi hoa cho mdt hodc nhidu khang nguyén té bao bach ciu ngudi MHC-I va
MHC-II hozc thanh phan khac hoic chét diéu hoa phién ma cia phirc hgp MHC-I hoic
MHC-I 1a mét hodc nhiéu trong sé HLA-A, HLA-B, HLA-C, B2M, hoic CIITA.

[000196] Trong hop phan khic, Hop phan 9, sing ché dé xuit hop phan, nhu d& xuit
trong Hop phan 1 hoic 2, trong d6 (i) 12 x6a bo & trong hoidc & gin mot hodc nhiéu trong
s6 HLA-A, HLA-B, HLA-C, B2M, hoic CIITA.

[000197] Trong hop phan khac, Hop phén 10, sang ché dé xuit hop phin, nhu d& xuét
trong Hop phan 9, trong d6 (i) 12 x6a bé & trong hodic & gin HLA-A, x6a bd & trong hodc
& gan HLA-B, x6a bé & trong hoic & gan HLA-C, hoic x6a bo & trong hoic & gin B2M.

[000198] Trong hop phan khac, Hop phan 11, sang ché dé xudt hop phan, nhu dé xuit
trong Hop phan 9, trong d6 (i) 12 x6a bé & trong hodic & gin HLA-A, x6a bd & trong hodc

& gan HLA-B, x6a bd & trong hodc & gan HLA-C, hoic x6a bd & trong hodc & gin CIITA.

[000199] Trong hop phan khac, Hop phan 12, sang ché dé xuit hop phan, nhu d& xuét
trong hop phan bat ky trong sb cac Hop phan 1, 2, hodc tir 4 dén 11, trong d6 it nhét 1a
mdt polynucleotit ma ma hoéa yéu t6 dung nap 1a mét hodc nhiéu polynucleotit ma ma

hoa cho mdt hoac nhiéu trong sb HLA-E, HLA-G, CTLA-4, CD47, hoac PD-L1.
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[000200] Trong hop phin khac, Hop phén 13, sang ché d& xuét hop phéan, nhu d& xut
trong Hop phén 12, trong d6 (i) 1a x6a bd & trong hodc & gin B2M va (ii) 13 sy cai xen
cta polynucleotit ma hoa cho PD-L1 tai vi tri ma géi 1én mot phﬁn, géi l1én hoan toan,

hodc dugc chura trong x6a bo trong (1).

[000201] Trong hop phin khac, Hop phin 14, sang ché dé xuit hop phén, nhu d& xuit
trong Hop phin 12, trong d6 (i) 1a x6a bo & trong hodc & gan HLA-A, x6a bd & trong
hodc & gin HLA-B, hoic x6a bd & trong hodc ¢ gan HLA-C va (ii) 1a su cai xen ciia
polynucleotit ma ma hoa cho HLA-G tai vi tri ma gbi 1én mot phan, gbi 1én hoan toan,

hodc dugc chira trong x6a bo trong (i) (vi du nhu, x6a bd HLA-A).

[000202] Trong hop phin khac, Hop phan 15, sang ché dé xut hop phin, nhu dé xuét
trong Hop phan 12, trong d6 (i) 1a x6a bo & trong hodc & gin HLA-A, x6a bd & trong
hodc & gin HLA-B, x6a bo & trong hoidc & gan HLA-C, hodic x6a b & trong hozic & gin
CIITA va (ii) 12 sy cai xen ctia polynucleotit ma ma héa cho HLA-G tai vi tri ma gbi 1én
mot ph?m, gbi 18n hoan toan, hodc dugc chira trong x0a bd & trong hodc & gin HLA-A va
sy cai xen cua polynucleotit ma ma héa cho CD47 tai vi tri ma gdi 1én mét phan, gbi 1én

hoan toan, hodc dugc chira trong x6a bé & trong hodc & gan CIITA.

[000203] Trong hop phan khac, Hop phan 16, sang ché dé xudt hop phin, nhu dé xuét
trong hop phan bét ky trong s cac Hop phan 1 hodc tir 3 dén 15, trong d6 it nhét 13 mot
gen ma mi héa yéu t6 séng sot 14 mot hodc nhiéu gen ma ma hoa cho mot hoic nhiéu

trong s6 ZNF143, TXNIP, FOXO1, INK, hoic MANF.

[000204] Trong hop phan khac, Hop phén 17, sang ché dé xuit hop phin, nhu dé xuét
trong hop phan bat ky trong s6 cac Hop phan 1 hodc tir 3 dén 16, trong d6 cai bién di
truyén ma lam ting hoic 1am giam mtc d6 biéu hién clia gen ma ma hoa yéu tb séng sot
trong quan véi té bao khong duogc cai bién 1a si cai xen ciia polynucleotit ma ma hoéa

cho MANF, vi du nhu, ¢ locut 4n chira an toan.

[000205] Trong hop phan khac, Hop phéan 18, sang ché d& xuét hop phan, nhu d& xuit
trong hop phan bat ky trong sé cdc Hop phan 1 hodc tir 3 dén 16, trong d6 cai bién di
truyén ma lam tang hodc lam giam mic d6 biéu hién cua gen ma mi héa yéu t6 séng sét

twong quan véi té bao khong duge cai bién 1a x6a bd & trong hodc & gin gen ZNF143,
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TXNIP, FOXOI, hoic JNK, ma ha thip hodc loai bo su biéu hién ciia gen ZNF143,
TXNIP, FOXO1, hodc JNK tuong quan v6i té bao khong duoc cai bién.

[000206] Trong hop phan khac, Hop phin 19, sang ché dé& xuét hop phan, nhu d& xuit
trong hop phin bét ky trong sb cac Hop phan tir 1 dén 18, trong d6 t& bao con chira

polynucleotit ngoai sinh ma khong duge tinh hop vao ADN hé gen cia té bao.

[000207] Trong hop phan khéac, Hop phin 20, sang ché dé xuét hop phan, nhu dé xuét
trong Hop phan 19, trong d6 polynucleotit ngoai sinh ma héa cho HLA-E, HLA-G,
CTLA-4, CD47, MANF, va/hodc PD-L1.

[000208] Trong hop phéin khac, Hop phan 21, sang ché dé xuét hop phan, nhu d& xuét
trong hop phan bét ky trong s6 cac Hop phan tir 1 dén 20, trong d6 té bao con chira sur
biéu hién ting ctia mot hodc nhidu cdng tic an toan twong quan vdi té bao khong duoc
cai bién.

[000209] Trong hop phan khéc, Hop phan 22, sang ché dé xuit hop phin, nhu dé xuét
trong Hop phéan 21, trong d6 cong tic an toan 13 tymidin kinaza virut herpes simplex-1

(HSV-tk) hodc caspaza-9 ¢6 thé cam ung.

[000210] Trong hop phin khéc, Hop phan 23, sang ché d& xuit hop phin, nhu dé xuét
trong Hop phan 21 hoiic 22, trong d6 su biéu hién ting ctia mot hodc nhidu cong tic an
toan bat ngudn tir sy cai xen di truyén ctia polynucleotit ma ma hoa cho protein cong tic

an toan, vi du nhu, vao locut an chta an toan.

[000211] Trong hop phan khic, Hop phan 24, sang ché d& xuit hop phan, nhu dé xujt
trong hop phan bat ky trong s6 cac Hop phin 5, 17, hodc 23, trong d6 locut 4n chira an
toan dugc chon tir nhém gém c6 AAVSI1 (PPP1 R12C), ALB, Angptl3, ApoC3, ASGR2,
CCRS, FIX (F9), G6PC, Gys2, HGD, Lp(a), Pcsk9, Serpinal, TF, va TTR.

[000212] Trong hop phan khéc, Hop phén 25, sang ché d& xuit hop phin, nhu 8 xuit
trong hop phan bét ky trong s6 cac Hop phan tir 1 dén 24, trong d6 t& bao con chira cai
bién di truyén khac ma lam giam murc do biéu hién ctia gen khac bt ky.

[000213] Trong hop phan khic, Hop phan 26, sang ché dé& xuét hop phén, nhu d& xuit
trong hop phan bit ky trong s& cac Hop phén tir 1 dén 25, trong d6 cai bién di truyén,
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x06a bo di truyén, hodc sy cai xen di truyén dugce tao ra bang cach phan phdi endonucleaza

va ARN dan (gARN) dén té bao.

[000214] Trong hop phan khac, Hop phan 27, sang ché d& xudt hop phan, nhu dé xuét
trong Hop phﬁn 26, trong d6 endonucleaza la Casl, CaslB, Cas2, Cas3, Cas4, Cas3,
Cas6, Cas7, Cas8, Cas9 (con goi la Csnl va Csx12), Cas100, Csyl, Csy2, Csy3, Csel,
Cse2, Cscl, Csc2, Csa$s, Csn2, Csm2, Csm3, Csm4, Csm5, Csm6, Cmrl, Cmr3, Cmr4,
Cmr5, Cmr6, Csbl, Csb2, Csb3, Csx17, Csx14, Csx10, Csx16, CsaX, Csx3, Csxl,
Csx15, Csfl, Csf2, Cst3, Csf4, hodc Cpfl endonucleaza; chit twong dong cua chung, sy
tai t6 hop ctia phan ttr ¢6 trong tu nhién cia ching, duoc tdi vu hoa codon clia chung,

hodc céac phién ban cai bién cia chung, va dang két hop cua chung.

[000215] Trong hop phan khac, Hop phin 28, sang ché d& xuét hop phin, nhu dé xuit
trong Hop phén 27, trong d6 endonucleaza 1a Cas9, tiiy y Cas9 S. pyogenes, hoic bién
thé cia chung chtta NLS SV40 dau tdn cling N va NLS SV40 dau tan cing C.

[000216] Trong hop phin khac, Hop phéan 29, sang ché dé xuét hop phan, nhu dé xuét
trong Hop phan 26, trong d6 ti 18 khdi lugng ctiia gARN véi endonucleaza 13 1:1.

[000217] Trong hop phan khac, Hop phén 30, sing ché d& xuit hop phin, nhu d& xuét
trong hop phén bat ky trong s6 céc Hop ph?m 2,5, 6, tir 12 dén 15, 17, 19, 20, hodc 23

trong d6 polynucleotit chtia gen khéi diu ngoai sinh.

[000218] Trong hop phan khac, Hop phén 31, sing ché d& xuit hop phin, nhu d& xut
trong Hop phan 30, trong d6 gen khoi ddu ngoai sinh 18 CMV, EFla, PGK, CAG, UBC,
hodc gen khéi dau co dinh, cam ung, dac hi¢u thoi gian, mo, hodc kidu té bao khéc.
[000219] Trong hop phan khac, Hop phin 32, sang ché dé& xuét hop phan, nhu d& xuit
trong Hop phan 31, trong d6 gen khai ddu ngoai sinh 14 gen khéi ddu CAG.

[000220] Trong hop phan khac, Hop phan 33, sang ché d& xudt hop phén, nhu d& xuét
trong hop phan bat ky trong s6 cac Hop phan tir 1 dén 32, trong d6 té bao 1a té bao gbe
(vi du nhu, t& bao gbe ngudi).

[000221] Trong hop phan khic, Hop phdn 34, sang ché d& xuét hop phén, nhu dé xuit
trong hop phan bat ky trong s6 cdc Hop phén tir 1 dén 33, trong d6 té bao 1a té bao gbe
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phoi (ESC), té bao gbc ca thé truong thanh (ASC), té bao gbc da ning dugc cam tng
(iPSC), hoic té bao gde va tién than tao mau (HSPC).

[000222] Trong hop phin khac, Hop phdn 35, sang ché d& xuit hop phin, nhu dé xuét
trong hop phin bit ky trong s cac Hop phén tir 1 dén 32, trong d6 té bao 14 té bao biét

héa.

[000223] Trong hop phén khac, Hop phin 36, sang ché dé xuat hop phan, nhu & xuét
trong hop phan bit ky trong s6 cac Hop phén tir 1 dén 32 hoic 35, trong d6 té bao 1a té

bao sinh dudng.

[000224] Trong phuong phap tht nhét, Phuong phép 1, sang ché dé xuit phuong phap
tao ra té bao duogc cai bién, phuong phap ndy bao gdm budc: (i) dua vao it nhét 12 mot
cai bién di truyén ¢ trong hodc & gén it nhit 13 mot gen ma ma héa cho mdt hodc nhidu
khéng nguyén té bao bach cdu ngudi MHC-I va MHC-II hoic thanh phin khac hogc chit
diéu hoa phién mé ciia phirc hop MHC-I hoic MHC-II; (ii) dwa vao it nhit 12 mot cai
bién di truyén ma lam tang mc do biéu hién cua it nhat 1a mot polynucleotit ma ma héa
yéu td dung nap & té bao; va (iii) dua vao it nhit 1a mot cai bién di truyén ma 1am ting
hodc lam giam mirc dd biéu hién cta it nhit 13 mot gen ma ma hoa yéu td sdng sot & té

bao cho van nédng.

[000225] Trong phuwong phap khac, Phuong phép 2, sang ché dé& xuit phuong phap tao
ra té bao cho van ning, phuong phép niy bao gbm bude: (i) dwa vao it nhit 1 mot xoa
b6 cua it nhat 13 mdt ving cia ADN hé gen & trong hodic & gin it nhit 12 mot gen ma ma
héa cho mot hoidc nhiéu khang nguyén té bao bach ciu nguoi MHC-I va MHC-II hodc
thanh phan khac hoidc chit didu hoa phién ma ctia phire hop MHC-I hodec MHC-II; va (ii)
dwa vao it nhat 1a mot cai xen it nhét 1a mot polynucleotit ma ma hoa yéu td dung nap tai
vi tri ma gbi 1én mot phan, gbi 1én hoan toan, hodc duoc chira trong, vi tri cda x6a bd cua
(1).

[000226] Trong phuong phap khac, Phwong phéap 3, sang ché dé xuét phuong phép tao
ra té bao cho van nang, phuong phap niy bao gbm budc dua vao it nhit 1a mot cai bién
di truyén ma lam tang hodc 1am giam muc do biéu hién cua it nhat 1 mot gen ma ma hoa

y€u t0 song sot.
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[000227] Trong phuong phap khéc, Phuong phap 4, sang ché dé xuét phwong phap nhur

& xuét trong Phurong phap 1, trong d6 cai bién di truyén cta (i) 1a x6a bo.

[000228] Trong phuwong phap khac, Phuong phép 5, sang ché dé xudt phuong phép nhu
@& xut trong phuong phép 1, trong d6 cai bién di truyén cta (ii) 1a sy cai xen cua
polynucleotit ma ma héa yéu té dung nap & locut an chira an toan hodc tai vi tri ma gbi
lén mot phén, géi Ién hoan toan, hodc dugc chira trong, vi tri cla cai bién di truyén cla
®.

[000229] Trong phuong phap khac, Phuong phap 6, sang ché d& xuit phuong phap nhur
dé xuét trong phuong phap 1, trong d6 cai bién di truyén cia (i) 1 x6a bo ciia gen ma ma
hoa cho mét hoidc nhiéu khang nguyén té bao bach cdu ngudi MHC-I va MHC-II hozc
thanh phan khac hodc chat diéu hoa phién ma ctia phirc hop MHC-I hozic MHC-IT; va cai
bién di truyén cta (ii) 1a su cai xen ctia polynucleotit ma mé hoéa cho it nhat 1a mot yéu
tb dung nap tai vi tri ma géi Ién mot phﬁn, géi 1€n hoan toan, hodc dugc chtra trong, vi tri

ctia cdi bién di truyén cua (1).

[000230] Trong phuong phép khéac, Phuong phép 7, séng ché d& xuit phuong phap nhu
& xuét trong phuong phéap bét ky trong sb cac Phuong phap 1, 2, hodc tir 4 dén 6, trong
d6 it nhit 1a mot gen ma ma héa cho mot hodc nhiéu khang nguyén té bao bach ciu ngudi
MHC-I va MHC-II hoic thanh phan khéc hoic chit diéu hoa phién mi cia phirc hop
MHC-I hoic MHC-II 1a mdt hodc nhiéu gen MHC-I (vi du nhu, HLA-A, HLA-B va
HLA-C), gen MHC-II (vi du nhu, HLA-DP, HLA-DM, HLA-DOA, HLA-DOB, HLA-
DQ, va HLA-DR), hoic gen ma ma héa cho chit diéu hoa phién ma ctia MHC-I hoic

MHC-II (vi du nhu, B2M, NLRCS, va CIITA).

[000231] Trong phwong phap khac, Phuong phap 8, sang ché dé xuét phuong phap nhu
d& xuét trong phuong phép bat ky trong sb cic Phuong phép 1, 2, hoic tir 4 dén 6, trong
d6 it nhét 1a mot gen ma ma hoa cho mot hoiic nhidu khang nguyén té bao bach ciu nguoi
MHC-I va MHC-II hozc thanh phan khac hoic chét diéu hoa phién ma cta phtic hop
MHC-I hoic MHC-II 13 mét hodc nhiéu trong sb HLA-A, HLA-B, HLA-C, B2M, hoic
CIITA.
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[000232] Trong phuong phéap khac, Phuong phép 9, sang ché dé xuat phwong phép nhur
dé xuét trong Phuong phap 1 hoic 2, trong dé (i) 1i x6a bd & trong hoic & gin mot hodc

nhiéu trong s6 HLA-A, HLA-B, HLA-C, B2M, hoiic CIITA.

[000233] Trong phuong phap khéac, Phuong phap 10, sang ché dé xuat phwong phap nhu
d& xuét trong Phuong phap 9, trong dé (i) 1a x6a bd & trong hodc & gan HLA-A, x6a bd
& trong hodc & gin HLA-B, x6a bo & trong hodc ¢ gin HLA-C, va x6a bé & trong hoic &

gin B2M.

[000234] Trong phuong phap khac, Phuong phap 11, sing ché d& xuat phuong phap nhu
@& xuét trong Phuong phap 9, trong d6 (i) 1a x6a bo & trong hodc & gin HLA-A, x6a bd
& trong hodc & gin HLA-B, x6a bo & trong hoidc ¢ gin HLLA-C, va x6a b & trong hodc &

gin CIITA.

[000235] Trong phuong phéap khac, Phuong phéap 12, sing ché dé xuit phuong phép nhur
& xuat trong phuong phép bat ky trong s6 cac Phuong phap 1, 2, hoic tir 4 dén 11, trong
d6 it nhét 12 mot polynucleotit ma ma héa yéu t6 dung nap 1a mot hodc nhidu polynucleotit

ma ma héa cho mdt hoic nhiéu trong s6 HLA-E, HLA-G, CTLA-4, CD47, hoic PD-L1.

[000236] Trong phuong phap khac, Phuong phap 13, sang ché dé xuit phuong phap nhu
& xuét trong Phuong phap 12, trong d6 (i) 1a x6a bé & trong hodic & gin B2M va (ii) 1a
su cai xen ctia polynucleotit ma héa cho PD-L1 tai vi tri ma gbi 1én mot ph%m, g6i lén

hoan toan, hodc dugc chira trong x6a bé trong (i).

[000237] Trong phuong phap khéc, Phuong phap 14, sang ché dé xuét phuong phép nhu
& xuét trong Phuong phép 12, trong d6 (i) 1a x6a bé & trong hodc & gin HLA-A, x6a bo
& trong hodc & gan HLA-B, va x6a bo & trong hoiic & gan HLA-C va (ii) 12 su cai xen cta
polynucleotit ma ma hoa cho HLA-G tai vi tri ma gdi 1én mot phén, gbi 1én hoan toan,

hodc dugc chia trong xda bd trong (i) (vi du nhu, x6a bo HLA-A).

[000238] Trong phuong phdp khac, Phuong phap 15, sang ché dé xudt phuong phéap nhu
& xuét trong Phuong phap 12, trong d6 (i) 14 x6a bé & trong hodc & gin HLA-A, x6a bd
& trong hodc & gin HLA-B, x6a b6 & trong hodc & gan HLA-C, va x6a bo & trong hodc &
gin CIITA va (ii) 12 su cii xen ctia polynucleotit ma ma hoa cho HLA-G tai vi tri ma g6i

1én mdt phan, goi 1én hodn toan, hodc dugce chira trong x6a bd & trong hodc ¢ gan HLA-
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A va su cai xen ctia polynucleotit ma ma hoa cho CD47 tai vi tri ma goi lén mot phan,

goi 1én hoan toan, hodc dugce chtra trong x6a bo ¢ trong hodc ¢ gan CIITA.

[000239] Trong phuong phéap khac, Phuong phap 16, sang ché dé xuit phuong phap nhu
@& xuét trong phuong phap bit ky trong sé cic Phuong phap 1 hodc tir 3 dén 15, trong d6
it nhit 12 mot gen ma ma hoa yéu tb séng sot 1d mot hoic nhidu gen ma ma héa cho mot

hodc nhidu ZNF143, TXNIP, FOXO1, INK, hoic MANF.

[000240] Trong phuong phép khac, Phuong phap 17, sing ché dé xudt phuong phap nhu
& xuat trong phuong phap bt ky trong s6 cac Phuong phap 1 hodc tir 3 dén 16, trong d6
cai bién di truyén ma lam ting hodc 1am gidm murc d6 biéu hién ctia gen ma ma hoa yéu
t séng sot 1a su cai xen ctia polynucleotit ma ma héa cho MANF, vi du nhu, & locut n

chira an toan.

