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(57) Sang ché d& xuit phuong phap kich hoat su biéu hién gen gama-globin. Phuong

phéap nay st dung oligonucleotit s¢i don (ssODN) chira GATA hodc trinh tu bd sung
d6i nghia TATC cua né lam thong tin din duong, va thuc hién chinh stra gen trong
ving didu bién gen gama-globin dé tao ra yéu t6 ting cudng chira GATA, ma c6 thé
khéi ddu su biéu hién gen gama-globin trong té bao hdng ciu trudng thanh. Té bao
gbc tao mau duge chinh stra gen bang phwong phap c6 chirc ning binh thuong, c6 thé
cai thién déng ké sy biéu hién ctia huyét sic t6 bao thai sau khi biét hoa thanh hong
cdu, do d6 c6 thé duoc st dung trong didu tri 1dm sang bénh tan mau bam sinh beta
(beta-thalassemia) va bénh thiéu mau hong ciu hinh liém. Ngoai ra, sang ché con dé

xudt ché phim chinh stra gen, kit kich hoat gen y-globin va té bao gdc tao mau.
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Linh vwc k¥ thuat dwoc dé cap

Séang ché dé cap dén linh vuc k¥ thuat vé cong nghé chinh stra gen, va dé cap dén
ché phdm va tng dung dé kich hoat su biéu hién gen y-globin. Ngoai ra, séng ché con

d& cap dén ché pham chinh sira gen, kit kich hoat gen y-globin va té bao gbe tao mau.
Tinh trang ky thuat cia sang ché

Hemoglobin (goi tit 13 Hb) 12 mot loai protein dic biét mang va van chuyén oxy
trong hong cau. Hemoglobin bao gdm globin va hem. Huyét sic t6 & ngudi trudng
thanh cht yéu 1a mot tetrame (a2B2) bao gdm 2 a-globin va 2 B-globin, try thanh mot
huyét séc t6 truéng thanh (HbA). Dot bién trong gen p-globin (HBB) c6 thé giy ra rdi
loan B-hemoglobin (con duogc biét dén 1a bénh B-hemoglobin), bao gdm bénh hong
cAu hinh 1idm (SCD) va p-thalassemia (B-thal). Bénh thiéu mau hong cau hinh liém 13
do céc dot bién diém trong cAu tric gen ctia B-globin, din dén viéc san xuét huyét sic
t§ bat thuong (HbS). p-thalassemia giy ra do khiém khuyét mot phan hogc hoan toan
trong biéu hién gen P-globin, din dén thiéu hoic khong c6 HbA. Viéc gidm hodc
khong c¢6 soi globin ciia huyét sic t6 c6 thé dan dén ciu triic huyét sic t& bat thuong,
hdng cau chira s¢i ndy giam kha ning bién dang, tudi tho ngin va c6 thé bit dau tan
huyét tai chd khi & trong tiy xwong va c6 thé bi pha hiy trude béi noi tang. cac co
quan nhu 14 lach sau khi di vao tudn hoan méau ngoai vi, din dén thiéu mau, tich tu sit
trong co thé va tham chi loan san. Bénh huyét sic t6 anh huong dén hang tridu nguoi
trén thé giéi. Hién nay, c6 khoéng 330.000 tré em duoc sinh ra véi bénh huyét sic t6
mdi nam, de doa nghiém trong dén sic khoe con ngudi va thim chi c& tinh mang.
Bénh nhan méc tan mau bam sinh va bénh hdng ciu hinh liém chi yéu thuyén giam
nho truyén mau dai han tiéu chuin va liéu phap thai sit, khong nhitng khéng thé chira
khéi ma con c6 riii ro an toan cao. Ghép té bao gbc tao mau dong loai 13 cong nghé

didu tri duy nhét hién nay c6 thé chita khoi bénh tan méu bam sinh va bénh hdng cau
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hinh liém. Tuy nhién, n6 khong thé duoc 4p dung 1am sang trén quy mo 16n do nhiing
han ché do céac yéu t6 nhu ty 1 ghép tiy xwong thanh cong thap va nguy co dao thai
misn dich. Vi vdy, cAn cép thiét phai phat trién cic phuong phap didu tri m6i an toan

va hiéu qua.

Trong qua trinh phat trién ctia con nguoi, huyét sac td khong phai ltc nao cling
bao gdm hai a-globin va hai B-globin. Trong qud trinh phat trién phéi thai va ngay sau
khi sinh, huyét sdc to tdn tai & dang tetrame (02y2) bao gdm hai s¢i a-globin va hai
so1 y-globin, dugc goi 1a huyét sac td bao thai (HbF), c6 4i lyc v6i oxy manh hon HbA.
Vi su phat trién cua bao thai, y-globin dan dan im lang va khong dugc biéu hién,
trong khi su biéu hién cua gen B-globin gin cling mot vi trf gen tang dan. Khoang nira
nim sau khi sinh, ché pham va ty 1& huyét sic td trong méu dan tr& nén 6n dinh va
HbF duoc thay thé bing huyét sic td truong thanh (HbA), chi con lai mirc HbF cuc ky
thap (dudi 1% tdng sb huyét sic t6).

Céc nghién ciru da phét hién ra ring vai quin thé c6 dot bién tai cdc vi trf cu the
noi qua trinh phién ma cua gen y-globin dugce kich hoat, dan dén su gia ting ty 1& HbF
trong huyét sic t6, duoc goi 1a su ton tai di truyén cia huyét sic t6 bao thai (HPFH).
Vi du, mot sb loai khac nhau cua dot bién duoc phat hién trong vung khéi dong cua
gen y-globin nhu -114 dén -102 13bp del ¢ ., 4bp del ¢ -225 dén -222, ¢ -114C>T,
¢ -117G>A, ¢ ~158C>T, ¢ -167C>T, ¢ .-170G>A, ¢ .-175T>G, ¢ -175T>C,
¢ -195C>G, ¢ .-196C>T, ¢ .-198T>C, ¢ .-201C>T, v.v. Dot bién xuét hién tu nhién
lam tang ty 1& HbF trong tdng sb huyét sic td & cac mirc dd khac nhau. Cac nghién
ctru 14m sang da phat hién ra rang & mot sé bénh nhan méic bénh tan mau bam sinh
béta (B-thalassemia) hodc thiéu mau hong ciu hinh liém, céc triéu chung thiéu mau
giam hodc thuyén giam ¢ mot mc do nhét dinh hozc nhu cau truyén mau gidm do sy
biéu hién ctia HbF tao nén su thiéu hut HbA két qua tir sy hién dién thich hop cua cdc
bién thé HPFH trong bd gen cua chung. L4y cam htng tir phat hién nay, cdc nha khoa
hoc tiép tuc kham pha nhidu cach khéc nhau dé tao ra biéu hi¢n HbF nham dat duoc
muc dich diéu tri bénh B-hemoglobin. Vi du, hydroxyurea va cac loai thube khac hién

dang duoc st dung trong 1dm sang dé tao ra biéu hién HbF nhim diéu tri bénh
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B-hemoglobin. Tuy nhién, mic HbF gdy ra & hiu hét bénh nhan 1a qud thip dé cai

thién hoan toan tinh trang ctia bénh nhan.

Cong nghé chinh stra gen mang lai hy vong méi va phuong phép méi dé diéu tri
céc bénh di truyén nhu bénh huyét sdc t6. Trong nhitng nam gan day, sy phat trién
mang tinh dot phé cua cong nghé chinh stta gen da gitp viée thay d6i nhan tao trinh tu
bazo clia c4c vi tri cu thé trong bd gen tré nén kha thi va dé dang hon. Cac cong nghé
chinh stta gen dugc phat trién tuong d6i tdt 1a ZFN (nucleaza ngén tay kém), TALEN
(nuclease effector gibng nhu bo kich hoat phién ma) va CRISPR (cum 13p lai
palindromic ngin xen ké d2u din)/hé thdng Cas (hé théng CRISPR-Cas). Bing cach
thiét ké hé théng chinh stra gen dac hiéu, cac vi tri ADN bd gen muc tiéu trong mat té
bao sdng duoc phan tach dé tao thanh cac dut gdy soi doi (DSB). Céc té bao c6 thé st
dung co ché stra chita ndi ddu khong tuong dong (NHEJ) @ stra chita cac vét nat
ADN, co ché nay co thé tao ra céac bién ngau nhién, chéng han nhu chén trinh tu, x0a,
thay thé bazo, v.v. Néu mau cho ADN dugc thiét ké nhan tao (m?xu cho) 1a dugc cung
cAp cung lic v6i chinh stra gen, cac té bao c6 thé st dung co ché stra chira theo huéng
tuong dong (HDR) dé hoan thanh viéc sta chita, tir d6 dua ra dang dot bién bazo du

kién tai vi tri muc tiéu.

Hién tai, c6 mot s cach tiép can khac nhau trén pham vi qubc té dbi v6i chién
lugc didu tri nham ting cudng bidu hién HbF trong hong cdu bang cach chinh sira gen.
(1) X6a hodc pha huy yéu t§ ting cudng tao hdng cau trong intron cia gen BCL11A
trén nhidm séc thé sb 2 cua ngudi va biéu hién BCL11A trong hdng cau bi giam, do do
tac dung trc ché phién ma ctia BCL11A trén gen y-globin giam di. (2) X6a hodc huy
mot sd trinh ty trong vang khéi dong gen y-globin dé ngan chin su gin két clia cac
chét trc ché phién ma hodc dua vao cac loai dot bién HPFH xuat hién tu nhién, ching
han nhu x6a 13 cdp bazo (13bp del ¢.) ¢ vi tri -114 dén -102. (3) Tao ra thao tic x6a
ciia mdt doan ADN 16n ¢6 kich thude tir 3,5 kb dén 13,6 kb va x6a trinh ty chira mot
chét tic ché chua biét gitra gen y-globin va B-globin @8 thuc diy su gin két ctia gen
y-globin véi trinh ty ting cudng LCR & xa. Cac phuong phap da cho thiy hiéu qua cua

viéc kich hoat biéu hién HbF, nhung hiéu qua lau dai hodc/va tinh an toan cua cac
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phuong phép nay 1a khong ro rang. Vi véy, cac phuong phép tiép can moi can dugc

phat trién hon nita.
Ban chét k§ thuit cia sing ché

Sang ché dé xuét phuong phdp kich hoat sy phién ma gen y-globin bang cach
chinh stra gen. Sang ché sir dung oligonucleotit s¢i don (ssODN) chira yéu td GATA
hoat ddng hiéu qua hodc trinh tu bd sung d6i nghia, @8 tao ra vai dot bién bazo (x6a,
thay thé, chén, v.v.) & vi trf thich hop cta vung khéi dong gen v-globin bang cong
nghé chinh stra gen (nhu hé théng chinh stra gen CRISPR-Cas). Sau khi chinh stra,
ving ting cudng erythroit chira chi tiét phan tir GATA hoat dong hiéu qua duoc tao ra
trén mach ¢6 nghia hodc mach dbi nghia cta vung khoi dong gen y-globin, phan tir
GATA hoat dong hidu qué bao gdm cAu tric trinh tyr cia NTG-N(7-8)-WGATAR hodgc
NAG-N(7-8)-WGATAR. N6 ¢6 thé thiic ddy qué trinh phién ma gen y-globin trong
hdng cAu truéng thanh va tang biéu hién HbF trong hdng cu. O day, W 1a T hode A; R
1a A hodc G: N 14 A, G, C hodc T, tét nhét 1 C hodc T; N(7-8) d& cap dén 7 dén 8 bazo

ngau nhién.

Nhu duoc thé hién trong Fig. 1, nguyén tic clia sang ché 1 tién hanh chinh stra
gen hiéu qua trong té bao gdc hoic té bao tién than (nhu té bao gbc tao mau CD34+,
v.v.)) v6i kha ning biét hoa hdng ciu dua trén cdng nghé chinh stra gen nhu
CRISPR-Cas, két hop véi oligonucleotit sgi don (ssODN) duge thiét ké theo sang ché.
Cac dot bién duoc tao ra trong ving khoi dong cta cac gen HBGI va HBG?2 (dugc dat
trén nhi®m sic thé ngudi 11) ma hoéa y-globin ngudi, va cAu trac trinh tu cla
NTG-N(7-8)-WGATAR hodc NAG-N(7-8)-WGATAR dugc tao ra nhan tao trén mach
c6 nghia hodc ddi nghia ctia ving khéi dong. Trinh tu nay hoat dong nhu mot trinh tur
ting cuong va co thé tuyén chon céc yéu td kich hoat nhue GATA1 va TAL1 dé khoi
d6ng su bidu hién y-globin sau khi té bao dich biét héa thanh hong cau.

