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Linh viee kj thudt dwoc dé cdp

Sang ché dé& xuét cc phuong phép sang loc dé x4c dinh aptame ma lién két mot
cach dic hidu véi phdi tir, hodc phdi tir ma lién két mot cach dic hidu véi aptame, trong té
bao nhén chudn bing cach sir dung catxet polynucleotit nhdm diéu hoa sy biéu hién cia
gen thong bdo, trong d6 catxet polynucleotit chira cong tic ribo trong pham vi 5° intron—
exon khac—3’ intron. Cong tic ribo chira viing tac ddng va aptame sao cho khi aptame nay

lién két voi phoi tir, thi xay ra su bi€u hién cua gen thong béo.

Tinh trang kj thudt ciia sdng ché

Ghép ndi 13 quy trinh ma theo d6 trinh tw cia intron dugc 14y ra khoi tién ARN
théng tin (pre-mRNA) méi sinh va cac exon dwoc két hop clng nhau dé tao ra ARN
thong tin. Cac vi tri ghép ndi 13 chd ndi giita cac exon va céc intron, va duge xac dinh boi
céc trinh tr lién tng khac nhau tai dau tin cung 5' va du tan cung 3' clia intron (ttc la,
1an luot vi tri cho ndi ghép va vi tri nhan néi ghép). Cach khic ghép ndi tién-ARN thong
tin, hodic cach ghép ndi khac, 1a quy trinh phd bién xuat hién & hdu hét gen cua ngudi
chira nhiu exon. N6 duoc thuc hién boi cdu tric 16n da thanh phin dwoc goi 13 thé ghép
nbi, ma 12 bd suu tdp gdm ribonucleoprotein nhd cua nhén (small nuclear ribonucleo-
protein - snRNP) va mang khéc nhau gdm céc protein phu trg. Bang c4ch nhan dién céc
trinh ty diéu hoa cis khac nhau, thé ghép ndi x4c dinh céc ranh gidi exon/intron, loai bd
céc trinh ty ciia intron, va ghép nbi cic exon véi nhau thanh théng béo cudi cing dich
nghifa duogc (tirc 14 ARN thdng tin). Trong trudng hop cach ghép nbi khac, mot sb exon
nhét dinh c6 thé dugc dua vao hoic bi loai bo dé thay dbi thong bio ma hoa cubi cing

bang cach d6 thay dbi protein dugc biéu hién tao ra.

Sang ché 4p dung viéc kiém soat cach ghép ndi khac gian tiép nhe phéi tir/aptame
dé xac dinh céc cip aptame/phdi tir ma lién két trong truong hop t& bao dich nhan chuén.
Trude dy, aptame duogc tao ra di véi nhiéu loai phédi tir théng qua sang loc in vitro, tuy
nhién, it loai dugc chimg minh 13 hiéu qua & té bao, 1am ndi bt nhu ciu v& cac hé dé sang

loc aptame ma hoat dong & sinh véat dugc chon.
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Ban chét kj th uit ciia sing ché

Theo mot khia canh, sang ché dé xuét phuong phép chon loc aptame ma lién két

phdi tir trong céc t€ bao nhan chudn bao gbm céc bude:
(a) chuan bi thu vién aptame,

(b) dua céc thanh vién cua thu vién aptame ndy vao catxet polynucleotit & biéu

hién gen thong béo gian tiép qua phdi tir nhim tao ra thu vién cong tic ribo,
(c) dwa thu vién cong tic riboes nay vao cac té bao nhan chuin, va
(d) cho té bao nhén chuén tiép xtc véi phdi tir, va
(e) do mirc @6 biéu hién cia gen thong bao,

trong d6 catxet polynucleotit chita exon ghép ndi theo cach khéac, dwoc boc suon boi
intron & dAu tin cling 5° va intron & dAu tan cling 3°, va cong tic ribo chira (i) ving tac
dong c6 than ma bao gdm vi tri ghép ndi 5° cua intron & dAu tan cung 3’°, va (ii) aptame,
trong d6 exon ghép nbi theo cach khac chira codon dimg ma nam trong cing khung véi
gen thdng béo khi exon ghép nbi theo cach khac dugc ghép ndi vao ARN théng tin cta
gen thdng bao.

Theo mdt phuong 4n, thw vién aptame nay chira cac aptame c6 mdt hodc nhidu
nucleotit ngiu nhién. Theo mot phuong 4n, thu vién aptame ndy chira cc aptame c6 cdc
trinh tu hoan toan ngiu nhién. Theo mdt phwong 4n, thu vién aptame nay chtra céc
aptame ma c6 chiéu dai tir 15 dén 200 nucleotit. Theo mot phuong 4n, thu vién aptame
ndy chita cic aptame ma c6 chiéu dai tir 30 dén 100 nucleotit. Theo mét phuong 4n, thu
vién aptame ndy chira nhidu hon 100.000 aptame. Theo mét phuong 4n, thu vién aptame

nay chira nhiéu hon 1.000.000 aptame.

Theo mdt phuong 4n, phdi tir 13 phan tir nhd. Theo mdt phuong 4n, phdi tir phén
tir nhé 1 ngoai sinh dbi v6i té bao nhan chudn. Theo mdt phwong 4n khéc, phdi tir 14 phan
tir tao ra boi t& bao nhan chuin bao gdm, vi du, chit chuyén héa, axit nucleic, vitamin,

ddng tac nhan, lipit, monosacarit, va thé mang thong tin thit hai.

Theo mdt phuong an, t& bao nhan chuin dugc chon tr té bao ctia dong vat c6 vu,
té bao ctia con tring, té bao thuc vat, va t& bao nam men. Theo mdt phwong 4n, té bao
nhan chudn thu duogc tir chudt, ngudi, rudi (vi du, Drosophila melanogaster), ca (vi du,

Danio rerio) hodc giun tron (vi du, Caenorhabditis elegans).
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Theo mét phuong an, gen thong bdo duge chon tir nhém bao gdm protein huynh
quang, luxiferaza, B-galactosidaza va peroxidaza clia cdy cu cai cay. Theo mot phuong
an, gen thdng béo 1a xytokin, phan tir phat tin hi¢u, hormon sinh truéng, khang thé, ARN
diéu hoa, protein c6 hoat tinh didu tri, hodc peptit. Theo mot phuong 4n, su biéu hién cua
gen thong béo 16n hon khoang 10 14n khi phéi tir lién két mdt cich dic hiéu aptame so véi
mirc d6 bidu hién cta gen thong bao khi phdi tir khong c6 mit. Theo mdt phuong an khac
nita, su biéu hién cta gen théng béo cao gip khoang 20, 50, 100, 200, 500, hozc 1.000 1an
khi phdi tir lién két mot cach dic hidu aptame so v6i mirc @ biéu hién ciia gen thong béo
khi phdi tir khong c6 mit.

Theo mdt phuong 4n, intron & dau tin cing 5° va intron & dAu tan cing 3’ thu
duoc tir intron 2 cua gen B-globin cia nguoi. Theo mdt phuong 4n, intron & dau tin cing
5> chira codon dimng trong cung khung véi gen dich. Theo mdt phuwong én, intron & dau
tAn cing 5’ va intron & dAu tan ciing 3’ doc 1ap cb chidu dai khoang tir 50 nucleotit dén
300 nucleotit. Theo mot phwong 4n, intron & diu tan ciing 5’ va intron & dau tan cling 3’
doc lap co chidu dai khoang tir 125 nucleotit &én 240 nucleotit. Theo mét phuong 4n,
intron & dAu t4n cing 5 va/hodc intron & dAu tin cing 3’ d& duoc cai bién dé bao gbm,
hoic 1am thay ddi trinh ty ctia, gen ting cudng ghép ndi intron, gen ting cudng ghép nbi

intron, vi trf ghép nbi 5°, vi tri ghép ndi 3°, hoic trinh tu diém nhénh.

Theo mét phuong an, than cia ving tic dong clia cong tic ribo ¢6 chidu dai
khoang 7 cip bazo dén 20 cip bazo. Theo mot phuong 4n, than cua ving tic dong c6

chidu dai tir 8 cip bazo dén 11 cip bazo.

Theo mdt phuong 4n, exon ghép nbi theo cach khac thu dugc tir exon 2 clia gen
dihydrofolat reductaza (DHFR) cla nguoi, exon 5 dot bién ctia khéi u Wilms 1 cia ngudi,
exon 16 cua protein kinaza II delta phu thudc canxi/calmodulin ctia chudt, hodc SIRT1
exon 6. Theo mdt phuong 4n, exon ghép ndi theo cach khac 1a DHFR exon 2 d3 dugc ci
bién. Theo mdt phuong 4n, exon ghép nbi theo cach khac duogce cai bién & mot hodc nhidu
nhém bao gdm viéc 1am thay ddi trinh tur ctia gen 1am cam ghép ndi exon, 1am thay dbi
trinh tu ctia gen ting cudng ghép ndi exon, bd sung gen ting cudng ghép nbi exon vio, va
b sung thé cho ghép nbi exon vio. Theo mdt phwong 4n, exon ghép nbi theo cach khac 1a

loai téng hop (tirc 14 khong thu dugce tir exon ¢6 trong tw nhién).

Theo mot phuong an, thu vién aptame duoc chia thanh thu vién aptame nho hon

truée khi dua céc catxet polynucleotit vao, bao gdm cac budc:

3/75



48984

(a) chudn bi thu vién aptame da duoc ngiu nhién héa, trong d6 cac aptame trong
thu vién nay bao gdm nhiéu ving 6n dinh 5° va 3> va mot hodc nhiéu nucleotit
ngAu nhién,

(b) thuc hién PCR hai chu ky biang céch sir dung thu vién aptame di dugc ngiu
nhién héa 1am khudn va doan mdi thir nhit va doan mdi thit hai ma 13 bd tro

cho cac ving 6n dinh 5° va 3,
(c) phan 13p cac san phim cta PCR hai chu ky, va

(d) khuéch dai theo phwong phap PCR phan nhém bao gdm céc san phim da duoc
phan 18p ctia PCR hai chu ky bang cach sir dung nhidu doan mdi bd tro cho

phan nhém bao gbém céc ving én dinh 5° va 3’ ddc nhét.

Theo mot phuong 4n, thur vién cdng téc ribo duoc chia thanh mot hozc nhiéu thu
vién phu cdng tdc ribo trude khi duge dua vao t& bao nhin chudn. Theo mot phuong 4n,

phuong phép chia thu vién cong téc ribo thanh céc thu vién phu bao gdm céc budc:

(a) dua thu vién aptame vao plasmit chtra catxet polynucleotit didu hoa cia gen dé

tao ra thu vién cong tac ribo;
(b) dua thu vién cong tac ribo vao vi khuan (vi du, E. coli); va

(c) gom céc dong vi khuan (vi dy, bang cach nhit cac khuén lac cia vi khuén) va
chiét ADN cua plasmit d& thu duoc thu vién phu cong tic ribo cua plasmit

(trong ban md ta nay con dugc goi la thu vién phu so khai);

Theo cac phuong é4n, thu vién phu coéng téc ribo thu cép duogc tao ra tir thu vién
phu so khai gdm céc cong tic ribo ctia plasmit bing cach dwa thu vién phu so khai vao vi
khuan, gom cac dong vi khuén va phan 1ap ADN cua plasmit. Sau do, thu vién phu so
khai hoic thir cAp duge dua vao céc té bao nhan chudn, cic t& bao nhan chuén da tiép xuc
véi phbi tir, va mirc d6 biéu hién ctia gen thong bio duge do dé xac dinh liéu mdt hoic

nhidu aptame trong thu vién nay lién két phéi tir trong pham vi té bao nhan chuin.

Theo mdt phuong 4n, sang ché bao gdm aptame ma lién két véi phéi tir dich,
trong d6 aptame dugc chon theo cic phuong phép néu trén. Theo cac phuong an cla sang
ché, aptame chira trinh ty SEQ ID NO: 14 dén 27. Theo mdt phuong én, aptame trinh tu
chira trinh tu SEQ ID NO:24.

Theo khia canh khac, séng ché d& xuit phwong phép chon loc phdi tir ma lién két

aptame trong t€ bao nhan chuan bao gom céc budc:

4/75



48984 5/75

(a) chudn bi thu vién gbm cac phdi tir,

(b) chudn bi catxet polynucleotit d& biéu hién gen thong bdo gian tiép qua phéi i,

(¢) dua catxet polynucleotit vao t& bio nhan chun,

(d) cho ting nhém té bao nhan chuin tiép xtic véi cac thanh vién cta thu vién
phdi tir ndy, va

(e) do mitc d biéu hién cua gen thdng bao,

trong d6 catxet polynucleotit chita exon ghép ndi theo cach khéc, dugc boc sudn boi
intron & du tan cing 5’ va intron & du tan cling 3°, va cong tic ribo chia (1) vung tac
dong c6 than ma bao gdm vj tri ghép nbi 5’ cta intron & diu tan cung 3, va (ii) aptame,
trong d6 exon ghép ndi theo cach khac chira codon dimg ma nim trong cung khung véi
gen thong bao khi exon ghép ndi theo cach khac dugc ghép ndi vao ARN thong tin cua
gen thong bao.

Theo mot phuong 4n, phéi tir 13 phéan tir nhé. Theo mdt phuong én, phdi tir phan
tir nho 1a ngoai sinh d6i v&i té bao nhan chudn. Theo mot phuwong 4n khac, phdi tir 13 phan
t ma duoc tao ra boi té bao nhan chudn bao gém, vi du, chét chuyén héa, axit nucleic,

vitamin, ddng t4c nhan, lipit, monosacarit, va thé mang thong tin th{ hai.

Theo mot phurong an, t€ bao nhan chuin dwoc chon tir t& bao coa dong vat co v,
té bao cua con tring, t€ bao thuc vat, va t€ bao ndm men. Theo mot phuong 4n, té€ bao
nhan chuan thu dugc tir chuot, ngudi, rudi (vi du, Drosophila melanogaster), ca (vi du,

Danio rerio) hodc giun tron (vi du, Caenorhabditis elegans).

Theo mot phuong an, gen thdng béo dugc chon tir nhém bao gdm protein huynh
quang, luxiferaza, B-galactosidaza va peroxidaza cta cdy cu cai cay. Theo mot phuong
an, gen thong béo la xytokin, phan tir phét tin hiéu, hormon sinh trudng, khang thé, ARN
didu hoa, protein c6 hoat tinh diéu tri, hoic peptit. Theo mot phwong an, mirc @ biéu hién
clia gen thong béo 16n hon khoang 10 14n khi phéi tir lién két mot cach dic hidu véi
aptame so véi mirc d6 bidu hién cta gen thong béo khi phéi tir khong c6 mit. Theo mot
phuong 4an khéc nfta, mirc d6 biéu hién cta gen thdng béo cao gép khoang 20, 50, 100,
200, 500, hogc 1.000 Ian khi phéi tir lién két mot cach ddc hiéu véi aptame so véi mirc do

biéu hién clia cdc gen thong bao khi phéi tir khéng ¢ mit.

Theo mdt phuong 4n, intron & dau tin cing 5’ va intron & ddu tan cung 3’ thu

duoc tir intron 2 ciia gen B-globin ctia ngudi. Theo mot phuong 4n, intron & dau tan clung
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5° chira codon dimg trong cung khung véi gen dich. Theo mot phuong 4n, intron & dau
t4n cing 5° va intron & dau tin cung 3’ doc 1ap c6 chidu dai khoang tir 50 nucleotit dén
300 nucleotit. Theo mt phwong 4n, intron & du tn cing 5’ va intron & dau tan cung 3’
doc 1ap c6 chidu dai khoang tir 125 nucleotit dén 240 nucleotit. Theo mdt phuong 4n,
intron & dau tan cung 5 va/hoic intron & dau tin cung 3’ da duoc cai bién dé bao gbm,
hogc 1am thay dbi trinh ty clia, gen ting cudng ghép néi intron, gen ting cuong ghép ndi

exon, vi tri ghép nbi 5°, vi tri ghép nbi 3°, hoic trinh tu diém nhanh.

Theo mot phuong 4n, thin ciia ving tac dong cia cong tic ribo c6 chidu dai
khoéang tir 7 cdp bazo dén 20 cip bazo. Theo mét phuong én, than cta ving tac dong cé

chiéu dai tir 8 cdp bazo dén 11 cip bazo.

Theo mét phuong 4n, exon ghép nbi theo cach khac thu duoe tir exon 2 cia gen
dihydrofolat reductaza (DHFR) cua ngudi, exon 5 dot bién cua khdi u Wilms 1 cia nguoi,
exon 16 cua protein kinaza II delta phu thudc canxi/calmodulin ciia chudt, hodc SIRTI
exon 6. Theo mdt phuwong 4n, exon ghép ndi theo cach khac 13 DHFR exon 2 di dugc cai
bién. Theo mdt phuong 4n, exon ghép néi theo cach khac duoc cai bién & mot hogc nhidu
nhém bao gdm viée lam thay ddi trinh tu cta gen 1am cdm ghép ndi exon, viéc lam thay
ddi trinh tu cua gen tang cudng ghép ndi exon, viéc bd sung gen ting cudng ghép ndi
exon vao, va bd sung thé cho ghép ndi exon vao. Theo mét phuong 4an, exon ghép ndi
theo cach khéc 14 loai tdng hop (tirc 1a khong thu dwoc tir exon ¢6 trong tu nhién).

Theo mdt phwong 4n, sang ché bao gdm phéi tir chon duoc theo cac phuong phép
néu trén.

Theo khia canh khic sang ché d& xuét phuong phap tach thu vién aptame di duge
ngAu nhién héa thanh céc thu vién phu aptame nhé hon bao gdm céc buéc:

(a) chuin bi thu vién aptame da dugc nglu nhién hoa, trong d6 cac aptame trong
thu vién nay bao gdm nhiéu vung dn dinh 5’ va 3’ va mot hodc nhidu nucleotit

ngau nhién,

(b) thuc hién PCR hai chu ky bang c4ch st dung thu vién aptame da dwoc ngiu
nhién héa 1am khudn va cc doan mdi thir nhét va cac doan mdi thir hai ma 1a

bd tro cho cac ving on dinh 5° va 3°,

(c) phan lap cac san phdm ciia PCR hai chu ky, va
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(d) khuéch dai theo phuong phap PCR phén nhém bao gdm céc san pham da duoc
phan 18p ctia PCR hai chu ky bang cach sir dung céc doan mdi bd trg cho phan

nhém bao gom céc ving on dinh 5° va 3’ ddc nhét.