[000241] Trong phuong phép khac, Phuong phap 18, sang ché dé xuat phuong phap nhw
& xut trong phuong phap bét ky trong s6 cic Phuong phap 1 hodc tir 3 dén 16, trong d6
cai bién di truyén ma lam ting hodic lam gidm murc d6 biéu hién cla gen ma nﬁ héa yéu
td séng sot 1a x6a bd & trong hodc & gﬁn gen ZNF143, TXNIP, FOXO1, hoac JNK, ma
ha thép hodc loai bé su biéu hién cia gen ZNF143, TXNIP, FOXO1, hodc JNK tuong

quan véi té bao khong duogc cai bién.

[000242] Trong phuong phép khac, Phuong phap 19, sang ché dé xuat phuong phap nhu
& xuét trong phuong phap bit ky trong sb cac Phuong phap tir 1 dén 18, trong d6 té bao

1a té bao goc (vi du nhu, té bao gdc nguoi).

[000243] Trong phuong phép khac, Phuong phap 20, sang ché dé xut phuwong phéap nhu
& xuét trong phuong phap bit ky trong sb cac Phuong phép tir 1 dén 19, trong d6 té bao
1a té bao gbc phdi (ESC), té bao gdc ca thé trudng thanh (ASC), té bao gbe da 'néng dugc

cam ung (iPSC), hodc té bao gde va tién than tao mau (HSPC).

[000244] Trong phuong phap khac, Phuong phap 21, sang ché dé xuét phuong phép nhu
& xuét trong phuong phép bat k¥ trong s6 cac Phuong phap tir 1 dén 18, trong d6 t€ bao
1a té bao biét héa.

[000245] Trong phuong phdp khac, Phuong phéap 22, sang ché dé xuit phuong phép nhu
dé xudt trong phuong phap bét ky trong sé cic Phuong phap tir 1 dén 18 hoic 21, trong

dé t€ bao 1a té bao sinh dudng.
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[000246] Trong phuong phap khac, Phwong phap 23, sang ché dé xuit phuong phap nhu
& xuét trong phuong phép bit ky trong s6 céc Phuong phép tr 1 dén 22, trong d6 phuong
phép niy con bao gdm budc dua vio polynucleotit ngoai sinh vao trong té bio ma khéng

tré nén duoc tinh hop vao ADN hé gen cta té bao.

[000247] Trong phuong phip khac, Phuong phap 24, sang ché dé xuit phwong phap nhu
dé xuét trong Phuong phap 23, trong do polynucleotit ngoai sinh ma hoa cho HLA-E,

HLA-G, CTLA-4, CD47, MANF, va/hodc PD-1.1.

[000248] Trong phuong phap khac, Phuong phép 25, sang ché dé xuit phuong phép nhu
& xudt trong phuong phép bét ky trong sé cac Phuong phép tir 1 dén 24, trong d6 nay
‘phuong phép con chira budc lam ting mic do biéu hién ctia mot hodc nhidu cong téc an

toan tuwong quan voi té bao khdng dugc cai bién.

[000249] Trong phuong phap khéac, Phuong phép 26, sing ché dé xut phuong phap nhu
dé xuét trong phwong phap 25, trong d6 cong tic an toan 1a tymidin kinaza virut herpes

simplex-1 (HSV-tk) hoiic caspaza-9 c6 thé cam ting.

[000250] Trong phuong phap khéc, phuong phap 27, sang ché dé xuat phuong phép nhu
dé xuat trong Phuong phdp 25 hodc 26, trong do budce lam tang muce do bicu hién cia
mot hodc nhiéu cong tic an toan bat ngudn tir sy cai xen di truyén cia polynucleotit ma

ma hoéa cho cong tdc an toan, vi du nhu, vao locut an chira an toan.

[000251] Trong phuong phép khac, Phuong phap 28, sang ché dé xuit phuong phap nhw
dé xuét trong phuong phap bét ky trong sb cac Phuong phap 35, 17, hodc 27, trong d6
locut 4n chtra an toan dugc chon tir nhom g&n c6 AAVS1 (PPP1 R12C), ALB, Angptl3,
ApoC3, ASGR2, CCRS, FIX (F9), G6PC, Gys2, HGD, Lp(a), Pcsk9, Serpinal, TF, va
TTR.

[000252] Trong phuong phap khac, Phuong phép 29, sang ché dé xuit phwong phap nhu
& xudt trong phuong phéap bit ki trong sé cac Phuong phap tir 1 dén 28, trong d6 phuong
phép nay con bao gdm bude dua vao cai bién di truyén khac ma lam giam mutc do bidu

hién ctia gen khac bat ky.

[000253] Trong phuong phép khac, Phuong phap 30, sang ché dé xut phuong phéap nhuw

dé xuit trong phuong phép bt ky trong s cac Phuong phap tir 1 dén 29, trong d6 cai
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bién di truyén, xd6a bd, hodc su cai xen duogc tao ra bing cich phan phoi dén té bao

endonucleaza va it nhit 13 mot ARN din (gARN).

[000254] Trong phuong phap khac, Phuong phip 31, sang ché dé xuit phuong phap nhu
d@é xuét trong Phuong phap 30, trong do endonucleaza la Casl, Cas1B, Cas2, Cas3, Cas4,
Cas3, Cas6, Cas7, Cas8, Cas9 (con goi la Csnl va Csx12), Cas100, Csyl, Csy2, Csy3,
Csel, Cse2, Cscl, Csc2, Csa5, Csn2, Csm2, Csm3, Csm4, CsmS, Csm6, Clﬁrl, Cmr3,
Cmr4, Cmr5, Cmr6, Csbl, Csb2, Csb3, Csx17, Csx14, Csx10, Csx16, CsaX, Csx3, Csx1,
Csx15, Csfl, Csf2, Cst3, Csf4, hoac Cpfl endonucleaza; chit tuong df”)ng cta ching, su
tai t6 hop ctia phan tir c6 trong tw nhién cia ching, dugc tdi wu héa codon ciia ching,

hodc céc phi€n ban cai bién cia ching, va dang két hop ciia ching.

[000255] Trong phuong phap khac, Phuong phéap 32, sang ché dé xuit phuong phap nhu
dé xuét trong phuong phap 31, trong d6 erdonucleaza 1a Cas9, tiy y 12 Cas9 S. pyogenes,

hoic bién thé ctia chiing chita NLS SV40 diu tin cing N va NLS SV40 dau tan cung C.

[000256] Trong phuong phap khac, Phuong phap 33, sang ché dé xuét phuong phap nhu
dé xuét trong Phuong phap 30, trong do ti 18 khéi luong cia (cic) gARN véi

endonucleaza la 1:1.

[000257] Trong phuong phap khac, Phuong phap 34, sang ché d¢ xuét phwong phap nhu
d& xuét trong phwong phap bit ky trong s& cac Phirong phap 2, 5, 6, tir 12 dén 15, 17, 23,

25, hodc 27, trong d6 polynucleotit chira gen khoi déu ngoai sinh.

[000258] Trong phuong phép khic, Phuong phap 35, sang ché dé xuit phwong phap nhu
& xuit trong phuong phap 34, trong d6 gen khoi diu ngoai sinh 1a CMV, EFla, PGK,
CAG, UBC, hoac gen khoi ddu co dinh, cdm ing, dac hi¢u thoi gian, md, hodc kiéu té

bao khac.

[000259] Trong phuong phép khéc, Phwong phap 36, sang ché dé xuét phu'O‘ng phép nhu

& xuat trong Phuong phép 35, trong d6 gen khéi diu ngoai sinh 1a gen khoi dau CAG.

[000260] Trong phuong phap khac, Phuong phap 37, sang ché dé xuét phuong phap nay
bao gbm budc ding cho ddi tugng hop phin cua té bao nhu dé xuét trong hop phan bt
ky trong s& cac Hop phan tir 1 dén 36 hoic hop phin chira mot s6 luong céc té bao dugc

tao ra bang phuong phép bat ky trong s cac Phuong phap tir 1 dén 36.



48138 69/176

[000261] Trong phuong phéap khac, Phuong phap 38, sang ché dé xuit phuong phap nay
bao gdm budc (i) thu 1y hop phan cla té bao nhu d& xuit trong hop phin bét ky trong
s& cac Hop phin tir 1 dén 34; (ii) vide biét hoa té bao thanh & bao dugc giéi han dong
hoic té bao duoc biét hoa diy du; va (iii) ding té bao duoc gidi han dong hoic té bao
duoc biét hoa day @i nay cho dbi twong cin ching.

[000262] Trong phuong phap khac, Phuwong phéap 39, sang ché dé xudt phuwong phéap nhu
@& xuét trong pPhuong phap 37 hodc 38, trong do dbi twgng 12 ngudi ma mic, bi nghi

ngo mac, hodc cé nguy co mac bénh.

[000263] Trong phuong phap khac, Phwong phip 40, sing ché dé xudt phuong phap nhu

& xuét trong Phuong phép 39, trong d6 bénh 1a bénh di truyén.

[000264] Trong phuong phap khac, Phuong phap 41, sing ché dé xuit phuong phap nhu
d& xuit trong Phuong phéap 39 hoic 40, trong do t& bao con chira cai bién di truyén ma

lam gidm murc do biéu hién cia gen hodc protein ma dugc két hop véi bénh.

[000265] Trong phuong phéap khic, Phuong phap 42, sang ché dé xuit phuong phap nhu
& xuit trong phuong phéap bit ky trong s cac Phuong phap tir 39 dén 41, trong d6 cai

bien di truyén c¢6 kha néng diéu tri bénh hoac triéu chirng ctia bénh.

[000266] Trong phuong phap khac, Phuong phap 43, sang ché dé xuat phuong phap nhu
dé xuét trong phuong phap bat ky trong s cac Phuong phap tir 37 dén 42, trong d6 té

bao dugc thu l4y tir ngudn khong phai 1a dbi tuong.

[000267] Trong phuong phép khac, Phuong phéip 44, sing ché dé xuat phuong phép tao
ra t& bao cho van ning, phuong phap nay bao gdm budc cai bién di truyén té bao bang
cach (i) dua vao x6a béd va/hodc cai xen it nhat 1 mot ciip bazo trong hé gen cta té bao
tai vi tri & trong hodic ¢ gin it nhat 1a mot gen ma ma héa cho mét hodc nhiéu khéng
nguyén té bao bach ciu ngudi MHC-I hodc MHC-II hodc thanh phén hodc chit diéu hoa
phién ma ctia phtrc hgp MHC-I hodic MHC-II; va (ii) dua vao trong hé gen ctia té bao cai
xen ft nhit 1a mot polynucleotit ma ma héa yéu to dung nap, tai vi tri ma gdi 1én mot
phén, géi 1én hoan toan, hodc dugc chira trong, vi tri cia (i), nho d6 tao ra té bao cho van

nang.

[000268] Trong phuong phéap khac, Phuong phép 45, sang ché dé xuét phuong phép tao

ra t€ bao cho van ning, phuong phap nay bao gom budce cdi bién di truyén té bao bang
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cach (i) dua vao x6a bo va/hodc cai xen it nhét 14 mot cap bazo trong h¢ gen cua té bao
tai vi tri & trong hodc ¢ gén it nhét 1a mot gen ma ma hoéa cho mdt hodc nhiéu khéang
nguyén té bao bach ciu ngudi MHC-I hosic MHC-II hogc thanh phin hogc chét diéu hoa
phién ma ctia phirc hgp MHC-1 hoac MHC-I1; va (ii) dua vao trong hé gen ctia té bao cai
xen ft nhét 1a mot polynucleotit ma ma héa yéu td dung nap vao locut 4n chira an toan,

nh¢ d6 tao ra té€ bao cho van nang.

[000269] Trong phuong phap khac, Phuong phap 46, sang ché d& xuit phuong phap nhu
d& xuét trong Phuong phap 44 hodc 45, trong do té bao cho van ning 1am ting kha ning

tranh mién dich va’/hodc muic song sot cua té bao so vai té bao khong duge cai bién.

[000270] Trong phuong phéap khac, Phuong phap 47, sang ché dé xuit phuong phap nhu
dé xuét trong phuong phap bit ky trong s6 cac Phuong phap tir 44 dén 46, trong d6 it
nhit 12 mot gen ma ma héa cho mot hodc nhiéu khang nguyén t& bao bach ciu ngudi
MHC-I hodc MHC-II hoéc thanh ph?m hodc chét diéu hoa phién ma caa phirc hop MHC-
I'hoac MHC-II 1a gen MHC-I dugc chon tt HLA-A, HLA-B, hodc HLA-C, gen MHC-IT
dugc chon tr HLA-DP, HLA-DM, HLA-DOA, HLA-DOB, HLA-DQ, hodac HLA-DR,
hodc gen dugce chon tir B2M, NLRCS, CIITA, RFXS, RFXAP, hodc REXANK.

[000271] Trong phuong phéap khic, Phuong phap 48, sang ché dé xuit phuong phap nhu
dé xuét trong phuong phip bét ky trong sé cic Phuong phap tir 44 dén 47, trong d6 it
nhét 12 mot polynucleotit ma ma héa yéu t& dung nap 1a mot hodc nhiéu polynucleotit ma

ma héa cho mot hodc nhiéu trong s6 PD-L1, HLA-E, HLA-G, CTLA-4, hoac CD47.

[000272] Trong phuong phép khac, Phuong phap 49, sang ché d& xuét phuong phap nhu
d& xuét trong phuong phap bét ky trong sb ciac Phuong phap tir 44 dén 48, trong do it
nhét 12 mot polynucleotit ma ma hoa yéu té dung nap duoc lién két khi hoat dong véi gen

khdi dau ngoai sinh.

[000273] Trong phuong phap khac, Phwong phap 50, sang ché dé xuét phuong phap nhu
& xudt trong Phuong phép 49, trong dé gen khoi diu ngoai sinh 1a gen khoi ddu co dinh,
cadm ung, dac hi¢u thoi gian, mo, hodc kiéu té bao, gen khai diu co dinh 1a gen khéi dau

CMV, EFla, PGK, CAG, hodc UBC.

[000274] Trong phwong phdp khac, Phwong phap 51, sédng ché dé xudt phuong phép nhu

dé xuat trong phuong phép bat ky trong s6 cac Phuong phdp tir 44 dén 50, trong d6 x6a
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bé va/hodc sy cai xen cua (i) nam & trong hodc & gan B2M, va su cai xen cua (ii) la

polynucleotit ma héa cho PD-L1 hodc HLA-E.

[000275] Trong phuong phép khac, Phuwong phéap 52, sang ché dé xuit phuwong phap nhu
dé& xuét trong phuong phép bét ky trong s6 cic Phuong phép tir 44 dén 51, trong d6
phuong phap ndy con bao gdm bude dua vao it nhét 12 mot cai bién di truyén ma lam
tang hodc 1am giam muc do biéu hién cua it nhét 12 yéu t6 sdng sot twong quan véi té bao

khong dugc cai bién.

[000276] Trong phuong phap khac, Phuong phép 53, sang ché dé xuat phwong phéap nhu
dé xuét trong Phuong phap 52, trong d6 it nhit 1a mot cai bién di truyén ma lam ting
hodc lam giam muc do biéu hién cua it nhét 13 yéu t5 séng s6t 1a sy cai xen cia
polynucleotit ma ma hoa cho MANF, ma lam tang mirc d6 biéu hién cia MANF tuong
quan v6i té bao khong dugc cai bién; hodc x6a bo va/hodc cai xen it nhit 1a mot cap bazo
& trong hodic & gan gen ma ma hoa cho ZNF143, TXNIP, FOXO1, hozc JNK, ma ha thip
hodc loai bd su biéu hién ctia ZNF143, TXNIP, FOXO1, hoic JNK tuong quan véi té

bao khong duoc cai bién.

[000277] Trong phuong phéap khac, Phuong phép 54, sang ché dé xuét phuong phap nhu
dé xuét trong Phuong phap 53, trong d6 polynucleotit ma ma héa cho MANF duge cai
xen vao locut 4n chira an toan hodc vao gen thudc v& MHC-I, MHC-IL, hodc chit diéu

hoa phién ma cia MHC-I hodc MHC-II.

[000278] Trong phuong phép khéac, Phuong phap 55, sang ché dé xudt phwong phép nhu
dé xuit trong phuong phap bit ky trong sb céc Phuong phap tir 44 dén 54, trong d6 cai
bién di truyén bao gdm viéc phan phdi it nhat 1a mot hé thdng endonucleaza dugc dan

bang ARN vio té bao.

[000279] Trong phuong phap khéc, Phuong phép 56, sang ché dé xuit phuong phap nhu
d& xuét trong Phuong phép 55, trong d6 it nhit 1 mot hé théng endonucleaza duge din

bang ARN 13 hé théng CRISPR chira CRISPR nucleaza va ARN dan.

[000280] Trong phuong phép khac, Phuong phép 57, sang ché dé xuét phuong phép nhu
dé xuét trong Phuong phap 56, trong ¢6 CRISPR nucleaza 1a Cas9, Cpfl, chét twong
ddng ctia ching, phién ban cai bién cta ching, phién ban dugc tdi vu hoa codon cia

ching, hodc tb hop bét ky cua chiing.
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[000281] Trong phuong phap khac, Phuong phéap 58, sang ché dé xuit phuong phap nhu
dé xuét trong Phuong phép 56 hoic 57, trong d6 CRISPR nucleaza 1a Cas9 S. pyogenes.

[000282] Trong phuong phap khac, Phuong phap 59, sang ché dé xuit phwong phéap nhu
d& xuét trong phuong phéap bat ky trong s6 cac Phuong phap tir 56 dén 58, trong d6
CRISPR nucleaza chra tin hi¢u dinh vi nhan (NLS) déu tn cung N va/hodc NLS dau tn
cung C.

[000283] Trong phuong phap khac, Phuong phép 60, sing ché dé xuit phuong phap nhu
@& xudt trong phuong phap bét ky trong sd cac Phwong phap tir 56 dén 59, trong d6
CRISPR nucleaza va ARN din c6 mit theo ti 1& khéi lugng bang 1:1.

[000284] Trong phuong phap khac, Phuong phap 61, sang ché dé xuét phuong phap nhu
d& xuat trong phuong phép bat ky trong s6 cic Phuong phéap 44 hoic tir 46 dén 60, trong
d6 x6a bd va/hodic su cai xen cta (i) ndm & trong hodc & gén locut gen B2M, va su cai

xen cua (ii) 1a polynucleotit ma héa cho PD-L1.

[000285] Trong phuong phap khéc, Phuong phép 62, sang ché dé xudt phuong phap nhu
d& xuét trong Phuong phap 61, trong d6 ARN dan ding cho (i) va (i) chtra trinh tu
nucleotit chtra it nhit 1a mét trong s6 cac SEQ ID NO: 1-3 hoic 35-44.

[000286] Trong phuong phép khac, Phuong phap 63, sang ché d& xuét phuong phéap nhu
& xuit trong Phuong phap 61 hoic 62, trong d6 polynucleotit ma hoa cho PD-L1 dugc
kep hai bén boi (a) trinh ti nucleotit c6 do trong ddng trinh tw véi viing ndm bén trai cua
vi trf trong (i) va (b) trinh tw nucleotit c6 dd twong ddng trinh ty véi ving nim bén phai

cta vi tri trong (i).

[000287] Trong phuong phéap khéc, Phuong phép 64, sang ché dé xuit phuong phap nhu
dé xuét trong Phuong phép 63, trong d6 polynucleotit ma héa cho PD-L1 duogc cai xen

vao locut gen B2M & trong vong 50 cdp bazo cua vi tri trong (i).

[000288] Trong phuong phap khic, Phuwong phép 65, sang ché dé xuit phwong phap nhu
& xuét trong Phuong phap 63 hoic 64, trong d6 (a) chit yéu gbém c6 trinh tu nucleotit thé
hién & SEQ ID NO: 13, va (b) chi yéu gdm ¢6 trinh ty nucleotit thé hién & SEQ ID NO:
19.
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[000289] Trong phuong phap khac, Phuong phap 66, sing ché dé xuit phuong phap nhur
dé xut trong phuong phap bét ky trong s6 cac Phuong phap tir 61 dén 65, trong d6
polynucleotit ma héa cho PD-L1 dugc lién két khi hoat dong v6i gen khéi ddu ngoai sinh,

trong'd6 tiy ¥ gen khdi diu ngoai sinh 13 gen khoi ddu CAG.

[000290] Trong phuong phap khac, Phwong phép 67, sang ché d& xuat phuong phap nhu
d& xudt trong phuong phap bat ky trong sd cac Phuong phap tir 44 dén 66, trong d6 té
bao 1a té bao dong vit ¢ v, trong d6 tiry v t& bao 14 té bao nguoi.

[000291] Trong phuong phap khac, Phuong phép 68, sang ché dé xuét phuong phéap nhu
d& xuit trong phuong phap bat ky trong sd cac Phuong phap tir 44 dén 67, trong do té
bao 14 té bao gdc.

[000292] Trong phuong phép khac, Phuong phap 69, sang ché dé xuét phuong phép nhu
dé xuét trong phuong phép bat ky trong s6 cac Phuong phép tir 44 dén 68, trong d6 té
bao 14 té bao gdc da ning (PSC), té bao gde phdi (ESC), té bao gbe ca thé trudng thanh
(ASC), té bao gbc da ning dwoc cam tng (iPSC); hoic té bao gdc va tién than tao méau
(HSPC).

[000293] Trong phuong phap khac, Phuong phép 70, sang ché dé xuét phuong phép nhu
d& xuét trong phuong phap bat ky trong sé cac Phuong phép tir 44 dén 69, trong do té

bao 14 té bao biét hoa hoic té bao sinh dudng.