Sing ché d& xudt ssODN chira trinh ty NTG-N(7-8)-WGATAR, trinh tu
NAG-N(7-8)-WGATAR hodc trinh tu bd sung nguoc chidu ctia nd, ma c6 thé duge sir

dung dé chinh stra gen cta gen y-globin. Trong sang ché nay, céu trac ssODN bao



48158 5/63

gém nhéanh tuong déng 5°, trinh tu thé (dugc st dung dé thé trinh tu bazo cla gen
HBG1 hoic HBG?2) va nhénh tuong dong 3°. O dy, trinh tw GATA hodc TATC trong
trinh tu NTG-N(7-8)-WGATAR, trinh tu NAG-N(7-8)-WGATAR hodc trinh tu bd
sung nguoc chidu ctia n6 ctia cAu trac ssODN c6 thé duogc dit & vi tri bét ky trong
ssODN, bao gdm trinh tu thé, nhanh twong dong 5°, nhanh tuong ddng 3°, chd nbi cia
nhénh twong ddng 5° va trinh tr thé, va chd ndi ciia nhanh twong dong 3° va trinh tu
thé. Chidu dai cta nhanh tuong ddng mot chidu c6 thé 1a 20 dén 300 nt. Trong céc
phuong &n cua sang ché, chidu dai cua nhanh tuong ddng ssODN la khoang 40 nt.
Trong vai phuong 4n cua sang ché, ssODN 1a trinh tu duge chon tir nhém bao gém
SEQ ID NO: 40 dén SEQ ID NO: 65. Trong vai phuong 4n cla séng ché, 5' va 3' clia
ssODN dugc bién ddi phosphorothioat.

Sang ché boc 16 ché phim dé s dung trong chinh sira gen y-globin, bao gdm
ssODN, sgARN va CRISPR-Cas nucleaza. Trong vai phuong an cua sang ché, vi tri
duoc huéng dich boi sgARN cta hé théng chinh stta gen duge dat trong céc trinh tu
duge thé hién trong SEQ ID NO: 32 dén SEQ ID NO: 39. Theo vai phuong 4n clia
sang ché, sgARN la trinh tu dugc thé hién trong bét ky trong s6 SEQ ID NO: 69 dén
SEQ ID NO: 76. Theo vai phuong 4n cua sang ché, protein Cas9 1a protein Cas 9 ¢6

ngudn gbc tir Streptococcus pyogenes.

Trong sang ché, gARN (ARN dan duong) 1a ARN c6 kha nang gin két va dan
duong nucleaza, nhu sgARN (ARN dan duong don).

Séang ché @& xuét phuong phép xung dién (xung dién) dé st dung trong chinh stra
gen y-globin. Phuong phép nay sir dung cong nghé xung dién dé chuyén nhiém hiéu
qua té bao gbc tao mau ngudi véi ché phém duoc tao ra bai ssODN, sgARN, va

CRISPR-Cas nucleaza dé lam trung gian chinh stta gen c6 hiéu qua.

Sang ché con boc 16 té bao gbc tao mau. Ché phim bao gém ssODN, sgARN va
CRISPR-Cas nucleaza duoc chuyén vao té bao gbc tao méu bang phwong phap xung
dién. Vung khai dong gen y-globin trong té bao chua yéu t& GATA hoat tinh, ma c6

thd lam ting su biéu hién gen y-globin trong sudt qua trinh biét héa hong cau
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(ethyroid).
So véi cac giai phap hién c6, séng ché co cac hiu qua c6 loi sau:

ssODN cua sang ché duoc dua vao cac té bao cung voi hé théng chinh stra gen
(nhu CRISPR-Cas, TALEN, ZFN, V.V.), ma din dudng su chinh stra gen cta ving
khéi dong gen y-globin, va dot bién & cac vi tri dic hiéu dé tao ra thanh phén GATA
(nhu trinh tw NTG-N(7-8)-WGATAR hodc trinh tu NAG-N(7-8)-WGATAR) c¢ tac
dung kich hoat hiéu qua. Theo vai phuong an cta sang ché, hé théng chinh stra gen
ssODN va CRISPR-Cas dugc dua vao té bao gbc tao mau ngudi bang cong nghé xung
dién, va dat duoc su chinh stra gen hiéu qua trong vung khoi dong gen y-globin. Dot
bién duogc dua vao & cac vi tri dac hi€u dé tao ra yéu td tang cudng hé)ng cAu mong
muén chira trinh tw NTG-N(7-8)-WGATAR hodc trinh tu NAG-N(7-8)-WGATAR.
Sau khi céc té bao géc tao mau biét hoa thanh té bao héng cau, su biéu hién gen

v-globin tdng dang ké va phén tram HbF trong hemoglobin tédng dang ké.
M6 ti vin tit cic hinh vé
Fig. 1 minh hoa nguyén tac k¥ thuat cla sang ché.

Fig. 2A thé hién rang ving huéng dich chinh stra gen la trinh tur dai gifta -92 va
-66 cua gen HBG1 va HBG2, cling thé hién vi tri cua trinh tu hudng dich gARN duogc
str dung va trinh tu dot bién dy kién sau khi chinh sta gen. Fig. 2B thé hién rang ving
huéng dich chinh stra gen 1a trinh tu loai dai -129 va -98 cua gen HBGI1 va HBG2,
cling thé hién vi trf cta trinh tw hudng dich gARN dugc st dung va trinh ty dot bién

du kién sau khi chinh stra gen.

Fig. 2C thé hién rang ving huéng dich chinh sira gen 1a trinh tu loai dai gitta
-175 va -153 cta gen HBG1 va HBG2, ciing thé hién vi tri cua trinh ty hudng dich
gARN duoc st dung va trinh tu dot bién du kién sau khi chinh sira gen.

Fig. 2D thé hién rdng ving huéng dich chinh stra gen la trinh tw loai dai gitra
-192 va -160 cua gen HBG1 va HBG2, ciing thé hién vi tri cua trinh ty hudng dich
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gARN dugc st dung va trinh ty dot biét du kién sau khi chinh stra gen.

Fig. 2E thé hién ring ving huéng dich chinh stra gen la trinh tw loai dai gitra
428 va -406 ctia gen HBG1 va -432 va -410 ctia gen HBG2, con thé hién rang vi tri
clia trinh tu huéng dich gARNA va trinh tu dot biét du kién sau khi chinh stra gen.

Fig. 3 thé hién dit liéu hiéu qua chinh sira ciia b gen HBG1 va HBG2 bing su
chuyén nhiém ctia plasmid CRISPR-Cas trong cac t& bao 293T. Dit liéu nay 14y tir cac
két qua do INDEL cia ADN b gen bdn ngidy sau khi chuyén nhiém plasmid
CRISPR-Cas trong té bao 293T sit dung Lipofectamine 2000™. Hinh v& nay thé hién

phan tram dot bién indel (chén x6a) tong s6 (% cua tong dot bién).

Fig. 4 thé hién dit liéu hidu qua chinh sita cia b gen HBG2 béng chuyén nhiém
ddng thoi ciia plasmid CRISPR-Cas va ssODN trong céc té bao 293T. Dt liéu nay 14y
tir cac két qua do INDEL cua HBG2 bdn ngay sau khi chuyén nhiém cta plasmid
CRISPR-Cas va ssODN trong té bao 293T st dung Lipofectamine 2000™.

Fig. 5 thé hién dit liéu hiéu qua chinh sita ciia bd gen HBG2 bang cich chuyén
nhidm ddng thoi plasmid CRISPR-Cas va ssODN trong céc té bao K562. Dit ligu nay
14y tir céc két qua do INDEL cua HBG2 bbn ngay sau khi chuyén nhiém cta plasmid
CRISPR-Cas va ssODN trong té bao K562 stt dung xung dién Lonza 4D.

Fig. 6 thé hién dir liéu hiéu qua chinh stta cia by gen HBG2 sau khi tai nap cua
ribonucleoprotein (RNP) va ssODN trong cac té bao K562 bing xung dién. Dit liéu
nay thu dugc tur két qua do INDEL cua HBG2 bdn ngay sau khi tai nap ctia ssODN va
CRISPR-Cas/sgARN RNP trong té bao K562 sir dung xung dién.

Fig. 7A-7C thé hién dit liéu hidu qua chinh stra cia gen HBG2 sau khi tai nap va
RNP va ssODN trong céac té bao CD34+ mau ngoai vi sau huy dong (mPBSC) bang
xung dién. D@ liéu nay thu dugc tu két qua do INDEL ciia ADN bd gen 5 ngay sau
cam ung biét hoa hdng ciu, sau d6 1a tai nap ssODN va CRISPR-Cas/sgARN RNP
trong mPBSC bang xung dién. Fig. 7A va 7B la ban dd trinh tu Sanger va Fig. 7C 1a
két qua ty 16 INDEL sau khi phén tich bing phin mém.
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Fig. 8 thé hién dit liéu phién md mARN y-globin sau khi chinh stra gen cua cac
té bao CD34+ mau ngoai vi sau huy dong (mPBSC). Dit li¢u nay thu duoc tir két qua
do qRT-PCR cia mARN 18 ngay sau khi cam mg sy biét hoa hdng cau, sau d6 1a su
tai nap ctia ssODN va CRISPR-Cas/sgARN RNP trong mPBSC bang xung dién. Mitc
d6 biéu hién GAPDH duoc thiét 14p 1am tham chiéu ndi tai cho sy biéu hién mARN
y-globin trong hinh v€, va su biéu hién mARN y-globin dugc chudn héa bang su biéu

hién mARN y-globin trong cac té bao ma khong can chinh stra 1am tham chiéu, n=3.

Fig. 9 thé hién dit liéu biéu hién HbF sau khi chinh stra gen cla céc té bao
CD34+ mau ngoai vi sau huy dong (mPBSC). Dit liéu nay thu dugc tur két qua do
HPLC cia hemoglobin sau 18 ngay sau khi cam Gmg su bi€t hoa hdng céau, sau d6 1a
su tai nap ctia ssODN va CRISPR-Cas/sgARN RNP trong mPBSC bang xung dién. Su
biéu hién HbF trong hinh v& la phan trim ctia HbF trong hemoglobin tbng sb.

M6 ta chi tiét sang ché

Pé tao diéu kién hiéu 5 vé sang ché hién tai, sang ché hién tai s& dugc mo ta
toan dién hon véi su tham chiéu dén céc hinh v& lién quan. Cac phuong 4n uu tién cta
sang ché duoc thé hién trong hinh v&, nhung séng ché ¢6 thé duoc thé hién & nhiéu
dang khéac nhau va khong giéi han ¢ do. Nguoc lai, muc dich cta viéc dua ra cac

phuong 4n nay 1a dé hiéu rd va toan dién sang ché hién tai.

Trir khi trudmg hgp khac duoc néu rd, tAt ca cac thuat ngit k§ thuat va khoa hoc
dugc st dung & ddy c6 cung nghia nhu dugc hiéu chung b&i ngudi co hiéu biét trung
binh trong linh vuc ndy. Céc thuat ngit duoc st dung ¢ déy trong phin md ta ciia sang
ché hién tai chi nhim muc dich md ta cac phuong an cu thé va khéng nhim muc dich
gidi han sang ché hién tai. Nhu duoc st dung & ddy, thuat nglt "va/hodc" bao gf‘)m bat

k¥ va tat ca cac két hop ctia mdt hodc nhiéu céc yéu td duoc liét ké két hop.
Vat liéu tho duoc st dung trong cac vi du sau déu c6 san trén thi truong.

