(12) BAN MO TA SANG CHE THUOC BANG POC QUYEN SANG CHE

(19) Cong hoa xa hgi chi nghia Viét Nam (VN) (11)
CUC SO HU'U TRI TUE
1-0048882

(51)202001 C12Q 1/6806; C12Q 1/6869 (13) B

(21) 1-2021-08273 (22) 22/12/2020

(86) PCT/US2020/066549 22/12/2020 (87) WO 2021/133770 01/07/2021

(30) 62/952,866 23/12/2019 US; 62/952,799 23/12/2019 US

(45) 25/07/2025 448 (43) 25/11/2022 416A

(73) 1. ILLUMINA, INC. (US)
5200 Illumina Way, San Diego, CA 92122, United States of America
2. ILLUMINA CAMBRIDGE LIMITED (GB)
19 Granta Park, Great Abington, Cambridge Cambridgeshire CB21 6DF, United
Kingdom
3. ILLUMINA SINGAPORE PTE. LTD. (SG)
29 Woodlands Industrial Park E1, North Tech Lobby 3, #02-13/18, Singapore
757716, Singapore

(72) YANG, Xiangyuan (SG); GEORGE, Wayne N. (GB); GATTI LAFRANCONI,
Pietro (IT); TEO, Yin Nah (SG); BROWN, Andrew, A. (GB); BACIGALUPO,
Maria, Rogert (AR); BRUSTAD, Eric (US); BOHRA, Hassan (IN); WANG, Clifford
(US).

(74) Coéng ty C6 phan S hiru cong nghiép INVESTIP (INVESTIP)

(54) HAT NANO CO VI TRi MAU BON LE BE LIEN KET POLYNUCLEOTIT MAU
VA PHUONG PHAP GIAI TRINH TU SU DUNG HAT NANO NAY



(21) 1-2021-08273

(57) Sang ché d& cap dén hat nano bao gdm khung, vi tri mau don 1¢ d& lien két
polynucleotit mau v6i khung, va nhiéu vi tri phu dé lién két cac oligonucleotit phu v§i
khung, trong d6 khung dugc chon tir polyme acrylamit bat d6i mot hodc dendrime bao
gém cac don vi cdu tao lap lai lysyl, vi tri mau don 1& dé lién két polynucleotit mau
v6i khung dugc chon tir mét vi tri lién két miu cong héa tri va mot vi tri lién két miu
khong cong héa tri va nhiéu vi tri phu dé lién két cac oligonucleotit phu v6i khung
duoc chon tir cac vi trf lién két oligonucleotit phu cdng hoda tri va cac vi tri lién két
oligonucleotit phu khong cong héa tri. Sang ché ciing dé cap dén phuong phap giai

trinh ty sir dung hat nano nay.

HINH 1


CVH140
Textbox
(57)

CVH140
Textbox
(21)  1-2021-08273

CVH140
Placed Image

CVH140
Textbox


48882 1/110

Linh vye k§ thuat dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén hat nano bao gdm khung, vi tri mau don 1é dé lién két
polynucleotit mau vi khung, va nhidu vi tri phu dé lién két cac oligonucleotit phu véi

khung. Sang ché ciing dé cip dén phuong phép giai trinh tu sir dung hat nano nay.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Nhiéu nén tang giai trinh tw hién nay st dung cong nghé “giai trinh tur bang phuong
phap tong hop” (SBS) va cac phwong phap dua trén huynh quang dé phat hién. Theo
mot s vi du, nhiéu polynucleotit dich dugc phan lap tir thu vién thanh céc trinh tu, hoac
polynucleotit mau, duge gan vao bé mat cta 16p nén trong quy trinh dugc biét dén 1a
gieo mam. Sau dé, nhidu ban sao cia polynucleotit mau cé thé duogc tong hop ¢ diém
gin vao bé mat & ving 1an can véi noi gieo mam polynucleotit mau don 1é ma né 1a ban
sao, trong quy trinh tao cum. Tiép d6, cac ban sao méi hinh thanh ctia cac polynucleotit
da tao cum duoc téng hop trong céac diéu kién ma tai do, ching phét ra tin hi€u nhan biét
ting nucleotit khi né dugc gén vao s¢1 maéi hinh thanh. Viéc tao cum cho nhiéu béan sao
ctia polynucleotit mau da gieo mdm & ving 1an c4n v6i noi ma né duge gieo mam ban
dau dan dén viéc khuéch dai tin hiéu tao ra trong qua trinh polyme hoa dé& thdy, gitp cai

thién kha nang phat hién.

Viéc gieo mim va tao cum ddi v6i quy trinh SBS dién ra t6t dep khi nhiéu bé mit 16p
nén kha dung nhét c6 thé dugc gieo mam véi cac polynucleotit mau, tir d6 c6 thé t6i da hoa
lwong thong tin giai trinh tu thu dwoc trong qué trinh tién hanh giai trinh tu. Nguoc lai, noi
chung 14, cang it dién tich bé mit 16p nén kha dung ding cho gieo mam va tao cum, thi quy
trinh SBS ¢6 thé cang kém hiéu qua, 1am tang thoi lwong, chat phan tng, chi phi va khién
qué trinh xr 1y dit liéu dé thu duge hrong thong tin gidi trinh tu cho trudc ctia mot thu vién
cho trudc tr¢ nén phure tap.

Viéc gieo mam va tao cum ciing dién ra t6t dep khi cac polynucleotit mau tir mot

thu vién c6 céc trinh tu khac nhau gieo mam trén, hodc gan vao, céc vi tri trén bé méat du
1



48882 2/110

xa khoi nhau sao cho quy trinh tao cum s€ tao ra cdc cum polynucleotit dugc sao chép
riéng biét trong khong gian, mdi ban sao nay 1a do viéc gieo mam polynucleotit mau don
1¢, mét tinh trang thuong dugc goi 1a tinh trang don dong. Tirc 1a thong thuong, thu vién
gdm cac polynucleotit mau c6 thé bao gdbm mot sd luong 16n phan i polynucleotit mau
¢6 cac trinh tu nucleotit khac nhau. Néu hai polynucleotit mau nhu vay gieo mam qua gin
nhau trén bé mit cua 16p nén, thi quy trinh tao cum c6 thé tao ra cac quan thé polynucleotit
dugc sao chép x4o tron trong khong gian, mot vai trong sb6 d6 co trinh tu ctia mot trong
c4c polynucleotit mau duoc gieo mam gan d6 va s6 con lai ¢6 trinh ty cta polynucleotit
mau don 1é khéc ciing dugc gieo mam gin d6 trén bé mat nay. Hodc hai cum tao nén tir
hai polynucleotit mau khac nhau ma dugc gieo mam ¢ ving lan can qué gan nhau c6 thé
qué lién k& v6i nhau hodc néi lién nhau dén mirc ma hé théng chup hinh dung trong quy
trinh SBS ¢6 thé khong phan biét duge chung 1a cac cum riéng &, mac du co thé khong
6 su x40 tron trong khong gian hodc c6 su xdo tron rAt nhé cta céc trinh tw gin vao 16p
nén gitra cac cum. Tinh trang bét loi nay thuong duoc goi la tinh trang da dong. Vi vy,
¢6 thé s& kho khin hon, mét nhiéu thoi gian hon, ton kém hon va hiéu qua thap hon ciing
nhu doi hoi nhidu quy trinh phan tich sb liéu phtrc tap hon méi c6 thé thu dugc thong tin

trinh tu r6 rang tr cum da dong (néu co).

Ban chét ky thuit ciia sing ché

Do d6, nén thuc hién dugc quy trinh SBS trong céac diéu kién ma tai dé nhiéu dién
tich bé mat kha dung nhét ¢6 thé cua bé mit 16p nén duoc sir dung dé gico mam va tao
cum, dong thoi thiic day viéc tach cac polynucleotit mAu da gieo mam dé td1 da nhat c6
thé tinh don dong clia cic cum va giam thidu cum da dong nhiéu nhét c6 thé. Sang ché
dé xuét cac ché phdm va phurong phap c6 thé sir dung dé lam ting mot cach thuan lgi

mat do gieo mam va kha ning tao cum don dong trong SBS.

Theo mot khia canh, séng ché dé xuit mot loai hat nano, bao gém mot khung, vi tri
mau don 1& dé lién két polynucleotit mau don 1& v6i khung dugc chon tir mot vi tri lién két
mau cong hoéa tri va mot vi tri lién két mau khong cong héa tri, va nhiéu vi tri phu dé lién
két cac oligonucleotit phu v6i khung duge chon tir vi tri lién két oligonucleotit phu cong
héa tri va vi tri lién két oligonucleotit phu khong cong hoa tri, trong d6 khung 13 hop chit

c6 Cong thuce I:
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nam trong khoang tir 1 dén 2.000 con y 1a sd nguyén nam trong khoéang tur 1 dén 10.000

, x la sO nguyén

va ty 1€ cua x1y ¢6 thé nam trong khoang tr 10:90 dén khoang 1:99, va trong do, mdi

RZ doc 1ap 1a H hodc Ci.4 alkyl, va Cong thue I1Ib:
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R3

NH,
X y Z  trong d6, R®> dugc chon tur ;
\ K Y | N (|)| _OH
%N\ EL{NV “LLL{NH ﬁH{H\/\/N\ IH{ ﬁ
’ , va O ;Y

1a s6 nguyén nim trong khoang tir 1 dén 2.000 con x va z 1a cac sd nguyén c6 téng nam
trong khoang tur 1 dén 10.000 va ty 1& ctia (x:y):z ¢6 thé ndm trong khoang tir (85):15 dén
khoang (95):5, va trong do, mdi R? doc 1ap 1a H hodc Ci4 alkyl, Ry bao gém vi trf mau don
1¢ dé lién két polynucleotit mau don 1& voi khung, R* duge chon tir mot Ci-Cao alkyl duge
thay thé ity ¥, C1-Cao alkenyl duoc thay thé tty ¥, C1-Cao alkynyl duoc thay thé tity ¥, Ci-
Cao oxaalkyl dugc thay thé thry y, Ci-Cao thiaalkyl duoc thay thé thy v, va C1-Cao azaalkyl
duoc thay thé tily ¥, trong do phan dugc thay thé bao gdm viéc thay thé bang mot hodc
nhiéu phén tir trong s6 C1-Co alkyl, oxy lién két d6i, va nhoém hydroxyl, va R bao gbm vi

trf phu dé lién két céc oligonucleotit phu.

Theo mot vi du, vi tri mau don 1& bao gdm mét vi tri lién két mau cong hoa tri.
Theo mét vi du khac, vi tri lién két mAu cong hoa tri duge chon tir vi trf lién két amin-
NHS este, mot vi tri lién két amin-imidoeste, vi tri lién két amin-pentofluorophenyl este,
vi tri lién két amin-hydroxymetyl phosphin, vi tri lién két carboxyl-carbodiimit, vi tr
lien két thiol-maleimit, vi tri lién két thiol-haloaxetyl, vi tri lién két thiol-pyridyl
disulfua, vi tri lién két thiol-thiosulfonat, vi tri lién két thiol-vinyl sulfon, vi tri lién két
aldehyt-hydrazit, vi tri lién két aldehyt-alkoxyamin, vi trf lién két aldehyt-NHS este, vi
trf lién két hydroxy-isoxyanat, vi tri lién két azit-alkyn, vi tri lién két azit-phosphin, vi
tri lién két transxycloocten-tetrazin, vi tri lién két norbornen-tetrazin, vi tri lién két azit-
xyclooctyn, vi tri lién két azit-norbornen, vi tri lién két oxim, vi tri lién két SpyTag-
SpyCatcher, vi tri lién két Snap-tag-O°-Benzylguanin, vi tri lién két CLIP-tag-O-
benzylxytosin va vi tri lién két ghép cap sortaza.

4



48882 5/110

Theo mot vi du khac, vi tri mau don 1¢ bao gém mot vi tri lién két mau khong
cong hoa tri. Theo mot vi du khac nira, vi tri li€n két mau khong cdng hoa tri bao gém
mot vi tri lai hoa polynucleotit. Theo mot vi du khac nira, vi tri lién két mau khong
cong hoa tri bao gdbm mot vi tri lién két peptit khong cdng hoa tri, va vi tri lién két
peptit khong cong hda tri nay duoc chon tir mdt vi tri lién két cudn xo0an d6i va mot vi
trf lién két avidin-biotin.

Theo mot vi du khéc, nhiéu vi trf phu dé lién két cac oligonucleotit phu v6i khung bao
gém cac vi tri lién két oligonucleotit phu cong héa tri. Theo mot vi du khac nira, vi tri li€n
Kkét oligonucleotit phu cong hoa tri duge chon tir vi tri lién két amin-NHS este, vi trf lién két
amin-imidoeste, vi tri lién Kkét amin-pentofluorophenyl este, vi tri lien két amin-
hydroxymetyl phosphin, vi tri lién két carboxyl-carbodiimit, vi trf lién két thiol-maleimit,
vi tri lién két thiol-haloaxetyl, vi tri lién két thiol-pyridyl disulfua, vi tri lién két thiol-
thiosulfonat, vi tri lién két thiol-vinyl sulfon, vi tri lién két aldehyt-hydrazit, vi trf lién két
aldehyt-alkoxyamin, vi tri li€n két hydroxy-isoxyanat, vi trf lién két azit-alkyn, vi tri lién
Kkét azit-phosphin, vi tri lién két transxycloocten-tetrazin, vi tri lién két norbornen-tetrazin,
vi tri lién két azit-xyclooctyn, vi tri li€n két azit-norbornen, vi trf lién két oxim, vi tri lién
két SpyTag-SpyCatcher, vi tri lién két Snap-tag-OS-Benzylguanin, vi tri lién két CLIP-tag-
O%-benzylxytosin, vi tri li€n két ghép cip sortaza va t6 hop bat ky cua hai hodc nhiéu hon

hai vi tri néu trén.

Theo mot vi du khac, vi tri lién két oligonucleotit phu bao gém vi tri lién két
oligonucleotit phu khong cong hoa tri. Theo mdt vi du khac nita, vi tri lién két
oligonucleotit phu khong cdng hoa tri bao gbm vi tri lai hoa polynucleotit. Theo mot
vi du khéc nita, vi tri lién Kkét oligonucleotit phu khong cong hoa tri bao gém vi tri lién
két peptit khong cong hoa tri, va vi tri lién két peptit khong cong hoa tri nay dugc chon

tir mot trong hai hodc ca vi tri lién két cudn xoan do6i va vi tri lién két avidin-biotin.

Theo mot vi du khéc, hat nano con bao gbm polynucleotit mAu don 1¢ lién két voi
vi tri mAu don 1é. Theo mot vi du khéc nita, khung con bao gbm nhiéu oligonucleotit

phu lién két v6i nhiéu vi tri phu.

Theo mdt vi du khac, hat nano c6 duong kinh it nhit 10 nm, dudng kinh it nhét

20 nm, duong kinh it nhét 30 nm, duong kinh it nhét khoang 40 nm, duong kinh it nhét

khoang 50 nm, duong kinh it nhéat khoang 60 nm, dudng kinh it nhét khoang 70 nm,
5



48882 6110

dwong kinh it nhét khoang 80 nm, dudng kinh it nhét khoang 90 nm, dudng kinh it nhét
khoang 100 nm, duong kinh it nhét khoang 125 nm, dudng kinh it nhét khoang 150 nm,
dwong kinh it nhét khoang 175 nm, dudng kinh it nhét khoang 200 nm, dudong kinh it
nhit khoang 225 nm, duong kinh it nhat khoang 250 nm, dudng Kinh it nhat khoang
275 nm, duong kinh it nhat khoang 300 nm, duong kinh it nhat khoang 325 nm, dudng
kinh it nhit khoang 350 nm, duong kinh it nhat khoang 375 nm, dudng kinh it nhét
khoang 400 nm, duong kinh it nhét khoang 425 nm, duong kinh it nhét khoang 450 nm,
dwdng kinh it nhét khoang 475 nm, duong kinh it nhat khoang 500 nm, dudng kinh it
nhit khoang 550 nm, dudng kinh it nhat khoang 600 nm, dudng kinh it nhét khoang
650 nm, duong kinh it nhit khoang 700 nm, dudng kinh it nhat khoang 750 nm, dudng
kinh it nhit khoang 800 nm, duong kinh it nhéit khoang 850 nm, duong kinh it nhét
khoang 900 nm hoac duong kinh it nhét khoang 950 nm.

Theo mot khia canh khéc, sang ché @& xuit mot phuong phap bao gdm budc lién két
polynucleotit mau don 1é véi vi tri mAu don 1é ciia hat nano. Theo mot khia canh khac
nita, sang ché dé xuét mot phuong phap bao gdm budc lién két nhidu oligonucleotit phu
v6i nhiéu vi trf phu cua hat nano. Theo mot vi du khac nira, phuong phap nay con bao
gbém budc téng hop mot hodc nhiéu ban sao dugc gin vao khung dugc chon tir cic ban
sao cua polynucleotit mu, cac ban sao clia cac polynucleotit bd tro cho polynucleotit
mAu, va cac ban sao clia ca hai, trong d6 cac ban sao dugc gan vao khung kéo dai tir cac
oligonucleotit phu. Theo mét vi du khac nita, phuong phéap nay con bao gbm budc gin
khung vao 16p nén, trong d6 budc gfn bao gdm cdng doan lai céc oligonucleotit phu vdi

cac oligonucleotit dd dugc gin vao 16p nén.

Theo moOt vi du, 16p nén bao g@)m nhiéu giéng kich thudc nano va cac
oligonucleotit da duoc gdn vao 16p nén dugc gin bén trong nhidu giéng kich thudce
nano. Theo mot vi du khéc, chi ¢o t6i da mot khung lién két bén trong giéng bét ky
trong s cac giéng kich thugc nano. Theo mot vi du khac nira, phuong phap nay con
bao gém budc tong hop mot hodc nhidu ban sao duoc gin vao 16p nén duoc chon tur
cac ban sao cua polynucleotit mau, cac ban sao cua cac polynucleotit bd tro cho
polynucleotit mAu, va cac ban sao cuia ca hai, trong d6 cdc ban sao dugc gan vao 16p
nén kéo dai tir cac oligonucleotit da dugc gin vao 16p nén. Theo mot vi du khac nira,

phuong phép nay con bao gbém budc giai trinh ty it nhét mot trong sd cac ban sao duge

6
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gén vao khung va cac ban sao dugc gan vao 16p nén, trong d6 budce gidi trinh ty bao

gdm cong doan giai trinh tur bang phuwong phap tong hop.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé& xuit mdt loai hat nano, bao gém mot
khung, vi tri mAau don 1¢ dé lién két polynucleotit mau véi khung dugc chon tir mot vi
tri lién két mau cong hoa tri va mot vi tri lién két mau khong cong hoa tri, va nhiéu vi
tri phu dé lién két cac oligonucleotit phy v6i khung dwge chon tir vi tri lién két
oligonucleotit phu cong hoa tri va vi tri lién két oligonucleotit phu khong cong hoa tri,
trong d6 khung nay bao gdm dendrime, trong d6 dendrime nay bao gbm tir 2 dén 10
nhanh cua cac don vi cAu tao lap lai, cac don vi cAu tao lap lai nay bao gém lysin, trong
d6 lysin cia nhanh nguoc dong tao ra lién két peptit v6i lysin thu nhét ctia nhanh xudi
dong ngay sau va lién két isopeptit v6i lysin thu hai ctia nhanh xudi dong ngay sau
nay, vi tri mau don 1€ kéo dai tir dau tan cung C cua lysin trong nhanh dau tién cua
dendrime va nhiéu vi tri phu kéo dai tr nhém NH> trong lysin cia nhénh cubi cing

cua dendrime.

Theo mot vi du, vi tri mau don 1é bao gém mot vi tri lién két mau cong hoa tri.
Theo mdt vi du khac, vi tri lién két mau cdng hoa tri dugc chon tir vi tri lién két amin-
NHS este, mot vi tri lién két amin-imidoeste, vi tri lién két amin-pentofluorophenyl este,
vi tri lién két amin-hydroxymetyl phosphin, vi tri lién két carboxyl-carbodiimit, vi tri
lien két thiol-maleimit, vi tri lién két thiol-haloaxetyl, vi tri lién két thiol-pyridyl
disulfua, vi tri lién két thiol-thiosulfonat, vi tri lién két thiol-vinyl sulfon, vi trf lién két
aldehyt-hydrazit, vi tri lién két aldehyt-alkoxyamin, vi trf lién két aldehyt-NHS este, vi
trf lién két hydroxy-isoxyanat, vi tri lién két azit-alkyn, vi trf lién két azit-phosphin, vi
tri lién két transxycloocten-tetrazin, vi tri lién két norbornen-tetrazin, vi tri lién két azit-
xyclooctyn, vi tri li€n két azit-norbornen, vi tri lién két oxim, vi tri lién két SpyTag-
SpyCatcher, vi tri li€n két Snap-tag-O°-Benzylguanin, vi tri lién két CLIP-tag-O’-

benzylxytosin va vi tri lién két ghép cip sortaza.

Theo mot vi du khac, vi tri mau don 1é¢ bao gom mot vi tri lién két mau khong
cong hoa tri. Theo mot vi du khac nira, vi tri lién két mau khong cong hoa tri bao gbm
mét vi tri lai héa polynucleotit. Theo mot vi du khéac nita, vi tri lién két mau khong

cong hda tri bao gém mot vi tri lién két peptit khong cong hoa tri, va vi tri lién két
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peptit khong cong hoa tri nay duge chon tir mot vi tri lién két cudn xodn doi va mot vi
tri lién két avidin-biotin.

Theo mdt vi du khac, nhiéu vi tri phu dé lién két cac oligonucleotit phu v6i khung bao
gbm céc vi tri lién két oligonucleotit phu cong hoa tri. Theo mot vi du khac nita, vi tri lién
két oligonucleotit phu cong héa tri dugc chon tir vi tri lién két amin-NHS este, vi tri lién Két
amin-imidoeste, vi tri lién két amin-pentofluorophenyl este, vi tri lién két amin-
hydroxymetyl phosphin, vi tri lién két carboxyl-carbodiimit, vi trf lién két thiol-maleimit,
vi tri lién két thiol-haloaxetyl, vi tri lién két thiol-pyridyl disulfua, vi trf lién két thiol-
thiosulfonat, vi trf lién két thiol-vinyl sulfon, vi tri lién két aldehyt-hydrazit, vi rf lién két
aldehyt-alkoxyamin, vi tri li€n két hydroxy-isoxyanat, vi tri lién két azit-alkyn, vi tri lién
két azit-phosphin, vi tri li€n két transxycloocten-tetrazin, vi tri lién két norbornen-tetrazin,
vi trf lién két azit-xyclooctyn, vi trf lién két azit-norbornen, vi trf lién két oxim, vi tri lién
két SpyTag-SpyCatcher, vi tri lién két Snap-tag-OS-Benzylguanin, vi tri lién két CLIP-tag-
O%-benzylxytosin, vi tri lién két ghép cap sortaza va t6 hop bat ky ctia hai hodc nhiéu hon

hai vi tri néu trén.

Theo mot vi du khac, vi tri lién Kkét oligonucleotit phu bao gém vi tri lién két
oligonucleotit phu khong cong hoa tri. Theo mdt vi du khac nira, vi tri lién két
oligonucleotit phu khong cong hoa tri bao gdm vi tri lai hoa polynucleotit. Theo mot
vi du khac nira, vi trf lién két oligonucleotit phu khong cdng hoa tri bao gbm vi tri lién
két peptit khong cong hoa tri, va vi tri lién két peptit khong cong hoa tri nay dugc chon

tir mot trong hai hodc ca vi tri lién két cudn xoan doi va vi tri lién két avidin-biotin.

Theo mot vi du khac, hat nano con bao gdm polynucleotit mau don 16 lién két véi
vi tri mau don 1é. Theo mot vi du khac nira, khung con bao gdm nhiéu oligonucleotit

phu lién két v6i nhiéu vi tri phu.

Theo mét vi du khac, hat nano c6 duodng kinh it nhat 10 nm, duong kinh it nhét
20 nm, dudng kinh it nhat 30 nm, duong kinh it nhat khoang 40 nm, duong kinh it nhét
khoang 50 nm, duong kinh it nhat khoang 60 nm, dudng kinh it nhét khoang 70 nm,
duong kinh it nhét khoang 80 nm, duong kinh it nhat khoang 90 nm, duong kinh it nhét
khoang 100 nm, dudng kinh it nhat khoang 125 nm, duong kinh it nhét khoang 150 nm,
duong kinh it nhét khoang 175 nm, duong kinh it nhét khoang 200 nm, dudng kinh it
nhit khoang 225 nm, duong kinh it nhat khoang 250 nm, duong kinh it nhit khoing
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275 nm, dudng kinh it nhat khoang 300 nm, dudng kinh it nhét khoang 325 nm, dudng
kinh it nhit khoang 350 nm, dwong kinh it nhat khoang 375 nm, duong kinh it nhét
khoang 400 nm, duong kinh it nhét khoang 425 nm, duong kinh it nhét khoang 450 nm,
dwong kinh it nhét khoang 475 nm, dudng kinh it nhat khoang 500 nm, duong kinh it
nhit khoang 550 nm, dudng kinh it nhat khoang 600 nm, dudng kinh it nhit khoang
650 nm, duong kinh it nhét khoang 700 nm, duong kinh it nhét khoang 750 nm, dudng
kinh it nhat khoang 800 nm, duong kinh it nhat khoang 850 nm, duong kinh it nhét
khoang 900 nm hoac dudng kinh it nhét khoang 950 nm.

Theo mdt khia canh khéc, sang ché dé xuat mot phurong phép bao gbm budc lién két
polynucleotit mau don 1& véi vi tri m3u don 1é ctia hat nano. Theo mét khia canh khac
nita, sang ché dé xuit mot phuong phap bao gbm budc lién két nhidu oligonucleotit phu
v6i nhiéu vi tri phu cta hat nano. Theo mot vi du khéc nita, phuong phap nay con bao
gbm buéc téng hop mot hodc nhidu ban sao dugc gin vao khung dugc chon tir cac ban
sao cua polynucleotit mau, cac ban sao cta cac polynucleotit bd tro cho polynucleotit
mAu, va cdc ban sao cua ca hai, trong d6 cac ban sao dugc gan vao khung kéo dai tir cac
oligonucleotit phu. Theo mét vi du khéc nira, phuong phéap nay con bao gom bude gin
khung vao 16p nén, trong d6 budce gin bao gb6m cong doan lai cac oligonucleotit phu voi

cac oligonucleotit da dugc gan vao l6p nén.

Theo mot vi du, 16p nén bao gdm nhidu giéng kich thudc nano va cac
oligonucleotit da dugc gan vao 16p nén dugc gin bén trong nhiéu giéng kich thudce
nano. Theo mot vi du khac, chi co tdi da mot khung lién két bén trong giéng bét ky
trong sb cac giéng kich thuge nano. Theo mot vi du khac nira, phuong phap nay con
bao gém budc tong hop mot hoac nhidu ban sao dugc gan vao 16p nén duoc chon tur
cac ban sao cua polynucleotit mau, cac ban sao cua cac polynucleotit bd tro cho
polynucleotit mAu, va cdc ban sao cuia ca hai, trong d6 cac ban sao dugc gén vao 16p
nén kéo dai tir cac oligonucleotit da duogc gan vao 16p nén. Theo mot vi du khéc nira,
phuong phép nay con bao gbdm budc giai trinh tu it nhét mdt trong sb cac ban sao dugc
gdn vao khung va cac ban sao dugc gan vao 16p nén, trong d6 bude giai trinh tur bao

gdm cong doan giai trinh tu bang phuong phép tong hop.

Theo mdt khia canh khac, sang ché dé xuat mot loai hat nano, bao gom mot khung, vi

tri mAu don 1¢ dé lién két polynucleotit mau voi khung duge chon tir mot vi tri li€n két mau
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cong hoa tri va mot vi tri lién két miu khong cong hoa tri, va nhiéu vi tri phu dé lién két cac
oligonucleotit phu voi khung dugc chon tir vi tri lién két oligonucleotit phu cong hoa tri va
vi tri lién két oligonucleotit phu khong cong hoéa tri, trong do khung la hop chit c6 Cong
thirc IV:

R%x

X

b

mdi X 12 mot hop chét c6 cong thuc V:

R
|
o. NH S
H
R
F OWNMR@%AS/ 4
o) m n

trong do, R» dugc chon tir Cong thirc Vla:

9 0
PN S Th
H va Cong thirc VIb: trong do,

pla sb nguyén dugc chon tur 1 dén 20, va Rs bao gém vi tri phu dé lién két cac

oy T
hg\;xr O« _NH
oligonucleotit phu, Rs dugc chon tir lién két truc tiép, , ﬁlﬁ ,
L 4 P g
)
%_,j;f d
, , va ,mla s6

nguyén tur 1 dén 2.000 va n 1a sb nguyeén tir 1 dén 10.000, R' bao gbm Vi tri mau don 1€

b

dé lién két polynucleotit mau véi khung, R* duge chon tir mdt C1-Cao alkyl dugce thay thé
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tiy ¥, C1-Cao alkenyl dugc thay thé tuy v, C1-Cao alkynyl duoc thay thé thy v, C1-Cao

oxaalkyl dugc thay thé tiy ¥, C1-Cao thiaalkyl dugc thay thé tiy y, va C1-Cao azaalkyl

duoc thay thé tuy ¥, trong d6 phan dugc thay thé bao gdbm viéc thay thé bang mot hozc

nhidu phin tir trong s6 Ci-Cao alkyl, mdt oxy lién két d6i va mot nhom hydroxyl, va R?

bao gdm vi tri phu dé lién két cac oligonucleotit phu. Theo vi du bat ky trong s6 cac vi du
S

A

S S

néu trén, nhom trithiocarbonat % ‘% c6 thé duge thay thé tuy y bang mot lién két

truc tip, lién két -CHp-, lién két -S-, lién két -N- hofc lién két -O-.

Theo mot vi du, vi tri mau don 1é bao gf”)m mot vi tri lién két mau cdng hoa tri.
Theo mot vi du khac, vi tri lién két mau cong hoa tri dugc chon tir vi tri lién két amin-
NHS este, mot vi trf lién két amin-imidoeste, vi tri lién két amin-pentofluorophenyl este,
vi trf lién két amin-hydroxymetyl phosphin, vi trf lién két carboxyl-carbodiimit, vi tri
lién két thiol-maleimit, vi tri lién két thiol-haloaxetyl, vi tri lién két thiol-pyridyl
disulfua, vi tri lién két thiol-thiosulfonat, vi tri lién két thiol-vinyl sulfon, vi trf lién két
aldehyt-hydrazit, vi trf lién két aldehyt-alkoxyamin, vi tri lién két aldehyt-NHS este, vi
tri lién két hydroxy-isoxyanat, vi tri lién két azit-alkyn, vi tri lién két azit-phosphin, vi
tri lién két transxycloocten-tetrazin, vi tri 1ién két norbornen-tetrazin, vi tri lién két azit-
xyclooctyn, vi tri lién két azit-norbornen, vi tri lién két oxim, vi tri lién két SpyTag-
SpyCatcher, vi tri lién két Snap-tag-O°®-Benzylguanin, vi tri lién két CLIP-tag-O’-

benzylxytosin va vi tri lién két ghép cip sortaza.

