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(57) Sang ché d& xuét té bao bién ddi gen chira trinh tr ma héa mach E alpha cua
khang nguyén tuong hop mo thudéc HLA nhém 1 (HLA-E) dugc chén vao trong gen ma
hoa protein tuong tic thioredoxin (TXNIP), trong d6 té bao bién ddi gen nady biéu hién
HLA-E va khong biéu hién TXNIP. Ngoai ra, sang ché con d& xuit quin thé & bao tién
than duoc gioi han dong hodc té bao soma dugc biét hoa hoan toan thu duoc tir nhiéu té

bao bién doi gen.
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Linh vue k§ thuit dwoe dé cap

Sang ché dé cép den linh vurc chinh stra gen va, theo mot s6 phuong 4n, dé cap
dén su cai bién di truyén nhdm muc dich tao ra t€ bao ma twong thich véi nhiéu dbi

twong, vi du, té bao cho van ning.
Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

Nhiu phuong phép da duoc dua ra ¢ khic phuc sy thai bé di sinh cta té bao
dwoc cdy hodc duge ghép bao gdm phu hop HLA, céc con dudng phong bé ma kich hoat
su hoat hoa té bao T bé“mg khang thé, st dung hdn hop cua cac thude kim ham mién dich,
va liéu phap té bao tu than. Chién luoc khac dé 1am tiéu tan su thai bé manh ghép bao
gém su lam gidm thiéu su khac biét di sinh gitta té bao duoc céy hodc dugc ghép va thé
nhin. Khang nguyén té bao bach ciu ngudi duge bidu hién trén bé mit té bao (HLA),
cac phan tir dugc ma hoa béi céc gen ndm trong phirc hé tuong thich mé chu yéu cua
ngudi trén nhiém sic thé 6, 1a cac chét didu bién chinh cta su thai bd mién dich. Sy bit
cip nhim cua gen HLA don 1é gita thé cho va ddi tuong c6 thé gay ra dap g mién
dich manh m& (Fleischhauer K. et al. "Bone marrow-allograft rejection by T
lymphocytes recognizing a single amino acid difference in HLA-B44," N Engl J Med.,
1990, 323:1818-1822). C4c gen HLA dugc chia thanh MHC 16p I (MHC-I) va MHC
16p 1T (MHC-II). Céc gen MHC-I (HLA-A, HLA-B, va HLA-C) dugc bidu hién & hiu
hét tit ca cac loai té bao mé, trinh dién peptit dugc xit 1y bing khéang nguyén “khong tu
than” véi té bao CD8+ T, nhor d6 thic ddy sw hoat héa clia chiing thanh té bao CD8+ T
dung gidi t€ bao. Té bao duge ciy hoge duge ghép bidu hién cac phan tir MHC-I "khong
tw than” s& gdy ra sy dap img mién dich té bao manh duoc dinh huéng & céc té bao nay
va cubi ciing din dén su chét di ctia chiing do t& bao CD&+ T dung giai t& bao da duoc
hoat héa. Protein MHC-I ban diu dugc két hop v6i beta-2-microglobulin (B2M) trong
Iuéi noi chit, ma thiét yéu dé tao thanh céc phén tr MHC-I chttc ning trén bé mit té

bao.

Trai nguoc véi su biéu hién té bao rdng cla cac gen MHC-I, sy biéu hién cta gen
MHC-II bi gi6i han & té bao trinh dién khang nguyén nhu té bao dudi gai, dai thuc bao,
va té bao B. Gen khang nguyén HLA 1a gen da hinh nhét duoc quan sat thiy trong hé

gen nguoi (Rubinstein P., "HLA matching for bone marrow transplantation--how much
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is enough?" N Engl ] Med., 2001, 345:1842—1844). Su tao ra cla t€ bao "cho van nang"
ma tuong thich véi kidu gen HLA bat ky tao ra chién Iuoc thay thé ma c6 thé giai quyét
vén d& vé sy thai bo mién dich va chi phi kinh té lién quan ctia cac phwong phép hién

nay doi véi sy xdm nhdp mien dich.

Dé tao ra dong té bao cho van ning nay, mot phuong phép trude day 1a pha v
v& mit chirc nang su bidu hién cia cac gen 16p MHC-I va MHC-II. Dibu nay c6 thé dat
dugc thong qua su dit doan di truyén, vi du, cua ca hai alen di truyén ma héa chudi nhe
MHC-I, B2M. Dong té bao khéng chira B2M thu dugc va cdc dan xuét cua né dugc
mong doi 12 biéu hién MHC-I bé mit dugc giam manh va do d6, lam giam tinh giy mién
dich cho céc té bao CD8+ T di sinh. Phuong phap huéng dich nucleaza tac dong gibng
chét hoat hoa phién mad (TALEN) da dugc st dung dé tao ra dong hESC thiéu hut B2M
bang cach lam khuyét mot sb nucleotit trong exon 2 cta gen B2M (Lu, P. et al.,
"Generating hypoimmunogenic human embryonic stem cells by the disruption of beta
2-microglobulin," Stem Cell Rev. 2013, 9:806-813). Mic du dong hESC dugc hudng
dich B2M duong nhu 1a thiéu hut HLA-I bé mat, chiing dugc phat hién 13 van chtra
mARN dic hiéu d6i v6i B2M va MHC-I. Céc mARN cia B2M va MHC-I dugc bidu
hién & céc cip do twong duong véi cdc mARN ctia hESC khong dwoc huéng dich (ca
co dinh va dugc gdy cadm tng bsi IFN-g). Do d6, ¢6 su quan tdm vé cic dong hESC
duoc huéng dich TALEN B2M c6 thé biéu hién MHC-I bé miit té bao con lai ma da dé
gdy ra su thai bé mién dich, nhu da dugc quan sat thiy véi té bao chudt nhit B2M2/2
ma ciing biéu hién B2M mARN (Gross, R. and Rappuoli, R. "Pertussis toxin promoter
sequences involved in modulation," Proc Natl Acad Sci, 1993, 90:3913-3917). Mic du
dong hESC dugc huéng dich B2M TALEN khong dwgc dénh gia vé cac sy kién phan
cat 1éch dich, su x4y ra ctia su phan cit khong dic hiéu khi sir dung TALEN van 13 van
d& d4ng chil y ma dit ra mbi quan tAm chinh vé do an toan khi st dung chung trong 14m
sang (Grau, J. et al. "TALENoffer: genome-wide TALEN off-target prediction,"
Bioinformatics, 2013, 29:2931-2932; Guilinger J.P. et al. "Broad specificity profiling
of TALENS results in engineered nucleases with improved DNA-cleavage specificity,"
Nat Methods 2014, 11:429-435). Hon nita, mdt bao cdo khac tao ra té bao IPS ma trén
thoat khoéi su nhan dién di sinh béng céch 1am bt hoat alen B2M thit nhat va dinh gen
HLA-E & alen B2M thir hai, ma dan dén su biéu hién bé mit ciia dime hoic trime HLA-

E khi khong c6 sy biéu hién bé mit ctia HLA-A, HLA-B, hoic HLA-C (Gornalusse,
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G.G. et al., "HLA-E-expressing pluripotent stem cells escape allogeneic responses and

lysis by NK cells," Nature Biotechnology, 2017, 35, 765-773).

Gi6i han c6 thé c6 ctia mot s chién luge néu trén 13 t& bao 4m tinh MHC 16p 1
d& bi dung giai bai té bao sat thii tw nhién (NK) vi cc phén tir HLA déng vai trd 1am
cac chét (e ché phéi tir chinh dbi voi té bao sat thu ty nhién (NK). Té bao NK cua vat
chu da dugc chiing minh 1a loai bd té bao cho B2M—/— duoc céy hodc dugc ghép, va
hién tuong twong tw xay ra in vitro véi cac dong bach ciu ngudi 4m tinh MHC 16p-1
(Bix,'M. et al., "Rejection of class I MHC-deficient haemopoietic cells by irradiated
MHC-matched mice," Nature, 1991, 349, 329-331; Zarcone, D. et al., "Human
leukemia-derived cell lines and clones as models for mechanistic analysis of natural
killer cell-mediated cytotoxicity," Cancer Res. 1987, 47, 2674-2682). Do d6, c6 nhu
cau cai thién dua trén cac phuong phap trude diy dé tao ra té bao cho van nang ma cé
thé tranh khéi dap ing mién dich ciing nhu 13 nhu ciu tao ra t& bao ma c6 thé sdng sot
sau cdy ghép. Nhu mé ta & day, su sdng st té bao sau cy ghép c6 thé duoc dan xép
b1 vat chu béng cac con duong khéac khong phu thudc vao su thai bé di sinh vi du, su
giam oxy huyét, c4c loai oxy phan Gmg, su mét di chit dinh dudng, va g suét oxy hoa.
Ciing duwoc md ta & day 13, sw dwa vao theo cich di truyén cia cac yéu t6 sbng sot (gen
va/hodc protein) c6 thé gitip cho té bao sdng sét sau cdy ghép. Nhu mo ta & day, dong
té bao cho van ning c6 thé két hop cac tinh chit ma nhim dén ca sy thai bo di sinh va

su séng sot sau cdy ghép.
Ban chit ky thuét ciia sang ché

Theo mot s6 khia canh, sang ché bao ham phuong phép tao ra té bao cho van
ning. Phuong phéap nay bao gdm budc phan phdi cho té bao (a) nucleaza huéng vi tri
huéng dich vi tri bén trong hodc gan gen ma mé héa yéu té sdng sét, va (b) axit nucleic
bao gdm trinh ty nucleotit mﬁ héa yéu té sinh dung nap mién dich ma dugc gin sudn
boi (i) trinh tu nucleotit twong dong véi viing duge dinh vi & bén trai cia vi tri dich cia
(a) va (ii) trinh tw nucleotit trong dong vdi ving duoc dinh vi & bén phai cua vi tri dich
cia (a), trong d6 nucleaza hudng vi tri nay phén tach vi tri dich cua (a) va axit nucleic
cta (b) duge chén vao & vi tri ma chong 1ip mot phén, chdng 14p hoan toan, hodc dugc
chita bén trong, vi tri ctia (a), nh&r d6 sinh ra té bao cho van ning, trong d6 té bao cho
van nang nay c6 su sdng sét té bao ting so v6i té bao trong do axit nucleic cda (b) khong

dugc chén vao.
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Theo mot s6 phuong 4n, yéu t6 sdng sét 1a TXNIP, ZNF143, FOXO1, INK, hoic
MANF, va yéu t6 sinh dung nap mién dich 1a PD-L1, HLA-E, HLA-G, CTLA-4, hoic
CDA47. Theo cac phuong an cu thé, yéu t6 séng sét 1a TXNIP va yéu t6 sinh dung nap
mién dich 14 HLA-E. Theo c4c phwong 4n trong d6 nucleaza huéng vi tri 1a hé théng
CRISPR bao gdbm CRISPR nucleaza va ARN dan (gARN), CRISPR nucleaza 13 Cas9
nucleaza loai IT hoic Cfpl nucleaza loai V, va CRISPR nucleaza duoc lién két vdi it
nhit mot tin hiéu dinh vi nhan. Theo mét sé phuong an, gARN huéng dich trinh tu
polynucleotit dwoc chon tir cdc SEQ ID NO: 15-24 hodc 45-54, va (i) vé co ban gdm
trinh tw nucleotit cia SEQ ID NO: 25 va (ii) vé co ban gdm trinh ty nucleotit ciia SEQ
ID NO: 32.

Theo mét s& phuong an, phwong phap niy con bao gdm budc phan phdi cho té
bao (c) nucleaza hudng vi tri hudng dich vi tri bén trong hodc gin gen ma ma hoa mot
hoic nhiéu loai trong sé khang nguyén té bao bach cau ngudi MHC-I hoic MHC-II hodc
thanh phan hozc yéu t6 didu hoa phién ma cia phire hop MHC-I hoic MHC-II, va (d)
axit nucleic bao gdm trinh tu nucleotit ma hoa yéu t6 sinh dung nap mién dich ma dugc
gdn sudn béi (iii) trinh tu nucleotit twong ddng véi ving duoc dinh vi & bén trai cia vi
tri dich cta (c) va (iv) trinh tu nucleotit tvong ddng véi ving duoc dinh vi & bén phai
ctia vi trf dich ctia (c), trong d6 yéu t6 sinh dung nap mién dich ctia (d) khac véi yéu td
sinh dung nap mién dich (b), trong d6 nucleaza huéng vi tri tach vi tri dich cua (c) va
axit nucleic ciia (d) duge chén vao & vi tri ma chdng 14p mot phan, chdng l4p hoan toan,
hodc dugc chira bén trong, vi tri cua (c), trong d6 t€ bao cho van nang cé su 14n tranh
mién dich va/hodc su sdng sét t& bao ting so véi t€ bao trong d6 axit nucleic cia (d)

khong dugc chén vao.

Theo mot s§ phuong 4n, gen ma ma hoéa mot hodc nhiéu khang nguyén té bao
bach cau ngudi MHC-I hodc MHC-II hodc thanh phan hoic yéu t6 diéu hoa phién ma
ctia phttc hgp MHC-I hodc MHC-II 1a gen MHC-I dugc chon tir HLA-A, HLA-B, hodc
HLA-C, gen MHC-II dugc chon tt HLA-DP, HLA-DM, HLA-DOA, HLA-DOB, HLA-
DQ, hodac HLA-DR, hodc gen dugc chon tir B2M, NLRCS5, CIITA, RFXS5, REFXAP,
hodic REXANK, va yéu té sinh dung nap mién dich 1a PD-L1, HLA-E, HLA-G, CTLA-
4,hodc CD47. Theo céc phuong 4n cu thé, gen ma ma héa mét hoic nhidu khang nguyén
té bao bach cau nguoi MHC-I hozic MHC-II hoc thanh phdn hozc yéu tb didu hoa phién
ma ctia phtrc hop MHC-I hodc MHC-II 12 B2M, va yéu t6 sinh dung nap mién dich 1a
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PD-L1. Theo cac phuong an trong d6 nucleaza huéng vi tri 1a hé théng CRISPR bao
gém CRISPR nucleaza va gARN, CRISPR nucleaza 1a Cas9 nucleaza loai II hodc Cfpl
nucleaza loai V, va CRISPR nucleaza duoc lién két v6i it nhat mot tin hidu dinh vi nhan.
Theo mot sé phuong 4n, gARN huéng dich trinh tw polynucleotit duge chon tir cac SEQ
ID NO: 1-3 hoic 35-44, va (iii) vé co ban gbm trinh ty nucleotit ciia SEQ ID NO: 7, va
(iv) v& co ban gbm trinh tu nucleotit ciia SEQ ID NO: 13.

Theo mot 6 phwong 4n, trinh ty nucleotit ma hoa yéu t sinh dung nap mién dich
ctia (b) va (d) dugce lién két hoat dong véi trinh tu khoi dong ngoai sinh. Trinh tu khéi
dong .ngoai sinh nay co thé duoc chon tir trinh tu khoi dong co dinh, cam tng, dic hiéu
thoi gian, ddc hi¢u mo, hodc dac hiu loai t€ bao. Theo mot sb phuong an, trinh ty khoi
dong ngoai sinh 1a trinh ty khoi dong CMV, EFla, PGK, CAG, hodc UBC. Theo cac
phuong 4n cu thé, trinh tu khéi dong nay la trinh tu khéi dong CAG.

Sang ché ciing bao ham cac té bao cho van ning dugce tao ra bing cic phuong
phap duoc boc 16 & ddy. Theo mot sb phuong 4n, té bao nay 1a t& bao dong vét ¢ vi.
Theo mot s6 phuong an, té bao nay 1a té bao ngudi. Theo mdt sé phuong 4n, té bao nay
1a té bao gbe. Theo mdt sé phwong 4n, té bao nay 14 té bao gdc da nang (PSC), t& bao
gbc phoi (ESC), té bao gdc ca thé trudng thanh (ASC), té bao gbc da ning duge cam
ung (iPSC), hodc té bao gbc va to tién tao huyét (HSPC) (con duoc goi 14 té bao gbe tao
huyét (HSC)). Theo mét sd phuong 4n, té bao nay 1a té bao dugc biét hoa. Theo mot

sO phuong an, t€ bao nay 1a té bao soma.

N6i chung, t& bao cho van nang dugc boec 10 & day c6 kha nang dugc biét hoa
thanh té bao tién than dugc gi61 han dong hodc té bao soma dugc biét hoa hoan toan.
Theo mét s6 phuong 4n, té bio tién than duoc gidi han dong 14 céc t6 tién ndi bi tuy,
céc t6 tién nodi tiét tuy, céc té bao tién than trung mo, céac té bao tién than co, cic té bao
nguyén bao, cic té bao tién than tao huyét, hodc cac té bao tién than than kinh, va céc té
bao soma duoc biét hda hoan toan 1a céc té bao tiét noi tiét nhu té bao beta tuy, té bao
biéu md, thi nghiém noi bi, dai thuc bao, té bao gan, té bao tao md, té bao than, té bao
méu, hodc té bao hé mién dich. Theo mot sb phuong an, té bao soma dugc biét hoa hoan

toan 1a té bao tim.

Khia canh khéac ctia sang ché d€ xuat phuong phap diéu tri cho doi tugng can di€u

tri, trong d6 phuong phap nay bao gdm buéc thu dwgc hodc da thu duge té bao cho van
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ndng nhu duge boc 1§ & day sau su biét hda thanh té bao tién than dugc giéi han dong
hodc t& bao soma duoc biét hda hoan toan, va dung té bao tién than duoc gi61 han dong
hoic té bao soma durgc biét hoa hoan toan cho ddi twong. Sang ché cling dé xuit phuong
- phap thu duogc té bao dé su dung cho dbi tuong can diéu tri, phuong phap nay bao gém
budc thu hodc di thu duge té bao cho van ning nhu dwoc boc 16 & ddy, va giit té bao
cho van ning trong mdt khoang thdi gian va trong céc didu kién dé dé té bao biét hoa
thanh t& bao tién than dugc gidi han dong hoic té bao soma dugc biét hoa hoan toan.
Theo mot s6 phuong an, ddi twong nay 1a ngudi ma bi, nghi ngd bi, hodc ¢o nguy co bi

bénh. Theo mdt s& phwong 4n, bénh nay 13 bénh c6 thé di truyén.

Van theo khia canh khac ciia séng ché bao ham gARN huéng dich trinh tu
polynucleotit dugc chon tir SEQ ID NO: 15-24 hoac 45-54.

Mic du sang ché c6 thé co cac cai bién va céc dang thay thé khac nhau, céc
phuong an cu thé ctia n6 duogc thé hién béng cach le‘iy vi du & cac hinh vé va s& dugc mo
ta chi tiét & ddy. Tuy nhién, can hiéu ring c4c hinh v& va phan md t4 chi tiét duogc thé
hién & day khong duoc dy dinh 1a 1am giéi han sang ché & cac phuong 4n cu thé duoc
bdc 16, ma nguoc lai, du dinh 13 bao ham tit ca cac cai bién, dang tvong duong, va dang
thay thé nim trong tinh than va pham vi ctia ban boc 10 nay nhu dugce xac dinh bdi cac

yéu cau bao ho kém theo.

Céc ddu hidu va wu diém khac cua sang ché s& trd nén 6 rang & phan mé ta chi
tiét sau ddy vé cac phuong 4n cua sang ché, két hop v6i su tham chiéu dén cac hinh vé
kém theo.

MBS ta vin tit cAc hinh vé

Hinh 1 thé hién phén tich TIDE cta viéc cit B2M gARN trong té bao CyT49.
Cac gARN cua B2M-1, B2M-2, va B2M-3 dugc thir nghiém.

Hinh 2A-2B thé hién d4nh gia dém té bao theo dong cta sy bidu hién B2M c6 va
khong c6 IFN-y trong té bao WT CyT49 (Hinh 2A) va té bao B2M KO CyT49 (Hinh
2B).

Hinh 3 thé hién ban dd plasmit ctia vecto cho B2M-CAGGS-PD-11 déi v6i HDR.

Hinh 4 thé hién phén tich dém té bao theo dong dbi véi su da nang cia cac té bao

gbe B2M KO/PD-L1 KI CyT49. Céc dong v6 tinh duge tao din xuét c6 >99% duong
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tinh kép dbi v6i OCT4 va SOX2, hai yéu t phién ma séng con d6i voi sw da nang. IgG

dugce st dung lam doi chiing am.

Hinh 5A-5B thé hién phén tich dém té bao theo dong ctia cac dong vo tinh té bao
gbc c6 ngudn goe tir WT CyT49 (Hinh 5A) va KO B2M/KI PD-L1 (Hinh 5B). Té bao
WT diéu hoa ting sy biéu hién B2M khi dap tng véi IFNy. Cac dong vo tinh KO
B2M/KI PD-L1 biéu hién day @i PD-L1 va khong biéu hién B2M c6 hoic khong c6 su
xtt Iy IFNy. NT-1=khéng xtt Iy. INTG-1= té bao di dwoc xir ly 48 gio bang 50 ng/ml
IFNy.

Hinh 6 thé hién su dém té bao theo dong dbi véi FOXA2 va SOX17 & té bao
Giai doan 1 (n0i bi chinh thirc) duogc biét hoa tir té bao CyT49 kiéu dai, PD-L1 KI/B2M
KO, hoic B2M KO CyT49.

Hinh 7 thé hién ti 1& phan tram dinh luong ctia su biéu hién FOXA2 va SOX17 &
t& bao Giai doan 1 (Noi Bi Chinh Thirc) dd biét héa tir té bao kiéu dai, KI PD-L1/KO
B2M, hoic KO B2M.

Hinh 8 hé hién ti 1¢ phin tram dinh lwong cta su biéu hién CHGA, PDX1 va
NKX6.1 & té bao Giai doan 4 (PEC) dugc biét héa tir t& bao kiéu dai, PD-L1 KI/B2M
KO, hoac B2M KO.

Hinh 9 thé hién quén thé khac loai cia té bao & Giai doan 4 (PEC).

Hinh 10 thé hién su biéu hién gen dugce chon qua khoang thoi gian biét héa & té

bao dugce biét héa tir té bao kiéu dai, PD-L.1 KI/B2M KO, hoic B2M KO.

Hinh 11A-11F thé hién su biéu hién gen dugc chon loc qua khoang thoi gian biét
hoa & té bao dugc biét hoa tir té bao kiéu dai, PD-L1 KI/B2M KO, hoic B2M KO. Hinh
11A thé hién su biéu hién B2M 6 té bao kiéu dai. Hinh 11B thé hién sy biéu hién B2M
& té bao KO B2M. Hinh 11C thé hién sy biéu hién B2M & té bao KI PD-L1/B2M KO.
Hinh 11D thé hién su biéu hién PD-L1 & té bao kiéu dai. Hinh 11E thé hién sy bidu
hién PD-L1 & té bao B2M KO. Hinh 11F thé hién su biéu hién PD-L1 & té bao PD-L1
KI/B2M KO.

Hinh 12A-12F thé hién su biéu hién MHC 16p I va 16p II & giai doan PEC & té
bao da biét hoa tir té bao kiéu dai, KI PD-L1/B2M KO, hoic B2M KO. Hinh 12A thé
hién su biéu hién MHC 16p I & té bao kidu dai. Hinh 12B thé hién sy biéu hién MHC
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16p I & té bao B2M KO. Hinh 12C thé hién sy biéu hién MHC 16p I & t& bao PD-L1
KI/B2M KO. Hinh 12D thé hién su bidu hién PD-L1 MHC 16p II & té bao kiéu dai.
Hinh 12E thé hién sy biéu hién MHC 16p 1I & té bao B2M KO. Hinh 12F thé hién su
bidu hién MHC 16p II & té bao PD-L1 KI/B2M KO.

Hinh 13 thé hién phan tich TIDE cia viéc cat TXNIP gARN & cac TC1133
hiPSC. T5 dan thé hién 13 tét nhét & su cét tai exon 1.

Hinh 14 thé hién ban db plasmit ciia vecto cho TXNIP-CAGGS-HLA-E dbi vé6i
HDR.

Hinh 15 thé hién phan tich dém té bao theo dong ddi véi sy da ning cua cac té
bao gdc B2M KO/PD-L1 KI va TXNIP KO/HLA-E KI CyT49. Céc dong vé tinh duoc
tao dan xudt c6 >99% dwong tinh kép ddi véi OCT4 va SOX2, hai yéu t6 phién ma séng
con dbi v6i s da nang. Céc dong v6 tinh ciing khéng bidu hién B2M. Céc dong vo tinh
khong biéu hién MHC-L.

Hinh 16 thé hién phan tich dém té bao theo dong d6i vdi su da ning cua cac té
bao gbe B2M KO/PD-L1 KI va TXNIP KO/HLA-E KI CyT49. Céc dong v tinh dugc
tao ddn xudt biéu hién PD-L1 va HLA-E sau khi trai qua su biét hoa dén Giai doan 6 (té

bao beta chua trudng thanh). IgG duge sir dung lam dbi chimg am.

Hinh 17 thé hién ti 1& phan trdm dinh luong cta sy biéu hién CHGA, PDX1 va
NKX6.1 & té bao Giai doan 4 (PEC) duoc biét héa tir kiéu dai, B2M KO, PD-L1 KI/B2M
KO (V1A), hoic TXNIP KO/HLA-E KI (V1B) hESC.

Hinh 18A-18B thé hién sy biéu hién gen duoc chon loc qua khodng thoi gian biét
héa & té bao TXNIP KO (Hinh 18A) hodc té bao TXNIP KO/HLA-E KI (V1B) (Hinh
18B).

Hinh 19A-19B thé hién phan tich &ém té bao theo dong ddi vé6i su hoat hoa té
bao T bang cach sir dung thir nghiém ting sinh CFSE. Té bao CD3+ T so cép clia nguoi
duoc dong 0 v6i PEC thu duoc tir cac dong vo tinh WT, B2M KO, B2M KO/PD-L1 K1,
hoac B2M KO/PD-L1 KI + TXNIP KO/HLA-E KI CyT49 (Hinh 19A). Hinh 19B t6m
tit sy hoat héa té bao T & cac t& bao khac nhau. ANOVA mét chiéu (o= 0,05 véi kiém
dinh so sanh nhiéu thanh phin cta Dunnett) v6i “mot minh CFSE-T” duoc dit [am dbi
ching. *, p <0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001; **** p<0,0001. n.s. =khong déng ké.
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Hinh 20 thé hién sy biéu hién gen dugc chon qua khodng thoi gian biét hoa ctia

té bao duogc biét héa tir té bao TXNIP KO.

Hinh 21 thé hién sy danh gia dém té bao theo dong cua su biéu hién PDX1 va
NKX6.1 & té bao PEC duoc biét hoa tir t& bao TXNIP KO.

Hinh 22 thé hién hinh thai hoc cia cic dong v6 tinh B2M KO/PD-L1 KI va
TXNIP KO/HLA-E KI khéac nhau (“S6-V1B-H9,” “S6-V1B-3B11,” “S6-V1B-1G7,” va
“S6-V1B-3C2”) so véi cac té bao kiéu dai (“WT”) va té bao dbi ching din khong cit
(“NCG#1”) sau sy biét héa dén Giai doan 6.

* Hinh 23A-23F thé hién su biéu hién gen dugc chon cda cac dong vo tinh sau su
biét hoa dén Giai doan 6. Hinh 23 A thé hién su biéu hién gen dugc chon loc qua khoang
thoi gian biét hoa tir dong vo tinh B2M KO/PD-L1 KI va TXNIP KO/HLA-E KI lam vi
du. Hinh 23B-23F thé hién su biéu hién gen ciia INS (Hinh 23B), NKX6.! (Hinh 23C),
GCG (Hinh 23D), SST (Hinh 23E), va GCK (Hinh 23F) & té bao kiu dai (“S6-Cyt49
WT”), té bao ddi ching din khong cit (“S6-NCG#1”), va cac dong vo tinh B2M
KO/PD-L1 KI va TXNIP KO/HLA-E KI khac nhau (“S6-V1B-H9,” “S6-V1B-3B11,”
“S6-V1B-1G7,” va “S6-V1B-3C2”) ma dugc biét hoa dén Giai doan 6 v&i dong vé tinh
B2M KO/PD-L1 KI va TXNIP KO/HLA-E KI chua dugc biét héa (“ES-V1B-H9”) va
dao kiéu dai (“P40”) lam d6i ching.

Hinh 24A-24B thé hién sy d4nh gia dém té bao theo dong cia su bidu hién INS
va GCG (Hinh 24A) va su biéu hién INS va NKX6.1 (Hinh 24B) & t& bao Giai doan 6
duge biét hoa tir dong vo tinh B2M KO/PD-L1 KI va TXNIP KO/HLA-E KI.

Hinh 25A-25B thé hién ti 18 phan trim ctia su bidu hién INS (Hinh 25A) va su
biéu hién NKX6.1 (Hinh 25B) ¢ té bao Giai doan 6 dugc biét hoa tir t& bao kiéu dai
(“S6-WT”), té bao dbi chitng din khong cit (“S6-NCG#1>), va hai dong vo tinh B2M
KO/PD-L1 KI va TXNIP KO/HLA-E KI (“S6-V1B003” va “V1B-H9”) .

Hinh 26A thé hién su dénh gia dém té bao theo dong cta su biéu hién PDX1 va

NKX6.1 ¢ & bao Giai doan 4 dugc biét héa tir dong té bao v6 tinh 1 (B2M KO/PD-L1
KI va TXNIP KO/HLA-E KI) v6i cac mét do cdy giéng khac nhau.
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Hinh 26B thé hién su danh gia dém té bao theo dong dbi véi sy biéu hién PD-L1
va HLA-E & té bao Giai doan 4 dugc biét hoa tir té bao dong vo tinh 1 (B2M KO/PD-
L1 KI va TXNIP KO/HLA-E KI).

Hinh 27A-27C thé hién sy phan tich dic diém ctia dong vo tinh gidng duge biet
héa dén giai doan PEC. Hinh 27A thé hién hinh thai hoc, Hinh 27B thé hién su bidu hién
gen duoc chon loc qua khoang thoi gian biét héa, va Hinh 27C thé hién ti 16 phf?ln tram
ctia té bao biéu hién CHGA/NKX6.1*/PDX1* & quin thé dugc biét hoa.

Hinh 28 thé hién sy biéu hién gen duoc chon loc qua khoang thoi gian biét hoa

ctia té bao dugc biét hoa tir dong vo tinh TXNIP KO/HLA-E KI.
MO ta chi tiét sang ché

I. Pinh nghia

Sw lam khuyét: Nhu dugc st dung & déy, thuit ngit "su 1am khuyét", ma c6 thé
duoc sir dung thay thé 13n nhau véi cac thuét ngit "sw 1am khuyét di truyén" hodc "bat
hoat", thudng ding dé chi cai bién di truyén trong d6 vi tri hodc viung cia ADN hé gen
duoc loai bé bang phuong phép sinh hoc phan tir bt ky, vi du, phuong phép dugc mo
ta & day, vi du, béng cach phan phéi dén vi tri cia ADN hé gen endonucleaza va it nhét
mot gARN. S lwgng bt ky ctia nucleotit ¢6 thé duge lam khuyét. Theo mot sb phuong
an, su lam khuyét bao gém su loai bd cua it nhit mot, it nhét hai, it nhit ba, it nhat bdn,
it nhat nam, it nhét mudi, it nhit muoi 13m, it nhét hai muoi, hodc it nhét 25 nucleotit.
Theo mdt sb phuong an, su lam khuyét bao gém su loai bé 10-50, 25-75, 50-100, 50-
200, hozic nhidu hon 100 nucleotit. Theo mdt sb phuong 4n, sy 1am khuyét bao gdm su
loai bd toan bo gen dich, vi du, gen B2M. Theo mét sb phuong an, su lam khuyét bao
gém su loai bod mot phén cua gen dich, vi du, tAt ca hoac mot phén cua trinh tu khoi dong
va/hodc trinh tw ma hoa cia gen B2M. Theo mdt sb phuong 4n, sy 1am khuyét bao gdbm
sur loai bé ctia yéu té diéu hoa phién ma, vi du, ving khdi dong, ctia gen dich. Theo mdt
s6 phuong an, sy lam khuyét bao gdm su loai bé cua tht ca hozc mdt phan cia vung ma
héa nho d6 san pham duoc biéu hién binh thuong béi viing ma héa khdng con duge biéu
hién ntta, dugce biéu hién duéi dang bi cit cut, hodc dugc biéu hién & muc do giam.
Theo mot s6 phwong an, su lam khuyét din dén su giam di su bidu hién cia gen so vGi

té bao khong duogc cai bién.
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Endonucleaza: Nhu dugc st dung & day, thuat ngit "endonucleaza" thuong dung
dé chi enzym ma phén cit lién két phosphodieste & trong polynucleotit. Theo mét sb
phuong an, endonucleaza phén cit dic hiéu lién két phosphodieste ¢ trong polynucleotit
ADN. Theo mét s6 phwong 4n, endonucleaza 13 nucleaza ngon tay kém (ZFN), nucleaza
tac dong gidng chédt hoat hoa phién md (TALEN), endonucleaza vé& nha (HE),
meganucleaza, MegaTAL, hoic endonucleaza két hop CRISPR. Theo mdt s6 phuong
an, endonucleaza 14 endonucleaza dugc dan béng ARN. Theo céc khia canh nhit dinh,
endonucleaza dugc dan b?lng ARN ]a CRISPR nucleaza, vi du, CRISPR Cas9
endonucleaza loai Il hodc CRISPR Cpfl endonucleaza loai V. Theo mot s6 phuong an,
endonucleaza la Casl, CaslB, Cas2, Cas3, Cas4, Cas5, Cas6, Cas7, Cas8, Cas9 ( (con
dugc biét 1a Csnl va Csx12), Cas100, Csyl, Csy2, Csy3, Csel, Cse2, Cscl, Csc2, Csa3,
Csn2, Csm2, Csm3, Csm4, Csm5, Csm6, Cmrl, Cmr3, Cmr4, Cmr5, Cmr6, Csb1, Csb2,
Csb3, Csx17, Csx14, Csx10, Csx16, CsaX, Csx3, Csx1, Csx15, Csfl, Csf2, Csf3, Csf4,
hodc Cpfl endonucleaza, hoic thé tuong ddng cua no, sy tai td hop ctia phan tr xuét
hién ty nhién ctia né, phién ban duoc tdi vu héa codon cua nd, hodc phién ban dugc cai
bién cla n6, hoic cac tb hop ctia n6. Theo mot sb phuong 4n, endonucleaza c6 thé dua
vao mdt hodc nhiéu chd dut sgi don (SSB) va/hoic mot hoic nhiéu chd dut soi kép
(DSB).

Cii bién di truyén: Nhu dugc sir dung & déy, thuat ngit "cai bién di truyén"
thuong ding dé chi vi tri cia ADN hé gen ma da duoc chinh stra hodc thao tac di truyén
bang cach sir dung phwong phép sinh hoc phan tir bat ky, vi du, phuong phap duoc md
ta & ddy, vi du, bang cach phan phéi dén vi tri cia ADN hé gen endonucleaza va it nhit
mot gARN. Su cai bién di truyén vi du bao g0m sy cai xen, su lam khuyét, su nhan doi,
su dao, va sur chuyén vi, va dang két hop cta ching. Theo mét sb phuong 4n, cai bién
di truyén 1a sy lam khuyét. Theo mot sb phuong én, cai bién di truyén 1a sy cai xen.
Theo phuong an khac, cai bién di truyén 12 dot bién cai xen-lam khuyét (hay indel), nho
do6 khung doc cuia gen dich dugc dich chuyén dan dén san pham gen dugc thay ddi hoic
khong c6 san phdm gen.

 ARN diin (g4RN): Nhu dugc dung & day, thuat ngit "ARN dan" hoic “gARN"
thuong ding dé chi axit ribonucleic ngin ma c6 thé tuong tac voi, vi du, lién két véi,
endonucleaza va lién két, hodc lai hoa véi vi tri hodc ving hé gen dich. Theo mot sb

phuong an, gARN 1a ARN dén don phén ti (sgARN). Theo mdt sb phuong an, gARN
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c6 thé bao gdm ving mé rong doan dém. Theo mot s& phuong 4n, gARN c6 thé bao
gdm ving mé rong tracrARN. Theo mot sb phuong an, gARN 1a sgi don. Theo mét s6
phuong 4n, gARN bao gdm nucleotit xuat hién tu nhién. Theo mot s6 phuong én, gARN
12 gARN duoc cai bién héa hoc. Theo mot sb phuong 4n, gARN dugc cai bién hoa hoc
la gARN ma bao gém it nhAt mot nucleotit ¢6 su cai bién hoa hoc, vi du, su cai bién
dubng 2'-O-metyl. Theo mét sé phwong én, gARN duge cai bién héa hoc bao gdm
khung axit nucleic dugc cai bién. Theo mdt sb phuong 4n, gARN dugc cai bién hoa hoc
bao gém gbc 2'-O-metyl-phosphorothioat. Theo mot s6 phwong 4n, gARN c¢6 thé dugc

tao phtrc hop truée v6i ADN endonucleaza.

Sw cai xen: Nhu dugc sir dung ¢ ddy, thuat ngt "su cai xen" ma c6 thé duoc st
dung thay thé 14n nhau véi cac thuat ngit “su cai xen di truyén" hoic "dinh vao", thuong
dung @& chi cai bién di truyén trong d6 polynucleotit duwgc dua vao hogc duge bd sung
vao vi tri hodc ving ctia ADN hé gen bang phuong phép sinh hoc phan tir bat k¥, vi du,
phuong phap duge mo ta & ddy, vi du, bang cich phén phéi dén vi tri cia ADN hé gen
endonucleaza va it nhit mot gARN. Theo mét sd phwong 4n, su cai xen c6 thé xay ra &
trong hodc & gin vi tri cia ADN hé gen ma da 1a vi tri cta su cai bién di truyén trude
do, vi du, su lam khuyét hodc ddt bién cai xen-lam khuyét. Theo mdt sb phuong éan, su
cai xen xay ra tai vi tri cia ADN hé gen ma géi 1én mot ph?ln, géi 1én hoan toan, ho#c
duoc chira trong vi tri cia su cai bién di truyén truéde d6, vi du, su lam khuyét hodc dot
bién cai xen-lam khuyét. Theo mot sb phuong én, sy cai xen xay ra & locut 4n chtta an
toan. Theo mot sd phuwong 4n, sy cai xen bao gdm sy dua vao cla polynucleotit ma ma
hoéa protein dugc quan tim. Theo mot s phwong 4n, sy cai xen bao gbm su dua vao
ctia polynucleotit ma ma héa yéu t sinh dung nap mién dich. Theo mdt sb phuong an,
su cai xen bao gdm sy dwa vao clia polynucleotit ma ma héa yéu tb sdng s6t. Theo mot
) phirong an, su cai xen bao gém su dua vao cua trinh tu khoi ddng ngoai sinh, vi du,
trinh tu khéi dong co dinh, v/ du, trinh ty khéi dong CAG. Theo mdt sb phuong éan, su
cai xen bao gdm su dua vao cua polynucleotit ma ma héa gen khong ma héa. Nhin
chung, polynucleotit can duoc cai xen dugc tao sudn boi cdc trinh tw (Vi dy, cac nhanh
trong déng) c6 dd turong dong trinh tu dang ké voi ADN hé gen & hodc & gin vi tri cua

Su cai xen.

Phirc h¢ twong thich mé chii yéu lop I (MHC-I): Nhu duogc st dung & day, cac
thudt ngit "phtic hé twong thich mé chu yéu 16p I'" hogc "MHC-I” thuong ding dé chi
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16p ctia cac phén tir sinh hoc ma dwogc phat hién trén bé mit t€ bao cua tit ca cac té bao
c6 nhan ¢ dong vat c6 xuong séng, bao gém dong vét co vu, vi du, nguoi; va c6 chirc
nang thé hién peptit cia khang nguyén khong tu than hoic la, v dy, protein, tir trong té
bao (#tc la bao twong) cho té bao T gy doc té bao, vi du, t& bao T CD8+, dé kich thich
d4p tmg mién dich. Theo mot s6 phwong an, phan tir sinh hoc MHC-I 1a gen MHC-I
hodc protein MHC-I. Sy tao phurc ctia protein MHC-I véi protein beta-2 microglobulin
(B2M) 14 can thiét d6i v6i su bidu hién bé mit té bao cua tit ca cac protein MHC-1.
Theo mdt s6 phuong 4n, viée 1am giam sy biéu hién cia khang nguyén bach ciu MHC-
I ngudi (HLA) so véi té bao khong dugc cai bién bao gbm su giam di (hay su ha thép)
su biéu hién cia gen MHC-I. Theo mot sb phuong 4n, viéc lam giam su biéu hién cua
khéng nguyén bach cdu MHC-I nguoi (HLA) so v6i té bao khong duoc cai bién bao
gdm sy giam di (hay sy ha thip) su bidu hién bé mit té bao cta protein MHC-I. Theo
mot s6 phwong 4n, phan tir sinh hoc MHC-I 1a HLA-A (ID Gen NCBI Sé: 3105), HLA-
B (ID Gen NCBI Sé: 3106), HLA-C (ID Gen NCBI Sé: 3107), hodc B2M (ID Gen
NCBI Sb: 567).

Phikc h¢ twong thich mé chii yéu I6p II (MHC-II): Nhu duoc st dung & day,
thuat ngit "phirc h¢ twong thich mé chu yéu 16p 11" hoic "MHC-II" thuong dung dé chi
16p cta cac phan t sinh hoc ma thudng dugc tim thiy trén bé mit té bao cua té bao
trinh dién khang nguyén & dong vét cd xuong séng, bao gém dong vat ¢6 vu, vi du,
ngudi; va cé chirc ning thé hién peptit ctia khang nguyén khong tu than hoac la, vi du,
protein, tir bén ngoai ciia té bao (ngoai bao) cho té bao T gdy doc té bao, vi dy, té bao
CD8+ T, dé kich thich d4p tng mién dich. Theo mdt s6 phwong 4n, té bao trinh dién
khang nguyén l1a té bao dudi gai, dai thuc bao, hoic t& bao B. Theo mot sb phuong an,
phén tir sinh hoc MHC-II 1a gen MHC-II hodc protein MHC-II. Theo mét sé phuong
4n, viéc 1am gidm sy biéu hién ciia khang nguyén bach ciu MHC-II nguoi (HLA) so véi
té bao khong duogc cai bién bao gdm su giam di (hay su ha thip) sy biéu hién cua gen
MHC-II. Theo mdt s6 phuong 4n, viéc 1am gidm sy biéu hién cta khéng nguyén bach
cau MHC-II nguoi (HLA) so véi té bao khong dugce cai bién bao gbm su giam di (hay
su ha thap) su biéu hién bé mit t& bao ctia protein MHC-II. Theo mdt s6 phuong én,
phan tw sinh hoc MHC-II 1a HLA-DPA (ID Gen NCBI Sé: 3113), HLA-DPB (ID Gen
NCBI $6: 3115), HLA-DMA (ID Gen NCBI S4: 3108), HLA-DMB (ID Gen NCBI Sé:
3109), HLA-DOA (ID Gen NCBI Sé: 3111), HLA-DOB (ID Gen NCBI Sé: 3112),



48565 14/229

HLA-DQA (ID Gen NCBI Sé: 3117), HLA-DQB (ID Gen NCBI Sé: 3119), HLA-DRA
(ID Gen NCBI 86: 3122), hosic HLA-DRB (ID Gen NCBI $é: 3123).

Polynucleotit: Nhu dugce dung & day, thuat ngit "polynucleotit”, ma c6 thé duoc
str dung thay thé 13n nhau vé6i thuat ngit "axit nucleic" thuong dung dé chi phan t sinh
hoc ma bao gdm hai hodc hon hai nucleotit. Theo mot sb phuong an, polynucleotit bao
gdm it nhit hai, it nhat nim it nhat mudi, it nhit hai muoi, it nhét 30, it nhat 40, it nhét
50, it nhat 100, it nhat 200, it nhit 250, it nhét 500, hoic sb lugng bit ky clia nucleotit.
Vi du, polynucleotit nay c6 thé bao gdm it nhit 500 nucleotit, it nhAt khoang 600
nucleotit, it nhat khoang 700 nucleotit, it nht khoang 800 nucleotit, it nhét khoang 900
nucleotit, it nhét khoang 1000 nucleotit, it nht khoang 2000 nucleotit, it nhat khoang
3000 nucleotit, it nhat khoang 4000 nucleotit, it nhét khoang 4500 nucleotit, hoic it nhat
khoang 5000 nucleotit. Polynucleotit c6 thé 12 phan tir ADN hodc ARN hoic phéan ti
ADN/ARN lai. Polynucleotit ¢ thé 1a soi don hodc s¢i kép. Theo mdt sb phuong an,
polynucleotit 1 vi trf hodc ving cia ADN hé gen. Theo mot s§ phuong 4n, polynucleotit
la gen ndi sinh ma dugc chtra ¢ trong hé gen cua té bao khong dugc cai bién hodc té bao
cho Vé_lﬂ nang. Theo mét sb phuong 4n, polynucleotit 1a polynucleotit ngoai sinh ma
khong dugc tich hop vao trong ADN hé gen. Theo mét sb phwong 4n, polynucleotit 1a
polynucleotit ngoai sinh ma dugc tich hop vao trong ADN hé gen. Theo mét s6 phuong
an, polynucleotit 1a plasmit hodc vecto virut két hop adeno. Theo mot sb phuong éan,

polynucleotit 1a phan t&r mach vong hodc mach thing.

Locut dn chita an toan: Nhu dugc sir dung & day, thuat ngit "locut 4n chira an
toan" thudng dung dé chi dia diém, vi tri, hodc ving bat ky cia ADN hé gen ma c6 thé
c6 kha nang diéu tiét su cai xen di truyén vao dia diém, vi tri, hodc ving nay ma khéng
¢6 anh hudng c6 hai 1én té bao. Theo mét s6 phwong an, locut &n chita an toan 13 ving
trong gen hoic ngoai gen. Theo mdt s6 phuong 4n, locut 4n chtra an toan 14 vung cua
ADN h¢ gen ma thudng 1a cAm vé mit phién ma. Theo mot sb phuong 4n, locut 4n chtra
an toan la locut AAVSI (PPP1 R12C), ALB, Angptl3, ApoC3, ASGR2, CCRS, FIX
(F9), G6PC, Gys2, HGD, Lp(a), Pcsk9, Serpinal, TF, hoic TTR. Theo mét sb phuong
an, locut 4n chira an toan dugc mo ta trong Sadelain, M. et al., "Safe harbours for the
integration of new DNA in the human genome," Nature Reviews Cancer, 2012, Vol 12,

trang 51-58.



48565 15/229

Cong tic an toan: Nhu dugc dung & dy, thuat ngit "cong tic an toan" thuong
dfmg.dé chi phan tit sinh hoc ma din té bao trai qua su chét theo chuong trinh. Theo
mdt s& phuong an, cong tic an toan 14 protein hodc gen. Theo mét sé phuong an, cong
téc an toan 1a gen tu sat. Theo mot sd phuong én, cong tic an toan, vi du, tymidin kinaza
virut herpes don dang (HSV-tk), d4n té bao trai qua su chét theo chuong trinh biang céch
chuyén hoéa tién duoc chét, vi du, ganciclovir. Theo mot sb phuong an, sy ¢6 mat dugc
biéu hién qué mirc cta cong tic an toan trén ban than n6 din té bio trai qua su chét theo
chuong trinh. Theo mot s6 phuong 4n, cong tic an toan 1a phén tr dya trén p53, HSV-

tk, hodc caspaza-9 c6 thé cam ung.

Déi twong: Nhu dugc sir dung & day, thuat ngit “dbi twong” dé chi dong vat co
vi. Theo mét s& phuong an, dbi tuong 1a dong vat linh trudng khong phéi 1a nguoi hodic
dong vat gam nhdm. Theo mot sb phuong 4n, d6i twong 1 ngudi. Theo mot sb phuong
an, d6i tuong mic, bi nghi ngod méc, hodc ¢6 nguy co méc, bénh hoic r6i loan. Theo

mdt s6 phuong an, doi tuong c6 mot hodc nhiéu triéu ching ctia bénh hoic rdi loan.

Yéu t6 song sét: Nhu dugc s dung & day, thuat ngit "yéu td séng sot" thuong
dung dé chi protein (vi du, dugc biéu hién bang cach polynucleotit nhu md ta & day) ma,
khi tdng 1én hodc giam di trong té bao, 1am cho té bao, vi du, té bio cho van ning, séng
56t sau khi cdy hodc ghép vao ddi tugng vat chi & ti 18 sdng s6t cao hon so véi té bao
khong duoc cai bién. Theo mot sb phuong 4n, yéu t6 sdng sot 1a yéu tb séng sot cua
ngudi. Theo mot s& phuong 4n, yéu td sdng s6t 1a thanh vién cia con duong quan trong
tham gia vao su sdng s6t té bao. Theo mdt sb phuong 4n, con dudng quan trong tham
gia vao sy sbéng sot té bao ¢ lién quan dén sy giam oxy huyét, cac loai oxy phén tng,
sw mét di chat dinh dudng, va/hoic g suét oxy hoa. Theo mot sb phuong én, su cai
bién di truyén, vi du, su lam khuyét hodc su cai xen, cua it nhat mot yéu tb séng sot cho
phép té bao cho van ning sdng sét trong khoang thoi gian dai hon, vi du., khoang thoi
gian dai hon it nhit 1,05, it nhét 1,1, it nhit 1,25, it nhat 1,5, it nhat 2, it nhit 3, it nhét
4, it nhét 5, it nhat 10, it nhat 20, hoic it nhat 50 14n, so véi té bao khong duoc cai bién
sau khi ghép. Theo mot s& phuong an, yéu t6 sdng sét 1a ZNF143 (ID Gen NCBI Sé:
7702), TXNIP (ID Gen NCBI Sé: 10628), FOXO1 (ID Gen NCBI $4: 2308), INK (ID
Gen NCBI S6: 5599), hogc MANF (ID Gen NCBI Sé: 7873). Theo mot sé phuong én,
yéu t6 song sot duge cai xen vao trong té bio, vi du, té bao cho van ning. Theo mot sb

phuong éan, yéu tb séng s6t dugc loai bd khoi té bao, vi du., té bao cho van ndng. Theo
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mot s phwong 4n, si cai xen cla polynucleotit ma ma héa MANF 1am cho té bao, v
du, t& bao cho van ning, sdng s6t sau khi cdy hoic ghép vao dbi tuong vat chu & ti 1€
sdng s6t cao hon so véi té bao khong duge cai bién. Theo mdt sb phuong an, su lam
khuyét hodc dot bién cai xen-lam khuyét & trong hodc & gin gen ZNF143, TXNIP,
FOXO1, hoic INK l1am cho té bao, vi du, t& bao cho van nang, séng sét sau khi céy hoac

ghép vao doi tugng vat chu ¢ ti 1€ sdng s6t cao hon so véi té bao khong duoc cai bién.

Yéu t6 sinh dung nap mién dich: Nhu dugc st dung & day, thuat ngit "yéu td
dung nap" thuong ding d& chi protein (vi du, duge bidu hién bing cach polynucleotit
nhu mé ta & ddy) ma, khi ting 1én hoic giam di té bao, lam cho té bao, vi du, t& bao cho
van nang, Uc ché hodc tranh khoi su thai bd mién dich sau khi céy hodc ghép vao dbi
tuong vat chu & ti 18 cao hon so véi té bao khong duoc cai bién. Theo mot sb phuong
an, yéu td sinh dung nap mién dich 13 yéu t6 sinh dung nap mién dich ctia ngudi. Theo
mdt s6 phuong 4n, su cai bién di truyén ctia it nhit mot yéu t6 sinh dung nap mién dich
(vi du, su cai xen hogic sy 1am khuyét cta it nhat mot yéu t6 sinh dung nap mién dich)
lam cho té bao, vi du, t& bao cho van nang Uc ché hodc tranh khoi su thai bé mién dich
v6i ti 18 cao hon it nhét 1,05, it nhdt 1,1, it nhdt 1,25, it nhit 1,5, it nhat 2, it nhét 3, it
nht 4, it nhét 5, it nhét 10, it nhét 20, hoic it nhét 50 I4n so véi t& bao khong duge cai
bién sau khi ghép. Theo mot sb phuong 4n, yéu t6 sinh dung nap mién dich 14 HLA-E
(ID Gen NCBI Sé: 3133), HLA-G (ID Gen NCBI Sé: 3135), CTLA-4 (ID Gen NCBI
S6: 1493), CD47 (ID Gen NCBI S4: 961), hodc PD-L1 (ID Gen NCBI S4: 29126). Theo
mot s6 phuong an, yéu t sinh dung nap mién dich dugc chén vao trong té bao, vi du, té
bao cho van ning. Theo mot sb phuong 4n, yéu td sinh dung nap mién dich dugc loai
bo t& bao, vi du, t& bao cho van nang. Theo mot s6 phwong 4n, sy cai xen clia
polynucleotit ma ma héa HLA-E, HLA-G, CTLA-4, CD47, vi/hoic PD-L1 lam cho té
bao, vi du, té bao cho van nang, uc ché hoic tranh khéi su thai bd mién dich sau khi céy

hoic ghép vao dbi tuong vat chu.

Yéu t6 diéu hoa phién ma ciia MHC-I hodic MHC-II: Nhu duge sir dung & day,
thuat ngir “yéu t§ didu hoa phién mi cia MHC-I hodc MHC-II” néi chung dé chi phén
tir sinh hoc ma diéu bién, vi du., 1am tang hodc giam, su biéu hién cta khang nguyén té
bao bach cau ngudi MHC-I va/hodc MHC-II. Theo mdt s& phuong 4n, phén t sinh hoc
1a polynucleotit, vi du, gen, hodc protein. Theo mdt sb phuong 4n, yéu t6 diéu hoa phién

ma cia MHC-T hodc MHC-II s& lam ting ho#c 1am giam su biéu hién bé mit té bao cta
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it nhit 1 mot protein MHC-I hoic MHC-II. Theo mot sb phuong 4n, yéu t6 diéu hoa
phién mé cia MHC-I hodc MHC-II s& lam ting hoic lam gidm su biéu hién cua it nhét
1a mot gen MHC-1 hogc MHC-II. Theo mot s phuong 4n, yéu t6 didu hoa phién m3 la
CIITA (ID Gen NCBI S6: 4261) hodic NLRC5 (ID Gen NCBI Sé: 84166). Theo mot s6
phwong 4n, s 1am khuyét hodc su ha thdp cta sy biéu hién cia CIITA hoic NLRCS
lam gidm sy biéu hién cua it nhit mot gen MHC-I hosic MHC-IL.

Té béo cho van ning: Nhu dugc sit dung & day, thuét ngit "té bao cho van nang"
thuong ding d chi té bao dugc cai bién di truyén ma it kha ndng bi thai b6 dj sinh hon
trong qua trinh cdy t& bao va/hoic chimg t6 su sdng sét ting 1én sau khi cdy, so véi té
bao khong duoc cai bién. Theo mét sb phuong én, té bao duoc cai bién di truyén nhu
md ta & day 1a té bao cho van ning. Theo mot sb phuong 4n, té bao cho van nang lam
tang sy 14n tranh mién dich va/hodc su séng s6t té bao so véi té bao khong dugc cai
bién. Theo mot sb phuong 4n, té bao cho van ning lam tang su séng sot t& bao so véi
té bao khong duoc cai bién. Theo mot sb phuong 4n, t& bao cho van ning c6 thé 1a té
bao gbe. Theo mét sb phuong 4n, t€ bao cho van ning c6 thé 13 t& bao gbc phoi (ESCO),
té bao gdc cé thé truéng thanh (ASC), té bao gbc da nang dugc cdm Ung (iPSC), hoic
té bao gbe hoic td tién tao huyét (HSPC) (con duoc goi 14 t& bao gbc tao huyét (HSQO)).
Theo mdt sb phuong an, té bao cho van niang co thé 14 té bao dugc biét héa. Theo mot
s& phuong 4n, té bao cho van ning c6 thé 14 té bao soma (vi dy, t& bao hé thdng mién
dich). Theo mét s6 phuong 4n, té bao cho van ning dugc dung cho ddi twong. Theo
mdt sd phuong an, té bao cho van nang dugc dung cho dbi tuong ma méc, bi nghi ngo
mic, hodc c6 nguy co méc bénh. Theo mdt s6 phuong 4n, té bao cho van nang c6 kha
ning dugc biét héa thanh té bao tién than dugc gi6i han dong hoic té bao soma biét héa
dy di. Theo mot s6 phuong 4n, té bao tién than dugce giéi han dong 13 céc t6 tién noi
bi tuy, céc to tién noi tiét tuy, cac té bao tién than trung mo, cac té bao tién than CO, cac
té bao nguyén bao, cac t& bao tién than tao huyét, hoic céc té bao tién than than kinh.
Theo mdt sb phuong 4n, té bao soma biét hoa déy dir 1a té bao tiét ndi tiét nhu té bao
beta tuy, té bao biéu md, té bao ndi bi, dai thuc bao, té bao gan, té bao ma, té bao than,
té bao mau, hoic té bao hé théng mién dich. Theo mdt sb phuong an, té bao soma duoc
biét h(’)a hoan toan 14 té bao tim.

Té bao khéong dwgc cdi bién: Nhu dung & day, thuat ngit "té bao khong

dugc cai bién" dung dé chi t€ bao ma khong dugce tién hanh cai bién di truyén bao gom
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polynucleotit hodc gen ma ma héa MHC-I, MHC-I, yéu t§ diéu hoa phién ma cia MHC-
I hoic MHC-II, yéu td séng sét, va/hoic yéu t6 sinh dung nap mién dich. Theo mét s6
phuong 4n, té bio khong dugc cai bién c6 thé 1a té bao gbe. Theo mot sb phuong 4n, té
bao khong duoc cai bién ¢6 thé 12 té bao gbe phoi (ESC), té bao gbe cé thé trudng thanh
(ASC), té bao gbc da ning duge cam tng (iPSC), hodc té bao gdc hoic té bao tién than
tao huyét (HSPC) (con duge goi 1 té bao gbc tao huyét (HSC)). Theo mot sé phuong
an, t€ bao khoéng duoc cai bién co thé 1a té bao dugc biét héa. Theo mot sb phuong an,
té bao khong duogc cai bién c6 thé duogc chon tir té bao soma (Vi du, t& bao hé théng mién
dich, vi du, t& bao T, vi du, t& bao CD8+ T). Néu té bao cho van nang dugc so sanh “so
v6i té bao chua dugce cai bién”, t& bao cho van nang va té bao chua duoc cai bién 1a cung
loai t& bao hodc c6 chung dong té bao bd me thong thuong, vi du, iPSC cho van ning

dugc so sanh so v6i iPSC chua duoc cai bién.