Theo mét phuong 4n, thu vién aptame dd duge ngiu nhién héa chia cac aptame
c6 mot hodic nhidu nucleotit ngiu nhién. Theo mot phuong 4n, thw vién aptame di duoc
ngu nhién héa chira khoang nhidu hon 100.000 aptame. Theo mt phuong 4n, thu vién

aptame d& duoc ngdu nhién hoéa chira khoang nhiéu hon 1.000.000 aptame.

Theo mdt phuong 4n, doan mdi thit nhat hodc tht hai trong PCR hai chu ky chira
nhén duge chon tir nhém bao gdm biotin, digoxigenin (DIG), bromodeoxyuridin (BrdU),
nhém huynh quang, nhém hoéa hoc, vi du nhém thiol, hodc nhém hoéa hoc vi du azit duoc

dung trong hoéa hoc Click.

Mo ta van tit cdc hinh vé

Hinh 1a 14 so dd v& c4u tric cong téc ribo. Trinh tur beta-globin intron d4 bi cit cut
dugc cai xen vao trinh tu m hoa cia gen théng bao, va codon dimg d6t bién chira DHFR
exon 2 (mDHFR) duoc ddt vao intron d duoc cai xen vao, do d6 tao ra nén tang biéu
hién gen gdm ba exon ma theo d6 sw biéu hién cua gen thdng béo duoc didu tiét bing
cach dua vao/loai bd mDHFR exon. C4u tric kep toc/than dugce tao ra bao gdm vj tri lién
két Ul & intron ndm sau (3°) mDHFR exon véi trinh ty da duge xir 1y bd trg cho vi tri lién
két U1, ma phong bé lién két U1, nho d6 din dén viéc loai bo codon dimg chita mDHFR
exon va biéu hién gen dich. Trinh tu cua aptame dugc ghép & gifta vi tri lién két Ul va
trinh tu bd tro cua nd, cho phép kiém so4t su hinh thanh kep téc boi su lién két cua

aptame/phéi tur.

Hinh 1b 1a d6 thi vé muc dap tng theo lidu cta céc clu tric cé catxet didu hoa
chira cdc cong tac ribo khac trén co sé aptame. Cac cong tic ribo guanin gdy biéu hién
gen thong bao bang céch dap umg khong chi véi xtr Iy bing guanin ma ca xir ly bing

guanosin.

Hinh 1c va 1d 13 d6 thi thé hién ring cong tic ribo xpt-G17 cam ng hoat tinh cta
luxiferaza khi xir Iy bang cac chét tuong tu guanin.

Hinh le 13 d thi thé hién sb 14n tang hoat tinh cia luxiferaza nho cong tic ribo

xpt-G17 khi xir Iy bing céc hop chit.
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Hinh 2 13 so d vé& khuodn d& tao ra céc trinh tu cta aptame di dwoc ngiu nhién
héa. Trinh ty cua aptame (thanh rdng) dwoc boc sudn boi cac ving dn dinh (cic thanh
mau den), ma chira vi tri Bsal dé tao didu kién thudn loi cho viéc nhan dong aptame vao

catxet diéu hoa gen d tao ra céc cong tic ribo.

Hinh 3a dén 3e 1 cac so dd mb ta vé phwong phap tach thu vién 16n gdm cac

aptame d3 duoc ngiu nhién héa thanh thanh cac thu vién phu nho hon.

Hinh 3a 14 gian db cta cach thirc gdm 2 budc dé tach thu vién aptame 16n. Buéce
thir nhat 1a b6 sung cip duy nhét thé danh d4u trinh tu vao timg khudn oligonucleotit cta
aptame. Tiép sau budc thir nhit, cac khudn véi céc trinh tu thé danh ddu duy nhit dugc
khuéch dai bz‘?mg cach st dung cic doan mdi ma 14 dic hiéu vdi céc trinh tu d duoc gén
thé danh déu.

Hinh 3b thé hién ba huéng dé& gin céc trinh ty thé ddnh diu vao cac khudn: cic
trinh tu thé danh déu da duogc két hop vao thong qua PCR bing cach st dung cac doan
mdi ma chira céc trinh tu thé danh ddu & dAu tan cling 5° ctia cac doan mbi (I); cac trinh tu
thé danh diu duoc gin vao bang cach budc trinh tw khudn don sgi vao cac trinh tu thé
d4nh d4u don soi nhd T4 ARN ligaza (II); c4c trinh tu thé danh d4u duoc lién két véi cac
khudn b'ﬁmg céch budc cic trinh tw khudn soi d6i v6i trinh tu thé danh diu soi doi nho T4
ADN ligaza (III).

Hinh 3c 13 biéu d6 ctia PCR hai chu ky. Déi v6i chu ky 1, chi cac doan mdi nguoc
JR ma chita trinh ty thé d4nh d4u & dAu tan cing 5°. Sau chu ky thir nhit, sgi méi duoc
tdng hop ¢6 trinh ty thé danh ddu & dAu tén cling 5’ ctia n6. Pdi véi chu ky 2, doan mdi
xudi JF da duogc danh du bang biotin dugc bd sung vao hdn hop phan tmg PCR, ma chi
c6 thé sir dung soi méi duge téng hop lam khuon, do d6 tao ra khudn véi céc trinh tu thé
d4nh du ¢ ca dau tan cling 5’ va dAu tan cling 3’ va phén tir biotin & d4u tan clng 5°.

Hinh 3d minh hoa qua trinh tao ra thu vién aptame da duogc gén thé danh d4u. Sau
khi gin nhan cho cac khudn bing cic thé d4nh ddu trinh tw va phan tr biotin, hat
streptavidin duoc str dung dé tach cac khudn soi don da duoc danh diu/da duoc gén thé
d4nh dau ra khoi phan con lai coa cac thanh phén phan tmg thong qua viéc 1am bién tinh
c4c oligo va rira cac hat. Tiép d6, cac khudn da duoc gén thé danh d4u duoc khuéch dai
va dugc mé réng bang cach st dung hdn hop gdm cac doan mdi (cac doan mdi F va R)
ma 13 dic hidu véi cée trinh tw d3 duoc gin thé danh du, do dé tao ra thu vién aptame di

duoc gén thé danh ddu ma 1a sén sang cho PCR tiép theo bang cach st dung mot cap doan
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mdi dic hidu véi trinh ty thé danh déu dé tao ra thu vién phu cta thu vién aptame ban

dau.

Hinh 3e 14 c4c thu vién phu aptame duoc khuéch dai theo phuong phap PCR béng
cach 4p dung céch tach. thu vién aptame (10%, tao ra dugc nhu trong Vi du 2) dugc gén
thé danh d4u theo phuong phap PCR bing cach sir dung 2 doan mdi xudi (JF1-2) va 8
doan mdi nguoc (JR1-8), voi s6 ban sao khudn & 1, 2,3 hodc 4,6. Cac khudn da duoc gin
thé d4nh ddu va da dugc phén 14p duge mé rong bang hdn hop gém cac doan mdi F1-2 va
R1-8 dic hiéu vé6i thé danh diu, va cac san phém PCR dugc dua dén PCR v6i cac doan
mdi phé bién (mang bén trai), mot cap doan mdi dic hiéu vé6i thé danh diu F1 va Rl
(mang gitta), hosic mdt ciip doan mdi khoong lién quan ctia F3 va R1 (méang bén phai).

Nuéc duoce dung lam ddi chimg réng cho cac khuon.

Hinh 4 minh hoa thi nghiém vé& d6 nhay trén thir nghiém trén co s& té bao dbi véi
sang loc thu vién cdng tic ribo. Cau tric xpt-G17 dugc tron véi cdu tric SR-mut theo ty
1€ phan t&r khac nhau, va ADN cua cAu triuc da tron duoc chuyén nhiém vao céac té bao
HEK-293 va xit Iy bing guanin. S6 14n gia ting hoat tinh cua luxiferaza duoc tinh theo
hoat tinh cua luxiferaza cdm ng duoc nh¢ guanin chia cho hoat tinh cta luxiferaza thu

duoc khi khong xtr Iy bing guanin.

Hinh 5a 14 biéu d6 thé hién viéc xdy dung thu vién plasmit chira cdng tic ribo.
Céc oligo aptame don soi trudc tién duge khuéch dai theo phwong phéap PCR bing céch
str dung cac doan mdi phd bién dé chuyén héa khuén aptame don soi thanh soi déi. Tiép
d6, céc oligo soi d6i duogc tiéu bing Bsal va dugc bude vao vt truyén bi tiéu boi Bsal dé
tao ra cac cdu tric véi cong tic ribo. Tiép d6, ADN ciia plasmit dugc dép 15 bing xung
dién thanh té bao DH5a kha vé mit dién. Nhiéu hon 5x10° khudn lac duoc gom dé bao

trim nhiéu hon 99% thu vién aptame ban dau (10°).

Hinh 5b 14 biéu d6 cta viéc chia thu vién plasmit gdm céc cong téc ribo thanh cac
thu vién phu. Thu vién plasmit gdm cac cdng tic ribo dugc bién nap thanh cac t& bao
DH5a c6 néng luc vé mit hoa hoc. Tiép @6, vi khuén da bién nap duoc cdy vao cac dia
aga. SO luong nhét dinh khudn lac cta vi khudn duge gom tir timg dia aga riéng ré va
ADN plasmit dugc chiét tir timg bd gom khuan lac riéng 8. ADN plasmit thu duoc tir
timg by gom khuén lac tao nén thu vién phu gém cac cong tc ribo. Céch chia nay c6 thé

dugc lép lai cho dén khi dat dugc kich thuéc mong mudn cia thu vién phu.
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Hinh 5c thé hién thanh phan trinh tu duy nhét ctia thu vién phu cong tic ribo thir
cép duge xac dinh bing giai trinh tw thé hé tiép theo (Next Generation Sequencing). Céc

trinh tw v6i nhiéu hon 12 13n doc tir viéc chay giai trinh tir duoc xem 12 c4c trinh tu dang.

Hinh 5d the hién viéc so sanh thanh phén trinh tu duy nhét gitra hai thw vién phu
thir cép ma duge tao ra tlr ciing thu vién phu so khai P1S_003. Biéu dd tron biéu thi s6
luong trinh ty duy nhét trong timg thu vién phu va s§ lwong trinh ty chdng 14n gitta hai

thu vién cOng tac ribo.

Hinh Se thé hién su so sanh thanh phén trinh tu duy nhét gifta hai thu vién phuy th
cép ma duoc tao ra tir cac thu vién phu so khai khac nhau, 14n luot l1a P1S 003 va
P1S_007. Biéu dd tron biéu thi s6 luong trinh tu duy nhét trong timg thu vién phu va sb

luong trinh tw chdng 14n gitta hai thu vién cong tic ribo.

Hinh 6a va hinh 6b thé hién ADN plasmit tir 6 trong s§ 100 thw vién phu so khai
(60k) (hinh 6a) hogc 100 thw vién phu thir cip (c& 600) (hinh 6b) dugc tao mang theo
dinh dang ctia dfa loai 96 13, va dugc chuyén nhim vao cac t& bao HEK-293. S§ 1in ting
hoat tinh ctia luxiferaza dugc tinh theo hoat tinh ctia luxiferaza cam ung dugc nho guanin

chia cho hoat tinh ctia luxiferaza thu dwoc khong xir ly bang guanin.

Hinh 6¢ thé hién két qua sang loc thu vién phu cdng tic ribo béng cach str dung
nicotinamit adenin dinucleotit (NAD+) 1am phdi tt. Thu vién phu cta thu vién cdng tic
ribo P2 dugc tao mang trong dia loai 96 18. cac t& bao HEK 293 duoc céy vao dia loai 96
16 va chuyén nhiém bang ADN ctia thu vién cong téc ribo. Bén gio sau khi chuyén nhiém,
céc té bao duge xir ly bing 100uM NAD+. Hoat tinh cua luxiferaza dugc do 20 gid sau
khi xir Iy bang NAD+. Sé 1in tang duoc tinh theo ty 1€ giita hoat tinh cua luxiferaza thu
duoc tir cac té bao da duoc xit 1y bang NAD+ chia cho hoat tinh cua luxiferaza thu dugc
tir cac t& bao khong xir Iy bang NAD+. M3i diém trén dd thi diém thé hién sb 1an tdng so

v6i thu vién phu hodc ciu tric G17 nhu d3 néu.

Hinh 6d thé hién két qua cua sang loc cong tic ribo bang cach sir dung NAD+ lam
phéi tir. Tlmg cAu tric cong téc ribo riéng 1& duge tao mang theo dinh dang 96 13. Céc té
bao HEK 293 dugc cdy vao dia loai 96 15 va chuyén nhidm bing cAu triic cong tic ribo. 4
gir sau khi chuyén nhidm, céc té bao dwoc xir 1y bang 100pM NAD+. Hoat tinh cua
luxiferaza dwuoc do 20 gior sau khi xit Iy bang NAD+. Sé 1an tang dugc tinh theo ty 1€ giita
hoat tinh ctia luxiferaza thu dugc tir cac t& bao d3 dugc xtt Iy bing NAD+ chia cho hoat

tinh cia luxiferaza thu dugc tir cac t€ bao khong xir 1y bing NAD+. M3i didm trén dd thi
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diém thé hién s 14n ting so v&i timg cAu triic cong tic ribo don hoic ciu tric G17 nhu da

néu.

Hinh 6e va hinh 6f thé hién cu tric v6i trinh tw aptame méi thé hién d4p vmg cao
hon d6i vé6i xir Iy bang NAD+ theo cach phu thudc véao liéu lugng so véi cong tic ribo
G17. Cac t& bao HEK 293 dugc chuyén nhiém véi G17 hodc cdu tric #46 véi trinh tu
aptame mdi. 4 gio sau khi chuyén nhifm, cac t& bao duge xir 1y bing céc lidu khac nhau
ctia NAD+. Hoat tinh ctia luxiferaza dugc do 20 gior sau khi xtr Iy bang NAD+. S§ 14n
tang dwoc tinh theo ty 18 giita hoat tinh cta luxiferaza thu duogc tir cic té bao d duge xi
Iy bing NAD+ chia cho hoat tinh cua luxiferaza thu duoc tir cac té bao khong xtt Iy bing
NAD+.

MG ti chi tiét sdng ché
Phwong phap sang loc aptame/phéi tir

Sang ché d& xuét cac phuong phap sang loc xac dinh cc aptame ma lién két véi
phéi tir, va cac phéi tir ma lién két voi aptame, trong pham vi t& bao nhan chuin, mo,
hoic sinh vét. Theo mdt khia canh, sang ché dé xuét phuong phép chon loc aptame ma

lién két phbi tir trong cac t& bao nhan chuén bao gdm céc budc:
(a) chuén bi thu vién aptame,

(b) dua céc thanh vién cta thu vién aptame nay vao céc catxet polynucleotit dé

biéu hién gen thong béo gian tiép qua phdi tu,
(c) dua aptame chira céc catxet polynucleotit vao céc t& bao nhan chuén, va
(d) cho té bao nhan chudn tiép xtc voi phéi tw, va
(e) do muc dd biéu hién ciia gen thong bio.

Theo khia canh khac, sang ché d& xuit phuong phéap chon loc phdi tir ma lién két

aptame trong t& bao nh4n chuin bao gdm cac bude:
(a) chudn bi thu vién gdm cac phdi ti,
(b) chudn bi catxet polynucleotit d& bidu hién gen thong béo gian tiép qua phéi ti,
(c) dua catxet polynucleotit vao té& bao nhan chuén,

(d) cho timg nhém té bao nhan chudn tiép xuc véi céc thanh vién ctia thu vién

phoi tir nay, va
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(e) do muc d6 bidu hién cua gen théng béo.

Theo mdt phuong 4n, sang ché dé xuit cic phuong phap xac dinh cic aptame ma
lién két v6i cac phéan tir ndi bao bao gdm cac bude:

(a) chudn bi thu vién aptame,

(b) dua cac thanh vién cta thu vién aptame ndy vao cac catxet polynucleotit dé

biéu hién gen thong béo gian tiép qua phéi tur,
(c) dwa aptame chira c4c catxet polynucleotit vao cac té bao nhan chudn, va
(d) do murc d6 biéu hién ctia gen thong bio.

Céc phuong phap sang loc theo sang ché sir dung cac catxet polynucleotit diéu
hoa gen d4 boc 16 trong don sang ché qudc té s6 PCT/US2016/016234, ma duoc dua hoan
toan vao ddy bing cach vién dan. Céc catxet didu hoa gen nay bao gdm cong tic ribo
trong pham vi intron & du tan cling 5’ intron—exon khac—3 intron. Thuét ngit catxet diéu
hoa gen dugc ding dé chi cu triic ADN t4i t6 hop ma, khi duoc két hop vao ADN cua
gen dich (vi du, gen thong bao), dem lai kha ning diéu hoa muc d6 biéu hién cta gen dich
nho cach ghép nbi khic gian tiép qua aptame/phdi tir d6i véi tién-ARN thong tin tao ra.
Catxet didu hoa gen con chita cong tic ribo chira ving cam bién (vi du, aptame) va vung
tac dong cting nhau chiu trach nhiém vé cam bién su c6 mit cua phéi tir ma lién két vai
aptame va lam thay d6i ghép nbi v6i exon khac. Céc cong tic ribo din boi aptame nay
diéu hoa mirc d6 biéu hién gen cua dong vét ¢6 vu ting gip 2 1an dén 2000 1an, dap tng
viéc diéu tri bénh bang phéi tir ma lién két véi aptame. Khoang didu hoa dong luc cao
chua timg ¢6 clia cdng tic ribo tng hop ndy duge ding trong cic phuong phap theo sang
ché dé tao ra cac hé sang loc cho cac aptame mai dbi véi céac loai phéi tr mong mudn,
cing nhur cho cac phéi tir t&i wu dbi v6i aptame méi va aptame da biét trong té bao, cac
mo va cac sinh vat.

Cong tic ribo

Thuét ngit “cong tic ribo” duge ding trong ban mb ta nay dé chi doan diéu hoa
ctia polynucleotit ARN (hosic ADN mi hoéa polynucleotit ARN). Cong tic ribo trong
pham vi clia sang ché chtra ving cam bién (vi du, aptame) va ving tac dong ciing nhau
chiu trach nhiém vé cam bién su c6 mit cia phdi t&r (vi du, phén tir nhd) va lam thay ddi
ghép nbi voi exon khic. Theo mot phuong 4n, cong tic ribo 1a tai tb hop, sir dung cac

polynucleotit tir hai hodic nhiéu ngudn. Thuit ngir “téng hop” duoc ding trong ban mé ta
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ndy lién quan dén cong tic ribo dé chi cbng tic ribo ma khéng c6 trong tu nhién. Theo
mdt phuong 4n, ving cam bién va ving tic dong dugc két hop boi nhém lién két
polynucleotit. Theo mdt phuong 4n, nhém lién két polynucleotit tao nén than ARN (tic 1a

mot ving cia polynucleotit ARN ma 1a soi d6i).