Theo médt vi du khac, vi tri miu don 1é bao gdbm mot vi tri lién két miu khong
cong hda tri. Theo mot vi du khac nira, vi tri lién két mau khong cong hoa tri bao gém
mét vi tri lai héa polynucleotit. Theo mot vi du khéac nita, vi tri lién két mau khong
cdng hoa tri bao gdbm mot vi tri lién két peptit khong cong hoéa tri, va vi tri lién két
peptit khong cong hoa tri nay dugce chon tir mot vi tri lién két cudbn xodn doi va mot vi
trf lién két avidin-biotin.

Theo mdt vi du khéc, nhiéu vi tri phu dé lién két cac oligonucleotit phu v6i khung bao
gém cac vi tri lién két oligonucleotit phu cong hoa tri. Theo mot vi du khac nita, vi tri lién
két oligonucleotit phu cong hoa tri dugc chon tir vi tri lién két amin-NHS este, vi tri lién két

amin-imidoeste, vi tri lién két amin-pentofluorophenyl este, vi tri lién két amin-

11



48882 12110

hydroxymetyl phosphin, vi tri lién két carboxyl-carbodiimit, vi tri lién két thiol-maleimit,
vi tri lién két thiol-haloaxetyl, vi tri lién két thiol-pyridyl disulfua, vi tri lién két thiol-
thiosulfonat, vi tri lién két thiol-vinyl sulfon, vi trf lién két aldehyt-hydrazit, vi trf lién két
aldehyt-alkoxyamin, vi tri lién két hydroxy-isoxyanat, vi trf lién két azit-alkyn, vi tri lién
két azit-phosphin, vi tri lién két transxycloocten-tetrazin, vi tri lién két norbornen-tetrazin,
vi tri li€én Kkét azit-xyclooctyn, vi tri lién két azit-norbornen, vi tri lién két oxim, vi trf lién
két SpyTag-SpyCatcher, vi tri lién két Snap-tag-OS-Benzylguanin, vi tr lién két CLIP-tag-
O%-benzylxytosin, vi trf lién két ghép cip sortaza va t6 hop bt ky ctia hai hogc nhiéu hon

hai vi tri néu trén.

Theo mot vi du khac, vi tri lién két oligonucleotit phu bao gém vi tri lién két
oligonucleotit phu khong cong hoa tri. Theo mot vi du khac nita, vi tri lién két
oligonucleotit phu khong cong hoéa tri bao gdm vi tri lai hoa polynucleotit. Theo mot
vi du khéac nira, vi tri lién két oligonucleotit phu khong cong hoa tri bao gﬁ”)m vi tri li€n
két peptit khong cong hoa tri, va vi tri lién két peptit khong cong hoa tri ndy duge chon

tir mot trong hai hodc ca vi tri lién ket cudn xoan doi va vi tri lién két avidin-biotin.

Theo mot vi du khac, hat nano con bao gdm polynucleotit mAu don 18 lién két voi
vi tri mau don 1é. Theo mdt vi du khéc nita, khung con bao gdm nhiéu oligonucleotit

phu lién két v6i nhiéu vi tri phu.

Theo mét vi du khac, hat nano ¢6 duong Kinh it nhét 10 nm, duong kinh it nhét
20 nm, dudng kinh it nhat 30 nm, dudong kinh it nhat khoang 40 nm, duong kinh it nhét
khoang 50 nm, dudng kinh it nhét khoang 60 nm, dudng kinh it nhét khoang 70 nm,
dudng kinh it nhat khoang 80 nm, dudng kinh it nhét khoang 90 nm, duong kinh it nhét
khoang 100 nm, dudng kinh it nhat khoang 125 nm, dudng kinh it nhét khoang 150 nm,
dudng kinh it nht khoang 175 nm, duong kinh it nhét khoang 200 nm, dudng kinh it
nhét khoang 225 nm, dudng kinh it nhat khoang 250 nm, dudng kinh it nhit khoang
275 nm, dwong kinh it nhat khoang 300 nm, dudng kinh it nhat khoang 325 nm, duong
kinh it nhit khoang 350 nm, dudng kinh it nhat khoang 375 nm, dudng kinh it nhét
khoang 400 nm, duong kinh it nhét khoang 425 nm, duong kinh it nhét khoang 450 nm,
duong kinh it nhét khoang 475 nm, dudng kinh it nhét khoang 500 nm, duong kinh it
nhét khoang 550 nm, duong kinh it nhét khoang 600 nm, duong kinh it nhit khoang
650 nm. dwong kinh it nhat khoang 700 nm, duong kinh it nhat khoang 750 nm, duong
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kinh it nhat khoang 800 nm, dudng kinh it nhat khoang 850 nm, dudng kinh it nhét
khoang 900 nm hodc dudong kinh it nhat khoang 950 nm.

Theo mot khia canh khéc, sang ché dé xuét mot phuong phap bao gbm budc lién két
polynucleotit mau don 1& véi vi tri miu don 1€ cta hat nano. Theo mot khia canh khac
nita, sang ché @& xuat mot phuong phéap bao gb6m bude lién két nhiéu oligonucleotit phu
v6i nhiu vi tri phu cta hat nano. Theo mdt vi du khac nira, phuong phép nay con bao
gbm burée tbng hop mot hodc nhiéu ban sao dugc gin vao khung dugc chon tir cac ban
sao cua polynucleotit mau, cac ban sao cua cac polynucleotit bd tro cho polynucleotit
mAu, va cac ban sao cua cé hai, trong d6 cac ban sao dugc gin vao khung kéo dai tir cac
oligonucleotit phy. Theo mét vi du khéac nira, phuong phéap nay con bao gdm budc gin
khung vao 16p nén, trong d6 budce gin bao gb6m cdng doan lai cc oligonucleotit phu voi

cac oligonucleotit d& dugc gan vao 16p nén.

Theo mot vi du, 16p nén bao gbm nhidu giéng kich thuéc nano va cic
oligonucleotit da dugc gin vao 16p nén dugc gin bén trong nhiéu giéng kich thudce
nano. Theo mot vi du khéc, chi ¢ tdi da mot khung lién két bén trong giéng bat ky
trong sb cac giéng kich thudc nano. Theo mot vi du khac nira, phuong phap nay con
bao gdm budc tong hop mot hoac nhidu ban sao dwoc gin vao 16p nén duoc chon tir
cac ban sao cua polynucleotit mau, cac ban sao cia cac polynucleotit bd tro cho
polynucleotit mau, va cac ban sao cua ca hai, trong do cac ban sao duoc gén vao 16p
nén kéo dai tr cac oligonucleotit da dugc gén vao 16p nén. Theo mot vi du khéac nira,
phuong phép nay con bao gbém budc giai trinh tu it nhét mt trong sd cac ban sao dugc
gén vao khung va cac ban sao dugc gén vao 16p nén, trong dé bude giai trinh tu bao

gbdm cong doan giai trinh tur bang phuong phap tong hop.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé xuat mot loai hat nano, bao gém mdt khung, vi
tri mau don 1& dé lién két polynucleotit mau don 1¢ véi khung duge chon tir mét vi tri lién
két mau cong hoa tri va mot vi tri lién két mau khong cong hoa tri, va nhiéu vi tri phu dé
lién két cac oligonucleotit phu véi khung dugc chon tir vi tri lién két oligonucleotit phu cong
héa tri va vi trf lién két oligonucleotit phu khong cong hda tri, trong d6 khung 1 hop chat

¢ Cong thie VII:
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X X

/ |
X/NYN\H/N\X
N\I/N

R1

mdi X 12 mot hop chit c6 cong thue VIIL:

Ry
|
o) NH S
0 § A R4
Rfﬁ/s S
y 0O m n

b

trong do, y 1a s6 nguyén tir 1 dén 20, Ry duoc chon tir Cong thire IXa:

O
'L{\/\/\NJK/RS %P\/O%/\Rs
H va Cong thirc IXb: P trong do, p 1a

s6 nguyén dugc chon tir 1 dén 20, va Rs bao gom vi tri phu dé lién két cac oligonucleotit

o) NH, Y |
ﬁlﬂ\ ) ) LLi/\:f\
phu, R3 dugc chon tur li€n Kkét truc tiép, , ﬁiﬁ , ,
)
s
va ,m la sd nguyén tur 1 dén

2.000 va n la s6 nguyén tir 1 dén 10.000, R' bao gdm vi tri mau don 1& dé lien két

polynucleotit mau vdi khung, R* dugce chon tir mot C1-Cao alkyl duoc thay thé tuy y, Ci-

Cyo alkenyl dugc thay thé tity y, C1-Cao alkynyl dugc thay thé tiry y, C1-Cao oxaalkyl duoc

thay thé tlty ¥, C1-Cao thiaalkyl dugc thay thé tily y, va C1-Cap azaalkyl dugc thay thé tiry

y, trong do phan dugc thay thé bao gdm viéc thay thé bang mot hodc nhiéu phan t trong
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sb6 C1-Cao alkyl, mot oxy lién két d6i va mot nhom hydroxyl, va R? bao gdm Vi tri phu dé
lién két cac oligonucleotit phu. Theo vi du bét ky trong s6 cac vi du néu trén, nhom
S

A

trithiocarbonat g‘ ¢6 thé dugc thay thé tiy ¥ bang mot lién ket tryc tiép, li€n

k&t -CHo-, lién két -S-, lién két -N- hodc lién két -O-.

Theo mot vi du, vi tri mau don 1é bao gém mot vi tri lién két mau cong hoa tri.
Theo mot vi du khac, vi tri lién két mau cong hoa tri duge chon tir vi tri lién két amin-
NHS este, mot vi tri lién két amin-imidoeste, vi tri lién két amin-pentofluorophenyl este,
vi tri lién két amin-hydroxymetyl phosphin, vi tri lién két carboxyl-carbodiimit, vi tr
lien két thiol-maleimit, vi tri lién két thiol-haloaxetyl, vi tri lién két thiol-pyridyl
disulfua, vi tri lién két thiol-thiosulfonat, vi tri lién két thiol-vinyl sulfon, vi tri lién két
aldehyt-hydrazit, vi tri li€n két aldehyt-alkoxyamin, vi tri lién két aldehyt-NHS este, vi
tri lién két hydroxy-isoxyanat, vi tri lién két azit-alkyn, vi tri lién két azit-phosphin, vi
tri lién két transxycloocten-tetrazin, vi tri lién két norbornen-tetrazin, vi tri lién két azit-
xyclooctyn, vi tri lién két azit-norbornen, vi tri lién két oxim, vi tri lién két SpyTag-
SpyCatcher, vi tri lién két Snap-tag-O°-Benzylguanin, vi tri li€n két CLIP-tag-O?-

benzylxytosin va vi tri lién két ghép cip sortaza.

Theo mot vi du khac, vi tri mau don 1é bao gém mot vi tri lién két mau khong
cong hoa tri. Theo mot vi du khac nira, vi tri lién két mau khong cdng hoa tri bao gém
mét vi tri lai hoa polynucleotit. Theo mot vi du khac nira, vi tri lién két mau khong
cong hoa tri bao gém mot vi tri lién két peptit khéng cong hoa tri, va vi tri lién két
peptit khong cong hoa tri nay dugc chon tir mot vi tri lién két cudn xo0an d6i va mot vi
tri lién két avidin-biotin.

Theo mot vi du khéc, nhiéu vi tri phu dé lién két cac oligonucleotit phu v6i khung bao
gém cac vi tri lién két oligonucleotit phu cong hoa tri. Theo mot vi du khac nita, vi tri lién
Kkét oligonucleotit phu cong hoa tri dugc chon tir vi tri lién két amin-NHS este, vi trf lién két
amin-imidoeste, vi tri lién két amin-pentofluorophenyl este, vi tri lien két amin-
hydroxymetyl phosphin, vi trf lién két carboxyl-carbodiimit, vi tri lién két thiol-maleimit,
vi tri lién két thiol-haloaxetyl, vi tri lién két thiol-pyridyl disulfua, vi tri lién két thiol-

thiosulfonat, vi tri lién két thiol-vinyl sulfon, vi tri lién két aldehyt-hydrazit, vi tri lién két
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aldehyt-alkoxyamin, vi tri lién két hydroxy-isoxyanat, vi trf lién két azit-alkyn, vi trf lién
Kkét azit-phosphin, vi trf li€n két transxycloocten-tetrazin, vi tri lién két norbornen-tetrazin,
vi tri lién két azit-xyclooctyn, vi tri lién két azit-norbornen, vi tri lién két oxim, vi tri lién
két SpyTag-SpyCatcher, vi tri lién két Snap-tag-O°-Benzylguanin, vi tri lién két CLIP-tag-
O%-benzylxytosin, vi tri lién két ghép cap sortaza va t6 hop bét ky cua hai hodc nhiéu hon

hai vi tri n€u trén.

Theo mot vi du khéc, vi tri lién két oligonucleotit phu bao gém vi tri lién két
oligonucleotit phu khong cong hoa tri. Theo mot vi du khac nita, vi tri lién két
oligonucleotit phu khong cong hoéa tri bao gbm vi tri lai hoa polynucleotit. Theo mot
vi du khac nira, vi tri lién két oligonucleotit phu khong cong hoa tri bao gém vi tri lién
két peptit khong cong hoa tri, va vi trf lién két peptit khong cong hoa tri nay dugc chon

tir mot trong hai hodc ca vi tri lién ket cudn xoan d6i va vi tri lién két avidin-biotin.

Theo mot vi du khéc, hat nano con bao gdm polynucleotit mAu don 18 lién két vé6i
vi tri mau don 1é. Theo mot vi du khéc nita, khung con bao gbm nhiéu oligonucleotit

phu lién két v6i nhiéu vi trf phu.

Theo mdt vi du khac, hat nano ¢6 dudong kinh it nhit 10 nm, dudng kinh it nhét
20 nm, duong kinh it nhat 30 nm, dudng kinh it nhét khoang 40 nm, dudong kinh it nhét
khoang 50 nm, duong kinh it nhét khoang 60 nm, duong kinh it nhét khoang 70 nm,
duong kinh it nhét khoang 80 nm, dudng kinh it nhét khoang 90 nm, dudng kinh it nhét
khoang 100 nm, dwong kinh it nhat khoang 125 nm, dudng kinh it nhat khoang 150 nm,
duong kinh it nhat khoang 175 nm, dudng kinh it nhat khoang 200 nm, dudong kinh it
nhit khoang 225 nm, dudng kinh it nhat khoang 250 nm, dudng kinh it nhat khoing
275 nm, duong kinh it nhat khoang 300 nm, dudng kinh it nhét khoang 325 nm, dudng
kinh it nhat khoang 350 nm, dwong kinh it nhat khoang 375 nm, duong kinh it nhét
khoang 400 nm, dudng kinh it nhat khoang 425 nm, dudng kinh it nhét khoang 450 nm,
duomg kinh it nhat khoang 475 nm, dudng kinh it nhét khoang 500 nm, dudng kinh it
nhit khoang 550 nm, dudng kinh it nhat khoang 600 nm, dudng kinh it nhét khoang
650 nm, duong kinh it nhét khoang 700 nm, duong kinh it nhét khoang 750 nm, duong
kinh it nhét khoang 800 nm, duong kinh it nhat khoang 850 nm, dudng kinh it nhét
khoang 900 nm hogc duong kinh it nhét khoang 950 nm.
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Theo mot khia canh khéc, sang ché dé xuit mot phurong phap bao gdm budc lién két
polynucleotit mau don 1& v6i vi tri mau don 1¢ cua hat nano. Theo mdt khia canh khac
nita, sang ché dé xuét mot phuong phap bao gbm budc lién két nhiéu oligonucleotit phu
v6i nhiéu vi tri phu ctia hat nano. Theo mot vi du khéc nira, phuong phap nay con bao
gbm burée téng hop mot hodc nhiéu ban sao dugc gin vao khung dugc chon tir cac ban
sao cua polynucleotit mau, cac ban sao cuia cac polynucleotit bd tro cho polynucleotit
mau, va cac ban sao cua ca hai, trong do cac ban sao dugc gan vao khung kéo dai tir cc
oligonucleotit phu. Theo mét vi du khéc nita, phuong phap nay con bao gdm budc gin
khung vao 16p nén, trong dé budc gin bao gbm cdng doan lai cac oligonucleotit phu v6i

céc oligonucleotit dd duge gan vao 16p nén.

Theo mot vi du, 16p nén bao gbm nhiéu giéng kich thuéc nano va cac
oligonucleotit da duoc gén vao 16p nén dugc gin bén trong nhiéu giéng kich thuéc
nano. Theo mot vi du khac, chi ¢ t6i da mot khung lién két bén trong giéng bat ky
trong s cac giéng kich thuéc nano. Theo mt vi du khac nita, phuong phéap nay con
bao gdm budc tong hop mot hodc nhidu ban sao duoc gin vao 16p nén duogc chon tir
cic ban sao cua polynucleotit mau, cac ban sao cua cac polynucleotit bb trg cho
polynucleotit mau, va cac ban sao cua ca hai, trong d6 cac ban sao duogc gin vao 16p
nén kéo dai tir cac oligonucleotit da dugc gén vao lép nén. Theo mdt vi du khéc nita,
phuong phéap nay con bao gbdm budc giai trinh ty it nhAt mot trong s6 cac ban sao dugc
gan vao khung va cac ban sao dugc gén vao 16p nén, trong dé bude giai trinh tu bao

gdm cong doan giai trinh tu bang phuong phap tdng hop.

M6 ta vén tit cac hinh vé

Nhitng déac diém, khia canh, uu diém nay va khéc cua sang ché s& duogc hiéu rd hon
khi doc phén mo ta chi tiét sau ddy kém theo ndi dung tham khao cac hinh v& di kém, trong
do:

HINH 1 minh hoa mdt vi du vé mot hat nano theo céc khia canh cua sang ché.

HINH 2 minh hoa mét vi du vé céc phén trong mot khung ctia mot hat nano theo

cac khia canh cta séng che.
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HINH 3 minh hoa mdt vi du vé mot vi tri polynucleotit mau va cac vi tri gén phu

ctia mot hat nano theo cac khia canh cua sang ché.
HINH 4 minh hoa mot vi du vé phuong phap tong hop mot hat nano theo sang ché.

HINH 5 minh hoa cac vi du vé mt hat nano c6 cau trac dendrime c6 cac don vi

cAu tao lap lai g6m lysin.

HINH 6 minh hoa mdt phuong phép tong hop dé téng hop cac vi du vé mot hat

nano theo céac khia canh cta sang ché.

HINH 7 minh hoa mét vi du vé viéc gan mdt mau vao mot hat nano theo cac khia

canh cua sang ché.

HINH 8 minh hoa mot vi du vé viéc gin mot cach khong cong hoa tri polynucleotit
mau don 1é vao mdt hat nano bing phwong phép lai hoa, theo cac khia canh cua sang

r
A

ché.

HINH 9 minh hoa mot vi du vé viéc gén mot cach khong cong hoa tri
polynucleotit mau don 1é vao mot hat nano thong qua mot vi tri lién két peptit cudn

xodan ddi, theo céac khia canh cia sang ché.

HINH 10 12 biéu dd minh hoa s6 lwong hat nano trong moi giéng kich thude nano

theo dién tich bé mit cia giéng kich thude nano, theo cac khia canh cia sang ché.

Céc HINH 11A-11C minh hoa mdt vi du vé viéc gieo mam céc polynucleotit mau

vao 16p nén bang cach s dung khung theo cac khia canh cua sang ché.

M ta chi tiét sang ché

Tham chiéu trong toan bd sang ché dén “mdt vi du”, “vi du khac”, “vi du”, v.v,,
c6 nghia la phﬁn tr cu thé (vi du: tinh ndng, cAu truc, cdu hinh va/hodc dic tinh) dugc
md ta lién quan dén vi du duoc bao gbm trong it nhat mot vi du duge md ta trong tai
liéu nay va co thé hién dién hodc ¢ thé khong hién dién trong cac vi du khéc. Ngoai
ra, can hiéu réng cac yéu td dugc md ta cho moi vi du cé thé duogc két hop theo moi
phuong thitc phu hop trong cac vi du khac nhau trir khi ngit canh quy dinh 10 rang
khac.
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Sang ché nay d& cap dén cac ché pham va phuong phép gitip tang mirc tao cum don
dong trong quy trinh SBS. Theo mot vi dy, cac nguyén téc vé loai trir theo kich c& dugc sir
dung dé ngan chin viéc cac polynucleotit mau riéng ré s& gieo mam va tir d6 thiic déy viéc
tao cum qué gan véi nhau. Biang cach két hop timg polynucleotit mau riéng r& voi mot hat
nano c6 kich thuéc cho trude va phit hop trong khong gian, cic polynucleotit mau nay cé
thé duoc cam vmg dé gin vao bé mat 16p nén du xa nhau dé lam giam sy hinh thanh cac
cum da dong va lam tang su hinh thanh cdc cum don dong. Mt hat nano ¢6 thé bao gdm
mot vi tri lién két cho polynucleotit mau don 1¢. Hat nano c6 thé chi ¢c6 mot vi tri duy nhét
dé gin polynucleotit mau. Do d6, mot va chi polynucleotit mau don 1¢ c6 thé c6 kha ning
gén vao mot hat nano, sao cho viéc gén polynucleotit mau vao khung ngin chan viéc
polynucleotit mAu thir hai gin vao cing hat nano do, polynucleotit mau da dugc gin nay
chiém mot vi tri lién két polynucleotit mAu ctia né. Viéc gan chi polynucleotit mau don 1é
trong mdi hat nano, va su phan bb trong khong gian thu dugc so véi nhau cua cac
polynucleotit mAu duge gin vao cac hat nano nhu vay do, tryc tiép hodc gidn tiép, kich

thudc cia cac hat nano duoc gan, sé 1am giam sy hinh thanh cta cac cum da dong.

Hat nano ciing c0 thé bao g@)m mot hoac nhiéu vi trf lién két thudc loai khac dé gén
hat nano vao céac hgp phﬁn hoac bé mit ngoai polynucleotit mau, duogc dé cap dén 1a cac
vitrilién két phu trong ban md ta nay. Vi du, ngoai mdt vi tri li€n két polynucleotit mau,
mot hat nano con ¢o thé bao gém cac vi tri lién két phu cho phép gén hat nano vao bé
mat cua chit nén dé st dung trong quy trinh SBS. Theo mot vi du khac, mdt hat nano
c6 thé c6 mot hoic nhidu vi tri lién két phu dé gén mot hodc nhiéu polyme bé mit vao
hat nano. Theo mdt vi du khac, mot hat nano 6 thé bao gém mot hodc nhiéu vi tri lién
két phu dé gin mot oligonucleotit phu vao hat nano, trong do oligonucleotit nay c6 thé
lien két véi mot dau cua polynucleotit mau hodc ban sao cla né nhu la mot phan cua
quy trinh tao cum, theo phﬁn mo ta dﬁy dt hon duéi day. Theo mot vi du khac, cac
oligonucleotit phu nay co thé lai dugc voi cac oligonucleotit da dugc gin vao bé mat
cua lép nén dé sir dung trong quy trinh SBS sao cho hat nano ¢6 polynucleotit mau don

1¢ d3 duogc gin vao d6 co thé gan vao be mét 16p nén nay.

Trong khi mot khung co thé bao gdm mot vi tri lién két cho polynucleotit mau va
mot hoac nhiéu vi tri phu dé gén, vi du nhu oligonucleotit phu, mot vi tri lién két

polynucleotit mau c6 th¢ khac bi€t vé mat hoa hoc hodc cau tric voi cac vi tri lién két
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phu. Trong tét ca cac vi tri lién két, mot vi tri lién két polynucleotit mau c6 thé 13 vi tri
duy nhét c6 thanh phan héa hoc hodc chu tric duoc thiét ké dé gan vao polynucleotit
mAu vé&i thanh phan hoa hoc hodc cAu trac twong ung dé gin vao d6. Thong qua phép
so sanh, mot hodc nhiéu vi tri lién két phu c6 thé c6 thanh phﬁn hoéa hoc hoac chu tric
khac, ma khong tuong thich v6i viéc lién két hodc gan vao polynucleotit mau don Ié.
Thay vao d6, mot hodc nhidu vi tri lién két phu c6 thé ¢6 thanh phén héa hoc hodc ciu
tric twong thich dé lién két hoic gén vao cac hop ph?m hoac chu trac khac ma cac vi
tri lién két phu dugc du dinh s€ lién két vao d6, nhu oligonucleotit phu, polyme, v.v.,
va khong twong thich v6i viéc lién két hodc gin vao polynucleotit mau don 1é. Do do,
polynucleotit mau don 1é khong c6 kha ndng lién két hodc gan vao mot hodc nhiéu vi
tri lién két phu, dan dén viéc chi gan polynucleotit mAu don 1é trong mdi hat nano, &

mot vi tri lién két polynucleotit mau cia hat nano.

Polynucleotit mau c¢6 thé 1a polynucleotit thu dugc tur mau, nhu axit
polydeoxyribonucleic dwgc phén lap tir mau, hodc phan tir ADN bd sung dugc sao
chép tir phan tir ARN thong tin thu duoc tir mau. Quy trinh SBS ¢6 thé duoc thuc hién
nhim muc dich nhu dé x4c dinh trinh tu nucleotit cta polynucleotit mau, hoic dé nhan
biét mot hodc nhiéu hién tuong da hinh hodc thay ddi ¢ trinh tu di truyén cua
polynucleotit mau so vo6i trinh tu tham chiéu. Mot thu vién ¢6 thé dugc tao ra tir mot
hodc nhiéu mau, thu vién nay bao gdm nhiéu polynucleotit mau thu dugc tir mot hoac
nhiéu mau. Cac polynucleotit miu co thé thu dugc bang cach thu cac trinh tu
polynucleotit 1a cac phan trinh ty c6 mit trong mau hodc duoc sao chép tir mau. Bing
cach giai trinh ty nhiéu polynucleotit mau trong mot quy trinh SBS, trinh tu, kiéu gen,
hodc thoéng tin khac lién quan dén trinh tu cé thé dugc xac dinh nhu dbi véi cac
polynucleotit mau va, khi thong tin trinh tu vé nhiéu polynucleotit mau trong mot thu

vién duoc thu thap va phan tich vé mau ma thu vién thu duoc tir d6.

Polynucleotit mau don 1¢ c6 thé duoc xtr Iy nhu 1a mot phan cua quy trinh thu duoc
polynucleotit mau don 1& tir mAu. Phan xt 1y ¢ thé bao gébm budc bd sung trinh tu
polynucleotit, nhu vao diu mdi 5, dau mdi 3, hodc ca hai dau ctia mau dé hd tro xir Iy SBS
trinh tu con. Nhu duoc dé xuét thém trong ban mo ta nay, polynucleotit mau don 1& ¢6 thé
con duoc cai bién bang cach thém cac dac diém thuc day hozc cho phép tao lién két véi

mot vi tri trén hat nano.
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Polynucleotit mau don 1& ¢6 thé c6 do dai cho trude bét ky thich hop dé thu duoc
thong tin giéi trinh tu trong quy trinh SBS. Vi du, polynucleotit mau don 1é c6 thé c6 do
dai khoang 50 nucleotit, do dai khoang 75 nucleotit, do dai khoang 100 nucleotit, do dai
khoang 125 nucleotit, do dai khoang 150 nucleotit, 30 dai khoang 175 nucleotit, do dai
khoang 200 nucleotit, o dai khoang 225 nucleotit, do dai khoang 250 nucleotit, d dai
khoang 275 nucleotit, d9 dai khoang 300 nucleotit, do dai khoang 325 nucleotit, do dai
khoang 350 nucleotit, d dai khoang 375 nucleotit, 30 dai khoang 400 nucleotit, do dai
khoang 425 nucleotit, d¢ dai khoang 450 nucleotit, do dai khoang 475 nucleotit, do dai
khoang 500 nucleotit, do dai khoang 525 nucleotit, dd dai khoang 550 nucleotit, dd dai
khoang 575 nucleotit, d¢ dai khoang 600 nucleotit, 30 dai khoang 625 nucleotit, do dai
khoang 650 nucleotit, do dai khoang 675 nucleotit, d0 dai khoang 700 nucleotit, do dai
khoang 725 nucleotit, d¢ dai khoang 750 nucleotit, 30 dai khoang 775 nucleotit, do dai
khoang 800 nucleotit, d dai khoang 825 nucleotit, d0 dai khoang 850 nucleotit, do dai
khoang 875 nucleotit, do dai khoang 900 nucleotit, do dai khoang 925 nucleotit, do dai
khoang 950 nucleotit, 4§ dai khoang 975 nucleotit, do dai khoang 1.000 nucleotit, do
dai khoang 1.025 nucleotit, d0 dai khoang 1.050 nucleotit, d6 dai khoang 1.075
nucleotit, d® dai khoang 1.100 nucleotit, 6 dai khoang 1.125 nucleotit, dd dai khoang
1.150 nucleotit, d6 dai khoang 1.175 nucleotit, do dai khoang 1.200 nucleotit, do dai
khoang 1.225 nucleotit, do dai khoang 1.250 nucleotit, dd dai khoang 1.275 nucleotit,
d6 dai khoang 1.300 nucleotit, d6 dai khoang 1.325 nucleotit, d6 dai khoang 1.350
nucleotit, do dai khoang 1.375 nucleotit, do dai khoang 1.400 nucleotit, dd dai khoang
1.425 nucleotit, d6 dai khoang 1.450 nucleotit, do dai khoang 1.475 nucleotit, do dai
khoang 1.500 nucleotit, hodc dai hon.

Theo mét s6 vi du, c6 thé ¢6 hai hodc nhiéu hon hai tap hop vi tri lién két phu
khéac nhau trén hat nano, mot sb thudc mot loai hoa hoc hodc cAu truc tuong thich voi
viéc lién két hoac gén vao mot tap hop hop phén hoac cAu tric, va sb con lai thudc loai
hoa hoc hoac cu trac tha hai twong thich véi viéc lién két hoic gén vao mot tap hop
hop ph?m hodc ciu tric khac. Vi du, mot tap hop vi tri phu co thé c6 thanh phﬁn hoa
hoc hodc céu tric tuwong thich véi viéc lién két v4i cac oligonucleotit phu ma céc
oligonucleotit phu ¢6 thé lién két vdi cac ban sao cua polynucleotit mau tham gia vao
qua trinh, vi du nhu tao cum polynucleotit mau trén hat nano, nhu dugc mo ta dﬁy dua

hon duéi day, con cac vi tri phu con lai ¢6 thé c6 thanh ph?m hoa hoc hoac cAu tric
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khac tuong thich véi viée lién ket hodc gan vao be mat cua 16p nén dé thuc hién quy

trinh SBS.