O trong hodic ¢ gin gen: Nhu dugc st dung & day, thuat ngit "¢ trong hodc &
gan gen" ding dé chi vi tri hoic ving ctia ADN hé gen ma 14 thanh phan intron hodc
extron ctia gen d6 hodc nim gin v6i gen d6. Theo mot sb phuong éan, vi tri cia ADN
h¢ gen 13 & trong gen néu n6 bao gdm it nhat mot phan ctia intron hodc exon cua gen do.
Theo mét sé phuong 4n, vi trf cia ADN hé gen duge dinh vi gan gen c6 thé 1a ¢ dau 5°
hodc 3 clia gen nay (vf du, ddu 5’ hodc 3’ cua ving ma hoa cta gen ndy). Theo mét sb
phuong 4n, vi tri cia ADN hé gen nim & gin gen ¢6 thé 13 trinh tu khéi dong hodc viing
kim ham ma diéu bién su biéu hién cua gen d6. Theo mot sb phuong an, vi tri cia ADN
hé gen nim & gan gen c6 thé 1a & trén cling mdt nhiém sic thé nhu gen d6. Theo mot sb
phuong an, vi tri ciia ving cia ADN hé gen ¢ gin gen néu né nim trong 50Kb, 40Kb,
30Kb, 20Kb, 10Kb, 5Kb, 1Kb, hogc gin v6i diu 5° hodc 3’ ciia gen ndy (vi du, diu 5°

hodc 3’ cua ving ma hoéa cla gen da néu).

II. Phwong phap chinh sita hé gen

Su chinh stra hé gen thudng ding dé chi quy trinh ci bién trinh ty nucleotit ciia
hé gen, tot hon 14 theo phuong thitc dinh trudc hodc chinh x4c. Theo mét sb phuong an,
phuong phap chinh stra hé gen nhu md ta & day, vi dy, hé théng CRISPR-endonucleaza,
c6 thé duoc st dung dé cai bién di truyén té bao nhu mo ta & day, vi du, dé tao ra té bao

cho van ning. Theo mot s§ phuong an, phuong phép chinh stta hé gen nhu mo6 ta & day,
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vi dy, hé théng CRISPR-endonucleaza, c6 thé dwoc st dung dé cai bién di truyén té bao
nhu md ta & ddy, vi du, dé dua vao it nhit mot cai bién di truyén & trong hodc & gin it
nhit mot gen ma lam giam sy bidu hién ctia mot hodc nhiéu khang nguyén té bao bach
cau ngudi MHC-I va/hodic MHC-II hodc thanh phan khéc ctia phirc hop MHC-I hozc
MHC-II so véi té bao khong duoc cai bién; dé dua vao it nhit mot cai bién di truyén ma
lam ting su biéu hién cta it nhit mot polynucleotit ma ma héa yéu t6 dung nap so véi
té bao khong dugoe cai bién; va/hodc dé dua vao it nhét mot cai bién di truyén ma lam
tang hodc 1am giam sw biéu hién cia it nhat mot gen ma mi hoa yéu t6 sdng sot so vé6i

té bao khong duoc cai bién.

Vi du vé phuong phép chinh stra hé gen dugc md ta & day bao gdbm phuong phéap
st dung nucleaza huéng vi tri dé cit axit deoxyribonucleic (ADN) & céc vi tri dich chinh
xac & hé gen, nho d6 tao ra céc diém dut gy ADN soi don hoic soi kép & vi tri cu thé
bén trong hé gen. Céc diém dut gy nay c6 thé va thuong xuyén dugc sta chita bing
cac quy trinh té bao ndi sinh, tyr nhién, nhu su sira chita dinh huc'mg tuong déng (HDR)
va sy két hop dau khong tuong dong (NHEJ), nhu di mo ta trong Cox et al.,
"Therapeutic genome editing: prospects and challenges,", Nature Medicine, 2015, 21(2),
121-31. Hai quy trinh stta chita ADN chinh ndy gbm mét ho cc con dudng thay thé.
NHEJ két hop truc tiép cac ddu ADN tao ra tir sy dt gy soi kép, d6i khi véi su mét di
hodc su thém vao trinh tu nucleotit, ma ¢ thé phé v hogc ting cudng sy biéu hién gen.
HDR st dung trinh tu tuong ddng, hoic trinh tw cho, 1am khudn dé cai xen trinh tu ADN
xé4c dinh tai diém dut gay. Trinh tu tuong ddng c6 thé & trong hé gen ndi sinh, nhu
nhiém sic ti chi em. Theo c4ch khéc, trinh tu cho c¢6 thé 1a polynucleotit ngoai sinh,
nhu plasmit, oligonucleotit sgi don, oligonucleotit soi kép, oligonucleotit bd ddi hoic
virut, ma c¢6 cac ving (v du, cdc nhanh twong ddng bén trai va bén phai) c6 do trong
ddng cao véi locut dugce phan cit bang nucleaza, nhung ma ciing c6 thé chira trinh ty
hodc su thay ddi trinh tu bd sung bao gém sy 1am khuyét ma c6 thé duoc két hop vao
locut dich da dugc phan cit. Co ché stra chita thi ba 1a sw két hop déu qua trung gian
vi trong ddng (MMEL), con duge goi 1a "NHEJ Luén Phién,” trong d6 két qua di truyén
tuwong tu voi NHEJ trong d6 su lam khuyét va su cai xen nho ¢6 thé Xy ra tai vi tri phan
cit. MMEJ c6 thé tao ra viéc st dung céc trinh tu twong déng ctia mot it cdp bazo kep
hai bén vi tri dit ADN dé tao ra két qua stra chita két hop déu ADN duoce va thich hon,

va cdc bao cao gan ddy lam sang t6 thém co ché phén tir cia quy trinh nay; xem, vi dy,
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Cho and Greenberg, Nature, 2015, 518, 174-76; Kent ef al., Nature Structural and
Molecular Biology, 2015, 22(3):230-7; Mateos-Gomez et al., Nature, 2015, 518, 254-
57; Ceccaldi et al., Nature, 2015, 528, 258-62. Trong mdt s6 truong hop, ¢ thé du doan
duoc két qua sira chira c6 thé x4y ra dya trén phén tich ctia do vi tuong dong tiém nang

tai vi tri cia sy dut gdy ADN.

M&i co ché chinh sira hé gen nay c6 thé duoc st dung dé tao ra su cai bién di
truyén mong mudn. Mdt bude trong quy trinh chinh stra hé gen c6 thé tao ra mot hoic
hai sy dit g8y ADN, cdi sau duéi dang su dut gdy soi kép hodc dudi dang hai su dit
gdy soi don, trong locut dich khi & gin vi tri cta dot bién du kién. Didu nay c6 thé dat

dugc qua viée st dung cac endonucleaza, nhu duge md ta va minh hoa & ddy.
Hé¢ théng CRISPR Endonucleaza

Heé théng CRISPR-endonucleaza 1a co ché bao vé xuit hién ty nhién & sinh vat
nhén so ma duge ding cho muc dich méi lam nén ting huéng dich ADN dwoc din bing
ARN dung cho chinh stra gen. Hé théng CRISPR bao gdm cac hé théng Loai I, II, III,
IV, V, va VI. Theo mét s6 khia canh, hé théng CRISPR 1a hé théng CRISPR/Cas9 Logi
1. Theo khia canh khéc, h¢ théng CRISPR 14 hé théng CRISPR/Cprf Loai V. Hé thdng
CRISPR dua trén ADN endonucleaza, vi dy, Cas9, va hai ARN khong ma
héa - crisprARN (crARN) va ARN hoat hoa trans (tracrARN) - dé hudng dich sy phan
tach cia ADN.

crARN gdy ra sy nhdn dién trinh tu va tinh dic hiéu cia phtrc hop CRISPR-
endonucleaza thong qua sy bit cip bazo Watson-Crick, thuong 1a véi trinh ty ~20
nucleotit (nt) trong ADN dich. Viéc thay ddi trinh tu ca 20 nt diu 5’ & crARN cho
phép huéng dich phirc hop CRISPR-endonucleaza dén cac locut dic hiéu. Phtic hop
CRISPR-endonucleaza chi lién két cac trinh tw ADN ma chira trinh tu an khép véi 20
nt du tién cia ARN din don 1¢ (sgARN) néu trinh tw dich dugc theo sau bai motip
ADN ngin dgc higu (v6i trinh ty NGG) dugc dé cap dén duéi dang métip lién k& tidn
doan dém (PAM).

tracrARN lai hoa véi ddu 3 ctia crARN dé tao thanh céu tric bo d6i ARN ma
duogc lién két bang endonucleaza dé tao thanh phirc hop CRISPR-endonucleaza c6 hoat
tinh xtc tac, ma sau d6 c6 thé phan cit ADN dich.
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Ngay khi phtre hgp CRISPR-endonucleaza dugc lién két véi ADN tai vi tri dich,
mdi trong s6 hai mién nucleaza doc 14p & trong endonucleaza phan cit mot trong sb cac
soi ADN ba bazo ngugc dong cia vi tri PAM, dé lai chd dut soi kép (DSB) trong d6 ca

hai soi ctia ADN két thic & cip bazo (du cut).

Theo mét s6 phuong 4n, endonucleaza 13 Cas9 (protein két hop CRISPR 9). Theo
mot s6 phuong 4n, Cas9 endonucleaza 13 tir Streptococcus pyogenes, mic di cac dang
tuong déng Cas9 khéc c6 thé dugc st dung, vi du, S. aureus Cas9, N. meningitidis Cas9,
S. thermophilus CRISPR 1 Cas9, S. thermophilus CRISPR 3 Cas9, hoic T, denticola
Cas9. Trong céc truong hop khic, CRISPR endonucleaza 1a Cpfl, vi du, ND2006 Cpfl
L. bacterium hogc BV3L6 Cpfl Acidaminococcus sp.. Theo mdt sb phuong an,
endonucleaza 1a Casl, Cas1B, Cas2, Cas3, Cas4, Cas5, Cas6, Cas7, Cas8, Cas9 (con
duqc'biét dén 1a Csnl va Csx12), Cas100, Csyl, Csy2, Csy3, Csel, Cse2, Cscl, Csc2,
Csa5, Csn2, Csm2, Csm3, Csm4, Csm5, Csm6, Cmrl, Cmr3, Cmr4, Cmr5, Cmr6, Csbl,
Csb2, Csb3, Csx17, Csx14, Csx10, Csx16, CsaX, Csx3, Csxl, Csx15, Csfl, Csf2, Csf3,
Csf4, hodc Cpfl endonucleaza. Theo mot sb phuong 4n, cac bién thé kidu dai c6 thé
dugc st dung. Theo mot s6 phuong 4n, cac phién ban ci bién (vi dy, chét twong dong
cua ching, su tai tb hop cua phén tir Xuét hién tu nhién ctia chiing, phién ban duoc tdi
uu hoéa by ba mi héa cia ching, hodc cic phién ban cai bién cia ching) cia céac

endonucleaza tru6e ddy c6 thé dugce str dung.

CRISPR nucleaza c6 thé dwoc lién két véi it nhat mot tin hidu dinh vi nhan (NLS).
[t nhat m6t NLS ¢6 thé nim & hodc & trong 50 axit amin ctia diu ciing amino ctia CRISPR
nucleaza va/hoic it nhét mdt NLS ¢6 thé nim & hodc & trong 50 axit amin cta dau cing

carboxy ctia CRISPR nucleaza.

Céc polypeptit CRISPR/Cas vi du bao gdm céc polypeptit Cas9 nhu céng bd
trong Fonfara et al., "Phylogeny of Cas9 determines functional exchangeability of dual-
RNA and Cas9 among orthologous type II CRISPR-Cas systems," Nucleic Acids
Research, 2014, 42: 2577-2590. Hg thong dat tén gen CRISPR/Cas d trai qua su viét
lai m¢& rong vi gen Cas dugc phat hién ra. Fonfara va cong su con dé xuét céc trinh tu

PAM d6i véi polypeptit Cas9 tir cac loai khac nhau.

Nucleaza ngon tay kém
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Nucleaza ngén tay k&m (ZFN) 1a protein modun bao gbm mién lién két ADN
ngén tay kém dugc thiét ké dugc lién két véi midn xtc téc ctia endonucleaza Fokl loai
II. Vi FokI chi hoat dong dudi dang dime, cip ZFN phai dugc thiét ké dé lien két véi
céc trinh ty “ntra vi tri” dich cling nguf‘)n trén soi ADN ddi dién va véi khoang cach
chinh x4c gifta chiing dé c6 thé tao thanh dime FokI c6 hoat tinh xtc tac. Khi dime héa
mién Fokl, ma ban than né khong ¢6 tinh dic hiéu trinh tu thuc chit, sy dut giy soi kép
ADN dugc tao ra gifta cac ntra vi tri ZFN nhu 13 buéce khéi dau trong viéc chinh sira hé

gen.

Mién lién két ADN cta mbi ZFN thudng gdm c6 3-6 ngén tay kém c6 kién tric
Cys2-His2 du thira, v6i mdi ngén tay cht yéu nhan dién bd ba ctia nucleotit trén mot soi
cua trinh tw ADN dich, mgc du su twong tac chéo s¢i v6i nucleotit thi tur ciing c6 thé 1a
diéu quan trong. Su thay ddi cia axit amin cua ngoén tay & cac vi tri ma tao ra sy tiép
xtc then chét véi ADN lam thay ddi tinh dic hiéu trinh tu cta ngén tay nhét dinh. Do
do, protein ngén tay kém c6 bén ngon tay s€ nhan dién chon loc trinh tu dich 12 bp, noi
ma trinh tu dich 1a da hop ctia sy vu tién bo ba dong gép bséi mdi ngén tay, mic du su
ru tién bo ba c6 thé bi anh huéng dén mirc d6 khac nhau bdi cac ngon tay 1an cén. Khia
canh quan trong ctia ZFN 1a chiing c6 thé duge huéng dich lai d& dang dén hiu nhu 1a
dia chi hé gen bit ky don gian 1a bang cach cai bién ngén tay cu thé. Trong hiu hét cac
g dung cta ZFN, protein gdm 4-6 ng6n tay duge st dung, 1an qut nhén dién 12-18
bp. Do d6, cdp ZFN thuong nhan dién trinh ty dich duge két hop gdm 24-36 bp, khong
bao gém ving dém 5-7 bp thong thuong gitta cdc ntra vi tri. Cac vi trf lién két ¢6 thé
duoc phan téch thém bang ving dém 16n hon, bao gdm 15-17 bp. Trinh ty dich ¢6 chiéu
dai nay c6 kha ning 1a doc nhét trong hé gen nguoi, gia sir cac trinh tu 13p lai hodc chét
ddng ding gen dugc loai trir trong quy trinh thiét ké. Tuy vay, su tuong tac protein-ADN
ZFN khong phai 1a tuyét dbi ¢ tinh dic hiéu cia ching do d6 céc su kién lién két va
phan ¢t 1éch dich xay ra, dudi dang heterodime gitta hai ZFN, hodc dudi dang dime
cung loai cia ZFN nay hodc ZFN kia. Khé ndng sau duoc triét tiéu hidu qua br?mg cach
thiét ké mit phan cach dime hoa ctia mién FokT dé tao ra bién thé “cong” va “trir”, cling
da biét dudi dang bién thé heterodime bit budc, ma c6 thé chi dime héa v6i nhau, va
khong vé6i ban than chung. Viée cudng ép dime khéc loai bit budc ngan chin su tao
thanh cta dime cing loai. Piéu nay lam tdng cudong dang ké tinh dic hiéu cia ZFN,

cling nhu 12 nucleaza khac bat ky ma tuén theo c4c bién thé Fokl nay.
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Nhiéu hé thdng dua trén ZFN da duoc mo ta trong linh vuc, cic cai bién cua
chung dugc bao céo déu din, va nhiéu tai liéu tham khao mo ta cac quy tic va thong s
ma dugc st dung dé huéng dan thiét k& ZFN; xem, vi du, Segal et al., Proc Natl Acad
Sci, 1999 96(6):2758-63; Dreier B et al., ] Mol Biol., 2000, 303(4):489-502; Liu Q et
al., J Biol Chem., 2002, 277(6):3850-6; Dreier et al., J Biol Chem., 2005,
280(42):35588-97; va Dreier et al., J Biol Chem. 2001, 276(31):29466-78.

Nucleaza Tdc Péng Giong Chat Hoat Héa Phién Ma (TALEN)

TALEN la dang khéc cta nucleaza dang mddun nho d6, nhu véi ZEN, mién lién
két ADN duoc thiét ké dugc lién két véi mién FokI nucleaza, va cadp TALEN hoat dong
ndi tiép dé dat dugce su phan cit ADN duoc huéng dich. Su khac biét chinh tir cdc ZFN
1 ban chat ciia mién lién két ADN va tinh cht nhan dién trinh tw ADN dich két hop.
Mién lién két ADN TALEN bt ngudn tlr protein TALE, ma ban ddu duoc md ta trong
vi khuin gay bénh & thuc vat Xanthomonas sp. ALE gdm c6 céc mang nbi tiép ctia doan
lap 33-35 axit amin, v6i mdi doan lp nhan dién cdp bazo don 1€ trong trinh ty ADN
dich ma thuong c6 chiéu dai 1én dén 20 bp, tao ra tong chidu dai trinh tu dich 1én dén 40
bp. Tinh ddc hiéu nucleotit ctia mdi doan lip duge xac dinh béng hai gdc bién ddi lap
(RVD), ma bao gdm chi hai axit amin & cdc vi tri 12 va 13. Cac bazo guanin, adenin,
Xytosin va tymin dugc nhan biét phé bién béi bdn RVD: 1dn luot 1a Asn-Asn, Asn-Ile,
His-Asp va Asn-Gly. Diéu nay tao thanh ma nhén dién don gidn hon nhiéu so v6i ngén
tay k&m, va do d6 thé hién wu didm hon c4i sau déi véi thiét ké nucleaza. Tuy vy, nhu
v6i ZFN, su tuong téc protein-ADN ctia TALEN khong phai 14 tuyét dbi ¢ tinh dic hiéu
cua ching, va TALEN ciing c6 1¢i tir viée st dung bién thé heterodime bit budc cuia

mién FoklI dé 1am gidm hoat tinh 1éch dich.

Céc bién thé khéc ctia mién FokI da dugc tao ra ma bi lam bAt hoat & chtc ning
Xc thc ctia ching. Néu mot nira cia cip TALEN hodc ZFN chita mién FokI bét hoat,
thi chi sy phan cit ADN soi don (khia) x4y ra & vi tri dich, chir khong phai 1a DSB. Két
qua ndy c6 thé so sanh duge viée st dung thé dot bién “nickaza” CRISPR/Cas9 hoic
CRISPR/Cpfl trong d6 mdt trong céc mién phén cit Cas9 da duge bét hoat. Khia ADN
¢6 thé duge sit dung @& lam cho chinh sira hé gen bing HDR, nhung & hiéu qua thip
hon S0 voi béng DSB. Loi ich chinh la khia léch dich dugc stra chita nhanh va chinh

xac, khong giéng nhu DSB, ma thién vé su stra chita sai qua trung gian NHEJ.
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Nhiéu hé théng dya trén TALEN d3 dugc mo ta trong linh vuc, va cic cai bién
cia ching dugc bdo cdo thuong xuyén; xem, vi du, Boch, Science, 2009
326(5959):1509-12; Mak et al., Science, 2012, 335(6069):716-9; va Moscou et al.,
Science, 2009, 326(5959):1501. Viéc st dung TALEN dua trén nén tang "Golden Gate",
hoic so do tich dong, da duoc mo ta bdi nhiéu nhom; xem, vi du, Cermak et al., Nucleic
Acids Res., 2011, 39(12):e82; Li et al., Nucleic Acids Res., 2011, 39(14):6315-25;
Weber et al., PLoS One., 2011, 6(2):¢16765; Wang et al., ] Genet Genomics, 2014,
41(6):339-47.; va Cermak T et al., Methods Mol Biol., 2015 1239:133-59.

Endonucleaza vé nha

Endonucleaza vé nha (HE) 1a cac endonucleaza dic hiéu trinh tw ma c6 céc trinh
tu nhén dién dai (14-44 cip bazo) va phan tach ADN véi do dac hiéu cao — thudng &
céc vi tri duy nhét trong hé gen. C6 it nhét sau ho da biét cia HE nhu dugc phan loai
theo ciu tric cua chung, bao gbm GIY-YIG, hop His-Cis, H-N-H, PD-(D/E)xK, va
tuong ty Vsr ma c¢6 ngudn gde tir pham vi vat chud rong, bao gdm sinh vét nhan chuén,
sinh vét nguyén sinh, vi khudn, vi khuin ¢d, vi khudn lam va thé thuc khuén. Nhu véi
ZFN va TALEN, HE c6 thé duoc str dung dé tao ra DSB tai locut dich duéi dang buéc
ban dau trong viéc chinh sira hé gen. Ngoai ra, mot sé HE tw nhién va duoc thiét ké chi
cit soi don cla ADN, béng cach d6 hoat dong nhur 14 nickaza dic hiéu vi tri. Trinh tu
dich 16n ctia HE va tinh dic hiéu ma ching mang lai 1am cho chung trd thanh céc tng

vién hép dan dé tao ra DSB ddc hiéu vi tri.

Nhiéu hé théng dva vao HE da dugc mo ta trong linh vuc, va céc cai bién ctia né
dugc bdo cdo thuong xuyén; xem, vi du, su téng hop cua Steentoft et al., Glycobiology,
2014, 24(8):663-80; Belfort and Bonocora, Methods Mol Biol., 2014, 1123:1-26; va
Hafez and Hausner, Genome, 2012, 55(8):553-69.

MegaTAL / Tev-mTALEN / MegaTev

Vi du khéc vé nucleaza lai 13, nén tang MegaTAL va nén tang Tev-mTALEN sit
dung thé dung hop ctia mién lién két ADN TALE va HE c6 hoat tinh xuc tc, doi héi ca
viée lién két ADN ¢ thé diéu chinh dugc va tinh dic hiéu ciia TALE, ciing nhu 13 tinh
ddc hiéu trinh ty phan cit cla HE; xem, vi du, Boissel et al., Nucleic Acids Res., 2014,
42: 2591-2601; Kleinstiver et al., G3, 2014, 4:1155-65; va Boissel and Scharenberg,
Methods Mol. Biol., 2015, 1239: 171-96.
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Trong sy bién ddi khac, kién truc MegaTev 14 thé dung hop cua meganucleaza
(Mega) v6i mién nucleaza c6 ngudn gdc tir endonucleaza vé nha GIY-YIG I-Tevl (Tev).
Hai Vl tri hoat ddng dugc dinh vi cach ~30 bp trén nén ADN va tao ra hai DSB c6 céc
dau cb két khong canh tranh; xem, vi du, Wolfs et al., Nucleic Acids Res., 2014, 42,
8816-29. Dy tinh rang dang két hop khéc ctia cac phuong phap dua trén nucleaza hién
tai s& phat trién va hitu dung trong viéc dat dugc cai bién hé gen dugce hudng dich duoc
mo ta ¢ day.
dCas9-Fokl Hodc dCpfl-Fokl va cdc nucleaza khdc

Viée két hop céc tinh chét cAu tric va chire ning cia cac nén tang nucleaza duogc
md td ¢ trén mang lai phuong phap khac dé chinh stra hé gen ma c6 thé c6 kha ning
khéc phuc mot s6 thiéu s6t vdn c6. Vi du la, hé théng chinh stra hé gen CRISPR thudng
st duhg Cas9 endonucleaza don dé tao ra DSB. Tinh dic hidu cia viéc hudng dich duoc
tao ra béi trinh tu ¢6 20 hodc 24 nucleotit trong ARN din ma trai qua su bét cip bazo
Watson-Crick v6i ADN dich (cong véi 2 bazo bd sung trong trinh tu PAM NAG hodc
NGG lién ké trong trudng hop ctia Cas9 tir S. pyogenes). Trinh tu ndy du dai dé 1a doc
nhét trong hé gen ngudi, tuy nhién, tinh dic higu cta sy twong tic ARN/ADN khong
phdi 14 tuyét ddi, véi su pha tap dang ké doi khi phai chiu, cu thé 13 trong ntra dau 5° ctia
trinh ty dich, lam gidm mdt cach hiéu qua sb lugng ctiia bazo ma mang lai tinh d#c hiéu.
Mot giai phap cho diéu nay 1a lam bat hoat hoan toan chirc ndng xuc tac Cas9 hoac Cpfl
— chi giit lai chtrc ning lién két ADN duoc din bing ARN — va thay vi thé dung hop
mién Fokl vao Cas9 da bAt hoat; xem, vi du, Tsai et al., Nature Biotech, 2014, 32: 569-
76; va Guilinger et al., Nature Biotech., 2014, 32: 577-82. Vi Fokl phai dime hoa dé tré
nén c6 hoat tinh xtic tac, cdn c6 hai ARN din d& budc hai thé dung hop FokI & khoang
cach gan dé tao thanh dime va phan cit ADN. Diéu nay vé co ban lam ting gdp doi sb
luong bazo trong céc vi tri dich dugce két hop, bing cach d6 lam tang do nghiém ngit
cua viéc huéng dich vao biang hé théng dua trén CRISPR.

Vi dy khéc nita 13, thé dung hop cta ctia mién lién két ADN TALE vé6i HE ¢6
hoat tinh xtic tac, nhw I-Tevl, doi hoi ca viée lién két ADN c6 thé diéu chinh duoc va
tinh ddc hiéu ctia TALE, ciing nhu 1a tinh dic higu trinh tu phén cét cia I-Tevl, vé6i su

mong doi ring su phan cét 1&ch dich c6 thé dugc giam thém nita.

Endonucleaza dwoc ddn bang ARN
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Heé théng endonucleaza duoc din bing ARN nhu dugc sir dung & day c6 thé co
do twong dong trinh tu axit amin it nhit 10%, it nhdt 15%, it nhit 20%, it nhit 30%, it
nhét 40%, it nhat 50%, it nhét 60%, it nhit 70%, it nhat 75%, it nhét 80%, it nht 85%,
it nhét 90%, it nhat 95%, it nhét 9%, hodic 100% véi endonucleaza kidu dai lam vi du,
vidy, Cas9 tir S. pyogenes, US2014/0068797 Sequence ID No. 8 ho#ic Sapranauskas et
al., Nucleic Acids Res, 39(21): 9275-9282 (2011). Endonucleaza c6 thé c6 do twong
déng_it nhét 70, 75, 80, 85, 90, 95, 97, 99, hodc 100% véi endonucleaza kiéu dai (vi du,
Cas9 tir S. pyogenes, néu trén) qua 10 axit amin lién tiép. Endonucleaza c6 thé c6 dé
twong ddng nhiéu nhat 1a: 70, 75, 80, 85, 90, 95, 97, 99, hoiic 100% véi endonucleaza
kiéu dai (vi du, Cas9 tix S. pyogenes, néu trén) qua 10 axit amin lién tiép. Endonucleaza
c6 thé c6 do twong dong it nhét: 70, 75, 80, 85, 90, 95, 97, 99, hodc 100% véi
endonucleaza kiéu dai (vi du, Cas9 tir S. pyogenes, néu trén) qua 10 axit amin lién tiép
& mién HNH nucleaza ctia endonucleaza. Endonucleaza c6 thé ¢6 d6 twong ddng nhiéu
nhat la: 70, 75, 80, 85, 90, 95, 97, 99, hodic 100% véi endonucleaza kiéu dai (v dy, Cas9
tr S. pyogenes, néu trén) qua 10 axit amin lién tiép & mién HNH nucleaza cia
endonucleaza. Endonucleaza c6 thé ¢c6 do tuong déng it nhat: 70, 75, 80, 85, 90, 95, 97,
99, hodc 100% véi endonucleaza kiéu dai (vi du, Cas9 tlr S. pyogenes, néu trén) qua 10
axit amin lién tiép & mién RuvC nucleaza ciia endonucleaza. Endonucleaza c6 thé c6 do
tuong déng nhiéu nhét 1a: 70, 75, 80, 85, 90, 95, 97, 99, hoidc 100% véi endonucleaza
kiéu dai (vi du, Cas9 tix S. pyogenes, néu trén) qua 10 axit amin lién tiép & mién RuvC

nucleaza cia endonucleaza.

Endonucleaza c6 thé bao g@)m dang duogc cai bién ctia endonucleaza vi du kiéu
dai. Dang duoc cai bién cua endonucleaza vi du kiéu dai c6 thé bao gdm dot bién ma ha
thép hoat tinh phan cit axit nucleic ciia endonucleaza. Dang dugc cai bién cia
endonucleaza vi du kiéu dai c6 thé c6 it hon 90%, it hon 80%, it hon 70%, it hon 60%,
it hon 50%, it hon 40%, it hon 30%, it hon 20%, it hon 10%, it hon 5%, hoic it hon 1%
cua hoat tinh phan cét axit nucleic ctia endonucleaza vi du kiéu dai (vi du, Cas9 tur S.
pyogenes, néu trén). Dang dugc cai bién cia endonucleaza ¢ thé khoéng c6 hoat tinh
phan cit axit nucleic dang ké. Khi endonucleaza 1a dang duoc cai bién ma khdng c6 hoat
tinh phan cét axit nucleic dang ké, & day n6 duoc dé cap dén dudi dang “khong c6 hoat

tinh enzym."
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Céc dot bién duogc dy tinh c6 thé bao gém su thé, su thém, va su lam khuyét,
hodc dang két hop bt ky ctia chung. Dot bién chuyén dbi axit amin dugc gy dot bién
thanh alanin. Theo mot s6 phuong 4n, dot bién chuyén ddi axit amin dwoc gay dot bién
thanh axit amin khdc (vi dy, glyxin, serin, threonin, xystein, valin, leuxin, isoleuxin,
methionin, prolin, phenylalanin, tyrosin, tryptophan, axit aspartic, axit glutamic,
asparagin, glutamin, histidin, lysin, hodc arginin). Theo mot sb phuong 4n, dot bién
chuyén dbi axit amin duoc gdy d6t bién thanh axit amin khong ty nhién (vi dy,
selenomethionin). Theo mot s6 phuong 4n, dot bién chuyén dbi axit amin dugc gy dot
bién thanh chét bit chudce axit amin (vi du, phosphomimic). Dot bién co6 thé 1a d6t bién
béo toan. Vi du, su bién dbi chuyén hoa axit amin d6t bién thanh céc axit amin ma giéng
kich thudc, hinh dang, dién tich, tinh phéan cuc, c4u hinh, va/hoic df‘mg phén quay cia
cac axit amin dot bién (vf du, d6t bién xystein/serin, dot bién lysin/asparagin, d6t bién
histidin/phenylalanin). Dot bién c6 thé gdy ra su dich chuyén trong khung doc va/hoic
s tao ra bd ba két thuc sém. Céc dot bién co6 thé gdy ra sy thay d6i d6i véi ving didu

hoa cta gen hodc locut ma dnh hudng dén sy biéu hién cia mdt hodc nhiéu gen.
Cdc ARN din

Sang ché d& xuidt ARN din (gARN) ma c6 thé dinh huéng hoat tinh ciia
endonucleaza két hop dén vi tri dich dic hidu & trong polynucleotit. ARN dan c6 thé
bao gém it nhét trinh tu ving dém ma lai héa véi trinh ty axit nucleic dich dugc quan
tam, va trinh ty doan 1dp CRISPR. Trong hé théng CRISPR Loai II, gARN ciing bao
gdm ARN thir hai goi 1a trinh tu tracrARN. Trong ARN dan CRISPR Loai II (2ARN),
trinh tu doan 1dp CRISPR va trinh ty tracrARN lai héa v6i nhau dé tao thanh bo doi.
Trong hé théng CRISPR Loai V, gARN bao gdm crARN ma tao thanh bo dbi. Theo
mot s6 phuong 4n, gARN c6 thé lién két endonucleaza, nher d6 gARN va endonucleaza
tao thanh phirc hop. gARN c6 thé tao ra tinh dic hiéu dich cho phtic hop nho su két
hop ctia n6 vé6i endonucleaza. Do d6 axit nucleic huéng dich hé gen c6 thé dinh hudng

hoat tinh ctia endonucleaza.

ARN dan vi dy bao gdm c4c trinh tu vung dém ma c6 chira 15-200 nucleotit trong
d6 gARN huéng dich vi tri hé gen dya trén cum hé gen ngudi GRCh38. Ngudi ¢6 trinh
do trung binh trong linh vuc hiéu rang, mbi gARN c6 thé dugc thiét ké dé bao gdm trinh
tu meg dém bbd sung v6i vi tri hodce ving dich hé gen cta né. Xem Jinek et al., Science,

2012, 337, 816-821 va Deltcheva et al., Nature, 2011, 471, 602-607.
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gARN c6 thé 12 ARN din phan tir kép. gARN c6 thé 12 ARN dén don phan tir.

ARN dan phan tit kép c6 thé bao gdm hai sgi cia ARN. Soi thtt nhit chtra theo
chiéu tir diu 5' dén 3', trinh tu kéo dai vung dém tuy chon, trinh ty viing dém va trinh tu
doan 1ap CRISPR tdi thiéu. Soi thtt hai c6 thé chira trinh tr tracrARN t6i thiéu (bd sung
v6i trinh tu doan 1gp CRISPR tdi thiéu), trinh ty tracrtARN ddu 3° va trinh tw kéo dai
tracrARN tuy chon.

~ ARN dan don phén tit (sgARN) ¢6 thé chira, theo chiéu tir ddu 5' dén 3", trinh tur
kéo dai ving dém tiry chon, trinh ty ving dém, trinh tu doan lip CRISPR tbi thiéu, ciu
nbi dan don phan tt, trinh tu tractARN tdi thiéu, trinh tur tractARN dau 3’ va trinh tu
kéo dai tracrARN tiy chon. Sy mé rong tracrARN tly chon c6 thé bao gdm céc thanh
phin ma déng gép chuc ning b sung (v dy, tinh én dinh) cho ARN d4n. Céu ndi din
don phan ttr ¢6 thé néi doan lip CRISPR t6i thidu va trinh tu tractARN t6i thidu dé tao
~thanh cAu tric kep toc. Sumé rong tracrARN tiy chon c6 thé bao gém mdt hoic nhiéu

kep toc.

Theo mot sé phwong 4n, sgARN chra trinh tu ving dém c6 20 nucleotit tai dau
5° clia trinh tu sgARN. Theo mdt sé phuong an, sgARN bao gdm trinh tu vung dém
nhé hon 20 nucleotit & ddu 5’ cua trinh tu sgARN. Theo mdt sb phuong én, sgARN bao
gdm trinh ty ving dém nhiéu hon 20 nucleotit & d4u 5° cta trinh tw sgARN. Theo mot
s6 phuong 4n, sgARN bao gbm trinh tu ving dém c6 chidu de‘ﬁ thay ddi voi 17-30
nucleotit tai diu 5' ctia trinh ty sgARN. Theo mot s6 phuong 4n, sgARN bao gdm trinh
tu kéo dai vung dém c6 d9 dai 16n hon 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70,
80, 90, 100, 120, 140, 160, 180, hodc 200 nucleotit. Theo mdt sb phuong an, sgARN
bao g@)m trinh ty kéo dai ving dém c6 do dai nho6 hon 3, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,
45, 50, 60, 70, 80, 90, hodc 100 nucleotit.

Theo mdt sé phuong an, sgARN bao gbm trinh ty kéo dai ving dém ma bao gdm
géc khéc (Vi dy, trinh tu kiém soat tinh dn dinh, trinh tu lién két endoribonucleaza, hoic
ribozym). Gbc nay c6 thé lam gidm hogc 1am ting do 6n dinh cia axit nucleic hudng
dich axit nucleic. Gbc nay cé thé 1a doan két thic phién ma (tiz¢ [a, trinh tu két thic
phién ma). Géc nay c6 thé hoat dong trong té bao nhan chudn. Géc nay c6 thé hoat dong
trong té bao nhén so. Gdc nay c6 thé hoat dong trong ca t& bao nhan chuin va té bao

nhan so. Cac vi du khong lam giéi han sang ché vé cac gbc thich hop bao gébm: mii 5'
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(vi dy, mii 7-metylguanylat (m7 G)), trinh tu céng tic ribo (vi du, dé cho phép d6 6n
dinh dugc diéu hoa va/hodc kha ning tiép can duoc didu hoa bang protein va phurc hop
protein), trinh ty ma tao thanh bd d6i dsARN (tic Ia, kep toc), trinh tw ma huéng dich
ARN dn vi tri duéi té bao (vi du, nhan, ty thé, luc lap, va dang tuwong tu), su cai bién
hodc trinh ty ma mang lai su theo doi (vi du, dinh huéng sy lién hop véi phén ti huynh
quang, su lién hop vé6i gdc ma lam thuan lgi cho su phat hién huynh quang, trinh ty ma
cho phép su phat hi¢n huynh quang, v.v.), va/hodc su cai bién hodc trinh ty ma tao ra vi
tri lién két cho protein (vi du, protein ma tdc dong 1én ADN, bao gém chét hoat hoa
phién ma, chit kim ham phién ma, ADN metyltransferaza, ADN demetylaza, histon

axetyltransferaza, histon deaxetylaza, va dang tuong tu).

Theo mot sé phwong én, sgARN bao gdm trinh ty vung dém ma lai hda véi trinh
tu trong polynucleotit dich. Ving dém cua gARN c6 thé tuong tac véi polynucleotit
dich theo phuong thirc ddc hiéu trinh ty thong qua su lai hoa (zic 1, sy bit cap bazo).
Do d6 trinh ty nucleotit ctia ving dém c6 thé thay ddi tuy thudc vao trinh tu cua axit

nucleic dich dugc quan tam.

Trong hé théng CRISPR-endonucleaza, trinh tu viing dém c¢6 thé dugc thiét ké
dé lai hoa véi polynucleotit dich ma nim & 5' cia PAM ciia endonucleaza dung trong hé
théng ndy. Vung dém c6 thé an khép hoan héo trinh tu dich hoic c6 thé ¢ su bit cap
nhim. Mbi endonucleaza, vi du, Cas9 nucleaza, c¢6 trinh tt PAM cu thé ma né nhin ra
trong ADN dich. Vi dy, Cas9 S. pyogenes nhan ra PAM ma bao gdm trinh tu 5'-NRG-
3', noi ma R bao gdbm A hodc G, noi ma N 14 nucleotit bat ky va N & ngay ddu 3' cia

trinh tw axit nucleic dich dugc huéng dich bang trinh tu vung dém.

Trinh ty polynucleotit dich c¢6 thé bao gdm 20 nucleotit. Polynucleotit dich c4
thé bao gdm it hon 20 nucleotit. Polynucleotit dich ¢6 thé bao gdm nhiéu hon 20
nucleotit. Polynucleotit dich c6 thé bao gom it nht: 5, 10, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22,23, 24, 25, 30 nucleotit hogc nhiéu hon. Polynucleotit dich ¢6 thé bao gdm nhidu
nhét 1a: 5, 10, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30 nucleotit hodc nhidu hon.
Trinh ty polynucleotit dich c6 thé bao gdm 20 bazo & ngay dau 5' ctia nucleotit thit nhét
cua PAM.

- Trinh ty ving dém ma lai héa vé6i polynucleotit dich ¢6 thé ¢6 chidu dai bing it

nhat khoang 6 nucleotit (nt). Trinh ty ving dém c6 thé c6 it nhét khoang 6 nt, it nhét
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khoang 10 nt, it nhét khoang 15 nt, it nhét khoang 18 nt, it nhét khoang 19 nt, it nht
khoang 20 nt, it nhat khoang 25 nt, it nhit khoang 30 nt, it nhat khoang 35 nt hodc it
nhét khoang 40 nt, tir khoéng 6 nt dén khoang 80 nt, tir khodng 6 nt dén khoang 50 nt,
tir khoang 6 nt dén khoang 45 nt, tir khoang 6 nt dén khoang 40 nt, tir khoang 6 nt dén
khoang 35 nt, tir khodng 6 nt dén khoang 30 nt, tur khodng 6 nt dén khoang 25 nt, tir
khoang 6 nt dén khoang 20 nt, tir khoéng 6 nt dén khoang 19 nt, tir khoang 10 nt dén
khoang 50 nt, tir khoang 10 nt dén khoang 45 nt, tir khoang 10 nt dén khoang 40 nt, tir
khoang 10 nt dén khoang 35 nt, tir khoang 10 nt dén khoang 30 nt, tir khoang 10 nt dén
khoang 25 nt, tir khoang 10 nt dén khoang 20 nt, tir khoang 10 nt dén khoang 19 nt, tir
khoang 19 nt dén khoang 25 nt, tir khoéang 19 nt dén khoang 30 nt, tir khoang 19 nt dén
khoang 35 nt, tir khoang 19 nt dén khoang 40 nt, tir khoang 19 nt dén khoang 45 nt, tir
khoang 19 nt dén khoang 50 nt, tir khoéng 19 nt dén khoang 60 nt, tir khoang 20 nt dén
khoang 25 nt, tir khoang 20 nt dén khoang 30 nt, tur khoéng 20 nt dén khoang 35 nt, tir
khoang 20 nt dén khoang 40 nt, tir khoang 20 nt dén khoang 45 nt, tir khoang 20 nt dén
khoang 50 nt, hodc tir khoang 20 nt dén khoang 60 nt. Trong mot s6 vi du, trinh tu ving
dém c6 thé bao gdm 20 nucleotit. Trong mét sé vi du, ving dém c6 thé bao gbém 19
nucleotit. Trong mot sb vi du, vang dém c6 thé bao gdm 18 nucleotit. Trong mot sb vi

dy, viing dém c6 thé bao gdm 22 nucleotit.

Theo mot sé vi du, ti 18 phan trim bd sung gifta trinh ty ving dém va axit nucleic
dich 1a it nhat khoang 30%, it nhit khoang 40%, it nhit khoang 50%, it nhét khoang
60%, it nhat khoang 65%, it nhit khoang 70%, it nhat khoang 75%, it nhat khoang 80%,
it nhat khoang 85%, it nhét khoang 90%, it nhit khoang 95%, it nhét khoang 97%, it
nhat khoang 98%, it nhat khoang 99%, hodc 100%. Theo mdt sb vi du, i 16 phin trim
bo sung gifta trinh tyu vung dém va axit nucleic dich 13 nhiéu nhét khoéang 30%, nhiéu
nhét khoang 40%, nhiéu nhét khoang 50%, nhiéu nhét khoang 60%, nhiéu nhit khoang
65%, nhiéu nhét khoang 70%, nhiéu nhét khoang 75%, nhidu nhét khoang 80%, nhidu
nhit khoang 85%, nhiéu nhit khoang 90%, nhiéu nhit khoang 95%, nhidu nhit khoang
97%, nhiéu nhét khoang 98%, nhiu nhét khoang 99%, hogc 100%. Trong mot sé vi du,
ti 1¢ phan trim bd sung gifta trinh tir ving dém va axit nucleic dich 13 100% trén sdu
nucleotit lién tuc & tan cing 5” cta trinh ty dich ctia sgi bb sung ciia axit nucleic dich.
Ti 1¢ phan trim bd sung gitra trinh tur viing dém va axit nucleic dich c6 thé 1a it nhat 60%

trén khoang 20 nucleotit lién tuc. Chiéu dai cua trinh tu vung dém va axit nucleic dich
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c6 thé khac nhau & tir 1 dén 6 nucleotit, ma c¢6 thé duge cho 1a & dang phan phinh hoic

cac phan phinh.

" Trinh ty tracrARN c6 thé bao gdm céc nucleotit ma lai héa v6i trinh tu doan 13p
CRISPR téi thiéu trong té bao. Trinh tu tracrARN t6i thiéu va trinh tu doan 1ap CRISPR
tb1 thiéu c6 thé tao thanh bd ddi, #ifc 1o cAu tric soi kép bét cdp bazo. Cung nhau, trinh
ty tracrARN t6i thiéu va doan Iap CRISPR tbi thiéu c6 thé lién két véi endonucleaza
dugc din bang ARN. {t nhAt mot phan ctia trinh ty tracrARN t4i thidu c6 thé lai hoa véi
trinh ty doan 1ap CRISPR t6i thiéu. Trinh tw tractARN t6i thiéu 6 thé bd sung it nhét
khodng 30%, khoang 40%, khoing 50%, khoang 60%, khoang 65%, khoing 70%,
khoang 75%, khoang 80%, khoang 85%, khoang 90%, khoang 95%, hoic 100% véi
trinh tu dozn lip CRISPR téi thidu.

- Trinh tu tractARN t8i thiéu c6 thé c6 chidu dai tir khoang 7 nucleotit dén khoang
100 nucleotit. Vi du, trinh tw tracrARN t6i thiéu c6 thé dai tir khoang 7 nucleotit (nt)
dén khoang 50 nt, tir khoang 7 nt dén khoang 40 nt, tir khoang 7 nt dén khoang 30 nt, tir
khoang 7 nt dén khoéng 25 nt, tir khoéng 7 nt dén khoang 20 nt, tir khoéang 7 nt dén
khoang 15 nt, tir khoang 8 nt dén khoang 40 nt, tir khoang 8 nt dén khoang 30 nt, tir
khoang 8 nt dén khoang 25 nt, tir khoang 8 nt dén khodng 20 nt, tir khoang 8 nt dén
khoang 15 nt, tir khoadng 15 nt dén khoang 100 nt, tir khodng 15 nt dén khoang 80 nt, tir
khoang 15 nt dén khoang 50 nt, tir khoang 15 nt dén khoang 40 nt, tix khoang 15 nt dén
khoang 30 nt hodc tir khoang 15 nt dén khoadng 25 nt. Trinh tu tracrARN t8i thiéu c6
thé c6 chiéu dai xp xi 9 nucleotit. Trinh tu tracrARN t6i thidu c6 thé 1a xap xi 12
nucleotit. tracrARN tdi thiéu nay c6 thé gdm tracrARN nt 23-48 duoc mo ta trong Jinek

et al., néu trén.

Trinh ty tracrARN t6i thiéu nay c6 thé tuong ddng it nhit khoang 60% véi trinh
tu tracrARN t4i thiéu tham chiéu (vi du, kiéu dai, tractARN tir S, pyogenes) qua doan
gifn dai gom it nhat 6, 7, hodc 8 nucleotit lién tiép. Vi du, trinh tu tracrARN t6i thidu
nay c6 thé twong ddng it nhat khoang 65%, tuong dong khoang 70%, twong dong khoang
75%, tuong dong khodng 80%, tuong ddong khoang 85%, tuong ddng khoang 90%,
tuong dong khodng 95%, tuong dong khoang 98%, tuong dong khodng 99% hoic twong
dong 100% so v6i trinh tu tracrARN t6i thidu tham chiéu trén doan gian dai gdm it nhAt

14 6, 7, hodc 8 nucleotit lién tiép.
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Bo dbi gitta CRISPR ARN t6i thidu va tracrARN tdi thiéu ¢6 thé bao gbm xoin
kép. B0 doi gitta CRISPR ARN t6i thiéu va tracrARN t8i thiéu c¢6 thé bao gdm it nhét
khoang 1,2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, hodc 10 nucleotit hodc nhiéu hon. B doi gitta CRISPR
ARN t6i thiéu va tracrARN t6i thiéu c6 thé bao gdm nhidu nhét 1a khoang 1, 2, 3, 4, 5,

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

Bo d6i nay c6 thé bao gdm sy bit cdp nham (zike 1a, hai soi ctia bd doi khong bd
sung 100%). B doi co thé bao gém it nhét khoang 1, 2, 3, 4, hoic 5 hoiic su bat cap
nhim. B ddi c6 thé bao gdm nhiéu nhét 13 khoang 1, 2, 3, 4, hoiic 5 hofic su bét cap

nham. B dbi ¢6 thé bao gdm khong nhidu hon 2 sy bét cip nhim.

Theo mdt s& phuong 4n, tracrARN c6 thé 13 tracrARN diu 3°. Theo mot sb
phuong 4n, trinh tu tractARN dau 3' c6 thé bao gdm trinh tu ¢6 do tuong dong trinh tyr
it nhat khoang 30%, khoang 40%, khoang 50%, khoang 60%, khoang 65%, khoang 70%,
khoang 75%, khodng 80%, khoang 85%, khoang 90%, khoang 95%, hoic 100% v&i
trinh tu tractARN tham chiéu (vf du, tractARN tir S. pyogenes).

Theo mét s6 phwong 4n, gARN c6 thé bao gdm trinh ty kéo dai tracrARN. Trinh
tw kéo dai tracrARN c6 thé c6 chidu dai tir khoang 1 nucleotit dén khoang 400 nucleotit.
Trinh tu kéo dai tractARN c¢6 thé ¢6 chiéu dai 16n hon 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,
45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180, hodc 200 nucleotit. Trinh tu kéo dai
tracrARN c6 thé c6 chiéu dai tir khoang 20 dén khoang 5000 nucleotit hozc nhiéu hon.
Trinh ty kéo dai tractARN c6 thé ¢6 chiéu dai nhé hon 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45,
50, 60, 70, 80, 90, hodc 100 nucleotit. Trinh tu kéo dai tracrARN c¢6 thé ¢6 chidu dai
nho hon 10 nucleotit. Trinh tu kéo dai tracrARN c6 thé ¢6 chiéu dai 10-30 nucleotit.

Trinh tu kéo dai tracrARN c¢6 thé ¢6 chidu dai 30-70 nucleotit.

Trinh tu kéo dai tracrARN ¢6 thé bao gém géc hoat dong (vi du, trinh tu kiém
soat do dn dinh, ribozyme, trinh tu lién két endoribonucleaza). Gbe hoat ddng co thé
bao gém doan két thiic phién ma (titc Ia, trinh tu két thac phién m&). Géc hoat dong cé
thé c6 tong chiéu dai tir khoang 10 nucleotit (nt) dén khodng 100 nucleotit, tir khoang
10 nt dén khoe’mg 20 nt, tir khoang 20 nt dén khoang 30 nt, tir khoéng 30 nt dén khoang
40 nt, tir khoang 40 nt dén khoang 50 nt, tir khoang 50 nt dén khoang 60 nt, tir khoang
60 nt dén khoang 70 nt, tir khoang 70 nt dén khoang 80 nt, tr khoang 80 nt dén khoang
90 nt, hogc tir khoang 90 nt dén khoang 100 nt, tir khoang 15 nt dén khoang 80 nt, tir
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khoang 15 nt dén khoang 50 nt, tir khoang 15 nt dén khoang 40 nt, tir khoang 15 nt dén
khoang 30 nt, hogc tr khoang 15 nt dén khoang 25 nt.

- Theo mdt s6 phuong 4an, sgARN ¢6 thé bao gbm trinh tyr cAu ndi c6 chidu dai tir
khoang 3 nucleotit dén khoang 100 nucleotit. Trong Jinek et al., néu trén, vi du, "vong
bén" 4 nucleotit don gian (-GAAA-) dugc st dung (Jinek et al., Science, 2012,
337(6096):816-821). Cau ndi minh hoa c6 chidu dai tir khoang 3 nucleotit (nt) dén
khoang 90 nt, tir khodng 3 nt dén khoang 80 nt, tir khoang 3 nt dén khoang 70 nt, tir
khoang 3 nt dén khoang 60 nt, tir khoang 3 nt dén khoang 50 nt, tir khoang 3 nt dén
khoang 40 nt, tir khodng 3 nt dén khoang 30 nt, tir khoang 3 nt dén khoang 20 nt, tir
khodng 3 nt dén khoang 10 nt. Vi du, ciu ndi c6 thé c6 chidu dai tir khoang 3 nt dén
khoang 5 nt, tir khoang 5 nt dén khoang 10 nt, tir khoang 10 nt dén khoang 15 nt, tir
khoang 15 nt dén khoang 20 nt, tir khoang 20 nt dén khoéang 25 nt, tir khoang 25 nt dén
khoang 30 nt, tir khodng 30 nt dén khoang 35 nt, tir khoang 35 nt dén khoang 40 nt, tir
khoang 40 nt dén khoang 50 nt, tir khoang 50 nt dén khoang 60 nt, tir khoang 60 nt dén
khoang 70 nt, tir khoang 70 nt dén khoang 80 nt, tir khoang 80 nt dén khoang 90 nt, hoic
tir khoang 90 nt dén khoang 100 nt. Cdu ndi cua axit nucleic din don phan i ¢6 thé c6
tir 4 dén 40 nucleotit. Cau ndi nay ¢6 thé c6 it nhét khoang 100, 500, 1000, 1500, 2000,
2500, 3000, 3500, 4000, 4500, 5000, 5500, 6000, 6500, hodc 7000 nucleotit hodc nhiéu
hon. Cau ndi nay ¢6 thé c6 nhidu nhét khoang 100, 500, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000,
3500, 4000, 4500, 5000, 5500, 6000, 6500, hodc 7000 nucleotit hodc nhiéu hon.

Cau ndi c6 thé bao gdm trinh tu bit ky trong s nhiéu trinh ty, mic du trong mdt
sd vi du cau néi khong chira céc trinh tuw ma c6 ving mé rong twong dong v6i phin khac
ctia ARN dan, ma c6 thé gdy ra su lién két noi phan tit ma c6 thé gay tré ngai ddi vé6i
cac ving chirc nang khac ctia doan dan. Trong Jinek et al., néu trén, trinh tu 4 nucleotit
don gidn -GAAA- dugc st dung (Jinek et al., Science, 2012, 337(6096):816-821),
nhung nhiéu trinh ty khéc, bao gdm céc trinh tu dai hon ¢6 thé c6 kha nang dugc st

dung.

Trinh ty ciu noi c6 thé bao gdm gdc hoat dong. Vi du, trinh tu ciu ndi c6 thé
bao gdbm mot hodc nhicu dac di€ém, bao gdm aptamer, ribozym, kep téc turong tac protein,
vi tri li€n két protein, mang CRISPR, intron, ho#ic exon. Trinh tu ciu ndi c6 thé bao

gf")m it nhat khoang 1, 2, 3, 4, hodc 5 hoidc hon 5 géc hoat dong. Trong mét sb vi du,
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trinh tu cAu ndi c6 thé bao g6m nhiéu nhit 12 khoang 1, 2, 3, 4, hoac 5 hodc hon 5 géc

hoat dong.

Theo mot sé phuong an, sgARN khong bao gdm uraxin, vi du, & diu 3’cla trinh
tw sgARN. Theo mot s6 phuong 4n, sgARN bao gdm mot hodc nhidu uraxin, vi du, &
dau 3°ctia trinh ty sgARN. Theo mot sb phuong 4n, sgARN bao gém 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9, hosic 10 uraxin (U) & ddu 3’cta trinh tu sgARN.

sgARN c6 thé dugc cai bién hoa hoc. Theo mot s6 phuong én, gARN dugc cai
bién hoa hoc 1a gARN ma bao gém it nhit mot nucleotit ¢6 su cai bién héa hoc, vi du,
su cai bién duong 2'-O-metyl. Theo mot sb phuong 4n, gARN duogc cai bién hoa hoc
bao gébm khung axit nucleic duoc cai bién. Theo mdt s6 phuong 4n, gARN duogc cai
bién héa hoc bao gdm gbe 2'-O-metyl-phosphorothioat. Theo mdt s§ phuong 4n, cac
cai bién héa hoc lam tang cuong do 6n dinh, 1am gidm kha nidng xay ra hodc mic do cia
dap tmg mién dich bam sinh, va/hogdc lam tang cuong cac thudc tinh khéac, nhu dugc mo

ta trong linh vuc.

Theo mot sé phuong an, gARN duoc cai bién c6 thé bao gbm khung dugc cai
bién, vi du, phosphorothioat, phosphotrieste, morpholino, metyl phosphonat, lién két
gitta cdc gbc dudng alkyl hoic xycloalkyl mach ngén hoc lién két giita cac gbc dudng

di nguyén tr hoic dj vong mach ngan.

Hop chit dya trén morpholino dugc mo ta trong tai liéu_ Braasch and David
Corey, Biochemistry, 2002, 41(14): 4503-4510; Genesis, 2001, Volume 30, Issue 3;
Heasman, Dev. Biol., 2002, 243: 209-214; Nasevicius et al., Nat. Genet., 2000, 26:216-
220; Lacerra et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 2000, 97: 9591-9596.; va B%lng sang ché M§
56 5,034,506, dugc cip ngay 23 thdng 7 nam 1991.

Chét bat chudc oligonucleotit xyclohexenyl axit nucleic duge mo ta trong tai liéu

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

. Theo mét sb phuong 4n, gARN dugc cai bién c6 thé bao gém mot hodc nhiéu
géc duong duogc thé, vi du, mat trong sb céc géc sau day tai vi tri 2': OH, SH, SCH3, F,
OCN, OCH3, OCH3 O(CHz)n CH3, O(CHz)n NHa, hodc O(CHz2)n CH3, trong d6 n ndm
trong khoang tir 1 dén khoang 10; tir C1 dén C10 alkyl bac thp, alkoxyalkoxy, alkyl
bac thép duoc thé, alkaryl hodc aralkyl; Cl; Br; CN; CF3; OCF3; O-, S-, hoic N-alkyl;

O-, S-, hodc N-alkenyl; SOCHs; SO, CHs; ONO2; NOy; N3; NHy; heterocycloalkyl;
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heterocycloalkaryl; aminoalkylamino; polyalkylamino; silyl duoc thé; nhém doi chuyén
ARN; nhém bio cdo; chit xen gitra; 2'-O-(2-metoxyetyl); 2'-metoxy (2'-O-CH3); 2'-
propoxy (2'-OCH, CH2CH3); va 2'-flo (2'-F). Céc cai bién tuong ty cling c6 thé duoc
tao ra & cac vi tri khac trén gARN, cu thé 12 vi tri 3' ctia duong trén nucleotit & diu cung
3'vavi tri 5' ctia nucleotit & dau cing 5'. Trong mot s vi du, ca dudng va lién két gitra
cdc nucleosit, #1c la, khung, cta cdc don vi nucleotit c¢6 thé duge thay thé béng nhém
mai.