Thur vién cdng tic ribo nhu dugc boc 16 trong ban md ta nay bao gdm nhiéu trinh
ty aptame ma khac biét béi mét hoic nhiu nucleotit lién quan dén cac catxet
polynucleotit d& bidu hién gen théng bao gian tiép qua phéi tir. Do d6, mdi aptame trong
thu vién, cling v6i viing cam bién, 12 lién quan dén intron & d4u tan cing 5 intron—exon

khac—3’ intron nhu dugce bdc 16 trong ban md ta nay.
Ving tac dong

Theo mét phwong 4n, viing tac dong chira vi tri ghép ndi 5° (“5° ss”) trinh tw cla
intron-& dau tan ciing 3° (tic 1a trinh tu vi tri ghép ndi cia intron 13 ngay ddu tn éﬁng 3’
ctia exon khac). Viing tic déng chira trinh tur 5” ss ctia intron & du tan ciing 3’ va trinh tir
bd trg cho trinh tyr 5 ss cia intron & dau tAn ciing 3°. Khi aptame nay lién két v6i phéi tir
clia n6, ving tac déng tao nén than va do d6 ngan nglra ghép ndi véi vi tri cia thé cho
ghép nbi & dau tan cing 3’ ctia exon khac. Trong mot s6 diéu kién nhét dinh (vi du, khi
aptame khong lién két véi phdi tir ctia nd), ving tac dong & trong didu kién tiép can voi vi
trf ctia thé cho ghép ndi & dau tin cling 3’ clia exon khac din dén viée dua exon khéac vao

ARN thong tin ctia gen dich.

Phan than ciia ving tac déng nén di dai (va chira o lugng GC) dé hiu nhu ngin
ngira sir ghép ndi khac exon khac sau khi lién két véi phéi tir ciia aptame, trong khi con
cho phép tiép can dén vi tri ghép ndi khi phdi tir c6 mit v6i lugng khong da. Theo cac
phuong 4n ctia sang ché, phan than ving tc dong chira trinh tw than ngoai trinh tu 5’ ss
ctia intron & du tan cting 3’ va trinh tir b tro cta né. Theo cac phuong &n cuia sang ché,
trinh tu than bd sung nay chira trinh tu tir than aptame. Chiéu dai va trinh ty ctia phan
than c6 thé duoc cai bién bang cach ap dung cac k¥ thuat da biét dé xac dinh cac than ma
cho phép su biéu hién nén & mirc chap nhan duoc ctia gen dich khi phdi tir khong c6 mat
va sy biéu hién cta gen dich & muc chép nhan duoc khi phéi ttr ¢6 mat. Vi du, néu than 1a
qué dai, thi n6 c6 thé gidu tiép can dén trinh tu 5’ ss cia intron & dAu tan cing 3° khi c6
hoidc khong c6 phdi tir. Néu than 13 qué ngan, thi n6 c6 thé khong tao nén than én dinh c6
kha ning tach trinh tu 5° ss clia intron & du tan ciing 3°, trong trudng hop d6 exon khéc

s& duoc ghép nbi vao gen dich thong tin khi ¢ hodc khong c¢6 phbi tir. Theo mot phuong
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4n, tong chiéu dai ctia than ctia viing tdc dong nim trong khoang tir 7 cip bazo dén 20 cip
bazo. Theo mot s6 phuong 4n, chidu dai cua than nim trong khoang tlr 8 cip bazo dén 11
cip bazo. Theo mét sb phuong 4n, chidu dai cua than 13 8 cip bazo dén 11 cip bazo ngoai
chiéu dai ctia than, ham lugng cip bazo GC cua than cling c6 thé dugc thay ddi cai bién

mirc d6 dn dinh cua than.
Aptame/Phdi tir

Thuit ngit “aptame” dugc ding trong ban mo ta ndy dé chi polynucleotit ARN
(hogc ADN md héa polynucleotit ARN) ma lién két dic hiéu véi phdi tir hodc véi
polynucleotit ARN ma duoc sing loc dé x4c dinh lién két dic hiéu véi phdi tir (tic 1a
aptame trién vong). Thu vién aptame 12 bd suu tip gdm céc aptame trién vong chtra nhiéu
aptame trién vong c6 trinh tu nucleotit ma khéc céc thanh vién khéc cua thu vién nay & it

nhit mot nucleotit.

Thuét nglt “phdi to” dugc diung d€ chi phan tr ma duoc lién két dic hiéu boi
aptame, hodc v6i phoi tir vé sau ma dwoc sang loc theo kha ning trong viée lién két voi
mdt hodc nhiéu aptame. Thu vién phdi tir 13 bd suu tip gdm cac phdi tir vivhodc cac phéi

tir v€ sau.

Theo mdt phuong 4n, phéi tir 13 phan tir ¢6 phén tir luong thip (thdp hon khoang
1.000 dalton) bao gdm, vi du, lipit, monosacarit, th mang thong tin tht hai, ddng tac
nhan, ion kim loai, san phdm tu nhién va chit chuyén héa khac, axit nucleic, cling nhu
hiu hét cac thudc didu tri bénh. Theo mdt phuong 4n, phdi tir 1 polynucleotit v&i 2 hodc

nhiéu bazo nucleotit.

Theo mdt phuong 4n, phdi tir dugc chon tir nhém bao gém 8-azaguanin, adenosin
5'-monophosphat monohydrat, amphoterixin B, avermectin B1, azathioprin, Clomadinon
axetat, mercaptopurin, moricizin hydroclorua, N6-metyladenosin, nadide, progesteron,
Promazin hydroclorua, pyrvinium pamoat, sulfaguanidin, testosteron propionat,

thioguanosin, Tyloxapol va Vorinostat.

Theo céc phuong an nhat dinh, cac phuong phép theo sang ché dwoc dung dé xéc
dinh phdi tir ma 13 phan tir ndi bio ma lién két v6i aptame (tic 1a phdi tir ndi sinh) trong
catxet polynucleotit, nhd d6 gay ra su biéu hién ctia gen thdng bdo. Vi du, cic té bao véi
gen thong bao chira catxet polynucleotit dé biéu hién gin tiép thong qua aptame/phdi ti,
¢6 thé duoc cho tiép can véi didu kién, nhu nhiét, sinh truéng, bién nap, hoic dot bién,

dan dén cac thay ddi vé cc phan tir phat tin hidu ciia té bao, cac chit chuyén héa, cac
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peptit, cac lipit, cac ion (vi du, Ca?"), v.v. ma c6 thé lién két véi aptame ndy va gy biéu
hién gen thong bdo d6. Do d6, cac phuong phap theo sang ché, c6 thé duge ding dé xéc
dinh c4c aptame ma lién két véi cac phdi tir ndi bao dap lai c4c thay ddi vé trang thai clia
té bao, bao gém, vi du, thay dbi v& sy phéat tin hidu cta té bao, chuyén héa & té bao, hodc
céc dot bién bén trong t& bao. Theo mdt phong 4n khac, séng ché dugc ap dung dé xac
dinh c4c aptame ma lién két cac phéi tir ndi bao c6 mit & cac té bao da duoc biét héa. Vi
du, cac phuong phap theo sang ché c6 thé duoc &p dung d xac dinh c4c phdi ti hoic céc
aptame ma lién két cac phdi tir ma c6 mit trong cac té bao gdc cua tuy dd duogc cam tng.
Theo mdt phuong 4n, céc phuong phap theo sang ché c6 thé dugc &p dung dé sang loc dé

dap lai su biét héa t€ bao in vivo, hodc céc thay ddi sinh 1y cua céc t& bao in vivo.

Céc phdi tir aptame cling c6 thé 1 c4c thanh phdn ndi sinh cta té bao ma lam tang
¢ mirc d6 dang ké trong cc diéu kién sinh ly/bénh Iy cu thé, nhu bién nap gdy ung thu —
chiing c6 thé bao gdm phan tir mang thong tin thir hai nhw GTP ho#ic GDP, canxi; cac axit
béo, hodc céc axit béo ma khong duge chuyén héa mot cach thich hop nhu 13-HODE &
ung thu vi (Flaherty, JT et al., Plos One, Vol. 8, €63076, 2013, dugc dua vao day béng
cdch vién ddn); cac axit amin hodc céc chét chuyén héa cua axit amin; cdc chit chuyén
hoa trong chu trinh thity phén glucoza ma théng thuong ¢ cc mitc ndng dd cao hon &
cac té bao ung thu hodic & cac té bao binh thudng & céc bénh chuyén hoa; va céc phén tir
lién quan dén ung thu nhu Ras hodc protein Ras d6t bién, EGFR ddt bién & ung thu phdi,
indolamin-2,3-dioxygenaza (IDO) & nhiéu loai ung thu. Cac phdi tir ndi sinh bao gdm céc
chit chuyén héa progesteron ¢ ung thu vi nhu d& boc 1 béi JP Wiebe (Endocrine-
Related ung thu (2006) 13:717-738, dugc dua vao day bing cach vién din). Céc phéi tir
ndi sinh con bao gdm cac chat chuyén hoa véi néng dd cao hon tao ra dugc tir cac dot
bién & céc enzym chuyén héa then chdt & ung thw than nhu lactat, glutathion, kynurenin
nhu da bdc 16 boi Minton, DR va Nanus, DM (Nature Reviews, Urology, Vol. 12, 2005,

duoc dua vao ddy bang cach vién dén).

Tinh d4c hiéu cta lién két ciia aptame véi phdi tir ¢6 thé duoc x4c dinh theo hing
s6 phan ly tuong d6i (Kd) cua aptame nay ddi véi phdi tir cia né so véi hing sb phén ly
clia aptame nay d6i voi cac phan tir khong lién két. Do d6, phéi tir 13 phan tr ma lién két
v6i aptame véi 4i luc cao hon nguyén liéu khong lién két. N6i chung, Kd dbi véi aptame
s0 v6i phoi tir clia n6 thap hon it nhit 12 khoang 10 14n so véi Kd dbi véi aptame véi céc
phan ti khong lién két. Theo cac phuong 4n khac, Kd thip hon it nhét 1a khodng 20 1an,
thip hon it nhat 14 khoang 50 I4n, thip hon it nhét 14 khoang 100 1n, va thép hon it nhat
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la khoang 200 I4n. Aptame s& thudng c¢6 chidu dai nim trong khoang tir 15 dén 200
nucleotit. Thong thudng hon, aptame c6 chiéu dai nim trong khoang tir 30 dén 100

nucleotit.

Cac aptame ma c6 thé duge két hop véo 12 mot phan cta cong tic ribo va duogc
sang loc theo cac phuong phép theo sang ché ¢6 thé 1a aptame c6 trong tur nhién, hodc céc
cai bién ctia no, hodc céc aptame ma duoc thiét ké de novo hodc tong hop duogc sang loc
thong qua su phét trién toan than cia cac phéi tir theo céch lam gidu theo s§ mii
(SELEX). Céc vi du v& aptame ma lién két phén tir nhé cdc phdi tir bao gdm, nhung
khong chi gi6i han 6, theophylin, dopamin, sulforodamin B, va xelobioza kanamyxin A,
lividomyxin, tobramyxin, neomyxin B, viomyxin, cloramphenicol, streptomyxin, céc
xytokin, bé mit té bao cac phan tr, va céc chét chuyén hoa. Téng quan vé aptame ma
nhén dién cé4c phan tir nho, vi du, xem: Famulok, Science 9:324-9 (1999) va McKeague,
M. & DeRosa, M.C. J. Nuc. Aci. 2012. Theo mét phuong 4n khéc, aptame 1a

polynucleotit bd tro.

Theo mot phuong 4n, aptame dugc sang loc so bo dé lien két véi phéi tu phan tur
nhd cu thé in virro. Céc phuong phép thiét ké aptame nhu vay bao gbm, vi du, SELEX.
Cac phuong phép thiét ké aptame ma lien két mét cdch chon loc phan ti nho bing cach
ap dung SELEX duogc bdc 10, vi du, trong céc patent M§ s6 5,475,096, 5,270,163, va
Abdullah Ozer, et al. Nuc. Aci. 2014, ma duoc dua vao day béng cach vién din. Céc cai
bién cua quy trinh SELEX dugc boc 16 trong cac patent My sb 5,580,737 va 5,567,588,

ma dugc dua vao day bang céch vién dan.

Céc k¥ thuét chon loc truée day dé xac dinh cédc aptame thudong bao gdm viée
chuan bi vén 16n gdm céc phén tir ADN hosic ARN c6 chidu dai mong mudn ma chira
vung ma dugc ngiu nhién hoa hodc dugc gay dot bién. Vi du, vén oligonucleotit nhim
lua chon aptame c6 thé chia ving gém 20 dn 100 nucleotit d& dugc ngiu nhién héa
duoc boc sudn boi cac vung ¢6 trinh tw xdc dinh ma dai khoang 15 dén 25 nucleotit va
hitu ich dé lién két cac doan mdi PCR. Vén oligonucleotit dugc khuéch dai bing cach sir
dung cac k¥ thuat PCR chuén, hodc céc c4ch khac ma cho phép khuéch dai céc trinh tu
axit nucleic da chon. ADN vén ¢cé thé duoc phién mi in virro dé tao ra vén ban sao cua
ARN khi aptame ARN dugc mong doi. Tiép do, vén cia cac oligonucleotit ARN hozc
ADN dugc dua dén bude chon loc trén co sé kha nang cua ching trong viéc lién két dac
hiéu véi phdi tir mong muén. Céc k§ thuét chon loc bao gdm, vi du, séc ky theo i luc,

méc di quy trinh bt ky ma cho phép chon loc cac axit nucleic trén co s& kha nang cia
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chuing lién két dic hiéu véi phan tir khac déu c6 thé duoc 4p dung. Cac k§ thuit chon loc
dé xac dinh cac aptame ma lién két cdc phén tit nho va c6 chitc niing trong t& bao ¢ thé
bao gdm cac phuong phép sang loc trén co s& té bao. Trong trudng hop sic ky theo 4i
luc, céc oligonucleotit duoc cho tiép xtc véi phdi tir dich ma da duge ¢b dinh trén nén
trong ¢t hodc trén cic hat tir tinh. Tt hon, néu oligonucleotit dugc chon cho lién két
phdi tir véi su c6 mat ciia néng d6 mudi, nhiét d9, va cac didu kién khac ma bit chude cac
diéu kién sinh 1y thong thuong. Céc oligonucleotit thudc vén ma lién két véi phdi tir duoc
gilt lai trén cOt hodc hat, va cic trinh tu khong lién két dugc rta bé. Tiép dé, cac
oligonucleotit ma lién két phéi tir dugc khuéch dai (sau khi phién ma nguoc néu ban sao
cia ARN duoc sir dung) theo phwong phép PCR (thudng 13 sau khi rira gidi). Qu4 trinh
chon loc duorc 1ap lai trén c4c trinh tu chon loc trong téng cdng khoang ba dén musi vong
lap lai quy trinh chon loc. Tiép do, céc oligonucleotit thu duge dwoc khuéch dai, duoc
tach dong, va dugc giai trinh tu bing cach 4p dung cic quy trinh chudn dé x4c dinh céc
trinh tw clia cdc oligonucleotit ma c6 kha ning lién két dich phdi tir. Sau khi trinh tw
aptame da duoc x4c dinh, aptame c6 thé duoc tdi vu héa hon nita béng cach thuc hién céc
vong chon loc bd sung bat dAu tr vén oligonucleotit chira trinh ty aptame d4 duoc giy dot
bién.

Theo mét phuong 4n, aptame hodc thu vién aptame dé dung theo sang ché chira
mét hodc nhiéu aptame xac dinh dugc ¢ sang loc aptame in vitro. Theo mot phuong én,
cac aptame xac dinh duge & sang loc aptame in vitro cé mot hodc nhidu nucleotit da duoc
ngdu nhién héa dé tao ra thu vién aptame vé sau dé dung trong cic phuong phép theo

sang che.
Exon khic

Exon khic ma 1a mot phin cia catxet polynucleotit diéu hoa cta gen theo sang
ché ¢6 thé 1a trinh tu polynucleotit bét ky c6 kha ning dugc phién ma thanh tidn-ARN
thong tin va ghép ndi theo cach khac vio ARN thong tin cta gen dich d6. Exon khac ma
12 mot phén cua catxet didu hoa gen theo sang ché chita it nhat mot trinh tw ma e ché sy
dich mi sao cho khi exon khéc nay dugc dua vao ARN thong tin cta gen dich, thi sy biéu
hién cua gen dich tir ARN thong tin d6 bi ngin chin hodc gidm. Theo mot phwong 4n
dugc uu tién, exon khéc nay chira codon dimg (TGA, TAA, TAG) ma 1a trong khung véi
gen dich khi exon khic ndy duge dua vao gen dich ARN thong tin bang cach ghép nbi.
Theo céc phuong 4n, exon khéc ndy chira, ngoai codon ding, hogc 14 phuong 4n thay thé

cho codon dimg, trinh tu khc ma lam giam hodc hau nhu ngén can sy dich ma khi exon

17

17/75



48984

khac niy duoc dwa bang cach ghép ndi vao ARN thong tin ciia gen dich bao gdm, vi du,
vi tri 1ién két ARN ¢& micron, ma din dén su thoai bién cia ARN thong tin. Theo mot
phuong 4n, exon khéc ndy chira trinh tu lién két ARN ¢& micro ma giy ra su thoai bién
cia ARN thong tin. Theo mot phuong an, exon khac nay ma hoa trinh tur polypeptit ma
lam giam mirc 6 6n dinh cta protein chira trinh tw polypeptit nay. Theo mot phuong 4n,
exon khic nay mi héa trinh tu polypeptit ma chi phéi protein chira trinh tur polypeptit nay

trong qua trinh thodi bién.

