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Linh vue ky thuit dwoe dé cap

Sang ché lién quan dén nhay vung ma hoa (nhay exon, Exon Skipping) tao
ra boi dan xut axit nucleic peptit v6i su thAm nhép té bao tdt va 4i luc manh véi
axit nucleic, va yéu cdu bao hd benefit of priority cho U.S. Provisional
Application No. 62/440,929, dugc dé trinh vao ngay 30 thiang 12 nim 2016, toan

b6 ndi dung duge tham chiéu va tich hgp vao tai liéu nay.

Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Oligonucleotit d& dugc sir dung cho cdc muc dich sinh hoc da dang bao
gdm e ché nguoc (antisense inhibition) biéu hién gen, PCR (phan Umg chudi
polymeraza), phan tich chan doan bang chip gen, v.v. Vi céc oligonucleotit tuong
tac voi1 axit nucleic bao gém ADN va ARN theo mét trinh tu cu thé, chung rat hitu
ich dé diéu chinh mét cach c6 thé du doan duge cac qua trinh sinh hoc lién quan
dén ADN hodc ARN trong té bao. Céc oligonucleotit c6 kha ning tham nhap té
bao tot ¢6 thé diéu chinh céc qué trinh sinh hoc nhu vay trong té bao theo mot
trinh tu ¢6 thé dy doan dugc.

Protein 1a muc tiéu ctia thuéc: Protein 1am trung gian cho c4c chirc ning té
bao da dang. S& khong c6 gi ddng ngac nhién khi thay rang hau hét cac loai thudce
hién duogc ban trén thi truong déu cho thay hoat tinh tri lidu thong qua cac chuic
ning diéu chinh cta protein. Vi du, aspirin thuéc chéng viém khong steroid c6 téc
dung tic ché cac enzyme goi la xyclooxygenaza dé chéng viém. Losartan gan két
v6i mot thu thé xuyén mang goi 13 thu thé angiotensin II cho hoat tinh ha huyét
ap clia no. Rosiglitazone hoat hoa c6 chon loc mét thu thé ndi bao goi la thu thé
dugc hoat hoa béi yéu td ting sinh vi thé peroxy y (Peroxisome proliferator-
activated receptor, PPARY) dé khoi goi hoat tinh chéng dai thao duong cia no.

Etanercept 1a mét protein tong hop gén két véi mot cytokine dugc goi 13 yéu tb
1



48536 21235
hoai tar khdiu - a (TNF-a), va vo hiéu hoa hoat tinh sinh hoc cia TNF-a cho hoat
tinh chéng thap khép cua né. Herceptin 1a mét khang thé don dong dé didu tri ung
thu va béng cach g'fm két mét cach chon loc véi erbB2 duoc biéu hién qua muc
trong mot s6 loai té bao ung thu va nhét dinh.

Tién ARN thong tin: Thong tin di truyén dugc mang trén ADN (axit 2-
deoxyriboza nucleic), dugc phién méi dé tao ra tién ARN thong tin (tién ARN
thong tin/pfe—messenger ribonucleic acid) trong nhan té bao. Tién ARN thong tin
ctia dong vat c6 v thuong bao gdm exon va intron, va exon va intron duoc gén
két v6i nhau. Exon va intron duoc dénh s nhu minh hoa trong Hinh 1A.

Viéc ghép tién ARN thong tin vao ARN théng tin: Trong nhan, tién ARN
thong tin duoc xir Iy thanh ARN théong tin sau khi x6a intron va thét cac exon
bang mot loat cac phan (mg phirc hop duoc goi chung 13 "cit ndi" nhu minh hoa
trong hinh 1B. [Ann. Rev. Biochem. 72(1), 291-336 (2003); Nature Rev. Mol.
Cell Biol. 6(5), 386-398 (2005); Nature Rev. Mol. Cell Biol. 15(2), 108-121
(2014)]

Qua trinh cét ndi dugc bat diu bang cach hinh thanh "phtic hop Splicesome
E" (nghia la phirc hop splicesome ban dau) giita tién mARN va céc nhan t6 dép
ang cit ndi. Trong "phirc hop Splicesome E", Ul gin két véi chd nbi ciia exon N
va intron N va U2AF3 gén két v6i chd nbi cua intron N va exon (N + 1). Nhu
vay, diém ndi cia exon/intron hodc intron/exon rat quan trong dbi vé6i sy hinh
thanh phirc hop splicesome ban dau. "Phtc hop Splicesome E" tién trién thanh
"phurc hop Splicesome A" khi tao phirc hgp thém vé1 U2. "Phuce hop Splicesome
A" sau d6 trai qua mot loat cac phan tng phirc hop dé x6a hoic tach intron dé ndi
- cac exon lan can.

Su cét bo chon loc va bién thé cit ndi (Alternative Splicing and Splice
Variant): T4t ca c4c exon cua tién ARN thong tin khéng phai luén luén duoc giit
lai dé tao thanh ARN théng tin "du do dai" trong qua trinh cit nbi. Mot sé exon
~ nhét dinh bi x6a hodc tach ra dé tao thanh cac ARN thong tin bién thé, tirc 1a "cac
bién thé cit ndi". Do do, tién ARN thong tin ¢é thé "duoc cit bo chon loc" dé tao

ra nhiéu bién thé cat noi.
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Su cit bo chon loc trong cac té bao dong vat c¢6 vl dugce bao cdo 14n diu
tién vao nim 1981 véi gen ma héa calcitonin. [Nature vol 290(5801), 63-65
(1981); Proc. Natl. Acad. Sci. USA vol 79(6), 1717-1721 (1982)]. Gen nay bao
g6m 6 exon va ARN théng tin calcitonin dugc thiét ké bang cach nhay Exon 5 va
exon 6. Trong khi d6, viéc nhay Exon 4 tao ra bién thé ARN théng tin ma hoa
peptit lién quan dén gen calcitonin (CGRP).

Viéc cét bo chon loc dudng nhu hoan toan phu thudc vao cac té bao va didu
kién ma céc té bao duoc tiép xtc. Do sy cit bo chon loc, nhiéu protein duoc thiét
ké tir mot gen duy nhét. Viéc cat bo chon loc cho phép dong vat tao ra nhiéu loai
protein hon cho kich thudc bd gen cta ching. O ngudi, 95% gen da exon (multi-
exonic genes) dugc udc tinh sé duoc cat ndi mot cach xen ka. [Nature Genetics
vol 40(12), 1413-1415 (2008)]

Céc bién thé cat ndi va cac chirc ning sinh hoc: Cac bién thé ct ndi duoc
tim théy mot cach ty nhién theo cach phu thudc vao loai hodc mé té bao, va ma
héa cac protein c6 cu hinh sinh hoc thudong khéc véi cAu hinh cua protein du do
dai.

Thu thé Androgen (AR) s& 1a mot vi du tdt vé cac gen mang lai nhiéu bién
thé cat ndi. [Int. J. Biol. Sci. vol 7(6), 815-822 (2011)]. AR tién ARN théng tin
nay bao gdbm 8 exon cdng véi 4 exon 4n (exon an - cryptic exon, duoc cung cip
dudi dang béng md trong so dd bén dudi). Cé it nhat bay bién thé cit ndi cta
ARN thong tin AR.

Bién thé 1 cua ARN thong tin AR duoc cau tao tir exon 1 dén exon 8 duoc
két ndi ndi tiép va ma hda protein AR du do dai nhu dugc minh hoa trong Hinh
2A. Trong trudng hop bién thé 3 cia ARN théng tin AR, exon 4 dén exon 8 dugc
tach ra (nghia 14 bi x6a). Do d6, bién thé 3 ctia ARN thong tin AR mé hoa protein
AR bi cét ngan (AR3) thiéu mién gin két phdi tir (ligand-binding domain; LBD)
c6 trong protein du d6 dai.

Protein AR du d6 dai tré nén hoat dong chirc nang khi hinh thanh phirc hop
v61 mot loai androgen nhu testosterone hoac dihydrotestosterone (DHT). Trong

khi d6, protein AR3 bi cit ngin hoat dong chic nang ngay ca khi khong cé
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androgen. Trong céc khéi u tuyén tién liét khang tri lidu cét bd androgen, protein
AR3 nay thuong duoc diéu chinh ting. Nhu vdy, sy hinh thanh noi sinh cua
protein bién thé AR3 c6 thé dugc thuc hién nhu mét qua trinh chon loc tu nhién
ddi v6i cac té bao ung thu tuyén tién 1iét dé tranh lidu phap cat bé androgen.

Yéu t6 kich thich giam oxy lo (HIF-1c) 12 mot tiéu don vi ciia mot yéu t6
phién ma dugc goi 14 yéu t6 kich thich giam oxy | (HIF-1) va dugc ma hda boi
gen HIFIA. HIF-1a dugc diéu chinh ting dé dap ung véi tinh trang thiéu oxy
(nghfa 12 mtc oxy thap) va do d6 c6 thé duoc coi 13 cam bién oxy ctia té bao.
[Proc. Natl. Acad. Sci. USA, vol 92, 5510-5514 (1995)] HIF-1a tao ra su phién
mi ctia hon 60 gen bao gdm Yéu t6 phat trién ndi mac mach (VEGF) va EPO.
HIF-1a thuc ddy su hinh thanh cdc mach méau méi thong qua VEGF. [Exp. Mol.
Med. vol 36, 1-12 (2004)]. Cac khéi u rén bi thiéu oxy do ngudn cung cAp méau
han ché, va diéu chinh ting HIF-1a dé sdng st trong tinh trang thiéu oxy.

Protein HIF-1a bao gém nhiéu mién khac nhau cho hoat tinh chuc nang cla
n6 nhu 1a mot chét kich hoat phién ma. N6 chtra mot métif clu tric dang X04n -
vong - xoan co ban (bHLH) va hai mién PAS. [for PAS domain, cf. Curr. Biol.
vol 7(11),R674-677 (1997); Eur. J. Biochem. vol 271(6), 1198-1208 (2004)] HIF-
la c6 mot mién giam phu thude oxy (ODD) déng vai trd nhu cam bién oXy va
duoc biét dén 1a rat quan trong dbi véi sy 6n dinh cua protein HIF-1a.

C6 it nhat sau bién thé cta protein HIF-1a duge ma héa bdi séu bién thé
cat ndi ARN théng tin HIF-1a nhu duoc minh hoa trong Hinh 2B. [Exp. Mol.
Med. vol 36, 1-12 (2004)]. ARN théng tin HIF-1a (HIF-10") du d6 dai 1a twong
tu nhu ARN théng tin HIF-1a. (HIF-1a"") dang tu nhién ngoai trir ba géc (UAG)
bo sung gitta exon 1 va exon 2 do cit bé chon loc. Exon 14 bi x6a hoic bi nhay
trong HIF-1a"%. HIF-107*¢ thiéu mién kich hoat ddu C (CAD). Ca HIF-1af* va
HIF-1073® dugc biét 1a déu kich hoat chét hoat héa VEGF khi bi thiéu oxy. Trong
khi do, HIF-1a7 (HIF-10Z) va HIF-10°!'¢ hoat dong nhu mot isoform am tinh troi
ctia HIF-1a. Trong ung thu vi, bién thé cit néi ARN théng tin HIF-10f" phan anh
giai doan tién trién ung thu va c6 lién quan dén tién luong x4u. [BMC Medicine

vol 8(44), 1-12 (2010)]
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Nhu duoc minh hoa boi cac thu thé androgen va protein HIF-1a, cic bién
thé cat ndi dong vai trd quan trong trong viéc tao ra sy da dang sinh ly cho mot
gen dOng vat c6 vu cho trudce. Thién nhién tao ra cac bién thé cit ndi mot cach tu
nhién dé duy tri ndi can bang ciing nhu dap g véi cac dong luc sinh ly.

Tdéng hop protein ribosome: Céc intron cua tién ARN thdng tin duge tach
enzyme dé tao ra ARN théng tin (axit ribonucleic thong tin), sau d6 dugc chuyén
dén noi chita dung dich bao twong. Trong dung dich bao tuong, mot phurc hop bo
may van hanh goi 1a ribosome gén két v6i ARN thong tin va thyc hién qua trinh
tong hop protéin khi quét céc thong tin di truyén duge ma hoa doc theo ARN
thong tin. [Biochemistry vol 41, 4503-4510 (2002); Cancer Res. vol 48, 2659-
2668 (1988)]

Codon: Trong qua trinh tong hop protein ribosome, mdi axit amin dugc ma
héa béi mot bd ba chudi ARN théng tin. Vi du: "AUG", "UUA", "CCC" va
"AGA" lan luot ma hoéa "methionine", "leucine", "proline" va "arginine". Cac bo
ba nhu vy goi la "codon". Gia du véi 4 don phan A, G, U va C cua ARN thong
tin c6 thé ¢6 64 (4 x 4 x 4 = 64) codon. Mot s6 codon twong tng véi tin hiéu
"dimg" tong hop protein ribosome. "UGA", "UAA" va "UAG" 13 céc codon cho
tin hiéu "dimg". Su tong hop protein ribosome chim dut khi bd méy ribosome
nhan ra mot codon "dung" khi n6 quét doc theo ARN thong tin.

Antisense Oligonucleotit (ASO): Mot oligonucleotit gin két voi ARN
théng tin hodc tién ARN thléng tin theo trinh tu riéng biét (nghia 1a bd sung) duoc
goi 1a "antisense oligonucleotit" (ASO). ASO gin két chit ch& véi ARN thong tin
c6 thé ngan chan su tong hop protein ribosome. Twong tu nhu vay, ASO gin két
chit ch& vé6i tién ARN théng tin c6 thé can thiép vao quy trinh ndi va tao ra cac
bién thé cét ndi ctia ARN théng tin.

Su trc ché cit ndi antisense: viéc cat ndi tién ARN thong tin bét dau sau khi
"phirc hop Splicesome E" (nghia la phtic hop E) dugc hinh thanh. Nhu dugc mo
ta dudi dang so d6 trong Hinh 3, céc protein SR (tirc 1a protein gidu serine
arginine) gén két véi cac "ving ting cuong cét nbi bén trong mdi exon" (ESE) va

hd tro tuyén dung U1 va U2AF? dé gan két voi "vi tri cat noi 57" va "vi tri cit noi
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3’", tuong Umg. [Biochem. Cell Biol. vol 77(4), 277-291 (1999); Curr. Opin. Cell
Biol. vol 13(3), 302-309 (2001)]

Vé nguyén tic, ASO c¢6 thé rc ché triét dé sy hinh thanh "phuc hop
Splicesome E" bang cach gin két voi mot ving tién ARN thong tin nhét dinh ma
rat quan trong d6i voi su hinh thanh phtic hop E. Sy hinh thanh phtc hop E bi trc
ché hodc bi chin néu ASO gén két chat ch& v&i "vi tri ¢t ndi 5°", "vi tri cat ndi
3’" hoac vung ESE.

Vi ARN thong tin ma héa protein theo trinh tu ciia nd, mot bién thé cit nbi
ARN thong tin ma héa mot protein khac véi protein dugc ma héa bdi ARN thong
tin "nguyén ban" hodc "du do dai". Do do, tc ché cit ndi antisense 12 mot lwra chon
diéu tri hiéu qua bang cach ma hoéa (cac) protein bién thé cho thdy cc dic tinh
sinh hoc khac véi cac protein dugc ma hoa boi ARN thdng tin "nguyén ban" hoac
"du do dai".

Dich khung gay ra béi su tic ché cét ndi Antisense: Mt phan ctia "trinh tu
ADN ma héa" (CDS) cho ARN thong tin HIF-1a & nguoi [Ma ARN thong tin
NCBI: NM 001530] dugc dua ra trong Hinh 4A lam vi du dé minh hoa cho "dich
chuyén khung" (nghia 1a ra khoi khung) gy ra bdi su e ché cit ndi antisense.
CDS (1a thanh mau vang) dugc hién thi bang codon va exon (1a miii tén mau xanh
14 cay). Can luu y rang T (trc 13 thymine) trong CDS nén duoc thay thé bang U
(ttrc 1a uraxil) trong ARN théng tin hodc tién ARN théng tin.

Néu exon 3 bi x6a do su e ché cit ndi antisense, thi dau 3' clia exon 2 duoc
gén két truc tiép véi dau 5' ctia exon 4. Sau do, diém ndi giira exon 2 va exon 4
doc "..-GAT-GCT-(G-TTT)-GAA-CTA-.." nhu dugc dua ra trong Hinh 4B
(xem so dd bén trai). Co bdn nucleotit gitta hai codon 14n cén ctia ARN thong tin
du do dai. Viéc x6a exon 3 dit cac codon bat dau tir exon 4 ra khéi khung. Do dé,
viée x6a exon 3 gay ra "dich chuyén khung" ctia cac codon.

Néu exon 3 va exon 4 bi x6a déng thdi boi su e ché cit ndi antisense, thi
dau 3' ciia exon 2 ndi v6i ddu 5' ciia exon 5. Khi d6, diém ndi gitra exon 2 va exon
51a".- GAT-GCT-(G-GC)-CTT-GTC-..." nhu dugc thiy trong Hinh 4B (xem

so do bén phai). Cé ba nucleotit giita hai codon 14n can ctia ARN thong tin du do
6
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dai. Viéc xba cung ltc exon 3 va exon 4 dat cac codon bat dau tir exon 5 trong
khung, ttc 1a khong co dich chuyén khung.

Su dich chuyén khung mang lai cic codon khéc véi cac codon "gbc" va
thuong tao ra codon két thiic sém (PTC), nhu duge minh hoa trong Hinh 4 cho
truong hop xo6a exon 3 trong ARN thong tin HIF-1a. Nhay exon gy ra chuyén
khung duoc dinh hudng dé tao ra mot doan protein b cit ngén & dau C do sy két
thiic sém cta qua trinh tong hop protein ribosome. M6t doan protein nhu vay co
thé cho thy céc dac tinh sinh ly khac véi protein "nguyén ban" hoac "du d¢ dai".
Do d6, su e ché cat ndi antisense c6 thé 1a mot lua chon diéu tri hiéu qua dbi véi
mot gen gay bénh.

Phét hién nhay Exon bing k¥ thuat Nested phuong phdp RT-PCR: Mot
ARN thong tin bién thé cét ndi (splice variant mARN) gdy ra boi ASO thuong
duoc phat hién bang PCR (phan tGng chudi polymeraza). Néu mot ASO gdy ra
nhay Exon 4 c6 do dai 150 bp nhu minh hoa trong Hinh 5A, thi c6 hai ARN théng
tin ¢6 thé duoc thiét ké tir tién ARN thong tin dich ciia ASO, tirc 13 ARN thong
tin ¢6 du do dai va ARN thong tiﬁ bién thé cit ndi thiéu exon 4. Trong truong hop
ASO gay ra nhay exon 4 hoan toan (nghia la 100%), cac té bao duoc xir ly bang
ASO chi mang lai san pham PCR nho hon san phdm PCR cta ARN théng tin ¢
du do dai 150 bp. Dai san phdam PCR do nhay Exon dugc ldy mau va chiu su sép
xép chudi dé x4c nhan rang dai san phdm PCR thuc sy dén tir bién thé cit ndi
ARN thong tin.

U'éc tinh nang suit nhay Exon bang phuong phap PCR: Trong céc tai liéu,
nang suat hodc hiéu qua nhay Exon thudng dugc wdc tinh bing cach so sanh
cuong do dai gel ciia san phdm PCR cho ARN thong tin bién thé cit nbi v6i cudong
d6 cho ARN théng tin du do dai. Udc tinh nhu vy c6 gia tri hau hét vé mat Iy
thuyét néu chi khi ARN théng tin dii do dai va bién thé cat ndi ARN théng tin c6
d6 6n dinh tuong duong trong cac té bao ciing nhu trong cac quy trinh xét nghiém
duoc ap dung dé phat hién PCR. Luu y ring su 6n dinh ctia ARN thong tin 13 két

qué tong thé ctia qua trinh tién trién qua mot ty nam, tuy nhién, khéng chic 1a cac
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bién thé cit néi ARN thong tin s€ cho théy su 6n dinh tuong ty nhu ARN thong
tin du do dai.

Tuong tu nhu vy, that cong bang khi gia dinh ring su lam giau twong doi
ctia ARN théng tin bién thé cét nbi va ARN thong tin du do dai c6 thé khac nhau
tiy thudc vao mdi PCR (PCR primers), diéu kién PCR va phuong phap phat hién
PCR. Gan diy, Phuong phap PCR dinh luong bang k¥ thuét sb (phuong phap
qPCR k¥ thuat sb) di duoc 4p dung dé uéc tinh ning sudt nhay Exon ctia ARN
thong tin dystrophin & chudt mdx duogc diéu tri bing ASO dystrophin cua
morpholino hoic 2'-OMe PTO (phosphorothioat). Ning sut nhay Exon do bang
phuong phap qPCR k§ thuat s6 khéc biét dang ké so v6i niang suit nhay do bang
céc phuong phap truyén thdng nhu phuong phap PCR dinh luong 16ng (qPCR
16ng - nested qPCR). [Lab. Investigation, vol 90, 1396-1402 (2010)]. Mot nghién
ctru qPCR k¥ thuét sé vé nhay exon & cac nguyén bao co va nguyén bao soi tir
ngudi bénh loan dudng co Duchenne (DMD) cho thiy rang phuong phap gPCR
k¥ thuét sb 14 lva chon déng tin cdy dé phat hién cac san phdm nhay Exon c6 do
nhay cao. [PLoS One 0162467, September 09 (2016)]

Mic du niang suit nhay Exon rd rang c¢6 xu hudng thay déi tuy thudc vao
phuong phap va diéu kién xét nghiém PCR, ning suat nhay Exon bing xét nghiém
PCR c6 thé can duogc xac nhan bd sung bang biéu hién protein hodc xét nghiém
- chirc nang cho gen dich. ‘

Phén hoi diéu chinh ting phién mi do EICiARN (Feedback Upregulation of
Transcription by EIciARN): Intron lariat duoc hinh thanh nhu mét san phdm phu
trong qua trinh cit néi tién ARN théng tin. Nhay Exon mang lai khong chi ARN
thong tin bién thé cit ndéi ma con ARN vong tron intron exon (EICiARN) nhu
minh hoa trong Hinh 5B, trong d6 exon 3 va exon 4 dugc tach ra dé tao ra lariat
gém intron, exon 3 va exon 4. Cac lariat ban dau duogc hinh thanh, tic 13, EICIARN
(1), c6 thé trai qua cit ndi thém dé tao ra mot lariat thir hai EIGIARN (2).

Nhiing lariat EICCARN d6 gitt lai trinh tu ctia vi tri cit nbi 5' (5' SS) cia
"exon 4" va c6 kha ning tuyén dung "U1 small nuclear ribonuclear protein (Ul

snRNP)". Ul snRNP sau d6 tuyén dung ARN polymeraza II, c6 thé diéu chinh
8
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tang qué trinh phién mé cia tién ARN théng tin. Su phién m3 ctia mot tién ARN
thong tin c6 thé ting néu EICiARN tich liy vuot qua ngudng trong nhan. Do do,
céc EICiARN thuong c6 thé hoat déng nhu méot bd didu chinh phan héi cia qué
trinh phién ma khi nhay Exon xay ra qua muc. [Nature Struct. Mol. Biol. vol
22(3), 256-264 (2015)]

Oligonucleotit khong tu nhién: oligonucleotit ADN hoiic ARN dé bi thoai
hoéa boi cac nucleaza (enzyme xtc tac phan huy cac nucleic acid-nguoéi dich) ndi
sinh, han ché 1oi ich tri liéu cua ching. Cho dén nay, mot 36 oligonucleotit khong
tu nhién (nghia la khong xuét hién mot cach tu nhién) da duge phat trién va nghién
ctru chuyén siu. [Clin. Exp. Pharmacol. Physiol. vol 33, 533-540 (2006)]. Nhiéuv
trong s6 chiing cho thay su 6n dinh trao d6i chit mé rong so véi ADN va ARN.
Trong Hinh 6A, 14 c4c cau tric héa hoc cho mét sb oligonucleotit khong tu nhién
dai dién. Nhiing oligonucleotit nay du doan s& gin két v6i mot axit nucleic bd
sung nhu ADN hodc ARN gan két.

Phosphorothioat Oligonucleotit (PTO): PTO la mdt chat twong tw ADN véi
mdt trong nhitng nguyén tir oxy phosphat tru ¢t dugc thay thé bang mét nguyén
ttr luu huynh trén mdi monome. Mot su thay dbi cau trac nhd nhu vay da lam cho
PTO chéng lai su thoai hoa béi cac nucleaza mdot cach tuong ddi. [dnn. Rev.
Biochem. vol 54, 367-402 (1985)]

Phan anh su tuong dé)ng vé cAu tric cia tru cot gitta PTO va ADN, ca hai
déu xam nhap kém vao mang té bao trong hau hét cac loai té bao dong vat co6 vu.
Tuy nhién, & mdt s6 loai té bao biéu hién phong phu chét van chuyén cho ADN,
ADN va PTO cho thay tinh thdm té bao t6t twong duong. Cac PTO dugce st dung
toan than dugc biét 1a d& dang phan phdi dén gan va than do sy bidu hién phong
pht cua cac chét van chuyén cho ADN. [Nucleic Acids Res. vol 25, 3290-3296
(1997)].

Dé cai thién tinh thim té bao cua PTO trong dng nghiém, phuong phép
lipofection da dugc ap dung phd bién. Tuy nhién, phuong phép lipofection lam
thay d6i mang té bao, gdy doc té bao, va do d6 s& khong ly tuéng cho viéce st dung

diéu tr1 lau dai.
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Trong 30 nim qua, PTO va céc bién thé ctia PTO d& dugc dénh gia lam
sang dé diéu tri ung thu, r6i loan mién dich, bénh chuyén héa, v.v. [Biochemistry
vol 41, 4503-4510 (2002); Clin. Exp. Pharmacol. Physiol. vol 33, 533-540
(2006)]. Nhiéu tng ctr vién thudc antisense nhu vay da khong dugc phat trién
thanh c6ng mét phan do tinh tham té bao kém cua PTO. Dé khéc phuc tinh thim
té bao kém, PTO can duge dung véi lidu cao cho hoat tinh tri li¢u. Tuy nhién,
PTO duoc biét 12 gay ra doc tinh khi str dung qua lidu/mirc do bao gom ting thoi
gian dong mau, kich hoat bd sung, bénh than, kich hoat té bao Kupffer va kich
thich mién dich bao gdm l4ch to, ting san bach huyét va thdm nhiém t& bao don
nhan. [Clin. Exp. Pharmacol. Physiol. vol 33, 533-540 (2006)]

Nhiéu PTO antisense di duoc théy 12 biéu hién hoat tinh 1am sang déi véi
céc bénh véi sy dong gop dang ké tir gan hodc than. Mipomersen 12 mot chét
tuong tu PTO trc ché su tong hop apoB-100, mot loai protein lién quan dén van
chuyén cholesterol LDL. Mipomersen biéu hién hoat tinh 14m sang ¢ mot nhém
bénh nhan xo vita dong mach nhét dinh do su phan phéi wu tién cta né dén gan.
[Circulation vol 118(7), 743-753 (2008)] ISIS-113715 13 mot chét trong tu PTO
tic ché qua trinh téng hop protein tyrosine phosphataza 1B (PTP1B), va di duoc
thay hién thi hoat tinh diéu tri & nhiing bénh nhan dai thao dudng type I1. [Curr.
Opin. Mol. Ther. vol 6, 331-336 (2004)]

ARN 2'-0-Alkyl: ARN 2'-O-alkyl 1a mét chat tuong tr ARN ¢6 nhém 2'-
hydroxy trén vong riboza duogc thay thé bang nhém alkyloxy. ARN 2'-O-Alkyl
cho thay 4i luc ARN manh hon PTO hoic ADN. Ngoai ra, ARN 2'-O-Alkyl cho
théy su On dinh trao ddi chit dugc cai thién cho muc dich diéu tri. Tuy nhién,
ARN 2'-O-alkyl cho thay tinh thim mang kém, diéu nay 1am han ché pham vi diéu
tri.

Axit nucleic bi khéa (LNA): Trong LNA, vong riboza tru cdt cia ARN bi
han ché vé& mat cu trac dé ting ai luc gan két véi ARN hoiac ADN. Do d6, LNA
c6 thé duoc coi 1a mot chét tuong tu ADN hodac ARN c6 ai luc cao. [Biochemistry
vol 45, 7347-7355 (2006)]. Tuy nhién, LNA ciing cho thiy tinh thim té bao kém

nhu ADN hoic ARN.
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Oligonucleotit lai cia ADN hodc ARN tru cot: PTO va ARN 2'-O-Alkyl
thuong duoc hop nhét thanh mét oligonucleotit duy nhit. Nho ¢6 phan ARN 2'-
O-Alkyl, mot oligonucleotit lai nhu thé ¢ 4&i luc gén ARN manh hon so véi
oligonucleotit PTO cua cung trinh tu. Tuong tuy, LNA va PTO thudng dugce hop
nhat thanh mét oligonucleotit duy nhét va oligonucleotit lai ¢6 ai luc gén ARN
manh hon so véi oligonucleotit PTO cua cung trinh tw. Tuy nhién, cic
oligonucleotit lai nhu vay ciing cho thay tinh thim té bao kém.

Phosphorodiamidat Morpholino Oligonucleotit (PMO): Trong PMO, céc
md dun tru ¢t ADN cua phosphat va 2-deoxyriboza dugc thay thé bing
phosphorodiamidat va morpholine, mt cach tuwong Ung. [Appl. Microbiol.
Biotechnol. vol 71, 575-586 (2006)] Trong khi tru ¢ot ADN bi tich dién 4m, tru
cot PMO khéng bj tich dién. Do d6, gin két gitra PMO va ARN théng tin khong
c6 luc day tinh dién gifra cc tru cot va c6 xu huéng manh hon gén két gitta ADN
va ARN thong tin. Vi PMO khac biét ro rét voi ADN trong cAu trac tru cot, PMO
s& khong duoc cong nhan béi (cac) chit van chuyén & gan nhan biét ADN hoic
ARN. Tuy nhién, PMO khéng dé dang xam hhép mang té bio.

Axit Peptit Nucleic (APN): APN [a mét polypeptit véi tru ¢t don vi 1a N-
(2-aminoetyl)glyxin, va dugc phat hién boi Tién si Nielsen va cac dong nghiép.
[Science vol 254, 1497-1500 (1991)] Hinh 6B minh hoa céu tric va danh phap
héa hoc cho APN déu tién (nghia 14 khong bién dbi).

Giéng nhu ADN va ARN, APN cling gén két chon loc véi axit nucleic bd
sung. [Nature (London) vol 365, 566-568 (1992)]. Trong qua trinh gin két véi
axit nucleic bo sung, dau N ctia APN tuong duwong véi dau 5' ciia ADN hodc ARN
va dau cudi C cia APN tuwong duong véi dau 3' cia ADN hodc ARN.

Giong nhu PMO, tru c6t APN khong dugce tich dién. Do d6, gén két gitra
APN va ARN ¢6 xu huéng manh hon gén két gitta ADN va ARN. Do APN khac
biét 16 rét vai ADN trong ciu tric hoa hoc, APN s& khong dugc cong nhan boi
(cac) chat van chuyén ¢ gan nhan biét ADN va s& hién thi ho so phan phéi mo

khac vai ho so phan phdi mé cua ADN hodc PTO. Tuy nhién, APN cling tham

11



48536 12/235

nhap kém vao mang té bao dong vét c¢6 vii. [Adv. Drug Delivery Rev. vol 55, 267-
280 (2003)]
Loan dudng co Duchenne (DMD): DMD la mét bénh teo co, &nh hudng

dén mot trén khoang 3.500 tré em nam mdi sinh. [Lancet Neurol. vol 9, 77-93
(2010)]. Bénh nhan DMD dan mét chirc ning co bap va chét vi suy tim hogc suy
hé hap trude khi dén tudi 30. O nhidu bénh nhan DMD, gen dystrophin bi ddt bién
dé tao ra ARN théng tin dystrophin v&i mét codon két thic sém (PTC) va biéu
hién mét dystrophin khong chirc ning bi cét ngan thiéu phan ddu C. [Human Mol.
Genetics vol 12(8), 907-914 (2003); and references therein]

Mot cach tiép can phd bién dé diéu tri DMD 13 nhay Exon c¢6 PTC trong
ARN théng tin dystrophin st dung ASO, va mi héa protein bién thé cit ndi véi
dau C thuong duoc goi 1a dystrophin du do dai.

Nhay Exon 23 cia ARN thong tin Dystrophin & Chuot MDX [chudt
chuyén gen bi loan dudng co Duchenne (chudt mdx)]: chudt mdx la mot dot bién
v6i PTC trong exon 23 ciia ARN thong tin dystrophin, va da duoc phat trién rong
rdi nhu mot mo hinh dong vat cho DMD & nguoi. [FEBS J. vol 280 (17), 4177-
4186 (2013)]. Cac ASO nham bd sung vao vao ARN théng tin dystrophin & chudt
da duoc danh gia vé kha ning giy ra nhay Exon 23. [Artificial DNA: PNA &
XNA vol 2(1), 6-15 (2011)]. V& van dé nay, chudt mdx da t6 ra 1a mot hé théng
mo hinh tét dé danh gia kha nang gay ra nhay Exon ctia mdt nhém oligonucleotit.

Mot ASO PTO 20-mer 2'-OMe (2'-O-metyl phosphorothioat) bu day ¢ chd
ndi clia exon 23 va intron 23 (ttrc 13 vi tri cat ndi 5' (5' SS) cua exon 23) d3 duoc
tiém cuc bd vao co bip cua chudt mdx & khoang 10 pug/Kg khi duge pha ché véi
chét chuyén nhidm ludng tinh F127, va lam ting biéu hién cta dystrophin du do
dai trong mé co dugc tiém bing phuong phip Héa méd mién dich (IHC) va
Western blot cho dystrophin dui d6 dai. Nhitng phét hién bang cac phuong phap
[HC va Western blot chi ra rang exon 23 da bi nhay khi tiém ASO cuc bd. ASO
c6 mét chong 14p bd sung 18-mer v6i dau 5' cua intron 23 va mdt chong 14p bd

sung 2-mer voi dau 3' ctia exon 23. [Nature Med. vol 9(8), 1009-1014 (2003)]
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Mot ASO PTO 20-mer 2'-OMe khac bu diy du diém nbi cua exon 23 va
intron 23 (ttc 13 vi tri cat ndi 5' (5' SS) cua exon 23) di duoc dénh gia vé kha nang
gay ra nhay Exon 23 ctia né. Viéc b6 sung ASO 20 me nhim vao diém ndi cta
exon 23 va intron 23 va ¢6 mot chong 14p bd sung 18 me véi dau 5' clia intron 23
va mot chong 14p bo sung 2 me véi dau 3' clia exon 23. Thoi gian G 96 gid cla
nguyén bao co & chudt véi 2 hodc 4 pM ASO da gay ra nhay Exon 23 nhu duogce
x4c nhan bang phuong phap RT-PCR 16ng. Viéc nhay Exon 23 ciing duoc xac
dinh bang phuong phap RT-PCR & chudt mdx dd nhin dugc hai mili tiém bép
12,9 nmol cua ASO. Nhay Exon 23 da duoc phat hién trong cac md co cia chudt
mdx tiém dudi da véir ASO PTO 2'-OMe ¢ muire 50 mg/Kg. Mot ASO 2'-FPS (2'-
floro-phosphorothioat) 20-mer c6 trinh tu gibng nhu ASO PTO 2'-OMe d4 néi &
trén cling gy ra viéc nhay Exon 23 trong nguyén bao co ¢ chudt nhu ASO PTO
2'-OMe. Tuy nhién, ASO 2'-FPS di that bai trong viéc nhay Exon 23 & chudt mdx
sau khi tiém bap hogc tiém dudi da. [Mol. Ther. Nucl. Acids vol 4, €265 (2015)].

Mot Axit Peptit Nucleic 20 me (APN) nhdm bé sung vao diém ndi cta exon
23 va intron 23 dugc danh gia vé kha nang cua nd tao ra sy nhay exon 23 & chudt
mdx. ASO APN 20 me ¢6 mot chong l4p bd sung 18 me & dau 5' clia intron 23 va
mot chong 1ap bo sung 2 me & dau 3' ctia exon 23. APN 20 me nay & 250 nM gdy
ra sy x6a exon 23 trong cac t& bao mdx HyK nhu duge phan tich bang phuong
phap RT-PCR 16ng. Tiép theo tiém bip ¢ mic 5 dén 20 pg (khoang 0,25 dén 2
mg/Kg) 6 chudt mdx, APN 20 me nay gay ra nhdy exon 23 trong mo co cuia vi tri
tiém. Hiéu qua nhay Exon ctia APN 20 me nay duoc két luan 1 vuot troi so véi
hiéu qua cua cac ASO PTO 2'-OMe da de cap O trén & chudt mdx. APN 20 me
nay duoc gan két cong hoa tri véi cac peptit thAm nhéap t& bao khac nhau (CPPs)
dé cai thién tinh thim cua té bao. Céc lién hgp APN-CPP d6 va APN khéng bién
d6i c6 thé gy ra su nhay Exon 23 trong céc té bao ciing nhu trong mé co clia vi
tri tiém. [Mol. Ther. vol 16(1), 38-45 (2008)].

Mot ASO PMO 25-mer bu day du diém ndi ctia exon 23 va intron 23 (nghia
1a vi trf cat ndi 5° cta exon 23) dd duoc dénh gia vé kha ndng cia nd gay ra su

nhay exon 23 ¢ chudt mdx. ASO 25-mer ndy c¢6 mdt chong lap bd sung 18 me vé6i
13
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intron 23 va mot chong lap bd sung 7 me véi exon 23. PMO 25 me nay gay ra
nhdy exon 23 & chudt mdx sau khi tiém tinh mach nhiéu 1an véi liéu 2 mg cho
mdi con (khoang 100 mg/Kg). [Nat. Med. vol 12 (2), 175-177 (2006)] PMO 25
me nay duoc gin két cong hoa tri vé6i céc peptit thAm nhap t& bao khac nhau
(CPPs) dé cai thién tinh thim ctia té bao. Nhing lién hgp PMO-CPP d6 gay ra su
nhay Exon 23 trong co bap khi tiém tinh mach lan duy nhit & mirc 3 mg/Kg.
[Human Mol. Genet. vol 18(22), 4405-4414 (2009)]

Nhay Exon 46 cia ARN thong tin dystrophin trong Nguyén bao co &
ngudi bénh DMD: Cic ASO PTO 2'-OMe dugc thiét ké dé nhim bd sung cho
ving ting cuong cit ndi bén trong mdi exon (ESE) & exon 46 trong tién ARN
thong tin dystrophin ¢ nguoi, va dugc danh gia hiu qua nhay exon 46 trong cac
té bao nguyén bio co ¢6 ngudn gde tir mdt ngudi bénh DMD thiu exon 45 trong
ARN théng tin dystrophin. Céc té bao dd duoc chuyén nap ASO & muc 1 uM
bang phuong phap lipofection va dugc @ trong 24 gior cho dén khi chiét tich ARN
bang phuong phap RT-PCR 1dng dé phat hién nhay Exon 46. Nhiéu ASO duoc
thu nghiém da gay ra viéc nhay Exon 46. [Human Mol. Genet. vol 10(15), 1547-
1554 (2001)]

Nhay Exon 51 cia ARN thong tin Dystrophin & bénh nhidn DMD:
Drisapersen (PROO051 hoac GSK24022968) 1a mot PTO 2'-OMe 20-mer duoc
thiét ké dé nhdm bo sung vao ving ESE trong exon 51 & ARN tién thong tin
dystrophin ¢ nguoi, va duge danh gid cho hoat tinh tri liéu & nhitng ngudi bénh
DMD. Dua trén danh gia sinh thiét cic mé co bang phwong phap PCR 10ng,
drisapersen da gy ra sy nhay Exon 51 & bénh nhan DMD duoc tiém dudi da tir 2
dén 6 mg/Kg mdi tudn, mic du hidu qua nhay Exon khéng cao. [N. Engl. J. Med.
vol 364, 1513-1522 (2011)]

Eteplirsen (AVI-4658) 1a mot PMO 30 me duoc thiét ké dé nhdm bd sung
vao ESE trong exon 51 & tién ARN thong tin ctia dystrophin & ngudi, va di duoge
danh gia vé hoat tinh trj liéu ctia né & bénh nhan DMD. Duya trén danh gia sinh
thiét cic mé co bang phuong phap IHC (héa mé mién dich) cho dystrophin du do

14



48536 15/235

dai, eteplirsen d4 gay ra nhay Exon 51 & bénh nhan DMD nhén tir 2 dén 20 mg/Kg
mdi tuan bang cach tiém tinh mach. [Lancet vol 378 (9791), 595-605 (2011)]

Nhay Exon 27 cia ARN thong tin APOB trong cic té bao HepG2:
Apolipoprotein B (APOB) tao thanh mét phin khong thé thiéu cia cac hat
lipoprotein. ARN théng tin APOB bao gém 29 exon. Cac ASO APOB 2'-OMe
ARN dugc thiét ké dé nhim vao vi trf cit ndi 3' cua exon 27, vi tri c&t ndi 5' cia
exon 27 hodc ca vi tri cit ndi 3' va vi tri cat ndi 5'. Vi tri cit ndi 3° ASO (ASO 3'-
SS) ¢6 mot 15 me chong 1én intron 26 va mét 5 me chdng 1én exon 27. [BMC
Mol Biol. 2007, 8:3. published 17 January 2007]. Vi tri cit ndi 5> ASO (ASO 5'-
SS) cd mot 5 me ché)ng lén exon 27 va mot 15 me chéng 1€n intron 27. Mot ASO
ARN 2'-OMe 40-mer duoc thiét ké bang céch hop nhit cong héa tri ASO 3'-SS
v6i ASO 5'-SS. Nhu vy, ASO 40 me c6 kha niang tuong tac dong thoi véi vi tri
cét ndi 3' cling nhu vi tri cét ndi 5.

Céc ASO duogc danh gia vé kha ning cua chung trong viée gdy ra nhay
exon 27 trong cac té bao HepG2 biang phuong phép lipofection. That tha vi khi
luu ¥ rang ca ASO 3'-SS va ASO 5'-SS déu thét bai trong viéc gdy ra nhay exon
27 trong cac té bao HepG2 ¢ murc 25 dén 250 nM. Trong khi d6, ASO 40 me chb
thay mirc d6 rd rét cia nhay exon 27 theo cach phu thude liéu & muc 25 dén 250
nM. C6 vé nhu mot chong 14p bd sung 15 me cia ARN 2'-OME chi 1én phén
intron cua mot vi tri cit ndi sé khong du dé te ché hiéu qué su hinh thanh phirc
hop splicesome ban dau. Gén két chit ch& hon véi vi tri cit ndi kéo dai tir exon
27 cha tién ARN thong tin APOB s& dugc mong mudn giy ra nhay exon bing
cach wre ché hiéu qua sy hinh thanh phtc hop spliceome ban dau trong cac té bao
HepG2.

Cét ndi chon loc tién ARN thong tin Bel-x: BCL2L1 (Bcel-x) 1a mét gen ma
hoa Bel-xL hodc Bel-xS ¢ ngudi thong qua cit b chon loc. Mot ASO PTO 2'-
OMe 18-mer duoc thiét ké dé nhdm vao vi tri cit ndi 5' (5' SS) ctia exon 2 va ¢
mot chong 14p bd sung 16 me 18n exon 2 va mdt chdng 14p 2 me 1én intron 2. Bing
phuong phap lipofection & mirc 80 dén 400 nM, ASO di thiic ddy san xudt té bao

Bcl-xS thong qua cét bo chon loc trong mét nhém cac té bao ung thu bao gdm
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MCF7,PC3, Dul45, HeLa va MDA MB231. [J. Biol. Chem. vol 277(51), 49374-
49382 (2002)].

Viéc hiéu chinh cét ndi té bao tu do trong 6ng nghiém & tién ARN thong
tin B-Globin: Bénh thalassemia 12 do rdi loan méu di truyén gy ra boi su bét
thuong trong viéc hinh thanh hemoglobin. Mot dot bién hiém gip ctia TVS27%
duoc tim thdy & bénh nhan thalassemia ving Dia Trung Hai mang dot bién diém
[T — G] & vi tri nucleotit 705 & intron 2 ctia gen B-globin & ngudi. Dot bién
IVS27% tao thém mét vi tri cit ndi 5' va kich hoat mot vi tri cit ndi 3' bi 4n tai vi
tri 579 cua intron nay. Dot bién IVS27% gay ra su cit bé chon loc dé chén 127
nucleotit, tirc 1a nucleotit 579-705 cua intron gifta exon 2 va exon 3. [J. Biol.
Chem. vol 260, 16332-16337 (1985)]

ASO ARN 2'-OMe 17-mer bu day du vi tri cit néi 4n 5' ctia dot bién IVS27%
da duoc danh gia vé kha ning stra 16i cat ndi khac thudng (aberrant splicing) cua
né6 trong mot té bao tu do trong hé théng cit ndi trong dng nghiém. ASO c6 mot
chdng lap 8 me véi intron va mot chong 14p 9 me véi exon 4n. ASO d3 hiéu chinh
mot cach hiéu qua cét ndi khac thuong & mic 0,12 dén 2 pM dé mang lai ARN
thong tin ma khong can exon 4n ¢6 ngudn gde tir intron 2. [Proc. Natl. Acad. Sci.
USA vol 90, 8673-8677 (1993)]. Hé théng cét ndi trong éng nghiém 1a té bao tu
do va do d6 khéng yéu cau bat ky tic nhan phan phdi nao giy ra nhay exon. ASO
dad gdy ra nhay exon ¢ 120 nM trong hé théng cét ndi té bao tuy do. Néu ASO co
4i luc manh hon déi véi vi trf cét ndi 5°, hoat dong nhay exon da c6 thé ¢ hiéu
luc hon. Dé cai thién hiéu luc nhay Exon, ngudi ta mong mudn st dung ASO cd
mot ai luc manh cho vi trf cét ndi 5' (5'SS).

Hiéu chinh cit ndi cua tién ARN théng tin luciferaza trong cac té bao
HeLa pLuc/705 bdi ARN 2'-OME: pLuc/705 1a mét gen luciferaza bi bién d6i dé
c6 intron 2 ctia dot bién IVS27%
1368 va 1369. Cac té bao HeLa pLuc/705 biéu hién 6n dinh gen pLuc/705
luciferaza da bi bién d6i. Cac té bao HelLa bi bién d6i biéu hién mot ARN théng

cta -globin ¢ nguoi dugc chén gitta cac nucleotit

tin luciferaza véi exon an gitta cac nucleotit 1368 va 1369, va do d6 ma héa mot

protein bién thé luciferaza khong hoat dong.
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Mot oligonucleotit ARN 2'-OMe 17-mer nhim b sung vao vi tri cit nbi 4n
5' clia dot bién TVS27 (mot chong 14p c6 8-mer vdi intron va mét chdng l4p 9-
mer véi exon an) duge danh gia vé kha nang ctiia n6 trong viéc hiéu chinh su c4t
ndi bat thuong cua tién ARN thong tin luciferaza di bi bién dbi trong cac té bao
HeLa pLuc/705. V&i phwong phap lipofection & mirc 20 dén 500 nM, ASO 17 me
da khoi phuc lai hoat tinh luciferaza cua té bao theo cach phu thudc vao liéu. Exon
an da dugc thay bi tach ra boi viée didu tri véi ASO bang phén tich phuong phap
RT-PCR. Hoat dong nhay Exon duoc quan sat & nong do 20 nM hodc cao hon.
[Hoa sinh tap 37, 6235-6239 (1998)]

Hiéu chinh cat ndi tién ARN théng tin Luciferaza trong cac té bao HeLa
pLuc/705 ctia APN: Cac dan xuat APN 17-mer nhdm bd sung vao vi trf cit ndi in
5' clia dot bién TVS27 (c6 mot chong ldp 8-mer v6i intron va mot chdng 14p 9-
mer v6i exon an) di duoc danh gia vé kha nang hiéu chinh su cit ndi bat thuong
ctia tien ARN thong tin di luciferaza bi bién dbi trong cac té bao HeLa pLuc/705.
Céc dan xuat APN d6 di duoc thiét ké dé c6 mot sé nhém phosphonat khéac nhau
gén két cong hoa tri vai dau N cia trinh tw APN. [Nucl. Acids Res. vol 30(13),
4424-4432 (2008)]. Su lién hop cong hoa tri ciia cac gdc phosphonat véi APN da
duoc dua vao dé tao diéu kién cho viée truyén vao té bao bing phuong phap
lipofection.

Dua vao phuong phép lipofection & mirc 2,5 dén 60 nM, cdc ASO APN da
khoi phuc hoat tinh luciferaza & té bao theo cach phu thudc vao lidu lugng. Exon
an da duoc thiy bj tach ra trong qué trinh diéu tri véi ASO biang phuong phap RT-
PCR. Cac ASO APN c¢6 nhiéu nhém phosphonat gén kém theo cho thdy hiéu lyuc
va hiéu qua cao hon trong viéc tach exon an. Mot ASO APN véi 12 nhém
phosphat cho thay hiéu qua nhay Exon 1a 81% & mirc 2,5 nM.

Hiéu lyc dudi mirc nanomol (10 mol) duoc quan sét thdy cia nhay exon
gay ra b1t ASO APN manh hon nhiéu so vé6i hiéu luc cia ASO ARN 2'-OMel 7-
mer. [Biochemistry vol 37, 6235-6239 (1998)]. APN s& rét hitu ich dé tao ra su

nhay Exon mdt cach hiéu luc, néu bi bién doi dung cach de dua vao té bao.
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Nhay exon tién ARN théng tin FOLH1 vé6i PTO 2'-OMe: Khéng nguyén
mang dac hiéu tuyén tién liét (PSMA) 13 san phdm cua gen folate hydrolaza
(FOLH1), va duogc biéu hién cao trong cic md tuyén tién liét 4c tinh. Cac ASO
PTO 2'-OMe nham vao tién ARN thong tin FOLH1 da dwoc dénh gia vé kha ning
cua chung trong viéc gay ra nhay exoh trong cac té bao ung thu tuyén tién liét
LNCap tiép sau su chuyén nap bang phuwong phép lipofection. [Oligonucleotits,
vol 16, 186-175 (2006)]

SSO1 1a mdt ASO 18 me nhim vao vi trf cit ndi 5° of ctia exon 1 va c6 mot
chong 1ap b sung 16 me véi exon 1 va médt chong 14p 2 me véi intron 1. SSO6
va SSO18 1a cac ASO 18-mer nhim bd sung vao exon 6 va exon 18, mdt cach
tuong ung.

SSO1 giy ra su cit bé chon loc v6i IC50 khoang 400 nM. SSO6 gdy ra
nhay Exon 6 v6i IC50 khoang 4 nM. SSO18 géy ra viéc nhay Exon 18 va4i IC50
khoang 4 nM.

That tha vi khi dé y rang SSO6 va SSO18 nham vao khu vuc bén trong
exon (nghia 1 vi trf viing ting cudng ct nbi bén trong mdi exon) gy ra nhay
exon mot cach hiéu luc hon nhiéu so véi SSO1 nhdm vao vi tri cit ndi 5°. Nhim
vao ving ESE véi ASO PTO 2'-OMe d3 dugc thay 1a hiéu qua hon so v6i nhim
vao vi tri cét ndi trong vi du thuc hién sang ché nay.

Viéc cét bo chon loc tidén ARN théong tin IL-5Ra véi ARN 2'-O-MOE:
Cac ASO ARN 2'-O-MOE (ARN 2'-O-metoxyetyl) nhdm bé sung cho tién ARN
thong tin IL-5Ra & chudt dd dugc danh gia vé kha ning ctia chiing trong viée gay
ra su cit bé chon loc (nghia 1a nhay Exon) trong cac t& bao BCLI tiép sau su
chuyén nap bang k§ thuat xung dién. [Mol. Pharmacol. vol 58, 380-387 (2000)].

Cac ASO duoc thiét ké bang cach quét bd sung cac vung khéc nhau cua
exon 9 va céc vi tri ¢4t ndi & canh exon 9. Mot ASO 20 me bu dﬁy da vi tri ¢t ndi
3'(3'SS) ctia exon 9 v6i mét chong lap 4 me véi intron 8 da gay ra sy cit bé chon
loc 1 rét & 10 pM. Cac ASO nhim vao khu vuc bén trong exon clia exon 9 da
gdy ra su cit bo chon loc & 10 pM véi hidu quéa twong duwong véi ASO 3'SS. Tét

ca cac ASO duoc thir nghiém déu gy ra cit bo chon loc, chi ra ring exon 9 va
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cac vi trf cat ndi cta né rat dé bi nhay Exon. Vi tri cit ndi 3' d& bj 4nh huéng hon
vi tri ¢t ndi 5.

Céac ASO 20 me ciing duoc thiét ké d& nhim bd sung cho cac vi tri cit ndi
& canh exon 8 v6i mét mot chong 14p 4 me vdi intron. Cac ASO gy ra nhay Exon
8 & muc 10 uM, mac du ASO 3'SS 14 hiéu qua hon so v4i ASO 5'SS.

Hiéu luc nhay exon & mirc micromol ctia cic ASO ARN 2'-O-MOE bang
k¥ thuat xung dién dugc coi la rat kém so v6i hiéu luc nhay Exon & mic nanomol
ctia ASO PTO 2'-OMe nhim vao tién ARN théng tin FOLH1. [Oligonucleotits,
vol 16, 186-175 (2006)]. Phuong phéap lipofection sé& hiéﬁ qué hon so véi k¥ thuéat
xung dién dé truyén oligonucelotit véi tru cot tich dién 4m vao té bao.

Nhay Exon 10 ciia tién ARN théng tin Tau véi PTO 2'-O-MOE: vi tri cét
nbi 5' clia exon 10 trong tién ARN thong tin tau c6 trinh ty 18 me c6 thé didu
chinh dé tao thanh mot vong doan va s& khong phit hop ddi véi sy hinh thanh phie
hop Splicesome E. Do d6, exon 10 ciia tién ARN théng tin tau rat dé bj nhay.

Cac ASO PTO 2'-O-MOE nhim vao vi tri cét ndi 3' hodc vi tri cit ndi 5'
clia tau exon 10 dd duoc danh gia vé kha ning ting cuong nhay Exon 10 cia
chung. [J. Biol. Chem. vol 276(46), 42986-42993 (2001)]. E10a 1a mot ASO 18-
mer nhdm b sung vao vi trf cit ndi 3'. E10a ¢6 mot chong 14p 10 me véi intron 9
va mot chong 14p 8 me véi exon 10. E10f 1a mot ASO 21-mer nhim bd sung vao
vi tri cdt ndi 5'. E10B c¢6 mot chong 1ap 8-mer véi exon 10 va mot chong lap 13-
mer voi intron 10.

Tiép sau su chuyén nap vao té bao COS-1 bang phuong phap lipofection,
E10a va E10B gdy ra su nhay exon 10 véi ICso 2-5 nM. Trong cac té bao PC12
duoc chuyén nap bang k¥ thuat xung dién, cdc ASO tao ra nhay exon 10 véi ICsg
¢ murc micromol.

Nhay Exon 2 ctia tién ARN thong tin MyD88 véi ASO ARN 2'-O-MOE:
MyD88 12 mot protein thich tmg c6 lién quan dén viéc kich hoat NF-kB do IL-1R
va TLR gdy ra. Cac ASO ARN 2'-O-metoxyetyl (2'-O-MOE) 20-mer duoc thiét

ké dé nham bo sung vao vi tri cat n6i 3' hodc vi tri cat noi 5' cua exon 2 trong ti€n
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ARN thong tin MyD88 & ngudi. Cac ASO 20 me duogc thiét ké dé c6 mét chdng
lép 0, 5, 10, 15 hodc 20 me véi dau 5' cta intron 1 (nghia la vi tri cat ndi 3' cia
exon 2) hodc dau 3' clia intron 2 (nghia 1a vi tri cit ndi 5' cua exon 2). Cac ASO
da duoc danh gia vé kha niang giy ra nhay exon 2 trong cac té bao A549 tiép sau
su chuyén nap bang phuong phap lipofection. [J. Immunol. vol 176, 3652-3661
(2006)]

Trong sb cac ASO, ASO c6 mdt chong lap 20 me véi intron 1 & vi tri cit
ndi 3' cia exon 2 gdy ra nhay exon 2 mét cach hiéu luc va hiéu qua nhét. IC 5
duoc quan sat giy nhay exon 2 12 tir 50 dén 100 nM. Cac ASO nhim vao vi trf cét
ndi 5' khong hiéu qua bang cac ASO nhim vao vi tri cit ndi 3'. Trong sb cac ASO
nham vao vi tri ¢t ndi 5°, ASO manh nhét 14 ASO c6 mdt chéng lép 20 me voi
dau 3' ctia exon 2.

Trong s6 cac ASO ARN 2'-O-MOE duoc thiét ké tuong tu dé nham b
sung vao vi tri cit ndi 3' hodc vi tri ¢t ndi 5' cia exon 2 trong tién ARN thong tin
MyD88 ¢ chudt, ASO c6 mdt chong lap 20 me v6i dau 5' clia exon 2 gdy hiéu luc
nhit cho nhay Exon 2 trong céc té bao RAW 264.7 duoc chuyén nap bang phwong
phéap lipofection.