Cac ARN dan ciing c6 thé bao gdm, ngoai ra hoic theo cach khéc, su cai bién
hoic sy thé nucleobazo (thuong duoc dé cap dén trong linh vyc don gian 1a "bazo").
Nhu duoc sir dung ¢ déy, nucleobazo "khong dugc cai bién" hodc "tu nhién" bao géln
adenin (A), guanin (G), tymin (T), xytosin (C), va uraxin (U). C4c nucleobazo duoc cai
bién bao gdm céc nucleobazo chi duoc tim thdy hiém khi hoc nhat thoi trong axit
nucleic tu nhién, vi du, hypoxanthin, 6-metyladenin, 5-Me pyrimidin, cu thé 1a 5-
metylxytosin (con duoc goi 1a 5-metyl-2' deoxyxytosin va thuong duge dé cip dén trong
linh vue dud6i dang 5-Me-C), 5-hydroxymetylxytosin (HMC), glycosyl HMC va
gentobiosyl HMC, cling nhu 1a céc nucleobazo tong hop, vi dy, 2-aminoadenin, 2-
(metylamino)adenin, 2-(imidazolylalkyl)adenin, 2-(aminoalklyamino)adenin hoic cic
alkyladenin duoc thé khac loai khéc, 2-thiouraxin, 2-thiotymin, 5-bromouraxin, 5-
hydroxymetyluraxin, 8-azaguanin, 7-deazaguanin, N6 (6-aminohexyl)adenin, va' 2,6-
diaminopurin. Kornberg, A., DNA Replication, W. H. Freeman & Co., San Francisco,
pp75-77, 1980; Gebeyehu et al., Nucl. Acids Res. 1997, 15:4513: Bazo "van ning" da
biét trong linh vuc, vi dy, inosin, cling c6 thé duoc bao gém. Su thé 5-Me-C d3 duoc thé
hién 13 1am ting d6 6n dinh bd doi axit nucleic 1én 0,6-1,2 °C. (Sanghvi, Y. S., trong
Crooke, S. T. and Lebleu, B., eds., Antisense Research and Applications, CRC Press,
Boca Raton, 1993, pp. 276-278) va la c4c khia canh vé su thé bazo.

Céc nucleobazo dugc cai bién ¢ thé bao gdm céc nucleobazo téng hop va tu
nhién khac, nhu S-metylxytosin (5-me-C), S5-hydroxymetyl Xytosin, xanthin,
hypoxanthin, 2-aminoadenin, 6-metyl va céc din xuét alkyl khac ctia adenin va guanin,
2-propyl va céc dan xuat alkyl khac ctia adenin va guanin, 2-thiouraxin, 2-thiotymin va
2-thioxytosin, 5-halouraxin va xytosin, 5-propynyl uraxin va Xytosin, 6-azo uraxin,
Xytosin va tymin, S-uraxin (gid-uraxin), 4-thiouraxin, 8-halo, 8-amino, 8-thiol, 8-

thioalkyl, 8-hydroxyl va adenin va guanin duoc thé 8 khac, 5-halo cu thé 13 5- bromo,
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S-triflometyl va uraxin va xytosin duogc thé 5 khac, 7-metylquanin va 7-metyladenin, 8-
azaguanin va 8-azaadenin, 7-deazaguanin va 7-deazaadenin, va 3-deazaguanin va 3-

deazaadenin.
Phikc hop cua axit nucleic hudng dich hé gen va endonucleaza

gARN tuong tac v6i endonucleaza (vi du, nucleaza duoc din bing ARN nhu

Cas9), nho d6 tao thanh phirc hgp. gARN din endonucleaza dén polynucleotit dich.

Mbdi endonucleaza va gARN c6 thé duge dung riéng 1& cho té bao hoic dbi tugng.
Theo mot sb phuong 4n, endonucleaza c6 thé dugc tao phirc hop tlr trude v6i mot hodc
nhiéu ARN dan, hoic mot hodc nhiéu crARN cung voi tracrARN. Sau d6 nguyén liéu
da duoc tao phirc hop tir trude nay 6 thé duge ding cho té bao hodc dbi tuong. Nguyén
liéu da dugc tao phirc hop tir trude nay da duoc biét dén dudi dang hat ribonucleoprotein
(RNP). Endonucleaza trong RNP ¢6 thé 13, vi du, Cas9 endonucleaza hodc Cpfl
endonucleaza. Endonucleaza c6 thé dugc tao suon & dau cung N, dau cung C, hodc ca
ddu cing N va ddu cing C bing mot nhidu tin hidu dinh vi nhan (NLS). Vi dy, Cas9
endonucleaza c6 thé duoc tao suon be"mg hai NLS, mét NLS ndm & dau cung N va NLS
th hai ndm & dau cung C. NLS c6 thé 1a NLS bat ky da biét trong linh vuc, nhu NLS
SV40. Ti I€ phén tir ctia axit nucleic huéng dich hé gen so v6i endonucleaza trong RNP
¢6 thé nim trong khoang tir khoang 1:1 dén khoang 10:1. Vi du, ti 1€ mol ctia sgARN

so v6i Cas9 endonucleaza trong RNP ¢6 thé 1a 3:1.
Axit nucleic ma héa cdc thanh phan hé théng

Sang ché dé xuit axit nucleic bao gdm trinh ty nucleotit ma héa axit nucleic
huéng dich vao hé gen theo séang ché, endonucleaza theo sang ché, va/hoic phén ti axit
nucleic hodc protein bt ky cin dé thuc hién khia canh ctia phuong phap theo sang ché.

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

Axit nucleic md hoa axit nucleic huéng dich vao hé gen theo sang ché,
endonucleaza theo sang cheé, va/hoiic phan tir axit nucleic hoic protein bat ky can dé
thuce hién khia canh ctia phuong phap theo sang ché c6 thé bao gbm vecto (vi du, vecto

biéu hién tai t hop).

Thuat ngit "vecto" dé chi phén tir axit nucleic ¢6 kha nang van chuyén axit nucleic

khac ma né duoc lién két voi. Mot loai vecto la "plasmit", ma dung dé chi vong ADN
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s01 kép mach vong ma cac doan axit nucleic khac c¢6 thé duge ndi vao dé. Mot loai vecto
khac 1a vecto Virut, trong d6 manh axit nucleic khac ¢6 thé duge nbi vao hé gen virut.
Mot sb vecto ¢6 kha ndng ty sao chép trong té bao chi ma ching duoc dua vao (vi du,
cac vecto vi khudn c6 gée sao chép vi khudn va céc vecto dong vat c6 vii thé bd sung).
Céc vecto khéc (vi du, cac vecto dong vat c6 vii khong phai thé bd sung) duge tich hop
vao bd gen ctia té bao chu khi dua vao té bao chi, va nhd d6 dugc sao chép clung v§i bd

gen vat chu.

Trong mdt s6 vi du, cac vecto nhat dinh ¢6 the ¢6 kha ning dinh hudng su biéu
hién cua axit nucleic ma chiing dugc lién két hoat ddng véi. Céc vecto nhu vay duoc
d€ cp deén ¢ day l1a "vecto bi€u hién tai to hop", hoic don gian hon 1a "vecto biéu hién",

ma dong vai tro chirc nang tuogn duong.

Thuét ngft "dugc lién két hoat dong" ¢o nghia la trinh tu nucleotit dugc quan tAm
dugc lién két véi (cac) trinh tu diéu hoa theo phuong thirc cho phép sy biéu hién cta
trinh ty nucleotit. Thuat ngit "trinh tu diéu hoa" duogc du tinh bao géln, vi duy, trinh tu
khoi dong, trinh tw ting cuong va céc yéu t§ didu khién su biéu hién (vi dy, cAc tin hidu
polyadenyl héa). Céc trinh tu diéu hoa ndy da duoc biét ro trong linh vuc va dugc mod
ta, vi dy, trong Goeddel; Gene Expression Technology: Methods in Enzymology, 1990,
185, Academic Press, San Diego, CA. Céc trinh ty diéu hoa bao g6m cac trinh ty ma
dinh huéng su biéu hién ciu tric cia trinh tu nucleotit trong nhiéu loai té bao chu, va
céc trinh ty ma dinh huéng su biéu hién cia trinh ty nucleotit chi & t& bao chii nhat dinh
(vi du, céc trinh tu diéu hoa ddc hiéu md). Ngudi c6 hiu biét trung binh trong linh vuc
hiéu o rang thiét ké cua vecto bidu hién c6 thé phu thudc vao cac yéu t nhu sy lya chon

t€ bao dich, mtrc d9 biéu hién mong mudn, va dang tuong tu.

Vecto biéu hién duoc dy tinh bao gbm, nhung khong gi6i han ¢, vecto virut dua
trén virut ddu mua, virut bai liét, adenovirut, virut két hop adeno, SV40, virut don dang
herpes, virut gdy suy giam mién dich & ngudi, retrovirut (vi du, virut géy bénh bach cau
& chudt nhét, virut gdy hoai tir lach, va vecto ¢6 ngudn gde tir retrovirut nhu virut ung
thu mo lién két Rous, virut un g thu mo lién két Harvey, virut gdy bénh bach ciu & gia
cam, lentivirut, virut gdy suy giam mién dich & ngudi, virut gdy ung thu mo lién két ting
sinh tily xuong, va virut khdi u vi) va cac vecto tai td hop khac. Céc vecto khac duogc

du tinh doi v6i té bao dich nhin chuén bao gom, nhung khong bi gi6i han ¢, vecto pXTT1,



48565 38/229

pSG5, pSVK3, pBPV, pMSG, va pSVLSV40 (Pharmacia). Vecto khéac c¢6 thé duogc st

dung mién 1a chung twong thich véi té bao chil.

Trong mot sb vi dy, vecto ¢6 thé bao gélll mdt hoic nhiéu thanh ph?ln kiém soat
phi€n ma va/hodc dich ma. Tuy thudc vao hé vat chi/vecto duge st dung, thanh phin
kiém sodt phién ma va dich ma bét ky trong s6 mot s6 lugng cac thanh phdn kiém soat
phién mi va dich ma thich hop, bao gé)ln trinh ty khéi dong ciu trac va cam ung, thanh
phan ting cuong phién ma, ving két thic phién ma, v.v. c6 thé duoc st dung trong vecto
biéu hién. Vecto ¢6 thé 1a vecto tu bt hoat ma lam bAt hoat céc trinh tu virut ho#ic cac

thanh phan ciia bd may CRISPR hoiic cdc thanh phan khéc.

Céc vi dy khdng giéi han vé cic trinh tu khéi dong sinh vat nhan chuin thich hop
(tikc I, céc trinh ty khéi dong hoat dong & t& bao nhan chuin) bao g0m cAc trinh ty khéi
dong tr cytomegalovirut (CMV) sém tic thi, tymidin kinaza virut don dang herpes
(HSV), SV40 sém va mudng, cac doan 1ap dau cing dai (LTR) tur retrovirut, trinh tu
khéi dong a ciia yéu t6 kéo dai 1 ciia nguoi (EFla), trinh tu khéi dong beta-actin ctia ga
(CBA), trinh ty khoi dong ubiquitin C (UBC), ciu trac lai bao gbm trinh tu tdng cuong
cytomegalovirut dugc dung hop voi trinh tu khéi dong beta-actin cia ga (CAG), ciu
tric lai bao gbm trinh tu ting cuong cytomegalovirut dugc dung hop véi trinh tu khéi
dong; exon thir nhat, va intron tht nhét cia gen beta-actin ga (CAG hodc CAGGS), trinh
tw khéi dong virut té bao gde chudt (MSCV), trinh tu khéi dong locut phosphoglyxerat

kinaza-1 (PGK), va trinh tu khéi dong metallothionein-I chudt nhét.

Trinh ty khaoi dong cé thé 1a trinh tu khéi dong cam ung (v dy, trinh tu khéi dong
sdc nhiét, trinh tu khoi dong duoc diéu hoa bing tetraxyclin, trinh tu khéi dong duogc
didu hoa béng steroit, trinh ty khdi dong duoc diéu hoa béng kim loai, trinh ty khoi dong
duoc didu hoa bang thy thé estrogen, v.v.). Trinh ty khoi dong c6 thé 12 trinh ty khéi
dong co dinh (vi du, trinh tu khoi dong CMV, trinh tu khéi dong UBC, trinh tu khoi
dong CAG). Theo mot s6 phurong an, trinh tw khéi dong ¢6 thé 12 trinh tw khéi dong gidi
han khong gian va/hodc gidi han thoi gian (vi dy, trinh tu khéi dong ddc hiéu mo, trinh

tu khoi dong ddc hiéu loai t€ bao, v.v.).

Su dua céc phiic hop, cac polypeptit, va cac axit nucleic theo sang ché vao trong
cac t€ bao c6 thé xdy ra boi sy chuyén nhiém virut hogic thé thuc khuan, chuyén nap,

lién hop, dung hop t€ bao tran, chuyén nap nho lyposom, xung dién, chuyén nhim nho
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axit nucleic, sw két tha canxi phosphat, sw chuyén nap qua trung gian polyetyleneimin
(PEI), su chuyén nap qua trung gian DEAE-dextran, su chuyén nap qua trung gian
liposom, cong nghé ban hat, su két tia canxi phosphat, vi tiém truc tiép, phéan phéi axit

nucleic qua trung gian hat nano, va loai tuong tu.

III._Cic Chién Lwoc P& Tranh Khéi Pap Ung Mién Dich Va Lam Ting Sw Séng
Sét

Duoc md ta & day 1a cdc chién lugc dé cho phép té bao duoc cai bién di truyén,
tike 1a, t& bao cho van nang, tdng su séng sot hodc kha nang séng duogc ctia chung va/hoéac
lan tranh sy d4p tng mién dich sau khi ghép vao dbi tugng. Theo mot sd phuong an,
cac chién Iugc nay cho phép té bao cho van ning sdng sot va/hodc l4n tranh su déap ung
mién dich ¢ ti 1& thanh cong cao hon so voi té bao chua duoc cai bién. Theo mét sb
phuong an, cac té bao duoc cai bién di truyén bao gém su dua it nhdt mot sy cai bién di
truyén vao bén trong hoic gén it nhit mot gen ma ma hoa yéu tb séng sot, trong do su
cai bién di truyén nay bao gdm su cai xen cua polynucleotit ma hoa yéu t6 sinh dung
nap mién dich. Té bao cho van ning nay c6 thé con bao gdm it nhat mot su cai bién di
truyén bén trong hodc gin gen ma ma héa mot hodc nhiéu khang nguyén té bao bach
cau ngudi MHC-I hodc MHC-II hodc thanh phan hodc yéu t6 diéu hoa phién ma cua
phirc hgp MHC-1 hodc MHC-II, trong d6 su cai bién di truyén nay bao gdm su cai xen

clia polynucleotit ma hoa yéu t sinh dung nap mién dich tht hai.

Theo mdt sb phuong 4n, t& bao duoc cai bién di truyén bao gdm su dua vao it
nhit mét cai bién di truyén & trong hodc ¢ gin it nhdt mot gen ma lam gidm su biéu hién
ctia mot hodc nhidu khang nguyén té bao bach cau ngudi MHC-I va MHC-II so véi té
bao khong duoc cai bién; it nhét mot cai bién di truyén ma lam tang su biéu hién cua it
nhit mot polynucleotit ma ma hoa yéu t6 sinh dung nap mién dich so véi té bao khong
duoc cai bién; va it nhét mot cai bién di truyén ma lam thay dbi su biéu hién cua it nhat
mdt gen ma ma hoa yéu tb sdng sot so véi té bao khéng dugc cai bién. Theo phuong an
khéc, té bao duoc cai bién di truyén bao gém it nhat mot su lam khuyét hodc dot bién
cai xen-lam khuyét & trong hodc & gan it nh4t mot gen ma lam thay ddi sy biéu hién cta
mot hodc nhiéu khang nguyén té bao bach cdu ngudi MHC-T va MHC-II so vdi té bao

khong dugc cai bién; va it nhat mot sy cai xen cia polynucleotit ma ma hda it nhét mot
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yéu t6 sinh dung nap mién dich tai vi tri ma géi lén mot phén, géi Ién hoan toan, hodc
duoc chira trong, vi tri cla sy lam khuyét ciia gen ma lam thay dbi su biéu hién ctia mot
hoic nhiéu HLA MHC-I va MHC-II. Theo phuong 4n khic nita, t& bao dugc cai bién
di truyén bao gdm it nhat mdt cai bién di truyén ma lam thay doi su biéu hién ctia it nhit

mot gen ma ma hoéa yéu td song sot so voi té bao khong dugc cai bién.

Céac gen ma ma hoa phirc hé tuong thich m6 cht yéu (MHC) nam trén Chr. 6P21
cia nguoi. Céc protein thu duge duge ma hoa bdi cac gen MHC 1a loat protein bé mit
ma thiét yéu trong kha ning tuong thich thé cho trong qua trinh cdy té bao. Cac gen
MHC duoc chia thanh MHC 16p I (MHC-I) va MHC l6p I (MHC-IT). Cac gen MHC-I
(HLA-A, HLA-B, va HLA-C) duogc biéu hién ¢ hau hét tit ca céc loai té bao mo, trinh
dién peptit duoc xir Iy bang khang nguyén “khong tu than” véi té bao CD8+ T, nhd do
thiic ddy su hoat hoa ciia chiing thanh té bao CD8+ T dung giai té bao. Té bao duogc cdy
hodc dugc ghép biéu hién cac phan tr MHC-I "khong tu than” s& gy ra su dap Ung
mién dich t€ bao manh duogc dinh huéng & céc té bao nay va cudi cing dan dén su chét
di ctia chung do té bao CD8+ T dung giai té bao da duoc hoat héa. Protein MHC-I ban
diu duoc két hop véi beta-2-microglobulin (B2M) trong luéi ndi chit, ma thiét yéu dé
tao thanh céc phan tir MHC-I chirc ning trén bé mit té bao. Ngoai ra, c¢6 ba phén tir
MHC-Ib khéng ¢b dién (HLA-E, HLA-F, va HLA-G), ma c6 chirc ning diéu hoa mién
dich. Phan tir sinh hoc MHC-II bao gom HLA-DP, HLA-DM, HLA-DOA, HLA-DOB,
HLA-DQ, va HLA-DR. Do chtrc niing co ban cta ching trong dap ting mién dich, céac
phan i sinh hoc MHC-I va MHC-II déng gép vao su thai bdé mién dich sau khi ghép té
bao ctia té bao khong phai ciia vat chi, vi du, ghép t& bao nham muc dich lam thudc tai

tao.

Céc phan tu bé mit té bao MHC-I dugc tao thanh tir cac chudi nang duoc ma hoa
bing MHC (HLA-A, HLA-B, hoic HLA-C) va tiéu don vi khong bién dbi beta-2-
microglobulin (B2M). Do d6, sy 1am giam ctia néng do ctia B2M & trong té bao cho
phép c6 phwong phap hiru hidu dé 1am giam su biéu hién bé mit té bao cua cac phan tir

bé mit té bao MHC-L.

Theo mdt sd phuong 4n, té bao bao gém su cai bién hé gen cia mdt hodc nhiéu
gen MHC-I hodc MHC-II. Theo m6t s6 phuong 4n, té bao bao gdm su cai bién hé gen
ctia mot hodc nhiéu trinh tu polynucleotit ma diéu hoa su biéu hién cia MHC-I va/hodc

MHC-II. Theo mot sé phwong 4n, cai bién di truyén theo sang ché duoc thuc hién bang
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cach str dung phuong phép chinh stta gen bét ky bao gdm nhung khong gi6i han & cac

phuong phap duge mo ta & day.

Theo mot sb phuong an, viéc lam gidm sy biéu hién ciia mdt hoic nhiéu khang
nguyén té bao bach ciu ngudi MHC-I va MHC-II so v6i té bao khong dugc cai bién
duoc thuc hién béng cach hudng dich, vi du, dé lam khuyét va/hodc cai xen di truyén
cla it nhit mot cdp bazo, trong gen MHC-I va/hodc MHC-II mot céach truc tiép. Theo
mdt s6 phurong 4n, viéc 1am gidm sy bidu hién cua mdt hodc nhiéu khang nguyén té bao
bach ciu ngudi MHC-I va MHC-II so v6i té bao khong duoc cai bién duoc thuc hién
bang cach huéng dich, vi du, dé 1am khuyét di truyén, gen CIITA. Theo mot s6 phuong
an, viéc lam giam su biéu hién ctia mot hodc nhiéu khéang nguyén té bao bach cau nguoi
MHC-I va MHC-II so véi té bao khong duge cai bién dugc thuc hién bing cdch hudng
dich, vi du, dé lam khuyét di truyén, it nht mot yéu t6 diéu hoa phién ma ctia MHC-I
hoic MHC-II. Theo mét sé phuong 4n, yéu t6 diéu hoa phién ma cia MHC-I hozic
MHC-II 12 gen NLRCS5, hodc CIITA. Theo mdt s phuong an, yéu té diéu hoa phién
ma cia MHC-I hodac MHC-II 1a gen RFXS5, REXAP, REXANK, NFY-A, NFY-B, NFY-
C, IRF-1, va/hodc TAPI.

Theo mot sb phuong 4n, hé gen clia té bao da duoc cai bién dé 1am khuyét toan
bd hoac mot phﬁn cua gen HLA-A, HLA-B, va/hodc HLA-C. Theo mdt sH phuong an,
hé gen cua té bao da duogc cai bién dé lam khuyét toan bd hoac mot phén cua trinh tu
khéi dong cua gen HLA-A, HLA-B, va/hodc HLA-C. Theo mot 36 phuong an, hé gen
ctia t& bao da duoc cai bién dé lam khuyét toan by hodc modt phén cia gen ma ma hoa
yéu t6 diéu hoa phién ma cia MHC-I hodc MHC-II. Theo mdt sd phuong an, hé gen
ctia té bao da dugc cai bién dé 1am lihuyét toan bd hodc mot phén cua trinh tu khoi dong

clia gen ma ma hoa yéu t6 diéu hoa phién ma ciia MHC-I hodc MHC-IL.

Theo mot sb phuong an, hé gen cia té bao da duoc cai bién dé lam giam su biéu
hién ctia beta-2-microglobulin (B2M). B2M la gen khong da hinh ma ma hoa tiéu don
vi protein chung can thiét cho su biéu hién bé mit ctia tit ca céc chudi nang MHC 16p 1
da hinh. Protein HLA-I ban dau duoc két hop v6i B2M trong ludi ndi chat, ma thiét yéu
dé tao thanh cac phén to HLA-I dugc biéu hién & bé mit té bao, c6 chirc nang. Theo
mot s phuong 4n, gARN huéng dich vi tri bén trong gen B2M bao gbm trinh tu
5-GCTACTCTCTCTTTCTGGCC-3’ (SEQ ID NO: 1). Theo mét sé phuong an,
gARN huéng dich vi tri bén trong gen B2M bao gébm trinh tu
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5°- GGCCGAGATGTCTCGCTCCG-3’ (SEQ ID NO: 2). Theo mdt s6 phuong én,
gARN huéng dich vi tri bén trong gen B2M bao gbébm trinh tu
5’-CGCGAGCACAGCTAAGGCCA-3" (SEQ ID NO: 3). Theo phuong an khac,
gARN hudng dich vi tri & trong gen B2M bao gom trinh tu bat ky trong s6 cac trinh ty
sau day: S5-TATAAGTGGAGGCGTCGCGC-3> (SEQ ID NO: 35), 5’-

GAGTAGCGCGAGCACAGCTA-3’ (SEQ 1D NO: 36), 5’-
ACTGGACGCGTCGCGCTGGC-3° (SEQ ID NO: 37), 5’-
AAGTGGAGGCGTCGCGCTGG-3’ (SEQ ID NO: 38), 5-
GGCCACGGAGCGAGACATCT -3’ (SEQ ID NO: 39), 5’-
GCCCGAATGCTGTCAGCTTC-3° (SEQ 1D NO: 40). 5’-
CTCGCGCTACTCTCTCTTTC-3’ (SEQ ID NO: 41), 5°-
TCCTGAAGCTGACAGCATTC-3° (SEQ ID NO: 42), 5°-

TTCCTGAAGCTGACAGCATT-3> (SEQ ID  NO: 43), hodac 5’-
ACTCTCTCTTTCTGGCCTGG-3’ (SEQ ID NO: 44). Theo mot s phuong an, gARN
bao gbm trinh tu polynucleotit ¢o trinh tu bét ky trong sé6 SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:
2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38,
SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 43,
hodc SEQ ID NO: 44. Phtrc hop gARN/CRISPR nucleaza huong dich va phan tach vi
tri dich & locut B2M. Viéc sira chita chd dut soi kép bang cach NHEJ ¢6 thé din dén sy
lam khuyét cta it nhat trén nucleotit va/hodc su cai xen cua it nhdt mot nucleotit, nhd
d6 phéa v& hodc loai trir sw biéu hién ctia B2M. Theo cach khac, locut B2M c6 thé duoc
huéng dich bing it nhat hai hé thdng CRISPR mdi hé thdng nay bao gdm gARN khéc
nhau, nho d6 phan ct tai hai vi tri trong locut B2M dan dén su lam khuyét cua trinh tu

giita hai chd cét nay, nho d6 loai trir sy biéu hién ciia B2M.

Theo mot s6 phuong 4n, hé gen cua té bao da dugc cai bién dé lam giam su biéu
hién ctia protein tuong tac v6i thioredoxin (TXNIP). Theo mot sé phuong én, gARN
huéng dich vi i bén trong gen TXNIP bao goém trinh tu 5-
GAAGCGTGTCTTCATAGCGC-3’ (SEQID NO: 15). Theo mét s6 phuong an, gARN
huéng dich vi tri bén trong gen TXNIP bao gdm trinh tu 5'-
TTACTCGTGTCAAAGCCGTT-3’ (SEQ ID NO: 16). Theo mét sé phuong an, gARN
huéng dich vi tri bén trong gen TXNIP bao goém trinh tu 5-
TGTCAAAGCCGTTAGGATCC-3’ (SEQID NO: 17). Theo mét sé phuong an, gARN
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huéng dich vi trf bén trong gen TXNIP bao gbébm trinh tu 5°-
GCCGTTAGGATCCTGGCTTG-3’ (SEQ ID NO: 18). Theo mdt sé phuong 4n, gARN
huéng dich vi ti bén trong gen TXNIP bao gdm trinh tu 5°-
GCGGAGTGGCTAAAGTGCTT-3" (SEQ ID NO: 19). Theo mdt s phuong an,
gARN huéng dich vi tri bén trong gen TXNIP bao gdm trinh tu 5°-
TCCGCAAGCCAGGATCCTAA-3’ (SEQ ID NO: 20). Theo mdt sb phuong an,
gARN huéng dich vi tri bén trong gen TXNIP bao gdm trinh tu 5°-
GTTCGGCTTTGAGCTTCCTC-3’ (SEQ ID NO: 21). Theo mot sb phuong an, gARN
huéng dich vi tri bén trong gen TXNIP bao gdm trinh tu 5°-
GAGATGGTGATCATGAGACC-3’ (SEQ ID NO: 22). Theo mét sé phuong an,
gARN huéng dich vi tri bén trong gen TXNIP bao gbém ftrinh tu 5°-
TTGTACTCATATTTGTTTCC-3’ (SEQ ID NO: 23). Theo mét sé phuwong an, gARN
huéng dich vi tri bén trong gen TXNIP bao gdm trinh tu 5°-
AACAAATATGAGTACAAGTT-3’ (SEQ ID NO: 24). Theo mdt sb phuong én,
gARN huéng dich vi tri bén trong gen TXNIP bao gbém trinh tu 5°-
GAAGCGTGTCTTCATAGCGCAGG-3’ (SEQ ID NO: 45). Theo mét s phuong 4n,
gARN huéng dich vi tri bén trong gen TXNIP bao gbém trinh ty 5°-
TTACTCGTGTCAAAGCCGTTAGG-3’ (SEQ ID NO: 46). Theo mdt s phuong én,
gARN huéng dich vi tri bén trong gen TXNIP bao gbébm trinh ty 5°-
TGTCAAAGCCGTTAGGATCCTGG-3’ (SEQ ID NO: 47). Theo moét sd phuong 4n,
gARN huéng dich vi tri bén trong gen TXNIP bao gbébm trinh ty 5°-
GCCGTTAGGATCCTGGCTTGCGG-3’ (SEQ ID NO: 48). Theo mdt s6 phuong én,
gARN huoéng dich vi tri bén trong gen TXNIP bao gdm trinh tu 5'-
GCGGAGTGGCTAAAGTGCTTTGG-3’ (SEQ ID NO: 49). Theo mét sé phuong 4n,
gARN huéng dich vi tri bén trong gen TXNIP bao gbébm trinh ty 5°-
TCCGCAAGCCAGGATCCTAACGG-3’ (SEQ ID NO: 50). Theo mot s6 phuong an,
gARN huéng dich vi tri bén trong gen TXNIP bao gbém trinh tu 5°-
GTTCGGCTTTGAGCTTCCTCAGG-3" (SEQ ID NO: 51). Theo mot s6 phuong an,
gARN huéng dich vi tri bén trong gen TXNIP bao gdém trinh tu 5'-
GAGATGGTGATCATGAGACCTGG-3’ (SEQ ID NO: 52). Theo mdt sb phuong an,
gARN huéng dich vi tri bén trong gen TXNIP bao gbém trinh ty 5°-
TTGTACTCATATTTGTTTCCAGG-3’ (SEQ ID NO: 53). Theo mdt sb phuong an,
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gARN huéng dich vi tri bén trong gen TXNIP bao gbém trinh tu 5°-
AACAAATATGAGTACAAGTTCGG-3’ (SEQ ID NO: 54). Theo mét s phuong an,
gARN huéng dich vi tri dich bén trong gen TXNIP ma bao gém trinh tu polynucleotit
c6 trinh tu bét ky trong sb SEQ ID NO: 15-24 hoic 45-54. Theo mot s6 phuong 4n,
gARN hudng dich trinh ty polynucleotit ¢6 trinh tu bat ky trong s& SEQ ID NO: 15,
SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20,
SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, hodc SEQ ID NO: 24. Phtrc hop
gARN/CRISPR nucleaza huéng dich va phén tach vi tri dich ¢ locut gen TXNIP. Viéc
stra chita chd dirt soi kép bang cach NHEJ c6 thé dan dén su lam khuyét cta it nhat trén
nucleotit va/hodc su cai xen clia it nhat mot nucleotit, nhoy do pha v& hoac loai trir su
biéu hién ctia TXNIP. Theo cach khac, su cai xen clia polynucleotit md hoa gen ngoai

sinh vao trong locut gen TXNIP ¢ thé lam dut géy hoic loai bo su biéu hién cua TXNIP.

Theo mét sé phuong 4n, hé gen ciia té bao da dugc cai bién dé lam giam sy biéu
hién cta chit hoat héa trans 16p IT (CIITA). CIITA la thanh vién ctia ho doan lip giau
leuxin (LRR) LR hoidc mién lién két nucleotit (NBD) cua protein va diéu hoa su phién
ma ctia MHC-II bang céach két hop véi phirc hop trinh tu ting cuong MHC. Su biéu hién
cta CIITA dugc gdy cam tng ¢ té bao B va té bao dudi gai nhu 1a chtrc nang ctia giai

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

Theo mét sb phuong an, hé gen cua té bao da duoc cai bién dé lam giam su biéu
hién ctia ho NLR, mién CARD chtra 5 (NLRCS). NLRC5 1a chét diéu hoa thiét yéu cua
dap tmg mién dich qua trung gian MHC-I va, tuong tu voi CIITA, NLRCS ¢6 thé cam
tng mirc d cao bang IFN-y va c6 thé chuyén chd vao nhan. NLRC5 hoat héa trinh tu
khoi dong cta cac gen MHC-I va gay cam tng sy phién ma ctia MHC-I cling nhu 1a cac

gen li€n quan tham gia vao sy trinh dién khang nguyén MHC-I.

Theo mét s6 phuong an, yéu td sinh dung nap mién dich c¢6 thé duoc cai xen hodc
duoc tai cai xen vao trong té bao duogc cai bién di truyén dé tao ra té bao cho van ning
c6 dic quyén mién dich. Theo mdt s& phuong 4n, té bao cho van nang dugc boc 16 ¢ day
da dugc cai bién thém dé bidu hién mot hodc nhiéu yéu td sinh dung nap mién dich. Cac
yéu tb sinh dung nap mién dich 1am vi du bao gdm, nhung khong bi gi¢i han ¢, mot hoic
nhiéu loai trong s6 HLA-C, HLA-E, HLA-F, HLA-G, PD-L1, CTLA-4-Ig, CD47, chit
trc ché CI, va IL-35. Theo mot sb phuong 4n, su cai bién di truyén, vi du, su cai xen,

cta it nhat mot polynucleotit ma héa it nhét mdt yéu td sinh dung nap mién dich lam
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cho t& bao cho van nang tc ché hodc tranh khoi su thai bo mién dich véi i 1¢ cao hon it
nhat 1,05, it nhat 1,1, it nhdt 1,25, it nhdt 1,5, it nhat 2, it nhat 3, it nhét 4, it nhat 5, it
nhét 10, it nhit 20, hoic it nhét 50 14n so véi té bao khong dugc cai bién sau khi ghép.
Theo mot s phuong an, sw cai xen ctia polynucleotit ma ma hoa HLA-E, HLA-G,
CTLA-4, CD47, va/hoic PD-L1 lam cho té bao cho van ning (e ché hodc tranh khoi su

thai bé mién dich sau khi cdy hodc ghép vao dbi tuong vt chu.

Polynucleotit ma hoa yéu t6 sinh dung nap mién dich thuong bao o6m céac nhanh
twrong ddng bén trai va bén phai ma gan suon hai bén trinh tw ma hoa yéu t6 sinh dung
nap mién dich. Céc nhanh tuong dbng co trinh tu vé co ban tuong dong véi ADN hé
gen & hodc ¢ gén vi tri cai xen duoc huéng dich. Vi du, nhénh tuong dong bén trai c6
thé 1a trinh tu nucleotit tuong d@)ng v6i vung duge dinh vi ¢ bén trdi hodc nguoc dong
clia vi tri dich hodc vi trf cit, va nhanh tuong ddng bén phai co thé 1 trinh tu nucleotit
tuong dff)ng véi vung duge dinh vi ¢ bén phai hodc xudi dong cta vi tri dich hodc vi tri
c4t. PAu gin cia mdi nhanh twong dong c6 thé tuong dong véi trinh tw ADN hé gen
tiép giap v6i vi tri cit. Theo cach khac, diu gin ctia mdi nhanh tuong dong ¢o thé tuong
ddng v6i trinh ty ADN hé gen nim ¢ 1én dén khoang 10, 20, 30, 40, 50. 60, hodc 70
nucleobazo ra xa khoi vi trf cit. Nhu vay, polynucleotit ma héa yéu tb sinh dung nap
mién dich c6 thé duoc cai xen vao locut gen duogc huong dich ¢ trong khoang 10, 20,
30, 40, 50, 60, hodc 70 cip bazo cta vi tri cit, va ADN hé gen bd sung tiép giap vi tri
c&t (va khong twong ddng véi nhanh tuong ddng) c¢é thé duoc lam khuyét. Céc nhanh
tuong ddng c6 thé c¢6 chiéu dai nim trong khoang tir khoang 50 nucleotit dén vai nghin
nucleotit. Theo mdt s& phwong an, céc nhanh twong dong c¢6 thé c¢6 chiéu dai nam trong
khoang tir khoang 500 nucleotit dén khoang 1000 nucleotit. D@ twong dong trinh tu
dang ké giita cac nhanh tuong d6ng va ADN h¢ gen c6 thé la it nhit khoang 80%, it nhat

khoang 85%, it nht khoang 90%, it nhat khoang 95%, hodc it nhat khoang 99%.

Theo mét s6 phuong an, cdc nhanh twong dong dugc st dung v6i B2M dén (vi
du, gARN bao g&n trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 1-3, 35-44). Theo mot sb
phuong 4n, cdc nhanh tuong déng duoc thiét ké dé duoc st dung voi doan dan B2M bét
ky ma s€ loai bé vi tri bat dau cia gen B2M. Theo mdt s6 phuong 4n, cdc nhanh tuong
ddng B2M c¢6 thé bao gdbm hodc cht yéu gém co trinh tur polynucleotit néu trong SEQ
ID NO: 7 hodc 13, hodc trinh tu polynucleotit c6 do tuong déng trinh tu it nhit 85%,
90%, 95%, hodc 99% véi trinh tu ciia SEQ ID NO: 7 hodc 13. Theo mot s6 phuong an,
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nhanh twong dong B2M bén trai ¢ thé bao gdbm hodc chu yéu gdbm c6 SEQ ID NO: 7,
hodc trinh tu polynucleotit c6 d6 twong dong trinh tu it nhat 85%, 90%, 95%, hodc 99%
v6i trinh ty ctia SEQ ID NO: 7. Theo mdt sé phuong 4n, nhanh tuong déng B2M bén
phai co thé bao gdbm hodc chi yéu gdm c6 SEQ ID NO: 13, hodc trinh tu polynucleotit
c6 do tuong ddng trinh tu it nhat 85%, 90%, 95%, hodc 99% v&i trinh tu cia SEQ ID
NO: 13.

Theo mdt s6 phwong 4n, cdc nhanh tuong dong duoc st dung véi su dan TXNIP
(vi du., cic gARN bao gdm trinh tu nucleotit cia SEQ ID NO: 15-24). Theo mot sb
phuong 4n, cac nhanh tuong dong duogc thiét ké dé s dung véi su dan TXNIP bét ky
ma huéng dich exon 1 ctia TXNIP (vi du, cdc gARN bao gdm trinh tu nucleotit ctia SEQ
ID NO: 15-20). Theo mdt s6 phuong an, cic nhanh tuong dong TXNIP nay c6 thé bao
gbm hodc vé& co ban gom trinh tu polynucleotit ctia SEQ ID NO: 25 hodc 32, hodc trinh
tir polynucleotit c6 do twong ddng trinh tu it nhit 85%, 90%, 95%, hodc 99% vd&i trinh
tu ciia SEQ ID NO: 25 hoic 32. Theo mét sé phuong an, nhanh twong dong TXNIP bén
trai c6 thé bao gdm hodc vé co ban gdm SEQ ID NO: 25, hoic trinh tu polynucleotit ¢6
do tuong déng trinh tu it nhét 85%, 90%, 95%, hoic 99% v&i trinh tu cia SEQ ID NO:
25. Theo mdt s6 phuong 4n, nhanh tuong dong TXNIP bén phai ¢6 thé bao gém hoic
vé co ban gdbm SEQ ID NO: 32, hoic trinh ty polynucleotit c¢6 d6 twong dong trinh tu it
nhét 85%, 90%, 95%, hoic 99% véi trinh tw cta SEQ ID NO: 32.

ft nhat mot polynucleotit ma hoa it nhat mot yéu té sinh dung nap mién dich ¢
thé duoc lién két hoat dong voi trinh tu khoi dong ngoai sinh. Trinh tu khoi dong ngoai
sinh ¢6 thé 13 trinh tu khoi dong co dinh, cdm ung, dac hi¢u thoi gian, mo, hoac kiéu té
bao. Theo mdt s& phuong 4n, trinh tu khai dong ngoai sinh 1a trinh tu khoi dong CMV,
EFla, PGK, CAG, hodc UBC.

Theo mét sé phuong an, it nhat mot polynucleotit ma héa it nhat mot yéu td sinh
dung nap mién dich duge cai xen vao locut 4n chita an toan, vi du, locut AAVS 1. Theo
mdt s6 phuong 4n, it nhat mot polynucleotit ma hoa it nhat mot yéu t6 sinh dung nap
mién dich dugc cai xen vao vi tri hodc ving ctia ADN hé gen ma géi lén mot phan, géi
1én hoan toan, hodc dugc chira trong (fitc la, ndm & trong hodc & gan) gen MHC-I, gen

MHC-II, hozc yéu t diéu hoa phién ma cia MHC-I hodc MHC-II.
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Theo mot sb phuong an, polynucleotit ma hoa PD-L1 dugc cai xen tai vi tri &
trong hodc & gan locut gen B2M. Theo mot s6 phuong an, polynucleotit ma hoa PD-L1
duoc cai xen tai vi tri ¢ trong hodc & gan locut gen B2M dong thoi véi, hodc sau khi lam
khuyét tit ca hodc mot phan ctia gen hodc trinh tu khéi dong B2M. Polynucleotit ma
héa PD-L1 dugc lién két hoat dong voi trinh tu khoi dong ngoat sinh. Trinh tu khaoi
dong ngoai sinh c6 thé 1a trinh tu khéi dong CMV. Theo mdt s6 phuong én,

polynucleotit bao gdm trinh tir nucleotit cia SEQ ID NO: 11.

Theo mdt sb phuong 4n, polynucleotit ma hoa HLA-E dugc cai xen tai vi tri &
trong hodc ¢ gin locut gen B2M. Theo mdt s6 phuong an, polynucleotit ma hda HLA-
E dugc cai xen tai vi tri & trong hodc ¢ gan locut gen B2M dong thoi véi, hodc sau khi
lam Khuyét tit ca hodc mot phan ctia gen hodc trinh tu khdi dong B2M. Polynucleotit
ma hoa HLA-E duoc lién két hoat dong voi trinh tu khéi dong ngoai sinh. Trinh tu khoi
dong ngoai sinh c6 thé 1a trinh tu khoi dong CMV. Theo mot sH phuong én,
polynucleotit bao gﬁ“)m trinh tu nucleotit cia SEQ ID NO: 26, 27, 28, 29, 30, va’hoac 30.
Theo mét sé phwong an, polynucleotit bao gdm trinh tu nucleotit cia SEQ ID NO: 55.

Theo mot s& phuong an, polynucleotit ma hoa HLA-G duoc cai xen tai vi tri o
trong hodc & gan locut gen HLA-A, HLA-B, hoic HLA-C. Theo mot sé phuong an,
polynucleotit ma hoéa HLA-G dugc cai xen tai vi tri ¢ trong hodc ¢ gan locut gen HLA-
A, HLA-B, hoac HLA-C déng thoi voi, hoac sau khi lam khuyét gen hodc trinh tu khoi
dong HLA-A, HLA-B, hodac HLA-C.

Theo mdt sd phuong an, polynucleotit ma hda CD47 dugc cai xen tai vi tri &
trong hodc & gan locut gen CIITA. Theo mot s phuong an, polynucleotit ma hoa CD47
duoc cai xen tai vi tri & trong hodc ¢ gan locut gen CIITA dong thoi véi, hodc sau khi

lam khuyét gen hodc trinh tu khoi dong CIITA.

Theo mdt sé phuong 4n, polynucleotit ma hoa HLA-G duoc cai xen tai vi tri ¢
trong hodc & gé"m locut gen HLA-A, HLA-B, hodac HLA-C déng thoi vo1 su cai xen cua
polynucleotit ma hoa CD47 tai vi tri & trong hodc & gan locut gen CIITA.

Theo mot s6 phuong 4n, it nhit mot polynucleotit ma hoa it nhat mot yéu t6 sinh
dung nap mién dich c6 thé duoc phan phoi dén cac té bao 14 bo phan ctia vecto. Vi du,
vecto niy c6 thé 1a vecto plasmit. Theo cac phwong an khac nhau, lwong vecto plasmit

duoc phan phdi vao trong té bao c6 thé nam trong khoang tir khoang 0,5 pg dén khoang
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10 pg (trén mdi khoang 10°té bao). Theo mot sb phuong 4n, lugng plasmit nay c6 thé
nam trong khoang tir khoang 1 pug dén khoang 8 ug, tr khoang 2 pg dén khoang 6 nug,
hodc tr khodng 3 pg dén khoang 5 ng. Theo cac phuong 4n cu thé, luong plasmit dugc
phan phéi dén té bao c6 thé 1a khoang 4 pg.

Theo mot sé phuong 4n, t& bao bao g6m su biéu hién tang 1én hodc giam di cua
mot hodc nhidu yéu tb séng s6t. Theo mot sb phuong 4n, té bao bao gdm s cai xen cua
mot hoic nhiéu trinh ty polynucleotit ma ma héa yéu t6 séng s6t. Theo mdt s& phuong
an, t& bao bao g6m su lam khuyét cua mot trong sb nhiu cac yéu td séng sot. Theo mot
s6 phuong an, cai bién di truyén theo sang ché duoc thuc hién bang cach st dung phuong
phap chinh sira gen bit ky bao gdm nhung khong gi6i han & cac phuong phép duge méd
t4 & day. Theo mot sé phuong an, t& bao bao gdm sy bidu hién tang 1én hodc giam di
clia it nhat mét yéu td sdng s6t so v6i té bao khong duge cai bién. Theo mot sb phuong
an, yéu t6 sdng st 1a thanh vién hodc con dudng quan trong tham gia vao su séng st té
bao, vi du, sy giam oxy huyét, céc loai oxy phan tng, su mét di chit dinh dudng, va/hoic
cing thang oxy hoa. Theo mdt sd phuong 4n, cai bién di truyén ca it nhat mdt yéu tb
sdng s6t 1am cho té bao cho van ning séng sét trong khoang thoi gian dai hon, vi dy,
khoang thoi gian dai hon it nhat 1,05, it nhét 1,1, it nhat 1,25, it nhit 1,5, it nhét 2, it
nhét 3, it nhat 4, it nhét 5, it nhét 10, it nhét 20, hodc it nhit 50 1n, so véi té bio khong
duoc cai bién sau khi ghép. Theo mét s phuwong 4n, yéu tb sdng s6t 14 ZNF143, TXNIP,
FOXO1, JNK, hoic MANF.

Theo mot s6 phuong 4n, t& bao bao g0m sy cai xen clia polynucleotit ma ma hoa
MANTF lam cho té bao cho van nang sdng sét sau khi ciy hoic ghép vao dbi tugng vat
chua ¢ tilé séng s6t cao hon so véi té bao khong dugc cai bién. Theo mdt sb phuong an,
polynucleotit ma ma héa MANF dugc cai xen vao locut 4n chtra an toan. Theo mdt sd
phuong éan, polynucleotit ma ma héa MANF duoc cai xen vao gen thudc vé MHC-I,

MHC-IL, hogic yéu t6 diéu hoa phién ma ctia MHC-T hosic MHC-II.

Theo mét sb phuong 4n, hé gen cta té bao da duoc cai bién dé lam khuyét toan
bd hodac mot phén cua gen ZNF143, TXNIP, FOXO1, va/hoic JNK. Theo mdt sb
phuong 4n, hé gen cua té bao da duoc cai bién dé lam khuyét toan bd hodc mot phén

cta trinh ty khéi dong ctia gen ZNF143, TXNIP, FOXO1, va/hodc INK.
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Theo m6t s6 phuong an, nhidu hon mot yeu to song s6t dugce cai bién di truyén &

trong té bao.

Theo céc phuong an nhat dinh, té bao khong c6 sw biéu hién MHC-II va sy bidu
hi¢n vira phi cia MHC-I dugc céi bién di truyén dé khong c6 sy bidu hién bé mit cia
MHC-I hodc MHC-II. Theo phuong 4n khéc, t& bao khong c6 su biéu hién bé mat cua
MHC-I/IT dugc chinh sira thém dé c6 su biéu hién ctia PD-L1, vi du, su cai xen cta
polynucleotit ma héa PD-L1. Theo phwong 4n khac nita, t& bao khong c6 su biéu hién
be mét ctia MHC-I/IT duge chinh sita thém dé c6 s biéu hién ctia PD-L1, vf dy, sy cai
xen cua polynucleotit ma héa PD-L1, va cling dugc cai bién di truyén dé lam tdng hodc
1am gidm sy biéu hién cta it nhét mot gen ma ma héa yéu to sdng s6t s0 voi té bao khong

duoc cai bién.

Theo mot sd phuong 4n, té bao con chia su biéu hién ting 1én hodc giam di, vi
du, béng céach cai bién di truyén, cuia mdt hodc nhiéu gen khic ma khong nhét thiét duoc
kéo theo trong su 14n tranh mién dich hogc su sdng sét té bao sau ciy ghép. Theo mot
sb phuong 4n, t& bao con chira su biéu hién tdng ctia mot hoic nhiéu protein cong tic an
toan so v&i té bao khong dugc cai bién. Theo mét sé phuong 4n, té bao bao gdm su biéu
hién tang cia mot hodc nhiéu gen khac ma ma hoa protein cdng tic an toan. Theo mot
s6 phuong an, cong tic an toan cling 1a gen ty sat. Theo mdt sb phuong 4n, cong tic an
toan la tymidin kinaza virut don dang herpes-1 (HSV-tk) hodc caspaza-9 ¢ thé cam
Gmg. Theo mdt sb phuong an, polynucleotit ma ma hda it nhit mdt cong tic an toan
dugc cai xen vao hé gen, vi dy, vao locut 4n chtra an toan. Theo mot s6 phuong an kh4c,
mdt hodc nhiéu gen khac ma duoc cai bién di truyén ma héa mot hodc nhiéu trong sb
protein cong tic an toan; thé thirc huéng dich; thu thé; phén tir truyén tin hiéu; yéu td
phi€n mi; protein hodc peptit c6 hoat tinh duoc; cac tng vién dich thuéc; va protein thic
déy sur céy, su luu thong, sy vé nha, kha nang séng, su tu tai sinh, su tdn tai lau dai,

va/hodc su song st cua chung duoc tich hop véi cau truc.

Mot khia canh cua sdng ché dé xuét phwong phép tao ra té bao cho van ndng dugc
thiét ké hé gen, trong d6 té bao cho van ning bao gbm it nhit mot su céi bién hé gen
dugc hudng dich tai mot hoic nhiéu vi tri dugc chon trong hé gen, phuong phap nay
bao gdm budc thiét ké di truyén loai té bao nhu moé ta & day bang cach dwa vao trong té
bao nay mot hoic nhiéu cu trac dé cho phép su cai bién duoc huéng dich tai vi tri dugc

chon; dua vao trong té bao nay mot hbac nhiéu chd dut so1 kép tai vi tri duwoc chon béng
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cach str dung mdt hoac nhiéu endonucleaza c6 kha nang nhan dién vi tri dugc chon; va
nudi cdy té€ bao da chinh sira @& cho phép stra chita ADN ndi sinh dé tao ra su cai xen
hodc su lam khuyét duoc hudng dich tai vi tri dugc chon; nhd d6 thu léy t€ bao cho van
nang duoc cai bién hé gen. Céc té bao cho van ning dugc cai bién bd gen co thé trai
qua céc vong cai bién bd gen lién tiép khién cho nhidu vi tri duge hudng dich va duge
cai bién. Céc té bao duoc cai bién b gen dugc nudi céy, duoc phéan tich dic diém, duoc
chon loc, va dugc nhéan rong bang cach st dung cac k§ thuat da biét ro trong linh vuc
k¥ thuat. Té bao cho van ning dugc tao ra bing phuong phap nay bao gdm it nhit mot
su cai bién hé gen dugce hudng dich c¢6 chirc ning, va trong d6 té bao duoc cai bién hé
gen, néu ching 14 t& bao gbc, thi c6 kha niang dugc biét hoa thanh té bao tién than hoic

té bao duoc biét hda hoan toan.

Theo mot s& phwong 4n khéc, té bao cho van ning dugc thiét ké hé gen bao gém
su biéu hién duoc dua vao hoic dugc tang 1én & it nhit mot trong s6 HLA-E, HLA-G,
CD47, hodc PD-L1. Theo mdot sb phuong 4an, t€ bao cho van nang dugc thiét ké hé gen
thiéu hut HLA 16p I va/hodc 16p II. Theo mdt sé phuong an, té bao cho van nang duogc
thiét ké hé gen khong c6 B2M hoic c6 B2M thdp. Theo mot s& phuong 4n, té bao cho
van ning duoc thiét ké hé gen bao gdm polynucleotit ngoai sinh dugc tich hop hoac
khong dugc tich hgp ma héa mot hozc nhiéu protein trong sb cac protein HLA-E, HLA-
G, va PD-LI. Theo mdt sb phuong an, su biéu hién dugc dua vao nay 1a su biéu hién
tang tir gen khong duoc biéu hién hodc dugc bidu hién & muc do thap chira trong té bao
nay. Theo mdt sb phuong an, polynucleotit ngoai sinh khong dugc tich hop dugc dua
vao bang cach str dung virut Sendai, AAV, episom, hodc plasmit. Theo mét s6 phuong
an, té bao cho van ning khong chira B2M, véi su biéu hién duoc dua vao cta mot hodc
nhiéu trong s6 HLA-E, HLA-G, PD-L1, va su biéu hién ting Ién hodc giam di cta it
nhit mét protein cong tic an toan. Theo phuong 4n khéc, t& bao cho van ning khong
chra HLA-A, HLA-B, va HLA-C, v6i sy biéu hién dugc dua vao ctia mot hodc nhiéu
trong s6 HLA-E, HLA-G, PD-L1, va it nhit mot protein cdng tic an toan. Theo mot s6
phuong an, té bao cho van ning khong chira B2M, véi su biéu hién dugc dua vao cua
mét hodc nhiéu trong s6 HLA-E, HLA-G PD-L1, va su biéu hién tdng 1én hodc giam di
ctia it nhat mot yéu t6 sdng sét, vi du, MANF. Phuong phap tao ra té bao duoc cai bién
di truyén bét ky duoc md ta ¢ day duoc du tinh 1a duoc thuc hién béng cach st dung it

nhét phuong phap chinh sira gen bét ky duge mo ta & day.
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IV. Loai té bao

Té bao nhu md ta & day, vi du, té bao cho van nang (va t€ bao khong duogce cai
bién tuong mg) c6 thé thudc vé 16p 6 thé c6 bét ky cua loai té bao. Theo mot sb
phuong 4n, té bao, vi du, t& bao cho van nang (va té bao khong dugce cai bién tuong ung)
c6 thé 1a té bao dong vat c6 via. Theo mot sb phuong an, té bao, vi du, t& bao cho van
ning (va té bao khong dugc cai bién twong (mg) c6 thé 1a té bao ngudi. Theo mot sd
phuong an, t€ bao, vi du, t& bao cho van nang (va té bao khong duogc cai bién twong Ung)
6 thé 1a té bao géc. Theo mét sd phuong én, té bao, vi du, t& bao cho van nang (va té
bao khong duge cai bién tuong ting) c6 thé 1a t& bao gbc da ning (PSC). Theo mdt sb
phuong an, té bao, vi du, t& bao cho van ndng (va té bao khong dugc cai bién trong Ung)
c6 the 1a t& bao gbe phoi (ESC), té bao gdc ca thé truéng thanh (ASC), té bao gbe da
nang dugc cam tng (iPSC), hogic té bao gbe hodc té bao tién than tao huyét (HSPC) (con
dugc goi 1a té bao géc tao huyét (HSC)). Theo mot sb phuong an, té bao, vi du, t& bao
cho van ning (va té bao khong duoc cai bién tuong ng) c6 thé 12 t& bao duogc biét hoa.
Theo mét s6 phuong an, té bao, vi du, t& bao cho van nang (va t€ bao khong duoc cai
bién tuong ung) co6 thé 1a té bao soma, vi du, té bao hé mién dich hoic té bao co bop, vi

du, t€ bao co xuong khép.

Té bao, vi du, t& bao cho van nang géc, duoc mo ta ¢ day co thé duoc biét hoa
thanh loai té bao lién quan dé dénh gi4 su biéu hién HLA, cfing nhu 14 sy dénh gi4 cta
kha ning gdy mién dich cia dong té bao gbc van néng. Nhin chung, sy biét héa bao gdbm
viée duy tri té bao dugc quan tdm trong mot khoang thoi gian va trong diéu kién du dé
té bao biét hoa thanh té bao biét hoa dugc quan tim. Vi duy, té bao géc van nang dugc
boc 16 & day c6 thé dwgce biét héa thanh té bao tién than trung md (MPC), t& bao co tim
giam sinh mién dich, té bao tién than co, cac nguyén bao, t& bao ndi md (EC), dai thuc
bao, té bao gan, té bao beta (vi du, té bao beta tuy), cac to tién ndi bi tuy, cac td tién noi
tiét tuy, t€ bao tién than tao huyét, hodc céc té bao tién than than kinh (NPC). Theo mot
) phuong éan, té bao cho van nang co thé duoc biét hoa thanh té bao ndi bi xé4c dinh, té
bao 6ng rudt nguyén thuy, té bao rudt trude sau, t& bao ndi bi tuy (PEC), té bao ndi tiét

tuy, té bao beta chua trudng thanh, hoic té bao beta dang truong thanh.
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Té bao gbe c6 kha ning tang sinh va mang lai sy tdng 1én cho nhiéu té bao tién
than hon, dén luot minh ching c6 kha ning tao ra sb luong 16n cia t& bao me ma dén
luot minh c6 thé mang lai su ting 1én cho té bao con da biét héa hoic c6 thé biét hoa.
Ban than té bao con c¢6 thé duoc cam ting d ting sinh va san xut thé hé con chdu ma
tiép d6 biét hoa thanh mot hodc nhidu kidu té bao trudng thanh, trong khi van giit lai
mot hodc nhidu té bao c6 tidm ning phat trién ctia bd me. Thuat ngit "té bao gbc" sau
day dung dé chi té bao c6 kha ning hodc tiém nang, trong hoan canh cu thé, biét hda
thanh kiéu hinh chuyén biét hodc biét hoa hon, va giit lai kha nang, trong cac hoan canh
nhdt dinh, ting sinh ma khéng biét hoa dang ké. Theo mét khia canh, thuat ngit t& bao
tién than hodc té bao gbe ding dé chi té bao me da téng quat hda ma hau dué (thé hé con
chau) ctia chung chuyén biét hoa, thudng 1a theo cac hudng khéac nhau, bang cach biét
hoa, vi du, béng cach c6 dugc cac dic tinh cu thé hoan chinh, nhu xdy ra trong sy da
dang héa ting dan cta té bao va mo phoi. Su biét héa té bao 1a quy trinh phtrc tap thuong
xay ra thong qua nhiéu lan phan chia té bao. té bao duogc biét hoa c6 thé phat sinh tir té
bao da nang ma ban than n6 c6 ngudn gbe tir t& bao da ning, va v.v.. Mic du mdi té bao
da ning c6 thé dugc coi 1a t& bao géc, pham vi ctia cac loai t& bao ma mdi loai c6 thé
mang lai sy tdng 1én c6 thé thay ddi dang ké. Mot sb té bao duoc biét hoa cling c6 kha
ning lam ting cac t€ bao c6 hoat luc phat trién cao hon. Kha ning ndy c6 thé 13 ty nhién
hodc c6 thé duge cam ing theo cich nhén tao khi xt Iy bang cic yéu t§ khac nhau.
Trong nhiéu trudong hop sinh hoc, té bao gbc cling c6 thé 1a "da nang" vi chung c6 thé
san xuét thé hé con ch4u ctia hon mdt loai té bao khac biét, nhung diéu nay khong nhét
thiét di voi "tinh gbe."