[000294] Trong phuong phap khac, Phuong phép 71, sang ché dé xuét phuong phap nhu
dé xudt trong phuong phép bét ky trong s6 cic Phuong phép tir 44 dén 69, trong d6 té
bao cho van ning c6 kha ndng dugc biét héa thanh t€ bao tién than bi gi61 han theo dong

hodc té bao sinh dudng bi¢t hdéa hoan toan.

[000295] Trong phuong phap khéc, Phuong phép 72, sang ché dé xuit phuong phép nhu
d& xuét trong Phuong phép 71, trong do té bao tién than bi giéi han theo dong 14 t& bao
tién than ndi bi tuy, t& bao tién than noi tiét tuy, t& bao tién than trung mo, té bao tidn than

co, t€ bao non, hodc té bao tién than than kinh.

[000296] Trong phuong phap khac, Phuwong phép 73, sang ché dé xudt phwong phép nhu
dé& xut trong Phuong phép 71, trong d6 t& bao sinh dudng biét hoa hoan toan 1a t& bao
tiét noi tiét chéng han nhu té bao beta tuy, té bao biéu mo, t& bao ndi bi, dai thuc bao, té

bao gan, t&€ bao md, t€ bao than, t&€ bao mau, hodc té bao ciia hé mién dich.
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[000297] Trong hop phin khic, Hop phin 37, sing ché d& xuat hop phan chtra mot sb
luong céc té bao cho van ning dwgc tao ra bing phuong phip nhu dé xuét trong phuong

phéap bét ky trong s6 cac Phuong php tir 44 dén 73.

[000298] Trong hop phin khéac, Hop phén 38, sang ché dé xuit hop phan nhu dé xuét
trong Hop phan 37, trong d6 mot s lugng céc té bao cho van ning c¢6 thé duoc duy tri

trong mot khoang thoi gian va trong didu kién du dé té bao trai qua su biét hoa.

[000299] Trong hop phin khac, Hop phén 39, sang ché d& xuit hop phan chira t& bao
ma chua (i) it nhit 12 mot x6a bd & trong hodic & gan it nhat 12 mdt gen ma ma hoa cho
mot Hoéc nhidu khang nguyén té bao bach cdu nguoi MHC-1 va MHC-II hodc thanh phén
hoic chit diéu hoa phién ma ctia phire hop MHC-I hodic MHC-II; va (ii) it nhét 12 mot sy
cai xen cuia polynucleotit ma ma héa cho it nhat 13 mot yéu t& dung nap tai vi tri ma géi

1én mot phan, goi 1én hoan toan, hoac dugce chira trong, vi tri cia x6a bo di truyén cuia (i).

[000300] Trong phwong phép khac, Phuong phap 74, sing ché dé xuit phuong phép
chira bude ding cho dbi tuong mot sb luong céc té bao cho van ning cia Hop phén 37

hodc 38.

[000301] Trong phuong phap khac, Phuwong phap 75, sang ché dé xuét phuong phép diéu
tri cho déi twong cin chiing, chira phuong phéap nay bao gdm budc (i) thu Iy hoic da
thu dﬁgo mot s& lugng cac té bao cho van nang cua Hop phén 37 hodc 38 sau khi biét
héa thanh té bao tién than bi gi6i han theo dong hodc t€ bao sinh dudng biét héa hoan
toan; va (ii) ding t& bao tién than bi gi6i han theo dong hoic té bao sinh dudng biét hoa

hoan toan cho ddi tuong.

[000302] Trong phuong phap khac, Phuong phap 76, sang ché d& xuit phuwong phap thu
14y té bao dé dung cho dbi twong cn chung, chua phuong phap nay bao gém buée (i)
thu ldy hoic d thu dugc té bao cho van ning ctia Hop phan 37 hoic 38; va (ii) duy tri té
bao cho van ning trong mdt khoang thdi gian va trong diéu kién da dé t& bao biét hoa

thanh té bao tién than bi gi61 han theo dong hoac té bao sinh dudng biét hoa hoan toan.

[000303] Trong phuong phap khac, Phuong phép 77, séng ché dé xuit phuwong phap nhu
d& xuit trong Phuwong phap 75 hoic 76, trong d6 té bao tién than bi gidi han theo dong 1a
té bao tién than ndi bi tuy, t& bao tién than noi tiét tuy, t€ bao tién than trung mo, té bao

tién than co, t€ bao non, hodc t€ bao tién than than kinh.
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[000304] Trong phuong phéap khac, Phuong phéap 78, sang ché dé xuét phuong phap nhur
d& xuét trong Phuong phap 75 hoic 76, trong d6 té bao sinh dudng biét héa hoan toan 13
té bao tiét noi tiét chéng han nhu té bao beta tuy, t€ bao bidu md, té bao ndi bi, dai thuc

bao, t€ bao gan, t€ bao mdJ, t€ bao than, t€ bao mau, hodc t¢ bao cia hé mién dich.

[000305] Trong phuong phéap khic, Phuong phép 79, sang ché dé xut phwong phép nhu
& xuét trong phuwong phap bt ky trong s6 cac Phuong phép tir 74 dén 78, trong d6 dbi

tuong 1a ngudi ma mac, bi nghi ngd mac, hodc ¢6 nguy co mac bénh.

[000306] Trong phuong phap khac, Phwong phap 80, sang ché d& xuét phuong phéap nhu
& xuét trong Phuong phap 79, trong d6 bénh 1a bénh di truyén.

[000307] Trong phwong phap khic, Phuong phap 81, sang ché d& xuét phuwong phap tao
ra t€ bao cho van ning, chira phuwong phép nay bao gdm budc phan phéi dén t& bao gbe
da nang (PSC) (a) nucleaza dugc din bing ARN; (b) ARN dan (gARN) nhim dich vj tri
dich trong locut gen beta-2-microglobulin (B2M); va (c) vecto chira axit nucleic, axit
nucleic ndy chira (i) trinh tw nucleotit twong dong véi ving ndm bén trai cla vi tri dich
trong locut gen B2M, (ii) trinh tw nucleotit ma hoa yéu t& dung nap, va (iii) trinh tuw
nucleotit twrong déng véi ving nim bén phai cua vi tri dich trong locut gen B2M, trong
d6 locut gen B2M dugc phan cit tai vi tri dich va axit nucleic dwgc cai xen vao locut gen
B2M & trong vong 50 cip bazo cia vi tri dich, nhdr d6 tao ra té bao cho van ning, trong
d6 té bao cho van ning 1am ting kha ning tranh mién dich va/hodc mirc sdng s6t ciia té

bao so voi PSC ma khong chira axit nucleic dugc cai xen vao locut gen B2M.

[000308] Trong phuong phép khéc, Phuong phap 82, sang ché dé xuit phuong phap nhu
dé xuat trong Phuong phap 81, trong d6 gARN chtra trinh ty nucleotit dugc chon tir SEQ
ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, hoic SEQ ID NO: 3.

[000309] Trong phuong phép khac, Phuong phap 83, sang ché dé xuit phuong phép nhu
d& xuat trong Phwong phép 81 hoic 82, trong d6 (i) chi yéu gdm ¢4 trinh ty nucleotit thé
hién & SEQ ID NO: 13, va (iii) cht yéu gom c6 trinh tw nucleotit thé hién & SEQ ID NO:
19.

[000310] Trong phwong phép khac, Phuong phap 84, sang ché dé xuét phwong phép nhu
dé& xuit trong phuong phép bét ky trong s cac Phurong phap tir 81 dén 83, trong d6 yéu



48138 76/176

t6 dung nap 1a phdi tir chét theo chuong trinh 1 (PD-L1) hodc khing nguyén bach ciu
nguoi E (HLA-E).

[000311] Trong phuong phép khéc, Phuong phép 85, sang ché dé xut phurong phap nhu
d& xuét trong phuong phap bét ky trong s& cac Phuong phap tir 81 dén 84, trong d6 trinh
tu nucleotit mi hoa yéu td dung nap duoc lién két khi hoat dong v6i gen khoi dau ngoai

sinh.

[000312] Trong phuong phép khic, Phuong phép 86, sang ché dé xudt phuong phép nhu
dé xudt trong phuong phép 85, trong d6 gen khéi ddu ngoai sinh 13 gen khéi diu co dinh,
gen khoi ddu dic hiéu loai té bao, gen khéi ddu dic hidu loai mo, hoic gen khéi dau duge
didu hoa v& thoi gian.

[000313] Trong phuong phap khac, Phwong phap 87, sang ché d& xuit phwong phép nhu
dé xuit trong Phuong phap 85 hoic 86, trong d6 gen khoi dau ngoai sinh 13 gen khéi dau
CAG.

[000314] Trong phuong phap khac, Phuong phap 88, sang ché dé xuit phuong phép nhu
dé xuat trong phuong phép bt ky trong s cac Phuong phép tir 81 dén 87, trong do6 vecto

1a vecto plasmit.

[000315] Trong phuong phap khac, Phuong phap 89, sang ché dé xuat phuong phép nhu
@& xuét trong Phuong phép 88, trong d6 vecto plasmit chira trinh tu nucleotit thé hién &

SEQ ID NO: 33 hodc SEQ ID NO: 34.

[000316] Trong phuong phap khac, Phuong phép 90, sang ché dé xuét phuong phép nhu
d& xuét trong phuong phap bat ky trong s6 cac Phuong phap tir 81 dén 89, trong do
nucleaza dugc dan bing ARN 1a Cas9 nucleaza.

[000317] Trong phuong phap khac, Phuong phép 91, sang ché dé xuét phuong phép nhu
d& xuét trong Phuong phép 90, trong d6 Cas9 nucleaza duoc lién két véi it nhét 13 mot
tin hi¢u dinh vi nhan (NLS).

[000318] Trong phuong phap khac, Phuong phép 92, sang ché dé xuit phuong phép nhu
dé xuét trong Phuong phap 90 hoic 91, trong d6 Cas9 nucleaza la Cas9 S. pyogenes.
[000319] Trong phuong phép khéc, Phuong phap 93, sang ché dé xuit phuong phap nhu
dé xudt trong phuong phép bat ky trong sd cac Phuong phép tir 81 dén 92, trong do PSC
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12 t& bao gbc phdi (ESC), té bao gbe c4 thé truong thanh (ASC), té bao gbe da nang duge

cam tmg (iPSC), hoic té bao gde va tién than tao mau (HSPC).

[000320] Trong phuong phép khac, Phuong phap 94, sang ché dé xuit phuwong phap nhu
dé xuit trong phuong phéap bt ky trong sé cac Phuwong phép tir 81 dén 93, trong d6 PSC
1a PSC nguoi.

[000321] Trong phuong phéap khac, Phuong phép 95, sang ché dé xuét phuong phap tao
ra té bao cho van ning, chira phuwong phap nay bao gdbm bude phan phéi dén té bao gbe
da niang (PSC) (a) nucleaza duge din bang ARN; (b) ARN din (gARN) nhim dich vi tri
dich trong locut gen beta-2-microglobulin (B2M), trong d6 gARN chira trinh tu nucleotit
thé hién & SEQ ID NO: 2; va (c) vecto chira axit nucleic, axit nucleic nay chira (i) trinh
tu nucleotit trong ddng véi viing ndm bén trai cta vi tri dich trong locut gen B2M ma
chit yéu gdm c6 SEQ ID NO: 13, (ii) trinh tu nucleotit ma héa yéu t§ dung nap, va (iii)
trinh tur nucleotit trong dong véi viing nim bén phai cta vi tri dich trong locut gen B2M
ma chi yéu gdm c6 SEQ ID NO:19, trong d6 locut gen B2M duoc phan cét tai vi trf dich
va axit nucleic dugc cai xen vao locut gen B2M ¢ trong vong 50 cip bazo cia vi tri dich,
nh& d6 tao ra té bao cho van ning, trong do6 té bao cho van ning 1am ting kha ning tranh
mién dich va/hodc mirc séng sét clia té bao so voi PSC ma khong chira axit nucleic duge

cai xen vao locut gen B2M.

[000322] Trong phuong phap khac, Phuong phép 96, séng ché dé xuit phuwong phap nhu
& xuét trong Phuong phap 95, trong d6 yéu t& dung nap 13 phdi tt chét theo chuong trinh
1 (PD-L1) hodc khang nguyén bach cau ngudi E (HLA-E).

[000323] Trong phuong phap khéc, Phuong phap 97, sdng ché dé xuit phuong phap nhu
& xuit trong Phuong phép 95 hodc 96, trong d6 trinh tu nucleotit ma héa yéu t6 dung

nap duge lién két khi hoat dong véi gen khoi ddu ngoai sinh.

[000324] Trong phuong phap khic, Phuong phap 98, sang ché dé xuét phuong phap nhu
& xuét trong Phuong phéap 97, trong do gen khoi diu ngoai sinh 13 co dinh, dic hiéu loai
té bao, dic hidu loai mo, hodc dugc didu hoa vé thoi gian.

[000325] Trong phuong phap khéc, Phuong phap 99, sdng ché dé xuit phuong phap nhu

dé xuét trong Phuong phap 97 hoic 98, trong d6 gen khoi ddu ngoai sinh 12 gen khéi diu
CAG.
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[000326] Trong phuong phap khac, Phuong phap 100, sang ché dé& xuit phwong phép
nhu d& xuét trong phuong phép bit ky trong s6 cac Phuong phap tir 95 dén 99, trong d6

vecto la vecto plasmit.

[000327] Trong phuong phap khac, Phuwong phap 101, sang ché dé xuat phuong phéap
nhu d& xuét trong Phuong phap 100, trong d6 vecto plasmit chira trinh tu nucleotit thé
hién & SEQ ID NO: 33 hodc SEQ ID NO: 34.

[000328] Trong phuong phap khic, Phwong phap 102, sang ché dé xuét phuong phép
nhu d& xuét trong phuong phéap bat ki trong sb cac Phuong phap tir 95 dén 101, trong do

nucleaza dugc dan bang ARN 1a Cas9 nucleaza.

[000329] Trong phuong phap khac, Phuong phap 103, sing ché d& xuit phuong phap
nhu dé xuit trong Phuong phép 102, trong d6 Cas9 nucleaza dugc lién két vai it nhit 1a
mot tin hiéu dinh vi nhan (NLS).

[000330] Trong phuong phap khic, Phuong phap 104, sing ché dé xudt phuong phép
nhu dé xuit trong Phwong phap 102 hodc 103, trong d6 Cas9 nucleaza 1a Cas9 S,
pyogenes.

[000331] Trong phuong phap khac, Phuong phéap 105, sang ché dé xuit phuong phap
nhu dé xuét trong phuong phép bit ky trong s6 cac Phuong phap tir 95 dén 104, trong d6
PSC 1a t& bao gbe phdi (ESC), té bao gbe c4 thé truéng thanh (ASC), té bao gbe da ning

duoc cam tmg (iPSC), hoic té bao gbc va tién than tao mau (HSPC).

[000332] Trong phuong phép khac, Phuong phap 106, sang ché dé xuit phuong phép
nhur dé xuét trong phuong phép bit ky trong sb céc Phuong phap tir 95 dén 105, trong d6
PSC 1a PSC nguoi.

VIL Vi du thwe hién sang ché

[000333] Céac vi du dudi ddy md ta su tao ra va su xac dinh dic diém cta té bao cho van
ning theo sang ché. Bang 1 liét ké cac yéu t& dung nap va Bang 2 liét ké cic yéu t6 séng
s6t ma co thé duge cai bién di truyén trong té bao nay. Hinh 1A-1C minh hoa c4c chién

lugc bién tip gen khac nhau ma c6 thé duge sir dung dé xam nhip mién dich.
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Bang 1. Cac yéu t6 dung nap ma c6 thé dwoc cai bién di truyén

Yéu t6 Knock out (KO) | Knock in (KI)
HLA-E +
HLA-G +
CTLA-4 +

CDA47 +
PD-L1 +

B2M ]

HLA-ABC | ]

CIITA -

Béang 2. Ciac yéu to song so6t ma c6 the dwgc cai bien di truyen

Yéu tb Knock out (KO) | Knock in (KI)

ZNF143 -

TXNIP -

FOXO -

JNK -

MANF +

Vidu 1: Tao ra iPSC bi knock-out B2M
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[000334] Sw chon lIoc ARN din (gARN) dbi voi B2M. Pé xac dinh phd 16n cia gARN
¢6 kha nédng bién tdp vung dich ADN B2M, su sang loc gARN dugc phién ma in vitro
(IVT) duge tién hanh. gARN nhim dich B2M dugc thiét ké dé nhdm dich exon 1 ctia gen
B2M. Trinh ty hé gen B2M dugc dua ra dé phan tich bang cich sir dung phdn mém thiét
ké gARN. Danh muc thu dugc ciia gARN dugc thu hep thanh danh muc ¢6 khoang 200
gARN dua trén tinh duy nhét ctia trinh tu (chi nhitng gARN khong ¢6 sy #n khép hoan
hao & noi ndo khéc trong hé gen duge sang loc) va su léch dich duge du doan nhd nhét.
Tap hop gARN nay dugc phién mi in vitro, va dugc chuyén nap bing cich st dung
MessengerMax vao té bao HEK293T ma biéu hién vé mit ciu truc Cas9. Té bao duoc
thu héach 48 gid sau chuyén nap, ADN hé gen duoc phan 14p, va hi¢u qua cit dugce danh
gia biang cach str dung phan tich TIDE. ARN din véi lugng indel cao va tac dung léch
dich duoc du doan thép dugc chon dé phan tich thém. Bang 3 thé hién céc trinh tu dich
cua gARN B2M dugc chon.

Bang 3. Cac trinh tw dich gARN B2M dwgc chon

Tén Trinh Tw Dich (5'-3") SEQ ID NO: PAM

gARN B2M-1 | GCTACTCTCTCTTTCTGGCC 1 TGG
(Exon 1 _T12)

gARN B2M-2 | GGCCGAGATGTCTCGCTCCG 2 TGG
(Exon 1_T2)

gARN B2M-3 | CGCGAGCACAGCTAAGGCCA 3 CGG
(Exon 1 Tg)

Exonl TI1 TATAAGTGGAGGCGTCGCGC 35 TGG
Exon1 T3 GAGTAGCGCGAGCACAGCTA 36 AGG
EXOI'I 1 T4 ACTGGACGCGTCGCGCTGGC 37 GGG

Exonl T5 AAGTGGAGGCGTCGCGCTGG 38 CGG
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Exon1 T6 GGCCACGGAGCGAGACATCT 39 CGG
Exon1 T7 GCCCGAATGCTGTCAGCTTC 40 AGG
Exon1 T9 CTCGCGCTACTCTCTCTTTC 41 TGG
Exon1 TI10 TCCTGAAGCTGACAGCATTC 42 GGG
Exon1 TI1 TTCCTGAAGCTGACAGCATT 43 CGG
Exon1 T13 ACTCTCTCTTTCTGGCCTGG 44 AGG

[000335] Viéc sang loc gARN B2M ¢ iPSC. Ba gARN (B2M-1, B2M-2, va B2M-3)
duoc str dung dé bién tap iPSC. Vi tri cia trinh tu dich cia mdi trong sb cac gARN nay
duoc v& so dd trén Hinh 2. Té bao iPSC (dong té bao TC-1133, RUDCR, NJ) dugc
chuyén nap vao trong nhan biang cach sir dung chit chuyén nap nhan Lonza 4D va bo kit
té bao so cdp P3 (Lonza, catfV4XP-3024) véi hdn hop RNP cia Cas9 (Aldevron,
cat#9212-5MG) va gARN (Synthego) & ti 1¢ mol biang 3:1 (gARN:Cas9) v6i ndng do
cudi ciing bang 125 pmol Cas9 va 375 pmol gARN. Té bao dugc phan ly bing cach sir
dung Accutase (Stempro, cat#A1110501), sau d6 dugc tai tao huyén phu trong moi
truong DMEM/F12 (Gibco, cat#11320033), duoc dém bang cich st dung Cellometer
(Nexcellon) va duge ly tdm. Té bao duoc tai tao huyén phu trong chit dém P3 v6i chét
b6 sung 1 (ti & 4,5:1) & ndng @0 bang 2x103 té bao/ul. Tdng cong 2x103 té bao duoc két
hop véi phitc hop RNP, duge chuyén sang cuvet chuyén nhidm nhan (Lonza kit) va dugc
chuyén nhiém nhan bing cach sir dung chuong trinh CA-137. Dbi v6i mdi cuvet 250 pl
moi t'ru*c‘mg StemFlex (Gibco, cat#A3349401) bang CloneR (Stem Cell Technologies,
cat#05888) (ti 1& 1:10) dugc str dung dé tai tao huyén phu té bao di dwoc duoc chuyén
nhiém nhan. Huyén phu té bao niy duoc chia vao hai giéng cta dia 24 giéng duoc phu
Vitronectin (Gibco, cat#A14700) v6i 250 yl nita ctia StemFlex bang CloneR. Té bao
dugc thu hoi trong thiét bi ¢ thiéu oxy (37°C, Oz 4%, CO» 8%) trong thoi gian 48 gio.
Sau 48 gid, ADN hé gen dugc thu hoach tir mot giéng cua mdi ban sao ky thuat bing

cach st dung b kit phan 1&p gADN(Qiagen, cat#69506)
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[000336] gADN da phan 1ap duogc dua di PCR @& x4c dinh tin suét indel. PCR dbi véi

cac vung lién quan dugc thuc hién bing cich st dung Platinum Taq Supermix

(Invitrogen, cat#125320176 va Cat# 11495017) v6i cac doan moi B2M. Céc trinh tu doan

moi dugc néu trong Bang 4 va céc vi tri clia cac doan moi B2M tuong quan véi vi tri dich

gARN duoc thé hién trén Hinh 2. Céc didu kién chu ki duoc néu trong Bang 5.