ASO manh nhét trong cac té bao chudt duoc tiém hai 1An mdi tuan trong
2 tuan véi lidu 50 mg/Kg. C6 su giam dang ké trong tién ARN thong tin MyD88
tir 60 dén 85% & rudt, md md va gan. 50 mg/Kg 1a mot lidu 16n o thé gy ra tac
dung phu dién hinh cua trj liéu oligonucleotit v&i tru cot riboza phosphat. Can
phai cai thién ro rét hiéu lyc nhdy Exon néu cac ASO ARN 2'-O-MOE cho théy
hoat dong tri liéu ma khong chiu tac dung phu dién hinh.

Phuc hoi Exon 7 trong SMN2 bai Nusinersen: teo co c¢dt séng (SMA) 1a
mot bénh hiém gip de doa dén tinh mang do x6a hodic mat chiic ning trong gen
SMNI1 (su sbéng sot cia day than kinh van dong 1). Con nguoi c6 gen SMN2
parologous c6 trinh tu ma hoa giéng hét nhau ngoai trir 11 nucleotit. Mot SNP (da
hinh don nucleotit) tir C dén T trong SMN2 exon 7 gdy ra su nhay exon 7, 1am
cho ARN thong tin bién thé cat ni mé hoa protein bién thé SMN2 dugc chuyén

héa nhanh chéng. Do d6, dot bién SMN2 khong thé bu dép su thiéu hut chic nang
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clia protein SMN1, dan dén sy bung phat SMA. [Neurology vol 86, 890-897
(2016)]

Nusinersen (Spiranza™) 12 mot ASO ARN 2'-O-MOE 18-mer nhim bd
sung vao ving tit cit ndi trong SMN2 intron 7. Vi nusinersen ngdn chan hoan
toan su gan két cia protein tit cat ndi, exon 7 duoc giit lai hodc khoi phuc dé tao
ra protein SMN2 c6 du do dai. Nusinersen khoi phuc quy trinh ndi théng thuong
bang cach gan két véi ving tét cit ndi nim trong SMIN2 intron 7.

Nusinersen da dugc FDA Hoa Ky chép thuan vao nim 2016 dé didu tri
SMA. Nusinersen dugc tiém tinh mach mdt 1an 12 mg mdi quy hodc hai quy.
Nusinersen & lai trong tiy séng v6i thoi gian ban huy tir 135 dén 177 ngay trong
dich ndo tuy (CSF). [Nusinersen US Label, FDA, December 2016].

Hiéu lyc diéu tri ctia Liéu phap Oligonucleotit cho Nhay Exon: Nhu trong
céc truong hop dién hinh duoc trich dan phia trén trong tai liéu nay, oligonucleotit
v6i tru cdt phosphat gdy ra nhdy exon véi hiéu luc & mirc nanomol trong céc té
bao duoc chuyén nap bing phuong phap lipofection, nhung véi hiéu lyc micromol
trong céc t& bao dugc coi 1a oligonucleotit "nguyén dang".

Hiéu luc nhay exon & mirc micromol ciia tién ARN théng tin MyD88 da
duoc chuyén thanh liéu tri liéu 10 mg/Kg hodc cao hon khi diéu tri toan than dudi
dang oligonucleotit "nguyén dang" & chudt. [J. Immunol. vol 176, 3652-3661
(2006)]. Véi lidu diéu tri cao nhu vay, oligonucleotit v&i tru cot phosphat dé bj
tac dung phu mién dich. Do d6, viéc phét trién mot phuong phap hodc cong thirc
dé cai thién rd rét lidu diéu tri 12 diéu rat dugc mong mubn.

Drisapersen, mot PTO 2'-OMe 20-mer dugc thiét ké dé gdy nhay exon 51
trong tién ARN théng tin dystrophin & nguoi, dd gy ra nhay exon 51 & bénh nhan
DMD dugc tiém ASO dudi da & mic 2 dén 6 mg/Kg mdi tudn dudi dang
oligonucleotit nguyén dang, mic du hiéu qua nhay exon khong cao. [N. Engl. J.
Med. vol 364, 1513-1522 (2011)]. C6 mét mdi lo ngai trong viée tang lidu diéu

tri cua drisapersen do doc tinh khi str dung qua lieu/mirc d9.
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APN va PMO c¢6 tru ¢6t trung tinh, khong duoc hé théng mién dich (dac
biét 1a thu thé gidng Toll) cong nhdn va s& khong c6 cac phan timg mién dich nhu
thuong thdy & oligonucleotit vai tru ¢ot phosphat.

Eteplirsen (AVI-4658), mot PMO 30 me duoc phat trién dé gy nhay exon
51 & tién ARN thong tin dystrophin & nguoi, di dugc dung nap tét & bénh nhén
DMD nhan ASO bang cach tiém tinh mach 2 dén 20 mg/Kg mdi tuan. [Lancet vol
378 (9791), 595-605 (2011)] Gan day, eteplirsen d& nhan dwoc su chip thuan
nhanh chéng tir FDA Hoa Ky dé str dung cho bénh nhan DMD.

Mic du nusinersen 1a mot ASO cé kha ning phuc hdi exon thay vi nhay
Exon, liéu diéu tri dugc phé duyét 1a 12 mg mdi quy 1a kha hip dan. Su hip thu
té bao than kinh hiéu qua sau khi tiém tuy sdng duogc coi 1a ¢6 trach nhiém cao
ddi vaéi hiéu lue ca nusinersen.

Su phaét trién 14m sang ctia phuong phap diéu tri bang oligonucleotit v&i
tru cot phosphat da bi can trd nghiém trong béi doc tinh gidi han lidu bao gdm
doc tinh mién dich thong qua kich hoat cac thu thé gidng Toll hoic kich hoat bd
sung, doc tinh dac hiéu mo6 & gan hodc than. Bé‘mg cach cai thién hiéu luc diéu tri
in vivo, doc tinh gidi han liéu nhu vay co thé duoc khéc phuc.

Oligonucleotit rat d4t tién dé san xudt. Mirc hién tai ctia lidu diéu tri & nguoi
[a 100 mg dén 2 g mdi tudn duoc chuyén thanh chi phi API tir 100 dén 2.000 USD
(d6 la M§) mdi tuan, néu chi phi san xuat API duoc gia dinh chung 1a 1,000 USD
moi gram. Trong thuc té, chi phi san xudt API cua phwong phap tri liéu
oligonucleotit vuot qua 1,000 USD mdi gram. Do d6, s& c6 yéu cau manh mé tir
cac bén lién quan dén chim séc strc khoe dé cai thién rd rét hiéu luc diéu tri nhdm
cung cap lidu phap diéu tri oligonucleotit v6i chi phi diéu tri hang ndm phai ching
cho viéc sur dung kinh nién.

Tinh thdm té bao tdt ctia Oligonucleotit: Mang té bao 13 hang rao hai 16p
lipid duoc tién hoa qua hang ty nam. Mang té bao thuc su hoat dong nhu mot rao
één 16n dbi voi cac oligonucleotit antisense sgi don ¢6 kich thude tir 4 dén 10K
Da. Su phén phéi vao té bao ctia cac ASO nhur vay bang cach tham nhap truc tiép

vao mang té bao vé& mit thuc té 12 khong thé. Co6 nhimg con dudng khéc cho su
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hap thu vao té bao clia cac oligonucleotit soi don. Pé trich dn mét sb, endocytosis
trung gian van chuyén trong t& bao gan nhu d3 thdy v6i mipomersen nhim vao
ApoB100, su hip thu té bao than kinh (c6 kha nang 1a endocytosis) nhu quan sét
v6i nusinersen, hip thu té bao qua trung gian GalNac (N-axetylgalactosamin), v.v.
Tuy nhién, céc con dudng hip thu té bao nhu vay phu thudc rat nhidu vao cac md
va hau nhu khong 4p dung chung cho hau hét cac loai mé. [Nature Biotechnol.
vol 35(3), 222-229 (2017)]

Co thé taora oligonucleotit mot cach ding dén véi tru cot phosphat dé co
tinh thdm té bao tdt, va oligonucleotit c6 cong thirc nhur viy duoc du doan sé& cho
thdy hiéu lyc didu tri in vivo t6t hon so véi oligonucleotit "nguyén dang" (khong
c6 cong thirc). Cho rang oligonucleotit vi tru cot phosphat di cho thay hiéu luc
nhay Exon & mirc nanomol & hau hét cac té bao néu dwoc chuyén nap bang phuong
phap lipofection, hiéu luc diéu tri in vivo ddi véi mot oligonucleotit dugc tao ra
dé co kha nang thdm thau té bao tdt s& dugc cai thién rd rét khi ma hiéu luc nhay
exon in vitro & mtrc nanomol ra 1énh. Do d6 tinh thim té bao tdt s& rat quan trong
dbi v6i hiéu luc diéu tri in vivo cta oligonucleotit gdy ra nhay Exon. Tuy nhién,
viéc phat trién mét cong thire khoi goi sy phan phdi tot vao cac mé van 1a mot
thach thac k§ thuat 16n trong 1inh vuc tri li€u oligonucleotit.

Cac Nucleobazo duogc bién ddi ctia APN dé c6 tinh tham té bao tét va c6 ai
luc cao: Nhu di trich dan trude d6, cac dan xuit APN dugc thiét ké dé co mdt sb
nhém phosphonat khéc nhau duoc ga"m két cong hoa tri dé tao diéu kién thuéan loi
cho viéc dua vao trong té bao bang phuong phap lipofection. Cac ASO APN nhur
véy da duoc thay 1a thé hién hiéu lyc nhay exon & mtic dudi nanomol trong céc té
bao HelLa dua trén phuong phap lipofection. [Nucl. Acids Res. vol 30(13), 4424-
4432 (2008)] Hiéu lyc & muc dudi nanomol manh hon dang ké so véi hiéu luc
nhay Exon di quan sat thy & cac ASO véi tru ¢t phosphat. Do d6, APN s& hitu
ich trong viéc gdy ra nhay exon mét cach hiéu luc néu duge dua vao té bao dung
cach.

APN d3 duoc tao ra c6 thé tham tot vao mang té bao dong vat c6 va br?mg

céch dua céc nucleobazo da duge bién dbi vdi lipit dang cation hodc trong duong
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cua no duoc gén cong hoéa tri kem theo. Cac cAu tric hoa hoc clia cdc nucleobazo
da duoc bién dbi nhu vay duge minh hoa trong Hinh 6C. Cac nucleobazo d duoc
bién ddi nhu vay cla cytosine, adenine va guanine di duoc thay 1a c6 kha nang
lai véi guanine, thymine va cytosine, mot cach tuwong ung. [PCT Appl. No.
PCT/KR2009/001256; EP2268607; US8680253]

Viéc két hop cac nucleobazo da bi bién ddi nhu vay vao APN mé phong
cac tinh hudng cua phuong phap lipofection. Bing phuong phép lipofection, cac
phan tu oligonucleotit dugc bao boc hodc tao phirc véi céc phan tir lipit cation
nhu lipofectamine va cac phtic hgp lipofectamine/oligonucleotit nhu vay c6 xu
huéng xam nhap vao mang té bao kha d& dang so vdi cac phan tir oligonucleotit
nguyén dang.

Ngoai kha ning thdm mang tt, cac din xuit APN nay duoc thay 1a c6 &i
luc cuc manh déi véi axit nucleic bo sung. Vi dy, viéc két hop 4 dén 5 nucleobazo
da bi bién doi vao cac dan xuat APN tir 11 dén 13 me d& dang mang lai muc ting
T tir 20°C tré 1én trong sy hinh thanh song cong véi ADN bb sung.

Céac dan xuit APN nhu vay da dugc thiy rat nhay cam véi mot bazo don
khéng pht hop. M6t bazo don khong phi hop dén dén sy giam Ty, tir 11 dén 22°C
tuy thudc vao loai bazo bi bién dodi cling nhu trinh tu APN.

Vi tinh thAdm mang t6t va ai luc cuc cao dbi véi axit nucleic, cac dan xuét
APN véi céc nucleobazo da duge bién doi nhu vay s& hiru ich dé tao ra su nhay

Exon mot cach hiéu luc.

Ban chit k§ thuét ciia sang ché
Sang ché nay cung cip mot dan xuat axit nucleic peptit duoc biéu dién béi

Cong thire I hoac mot loai mudi duge dung cia no:

B, B. Ban B

- n

IS P W
S

Sy n- S n

)

Cong thitc I
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trong doé:

n la mot sd nguyén nidm giira 10 va 25;

hop chét ctia Cong thirc I ¢6 it nhit mét chdng 14p bd sung 10 me véi trinh
tur vi tri cit ndi dich 14 me bao gdm 7 me tir intron va 7 me tir exon bén trong mot
tién ARN thong tin dich;

hop chét cia Cong thirc 1 bd sung day du cho trinh tu tién ARN thong tin
dich, hodc bd sung mét phan cho trinh ty tién ARN thong tin dich v6i mét hoic
hai sy khong phu hop;

S1.82. oy Sut, So, T, T, ..., Ty, va T d6c 1ap 13 gbc deuterido [D], hydrido
[H], alkyl duoc thé hodc khéng duoc thé, hodc gbc aryl duogc thé hoic khong duoc
thé;

X va'Y doc lap 1a gbe hydrido, focmyl [HC(=0)-], aminocacbonyl [NH,-
C(=0)-], aminothiocacbonyl [NH,-C(=S)-], alkyl duogc thé hoic khong duge thé
, aryl dugc thé hodc khong dugc thé, alkylaxyl duoc thé hoic khong dugce thé,
arylaxyl duoc thé hoic khong dugc thé, alkyloxycacbonyl duoc thé hodc khong
duge thé, aryloxycacbonyl dugc thé hodc khong duogc thé, alkylaminocacbonyl
duoc thé hodc khong dugc thé, arylaminocacbonyl dugc thé hodc khong duoc thé,
alkylaminothiocacbonyl duoc thé hodc khong duoc thé, arylaminothiocacbonyl
duogc thé hodc khéng duoc thé, alkyloxythiocacbonyl dugc thé hodc khéng duge
thé, aryloxythiocacbonyl duoc thé hoic khong dugc thé, alkylsulfonyl dugc thé
hodac khéng dugc thé, arylsulfonyl duoc thé hoic khong duoc thé,
alkylphosphony! dugc thé hodc khong duoc thé, hoic gbe arylphosphonyl duge
thé hodc khong duoc thé;

Z 1a gbc hydrido, hydroxy, alkyloxy dugc thé hodc khong duoc thé, aryloxy
duoc thé hoac khoéng dugc thé, amino [-NH;] khong duogc thé, alkylamino dugc
thé hoac khong dugc thé, arylamino dugc thé hodc khoéng duogc thé, alkyl duogc
thé hoac khong duogc thé, hoac géc aryl duoc thé hodc khong duoc thé;

B1, B ,..., B va B, dugc chon doc 14p tir cac nucleobazo ty nhién bao

gom adenin, timin, guanin, xytoxin va uraxin va nucleobazo khong tu nhién; va
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it nhat bon trong s6 By, B, ..., Bui va B, dugc chon doc lap tir cac
nucleobazo khong tu nhién véi mét géc amino duoc duoc thé hodc khong dugc
thé gan két cong hoa tri véi gbe nucleobazo.

Theo mot s6 phuwong an, hop chét ctia Cong thirc I ¢6 it nhat mot chong 14p
bd sung 10 me véi trinh ty vi tri cit ndi dich 14 me bao gdm 7 me tir intron va 7
me tir exon bén trong mot tién ARN thong tin dich, trong d6 trinh tu vi trf cét ndi
dich khong phai la [(5' — 3') UUGCCUGGUAAGGA] bén trong tién ARN thong
tin cua thu thé androgen & ngudi, [(5' — 3') UUUUUGCGUAAGUA] bén trong
tién ARN thong tin SCN9A & ngudi, [(5' — 3') UAAGUAGGAUAAGU] bén
trong tién ARN théng tin HIF-1a & nguoi, [(5' — 3') AUCCCAGGGUAACA]
bén trong tién ARN théng tin SNAP25 & nguodi, [(5' — 3"
UGUUUAGGUACACU bén trong tién ARN thong tin SCN9A & ngudi, hoic [(5'
— 3" UGUACAGAUUGUCU] bén trong tién ARN théng tin tyrosinaZa O nguoi.

Theo mét s6 phuong an, hop chat ciia Cong thirc I ¢6 it nhit mot chdng lap
b sung 10 me v6i vi tri cét ndi dich trong mét tién ARN théng tin dich, trong do
trinh tu vi trf cét ndi dich khong bao gdm [(5' — 3') UUGCCUGGUAAGGA] bén
trong tién ARN théng tin cua thu thé androgen & ngudi, [(5' — 3')
UUUUUGCGUAAGUA] bén trong tién ARN théng tin SCN9A & ngudi, [(5 '—
3') UAAGUAGGAUAAGU] bén trong tién ARN théng tin HIF-1o & ngudi, [(5°
— 3') AUCCCAGGGUAACA] bén trong tién ARN thong tin SNAP25 & ngudi,
[(5' — 3') UGUUUAGGUACACU] bén trong tién ARN théng tin SCN9A &
nguoi, hoac [(5' — 3') UGUACAGAUUGUCU bén trong tién ARN thong tin
tyrosinaza & nguoi.

Hop chét cta cong thic I ¢6 kha ning giy ra viéc nhay Exon dich cua tién
ARN théng tin dich, tao ra (c4c) bién thé cit ndi ARN thdng tin thiéu exon dich,
va do d6 rét hiru ich dé didu chinh hoat dong chirc ning ctia gen phién ma tién

ARN thoéng tin dich.

Mo ta van tat cac hinh vé
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Hinh 1A. Minh hoa viéc danh sb cho cac intron va exon trong tién ARN
thong tin.

Hinh 1B. So d6 minh hoa ngén gon qu4 trinh cit ndi.

Hinh 2A. Céc bién thé cit ndi ARN thong tin AR mé héa cac proten AR
bién thé.

Hinh 2B. Céc bién thé ct ndi ARN thong tin HIF-1o m3 hoa céc protein
HIF-1a bién thé.

Hinh 3. So dd minh hoa céc qua trinh sinh hoc lién quan dén sy hinh thanh
phirc hop splicesome ban dau.

Hinh 4A. Mot phan ctiia CDS doc ra tir ARN thong tin HIF-1a & ngudi.

Hinh 4B. Trinh tuy diém ndi exon-exon clia cac bién thé cét ndi HIF-1a
thiéu exon 3 (trai) va exon 3-4 (phai) minh hoa dich khung (ra ngoai khung) va
trong khung, mot cach twong Ung.

Hinh 4C. Sy dich khung dién hinh mang lai mot PTC.

Hinh 5A. So dd minh hoa phuong phap RT-PCR long dé phat hién nhay
Exon.

Hinh 5B. So dd minh hoa sy hinh thanh cta cac EICiARN trong qué trinh
nhay Exon.

Hinh 6A. CAu tric hoa hoc ctia cac oligonucleotit khong tu nhién tiéu biéu.

Hinh 6B. CAu trac héa hoc va danh phép viét tit cia APN nguyén mau.

Hinh 6C. Céc nucleobazo da bi bién doi duogc phat trién dé cai thién tinh
thdm mang cua APN.

Hinh 7. Vi du vé cc nucleobazo (bi bién déi) tu nhién hodc khong tu nhién
¢6 thé lua chon 1am dan xuét axit nucleic peptit ciia cong thic 1.

Hinh 8A. Vi du veé cac gé)c alkyl duoc thé hodc khong dugc thé c6 thé lua
chon lam hop chét ctia Cong thic 1.

Hinh 8B. Vi du vé alkylaxyl dugc thé hoic khéng duoc thé, va cac gbc
arylaxyl dugc thé hodc khong duoc thé ¢6 thé lua chon 1am hop chit ciia cong

thue I.
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Hinh 8C. Vi du vé alkylamin dugc thé, arylamino dugc thé, aryl duoc thé
hoac khong duogc thé, alkylsulfonyl duoc thé hoic khong dugc thé, arylsulfonyl
dugc thé hodc khong duoc thé , alkylphosphonyl duoc thé hodc khong duge thé,
va cac géc arylphosphonyl dugc thé hodc khéng dugc thé c6 thé lya chon lam hop
chét ctia cong thire I.

Hinh 8D. Vi du vé alkyloxycacbonyl dugc thé hoic khong dugc thé,
aryloxycacbonyl duoc thé hodc khong dugc thé, alkylaminocacbonyl duoc thé
hodc khong duogc thé, va cac gbe arylaminocacbonyl dugc thé hodc khong dugce
thé ¢6 thé lua chon lam hop chét cta cong thirc I.

Hinh 8E. Vi du vé alkyloxythiocacbonyl dugc thé hodc khong dugc thé,
alkylaminothiocacbonyl dugc thé hodc khong duoc thé, arylaminothiocacbonyl
dugc thé hodc khong duoc thé, alkyloxythiocacbonyl duoc thé hodc khong dugc
thé, va cac géc aryloxythiocacbonyl dugc thé hodc khéng duoc thé co thé lya chon
lam hop chat cta cong thirc 1.

Hinh 9. Ciu tric héa hoc cia cac monome APN véi nucleobazo tu nhién
hodc bi bién doi.

Hinh 10. CAu tric hoa hoc cac chir viét tit clia cac nhom thé dau N hoic
dau C.

Hinh 11. Cu tric héa hoc cua dan xuit APN 14 me ctia (N — C) Fethoc-
GA(5)A-C(102)TT-A(5)TC-CTA(5)-C(102)T-NH..

Hinh 12. C4u tric héa hoc cta dan xuit APN 15 me cua (N — C) Fmoc-
Val-CTC(102)-A(5)TC-CTA(6)-C(103)TT-AA(202)C-NHo,.

Hinh 13. CAu tric héa hoc cia cac monome Fmoc-APN duoc sir dung dé
téng hop céc dan xuat APN cua sang ché.

Hinh 14. Chu ky kéo dai monome dién hinh dugc ap dung trong tong hop
peptit pha ran. |

Hinh 15A. Sic phé HPLC pha dao Cjs cho "HIF-ASO 1" truéc khi tinh
ché.

Hinh 15B. Sic phé HPLC pha dao Cis cho "HIF-ASO 1" sau khi tinh ché

HPLC.
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Hinh 16. Khéi pho ESI-TOF ciia "HIF-ASO 1" dugc tinh ché bang HPLC
diéu ché pha dao Cs.

Hinh 17A. Vi tri dich cua cdc mdi dic hiéu exon dugc st dung trong
phuong phap PCR 16ng HIF-1a dé phat hién nhay Exon gy ra béi "HIF-ASO 2"
trong cac té bao HeLa.

Hinh 17B. Dit liéu dién di ctia cac san pham PCR 1dng HIF-1a trong céc
t€ bao HeLa dugc xit Iy bang "HIF-ASO 2" & 0 (d6i chimg 4m), 10, 100 hozc
1.000 zM.

Hinh 17C. Dit liéu giai trinh tu Sanger ctia dai san phdm PCR dugc chi
dinh nhay exon 2 HIF-1a.

Hinh 18A. Dit liéu Western blot HIF- 10, trong cac té bao HeLa duoc xir Iy
bang "HIF-ASO 2" & 0 zM (ddi ching am), 10 zM, 100 zM, 1 aM hodc 10 aM
trong 24 gio.

Hinh 18B. Mtrc do biéu hién protein HIF-1a tuong d6i duge chuin héa so
vG6i B-actin trong céac té bao HeLa duoc xir Iy bang "HIF-ASO 2" & 0 zM (d6i
chtmg am), 10 zM, 100 zM, 1 aM hozc 10 aM trong 24 gid. (thanh sai sb theo sai
s6 tiéu chuan)

Hinh 18C. Phuong phap qPCR 16ng HIF-1a thuc hién boi SYBR Green
trong céc té bao HeLa dugc xir ly bang "HIF-ASO 2" & 0 (dbi chimg am), 10, 100
hodc 1.000 zM. (thanh sai sb theo sai s6 tiéu chuan)

Hinh 18D. Phuong phéap qPCR 16ng HIF-1a bing dau do TagMan trong
céc té bao HeLa dugc xtr Iy bang "HIF-ASO 2" & 0 (ddi chimg am), 10, 100 hodc
1.000 zM. (thanh sai sb theo sai s6 tiéu chuén)

Hinh 19A. Dir liéu dién di cua cac san pham PCR long HIF-1a trong céc
té bao HeLa duoc xtr Iy bang "HIF-ASO 6" & 0 (dbi chimg 4m), 10, 100 hoic
1.000 zM.

Hinh 19B. D liéu Western blot HIF-1a trong cac té bao HeLa dugc xtr ly
bang "HIF-ASO 6" & 0 zM (d6i chtng am), 10 zM, 100 zM hodc 1 aM trong 24

gio.
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Hinh 19C. Mirc biéu hién HIF- 1o dugc chudn héa so véi B-actin trong cac
té bao HeLa dugc xir Iy bang "HIF-ASO 6" & 0 zM (déi ching am), 10 zM, 100
zM hoic 1 aM trong 24 gid. (thanh sai s6 theo sai sb tiéu chudn)

Hinh 20A. Dit liéu qPCR 1dng bdi SYBR Green trong cac t& bao HelLa
duoc xtr ly bang "HIF-ASO 6" & 0 (dbi chimg 4m), 10, 100 hodc 1.000 zM. (thanh
sai s6 theo sai s6 tiéu chuén) |

Hinh 20B. Dit liu qPCR 16ng bang dau do TagMan trong cac té bao HeLa
dugce xtr ly bang "HIF-ASO 6" & 0 (ddi chimg am), 10, 100 hogc 1.000 zM. (thanh
sai s6 theo sai sd tiéu chuén)

Hinh 21A. Dit lidu dién di ctia céc san pham PCR long HIF -la trong cac
té bao HeLa dugc xir Iy bang "HIF-ASO 1" & 0 (dbi chimg 4m), 1, 3, 10, 30 hoic
100 aM (trai); va dir liéu giai trinh tu Sanger ctia san phAm PCR c6 thé gan cho
nhay Exon 2-3 (phai).

Hinh 21B. Dit liéu Western blot HIF-1a trong céac té bao HeLa duogc xir ly
bang "HIF-ASO 1" trong 72 gid ¢ 0 zM (dbi ching 4m), 100 zM, 300 zM, 1 aM,
3 aM, 10 aM, 30 aM, 100 aM hoac 300 aM.

Hinh 21C. Mtc biéu hién HIF-10 dugc chuin hda so véi B-actin trong cac
té bao HeLa dugc xur 1y bang "HIF-ASO 1" trong 72 git & 0 zM (d6i chimg am),
100 zM, 300 zM, 1 aM, 3 aM, 10 aM, 30 aM, 100 aM hoac 300 aM.

Hinh 22A. D@ liéu PCR léng HIF-1a trong céc té bao HeLa dugc xu ly
bang "HIF-ASO 12" & 0 (dbi chting am), 10, 100 hodc 1.000 zM (trai) cung véi
dr liéu giai trinh ty Sanger cua dai nhay Exon (phai).

Hinh 22B. Dit liéu Western blot HIF-10, trong céc té bao HeLa duoc xt ly
bang "HIF-ASO 12" & 0 (dbi chimg 4m), 0,01, 0,1, 1 hogic 10 aM.

Hinh 22C. Dit liéu qPCR 1dng HIF-1o thu duoc trong céc té bao HeLa
dugce xur 1y bang "HIF-ASO 12" & 0 (d6i chimg am), 10, 100 hodc 1.000 zM.
(thanh sai s6 theo sai sd tiéu chudn)

Hinh 23A. Phén tich dién di ctia cic san phdm PCR 16ng AR trong cic té
bao MCF7 dugc xtt Iy bang "AR-ASO 1" trong 3 gio & 0 (dbi chtng am), 3, 30,

300 hoac 3.000 aM.
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4 Hinh 23B. Di liéu giai trinh tu Sanger cua dai san phdm PCR dugc chi
dinh dé nhay Exon 4-5.

Hinh 23C. Dir liéu Western blot AR trong cac t& bao MCF7 dugc xtr ly
bang "AR-ASO 1" trong 48 gid & 0 zM (dbi chimg am, tic 13 N/C), 10 zM, 30
zM, 100 zM, 300 zM, 1 aM, 3 aM, 10 aM hoac 30 aM.

Hinh 24A. Dit liéu qPCR bang SYBR Green cho cip do exon 4-6 AR trong
céc té bao MCF7 dugc xir Iy bang "AR-ASO 1" trong 5 gio & 0 (ddi chimg am),
1, 10, 100 hodc 1.000 zM. (thanh sai s6 theo sai s6 tiéu chuén)

Hinh 24B. Dit liéu gPCR bang SYBR Green cho cip do exon 4-6 AR trong
c4c té bao MCF7 dugc xir Iy bang "AR-ASO 5" trong 5 gid ¢ 0 (d6i chimg am),
1, 10, 100 hoac 1.000 zM. (thanh sai s6 theo sai sd tiéu chuén)

Hinh 24C. Dit liéu gPCR bang xét nghiém TaqMan d6i v6i ARN théng tin
AR trong céc té bao MCF7 dugc xir Iy bang "AR-ASO 5" trong 24 gid & 0 (d6i
chimg am), 1, 10, 100 hodc 1.000 zM. (thanh sai s6 theo sai sb tiéu chuén)

Hinh 25A. Dt liéu Western blot tho thu dugc véi da cua vi tri tiém. NC,
1p, 10p, 100p va 1.000p dé cap dén nhém dbi chimg 4m, tuong tmg v6i nhém
diéu tri ASO 1, 10, 100 va 1.000 pmol/Kg.

Hinh 25B. D1t liéu Western blot tho thu dugc véi da cda vi tri khong tiém.
NG, 1p, 10p, 100p va 1.000p dé cap dén nhoém dbi chimg 4m, twong tmg v6i nhém
diéu tri ASO 1, 10, 100 va 1.000 pmol/Kg.

Hinh 26A. Mic do biéu hién protein AR theo nhém ciing nhu theo ddi
tuong & vi tri tiém (trai) va vi tri khong tiém (phai). (** cho p < 0,01 va * chop <
0,05).

Hinh 26B. Muc d6 biéu hién protein AR trung binh theo nhém & vi tri tiém
(trai) va vi tri khong tiém (phai). (** cho p < 0,01 va * cho p <0,05)

Hinh 27A. Phan tich dién di cta cac san phidm PCR 16ng AR trong céc té
bao MCF7 dugc xtt ly bang "AR-ASO 1" trong 3 gio & 0 (d6i chimg am), 30, 100
hoac 1.000 aM.

~ Hinh 27B. Dit liéu giai trinh ty Sanger ctia dai san pham PCR duogc chi

dinh dé nhay Exon 5.
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Hinh 28A. Phan tich dién di cta cc san phidm PCR 1dng SCN9A trong céc
té bao PC3 duoc xir ly bang "SCN-ASO 7" trong 24 gid ¢ 0 (dbi chimg am), 10,
100 hoac 1.000 zM.

Hinh 28B. Dir liéu giai trinh tu Sanger ciia cac san phdm PCR 16ng duoc
chi dinh nhay Exon 4 (trén cung) va exon 4-5 (duéi cung), mdt cach tuong Umg.

Hinh 29A. Dt lidu qPCR 10ng SCN9A trong cac t& bao PC3 duogc xir ly
bing "SCN-ASO 7" trong 24 gid & 0 (ddi ching 4m), 10, 100 hodc 1.000 zM.
(thanh sai sb theo sai s6 tiéu chuan)

Hinh 29B. Dit liéu qPCR 1dng SCN9A trong céc té bao PC3 duoc xir ly
bang "SCN-ASO 3" trong 24 gid & 0 (d6i chimg am), 10, 100 hodc 1.000 zM.
(thanh sai sb theo sai s6 tiéu chuén)

Hinh 29C. Dt liéu qPCR 16ng SCNOA trong cac t& bao PC3 duogc xtt ly
bing "SCN-ASO 8" trong 24 gidr & 0 (d6i ching am), 10 hodc 100 zM. (thanh sai
36 theo sai s tiéu chuén)

Hinh 30A. Két qua xét nghiém CoroNa trong céc té bao PC3 duoc xir Iy
bang "SCN-ASO 7" trong 30 gid & 0 (d6i ching am), 100 hozc 1.000 zM.

Hinh 30B. Két qua xét nghiém CoroNa dugc xir ly bang "SCN-ASO 3"
trong 30 gi & 0 (dbi chimg am), 100 hodc 1.000 zM.

Hinh 30C. Két qua xét nghiém CoroNa dugc xtr ly bang "SCN-ASO 8"
trong 30 gio & 0 (d6i chimg am), 100 hozic 1.000 zM.

Hinh 31A. Dt liéu dién di cua céc san phdm RT-PCR 16ng SCNYA trong
céc té bao PC3 duoc xtr ly bing "ASO 27" trong 24 gid & 0 (d6i chimg am), 10
hodc 100 zM. |

Hinh 31B. Dit liéu giai trinh tu Sanger cla dai san phim PCR duogc chi
dinh dé nhay Exon 4-5.

Hinh 31C. Dit liéu dién di cta céc san phdm RT-PCR 16ng SCN9A trong
céc té bao PC3 duoc xir Iy bang "ASO 27" & 0 (dbi chimg am), 1, 10, 100 hozc
1.000 aM.
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Hinh 32A. Dit liéu gPCR SCN9A béng céch tdng hop cADN mdot budc
trong céc té bao PC3 duoc x 1y bang "SCN-ASO 27" & 0 (d6i chimg am), 0,1, 1
hodc 10 aM trong 24 gio. (thanh sai s6 theo sai s6 tiéu chudn)

Hinh 32B. Dit liéu qPCR SCN9A bang céch tong hgp cADN vé6i mdi ngau
nhién trong céc té bao PC3 duoc xir Iy bang "SCN-ASO 27" & 0 (d6i chimg am),
0,1, 1 hodc 10 aM trong 24 gid. (thanh sai s6 theo sai sb tiéu chuén)

Hinh 33A. Déu vét trung binh cua cudng d6 huynh quang té bao trong céc
té bao DR5 L5 & chudt (duoc kich thich bang cach that L5/L6) duge xir Iy bang
"SCN-ASO 27" & 0 (d6i chimg 4m), 100 hodc 1.000 zM.

Hinh 33B. D4u vét trung binh cta cudng d6 huynh quang té bao trong céc
té bao DR5 L5 & chudt (khong thit L5/L6) duoc xir Iy bang "SCN-ASO 27" & 0
(dbi chimg am), 100 hodc 1.000 zM.

Hinh 34A. Dit liéu Western blot v& biéu hién protein Nav1.7 trong cac té
bao than kinh DRG (duoc kich thich bang cach that L5/L6) duoc xir Iy bang
"SCN-ASO 30" trong 24 gid & 0 (ttre 1a d6i chimg 4m), 10, 100 hodc 1.000 zM.

Hinh 34B. Dong natri bang thtr nghiém kep rap ndi thi cong trong cac té
bao than kinh DRG (duoc kich thich bang cach that L5/L6) duoc xir Iy bang
"SCN-ASO 30" trong 4 gid & 0 (d6i chimg 4m) va 100 zM. (thanh sai s6 theo sai
36 tiéu chuan)

Hinh 35A. Dt liéu qPCR SCN9A bang cach tong hop cADN mot buéde
trong céc té bao than kinh DRG L5 & chudt duge xti ly bang "SCN-ASO 30" trong
- 24 gid & 0 (dbi chung am), 10, 30, 100 hodc 300 zM. (thanh sai s6 theo sai s6 tidu
chuan)

Hinh 35B. Dit liéu gPCR SCN9A bing cach tong hop cADN véi moi ngau
nhién trong cac t& bao thin kinh DRG L5 & chudt duge xir ly bang "SCN-ASO
30" trong 24 gidr & 0 (d6i chimg 4m), 10, 30, 100 hoic 300 zM. (thanh sai s6 theo
sai s tiéu chuan)

Hinh 36. Su dao nguoc cua allodynia gay ra boi DPNP & chu6t dugc tiém
duéi da véi ta duge long (PBS, d6i ching am), "SCN-ASO 7" 100 pmol/Kg,

"SCN-ASO 8" 100 pmol/Kg, "SCN-ASO 21" 100 pmol/Kg, "SCN-ASO 35" 100
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pmol/Kg, "SCN-ASO 36" 100 pmol/Kg hodac "SCN-ASO 37" 100 pmol/Kg.
(thanh sai sb theo sai s6 tiéu chudn)

Hinh 37A. Dit liéu dién di vé cac san phdm PCR long (Phuong phap A)
thu dugc tir cdc mo co cia chudt mdx duge tiém dudi da chi véi ta dugce long (déi
chtrmg am), 1.000 pmol/Kg "DMD-ASO 1", hodc 1.000 pmol/Kg "DMD-ASO 4",
BID trong 3 ngay.

Hinh 37B. Dit liéu giai trinh tu Sanger cta dai san pham PCR duoc chi
dinh dé nhay Exon 23.

Hinh 38A. Dit lidu dién di cta cac san pham PCR 16ng (Phuong phép B)
thu dugc tir cdc mé co ctia chudt mdx duge tiém dudi da chi véi ta duge long (dbi
ching am), 1.000 pmol/Kg "DMD-ASO 1", hodc 1.000 pmol/Kg "DMD-ASO 4",
BID trong 3 ngay.

Hinh 38B. Dit liéu giai trinh tu Sanger ctia dai san pham PCR duoc chi
dinh dé nhay Exon 21-23.

Hinh 38C. Dit liéu dién di cua cc san pham PCR 16ng (Phuong phap A)
thu duogc véi cac mau co ba dau & chudt mdx duge tiém dudi da véi "DMD-ASO
1" & 0 (d6i chimg 4m) hodc 10 pmol/Kg, BID trong 5 ngay.

Hinh 39A. DPiém s Rotarod & chudt mdx dugc diéu tri béng ta dugc léng
(dbi chtmg am), 100 pmol/Kg "DMD-ASO 1" hozc 1.000 pmol/Kg "DMD-ASO
1". (thanh sai s theo sai s tiéu chuén va * cho p < 0,05)

Hinh 39B. Piém s6 do luc bam ¢ chudt mdx duoc ding thudng xuyén
"DMD-ASO 1" ¢ muc 0 (d6i chimg 4m), 10, 50 hodc 200 pmol/Kg. (thanh sai s6
theo sai s6 tiéu chuan va * cho p < 0,05)

Hinh 40. Hinh anh IHC dystrophin du d6 dai dugc két hop véi sy nhuom
DAPI trong cac md co ctia chudt mdx duoc ding "DMD-ASO 1" & 0 (dbi chung
4m) hodc 200 pmol/Kg, 2 1an mdi tuan trong 30 tuan.

Hinh 41. Mirc do biéu hién twong ddi cta protein dystrophin du do dai
trong co xuong cua chudt mdx dugc str dung thuong xuyén "DMD-ASO 1" & muc

0 (ddi chimg a4m), 10, 50 hodic 200 pmol/Kg. Mirc d6 biéu hién duoc chuan héa
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theo muc d6 biéu hién & chudt WT. (thanh sai 36 theo sai sd tiéu chudn, * cho p<
0,05 va ** p <0,01)

Hinh 42. Dit liéu dién di ctia cac san pham PCR 1dng thu duge véi cac co
xuong duoc 1dy mau tir chudt mdx trong Tuén 7.

Hinh 43. Thay d6i mé bénh hoc bang cach nhuém H & E trén co ba dau
ctia chudt C57BL/6 (d6i chimg 4m WT) va chudt mdx thuong dung "DMD-ASO
" 1" & murc 0 (dbi chimg 4m mdx), 10, 50 hodc 200 pmol/Kg.

Hinh 44A. Khoang cich di bo trén may chay bd & chudt CS7TBL/6 (dbi
chtimg am WT) va chudt mdx thudong xuyén tiép xtic v6i "DMD ASO2" & 0 (dbdi
chimg 4m mdx), 10 pmol/Kg hodc 30 pmol/Kg. (thanh sai sb theo sai sb tiéu
chuan, * cho p < 0,05, ** cho p < 0,01 va *** cho p <0,001)

Hinh 44B. Nong d creatin kinaza trong huyét thanh & chudt C57BL/6 (dbi
ching 4m WT) va chudt mdx thudng xuyén tiép xtc véi "DMD ASO2" & mirc 0
(ddi chimg 4m mdx), 10 pmol/Kg hodic 30 pmol/Kg. (thanh sai sb theo sai sb tiéu
chuan, ** cho p <0,01 va **** cho p <0,0001)

Hinh 44C. Nong d6 myoglobin trong huyét thanh & chudét C57BL/6 (d6i
ching 4m WT) va chudt mdx thudong xuyén tiép xtic véi "DMD ASO2" & mirc 0
(ddi chimg 4m mdx), 10 pmol/Kg hozic 30 pmol/Kg. (thanh sai sb theo sai s6 tiéu
chuan, *** cho p < 0,001 va **** cho p < 0,0001)

Hinh 45A. Dit liéu Western blot dugc do cua cac dystrophin du do dai trong
c4c mau co xuong tir chudt hoang da (ddi ching 4am WT) hodc chudt mdx tiép
xuc thudng xuyén véi "DMD-ASO 2" & mirc 0 (dbi chimg 4m mdx), 10 hogc 30
pmol/Kg.

Hinh 45B. Nong do creatin kinaza trong huyét thanh & chuét WT (ddi
ching am WT), chuot mdx khong didu tri ASO va chudt mdx duoc tiém dudi da
véi 50 pmol/Kg "DMD-ASO 1", 10 pmol/Kg "DMD-ASO 2", hodc 10 pmol/Kg
"DMD-ASO 6", 2 1dn mdi tudn trong 66 tudn. (thanh sai s6 theo sai s6 tiéu chuén
va ** chop <0,01) |

Hinh 45C. Nong d6 myoglobin trong huyét thanh & chuét WT (d6i chimg

“am WT), chuot mdx khong diéu tri ASO va chudt mdx duoc tiém dudi da vai 50
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pmol/Kg "DMD-ASO 1", 10 pmol/Kg "DMD-ASO 2", hodc 10 pmol/Kg "DMD-
ASO 6", 2 1an mdi tuan trong 66 tudn. (thanh sai 36 theo sai s6 tiéu chuén, * cho
p <0,05 va *** cho p <0,001)

Hinh 46A. Dit liéu dién di cho cac san pham PCR 16ng IDO-1 trong céc té
bao SKOV3 dugc xit Iy bang "IDO-ASO 1" & 0 (dbi chimg am), 10, 100 hozc
1.000 zM (so d6 bén trai) va dir liéu giai trinh tu Sanger ctia dai PCR nhay exon
(so do bén phai).

Hinh 46B. Két qua xét nghiém bai tiét Kynurenin trong cac té bao SKOV3
duoc diéu tri bang "IDO-ASO 1" & 0 zM (dbi chimg 4m) hodc 10 zM dén 1 fM.
(thanh sai s theo sai s6 tiéu chudn va * cho p < 0,05)

Hinh 47A. Dit liéu dién di cho cac san phdm PCR 16ng IDO-1 trong céc té
bao SKOV3 duoc xir Iy bang "IDO-ASO 5" & 0 (d6i ching am), 1, 3, 10, 30 hoic
100 aM.

Hinh 47B. Dit liéu giai trinh tu Sanger cia cac dai PCR duogc chi dinh nhay
Exon 2-4 va exon 2-6.

Hinh 47C. Dit lidu dién di ctia cac san phdm PCR 16ng IDO-1 trong céc té
bao SKOV3 duoc xir Iy bang "IDO-ASO 6" & 0 (d6i ching am), 1, 3, 10, 30 hoic
100 aM (so d6 bén trai) va dit liéu giai trinh ty Sanger cho dai PCR dugce chi dinh
nhay exon 2-5 (so do bén phai).

Hinh 48A. Phén tich dién di ctia cac san pham PCR 1dng SNAP25 trong
céc té bao PC12 duogc xir ly bang 0 (déi chimg am), 10, 100 hodc 1.000 zM
"SNAP-ASO 3" (so d0 bén trai) va dit lidu giai trinh ty Sanger cua dai PCR dé
nhay Exon 5 -7.

Hinh 48B. Thay d6i mtrc d6 ARN théng tin SNAP25 du d6 dai & chuot
trong céc té bao PC12 dugc xir 1y bing "SNAP-ASO 3" & 0 (d6i chimg 4m), 10,
100 hodc 1,000 zM. (thanh sai s6 theo sai sb tiéu chudn)

Hinh 48C. Thay d6i mirc do ARN théng tin SNAP25 du d6 dai & chudt
trong céc té bao PC12 duoc xir Iy bang "SNAP-ASO 1" & 0 (dbi chung 4m), 10,
100 hodc 1.000 zM. (thanh sai s6 theo sai sb tiéu chudn)
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Hinh 49A. Dit liéu Western blot SNAP25 (so dd trén cling) va murc do biéu
hién SNAP25 twong ddi duoc chudn hoa so véi B-actin (so dd dudi) trong céc té
bao PC12 duoc xir ly bang "SNAP-ASO 3" trong 48 gio & 0 ZM (dbi chimg am),
1 ZM, 10 ZM, 30 ZM, 100 ZM, 300 ZM, 1 aM, 3 aM hoac 10 aM.

Hinh 49B. Dit liéu Western blot SNAP25 trong céc té bao PC12 duogc xt
ly biang "SNAP-ASO 1" & 0 (ddi ching 4m), 0,1 hozc 1 aM trong 48 gid hodc
trong 72 gio.

Hinh 50A. Dit liéu Western blot SNAP25 (so db trén cung) va murc d6 biéu
hién SNAP25 tuong déi duoc chuan héa so véi B-actin (so d6 dudi) trong céc té
bao SiMa dugc xtr Iy bang "SNAP-ASO 3" trong 48 gid & 0 ZM (ddi chtng 4m),
1 zM, 10 zM, 100 zM, 1 aM, 10 aM, hodc 100 aM.

Hinh 50B. Thay dbi mirc d6 ARN thong tin SNAP25 & ngudi trong céc té
bao SiMa duoc xir Iy bang "SNAP-ASO 3" & 0 zM (ddi chimg am), 1 zM, 10 zM,
100 zM, 1 aM, 10 aM hodc 100 aM. (thanh sai s6 theo sai sb tiéu chudn)

Hinh 51. Hinh anh THC SNAP25 cua cac mau da clia chudt duoc tiém tai
chd "SNAP-ASO 1" & 0 (dbi chtimg am), 1, 10 hozc 100 fM, BID trong khoang
thot gian 4 ngay.

Hinh 52A. Phan tich dién di cua cac san pham PCR 1ng trong cac té bao
u 4c tinh & chudt B16F10 duoc xtr Iy bang "TYR-ASO 4" & 0 (d6i chimg am), 1,
10 hoac 1.000 aM.

Hinh 52B. Giai trinh tu Sanger ctia san phdm PCR dugc chi dinh dé nhay
Exon 2-3.

Hinh 52C. Thay d6i mtrc d6 ARN théng tin TYR du do dai bing qPCR
trong céac té bao u 4c tinh & chudt B16F 10 duge xur Iy bang "TYR-ASO 4" 6 0
(d6i chimg am), 1, 10, 100 hodc 1.000 aM. (thanh sai s6 theo sai s tiéu chuén)

Hinh 53A. Dit liéu Western blot TYR trong cac té bao B16F10 dugc xtr ly
bang "TYR-ASO 4" trong 24 gid & 0 (ddi ching am), 0,01, 0,1, 1 hodc 10 aM.

Hinh 53B. Su thay d6i ham luong melanin trong cic té bao u 4c tinh &

chudt BI6F10 duoge xtt Iy bing "TYR-ASO 4" & 0 (ddi chimg 4m) 1, 10, 100 hoic
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1.000 aM, hodc vé6i 10 pg/mL hodc 100 pg/mL arbutin. (thanh sai sb theo sai sb
tiéu chuan, * cho p < 0,05, ** cho p < 0,01 va *** cho p < 0,001)

Hinh 53C. Thay d6i mirc 46 ARN théng tin TYR du do dai bang qPCR
trong cac té bao biéu bi tao hic t biéu mé nguyén phat & nguoi duoc diéu tri bang
"TYR-ASO 1" ¢ 0 zM (d6i chimg am), 1 zM, 100 zM hogc 10 aM. (thanh sai sb
theo sai s6 tiéu chuén)

Hinh 54A. Phén tich dién di ctia cac san phdm PCR 16ng trong céc té bao
Jurkat duoc xur ly bang "PD-ASO 3" ¢ 0 (d6i chimg am), 10, 100 hodc 1.000 aM.

Hinh 54B. Giai trinh tu Sanger ctia cac san phdm PCR duoc chi dinh nhay
Exon 2 (trdi) va exon 3 (phai), mot cach tuong Ung.

Hinh 55A. Thay d6i mtc dd ARN thong tin PD-1 & ngudi bang qPCR 16ng
trong cac té bao Jurkat dugc xtr Iy bang "PD-ASO 3" & 0 (dbi chimg am), 10, 100
hoac 1.000 aM. (thanh sai s6 theo sai s6 tiéu chudn, ** cho p < 0,01 va * cho p<
0,05)

Hinh 55B. Thay d6i mic do ARN théng tin IL-2 & ngudi bang gPCR trong
céc té bao Jurkat duoc xir Iy bang "PD-ASO 3" & 0 (d6i chimg 4m), 10, 100 hoic
1.000 aM. (thanh sai s6 theo sai s6 tiéu chuan, ** cho p < 0,01 va * cho p < 0,05)

Hinh 56A. Thay d6i mtc d6 ARN thong tin PD-1 & ngudi bang qPCR 1ng
trong céc té bao Jurkat dugc xir 1y bang "PD-ASO 1" & 0 (d6i chimg am), 10, 100
hodc 1.000 aM. (thanh sai sb theo sai s6 tiéu chuan va * cho p < 0,05)

Hinh 56B. Uc ché sy tang trudng khi u ac tinh B16F10 & chudt C57BL/6
duoc tiém dudi da "PD-ASO 2" ¢ muc 2, 10 hodc 50 pmol/Kg, 2 1an mdi tudn.

(thanh sai s6 theo sai s6 tiéu chuin va * cho p < 0,05)
M5 ta chi tiét sing ché

Sang ché nay cung cdp mot dan xuat axit nucleic peptit duoc bidu thi boi

Cong thure I hodc mét loai muoi duge dung ctua no:
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APt Cong thike T

trong do:

n la mot sd nguyén nam giita 10 va 25;

hop chét ctia Cong thirc I ¢6 it nhat mot chong ldp bd sung 10 me véi trinh
tu vi tri diém cit ndi muc tiéu 14 me bao gém 7 me tu intron va 7 me tu exon
trong mot tién ARN théng tin muc tiéu;

hop chat ctia Cong thirc I hoan toan bb sung cho trinh tu tién ARN thong
tin muc tiéu, hodc bd sung mot phﬁn cho trinh tu tién ARN thong tin muc tiéu véi
mot hoac hai su khong phu hop;

S1.S2. ..y S, Su. T1. Ta. ..., Tot, va Ty ddc 1ap 12 gbe deuterido [D], hydrido
[H], alkyl duoc thé hodc khong duogce thé, hodc gbe aryl duoc thé hodc khong dugc
thé;

X va Y doc lap 1a hydrido, focmyl [H-C(=0)-], aminocacbonyl [NH,-
C(=0)-], aminothiocacbonyl [NH,-C(=S)-], alkyl duoc thé hoic khong duoc thé,
aryl dugc thé hodc khong duoc thé, alkylaxyl dugc thé hoic khong duge thé,
arylaxyl duoc thé hoic khong duge thé, alkyloxycacbonyl dugc thé hoic khong
duoc thé, aryloxycacbonyl duoc thé hodc khéng duoc thé, alkylaminocacbonyl
duoc thé hodc khéng dugc thé, arylaminocacbonyl dugc thé hodc khong dugc thé,
alkylaminothiocacbonyl dugc thé hodc khong dugc thé, arylaminothiocacbonyl
duoc thé hodc khong duge thé, alkyloxythiocacbonyl dugc thé hoic khong duogc
thé, aryloxythiocacbonyl dugc thé hoic khong dugc thé, alkylsulfonyl dugc thé
hodac khong dugc thé, arylsulfonyl dugc thé hoic khong duogc thé,
alkylphosphonyl dugc thé hodc khong duoc thé hodc gdc arylphosphonyl dugc
thé hodc khong duoc thé;

Z 1a gbc hydrido, hydroxy, alkyloxy dugc thé hoidc khong duogc thé, aryloxy

duoc thé hodc khéng duogc thé, amino [-NH,] khong dugc thé, alkylamino dugc
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thé hodc khong dugc thé, arylamino duogc thé hodc khong dugce thé, alkyl dugc
thé hodc khong dugc thé, hodc géc aryl dugc thé hodc khong duoc thé;

B, By,..., Bn.1 va B, dugc chon doc 1ap tir cac nucleobazo tu nhién bao gém
adenin, timin, guanin, xytoxin va uraxin va nucleobazo khong tu nhién; va

it nhat bbén trong sé B, Bo, ..., Bui va B, duge chon ddc lap tur cac
nucleobazo khong ty nhién véi mot géc amino dugc thé hodc khong duogc thé gén
" két cong hoa tri v6i gbe nucleobazo.

Theo mét sé phuong 4n, hop chat ctia Cong thirc I ¢6 it nhat mot chédng lap
bd sung 10 me voi trinh tu vi tri cat ndi muc tiéu 14 me bao gém 7 me tir intron
va 7 me tlr exon trong mot tién ARN théng tin muc tiéu, trong d6 trinh tu vi tri
cat nbdi muc tidu khong phai 1a [(5' — 3') UUGCCUGGUAAGGA] trong tién
ARN théng tin ctia thu thé androgen & ngudi, [(5' — 3') UUUUUGCGUAAGUA]
trong tién ARN thong tin SCN9A & ngudi, [(5” — 3') UAAGUAGGAUAAGU]
trong tien ARN théng tin HIF-1a & ngudi, [(5' — 3') AUCCCAGGGUAACA]
trong tién ARN théng tin SNAP25 & ngudi, [(5' — 3') UGUUUAGGUACACU
trong tién ARN thong tin SCN9A & ngudi hoic [(5' — 39
UGUACAGAUUGUCU] trong tién ARN théng tin tyrosinaza & nguoi.

Theo mét sé phuong an, hop chit cia Cong thire I ¢6 it nhat mot chéng lap
bd sung 10 me voi vi tri cit ndi muc tiéu trong mot tién ARN thong tin muc tiéu,
trong do trinh ty vi tri cit ndi muc tiéu khéng bao gom [(5' — 3')
UUGCCUGGUAAGGA] trong tién ARN théng tin ctia thy thé androgen & ngudi,
[(5' — 3') UUUUUGCGUAAGUA] trong tién ARN thong tin SCN9A & ngudi,
[(5'— 3') UAAGUAGGAUAAGU] trong tién ARN théng tin HIF-1o & nguoi,
[(5° — 3') AUCCCAGGGUAACA] trong tién ARN théng tin SNAP25 6 nguoi,
[(5' — 3'") UGUUUAGGUACACU] trong tién ARN thong tin SCN9A & ngudi,
hodc [(5' — 3') UGUACAGAUUGUCU] trong tién ARN thdng tin tyrosinaza &
nguoi.

Hop chit cta cong thic I ¢ kha niang gay ra viéc nhay Exon dich cta tién

ARN théng tin muc tiéu, tao ra (cac) bién thé cit ndi ARN théng tin thiéu exon
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dich, va do d6 rat hitu ich dé diéu chinh hoat dong chirc ndng ctia gen phién ma
tién ARN thong tin muc tiéu.

Diéu kién dugc ap dung dé mé ta hop chit ciia Cong thirc I ring "n 12 mot
s6 nguyén nam giita 10 va 25" theo nghia den 1a "n 1a mot s6 nguyén duoc chon
tu 11,12, 13, 14, 15,16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 va 24".

Nguoi ta ude tinh rang s& ¢ 26.564 gen trong toan bd bd gen ciia con nguoi.
[In Silico Biol. vol 4, 387-393 (2004)] Cho ring trung binh c¢6 khoang 8,8 exon
va 7,8 intron cho mdi gen, c6 368.122 vi tri cat ndi [{(8,2 x 2) - 2} x 25,564 =
368,122] c6 thé co trong bd gen ctia con ngudi. Vi cé 1.048.576 (tic 1a 4'°) trinh
tu ¢6 thé cho tién ARN thong tin 10-mer, cac dan xuét APN 10-mér tham chi s&
cho théy murc do dac hiéu da cho vi tri cat ndi muc tiéu. Tuy nhién, dau 5' va dau
3' cia mdi intron duge danh gia cao bao ton dé cé trinh tu bat dau véi [(5' — 3)

| GU-] va trinh tu két thic véi [(5' — 3') -AG | ], tuong tmg, trong d6 " | " 1a viét

tat ciia diém ndi cua intron-exon hodc exon-intron. Do do, hop chét cla Cong thuc
I ¢c6 do dai oligome la 11-mer hodc dai hon (nghia lan la s6 nguyén 16n hon 10)
duoc du doan s€ hién thi murc d6 dac hiéu du cho vi tri cat ndi muc. tiéu.