Séang ché dé xuit bang cach st dung cong nghé chinh sira gen (nhu cdng nghé

chinh stra gen qua trung gian CRISPR-Cas), két hop vé6i soi don oligonucleotit
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(ssODN) duoc thiét ké boi séng ché, thuc hién chinh stra gen hiéu qua trén céc té bao
gbe va té bao tién than véi kha ning biét hoa erythroid nhu té bao gbc tao mau CD34+.
bot bién duoc tao ra trong trinh ty khoi dau cta gen HBG1 va HBG2 (dugc dat trong
nhidm sic thé ngudi 11) md hoa y-globin ngudi, va cdu tric trinh tu
NTG-N(7-8)-WGATAR hogc NAG-N(7-8)-WGATAR dugc tao nhén tao trén mach c6
nghia hodc mach dbi nghia cua trinh ty khoi dau (Fig. 1). Trinh ty 6 vai tro nhu trinh
tu tang cudng va 6 thé tuyén chon c6 yéu t6 kich hoat nhu GATA1 va TALL dé khoi

dAu su biéu hién y-globin sau khi cdc té bao dich dugc biét héa thanh té bao hong cau.

GATA-1 13 yéu t5 didu bién phién ma ma duoc bicu hién dic hi¢u va cao trong
hé théng hdng cau va déng vai trd quan trong trong quy trinh biét héa hong cau. Cac
gen ma dugc biéu hién dic biét cao trong té bao hdng cau, nhu a- va B-globin va
enzym sinh tbng hop hem, dugc kich hoat truc tiép bang phién ma GATA-1. La mot
yéu t6 phién ma, GATA-1 gin két chon loc véi yéu t6 trinh tu WGATAR trén ADN
cht nhi®m sic (trong d6 W 1a T hodc A, R 1a A hodc G, va ¢ thé cling dugc thé hién
bing T/A(GATA)A/G; trinh tu bd sung dbi nghia 12 YTATCW, trong d6 Y 1a T hogc C,
va c6 thé ciing dugc thé hién 1 T/C(TATC)T/A). C6 thé thdy ring “bd sung ddi nghta”
duge st dung & day dé chi “su bd sung nguge” da biét trong linh vuc nay. Vi du,
nhiéu vi tri GATA ciing dugc phat hién trong ving khéi dong ctia gen f-globin nguoi.
Déng chu y, khong phai tAt ca cac gen chira trinh tu GATA déu dugc kich hoat béi
GATA-1. Piéu ndy la do trinh ty GATA dugc phan bd rOng rdi trong b gen va thuong
hoat ddng véi nhu ciu hinh thanh mot dang nhét dinh ctia hdn hop trinh tu (hdn hop
yéu td) v6i trinh tu ngugc dong va xudi dong (véu td cis). Vi du, c6 cac yéu t6 diéu
bién cis nhu CACCC hoiic hop GC gin véi trinh ty GATA, ma thudng tuyén chon
GATA-1 dé gn két cing véi yéu t6 phién ma EKLF. Vi dy, c6 yéu t6 hdp E
(CAGNTG, trong d6 N 12 bazo bét ki) hodc yéu tot nira hop E (NTG) gin trinh tu
GATA ma tuyén chon GATA-1 dé gin két cing voi sy kién phién ma TALI. Céc
nghién ctru ChIP-seq vé céc vi tri gén két cia GATA-1 va TAL1 & mirc d6 bo gen da
thé hién ring khoang ba phin tu céc vi tri ddng lién két GATA-1/TAL1 ¢4 trinh tu déu
din ro rang, thuong cé mot nira yéu t6 hop E (NTG) 1a 7-8 bazo ndm phia trude

(upstream) ctia trinh ty WGATAR, ma c6 thé duoc th8 hién bang
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NTG-N(7-8)-WGATAR. Cac thir nghiém d thé hién rang trinh tu ny 1a yéu td GATA
kich hoat ma khéi dau mot s6 su biéu hién gen trong té bao hf”)ng cau. Vi du, trinh tu
tang cudng +58 trong intron BCL11A chia trinh tu CTG-N(7)-TGATAA va sy pha vo
modun GATA trong trinh tir nay co thé din dén giam dang ké su biéu hién BCL11A

trong hong cau.

C4c trinh tu ctia 1400 bazo nim phia true (upstream) vi tri khéi diu phién ma
cua gen HBG1 va HBG2 co6 do tuong ddng réat cao va dugc coi 1a ving khoi dong. Tac
gia sang ché da phat hién ra tir cac nghién ctru 12 viing khoi dong cia chinh y-globin
chira nhiéu trinh ty GATA (hodc TATC) va luong 16n trinh ty TG, nhung y-globin kho
duoc biéu hién & té bao hdng cau trudong thanh. Téc gia cia sang ché da phat hién ra
thong qua cac nghién ctru siu rang GATA (hodc TATC) va céc trinh tu TG cia trinh tur
kh&i dau gen gen y-globin khong tao ra yéu t6 GATA hoat dong hiéu qua ¢ vi tri va
huéng (nhu TG-N (7-8) -WGATAR), va do d6 khong thé tuyén chon yéu 6 kich hoat
phién m3 nhu GATA-1/TAL1 ma duoc biéu hién cao trong té bao hong cau trudong
thanh @& gin két (ddng gan két) voi ving khéi dong cua gen y-globin, nén y-globin bi

cam va kho duoc biéu hién trong té bao hdng ciu trudng thanh.

Thong qua cac nghién clru sau, tac gia cla sang ché da phat hién ra rang c6 vai
vi trf & cac viing khoi dong ctia HBG1 va HBG2, ma trinh tu cia mach cé nghia hodc
mach dbi nghia ctia n6 ¢o thé tao ra cAu trac trinh tu ctia NTG-N(7-8)-WGATAR hodc
NAG-N(7-8)-WGATAR béng céch thay ddi (nhu thay thé, x6a, chén, v.v.) vai bazo.
Tac gia cla sang ché xem xét ring c6 kha niang chinh stra mot ty 1¢ nhit dinh ctia bo
gen thanh cAu trtc trinh tu du kién néu hé théng chinh stra gen dugc su dung dé cét
cac vi tri tao ra DSB, béng cach bd sung mdi ADN nhén (nhu oligonucleotit sgi don
ssODN) dé dan duong t6i cac vi tri cho vigc sua chita HDR. Cudi clng, ving khéi
dong gen y-globin, ¢ thé hoat ddng nhu trinh ty ting cudng 8 tuyén chon yéu tb kich
hoat phién mad dugc biéu hién cao trong té bao hé)ng ciu truong thanh nhu
GATA-1/TAL1, v.v. dé gan két (ddng gin két) v6i ving khoi dong cua gen y-globin do
viéc tao ra trinh tw nhu NTG-N(7-8)-WGATAR hoéc NAG-N(7-8)-WGATAR, nho d6

khéi dAu sy biéu hién cao ctia y-globin trong té bao hdng cau trudong thanh.

10
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Chinh stra gen c6 thé duoc chia thanh hai loai theo muc dich. Mt loai la pha huy
trinh tu hodc cAu trac cta vi tri dich, ma duogc goi 1a loai bo (knock out). Muc dich caa
loai kia 1a dua vao dot biét trinh tu cu thé & vi tr dich, ma dugc goi 1a dua vao (knock
in). P& dua vao dot bién c6 trinh tw cu thé, phuong phap chung nhat 1a dua vao moi
nhan ADN & cing mot thoi diém, va céc té bao co thé st dung co ché tai to hop tuong
déng dé thay thé trinh tu trong mdi trong bd gen dé dat duoc viéc dua vao. Mbdi ADN
cho HDR c6 thé 1a ADN plasmid, ADN soi déi dugc dudi thing, va ADN phan phdi
AAV, hodc oligonucleotit s¢i don (ssODN). ssODN dugc st dung ngay cang nhiéu
trong chinh stra gen, vi n6 c6 hiéu qua cao va d& tdng hop, dic biét thich hop dé chinh

stra gen trong céc té bao nudi cdy trong Ong nghiém.

Céu triic ssODN chita nhanh twong dong 5°, trinh tu thé, va nhanh trong dong 3°.
Nhanh twong df?)ng 1a céc trinh tu ma tuong ddi v6i ving ADN bén canh vi tri dich du
dinh chinh sira va duge st dung dé dinh vi vi tri dich trén nhiém séc thé. Trinh tu
tuong dong cia nhénh twong ddng 5’ va nhanh twong ddng 3’ trén nhiém sic thé
thuong khong lién tuc trong vi tri, véi mot khoang trbng nht dinh giita ching, ching
han nhu doan dém gém 1-20 nucleotit va cac trinh ty dém nay la muc tiéu (trinh tu
chinh stta du kién) ctia qua trinh chinh stra gen, tirc 1a trinh tu mong mudn dugc thay
thé bang chinh stra gen. “Trinh tu thé” giita ddu cudi 3’ clia nhénh twong dong 5° va
d3u cudi 5° cia nhanh twong dong 3’ trén ssODN la két qua mong mudn cua viée
chinh stra gen. C6 kha nang thuc hién stra chita tai td hop trong ddng trong khi cam
ung viéc chinh stra gen bing viéc bd sung ssODN trong khi thuc hién chinh stra gen.
Két qua cla viéc sta chira 13, trinh tu chinh stra du dinh trong bd gen té bao duge stra
chita thanh trinh tu thé. Chiéu dai cta trinh tu thé trong ssODN ¢6 thé dugc rut ngén
hon so véi cla trinh tu chinh stta du dinh, trong d6, trudng hop ma két qua viéc chinh
stra gen 1a xda va/hodc thé clia trinh tu chinh stra du dinh trong bd gen géc. Chiéu dai
cla trinh tu thé trong ssODN ¢6 thé 1a 0 bazo, trong do, trudng hop ma trinh tu chinh
stra du dinh trong bd gen dugc xda. Chidu dai cta trinh tu thé trong ssODN ¢ thé dai
hon so vé&i cta trinh tu chinh stra du dinh, trong d6, trudng hop ma két qua cda chinh

stra gen la trinh tyr ma duoc thay thé va/hodc chén trinh tu.

11
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Sang ché thich hop cho hé théng chinh sira gen trung gian bdi cac nucleaza vi tri
cu thé nhu “CRISPR-Cas”, TALEN va ZFN. “CRISPR-Cas” 1a cong ngh¢ chinh sura
gen, bao gdm nhung khong gii han & bao gbm nhung khong gidi han & cic hé théng
CRISPR-Cas duoc thiét ké nhan tao hodc tu nhién khac nhau, ching han nhu hé thong
CRISPR-Cas9, hé théng CRISPR-Casl2, wv.v. Nguyén tic hoat dong cua
CRISPR-Cas9 1a crARN (ARN c6 ngudn gbc tir CRISPR) két hop vdi tracrARN
(ARN kich hoat chuyén hoa) thong qua ghép ndi co s& dé tao thanh phtc hop
tractARN/crARN, dan dudng protein nucleaza Cas9 dé phan cat ADN soi doi tai cac
vi tri dich trinh tu dugc ghép cip véi crARN. Vai tro cua tractRNA va crRNA c6 thé
ciing duge thé béi sgARN tbng hop nhan tao v4i nguyén tic dan duong. Khi st dung
hé CRISPR-Cas khéc, cin thiét dé thiét ké sgARN hodc crARN tuong dong. Khi sir
dung hé théng nhu TALEN hodc ZFN, nucleaza TALEN hodac ZFN tuwong ddng can

duoc thiét ké theo vi tri chinh stra dugc boc 19 trong sang ché nay.
Vi du thue hién sang ché

Vi du 1: Sang loc hé ssODN va CRISPR-Cas dé dua vao yéu to GATA kich hoat
trong trinh tu khoi d4u gen y-globin

Bing cach phan tich trinh tu (SEQ ID NO: 1 va SEQ ID NO: 2) trong khoang
1,4 kb nam phia truéc (upstream) cta vi tri khoi d4u phién ma cua HBG1 va HBG2,
tac gia phat hién ra réng céc trinh tu cua nhiéu doan thda min réng viéc tao cAu trac
trinh tur ciia NTG-N(7-8)-WGATAR hoic NAG-N(7-8)-WGATAR bang cach thay d6i
vai bazo nhu thay thé, x6a, chén, v.v. Béng cach phén tich liéu co trinh tw NGG (PAM
duoc nhan dang bdi spCas9) ¢ gan bazo dot bién dich trong cdc doan nay hay khong
va liéu vi tri phén cit 1a & trén dich cta trinh tu dich dugc chinh stra hay khong, ndm
ving hudng dich Umg vién 0 nhiéu kha ning dat dugc hiéu qua chinh stra gen nhét
(Fig. 2A dén 2E). Theo khoang cach tir vi trf khéi dau phién ma, ching la: Ving 1,
gifra -92 dén -66 ca trinh tw khéi dau HBG1 va HBG2 (Fig. 2A); Vung 2, gitra -129
dén -98 cta trinh tw khéi ddu HBG1 va HBG2 (Fig. 2B); Ving 3, gifta -175 va -153
cta trinh tu khéi ddu HBG1 va HBG2 (Fig. 2C); Ving 4, gifta -192 va -160 cia
HBGI1 va gen HBG2 (Fig. 2D); Vung 5, gitta -428 dén -406 ctia gen HBG1 va -432

12
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dén -410 cta gen HBG2 (Fig. 2E).

