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(57) Sang ché dé cap dén siARN ma {rc ché su biéu hién gen proprotein convertaza
subtilisin/kexin typ 9 (PCSK9), duoc phim chira siARN, va thé tiép hop. Mbi nucleotit
trong siARN ddc 1ap 1a nucleotit dugc cai bién hoic khong duogc cai bién. siARN bao
gé)m mach c6 nghia va mach dbi nghia. Mach c6 nghia chira trinh tu nucleotit I; trinh tu
nucleotit I ¢6 chiéu dai b?ang trinh tu nucleotit dugc thé hién trong SEQ ID NO: 1, véi
khong qué ba khac biét nucleotit. Mach dbi nghia chira trinh ty nucleotit II, trinh tu
nucleotit II ¢6 chiéu dai bang trinh tu nucleotit duoc thé hién trong SEQ ID NO: 2, véi
khong qué ba khac biét nucleotit. siARN, dugc phdm ctia ching va thé tiép hop c6 thé

didu tri va/hodc phong ngira hiéu qua ching ting cholesterol mau.
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Linh vie k§ thuat dwoc dé cap

Sang ché dé cép dén axit nucleic ¢6 kha ning e ché sy biéu hién cua gen
proprotein convertaza subtilisin/kexin typ 9 (proprotein convertase subtilisin/kexin type
9-PCSK9), dugc phdm va thé tiép hop siARN. Sang ché ciing dé cap dén phwong phép

san xuat cic axit nucleic nay, dugc pham va the tiép hgp siARN.

Tinh trang ky thuit ciia sang ché

R&i loan lipit méau, ddc biét 1a lugng lipoprotein cholesterol mat do thap
(low-density lipoprotein cholesterol-LDL-c) cao lién tuc, 14 mét yéu t6 nguy co quan
trong gy ra va thuc dy sy xuét hién va su phat trién ching xo vita dong mach, va c6
lién quan mat thiét dén cac bénh mach mau nfo va tim mach do thiéu mau cuc bd, gy ra
su de doa nghiém trong dén sirc khde con ngudi. Cac thube hién nay dé diéu trj chung réi
loan lipit mau chu yéu bao gdm statin, chdt tc ché hép thu cholesterol, cic nhua,
probucol, fibrat, niaxin, va din xuét ctia ching. Viéc st dung céc thudc 1am ha lipit dé
lam giam luong cholesterol trong huyét twong c¢6 thé lam giam nguy co mic bénh tim
mach va cac bénh mach mau n#o. Tuy nhién, van c6 mot ty 1& dang ké cac bénh nhan ma
khong dat dwoc lvong lipit mong mudn.

Céac nghién ctru chi ra ring gen proprotein convertaza subtilisin/kexin typ 9
(PCSK9) d6ng mdt vai trd quan trong trong qué trinh chuyén hoéa lipit, dic biét 1a qué trinh
chuyén hoa cholesterol. Bang cach e ché sy biéu hién ciia gen PCSK9, Iwgng cholesterol
trong huyét trong c6 thé dugc lam giam mot cach hidu qua. Dya trén co ché cia ARN can
thiép (RNA interference-ARNi), ARN can thi¢p nho (small interfering RNA-siARN) ¢6
thé e ché hoic phong bé su biéu hién cta gen dich quan tam theo cach dic hiéu trinh tu, dé
dat duge muc dich diéu tri bénh viée @re ché sy biéu hién ctiia gen PCSK9 & cip d0 mARN
13 rang s& 1a cach diéu trj Iy tudng nhat.

Chia khoa dé phat trién cac thudc siARN ma trc ché sy phat trién ctia gen PCSK9 va
diéu tri chung ting cholesterol mau 1a tim ra siARN thich hop va cai bién n6 va hé phan

phoi hiéu qua.
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Ban chit ky thuit ciia sang ché

Céc tac gia sang ché da ngac nhién phat hién ra rang thé tiép hop siARN dugc deé
xuét boi sang ché dudi day 1a co6 kha nang trc ché dic hiéu su biéu hién cia gen PCSKO,
va dic biét huéng vao gan va trc ché sy biéu hién cia gen PCSK9 trong gan, nhd d6 didu
tri va phong ngira dugc ching ting cholesterol mau. Ngoai ra, cdc tac gia sang ché con
tao ra cac siARN ¢6 hoat tinh cao hon va céc dugc phém.