Mot hat nano c6 thé bao gdm mdt khung. Khung 12 thanh phan co céu tric cua hat
nano chiém thé tich theo luong nhd nhét ctia khoang cach mong mudn giita cac hat nano
mau hodc mat do 16n nhét cta cac hat nano mau da duoc gén vao céc hat nano nhu c6 thé
duoc mong dogi d6i voi ung dung cho truge. Mot khung c6 thé bao gdm céc vi trf lién két
dé cap O trén, nhu trong mot vi tri lién két polynucleotit mau va mot hodc nhiéu vi trf lién
két phu. Khung cung véi cac vi tri lién két ¢6 thé cAu thanh mot hat nano. Khung ¢6 thé
duge téng hop dé bao gdm, va c6 thé bao gdm mdi khi dugc téng hop, nhiéu hon mot loai
thanh phan héa hoc hodc cAu tric dé gan. Tic 13, n6 ¢6 thé dugc tong hop dé bao gb6m hodc
duoc cai bién dé bao gdm mot vi tri gin vao polynucleotit mau don 18, cong v6i mot hoac
nhidu vi tri lién két phu thém c6 thanh phin hoa hoc hodc cau tric khac véi mdt vi trf lién

két polynucleotit mau trong tmg véi céc vi tri lién két phu.

Mot khung c6 thé bao gdm mot polyme bét ddi, trong d6 mot vai chudi polyme kéo
dai tir 161 khung, cling bao gdm vi tri lién két khac cho polynucleotit mau. Chudi polyme,
mach thing hoic phan nhanh, c6 thé kéo dai tir 161 khung, véi céc vi tri lién ket phu trén
polyme, va mot vi trf lién két khéc ¢ thanh phan héa hoc lién ket trye giao so v6i thanh
phan héa hoc lién két ctia cac vi trf lién két phu c6 mat trén 16i khung dé lién két véi
polynucleotit mau don 1&. Theo mot vi du, mdt khung co thé bao gém mot 101 ma
heteropolyme hodc homopolyme chira acrylamit monome kéo dai tir d6 bao gdbm cac vi
trf lién két phu, va mot vi tri lién két khdc c6 cAu triic héa hoc lién két khac dé lien két
polynucleotit mau. Theo mot vi du, mdt 181 khung co6 thé bao gom céc diém gan cho hai

hodc ba polyme mach thang hodc phan nhanh.

Theo mot vi du, mdt khung co thé bao gém hai hodc ba polyme mach théng hoac
phan nhénh lién ké riéng r& v6i mot 16i khung. Mot vi du thye hién sang ché khong gidi

han vé khung 1 hop chét c6 Cong thic I:
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R? R? R? ‘
X y Z | trong d6, R dugc chon tu ,

| N | y o
SN
: : va o .y

1a s6 nguyén nim trong khoang tir 1 dén 2.000 con x va z 14 cac sO nguyén co tong nam

— =0

trong khoang tir 1 dén 10.000 va ty 1& cta (x:y):z co thé nam trong khoang tir (85):15 dén
khoang (95):5, va trong do, mdi R” doc 1ap 1a H hodc Ci.4 alkyl, R bao gém vi trf mau don
1¢ dé lién két polynucleotit mau don 1é véi khung, R* duge chon tir mot Ci-Cao alkyl dugc
thay thé tity y, C1-Cao alkenyl dugc thay thé tuy y, C1-Cao alkynyl dugc thay thé tiy v, Ci-
Cao oxaalkyl duge thay thé tity y, C1-Cao thiaalkyl dugc thay thé tiy ¥, va C1-Cao azaalkyl
duoc thay thé tiy y, trong do phan dugc thay thé bao gom viéc thay thé bang mot hoic
nhiéu phan tir trong s6 C1-Ca alkyl, oxy lién két d6i, va nhom hydroxyl, va R® bao g6m vi

tri phu dé lién két cac oligonucleotit phu. Theo vi du bét ky trong s6 cac vi du néu trén,

)i
B
nhom trithiocarbonat 6 thé duoc thay thé tury y bang mot lién ket truc ti€p,
lién két -CHo-, lign két -S-, lién két -N- hogc lién két -O-.
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mdi X 1a mot hop chét c6 cong thire I1:

%/\O/[%RZ \SAS/R“

trong do, R» dugc chon tir Cong thire Illa:

R3

NH

%NHZ iﬂ{"“\
R? R? y

X , trong do6, R®> dugc chon tir

/OH

— N=—=0

iﬁi“(/ EL;N? g{ﬂ\/\/r‘q\ ) %{H

nam trong khoang tur 1 dén 2.000 con y 1a sé nguyén nam trong khoang tir 1 dén 10.000

o) , X 1a s0 nguyén

va ty 1€ cua x:y ¢O thé nam trong khoéang tir 10:90 dén khoang 1:99, va trong do, mdi

RZ doc 1ap 1a H hodc Ci.4 alkyl, va Cong thire 1IIb:
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Theo mdt vi du khac, trong do6, R» la hop chit c6 cong thirc Illa

R3

NH

y LA Ly \ f A 1a K A3 .
.y ¢6 thé bang 0 va x c6 thé 1a so nguyén nam trong khoang

tir 1 dén 2.000.

Theo mot vi du, Ry bao gdm vi trf lién két amin-NHS este, vi trf lién két amin-
imidoeste, vi trf lién két amin-pentofluorophenyl este, vi tri lién két amin-hydroxymetyl
phosphin, vi trf lién két carboxyl-carbodiimit, vi tri lién két thiol-maleimit, vi trf lién két
thiol-haloaxetyl, vi tri lién két thiol-pyridyl disulfua, vi tri lién két thiol-thiosulfonat, vi tri
lien két thiol-vinyl sulfon, vi tri lién két aldehyt-hydrazit, vi tri lién két aldehyt-
alkoxyamin, vi trf lién két aldehyt-NHS este, vi trf lién két hydroxy-isoxyanat, vi trf lién
Kkét azit-alkyn, vi tri lién két azit-phosphin, vi tri lién két transxycloocten-tetrazin, vi tri
lién két norbornen-tetrazin, vi tri lién két azit-xyclooctyn, vi tri lién két azit-norbornen, vi
tri lien két oxim, vi tri lién két SpyTag-SpyCatcher, vi tri lién két Snap-tag-Os-
Benzylguanin, vi tri lién két CLIP-tag-O?-benzylxytosin, hodc vi tri lién két ghép cap
sortaza. Theo mot vi du thue hién sang ché khong gidi han cu thé, Ry bao gdm nhém amin,

nhdém tetrazin hoac nhom dibenzoxycloocten.

Theo mdt vi du, mdi R> ¢6 thé bao gém mot vi tri lién két amin-NHS este, vi tri lién
két amin-imidoeste, vi tri lién két amin-pentofluorophenyl este, vi tri lién két amin-
hydroxymetyl phosphin, vi tri lién két carboxyl-carbodiimit, vi trf lién két thiol-maleimit,
vi trf lién két thiol-haloaxetyl, vi trf lién két thiol-pyridyl disulfua, vi trf lién két thiol-
thiosulfonat, vi tri lién két thiol-vinyl sulfon, vi trf lién két aldehyt-hydrazit, vi trf lién két
aldehyt-alkoxyamin, vi trf lién két aldehyt-NHS este, vi trf lién két hydroxy-isoxyanat, vi
trf lién két azit-alkyn, vi tri lién két azit-phosphin, vi tri li€n két transxycloocten-tetrazin,
vi tri lién két norbornen-tetrazin, vi tri lién két azit-xyclooctyn, vi tri lién két azit-
norbornen, vi trf lién két oxim, vi tri lién két SpyTag-SpyCatcher, vi tri lién két Snap-tag-
OS-Benzylguanin, vi tri lién két CLIP-tag-O?-benzylxytosin, hodc vi tri lién két ghép ciap
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sortaza. Theo mot vi du thuc hién sang ché khong gioi han cu thé, mdi R? bao gém mot

nhdém azit.

Theo mot vi du thuc hién sang ché khong gi6i han cu thé, khung bao gém chu tric

sau (trong d6 chi mot X duoc v& hoan chinh, dé don gian hoa viéc minh hoa, nhung hai

X con lai ¢6 cdu triic giong nhu cau tric cua X da duge v€ hoan chinh):

Theo mot vi
N3
o\\‘/
HN
|
Os N O NH
0]
kt \
O

du
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N3

OY
HN
|

Ox N OxNH

o A
A ‘3{ X y of A ’ 7 4 A A
gom 0 . Theo mdt vi du khac, X c6 thé bao gdém

N3

OY

HN

I
Ox N Og NH o
@) /\/U\/
% » s N
@) .

Theo mot vi du khac, R! dugce lién két véi polynucleotit mau don 1&, va mot hodc

nhidu R? duoc lién két véi mot thanh phan phy, nhu oligonucleotit phu. Theo mdt vi

du khéc, oligonucleotit phu dugc gin vao trinh ty nucleotit 1a ban sao cla polynucleotit

méu hodc bd trg cho polynucleotit mau.

Mot vi du thuc hién sang ché khong gidi han khac vé khung 1a hop chét c6 Cong

thtc IV

mdi X 12 mot hop chét c6 cong thirc V:
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R
1
o. ~NH S
H
R
o IR Kn
0 m \ "
n

trong do, Rz dugc chon tir Cong thire Via:

0O
2\ ~ 7 . p 5 r Y
H va Cong thic VIb: trong do, p 1a

s6 nguyén duoc chon tir 1 dén 20, va Rs bao gdm vi tri phu dé lién két cac oligonucleotit

oo | o
{j;fz b@ LLOQ;T:\
phu, R3 dugc chon tir lién két truc tiép, ; ﬁj;f , ;

0O
N

é ' |
Il
o}
, ,va ,mla ) nguyén tur 1 dén

2000 va n 1a sb nguyén tir 1 dén 10.000, R! bao gdm vi tri mau don I¢ d lién két
polynucleotit mau v6i khung, R* duge chon tir Ci-Cao alkyl duge thay thé tuy y, C1-Cao
alkenyl duoc thay thé tity y, Ci-Cao alkynyl duge thay thé tily ¥, C1-Cao oxaalkyl duge
thay thé tlly ¥, Ci-Cao thiaalkyl dugc thay thé tuy ¥, va C1-Cao azaalkyl dugc thay thé tiry
y, trong do phan dugc thay thé bao gdm viéc thay thé bang mot hodc nhiéu phén tir trong
s6 C1-Coo alkyl, oxy lién két doi, va nhom hydroxyl, va R bao gbm vi tri phu dé lién két

cac oligonucleotit phu. Theo vi du batky trong s6 cac vi du néu trén, nhom trithiocarbonat

i
LN
¢6 thé dugc thay thé tiy ¥ bang mot lién két truc tiep, lién két -CHo-, lién ket
-S-, lién két -N- hodc lién két -O-,

Theo mot vi du, Ry bao gém vi tri lién két amin-NHS este, vi tri lién két amin-
imidoeste, vi trf lién két amin-pentofluorophenyl este, vi tri lién két amin-hydroxymetyl

phosphin, vi tri lién két carboxyl-carbodiimit, vi trf lién két thiol-maleimit, vi tri lién két
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thiol-haloaxetyl, vi trf lién két thiol-pyridyl disulfua, vi trf lién két thiol-thiosulfonat, vi trf
lien két thiol-vinyl sulfon, vi tri lién két aldehyt-hydrazit, vi tri lién két aldehyt-
alkoxyamin, vi tri li€n két aldehyt-NHS este, vi tri lién két hydroxy-isoxyanat, vi tri lién
két azit-alkyn, vi tri lién két azit-phosphin, vi trf lién két transxycloocten-tetrazin, vi tri
lién két norbornen-tetrazin, vi tri lién két azit-xyclooctyn, vi trf lién két azit-norbornen, vi
tri lién két oxim, vi tri lién két SpyTag-SpyCatcher, vi tri lién két Snap-tag-O°-
Benzylguanin, vi tri lién két CLIP-tag-O%-benzylxytosin, hoac vi tri lién két ghép cap
sortaza. Theo mot vi du khéc, Ri bao gém vi tri lién két cudn xoan doi hodc vi tri lién Kkét
avidin-biotin. Theo mét vi du thue hién sang ché khong gidi han cu thé, Ry bao gém nhom

amin, nhom tetrazin hodc nhém dibenzoxycloocten.

Theo mdt vi du, mdi Rs ¢o thé bao gém mot vi tri lién két amin-NHS este, vi tri lién
két amin-imidoeste, vi tri lién két amin-pentofluorophenyl este, vi tri lién két amin-
hydroxymetyl phosphin, vi rf lién két carboxyl-carbodiimit, vi trf lién két thiol-maleimit,
vi trf lién két thiol-haloaxetyl, vi tri lién két thiol-pyridyl disulfua, vi trf lién két thiol-
thiosulfonat, vi trf lién két thiol-vinyl sulfon, vi trf lién két aldehyt-hydrazit, vi trf lién két
aldehyt-alkoxyamin, vi tri lién két aldehyt-NHS este, vi trf lién két hydroxy-isoxyanat, vi
tri lién két azit-alkyn, vi tri li€én Kkét azit-phosphin, vi tri lién két transxycloocten-tetrazin,
vi tri lién két norbornen-tetrazin, vi tri lién két azit-xyclooctyn, vi tri lién két azit-
norbornen, vi tri lién két oxim, vi tri lién két SpyTag-SpyCatcher, vi tri lién két Snap-tag-
OS-Benzylguanin, vi tri lién két CLIP-tag-O%-benzylxytosin, hodc vi tri lién két ghép cap
sortaza. Theo mot vi du khac, mdi Rs bao gém mot vi tri lién két cudn xoan ddi hodc mot
vi tri li€n két avidin-biotin. Theo mot vi du thuc hién sang ché khong gidi han cu thé, mdi

Rs bao gbm mot nhom azit.

Theo mot vi du thuce hién sang ché khong gi6i han cu thé, khung bao gdm cau tric
sau (trong d6 chi mdt X dugc v& hoan chinh, dé don gian hoa viéc minh hoa, nhung hai

X con lai ¢6 cdu tric gidng nhu cau trac cia X da dugc vé hoan chinh):

N .
N:N)\©\/1°( X . O NH ¢
N)‘X\/O\/\/N SJJ\3'C12H25
n
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Theo mot vi du thue hién sang ché khong gi6i han cu thé, khung bao gdm cau tric
sau (trong d6 chi mot X dugc vé hoan chinh, dé don gian héa viéc minh hoa, nhung hai

X con lai c6 cAu tric gidng nhu cau trac cia X da dugc v hoan chinh):

we s b
S E

O

“ili'rjl | _on
e

va @)

trong do, Rs dugc chon tu

. |
51L{N\/\/N\

Theo mot vi du thuc hién sang ché khong gii han cu thé khéc, khung bao gdm
cAu trac sau (trong d6 chi mot X dugc v& hoan chinh, dé don gian hoa viéc minh hoa,

nhung hai X con lai ¢6 cau tric giong nhu cau tric cua X da duogc v& hoan chinh):

N
| |
N~N)\©\/\O( X O NHOS NS
NJ‘X\/O\/\/N SJLS'C12H25
n
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Theo mot vi du thuc hién séng ché khong gidi han cu thé khac, khung bao gbm
cAu trac sau (trong d6 chi mot X duge v& hoan chinh, dé don gian hoa viéc minh hoa,

nhung hai X con lai ¢6 cau tric giong nhu cau tric cia X da dugc vé hoan chinh):

N3

5<%
AN \18 |
N:N)\Q\)OL X L P NH O N ¢
H)XN/O\/\/NW\SJLS«QZH%

o n m

Theo mdt vi du khac, R! dugc lién két v6i polynucleotit mau don 1&, va mot hodc
nhidu RS duoc lién két v6i mot thanh phan phy, nhu oligonucleotit phu. Theo mét vi
du khéc, oligonucleotit phu dugc gin vao trinh ty nucleotit 1a ban sao ctia polynucleotit

mau hoic bo tro cho polynucleotit mau.

Theo mét vi du khéc, 161 khung c6 thé 1a hodic ¢6 thé c6 ngudn gde tir mot phan tir
triazin tién chat. Mot vi du thuc hién sang ché khong gi¢i han vé khung 13 hop chit c6 Cong

thac I'V:

X X

/ |
/N
X YN\H/N\X
N\(N

R4

mdi X 1a mot hop chét c6 cong thie VIIL:
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Ry
|
o. NH S
0 H )K /R4
Rﬁ/s S
y 0O m n

b

trong do, y la s6 nguyén tir 1 dén 20, R, dugc chon tir Cong thirc IXa:

O
WN)J\/RS Ef@\/og\/\ Rs
H va Cong thtrc IXb: P trong do, p la

sd nguyén dugc chon tir 1 dén 20, va Rs bao gdm vi tri phu dé lién két cac oligonucleotit

¢ NH, \‘/ |
ﬁiﬁ b :j\::
phu, R3 dugc chon tir lién két truc tiép, , ﬁlﬁ , )

()
Il

K o N rL t
iog\:i’\/ ﬁl:/\/ i io/ﬁ;: -
I
0
, ,va ,mlasd nguyeén tur 1 dén

2000 va n 1a s nguyén tir 1 dén 10.000, R! bao gdm vi tri mAu don 1¢ dé lién ket
polynucleotit mau v6i khung, R* duge chon tir Ci-Co alkyl duogc thay thé tiry ¥, Ci-Cao
alkenyl dugc thay thé tiry y, C1-Cao alkynyl dugc thay thé tuy y, Ci-Cao oxaalkyl duoc
thay thé tiry ¥, C1-Cao thiaalkyl duge thay thé tily ¥, va Ci-Cao azaalkyl dugc thay thé tuy
y, trong do phan dugc thay thé bao gom viéc thay thé bang mot hodc nhiéu phén ti trong
s6 C1-Cao alkyl, oxy lién két doi, va nhom hydroxyl, va R® bao gbm Vi tri phu dé lién két

céc oligonucleotit phu. Theo vi du bat k¥ trong sd cac vi du néu trén, nhém trithiocarbonat

i
ANy
c6 thé dugc thay thé tiry y bang mot lién keét truc tiép, lién ket -CHa-, lién keét
-S-, lién két -N- hodc lién két -O-.
Theo mot vi du, Ri bao gém vi tri lién két amin-NHS este, vi tri lién két amin-
imidoeste, vi trf lién két amin-pentofluorophenyl este, vi tri lién két amin-hydroxymetyl

phosphin, vi trf lién két carboxyl-carbodiimit, vi trf lién két thiol-maleimit, vi tri lién két
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thiol-haloaxetyl, vi tri lién két thiol-pyridyl disulfua, vi tri lién két thiol-thiosulfonat, vi tri
lien két thiol-vinyl sulfon, vi tri lién két aldehyt-hydrazit, vi tri lién ket aldehyt-
alkoxyamin, vi trf lién két aldehyt-NHS este, vi tri lién Két hydroxy-isoxyanat, vi tri lién
két azit-alkyn, vi tri lién két azit-phosphin, vi tri lién Kkét transxycloocten-tetrazin, vi tri
lién két norbornen-tetrazin, vi tri lién Kkét azit-xyclooctyn, vi tri lién két azit-norbornen, vi
tri lién két oxim, vi tri lién két SpyTag-SpyCatcher, vi tri lién két Snap-tag-O°-
Benzylguanin, vi tri lién két CLIP-tag-O%-benzylxytosin, hodc vi tri lién két ghép cip
sortaza. Theo mot vi du khac, Ry bao gém vi tri lién két cudn xoan doi hodc vi tri lién Kkét
avidin-biotin. Theo mot vi du thuc hién sang ché khong giéi han cu thé, Ry bao gém nhom

amin, nhom tetrazin hodc nhém dibenzoxycloocten.

Theo mét vi du, mdi Rs ¢6 thé bao g@)m mot vi tri lién két amin-NHS este, vi tri lién
két amin-imidoeste, vi tri lién két amin-pentofluorophenyl este, vi tri lién két amin-
hydroxymetyl phosphin, vi tri lién két carboxyl-carbodiimit, vi tri lién két thiol-maleimit,
vi tri lién két thiol-haloaxetyl, vi tri lién két thiol-pyridyl disulfua, vi trf lién két thiol-
thiosulfonat, vi tri lién két thiol-vinyl sulfon, vi tri lién két aldehyt-hydrazit, vi tri lién két
aldehyt-alkoxyamin, vi tri lién két aldehyt-NHS este, vi tri lién két hydroxy-isoxyanat, vi
tri lién két azit-alkyn, vi tri lién két azit-phosphin, vi tri lién két transxycloocten-tetrazin,
vi tri lién két norbornen-tetrazin, vi tri lién két azit-xyclooctyn, vi tri lién két azit-
norbornen, vi tri lién két oxim, vi tri lién két SpyTag-SpyCatcher, vi tri lién két Snap-tag-
Of-Benzylguanin, vi tri lién két CLIP-tag-O*-benzylxytosin, hodc vi tri lién két ghép cip
sortaza. Theo mdt vi du khéc, mdi Rs bao gém mot vi tri lién két cudn xoan d6i hodc mot
vi tri lién két avidin-biotin. Theo mot vi du thuc hig¢n sang ché khong gi6i han cu thé, mbi

Rs bao gdm mot nhom azit.

Theo mét vi du thuc hién sang ché khong gi¢i han cu thé, khung bao gbm céu tric
sau (trong d6 chi mot X dugc v€ hoan chinh, dé don gian hoa viéc minh hoa, nhung hai

X con lai ¢6 ciu tric giong nhu cau tric cia X da duge v€ hoan chinh):
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NH,
HN ll?z
NJ\lN y Oy NH ¢
X N \N)\N/\(/O\,);\,N mS/U\S’CuHZS
X X o

Theo mot vi du thuc hién sang ché khong giéi han cu thé khac, khung bao gém
céu truc sau (trong d6 chi mot X dugce vé hoan chinh, dé don gian hoa viéc minh hoa,

nhung hai X con lai ¢6 cau trac giong nhu cau tric cua X da duge vE hoan chinh):

NH,
HN R,
N)\P O NHOLRs
X N)\\N)\N/\’%O\AVN S/U\SzCnst
X X Yy o : m

“LLL{NHZ HL{N\ E{N\/ HiNH
trong d6, R¢ dugc chon tu ,

b b

H O
E{NX\SI/OH
I

Theo mét vi du thuc hién sang ché khéng gi6i han cu thé khac, khung bao gdm

N rL
va

cAu tric sau (trong d6 chi mot X dugc vé hoan chinh, dé don gian hoéa viéc minh hoa,

nhung hai X con lai c6 cau trac giong nhu cau trac cua X da dugc vé hoan chinh):
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NH
"gz
HN |
N

\ O NH O N ¢
H
|
X.N)\\N)\N/\(,OWNMSJLS»Q#%
(o)

X X y

Theo mot vi du thuc hién sang ché khong gi¢i han cu thé khac, khung bao gém
cAu truc sau (trong d6 chi mot X dugc v& hoan chinh, dé don gian hoa viéc minh hoa,

nhung hai X con lai ¢6 cau tric giong nhu cau trac cua X da duge vé hoan chinh):

| N,
C o}e
HN \g |
NN ML NG g

X\ \NJ\NMOWNMSJ\S,QZH%

Theo mét vi du khéac, R! dugce lién két v6i polynucleotit mau don 1&, va mot hodc
nhidu RS duoc lién két voi mot thanh phan phy, nhu oligonucleotit phu. Theo mét vi
du khaéc, oligonucleotit phu dugc gén vao trinh tu nucleotit 12 ban sao ciia polynucleotit

mau hodc bd tro cho polynucleotit mau.

Cac chudi polyme ¢6 thé duogc phat trién tir mot 161 khung bang cach st dung
phuong phép polyme hoéa gbc c6 kiém soat (CRP). Polyme c6 thé dugc phat trién tir 16i
khung bang phuong phép polyme hoa bd sung thuan nghich-chuyén chudi phan manh
(RAFT), phuong phap polyme hoa gbc chuyén nguyén tir ATRP hodc phuong phép
polyme hoa gbc qua trung gian nitroxit NMP. Theo mot vi du khac, polyme c6 thé duoc
tdng hop sau d6 dugce lién két voi 161 khung. Phuong phap CRP co6 thé bao gébm budc
kiém soat chat trén mic d6 polyme hoa (DP) ctia cac polyme da dugc gén vao 16i khung,
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va tir d6 kiém soat phan tir lugng cla polyme va kich ¢& hat nano. Vi du, DP bang
khoang 100 trén mdi chudi, khoang 150 trén modi chudi, khoang 200 trén mdi chudi,
khoang 250 trén mdi chudi, khoang 300 trén mdi chudi, khoang 350 trén mdi chudi,
khoang 400 trén mdi chudi, khoang 450 trén mdi chudi, khoang 500 trén mdi chudi,
khoang 550 trén mdi chudi, khoang 600 trén mdi chudi, khoang 650 trén mdi chudi,
khoang 700 trén mdi chudi, khoang 750 trén mdi chudi co thé dugc sir dung, khoang
800 trén mdi chudi, khoang 850 trén mdi chudi, khoang 900 trén mdi chudi, khoang 950
trén mai chudi, khoang 1.000 trén mdi chudi, khoang 1.050 trén mdi chudi, khoang
1.100 trén mdi chudi, khoang 1.150 trén mdi chudi, khoang 1.200 trén mdi chudi,
khoang 1.250 trén mdi chudi, khoang 1.300 trén mdi chudi, khoang 1.350 trén mdi
chudi, khoang 1.400 trén mdi chudi, khoang 1.450 trén mdi chudi, khoang 1.500 trén
mdi chudi, khoang 1.550 trén mdi chudi, khoang 1.600 trén mdi chudi, khoang 1.650
trén mdi chudi, khoang 1.700 trén mdi chudi, khoang 1.750 trén mdi chudi, khoang
1.800 trén mdi chudi, khoang 1.850 trén mdi chudi, khoang 1.900 trén mdi chudi,
khoang 1.950, hoac khoang 2.000 trén mdi chudi. Theo mot sb vi du, sau khi phat trién
polyme th nhét nhu vay tir 15i khung, polyme thi hai nhu vy c6 thé duoc kéo dai thém
tir polyme thir nhét bang quy trinh RAFT, dud6i dang quy trinh polyme hoa RAFT

“song”.

Theo mdt vi du khac, mot khung co thé bao gém mot soi nhanh, trong d6 don vi
lap céu tric bao gbm axit amin lysin, va trong do lysin la diém nhanh, qua trinh polyme
hoa dién ra bang cach tao ra lién két peptit giita axit carboxylic cua axit amin nhom
alpha-amino trong lysin cia nhanh ngugc dong ngay trudc, va lién két isopeptit giita
dAu tan epsilon-amino trong lysin ctua nhanh ngugce dong ngay trudc nay. Theo do, lysin
c6 chirc nang lam diém nhanh trong cau trac dendrime. Theo mot vi du, mot don vi 161
ctia dendrime c6 thé bao gém mét lysin. Vi du, axit carboxylic ctia don vi 161 lysin c6
thé gin vao mdt vi tri lién két polynucleotit mau, trong khi d6 cdc nhoém alpha- va
epsilon- amino ¢6 thé phan nhanh va gén vao cac axit amin xu6i dong. Vi dy, xystein c6
thé duogc gén vao lysin 181, tao ra mot vi tri lién két polynucleotit mau thiol don 1&. Theo
cac vi du khéc, céc axit amin khac, cac axit amin cai bién, hodc céc cAu trac khac co thé
kéo dai tir lysin 18i dé tao ra mot vi tri lién két polynucleotit mau. Cac nhom cubi cia
soi nhanh ngay sau cac phan nhanh cé thé bao g@)m cac vi tri lién két phu. Vi duy, céac vi

tri lién két phu c6 thé bao gdm cac nhom lysyl alpha- va epsilon-amino cia nhanh cubi
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cing cua sgi nhanh. Nhu dugc st dung trong ban md ta nay, thudt ngi xuoi dong va
ngugc dong dung dé chi cac huéng doc theo chudi cuia phan nhanh so v6i don vi 15i cua
soi nhanh, trong d6 ngugc dong nghia 1a theo huéng ctia don vi 181 va xudi dong nghia
1a theo hudng cia cac don vi cudi ctia cac chudi phan nhanh. Mot soi nhanh ¢6 thé c6
1,2,3,4,5,6,7.8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27,28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40 hoac nhiéu hon 40 nhénh.

Theo mot vi du, lysin ngugc dong gén vao hai lysin xu6i dong thong qua cac
nhém alpha- va epsilon- amino cua no. Mai lysin xudi dong nay co6 thé c6 kha niang
gin vao thém hai lysin khac nita thong qua viéc tao ra lién két peptit va lién két
isopeptit voi cac nhom alpha- va epsilon-amino cta ching, tao ra soi nhanh gbém céc
don vi céu tao lap lai cua céc lysin, mdi soi nhanh dugc gin thong qua axit carboxylic
nguoc dong ctia chung véi nhém amino cua lysin nguoc dong va hai lysin xu6i dong

thong qua nhém amino cua no.