"Té bao dugc biét hoa" 1 té bao ma da tién trién thém nita xudng dudi con duong
phét trién hon 12 t€ bao ma né duogc so sanh véi. Do d6, t& bao gbe ¢6 thé biét hoa thanh
t€ bao tién than gidi han dong (nhu té bao tién than t& bao co), ma dén luot n6 co thé
biét hoa thanh cac dang khéc ctia t& bao tién than xubng du6i hon nita trong con duong
nay (nhu tién than té bao c0), va sau d6 thanh té bao duoc biét hoa giai doan cudi, nhu
té bao co, ma c6 vai tro riéng biét trong loai mo nhét dinh, va c6 thé gift lai hodc khong
gift lai kha nang dé tang sinh thém. Theo mdt s6 phuong 4n, t& bao dugc biét hoa nay

c6 thé 14 t& bao beta tuy.

Té bao géc phéi



48565 53/229

Té bao duge mé ta & day c6 thé 1a té bao gde phéi (ESC). ESC c6 ngudn gbe tir
té bao phoi chua biét hoa clia phdi dong vt c6 vi va c6 thé biét hoa thanh loai té bao
bat ky va nhan 1én nhanh chong. ESC ciing duoc tin 13 ¢6 kiéu nhan binh thuong, duy
tri hoat tinh telomeraza cao, va thé hién tiém ning tang sinh lau dai dang cht y, 1am cho

cac & bao nay trd thanh cac Gmg vién xuét sac dé st dung lam t€ bao cho van ning.
Te bao goc cd thé trudng thanh

Té bao duge mé ta & ddy c6 thé 1 té bao gbe c4 thé trusng thanh (ASC). ASC 1a
té bao chua biét héa ma c6 thé dugc tim thdy & dong vat c6 vi, vi du, ngudi. ASC duoc
xéac dinh bang kha ning tu tai sinh cta ching, vi dy, duge cdy chuyén qua mot vai chu
ky ctia su sao chép té bao trong khi duy tri tinh trang chua biét hoa ctia chiing, va kha
nang biét hoa thanh mot vai loai € bao riéng bidt, vi du, té bao thin kinh dém. Té bao
gbc ca thé truong thanh 1a 16p rong cla té bao gdc ma c6 thé bao ham té bao gbe tao
mau, t& bao gbe vu, té bao gbe rudt, té bao gbc trung mo, té bao gbc n6i md, té bao gbe
than kinh, t& bao gbc cé thé truong thanh khiru gide, t& bao gdc mao than kinh, va té bao

tinh hoan.
T¢ bao goc da nang dwoc cdm ving

Té bao duge md ta & ddy 6 thé 12 té bao gbe da niang duge cam tng (iPSC). iPSC
c6 thé duoc sinh ra truc tiép tir té bao ngudi truéng thanh biang cach dua céc gen ma mi
hoa cac yéu tb phién ma quan trong c6 lién quan dén su da nang, vi du, OCT4, SOX2,
cMYC, va KLF4. iPSC c6 thé c6 ngudn gde tir cing mot dbi tugng ma té bao tién than
tiép theo dugc dung cho nd. T 13, té bao soma c6 thé dugc thu 14y tir ddi tuong, dugc
1ap trinh lai thanh té bao gbc da nang dugc cdm tng, va sau d6 dugc biét héa lai thanh
té€ bao tién than dé duoc dung cho dbi twong (vi du, té bao tu than). Tuy nhién, trong
truong hop ca té bao ty than, nguy co cia dap ing mién dich va kha ning sdng kém

sau khi cay van con.
Te bao goc va 106 tién tao mdu nguoi

Té bao duge md ta & day co thé 1a té bao gbe va t6 tién tao méu nguoi (hHSPC).
Dong té bao gbc nay mang lai su tdng 1én cho tit ca céc loai té bao mau, bao gdm dang
héng céu (hdng cdu hodc t& bao mau dé (RBCQ)), dang tiy (bach ciu don nhan va dai
thuc bao, bach ciu trung tinh, bach ciu wa bazo, bach ciu uva axit, t bao nhan khéng

16/tiéu cau, va té bao dudi gai), va dang bach huyét (té bio T, té bio B, té bio NK). Té
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bao mdu dugc san xuit bang su tang sinh va su biét hoa ctia quén thé rit nhé cua té bao
gbc tao mau da néng (HSC) ma ciing c6 kha ning bd sung thém ban than ching bing
cach sy tu tai sinh. Trong qua trinh biét hoa, thé hé con chau cia HSC phat trién qua
cac giai doan truéng thanh trung gian khéac nhau, tao ra da nang va té bao tién than duogc
udc dinh boi dong trude khi dat dén sy trudng thanh. Tdy xuwong (BM) 14 vi tri chinh
clia sy tao mau & nguoi va, trong diéu kién binh thuong, chi s6 lugng nho cta té bio gbc
va to tién tao méu (HSPC) c6 thé dugc tim thiy trong mdu ngoai vi (PB). Viéc didu tri
bang xytokin, mot sb thuée kim ham ty xuong dung trong diéu tri ung thu, va cac hop
chit ma phd v su tuong tac gitra té bao soma tao mau va BM c6 thé huy déng nhanh
chong sd lugng 16n cua t& bao gbc va td tién vao hé tuan hoan.
Sw biét héa cua té bao thanh cde logi 1é bao khdce

Mot bude khéc clia phuong phap theo sang ché co thé bao gdm viéc biét héa té
bao thanh té bao biét hoa. Bude biét hoa c6 thé duge thuc hién theo phuong phép bét ky
da biét trong linh vuc. Vi dy, iPSC ngudi duge biét héa thanh noi bi chinh thire bé‘mg
cach str dung céc cach didu tri khac nhau, bao gdm chét bd sung activin va B27 (Life
Technologies). Noi bi chinh thirc dugc biét hoa tiép thanh té bao gan, viéc diéu tri bao
gém: FGF4, HGF, BMP2, BMP4, Oncostatin M, Dexametason, v.v. (Duan et al, Stem
Cells, 2010;28:674-686; Ma et al, Stem Cells Translational Medicine, 2013;2:409-419).
Theo phuong an khac, budc biét hoa cé thé dugc thuc hién theo Sawitza et al, Sci Rep.
2015; 5:13320. Té bao biét héa ¢6 thé 1a t& bao soma bét ky ciia dong vat c6 v, vi du,
ngudi. Theo mot sb phuong 4n, t& bao soma c6 thé 13 t& bio biéu mé tiét ngoai tiét (v/
du, 1€ bao nhay tuyén nude bot, té bao tuyén tién liét), t& bao tiét hormon (vi du, t& bao
thiy truée tuyén yén, té bao duong rudt, dao tuy), té bao biéu mo tao thanh keratin (v/
du, t& bao keratin bidu bi), t& bao bidu md rao chin phan tang uét, té bao tai nap giac
quan (Vi du, co quan thu cam), t& bao than kinh tur tri, té bao nang da té bao ngoai bién
va gidc quan (vf dy, té bao Schwann), té bio thin kinh h¢ than kinh trung uong, té bao
than kinh dém (vf du, té bao dang sao, té bao thin kinh dém it gai), t bao thiu kinh, té
bao tao md, té bao than, té bao chirc ning rao chin (vi du, t& bao 6ng), té bao chét nén
ngoai bao, té bao co bop (vi du, té bao co xuong khép, té bao co tim, t& bao co tron), té
bao mau (vi du, hong cau), té bao hé midn dich (vi du, t& bao nhan khéng 13, t& bao vi
than kinh dém, bach cdu trung tinh, dudng bao, 6 bao T, té bao B, té bao sat thu tu

nhién), t€ bao mam (vi dy, tién tinh trung), t€ bao nudi, hoic té bao ké.
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Nhin chung, quin thé té bao cho van nang dugc bdc 10 & day van duy tri su biéu
hién mdt hodc nhiéu trinh tu nucleotit duge chén vao theo thoi gian. Vi du, it nhit
khoang 50%, it nhdt khoang 55%, it nhét khoang 60%, it nhit khoing 65%, it nhit
khoang 70%, it nhdt khoang 75%, it nhét khoang 80%, it nhit khoing 85%, it nhit
khoéng 90%, it nhat khoang 95%, hodc it nhét khoang 99% sb té bao cho van ning biéu
hién mét hoidc nhiéu yéu t§ sinh dung nap mién dich. Hon nita, quén thé t& bao duoc
biét hoa bi gidi han dong hoic déy du thu duoc tir cac té bao cho van nang dugc bdc 10
& ddy van duy tri su biéu hién ctia mot hodc nhiéu trinh tu nucleotit dugc chén vao theo
thoi gian. Vi du, it nhat khoang 50%, it nhét khoang 55%, it nhét khoang 60%, it nhit
khoang 65%, it nhat khoang 70%, it nhit khoang 75%, it nhit khoang 80%, it nhit
khoang 85%, it nhét khoang 90%, it nhét khoang 95%, hodc it nhét khoang 99% sé té
bao duoc biét héa bi gi¢i han dong hoic dﬁy d biéu hién mdt hodc nhiéu yéu t§ sinh

dung nap mién dich.

V. Ché phim phéi ché va Cich ding

Ché phdam phdi ché va phan phéi dé chinh sira gen

ARN dan, polynucleotit, v/ du, polynucleotit ma mi hoéa yéu tb dung nap hoic
polynucleotit ma ma hoa endonucleaza, va endonucleaza nhu mo ta & day c6 thé duoc
tao ché phdm va dugc phan phéi cho té bao theo phuong thtrc bat ky da biét trong linh

vuc.

ARN dan va/hoic polynucleotit ¢6 thé dugc tao ché phim véi ta dugc duge dung
nhu chét mang, dung méi, chat lam én dinh, chét bd tro, chét pha loang, v.v., tuy thudc
vao phuong thire dung va dang liéu luong cu thé. Hop phin ARN dén va/hodc
polynucleotit ¢6 thé dugc tao ché phém dé dat dugc do pH tuong thich sinh ly, va nim
trong khoang tir 46 pH bang khoang 3 dén do pH bang khoang 11, tir khodng pH 3 dén
khoang pH 7, tuly thudc vao ché phim va duong dung. Trong mét sb treong hop, d6 pH
c6 thé dugc didu chinh dén khoang tir khoang do pH 5,0 dén khoang d6 pH 8. Trong
- mbt sb trudng hop, ché phim c6 thé bao gdm lwong hitu hiéu dé diéu tri cla it nhat mot
hop chét nhu dugc mo ta & dy, cung v6i mot hodc nhiéu ta dugc duge dung. Mot cach
tiry ¥, ché phim c6 thé bao gom dang két hop cia hop chét duge md ta & day, hoic ¢6

thé bao gﬁ”)m thanh phén hoat tinh thtr hai hitu dung trong viéc diéu tri hodc ngan ngura
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su phét trién cta vi khudn (vi du va nhung khong gi6i han &, chét khang khuan hoic
chit khang vi sinh vét), hodc c6 thé bao gdbm dang két hop clia cac chét phan tng theo

sang cheé.

T4 dugc thich hop bao gdm, vi du, cic phén tir chét mang ma bao gém céc dai
phan tir chuyén hoéa cham, 16n nhur protein, polysacarit, axit polylactic, axit polyglycolic,
axit amin dang polyme, copolyme axit amin, va hat virut bt hoat. Céc ta dugc lam vi
du khéc ¢6 thé bao gdm céc chét chéng oxy héa vi du va nhung khong bi gi6i han o,
axit ascorbic), chét tao chelat (vi du va nhung khong bi gi6i han 6, EDTA), céac
cacbohydrat (vi du va nhung khong bi gi6i han &, dextrin, hydroxyalkylxenluloza, va
hydroxyalkylmetylxenluloza), axit stearic, cac chat 16ng (vi du va nhung khong bj gi6i
han ¢, dau, nude, nude mudi, glyxerol va etanol), chit tao 4m hodc nhil hda, chét tao

dém pH, va cac chét tuong ty.

Polynucleotit ARN dan (ARN hodc ADN) va/hoic (cic) polynucleotit
endonucleaza (ARN hodc ADN) c6 thé duoc phan phdi béi céc ta dugc 16ng phan phdi
bang virut hodc khong phai virut da biét trong linh vuc ky thuat. Theo cach khac, (c4c)
polypeptit endonucleaza c6 thé dugc phéan phdi biang vat mang phan phdi virut hoic
khong virut da biét trong linh vuc, nhu xung dién hoic hat nano lipit. Theo céc khia
canh khac nita, ADN endonucleaza c6 thé duoc phan phbi dudéi dang mot hodc nhiéu
polypeptit, mot minh hodc duoc tao phtrc hop tir trude véi mot hodc nhidu ARN dén,

hodc mdt hodc nhiéu crARN cung véi tractARN.

Polynucleotit c¢6 thé dugc phan phdi bang vat mang phan phéi khong virut bao
g@)m, nhung khong giGi han &, hat nano, liposom, ribonucleoprotein, peptit tich dién
duong, thé lién hop ARN phéan tir nhé, thé kham aptamer-ARN, va phtc hop ARN-
protein dung hop. Mot sb vat mang phén phdi khong virut vi dy dugc mo ta trong Peer
and Lieberman, Gene Therapy, 2011, 18: 1127-1133 (ma tdp trung vao vt mang phan
phéi khong virut dbi véi siARN ma cing hitu dung dé phén phéi polynucleotit khac).

Déi voi polynucleotit theo sang ché, ché pham c6 thé duogc chon tir dang bt ky
da dugc hudng dan, vi du, trong Pon sang ché quéc t& PCT/US2012/069610.

Polynucleotit, nhu ARN dan, SgARN, va mARN m3 hoa endonucleaza, c6 thé
dugc phan phéi cho té bao hodc dbi tuong bang hat nano lipit (LNP).



48565 57/229

LNP dung dé chi hat bAt ky ¢6 duong kinh nhé hon 1000 nm, 500 nm, 250 nm,
200 nm, 150 nm, 100 nm, 75 nm, 50 nm, hodc 25 nm. Theo cach khéc, hat nano c6 thé
¢6 kich thuéc nim trong khodng tir 1-1000 nm, 1-500 nm, 1-250 nm, 25-200 nm, 25-
100 nm, 35-75 nm, hodc 25-60 nm.

LNP ¢6 thé duoc tao ra tir lipit cation, anion, hodc trung tinh. Lipit trung tinh,
nhu phospholipit gdy dung hop DOPE hoic thanh phan mang cholesterol, ¢6 thé duoc
bao gdm trong LNP lam 'lipit trg gitp' dé ting cudng hoat tinh chuyén nap va do 6n
dinh hat nano. Han ché cua lipit cation bao gém hiéu qua thép do d6 én dinh kém va sy

thanh thai nhanh, ciing nhu 14 sy gy ra dap ung viém hodc khing viém.

LNP ciing c6 thé gém ¢o lipit ki nude, lipit wa nude, hodc ca lipit ki nuGe va lipit

ua nudc.

Lipit bt ky hoic dang két hop ctia cac lipit ma da duoc biét dén trong linh vuc
c6 thé duoc st dung dé san xuit LNP. Vi du vé lipit dung dé san xudt LNP la: DOTMA,
DOSPA, DOTAP, DMRIE, DC-cholesterol, DOTAP—cholesterol, GAP-DMORIE—
DPyPE, va GL67A-DOPE-DMPE-polyetylen glycol (PEG). Vi du vé lipit cation la:
98N12-5, C12-200, DLin-KC2-DMA (KC2), DLin-MC3-DMA (MC3), XTC,MD1, va
7C1. Vi du vé cac lipit trung tinh 1a: DPSC, DPPC, POPC, DOPE, va SM. Vi du vé lipit
duoc cai bién PEG la: PEG-DMG, PEG-CerC14, va PEG-CerC20.

Lipit ¢6 thé duge két hop & s bit ky ciia ti 16 mol dé san xudt LNP. Ngoai ra,
(c4c) polynucleotit c6 thé dugc két hop véi (cic) lipit trong khoang ti 1& mol rong dé san
xuét LNP.

Vecto virut két hop adeno (AAV) tai t6 hop c6 thé dugc dung dé phan phéi. Ky
thuat dé san xuit hat rAAV, trong d6 hé gen AAV cén duoc déng goi ma bao gém
polynucleotit dé duoc phan phéi, cac gen rep va cap, va cac chirc ning virut trg gilp
duoc cung cdp cho té bao 14 tiéu chuin trong linh vyc. Su san xuét ctia rAAV thuong
doi hoi cac thanh phén sau day c6 mit trong té bao don 1é (dugc chi ra & ddy dudi dang
té bao dong g6i): hé gen rAAV, céc gen rep va cap AAV riéng r& khéi (tiéc I, khéng &
trong) hé gen rAAV, va cac chirc nang virut trg gitip. Céc gen rep va cap AAV c6 thé 1a
tir typ huyét thanh AAV bat ky d6i véi virut tai t& hop ¢6 thé dugc tao ra, va ¢6 thé 1a
tir typ huyét thanh AAV khac v6i ITR hé gen rAAV, bao g06m, nhung khong gi¢i han &,
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céc typ huyét thanh AAV duoc md ta & day. Su san xuit ctia rAAV kidu gia dugc boc

16 trong, vi du, cdng bd don sang ché qudc té s6 WO 01/83692.
Ché phdm phdi ché vé cdch dimg 1€ bdo, vi du, té bao cho van ndang

Té bao duoc cai bién di truyén, vi du, t€ bao cho van nang, nhu mo ta & day c6
thé dugc tao ché pham va dugc dung cho dbi tuong bing phuong thirc bit ky da biét

trong linh vuc.

Cac thuét ngft "dung," "dwa vao", "cay", " ghép" va “cdy ghép" dugc str dung thay
thé 14n nhau trong truong hop thay thé t bao, vi du, té bao tién than, vao ddi tugng,
béng phuong phap hodc duong dung ma dan dén it nhat 13 su dinh vi mot phén cla té
bao dugc dua vao tai vi tri mong mudn. Té bao vi du, t& bao tién than, hoic thé hé con
chdu da biét héa clia ching c6 thé dugc dung bing dudng ding thich hop bat ky ma dén
dén su phén phdi dén vi tri mong mubn & dbi tuong noi ma it nhit mot phan cia té bao
duoc cy ghép hodc cac thanh phan cia té bao van con séng. Khoéng thoi gian séng cuia
té bao sau khi dung cho dbi twong c6 thé ngdn bang it gi0, vi du, hai muoi tu gio, dén it
ngay, dén dai nhu mot vai ndm, hodc thAm chi toan bo thoi gian séng ctia ddi tuong, fitc
la, ghép 1au dai.

Té bao duogc cai bién di truyén, vi du, t& bao cho van nang, nhu mo ta ¢ day co
thé séng duoc sau khi dung cho débi tuong trong khoadng thoi gian ma dai hon khoang

thoi gian cla té bao khong dugc cai bién.

Theo mot s6 phuong 4n, ché phém chtra té bao nhu mo ta & day c6 thé dugc dung
bang duong dung thich hop, ma c6 thé bao gdm dung trong tinh mach, v/ du, duéi dang
lidu bolus hoic bang cach truyén lién tuc trong mét khodng thoi gian. Theo mot sb
phuong 4n, ding trong tinh mach c¢6 thé duoc thuc hién bing dudng trong co, trong
mang bung, trong ndo tiy, duéi da, trong dong mach, trong hoat dichch, hoic nd1 tdy
mac. Theo mot s phuong an, ché phim c6 thé & dang rin, dang trong nudc, hodc dang
long. Theo mot s6 phwrong an, dang trong nuréc hodc dang 1ong c6 thé dugc phun suong
hodc duoc lam kho lanh. Theo mot sb phuong 4n, dang dugc phun suong hodc duoc
lam kho lanh c6 thé duoc hoan nguyén véi dung dich trong nuée hoic long.

Ché phém té bao cling ¢ thé dugc nhil hoa hodc duge trinh bay dudi dang ché
pham liposom, véi diéu kién 1a quy trinh nhii héa khong anh hudng bat loi dén kha nang

song ctia té bao. Té bao v thanh phan hoat tinh khéc bit ky c6 thé duoc tron véi ta duoc
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ma la duoc dung va twong hop voi thanh phén hoat tinh, va v6i lugng thich hop dé sir

dung trong phuong phép tri liéu dugc mo ta & day.

Céc chét khac bao gdm trong ché phim té bao c6 thé bao gb6m mubi dugc dung
clia cac thanh phan trong d6. Cac mudi duge dung bao gdm mudi cOng axit (duoc tao
thanh v&i cdc nhém amino tu do cta polypeptit) ma duogc tao thanh véi axit vo co, nhu,
vi dy, axit hydrocloric hodc phosphoric, hodc cac axit hitu co nhu axit axetic, tartaric,
mandelic va loai twong tu. Cac mubi duoc tao thanh v§i cadc nhom carboxyl tu do cling
c6 thé thu dugc tlr cac bazo vo co, nhu, vi du, cac hydroxit natri, kali, amoni, canxi hogc
sit, va céc bazo hitu co nhu isopropylamin, trimetylamin, 2-etylamino etanol, histidin,

procain va loai tuong tu.

Chét mang c6 kha nang dung nap duoc v& mit sinh ly d3 duoc biét o trong linh
vuc. Chit mang dang 16ng 1am vi du 1a dung dich trong nuéc tiét trung ma khong chira
nguyén liéu ndo ngoai thanh phén hoat tinh va nudc, hoic chira chét dém nhu natri
photphat & gia tri dd pH sinh Iy, nude mudi sinh ly hodc c¢a hai, nhu nuéc mudi dém
photphat. Ngoai ra, chét mang trong nuéc c6 thé chira hon mot mudi dém, cling nhu 1a
mubdi nhu natri va kali clorua, dextroza, polyetylen glycol va cc chét tan khac. Hop
phan 16ng cling c6 thé chira cac pha l6ng ngoai ra va thém vao su khong bao gdm nuée.
Vi du vé pha l6ng khac nay 1a glyxerin, ddu thuc vt nhu diu hat bong, va nhii twong
nude-dau. Luong ctia hoat chét dung trong ché pham té bao ma hitu hiéu trong viéc diéu
tri rbi loan hodc tinh trang bénh cu thé c6 thé phu thudc vao ban chét cua réi loan hodc

tinh trang bénh, va c6 thé dugc xac dinh bang k§ thuét 1am sang tiéu chuén.

Theo mét s6 phuong 4n, ché phdm chira té bao c¢6 thé duogc dung cho ddi tugng,
vi du, d6i twong 14 ngudi, ma méc, bi nghi ngd mic, hodc ¢6 nguy co méc bénh. Theo
mdt sd phuong an, ché pham c6 thé dugc dung cho déi twong ma khong mic, khong bi
nghi ngd mic hodc khong ¢6 nguy co mic bénh. Theo mot s6 phuong 4n, ddi tugng la
ngudi khée manh. Theo mot s phuong 4n, dbi twong vi du, dbi tuong nguodi, ma mic,
bi nghi ngd mic, hodc ¢ nguy co mic bénh di truyén. Theo mdt sb phuong 4n, dbi
tuong dang c6 hodc ¢ nguy co phat trién triéu chirng chi thi bénh. Theo mét sb phuong
an, bénh nay 1a bénh tiéu duong, vi du, bénh tiéu duong typ I hodc bénh tiéu dudng typ
1.
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VI Ché phém va phwong phap cu thé theo sang ché

Theo d6, sang ché dé cap cu thé dén cac ché pham va phuong phap khong lam

gi61 han sang ché sau day.

Trong ché phim thu nhét, Ché phim 1, sing ché d& xuit ché phdm chira té bao
cho van ning bao gdm trinh ty nucleotit ma hoa yéu tb sinh dung nap mién dich tha nhat
duoc chén vao trong hoic gan gen ma hoa yéu td sdng sot, trong d6 té bao cho van ning
nay biéu hién yéu t sinh dung nap mién dich va c6 su biéu hién bi dit doan cua yéu tb
séng sot, va t& bao cho van ning ndy c6 sy l4n tranh mién dich va/hoic su séng 36t té
bao ting so véi té bao ddi chung.

Trong ché phdm khéc, Ché phdm 2, sang ché dé xuAt ché phim, nhw duge dé xuit
& Ché phim 1, trong d6 t& bao dbi chimg 14 té bao kidu dai hoiic té bao khong chura trinh

tu nucleotit dugc chén vao.

Trong ché phdm khéc, Ché phim 3, sang ché dé xuét ché phim, nhu duoc d& xuét
& Ché pham 1 hoic 2, trong d6 sw biéu hién bi dut doan ctia yéu tb sdng st bao g0m su
biéu hién giam hoic bi loai bo.

Trong ché phém khac, Ché phém 4, sang ché dé xuét ché phém, nhu dugc dé xuét
trong theo ché pham bét ky trong sb cac Ché pham tir 1 dén 3, trong d6 yéu t6 sinh dung
nap mién dich tht nhit 1a PD-L1, HLA-E, HLA-G, CTLA-4, hoic CD47.

Trong ché phdm khac, Ché phim 5, sang ché dé xuét ché phim, nhu dugc dé xuit
trong theo ché phim bt ky trong sb cac Ché pham tir 1 dén 4, trong d6 yéu td sdng sot
1a TXNIP, ZNF143, FOXO1, INK, hoic MANF.

Trong ché phém khéc, Ché phém 6, sang ché dé xuét ché phém, nhu dugc dé xuét
theo ché phdm bAt ky trong sé cac Ché pham tir 1 dén 5, trong d6 yéu té sinh dung nap

mién dich thtr nhat 1a HLA-E va yéu td séng sot 1a TXNIP.

Trong ché pham khéc, Ché pham 7, sang ché dé xuit ché phém, nhur duge dé xuét
& Ché phim 5 hoic 6, trong do trinh ty nucleotit ma hoa HLA-E bao gdm trinh tu ma
hoa trime HLA-E bao gdm peptit tin hiéu B2M dugc dung hop véi peptit trinh dién
HLA-G dugc dung hop véi protein mang B2M duoc dung hop v6i HLA-E ma khéng

¢ peptit tin hi€u ctia no.
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Trong ché phdm khac, Ché pham 8, sang ché dé xuét ché phém, nhu duoc dé xuit

& Ché pham 7, trong do trinh tu ma hoa trime HLA-E vé co ban gdm SEQ ID NO: 55.

Trong ché phdm khac, Ché pham 9, sang ché dé xudt ché pham, nhu dwoc dé xuit
trong theo ché phdm bt ky trong s6 cac Ché pham tir 1 dén 8, trong do trinh tu nucleotit
ma hoa yéu t§ sinh dung nap mién dich thir nht duoc lién két hoat dong véi trinh tu
khéi dong,

Trong ché phdm khac, Ché pham 10, sang ché dé xuét ché pham, nhu dugc dé
xuét & Ché phérn 9, trong d6 trinh tu khéi dong nay la trinh ty kh6i dong CMV, EF la,
PGK, CAG, hoac UBC.

Trong ché phdm khac, Ché pham 11, sang ché dé xuét ché phim, nhu duoc dé
xuét theo ché phim bt ky trong sb cac Ché pham tir 1 dén 10, con bao gbm trinh tur
nucleotit ma hoa yéu td sinh dung nap mién dich tht hai duge chén vao trong hodc gan
gen ma hoa khang nguyén té bao bach ciu nguoi MHC-T hoac MHC-II hogc thanh phin
hodc yéu té diéu hoa phién ma ctia phtrc hop MHC-I hoic MHC-II, trong d6 té bao cho
van ndng biéu hién yéu t§ sinh dung nap mién dich va cé su biéu hién bi dut doan cia
khang nguyén té bao bach ciu nguoi MHC-I hode MHC-II ho4c thanh phan hoic yéu tb
diéu hoa phién ma cia phtrc hop MHC-I hoic MHC-II.

Trong ché phim khéc, Ché phim 12, sang ché d& xuit ché pham, nhu duogc dé
xuét & Ché phém 11, trong d6 su biéu hién bi dit doan cta khing nguyén té bao bach
cau ngudi MHC-I hodgc MHC-II hodc thanh phin hodc yéu tb didu hoa phién mi cua
phitc hop MHC-I hodc MHC-II bao gém su biéu hién gidm hoic bj loai b.

Trong ché phdm khéc, Ché phim 13, sang ché dé xuit ché pham, nhu duge dé
xuét & Ché phdm 11 hoic 12, trong d6 yéu t6 sinh dung nap mién dich th hai nay la
PD-L1, HLA-E, HLA-G, CTLA-4, hoic CD47.

Trong ché phdm khac, Ché phim 14, sang ché dé xuit ché pham, nhu duoc dé
xuét theo ché phim bt ky trong sb cac Ché phim tir 11 dén 13, trong d6 khang nguyén
t€ bao bach cdu ngudi MHC-I hoge MHC-II hogc thanh phan hogc yéu t6 diu hoa phién
ma cua phirc hgp MHC-I hodc MHC-II 14 HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DP, HLA-
DM, HLA-DOA, HLA-DOB, HLA-DQ, HLA-DR, B2M, NLRCS5, CIITA, RFXS5,
RFXAP, hoac REXANK
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Trong ché phdm khac, Ché pham 15, sang ché d& xuét ché pham, nhu duoc dé
xuét theo ché pham bét ky trong sé cdc Ché phim tir 11 dén 14, trong d6 yéu tb sinh
dung nap mién dich the hai 1a PD-L1 va khéng nguyén té bao bach ciu nguoi MHC-I
hodc MHC-II hogc thanh phan hodc yéu t§ didu hoa phién ma cia phttc hop MHC-I
hodc MHC-II 1a B2M.

Trong ché phim khac, Ché phim 16, sang ché dé xuét ché phim, nhu duoc dé
xuit & Ché pham 15, trong do trinh tu nucleotit ma héa PD-L1 v& co ban gdm SEQ ID
NO: 11.

Trong ché phidm khac, Ché pham 17, sang ché d& xuét ché pham, nhu duoc @&
xuét theo ché pham bt ky trong s cac Ché pham tir 11 dén 16, trong d6 trinh tu nucleotit
ma hoa yéu td sinh dung nap mién dich thit hai duoc lién két hoat dong v6i trinh tu khéi

dong.

Trong ché phdm khac, Ché phim 18, sang ché dé xuét ché phim, nhu dugc d&
xuit & Ché pham 17, trong do trinh tu khéi dong nay 14 trinh ty khoi dong CMV, EF1a,
PGK, CAG, hoic UBC.

Trong ché phdm khac, Ché pham 19, sang ché dé xudt ché phaim, nhu dugc dé
xuét theo ché phim bt ky trong s6 cac Ché pham tir 11 dén 18, trong d6 yéu tb sinh
dung nap mién dich tht nhit 13 HLA-E, yéu t6 song s6t 1a TXNIP, yéu tb sinh dung nap
mién dich tht hai 1a PD-L 1, va khang nguyén té bao bach cau nguoi MHC-I hoic MHC-
IT hoge hanh phan hodc yéu t6 didu hoa phién ma cta phire hop MHC-I hoic MHC-II 1a
B2M.

Trong ché phdm khac, Ché phim 20, sang ché dé xuét ché pham, nhu dugc dé
Xudt trong theo ché phim bAt ky trong s6 cac Ché phim tir 1 dén 19, trong d6 té bao nay
1a té bao gbe.

Trong ché phdm khac, Ché phim 21, sang ché dé xuét ché pham, nhu dugc dé
xuit & Ché pham 20, trong d6 té bao gbc nay 14 té bao gbc phdi, té bao gbc ca thé trudng
thanh, té bao gbe da nang dugc cam tng, hoic té bao gbc tao huyét.

Trong ché phidm khac, Ché phim 22, sang ché dé xudt ché pham, nhu dugc dé

xuét trong theo ché pham bAt ky trong s céc Ché pham tir 1 dén 19, trong d6 t& bao nay

la t€ bao duoc biét hoa hodc té bao soma.
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Trong ché phdm khac, Ché phim 23, séng ché dé xuét ché pham, nhu duoc @&
xuit trong theo ché pham bt ky trong s cac Ché pham tir 1 dén 19, trong d6 té bao nay
¢6 kha nang dugc biét hoa thanh té bao tién than dugc giéi han dong hoic té bao soma

duoc biét hoa hoan toan.

Trong ché phdm khac, Ché pham 24, sang ché dé xuét ché pham, nhu dugc dé
xuét & Ché phém 23, trong d6 té bao tién than duoc gidi han dong 1a cac t tién noi bi
tuy, céc to tién ndi tiét tuy, té bao tién than trung mé, té bao tién than €O, cac nguyén

bao, té bao tién than tao huyét, hodc céc té bao tién than thin kinh,

Trong ché phdm khac, Ché pham 25, séng ché dé xuét ché phim, nhu dugc dé
xuit & Ché pham 23, trong d6 té bao soma duoc biét hoa hoan toan 13 té bao beta tuy, té
bao biéu mo, té bao noi bi, dai thuc bao, té bao gan, té bao tao md, t& bao than, t& bao

mdu, t& bao co tim, hogc € bao hé mién dich.

Trong ché phdm khac, Ché pham 26, sang ché dé xudt ché phim, nhu dugc dé
xuét trong theo ché pham bAt ky trong s cac Ché pham tir 1 dén 25, trong d6 ché phdm

nay chtra nhi€u té bao cho van ning.

Trong ché phim khac, Ché phdm 27, séng ché dé xut ché pham, nhu duoc dé
xudt & Ché pham 26, trong d6 ché phim ndy chita quan thé cdc t& bio tidn than duoc
gi6i han dong hoic té bao soma dugc bi¢t hoa hoan toan thu dugc tir nhidu € bao cho

van nang.

Trong ché phdm khéc, Ché pham 28, sang ché dé xuét ché pham, nhu duge dé
xuit & Ché pham 27, trong d6 té bao tién than dugc gidi han dong 1a cac t6 tién ndi bi
tuy, céc to tién ndi tiét tuy, té bao tién than trung mo, té bao tién than CO, cdc nguyén
bao, té bao tién than tao huyét, hodc cac té bao tidn than than kinh, va t& bao soma duoc
biét hoa hoan toan 13 té bao beta tuy, té bao biéu md, té bao noi bi, dai thuc bao, t& bao

gan, té bao tao md, té bao than, té bao mau, té bao co tim, hoic té bao hé mién dich.
Trong ché phdm khac, Ché phim 29, sdng ché dé xudt ché phim, nhu duoc dé

xudt & Ché phdm 6 hoic 19, trong d6 ché phdm nay chira nhiéu té bao cho van nang.
Trong ché phim khac, Ché pham 30, sang ché dé xut ché pham, nhu dugc dé

xuit & Ché pham 29, trong d6 ché phim nay chira quan thé cac té bao tién than dugc



48565 64/229

giéi han dong hoic té bao soma dugc biét hoa hoan toan thu duge tir nhidu té bao cho

van nang.

Trong ché phim khac, Ché pham 31, sang ché @& xuét ché phim, nhu dugc @&
xudt & Ché phdm 30, trong d6 té bao tidn than duoe gi6i han dong 12 t& bao nodi bi xac
dinh, t& bao 6ng rudt nguyén thiy, t& bao rudt trudc sau, cac t0 tién ndi bi tuy, cic td
tién noi tiét tuy, té bao beta chua trudng thanh, hoic té bao beta dang trudng thanh, va

té bao soma duoc biét hoa hoan toan 1a té bao beta tuy.

Trong ché phdm khac, Ché pham 32, sang ché dé xuét ché pham, nhu duoc dé
xuit & Ché phim 26 hoic 29, trong d6 it nhat khoang 50%, it nhit khodng 70%, hoic it
nhét khoang 90% sé té bao bidu hién yéu tb sinh dung nap mién dich thtr nhét, yéu tb
sinh dung nap mién dich thtr hai, hoic yéu tb sinh dung nap mién dich thtr nhat va tht
hai.

Trong ché phdm khac, Ché pham 33, sang ché dé xuét ché phim, nhu duoc dé
xuét theo ché pham bAt ky trong sb cac Ché phim 27, 28, 30, hodc 31, trong d6 it nhat
khoang 50%, it nhét khoang 70%, hoic it nhat khoang 90% s6 té bao bidu hién yéL1 td
sinh dung nap mién dich thu nhét, yéu t6 sinh dung nap mién dich thi hai, hoic yéu tb
sinh dung nap mién dich tht nhét va thi hai.

Trong ché phdm khac, Ché pham 34, sang ché dé xuét ché phim chira nhiduy té
bao ctia Ché phim 26 hodc quan thé té bao ctia Ché pham 27 hoic 28.

Trong ché phdm khéc, Ché pham 35, sang ché dé xuét ché pham, nhu dugc dé
xuit & Ché phim 34 dé su dung trong didu trj cho dbi twong can diéu tri.

Trong ché phdm khac, Ché pham 36, sang ché dé xuét ché pham, nhu duoc @&
xult & Ché pham 35, trong d6 ddi tuong nay bi mic, bi nghi ngd mic, hoic ¢6 nguy co

mac bénh.

Trong ché phdm khéc, Ché phim 37, sang ché dé xuét ché pham, nhu duge dé
xut & Ché pham 36, trong d6 bénh nay la bénh c6 kha ning di truyeén.

Trong ché phdm khac, Ché pham 38, sang ché dé xuét ché phdm chira nhiéu t
bao ctia Ché phdm 29 hoic quan thé té bao ciia Ché pham 30 hodc 31.

Trong ché phdm khéc, Ché pham 39, sang ché dé xuét ché pham, nhu dugc dé

xudt & Ché phdm 38 dé didu tri bénh tiéu dudng & dbi twong can diéu tri.
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Trong ché phim khac, Ché pham 40, sang ché d& xuét ché phdm, nhu dugc dé
xuit & Ché pham 39, trong d6 ddi tugng nay bi bénh tiéu duong typ I hodc bénh tiéu
duong typ II.

Trong ché phdm khac, Ché pham 41, sang ché d& xuét ché phdm, nhu dugc dé
xudt theo ché pham bt ky trong s cac Ché pham tir 35 dén 40, trong d6 d6i trong nay
1a nguoi.

Trong phuong phép tht nht, Phuong phép 1, sang ché dé xuit phuong phap dé
thu duoc té bao dé su dung cho déi twrong cin diéu tri, phuong phép nay bao gém buéc:
(a) thu duoc hodc da thu dugc nhiéu té bao cho van nang theo ché phim bt ky trong sb
céc Ché phim 26, 29, hodc 32, va (b) duy tri nhiéu té bao cho van nang trong mot khoang
thoi gian va trong cdc diéu kién du dé té bao biét hoa thanh t& bao tidn than duogc gioi

han dong hodc t€ bao soma duoc biét hoa hoan toan.

Trong phuong phéap khac, Phuong phép 2, sang ché dé xuét phuong phap dé diéu
tri cho déi tuong can diéu tri, phuwong phép nay bao gdm budc: (a) thu dugc hodc di thu
duoc nhiéu té bao cho van ning theo ché phim bt ky trong s6 cac Ché phim 26, 29,
hodc 32 sau sy biét héa thanh té bao tién thin dugc giéi han dong hodc té bao soma
duge bigt héa hoan toan; va (b) st dung té bao tién than duoc gidi han dong hoic té bao

soma dugc biét hoa hoan toan cho ddi tuong nay.

Trong phuong phép khéc, Phuong phép 3, sang ché dé xuét phuong phap nhu
duogc dé xuét trong Phuong phap 2, trong d6 budc st dung bao gdém cdy thiét b chura té
bao tién than duoc gidi han dong hoic té bao soma dugc biét hda hoan toan vao trong

db6i tuong.

Trong phuong phép khac, Phuong phép 4, séng ché dé xuit phuong phap nhu
duoc dé xuét theo phuong phép bét ky trong sb cac Phuong phap tir 1 dén 3, trong d6 té
bao tién than duoc gi6i han dong 1a céc 6 tién noi bi tuy, cac t6 tién ndi tiét tuy, té bao
tién than trung mo, té bao tién than co, cac nguyén bao, té bao tién than tao huyét, hodc
céc té bao tién than thin kinh, va té bao soma dugc biét hoa hoan toan 14 té bao beta tuy,
té bao biéu md, té bao noi bi, dai thuc bao, té bao gan, té bao tao md, té bao than, té bao

mau, t€ bao co tim, hodc t€ bao hé mién dich.
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Trong phuong phép khac, Phuong phap 5, sang ché dé& xuit phuong phap nhu
duge dé xuét theo phuong phép bét ky trong sb céc Phuong phép tir 1 dn 4, trong do

dbi tuong nay bi mdc, bi nghi ngd mic, hoic ¢ nguy co mac bénh.

Trong phuong phép khéc, Phuong phap 6, sang ché d& xuét phuong phéap nhu
duoc dé xuét trong Phuong phép 5, trong d6 bénh nay 12 bénh ¢6 thé di truyén.

Trong phuong phép khéc, Phuong phép 7, sang ché dé xuét phuong phap nhu
duoc d& xuit theo phuong phap bat ky trong sb céac Phuong phap tir 1 dén 6, trong do6

ddi tuong nay la nguoi.

Trong phuong phéap khac, Phuong phap 8, sang ché dé xuit phuong phép dé diéu
tri bénh tiéu dudong & dbi twong can didu tri, phuong phap nay bao gém buéc: (a) thu
dugc hodc di thu duoc nhiéu té bao cho van ning cia Ché phém 29 hodc 32 sau su biét
héa thanh té bao noi bi tuy, t€ bao ndi tiét tuy, té bao beta chua truéng thanh, té bao beta
dang trudng thanh, hoic té bao beta tuy; va (b) st dung té bao ndi bi tuy, té bao ndi tiét
tuy, té bao beta chua trudng thanh, té bao beta dang trudng thanh, hodc t& bao beta tuy

cho dbi tugng.

Trong phuong phép khéc, Phuong phap 9, sang ché dé xuét phuong phap nhu
duoc dé xuit trong Phuong phdp 8, trong d6 budc sir dung bao gbm cdy thiét bi chira té
bao ndi bi tuy, té bao noi tiét tuy, té bao beta chua trudng thanh, té bao beta dang truong

thanh, hoc té bao beta tuy vao trong di tuong.

Trong phuong phap khéc, Phuong phép 10, sang ché dé xuit phuong phép nhu
dwoc dé xuét trong Phuong phap 8 hoic 9, trong d6 dbi tuong nay bi bénh tiéu duong

typ I hodc bénh tiéu duong typ I1.

Trong phuong phap khac, Phuong phép 11, sang ché dé xuit phuong phép nhu
duoc d& xuét theo phuong phap bét ky trong sb céc Phuong phap 8 dén 10, trong d6 ddi

tuong nay la nguoi.

Trong ché phdm khéc, Ché phdm 41, sang ché dé xuit ché pham chira té bao cho
van ning bao gdm trinh tu nucleotit mi hoa khang nguyén tuong thich mé HLA l6p I,
chudi alpha E (HLA-E) dugc chén vao trong hoic gin gen mé héa protein tuong tac

thioredoxin (TXNIP), trong d6 té bao cho van nang biéu hién HLA-E va c6 su biéu hién
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bi dit doan ctia TXNIP, va té bao cho van nang c6 sy lan trdnh mién dich va/hoic su

sOng s6t t€ bao ting so v6i ddi ching.

Trong ché phdm khac, Ché pham 42, séng ché dé xuét ché phém, nhu dugc d&
xuit & Ché pham 41, trong d6 té bao dbi chimg 14 té bao kiéu dai hoic t& bao khong

chtra trinh tu nucleotit dugc chén vao.

Trong ché phdm khac, Ché pham 43, sang ché dé xuét ché pham, nhu duoc dé
xuét & Ché phém 41, trong d6 su biéu hién bi dirt doan ctia TXNIP bao gém su biéu hién

giam hoac bi loai bo.

Trong ché phdm khac, Ché pham 44, sang ché d& xuét ché pham, nhu dugc dé
xuit & Ché pham 41, trong do trinh ty nucleotit ma héa HLA-E bao gbm trinh tu ma hoa
trime HLA-E bao gdm peptit tin hi¢u B2M dugc dung hop véi peptit trinh dién HLA-G
duge dung hop véi protein mang B2M dugc dung hop véi HLA-E ma khong c6 peptit
tin hiéu cua né.

Trong ché phdm khac, Ché phim 45, sang ché d& xuét ché pham, nhu dugc dé
xudt & Ché phdm 44, trong d6 trinh tu m hoa trime HLA-E vé co ban gdm SEQ ID NO:
55.

Trong ché phém khac, Ché phém 46, sang ché dé xuit ché phém, nhu duoc dé
xuét & Ché pham 41, trong do trinh tu nucleotit ma hoa HLA-E duoc lién két hoat dong
voi trinh ty khoi dong,

Trong ché phém khac, Hop phﬁn 47, sang ché dé xuét ché phém, nhu dé xuét
trong Hop phén 41, trong do trinh tu khéi dong ngoai sinh 1a trinh tu khdi dong CAG.

Trong ché phdm khéc, Ché phim 48, sang ché d& xuét ché pham, nhu dugc dé
xuit & Ché pham 41, trong d6 té bao nay 1a té bao gbc.

Trong ché phdm khéc, Ché pham 49, sang ché d& xuét ché phim, nhu duoc dé
xuit & Ché pham 48, trong d6 té bao gbe ndy la té bao gde phoi, té bao gbe c4 thé trudng
thanh, t bao gbe da nang dugc cam tng, hoic té bao gdc tao huyét.

Trong ché pham khac, Ché phim 50, sang ché d& xudt ché phim, nhu dugc dé

xuit & Ché pham 41, trong d6 té bao nay 14 t bao duoc biét hoa hoic té bao soma.
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Trong ché phim khac, Ché phdm 51, sang ché d& xuit ché phidm, nhu dugc d&
xult & Ché phém 41, trong d6 té bao nay c6 kha niang dugc biét hoa thanh té bao tién

thdn duoc gidi han dong hodc té bao soma dugc biét hoa hoan toan.

Trong ché phdm khac, Ché phdm 52, sang ché d& xuét ché pham, nhu dugc d&
xudt & Ché phim 51, trong d6 té bao tién than duoc giéi han dong 1a t€ bao nodi bi xac
dinh, té bao 6ng rudt nguyén thily, t& bao rudt trudce sau, céc t6 tién ndi bi tuy, cdc t6
tién ndi tiét tuy, t& bao beta chua truéng thanh, hodc té bao beta dang trudng thanh, va

té bao soma dugc biét hda hoan toan 1a té bao beta tuy.

Trong ché pham khac, Ché phim 53, sang ché dé xuat ché pham chtra nhiéu té

bao cho van nang nhu duge dé xuat & Ché pham 41.

Trong ché phdm khac, Ché pham 54, sang ché d& xuit ché pham, nhu duge dé

xuit & Ché pham 53, trong d6 it nhat khoang 50% sb té bao biéu hién HLA-E.

Trong ché phidm khac, Ché pham 55, sing ché d& xuit ché pham, nhu duge dé

xuat & Ché phdm 53, trong do it nhat khoang 70% sé té bao biéu hién HLA-E.

Trong ché phdm khac, Ché phidm 56, sang ché dé xuét ché phim, nhu duge dé

xudt & Ché pham 53, trong d6 it nhat khoang 90% sb té bao bidu hién HLA-E.

Trong ché phdm khéac, Ché phdm 57, sang ché dé xut ché pham chira quén thé
té bao tién than duoc gii han dong hodc té bao soma dugc biét hoa hoan toan thu dugc

tir nhidu té bao cho van ning ctia Ché phim 53.

Trong ché phdm khéc, Ché pham 58, sang ché d& xuét ché phim, nhu dugc dé
xudt & Ché phdm 57, trong d6 té bao tién than duoc gi6i han dong 1a té bao noi bi x4c
dinh, t€ bao éng rudt nguyén thiy, t& bao rudt trudce sau, cic (0 tién ndi bi tuy, cac to
tién noi tiét tuy, té bao beta chua trudng thanh, hoic té bao beta dang trudng thanh, va

té bao soma duoc biét hoa hoan toan 1 té bao beta tuy.

Trong ché phim khéc, Ché phim 59, sang ché dé xuét ché pham, nhu duoc dé
xuat & Ché pham 58, trong d6 it nhit khoang 50% sé té bao bidu hién HLA-E.

Trong ché phém khac, Ché phém 60, sang ché d& xudt ché phém, nhu dugc dé
xudt & Ché phédm 59, trong d6 it nhét khoang 70% sé t& bao bidu hién HLA-E.

Trong ché phdm khéc, Ché pham 61, sang ché dé xuét ché pham, nhu dugc dé

xudt 6 Ché phdm 59, trong do it nhit khoang 90% sé t& bao bidu hién HLA-E,
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Trong ché pham khéc, Ché phim 62, sang ché d& xuit ché phim chura té bao duogc
c4i bién di truyén c6 su bidu hién dugc dua vao hogc tang cua khéng nguyén tuong thich
mo HLA 16p I, chudi alpha E (HLA-E) va su biéu hién bi dirt doan cua protein tuong
tac thioredoxin (TXNIP), trong d6 t& bao duoc cai bién di truyén nay c6 su lan tranh

mién dich va/hodc sy song sét té bao tang so véi té bao chua dugc cai bién.

Trong ché phém khéac, Ché phém 63, séng ché dé xuit ché phém, nhu duoc dé
xuét & Ché phém 62, ma bao gém trinh tu nucleotit ma hoa HLA-E duoc chén vao trong

hodc gin gen ma héa TXNIP, nho d6 lam dat doan gen TXNIP.

Trong ché phdm khac, Ché phim 64, sang ché dé xuét ché pham, nhu duogc dé
xuat & Ché phim 62, trong d6 sy biéu hién bj ditt doan ciia TXNIP bao gdm su bidu hién

giam hoac bi loai bd

Trong phuong phép khac, Phuong phép 12, séng ché dé xuht phuong phap dé
diéu trj bénh tidu duong & dbi tuong can didu tri, phuong phap nay bao gdm budc: thu
duoc hodc da thu duoc nhiéu té bao cho van nang cia Ché phim 53 sau su biét hoa
thanh té bao ndi bi tuy, té bao noi tiét tuy, té bao beta chua truéng thanh, t& bao beta
dang trudng thanh, hoic té bao beta tuy; va (b) str dung té bao noi bi tuy, té bao ndi tiét
tuy, té bao beta chua trudng thanh, té bao beta dang trudng thanh, hoic té bao beta tuy

cho dbi tuong.

Trong phuong phéap khac, Phuong phép 13, sdng ché dé xuit phuong phép, nhu
duoc d& xuit trong Phuong phap 12, trong d6 bude st dung bao gdm cdy thiét bi bao
gém té bao ndi bi tuy, té bao ndi tiét tuy, té bao beta chua trudng thanh, té bao beta dang

trudng thanh, hoic té bao beta tuy vao trong ddi tuong.

Trong phuong phap khéc, Phuong phap 14, sang ché dé xuit phuong phép, nhu
duoc dé xuét trong Phuong phép 12, trong d6 dbi twong nay bi bénh tiéu duong typ I
hodc bénh tiéu duong typ II.

Trong phuong phap khac, Phuong phap 15, sang ché dé xuét phuong phép, nhu
duoc dé xut trong Phuong phap 12, trong d6 ddi tuong nay la nguoi.

Trong ché phiam khac, Ché pham 65, sang ché dé xudt ché phidm chira té bao cho
van ning bao gdm (a) trinh tu nucleotit ma hoa phéi tir su chét dugc 18p trinh 1 (PD-L1)

dugc chén vao trong hodc gin gen ma hoa beta-2 microglobulin (B2M) va (b) trinh tu
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nucleotit ma hoa khang nguyén trong thich moé HLA 16p 1, chudi alpha E (HLA-E) duoc
chén vao trong hoic gin gen ma hoa protein tuong tc thioredoxin (TXNIP), trong do
té bao cho van ning biéu hién PD-L1 va HLA-E vi c6 su biéu hién bj dtt doan ciia B2M
va TXNIP, va té bao cho van nang c¢6 su lan tranh midn dich va/hoic su séng sot té bao

tang so vo1 t€ bao doi ching.

Trong ché phdm khac, Ché pham 66, sang ché dé xuét ché phim, nhu duge dé
xuat & Ché pham 65, trong d6 té bao ddi ching 1a té bao kidu dai hodc té bao khong

chura trinh tu nucleotit duoc chén vao.

Trong ché phdm khac, Ché pham 67, sang ché dé xuét ché pham, nhu duoc dé
xuét & Ché phém 65, trong d6 su biéu hién bi dut doan ctia B2M bao gém su biéu hién
giam hodc bi loai b ctia B2M va su biéu hién bi dut doan ctia TXNIP bao gém su biéu

hién gidm hodc bi loai bo ctia TXNIP.

Trong ché phdm khac, Ché pham 68, sang ché dé xuét ché phdm, nhu dugc dé
xuit & Ché pham 65, trong do trinh tu nucleotit ma héa PD-L.1 vé co ban gdm SEQ ID
NO: 11.

Trong ché phdm khac, Ché pham 69, sang ché dé xuét ché pham, nhu duoc dé
xudt & Ché pham 65, trong do trinh tu nucleotit ma héa HLA-E bao gdm trinh ty ma héa
trime HLA-E bao gdm peptit tin hi¢u B2M dugc dung hop voi peptit trinh dién HLA-G
duoc dung hop véi protein mang B2M dugc dung hop v6i HLA-E ma khong c6 peptit
tin hiéu cua né.

Trong ché phdm khéc, Ché pham 70, sang ché dé xuét ché pham, nhu dugc dé
xudt & Ché pham 69, trong d6 trinh tw ma héa trime HLA-E v& co ban gdm SEQ ID NO:
55.

Trong ché phim khéc, Ché pham 71, sang ché dé xut ché phim, nhu dugc dé
xuit & Ché phim 65, trong do trinh tu nucleotit ma hoa PD-L1 dugce lién két hoat dong
v0i trinh tu khéi dong, va trinh tu nucleotit ma hoa HLA-E duoc lién két hoat dong voi

trinh ty khéi dong.

Trong ché phidm khac, Hop phén 72, sang ché dé xuét ché phdm, nhu d& xuét
trong Hop phan 71, trong do trinh tu khéi dong ngoai sinh 12 trinh tu khoi dong CAG.
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Trong ché phdm khac, Ché phém 73, sang ché dé xuét ché phdm, nhu dugc d&

xuit & Ché phim 65, trong d6 té bao nay la t& bao gbe.

Trong ché phdm khac, Ché phém 74, sang ché dé xut ché phim, nhu duge dé
xuit & Ché phim 73, trong d6 té bao gbe nay 1a té bao gdc phoi, té bao gbc ca thé trudng

thanh, t€ bao goc da nang dugc cam mg, hodc té bao gde tao huyét.

Trong ché pham khéc, Ché pham 75, sang ché dé xuat ché pham, nhu duoc dé

xuit & Ché phim 65, trong do t€ bao nay la té bao duogc biét hoa hoic té bao soma.

Trong ché phadm khac, Ché pham 76, séng ché dé xuét ché pham, nhu duge dé
xuit & Ché phim 65, trong d6 té bao nay c6 kha nang duge biét hoa thanh té bao tién

than duoc gidi han dong hodc (€ bao soma duoge biét hda hoan toan.

Trong ché phim khéc, Ché pham 77, sang ché dé xuét ché pham, nhu duoc dé
xuét & Ché phém 76, trong dé té bao tién than duoc gidi han dong 1a té bao noi bi xac
dinh, t& bao 6ng rudt nguyén thiy, té bao rudt trudc sau, cac 0 tién ndi bi tuy, céc 0
tién ndi tiét tuy, té bao beta chua truéng thanh, hoic té bao beta dang trudng thanh, va

té bao soma dugc biét hda hoan toan 1a té bao beta tuy.

Trong ché pham khac, Ché pham 78, sang ché dé xuat ché phdm chtra nhidu té

bao cho van ning nhu duoc dé xuit & Ché phém 63.

Trong ché phim khéc, Ché pham 79, sang ché dé xuét ché pham, nhu duoc dé
xudt & Ché phim 78, trong dé it nhét khoang 50% s6 té bao biéu hién PD-L1 va/hoac it
nhét khoang 50% s6 té bao biéu hién HLA-E.

Trong ché phdm khac, Ché phiam 80, sang ché dé xudt ché phim, nhu dugc dé
xudt & Ché phdm 78, trong do it nhét khoang 70% s6 té bao biéu hién PD-L1 va/hodc it
nhat khoang 70% s té bao bidu hién HLA-E.

Trong ché phim khéc, Ché phdm 81, sang ché dé xut ché phdm, nhu dugc dé
xuat & Ché phim 78, trong d6 it nhit khoang 90% sé té bao biéu hién PD-L1 va/hodc it
nhat khoang 90% s6 té bao biéu hién HLA-E.