Miic d6 ghép nbi gbc hodc mirc d6 ghép ndi nén ciia exon khéc nay c6 thé duoc
t6i wu hoa bang cach 1am thay ddi c4c trinh ty ctia gen ting cudng ghép nbi exon (ESE)
va céc trinh tu cta gen e ché ghép ndi exon (ESS) va/hodc bing cach dua céc trinh tu
ESE hoic ESS vao exon khac nay. Cac thay dbi nhu vay dbi véi trinh tu cia exon khéc
ndy c¢6 thé dugc hoan thanh bang cach 4p dung cac phuong phép da biét trong linh vuc k§
thudt nay bao gdm, nhung khong chi giéi han &,gay dot bién dinh huéng diém. Theo cach
khéc, cac oligonucleotit ctia trinh ty mong muén (vi du, chira toan bd hodc mdt phin cia
exon khac nay) c6 thé thu duoc tir cic ngudn thwong mai va duge tach dong vao catxet
diéu hoa gen. Viéc x4c dinh cac trinh ty ESS va ESE ¢6 thé dugc hoan thanh theo cac
phuong phép di biét trong linh vuc k§ thudt nay bao gdm, vi du, bing cach sit dung
ESEfinder 3.0 (Cartegni, L. et al. ESEfinder: tii nguyén mang d x4c dinh céc gen ting
cuong ghép nbi exon. Nucleic Acid Research, 2003, 31(13): 3568-3571) va/hodc cac tai

nguyén san c6 khéc.

Theo mét phwong 4n, exon khac nay 1a ngoai sinh d6i v6i gen dich, mic du né ¢6
thé thu dugc tir trinh tu c6 ngudn géc tir sinh vat noi ma gen dich s& duoc bidu hién. Theo
mdt phuong &n, exon khéc ndy 13 trinh tw tong hop. Theo moét phuong 4n, exon khac nay
1a exon c6 trong tu nhién. Theo mdt phuong an khac, exon khac nay thu dugc tir toan bd
hodc mdt phén clia exon d4 biét. Trong ban md ta nay, thuét ngit “thu dugc” duge ding
dé chi exon khéc chira trinh tu ma hau nhu tuong ddng véi exon ¢6 trong ty nhién, hogdc
phﬁn cta no, nhung cd thé chua cac d6t bién khac nhau, vi du, dé dua vao codon dimg ma
n6 s& & trong ciing khung véi trinh tu ctia gen thong béo dich, hodc dé dwa vao hodc x6a
bo gen ting cuong ghép nbi exon, va/hodc dua vao hodc xéa bd gen e ché ghép ndi
exon. Theo m¢t phuong 4n, exon khac nay thu dugc tir exon 2 ctia gen dihydrofolat
reductaza (DHFR) ctia ngudi, exon 5 dot bién ciia khbi u Wilms 1 ciia ngudi, exon 16 ca

protein kinaza II delta phu thudc canxi/calmodulin ctia chudt, hodc SIRT1 exon 6.

Cac trinh ty ciia intron 5’ va 3’
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Exon khac nay dugc boc sudn boi céc trinh tw cia intron 5 va 3°. Céc trinh tu
intron & dAu tAn cung 5' va 3' ma c6 thé duoc ding trong catxet diéu hoa gen c6 thé 13
trinh ty b4t ky ma c6 thé dugc ghép ndi ngoai gen dich d6 tao ra ARN théng tin cua gen
dich ho#c gen dich chira exon khéc nay trong ARN thdng tin, tiy theo su ¢6 mit hodc su
khong c6 mit ctia phdi tir ma lién két v6i aptame. Mdi intron trong s cac intron & dau tan
cung 5’ va 3’ ¢6 trinh tu cAn thiét dé xay ra su ghép ndi, tirc 1a thé cho ghép nbi, thé nhan
ghép ndi va trinh tur diém nhéanh. Theo mot phuong 4n, céc trinh tu intron & dAu tin cing
5'va 3' cua catxet diéu hoa gen thu duoc tir mdt hodc nhiéu intron c6 trong tw nhién hoic
phin cta ching. Theo mdt phuong 4n, céc trinh ty intron & du tan cing 5' va 3' thu duoc
tir beta-globin intron 2 ctia ngudi bi cit cut (IVS2A). Theo cac phwong 4n khéc, cac trinh
ty intron & ddu tin cung 5' va 3' thu duoc tlr intron ciia ARN thong tin ciia SV40 (duge
dung & v4t truyén pCMV-LacZ tir Clontech), intron 6 ciia gen trioza phosphat isomeraza
(TPI) ctia ngudi (Nott Ajit, et al. RNA. 2003, 9:6070617), hogc intron tir yéu 6 IX ciia
ngudi (Sumiko Kurachi et al. J. Bio. Chem. 1995, 270(10), 5276), intron ndi sinh cua
chinh gen dich, hodc doan bét ky ctia hé gen hodc cac intron tong hop (Yi Lai, et al. Hum
Gene Ther. 2006:17(10):1036) ma chira cic yéu t5 ma 14 da cho sy ghép ndi didu hoa
(Thomas A. Cooper, Methods 2005 (37):331).

Theo mét phuong 4n, exon khéc niy va cong tic ribo theo sang ché dugc xir Iy dé
& trong intron ndi sinh cta gen dich. Tt 1 intron (hodc trinh ty intron vé co ban 1a tuong
tu) ¢ trong tu nhién tai vi tri d6 ctia gen dich. Trong truong hop nay, trinh ty cta intron
ngay lap tic trude exon khdc ndy duge goi 1a intron & d4u tin cing 5° hoic trinh tw intron
& dAu tan cling 5°, va trinh tu clia intron ngay 18p tirc sau exon khéc nay dwgc goi 14 intron
& dAu tan cung 3’ hoic trinh tyr intron & dau tan cting 3’. Trong trudng hop ndy, intron ndi
sinh duge cai bién dé chua trinh tu thé nhan ghép ndi va trinh tw thé cho ghép nbi boc

sudn cac dau tdn cung 5' va 3' cia exon khéc nay.

Céc vi tri cta thé cho ghép nbi va thé nhan ghép nbi & catxet diéu hoa gen theo
séng ché c6 thé dugc cai bién dé duoc cing cb manh hon hogc bi lam yéu di. Tt 13, céc
vi tri ghép nbi c6 thé dwoc cai bién dé gin hon téi vi tri lién ing ddi véi thé cho ghép ndi
hodc thé nhin ghép ndi theo cic phuong phap tich dong chuén, dot bién dinh hudng
diém, va cac cach tuong tu. Cac vi tri ghép ndi ma 1a twong tu hon ddi véi lién timg ghép
ndi ¢6 xu hudéng thuc ddy ghép ndi va nhd d6 duoc cliing ¢d manh hon. Cac vi tri ghép ndi
ma kém tuong tu v6i lién tng ghép ndi c6 xu hudng can tré ghép ndi va do do bi 1am yéu

di. Su lién Gng dbi v6i thé cho ghép ndi ciia nhém intron phd bién nhét (U2)1a A/C A G ||
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G T A/G A G T (trong d6 || biéu thi ranh giéi exon/intron). Lién tmg d6i v6i thé nhan
ghépndilaCAG| G (trong d6 || biéu thi ranh gioi exon/intron). Tan suét cta nucleotit
cu thé tai cac vi trf cia thé cho va thé nhan ghép ndi duoc boc 16 trong linh vuc k§ thuét
nay (vi du, xem tai liéu: Zhang, M.Q., Hum Mol Genet. 1988. 7(5):919-932). Mtc bén
cta cdc vi tri ghép ndi 5' va 3' ¢6 thé dugc diéu chinh dé didu bién su ghép nbi exon khac

nay.

Céc cai bien bo sung ddi véi cac intron ¢ dau tan clng 5' va 3’ trong catxet didu
hoa gen ¢6 the dugc tao ra dé di€u bien su ghép nbi bao gdm cai bién, x6a b, va/hodc bd
sung cac yeu to tdng cuong ghép ndi intron va/hodc cac yéu td e ché ghép noi intron,

va/hoic cai bién trinh tu vi tri nhanh.

Theo mét phuong 4n, intron & du tn cung 5° duoc cai bién dé chira codon dung
ma n6 s& ¢ trong cing mdt khung véi gen thdng bao. Céc trinh ty intron & dAu tan cung 5'
va 3' ciing c6 thé duge cai bién dé loai bd cac vi tri ghép ndi khé hidu, ma cé thé duoc xac
dinh nho phin mém s&n c6 cong khai (vi dy, xem tai liéu: Kapustin, Y. et al. Nucl. Acids
Res. 2011. 1-8). Chiéu dai ctia c4c trinh tw intron & dAu tn cliing 5' va 3' ¢6 thé duoc didu
chinh dé, vi du, dap g céc yéu cu vé& mit kich thude dbi véi cac chu tric bidu hién
virut. Theo mdt phwong an, céc trinh tu intron & dau tan cing 5' va 3' dc 1ap c6 chiéu dai
ndm trong khoang tir 50 nucleotit dn 300 nucleotit. Theo mot phuong én, cic trinh tu
intron & dau tan cung 5' va 3' doc 14p c6 chiéu dai nim trong khoang tlr 125 nucleotit dén

240 nucleotit.
Gen thong bao

Céc phuong phép sang loc theo séng ché sir dung catxet didu hoa gen ma duoc
ding @€ diéu hoa sy biéu hién cta gen dich (vi dy, gen thdng bdo) ma c6 thé dugc biéu
hién & t€ bao dich, md hodc sinh vat. Gen thdng bao c6 thé 13 gen bit ky ma su bidu hién
clia n6 c6 thé duge ding dé phat hién tuong tic dic hiéu ctia phdi tir véi aptame trong
catxet diéu hoa gen. Theo mot phuong 4n, gen thdng bdo ma héa protein huynh quang,
bao gbm, vi du, protein huynh quang mau xanh 14 cdy (GFP), protein huynh quang mau
xanh luc, protein huynh quang méau vang, protein huynh quang mau cam, protein huynh
quang mau do, hogc protein huynh quang d& chuyén dbi. Theo mot phuong 4n khéc, gen
thong bdo ma héa luxiferaza enzym bao gém, vi du, cta luxiferaza ciia con dom dém,
luxiferaza Renilla, hogc luxiferaza Gaussia tiét. Theo mot phuong 4n, gen thong bdo 1a B-

galactosidaza. Theo mgt phuong é4n, gen thdng bao 13 peroxidaza cia cly cu cai cay
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(HRP). Theo mdt phuong 4n, gen théng bao duge chon tir nhém bao gbm protein cla
nhén, protein van chuyén, protein ctia mang té€ bao, protein ctia khung té bao, thu thé,
hormon sinh trudng, xytokin, phan tir phat tin hiéu, ARN diéu hoa, khang thé, va céc
protein hodc céc peptit dung dé didu tri bénh.

Céu tric biéu hién

Séang ché du tinh st dung Veflt truyén tai td hop dé dua vao céc té bao polynucleotit
dich ma héa gen thong bdo va chira catxet didu hoa gen theo sang ché. Theo nhiéu
phuong 4n, cAu tric ADN téi td hop ciia sang ché bao gdm céc yéu t6 ADN bd sung ké ca
c4c phan doan ADN ma chuén b cho viée sao chép ADN trong t& bao chui va sw biéu hién
ctia gen dich trong té bao d6 & mirc d thich hop. Ngudi co hiéu biét trung binh trong linh
vuc k¥ thuét ndy cn hiéu rng cac trinh ty giam sat biéu hién (cac gen khoi ddu, cac gen
tang cudng, va cac gen tuong tu) duge chon dya trén kha ndng cla ching trong viéc thiic
dAy su biu hién cta gen thong bao & t& bao dich. Thuit ngit “vit truyén” c¢6 nghia 1a

plasmit tai to hgp, nhiém sic thé nhan tao clia nam men (yeast artificial chromosome -

YAC), nhiém sic thé mini, vong mini cia ADN hogc virut (k€ ca céc trinh ty ¢6 ngudn

gbe tir virut) ma chira polynucleotit cin dugc phan phdi vao té bao chu, du 13 in vitro hay
in vivo. Theo mdt phuong 4n, vét truyén tai t6 hop 13 vét truyén virut hodc két hop nhidu
vét truyén virut. Céc vét truyén virut dé biéu hién gen thong béo gian tiép qua aptame & té
bao dich 1a da biét trong linh vyc k§ thut nay va bao gdm vat truyén adenovirut (AV),
vat truyén virut adeno lién hop (AAV), vat truyén retrovirut va lentivirut, va vét truyén

bénh mun rdp do virut herpes typ 1 (HSV1).
Phuwong phap chia thw vién aptame thanh cac thw vién phu

Khia canh khéc cta sang ché d& xuit cac phuong phép chia cic thu vién
oligonucleotit 16n thanh céc thu vién phu nhé hon va cac cach thirc dé tao ra cac thu vién
plasmit d& sang loc dugc theo thir nghiém té bao ciia cac cong tic ribo téng hop dwa trén
aptame. Theo mdt khia canh, sang ché d& xuit phuong phép tach thu vién oligonucleotit

thanh céc thu vién phu nhé hon bao gdm céc budc:

(a) chudn bi thu vién oligonucleotit, trong d6 céc oligonucleotit trong thu vién nay

bao gdm nhi€u vung 6n dinh 5’ va 3°,

(b) thuc hién PCR hai chu ky bing cich str dung thu vién oligonucleotit 1am
khudnva cac doan mdi thir nhit va cac doan mdi thir hai ma 13 bd tro cho cac

viung On dinh 5’ va 3°,
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(¢) phén l4p céc san phdm ctia PCR hai chu k3, va

(d) khuéch dai theo phuong phép PCR phan nhém bao gdm cac san phim da duoc
phén 14p cta PCR hai chu ky bang cach sir dung céc doan mdi bd tro cho phén

nhém bao gdm cac ving 6n dinh duy nhit & dau tdn cung 5’ va 3’.

Theo mét phuong 4n, thu vién oligonucleotit 13 thw vién aptame d3 duoc ngiu
nhién héa chtra mét hodc nhiéu nucleotit ngiu nhién. Cac trinh tu aptame duogc boc sudon
boi viing 6n dinh trai va phai, ma chira vi tri cit gidi han dé tach dong tiép.

Theo mét phuong 4n, doan mdi thir nhat hodc thit hai trong PCR hai chu ky chira
nhan duoc chon tir nhém bao gém biotin, digoxigenin (DIG), bromodeoxyuridin (BrdU),
nh6m huynh quang, nhém hoéa hoc, vi du nhém thiol, hoic nhém héa hoc vi du azit dugc
dung trong Click Chemistry. C4c phan tir nay ¢6 thé duoc lién két véi cac oligonucleotit,
va interacting cdc phan tr tvong tac cta chiing, nhu streptavidin hoic cac dang d3a duoc
cai bién cua avidin d8i véi biotin, cac khéng thé khang DIG hodc BrdU hosic nhém huynh
quang, hodc nhém thiol thir hai dé tao ra disulfua, alkyn nhém cho c4c azit, c6 thé duge
c¢b dinh trén bd mit rin dé tao didu kién thuén loi cho viéc phén 14p cac oligonucleotit da
dugc dénh diu.

Sau khi thu vign aptame dugc chia thanh céc thu vién phu aptame, cic aptame &
mdt hodc nhidu thu vién phu duoc dua vao catxet polynucleotit diéu hoa cua gen dé tao ra
thu vién cong tic ribo va duge sang loc dé lién két phéi tir theo cac phuong phép theo

sang ché.
Phwong phap chia cdc thw vién cong tic ribo thanh cic thw vién phu

Theo mot khia canh, sang ché dé xuit phuong phép chia thu vién cong tic ribo
thanh céc thur vién phy. Thuét ngit thu vién cdng tic ribo duoc dung trong ban mé ta nay
la thu vién plasmit chita catxet polynucleotit diéu hoa coa gen, vi dy, nhu dugce boc 1§
trong ban mo ta nay va trong don PCT/US2016/016234, chira nhidu aptame khi timg
thanh vién cua thu vién nay bao gém c4c trinh tu aptame ma 1a khéc céc thanh vién khac
ctia thw vién. Theo céc phuong 4n, cdc aptame trong thu vién codng tic ribo bao gdbm mot
hogc nhiéu nucleotit da duogc ngAu nhién héa. Theo cac phuong én, plasmit thu vién cong
téc ribo duorc tao ra tir thu vién phu aptame tao ra duge theo cac phuong phap duge boc 16

trong ban md ta nay.

Phuong phép chia thu vién cong tic ribo thanh cac thu vién phu bao gbm cac

bude:
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(a) dua thu vién aptame vao plasmit chira catxet polynucleotit didu hoa ciia gen

duoc bdc 10 trong ban md ta nay dé tao ra thu vién cong tic ribo;
(b) dua thu vién cong tic ribo vao vi khuin (vidy, E. coli);

(¢) gom cac dong vi khuén (vi du, bang cach nhit c4c khuén lac ctia vi khuén) va
chiét ADN ctia plasmit dé thu duoc thur vién phu céng tic ribo cua plasmit

(trong ban md ta nay con duoc goi 1a thu vién phuy so khai);

(d) mdt cach tuy ¥, tao ra thu vién phu cong tic ribo thiy cép tir thu vién phu so
khai gbm cdc cong tic ribo cta plasmit bing cach dua thu vién phu so khai

vao vi khudn, gom cac dong vi khuin va phén 18p ADN ctia plasmit.

Phuong phdp dua céc trinh tu vao cac plasmit & tao ra thu vién 13 da biét trong
linh vuc k§ thuit ndy nhu 1a cac phuong phép dua plasmit vao vi khudn va thu nhan cédc
dong vi khudn. Céc dong vi khuén chitra mot thanh vién ciia plasmit thw vién cong tic ribo
c6 thé dugc gom bing c4ch cdy vi khuén lén dia va nhit timg khuén lac riéng r&. Cac
plasmit gom duoc tir céc dong ndy tao nén thu vién phy. Sé lugng dong vi khuin gom
dugc xdc dinh kich thuée (sb luong thanh vién duy nhit) cta thu vién phu cong tic ribo
va nhiéu thu vién phu ¢6 thé dugc tao ra. Mot ho#c nhiéu thu vién phu so khai c¢6 thé chia
tiép dé tao ra thu vién phy thtt cép dé giam tiép kich thuéc ctia thur vién phu. C4c thu vién
phu duogc sang loc bing céch ap dung céc phuong phép duoc boc 16 trong ban mo ta nay
bang cich dua mdt hogc nhidu thu vién phu vao céc té bao nhan chuin, cho c4c té bao
nay tiép cén véi phdi dang quan tim, va do mutrc do biéu hién ctia gen théng bao tir
catxet polynucleotit diéu hoa cua gen. Miic gia ting vé muc do bidu hién ctia gen thong
bdo dap lai phdi tir cho thy ring mot hodc nhidu thanh vién coa thu vién ndy chta
aptame ma lién két véi phéi tir trong pham vi cong tic ribo. Do doé, kich thuéc cta thu
vién phu ma c6 thé duge sang loc c¢6 thé duoc xac dinh theo d9 nhay cua thu nghiém nay
dé do murc d6 bidu hién gen thong bdo. Theo cac phuong 4n cua sang ché, thu vién phu
chtra khoang 50 dn 600 thanh vién duy nhét (mic du mdt sb thanh vién ¢4 thé dugc lap
lai trong thu vién phu khéc).