Theo mot vi du khac, mot khung co thé bao gdm mot trinh tu polypeptit thi nhat
bao gdm mot hoic nhiéu gdc lysin trong polypeptit. Mot hodc nhiéu lysin d6 c6 thé
tao ra lién két isopeptit v6i polypeptit ké tiép thong qua nhom epsilon amino ctia n6
cling nhu lién két peptit v6i axit amin 14n can trong polypeptit thong qua nhom alpha-
amino cua né. Polypeptit ké tiép nay ciing c6 thé 12 hodc bao gdm mot hodc nhiéu
lysin, va m¢t hodc nhiéu lysin ctia polypeptit ké tiép nay c6 thé tao ra lién két isopeptit
v6i polypeptit bo sung thong qua nhom epsilon amino ctia n6 ciing nhu lién két peptit
véi axit amin 14n cén trong polypeptit ké tiép nay thong qua nhom alpha-amino cua
n6. Polypeptit bd sung nay c6 thé c6 kha nang bao gdbm mdt hodc nhiéu lysin tao ra
mdt hodc nhiéu lién két isopeptit v6i mdt hodc nhiéu polypeptit khac, v.v. Céc
polynucleotit lién g v6i céc diém nhanh lysin lién Gng ciling c6 thé duoc bao gdm.
Theo vi du nay, mdt khung bao gbm cac polypeptit dugc gdn vao nhau khi hinh thanh
phan nhanh, dugc ndi & cac gdc lysin. Trinh ty polypeptit thi nhit c6 thé bao gdbm
hodc dugc gin vao mot vi tri lién két polynucleotit mau, va cac polypeptit cudi cung
(vi du: polypeptit ké tiép, b sung, khéc, hoac tiép theo ma khong bao gbm lysin tao
ra lién két isopeptit v6i polypeptit lién ng) c6 thé bao gdm céc vi tri lién két phu (vi
du nhu trén nhém amino tdn cung cla axit amin dau tan cung N, axit amin epsilon cla

lysin cta polypeptit cudi cung, hodc ca hai) cta cac polypeptit cudi cling.
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Polynucleotit mau dé gin vao khung c6 thé c6 do dai thich hop bat ky, bao gbm dé
giai trinh tu trong quy trinh SBS. Vi du, polynucleotit mAu c6 thé c6 do dai khoang 50
nucleotit, do dai khoang 75 nucleotit, d§ dai khoang 100 nucleotit, do dai khoang 125
nucleotit, o dai khoang 150 nucleotit, d§ dai khoang 175 nucleotit, dd dai khoang 200
nucleotit, do dai khoang 225 nucleotit, d6 dai khoang 250 nucleotit, d6 dai khoang 275
nucleotit, do dai khoang 300 nucleotit, dd dai khoang 325 nucleotit, do dai khoang 350
nucleotit, do dai khoang 375 nucleotit, do dai khoang 400 nucleotit, do dai khoang 425
nucleotit, do dai khoang 450 nucleotit, d0 dai khoang 475 nucleotit, do dai khoang 500
nucleotit, d® dai khoang 525 nucleotit, d0 dai khoang 550 nucleotit, do dai khoang 575
nucleotit, do dai khoang 600 nucleotit, d¢ dai khoang 625 nucleotit, do dai khoang 650
nucleotit, d6 dai khoang 675 nucleotit, dd dai khoang 700 nucleotit, do dai khoang 725
nucleotit, d® dai khoang 750 nucleotit, do dai khoang 775 nucleotit, do dai khoang 800
nucleotit, do dai khoang 825 nucleotit, do dai khoang 850 nucleotit, do dai khoang 875
nucleotit, do dai khoang 900 nucleotit, dd dai khoang 925 nucleotit, d6 dai khoang 950
nucleotit, o dai khoang 975 nucleotit, do dai khoang 1.000 nucleotit, do dai khoang 1.100
nucleotit, 30 dai khoang 1.200 nucleotit, do dai khoang 1.300 nucleotit, dd dai khoang 1.400
nucleotit, dd dai khoang 1.500 nucleotit, do dai khoang 1.600 nucleotit, d0 dai khoang 1.700
nucleotit, khoang do dai 1.800 nucleotit, do dai khoang 1.900 nucleotit, dd dai khoang 2.000

nucleotit, hodc dai hon.

Viéc gén polynucleotit mau don 1& hodc thanh phﬁn phu (vi du: oligonucleotit phu,
hop phan phy, hoic c4u tric phu) vao khung c6 thé duge thuc hién bang cach bao gbm cac
géc hodc cAu tric trén khung va polynucleotit mau hoic thanh phﬁn phuma bd trg cho nhau,
nghia la chiing dugc chu tao dé lién két v6i polynucleotit méau don 1¢ hogc thanh phan phu
khac, cong hoa tri hoac khong cong hoa tri, dé tao ra mot diém gan gitta chiing. Chung ¢6
thé bb trg cho lién két cong héa tri hodc bd trg cho lién két khong cong héa tri. Mot khung
6 thé bao gém vi trf mAu don 1é c6 mot géc hoac cAu triic ma bd tro cho hodc ¢6 géc hoac
chu trc (vi tri mau don 1&) ma dugc gén vao polynucleotit mau. Khung ciing ¢ thé bao
gém hodc dugc gén Vao cac géc hodc cAu tric khac ma bb tro cho hoidc ¢6 géc hodc cau
trac (vi tri phu) dugce gin vao mot thanh phan phu. Cén phai tranh sy phan ung chéo gitra
gbc hoic chu truc duge gin vao polynucleotit mAu va gbe hodc ciu tric cia vi tri phu, aé
ngan chén viéc nhiéu hon polynucleotit mAu don 1¢ s& gin vao mdt khung. Ciing can tranh

su phan tmg chéo gitra gdc hodc cau triic duoc gan vao thanh phéan phu va goc hodc cau
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tric ctia vi tri mau don 1&, d€ ngan chan viée cac thanh phan phu chiém chd cua vi tri mau

don 1& ma ngin chin viéc polynucleotit mau don l¢ gén vao d6. Theo mot so vi du, ¢6 thé

tranh dugc sy phan ng chéo nhu vay bang cach phong bé vi tri mau don 1€ hodc cac vi tri

phu bang phuong phép héa hoc trong khi cac thanh phan phu lién két v6i cac vi tri phu hodc

polynucleotit mau don 1 gén vao vi tri mau don 1é, mdt cach tuong Gmg, sau do bo phong

bé vi tri khong bi chiém dé cho phép polynucleotit mau don 1é hodc thanh phan phu gin

vao do.

Danh séch chua ddy di vé cac thanh phan lién két bé trg di doi dugc trinh bay

trong Bang 1:

Vi trf lién két Gbc/chu trac vi du trén (a) vi Gbdc/chu trac vi du trén (a)
tri lién két duoc gin vaolpolynucleotit mau hodc thanh
khung hodc (b) polynucleotitjphan phu hodc (b) vi tri lién
mau hodc thanh phan phu két dugc gan vao khung

amin-NHS nhom amin, -NH> N-hydroxysucxinimit este
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amin-imidoeste nhom amin, -NH> imidoeste
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amin-hydroxymetyl phosphin nhém amin, -NH> hydroxymetyl phosphin
0.0
HO/\;
’/ “—OH
HO

39




48882

40/110

amin-axit carboxylic

nhom amin, -NH>

nhom axit carboxylic, -
C(=0)OH (vi du: sau khi hoat
héa axit carboxylic bang
carbodiimit nhu EDC (1-etyl-
3-(-3-dimetylaminopropyl)
carbodiimit hydroclorua) hoac
DCC (N', N’-dixyclohexyl
carbodiimit) dé cho phép tao
ra liéen két amit cla axit
carboxylic da hoat hoa véi
nhém amin)

thiol-maleimit

thiol, -SH

maleimit

=8
v
O

R

-

thiol-haloaxetyl

thiol, -SH

haloaxetyl (vi du: iodoaxetyl
hoac haloaxetyl khéc)

thiol-pyridyl disulfua

thiol, -SH

pyridyl disulfua

thiol-thiosulfonat

thiol, -SH

thiosulfonat

o\\ //o ]
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H// \8/11’

thiol-vinyl sulfon

thiol, -SH
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O CH
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aldehyt-hydrazit
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O

NH:
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aldehyt-alkoxyamin

aldehyt, -C(=0)H

alkoxyamin

NH,
LC;{""\O{ e

hydroxy-isoxyanat

hydroxyl, -OH

isoxyanat

Ny,
LI =N

azit-alkyn

azit, -N3

alkyn

—C=C—H

azit-phosphin

azit, -N3

phosphin, vi du:

azit-xyclooctyn

azit, -N3

xyclooctyn, vi du nhu
dibenzoxyclooctyn

hodc BCN
(bixyclo[6.1.0]nonyn)

N

<

azit-norbornen

azin, -N3

norbornen

transxycloocten-tetrazin

transxycloocten

tetrazin, vi du nhu benzyl-
metyltetrazin:

41



48882

nhém amin hodc dau tan cling
N cua polypeptit da duoc
chuyén hoa thanh aldehyt
hoic keton bang pyroxidal
phosphat)

42/110
norbornen-tetrazin norbornen tetrazin, vi du nhu benzyl-
tetrazin
>
fij_} 1';7“;‘. i:i,-
N I
S
>~ N
N’
oxim aldehyt hodc keton (vi du:|alkoxyamin

SpyTag-SpyCatcher

SpyTag: trinh tu axit amin|SpyCatcher trinh ty axit amin:

AHIVMVDAYKPTK (SO ID

TRINH TU: 1)

MKGSSHHHHHHVDIPTTE
NLYFQGAMVDTLSGLSSE
QGQSGDMTIEEDSATHIK
FSKRDEDGKELAGATMEL
RDSSGKTISTWISDGQVK
DFYLYPGKYTFVETAAPD
GYEVATAITFTVNEQGQV
TVNGKATK (SO ID TRINH
TU" 2)

SNAP-tag-O°-Benzylguanin

SNAP-tag (O-6-metylguanin-

ADN metyltransferaza)

O¢-Benzylguanin

T3

ey

R ‘ \>
HzN’J\\N {}{

CLIP-tag-O?-benzylxytosin

CLIP-tag (O-6-metylguanin O?%-benzylxytosin

cai
metyltransferaza)

bién-ADN

A3,

|
vNHZ

Ghép cap sortaza

-Leu-Pro-X-Thr-Gly

-Gly-s)

Thanh phan bt k¥ trong s§ cac thanh phan néu trén c6 thé duoc thém vao hodc

dugc bao gém trong khung nhu dwgc dé xuit trong ban md ta nay dé gin vao

polynucleotit mau hodc cac thanh phan phu nhu céc oligonucleotit phu, trong d6
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polynucleotit mau hoac thanh phan phu c6 thé bao gdm hodc dugc cai bién dé bao gém

mot goc hodc clu triic bo tro cho cac cdp néu trén dé lién két voi khung.

Cac phuong phép lién hop sinh hoc thich hop bat ky dé thém hodc tao ra cac lién
két gitta cac cap géc hoac cAu trac bd tro nhu vay co6 thé duogc st dung. Céc nucleotit
cii bién c6 thé 12 cac vi du xir Iy da ¢6 ban trén thi trudng clia mdt hode vi du con lai vé
cip gdc hodc cAu trac bd tro nhu vay, va phuong phap dé bao gdm mdt hodc nhiéu vi
du v& céac gbc hoidc c4u tric nhu vay trong hodc gin hoic bao gbm chiing vao polyme,
nucleotit, hodc polynucleotit cling da dugc biét dén. Ciing da co ban trén thi trudng c6
thé 1a phan tir lién két hai chic c6 gbe hodc cu tric tir mot cdp thanh phan lién két di
d6i bb tro duoc liét ké trong Bang 1 & mot dau va géc hoéac cAu truc tir mot cdp thanh
phén lién két di doi bd tro khac duoc liét ké trong Bang 1. Gbc hodc clu tric ctia khung,
polynucleotit mau, hodc cua thanh phan phu, hodc oligo hodc polypeptit dang dugc gin
vao dac diém bat ky trong sb cac dic diém néu trén 13 nhim tao ra gbc hoic ciu tric dé
lién két gitta dac diém bat ky trong s6 céc dic diém néu trén, c6 thé duoc lién két voi
mot diu cia tac nhan lién két nay, dan dén viéc géc hodc cAu tric ban dau duoc thay thé
mot cach hiéu qua béng mot géc hoac cAu trac khac, tic 13, géc hoac cAu trac c6 mit

trén dau con lai cua tac nhén lién két do.

Céc axit amin cai bién c6 thé 1a cac vi du x{t Iy da c6 ban trén thi truong cua mot
hodc vi du con lai vé cip géc hodc céu truc bd trg nhu vay, va phuong phap dé bao
gébm mot hodc nhiéu vi du v& cac gc hodc cAu tric nhu vay trong hodc gan chiing vao
axit amin hodc polypeptit ciing da dugc biét dén. Cac phuong phap dé tao ra lién két
gitra cac thanh vién cua cap gbc hoic cAu trac bd tro nay da dugc biét dén. Do d6, gbc
hodc céu truc bd trg ndy c6 thé dugc thém vao hodc dugce bao gdm trong khung va
polynucleotit mau hoac khung va thanh phén phu dé tao ra cac vi trf lién két va cho

phép gén két gifta chung.

Nhu duge st dung trong ban md ta nay, thuat ngit “polypeptit” duoc dinh nghia la
chudi cac axit amin duoc lién két véi nhau béi céc lién két peptit. Thuat ngft “protein” va
“polypeptit” co thé duge st dung thay thé cho nhau. Polypeptit ¢6 thé bao gdm chudi mot
s axit amin dugc lién két v6i nhau béi céc lién két peptit va sd luong axit amin c6 thé 1a
khoéng 2 hodic nhidu hon, khoang 5 hodc nhiéu hon, khoang 10 hogc nhiéu hon, khoang 15
hodc nhiéu hon, khoang 20 hodc nhiéu hon, khoang 25 hogc nhiéu hon, khoang 30 hoic
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nhidu hon, khoang 35 hodc nhidu hon, khoang 40 hogc nhiéu hon, khoang 45 hogc nhiéu
hon, khoang 50 hodc nhiéu hon, khoang 55 hodc nhiéu hon, khoang 60 hofic nhiéu hon,
khoang 65 hodc nhidu hon, khoang 70 hogc nhiéu hon, khong 75 hofic nhiu hon, khoang
80 hodc nhiéu hon, khoang 85 hodc nhiéu hon, khoang 90 hodc nhiéu hon, khoang 95 hoéc
nhiéu hon, khoang 100 hodc nhiéu hon, khoang 110 hodc nhiéu hon, khoang 120 hodc nhiéu
hon, khoang 130 hoic nhidu hon, khoang 140 hogc nhiéu hon, khoang 150 hogc nhiéu hon,
khoang 160 hogc nhiéu hon, khoang 170 hogc nhidu hon, khoang 180 hodc nhieu hon,
khoang 190 hogc nhidu hon, khoang 200 hogc nhiéu hon, khoang 225 hofic nhieu hon,
khoang 250 hodc nhidu hon, khoang 275 hogc nhiéu hon, khoang 300 hodc nhieu hon,
khoang 325 hodc nhidu hon, khoang 350 hogc nhiéu hon, khoang 375 hogc nhiéu hon,
khoang 400 hodc nhiéu hon, khoang 425 hodc nhiéu hon, khoang 450 hozc nhiéu hon,
khoang 475 hodc nhiéu hon, khoang 500 hodc nhiéu hon, khoang 550 hodc nhiéu hon,
khoang 600 hoac nhiéu hon, khoang 650 hodc nhiéu hon, khoang 700 hodc nhiéu hon,
khoang 750 hodc nhiéu hon, khoang 800 hogc nhiéu hon, khoang 850 hogc nhiéu hon,
khoang 900 hodc nhiéu hon, khoang 950 hodc nhiéu hon, khoang 1000, hodc cao hon.

Trong mét sb truedng hop, polypeptit, hodc protein, c6 thé chap nhén cau tric hogc
chu dang ba chidu dé thuc ddy hodc cho phép lién két véi mot thanh phan lién két di doi
khac nhu mot polypeptit khac ma ciing chép nhén ciu tric ba chiéu c6 loi cho viéc lién
két nay, hodc cac thanh phan lién két di d61 khong phai protein khac. Polypeptit cling ¢6
thé chép nhan cAu dang ba chiéu c6 1oi cho viéc thuc hién cac phan g enzym hoa trén
cac lép nén polypeptit khac hodc cac phéan tir khac, hodc dé 1am 16p nén cho mot phan
rng enzym héa khéc hodc phan ung khac. Polypeptit cling ¢6 thé chip nhan ciu dang
ba chiéu sao cho mot vi tri hodc céac vi tri, nhu dau tdn cung amino, dau tan cung
carboxyl, nhom bén ctia axit amin, hofic céi bién dbi véi axit amin, c6 thé dé tiép cén dé
lién két v6i mot phan tir khac.

Céc thanh phan héa hoc lién hgp sinh hoc khéc nhau c6 thé duoc st dung dé gan
polynucleotit mau don 1¢ vao mét khung. Gbc hoa hoc c6 thé duge bao gdm trong hogc
dugc thém vao vi tri ¢6 kha nang tao ra su lién hgp cong hoa tri véi géc hoa hoc bd tro, ma
gbe bd tro c6 thé duge gin vao hodc duge bao gbm trong polynucleotit mau. Sau do,
polynucleotit mau c6 thé dugc lién hgp voi khung, nhu thong qua vige gin cong hoa tri gifta

cac goc hoa hoc bo sung.
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Theo mot vi du khac, khung c6 thé bao gém hodc duoc gén vao, nhu 13 vi trf mau
don 1é, trinh tu polypeptit c6 kha ning tao ra sy gan cong hoa tri v6i mot trinh tu
polypeptit khac hoac gbc hoa hoc khéc. Sau do, cac polypeptit khac hoac gbc hoa hoc
khac nhu vay c6 thé dugc bao gbm trong hoic dugc gan vao polynucleotit mau don 18,
sao cho vi tri mau don 1€ nay ctia khung va polynucleotit mau c6 thé lién két cong hoa
tri vi nhau. Theo cach khac, polynucleotit mau c6 thé co trinh tu polypeptit thir nhét
nhu vy, va vi tri mau don 1¢ cia khung c6 thé c6 trinh tu polypeptit khac nhu vay hodc
gbc hoéa hoc khac c6 kha nang lién két cong hoa tri voi trinh tu polypeptit cua
polynucleotit mau. C4c vi du thuc hién sang ché khong gi6i han vé céc cip ndy bao gdm
hé SpyTag/SpyCatcher, hé Snap-tag/ O°-Benzylguanin, va hé CLIP-tag/O*-

benzylxytosin.

Céc trinh tu axit amin dung cho cac cap bd trg ciia hé SpyTag/SpyCatcher va cac
polynucleotit ma hoéa chung c6 thé ¢6 sn. Céc vi du vé trinh tu dugc trinh bay trong Bang
1. Cac dot bién mot vai vi tri axit amin dbi véi trinh tw SpyTag va dbi vé6i trinh tu
SpyCatcher co thé sin co dé bao gdm trong cac polypeptit tai t6 hop. Snap-tag 1a O-6-
metylguanin-ADN metyltransferaza chirc nang, va CLIP-tag la phién ban duoc cai bién
ctia Snap-tag. Céc trinh ty nucleotit ma héa Snap-tag, CLIP-tag, SpyCatcher, ¢ thé da co
bén trén thi truong dé tai tao dong thudn va bao gdm trong trinh tu polypeptit dugc xir ly
k¥ thuat.

Theo cach khéc, cac cap b6 tro dé gén cdng hoa tri trén vi tri mau don 1¢ cta
khung va polynucleotit mau c6 thé duoc gan cong hoa tri vao nhau thong qua vige tao
ra lién két cong hoa tri c6 enzym xuc tac. Vi du, vi tri méau don 1 cia khung va
polynucleotit mau ¢ thé bao gdm cac motip c6 kha ning gan cong hoa tri voi nhau
bang cach ghép cip qua trung gian sortaza, vi du trinh ty axit amin LPXTG trén mot
motip va trinh tu ua nhén oligoglyxin trén motip con lai (c6 doan lap gdm, vi du nhu
tir 3 dén 5 glyxin). Sau do, quy trinh chuyén peptit qua trung gian sortaza c6 thé dugc
tién hanh dé din dén viéc gin cong hoa tri khung va polynucleotit mau & vi tri mau

don 1é.

Theo mot vi du khac, mot khung ¢6 thé bao gém mot vung dé gén khong cong hoa
tri polynucleotit mau don 1& & vi tri mau don 1é. Vi dy, mot khung c6 thé bao gém mot

oligonucleotit dé lai v6i mot dau ciia polynucleotit mAu bang phuong phéap ghép cip
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base Watson-Crick. Theo mdt vi du khac, mot khung va polynucleotit mau c6 thé bao
gbém hodc dugc gan vao vi tri lién két peptit bo trg. Vi dy, khung va polynucleotit mau
¢6 thé bao gdbm hodc dugc gén vao trinh tu peptit ma co thé lién két voi nhau dudi dang
cap b6 tro ciia motip cudn xo04n d6i. Mbtip cudn xo#n doi la dac diém cAu tric ciia mot
sb polypeptit, trong d6 hai hoac nhiéu hon hai s¢i polypeptit, mdi soi tao ra cAu trac thi
cap xoan alpha va cic xo4n alpha nay cudn vao nhau dé tao ra lién két khong cong hoa
tri chat ché. Trinh tu cudn x04n do6i c6 thé bao gém doan 1dp nhém bay, mot hinh mau
lap ctia bay axit amin HPPHCPC (trong d6 H chi axit amin ky nudc, C thuong tuong
trung cho axit amin tich dién va P tuong trung cho axit amin wa nude phan cuc). Mot vi
du vé doan lip nhom bay dugc tim thdy trong cudn xoan doi khoa kéo loxin, trong d6

axit amin thi tu ciia nhom bay thuong la loxin.

Mot khung co thé bao gém hodc dugc gén vao mot trinh tu axit amin ma tao ra
mot phan cia cip lién két cudn xoén doi va polynucleotit mau co thé dwgc gan vao
mot trinh tu axit amin khac ma tao ra mot ph?m khac cua cap lién két cudn xo04n doi,
b6 tro cho trinh tu 1a hodc dugc gin vao khung, sao cho hai trinh tw nay gin vao nhau.
Vi du, khung c6 thé duoc gén cong hoéa tri vao mot trinh tyr axit amin ma tao ra mot
phan ctia cdp lién két cudn xoén doi va polynucleotit mau co thé dugc gin vao mot
trinh tu axit amin khac ma tao ra mot phén khéc cua cap lién két cudbn xoin doi, bd tro

cho trinh tu 12 hodc duge gin vao khung, sao cho hai trinh tu nay génbve‘lo nhau.

Theo mét vi du khic, mdi trong s6 khung va polynucleotit mau ¢6 thé bao gdm
hogc dugc gan vao cac thanh phan bb trg di doi khac cua cap peptit lién két v6i nhau
khong cong hoa tri. Mot vi du bao gdm cap lién két biotin-avidin. Biotin va avidin
peptit (nhu avidin, streptavidin va neutravidin, tAt ca dugc dé cap chung 1a “avidin”
trong ban mo ta nay, trir khi dugc néu cu thé khac di) tao ra lién két khong cong hoa
tri manh véi nhau. Mot phdn ciia cip nay, du 1a phan lién két ciia biotin hay cia avidin,
c6 thé 1a mot phﬁn cua hoac duoc gén vao khung hodc polynucleotit mau, v6i phﬁn )
trg trong Gng voi phén ciia hodc dugc gin vao khung hodc polynucleotit mau, cho

phép gin khong cong hoa tri gitra chung.

Nhiéu phuong phap c6 s&n dé bao gdm mdt hodc nhiéu gbc biotin trong hogc thém
mdt hodc nhidu gde biotin vao phan tir ADN, polynucleotit mau, khung, oligo-ADN,
polypeptit khac, hodc hop phén khac dé lién két cac phan tir v6i nhau nhu dugc d& xuét
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trong ban mo ta nay (nhu polynucleotit mau v6i khung, hodc cac thanh phén phu véi khung).
Vi du, cac nucleotit dugc biotin hoa da c6 ban trén thi truong dé két hop vao phan tt ADN
bing polymeaza, va cac bd kit dd c6 ban trén thi truong d8 thém mot gde biotin vao mdt
polynucleotit hodc mdt polypeptit. Cac gdc biotin ciing ¢6 thé duoc thém vao axit amin
hodc axit amin cai bién hodc nucleotit ho#c nucleotit cai bién. Cac chit hoa hoc lién két
duoc trinh bay trong Bang 1 cling ¢ thé duoc ding dé thém mot nhom biotin vao protein
nhu trén nhom axit carboxylic, nhém amin, hodc nhém thiol. Mot vai enzym biotin ligaza
cling c6 san cho quy trinh biotin hoa huéng dich bang enzym nhu cta polypeptit (vi du: clia
gbc lysin trong trinh ty axit amin AviTag GLNDIFEAQKIEWHE (SO ID TRINH TU: 3)
duoc bao gdm trong polypeptit). Ascorbat peroxidaza dugc thiét k& di truyén (APEX) ciing
c6 s&n dé cai bién biotin nhdm cho phép biotin héa cac axit amin giau di¢n tr nhu tyrosin,
va c6 thé 1a tryptophan, xystein hogc histidin.

Theo mdt vi du khac, mot polypeptit bao gém trinh tu axit amin DSLEFIASKLA
(SO ID TRINH TU" 4) ¢6 thé dugc biotin héa (¢ dau tan cung N hon gifra hai gbe S
c6 mit trong trinh tw), ma Ia nén dé gén cong hoa tri c6 xutc tac Sip
phosphopantetheinyl transferaza vao do bang cac phan tir nho lién hop véi coenzym
A (CoA). Vi du, polypeptit bao gdm trinh tw nay c6 thé dugc biotin héa thong qua viéc
gin cong hoa tri vao do boi thé lién hop CoA-biotin. Hé nay cling c6 thé dugc dung
dé gin nhiéu loai gbc lién két hodc chu tric lién két khac da duge nhan biét trong Bang
| dé str dung dé tao ra cac vi trf lién két cho khung dé lién két v6i phan tir ADN hodc
polypeptit hodc phan tir khac nhu duge dé xuét trong ban md ta nay. Vi du, CoA duoc
lién hop voéi gbc bat ky ctia céc cap gbc phan ng dugc nhén biét trong Bang 1 c6 thé
dugc gin cong hoa tri vao polypeptit chira trinh ty dugc nhan biét & trén bang Sfp
phosphopantetheinyl transferaza, nho d6 cho phép lién két mot hop phan khac véi né

ma bao gdm thanh phin lién két di doi bo tro.

Céc enzym khac co thé duoc st dung dé thém gbc lién két va polypeptit. Vi duy,
enzym ligaza axit lipoic ¢O thé thém phan tir axit lipoic, hodc phén it axit lipoic cai bién
gdm gbc lién két duoc nhan biét trong Bang 1 nhu alkyn hoac nhém azit, c6 thé duoc lién
két cong hoa tri v6i amin ctia nhém bén cla gbc lysin trong trinh ty axit amin
DEVLVEIETDKAVLEVPGGEEE (SO ID TRINH TU" 5) hoac GFEIDKVWYDLDA
(SO ID TRINH TU: 6) dugc bao gém trong polypeptit. Theo mot vi du khac, khung,
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polynucleotit mau, hogc polypeptit khac hodc phan tir ADN dugc bao gdm trong d6 hodc
dugc du dinh 13 duge lién két v6i n6 c6 thé bao gdbm hodc dugc gén Vao enzym serin
hydrolaza c6 hoat tinh. Cac phan tir Fluorophosphonat bét dau dugc lién két cong hoa tri
v6i gbe serin trong vi tri hoat tinh ctia enzym serin hydrolaza. Cac chét tuong tu da c6 ban
trén thi truong cua phén tir fluorophosphonat bao gdm cac gbc lién két dugc nhan biét
trong Bang 1, nhu nhom azit hodc nhém desthiobiotin (chét twong ti ctia biotin ma c6 thé
lién két véi avidin). Do d6, cac nhom nay co thé duoc gén cong hoa tri vao enzym serin
hydrolaza dugc bao gdm trong hogc dugc gin vao polypeptit hodc phan tir ADN dung
trong hodc dugc gén vao khung nhu duogc dé xuét trong ban mod ta nay va géc lién két
hodc ciu tric ndy c6 thé dugc thém cong hoéa tri vao dé bang cach st dung phuong phap
gan phan ti fluorophosphonat cai bién thich hop dé tao ra vi tri lién két trén protein nay
cho thanh phan lién két di doi bé trg tir Bang 1 (nhu dé lién két azit-alkyn, azit-phosphin,

azit-xyclooctyn, azit-norbornen hodc desthiobiotin-avidin).

Phuong phép bét ky trong s6 cac phwong phdp néu trén dé biotin hoa céac hop
phan nhim thic ddy lién két véi polypeptit bao gom trinh tu avidin (nhu avidin
polypeptit dugc bao gbm trong hodc dugc gin vao mot hgp phan khac), hodc thém
nhom chirc vao polypeptit, nhu 1a mot phan ctia khung, dugc gin vao khung, mot phéan
ctia thanh phan phu, hodc duoc gian vao thanh phan phu hodc polynucleotit mau, dé
lién két giira khung va polynucleotit mau hoic giita khung va thanh phan phu, c6 thé
dugc sir dung dé cho phép hodc thic ddy lién két giita céc thanh phan nay nhu dugc

dé xuat trong ban mo ta nay.

Pé gin vao vi tri mau don 1é cua khung, polynucleotit mAu ¢6 thé c6 gbc gin bd
tro hoac cAu trac gén bd tro duoc thém vao d6. Theo mot vi du, trong qua trinh tao ra
mau thu vién, nhiéu polynucleotit mau c¢6 thé duoc tao ra dé giai trinh tu. Thong
thuong trong qua trinh tao ra mau nhu vay, cac polynucleotit mau cua mau thu vién
duoc cai bién dé bao gbm céc trinh ty nucleotit cu thé ngoai céc trinh ty da dugc bao
gdm trong d6 nhu 1a mot phan ctia thu vién can dugc giai trinh tu. Céc trinh ty nucleotit
da duoc thém vao nhu vay co thé c6 chirc ning bat ky trong s6 nhiéu chirc ning, bao
g6m dé nhan biét sau d6 polynucleotit mau hodc gén vao bé mat cta 16p nén SBS nhu

1a mot phan ctia quy trinh gieo mam. Theo sang ché, qua trinh tao ra cac polynucleotit
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mau nhu viy ciling c6 thé bao gdm goc gan bo tro hodc cau truc gan bo tro dugce gan

vao d6 hodc duogc bao gom trong do.

Vi duy, qua trinh tao ra polynucleotit mau don 1& ¢6 thé bao gdm budc gén trinh ty
nucleotit trong polynucleotit mau, nhu kéo dai tir mot trong cic dau cta no, va trinh tu
nay bd tro cho mot trinh tw khac ma trinh ty khac dugc bao gé)m trong hodc duogc gén
va0 vi tri mAu don 1é ctia khung. Qua trinh lai hoa do ghép cap base Watson-Crick dan
dén viéc lién két gitta hai thanh phn. Theo mot vi du khac, mot thanh phan phu, nhu
oligonucleotit phu, c6 thé dugc cai bién dé cho phép gin cong hoa tri vao gbc ciia né
hoac cAu trac ma bd tro cho nd. Vi du, cic cai bién d6i v&i nucleotit duge bao gém trong
thanh phﬁn phu nhu oligonucleotit phu, nhu trén nhém phosphat, base, hodc dudong, co
thé duogc bao gém dé tao ra vi tri dé gén cong hoa tri vao cac vi tri phu cua khung. Cac
vi tri phu cua khung ¢o thé 1an luot bao gdm mat gdc hodc cAu truc bd tro cho phép gin
vao cac thanh phin phu nhu cac thanh phan phu oligo-ADN. Theo mdt vi dy, cac
nucleotit dugc cai bién dé bao gém mot géc gén vé1 mot géc bd tro ctia mot vi tri lién
két phu ctia khung, dugc bao gdm trong trinh tu polynucleotit da dwgc thém vao
polynucleotit mau don 1€ trong qua trinh tao ra mAu. Nhidu nucleotit cai bién mang cic
gbc hoa hoc nay da c6 ban trén thi trudong dé gin cong hoa tri cac hop phan vao phan tir

ADN, trong d6 cac nucleotit cai bién nay da dugc két hop.