Trong ché phdm khac, Ché pham 82, sang ché dé xuat ché phdm chira quan thé
té bao tién than duoc gidi han dong hoic t& bao soma dugc biét hoa hoan toan thu duoc

tir nhiéu t€ bao cho van nang, nhu dugc dé xuit & Ché pham 78.
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Trong ché phdm khac, Ché pham 83, sang ché dé xuét ché pham, nhu duogc dé
xuit & Ché phdm 82, trong do6 té bao tién than duoc gi6i han dong 1 té bao nodi bi x4c
dinh, té bao 6ng rudt nguyén thuy, té bao rudt trudce sau, cac O tién ndi bi tuy, cac o
tién noi tiét tuy, té bao beta chua trudng thanh, hodc té bao beta dang trudng thanh, va

té bao soma duoc biét hoa hoan toan 13 té bao beta tuy.

Trong ché phdm khac, Ché pham 84, sing ché dé xuit ché phdm, nhu dugc dé
xuit & Ché phim 83, trong d6 it nhat khoang 50% sb té bao biéu hién PD-L1 va/hoic it
nhét khoang 50% sé té bao bidu hién HLA-E.

Trong ché pham khac, Ché pham 85, sang ché d& xuét ché phim, nhu dugc dé
xuit & Ché phdm 83, trong d6 it nhat khodng 70% sb té bao biéu hién PD-L1 va/hoic it
nhét khoang 70% sé té bao biéu hién HLA-E.

Trong ché phim khac, Ché pham 86, sang ché dé xuét ché pham, nhu duwoc dé
xuat & Ché phim 83, trong d6 it nhit khodng 90% sb té bao biéu hién PD-L1 va/hoiic it
nhat khoang 90% s6 té bao biéu hién HLA-E.

Trong ché pham khac, Ché phédm 87, sang ché dé xudt ché pham chira t& bao dugc
cai bién di truyén ¢ su biéu hién dugc dua vao hodc dugc ting cia PD-L1 va HLA-E
va sw biéu hién b dit doan ctia B2M va TXNIP, trong d6 t& bao dugc cai bién di truyén
¢6 su lan tranh mién dich va/hodc su séng sot té bao tdng so voi té bao chua duoc cai
bién.

Trong ché phdm khac, Ché pham 88, sang ché dé xuét ché pham, nhu duoc dé
xuit & Ché pham 87, ma bao gdm trinh ty nucleotit ma héa PD-L1 duogc cheén vao trong
hodc gin gen ma hoa B2M, nho do lam dut doan gen B2M, va trinh tu nucleotit ma hoa
HLA-E dugc chén vao trong hodc gan gen ma hoa TXNIP, nho d6 lam dit doan gen
TXNIP.

Trong ché phim khéc, Ché pham 89, sang ché dé xut ché phim, nhu duoc dé
xuét & Ché phém 87, trong d6 su biéu hién bi dut doan cia B2M va TXNIP bao géln Su
biéu hién giam hoic bi loai bd ctia B2M va TXNIP.

Trong phuong phdp khéc, Phuong phap 16, sang ché dé xuét phuong phap dé
diéu trj bénh tidu dudng & dbi tuong can didu tri, phuong phap nay bao gébm budc: (a)

thu dugc hodc da thu dugc nhiéu té bao cho van nang ctia Ché pham 78 sau su biét hoa
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thanh té bao ndi bi tuy, té bao noi tiét tuy, té bao beta chua tredng thanh, t€ bao beta
dang trudng thanh, hoic té bao beta tuy; va (b) str dung té bao ndi bi tuy, t& bao noi tiét
tuy, té bao beta chua truéng thanh, té bao beta dang truéng thanh, hoic té bao beta tuy

cho d6i tuong nay.

Trong phuong phép khic, Phuong phép 17, sdng ché dé xuét phuong phap, nhu
duoc dé xuit trong Phuong phép 16, trong d6 buéc st dung bao gdm cdy thiét bi bao
g6m té bao noi bi tuy, té bao noi tiét tuy, té bao beta chua trudng thanh, té bao beta dang

trudng thanh, hoic té bao beta tuy vao trong ddi twong.

Trong phuong phép khac, Phuong phdp 18, sang ché dé xuét phuong phap, nhu
duoc dé xuit trong Phuong phép 16, trong d6 dbi tuong nay bi bénh tiéu duong typ I
hodc bénh tiéu dudng typ 11.

Trong phuong phéap khac, Phuong phdp 19, sang ché dé xuit phuong phap, nhu

duoc dé xuit trong Phuong phép 16, trong d6 déi tuong nay la nguoi.

Trong phuong phap khac, Phuong phap 20, sang ché dé xuit phuong phép tao ra
té bao cho van nang, phuong phép nay bao gdm budc phan phéi dén té bao: (a) nucleaza
huéng vi tri thi nhat hudng dich vi tri bén trong hodc gan gen ma ma hoa yéu tb sdng
s0t; va (b) axit nucleic thit nhit bao gdm trinh tu nucleotit ma ha yéu t6 sinh dung nap
mién dich thir nhit ma duoc gin suon béi (i) trinh tu nucleotit twong dong véi vung
dugc dinh vi ¢ bén trai cua vi tri dich cua (a) va (ii) trinh tu nucleotit tuong déng V01
vung duoc dinh vi ¢ bén phai cta vi tri dich cua (a), trong d6 nucleaza huéng vi tri thir
nhét nay phén tach vi trf dich cta (a) va axit nucleic thtr nhat ctia (b) dugc chén vao o Vi
tri ma chdong l4p mot phan, chdng lip hoan toan, hodc dugc chira bén trong, vi tri cla
(a), nho d6 sinh ra té bao cho van ning, trong do té bao cho van ndng ndy c6 su séng sot

t€ bao tang so vai te bao trong do axit nucleic cta (b) khong duge chén vao.

Trong phuong phap khéc, Phuong phap 21, sang ché dé xuét phuong phap, nhu
dugc dé xuat trong Phuong phap 20, trong d6 yéu t séng sot 1a TXNIP, ZNF143,
FOXO1, JNK, hoic MANF.

Trong phuong phap khéc, Phuong phap 22, séng ché dé xuét phuong phap, nhu

duoc dé xuat trong Phuong phép 20 hodc 21, trong d6 yéu td sinh dung nap mién dich

thtt nhat 1a PD-L1, HLA-E, HLA-G, CTLA-4, hoac CD47.
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Trong phuong phép khac, Phuong phép 23, sang ché dé xuét phuong phap, nhu
duge dé xuét theo phuong phap bat ky trong s cac Phuong phép tir 20 dén 22, trong dé
yéu té séng sot 1a TXNIP.

Trong phuong phédp khac, Phuong phap 24, sang ché dé xut phuong phap, nhu
duoc dé xuét trong Phuong phép 23, trong d6 yéu t6 sinh dung nap mién dich tht nhét
la HLA-E.

Trong phuong phép khac. Phuong phdp 25, sdne ¢hé dé xudt phuong phap, nhu
dwoc dé xudt theo phuong phap bat ky trong sd cdc Phuong phap 20 dén 24, trong do
nucleaza huéng vi tri thir nhét 1a hé théng CRISPR bao 0Om CRISPR nucleaza va ARN
dan (gARN).

Trong phuong phdp khéc. Phuong phéap 26. sing ché dé xudt phuong phéap, nhu
duoc dé xuét theo phuong phap bat ky trong sé céc Phuong phap 20 dén 25, trong do
CRISPR nucleaza la Cas9 nucleaza loai I hodc Clpl nucleaza loai V, va CRISPR

nucleaza dugc lién két v6i it nhat mot tin hiéu dinh vi nhan.

Trong phuong phap khéc, Phuong phap 27. sang ché dé xuét phuong phap, nhu
dwoc dé xudt theo phuong phdp bét ky trong so céc Phuong phap 20 dén 26, trong do
gARN bao gdm trinh tu ving dém tuong tmg voi trinh ty dich gdm cac SEQ ID NO:
15-24.

Trong phuong phap khac, Phuong phap 28, sang ché dé xuét phuong phéap, nhu
duoc dé xudt theo phuong phép bét ky trong sd cac Phuong phap 25 dén 27, trong do
trinh tu nucleotit ctia (b)(i) vé co ban gom SEQ ID NO: 25, va trinh tu nucleotit cua

(b)(ii) vé co ban gdm SEQ ID NO: 32.

Trong phuong phap khic, Phuong phap 29, sang ché dé xuit phuong phéap, nhu
duoc dé xudt theo phuong phap bét ky trong sd cac Phuong phap 20 dén 28, trong do
phuong phéap nay con bao gdm budce phan phdi dén té bao: (¢) nucleaza huéng vi tri thir
hai huéng dich vi tri bén trong hoic gén gen ma ma hoa mot hodc nhiéu loai trong sb
khang nguyén té bao bach ciu nguot MHC-I hoac MHC-11 hogc thanh phan hogc yéu td
diéu hoa phién ma cta phtc hop MHC-I hoac MHC-11; va (d) axit nucleic tht hai bao
gdm trinh tu nucleotit ma hoa yéu t6 sinh dung nap mién dich thtr hai ma duoc gin sudn
béi (iii) trinh ty nucleotit tvong dong véi vung duogc dinh vi ¢ bén trai cta vi tri dich cia

(¢) va (iv) trinh tu nucleotit tuong dong voi viung duoc dinh vi & bén phai cia vi tri dich
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ctia (c), trong dé yéu td sinh dung nap mién dich thir hai cta (d) khac véi yéu t6 sinh
dung nap mién dich thr nhit (b), trong d6 nucleaza hudng vi tri thir hai phén tach vi tri
dich cua (c) va axit nucleic tht hai cia (d) duge chén vao & vi trf ma Chéng lip mot
phén, chéng léip hoan toan, hodc dugc chira bén trong. vi tri clia (¢), trong d6 té bao cho
van nang c6 su l4n tréanh mién dich va/hodc su séng sOt LE bao tang so voi té bao ma axit

nucleic thtr hai cta (d) khong duge cheén vao trong dé.

Trong phuong phép khéc, Phuong phap 30. sing ché dé xuat phuong phap, nhu
duoc dé xuét trong Phuong phap 29, trong d6 khang nguyén té bao bach ciu nguoi
MHC-I hoac MHC-II hoac thanh phe‘in hodc yéu t6 dicu hoa phién ma cda phtrc hop
MHC-I hoge MHC-II 1a HLA-A, HLA-B, HLA-C, HL.A-DP, HLA-DM, HLA-DOA,
HLA-DOB, HLA-DQ, HLA-DR, B2M, NLRC5. CITA, RFX5, RFXAP, hoic
RFXANK.

Trong phuong phdp khac, Phuong phép 31, sing ché dé xudt phuong phép, nhu
duoc dé xuit trong Phuong phap 29 hodc 30, trong do yéu td sinh dung nap mién dich

thir hai 1a PD-L1, HLA-E, HLA-G, CTLA-4, hodc CD47.

Trong phuong phap khac. Phuong phap 32, sang ché dé xuit phuong phap, nhu
dugc dé& xuit theo phuong phép bat ky trong sb cac Phuong phap 29 dén 31, trong do
khéng nguyén té bao bach cau ngudi MHC-I hode MHC-11 hodc thanh phan hodc yéu to
didu hoa phién ma ctia phttc hop MHC-I hodic MHC-11 [4 B2M.

Trong phuong phap khac, Phuong phap 33. sing ché dé xuat phuong phap, nhu
duoc dé xuét trong Phuong phap 32, trong d6 yéu t6 sinh dung nap mién dich th@ hai 1a

PD-L1.

Trong phuong phip khéc. Phuong phéap 34, sdng ché dé xudt phuong phap, nhu
duge d& xuit theo phuong phap bit ky trong sb cic Phuong phap 29 dén 33, trong do

nucleaza hudéng vi tri thir hai 1a hé théng CRISPR bao 20m CRISPR nucleaza va gARN.

Trong phuong phip khac, Phuong phap 35, sang ché dé xuét phuong phap, nhu
duoc dé xuit trong Phuong phdp 34, trong d6 CRISPR nucleaza 1a Cas9 nucleaza loai
I hodc Cfpl nucleaza loai V, va CRISPR nucleaza duoclién két véi it nhat mot tin hiéu

dinh vi nhén.
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,
A

Trong phuong phép khéc, Phuong phdp 36. sing ché dé xuét phuong phap, nhu

duoc d& xuat trong Phuong phdp 34 hogc 35, rong d6 gARN bao gdm trinh tu vung

dém twong ing véi trinh tu dich gdm cac SEQ 1D NO: 1-3 hodc 35-44.

Trong phuong phap khéac, Phuong phap 37, sdng ché dé xuit phuong phéap, nhu
duge de xudt theo phuong phap bat ky (rong sO cic Phuong phap 34 dén 36, trong do
trinh ty nucleotit cta (d)(iii) vé co ban gom SEQ 1D NO: 7. va trinh tu nucleotit cia

(d)(iv) vé co ban gdbm SEQ ID NO: 13.

Trong phuong phap khdc, Phuung phip 38, sing che d¢ xuat phuong phap, nhu
dugc dé xuat theo phuong phép bit ky trong s6 cie Phucng phap 25 dén 28 hodc 34 dén
37, trong d6 CRISPR nucleaza va gARN ¢6 mat ¢ i 1¢& miol 14 1:3

N
A

Trong phuong phap khic. Phuong phip 39, sane chic d¢ xudt phuong phép, nhu
duge dé xuét theo phuong phdp bat ky trong s cic Phuon o phdp 20 dén 38, trong do
trinh tu nucleotit ma hoa yéu t6 sinh dung nap micn dich thi nhét duoc lién két hoat
dong vdi trinh tu khoi dong, va trinh tu nucleotit ma hoa yéu td sinh dung nap mién dich

thtr hai duoc lién két hoat dong voi trinh tu khai dong.

Trong phuong phap khac., Phuong phap 40. sine ché dé xuét phuong phéap, nhu

duoc dé xudt trong Phuong phip 39, trong do trinh (v khoi dong 1a trinh tw khoi dong

co dinh, cdm tng duoc, ddc hiéu thoi gian, md, hodc loai (¢ bao, tuy y trong do trinh tu

khéi dong la trinh ty khoi dong CMV, EFla, PGK. CAG, hoidc UBC.

Trong phuong phap khac, Phuong phap 4 1. sine ché dé xuat phuong phap A dé
tao ra té bao cho van nang, phuong phip nay bao gom bude phan phdi dén té bao: (a)
nucleaza hudng vi tri th(r nht hudng dich vi tef bén trong hode gin gen ma mi hoa yéu
t6 sdng s6t; (b) axit nucleic thit nhat bao ¢dm (rinh (v nucleotit ma hoa yéu t6 sinh dung
nap mién dich thtr nhat ma duoc giin suon boi (i) winh tw nucleotit tuong dong voi vung
dugc dinh vi ¢ bén trai cua vi tri dich cia (a) va (ii) trinh tu nucleotit tuong déng Vo1
vung duoc dinh vi & bén phai cua vi tri dich cua (a). trong do nucleaza huéng vi tri tha
nhét phan tach vi tri dich cua (a) va, qua quy trinh trinh ty twong dong, axit nucleic thir
nhét cta (b) duge su dung lam khuon dé chén trinh tu nucleotit ma hoa yéu td sinh dung
nap mién dich thu nhat vao trong vi tri ma chong lap mot phan, chong l4p hoan toan,
hodc dugc chtra bén trong, vi tri ctia (a), nho do lam dut doan gen cua (a); (¢) nucleaza

huéng vi tri thir hai huéng dich vi trf bén trong hodc gin gen ma ma hoa mdt hoic nhiéu
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loai trong s6 khéng nguyén té bao bach ciu neuot MHC-T hode MHC-IT hodc thanh phan
hoic yéu t§ didu hoa phién ma cua phire hop MIC-T hode MHC-II; va (d) axit nucleic
thtr hai bao gdm trinh tu nucleotit mi hoa yéu (6 sinh dung nap mién dich tha hai ma
duoc gén suon boi (iii) trinh tu nucleotit twong df‘mg vii ving duoe dinh vi & bén trai
cta vi tri dich cua (c) va (iv) trinh tu nucleotit tuone do; 12 voi vung dugce dinh vi & bén
phai cta vi trf dich ctia (¢), trong d6 yéu 6 sinh dung nap micn dich cua (d) khac véi
yéu t6 sinh dung nap mién dich (b), trong dé nucleaza huong vi tri tht hai phan tach vi
tri dich ctia (¢) va, qua quy trinh i to hop twon dong. axit nucleic tht hai cia (d) duoc
st dung lam khuon dé chén trinh v nucleotit ind hou véu 16 sinh dung nap mién dich
thir hai vao trong vi trf ma chong ldp mot phan. chong lip hoan toan, hodc dugc chtra
bén trong, vi tri ctia (¢), nho do lam dit doan gen cla (¢). nho do tao ra té bao cho van
ndng, trong d6 té bao cho van nding ¢6 su song sot (& bio ting so v6i té bao ma axit
nucleic thtr nhat ctia (b) va axit nucleic (i hai el (d) kKhiong duge chén vao trong do.
Trong phuong phép khac, Phuong phdp 42. sang ché dé xut phuong phap, nhu
duge dé xuét trong Phuong phap 41. trong d6 yéu (6 sing sot 1a TXNIP, yéu t6 sinh
dung nap mién dich thir nhat 1a HLA-E. khang nguvén ¢ bao bach cau nguoi MHC-1

hodc MHC-II hodc thanh phén hodc véu (6 dicu hoa phicn mi cla phtrc hop MHC-]

I

hodgc MHC-II 1a B2M, va yéu t6 sinh dunge ¢ nap micn dich tha hai 1a PD-L1.

Trong phuong phép khac, Phuong phép 43, sang ché dé xuat phuong phap, nhu
duoc dé xuit theo phuong phap bat kv trong sb cic P hu'u'ng phip 20 dén 42, trong d6 té
bao nay la thuc vat dong vat co vi. iy v rong do (& bio ndy 13 (€ bao ngudi.

Trong phuong phap khac, Phuung phap 44, sang ché dé xuét phuong phap, nhu
duoc d& xuét theo phuong phap bt ky trong s6 cac Phuon ¢ phap 20 dén 43, trong dé té
bao nay 1a té bao gde.

Trong phuong phdp khac. Phuong phip 45. sdng ché dé xudt phuong phéap, nhu
duge dé xuét theo phuong phép bat ky tr ong sb cic Phuv ng phap 20 dén 43, trong do té
bao nay 14 té bao gbc da nang, té bao gdc phoi. té bao ebe cé thé trudng thanh, té bao
gbc da nang duoc cam g, hoiic ¢ bao gic tao h uyét.

Trong phuong phdp khac, Phuong phip 46. sin g ché dé xudt phuong phap, nhu
duoc dé xuét theo phuong phdp bit kv trong sé cic ic Phuong phéap 20 dén 43, trong do té

bao nay la té bao dugc biét hoda, hodc 10 bio 5o
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Trong phuong phéap khac, Phuong phap 47, sang ché dé xuét phuong phép, nhu
duoc dé xuit theo phuong phap bt ky trong sb cac Phuong phap 20 dén 43, trong do té
bao cho van nang ¢6 kha nang duoc biét hoa thanh té bao tién than duoc giéi han dong

hodc t€ bao soma dugc biét hoa hoan toan.

Trong phuwong phép khéc, Phuong phap 48, sdng ché dé xuit phuong phéap, nhu
duoc dé xuét trong Phuong phép 47, trong do ¢ bao tién thin dugc gi61 han dong 1a cac
to tién ndi bi tuy, cac (0 tién ndi tiét tuy, (¢ bao tién than trung mo, té bao tién than co,

cac nguyeén bao, té bao tién than tao huyét, hoac cac té bao tién than than kinh.

Trong phuong phép khac, Phuong phép 49, sang ché dé xudt phuong phap, nhu
duoc dé xuit trong Phuong phap 47, trong d6 (¢ bao soma dugce biét hda hoan toan 14 té
bao tiét noi tiét nhu t& bao beta tuy, t& bao biéu mo, t& bao ndi bi, dai thuc bao, té bao

gan, t€ bao tao md, t€ bao than, t€ bao mau, hodc t&€ bao hé mién dich.

Trong phuong phap khac, Phuong phap 49A, sang ché dé xuit phuong phép, nhu
duoc dé xuét trong Phuong phép 47, trong d6 té bao soma duoc biét hoa hoan toan 13 té

bao co tim, hoic té bao hé mién dich.

Trong ché pham khac, Ché phdm 90, sang ché dé xudt ché phdm chra nhiéu té
bao cho van ning duoc tao ra bang phuong phép bat ky trong sb céc Phuong phap 20

dén 49.

Trong ché phdm khéc, Ché pham 91, sang ché dé xuét ché phim, nhu dugc dé
xuét béi Ché pham 90, duoc duy tri trong mot khoang thoi gian va trong cac diéu kién
dt dé té bao trai qua su biét hoa.

Trong ché phdm khéc, Ché pham 92, sang ché dé xuét ché pham, nhu dugc dé
xut bdi Ché pham 90 hodc 91, dé st dung trong diéu tri cho ddi tuong can diéu tri.

Trong ché phdm khac, Ché phim 93, sang ché dé xuét ché pham, nhu duoc dé
xuét boi Ché phim 92, trong d6 ddi twong nay 1a ngudi ma méc, bi nghi ngd mic, hodc
¢6 nguy co mic bénh.

Trong phuong phép khac, Phuong phéap 50, sang ché dé xuit phuong phap bao
gdm bude dung cho ddi twgng nhiéu t& bao cho van ning ctia Ché phdm 90 hoic 91.

Trong phuong phap khédc, Phuong phép 51, sang ché dé& xuét phuong phap dé

diéu trj cho dbi tugng can diéu tri, phuong phap nay bao gom budc: (a) thu dugc hoac
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da thu dugc nhiéu té bao cho van ning cia Ché pham 90 sau su biét hoa thanh t€ bao
tién than duoc giéi han dong hodc té bao soma duoc biét hoa hoan toan; va (b) st dung
té bao tién than duoc gi6i han dong hoic té bao soma duoc biét hda hoan toan cho doi

tuong nay.

Trong phuong phéap khac, Phuong phap 52, sang ché dé xuat phuong phap thu
duge té bao dé sir dung cho ddi tugng can diéu tri, phuong phdp nay bao g0m bude: (a)
thu duoc hoac da thu dugc té bao cho van ning theo diém 31; va (b) duy tri té bao cho
van nang trong mot khoang thoi gian va trong cac didu kién du dé té bao biét hoa thanh

té bao tién than duoc giGi han dong hoac t¢ bao soma duoc biét hoa hoan toan.

Trong phuong phéap khac, Phuong phap 53, sang ché dé xuét phuong phap, nhu
dugc dé xuit boi Phuong phap 51 hodc 52, trong do té bao tién than duoc gi6i han dong
1a céc to tién nodi bi tuy, cde 10 o ndi tiét tuy, té bao tién than trung mo, té bao tién than

co, cac nguyén bao, té bao tién than tao huyet, hodc cac t€ bao tién than than kinh.

Trong phuong phép khac, Phuong phap 54, sang ché dé xuét phuong phap, nhu
duoc d& xuit boi Phuong phép 51 hodc 52, trong dé t¢ bao soma dugc biét hda hoan
toan 12 t& bao tiét ndi tiét nhu té bao beta tuy, té bao biéu mo, té bao noi bi, dai thuc bao,

t€ bao gan, t& bao tao md, t€ bao than, t€ bao mau, hodc t€ bao he mién dich.

Trong phuong phap khéc, Phuong phép 54A, sang ché dé xuat phuong phap, nhu
dugc dé xuét trong Phuong phap 51 hodc 52, trong do t¢ bao soma dugc biét hda hoan

toan la té bao co tim.

Trong phuong phap khéac, Phuong phdp 55, sang ché dé xuét phuong phap, nhu
duoc d& xudt bai Phuong phap 50 dén 54, trong do ddi tuong nay 1a ngudi ma mac, bi
nghi ngo miéc, hodc ¢ nguy co bi bénh.

Trong phuong phap khéac, Phuong phap 56, sang ché dé xuét phuong phap, nhu
dugc d& xuit boi Phuong phap 55, trong d6 bénh nay 1a bénh ¢6 kha nang di truyén.

Trong ché phim khéc, Ché phidm 93, séang ché dé xudt ARN dén bao gém trinh
tu ving dém tuong tng voi trinh tu dich gdm SEQ ID NO: 15-24.

Trong phuong phap khac, Phuong phap 57, sing ché dé xuit phuong phap in
vitro dé tao ra té bao cho van ning, phuong phdp nay bao 26m budc phan phdi dén té

bao gbe: (a) nucleaza duge din béi ARN; (b) ARN dan (g¢ARN) hudng dich vi trf dich
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trong locut gen protein tuong tac thioredoxin (TXNIP); va (c) vecto bao gbdm axit
nucleic, axit nucleic nay bao gbm: (i) trinh ty nucleotit ma hoa yéu t6 sinh dung nap
mién dich; (ii) trinh tu nucleotit vé co ban gdm SEQ ID NO: 25 va c6 do tuong dong
trinh tu voi ving hé gen duge dinh vi & bén trdi va bén trong 50 nucleobazo cta vi tri
dich; va (iii) trinh tu nucleotit vé& co ban gom SEQ ID NO: 32 va c6 d6 tuong ddng trinh
tw v6i vung hé gen dugc dinh vi bén phai va bén trong 50 nucleobazo cua vi tri dich,
trong do (i) dugc gén suwon béi (ii) va (iii); trong do locut gen TXNIP duoc phan tach ¢
vi trf dich va axit nucleic dugc cheén vao trong locut gen TXNIP, nho d6 lam dut doan
gen TXNIP va tao ra té bao cho van ning, trong d6 té bao cho van ning co su l4n tranh

mién dich va/hodc su song sot t& bao tdng so voi t€ bao doi ching.

Trong phuwong phéap khac, Phuong phap 57A, sang ché dé xuét phwong phép, nhu
duoc dé xuét boi Phuong phap 57, trong do axit nucleic dugce chen vao locut gen TXNIP

bén trong 50 cdp bazo cua vi tri dich.

Trong phuong phap khac, Phuong phap 58, sang ché dé xuét phuong phéap, nhu
duoc d& xuat boi Phuong phap 57, trong do t& bao ddi chimg 1a té bao kiéu dai hodc té

bao khong chira axit nucleic duoc chen.

Trong phuong phap khac, Phuong phéap 59, sang ché d& xuit phuong phap, nhu
duge d& xudt boi Phuong phap 57, trong d6 gen TXNIP bj ditt doan c6 su bicu hién giam
hodc bi loai bo cua TXNIP.

Trong phuong phap khac, Phuong phép 60, sing ché dé xuét phuong phép, nhu
duoc d& xuét boi Phuong phap 57, trong do gARN bao g6m trinh ty ving dém tuong
{ing v&i trinh tu gdm SEQ ID NO: 15-24.

Trong phuong phap khac, Phuong phép 61, sang ché dé xuat phuong phap, nhu
duoc d& xuét boi Phuong phap 57, trong d6 gARN bao gdm trinh ty ving dém tuwong
{ing v6i trinh tw gdm SEQ ID NO: 20.

Trong phuong phap khac, Phuong phap 62, sang ché dé xudt phuong phép, nhu
duoc dé xuét bsi Phuong phéap 57, trong do vecto nay la vecto plasmit.

Trong phuong phap khac, Phuong phép 63, sang ché dé xuat phuong phap, nhu
duoc dé xuét boi Phuong phap 57, trong do yéu td sinh dung nap mién dich 1a khéng
nguyén trong thich mé HLA 16p I, chudi alpha E (HLA-E).
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Trong phuong phap khac, Phuong phap 64, sang ché d& xuét phuong phap, nhu
duoc dé xuht boi Phuong phap 63, trong do trinh tu nucleotit ma hoa HLA-E bao gbm
trinh ty ma hoa trime HLA-E bao gbm peptit tin hi¢u B2M duoc dung hop véi peptit
trinh dién HLA-G dugc dung hop v6i protein mang B2M dugc dung hop véi HLA-E

ma khong co peptit tin hiéu cia no.

Trong phuong phép khac, Phuong phéap 65, sang ché dé xuit phuong phap, nhu
duoc dé xuét bdi Phuong phap 63, trong d6 trinh tu mi hoa trime HLA-E vé co ban gdm

SEQ ID NO: 55.

Trong phuong phap khéc, Phuong phép 66, sang ché d& xuét phuong phap, nhu
duoc dé xuét bai Phuong phéap 65, trong do trinh ty ma hoa trime HLA-E dugc lién két
hoat dong voi trinh tu khoi dong.

Trong phuong phap khac, Phuong phap 67, sang ché dé xuét phuong phap, nhu
duoc dé xuét boi Phuong phap 66, trong do trinh tu khéi dong 1 trinh tu khoi dong
CMYV, EFlo, PGK, CAG, hodc UBC.

Trong phuong phap khac, Phuong phéap 68, sang ché dé xuét phuong phap, nhu
duge @& xuht boéi Phuong phap 57, trong do nucleaza dugc dan bdi ARN la Cas9

nucleaza.

Trong phuong phap khac, Phuong phép 69, sang ché dé xuit phuong phap, nhu
duoc dé xuit boi Phuong phép 68, trong d6 Cas9 nucleaza dugc lién két v6i it nhat mot

tin hiéu dinh vi nhén.

Trong phuong phap khac, Phuong phép 70, sang ché dé xudt phuong phap, nhu
duge dé xudt boi Phuong phép 69, trong do Cas9 nucleaza va gARN co mat ¢ ti 1€ la
1:3.

Trong phwong phap khéc, Phuong phéap 71, sang ché dé xuét phuong phap, nhu
duoc dé xuét boi Phuong phap 57, trong do té bao goc la té bao gdc phoi, té bao gbc ca

thé trudng thanh, té bao gbc da nang dugc cam ung, hoic té bao gbe tao huyét.

Trong phuong phap khac, Phuong phéap 72, sang ché dé xuét phuong phip, nhu

duoc dé xuét béi Phuong phap 57, trong do té bao gbc 1a té bao gdc ctia nguoi.

Trong phuong phap khac, Phuong phéap 73, sang ché dé xudt phuong phap in

vitro @& tao ra té bao cho van néng, phuong phap nay bao gbm budc phan phbi dén té
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bao gbe: (a) nucleaza duge din bdi ARN; (b) ARN dan (gARN) huéng dich vi tri dich
& locut gen protein tuong tac thioredoxin (TXNIP), va (c¢) vecto bao gbm axit nucleic,
axit nucleic nay bao g61n: (1) trinh tu nucleotit ma hoa yéu t sinh dung nap mién dich;
(ii) trinh tu nucleotit c6 do tuong déng trinh tu v4i ving hé gen dugc dinh vi & bén trai
va bén trong 50 nucleobazo cta vi tri dich; va (iii) trinh tu nucleotit c6 do tuong déng
trinh tu v6i ving hé gen dugce dinh vi bén phai va bén trong 50 nucleobazo cta vi tri
dich, trong d6 (i) dugc gin sudn béi (ii) va (iii), va vecto nay bao gom trinh tu nucleotit
gém SEQ ID NO: 34 hoic 56; trong d6 locut gen TXNIP duge phan tach & vi tri dich
va axit nucleic dugc chén vao trong locut gen TXNIP, nho do lam dirt doan gen TXNIP
va taora t€ bao cho van nang, trong do té bao cho van nang co su 14n tranh mién dich

va/hodc su song sot t€ bao tdng so véi t€ bao doi chiing.

Trong phuong phap khac, Phuong phap 73A, sang ché dé xuat phuong phap, nhu
duoc dé xudt boi Phuong phép 73, trong d6 axit nucleic dugc chén vao locut gen TXNIP

bén trong 50 cdp bazo cua vi tri dich.

Trong phuong phap khéac, Phuong phap 74, sang ché dé xudt phuong phap, nhu
duoc dé xuét boi Phuwong phap 73, trong d6 té bao dbi chimg 1a t& bao kiéu dai hodc té

bao khdng chtra axit nucleic dugc chen.

Trong phuong phap khac, Phuong phap 75, sang ché dé xuit phuong phép, nhu
duoc dé xuat bdi Phuong phap 73, trong d6 gen TXNIP bi dirt doan c¢6 su biéu hién giam
hodc bi loai bé ctia TXNIP.

Trong phuong phap khéc, Phuong phap 76, séng ché dé& xuit phuong phap, nhu
duoc dé& xuat boi Phuong phép 73, trong d6 gARN bao gdm trinh tu ving dém tuong
g v6i trinh tu gdm SEQ ID NO: 15-24.

Trong phuong phap khéc, Phuong phap 77, séng ché d& xuit phuong phap, nhu
dwoc d& xuat boi Phuong phap 73, trong d6 gARN bao gdm trinh tu vung dém tuong
g v6i trinh tu gdm SEQ ID NO: 20.

Trong phuong phap khac, Phuong phap 78, sang ché dé xuit phuwong phap, nhu

dwoc d& xudt bai Phuong phép 73, trong d6 vecto nay 1 vecto plasmit.
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Trong phuong phap khéc, Phuong phap 79, sang ché dé xuét phuong phéap, nhu
duge dé xuit bsi Phuong phép 73, trong d6 yéu té sinh dung nap mién dich 1a khang
nguyén tuong thich mé HLA 16p I, chudi alpha E (HLA-E).

Trong phuong phap khéc, Phuong phap 80, sang ché d& xuét phuong phéap, nhu
dwoc dé xuét boi Phuong phép 73, trong d6 nucleaza dugc din boi ARN 14 Cas9

nucleaza.

Trong phuong phap khéc, Phuong phap 81, sang ché dé xuét phuong phap, nhu
dugc dé xuét boi Phuong phap 80, trong d6 Cas9 nucleaza dwoc lién két v6i it nhit mot
tin hi€u dinh vi nhan.

Trong phuong phap khéc, Phuong phép 82, sang ché dé xut phuong phép, nhu
dugc dé xuét béi Phuong phap 80, trong d6 Cas9 nucleaza va gARN c6 mit 6 ti 1é 1a
1:3.

Trong phuong phap khéc, Phuong phép 83, sang ché dé xuét phuong phap, nhu
duoc dé xuat boi Phuong phép 73, trong d6 té bao gdc 1a té bao gbc phoi, té bao gbc ca

thé truéng thanh, t& bao gbc da niang dugc cam g, hoic té bao gbc tao huyét.

Trong phuong phép khac, Phuong phép 84, sang ché dé xuét phuong phép, nhu

duoc dé xuét boi Phuong phép 73, trong d6 té bao gde 1a té bao gbc clia nguoi.

Trong phuong phép khéc, Phuong phap 85, sang ché d& xuAt phuong phap in
vitro dé tao ra té bao cho van néng, phuong phép nay bao gém buéc phén phéi dén té
bao gdc: (a) phtre hop ribonucleoprotein (RNP) thtt nhit bao gdm nucleaza duoc dan
boi ARN va ARN dan (gARN) hudng dich vi trf dich ¢ locut gen beta-2 microglobulin
(B2M); (b) vecto thtr nhit bao gbm axit nucleic, axit nucleic nay bao gém: (i) trinh tu
nucleotit ma hoa yéu td sinh dung nap mién dich thir nhét; (i) trinh tu nucleotit vé co
ban gdm SEQ ID NO: 7 va ¢6 do twong dong trinh tu véi vung hé gen duoc dinh vi ¢
bén trai va bén trong 50 nucleobazo clia vi trf dich & locut gen B2M; va (iii) trinh tu
nucleotit vé co ban gbm SEQ ID NO: 13 va ¢6 do twong dong trinh ty v61 ving hé gen
duoc dinh vi bén phai va bén trong 50 nucleobazo cua vi tri dich & locut gen B2M, trong
d6 (i) dugc gin suon béi (i) va (iii); trong d6 locut gen B2M nay duoc phan téch ¢ vi
tri dich va axit nucleic bao gdm trinh tu nucleotit m3 hoa yéu t6 sinh dung nap mién
dich thtt nhat dugc chén vao trong locut gen B2M, nh¢ d6 lam dut doan gen B2M; (¢)
phtre hgp RNP tht hai bao gdm nucleaza duoc dan bsi ARN va gARN huéng dich vi
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tri dich & locut gen protein tuong tac thioredoxin (TXNIP); va (d) vecto thir hai bao gdm
axit nucleic, axit nucleic nay bao gdm: (i) trinh tw nucleotit ma hoa yéu t6 sinh dung nap
mién dich thir hai; (ii) trinh tu nucleotit v& co ban gdm SEQ ID NO: 25 va ¢6 do tuong
déng trinh tu v6i ving hé gen duoc dinh vi & bén trai va bén trong 50 nucleobazo cta
vi trf dich & locut gen TXNIP; va (iii) trinh ty nucleotit vé co ban gdm SEQ ID NO: 32
va ¢6 d0 tuong déng trinh tu véi vung hé gen dugce dinh vi bén phdi va bén trong 50
nucleobazo cua vi tri dich & locut gen TXNIP, trong do (i) dugc gan suon bai (ii) va
(iii); trong d6 locut gen TXNIP duoc phén tich & vi tri dich va axit nucleic bao gdm
trinh tu nucleotit ma héa yéu td sinh dung nap mién dich thr hai dugce chén vao trong
locut gen TXNIP, nho d6 1am dit doan gen TXNIP va tao ra té bao cho van ning, trong
d6 té bao cho van ning c6 su l4n tranh mién dich va/hoic su séng s6t té bao tdng so véi
té bao ddi ching.

Trong phwong phap khac, Phuong phéap 85A, sang ché dé xuit phuong phap, nhu
duoc dé xuit boi Phuong phép 85, trong dé axit nucleic ¢ (b) duge chén vao trong locut
gen B2M bén trong 50 cap bazo cua vi tri dich va/hodc trong d6 axit nucleic ¢ (d) dugce

chén vao trong locut gen TXNIP bén trong 50 cap bazo cua vi tri dich.

Trong phuong phéap khac, Phuong phéap 86, sang ché @& xuit phuong phap, nhu
duoc dé xudt boi Phuong phép 85, trong do té bao dbi chung 1a té bao kiéu dai hoic té

bao khong chira axit nucleic dugc chén.

Trong phuong phap khac, Phuong phap 87, sang ché d& xuit phuong phap, nhu
duoc d& xuit bai Phuong phap 85, gen B2M bi dut doan c6 su biéu hién gidm hoic bi
loai bo ctia B2M, va gen TXNIP bi duirt doan ¢6 su biéu hién giam hodc b1 loai bd cua

TXNIP.

Trong phuong phap khac, Phuong phap 88, sang ché dé xuét phuong phép, nhu
duoc dé xut bai Phuong phap 85, trong d6 gARN ctia phitc hop RNP thi nhit bao gdm
trinh ty ving dém tuong ung voi trinh tu gébm SEQ ID NO: 1-3 hodc 35-44, va gARN
cua phttc hop RNP thir hai bao gdm trinh ty viing dém tuong (mg véi trinh tu gdm SEQ
ID NO: 15-24.

Trong phuong phap khéac, Phuong phap 89, sang ché d& xuit phuong phap, nhu
duoc dé xuit bai Phuong phép 85, trong d6 gARN ctia phirc hgp RNP thir nhit bao gdm
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trinh ty ving dém twong (mg véi trinh ty gdm SEQ ID NO: 2, va gARN cua phirc hop
RNP thtt hai bao gém trinh tw ving dém twong (mg vdi trinh tu gdm SEQ ID NO: 20.

Trong phuong phap khac, Phuong phéap 90, sang ché dé xuit phuong phép, nhu
duge dé xuét béi Phuong phap 85, trong d6 vecto thr nhit 1a vecto plasmit, va vecto

thtr hai 1a vecto plasmit.

Trong phuong phép khac, Phuong phéap 91, sang ché dé xuét phuong phap, nhu
duoc dé xudt boi Phuong phap 85, trong d6 yéu t6 sinh dung nap mién dich tht nhat 1a
phdi tir sy chét dugc 1ap trinh 1 (PD-L1), va yéu t sinh dung nap mién dich th hai 1a
khang nguyén twong thich mé HLA 16p 1, chudi alpha E (HLA-E).

Trong phuong phéap khac, Phuong phép 92, sang ché dé xuit phuong phap, nhu
duoc dé xuat boi Phuong phép 91, trong d6 trinh tu nucleotit ma héa PD-L1 vé co ban
gém SEQ ID NO: 11.

Trong phwong phép khac, Phuong phap 93, sdng ché dé xuit phuong phap, nhu
duoc dé xudt boi Phuong phap 91, trong d6 trinh ty nucleotit ma héa HLA-E bao gdm
trinh tw ma hoa trime HLA-E bao gdm peptit tin hiéu B2M duoc dung hop v6i peptit
trinh dién HLA-G dugc dung hop véi protein mang B2M duge dung hop véi HLA-E
ma khong c6 peptit tin hiéu ctia né, va trinh ty ma hoéa trime HLA-E vé co ban g6m SEQ
ID NO: 55.

Trong phuong phép khac, Phuong phap 94, sang ché dé xuét phuong phap, nhu
duoc dé xuit boi Phuong phap 85, trong d6 trinh ty nucleotit ma hoéa yéu té sinh dung
nap mién dich th@ nhAt duoc lién két hoat dong véi trinh tu khoi dong, va trinh tu
nucleotit ma hda yéu t5 sinh dung nap mién dich tht hai duoc lién két hoat dong voi

trinh ty khéi dong.

Trong phwong phép khac, Phuong phap 95, sing ché dé xut phuong phép, nhu
duge dé xuét béi Phuong phap 94, trong d6 trinh tr khéi dong 13 trinh tw khoi dong
CMV, EFla, PGK, CAG, hodc UBC.

Trong phuong phap khac, Phuong phap 96, sing ché dé xuét phuong phép, nhu
duoc dé xuét boi Phuong phap 85, trong d6 mdi loai trong s6 phirc hop RNP thir nhét
va phirc hop RNP thir hai bao gom ti 16 mol ctia nucleaza duogc dan béi ARN v6i gARN
la1:3.
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Trong phuong phap khac, Phuong phap 97, sang ché dé xuét phwong phap, nhu
dugc d& xuit béi Phuwong phép 85, trong d6 nucleaza duoc dan bdi ARN cia mdi loai

trong s6 phitc hgp RNP thtt nhit va phitc hop RNP thit hai 14 Cas9 nucleaza.

Trong phuong phap khac, Phuong phap 98, sang ché dé xuit phuong phép, nhu
duoc d& xuat bai Phuong phép 97, trong dé Cas9 nucleaza duoc lién két v6i it nhdt mot

tin hiéu dinh vi nhan.

Trong phuong phép khac, Phuong phép 99, sdng ché dé xuat phuong phép, nhu
duoc d& xuét boi Phuong phép 85, trong d6 té bao gbe 1a té bao gbe phoi, té bao gbe c4

thé truéng thanh, t€ bao gbc da nang duge cam tng, hodc té bao gbe tao huyét.

Trong phuong phép khac, Phuong phap 100, séng ché dé xuat phuong phéap, nhu

duoc dé xuit bsi Phuong phéap 85, trong do té bao gdc 1a té bao gde cua nguoi.

Trong phuong phéap khic, Phuong phép 101, sang ché dé xuit phuong phép in
vitro dé tao ra té bao cho van ning, phuong phip niy bao gdm budc phén phéi dén té
bao gbc: (a) phirc hop ribonucleoprotein (RNP) thi nhit bao gdm nucleaza duoc din
bdi ARN va ARN dan (gARN) huéng dich vi tri dich & locut gen beta-2 microglobulin
(B2M); (b) vecto thir nhat bao gom axit nucleic, axit nucleic nay bao gém: (i) trinh tu
nucleotit ma héa yéu t6 sinh dung nap mién dich thir hai; (1) trinh tw nucleotit c6 do
tuong ddng trinh tu v6i ving hé gen duoc dinh vi ¢ bén trdi va bén trong 50 nucleobazo
cua vi tri dich & locut gen B2M; va (iii) trinh tu nucleotit ¢c6 do twong déng trinh tu véi
vung hé gen dugc dinh vi bén phai va bén trong 50 nucleobazo cia vi tri dich & locut
gen B2M, trong d6 (i) duoc gin sudn boi (ii) va (iii) va vecto thtt nhét bao g0m trinh tu
nucleotit gdm SEQ ID NO: 33; trong do locut gen B2M dugc phan tach ¢ vi tri dich va
axit nucleic bao gdm trinh tu nucleotit ma héa yéu té sinh dung nap mién dich thir nhat
duoc chén vao trong locut gen B2M bén trong, nho dé 1am dirt doan gen B2M; (c) phic
hop RNP thtr hai bao gdm nucleaza dugce dan boi ARN va gARN hudng dich vi tri dich
& locut gen protein tuong tac thioredoxin (TXNIP); va (d) vecto thir hai bao gbém axit
nucleic, axit nucleic nay bao gdm: (i) trinh tu nucleotit ma hoa yéu t6 sinh dung nap
mién dich thit hai; (ii) trinh tu nucleotit c6 do twong dong trinh tu v6i vung h¢ gen duoc
dinh vi & bén trdi va bén trong 50 nucleobazo cta vi tri dich & locut gen TXNIP; va (iii)
trinh tu nucleotit c6 do tuwong dong trinh tu véi ving hé gen dugc dinh vi bén phai va

bén trong 50 nucleobazo cta vi tri dich ¢ locut gen TXNIP, trong d6 (i) dugc gin suon
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boi (if) va (iii) va vecto thir hai nay bao gdm trinh tu nucleotit gdm SEQ ID NO: 34 hoic
56 trong do locut gen TXNIP dugc phén tach & vi trf dich va axit nucleic bao gdm trinh
tu nucleotit ma hoéa yéu t6 sinh dung nap mién dich tht hai duoc chén vao trong locut
gen TXNIP, nho d6 lam dut doan gen TXNIP va tao ra té bao cho van nang, trong d¢ té
bao cho van ning c6 su lan tranh midn dich va/hodc su séng sot té bio tang so voi té
bao dbi ching.

Trong phuong phép khéc, Phuong phap 101A, sang ché dé xudt phuong phap,
nhu dugc dé xuét boi Phuong phap 101, trong dé axit nucleic & (b) dugc cheén vao trong
locut gen B2M bén trong 50 cip bazo cua vi trf dich va/hodc trong d6 axit nucleic & (d)

dugc chén vao trong locut gen TXNIP bén trong 50 c@p bazo cua vi tri dich.

Trong phuong phap khac, Phuong phap 102, sang ché dé xuét phuong phap, nhu
duoc d& xudt bsi Phuong phap 101, trong d6 té bao ddi ching 14 t€ bao kiéu dai hoic té

bao khong chira axit nucleic dugc chen.

Trong phuong phap khac, Phuong phap 103, sang ché d& xuét phuong phép, nhu
duoc dé xuit boi Phuong phép 10, trong d6 gen B2M bj dut doan ¢6 su biéu hién giam
hodc bi loai bo ctia B2M, va gen TXNIP bi dut doan ¢6 sy biéu hién gidm hodc bi loai
bd cia TXNIP.

Trong phuong phap khac, Phuong phap 104, sang ché dé xuét phuong phap, nhu
duoc dé xuit bsi Phuong phép 101, trong d6 gARN cua phuc hop RNP thtr nhit bao
gbm trinh tu viung dém tuong tmg voi trinh ty gém SEQ ID NO: 1-3 hoic 35-44, va
gARN ctia phitc hop RNP thir hai bao gdm trinh tu vung dém twong Gng véi trinh tu
gdm SEQ ID NO: 15-24.

Trong phuong phap khéc, Phuong phéap 105, sang ché dé xuit phuong phap, nhu
duogc dé xuit bsi Phuong phép 101, trong d6 gARN cua phtic hop RNP thtr nhat bao
g0m trinh ty vung dém tuong tmg vdi trinh tu gdm SEQ ID NO: 2, va gARN cua phire
hop RNP thtr hai bao gdm trinh tu vung dém tuong tmg v6i trinh tw gdm SEQ ID NO:
20.

Trong phuong phap khéc, Phuong phéap 106, sang ché dé xuit phuong phap, nhu
duoc dé xuit bsi Phuong phap 101, trong d6 vecto thir nhit 14 vecto plasmit, va vecto

thir hai la vecto plasmit.
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Trong phuong phép khac, Phuong phép 107, séng ché dé xut phuong phép, nhu
dugc dé xuét boi Phuong phap 101, trong d6 yéu td sinh dung nap mién dich thtr nhét
1a phdi tir su chét duoc 1ap trinh 1 (PD-L1), va yéu t4 sinh dung nap mién dich tht hai

1a khang nguyén twong thich mé HLA 16p I, chudi alpha E (HLA-E).

Trong phuong phép khac, Phuong phép 108, sang ché dé xuat phuong phéap, nhu
duoc dé xuét boi Phuong phdp 101, trong d6 moi loai trong sé phtrc hop RNP thir nhét
va phirc hop RNP thir hai bao gdm ti 1& mol ctia nucleaza dugc dan béi ARN v6i gARN
la 1:3.

Trong phuong phdp khac, Phuong phap 109, sang ché dé xut phuong phép, nhu
dwoc dé xuét boi Phuong phap 101, trong d6 nucleaza duoc dan béi ARN ciia mdi loai

trong sb phirc hop RNP thtr nhét va phc hop RNP thi hai 1a Cas9 nucleaza.

Trong phuong phdp khac, Phuong phap 110, sdng ché dé xuAt phuong phéap, nhu
duoc dé xuét boi Phuong phép 109, trong d6 Cas9 nucleaza duoc lién két véi it nhat

mot tin hiéu dinh vi nhan.

Trong phuong phdp khac, Phuong phap 111, sang ché dé xuit phuong phéap, nhu
duoc dé xut boi Phuong phép 101, trong d6 té bao gde 1a té bao gbc phoi, té bao gbe

ca the truong thanh, té bao goc da nang duoc cam tmg, hoic té bao goc tao huyét.

Trong phwong phap khac, Phuong phap 112, séng ché dé xuét phuong phéap, nhu

duoc dé xuét boi Phuong phap 101, trong d6 té bao gbc 1a té bao gbc cla nguoi.

Theo quy trinh tht nhat, Quy trinh 1, sang ché dé xuét quy trinh dé tao ra té bao
cho van nang, quy trinh nay bao gdm budc: (a) cai bién té bao gbc bang viéc chén trinh
tw nucleotit ma héa phéi tir su chét duoc lap trinh 1 (PD-L1) vao bén trong hodc gan gen
ma hoa beta-2 microglobulin (B2M), nhd d6 tao ra céc té bao duong tinh PD-L1; (b)
1am giau cho cac té bao duong tinh PD-L1; (c) cai bién cac té bao duong tinh PD-L1 tur
(b) bang cach chén trinh tu nucleotit ma héa khang nguyén twong thich mé HLA lop 1,
chudi alpha E (HLA-E) bén trong hodc gan gen ma hoa protein twong tac thioredoxin
(TXNIP), nho d6 tao ra té bao duong tinh kép PD-L1, HLA-E ; (d) lam giau cho té bao
duong tinh kép PD-L1, HLA-E ; (e) phan loai t& bao don dé chon loc dbi véi té bao
dwong tinh kép PD-L1, HLA-E ; (f) phan tich dic diém té bao tir (e) 1a té bao cho van

nang; va (g) lam dong lanh té bao cho van nang cho su bdo quan dai han.
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Trong quy trinh khéc, Quy trinh 2, sang ché dé xuét quy trinh, nhu duoc dé xuit
trong Quy trinh 1, trong d6 viéc cai bién ¢ (a) bao gdm budc phan phdi dén té bao gbe
(1) phtrc hop ribonucleoprotein (RNP) thtr nhit bao gdm nucleaza duoc din bai ARN
va ARN dan (gARN) huéng dich vi tri dich & locut gen B2M va (2) vecto thit nhat bao
gdm axit nucleic, axit nucleic nay bao gém (i) trinh tu nucleotit tuong dong vai vung
dugc dinh vi & bén trdi cta vi tri dich ¢ locut gen B2M, (ii) trinh tu nucleotit ma héa
PD-L1, va (iii) trinh ty nucleotit trong ddng véi ving duoc dinh vi & bén phéi cia vi tri
dich ¢ locut gen B2M, trong d6 locut gen B2M nay duoc phan tach & vi trf dich va axit
nucleic bao gdm trinh ty nucleotit ma héa PD-L1 duoc chen vao trong locut gen B2M,

nho d6 lam dat doan gen B2M.

Trong quy trinh khac, Quy trinh 2A, sang ché dé xut phuong phép, nhu dugc dé
xuit boi Quy trinh 2, trong do axit nucleic duge cheén vao trong locut gen B2M bén trong

50 cdp bazo cia vi tri dich.

Trong quy trinh khéc, Quy trinh 3, sdng ché dé xuét quy trinh, nhu dugc dé xut
trong Quy trinh 2, trong d6 nucleaza dugc dan boi ARN ctia phirc hgp RNP tht nhit [a
Cas9 nucleaza va gARN ctia phitc hgp RNP thit nhat bao gdm trinh tu vung dém tuong

tng véi trinh tu dich gdm SEQ ID NO: 2.

Trong quy trinh khac, Quy trinh 4, sdng ché dé xuit quy trinh, nhu duoc dé xuét
trong Quy trinh 3, trong d6 Cas9 nucleaza duoc lién két véi it nhat mot tin hi¢u dinh vi

nhén.

Trong quy trinh khac, Quy trinh S, sdng ché dé xudt quy trinh, nhu duoc dé xudt
trong Quy trinh 2, trong d6 RNP thtr nhét bao gom ti 1¢ mol cua gARN:nucleaza dugc
dan béi ARN 14 3:1.

Trong quy trinh khac, Quy trinh 6, sing ché dé xuét quy trinh, nhu dugc dé xuét
trong Quy trinh 2, trong d6 trinh tu nucleotit cta (a)(2)(i) vé co ban gém SEQ ID NO:
7, va trinh tu nucleotit cua (a)(2)(iii) vé co ban gdm SEQ ID NO: 13.

Trong quy trinh khac, Quy trinh 7, sing ché dé xudt quy trinh, nhu duoc dé xuat

trong Quy trinh 2, trong d6 trinh tu nucleotit ma héa PD-L1 vé co ban gdm SEQ ID NO:
11.
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Trong quy trinh khac, Quy trinh 8, sang ché d& xuét quy trinh, nhu dugc dé xuat
trong Quy trinh 2, trong do trinh tu nucleotit ma hoa PD-L1 dugc lién két hoat dong voi

trinh tu khoi dong CAG.

Trong quy trinh khéc, Quy trinh 9, sang ché dé xuét quy trinh, nhu duoc dé xuit
trong Quy trinh 2, trong d6 vecto thur nhét 1 vecto plasmit va bao gdm trinh tu nucleotit

gdm SEQ ID NO: 33.

Trong quy trinh khac, Quy trinh 10, sdng ché dé xudt quy trinh, nhu duge dé xut

trong Quy trinh 2, trong d6 vi€c phéin phéi cua (a)(1) va (a)(2) bao gdm su xung dién.

Trong quy trinh khac, Quy trinh 11, sang ché dé xuét quy trinh, nhu duoc dé
xut trong Quy trinh I, trong d6 viéc lam giau dbi véi té bao duong tinh PD-L1 & (b)
bao g6m phéan loai té bao duogc hd tro boi tir tinh (MACS), tich dong té bao don, nhan

rong té bao duong tinh PD-L1 nay, hodc su két hop cua chung.

Trong quy trinh khac, Quy trinh 12, sang ché dé xudt quy trinh, nhu dugc dé xuét
trong Quy trinh 1, trong do6 viéc cai bién & (¢) bao gdm bude phan phdi dén té bao duong
tinh PD-L1 (1) phtic hop RNP thtr hai bao gdm nucleaza dugc dan boi ARN va gARN
hudng dich vi tri dich ¢ locut gen TXNIP va (2) vecto thtr hai bao gOm axit nucleic, axit
nucleic nay bao gom (i) trinh tu nucleotit twong dong voi ving duoc dinh vi & bén tri
cua vi tri dich & locut gen TXNIP, (ii) trinh tu nucleotit ma hoéa HLA-E, va (iii) trinh tu
nucleotit tuong ddng véi ving duge dinh vi  bén phai ctia vi tri dich & locut gen TXNIP,
trong d6 locut gen TXNIP dugc phan tach ¢ vi tri dich va axit nucleic bao gOm trinh tu
nucleotit ma héa HLA-E dugc chén vao trong locut gen TXNIP, nho dé l[am dat doan

gen TXNIP.

Trong quy trinh khac, Quy trinh 12A, sang ché d¢ xuat phuong phép, nhu dugc
dé xuat boi Quy trinh 12, trong d6 axit nucleic duoc chén vao trong locut gen TXNIP

bén trong 50 cdp bazo cua vi tri dich.

Trong quy trinh khic, Quy trinh 13, sang ché dé xuat quy trinh, nhu duge dé xudt
trong Quy trinh 12, trong d6 nucleaza duge dan béi ARN cua phirc hgp RNP thir hai 1a
Cas9 nucleaza va gARN ctia phirc hop RNP thir hai bao gdm trinh tu ving dém tuong
Ging véi trinh ty dich gdm SEQ ID NO: 20.
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Trong quy trinh khéc, Quy trinh 14, séng ché dé xuét quy trinh, nhu dugc dé xuat
trong Quy trinh 13, trong d6 Cas9 nucleaza duoc lién két vai it nhat mot tin hiéu dinh

vi nhan.

Trong quy trinh khéc, Quy trinh 15, sdng ché dé xuét quy trinh, nhu duogc dé xuit
trong Quy trinh 12, trong d6 RNP thir hai bao gdm ti 1 mol ctia gARN:nucleaza dugc
din boi ARN 14 3:1,

Trong quy trinh khac, Quy trinh 16, sdng ché dé xuét quy trinh, nhu duoc dé xuét
trong Quy trinh 12, trong do6 trinh tu nucleotit cua (€)(2)(i) vé co ban gdm SEQ ID NO:
25, va trinh tu nucleotit ctia (¢)(2)(iii) vé co ban gdm SEQ ID NO: 32.