Can phai hidu va mong doi ring su dao dong vé nguyén 1y ctia séng ché da boe 16
trong ban mo ta nay c6 thé duoc tao ra béi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§
thuét nay va dy dinh rang céc cai bién ndy dugc bao gdm trong pham vi cta sang ché. TAt

ca céc tai liéu tham khéo néu trong ban mé ta nay duoc dua hoan toan vao day bang cach
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vién dan. Cac vi du duéi déy minh hoa tiép sang che, nhung khong nén duoc hiéu 13 gi6i

han pham vi ctua sang ché.
Cic vi du thue hién sdng ché

Vidu 1

vSéng loc aptame/phdi tir trén co s& t& bao ctia dong vat c6 vi béng cach str dung

cdc cong tac ribo diéu hoa gen dua trén viéc ghép ndi.
Céc quy trinh:

Dung cong tic ribo: cac cong tic ribo duge dung nhu duge boc 16 trong
PCT/US2016/016234 (& cc vi du cu thd 3 dén 6), duoc dua vao ddy bing cach vién din.
Trinh tur beta-globin intron d b cét cut cta ngudi dugce tong hop va duoc cai xen vao
trinh tw ma héa gen luxiferaza cta con dom dém. Exon 2 DHFR dot bién cia nguodi duoc
téng hop va duocc cai xen vao gifta cua trinh tu beta-globin intron da bi cit cut béng cach
st dung chién lugc tich dong cong Vang. Cic aptame bao gdm xpt-G/A!, ydhl-G/A?,
yxj®, add*, gdg6-G/AS (vién dn v cac aptame dugc dwa vao ddy bang céch vién dAn)
duoc tong hop & dang céc oligonucleotit (“céc oligo™) v6i 4 nucleotit treo & diu tan cling
5' ma 14 b tro cho hai vi tri Bsal nay riéng 1¢ (IDT), duogc ghép d6i va da duoc budc vao
vat truyén thé nhan mDHFR-Luci bj tiéu béi Bsal.

Chuyén nhiém: 3,5 x10* t& bao HEK 293 dugc cdy vao dia day phing loai 96 13
vao ngdy trude khi chuyén nhidm. ADN plasmit (500ng) dugc bd sung vao dng hoic dia
day chit U loai 96 156. Mot cach riéng ré&, chét phan ing TransIT-293 (Mirus; 1,4ul) duoc
bd sung vao 50ul méi trudng Opti-mem I (do Life Technologies cung cép), va dugc dé
yén trong thoi gian 5 phut & nhiét do trong phong (RT). Sau d6, 50ul chat phan {ng
chuyén nhiém da pha lodng dugc bd sung vao ADN, duoc tron, va 4 & nhiét do trong
phong trong thoi gian 20 phtit. Cudi cung, 7ul dung dich nay duge bd sung vao 15 t& bao
trong dia loai 96 13.

Thir nghiém vé luxiferaza cta con dom d6m & cac té bao da dugc nudi cdy: 24 gio
sau khi thay d6i méi truong, céc dia duoc 14y ra khoi ta U, va dugc lam can bing dén
nhi¢t d¢ trong phong trong thoi gian vai phut trén ban thi nghiém, sau d6 duoc hit. Dung
dich d&m tiéu glo (do Promega cung cép, 100ul, ¢ nhiét do trong phong) dugc b sung
vao, va cac dia nay duogc duy tri & nhiét ¢ trong phong trong thoi gian it nhit 5 phut. Sau

do, dung lwong cuia 16 duoc trdn bang cach nghién tén nho 50ul, va 20ul timg mau duoc
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trdn v6i 20ul chat phan tmg glo nhe (do Promega cung cép) ma d3 duoc pha lodng dén
10% trong dung dich dém ti€u glo. 96 16 dugce dé cach nhau trén dia tréng duc loai 384 15.
Sau 5 phut ¢ ¢ nhiét d6 trong phong, mtc 49 phat quang duogc do bang céch sir dung may
Tecan v6i thoi gian doc 500 phan nghin gidy. Hoat tinh ctia luxiferaza dugc thé hién theo
don vi sang twong dbi trung binh (RLU) * sai s6 chuén (S.D.), va sb 14n tang dugc tinh
theo hoat tinh cua luxiferaza thu dugc nho xir ly béng guanin chia cho hoat tinh cta

luxiferaza thu dwoc khong xtt 1y bang guanin.
Két qua:

Bét dAu véi luxiferaza 1am gen thong bao, nén tang biéu hién gen duoc tao ra bing
cach cai xen B-globin intron cua ngudi ¢ gifta cta trinh tuw ma héa cta luxiferaza ctia con
dom d6m va DHFR exon 2 ctia ngudi chira codon dimg d6t bién & phan intron. Nho vy,
mitc d6 biéu hién cua gen thong bio duoc kidm soét bang cach dwa vao hoic loai bo
mDHFR exon chita codon dirng ma 1a trong cung khung véi gen thong bdo. Trong hé
théng nay, cAu trac kep téc & ARN thong tin tao duge béi vi tri lién két U1 va trinh tu bd
tro d3 duoc cai xen vao phong bé viéc dwa mDHFR exon vao, do d6 cho phép biéu hién
gen dich (hinh 1a). D& khién cho viéc hinh thanh cAu triic kep téc c6 thé didu hoa duor,
va biang cach d6 khién su biéu hién gen dich co thé kiém soat dugc bai cac phan tir nho,
céc téc gia sang ché da ghép cac aptame tdng hop (theophylin) hodc cac aptame tu nhién
(c4c aptame xpt-G/A, yxj, ydhl-A/G, add-A/G) hodc aptame lai gdg6-G/A) vao nén tang
diéu hoa gen trén co s& ghép nbi ndy & gifta vi trf lién két U1 va trinh tu bd tro cia nd, va
cong tic ribo tbng hop da duoc tao ra ma didu hoa muc d biéu hién gen & céc té bao cua
ddng vat c6 vi. Bang cach st dung catxet diéu hoa gen trén co s& ghép ndi cia cac téc gia
sang ché va cai xen c4c aptame khic nhau vao cAu truc cong tic ribo tdng hop cia céc tac
gia sang ché, cac tac gia ndy da cho thy cac dap tmg chirc ning khac nhau ddi véi phdi
tir & céc t& bao cta dong vat co vi. Cong téc ribo cb aptame guanin dép tmg véi guanin
cling nhu guanosin nhu dugc thé hién trén hinh 1b. Cong tic ribo xpt-guanin, 1a xpt-G17
(d3 boc 16 trong don sing ché quéc té s PCT/US2016/016234, vi du, xem: SEQ ID
NO:15, dugc dua vao day bang cach vién dan), tao ra khoang dong luc hoc cao cam tng
su bidu hién cua gen thong bio dép lai phdi tir nhoy x 1y bang phdi tir tu nhién ciia né.

Mic di cac cdng tic ribo trén co s aptame tu nhién ¢ khoang dong luc hoc cao
trong viéc didu hoa su biéu hién gen & cac té bao ctia dong vat c6 via, ban chit cta cac
phéi tir d6i v6i cac aptame tw nhién giéi han kha ning tmg dung cta ching in vivo. Dya

vao wu diém ctia nén tang diéu hoa gen ddng luc hoc cao clia cac tac gia sang ché véi cac
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cong tic ribo, trude tién cAc tic gid sang ché chon danh muc gdm cac chit twong tu
guanin ma ¢6 cdc nhém héa hoc khéac nhau tai vi tri N2 dé thir nghiém cac hoat tinh cta
chiing trén cong téc ribo xpt-G17. Nhu duoc thé hién trén hinh 1c, & ndng do 500uM, vai
hop chit N2 cam mg hoat tinh cta luxiferaza & céc t& bao c6 ciu tric xpt-G17, trongv do
N2-Phenoxyaxetyl guanin c6 hiéu luc cao nhét (gay ting gip 1303 14n) nhu duge thé hién
trén hinh 1d. D& mé rong danh myc hop chat dé dung lam céc phdi tir tiém ndng, thu vién
Prestwick (b suu tap gdm 1280 thubc da duoc cp phép st dung trong 14m sang) duogc
str dung & ndng do 100pM dé sang loc cac phéi tir t6i wu dé hoat héa céc aptame d3 biét &
céc té bao cua dong vét c6 vi. Nhu dugc thé hién trén hinh le tir sang loc so by, cong tic
ribo guanin xpt-G17 khdng chi dap tmg v6i guanin, ma con dap tmg véi ca 8-azaguanin,
Nadide, N6-metyladenosin, testosteron propionat, adenosin  5’-monophosphat
monohydrat, amphoterixin B, thioguanin, tyloxapol, progesteron va clomadinon axetat
nhu dwoc thé hién trén hinh e, cling nhu nhidu hop chit khéc nhu liét ké trong Béang 1.
Mot cach dang ngac nhién, mt vai hop chat trong sb cic hop chit ma thé hién hoat tinh
d6i véi cong tic ribo xpt-G17 1a rat khic v& mit cu tric so véi guanin hodc guanosin.
Thu vién Prestwick dugc sang loc tiép vé6i cong tic ribo purin khéc, va thu duge nhidu
hop chit ma c6 thé hoat héa cong tic ribo trong viéc cam ung hoat tinh cta luxiferaza
(Bang 1). Céc két qua nay thé hién Ung dung quan trong cua hé cong tic ribo trong viéc
phét hién cac phdi tir tiém ning t8i wu déi voi aptame d3 biét trong moi trudng té bao,
nh&n manh hon nita tAm quan trong cla viéc tao ra cac aptame & té bao noi ma cong tic

ribo 1a can thiét dé thuc hién chitc ning.

Bang 1.

Cong tic ribo | Tén hop chat S6 14n gia taing
xpt-G17 8-Azaguanin 131,0
xpt-G17 Azathioprin 6,2
xpt-G17 Xinnarizin 3,5
xpt-G17 Pimethixen maleat 4,7
xpt-G17 N6-metyladenosin 30,7
xpt-G17 thioguanosin 21,0
xpt-G17 Adenosin 5'-monophosphat monohydrat 28,4
xpt-G17 Amphoterixin B 21,5
xpt-G17 Testosteron propionat 29,0
xpt-G17 Haloprogin 5,1
xpt-G17 Idebenon 3.3
xpt-G17 Zotepin 4,3
xpt-G17 Progesteron 12,0
xpt-G17 Tenatoprazol 3,2
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Céng tic ribo | Tén hop chat S6 lan gia tang
xpt-G17 Muoi axetopromazin maleat 4,5
xpt-G17 Etofenamat 7,5
xpt-G17 Mercaptopurin 3,6
xpt-G17 Avermectin B1 4,0
xpt-G17 Promazin hydroclorua 3,7
xpt-G17 Nadide 40,9
xpt-G17 Trimeprazin tartrat 4,9
xpt-G17 Promethazin hydroclorua 53
xpt-G17 Tyloxapol 16,2
xpt-G17 Clomadinon axetat 10,3
xpt-G17 Pyrvinium pamoat 5,1
gdg6-A8 8-Azaguanin 305,9
gdg6-A8 Ximetidin 3,0
gdg6-A8 Azathioprin 19,9
gdg6-A8 Diperodon hydroclorua 3,0
gdg6-A8 Pimethixen maleat 9,2
gdg6-A8 thioguanosin 20,1
gdg6-A8 Mubi axetopromazin maleat 8,6
gdg6-A8 Mercaptopurin 17,2
gdg6-A8 Opipramol dihydroclorua 3,1
gdg6-A8 Promazin hydroclorua 12,6
gdg6-A8 Mubi methotrimeprazin maleat 5,0
gdg6-A8 Dienestrol 43
gdg6-A8 Muoi trimipramin maleat 5,3
gdg6-A8 Trimeprazin tartrat 8,7
gdg6-A8 Promethazin hydroclorua 4,8
gdg6-A8 Vorinostat 6,4
gdg6-A8 Methiazol 3,8
yXxj-A6 8-Azaguanin 55,6
yXj-A6 Azathioprin 6,6
yXj-A6 Pimethixen maleat 4.9
yXxj-A6 thioguanosin 10,2
yxj-A6 Mubi axetopromazin maleat 3,1
yxj-A6 Mercaptopurin 10,0
yXj-A6 Promazin hydroclorua 6,6
yXxj-A6 Sulfaquinoxalin natri 3,4
yXj-A6 Mubi trimipramin maleat 3,3
yxj-A6 Trimeprazin tartrat 7,0
yXj-A6 Promethazin hydroclorua 7,9
yxj-A6 Pirlindol mesylat 3,2
add-A6 8-Azaguanin 22,1
add-A6 Azathioprin 6,5
add-A6 Pimethixen maleat 4,2

27

27/75



48984

Coéng tic ribo

Tén hop chat

S6 lan gia ting

add-A6 thioguanosin 5,9
add-A6 Mubi axetopromazin maleat 3,5
add-A6 Mercaptopurin 15,0
add-A6 Opipramol dihydroclorua 43
add-A6 Promazin hydroclorua 10,5
add-A6 Sulfaquinoxalin natri 3,3
add-A6 Terazosin hydroclorua 3,5
add-A6 Mudi trimipramin maleat 3.4
add-A6 Trimeprazin tartrat 4,0
add-A6 Promethazin hydroclorua 4,5
add-A6 Deptropin xitrat 3,3
add-A6 Alcuroni clorua 4,2
ydhl-A6 Hydroclothiazit 3,3
ydhl-A6 8-Azaguanin 3,7
ydhl-A6 Ticlopidin hydroclorua 3,1
ydhl-A6 Mubi alverin xitrat 4,2
ydhl-A6 Vincamin 33
ydhl-A6 Idebenon 3,5
ydhl-A6 Pepstatin A 4,0
ydhl-A6 Modafinil 3.8
ydhl-A6 Benperidol 3,1
ydhl-A6 ‘Digoxigenin 4,5
ydhl-A6 Digoxigenin 3,3
ydhl-A6 Moricizin hydroclorua 10,3
ydhl-A6 Pivmecillinam hydroclorua 3,2
ydhl-A6 Piperidolat hydroclorua 3,4
ydhl-A6 Oxaprozin 3.4
ydhl-A6 Imidure 43
ydhl-A6 Mecamylamin hydroclorua 3,2
xpt-A8 8-Azaguanin 95,1
xpt-A8 Azathioprin 5,9
xpt-A8 Pimethixen maleat 3,3
xpt-A8 thioguanosin 11,8
xpt-A8 Mercaptopurin 3,4
xpt-A8 Promazin hydroclorua 4,1
xpt-A8 Promethazin hydroclorua 54
gdg6-G8 8-Azaguanin 423
gdg6-G8 Azathioprin 16,2
gdg6-G8 Pimethixen maleat 5,1
gdg6-G8 thioguanosin 15,9
gdg6-G8 Amphoterixin B 3,8
gdg6-G8 Muoi axetopromazin maleat 3,2
gdg6-G8 Mercaptopurin 16,2
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Cong tic ribo

Tén hop chit

S6 lan gia ting

gdg6-G8 Promazin hydroclorua 6,2
gdg6-G8 Mudi trimipramin maleat 3,3
gdg6-G8 Trimeprazin tartrat 6,2
gdg6-G8 Promethazin hydroclorua 6,5
gdg6-G8 Penbutolol sulfat 3,3
gdg6-G8 Vorinostat 10,2
gdg6-G8 Methiazol 3,3
gdg6-G8 Estriol 4,3
add-G6 8-Azaguanin 47,9
add-G6 Niclosamit 3,0
add-G6 Azathioprin 11,4
add-G6 Lynestrenol 3,8
add-G6 R(-)Apomorphin hydroclorua hemihydrat 3,4
add-G6 Danazol 3,7
add-G6 Camptothexin (S, +) 5,7
add-G6 Xinnarizin 3,6
add-G6 Pimethixen maleat 6,6
add-G6 Flunarizin dihydroclorua 4,7
add-G6 N6-metyladenosin 20,8
add-G6 thioguanosin 7,9
add-G6 Adenosin 5'-monophosphat monohydrat 9,4
add-G6 Bepridil hydroclorua 4.4
add-G6 Amphoterixin B 10,7
add-G6 Testosteron propionat 8,8
add-G6 Haloprogin 5,9
add-G6 Idebenon 6,7
add-G6 Mecloxyclin sulfosalixylat 3.4
add-G6 Progesteron 6,0
add-G6 Mubi axetopromazin maleat 5,0
add-Go6 Etofenamat 5,1
add-G6 Mercaptopurin 14,3
add-G6 Benzamil hydroclorua 3,0
add-G6 Avermectin Bl 11,8
add-G6 Promazin hydroclorua 5.4
add-G6 Nadide 30,8
add-G6 Mudi trimipramin maleat 3,4
add-G6 Trimeprazin tartrat 6,2
add-G6 Simvastatin 6,2
add-G6 Promethazin hydroclorua 6,7
add-G6 Protriptylin hydroclorua 5,0
add-G6 Clomadinon axetat 26,1
add-G6 Nomegestrol axetat 3,5
add-G6 Pyrvinium pamoat 15,8
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Cong tic ribo | Tén hep chit S6 lan gia ting
add-G6 Sertaconazol Nitrat 6,5
add-G6 Vorinostat 3,6
ydhl-G8 Sulfaguanidin 13,9
ydhl-G8 8-Azaguanin 35,6
ydhl-G8 N6-metyladenosin 10,7
ydhl-G8 thioguanosin 7,5
ydhl-G8 Adenosin 5'-monophosphat monohydrat 5,9
ydhl-G8 Amphoterixin B 6,5
ydhl-G8 Tetracain hydroclorua 3,6
ydhl-G8 Mubi axetopromazin maleat 3,9
ydhl-G8 Azelastin hydroclorua 3,0
ydhl-G8 Etofenamat 4,8
ydhl-G8 Mercaptopurin 3,6
ydhl-G8 Promazin hydroclorua 5,2
ydhl-G8 Nadide 11,7
ydhl-G8 Trimeprazin tartrat 5,0
ydhl-G8 Clomadinon axetat 10,4
ydhl-G8 Pyrvinium pamoat 5,5
ydhl-G8 Vorinostat 3,0

'Céc trinh tu d6i v6i cac cong tic ribo duoc dung trong sang loc thu vién Prestwick

duge néu dudi ddy v6i cac trinh tw than bang chit in hoa, va céc trinh tw aptame bing chit

in thudng:

xpt-A8 (SEQ ID NO: 1):
GTAATGTataatcgcgtggatatggcacgcaagtttctaccgggcaccgtaaatgtccgatt ACATTAC
add-G6 (SEQ ID NO: 2):
GTAATGTGtataatcctaatgatatggtttgggagtttctaccaagagecttaaactcttgactaCACATTAC
add-A6 (SEQ ID NO: 3):
GTAATGTGtataatcctaatgatatggtttgggagtttctaccaagagcecttaaactcttgattaCACATTAC
gdg6-A8 (SEQ ID NO: 4):
GTAATGTacagggtagcataatgggctactgaccccgecgggaaacctatttcecegatt ACATTAC
gdg6-G8 (SEQ ID NO: 5):
GTAATGTacagggtagcataatgggctactgacccegecgggaaacctatttcccgact ACATTAC
Ydhl-G8 (SEQ ID NO: 6):
GTAATGTataacctcaataatatggtttgagggtgtctaccaggaaccgtaaaatcctgact ACATTAC
Ydhl-A6 (SEQ ID NO: 7):
GTAATGTGtataacctcaataatatggtttgagggtgtctaccaggaaccgtaaaatcctgattaCACATTAC
yxj-A6 (SEQ ID NO: 8):
GTAATGTGtatatgatcagtaatatggtctgattgtttctacctagtaaccgtaaaaaactagattaCACATTAC

Vi du 2

Thiét ké va tong hop thu vién aptame.