Hop chét ciia Cong thirc I gan két chit ché véi axit nucleic b6 sung nhu
dugc minh hoa trong linh vuc k¥ thuat nay truge day [PCT/KR2009/001256]. Vi
du, viéc két hop tir 4 dén 5 nucleobazo d3 duoc bién dbi (nghia 1a khong tu nhién
clia cc nucleobazo khong ¢6 trong ty nhién) vao cac dan xuat APN tir 11 dén 13
me ctia Cong thic I d& dang mang lai murc ting Ty, tir 20°C trd [én trong qué trinh
tao chudi kép véi AND bd sung. Hop chét ctia sang ché c6 4i luc manh mé& dbi
v6i ARN bbd sung gidng nhu ddi véi ADN bb sung. Do d6, nén dé hop chit cta
sang ché nay cang ngén cang t6t dé tranh cac hiéu tmg ngoai muc tiéu khéng mong
mudn c6 ngudn gde tir gin két clia hop chét néi trén vé6i cac trinh tu tién ARN
thong tin khac v6i mot sé luong khéng phu hop. Do dé, chiéu dai oligome cua
hop chét néi trén dugc gidi han ngén hon 25 mer.

Hop chét cua Cong thire I rat nhay cam véi mot bazo don khong phu hop
nhu dugce minh hoa trong linh vuc k¥ thuét nay trude day [PCT/KR200/001256].

Vi du, mot bazo don khong pht hop dan dén sy giam T, tir 11 dén 22°C tiy thude
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vao loai bazo bi bién dbi cling nhu trinh tr APN. Tuy nhién, do ¢6 i luc manh
v6i ARN, hop chét cua sang ché nay van gin két chit ché véi trinh tu vi trf cit
ndi muc tiéu c6 mdt hoic hai su khong phu hop va gay ra sy nhay cia exon muc
tiéu.

Hop chét cua Cong thirc I gin két chat ch& véi vi tri cit ndi 3' hodc vi tri
cit ndi 5' trong mot tién ARN théng tin muc tidu, tuy thudc vao trinh tu ciia né.

Trong truong hop hop chat gan két véi vi tri cit ndi 3°, hop chat noi trén c6
it nhat mot chdng lap bd sung 10 me v6i trinh tw 14 me trong vi tri cit ndi 3’ muc
tiéu bao gé)m 7 me tir intron muc tiéu va 7 me tir exon muc tiéu. Do d6, vi tri cit
ndi 3' dugce xéc dinh rd rang 13 diém ndi giita dau 3' cta intron dich va dau 5' cia
exon dich.

Trong truong hop hop chét gian két v6i vi tri cat ndi 5°, hop chét néi trén ¢6
it nhAt mot chdng 14p bd sung 10 me véi trinh tw 14 me trong vi tri ¢t ndi 5’ muc
tiéu bao gém 7 me tUr exon muc ti€éu va 7 me tur intron muc tiéu. Do do, vi tri cat
ndi 5> duoc dinh nghia khong rd rang 1a diém ndi giira dau 3' ctia exon dich va
dau 5' ctia intron dich.

Trinh tw 14 me md ta hop chét cia Cong thirc I nhdm dich dén vi tri cét ndi
3' duge minh hoa béng vi trf ¢t ndi 3' trai qua diém ndi cua intron 1 va exon 2
trong tién ARN thong tin HIF-1o & ngudi doc tir gen HIFIA & ngudi [Trinh tu
tham chiéu NCBI: NG_029606.1]. Trinh tu 40 me ctia vi tri cat ndi 3' bao gom 20
me tur intron 1 va 20 me tur exon 2 la [(5' — 3') uucuuguuguuguuaaguag |
GAUAAGUUCUGAACGUCGAAY], trong d6 cac trinh ty intron va exon lan luot
dugc biéu thi bang chir nhod va chit in hoa va dudng giao nhau gitta intron 1 va
exon 2 duge danh du béng " | " Do d6, trinh tu 14-mer cta vi tri cit ndi 3' bao
gdm 7-mer tir intron 1 HIF-1o va 7-mer tir exon 2 HIF-la doc 1a [(5' — 3")
uaaguag | GAUAAGU]. Trong vi tri cit ndi 3' nay, intron va exon dich 1an luot
la intron 1 va exon 2 HIF-1 a.

Trinh tu tién ARN théng tin 40 me & trén da duoc cung clp dé xac dinh
mot cach ro rét vi tri cat ndi 3’ cua clia exon 2 trong tién ARN thong tin HIF-1a

& ngudi, vi sb exon thuong thay dbi tiry theo ban sao ARN thdng tin. Trong sang
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ché nay, vi tri cit ndi muc tiéu cua hop chit APN d4 néu duoc xac dinh mot cach
rd rang ¢ bét ¢t noi ndo c6 thé ap dung béng cach chi dinh déng thoi sd exon muc
tiéu va trinh tu tién ARN thong tin bao gém vi trf cit ndi muc tiéu.

Trinh tu 14 me m6 ta hop chit cia Cong thirc I nhdm dich vao vi tri cét ndi
5° dugce minh hoa bang vi trf cit ndi 5' (5' SS) kéo dai qua diém nbi ciia exon 2 va
intron 2 trong tién ARN thong tin HIF-1a & ngudi. Trinh tu 40-mer cta vi tri ct
nbi 5' bao gdm 20-mer tir exon 2 va 20-mer tir intron 2 doc 1a [(5' — 3"
GAGGAAACUUCUGGAUGCUG | gugaguuauuuuacaagggu], trong do trinh tu
exon va intron dugce biéu hién béng chit hoa, chit nhé, tuong Ung, va diém ndi
gitta exon 2 va intron 2 dugc danh d4u bang " | ". Do do, trinh ty 14-mer cua vi tri
cit n6i 5' bao gdm 7-mer tir exon 2 HIF-1a va 7-mer tir intron 2 HIF-1a doc 14 [(5
'— 3" GAUGCUG | gugaguu]. Trong vi tri cit ndi 5' (5' SS) ndy, exon va intron
dich 1an luot 14 exon 2 va intron 2 HIF-1a.

Hop chét ciia Cong thire I géin két chat ché véi vi tri cit ndi muc tidu trong
tien ARN théng tin muc tiéu va can trd sy hinh thanh "phirc hop ban dau
spliceome" lién quan dén vi tri cit ndi muc tiéu ctia hop chit. Hop chét néi trén
gén két chat ché véi vi trf cit ndi 3' hodc vi tri cét ndi 5' trong tien ARN thong tin
muc tiéu tuy thude vao trinh tu nucleotit ciia hop chét néi trén. Do hop chét cua
sang ché nay ngin chin mot cach rd rang sy hinh thanh "phtic hop ban dau
splicesome", nén exon muc tiéu duoc tach ra dé tao ra (cac) bién thé cit ndi ARN
thong tin thiéu exon dich. Do d6, hop chét cta sang ché c6 kha ning giy ra sy
nhay cua exon muc tiéu.

Céac cau trac hoa hoc clia cac nucleobazo tu nhién (nghia 14 cé trong tu
nhién) hodc khéng tu nhién (nghia 1a khong c6 trong tu nhién) dugc sir dung dé
mo ta dan xuat APN ctia Cong thire I dugce minh hoa trong Hinh 7. Cac nucleobazo
tu nhién hodc khong tu nhién cua sang ché nay bao gdm nhung khong giéi han &
céc nucleobazo dugce cung cép trong Hinh 7. Viée cung cip cac nucleobazo tu
nhién hoac khong tu nhién nhu vay la dé minh hoa su da dang cua céc nucleobazo
duoc phép, va do d6 khong nén dién giai dé gidi han pham vi cta sang ché véi

cac nucleobazo duge cung cép trong Hinh 7. M6t chuyén gia trong linh vuc
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oligonucleotit c6 thé d& dang tim ra mét nucleobazo tu nhién bd sung cho ting
nucleobazo khong tu nhién dugc minh hoa trong Hinh 7. Do d6, chuyén gia nay
c6 thé xac dinh 1 rang sy bo sung gitta hop chét c6 cong thirc I va trinh tu tién
ARN thong tin muyc tiéu.

Céc nhém thé dugc sir dung dé mo ta dan xuat APN ciia Céng thire I dugc
minh hoa trong Hinh 8 dén Hinh 8E. Hinh 8A cung cép cac vi du cho céc gbe
alkyl duoc thé hoic khong duge thé. Cac gbe alkylaxyl duoc thé hodc khong dugc
thé, va céac géc arylaxyl duoc thé hoic khong duoc thé dugc minh hoa trong Hinh
8B. Hinh 8C minh hoa vi du cho cac géc alkylamino duoc thé, arylamino dugc
thé, aryl duoc thé hoac khong dugce thé, alkylsulfonyl duoc thé hoic khong dugc
thé, arylsulfonyl dugc thé hoic khong duoc thé, alkylphosphonyl duoc thé hodc
khong dugc thé, va cac gbe arylphosphonyl duoc thé hoic khong duge thé. Hinh
8D cung cép cac vi du cho cac gbe alkyloxycacbonyl duoc thé hodc khong dugc
thé, aryloxycacbonyl duoc thé hoic khong duoc thé, alkylaminocacbonyl duoc
thé hodc khéng duoc thé, va cac gbc arylaminocacbonyl duge thé hodc khong
duoc thé. Trong Hinh 8E, cung cap cac vi du cho alkyloxythiocacbonyl duge thé
hodc khong dugc thé, alkylaminothiocacbonyl dugc thé hoic khoéng dugc thé,
arylaminothiocacbonyl duogc thé hodc duoc thé, alkyloxythiocacbonyl dugc thé
hodc khong dugc thé va aryloxythiocacbonyl duge thé hodc khong dugc thé. Viéc
cung cap cac nhom thé dién hinh nhu vay 1a dé minh hoa su da dang cua cc nhém
thé dugc phép, va do d6 khong nén duoc giai thich dé gidi han pham vi cia sang
ché d6i véi cac chit nhom thé duge minh hoa trong Hinh §A dén Hinh 8E. Vi mot
chuyén gia trong linh vuc ndy c6 thé dé dang nhan ra ring trinh ty oligonucleotit
la yéu t6 ghi deé cho gén két dic hiéu cia trinh tu oligonucleotit véi trinh ty tién
ARN thong tin muc tiéu trén cdc nhém thé & dau N hodc dau C, nén c6 nhiéu
nhom thé khac nhau duoc phép cho hop chét néi trén ciia sang ché nay hon céc
nhom thé duoc minh hoa trong Hinh 8A dén Hinh SE.

Hop chét ctia Cong thie I ¢6 tinh thdm té bao t6t va c6 thé dé dang phén
phéi vao té bao dudi dang "nguyén dang" (nghia la khéng dugc pha ché véi ta

duoc dé lam tang sy phan phdi vao té bao) nhu dugce minh hoa trong linh vyc k§
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thuét ndy trude day [PCT/KR2009/001256]. Do d6, hop chét cta séng ché nay c6

kha nang giy ra viéc nhay Exon muc tiéu trong tién ARN théng tin muc tiéu dé
tao ra (cac) bién thé cit ndi ARN théng tin thiéu exon dich trong cac té bao dugc
xtr ly bang hop chét cia Cong thuc I 13 oligonucleotit "nguyén dang".

Hop chét cia Cong thie I khong yéu cu bét ky phuong tién hoic ché pham
nao dé phan phdi vao té bao dé tao ra su nhay cua exon dich trong cac té bao. V&
van dé nay, hop chét cua sang ché khac biét rd rét v6i cac nhém oligonucleotit
khac bao gdom ADN, ARN, PTO, PTO 2'-OMe, ARN 2'-OMe, ARN 2'-OMOE,
LNA, PMO, APN, va v.v.

Véi 4i luc fnanh mé& ddi véi ARN va tinh thim cua té bao tét, hop chét cia
Cong thirc I dé dang tao ra sy nhay ciia exon muc tiéu trong céc té bao c6 tiém
nang antisense dudi murc femto mol (10”3 mol). Cho dén nay, chua bao gid dugc
bao cao hodc nhan ra tiém ning nhay exon antisense dudi murc femtd mol (10715
mol) véi cac nhém oligonucleotit khac bao gdbm ADN, ARN, PTO, PTO 2'-OMe,
ARN 2'-OMe, ARN 2'-OMOE, LNA, PMO, APN, v.v. Ngay ca kha néng nhay
Exon antisense dudi mic nanomol cling hiém khi duge ghi nhan véi cac nhém
oligonucleotit khac. Hi¢u luc nhay Exon antisense duéi muc nanomol da dugc
bao cédo v6i ASO APN duoc thiét ké dé c6 mot sé nhom phosphonat khac nhau
gén két cong hda tri véi dau N cta trinh tw APN dé tao diéu kién thuin loi cho
qué trinh chuyén héa vao té bao. [Nucl. Acids Res. vol 30 (13), 4424-4432 (2008)]
Nhu duge trich dan truée d6 trong tai liéu nay, kha ning nhay exon antisense in
vivo dd dugc bao cdo 1a & mic nanomol dén muc micromol ngay ca trong céc
diéu kién cudng birc dua vao té bao nhu phuong phép lipofection, dién di, v.v. V&
van dé nay, hop chat ctia Cong thirc I khac biét rd rét voi cac nhém oligonucleotit
khac bao gdbm ADN, ARN, PTO, PTO 2'-OMe, ARN 2'-OMe, ARN 2'-OMOE,
LNA, PMO, APN, v.v.

Pé mot phan tir oligonucleotit gan két vai trinh tu bd sung ctia nd trong mot
tién ARN théng tin, phéan tir ndy can phai duoc kéo dai ra hodic mé ra dé gin két
bd sung véi trinh ty tién ARN thong tin muc tiéu. Cac phan tir oligonucleotit c6

xu hudng tap hop hodc duy tri nép gip (vi du nhu cai kep toc) do xu huéng cao
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ctia chiing trong viée hinh thanh gan két hydro lién phan tir hoic ndi phan tir gitta
cac nucleobazo. Do d6, sé c6 thém mot rao can nang lugng cho viéc mo ra chéng
lai s nhay exon antisense véi cac oligonucleotit dugc nghién ciru phd bién bao
gébm ADN, ARN, PTO, PTO 2'-OMe, ARN 2'-OMe, ARN 2'-OMOE, LNA,
PMO, APN, v.v. Céc oligonucleotit da duoc dinh luong thong thuong biang cach
hép thu tia cuc tim sau khi G & nhiét d6 > 90°C trong dung dich dém nuéc cho cac
phan tu oligonucleotit m¢ ra cang nhiéu cang tt.

Dan xuét APN ctia Cong thirc I ¢6 nhiéu dién tich duong phan bb trén toan
bd chudi oligonucleotit & dd pH sinh ly do mot s6 nhém amino bazo gin két cong
héa tri véi cac nucleobazo da duoc bién doi trong do. Nhiéu dién tich duong cho
phép hop chat ctia Cong thirc I khong bi mé ra hoic kéo dai ra do luc day tinh
dién gitra cac dién tich duong lan can trén cling mdt chudi oligonucleotit. Dan
xuét cta cong thirc I c6 xu hudng thip dé tap hop véi (cac) phan tir khac c6 cong
thire I. Do d6, hop chat ctiia Cong thirc I c6 xu huéng van sin sang vé mit cAu tric
(nghia 1a dugc kéo dai ra) dé gfn két bd sung véi trinh tw muc tiéu trong tién ARN
thong tin muc tiéu. Su sin sang vé chu truc ciing rat quan trong dbi véi
oligonucleotit cia Cong thirc I dé nhanh chéng pht hop véi trinh tu tién ARN
thong tin muc tiéu vi tién ARN thong tin myc tiéu dang duge phién ma tir ADN.
Do d6, mirc do san sang vé cAu trac két hop v6i ai luc manh dugc coi 1a cong
thém vao ai lyc gan két manh mé dé dat duoc tiém ning nhay exon antisense dusi
mirc femtd mol ctia hop chét co cong thirc 1. V& mit nay, hop chit cia Cong thirc
I khac biét rd rét voi cac nhom oligonucleotit khac bao gém ADN, ARN, PTO,
PTO 2'-OMe, ARN 2'-OMe, ARN 2'-OMOE, LNA, PMO, APN, v.v.

Nho tinh thdm t& bao tt, dAn xudt APN cta Céng thirc I ¢6 thé duoc st
dung toan than dudi dang oligonucleotit "nguyén dang" dé tao ra su nhay exon ¢
hiéu luc trong (cac) mo dich. Hop chét ciia Cong thirc I khong yéu cau cong thirc
hodc ta duge dé 1am ting phan phdi vao md dich dé goi ra hoat tinh trj liéu mong
muén. Hop chit ctia Cong thirc I dugce hoa tan dé dang trong PBS (dung dich mubi
dém phosphat) hoac nudce mudi, va duoc st dung toan than dé d& dang khoi goi

hoat tinh tri liéu trong (cac) mo dich.
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Vi tiém nang nhay exon dudi mirc femtd mol trong céc té bao duge xir ly
v6i oligonucleotit "nguyén dang", dan xult APN cuia sang ché cho thay hoat tinh
tri liéu in vivo thuong xuyén voi lidu toan than 1 pg/Kg hodc it hon. Hiéu luc diéu
tri manh nhu vay chua bao gi¢ dugc thuc hién véi cac nhom oligonucleotit khac
bao gdom ADN, ARN, PTO, PTO 2'-OMe, ARN 2'-OMe, ARN 2'-OMOE, LNA,
PMO, APN, v.v. Do chi phi san xuét oligonucleotit néi chung 1a rat cao, nén tiém
nang cuc manh la mot 1gi thé 16n dé hién thuc héa chi phi diéu tri phai chang, dac
biét 1a di véi nhitng bénh nhan méc bénh man tinh. Vé van dé nay, hop chat cia
Cong thirc T khac biét 16 rét voi cac nhom oligonucleotit khac bao gébm ADN,
ARN, PTO, PTO 2'-OMe, ARN 2'-OMe, ARN 2'-OMOE, LNA, PMO, APN, v.v.

Do tinh thAm té bao tbt, din xuit APN cla sang ché hién tai dé dang duoc
phan phéi tai chd hoic qua da dé khoi goi hoat tinh tri liéu tai dia diém st dung.
Hop chét cua sang ché nay khong can dugc didu ché phirc tap hodc xam 1an dé
tao ra hoat tinh tri li€u tai chd. Dan xuit APN cua Cong thuc 1 dé dang duoc
chuyén qua da dudi dang oligonucleotit "nguyén dang". Nho ¢6 hiéu lyc nhay
Exon cuc manh, hop chit noi trén cho théy hoat tinh tri liéu khi st dung tai chd
hoic qua da cua dung dich oligonucleotit duéi mirc picomol. Viéc phan phéi tai
cho hoic qua da dudi dang oligonucleotit "nguyén dang" di vo cung thach thirc
véi cadc nhom oligonucleotit khac bao gém ADN, ARN, PTO, PTO 2'-OMe, ARN
2'-OMe, ARN 2-OMOE, LNA, PMO, APN, v.v. Vé van dé& nay, hop chat ctia
Cong thtrc 1 khac biét rd rét v4i cac nhom oligonucleotit khac bao gém ADN,
ARN, PTO, PTO 2'-OMe, ARN 2'-OMe, ARN 2';OMOE, LNA, PMO, APN, v.v.

Hop chit ctia Cong thuc 1 ¢6 thé duoc sir dung két hop véi axit hoic bazo
dugc dung bao gdm nhung khong giéi han ¢ natri hydroxit, kali hydroxit, axit
hydrocloric, axit metansunphonic, axit xitric, axit trifloroaxetic, v.v.

Dan xuét APN cua Cong thtrc I hodc mdt loai mubi duge dung co thé duoc
str dung cho mot dbi tuong két hop vGi mot ta duge duge dung bao gém nhung
khong giéi han & axit xitric, axit hydrochloric, axit tactric, axit stearic,
polyetylenglycol, ethanol, isopropanol sodium bicacbonate, nudc cét, chit bao

quan, v.v.
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Hop chit cua sang ché ¢6 thé duoc str dung toan than cho mot ddi tugng
v6i lidu didu tri ¢6 hidu qua tir 1 fmol/Kg dén cao hon 1nmol/Kg, c6 thé thay ddi
tuy theo lich dung thubc, diéu kién hoac tinh trang ctuia ddi tuong, v.v. Hop chét
cua sang ché ¢c6 thé duoc str dung tai chd cho mot d6i tugng & néng do c6 hiéu
qua vé mat trj liéu tir 1 aM dén cao hon 1 nM, c6 thé thay ddi tuy theo lich dung
thudc, diéu kién hodc tinh trang cia dbi tuong, v.v.

Puoc uu tién 1a mot ddn xudt APN cua Cong thire I, hoic mét loai mubi
duoc dung cua no:

trong do:

n 12 mot s6 nguyén nam giira 11 va 15;

hop chit ciia Cong thirc I 6 it nhit mot chong 14p bd sung 10 me vdi trinh
tur vi tri cét ndi muc tiéu 14 me bao gém 7 me tu intron va 7 me tur exon trong tién
ARN thong tin muc tiéu;

hop chit cua Cong thirc I hoan toan b6 sung cho trinh tu tién ARN thong
tin muc tiéu, hodc bd sung mot phﬁn cho trinh tu tién ARN thong tin muc tiéu véi
mot hodc hai sy khong phu hop;

S1, So, ..., Sut, S, T1, T, ..., Top va Ty, dOc 14p la géc deuterido, hydrido,
alkyl duoc thé hoic khong dugc thé, hodc gbe aryl duoc thé hoic khong duoc thé;

X va'Y doc lap 1a gbc hydrido, focmyl, aminocacbonyl, aminothiocacbonyl,
alkyl dugc thé hoac khong dugc thé, aryl dugc thé hodc khong dugc thé, alkylaxyl
duoc thé hodc khong dugc thé, arylaxyl dugc thé hodc khong duoc thé,
alkyloxycacbonyl dugc thé hodc khéng duogc thé, aryloxycacbonyl duoc thé hodc
khong duoc thé, alkylaminocacbonyl dugc thé hodc khoéng dugc thé,
arylaminocacbonyl dugc thé hodc khong duoc thé, alkylaminothiocacbonyl dugc
thé hodc khong duoc thé, arylaminothiocacbonyl dugce thé hozc khong duoc thé,
alkyloxythiocacbonyl dugc thé hodc khong dugc thé, aryloxythiocacbonyl dugc
thé hoic khong duoc thé, alkylsulfonyl dugc thé hoac khéng dugc thé,
arylsulfonyl duoc thé hoic khong duoc thé, gbe alkylphosphonyl dugc thé hoic
khong dugc thé, hodc gbc arylphosphonyl duoc thé hoic khong duogc thé;
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Zla géc hydrido, hydroxy, alkyloxy dugc thé hoac khong dugc thé, aryloxy
duoc thé hoic khong duoc thé, amino khoéng duoc thé, alkylamino duogc thé hoac
khong dugc thé, arylamino duogc thé hodc khong dugc thé, alkyl dugc thé hoéc
khong dugc thé hodc géc aryl duoc thé hodc khong dugc thé;

Bi, Bs, ..., Baoy va B, duoc chon doc 14p tir cac nucleobazo tu nhién bao
gdm adenin, timin, guanin, xytoxin va uraxin va nucleobazo khéng tu nhién;

it nhat bon trong s6 By, By, ..., By va B, duogc chon doc lap tir cac
nucleobazo khéng tu nhién dugc biéu dién bdi Cong thire II, Cong thire IIT hodc

Cong thuc IV;

R

|
R, NH, g
L f/ (:4 f\\” <}¢ [ f
);"__NlH \N - -;:-k - M N':-'f NH
& i T T b |
E =N I Loy R I L.!*—-._\_.Bl{fﬂﬁ
N&i r Rs
‘NI i
|M‘A’I
Cong thire IT Cong thire 111 Cong thirc TV
trong do:

Ri, Ry, R3, Ry, Rs va Ry dugc chon doc 1ap tir hydrido, va géc alkyl dugc
thé hodc khoéng dugc thé;
L, L, va Ls 1a mdt mdi lién két cong hoa tri duoc biéu dién béi Cong thuc

V lién két cOng hoa tri nhom amino bazo véi goc nucleobazo:
e T " Qm__ 6 thi 2
A ,P \} g Cong thirc V

trong do:
Q) va Qn 1a gbc metylen (-CH,-) dugc thé hodc khong duoc thé va Q,, dugc
lién két truc tiép v61 nhom amino bazo;
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Q2, Qs, ..., va Qp.1 dugce chon doc 1ap tir metylen duogc thé hoic khong dugce
thé, oxy (-O-), luu huynh (-S-) va gbc amino dugc thé hodc khong duogc thé [-
N(H)-, hodc -N(nhém thé)-]; va |

m 14 mot s6 nguyén nam gitta 1 va 15.

Céc nucleobazo khong ty nhién ciia Cong thuce I, Cong thirc III va Céng
thtre IV tuong Gmg véi xytosin, adenin va guanin dé ghép cip bazo bd sung véi
tién ARN thong tin nhu dugc minh hoa trong linh vuc k§ thuat ndy trudc day
[PCT/KR2009/001256].

Diédu kién duge sir dung dé mé ta Cong thire V rang "m 1a mot sé nguyén
ndm gifra 1 va 15" theo nghia den 14 "n 1a mét s6 nguyén dugc chon tir 2, 3, 4, 5,
6,7,8,9,10, 11,12, 13 va 14".

Diéu dang quan tam la mot oligome APN ctia Cong thtrc I, hodc mat loai
mudi duoc dung cua no:

trong do:

n 12 mot s6 nguyén nam gitta 11 va 23;

hop chét ciia Cong thirc I ¢6 it nhat mot chdng 14p bd sung 10 me v6i trinh
tu vi tri cat ndi muc tiéu 14 me bao gém 7 me tur intron va 7 me tir exon trong tién
ARN théng tin muc tiéu;

hop chét cua Cong thic I hoan toan bd sung cho trinh tu tién ARN thong
tin muc tiéu, hoac bd sung mat phﬁn cho trinh tu tién ARN thong tin muc tiéu véi
mot hodc hai s khong phu hop;

S1,S2, ey St Sny T1, Ta s ..., Tt va Ty 12 gbc hydrido;

x va Y doc lap 1a gdc hydrido, aminocacbonyl, alkyl dugc thé hoic khong
duoc thé, aryl duoc thé hodc khong duge thé, alkylaxyl dugc thé hodc khong dugc
thé, arylaxyl duoc thé hodc khong dugc thé, alkyloxycacbonyl duoc thé hoic
khong dugc thé, alkylaminocacbonyl duoc thé hoac khong dugc thé hoac géc
arylsulfonyl duoc thé hodc khong duoc thé;

7 1a amino khong dugc thé, hoac géc alkylamino duogc thé hoac khong dugce

thé;
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B, By, ..., Ba va B, dugc chon doc 1ap tir cac nucleobazo ty nhién bao
gdm adenin, timin, guanin, Xytoxin va uraxin va nucleobazo khéng tu nhién;

it nhat bén trong s6 By, By, ..., Bui va B, duoc chon ddc 1ap tir cac
nucleobazo khong tir nhién dugc biéu dién boi Cong thire 1T, Cong thire III hodc
Cong thuc IV,

Ry, Rz, Rs, Ry, Rs va Rg duge chon doc lap tir gbe hydrido, va gde alkyl
duoc thé hodc khong dugc thé;

Qi vaQula géc metylen duogc thé hodc khong dugc thé, va Qm duoc lién
két truc tiép voi nhém amino bazo;

Q2, Qs, ... va Qp. dugc lua chon doc 1ap tur géc metylen duoc thé hodc
khong duge thé, oxy, va gbc amino; va

m 14 mot s6 nguyén nam gitra 1 va 11.

Quan tam dic biét 1a mot dan xuat APN cua Cong thuc 1, hodc mdt loai
mubi duge dung cua no:

trong do:

n 12 mot s6 nguyén nam gitra 11 va 21;

hop chét ctia Cong thirc T ¢6 it nhét mot chong 1ap bd sung 10 me voi trinh
tur vi tri cit ndi muc tiéu 14 me bao gém 7 me tur intron va 7 me tur exon trong tién
ARN thong tin muc tiéu;

hop chit cia Cong thirc I hoan toan bd sung cho trinh tu tién ARN thong
tin muc tiéu, hodic bd sung mot phﬁn cho trinh tu tién ARN thong tin muc ti€u véi
mot hoac hai sy khong phu hop;

S1. S, . Suty Suy Ti, T, ., Tat va Ty 13 gbc hydrido;

X va'Y doc lap la gbe hydrido, alkyl dugc thé hogic khong duge thé, aryl
duoc thé hodc khong dugc thé, alkylaxyl duge thé hoic khong duge thé, arylaxyl
duoc thé hodc khong duoc thé, alkyloxycacbonyl dugc thé hoic khong dugc thé,
alkylaminocacbonyl dugc thé hodc khong duoc thé hodc gdc arylsulfonyl dugc
thé hoac khong duoc thé;

7. 1a amino khéng dugc thé, hodc géc alkylamino duogc thé hoac khong dugc
thé;

51



48536 52/235

B1, By, ..., Bu1 va By duoc chon doc lap tir cac nucleobazo tu nhién bao
gdm adenin, timin, guanin, xytoxin va uraxin va nucleobazo khong tu nhién;

it nhat bdn trong s6 By, Ba, ..., Bni va B, dugc chon doc lap tor cac
nucleobazo khong ty nhién duogc biéu dién boi Cong thirc IT, Cong thic III hodc
Cong thuce 1V,

Ry, Ry, Ry, Ry, Rs va Rg duoc chon doc 14p tir hydrido, va gbc alkyl duogc
thé hoac khong dugce thé;

Q; va Qn la gbc metylen va Q,, dugc lién két tryc tiép v6i nhom amino
bazo;

Q2, Qs, ... va Q.1 dugc chon doc l1ap tu géc metylen, oxy va géc amino; va

m 12 mot s& nguyén nam gitta 1 va 11.

Pugc quan tdm 1a mot oligome APN cua Cong thire I, hodc mot loai mudi
duoc dung cua no:

trong do:

n 12 mot s6 nguyén nam gitta 11 va 19;

hop chét ciia Cong thire 1 ¢6 it nhét mot chong 14p bd sung 10 me vdi trinh
tu vi trf cit ndi muyc tiéu 14 me bao gdm 7 me tir intron va 7 me tir exon trong tién
ARN thong tin muc tiéu,

hop chét ctia Cong thirc I hoan toan b6 sung cho trinh tu tién ARN théng
tin muc tiéu;

S1,S2, ..., Snt, Su, Ty, T, o, T vaThla géc hydrido; |

X va'Y doc 1ap 1a gbc hydrido, alkyl dugc thé hogc khong duge thé, aryl
duoc thé hodc khéng duoc thé, alkylaxyl duoc thé hodc khong duoc thé, arylaxyl
duoc thé hodc khong duoc thé, alkyloxycacbonyl dugce thé hodc khong dugc thé,
alkylaminocacbonyl dugc thé hoac khong duogc thé hoac géc arylsulfonyl dugc
thé hodc khong duoc thé;

Zla géc amino khong dugc thé, hodc géc alkylamino duogc thé hoac khong
duoc thé;

Bi, B, ..., Bua va B, duge chon doc 1ap tir cac nucleobazo ty nhién bao

gom adenin, timin, guanin, xytoxin va uraxin va nucleobazo khong tu nhién;
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it nhat bén trong s6 By, B, ..., Bni va B, dugc chon doc 1ap tur cac
nucleobazo khong tu nhién dugc biéu dién boi Cong thire 1T, Cong thirc 1T hoic
Cong thuc IV,

Ry, R; va Rs 1a gbc hydrido va Ry, Ry va Re doc 1ap 1a gbc hydrido, hoic
gbc alkyl duoc thé hoic khong dugc thé;

Q) va Qu 12 gbc metylen va Qn duoc lién két truc tiép v6i nhém amino
bazo;

Q, Qs, ..., va Qu.1 dugce chon doc 1ap tu géc metylen va oxy; va

m 1a mot s& nguyén nam gitra 1 va 9.

Pugc quan tam hon 1a mot dan xuét APN cla Cong thuc I, hodc mot loai
mudi duoc dung cia noé:

trong do:

n 1a mot sé nguyén nam giira 12 va 19;

hop chat ctia Cong thirc I ¢6 it nhat mot chong 14p bd sung 10 me vdi trinh
tu vi trf c&t ndi muc tiéu 14 me bao gdm 7 me tir intron va 7 me tir exon trong tién
ARN thong tin muc tiéu;

hop chat cua Cong thirc I hoan toan b6 sung cho trinh tu tién ARN thong
tin muc tiéu;

S1,S2, s Sut, Sny Ti, To, ..., To va Ty 14 gbc hydrido;

X va'Y doc lap 1a gbc alkylaxyl dugc thé hodc khong duoc thé, arylaxyl
duoc thé hodc khong duge thé, hoic gde alkyloxycacbonyl duoc thé hoic khong
duoc thé;

Z 14 gbc amino khong duoc thé, hodc gbc alkylamino duoc thé hoic khong
duoc thé;

Bi. By, ..., Bui, va B, dugce chon doc lap tir adenin, timin, guanin, Xytoxin,
va nucleobazo khong tu nhién;

it nhat nim trong s6 B, By, ..., By va B, duge chon doc lap tir cac
nucleobazo khong tu nhién duoc biéu dién boi Cong thice 1, Cong thire 111 hodc
Cong thuc 1V;

Ry, Ry, R3, Ry Rs va Ry 1a goc hydrido;
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Q, va Qn 1a gbc metylen va Qy, dugc lién két truc tiép v6i nhém amino
bazo;

Q2, Qs, ..., va Qn.1 dugce chon doc 1ap tur géc metylen va oxy; va

m 12 mot sd nguyén nam gitta 1 va 9.

Quan tAm cao nhét 1a mot dan xudt APN cia Cong thiic I, hodic mot loai
mudi duoc dung cia noé:

trong do:

n 12 mot sb nguyén nam gitta 12 va 18;

hop chét ctia Cong thire I ¢6 it nhét mot chong 14p bd sung 10 me vdi trinh
tur vi tri cét ndi muc tiéu 14 me bao gém 7 me tir intron va 7 me tur exon trong tién
ARN thong tin muyc tiéu;

hop chat cua Cong thirc T hodn toan bd sung cho trinh tu tién ARN théng
tin muc tiéu; '

S1,Ss, .., Suet, S, Th, T, ., ThavaTh la géc hydrido;

X 14 gbc hydrido;

Y la gbc alkylaxyl duge thé hodc khéng dugc thé, arylaxyl duoc thé hosc
khéong duoc thé, hodc goc alkyloxycacbonyl dugc thé hodc khong duogc thé;

Zla géc amino khong dugc thé, hoac géc alkylamino duogc thé hodc khong
duoc thé;

B, B, ..., By, va B, dugc lya chon mét cach doc lap tur adenin, timin,
guanin, xytoxin, va nucleobazo khong tu nhién;

it nhat nim trong s6 By, By, ..., Bui va B, dugc chon doc lap tir cac
nucleobazo khong ty nhién duoc biéu dién bai Cong thirc 11, Cong thirc III hoic
Cong thuc IV;

Ri, Ry, R3, Ry RsvaRg1a géc hydrido;

L, 1a -(CHy)-O-(CH;),-, -CH»-O-(CHz),-, -CH;-O-(CHz)3-, -CH,-O-
(CHa)4-, -CHp-O-(CHp)s-, -CH,-O-(CHz)g-, hodc -CHy-O-(CH)s- v6i dau bén

phai duoc lién ket truc tiép v6i nhém amin bazo; va
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L, va Lj duoc chon doc 1ap tur -(CHa)z-, -(CHa)s-, -(CHz)4-, -(CH>)s-, -
(CHy)s-, -(CHz)7-, -(CHp)s-, -(CH2)2-O-(CHz)2-, -(CH»)3-O-(CHz),-, va -(CHaz),-
O-(CH,)s- v6i dau bén phai duoc lién két truc tiép véi nhém amino bazo.

Hop chét cua Cong thirc T ¢ thé duge viét tit nhu duoc mé ta trong linh
vuc k¥ thuat nay trude day [PCT/KR2009/001256; EP2268607; US8680253].
Duéi day la cac vi du vé céc chit viét tit nhu vay duogc st dung dé md ta cac dan
xudt APN cua Cong thie I nhdm muc tiéu vao vi tri cat nbi 3’ trai qua diém ndi
clia intron 1 va exon 2 trong tién ARN théng tin & ngudi doc tir gen HIFIA &
ngudi [Trinh ty tham chiéu NCBI: NG_029606.1):

(N — C) Fethoc-CA(5)G-AA(5)C-TTA(5)-TCC(102)-TA(5)-NHy;

(N — C) Fmoc-CA(5)G-AA(S5)C-TTA(5)-TCC(102)-TA(5)-NHo;

(N — C) H-CA(5)G-AA(5)C-TTA(5)-TCC(103)-TA(5)-NHy;

(N — C) Ac-CA(5)G-AA(5)C-TTA(5)-TCC(102)-TA(5)-NHo;

(N — C) Piv-CA(5)G-AA(5)C-TTA(5)-TCC(102)-TA(5)-NHy;

(N — C) Benzoyl-CA(5)G(203)-AA(5)C-TTA(4)-TCC(102)-TA(5)-
NH>;

(N — C) n-Propyl-CA(5)G-AA(5)C-TTA(5)-TCC(202)-TA(5)-NHo;

(N — C) Benzyl-CA(5)G-AA(5)C-TTA(S)-TCC(102)-TA(5)-NHy;

(N — C) p-Toluensulfonyl-CA(5)G-AA(5)C-TTA(202)-TCC(102)-
TA(5)-NHy;

(N — C) [N-(2-Phenyletyl)amino]cacbonyl-CA(5)G(3)-AA(5)C-TTA(3)-
TCC(102)-TA(5)-NHo;

(N — C) Fethoc-Lys-Leu-CA(5)G(202)-AA(5)C-TTA(8)-TCC(102)-TA-
Lys-NHp;

(N — C) N-Phenyl-N-Me-CA(5)G-AA(5)C-TTA(5)-TCC(102)-TA(5)-
Lys-NHo;

(N — C) Piv-HEX-CA(5)G-AA(5)C-TTA(5)-TCC(102)-TA(5)-Lys-NHo;

(N — C) FAM-HEX-CA(5)G-AA(5)C-TTA(5)-TCC(102)-TA(5)-Lys-
NH>;

(N — C) Fethoc-GA(5)A-C(102)TT-A(5)TC-CTA(5)-C(102)T-NHy;
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(N — C) Fethoc-Arg-GA(5)A-C(102)TT-A(5)TC-CTA(5)-C(102)T-Gly-
NHo;

(N — C) Fethoc-Val-GA(5)A-CTT-A(6)TC-CTA(5)-C(202)T-Gly-Lys-
NHo;

(N — C) Fethoc-C(105)TT-A(6)TC-CTA(6)-C(102)TT-AA(6)C-NH,;

(N — C) Fmoc-Val-CTC(102)-A(5)TC-CTA(6)-C(103)TT-AA(202)C-
NH,; va

(N — C) Fethoc-TTC(105)-AG(5)A-A(4)CT-TA(5)T-CC(202)T-
A(6)CT-TA(6)-NH,:

trong do:

A, G, T vaC lacac monome APN c6 nucleobazo tu nhién la adenin, guahin,
timin va xytoxin tuong Ung;

C(pOq), A(p), A(pOq), G(p) va G(pOq) la cdc monome APN cé
nucleobazo khong tu nhién duoc biéu dién bai Cong thic VI, Cong thic VII,
Cong thae VIII, Cong thue IX va Cong thuc X, twong ung;

;’ﬁ [CH)y—MH:
[{.‘Hil? NH=
1.3,"7 ~HH NH. NH: -
", Y N e MH» N ,,L 0 —(CH.),
L A e
o L N g CHed
\"!’%*"“ v\?ﬁm H M, H
Cong thire VI Cong thire VII Cong thirc VIII
NH 5
O O |
M ._JJLNH MH; M. ,U\N gy 9l H:ly
¢ 0" das 100 L
N T T E Ny T e
"'.;"f:‘,_ H .x,_}_fv“ H
Cong thire IX Cong thire X
trong do:

p va q la cac so nguyén; va,
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cac chit viét tht cho cdc nhom thé dau N va dau C duge dinh nghia cu thé
nhur sau: "Fmoc-" 13 tén viét tit cho "[(9-floenyl)metyloxy]cacbonyl-"; "Fethoc-"

1

cho "[2-(9-floenyl)etyl-1-oxy|cacbonyl"; "Ac-" cho "axetyl-"; "Benzoyl-" cho

"benzencacbonyl-"; "Piv-" cho "pivalyl-"; "n-Propyl-" cho "1-(n-propyl)-"; "H-"
cho nhom "hydrido-"; "p-Toluensulfony!l" cho "(4-metylbenzen)-1-sulfonyl-"; "-
Lys-" cho gdc axit amin "lysin"; "-Val-" cho gbc axit amin "valin"; "-Leu-" cho
gbc axit amin "leuxin"; "-Arg-" cho gbc axit amin "arginin"; "-Gly-" cho gbe axit
amin  "glyxin"; "[N-  (2-Phenyletyl)amino]cacbonyl-" cho  "[N-1-(2-
phenyletyl)amino]cacbonyl-"; "Benzyl-" cho "1-(phenyl)metyl-"; "Phenyl-" cho
"phenyl-"; "Me-" cho "metyl-"; "-HEx-" cho "6-amino-1-hexanoyl-"; "FAM-" cho
"5, hodc 6-floresxein-cacbonyl- (hon hop dong phan)"; va "-NH," cho nhém "-
amino" khong duoc thé.

Hinh 9 cung cip chung céc céu trac hoa hoc cho cac monome APN dugc
viét tat 1a A, G, T, C, C(pOq), A(p), A(pOq), G(p) va G(pOq). Nhu di thao luén
trong linh vuc k¥ thuét nay trude day [PCT/KR2009/001256], C(pOq) dugc coi
]2 mdt monome APN bi bién doi twong duong véi "xytosin" do sy lai héa duge
uu tién cua nd thanh "guanin". A(p) va A(pOq) duoc coi la cdc monome APN bi
bién ddi dong vai tro 13 "adenin” vi 4i lyc chét ch& cta ching dbi véi "tymin".
Tuong tu nhu vay G(p) va G(pOq) duoc coi la cidc don phan APN bi bién dbi
twong duong véi "guanin" do sy ghép cap bazo phong phi cua ching voi
"xytosin".

Hinh 10 cung cép mot cach ro rét cac cAu tric héa hoc cho mot loat cac chir
viét tit cho cdc nhom thé duge sir dung dé da dang hoa dau N hodc dau C cta dan
xuat APN cua Céng thtrc I trong séng ché. Viéc cung cip cac nhom dau N hoic
dau C trong Hinh 10 lam vi du la dé minh hoa su da dang cua cdc nhém thé duoc
phép cho dau N hoic dau C ctia dan xuat APN cua Céng thire I, do d6 khong nén
hiéu dé gi6i han pham vi cia cic nhém diu N hodc du C cho hop chit cta sang
ché. Mot chuyén gia trong linh vuc k¥ thuat co thé d& dang nhén ra rang trinh tu
oligonucleotit la tdc nhan quan trong nhét cho tuong tac dic hidu cua trinh tu nay

vé6i trinh tu tién ARN thong tin muc tiéu.
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Pé minh hoa cac chit viét tit dugce str dung cho cac dan xuit APN nhu vay,
cdu tric hoéa hoc cho dan xudt APN 14 me duoc viét tit 1a "(N — C) Fethoc-
GA(5)A-C(102)TT-A(5)TC-CTA(5)-C(102)T-NH," dugc cung cip trong Hinh
11.

Nhu mot minh hoa khéc, ciu tric hoa hoc cho dan xuit APN 15 me duoc
viét tit 13 "N — C) Fmoc-Val-CTC(102)-A(5)TC-CTA(6)-C(103)TT-
AA(202)C-NH," duoc cung cap trong Hinh 12.

Hop chét cua Cong thirc I phai dap g yéu cu c6 "it nhit mot chong lap
bo sung 10 me véi trinh tu vi tri cat ndi muc tiéu 14 me bao g(‘Sm 7 me tir intron
va 7 me tir exon trong mot tién ARN thong tin muc tiéu". Vi du, néu hop chét cua
Cong thirc I nhidm muc tiéu vao, vi tri ¢t ndi 3' kéo dai qua diém ndi cua intron 1
va exon 2 trong tién ARN thong tin HIF-1a & ngudi, thi vi tri cit ndi 3’ duoc xac
dinh mot cach rd rang boi trinh tur tién ARN thong tin HIF-1a 30-mer & nguoi [(5'
— 3") guuguuguuaaguag | GAUAAGUUCUGAACQG]. Sau do, trinh ty 14-mer
ctia vi trf cat nbi 3° HIF-1a muc tiéu doc 13 [(5' — 3') uaaguag | GAUAAGU].

Mot ASO HIF-1a 15-mer véi trinh ty "(N — C) Fethoc-CA(5)G-AA(5)C-
TTA(5)-TCC(102)-TA(5)C-NH," tuong duong véi trinh tu ADN cua "(5' — 3")
CAG-AAC-TTA-TCC-TAC" dé gin két bd sung véi tién ARN théng tin HIF-1a
& ngudi. ASO 15 me ¢6 mot chong lap bo sung 15 me (nghia la b6 sung day du)
v6i vi tri ¢t ndi 3' kéo dai qua diém nbi cta intron 1 va exon 2 trong tién ARN
thong tin cua HIF-10 nhu duge danh dau “dam” va « gach chan” trong trinh ty tién
ARN thong tin 30 me cua [(5' — 3') guuguuguuaaguag |
GAUAAGUUCUGAACG]. ASO APN c6 mét chong lap b sung 11-mer (tirc 13,
4-mer tir intron 1 va 7-mer tir exon 2) v6i trinh tu tién ARN théng tin HIF-1a 14-
mer cua [(5' — 3') uaaguag | GAUAAGU]. Do d6, ASO APN HIF-1a 15-mer

dap tmg cac didu kién ctia mot chong lap b6 sung can thiét cho hop chat c6 cong
thue L.

Mot ASO HIF-1a 15-mer khac véi trinh tu "(N — C) Fethoc-CTC(102)-
A(6)TC-CTA(6)-C(102)TT-AA(6)C-NH," tuong duong véi trinh ty ADN cua

"(5' — 3') CTC-ATC-CTA-CTT-AAC" dé gén két b6 sung véi tién ARN thong
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tin HIF-1o.. ASO APN 15 me c¢6 mot su khong phi hop duy nhat véi vi trf cit nbi
3' kéo dai qua diém ndi ctia intron 1 va exon 2 nhu duge danh dau "dam" va "gach
chan" trong trinh ty tién ARN thong tin HIF-la 30-mer cua [(5' — 3")
guuguuguuaaguag | GAU"A"AGUUCUGAACQG], trong d6 khong phu hop duy

nhat dugc danh diu bang dau ngoic kép (" "). APN 15-mer c6 mot chéng 14p bd
sung 12-mer v&i trinh tu vi tri cat ndi 3' 14-mer dugc su dung dé mo ta hop chét
c6 cong thic I nhu duge danh dau “dam” va “gach chan” trong [(5' — 3')
uaaguag | GAU"A"AGU], trong d6 su khong phu hop duy nhét dugc danh déu
bang dau ngodc kép (" "). Mic du khong phu hop duy nhat, ASO HIF-1a 15-mer

dap ung cac diéu kién ciia chong lap bd sung can thiét cho hop chit c6 cong thirc
I.

Vi duy, trong trudong hop hop chat ctia Cong thirc I nham muyc tiéu vao, vi tri
cit ndi 5' (5' SS) kéo dai qua diém ndi cua exon 4 va intron 4 trong tién ARN
thong tin SCN9A & ngudi, vi tri cit ndi 5 duge xac dinh mdt cach rd rang béi —
trinh tu tién ARN théng tin SCNY9A & ngudi cua [(5' — 3
CGUCAUUGUUUUUGC | guaaguacuuucagc] doc tr gen SCNYA & nguoi (truy
cap tu Trinh tu tham chiéu NCBI: NC_000002.12). Sau dé, trinh tu 14-mer cua
vi trf cét ndi 5" SCN9A muc tiéu doc 1a [(5' — 3') UUUUUGC | guaagua].

Mot ASO SCNY9A 16 me voi trinh ty "(N — C) Fethoc-AC(102)T-
TA(5)C-G(6)CA-A(5)AA(5)-AC(102)A-A(5)-NH," tuong duong véi trinh tu
ADN ctia "(5' — 3') ACT-TAC-GCA-AAA-ACA-A" d gin két bo sung véi tién
ARN théng tin SCN9A & nguodi. APN 16 me c6 mot chdng 14p bd sung 16 me
‘(nghia 1a bd sung day du) véi vi tri cét nbi 5' (5' SS) kéo dai qua diém nbi cia
exon 4 va intron 4 trong tién ARN thong tin SCN9A & ngudi nhu duoc danh déu
“dam” va “gach chan” trong trinh ty tién ARN thong tin SCN9A 30-mer cta [(5'
— 3") CGUCAUUGUUUUUGC | guaaguacuuucagc]. ASO SCNYA 16 me ¢o

mot chdng 1ap bd sung 13 me véi trinh tu vi tri cit ndi 5> 14-mer nhu duoc danh
dau "dam" va "gach chan" trong [(5' — 3" UUUUUGC | guaagual. ASO
SCN9A 16-mer dép tmg cac diéu kién cua mot chdng 14p bd sung can thiét cho

hop chat c¢6 cong thic 1.
59



48536 60/235

MG té chi tiét sang ché

Quy trinh chung dé diéu ché oligome APN

Céc oligome APN duoc tong hop bang phuong phap tong hop Peptit pha
ran (SPPS) dua trén hoa hoc Fmoc theo phuong phap duge mo ta trong linh vuc
k§ thuét nay trude day [US 6,133,444; WO 96/40685] hoac voi céc stra ddi nho.
Gi4 d& rin duoc st dung trong sang ché nay 1a H-Rink Amide-ChemMatrix duoc
mua tur PCAS Bi oMatrix Inc. (Quebec, Canada). Cac monome Fmoc-APN véi
nucleobazo bién tinh da duoc téng hop nhu mé ta trong linh vuc k¥ thuat nay
trude day [PCT/KR 2009/001256] hodc véi cac sira doi nho.

Céac chu trac hda hoc ctia cac monome Fmoc-APN véi mot nucleobazo bién
tinh duoc sir dung trong sang ché nay dugc cung cap trong Hinh 6. C4c monome
Fmoc-APN nay duoc cung cdp trong Hinh 13 nén dugc lay 1am vi dy va do d6
khong nén ldy dé gi6i han pham vi clia sing ché. Mot chuyén gia trong linh vuc
nay c6 thé dé dang nhan ra rang mot sd luong 1én cac bién thé trong cac nhém
bao vé, vi du, la co thé cho cac monome Fmoc-APN nhu vay dugc st dung dé
tdng hop cac dan xuit APN c6 cong thirc 1.

Cac oligome APN dugc tinh ché bang HPLC pha dao Cig (nudc/axetonitril
hodc nudc/metanol véi 0,1% TFA) va duge ddc trung badi phép do khéi phd bao
gdm MALDI-TOF/MS va ESI-TOF/MS.

Hinh 14 cung cip mot chu ky kéo dai monome dién hinh duoc ap dung
trong SPPS cua sang ché nay va cac chi tiét tdng hop duoc cung cép nhu dudi
day. Tuy nhién, véi mot chuyén gia trong linh vuc nay, c6 rat nhiéu bién thé nho
rd rang c6 thé chay cic phan img SPPS nhu vy trén b téng hop Peptit tu dong
hodc bo tong hop Peptit thi cong. Cac bude lién quan dén phan tng cua SPPS
duoc cung cip dudi ddy 1a cac quy trinh phéan Gng mau muyc.

[Hoat hoa nhura H-Rink-ChemMatrix] 0,01 mmol (khoang 20 mg nhya) ctia
nhua ChemMatrix trong 1,5 ml piperidin/dimetylfocmamit (DMF) 20% da duoc

khudy tron trong 6ng libra trong 20 phut va dung dich phéan img dugc loc ra. Nhya
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duoc rira trong 30 gidy mdi 1an v6i 1,5 ml metylen clorua (MC), 1,5 ml DMF, 1,5
ml MC, 1,5 ml DMF va 1,5 ml MC. Cac amin tu do thu dugc trén gia d& rin da
duoc ghép ndi v6i mot monome Fmoc-APN hoiic véi mot dan xudt axit amin dugce
bao vé boi Fmoc.

[DeFmoc] Nhua duge khudy tron trong 1,5 ml piperidin/DMF 20% trong 7
phut va dung dich DeFmoc duoc loc. Nhua duoc rira trong 30 gidy mdi 1an véi
1,5 mL MC, 1,5 mL DMF, 1,5 mL MC, 1,5 mL DMF va 1,5 mLL MC. Cac amin
tu do thu duoc trén gia d& rén ngay lap tirc bi ghép ndi véi mét monome Fmoc-
APN.

[Bit cip voi monome Fmoc-APN] Céc amin tu do trén gia d& ran duoc bt
cap véi mot monome Fmoc-APN nhu sau. 0,04 mmol cua mot monome Fmoc-
APN, 0,05 mmol HBTU [2-(1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetrametyluroni
hexafloro-phosphat], va 10 mmol DIEA (N, N-diisopropyletylamin) dugc 0 trong
2 phut trong 1 mLL DMF khan va thém vao nhya véi cac amin ty do. Dung dich
nhua dugc khqu tron trong 1 gido va méi trudong phan tmg duoc loc ra. Sau do,
nhua duoc rua trong 30 gidy mdi 1an v6i 1,5 m L MC, 1,5 mL DMF va 1,5 mL
MC.

[Gan mii] Sau phan tmg bét cip, cic amin tur do khong phan tmg dugc gén
mil bang cach lic trong 5 phut trong 1,5 ml dung dich gén mii (anhydrit axetic 5%
va 2,6-leutidin 6% trong DMF). Sau d6, dung dich gan mii duoc loc ra va nhua
duoc rira trong 30 gidy mdi 1an véi 1,5 ml MC, 1,5 mL DMF va 1,5 mL MC.

[Dua gdc "Fethoc-" vao dau N] gdc "Fethoc-" duge dua vao dau N bang
cach phéan tmg céc amin ty do trén nhya véi "Fethoc-OSu" trong cac didu kién
ghép ndi bazo thong thudng. Chu tric héa hoc ciia "Fethoc-OSu" [CAS s
179337-69-0, Cao Hi7 NOs, MW 351.36] duoc cung cap nhu sau.
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[Tach tir nhua] Cac oligome APN gén két v6i nhya dd duoc tach ra khoi
nhua bang cach lic nhya trong 3 gio trong 1,5 ml dung dich phan tach (2,5% tri-
isopropylsilan va 2,5% nudc trong axit trifloroaxetic). Nhya dugc loc ra va dich
loc dugc ¢6 dic dudi ap suat giam hoic bang céach thoi khi nito qua dung dich.
Phin cin thu duge duoc nghién nhé véi dietylete va két tha thu duoc duoc thu
thap bang cach loc dé tinh ché bang HPLC pha do.

[Phan tich va tinh ché HPLC] Sau khi tach ra khoi nhua, san pham thd APN
dugc tinh ché bang HPLC pha ddo Cjs rira giai vdi nudce/axetonitril hodc
nuée/metanol (phuong phap gradient) chira 0,1% TFA. Hinh 15A va Hinh 15B 1a
céc sic phd HPLC mau myc cho "HIF-ASO 1" trude va sau khi tinh ché HPLC,
tuong tmg. Trinh tu oligome cta "HIF-ASO 1" dugc cung cAp trong Bang 1. -

Vi du tong hop cho cac dan xuét APN ciia cong thirc I

Céc din xuit APN duge diéu ché theo céc quy trinh tong hop & trén c6 hoic
khong c6 cac stra d6i nho. Cac dan xuat APN culia séng ché nay duoc thiét ké dé
nhim muc tiéu vao vi tri cit ndi trong tién ARN thong tin bao gdém nhung khéng
gi61 han & tien ARN thong tin HIF-1o. & ngudt hodce chudt, tién ARN thong tin
ctia thu thé androgen AR) & ngudi hodc chudt, tién ARN thong tin SCNOA & ngudi
hogic chudt, tién ARN théng tin dystrophin & chudt, tién ARN thong tin tyrosinaza
& nguoi hodc chudt, tien ARN thong tin SNAP25 & nguoi hodc chudt, tién ARN
thong tin IDO1 & nguot, tién ARN thong tin PD-1 & nguoi hodc chudt, v.v. Viée
cung cip cic dan xuét APN nhu viy nhdm muc tiéu vao vi tri c&t ndi cho mot s6
tién ARN théng tin 1a dé minh hoa cho cic dan xudt APN ctia Cong thic I, va
khong nén dién giai dé gidi han pham vi cua sang ché dbi vé6i cac vi tri cét ndi
muc tiéu duoc trich dan lam vi du.

Bang 1 cung cép cac dan xuit APN nhdm muc tiéu b6 sung vao vi tri cét
nbi 3’ kéo dai qua diém ndi cua intron 1 va exon 2 trong tién ARN théng tin HIF-
la & nguoi cung véi dir liéu xac dinh dic tinh cAu triic bang phép do phd khdi.

Viéc cung cip cac ASO HIF-1o trong Béang 1 1a d& minh hoa cho cac din xut
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APN cua Céng thic I, va khong nén dién giai dé giéi han pham vi clia sang ché

dbi voi cac dan xuit APN duge chi rd trong Bang 1.

Bang 1. Cac dan xuat APN nham muc ti€u bo sung vao vi tri cdt noi 3' kéo

dai qua diém nédi cua intron 1 va exon 2 trong tién ARN thong tin HIF-1a & ngudi

cung véi dit lidu xac dinh dic tinh cu triic bing phép do pho khbi.