Trong quy trinh khac, Quy trinh 17, sang ché dé xuét quy trinh, nhu duoc dé xut
trong Quy trinh 12, trong d6 trinh tu nucleotit ma hdéa HLA-E bao gdm trinh ty ma hoa
trime HLA-E bao gdm peptit tin hiéu B2M dugc dung hop vai peptit trinh dién HLA-G
dugc dung hop véi protein mang B2M duoc dung hop v6i HLA-E ma khéng c¢6 peptit
tin hiéu cua nd.

Trong quy trinh khac, Quy trinh 18, sang ché dé xuit quy trinh, nhu dugc dé xuit
trong Quy trinh 17, trong d6 trinh tu mi hoa trime HLA-E vé co ban gdm SEQ ID NO:
55.

Trong quy trinh khac, Quy trinh 19, sang ché dé xut quy trinh, nhu duogc dé xuét
trong Quy trinh 12, trong d6 trinh tu nucleotit ma hoa HLA-E duoc lién két hoat dong
v6i trinh tu khoi dong CAG.

Trong quy trinh khac, Quy trinh 20, sang ché dé xut quy trinh, nhu dugc dé xuit
trong Quy trinh 12, trong d6 vecto tht hai 1a vecto plasmit va bao gdm trinh tu nucleotit

gdm SEQ ID NO: 34 hoic 56.

Trong quy trinh khéc, Quy trinh 21, séng ché dé xuat quy trinh, nhu dugc dé xut

trong Quy trinh 12, trong d6 viéc phan phéi cua (¢)(1) va (c)(2) bao gdm su xung dién.

Trong quy trinh khac, Quy trinh 22, sang ché dé xut quy trinh, nhu duoc dé xuét
trong Quy trinh diém 1, trong do viéc lam giau ddi voi té bao duong tinh kép PD-L1,
HLA-E ¢ (d) bao gém phan loai té bao duoc ho tro boi tir tinh, tdch dong té bao don,

nhan rong té bao duong tinh kép PD-L 1, HLA-E da néu, hoic su két hop ctia chung.
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Trong quy trinh khac, Quy trinh 23, sang ché dé xuét quy trinh, nhu dugc dé xuit
trong Quy trinh 1, trong d6 phan loai té bao don & (e) bao gdm phan loai té bao duoc
kich hoat béi huynh quang (FACS), tich dong té bao don. nhan rong té bao da duoc

phan loai té bao don nay, hoic su két hop ctia ching.

Trong quy trinh khéc, Quy trinh 24, sang ché dé xuét quy trinh, nhu dugc dé xuAt
trong Quy trinh 1, trong d6 viéc phén tich dic diém & (f) bao gém phén tich ADN déi

véi sur tiép hop giao tir va/hodc dic tinh indel.

Trong quy trinh khac, Quy trinh 25, sang ché dé xuét quy trinh, nhu dugc dé xuit
trong Quy trinh 1, trong d6 viéc phan tich dic diém ¢ () bao gém phén tich t& bao dbi
v61 hinh thai hoc, kha nang séng sot, tao kiéu nhan, muc do ndi doc td, cac mue
mycoplasma, phén tich trang dich/ngoai dich, su cai xen vecto ngau nhién, Cas9 du,

vecto du, tinh trang da niang, kha nang biét hoa, hodc su két hop cua chung.

Trong quy trinh khéc, Quy trinh 26, sang ché dé xudt quy trinh, nhu dugc dé xuit
trong Quy trinh 1, trong d6 quy trinh ndy con bao gém budce lam dong lanh trude khi

phan tich déc diém & (f).

Trong quy trinh khac, Quy trinh 27, sdng ché dé xudt quy trinh, nhu duoc dé xuét
trong Quy trinh 1, con bao gdm & (a) nhan rong té bao duong tinh PD-L1 duoc tao ra, &
() nhan réng t€ bao duong tinh kép PD-L1, HLA-E duoc tao ra, & (¢) nhan rong té bao

duong tinh kép PD-L 1, HLA-E duoc chon loc, hodc su két hop cua ching,

Trong quy trinh khac, Quy trinh 28, sang ché dé xuat quy trinh dé tao ra & bao
cho van néng, quy trinh nay bao gdm bude: (a) cai bién té bao gbe bing cach chén trinh
tu nucleotit ma hoa yéu td sinh dung nap mién dich tha nhét vao bén trong hodc gan gen
mé héa khang nguyén té bao bach ciu nguot MHC-I hoac MHC-II hodc thanh phan
hoic yéu t didu hoa phién ma ctia phtc hop MHC-I hogc MHC-II, nho dé tao ra té bao
duong tinh yéu t6 sinh dung nap mién dich thtr nhét; (b) lam giau dbi véi té bao duong
tinh yéu t6 sinh dung nap mién dich thir nhat; (¢) cdi bién té bao duong tinh yéu t6 sinh
dung nap mién dich tht nhAt tir (b) béng cach chen trinh tu nucleotit ma héa yéu td sinh
dung nap mién dich tht hai vao bén trong hodc gan gen ma hoa yéu td song sot, nho d6
tao ra té bao duong tinh yéu t6 sinh dung nap mién dich thi nhat/ duong tinh yéu td sinh
dung nap mién dich thu hai: (d) lam giau déi voi té bao duong tinh yéu t4 sinh dung nap

mién dich tha nhét/du’ong tinh yéu t6 sinh dung nap mién dich thu hai: (e) phan loai té
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bao don dé chon loc dbi v6i té bao duong tinh yéu t6 sinh dung nap mién dich tht
nhit/dwong tinh yéu tb sinh dung nap mién dich th@ hai: () phan tich dic diém té bao
tr () 1a té bao cho van nang; va (g) lam dong lanh té bao cho van nang cho sy bao quan

dai han.

Trong quy trinh khéc, Quy trinh 29, sang ché dé xuAt quy trinh, nhu duoc dé xuit
trong Quy trinh 28, trong d6 viéc lam giau cho té bao duong tinh yéu t sinh dung nap
mién dich thit nhét & (b) bao gom phan loai té bao dugc hd tro béi tur tinh (MACS), tach
dong té bao don, nhan rong té bao duon g tinh yéu t6 sinh dung nap mién dich thi nhét,

hodc su két hop ctia chung.

Trong quy trinh khéc, Quy trinh 30, sang ché dé xudt quy trinh, nhu dugc dé xuit
trong Quy trinh 28 hodc 29, trong dé viéc lam giau cho té bao duong tinh yéu t4 sinh
dung nap mién dich tht nhat/duong tinh yéu td sinh dung nap mién dich thir haj ¢ (d)
bao gdbm phan loai té bao dugc hd tro boi tir tinh, tach dong té bao don, nhan rong té bao
duong tinh yéu t§ sinh dung nap mién dich tht nhat/du'ong tinh yéu té sinh dung nap

mién dich thu hai, hodc sy két hop cia chung.

Trong quy trinh khac, Quy trinh 31, sang ché dé xuét quy trinh, nhu dugc dé xuat
theo quy trinh bét ky trong s6 cac Quy trinh 28 dén 30, con bao gbm & (a) nhan rong té
bao duong tinh yéu td sinh dung nap mién dich thi nhit duoc tao ra, & (c) nhan rong té
bao duong tinh yéu t6 sinh dung nap mién dich tha nhat/ducygn tinh yéu t6 sinh dung
nap mién dich thir hai dugc tao ra, ¢ (¢) nhan rong té bao duong tinh yéu t4 sinh dung
nap mién dich tht nhat/duong tinh yéu td sinh dung nap mién dich tha hai duoc chon

loc, hoic su két hop ctia chung.

Trong quy trinh khac, Quy trinh 32, sang ché dé xut quy trinh, nhu dugc dé xuit
theo quy trinh bét ky trong sb cac Quy trinh 28 dén 31, trong do viéc cai bién & (a) bao
gdm buéc phan phdi dén té bao gbe (1) nucleaza dugc dan boi ARN tht nht va ARN
dan (gARN) tht nhat huéng dich vi tri dich & khang nguyén té bao bach ciu nguoi
MHC-I hogic MHC-II hogc thanh phan hodc yéu té didu hoa phién ma cua locut gen
phirc hgp MHC-I hoic MHC-II va (2) vecto thtr nhét bao gdm axit nucleic thi nhét, axit
nucleic thit nhit bao gdm (i) trinh tw nucleotit twong dong véi vung duoc dinh vi & bén
trai cua vi tri dich ¢ khang nguyén té bao bach cau nguoi MHC-I hoac MHC-II hoic
thanh phéan hodc yéu t6 didu hoa phién ma cua locut gen phuc hop MHC-I hodc MHC-
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I, (ii) trinh tw nucleotit ma hoa yéu t4 sinh dung nap mién dich thtr nhét, va (iii) trinh tu
nucleotit trong dong vOi vung duoc dinh vi ¢ bén phai cia vi tri dich & khang nguyén
té bao bach cau ngudi MHC-I hoac MHC-II hodc thanh phén hodc yéu t didu hoa phién
ma cua locut gen phirc hgp MHC-I hoic MHC-II. trong d6 khang nguyén té bao bach
cau ngudi MHC-I hodc MHC-II hodc thanh phan hoic yéu t6 didu hoa phién ma cua
locut gen phirc hgp MHC-I hodc MHC-II dugc phan tach ¢ vi tri dich va axit nucleic
thir nhat bao gdm trinh tu nucleotit ma héa yéu té sinh dung nap mién dich tht nhit
dugc cheén vao trong khang nguyén té bao bach ciu nguoi MHC-I hodc MHC-II hoiic
thanh phan hoic yéu td didu hoa phi€n ma cua locut gen phirc hop MHC-I hodc MHC-
IL, nh¢r d6 lam dut doan khang nguyén té bao bach ciu nguoi MHC-I hodac MHC-II hoc
thanh phan hodc yéu té didu hoa phién ma cta gen phic hop MHC-I hodc MHC-II.

Trong quy trinh khac, Quy trinh 32A, sang ché dé xuét phuong phap, nhu duoc
dé xuét boi Quy trinh 32, trong d6 axit nucleic dugc chen vao trong khang nguyén té
bao bach cau nguoi MHC-I hoac MHC-II hodc thanh phan hoic yéu té didu hoa phién
md cua locut gen phtrc hop MHC-I hodc MHC-II bén trong 50 ¢dp bazo cla vi tri dich.

Trong quy trinh khéc, Quy trinh 33, sang ché dé xuat quy trinh, nhu dugc dé xuit
trong Quy trinh 32, trong d6 nucleaza duoc dan béi ARN thir nhét va gARN thir nhit
tao thanh phtrc hop ribonucleoprotein (RNP) thir nhat.

Trong quy trinh khac, Quy trinh 34, sang ché dé xut quy trinh, nhu duoc dé xuit
theo quy trinh bat ky trong sb céc Quy trinh 28 dén 33, tr ong d6 viéc cai bién & (a) bao
gdm buée phan phdi dén té bao gbe (1) phtre hop ribonucleoprotein (RNP) thir nhét bao
gdm nucleaza dugc dan béi ARN tht nhit va ARN din (g ARN) thir nhat huéng dich vi
tri dich & khang nguyén té bao bach ciu nguoi MHC-I hoac MHC-II hoéc thanh phin
hoidc yéu té diéu hoa phién ma ctia locut gen phire hop MHC-T hodc MHC-II va (2) vecto
thir nhit bao gdm axit nucleic thu nhat, axit nucleic thir nhat bao gom (i) trinh tu
nucleotit tuong dong voi vung duoc dinh vi ¢ bén tréi cta vi trf dich & khang nguyén té
bao bach cau nguoi MHC-I hoac MHC-II hodc thanh ph?m hoac yéu t6 diéu hoa phién
ma cua locut gen phic hgp MHC-I hoic MHC-II, (ii) trinh tu nucleotit ma hoa yéu (6
sinh dung nap mién dich tht nhat, va (iii) trinh tu nucleotit twong dong véi vung dugc
dinh vi ¢ bén phai cta vi tri dich ¢ khang nguyén té bao bach ciu nguoi MHC-I hoic
MHC-II hogc thanh phan hoic yéu td diéu hoa phi€n ma ctia locut gen phirc hop MHC-
[ hogc MHC-II, trong d6 khang nguyén té bao bach ciu nguo1i MHC-I hodc MHC-I]
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hodc thanh phan hodc yéu t6 diéu hoa phién ma ctia locut gen phuce hop MHC-I hoic
MHC-II dugc phan tach ¢ vi tri dich va axit nucleic thu nhit bao gbdm trinh tu nucleotit
ma hoa yéu t6 sinh dung nap mién dich tht nhét duge chen vao trong khang nguyén té
bio bach cAu ngudi MHC-T hoic MHC-II hoge thanh phin hoge yéu té diéu hoa phién
mi ctia locut gen phitc hgp MHC-T hodc MHC-IL, nho do lam dut doan khang nguyén
~ t& bao bach cau nguoi MHC-1 hoac MHC-IT hoac thanh phan hodc yéu to diéu hoa phién

ma cta gen phuac hop MHC-I hoge MHC-II.

Trong quy trinh khéac, Quy trinh 34A, sang ché dé xuét phuong phap. nhu duge
d8 xudt bai Quy trinh 34, trong dé axit nucleic dugc chen vao trong khang nguycn té
bio bach cAu ngudi MHC-T hodc MHC-1I hogc thanh phan hoge yéu té diéu hoa phién

mi ctia locut gen phitc hgp MHC-I hodc MHC-1I bén trong 50 cap bazo cta vi tri dich.

Trong quy trinh khac, Quy trinh 35, sang ché dé xuit quy trinh, nhu dugc dé xudt
theo quy trinh bét ky trong s6 cac Quy trinh 28 dén 34, trong do khang nguyén té bao
bach cau ngudi MHC-I hoge MHC-II hogce thanh phé”m hoac yéu td diéu hoa phién ma
ctia gen phirc hop MHC-I hogc MHC-II 1a HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DP, HLA-
DM, HLA-DOA, HLA-DOB, HLA-DQ, HLA-DR. B2M, NLRCS5, CIITA, RFXS,
RFXAP, hoic REXANK.

Trong quy trinh khac, Quy trinh 36, sang ché dé xuat quy trinh, nhu duoc dé xuat
theo quy trinh bét ky trong s6 cac Quy trinh 28 dén 35, trong do khang nguyén té bao
bach cdu ngudi MHC-I hodc MHC-II hogc thanh phan hoic yéu td diéu hoa phién ma

ctia gen phtic hop MHC-I hodc MHC-11 la B2M.

Trong quy trinh khac, Quy trinh 37, sang ché dé xuat quy trinh, nhu duoc dé xuat
trong Quy trinh 36, trong do trinh ty nucleotit ctia (a)(2)(1) vé co ban gom SEQ ID NO:
7. va trinh tu nucleotit cta (a)(2)(iii) vé co ban gdm SEQ ID NO: 13.

Trong quy trinh khéc, Quy trinh 38, sang ché dé xuat quy trinh, nhu dugc dé xuit
trong Quy trinh 36 hoac 37, trong d6 gARN thir nhit bao gdm trinh tu ving dém tuong
{ing v6i trinh ty dich gdm SEQ ID NO: 2.

Trong quy trinh khéc, Quy trinh 39, sang ché dé xuét quy trinh, nhu dugc dé xuat

theo quy trinh bét ky trong sb cac Quy trinh 32 dén 38, trong do nucleaza dugc dan boi

ARN thr nhét 1a Cas9 nucleaza.
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Trong quy trinh khac, Quy trinh 40 sang ché dé xuét quy trinh, nhu duoc dé xuat
trong Quy trinh 39, trong d6 Cas9 nucleaza duoc lién két voi it nhat mot tin hiéu dinh

vi nhan.

Trong quy trinh khac, Quy trinh 41, sang ché dé xuit quy trinh, nhu duoc dé xuat
theo quy trinh bét ky trong sb cac Quy trinh 32 dén 40. trong d6 RNP tht nhit bao gdm

ti 1€ mol cua gARN thir nhit:nucleaza duoc dan boi ARN thu nhét 1a 3:1.

Trong quy trinh khac, Quy trinh 42, sang ché dé xuat quy trinh, nhu duoc dé xuat
theo quy trinh bat ky trong s6 cac Quy trinh 28 dén 41, trong d6 yéu t sinh dung nap
mién dich tht nhat 1a PD-L1, HLA-E, HLA-G, CTLA-4. hoac CD47.

Trong quy trinh khac, Quy trinh 43, sang ché dé xuat quy trinh, nhu dugc dé xuat
theo quy trinh bat ky trong sb cac Quy trinh 28 dén 42, trong d6 trinh tu nucleotit ma
hoa yéu t§ sinh dung nap mién dich thar nhit duoc lién két hoat dong voi trinh tu kKhoi

dong.

Trong quy trinh khac, Quy trinh 44, sang ché dé xudt quy trinh, nhu dugc dé xudt
trong Quy trinh 43, trong d6 trinh tu khoi dong la trinh tu khoi dong CMV, EF la, PGK,
CAG, hoac UBC.

Trong quy trinh khac, Quy trinh 45, sang ché dé xuét quy trinh, nhu dugc dé xudt
theo quy trinh bét ky trong s6 cac Quy trinh 28 dén 44, trong d6 yéu to sinh dung nap
mién dich tht nhat 1a PD-L1.

Trong quy trinh khac, Quy trinh 46. sang ché d¢ xudt quy trinh, nhu dugc dé xut
trong Quy trinh 45, trong do trinh ty nucleotit ma hoa PD-L1 vé co ban gom SEQ ID
NO: 11.

Trong quy trinh khac, Quy trinh 47, sang ché dé xudt quy trinh, nhu dugc dé xudt
trong Quy trinh 46, trong do trinh tu nucleotit ma hoa PD-L1 duoc lién két hoat dong

véi trinh tu khoi dong CAG.

Trong quy trinh khéc, Quy trinh 48, sang ché dé xuat quy trinh, nhu dugc dé xuét
theo quy trinh bét ky trong sd cac Quy trinh 45 dén 47, trong d6 vecto thi nhit bao gdbm
trinh tu nucleotit gdm SEQ ID NO: 33.

Trong quy trinh khac, Quy trinh 49, sang ché dé xuat quy trinh, nhu dugce dé xudt

theo quy trinh bét ky trong s6 cac Quy trinh 28 dén 48, trong do viéc cai bién 6 (c) bao
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gdm bude phan phdi dén t& bao gde (1) nucleaza duge din bdi ARN thit hai va ARN
dan (gARN) tht hai huéng dich vi tri dich & locut gen yéu td sdng sot va (2) vecto thi
hai bao gém axit nucleic thir hai, axit nucleic tht hai bao g61n (1) trinh tu nucleotit twong
dong v6i ving duoc dinh vi & bén trai cla vi trf dich & locut gen yéu td song sot, (ii)
trinh ty nucleotit ma hoa yéu tb sinh dung nap mién dich thir hai, va (iii) trinh tu nucleotit
twong ddng v&i ving duoe dinh vi & bén phdi ctia vi tri dich & locut gen yéu t6 s6ng sot,
trong d6 locut gen yéu t sdng sot duoc phén tach ¢ vi tri dich va axit nucleic thtr hai
bao gdm trinh ty nucleotit ma hoa yéu t6 sinh dung nap mién dich tht hai dugc chén

vao trong locut gen yéu t0 song sot, nho d6 lam dit doan gen yéu t6 song sot.

Trong quy trinh khéc, Quy trinh 49A, sang ché dé xuét phuong phédp, nhu duoc
dé& xuét boi Quy trinh 49, trong do6 axit nucleic duge chén vao trong locut gen yéu t6

sdng s6t bén trong 50 cap bazo cua vi tri dich.

Trong quy trinh khéc, Quy trinh 50, sang ché dé xuét quy trinh, nhu duoc dé xuit
trong Quy trinh 49, trong d6 nucleaza duogc dan boi ARN thir hai va gARN thu hai tao
thanh phirc hop ribonucleoprotein (RNP) tht hai.

Trong quy trinh khac, Quy trinh 51, sang ché dé xuat quy trinh, nhu duogc dé xuit
theo quy trinh bat ky trong sb cac Quy trinh 28 dén 48, trong d6 viée cai bién & (¢) bao
gdém budc phan phéi dén té bao duong tinh yéu té sinh dung nap mién dich thu nhat (1)
phuc hop ribonucleoprotein (RNP) thir hai bao gdm nucleaza duoc din boi ARN thi
hai va& ARN dan (gARN) tht hai hudéng dich vi tri dich ¢ locut gen yéu tH song sot va
(2) vecto thir hai bao gom axit nucleic tht hai, axit nucleic thi hai bao gom (i) trinh tu
nucleotit trong dong véi vung dugc dinh vi ¢ bén trai cta vi trf dich & locut gen yéu 6
sdng sét, (ii) trinh tu nucleotit ma hoa yéu td sinh dung nap mién dich th( hai, va (ii1)
trinh tu nucleotit twong dong voéi vung duoc dinh vi ¢ bén phai cia vi tri dich & locut
gen yéu tb song st th hai, trong d6 locut gen yéu td song sot duoc phan tach & vi tri
dich va axit nucleic tht hai bao gdm trinh tu nucleotit ma hoa yéu td sinh dung nap mién
dich thtr hai duge chen vao trong locut gen yéu (4 song sot, nho dé lam dat doan gen

y€u to song sot.

Trong quy trinh khdc, Quy trinh 51A, sang ché dé xuét phuong phép, nhu duoc
dé xuét boi Quy trinh 51, trong do axit nucleic duoc chén vao trong locut gen yéu 6

song sét bén trong 50 cap bazo ctia vi tri dich.
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Trong quy trinh khéc, Quy trinh 52, séng ché dé xudt quy trinh, nhu duoc dé xut
theo quy trinh bét ky trong sb cac Quy trinh 28 dén 51, trong do gen song st 1a TXNIP,
ZNF143, FOXO1, INK, hoac MANF.

Trong quy trinh khéc, Quy trinh 53, sdng ché dé xuét quy trinh, nhu duoc dé xuit

trong Quy trinh 52, trong d6 gen séng sot 1a TXNIP.

Trong quy trinh khéc, Quy trinh 54, sing ché dé xuét quy trinh, nhu duoc dé xuat
trong Quy trinh 53, trong d6 gARN tht hai bao gdm trinh tu viing dém tuong trng voi
trinh tu dich gdm SEQ ID NO: 20.

Trong quy trinh khac, Quy trinh 55, sang ché dé xuét quy trinh, nhu duoc dé xudt
trong Quy trinh 52 hodc 53, trong d6 trinh tu nucleotit ctia (¢)(2)(1) vé co ban 26m SEQ
ID NO: 25, va trinh tu nucleotit ctia (¢)(2)(iii) vé co ban gdm SEQ ID NO: 32,

Trong quy trinh khéc, Quy trinh 56, sang ché dé xuat quy trinh, nhu duoc dé xudt
theo quy trinh bat ky trong s cac Quy trinh 49 dén 55, trong dé nucleaza dugce din boi

ARN thu hai 1a Cas9 nucleaza.

Trong quy trinh khac, Quy trinh 57, sang ché dé xuat quy trinh, nhu duoc dé xuAt
trong Quy trinh 56, trong d6 Cas9 nucleaza duoc lién két v6i it nhit mot tin hiéu dinh

vi nhan.

Trong quy trinh khac, Quy trinh 58, sang ché d¢ xudt quy trinh, nhu duoc dé xudt
theo quy trinh bat ky trong sb cac Quy trinh 49 dén 57, trong d6 RNP thir hai bao 26m
ti 1¢ mol ctia gARN thir hai:nucleaza duoc dan béi ARN tha hai 1a 3:1.

Trong quy trinh khac, Quy trinh 59, sang ché dé xuét quy trinh, nhu duge dé xuét

theo quy trinh bat ky trong s6 cic Quy trinh 49 dén 58, trong d6 yéu td sinh dung nap
mién dich tht hai 1a PD-L1, HLA-E, HLA-G, CTLA-4, hoic CD47.

Trong quy trinh khac, Quy trinh 60. sang ché d¢ xudt quy trinh, nhu duge dé xuit
theo quy trinh bét ky trong s6 cac Quy trinh 28 dén 59, trong do trinh tu nucleotit ma
héa yéu t6 sinh dung nap mién dich thi hai dugc lién két hoat dong véi trinh tr khoi
dong.

Trong quy trinh khdc, Quy trinh 61, sédng ché d¢ xudt quy trinh, nhu duge dé xudt

trong Quy trinh 60, trong d6 trinh tu khoi dong la trinh (v khoi dong CMV, EFla, PGK,
CAG, hoac UBC.
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Trong quy trinh khdc, Quy trinh 62, sang ché¢ dé xuat quy trinh, nhu dugc dé xuat
theo quy trinh bat ky trong s6 cdc Quy trinh 28 dén 61, trong dé yéu to sinh dung nap

mién dich tha hai 1a HLA-E.

Trong quy trinh khic, Quy trinh 63, sdng ché dé xuét quy trinh, nhu duoc dé xuét
trong Quy trinh 62, trong d6 trinh tu nucleotit ma hoa HLA-E bao gém trinh tu ma hoa
trime HLA-E bao gdm peptit tin hiéu B2M duoc dung hop voi peptit trinh dién HLA-G
dugc dung hop v6i protein mang B2M dugc dung hop voi HLA-E ma khong ¢6 peptit
tin hiéu cuia no.

Trong quy trinh khac, Quy trinh 64, sang ché dé xuit quy trinh, nhu duoc dé xuét
trong Quy trinh 63, trong d6 trinh ty ma hoa trime HLA-E vé co ban g6111 SEQ ID NO:
55.

Trong quy trinh khac, Quy trinh 65, sang ché dé xuat quy trinh, nhu duoc dé xudt
trong Quy trinh 63 hoiic 64, trong d6 trinh tu nucleotit ma hoa HLA-E duoc lién két hoat

dong véi trinh ty khoi dong CAG.

Trong quy trinh khac, Quy trinh 66, sang ché dé xuat quy trinh, nhu duoc dé xuét
theo quy trinh bét ky trong sb cac Quy trinh 62 dén 65, trong d6 vecto thir hai bao gdm

trinh tu nucleotit gém SEQ ID NO: 34 hoac 56.

Trong quy trinh khac, Quy trinh 67. sang ché d& xuét quy trinh, nhu duoc dé xuét
theo quy trinh bat ky trong s6 cac Quy trinh 28 dén 66, trong d6 phan loai té bao don ¢
() bao gdbm phan loai té bao duoc kich hoat boi huynh quang (FACS), tich dong té bao

don, nhan rong t& bao dugc phan loai té bao don nay, hodc su két hop cua ching.

Trong quy trinh khac, Quy trinh 68, sang ché d¢ xuét quy trinh, nhu duoc dé xuit
theo quy trinh bat ky trong s cac Quy trinh 28 dén 67, trong dé viéc phan tich dic diém
& (f) bao gdm sy phan tich ADN dbi voi tinh trang tiép hop giao tir va/hoic dic tinh

indel.

Trong quy trinh khac, Quy trinh 69, sang ché d¢ xuét quy trinh, nhu duoc dé xual
theo quy trinh bat ky trong sb céc Quy trinh 28 dén 68, trong do viée phén tich dac diém
& (f) bao gdm sur phén tich t& bao déi voi hinh thai hoc, kha ning song duoc, tao kiéu

nhén, mtc do ndi doc 0, cdec mire mycoplasma, phéan tich trang dich/ngoai dich, su cai
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xen vecto ngau nhién, Cas9 du, vecto du, tinh trang da ning, kha ning biét hoa, hodc su
két hop ctia chiing.

Trong quy trinh khéc, Quy trinh 70, sdng ché dé xuét quy trinh, nhu duoc dé xuét
theo quy trinh bat ky trong s6 cac Quy trinh 28 dén 69, trong d6 quy trinh nay con bao

gbm buée 1am dong lanh truéc khi phén tich dic diém o ().

VIL Vi du thuwe hién sing ché

Céac vi du dudi day mo ta viéc tao ra va phan tich dac diém cua (¢ bao cho van

nang cu thé theo sang ché.

Vidu 1: Duy tri va nhan rong té bao

Duy tri hESC/hiPSC. Té bao cua dong té bao gde phoi nguoi CyT49 (dong té
bao hES ¢6 s& hitu, ViaCyte, Inc., San Diego, CA) duogc duy tri, nudi cdy. cdy chuyén,
tang sinh, va cdy gidng nhu duoc m ta trong Schulz et al. (2012) PLoS ONE 7(5):
€37004. Té bao CyT49 duoc phan ly bang cach st dung ACCUTASE® (Stemcell
Technologies 07920 hodc twong duong).

Té bao gdc da nang duoc cam ung cia ngudi (hiPSC), nhu dong té bao TC1133
(Lonza), dugc duy tri trong StemFlex Complete (Life Technologies, A3349401) trén dia
nudi ciy mé dugce phi BIOLAMININ 521 CTG (BioLamina Cat# CT521). Cac dia nay
duoc phu truée bing dich pha loang 1:10 hodc 1:20 cia BIOLAMININ trong DPBS,
canxi, magie (Life Technologies, 14040133) trong thoi gian 2 gid' & nhiét do 37°C. Té
bao nay duogc cho an hang ngay bang moi truong StemFlex. Dé cdy chuyén té bao, ciing
mat do cta t& bao nhu dbi voi CyT49 duoc sir dung. Dé cy vao dia cac té bao nhu cdc
té bao don 1¢, té bao dugc cy voi chit bd sung RevitaCell™ 1% (100X) (Thermofisher

Cat#A2644501) trong StemFlex trén dia dugc phu BIOL AMININ.

Tach dong té bao don 1é cia hPSC. Ddi v6i viée tach dong té bao don, hPSC
(hESC hoic hiPSC) dugc cip StemFlex Complete v6i Revitacell (ndng do cudi 1a 1X
Revitacell) 3-4 gid trude khi phan ly bang ACCUTASE®. Sau khi phén ly. té bao duoc
sap xép dudi dang céac té bao don 1¢ trong mdi giéng cua dia nudi cdy mo 96 giéng dugc

phtt BIOLAMININ. May phan loai WOLF FACS (Nanocellect) duoc sir dung dé sip
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xép céac té bao don 1é vao cac giéng. Cac dia nay duoc nap trudc bing 100-200 pl
StemFlex Complete v6i Revitacell. Ba ngay sau khi cdy té bao, t& bao duoc cip
StemFlex méi va tiép tuc duge cap hai ngay mot 1an bang 100-200 pl moi truong. Sau
khi sinh truéng 10 ngay, t& bao duoc cho an hang ngay bing StemFlex dén ngay 12-14.
Vao ltc nay, cac dia ndy duoc phan ly bing ACCUTASE® va huyén phu té bao da duoc
thu gom duogc chia ra 1:2 v6i mdt nira cho vao dia 96 giéng moi dé duy tri va mot nira
cho vao dung dich chiét ADN QuickExtract™ ADN Extraction Solution (Lucigen). Sau
khi chiét ADN, PCR dugc thyuc hién dé danh gia sy c6 mat hodc khong c6 mat clia su
chinh sira gen mong muén tai locut ADN dugc huéng dich. Viéc giai trinh tu Sanger

duoc st dung dé xac nhan cac chinh stta mong muon.

Sw mé rong ciia cac dong hPSC c6 ngudn goc tir té bao don 1é. Ddi véi CyT49
(ViaCyte), cac dong v tinh duoc huéng dich thanh cong duoc cdy chuyén lén trén céc
dia 24 giéng bang mdi truong 10% XF KSR A10H10 tinh khiét nhung trén cac dia duoc
phtt BIOLAMININ. Sau giai doan 24 giéng, cac dong vo tinh CyT49 duoc cdy chuyén
nhu dugc mo ta trong Schulz et al. (2012) PLoS ONE 7(5): e37004.

Péi v6i hiPSC (TC1133), té bao duge duy tri trong StemFlex Complete trong
subt qua trinh tich dong va duy tri thuong xuyén trén cac dia duge phit BIOLAMININ

v6i Revitacell & tat ca cac giai doan cay chuyén.

Vi du 2: Tao ra té bao goc da ning ngwoi bi bit hoat (KO) B2M (hPSC)

Sw chon lgpc ARN din (gARN) d6i véi B2M trong hPSC. Ba gARN hudng
dich B2M dugc thiét ké dé hudng dich exon 1 cua trinh tu ma hoa B2M. Cac gARN
nay da du doan cac diém ngoai dich thip dwa vao su du doan do twong dong trinh tu sir
dung phan mém thiét k& gARN. Trinh tu dich cia cac gARN duoc trinh bay trong Bang
1. gARN bao gdm trinh tt ARN twong ting v6i trinh tu ADN dich.

Bang 1. Trinh ty dich B2M gARN

Tén Trinh tw dich (5°-3") SEQID NO: | PAM
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B2M-1 gARN | GCTACTCTCTCTTTCTGGCC TGG
(Exon 1 _T12)

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

B2M-3 gARN | CGCGAGCACAGCTAAGGCCA CGG
(Exon 1 _T8)

Exon1 T1 TATAAGTGGAGGCGTCGCGC 35 1TGG
Exon1 T3 GAGTAGCGCGAGCACAGCTA 36 AGG
Exon 1 T4 ACTGGACGCGTCGCGCTGGC 37 GGG "
Exon 1 T5 AAGTGGAGGCGTCGCGCTGG 38 CGG
Exon1 T6 GGCCACGGAGCGAGACATCT 39 CGG
Exon 1 T7 GCCCGAATGCTGTCAGCTTC 40 AGG
Exon 1 T9 CTCGCGCTACTCTCTCTTTC 41 TGG
Exon1 TI10 TCCTGAAGCTGACAGCATTC 42 GGG
Exon1 TI11 TTCCTGAAGCTGACAGCATT 43 CGG
Exon1 TI13 ACTCTCTCTTTCTGGCCTGG 44 AGG

Dé danh gid hiéu qua cit cta ching & cac hPSC, té bao CyT49 (dong té bao hES

¢6 s& hitu ctia ViaCyte) duge tao xung dién st dung may xung dién Neon (Hé chuyén

nap Neon ThermoFisher Cat# MPK5000) v6i hon hop ribonucleoprotein (RNP) cta

protein Cas9 (Biomay) va ARN dan (Synthego) (Xem Bang 3 d6i véi céc trinh tu gARN)

& ti 16 mol 1a 3:1 (gARN:Cas9) v6i cic gia tri tuyét ddi 1a 125 pmol Cas9 va 375 pmol

gARN. Dé tao thanh phirc hgp RNP, gARN va Cas9 duoc két hop trong mot lo véi dém
R (Kit h¢ chuyén nap Neon 100 pL ThermoFisher Cat# MPK 10096) dén tong thé tich
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25 pL va dugc U trong 15 phut & nhiét d§ phong. Té bao duoc phan ly bing cach st
dung ACCUTASE®, sau d6 dugc tai tao huyén phil trong méi truong DMEM/F12
(Gibco, cat#11320033), duge dém bang cach sir dung NC-200 (Chemometec) va duoc
ly tim. Tdéng cong 1x10° t& bao duoc tai tao huyén phi véi phire hop RNP va chat dém
R dugc bd sung dén tong thé tich bang 125 pl. Sau do, hdn hop nay dugc tao xung dién
v6i 2 xung trong 30 mili gidy & 1100 V. Sau khi xung dién, cac t& bao duoc huat bing
pipet ra vao trong 6ng Eppendorf dugc nap mdi truong StemFlex voi RevitaCell. Sau
d6 huyén phu té bao nay duoc cdy vao trong dia nudi cdy mo da dugc phu trude bang
BIOLAMININ 521 CTG & d9 pha lodng 1:20. Céc té bao dugc nudi cdy trong ti 0 ¢6
murc oxy binh thuong (37°C, 8% CO») trong 48 gid. Sau 48 git, ADN hé gen duoc thu
hoach tir t& bao bang cich su dung QuickExtract (Lucigen, Middleton, WI;
Cat#QE09050).

PCR d6i v6i trinh tw B2M dich duoc thuc hién va ADN da khuéch dai thu duoc
duge danh gid vé hidu qua cit bang cach phan tich TIDE. PCR déi vai cdc ving lién
quan dugc thuc hién biang cach st dung Platinum Taq Supermix (Invitrogen,
cat#125320176 va Cat# 11495017). Trinh tu clia cac mdi PCR duoge trinh bay trong

Béang 2; va cac diéu kién 18p chu ky duogc dua ra trong Bang 3.

Bang 2. Cac doan mdi B2M TIDE

Tén Loai Trinh tu (5°-3%) SEQ ID NO:
B2MF2 | xu6i CAGACAGCAAACTCACCCAG | 4
B2MR2 | nguoc AAACTTTGTCCCGACCCTCC |5

Biang 3. Cac thong s6 1ap chu ky B2M PCR

Buée Nhiét do Thoi gian Chu ky
Su bién tinh 94°C 2 phut 1
Su bién tinh 94°C 15 gidy 38
]
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Gén mbi 55°C°C 30 gidy

Dubi 68°C 45 giay

Kéo dai 68°C 5 phut 1
Gitr 4 gitr

Cac san phém khuéeh dai thu duge duoc dua di lam sach PCR va giai trinh tu
Sanger. Két qua giai trinh tu Sanger duoc nhip vao phdn mém Tsunami cling voi trinh
tu dan. Ti 1¢ phan trdm va sy x4c dinh indel duoc tinh bing phan mém. Sau do gARN
cu thé duoc chon dua trén tdn sudt indel cla ching trong hPSC. Hinh 1 thé hién hiéu

qué cét cua cic gARN cia B2M-1, B2M-2, va B2M-3.

Su 1&ch dich ctia gARN dugc chon duoc dénh gia @ ADN ¢ ngudn goc tir té bao
géc béng cach st dung phan tich bat gifr thé lai ctia céc vi tri duoce du doan do tuong (u
trinh tu. B2M-2 va B2M-3 din khong thé hién tac dung I¢ch dich co thé phat hién duogc.
B2M-2 gARN dugc chon détaora dong khac do hoat tinh trung dich cao ctia n6 va hoat
tinh I¢ch dich khong thé phat hién duoc.

Sw tao ra va su xac dinh dic diém dong B2M KO hPSC. Su dung B2M-2
gARN, CyT49 hESC (ViaCyte) duoc tao xung dién va dugc phan loai té bao don 3 ngay
sau khi xung dién st dung mdy phan loai WOLF FACS (Nanocellect) vao trong céc dia
96 giéng dugc phi BIOLAMININ 521 CTG v6i StemFlex va Revitacell. Cac té bio
don dugc cdy vao dia dugc nudi trong tu U ¢6 muc oxy binh thudong (37°C, 8% CO»)
v6i sy thay ddi méi trudng cach ngay téi khi khuan lac di 1on dé tai cdy gidng la cac (&
bao don. Khi hop luu, cdc miu duge chia ra dé duy tri va chiét ADN hé gen.

Tinh trang B2M KO ctia dong dugc xac dinh thong qua PCR va viéc giai trinh tu
Sanger. Céc trinh ty ADN thu dugc ctia ving B2M dich dugc cin trinh (u trong phén
mém Snapgene dé xac dinh do tuong dong va tinh trang tiép hop giao t&. Dong vo tinh
c6 su chinh stta mong mubn duoc mé rong va dugc xac nhan thém thong qua viéc danh
gid dém té bao theo dong dbi véi su biéu hién B2M (Xem Bang 4 vé danh sich cua
khang thé dugc st dung). Céc dong vo tinh dugc danh gid ¢ va khong ¢6 su diéu tri

bang Interferon-gamma (25 ng/mL, R & D Systems, 285-1'). Hinh 2A th¢ hi¢n su biéu
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hién B2M & té bao kiéu dai va Hinh 2B thé hién su bicu hién B2M 6 ¢ bio B2M KO.
Tinh trang kiéu nhan ctia dong dugc danh gia thong qua dich vu Cell Line Genetics

(Madison, WI) va kiéu nhan binh thuong duoc bdo cdo.

Bang 4. Khang thé dé dém té bao theo dong da niing

Khing Chéit huynh ]
Dong vo tinh Nha sdan xuat | Danh muc #
nguyén quang
BD
Oct3/4 40/3 Alexa 647 ' 560329
Bioscience
BD
SOX2 030-678 PE 562195
Bioscience
B2M 2M2 PE Biolegend 316305
HLA-ABC W6/32 Alexa 488 Biolegend 311415
BD
N/A
mlgG1 kappa PE Bioscience 555749
PD-L1 B7-H1 Alexa-488 ThermoFisher | 53-5983-42
HLA-E 3D12 PE ThermoFisher | 12-9953-42

Dong vo tinh dugc x4c nhan la gilt lai tinh da nang thong qua vicc dém té bao
theo dong ndi bao doi véi céc chi thi da naing OCT4 va SOX2. Dong vo tinh da ning
da duogc xac nhan duoc biét héa thanh té bao tién than noi tiét tuy bang cich s dung

phuong phép da dugc thiét 1ap trude day (Schulz et al. (2012) PLoS ONE 7(5): 37004).

Vidu3: Sutao ra 1¢ bao goc da ning B2M KO/ dinh vao (KI) PD-L1 6 ngioi (hPSC)

Thiét ké chién lwoc B2M KO/PD-L1 KI. Thiét ké plasmit dé chén PD-L1
(CD274) vao locut B2M dugce tao ra nhd do codon bat dau ctia B2M duoc loai bo sau

khi trai qua su sira chita dinh huéng tuong dong (HDR) dé chén PD-L1, tha tiéu bat ky
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co hoi nao ctia sw biéu hién B2M mot phan. Hinh 3 hé hién so db cta plasinit va Bang
5 xé4c dinh cac thanh phan va vi tri ¢ trong d6. Plasmit cho chira trinh tu khoi dong
CAGGS diéu khién cADN ctia PD-L1 duoc gin sudn bang cac nhanh tuong dong c6
800 cip bazo véi trinh tur gidng hét véi locut B2M xung quanh exon 1. Trinh tu hoan

chinh ctia plasmit bao gdm SEQ ID NO: 33.

Bang 5. Cac thanh phén ciia Plasmit cho B2M-CAGGS-PD-L1

Thanh phén Vi tri (kich thudéce [SEQ ID NG:
theo bp)

ITR bén trai 1-130 (130) 6

LHA-B2M 145-944 (800) U

trinh tu ting cuong CMV 973-1352 (380) 3

trinh tw khéi dong B-actin ga | 1355-1630 (276) 9

intron kham 1631-2639 (1009) |10
PD-L1 2684-3556 (873) 11
tin hiéu bGH poly(A) 3574-3798 (225) 12
RHA-B2M 3805-4604 (800) 13
ITR bén phai 4646-4786 (141) 14
Plasmit nguyén ven 7133 bp 33

B2M-2 gARN duge st dung dé lam thudn loi cho su cai xen ctia gen chuyén PD-
L1 tailocut B2ZM dich. Plasmit cho PD-L1 dugc dua vao cung v6i phicc hop RNP duoc
tao thanh boi gARN hudng dich B2M va protein Cas9. Mai 1 triéu ¢ bao CyT49
(ViaCyte), 4 pg ADN plasmit dugc phan phéi ciing voi RNP. Su xung dién duge thuc
hién nhu duge mo6 ta trong Vi du 2. Bay ngay sau khi xung dién, t& bao duoc sap xép

ddi v6i sy biéu hién PD-L1 bé mit bang cach su dung thiét bi sap xép WOLF FACS
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(Nanocellect) vao dia 96 giéng dugc phu BIOLAMININ 521 CTG véi StemFlex voi
RevitaCell. Dé sap xép bang FACS, té bao chua duoc chinh sira dong vai (ro lam doi

chirng 4m. Té bao duong tinh PD-L1 dugc chon dé sap x€p va tach dong t¢ bao don 1¢.

Dé phat hién su biéu hién PD-L1 bé mat, khang thé huynh quang khing-PD-L |
duoc st dung (xem Bang 4). Céc té bao don duoc cdy vao dia duoc nudi trong ti u ¢o
murc oxy binh thudng (37°C, 8% CO2) véi su thay doi moi trudng cach ngay téi khi
khudn lac da 16n dé tai cdy gibng 1a céc té bao don. Khi hop luu, cdc miu duge chia ra

dé duy tri va chiét ADN hé gen.

Céc dong dugc hudng dich ding dugc xdc dinh thong qua PCR dbi vai su cai
xen dinh vao (KI) PD-L1 bang cach str dung cac doan moi ma khuéch dai ving tur bén
ngoai cac nhanh trong ddng plasmit dén chd cai xen PD-L1 ¢cADN gitip cho chi ¢o thé
khuéch dai ADN duoc tich hop KI. Su cai xen tring dich dugc thir nghiém ve tinh tran g
tiép hop giao tir bing PCR dé danh gia KI da xay ra theo phuong thirc di hop tir hay
ddng hop tir. Néu dong vo tinh di hop tir duge xéc dinh, alen am KI dugc g dé giai
trinh ty Sanger dé x4c dinh rang n6 chua indel lam dut doan B2M 6 alen khong KI. Cac
dong KI dung véi sy dit doan B2M hoan toan (thong qua su cai xen Ki hodc su (ao
thanh indel) dugc mé rong trong dinh dang nudi cdy mo tang dan dén khi dat dén kich
thuée quan thé 1a 30 tridu té bao. Xap xi 10 dong duge md rong theo phuong thirc nay
va dugc xac nhén 1a da ning bing cach thir nghiém déi véi OCT4 va SOX2 thong qua
viée dém té bao theo dong ndi bao (Hinh 4). Sau do cac dong ma da vuot qua cac thir
nghiém néu trén, dugc thir nghiém thém dé phan tich kiéu nhan (Cell Line Genetics),
nhu duge md ta dudi ddy. Ngoai ra, sau d6 cac dong duoc thir nghiém vé tham quyén
ctia chiing dé biét hoa thanh tién than noi bi tuy (PEC) thong qua quy trinh da duge thiét
1ap (Schulz et al. (2012) PLoS ONE 7(5): €37004), nhu duoc mé ta dudi diy. Su mét
di cia B2M duoc xac nhan tiép boi viée thiéu su biéu hién ctia B2M c¢6 hoic khong co
su xtt Iy Interferon-gamma (25 ng/ml, R & D Systems, 285-IF) thong qua viée dém té
bao theo dong. Hinh 5A va 5B thé hién su biéu hién PD-L1 1an luot trong té bao kiéu
dai va té bao KO B2M/KI PD-L1.

Vi du 4: Phin tich kiéu nhan cia dong dia duoc chinh sica
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Phén tich xac dinh kiéu nhén bing G ciia té bao gbc phdi (ES) dwoc chinh

sita. 1 triéu t€ bao ES da duoc bién tdp dugc cay chuyén vao binh thét c6 nudi cay T-

25 véi moi trudong nudi cdy (DMEM/F12+10% KSR khong chira Xeno véi 10 ng/mL

Activin va 10 ng/mL Heregulin). Sau khinudi ciy qua dém, ba binh thot c¢6 nudi cayT25

duoc chuyén sang Cytogenetics Laboratory (Cell Line Genetics, Inc.) dé phén tich xac

dinh kiéu nhan; phan tich FISH d6i voi nhiém sac thé 1, 12, 17, 20; va phén tich lai héa

hé gen so sdénh méng (aCGH) véi mang 8x60K tiéu chuan. Céc két qua lap bing G cua

céc t€ bao dugce chon dugce tao xung dién véi cac trinh tu din khong cat (“NCG™), cac

dong vo tinh B2M KO, va cdc dong vo tinh B2M KO/PD-L1 KI (*V1-A") duoc trinh

bay trong Bang 6.

Bang 6. Két qua xac dinh kiéu nhan bing G

Dong  té | Loai Ciy Phan  tich | Phin tich | Phan tich

bao chuyén | kiéu nhdn | FISH ning

aCGH

NCG#1 doan dan khong cit | P36 Binh thuong | Binh VUOT
thuong QUA

NCG#2 doan dan khong cit | P36 Binh thuong | Binh VUOT
thuong QUA

B2M B2M KO P38 Binh thuong | Binh VUOT
KO#1 thuong QUA

B2M B2M KO P36 Binh thuong | Binh vUOT
KO#2 thuong QUA

B2M B2M KO P36 Binh thuong | Binh VUOT
KO#3 thuong QUA

V1-A003 |B2M KO/PD-L1 | P37 Binh thuong | Binh VUQT
KI thuong QUA
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‘®

V1-A004 |B2M KO/PD-L1 | P38 Binh thuong | Binh VUQT
' KI N thuong | QUA
V1-A007 |B2M KO/PD-L1 | P37 Binh thudng | Binh VUQT
KI thuong | QUA
V1-A008 |B2M KO/PD-L1 | P38 Binh thuong | Binh VUQT
KI | thuong | QUA

Vi du 5: Sw biét héa ciia té bao goc phéi ngwoi dwoc chinh sika thanh té bao ngi bi

tuy (PEC)

Duy tri té bao géc phéi (ES) nguoi da dwoe chinh sira. Té bao gbe phdi nguoi
da duge bién tip & cac 1an cdy chuyén khac nhau (P38-42) dugc cdy & 33.000 té bao/cm?
dé chy chuyén 4 ngay hodc 50.000 té bio/em? dé cdy chuyén 3 ngiy véi mdi truong
hESM (DMEM/F12+10% KSR+ 10 ng/ml Activin A va 10 ng/ml Heregulin) va huyét
thanh AB ngudi 10% cudi cling.

Sw két tu ciia té bao gbc phéi ngwdi da dwoe chinh sira dé biét héa PEC. ES
da duoc bién tp dugc phéan ly thanh cac té bao don 1¢ véi ACCUTASE® va sau d6
dugce ly tim va dugc tai tao huyén phi trong 2% StemPro (Cat#A 1000701, Invitrogen,
CA) trong mdi truodng DMEM/F12 & 1 tridu té bao trong mbi ml, va tdng cong 350-400
tridu té bao dwoc cdy trong mot chai dang con ldn 850 cm? (Cat#431198, Corning, NY)
v6i tbe d6 quay 1a 8 vong/phut +0,5 vong/phut trong 18-20 gid trude khi biét hoa. Khéi
tu ES tir c4c té bao gdc phodi nguoi duge chinh sira duge biét héa thanh cac dong tuy su
dung cdc chai dang con ldn dugc mo ta trong Schulz et al. (2012) PLoS ONE 7(5):
€37004.

Vi du 6: Xdc dinh dic diém ciia t¢ bao néi bi tuy di biét héa (PEC)

DPém té bao theo dong @i voi FOXA2 va SOX17 & Giai doan 1 (DE) va
CHGA, PDX1 va NKX6.1 & giai doan PEC. Khéi tu giai doan 1 thu duoc tir hESC,
hoic khdi tu tuy thu duoc hESC, duoc ria bang PBS va sau d6 dugc phan hiy bang
enzym thanh huyén phu té bao don & 37°C st dung ACCUMAX™ (Catalog# A7089,
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Sigma, MO). Chét dém tach MACS (Cat#130-091-221, Miltenyi Biotec, North Rhine-
Westphalia, Dtrc) dugc bd sung va huyén phu duge cho di qua bd loc 40 pM va duge
tao vién. Dé nhudm ndi bao, té bao duoc c¢b dinh trong 30 phut trong 4% (khéi hrqng/thé
tich) paraformaldehyt, dugc rira trong dém FACS (PBS, 0,1% (_khéi luong/thé tich)
BSA, 0,1% (khéi lugng/thé tich) NaNs) va sau d6 té bao dugc thim bang dém Perm
(PBS, 0,2% (thé tich/thé tich) Triton X-100 (Cat#A16046, Alfa Aesar, MA), 5% (thé
tich/thé tich) huyét thanh lira binh thuong, 0,1% (khdi luong/thé tich) NaNs) trong 30
phtit trén dé va sau d6 dugc rira bing dém rira (PBS, 1% (khdi lugng/thé tich) BSA,
0,1% (khdi luong/thé tich) NaN3). Té bao duge 1 v6i khang thé so cap (Bang 7) duge
pha lodng v6i Chat Pém Phong B& (PBS, Triton X-100 0,1% (thé tich/thé tich), huyét
thanh lira binh thudng 5% (thé tich/thé tich), NaN3 0,1% (khéi lugng/thé tich)) qua dém
& nhiét d6 4°C. Té bao duoc rira trong chit dém IC va sau d6 dugce ¢ véi khang thé thi
chp thich hop trong thoi gian 60 phut & nhiét d6 4°C. Té bao dugc rira trong chit dém
IC va sau d6 trong chit dém FACS. D lidu dém té bao theo dong dugc thu ldy bing
M4y Dém Té Bao Theo Dong NovoCyte (ACEA Biosciences, Brussels). Dit liéu dugc
phan tich bing cach st dung phan mém FlowJo (Tree Star, Inc.). Té bao nguyén ven
duoc xé4c dinh dua trén thiét bi tan sic anh sang tién (goc thap) va bén (gbe vudng, 90°).
Mirc nén dugc udce tinh bang cach str dung ddi ching khang thé va té bao chwa biét hoa.
Trén cac hinh v&, dd thi dém té bao theo dong dai dién duoc thé hién d6i véi mot trong
s cac quan thé con. Céc s dugce bdo céo trong cac hinh v thé hién ti 18 phan tram cua

tong soO t€ bao tir cong t€ bao nguyén ven.

Bang 7. Khéng thé dé dém té bao theo dong dé xic dinh dic diém cia PEC da
biét hoa

Khang Chét huynh | Ngudn Do pha

nguyeén quang loang

SOX17 AF647 BD Bioscience (Cat#562594) 1:50

FOXA2 PE Miltenyi Biotechnology (Cat#130-107- 1:10
773)

PDX1 PE BD Bioscience (Cat#562161) 1:2,5
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NKX6,1 AF647 BD Bioscience (Cat#563338) 1:2,5

CHGA AF405 Novus (Cat#NBP2-33198AF405) 1:1000

O giai doan DE, quan thé ciia t bao dwong tinh kép FOXA2 va SOX17 16n hon
90% tbng s6 té bao tir t& bao biét hoa kiéu dai CyT49. Cac té bao PD-L1 KI/B2M KO
va B2M KO thé hién ti 16 phé“m trim DE c6 thé so sanh dugc so véi céc té bao kidu dai

(Hinh 6 va Hinh 7).

O giai doan PEC, su &&m té bao theo dong dbi véi chromogranin (CHGA), PDX1
va NKX6.1 duoc thuc hién. Quﬁn thé khac loai & giai doan PEC bao gE”)m cac tb tién
tuy va té bao ndi tiét sém (Hinh 8). Tir biéu db hinh tron ca quin thé khac loai (Hinh
9), su phan bd ctia quin thé t& bao tir céc t& bao duoc chinh stra dugc biét hoa (PD-L1

KI/B2M KO hoic B2M KO) 1a twong tu vé6i cac té bao kiéu dai.

ARNseq dwge hwéng dich. ARNseq duge huéng dich dbi v6i phén tich biéu
hién gen dugc thuc hién bang cach sir dung Illumina TruSeq va bang tuy chinh cua cac
oligo huéng dich 111 gen. Bang nay chii yéu chtra cic gen ma 1a chi thi cia céc giai
doan phat trién trong qué trinh biét hoa tuy. Khi két thuc mdi giai doan bi¢t hda, 10 pl
APV (thé tich vién duoc két tu) duoc thu gom va duge chiét bang cach sir dung quy
trinh cot quay Qiagen RNeasy hozic RNeasy 96, bao gdm su xir Iy ADNaza trén cot. Su
dinh luong va su kiém soat chét lugng dugc thuc hién béng cach st dung TapeStation
két hop v6i Qubit, hogc bang cach bang cach sir dung Qiagen QIAxcel. 50-200 ng ARN
duoc xit ly theo quy trinh didu ché thu vién Illumina TruSeq, ma gbém c6 su tong hop
cADN, su lai hoa cua tp hop oligo tity chinh, rira, mé rong, ndi ciia oligo da lién két,
su khuéch dai PCR cua thu vién, va su 1am sach thu vién, trude khi dinh luong va kiém
soat chit lugng cua céc thu vién dSADN thu duoc béng cach st dung TapeStation két
hop \}(’yi Qubit, hodc bing cach béng cach su dung Qiagen QIAxcel. Cac thu vién dugce
pha lodng tiép dén ndng d6 4 nM va duoc gom lai, sau d6 12 1am bién tinh, lam tang vot
d6i chimg PhiX, va pha loang thém dén 10-12 pM truéce khi tai 1én thiét bi x4c dinh trinh
tu Illumina MiSeq. Sau khi chay giai trinh tu, phan tich dit liéu ban dau dugc thuc hién
tu dong thong qua BaseSpace, tao ra s6 dém doc duoc thd déi véi mdi doan do tuy chinh.

D061 v6i moi gen, sau d6 céc so dém doc duge ndy dugce tinh tong d6i véi tat ca cac doan
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do twong ung véi gen do, voi su bd sung 1 sb dém doc dugc (dé ngan chin phép chia
xudi cho 0). Su chuén hoa duoc thuc hién dbi vei gen SF3B2, va két qua doc dugc truc
quan héa theo cach thong thuong dudi dang s6 14n thay d6i so v6i Giai doan 0. Khi dit
lidu duoc xir ly d& phan tich thanh phdn chinh, sy chuén héa dugc thuc hién bing cach

str dung phuong phap DEseq.

Su biéu hién gen duoc chon dugc thé hién trén Hinh 10. Kiéu biu hién dong luc
cua FOXA2, CHGA, PDXI1 va NKX6.] tr cac té bao PD-L1 KI/B2M KO, hoic B2M

KO la twong tu véi té bao kiéu dai.