Theo dac diém trinh tu clia ndm vung Ung vién va vi tri phén cat du doan cta hé
théng chinh stta gen CRISPR-Cas9, céc loai dich dot bién thich hop trong mdi ving
thu dugc bang cich phan tich, nhu duoc thé hién trong bang 1 (SEQ ID NO: 3 dén
SEQ ID NO: 31). Gach chan ¢ ddy chi bazo ma cin duge thay thé, ma no 1a két qua
mong mudn sau khi chinh stra gen. Trong sang ché nay, chidu dai cta bazo thé 12 0-6

bazo, va hiéu qua dat dugc 1a x6a, thay thé, chén, hodc Kkét hop x06a, thay thé va chén.

Bang 1: Trinh ty loai dai cta trinh ty khoi diu HBG1 va HBG?2 va céc trinh tu

thu duoc sau khi chinh stra

SEQ ID Sd Vi tri dich va trinh ty dugc chinh stua (5° -37)
SEQ 1D
NOS3 Vung 1, loai dai TTGACCAATAGTCTTAGAGTATCCAGT
O:
SEQ D .
NOM Dot bien 01 TTGACCAATAGTGATAGAGTATCCAGT
O:
SEQ 1D )
NO Dot bien 02 TTGACCAATAGAGATAGAGTATCCAGT
5
SEQ 1D )
06 Dot bien 03 TTGACCAATAAGATAGAGTATCCAGT
NO:
SEQ 1D .
NOT Dot bien 04 TTGACCAATATGATAGAGTATCCAGT
SEQ D
NO Vung 2, loai dai CAGCCTTGCCTTGACCAATAGCCTTGACAAGG
8
SEQ ID i
o Dot bién 05 CAGCCTTGCCTTGACAGATAGCCTTGACAAGG
NO:9
SEQ ID .
NO:10 Dot bien_06 CAGCCTTGCCTTGACTGATAGCCTTGACAAGG
1
SEQ 1D )
NOLT Dot bieén 07 CAGCCTTGCCTTGAGAGATAGCCTTGACAAGG

13
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SEQ ID )
o bot bien 08 CAGCCTTGCCTTGAGTGATAGCCTTGACAAGG
NO:12
SEQ D .
o Dot bien_09 CAGCCTTGCCTTGAAAGATAGCCTTGACAAGG
NO:13
SEQ 1D )
NOL Dot bién 10 CAGCCTTGCCTTGAATGATAGCCTTGACAAGG
0:14
SEQ ID )
NO Dot bién 11 CAGCCTTGCCTTGATAGATAGCCTTGACAAGG
15
SEQ D .
NOM16 Dot bien 12 CAGCCTTGCCTTGATTGATAGCCTTGACAAGG
SEQ D )
NOM1T Dot bien 13 CAGCCTTGCCTTGATAAATAGCCTTGACAAGG
SEQ D .
NO18 Dot bien_14 CAGCCTTGCCTTGATAAAATAGCCTTGACAAGG
1
SEQ D )
NO:L9 Dot bién_15 CAGCCTTGCCTTGATAATAGCCTTGACAAGG
1
SEQ 1D )
Dot bien_16 CAGCCTTGCCTTGATAGCCTTGACAAGG
NO:20
SEQ 1D ]
Dot bien_17 CAGCCTTGCCTTGATAAGG
NO:21
SEQ 1D )
Dot bieén 18 CAGCCTTGCCTTGATAAAGG
NO:22
SEQ D
Vung 3, loai dai TATCTGTCTGAAACGGTCCCTGG
NO:23
SEQ D )
Dot bién 19 TATCTGTCTGAAACGGTAGATAACCCTGG
NO:24 I
SEQ D
NOSS Vung 4, loai dai CACTATCTCAATGCAAATATCTGTCTGAAACGG
2
SEQ D

NO:26

Dot bién_20

CACTATCTCAATGCAACAGAAACGG

14
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SEQ D

Ving 5, loai dai TCCCTGAACTTTTCAAAAATTGG
NO:27
SEQ D )

Dot bien 21 TCCCTGAACTTTTCAGATAATTGG
NO:28
SEQ D )

Dot bien 22 TCCCTGAACTTTTCAGATAAATTGG
NO:29
SEQ D )

Dot bién_23 TCCCTGAACTTTTCAGATAAAATTGG
NO:30
SEQ D )
NOSI Dot bién 24 TCCCTGAACTTTTCAGATAGAATTGG

Dé phan cit soi kép ADN gin v6i vi tri chinh stra cta cac vung dugc thé hién

trong bang 1 dé tao ra DSB, hé théng spCas9 CRISPR-Cas c6 hi¢u qué phan cit cao

hon (c6 ngudn gdc tir Streptococcus pyogenes) dugc chon trong sang ché dé phan tich

céc vi tri dich v6i hiéu quéa phan cat cao hon. Vi tri_1 dén vi tri_8 dugc lya chon lam

c4c vi tri dich tmg vién. Vi tri dich tuong ddng ctia trinh ty ADN va trinh ty PAM
(NGG) duge thé hién trong bang 2 (SEQ ID NO: 32 dén SEQ ID NO: 39).

Bang 2: Cac vi tri dich duge x4c nhin boi sgARN trén trinh tu khoi d4u HBG1

va HBG2
Vi tri nhan biét sgARN va PAM
SEQ ID Vi tri Soi ADN
(5'-3)
ACTGGATACTCTAAGACTAT ,
SEQID NO:32 | vitri_1 mach doi nghia
TGG
CTTGTCAAGGCTATTGGTCA ,
SEQ ID NO:33 | vitri_2 mach doi nghia
AGG
GTTTGCCTTGTCAAGGCTAT .
SEQID NO:34 | vitri 3 mach doi nghia
TGG
TGGTCAAGTTTGCCTTGTCA ,
SEQIDNO:35 |vitri 4 mach doi nghia
AGG
SEQID NO:36 | vitri 5 CTTGACCAATAGCCTTGACA mach c6 nghia

15
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AGG

TATCTGTCTGAAACGGTCCC
SEQ ID NO:37 | vitri_6 G mach c6 nghia
TGG

ATGCAAATATCTGTCTGAAA
SEQ IDNO:38 | vitri_7 oG mach c6 nghia
G

TCCCTGAACTTTTCAAAAAT
SEQ IDNO:39 | vitri 8 GG mach c6 nghia

Theo loai dot bién du dinh duge thé hién trong bang 1, va mach ADN (mach c6
nghia hoac mach d6i nghia) dugc x4c nhan boi sgARN trong bang 2, ssODN tuong
ddng duge thiét k& dé dan dudmg viéc chinh stra va stra chita gen (Bang 3, SEQ ID NO:
40 dén SEQ ID NO: 65). Trong sang ché, cAu tric ssODN bao gbm nhénh tuong ddng
5. trinh tw thé va nhanh twong ddng 3°. Trinh tw GATA hogc TATC trong trinh tu
NTG-N(7-8)-WGATAR, trinh tu NAG-N(7-8)-WGATAR, hogc trinh tu bd sung
nguoc chiéu trong d@)ng clia nd cia cau tric ssODN c¢6 thé duge dit & vi tri bat ky
trén ssODN, bao gdm trinh tu thé, nhanh tvong doéng 5°, nhanh tuong dong 37, chd
tiép gidp cua nhanh tuong ddng 5’ va trinh tu thé, va chd tiép gidp cta nhanh tuong
ddng 3’ va trinh tu thé. Nhéanh twong dong trén ca hai bén ciia ssODN ¢6 thé d6i xtmg
hoic khong dbi xtmg (40 dai & ca hai bén 1a khic nhau). ssODN vGi nhanh tuong
dbng d6i xtimg duge st dung thdng nhat cho céc thit nghiém theo sang ché dé thuan
tién cho viéc so sanh hé thdng. Chiéu dai cia nhénh tuong ddng & ca ai phia cua
ssODN 14 20 dén 300 nt. ssODN vé6i nhanh tuong dong xép xi 40 nt trén ca hai phia
dugc st dung dé minh hoa cac vi du cua sang ché dé thuan tién cho viéc so sanh hé
théng. ssODN c6 thé 1a mach c6 nghia hodc mach d6i nghia ctia ving ADN dugc
chinh stra (trinh tu nhanh tuong ddng gibng v6i mach c6 nghia hodc mach d6i nghia
tuong Ung). Trong sang ché nay, mach ADN c6 cing mdt vi tri nhén biét sgARN duge
Iwa chon théng nhét ssODN 1am trinh tw mdi ssODN. Ngoai trr trinh tu ctia nhdnh
tuong déng trén ca hai phia, bazo thé cta trinh tu ctia ssODN ¢6 th1a0,1,2,3,4,5
hodc 6 bazo, va hiéu qua dat dugc la xda, thay thé, chén, hoic két hop x0da, thay thé,
va chén. Hiéu qua dat dugc co thé thay ddi nhidu hon 1 bazo trén bd gen, nhu xo6a

hodc thay thé 1-20 bazo. Trong céc trinh tw dugc thé hién trong bang 3 (SEQ ID NO:
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40 dén SEQ ID NO: 65), bazo gach chén 1a cdc nhanh tuong ddng trén ca hai phia véi

chidu dai khoang 40 nt, bazo khong gach chan gitra nhdnh tuong ddng 1a bazo thay thé,

trong d6 ssODN_16 c6 0 bazo thay thé giita nhanh twong ddng trén ca hai phia. Ba

nucleotit thit nhit & ca hai ddu cudi ctia ssODN dugc cai bién bang phosphorothioat dé

ting cuong do dn dinh cua ssODN va cai thién hoat tinh ctia né trong chinh stra gen.