Quy trinh
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Pé tao ra thu vién aptame, cac nucleotit ¢ vi tri trong aptame ma dugc xac dinh tir
cdu tric tinh thé® 7 12 c6 tiém nang tham gia vao lién két phdi tr duge ngiu nhién hoa. dé
tao didu kién cho viéc xdy dung cAu tric aptame thanh céc cong tic ribo, vung aptame
duoc boc swon boi cac ving én dinh véi cac vi tri cit cia enzym cit giéi han typ II (vi du,
Bsal). C4c oligonucleotit ultrame gdm 153 cip bazo nay chta trinh tu aptame v&i céc
bazo da dugc ngiu nhién héa duoc tong hop boi IDT: GACTTCGGTCTCATCCAGAG-
AATGAAAAAAAAATCTTCAGTAGAAGGTAATGTATANNNGCGTGGATATGG-
CACGCNNGNNNNCNCCGGGCACCGTAAATGTCCGACTACATTACGCACCATT-
CTAAAGAATAACAGTGAAGAGACCAGACGG (N thé hién cac nucleotit ngiu
nhién) (SEQ ID NO: 9). dé tao ra da dang hon vé trinh tu & thu vién aptame, cac bazo &
nhiéu vi tri hon c6 thé duoc ngau nhién héa. Trinh tu hoan toan ngau nhién ciing c6 thé

duoc ding dé tao ra thu vién aptame.
Két qua

Nhu d& duge boe 10 trong Vi du 1, cAc tic gia sang ché da xdy dung thanh cong
cac cbng tic ribo tbng hop ma didu hoa su biéu hién cia gen cua dong vat co6 vu dap lai
viée xir Iy phéi tir phan tr nho. Mot trong s cac cong tic ribo xpt-G17 ma chira aptame
guanin xpt-G trong catxet biéu hién gen dua trén ghép nbi. Bang cach sir dung luxiferaza
lam gen thong béo, céc tac gia sang ché da dat dugc khoang dong luc hoc cao trong viéc
diéu hoa gen dép lai xir Iy bing guanin, véi muc taing 2000 & ndng d6 guanin cao.
Khoang ddng luc hoc cao chua timg c6 ndy ctia hoat tinh diéu hoa gen béi cac cu tric
ghép nbi khac gian tiép qua aptame/phdi tir tao ra hé théng dé sang loc cac aptame ddi voi
phdi tir mong mubn & céc té bao cua dong vat c6 v, hodc sang loc phéi tir ma lién két va

hoat héa cac aptame d4 biét.

xpt-G17 dugc chon 1am nén tang dé x4y dung thu vién cong tic ribo ban diu. Céu
hinh cta trinh tu oligonucleotit dugc thiét ké d& thay thé aptame guanin xpt-G gbc theo
cac bude tach dong dudi ddy. Céac nucleotit trong aptame guanin xpt-G & vi tri ma 13 d&
biét 1a quan trong di véi lién két guanin trén co s phan tich tinh thé hoc dugc nglu
nhién hoéa. Ban dau, 10 vi tri duoc ngau nhién hoéa, ma thu vién tao ra gém 1.048.576
trinh ty aptame. Khi nhiéu hon 10 vi tri dugc ngdu nhién héa, thi cic thu vién gérn nhidu
hon 10° trinh tu c6 thé duoc tao ra. Méc du trinh ty khung ctia aptame guanin xpt-G duge
stt dung mot cach chon loc theo sang ché d& nglu nhién hoa, phuong thirc tuong tu ¢ thé
dugc 4p dung dé tao ra céc thu vién aptame véi cac aptame da biét khac, hodc thdm chi

céc trinh ty hoan toan ngau nhién khong cé cic phoi tir da biet. Mic du céc tac gia sang
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ché da chon xpt-G17 lam nén tang theo sédng che, di€u quan trong la can luu y rdng céc
cong tac ribo vdi cac aptame khac nhau, hodc cac cdng tac ribo trén co s& cac co che khac
viéc ghép noi ciing c6 thé duge dung [am nén tang ban dau de tao ra cac trinh tu aptame

d3 dugc ngiu nhién héa.

Vidu3

Phan tach thu vién 16n gdm céc aptame di dugc ngiu nhién héa thanh cac thu

vién phu nh6 hon gdm cac aptame.
Quy trinh

Céc oligonucleotit (cac oligo): bd doan mdi JF hodc JR ¢ phén trinh tu 3’ bd tro
cho c4c ving én dinh & cac oligo aptame tdng hop dugc va phan trinh tw 5° chita cac trinh
tu oligo gém 20 don vi nglu nhién. B doan mdi F hodc R bd trg cho cac trinh tu oligo
gém 20 don vi ng?m nhién & cac doan mdi JF hoic JR. Tit ca cac doan mdi dugc téng
hop & IDT. Cac doan mdi JF duogc dénh ddu bang biotin & dau tan cing 5° (IDT). Cac
oligo da tdng hop duoc dugc tao huyén phi trong nudc khong chira ADNaza va ARNaza
dn 100pM lam dung dich gdc, va duoc pha loing dén ndng d6 mong mudén va dinh

lwong bang cach sir dung méy Nanodrop hozc phwong phép OliGreen (ThermoFisher).

Khuéch dai theo phuong phap PCR hai chu ky: P& bd sung oligo-nhin gin da
dwoc biotin héa, khuéch dai theo phuong phap PCR hai chu ky dugc thuc hién béng cach
str dung kit PCR Pfx Platin theo quy trinh cia nha sén xuét trong thé tich phan tng 10pl.
Cac khuén oligo duge str dung véi s6 lwgng ban sao mong mudn trong phéan tmg PCR (1
dén 5 ban sao cho mdi trinh tu oligo & thu vién aptame). Pbi v6i chu ky khuéch dai thi
nhét, chi cac doan mdi nguge JR duge bao gdm. Viée khuéch dai duoc thuc hién & nhiét
d6 94°C trong thoi gian 2 phut, sau d6 94°C trong thoi gian 10 gidy, ghép véi chuong
trinh cham-tai tir 66°C dén 52°C giam nhiét d6 0,5°C mdi phut. Tiép d6, phan tng
polymeaza dwoc md rong & nhiét d6 68°C trong thoi gian 20 gidy, tiép theo 14 giam
xubng dén 4°C. Tiép d6, 10p]l hdn hop PCR khéng c6 khudn nhung chira cac doan mdi
thuan d4 dwoc gin biotin (biotin-JF) duoc bd sung vao éng nghiém PCR chu ky thir nhit
@& thuc hién chu ky khuéch dai thir hai bang cach 4p dung chinh cac buéc PCR nay. Cac

san phAm PCR 14 sin sang dé & v6i cac hat streptavidin.

Phan l4p céc oligonucleotit d3 dugc gin biotin (cic oligo): 2x dung dich dém lién
két va rira (dung dich dém BW) duoc tao ra chira 1x dung dich dém TE (do Ambion cung
cap) va 2M NaCl. Dynabeads M-270 Streptavidin (do ThermoFisher cung c4p) (céc hat
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SA) dugc phong bé bang 20uM dung dich ARN van chuyén ciia nAm men (do Ambion
cung cép) trong thoi gian 10 phut ¢ nhiét df trong phong, va ria bang dung dich dém BW
1x hai 14n, va tao huyén phu lai trong cung thé tich dung dich d&m BW 2x nhu thé tich
ban dAu cta hat duoc str dung. 50ul hat dd duoc xtr 1y nay duge bd sung vio céc san
phdm PCR cing v6i 100pl dung dich dém BW 2x va 30pl nude. 200pl hdn hop oligo da
duge gén biotin va hat SA dugc i & nhiét d trong phong trong thoi gian 60 phut, sau d6
hat duoc 1am bién tinh & nhiét d§ 95°C trong thoi gian 5 phit, 1am lanh ngay 1ap tuc trén
nudc da va dugce rira mot l4n bang dung dich @&m BW 1x, hai 14n bang nuéc trong thoi
gian 5 phut theo quy trinh ctia nha san xuét. Dung dich rita dugc loai bo cang nhiéu cang

tbt, va hat d4 rtra 1a san sang cho phan tng PCR.

Céc PCR dac hiéu dbi voi duodi gén nhin trinh tu oligo: hat véi céc san phém PCR
duoc gin biotin dugc bd sung vao téng cong 50pl hdn hgp PCR bang céch str dung kit
PCR Pfx Platin. C4c doan mdi 1a hdn hop gdm bd doan mdi F va R. PCR dugc 1am néng
so bd & nhiét do 94°C trong thoi gian 2 phit, dua dén 28 chu ky 94°C trong thoi gian 15
gidy, 62°C trong thoi gian 30 gidy, 68°C trong thoi gian 20 gidy, va m¢ rong thém & nhiét
dd 68°C trong thoi gian 2 phut. San phédm PCR duge lam ngudi dén 12°C va sin sang cho
vong PCR tht hai. Déi vé6i vong khuéch dai th hai theo phuong phap PCR, 1ul san
phém PCR tur vong PCR thu nhét dugc ding lam khuon, va mét cdp doan mdi F va R
duoc ding dé khuéch dai cdc khudn da duoc gin thé danh déu bing cac trinh tu bd tro.
Hbn hop phan tng PCR dugc lam néng so by ¢ nhiét do 94°C, va dugc khuéch dai b%mg
25 chu ky 94°C trong thoi gian 15 gidy, 60°C trong thoi gian 30 gidy, 68°C trong thoi
gian 20 gidy, va m& rong thém & nhiét do 68°C trong thoi gian 2 phut.

Két qua

Mic du viéc chon loc in vitro b.%mg cach ap dung phat trién c6 hé théng cua cac
phéi tir bing cach 1am giau theo s6 mii (SELEX)*® dd dugc dp dung rong rai dé sang loc
céc thur vién aptame 16n thudng c6 10" dén 10" trinh tir d& tao ra nhiéu aptame cho nhiéu
loai phéi tr bao gém cac chét chuyén hoa, cac déng tac nhan vitamin, cac ion kim loai,
céc protein va thdm chi ca cac té bao nguyén ven'?, cic phuong phéap sang loc dua trén té
bao cla cac thu vién aptame da dugc ngau nhién héa 16n nhu vay chua dugc phat trién.
Hon thé nita, mot vai aptame duoc tao ra boi SELEX da thé hién c6 hiéu qua trong mdi
truong té bao, nh&n manh tAm quan trong cua céc aptame sang loc trong moi trudng té
bao noi chung sé can thyuc hién chirc niing. Nham dé cac aptame chon loc 1am viéc trong

céc t& bao, lién két cia aptame cu thé véi phoi tir ciia no phai c6 ket qua chirc nang — ma
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khong thir duoc thong qua SELEX, ma chon loc cac aptame chi dua trén lién két phéi tir
trong cac diéu kién in vitro. Mot thach thic dbi véi viee phét trién sang loc aptame dua
trén t& bao ciia ddng vat c6 vi 14 khoang diéu hoa gen dong luc hoc thip cia cac cong tic
ribo dua trén aptame dap lai viéc xir Iy phdi tir. Ngoai han ché co ban nay, hiéu qua tai
nap gen ndi tai thip & céc t& bao cua dong vét c6 va gy ra mdt can trd khac dbi véi viée
sang loc cdc thu vién 16n hon 10° trinh ty. Tuy nhién, cic tac gia sang ché da phat trlen
céc cong téc ribo tng hop ma cé hé khién tang vai nghin 14n muc do biéu hién gen sau
khi xt 1y ph01 ttr. Khoang ddng luc hoc cao ctia viée diéu hoa gen 1a co s& cho hé thc”)ng
trén co so té bao dé sang loc aptame/phéi tir. Nhim chon loc cac aptame & céc té& bao
nhan chudn tr céc thu vién aptame 16n ma c6 mirc ¢ da dang cao vé trinh tu, sang ché dé
xuét nhiéu cach va phuong thirc chia/téch cac thur vién aptame 16n thanh céc thw vién phu
nhé hon ma c6 thé duge tach dong thanh catxet cong tic ribo dé tao ra cac thu vién

plasmit ma dé sang loc thong qua cac thir nghiém dya trén té bao cua dong vat c6 vi.

Céch thiic tach cac thu vién aptame 16n truc hét 13 bd sung cdp trinh tw duy nhét
& ca dau tan cing 5° va ddu tén clng 3’ clia céc trinh tu oligo aptame tong hop d& duoc
ngiu nhién héa (nhu dwoc boc 19 trong Vi du 2). G budc thir hai ciia cach thirc nay, cac
trinh tuy aptame da duoc gén (43 duoc gin thé danh diu/da duge danh diu) véi céc trinh
tu oligo duy nhét c6 thé dugc khuéch dai béng cach stt dung mot ciip doan mdi b trg cho
mdi cip thé danh d4u trinh tu, nho d6 tao ra cac thu vién phu khac nhau gém cac aptame
(hinh 3a). Quy trinh gdn thé dénh ddu hai buéc nay va PCR c6 thé duoc lap lai dé tach

thu vién nay dén kich thuéec mong muon.

Dé gin cip trinh tu duy nhit vao khudn, cic tac gia sang ché da phat trién nhiéu
céch thire (hinh 3b). Mot céch thirc 1a dp dung PCR @ két hop céc trinh tu duy nhét vao
khuo6n (cach PCR). Cac céch thirc khac bao gdm budc thé danh déu trinh tu don soi vao
khuon don soi bang cach sir dung T4 ARN ligaza va budc bang cac thé danh ddu T4 ADN
ligaza trinh tu soi d6i vao cac khudn soi d6i ma duoc tao ra béng cach khuéch dai theo
phuong phdp PCR céc khudn oligonucleotit sgi don (cach budc). Céc tac gia sang ché da
phét trién va thir cach thirc PCR hai chu ky (hinh 3c¢), va hién déu dang trong quy trinh
thtr nghiém cach budc dé bd sung cac thé danh d4u trinh ty duy nhét vao.

Dé ap dung cach PCR dé gin thé danh déu trinh tu dé tao ra thu vién aptame da
duoc gin the dénh du, mot bd doan mdi PCR (JF va JR) duoc thiét ké. Bo doan mdi nay
chira thé du nay trinh tu & phdn 5’ cia cac doan mdi, va & phan 3’ cta cac doan mdi,

trinh tw ma b tro cho ving 6n dinh & cac oligo aptame tong hop duge. D& tranh tinh hdn
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tap d4 tao ra bdi phuong phap PCR thong thuong nhiéu chu ky'! bing cach sir dung sb
lugng 16n ban sao cta khudn, PCR hai chu ky dugc phét trién @& gan trinh tu thé déanh
ddu & mot ddu tin cling ctia khudn & timg chu ky (hinh 3c). Theo phuong phap PCR hai
chu ky nay, sb ban sao ctia khuén oligo d4 duge ngiu nhién héa dugc giit tbi thidu dé 1am
giam co hoi dbi v6i mbi khudn duge gén véi nhiéu hon mot cap trinh tu thé danh diu. DE
phén 1dp va tinh ché cac khudn da duoc gén thé danh dau, céc tac gia sang ché da danh
dAu c4c doan mdi JF bang cac phén tir biotin, sao cho hat streptavidin c6 tir tinh c6 thé
duoc st dung @& tach cac khudn da dugc gin thé danh diu di duoc gén biotin ra khoi
phin con lai cta cac thanh phan phan tmg (hinh 3d). Do sd ban sao ctia khudn thép, cac
tac gia sang ché bit diu véi gén thé danh déu theo phuong phap PCR, cac khuén da duoc
gén thé danh ddu da dugc gén biotin va d dugc phéan lap dugc khuéch dai va duge mo
rong theo phuong phap PCR bang céch str dung hdn hop gdm mot nhém doan mdi (cac
doan mdi J va F) ma 13 dic hiéu véi cac trinh tir thé dénh déu d3 duoc gin vao cac khudn,
tao ra thu vién aptame ma c6 cdp trinh tu duy nhit & cic ddu tan cing (thu vién d3 duoc
gin thé danh diu gdm céc aptame d3 dugc nglu nhién hoa). Tiép d6, san phdm PCR nay
¢6 tac dung lam khudn cho PCR véi mot cép doan mdi J va R dé khuéch dai ting khudn

da duoc gén thé danh diu, bang cach d6 tao ra thw vién phu cia thur vién aptame ban dau.

Theo nghién ctru thir nghiém khi 2 doan mdi JF d4 dwoc danh d4u bing biotin
(JF1 va JF2) va 8 doan mdi JR nguoc (JR1 dén JR8) duoc sir dung, tao ra tong cong 16
cip thé danh dau trinh tw duy nhét. Sau khi tao ra thu vién thé ddu nay theo phuong phap
PCR v6i céc khudn & 1, 2,3 hogic 4,6 ban sao 1an luot thé hién 63%, 90% hodc 99% thu
vién aptame ban dau d3 duoc ngdu nhién hoa, cac doan mdi khac nhau duge ding dé thir
nghiém cach thtc tdch. Nhu duogc thé hién trén mang bén trai ctia Hinh 3e, cac khudn da
duoc gin thé dau duoc khuéch dai nho cac doan mdi bd trg cho ving én dinh (cac doan
mdi da ning) & aptame, ma khuéch dai timg khudn & thu vién ndy. Khi mot cip doan mdi
(F1 va R1) ma 1a ddc hi¢u véi céc trinh tyr thé danh du dugc bd sung vao (mang gitra),
nhung khdng phai 1a cép doan mdi (F3 va R1) ma khéng dwoc bao gdm véo vide gin thé
ddu nay (mang bén phai) dugce sir dung, cac khudn da duoc gén thé dau duogc khuéch dai
v6i luong thip hon nhidu so véi san phim da dwoc khuéch dai v6i doan mdi da ning, chi
biéu thi mot phf?m (theo ty 1€ 1/16) cta thu vién nay dugc khuéch dai. Do d6, thu vién ban

dau duoc tach thanh thu vién phu nhé hon.