Khéi lugng chinh xac,

m/z
APN Trinh ty APN (N — C)

Ly Quan sat

thuyét® | duoc.b
HIF- | Fethoc-CA(5)G-AA(5)C-TTA(5)-

4486,05 4486,04
ASO 1 | TCC(102)-TA(5)-NH;
HIF- | Fethoc-GA(5)AC(102)TT-A(5)TC-

4473,99 4474,02
ASO 2 | CTA(5)-C(102)T-NH,
HIF- | Fethoc-G(5)AA(5)-CTT-A(5)TC-CTA(5)-

4462,03 4462,07
ASO 3 | C(102)T-NH,
HIF- | Fethoc-GA(5)A-C(102)TT-A(5)TC-

4376,94 4376,99
ASO 4 | CTA(5)-CT-NH;
HIF- | Fethoc-G(5)AA(6)-CTT-A(6)TC-CTA(6)-

4504,07 4504,09
ASO 5 | C(102)T-NH,
HIF- | Fethoc-A(6)GA-A(6)CT-TA(6)T-

5393,47 5393,44
ASO 6 | CC(102)T-A(6)CT-TA(6)-NH,
HIF- | Fethoc-C(105)TT-A(6)TC-CTA(6)-

4784,18 4784,14
ASO 7 | C(102)TT-AA(6)C-NH,
HIF- | Fethoc-CTC(102)-A(6)TC-CTA(6)-

4727,13 4727,79
ASO 8 | C(102)TT-AA(6)C-NH,
HIF- | Piv-A(6)TC-CTA(6)-C(102)TT-A(5)AC-

3695,73 3695,74
ASO 9 | NH,
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HIF-

Piv-Lys-AA(6)C-TTA(6)-TCC(102)-
ASO 484433 484433
0 TA(6)C-TTA(5)-Val-NH,
HIF-

Fethoc-A(6)GA-A(6)CT-CA(6)T-
ASO 5448,54 | 5448,50
. CC(102)T-A(6)CT-TA(6)-NH,
HIF-

H-CA(5)G-AA(5)C-TTA(5)-TCC(103)-
ASO 4263,98 | 4263,99

TA(5)-NH;
12
Ak B I-CA(5)G(203)-AA(5)C-TTA(4)

enzoyl- - - -

ASO g 4441,06 | 4441,06
3 TCC(102)-TA(5)-NH,
i I-CA(5)G-AA(5)C-TTA(5)

n-Propyl- - - -
ASO by 4306,03 4306,05
” TCC(202)-TA(5)-NH,
HIF-

p-Toluensulfonyl-CA(5)G-AA(5)C-
ASO 4405,95 | 4405,90
s TTA(202)-TCC(102)-TA(5)-NH,
HIF- | [N-(2-Phenyletyl)amino]cacbonyl-
ASO | CA(5)G(3)-AA(5)C-TTA(3)-TCC(102)- 4426,06 | 4426,08
16 TA(5)-NH,
HIF-

Fethoc-Lys-Leu-CA(5)G(202)-AA(5)C-
ASO 4984,44 | 4984,46
e TTA(8)-TCC(102)-TA(5)-Lys-NH»
HIF-

N-Phenyl-N-Me-CA(5)G-AA(5)C-TTA(S)-
ASO 4468,11 4468,14
8 TCC(102)-TA(5)-Lys-NH,
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9 khéi lwong chinh xac vé mit ly thuyét; » khéi luong chinh x4c quan sat
duoc

Hinh 15A 1a sic phd HPLC thu dugc véi san pham thé "HIF-ASO 1". San
pham thé nay duoc tinh ché bang HPLC diéu ché pha dao Cis. Hinh 15B 1a sc
ph6 HPLC cho san phdm d tinh ché "HIF-ASO 1". D6 tinh khiét ctia "HIF-ASO
1" duogc cai thién rd rét sau qua trinh tinh ché HPLC diéu ché. Hinh 16 cung cép
phé ESI-TOF/MS thu dugc vdi cac san pham tinh khiét ciia "HIF-ASO 1".Viéc
cung cép dit liéu phan tich cho "HIF-ASO 1" 14 dé minh hoa cach cac dan xuét
APN cua Cong thirc I duogc tinh ché va xac dinh trong sang ché, va khong nén
dién giai dé giéi han pham vi ctia séng ché.

Béng 2 cung cép cic dan xudt APN nhim muc tiéu bo sung vao vi tri cét
ndi 3> kéo dai qua diém ndi cta intron 3 va exon 4 trong tién ARN théng tin HIF-
la & nguoi cung véi dit liéu xac dinh dac tinh cAu trac bang phép do khdi phd.
Viéc cung cip cac ASO HIF-1a trong Bang 2 13 dé minh hoa cac dén xuit APN
cua Cong thuc I, va khong nén dugc giai thich dé gi6i han pham vi clia sang ché

d6i voi cac ASO HIF-1a dugce chi rd trong Bang 2.

Bang 2 Céc dan xuit APN nhim muc tiéu b sung vao vi tri ¢t nbi 3’ kéo
dai qua diém ndi cta intron 3 va exon 4 trong tién ARN théng tin HIF-1o. & nguoi
clng v6i dit lidu x4c dinh dic tinh cdu triic bang phép do khdi ph.

Khéi lugng chinh

xac, m/z
Vi du
Trinh tu APN (N — C) Quan
APN .
Ly thuyét.? | sat
dugc.b
HIF-

Fethoc-TA(5)G-TTC(102)-A(5)AA(5)-
ASO 491527 | 4915,26
o CTG(6)-TA(5)A-NH,
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HIF-

Fethoc-TA(5)G-TTC(102)-A(5)AA(5)-
ASO 490027 | 4900,29
0 CTG(6)-CA(5)A-NH,

% khdi luong chinh xac v& mit ly thuyét; ® khéi lugng chinh x4c quan sat
duoc

Bang 3 cung cp cac din xudt APN nhim muc tiéu bd sung vao vi tri cat
ndi 5' kéo dai qua diém ndi cta exon 5 va intron 5 trong tién ARN thong tin cua
thu thé androgen & ngudi (AR) doc ra tir gen AR & ngudi (truy cap tir NCBI Trinh
tu tham chiéu: NC _000023.11) cung voéi dit liéu xéac dinh dac tinh cAu trac b@fmg
phép do khéi phd. Viéc cung cap cac ASO AR trong Béang 3 1a dé minh hoa cac
dan xuit APN cua Céng thirc I va khdng nén dugce gidi thich dé gi6i han pham vi
clia sang ché di v6i cac ASO AR duogc chi rd trong Bang 3.

Bang 3 Cac dan xuit APN nhim muc tiéu bd sung vao vi tri cit ndi 5' (5'
SS) kéo dai qua diém ndi ctia exon 5 va intron 5 trong tién ARN thong tin AR &
ngudi cung vai dir liéu xac dinh dic tinh cAu tric bang phép do khéi phd.

Khéi lwong chinh

Vi du xac, m/z
Trinh tu APN (N — C)
APN Ly Quan sat

thuyét.® | duge.b

AR- | Fethoc-C(102)TT-A(5)CC-A(5)GG-
ASO 1 | C(102)AA(5)-G-NH,

AR- | Fethoc-TC(102)C-TTA(6)-CCA(6)-
ASO 2 | GGC(102)-AA(6)G-G(6)-NH,

AR- | Fethoc-TC(102)C-TTA(5)-CCA(5)-
ASO 3 | GGC(102)-AA(5)G-G(6)-NH,

AR- | Fethoc-TA(5)C-CAG(6)-GC(102)A-
ASO 4 | A(5)GG(6)-C-NH,

4257,90 | 4257,92

5207,37 |5207,42

5165,32 | 5165,31

4283,97 | 4283,96
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AR- | Fethoc-C(102)TT-A(5)CC-A(5)GG(6)-
3968,85 | 3968,86
ASO 5 | CA(5)A-NH,
AR- | Fethoc-C(102)TT-A(5)CC-A(6)GG(6)-
3982,86 | 3982,88
ASO 6 | CA(5)A-NH,
AR- | Ac-C(102)TT-A(5)CC-A(5)GG(6)-CA(5)A-
3774,77 | 3774,83
ASO7 |NH,
AR- | Fethoc-C(102)TT-A(6)CC-A(6)GG(6)-
4010,89 |4010,93
ASO 8 | CA(6)A-NH,
AR- | H-CTT-A(5)C(103)C-A(5)G(3)G-
4092,89 | 4092,90
ASO9 | C(102)AA(5)-G-NH,
AR Benzoyl-CTT A(5)C(105)C-A(5)G(202)G
eNnzovl- - - -
ASO g 425496 | 4254,99
o C(102)AA(5)-G-NH,
AR Propyl-CTT-A(5)C(202)C-A(3)G (203)G
n-Propyl- - - -
ASO i 4150,93 | 4150,93
N C(102)AA(5)-G-NH,
AR Toluensulphonyl-CTT-A(5)C(102)C
-1 0luensu onvli- - -
aso |P promy 4302,96 | 4302,90
. A(8)G(5)G-C(102)AA(5)-G-NH,
AR-
Fethoc-Lys-Leu-CTT-A(5)C(102)C-
ASO 4629,16 | 4629,16
- A(202)GG-C(102)AA(5)-G-Lys-NH,
AR-
Fethoc-CTT-A(5)C(102)C-A(5)GT-
ASO 4223,88 | 4223,93
y C(102)TA(5)-G-NH,
AR-
N-Phenyl-N-Me-CTT-A(5)C(102)C-
ASO 4239,96 | 4240,00
: A(5)GG-C(102)AA(5)-G-Lys-NIH,
|
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9 khéi lwong chinh xac vé mit ly thuyét; ® khdi luong chinh x4c quan sat

duoc

Bang 4 cung cap cac dan xuat APN nham muc tiéu bd sung vao vi tri cat

noi 5’ kéo dai qua diém ndi cua exon 4 va intron 4 trong tién ARN thong tin

SCN9A (dudi 16p kénh natri 9A) & nguoi doc tir gen SCN94 & ngudi (dugce truy
cap tu trinh ty tham chiéu NCBI: NC_000002.12) cung véi dit liéu xac dinh dic

tinh cAu tric bing phép do khéi phd. Viéc cung cap cac ASO SCNIA trong Bang

4 1a dé minh hoa céc dan xuét APN ctia Cong thirc I va khong duoc giai thich dé

gi6i han pham vi ctia sang ché dbi véi cac ASO duoc chi 16 trong Bang 4.

Bang 4 Cac dan xuat APN nhim b6 sung vao vi tri cat ndi 5' (5' SS) kéo dai

qua diém ndi ciia exon 4 va intron 4 trong tién ARN théng tin SCN9A & ngudi

cung voi dir liéu xac dinh dédc tinh c4u trac bang phép do khéi phd.

Khéi luong chinh xac,
m/z
Vi du
Trinh twy APN (N — C) Quan
APN .
Ly thuyét.* | sat
dugc.b
SCN- | Fmoc-TA(5)A-A(5)TA(5)-CGC(102)-
4640,19 4640,88
ASO 1 | AA(5)A-A(5)A-NH,
SCN- | FAM-HEX-TA(5)A-A(5)TA(S)-
4887,24 4887,40
ASO 2 | CGC(102)-AA(5)A-A(5)A-NH;
SCN- | Fethoc-TA(5)A-A(5)TA(5)-CGC(102)-
4652,20 4652,24
ASO 3 | AA(5)A-A(5)A-NH,
SCN- | Fethoc-TG(6)T-TA(5)A-A(5)TA(S)-
' (©) OIA-AGITAL) 5574,61 5574,57
ASO 4 | CGC(102)AA(5)A-A(5)A-NH,
SCN- | Fethoc-TA(5)C-GC(102)A-A(5)AA(S)-
4261,98 4262,00
ASO 5 | ACA(5)-A-NH,
SCN- | Fethoc-TA(6)C-GC(102)A-A(6)AA(6)-
4318,05 4318,17
ASO 6 | ACA(6)-A-NH,
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SCN- | Fethoc-AC(102)T-TA(5)C-G(6)CA-
5250,53 5250,46
ASO 7 | A(5)AA(5)-AC(102)A-A(5)-NH,
SCN- | Fmoc-TA(5)A-A(5)TA(5)-CGC(102)-
5539,61 5539,57
ASO 8 | AA(5)A-A(5)AC-A(5)A-NH,
SCN- | Piv-TA(5)A-A(5)TA(5)-CGC(102)-
4500,17 4499,80
ASO9 | AA(5)A-A(5)A-NH,
SCN-
FAM-HEX-A(5)TA(5)-CGC(102)-
ASO 3970,82 3974,17
10 AA(5)A-A(5)A-NH,
SCN-
Fmoc-TA(6)A-A(5)TA(6)-CGC(102)-
ASO 534,57 5335,59
. AA(6)A-AA(6)C-A(6)-NH,
SCN-
Fethoc-CTT-A(5)CG(6)-C(102)AA(5)-
ASO 4975,34 4975,34
. AA(5)A-C(102)AA(5)NH,
SEN H-CTT-A(5)CG(3)-C(102)AA(5)-AA(5)A
ASO 4711,22 4711,25
3 C(103)AA(5)-NH,
SCN-
Benzoyl-CTT-A(5)CG(202)-
ASO 4873,30 4873,32
" C(102)AA(5)-AA(5)A-C(105)AA(5)-NH,
SER- I-CTT-A(5)CG(203)
n-propyl- - -
ASO propY 4769,27 4769,30
s C(102)AA(3)-AA(5)A-C(202)AA(5)NH;
SCN-
p-Toluensulfonyl-CTT-A(5)CG(6)-
ASO 4935,32 4935,29
s C(102)AA(8)-AA(5)A-C(102)AA(5)-NH,
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SCN- | [N-(2-Phenyletyl)amino]cacbonyl-CTT-
ASO A(5)CG(6)-C(102)AA(202)-AA(5)A- 4888,31 4888,32
17 C(102)AA(5)-NH,
SCN-

Fethoc-CTT-A(5)CG(6)-C(102)TA(5)-
ASO 4957,32 4957,32
s AA(5)T-C(102)AA(5)-NH;
SCN- | Fethoc-Lys-Leu-CTT-A(5)CG(6)-
ASO C(102)AA(4)-AA(5)A-C(102)AA(5)-Lys- |5330,60 5330,60
19 NH,
SCN- | N-Phenyl-N-Me-CTT-A(5)CG(6)-
ASO C(102)AA(5)-AA(5)A-C(102)AA(5)-Lys- | 4957,40 4957,42
20 NH»

9 khéi lugng chinh xac v& mat ly thuyét; ® khéi luong chinh xac quan sét

duoc

Bang 5 cung cap cac dan xuat APN nham muc tiéu bo sung vao vi tri cat

nodi 3° kéo dai qua diém noi cua intron 3 va exon 4 trong tién ARN thong tin

SCN9A ¢ ngudi cling véi dit lidu xac dinh dic tinh cdu triic bang phép do khdi

phd. Viée cung cip cac ASO SCO9A trong Bang 5 1a d&& minh hoa cac dan xuét

APN cua Cong thtre I, va khong nén dugc giai thich dé gi6i han pham vi ctia sang

ché dbi véi cac ASO SCN9A duoc cung cip trong Bang 5.

Bang 5 Cac dan xuat APN nham muc tiéu bo sung vao vi tri cat noi 3' kéo

dai qua diém nbi cta intron 3 va exon 4 trong tién ARN théng tin SCN9A & ngudi

cung voi dir liéu xac dinh ddc tinh cAu tric bang phép do khdi pho.

Vi du
APN

Trinh tw APN (N — C)

Khdi luong chinh

Xac, m/z
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Ly Q
, sat
thuyét.?
duoc.b
SCN- | Fethoc-TA(5)A-A(5)AG(6)-TG(6)T-
5398,60 | 5398,58
ASO21 | A(5)CC(102)-TA(5)A-A(5)-NH,
SCN- | Fethoc-AA(5)G-TG(6)T-A(5)CC(102)-
4282,97 | 4283,00
ASO22 | TAA(5)-A-NH,
SCN- | Fethoc-AA(5)G-TG(6)T-AC(102)C-TAA(5)-
4182,87 | 4182,89
ASO 23 | A-NH,
SCN- | Fethoc-A(5)AG-TG(6)T-A(5)CC(102)-TAA-
4282,97 |1 4283,00
ASO 24 | A(5)-NH,
SCN- | Fethoc-AAG(6)-TG(6)T-A(5)CC(102)-
' 4281,98 | 4282,05
ASO25 | TA(5)A-A-NH,
SCN- | Fethoc-AA(5)G-TG(5)T-A(5)CC(102)-
4369,06 | 4369,08
ASO 26 | TA(5)A-A(5)-NH,
SCN- | Fethoc-AA(5)G-TG(5)T-A(5)CC(102)-
4620,16 | 4620,14
ASO27 | TA(5)A-A(5)C-NH,
SCN- | Fethoc-A(5)GT-G(5)TA(5)-CC(102)T-
4345,56 | 4345,08
ASO 28 | A(5)AA(5)-C-NH,
SCN- | Fethoc-AA(6)G-TG(5)T-A(6)CC(102)-
4676,22 | 4676,25
ASO 29 | TA(6)A-A(6)C-NH;
SCN- | Fethoc-AA(5)G-TG(5)T-A(5)CC(102)-
4660,16 | 4660,15
ASO 30 | TA(5)A-A(5)G-NH,
SCN- | Fethoc-AA(5)G-TG(5)T-A(5)CC(102)-
4895,27 | 4895,20
ASO31 | TA(5)A-A(5)CA-NH,
SCN- | Fethoc-AA(5)G-TG(5)T-A(5)CC(102)-
4951,27 | 4951,26
ASO 32 | TA(5)A-A(5)GG-NH,
SCN- | Fethoc-AA(5)G-TG(5)T-ACC(102)-TA(5)A-
5146,37 | 5146,35
ASO 33 | A(5)CA(5)-C-NH,
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% khdi luong chinh xac vé mit ly thuyét; ® khéi lugng chinh x4c quan sat

duoc

Bang 6 cung cap cac dan xuat APN nham muc ti€u b6 sung vao vi tri cat

néi cu thé trong tién ARN théng tin SCN9A & ngudi hodc chudt ciing véi dit lidu

xéc dinh dic tinh cAu truc bing phép do khdi phd. Viéc cung cap cic ASO SCNIA

trong Bang 6 1a dé minh hoa cac dan xuit APN ctia Cong thirc I va khéng nén

duoc giai thich dé giéi han pham vi cia sang ché dbi véi cac ASO SCNIA duoc

chi rd trong Bang 6.

Bang 6 Cac dan xuat APN nham muc tiéu bo sung vao vi tri cat noi cu thé

(SS) trong tién ARN thong tin SCN9A & ngudi hodc chudt cung véi dir lidu xéc

dinh dic tinh cu tric bang phép do khdi pho.

Khéi luong chinh
Vi tri X4c, m/z
Vi du
Loai muc | Trinh ty APN (N — C) Quan
APN _ Ly
tiéu? , sat
thuyét.”
duogc.©
Vi tri
cét ndi
SCN- 5" (5'| Fethoc-GA(S5)T-A(5)TG-
ASO | O nguoi SS) A(5)GT-G(6)TA(S)- 5346,49 | 5346,46
34 cua C(102)TA(5)-A-NH,
Exon
2
Vi tri
SCN- cét ndi | Fethoc-GA(5)T-A(5)TG-
ASO | Chudt 5" (5" | A(5)GT-G(6)CA(5)- 531,49 |531,52
35 SS) C(102)TA(5)-A-NH,
cua
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Exon

Vi tri
cht ndi
SCN- , 5" (5'| Fethoc-A(5)TA(S)-
O nguoi
ASO SS) CC(102)C-TG(6)A- 4866,26 | 4866,29
& Chuot
36 cua A(5)TC-TG(6)T-NH;
Exon

7

Vi tri

cat no1
Fethoc-AA(5)G-
SCN- 3 (3
Nguoi & A(5)C(12)T-CG(6)G-
ASO SS) 4772,23 [ 4772,21
Chuot A(5)GC(102)-TA(5)-
37 cua
NH,
Exon

15

9 §S bidu thi vi tri cat ndi; » khéi luong chinh x4c vé& mat ly thuyét; va ©
khoi lugng chinh xac quan sat duoc.

"SCN-ASO 34" 1a mdt ASO 16 me hoan toan bd sung cho vi tri cat ndi 5'
(5' SS) kéo dai qua diém ndi cua exon 2 va intron 2 trong tién ARN thong tin
SCNOA & ngudi. "SCN-ASO 34" ¢6 mot chong lap bo sung 11 me véi exon 2 va
mot chdng l4p bd sung 5 me véi intron 2 nhu duge danh dau " ddm" va "gach
chan" trong trinh ty tién ARN théng tin SCN9A 25 me & ngudi cua [5' — 3)
GAUUUUAGUACACUC | auauccuuuu].

"SCN-ASO 35" 1a mot ASO 16 me nhim muc tiéu bd sung vao vi tri cit

ndi 5' (5' SS) kéo dai qua diém ndi ctia exon 2 va intron 2 trong tién ARN théng
tin ctia SCN9A “& chudt”. "SCN-ASO 35" ¢6 mot chdng lap bd sung 11 me véi
exon 2 va mdt chdng lap bd sung 5 me véi intron 2 nhu duge ddnh diu " dam" va

"gach chan" trong trinh ty tién ARN théng tin SCNYA 25 me & chudt cia [(5' —
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3"y GAUCUUAGUGCACUC I auauccuuuc]| doc tir ADN b0 gen cua chudt [truy
cap tu trinh ty tham chiéu NCBI: NC 005102.3]. "SCN-ASO 35" c6 mot su
khéong phi hop duy nhét véi tién ARN thong tin SCNOA & ngudi nhu duge dénh

dau bang mot ddu ngodc kép (" ") trong trinh tu tién ARN théng tin 25-mer cta
[(5'— 3") GAUUUUAGU"A"CACUC | auauccuuuu]
"SCN-ASO 36" 1a mdt ASO 15 me nhdm muc tiéu bd sung vao vi trf cét

ndi 5' (5'SS) kéo dai qua diém ndi ctia exon 7 va intron 7 trong tién ARN théng
tin cia SCN9A ¢ nguoi. "SCN-ASO 36" c6 mot chdng 14p bd sung 11 me véi
exon 7 va mot chdng l4p bd sung 4 me vdi intron 7 duge dénh déu "dam" va "gach
chan" trong trinh tu tién ARN thong tin SCN9A 25 me & ngudi cua [5' — 3
CAGCACAGAUUCAGG | guauguaaual. Trinh tu muc ti€u cua "SCN-ASO
43" dugc bao ton trong tién ARN thong tin SCNIA & chudt.

"SCN-ASO 37" 1a mdt ASO 14 me nhdm muc tiéu bd sung vao vi tri cét
ndi 3' kéo dai qua diém ndi cta intron 14 va exon 15 trong tién ARN thong tin
SCNO9A & nguoi. "SCN-ASO 37" c6 mot chdng 14p bd sung 3 me véi intron 14 va
mot chdng 14p bd sung 11 me véi exon 15 dugc ddnh dau "dam" va "gach chan"
trong trinh tu tién ARN thong tin SCN9A & ngudi ctia [S' — 3') uugcuuuuag I
CUCCGAGUCUUCAAG]. Trinh ty myc tiéu cia ASO dugc bao tén trong tién
ARN thong tin ctia SCNIA va dugc danh dAu "dam" va " gach chan" trong trinh

tu tién ARN thong tin 25 me & chudt cua [(5' — 3') uuauuucuag I
CUCCGAGUCUUCAAQG]J.

Bang 7 cung cap cac dan xudt APN nhim muc tiéu bd sung vao vi tri cit
ndi 3' hodc 5' clia exon 23 trong tién ARN théng tin dystrophin & chudt doc tir
ADN bd gen cuia chudt [dugc truy cép tu trinh ty tham chiéu NCBI:
NC 000086.7] cung véi dit lidu xé4c dinh dic tinh cau trac bang khéi phd. Viée
cung cap cac ASO dystrophin trong Bang 7 13 dé minh hoa cac dén xuit APN cua
Cong thire I, va khong nén dién gidi dé gi6i han pham vi cua sang ché cta cac

ASO dystrophin dugc chi 10 trong Bang 7.
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Bang 7 Céc dan xuat APN nham muc ti€u bd sung vao vi tri cat n6i 3' hoac

5' ctia exon 23 trong tién ARN théng tin dystrophin & chudt cung véi dit liéu xéac

dinh dic tinh cAu trac bang phép do khéi pho.

Khéi luong
Vi tri chinh xac, m/z
Vi du
muc Trinh ty APN (N — C) Quan
APN | Ly
tieu? , sat
thuyét.”
duoc.©
Vi tri
DMD- | cét nbi | Fethoc-A(5)GA-G(6)CC(102)-TCA-
4267,97 | 4267,97
ASO1 |3'" (3'|A(5)AA(5)-T-NH,
SS)
Vi tri
DMD- | cét nbi | Fethoc-TTG(6)-CA(5)G-AG(6)C-
| 5441,49 | 5441,54
ASO2 |3' (3'|C(102)TC-AA(5)A-A(5)T-NH,
SS)
Vi tri
DMD- | cét nbi | Fethoc-TTG(6)-CA(6)G-AG(6)C-
5483,54 | 5483,55
ASO3 |3' (3'|C(12)TC-AA(6)A-A(6)T-NH,
SS)
Vi tri
DMD- | cét nbi | Fethoc-A(6)CT-TTG(6)-CA(6)G-
5571,59 | 5571,59
ASO4 |3' (3'| A(6)GC(102)-CTC(102)-AA(6)-NH;
SS)
Vi tri
DMD- | cit nbi | Fethoc-TG(6)C-A(5)GA-
4258,96 | 4258,98
ASO5 |3' (3'| G(6)CC(102)-TCA(5)-A-NH,
SS)
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Vi tri

DMD- | cdt nbi | Fethoc-C(12)TC-GG(6)C-TTA(6)-
5672,52 | 5672,51

ASO6 |5 (5| CC(102)T-GA(6)A-A(6)TT-NH;
SS)
Vi tri

DMD- | cit nbi | Fethoc-C(102)TT-A(5)CC(102)-
ASO7 |5 (5| TG(6)A-AA(5)T-TT-NH,
SS)

4488,00 | 4488,00

9 §S biéu thi vi tri cit ndi; » khdi luong chinh xac vé mit 1y thuyét; va ©
khéi luogng chinh x4c quan sat dugc.

Bang 8 cung cép cac dan xudt APN nhim muc tiéu bd sung vao vi trf cét
ndi trong tién ARN thong tin indoleamin 2,3-dioxygenaza (IDO1) & ngudi hosc
chudt cung véi dir liéu xac dinh ddc tinh cAu tric bang phép do khdi phd. Cac
trinh tu tién ARN thong tin IDO 1 & ngudi va chudt di duoc doc tir ADN bd gen
cua nguoi [truy cap tu Trinh ty tham chiéu NCBI: NC_000008.11] va ADN bd
gen cua chudt [dugc truy cap tir Trinh ty tham chiéu NCBI: NC_000074], twong
tg. Viéc cung cip cac ASO IDOI trong Bang 8 14 dé minh hoa cac dan xuét
APN ctia Cong thire I va khong nén dugc gii thich dé gi6i han pham vi cta sang
ché dbi v6i cac ASO IDO1 duge chi 18 trong Bang 8.

Bang 8. Cac dan xuit APN nhim muc tiéu bd sung vao mot vi tri diém ndi
cu thé (SS) trong tién ARN thong tin IDO1 ciia ngudi hodc chudt cing véi dit ligu
dac tinh cAu tric bang phép do khdi phd.

Khéi luong
Vi Vi tri | chinh xac, m/z
du Loai | muc Trinh tu APN (N — C) L Quan
y
APN tiéu? , sat
thuyét.”
duoc.©
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Vi trf cat
IDO- | O ndi 3’ (3' | Fethoc-GG(6)A-A(5)TT-
_ 4282,97 | 4283,00
ASO |ngudi | SS) cia | A(5)CC(102)-TAA(5)-A-NH,
1 Exon 7
Vi trf cat
IDO- | O ndi 3° (3' | Fethoc-AA(5)T-TA(5)C-CTA(5)-
_ 4503,08 | 4503,09
ASO |ngudi | SS) cua | AA(5)A-C(102)A-NH;
2 Exon 7
Vi trf cit
) Fethoc-GG(5)G-A(5)TT-
IDO- ndi 3' (3’
| Chuot G(5)CC(102)-TTT-A(5)AA(5)- |4918,24 |4918,26
ASO SS) clia
NH,
3 Exon 7
Vi tri cat
IDO- ndi 3' (3’ | Fethoc-GG(5)G-A(5)TT-
426791 | 4267,93
ASO [hudt |[SS)cua | G(5)CC(102)-TTT-A(5)-NH;
4 Exon 7
Vi trf cét
IDO- | O ndi 5' (5'| Fethoc-CA(5)A-A(5)CC(102)-
4243.96 | 4243,98
ASO | ngudi | SS) cia | TTA(5)-CGG(6)-A-NH,
5 Exon 3
Vi trf cat
IDO- | O ndi 3' (3’ | Fethoc-GG(6)C-AA(5)G-
4299,96 | 4299,97
ASO | nguoi | SS) ciia | A(5)CC(102)-TGA(5)-T-NH,
6 Exon 4

® §S biéu thi vi tri cit ndi; ® khdi lugng chinh xac vé mit 1y thuyét; va ©

khéi luong chinh x4c quan sat dugc.

Bang 9 cung cap cac dan xuat APN nham muyc tiéu bo sung vao vi tri cat

ndi 3 ctia "exon 7" trong tién ARN thong tin SNAP25 & ngudi doc tir gen SNAP25
cua nguoi [Trinh ty tham chiéu NCBI: NG 029626.1] cung véi dit lidu xac dinh
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'Bang 9 1a d& minh hoa cho cac dan xuit APN ciia Cong thirc I va khong duoc giai
thich dé gi6i han pham vi cia sang ché déi v6i cac ASO SNAP25 duoc chi o
trong Bang 9.

Bang 9 Cac dan xuit APN nhim muc tiéu bd sung vao vi tri cat ndi 3' kéo
dai qua diém ndi cta intron 6 va exon 7 trong tién ARN thong tin SNAP25 &

nguoi cung voi dir liéu xac dinh dac tinh cAu tric bang phép do khdi phd.

Khéi luong chinh

Xac, m/z
Vi du

Trinh tw APN (N — C) Quan
APN Ly
, sat
thuyét.?
duge.b

SNAP- | Fethoc-A(6)TT-TG(6)T-TA(6)C-CC(102)T-

5188,36 | 5188,38
ASO 1 | GG(6)G-A(6)-NH,
SNAP- | Fethoc-TG(5)T-TA(6)C-C(102)CT-GG(5)G-

4266,93 | 4266,95
ASO 2 | A(5)-NH,
SNAP- | Fethoc-TG(5)T-TA(6)C-C(102)CT-GG(5)G-

4533,03 | 4533,04
ASO 3 | A(5)T-NH;
SNAP- | Fethoc-TG(5)G-TA(5)C-C(102)CT-TG(5)G-

4519,01 [ 4518,95
ASO 4 | A(5)T-NH;
SNAP- | Fethoc-TG(6)T-TA(3)C-CC(105)T-GG(6)G-

4533,03 | 4533,04
ASO 5 | A(3)T-NH,
SNAP- | Fethoc-G(5)TT-A(5)CC(102)-CTG-

4601,07 | 4601,08
ASO 6 | G(5)GA(5)-TC(102)-NH,
SNAP- | Fethoc-C(102)AT-TTG(6)-TTA(S)-

4478,98 | 4478,99
ASO 7 | CCC(102)-TG(6)-NH,
SNAP- | Fethoc-CA(6)T-TTG(5)-TTA(5)-CCC(102)-

4468,02 | 4468,04
ASO 8 | TG(5)-NH»
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SNAP- | Fethoc-A(6)TT-TG(5)T-TA(5)C-C(102)CT-
4216,91 | 4216,93
ASO9 | G(5)-NH,
SNAP-
Fethoc-CA(6)T-CA(6)T-TTG(5)-TTA(5)-
ASO 5374,45 | 5374,44
; CCC(102)-TG(5)-NH,
SNAP-
Fethoc-A(6)TT-TG(5)T-TA(6)C-C(102)CT-
ASO 5188,36 | 5188,35
: GG(5)G-A(5)-NH,
SNAP-
Fethoc-A(6)TT-TG(5)T-TA(6)C-C(102)CT-
ASO 4522,04 | 4522,05
G(5)G-NH,
12
9 khéi lugng chinh x4ac vé mit 1y thuyét; va ® khdi luong chinh x4c quan
sat duoc

Bang 10 cung cp cac dan xuat APN nhim muc tiéu bd sung vao vi tri cét
ndi 3> kéo dai qua diém ndi cta intron 1 va exon 2 trong tién ARN théng tin
tyrosinaza (TYR) & ngudi duoc doc tir gen TYR ctia nguoi [Trinh tu tham chiéu
NCBI: NG _0008748], hodc tien ARN thong tin doc TYR & chudt dugc doc tur
ADN b gen ctia chudt [duogc truy cap tir Trinh ty tham chiéu NCBI: NC_000073]
Viéc cung cép cac ASO TYR trong Bang 10 13 dé minh hoa céc dan xuit APN
ctia Cong thire I, va khong nén hiéu dé giéi han pham vi cua sang ché dbi véi cac
ASO TYR dugc chi ro trong Bang 10.

Bang 10 Cac dan xudt APN nhim muc tiéu bd sung vao vi tri cat ndi 3' kéo
dai qua diém nbi cta intron 1 va exon 2 trong tién ARN thong tin TYR & nguoi
hodc chudt cung véi dir 1iéu x4c dinh dic tinh cau tric bang phép do khdi pho.
Vi du Khéi lugng chinh

Loai Trinh twr APN (N — C)
APN Xac, m/z
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Ly Q
, sat
thuyét.?
duge.b
TYR- |O Fethoc-CA(5)G-ACA(5)-ATC(102)-
4258,96 | 4260,99
ASO1 |ngudi | TG(6)T-A(5)-NH,
TYR- |O Fethoc-AC(12)A-GA(5)C-AA(5)T-
5532,55 | 5532,54
ASO2 | ngudi | CTG(6)-TA(5)C(102)-AA(5)-NH,
TYR- |O Fethoc-AC(102)A(5)-GA(5)C-
4592,11 | 4592,11
ASO3 | ngudi | AA(5)T-CTG(6)-C(102)C-NH,
TYR- Fethoc-CA(5)A-A(5)TG-
Chudt 4289,95 | 4289,96
ASO 4 A(5)TC(102)-TG(6)TG-NH,

% khéi lwong chinh xac vé mit ly thuyét; va ® khdi lugng chinh x4c quan

sat duoc

Bang 11 cung cap cac dan xuat APN nham muc ti€u bd sung vao vi tri cat

nbi 3' hodc 5' cua exon 2 trong tién ARN théng tin PD-1 & ngudi doc tir gen

PDCDI cta ngudi [Trinh tu tham chiéu NCBI: NG_012110], hosc —tién ARN

thong tin PD-1 & chudt doc tr ADN bd gen cua chudt [dugc truy cép tir Trinh tu
tham chiéu NCBI: NC_000067] Viéc cung cip cac ASO PD-1 trong Bang 11 13

dé minh hoa cac dan xuit APN cua Cong thuc I, va khéng nén hiéu dé gidi han

pham vi cta sang ché d6i véi cac ASO PD-1 dugc chi rd trong Bang 11.

Bang 11 Cac dan xuat APN nham muc ti€éu bo sung vao vi tri cat noi 3' hoac

vi trf cét ndi 5' clia exon 2 trong tién ARN thong tin PD-1 & ngudi hodc chudt

clng voi dit liéu x4c dinh dic tinh cau trac bang phép do khbi phd.

Vi
APN

du

Loai

Trinh tw APN (N — C)

Xac, m/z

Khéi luong chinh

Ly
thuyét.2

Quan
sat

duoc.b
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PD- 0 Fethoc-C(102)TG(6)-GG(6)G-AG(6)T-
4636,07 | 4636,08
ASO1 |ngudi | CTG-A(5)G-NH,
PD- Fethoc-CC(102)T-CA(5)C-CTG(5)-
Chudt 5022,27 | 5022,27
ASO 2 TTA(5)-C(102)CA(5)-C-NH,
PD- O Fethoc-CG(6)C-A(5)CC-TG(6)T-
4422,03 | 4422,05
ASO 3 |ngudi | CA(5)C-C(102)C-NH,

% §S biéu thi vi tri cit ndi; » khdi lugng chinh xac vé mit 1y thuyét; va ©

khéi luong chinh xac quan sat dugc.

Ai luc gan két cia cac dan xuat APN kiéu mau doi vai ARN hodac ADN bo

sung

Cac dan xuat APN 10 me c6 cac nucleobazo da dugc bién doi da duogc dieu

ché nhu céc hop chit mau dé minh hoa cho 4i luc manh mé& cta cc hop chit APN

ctia Cong thirc I d6i voi ARN ciing nhu ADN. Céc hop chat APN kiéu mau nay

duoc diéu ché theo cac quy trinh téng hop duogc cung cip trong sang ché hodc véi

c4c stra doi nho. Céc dan xuat APN 10 me dugc cung cép trong Bang 12 clng véi

dir liéu nhan dang cAu tric bang phép do khéi pho.

Bang 12. Cac dan xuit APN 10-mer nhu céc hgp chiat mau dé minh hoa cho

4i luc manh mé ddi v6i ARN hoic ADN ciia cac hop chit APN c¢6 cong thic 1.

Khéi luong chinh

Xac, m/z
Vidu APN Trinh ty APN (N — C) Ly Quan

thuyét.? sat

dugc.b

APN 10-1 | Fmoc-GTA-GAT-CAC-T-NH, 2948,14 { 2949,05
APN 10-2 | Fmoc-GTA-GA(5)T-CAC-T-NH, 3048,24 | 3050,41
APN 10-3 | Fmoc-GTA(5)-GAT-CA(5)C-T-NH, 3148,34 | 3150,65
APN 10-4 | Fmoc-GTA(5)-GA(5)T-CA(5)C-T-NH, 3248,44 | 3250,81
APN 10-5 | Fmoc-GTA-G(5)AT-CAC-T-NH, 3032,25|3035,01
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APN 10-6 | Fmoc-GTA-GAT-C(102)AC-T-NH, 304421 [ 3047,02
APN 10-7 | Fmoc-GTA(5)-GA(5)T-C(102)AC-T-NH, | 3245,39 | 3248,10

% khéi lugng chinh xac vé mat ly thuyét; va ® khéi lugng chinh xac quan
sat dugc

Céc oligome APN 10 me trong Bang 12 da duoc danh gia vé ai luc gin két
ctia chiing d6i v6i ARN hodc ADN 10 me bd sung bang cach do cac gid tri Tn
nhu dugc mo ta dudi day.

Dung dich hén hop ctia 4 uM oligome APN 10-mer va 4 uM ADN hoac
~ ARN 10-mer b6 sung trong 4 mL dung dich dém nuéc (pH = 7,16, 10 mM natri
phosphat, 100 mM NaCl) trong 6ng ly tim nhua (falcon) polypropylen dung tich
15 ml duge 1 6 90 ° C trong mot phut va lam lanh tur tu dén nhiét do méi truong.
Sau do, dung dich duoc chuyén vao mot cuvet UV thach anh 4 mL va dugc do Tr,
& bude song 260nm trén quang phd ké UV/nhin thiy dugc nhu duge mb ta trong
linh vuc k§ thuét nay truge day [PCT/KR2009/001256] hodc véi cac stra d6i nho.
ADN va ARN dé do T,, duoc mua tir Bione (www.bione.com, Dajeon, Han Qudc)
va duogc st dung ma khong can tinh ché thém.

Bang 13 cung clp cac gia tri Tr, (chua dugc hiéu chinh) duoc do giita cac
oligome APN kidu mau va ADN hodc ARN bb sung. "APN 10-1", oligome APN
tham chiéu khong c6 nucleobazo da duoc bién déi, thu duoc cac gia tri Tr, 1 51
va 55°C so véi ADN va ARN b sung, tuong Ung. Cac oligome APN kiéu mau
cé (cac) nucleobazo da dugc bién dbi c6 xu hudng thé hién gié tri T, cao hon véi
su két hop nhiéu hon cac nucleobazo da dugc bién dbi. "APN 10-7" ciing cho thdy
T 12 69°C so véi ADN va ARN bb sung, cho thdy rang céc oligome APN kiéu
mau gin két véi ADN va ARN bd sung clia chiing véi 4i luc gan két tuong duong.

Bang 13 Gié tri Ty gilta APN 10 me va ADN hogc ARN b sung.

AT
m", °C
APN 10-1 |ADN (5'— 3") AGT-GAT-CTA-C 51 -

APN ADN hodc ARN b sung Tm, °C
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APN 10-2 55 +4
APN 10-3 61 + 10
APN 10-4 66 + 15
APN 10-5 53 +2
APN 10-6 59 +8
APN 10-7 69 + 18
APN 10-1 55 -

APN 10-4 | ARN (5'— 3') AGU-GAU-CUA-C 66 +11
APN 10-7 69 + 18

Y Gia tri Ty, - Gia tri Ty, cia "APN 10-1"

Al lyc gén két ciia cac dan xuat APN dbi véi ADN b6 sung 10 mer

Céc din xult APN cua Cong thic I duoc dénh gia vé 4i luc gén két cua
chung dbi v6i cac ADN 10 me nhim muc tiéu bd sung vao dau cubi N hoic dau
cudi C. Al lyc gin két duoc danh gia bang gia tri Tr, d6i véi song cong gitta APN
va ADN b6 sung 10 mer. Su song cong giita cac dan xuét APN va cac ADN c6
su bo sung day du thuong cho thay cac gid tri T qua cao dé duoc xac dinh mot
cach dang tin cay trong dung dich dém nudc. Dung dich dém nudce c6 xu hudng
soi trong khi do Th,.

Céc gia tri Ty quan sat dugc (chua duge hiéu chinh) ctia cac dan xuit APN
ctia Cong thire I 14 rét cao doi véi gén két bd sung v6i ADN 10-mer va dugc cung
cap trong Bang 14. Vi du: "AR-ASO 1" cho thiy gié tri Ty 12 86,1 °C ddi véi song
cong vo1 ADN bd sung 10 me nhim muc tiéu vao 10 me dau N trong APN nhu
dugc danh ddu "ddm" va "gach chan" trong [(N — C) Fethoc- CAO2)TT-
A(5)CC-A(5)GG-C(102)AA(5)-G-NH,]. Trong khi d6, "AR-ASO 1" cho thay

gia tri Ty, 12 81,3 °C dbi véi song cong véi ADN bd sung 10 me nhim muc tiéu
vao 10 me dau C trong APN nhu duoc danh déu "dam" va "gach chan" trong [(N
— C) Fethoc-C(102)TT-A(B)CC-A(5)GG-C(102)AA(5)-G-NH;].
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Bang 14 Gia tri Ty, gitta APN va ADN b6 sung 10 me nhdm muc tiéu vao

dau N hogc dau C ctia APN.
Gia tri Tpy, °C
APN ‘ _
ADN 10 me véi dau N ADN 10 me véi dau C
AR-ASO 1 86,1 81,3
AR-ASO 4 84.3 84,5
AR-ASO 5 84,4 78,4
HIF-ASO 1 66,0 60,0
HIF-ASO 4 66,0 53,4
HIF-ASO 5 62,0 58,0
HIF-ASO 7 69,0 61,0
HIF-ASO 8 73,0 61,0
HIF-ASO 9 60,9 59,0
HIF-ASO 10 61,0 60,0
HIF-ASO 11 73,4 61,0
SCN-ASO 4 63,5 71,6
SCN-ASO 7 65,0 64,6
SCN-ASO 8 74,0 68,6
SCN-ASO 12 76,0 77,0
SCN-ASO 22 74,0 65,0
SCN-ASO 24 77,0 66,0
SCN-ASO 25 78,0 66,0
SCN-ASO 26 75,0 72,0
SCN-ASO 27 77,0 69,0
SCN-ASO 28 78,1 70,0
SCN-ASO 30 79,0 74,0
SNAP-ASO 2 76,0 87,6
SNAP-ASO 3 77.3 88,7
SNAP-ASO 8 58,0 68,0
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SNAP-ASO9 62,0 76,0
SNAP-ASO

61,0 68,0
10
SNAP-ASO

62,0 74,0
12
TYR-ASO 1 78.0 73,0
TYR-ASO 4 72,0 72,0

Vi dy vé hoat tinh ctia ASO HIF-1a in vitro

Céc dan xudt APN cua Céng thirc I nhdm muc tidu bo sung vao vi tri cit
ndi 3’ ciia exon 2 hodc exon 4 trong tién ARN théng tin HIF-1a (yéu t6 c6 thé gay
su giam oxy huyét la) & ngudi di duoc danh gia d6i v6i hoat tinh nhay exon
antisense HIF-1a cua chiing trong céc té bao HeLa. Cac vi du sinh hoc dbi véi cac
ASO HIF-1a nay dugc cung cép lam vi du dé minh hoa réng viéc nhay Exon duoc
gdy ra ¢ hiéu lyc bdi hop chit ctia Cong thirce 1 nhim muc tiéu vao vi tri cit nbi
trong tién ARN théng tin muc tidu, va do dé khong nén hiéu dé giéi han pham vi
ctia sang ché ddi v6i ASO HIF-1o.

HIF-10 Vi du 1. Nhay Exon gay ra b1 "HIF-ASO 2".

"HIF-ASO 2" dugce chi 16 trong Bang 1 1a ASO 14 me bd sung diy du cho
mot khu vuc trong vi tri cat nbi 3 ' cua exon 2 trong tién ARN thong tin HIF-10. &
ngudi nhu duge danh ddu "dam" va "gach chan" trong trinh tu tién ARN thong
tin 20 me cua [(5' — 3' ) uguuaaguag | GAUAAGUUCU], trong d6 biéu tuong

" | " [a viét tit cua diém ndi intron-exon. "HIF-ASO 2" ¢6 mét chdng 1ap bd sung
S me véi intron 1 va mdt chdng 1ap bd sung 9 me véi exon 2.

"HIF-ASO 2" duoc danh gia bang phuong phap PCR 16ng ctia HIF-10 vé
kha nang cua né dé tao ra sy nhay Exon 2 cia ARN théng tin HIF-1o, & ngudi
trong céc té bao HeLa. Céc quy trinh dugc sit dung duge cung cap dudi day.

[Nudi cdy té bao & diéu tri ASO] Céc té bao HeLa (Cat. S6 CCL-2, ATCC)

duoc nudi cdy trong dia nudi ciy 60 mm chira 5 ml mdi trudng EMEM bd sung
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10% FBS (huyét thanh bao thai bo), 1% streptomyxin/penixilin, 1 % L-glutamin
va 1% natri pyruvat duéi khi quyén 5% CO, & 37°C. Céc té bao duge xir ly bang
"HIF-ASO 2" & 0 (d6i chimg am), 10, 100 hodc 1.000 zM. ASO di dugc pha
loding liép tiép t6i ndng do thich hogp trong DDW va dugc chia vao cac dia nudi
cay.

[Trich xuat ARN] 5 gid sau do, toan bo ARN da dugc trich XUt br?mg cach
str dung b Kit chiét tach ARN phd bién (Cat. S6 9767, Takara) theo huéng dan
ctia nha san xuét.

[Tong hop cADN bang phuong phap RT-PCR mdt budc] 200 ng mau ARN
trai qua phan ing phién ma ngugc 25 pl bang cach st dung bd Kit RT-PCR Mot
buéc Super Script® v6i Taq polymeraza Platinum® (Cat. S6 10928-042,
Invitrogen) v6i bd moéi dic hidu exon [HIF-exon 1_xudi: (58 — 3
CTTGCCTTTCCTTCTCTTCT; HIF-exon 8 nguoc: ¢ - 3"
AACCCAGACATATCCACC] theo céc diéu kién chu ky sau: 50 °C trong 30
phut va 94 °C trong 2 phut, sau d6 1a 15 chu ky 30 gidy & 94 °C, 30 gidy ¢ 55°C
va 1 phut ¢ 7 °C.

[Khuéch dai PCR 16ng] 1 uL cADN trai qua phan tmg PCR 16ng 20 pL
(Cat. S6 K2612, Bione) véi bod mdi exon [HIF-exon In xudi: (5' — 3')
TGAAGACATCGCGGGGAC; HIF-exon  5n ngugc: (5' — 3
TTTTTCACAAGG-CCATTTCT] theo cac didu kién chu ky sau: 95°C trong 5
phut sau d6 1a 39 chu ky 30 gidy ¢ 95°C, 40 giay ¢ 50°C va 50 gidy ¢ 72°C.

Cac bd moi dic hiéu exon cho phuong phap RT-PCR mdt budce va khuéch
dai PCR long dugc tém t4t du6i dang so do trong Hinh 17A.

[Nhan dang san phdm "nhay Exon 2"] C4c san pham PCR dugc phén tach
dién di trén gel agaroza 2% cung véi dung dich danh dau kich thuéc. Céc dai c6
kich thuéc muc tidu duge thu thap va phan tich bang phuong phap giai trinh tu
Sanger. Cac dai PCR quan sat dugc tuong tmg véi ARN thong tin ¢6 du do dai
(nghfa 1a khong nhay Exon) va bién thé cit ndi thiéu exon 2 nhu duge chi dinh
trong Hinh 17B. Céc té bao dugc xir ly bang ASO mang lai mot dai PCR manh

¢6 kich thudce c6 thé gan cho viéc nhay Exon 2. Céc té bao khong duoc xir Iy ASO
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(nghia 1 d6i chimg am) ciing mang lai san pham PCR tuong tmg véi viée nhay
Exon 2, cho théy exon 2 bi x6a mot cach tu nhién & mot muc dcf)’nhét dinh. Tuy
nhién, cudng do cia dai nhay Exon manh hon nhiéu trong cac té bao duoc diéu
tri bing ASO so véi trong cac té bao khong duge xir Iy ASO. Do d6, "HIF- ASO
2" da thic day viéc nhay Exon 2 trong céc té bao HeLa. Dir liéu giai trinh tu dbi
v6i dai nhay exon dugc cung cép trong Hinh 17C, biéu hién trinh ty ARN théng
tin cho diém ndi ctia exon 1 va exon 3.

[SS luong té bao bi anh hudng bdi mot phan tir ASO duy nhit] "HIF-ASO
2" gay ra nhay exon 2 ngay ca & 10 zM. C6 khoang 30 phan tir ASO ¢ noéng do
10 zM (nghia 1a 102! M) trong 5 mL méi truong nudi cdy trong dia nudi cy 60
mm. Cho riang khoang 30 phan tir ASO géy ra viéc nhay & khoang 100.000 té bao
HeLa trong dia nudi cdy 60 mm, mdi phan tir ASO dugc uéce tinh d4 anh hudng
hodic kiém soat viéc nhay Exon & khoang 3.000 té bao HeLa. Do d6, mdi phan tir
ASO duoc coi 1a d3 nhanh chong dao xung quanh mét sb lugng 16n cac té bao dé
thuc hién vai tro dinh sin cia né déi véi viee nhay Exon.

HIF-1a Vi du 2. Uc ché biéu hién protein HIF-1a trong cac t& bao HeLa
bang "HIF-ASO 2".

"HIF-ASO 2" dugc danh gia vé kha nang cua nd dé rc ché su biéu hién cia
protein HIF-1o trong céc té bao HeLa nhu duge mo ta dudi day.

[Nudi cdy té bao va diéu tri ASO] Cac té bao HeLa dugc nudi ciy trong dia
nuéi cdy 60mm chira Sml méi trudng nudi cdy duogc diéu tri v6i “HIF-ASO 2” &
0 zM (dbi chimg am), 10 zM, 100 zM, 1 aM, hozc 10 aM.

[Diéu tri CoCl, va phan giai té bao] 24 gio sau khi diéu tri ASO, céc dia
nuéi cay ngoai trir mot dia khéng qua xir Iy ASO dugc diéu tri v6i 200 uM CoCl,
trong 3 gid nita dé diéu chinh ting mirc protein HIF-10 bang cach ngin chin hoat
tinh cua cac prolylhydroxylaza (PHD). Sau do, cac té bao duoc ria 2 1an véi 1
mL PBS lanh va duoc ly giai trén déa voi 200 plb dung dich dém RIPA mot lan
(Cat. Number 9806, Cell Signaling Tech) duoc bd sung véi 1% SDS va dung dich
chat tc ché proteinaza mét 1an (cOmplete Mini, Roche). Mdi dich phéan giai duoc

thu thap trong dng dién tir dung tich 1,5 ml, trén véi 100 uL dung dich dém mau
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5 1an va dun s6i trong 5 phut & 100°C. C4c dich phan giai da duoc phan tach dién
di trén gel 8% SDS-PAGE va duoc chuyén vao mang PVDF 0,45 um. Mang nay
dd duge tham do véi mot khang thé khang HIF-1a (Cat. Number 610958, BD
Bioscatics) va mot khang thé khang B-actin (Cat. Number sc4778, Santa Cruz).

[Uc ché biéu hién protein HIF-1a] Hinh 18A cung cép dit liéu Western blot
HIF-10 thu duge & céc té bao HeLa duge xur ly bang "HIF-ASO 2". Trong khi
khong c6 dai HIF-1a dugc phat hién véi dich phan giai clia cac té bao ma khong
xtr Iy CoCl, cac dich phén giai cta cac té bao duge xir ly bang CoCl, tao ra mot
dai manh cho HIF-1o. Hinh 18B cung cip cuong do dai HIF-1a riéng 1é dugc
chuin héa theo timg cudng do dai B-actin riéng 1é bang phép do mat d6. Biéu hién
HIF-1a giam dan khi ndng d6 "HIF-ASO 2" ting 1én. Mirc giam quan sat dugc 13
75% & muc 10 aM "HIF-ASO 2".

HIF-10 Vi du 3. Phuong phap qPCR biang SYBR Green d6i véi ARN théng
tin HIF-1a trong cac té bao HeLa dugc xur Iy bang "HIF-ASO 2".

"HIF-ASO 2" dugc danh gia bang phuong phap qPCR 16ng vé kha ning
ctia n6 dé (e ché su biu hién cua ARN thong tin HIF-1o. dii d6 dai trong céc té
bao Hel.a nhu sau.

[Nubi cdy té bao & xir Iy ASO] Céc té bao HeLa dugc nudi cdy trong dia
nudi cdy 60 mm chira 5 ml méi trudng duge xi ly bang "ASO 2" & murc 0 (dbi
ching am), 10, 100 hoéc 1.000 zM (2 dia nudi ciy cho mdi noéng do ASO).

(Trich xukt ARN] 3 giér sau khi didu tri ASO, toan bd ARN duoe chiét xuét
bang "B Kit tach chiét ARN phd quat MiniBEST" (Cat. S6 9767, Takara) theo
huéng dan cia nha san Xuét.

[Téng hop cADN bang phuong phap RT-PCR mét buée] 200 ng mau ARN
duoc trai qua phan ing phién ma nguoc 25 pL bang cach str dung bd kit phuong
phap RT-PCR Mbt budc Super Script® véi polymeraza Taq Platinum® (Cat. S6
10928-042, Invitrogen) v6i bd moi dic hiéu exon [HIF-exon 1_xudi: (5' — 3')
CTTGCCTTTCCTTCTCTTCT; HIF-exon 8 nguoc: &) — 3"
AACCCAGACATATCCACC] theo cac didu kién chu ky sau: 50°C trong 30 phiit

88



48536 89/235

va 94°C trong 2 phut, sau d6 1a 15 chu ky 30 gidy & 94°C, 30 giay ¢ 55°C va 1
phut ¢ 72°C.

[Phuong phép qPCR 16ng] 1 pL cADN duoc pha lodng 100 lan duoc trai
qua phan tng PCR thoi gian thuc 20 pL v6i cac bd moi dic hiéu exon sau: [HIF-
exon 2n_xuoi (5' — 3") CTTGCTCATCAGTTGCCACTTC; HIF-exon 2n_nguoc
(5' — 3") AAGTTTCCT-CACACGCAAATAG; HIF-exon 3n xudi (5' — 3')
GAAAGCACAGATGAATTGC; HIF-exon 3n nguoc (5 — 3"
TCATGTCACCATCATCTGT; HIF-exon 4n_xubi (5' — 3")
CTAACTGGACACAGTGTGTTTG; HIF-exon 4n nguoc (5' — 3"
TCTGTGTGTAAGC-ATTTCTCTC; HIF-exon 5n xu6éi (' — 3
GCCTTGTGAAAAAGGGTAAAG; HIF-exon 5n nguoc (5' — 3"
CCATGTTGCAGACTTTATGT]. Cac phén tmg PCR da duoc thdm do véi
SYBR Green (Takara, Nhat Ban) theo céc didu kién chu ky sau: 95°C trong 3 phiit
sau do la 40 chu ky trong 5 giay ¢ 95°C va 30 gidy ¢ 60°C.