Bang 3: Trinh trr ssODN va sb gARN khép

SEQ Ving c6 kha

ssODN Trinh tu ssODN (5'- 3') ning ap
D dung
SEQ CCTAGCCAGCCGCCGGCCCCTGGCCTCACT
ID ssSODN_1 | GGATACTCTATCACTATTGGTCAAGTTTGC | Ving 1
NO:40 CTTGTCAAGGCTATTGGTCAAGGC
SEQ CCTAGCCAGCCGCCGGCCCCTGGCCTCACT
ID ssODN_2 | GGATACTCTATCTCTATTGGTCAAGTTTGC | Ving 1
NO:41 CTTGTCAAGGCTATTGGTCAAGGC
SEQ CCTAGCCAGCCGCCGGCCCCTGGCCTCACT
D ssODN_3 | GGATACTCTATCTTATTGGTCAAGTTTGCC | Ving 1
NO:42 TTGTCAAGGCTATTGGTCAAGGC
SEQ CCTAGCCAGCCGCCGGCCCCTGGCCTCACT
D ssODN_4 | GGATACTCTATCATATTGGTCAAGTTTGCC | Ving 1
NO:43 TTGTCAAGGCTATTGGTCAAGGC
SEQ CTCTAAGACTATTGGTCAAGTTTGCCTTGT
ID ssSODN 5 | CAAGGCTATCTGTCAAGGCAAGGCTGGCC | Vung 2
NO:44 AACCCATGGGTGGAGTTTAGCCA
SEQ CTCTAAGACTATTGGTCAAGTTTGCCTTGT
ID ssODN_6 | CAAGGCTATCAGTCAAGGCAAGGCTGGCC | Ving 2
NO:45 AACCCATGGGTGGAGTTTAGCCA
SEQ CTCTAAGACTATTGGTCAAGTTTGCCTTGT

ssODN _7 Vung 2
ID CAAGGCTATCTCTCAAGGCAAGGCTGGCC
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NO:46 AACCCATGGGTGGAGTTTAGCCA

SEQ CTCTAAGACTATTGGTCAAGTTTGCCITGT

D ssODN_8 | CAAGGCTATCACTCAAGGCAAGGCTGGCC | Ving 2

NO#T AACCCATGGGTGGAGTTTAGCCA

SEQ CTCTAAGACTATTGGTCAAGTTTGCCTTGT

D ssODN 9 | CAAGGCTATCTTTCAAGGCAAGGCTGGCC | Ving 2

NO:48 AACCCATGGGTGGAGTTTAGCCA

SEQ CTCTAAGACTATTGGTCAAGTTTGCCTTGT

D SODN_L | A AGGCTATCATICAAGGCAAGGCTGGCC | Ving 2

NO:49 ’ AACCCATGGGTGGAGTTTAGCCA

SEQ CTCTAAGACTATTGGTCAAGTTTGCCTTGT

D SODN_L | A AGGCTATCTATCAAGGCAAGGCTGGCC | Ving 2

NO:50 ! AACCCATGGGTGGAGTTTAGCCA

SEQ CTCTAAGACTATTGGTCAAGTTTGCCTTGT

D SSODN_L | )\ AGGCTATCAATCAAGGCAAGGCTGGCC | Ving 2

NO:51 ? AACCCATGGGTGGAGTTTAGCCA

SEQ CTCTAAGACTATTGGTCAAGTTTGCCTTGT

D SODN_L |\ AGGCTATTTATCAAGGCAAGGCTGGCC | Ving 2

NO:52 ’ AACCCATGGGTGGAGTTTAGCCA

SEQ CTCTAAGACTATTGGTCAAGTTTGCCTTGT

ID SOPN_L |\ AGGCTATTTTATCAAGGCAAGGCTGGC | Ving 2

NO:53 * CAACCCATGGGTGGAGTTTAGCCA

SEQ CTCTAAGACTATTGGTCAAGTTTGCCTTGT

ID SODN_L | ) AGGCTATTATCAAGGCAAGGCTGGCCA | Ving 2

NO:54 ’ ACCCATGGGTGGAGTTTAGCCA
CTCTAAGACTATTGGTCAAGTTTGCCTTGT

SFQ ssODN 1 | CAAGGCTA

;?0‘55 6 TCAAGGCAAGGCTGGCCAACCCATGGGTG Ving 2

GAGTTTAGCCA
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SEQ CCTCACTGGATACTCTAAGACTATTGGTCA

ID SODN AGTTTGCCTTATCAAGGCAAGGCTGGCCA | Vung 2
NO:56 ’ ACCCATGGGTGGAGTTTAGCCA

SEQ CCTCACTGGATACTCTAAGACTATTGGTCA

D SODNLL AGTTTGCCTTTATCAAGGCAAGGCTGGCCA | Vung 2
NO:57 ’ ACCCATGGGTGGAGTTTAGCCA

SEQ TGGCTAAACTCCACCCATGGGTTGGCCAG

D SSODNLL CCTTGCCTTGATAAGGCAAACTTGACCAAT | Ving 2
NO:58 ’ AGTCTTAGAGTATCCAGTGAGG

SEQ TGGCTAAACTCCACCCATGGGTTGGCCAG

ID SSODN.2 CCTTGCCTTGATAAAGGCAAACTTGACCA | Vung 2
NO:59 ’ ATAGTCTTAGAGTATCCAGTGAGG

SEQ TCCCCACACTATCTCAATGCAAATATCTGT

ID SSODN.2 CTGAAACGGTAGATAACCCTGGCTAAACT | Ving 3
NO:60 : CCACCCATGGGTTGGCCAGCCTTGCCT

SEQ TATCCTCTTGGGGGCCCCTTCCCCACACTA

ID SSODN2 TCTCAATGCAACAGAAACGGTCCCTGGCT | Vung 4
NO:61 ? AAACTCCACCCATGGGTTGGCCAGC

SEQ CCTATGCCTAAAACACATTTCACAATCCCT

ID SSODR2 GAACTTTTCAGATAATTGGTACATGCTTITA | Ving 5
NO:62 i ACTTTAAACTACAGGCCTCACTG

SEQ CCTATGCCTAAAACACATTTCACAATCCCT

ID SSODN.2 GAACTTTTCAGATAAATTGGTACATGCTTT | Vung 5
NO:63 * AACTTTAAACTACAGGCCTCACTG

SEQ CCTATGCCTAAAACACATTTCACAATCCCT

ID SSODN.2 GAACTTTTCAGATAAAATTGGTACATGCTT | Vung 5
NO:64 ’ TAACTTTAAACTACAGGCCTCACTG

SEQ CCTATGCCTAAAACACATITCACAATCCCT

D SSODN.2 GAACTTTTCAGATAGAATTGGTACATGCTT | Vung 5

NO:65

TAACTTTAAACTACAGGCCTCACTG
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Vecto sgARN-spCas9 (PX459, pSpCas9(BB)-2A-Puro) duoc st dung dé biéu
hién sgARN tuong tng v6i vi tri dich trong bang 2. Vecto biéu hién protein spCas9 va
¢6 thé bidu hién sgARN véi chidu dai 100 nt. Dau cudi 5° cia sgARN 1a trinh tu dan
duodng 20 nt, va céi sau la trinh ty xuong séng sgARN chung cta 80 nt (SEQ ID NO:
66,
GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCA
ACUUGAAAAA GUGGCACCGAGUCGGUGCUUUU). Phuong phép tach dong
sgARN la: tdng hop oligo trinh tur soi din dudong tuong Gng (gidng nhu trinh ty vi tri
dich 20nt trong bang 2) cia sgARN va oligo soi bd sung (cacc dugc bd sung vao dau
5° ciia trinh tu soi dan duong, néu nuclotit thi nhit & dau 5° cta soi dan dudng khong
phai 1a guanin G, sau d6 caccG dugc bd sung vao dau 5° clia soi dan duong; cace dugc
bd sung vao dau 5° ctia s¢i bd sung; néu G dugc bd sung vao dau 5° cua soi dan duong,
sau d6 C duge bd sung vao dau 3’cla soi bd sung dé cap doi bd sung). Hai oligo dugc
tron voi lugng bé‘mg nhau, dugc xur ly bién dang nhiét va u & 95°C, va sau d6 dugc lai
(ligate vao vecto PX459 duoc c4t bang enzym gi6i han Bbs I. Su thanh cong tach
dong dugc x4c dinh béng PCR khuén lac va giai trinh tu Sanger. PCR dugc thuc hién
bang cach st dung SEQ ID NO: 67 (5-3’: GGACTATCATATGCTTACCGTAAC) va
SEQ ID NO: 68 (5°-3’: GGCGGGCCATTTACCGTAAG) lam mdi. Sau khi tach dong
thanh cong, thu dugc 8 plasmid, biéu hién sgARNs tir SEQ ID NO: 69 dén SEQ ID
NO: 76 tuong ung (bang 4).

Bang 4: sgARN dugc biéu hién bang vecto PX459

20/63

SEQ :
D sgARN | Trinh t sgARN 5°- 37)
ACUGGAUACUCUAAGACUAU
IS]SQ sgARN- GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUA
1 GUCCGUUAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGU
NO:69 GCUUUU
SEQ sgARN- | CUUGUCAAGGCUAUUGGUCA
D 2 GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUA
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NO:70 GUCCGUUAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGU

GCUUUU

GUUUGCCUUGUCAAGGCUAU
SFQ sgARN- GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUA
b 3 GUCCGUUAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGU
NO:71 GCUUTU

UGGUCAAGUUUGCCUUGUCA
SFQ sgARN- GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUA
D 4 GUCCGUUAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGU
NO:72 GCUUUU

CUUGACCAAUAGCCUUGACA
SFQ sgARN- GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUA
D 5 GUCCGUUAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGU
NO:73 GCUUUU

UAUCUGUCUGAAACGGUCCC
SFQ sgARN- GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUA
P 6 GUCCGUUAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGU
NO:74 GCUUUU

AUGCAAAUAUCUGUCUGAAA
SFQ sgARN- GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUA
D 7 GUCCGUUAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGU
NO:75 GCUUUU

UCCCUGAACUUUUCAAAAAU
SEQ sgARN- GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUA
D g GUCCGUUAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGU
NO:76 GCUUUU

8 plasmid bidu hién dugc chuyén nhiém vao céc té bao 293T va phuong phap
nay dugc dé cap dén 1a phuong phép cua kit Lipofectamine 2000™. Céc té bao da
chuyén nhiém duge nudi cdy trong 4 ngay, va cac t& bao duoc thu thap dé chiét ADN

bd gen. SEQ ID NO: 77 va SEQ ID NO: 78, va SEQ ID NO: 79 va SEQ ID NO: 78
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duoc st dung lan luot dé khuéch dai cac manh cta gen khai dau HBG1 va HBG2
bang phuong phap PCR ding enzym trung thuc cao KOD Plus. San pham PCR thu
duoc dugce tinh ché va giai trinh ty st dung SEQ ID NO: 77 va SEQ ID NO: 79. Céac
tép thu duoc tur két qua giai trinh ty duge phén tich béng phé‘m mém synthego vé hiéu
qua chinh stra gen. Nhu dugc thé hién trong Fig. 3, ngoai trir sgARN-8 v6i hi€u qua
chinh stra twong dbi thép (khoang 20%), hiéu qua dot bién (indel) tong thé v& chinh
stra trong cac nhom khac khoang 40-50%.

Bang 5: PCR va mdi trinh tur Sanger

Vi trf nhan biét sgARN va PAM (5°-

SEQ ID Vi tri
3%)
TACTGCGCTGAAACTGTGGCT
SEQ ID NO:77 | HBG1_F T

SEQ ID NO:78 | HBG1/2 R | CTTCCCAGGGTTTCTCCTCCAG
TGCACTGAAACTGTTGCTTTAT
AGGA

SEQ ID NO:79 | HBG2_F

Vi du 2: Ddng chuyén nhiém cua ssODN va vecto sgARN-spCas9 vao cac té bao
293T @@ chinh stra gen

Tam vecto sgARN-spCas9 dugce ddng chuyén nhiém véi ssODN thich hop vao
t& bao 293T dé kiém tra liéu viéc bd sung ssSODN ¢6 thé cam tng su chinh stta gen dé
tao ra loai dot bién du dinh hay khong (xay ra sira chita HDR). Theo vi tri ctia diém
phan cit sgARN, 8 vecto sgARN-spCas9 dugce két hop theo phuong phép két hop
sgARN + ssODN duoc thé hién trong bang 6 dé tao ra 30 hon hop tuong (mg. St dung
chit phan tmg Lipofectamine 2000™, bd sung ssODN trong khi chuyén nhiém
plasmid, va ssODN va plasmid dugc phan phéi vao té bao cung nhau. Té bao di dugc
chuyén nhiém dugc nudi ciy trong 4 ngay, va thu thap cac té bao dé chiét ADN b gen.
Vi hiéu qua chinh stra gen cia HBG1 va HBG2 tuong quan gan nhu duong, va hiéu
qua chinh stra gen cia HBG2 ludn cao hon mdt chit so v6i cua HBG1 (Fig. 3), chi

hiéu qua chinh stra gen ctia bd gen HBG2 da dugc lua chon dé so sanh trong cac thir
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nghiém tiép theo. Manh cua gen khoi diu HBG?2 dugc khuéch dai bing PCR, tinh ché
va giai trinh ty theo phuwong phap duge mo ta trong vi du 1. Két qua giai trinh tu duge
phén tich bing phin mém synthego d6i v6i hidu qua chinh stra gen, thé hién rang viéc
bd sung ssODN va ddng chuyén nhiém véi vecto sgARN-spCas9 ¢6 thé cai thién hidu
qua chinh stra va hau hét cac nhém gay ra khoang 10-20% chinh sira gen dé tao ra loai

dot bién du dinh & cing thoi diém (Fig. 4).