Xéc nhan sy biéu hién B2M va PD-L1 & giai doan PEC. O giai doan PEC,
cac khdi tu duge biét hoa duge xt ly béng hodc khong dugc xu ly béng interferon-
gamma (50 ng/ml) trong 48 gio. Khdi tu dugce rira bing PBS va sau d6 dugc phan hiy
bing enzym thanh huyén phi t€ bao don 1& & nhiét do 37°C bang cich sir dung
ACCUMAX™ (Catalogh A7089, Sigma, MO). Chit dém tach MACS (Cat#130-091-
221, Miltenyi Biotec, North Rhine-Westphalia, Buc) dugc bd sung va huyén phu duge
cho di qua bd loc 40 uM va dugc tao vién. Dé nhudm mau chi fhi bé mat, té bao da
phén hiy dugc U vé6i khang thé lién hop huynh quang di pha lodng trong Chét Pém
Tach MACS trong thoi gian 20 phut va sau d6 dugc rira trong Chét Pém Téach MACS.
Té bao duoc tai tao huyén phii trong Chit Pém FACS dé thu dong. Dit liéu dém té bao
theo dong dugc thu 14y bang May Pém Té Bao Theo Dong NovoCyte. Nhu dugc thé
hién trén cidc Hinh 11A-11F, su biéu hién B2M 1a duéi gi6i han phét hién & cac PEC
duogc biét hoa tir B2M KO (Hinh 11B) hoac PD-L1 KI/B2M KO (Hinh 11C), va PD-L1
dugc biéu hién & cac PEC duoc biét héa tr PD-L1 KI/B2M KO (Hinh 11F). Nhin
chung, 16n hon khoang 90% s& PEC biéu hién PD-L1 chi ra quan thé té bao tuong dong.
Thuong xuyén 1a, c6 su mét biéu hién gen chuyén theo thoi gian sau su biét hda cia té

bao gbe duge chinh stra gen (Hong et al., Mol. Ther., 2017, 25(1):44-53).

Kiéu hinh mién dich cia té bao PEC. O giai doan PEC, cac khdi tu dugc biét
hoéa dugc xtt Ly bing hoic khong duoc xir ly bang interferon-gamma (50 ng/ml) trong
48 giv. Khbi tu duge thu hoach dé nhuém mau MHC 16p I va IT. Khong c6 sy biéu hién
MHC 16p II & giai doan PEC tir té bao kiéu dai hodc té bao dugc chinh stra (PD-L1
KI/B2M KO va B2M KO) (Hinh 12D-12F). Su bidu hién cia HLA-ABC (MHC 16p I)
1a thap (1,3% tir té bao kiéu dai) va né dugc didu hoa ting khi kich thich bang IFN-y.
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Tuy nhién, HLA-ABC khong dugc biéu hién thdm chi dudi sw kich thich ctia IFN-y & té
bao dugc chinh stra (PD-L1 KI/B2M KO va B2M KO) (Hinh 12A-12C).

Vi du 7: Tao ra té bao goc da ning nguwoi (hPSC) TXNIP KO

Sw chon loc ARN din (gARN) ddi véi TXNIP. Mudi gARN dinh huéng
TXNIP duoc thiét ké dé hudng dich exon 1 va exon 2 clia trinh tu ma héa TXNIP (Bang

8). Trinh tw PAM dugc thé hién & phong chit in d@m & céc trinh tu dich dugc trinh bay

trong Bang 8, va trinh tu ADN tuong (g véi céc trinh ty dan duoc trinh bay trong Bang

8. Céc gARN nay da du doan cac diém ngoai dich thap dua vao su du doan do tuong

ddng trinh ty st dung phan mém thiét ké gARN.

Bang 8. Trinh tw dich TXNIP va trinh tw gARN dwoc chon

Tén Trinh tw dich (5°-3") SEQ |Phién ban ADN ciia | SE
(trinh tw PAM dugc in [P | trinh tirdan (5°-3) Q
dam) NO: ID
NO:
TXNIP Exon | GAAGCGTGTCTTCAT |45 | GAAGCGTGTCTTCAT |15
1 Tl AGCGCAGG AGCGC
TXNIP Exon | TTACTCGTGTCAAAG |46 | TTACTCGTGTCAAAG |16
1 T21 CCGTTAGG CCGTT
TXNIP Exon | TGTCAAAGCCGTTAG |47 | TGTCAAAGCCGTTAG |17
1 T22 GATCCTGG GATCC
TXNIP Exon | GCCGTTAGGATCCTG |48 | GCCGTTAGGATCCTG |18
1 T23 GCTTGCGG GCTTG
TXNIP Exon | GCGGAGTGGCTAAAG |49 | GCGGAGTGGCTAAAG | 19
1 T25 TGCTTTGG TGCTT
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TXNIP_Exon | TCCGCAAGCCAGGAT |50 TCCGCAAGCCAGGAT |20
1 T5 CCTAACGG CCTAA

TXNIP_Exon | GTTCGGCTTTGAGCT |51 GTTCGGCTTTGAGCT |21
2 T4 TCCTCAGG TCCTC

TXNIP_Exon | GAGATGGTGATCATG |52 GAGATGGTGATCATG |22
2 12 AGACCTGG AGACC

TXNIP Exon | TTGTACTCATATTTGT |53 TTGTACTCATATTTGT |23
2Tl TTCCAGG TTCC

TXNIP Exon | AACAAATATGAGTAC |54 AACAAATATGAGTAC |24
213 AAGTTCGG AAGTT

Sw tao ra va phén tich dic diém dong vé tinh TXNIP KO hiPSC. Dé danh
gia hiéu qua cit ctia cac gARN nay ¢ hiPSC, cac t& bao TC1133 hiPSC dugc tao xung
dién st dung M4y tao xung dién Neon (Hé chuyén nap Neon ThermoFisher
ThermoFisher Cat# MPK5000) véi hdn hop RNP clia protein Cas9 (Biomay) va ARN
dan (Synthego) & ti 1é mol 12 3:1 (gARN:Cas9) v6i cac gia tri tuyét dbi 1a 125 pmol cia
Cas9 va 375 pmol ctia gARN. Dé tao thanh phtic hop RNP, gARN va Cas9 duge két
hop trong mdt 1o véi dém R dén tdng thé tich 1a 5 pL va duogce G trong 15 phit & nhiét
do phong. Té bao duge phan ly bing cach sit dung ACCUTASE®, sau d6 duoc téi tao
huyén phi trong mdi trudng DMEM/F12 (Gibeo, cat#11320033), dwoc dém bing cach
sit dung NC-200 (Chemometec) va duoc ly tim. Tdng cong 1x10° t& bao duoc tai tao
huyén phii véi phirc hgp RNP va chét dém R dugc b sung dén téng thé tich bang 125
ul. Sau d6 hdn hop nay duge tao xung dién sir dung cac thong sb: 2 xung, 30 mili gidy,
1100 V. Sau khi xung dién, céc té bao duoc hit bing pipet ra vio trong éng Eppendorf
dugc nap moi trudng StemFlex véi RevitaCell. Sau d6 huyén phu té bao nay dugc cy
vao trong dia nudi cdy mé da duge phu trude bing BIOLAMININ 521 CTG. Céc té bao
duge nuoi cdy trong ti i ¢b mirc oxy binh thudng (37°C, 8% CO») trong 48 gid¢. Sau

48 git, ADN hé gen dugc thu hoach tir té bao bing cach sir dung QuickExtract
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PCR dbi véi trinh tw TXNIP dich dugce thuc hién va ADN dugc khuéch dai thu
duoc duoc giai trinh tw Sanger. Phén tich TIDE dugce st dung dé phan tich s lidu giai
trinh tu dAu ra cho ti 1¢ phan trim indel st dung phin mém Tsunami. Hinh 13 thé hién
hiéu qua cht dbi véi TXNIP gARN. Sau d6, gARN dugc chon dwa vao tin sut indel
cua ching trong cac hPSC.

Su 1&ch dich clia gARN hiéu qua c4t nhidu nhét dugc danh gia & ADN thu dugc
tir té bao géc str dung phan tich bét giit thé lai cia cac vi tri dugce du doan bang dd tuong
tu trinh tw. Céc thi nghiém khéac v6i TXNIP gARN T35 dugc thye hién vino khong thé

hién cac hiéu qua 1éch dich co thé phat hién dugc va chimg t6 hoat tinh triing dich cao.

Su tao ra va phan tich dac diém ciia dong v6 tinh TXNIP KO hPSC. St dung
TXNIP gARN T5, CyT49 hESC (Viacyte) duge tao xung dién va phén loai té bao don
& 3 ngay sau khi xung dién sit dung may phan loai WOLF FACS (Nanocellect) vao
trong dia 96 giéng BIOLAMININ 521 CTG véi StemFlex va Revitacell. Cac té bao don
duoc ciy vao dia duge nudi trong ti G ¢ mirc oxy binh thuong (37°C, 8% CO2) véi su
thay d6i mdi truong cach ngay t6i khi khuin lac du 16n d& tai cdy gibng 1a cac té bao

don. Khi hop luu, cac mau dugc chia ra d& duy tri va chiét ADN h¢ gen.

~ Tinh trang TXNIP KO cta cic dong v tinh duge xac dinh qua PCR va gidi trinh
tu Sanger. Céc trinh tw ADN thu duoc ciia ving TXNIP dich duge can trinh ty trong
phdn mém Snapgene d8 xdc dinh do tuong ddng va tinh trang tiép hop giao tir. Cac
dong vo tinh véi su chinh sira mong muén duge nhan rong va dudc xé&c nhan thém qua
su danh gia dém té bao theo dong dbi v6i sy biéu hién TXNIP. Tinh trang kiéu nhan
cua cac dong vo tinh dugce danh gia qua dich vu Di truyén dong té bao va kiéu nhan binh

thuong dugc bdo cdo (Bang 9).

Bang 9. Phan tich kiéu nhéin

Dong té bao | Ciy Phian tich Kkiéu | Phin tich | Phin tich mang
' chuyén | nhin FISH aCGH
TXNIPKO#2 | P31 Binh thuong Binh thuong | VUQT QUA

TXNIPKO#13 | P31 Binh thuong Binh thuong VUQT QUA
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Dong v6 tinh dugc xdc nhén 1a giit lai tinh da ning théng qua viée dém té bao
theo dong ndi bao dbi véi cac chi thi da nang OCT4 va SOX2. Dong vo tinh da ning
da dugc xac nhan duoc biét hoa thanh (€ bao tién than ndi tiét tuy bing cach sir dung

phwong phép da dugc thiét 1ap trude day (Schulz et al. (2012) PLoS ONE 7(5): €37004).

ARNseq dugc hudng dich dbi voi su phan tich biéu hién gen duogc thuc hién béng
cach st dung Illumina TruSeq va bang tuy chinh ctia cac oligo, nhu duge mo ta trén day.
Su biéu hién gen duoc chon duge thé hién trén Hinh 20. Kiéu bidu hién dong luc cua
FOXA2, CHGA, PDX1 va NKXG6.1 tir té bao TXNIP KO 14 tuong tu véi t& bao kidu dai.
O giai doan PEC, su dém té bao theo dong dbi véi chromogranin (CHGA), PDX1 va
NKX6.1 cling dugc thuc hién. Quan thé khéc loai & giai doan PEC bao gdm 30,6% té
bao tién thén tuy (tc lo, CHGA/NKX6.1*/PDX1") (Hinh 21).

Vidu 8: Swtgo thanh té bao goc da nin g nguoi (hPSC) B2M KO/PD-L1 KIva TXNIP
KO/HLA-E KI

Thiét ké chién lwge B2M KO/PD-L1 KI va TXNIP KO/HLA-E KI Cic té
bao dugc tao ra trong do trinh ty ma hoa PD-L1 dugc chén trong locut B2M (nhdr d6 bt
hoat gen B2M) va trinh ty ma héa HLA-E dugc chén trong locut TXNIP (nhd d6 bAt
hoat gen TXNIP).

Thiét ké plasmit dé chén PD-L1 (CD274) vao trong locut B2M duoc md ta trong
Vi du 3. Plasmit cho chtra trinh tu khoi dong CAGGS diu khién cADN cua PD-L1
duogc gan sudon bing cac nhanh trong dong c6 800 cip bazo vdi trinh ty gidng hét véi
locut B2M xung quanh exon 1. B2M-2 gARN dugc sit dung dé lam thuan 1gi cho su
cai xen cia gen chuyén PD-L1 tai locut B2M dich. Plasmit cho PD-L1 dugc dua vao
cung voi phitc hgp RNP duoc tao thanh béi gARN hudng dich B2M va protein Cas9.
Mdi 1 triéu té bao CyT49 (ViaCyte), 4 ng ADN plasmit dugce phéﬁ phbi ciing véi RNP.
Su xung dién dugc thye hign nhu duge mo ta trong Vi du 2. Béy ngay sau khi xung
dién, cac té bao dugc lam giau ddi voi té bao duong tinh PD-L1 qua su phén loai t& bao
dugc hd trg béi tir tinh (MACS) sir dung chét phéan tng Miltenyi (Vi hat IgG khang
chudt Cat#130-048-401, cot LS Cat#130-042-401, va May tach MidiMACS Cat#130-
042-302) hoic chét phan tng Thermofisher (T tinh DynaMag™-15 Cat#12301D, Kit
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IgG chudt nhit CELLection™ Pan Cat#11531D, IgG chudt nhit Dynabeads™ Pan
Cat#11042).

Sau khi quéan thé duong tinh PD-L1 dugc lam giau dwgc nhin rong, gen chuyén
IgG trime HLA-E duoc chén vao trong locut by gen TXNIP qua HDR dugc cdm ting
bai CRISPR sir dung plasmit cho bao gom trinh tu HLA-E. ¢ADN trime HLA-E dugc
tao thanh bai peptit tin hiéu B2M dung hop v6i peptit trinh dién HLA-G dung hop véi
protein mang B2M dung hgp véi protein HLA-E ma khong c6 peptit tin hi€u cia no.
Thiét ké trime nay da duoc cong b trude day (Gornalusse et al. (2017) Nat. Biotechnol.
35(8): 765-772). Trinh tu ma hoa trime HLA-E (bao gdm céac ciu ndi) 1a SEQ ID NO:
55 (tikc la, cac SEQ ID NO: 26-31). Plasmit cho dé phan ph6i HLA-E chtra trinh tu khéi
dong CAGGS diéu khién sy biéu hién cua trime HLA-E dugc gén suon béi cic nhanh
turong dong 800 cip bazo véi trinh tu giéng véi locut TXNIP xung quanh exon 1 (Hinh
14, Bang 10 va Bang 11). Theo mot s6 phwong an, plasmit cho bao gdbm SEQ ID NO:
34 hodc 56.

Bang 10. Cac thanh phén cia plasmit cho TXNIP-CAGGS-HLA-E

1

Thanh phin Vi tri (kich thwée SEQ ID NO:
‘ theo bp)

ITR bén trai 1-130 (130) g

LHA-TXNIP 145-944 (800) 25

trinh tu ting cuong CMV 973-1352 (380) 3

trinh tu khéi dong B-actin ga 1355-1630 (276) 0

intron kham 1631-2639 (1009) |10
"| trinh ty tin hiéu B2M 2684-2743 (60) 26

peptit HLA-G 2744-2770 (27) 27

cau ndi GS 2771-2815 (45) D8
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protein mang B2M 2816-3112 (297) P9
cau ndi GS 3113-3172 (60) 30
|HLA-E 3173-4183 (1011) Pl
tin hiéu bGH poly(A) 4204-4428 (225) |12
RHA-TXNIP 4435-5234 (800) B2
ITR bén phai 5276-5416 (141) |14
Plasmit nguyén ven 7763 bp 34

Bang 11. Cac thanh phin cia plasmit cho TXNIP-CAGGS-HLA-E

2

Thanh phin Vi tri (kich thuéc SEQ ID NO:
theo bp)

ITR bén trai 1-130 (130) 6
LHA-TXNIP 145-944 (800) 25
trinh ty tding cuong CMV 973-1352 (380) S

| trinh tu khéi dong B-actin ga 1355-1630 (276) 0
intron kham (bi cét cut) 1631-2336 (706) |57
trinh ty tin hi¢u B2M 2381-2440 (60) D6
peptit HLA-G 2441-2467 (27) D7
ciu nbi GS 2468-2512 (45) P8
protein mang B2M 2513-2809 (297) 29

118/229
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ciu ndi GS 2810-2869 (60) 30
HLA-E 2870-3880 (1011) N
tin hidu bGH poly(A) 3901-4125 (225) |12
RHA-TXNIP 4132-4931 (800) B2
ITR bén phai 4973-5113 (141) |14
| Plasmit nguyén ven 7460 bp 56

TXNIP-T5 gARN dugc sir dung dé thiic ddy sy cai xen ctia gen chuyén HLA-E
& locut TXNIP dugc huéng dich. Plasmit cho HLA-E dugc dua vao cing véi phirc hop
RNP tao thanh TXNIP-T5 gARN va protein Cas9. Trén mdi 1 tridu té bao PD-L1+, 4
ug ADN cua plasmit cho HLA-E (SEQ ID NO: 56) dugc phan phdi cling véi RNP.
Theo cach khdc, ADN phuong 4n cho HLA-E (SEQ ID NO: 34) ¢6 thé duoc sir dung.
Su xung dién dugc thuc hién nhu dugc md ta trong Vi du 2. Bay ngay sau khi xung
dién, 1€ bao dugc lam gidu déi véi té bao dwong tinh HLA-E qua MACS st dung chét
phan tng Miltenyi hodc chat phan tmg Thermofisher. Sau khi lam giau HLA-E, cac té
bao dugc phan loai té bao don sir dung thiét bi phén loai WOLF FACS (Nanocellect)
vao trong té bao 96 giéng phit BIOLAMININ 521 CTG vé6i StemFlex va Revitacell.
Céc té bao don duoc cdy vao dia duoc nudi trong tu U ¢6 muc oxy binh thuong (37°C,
8% CO2) v6i su thay doi moi trudng céch ngay téi khi khudn lac du 16n dé tai cdy gibng
1a cée t€ bao don. Khi hop luu, cdc miu duge chia ra d& duy tri va chiét ADN hé gen.
Khang thé khang PD-L1 va khang HLA-E (Bang 4) duoc st dung cho sy lam giau
MACS va phan loai FACS vao trong dia 96 giéng véi su thiét 1ap tao cong dbi véi té
bao duong tinh kép HLA-E va PD-L1. Bé sip xép bang FACS, té bao chwa dugc chinh
stra dong vai trd 1am déi chimg am.

Céc dong dugc hudng dich ding dwgc xac dinh thong qua PCR dbi vé6i sy cai
xen PD-L1 KI va su cai xen HLA-E KI st dung cdc moi ma khuéeh dai vung tr bén

ngoai cdc nhanh twong ddng plasmit déi v6i su cai xen PD-L1 cADN hoic su cai xen
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HLA-E cADN, tuong tng, cho phép su khuéch dai ciia chi ADN duge tich hop KI. Su
cai xen tring dich dugc thir nghiém vé tinh trang tiép hop giao tir bing PCR & danh gia
KI da xay ra theo phuong thirc di hop tir hay ddng hop tir. Néu dong vo tinh di hop tir
duogc x4c dinh, alen 4m KI duoc gl dé giai trinh ty Sanger dé xac dinh réng no chira
indel 1Jam dit doan B2M hogc indel lam dat doan TXNIP, tuong tng. Céc dong KI dung
voi su dat doan B2M va TXNIP hoan toan (thong qua sy cai xen KI hodc su tao thanh
indel) dugc mé rong trong dinh dang nudi cdy mo ting dan dén khi dat dén kich thuéde
quan thé 1a 30 tridu té bao. Xép xi 10 dong duge mé rong theo phwong thiic nay va
dwoc xac nhén 13 da ning bang cach thir nghiém dbi véi OCT4 va SOX2 thong qua viée
dém té bao theo dong ndi bao (Hinh 15).

Sau d6 cac dong ma da vuot qua cac thir nghiém néu trén, dugc thir nghi€ém thém
dé phan tich kiéu nhan (Cell Line Genetics), nhu duge mo ta trén ddy. Céc két qua 1ap
bang G cua cac dong vo tinh B2M KO/PD-L1 KI + TXNIP KO/HLA-E KI (“V1-B”)
dugc chon loc duge trinh bay trong Bang 12. Ngoai ra, cdc dong vo tinh V1-B sau do6

duogc thtr nghiém d6i v6i su canh tranh dé biét hoa thanh to tién ndi bi tuy (PEC).

Bang 12. Cac két qua lap bing G

Dong té bao | Cay Phin tich kiéu | Phan tich FISH | Phan tich méng
chuyén nhan aCGH

V1-B003 P37 Binh thuong Binh thudng VUOT QUA

V1-B007 P37 Binh thudng Binh thuong VUQT QUA

V1-B008 P36 Binh thudng Binh thudng VUQT QUA

PD-L1 va HLA-E tiép tuc duoc biéu hién sau khi biét hoa thanh céc té bao Giai
doan 6 trén mdi quy trinh noi tiét tuy dugc béo cdo trude d6 (Rezania et al. (2014) Nat.
Biotechnol. 32(11): 1121-1133) (Hinh 16). Quén thé té bao dugc biét héa 1a ddng nhét
d6i v6i su biéu hién ctia gen chuyén, vi du, 94,4% sb t& bao bidu hién PD-L1 va 97,0%
s t€ bao biéu hién HLA-E. Hinh 22A thé hién hinh thai hoc twong tw clia céc té bao
dong v6 tinh khac nhau (“S6-V1B-H9,” “S6-V1B-3B11,” “S6-V1B-1G7,” va “S6-V1B-
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3C2”) dugc biét héa thanh Giai doan 6 so v&i té bao kiéu dai va té bao dbi chimng din
khong cit. Su biéu hién gen dugc chon cia cac dong véo tinh B2M KO/PD-L1 KI va
TXNIP KO/HLA-E KI dugc thé hién trén cdc Hinh 23A-Hinh 23F.. Kiéu biéu hién dong
luc ctia INS, NKX6.1, GCK, GCG, va SST tir té bao dong v6 tinh B2M KO/PD-L1 KI va
TXNIP KO/HLA-E KI twong tu véi té bao kiéu dai (Hinh 23A). Mt d6 biéu hién cta
cac chi thi Giai doan 6 INS (Hinh 23B), NKX6.] (Hinh 23C), GCG (Hinh 23D), SST
(Hinh 23E), vd GCK (Hinh 23F) tir cac dong vo tinh B2M KO/PD-L1 KI va TXNIP
KO/HLA-E KI dugc biét héa khac nhau (“S6-V1B-H9,” “S6-V1B-3B11,” “S6-V1B-
1G7,” va “S6-V1B-3C2”) 1a trong tu v4i cac murc & thi nghiém kiéu dai va dao kiéu dai
Giai doan 6. Dong vo tinh B2M KO/PD-L1 KI va TXNIP KO/HLA-E KI dugc biét hoa
(“ES;VIB-H9”) duogc sit dung 1am doi chimg am.

Hinh 24A-24B thé hién sy danh gia dém té bao theo dong cta su biéu hién INS
va GCG (Hinh 24A) va su biéu hién INS va NKX6.1 (Hinh 24B).6 té bao Giai doan 6
duge biét hoa tir dong v6 tinh B2M KO/PD-L1 KI va TXNIP KO/HLA-E KI. Hinh
25A-25B thé hién ti 18 phan trim cta sy biu hién cta INS (Hinh 25A) va su biéu hién
NKX6.1 (Hinh 25B) & té bao Giai doan 6 dugc biét hoa tir hai dong vo tinh B2M KO/PD-
L1 KI va TXNIP KO/HLA-E KI (“S6-V1B003” va “V1B-H9”). Su biéu hién & ca hai

loai 1a twong tu véi cua t€ bao ki€u dai va t€ bao doi chimg din khong cit.

O giai doan PEC, sy dém té bao theo dong dbi v&i chromogranin (CHGA), PDX1
va NKX6.1 duoc thuc hién. Quén thé khac loai & giai doan PEC bao gém té bao tién
than tuy, ndi tiét som (Hinh 17). ARNseq dugc hudng dich cho su phén tich biéu hién
gen dugc thue hién, nhu duge mo ta trén ddy. Sy biéu hién gen duge chon dbi véi dong
v6 tinh TXNIP KO dugc thé hién trén Hinh 18A va su biéu hién gen dugc chon dbi véi
dong vo tinh V1-B dugc thé hién trén Hinh 18B. Kiéu biéu hién dong luc cia FOXA2,
CHGA, PDXI va NKX6.1 tir té bao dong v6 tinh V1-B hodc TXNIP KO 1a tuong tu véi

té bao kicu dai.

Té bao duoc tao ra trong do6 trinh ty ma héa HLA-E dugc chén vao trong locut
TXNIP (nhd d6 bit hoat gen TXNIP) st dung vecto cho HLA-E bao gdm trinh tu
nucleotit cia SEQ ID NO: 56. ARNseq dugc huéng dich cho sy phén tich biéu hién
gen dugc thuc hién, nhu duge mo ta trén day. Su biéu hién gen duoc chon d6i véi dong

v6 tinh TXNIP KO/HLA-E KI dugc thé hién trén Hinh 28. Kiéu bidu hién dong luc ctia
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FOXA2, CHGA, PDXI va NKX6.1 tir té bao TXNIP KO/HLA-E KI 1 twong tw véi té
bao kiéu dai.

Theo cach khac, té bao duoc tao ra trong do trinh ty ma héa HLA-E dugc cheén
vao trong locut TXNIP st dung vecto cho HLA-E bao gdm trinh tw nucleotit ctia SEQ
ID NO: 34. Té bao duge chinh sira khoi dugc biét héa thanh giai doan PEC va duoc
bibu hién HLA-E & it nhét 75% quin thé té bao (s liéu khong dwoc thé hién). Péanh gia
dém té bao theo dong cta sy biéu hién PDX1 va NKX6.1 ¢ té bao PEC duoc biét héa
tir té bao TXNIP KO 14 twong tu véi té bao PEC duge biét héa tir té bao kiéu dai (sb lidu
khong duoc thé hién).

Vi du 9: Thit nghiém hoat héa/Ting sinh té bao T

Té bao di biét hoa PEC duge thir nghiém vé kha ning cta ching dé kich hoat
dap ung mién dich théng qua thir nghiém hoat hoa/tang sinh t& bao T ngudi in vitro.
PBMC thé cho méi duge mua tir Hemacare va té bao T CD3+ duoc tinh ché béng cach
su dl_ing b6 Kit Phan Lap Té Bao T Pan, ngudi (Miltenyi Cat#130-096-535). Té bao T
da phan 1ap duoc gan nhan bang Quy Trinh Kit Tang Sinh Té Bao CFSE CellTrace™
(Thermofisher Cat#C34554) theo huéng dan st dung ctia ngudi san xuit va duge dong
u véi PEC da biét hoa trong thoi gian 5 ngay. Dynabeads™ Human T-Activator
CD3/CD28 Bé Mé Rong Va Hoat Hoa Té Bao T (Thermofisher Cat# 11161D) duoc st
dung 1am dbi chimg duong dé hoat hoa té bao T. Mot minh té bao T duoc gin nhén
bang CFSE va dung lam ddi ching am. Ti 1& phan trim cua té bio CD3+ CFSE+ dugc
do dé danh gia phan trim sy ting sinh t& bao T (Hinh 19A-19B). Su ting sinh té bao T
duoc kich hoat béng WT PEC & trén ddi chting ¢6 mé6t minh té bao T. PEC thu duoc tir
B2M KO, B2M KO/PD-L1 K1, va B2M KO/PD-L1 KI + TXNIP KO/HLA-E KI CyT49
| khong kich hoat su ting sinh t& bao T trén té bao T chi didu khién sy thé hién ban chét

sinh mién dich gidm cua t€ bao dugc chinh sta.

Vi du 10: Nghién ciru hiéu qua in vivo ciia dong vo tinh dwwoc hwong dich gen

Té bao nodi bi tuy duogc tao ra tir dong té bao hES v6 tinh thu dugc tr CyT49 véi

su cai bién di truyén sau déy: 1) sy lam khuyét dugc hudng dich cta sy biéu hién B2M
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va su biéu hién bi cudng birc cia PD-L1,2) sy lam khuyét dugc hudéng dich cta su biéu
hién B2M va su biéu hién bi cudng burc cta HLA-E, hodc 3) su lam khuyét dugc huéng
dich TXNIP. Ngoai ra, dong t& bao khong duge cai bién vo tinh thu dugc tr su chuyén
- nap v6i ARN dén khéng cit (NCG).

Sau céc quy trinh chudn, cac khéi tund1 bi tuy thu dugc tir dong vo tinh dugc chi
dinh dugc nap vao trong thiét bj dugc duc 16 (PD) dé tao ra cac vét thé thi nghiém hoic
d6i chimg. PD cho phép su phan bd mach truc tiép sau khj cly ghép dudi da va cac té
bao tién than tuy dugc bao vi nang truéng thanh iz vivo thanh t& bao noi tiét tuy hoat

dong bao gdm té bao dap g glucoza, san sinh insulin.

Nhu duge tong hop trong Bang 13, nim nhém chudt trui 16ng thiéu tuyén trc
duoc cdy dudi da hai vét phdm, mdi vét phdm chira khoang 7 x 10° t& bao ndi bi tuy thu
duogc tir su biét héa cua bdn dong vo tinh dugc mo ta trén déy, hoic té bao CyT49 hES

(ViaCyte) kiéu dai.

Bang 13. Thiét ké nghién ciru

] . . [Sw cdi bién di truyén Sé )
So ID Nguén goc Diém
lwong .
nhém nhom hESC i i cuoi
Biat  hoat | Gin vao | con vat
(M4t chire | (Loi  ich
1 Péi CyT49 Khong Khéng
2 NCG Dong vo6 tinh | Khong Khong 6 con
3 TXNIP | Dong v6 tinh | TXNIP Khong mo 20 tuan
nhom
4 B2M Dong vb tinh | B2M PD-L1 |
5 B2M Dong v6 tinh | B2M HLA-E B

Bit dau ¢ 12 tudn tit ca cac con vét séng sot duoc cho tién hanh danh gid hiéu
qua qua thtr nghiém tiét insulin duoc kich thich bing glucoza (GSIS). Méu méu duogc
thu tir cdc con vat khong bi bo déi trude va sau khi st dung 3g/kg glucoza trong mang
bung. Nong do huyét thanh ctia C- -peptit nguoi duoc x4c dinh qua thir nghiém hép thy

mién dich lién két véi enzym.
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Tht nghiém GSIS dugc thyc hién & 12, 16, va 20 tudn. Cac két qua chi ra 1a
khong c6 nhitng khac biét c6 ¥ nghia gitta cic nhom thi nghiém, dic biét 1a vuot qua
thoi diém 12 tudn. So sanh vé6i cdc mitc C-peptit dugc phat hién & nhom déi ching
(Nhom 1, <40 pM dén 2,0 nM, trung binh 1,1 nM) cac mirc C-peptit tdng & 2 trong sd 6
con vat tir Nhém 3 (TXNIP KO, trung binh 1,5 nM). Cac nhém khéc, Nhom 2 (NCG,
trung binh 0,5 nM), Nhém 4 (B2M KO/PD-L 1 KI, trung binh 0,5 nM), va Nhém 5 (B2M
KO/HLA-EKI, trung binh 0,4 nM), thé hién pham vi mtrc C-peptit twong tw so v6i nhém
déi chimg, nhung véi nhiéu con vt gin du thdp hon cta pham vi ndy. Tuy nhién,
nhitng khdc biét nay khong c6 y nghia théng ké. Cac két qua nay chi ra ring khong ¢6
su cai bién di truyén duoc dua vao hay thao tic no can dé tao ra dong vo tinh &nh hudng
dén kha ning dbi voi dong té bao quan tdm dé biét hoa thanh té bao ndi bi tuy in vitro

va sau d6 tao ra té bao beta chirc nang in vivo.

020 tuén, sau thr nghiém GSIS, cac con vat duoc cho chét ém 4i va vat phém
thtr nghiém duoc tach ra tir mo cay duge cb dinh protein formalin dugc dém trung hoa,
duge xtr Iy cho céc lam kinh, va duoc nhudm bing H&E va bing md hoa hoc mién dich

dbi vai insulin va glucagon.

Cac danh gia hiéu qua in vivo qua thir nghiém GSIS thé hién I3 khong cé su khac
biét dang ké nao gitta cac vat pham ddi chimg khong dugc chinh sira va céc vét phdm
thir nghiém dugc chinh stra duoc phéi ché véi té bao ndi bi tuy thu duge tir dong té bao
v tinh, moi té bao mang tdp con cta su cai bién di truyén. Céc két qua goi ¥ ring sy

cai bién di truyén riéng 1€ va quy trinh ma chung duoc dua vio c6 thé dugc dung nap in

vivo.

Vidu 11. Nghién ctru hiéu qua in vivo cia cdc dong t¢ bio B2M KO/PD-L] K1,
TXNIP KO/HLA-E KI

Bén dong vo tinh dugc tao ra vé co ban nhu dugc mo ta trén day trong Vi du 8
va dugc nap vao trong céc thiét b dugc khoan dé tao thanh cac vét phim thir nghiém.
Céc vat phdm dbi chiing chira t& bao CyT49 khong duoc cai bién (ViaCyte). Cac vat
phém bao gbm khoang 7 x 10° té bao noi bi tuy dugc cdy dudi da vao trong chuot cong

trui 16ng thiéu tuyén e (2 vat phdm/con chudt cong, 8 con chuot cong/nhom)
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012, 16, 20, va 24 tu?m, tAt ca cdc con vat séng sOt dugce cho qua thir nghiém tiét

insulin dugc kich thich bang glucoza (GSIS). Mau mau duoc thu tr c4c con vt bi bo

doi trude va sau khi str dung 3g/kg glucoza trong mang bung. Nong do huyét thanh cta

C-peptit nguoi duoc xac dinh qua thit nghiém hép thy mién dich lién két véi enzym. C-

peptit huyét thanh duoc phat hién & hau hét cic con vat & 12 tuin sau khi cdy. Cac muc

C-peptit huyét thanh & 16, 20, va 24 tun sau khi cdy dugc trinh bay trong Bang 14.

Khong quan sat thiy su khac biét ¢6 y nghia théng ké nao gifta cc nhém dong vat duogc

cdy bang té bao duoc chinh sta gen so voi té bao doi ching.

Bing 14. Cac mirc C-peptit huyét thanh in vivo.

C-peptit huyét thanh (pmol)

Nhom Trung Thip hon|Cao  hon
binh 95% (95%

Cac té bao dugc chinh stra gen - | 729 40 1418
16 tuin

Céc té bao duoc chinh sta gen - | 1080 391 1769
20 tuin

Cac té bao dugc chinh sira gen - | 1676 987 2365
24 tudn

Té bao ddi ching - 16 tudn 1075 386 1764
Té bao ddi ching - 20 tudn 1883 1193 2572
Té bao dbi chung - 24 tuin 2466 1777 3155

O 25 tudn, cac con vat séng s6t s& duge cho qua thtr thach insulin (thir nghiém

dung nap insulin, ITT) dé d4nh gia su thay doi C-peptit huyét thanh nguoi trong su dap

Ung v6i viée 1am gidm glucoza mau khi khong ¢6 mit su nap thtrc an. Céc miu mau s@

thu dugc tir cac con vét bi déi trude va ¢ nhiéu thoi diém (15, 30, 60 pht) sau khi ding



48565 126/229

1 don vi insulin trong mang bung trén mdi kg khéi lugng co thé, Nbng d6 huyét thanh
ctia C-peptit nguoi s& duge xac dinh qua thtr nghiém hip thu mién dich lién két véi

enzym.

O 26 tuln, cic con vat séng s6t s& dugc cho chét ém 4i va cac vat pham tht
nghiém duoc tach ra tir cdy s& duoc xir Iy cho céc lam kinh va duge nhudm bing H&E
va béng md hdéa hoc mién dich (IHC) cho insulin va glucagon dé x4c dinh té bao ndi tiét
tuy nguoi. THC bd sung cho chi thi nhan dac hiéu ngudi NuMA1 sé& duoc thuc hién dé
x4c dinh sy dinh vi tiém ning cua cac té bao thu duoc tir cdy ghép & ngoai khoang cua

manh ciy tach tir md chta vat pham tht nghiém.

Vi du 12. Nghién ciru hi¢u qua in vivo cia cdc dong té bio B2M KO/PD-LI KI,
TXNIP KO/HLA-E KI

Céc khdi tu ctia té bao nodi bi tuy B2M KO/PD-L1 KI, TXNIP KO/HLA-E KI
(bao gdm khoang 7 x 106 té bao) s& dugc bao ché thanh vat phim tht nghiém. Bén muoi
sdu con chudt trui 16ng thiéu tuyén wc sé& duoc cdy duéi da bang hai vét pham thtr nghiém
mdi con. Céc con vt trong nghién ctru s& duge danh gia dbi voi GSIS, ITT, va glucoza
mau lic khong d6i (NFBG). Mudi con vét cho mbi nhém s& dugce cho in thit vao céc
thoi diém chdm dut theo lich trinh 14 13, 17, 26 va 39 tuan, trong khi 6 con khac s& dugc
nghién ctru dé giai quyét cac truedng hop 6 thé bi chdm dat sém khong theo lich trinh.
Tur mdi con vat, hai vat phém thtr nghiém duoc tdch ra manh céy s& dugc chi dinh ngiu
nhién dé danh gia md hoc hodc danh gia tong ham lrgng C-peptit. Bang 15 thé hién
thiét ké thi nghiém.

Béng 15. Thiét ké nghién ctru

. Cac thoi Cac phin

, So lwgng | Cac thoi | , ,

So ., S0 lwong | diém biem cuoditich manh
cac vat pham diem GSIS . ,

nhom con vat ) ITT (Tuan) cay tach tur
thir nghiém (Tuan)

(Tuén) mo

| 20 10 condyc 12 NA 13
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2 20 10 con dwec 12, 16 NA 17 D6i voi mdi
nhom:
12, 16, 20,
3 20 10 con duc o 25 26 M5 hoo
5 con vat
Lon dén 32 Lén  dén 12, 16, 20, 25 33 30 Ham luong
4 én dén 5 o
16 con duc 24, 30, 36 C-peptit
5 con vt
Tdong
92 46 con duc
cong

0 12, 16, 20, 24, 30, va 36 tuan, tit ca cac con vat séng sét s€ duoc cho qua cac
dénh gid hiéu qua qua thir nghiém tiét insulin dugc kich thich bing glucoza (GSIS).
Mau méu sé& duge thu tir cée con vét bi bo doi trude va sau khi sir dung 3g/kg glucoza
trong mang bung. Nong do huyét thanh cia C-peptit nguoi s& dugc xac dinh qua thu

nghiém hap thu mién dich lién két vé6i enzym.

O 25 va 33 tudn, cac con vat séng sot s& dugc cho qua thtr thach insulin (tht
nghiém dung nap insulin, ITT) dé déanh gia su thay d6i C-peptit huyét thanh nguoi trong
su dap ing véi viée lam gidm glucoza méu khi khong c6 mat sy nap thirc an. Céac miu
mau s& thu dugc tir cdc con vat bi d6i trude va nhidu thoi didm (15, 30, 60 phit) sau khi
dung 1 don vi insulin trong mang bung trén mdi kg khdi lugng co thé. Néng do huyét
thanh cua C-peptit nguoi s& dugce xic dinh qua thr nghiém hip thu mién dich lién két

véi enzym.

Glucoza mau khi khong d6i (NFBG) s& dugc do trude khi bit diu bd déi cho thir
nghiém GSIS va ITT, & khoang 12, 16, 20, 24, 25, 30, 33, vi 36 tuin.

O cac diém cudi duoc Ién lich duoc x4c dinh & Bang 13, cac con vt s& duoc cho
chét ém 4i. Sy chét ém 4i s& dugc thuc hién béng viéc hit COz sau d6 1a m& phanh nguc.
M it thi gdp s& duogc thye hién trén tt ca cac didm két thic dugce 1ap lich va khong

dugc 1ap lich va cac bét thuong vi mo s& dugc ghi nhén.
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Céc manh cdy tach tir md duoc chi dinh s& dugc lam dong kho sau d6 1a ddng
nhat héa ham lugng khoang. Téng ham lwong C-peptit ctia chat ddng nhat s& dugc xéac
dinh qua céc thit nghiém hap thu mién dich lién két enzym. Tong ham luong C-peptit

trong manh cdy tach tir mé s& dugc st dung dé tinh lidu 1am sang.

Céac vat phém thr nghiém duoc tich léy tr mo céy dugc chi dinh sé& dugc ¢d dinh
trong formalin dém trung tinh, dwgc xit Iy thanh céc phién kinh, va nhuém bing H&E
va bang hoa md mién dich (IHC) cho insulin va glucagon dé x4c dinh cac t& bao ndi tiét
tuyén tuy cta con ngudi. THC bd sung cho chi thi nhén dic hiéu nguoi NuMA1 s& duoc
thuc hién dé xac dinh su dinh vi tiém ning clia céc té bao thu duoc tur céy ghép & ngoai

khoang ctia manh ciy tach tir mo chta vét phim thu nghiém.

Vidu 13: Sw tao thanh B2M KO/PD-L1 KI, TXNIP KO/HLA-E KI é iPSC nguwoi

iPSC nguoi (iPSC 0025) dugc tao ra trong d6 trinh tu ma héa PD-L1 duoc chén
trong locut B2M. Phirc hop RNP duogc tao thanh bang cach két hop B2M-2 gARN (SEQ
ID NO: 2) va protein Cas9 & ti 16 mol 13 3:1 (2ARN:Cas9). Dé tao thanh phtrc hop RNP,
gARN va Cas9 dugc két hop trong mot lo véi dém R dén téng thé tich 1a 5 uL va duogc
U trong 15 phut ¢ nhiét do phong. Té bao dugc phan ly biang cich sir dung
ACCUTASE®, sau d6 dugc téi tao huyén pht trong moi truong DMEM/F12 (Gibco,
cat#11320033), dugc dém bang céch st dung NC-200 (Chemometec) va dugc ly tam.
Téng cong 1x10° té bao dugc tai huyén phu bing phirc hop RNP. Bén pg cia plasmit
cho B2M-CAGGS-PD-L1 (SEQ ID NO: 33) va chit dém R dugc bé sung cho tong thé
tich 125 pL. Sau @6 hdn hop nay duoc tao xung dién sir dung céc thong sb: 2 xung, 30
mili gidy, 1100 V. Bay ngay sau khi xung dién, céc té bao duoc 1am giau d6i véi té bao
duong tinh PD-L1 qua MACS st dung chit phén ing Miltenyi hodc chét phan ung

Thermofisher vé co ban nhu duoc mo ta trén day trong Vi du 8.

Sau khi quén thé duong tinh PD-L1 duoc lam giau dugc nhan rdng, cac té bao
duoc tao xung dién v6i phirc hop RNP bao gdm TXNIP-T5 gARN (SEQ ID NO: 20) va
protein Cas9 theo ti 16 mol 1a 3:1 (8ARN:Cas9) va 4 pg cta plasmit cho TXNIP-
CAGGS-HLA-E 2 (SEQ ID NO: 56) vé co ban nhu dugc mo ta trén ddy. Béy ngay sau
khi xung dién, t€ bao dwoc lam giau dbi véi té bao duong tinh HLA-E qua MACS sir
dung chit phan tng Miltenyi hodc chat phan Ung Thermofisher. Saukhi lam giau HLA-
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E, céc té bao dugc phan loai té bao don st dung thiét bi phan loai WOLF FACS
(Nanocellect) vao trong té bao 96 giéng phit BIOLAMININ 521 CTG vdi StemFlex va
Revitacell. Céc t& bao don duoc cdy vao dia dugc nudi trong ti U ¢6 mirc oxy binh
thuong (37°C, 8% CO») véi sy thay ddi moi truong cach ngay t6i khi khudn lac di 16n
dé tai cdy gidng la cac té bao don. Khi hop hru, céc mAu duge chia ra dé duy tri va chiét
ADN h¢ gen. Khéng thé khang PD-L1 va khang HLA-E (Bang 4) dugc stt dung cho sy
lam giau MACS va phén loai FACS vao trong dia 96 giéng véi su thiét 1ap tao cong dbi
v6i té bao duong tinh kép HLA-E va PD-L1. Dé sép xép bing FACS, t& bio chua duoc

chinh stra dong vai trd 1am d6i ching am.

Céac dong dugc huéng dich ding duoc xac dinh thong qua PCR dbi véi su cai
xen PD-L1 KI va su cai xen HLA-E KI su dung céc mdi ma khuéch dai ving tir bén
ngoai cdc nhanh twong dong plasmit dbi véi su cai xen PD-L1 cADN hoic su cai xen
HLA-E cADN, twong ting, cho phép sy khuéch dai cia chi ADN dugc tich hop KI. Su
cai xen tring dich dugc thit nghiém vé tinh trang tiép hop giao tir bing PCR d& danh gia
KI da xay ra theo phuong thirc di hop tir hay dong hop tir. Néu dong vo tinh di hop tu
duoc xac dinh, alen am KI dugc giri dé gidi trinh tu Sanger dé x4c dinh réng no chira
indel lam dut doan B2M hogc indel lam dirt doan TXNIP, twong tng. Cac dong KI ding
vé1 su dut doan B2M va TXNIP hoan toan (thdong qua su cai xen KI hoic su tao thanh
indel) duoc mé rong trong dinh dang nudi cdy mo ting din dén khi dat dén kich thugc
quén thé 1a 30 triéu t& bao. Cac dong v tinh duoc chon duge mé rong theo phuong
thirc nay va dugc x4c nhén 1 da ning biang cach thir nghiém déi véi OCT4 va SOX2

thong qua viéc dém té bao theo dong ndi bao.

Bén dong v6 tinh hiPSC dugc chinh stra (VI-B) duoc biét hoa sir dung quy trinh
ndi tiét tyy ctia Rezania et al. (Nat Biotechnol. 2014 Nov: 32(11):1121-33). O Giai doan
4, phén tich dém té bao theo dong cho chromogranin (CHGA), PDX1 va NKX6.1 dugc
thye hién. Céc két qua dbi véi PDX1 va NKX6.1 ctia dong vo tinh (dong vb tinh 1)
duoc céy ¢ cdc mat do dai dién khac nhau dugc thé hién trén Hinh 26A. CHGA 13 4m
tinh d6i v6i bbn dong vo tinh. Pém té bao theo dong d6i véi PD-L1 va HLA-E cling
dugc thyc hién. Céc két qua déi v6i PD-L1 va HLA-E ctia dong vo tinh (dong vo tinh
1) dwoc thé hién trén Hinh 26B.



48565 130/229

Vi du 14: Quy trinh dé sin xuit ngan hang té bao Cryo ¢ bao goc da nang nguoi

(hPSC) B2M KO/PD-L1 KI, TXNIP KO/HLA-E KI

CyT49 hESC (ViaCyte) dugc tao xung dién véi phirc hop RNP bao gém B2M-2
gARN (SEQ ID NO: 2) va protein Cas9 & ti 1& mol 14 3:1 (gARN:Cas9) va 4 ug plasmit
cho B2M-CAGGS-PD-L1 (SEQ ID NO: 33) d6i véi 2 xung cua 30 mili gidy & 1100 V.
Sau khi xung dién, céc té bao duoc hat bang pipet ra vao trong dng Eppendorf dugc nap
mdi truong StemFlex voi RevitaCell. Sau d6 huyén phi t& bao nay duoc ciy vao trong
dia nudi cdy mo da duge phu trude bing BIOLAMININ 521 CTG & dé pha loang 1:20.

Céc t€ bao duge nudi cdy trong til i ¢6 mite oxy binh thuong (37°C, 8% CO,).

Bay ngay sau khi xung dién, t& bao dugc lam giau ddi véi té bao duong tinh PD-
L1 qua MACS sir dung khang thé khang PD-L1 duogc danh déu bang Alexa-488 va cic
hat tir tinh (DYNABEADS® Pan Mouse IgG; Thermo Fisher). Té bao duong tinh PD-
L1 dugc nhan rong béng cach cdy & moi truong nhan rong XF-KSR (Gibco) trong 7
ngay.

Sau d6, t& bao duong tinh PD-L1 duoc tao xung dién bing phtrc hop RNP bao
gdm TXNIP-T5 gARN (SEQ ID NO: 20) va protein Cas9 theo ti 1€ mol 1a 3:1
(gARN:Cas9) va 4 pg cua plasmit cho TXNIP-CAGGS-HLA-E 2 (SEQ ID NO: 56) dbi
V012 xung cta 30 mili gidy & 1100 V. Sau khi xung dién, céc té bao dugc hit bing pipet
ra vao trong 6ng Eppendorf dugc nap méi truong StemFlex véi RevitaCell. Sau d6
huyén phu té bao ndy dugc cdy vao trong dia nuéi cdy mé da duoc phi truée bang
BIOLAMININ 521 CTG ¢ 9 pha loding 1:20. Cac té bao dugc nuéi cAy trong tii o c6
murc oxy binh thuong (37°C, 8% CO»).

Bay ngay sau khi xung dién, céc té€ bao dugc lam gidu ddi véi cac té bao duong
tinh HLA-E qua MACS sir dyung khang thé khang HLA-E duoc danh ddu PE va céc hat
tir tinh (DYNABEADS® Pan Mouse IgG; Thermo Fisher). Céc té bao duong tinh kép
PD-L1 va HLA-E duoc nhén rong bang cach nudi chy trong moi trurong nhan rong XF-
KSR (Gibco) trong khoang 5 ngay.

Céc té bao duong tinh kép PD-L1 va HLA-E duoc phan loai té bao don. Déi voi
diéu nay, cac té bao dugc cdp StemFlex Complete véi Revitacell (n@)ng do cudi la 1X
Revitacell) 3-4 git true khi phan ly bing ACCUTASE®. Sau khi phan ly, t& bao don
duoc sip xép vao cac giéng don ctia dia nubi cdy md 96 giéng duoc phu BIOLAMININ.
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May phan loai WOLF FACS (Nanocellect) dwoc sir dung dé sip xép céc t€ bao don vao
trong cac giéng bang cach st dung cic khang thé khang PD-L1 va khang thé khang
HLA-E duoc mé ta trén ddy. Cac dia nay duoc nap trude bang 100-200 pl StemFlex
Complete v6i Revitacell. Ba ngay sau khi cdy té bao, té bao dugc cép StemFlex méi va
tiép tuc duge cip hai ngay mét 1an bang 100-200 ul moi trudng. Sau khi sinh trudng 10
ngdy, té bao duoc cho in hang ngay bang StemFlex dén ngay 12-14. O thoi gian nay,
cac dia duoc phén ly bang ACCUTASE® va cac huyén phi té bao duoc thu gom dugc

chia 1:2 vao hai dia 96 giéng, ma duoc nudi cdy trong khoang 4 ngay.

Mot phén cac té bao duge thu hoach dé phan tich bﬁng mét thuong (hinh thai
hoc) va phan tich ADN (PCR va giai trinh ty ADN cho phén tich su tiép hop giao tir va
dic diém indel), va phﬁn con lai cta té bao dugce nudi cdy va duoce nhan rong dé nuodi
cAy trong cac binh T175. Sau khoang hai tuan nuéi cdy, cac dong vo tinh duoc chon loc
cho viéc lam dong lanh. Cac té bao duoc phan tich dac diém trude va sau khi dong lanh
dbi voi hinh thai hoc, kha nang séng, ndi doc td, mycoplasma, kiéu nhan, tinh da nang,
kha nang biét hoa, phén tich trang dich/ngoai dich, su tich hop plasmit ngiu nhién,
Cas9/plasmit du st dung cic quy trinh chudn. Céc t& bao duoc dong khd trong moi

truong cryo va dugce phan loai trong céc lo cryo ¢ -80 °C hodc nito 16ng.

Dong v6 tinh B2M KO/PD-L1 KI + TXNIP KO/HLA-E KI cu thé (“dong v6 tinh
gibng”) dugc san xuét va duge phén 1ap bing quy trinh da néu. Cac dong vo tinh gidng
duoc biét hoa dén giai doan PEC va duge phan tich ddc diém. Hinh 27A thé hién hinh
thai hoc ctia dong vo tinh gidng & giai doan PEC 14 tuong tu véi té bao kiéu dai. Hinh
27B thé hién kiéu biéu hién dong luc ctia FOXA2, CHGA, PDXI va NKX6.1 trong
khoang thoi gian biét héa & t& bao dugc biét hoa tir dong vo tinh gidng 14 tuong tu véi
té bao kiéu dai. Hinh 27C thé hién ti 1& phin trim cua cac t& bao CHGA-
/NKX6.1"/PDX1* & quan thé dugc biét héa.
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YEU CAU BAO HOQ
1. Té& bao bién d6i gen chira trinh tw nucleotit ma hoa mach E alpha ctia khang
nguyén tuong hop md thudc HLA nhom 1 (HLA-E) dugc chén vao trong gen mé hoa
protein trong tac thioredoxin (TXNIP), trong d6 té bao bién d6i gen nay biéu hién HLA-
E va khong biéu hién TXNIP.

2. Té bao bién d6i gen theo diém 1, trong d6 trinh tu nucleotit ma héa HLA-
E chtra trinh tu ma hoa trime HLA-E chtra peptit tin hi¢u B2M dugc dung hop v6i peptit
trinh dién HLA-G duoc dung hop véi protein mang B2M dugc dung hop voi HLA-E

ma khong c6 peptit tin hiéu cua no.

3. Té bao bién ddi gen theo diém 2, trong d6 trinh ty ma hoa trime HLA-E
vé co ban gdm SEQ ID NO: 55.

4. Té bao bién dbi gen theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 3, trong

d6 trinh tu nucleotit ma hoa HLA-E duoc lién két hoat dong véi gen khai dau ngoai

sinh.

5. Té bao bién ddi gen theo diém 4, trong d6 gen khéi dau ngoai sinh 1a gen
khoi dau CAG.

6. Té bao bién ddi gen theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 5, trong

d6 té bao nay 1a té bao gbc.
7. Té bao bién dbi gen theo diém 6, trong do6 té bao gde 1a t& bao gbe phdi,
té bao gbc cua ca thé trudong thanh, té bao gbe da nang duge cam tng, hodc té bao gdc

tao huyét.

8. Té bao bién ddi gen theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 7, trong

d6 t€ bao nay 1a té bao duge biét hoa hoic té bao soma.

9. Té bao bién ddi gen theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 8, trong
d6 té bao nay c6 kha ning dugc biét hoa thanh té bao tién than duoc giéi han dong hoic

t€ bao soma duogc biét hda hoan toan.

10.  Té bao bién ddi gen theo diém 9, trong d6 té bao tién than duoc gidi han
dong la t€ bao nodi bi xac dinh, t& bao 6ng rudt nguyén thuy, té bao rudt trude sau, tién
than noi bi tuyén tuy, hodc tién than noi tiét tuyén tuy, va té bao soma dugc biét hoa

hoan toan 14 té bao beta chua truéng thanh hodc té biao beta trudng thanh.
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11.  Cum té bao bién dbi gen nhur dugc x4c dinh theo diém bt ky trong sb cac

diém tu 1 dén 10.

12.  Cum té bao bién ddi gen theo diém 11, trong d6 khoang 50% té bao biéu
hién HLA-E.

13.  Cum té bao bién dbi gen theo diém 11, trong d6 khoang 70% té bao biéu
hién HLA-E.

14.  Cum té bao bién dbi gen theo diém 11, trong d6 khoang 90% té bao biéu
hién HLA-E.

15.  Quén thé té bao tién than duoc gidi han dong hodc t€ bao soma duge biét

hoa hoan toan thu dugc tir cum té bao bién ddi gen theo diém 11.

16.  Quén thé t& bao theo diém 15, trong d6 té bao tién than dugc gidi han dong
1a té bao ndi bi xac dinh, té bao 6ng rudt nguyén thuy, té bao rudt trude sau, tién than
noi bi tuyén tuy, tién than ndi tiét tuyén tuy, va té bao soma dugc biét hoa hoan toan 1a

té bao beta chua trudng thanh hoic té bao beta da truéng thanh.