[Thay d6i vé muc dd exon ARN thong tin HIF-10] C4c mirc exon riéng 1&
clia cac mau duoc xir Iy ASO da duogc chuin hoéa theo timg muc do exon riéng 1é
ma khong xi Iy ASO. Cac muc exon riéng 1€ tuong d6i quan sat duoc dugc cung
cép trong Hinh 18C. Tt ca cdc muc exon riéng 1é giam dang ké 60 dén 80% va
50 dén 70% trong cac té bao dugc xir ly bang "HIF-ASO 2" & mic 10 zM va 100
zM, tuong tmg. Tuy nhién, cac muc exon riéng lé thu dugc voi cac té bao duoc
xt ly bang "HIF-ASO 2" & mirc 1.000 zM (nghia la 1 aM) khdng khéc véi céc
murc exon trong cac té bao ma khong xir Iy ASO. Mic du van con phai lam rd tai
sa0 muc exon tang trd lai muc dbi ching am khi noéng do6 ASO dugc tang 1én
1.000 zM. Tuy nhién, m3u phéan tng liéu dao ngugc trong Hinh 18C c¢6 thé so
sanh v6i mau phan tng liéu dio nguge clia nhay exon trong "HIF-1a Vi du 1".
(xem Hinh 17A)

HIF-10. Vi du 4. Phuong phap qPCR bing dau do TagMan ARN théng tin
HIF-1a trong cac té bao HeLa dugc xir ly bang "HIF-ASO 2"
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"HIF-ASO 2" duoc danh gia biang qPCR 16ng d6i véi kha nang ctia nd dé
trc ché su biéu hién cua ARN thong tin HIF-1o du do dai trong cac té bao HeLa
nhu mé ta trong “HIF-1o Vi du 3” trir khi ¢6 ghi chi khéc.

[Téng hop cADN béng phuong phap RT-PCR mét buéc] 200 ng mau ARN
trai qua phan Ung phién ma nguoc 25 pL bang cach sir dung bd kit phuong phap
RT-PCR Mot buée Super Script® véi polymeraza Taq Platinum® (Cat. S5 10928-
042, Invitrogen) vi mot tdp hop cac doan moi dic hiéu exon [HIF-exon
1 xu6i(2): (5' — 3') CGCGAACGACAAGAAAAA; HIF-exon 8_ngugc(2): (5'
— 3") CTGTGGTGACTTGTCCTTT] theo cac diu kién chu ky sau: 50 °C trong
30 phut va 94 °C trong 2 phut, sau d6 1a 20 chu ky 30 gidy ¢ 94 °C, 40 giay ¢ 51
°C va 50 giay ¢ 72 °C.

[Phuong phap qPCR 1ong] 1 pL cADN dugc pha lodng 100 lan trai qua
phan Ung PCR thoi gian thuc 20 pL bang cach st dung dau do TagMan
(Hs00936371 m1, Thermo Fisher) dugc thiét ké dé phat hién diém ndi cia exon
1 va exon 2 HIF-1a & ngudi theo cac diéu kién chu ky sau: 95 °C trong 3 pht tiép
theo 1a 40 chu ky 10 gidy ¢ 95 °C, va 30 giay ¢ 60 °C.

[Thay d6i v& mic ARN théng tin HIF-1a] Mtc ARN thong tin du do dai
clia cac mau duge xirly ASO da duge chuén héa so véi mic ARN théong tin khong
xu Iy ASO. Mic ARN thong tin quan sat dugce da duoc chudn hoéa dugc cung cép
trong Hinh 18D. Mtrc ARN thong tin HIF-1a di do dai giam dang ké (bang thir
nghiém t cia sinh vién) 1a 65% va 55% trong céc té bao duogc xir Iy véi "HIF-
ASO 2" & 100 zM va 1.000 zM, tuwong Uing. Mic ARN thong tin c6 du do dai
khéng thay doi trong cac té bao duoc xir Iy bang "ASO 2" & mirc 10 ZM.

HIF-1o Vi du 5. Nhay Exon géy ra béi "HIF-ASO 6".

"HIF-ASO 6" duoc chi ro trong Bang 1 1a ASO 17 me bd sung day du cho
vi tri cét ndi 3' kéo dai qua diém ndi cia intron 1 va exon 2 trong tién ARN thong
tin HIF-1a & nguoi nhu duge danh dAu "dam" va "gach chan" "trong trinh tur tién

ARN théng tin 20-mer cua [(5' — 3') uguuaaguag | GAUAAGUUCU]. "HIF-

ASO 6" ¢6 mdt chong lap bd sung 7 me véi intron 1 va mot chdng 14p bd sung 10

me voi exon 2.
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"HIF-ASO 6" duoc danh gia biang PCR 16ng HIF-1a d6i véi kha nang cua
né dé tao ra viéc nhay exon 2 cia ARN thong tin HIF-1a & ngudi trong cac té bao
HelL a theo quy trinh dugc mo ta trong "HIF-1a Vi du 1" trir khi ¢6 ghi cht khac.

Céc san pham PCR duoc phan tach dién di trén gel agaroza 2% va két qua
dién di duogc cung cép trong Hinh 19A. Viéc nhay Exon 2 13 manh mé& & tit ca cac
néng do diéu tri cua "HIF-ASO 6". "HIF-ASO 6" tao ra viéc nhay Exon 2 hiéu
qué hon so v6i "HIF-ASO 2". Dai PCR cho ARN théng tin HIF-10, du d6 dai bién
mét gén nhu hoan toan & tat ca cac néng do cua "HIF- ASO 6". Trong khi do, co
mdt muc déng ké cia ARN théong tin HIF-1a da d6 dai con lai trong cac té bao
duoc xir ly bang "HIF- ASO 2" ¢ mirc 10 dén 1.000 zM. [xem Hinh 17A]

"HIF-ASO 6" ¢6 nhiéu chdng lap bd sung véi vi tri cét ndi 3' ciia exon 2
hon so véi "HIF-ASO 2", ma s& chiu trach nhiém vé hiéu qué nhay Exon cao hon
quan sat duoc véi "HIF-ASO 6". Gan két chat ché hon ctia ASO véi vi tri cit nbi
muc tiéu duong nhu tao ra viéc nhay Exon muc ti€u hiéu qua hon.

HIF-1o Vi du 6. Uc ché biéu hién protein HIF-1a trong céc té bao HeLa
bang "HIF-ASO 6"

"HIF-ASO 6" dugc danh gia vé kha ning ciia né dé diéu chinh giam biéu
hién HIF-10 trong céc té bao HeLa theo cac quy trinh dugc md ta trong "HIF-10,
Vi du 2" trir khi ¢ ghi cht khac. Hinh 19B la dit liéu Western blot thu dugc véi
céc té bao HeLa duge xur ly bang "HIF-ASO 6" & 0 (d6i chimg 4m), 10, 100 hoic
1.000 zM trong 24 gid. Hinh 19C cung cap cuong d6 dai HIF-1a riéng 186 duoc
chuén hoa theo ting cuong do dai B-actin riéng 1€ bang phép do mat do. Su biéu
hién cta protein HIF-1a giam khoang 45 ~ 55% trong cac té bao duogc didu tri
bang “HIF-ASO 6”.

HIF-1a Vi du 7. Phuong phép qPCR bing SYBR Green d6i v6i ARN thong
tin HIF-1a trong cac té bao HeLa dugc xtt ly bang "HIF-ASO 6".

"HIF-ASO 6" dugc danh gia vé kha nang ctia né dé tao ra su thay doi trong
ARN thong tin HIF-1a trong cac té bao HeLa bang phuong phap qPCR 16ng theo
cac quy trinh trong " HIF-1a Vi du 4 " trir khi ¢6 ghi chu khéc.
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[Téng hop cADN béng phuong phéap RT-PCR mét buéc] 200 ng mau ARN
trai qua phan tng phién ma nguogc 25 pl bang cach st dung bo kit RT-PCR Mot
budc Super Script® véi polymeraza Taq Platinum® (Cat. S6 10928-042,
Invitrogen) v6i mdt bo moi dic hiéu exon [HIF-exon 1 xudi (2): (5' — 3"
CGCGAACGACAAGAAAAA; HIF-exon 8(2) nguoc: (' — 3"
CTGTGGTGACTTGTCCTTT] theo céc diéu kién chu ky sau: 50 °C trong 30
phuat va 94 °C trong 2 phut, sau do 1a 15 chu ky 30 giay ¢ 94 gidy °C, 40 gidy ¢
51 °C va 50 giay 6 72 °C.

[Thay ddi vé mirc exon ARN thong tin HIF-1a] C4c murc exon riéng 1é dugc
chuin hoa theo cac mirc exon riéng 1é ma khong xir Iy ASO dugc cung cép trong
Hinh 20 (A). Mirc exon giam déng ké (thtr nghiém t ctia sinh vién) 1a 35%, khoang
30% va khoang 45% trong cac té bao dugc xir ly véi "HIF-ASO 6" & 10, 100 va
1.000 zM, tuong tng.

HIF-10 Vi du 8. Phuong phap qPCR bang dau do TagMan d6i v6i ARN
thong tin HIF-1a trong céac té bao HeLa duoc xt ly bang "ASO 6".

"HIF ASO 6" duogc danh gia bang phuong phap gPCR 16ng ddi vé6i kha
ning cua nd dé tc ché su biéu hién cua ARN thong tin HIF-1a dd d6 dai trong
c4c té bao HeLa nhu dugce mo ta trong "HIF-10. Vi du 4" trir khi c6 ghi chi khac.

[Thay dbi v& mirc ARN thong tin HIF-1o. dd do dai] Mitc ARN théng tin
du do dai ctia cac mau duge xir Iy ASO da duoc chuén héa theo mirc ARN théng
tin ma khong xir ly ASO. Cac mic ARN thong tin tuong ddi quan sat duoc dugc
cung cp trong Hinh 20 (B). Mitc ARN thong tin HIF-1a du d6 dai giam dang ké
(thtr nghiém t cta sinh vién) la khoang 60% va 80% trong cac té bao duoc xir Iy
véi "HIF-ASO 6" ¢ 100 zM va 1.000 zM (1 aM), tuong tng. Tuy nhién, murc
ARN thong tin di d6 dai van khong thay d6i trong céc té bao duoc xir 1y béang
"HIF-ASO 6" ¢ muc 10 zM.

HIF-1a Vi du 9. Nhay Exon gay ra béi "HIF-ASO 1".

"HIF-ASO 1" 13 ASO 14-mer b sung diy du cho khu vuc & vi tri cét ndi
3' kéo dai qua diém nbi ctia intron 1 va exon 2 trong tién ARN thong tin HIF-1o,

& nguoi nhu duge danh ddu "dam" va "gach chan" trong trinh tu tién ARN théng
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tin 23-mer cua [(5' — 3') uguuaaguag | GAUAAGUUCUGAA]. "HIF-ASO 1"

c6 mdt chdng 14p 3 me véi intron 1 va mot chéng 14p 11 me vdi exon 2.

"HIF-ASO 1" duoc danh gia vé kha ning ctia né dé gy ra nhay exon trong
ARN thong tin HIF-1a nhu dugc mo ta trong "HIF-1o Vi du 1", tre khi dugc ghi
khac. Céc té bao HeLa duoc xi 1y bang "HIF-ASO 1" & 0 (dbi ching am), 1, 3,
10, 30 hoac 100 aM. 24 gio sau, toan bd ARN duoc chiét xudt va trai qua phan
mg PCR 10ng HIF-1o dé phat hién nhay Exon.

[Dir liéu nhay Exon] Hinh 21A cung cap dit lidu dién di thu duoc véi cac
san pham PCR ldng cling véi dit lidu gidi trinh ty Sanger cua san phim PCR c6
thé gan cho nhay Exon 2-3. Mitc ARN thong tin du d6 dai c6 xu huéng giam khi
ndng do ASO ting tir 1 aM 1én 100 aM. Viéc nhay Exon 2 chiém wu thé véi "HIF-
ASO 1" & mirc 3 aM va 10 aM. Tuy nhién, viéc nhay Exon 2-3 da tré nén qua stic
khi nong dé ASO dugc tang 1én 100 aM. San phim PCR cho san phdm nhay cia
exon 2-3 da duoc xac nhan mot cach rd rét bang giai trinh tu Sanger. [xem Hinh
21A bén phai]

HIF-10, Vi du 10. Uc ché biéu hién protein HIF-1a trong céc té bao HeLa
bang "HIF-ASO 1",

"HIF-ASO 1" dugc danh gid vé kha nang ctiané dé trc ché biéu hién protein
HIF-10 trong céc té bao HeLa theo c4c quy trinh dugc md ta trong "HIF-10, Vi du
2" trir khi ¢6 ghi chu khéc. Trong vi du nay, cac té bao HeLa dugc xu ly bing
"HIF-ASO 1" & 0 zM (ddi chimg am), 100 zM, 300 zM, 1 aM, 3 aM, 10 aM, 30
aM, 100 aM hodc 300 aM trong 72 gio trudce khi ngén chédn hoat tinh cia PHD
bing cach t véi 200 pM CoCl, trong 3 gid. C6 4 dia nudi cdy cua dbi chimg am,
tuc la 0 zM "HIF-ASO 1".

Hinh 21B cung cép dit liéu Western blot HIF-1a thu dugc v6i cac dich phan
giai té bao HeLa. Mirc protein HIF-1a. cao hon déng ké trong cac dich phan giai
cta dbi chimg am so véi tat ca cac dich phén giai cia cac té bao duoc xir Iy bing
"HIF-ASO 1". Hinh 21C cung cép cudng d6 dai HIF-1a riéng 1é dugc chuin hoa

theo cudng d6 dai B-actin bang phép do mat do. Biéu hién HIF-1a trong cac té
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bao HeLa giam 40 dén 80% bang cach 0 72 gio véi “HIF-ASO 17 ¢ 0,1 dén 300
aM.

HIF-1a Vi du 11. Nhay Exon gay ra boi "HIF-ASO 12",

"HIF-ASO 12" duoc chi 1 trong Bang 2 13 ASO 15-mer b sung day du
cho khu vuc & vi tri cét ndi 3' kéo dai qua diém ndi ctia intron 3 va exon 4 trong
tién ARN thong tin HIF-1o & ngudi nhu duge danh ddu "d4m" va "gach chan"
trong trinh ty tién ARN théng tin  20-mer cua [(5' — 3
uguuuacag | UUUGAACTAAC]. "HIF-ASO 12" ¢6 mdt chong lap 6 me véi

intron 3 va mot chong lap 9 me véi exon 4.

"HIF-ASO 12" dugc dénh gia bang PCR 16ng HIF-1a d6i v6i kha ning cta
né dé tao ra su nhay exon 4 ciia ARN thong tin HIF-1a & ngudi trong céc té bao
HeLa. Céc té bao HeLa dugc 1 véi "HIF-ASO 12" trong 6 gid va sau dé duoc
chiét tach toan bd ARN theo quy trinh duoc mé ta trong "HIF-10, Vi du 1", trir khi
c6 ghi chu khéc.

Hinh 22A cung cép dit liéu PCR 16ng HIF-1a trong cac té bao HeLa duoc
xtr Iy bang "HIF-ASO 12". Mot dai nhay Exon c6 thé gan cho viéc nhay Exon 2-
4 da duogc phat hién trong tAt ca cac san phém PCR cua céc té bao duogc xiur ly
ASO, trong khi khong c6 trong cac té bao khong duogc xir ly. (xem so dd bén trai)
Cudng do cta dai nhay Exon 12 manh liét nhat & mtc 100 zM "HIF-ASO 12"
Cuong do ciia dai ARN théng tin du do dai giam nhidu nhat & 100 zM "HIF-ASO
12". Viéc nhay Exon 2-4 da dugc xac nhan béng gidi trinh ty Sanger nhu dugc
cung cép trong so do bén phai.

HIF-1a Vi du 12. Uc ché biéu hién protein HIF-1a trong cac té bao HeLa
bang "HIF-ASO 12".

"HIF-ASO 12" duoc danh gia vé kha ning cia né dé trc ché sy biéu hién
ctia HIF-10 trong céc té bao HeLa nhu dugc mo ta trong “HIF-1a Vi du 2” trir khi
c6 ghi chu khéc.

| [Diéu tri ASO] Céc té bao HeLa duoc xir ly bang "HIF-ASO 12" ¢ 0 zM
(ddi chtmg am), 10 zM, 100 zM hoic 1 aM. 3 dia nu6i cdy cho dbi ching am. 21

g0 sau, cac té bao duoc xur ly bﬁng 200 uM CoCl; ngoai trr mot dia dbi ching
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Am. 3 gio sau, tat ca cac té bao da bi ly giai trén bang nhu sau. Céc té bao dugc
rira 2 1an bang 1 mL PBS lanh, va sau d6 dugc ly gidi véi 200 uL dung dich dém
mAu Lammeli hai 1dn (24 mM Tris-HCl, 20% glyxerol, 0,8% SDS, 0,04%
bromophenol mau xanh lam, 2% B-mecaptoetanol) dé giam thiéu sy xudng cép
ctia HIF-1a. Mbi dich phan giai duoc thu thap trong 6ng dién tir dung tich 1,5 ml
va dun soi trong 5 phuat. Sau do, cac dich phan giai trai qua Western blot trén gel
8% SDS-PAGE.

Hinh 22B cung cap di liéu Western blot cho thdy cuong do dai HIF-1a
giam rd rét trong cac té bao dugc xtr Iy bang "HIF-ASO 12" & muc 1 va 10
aM.

HIF-1o Vi du 13. Phuong phap qPCR biang SYBR Green dbi véi ARN
thong tin HIF-1a trong cac té bao HeLa dugc xir Iy bang "HIF-ASO 12".

"HIF-ASO 12" duoc danh gid bang qPCR 16ng HIF-1a dbi véi kha ning
clia né dé tao ra mét sy thay doi trong ARN théng tin HIF-10, trong céc té bao
HelLa nhu mo ta trong " HIF-1o Vi du 3", trir khi c6 ghi cha khéac. Cac té bao
HeLa duge xir ly bang "HIF-ASO 12" trong 6 gid va sau d6 dugc chiét tach toan
bd ARN.

Hinh 22C cung cap dit liéu qPCR, trong d6 mirc ARN théng tin cua exon 2
va 3 giam dang ké (tht nghiém t ciia sinh vién) xudng 70 ~ 80% trong céc té bao
duoc xt 1y bang ASO. Céc két qua ctia qPCR phu hop véi viée nhay céc exon 2-
4 gay ra boi "HIF-ASO 12" (xem "HIF-1o Vidu 11").

Vi du vé hoat tinh in vitro va in vivo ctia cdc ASO AR

Céc din xudt APN cua Céng thirc I nhdm muc tiéu bd sung vao vi tri cit
ndi 5° kéo dai qua diém nbi ciia exon 5 va intron 5 trong tién ARN thong tin cta
thu thé androgen (AR) d3 dugc danh gia d6i v6i hoat tinh nhay exon antisense AR
ctia ching trong cac té bao ciing nhu & chudt. Céc vi du sinh hoc cho cac ASO
AR nay duoc cung cip lam vi du dé minh hoa ring viéc nhay Exon duoc gy ra
¢6 hiéu luc boi hop chét cta Cong thuc [ nhdm muc tiéu vao vi tri cat ndi trong
tien ARN thong tin muc tiéu, va do d6 khong nén hiéu dé gi6i han pham vi cua

sang ché dé6i voi cac ASO AR.
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AR Vidu 1. Nhay Exon gy ra boi "AR-ASO 1".

"AR-ASO 1" dugc chi 3 trong Bang 3 1 ASO 13 me hoan toan b sung
cho khu vuc trong vi trf cit nbi 5' (5' SS) kéo dai qua diém nbi cua exon 5 va
intron 5 trong tién ARN théng tin ctia thu thé androgen (AR) & ngudi. "AR-ASO
1" gén két bd sung v&i trinh ty 13 me nhu dugc danh dAu "dam" va "gach chan"

trong trinh tu tién ARN thong tin 20 me cia [(5' — 3') GCCUUGCCUG |

guaaggaaaal. "AR-ASO 1" c6 mot chdng 14p 8 me v6i exon 5 va mét chong lap
5 me véi intron 5.

"AR-ASO 1" duoc dénh gia bang PCR 16ng AR d6i véi kha ning cia né
dé tao ra su nhay Exon 5 cia ARN théng tin AR & nguoi trong cac té bao MCF7
nhu sau. |

[Nubi cdy t bao & didu tri ASO] Céc té bio MCF7 (Cat. S6: HTB-22,
ATCC) dugc duy tri trong méi truong EMEM bd sung 10% FBS, 1%
streptomyxin/penixilin va insulin bo 0,01 mg/ml trong méi truong 5% CO, &
37°C. Céc té bao duoc nudi cdy trong dia nudi cdy 60 mm dugc xir ly bang "AR-
ASO 1" trong 3 gid & 0 (d6i chimg 4m), 3, 30, 300 hozic 3.000 aM (nghia 1a 3 fM).

[Trich XUat ARN] Toan bo ARN duoc trich xXuét bﬁng cach st dung B kit
tach chiét ARN phd quat (Cat. S6 9767, Takara) theo huéng dan ctia nha san xuét

[Tong hop cADN béng phuong phap RT-PCR mét buéc] 100 ng mau ARN
da duoc st dung trong phan img phién ma nguoc 25 pL béng cach st dung bo kit
RT-PCR Mot budc Super Script® v6i polymeraza Taq Platinum® (Cat. S5 10928-
042, Invitrogen) va mdt bo mdi dic hiéu exon [AR-exon 3 xudi: (5' — 3")
TGGGTGTCACTATGGAGC; va AR-exon 9 ngugc: (5' — 3" GGGT-
GTGGAAATAGATGGG] theo céc didu kién chu ky sau: 50°C trong 30 phut va
94°C trong 2 phut, sau do6 1a 39 chu ky 30 gidy & 94°C, 30 gidy ¢ 55°C va 1 phut
6 72°C.

[Khuéch dai PCR 16ng] Trong sudt qué trinh khuéch dai, d4 st dung mot
ky thuat khuéch dai doc dao (stra qua khi ting nhiét do 0 trén mdi chu ky) hoat
dong hiéu qua va cu thé trong mot pham vi nhiét dg, thay vi & mot nhiét dd u cu

thé (vi du, phuong phép PCR théng thuong). 1 pl cADN dugc tiép tuc khuéch dai
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trong 20 puL phan tmg PCR 10ng bang cach st dung mot bo modi dic higu exon
[AR-exon 3 xudi: (5' — 3") TGGGTGTCACTATGGAGC; va AR-exon
7n_nguoc: (5' — 3') GGGGTGATTTGGAGC-CAT] theo cac diéu kién chu ky
sau: 10 chu ky ban dau [94°C trong 30 gidy, 47°C trong 40 gidy (+ 0,5°C mbi chu
ky), 72°C trong 40 gidy], sau do6 1a 20 chu ky [94°C trong 30 gidy, 50°C trong 30
giay va 72°C trong 40 gidy].

[Nhan dién cac san pham nhay Exon] Cac san pham PCR d3 dugc phan
tach dién di trén gel agaroza 2%. Cac dai ¢ kich thudc muyc tiéu duoc thu thap va
phan tich b&i phuong phéap giai trinh tu Sanger. Trong Hinh 23A, ¢6 ba dai san
pham PCR lién quan dén didu tri c6 thé gan cho cac bién thé cit néi ARN thong
tin AR thiéu exon 5. "AR-ASO 1" d& dugc tim thiy dé gy ra nhay Exon 5, exon
4-5 va exon 4-6, mac du ty 1€ cia cac san pham nhay duong nhu phu thude vao
noéng d6 ASO. Hinh 23B cung cap dir liéu giai trinh tu thuc té cho dai nhay cua
exon 4-5 trong Hinh 23A.

AR Vi du 2. Uc ché biéu hién protein AR trong cac té bao MCF7 bang
"AR-ASO 1".

Céac té bao MCF7 trong dia nubi cdy 60 mm chira mdi trudong nuodi ciy 5
mL duge xt 1y bing "AR-ASO 1" & 0 zM (d6i chimg dm) hodc 10 zM dén 30 aM.
4 dia nuéi cdy cho ddi chimg am. 48 gio sau, cac té bao duoc rira 2 1an bang PBS
lanh, va sau d6 duoc ly giai v6i 200 uL dung dich dém ly giai té bao 1 lan (Cat.
S6 9803, Cong nghé tin hidu té bao) b sung cac chit trc ché proteaza 1 1an (Cat.
S6 P8340, Sigma). Cac dich phan giai dugc thu thép trong bng dién tir dung tich
1,5 ml. 200 uL mdi dich phén giai duge tron voi 100 pL dung dich dém mau 3 lan
va dun so6i trong 5 phut. 20 pL ctia mdi dich phan giai (4 mau dbi ching am tinh
va 8 mau xir Iy ASO) di duge phén tach dién di trén gel 8% SDS-PAGE va dugc
chuyén vao mang PVDF. Mang nay dugc tham do véi mot khang thé khang AR
(Cat. S5 5153, Cong nghé tin hiéu té bao) va mot khang thé khang B-actin (Cat.
Number sc4778, Santa Cruz). Hinh 23C cung cap dir liéu Western blot AR thu
duoc trong cac té bao MCF7 duoe xir Iy bang "AR-ASO 1" & 0 zM (4 d6i ching

4m) dén 30 aM. Cuong dd dai AR (kich thudc 120K) clia cac dich phén giai dugce
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xir Iy bang ASO yéu hon cudng d6 cia cac dich phan giai dbi ching am lan cén
cua ching.

AR Vi du 3. Phuong phap qPCR bang SYBR Green d6i v6i ARN thong tin
AR trong céc té bao MCF7 duoc xir Iy bang "AR-ASO 1".

[Diéu tri ASO va tach chiét ARN] Cac té bao MCF7 trong mdi trudng nudi
cdy 5 mL duoc xir Iy bing "AR-ASO 1" & 0 zM (dbi chimg am) hodc 1 zM dén 1
aM. (2 dia nudi cdy cho mdi ndng do) 5 gid sau, toan bdo ARN dugc chiét xuét
bang cach sir dung "Bo Kit tach chiét ARN phd quat MiniBEST" theo huéng dén
clia nha san xuét (Cat. S6 9767, Takara).

[Téng hop cADN véi OligodT] 500 ng mau ARN da dugc tong hop cADN
v6i "oligo-dT" theo huéng dan ctia nha san xuét (Cat. S6 6110A, Takara).

[PCR dAu tién] cADN sau d6 da duoc PCR 1an thir nhat véi mot bo mdi dic
hiéu exon [AR-exon 3 xudi: (5' — 3") TGGGTGTCACTATGGAGC; va AR-
exon 9 nguoc: (5' — 3") GGGTGTGGAAATAGATGGG] theo cac diéu kién chu
ky sau: 94°C trong 2 phut sau 15 chu ky 15 gidy & 94°C, 30 gidy ¢ 55°C va 2 phut
o 72°C.

PCR 1dng] Céc san phdm PCR lan thir nhét d3 dugc pha lodng 2.000 1an va
] uL ctia mdi san pham PCR dugc pha lodng trai qua phan img PCR thoi gian
thuc 20 pL voéi cac bd mdi dic hiéu exon [AR-exon 4 xudi(q): (5' — 3
GACCATGTTTTGCCCATTG; AR-exon 4 nguoc(q): (' — 3"
GGCTCTTTTGAAGAAGACC; AR-exon 5 xudi(q): (' — 39
GAAACAGAAGTACCTGTGC; AR-exon 5 nguge(q): (3'— 39
GTCATCCCTGCTTC-ATAAC; AR-exon 6 xudi(q: (' — 39
CGGAAGCTGAAGAAACTTG; AR-exon 6 nguogc(q): (5 — 39
CACTTGACCACGTGTACAAG]. Céc phan tmg PCR dugc thim do béng
SYBR Green (Takara, Nhat Ban). Piéu kién chu ky: 95°C trong 3 phit tiép theo
40 chu ky trong 5 gidy ¢ 95°C va 30 gidy ¢ 60°C. Ndng d6 exon giam dan nhung
giam déang ké khi tang lidu tir 1 zM 1én 100 zM. Mtrc giam 12 40 ~ 50% trong céc
té bao duoc xur Iy bang "AR-ASO 1" & 100 zM. [xem Hinh 24A] Tuy nhién, cac
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murc exon da hdi phuc gin véi mirc ddi chimg am trong céc té bao dugc xir ly
bang "AR-ASO 1" & miic 1 aM.

AR Vi du 4. Phuong phap qPCR bing SYBR Green d6i v6i ARN thong tin
AR trong cac té bao MCF7 duoc xir Iy bang "AR-ASO 5"

"AR-ASO 5" dugc chi 1 trong Bang 3 13 ASO 12 me bd sung day du cho
mot khu vuc trong vi tri cat ndi 5' (5' SS) kéo dai qua diém ndi cta exon 5 va
intron 5 trong tién ARN thong tin AR & ngudi. "AR-ASO 5" gan két b6 sung véi
trinh tu 12 me nhu dugc danh dau "dam" va " gach chan" trong trinh tyr tién ARN
thong tin 20 me cua [(5' — 3'") GCCUUGCCUG | guaaggaaaa |. "AR-ASO 5"

c6 mot chdng 14p 7 me véi exon 5 va mot chong 1ap 5 me véi intron 5.

"AR-ASO 5" duoc dénh gia vé kha ning ctia né dé tao ra nhing thay ddi
vé murc exon ARN théng tin AR bang qPCR theo céc phuong phap duge mo ta
trong "AR Vi du 3". Nhu dugc cung cap trong Hinh 24B, mirc exon AR d3 giam
dang ké (thir nghiém t cta sinh vién) khoang 60 ~ 80% trong cac té bao duogc xir
ly bang "AR-ASO 5" & mirc 1 dén 1.000 zM.

Khéng gidng nhu truong hop "AR-ASO 1" (xem "AR Vi du 3"), khong c6
su phuc hdi nao & cac mie tin nhén exon ¢ 1.000 zM "AR-ASO 5".

AR Vi du 5. Phuong phép qPCR bang dau do TagMan dbi véi ARN thong
tin AR trong céc té bao MCF7 dugc xir ly bing "AR-ASO 5"

"AR-ASO 5" duoc danh gia vé kha ning ctia né dé diéu chinh giam ARN
thong tin AR & ngudi bang gPCR sir dung dau do TagMan.

Céc té bao MCF7 dugc xtr ly bang "AR-ASO 5" & 0 zM (d6i chimg 4m)
dén 1 aM. (2 dia cho mdi ndng dd) 24 gio sau, toan bd ARN duoc chiét xut bang
"Bo Kit tach chiét ARN phd quat MiniBEST" theo huéng din ctia nha san xuét
(Cat. S6 9767, Takara).

400 ng mau ARN da dugc tdng hop cADN véi bo kit RT-PCR mét bude
(Invitrogen) véi mot bd moi dic hiéu exon [AR-exon 3_xudi: (5' — 3') TGGGT-
GTCACTATGGAGC; va AR-exon 9 ngugc: (5 ~ 3"

GGGTGTGGAAATAGATGGG] theo cac diéu kién chu ky sau: 50°C trong 30
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phut va 94°C trong 2 phtt, sau do6 1a 15 chu ky 30 gidy & 94°C, 30 giay & 50°C va
1 phut ¢ 72°C.

1 pL ctia mbi dung dich cADN duoc pha lodng 50 lan trai qua phan tmg
PCR thoi gian thuc 20 pL véi mot bd mdi dic hidu exon cia [AR-exon
4 xudi(g2): (5' — 3") TTGTCCATCTTGTCGTCTT; va AR-exon 5 ngugc(q2):
(5' — 3") CCTCTCCTTCCTC-CTGTA] theo céc diéu kién chu ky sau: 95°C trong
3 phut sau 40 chu ky 15 gidy ¢ 95°C va 30 gidy ¢ 60°C. Phan tmg qPCR duogc
theo ddi bang dau do TagMan cua [(5' — 3') TTTCTTCAG-ZEN-
CTTCCGGGCTC-3IABKFQ]. Pau do TagMan duoc thiét ké dé thim do diém
ndi ciia exon 4 va exon 5 trong ARN théng tin AR c¢6 du d6 dai.

Hinh 24C cung cép dit liéu qPCR béng dau do TagMan. Biéu hién tuong
dbi cia ARN thong tin AR du do dai da giam dang ké (thir nghiém t ctia sinh vién)
khoang 50 dén 70% trong cac té bao dugc xir Iy bang "AR-ASO 5" & mirc 1 zM
dén 1 aM.

AR Vi du 6. Uc ché biéu hién protein AR & da ctia chudt dugc didu tri dudi
da bang "AR-ASO-5".

"AR-ASO 5" nhdm muc tiéu vao trinh tu tién ARN thong tin AR dugc bao
ton & ngudi va chudt. "AR-ASO 5" duge danh gia vé kha ning ctia nd dé {rc ché
biéu hién protein AR trén da chudt sau khi tiém mdt 14n duéi da duy nhit nhu sau.

[Tay 16ng va phan nhém] Vao ngay 0, nhitng con chudt duc C57BL/6 dugc
7 tuan tudi da duoc gdy mé bang zoletil/rompun, va 16ng & lung dugce cit bang
kéo xén va loai bé bang cach tay 16ng bang carbo. Trong ngay thir 5, nhitng con
chuot bi loai bd 16ng hoan hao (nghia la khong ti vét) da dugc chon va dugc phan
ngau nhién thanh nim nhém 0 pmol/Kg (chi ¢6 t4 dugc long, d6i chting am), 1
pmol/Kg, 10 pmol/Kg, 100 pmol/Kg, va 1.000 pmol/Kg "AR-ASO 5". (6 con
chuot modi nhom).

[Dung dich tiém ASO va cach dung] Dung dich gbc nude "AR-ASO 5" d4
dugc pha lodng lan luot trong PBS bd sung 0,1% Tween 80 dé diéu ché cac dung
dich "AR-ASO 5" 0 nM (chi ¢6 ta dugc léng , d6i chimg am), 0,5 nM, 5 nM, 50

nM hoic 500 nM. Vao ngay tht 5, timg con chudt trong méi nhém lidu duge tiém
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dué6i da sau gdy (tic 1a gan c6) v6i mot mili tiém ciia dung dich thir nghiém ¢ mirc
2 mL/Kg.

[Trich xuat cac mAu da] Vao ngay thir 10, cac con chudt di hy sinh dé lay
cac mau da tir vi tri tiém va hdng 14 vi tri khong tiém. C4c mau da dugc dong lanh
trong nito 16ng ngay sau khi 14y mau. Mdi miu da duoc micron hoa trong khi duy
tri mau dong lanh bing nito 16ng. Cac miu duge micron hoa di dugc phan giai
bang dung dich dém RIPA dugc bd sung 1% SDS. Cac dich phan giai duoc tron
v6i dung dich dém mAu 5 1an va dun sdi trong 5 phit.

[Western blot AR] Cac dich phan giai dugc trai qua Western blot AR trén
mang PVDF. Téng cong c¢6 10 dich phén giai dugce nap vao mdi 10% gel PAGE
tham do v&i mot khang thé AR da dong (N-20, sc-816, Santa Cruz).

[Dinh luong biéu hién protein AR] MBbi dai AR trén mot mang PVDF duy
nhat duoc chuén héa theo tirng dai B-actin riéng 16. Cuong dd dai AR trung binh
(dugc chuan hoa so voi B -actin) ctia hai mau ctia nhém d6i chimg am (nghia 13
khong xir Iy ASO) duoc sir dung dé chuan hoa cuong do dai AR ctia 8 mau khac
trén cing mdt mang PVDF. Chuéan héa kép nhu vay di dugc 4p dung cho hai
mang PVDF khac dé dinh luong biéu hién protein AR clia cac mau riéng 1& bing
phép do mat do. Tt ca cac mirc biéu hién AR sau khi chuan héa kép cac miu
riéng 1¢ dugc gop lai dé phan tich thong ké bang thir nghiém t ctia sinh vién so véi
murc biéu hién ma khéng xir Iy ASO.

[Uc ché biéu hién protein AR] Hinh 25A va 25B 1a dit liéu Western blot
AR thu duoc véi cac mau da tir vi tri tiém va vi tri khong tiém, twong Ung.

Hinh 26A cung cip murc d6 biéu hién protein AR theo nhém ciing nhu theo
ddi tuong. C6 mot mue do 16n vé sy bién doi gitta cac chii thé trong biéu hién
protein AR ca & vi tri tiém va ¢ vi tri khong tiém. Tuy nhién, biéu hién AR c6 xu
huéng giam khi tang liéu ASO.

Hinh 26B cung cip muc biéu hién AR trung binh theo nhém nhu duge
chuin héa so v&i nhém dbi chimg am. O vi trf tiém, biéu hién protein AR giam

dang ké khoang 35% trong nhém 1.000 pmol/Kg "AR-ASO 5". O vi tri khong
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tiém, bidu hién protein AR giam dang ké khoang 40% trong céc nhém diéu tri 100
© va 1.000 pmol/Kg.

Su te ché biéu hién protein AR dugc quan sat thdy & ving da xa vi trf tiém
ching t6 ring ASO co thé d& dang phéan phdi dén cac md & xa vi tri tiém théng
qua hé théng tuan hoan sau khi tiém duéi da. Céc két qua ex vivo di duoc cung
cip dé minh hoa cho su tham gia muyc tiéu toan than sau khi tiém dudi da cua dan
xuat APN ctia Cong thirc I, do d6 khong nén dién giai dé giéi han pham vi cta
sang ché.

AR Vi du 7. Nhay Exon gay ra bai "AR-ASO 1" (2).

Tuy thudc vao duong di chuyén, mat do t€ bao va diéu kién nudi céy, hinh
théi cia cac t& bao MCF7 thay ddi. Céc té bao MCF & cac doan dau ¢6 xu huéng
phat trién tuong d6i nhanh va hién thi cac khuan lac ¢6 hinh dang cumulus. Cac
té bao MCF7 & cac doan sau ¢6 kha ning phat trién cham va hinh thanh cac khuan
lac biéu mo phang. Tuy nhién, viéc duy tri cac té bao MCF7 dé cho thay hinh thai
cta hinh dang cumulus 1a mdt thach thuec.

"AR-ASO 1" dugc dénh gid vé kha ning nhay Exon cua né trong cac té bao
MCF7 cho thiy rd hinh thai cta hinh dang cumulus nhu dugc m6 ta trong "AR
Vidu 1", trir khi c6 ghi cht khac.

[Didu tri ASO] Cac té bao MCF7 dugc xit ly bang "AR-ASO 1" trong 3 gid
& 0 (dbi chimg am), 30, 100 hodc 1.000 aM (tirc 1a 1 fM). (2 dia cho mdi ndng do
ASO)

[Trich xuit ARN] Toan bo ARN dugc chiét xuét bang cach sir dung bo kit
didu ché mini RNeasy (Cat. S6 74104, Qiagen) theo hudng dan ctia nha san xuat.
500 ng mau ARN trai qua phan Gmg phién ma ngugc 25 plL.

[Két qua nhay Exon] Hinh 27A cung cap dit lidu dién di thu dugc véi cac
san pham phuong phap RT-PCR 16ng. Viéc nhay Exon 5 (dugc x4c nhan béang
giai trinh ty Sanger: xem Hinh 27B) chiém uu thé rd rét trong céc té bao duge xit
ly bang ASO, tuong phan véi truong hop ciia "AR Vi du 1" (xem Hinh 23A).

Vi du vé Hoat tinh invotro va in vivo ciia cdc ASO SCN9A
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Céc dn xuit APN ciia Cong thtrc I nhdm muc tiéu bd sung vao nhiéu vi tri
cit ndi trong tién ARN thong tin SCNOA (duéi 16p kénh natri 9A) & ngudi ciing
dugc danh gia ddi véi hoat tinh nhay antisense va exon SCN9A cua ching ca
trong té bao va dong vat. Cac vi du sinh hoc cho cac ASO SCN9A nay duge cung
cép lam vi du dé minh hoa rang viéc nhay Exon dugc gay ra c6 hidu lyc boi hop
chét ctia Cong thirc I nhim muc tiéu vao vi tri cat ndi trong mot tién ARN thong
tin muc tiéu, do d6 khdéng nén hiéu dé gisi han pham vi cla sang ché ddi véi
SCN9A ASO.

SCNOA Vi du 1. Nhay Exon gay ra béi "SCN-ASO 7".

"SCN-ASO 7" duogc chi dinh 6 tai Bang 4 1a mot ASO 16-mer hoan toan
bb sung cho mét khu v trong vi tri ndi 5' kéo dai qua diém ndi cia exon 4 va
intron 4 trong tién ARN théng tin SCN9A & nguoi doc ra tir gen SCN94 & nguoi
(duogc truy cap tur Trinh tu tham chiéu NCBI: NC_000002.12). "SCN-ASO 7" gén
két bo sung v6i trinh ty 16-mer nhu dugc danh dau "dam" va "gach chan" trong

trinh tu tién ARN thong tin 20-mer cua [(5' — 3") UUGUUUUUGC |

guaaguacuu]. "SCN-ASO 7" c6 mot chdng 14p 10 me véi exon 4 va mot chong
l4p 6 me véi intron 4.

Cho ring cac té bao PC3 dugc biét 1a thé hién doi dao tién ARN théng tin
SCN9A & ngudi [ Br. J. Duoc dién. tap 156, 420-431 (2009)], "SCN-ASO 7"
duge danh gia bang phuong phap PCR 10ng ctia SCN9A vé kha ning ctia n6 dé
tao ra sy nhay Exon 4 trong tién ARN théng tin SCNYA & nguoi trong cac té bao
PC3 nhu sau.

[Nuéi cdy té bao & didu tri ASO] Céc té bao PC3 (Cat. No. CRL-1435,
ATCC) dugc duy tri trong moi truong F-12K Ham bd sung 10% FBS, 1%
streptomyxin/penixilin, 1% L-glutamin, va 1% natri pyruvat dudi khi quyén 5%
CO, ¢ 37°C.

Céc t& bao PC3 duoc nudi cy trong dia nudi ciy 60 mm chira méi trudng
5 mL duoc xtr Iy bang "SCN-ASO 7" & 0 (d6i ching 4m), 10, 100 hodc 1.000 zM.

[Trich xudt ARN] Sau khi @ 18 gio, cac té bao PC3 dugc xir ly voi 100

ug/mL xycloheximit trong 6 gio nita dé dong bang dich ma ribosome. Sau do,
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toan bd ARN dugc chiét xudt tir cac té bao bang cach sir dung Bo Kit tach chiét
ARN phoé quét (Cat. S6 9767, Takara) theo hudng dan ctia nha san xuét.

[Téng hop cADN bang phuong phap RT-PCR mét budc] 200 ng mau ARN
da duoc st dung cho phan Gmg phién mé nguoc 25 pL bang cach st dung bd kit
phuong phap RT-PCR Mot bude Super Script® véi polymeraza Taq Platinum®
(Cat. S6 10928-042, Invitrogen) va mot bd mdi dic hidu exon [SCN-exon 2 xudi:
(5" — 3") CTTTCTCCTTTCAGTCCTCT va SCN-exon 9 nguogc: (5' — 3")
CGTCTGTTGGTAAAGGTTTT] theo cac diéu kién chu ky sau: 50°C trong 30
phut va 94°C trong 2 phut, theo sau 1a 40 chu ky 30 gidy & 94°C, 30 gidy ¢ 55°C
va 2 phut ¢ 72°C.

[Khuéch dai PCR 16ng] 1 uL dung dich cADN (duoc pha lodng 100 14n) d
duoc khuéch dai PCR 20 pl bang phuong phap PCR 16ng (Cat. S6 K2612, Tién
phong) v&1 mot bo moi dic hiéu exon [SCN-exon 3n_xubi: 5' — 3') GGACCA-
AAAATGTCGAGTATTT;,; va SCN-exon 8 nguoc: (' — 3"
GCTAAGAAGGCCCAGC-TGAA] theo cac diéu kién chu ky sau: 95°C trong 5
phut sau do 1a 35 chu ky 30 giday & 95°C, 30 gidy ¢ 50°C va 1 phut & 72°C.

Can luu y rang doan mdi cta "SCN-exon 3n_xudi" nham muc tiéu vao diém
ndi ctia exon 3 va exon 5 dé tham do hiéu qua viéc x6a exon 4, mic di doan mdi
22 me van c6 mdt chdng l4p bd sung 18 me véi diém ndi ciia exon 3 va exon 4.
Do d6, "SCN-exon 3n_xu6i" nhan ra "diém ndi ctia exon 3 va exon 5" ¢6 chon
loc hon so véi "diém ndi ctia exon 3 va exon 4" dugc tim thay trong ARN théng
tin SCN9A du do dai. Trinh ty mdi duoc thiét ké dé phat hién céc bién thé cit nbi
SCN9A thiéu exon 4 nhay hon so v6i ARN théng tin SCN9A di do dai. Mot moi
nhay Exon nhu véy s& hitu ich dé phat hién cac bién thé cat néi ARN théng tin c6
do 6n dinh trao ddi chat kém, vi ARN thong tin du d6 dai c6 xu huéng cho thiy
su 6n dinh trao ddi chit t&t dat duoc trong qué trinh tién hod qua hang ty nim.

[Nhan dang cac san pham nhay Exon] Céc san phdm PCR 16ng da dugc
phéan tach dién di trén gel agaroza 2%. Cac dai co kich thudc muc tiéu dugc thu
thap va phan tich bang phuong phap giai trinh tu Sanger. Viéc nhay Exon 4 rat

manh trong cac té bao PC3 duoc xur ly br?mg 1 aM "SCN ASO 7", mac du viéc
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nhay Exon 4 ciing c6 thé nhin thdy ¢ 10 va 100 zM nhu trong Hinh 28A. Dai nhay
Exon dugc x4c nhén rd rang bang giai trinh tu Sanger nhu dugc cung cép trong
Hinh 28B.

SCN9A Vi du 2. Phuong phap qPCR biang SYBR Green dbi v6i ARN thong
tin SCN9A trong céc té bao PC3 dugc xir Iy bang "SCN-ASO 7".

"SCN-ASO 7" duoc danh gia vé kha ning ctia n6 dé trc ché su biéu hién
cua ARN thong tin SCN9A & ngudi trong cac té bao PC3 bang qPCR véi mot bd
mdi dic hiéu exon nhu sau.

[Nuéi cdy té bao & xir Iy ASO] Céc té bao PC3 dugc nudi cdy trong dia
nudi cdy 60 mm chira méi truong nudi cay 5 mL dugce 1 véi "SCN-ASO 7" trong
24 gid & 0 (d6i ching 4m), 10, 100 hodc 1.000 zM. (2 dia cho mdi ndng do)

[Trich xuidt ARN] Toan bo ARN duoc chiét xuét bang cach st dung "B
Kit tach chiét ARN phd quat MiniBEST" (Cat. S6 9767, Takara) theo huéng dan
ctia nha san xuét.

[Téng hop cADN béng phuong phap RT-PCR mét budc] 200 ng mau ARN
trai qua phéan ung phién ma nguoc 20 pL bang cach sir dung bd kit phuong phap
RT-PCR Mbt bude Super Script® v6i polymeraza Taq Platinum® (Cat. S6 10928-
042, Invitrogen) va véi mot bd mdi dic hiéu exon [SCN-exon 2 xudi: (5' — 3")
CTTTCTCCTTTCAGTCCTCT; va SCN-exon 9 nguoc: (' — 3"
TTGCCTGGTTCTGTTCTT]. Diéu kién chu ky: 50°C trong 30 phiit va 94°C
trong 2 phut, sau do6 1a 15 chu ky 15 gidy ¢ 94°C, 30 gidy ¢ 55°C va 2 phit &
72°C.

[Khuéch dai qPCR 16ng] 1 pL ctia mdi dung dich cADN duoc pha lodng

50 lan trai qua phan tmg PCR thoi gian thuc 20 pL v6i mot bo moi dic hiéu exon
[SCN-exon 4 xudi: (5'— 3") GTACACTTTTACTGGAATATATAC; SCN-exon
4 nguge: (5' — 3") AATGACGACAAAATCCAGC; SCN-exon 5_xuoi: (5' —
3") GTATTTAACAGAAT-TTGTAAACCT; SCN-exon 5_nguoc: (5' — 3')
CTGGGATTA-CAGAAATAGTTTTCA; SCN-exon 6 xuoi: (5' — 3')
GAAGACAATTGTAGGGGC; SCN-exon 6 nguoc: ¢ - 3"

GTCTTCTTCACTCTCTAGGG]. Cac phan tmg PCR dd duogc tham do voi
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SYBR Green (Takara, Nhat Ban). Diéu kién chu ky: 95°C trong 30 gidy tiép theo
40 chu ky 5 giay 6 95°C va 30 gidy & 60°C.

[Két qua qPCR] Mitc exon riéng 1& clia cac té bao duge xir Iy ASO d3 duoc
chuin hoa theo mirc exon cua cac té bao dbi ching am (nghia 1a khong xir ly
ASO). Hinh 29 (A) tom tit cac két qua qPCR. Cac miic biéu hién ciia exon 4-6
giam dang ké khoang 70%, 40% va 20 ~ 30% & muc 10, 100 va 1.000 zM, twong
ung.

SCNO9A Vi du 3. Phuong phap qPCR bing SYBR Green d6i véi ARN théng
tin SCN9A trong cac té bao PC3 dugce xur ly bang "SCN-ASO 3",

"SCN-ASO 3" dugc chi r6 trong Bang 4 12 ASO 14 me nhim muc tiéu vao
vi trf cét ndi 5' (5' SS) kéo dai qua diém ndi clia exon 4 va intron 4 trong tién ARN
thong tin SCN9A & ngudi. "SCN-ASO 3" gin két bd sung v6i trinh tu 12-mer
duoc danh ddu "ddm" va. "gach chan" trong trinh tu tién ARN théng tin 20-mer
cua [(5' — 3') UUGUUUUUGC | gua"ag"uacuu], trong do hai su khong phu
hop dugc danh diu bang dau ngodc kép (" "). "SCN-ASO 3" c6 mot chéng 14p bd

sung 7 me véi exon 4 va mot chdng 14p b sung 5 me véi intron 4.

"SCN-ASO 3" dugc danh gid vé kha ning ctia n6 dé tc ché sy biéu hién
cua ARN thong tin SCN9A du do dai trong cac té bao PC3 theo quy trinh dugc
mo ta trong " SCN9A Vidu 2", trir khi ¢6 ghi cha khéc.

Céc két qua qPCR duoc cung cip nhu dugc tom tit trong Hinh 29B. Cac
mirc biéu hién ctia exon 4-6 giam dang ké > 90%, khoang 70% va khoang 80% &
murc 10, 100 va 1.000 zM, tuong Ung. Gidng nhu trong truong hop cia "SCN-
ASO 7", 10 zM biéu hién su tc ché manh nhét cia ARN thong tin SCN9A du do
dai.

SCNOA Vi du 4. Phuong phéap qPCR bang SYBR Green dbi v6i ARN thong
tin SCN9A trong cac té bao PC3 dugc xtr ly bang "SCN—ASO 8".

"SCN-ASO 8" duoc chi rd trong Bang 4 1a ASO 17 me nhim muc tiéu vao
mdt khu vuc trong vi tri cat ndi 5' (5' SS) kéo dai qua diém ndi cta exon 4 va
intron 4 trong tién ARN thong tin SCN9A & nguoi. "SCN-ASO 8" gan két bo sung

vOi trinh tu 15 me dugc danh d4u "dam" va " gach chan" trong trinh tu tien ARN
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thong tin 20 me cua [(5' — 3') UUGUUUUUGC | gua'ag"uacuu], trong dé su

khéng ph hop dugc danh déu bang dau ngodc kép (" "). "SCN-ASO 8" c¢6 mot
chdng 14p bo sung 10 me véi exon 4 va mot chdng 14p b sung 5 me vdi intron 4
trong tién ARN thong tin SCN9A & ngudi.

"SCN-ASO 8" dugc danh gid vé kha ning ctia nd dé we ché sy biéu hién
cua ARN thong tin SCN9A du do dai trong cac té bao PC3 theo quy trinh duoc
mo ta trong " SCN9A Vidu 2", trir khi c6 ghi cht khac.

Céc két qua qPCR dugc cung cip nhu duoc tom tit trong Hinh 29C. Céc
mirc bidu hién clia exon 4-6 giam dang ké 1an lugt 13 50 ~ 70% va 70 ~ 80% &
muc 10 va 100 zM.

SCN9A Vidu 5. Su tc ché dong natri béng xét nghiém CoroNa trong cac
té bao PC3 dugce xir Iy bang "SCN-ASO 7".

Dong natri té bao dugc do bang kep va. Khi cac ion natri xAm nhép vio té
bao, ndng do ion natri trong té bao sé tang 1én. Co thé tham do ndng dd natri trong
té bao bang cach st dung thuéc nhudém nhay véi ion natri. "CoroNa Green" 13
thudc nhudm véi tac nhan chelat hod ion natri thudc loai ete dinh vom. Trong khi
chelat ho4 véi ion natri, "CoroNa Green" phat ra huynh quang mau xanh 14 cay.
"CoroNa Green" d3 duoc str dung dé do gian tiép ndng dd natri trong té bao. Mtrc
natri dugc do bang "CoroNa Green" dugc tim thiy c¢6 mdi tuong quan tt voi
dong ion natri dugc do bang kep va ion natri. (Proc. Natl.Acad. Khoa hoc Hoa Ky
tap 106 (38), 16145-16150 (2009)]

Céc té bao PC3 duogc biét 12 biéu hién rat nhidéu ARN thong tin SCNIA &
ngudi, mic du cé cac dudi 16p SCN khéc duoe biéu hién dong thoi. [Br. J. Duoc
dién. vol 156, 420-431 (2009)] Do d6, sy tic ché biéu hién ARN thong tin SCN9A
c6 thé dan dén giam dang ké dong natri trong cic té bao PC3, néu dong ion natri
b&i dudi 16p kénh natri Na, 1,7 chiém mot phan ro rét cia tong dong ion natri trong
céc té bao PC3. Luu y rang ARN thong tin SCN9A ma héa dudi 16p kénh natri
Na,1,7.

"SCN-ASO 7" duoc danh gid vé kha ning ctia né dé trc ché dong ion natri

trong céc té bao PC3 béang céch sir dung "CoroNa Green" nhu sau.
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[Diéu tri ASO] Céc té bao PC3 dugc nudi cdy trong dia nudi cdy 35 mm
chira 2 mL mai trudng F-12K duoc xi Iy bang "SCN-ASO 7" & 0 zM (d6i chimg
am), 100 zM hodc 1 aM.

[Xét nghiém CoroNa] 30 gio sau, cac té bao dugc rira bang 2 mL HBSS
(Dung dich mubi can bang ctia Hank, Cat. S6 14025-092, Life Technologies), sau
d6 dugce bo sung 2 ml HBSS méi. Sau do, cac té bao dugc xir Iy v6i 5 uM "CoroNa
Green" (Cat. S8 C36676, Life Technologies)  37°C. 30 phit sau, cac té bao duoc
rira 2 14n bang 2 mL HBSS va dugc bd sung 2 mL HBSS méi. Pia nubi cly duogc
gén trén kinh hién vi huynh quang Olympus dugc trang bi may quay video k¥
thuat sé dé lién tuc chup duoc hinh anh huynh quang mau xanh 14 ciy cua cac té
bao. Céc té bao dugc xtr ly su bang NaCl 100 mM, va sau dé nhiing thay doi
trong hinh anh t& bao huynh quang dugc ghi lai bang k¥ thuét s trong khoang
thoi gian 3 phut. Trung binh c6 khoang 4 té bao trén mdi khung. Cudng d6 huynh
quang tir mdi té bao riéng 1é duoc theo ddi & do phan giai cla gidy. Cac dau vét
cua cuong do huynh quang ndi bao tur cac té bao riéng 1& dugc phu 1én va tinh
trung binh tai mdi thoi diém. Trung binh ctia c4c dAu vét tir cac té bao riéng 1é cua
ting nong do ASO duoc v& nhur dugce cung cép trong Hinh 30A bang chuong trinh
ImageJ (phién ban 1.50i, NIH). Dau vét cudong d6 huynh quang trung binh duoc
14y 1a d4u vét ndng dd natri trong té bao riéng 1é cho cic té bao dugc didu tri bing
"SCN-ASO 7" & murc 0 (dbi chimg 4m), 100 hozc 1.000 zM.

[Két qua xét nghiém CoroNa] Céc dau vét quan sat duoc ciia cuong do
huynh quang néi bao duoc tom tit trong Hinh 29B. Dau vét cudng dd huynh
quang cho céc té bao duge xit ly bang 1.000 zZM "SCN-ASO 7" chay thip hon déu
vét cho cac té bao ma khong xtr Iy ASO. Cuong do huynh quang trung binh cia
cac té bao khong duogc xir Iy ASO 1a 81,86 (don vi tiy y) & 100 gidy. Trong khi
do, cuong dé huynh quang trung binh cua céac té bao dugc xir 1y bang 1.000 zM
"SCN-ASO 7" 1a 51,47 (don vi tuy y) ¢ 100 gidy. Do d6, thot gian u 30 gio voi
1.000 zM "SCN-ASO 7" d3 lam giam déng ké hoat tinh kénh natri khoang 37%
(p < 0,05 bang thir nghiém t cua sinh vién) trong céc té bao PC3. Xem xét ring

c4c té bao PC3 biéu hién cac duéi 16p khac nhau ctia kénh natri dién 4p (VGSC),
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murc giam 37% duoc coi 14 danh du cho sy trc ché bidu hién cta Nay1,7 béi
"SCN-ASO 7". Khong c6 sy sut giam dang chi y nao vé dong natri trong cac té
bao dugc xtr ly véi 100 zM "SCN-ASO 7".