Bang 6: DPong chuyén nhiém hén hop ctia ssODN véi vecto sgARN-spCas9

Hon hop Phttc chuyén nhiém | Hon hop Phttc chuyén nhiém

Hon hop 1 sgARN-1 + |Hénhop 16 | sgARN-2 +
ssODN 1 ssODN_16

Hon hop 2 sgARN-1 + | Hon hop 17 sgARN-2 +
ssODN_2 ssODN_17

Hon hop 3 sgARN-1 + | HOnhop 18 | sgARN-2 +
ssODN 3 ssODN 18

Hon hop 4 sgARN-1 +|Honhop 19 | sgARN-3 +
ssODN 4 ssODN_17

Hon hop 5 sgARN-2 + | Hon hop 20 sgARN-3 +
ssODN_5 ssODN 18

Hon hop 6 sgARN-2 + | Hon hop 21 sgARN-4 +
ssODN 6 ssODN 17

Hon hop 7 sgARN-2 + | Hon hop 22 sgARN-4 +
ssODN 7 ssODN 18

Hon hop 8 sgARN-2 +|HOénhop23 | sgARN-5 +
ssODN_8 ssODN_19

Hon hop 9 sgARN-2 + | Hon hop 24 sgARN-5 +
ssODN 9 ssODN_20

Hénhop 10 | sgARN-2 +|HOnhop 25 | sgARN-6 +
ssODN 10 ssODN 21

Hon hop 11 | sgARN-2 + | Hon hop 26 sgARN-7 +
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ssODN 11 ssODN 22
Honhop 12 | sgARN-2 +|HOnhop 27 | sgARN-8
ssODN 12 ssODN 23
Hdn hop 13 | sgARN-2 + | HOn hop 28 | sgARN-8
ssODN 13 ssODN 24
Hon hop 14 | sgARN-2 + | Hon hop 29 sgARN-8
ssODN 14 ssODN 25
Honhop 15 | sgARN-2 +|Hdnhop30 | sgARN-8
ssODN 15 ssODN 26

24/63

Vidu 3: Pong chuyén nhiém ctia ssODN va vecto sgARN-spCas9 vao cac té bao
K562 bing xung dién dé chinh stra gen

Chuyén nhiém plasmid vao té bao huyén phu st dung liposom (hat m&) (vi du,
chat phan tmg Lipofectamine 2000™) tuong dbi kém hiéu qua, va chuyén nhiém té
bao huyén phu 1a dua vao bing xung dién. Vai két hop ctia sgARN va ssODN trong vi
du 2 dugc liy dé dua vao té bao K562 bang may dién di lonza-4D, véi quy trinh
chuyén nhidm té bao K562 ma da dugc tich hop san. Céc té bao chuyén nhidém dugc
nudi cly trong 4 ngdy va cac té bao duogc thu thap dé chiét ADN bd gen. Manh gen
trinh tw khéi ddu HBG2 duge khuéch dai bing PCR dé giai trinh tur. Két qua giai trinh
tu dugc phan tich bing phan mém synthego vé hiéu qué chinh stra gen, thé hién rang
xung dién hon hop sgARN-1, sgARN-2, sgARN-5 va ssODN trong K562 ¢c6 thé dat
duoc hiéu qua chinh sira gen cao hon (Fig. 5), ma cao hon mét chut so v6i trong té
bao 293T. Va loai dot bién du dinh duge cam Gng boi xung dién cta ssODN va vecto

sgARN-spCas9 cling cao hon mdt chit so v6i trong té bao 293T.

Vi du 4: Pdng chuyén nhiém cua ssODN va protein spCas9/sgARN RNP vao

céc t& bao K562 bang xung dién dé chinh stra gen hiéu qua

So v&i hé CRISPR-Cas bidu hién plasmid, s phan phdi ciia hé CRISPR-Cas &
dang ribonucleoprotein (RNP) da duoc cai thién dé c6 hiéu qua cao trong chinh stra

gen va khong dé @ cam tng co ché gay chét t& bao theo chuong trinh (apoptosis).
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Protein spCas9 thuong mai va sgARN-1, sgARN-2, va sgARN-5 tdng hop héa hoc
dugc str dung (céc trinh tu gibng véi cac sgARN tuong tng trong bang 4, voi dau cudi
duoc cai bién hoa hoc) dé u va dong goéi RNP-1, RNP-2 va RNP-5 trong bng nghiém,
twong tmg. RNP da dugc phéan phdi két hop véi vai ssODN vao trong té bao K562
bing xung dién. Céc té bao dugc chuyén nhiém dugc nudi cdy trong 4 ngdy, va cac té
bao duge thu thap dé chiét AND bo gen. Manh gen trinh ty khoi du HBG2 da duge
khuéch dai bing PCR d& thyc hién giai trinh tu. K&t qua giai trinh tu duoc phén tich
bing phan mém synthego dbi v6i hiéu qua chinh sta gen, thé hién ring (Fig. 6) so v6i
su két hop khong bd sung ssODN, viéc bd sung ssODN khi cam tng RNP trong K562
bang xung dién da cai thién dang ké toan bd hiéu qua chinh sira gen khoéang hai lan
(Fig. 6). Trong khi d6, tai nap ssODN va RNP bang xung dién co thé cam tmg ty 1¢
chinh stta gen cao hon dé tao ra loai dot bién dy dinh (Fig. 6).

Vi du 5: Dua ssODN va protein spCas9/sgARN RNP vao té bao géc/té bao tién
thin tao mau ngudi bang xung dién dé chinh stra gen hiéu qua va ting dang ké biéu

hién HBG

Sau khi hdi lai, té bao duwong CD34 ngudi co ngudn gbc tir mau ngoai vi da huy
dong (mPBSC) dugc nudi cdy trong hai ngay trong mdi truong mé rong khong huyét
thanh StemSpan (SFEM) lam giau v6i cdc xytokin cia con ngudi (mdi SCF, TPO,
FIt3L, 100 ng/ml). ssODN va spCas9/sgARN RNP dugc phan phat vao trong mPBSC
bang chuong trinh EO-100 duge xdy dung trong may xung dién lonza-4D. Sau khi
xung dién, cac té bao dugc nudi cdy trong SFEM dugc lam giau véi cae xytokin nguoi
(mdi SCF/TPO/FIt3L, 100 ng/ml) trong mdt ngay, va cam ing @2 biét hoa té bao hong
cau trong ba giai doan. Giai doan thu nhét: nudi cy trong méi trudng IMDM chira
phu gia nhu EPO, SCF, huyét thanh AB nguoi, insulin, transferin, heparin, IL-3,
hydrocortison, v.v trong 7 ngay. Vao ngay thir nam cua qué trinh biét hoa duoc cam
tmg, 14y 2 x 10° té bao ra @ chiét ADN bd gen, va sau 46 manh trinh tu khoi dau
HBG?2 da duoc khuéch dai bing PCR va gt di giai trinh tw Sanger. Tuong tu v6i cac
két qua trong té bao K562, tai nap cua ssODN va spCas9/sgARN RNP bang xung dién
trong mPBSC dan dén viéc chinh stra gen hiéu qua, véi chinh stta bo gen dan dén 30%
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loai dot bién du dinh (Fig. 7A-7C).

Céc té bao mPBSC duoc xung dién va cic té bao mPBSC khong dugc xtr 1y (dbi
chimg, NC) dugc cam (mg trong 7 ngdy & giai doan biét hoa dau tién, va sau d6 dugc
nudi cdy trong mdi trudng IMDM chira phu gia nhu EPO, SCF, huyét thanh AB ngudi,
insulin, transferin, va heparin, v.v. trong 4 ngay, va cudi cung duoc nudi ciy trong mbi
trudong IMDM chita phu gia nhu EPO, huyét thanh AB ngui, insulin, transferin, va
heparin, v.v. trong 7 ngdy. Sau 18 ngay cam Ung biét hoa, ca mPBSCs dugc xung dién
va mPBSC khong dugc xur ly dd dugc quan sit mau do sam sau khi ly tAm, ma da
chira luong 16n té bao hdng cau, chi ra rang mPBSC da chuyén nhiém bang xung dién

c6 thé biét héa thanh hdng cau binh thudng.

Gan cubi quéd trinh cam Ung biét hoa, mot s6 t& bao duoc léy dé tach chiét
mARN va mtc do biéu hién ctia HBG mARN dugc phat hién bsi PCR dinh luong
thoi gian thuc trong phién ma ngugc (RT-qPCR). So vé6i té bao khong chuyén nhiém
(NC), dong chuyén nhiém ctia RNP-2 v6i ssODN_6, ssODN_13, ssODN 14,
ssODN 15 va ssODN_17 déu tang muc do biéu hién HBG mARN (Fig. 8), va viéc
tang HBG mARN c6 thé hon 3-lan.

Hé théng phat hién Alc hemoglobin dugc glycosylat hoa (VARIANT II TURBO
HbAlc kit-2.0) dugc st dung dé phét hién hemoglobin cta t& bao hdng cu duge biét
hoa tir té bao gbc tao mau v6i xung dién tai nap trong nhom RNP-2 bdi HPLC. Cac
két qua da thé hién rang, so Vi cac té bao khong c6 chinh stra gen, cac té bao da dugc
bd sung ssODN dé chinh sira gen c6 muc tang dang ké vé ham luong huyét sic tb thai
nhi (HbF), tir 27% dén 36%, ma c6 diéu bién tang hon hai lan so véi nhém d6i chimg
1a 13,3% (Fig. 9).

Céac két qua ctia cdc phuong an trén thé hién rang sang ché cung cap phuong
phap chinh stra gen dé ting cuong su biéu hién gen y-globin khac v6i cac phuong
phép hién c6. ssODN da boc 1§ trong sang ché dé chinh stra gen y-globin ¢6 thé dan
duong tu tao thanh dot bién du dinh & vi tri dinh trudc trong ving khoi dong cta gen
HBG1 va HBG?2 sau khi chinh sira, nho do tao ra yéu td GATA kich hoat (vi du, trinh
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tur NTG-N(7-8)-WGATAR hogc trinh ty NAG-N(7-8)-WGATAR). Yéu td nay dong
vai tro diéu bién tich cuc sau khi biét hoa té bao h@)ng cAu tir cac té bao dd duogc chinh
stra gen, nhu té bao géc tao mau, kich hoat hodc lam ting dang ké su biéu hién gen
y-globin. Do do, sang ché c6 gia tri img dung tiém nang trong liéu phap gen cho bénh

B-hemoglobin.

Céc tinh ning k¥ thuat clia cac phuong dn duge mo ta ¢ trén co thé duoc két hop
ngau nhién. Khong phai tht ca cac két hop co thé c6 clia cac tinh ning k¥ thudt trong
cac phuong 4n & trén ddu duoc mod ta ngdn gon. Tuy nhién, mién 1a khong c6 mau
thudn trong su két hop cua céc tinh nang k¥ thudt nay, ching nén duoc coi 13 nim

trong pham vi md ta.

Céc phuong an duoc dé cap & trén chi dai dién cho mot sd phuong 4n cla sdng
ché hidn tai va cic mb ta ctia 16 1a cu thé va chi tiét, nhung khong nén duge hieu 1a
gidi han vé pham vi clia sdng ché hién tai. Can luu y ring d6i v6i nhitmg ngudi co hiéu
biét trung binh trong linh cuc nay, khong léch khoi khai niém clia sang ché, cic sira
ddi va cai tién cling c6 thé duoc thuc hién, tit ca déu thudc pham vi bao hd cla sang

ché. Do d6, pham vi bao ho cua sdng ché phai tun theo cac diém yéu cau bao ho.
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YEU CAU BAO HOQ
1. Phuong phép kich hoat su biéu hién gen y-globin, bao gdm cic thao tac sau: san
xuAt nhan tao trinh tu NTG-N(7-8)-WGATAR hodc NAG-N(7-8)-WGATAR trong
mach c6 nghia hodc mach d6i nghia ctia ving khéi dong clia gen y-globin bing cong
nghé chinh stra gen, tao ra yéu td tang cudng bao gdbm trinh tu
NTG-N(7-8)-WGATAR, trinh tw NAG-N(7-8)-WGATAR hoac trinh tu bd sung nguoc

chidu ctia n6 trong ving khai dong cua gen y-globin;

trong do trinh tu bd sung nguoc chiéu cia WGATAR 1a YTATCW, trong d6 W 1a T
hodac A, R 1a A hodc G, Y1a T hodc C, va N 12 A, G, ChodcT;

trong d6 phuong phap nay st dung ssODN bao gdm mot hoic nhiéu trinh tu dugc
chon tir nhém bao gdm SEQ ID NO: 4 dén SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9 dén SEQ
ID NO: 22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28 dén SEQ ID NO: 31,

va trinh tu bo sung ngugc chiéu clia no; va

trong d6 phuong phap ndy st dung mét hodc nhidu sgARN dugc chon tir nhém bao
gdm SEQ ID NO: 69-SEQ ID NO: 75.