Theo mot vi du khéc, polynucleotit mau don 1é c6 thé dugc cai bién, nhu trong qua
trinh tao ra mAu, bang cach gin vao polypeptit ciia n6. Polypeptit nay c6 thé c6 mot trinh
tu axit amin va/hodc cAu tric dé bd trg cho mot cAu truc axit amin cia vi tri mau don 1é
cta khung, sao cho polynucleotit mAu c6 thé gin, théng qua polypeptit da dugc gén cla
nd, vao vi tri mau don 1é nay ctia khung. Cac vi du vé cip polypeptit dé lién két cong
héa tri hodc khong cong héa tri gitta vi tri miu don 1¢ cta khung va polynucleotit mau
dugc dé cap & trén va bao gbm, duéi dang céc vi du thuc hién sang ché khong gi6i han,
trinh ty axit amin xo4n alpha c6 cac doan 13p nhém bay dé tao ra cac diém gan cudn
xo#n doi v6i mot diém gin khac, cdp lién két biotin-avidin, hé SpyTag/SpyCatcher, cip
wa nhan LPXTG/oligoglyxin dé lién két chuyén peptit qua trung gian sortaza. Theo mot
vi du khac, polynucleotit mau don 1€ c6 thé duogc cai bién trong qua trinh tao ra mau daé
bao gdm mdt trong s6 trinh tu Snap-tag hodc O°-Benzylguanin, va vi tri mau don 1€ cua

khung c6 thé bao gom trinh tu con lai trong hai trinh tu, dé cho phép lién két cong hoa
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trj gifta hai trinh ty theo hé Snap-tag/O°-Benzylguanin. Theo mot vi du khéc,
polynucleotit mAau don 1& c6 thé dugc cai bién trong qua trinh tao ra mAau dé bao gom
mdt trong sb trinh tw CLIP-tag hodc O?-benzylxytosin, va vi tri mau don 1¢ cua khung
¢6 thé bao gdm trinh tur con lai trong hai trinh tu, dé cho phép lién két cong hoa tri gifta

hai trinh tw theo hé CLIP-tag/O-benzylxytosin., va h¢ CLIP-tag/O*-benzylxytosin.

Vidu bét ky trong s6 cac vi du néu trén c6 thé c6 kha ning duoc st dung dé gén mot
hodc nhiéu thanh phan phu vao mdt hodc nhiéu vi tri phu trén khung. Dé gan vao vi tri phu
ctia khung ADN hogc cua khung polypeptit, thanh phan phu (nhu thanh phan phu oligo-
ADN) ¢6 thé c6 gbc gan bd tro hogic cAu trac gin b tro duge thém vao d6. Theo mdt vi du,
mot trinh ty nucleotit co thé dugc bao gdm trong hodc dugc gin vao mdt thanh phan phu
va c6 thé bao gdm mot gbc gin bd trg hodc cu truc gan bo trg duoc gin vao d6 hodc dugc

bao gdm trong do.

Theo mét vi du khéc, mot thanh phin phu (nhu thanh phan phu oligo-ADN) ¢6 thé
bao gém hoac duoc gén vao trinh tu nucleotit, nhu kéo dai tir mot trong cac dau cua no
trong truong hop thanh phan phu oligo-ADN, va trinh tw nay bd tro cho mdt trinh tu khéc
ma trinh tu khac dugc bao gém trong hodc dugc gén vao cac vi tri phu cua khung. Qua trinh
ghép cap base Watson-Crick gifta cac trinh tur bb trg dan dén viéc lai va lién két giita hai
trinh tu va, do do, gén cac thanh phﬁn phu vao céc vi tri lién két phu. Theo mot vi du khéac,
thanh phﬁn phu ¢co thé bao gbém cai bién cong hoéa tri cuia n6 dé cho phép gin cong hoa tri
Vao géc ctia n6 hodc cu trac ma bd trg cho né. Vi du, cac cai bién ddi voi nucleotit duge
bao g@)m trong polynucleotit mau, nhu trén nhom phosphat, base, hodc duong, co thé duoc
bao g?)m dé tao ra vi tri dé gén cdng hoéa tri vao vi tri phu cta khung. Cac vi tri phu cua
khung co thé 1an luot bao gdm mot g6c hoic cAu tric bd trg cho phép gén vao cic thanh
phﬁn phu nhu céc thanh phﬁn phu oligo-ADN. Theo mét vi du, cac nucleotit duge cai bién
d8 bao gdbm gdc gan véi gbc bd trg clia vi tri lién két phu ctia khung ¢ thé dugc bao gom
trong trinh tu polynucleotit da dugc thém vao hoac dugc bao gé)m trong thanh phﬁn phu
nhu thanh phan phu oligo-ADN dé cho phép lién két gitta chiing. Nhiéu nucleotit cai bién
mang cac gbc héa hoc nay da 6 ban trén thi truong dé gén cong hoa tri cac hop phan vao

phén tir ADN, trong d6 cac nucleotit cai bién nay da dugc két hop.

Theo mot vi du khac, mot thanh phén phu c6 thé dugc cai bién béng cach gén

vao polypeptit cua né. Polypeptit nay co thé c6 mot trinh tu va cdu tric axit amin dé
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b6 trg cho mot cAu truc axit amin cua vi tri phu ctia khung, sao cho cac thanh phﬁ”m phu
nay co thé gin, thong qua céac polypeptit da duoc gén ctia chiing, vao cac vi tri phu cia
khung. Céac vi du vé cap polypeptit dé lién két cong hoéa tri hodc khong cong hoa tri
gifta cac vi tri phu va céc thanh phan phu duoc dé cap & trén va bao gbm, duéi dang
cac vi du thuc hién sang ché khong giGi han, trinh ty axit amin X04n alpha c6 cac doan
1ap nhom bay dé tao ra cac diém gin cudn xodn d6i v6i mot diém gan khac, cip lién
két biotin-avidin, hé SpyTag/SpyCatcher, cip wa nhan LPXTG/oligoglyxin dé lién két
chuyén peptit qua trung gian sortaza. Theo mot vi du khac, mot thanh phan phu, nhu
thanh phén phu oligo-ADN, ¢o thé duoc cai bién dé bao gém mot trong s6 trinh tu
Snap-tag hoic O°-Benzylguanin, va cac vi tri phu cua khung ¢6 thé bao gdm trinh tu
con lai trong hai trinh tu, dé cho phép lién két cong hoa tri gifra hai trinh tu theo hé
Snap-tag/O°-Benzylguanin. Theo mdt vi du khac, mét thanh phan phu c6 thé bao gdm
mot trong sd trinh tu CLIP-tag hodc O*-benzylxytosin, va cac vi tri phu cua khung co
thé bao gdm trinh tu con lai trong hai trinh tu, dé cho phép lién két cong hoa tri gifta

hai trinh tu theo hé CLIP-tag/O*-benzylxytosin.

Theo mdt vi du, polynucleotit mau don 1€ c6 thé dugc lién két v6i vi tri mau don 18
cua khung, va nhiéu thanh phan phu nucleotit, nhu cac phan tir oligo-ADN phu, ¢6 thé
duoc lién két véi cac vi tri phu cia khung. Cac vi du vé cac phan tir oligo-ADN ¢6 thé 1a
doan mdi dé thuc hién quy trinh tao cum trén khung. Nhu 1a mot phan cta quy trinh tao
cum thong thuong, cac ban sao ctia polynucleotit mau hodc bd thé cua nd duoc tao ra trén
bé mat cta 16p nén. Nhu duge giai thich & trén, trong mot s6 trudng hop, quy trinh tao
cum trén bé mit nay co thé dan dén viéc tao ra mot hoic nhiéu cum da dong khong theo
y mudn. Nhu duoc dé xuit trong ban mo ta nady, quy trinh tao cum co thé duoc thuc hién
trén khung, nhu trong dung dich, ma khong gan trude khung do vao bé mit. Theo cac vi
du khac, khung c¢6 polynucleotit mau don 1¢é da duoc gin c6 thé duoc gin vao bé mit clia
16p nén va sau dé quy trinh tao cum c6 thé duoc thuc hién trén bé mat cia 16p nén, trén
khung, hodc trén khung va trén bé mit cua 16p nén.

Di v6i quy trinh tao cum, cai bién c6 thé dugc tao ra cho polynucleotit mau nhu trong
qua trinh tao ra mAu dé bao gdm mot hoic nhiéu trinh tu nucleotit & mot trong hai hoac ca
hai dau mdi 3 va mdi 5 ctia nd. Mot ban sao hodc cac ban sao ciia nucleotit mau va cac trinh

tu nucleotit bd trg cho nucleotit mau sau d6 c6 thé duoc téng hop trén, nhu dugc dé xuét
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trong ban md ta nay, khung, tao ra cum. Quy trinh tao cum trén khung c6 thé dan dén viéc

tao ra cum don dong.

Vi du, polynucleotit mau c6 thé lién két v6i mot vi tri gin miu c6 dau modi 5 cia
n6 huéng vé khung va dau mdi 3 cua n6 hudng ra xa khoi vi tri lién két v6i khung.
Piu mdi 3 ¢c6 thé bao gém trinh tu nucleotit ma bo trg cho trinh tu nucleotit dugc bao
gbm trong mdi ther nhit. “Mdi” dugc dinh nghia 1a mot trinh tu axit nucleic soi don
(vi du nhu ADN soi don hodc ARN soi don) déng vai trd 1a diém khoi dau dé tong
hop ADN hodc ARN. Mot mdi c6 thé dai bing bt ky sb luong base nao va ¢ thé bao
gdm hang loat nucleotit khong ty nhién. Trong mot vi du thuc hién sang ché, moi 1a
mot soi ngén, dao dong tur 20 dén 40 base, hoic tir 10 dén 20 base. Cac ban sao cta
céc mdi b trg cho ddu mdi 3 ctia polynucleotit mAu ¢6 thé con duge gan vao céc vi tri

phu cia khung.

Sau do, phan Gng polyme hoa c6 thé duogc thuc hién, trong dé dau moi 3 cia
polynucleotit mau lai thong qua ghép cap base Watson-Crick v6i doan mdi thir nhat
lién két voi khung bd trg cho no. Polymeaza trong phan ting polyme hoa ¢6 thé tao ra
bd thé soi méi hinh thanh cho polynucleotit mau nhu dugc gén vao khung, bat dau tir
doan mdi gin vao khung ma diu mdi 3 cia polynucleotit miu dugc lai voi.

Polynucleotit mau va bo thé clia n6 sau d6 c6 thé duge bo lai.

B thé cho polynucleotit mau, & dAumdi 3 cia bd thé, c6 thé bao gom trinh tw nucleotit
ma bd trg cho trinh tu doan moi thit hai. Céc ban sao cta doan mdi thit hai b6 trg cho dau
mdi 3 ctia bd thé cho polynucleotit mau c6 thé con duoc gin vao cac vi tri phu cua khung.
Sau d6, phan (mg polyme héa thir hai ¢ thé duoc thuc hién, trong dé dau mdi 3 cua
polynucleotit mau lai thong qua ghép cap base Watson-Crick v6i doan mdi thir nhét lién két
v6i khung b6 trg cho né va dAu mdi 3 ctia bd thé cho polynucleotit mau lai thong qua ghép
cap base Watson-Crick v6i doan mdi thit hai lién két v6i khung bo trg cho né. Polymeaza
trong phan tng polyme hoda thir hai co thé tao ra mot bd thé soi méi hinh thanh khac cho
polynucleotit mau nhu dugc gin vao khung, bat dau tir doan mdi gin vao khung thir nhét
ma ddu mdi 3 cia polynucleotit mau duoc lai voi. Va polymeaza trong phan ung polyme
héa thir hai c6 thé con tao ra ban sao soi méi hinh thanh ctia polynucleotit mau nhu duoc

gin vao khung, bat dau tir moi thir hai gan vao khung ma dau moi 3 cua bo theé cho mau da
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duoc polyme héa trong phan ing polyme héa trude dugc lai voi. Polynucleotit mau va ban

sa0 cuia no va bo thé ctia nod sau dé co thé dugce bo lai.

Sau d6, cac phan ing polyme hoa ké tiép co thé dugc thuc hién trong quy trinh
lap lai. Cac dau mdi 3 ctia polynucleotit mau lién két v6i khung va céc ban sao cua no
lai v6i doan mdi thi nhét lién két v4i khung b6 tro cho no, va cac dau mdi 3 cua bd
thé lién két vé6i khung cho polynucleotit mau lai voi doan mdi thu hai lién két véi
khung bb tro cho né. Cac soi méi hinh thanh dugc polyme hoa bang polymeaza, dugc
b4t diu & mdi thir nhat lién két véi khung va doan mdi thir hai lién két v6i khung ma
polynucleotit mau lién két v6i khung va cac bd thé va cac ban sao ctia nd dugce lai voi.
Sau khi b6 lai cac soi sau polyme hoa, cac phan ing polyme hoa lién tiép duoc thuc
hién, nho d6 lam tang theo cip s6 nhan s6 luong ban sao cta polynucleotit mau va bd
thé v&i n6 ma da dugc gan vao khung. Theo cach nay, cac ban sao va bd thé cho
polynucleotit mau dugc khuéch dai, voi cac ban sao da khuéch dai nay lién két véi
khung, tao ra cum. Nhu duoc dé xuét trong ban mo ta nay, quy trinh tao cum nay c6
thé duoc thuc hién trén khung, nhu trong dung dich, nhu trai ngugc v6i quy trinh tao
cum thong thuong dugc thuc hién trén bé mat cua 16p nén trong quy trinh SBS thong
thuong. Do c6 cac ban sao va bd thé cho chi polynucleotit mau don 1é da duoc tao cum

trén khung, nén cum don dong c6 mit trén khung.

Theo mot vi du nhu vay, khi trinh ty & hodc dugc gén vao diu mdi 5 cua
polynucleotit mau lién két v6i vi tri mau don 1€, dinh hudéng d4u mdi 3 cua polynucleotit
méu ra xa khoi khung, thi polynucleotit mau c6 thé lién két voi vi tri mau don 1é cta
khung bang phuong phép lai v6i trinh tu doan mdi duge gin vao hodc mot phan cia vi
tri mau don 18, duoc dé cap dén 1a doan mdi vi tri mau. Theo mot vi dy, polynucleotit
mau don 1¢, nhu duoc tao ra béng quy trinh tao ra mau, co thé c6 & hodc dugc gén vao
dAu mdi 5 cia né mot trinh tu nucleotit bd trg cho doan mdi vi tri mau. Mbi 3 ddi vai
trinh tw nucleotit nay b trg cho doan mdi vi tri mAu, polynucleotit mau c6 thé bao gdm
trinh tu nucleotit ma twong tng véi trinh ty nucleotit cua doan moi thi hai duge mo ta
0 trén (mé)i thtt hai 1a doan mdi dugc gén vao khung ma diu mdi 3 ctia mot bd thé cho
polynucleotit mau c6 thé lai v6i bang cach ghép cap base Watson-Crick phu). Viéc bao
gbm trinh ty ndy trong polynucleotit mau nghia 1a mot bd thé cho polynucleotit mau,

duge tong hop trong budc polyme hoa, s& co, ve phia dau moéi 3 cua no, trinh tw
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polynucleotit ma bd tro cho trinh ty clia doan mdi thtr hai ndy. Viéc c6 trinh ty nhu vay
vé phia dAu mdi 3 cuia bd thé cho polynucleotit mau cho phép lai dau mdi 3 ciia bd thé

v6i doan moi thi hai nay trong phan tmg polyme hoa sau do trong quy trinh tao cum.

& diu mdi 3 cua polynucleotit mau, dugc dinh hudéng ra xa kKhoi diu mdi 5 cia
polynucleotit mau lién két v6i vi trf mau don 1é, polynucleotit mau c6 thé bao gém trinh
tw bd tro cho doan mdi thtr nhat nhu duge mo ta & trén. Trong budc polyme hoa thi
nhét, nhu duoc mo ta & trén, trinh ty nucleotit nhu vay ¢ dau mdi 3 cua polynucleotit
mau c6 thé lai voi doan mdi thi nhét, sau d6 polyme hoa bd thé méi hinh thanh cho
polynucleotit mau. C6 thé co loi khi ¢6 sy ngit quing polyme hoa di v6i mot bd thé
cho polynucleotit mAu gitra phan polynucleotit mau da dwgc lai véi doan mdi vi tri mau
va trinh tu nucleotit nim & mdi 3 v&i né trong polynucleotit mAu ma bao gdm trinh tu
ctia doan moi thi hai. Tuc 13, co thé ¢6 loi cho bd thé ciia polynucleotit mau khi c6 &
ddu mdi 3 cia né mot trinh tu bd trg cho doan mdi thit hai. Tuy nhién, néu khong c6 su
ngit quing polyme héa sau khi thém vao b6 thé méi hinh thanh cho polynucleotit mau
mot trinh tu nucleotit bd trg cho trinh tir twong Gmg voi doan mdi tht hai, thi dAu mdi 3

ctia bd thé cho polynucleotit mau s& dung ¢ do.

Vi du, néu trinh tu nucleotit bd trg cho doan mdi vi trf mau 1a doan mdi 5 va lién
k2 véi trinh tw bd tro cho doan mdi thir hai, thi ddu mdi 3 ciia bd thé da duoc tong hop
cho polynucleotit mau c6 thé bao gdm trinh ty nucleotit duoc bao gbm trong doan moi
vi tri miu. Vi du, ADN polymeaza, trong qua trinh polyme hoa bd thé cho
polynucleotit mau, ¢6 thé dich chuyén doan mdi vi tri mau dé khéng lai véi d4u mdi 5
cta polynucleotit mau va polyme hoa cong doan thém trinh tu nucleotit tuong ing vl
n6 vao dau mdi 3 cta bd thé cho polynucleotit mau. Két qua nay c6 thé khong dat dugc
nhu mong mudén néu né lam suy yéu kha ning cua diu mdi 3 cua bd thé cho

polynucleotit mau trong viéc lai véi doan moi thir hai duge mo ta ¢ trén & vi tri phu.

Do d6, theo mot vi du, két qua mong doi c6 thé 1a két hop su ngit quing polyme
héa mdi 3 voi ddu mdi 5 ciia polynucleotit mAu trong d6 dau mdi 5 cla polynucleotit
mau nay lién két v4i vi tri mau don 1é béng cach lai voi doan mdi vi tri mau. Vi du, tac
nhan lién két, nhu tac nhén lién két PEG, téc nhan lién két alkyl, hogc gdc hoa hoc
khac ¢6 thé dugc bao g@)m dé nbi trinh tu nucleotit ma lai véi doan mdi vi tri mau véi

d4u mdi 5 cua polynucleotit mau. Sy c6 mat ctia tac nhéan lién két nay, thay vi noi trinh
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tu nucleotit lién ké, s& ngin chin viéc polymeaza thém trinh ty nucleotit twong ung
v6i doan mbdi vi tri mAu vao ddu mdi 3 cua bd thé cua polynucleotit mau, diéu nay s&
thay thé dau béng trinh tu nucleotit b6 tro cho trinh tur nucleotit ciia doan mdi thir hai

nhu ¢6 thé dugc mong doi.

Theo cac vi du khac, polynucleotit mau c6 thé co hodc dugc gén vao trinh tu
polynucleotit & dau mdi 3 cua polynucleotit miu ma bd tro cho doan mdi ma 1a mdt phan
cta hodc duge gan vao vi tri mau don 1é cia khung, duoc d& cap dén 1a doan mdi vi tri mau.
Sau khi lai trinh ty nay cta hodc duogc gin vao dau mdi 3 cua polynucleotit mau véi doan
moi vi trf mau, thi quy trinh polyme héa ¢ thé duoc thuc hién trong d6 ADN polymeaza
polyme hoéa cong doan tao ra polynucleotit méi hinh thanh bd tro cho polynucleotit mau,
bét dAu tir doan mdi vi tri mau. Sau d6, cong doan bo lai polynucleotit mau khoi bd thé gin
vao khung cho polynucleotit mau dwoc thuc hién. Déu mdi 3 ctia bd thé gan vao khung cho
polynucleotit mau, dugc dinh hudng ra xa khéi vi tri gin vao khung, c¢6 thé bao gom trinh
tu nucleotit ma bd tro cho trinh tir doan mdi thir hai dugc md ta & trén (méi thir hai 1a doan
mdi duoc gan vao khung ma dAu mdi 3 cua mot bd thé cho polynucleotit mau co thé lai v6i
bang cach ghép cip base Watson-Crick phu). Céc béan sao ctia doan mdi thit hai b trg cho
d4u mdi 3 ctia bd thé cho polynucleotit mau co thé con duoc gin vao cic vi tri phu clia
khung. Sau d6, phan img polyme héa thir hai co thé duoc thuc hién, trong do dau moi 3 cia
b6 thé cho polynucleotit mau lai thong qua ghép cap base Watson-Crick v6i doan mdi tha
hai lién két v6i khung bd trg cho né. Polymeaza trong phéan tmg polyme hoa thir hai ¢6 thé
a0 ra ban sao soi m&i hinh thanh ca polynucleotit mAu (tc 1a bd trg cho b thé lién két
vé6i khung cho polynucleotit mau), bat dau tir mdi thir hai gén vao khung ma dau moi 3 cua
b thé cho mAu da duoc polyme hoa trong phan tmg polyme héa trude d6 dugc lai voi. Sau
d6, budc bo lai ¢6 thé duge thuc hién dé bo lai giita bd thé lién két véi khung cho

polynucleotit mau va béan sao ctia polynucleotit mau d6 khéi nhau.

Ban sao cua polynucleotit mau, & dAu mdi 3 ctia ban sao nay, co thé bao g0m trinh tur
nucleotit ma bd trg cho trinh tw doan mdi thir nhét dugc mé ta & trén. Cac ban sao ciia cac
doan mdi thir nhét b trg cho dau mdi 3 cua ban sao cla polynucleotit mau, duoc md ta &
trén, c6 thé con duoc gin vao cac vi tri phu cua khung. Sau d6, phan ung polyme hoa tht
ba c6 thé duogc thuc hién, trong d6 diu mdi 3 cua ban sao clia polynucleotit mau lai thong

qua ghép cap base Watson-Crick v6i doan mdi thtt nhét lién két véi khung b6 trg cho n6 va
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diu mdi 3 cua bd thé cho polynucleotit mau lai thong qua ghép cap base Watson-Crick voi
doan mdi thit hai lién két véi khung bd tro cho nd. Polymeaza trong phan img polyme héa
thir ba c6 thé tao ra mot bd thé soi mdi hinh thanh khac cho polynucleotit mau nhu dugc
gin vao khung, bét dau tir doan mdi gan vao khung thi nh4t ma diu mdi 3 clia ban sao cla
polynucleotit mau dugc lai véi. Va polymeaza trong phan (mg polyme hoa thir ba c6 thé
con tao ra ban sao soi moi hinh thanh cua polynucleotit mau, bt dau tir mdi th hai gin vao
khung ma dau mdi 3 ctia bd thé cho khuén d3 duoc polyme hoa trong phan tmg polyme hoa
trude duge lai voi. Bude bo lai dé bo lai cac ban sao cua va cac b thé cho polynucleotit

mau khoi nhau sau do co thé duge thue hién.

Sau d6, cac phan ting polyme hoa ké tiép co thé dugc thuc hién trong quy trinh
lap lai. Cac diu mdi 3 cia cac ban sao lién két v6i khung cua polynucleotit mau lai véi
doan mdi thir nhét lign két v6i khung bé trg cho né, va cdc dau mdi 3 ctia bo the lién
két voi khung cho polynucleotit mAu lai v6i doan mdi thit hai lién két voi khung bd
trg cho do6. Cac soi mai hinh thanh dugc polyme hoa bé‘mg polymeaza, dugc bat dau &
mdi tha nhdt lién két voi khung va doan mdi tht hai lién két véi khung ma
polynucleotit mau lién két voi khung va céc b6 thé va cac ban sao ctia nd dugc lai voi.
Cong doan b lai cac soi duge thuc hién sau khi polyme hoa, sau d6é cac phan ung
polyme héa lién tiép dugc thuc hién sau d6 bé lai tiép. Theo cach ndy, cdc ban sao cua
va bd thé cho polynucleotit mau duogc khuéch dai, vdi cac ban sao da khuéch dai va bd
thé lién két v6i khung, tao ra cum. Nhu dugc dé xuit trong ban mo ta nay, quy trinh
tao cum nay co thé dugc thuc hién trén khung, nhu trong dung dich, nhu trai ngugc
v6i quy trinh tao cum théng thuong dugc thuc hién trén bé mat cua 16p nén trong quy
trinh SBS thong thudng. Do ¢ cac ban sao va bd thé cho chi polynucleotit mau don

1¢ da duoc tao cum trén khung, nén cum don dong cé mét trén khung.

Theo mot vi du, mot dau cta polynucleotit mau bao gém hoac dugc gén vao trinh tu
nucleotit ma bd trg cho trinh tw nucleotit dugc bao gém trong hodc duoc gén vao vi tri mau
don 1é cua khung, dugc dé cap dén 1a doan mdi vi tri mau thit ba. Theo mt vi du, mot bd
thé cho polynucleotit mau co thé duoc tong hop trén khung duoc bét dau & doan mdi vi tri

mau thir ba.

Theo cac vi du vé tao cum trén khung nhu dugc dé xuat trong ban md ta nay,

polynucleotit mau c6 thé dugec lién két voi vi tri mau don 1¢ clia khung theo lién két bat ky
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trong sb cac lién két cong hoéa tri hodc lién két khong cong hoéa tri khac nhau duoc dé xuit
trong ban mo ta nay. Vi du, mot dAu ctia polynucleotit mau co thé bao gdm mot goc hoic
cAu trac tir mot cip vi tri lién két nhu duoc nhan biét trong Bang 1, va géc hodc céu trac bd
tro cua cung cap do co thé c6 mat & vi tri mau don 1é cua khung. Sau do, cac chu trinh
polyme hoa lién tiép ¢6 thé tuan theo trinh tu nhu dugc mo ta ¢ trén. Vi dy, mot dau moi 3
ctia polynucleotit mau lién két véi vi tri mAu don 1¢ cia khung & hodc hudng vé dau modi 5
cua polynucleotit mau c6 thé lai véi oligonucleotit moi lién két v6i vi tri phu cia khung va
b6 thé véi no duge tdng hop bang ADN polymeaza. Sau do, cac chu trinh polyme héa lién
tiép ¢6 thé tuan theo trinh tu nhu dugc mo ta & trén, dan dén viéc polyme hoa nhiéu ban sao
cua polynucleotit mAu va céc bd thé véi nd bat ngudn tir cac vi tri phu cua khung. Do chi
polynucleotit mau don 1¢é dugc lién két v6i khung, khung nay chi ¢6 mdt vi tri polynucleotit

mau duy nhét, nén cac ban sao nay s& cau thanh cum don dong trén khung.

Theo mot vi du khac, khung ¢ thé gén vao bé mat ctia 16p nén, nhu bé mat cia 16p
nén dé str dung trong quy trinh SBS. Vi du, cac vi tri phu cua khung c6 thé bao gdm hodc
la hoac bat dau duoc gén vao céc vi tri da duoc gén vao bé mat cia 16p nén, hodc cac hop
phén lién két v6i bé mit cua 16p nén. Theo mdt vi du, bé mat cua 16p nén c6 thé duoc lién
két véi doan mdi, nhu vi du, cic ban sao cua mdi 14 b6 trg cho doan mdi thir nhat hodc doan
mdi thit hai nhu dugc md ta & trén, hodc ca hai, dudi dang cac vi du thyc hién sang ché
khong gidi han. Cac mdi bd tro nay co thé dugc gin truc tiép vao bé mat cua 16p nén hoic
c6 thé duge gin vao bé mit cai bién, nhu bé mit ma cc phan tt polyme da duoc gan vao
(vi du: PAZAM hodc cac polyme lién quan) vdi doan mdi duge gin vao cic polyme nay.
Doan mdi thir nhit va doan mdi tht hai dé cap & trén c6 thé duogc gin vao cac vi tri phu cla
khung (truc tiép, hodc thong qua polyme nhu PAZAM hodc céc polyme gidng PAZAM
khéc nhu dugc dé xudt & trén dudi dang cac vi du thuc hién sang ché khong gi6i han, hodc
doan dém hodc hop ph?ln khéc). Doan mdi thit nhit va doan méi thi hai ny cua hodc dugc
gin vao khung ¢ thé lai v6i cac mdi bd tro cho né nhur duge gin vao bé mit cia 16p nén,
nho d6 lien két khung vai bé mat ctia 16p nén.

Céc vi du v& mdi thir nhit va doan mdi thir hai nhu duge md ta & trén c6 thé bao
gbm cac mdi dugce stir dung trong cac quy trinh SBS hién c6. Vi du cu thé vé cac mdi phu
hop bao gbm mdi P5 va/hoic doan mdi P7 dugc dung trén bé mit cua tiéu ban té bao dong

thuong mai dugc ban boi Illumina Inc. dé giai trinh tu trén HISEQ™, HISEQX™,
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MISEQ™,  MISEQDX™,  MINISEQ™, NEXTSEQ™, NEXTSEQDX™,
NOVASEQ™, GENOME ANALYZER™, ISEQ™, va cac nén tang thiét bi khac. Va
phin polynucleotit mau ma bao gbm trinh tw nucleotit trong Ung véi, hoac bb tro cho,
doan mdi thi nhét hodc doan mdi thir hai nhu duoc dé xut & trén co thé c6, vi du nhu
trinh tu twong Gng véi hodc bd tro cho doan mdi P5 (bao gém trinh tu nucleotit 1a
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC (SO ID TRINH TU: 7)), doan mbi P7
(bao gbm trinh tw nucleotit 1d CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT (SO ID TRINH
TU: 8)), hodc ca hai, theo céc trinh tyr doan mdi nhu duge st dung trong nén tang SBS

duoc mo ta ¢ trén, hodc cac nén tang khac.