Vi du 4
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Do nhay cuta thir nghiém trén co s& té bao dé sang loc thu vién.
Quy trinh:

Céc céu tric ADN: Cac céu triic ADN plasmit chita cong tic ribo xpt-G17 duge
pha lofing trong cdu tric ADN SR-Mut dén ty 18 khac gifta hai cdu traic ADN nay. Tiép
d6, cac cAu triic hdn hop G17 ndy va cac ADN cia plasmit ciia SR-mut duge chuyén
nhidm vao cac té bao HEK 293. Viéc chuyén nhi®m va thtr nghiém luxiferaza duge thuc

hién nhu duoc mo ta trong Vi du 1.
Két qua:

Do nhay cua thr nghiém trén co s& té bao dé sang loc thu vién xac dinh mirc do
phtc tap hoac mitrc d9 kich thudce 16n cua thu vién plasmit aptame-cong téc ribo c6 thé
nim trong khoang ti thiu 1 két qua thanh céng tach khoi phan con lai ciia thu vién nay
trong sang loc. Thir nghiém nay c6 thé 14 thir hoat tinh ctia luxiferaza, cudng dd huynh
quang cua protein huynh quang hodc hormon sinh truéng/giai phong xytokin, tiy theo
gen thong bao dugc chon, va cac yéu tb di truyén c6 thé dugc phan phdi theo quy trinh

chuyén nhiém ngén hoic bang céch tai nap virut, vi du AAV, adeno virut, lentivirut v.v..

Trong sang ché nay, cac tac gia sang ché da chon quy trinh chuyén nhidm ngin dé
phéan phéi ADN plasmit, v str dung luxiferaza ctia con dom dém lam gen théng bao biang
cach st dung cdu triac xpt-G17 1am vat truyén d6i chimg cong tic ribo tich cuc, thir
nghiém ma c6 da dugc thir rong rdi va 4p dung trong qué trinh phét trién cong tic ribo
xpt-G17 & céac té bao cta dong vat c6 vi. Chu trac SR-mut duge ding 1am vt truyén ddi
chimg 4m tinh ma c6 ciing cac yéu té di truyén nhu cdu tric xpt-G17, chi khac khong c6
trinh tw aptame guanin, do d6 khong hoat hoa su biéu hién gen dap lai xir Iy bang guanin.
Hai c4u truc nay duoc tron v6i nhau dé bit chude tinh thé thu vién gom dwoce, mic du thu
vién cdng tic ribo that 1a phic tap hon do muc da dang phén tir rong di dugc tao ra boi
qué trinh ngAu nhién héa nucleotit. Cac t& bao da dugc chuyén nhidm véi 100% ADN ciu
tric xpt-G17 gy ra mirc ting 2000 14n hoat tinh cta luxiferaza khi xir Iy bang 500pM
guanin khi so véi t& bao khong dwoc xtr ly. Khi ADN céu triic xpt-G17 dugc pha lodng
bing ADN céu tric SR-mut, cac té bao dd dugc chuyén nhim véi ADN hdn hop nay thé
hién sb 14n ting hoat tinh cta luxiferaza thép hon. Nhu duoc thé hién trén hinh 3, sb 1an
tang giam khi ty 1& gifta cAu triic xpt-G17 d4p mg guanin so v6i cau tric SR-mut 4m tinh

khéng dap mg giam, nhung vin c6 thé tao ra mic ting 2,3 1an khi ¢6 1 cdu tric duong
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tinh trong s6 2000 phan ti, biéu thi x4c suit cla thu hdi 1 cong tic ribo d4ap tng phdi tir

tir hdn hop gdm cac cong téc ribo khong dap ung phdi tir.

Déi véi cac thir nghiém ngoai thit nghiém néu trén, mirc do nhay cta thir nghiém
nay nén duoc thir dé tao ra huéng din nham xé4c dinh kich thude ctia von thu vién phu

can dugc sang loc.

Vidu$

XAy dung thu vién plasmit cong téc ribo trén co so aptame da duoc gom vbn va

tach thu vién cong tic ribo 16n thanh thu vién phy nhé hon dé sang loc.
Quy trinh:

"Viéc dung thu vién plasmit cong téc ribo di gom vbn duge: Céc oligo ultrame
chtta céc trinh tu aptame véi cic bazo d4 duge ngiu nhién hoa (xem Vi du 2 vé thiét ké
va thanh phén cta trinh ty) duge khuéch dai theo phuong phéap PCR bang cach sir dung
kit Platin Pfx (do Invitrogen cung cAp) dé tao ra cac doan ADN soi doi, va san phim PCR
thu duoc duge cho chay trén gel 4% agaroza. ADN véi kich ¢& 153 cédp bazo dugc tinh
ché bing gel (do Qiagen cung cAp) va duoc tidu bing enzym Bsal (NEB). Tiép d6, doan
ADN d duoc tiéu bing Bsal dugc budc vao vat truyén thé nhan da duge tiéu bang Bsal
(mDHFR-Luci-Thé nh4n) nhu dugc md ta trong Vi du 1 theo ty 1€ 1:5 gifta vét truyén so
v6i phén cai xen béng cach st dung T4 ADN ligaza (do Roche cung clp). Cac té bao c6
ning luc electroMAXDHS5a-E dugc chuyén nhidm theo huéng din cia nha san xudt
(Invitrogen) v6i san pham budc va dugc cy 1én dia aga. Céc khuén lac vi khudn dugc tao

vbn va gom, va ADN duoc chiét dé thu duoc thu vién plasmit ctia cac cong téc ribo (P1).

Céch thirc twong tw dugc 4p dung dé tao ra thu vién cong téc ribo cua plasmit (P2)
nhoé hon, trong d6 cic bazo nucleotit & 5 vi tri trong aptame duoc phin chia mt cach
ngu nhién tao ra tbng cong 1024 trinh ty aptame khéc nhau (trong d6 N biéu thi vi tri da
dugc ngdu nhién héa): GACTTCGGTCTCATCCAGAGAATGAAAAAAAAATCTTC-
AGTAGAAGGTAATGTATANNNGCGTGGATATGGCACGCNNGTTTCTACCGG-
GCACCGTAAATGTCCGACTACATTACGCACCATTCTAAAGAATAACA-
GTGAAGAGACCAGACGG (SEQ ID NO: 10)

Bién nap DH5a c6 ning Iuc héa hoc: 227pg ADN plasmit duge ding dé bién nap
50pl t& bao ¢6 nang luc dé thu duge ADN plasmit va té bao vi khuén theo ty 1¢ 1:10. Cac

té bao da duoc bién nap duoc cdy vao céc dia aga sau khi dwoc i & 37°C khong lic trong
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thoi gian 30 phut, va cic khuan lac dugc tao vén va gom dé& chiét ADN bang cach sir
dung kit diéu ché mini dinh dang 96 (do Qiagen cung cép) dé thu duoc thu vién phu cong

tdc ribo cua plasmit da dugc tao von.

Giai trinh ty thé hé tiép theo (Next Generation Sequencing - NGS): ADN ctia
plasmit tir cac thu vién phu cong tic ribo thit cAp hodc cip ba dugc ding 1am khuén, va
céc doan mdi dudi day duoc ding dé tao ra cac amplicon PCR ma chira cac trinh tu ctia
aptame d3 dugc ngiu nhién héa: DHFR F: 5-GACTTCGGTCTCATCCAGAGAAT-
GAAAAAAAAATCTTCAGTAGAAGGTAATG-3' (SEQ ID NO: 11); IVS_R: 5-CCG-
TCTGGTCTCTTCACTGTTATTCTTTAGAATGGTGCG-3' (SEQ ID NO: 12). Cac san
phim PCR duoc dua dén budc NGS bing cach sir dung nén tang dau tin cling ghép cip
[llumina MiSeq 2x150bp @ tao ra khoang 700K doc cho tirng mAu va phén tich tin sinh
hoc tiép theo d& nhan dién trinh tw duy nhit v tinh toan muc du twong ddi (dich vu do
Genewiz cung cép). Céc trinh ty ma thé hién 12, hodc nhiéu hon 12, sb doc tir viée thuc

hién giai trinh ty dugc xem 1 céc trinh ty that.
Két qua

Pé sang loc cac aptame theo thir nghiém trén co s té bao, thu vién plasmit ciia
cdng téc ribo duoc tao ra bing cach tach dong thw vién aptame vao vit truyén mDHFR-
Luci-Thé nhan (hinh 5a). Céc ciu tric tao ra dugc chira cing cAu hinh cta yéu t6 di
truyén nhu & ciu tric xpt-G17, véi khéc biét duy nhéit 13 & céc trinh ty aptame. Céc tac
gia sang ché bit dAu v6i thu vién aptame di tao ra dugc nhu duge md ta trong Vi du 2,
thu vién aptame da dugc ngu nhién hoéa chira ctia 10° trinh tw duy nhét. Dé dam bao mic
0 thé hién thu vién aptame ban d4u cao hon 99,9%, téng cdng 7,5x10° khuén lac, tirc 1a
gp 7,5 14n s§ lwong trinh ty & thu vién aptame, dugc gom tir cic dia aga. ADN clia
plasmit chiét dugc tir dugc gom céc khuén lac tao nén thu vién plasmit (P1) bao g6n1 106

cdng tic ribo duy nhét.

Pé chia cac thu vién plasmit thanh cac thu vién phu ma 13 da nhé dé duoc sang
loc bang cach ap dung thir nghiém phat trién dugc trén co s té bao, cach thic duoc 4p
dung, nhu dugc thé hién trén Hinh 5b, bao gff)m viée tao vén sb luong it hon cua céc
khuén lac cta vi khudn d& duoc bién nap va chiét ADN dé tao ra thu vién phu cong tic
ribo cta plasmit. Quy trinh chia cac thu vién plasmit nay cé thé duoc thuc hién vai vong
dé dat duoc kich thudce cén thiét cua thu vién phu, trong d6 hién tuong tich cuc duy nhét

(tirc 14 lién két aptame cu thé/phdi tir din dén su biéu hién ciia gen thong bao) c6 thé dugc
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phat hién dua trén d§ nhay cta thir nghiém trén co s& té bao phét trién duoc dé sang loc
thu vién, 1an luot tao ra thu vién phu so khai, thu cép hodic cdp ba. Kich thuéc cua thu

vién phu duoc tinh 13 n(thu vién phu) = m (s6 14n ting mtrc d6 thé hién) * N (kich thudc

CG/(

thu vién ban dau)/d (s6 1an chia). Thuat ngit “s6 1an chia” thé hién tdng sd thu vién phu
can nhan dugc, va c¢6 thé 13 sb lugng mong mudn bat ky. Trong sang ché nay, céc tac gia
séng ché da chon s6 1an chia 1a 100 dé d& tinh toan. Dbi véi vong chia tha nhét, 6x10°
khuén lac dugc gom, ma 1 gép 6 14n sb luong cong tic ribo trong thu vién plasmit ban
diu dé dat dugc mirc thé hién cao hon 99% (10°). Pi v6i vong chia tht hai, 1 14n thé
hién thu vién phu so khai duoc chon. Péi véi thu vién plasmit c6 10° cong tic ribo, cac
tac gia sang ché d4 xdy dung (P1), trong d6 N=10¢, m=6, d=100, kich thuéc cia timg thw
vién phu 1a n=6x10*. Téng cdng 6x10° khuén lac vi khuin dugc gom vao 100 éng nghiém
riéng r& va ADN chiét dugc tir timg dng nghiém riéng r& dé tao ra thw vién phu so khai
gdm céc cong tic ribo cta plasmit (P1S_001 dén P1S_100). Bang cich 4p dung cing
cach thuc nay va bat dAu, vi du, v6i thu vién phu P1S 001, thu vién phu so khai dugc
chia tiép thanh 100 thu vién phu tht cAp nhd hon dugc goi 1a P1S_001 001 dén
P1S_001_100. Do d6, bang cach thuc hién hai vong chia, thw vién phu plasmit thir cp
duoc tao ra véi 600 cong tic ribo trong mdi thw vién phu nay. Thu vién phu cong tic ribo

c6 thé dugce chia tiép vong thit 3 ctia quy trinh chia dé tao ra thw vién phu plasmit cép ba.

Cung céch thiic ndy duge 4p dung dé chia thu vién cong tic ribo cia plasmit P2
ma chtra 1024 trinh tw aptame duy nhit. Bang cich gom 100 phin gdm téng cong 5000
khuén lac, 100 thu vién phu so khai P2S 001 dén P2S_100 dugc tao ra, trong d6 mdi thu

vién phu chira khoang 50 cong téc ribo.

Pé x4c dinh thanh phﬁn va chét luong cta cac thu vién cong téc ribo tao ra dugc
nhu d4 néu trén, viéc giai trinh ty thudc thé hé tiép theo (NGS) dugc thuc hién trén thu
vién phu cong téc ribo thir cAp ciia plasmit ma c6 18 chira 600 trinh tu cong téc ribo trong
tung thu vién phu. Bén thu vién phu th cép dugc chon mdt cach ngiu nhién, trong d6
hai thu vién trong sb céc thu vién phu thir cip duoc tao ra tir thu vién phu so khai
P1S_003, va hai thu vién phu thi cép con lai duge tao ra 1an luot tir thu vién phu so khai
P1S_007 va P1S_048. Nhu dugc thé hién trén hinh 5c, mdi thu vién phu thir cAp chira
khoang 500 hodc 600 trinh tw duy nhét, phit hop véi s6 lwong khuén lac ma duge gom dé
tao ra thur vién phu thtr cAp. Phan tich tiép dit liéu NGS cho thdy ring giita hai thu vién
phu thi cdp (P1S_003_004 va P1S_003_041) ma dugc tao ra tir cung thu vién phu so
khai (P1S_003), ca hai thu vién ndy c6 chung 39 trinh tu (hinh 5d). Khi so sanh hai thu

39

39/75



48984

vién phu thit cip, P1S_003_004 va P1S_007_021, ma thu dugc tir thu vién phu so khai
khéac nhau, P1S_003 va P1S_007, ca hai thu vién phu nay chi chung 3 trinh tu (hinh Se).
Cac két qua nay cho thdy ring bang cach 4p dung cach thitc néu trén, céc thu vién phu
cbng tic ribo cta plasmit dugc tao ra véi sd luong mong mudn ctia céc trinh tw duy nhét

ma 13 sin sang cho sang loc trén co s t€ bao ciia dong vat c6 vu.

Vidu 6

Sang loc trén co s& t€ bao cua dong vat cd vi cho cac aptame mdi doi véi cac phoi

t Iua chon.

Nhu dugce boc 19 trong Vi du 5, 100 thu vién phu plasmit ban dau (P1S_001 dén
P1S_100), bao gdm 60k cong tic ribo & mdi von, dugc xay dung, va 100 thu vién phu
plasmit thir cAp (P1S_001_001 dén P1S_001_100) bao gdm 600 cong tic ribo trong mdi
thu vién phu dugc tao ra bing cach chia tiép thu vién phu so khai P1S_001 bang cach ap
dung cung cach thirc d6. Céc thu vién da duoc tao vbn c6 thé duoc sép hang trong dinh
dang 96 18 dé tao diéu kién thuén loi cho viéc sang loc hidu suét cao. Viée sang loc so bd
duoc thuc hién, bang cach 4p dung thir nghiém gen thong bao luxiferaza nhu duge md ta
trong Vidu 1, dbi vé6i céac thu vién phu so khai P1S_001 dén 006 ciing nhu thu vién phu
cia P1S_001, dbi véi guanin, ma 1a dbi v6i trinh tw aptame ban dau, 1am phéi tir dugc thir
nghiém. Mirc d9 hoat tinh ban dAu cua luxiferaza tao ra dugc boi cac ciu tric tir thu vién
phu so khai hodc thu vién phu thir cép thay dbi & muc d6 déng ké so véi hoat tinh d6 cta
chu trac xpt-G17 (dit liéu khong duoc thé hién), cho thdy ring céc thay ddi vé trinh ty
aptame béng céch ngiu nhién hoéa céc bazo & cac vi tri chon loc tdc dong dén viéc dua
vao/loai bd exon chira codon dirng & mic d9 khac nhau, nho dé tic dong dén murc biu
hién luxiferaza gbc. Sau khi xir Iy bang guanin, mic du cac té bao da duoc chuyén nhifm
v6i thu vién phu so khai 60k P1S 005 tao ra muc ting gép 1,8 1an hoat tinh cua
luxiferaza so véi cac t& bao chua duge xur 1y (hinh 6a), muc ting gip hon 2 14n luxiferaza
khéng dugc phat hién khi sir dung guanin lam phéi tir. Tuy nhién, 7 trong s 100 thu vién
phu thir cip khién ting gip hon 2 1dn hoat tinh cua luxiferaza sau khi duge xir ly bing
guanin, trong d6 thu vién phu P1S_001_075 khién ting gip 7,8 1dn (hinh 6b). Theo thir
nghiém vé& mirc d6 nhay duogc bdc 16 trong Vi du 4, mic ting 6,3 14n dugc phat hién khi
c6 1 cong téc ribo xpt-G17 trong sb 500 phan tir dép tmg khong 1a phéi tir. Trén co s& thi
nghiém v& d6 nhay nay, két qua (7,8 lan) tir sang loc so bo nay d6i vé6i thu vién phu

P1S_001 075 cho thiy ring c6 1 cdng tic ribo trong s6 600 1a twong duong vé mit chirc
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ning véi xpt-G17, hodc ¢ vai cong tic ribo yéu hon ma tbng ctia chiing giy ting hoat

tinh cua luxiferaza & muic twong duong véi muc ting cua xpt-G17.