Bang 4. Cac doan mdi TIDE B2M

Tén Loai Trinh tw (5'-3") SEQ ID NO:
B2MF2 | xudi CAGACAGCAAACTCACCCAG 4
B2MR2 | ngugc AAACTTTGTCCCGACCCTCC 5

Bang 5. Cac thong s6 chu ky PCR Bsz

Buée Nhiét do Thoi gian Chu ky

Bién tinh 94°C 2 phut 1

Bién tinh 94°C 15 gidy 38

U 55°C°C 30 gidy

Mo rOng 68°C 45 gidy

Kéo dai 68°C 5 phut 1

Gitr 4 gitt

[000337] Cac san pham khuéch dai thu duge duge dua di lam sach PCR va x4c dinh

trinh tw Sanger. Két qua x4c dinh trinh tu Sanger dugc nhip vao Tsunami cing v6i trinh

tw dn. Ti 1€ phan trdm va sy x4c dinh indel dugc tinh bing phin mém (Hinh 3A). gARN
B2M-1, B2M-2, va B2M-3 lan Iuot ¢6 tan sudt indel bing 2,5% =+ 1,1%, 87,6% + 14,1%,
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va 63,9% + 0,9% (n=2). Cac Hinh 3B va 3C thé hién sy phan bd cta két qua indel dbi
v6i gARN B2M-2 (Hinh 3B) va gARN B2M-3 (Hinh 3C).

[000338] Té bao trong giéng ban sao dugc duy tri dén khi hop luu va sau d6 duoc chuyén

sang cac binh 16n hon tuan ty. Quéan thé 16n duoc chuyén tiép sang moi trudng Advanced

20/10/10 (Xem bang 6) va Laminin-521 (Stem Cell Technologies, cat#77004) dé duy tri.

Bang 6. Ché pham mai treong Advanced 20/10/10

Chét phan ing Luwong Nong d% hoat ddng | Thong tin
| chit phan ung
DMEM/F12 khong c6 955mL Bazo Gibco
HEPES (11330032)
Normocin 2 mL Invivogen
(ANTNRI1)
Axit amin khong thiét 10 mL 1x Gibco
yéu, 100x (11140076)
Lipit d4 dugc xdc dinh vé | 2mL 10,2x Gibco
mat héa hoc, 100x (11905031)
HSA 20% (FAF) 5 mL 0,1% Sigma (A1887)
Natri bicacbonat 7,5% 7 mL 0,0525% Gibco
(25080094)
Insulin ngudi, 4 mg/ml SmL 20 pg/uL Invitrogen
(12585014)
Natri clorua, 250mg/ml | 2 mL 0,5 mg/mL Sigma
Axit ascorbic, 200 mM 1 mL 200 pM Sigma
Holo-transferin, 10 I mL 10 yg/mL Sigma

mg/ml
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Natri selenit, 140 pig/ml 100 ML 14 ng/mL Sigma

Dé tao ra Advanced 20/10/10 hoan chinh (thé tich 1 1) b6 sung cac thanh phan sau ddy

vao lan st dung dau tién

FGF bazo, 100 pg/ml 200 uL 20 ng/mL Peprotech
Activin A, 100 pg/ml 100 uL 10 ng/mL Peprotech
Heregulin, 100 pg/ml 100 uL 10 ng/mL Peprotech

[000339] Tao ra va xac dinh dic diém dong IPS KO B2M. Cac quin thé duoc bién
tap 16n duge xac nhan trinh ty (Hinh 4A) dugc sap xép theo té bao don 1& bang cach st
dung FACS-ARIA (BD Bioscience) vao dia 96 giéng duoc phu Vitronectin va dugc thu
hoi trong StemFlex bang CloneR. Mot cach vén tit, t& bao duge phén ly tlr cac binh thot
c¢b duy tri bang cach sir dung Accutase va duge téi tao huyén phi trong StemFlex bing
CloneR. Sau d6 té bao duge dém bang cach sir dung Cellometer va duoc pha loang dén
1x10°/ml. 2 ml ctia n6 dugc loc qua luéi loc t€ bao (Falcon, #352235) vao éng FACS,
duoc cung cap cho bo diéu khién va cac té bao don 1¢ dugc sip xép vao cac giéng riéng
1¢. Céc té bao don 1¢ da lang ra dia duoc cho sinh trudng trong thiét bi 0 thiéu oxy (37°C,
CO, 8%, 02 4%) vé6i su thay ddi mdi trudng cach mot ngay mot 1an dén khi cdc khuén
lac du 16n dé dugc céy lai nhu 14 céc té bao don 1&. Khi hop luu, cdc mau dugc chia ra dé
duy tri va chiét gADN (xem & trén). Su xédc dinh dong dugc x4ac nhan thong qua PCR va
viéc x4c dinh trinh tw Sanger (xem chi tiét dudi ddy). Bang 7 thé hién cac trinh tu cta cac
dong dugc chon xung quanh vi tri cét (c4c trinh ty duoc lam khuyét va/hodc duge cai xen

duoc thé hién ¢ dang in ddm).

Béang 7. Phan tich trinh ty ctia cac dong KO B2M

Dong | Trinh ty (5'-3") SEQ ID NO:

WT CT XCGC T CCGTGGZGCTA, X = Nszg, % 27
= Nig
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A9 CT XCGCGCTACTTA- =====- GZGCTA, N3g, 28
= Nis¢

All CT XCGC TTCCGTGGZGCTA, N3o, 29
= Nise

B10 CTAA==——=— - --=-=-GGZGCTA, N3o, 30
= Nisg

B12 CT XCGC TTCCGTGGZGCTA, N3o, 29
= Nie

C5 CT XCGC - m—————— GCTA, N3o, 31
= Nis¢

C9 CT XCGC - CCGTGGZGCTA, N3o, 32
= Nis¢

Cl1 CT XCGC TTCCGTGGZGCTA, N3o, 29
= Nise

Cl12 CT XCGC TTCCGTGGZGCTA, N3o, 29
= Nise

[000340] Céc trinh tur dong duoc sdp xép thing hang trong phdn mém Snapgene dé xéc

dinh su nhén dién indel va tinh ddng hop tir hodc tinh di hop ttr. Nhu thé hién trén Hinh

4B, 8 dong 1a ddng hop tir d6i véi KO B2M va 7 dong 14 di hop ti dbi voi KO B2M.

Dong dong hop tor ¢6 su bién tdp mong muon dugc mé rong va dugc xac nhan thém

thong qua viée xac dinh trinh ty va viéc dém té bao theo dong. Dong ban du duoc duy

tri trong mdi truong StemFlex trén cdc dia phu Vitronectin sau d6 cudi cing duge chuyén

tiép sang moi trudng Advanced 20/10/10 va céc binh duoc pht Laminin-521.

[000341] Té bao duoc duy tri tip trén céc binh thét ¢d duge phu Laminin-521 véi

Advanced 20/10/10. Dong d4 dugc bién tap duoc xac nhin dé nhan dién indel thdng qua

PCR cua vung B2M va xdc dinh trinh tu Sanger. Knockout dugc x4c nhén thong qua su
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dém té bao theo dong ddi voi B2M va HLA-A (xem Béang 8 va Bang 9 vé danh sach
khang thé duoc st dung) va phan tich Tagman qPCR ctia sy biéu hién B2M bing cach
str dung quy trinh Tagman tiéu chudn (Tagman FastAdvanced Mastermix, ThermoFisher,
cat#4444556). Murc do biéu hién B2M dbi véi ba dong KO B2M ciing nhu 13 té bao kiéu
dai (khong dugc cai bién) duoc thé hién trén Hinh 5. Ca ba dong KO dugc thir nghiém

thé hién su biéu hién mARN giam di ciia B2M tuong quan véi té bao kiéu dai.

Bing 8. Khang thé dé dém té bao theo dong da ning

Pich Chit huynh quang | Nha san xuit Danh muc s6
SSEA-4 AlexaFluor 647 ThermoFisher SSEA421
Tra-1-60 PE ThermoFisher MA1-023-PE
Tra-1-81 PE BD Bioscience 560161

Bang 9. Khang Thé Déi Véi B2M Vi HLA-ABC

Dich Chét huynh quang | Nha san xuit Danh muc sb
B2M AlexaFluor 647 Biolegend 316311
HLA-ABC FITC BD Pharmigen 555552

[000342] Viéc chiét ARN dugc thyc hién bang cach st dung bd kit Qiagen RNeasy véi
ADNaza Khong C6 ARNaza theo huéng din ctia nha séan xuat (Qiagen, cat#74104 va
79254). Viéc téng hop cADN duoc thuc hién bing cach st dung bd kit tong hop cADN
Advanced iScript d¢ RT-qPCR (BioRad, cat#1725037) theo huéng din ctia nha san xuAt.
Tinh trang kiéu nhin cta dong dugc danh gia théng qua dich vu Karyostat
(ThermoFisher) va theo d&i su bat thuong kiéu nhan da biét BCL2L1 thong qua ddPCR
bang cach st dung hudng din clia nha san xut va ddPCR supermix ddi véi Poan do
(khong c6 dUTP) (BioRad, cat#1863024; cac doan mdi trong Bang 10) v6i nhiét do o
59°C va RPP30 lam thir nghiém tham chiéu.
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Béing 10. B doan mdi doan do ddPCR
BCL2L1 (Pich) SEQ ID | RPP30 (Tham chiéu) SEQ ID
NO: NO:
Poan TCTGCAGAAGGCTAC 7 GATTTGGACCTGCGAG 9

mdi xudi | CCCTA CG

Doan TGCTGTGTCTAAGACC 8 CAAGCCTGGCAATAAA 10
mdi TCTTTCAT CAATGA

nguoc

Doan do | Poan do van nang #44 - 5' VIC-CTGCTGCCTGA- 11

(Sigma, cat# 4688040001) ACAT-3'-MGB-NFQ

[000343] San phidm khuéch dai thu dugc duge kiém tra trén gel trén gel agaroza 2% da
duac sin (ThermoFisher, cat#G501802) va dugc dua di [am sach PCR va xé4c dinh trinh
tu Sanger. Tép xdc dinh trinh ty thu dugc duge nhép vao phén mém Tsunami cung voi

trinh tw gARN va tép trinh tw d6i chiing dé xac dinh sy nhan dién indel va ti 1& phan tram.

[000344] Dong cling dugc xac nhan 1a am tinh ddi v6i s biéu hién cta cac khang nguyén
B2M va MHC 16p I (HLA-A, B, C), c6 hodc khong c6 sy xur ly Interferon-gamma (25
ng/ml, R & D Systems, 285-IF) thong qua viéc dém té bao theo dong ctia ching. Xem
Hinh 6A-6D.

[000345] Dong duoc x4c nhan 1a giit lai tinh da ning thong qua viée dém té bao theo
dong ddi véi chi thi bé mat té bao da ning (Hinh 7A-7D). Su x4c nhan thém vé tinh da
nang bao gém Tagman Scorecard (ThermoFisher, cat#A15872), dich vu Thermo Pluritest

va su biét hoa Trilineage (xem quy trinh diy dt duéi day).

[000346] Té bao dugce phan ly va duge dém nhu trén, true khi ly tAm va tai tao huyén
phu trong mdi truong Advanced 20/10/10 véi 2‘ uM Y-27632 (Tocris, cat#1245) 1én dén
1x10%ml. Sau d6 té bao di duoc tai tao huyén phu duoc loc qua bd loc 40 uM
(Fisherbrand, cat#22363547) va 5 ml huyén phu dugc lang ra trong giéng don 18 ctia dia
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6 giéng gin cuc thap (Corning, cat#3471). Sau do6 té bao duoc lang ra trén may lic quy
dao qua dém & toe dd 98 vong/phiit dé tao thanh khéi két tu. Sau 16 gid, moi trudng da
tidu thu dugc loai bo khéi mdi giéng bang cach xoay can than dia dé thu gom khdi két tu.

4 ml Advanced 20/10/10 méi dugc bd sung.

[000347] Sau 24 giv nita, té bao dugc biét hoa. Khdi két tu trude hét duge thu gom vio
6ng hinh nén 50 ml va duoc ly tim & toc do 1000 vong/phut trong thoi gian 1 phit dé
lam léng khdi két tu. Mai trrong duge hat ra va khéi két tu duoc rira béng DMEM/F12.
Khéi két tu lai duoc thu gom bang cach ly tim va duoc tai tao huyén phil trong 4 ml mdi
truong biét hoa twong Gng trude khi duoc dua tré lai dia va may lic. TAt ca su biét hoa
st dung mdi trurdong co ban sau day: 480 ml IMDM +Glutamax (Gibco, cat#31980030),
480 ml F12+Glutamax (Gibco, cat#31765035), 10 ml Axit amin khong thiét yéu (Gibco,
cat#11140076), 5 ml BSA 20% (Sigma, cat#A7638-5G), 2 ml Lipit di duoc xac dinh vé
mat hoa hoc (Gibco, cat#11905031), 1 ml Axit ascorbic 200 mM (Sigma, cat#A4403-
100MG), 1 ml holo-transferin 10 mg/ml (Sigma, cat#T0665), va 100 ul Natri selenit 140
png/ml (Sigma, cat#S5261). Dé biét hoa té bao thanh té bao ngoai bi, ndng d6 cudi cing
cua insulin 4 mg/ml (Gibco, cat#12585014), 2 uM A83-01, 2 uM Dorsomorphin
(Peprotech, cat#8666430) va 2 uM PNU-74654 duoc dung trong hai ngiy. D& biét hoa
té bao thanh té bao trung bi, ndng dd cubi cing cua Insulin 1 pg/ml, 0,1 M PIK-90, 3
pM CHIR99021 (Peprotech, cat#2520691) va 0,5 uM LDN193189 (Peprotech,
cat#1062443) duge dung trong hai ngay. Dbi véi ngy 1 cla sy biét héa noi bi, ndng do
cudi cing ctia 0,2 pg/ml insulin, 0,1 pM PIK-90, 100 ng/ml Activin-A (Peprotech,
cat#120-00), 2 pM CHIR99021 va 20 ng/ml FGF bazo (Peprotech, cat#101-18b) dugc
sir dung. Hai ngdy nita cia su biét hoa ddi véi nodi bi duge thuc hién véi: 0,2 ng/ml
insulin, 0,1 uM PIK-90, 100 ng/ml Activin A Vé 0,25 uM LDN193189. Mdi trudng duge
thay d6i hang ngay dbi vai tit ca sy biét hoa. Tét ca dugce thu gom dé phén tich ARN

bang cach sir dung Taqman Scorecard vao ngay 3.

Vi du 2: Duy tri va mé réng té bao.

[000348] Duy tri hESC/hiPSC. T¢ bao ctia dong té bao gbc phdi ngudi (hRESC) CyT49

duoc duy tri, duoc nudi cay, duge cay chuyén, dugce tang sinh, va dugc lang ra dia nhu
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duoc md ta trong Schulz et al. (2012) PLoS ONE 7(5): €37004. Té bao CyT49 dugc phan
ly bang cach str dung ACCUTASE® (Stemcell Technologies 07920 hoic twong dwong).

[000349] Té bao gbc da ning dugc cam ting ctia ngudi (hiPSC), ching han nhu dong té
bao TC1133 (Lonza), dugc duy tri trong StemFlex Complete (Life Technologies,
A3349401) trén dia nudi cdy md dugc pht BIOLAMININ 521 CTG (BioLamina Cat#
CT521). Céc dia ndy dugc phi trude bing dich pha loang 1:10 hozc 1:20 cia
BIOLAMININ trong DPBS, canxi, magie (Life Technologies, 14040133) trong thoi gian
2 git & nhiét do 37°C. Té bao duge cho in hang ngay bang mdi truong StemFlex. Dé cdy
chuyén té bao, cing mat d6 cta té bao nhu dbi voi CyT49 dugce st dung. Dé lang ra dia
té bao nhu céc té bao don 18, té bao dugc lang ra dia v6i chit bd sung RevitaCell™ 1%
(100X) (Thermofisher Cat#A2644501) trong StemFlex trén dia dugc phu
BIOLAMININ.

[000350] Tach dong té bao don 1é ciia hPSC. Dé tach dong té bao don 1, hPSC (hESC
hoic hiPSC) duoc nudi bang StemFlex Complete véi Revitacell (d6i véi ndng do cudi
cling bang 1X Revitacell) 3-4 gid trude khi phan ly bing ACCUTASE®. Sau khi phan
ly, té bao dugc sip xép dudi dang cac té bao don 1é trong mdi giéng ctia dia nudi cdy md
96 giéng dugc phi BIOLAMININ. May sip xép WOLF FACS (Nanocellect) duoc st
dung dé sip xép cac té bao don 1& vao cac giéng. Cac dia nay duoc nhdi trude voi 100-
200 pl StemFlex Complete véi Revitacell. Ba ngay sau khi cdy té bao, té bao dugc nudi
bang StemFlex méi va tiép tuc duge nudi cach mot ngay mot 1an bang 100-200 pl méi
truong. Sau khi sinh trudng 10 ngay, té bao dugc cho dn hang ngay biang StemFlex dén
ngdy 12-14. Vao lic nay, cac dia ndy dugc phan ly bing ACCUTASE® va huyén phi t8
bao da dugc thu gom dugce chia ra 1:2 v6i mot nira cho vao dia 96 giéng méi dé duy tri
va mot nira cho vao dung dich chiét ADN QuickExtract™ ADN Extraction Solution
(Lucigen). Sau khi chiét ADN, PCR dugc thuc hién dé danh gia sy ¢6 mit hodc khong
c6 mit ciia sy bién tip gen mong mudn tai locut ADN dugce nhim dich. Viée x4c dinh

trinh ty Sanger dugc st dung dé x4c nhan cac bién tdp mong mubn.
[000351] Mé rong cac dong hPSC cé ngudn goc tir té bao don 1é. Dbi v6i CyT49, cac
dong da dugc nham dich thanh cong dugc cdy chuyén trén dia 24 giéng véi moi trudng

XF KSR A10H10 10% tinh khiét nhung trén cac dia duoc phu BIOLAMININ. Sau giai
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doan 24 giéng, cic dong CyT49 duoc cdy chuyén nhu duge mo ta trong Schulz et al.

(2012) PLoS ONE 7(5): €37004.

[000352] Dbi v6i hiPSC (TC1133), té bao duge duy tri trong StemFlex Complete trong
sut qua trinh tach dong va duy tri thudng xuyén trén céc dia duoc phiit BIOLAMININ

v6i Revitacell ¢ tat ca cdc giai doan cay chuyén.

Vi du 3: Tao ra té bao goc nguwoi da ning bi knock-out B2M (hPSC)

[000353] Chon loc ARN din (gARN) dbi véi B2M trong hPSC. Ba gARN nhim dich
B2M dugc mo ta & trén trong Vi du 1 dugc st dung dé nham dich gen B2M trong hPSC.
Dé danh gia hi¢u qué cit cia ching trong hPSC, té bao CyT49 duoc duc 16 dién bing
cach sir dung Thiét bi duc 16 dién Neon (B6 Kit Chuyén Nap Neon ThermoFisher Cat#
MPK5000) véi hdn hop ribonucleoprotein (RNP) ctia protein Cas9 (Biomay) va ARN
dan (Synthego) & ti 16 mol bang 3:1 (gARN:Cas9) vdi cac gid tri tuyét dbi bang 125 pmol
Cas9 va 375 pmol gARN. Dé tao thanh phitc hgp RNP, gARN va Cas9 dugc két hop
trong mot binh v6i chit dém R (B6 Kit Chuyén Nap Neon) dén tong thé tich bang 25 ul
va dugc U trong thoi gian 15 phut ¢ nhiét d trong phong. Té bao duge phan ly bing cach
stt dung ACCUTASE®, sau d6 dugc tdi tao huyén phu trong méi truong DMEM/F12
(Gibceo, cat#11320033), duoc dém bing cach sir dung NC-200 (Chemometec) va dugc ly
tam. Tong cong 1x10° té bao dugc tai tao huyén phil v6i phirc hop RNP va chit dém R
duoc lbc;) sung dén tong thé tich bang 125 ul. Sau d6 hdn hop nay duge duc 16 dién bang
2 xung trong 30 ms & 1100 V. Sau khi duc 15 dién, té bao dugc l4y ra bang pipet cho vao
6ng Eppendorf da duoc nhdi véi moi truong StemFlex bang RevitaCell. Sau do huyén
phil t bao nay dugc ling dia nudi cdy mo da duoc phu trude bing BIOLAMININ 521
CTG & @6 pha lodng 1:20. Té bao dugc nudi cdy trong thiét bi & c6 muc oxy binh thudng
(37°C, CO2 8%) trong thoi gian 48 gio. Sau 48 gio, ADN hé gen dugc thu hoach tir té
bao bang cach sir dung QuickExtract (Lucigen, Middleton, WI; Cat#QE09050).