L6p nén ding cho quy trinh SBS ¢6 thé bao gdm, dudi dang cac vi du thuc hién
sang ché khong giéi han, cac 16p nén duogc st dung trong nén ting SBS bét ky trong sb
cc nén tang SBS néu trén hodc cic nén tang khac. Mot vi du thuc hi€n sang ché khong
2i6i han 1a, nén nay c6 thé 13 tidu ban dang dong chay té bao. Nhu dugc sur dung trong
ban mb t ndy, thuat ngit "tidu ban dang t& bao dong chay" dugc ding dé dé cap dén
binh c6 khoang (tirc 1a kénh dong chay) noi ¢6 thé thuc hién phan tng, dau vao dé cung
cAp (céc) thude thir vao khoang va dau ra dé loai bo (céac) thude thir khoi khoang. Theo
mot sb vi du, khoang cho phép phat hién phan tmg hodc tin hi¢u xay ra trong khoang.
Vi duy, khoang c6 thé bao gdbm mot hoic nhidu bé mit trong sudt cho phép phat hién cac
mang theo phuong thic quang, cac phan tir dugc danh ddu quang hoc hodc tuong tu,
trong khoang. Nhu dugc st dung trong ban md ta nay, “kénh dong chay” hoac “ving
kénh dong chay” c6 thé 1a ving duoc xéc dinh gita hai thanh phan dugc lién két, ving
nay c¢6 thé nhan miu chit 16ng mot cach chon loc. Theo mot s6 vi du, kénh dong chay
¢6 thé duoge xac dinh gitra dé co hoa van va nép, va do do co thé giao tiép linh hoat véi
mot hoac nhiéu 16 duoc xac dinh trong dé c6 hoa van. Theo cac vi du khac, kénh dong

chay c6 thé duge xac dinh gitta mot dé khong c6 hoa van va mét nap.

Nhu duoc s dung trong ban mo ta nay, thuat ngtr "3" dung dé chi dic diém 16m
roi rac trong dé c6 hoa vin c6 miéng trén bé mit ma duoc bao quanh hoan toan bgi (céc)
vung k& cua bé mat dé c6 hoa van d6. Ld co thé ¢6 moi hinh dang bat ky & miéng cla
chung trén bé mit, bao gém, nhu hinh tron, hinh elip, hinh vuong, hinh da giéc, hinh sao
(v6i sb dinh bat ky), v.v. Mit cét cua 16 duoc 14y truc giao véi bé mit c6 thé cong, vudng,

da giac, hypebol, hinh nén, goéc canh, v.v. Vi duy, 15 c6 thé 1a giéng. Ciing nhu dugc st
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dung trong ban mo ta nay, “18 duoc tao chirc nang” dung dé chi dac dieém 16m roi rac trong
d6 mdi dugc gin, theo mdt s6 vi du 1a dugc gan vao bé mat cua 16 bang polyme (nhu

PAZAM hoac polyme tuong t).

Thuét ngir “dé” hodc “16p nén” ciia tiéu ban dang té bao dong chay ding dé chi
dé hodc 16p nén ma héa chit bé mit c6 thé dugce thém vao. Thuét ngit “16p nén c6 hoa
vin” dung dé chi dé trong d6 hodc trén do cac 18 dugc xac dinh. Thuét ngir “l6p nén
khong c6 hoa van” dung dé chi dé gan nhu phéang. Lép nén trong ban mo ta ndy cling
6 thé duoc dé cap dén 1a “dé”, “dé co hoa van”, hoic “dé khong c6 hoa van™. Dé ¢
thé 1a mang nhén, panen, tAm hinh chit nhat, khuon dap hodc bét ky cu hinh phu hop
nao khac. Pé thuong cting va khong hoa tan trong chét 16ng chira nuée. Dé c6 thé tro
v6i chit hoa hoc dugc str dung dé bién dbi cac 16. Vi du, dé c6 thé tro vai chat hoa hoc
duoc st dung dé tao ra 16p phu polyme, dé gin mdi nhu vé6i 16p phu polyme da két
ling, v.v. Cac vi du vé dé thich hop bao gdm epoxy siloxan, thiy tinh va thiy tinh bién
d6i hodc thuy tinh chirc hoa, silsequioxan dang oligome da dién (POSS) va cac dan
xuét ciia chung, chit déo (bao gdm acrylic, polystyren va copolyme ctia styren va cac
vat liéu khac, polypropylen, polyetylen, polybutylen, polyuretan, polytetrafluoroetylen
(nhu TEFLON® tir Chemours), polyme olefin ¢6 vong/xyclo-olefin (COP) (nhu
ZEONOR® tir Zeon), polyimit, v.v.), nylon, gbém/oxit gbm, silica, silica nung chay,
hodic vat liéu gbe silica, nhom silicat, silic va silic bién ddi (vi du: boron pha p+
silicon), silic nitrit (SisN4), silic oxit (SiO), tantali pentoxit (TaOs) hodc (cac) tantali
oxit khéac (TaOx), hafni oxit(HaO2), carbon, kim loai, thuy tinh v0 co, hodc cac vat liéu
tuong tu. Dé cling c6 thé 1a thay tinh hodc silic hodc polyme gbc silic nhu mot vat liéu
POSS, tuy ¥ co mét 16p phi tantali oxit hodc mot oxit gdm khac tai bé mat. Vat liéu
POSS c¢6 thé duoc md ta trong Kehagias va cong su, Microelectronic Engineering 86
(2009), 776-668, dwgc két hop diy du vao tai liéu nay bang vién dan.

Theo mdt vi du, 1 ¢6 thé 1a giéng sao cho 16p nén c6 hoa vin bao gom day cac
giéng & bé mit ctia n6. Céc giéng nay c6 thé 1a giéng micro hoic giéng kich thuéc nano.
Kich thudc ciia mdi giéng co thé duoc dic trung & thé tich, dién tich miéng giéng, do
sau va/hodc duong kinh cia no.

M&i giéng co thé co thé tich bat ky chtra dugc chat 16ng. C6 thé chon thé tich tdi

thidu hoic t6i da, vi du nhu dé didu chinh théng luong (vi du: tinh da hop), phan giai,
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phén tich ché phim hodc phan tich kha ndng phan img dwgc mong doi cho cac muyc dich
sit dung cudi ciia tiéu ban dang té bao dong chay. Vi du, thé tich c6 thé 1 it nhét khoang
1x1073 um?, khoang 1x1072 um?, khoang 0,1 pm®, khoang 1 pm?, khoang 10 pm?,
khoang 100 um?, hodc 16n hon. Theo cach khéc hodc ngoai ra, thé tich c6 thé nhiéu nhét
khoang 1x10* pm3, khodng 1x10° um?, khoang 100 pm®, khoang 10 pm?®, khoang 1 pm’,
khoang 0,1 pm?, hodc nhé hon.

C6 thé lwa chon dién tich bi chiém bdi mdi miéng giéng trén bé mit dya trén céc
tiéu chi twong tw nhu cac tiéu chi da néu & trén cho thé tich giéng. Vi du, dién tich d6i voi
mbi miéng giéng trén bé mit 6 thé it nhit khoang 1x107° pm?, khoang 1x107> pm?,
khoang 0,1 pm?, khoang 1 um?, khoang 10 pm?, khoang 100 pm?, hogc 16n hon. Theo
céach khac hodic ngodi ra, dién tich ¢6 thé nhiéu nhét khoang 1x10° pm?, khoang 100 pm?,
khoang 10 pm?, khoang 1 um? khoang 0,1 pm?, khoang 1x107 pm?, hodc nhé hon. Dién
tich bi chiém béi timg miéng giéng ¢6 thé 16n hon, nho hon hoic nim giita cac gia tri
duoc néu cu thé & trén.

D0 sau cua mdi giéng c6 thé it nhat khoang 0,1 um, khoang 1 pm, khoang 10 pm,
khoang 100 pm, hodc 16n hon. Theo cach khéc hodc ngoai ra, d9 sau c6 thé nhiéu nhét
khoang 1x10° um, khoang 100 um, khoang 10 um, khoang 1 pm, khoang 0,1 um, hodc
nhé hon. Do sau ctia mdi giéng 14° ¢6 thé 16n hon, nho hon hodc nam giita cac gid tri quy

trinh & trén.

Trong mét sb trudng hop, duong kinh cla mdi giéng co thé it nhat khoang 50 nm,
khoang 0,1 um, khoang 0,5 pm, khoang 1 um, khoang 10 pm, khoang 100 pm, hodc l6n
hon. Theo cach khac hodc ngoai ra, duong kinh ¢6 thé nhiéu nhat khoang 1x10% um,
khoang 100 pm, khoang 10 um, khoang 1 pm, khoang 0,5 pum, khoang 0,1 pum, hodc
nho6 hon (vi du: khoang 50 nm). Budng kinh c¢6 thé bang khoang 150 nm, khoang
200 nm, khoang 250 nm, khoang 300 nm, khoang 350 nm, khoang 400 nm, khoang
450 nm, khoang 500 nm, khoang 550 nm, khoang 600 nm, khoang 650 nm, khoang
700 nm, khoang 750 nm, khoang 800 nm, khoang 900 nm, khoang 950 nm, khoang
1 um, khoang 1,25 pm, khoang 1,5 um, khoang 1,74 um, khoang 2 pm, khoang
2,25 um, khoang 2,5 um, khoang 2,75 pm, khoang 3 um, khoang 3,25 um, khoang
3,5 um, khoang 3,75 pm, Khoang 4 um, khoang 4,25 um, khoang 4,5 um, khoang
4,75 pm, khoang 5 um, khoang 5,25 um, khoang 5,5 pm, khoang 5,75 pm, khoang
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6 um, khoang 6,25 um, Khoang 6,5 um, khoang 6,75 pm, khoang 7 pm, khoang
7,25 pm, khoang 7,5 um, khoang 7,75 pm, khoang 8 pm, khoang 8,25 pm, khoang
8,5 pm, khoang 8,75 um, khoang 9 pm, khoang 9,25 pm, khoang 9,5 um, hodc khoang
9,75 um. Puong kinh ctia mdi giéng c6 thé 16n hon, nhé hon hodc nim giita cAc gid tri
quy dinh & trén. Giéng kich thuéc nano nhu thuat ngit duoc sir dung trong ban md ta
nay duoc du dinh nghia la giéng c6 miéng tron c6 dudng kinh 16n nhét 1a khoang 1 um
hoac nho hon.

Céan phai hiéu rang cac pham vi dugc dé xuét trong tai lidu nay bao gém pham vi
dd néu va moi gia tri hodc pham vi phu bat ky trong pham vi da néu. Vi dy, pham vi
tir khoang 100 nm dén khoang 1 pm (1000 nm), nén dugc din giai dé khong chi bao
gdm cac gi6i han dugc trinh bay rd rang la tr khoang 100 nm dén khoang 1 um, ma
con bao gdm céc gid tri riéng 1€, nhu khoang 708 nm, khoang 945,5 nm, v.v., va céac
pham vi phy, nhu tr khoang 425 nm dén khoang 825 nm, tr khoang 550 nm dén
khoang 940 nm, v.v. Ngoai ra, khi “khodng” va/hoac “yé& co ban” dugc sir dung dé md
ta mot gia tri, chung c6 nghia 1a bao gbm céc bién s6 nho (1én dén +/- 10%) so véi gia

tri da néu.

Theo mot vi du, kich ¢& hat nano ¢c6 thé 14 sao cho su ¢6 mit cta hat nano trong
giéng nhu giéng kich thuéc nano chiém qua nhiéu thé tich cia giéng dén mirc ma mot
hat nano khac khong thé chiém dugc trong giéng d6 cing luc. Kich ¢& hat nano c6 thé
duoc thiét ké hodc xac dinh, dua trén c& giéng da biét trong bé mat cla 16p nén, sao
cho n6 ¢6 thé di vao giéng khi khong c6 hat nano nao khac trong d6 nhung viéc né di
vao giéng s& bi can trd khi c6 mit mot hat nano khéac da di vao trude dé va van c6 mit
trong giéng. Hat nano da dugc dinh c& dé khong cho phép nhiéu hon hai hat vira véi
~giéng c6 thé thuc day tinh don dong cua cum bén trong giéng. Vi du, trong quy trinh
SBS thong thudng, cac polynucleotit mau c6 thé duge dua vao tiéu ban dang dong
chay té bao da dugc tao hoa van bang cac giéng trong dung dich & ndng do duogc hiéu
chinh dé t4i da hoa s6 luong giéng trong d6 polynucleotit mAu s& gieo mam (ttc 1a lién
két, nhu v6i doan mdi dugc gin vao giéng, truc tiép hodc thong qua polyme gin vao
bé& mat, ma bd trg cho trinh tw nucleotit cia phan nucleotit mau), nhung da thap dé

giam thiéu nhiéu nhét c6 thé su tao ra cum da dong.
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Theo mot vi du, tiéu ban dang dong chay té bao co6 thé bao gdbm ving c6 kich
thu6c nano khong phai 12 16 hay giéng kich thuéc nano 1a cac ving da phén tach trong
khong gian ma polynucleotit mAu hodc khung c6 thé lién két voi, hodc gieo hat trong
do, trong ban mo ta nay duoc dé cap dén 1a dém kich thuéc nano. Theo mot sd vi du,
bé mit tiéu ban dang dong chay té bao bao gdbm dém kich thude nano, dugc tach khoi
nhau b&i cdc ving clia bé mat ma polynucleotit mAu hodc khung c6 thé khong lién két.
Céc dém kich thudc nano ¢o thé dugc dit cach xa khoi nhau dé thuc diy su tao ra cum
don dong. Vi du, cac dém kich thuéc nano c6 thé duoc tach khoi nhau sao cho cum da
tao ra trong mot dém kich thudc nano duoc gieo mam véi polynucleotit mau don 1& s&
duogc tach du khoi mot dém kich thuée nano khic ma duoc gieo mam véi chi
polynucleotit mau don 1é. Tuy nhién, c6 thé kho ngan chan dugc viéc gieo mam cula
dém kich thudc nano véi nhiéu hon polynucleotit mau don 18, dan dén viéc tao ra mot
hodc nhiéu cum da dong. Theo mot vi du nhu duoc dé xuit trong ban mo ta nay, hat
nano c6 thé thic day su tao ra cum don dong hon so véi cum da dong bang cach ngin
chin viéc nhiéu hon polynucleotit mAu don 1é gieo mam hodc gin bén trong dém kich
thudc nano cho trude. Vi du, kich ¢& hat nano ¢6 thé nham dé khong c6 du khong gian
trén dém kich thuéc nano dé nhiéu hon mot hat nano sg lién két, trong do polynucleotit

mau lién két voi mot vi tri polynucleotit mau cua khung.

Trong mot s6 truong hop, cum da dong c6 thé xudt hién néu hai hodc nhiéu hon hai
polynucleotit mdu ma ¢6 trinh ty nucleotit khéc nhau lién két bén trong, hodc gieo mam,
cung mot giéng nhu nhau. Céc phan tir ¢6 thé phan bé giita cac giéng dua trén ndng do cla
chung trong dung dich dugc dua vao trén co s¢ phan b Poisson, theo d6 c6 su can bang
gitfa viéc giam thidu s6 lugng giéng khong bi chiém (dé gia tang hiéu suat van hanh SBS)
ddng thoi gidm thiéu s lugng giéng dugc chiém boi nhiéu polynucleotit mau khéac loai. Su
chénh 1éch giita kich ¢& giéng nhé nhét va kich c& cia polynucleotit mau (vi du: duong
kinh cta phan tt B-ADN ¢6 thé 1a khoang 2 nm) c6 thé dAn dén viéc lwa chon giita ndng
do khong su dung nhiéu bé mat 16p nén, nhu bé mit bén trong giéng, nhu ¢6 san hodc duoc
wu tién vé mot mit va dan dén tao ra cdc cum da dong voi s6 luong cao khong mong doi

hodc khong theo y mubn.

Nhu duoc dé xuét trong ban md ta nay, polynucleotit mAu c6 thé lién két vé6i hat

nano, v6i chi polynucleotit mAu don 1é lién két trong mdi hat nano. Hat nano c6 thé duoc
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dinh c¢& dé cho phép hat nano di vao trong giéng ctia tiéu ban dang dong chay té bao trong
d6 mot hat nano khac khong c6 mat san, nhung khong di vao giéng cuia tiéu ban dang
dong chay té bao trong d6 mot hat nano d4 c6 mat. Quy trinh tao cum, nhu tao cum don
dong, co thé dién ra trén hat nano truéc khi hat nano di vao giéng, dan dén viéc cac cum
don dong cé mdt trong cac giéng. Hoic, polynucleotit mau c6 thé lién két véi vi tri mau
cta hat nano va hat nano nay co thé di vao va lién két bén trong giéng (vi du: bang cach
lien két cdc vi tri phu v6i bé mat hoge cai bién dbi voi bé mat ciia giéng), nhdy d6 gieo
mam giéng chi v6i mot hat nano, va quy trinh tao cum sau d6 ¢6 thé tiép dién bén trong
giéng, dan dén viéc cac cum don dong c¢6 mat trong cic giéng. Theo mdt s6 vi du, mirc
d6 tao cum nao do co thé dién ra trén hat nano trude khi chung di vao giéng va viéc tao
cum thém cé thé dién ra sau khi hat nano di vao giéng. T4t ca cac vi du nhu vay bao gém
cac vi du trong d6 cac cum don dong tao ra bén trong giéng. Hon nita, viéc diéu chinh
kich ¢& hat nano dé lam giam, giam thiéu, hodc theo mot vi du 1a loai bo su c6 mat déng
thoi ctia nhidu hon mot hat nano trong giéng cung mét thoi diém co thé lam giam, giam

thiéu, hodc theo mot vi du 12 loai bo su tao ra cum da dong.

Kich ¢ hat nano c6 thé duoc didu chinh bang cach cai bién kich ¢& ctia khung,
cai bién kich ¢& cua cac thanh phan phu lién két v6i cac vi tri phu nhu polyme dugc
gén vao do, hodc ca hai. Kich ¢& hat nano cling ¢6 thé dugc bién dbi boi luong tao
cum da dién ra hodc chua dién ra trén hat nano, nhu bing cach cai bién mot sd vi tri
trén hat nano ma céac ban sao cua va bd thé cho polynucleotit mau co thé lién két trén
d6 trong cac chu trinh polyme hoa trong quy trinh tao cum, trong it vi tri nhu vay hon
6 thé khién gi6i han trén hon cua kich ¢& hat nano nho hon va nhiéu vi trf nhu vay
hon c6 thé khién giéi han trén cta kich c& hat nano 16n hon. Mot s6 chu ky polyme
héa trong quy trinh tao cum ciing ¢6 thé bién dbi kich c& hat nano, trong d6 nhiéu chu
ky hon dan dén nhidu ban sao cia va bd thé cho polynucleotit mau dugc lién két voi
hat nano hon va do d6 co thé 1am tang gi6i han kich ¢ trén cta né va it chu ky hon
din dén it ban sao ctia va bd thé cho polynucleotit mau duoc lién két v6i hat nano hon
va do dé c6 thé 1am giam gidi han kich c& trén ctia né. Kich ¢& cta hat nano ¢6 thé
duoc xac dinh theo kich ¢& cta né trude khi quy trinh tao cum trén khung da dién ra

hodc sau khi quy trinh tao cum trén khung dé dién ra.
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Nhu duoc st dung trong ban mo ta nay, thuat ngit “hat nano” dugc du dinh nghia
14 hat c6 kich thu6c 16n nhét 1én dén kich c& dén khoang 1000 nm. Tuy vao hinh thai,
kich thudc ¢6 thé dung dé chi do dai, d6 rong, 4o cao, duong kinh, v.v. Mac du “dudng
kinh” thuong dugc sir dung dé mo ta kich thude nhu 1a mot vi du & day, hat nano dugc
mo ta tréng ban mo ta nay khong cin ¢6 hinh cu hodc hinh tron. Hat nano nhu dugc
dé xuét trong ban mo ta nay co thé c6 duong kinh bang khoing 2 nm, khoang 5 nm,
khoang 7 nm, khoang 10 nm, khoang 12 nm, khoang 15 nm, khoang 17 nm, khoang
20 nm, khoang 22 nm, khoang 25 nm, khoang 27 nm, khoang 30 nm, khoang 32 nm,
khoang 35 nm, khoang 40 nm, khoang 42 nm, khodng 45 nm, khoang 47 nm, khoang
50 nm, khoang 52 nm, khoang 55 nm, khoang 57 nm, khoang 60 nm, khoang 62 nm,
khoang 65 nm, khoang 67 nm, khoang 70 nm, khoédng 72 nm, khoang 75 nm, khoang
77 nm, khoang 80 nm, khoang 82 nm, khoang 85 nm, khoang 87 nm, khoang 90 nm,
khoang 92 nm, khoang 95 nm, khodng 97 nm, khoang 100 nm, khoang 125 nm,
khoang 150 nm, khoang 175 nm, khoang 200 nm, khoang 225 nm, khoang 250 nm,
khoang 275 nm, khoéng 300 nm, khoang 325 nm, khoang 350 nm, khoang 375 nm,
khoang 400 nm, khoang 425 nm, khoang 450 nm, khoang 475 nm, khoang 500 nm,
khoang 525 nm, khoang 550 nm, khoang.575 nm, khoang 600 nm, khoang 625 nm,
khoang 650 nm, khoang 675 nm, khoang 700 nm, khoang 725 nm, khoang 750 nm,
khoang 775 nm, khodng 800 nm, khoang 825 nm, khoang 850 nm, khoang 875 nm,
khoang 900 nm, khodng 925 nm, khoang 950 nm, khoang 975 nm, hoac khoang
1.000 nm. Duong kinh cua hat nano dugc do bing phuong phap tan xa anh sang dong
hoc (DLS), con dugc biét dén 13 tan xa 4nh sang quasi-elastic, dugc bieu dién dudi
dang gép hai 1an ban kinh thiy dong hoc (Rh), ma c6 thé dugc xéc dinh trén hé thong
DLS hoic hé théng khac ma bao gdm DLS va nhém chire khéc (vi du: ZETASIZER®,

Malvern Instruments Limited).

Hat nano nhu dugc dé xuat trong ban mé ta nay co thé c6 duong kinh nim trong
khoang tr khoang 2 nm dén khoang 10 nm, khoang 5 nm dén khoang 15 nm, khoéang
7 nm dén khoang 20 nm, khoang 10 nm dén khoang 25 nm, khoang 15 nm dén khoang
30 nm, khoang 20 nm dén khoang 50 nm, khoang 40 nm dén khoang 60 nm, khoang
50 nm dén khoang 75 nm, khoang 60 nm dén khoang 100 nm, khoang 70 nm dén
khoang 100 nm, khoang 75 nm dén khoang 100 nm, khoang 80 nm dén khoang

110 nm, khodng 90 nm dén khoang 130 nm, khoang 100 nm dén khoang 150 nm,
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khoang 100 nm dén khoang 200 nm, khoang 150 nm dén khoang 225 nm, khoang
200 nm dén khoang 250 nm, khoang 200 nm dén khoang 300 nm, khoang 225 nm dén
khoang 275 nm, khoang 250 nm dén khoang 300 nm, khoang 275 nm dén khoang
325 nm, khoang 300 nm dén khoang 400 nm, khoang 300 nm dén khoang 350 nm,
khoang 325 nm dén khoang 375 nm, khoang 350 nm dén khoang 400 nm, khoang
375 nm dén khoang 425 nm, khoang 400 nm dén khoang 500 nm, khoang 400 nm dén
khoang 450 nm, khoang 425 nm dén khoang 475 nm, khoang 450 nm dén khoang
500 nm, khoang 475 nm dén khoang 525 nm, khoang 500 nm dén khoang 600 nm,
khoang 500 nm dén khoang 550 nm, khoang 525 nm dén khoang 575 nm, khoang
550 nm dén khoang 600 nm, khoang 575 nm dén khoang 625 nm, khoang 600 nm dén
khoang 700 nm, khoang 600 nm dén khoang 625 nm, khoang 625 nm dén khoang
675 nm, khoang 650 nm dén khoang 700 nm, khoang 675 nm dén khoang 725 nm,
khoang 700 nm dén khoang 800 nm, khoang 700 nm dén khoang 725 nm, khoang
725 nm dén khoang 775 nm, khoang 750 nm dén khoang 800 nm, khoang 775 nm dén
khoang 825 nm, khoang 800 nm dén khoang 900 nm, khoang 800 nm dén khoang
850 nm, khoang 825 nm dén khoang 875 nm, khoang 850 nm dén khoang 900 nm,
khoang 875 nm dén khoang 925 nm, khoang 900 nm dén khoang 1.000 nm, khoang
900 nm dén khoang 950 nm, khoang 925 nm dén khoang 975 nm, khoang 950 nm dén
khoang 1.000 nm, khoang 300 nm dén khoang 450 nm, khoang 350 nm dén khoang
500 nm, khoang 400 nm dén khoang 550 nm, khoang 450 nm dén khoang 600 nm,
khoang 500 nm dén khoang 650 nm, khoang 550 nm dén khoang 700 nm, khoéang
600 nm dén khoang 750 nm, khoang 650 nm dén khoang 800 nm, khoang 700 nm dén
khoang 850 nm, khodng 750 nm dén khoang 900 nm, khoang 800 nm dén khoang 950,
hozc khoang 850 nm dén khoang 1.000 nm.

Pé thuan tién va rd rang, mot so thuat ngr duoc s dung trong sang che, vi du va
yéu cau bao hd s& duge mo ta trong tai licu nay.

“Nhém acrylat” bao gdm cac mudi, este, va base lién hop cla axit acrylic va cac
din xudt cia né (vi du: axit metacrylic). Ion acrylat c¢6 cong thitc phan t

CH,=CHCOO".
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O

“Monome acrylamit” la monome c6 cau triuc NH2 hoic chat twong tu thay thé

ctia n6 (vi du: metacrylamit hogc N-isopropylacrylamit). Mot vi du vé monome bao gém
nhém acrylamit va nhom azido 1a azido axetamido pentyl acrylamit:

@) o]
\/U\N/\/\/\N)J\/Na
H H :

Trong ban mo ta nay, “alkyl” dé cap dén mét chudi hydrocabon mach théng hoac
mach nhanh b3o hoa hoan toan (tc 1a khong chira lién két doi hoac ba). Nhom alkyl
c6 thé co tir 1 dén 20 nguyén ti carbon. Cac nhém alkyl vi du bao gdm metyl, etyl,
propyl, isopropyl, butyl, isobutyl, butyl bac ba, pentyl, hexyl, va cdc nhom tuong tu.
Vi du, ky hiéu “C1-4 alkyl” biéu thi ring c6 mot dén bdn nguyén it carbon trong chudi
alkyl, tirc 1a chudi alkyl dugc chon tir nhém bao gbdm metyl, etyl, propyl, iso-propyl,
n-butyl, isobutyl, sec-butyl va t-butyl.

Trong ban md ta nay, “alkenyl” dé cap dén chudi hydrocabon mach thang hodc
mach nhénh chira mét hodc nhidu lién két doi. Nhom alkenyl c6 thé c6 tir 2 dén
20 nguyén tr carbon. Cac nhom alkenyl vi du bao gdm etenyl, propenyl, butenyl,

pentenyl, hexenyl, va cac nhom tuong tu.

Trong ban md ta nay, “alkyne” hodc “alkynyl” dé cap dén chudi hydrocabon
mach théng hodc mach nhanh chtta mot hoac nhiéu lién két ba. Nhém alkynyl ¢ thé

c6 tir 2 dén 20 nguyén tt carbon.

Alkoxy hoac alkoxyl dung dé chi cdc nhom c6 tir 1 dén 20 nguyén t& carbon - vi
du, 1 dén 10 nguyén tit carbon, chang han nhu 1 dén 6 nguyén ti carbon, v.v. c6 ciu
hinh thing hodc phin nhanh dugc gin vio cu tric cha qua oxy. Vi du bao gdm

metoxy, etoxy, propoxy, isopropoxy va cac loai tuong tu.

Oxaalkyl dé cdp dén don phan alkyl ma trong d6 mot hodc nhiéu carbon (va céc
hydro lién quan cta chiing) da dugc thay thé bang oxy. Vi du bao gdm metoxypropoxy,
3,6,9-trioxadexyl va cac loai twong tw. Thuét ngit oxaalkyl dung dé chi cac hop chét
trong d6 nguyén ti oxy duoc lién két thong qua lién két don v6i nguyén tir lién ké cua
no6 (tao ra lién két ete); n6 khong dung dé chi nguyén tir oxy lién két doi, nhu dugc tim

thiy trong nhom carbonyl. Tuong tu, thiaalkyl va azaalkyl dé cap dén don phan alkyl
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ma trong d6 mot hay nhidu carbon dugc thay thé bang luu huynh hodc nito twvong tng.

Vi du vé azaalkyl bao gébm etylaminoetyl va aminohexyl.

Thuét ngit “aryl” dugc dung dé chi hé vong hodc vong thom (nghia 1a hai hodc
nhidu vong hop nhét chia sé hai nguyén tir carbon 1ién k&) chi chira carbon trong xwong
séng ctia vong. Khi aryl 1a hé vong, moi vong trong hé théng 1a vong thom. Nhom aryl
c6 thé ¢6 tir 6 dén 18 nguyén tir carbon. Vi du vé cac nhom aryl bao gém phenyl,

naphtyl, azulenyl va anthraxenyl.

Nhu duge stit dung trong ban md ta nay, thuat ngit “duogc gin” dung dé chi trang
thai ctia hai vat dang duoc tiép ndi, thét chit, két dinh, ndi, hodc duoc lién két voi
nhau, cong héa tri hoac khong cong hoa tri (vi du: bing lién két hydro, lién két ion,
luc van der Waals, tuong tac wa nude va twong tac ky nude). Vi du, axit nucleic co thé
dugc gan vao polyme dd duge chic hoa bang lién két cong hoa tri hodc khong cong

hoa tri.
Nhoém chitc “azit” hodc “azido” d€ cap dén -N3.

Nhu duge sir dung trong ban mo ta nay, “vung lién két” dung dé chi ving trén nén ma
duogc lién két v6i mot vat liéu khac, ma c6 thé 13, du6i dang vi du, 16p dém, nép, mot nén
khac, v.v., hoac td hop cua ching (vi du: 16p dém va nép). Lién két dugc tao thanh & ving
lidn két c6 thé 12 lién két hoa hoc (nhu dugc md ta & trén), hodc lién két co hoe (vi du: st

dung moéc cai, v.v.).

O
“Nhom tert-butyloxycarbonyl” (Boc) ding d€ chi nhém é/U\O‘tBU. “Nhém
butyloxycarbonyloxy” dung dé chi nhém -OCO»tBu.