Dé thé hién hon nita kha ning 4p dung sang loc trén co s& té bao cia dong vat co
vi theo sang ché d6i véi cc cong téc ribo chira aptame chirc nang va dé phét hién ra céc
aptame m6i voi hoat tinh t&t hon dap lai phdi tir mong mudn, thw vién phu cta thu vién
cong tic ribo cta plasmit P2 duoc sang loc theo dinh dang 96 16 béng NAD-+. Cac bazo
nucleotit & cac vi tri dd duoc ngiu nhién héa & aptame xpt-guanin dd duoc lién hé véi
viéc diéu chinh hoat tinh ciia cong tic ribo va duoc goi 14 hop diéu chinh (Stoddard, et al.
J Mol Biol. 2013 May 27; 425(10):1596-611). Do d9, céac thay d6i cua cac nucleotit tai
cc vi tri ndy c6 tiém ning tao ra cAc trinh ty ma lam thay di hoat tinh cta cong téc ribo
dap lai viée xir 1y phbi tir. Do ban chét cta guanin va kha ning 4p dung in vivo thap cta
n6, NAD+ duoc chon lam phéi tr cho cac aptame tiém ning méi. Viéc lva chon phéi tr
nay 12 dya trén két qua néu trén tir viéc sang loc thw vién hop chét prestwick dbi v6i cong
thc ribo gbc xpt-G17, va phét hién ra ring NAD+ c6 thé diéu hoa cong tic ribo guanin,
khién ting khoang 40 14n & ndng d6 100pM. Véi cb ging dé tao ra cac trinh tir aptame ma
c6 hoat tinh t&t hon ctia cong tic ribo d6i véi NAD+, cic tac gia sdng ché tao ra va sang
loc thu vién phu P2 (cé céc thay ddi cuia cac nucleotit & vi tri 5 néu trén & aptame) bang
cach sir dung luxiferaza lam gen thong bao. Nhu duoc thé hién trén hinh 6¢, nhiéu thu
vién phy, khoang 50 cong téc ribo & mdi thu vién phu, khién ting mic d6 biéu hién
luxiferaza gdp nhiéu hon 10 14n dap lai viée xir Iy bang 100uM NAD+, v6i mot trong sb
thu vién phu, P2S_002, khién ting 37 14n, trong khi mot cAu tric cong tic ribo xpt-G17

thé hién mc ting 32 l4n dép lai xi Iy bing NAD+ & ciing mdt ndng db.

Céc kbt qua sang loc nay bidu thi ring trong sb khoang 50 cong téc ribo trong thu
vién phu ma khién ting mirc biéu hién luxiferaza nhiéu hon 10 14n, c¢6 cac cong tic ribo
ma c6 thd dem lai mirc ting it nhit 10 14n, gia st ring tit ca cAc cong tic ribo trong thur
vién nay déu dap ung véi xir Iy bing NAD+. Trong thu vién phu P2S_002 ma khién ting
37 14n, ma 1 cao hon sb 1an tang tao ra dugc bdi G17, cb it nhét 1 cong tc ribo ma thuc
hién chtic nang t6t hon nhiéu G17. Pé chimg minh diu nay rd hon, 96 céu trac don thu
duogc tir thu vién phu P2S 002 dugc sang loc. Nhu duge thé hién trén hinh 6d, mic du
nhiéu cu trac mét hodc gy mirc ting thip hon G17, nhidu chu tric don dem lai mc ting
cao hon cdu triic G17, cho thiy ring cac thay dbi nucleotit & hop diéu chinh tic dong
déng k& dén hoat tinh cua cong tc ribo dép lai viéc xir ly bang phdi tir & t& bao. Nho ap

dung cach nay, céc tic gia sang ché da x4c dinh duogc nhiéu trinh tu hop didu chinh khac
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nhau (nhu dugc thé hién trong Bang 2), ma véi ching céc cong tic ribo dem lai miic tang

luxiferaza cao hon céu tric G17 sau khi dwoc xir Iy bing NAD+, trong d6 nhiéu trinh tu

aptame tao ra mic ting cao hon 100 1an.

Bang 2. Céc cdng tac ribo véi mirc d§ biéu hién cao hon ciia gen thong bio & cac t& bao

cia dong vét ¢6 vu dap lai phdi tir, NAD+. Céc trinh ty hop didu chinh duoc gach chan.

SEQIDNO: | Ciu trc | Trinh ty

13 G17 ATAATCGCGTGGATATGGCACGCAAGTTTCTACCGGGCAC
CGTAAATGTCCGACT

14 #02 ATAACCGCGTGGATATGGCACGCGGGTTTCTACCGGGCAC
CGTAAATGTCCGACT

15 #16 ATAGCCGCGTGGATATGGCACGCGGGTTTCTACCGGGCAC
CGTAAATGTCCGACT

16 #17 ATAAGGGCGTGGATATGGCACGCTCGTTTCTACCGGGCAC
CGTAAATGTCCGACT

17 #21 ATAAATGCGTGGATATGGCACGCATGTTTCTACCGGGCAC
CGTAAATGTCCGACT

18 #26 ATAAGCGCGTGGATATGGCACGCGCGTTTCTACCGGGCAC
CGTAAATGTCCGACT

19 #29 ATAGTGGCGTGGATATGGCACGCCAGTTTCTACCGGGCAC
CGTAAATGTCCGACT

20 #31 ATAAAGGCGTGGATATGGCACGCCGGTTTCTACCGGGCAC
CGTAAATGTCCGACT

21 #33 ATAGTTGCGTGGATATGGCACGCAAGTTTCTACCGGGCAC
CGTAAATGTCCGACT

22 #36 ATAGCGGCGTGGATATGGCACGCTGGTTTCTACCGGGCAC
CGTAAATGTCCGACT

23 #41 ATAATGGCGTGGATATGGCACGCTAGTTTCTACCGGGCAC
CGTAAATGTCCGACT

24 #46 ATAATTGCGTGGATATGGCACGCAAGTTTCTACCGGGCAC
CGTAAATGTCCGACT

25 #54 ATAATTGCGTGGATATGGCACGCGAGTTTCTACCGGGCAC
CGTAAATGTCCGACT

26 #61 ATAATCGCGTGGATATGGCACGCGAGTTTCTACCGGGCAC
CGTAAATGTCCGACT

27 #69 ATAACTGCGTGGATATGGCACGCGGGTTTCTACCGGGCAC

CGTAAATGTCCGACT

Mot trong sd céc cu tric méi nay, #46, duoc thir nghiém tiép. Nhu duoc thé hién

trén hinh 6e va hinh 6f, cAu tric méi #46 d4p img véi viée xtt Iy bing NAD+ theo kiéu

phu thudc liéu luong va thé hién sy cai thién t5t hon vé d6 biéu hién cta gen théng bao

cling nhu s6 lan gia tdng so v6i cdu tric G17. Cée cau triic méi ciing cai thién muc do

diéu hoa gen dap lai xt ly bing guanin (dit liéu khong duoc thé hién).
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Do d6, séng ché @& xuét cach thirc c6 thé chia thu vién tuong dbi 16n cong tic ribo
thanh thu vién phu céng tic ribo nhé hon ma da sang loc thong qua thir nghiém dua trén
té bao cla dong vat c¢6 vi. Hon thé nita, tir thu vién cong tic ribo, cic trinh tr méi ma cé

hoat tinh cong tic ribo tdt hon & céc té bao cia dong vét c6 vi dugc phat hién.
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YEU CAU BAO HO

Phuong phép chon loc aptame ma lién két véi phdi tir & cc té bao nhan chudn bao

gdm céc budc:

(a) chun bi thu vién aptame,

(b) dua c4c thanh vién cta thu vién aptame vio catxet polynucleotit & biéu hién
gen thong bao gian tiép qua phdi tir nhim tao ra thu vién cong téc ribo, |

(c) dua catxet polynucleotit bao gdm thu vién cong tic ribo vao cac té bio nhan
chuén in vitro, va

(d) cho té bao nhan chudn tiép xtc voi phdi tir, va

(e) do miic d6 bidu hién ctia gen thong bao,

trong d6 catxet polynucleotit chtra exon ghép ndi theo cach khéc, duge boc suon

boi intron & dau tin ciing 5° va intron & d4u tan cing 3°, va cong tic ribo chira (i)

ving tac dong c6 than ma bao gdm trinh tu vi tri ghép ndi 5’ cia intron & dAu tan

cung 3°, va (ii) aptame, trong d6 exon ghép ndi theo cach khac chira codon ding

ma nam trong cing khung véi gen thong béo khi exon ghép nbi theo cach khac

dugc ghép ndi vao ARN thong tin cua gen thdng béo.

Phuong phap theo diém 1, trong d6 thu vién aptame chira cac aptame c6 mdt hodc

nhiéu nucleotit da dugc ngu nhién hoa.

Phuong phép theo diém 1, trong d6 phéi tir 14 phan ti nho.

Phuong phap theo diém 3, trong d6 phéi tir 1a phan tir ma duge tao ra bsi t& bao

nhén chuén duge chon tir nhém bao gém chét chuyén héa, axit nucleic, vitamin,

ddng tac nhan, lipit, monosacarit, va thé mang thong tin thit hai.

Phuong phép theo diém 1, trong d6 t& bao nhan chudn dwgc chon tir t& bao ctia

dong vat co v, té bao cua con trung, té bao thyuc vat, va t& bao nAm men.

Phuong phép theo diém 1, trong d6 gen thong bdo dugc chon tir nhém bao gdm

protein huynh quang, luxiferaza, B-galactosidaza va peroxidaza ctia cay cu ci cay.
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Phuong phép theo diém 1, trong d6 mirc 46 biéu hién cta gen thong bao 16n hon
khoéang 10 14n khi phéi tir lién két mot cach dic hiéu voi aptame so véi mic do
biéu hién clia cc gen thong bao khi phéi ti khong c6 mit.

Phuong phép theo diém 1, trong d6 intron & dAu tan cing 5° va intron & dau tan
cung 3’ c6 ngudn gde tir intron 2 cua gen B-globin ctia ngudi.

Phuong phap theo diém 1, trong d6 intron & d4u tan cing 5° va intron & dAu tan
cung 3’ doc 1ap co chiéu dai khoang tir 50 nucleotit dén 300 nucleotit.

Phuong phap theo diém 1, trong d6 intron & dAu tan cing 5° va intron & dau tan
cung 3’ doc lap co chiéu dai khoang tir 125 nucleotit dén 240 nucleotit.

Phuong phép theo diém 1, trong d6 than cua vung tac dong c6 chidu dai khoang tir
7 cép bazo dén 20 cap bazo.

Phuong phép theo diém 1, trong d6 than cua ving tac dong c6 chidu dai tir 8 cp
bazo dén 11 cip bazo.

Phuong phéap theo diém 1, trong d6 exon ghép ndi theo cach khéac thu duge tir
nhém bao gdm exon 2 ctia gen dihydrofolat reductaza ciia ngudi, exon 5 dot bién

ctia khéi u Wilms 1 cta ngudi, exon 16 cua protein kinaza II delta phu thude

canxi/calmodulin cta chudt, va SIRT1 exon 6.

Phuong phap theo diém 1, trong d6 exon ghép ndi theo cach khac 12 exon 2 dugc

cai bién tir DHFR ctia ngudi.

Phuong phap theo diém 1, trong d6 exon ghép ndi theo cach khéc 12 loai tong hop.

Phuong phép theo diém 1, trong d6 exon ghép ndi theo cach khac duoc cai bién
boi mot hodc nhiéu viéc thudc nhém bao gdm viéc 1am thay ddi trinh tw cda gen
ting cuong ghép nbi exon, lam thay dbi trinh ty cta gen 1am cdm ghép nbi exon,
bd sung gen ting cudng ghép nbi exon vao, va bd sung gen lam cAm ghép ndi

exon vao.

Phuong phap theo diém 1, trong d6 thu vién aptame duoc chia thanh thu vién

aptame nho hon trude khi dwa vao céc catxet polynucleotit bao gdm céc budc:

a. chuén bi thu vién aptame da dugc nglu nhién hoa, trong d6 cac aptame trong
thu vién ndy bao gdm céc ving on dinh 5° va 3’ va mdt hogc nhiéu nucleotit

da dugc ngiu nhién hoa,
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b. thuc hién PCR hai chu ky béng cach sir dung thu vién aptame di dugc ngiu
nhién héa 1am khuon va doan mdi thit nhit va doan mdi thtt hai ma 1 bd trg
cho céc ving 6n dinh 5° va 3’, mdi doan mdi bao gdm mét trong s6 nhidu trinh
tw thé dénh du

c. phan l4p cac san pham ctia PCR hai chu ky, va

d. khuéch dai theo phuong phép PCR phan nhém bao gdm céc san phim d3 duoc
phén 18p ctia PCR hai chu ky bing c4ch sir dung cac doan mdi bd trg cho phan
nhém bao gdm céc trinh t thé danh ddu & dAu tan cing 5° va 3°.

Phuong phap theo diém 17, trong d6 doan mdi thu nhét hoic thi hai trong PCR

hai chu ky chtra nhan dugc chon tir nhém bao gdm biotin, digoxigenin (DIG),

bromodeoxyuridin (BrdU), nhém huynh quang, va nhém héa chit dugc ding

trong héa hoc click.

Phuong phép theo diém 1, trong d6 thu vién cong tic ribo dugc chia thanh mot

‘hodc nhiéu thu vién phu cong tac ribo trude khi duge dua vao cac t€ bao nhan

chuan.

Phuong phép theo diém 19, trong d6 thw vién cong tic ribo dugc chia tiép thanh

cdc thu vién phu bao gdom cac budce:
(a) dua thu vién cong tac ribo vao vi khuén;

(b) gom céc dong vi khuén va chiét ADN ciia plasmit d& thu duoc thw vién phu

cong tac ribo cua plasmit d€ tao ra mdt hodc nhiéu thu vién phu so khai;

(c) mot céch tuy ¥, tao ra thu vién phu cong tic ribo thi cép tir thu vién phu so
khai gdm cac cong tic ribo cia plasmit bang cich dua thu vién phu so khai

vao vi khuan, gom céc dong vi khun va phan 14p ADN ctia plasmit.

Phuong phap chon loc phdi tir ma lién két voi aptame & té bao nhén chuén bao

gdm c4c budc:

(a) chuén bi thu vién gdm céc phéi tir,

(b) chuin bj catxet polynucleotit d biéu hién gen thdng bao gian tiép qua phdi ti,
(c) dua catxet polynucleotit vao t& bao nhan chudn in vitro,

(d) cho timg nhém t& bao nhan chuin tiép xtc véi cac thanh vién cta thu vién

phoi tir nay, va
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28.

29.

30.

31.
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(e) do mirc d biéu hién cia gen thdng bao,

trong d6 catxet polynucleotit chira exon ghép ndi theo cach khéc, duoce boc suon
boi intron & du t4n cing 5° va intron & dAu tan cling 3°, va cong tic ribo chira (i)
ving tic dong c6 than ma bao gdm trinh tu vi tri ghép ndi 5° ciia intron & dAu tan
cung 3°, va (ii) aptame, trong d6 exon ghép nbi theo cach khac chira codon ding
ma ndm trong cing khung véi gen thong bao khi exon ghép ndi theo cach khac
dugc ghép ndi vao ARN thdng tin cia gen thong béo.

Phuong phap theo diém 21, trong d6 phdi tir 1a phén ttr nho.

Phuong phép theo diém 21, trong d6 phéi tir 13 phan tir ma duoc tao ra béi té& bao
nhan chuin.

Phuong phép theo diém 23, trong d6 phdi tir 13 chét chuyén héa, axit nucleic,
vitamin, ddng tac nhan, lipit, monosacarit, va thé mang thong tin thir hai.

Phuong phép theo diém 21, trong d6 t& bao nhan chuin duge chon tir nhém bao
gém té bao cua dong vat c6 v, t& bao cua con trung, té bao thuc vat, va t& bao
nédm men.

Phuong phap theo diém 21, trong d6 gen thong bdo duge chon tir nhém bao gdm
protein huynh quang, luxiferaza, -galactosidaza va peroxidaza cua cdy ct cai cay.
Phuong phép theo diém 21, trong d6 gen thong bdo dugc chon tir nhém bao gdbm
xytokin, phén tir phat tin hiéu, hormon sinh truong, khang thé, ARN didu hoa,
protein c¢6 hoat tinh diéu tri, hodc peptit.

Phuong phép theo diém 21, trong d6 muc d6 biéu hién cta gen thong bao 16n hon
khoang 10 lan khi phéi tir 1ién két mdt cach dic hiéu véi aptame so v&i muc do
biéu hién clia gen théng bao khi phéi tir khong c6 mit.

Phuong phép theo diém 21, trong d6 intron & dAu tan cing 5’ va intron & dau tan
cling 3’ c6 ngudn gde tir intron 2 cua gen B-globin cua ngudi.

Phuong phép theo diém 21, trong d6 intron & dAu tén cing 5’ va intron & ddu tin
cung 3” ddc 14p c6 chiéu dai khoang tir 50 nucleotit dén 300 nucleotit.

Phuong phép theo diém 21, trong d6 intron & du tan cing 5° va intron & dau tin

cling 3’ doc 1ap c6 chidu dai khoang tir 125 nucleotit dén 240 nucleotit.
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38.

39.
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Phuong phap theo diém 21, trong d6 than ctia ving tac dong c6 chidu dai khoang
tir 7 cap bazo dén 20 cip bazo.

Phuong phap theo diém 21, trong d6 than ciia ving tac dong c6 chidu dai tir 8 cap
bazo dén 11 cap bazo.

Phuong phép theo diém 21, trong d6 exon ghép nbi theo cach khac c6 ngudn gbe
tir nhém bao gdm exon 2 clia gen dihydrofolat reductaza ciia ngudi, exon 5 dot

bién ctia khdi u Wilms 1 ctia ngudi, exon 16 ciia protein kinaza II delta phu thudc

canxi/calmodulin cta chudt, va SIRT1 exon 6.

Phuong phép theo diém 21, trong d6 exon ghép ndi theo cach khac 1a exon 2 da
duoc cai bién tir DHFR ciia nguoi.

Phuong phap theo diém 21, trong d6 exon ghép nbi theo cach khéc 13 loai téng
hop.

Phuong phép theo diém 21, trong d6 exon ghép ndi theo cach khic dugc cai bién

'boi mdt hodc nhiéu viéc thudc nhém bao gdom viée 1am thay doi trinh tur ctia gen

tang cuong ghép noi exon, lam thay doi trinh ty cia gen lam cadm ghép nodi exon,
b0 sung gen tang cudng ghép ndi exon vao, va bd sung gen lam cadm ghép ndi

exon vao.
Aptame duge ma héa béi trinh ty chira trinh tw SEQ ID NO: 14 dén 27.

Aptame dugc ma hoa boi trinh tu chira trinh tu SEQ ID NO: 24.
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n la a, ¢, g,

9
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gtataagcgc gtggatatgg cacgcgegtt tc
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gtataatcgc gtggatatgg cacgcgagtt tc
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<210> 27
<211> 32
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
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<223> #69 hoép diéu chinh

<400> 27 ‘
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