Theo mot sé phuong 4n, sang ché @ xuit thé tiép hop siARN c6 cAu tric nhu

dugc thé hién boi cong thirc (308):

M, Rs M, M,
| | | |
||-1 R1o ] r|\’z TM [ lr IT12 ] ||-1
| (&) (L)
H{ N ((I: )ml In1 N \cl:/m2 | N \(lz/m3jn3 NH
Ri3 R Ris
cong thirc (308),
trong do

nl 1a mot sé nguyén nam trong khoang tir 1 dén 3, va n3 1a mot sd nguyén nam
trong khoang tir 0 dén 4;

m1, m2, hoic m3 doc 1dp v6i nhau 1a mot sd nguyén nam trong khoang tir 2 dén
10;

Rio, Ri1, Riz, Ris, Rus, hodc Ris ddc 14p v6i nhau 1a H, hodc dugc chon tir nhom
bao gdbm C1-Cio alkyl, C1-Cio haloalkyl, va Ci-Cio alkoxy;

R; 14 nhém ¢6 cAu trac nhu duoc thé hién bdi cong thire (A59):

[VaVaVAV,

Es——P=—=0
Nu (A59)
trong do,
E; 1a OH, SH hoac BHy;
Nu la siARN;
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siARN bao gbm mach c6 nghia va mach dbi nghia; mdi nucleotit trong siARN ddc
18p 1a nucleotit dugc cai bién hodc khong dugc cai bién; trong d6 mach c6 nghia bao gém
trinh tu nucleotit I, va mach dbi nghia bao gém trinh tu nucleotit II; trinh ty nucleotit I va
trinh tu nucleotit II it nhit bd sung nguoc mot phﬁn dé tao thanh ving mach kép; trinh tur
nucleotit I va trinh tu nucleotit II 14 c4c trinh ty dugc chon tir mdt trong sb cac nhom 1)-vi)
sau:

i) trinh ty nucleotit I va trinh tu nucleotit nhu duoc thé hién bai SEQ ID NO: 1 ¢6
chiéu dai twong duong nhau va khac nhau khong quéa 3 nucleotit, va trinh tur nucleotit II
va trinh tu nucleotit nhu duoc thé hién boi SEQ ID NO: 2 ¢6 chiéu dai twong duong nhau

va khac nhau khong qua 3 nucleotit:
5’- AAGCAAGCAGACAUUUAUZ; -3°(SEQ ID NO: 1);

5°- ZxAUAAAUGUCUGCUUGCUU -3’(SEQ ID NO: 2),

trong d6, Z11aCvaZy1a G, va

trinh ty nucleotit I bao gébm nucleotit Z3 & vi tri twong Gng véi Zi; trinh tu
nucleotit II bao gdm nucleotit Z4 & vi tri twong Ung vdi Z, trong d6 Zs 1a nucleotit thir
nhét & dau 5' ciia mach dbi nghia;

ii) trinh tu nucleotit I va trinh ty nucleotit nhu dugc thé hién bai SEQ ID NO: 61
c¢6 chidu dai twong dwong nhau va khac nhau khong qué 3 nucleotit, va trinh ty nucleotit
IT va trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién bai SEQ ID NO: 62 ¢c6 chiéu dai twong duong
nhau va khac nhau khong qua 3 nucleotit:

5°- UUUGUAGCAUUUUUAUUAZ; -3’ (SEQ ID NO: 61);
5°- ZlUAAUAAAAAUGCUACAAA -3’ (SEQ ID NO: 62),

trong do, ZslaAvaZesla U, va

trinh tu nucleotit I bao gdm nucleotit Z7 & vi tri twong Gng v6i Zs; trinh tu
nucleotit II bao gdm nucleotit Zg & vi tri twong Umg v6i Zs, trong d6 Zs 1a nucleotit thi
nhét & ddu 5' ciia mach dbi nghia;

iii) trinh tu nucleotit I va trinh ty nucleotit nhu dugc thé hién bai SEQ ID NO:
121 c6 chiéu dai twong duong nhau va khac nhau khong quéa 3 nucleotit, va trinh tu
nucleotit II va trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién bai SEQ ID NO: 122 ¢6 chiéu dai
twong duong nhau va khac nhau khong qud 3 nucleotit:

5°- GCCUGGAGUUUAUUCGGAZy -3’ (SEQ ID NO: 121);



49975 4281

5°- Z10UCCGAAUAAACUCCAGGC -3’ (SEQ ID NO: 122),

trong do, ZeolaAvaZiola U, va

trinh tw nucleotit I bao gdm nucleotit Z;1 & vi tri twong umg v6i Zo; trinh tu
nucleotit I bao gdbm nucleotit Zi2 & vi tri twong tmg v&i Zio, trong d6 Zi2 1a nucleotit thir
nhét & ddu 5' cia mach d6i nghia;

iv) trinh tu nucleotit I va trinh tuy nucleotit nhu dugc thé hién boi SEQ ID NO: 181
¢6 chidu dai twong duong nhau va khéc nhau khong qué 3 nucleotit, va trinh tu nucleotit
11 va trinh tu nucleotit nhw dugc thé hién boi SEQ ID NO: 182 ¢6 chiéu dai twong duong
nhau va khic nhau khong qué 3 nucleotit:

5°- CUGUUUUGCUUUUGUAACZ13 -3’ (SEQ ID NO: 181);
5°- Z1sGUUACAAAAGCAAAACAG -3’ (SEQ ID NO: 182),

trong d6, Zi3laUvaZisla A, va

trinh tu nucleotit I bao gdm nucleotit Zi1s & vi tri twong Gng v6i Zis; trinh tu
nucleotit II bao gdm nucleotit Z1s & vi tri twong Gng v6i Z1s, trong dd Zie 1a nucleotit th
nhéit & dau 5' cia mach ddi nghia;

v) trinh tu nucleotit I va trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién boi SEQ ID NO: 241
¢6 chidu dai twong duong nhau va khac nhau khong qua 3 nucleotit, va trinh ty nucleotit
11 va trinh tu nucleotit nhu duoc thé hién boi SEQ ID NO: 242 ¢6 chiéu dai twong dwong
nhau va kh4c nhau khong qua 3 nucleotit:

5°- GGUUUUGUAGCAUUUUUAZ7 -3’ (SEQ ID NO: 241);
5°- Z1sUAAAAAUGCUACAAAACC -3’ (SEQ ID NO: 242),

trong d6, Z171aUvaZis1a A, va

trinh ty nucleotit I bao gbém nucleotit Zio & vi tri twong Ung v6i Zi7; trinh tu
nucleotit 1T bao gdm nucleotit Z2o & vi tri twong ing v&i Zis, trong d6 Zao la nucleotit thr
nhét & ddu 5' ciia mach ddi nghia; va

vi) trinh tu nucleotit I va trinh tw nucleotit nhu dugc thé hién boi SEQ ID NO: 301
¢6 chidu dai twong dwong nhau va khic nhau khong qué 3 nucleotit, va trinh ty nucleotit
II va trinh tu nucleotit nhu dugce thé hién boi SEQ ID NO: 302 ¢6 chiéu dai tuong duong
nhau va khac nhau khong qué 3 nucleotit:

5°- GUGACUUUUUAAAAUAAAZ:: -3° (SEQ ID NO: 301);
5°- 7yUUUAUUUUAAAAAGUCAC -3’ (SEQ ID NO: 302),
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trong d6, Zo11a Ava Zx 1a U, va

trinh tu nucleotit I bao gém nuclcotit Zy3 & vi tri twong Gng vGi Zoi; trinh ty
nucleotit II bao gém nucleotit Zos & vi tri twong tmg véi Za2, trong d6 Z»4 1a nucleotit thi
nhét & dau 5' ciia mach dbi nghia;