Trong ban md ta ndy, “carboxyclyl” c6 nghia la vong hodc hé vong tuan hoan khong
thom chi chira nguyén tr carbon trong xuong song ciia hé vong. Khi carboxyclyl 1a hé vong,
hai hoiic nhidu vong c¢6 thé duoc két hop véi nhau theo kiéu hop nhat, cau ndi hogc két ndi
hinh xofn éc. Carboxyelyl c6 thé c6 mitc do bao hoa bat k¥, véi diéu kién 1a it nhat mot
vong trong hé vong khong thom. Do dd, carboxyclyl bao gbm cac xycloalkyl, xycloalkenyl
va xycloalkynyl. Nhom carboxyclyl ¢6 thé c6 3 dén 20 nguyén tir carbon. Vi du vé vong
carboxyclyl bao gdm xyclopropyl, xyclobutyl, xyclopentyl, xyclohexyl, xyclohexenyl, 2.3-
dihydro-inden, bixyclo[2.2.2]octanyl, adamanty] va spiro[4.4]nonanyl.
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Trong ban mé ta ndy, thuat nglt “axit carboxylic” hodc “carboxyl” dung dé chi -

COOH.

Nhu duge st dung trong ban md ta nay, “xycloalkylen” nghia la vong carboxyclyl
no hoan toan hodc hé vong duge gan vao phén con lai cia phan tir thong qua hai diém

gan.

Trong ban mo ta ndy, “xycloalkenyl” hodc “xycloalken” c6 nghia la vong hoac hé
vong carbocyclyl ¢o it nhat mot lién két doi, trong d6 khong c6 vong nao trong h¢ vong la
vong thom. Vi du bao gdm xyclohexenyl hodc xyclohexen va norbornenyl hodc norbornen.
Cing nhu dugc st dung trong ban md ta nay, “heteroxycloalkenyl” hodc
“heteroxycloalken” nghia 12 vong carboxyclyl hodc h¢ vong co it nhit mot di nguyén tir
trong mach chinh ctia vong, co it nhAt mot lién két doi, trong d6 khong vong nao trong hé

vong nay 1a vong thom.
Trong ban mo ta ndy, thuat ngit “hydroxy” hodc “hydroxyl” chi nhom —OH.

Nhu duoc st dung trong ban mo ta nay, “moi” dugc dinh nghia 1a mot trinh tu
axit nucleic soi don (vi du nhu ADN s¢i don hodc ARN soi don) dong vai trd 13 diém
khéi ddu dé tong hop ADN hogdc ARN. Déiu tan 5°ctia mdi c6 thé dugc cai bién dé cho
phép phéan ung ghép cip vai 16p polyme dugc tao chuc. Chidu dai mdi co thé dai bang
bét ky sb lugng base nao va c6 thé bao gdm hang loat nucleotit khong tu nhién. Trong

mot vi du, doan mdi 12 mot soi ngén, dao dong tu 20 dén 40 base.

Trong ban mo ta nay, thuét nglt "dugc tuy chon thay thé" ¢ thé dugc dung thay cho
"khong dugc thay thé hodc dugc thay thé". Thuat ngit "dugc thay thé" d& cap dén su thay
thé mot hodc nhiéu nguyén tit hydro trong mdt nhém xac dinh bang gdc da x4c dinh. Vi
du, alkyl, aryl, xycloalkyl, heteroxyclyl dugc thay thé, v.v. d& cap dén alkyl, aryl,
xycloalkyl hodc heteroxyclyl, trong d6 mdt hoac nhiéu nguyén tr H trong mdi don phan
dwgc thay thé bing halogen, haloalkyl, alkyl, axyl, alkoxyalkyl, hydroxyloweralkyl,
carbonyl, phenyl, heteroaryl, benzensulfonyl, hydroxy, loweralkoxy, haloalkoxy,
oxaalkyl, carboxy, alkoxycarbonyl [-C(=0)O-alkyl], alkoxycarbonylamino [HNC(=0)O-
alkyl], carboxamido [-C(=O)NH:], alkylaminocarbonyl [-C(=O)NH-alkyl], xyano,
axetoxy, nitro, amino, alkylamino, dialkylamino, (alkyl)(aryl)aminoalkyl,
alkylaminoalkyl (bao gdm xycloalkylaminoalkyl), dialkylaminoalkyl,

dialkylaminoalkoxy, heteroxyclylalkoxy, —mercapto, alkylthio, sulfoxit, sulfon,
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sulfonylamino,  alkylsulfinyl, alkylsulfonyl, alkylsulfonylamino,  arylsulfonyl,
arylsulfonylamino, axylaminoalkyl, axylaminoalkoxy, axylamino, amidino, aryl, benzyl,
heteroxyclyl, heteroxyclylalkyl, phenoxy, benzyloxy, heteroaryloxy, hydroxyimino,
alkoxyimino, oxaalkyl, aminosulfonyl, trityl, amidino, guanidino, ureido,
benzyloxyphenyl va benzyloxy. “Oxo0” cling ¢6 trong s& cac nhom thé dugc dé cap dén
trong “duoc thay thé tiy ¥”’; nhitng nguoi c6 k¥ nang trong nganh s€ danh gi4 cao rang,
vi oxo 12 gbc hoa tri hai nén c¢6 nhimg truong hop ma oxo sé khong thich hop lam chét
thé (vi du nhu trén phenyl). Theo mot vi du, 1, 2 hodc 3 nguyén t hydro c6 thé dugc thay
bang gbe da xac dinh. Trong truong hop cta alkyl va xycloalkyl, hon ba nguyén tir hydro
6 thé dugc thay thé b%mg flo; thuc vay, tAt ca nguyén tir hydro ¢ s&n déu co thé duge
thay thé bang flo. Céac hop chit nay (vi du: perfluoroalkyl) thuoc nhom
“fluorohydrocarbon”. N6i 6 hon, thut nglt chung c6 thé bao gdm nhiéu hon mot nhém
thé, nghiia 13, vi du nhu “haloalkyl” hogc “halophenyl” & cap dén alkyl hodc phenyl ma
trong do it nhét mot, nhung c6 1& nhiéu hon mét, hydro duoc thay bing halogen. Theo
mot s6 vi du, cac nhom thé 1a halogen, haloalkyl, alkyl, axyl, hydroxyalkyl, hydroxy,
alkoxy, haloalkoxy, oxaalkyl, carboxy, Xyano, axetoxy, nitro, amino, alkylamino,
dialkylamino, alkylthio, alkylsulfinyl, alkylsulfonyl, alkylsulfonylamino arylsulfonyl,

arylsulfonylamino va benzyloxy.

Khi md ta hop chit trong tai liéu nay, thuét ngir “duoc thay thé bang it nhat mot
nhom thé oxy héa” duge st dung. Nhém thé duoc oxy hoa 1a nhém thé co chira oxy
ngoai carbon va hydro; nhom thé dugc oxy hda cling c6 thé bao gdbm thém céc di nguyén
t, chéng han nhu nito (vi du: carboxamit hodc metanesulfonyl). Vi du dién hinh vé
nhom thé duge oxy hoa bao gdm alkoxy, hydroxy, fluoroalkoxy, formyl, axetyl va cac

chudi C1 dén Cs acyl khac.

Vi dy thie hién sang ché

Nhitng vi du sau dugc dung dé minh hoa c4c phuong an cu thé cua sang ché, nhung

khong c6 nghia la giéi han pham vi cla sang ché trong nhitng vi du do.

HINH 1 minh hoa mot vi du thuc hién sang ché khong gi6i han vé hat nano nhu duoc
dé xuét trong ban mo ta nay. Theo vi du thuc hién séng ché khong gi6i han nay, mot vi tri

polynucleotit mau dwoc minh hoa dudi dang phan c6 hinh ném cua phan khung cta hat
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nano nhu dugc dé xuét. Polynucleotit mau don 1é duge minh hoa 1a dugc lién két véi vi tri
mau don 1é. Ciing theo vi du thuc hién sang ché khong gi6i han nay, nhiéu thanh phéan phu
dugc minh hoa kéo dai tir cac vi tri phu ctia kKhung. Trong phﬁn minh hoa chinh, cac thanh
phén phu dugc minh hoa la polyme. Trong panen bén trai, mot sd ban sao cua polynucleotit
b trog cho polynucleotit mau va cac ban sao clia polynucleotit mau duoc minh hoa, trong
d6 cac ban sao nay dugc gin vao va kéo dai tir khung. Theo vi du nay, ching kéo dai tir cac

polyme, ma 1an luot kéo dai tir khung.

Trong panen bén phai, hat nano véi polynucleotit mau lién két v6i né & vi tri mau
don 1é dugc minh hoa trong mot giéng ctia 16p nén. Nhiéu oligonucleotit phu dugc minh
hoa kéo dai tir khung. Mac du khong duge minh hoa trong panen bén tay phai, theo vi
du nay, cac oligonucleotit phu kéo dai tir cac polyme da duoc gan vao khung. Trinh tu
nucleotit cua cac oligonucleotit phu 1a b6 tro cho doan mdi da dugce gin vao bé mit cia
giéng. Céc oligonucleotit phu nho do lai v6i doan mdi gin vao giéng va gfin vao bé mit
cla giéng. O day, chi mot hat nano ¢ thé c6 mit trong giéng cung luc do kich ¢ cua

hat nano so v6i kich ¢ cua gieng. Do do, quy trinh tao cum bat dau tir mot mau

HINH 2 13 hinh v& minh hoa mdt vi du thuc hi€n sang ché khong gi6i han vé khung
hat nano theo sang ché. O bén trai, khung duoc chi rala khung bt dbi, mang ba dudi polyme
va polynucleotit mau don 1¢ duoc gin vao khung. O bén phai, mdt vi du v& céu triic phan
tr cuia hat nano dugc minh hoa (bao gdm 16i chat RAFT 3 nhéanh), v6i mot diém gin mau
duoc minh hoa va cac polyme kéo dai tir 16i cua khung. Ciing dugc minh hoa la mot vi du
thuc hién sang ché khong gi6i han vé monome acrylamit ma c6 thé tao ra mot phan cua
khung, bao gém cac vi tri phy, duge minh hoa theo vi du nay 1a nhom azit (vi du: monome

co chat va moi diém gan).

HINH 3 minh hoa mot vi du thuc hién sang ché khong gi6i han khac vé khung
polyme nhu dugc dé xuét trong ban mo ta nay. O bén phai, 181 khung véi ba nhanh
polyme kéo dai tir 46 dugc minh hoa, va mot vi tri gin polynucleotit mau. O bén tréi,
cAu tric hoéa hoc cua 16i va mdt trong cac nhanh polyme dugc minh hoa (cac nhanh
polyme con lai dugc luge bod nham muc dich minh hoa cho rd rang nhung van dugc
bao gdm trong khung). Nhom dibenzoxycloocten dugc minh hoa 1a mét vi tri gin
polynucleotit mau, cac vi tri lién két phu dugce thé hién trén nhanh polyme da minh

hoa.
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HINH 4 minh hoa mot vi du thyc hién sdng ché khong gi6i han khac vé so dd
tdng hop cho mot vi du vé khung theo céc khia canh cia sing ché. Theo vi du nay, dau
tan cung amin cta phan t tris dugc phong bé (t-butyl dicarbonat, hodac Boc2O,
DIPEA, hoic N,N-diisopropyletylamin, va THF, hoac Tetrahydrofuran), va nhom axit
2-(dodexylthiocarbonothioylthio)-2-metylpropionic (DDMAT) dugc thém vao cac
dau hydroxyl cua 15i tris. Hai Iua chon dé polyme hoa sau d6 dugc minh hoa. Trong
16 trinh 1, quy trinh polyme héa RAFT chira nude tiéu chuan duge thuc hién dé thém
monome vao chudi, sau d6 khir bao vé nhom amin va gin nhom dibenzoxycloocten
(DBCO) vao d6. Trong 10 trinh thay thé 2, thé phong bé ctia nhém amin dugc loai bo
dAu tién bang axit triflouroaxetic (TFA), va nhom dibenzyxycloocten duoc gin
(DBCO-PEG1-NHS este) dau tién trude khi bude polyme hoa RAFT duoc thue hién

dé thém nhom monome vao.

So dd thay thé dé tong hop khung theo sang ché 1a nhu sau.
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NH,

OH 3 buée H/
OH ——>» o NH DDMAT, NHS, EDC
o 2 —_—
EEE—
HzN A o/\/\ DMSO, r.t.
OH o H
o\~
NH,

o

VLﬁ/\’o\/\Na
ACVA, DMSO, 70C, 34 h

HOAC

ACVA, AcOH-NaOAc buffer

>L JOL H 8 pH5,70C,4 h
o u*‘-’\/\,N SJLs/cﬂst -
(o]

0 H S
>|\OJLN/§~/0\/\,N SJLS'CWH%
H 0
(o]

HN
H i) 4 M HCI, Dioxane, r.t.,, 5h
0 i) R-PEG-COOH, NHS, EDC
1 DMSO, r.t.
N3 P

(o] S
H
RV&O\/\)‘)LH&“/OWNP%:\}SJ\S’CHHZS
0HNH o]
O\L
N;

(Theo vi du nay, dé don gian hoa viéc minh hoa, chi mot trong cac nhanh polyme
duoc chi ra sau khi b6 sung DDMAT, du t4t ca ba nhanh c6 cung ciu tric). Trong vi
du thuc hién sing ché khong gi6i han nay, tac nhén lién két PEG da duge thém vao

gifta vi tri polynucleotit mau (R) va cac nhanh polyme, ma bao gdm cac vi tri phuy,

nhém azit theo vi du nay.
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Mot so db khac dé tdng hop khung dugc thuc hién theo céc khia canh cua sang

ché 1a tuan theo vi du thyuc hién sang ché khong gi6i han sau:

o o
ﬂ\oJl\o’u\oJ<

CN
OH KOH, THF DIPEA, THF
rt, 16 h (o) CN rt16 h
OH 2N
HZNJ%‘ + AN ———» o~
OH H-N
o\/\CN

CN NH
I// BH, Me,S, THF ,//’
o cN  60°C,16h

o] I~ . (o) 0 /\/\NHZ
Ky <0 )(oJLHf§°

Tu do, vi du thuc hién sang ché khong gidi han sau vé so db téng hop co thé dugc
thuc hién (lai minh hoa chi mét trong ba nhanh polyme nham muc dich minh hoa cho

r& du tit ca ba nhanh polyme déu duge tong hop theo cang mot so do):

S
HO%SJLS,%H%
(o)
NHS, EDC.HCI, DMSO o s
rt, 16 h H
S-S >LOJLN/$~/O\/\/Nm><S/U\S'c12H25
H 3 o
Chét RAFT 16i Tris
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o)

VLE'R’l T1

ACVA, DMSO y O NH o
°C, 3- =
70°C,3-4 h j\oku’%OWNMSJLS’C"HZS
HOAC ©
ACVA, AcOH-NaOAc
buffer pH 5
70°C,4h

o)

VLN"“

H
+

(o] ?1 TZ

A R 0sNH Og_NH

H o H s
> >LoJLN’%vc'\/\/"'7,><\IH~)\;FS’u\s’c12"'25
H "3 o) n m
i) 4 M HCI, Dioxane Ny Ry
r,5h N

J\G\i O 'hH s
H
0 N M CiH
i) o Hﬁ? N\ Ms g~ 12125
N=N 0 o o
— »_O_>_ N I
N-N o Khung homopolyme

NHS, EDC.HCI, DMSO
rt, 16 h

Y

Khung copolyme ngiu nhién

Theo vi du thuc hién sang ché khong giéi han nay, mdt vi tri polynucleotit mau la
tetrazin. Monome mang R sau ¢6 thé duoc thém vao trong qué trinh polyme hoa aé
tdng hop cac loai khung khac nhau nhu dugc dé xuit trong ban mo ta nay (dé thém nhém

azit cho céc vi tri lién két phu, mot vi du thuc hién sang ché khong gidi han 1a):
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0 (o) o]
\)LN,R1 = VLN/\/\/\N’U\/N?'
H H H

0
VLN‘(\/O)\/\N:‘
H X
trongdo X=1-11
Monome mang R sau ¢ thé dugc thém vao mot cach tuy chon trong qua trinh

polyme hoa dé tong hop céc loai khung khac nhau nhu duoc dé xuét trong ban mo ta

nay:

C4c monome acrylamit ¢co thé dugc PEG hoa mdt cach tuy chon theo so dd sau:

NHS, EDC.HCI, DMSO

rt, 16 h 0

\)OLOH T HZN{\/O);(/\N?’

Mot so dd thay thé dé tong hop khung, tir 13i triazin, theo séng ché 12 theo vi du

thuc hién sang ché khong giéi han sau:
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0
T >Lo’u‘N‘f\/°

H

(o]
"/\N/\‘('O\/.)\NJLOk
X H XH

trong d6 X=2-9

]

NH, Hoj?(s)]‘s'c‘z"zs

o)

rt, 16 h

R
> oo

20_ NHS, EDC.HCI, DMSO
E—
o
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i) DIPEA, ACN
rt, 15 h

ii) 4 M HCI, Dioxane
t,5h

Y

Chét RAFT 15i Triazin
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77/110
o)
\)Lu.R»‘ C| $1
ACVA, DMSO N 4kN O _NH
[} > « |
70°C, 34 h Yoy Sy AN 4O AN Mg Crats
X Y Y X & n
HOAC
ACVA, AcOH-NaOAc
buffer pH 5
70°C, 4 h
(o]
AR
H
+
(o]
SA R g R R
Ho NP N 4O O N
Y\" \N,LN/\*OWN - SJLs'c'lZHZS
Y Y X o m
NH,
HN Ry
N)\IN H Oy _NH s
Y\N \N*ﬂMO\AVN nS/U\S'c"szs
Y Y X o)
DIPEA, ACN Khung homopolyme
80°C,15h
s
NH,
R
H)N\ I1 Tz
N? IN H O~_NH Oy _NH s
Yo Sy AN Ao AN I Cratas
Y Y X o n m

Khung copolyme ngiu nhién

Theo vi du thuc hién sang ché khong gii han nay, mot vi tri polynucleotit mau

]a amin, kéo dai tir dinh ctia 151 tetrazin nhu dugc minh hoa ¢ trén. Monome mang R

sau c6 thé dugc thém vao trong qua trinh polyme héa dé tong hop cac loai khung khac
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nhau nhu dugc dé xuit trong ban mo ta nay (dé thém nhém azit cho cac vi tri lién két

phu, mot vi du thuc hién sang ché khong gidi han 1a):

(o] (o] (o}
\)LN'R1 = \)LN/\/\/\N)k/Ns
H H H
0

\)LH('\/O%(/\M

trong d6 X=1-11

Monome mang Rz sau ¢ thé duoc thém vao mot cach tuy chon trong qua trinh
polyme hoa dé téng hop cac loai khung khac nhau nhu dugc dé xuit trong ban mo ta

nay:

Cac monome acrylamit co thé duoc PEG hoa mot cach tuy chon theo so dd sau:

NHS, EDC.HCI, DMSO

rt,16 h o
Sl ine -

JLOH T HZN{\/O);(/\Ne’

Amin bac hai da PEG hoa hai chie dé thém vao 156i khung triazin c6 thé dugc

tong hop theo so dd sau:

78



48882 79/110

H,, Pd/C, Dioxane
60°C,5h

) 0 o)
>L°)Lﬂf\/°)‘x/\"3 > >L°JLEJ(\’°*{\L‘.’\€°\/7IP.JL°J<

trong d6 X=2-9

Kiém soat hoa hoc luong phap céc thanh phén da dugc thém vao trong qua trinh
b6 sung ban dAu ctia amin bac hai d3 PEG héa hai chirc vao 16i khung triazin va phuong
phap tinh ché (vi du nhu dya trén do chénh léch phan cuc) co thé dugc st dung dé vu
tién tao ra va phan 1ap triazin dugc thay thé hai 1an (v6i hai amin bac hai hai chire duoc

thém vao) nhu trai ngugce véi san pham dugc thay thé mot 1an va ba lan.

HINH 5 minh hoa mot vi du vé khung dendrime theo céc khia canh cla sang ché.
Theo vi du nay, polypeptit bao gbm bén lysin va két thuc bang xystein dau tan cung C
dugc minh hoa. Lysin tht hai, thi ba, va tht tu bao gdm cac chac bao gbm lién két
isopeptit thong qua nhom epsilon amino cia ching v6éi moOt nhém lysin khac. Lysin
tht hai ¢6 lysin don 1¢é da duoc gin bang lién két isopeptit. Lysin dugc gén vao dilysin,
c6 mot lysin khac dugc lién két v6i n6 bang lién két isopeptit voi nhom epsilon amino
cua lysin dau tan cing C cta né. Lysin thi tu duoc ghn vao goc trilysin, ma mot lysin
duge gan vao lysin thir hai cua n6 bang lién két isopeptit, va gbc dilysin v6i mot lysin
khac duoc gin vao dé bang lién két isopeptit dugc gan vao lysin dau tan cung C cua
no.

Do do, theo vi du nay vé khung s¢i nhanh, mot sb lrong nhanh khéc bat ngu6n
tir cac phan nhanh kéo dai tir 16i xystein. Theo mdt vi du khac, nhiéu nhanh hoic it
nhanh hon c6 thé dugc bao gdm, va cdc phan nhanh khac nhau c6 thé c6 cuing s6 nhanh
nhu nhau hodc sé luong nhanh khéc v6i nhau. Theo cac vi du khéc, cac loai axit amin
bd sung co thé dugc bao gdm, nhu thong qua lién két peptit vao gbc lysin, gitra dau
chac lysyl hodc & dau mang mot vi tri polynucleotit mau.

HINH 6 minh hoa so db tong hop cho hat nano c6 cac nhom thé lysin phan nhdnh
v6i lién két peptit alpha amino va lién két isopeptit epsilon-amino, nhu trong khung ¢6
chu tric dendrime lysyl hodc khung c6 polypeptit chira lysin dugce lién két v6i nhau

bang lién két isopeptit & nhom epsilon-amino cia nhém thé lysin dé tao ra khung
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polypeptit phan nhanh. Tong hop peptit pha rén c6 thé duogc sir dung dé tong hop trinh
ty axit amin cung vé6i nhau, vi du nhu trong chudi polypeptit thing theo panen trén
theo HINH 6 (chién luoc tdng hop theo trinh tu bang phuong phap tdng hop peptit pha
ran (SPSS)). Nhom amin dugc phong bé bang fluorenylmetyloxycarbonyl (Fmoc) hoéc
tert-butyloxycarbonyl (Boc). Nhém bao vé dugc loai bé mot cach co chon loc trong
su ¢6 mit cia ché pham/thudc thir ghép cdp thém vao. Bing cach bao vé lap lai cac
nhom amino tu do (thém sb luong n monome trong d6 n = s6 lugng chu ky), sau do
loai bo n6 va bd sung axit amin hoat hoa, polypeptit mach thing c6 thé duge tong hop
(thém s6 n monome trong d6 n = sb luong chu ky). Soi thdng cua cic axit amin tich
dién bao gdm mdt hodc nhiéu gbc lysin nho d6 c6 thé dugc tao ra duéi dang cac thanh
phan ciia khung. Sau do, ché pham co thé dugc phan tach khoi nhya nén va duoc cai

bién thém nhu c6 thé dugc mong doi.

Nhu dugc mo ta thém & panel dudi cua HINH 6, phuong phap tong hop protein
pha rin hoi tu c6 thé dugc str dung trong d6 do dai cua céac chudi polypeptit tao ra riéng
r& bao gdbm mot hodc nhiéu gbc lysin c6 thé duoc thém vao duéi dang tap hop polyme
trong budc tong hop (panen bén dudi, chién luoc tong hop hoi tu bing phuong phap
tong hop peptit pha ran (SPPS)). Theo mot sb vi du khong duge mo ta & HINH 6, cic
axit amin hodc polypeptit co thé duogc thém mot cach doc 1ap dudi dang cac phan nhanh
vao chac trong d6 chac nay la chu trac chira hai nhém amino (tic 12 dau tan cung N,
nhu nhoém alpha-amino cta lysin, hodc ctia mét axit amin khac) va axit amin epsilon
cua lysin), thay vi ndi thing chudi tir mot nhém amino don 1é nhu duge minh hoa trén
HINH. 22. Vi du, axit amin lysin, ¢6 hai nhém amino ¢6 thé nhim 1am diém gfm phan
chac ma hai phan nhanh cta polypeptit mach thang, hodc hai gbc lysin riéng ré&, co thé
dugc gan vao, timng nhém amino mot theo so dd tong hop protein pha ran dugc minh

hoa trén HINH. 6.

HINH 7 13 hinh minh hoa cac phuong phap khac nhau dé lién két polynucleotit
mAu vé6i khung. O bén trén, khung dugc minh hoa véi mdt vi tri polynucleotit mau.
Sang bén trai, doan mdi vi tri mau duge bao gom trong mdt vi tri polynucleotit mau,
va diu cta n6 bd tro cho mot dau ciia polynucleotit mau, dé cho phép su lién két khong
cong hoda tri cia polynucleotit mAu v6i khung bang phuong phép lai cap base Watson-

Crick. O gifta, polynucleotit mau va mét vi tri polynucleotit mAu 1an luot c6 gde hoic
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c4u tric bd tro din dén viéc tao ra lién két cong héa tri hinh thanh giita polynucleotit
miu va khung. O bén phai, polypeptit dugc bao gdm trong vi tri mau don Ié, va
polypeptit bé trg cho noé dugc gin vao mot dAu cua polynucleotit m3u. Lién két khong
cong hoa tri gitta polypeptit cua vi tri mau don 1é va polynucleotit mau lién két

polynucleotit mau nay v6i khung.

HINH 8 minh hoa cic vi du vé polynucleotit mau lién két voi vi tri mau don 18 cia
protein khung bang phuong phép lai véi doan mdi vi tri mau duoc tugng trung boi PX
(thé lién hop GFP-oligo). Hai vi du v& polynucleotit mau cia thu vién dugc minh hoa,
mot phan tir thu vién tiéu chun ¢6 cac trinh tu P5 va P7, véi vung bd trg cho doan mdi
vi trf mAu PX (dat tén 1a PX") & dAu mdi 3, hogc phién ban cai bién trong d6 trinh tw PX’
duoc tach ra khoi trinh tu P5 boi tdc nhan lién két PEG. Soi ete lién két voi vi tri mau don
1¢ ctia khung. Trinh tu thu vién ti€u chuin c6 thé dugc st dung trong phan tng polyme
héa kéo dai soi thir nhét, véi doan mdi PX nhim lam mdi khéi dau dé polyme héa soi méi

hinh thanh bd tro cho polynucleotit mau.

HINH 9 minh hoa mét vi du vé lién két khong cong hoa tri, cu thé 1a lién két khong
cong hoa tri peptit cudn xo#n doi (theo mot vi dy, vdi Kp trong khoang picomol <1 x
10-19 M). Hai trinh ty axit amin cho cu tric polypeptit xo0&n alpha dugc minh hoa rang
tao ra hai thanh phan lién két di doi bd tro cua diém gan cudn xodn doi. Bang cach gin
mdt trinh tu nhu vy vao khung hodc va thu vién polynucleotit mau, polynucleotit mau
¢6 thé duoc lién két voi khung thong qua lién két khong cong hoa tri gifta cac x04n
alpha. Theo mot vi du khac, mot trong hai trinh tu xo4n alpha bd tro cho trinh tr dugc
gin vao khung ¢6 thé duoc gin vao thanh phan phu nhu oligonucleotit phu dé gin

oligonucleotit phu va vi tri phu.

HINH 10 minh hoa bidu dd (su kién gieo mim so v6i dién tich bé mit giéng kich
thudc nano) cua mot vi du vé céc thir nghiém s6 lugng khung c6 kich ¢& cho truéc ma 6
thé c6 mat trong giéng kich thudc nano (dendrime/ giéng kich thudc nano) c¢6 dién tich bé
mat giéng kich thuéc nano (SA) hodc dudng kinh (D) cho trude. Hat nano (c6 céu tric khac
v&i chu tric ctia céc hat nano nhu dugce dé xuét trong ban md ta nay) c6 duong kinh khoang
100 nm dwoc gieo mam vao céc giéng kich thudc nano c6 duong kinh 185, 285, hoac
375 nm va s6 luong dendrime trong mdi giéng kich thudc nano dugc do. Ngoai suy tur

dudng cong khép tdt nhét cia cac két qua (y = 3E-0,5x - 3,4874, R* = 0,9991) chi ra rang
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viéc gieo mam mdt hat nano trong gieéng kich thudc nano s€ dan dén, trong cac vi du nay,
viéc st dung hat nano c6 duong kinh bang khoang 100 nm va giéng kich thudc nano co

duong kinh bang khoang 100 nm.

Céac HINH 11A-11C minh hoa mét vi du vé viéc gieo mam cac polynucleotit mau
vao 16p nén bang cach sir dung khung theo cac khia canh cua sang ché. Khung, duoc
ciu tao nhu khung dendrime ADN theo Don yéu cAu clp sang ché Hoa Ky sb
62/952.799. ¢6 dudng kinh tir 50 nm dén 150 nm. Khung bao gbm vi tri mau don 1¢é
(Pa) d& lién két polynucleotit mAu va nhiéu vi tri phu (cPX). HINH 11A minh hoa
polynucleotit mAau va bd thé cia nd, cé trinh tu doan mdi dugc thém vao mdi dau
(P5/cP5 va P7/cP7). Diu doan mdi P5 clia polynucleotit mau duoc ndi v6i doan modi
(cPa) béi tac nhan lién két PEG. Mdi cPa b tro cho vi tri mau don 1é (Pa) cia khung.
HINH 11B 14 hinh minh hoa phéan tir ciia khung duoc lai, thong qua vi trf mau don 1¢
(Pa) cua no, v6i polynucleotit mau va bd thé cia n6 dugc minh hoa trén HINH. 11A,
thong qua mdi cPa. Khung duoc gin vao 16p nén. Lép nén dugc gan vao moi (PX) ma
b6 trg cho cac vi tri phu (cPX) ctia khung. Lop nén ciing duoc gén vao mdi dé cho

phép lai cdc dau mau vé6i n6 dé cho phép tao cum trén nén

HINH 11C minh hoa mdt vi du theo quy trinh gieo mam néu trén cho 16p nén véi
polynucleotit mau st dung khung c6 vi tri mau don 1é sau d6 tao cum. Khung dugc gén
vao polynucleotit mau theo cac khia canh cta séng ché va cac HINH. 11A va 11B. Céc
khung duoc két hop véi polynucleotit mau (thu vién) & ty 1€ mol dugc minh hoa, nén
(tiéu ban dang dong chay té bao c6 cac giéng kich thuéc nano ding dé gieo mam) dugc
gieo mam v&i nd, sau d6 viée tao cum dugc thuc hién theo quy trinh khuéch dai cum
didu khién béi recombinaza (khuéch dai cum ExAmp). Péi ching 4m bao gbm khung
khong c6 mau va mau khong c6 khung. Duéi dang d6i ching duong (d6i chung +), viéc
tao cum trén nén duoc thuc hién ma khong c6 khung, st dung k¥ thuét tao cum trén nén
sau d6 lai cac phan tr mau véi doan mdi da dugce gin vao 16p nén khong thong qua
khung.