[000354] PCR dbi véi trinh ty B2M dich duoc thuc hién va ADN da khuéch dai thu
duogc dugc danh gid vé hidu quéa cit bang cach phan tich TIDE. PCR dbi véi cac vung
lién quan dugc thuc hién bing cach s dung Platinum Taq Supermix (Invitrogen,

cat#125320176 va Cat# 11495017). Cac trinh tw cia cac doan mdi PCR duogc thé hién
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trong Bang 4; va cac didu kién chu ky néu trong Bang 5. Cac san phdm khuéch dai thu
duoc dugc dua di 1am sach PCR va xé4c dinh trinh ty Sanger. Két qué x4c dinh trinh tu
Sanger dugc nhdp vao phin mém Tsunami cing vé6i trinh tu dan. Ti 18 phén tram va sy
xé4c dinh indel dugc tinh biang phin mém. Sau do6 gARN cu thé dugc chon dua trén tAn

suat indel ctia chiing trong hPSC. Hinh 8 thé hién hiéu qua cit dbi véi 3 gARN B2M.

[000355] Su léch dich ctia gARN dugc chon duoc danh gia & ADN c6 nguén géc tir té
bao géc béng cach st dung phan tich bét gilr thé lai cta cac vi tri duoc du doan do tuong
tu trinh tu. B2M-2 va B2M-3 dan khong thé hién tac dung léch dich cé thé phat hién
dugc. gARN B2M-2 dugc chon dé tao ra dong tiép do hoat tinh trung dich cao ciia né va
hoat tinh léch dich khong thé phat hién dugc.

[000356] Su tao ra va sy xac dinh dic diém dong hPSC KO B2M. Bing cach sir dung
gARN B2M-2, hESC CyT49 duoc duc 15 dién va dugc sip xép té bao don 1é 3 ngay sau
khi duc 18 dién bang cach sir dung thiét bi sép xép WOLF FACS (Nanocellect) vao dia
96 giéng dugc phi BIOLAMININ 521 CTG véi StemFlex va Revitacell. Céc té bao don
1¢ da lang ra dia dugc cho sinh trudng trong thiét bi i ¢6 mirc oxy binh thuong (37°C,
CO, 8%) v6i su thay d6i moi truong cach mot ngiy mot lan dén khi cac khuén lac da 16n
& dugc ciy lai nhu 13 cac té bao don 1¢. Khi hop luu, cac mau duge chia ra dé duy tri va

chiét ADN hé gen.

[000357] Tinh trang KO B2M ctia dong dugc xac dinh thong qua PCR va viée x4c dinh
trinh tu Sanger. Céc trinh tuy ADN thu dugc ctia ving B2M dich dugc sdp xép thing hang
trong ph'?m mém Snapgene dé xac dinh sy nhén dién indel va tinh dong hop tir hodc tinh
di hop tit. Dong c6 su bién tip mong mubn dugc md rong va dugc xdc nhan thém thong
qua viéc danh gid dém té bao theo dong ddi véi sy bidu hién B2M (Xem Bang 11 vé danh
sach ctia khang thé dugc st dung). Dong duge danh gid ¢6 hodc khong c6 sy xtr ly
Interferon-gamma (25 ng/ml, R & D Systems, 285-IF). Hinh 9A thé hién su biéu hién
B2M ¢ t€ bao kiéu dai va Hinh 9B thé hién sy biéu hién B2M & té bao KO. Tinh trang
kiéu nhén ctia dong dugc danh gia thong qua dich vu Cell Line Genetics (Madison, WI)

va kiéu nhan binh thuong dugce bao céo.
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Bang 11. Khang thé dé dém té bao theo dong da ning

Khang Dong Chit huynh Nha sin xudt Danh muc
nguyén quang #

Oct3/4 40/3 Alexa 647 BD Bioscience | 560329
SOX2 030-678 PE BD Bioscience | 562195
B2M 2M2 PE Biolegend 316305
HLA-ABC W6/32 Alexa 488 Biolegend 311415
inIgGl kappa | N/A PE BD Bioscience | 555749
PD-L1 B7-H1 Alexa-488 ThermoFisher | 53-5983-42
HLA-E 3D12 PE | ThermoFisher | 12-9953-42

[000358] Dong duogc xac nhén 13 gift lai tinh da ning thong qua viée dém té bao theo
dong noi bao déi véi cac chi thi da ning OCT4 va SOX2. Dong da ning da duoc xac
nhan duoc biét hoa thanh té bao tién than ndi tiét tuy bang cach sir dung phuong phap da
duoc thiét 1ap trude day (Schulz et al. (2012) PLoS ONE 7(5): €37004).

Vi du 4: Tao ra té bao goc nguwoi da néing bi knock-out B2M knock-in PD-LI (hPSC)

[000359] Thiét ké ciia chién lwge B2M-KO PD-L1-KI. Thiét k& plasmit dé cai xen
PD-L1 (CD274) vao locut B2M duoc tao ra nhd d6 bd ba mo dau ctia B2M duoc loai bo
sau khi trai qua sy sira chita dinh huéng twong déng (HDR) dé cai xen PD-L1, thu tidu
bat ky co hoi nao ciia sw bidu hién B2M mot phan. Hinh 10 thé hién so dd cta plasmit va
Bang 12 x4c dinh cic thanh phan va vi tri & trong d6. Plasmit cho chira gen khéi dau
CAGGS diéu khién cADN ctia PD-L1 duoc kep hai bén bang cac nhanh tuong ddng c6
800 ciip bazo véi trinh tur gidng hét véi locut B2M xung quanh exon 1. Trinh ty hoan

chinh ctia plasmit dugc thé hién trong SEQ ID NO: 33.
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Bang 12. Cac thanh phin ciia plasmit cho B2M-CAGGS-PD-L1

Thanh phén Vi tri (kich thuée theo bp) | SEQ ID NO:
ITR bén trai 1-130 (130) 12
LHA-B2M 145-944 (800) 13
vung ting cuong CMV 973-1352 (380) 14
gen khoi dau p-actin ga 1355-1630 (276) 15
intron kham 1631-2639 (1009) 16
PD-L1 2684-3556 (873) 17
tin hiéu poly(A) bGH 3574-3798 (225) 18
RHA-B2M 3805-4604 (800) 19
iTR bén phai 4646-4786 (141) 20

[000360] gARN B2M-2 duoc str dung dé lam fhuén loi cho su cai xen cila gen chuyén
PD-L1 tai locut B2M dich. Plasmit cho PD-L1 dugc dua vao cung véi phirc hgp RNP
duge tao thanh béi gARN nhim dich B2M va protein Cas9. Cho mdi 1 triéu té bao
CyT49, 4 ng ADN plasmit dugc phan phdi cing voi RNP. Su duc 15 dién dugce thue hién
nhu duge mod ta trong Vi du 3. Bay ngay sau khi duc 18 dién, té bao duoc sip xép dbi véi
su biéu hién PD-L1 bd mat bing cach st dung thiét bi sip xép WOLF FACS
(Nanocellect) vao dia 96 giéng duoc phit BIOLAMININ 521 CTG véi StemFlex véi
RevitaCell. D& sap xép bang FACS, té bao chwa dugc bién tap dong vai trd lam dbi chiing
am. Té bao duwong tinh PD-L1 duoc chon dé sip xép va tach dong té bao don 1é.

[000361] Dé phat hién su biéu hién PD-L1 bé mit, khang thé huynh quang khang-PD-
L1 dugc str dung (xem Bang 11). Céc té bao don 1é di lang ra dia duge cho sinh trudng

trong thiét bi i c6 mirc oxy binh thuong (37°C, CO2 8%) v6i su thay ddi mdi trudng cach
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mot ngdy mot 1an dén khi cac khuan lac da 16n dé duoc céy lai nhu 1a céc té bao don 1é.

Khi hop luu, cdc maAu duge chia ra dé duy tri va chiét ADN hé gen.

[000362] Cac dong duge nhim dich dang dugc xac dinh thong qua PCR ddi véi sy cai
xen knock-in (KI) PD-L1 béng cach str dung cac doan moi ma khuéch dai vung tir bén
ngoai cac nhanh twong dong plasmit dén chd cai xen cADN PD-L1 gitip cho chi c6 thé
khuéch dai ADN dugc tinh hop KI. Sy cai xen trung dich dugc thitr nghiém vé tinh trang
tiép hop giao tir bang PCR dé d4nh gia KI d4 xay ra theo phuong thirc di hop tir hay ddng
hop tir. Néu dong di hop tir duoe xéac dinh, alen 4m tinh KI dugc gui di x4c dinh trinh tu
Sanger dé x4c nhan ring n6 chira indel pha vo B2M. Céc dong KI dung véi su phé v
B2M hoan toan (thong qua su cai xen KI hodc sy tao thanh indel) dugc mé rong trong
dinh dang nudi cdy mé tang din dén khi dat dén kich thudc quin thé 12 30 tridu t& bao.
Xap xi 10 dong duoc mé rong theo phuong thire ndy va duoc x4c nhan 12 da ning bing
cach thir nghiém ddi véi OCT4 va SOX2 thong qua viéc dém té bao theo dong nodi bao
(Hinh 11). Sau d6 cdc dong ma da vuot qua cac thir nghiém néu trén, dugc thir nghiém
thém dé phén tich kiéu nhan (Cell Line Genetics), nhu duoc md ta dudi day. Ngoai ra,
sau d6 cac dong dugc thir nghiém vé thdm quyén cua chung dé biét hoa thanh tién than
noi bi tuy (PEC) thong qua quy trinh da duoc thiét 1ap (Schulz et al. (2012) PLoS ONE
7(5): €37004), nhu duge mo ta dudi day. Sy mit di ciia B2M duoe x4c nhan tiép boi vide
thiéu sy biéu hién ctia B2M c¢6 hodc khong c6 sy xtr ly Interferon-gamma (25 ng/ml, R
& D Systems, 285-IF) thong qua viéc dém té bao theo dong. Hinh 12A va 12B thé hién
su biéu hién PD-L1 1an luot trong té bao kiéu dai va té bao KO B2M/KI PD-L1.

Vi du 5: Tao ra té bao géc ngwoi da nang bi knock-out B2M knock-in HLA-E (hPSC)

[000363] Thiét ké chién lwgec B2M-KO HLA-E -KI. Thiét ké plasmit dé cai xen trime
HLA-E vao locut B2M duogc tao ra nhé d6 bd ba m& diu cia B2M duoc loai bé sau khi
trai qua sy stra chita dinh huéng twong ddng (HDR) dé cai xen trime HLA-E, thu tidu bat
ky co hoi nao cia su biéu hién B2M mot ph?m. Hinh 13 thé hién so d6 cua plasmit va
Béng 13 x4c dinh cac thanh phén vavitri & trong d6. cADN trime HLA-E duoc tao thanh
bai peptit tin hiéu B2M dung hop véi peptit trinh dién HLA-G dung hop véi protein
mang B2M dung hop véi protein HLA-E ma khong c¢6 peptit tin hiéu cta né. Thiét ké
trime nay da dugc cong bd trude diy (Gornalusse et al. (2017) Nat. Biotechnol. 35(8):
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765-772). Plasmit cho dé phan ph6i HLA-E chtra gen khoi dau CAGGS gy ra su biéu
hién cia trime HLA-E duoc kep hai bén bing cac nhanh tuong déng c6 800 cip bazo véi
trinh ty gidng hét véi locut B2M xung quanh exon 1. Trinh tu hoan chinh cta plasmit

duoc thé hién trong SEQ ID NO: 34.

Bang 13. Céc thanh phin cia plasmit cho B2M-CAGGS-HLA-E

Thanh phin Vi tri (kich thwéc theo bp) | SEQ ID NO:
ITR bén trai 1-130 (130) 12
LHA-B2M 145-944 (800) 13
vung tang cuong CMV 973-1352 (380) 14
gen khoi ddu p-actin ga 1355-1630 (276) 15
intron kham 1631-2639 (1009) 16
trinh tu tin hiéu B2M | 2684-2743 (60) 21
peptit HLA-G 2744-2770 (27) 22
cau nbi GS 2771-2815 (45) 23
protein mang B2M 2816-3112 (297) 24
ciu ndi GS 3113-3172 (60) 25
HLA-E 3173-4183 (1011) 26
tin'hidu poly(A) bGH . 4204-4428 (225) 18
RHA-B2M 4435-5234 (800) 19
ITR bén phai 5276-5416 (141) 20
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[000364] gARN B2M-2 dugc st dung dé 1am thudn loi cho su cai xen ciia gen chuyén
HLA-E tai locut B2M dich. Plasmit cho HLA-E dugc dua vio ciing v6i phtic hop RNP
duoc tao thanh béi gARN nhim dich B2M va protein Cas9. Cho mdi 1 triéu t& bao
CyT49, 4 pg ADN plasmit dugc phan phéi cung véi RNP. Su duc 16 dién duoc thuc hién
nhu dugc mb ta trong Vi du 3. Biy ngay sau khi duc 15 dién, té bao duoc sip xép dbi voi
su biéu hién HLA-E bé miat bing cich st dung thiét bi sip xép WOLF FACS
(Nanocellect) vao dia 96 giéng duwgc phi BIOLAMININ 521 CTG v6i StemFlex v6i
RevitaCell. Bé sip xép bang FACS, té bao chua dugc bién tip dong vai trd 1am dbi chiing

am. Té bao duong tinh HLA-E duogc chon dé sdp xép va tach dong té bao don 1é.

[000365] Dé phat hién su biéu hién HLA-E bé mat, khang thé huynh quang khang-HLA-
E duoc st dung (Bang 11). Cac té bao don 1& d lang ra dia dugc cho sinh trudng trong
thiét bi 0 ¢6 mitc oxy binh thudng (37°C, 8% CO,) véi su thay ddi méi truong cach mot
ngay mot 14n dén khi cac khuén lac du 16n dé duogc céy lai nhu 12 cac & bao don 18. Khi

hop luu, cic mau duge chia ra d& duy tri va chiét ADN hé gen.

[000366] Cac dong duge nhim dich dung duge xé4c dinh théng qua PCR dbi véi su cai
xen knock-in (KI) HLA-E béng cach sit dung cic doan moi ma khuéch dai ving tir bén
ngoai cic nhanh twong dong plasmit dén chd cai xen cADN HLA-E gitip cho chi ¢6 thé
khuéch dai ADN dugc tinh hop KI. Sy cai xen triing dich duoc thir nghiém vé tinh trang
tiép hop giao tit bang PCR dé danh gia KI da xay ra theo phwong thirc di hop tir hay dong
hop ttr. Néu dong di hop tir dugc xéac dinh, alen dm tinh KI dugc gii di x4c dinh trinh tu
Sangér dé xac nhan ring n6 chtra indel pha vo B2M. Cac dong KI ding voi sy phé v
B2M hoan toan (thong qua sy cai xen KI hodc sy tao thanh indel) dugc mé réng trong
dinh dang nudi ciy mé ting dan dén khi dat dén kich thude quén thé 14 30 triéu té bao.
Xap xi 10 dong duge mo rong theo phuong thire nay va dugc xac nhan 1 da ning bing
cach thir nghiém dbi véi OCT4 va SOX2 thong qua viée dém té bao theo dong ndi bao
(Hinh 14). Sau d6 cac dong ma da vuot qua cac tha nghiém néu trén duge thir nghiém
thém dé phan tich kidu nhan (Cell Line Genetics). Ngoai ra, cdc dong dugc thi nghiém
vé tham quyén clia ching dé biét héa thanh tién than ndi bi tuy (PEC) thong qua quy trinh
da duoc thiét 1ap (Schulz et al. (2012) PLoS ONE 7(5): €37004). Su mat di cia B2M

duoc xac nhén ti€p béi viée thicu su biéu hién cia HLA-A,B,C c¢6 hodc khéng ¢6 sy xir
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ly Interferon-gamma (50 ng/ml, R & D Systems, 285-1F) thong qua viée dém té bao theo
dong (Hinh 15). Hinh 16 thé hién su biéu hién HLA-E.

Vi du 6: Phan tich kiéu nhan ciia dong di dwoc bién tip

[000367] Phén tich xdc dinh kiéu nhin bing g cia té bao gbc phdi (ES) da dwoc
bién tap. 1 triéu t& bao ES da dugc bién tap duge cdy chuyén vao binh thét ¢d nudi cly
T-25 v6i méi trudng nudi cdy (DMEM/F12+KSR khong chira Xeno 10% v6i 10 ng/ml
Activin va 10 ng/ml Heregulin). Sau khi nuéi cdy qua dém, ba binh thét ¢6 nudi cdyT25
duoc chuyén sang Cytogenetics Laboratory (Cell Line Genetics, Inc.) dé phan tich xéc
dinh kiéu nhén; phan tich FISH ddi v6i nhidm sic thé 1, 12, 17, 20; va phén tich lai hoa
hé gen so sdnh mang (aCGH) v6i mang 8x60K tiéu chuan. Két qua bang G cua té bao
duoc chon da dugc duc 10 dién véi cac doan din khong ct ("NCG"), dong KO B2M,
dong B2M HO/PD-L1 HI ("V1-A"), va dong KO B2M/KI HLA-E ("V2-A") dugc thé
hién trong Bang 14.

Bang 14. Két qua xac dinh kiéu nhan biing G

Dong té | Loai Ciy Phén tich | Phén tich | Phan tich
bao chuyén | kiéunhén | FISH mang
aCGH

NCG#1 doan din khong cit P36 Binh thuong Binh vugt qua
thuong

NCG#2 doan dan khong cit P36 Binh thuong Binh vuot qua

thuong

B2MKO#1 | KO B2M P38 Binh thuong Binh vugt qua
thuong

B2MKO#2 | KO B2M P36 | Binh thuong Binh vuot qua

thuong
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B2MKO#3 | KO B2M P36 Binh thudng Binh vugt qua
. thuong

V1-A003 | KO B2M/KI PD-L1 P37 Binh thuong Binh vuot qua
thuong

V1-A004 | KO B2M/KI PD-L1 P38 Binh thuong Binh vuot qua
thuong

V1-A007 | KO B2M/KI PD-L1 P37 Binh thuong Binh vuot qua
thuong

V1-A008 | KO B2M/KI PD-L1 P38 Binh thuong Binh vuot qua
thuong

V2-A005 | KO B2M/KI HLA- P42 Binh thuong Binh vuot qua
E thuong

V2-A006 | KO B2M/KI HLA- P38 Binh thuong Binh vugt qua
E thuong

V2-A007 | KO B2M/KI HLA- P38 Binh thuong Binh vuot qua
E thuong

Vi du 7: Bigt hda té bao goc phoi nguwoi di dwoc bién tip thanh t8 bao ndi bi tuy (PEC)

[000368] Duy tri té bao gdc phéi (ES) ngudi da dwge bién tip. Té bao gbe phoi ngudi

da dugc bién tap & cac 1an cdy chuyén khac nhau (P38-42) dugc cdy & 33.000 t& bao/cm?

dé cdy chuyén 4 ngay hoic 50.000 t& bao/cm? dé cdy chuyén 3 ngay voi moi trudng

hESM (DMEM/F12+10% KSR+ 10 ng/ml Activin A va 10 ng/ml Heregulin) va huyét

thanh AB ngudi 10% cubi cling.

[000369] Két tu té bao gdc phdi ngudi da duoe bién tip dé biét héa PEC. ES da dugc
bién tdp duoc phan ly thanh céc té bao don 1¢ véi ACCUTASE® va sau d6 dugc ly tim

va duoc tai tao huyén phu trong 2% StemPro (Cat#A1000701, Invitrogen, CA) trong méi
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truong DMEM/F12 ¢ 1 tri€u té bao trong mdi ml, va téng cong 350-400 triéu té bao duoc
cdy trong mot chai dang con lan 850 em? (Cat#431198, Corning, NY) véi toe dd quay 1a
8 vong/phit +£0,5 vong/phut trong 18-20 gidr trude khi biét hoa biét hoa. Khéi két tu ES
tir té bao géc phoi nguoi dd duge bién tap la sy biét hoa thanh cac dong tuy béng cach st
dung chai dang con ldn nhu dugc mo t& trong Schulz et al. (2012) PLoS ONE 7(5):
€37004.