R 1a alkylen mach thing c6 chidu dai gbm tir 1 dén 20 nguyén tir cacbon, trong d6
mot hodic nhiéu nguyén tir cacbon tity y dugc thay thé bang mdt hozic nhidu nhém bét ky
duoc chon tr nhém bao gf‘)m: C(0), NH, O, S, CH=N, S(O)2, C2-Cio alkenylen, C2-Cio
alkynylen, Ce-C1o arylen, C3-Cis heteroxyclylen, va Cs-Cio heteroarylen; va trong do Ra
tuy y ¢6 mot hodc nhidu nhom thé bt ky dugc chon tir nhém bao gém: Ci-Cio alkyl,
Cs-Cio aryl, Cs-Cio heteroaryl, Ci-Cio haloalkyl, -OC1-Cio alkyl, -OCi-Cio alkylphenyl,
-C1-C1o alkyl-OH, -OCi-Cio haloalkyl, -SCi1-Cio alkyl, -SCi-Cio alkylphenyl, -Ci-Cio
alkyl-SH, -SCi-Cio haloalkyl, halo, -OH, -SH, -NH», -Ci-Cio alkyl-NHa, -N(Ci-Cio
alkyl)(Ci-Cio alkyl), -NH(Ci-Cio alkyl), N(Ci-Cio alkyl) (C1-Cio alkylphenyl), NH(Ci-Cio
alkylphenyl), xyano, nitro, -CO2H, -C(O)O(Ci-Cio alkyl), -CON(C1-Cio alkyl)(Ci-Cio
alkyl), -CONH(C;-Cio alkyl), -CONHa, -NHC(O)(Ci-Cio alkyl), -NHC(O)(phenyl),
-N(Ci-Cio alkyl)C(O)(Ci-Cio alkyl), -N(C1-C1o alkyl)C(O)(phenyl), -C(O)Ci-Cro alkyl,
-C(0)C1-C1o alkylphenyl, -C(O)Ci-Cio haloalkyl, -OC(O)C1-Cio alkyl, -SO2(Ci-Cio
alkyl), -SOa(phenyl), -SO2(Ci-Cio haloalkyl), -SO:NHz, -SO:NH(Ci-Cio alkyl),
-SO,NH(phenyl), -NHSO2(Ci-C1o alkyl), -NHSOz(phenyl), va -NHSOx(Ci-Cio
haloalkyl);

Mai L; doc 1ap la alkylen mach thdng c6 chidu dai gbm tir 1 dén 70 nguyén tk
cacbon, trong d6 mdt hodc nhidu nguyén tir cacbon tly y duoc thay thé bang mot hodc
nhidu nhém bat ky duoc chon tir nhém bao gdm: C(0), NH, O, S, CH=N, $(0)2, C2-Cio
alkenylen, C»-Cio alkynylen, Cs-Cio arylen, Cs-Cis heteroxyclylen, va Cs-Cio
heteroarylen; va trong d6 Li tity ¥ ¢6 mdt hogc nhiéu nhém thé béat ky dugc chon tir nhom
bao gdbm: Ci-Cio alkyl, Cs-Cio aryl, Cs-Cio heteroaryl, Ci-Cio haloalkyl, -0OC1-Cyp alkyl,
-OCi-Cyo alkylphenyl, -Ci-Cio alkyl-OH, -OCi-Cio haloalkyl, -SCi-Cio alkyl, -SCi-Cio
alkylphenyl, -Ci-Cio alkyl-SH, -SCi-Cjo haloalkyl, halo, -OH, -SH, -NH,, -Ci-Cio
alkyl-NH,, -N(Ci-Cio alkyl)(Ci-Cio alkyl), -NH(Ci-Cio alkyl), N(Ci-Cio alkyl) (C1-Cro
alkylphenyl), NH(Ci-Cyo alkylphenyl), xyano, nitro, -CO2H, -C(0)O(Cy-Cyo alkyl),
-CON(C;-Cyp alkyl)(Ci-Cyo alkyl), -CONH(Ci-Cio alkyl), -CONH,, -NHC(O)(C1-Cro



49975 6/281

alkyl), -NHC(O)(phenyl), -N(Ci-Cio  alkyl)C(O)(Ci-Cio  alkyl),  -N(C1-Cio
alkyl)C(O)(phenyl), -C(O)C1-Cro alkyl, -C(O)Ci-Cio alkylphenyl, -C(O)Ci-Cio haloalkyl,
-OC(0)Ci-C1o alkyl, -SO2(C1-Cio alkyl), -SO2(phenyl), -SO2(C1-Cio haloalkyl), -SO2NHa,
-SO,NH(C1-Cio alkyl), -SO2NH(phenyl), -NHSO2(Ci-Cio alkyl), -NHSO2(phenyl), va
-NHSO,(C1-Cio haloalkyl);

nnnrld vitri ma mét nhom duoc lién Kkét cong hoéa tri; va My 1a nhém hudng
dich.