Panen bén trai 12 hinh anh cta tiéu ban dang dong chay té bao sau quy trinh tao cum
theo céc didu kién & trén (2 d6i chimg am, 5 diu kién 6 ty 1€ mol khung:mau khac nhau,
va 1 d6i ching dwong). Huynh quang trong tht ca cac diéu kién trir dbi chiing 4m chi ra

rang khung c6 mot vi tri lién két mau c6 the gieo mam nén v6i polynucleotit mau va hd
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tro cho quy trinh tao cum. Biéu dd cot 1a cac dai lwong do vé két qua tao cum cua & diéu
kién. Bidu db trén, cudng do C1 la cudng d chu ky 1 duéi dang sb do gin tiép cta kich
¢d cum hoac hi¢u suét (v6i cuong do ty 1€ truc tiép v6i kich ¢ hodc hiéu sut cum). Biéu
dd dudi, %PF 12 bo loc qua tinh theo %, 1a phan trim giéng kich thudc nano di qua bd loc
ngudng chi do tinh khiét ctia cum tao ra trong do, tuc 1a ty 18 truc tiép voi s6 luong giéng

kich thuéc nano ¢6 cac cum don dong.

Cén danh gia cao réng tht ca su két hop ctia cac khai niém ¢ trén va cac khai niém
bd sung duoc trinh bay chi tiét hon & day (mién la cac khai niém d6 khong mau thudn
13n nhau) déu duoc xem 1a mot phan cua chu d& sang ché duoc trinh bay trong tai liéu
nay. Cu thé, tat ca cac tb hop cua chu dé duoc yéu cau bao ho xuét hién & cubi sang
ché nay dugc xem 1a mot phan cia d6i tuong sang ché dugc dé xuét trong tai liéu nay
va ¢6 thé duoc st dung dé dat duoc cac loi ich va wu diém dugc md ta trong ban mod

ta nay.
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YEU CAU BAO HO
1. Hat nano, bao g@)m:

khung, vi tri mAu don 1é dé lién két polynucleotit mau véi khung duge chon tir vi trf lién
két mAu cong hoa tri va vi tri lién két mAu khong cong hoa tri, va nhiéu vi tri phu dé lién
két cac oligonucleotit phu véi khung duge chon tir vi tri 1ién két oligonucleotit phu cong

hoéa tri va vi tri lién két oligonucleotit phy khong cong héa tri, trong do:

khung 1a hop chét ¢o6 cong thirc I:

R1——§X

X

>

mdi X 12 hop chit c6 cong thic II:

0 S
é/\O&RZ \S)KS/R4

trong do, R» dugc chon tir Cong thire Illa:

R3
(@)

NH

5 l
NH,
RZ R? ‘777{ E{N\
X ! s s

, trong do, R®> dugc chon tir

iﬁ{“(/ E{\Nc E{H\/\/L\ ) E{H

nam trong khoang tr 1 dén 20.000 con y la s6 nguyén nam trong khoang tur 1 dén

/OH

— =0

0 ,x1asd nguyén

100.000 va ty 1€ cta x:y co thé nim trong khoang tr 10:90 dén khoang 1:99, va trong
d6, mdi RZ doc lap 1a H hodc Ci.4 alkyl, va Cong thurc IIIb:
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R3

NH, |
S
X Yy Z _trong do, R dugc chon tir . ,

C oY PN
N OH
7~
iL'iN\/ %NH 777{H\/\/“"\ HL{ 7(\ﬁ
, ,va O .y 1a s6 nguyén

nam trong khoang tir 1 dén 2000 con x va z 14 cac sd nguyén co téng ndm trong khoang tir
1 3én 10.000 va ty 1& cta (x:y):z co thé ndm trong khoang tur (85):15 dén khoang (95):5,
va trong d6, mdi R? doc 1ap 12 H hodc Ci4 alkyl,

Ri bao gém vi tri mau don 18 dé lien két polynucleotit mau v6i khung, R* duge chon tir
C1-Cao alkyl duge thay thé tiry y, Ci-Cao alkenyl dugc thay thé tiy y, Ci-Cao alkynyl
duoc thay thé tily ¥, Ci-Cap oxaalkyl duoc thay thé tuy y, C1-Cao thiaalkyl dugc thay thé
tuy y, va Ci-Cao azaalkyl duoc thay thé tuy y, trong d6 phan duoc thay thé bao gdm viéc
thay thé bing mot hodc nhidu phan i trong s6 C1-Cao alkyl, oxy lién két doi, va nhém

hydroxyl, va R® bao gbm vi tri phu dé lién két cac oligonucleotit phu.

2. Hat nano theo diém 1, trong d6 vi tri mau don 1€ bao gém vi tri li€n két mau cong

hoa tri.

3. Hat nano theo diém 2, trong d6 vi tri lién két miu cong héa tri duge chon tir vi tri
lien két amin-NHS este, vi tri lién két amin-imidoeste, vi tri lién két amin-
pentofluorophenyl este, vi tri lién két amin-hydroxymetyl phosphin, vi tri lién két
carboxyl-carbodiimit, vi trf li€n két thiol-maleimit, vi tri lién két thiol-haloaxetyl, vi
trf lién két thiol-pyridy! disulfua, vi trf lién két thiol-thiosulfonat, vi trf lién két thiol-
vinyl sulfon, vi trf lién két aldehyt-hydrazit, vi tri lién két aldehyt-alkoxyamin, vi tri
lién két aldehyt-NHS este, vi tri lién két hydroxy-isoxyanat, vi tri lién két azit-alkyn,
vi tri lién két azit-phosphin, vi tri lién két transxycloocten-tetrazin, vi tri lién két

norbornen-tetrazin, vi tri lién két azit-xyclooctyn, vi tri lién két azit-norbornen, vi tri
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lien két oxim, vi tri lién két SpyTag-SpyCatcher, vi tri lién két Snap-tag-O°-
Benzylguanin, vi tri lién két CLIP-tag-O%-benzylxytosin, va vi tri lién két ghép cap

sortaza.

4. Hat nano theo diém 1, trong d6 vi tri mAu don 1& bao gdm vi tri lién két mau khong

cong hoa tri.

5. Hat nano theo diém 4, trong d6 vi tri lién két mau khong cong hoa tri bao gém Vi tri

lai hoa polynucleotit.

6. Hat nano theo diém 4, trong d6 vi tri lién két mau khong cdng hoa tri bao gdém vi tri
lién két peptit khong cong hoa tri, va vi trf lién két peptit khong cong hoa tri nay dugc

chon tir vi tri lién két cudn xoan doi va vi tri lién két avidin-biotin.

7. Hat nano theo diém bét ky trong 56 cac diém tir 1 d@én 6, trong d6 nhiéu vi tri phu dé lién
két cac oligonucleotit phu v6i khung bao gbm cac vi tri lién két oligonucleotit phu cong hoa

tri.

8. Hat nano theo diém 7, trong d6 céc vi tri lién két oligonucleotit phu cong hoa tri dugc
chon tur vi tri lién két amin-NHS este, vi tri lién két amin-imidoeste, vi tri lién két amin-
pentofluorophenyl este, vi tri lién két amin-hydroxymetyl phosphin, vi tri lién két
carboxyl-carbodiimit, vi trf lién két thiol-maleimit, vi tri lién két thiol-haloaxetyl, vi trf
lién két thiol-pyridy! disulfua, vi trf lién két thiol-thiosulfonat, vi trf lién két thiol-vinyl
sulfon, vi tri lién két aldehyt-hydrazit, vi trf lién két aldehyt-alkoxyamin, vi trf lién két
hydroxy-isoxyanat, vi tri lién két azit-alkyn, vi tri lién két azit-phosphin, vi tri lién két
transxycloocten-tetrazin, vi tri lién két norbornen-tetrazin, vi tri lién két azit-xyclooctyn,
vi tri lién két azit-norbornen, vi trf lién két oxim, vi tri lién két SpyTag-SpyCatcher, vi
trf lién két Snap-tag-OG-Benzylguanin, vi trf lién két CLIP-tag-_Oz—benzylxytosin, vi tri
lién két ghép cép sortaza, va td hop bat ky cua hai hodc nhiéu hon hai vi tri néu trén.

9. Hat nano theo diém bét ky trong sd cac diém tir 1 dén 6, trong d6 céac vi tri lién két
oligonucleotit phu bao gdm céc vi tri lién két oligonucleotit phu khong cong hoa tri.

10. Hat nano theo diém 9, trong d6 cac vi tri lién két oligonucleotit phu khong cong hoa
tri bao gdm céc vi tri lai hoa polynucleotit.

11. Hat nano theo diém 9, trong d6 céc vi tri lién két oligonucleotit phu khong cong
héa tri bao gdm cac vi tri lién két peptit khong cdng hoa tri va cac vi tri lién két peptit
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khong cong hoa tri duge chon tir mot trong hai hodc ca vi tri lién két cudn xodn doi va

vi tri lién két avidin-biotin.

12. Hat nano theo diém bt ky trong sb céc diém tir 1 dén 11, con bao gdm

polynucleotit mau don 1¢ lién két v6i vi tri mau don 1é.

13. Hat nano theo diém bt ky trong sé cac didm tir 1 dén 12, con bao gdm nhiéu

oligonucleotit phu lién két v6i nhiéu vi tri phu.

14. Hat nano theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 13, trong d6 hat nano nay

¢6 duong kinh it nhit khoang 10 nm.

15. Phuong phép giai trinh tw, phuong phdp nay bao gd6m budce lién két polynucleotit
mau don 1é v6i vi tri miu don 1é cta hat nano theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1

dén 14.

16. Phuong phap gidi trinh tu, phuong phdp nay bao gdbm budc lién két nhiéu
oligonucleotit phu véi nhiéu vi tri phu cta hat nano theo diém bét ky trong s6 cac diém

tr 1 dén 14.

17. Phuong phép theo diém 15 hoic 16, phuong phap nay con bao gbm budc tong hop
mot hodc nhiéu ban sao dugc gén vao khung dugc chon tir cdc ban sao cua
polynucleotit mau, cac ban sao cua cac polynucleotit bb tro cho polynucleotit mau, va
cac ban sao cta ca hai, trong d6 cac ban sao dugc gin vao khung kéo dai tir cac
oligonucleotit phu.

18. Phuong phép theo diém bat k¥ trong sd cac didm tir 15 dén 17, phuong phap nay
con bao gdm budc gan khung vao 16p nén, trong d6 budc gin nay bao gbm coéng doan
lai cac oligonucleotit phu v6i cac oligonucleotit da duoc gin vao lop nén.

19. Phuong phép theo diém 18, trong d6 nén bao gdm nhiéu giéng kich thudc nano va
cac oligonucleotit da duoc gén vao 16p nén dugc gin bén trong nhiéu giéng kich thuéc
nano.

20. Phuong phép theo diém 19, trong d6 chi co t6i da mot khung lién két bén trong
giéng bét ky trong s6 céc giéng kich thudce nano.

21. Phuong phép theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 18 dén 20, phuong phap nay

con bao gdm bude tong hgp mot hodc nhicu ban sao dugc gan vao 16p nén duge chon
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tir cac ban sao cia polynucleotit mau, cic ban sao cla cac polynucleotit bd trg cho
polynucleotit mau, va cac ban sao clia ca hai, trong d6 céac ban sao dugc gan vao lop

nén kéo dai tir cac oligonucleotit da dugc gan vao 16p nén.

22. Phuong phép theo diém 17 hodc 21, phuong phéap nay con bao gbm budc giéi trinh ty
it nhat mot trong cac ban sao duoc gin vao khung va cac ban sao dugc gin vao 16p nén,

trong d6 bude giai trinh tu bao gdm cong doan giai trinh tu bang phuong phéap tong hop.
23. Hat nano, bao gém:

khung, vi tri mAu don 1¢ dé lién két polynucleotit mau véi khung duogc chon tir mot vi tri
lién két mAu cong hoa tri va mot vi tri lién két mau khong cong hoa tri, va nhiéu vi tri phu
dé lién két cac oligonucleotit phu véi khung duge chon tur vitri lién két oligonucleotit phu

cong hoa tri va vi trf lién két oligonucleotit phu khong cong hoa tri, trong do:
khung 1a hop chét c6 cong thirc IV:
X

R X
X

5

mdi X 12 hop chét c6 cong thirc V:

R,
|
o -NH S
H
R
o) m n

trong do, Rz dugc chon tir Cong thuc Vla:

@) 0O :
'H{\/\/\N)K/ Rs %P\/ sp\/\ R5
H va Cong thic VIb: trong do, p 1a

s6 nguyén dugc chon tir 1 dén 20, va Rs bao gdm vi tri phu dé lién két cac oligonucleotit

o T o
ﬁg\;fz b “LO/Y\:F\
phu, R3 dugc chon tur lién két truc tiép, , ﬂj\fr ) ,
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ok

0
O

| '
0 N\/ \/\/N\ o) N S//—OH
va , m la sd nguyén tir 1

9 b

dén 20.000 va n 1a sd nguyén tir 1 dén 100.000,

R! bao gdm vi tri mAu don 1¢ dé lién két polynucleotit mau v6i khung, R* duge chon tir
C1-Cyo alkyl dugc thay thé tuy y, C1-Cao alkenyl dugc thay thé tuy y, Ci-Cao alkynyl
duoc thay thé tuy ¥, C1-Cao oxaalkyl dugc thay thé tay y, C1-Cao thiaalkyl duoc thay thé
tuy ¥, va C1-Cao azaalkyl duoc thay thé tuy v, trong d6 phan duoc thay thé bao gdm viéc
thay thé bang mot hodc nhidu phan tir trong s6 C1-Cao alkyl, oxy lién két d6i, va nhom

hydroxyl, va R? bao gbm Vi tri phu dé lién két céac oligonucleotit phu.

24. Hat nano theo diém 23, trong d6 vi tri mau don 1€ bao gém vi tri lién két mau cong

hoa tri.

25. Hat nano theo diém 24, trong d6 vi tri lién két mau cong hoa tri duge chon tir vi tri
lien két amin-NHS este, vi tri lién két amin-imidoeste, vi tri lién két amin-
pentofluorophenyl este, vi tri lién két amin-hydroxymetyl phosphin, vi tri lién két
carboxyl-carbodiimit, vi tri lién két thiol-maleimit, vi tri lién két thiol-haloaxetyl, vi tri
lién két thiol-pyridyl disulfua, vi tri lién két thiol-thiosulfonat, vi tri lién két thiol-vinyl
sulfon, vi tri lién két aldehyt-hydrazit, vi tri lién két aldehyt-alkoxyamin, vi trf lién két
hydroxy-isoxyanat, vi tri lién két azit-alkyn, vi trf lién két azit-phosphin, vi trf lién két
transxycloocten-tetrazin, vi tri lién két norbornen-tetrazin, vi tri lién két azit-xyclooctyn,
vi tri lién két azit-norbornen, vi tri lién két oxim, vi trf lién két SpyTag-SpyCatcher, vi tri
lién két Snap-tag-O°-Benzylguanin, vi tri lién két CLIP-tag-O%-benzylxytosin, va vi tri

lién két ghép cap sortaza.

26. Hat nano theo diém 23, trong d6 vi tri mau don 1¢ bao gdm vi tri lién két mau

khong cong hoa tri.

27. Hat nano theo diém 26, trong d6 vi trf lién két miu khong cdng hoa tri bao gbm vi

trf lai hoa polynucleotit.

28. Hat nano theo diém 26, trong d6 vi tri lién két mau khong cdng hoa tri bao g@)m vi tri
lién két peptit khong cong hoéa tri, va vi tri lién két peptit khong cong hoa tri dugc chon tur

mot trong hai hodc ca vi tri lién két cudn xoan doi va vi trf lién két avidin-biotin.
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29. Hat nano theo diém bét ky trong sb cac diém tir 23 dén 28, trong d6 nhiéu vi tri phy dé
lién két céc oligonucleotit phu v6i khung bao gdm c4c vi tri lién két oligonucleotit phu cong

hoa tri.

30. Hat nano theo diém 29, trong d6 céc vi tri lién két oligonucleotit phu cong hoa tri
duge chon tir vi trf lién két amin-NHS este, vi tri lién két amin-imidoeste, vi trf lién ket
amin-pentofluorophenyl este, vi tri li€n két amin-hydroxymetyl phosphin, vi tri lién két
carboxyl-carbodiimit, vi tri lién két thiol-maleimit, vi trf lién két thiol-haloaxetyl, vi tri
lién két thiol-pyridyl disulfua, vi trf lién két thiol-thiosulfonat, vi trf lién két thiol-vinyl
sulfon, vi tri lién két aldehyt-hydrazit, vi tri lién két aldehyt-alkoxyamin, vi trf lién ket
hydroxy-isoxyanat, vi tri lién két azit-alkyn, vi trf lién két azit-phosphin, vi trf lién két
transxycloocten-tetrazin, vi tri lién két norbornen-tetrazin, vi tri lién két azit-xyclooctyn,
vi trf lién két azit-norbornen, vi tri lién két oxim, vi tri lién két SpyTag-SpyCatcher, vi
tri lién két Snap-tag-Os-Benzylguanin, vi tri lién két CLIP-tag-O?-benzylxytosin, vi tri

lién két ghép cap sortaza, va tb hop bt ky cia hai hogc nhiéu hon hai vi tri néu trén.

31. Hat nano theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 23 dén 28, trong do6 cac vi tri lién
két oligonucleotit phu bao gdm céc vi tri lién két oligonucleotit phu khong cong héa
tri.

32. Hat nano theo diém 31, trong d6 céac vi tri lién két oligonucleotit phu khong cong
hoéa tri bao gdm cac vi tri lai hoa polynucleotit.

33. Hat nano theo diém 31, trong d6 cac vi tri lién két oligonucleotit phu khong cong
héa tri bao gdm cac vi tri lién két peptit khong cong hoa tri va cac vi tri lién két peptit
khong cong hoa tri dugc chon tir mot trong hai hodc ca vi tri lién két cudn xodn doi va
vi tri lién két avidin-biotin.

34. Hat nano theo diém bit ky trong sb cac didm tr 23 dén 33, con bao gdm
polynucleotit mAu don 1¢ lién két véi vi tri mau don 1é.

35. Hat nano theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 23 dén 34, con bao gdm nhiéu
oligonucleotit phu lién két v6i nhiéu vi tri phu.

36. Hat nano theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 23 dén 35, trong d6 hat nano nay

c¢6 duong kinh it nhat khoang 10 nm.
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37. Phuong phép giai trinh tu, phuong phap nay bao gdm budc lién két polynucleotit
mau don 1& vé6i vi tri mau don 1é ctia hat nano theo diém bat ky trong sb cac diém tir

23 dén 36.

38. Phuong phap giai trinh tw, phwong phap nay bao gdm budc lién két nhidu
oligonucleotit phu véi nhiéu vi tri phu cua hat nano theo didm bat ky trong sb cac diém

tr 23 dén 36.

39. Phuong phép theo diém 37 hodc 38, phuong phap nay con bao gdm budce tong hop
mot hodc nhiéu ban sao duoc gén vao khung dugc chon tir cac ban sao cua
polynucleotit mAu, cac ban sao clia cac polynucleotit bd tro cho polynucleotit mau, va
cac ban sao cua ca hai, trong do cac ban sao dugc gin vao khung kéo dai tir cac

oligonucleotit phu.

40. Phuong phap theo diém bat ky trong sb cac diém tr 37 dén 39, phuong phap nay
con bao gdm budc gin khung vao 16p nén, trong dé budc gin nay bao gdm cong doan

lai cac oligonucleotit phu v6i cac oligonucleotit da dugc gén vao 16p nén.

41. Phuong phép theo diém 40, trong d6 nén bao gdm nhiéu giéng kich thudc nano va
cac oligonucleotit da dugc gin vao 16p nén dugc gin bén trong nhiu giéng kich thuéc

nano.

42. Phuong phéap theo diém 41, trong d6 chi c6 t6i da mot khung lién két bén trong

giéng bat ky trong s6 cac giéng kich thudce nano.

43. Phuong phép theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 40 dén 40, phuong phap nay
con bao gém budc tong hop mot hodc nhiéu ban sao duoc gan vao 16p nén duoc chon
tir cac ban sao cua polynucleotit mau, cac ban sao cla cac polynucleotit bd tro cho
polynucleotit mAu, va cac ban sao cua cé hai, trong d6 cac ban sao duoc gan vao 16p
nén kéo dai tir cac oligonucleotit da dugc gn vao 16p nén.

44. Phuong phap theo diém 39 hoac 43, phuong phap nay con bao gbm budc giai trinh ty
it nhit mét trong cac ban sao dugc gan vao khung va céc ban sao dugc gin vao 16p nén,
trong d6 budc giai trinh tu bao gdm cong doan giai trinh tir bang phuong phap téng hop.
45. Hat nano, bao g@)m:

khung, vi tri mau don 1¢ dé lién két polynucleotit mau v4i khung dugc chon tir vi tri lién

két mau cong hoa tri va vi tri lién két méau khong cong hoa tri, va nhiéu vi tri phu dé lién
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két cac oligonucleotit phu v6i khung dugc chon tir vi trf lién két oligonucleotit phu cong
hoa tri va vi tri lién két oligonucleotit phu khong cong hoa tri, trong do:
khung 1a hgp chét c6 cong thire VII:

X X
/

|
—N N N
X Y T ~y
NYN
R ,

mdi X 12 hop chét c6 cong thirc VIII:

R,
|
o. NH S
O\/}/HM )k R4
Y O m \ "3

trong d6, y 1a s6 nguyén tir 1 dén 20, R» duoc chon tr Cong thirc IXa:

O
WNJ\/RS ?{P\/Oé\/\RS ’
H va Cong thuc IXb: P trong do, p 1a so

nguyén dugc chon tur 1 dén 20, va Rs bao gém vi tri phu dé lién két cac oligonucleotit phu,

o T o r
hlfz e LLOINF\ LLOJ\:L\/
R duge chon tir lién két truc tiép, , ﬁl; . , ,

H 0]
Il

H |
(@) N N .
~ >IN ¢ N //S—OH
¢}
, VA . m la s nguyén tir 1 &n 2.000 van la

$b nguyén tu 1 dén 10.000,

R! bao gdm vi tri mau don 1é dé lién két polynucleotit mau voi khung, R* dugc chon tir
C1-Cao alkyl duge thay thé tity ¥, C1-Cao alkenyl dugc thay thé tuy ¥, C1-Cao alkynyl
duoc thay thé tiy v, C1-Cao oxaalkyl duoc thay thé tuy y, C1-Cao thiaalkyl duoc thay thé

tuy y, va C1-Cao azaalkyl dugc thay thé tuy y, trong do phan dugc thay thé bao gbém viéc
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thay thé bing mot hogc nhidu phan tir trong s6 C1-Cao alkyl, oxy lién két ddi, va nhém

hydroxyl, va R® bao gbm vi tri phu dé lien két cac oligonucleotit phuy.

46. Hat nano theo diém 45, trong d6 vi tri mau don 1& bao gém vi tri lién két mau cong

hoéa tri.

47. Hat nano theo diém 46, trong d6 vi tri lién két mau cong hoa tri dugc chon tlr vi tri
lisn két amin-NHS este, vi tri lién két amin-imidoeste, vi tri lién két amin-
pentofluorophenyl este, vi tri lién két amin-hydroxymetyl phosphin, vi tri li€n két
carboxyl-carbodiimit, vi trf lién két thiol-maleimit, vi trf lién két thiol-haloaxetyl, vi trf
lién két thiol-pyridyl disulfua, vi trf lién két thiol-thiosulfonat, vi trf lién két thiol-vinyl
sulfon, vi trf lién két aldehyt-hydrazit, vi trf lién két aldehyt-alkoxyamin, vi trf lién két
hydroxy-isoxyanat, vi tri lién két azit-alkyn, vi tri lién két azit-phosphin, vi tri lién két
transxycloocten-tetrazin, vi tri li€én két norbornen-tetrazin, vi tri lién két azit-xyclooctyn,
vi trf lién két azit-norbornen, vi trf lién két oxim, vi tri lién két SpyTag-SpyCatcher, vi tri
lién két Snap-tag-O°-Benzylguanin, vi tri lién két CLIP-tag-O%-benzylxytosin, va vi tri

lién két ghép cip sortaza.

48. Hat nano theo diém bét ky trong s6 diém 45, trong d6 vi tri mau don 1é bao gdm

vi tri lién két mau khong cong hoa tri.

49. Hat nano theo diém 48, trong d6 vi tri lién két mau khong cong hoa tri bao gém Vi

tri lai hoa polynucleotit.

50. Hat nano theo diém 438, trong do6 vi tri li€n két mau khong cong hoa tri bao gém Vi
tri lién két peptit khong cong hoa tri, va vi tri lién két peptit khong cong hoa tri nay dugc

chon tir vi tri lién két cudn xoan doi va vi tri lién ket avidin-biotin.

51. Hat nano theo diém bt ky trong s6 cac didm tir 45 dén 50, trong d6 nhidu vi tri phu dé
lién két cac oligonucleotit phu v6i khung bao g0m céc vi tri lién két oligonucleotit phu cong

hoa tri.

52. Hat nano theo diém 51, trong d6 cac vi tri lién két oligonucleotit phu cong hoa tri
dugc chon tu vi tri lién két amin-NHS este, vi tri lién két amin-imidoeste, vi tri lién két
amin-pentofluorophenyl este, vi tri lién két amin-hydroxymetyl phosphin, vi tri lién két
carboxyl-carbodiimit, vi tri li€n két thiol-maleimit, vi tri lién két thiol-haloaxetyl, vi tri

lién két thiol-pyridyl disulfua, vi tri lién két thiol-thiosulfonat, vi trf lién ket thiol-vinyl
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sulfon, vi tri lién két aldehyt-hydrazit, vi tri lién két aldehyt-alkoxyamin, vi tri lién két
hydroxy-isoxyanat, vi tri lién két azit-alkyn, vi trf lién két azit-phosphin, vi tri lién két
transxycloocten-tetrazin, vi tri li€n két norbornen-tetrazin, vi tri lién két azit-xyclooctyn,
vi tri lién két azit-norbornen, vi tri lién két oxim, vi tri lién két SpyTag-SpyCatcher, vi
tri lién két Snap-tag-O°-Benzylguanin, vi tri lién két CLIP-tag-O%-benzylxytosin, vi tri

lién két ghép cip sortaza, va t6 hop bét ky cla hai hodc nhiéu hon hai vi tri néu trén.

53. Hat nano theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 45 dén 50, trong d6 céc vi tri lién
két oligonucleotit phu bao gdm céc vi tri lién két oligonucleotit phu khong cdng hoa

tri.

54. Hat nano theo diém 53, trong d6 cac vi tri lién két oligonucleotit phu khong cong

hoéa tri bao gdm cac vi tri lai hoa polynucleotit.

55. Hat nano theo diém 53, trong d6 cac vi tri lién két oligonucleotit phu khong cong
héa tri bao gdm céc vi tri lién két peptit khong cong hoa tri va cac vi tri lién két peptit
khong cong hoa tri dugc chon tir mot trong hai hodc ca vi tri lién két cudn xodn d6i va
vi tri lién két avidin-biotin.

56. Hat nano theo diém bit ky trong sb cac didm tir 45 dén 55, con bao gdm

polynucleotit miu don 1¢ lién két v6i vi tri miu don 1é.

57. Hat nano theo diém bat ky trong sb cac didm tir 45 dén 56, con bao gdm nhiéu

oligonucleotit phu lién két v6i nhiéu vi tri phu.

58. Hat nano theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 45 dén 57, trong d6 hat nano nay

¢ duong kinh it nhét khoang 10 nm.

59. Phuong phap giai trinh tu, phuong phap nay bao gbm buée lién két polynucleotit
mau don 1& vé6i vi tri mau don 1é cla hat nano theo diém bt ky trong sb cac diém tir

45 dén 58.

60. Phuong phap giai trinh tu, phuwong phap nay bao gdbm budc lién két nhiéu
oligonucleotit phu vé1 nhiéu vi tri phu ctia hat nano theo diém bét ky trong s6 cac diém

tur 45 dén 58.

61. Phuong phép theo diém 59 hoic 60, phuwong phéap nay con bao gbdm budc tong hop
mot hoac nhiéu ban sao duoc gén vao khung dugc chon tir cdc ban sao cua

polynucleotit mau, cac ban sao cta cac polynucleotit bd trg cho polynucleotit mau, va
94
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cac ban sao cua ca hai, trong d6 cac ban sao dugc gan vao khung kéo dai tr cac

oligonucleotit phu.

62. Phuong phéap theo diém bat ky trong sb cac diém tr 59 dén 61, phuong phap nay
con bao gdbm budc gan khung vao 16p nén, trong dé budc gin nay bao gdm cong doan

lai cac oligonucleotit phu véi cac oligonucleotit da dugc gin vao 16p nén.

63. Phuong phép theo diém 62, trong d6 nén bao gdbm nhiéu giéng kich thuéc nano va
c4c oligonucleotit da dugc gin vao 16p nén dugc gin bén trong nhiéu giéng kich thuéc

nano.

64. Phuong phéap theo diém 63, trong do6 chi co tdi da mot khung lién két bén trong

giéng bat ky trong s6 cac giéng kich thudc nano.

65. Phuong phép theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 62 dén 64, phuong phap nay
con bao gdm bude tong hop mot hodc nhiu ban sao duoc gan vao 16p nén duogc chon
tir cAc ban sao cua polynucleotit mau, cac ban sao cua cic polynucleotit bd tro cho
polynucleotit mau, va cac ban sao cla ca hai, trong do cac ban sao dugc gén vao 16p

nén kéo dai tir cac oligonucleotit da dugc gan vao 16p nén.

66. Phuong phéap theo diém 61 hodc 65, phwong phap nay con bao gom buéc gidi trinh ty
it nhit mét trong cic ban sao dugc gén vao khung va cac ban sao dugc gin vao 16p nén,

trong do budc giai trinh tur bao g6m cong doan giai trinh tu bang phwong phap téng hop.
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Sy kién gieo mam doi véi dign tich bé
mat gieng kich thwéc nano

14 4
10 4

y = 3E05x-3,4874 °
rRe=g00001 7

S SA=116000
4" D ~ 100 nm
0 200000 400000 600000

Dién tich bé mat giéng kich thwéc nano (nm?)

Hat nano/giéng kich thwéc nano
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T4c nhan lién két PEG
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