Vi du 8: Xdc dinh diic diém ciia té bao nji bi tuy di biét héa (PEC)

[000370] Pém té bao theo dong dbi véi FOXA2 va SOX17 & Giai doan 1 (DE) va
CHGA, PDX1 va NKX6.1 & giai doan PEC. Khéi két tu giai doan 1 ¢6 ngudn gde tir
hESC, hoic khdi két tu tuy co nguén géc tr hESC, duoc rua béng PBS va sau d6 duoc
phan ly bang enzym thanh huyén phu té bao don 1é & nhiét do 37°C bing cach sir dung
ACCUMAX™ (Catalog# A7089, Sigma, MO). Chat Pém Tach MACS (Cat#130-091-
221, Miltenyi Biotec, North Rhine-Westphalia, Dirc) duge bd sung va huyén phi dug
ccho di qua bd loc 40 uM va dugc tao vién. P& nhudm mau chi thi ndi bao, té bao duoc
cb dinh trong thoi gian 30 phut trong paraformaldehyt 4% (khdi luong/thé tich), dugc
rira trong Chat Dém FACS (PBS, BSA 0,1% (khoi luong/thé tich), NaNs 0,1% (khdi
luong/thé tich)) va sau dé té bao dugc lam cho thAm bing Chit Bém Perm (PBS, Triton
X-100 0,2% (thé tich/thé tich) (Cat#A16046, Alfa Aesar, MA), huyét thanh lira binh
thudmg 5% (thé tich/thé tich), NaN3 0,1% (khdi lugng/thé tich)) trong thoi gian 30 pht
trén nuwde dd va sau do dugc riva bang chit dém rira (PBS, 1% (khéi luong/thé tich) BSA,
NaN3 0,1% (khdi lugng/thé tich)). Té bao dwoc 1 v6i khing thé so cip (Bang 15) dugc
pha lodng v6i Chit Pém Phong BE (PBS, Triton X-100 0,1% (thé tich/thé tich), huyét
thanh Ira binh thudng 5% (thé tich/thé tich), NaN3 0,1% (khdi lugng/thé tich)) qua dém
¢ nhiét do 4°C. Té bao duge rira trong chét dém IC va sau dé duge G voi khang thé tht
cap thich hop trong thoi gian 60 phut & nhiét d6 4°C. Té bao dugc rira trong chat dém IC
va sau d6 trong Chit Pém FACS. Dir liéu dém té bao theo dong dugc thu 1y bing May
Pém Té Bao Theo Dong NovoCyte (ACEA Biosciences, Brussels). Dir liéu dugce phin
tich bang cach st dung phin mém FlowJo (Treé Star, Inc.). Té bao nguyén ven dugc xac
dinh dua trén thiét bi tan sdc 4nh sang tién (goc thap) va bén (goc vuong, 90°). Mirc nén

dugc udce tinh bang cach st dung doi chirng khang thé va té bao chua biét hoa. Trén cic
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hinh v&, dd thi dém té bao theo dong dai dién dugc thé hién doi véi mot trong sb céc quan
thé con. C4c s6 dugc bdo cdo trong cac hinh vé& thé hién ti 1é phan trim ciia tong sd té bao

tur cOong t€ bao nguyén ven.

Béng 15. Khang thé dé dém té bao theo dong dé xic dinh diic diém cia PEC da

biét hoa
Khang Chét huynh Nguon Do pha
nguyén quang loang
SOX17 AF647 BD Bioscience (Cat#562594) 1:50
FOXA2 PE Miltenyi Biotechnology (Cat#130-107- 1:10
| 773)

PDX1 PE BD Bioscience (Cat#562161) 1:2,5
NKX6,1 AFo647 BD Bioscience (Cali#563338) 1:2,5
CHGA AF405 Novus (Cat#NBP2-33198AF405) 1:1000

[000371] O giai doan DE, quin thé cta t& bao duong tinh kép FOXA2 va SOX17 16n
hon 90% téng s té bao tir té bao biét hoa kiéu dai CyT49. Té bao KI PD-L1/KO B2M,
KI HLA-E/KO B2M, va KO B2M thé hién ti 1& phan trim ¢6 thé so sanh dugc ctia DE
50 v6i té bao kiéu dai (Hinh 17A-17B va Hinh 18).

[000372] O giai doan PEC, sy dém t& bao theo dong ddi véi chromogranin (CHGA),
PDX1 va NKX6.1 duoc thuc hién. Quan thé dj loai & giai doan PEC bao gdm té bao tién
than tuy, noi tiét som (Hinh 19). Tir bidu dd tron cua quan thé di loai (Hinh 20), su phén
bd clia cac quan thé té bao tir té bao da duge bién tap di biét hoa (KI PD-L1/KO B2M
hoiac KO B2M) rat tuong tu voi té bao kiéu dai.

[000373] RNAseq nhim dich. RNAseq nham dich dbi voi phan tich biéu hién gen dugc
thuc hién bang cach str dung Illumina TruSeq va bang tiy chinh ciia cac oligo nhdm dich

111 gen. Bang nay chu yéu chira cic gen ma la chi thi ctia cac giai doan phét trién trong
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qua trinh biét hoa tuy. Khi két thuc mdi giai doan bi¢t hoa, 10 nl APV (thé tich vién duoc
két tu) duoc thu gom va dugce chiét bang cach sir dung quy trinh c6t quay Qiagen RNeasy
hodac RNeasy 96, bao gﬁ”)m su xur ly ADNaza trén cot. Su dinh lugng va su kiém soat chit
luong dugc thuc hién béng cach st dung TapeStation két hop voi Qubit, hodc béng cach
bang cach st dung Qiagen QIAxcel. 50-200 ng ARN duoc xtr 1y theo quy trinh diéu ché
thu vién Illumina TruSeq, ma gdm c6 sy tong hop cADN, su lai hoa ciia tap hop oligo
tuy chinh, rira, m& rong, ndi cta oligo da lién két, su khuéch dai PCR cua thu vién, va su
lam sach thu vién, truée khi dinh luong va kiém soat chat lugng ctia cac thu vién dsADN
thu dugc bing cach sir dung TapeStation két hop vai Qubit, hodc bing cach bing céch
sir dung Qiagen QIAxcel. Céc thu vién duoc pha lodng tiép dén ndng d6 4 nM va dugce
gom lai, sau d6 1a 1am bién tinh, 1am ting vot d(“’)’i chimg PhiX, va pha lodng thém dén 10-
12 pM trude khi tai 1én thiét bi x4c dinh trinh tu [llumina MiSeq. Sau khi chay xéac dinh
trinh ty, phén tich dit li¢u ban dau dugc thue hién ty dong thong qua BaseSpace, tao ra
s6 dém doc duoc thd dbi vai mdi doan do tuy chinh. Di vai mdi gen, sau d6 céc s6 dém
doc dugc nay duoc tinh tong dbi véi tat ca cac doan do tuong tmg voi gen do, voi su bd
sung 1 s6 dém doc duoc (dé ngdn chdn phép chia xudi cho 0). Su chuén hoa dugc thuc
hién d6i v6i gen SF3B2, va két qua doc duogce truc quan hoa theo cach thong thuong duédi
dang s6 1an thay ddi so véi Giai doan 0. Khi dit licu duge xtr Iy dé phan tich thanh phin
chinh, su chuan héa dugc thyc hién bang cach st dung phuong phap DEseq. Su biéu hién
gen dugc chon dugce thé hién trén Hinh 21. Kiéy biéu hién dong hoc cia FOXA2, CHGA,
PDXI va NKX6.1 tir té bao KI PD-L1/KO B2M hodc KO B2M tuong tu véi té bao kiéu
dai.

[000374] XAc nhin sy biéu hién B2M va PD-L1 & giai doan PEC. O giai doan PEC,
khoi két tu da biét hoa duoc kich thich ¢ hodc khong ¢o interferon-gamma (50 ng/ml)
trong thoi gian 48 gio. Khdi két tu duoc rira bing PBS va sau do dugc phén hiy bing
enzym thanh huyén phu té bao don 1¢ ¢ nhiét d6 37°C bing cach str dung ACCUMAX™
(Cataiog# A7089, Sigma, MO). Chat Pém Tach MACS (Cat#130-091-221, Miltenyi
Biotec, North Rhine-Westphalia, Dirc) duge bo sung va huyén phu duo ccho di qua bd
loc 40 uM va duoc tao vién. D& nhudm mau chi thi bé mat, té bao da phan huy duge u
v6i khang thé lién hop huynh quang da pha loﬁng trong Chat Bém Tach MACS trong
thoi gian 20 phit va sau d6 dugce rira trong Chit Dém Tach MACS. Té bao dugc tai tao
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huyén phu trong Chit Pém FACS dé thu dong. D liéu dém té bao theo dong duge thu
14y bang M4y Dém Té Bao Theo Dong NovoCyte. Nhu thé hién Hinh 22A-22F, su biéu
hién B2M & dudi gidi han phat hién trong PEC da biét hoa tir KI PD-L1/KO B2M hoic
KO B2M, va PDL1 dugc biéu hién trong PEC da biét hoa tir té bao KI PD-L1/KO B2M.

[000375] Kiéu hinh mién dich cia té bao PEC. O giai doan PEC, khéi két tu da biét
héa dugc kich thich c6 hodc khéng cé interferén--garmna (50 ng/ml) trong thoi gian 48
gio. Khdi két tu duoc thu hoach dé nhuém mau MHC 16p I va Il. Khong c6 su biéu hién
MHC 16p II & giai doan PEC tir t bao kiéu dai hodic t& bao da duoc bién tap (té bao KI
PD-L1/KO B2M va KO B2M) (Hinh 23D-23F). Sy biéu hién ctia HLA-ABC (MHC 16p
1) 1a thap (1,3% tir té bao kiéu dai) va né dugc diéu hoa tang khi kich thich IFN-y. Tuy
nhién, HLA-ABC khong dugc biéu hién ngay ca trong diéu kién kich thich IFN-y trong
té bao da dugc bién tap (té bao KI PD-L1/KO B2M va KO B2M) (Hinh 23A-23C).

Vi du 9: Thir nghiém hoat héa/ting sinh té bao T

[000376] Té bao da biét hoa PEC duogc thir ngmem vé& kha ning ctia chiing dé kich hoat
dap tmg mién dich thong qua thir nghiém hoat hoa/tang sinh té bao T ngudi in vitro.
PBMC thé cho méi duge mua tir Hemacare va té bao T CD3+ dugc tinh ché béng cach
str dung bo Kit Phan Lap Té Bao T Pan, ngudi (Miltenyi Cat#130-096-535). Té bao T da
phan 1p dugc gin nhin bang Quy Trinh Kit Tang Sinh Té Bao CFSE CellTrace™
(Thermofisher Cat#C34554) theo huéng din sir dung ctia ngudi san xuét va duoc dong
u voi PEC da biét hoa trong thoi gian 5 ngay. Dynabeads™ Human T-Activator
CD3/CD28 bé M& Rong Va Hoat Hoa Té Bao T (Thermofisher Cat# 11161D) duoc st
dung 1am dbi chiing duong dé hoat hoa té bao T. Mot minh (& bao T duoc gin nhan bing
CFSE va dung lam d6i chimg 4m. Pham tram cta té bao CD3+ CFSE+ duoc do dé danh
gia phan tram clia sy tang sinh té bao T (Hinh 24A-24D). Su tang sinh té bao T dugc kich
hoat b:?mg WT PEC ¢ trén ddi ching c6 mdt minh té bao T. PEC duoc didu khién bsi
CyT49 KO B2M va KO B2M/KI PD-L1 khong kich hoat sir tang sinh té bao T & trén ddi

chimg chi ¢ t€ bao T thé hién ban chét gdy mién dich thip cta & bao da dugc bién tap.
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YEU CAU BAO HOQ
1. Phuong phdp tao ra té bao cho van ning, phuwong phap nay bao gom bude cai bién

di truyén t€ bao in vitro bang cach:

(1) dua x6a bd va’hodc cai xen it nhat 12 mot cap bazo vao hé gen cia t€ bao

tai vi tri trong locut gen beta-2-microglobulin (B2M); va

(i)  dua vao hé gen cia té bao phan cai xen polynucleotit ma mi héa yéu t&
dung nap vao locut gen B2M trong khoéng 50 cip bazo so véi vi tri theo (i), trong d6 yéu

t6 dung nap 12 phéi tir chét theo chuong trinh 1 (PD-L1);

trong d6 viée cai bién di truyén bao gdm viée phan phbi it nhat 14 mot hé endonucleaza
dugc dan béi ARN, trong d6 hé endonucleaza duge dan bdi ARN 13 hé CRISPR chia
CRISPR nucleaza va ARN dén, hé nay hudng dich dén vi tri trong locut gen B2M, va
polynucleotit ma ma héa yéu t6 dung nap dugc boc sudon bang (a) trinh tw nucleotit thé
hién & SEQ ID NO: 13 ¢6 tinh dong nhét vé trinh tw v6i ving nim & phia bén trai cta vi
tri theo (i) va (b) trinh tw nucleotit thé hién & SEQ ID NO: 19 ¢6 tinh d6ng nhét vé& trinh
tw v6i viing ndm phia bén phai cia vi tri theo (i), trong d6 locut ciia gen B2M bi phén cét
¢ vi trf dich va polynucleotit md hoa PD-L1 dugc cai xen vao locut gen B2M trong
khoang 50 cip bazo so vé6i vi tri theo (i), nhd d6 tao ra té bao cho van nang, va trong dé
té bao cho van nang 14 té bao gbc da nang (PSC), té bao gbe cua phoi (ESC), va té bao
gbc trudng thanh (ASC), t& bao gbe da ning cam tmg (iPSC), hodc té bao tién than va
gbc tao huyét (HSPC).

2. Phuong phap theo diém 1, trong d6 té bao cho van ndng lam tdng kha nang tranh
mién dich va/hodc mitc séng s6t clia té bao so voi té bao khong duoc cai bién.
3. Phuong phap theo diém 1 hoic 2, trong d6 vi tri d3 dugc hudng dich dén béi ARN

dan chira trinh ty axit nucleic cta it nhat 13 mot trong sd cac SEQ ID NO: 1 dén 3.

4. Phuong phap theo diém bét ky trong sb cac diém 1 dén 3, trong do vi tri dugc
huéng dich dén bdi ARN dan chira trinh tu axit nucleic SEQ ID NO: 2.
5. Phuong phép theo diém bét ky trong s6 cac diém tr 1 dén 4, trong d6 polynucleotit

ma ma hoa yéu t6 dung nap duge lién két khi hoat dong véi gen khoi dau ngoai sinh.
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6. Phuong phap theo diém 5, trong d6 gen khéi dAu ngoai sinh 12 gen khoi déu co
dinh, cam 0ng, dac hiéu thoi gian, dac hiéu mo, hodc dic hiéu kiéu té bao, trong do tuy

¥ gen khéi ddu ngoai sinh 1a gen khéi dau CAG.

7. Phuong phap theo diém bét ky trong s6 cac diém 1 dén 6, trong d6 polynucleotit

ma ma hoa yéu td dung nap chira vecto, trong d6 tiry ¥ vecto 1a vecto plasmid.

8. Phuong phép theo diém 7, trong d6 vecto plasmit gdm trinh tw axit nucleic duogc

thé hién & SEQ ID NO: 33.

9. Phuong phép theo diém bat ky trong s6 cac diém 1 dén 8, trong d6 CRISPR
nucleaza 1a Cas9 nucleaza, chét tuong déng ctia nd, phién ban cai bién cta no, phién ban
da duoc tdi wu hoa codon ctia no, hoic td hop bat ky cua chung, trong d6 tuy y Cas9

nucleaza la Cas9 cua S. pyogenes.

10.  Phuong phap theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 9, trong d6 CRISPR
nucleaza chua tin hiéu dinh vi nhan (nuclear localization signal - NLS) dau tan cung N

va/hodc NLS dau tan cing C.

11.  Phuong phép theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 10, trong d6 CRISPR

nucleaza va ARN dan c6 mit theo ti 16 khdi luong bang 1:1.

12.  Phuong phép theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 11, trong d6 CRISPR
nucleaza dugc tao phic so by védi mot hodc nhidu ARN din nhu phén o

ribonucleoprotein (RNP).

13.  Phuong phép theo diém bat ky trong sb cac diém tir 1 dén 12, trong d6 té bao cho

van nang 12 t€ bao ctia dong vat c6 v, trong do tly y t€ bao nay 1a té€ bao cta nguoi.

14.  Phuong phép theo diém bat ky trong sb cac diém tir 1 dén 13, trong d6 té bao cho
van nang c6 kha nang dugc biét hoa thanh té bao tién than bi gi6i han theo dong hodc té
bao sinh dudng da dugc biét hoa hoan toan; trong d6 tiy y té bao tién than bi gi6i han
theo dong 12 té bao tién than ndi bi tuy, t& bao tién than noi tiét tuy, t& bao tién than trung
mo, té bao tién than co, té bao non, hoic té bao tién than than kinh; trong d6 con tuy y té
bao sinh dudng da dugc biét hda hoan toan 12 té bao tiét ndi tiét ching han nhu té bao
beta tuy, t& bao biéu mé, t& bao noi bi, dai thuc bao, t& bao gan, té bao md, t& bio than,

t€ bao méu, hodc t€ bao cta hé mién dich.
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DANH MUC TRINH TU
CRISPR Therapeutics AG
PHUONG PHAP TAO RA TE BAO CHO VAN NANG

CT109-PCT (100867-635546)

62/728,529
2018-09-07

44

PatentIn phién ban 3.5
1

20

ADN

Homo sapiens

1

gctactctet ctttctggec

<210>
211>
<212>
<213>

<400>

2

20

ADN

Homo sapiens

2

ggccgagatg tctcgetecg

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

<400>

3

20

ADN

Homo sapiens

3

cgcgagcaca gctaaggceca

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

220>
<223>

<400>

4

20

ADN

Trinh tu Nhan tao

bugc téng hop

4

cagacagcaa actcacccag

<210>
211>
<212>
<213>

220>

5

20

ADN

Trinh tu Nhan tao
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20
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<400> 5
aaactttgtc

<210> 6

<211> 638
<212> ADN
<213>

<400> 6
cctagaatga

tgtacagaca
gaaaaggaaa
ggagacaggt
agtggaggcg
cgcteegtgg
cgtgagtctc
cctcgetgtg
gtggggctag
ggggtgcgea
tggectacgg
<210> 7

<211> 20
<212> ADN

<213>

<220>
223>

<400> 7
tctgcagaag

<210> 8

<211> 24
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 8

Pugc téng hop

ccgaccctcec

Homo sapiens

gegeeceggte
gcaaactcac
ctgaaaacgg
gacggtccct
tcgegetggc
ccttagetgt
tcctaccctc
ctcteteget
tccagggetg
cccgggacge

cgacggeage

Pugc téng hgp

gctaccccta

Pugc téng hgp

tcccaagetg
ccagtctagt
gaaagtccct
gegggeetty
gggcattcct
gctcgegeta
ccgctetggt
ccgtgacttc
gatctcgges

gecgctacttg

gtcgggacaa

Trinh ty Nhan tao

Trinh ty Nhan tao

tgctgtgtct aagacctctt tcat

<216> 9
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gggegegeac
gcatgccttc
ctctctaacc
tcctgattgg
gaagctgaca
ctctectettt
ccttectcetc
ccttctccaa
aageggegss
cccetttegg

agtttagg
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cccagatcgg
ttaaacatca
tggcactgceg
ctgggcacgc
gcattcgggc
ctggecctgga
ccgtctgcac
gttctccttg
gtggcctggg

cggggageag

cgggegecega
cgagactcta
tcgetggett
gtttaatata
cgagatgtct
ggctatccag
cctetgtggce
gtggcccgec
agtggggaag

gggagacctt
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<211> 18
<212> ADN
<213> Trinh ty Nhan tao

<220>
<223> Dugc téng hagp

<400> 9
gatttggacc tgcgagcg

<210> 10
<211> 22
<212> ADN
<213> Trinh ty Nhan tao

<220>
<223> Pugc téng hagp

<400> 10
caagcctgge aataaacaat ga

<210> 11
<211> 15
<212> ADN
<213> Trinh ty Nhan tao

<220>
<223> PDugc téng hgp

<400> 11
ctgctgectg aacat

<210> 12
<211> 130
<212> ADN
<213> Trinh ty Nhan tao

220>
<223> bugc téng hgp

<400> 12
cctgeaggea getgegeget cgetegetca ctgaggeege cegggegteg ggcgaccttt

ggtcgeecgg cctcagtgag cgagegageg cgcagagagg gagtggecaa ctccatcact
aggggttcct
<210> 13
<211> 800
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 13
gttctagggt ggaaactaag agaatgatgt acctagaggg cgctggaagc tctaaagccc

tagcagttac tgcttttact attagtggtc gtttttttct cccccccgee ccccgacaaa
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gaactttcca
aggaccttct
ggagaaaccc
ggtagcattc
ccgagcagtt
tgcaaagcga
gtgtcccaag
cacccagtct
acgggaaagt
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tggegegceat
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<400> 14
gacattgatt

catatatgga
acgacccccg
ctttccattg
aagtgtatca
ggcattatgc
tagtcatcgc
<210> 15

<211> 276
<212> ADN

<213>

<400> 15
tcgaggteag

ttttgtattt
cgcgegecag

gcggcageca

aaagaaaatt
aacacttttt
ctgagctgtc
tgcagggaat
aaagatctta
aactggctgg
gggggcagcec
ctggggcgcg
agtgcatgcc
ccctctetcet
cttgtcctga

tcctgaagcet

Cytomegalovirut

attgactagt
gttccgegtt
cccattgacg
acgtcaatgg
tatgccaagt
ccagtacatg

tattaccatg

Gallus gallus

ccccacgttc
atttattttt
gCELBECEES

atcagagcgg

acctaaacag
cctgaaggga
ctcaggatgc
tcccaagetg
atcttctggg
ggcaccatta
ttaatgtgcc
caccccagat
ttcttaaaca

aacctggcac

ttggctgggc

tattaatagt
acataactta
tcaataatga
gtggactatt
acgcccccta

accttatggg

tgcttcactce
taattatttt
gcgegeecgag

cgcgctecga
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caaggacata
tacaagaagc
ttttgggact
tagttataaa
tttccgtttt
gcaagtcact
tccagcectga
cggaggsecec
tcacgagact
tgegtegetg

acgcgtttaa

aatcaattac
cggtaaatgg
cgtatgttcc
tacggtaaac
ttgacgtcaa

actttcctac

tccccatctce
gtgcagcgat
B88CeeBecs

aagtttcctt
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cagaagttct
ctcgaatgaa
tagcatctct
agtcctagaa
cgatgtacag
ctaagaaaag
gcttggagac

tataagtgga

ggggtcatta
ccecgectgge
catagtaacg
tgcccacttg
tgacggtaaa

ttggcagtac

ccccccctcec

g8888CLELE
gE8CEagECE

ttatggcgag

tcttggcaca
ctctttcact
cccagagaat
ccttctgcta
aaatgcaggt
ggggccagtc
tgagcgcccg
acagcaaact
gaaactgaaa
aggtgacggt

ggcgtegege

gttcatagcc
tgaccgccca
ccaataggga
gcagtacatc
tggcccgect

atctacgtat

ccacccccaa

gE888888E88E
gagaggtgcg
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cggcggecct ataaaaagcg aagcgcgegg Cgegcs