17.  Qudn thé té bao theo diém 15 hoic diém 16, trong do6 it nhat khoang 50%
56 té bao biéu hién HLA-E.

18. Quﬁn thé t& bao theo diém 15 hodc diém 16, trong do it nhét khoang 70%
s6 té bao biéu hién HLA-E.

19.  Quan thé té bao theo diém 15 hozc diém 16, trong d6 it nhat khoang 90%
sb té bao biéu hién HLA-E.
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Homo sapiens
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gctactctct ctttctggee 20
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<211> 20
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 2
ggccgagatg tetcgetecg

<210> 3
<211> 20
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 3

cgcgagceaca getaaggeca

<210> 4
<211> 20
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Pugc tong hop

<400> 4

cagacagcaa actcacccag

<210> 5

48565

20

20

20

2/54
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<211> 20
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Puoc tdng hop

<400> 5

aaactttgtc ccgacccetec 20

<210> 6
<211> 130
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Pugc tong hop

<400> 6
cctgecaggea getgegeget cgetegetea ctgaggeege cegggegteg ggegaccttt 60

ggtcgeecgg cctcagtgag cgagegageg cgeagagagg gagtggccaa ctecatcact _120

aggggttect 130

<210> 7

<211> 800
<212> ADN

3/54
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<213> Homo sapiens

<400> 7

gttctagggt ggaaactaag agaatgatgt acctagaggg cgetggaagce tctaaagece 60

tagcagttac tgcttttact attagtggtc gtttttttct ccccecegee ceccgacaaa 120

tcaacagaac aaagaaaatt acctaaacag caaggacata gggaggaact tcttggcaca 180

gaactttcca aacacttttt cctgaaggga tacaagaage aagaaaggta ctctttcact 240

aggaccttct ctgagetgtc ctcaggatge ttttgggact atttttctta cccagagaat 300

ggagaaaccc tgcagggaat tcccaagetg tagttataaa cagaagttct cettctgeta 360

ggtagcattc aaagatctta atcttctggg tttccgtttt ctcgaatgaa aaatgcaggt 420

ccgagcagtt aactggetgg ggcaccatta geaagteact tageatctet ggggecagte 480

tgcaaagcga gggggeagec ttaatgtgee teccagectga agtcctagaa tgagegeeeg 540

gtgteccaag ctggggegeg caccecagat cggagggege cgatgtacag acageaaact 600

cacccagtct agtgeatgcece ttcttaaaca tcacgagact ctaagaaaag gaaactgaaa 660

acgggaaagt ccctetetet aacctggeac tgegtegetg gettggagac aggtgacggt 720

ceetgeggge cttgtectga ttggetggge acgegtttaa tataagtgga ggegtegege 780

tggcgggcat tcetgaaget 800
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<210> 8
<211> 380
<212> ADN

<213> Cytomegalovirut

<400> 8

gacattgatt attgactagt tattaatagt aatcaattac ggggtcatta gttcatagec 60
catatatgga gttccgegtt acataactta cggtaaatgg ccegeetgge tgacegeeca 120
acgacccccg cccattgacg tcaataatga cgtatgttee catagtaacg ccaataggga 180
ctttccattg acgtcaatgg gtggactatt tacggtaaac tgcccacttg gecagtacatc 240 -
aagtgtatca tatgccaagt acgeccccta ttgacgtcaa tgacggtaaa tggecegeet 300
ggcattatge ccagtacatg accttatggg actttcctac ttggeagtac atctacgtat 360
tagtcatcgc tattaccatg 380

<210> 9

<211> 276

<212> ADN

<213> Gallus gallus

<400> 9

tcgaggtgag ccecacgtte tgetteacte tececatete cececectee cecacceccaa 60
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48565

ttttgtattt atttattttt taattatttt gtgcagegat ggggecgege gagoggogog 120

cgegegeeag gogegecegs gogegecgag geeegagscy gegegagecg gagaggtgeg 180

geggeageca atcagagegg cgegeteega aagtttectt ttatggegag geggeggegg 240
cggeggecct ataaaaagcg aagegegegg cggacyg 276

<210> 10

<211> 1009

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Duoc tong hop

<400> 10

ggagtcgetg cgttgectte geeeegtgee cegeteegeg cegectegeg cegeeegeee 60

cggctctgac tgaccgegtt actcccacag gtgageggge gggacggecc ttctectecg 120

ggctgtaatt agegettggt ttaatgacgg ctcgtttett ttctgtgget gegtgaaage 180

cttaaagggc tccgggaggg cectitgtge gggggggage ggotegggeg gtgegtgegt 240

gtgtatetec gtggggageg cegegtgegg cecgegetge cecggeggetg tgagegetge 300

gggegeggeg cggggctttg tgegeteege gigtgegega ggggagegeg geegggggeg 360
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gtgeccegeg gtgegegeeg getgegageg gaacaaagge tgegtgegeg gigtgtgegt 420

gggegootoa gcagggggte tegocgcggce ggtegggctg taacceccce ctgeacceee 480

ctceccgagt tgetgageac ggeeeggett cgggtgeggg geteegtgeg gggegtggeg 540

cggggctege cgtgeeggae ggeggatege gecagateggg gatgceggge ggggegggge 600

cgeeteggge cggggagegc tegggggage ggegeggcgg ceceggageg ceggeggetg 660

tcgaggegeg gegageegea gecattgect tttatggtaa tegtgegaga gggegeaggg 720

acttcctttg tcccaaatct ggeggagecg aaatctggga ggegeegeeg cacceectet 780

agcgggegeg ggcgaagegg tgeggegeeg geaggaagga aatgggeggg gagggectte 840

gtgcgtcgee gegeegeegt ceccttetee atctecagee teggggetge cgeaggggga 900

cggetgectt cgggggggac ggggeaggac gaggtteggc tictggegtg tgaccggegg 960

ctctagagcce tetgetaace atgttcatge cttettettt ttcctacag 1009

<210> 11
<211> 873
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 11
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atgaggatat ttgctgtctt tatattcatg acctactgge atttgctgaa cgceatttact 60

gtcacggttc ccaaggacct atatgtggta gagtatggta gcaatatgac aattgaatge 120

aaattcccag tagaaaaaca attagacctg gctgceactaa ttgtctattg ggaaatggag 180

gataagaaca ttattcaatt tgtgcatgga gaggaagacc tgaaggttca gecatagtage 240

tacagacaga gggcccggct gttgaaggac cagctctcce tgggaaatge tgcacttcag 300

atcacagatg tgaaattgca ggatgcaggg gtgtaccget geatgatcag ctatggtggt 360

gccgactaca agegaattac tgtgaaagtc aatgecccat acaacaaaat caaccaaaga 420

attttggttg tggatccagt cacctctgaa catgaactga catgtcagge tgagggetac 480

cccaaggcecg aagtcatetg gacaageagt gaccatcaag tectgagtgg taagaccace 540

accaccaatt ccaagagaga ggagaaactt ttcaatgtga ccagcacact gagaatcaac 600

acaacaacta atgagatttt ctactgcact tttaggagat tagatcctga ggaaaaccat 660

acagctgaat tggtcatccce agaactacct ctggeacate ctccaaatga aaggactcac 720

ttggtaattc tgggagcecat cttattatge cttggtgtag cactgacatt catcttecegt 780

ttaagaaaag ggagaatgat ggatgtgaaa aaatgtggca tccaagatac aaactcaaag 840

aagcaaagtg atacacattt ggaggagacg taa 873
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<210> 12
<211> 225
<212> ADN

<213> Bos taurus

<400> 12

ctgtgcectte tagttgecag ccatctgttg tttgeeecte cccegtgect tecttgaccee 60

tggaaggtgc cactcccact gtectttect aataaaatga ggaaattgea tegeattgtc 120

tgagtaggtg tcattctatt ctgggggetg gggtggggca ggacageaag ggggaggatt 180

gggaagacaa tagcaggcat getggggatg cggtgggctc tatgg 225

<210> 13
<211> 800
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 13

ccagegtgag tetetectac ceteecgete tggtecttee tetcecgete tgeacceetet 60

gtggcccteg ctgtgetete tegeteegtg actteectte tecaagttet cettggtgge 120

ccgecgtggg getagtecag ggetggatet cggggaageg geggegtggac ctgggagigg 180

ggaagggoet gegeaccegg gacgegeget acttgeeect tteggegggg ageaggggag 240
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acctttggec tacggegacg ggagggtegg gacaaagttt agggegtega taagegtcag 300
agcgecgagg ttgggegagge gtttetette cgctetttcg cggggectet ggetcececa 360
gegeagetgg agtgggggac gggtaggcte gtcccaaagg cgeggegetg aggtttgtga 420
acgegtggag gggegcttgg ggtetgggee aggegtegee cgggtaagee tgtetgetge 480
ggctetgctt cecttagact ggagagetgt ggacttegte taggegeeeg ctaagttcge 540
atgtcctage acctctgggt ctatgtgggg ccacacegtg gggaggaaac agecacgegac 600
gtttgtagaa tgcttggctg tgatacaaag cggtttcgaa taattaactt atttgttcce 660
atcacatgtc acttttaaaa aattataaga actacccgtt attgacatct ttctgtgtge 720
caaggacttt atgtgctttg cgtcatttaa ttttgaaaac agttatcttc cgecatagat 780
aactactatg gttatcttct 800

<210> 14

<211> 141

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> DPuoc téng hop

<400> 14
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aggaacccct agtgatggag ttggccactc cetetetgeg cgetegeteg ctcactgagg 60

ccgggegacc aaaggtcgee cgacgecegg getttgeeeg ggeggectea gtgagegage 120

gagcgcegeag ctgectgeag g 141

<210> 15
<211> 20
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 15

gaagcgtgtc ttcatagege 20

<210> 16
<211> 20
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 16

ttactcgtgt caaageegtt 20

<210> 17
<211> 20
<212> ADN

<213> Homo sapiens
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<400> 17

tgtcaaagcce gttaggatec

<210> 18
<211> 20
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 18

gcegttagga tectggcettg

<210> 19
<211> 20
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 19
gcggagtggc taaagtgctt

<210> 20
<211> 20
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 20

tccgcaagee aggatectaa

12/54
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<210> 21
<211> 20
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 21

gttcggcttt gagcttccte

<210> 22
<211> 20
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 22
gagatggtga tcatgagacc

<210> 23
<211> 20
<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 23

ttgtactcat atttgtttcc

<210> 24
<211> 20

48565

20

20

20

13/54

188/229



48565 189/229

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 24

aacaaatatg agtacaagtt 20

<210> 25
<211> 800
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 25

accgctctca gaccagaaac gtecacacce geeeteegat ggcctgtcgc. cctggctagg 60
ttttagggte agtgggatee tecttecact ggaceeggga gaagacgetc aacageecee 120
tectteeect cettectete cttectetee tteceeccte cetgegeege tecagagege 180
aacaaccatt ttcccagecea ggageacace gtgteccacge gecacagega tetcactgat 240
tggtcgggct cetggtaaac aaggaccggg cagecaatgg gagggatglg cacgagggca 300
gcacgagect ccgggecage getegegtgg ctettetgge ccgggctact atatagagac 360
gtttcegect cctgettgaa actaaccect cttttetee aaaggagtge tigtggagat 420
cggatctttt ctccagcaat tgggggaaag aaggcttttt ctetgaatta gcttagtgta 480

accageggceg tatatttttt aggegccttt tcgaaaacct agtagttaat attcatttgt 540
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ttaaatctta ttttattttt aagctcaaac tgcttaagaa taccttaatt ccttaaagtg 600

aaataatttt ttgcaaaggg gtttcctega tttggagett tttttttett ccaccgtcat 660

ttctaactct taaaaccaac tcagttccat catggtgatg ttcaagaaga tcaagtettt 720

tgaggtggtc tttaacgacc ctgaaaaggt gtacggeagt ggegagaagg tggctggecg 780

ggtgatagtg gaggtgtatg 800

<210> 26
<211> 60
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 26
atgtctcget cegtggectt agetgtgete gegetactct ctetttetgg cetggagget 60

<210> 27
<211> 27
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 27

gtcatggege ceccgaaccct cttectg 27
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<210> 28
<211> 45
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Puogc téng hop

<400> 28

gatggaggcg gttcaggegg aggtggetet ggeggtggeg gateg 45

<210> 29
<211> 297
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 29

atccagcgta ctccaaagat tcaggtttac tcacgtcatc cagcagagaa tggaaagica 60

aatttcctga attgctatgt gtetgggttt catccateeg acattgaagt tgacttactg 120

aagaatggag agagaattga aaaagtggag cattcagact tgtctttcag caaggactgg 180

tetttctate tettgtacta cactgaatte acceccactg aaaaagatga gtatgeetge 240

cgtgtgaacc atgtgacttt gtcacagecc aagatagtta agtgggatcg agacatg 297

<210> 30
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<211> 60
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Pugc téng hop

<400> 30

gotegtegty gttctggteg tegtegttct ggeggegeeg geteeggteg tggtggatee 60

<210> 31
<211> 1011
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 31

ggcteccact cettgaagta tttccacact tecegtgteee ggeeecggeceg cggggagece 60
cgcttcatct ctgtgggeta cgtggacgac acccagttcg tgegceticga caacgacgee 120
gegagtcega ggatggtgce gegggegeeg tggatggage aggaggggte agagtattgg 180
gaccgggaga cacggagegce cagggacace geacagattt tccgagtgaa tetgeggacg 240
ctgegeggct actacaatca gagegaggece gggtctcaca cectgeagtg gatgeatgge 300
tgcgagetgg ggecegacgg gegettecte cgegggtatg aacagttcge ctacgacgge 360

aaggattatc tcaccctgaa tgaggacctg cgetectgga cegeggtgga cacggeggct 420
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cagatctccg agcaaaagtc aaatgatgec tctgaggegg ageaccagag agectacctg 480
gaagacacat gcgtggagtg getccacaaa tacctggaga aggggaagga gacgetgett 540
cacctggagc cceccaaagac acacgtgact caccacceca tetetgacca tgaggecace 600
ctgaggtgct gggcectggg cttctacect geggagatea cactgacctg gcageaggat 660
ggggaggece atacccagga cacggagete gtggagacca ggeetgeagg ggatggaace 720
ttccagaagt gggeagetgt ggtggtecct tetggagagg ageagagata cacgtgecat 780
gtgcagcatg aggggctace cgageecgte accctgagat ggaageegge ttcccageee 840
accatcccea tegtgggcat cattgetgge ctggttetee ttggatetgt ggtetetgga 900
getgtggtte ctgctgtgat atggaggaag aagagetcag gtggaaaagg agggagetac 960
tctaaggetg agtggagega cagtgeccag gggtetgagt ctcacagett g 1011
<210> 32

<211> 800

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 32

cagggatcce agcagtgeaa acagacttcg gagtacctge getatgaaga cacgcttett 60
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ctggaagacc agccaacagg taageggcecc aattcattgt tggaggetea aagcetgatta 120

gagaagagaa ttgaatacac aaaacctgta cgaaatgttt taagttgctc agtttgagtg 180

gtttgaatta cgtgttgttg cttecttttt tetgttttaa tttgeagaca ttetectece 240

cccccaaaaa aaagggtgat ttgtacaatt ttttatggtg ctgtgtecta aaggggatce 300

tgaggggcgt tgectegggt agttaaagtc ttatgtgtge ataagttget tattetttgt 360

ctacttccta tttgagatgt tagtagagaa ctgtectggg tgaatctttc agtattgcag 420

ggcttggeaa cttgetgece gacaaaatac atcagaattt ctetttaaga acaatatggg 480

atggattaaa aaatatatat atgggatgaa attgggggta cttcaatacc ttgcatgeca 540

cccaagcatt ccttatcaca cagatgcatt ttaagtgtaa cagcaagect aatggetact 600

cgattttctt teccttcagg tgagaatgag atggtgatea tgagaccetgg aaacaaatat 660

gagtacaagt tcggctttga gettcctcag gggtaaatat cagctaaatg catctttgaa 720

cttttctgte taaaatatct tgeectectt tgatcactta ctgttcttgg agagegtttt 780

aaaattttca ttttcttgac 800

<210> 33

<211> 7133
<212> ADN
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<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Pugc téng hop

<400> 33

cctgecaggea getgegeget cgetegetea ctgaggecge cegggegteg ggcgaccttt 60

ggtcgeeegg ccteagtgag cgagegageg cgeagagagg gagtggecaa ctecatcact 120

aggggtteet geggecgeac gegtgttcta gggtggaaac taagagaatg atgtacctag 180

agggcgctgg aagetctaaa gecctageag ttactgettt tactattagt ggtegttttt 240

ttctcccece cgecceccga caaatcaaca gaacaaagaa aattacctaa acagcaagga 300

catagggagg aacttcttgg cacagaactt tccaaacact ttttcctgaa gggatacaag 360

aagcaagaaa ggtactcttt cactaggacc ttctctgage tgtectcagg atgettttgg 420

gactattttt cttacccaga gaatggagaa accctgeagg gaattcecaa getgtagtta 480

taaacagaag ttctecttct getaggtage attcaaagat cttaatctte tgggtttceg 540

ttttctcgaa tgaaaaatge aggtccgage agttaactgg ctggggeacc attagcaagt 600

cacttagcat ctctggggee agtctgeaaa gegaggggge agecttaatg tgectecage 660

ctgaagtcct agaatgageg ceeggtgtee caagetgggg cgegeaceee agatcggagg 720
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gcgecegatgt acagacagcea aactcaccca gtctagtgea tgecttetta aacatcacga 780
gactctaaga aaaggaaact gaaaacggga aagtccctct ctctaacctg geactgegte 840
getggettgg agacaggtga cggtecctge gggecettgte ctgattgget gggeacgegt 900
ttaatataag tggaggcgtc gegetggegg geattectga agetaagcett gtggacgata 960
tcgaattcge acgacattga ttattgacta gttattaata gtaatcaatt acggggteat 1020
tagttcatag cccatatatg gagttccgeg ttacataact tacggtaaat ggeeegectg 1080
getgaccgee caacgaccece cgeccattga cgtcaataat gacgtatgtt cccatagtaa 1140
cgccaatagg gactttecat tgacgicaat gggtggacta tttacggtaa actgeccact 1200
tggcagtaca tcaagtgtat catatgecaa gtacgeeccc tattgacgtc aatgacggta 1260
aatggeecge ctggeattat geeeagtaca tgaccttatg ggactttect acttggeagt 1320
acatctacgt attagtcatc getattacca tgggtcgagg tgageeccac gttetgette 1380
actctececa tetececece cteeceacce ceaattttgt atttatttat tttttaatta 1440

tittgtgcag cgatggggec geggeeeess geegegegeg ceaggegeeg cggggegggg 1500
cgaggegegg ggegegecga ggoggagagg tgeggegaca geeaatcaga geggegegct 1560

ccgaaagttt ccttttatgg cgaggeggeg geggeggegg cectataaaa agegaagege 1620
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geggeggecg ggagtegetg cgttgectte geeeegtgece cegetecgeg cegectegeg 1680

cegeecgeec cggetetgac tgacegegtt acteccacag gtgagegggce gggacggeee 1740

ttctceteeg ggcotgtaatt agegcettggt ttaatgacgg ctegtttcett ttctgtgget 1800

gcgtgaaage cttaaaggge tecgggaggg cectttgtge gggggggage ggetegegeg 1860

gtgcgtgegt gtatgtatge gtggggageg cegegtgegg ceegegetge ceggeggctg 1920

tgagcgetge gggegeggeg cggggctttg tgegeteege gtgtgegega ggegagegeg 1980

geegggggeg gtgeccegeg gtgegggeeg getgegaggg gaacaaagge tgegtgeggeg 2040

gtgtgtecgt gggggegtea geagggggty tgggegeggc gategggetg taacceceee 2100

ctgcacceee cteccegagt tgetgageac ggeeeggett cgggtgeggg geteegigeg 2160

gggegtggcg cggggctege cgtgecggge ggggggtage ggcaggtegg gatgeeggee 2220

ggggeggggc cgecteggge cggggaggee tegggagagy ggegeggegg ceeeggageg 2280

ccggeggctg tegaggegeg gegageegea gecattgect tttatggtaa tegtgegaga 2340

gggcgeaggg acttectttg teccaaatcet ggeggageeg aaatctggga ggegeegeeg 2400

cacceectct agegggegeg ggegaagegg tgeggegeeg geaggaagga aatgggeggg 2460

gagggcctte gtgegtegee gegeegeegt ceecttetee atctecagec teggggcetge 2520
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cgcaggggga cggetgectt cgggggogac ggggcaggec ggggtteggce tictggegtg 2580

tgaccggegg ctetagagece tetgetaace atgttcatge cttettcttt ttectacagg 2640
ggggatcegt ttatctgeag aattcgecect tgacgtegee accatgagga tatttgetgt 2700
ctttatattc atgacctact ggcatttget gaacgceattt actgtcacgg ttcccaagga 2760
cctatatgtg gtagagtatg gtagcaatat gacaattgaa tgcaaattcc cagtagaaaa 2820
acaattagac ctggctgeac taattgtcta ttgggaaatg gaggataaga acattattca 2880
atttgtgcat ggagaggaag acctgaaggt tcagceatagt agctacagac agagggeccg 2940
getgttgaag gaccagcetcet cectgggaaa tgetgeactt cagatcacag atgtgaaatt 3000
geaggatgea ggggtgtace getgeatgat cagetatggt ggtgecgact acaagegaat 3060
tactgtgaaa gtcaatgece catacaacaa aatcaaccaa agaatttgg ttgtggatcc 3120
agtcacctct gaacatgaac tgacatgtca ggetgaggge taccccaagg ccgaagtcat 3180
ctggacaagc agtgaccatc aagtcctgag tggtaagacc accaccacca attccaagag 3240
agaggagaaa cttttcaatg tgaccagceac actgagaatc aacacaacaa ctaatgagat 3300
tttctactgc acttttagga gattagatce tgaggaaaac catacagetg aattggtcat 3360

cccagaacta cctetggeac atcetccaaa tgaaaggact cacttggtaa ttctgggage 3420
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catcttatta tgeettggtg tagcactgac attcatctte cgtttaagaa aagggagaat 3480

gatggatgtg aaaaaatgtg geatccaaga tacaaactca aagaagcaaa gtgatacaca 3540

tttggaggag acgtaaccge tgatcagect cgactgtgec ttetagttge cagecatetg 3600

ttgtttgeece ctecccegtg cettecttga cectggaagg tgecactceee actgtecttt 3660

cctaataaaa tgaggaaatt gcatcgeatt gtctgagtag gtgteattet attctgggge 3720

gtggootoog gcaggacage aagggggagye attgggaaga caatagcagg catgetgggg 3780

atgcggtggg ctetatgggt cgacccageg tgagtetete ctacccteee getetggtee 3840

ttecteteee getetgeacc ctetgtggee ctegetgtge tetetegete cgtgacttce 3900

cttctccaag ttetecttgg tggeccgecg tggggctagt cecagggetgg atctegggga 3960

agcggegggg tggectggga gtggggaagg gogtgcgcac ccgggacgceg cgctacttge 4020

ccctttcgge ggggageagg ggagaccttt ggectacgge gacgggaggg tegggacaaa 4080

gtttagggcg tcgataageg tcagagegee gaggttgggg gagggtttet cticegetct 4140

ttcgeggggc ctetggetee cecagegeag ctggagtggg ggacgggtag getegtecca 4200

aaggcgeggc getgaggttt gtgaacgegt ggaggggege ttggggtetg ggggaggegt 4260

cgecegggta agectgtetg ctgeggetct getteectta gactggagag ctgtggactt 4320
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cgtctaggeg ceegetaagt tegeatgtee tageacctet gggtetatgt ggggecacac 4380
cgtggggagg aaacageacg cgacgtttgt agaatgettg getgtgatac aaageggttt 4440
cgaataatta acttatttgt tcccatcaca tgteactttt aaaaaattat aagaactace 4500
cgttattgac atctttctgt gtgccaagga ctttatgtge tttgegtceat ttaattttga 4560
aaacagttat cttccgecat agataactac tatggttate ttctggtaac cacgtgegga 4620
ccgaggetge agegtegtee teectaggaa cccctagtga tggagttgge cacteectct 4680
ctgegegcete getegetecac tgaggeeggg cgaccaaagg tegeecgacg ceegggetit 4740
geeegggegg coteagtgag cgagegageg cgeagetgece tgeaggggeg cetgatgegg 4800
tattttctee ttacgcatet gtgeggtatt tcacaccgcea tacgtcaaag caaccatagt 4860
acgcgecctg tageggegea ttaagegegg cgggtgtggt ggttacgege agegtgaceg 4920
ctacacttgc cagegeccta gegeeegete ctttegettt ctteccttec tttetcgeea 4980
cgttcgeegg ctitcecegt caagetetaa atcgggggcet cectttaggg ttecgattta 5040
gtgctttacg geacctcgac cccaaaaaac ttgatttggg tgatggtica cgtagtggec 5100
catcgecctg atagacggtt tttcgeectt tgacgttgga gtecacgttc titaatagtg 5160

gactcttgtt ccaaactgga acaacactca accctatcte gggetattct tttgatttat 5220
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aagggatttt gcegatttcg gectattggt taaaaaatga getgatitaa caaaaattta 5280
acgcgaattt taacaaaata ttaacgttta caattttatg gtgcactctc agtacaatct 5340
getetgatge cgeatagtta agecageece gacaccegee aacacceget gacgegeeet 5400
gacgggcttg tetgeteceg geatecgett acagacaage tgtgacegte tcegggaget 5460
geatgtgtca gaggttttca cegteatcac cgaaacgege gagacgaaag ggectegtga 5520
tacgcctatt tttataggtt aatgtcatga acaataaaac tgtctgetta cataaacagt 5580
aatacaaggg gtgttatgag ccatattcaa cgggaaacgt cgaggeegeg attaaattcc 5640
aacatggatg ctgatttata tgggtataaa tgggctegeg ataatgtegg geaatcaggt 5700
gcgacaatct atcgettgta tgggaagece gatgegecag agttgtttet gaaacatgge 5760
aaaggtagcg ttgccaatga tgttacagat gagatggtca gactaaactg getgacggaa 5820
tttatgecte ttecgaccat caagcatttt atcegtactce ctgatgatge atggttacte 5880
accactgcga tecccggaaa aacageatte caggtattag aagaatatce tgattcaggt 5940
gaaaatattg ttgatgcget ggeagtgttc ctgegeeggt tgcattegat teetgtttgt - 6000
aattgtcctt ttaacagega tegegtattt cgtetegete aggegeaate acgaatgaat 6060

aacggtitgg ttgatgcgag tgattttgat gacgagegta atggetggec tgttgaacaa 6120
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gtctggaaag aaatgcataa acttttgeca ttctcacegg attcagtegt cactcatggt 6180

gatttctcac ttgataacct tatttttgac gaggggaaat taataggttg tattgatgtt 6240

ggacgagtcg gaatcgeaga ccgataccag gatcttgeca tectatggaa ctgeeteggt 6300

gagttttcte cttcattaca gaaacggctt tttcaaaaat atggtattga taatcctgat 6360

atgaataaat tgcagtttca tttgatgcte gatgagtttt tctaatctca tgaccaaaat 6420

cccttaacgt gagttttcgt tccactgage gtcagaccee gtagaaaaga tcaaaggatce 6480

ttcttgagat cctttttttc tgcgegtaat ctgetgettg caaacaaaaa aaccaccgcet 6540

accagcggtg gtttgtttge cggatcaaga getaccaact cttttteccga aggtaactgg 6600

cttcagcaga gegeagatac caaatactgt ccttctagtg tageegtagt taggecacca 6660

cttcaagaac tctgtagcac cgectacata cetegetetg ctaateetgt taccagtgge 6720

tgctgecagt ggegataagt cgtgtettac cgggttggac tcaagacgat agttacegga 6780

taaggcgcag cggtegggct gaacggggeg ttegtgeaca cageeceagcet tggagegaac 6840

gacctacacc gaactgagat acctacageg tgagctatga gaaagegeca cgcettecega 6900

agggagaaag geggacaggt atccggtaag cggeagggtc ggaacaggag agegeacgag 6960

ggagcttcca gggggaaacg cetggtatet ttatagtect gtegggttte gecacetetg 7020
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acttgagegt cgatttttgt gatgetegte aggggggegg agectatgga aaaacgecag 7080
caacgcggcec tttttacggt tcetggectt ttgetggect tttgetcaca tgt 7133

<210> 34

<211> 7763

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Puoc tdng hop

<400> 34

cctgeaggcea getgegeget cgetegetea ctgaggecge cegggegicg ggcgaccttt 60

ggtcgeecegg ceteagtgag cgagegageg cgeagagagg gagtggecaa ctccatcact 120

aggggttect geggeegeac gegtaceget ctecagaccag aaacgtceac acccgeectc 180

cgatggectg tegeectgge taggttttag ggtcagtggg atectectic cactggacce 240

gggagaagac getcaacage cecetectte cectecttee teteettect ctectteceee 300

ccteectgeg cegetecaga gegeaacaac cattttecea gecaggagea cacegtgtee 360

acgcgecaca gegatcteac tgattggteg ggeteetggt aaacaaggac cgggeageca 420

atgggaggga tgtgcacgag ggeageacga geeteeggge cagcgetege gtggetette 480
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tggcecgggc tactatatag agacgtttce geeteetget tgaaactaac ccctettttt 540
ctccaaagga gtgcttgtgg agatcggatc ttttctccag caattggggg aaagaaggct 600
ttttctctga attagettag tgtaaccage ggegtatatt ttttaggege cttttcgaaa 660
acctagtagt taatattcat ttgtttaaat cttattttat ttttaagctc aaactgctta 720
agaatacctt aattccttaa agtgaaataa ttttttgcaa aggggtttce tcgatttgga 780
getttttttt tettccaceg teatttctaa ctettaaaac caactcagtt ccatcatggt 840
gatgttcaag aagatcaagt cttttgaggt ggtctttaac gaccctgaaa aggtgtacgg 900
cagtggcgag aaggtggetg gecgggtgat agtggaggtg tgtgaagctt gtggacgata 960
tcgaattcge acgacattga ttattgacta gttattaata gtaatcaatt acggggteat 1020
tagttcatag cccatatatg gagttcegeg ttacataact tacggtaaat ggecegectg 1080
getgaccgee caacgacccc cgeccattga cgteaataat gacgtatgtt cccatagtaa 1140
cgccaatagg gactttceat tgacgtcaat gggtggacta ttacggtaa actgcccact 1200
tggcagtaca tcaagtgtat catatgecaa gtacgececc tattgacgte aatgacggta 1260
aatggcccge ctggeattat geccagtaca tgaccttatg ggactttcct acttggeagt 1320

acatctacgt attagtcatc getattacca tgggtegagg tgagecceac gttetgettc 1380
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actctcecca tetececeee cteeecacce ccaattttgt atttatttat tttttaatta 1440

tittgtgcag cgatggggge geggeeggeg gggacgegeg ccaggegggg cgggecggeg 1500

cgaggggegg gaegggecga gaeggagagg tgeggeggea gecaatcaga geggegeget 1560

ccgaaagttt ccttttatgg cgaggeggeg geggeggegg cectataaaa agegaagege 1620

geggegggceg ggagtegetg cgttgectte gececgtgee cegeteegeg cegeetegeg 1680

ccgeccgecce cggcetetgac tgaccgegtt actcccacag gtgageggece gggacggeee 1740

ttctecteeg ggetgtaatt agegettggt ttaatgacgg ctegtttett tictgtgget 1800

gegtgaaage cttaaagggc teegggaggg cectitgtge gggggggage gecteggggg 1860

gtgegtgegt gtgtgtetee gtggggageg cegegtgegg ceegegetge ceggeggctg 1920

tgagegetge gggegeggeg cggggctttg tgcgeteege gtgtgegega ggggagegeg 1980

geeggggecg gtgcceegeg gtgcggegeg getgegaggg gaacaaagge teegtgeggg 2040

gtgtgtgcgt ggggeaotea geagggagty tgggegegge ggtegggetg taacceecee 2100

ctgcaccece cteccegagt tgetgageac ggeeeggett cgggtgeggg geteegtgeg 2160

gggcgtggeg cggggcetege cgtgecggee gegeeatege ggeaggtagg ggtgecggge 2220

ggggcgggec cgecteggec cggggageec tegggggagg ggegeggegg ceeeggageg 2280
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ceggeggcetg tcgaggegeg gegagecegea gecattgect ttatggtaa tegtgegaga 2340
gggcgeaggg acttcctttg teccaaatet ggeggagecg aaatctggga ggegecgecg 2400
caccccctet agegggegeg ggegaagegg tgeggegecg gecaggaagga aatggecgeg 2460

gagggccttc gtgegtegee gegeegeegt ceccttetee atctecagee teggggetge 2520

cgeaggggga cggetgectt cgggggggac ggggeaggee ggggttcggc ttetggegtg 2580

tgaccggegg ctetagagee tetgetaace atgtteatge cttettetit ttectacagg 2640

ggggatcegt ttatctgeag aattegeect tgacgtegee accatgtete geteegtgge 2700

cttagcetgtg ctegegcetac tetetettte tggectggag getgteatgg cgeceecgaac 2760

cetettectg ggtggaggeg gttcaggegg aggtggetet ggeggtggeg gatcgatcca 2820

gegtactcea aagattcagg tttactcacg tcatccagea gagaatggaa agtcaaattt 2880

cctgaattgc tatgtgtetg ggtttcatce atccgacatt gaagttgact tactgaagaa 2940

tggagagaga attgaaaaag tggagcattc agacttgtct ttcagcaagg actggtcttt 3000

ctatctcttg tactacactg aattcacccc cactgaaaaa gatgagtatg cctgeegtgt 3060

gaaccatgtg actttgtcac agcccaagat agttaagtgg gatcgagaca tgggtggteg 3120

tggttctggt getggtggtt ctggeggegg cggeteeggt ggtggtggat ceggeteeca 3180
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ctcettgaag tatttccaca ctteegtgte cecggeecgge cgeggggage ceegetteat 3240
ctetgtggge tacgtggacg acacccagtt cgtgegettc gacaacgacg cegegagicc 3300
gaggatggtg ccgegggege cgtggatgga geaggagggg tcagagtatt gggaccggga 3360
gacacggagce gecagggaca ccgeacagat tttecgagtg aatctgegga cgetgegegg 3420
ctactacaat cagagcgagg ccgggtctca caccctgeag tggatgeatg getgegaget 3480
ggggecegac gggegettee teegegggta tgaacagttc gectacgacg geaaggatta 3540
tctcaccetg aatgaggace tgegetectg gaccgeggtg gacacggegg ctecagatete 3600
cgagcaaaag tcaaatgatg cctetgagge ggageaccag agagectace tggaagacac 3660
atgcgtggag tggctccaca aatacctgga gaaggggaag gagacgetge ticacctgga 3720
gcceccaaag acacacgtga ctcaccacce catetetgac catgaggeca ceetgaggtg 3780
ctgggcecectg ggcttctace ctgeggagat cacactgace tggcagcagg atggggaggg 3840
ccatacccag gacacggage tegtggagac caggeetgea ggggatggaa cettccagaa 3900
gtggacaget gtggtggtge cttctggaga ggageagaga tacacgtgec atgtgeagea 3960
tgaggggcta ccegageceg teaceetgag atggaageeg getteecage ceaccateee 4020

catcgtggge atcattgetg geetggttct cettggatet gtggtetetg gagetgtggt 4080
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tgctgetgtg atatggagga agaagagetc aggtggaaaa ggagggaget actctaagge 4140

tgagtggage gacagtgece aggggtctga gtetcacage ttgtaaccge tgatcageet 4200

cgactgtgcc ttctagttge cagecatetg ttgtttgeee cteceeegtg cettecttga 4260

ccetggaagg tgecactecee actgtecttt cctaataaaa tgaggaaatt geatcgeatt 4320

gtctgagtag gtgtcattct attctggggg gtgggotgge gcaggacage aagggggage 4380

attgggaaga caatagcagg catgetgggg atgeggtegg ctetatgggt cgaccaggga 4440

tcccageagt geaaacagac tteggagtac ctgegetatg aagacacget tettetggaa 4500

gaccagccaa caggtaageg geccaattea ttgttggage gtgaaagetg attagagaag 4560

agaattgaat acacaaaacc tgtacgaaat gttttaagtt gctcagtttg agtggtttga 4620

attacgtgtt gttgcttect tttttetgtt ttaatttgea gacattctee tcecececca 4680

aaaaaaaggg tgatttgtac aattttttat ggtgetgtgt cctaaagggg atcctgaggg 4740

gegttgecte gggtagttaa agtcttatgt gtgcataagt tgettattet ttgtctactt 4800

cctatttgag atgttagtag agaactgtcc tgggtgaatc tttcagtatt gcagggettg 4860

gcaacttget gececgacaaa atacatcaga atttetettt aagaacaata tgggatggat 4920

taaaaaatat atatatggga tgaaattggg ggtacttcaa taccttgeat gccacccaag 4980
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cattccttat cacacagatg cattttaagt gtaacagcaa gectaatgge tactegattt 5040
tetttccctt caggtgagaa tgagatggtg atcatgagac ctggaaacaa atatgagtac 5 100
aagttcgget ttgagettec tcaggggtaa atatcageta aatgceatett tgaactttte 5160
tgtctaaaat atcttgecct cctttgatea cttactgttc ttggagageg tittaaaatt 5220
ttcattttct tgacggtaac cacgtgegga ccgaggetge agegtegtee teectaggaa 5280
cccctagtga tggagttggce cactecctet ctgegegete getegetcac tgaggeeggg 5340
cgaccaaagg tcgeecgacg ceegggettt gececgggegg cetcagtgag cgagegageg 5400
cgeagetgee tgeaggggeg cetgatgegg tattttetee ttacgeatet gtgeggtatt 5460
tcacaccgca tacgtcaaag caaccatagt acgcgecctg tageggegea ttaagegegg 5520
cgggtetggt gattacgege agegtgaccg ctacacttge cagegeecta gegeeegete 5580
ctttcgettt ctteccttec tttctegeca cgttegeegg ctttceecgt caagetetaa 5 640
atcggggect cectttaggg ttccgattta gtgetttacg geacctcgac cccaaaaaac 5700
ttgatttggg tgatggttca cgtagtgggc catcgeectg atagacggtt tttcgeectt 5760
tgacgttgga gtccacgtte tttaatagtg gactcttgtt ccaaactgga acaacactca 5820

accctatctc gggctattct tttgatttat aagggatttt geegattteg gectattggt 5880
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taaaaaatga getgatttaa caaaaattta acgcgaattt taacaaaata ttaacgttta 5940
caattttatg gtgcactctc agtacaatct getctgatge cgeatagtta ageccagecee 6000
gacacccgcec aacacccget gacgegeect gacgggcttg tetgeteeeg geateegett 6060
acagacaagc tgtgaccgtc tccgggagct geatgtgtca gaggtttica ccgtcatcac 612Q
cgaaacgcge gagacgaaag ggcctegtga tacgectatt tttataggtt aatgtcatga 6180
acaataaaac tgtctgctta cataaacagt aatacaaggg gtgttatgag ccatattcaa 6240
cgggaaacgt cgaggeegeg attaaattce aacatggatg ctgatttata tgggtataaa 6300
tgggctegeg ataatgtcgg geaatcaggt gegacaatct atcgettgta tgggaagece 6360
gatgcgecag agttgtttct gaaacatgge aaaggtageg ttgecaatga tgttacagat 6420
gagatggtca gactaaactg getgacggaa tttatgecte ttccgaccat caageattit 6480
atccgtactc ctgatgatgce atggttactc accactgega tecccggaaa aacageattc 6540
caggtattag aagaatatcc tgattcaggt gaaaatattg ttgatgeget ggeagtgttc 6600
ctgegeeggt tgcattegat teetgtttgt aattgtectt ttaacagega tegegtattt 6660
cgtctegete aggegeaate acgaatgaat aacggtttgg ttgatgegag tgattttgat 6720

gacgagegta atggetggece tgttgaacaa gtctggaaag aaatgceataa actittgeca 6780

35/54



48565 211/229

ttctcaccgg attcagtcgt cactcatggt gatttetcac ttgataacct tatttttgac 6840
gaggggaaat taataggttg tattgatgtt ggacgagicg gaatcgcaga ccgataccag 6900
gatcttgeca tectatggaa ctgecteggt gagttttete cttcattaca gaaacggcett 6960
tttcaaaaat atggtattga taatcctgat atgaataaat tgcagtttca tttgatgete 7020
gatgagtttt tctaatctca tgaccaaaat cccttaacgt gagttttegt tecactgage 7080
gtcagaccce gtagaaaaga tcaaaggatce ttcttgagat cctttttttc tgegegtaat 7140
ctgctgettg caaacaaaaa aaccaccget accageggtg giitgtttge cggatcaaga 7200
gctaccaact ctttttccga aggtaactgg cttcagcaga gcgcagatac caaatactgt 7260
ccttctagtg tagecgtagt taggecacca cttcaagaac tctgtageac cgcectacata 7320
cetegetetg ctaatcetgt taccagtgge tgetgecagt ggegataagt cgtgtcttac 7380
cgggttggac tcaagacgat agttaccgga taaggegeag cggtcgggct gaacggggge 7440
ttcgtgcaca cageccagcet tggagegaac gacctacace gaactgagat acctacagcg 7500
tgagctatga gaaagegeca cgetteccga agggagaaag geggacaggt atccggtaag 7560
cggeagggtc ggaacaggag agegeacgag ggagetteca gggggaaacg cctggtatct 7620

ttatagtcct gtegggtttc gecacctetg acttgagegt cgatttttgt gatgetegte 7680

36/54



48565 212/229

agggggecgg agectatgga aaaacgecag caacgeggec tttttacggt tectggeett 7740

ttgctggect tttgctcaca tgt 7763

<210> 35
<211> 20
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 35
tataagtgga ggegtegege 20

<210> 36
<211> 20
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 36

gagtagcgeg agcacagceta 20

<210> 37
<211> 20
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 37
actggacgceg tegegetgge 20

37/54



<210> 38
<211> 20
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 38
aagtggaggc gtegegetgg

<210> 39
<211> 20
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 39

ggccacggag cgagacatcet

<210> 40
<211> 20
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 40

gcecgaatge tgteagette

<210> 41

48565

20

20

20

38/54

213/229



<211> 20
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 41

ctegegctac tetetettte

<210> 42
<211> 20
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 42

tcctgaaget gacagcatte

<210> 43
<211> 20
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 43

ttcctgaagce tgacagcatt

<210> 44
<211> 20
<212> ADN

<213> Homo sapiens

48565

20

20

20

39/54

214/229



<400> 44

actctetctt tetggectgg

<210> 45
<211> 23
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 45

gaagcegtgtc ttcatagcge agg

<210> 46
<211> 23
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 46

ttactcgtgt caaagccgtt agg

<210> 47
<211> 23
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 47

tgtcaaagcec gttaggatcc tgg

48565

20

23

23

23

40/54

215/229



<210> 48
<211> 23
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 48

gecegttagga tectggettg cgg

<210> 49
<211> 23
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 49

gcggagtggc taaagtgcett tgg

<210> 50
<211> 23
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 50

tccgcaagec aggatcctaa cgg

<210> 51

48565

23

23

23

41/54

216/229



<211> 23
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 51

gttéggcttt gagcttcctc agg

<210> 52
<211> 23
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 52

gagatggtga tcatgagacc tgg

<210> 53
<211> 23
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 53
ttgtactcat atttgtttcc agg

<210> 54
<211> 23
<212> ADN

<213> Homo sapiens

48565

23

23

23

42/54

217/229



48565

<400> 54

aacaaatatg agtacaagtt cgg 23

<210> 55
<211> 1500
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> DPugc tdng hop

<400> 55

atgtctcget cegtggectt agetgtgete gegetactct ctetttetgg cetggagget 60
gtcatggege ccegaaccct cttectgggt ggaggeggtt caggeggagg tggctetgge 120
ggtggcggat cgatccageg tactccaaag attcaggttt actcacgtea tccageagag 180
aatggaaagt caaatttcct gaattgetat gtgtetgggt ttcatccate cgacattgaa 240
gitgacttac tgaagaatgg agagagaatt gaaaaagtgg agcattcaga cttgtetttc 300
agcaaggact ggtctttcta tetettgtac tacactgaat tcacceccac tgaaaaagat 360

gagtatgect geegtgtgaa ceatgtgact ttgtcacage ccaagatagt taagtgggat 420

cgagacatgg gtggtggteg ttctggtggt ggtgottetg geggeggegg ctecggtggt 480

43/54

218/229



48565 219/229

ggtggatcecg geteceacte cttgaagtat ttecacactt cegtgteceg geeeggeege 540
ggggageecc getteatete tgtgggetac gtggacgaca cecagttegt gegettegac 600
aacgacgcceg cgagtcegag gatggtgeeg cgggegeegt ggatggagea ggaggggica 660
gagtattggg accgggagac acggagegee agggacaccg cacagatttt ccgagigaat 720
ctgeggacge tgegeggceta ctacaatcag agegaggecg ggtetcacac cetgeagigg 780
atgcatggct gegagetggg geecgacggg cgettectee gegggtatga acagttegee 840
tacgacggca aggattatct caccetgaat gaggacctge geteetggac cgeggtggac 900
acggcggctc agatctccga geaaaagtca aatgatgect ctgaggegga geaccagaga 960
gcctacctgg aagacacatg cgtggagtgg ctccacaaat acctggagaa ggggaaggag 1020
acgetgettc acctggagee cecaaagaca cacgtgacte accaceccat ctetgaccat 1080
gaggccacce tgaggtgetg ggeectggge ttetacectg cggagateac actgacctgg 1140
cagcaggatg gggagggcca tacccaggac acggagetcg tggagaccag gectgeaggg 1200
gatggaacct tccagaagtg ggcagcetgtg gtggtgcctt ctggagagga gcagagatac 1260
acgtgccatg tgeageatga ggggctacce gageeegtea cectgagatg gaagecgget 1320

tcccagecca ceateeecat cgtgggeate attgetggee tggttetect tggatetgtg 1380

44/54



48565 220/229

gtctetggag ctgtggttgce tgctgtgata tggaggaaga agagetcagg tggaaaagga 1440

gggagctact ctaaggctga gtggagegac agtgeccagg ggtetgagte tcacagettg 1500

<210> 56
<211> 7460
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Pugc téng hop

<400> 56
cctgecaggea getgegeget cgetegetea ctgaggecge cegggegteg ggegaccttt 60

ggtcgeeegg ccteagtgag cgagegageg cgeagagagg gagtggecaa ctecatcact 120

aggggttcct geggecgeac gegtaccget ctcagaccag aaacgteeac acccgeecte 180

cgatggcctg tegeectgge taggttttag ggtcagtggg atcctectte cactggacce 240

gggagaagac getcaacage ccectectte cectecttee tetecttect ctecttecee 300

ccteectgeg cegetccaga gegeaacaac cattttceca gecaggagea caccgtgtce 360

acgcgecaca gegatcteac tgattggteg ggetectggt aaacaaggac cgggeageca 420

atgggaggga tgtgcacgag ggeageacga geeteeggge cagegetege gtggetette 480

45/54



48565 221/229

tggceegggc tactatatag agacgtttee gectectget tgaaactaac cectettttt 540

ctccaaagga gtgcttgtgg agatcggatc ttttetccag caattggggg aaagaagget 600

ttttctctga attagettag tgtaaccage ggegtatatt ttttaggege cttttcgaaa 660

acctagtagt taatattcat ttgtttaaat cttattttat ttttaagctc aaactgetta 720

agaatacctt aattccttaa agtgaaataa ttttttgcaa aggggtttcc tegatttgga 780

getttttttt tcttccaceg teatttctaa ctettaaaac caactcagtt ccatcatggt 840

gatgttcaag aagatcaagt cttttgaggt ggtctttaac gaccctgaaa aggtgtacgg 900

cagtggcgag aaggtggctg geegggtgat agtggagetg tgtgaagett gtggacgata 960

tcgaattcge acgacattga ttattgacta gttattaata gtaatcaatt acggggtcat 1020

tagttcatag cccatatatg gagttcegeg ttacataact tacggtaaat ggeecgectg 1080

getgacegee caacgaccece cgeecattga cgteaataat gacgtatgtt cccatagtaa 1140

cgecaatagg gactttceat tgacgtcaat gggtggacta tttacggtaa actgeecact 1200

tggcagtaca tcaagtgtat catatgccaa gtacgeecce tattgacgte aatgacggta 1260

aatggeecge ctggeattat geccagtaca tgaccttatg ggactttect acttggeagt 1320

acatctacgt attagtcatc getattacca tgggtegagg tgagececac gttetgette 1380

46/54



48565

actctcecca tetecccecee ctecccacce ceaattttgt atttatttat tttttaatta 1440

tittgtgeag cgatggggec gegegegegs ggggcgegeg ceaggeggey cggggeggeg 1500

Ccgagggeces geceegecea gecggagagg tgeggeggca gecaateaga geggegeget 1560

ccgaaagttt ccttttatgg cgaggeggeg geggeggegg cectataaaa agegaagege 1620

geggegggeg ggagtecgetg cgttgectte geceegtgee cegeteegeg cegeetegeg 1680

cecgeeegece cggctetgac tgaccgegtt actcccacag gtgageggge gggacggeee 1740

ttctccteeg ggetgtaatt agegettggt ttaatgacgg ctegtttett tictgtgget 1800

gecgtgaaage cttaaaggge tecgggaggg cectttgtge gggggggage ggeteggggg 1860

gtgcgtgcgt gtgtgtgtece gtggggageg cegegtgegg cecgegetge ceggeggetg 1920

tgagegetge gggegeggeg cggggctttg tgegetcege gtgtgegega ggggagegeg 1980

geegggggeg gtgeceegeg gtgegggeeg gotgegageg gaacaaagge tgegtgeggg 2040

gtgtgtgcgt gggggagtea geagggagte tgggegegge gategggetg taacceceee 2100

ctgecaccece cteecegagt tgetgageac ggeeeggctt cgggtgeggg geteegtgeg 2160

gggegtggeg cgggeetege cgtgeeggge ggggegtege ggeagatggg gatgecggge 2220

gggecgggec cgecteggge cggggaggec tegggggagg ggcgeggegg ceecggageg 2280

47/54

222/229



48565 223/229

ccggeggcete tagagectet getaaccatg ttcatgectt cttettttte ctacagggge 2340

gatccgttta tctgecagaat tegeecttga cgtecgecacce atgteteget cegtggeett 2400

agctgtgctc gegcetactet ctetttetgg cetggagget gteatggege cecgaaccet 2460

cttcctgggt ggaggceggtt caggeggagg tggctetgge ggtggcggat cgatccageg 2520

tactccaaag attcaggttt actcacgtca tccagcagag aatggaaagt caaatttcct 2580

gaattgctat gtgtctgggt ttcatccate cgacattgaa gttgacttac tgaagaatgg 2640

agagagaatt gaaaaagtgg agcattcaga cttgtctttc agcaaggact ggtctttcta 2700

tctettgtac tacactgaat tcacccccac tgaaaaagat gagtatgect geegtgtgaa 2760

ccatgtgact ttgtcacage ccaagatagt taagtgggat cgagacatgg gtggtggteg 2820

ttctggtggt gatggttetg geggeggegg cteeggtggt ggtggateeg geteeccacte 2880

cttgaagtat ttccacactt ccgtgtceeg geeeggeege ggggageeee getteatete 2940

tgtggactac gtggacgaca cceagttegt gegettcgac aacgacgeeg cgagtecgag 3000

gatggtgceg cgggegeegt ggatggagea ggaggggtca gagtattggg accgggagac 3060

acggagcgcece agggacaccg cacagatttt ccgagtgaat ctgeggacge tgegeggeta 3120

ctacaatcag agcgaggecg ggtetcacac cctgeagtgg atgeatgget gegagetggg 3180

48/54



48565 204/229

gceegacggg cgettectee gegggtatga acagttcgec tacgacggea aggattatet 3240
caccctgaat gaggacctge getectggac cgeggtggac acggeggete agatetcega 3300
gcaaaagtca aatgatgect ctgaggegga geaccagaga gectacctgg aagacacatg 3360
cgtggagtgg ctccacaaat acctggagaa ggggaaggag acgetgette acctggagee 3420
cccaaagaca cacgtgacte accaccecat ctetgaccat gaggecacce tgaggtgetg 3480
ggcectggge ttetaceetg cggagateac actgacetgg cageaggatg gggagggeca 3540
tacccaggac acggageteg tggagaccag gectgeaggg gatggaacct tecagaagtg 3600
ggcagcetgtg gtggtgectt ctggagagga geagagatac acgtgecatg tgeageatga 3660
ggggctacce gageecgtea cectgagatg gaageeggcet teccagecca ccatceccat 3720
cgtgggcate attgetggee tggttetect tggatctgtg gtetctggag ctgtggtige 3780
tgctgtgata tggaggaaga agagetcagg tggaaaagga gggagctact ctaaggetga 3840
gtggagegac agtgeccagg ggtetgagte tcacagettg taaccgetga teageetega 3900
ctgtgecttc tagttgecag ccatetgttg tttgececte cecegtgecet tecttgacee 3960

tggaaggtgc cactcecact gtectttect aataaaatga ggaaattgea tegeattgte 4020

tgagtaggtg tcattctatt ctgggggete gggtggggca ggacageaag ggggaggatt 4080

49/54



48565 225/229
gggaagacaa tagcaggeat getggggatg cggtgggcte tatgggtega ccagggatce 4140

cagcagtgca aacagacttc ggagtacctg cgetatgaag acacgcettet tetggaagac 4200

cagccaacag gtaageggece caattcattg ttggagggtg aaagetgatt agagaagaga 4260

attgaataca caaaacctgt acgaaatgtt ttaagttgct cagtttgagt ggtttgaatt 4320

acgtgttgtt gettectttt ttetgtttta atttgecagac attctcctee ceecccaaaa 4380

aaaagggtga tttgtacaat tttttatggt gctgtgtect aaaggggate ctgaggggeg 4440

ttgccteggg tagttaaagt cttatgtgtg cataagttge ttattetttg tetacttect 4500

atttgagatg ttagtagaga actgtcctgg gtgaatcttt cagtattgea gggettggea 4560

acttgetgee cgacaaaata catcagaatt tetctttaag aacaatatgg gatggattaa 4620

aaaatatata tatgggatga aattgggget acttcaatac cttgcatgee acccaageat 4680

tccttatcac acagatgeat tttaagtgta acagcaagec taatggetac tegattttct 4740

ttcccttcag gtgagaatga gatggtgate atgagacctg gaaacaaata tgagtacaag 4800

ttcggcetttg agettcctca ggggtaaata tcagctaaat geatetttga acttttctgt 4860

ctaaaatatc ttgcectect ttgatcactt actgttettg gagagegttt taaaattttc 4920

attttcttga cggtaaccac gtgeggaceg aggetgeage gtegtectee ctaggaacce 4980

50/54



48565 206/229

ctagtgatgg agttggcecac teectetetg cgegeteget cgetcactga ggeegggega 5040

ccaaaggtcg ccegacgece gggctttgee cgggeggect cagtgagega gegagegege 5100

agctgectge aggggegect gatgeggtat tttetectta cgeatetgtg cggtatttca 5160

caccgcatac gtcaaagcaa ccatagtacg cgeectgtag cggegeatta agegeggegg 5220

gtgtggtget tacgegeage gtgaccgeta cacttgecag cgeectageg cecgetectt 5280

tegetttctt cecttecttt ctegecacgt tegeeggcett tececgteaa getctaaatc 5340

gggggactcee tttagggtte cgatttagtg ctttacggea cctcgacece aaaaaacttg 5400

atttgggtga tggttcacgt agtgggecat cgecctgata gacggttttt chcctttga 5460

cgttggagtc cacgttcttt aatagtggac tettgttcca aactggaaca acactcaacc 5520

ctatctcggg ctattctttt gatttataag ggattttgec gatttcggece tattggttaa 5580

aaaatgagct gatttaacaa aaatttaacg cgaattttaa caaaatatta acgtttacaa 5640

ttttatggtg cactctcagt acaatctget ctgatgeege atagttaage cagececgac 5700

acccgecaac acccgetgac gegeectgac gggettgtct getcceggea tecgettaca 5760

gacaagctgt gacegtetee gggagcetgea tgtgtecagag gttttcaccg tcatcacega 5820

aacgcgegag acgaaagggc ctegtgatac gectattttt ataggttaat gtcatgaaca 5880

51/54



48565 207/229

ataaaactgt ctgcttacat aaacagtaat acaaggggtg ttatgagcca tattcaacgg 5940
gaaacgtcga ggecgegatt aaattccaac atggatgcetg atttatatgg gtataaatgg 6000
getegegata atgtegggea atcaggtgeg acaatctate gettgtatgg gaagecegat 6060
gcgecagagt tgtttctgaa acatggcaaa ggtagegttg ccaatgatgt tacagatgag 6120
atggtcagac taaactggcet gacggaattt atgectcttc cgaccatcaa geattttatc 6180
cgtactectg atgatgeatg gttactcacce actgegatce ccggaaaaac ageattccag 6240
gtattagaag aatatcctga ttcaggtgaa aatattgttg atgegetgge agtgttectg 6300
cgecggttge attcgattee tgtttgtaat tgtectttta acagegateg cgtatttegt 6360
ctcgetcagg cgeaatcacg aatgaataac ggtttggttg atgegagtga tittgatgac 6420
gagcgtaatg getggectgt tgaacaagtc tggaaagaaa tgcataaact tttgecattc 6480}
tcaccggatt cagtcgtcac tcatggtgat ttctcacttg ataaccttat ttttgacgag 6540
gggaaattaa taggttgtat tgatgttgga cgagtcggaa tegeagaccg ataccaggat 6600
cttgecatec tatggaactg ceteggtgag ttttetectt cattacagaa acggettttt 6660
caaaaatatg gtattgataa tcctgatatg aataaattge agtttcattt gatgetcgat 6720

gagtttttct aatctcatga ccaaaatcec ttaacgtgag ttttegttee actgagegte 6780
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48565 208/229

agaccccgta gaaaagatca aaggatctte ttgagatcct ttttttctge gegtaatctg 6840

ctgettgeaa acaaaaaaac caccgcetace ageggtggtt tgtttgecgg atcaagaget 6900

accaactctt tttccgaagg taactggett cagecagageg cagataccaa atactgtect 6960

tctagtgtag ccgtagttag gecaccactt caagaactct gtagecaccge ctacatacct 7020

cgcetetgeta atcctgttac cagtggetge tgecagtgge gataagtegt gtettaccgg 7080

gitggactca agacgatagt taccggataa ggegeagegg tegggcetgaa cggggggttc 7140

gtgcacacag cccagcttgg agegaacgac ctacaccgaa ctgagatace tacagegtga 7200

getatgagaa agegecacgc ttcccgaagg gagaaaggeg gacaggtate cggtaagegg 7260

cagggicgga acaggagage geacgaggga gettccaggg ggaaacgect ggtatettta 7320

tagtcctgte gggtttegee acctetgact tgagegtega tttttgtgat getegtcagg 7380

ggggceggage ctatggaaaa acgecageaa cgeggecttt ttacggttee tggecttttg 7440

ctggectttt getcacatgt 7460

<210> 57

<211> 706

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
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48565 209/229

<220>
<223> Dugc tong hop

<400> 57

ggagtegetg cgttgectte geeceegtgee cegeteegeg cegeetegeg cecgeeegecee 60

cggctetgac tgaccgegtt actcccacag gtgageggge gggacggece ttetectecg 120

ggctgtaatt agegettggt ttaatgacgg ctegtttctt ttctgtgget gegtgaaage 180

cttaaaggge tecegggaggg cectttgtge ggggeggage gacteggggg gtgegtgegt 240

gtgtgtgtge gtggggageg cegegtgegg ceegegetge ceggeggetg tgagegetge 300

gggegeggceg cggggctttg tgegeteege gtgtgegega ggggagegeg geegggggeg 360

gtgeeeegeg gtgeggggge getgcgaggg gaacaaaggc tgegtgeggg gtgtgtgegt 420

ggggggatga geagggegtg tggacgeggce ggtegggctg taacceecce ctgeacceee 480

ctceecgagt tgetgageac ggeeeggett cgggtgeggg geteegtgeg gggegtggeg 540

cggggetege cgtgeeggge ggggggtage ggeaggtagg gatgecggge ggggegggee 600

cgecteggee cggggaggec tegggggagg ggegeggegg ceecggageg ceggeggete 660

tagagcctct getaaccatg ttcatgectt cttctttttc ctacag 706
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