SCNOA Vi du 6. Su {rc ché dong natri bang xét nghiém CoroNa trong céc
té bao PC3 dugc xir Iy bang "SCN-ASO 3",

"SCN-ASO 3" duge danh gid vé kha ning cia n6 dé e ché dong natri trong
céc té bao PC3 bang cach sir dung "CoroNa Green" theo quy trinh dugc mé t
trong "Vidu 5 SCN9A", trir khi c6 ghi chu khac.

Céc déu vét quan sat ciia cudng do huynh quang té bao duge cung cip trong
Hinh 30B. Cac dau vét trung binh ctia cudng do huynh quang chay thap hon trong
té bao duge diéu tri bang "SCN-ASO 3" so véi trong cac té bao ma khong diéu tri
ASO. Cudng d huynh quang té bao trung binh ciia cac té bao khong duge xir ly
ASO la 89,32 (don vi tuy y) & 100 gidy. Trong khi do, cuong d¢ huynh quang
trung binh cta cac té bao duoc xir Iy bang 1.000 zM "SCN-ASO 3" 14 61,36 ( don
vi tuy ¥) ¢ 100 gidy. Do do, 1.000 zM "SCN-ASO 3" d4 lam giam déng ké (p <
0,01) khoang 31% dong natri trong céc té bao PC3. Mtrc giam gy ra bdi 100 zM
"SCN-ASO 3" 1a 18% mac du khong cé y nghia.

SCNOA Vi du 7. Su trc ché dong natri trong cac té bao PC3 duoc xit Iy bing
"SCN-ASO 8".

"SCN-ASO 8" dugc danh gid vé kha nang ctia né dé tic ché dong natri trong
cac té bao PC3 bang cach sir dung "CoroNa Green" theo quy trinh duge mé ta
trong " SCNY9A Vidu 3 ", trir khi ¢6 ghi cht khac.

Céc déu vét quan sat dugc cia cudng do huynh quang té bao duge cung cip
trong Hinh 30C. D4u vét trung binh cia cudng d huynh quang chay thap hon
trong cac té bao duoc xir Iy bang "SCN-ASO 8" so vdi trong cac té bao khong
duge xr Iy ASO. Cuong d6 huynh quang té bao trung binh cua céc t& bao khong
dugc xtr ly ASO la 130,32 (don vi tuy y) & 100 gidy. Trong khi d6, cuong do
huynh quang trung binh ctia cac té bao dugc xir ly bang 1.000 zM "SCN-ASO 8"
la 89,7 (don vi tuy y) ¢ 100 gidy. Do d6, 1.000 zM "SCN-ASO 8" di lam giam
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dang ké (p <0,001) dong natri khoang 31% trong cac té bao PC3. Mirc giam gay
ra boi 100 zM "SCN-ASO 8" 1a 30% (p <0,001).

SCN9A Vi du 8. nhay Exon giy ra bdi "SCN-ASO 27" trong cac té bao
PC3 (A).

"SCN-ASO 27" duoc chi rd trong Bang 5 13 ASO 14 diém bd sung diy du
cho vi trf cit ndi 3 ' trai dai qua diém ndi cta "intron 3" va "exon 4" trong tién
ARN théng tin cia SCN9A & ngudi. Chudi muc tidu 14 me trong vi tri cit ndi 3 '
dugc danh diu "dam" va "gach chan" trong chudi tién ARN théng tin 20-bit
SCNOA cua [(5' — 3 ') uugu guuuag | GUACACUU UUJ. "SCN-ASO 27" ¢c6

mdt chdng 14p 6 me vé6i "intron 3" va mét chong 14p 8 me véi "exon 4"

"SCN-ASO 27" duoc danh gia vé kha ning cia né dé tao ra viée nhay "exon
4" trong cac té bao PC3 nhu dugce md ta trong " SCNOA Vi du 1", trir khi c6 ghi
cht khac.

[Nudi cdy té bao & xir Iy ASO] Céc té bao PC3 duoc nudi ciy trong dia
nudi ciy 60 mm chira méi truong nudi cdy 5 mL dugce xir Iy bang "SCN-ASO 27"
& 0 (d6i chimg am), 1, 10 hodc 100 zM.

[Khuéch dai PCR 16ng] 1 pL cADN duoc khuéch dai hon nita trong phan
tmg PCR 16ng 20 pL (Cat. S6 K2612, Bione) véi mot bo mdi dic hiéu exon cia
[SCN-exon 2n_xubi: (5' — 3') CCACCGGACTGGACCAAAAA; va SCN-exon
9n nguoc: (5' — 3') GCTAAGAAGGCCCAGCTGAA] theo cac diéu kién chu
ky sau: 95°C trong 2 phut sau 34 chu ky 30 giay ¢ 95°C, 30 gidy ¢ 55°C va 1 phut
& 72°C.

[Nhén dang céc san pham nhay Exon] Hinh 31A cung cap dir liéu dién di
clia cac san pham PCR 1dng, trong d6 cac té bao dugce xir Iy bing "SCN-ASO 27"
tao ra mot dai PCR manh c6 thé gan cho viéc nhay Exon 4-5. Tuy nhién, cudng
do dai PCR cho ARN thong tin SCN9A c¢6 du do dai manh hon trong cac mau XU
Iy 10 zM va 100 zM ASO so véi cic mau ddi chimg dm. Kiéu phan tng liéu la
trong PCR 1dng c6 thé 1a do su didu hoa ting phién ma giy ra béi "ARN vong
tron exon intron (EICiARN)" duogc tich lliy trong qua trinh nhay Exon boi "SCN-

ASO 27". [Nature Struc.Mol. Biol. vol 22 (3), 256-264 (2015)] San phdm PCR
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nhay Exon dugc xac nhan bang giai trinh tu Sanger tuong tmg véi viéc nhay Exon
4-5. (xem Hinh 31B)

SCN9A Vi du 9. Nhay Exon gdy ra boi "SCN-ASO 27" trong cac té bao
PC3 (B).

"SCN-ASO 27" duoc danh gia vé kha ning clia n6 dé tao ra viéc nhay "exon
4" trong cac té bao PC3 nhu dugc mo ta trong " SCN9A Vi du 8", trir khi ¢6 ghi
chu khac. Trong thi nghiém nay, cac té bao PC3 dugc xir Iy bang "SCN-ASO 27
"& 0 (d6i chimg 4m), 1, 10, 100 va 1.000 aM trong 24 gio.

[Khuéch dai PCR 16ng] Phan tmg PCR 16ng duoc thuc hién véi mot bo moi
cua [SCN-exon 3/6 xudi: (5' — 3') GGACCAAAAATGTCGAGCCT; va SCN-
exon 9n_nguge: (5' — 3') GCTAAGAAGGCCCAGCTGAA] dugc thiét ké dé
khuéch dai c6 chon loc san phém ¢6 trinh ty diém ndi ciia exon 3 va exon 6.

Can luu ¥ rang trinh ty mdi ctia "SCN-exon 3/6_xudi" nhim muc tiéu vao
diém ndi cuia exon 3 va exon 6 dé tham do nhay cac exon 4-5, médc du doan mdi
20 me van gitr dugc mot chong 14p bd sung 17 me véi diém nbi cua exon 3 va
exon 4. Do do, trinh tu mdi cua "SCN-exon 3/6_xudi" nhan ra "diém ndi ctia exon
3 va exon 6" ¢6 chon loc hon "diém ndi ciia exon 3 va exon 4" dugc tim thay trong
ARN thong tin SCN9A ¢6 dii d6 dai. Trinh tu méi duge thiét ké dé phat hién bién
thé ct ndi SCN9A thiéu exon 4-5 nhay hon so v6i ARN théng tin SCNOA du do
dai. M6t moi nhay Exon nhu vy s& hitu ich dé phat hién cac bién thé cat ndi ARN
théng tin v6i do dn dinh trao dbi chét kém, vi cdc ARN thong tin du d dai c6 xu
huéng cho thdy sy 6n dinh trao doi chét tdt dat dwoc qua quaé trinh tién hod trong
hang ty nam.

Hinh 31C cung cép dit lidu dién di ctia cac sén phim PCR 16ng, trong d6
cac té bao duoe xit Iy bang "SCN-ASO 27" mang lai mot dai PCR manh c6 thé
gan cho viéc nhay Exon 4-5, dugc xac nhan béang giai trinh tur Sanger.

SCN9A Vi du 10. Phuong phéap gPCR bang Téng hop cADN mét bude dbi
véi ARN thong tin SCN9A trong céc té bao PC3 duge xir ly bang "SCN-ASO
27".
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"SCN-ASO 27" dugc danh gia bang qPCR 16ng SCN9A ddi v6i kha ning
clia n6 dé tao ra nhitng thay doi & mirc ARN thong tin SCN9YA & nguoi trong cac
té bao PC3 nhu duge mo ta trong " SCNYA Vi du 2" trir khi c6 ghi chu khac.

[Diéu trj ASO] Cac té bao PC3 duge xir Iy bang "SCN-ASO 27" & mirc 0
(d6i chimg am), 0,1, 1 hodc 10 aM trong 24 gid. (2 dia cho mdi ndng d6 ASO)

[Tong hop cADN béng phuong phap PCR mét bude] 200 ng mau ARN trai
qua phan Gmg phién ma nguoc 25 pL bang cach st dung bo kit RT-PCR mdt budc
(Invitrogen, Hoa Ky) véi mot bo mdi dic hiéu exon cla [SCN-exon 2_xudi: (5'
— 3") CTTTCTCCTTTCAGTCCTCT; va SCN-exon 8/9 ngugc: (5' — 3"
CGTCTGTTGGTAAAGGTTTT] theo céc diéu kién chu ky sau: 50°C trong 30
phut va 94°C trong 2 phut, sau do 1a 15 chu ky 30 gidy & 94°C, 30 gidy ¢ 55°C va
2 phat ¢ 72°C.

[Khuéch dai qPCR 16ng ] 1 pL cta mdi dung dich cADN dugc pha lodng
100 14n trai qua phan ing PCR thoi gian thuc 20 pLL véi mot bo moi dac hiéu exon
cua [SCN-exon 3 _xubi: (5' — 3') TGACCATGAATAACCCAC; va SCN-exon 4
nguoc (2): (5' — 3') GCAAGGATTTTTACAAGT] theo cac diéu kién chu ky
sau: 95°C trong 30 gidy tiép theo 40 chu ky 5 gidy & 95°C va 30 gidy & 6°C. Phan
tmg qPCR dugc theo ddi voi dau do TagMan cua [(5' — 3') 5,6-FAM-
GGACCAAAA-Zen-ATGTCGAGTACAC-3IABKFQ] nhim muc tiéu vao diém
ndi cua exon 3 va exon 4 trong ARN thong tin SCN9A c6 du do dai.

Mirc ARN théng tin SCN9A du d6 dai giam dang ké (bang thtr nghiém t
ctia sinh vién) trong cac t& bao dugc xir ly véi "SCN-ASO 27" khoang 35 dén
45% nhu dugc cung cap trong Hinh 32A.

SCN9A Vi du 11. Phuong phap qPCR bing Tong hop cADN véi céc mdi
ngau nhién d6i véi ARN thong tin SCNIA trong céc té bao PC3 duoc xir Iy bang
"SCN-ASO 27".

"SCN-ASO 27" duoc danh gia gPCR SCN9A dbi v6i kha ning ciia nd dé
tao ra nhiing thay doi vé mtrc d6 ARN thong tin SCN9A & ngudi trong cac té bao
PC3 nhu dugc mo ta trong "Vidu 10 SCNYA", trir khi ¢6 ghi chu khac. cADN da
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duge téng hop bang cach st dung chc mdi ngau nhién va duoc tri qua phan Ung
qPCR SCNOA béng cach sir dung dau do TagMan.

Mirc ARN théng tin SCN9A day du d6 dai giam dang ké (kiém dinh t ctia
sinh vién) trong céc té bao duoc xir ly bang "SCN-ASO 27" khoang 50 dén 60%
nhu duoc cung cap trong Hinh 32B.

SCN9A Vi du 12. Uc ché dong natri bing xét nghiém CoroNa trong cac té
bao DRG L5 (j chudt duoc kich hoat SNL bfmg "SCN-ASO 27".

"SCN-ASO 27" 13 ASO SCN9A 14-mer bd sung day di cho tién ARN
thong tin SCN9A & ngudi, nhung ¢6 su khong phit hgp duy nhét véi tién ARN
thong tin SCN9A & chudt doc tir AND bo gen cua chudt [Trinh tu dbi ching
NCBI: NC_000002.12]. "SCN-ASO 27" ¢6 mot chdng 1ap b6 sung 13 me va mét
su khong phu hop duy nhét véi tién ARN thong tin SCN9A & chudt nhu duge
danh dau "dam" va "gach chan" trong trinh ty tién ARN thong tin 20-mer ctia [(5'
— 3") uuuc'"c"uuuag | GUACACUUUU], trong dé khéng phi hop duy nhét

duoc danh dau bang dau ngodc kép (" ").

"SCN-ASO 27" duoc danh gia vé kha ning ctia nd dé trc ché dong ion natri
trong cac té bao DRG (hach gbc) & chudt bang cach sir dung "CoroNa Green" nhu
sau. |

[Thét day than kinh cot séng] Thét day than kinh c6t séng (SNL) gy ra
bénh 1y than kinh & hach gdc (DRG) va tiy sbng, va di dugc sir dung rong rai nhu
12 mdt md hinh cho céc con dau than kinh. [ Pain vol 50 (3), 355-363 (1992)] Tuy
thudc vao cach day than kinh cot sdng dugc thét, tuy nhién, cé thé c6 mdt vai bién
thé cia SNL. Murc do va thoi gian clia bénh ly than kinh trong DRG duong nhu
thay doi tuy thudc vao cich day than kinh c6t sng dugc thét. [Pain vol 43 (2),
205-218 (1990)] Viéc thit hai ddy than kinh cot séng L5 va L6 (nghia la "that
L5/L6") gay ra bénh than kinh nghiém trong hon va kéo dai hon so véi thit day
than kinh c6t séng L5 mot minh (tic 13 "that L5").

[PhAu thudt SNL béng cach that L5/L6] Vao ngay 0, nhitng con chudt SD
duc 6 tuan tudi duge giy mé bang zoletil/rompun. Sau d6, day than kinh cot sdng

L5 va L6 (phia bén trai) dugc boc 10 va thit chat. Cac co va da d3 duoc dong lai
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va cét bang quy trinh vo trung. Nhiing con chudt dugc cam nhin mdt cach roi rac
bang cach chim diém von Frey trong khoang thoi gian 4 tuan.

[Chudn bi c4c té bao than kinh DRG] Vao ngay 31, mdt con chudt cho thdy
diém von Frey thap da bi chét dé trich xudt ca DRG bén trai (bén c6 day ching)
va DRG bén phai (bén khong cé day ching). Cac DRG dugc ngam trong 0,5 mL
PBS ngay sau khi chiét. Cac té bao DRG di dugc chuan bi nhu sau theo cc quy
trinh dugc bdc 10 trong tai liéu. [Phuwong phdap Mol Biol. tap 846, 179-187 (2012);
PLOS Mot quyén 8 (4); 60558 (2013)]

(1) DRG duoc ngam trong 6ng dién tr dung tich 1,5 ml chtra 0,2 m1 0,125%
collagenase (Collagenase Type IV, Cat. C5138-100MG, Sigma) trong HBSS
(Dung dich mudi can bé“mg cua Hank, Cat. S 14025-092, Life Technologies), XAt
nho bang kéo thanh timg miéng nho va u trong 20 phit trong 16ng ap CO, & 37
°C dudi 5% CO, va 95% RH; (2) 50 uL 0,25% trypsin/EDTA da dugc thém vao
éng dién tir, duge giit trong 16ng ap thém 10 phut nita; (3) bng dién tir dugc bd
sung 1 mL moi truong DMEM hoan chinh va dugc ling dong ly tAm & 600g trong
5 phut; (4) vién thu dugc da duogc gly treo trong 4 mL mdi truong Neurobasal-A
(Neurobasal® Medium, Cat. S6 21103-049, Gibco) bd sung 2 1an B-27 (B-27%
Serum-Free Supplement, Cat. S6 17504-044, Gibco), 1 lan penixilin-
streptomyxin, 1 1an L-glutamin va 1 mL huyén phu té bao da dugc gieo can than
1én mot tAm kinh phu laminin (Cat. S6 GG-25-1.5-laminin, Neuvitro) duogc dit
trong dia nudi cdy 35 mm; (5) mét ngay sau khi gieo, dia dugc bd sung can than
1 ml moi truong Neurobasal-A méi khac; (6) Hai ngay sau khi gieo, méi trudng
dugc thay thé bang 2 mL mdi truong Neurobasal-A méi dugc bb sung 1uM Ara-
C (Cat. S5 C1768-100MG, Sigma) dé ngan chin c6 chon loc su phat trién cta cac
t& bao ngoai cac té bao thin kinh DRG; (7) Bon ngay sau khi gieo, méi trudng
duoc thay thé mét 1an nira béng 2 mL moi trudng Neurobasal-A méi dugce bd sung
1 uM Ara-C; va (8) Nam hodc sdu ngay sau khi gieo, cac té bao than kinh DRG
duoc diéu tri bang "SCN-ASO 27"

[Xu Iy ASO & Xét nghiém CoroNa] Céc té bao than kinh DRG L5 c¢6 tht

L5/L6 hodc khong thit L5/L6 duoc xir ly bing "SCN-ASO 27" & 0 (ddi chimg
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am), 100 hodc 1.000 zM. 30 gi¢ sau, cac té bao dugc ria bﬁng 2 mL HBSS, va
sau d6 duoc bd sung bang 2 mL HBSS méi. Sau dé, cic té bao duogc xir Iy véi 5
UM "CoroNa Green" & 37°C. 30 phut sau, céc té bao dugc rira 2 lan bang 2 mL
HBSS va duge bd sung bang 2 mL HBSS méi. Dia nudi cdy duoc gan trén kinh
hién vi huynh quang dugc trang bi camera CCD dé lién tuc chup anh huynh quang
mau xanh 14 cdy cta cac té bao. Céc té bao duge xtr Iy su bang NaCl 10 mM, va
sau do6 nhitng thay doi vé cuong do huynh quang cta té bao duoc ghi lai bang k§
thuét s trong khoang thoi gian 300 gidy. C6 4 dén 5 t& bao cho mdi khung hinh
dé chup anh. Cuong d6 huynh quang tur moi té bao riéng 1& dugc theo d&i & do
phan gii ctia mot gidy. Cac déu vét ctia cudng do huynh quang ndi bao tir céc té
bao riéng 1¢ dugc tinh trung binh béng chuong trinh ImageJ (phién ban 1.50i,
NIH) va céc ddu vét trung binh duogc cung cap trong Hinh 33A va 33B cho cac té
bao ¢6 "L5/L6" va khong c6 "L5/L6 "thdt", tuong Gng. Dau vét cuong do huynh
quang trung binh dugc liy 1a ddu vét nong do natri trong té bao riéng 1& cho cac
té bao duoc diéu tri bing "SCN-ASO 27" & mirc 0 (d6i ching 4m), 100 hodc 1.000
zM.

[Két qua xét nghiém CoroNa] Trong cac té bao dugc kich thich bang cach
that L5/L6 (xem Hinh 33A), diéu tri 30 gio véi "SCN-ASO 27" & 100 zM hodc 1
aM mang lai sy giam dang ké (bang thir nghiém t clia sinh vién) & cudng d§ huynh
quang té bao trung binh tir 80 dén 85% tai thoi diém 150 gidy.

Trong cac té bao khong c6 thit L5/L6 (xem Hinh 33B), diéu tri 30 gid véi
"SCN-ASO 27" & mic 1 aM mang lai sy giam khoang 50% & cuong do huynh
quang. Trong trudong hop cac t& bao khong dugc kich thich duge diéu tri bang
"SCN-ASO 27" & 100 zM, khong ¢6 sy giam cuong do huynh quang. Cuong do
huynh quang cua cac té bao khéng c6 that L5/L6 nhé hon dang ké so véi cac té
bao duoc kich thich bing cach thit L5/L6, diéu nay cho thay L5/L6 tao ra sy didu
hoa tang rd rét ctia hoat tinh kénh natri Na,1,7.

Céc t& bao than kinh DRG khéng c6 kich thich than kinh duoc biét 1a biéu
hién céac dudi 16p khac nhau cia VGSC bao gém Na,1,7, Na,1,8, Na,1,2, v.v.

Dudi 16p Nay1,7 cho thiy su déng gép han ché vao toan bd dong natri trong cac
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té bao than kinh DRG ma khong cén kich thich. [Bdn chat tw nhién. tap 3, S bai
viét 791: DOIL: 10.1038/ncomms1795 (2012)] Céc té bao than kinh DRG khéng
6 that L5/L6 c6 thé cho thdy su dong gép han ché ctia dong natri tir dudi 16p
Na,1,7.

Trong khi d6, céc t& bao than kinh duoc biét 14 diéu chinh ting biéu hién
Na,1,7 dé dap Gng vdi bénh ly than kinh dai dang. [J Biol Héa. tap 279 (28),
29341-29350 (2004); J Neurosci. vol 28 (26), 6652-6658 (2008)] "SCN-ASO 27"
& ca 100 zM va 1 aM d3 e ché dong natri tir 80 dén 85% trong cac té bao than
kinh dugc kich thich boi "that L5/L6". Su tc ché cao hon cla dong natri béi
"SCN-ASO 27" trong cac té bao DRG véi "that L5/L6" phu hop véi su didu hoa
tdng ctia Na,1,7 trong céc té bao than kinh do bénh 1y than kinh méan tinh.

SCN9A Vi du 13. Uc ché biéu hién protein Na,1,7 trong cac té bao than
kinh DRG L5 bang "SCN-ASO 30".

"SCN-ASO 30" 1a mot ASO 14 me bd sung day du cho tién ARN théng tin
cua SCN9A & chuodt, trong khi "SCN-ASO 27" 1a mot ASO 14-mer bd sung day
du cho tién ARN thong tin SCN9A & ngudi. "SCN-ASO 30" ¢6 mot sy khong phu
hop duy nhat v6i "SCN-ASO 27" & dau C. "SCN-ASO 30" véi tién ARN thong
tin SCN9A & chudt c6 thé dong vai tro 14 ASO mé hinh tét cho "SCN-ASO 27"
v6i tién ARN thong tin SCNOA & nguoi.

"SCN-ASO 30" dugc danh gia déi v6i kha ning ciia né dé we ché sy biéu
hién cua protein Na,1,7 trong cac t& bao than kinh DRG & chudt nhu duoc mo ta
dudi day.

[Chuén bi t& bao than kinh DRG] Nhitng con chudt SD dyc (7 tuan tudi) di
bi "that L5/L6" chit. 7 ngay sau, 4 con chudt di dugc gdy mé bang zoletil/rompun
d& 1Ay mAu DRG L5 cta bén bj thit. Cac DRG dugc gdp chung va xir ly dé chuan
bi c4c té bao than kinh DRG nhu dugce mé ta trong " SCN9A Vi du 12".

[Didu tri ASO] Céc té bao than kinh DRG dugc diéu tri bang "SCN-ASO
30" & 0 (dbi chimg am), 10, 100 hozic 1.000 zM trong 24 gid, va sau dé duoc ly
giai dé lam western blot v6i khang thé Na,1,7 (Cat. S6 ab85015, Abcam) tham do

dau C cua protein Na,1,7. B-actin d dugc thim do dé tham khao.
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[Uc ché biéu hién Na,1,7] Hinh 34A cung cap dit lidu Western blot thu
duge trong cac té bao than kinh DRG dugc diéu trj bang "SCN-ASO 30" & 0 (dbi
chimg am), 10, 100 hodc 1.000 zM. T4t ca cac dich phan giai mang lai mot dai
manh & 170K, cé thé dugc chi dinh cho mot doan hodc chét chuyén hoéa cua
protein Na,1,7 ¢4 du d¢ dai. Dai protein Na,1,7 c6 dui do dai dugc phat hién &
muc 220 ~ 240K chi v6i cac dich phan giai cua d6i ching am va 10 zM "SCN-
ASO 30". Do d6, biéu hién Na,1,7 bi trc ché r3 rét trong cac t€ bao than kinh DRG
cta chudt sau khi u 24 gio vai "SCN-ASO 30" ¢ 100 va 1.000 zM.

SCNOA Vi du 14. Uc ché dong natri trong cac té bao than kinh DRG L5 &
chudt bing "SCN-ASO 30"

"SCN-ASO 30" duoc danh gia vé kha ning ctia né dé G ché dong natri
trong c4c t& bao than kinh DRG L5 & chudt dugc kich thich bang cach that L5/L6
nhu duge cung cip dudi day.

[Chuén bi c4c t& bao than kinh DRG] Nhiing con chuét SD duc (6 tuan tudi)
da duoc "thdt L5/L6" chat. 7 ngdy sau, nhiing con chudt dugc gdy mé bang
zoletil/rompun dé chiét xuit DRG L5 cta bén bi thit. Cac té bao than kinh DRG
L5 da duoc chudn bi nhu sau: (1) DRG dugc ngam trong éng dién tr dung tich
1,5 ml chtra 0,2 ml 0,125% collagenase trong HBSS, cit nho bang kéo thanh timg
miéng nho va U trong 20 phut trong 16ng 4p CO, & 37°C duéi 5% CO; va 95%
RH; (2) 50 pL 0,25% trypsin/EDTA di duoc thém vao éng dién tir va dng dién
t&r duge gilt trong 10ng ap thém 10 phit nita; (3) éng dién tir dugc bo sung 1 mL
moi truong DMEM hoan chinh va dugc laing dong ly tAm & 600g trong 5 phut; (@)
sau d6 vién thu dugc dugc giy treo trong 4 mL mdi truong Neurobasal-A
(Neurobasal® Medium, Cat. 21103-049, Gibco) dugc bd sung 2 14n B-27 (B-27°®
Serum-Free, Cat. SO 17504- 044, Gibco), 1 lan penixilin-streptomyxin, 1 lan L-
glutamin; (5) huyén phu cua céc té bao DRG da duogc van chuyén trong khoang
mot gio khi duge niém phong trong 6ng falcon 15 mL chira khoang 15 ml mdi
truong Neurobasal-A; @ 0,5 ml huyén phu té bao di duoc gieo cAn than vao mét
tdm kinh dugc trang bing laminin dit trong giéng cua dia nuoi chy 24 giéng; (7)

cac té bao duoc gieo vao dia nudi ciy dugc U trong 16ng ap CO, & 37°C trong 2
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gi dé gén cac té bao 1én kinh, va sau d6 duge xtt Iy bang "SCN-ASO 30" & 0 (dbi
chimg 4m) hoac 100 zM trong 4 gio trong 16ng 4p; va cac t& bao than kinh
DRG da duoc do dong natri bang xét nghiém kep va thii cong trén thiét bi kep va
natri (B6 khuéch dai Axopatch 200B, Dung cu Axon).

[Két qua khao nghiém kep v4] Hinh 34B cung cap dit liéu dong natri dugc
chudn héa theo kich thudc té bao. Sau khi u véi 100 zM "SCN-ASO 30" trong 4
gi®, dong natri giam dang ké (p <0,01 bang xét nghiém t ctia sinh vién) khoang
90% trong cac t& bao than kinh DRG biéu hién céc kénh natri nhay cam véi
tetrodotoxin, tirc 14 céc t& bao thin kinh c6 kich thude nhé. (N = 4 té bao mdi
nhém)

SCNOA Vi du 15. Phuong phép qPCR bang Téng hop cADN mét budce dbi
v6i ARN thong tin SCN9A trong cac té bio DRG & chudt duge xir 1y bang "SCN-
ASO 30",

"SCN-ASO 30" duoc danh gid bang qPCR 16ng SCNOA vé kha ning clia
né dé we ché sy biéu hién cia ARN thong tin SCNIA trong céc té bao DRG cua
chuot nhu sau.

[Chuén bi té bao DRG L5] Mdt con chudt SD duc 4 tuan tudi da dugc gay
mé bang zoletil/rompun d8 trich xuit cac DRG L5. Cac mau DRG duoc gdp chung
va xir Iy dé chun bi c4c té bao DRG L5 nhu dugc md ta trong " SCNOA Vi du
12",

[Diéu tri ASO] Céc té bao DRG & chudt duoc xur ly bang "SCN-ASO 30"
& 0 (d6i chimg am), 10, 30, 100, 300 hoiic 1.000 zM. (1 dfa cho mdi nong do ASO)

[Trich xudt ARN & Tong hop cADN bang phuong phap PCR mdt buéc]
24 gio sau do, toan bo ARN dugc chiét xut tir cac té bao biang cach sir dung Bo
Kit tach chiét ARN pho quét (Cat. S4 9767, Takara) theo hudng dan ctia nha san
xuét. 200 ng mau ARN da duge st dung cho phan mg phién ma nguoc 25 pL
bing cach sir dung bd kit RT-PCR mét bude (Invitrogen, USA) véi mot bo moi
dic hiéu exon [SCN-exon 2(3)_xudi: (5' — 3') CAATCTTCCGTTTCAACGCC;
va SCN-exon 10 _nguoc: (5 '— 3") ACCACAGCCAGGATCAAGTT] theo cac
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diéu kién chu trinh sau: 50°C trong 30 phut va 94°C trong 2 phit, sau d6 la 15
chu ky 30 gidy & 94°C, 30 gidy ¢ 55°C va 2 phut ¢ 72°C.

[Khuéch dai qPCR long] 1 pL mdi dung dich cADN (nhan ddi trén moi
ndng d6) duoc pha lodng 100 14n trai qua phan tmg PCR thdi gian thyc 20 pL véi
d4u do TaqMan (Cat. S8 Rn01514993 mH, ThermoFisher) nhim muc tiéu vao
diém ndi exon 3 va exon 4 cia SCNIA theo cac diéu kién chu ky sau: 95°C trong
30 gidy tiép theo 40 chu ky 5 gidy & 95°C va 30 gidy & 60°C.

Hinh 35A cung cép dit liéu qPCR. Mrc d biéu hién ARN théng tin SCN9A
du d6 dai da giam dang ké (bing thir nghiém t ctia sinh vién) trong cac t€ bao dugc
xtt Iy bing "SCN-ASO 30" khoang 45 ~ 60%, mic dil c6 mot dia nudi cdy duy
nhit cho mdi nong d6 ASO. |

SCNO9A Vi du 16. Phuong phép qPCR bang Toéng hgp cADN bang céach str
dung mdi ngau nhién d6i v6i ARN thong tin SCN9A trong céc té bao DRG cua
chudt duoc xir Iy biang "SCN-ASO 30".

"SCN-ASO 30" duge danh gia bing gPCR SCNYA vé kha ning ctia n dé
ttc ché su biéu hién ctia ARN thong tin SCN9YA trong cic té bio DRG L5 cua
chuot. Toan bd ARN dugce chuan bi nhu mo ta trong " SCN9A Vi du 15" va trai
qua tong hop cADN bang cach sir dung moi ngiu nhién. Cac dung dich cADN
(nhan déi trén moi ndng d6 ASO) da dugc pha loang 100 l4n va 1 pL cia mdi san
pham PCR duogc pha lodng trai qua phan timg PCR thoi gian thyc 20 pL. v6i dau
~ do TagMan nhim muc tiéu vao diém ndi exon 3 va exon 4 ciia SCN9A theo céc
diéu kién chu trinh sau: 95°C trong 30 gidy tiép theo 40 chu ky 5 gidy & 95°C va
30 giay ¢ 60°C.

Céc dung dich cADN ciing da dugc khuéch dai qPCR dbi v6i ARN thong
tin GAPDH. Céc gi4 tri Ct cia ARN thong tin SCN9A da duoc chuén héa so véi
cac gia tri Ct cia ARN théng tin GAPDH.

Hinh 35B cung cap dit liéu gPCR SCN9A dugc chuan héa theo GAPDH.
Mirc d6 biéu hién ARN thong tin SCN9A du do dai giam dang ké (kiém dinh t
cua sinh vién) trong cac té bao dugc xtr Iy voi "SCN-ASO 30" khoang 45 ~ 75%.
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SCN9A Vi du 17. Su dao ngugc cia Allodynia béi cac ASO SCNOA &
chudt bi dau than kinh ngoai bién do tiéu duong.

Gen SCN9A mi héa tidu don vi o ctia Nay1,7 duéi lép VGSC. C6 mot sb
luong rat nho cac ca nhan khong cam thiy dau nghiém trong nhung 13 binh thudng
trong cc chtic nang cam giac khac. Nhiing ¢4 nhan nhu vay da duge tim thy c6
gen SCNIYA bi dot bién dé ma héa duéi 16p Na,1,7 khong chirc nang. [Nature vol
444, 894-898 (2006)] Piéu nay da dugc goi 1a "bénh 1y kénh SCNIA".Cac kiéu
hinh hanh vi ctda bénh ly kénh SCN9A & nguoi dugc sao chép kha nhiéu & chudt
bi loai bd SCNOA. [PLOS One 9 (9): 105895 (2014)] Do do, cac ASO SCN9A
cua Cong thtic I co thé cho thiy hoat tinh giam dau trong cdc md hinh dau & dong
vat di kem voi diéu hoa tang Na,1,7.

"SCN-ASO 7", "SCN-ASO 8", "SCN-ASO 21", "SCN-ASO 35", "SCN-
ASO 36" va "SCN-ASO 37" d3 duoc danh gia vé kha ning cia ching dé dao
nguoc chimg mét ngti & chudt bi dau than kinh ngoai bién do tiéu duong (DPNP).
Trong vi du nay, sau ASO SCNOA nhim muc tiéu vao tong cong nam vi tri cét
ndi dugc dénh gia vé kha ning ctia ching dé dao ngugc chimg mét ngi do bénh
than kinh tiéu duong & chudt gay ra.

[Cam tmg DPNP va phan nhém] Bénh tiéu dudng duge gy ra & chudt bing
cach tiém sterptozotoxin trong mang bung véi lidu 60 mg/Kg vao ngay 0. Trong
ngay 10, chudt bi DPNP duoc phan ngau nhién vao 6 nhém d6i chtmg 4m tinh
(chi ¢6 ta duge 16ng), "SCN-ASO 7" 100 pmol/Kg, "SCN-ASO 8" 100 pmol/Kg,
"SCN-ASO 21" 100 pmol/Kg, "SCN-ASO 35" 100 pmol/Kg, "SCN-ASO 36" 100
pmol/Kg va "SCN-ASO 37" 100 pmol/Kg. Cac con chudt dugc nhom lai dya trén
diém sb von Frey cua tlmg con chudt trong Ngay 10. (N =8 ~9 con mdi nhém)
Chung mét ngu da duoc ghi diém béng cach str dung mot bd vi chét (Touch Test®)
theo phuong phap "Lén & xudng". [ J Neurosci.Phuong phdp vol 53 (1), 55-63
(1994)]

[Diéu tri ASO va chdm diém von Frey] C4c dung dich ASO dé tiém da
duoc chuan bi bing cach pha logng lién tiép cac dung dich goc nuéc cua cac ASO

SCNOA thanh 100 nM trong PBS (dung dich mudi phosphat). Nhitng con chudt
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duoc tiém dudi da véi ASO ¢ mirc 1 mL/Kg trong cac ngay 11, 13, 15, 17 va 19.
Ghi diém Von Frey duoc thuc hién 2 gio sau lidu trong cac ngay 11, 13,15, 17 va
19. Viéc ghi diém Von Frey dugc thuc hién bd sung trong cac gay 21 va 23 dé
danh gi4 thoi gian cua hoat tinh tri liéu sau khi dung liéu cudi cing. Piém sb von
Frey hang ngdy dugc danh gid vé& y nghia théng ké bang bai kiém dinh t cia sinh
vién déi v6i nhém dbi chimg 4m (chi ¢6 ta duge 1éng, tirc 1a PBS).

[Hoat tinh tri li€u] Piém s von Frey quan sat dugc duge tém t4t trong Hinh
36. Ching mét ngi da dugce ddo nguge dang ké boi tht ca cac ASO ngoai trir
"SCN-ASO 36" va "SCN-ASO 37", mic dit "SCN-ASO 37" cho thiy xu huéng
rd rang cua hoat tinh tri liéu (p-value = 0,057 trong ngay 19). Cac hoat tinh tri liéu
¢6 xu hudng tang dan khi lidu duoc lap lai. Hiéu qua diéu tri tdi da dya trén diém
s6 von Frey trong Ngay 19 1a khoang 76% (dang ké), 61% (d4ng ké), 93% (dang
ké), 52% (dang ké), 0% va 22% (khong dang ké, gi4 tri p = 0,05 1an) cho "SCN-
ASO 7", "SCN-ASO 8", "SCN-ASO 21", "SCN-ASO 35", "SCN-ASO 36" va
"SCN-ASO 37", tuong ung .

"SCN-ASO 7", "SCN-ASO 8", "SCN-ASO 21" va "SCN-ASO 35" ¢c6 mot
chdng lap b sung 5 me véi intron muyc tiéu cia chiing. Trong khi d6, "SCN-ASO
36" va "SCN-ASO 37" c6 mdt chdng lap bd sung 4 me va 3 me véi intron muc
tiéu cua chung, trong Ung. Mac du c6 mot 36 yéu t6 anh huong dén hiéu qua diéu
tri, s& lugng chdng lap bo sung véi intron muc tiéu duong nhu anh hudéng dén
hiéu qua diéu tri.

Trong vi du nay, hoat tinh antisense in vivo dugc quan sat v6i cac ASO
SCN9A nhim muc tiéu vao 4 trén 5 vi tri cat ndi. Ty 18 tring 80% duoc coi 1a rat
cao, do hoat tinh tri liéu in vivo phu thudc vao nhiéu yéu t6 khac nhau bao gém
hoat tinh antisense t& bao, lam giau cdc phan tir thudc trong md dich, thoi gian
ban hity duge dong hoc, v.v. Do do, hop chit clia Cong thire I ¢6 thé dy doan dicu
chinh su biéu hién cta gen dich cua no.

Vi trong lugng phan tir cia "SCN-ASO 7" di cho (xem Bang 4), 100
pmol/Kg duogc chuyén thanh lidu diéu tri khoang 0,53 ng/Kg. Hiéu luc nhay exon

-dudi mte attomol (107'® mol) in vitro ctia "SCN-ASO 7" dugc coi la nguyén nhan
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chinh cho khé ning diéu tri in vivo cuc manh cta khoang 0,53 ng/Kg & chudt méc
bénh than kinh do tiéu dudong. Dang ngac nhién hon nita, ASO duoc sir dung dudi
dang oligonucleotit "nguyén dang". Mot tiém nang tri liéu in vivo manh mé& nhu
vay chua bao gior dugce thuc hién véi cac nhom oligonucleotit khac bao gébm ADN,
ARN, PTO, PTO 2'-OMe, ARN 2'-OMe, ARN 2'-OMOE, LNA, PMO, APN, v.v.

Vi du vé& Hoat tinh in vivo va nex vivo ciia cac ASO DMD

Loan dudng co Duchenne (DMD) 1a mot bénh hiém gip don gen de doa
tinh mang véi tinh trang thoai hoa co bép. Bénh nhan DMD khong ma héa protein
dystrophin ¢6 dii @ dai do PTC (codon két thiic sém) do dot bién diém hogc x6a
(céc) exon.

Chuot Mdx (C57BL/1 0ScSn-Dmd™®/J, Jackson Lab) 12 mot con chudt dot
bién c6 dot bién diém & exon 23 ctia gen dystrophin, tao ra PTC. Chuét M dx ma
héa mot dang dystrophin bi cét ngén thiéu phan dAu C. Do phén dau C gin két voi
ma tran ngoai bao (ECM), dang cit ngén s& mét vai tro dinh san cua no dé gan két
chat ché cac soi co v6i ECM. Do d6, chudt mdx dan mét di su toan ven va sirc
manh co bip theo tudi tac.

Chudt Mdx d3 duoc sir dung rong rdi nhu mot moé hinh dong vét cho DMD
& nguoi. Cac ASO Dystrophin nhim muc tiéu vao exon 23 dystrophin & chudt da
duoc nghién clru dé loai bé PTC thong qua viéc nhay Exon 23.

Cac dan xuit APN ctia Cong thuc I nhim muc tiéu bd sung vao vi tri cat
ndi 3' hodc 5’ cua ctia exon 23 trong tien ARN thong tin dystrophin cua chudt da
dugc danh gia vé kha ning clia chung dé tao ra su nhay ctia exon 23 dystrophin &
chudt mdx. Céc vi du sinh hoc dugc cung cap & day 1a dé minh hoa kha ning nhay
Exon ctia cac ASO dystrophin nhu cac vi du cho hop chét ctia Cong thirc I, va do
d6 khong nén didn giai dé gi6i han pham vi clia séng ché dbi véi cac ASO
dystrophin.

DMD Vi du 1. Nhay Exon gy ra boi "DMD-ASO 1" va "DMD-ASO 4" ¢
Chudt Mdx (Phuong phap PCR 16ng A).

"DMD-ASO 1" dugc chi rd trong Bang 7 1a ASO 13 me bd sung day du

cho mot khu vuc trong vi tri cat ndi 3' trai dai qua diém noi cua intron 22 va exon
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23 trong tién ARN théng tin dystrophin ciia chudt. "DMD-ASO 1" gin két bd
sung voi trinh ty 13 me nhu duge danh dau "dam" va " gach chan" trong trinh tu

25 me cua [(5' — 3') vaauuuugag | GCUCUGCAAAGTTCT]. "DMD-ASO 1"

c6 mot chdng lap 8 me vdi intron 22 va mot chdng l4p 5 me véi exon 23.
"DMD-ASO 4" dugc chi 13 trong Bang 7 1a ASO 17 me b6 sung day du
cho mot khu vuc trong diém cét ndi 3' kéo dai qua diém nbi cua intron 22 va exon
23 trong tién ARN thong tin dystrophin & chuét. "DMD-ASO 4" ghn két bd sung
véi trinh tu 17 me nhu duge danh dAu "dam" va "gach chan" trong trinh tu 25 me

ctia [(5'— 3') vaauunugag | GCUCUGCAAAGTTCT]. "DMD-ASO 4" ¢6 mét

chdng lap 5 me véi intron 22 va mot chdng 14p 12 me véi exon 23.

"DMD-ASO 1" va "DMD-ASO 4" duoc danh gid vé kha ning cla ching
dé gay ra su nhay Exon trong co bép ctia chudt mdx bang cach tiém duéi da nhur
sau.

[Didu tri ASO & LAy mAu mo co bp] Cac dung dich tiém dugc chuan bj
bang cach pha lodng dung dich gbc nude "DMD-ASO 1" hodc "DMD-ASO 4"
trong PBS dén 500 nM. Chudt mdx duc duoc tiém dudi da chi véi ta dugce 16ng
(d6i chimg 4m), "DMD-ASO 1" hodic "DMD-ASO 4" & mirc 2 mL/Kg, 2 lan mdi
ngay (BID) trong 3 ngay. Mot ngay sau lidu cudi cung, chudt mdx dugc gy mé
bang zoletil/rompun va bi chét dé ldy mau mo co bao gdm tim, co hoanh, bung
chan, co tr dau va co tam dau.

[Trich xuat ARN] Cac mau co duge dong nhit héa bang cach nghién trong
éng gitt trén da va duoc chiét tach toan bdé ARN véi 1 ml thudc tht trizol
(Invitrogen) trén moi md co 100 mg.

[Tong hop cADN bang phuong phap RT-PCR mét budce] 500 ng mau ARN
da dugc st dung trong phan tmg phién ma ngugc 25 pL. béang cach sir dung bd kit
phuong phap RT-PCR Mot budc Super Script® v6i polymeraza Taq Platinum®
(Cat. SO 10928-042, Invitrogen) va mdt bd mdi dic hiéu exon [DMD-exon
21 xudi: (5" — 3') CAAAGAGAAAGAGCTACAGACA; va DMD-exon
25 nguoc: (5' — 3") CTGGGCTGAATTGTTTGAAT] theo cac didu kién chu ky
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sau: 50°C trong 30 phut va 94°C trong 2 phut, sau do6 1a 40 chu ky 30 giay ¢ 94°C,
1 phut 6 58°C va 2 phat ¢ 72°C.

[Khuéch dai PCR 16ng] 1 pL cADN dugc khuéch dai hon nita trong phan
tmg PCR 1dng 20 pL (Cat. S6 K2612, Bione) véi mot b moéi [DMD-exon
22n xudi: (5' — 3') ATCCAGCAGTCAGAAAGCAAA; va DMD-exon
25n ngugc: (5" — 3') ACTAAAAGTCTGCATTGT] theo cac didu kién chu ky
sau: 95°C trong 5 phit tiép theo 39 chu ky 30 gidy & 95°C, 40 gidy & 50°C va 50
giay ¢ 72°C.

[Nhan dang san pham nhay Exon] Céc san pham PCR duoc phén tach dién
di trén gel agaroza 2% nhu dugc cung cap trong Hinh 37A. Viéc nhay Exon 23
chi dugc phat hién & nhiingcon chudt dugc diéu tri be“mg "DMD-ASO 1" va
"DMD-ASO 4". Mic du viéc nhay Exon 23 chi dugc phét hién & co t dau va
bung chéan, "DMD-ASO 1" duong nhu hiéu qua hon "DMD-ASO 4".

Péi tuong cua dbi chimg 4m tinh (nghia 1a khong diéu tri ASO) mang lai
mot dai PCR dugc chi dinh cho viée nhay céc exon 22-23 trong co tir dau. Viéc
nhay Exon 22-23 mang lai sy dich chuyén khung va bién thé cét ndi ARN thong
tin dystrophin thiéu exon 22-23 s& bi tiéu diét dé ma héa mot dystrophin bi cat cut
v6i phan dau C bj thiéu.

Céc dai c6 kich thuéc muc tiéu duge thu thap va phan tich bang cach giai
trinh tu Sanger, va xac nhan sy nhdy Exon 23 giy ra boi "DMD-ASO 1" va
"DMD-ASO 4". (xem Hinh 37B) Céc dai PCR cho toan bd chidu dai (nghia 12
khong nhay) va nhay Exon 22-23 da dugc xac nhén bang cach giai trinh tu, mic
du dir liéu giai trinh ty cho viéc nhay Exon 22-23 khong dugc cung cAp.

DMD Vi du 2. nhay Exon gy ra bdi "DMD-ASO 1" va "DMD-ASO 4" &
Chuot Mdx (Phuong phap PCR 1éng B).

Céac mau ARN thu dugc trong "DMD Vi du 1" d3 duoc téng hop cADN
mot budce bé“mg cach sir dung mot bd cac doan moi dic hiéu exon ctia [DMD-exon
20 xudi: (5 — 3') CAGAATTCTGCCAATTGCTGAG; va DMD-exon

26 nguoc: (5' — 3") TTCTTCAGCTT-GTGTCATCC].Cac mAu cADN sau do
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duoc phan tich bing PCR 16ng véi mot nhém céc mdi dic hiéu exon khac cua
[DMD-exon 20n_xudi: (5' — 3') CCCAGTCTACCACCCTAT-CAGAGC; va
DMD-exon 26n_nguoc: (5' — 3") CCTGCCTTTAAGGCTTCCTT].

Céc két qua phuong phap RT-PCR 16ng dugc cung cAp nhu duge tém tit
trong Hinh 38A va Hinh 38B. O nhitng con chudt duoc xir Iy ASO (N =2 con
chudt mdi nhém), cac 14n nhay clia exon 21-23 va exon 22-25 da dugc phat hién.
Trong khi nhady Exon 21-23 la trong khung (nghia 1a khong c6 dich chuyén
khung), viéc nhay Exon 22-25 1a & ngoai khung. Dai PCR dugc chi dinh cho nhay
Exon 21-23 di duoc x4c nhan rd rang bang cach giai trinh tu Sanger. (xem Hinh
38B)

Céc ho so nhay Exon khac nhau tiy thudc vao phuong phap PCR nhu duge
cung cip & trén. Do d6, ho so nhay exon nén duge giai thich mét cach than trong.

DMD Vi du 3. Nhay Exon gy ra boi "DMD-ASO 1" & Chudt Mdx (Phuong
phap PCR 16ng A).

Chudt Mdx dugc tiém dudi da véi "DMD-ASO 1" ¢ muc 0 (d6i chimg am)
hodc 10 pmol/Kg, 2 1An mdi ngay trong 5 ngay. (2 con chudt mdi nhém) Mot ngay
sau liéu cudi cung, cac con chudt da chét dé léy mau md. Cac miu co tam dau
dugc danh gia dé nhay Exon 23 theo phuong phap RT-PCR 16ng duge mo ta trong
"DMD Vidu 1".

Céc két qua phuong phap RT-PCR 16ng dugc tom tat trong Hinh 38C. Mic
du mot con chudt trong nhém dbi chimg 4m mang lai dai PCR cho viéc nhay Exon
22-23, bién thé cit néi ARN thong tin thiéu exon 22-23 1a & ngoai khung. Dai
PCR cho nhay Exon 23 chi dugc phat hién & mdt con chudt trong nhom diéu tri
ASO. Do d6 DM D-ASO 1 d4 gay ra viéc nhay Exon 23 nhu dugc thiét ké.

DMD Vi du 4. Cai thién chlrc nang co bép bang thir nghiém Rotarod &
chudt Mdx tiém dudi da voi "DMD-ASO 1".

Nhay exon 23 & chudt mdx s€ loai bo PTC trong exon 23 va bién thé cit
nbi ARN théng tin thiéu exon 23 nam trong khung va do d6 ma héa mdt protein

bién thé véi phin ddu C gén vao ECM. Do do, protein dystrophin bién thé di do
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dai phuc hoi mot phan cac chirc ning sinh 1y ctia dystrophin c6 di d§ dai nguyén
géc hodc tu nhién.

Vi tiém nang nhay Exon d3 cho, "DMD-ASO 1" d4 duge danh gia & chudt
mdx vé kha ning cta né dé cai thién chic ning co bép bang thir nghiém rotarod
nhu dugc mo ta dudi day.

[Phan nhém] Chudt mdx duc 6 tuan tudi duge huin luyén cho thir nghiém
rotarod trong khoang thoi gian 2 tuan, sau dé6 duoc phan ngau nhién thanh 3 nhém
0 (dbi chimg 4m), 100 va 1.000 pmol/Kg "DMD-ASO 1" dya trén céc diém sé
riéng 1¢ bang thir nghiém rotarod trong Ngay 0, tirc 1a ngdy phan nhom. (N = 10
con chudt mbi nhém)

[Diéu tri ASO] Cac dung dich tiém da duoc chuén bi bang cach pha loéng
ASO thanh 20 nM va 200 nM trong PBS. Nhiing con chuft dugc tiém dudi da
bang ta duoc long (PBS, dbi chimg am), 20 nM "DMD-ASO 1" (100 pmol/Kg),
hodc 200 nM "DMD-ASO 1" (1.000 pmol/Kg) ¢ muc 5 mL/Kg, 3 14n mdi tuan
trong khoang thoi gian tir ngay 0 dén ngay 21.

[Thir nghiém Rotarod va phéan tich théng ké&] Chudt da duoc thir nghiém
rotarod trén thiét bi rotarod (Model # 47650, Ugo Basile) véi lich trinh ting tbc 4
vong/phit dén 45 vong/phut trong 60 gidy. Do tré giam (nghia 13 thoi gian ma
chudt van con trén rotarod) dugc tinh cho ting con chudt. Y nghia théng ké duoc
danh gia bang nghién ctru t clia sinh vién d6i v6i nhom ddi chimg am.

[Cai thién chtrc ndng co bép] Hinh 39A tém t4t diém sb rotarod theo nhom.
Diém sb rotarod (nghia la do tré giam xubng) van tri tré & mirc trung binh khoang
70 dén 120 gidy trong nhém dbi chimg 4m. Trong khi d6, chirc néng co cia nhom
1.000 pmol/Kg dan dan dugc cai thién rd rét cho dén ngay 12, va sau d6 van 6n
dinh sau do6 vé6i diém sb trung binh 1a 210 dén 230 gidy. Chuc ning co bap da
duoc cai thién dang ké trong Ngay 12, 14 va 19 bang cach diéu tri ASO & mic
1.000 pmol/Kg. Chirc ning co cua nhém 100 pmol/Kg cho thiy xu huéng cai
thién manh mé&, nhung khong dang ke.

DMD Vi du 5. Cai thién chirc ning co bap bang cach kiém tra d6 bam va

tinh toan ven co bip & chudt Mdx dugc tiém thuong xuyén véi "DMD-ASO 1"
126



48536 127/235

""DMD-ASO 1" dugc danh gia bing cach tiém thudng xuyén cho chudt
mdx vé kha ning cua né dé cai thién chirc ning co bip bang cach kiém tra do
bam, dé gy ra nhay, dé diéu chinh tang biéu hién dystrophin du d6 dai (nghia 13,
protein dystrophin v6i du C duoc ma héa) bang IHC va dé cai thién tinh toan ven
cua co bép br?lng mo bénh hoc v4i nhudém H&E nhu duge mo ta dudi day.

[Phan nhém & Diéu tri ASO] Chudt mdx duc (7 tuan tudi) dugc phan ngiu
nhién vao 4 nhém 0 (dbi chimg 4m mdx), 10, 50 va 200 pmol/Kg "DMD-ASO 1"
dua trén cic didm sd do bam cua timg ca thé bang cach kiém tra d§ bam. (N = 12
con chudt mdi nhém) Mot nhém vé tinh gdom 12 con chudt C57BL/6 (7 tudn tudi)
duoc dua vao nghién ciru nay lam nhom d6i ching 4m dang ty nhién cho mirc d6
biéu hién dystrophin toan chiéu dai.

Nhém 50 va 200 pmol/Kg dugc tiém dudi da véi "DMD-ASO 1" khi dugc
hoa tan trong PBS, 2 1An mdi tudn cho dén khi chét cudi cing trong Tuan 43.
Trong khi d6, nhém 10 pmol/Kg duogc tiém dudi da véi "DMD-ASO 1" ban dau
2 14n mdi tuan trong Tuan 0 dén 8 va 3 1An mdi tudn sau d6 dé tang tiép xuc véi
ASO.

[Chirc nang co bép bang cach kiém tra do bam] Chuc ning co bap dugc
d4nh gi4 hang tudn bang lyc bam trén may do d6 bam (Cat. S6 47.200, Ugo Basile)
theo tai lidu. [J. Appl.Vat Iy tri liéu. vol 106 (4), 1311-1324 (2009)] Piém s do
bam ciia nhom duogc dénh gid c6 y nghia thong ké bang nghién ctu t cia sinh vién
d6i v6i nhém dbi chimg 4m mdx.

Hinh 39B tém tit cac diém s& d6 bam quan sat dugc theo nhém trong Tun
0 dén 30. Trong 11 tudn dau tién sau lidu dau tién, khong c6 thay doi 16 rét vé
cuong do bam gifta cdc nhom didu tri ASO va nhom ddi ching 4m. Cudng dd
bam cua nhom dbi chimg 4m mdx dat t6i da khoang 107g trong Tuan 3, dan dan
phén ra trong vai tuan, va sau d6 duy tri tuong ddi 8n dinh & khoang 75 dén 95g.
Cudng do bam clia cdc nhom didu tri ASO bt dAu cai thién dan tir Tun 10 tré
di. Trong cac nhom diéu tri, cudng d6 bam c6 xu hudng tang 30 ~ 50% so véi

nhom do6i chimg am mdx.
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Céan luu y réng 2 dén 3 dong vat mdi nhém duoc chon ngiu nhién va chét
trong Tudn 7, 13, 21 va 30 dé danh gia PCR léng hoédc IHC. (xem bén dudi)

[Panh gia IHC vé co xwong v6i Dystrophin ddy du d6 dai] Trong tuan 7,
13 va 21, hai dong vat trong mdi nhém duge chon ng?tu nhién va chét dé trich xut
cac mo co. Trong tuan 30, 3 con vat di bi chét & mdi nhom.

Céc md co duoc 14y mau trong Tudn 7 duge trai qua IHC véi dystrophin
ddy du do dai bing cach bao quan lanh. Cic md co duge ldy mau trong céc tuan
13, 21 va 30 duoc nhuém mién dich béi khdi parafin. THC boi khéi parafin mang
lai hinh anh c6 chét luong t6t hon THC bang phuong phap bao quan lanh.

Céc miu co da duge nhudm mién dich hang loat véi mot khang thé dau tién
nh&m muc tiéu vao dau C cia dystrophin & chudt (Cat. S6 sc-816, Santa Cruz) &
ty 1é pha loang 1:100, véi khang thé khang IgG thir hai (Cat Number BA-1100 ,
Vector) & ty 1& pha loang 1:200, va sau d6 véi Dylight 594-steptavidin (S6 Cat
SA-5594, Vector, CA, USA) & ty 1€ pha loang 1:200 dé gén thé huynh quang mau
dé. Hinh anh THC dugc chup trén may quét Zeiss (trong Tuan 13, 21 va 30) hoic
kinh hién vi huynh quang Olympus (trong Tuan 7). Nhuém DAPI ciing dugc thyuc
hién.

Hinh 40 1a mot bo dai dién cua cac hinh anh IHC dytrophin c6 du do dai
theo nhém cho cac miu co duge trich xut trong tuan 30. Nhém d6i ching am
tinh dang tu nhién (WT) mang lai cac kiéu biéu hién dystrophin dic biét va goc
canh phan anh cAu trac tu nhién cua cac bo sgi co. Trong nhém dbi chimg am
chuét mdx, khong ¢ nhidu sw nhudm dystrophin c6 di do dai. Trong khi do, cac
kiéu nhudém dystrophin manh mé& va géc canh da duoc quan sét thdy trong céc co
xuong cua nhom diéu tri 200 pmol/Kg. Mic du cAu tric bo soi co bi md & chudt
mdx so v&i chuot WT, biéu hién dystrophin du d¢ dai tang o rét & dong vat duoc
diéu tri bang ASO.