<210> 16

<211> 1009
<212> ADN
<213>

<220>

<223> Dbugc

<400> 16
ggagtcgctg

cggectctgac
ggctgtaatt
cttaaagggc
gtgtgtgtgc
88B8CBCEECE
gtgcccecgeg
gggegegtea
ctccccgagt
cggggetege
cgeectegggce
tcgaggegeg
acttcctttg
ageggecescg
gtgegtcgec
cggetgectt
ctctagagcc

<210> 17

<211> 873
<212> ADN
<213> Homo

<400> 17
atgaggatat

gtcacggttc

aaattcccag

téng hagp

cgttgecttc
tgaccgegtt
agcgettggt
tccgegages
gtggggageg
cggggetttg
gtgcgeeess
gcaggggetg
tgctgagcac
cgtgecgggc
Cgeggagesc
gcgagcecgea
tcccaaatct
ggcgaagegsg
gcgeegeegt
cgggegegac

tctgctaacc

sapiens

ttgetgtcett
ccaaggacct

tagaaaaaca

Trinh ty Nhan tao

gcececegtgec
actcccacag
ttaatgacgg
ccctttgtgce
ccgegtgegg
tgcgetcecge
gctgegaggg
tgggcgegec
ggceceggett
gegegetegc
tcgeeggags
gccattgect
ggcggagcecg
tgcggegecg
ccccttctec
ggegcagesc

atgttcatgc

tatattcatg
atatgtggta

attagacctg

ccgeteegeg
gtgagcggec
ctcgtttcett
ggegeeeage
ccecgegetge
gtgtgecgega
gaacaaaggc
ggtegggctg
cggetgeggs
ggcaggtegg
ggcgeegces
tttatggtaa
aaatctggga
gcaggaagga
atctccagcc
ggggttcggc

cttcttcttt

acctactggc
gagtatggta

gctgcactaa

5721

ccgectegeg
gggacggecc
ttctgtgget
ggcteggees
ccggeggetg
ggggageecg
tgcgtgcgeg
taaccccccc
gctcegtgeg
ggtgeegggc
ccccggageg
tcgtgcgaga
gecgeegeceg
aatgggcgeg
tcggggcetgc
ttctggegtg

ttcctacag

atttgctgaa
gcaatatgac

ttgtctattg

ccgeeegecc
ttctecctcecg
gcgtgaaagc
gtgcgtgegt
tgagcgctgce
gccgeeesecs
gtgtgtgcgt
ctgcaccccc
ggecgtggcg
BE8EECELEEC
ccggeggetg
gggcgcagesg
caccccctct
gagggccttce
cgcaggeggea

tgaccggegg

cgcatttact

aattgaatgc

ggaaatggag

276

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1009

60

120

180
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gataagaaca
tacagacaga
atcacagatg
gccgactaca
attttggttg
cccaaggeceg
accaccaatt
acaacaacta
acagctgaat
ttggtaattc
ttaagaaaag
aagcaaagtg
<21e> 18

<211> 225
<212> ADN

<213> Bos

<400> 18
ctgtgecttc

tggaaggtegc
tgagtaggte

gggaagacaa

<210> 19
<211> 800
<212> ADN
<213>

<400> 19
ccagcgtgag

gtggcectceg
ccgeegtggg
ggaagggest
acctttggcec
agcgccgagg

gcgeagetgg

ttattcaatt
gggeeegget
tgaaattgca
agcgaattac
tggatccagt
aagtcatctg
ccaagagaga
atgagatttt
tggtcatccc
tgggagccat
ggagaatgat

atacacattt

taurus

tagttgccag
cactcccact
tcattctatt

tagcaggcat

Homo sapiens

tctctectac
ctgtgctctc
gctagtccag
gcgcacccgg
tacggcgacg
ttggegegage

agtgggggac

tgtgcatgga
gttgaaggac
ggatgcaggg
tgtgaaagtc
cacctctgaa
gacaagcagt
ggagaaactt
ctactgcact
agaactacct
cttattatgc
ggatgtgaaa

ggaggagacg

ccatctgttg
gtcctttect
ctggggeete

gctggggatg

cctceccgetc
tcgecteegtg
ggctggatct
gacgcgegct
ggagggtcgg

gtttctcttc

gggtaggctc

48138

gaggaagacc
cagctctccc
gtgtaccgct
aatgccccat
catgaactga
gaccatcaag
ttcaatgtga
tttaggagat
ctggcacatc
cttggtgtag
aaatgtggca

taa

tttgcccctc
aataaaatga
geggtggegca

cggtgggctc

tggtccttcc
acttcccttc
cggggaagcg
acttgcccct
gacaaagttt
cgctctttcg

gtcccaaagg

6/21

tgaaggttca
tgggaaatgc
gcatgatcag
acaacaaaat
catgtcaggc
tcctgagtgg
ccagcacact
tagatcctga
ctccaaatga
cactgacatt

tccaagatac

cceccgtgect
ggaaattgca

ggacagcaag

tatgg

tctececcgetce
tccaagttct
geggeetegce
ttcggcgees
agggcgtcga
cggggectct

cgeggegetg

gcatagtagc
tgcacttcag
ctatggtggt
caaccaaaga
tgagggctac
taagaccacc
gagaatcaac
ggaaaaccat
aaggactcac
catcttccgt

aaactcaaag

tcecttgaccc
tcgeattgtc

ggggaggatt

tgcaccctcet
ccttggtggce
ctgggagteg
agcagggeag
taagcgtcag
ggctccccca

aggtttgtga

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

873

60

120

180

225

60

120

180

240

300

360

420
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48138

acgcgtggag gggegcttgg getctgggee aggegtegee cgggtaagec

ggctetgett cccttagact ggagagetgt ggacttcgtc taggegececg

atgtcctagec acctctgggt ctatgtgggg ccacaccgtg gggaggaaac

gtttgtagaa tgcttggetg tgatacaaag cggtttcgaa taattaactt

atcacatgtc acttttaaaa aattataaga actacccgtt attgacatct

caaggacttt atgtgctttg cgtcatttaa ttttgaaaac agttatcttc

aactactatg gttatcttct

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

aggaacccct agtgatggag ttggccactc cctctctgeg cgetegeteg ctcactgagg

20
141
ADN
Trinh tu Nhan tao

Pugc téng hagp

20

tgtctgetgce
ctaagttcgc
agcacgcgac
atttgttccc
ttctgtgtgce

cgccatagat

ccgggegacc aaaggtcgec cgacgeccgg getttgeccg ggeggectca gtgagegage

gagcgcgcag ctgectgeag g

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

<400>

atgtctcget cegtggectt agetgtgetc gegetactct ctetttetgg cctggagget

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

<400>

21
60
ADN
Homo sapiens

21

22
27
ADN
Homo sapiens

22

gtcatggecge cccgaaccct cttectg

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

<220>
<223>

<400>

23
45
ADN
Trinh tu Nhan tao

Pugc téng hop

23

ggtggaggceg gttcaggegg aggtggetct ggeggtggeg gateg

7/21

480

540

600

660

720

780

800

60

120

141

60

27

45
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<210> 24

<211> 297
<212> ADN
<213> Homo

<400> 24
atccagcgta

aatttcctga
aagaatggag
tectttctatc
cgtgtgaacc
<210> 25
<211> 60
<212> ADN

<213>

220>

<223> buoc

<400> 25
getgetests

<210> 26

<211> 1011
<212> ADN
<213> Homo

<400> 26
ggctcccact

cgcttecatct
gcgagtccga
gaccgggaga
ctgegegget
tgcgagctgg
aaggattatc
cagatctccg
gaagacacat
cacctggagc
ctgaggtgct

ggggagesce

sapiens

ctccaaagat
attgctatgt
agagaattga
tcttgtacta

atgtgacttt

téng hop

gttctggtgg

sapiens

ccttgaagta
ctgtgggcta
ggatggtgcc
cacggagcgc
actacaatca
ggeccgacgg
tcaccctgaa
agcaaaagtc
gegtggagtg
ccccaaagac

gggeectggg

atacccagga

tcaggtttac
gtctgggttt
aaaagtggag
cactgaattc

gtcacagccc

Trinh tu Nhan tao

tggtggttct

tttccacact
cgtggacgac
gegggegeceg
cagggacacc
gagcgaggcec
gcgcttectce
tgaggacctg
aaatgatgcc
gctccacaaa
acacgtgact
cttctaccct

cacggagctc

48138

tcacgtcatc
catccatccg
cattcagact
acccccactg

aagatagtta

BECEECEECE

tcegtgtccc
acccagttcg
tggatggagc
gcacagattt
gggtctcaca
cgegggtatg
cgctcctgga
tctgaggegs
tacctggaga
caccacccca
gcggagatca

gtggagacca

8/21

cagcagagaa
acattgaagt
tgtctttcag
aaaaagatga

agtgggatcg

gctccggtgg

ggcceggecg
tgegettega
aggaggggtc
tccgagtgaa
ccctgeagtg
aacagttcgc
ccgeggtgga
agcaccagag
aggggaagga
tctctgacca

cactgacctg

ggcctgeagg

tggaaagtca
tgacttactg
caaggactgg
gtatgcctge

agacatg

tggtggatcc

cggggagecc
caacgacgcc
agagtattgg
tctgcggacg
gatgcatggc
ctacgacggc
cacggeggct
agcctacctg
gacgctgett
tgaggccacc
gcagcaggat

ggatggaacc

60

120

180

240

297

60

60

120

1890

240

300

360

420

480

540

600

660

720
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ttccagaagt gggcagectgt

gtgcagcatg aggggctacc

accatcc

gctgtggttg ctgctgtgat

tctaaggctg agtggagcga

<210>
211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
222>
223>

220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<400>

ctnnnnnnnn nnnnnnnnnn nnnnnnnnnn nncgctccgt ggnnnnnnnn nnnnnnnngc

tanacgt

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

220>
<223>

<220>
221>
222>
<223>

220>
<221>
222>
223>

cca tcgtgggecat cattgctggc

27
67
ADN
Trinh ty Nhan tao

Pugc téng hgp

dac diém_hén tap
(3)..(32)

nlaa, c, g, hodac t

dac diém_hén tap
(43)..(58)
nlaa, c, g, hoac t

dac diém_hén tap
(63)..(63)
nla a, c, g, hoac t

27

28
64
ADN
Trinh tu Nhan tao

Pugc téng hop

dac diém_hdn tap
(3)..(32)

nlaa, c, g, hoac t

dac diém_hdn tap
(45)..(60)
nlaa, c, g, hoac t

ggtggtgect

cgagcccgtc

atggaggaag

cagtgcccag

48138

tctggagagg agcagagata cacgtgccat
accctgagat ggaagccgge ttcccagecc
ctggttctcc ttggatctgt ggtctctgga
aagagctcag gtggaaaagg agggagctac

gggtctgagt ctcacagctt g

9/21

780

840

900

960

1011

60

67
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<400>

ctnnnnnnnn nnnnnnnnnn nnannnnnnn nncgcgctac ttagnnnnnn nnnnnnnnnn

gcta

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

220>
223>

<220>
<221>
222>
<223>

220>
221>
222>
<223>

<400>

ctnnnnnnnn nnnnnnnnnn nannnnnnnn nncgcttccg tggnnnnnnn nnnnnnnnng

cta

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

220>
<223>

220>
221>
222>
<223>

<400>

28

29
63
ADN
Trinh ty Nhan tao

Pugc téng hop

dac diém_hdn tap

(3)..(32)

nlaa, ¢, g, hoac t

dac diém_hdn tap
(44)..(59)
nlaa, c, g, hoac t

29

30
26
ADN
Trinh ty Nhan tao

Pugc téng hagp

dac diém_hén tap
(7)..(22)

nlaa, c, g, hoac t

30

ctaaggnnnn nnnnnnnnnn nngcta

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

<220>
<223>

220>
221>

31
39
ADN
Trinh ty Nhan tao

Pugc téng hgp

d&c diém_hdn tap

48138

10/21

60

64

60

63

26

165/176



222>
<223>

<400>

48138

(3)..(32)

nlaa, c, g, hodac t

31

ctnnnnnnnn nnnnnnnnnn nnnnnnnnnn - nncgcgcta

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

220>
221>
222>
<223>

<220>
221>
222>
<223>

<400>

32
61
ADN
Trinh ty Nhan tao

Pugc téng hap

dac diém_hén tap
(3)..(32)

nlaa, c, g, hoac t

dac diém_hdn tap
(42)..(57)
nlaa, ¢, g, hoac t

32

ctnnnnnnnn nnhnnnnnnn nnhnnnnnnh nncgcccgtg gnhnnnnnnnn nnnnnnngct

a

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

220>
223>

<400>

33

7133

ADN

Trinh ty Nhan tao

Pugc téng hap

33

cctgeaggea getgegeget cgetegeteca ctgaggecge cegggegteg

ggtcgeccecgg cctcagtgag cgagcegageg cgcagagagg gagtggccaa

aggggttcct geggeecgeac gegtgttcta gggtggaaac taagagaatg

agggcgctgg aagctctaaa geccctageag ttactgettt tactattagt

ttctccccce cgecceccccga caaatcaaca gaacaaagaa aattacctaa

catagggagg aacttcttgg cacagaactt tccaaacact ttttcctgaa

aagcaagaaa ggtactcttt cactaggacc ttctctgage tgtcctcagg

gactattttt cttacccaga gaatggagaa accctgcagg gaattcccaa

taaacagaag ttctccttct gctaggtage attcaaagat cttaatcttc

ttttctcgaa tgaaaaatgc aggtccgage agttaactgg ctggggcacc

11/21

ggcgaccttt
ctccatcact
atgtacctag
ggtecgttttt
acagcaagga
gggatacaag
atgcttttgg
gctgtagtta
tgggtttccg

attagcaagt

39

60

61

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600
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cacttagcat
ctgaagtcct
gcgecegatgt
gactctaaga
gctggettgg
ttaatataag
tcgaattcgce
tagttcatag
gctgaccgcc
cgccaatagg
tggcagtaca
aatggcccgc
acatctacgt
actctcccca
ttttgtgcag
Cgaggeeces
ccgaaagttt
gCcgeceeecs
ccgeeegecec
ttctcctecg
gcgtgaaagc
gtgcgtgegt
tgagcgctgce
gccgegescs
gtgtgtgegt
ctgcaccccc
gegcgteece
8888CEEEEC
ccggeggetg

gEECcecages

ctctggggcc
agaatgagcg
acagacagca
aaaggaaact
agacaggtga
tggaggegtc
acgacattga
cccatatatg
caacgacccc
gactttccat
tcaagtgtat
ctggcattat
attagtcatc
tctccccccc
cgatgggggc
gecegggecea
ccttttatgg
ggagtcgctg
cggctctgac
ggctgtaatt
cttaaagggc
gtgtgtgtgc
gg88cecesece
gtgcceccgeg
ggegggetega
ctcceccgagt
cggggctegc
cgeectegggce
tcgaggegeg

acttcctttg

agtctgcaaa
ccecggtgtcc
aactcaccca
gaaaacggga
cggtcecctge
gegetggegg
ttattgacta
gagttccgeg
cgcccattga
tgacgtcaat
catatgccaa
gcccagtaca
gctattacca
ctccccaccc
EEE88E8EE8LEE
g8CEgagage
Cgaggcgsecs
cgttgecttc
tgaccgegtt
agcgcttggt
tccgggageg
gtggggageg
cggggetttg
gtgcggeees
gcaggggsets
tgctgagcac
cgtgccgggc
cggggagesc
gcgagecgcea

tcccaaatct

48138

gcgaggessc
caagctgggg
gtctagtgca
aagtccctct
gggecttgtce
gcattcctga
gttattaata
ttacataact
cgtcaataat
gggtggacta
gtacgccccc
tgaccttatg
tgggtcgagg
ccaattttgt
8E88CECECE
tgcggeggca
BCEECLECES
gceceegtgec
actcccacag
ttaatgacgg
ccctttgtge
ccgegtgegg
tgcgetcecge
gctgegaggg
tgggegeggc
ggececeggcett
geeegegtegec
tcgggggags
gccattgect
ggcggageceg

12/21

agccttaatg
cgcgecacccce
tgccttctta
ctctaacctg
ctgattggct
agctaagctt
gtaatcaatt
tacggtaaat
gacgtatgtt
tttacggtaa
tattgacgtc
ggactttcct
tgagccccac
atttatttat
ccaggegess
gccaatcaga
ccctataaaa
ccgctcecgeg
gtgagcggsc
ctcgtttett
geggeegeagc
ccecgegcetgce
gtgtgcgega
gaacaaaggc
ggtcgggetg
cgggtgegee
ggcaggteggg
g8CECEBCEE
tttatggtaa

aaatctggga

tgcctccage
agatcggagg
aacatcacga
gcactgegtc
gggcacgegt
gtggacgata
acggggtcat
ggcccgectg
cccatagtaa
actgcccact
aatgacggta
acttggcagt
gttctgcttc
tttttaatta
Cgg8eCceess
gecggegeget
agcgaagcgce
ccgectegeg
gggacggccc
ttctgtgget
gegctcggeee
ccggeggcetg
geggagceceg
tgegtgegeg
taaccccccc
gctcegtgeg
ggtgeegggc
ccccggageg
tcgtgcgaga

ggcgeegecg

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400
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caccccctct
gagggccttc
cgcaggegga
tgaccggcgg
ggggatccgt
ctttatattc
cctatatgtg
acaattagac
atttgtgcat
gctgttgaag
gcaggatgca
tactgtgaaa
agtcacctct
ctggacaagc
agaggagaaa
tttctactgce
cccagaacta
catcttatta
gatggatgtg
tttggaggag
ttgtttgecc
cctaataaaa
gtgegeteee
atgcggtgeg
ttcctctecc
cttctccaag
agcgeceess
ccctttegge
gtttagggceg

ttcgeggggc

agegescecg
gtgecgtcgcc
cggctgectt
ctctagagcc
ttatctgcag
atgacctact
gtagagtatg
ctggctgcac
ggagaggaag
gaccagctct
ggggtgtacc
gtcaatgccc
gaacatgaac
agtgaccatc
cttttcaatg
acttttagga
cctctggeac
tgeecttggtg
aaaaaatgtg
acgtaaccgc
ctcccecegtg
tgaggaaatt
gcaggacagc
ctctatgggt
gctctgcacc
ttctccttgg
tggectggga
gegggageagg
tcgataagceg

ctetggetcc

ggcgaagegg
gcgeegecegt
cgggegegac
tctgctaacc
aattcgccct
ggcatttgcet
gtagcaatat
taattgtcta
acctgaaggt
ccctgggaaa
gctgcatgat
catacaacaa
tgacatgtca
aagtcctgag
tgaccagcac
gattagatcc
atcctccaaa
tagcactgac
gcatccaaga
tgatcagcct
ccttecttga
gcatcgcatt
aagggesage
cgacccagceg
ctectgtggec
tggcccgecg
gtggggaagg
ggagaccttt
tcagagcgcc

cccagcgeag

48138

tgcggegeeg
cceccttcetec
gegecaggsc
atgttcatgc
tgacgtcgcec
gaacgcattt
gacaattgaa
ttgggaaatg
tcagcatagt
tgctgeactt
cagctatggt
aatcaaccaa
ggctgagggc
tggtaagacc
actgagaatc
tgaggaaaac
tgaaaggact
attcatcttc
tacaaactca
cgactgtgcc
ccctggaagg
gtctgagtag
attgggaaga
tgagtctctc
ctcgetgtgce
tggggctagt
gggtgegeac
ggcctacggce
gaggttgeee
ctggagtgge