2. Ché pham chinh stta gen ctia ving khoi dong gen y-globin, bao gdm ssODN va
sgARN, trong d6 ssODN bao gdm trinh ty NTG-N(7-8)-WGATAR,

trong do trinh tu bd sung nguge chiéu cia WGATAR 1a YTATCW, trong d6 W 1a T
hoiic A, R1a Ahodc G, Y1a Thodc C,vaNIa A, G, C hodc T;

trong do ssODN bao gbdm mdt hodc nhiéu trinh tu dugce chon tir nhém bao gdbm SEQ
ID NO: 4 d¢én SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9 dén SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24,
SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28 dén SEQ ID NO: 31, va trinh tu bd sung nguoc

chiéu ctia nd; va
trong d6 sgARN duoc chon tir nhom bao gém SEQ ID NO: 69-SEQ ID NO: 75

3. Ché phém theo diém 2, trong d6 ssODN la trinh tur duge chon tur SEQ ID NO: 40
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dén SEQ ID NO: 65, hogc trinh tur bd sung ngugc chiéu cia né.

4. Ché phém theo diém 2, trong d6 ssODN duoc cai bién héa hoc, trong do dau 5°

va/hodc 3’ 1a cac nucleotit dugc bién ddi phosphorothioat.

5. Ché phém theo diém 4, trong d6 chinh stra gen duoc thuc hién bé‘mg cach s dung

hé thdng chinh stta chinh stra CRISPR-Cas.

6. Ché phim theo diém 5, trong d6 hé théng chinh stta CRISPR-Cas 1a hé théng
CRISPR-Cas9 hoic hé théng CRISPR-Cas12 .

7. Ché phim theo diém 5, trong d6 hé thong chinh stra CRISPR-Cas la phie

ribonucleoprotein cAu tao tir ARN din dudng va protein Cas.

8. Ché pham theo diém 5, trong d6 hé théng chinh stta CRISPR-Cas la phac ARN cAu
tao tir ARN ma hoa protein Cas va gARN.

9. Ché phém theo diém 5, trong d6 hé thong chinh sia CRISPR-Cas 1a plasmid bidu
hién protein Cas va gARN.

10. Ché phém theo diém 4, trong d6 sgARN dugc téng hop héa hoc hodc dugc phién

ma trong dng nghiém.
11. Kit kich hoat gen y-globin, bao gbm:
(1) ché phaim theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 5 dén 10; va

(2) it nhit mot trong sd vecto biéu hién protein Cas9 hodc vecto biéu hién protein
Cas12, protein Cas9 hodc protein Casl2, va mARN tuong tmg véi protein Cas9 hodc

protein Casl2.

12. Té bao gbc tao mau thu dugc bang cach chuyén ché pham theo diém bt ky trong

s cac diém tir 2 dén 10 vao té bao gde tao mau bang phuong phap xung dién.

29
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Trinh tir khgi dau Tnnh m i;hm éau

Nhiém sic thé 11 cua nguoi |
vi tri gen gama globin ™ L __=°% /7

Chinh sira gen

+ssODN

Tao trinh ty ting cwong ¢
dic hidu hong ciu (yéu
t6 GATA kich hoat)

CHTILG - N(7-8) - TI,GATAA. .

Fig. 1

HBG1/HBGZ  GC:
Trinh t khéi dau gen(G

sgARN-1

Logidai  TTGACCAATAGTCTTAGAGTATCCAGT

TAQAGTATCCAGT
y AGTATCCAGT
 AGATAQAGTATCCAGT

?z'ﬁ%cém& TGATAGAGTATCCAGT

Potbiénl |TT¢ I TAC '
Dét bién 2
Pt bién 3
Ditbién4

Fig. 2A
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Logidai  CAGCCTTGCCTTGACCAATAGCCTTGACAAGE

Bt hlen s
Bat lnen i
Bot blen 7
Bat b-léﬂ 8
Bot blen G O
Bgt bwn 10 € T16ETT
Bctblen 11 C%SCQ"'~= Yy
Bét bidn 12 CAGCATT

Bﬂtl}ien 13 ;Z';; A CTTGCCTCATAARTAGCUT TRAL
Pt blen 14 CACLCT
Bt blen 15 54
Bt blen 161 :”%Lz
Bot I}!EB 17 Cace
Bot bién 18 CANLET

CTAAACTCCA

HBGI/HBG2  CAATGCAANTATCTGTCTGAAACGGTCCCT
TAGACAGACTTTGCCAGGCACCEATT TGAGGT

Trinh ty khét dau gen GTTACGT

Loai dai TATCTGTCTGAAACGGT CCCTGG

potbién 19 TatcTefCTd
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sgARN-7
192 - 160

HBG1/HBG2 (‘Z"i‘?&;&“ﬁ% ACTATCTCAATGCAAATATCTC

TETGAAACGG
Trinh te khéi d3u gen GAAGGGCIGTCATACGAGTT

ACAGACTTTGLX ;&f- E&Q{Z{Aﬂf’f

Loai dai CACTATCTCAATGCAAATATCTGTCTGAAANCGG

Dit bidn 20 CCT AAACGG

, %»{M%ﬁ cad

~406/410

Trinh tor khoi B gen T TTTOTOTAMCTCTTAGGOACTTCAMAGTTTTTAACCATETACGAAA

Loai dai TCCCTGAACTTTTCAAA AATIGG

Pot bién 21
Dot bién 22
Dot bién 23
Dot bién 24

Fig. 2E

AACTTTIC m&%ﬁ??ﬁi?fif ATGCTIT
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Danh muc trinh tu
<110> GUANGZHOU REFORGENE MEDICINE CO. , LTD.

<120> PHUONG PHAP KICH HOAT SU BIEU HIEN GEN y -GLOBIN, CHE
PHAM CHINH SUA GEN, KIT KICH HOAT GEN vy -GLOBIN VA TE BAO GOC
TAO MAU

<130> 2020
<160> 79

<170> PatentlIn version 3.3

<210>1
<211> 1500
<212> ADN
<213> Nguoi

<400> 1

tetttetgge cttttageca tetgtatcaa tgageagata taagcetttac acaggatcat 60
gaaggatgaa agaatttcac caatattata ataatttcaa tcaacctgat agettagggg 120
ataaactaat ttgaagatac agcttgectc cgataageca gaattccaga gcttctggea 180
ttataatcta gcaaggttag agatcatgga tcactttcag agaaaaacaa aaacaaacta 240
accaaaagca aaacagaacc aaaaaaccac cataaatact tcctacectg ttaatggtcc 300
aatatgtcag aaacagcact gtgttagaaa taaagetgic taaagtacac taatattcga 360
gttataatag tgtgtggact attagtcaat aaaaacaacc cttgectett tagagttgtt 420
ttccatgtac acgcacatct tatgtcttag agtaagattc cctgagaagt gaacctagca 480
tttatacaag ataattaatt ctaatccaca gtacctgeca aagaacattc taccatcate 540
tttactgagc atagaagagc tacgccaaaa ceetgggtea tcagecagea cacacactta 600

tccagtggta aatacacatc atctggtgta tacatacata cctgaatatg gaatcaaata 660
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tttttctaag atgaaacagt catgatttat ttcaaatagg tacggataag tagatatiga 720
ggtaagcatt aggtcttata ttatgtaaca ctaatctatt actgegetga aactgtgget 780
ttatagaaat tgttttcact gcactattga gaaattaaga gataatggca aaagtcacaa 840
agagtatatt caaaaagaag tatagcactt tttccttaga aaccactgct aactgaaaga 900
gactaagatt tgtcccgtca aaaatcetgg acctatgect aaaacacatt tcacaatccc 960
tgaacttttc aaaaattggt acatgcttta getttaaact acaggectca ctggagctag 1020
agacaagaag gtaaaaaacg gctgacaaaa gaagtectgg tatcctctat gatgggagaa 1080
ggaaactage taaagggaag aataaattag agaaaaactg gaatgactga atcggaacaa 1140
ggcaaaggct ataaaaaaaa ttagceagtat cetettgggg geecctteee cacactatet 1200
caatgcaaat atctgtctga aacggtecct ggctaaacte cacccatggg tiggecagee 1260
ttgcettgac caatagectt gacaaggeaa acttgaccaa tagtettaga gtatccagtg 1320
aggceagggg ceggeggctg getagggatg aagaataaaa ggaageaccc ttcageagtt 1380
ccacacactc gettctggaa cgtctgaggt tatcaataag ctectagtec agacgecatg 1440
ggtcatttca cagaggagga caaggetact atcacaagee tgtggggeaa ggtgaatgtg 1500

<210>2
<211> 1500
<212> ADN
<213> Ngudi

<400> 2

atctttctgg tettttagee gectaacact ttgagcagat ataagcectta cacaggatta 60
tgaagtctga aaggattcea ccaatattat tataattcct atcaacctga taggttaggg 120
gaaggtagag ctctcctcea ataagecaga tttccagagt ttctgacgte ataatctace 180
aaggtcatgg atcgagttca gagaaaaaac aaaagcaaaa ccaaacctac caaaaaataa 240
aaatcccaaa gaaaaaataa agaaaaaaac agcatgaata cttcctgeca tgttaagtgg 300
ccaatatgtc agaaacagca ctgagttaca gataaagatg tctaaactac agtgacatcc 360
cagctgtcac agtgtgtgga ctattagtca ataaaacagt ccctgectet taagagttgt 420
tttccatgcea aatacatgtc ttatgtctta gaataagatt ccctaagaag tgaacctagc 480
atttatacaa gataattaat tctaatccat agtatctggt aaagagcatt ctaccatcat 540

ctttaccgag catagaagag ctacaccaaa accctgggtc atcagecage acatacactt 600
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atccagtgat aaatacacat catcgggtgc ctacatacat acctgaatat aaaaaaaata 660
cttttgetga gatgaaacag gegtgattta tttcaaatag gtacggataa gtagatattg 720
aagtaaggat tcagtcttat attatattac ataacattaa tctattectg cactgaaact 780
gttgctttat aggatttttc actacactaa tgagaactta agagataatg gectaaaace 840
acagagagta tattcaaaga taagtatagc acttcttatt tggaaaccaa tgcttactaa 900
atgagactaa gacgtgtccc atcaaaaatc ctggacctat gectaaaaca catttcacaa 960
tccctgaact titcaaaaat tggtacatge tttaacttta aactacagge ctcactggag 1020
ctacagacaa gaaggtgaaa aacggctgac aaaagaagic ctggtatctt ctatggtggg 1080
agaagaaaac tagctaaagg gaagaataaa ttagagaaaa attggaatga ctgaatcgga 1140
acaaggcaaa ggctataaaa aaaattaage agcagtatece tettggggge cectteecea 1200
cactatctca atgcaaatat ctgtctgaaa cggtecctgg ctaaacteca cecatgggtt 1260
ggccagectt gecttgacea atagecttga caaggcaaac ttgaccaata gtcttagagt 1320
atccagtgag gecaggggce ggeggetgge tagggatgaa gaataaaagg aagcaccett 1380
cagcagttce acacactcge ttetggaacg tetgaggtta tcaataaget cetagtecag 1440
acgccatggg tcatttcaca gaggaggaca aggcetactat cacaagectg tggggeaagg 1500

<210>3
<211>27
<212> ADN
<213> Nguoi

<400> 3
ttgaccaata gtcttagagt atccagt 27

<210> 4

<211>27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<400> 4
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ttgaccaata gtgatagagt atccagt

<210>5

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<400> 5

ttgaccaata gagatagagt atccagt

<210> 6

<211> 26

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<400> 6
ttgaccaata agatagagta tccagt