Cac hinh anh IHC dystrophin da dugc dinh luong cho biéu hién dystrophin
c6 du do dai bing cach ghi diém k¥ thuat s6 cudng d6 huynh quang do6 trong mdi
hinh anh THC riéng 1é bing chuong trinh "ImageJ" (NIH). Piém huynh quang c4
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nhan duoc két hop theo nhém va loai co dé danh gia thong ké v6i nhém ddi chimg
am dang tu nhién.

Hinh 41 t6m tit nhitng thay d6i vé murc d6 biéu hién twong ddi cia protein
dystrophin c6 du d dai & chuot mdx. Su biéu hién cua dystrophin du d¢ dai co
xu huéng ting nhidu hon & liéu ASO cao hon va thoi gian diéu tri 1au hon. Trong
tuan 30, biéu hién dystrophin cé di do dai trong nhém 200 pmol/Kg dat > 80%
nhém doi chimg am WT, trong khi biéu hién trong d6i chimg 4m mdx nhé hon
20% nhom ddi chimg 4m tinh dang tu nhién.

[PCR 16ng cho su nhay Exon (Phuong phap B)] Cac mau co dugc dong
nhat hoa bang cach nghién trong éng giit trén d4 va duoc chiét xut toan b ARN
v6i 1 ml thude thtr trizol (Invitrogen) trén moi 100 mg md co. Toan bd cac ARN
duoc dénh gid nhay Exon bang PCR 16ng nhu duge mé ta trong " DMD Vi du 2"

Hinh 42 cung cép dit liéu dién di ctia cac sdn pham PCR long thu dugc véi
céc co xuong duoc 1ay mau trong Tuén 7. Céc san pham PCR 1dng ctia cic exon
21-23 va Acéc exon 21-24 da dugce phat hién trong cac mau co cua cac nhom didu
tri ASO, nhung hoan toan khong c6 trong cac nhom d6i chimg 4m mdx.

[Mb bénh hoc bing cach nhuém H&E] Viém va thoai héa co 1a dau hiéu
dic trung cua triéu chung DMD. Cac mau co xuong di duoc ddnh gia md bénh
hoc béng cach nhudém H&E. Hinh 43 cung cép mot bd dai dién Icac hinh anh
nhudém H & E cho co tam dau theo nhém va thoi diém 14y mau.

Trong nhém déi chimg am WT, cu triic co day dic tai tit ca cc thoi diém
lay mau. Khéng c6 goi y ndo vé tinh trang viém co trong co bép cta chudt tu
nhién & moi thoi diém.

Trong ddi chimg 4m mdx, cdu tric co cho thiy mot mé hinh rd rang ctia su
thoai hoa dan dan theo tudi tic. Pang chiy nhét 14 trong Tuan 30, cac bé co khong
duoc két ndi véi nhau va c6 xu hudng thoai héa thanh hinh tron. Ngoai ra con ¢6
su xam nhap 1én cua cac té bao viéem nhu duoc dé xuét béi cac vét mau xanh lam,
dang chu y nhét 13 trong Tuén 13 va 21.

Trong nhom 200 pmol/Kg, chu trac co 16ng 180 trong Tuan 7 dan dan phuc

hdi thanh cu tric day ddc. Sy xam nhép rd rét cua cac té bao viém trong Tuin 7
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dan bién mat theo tudi tac. Do d6, thoai hoa va viém co & chudt mdx da duoc dao
nguoc khi st dung ASO thuong xuyén & mirc 200 pmol/Kg, phu hop véi sy didu
hoa tang cua dystrophin du do dai trong nhom 200 pmol/Kg.

Mirc do nghiém trong ctia két qua mé bénh hoc & nhém 10 va 50 pmol/Kg
yéu hon mirc d6 nghiém trong trong d6i chimg 4m mdx, nhung manh hon & nhém
200 pmol/Kg. Do d6, su diéu hoa ting clia dystrophin du do dai gay ra b sy tiép
xtc ASO phan 16n phtt hop vé6i két qua mé bénh hoc.

[Nhitng phat hién khac] Cé ba trudng hop chét dot xuat (Tuan 26, 39 va
43) trong nhom ddi ching 4m mdx do mét khéi luong lon u lympho co bép phat
trién rat c6 thé do viém co man tinh. Khéng c6 trudng hop ung thur hach trong tat
ca cac nhom diéu tri ASO.

[So sanh v61 ASO Dystrophin khac] Eteplirsen (exondys 51) 1la mot
oligonucleotit antisense PMO dugc thiét ké dé tao ra sy nhay Exon 51 trong tién
ARN théng tin ctia dystrophin & ngudi. Gan day, FDA Hoa Ky d3 ban hanh mot
phé duyét ting téc cia eteplirsen dé st dung trong nhém bénh nhan DMD cin
nhay Exon 51. Liéu khuyén cdo ciia eteplirsen 1a tiém tinh mach 30 mg/Kg mbi
tuan.

Liéu tiém duéi da 200 pmol/Kg "DMD-ASO 1" tuong Umg va4i khoang 1
ng/Kg. ASO dystrophin ctia Cong thtrc I manh hon ASO PMO khoang 30.000
lan, mac du c6 su khac biét vé loai va exon gitta hai loai ASO. Kha nang nhay
Exon cuc ky manh m& chua timg thay ctia ddn xuit APN ctia Cong thire I da duge
dich lai thanh mét tiém nang tri liéu in vivo cuc manh cho cén bénh hiém gap kho

diéu tri nay.

DMD Vi du 6. Cai thién chtrc ning co bip bing khoang cach di bd & chuot
MDx dugc tiém thuong xuyén véi "DMD-ASO 2".

"DMD ASO 2" dugc chi 16 trong Bang 7 1a mot ASO 17 me b sung diy
du cho mot khu vuc trong vi tri cit néi 3' kéo dai qua diém ndi cua intron 22 va
exon 23 trong tién ARN théng tin dystrophin & chudt. "DMD-ASO 2" gin két bd

sung voi trinh tu 17 me duge danh dau "ddm" va "gach chan" nhu trong trinh tu
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dystrophin 20 me & chudt cua [(5' — 3') uaauuuugag | GCUCUGCAAA].

"DMD-ASO 2" c6 mot chdng 14p 8 me véi intron 22 va mot chong 14p b sung 9
me v&1 exon 23.

"DMD-ASO 2" dugc st dung thuong xuyén cho chudt mdx dé danh gia
kha niing ctia né dé cai thién chirc ning co bip bang khoang cach di bd trén may
chay bd va dé tic ché sy thoai hoa co bap do ndng do creatin kinaza (CK) va
myoglobin trong huyét thanh.

[Dong vat & Phan nhom] Chudt mdx duc (6 tuan tudi) duoc phan ngiu
nhién vao ba nhém ddi chimg 4m mdx (khong diéu tri ASO), "DMD-ASO 2" 10
pmol/Kg va "DMD-ASO 2" 30 mg/Kg dua trén trong lugng co thé. (N = 16 con
chudt mdi nhém) 12 con chudt duc C57BL/6 (6 tun tudi) duoc chon lam nhém
dbi ching am dang tu nhién (WT).

[Dung dich tiém & diéu tri ASO] Dung dich gbc nude ciia "DMD-ASO 2"
duoc pha lodng trong PBS hoédc trong PBS bd sung 0,1% Tween 80 dé chuén bi
dung dich tiém 20 va 60 nM "DMD-ASO 2" cho 10 pmol/Kg va 30 pmol/Kg
"DMD-ASO 2", tuong tmg. B sung dung dich tiém PBS véi 0,1% Tween 80
duoc coi 12 can thiét dé ngan céc phan tr ASO dinh vao lo tiém nhua, dau pipet
va 6ng tiém.

[Khoang cach di bd trén may chay bg] Trong 30 tudn dau tién sau phan
nhém, cac dong vat dugc tiém dung dich tiém ma khong c6 Tween 80 2 1an mdi
tuan voi 2 ml/Kg. Bit dau tir Tudn 7, cac con vat da duoc di bo trén mot may chay
b6 (Model #LE8710, PanLab) trén co s& hang tuan. Tuy nhién, trong 30 tuan dau
tién, cdc nhom didu tri ASO da khong cho thdy bét ky cai thién ddng ké nio vé
khoang cach di bg so véi nhom d6i chimg 4m mdx.

bé tang lidu ASO mot cach hiéu qua, dong vat dugc tiém cac dung dich
tiém bo sung Tween 80, 2 1An mdi tuan ké tir Tudn 36. C6 mot khoang thoi gian
rira troi (ture la khong cé liéu ASO) trong 5 tuan & gitra.

Hinh 44A tém tat khoang cach di bd trén mdy chay bd theo nhém trong
Tuan 43 dén 48. Khoang cach di bo trung binh ctia nhém d6i chimg 4m mdx gidm

dan nhung giam nhanh chéng tir khoang 250 mét trong Tuén 43 dén 130 mét trong
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tuan 48. Khoang céch di bd trung binh ctia cdc nhom didu tri ASO 1a dai hon 1
rét khoang cach ctia nhom déi chimg 4m mdx.

Trong cac tuan tir 46 dén 48, nhom 10 pmol/Kg cho thay khoang cach di
b trung binh tir 240 dén 280 mét, dai hon dang ké so véi khoang cach clia nhom
d6i chimg am mdx. Trong khi d6, nhém 30 pmol/Kg cho thiy khoang cach di bd
tir 180 dén 230 mét trong sudt 46 dén 48 tuan. C6 xu hudng khoang cach di bd
dai hon véi nhom 10 pmol/Kg so véi nhoém 30 pmol/Kg. Dap ing lidu ngugc clia
khoang céch di bd s& goi y tu nhién lya chon cac exon khac nhau & lidu ASO cao
hon nhu duge quan sat trong "HIF-1o Vi dy 9". That thu vi, nhém db6i chimg am
WT va nhém 30 pmol/Kg cho thay khoang cach di bo twong duong trong cac tuan
tlr 44 dén 47.

[Con chudt bi chét cubdi cung] Trong tuin 48, cac con chudt di bi chét cubi
cung dé 1ay mau méau. Cac mau mau da dudc phan tich vé ndng dd CK trong huyét
thanh (Bd xét nghiém hoat tinh Creatine Kinase, Cat. Number ab155901, Abcam)
dé danh gia muc do thodi hod co theo huéng dAn ctia nha san xuat. Mé co dugc
phan tich bang Western blot cho dystrophin di d¢ dai.

[Nong do ctia CK va Myoglobin trong huyét thanh] Hinh 44B cung cap
ndng do CK trong huyét thanh quan st dugc theo nhém. Phan 4nh sy mong manh
co bép cua chudt mdx, tit ca cac nhom chudt mdx mang lai hoat tinh CK trong
huyét thanh cao hon déng ké so v6i nhom dbi chimg am WT. Vi du, ndéng do6 CK
trong huyét thanh ctia nhém dbi chimg 4m mdx cao hon 54 14n so v6i ndng d6 ciia
nhém déi chimg 4m WT. Nong do CK trong huyét thanh ctia nhém 10 va 30
pmol/Kg 1a nhé hon so v6i nong do clia nhém déi chimg am mdx 58% va 38%,
tuong ung. Su khac biét vé ndng dd CK trong huyét thanh gitta nhém10 pmol/Kg
va nhom déi chimg Am mdx 1a rat dang ke.

Hinh 44C cung cip néng do myoglobin huyét thanh quan s4t theo nhom.
Phan anh sy mong manh co bép cta chudt mdx, tAt ca cac nhom chudt mdx déu
mang lai mic myoglobin huyét thanh cao hon nhiéu so v6i mic cia nhém déi
chung am WT. Vi dy, ndng d6 myoglobin trong huyét thanh ctia nhém d6i chimg

4m mdx cao hon 22 14n so véi nong dd cia nhom d6i chung am WT. Nong do
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myoglobin trong huyét thanh ctia nhém 10 va 30 pmol/Kg nhé hon déng ké so véi
ndng dd clia nhom ddi chimg 4m mdx lan luot 1a 67% va 58%.

D liéu quan sat dugce cua cac dAu 4n sinh hoc trong huyét thanh cho su
thoéi hoa co bip hoan toan phi hgp véi sy phu thudc lidu cua khoang cach di bd
duoc cung cap trong Hinh 44A.

[Biéu hién Dystrophin day du do dai trong co ba dau bing Western blot]
Sau khi dong nhét hoa & nhiét do nito 1ong, cac mAu co (co tam dau) dd duge phan
giai trong dung dich dém RIPA duoc bd sung 1% SDS. Nong d6 protein trong
mdi dich phan giai duoc dinh lugng bing xét nghiém BCA véi tiéu chuan BSA.
50 mg protein ctia mdi dich phan giai da dugc phan tach bang dién di trén gel
PAGE 8%. Sau d6, mang PVDF da duoc tham do v6i mot khang thé dystrophin
nhdm muc tiéu vao dau cudi C (Cat. S6 ab154168, Abcam).

Hinh 45A cung cip dit liéu Western blot quan sat dugc. Dystrophin du do
dai véi kich thude 427K khong duge phat hién trong tat ca cac mau. Thay vao dé,
cac mau co WT mang lai protein dystrophin nh6 hon ¢6 kich thuge 170K, 130K
va 117K, trong d6 dai kich thuéc 130K dugc lam gidu nhiéu nhat.

Trong trudng hop cua cac nhém mdx, ba dai dystrophin dé dugc phat hién.
Céc nhom diéu tri 10 va 30 pmol/Kg mang lai dai 117K manh hon rd rét so voi
nhom dbi chimg 4m mdx ciing nhu nhém d6i chimg WT. Cudng do dai 130K

cling manh hon dang ké & nhém 10 pmol/Kg so véi nhém d6i ching 4m mdx.

DMD Vi du 7. Panh gia dai han vé chudét MDx dugc tiém véi "DMD-ASO
1", "DMD-ASO 2" hodc "DMD-ASO 6".

"DMD ASO 6" dugc chi rd trong Bang 7 1a ASO 18 me bd sung day da cho
mot khu vuc trong vi tri cat ndi 5' (5' SS) kéo dai qua diém nbi ctia exon 23 va
intron 23 trong tién ARN thdng tin dystrophin ¢ chudt. "DMD-ASO 6" chong lap
b sung v6i trinh tw 18-mer nhu dugc ddnh déu "dam" va "gach chan” ¢ tién ARN

thong tin dystrophin 25-mer chudi cac [¢ chudt cua (5' — 3') AAAAUUUCAG

| guaagcegagguuug]. "DMD-ASO 6" ¢6 mot chdng 14p 8 me v&i exon 23 va mot

chdng 1ap 10 me véi intron 23.
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"DMD-ASO 1", "DMD-ASO 2" va "DMD-ASO 6" di dugc danh gia vé
tdc dung sinh ly cta ching & chudt duc mdx bang cach tiém dudi da dai han.
Trong danh gid nay, cidc dong vat khong phai trai qua cac xét nghiém vat ly doi
hoi cang thang co béap dé gitt cho sw phién mi cua gen dystrophin khdng bi x40
tron do kich thich co bip quéa mirc.

[Dong vat & Phan nhém] Chudt mdx duc (6 tuan tubi) duoc phan ngiu
nhién vao 4 nhém ddi chimg 4m mdx (khong diéu tri ASO), "DMD-ASO 1" 50
pmol/Kg, "DMD-ASO 2" 10 mg/Kg va "DMD-ASO 6" 10 mg/Kg dya trén trong
luong co thé. (N =12 ~ 13 con chudt mdi nhém ) 12 con chudt duc C57BL/6 (6
tuan tudi) duoc chon lam nhém d6i ching 4m dang tu nhién (WT).

[Dung dich tiém & Diéu tri ASO] Céc dung dich goc nude ciia ASO da
duoc pha lodng 1an luot trong PBS dé chuén bi cac dung dich tiém 25 nM "DMD-
ASO 1" cho 50 pmol/Kg "DMD-ASO 1", 5 aM "DMD- ASO 2" cho "DMD-ASO
2" 10 pmol/Kg va 5 nM "DMD-ASO 6" cho "DMD-ASO 6" 10 pmol/Kg. Cac
dong vat dugc tiém dudi da voi cac dung dich tiém & mirc 2 mL/Kg, 2 14n mdi
tuan.

[Cai chét khong duoc dinh trude] Nhitng con chudt mdx duge diéu tri bang
cac ASO ¢6 xu hudng cho thay su sdng 14u hon so véi nhém d6i chimg 4m mdx,
cho théy hoat tinh tri liu ctua cac ASO.

Trong nhém d6i chimg 4m mdx, c6 ba trudng hop chét dot xuat: mot trudng
hop tai cac Tuan 42, 58 va 61. Nhém diéu tri "DMD-ASO 1" cho thiy hai trudng
hop chét sém, mot & Tuin 38 va mot & Tuan 61. Trong trudng hop nhém diéu tri
"DMD-ASO 2", mét trudng hop chét trong Tuan 56 va mot truong hop khac trong
Tuén 62. Co ba truong hop tir vong sém trong nhom diéu tri "DMD-ASO 6": mot
truong hop tai cac tudn 55, 65 va 66.

[Cai chét cudi cung] Tat ca cac dong vat sdng s6t da duoc hy sinh dé 13y
mAu mau trong Tuan 66 sau phan nhém. Cac mau mau d3 dugc xét nghiém ELISA
cho huyét thanh creatin kinaza (CK) va myoglobin trong huyét thanh nhu dugc
mod ta trong "DMD Vi du 6".
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[Nong do cia CK va Myoglobin trong huyét thanh] Hinh 45B cung cép
nong do CK trong huyét thanh quan sat dugc theo nhém. Phan 4nh sy mong manh
co bip cua chudt mdx, tat ca cac nhém chudt mdx mang lai hoat tinh CK trong
huyét thanh cao hon dang ké so v6i nhém ddi ching 4m WT. Vi du, nong d6 CK
trong huyét thanh ciia nhém d6i chimg 4m mdx cao hon 17 1an so v&i nong d6 ctia
nhom dbi chimg 4am WT. Nong do CK trong huyét thanh ctia nhém diéu tri ASO
¢6 xu huéng nho hon ndng do ciia nhém d6i chimg 4m mdx, cho thay hoat tinh
tri liéu ctia cac ASO. Tuy nhién, su khac biét 1a khong dang ké.

Hinh 45C cung cip ndng d6 myoglobin trong huyét thanh quan sat duoc
theo nhém. Phan anh sy mong manh co bép ctia chudt mdx, tAt ca cac nhém chudt
mdx mang lai myoglobin trong huyét thanh cao hon dang ké so v6i nhém ddi
ching 4m WT. Vi dy, nong d6 myoglobin trong huyét thanh cta nhém dbi chimg
4m mdx cao hon khoang 26 14n so véi nong d6 ctia nhém dbi chimg &m WT. Nong
do myoglobin trong huyét thanh cua cac nhém didu tri "DMD-ASO 1", "DMD-
ASO 2" va "DMD-ASO 6" nhé hon ndng d6 ctia nhém ddi chimg am mdx 43%,
49% va 68%, tuong tng. Sy khac biét gifta nhom d6i chtimg 4m MDx va nhém
"DMD-ASO 6" 1a rat dang ké. Céc déu 4n sinh hoc trong huyét thanh cho tinh
toan ven co bép gian tiép hd trg rang "DMD-ASO 6" giy ra su nhdy clia exon 23
dystrophin va mang lai (cac) dystrophin ddy du do dai hoat dong chirc ning &
chuot mdx.

Vi du cho céac hoat tinh in vitro cia cac ASO IDO1

Céc dan xuat APN ctia Cong thic 1 trong Bang 8 dugc thiét ké dé nham
muc tiéu bd sung cho cac vi tri cit ndi khac nhau trong tién ARN thong tin IDO1
& nguoi. ASO IDO1 dugc danh gia vé hoat tinh nhay Exon trong céc té bao
SKOV3. Cho réng IDO1 xuc tac su thodi bién cta L-tryptophan thanh N-

focmylkynurenin , ASO IDO1 dugc danh gia vé kha ning chiic nang cta ching

dé trc ché san xuét kynurenin. C4c vi du sinh hoc duge cung cép & day la dé minh
hoa hoat tinh nhay Exon ctia ASO IDO1 lam vi du cho hop chét ctia Cong thuc 1,
va do d6 khong nén dién giai dé gi6i han pham vi clia sang ché nay d6i véi ASO
IDOL1.
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IDO1 Vi du 1. Nhay Exon gy ra boi "IDO-ASO 1".

"[IDO-ASO 1" duge chi rd trong Bang 8 14 ASO 13 me b sung day du cho
mot khu vuc trong vi tri cat ndi 3’ kéo dai qua diém nbi cua intron 6 va exon 7
trong tiéen ARN théng tin IDO1 & ngudi. "IDO-ASO 1" nhim muc tiéu bd sung
cho trinh tu 13-mer nhu dugc danh dau "dam" va "gach chan" trong trinh tu tién
ARN théng tin 20-mer IDO1 & nguoi cua [(5' — 3') uuuguuuuag |
GUAAUUCCUA]. "IDO-ASO 1" c6 mot chéng 14p 5 me véi intron 6 va mot

chdng lap 8 me véi exon 7.

"[DO-ASO 1" duge danh gia vé kha nang clia né dé tao ra nhay exon trong
cac té bao SKOV3 (Cat. $6 HTB-77, ATCC) bang phuong phap PCR long IDO1
nhu sau.

[Nudi cy té bao & didu tri ASO] Té bao SKOV3 (ung thu biéu md budng
trimg & nguoi) dugc nuoi ciy trong dia nudi cdy 60 mm chira 5 mL mdi truong
duoc bién dbi McCoy 5A duoc bo sung 10% FBS, 1% streptomyxin/penixilin,
1% L-glutamin, va 1% natri pyruvat dudi 5% CO; tai 37°C va dugc xur ly bang
"IDO-ASO 1" trong 48 gio ¢ 0 zM (d6i chimg am), 10 zM, 100 zM hodc 1 aM.

[Trich xuit ARN & Toéng hop cADN bang phuong phap RT-PCR mot
budc] Toan bd ARN dugc chiét xut tir cc té bao bang cach sir dung Bo kit tach
chiét ARN pho quat (Cat. S5 9767, Takara) theo huéng dan ctia nha san xuét. Mau
ARN 200 ng trai qua phan ung phién ma nguoc 25 ul. béang cach str dung bd kit
phuong phap RT-PCR mot budc Super Script® v6i polymeraza Taq Platinum®
(Cat. S6 10928-042, Invitrogen) v&i mot bd moi dic hidu exon [IDO-exon 2_xudi:
(5" — 3") TTCATTGCTAAACATCTGCC; va IDO-exon 10 ngugc: (5' — 3')
TGAAAGGACAAACTCACGGA] theo cac diéu kién chu trinh sau: 50°C trong
30 phut va 94°C trong 2 phut, sau d6 14 40 chu ky 30 gidy & 94°C, 30 gidy ¢ 50°C
va 1 phut ¢ 72°C.

[Khuéch dai PCR 16ng] 1 uL. cADN dugc khuéch dai hon nita trong phan
tng PCR 1dng 20 pL (Cat. S6 K2612, Ngudi tién phong) v6i mot bd mdi dc hiéu
exon [IDO-exon 4 xudi: (5' — 3') CCTTACTGCCAACTCTCC; va IDO-exon

9 nguoc: (5' — 3") CTGCTTTGGCCTGCACTG] theo cac diéu kién chu ky sau:
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95°C trong 5 phut sau d6 1a 30 chu ky 30 gidy & 95°C, 30 gidy ¢ 50°C va 1 phut
o 72°C.

[Nhan dang san pham nhay Exon] Cac sén pham PCR duoc phén tach dién
di trén gel agaroza 2%. Céc dai ¢6 kich thudc muc tiéu duge thu thap va phén tich
bang phuong phap giai trinh ty Sanger.

Hinh 46A cung cép dit liéu dién di ctia cac san pham PCR 1ong (so do bén
trai) va dit liéu giai trinh tu Sanger cua dai PCR dugc chi dinh dé nhay Exon 6-7
(phai). Viéc nhdy Exon 6-7 da dugc phat hién trong chiét xuit ARN cﬁé cac té
bao duge xur ly véi 100 zM "IDO-ASO 1". Dai nhay Exon khong dugc phat hién
trong chiét xuat ARN cua céc té bao duge xir 1y bang ASO & murc 10 zM hoic 1
aM rat ¢6 thé do do én dinh kém ctia bién thé cit ndi ARN théng tin IDO1 thiéu
exon 6-7. Mic du cudong do cua ARN thong tin IDO-1 du do dai da giam trong
cdc té bao duoc didu tri bing ASO & mire 10 hodc 100 zM, cudng do ciia PCR
ARN thong tin du do dai da ting lén trong céc té bao dugc diéu tri bing ASO &
muc 1 aM. Sy gia ting quan sat duogc cua ndng do ARN théng tin day du do dai
& muc 1 aM van chua duge lam r3. N6 ¢6 thé 1a mot yéu t6 gia trong cac phan
{mg PCR, hoic ¢6 thé 1a do sy diéu hoa ting phién m (thodng qua) bdi "ARN
yong tron exon intron (EICiARN)" dugc tich Iiiy trong qua trinh nhay Exon bdi
"IDO-ASO 1". [Cdu triic tw nhién. Mol. Biol. vol 22 (3), 256-264 (2015)] Dit liéu
giai trinh tu Sanger (so d6 bén phai) dd chimg minh mot cach rd rét viéc nhay cac
exon 6-7 gy ra boi "IDO-ASO 1" trong cac té& bao SKOV3.

IDO1 Vi du 2. Hoat tinh chitc ning antisense cia "IDO-ASO 1".

Hoat tinh chirc nang cia "IDO-ASO 1" dugc danh gia vé kha ning ctia n6
dé (rc ché bai tiét kynurenin trong céc té bao SKOV3 nhu sau.

[xét nghiém bai tiét Kynurenin] Céc té bao SKOV3 duoc nudi ciy trong
dia nudi cdy 60 mm chira mdi trudong nudi cy 5 mL duoc xtr Iy bang "IDO-ASO
1" & 0 zM (dbi chimg am) hodc 10 zM dén 1 fM. (3 dia mdi ndng d6) Céc té bao
duoc diéu tri bang cac ASO cung v6i 10 ng/mL y-interferon dé tang sy bai tiét
kynurenin. 24 gi& sau, 200 pL moi truong nudi cdy duogc ldy mau tir mdi dia nudi

cAy va tron véi axit tricloroaxetic 100 puL 30%. Hoén hop da dugce tao xody va duge
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ly thm ¢ murc 8.000g trong 5 phut. 75 uL cua phan ndi phia trén bé mit thu dugc
duoc tron véi 75 pL thude thir Ehrlich (0,8% p-dimetylamino-benzaldehyt trong
axit axetic), va hon hop di duge dinh lugng cho kynurenin tai 490nm trén mot
dau doc ELISA. [PLoS One 5(8): 63301 (2013)].

Hinh 46B cung cip két qua xét nghiém kynurenin. Ngoai trir cac té bao
duoc diéu tri béng 1 aM "IDO-ASO 1", su bai tiét cla kynurenin giam dang ké
(xét nghiém t cua sinh vién) trong cac té bao duoc diéu tri bang ASO & muc 10
zM dén 1 fM. Su bai tiét Kynurenin giam khoang 40% trong cac té bao dugc didu
tri bang 1 fM "IDO-ASO 1".

IDO1 Vi du 3. Nhay Exon gay ra béi "IDO-ASO 5".

"IDO-ASO 5" dugc chi rd trong Bang 8 1a ASO 13 me bd sung day du cho
mot khu vuc trong vi tri cat ndi 5' (5' SS), kéo dai qua diém ndi cta exon 3 va
intron 3 trong tién ARN thong tin IDO1 & ngudi. "IDO-ASO 5" chdng l4p bd sung
véi trinh tuy 13 me nhu duge danh d4u "dam" va "gach chan" trong trinh ty tién

ARN théng tin IDO1 20 me & nguoi cua [5' — 3') UGUCCGUAAG |

guuuggagau]. "IDO-ASO 5" c6 mot chdng 14p bd sung 8 me véi exon 3 va mot
chdng 14p bd sung 5 me véi intron 3.

"IDO-ASO 5" duge dénh gia vé kha ning cua nd dé tao ra sy nhay Exon
trong céc té bao SKOV3 bang phuong phap RT-PCR 16ng IDO1 nhu duge mo ta
trong "IDO1 Vi du 1" trir khi c¢6 ghi cha khac.

[Diéu tri ASO] Cac té bao SKOV3 duge nudi cdy trong dia nuodi ciy 60 mm
duge xtt Iy bing "IDO-ASO 5" & 0 (d6i chimg am), 1, 3, 10, 30 hogc 100 aM trong
48 gio.

[Tong hop cADN bang phuong phap PCR mét bude] 200 ng mau ARN trai
qua phan ‘mg phién ma ngugc 25 pl bang bo kit phuong phap RT-PCR mdt bude
Super Script® voi Taq polymeraza platinum® (Cat. S6 10928-042, Invitrogen)
véi modt bd mdi dic hiéu exon [IDO-exon 1 _xudi: (5" — 3
AAAACTCCTGGACAATCAGT; va IDO-exon 8 nguge: (5 — 3')
ACTTGAAGGGCTTTCTCC] theo cac diéu kién chu trinh sau: 50°C trong 30

138



48536 139/235

phut va 94°C trong 2 phut, sau do6 1a 40 chu ky 30 gidy ¢ 94°C, 30 gidy 6 52°C va
40 giay & 72°C.

[Khuéch dai PCR 16ng] 1uL cADN di duge khuéch dai hon nita trong phan
tmg PCR 16ng 20 pL (Cat. S5 K2612, Bione) bang cach sir dung mot bd moi dic
hiéu exon [IDO-exon In_xudi: (5' — 3') ; va IDO-exon 8n nguoc: (5' — 3')
GTTCACATGATCGTGGATTTG] theo cac didu kién chu ky sau: 95°C trong 5
phit sau d6 1a 30 chu ky 30 gidy ¢ 95°C, 40 gidy ¢ 52°C va 40 gidy ¢ 72°C.

[Di liéu san pham PCR 16ng] Hinh 47A cung cap dir liéu dién di cua cac
san pham PCR 18ng. Cac té bao duge xir Iy bang "IDO-ASO 5" & 30 va 100 aM
rd rang mang lai cac bién thé cit ndi ARN théng tin thiéu exon 2-4 va exon 2-6.
Cudng do6 ctiia ARN thong tin di do dai gidm trong cac té bao dugc xtr Iy ASO,
mic du cuong d6 hoi ting lén trong cac té bao duoc diéu tri bang ASO & mtc 10
aM. Hinh 47B cung cAp dit liéu giai trinh ty Sanger clia cac bién thé cit ndi ARN
thong tin thiéu exon 2-4 va exon 2-6. '

IDO1 Vi du 4. Nhay Exon gdy ra bdi "IDO-ASO 6".

"IDO-ASO 6" dugc chi rd trong Bang 8 1a ASO 13 me bd sung day da cho
mot khu vuce trong vi tri cat ndi 3’ kéo dai qua diém ndi cua intron 3 va exon 4
trong tién ARN thong tin IDO1 & nguoi. "IDO-ASO 6" nhim muc tiéu bd sung
vao vao trinh tu 13 me nhu dugc danh diu "dam" va "gach chan" trong trinh tu
tien ARN thong tin IDO1 20 mé & ngudi cua [[S' — 3') uuuuaaucag |
GUCUUGCCAA]. "IDO-ASO 6" c6 mot chdng lap bo sung 5 me v6i intron 3 va

mdt chdng 14p bd sung 8-mer voi exon 4.

"IDO-ASO 6" duge danh gia vé kha ning cia nd dé tao ra nhay exon trong
cac té bao SKOV3 bing PCR 16ng IDO1 nhu duge m ta trong "IDO1 Vi du 3"
trir khi ¢6 ghi chu khac.

[Dit liéu san pham PCR 10ng ] Hinh 47C cung cap dit liéu dién di ctia céc
san pham PCR 1dng (so dd bén trai) cing v6i dif liéu giai trinh tu Sanger ctia dai
PCR c6 thé gan cho nhay exon (so d6 bén phai). Cac té bao duogce xir Iy bang "IDO-
ASO 6" & mtrc 1 dén 30 aM r& rang mang lai mot bién thé cit néi ARN théng tin

duy nhét thiéu exon 2-5, mac du dai nhay Exon khong duoc phat hién trong cac
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té bao dugc xtr 1y v6i ASO & 100 aM. Cuong d6 ARN thong tin du d6 dai manh
hon trong cac té bao duge xir Iy ASO so véi cac té bao khéng dugc xir Iy ASO,
didu nay c6 thé 1a do su didu hoa ting phién ma bsi "ARN vong tron exon intron
(EIciARN)" dugc tich ity trong qua trinh nhdy Exon boi "IDO-ASO 1" [Cdu triic
tw nhién. Mol. Biol. vol 22 (3), 256-264 (2015).

Vi du vé céc hoat tinh in vitro va ex vivo ctia cac ASO SNAP25

SNAP25 (protein gén két synaposome 25 kDa) 12 mét protein SNARE lién
quan su xuét bao ctia cic chét dan truyén than kinh trong cac té bao than kinh van
dong. Botullinum toxin A (Botox™ ) taich SNAP25 cho hoat tinh chéng nhan nbi
tiéng clia n6. Céc dan xuét APN ciia Cong thirc I trong Bang 9 duge thiét ké dé
nhim muc tiéu bd sung vao vi tri c&t ndi 3' cua exon 7 trong tién ARN théng tin
SNAP25 & ngudi. ASO SNAP25 dugc danh gia v& hoat tinh antisense SNAP25
trong cac té bao SiMa (u nguyén bao than kinh & nguoi) va cac té bao PCI2 ¢6
ngudn gde tr chudt, cling nhu kha néng cua ching dé (rc ché biéu hién SNAP25
trén da cua chuot khi str dung tai chd. Céc vi du sinh hoc dugc cung cép G day la
dé minh hoa hoat dong nhay Exon ciia ASO SNAP25 lam vi du cho hop chét cﬁa
Cong thuc I, va do d6é khong nén din giai dé gidi han pham vi clia sdng ché nay
doi véi ASO SNAP25.

SNAP25 Vi du 1. Nhay Exon trong cac té bao PC12 duge xir 1y bang
"SNAP-ASO 3".

"SNAP-ASO 3" duoc chi rd trong Bang 9 14 ASO 14-mer bd sung day dt
cho trinh tu 14-mer trong vi tri cit ndi 3' kéo dai qua diém ndi ctia "intron 6" va
"exon 7" trong tién ARN thong tin SNAP25 & nguoi. "SNAP-ASO 3" chong lap
bd sung véi trinh tu tien ARN thong tin 14-mer nhu dugc danh dau "dam" va
"gach chan" trong trinh ty tien ARN thong tin 30-mer cua [(5' — 3')
cucuuuggaucccag | GGUAACAAAUGAUGC]. "SNAP-ASO 3" c6 mot chdng

lp 7 me véi "intron 6" va mot chdng l4p 7 me khac véi "exon 7".
"SNAP-ASO 3" dugc danh gia vé kha ning clia né dé tao ra nhay exon
trong céc té bao PC12 (Cat. S6 CRL-1721, ATCC), mic dit "SNAP-ASO 3" ¢6

mdt su khong phu hop duy nhét véi vi tri cit nbi 3' cia "exon 7" trong tién ARN
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thong tin SNAP25 cua chudt doc tr ADN bd gen cua chudt [duge truy cap tur
Trinh tu tham chiéu NCBI: NC_005012]. ASO 14-mer c6 mét chdng lap bd sung
13-mer véi tién ARN thong tin SNAP25 & chudt nhu duge danh dAu "dam" va
"gach chan" trong trinh ty tién ARN thong tin 25-mer ctia [(5' — 3') ugg"c"ucecag
| GGUAACAAACGAUGC], trong d6 su khong phu hgp duy nhét dugce déanh

du bang dau ngoac kép (" ").

[Nudi cdy t& bao & Didu tri ASO] Cac té bao PC12 di duoc duy tri trong
mdi trudng nudi ciy RPMI 1640 bb sung 5% FBS, 10% huyét thanh ngua, 1%
streptomyxin/penixilin, 1% L-glutamin, va 1% natri pyruvat du6i khi quyén 5%
CO, tai 37°C. Céc té bao dugc nudi ciy trong dia nudi cdy 60 mm chira méi trudng
nudi cdy 5 mL duoc xir ly bang "SNAP-ASO 3" & 0 (d6i chtng am), 10, 100 hoic
1.000 zM.

[Trich xudt ARN & Tdng hop cADN bang PCR mdt buéc] Sau khi u véi
"SNAP-ASO 3" trong 42 gi0, cac té bao duoc xir Iy véi 100 pg/mL xycloheximit
trong 6 gio nita dé dong bang dich ma ribosome. Sau d6, toan bd ARN da duoc
trich xuét bang cach st dung Bo kit chiét tach ARN phé quat (Cat. S6 9767,
Takara) theo huéng dan clia nha sén xuét. 200 ng mau ARN trai qua phéan Ung
phién ma nguoc 25 pL bang cach sir dung bo kit phuong phap RT-PCR mét bude
Super Script® véi polymeraza Taq Platinum® (Cat. S6 10928-042, Invitrogen)
véi mot bd mdi dic hiéu exon cua [SNAP-exon 1_xudi: (5' — 3')
ATGGCCGAGGACGCAGACA; va SNAP-exon 14 nguoc: (5' — 3)
AGCATCTTT-GTTGCACGTTG] theo céc didu kién chu ky sau: 50°C trong 30
phut va 94°C trong 2 pht, sau d6 13 40 chu ky 30 gidy & 94°C, 30 gidy 6 50°C va
1 phut & 72°C.

[Khuéch dai PCR 1dng] 1 uL cADN trai qua phan tmg PCR long 20 pL
(Cat. S6 K2612, Bione) voi mdt bd mdi dic hiéu exon cia [SNAP-exon 1_xuoi:
(5" — 3') ATGGCCGAGGACGCAGACA; SNAP-exon 14n_nguogc: (5' — 3')
TTGTTGGAGTCAGCGCCT] theo cac diéu kién chu ky sau: 95°C trong 2 phut
tiép theo 34 chu ky 30 gidy ¢ 95°C, 30 gidy ¢ 55°C va 1 phut tai 72°C.
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[Nhan dién cac san pham nhay Exon] Cac san pham PCR d3 duoc phan
tach dién di trén gel agaroza 2%. Cac dai ¢ kich thuée muc tiéu dugc thu thap va
phan tich bang phuong phép giai trinh tw Sanger.

Hinh 48A cung cép dit liéu dién di cia céc san phim PCR, trong d6 mau
xur ly ASO 10 zM mang lai m¢t dai PCR mo ¢6 thé gan cho viéc nhay Exon 5-7
(xem so dd bén trai). Ngay cé khi céc té bao duge xtt ly bang xycloheximit dé lam
mét 6n dinh ARN théng tin du d6 dai bang cach déng bing dich ma ribosome, dai
nhay Exon chi dugc phat hién md nhat. Do do, bién thé cit ndi ARN thong tin
SNAP25 ¢6 thé gan cho viéc nhay Exon 5-7 ¢6 kha néng cho thdy sy 6n dinh trao
d6i chét kém trong cac té bao so véi ARN thong tin di do dai. San pham PCR
nhay Exon dugc giai trinh tu 1a nhay Exon (5-7) nhu trong Hinh 48A. (xem so d6
bén phai) Cho rang san pham PCR c6 thé gan cho viéc nhay Exon 6 da dugc quan
sat bat ké nong d6 ASO, viéc nhay Exon 6 dugc coi 1a xay ra tu phat.

Cuong do cia ARN thong tin SNAP25 dii d6 dai giam nhiéu nhat trong céc
té bao duogc xur ly véi 10 zM "SNAP-ASO 3". Cuong do ARN thong tin du do dai
tang din dén muc cia di chimg 4m (nghia 1a khong xtr Iy ASO), khi nong do
ASO da tang tir 10 dén 1.000 zM. Mau phéan Umg lidu dao nguge trong dit liéu
PCR 1dng c6 thé 1a do sur diéu hoa tang phién ma bai "ARN vong tron exon intron
(EICiARN)" duogc tich lfly trong qua trinh nhay Exon véi "SNAP- ASO 3"
[Nature Struc.Mol. Biol. vol 22 (3), 256-264 (2015)]

SNAP25 Vi du 2. Phuong phap qPCR d6i v6i ARN thong tin SNAP25
trong céc té bao PC12 dugc xu ly béng "SNAP-ASO 3".

"SNAP-ASO 3" duoc d4nh gid bing qPCR 16ng SNAP25 di véi kha ning
clia né dé tao ra nhing thay doi vé nong do ARN thong tin SNAP25 & chudt trong
cac té bao PC12 nhu sau.

[Nudi cdy té bao & diéu trj ASO] Céc té bao PC12 duoc nudi cdy trong dia
nubi cdy 60 mm chira méi truong nuéi cdy 5 mL duge xit ly bang "SNAP-ASO
3" & 0 (d6i ching 4m), 10, 100 hodc 1.000 zM. (2 dia cho mdi ndng d6 ASO)

[Trich xuit ARN & Toéng hop cADN bang phuong phap RT-PCR mot

buéc] Sau khi u voi "SNAP-ASO 3" trong 42 gio, cac té bao duge xir Iy 100
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ng/mL xycloheximit trong 6 gio nita dé déng bang dich mi ribosome. Sau dé,
toan bo ARN duoc chiét xuét tir cc té bao bé‘mg cach str dung B0 kit tach chiét
ARN phé quét (Cat. S5 9767, Takara) theo huéng din ctia nha san xudt. Mau
ARN 200 ng trai qua phan mg phién ma nguoc 25 pL béang cach str dung bo kit
phuong phap RT-PCR mdt bude (Invitrogen, Hoa Ky) véi mot bo céc moi dic
hiéu exon ctiia [SNAP-exon 1_xudi: (5' — 3') ATGGCCGAGGACGCACA,; va
SNAP-exon 14 _nguoc: (5'— 3') AGCATCTTTGTTGCACGTTG] theo céc didu
kién chu ky sau: 50°C trong 30 phut va 94°C trong 2 phut, sau d6 1a 20 chu ky 30
gidy & 94°C, 30 gidy ¢ 55°C va 1 phuat ¢ 72°C.

[Khuéch dai qPCR 16ng] 1 pL ctia mdi dung dich cADN duoc pha lodng
100 lan trai qua phan (mg PCR thoi gian thue 20 pl véi mot tap hop cac moi dic
hiéu exon ctia [SNAP-exon 7q_xudi: (5' — 3') ATGGATGAAAACCTAGAGC;
va SNAP-exon 8q nguoc: (5' — 3") CTTCCCAGCATCTTTGTT] theo cac diéu
kién chu ky sau: 95°C trong 3 phit sau d6 1a 40 chu ky 10 gidy ¢ 95°C va 30 gidy
& 60 °C. Phan ung qPCR dugc theo ddi voi dau do Tagman cua [(5' — 3') 5,6-
FAM-CAGCCTTCT-ZEN-CCATGATCCT-3IABKFQ] nhim muc tiéu vao diém
ndi cua exon 7 va exon 8 dé dinh luong ARN thong tin SNAP25 du d6 dai.

Hinh 48B cung cép dit liéu gPCR, trong d6 mirc ARN thoéng tin ¢ du do
dai giam dang ké (kiém dinh t cta sinh vién) trong céc té bao duge xir ly véi
"SNAP-ASO 3" & muc 10 zM va 100 zM tuong Gng khoang 50% va 20%. Tuy
nhién, mirc d6 ARN thong tin di do dai trong cac té bao duge xi 1y bang 1.000
zM " SNAP-ASO 3" cao hon mdt chit so voi mure do cua cac té bao khong dugc
xtr Iy ASO (nghia 13 d6i chimg am).

MAu phan tmg lidu dao ngugc cta dir liéu qPCR tuong ddi phu hop véi
mAu phan tng lidu ctia mirc ARN thong tin ¢6 di d6 dai trong qué trinh nhay Exon
duoc mo ta trong "SNAP25 Vi du 1", cho théy viéc diéu hoa tang phién ma khi
lidu ASO tang tir 10 dén 1.000 zM. Do do, mdt chong lép bd sung 13 me véi tién
ARN théng tin SNAP25 ciia chudt s& khong dit dé dénh bai sy diéu hoa ting phién
mi gay ra boi (cac) EICiARN tich lily trong qud trinh nhay Exon.
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SNAP25 Vi du 3. Phuong phap qPCR cho ARN thong tin SNAP25 trong
céc té bao PC12 duoc xir Iy bang "SNAP-ASO 1"

"SNAP-ASO 1" dugc chi rd trong Bang 8 1a ASO 16 me hoan toan b sung
cho trinh tu 16 me cua vi tri cat ndi 3' kéo dai qua diém ndi cua intron 6 va exon
7 trong tién ARN thong tin SNAP25 & ngudi. "SNAP-ASO 1" chdng 14p bo sung
véi trinh tu muc tiéu 16-mer nhu dugc danh d4u "dam" va "gach chan" trong trinh
tu tién ARN thong tin 30-mer & nguoi ctia [(5' — 3') cucuuuggaucccag
GGUAACAAAUGAUGC]. "SNAP-ASO 1" c6 mot chdng 14p 6 me véi intron 6

va mot chdng lap 10 me véi exon 7. Tuy nhién, ASO c6 mdt sy khong phu hop
duy nhét véi tién ARN théng tin SNAP25 ¢ chudt nhu dugce dénh dAu "dam" va
"gach chan" trong trinh tu tien ARN thong tin 25-mer ctia [(5' — 3') uggcucceag
| GGUAACAAA"C"GAUGC], trong d6 véi mot sy khong phu hop duy nhét

duoc danh diu bang diu ngozc kép (" ).

"SNAP-ASO 1" dugc danh gia bang qPCR 16ng SNAP25 vé kha ning clia
né dé tao ra nhitng thay doi vé mtic 46 ARN thong tin SNAP25 & chudt trong cac
té bao PC12 nhu dugc mo ta trong "SNAP25 Vi du 2", trir khi cé ghi cha khéc.

Hinh 48C cung cép dit liéu qPCR, trong d6 mic ARN théng tin c6 du do
dai giam dang ké (thtr nghiém t cta sinh vién) trong céc té bao duoc xir ly véi
"SNAP-ASO 1" & 10 zM, 100 zM va 1.000 zM khoang 50%, 40% va 70%, tuong
ung.

Gibng nhu trong trudong hop "SNAP-ASO 3", mau phan tng lidu ngugc
duoc sao chép mot phan véi "SNAP-ASO 1" khi lidu duoc tang tir 10 dén 100
7M. Do mtrc ARN thong tin d d6 dai giam hon nita khi ndng d6 ASO ting lén
1.000 zM, tuy nhién, hiéu quéa nhay Exon cia "SNAP-ASO 1" dudng nhu manh
hon so véi "SNAP-ASO 3". Mot chdng lap bd sung 15 me ctia "SNAP-ASO 1"
v6i tién ARN thong tin cuia chudt s& chiu trach nhiém cho hiéu qua nhay Exon cao
hon nay.

SNAP25 Vi du 4. Uc ché biéu hién protein SNAP25 trong c4c té bao PC12
bing "SNAP-ASO 3".
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"SNAP-ASO 3" duge danh gia vé kha nang ctia né dé tic ché sy biéu hién
cua protein SNAP25 trong cac té bao PC12 nhu sau.

CAc té bao PC12 duogc nudi cdy trong dia nudi cdy 60 mm chita méi truong
nuoi ¢y 5 mL va dugc xi Iy bing "SNAP-ASO 3" & 0 zM (d6i chimg am), 1 zM,
10 zM, 30 zM, 100 zM, 300 zM, 1 aM, 3 aM hoac 10 aM trong 48 gio. Co 4 dia
nudi cdy ctia doi chimg am dé bu dip cho cac yéu t6 gia k§ thuét tiém tang trong
phén tich western blot.

[Ly giai té bao] Sau d6, cac t bao duge phan giai trén da v6i 200 L 1 1an
dung dich dém RIPA (Cat. Number 9806, Cell Signaling Tech) bb sung 1% SDS
va | lan dung dich chét tc ché proteinaza (cOmplete Mini, Roche). Cac dich phan
giai dugc thu thap trong 6ng dién tir dung tich 1,5 ml, trdn v6i dung dich dém mau
100 pL 5 1an va dun séi trong 5 phut.

[Western blot] Cac dich phén giai dd dugc phén tach dién di trén gel
gradient 4-15% TGX-PAGE (Cat. S6 456-1086, Bio-Rad) va sau d6 duge chuyén
vao mang PVDF 0,45 um. Mang nay dugc thdm do voi mot khang thé khang
SNAP25 (Cat. S $9684, Sigma) va mot khéng thé khang B-actin (Cat. S0 A3845,
Sigma).

Hinh 49A cung cép dir liéu Western blot SNAP25 thu dugc véi cac dich
phén giai té bao PC12 (so db trén ciing) ciing véi cde mirc do biéu hign SNAP25
tuong d6i duoc chuin héa so véi B-actin bang phép do mat dd (so dd duéi cung).
Murc protein SNAP25 giam tur 10 dén 60% trong cac té bao dugc diéu tri bang
"SNAP-ASO 3". Mitic biéu hién cua dbi chimg 4m (nghia 1a 0 zM "SNAP-ASO
3") 1a murc biéu hién trung binh ctia 4 mau.

SNAP25 Vi du 5. Uc ché bidu hién protein SNAP25 trong cac té bao PC12
bing "SNAP-ASO 1"

"SNAP-ASO 1" dugc dénh gia vé kha ning ciia n6 dé Gic ché biéu hién
protein SNAP25 trong cac té bao PC12 nhu dugc md ta trong "SNAP25 Vi du 4",
trir khi c6 ghi cht khac. Céc té bao PC12 duge xir Iy bang "SNAP-ASO 1" & mtc
0 (ddi chimg 4m), 100 hodc 1.000 zM trong 48 gi¢ hodc trong 72 gio. (Mot dia

nudi cay cho mdi ndng d6 ASO)
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Hinh 49B cung cép dit liéu Western blot cho diéu tri ASO 48 gid (trai) va
72 gidy (phai). "SNAP-ASO 1" da trc ché dang ké su biéu hién cua protein SNAP25
trong cac té bao PC12 & ca hai thoi diém.

SNAP25 Vi du 6. Uc ché biéu hién protein SNAP25 trong té bao SiMa
bang "SNAP-ASO 3".

"SNAP-ASO 3" dugc danh gid vé kha ning ctia n6 dé trc ché su biéu hién
cua protein SNAP25 trong cac té bao u nguyén bao than kinh SiMa & ngudi nhu
sau.

[Nuéi ciy té bao va didu trj ASO] Céc té bao SiMa (Cat. S6 ACC164,
DSMZ) duoc duy tri trong mdi truong RPMI 1640 bd sung 10% FBS, 1%
streptomyxin/penixilin, 1% L-glutamin va 1% natri pyruvat dudi khoéng khi 5%
CO, & 37°C. Cac té bao SiMa duoc nudi ciy trong dia nuéi cdy 60 mm chtra moi
trudng nudi cdy 5 ml va dugce xu ly trong 48 gid v6i "SNAP-ASO 3" 6 0 zM (d6i
chimg am), 1 zM dén 100 aM. C6 3 dia nudi chy cho dbi chimg 4m dé bu dép cho
céc yéu tb gia ky thuat tiém tang trong phan tich western blot.

[Ly giai] Céc té bao da duoc ly giai trén da v6i dung dich dém RIPA 200
uL (Cat. 86 9806, Cong nghé tin hiu té bao) dugc bo sung v6i 0,1% SDS va dung
dich trc ché protein 1 lan (cOmplete Mini, Roche). Sau d6, cac dich phéan giai
duoc thu thap trong ong dién tir dung tich 1,5 ml, tron véi dung‘ dich dém mau
100 pL 5 1an va dun séi trong 5 phit.

[Western blot] C4c dich phan giai da dugc phéan tach dién di trén gel 12%
SDS-PAGE va dugc chuyén vao mang polyvinyliden diflorua (PVDF) 0,2 pm.
Mang nay di duoc tham do véi mot khang thé khang SNAP25 (Cat. S6 ab41455,
Sigma) va mot khang thé khang B-actin (Cat. S6 A3845, Sigma).

Hinh 50A cung cép dir liéu Western blot SNAP25 thu dugc véi cac dich
phan giai té bao SiMa (so dd trén cung) cung véi mic do biéu hién SNAP25 tuong
déi duge chuan héa so véi B-actin bang phép do mat dd (so d6 duéi cing). Mic
protein SNAP25 giam tur 40 dén 50% trong cac té bao duoc didu tri bang "SNAP-
ASO 3".
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SNAP25 Vi du 7. Phuong phap qPCR cho ARN thdng tin SNAP25 trong
céc té bao SiMa duogce xtr Iy bang "SNAP-ASO 3".

"SNAP-ASO 3" dugc danh gia bang qPCR 16ng SNAP25 vé kha ning cla
né dé tao ra nhitng thay doi vé mtc 4o ARN thong tin SNAP25 & nguoi trong cac
té bao SiMa nhu sau.

[Nudi cdy té bao & didu tri ASO] Céc té bao SiMa dugc nudi cay trong dia
nudi cay 60 mm chira mdi truong nudi cay 5 mL va duge xir Iy bang "SNAP-ASO
3"¢60zM (déi chimg am), 1 zM, 10 zM, 100 zM hodc 1 aM, 10 aM hodc 100 aM.
(2 dia cho mdi ndng do ASO)

[Trich xudt ARN & Téng hop cADN] Toan bd ARN dugc chiét xudt tir cac
té bao bang cach str dung "RNeasy Mini Kit" (Cat. Sb 74106, Qiagen) theo huéng
dan ctia nha san xuét. 200 ng cia mau ARN trai qua phan ing phién ma nguoc 25
ul bang cach str dung bd Kit tong hop cADN soi PrimeScript 1% (Cat. No. 6110B,
Takara) vdi cac doan moi ngau nhién.

[Khuéch dai qPCR] Céc phéan tmg PCR duoc theo doi bang dau do Tagman
[(5" — 3" 56-FAM-CGGCTTCAT-ZEN-CCGCAGGGTAACAA-3IABKFQ]
nham muc tiéu vao diém ndi clia exon 6 va exon 7 vi mot bd mdi dic hiéu exon
[SNAP-exon 6_xubi: (5' — 3') GACGAACGGGAGCAGATG; va SNAP-exon
8 nguoc (2): (5" — 3") ATCTCATTGCCC-ATATCCAGG]. Diéu kién chu ky:
95°C trong 3 phut tiép theo 40 chu ky 15 gidy ¢ 95°C va 30 gidy & 60°C.

Hinh 50B cung cip dit liéu qPCR, trong d6 mirc do ARN thong tin
SNAP25 di do dai & ngudi giam dang ké (kidm dinh t cta sinh vién) trong céc té
bao duoc xi Iy bing "SNAP-ASO 3" & 1 zM, 100 zZM, 1 aM va 100 aM tir 20 dén
40%. Céc t& bao duoc didu tri bing ASO & 100 aM cho thdy su ic ché manh nhét
40%.

SNAP25 Vi du 8. Uc ché biéu hién protein SNAP25 trén da chudt dugc
tiém tai chd v6i "SNAP-ASO 1"

"SNAP-ASO 1" 1a mdt ASO 16 me hoan toan bd sung cho vi tri cit ndi 3'
kéo dai qua diém ndi cua intron 6 va exon 7 trong tién ARN thong tin SNAP25 &

chudt doc tir ADN bd gen ctia chudt [duoc truy cép tu trinh tu tham khao NCBI:
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NC 000068]. "SNAP-ASO 1" dugc danh gi4 vé kha nang trc ché sy biéu hién cua
protein SNAP25 trén da khi sir dung tai chd nhu sau.

[CAt 16ng va phan nhém] Vao ngay 0, 8 con chudt cai C57BL/6 (5 tudn
tudi) da duoc gy mé béang zoletil/rompun, va 16ng & lung (khoang 3 cm x 4 cm)
da dugce cat bang kep. Nhitng con chudt dugc phén ngau nhién thanh 4 nhém, tire
12 khéng c6 nhém diéu tri ASO (dbi ching am) va 3 nhém diéu tri 1 fM, 10 fM
va 100 fM "SNAP-ASO 1". (2 con mdi nhom)

[Tiém tai chd] Cac dung dich dung tai chd d3 duge chuén bi bing cach pha
lodng lan luot dung dich gbc nude cia "SNAP-ASO 1" trong 30% (theo thé tich)
ethanol trong nudc dugc bb sung 3% (theo thétichs) glyxerin thanh 0, 1, 10 va
100 fM "SNAP-ASO 1". Mdi con chudt dugc tiém tai chd voi khoang 100 uL
dung dich tai chd & da lung da tay 16ng bang cach sir dung mot quéa bong bong hai
lan mdi ngay trong cac ngdy tir 0 dén 4.

[Liy méu da] Vao chiéu ngay 4, cac con chudt dugc gdy mé bang
zoletil/rompun dé lay mau phan da dugc xt ly tai chd bing ASO. Cac mau da sau
dé duogc THC véi protein SNAP25 nhu duge mo ta dudi day.