13/21

gcaggaagga
atctccagcc
ggggttceggc
cttettettt
accatgagga
actgtcacgg
tgcaaattcc
gaggataaga
agctacagac
cagatcacag
ggtgccgact
agaattttgg
taccccaagg
accaccacca
aacacaacaa
catacagctg
cacttggtaa
cgtttaagaa
aagaagcaaa
ttctagttge
tgccactccc
gtgtcattct
caatagcagg
ctaccctecc
tctctegcetce
ccagggcetgg
ccgggacgeg
gacgggages

gagggtttct

ggacgggtag

aatgggeggsg
tcggggetgc
ttctggegtg
ttcctacagg
tatttgctgt
ttcccaagga
cagtagaaaa
acattattca
agagggcececeg
atgtgaaatt
acaagcgaat
ttgtggatcc
ccgaagtcat
attccaagag
ctaatgagat
aattggtcat
ttctgggagce
aagggagaat
gtgatacaca
cagccatctg
actgtccttt
attctggggg

catgctgggg

gctectggtcc
cgtgacttcc
atctcgggga
cgctacttgce
tcgggacaaa
cttccgetcet

gctegtccca

2460

2520

2580

26490

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200
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aaggegegec
cgccegggta
cgtctaggeg
cgtggggags
cgaataatta
cgttattgac
aaacagttat
ccgaggetgc
ctgegegcetce
gCccgeeces
tattttctcc
acgcgecctg
ctacacttgc
cgttcgeegg
gtgctttacg
catcgccctg
gactcttgtt
aagggatttt
acgcgaattt
gctctgatgce
gacgggcttg
gcatgtgtca
tacgcctatt
aatacaaggg
aacatggatg
gcgacaatct
aaaggtagcg
tttatgcctc
accactgcga

gaaaatattg

gctgaggttt
agcctgtctg
cccgctaagt
aaacagcacg
acttatttgt
atctttctgt
cttccgecat
agcgtcgtcc
gctcgectcac
cctcagtgag
ttacgcatct
tagcggcegea
cagcgcccta
ctttcceccgt
gcacctcgac
atagacggtt
ccaaactgga
gccgattteg
taacaaaata
cgcatagtta
tctgeteccg
gaggttttca
tttataggtt
gtgttatgag
ctgatttata
atcgcttgta
ttgccaatga
ttccgaccat
tcceccggaaa

ttgatgcgct

gtgaacgcgt
ctgeggcetct
tcgeatgtcc
cgacgtttgt
tcccatcaca
gtgccaagga
agataactac
tccctaggaa
tgaggccges
cgagcgageg
gtgcggtatt
ttaagcgcegg
gcgeecegetce
caagctctaa
cccaaaaaac
tttcgeccctt
acaacactca
gcctattggt
ttaacgttta
agccageccc
gcatccgett
ccgtcatcac
aatgtcatga
ccatattcaa
tgggtataaa
tgggaagccc
tgttacagat
caagcatttt
aacagcattc

ggcagtgttc

48138

ggaggescsc
gcttccctta
tagcacctct
agaatgcttg
tgtcactttt
ctttatgtgc
tatggttatc
cccctagtga
cgaccaaagg
cgcagctgec
tcacaccgca
cgggtetggt
ctttcgettt
atcgggggct
ttgatttggg
tgacgttgga
accctatctc
taaaaaatga
caattttatg
gacacccgcc
acagacaagc
cgaaacgcgce
acaataaaac
cgggaaacgt
tgggctegeg
gatgcgccag
gagatggtca
atccgtactc
caggtattag
ctgegeeggt
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ttggggtcty
gactggagag
gggtctatgt
gctgtgatac
aaaaaattat
tttgegtcat
ttctggtaac
tggagttggc
tcgcccgacg
tgcagggecg
tacgtcaaag
ggttacgcgc
cttceccttec
ccctttaggg
tgatggttca
gtccacgttc
gggctattct
gctgatttaa
gtgcactctc
aacacccgct
tgtgaccgtc
gagacgaaag
tgtctgctta
cgaggeegeg
ataatgtcgg
agttgtttct
gactaaactg
ctgatgatgc
aagaatatcc

tgcattcgat

ggggaggcgt
ctgtggactt
ggggccacac
aaagcggttt
aagaactacc
ttaattttga
cacgtgcgga
cactccctct
cccgggettt
cctgatgcegg
caaccatagt
agcgtgaccg
tttctcgcca
ttccgattta
cgtagtggsc
tttaatagtg
tttgatttat
caaaaattta
agtacaatct
gacgegecect
tccgggaget
ggcctegtga
cataaacagt
attaaattcc
gcaatcaggt
gaaacatggc
gctgacggaa
atggttactc
tgattcaggt

tcctgtttgt

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000
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aattgtcctt
aacggtttgg
gtctggaaag
gatttctcac
ggacgagtcg
gagttttctc
atgaataaat
cccttaacgt
ttcttgagat
accagcggtg
cttcagcaga
cttcaagaac
tgctgecagt
taaggcgcag
gacctacacc
agggagaaag
ggagcttcca
acttgagcgt
caacgcggcc
<210> 34

<211> 7763
<212> ADN

ttaacagcga
ttgatgcgag
aaatgcataa
ttgataacct

gaatcgcaga

tgcagtttca

gagttttcgt

gtttgtttgc
gcgcagatac
tctgtagcac

ggcgataagt

gaactgagat
gcggacaggt
gggggaaacg
cgatttttgt

tttttacggt

tcgegtattt
tgattttgat
acttttgcca
tatttttgac
ccgataccag
gaaacggctt
tttgatgctc
tccactgagc
tgcgegtaat
cggatcaaga
caaatactgt
cgcctacata
cgtgtcttac
gaacggsees
acctacagcg
atccggtaag
cctggtatct
gatgctcgtc

tcctggectt

<213> Trinh ty Nhan tao

<220>

<223> Dugc téng hgp

<400> 34

cctgcaggca gectgegegcet

ggtecgeecegg
aggggttcect
agggcegetgsg
ttctecccccc

catagggagg

cctcagtgag
geggeegeac
aagctctaaa
cgcecececcga

aacttcttgg

cgctcgctca
cgagcgageg
gcgtgttcta
gccctageag
caaatcaaca

cacagaactt

48138

cgtctecgetc
gacgagcgta
ttctcaccgg
gaggggaaat
gatcttgcca
tttcaaaaat
gatgagtttt
gtcagacccc
ctgctgcettg
gctaccaact
ccttctagtg
cctegetcetg
cgggttggac
ttcgtgcaca
tgagctatga
cggcagggtc

ttatagtcct

aggegeeces

ttgctggect

ctgaggccgc
cgcagagagg
gggtggaaac
ttactgecttt
gaacaaagaa

tccaaacact
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aggcgcaatc
atggctggcc
attcagtcgt
taataggttg
tcctatggaa
atggtattga
tctaatctca
gtagaaaaga
caaacaaaaa
ctttttccga
tagccgtagt
ctaatcctgt
tcaagacgat
cagcccagct
gaaagcgcca
ggaacaggag
gtcgggtttc
agcctatgga

tttgctcaca

ccgggegteg
gagtggccaa
taagagaatg
tactattagt
aattacctaa

ttttcctgaa

acgaatgaat
tgttgaacaa
cactcatggt
tattgatgtt
ctgeccteggt
taatcctgat
tgaccaaaat
tcaaaggatc
aaccaccgct
aggtaactgg
taggccacca
taccagtggc
agttaccgga
tggagcgaac
cgcttcccga
agcgcacgag
gccacctcetg
aaaacgccag

tgt

ggcgaccttt
ctccatcact
atgtacctag
ggtcgttttt
acagcaagga

gggatacaag

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7133

60

120

180

240

300

360
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aagcaagaaa
gactattttt
taaacagaag
ttttctcgaa
cacttagcat
ctgaagtcct
gcgecgatgt
gactctaaga
gctggettgg
ttaatataag
tcgaattcgce
tagttcatag
gctgaccgcec
cgccaatagg
tggcagtaca
aatggcccgc
acatctacgt
actctcccca
ttttgtgcag
Cgaggeecee
ccgaaagttt
gcggceescs
ccgeecegecce
ttctcctecg
gcgtgaaagc
gtgegtgegt
tgagcgctgce
gCcgegescs
gtgtgtgegt

ctgcaccccc

ggtactcttt
cttacccaga
ttctecttct
tgaaaaatgc
ctctggggcc
agaatgagcg
acagacagca
aaaggaaact
agacaggtga
tggaggcgtc
acgacattga
cccatatatg
caacgacccc
gactttccat
tcaagtgtat
ctggcattat
attagtcatc
tctccccccc
cgatggggec
ggcggeecega
ccttttatgg
ggagtcgetg
cggctctgac
ggctgtaatt
cttaaagggc
gtgtgtgtgc
gggcgegece
gtgcccegeg
geeeeeetea

ctccccgagt

cactaggacc
gaatggagaa
gctaggtagc
aggtccgagc
agtctgcaaa
ccecggtgtcec
aactcaccca
gaaaacggga
cggtccctge
gegetgeceg
ttattgacta
gagttccgeg
cgcccattga
tgacgtcaat
catatgccaa
gcccagtaca
gctattacca
ctccccaccc
ge8eegeees
ggcggagage
cgaggcgecg
cgttgecttc
tgaccgegtt
agcgcttggt
tccgggageg
gtggggageg
cggggctttg
gtecgessss

gcagggeets

tgctgagcac

48138

ttctctgage
accctgcagg
attcaaagat
agttaactgg
gcgagegegec
caagctgggg
gtctagtgca
aagtccctct
gggecttgtce
gcattcctga
gttattaata
ttacataact
cgtcaataat
gggtggacta
gtacgccccc
tgaccttatg
tgggtcgagg
ccaattttgt
ggggcecescy
tgcggeggcea
gcggeseeces
gcceegtgcec
actcccacag
ttaatgacgg
ccctttgtge
ccgegtgegg
tgecgctccgc
gctgegages
tgegcgeggc
ggceceggett
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tgtcctcagg
gaattcccaa
cttaatcttc
ctggggcacc
agccttaatg
cgegeacccc
tgccttctta
ctctaacctg
ctgattggct
agctaagctt
gtaatcaatt
tacggtaaat
gacgtatgtt
tttacggtaa
tattgacgtc
ggactttcct
tgagccccac
atttatttat
ccaggegees
gccaatcaga
ccctataaaa
ccgeteegeg
gtgagcgggc
ctegtttett
gegegegagce
ccecgegetge
gtgtgegcega
gaacaaaggc
gegtcggectg

cgggtgegeg

atgcttttgg
gctgtagtta
tgggtttccg
attagcaagt
tgcctccage
agatcggagg
aacatcacga
gcactgegtc
gggcacgegt
gtggacgata
acggggtcat
ggcccgectg
cccatagtaa
actgcccact
aatgacggta
acttggcagt
gttctgcettc
tttttaatta
cgggeceses
geggegeget
agcgaagcgce
ccgectegeg
gggacggecec
ttctgtgget
ggctecgggeg
ccggeggetg
ggggagegcg
tgcgtecess
taaccccccc

gctccgtgeg

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160
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gggcgtggeg
geegceggesc
cecggeggetg
gggcgcages
caccccctct
gagggccttc
cgcagggsgea
tgaccggegg
ggggatccgt
cttagctgtg
cctcttectg
gcgtactcca
cctgaattgce
tggagagaga
ctatctcttg
gaaccatgtg
tggttctggt
ctccttgaag
ctctgtgggc
gaggatggte
gacacggagc
ctactacaat
ggggcccgac
tctcaccctg
cgagcaaaag
atgcgtggag
gcccccaaag
ctgggeectg

ccatacccag

gtgggcagct

cggggetege
cgeecteggge
tcgaggegeg
acttcctttg
agcgeececs
gtgecgtcgec
cggetgectt
ctctagagcc
ttatctgcag
ctcgegcetac
ggtggaggeg
aagattcagg
tatgtgtctg
attgaaaaag
tactacactg
actttgtcac
ggtggtggtt
tatttccaca
tacgtggacg
ccgeggecegc
gccagggaca
cagagcgagg
gggegcttcc
aatgaggacc
tcaaatgatg
tggctccaca
acacacgtga
ggcttctacc
gacacggagc

gtggtggtec

cgtgeegggc
cggggaggsec
gcgagccgca
tcccaaatcet
ggcgaagcgg
gcgecgecegt
cggeggegac
tctgctaacc
aattcgccct
tctectetttce
gttcaggegg
tttactcacg
ggtttcatcc
tggagcattc
aattcacccc
agcccaagat
ctggcesces
cttcecgtgtc
acacccagtt
cgtggatgga
ccgcacagat
ccgggtctca
tccgegggta
tgcgctectg
cctctgaggc
aatacctgga
ctcaccaccc
ctgcggagat
tcgtggagac

cttctggaga

48138

geggggtesc
tcgggggage
gccattgect
ggcggageeg
tgeggegeceg
ccccttcetec
ggggcagesc
atgttcatgc
tgacgtcgcc
tggectggag
aggtggctct
tcatccagca
atccgacatt
agacttgtct
cactgaaaaa
agttaagtgg
cggctecggt
ccggeceeggce
cgtgegcettce
gcaggagege
tttccgagtg
caccctgceag
tgaacagttc
gaccgcggtg
ggagcaccag

gaaggggaag

catctctgac
cacactgacc
caggcctgcea
geagcagaga
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ggcaggtees
ggcgeegecss
tttatggtaa
aaatctggga
gcaggaagga
atctccagcc
geggtteggc
cttcttettt
accatgtctc
gctgtcatgg
ggcggtegceg
gagaatggaa
gaagttgact
ttcagcaagg
gatgagtatg
gatcgagaca
ggtggtggat
cgcgggegasc
gacaacgacg
tcagagtatt
aatctgcgga
tggatgcatg
gcctacgacg
gacacggcgs
agagcctacc
gagacgctgc
catgaggcca
tggcagcagg
ggggatggaa

tacacgtgcc

ggtgeceggec
cccecggageg
tcgtgcgaga
ggcgeegeeg
aatgggcegeg
tcggggctgce
ttctggegtg
ttcctacagg
gcteegtggce
cgccccgaac
gatcgatcca
agtcaaattt
tactgaagaa
actggtcttt
cctgeegtgt
tgggtegtee
ccggcetecca
cccgcttcat
ccgecgagtcc
gggaccggga
cgctgegegg
gctgecgaget
gcaaggatta
ctcagatctc
tggaagacac
ttcacctgga
ccctgaggtg
atggggagssg
ccttccagaa

atgtgcagca

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960
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tgaggggcta

catcgtgggc
tgetgetgtg
tgagtggagc
cgactgtgcc
ccctggaagg
gtctgagtag
attgggaaga
tgagtctctc
ctcgetgtgce
tgggectagt
gggtgegeac
ggcctacggc
gaggttgggg
ctggagtgesg
geaggegcec
gcttccctta
tagcacctct
agaatgcttg
tgtcactttt
ctttatgtgce
tatggttatc
cccctagtga
cgaccaaagg
cgcagctgec
tcacaccgca
cgggtgtggt
ctttcgettt

atcgggggcet

ttgatttggg

cccgageccg
atcattgctg
atatggagga
gacagtgccc
ttctagttgce
tgccactccc
gtgtcattct
caatagcagg
ctaccctcecc
tctctegcetc
ccagggcetgg
ccgggacgeg
gacggeages
gagggtttct
ggacgggtag
ttggeggtctg
gactggagag
gggtctatgt
gctgtgatac
aaaaaattat
tttgegtcat
ttctggtaac
tggagttggc
tcgececcgacg
tgcagggece
tacgtcaaag
ggttacgcgc
cttcccttcec
ccctttaggg

tgatggttca

tcaccctgag
geectggttcet
agaagagctc
aggggtctga
cagccatctg
actgtccttt
attctggggg

catgctgggg

gctetggtcec
cgtgacttcc
atctcgggga
cgctacttgc
tcgggacaaa
cttccgctct
gctcgtccca
gegggaggegt
ctgtggactt
ggggccacac
aaagcggttt
aagaactacc
ttaattttga
cacgtgcgga
cactccctct
ccecgggettt
cctgatgegg
caaccatagt
agcgtgaccg
tttctcgeca

ttccgattta

cgtagtgggc

48138

atggaagccg
ccttggatct
aggtggaaaa
gtctcacagc
ttgtttgecec
cctaataaaa
gtesegtegs
atgcggtegs
ttcctctcecc
cttctccaag
agcggceses
ccctttegge
gtttagggcg
ttcgeggggc
aaggcgeggce
cgecececgggta
cgtctaggceg
cgtggggags
cgaataatta
cgttattgac
aaacagttat
ccgaggctgce
ctgegegcetc
gceeggeees
tattttctcc
acgcgeectg
ctacacttgc
cgttcgeegg
gtgctttacg
catcgccctg
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gcttecccage
gtggtctctg
ggagggagct
ttgtaaccgc
ctcccccegtg
tgaggaaatt
gcaggacagc
ctctatgggt
gctctgceacc
ttctecttgg
tggectggga
geggagcagg
tcgataagcg
ctctggcetcec
gctgaggttt
agcctgtctg
cccgctaagt
aaacagcacg
acttatttgt
atctttctgt
cttcecgecat
agcgtcgtcc
gctegetceac
cctcagtgag
ttacgcatct
tagcggcegca
cagcgcccta
ctttcceccegt
gcacctcgac

atagacggtt

ccaccatccc
gagctgtggt
actctaaggc
tgatcagcct
ccttccttga
gcatcgcatt
aagggeeags
cgacccagcg
ctectgtggcec
tggcccgecg
gtggggaage
ggagaccttt
tcagagcgcc
cccagcgcag
gtgaacgcgt
ctgeggetct
tcgeatgtcc
cgacgtttgt
tcccatcaca
gtgccaagga
agataactac
tccctaggaa
tgaggcceggg
cgagcgagceg
gtgcggtatt
ttaagcgegg
gecgeecgcetce
caagctctaa
cccaaaaaac

tttcgeectt

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5160

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760
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tgacgttgga
accctatctc
taaaaaatga
caattttatg
gacacccgcc
acagacaagc
cgaaacgcgc
acaataaaac
cgggaaacgt
tgggctegeg
gatgcgccag
gagatggtca
atccgtactc
caggtattag
ctgecgeeggt
cgtctegetce
gacgagcgta
ttctcaccgg
gaggggaaat
gatcttgcca
tttcaaaaat
gatgagtttt
gtcagacccc
ctgctgettg
gctaccaact
ccttctagtg
cctegetcetg
cgggttggac
ttcgtgcaca

tgagctatga

gtccacgttc
gggctattct
gctgatttaa
gtgcactctc
aacacccgct
tgtgaccgtc
gagacgaaag
tgtctgetta
cgaggccgeg
ataatgtcgg
agttgtttct
gactaaactg
ctgatgatgc
aagaatatcc
tgcattcgat
aggcgcaatc
atggctggcec
attcagtcgt
taataggttg
tcctatggaa
atggtattga
tctaatctca
gtagaaaaga
caaacaaaaa
ctttttccga
tagccgtagt
ctaatcctgt
tcaagacgat
cagcccagct

gaaagcgcca

tttaatagtg
tttgatttat
Ccaaaaattta
agtacaatct
gacgcgccct
tccgggagcet
ggcctcecgtga
cataaacagt
attaaattcc
gcaatcaggt
gaaacatggc
gctgacggaa
atggttactc
tgattcaggt
tcctgtttgt
acgaatgaat
tgttgaacaa
cactcatggt
tattgatgtt
ctgccteggt
taatcctgat
tgaccaaaat
tcaaaggatc
aaccaccgct
aggtaactgg
taggccacca
taccagtggc
agttaccgga
tggagcgaac

cgcttcccga

48138

gactcttgtt
aagggatttt
acgcgaattt
gctctgatgce
gacgggcttg
gcatgtgtca
tacgcctatt
aatacaaggg
aacatggatg
gcgacaatct
aaaggtagcg
tttatgcctc
accactgcga
gaaaatattg
aattgtcctt
aacggtttgg
gtctggaaag
gatttctcac
ggacgagtcg
gagttttctc
atgaataaat
cccttaacgt
ttcttgagat
accagcggtg
cttcagcaga
cttcaagaac
tgctgecagt
taaggcgcag
gacctacacc
agggagaaag
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ccaaactgga
gccgatttcg
taacaaaata
cgcatagtta
tctgectcccg
gaggttttca
tttataggtt
gtgttatgag
ctgatttata
atcgcttgta
ttgccaatga
ttccgaccat
tccccggaaa
ttgatgcgct
ttaacagcga
ttgatgcgag
aaatgcataa
ttgataacct
gaatcgcaga
cttcattaca
tgcagtttca
gagttttcgt
cctttttttce
gtttgtttec
gcgcagatac
tctgtagcac
ggcgataagt
cggtegggct
gaactgagat

gcggacaggt

acaacactca
gcctattggt
ttaacgttta
agccagcccc
gcatccgctt
ccgtcatcac
aatgtcatga
ccatattcaa
tgggtataaa
tgggaagccc
tgttacagat
caagcatttt
aacagcattc
ggcagtgttc
tcgegtattt
tgattttgat
acttttgcca
tatttttgac
ccgataccag
gaaacggctt
tttgatgctc
tccactgagc
tgcgegtaat
cggatcaaga
caaatactgt
cgcctacata
cgtgtcttac
gaacggeess
acctacagcg

atccggtaag

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560
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cggcagggtc ggaacaggag agcgcacgag ggagcttceca gggggaaacg cctggtatct
ttatagtcct gtcgggtttc gecacctetg acttgagegt cgatttttgt gatgctcgtc
agggegecge agectatgga aaaacgcecag caacgeggee tttttacggt tcctggectt

ttgctggect tttgctcaca tgt

<21e>
<211>
<212>
<213>

<400>

35
20
ADN
Homo sapiens

35

tataagtgga ggcgtcgege

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

<400>

36
20
ADN
Homo sapiens

36

gagtagcgcg agcacagcta

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

<400>

37
20
ADN
Homo sapiens

37

actggacgcg tcgegetggc

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

<400>

38

20

ADN

Homo sapiens

38

aagtggagegc gtegegetgg

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

<400>

39
20
ADN
Homo sapiens

39

ggccacggag cgagacatct

<210>
<211>
212>
<213>

40
20
ADN
Homo sapiens

48138

20/21

7620

7680

7740

7763

20

20

20

20

20
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<400> 40
gcccgaatge tgtcagettc

<210> 41
<211> 20
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 41
ctcgegectac tctectetttce

<210> 42
<211> 20
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 42
tcctgaaget gacagcattc

<210> 43
<211> 20
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 43
ttcctgaage tgacagceatt

<210> 44
<211> 20
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 44

actctctcett tctggectgg

48138

21/21

20

20

20

20

20
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