<210>7

<211> 26

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<400> 7
ttgaccaata tgatagagta tccagt

<210> 8
<211>32
<212> ADN

41/63
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27

26

26
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<213> Nguoi

<400> 8
cagccttgec ttgaccaata gecttgacaa gg

<210>9

<211> 32

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<400> 9
cagccttgec ttgacagata gecttgacaa gg

<210> 10

<211> 32

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<400> 10
cagccttgec ttgactgata gecttgacaa gg

<210> 11

<211>32

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<400> 11
cagccttgece ttgagagata gecttgacaa gg

42/63
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32

32
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<210> 12

<211>32

<212> ADN

<213> Trinh tu nhéan tao

<400> 12
cagccttgec ttgagtgata gecttgacaa gg

<210> 13

<211> 32

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<400> 13
cagccttgec ttgaaagata gecttgacaa gg

<210> 14

<211>32

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<400> 14
cagccttgec ttgaatgata gecttgacaa gg

<210> 15

<211> 32

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

32

32

32
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<400> 15
cagccttgec ttgatagata gectigacaa gg

<210> 16

<211> 32

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<400> 16

cagccttgec ttgattgata gecttgacaa gg

210> 17

211> 32

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<400> 17
cagccttgec ttgataaata gecttgacaa gg

<210> 18

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<400> 18

cagccttgece ttgataaaat agecttgaca agg

44/63
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<210> 19

<211>31

<212> ADN

<213> Trinh tu nhéan tao

<400> 19
cagccttgec ttgataatag cctigacaag g

<210> 20

<211> 28

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<400> 20
cagccttgee ttgatagect tgacaagg

<210>21

<211>19

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<400> 21
cagccttgece ttgataagg

<210> 22

<211>20

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

19

31

28

45/63
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<400> 22
cagccttgec ttgataaagg

<210> 23

<211> 23

<212> ADN

<213> Nguoi

<400> 23

tatctgtctg aaacggtcec tgg

<210> 24

<211> 29

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<400> 24
tatctgtctg aaacggtaga taaccctgg

<210> 25
<211> 33
<212> ADN
<213> Nguoi

<400> 25

cactatctca atgcaaatat ctgtctgaaa cgg

<210> 26
<211> 25

20

23

29

33

46/63
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<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<400> 26

cactatctca atgcaacaga aacgg 25

<210> 27

<211> 23

<212> ADN

<213> Nguoi

<400> 27

tccctgaact tttcaaaaat tgg 23

<210> 28

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<400> 28

tccctgaact tttcagataa ttgg 24

<210> 29

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<400> 29
tccctgaact tttcagataa attgg 25

10



<210> 30

<211> 26

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<400> 30
tccctgaact tttcagataa aattgg

<210> 31

<211> 26

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<400> 31
tccctgaact tttcagatag aatigg

<210> 32
211>23
<212> ADN
<213> Ngudi

<400> 32
actggatact ctaagactat tgg

<210> 33
<211>23
<212> ADN
<213> Nguoi

48158

26

26

23

11
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cttgtcaagg ctattggtca agg 23

<210> 34
<211> 23
<212> ADN
<213> Nguoi

<400> 34
gtttgeettg tcaaggcetat tgg 23

<210> 35
<211>23
<212> ADN
<213> Nguoi

<400> 35
tggtcaagtt tgccttgtca agg 23

<210> 36
<211>23
<212> ADN
<213> Nguoi

<400> 36
cttgaccaat agccttgaca agg 23

12



<210> 37
211> 23
<212> ADN
<213> Ngudi

<400> 37
tatctgtctg aaacggtecc tgg

<210> 38
<211>23
<212> ADN
<213> Nguoi

<400> 38
atgcaaatat ctgtctgaaa cgg

<210> 39
<211>23
<212> ADN
<213> Nguoi

<400> 39
tccctgaact tttcaaaaat tgg

<210> 40

<211> 84

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

48158

23

23

23

13
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<400> 40
cctagccage cgeeggececc tggecteact ggatactcta teactattgg tcaagtttgc
cttgtcaagg ctattggtca aggc 84

<210> 41

<211> 84

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<400> 41
cctagecage cgeeggececce tggecteact ggatactcta tctctattgg tcaagtttge
cttgtcaagg ctattggtca aggc 84

<210> 42

<211> 83

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<400> 42
cctagecage cgeeggecece tggecteact ggatactcta tcttattggt caagtttgec
ttgtcaaggce tattggtcaa ggc &3

<210>43

<211> 83

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<400> 43
cctagccage cgecggeecc tggeetcact ggatacteta tcatattggt caagtttgce

14

60

60

60

60
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ttgtcaaggc tattggtcaa gge &3

<210> 44

<211> 82

<212> ADN

<213> Trinh tu nhéan tao

<400> 44
ctctaagact attggtcaag tttgccttgt caaggctatc tgtcaaggea aggctggeca

acccatgggt ggagtttagc ca 82

<210> 45

<211> 82

<212> ADN

<213> Trinh tu nhéan tao

<400> 45
ctctaagact attggtcaag tttgccttgt caaggctatc agtcaaggea aggetggeca

acccatgggt ggagtttagc ca 82

<210> 46

<211> 82

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<400> 46

ctctaagact attggtcaag tttgecttgt caaggctate tctcaaggea aggctggeca
acccatgggt ggagtttage ca 82

15

60

60

60

52/63
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<210> 47

<211> 82

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<400> 47
ctctaagact attggtcaag tttgecttgt caaggctatce actcaaggea aggetggeca 60
acccatgggt ggagtttagc ca 82

<210> 48

<211> 82

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<400> 48
ctctaagact attggtcaag tttgecttgt caaggctate tttcaaggea aggcetggeea 60
acccatgggt ggagtttagc ca 82

<210> 49

<211> 82

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<400> 49

ctctaagact attggtcaag tttgecttgt caaggctate attcaaggea aggcetggeca 60
acccatgggt ggagtttagc ca 82

<210> 50

16
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<211> 82

<212> ADN

<213> Trinh tiw nhan tao

<400> 50

‘ctctaagact attggtcaag tttgecttgt caaggctate tatcaaggcea aggctggcca
acccatgggt ggagtttagc ca 82

<210> 51

<211> 82

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<400> 51

ctctaagact attggtcaag tttgecttgt caaggetatc aatcaaggea aggctggcca
acccatgggt ggagtttage ca 82
<210>52

<211> 82

<212> ADN

<213> Trinh tur nhan tao

<400> 52

ctctaagact attggtcaag tttgecttgt caaggctatt tatcaaggea aggctggcca
acccatgggt ggagtttagc ca 82

<210> 53

<211> 83

17

60

60

60
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<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<400> 53
ctctaagact attggtcaag tttgecttgt caaggctatt ttatcaagge aaggctggee 60
aacccatggg tggagtttag cca &3

<210> 54

<211> 81

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<400> 54
ctctaagact attggtcaag tttgecttgt caaggcetatt atcaaggcaa ggctggecaa 60
cccatgggtg gagtttagee a 81

<210> 55

<211>78

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<400> 55
ctctaagact attggtcaag tttgecttgt caaggcetatc aaggcaagge tggccaacce 60

atgggtggag tttagcca 78

<210> 56

<211> 81

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

18
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<400> 56
cctcactgga tactctaaga ctattggtca agtttgectt atcaaggcaa ggctggecaa 60

cccatgggtg gagtttagec a 81

<210> 57

<211> 82

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<400> 57
ccteactgga tactctaaga ctattggtca agtttgectt tatcaaggea aggetggeea 60

acccatgggt ggagtttage ca 82

<210> 58

<211> 81

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<400> 58
tggctaaact ccacccatgg gttggecage cttgecttga taaggeaaac ttgaccaata 60
gtcttagagt atccagtgag g 81

<210> 59

<211> 82

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<400> 59
tggctaaact ccacccatgg gttggecage cttgecttga taaaggcaaa cttgaccaat 60

19
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agtcttagag tatccagtga gg 82

<210> 60

<211> 86

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<400> 60

tccecacact atctcaatge aaatatctgt ctgaaacggt agataaccet ggetaaactc 60
cacccatggg ttggecagec ttgect 86

<210> 61

<211> 84

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<400> 61

tatcctcttg ggggeccctt cecccacacta tetcaatgea acagaaacgg tccctggeta 61
aactccaccc atgggttggc cage 84

<210> 62

<211> 83

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<400> 62

cctatgecta aaacacattt cacaatccet gaacttttca gataattggt acatgcttta 60

actttaaact acaggcctca ctg &3

20
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<210> 63

<211> 84

<212> ADN

<213> Trinh tu nhéan tao

<400> 63

cctatgecta aaacacattt cacaatccct gaacttttca gataaatigg tacatgettt 60
aactttaaac tacaggcctc actg 84

<210> 64

<211> &5

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<400> 64

cctatgccta aaacacattt cacaatcect gaacttttca gataaaattg gtacatgett 60
taactttaaa ctacaggcct cactg &5

<210> 65

<211> 85

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<400> 65

cctatgceta aaacacattt cacaatcect gaacttttca gatagaattg gtacatgett 60
taactttaaa ctacaggcct cactg &5

<210> 66

<211> 80

21
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<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<400> 66

guuuuagage uagaaauage aaguuaaaau aaggeuaguc cguuaucaac uugaaaaagu 60
ggcaccgagu cggugcuuuu 80
<210> 67

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<400> 67

ggactatcat atgcttaccg taac 24
<210> 68

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<400> 68

ggcgggccat ttaccgtaag 24
<210> 69

<211> 100

<212> ARN

<213> Trinh tu nhan tao

<400> 69

22
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acuggauacu cuaagacuau guuuuagage uagaaauage aaguuaaaau aaggeuaguc

cguuaucaac uugaaaaagu ggeaccgagu cggugeuuuu 100
<210>70

<211> 100

<212> ARN

<213> Trinh tu nhan tao

<400> 70

cuugucaagg cuauugguca guuuuagage uagaaauage aaguuaaaau aaggeuaguc
cguuaucaac lugaaaaagu ggcaccgagu cggugcuuuu 100
<210>71

<211> 100

<212> ARN

<213> Trinh ty nhan tao

<400> 71

guuugecuug ucaaggeuau guuuuagage uagaaauage aaguuaaaau aaggeuague
cguuaucaac Uugaaaaagu ggeaccgagu cggugcuuuu 100
<210> 72

<211>100

<212> ARN

<213> Trinh tu nhan tao

<400> 72

uggucaaguu ugecuuguca guulliagage uagaaauage aaguiaaaau aaggeuague

cguuaucaac uugaaaaagu ggeaccgagu cggugeuuuu 100
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<210> 73

<211> 100

<212> ARN

<213> Trinh tu nhan tao

<400> 73
cuugaccaau agccuugaca guuuuagage uagaaauage aaguuaaaau aaggeuaguce

cguuaucaac uugaaaaagu ggeaccgagu cggugeuuuu 100

<210> 74

<211> 100

<212> ARN

<213> Trinh tu nhan tao

<400> 74
uaucugucug aaacggucce guuuuagage uagaaauage aaguuaaaau aaggeuaguc

cguuaucaac uugaaaaagu ggeaccgagu cggugeuuuu 100

<210> 75

<211>100

<212> ARN

<213> Trinh tu nhan tao

<400> 75

augcaaauau cugucugaaa guuuuagage uagaaauage aaguuaaaau aaggeuaguc

cguuaucaac uugaaaaagu ggeaccgagu cggugeuuuu 100
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<210> 76

<211> 100

<212> ARN

<213> Trinh tu nhan tao

<400> 76
ucccugaacu uuucaaaaau guuuuagage uagaaauage aaguuaaaau aaggcuaguc 60

cguuaucaac uugaaaaagu ggeaccgagu cggugcuuuu 100

<210> 77
<211> 22
<212> ADN
<213> Nguoi

<400> 77
tactgcgcetg aaactgtgge tt 22

<210> 78
<211> 22
<212> ADN
<213> Nguoi

<400> 78

cttcccaggg tttetectee ag 22

<210>79
<211>26
<212> ADN

25
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<213> Nguoi

<400> 79
tgcactgaaa ctgttgcttt atagga 26

26