[IHC SNAP25] Cac mau da duge cat cryo va nhudm mién dich mot loat
véi khang thé khang SNAP25 dau tién (Cat. Number ab41455, Abcam) & d6 pha
lodng 1:200, vé1 khang thé khang IgG thir hai (Cat Number BA-1100, Vector) &
do pha lodng 1:200 dilution va sau d6 véi Dylight 594-steptavidin (Cat Number
SA-5594, Vector, CA, USA) & dd pha lodng 1: 200 dé gén thé huynh quang mau
d6. Khang thé khang SNAP25 tham do dau C cta protein SNAP25. Hinh anh THC
duoc chup trén may quét slide Zeiss dé danh gia biéu hién ctia protein SANP25.
Nhuém DAPI dugc thyc hién dé hinh dung cAu trac vi mo cia da.

Hinh 51 cung cdp mot bo anh dai dién THC SNAP25 theo nhém. Trong
nhom déi chimg 4m tinh, biéu hién protein SNAP25 cao & 16p co ngay bén dudi
16p ha bi. Biéu hién protein SNAP25 trong 16p co duge coi 1a bét ngudn tir biéu
hién protein SNAP25 trong céc soi truc than kinh van dong dugc nhung trong 16p
co. Céc biéu hién protein SNAP25 trong 16p co bép giam dan dan khi lidu dugc

tang 1én. Sy gidm dang chi y nhit dugc quan sat thay trong nhém diéu tri 100 fM.
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Su trc ché biéu hién protein SNAP25 day du do dai & da boi IHC duong
nhu manh hon su (e ché bdi Western blot quan sat dugc trong cac té bao PC12
(xem "SNAP25 Vi du 5"). Su diéu hoa ting sao chép béi (cac) EICiARN trong
céc té bao so cép, néu c6, dudong nhu khong dugc danh dau béng su diéu hoa 1én
lién quan dén cac té bao ung thu bao gbm cac té bao PC12 va SiMa.

Vi du cho hoat tinh in vitro cia cac ASO TYR

Tyrosinaza (TYR) 1a mét enzyme li€n quan dén sy hinh thanh hic t6 hoic
shc t6 da. Cac dan xudt APN ctia Cong thirc I trong Bang 10 dugc thiét ké dé nhim
bo sung vao vi tri cit nbi 3' clia exon 2 trong tién ARN théng tin TYR & ngudi
hoac chudt. ASO TYR dugc danh gia vé hoat tinh nhay Exon antisnese TYR trong
cac té bao hic t6 6 ngudi cling nhu trong cac té bao B16F10 (u 4c tinh & chuot).
Céc vi du sinh hoc duoc cung cap & day 1a dé minh hoa hoat tinh nhay Exon ctua
ASO TYR lam vi du cho hop chat ctia Cong thirc I, va do d6 khong nén dién giai
dé giéi han pham vi clia sang ché nay dbi véi ASO TYR.

TYR Vi du 1. Nhay Exon giy ra boi "TYR-ASO 4" trong cac té bao
B16F10.

"TYR-ASO 4" dugc chi rd trong Bang 10 14 ASO TYR 13 me bd sung day
du cho vi tri cat ndi 3' kéo dai qua dudong ndi cua intron 1 va exon 2 trong TYR &
chudt nhu duoc danh dAu "dam" va "gach chan" trong trinh tu tiéen ARN thong tin
TYR 30 me & chudt cua [(5' — 3') aauuguuuuucacag |
AUCAUUUGUAGCAGAY]. Trong khi d6, "TYR-ASO 4" ¢6 4 su khong khép

vé6i vi trf cét ndi 3' kéo dai qua diém néi cua intron 1 va exon 2 trong tién ARN
thong tin TYR & nguoi nhu duge danh du bang dau ngoic kép (" ") trong trinh
ty tien ARN théng tin 30 me cta [(5' — 3') ggguguuuug'u"acag
AU"UG"U"C"UGUAGCCGAL.

"TYR-ASO 4" dugc danh gia vé kha nang ctia n6 dé tao ra sy nhay cia
exon 2 TYR & chudt trong céc té bao khdi u 4c tinh B16F10 nhu sau. "TYR-ASO
4" ¢6 thé déng vai tro 13 hop chét thay thé t6t cho "TYR-ASO 1", bd sung dﬁy da
cho tién ARN thong tin TYR & nguoi.
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[Nuéi cdy té bao & Diéu tri ASO] Céc té bao u ac tinh & chudét B16F10
(Cat. S& CRL-6485, ATCC) duoc duy tri trong DMEM (méi trudng t6i thiéu can
thiét Eagle ctia Dulbecco) duoc bb sung 10% FBS, 1% streptomyxin/penixilin va
0,01 mg/ml insulin bo. Céc té bao B16F10 dugc nuéi ciy trong dia nubi cay 60
mm chra 5 mL DMEM dugc U trong 5 gio voi "TYR-ASO 4" ¢ 0 (d6i chimg 4m),
1, 10, 100 hodc 1000 aM.

[Trich xudt ARN & Téng hop cADN bang phuong phap PCR mét budc]
Toan bd ARN dugc chiét xuit bang cach st dung B6 Kit tach chiét ARN phd quat
(Cat. S6 9767, Takara) theo hudng dAn cia nha san xuit. Mau ARN 200 ng da
dugc sir dung cho phan Umg phién ma nguoc 25 pL bang cach st dung bo kit
phuong phap RT-PCR mdt bude Super Script® v6i polymeraza Taq Platinum®
(Cat. S6 10928-042, Invitrogen) véi mot bd mdi dic hiéu exon cta [TYR-exon
1 xudi: (5' — 3') GTAAGTTTGGATTTGGGG; va TYR-exon 4_ngugc: (5" —
3') AGAGCGGTATGAAAGGAA] theo cac diéu kién chu trinh sau: 50°C trong
30 phut va 94°C trong 2 phut, sau d6 1a 15 chu ky 30 gidy & 94°C, 30 gidy ¢ 52°C
va 40 giay & 72°C.

[Khuéch dai PCR 16ng ] 1 uL cADN da dugce khuéch dai hon nita trong
phan (mg PCR 1ng 20 pL (Cat. 6 K2612, Ngudi tién phong) véi mot bd moi
dac hiéu exon cua [TYR-exon In_xuoi: (5 — 3"
GAGAACTAACTGGGGATGA; va TYR-exon 4n ngugc: (5 — 3
CGATAGGTGCATTGGCTT] theo cac diéu kién chu ky phét trién: 95°C trong
5 phut sau d6 1a 30 chu ky 30 gidy 6 95°C, 30 gidy & 52°C va 40 gidy ¢ 72°C.

[Nhan dién cac san pham nhay Exon] Céc san pham PCR d3 duoc phan
tach dién di trén gel agaroza 2%. Cac dai c¢6 kich thude muc tiéu dugce thu thap va
phan tich bing phuong phap giéi trinh tu Sanger.

Hinh 52A cung cip dit liéu dién di cia cac san pham PCR. Cic té bao khong
duoc xtr Iy ASO mang lai hai dai PCR, mét cho ARN thong tin TYR du d6 dai va
mot cho bién thé ARN thong tin TYR khdng c6 exon 2 va 3, cho thdy viéc nhay
cac exon tu phat 2-3. Tuy nhién, cac té bao duoc xtr Iy v6i "TYR-ASO 4" & mic

| dén 1.000 aM, vé co ban chi mang lai bién thé cit ndi ARN théng tin TYR thiéu
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exon 2 va 3. Do do, "TYR-ASO 4" lam tdng xu hudng nhay Exon 2-3 trong céac
té bao u 4c tinh B16F10.

San phdm PCR cho nhay Exon duge gidi trinh tu 1a bién thé cit néi ARN
thong tin thiéu exon 2-3 nhu trong Hinh 52B.

TYR Vi du 2. Phuong phap qPCR cho ARN thong tin TYR trong céc té
bao B16F10 duogc xu 1y bang "TYR-ASO 4".

"TYR-ASO 4" duge danh gid bang qPCR 16ng TYR vé kha ning ctia n6 dé
tao ra nhitng thay d6i & mic do ARN théng tin TYR & chudt trong cac té bao
B16F10 nhu sau.

[Nubi cdy té bao & xtt Iy ASO] Céc té bao B16F10 duge nudi cay trong dia
nuéi cdy 60 mm chira moi trudng nudi cay 5 mL duoc xir ly bang "TYR-ASO 4"
& 0 (d8i chimg am), 1, 10, 100 hodc 1000 aM. (2 dia mdi liu)

[Trich xuit ARN & Téng hop cADN bing PCR mét buéc] Toan bd ARN
duoc chiét xuét va trai qua tong hop cADN nhu dugc mé ta trong "Vidu TYR 1",

[Khuéch dai qPCR 16ng ] 1 pL ctia mdi dung dich cADN dugc pha lodng
100 lan trai qua phan ung PCR thdi gian thyce 20 pL véi dau do Tagman nhim
muc tiéu vao diém ndi cta exon 2 va exon 3 (Cat. S6 Mm00495818 m1, Thermo
Fisher Scientific) theo cac diéu kién chu trinh sau: 95°C trong 3 phut tiép theo 30
chu ky 10 gidy ¢ 95°C va 30 giay ¢ 60°C.

[Phan tich théng ké] Thi nghiém qPCR 16ng dugc 1ap lai doc lap bon lan
va cac mirc ARN théng tin riéng 1é tir mdi thi nghiém dugc chuin hoéa theo mirc
ARN théng tin ma khong xir ly ASO. Cac mirc ARN thong tin thu dugc tir tat ca
4 thi nghiém riéng biét dugc gop lai dé phan tich théng ké bé“tng kiém dinh t cua
sinh vién. Do d6, s6 luong mau ARN 14 8 trén mdi nong d ASO.

Hinh 52C cung cép dir liéu gPCR duogc gop lai, trong d6 murc ARN thong
tin c6 du do dai giam déang ké (kiém dinh t ctia sinh vién) khoéng 40% trong céc
t& bao duoc xit 1y bing "TYR-ASO 4" & mirc 1 dén 1.000 aM.

TYR Vi du 3. Uc ché biéu hién protein TYR bang "TYR-ASO 4" trong cac
té bao B16F10.
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"TYR-ASO 4" duoc danh gia vé kha ning ctia nd dé tic ché sy biéu hién
cua protein TYR trong cac té bao B16F10 nhu duge mo ta dudi day.

Céc té bao B16F10 duoc nudi ciy trong dia nudi cdy 60 mm chira méi
truong nudi cdy 5 mL dugc xit 1y bing "TYR-ASO 4" trong 24 gid & 0 zM (dbi
chimg am), 10 zM, 100 zM, 1 aM hodc 10 aM va dugc ly giai véi dung dich dém
ly giai té bao 200 pL 1 1An (Cat. S6 9803, Cong nghé tin hiéu té bao) bd sung dung
dich tc ché proteaza 1 14n (Cat. S6 P8340, Sigma). 200 pL mdi dich phan giai
duoc tron voi dung dich dém mau 100 pL 5 1an va dun s6i & 100°C trong 5 phut.
20 pL ctia méi dich phan giai da dugc phén tach dién di trén gel TGX gradient 4-
15% (Cat sb 456-1086, Bio-Rad) va chuyén protein vao mang PVDF 0,45 pm.
Mang nay dugc tham do véi mot khang thé khang TYR (Cat. S6 9319, Cong nghé
tin hidu té bao) va mdt khang thé khang B-actin (Cat. S6 a3845, Sigma).

Hinh 53A cung cip dir liéu Western blot TYR thu dugc véi cac dich phan
giai té bao B16F10. Murc protein TYR cao hon ding ké trong cac dung dich d6i
ching Am so véi cac dich phan giai cua céc té bao duge xur Iy bang "TYR-ASO
4",

TYR Vi du 4. Uc ché sy hinh thanh héc t6 bang "TYR-ASO 4" trong cac
té bao B16F10.

"TYR-ASO 4" duoc danh gia vé kha ning ctia n6 dé te ché sy hinh thanh
héc tb trong cac té bao B16F10 nhu duoc md ta dudi day.

Céc té bao B16F10 dugc nudi cay trong dia nudi cdy 60 mm chtra méi
truong nudi cdy 5 mL duge xt 1y bang "TYR-ASO 4" ¢ 0 (d6i chimg am) hoic 1
dén 1.000 aM, hoic v6i arbutin 10 hodc 100 pg/mL lam d6i chimg duong. (2 dia
nuoi ciy mdi lidu) 24 gio sau d6, cac té bao dugce ly giai voi 200 pL NaOH 1N.
MObi dich phén giai dugc thu thép trong éng dién tir dung tich 1,5 ml va dugc gitr
qua dém & nhiét d¢ phong. Ham luong melanin trong mdi dich phan giai dugc xac
dinh bang do hép thu & budce séng 475nm trén may doc ELISA. Thi nghiém dugc
lap lai bdn 14n bang cach sir dung céc té bao & cac doan khac nhau. Bbn bé dit liéu
ham luong melanin dugc gop lai dé phan tich théng ké bang xét nghiém t clia sinh

vién dbi voi ham Iugng melanin ma khong diéu tri (d6i ching am).
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Hinh 53B t6m tt nhiing thay doi vé ham luong melanin trong céc té bao
B16F10 sau khi 01 24 gid véi "TYR ASO 4" hodc véi arbutin. Ham lugng melanin
giam dang ké khoang 15% va 25% trong céc té bao duge diéu tri v6i 10 pg/mL
va 100 pg/mL arbutin, trong tmg. Trong truong hop cac té bao dugc diéu tri bang
" TYR-ASO 4", ham luong melanin gidm dang ké khoang 15% ma khong phu
thude nhidu vao lidu. Hoat tinh tic ché ctia "TYR-ASO 4" tuong duong véi hoat
tinh cua 10 ug/mL arbutin.

TYR Vi du 5. Phuong phap qPCR cho ARN thdong tin TYR trong té bao
héc t6 & ngudi duoc diéu tri bang "TYR-ASO 1"

"TYR-ASO 1" duogc chi rd trong Bang 10 14 ASO TYR 13 me bb sung day
di cho vi trf cat néi 3' kéo dai qua diém ndi cua intron 1 va exon 2 trong TYR &
ngudi nhu dugc danh dAu "dam" va "gach chan" trong trinh tiéen ARN théng tin
TYR & nguoi cia [(5' —3') ggguguuuuguacag | AUUGUCUGUAGCCGA].

"T'YR-ASO 1" duoc danh gia bing gPCR 1dng TYR vé kha ning clia né dé

tao ra nhiing thay ddi vé muc do ARN thong tin TYR trong céc té bao hic tb biéu
bi nguyén phat 6 nguoi nhu sau.

[Nubi cdy té bao & Diéu tri ASO] Céc té bao héc to bicu bi nguyén phit
(Cat. S6 PCS-200-013, ATCC) dugc duy tri trong Mbi truong co s6 té bao Dermal
(Cat Number PCS-200-030, ATCC) duge bd sung Thanh phan B Kit ting truong
t& bao héc té truong thanh (Cat S6 PCS-200-042, ATCC). Céc t€ bao hic t6 dugc
nudi cdy trong dia nudi cdy 60 mm chtra mdi trudng nudi ciy 5 mL duge xtt ly
bing "TYR-ASO 1" & 0 zM (dbi chimg 4m), 1 zM, 100 zM hogc 10 aM. (3 dia
cho mdi ndng dd)

[Trich xuét ARN & Téng hop cADN bang phuong phip PCR mét budc]
Sau khi ¢ véi "TYR-ASO 1" trong 5 gid, toan bd ARN da dugc trich xuat bang
cach st dung RNeasy Mini Kit (Cat. S6 74106, Qiagen) theo huéng dan clia nha
san xuat. Mau ARN 200 ng trai qua phan ung phién mi nguoc 25 plL bang cach
st dung bo kit phuong phap RT-PCR mot bude Super Script® voi polymeraza
Taq Platinum® (Cat. S6 10928-042, Invitrogen) véi mdt bd moi dic hiéu exon

cua [TYR-exon 1 _xudi(2): (5" — 3") CTCTTTGTCTGGATGCATT; va TYR-
153



48536 154/235

exon 5_ngugc: (5' — 3') CTGTGGTAATCCTCTTTCT] theo céc diéu kién chu
ky sau duoc chi dinh: 50°C trong 30 phut va 94°C trong 2 phut, sau d6 la 15 chu
ky 30 gidy 6 94°C, 30 gidy ¢ 50°C va 1 phut & 72°C.

[Khuéch dai PCR 10ng] 1 pL cADN dugc khuéch dai hon nita trong phan
tmg PCR 1ng 20 pL (Cat. S8 K2612, Ngudi tién phong) v6i mt bd moi dic hidu
exon ctia [TYR-exon 2n_xudi: (5' — 3') GATAAAGCTGCCAATTTC; va TYR-
exon 3n_nguoc: (5' — 3") TTGTGCATGCTGCTTTGA] véi dau do Tagman [(5'
— 3 5,6-FAM-CACTGG-ZEN-AAGGATTTGCTAGTCCAC-3IABKFQ].
Piéu kién chu ky: 95°C trong 3 phut tiép theo 40 chu ky 10 gidy & 95°C va 30
giay ¢ 60°C.

Hinh 53C cung cép dit liéu qPCR, trong d6 mirc ARN thong tin TYR du do
dai giam khoang 30% trong cac té bao héc t6 & ngudi dugc diéu tri bang "TYR-
ASO 1" & muc 1 zM xudng con 10 aM. Sy gidm quan sat dugc ¢6 ¥ nghia (kiém
dinh t cta sinh vién) trong cac té bao duoc xir Iy biang "TYR-ASO 1" & mic 1 zM
va 10 aM.

Vi du cho céc hoat tinh sinh hoc cua cac ASO PD-1

PD-1, con dugc goi la protein chét t& bao dugc 1ap trinh 1 hoiic CD279, 1a
mot thu thé bé mit t& bao biéu hién trong cc té bao mién dich. PD-1 12 mét protein
diém kiém tra mién dich lién quan dén viéc diéu chinh giam phan img mién dich.
Céc khéang thé don dong PD-1 nhu nivolumab va pembrolizumab d& dugc str dung
dé didu tri khéi u rén bing cach ting dap Gmg mién dich.

Cac ASO PD-1 ctia Cong thuc I trong Bang 11 dugc thiét ké dé nham bo
sung vao vi tri cat ndi 3' hodc vi tri cit ndi 5' cua exon 2 trong tién ARN thong tin
PD-1 & ngudi hodc chudt. Cac ASO PD-1 da duge danh gia vé hoat tinh nhay
Exon antisnese trong cac té bao Jurkat, va cling vé hoat tinh chéng ung thur & chuot
hoang d c6 khéi u téng hop. Céc vi du sinh hoc dugc cung cép & déy 1a dé minh
hoa hoat tinh nhay Exon cta cac ASO PD-1 nhu céc vi du cho hop chét ctia Cong
thirc 1, va do d6 khong nén dién giai dé gi6i han pham vi ctia sang ché nay dbi véi
cac ASO PD-1.

PD-1 Vi du 1. Nhay Exon gay ra boi "PD-ASO 3" trong cac Té bao Jurkat.
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"PD-ASO 3" duoc chi rd trong Bang 11 14 ASO PD-1 14 me b6 sung diy
du cho vi trf cit ndi 5' (5' SS) kéo dai qua diém ndi cua exon 2 va intron 2 trong
tien ARN thong tin PD-1 & nguoi duge danh dAu "dam" va "gach chan" trong
trinh tu tién ARN théng tin PD-1 30 me & ngudi cua [(5' — 3
AGCUCAGGGUGACAG | gugeggccucggagg]. "PD-ASO 3" c6 mot chong 14p

9 me véi exon 2 va mot chong lap 5 me véi intron 2.

"PD-ASO 3" dugc danh gia vé kha nang cua nd dé tao ra su nhay cua exon
2 PD-1 & nguoi trong cac té bao Jurkat nhur sau.

[Nuéi ciy té bao & diéu tri ASO] Cac té bao Jurkat (Cat. S6 TIB-152,
ATCC) duoc duy tri trong RPMI-1640 bd sung 10% FBS va 1%
streptomyxin/penixilin. Cac té bao Jurkat duoc nudi ciy trong dia nudi ciy 60 mm
chira moi truong nudi cdy 5 mL dugc xit 1y trong 5 gio voi "PD-ASO 5" & mic 0
(d6i chtmg 4m), 10, 100 hodc 1.000 aM.

[Trich xuit ARN va Toéng hgp cADN bang phuong phdp RT-PCR mot
budc] Toan bo ARN duogc chiét xuét béng bo kit chuan bi mini ARNeasy (Qiagen,
Hoa Ky¥) theo huéng dan cua nha san xuit. MAu ARN 500 ng trdi qua phan mg
phién mi nguge 25 pl st dung bd kit phuong phap RT-PCR mot bude
(Invitrogen, Hoa Ky) vdi mot bd mdi dic hiéu exon [PD-exon 1_xudi: (5' — 3")
GTCGTCTGGGCGGTGCTCAAC; va PD-exon 5 ngugc: (5' — 3')
GGGTGTGGAA-ATAGATGGG]. Diéu kién chu ky: 50°C trong 30 phat va
94°C trong 2 phut, tiép theo 1a 30 chu ky 30 gidy & 94°C, 30 gidy ¢ 53°C va 1
phut & 72°C.

[Khuéch dai PCR 16ng] 1 pL cADN di pha logng 100 lan dugc khuéch dai
thém trong PCR 16ng 20 pL (L (Invitrogen, Hoa Ky) bang cach sir dung céc didu
kién chu ky sau: 20 gidy & 95°C, 30 gidy ¢ 56°C va 40 gidy ¢ 72°C trong 40 chu
ky vl mot bo mdi dac hiéu exon [PD-exon In xudi: (5' — 3"
GGCTGGCGGCCAGGATGGTTC; va PD-exon 5n nguoc: (5 — 3)
GAAAGACAATGGTGGCATACTCC].
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[Nhén dang san pham nhay Exon] Céc san phim PCR long dugc thiét ké
da duoc tach dién di trén gel agaroza 2%. Cac dai co6 kich thudc muyc tiéu dugc
thu thap va phan tich boi phuong phap giai trinh ty Sanger.

Hinh 54A cung cAp dit liéu dién di ciia cac san phdm PCR. C4c té bao khong
duoc xir Iy ASO chi mang lai dai san pham PCR ctia ARN thong tin du do dai.
Trong khi do, c6 ba dai san pham PCR méi dugc hinh thanh trong céc té bao duogc
xir Iy bing ASO PD-1. Trong ba dai san pham PCR, dai ¢6 kich thuéc khoang
470 bp (dugc danh déu 13 "khéng ddc hiéu" trong Hinh 54A) khong phai 1a bién
thé cit ndi ARN théng tin PD-1 véi nhay exon theo phén tich giai trinh tu Sanger.

Céc té bao duge xir Iy bang "PD-ASO 3" & mirc 10 va 100 aM mang lai
mdt dai san phdm PCR tuong tmg véi viéc nhay Exon 2 bang céach giai trinh tu
Sanger. Tuy nhién, trong cac té bao duoc xir Iy bang 1.000 aM "PD-ASO 3", san
pham PCR ctia nhay exon 2 da bién méat va mic ARN théng tin du do dai 1a cao
hon mtc du do dai trong cac té bao duge xir ly & ndng d6 ASO thap hon. Hai san
pham PCR dugc chi dinh cho nhay Exon 2 va exon 3 da dugc x4c nhan bang giai
trinh ty Sanger. (xem Hinh 54B) Kiéu phan Ung lidu nguoc trong dit lidu PCR
16ng ¢6 thé 1a do su diéu hoa ting phién mi bsi "ARN vong tron exon intron
(EICiARN)" duogc tich 1fly trong qua trinh nhdy Exon véi "PD-ASO 3". [Nature
Struc.Mol. Biol . vol 22 (3), 256-264 (2015)]

PD-1 Vi du 2. Phuong phap qPCR cho ARN thong tin PD-1 trong cac &
bao Jurkat dugc xtr Iy bang "PD-ASO 3".

"PD-ASO 3" duoc danh gia bang gPCR 16ng PD-1 vé kha ning ctia né dé
tao ra nhiing thay doi vé mirc dd ARN thong tin PD-1 & ngudi trong céc té bao
Jurkat nhu sau.

[Nudi cdy té bao & Diéu tri ASO] Cac té bao Jurkat dugc nuéi ciy trong
dfa nudi cdy 60 mm da duge kich hoat bing khang thé khang CD3 (Cat. S6 16-
0037, eBioscience) & muc 1pg/mL va khang th khang CD28 (Cat. S6 16- 0289,

eBioscience) & muc 0,5 ug/mL trong 48 gio. Sau d6, moi truong nudi cay duogc
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thay thé bang méi trudng méi va duge xtr 1y bang "PD-ASO 3" & muc 0 (d6i
chiing 4m), 10, 100 hosc 1.000 aM trong 24 gid. (4 dia cho mdi ndng do ASO)

[Trich xudt ARN va Toéng hop cADN bang phuong phip RT-PCR mot
buéc] Toan b ARN dugce chiét xuit bang b kit chuén bi mini ARNeasy (Qiagen,
Hoa Ky) theo huéng dan ctia nha san xuét. Mau ARN 500 ng trai qua phéan ng
phién ma nguoc 25 pL bang cach str dung bo kit phuong phap RT-PCR mét bude
(Invitrogen, Hoa Ky) véi mot bo mdi dic hiéu exon [PD-exon 1_xudi: (5' — 3")
GTCGTCTGGGCGGTGGCTACAAC; va PD-exon 5_nguge: (538 — 3')
GGGTGTGGAA-ATAGATGGG]. Piéu kién chu ky: 50°C trong 30 phat va
94°C trong 2 phut, tiép theo 1a 30 chu ky 30 gidy ¢ 94°C, 30 gidy & 53°C va 1
phut ¢ 72°C.

[Phuong phép qPCR 16ng bang SYBR] 1 pL cua mdi dung dich cADN d3
pha loang 100 1an trai qua khuéch dai gPCR 16ng 20 pl véi mot bd moi dic hidu
exon [PD-exon 2_xudi: (5' — 3") ACAACGCCACCTTCACCTGC; va PD-exon
2 nguoc: (5' — 3") GCCAGCTTGTCCGTCTGGTTG] theo cac didu kién chu ky
sau: 20 gidy & 95°C, 30 gidy & 56°C va 40 gidy & 72°C trong 40 chu ky. Phan tng
qPCR da dugc tham do véi SYBR (Bio-Rad, USA). ,

Hinh 55A cung cap dit lidu gPCR, trong d6 mirc ARN thong tin PD-1 giam
dang ké (kiém dinh t cta sinh vién) khoang > 80% trong céc t€ bao dugc xi Iy
bing "PD-ASO 3" & muc 10 va 100 aM. Trong trudng hop cac té bao duoc xir Iy
bing ASO ¢ mirc 1.000 aM, mirc ARN thong tin PD-1 da tang tro lai khoang 55%
mic d6i chimg am. Sy phuc hdi ciia mic ARN théng tin & mirc 1.000 aM phu
hgp véi mo hinh dap ung lidu dao ngugce duge quan sat thay trong "PD-1 Vi du
1". (xem Hinh 54A)

PD-1 Vi du 3. Phuong phap qPCR cho ARN thong tin IL-2 trong cac té bao
Jurkat duge xtr Iy bang "PD-ASO 3".

Viae didu chinh giam hoat tinh PD-1 d& dugc biét 1a diéu chinh tang mic
biéu hién cua interleukin 2 (IL-2). [Am. J. Ldm sang. Oncol., 12(4), 480-489,
1990. Tdp 39 (1), 98-106 (2016)] "PD-ASO 3" dugc danh gia bing qPCR long
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IL-2 vé kha ning ctia n6 dé tao ra nhitng thay dbi vé mirc do ARN thong tin IL-2
& nguoi trong cac té bao Jurkat nhur sau.

[Nuéi cdy té bao & Piéu tri ASO] Cac té bao Jurkat dugc nudi cdy trong
dia nudi cay 60 mm di dugc kich hoat bang khang thé khang CD3 (Cat. S6 16-
0037, eBioscience) & muc 1pg/mL va khang thé khang CD28 (Cat. S6 16- 0289,
eBioscience) & muc 0,5 pg/mL trong 48 gio. Sau d6, mdi trudng nuodi ciy duoc
thay thé bang méi trudng méi va duge xu ly bing "PD-ASO 3" & mirc 0 (dbi
ching 4m), 10, 100 hodc 1.000 aM trong 24 gi¢. (4 dia cho mdi ndng do ASO)

[Trich xuat ARN va tong hgp cADN] Toan by ARN duogc chiét xuét bang
b kit chudn bi mini RNeasy (Qiagen, Hoa Ky) theo huéng dan cta nha san xuit.
500 ng ctia mau ARN dugc trai qua phan Gng phién ma nguoc 25 pl bang cach sir
dung kit tong hgp cADN soi PrimeScript™ 1% kit (Takara, Nhét Ban) theo huéng
dan cta nha san xuat.

[Phuong phap qPCR bang SYBR] 1 pL cua mdi dung dich cADN duoc trai
qua khuéch dai gPCR 16ng 20 pL véi mot bd moi nhim muc tiéu vao ARN thong
tin IL-2 [IL-2_xudi: (5' — 3') GTCACAAACAGTGCACCTAC; vaIL-2_Nguoc:
(5' — 3') GGTGAGTTTGGGATT-CTTGTA] theo cac diéu kién chu ky sau: 20
gidy & 95°C, 30 gidy & 56°C va 40 gidy ¢ 72°C trong 40 chu ky. Phan img gPCR
da dugc thim do voi SYBR (Bio-Rad, USA).

Hinh 55B cung cap dit liéu qPCR IL-2, trong d6 mic ARN thong tin 11.-2
tang déng ké (kiém dinh t cta sinh vién) khoang 140%, 120% va 40% trong céc
té bao duoc xit Iy bang "PD-ASO 3" & mic 10, 100 va 1.000 aM, twong Gng.
MAu phan tmg liéu dao nguge phu hop véi mAu phéan tmg lidu dao nguoc duge
quan sét trong "PD-1 Vi dy 1" va "PD-1 Vi du 2". (xem Hinh 54A va Hinh 55A)

PD-1 Vi du 4. Phuong phap gPCR cho ARN théng tin PD-1 trong cac té
bao Jurkat duge xtr Iy bang "PD-ASO 1".

"PD-ASO 1" duoc chi rd trong Bang 11 1a ASO PD-1 14 me b6 sung day
du cho vi tri cit ndi 3' kéo dai qua diém néi cta intron 1 va exon 2 trong tién ARN
thong tin PD-1 ¢ nguoi dugce danh dAu 13 "dam" va "gach chan" trong trinh tu tién

ARN théng tin PD-1 30 me ¢ nguoi cua [5° — 3
158



48536 159/235

cucuccaucucueag | ACUCCCCAGACAGGC]. "PD-ASO 1" ¢6 mot chong lap 5

me vé&i intron 1 va mot chong l4p 9 me véi exon 2.

"PD-ASO 1" duge danh gia bing qPCR long ctia PD-1 vé kha ning clia nd
dé tao ra nhiing thay ddi vé mirc 36 ARN thong tin PD-1 & ngudi trong cac té bao
Jurkat nhu dugc mo ta trong "PD-1 Vi du 2", trir khi c6 ghi chi khac.

Hinh 56A cung cip dit liéu qPCR, trong d6 mirc ARN théng tin PD-1 (kiém
dinh t cla sinh vién) giam dang ké khoang 60% trong cac té bao duge xir ly véi
"PD-ASO 1" & mic 100 va 1.000 aM. Khong giéng nhu truong hop véi "PD-
ASO 3", "PD-ASO 1" cho thay khéng c6 goi y rd rang nao vé kiéu phan tmg lidu
nguoc.

PD-1 Vi du 5. Hoat tinh chéng ung thu cua "PD-ASO 2" chéng lai khéi u
4c tinh B16F10 & Chugt C57BL/6.

"PD-ASO 2" duoc chi rd trong Bang 11 1a ASO PD-1 16 me bd sung day
du cho vi tri cat nbi 5' (5' SS) kéo dai qua diém ndi cua exon 2 va intron 2 trong
tién ARN thong tin PD-1 & chudt duge dénh du 1 "dam" va "gach chan" trong
trinh tu tién ARN thong tin PD-1 30 me ¢ chudt cia [(5" — 3)
AGCUCGUGGUAACAG | gugaggcuaguagaa). "PD-ASO 2" ¢6 mot chdng lap

10 me véi exon 2 va mot chong lap 6 me véi intron 2.

Trong khi do, "PD-ASO 2" ¢6 bén su khong phtt hop véi tién ARN thong
tin PD-1 & nguoi nhu duoc dénh déu "ddm" va "gach chan" trong trinh ty tién
ARN théng tin PD-1 30 me & mngusi cua [[5' — 3
AGCUC"AG"GGU"G"ACAG | gug"c"ggccucggagg], trong do bdn su khong
pht hgp dugce danh dAu bang dau ngoic kép (" "). "PD-ASO 2" c6 thé duoc coi la
ASO thay thé ctia "PD-ASO 3" cho tién ARN thong tin PD-1 & nguoi.

"PD-ASO 2" dugc danh gia vé hoat tinh chéng khdi u cia né & chudt
C57BL/6 (4 tuan tudi) duge tiém té bao u 4c tinh B16F10 nhu dugc cung cap duéi

day.
[V6 hiéu héa cac té bao u 4c tinh B1I6F10] Céc té bao u 4c tinh B16F10 &
chudt (Cat. S6 CRL-6485, ATCC) dugc duy tri trong dia nu6i cdy 150 mm c6

DMEM b6 sung 10% FBS, 1% streptomyxin/penixilin va 0,01 mg/ml insulin bo.
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Trong ngay 0, khoang 1x10° té bao B16F10 dugc hoa tan trong 50 pul PBS da
dugc tiém vao ting con vat & suon phia sau bén phai.

[Phan nhém & Diéu tri ASO] Trong Ngay 3, cac con vat dugc phan ngau
nhién theo trong luong vao 4 nhom 0 (d6i chimg am), 2, 10 va 50 pmol/Kg "PD-
ASO 2". (N =15 con mdi nhém)

Cac dung dich tiém duogc chudn bi bang cach pha loéng lan lugt dung dich
gbc nude cua "PD-ASO 2" trong PBS thanh 0 nM (chi PBS), 0,4 nM, 2 nM va
12,5 nM "PD-ASO 2" cho nhém dbi chimg 4m, 2, 10 va 50 pmol/Kg "PD-ASO
2", tuong ung.

Céac dong vat dugc tiém dudi da b%mg dung dich tiém véi lidu 5 ml/Kg, 2
1An mdi tuén trong thoi gian Ngay 3 dén Ngay 17.

[Hoat tinh chong khéi u] Hoat tinh dong chéng khéi u dugc danh gia bing
su thay déi thé tich khéi u gitra mdi nhém diéu trj ASO va nhém ddi chimg am.

Hinh 56B cung cip thét tich khéi u quan sat dugc theo nhom trong Ngay 0
dén Ngay 19. Su phat trién khdi u & mirc 2 pmol/Kg di bi tic ché dang ké trong
Ngay 10 dén Ngay 19. Su tc ché quan sat duoc trong Ngay 19 13 khoang 55%
(khoang 375 mm? va 850 mm? véi nhom 2 pmol/Kg va nhém dbi chimg 4m tuong
ing). Hoat tinh chéng ung thu ctia nhém 50 pmol/Kg twong duong véi hoat tinh
cuia nhom 2 pmol/Kg trong ngay 10 dén ngay 17. Tuy nhién, hoat tinh chéng ung
thu cia nhém 50 pmol/Kg da bién mat trong Ngay 19. Hoat tinh chéng ung thu
ctia nhom 10 pmol/Kg la khong dang ké trong toan bo thoi gian.

Kiéu phan tng lidu la ¢6 thé 1a do su diéu hoa ting phién ma boi "ARN
vong tron exon intron (EICiARN)" dugc tich lity trong qua trinh nhay Exon voi
"PD-ASO 2". [Nature Struc.Mol. Biol. vol 22 (3), 256-264 (2015)] Cho rang
nivolumab, mét loai thuéc khang thé don dong PD-1 dugc FDA Hoa Ky phé
duyét, cho thdy mé hinh phan tmg lidu ¢6 dang hinh chudng & bénh nhén c6 khéi
u [J. Clin.Oncol., 12(4), 480-489, 1990. Tap 33 (18), 2013-2020 (2015)], tuy
nhién, kiéu phan Gmg liéu la cia "PD-ASO 2" ¢6 thé 1a do dugc Iy ndi tai ciia sur

{rc ché PD-1.
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Vao ngay 19, cac con vat da bi ché dé do trong luong khdi u theo nhém.
Trong lugng khéi u trung binh lan luot 13 khoang 0,35 gva 1,20 g dbi v6i nhém
2 pmol/Kg va nhom d6i chimg am. Do d6, sy ting trudng khéi u theo trong luong
da bi (e ché dang ké trong nhém 2 pmol/Kg khoang 70%. (p < 0,01 bang kiém

dinh t cua sinh vién).
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Yéu cau bao hd

1. DAan xuét axit nucleic peptit dugc biéu dién boi Cong thire I, hodc mudi duge

dung cua no:

1 e ﬁ
a o ; a
Fon “’“Nvf \:‘1 : Hw/ P\l)j\ﬁ'[’ """" \},\/M Z/u\r;{ ”“\w N l/u‘z Cong thire I

trong do:

n 1a mot s6 nguyén nam gitta 10 va 25;

hop chét ctia Cong thirc I ¢6 it nhit mot chdng 14p bd sung 10 me véi trinh
tu vi tri cit ndi muc tiéu 14 me bao gém 7 me tU intron va 7 me tir exon trong mot
tién ARN thong tin muc tiéu;

hop chét ctia Cong thirc I hoan toan bd sung cho trinh tu tién ARN théng
tin muc tiéu, hodc bd sung mot phén cho trinh tu tién ARN thong tin myc tiéu voi
mot hodc hai sy khong phu hop;

S1 Sa oy Sut. Su. Tt Ta, ..., Tot, va T, ddc 1ap 12 gbe deuterido [D], hydrido
[H], alkyl dugc thé hoic khéng duge thé, hodc gbc aryl dugce thé hozc khong duoc
thé; -

X va 'Y doc lap 1a gbc hydrido, focmyl [HC(=0)-], aminocacbony! [NH,-
C(=0)-], aminothiocacbonyl [NH,-C(=S)-], alkyl dugc thé hodc khong dugc thé,
aryl duoc thé hodc khong duogc thé, alkylaxyl duoc thé hoac khong duoc thé,
arylaxyl duoc thé hoic khong dugc thé, alkyloxycacbonyl dugc thé hodc khong
duoc thé, aryloxycacbonyl dugc thé hodc khong dugc thé, alkylaminocacbonyl
dugc thé hoac khong duoc thé, arylaminocacbonyl dugc thé hodc khong dugc thé,
alkylaminothiocacbonyl dugc thé hoic khong dugc thé, arylaminothiocacbonyl
dugc thé hoic khong duge thé, alkyloxythiocacbonyl duoc thé hoic khong dugc
thé, aryloxythiocacbonyl dugc thé ho#ic khong duogc thé, alkylsulfonyl dugc thé
hodc khoéng duogc thé, arylsulfonyl duoc thé hodc khéng dugc thé,
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alkylphosphonyl duoc thé hodc khong dugc thé hodc gbc arylphosphonyl dugc
thé hoac khong duogc thé;

7 1a gbc hydrido, hydroxy, alkyloxy dugc thé hodc khong dugc thé, aryloxy
duoc thé hoic khong duge thé, amino [-NH,] khong duoc thé, alkylamino dugc
thé hoic khong duoc thé, arylamino dugc thé hoic khong dugc thé, alkyl duoc
thé hoac khong dugc thé, hodc géc aryl duoc thé hodc khong dugc thé;

B\, Bs,..., By va B, duge chon ddc 1p tir cac nucleobazo ty nhién bao gém
adenin, timin, guanin, Xytoxin va uraxin va nucleobazo khong ty nhién; va

it nhat bén trong s6 Bi, By, ..., Bog va B, duoc chon doc 1ap tir cac
nucleobazo khong ty nhién vé1 mot gbc amino duge thé hoic khong dugc thé gén

két cong hoa tri voi goc nucleobazo.

2. DAn xuét axit nucleic peptit theo diém 1, hodc mudi duoc dung clia nd:

trong do:

n 12 mét sd nguyén ndm gitta 10 va 25;

hop chét ctia Cong thirc I ¢6 it nhét mdt chdng 14p bd sung 10 me véi trinh
tu vi tri cat ndi muc tiéu 14 me bao gbm 7 me tir intron va 7 me tir exon trong mot
tien ARN thong tin myc tiéu;

hop chét ctia Cong thirc I hoan toan bd sung cho trinh ty tién ARN thong
tin muc tiéu, hodc bo sung mot phﬁn cho trinh tu tién ARN thong tin muc tiéu voi
mot hodc hai sy khong phu hop;

S1. S, s Sucty Sny T1, Ta, oy Tot va Ty ddc 18p 1a gc deuterido, hydrido,
alkyl dugc thé hoiic khong duoc thé, hodc gbc aryl duge thé hogc khong duoc thé;

XvaYdoclapla gbc hydrido, focmyl, aminocacbonyl, aminothiocacbonyl,
alkyl dugc thé hoic khong dugc thé, aryl duoc thé hodc khong duoc thé, alkylaxyl
duoc thé hodc khong duoc thé, arylaxyl duoc thé hoac khong dugc thé,
alkyloxycacbonyl dugc thé hoac khong duoc thé, aryloxycacbonyl dugc thé hodc
khong duoc thé, alkylaminocacbonyl dugc thé hodc khong duge thé,
arylaminocacbonyl dugc thé hodc khong dugc thé, alkylaminothiocacbony! dugc

thé hodc khong duoc thé, arylaminothiocacbonyl dugc thé hodc khong duoc thé,
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alkyloxythiocacbonyl dugc thé hodc khong duoc thé, aryloxythiocacbonyl dugc
thé hoic khong duge thé, alkylsulfonyl dugc thé hodc khéng dugc thé,
arylsulfonyl duoc thé hodc khong dugc thé, gbc alkylphosphonyl dugc thé hodc
khong duoc thé, hoic gbc arylphosphonyl dugc thé hogc khong dugc thé;

7 1a gbc hydrido, hydroxy, alkyloxy duoc thé hoic khong duge thé, aryloxy
duoc thé hoic khong duge thé, amino khong dugc thé, alkylamino duoc thé hoic
khong duge thé, arylamino dugc thé hodc khéng duge thé, alkyl dugc thé hodic
khong dugce thé hodc géc aryl dugc thé hodc khong dugc thé;

B, B,, ..., By va B, dugc chon ddc 1ap tir cac nucleobazo ty nhién bao
g6m adenin, timin, guanin, Xytoxin va uraxin va nucleobazo khong tu nhién;

it nhéat bdn trong s6 Bi, By, ..., Bug va B, dugc chon doc lap tir céac
nucleobazo khéng tu nhién dugc biéu dién bai Cong thire II, Cong thire 11T hodc

Cong thuc IV;

I NH, Q

-y
v N " N NH
b MH ¢ \:“ L <AL
b NN e N7 "N HH

ST Ly, Re

¢ oy

LH& i, R
,Jlm

Cong thire IT Cong thire I11 Cong thirc IV

trong do:

Ri, Ry, R3, Ry, Rs va Rg duge chon doc lap tu géc hydrido, va géc alkyl
duoc thé hodc khong duge thé;

L, L, valLs;lamot mbi lién két cong hoa tri dugc biéu dién boi Cong thire

V lién két cong héa tri nhém amin bazo véi goc nucleobazo:

___________

P Eid] - 1 4 ¥ 7
e «\ﬂ/k ]“*Q ~Amg Cong thire V
.;‘: o |

trong do:
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Q) va Qn la gbc metylen (-CH,-) duge thé hodc khong duoc thé va Qp, duge
gén két truc tiép v6i nhom amino bazo;

Q,, Q3, ..., va Qu. dugce chon doc 1ap tir metylen dugc thé hoic khong duogc
thé, oxy (-O-), luu huynh (-S-) va gdc amino duge thé hodc khong duoc thé [-
N(H)-, hodc -N(nhém thé)-]; va

m 13 mot s0 nguyén nam gifra 1 va 15.

3. Dan xuét axit nucleic peptit theo diém 1, hodc mudi duoc dung ciia né:

trong do:

n 12 mot s6 nguyén nam gitta 11 va 23;

hop chit ctia Cong thic 1 ¢6 it nhAt mot chdng 14p bd sung 10 me véi trinh
tur vi tri cét ndi muc tiéu 14 me bao gém 7 me tU intron va 7 me tir exon trong mat
tién ARN thong tin muc tiéu;

hop chét ctia Cong thtrc I hoan toan bd sung cho trinh tu tién ARN thong
tin muc tiéu, hodc bd sung mot phan cho trinh ty tién ARN théng tin muc tidu véi
mot hodc hai sy khong phu hop;

S1.S9 o, Sty Sny T, Ta, ..., Tot va Ty 12 gbe hydrido;

X va'Y doc 1ap la gbc hydrido, aminocacbonyl, alkyl dugc thé hosc khong
duoc thé, aryl dugc thé hoac khong duoc thé, alkylaxyl dugc thé hodc khong duge
thé, arylaxyl duoc thé hoic khong duoc thé, alkyloxycacbonyl dugc thé hoic
khong dugc thé, alkylaminocacbonyl dugc thé hoic khong duoc thé, hoac géc
arylsulfonyl dugc thé hodc khong duoc thé;

Z 1a gbc amino khong duoc thé, hodc gbc alkylamino dugc thé hosc khong
duoc thé; |

B, By, ..., Bo va B, dugc chon doc 18p tir cdc nucleobazo tu nhién bao
gbm adenin, timin, guanin, xytoxin va uraxin va nucleobazo khong tu nhién;

it nhat bon trong s6 Bi, By, ..., Bug va B, duogc chon doc lap tir cac
nucleobazo khéng ty nhién dugc biéu dién boi Cong thirc I, Cong thire I1I hodc

Cong thuc IV;
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R, Ry, R3, Ry, Rs va R ¢ dugc chon doc lap tur géc hydrido, va géc alkyl
duoc thé hodc khong dugc thé;

Q; va Qum 1a gbc metylen dugc thé hodc khong duoc thé, va Qn dugc gin
két truc tiép voi nhém amino bazo;

Q,, Qs, ... va Qu.1 duge lya chon doc lap tur géc metylen dugc thé hodc
khong duoc thé, oxy va gbc amino; va

m 12 mot sO nguyén nam gitta 1 va 11.

* 4. DAn xuét axit nucleic peptit theo didm 1, hodc mudi duoc dung ctia né:

trong do:

n 12 mot s6 nguyén nam gitta 11 va 21; .

hop chit ctia Cong thtrc 1 ¢6 it nhit mot chong 1ap bd sung 10 me v6i trinh
tur vi tri cit ndi muc tiéu 14 me bao gém 7 me tUr intron va 7 me tir exon trong mat
tiéen ARN thong tin muc tiéu;

hop chét ctia Cong thic I hoan toan bd sung cho trinh tu tién ARN thong
tin muc tiéu, hodc bd sung mot phﬁn cho trinh tu tién ARN thong tin muc tiéu véi
mot hodc hai sy khong phu hop;

S1.S2 .St Sm Ti, T, ..., To va Ty 12 gc hydrido;

X va Y doc lap 1a gbe hydrido, alkyl duoc thé hodc khong dugc thé, aryl
duoc thé hodc khong duoc thé, alkylaxyl duoc thé hoic khong dugc thé, arylaxyl
dugc thé hoic khong duge thé, alkyloxycacbonyl dugc thé hodc khong duoc thé,
alkylaminocacbonyl duoc thé hoic khong duogc thé, hodc gbc arylsulfonyl dugc
thé hodc khong dugce thé;

7 1a amino khong dugc thé, hoac géc alkylamino dugc thé hodc khong duoc
thé;

B1, By, ..., Bng va B, dugc chon doc 1ap tir céac nucleobazo tu nhién bao
gém adenin, timin, guanin, Xytoxin va uraxin va nucleobazo khong tu nhién;

it nhat bon trong s6 By, By, ..., Bug va B, dugce chon doc lap tir céc
nucleobazo khéng ty nhién dugc biéu dién bdi Cong thirc I1, Cong thirc III hodc

Cong thuc IV;
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R, Ry, R3, Ry, Rs va Rg duge chon doc 1ap tu géc hydrido, va géc alkyl
duoc thé hodc khong duoc thé;

Q1 va Qn 1a gbc metylen va Qy duoc gfn két truc tiép véi nhém amino
bazo;

Q>, Qs, ... va Qm.1 dugc chon doc lap tu géc metylen, oXy va amino; va

m 1a mdt s0 nguyén nam gitra 1 va 11.

5. Dan xuét axit nucleic peptit theo diém 1, hodic mudi duoc dung ctia né:

trong do:

n 12 mot sé nguyén nam giita 11 va 19;

hop chét ciia Cong thirc I ¢6 it nhit mot chong 14p bo sung 10 me véi trinh
tu vi tri cat ndi muc tiéu 14 me bao gém 7 me tu intron va 7 me tur exon trong mot
tiéen ARN théng tin muc tiéu;

hop chat cia Cong thirc I hoan toan bd sung cho trinh tu tién ARN thong
tin muc tiéu;

S1. S, .y Sot, Sn, T1, T, .., Tt va Ty 12 gbe hydrido;

X va'Y doc lap 1a gbc hydrido, alkyl dugce thé hodc khéng dugc thé, aryl
duoc thé hodc khong dugc thé, alkylaxyl duoc thé hodc khong dugc thé, arylaxyl
dugc thé hodc khong duoc thé, alkyloxycacbonyl dugc thé hoic khong duoc thé,
alkylaminocacbonyl dugc thé hoac khong duge thé, hodc géc arylsulfonyl dugc
thé hodc khong dugce thé;

Z 14 gbc amino khong dugce thé, hodc gbc alkylamino duge thé hozc khong
duoc thé;

B1, Bo, ..., Bu va B, dugce chon doc 1ap tir cdc nucleobazo tu nhién bao.
gém adenin, timin, guanin, xytoxin va uraxin va nucleobazo khong tu nhién;

it nhét bdn trong s6 By, By, ..., Bog va B, duge chon doc lap tir céc
nucleobazo khoéng tu nhién duoc biéu dién bai Cong thire II, Cong thirc III hodc
Cong thic IV

R,, R; va Rs 1a gbc hydrido va Ry, R4 va R doc lap 1a gbc hydrido, hoic

gbe alkyl dugce thé hogc khong duoc thé;
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Q; va Qp 13 goc metylen va Qn duge gdn két tryc tiép voi nhom amino
bazo;
Q2, Qs, ..., va Qu.1 duge chon doc lap tir goc metylen va oxy; va

m 12 mot sO nguyén nam gifta 1 va 9.

6. Dan xuét axit nucleic peptit theo diém 1, hodc mudi duoc dung cua no:

trong do:

n 12 mot sé nguyén nam gitta 12 va 19;

hop chéit ctia Cong thirc I 6 it nhAt mot chdng 14p bd sung 10 me véi trinh
tu vi tri cit ndi muc tiéu 14 me bao gém 7 me tUr intron va 7 me tir exon trong mot
tiéen ARN thong tin muc tiéu;

hop chit ctia Cong thirc I hoan toan bd sung cho trinh tu tién ARN théng
tin muc tiéu;

S1.S2 .., Sut, Sny T, Ta, .., Tot va Ty 14 gbe hydrido;

X va'Y doc lap 1a ge alkylaxyl dugc thé hogc khong duge thé, arylaxyl
duoc thé hodc khong duge thé, hoac géc alkyloxycacbonyl dugc thé hoiic khong
duoc thé;

Z 1a gbc amino khong duoc thé, hodc gbc alkylamino duge thé hozic khong
duoc thé;

B, B.,..., Boi, va B, duge lua chon mot cach doc lap tu adenin, timin,
guanin, xytoxin, va nucleobazo khong tu nhién;

it nhat nim trong s6 By, By, ..., Bui va B, duoc chon doc lap tir cac
nucleobazo khong tu nhién dugc biéu dién boi Cong thirc 11, Cong thire III hodc
Cong thtrc IV;

Ry, Ry, R, Ry Rs va Re 1 gbe hydrido;

Qi vaQula gbc metylen va Qp, dugc gén két truc tiép v6i nhém amino
bazo;

Q», Qs, ..., va Qm-1 dugc chon doc lap tur gbc metylen va oxy; va

m 13 mot sO nguyén nam gitra 1 va 9.
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7. Dan xuét axit nucleic peptit theo diém 1, hodc mudi duoc dung ctia né:

trong do:

n 12 mot sé nguyén nam gitta 12 va 18;

hop chét ctia Cong thire I ¢6 it nhat mot chong 14p bd sung 10 me véi trinh
tu vi tri cht ndi muc tiéu 14 me bao gém 7 me tlr intron va 7 me tir exon trong mot
tién ARN thong tin muc tiéu;

hop chat cia Cong thirc T hoan toan b6 sung cho trinh ty tién ARN théng
tin muc tiéu; |

S1. S5 .., Sty Sn, T, Ta, .., Toot va Ty 12 gde hydrido;

x 14 gbc hydrido; |

Y 1a gbc alkylaxyl dugc thé hodc khong duoc thé, arylaxyl dugc thé hoic
khong dugc thé, hoic alkyloxycacbonyl dugc thé hoac khong dugc thé;

Z 14 gbc amino khong duoc thé, hodc géc alkylamino duogc thé hodc khéng
duoc thé;

B, B, ..., By, va B, dugc lua chon mét cach doc 14p tir adenin, timin,
guanin, xytoxin, va nucleobazo khong tu nhién;

it nhat nam trong s6 By, Bs, ..., Bui va B, duoc chon doc 18p tur céc
nucleobazo khong ty nhién duogc biéu dién boi Cong thirc 11, Cong thire III hodc
Cong thuc IV;

Ry, Rz, R3, Ry RsvaRgla gbc hydrido;

L; 1a -(CHy)-O-(CHy)-, -CH»-O-(CHa)z-, -CHz-O-(CHz)s-, -CH,-O-
(CH,)4-, -CH,-O-(CHa)s-, -CH»-O-(CHz)s-, hodc -CHz-O-(CHz)7- v6i dau bén
phai duogc gfn két truc tiép v6i nhém amino bazo; va

L, va L3 dugc chon doc 1ap tir -(CHa)z-, -(CHa)3-, -(CHz)s-, -(CHa)s-, -
(CHy)s-, -(CHa)7-, -(CHy)s-, -(CHz)2-O-(CHa),-, -(CH2)3-O-(CHa),-, va -(CHa),-

O-(CHa)s- v6i dau bén phai dugc gén két truc tiép v6i nhém amino bazo.

8. Phuong phép giy ra sy nhay exon dich trong tién ARN thong tin muc tiéu trong
céc té bao in vitro, phuong phap nay bao gdém bude cho cac té bao nay tiép xtic

véi dan xuét axit nucleic peptit theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 7.
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9. Phuong phap diéu bién hoat tinh chirc ning ctia gen muc tiéu trong cac té bao
in vitro, phuong phap nay bao gém budc cho cac té bao nay tiép xic véi dan xuét

axit nucleic peptit theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 7.

10. DAn xuét axit nucleic peptit theo diém bat ky trong sd cac diém tir 1 dén 7,
trong d6 hop chét nay c6 it nhét mot chdong 1ap bd sung 10 me véi trinh tur vi tri
cit ndi muc tiéu 14 me bao gdm 7 me tir intron va 7 me tlr exon trong mot tién
ARN thong tin muyc ti€u, trong d6 trinh tu vi tri cét nbi muyc tiéu khong phai 1a [(5'
— 3') UUGCCUGGUAAGGA] trong tién ARN thdng tin cta thu thé androgen &
nguoi, [(5' — 3') UUUUUGCGUAAGUA] trong tién ARN thong tin SCNOA &
nguoi, [(5' — 3") UAAGUAGGAUAAGU] trong tién ARN thong tin HIF-1a &
nguoi, [(5' — 3") AUCCCAGGGUAACA] trong tién ARN thong tin SNAP25 &
nguoi, [(5' — 3") UGUUUAGGUACACU] trong tién ARN théng tin SCNOA &
ngudi, hoic [(5' — 3') UGUACAGAUUGUCU] trong tién ARN thong tin

tyrosinaza ¢ nguoi.

11. Dan xuét axit nucleic peptit theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 7,
trong dé hop chét nay c6 it nhat mot chdng 14p bd sung 10 me véi vi tri cét ndi
muc tiéu trong mot tien ARN thong tin muc tiéu, trong d6 trinh tu vi tri cat ndi
muc tiéu khéng bao gom [(5' — 3") UUGCCUGGUAAGGA] trong tién ARN
thong tin cua thu thé androgen & ngudi, [(5' — 3") UUUUUGCGUAAGUA] trong
‘tién ARN théong tin SCN9A & nguoi, [(5' — 3") UAAGUAGGAUAAGU trong
tien ARN thong tin HIF-1a & nguoi, [(5' — 3') AUCCCAGGGUAACA] trong
tién ARN thong tin SNAP25 & ngudi, [(5' — 3') UGUUUAGGUACACU] trong
tien ARN thong tin SCN9A & ngudi hodc [(5' — 3') UGUACAGAUUGUCU

trong tién ARN thong tin tyrosinaza & nguoi.
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