Theo mot sb phwong 4n, sang ché d& xuét siARN c6 kha ning e ché sy biéu hién
cia gen PCSK9, trong d6 siARN bao gdm mach c6 nghia va mach dbi nghia; mbi
nucleotit trong mach cé nghia va mach d6i nghia doc 1ap 1a nucleotit dugc cai bién c6 flo
va nucleotit dugc cai bién khong c6 flo; trong d6 mach c6 nghia bao gf“)rn trinh tuw
nucleotit I va mach dbi nghia bao gém trinh tu nucleotit IT; trinh tw nucleotit I va trinh tu
nucleotit I it nhit bd sung ngugc mot phén dé tao thanh ving mach kép; nucleotit dugc
cai bién c6 flo duge nim trong trinh tu nucleotit I va trinh ty nucleotit II; va theo hudng
tir dAu 5> dén diu 3°, cac nucleotit & céac vi tri 7, 8 va 9 cua trinh tu nucleotit I trong mach
c6 nghia 1a cac nucleotit dugc cai bién c6 flo, va cac nucleotit & phén con lai cta céc vi
tri trong mach c6 nghia cta siARN 1a cic nucleotit dugc cai bién khong cé flo; theo
huéng tu diu 5' dén diu 3', cac nucleotit & cac vi trf 2, 6, 14, va 16 cua trinh ty nucleotit
1 trong mach d6i nghia 1a cc nucleotit duge cai bién c6 flo, va cac nucleotit & phan con
lai cua céc vi tri trong mach d6i nghia ctia siARN la céc nucleotit dugc cai bién khong ¢6
flo; va trinh tu nucleotit I va trinh tw nucleotit II 14 cac trinh tu duge chon tir nhém bt ky
trong sd cac nhém i)-iv) néu trén.

Theo mét sé phuong 4n, sdng ché d& xuit duoc pham, chtra siARN theo sang ché,
va chit mang duoc dung.

Theo mdt sd phuong 4n, sang ché d& xuét thé tiép hop siARN chira siARN theo
sang ché va nhém tiép hop duoc lién két tiép hop v6i siARN.

Theo mot ) phuong an, sang ché md ta viée st dung siARN, va/hodc dugc phém,
va/hoic thé tiép hop siARN theo séng ché dé san xuét thudc dé diéu tri va/hoic phong
ngira bénh hodc tinh trang bénh ly do su biéu hién bit thudng ctia gen PCSK9 gy ra.

Theo mot sé phuong 4n, sing ché @& xuit phwong phép diéu tri va/hoic phong

ngtlra cic bénh hodc tinh trang bénh ly do su biéu hién bat thuong cia gen PCSK9 gay ra,



bao gém cho dbi tugng cn didu tri st dung mdt luong hitu hiéu cia siARN, va/hodc
dugc phim, va/hoic thé tiép hop siARN theo sang ché.

Theo mot s& phuong 4n, séng ché @ xuit phuong phap tc ché sy biéu hién cta
gen PCSK9 trong cac t& bao gan, bao gdm cho cac té bao gan tiép xuic véi mot lugng hitu
hiéu cua siARN, va/hodc dugc phém, va/hodc thé tiép hop siARN theo sang ché.

Theo mdt sb phuong an, sang ché dé xuét kit, chtra siARN, va/hodc dugce phém,
va/hodc thé tiép hop siARN theo sang ché.

Céc hiéu qua co6 loi

'SIARN, dugc phém, va thé tiép hop siARN theo sang ché ¢6 thé ¢ d6 6n dinh tt,
hoat tinh tc ché déi véi mARN PCSK9 cao hon, va doc tinh va tdc dung ngoai dich thip
hon,va/hoac ¢6,thé didu tri va/hoic phong nglra bénh hogc tinh trang bénh 1y do su biéu
hién bét thuong ciia gen PCSK9 mot cach dang ké, nhu ching ting cholesterol mau.

Theo mét sb phuong 4n, siARN, duge phim hoic thé tiép hop siARN theo sang
ché ¢6 hoat tinh trc ché rat t6t d6i véi mARN dich trong cac thir nghi¢m té bao in vitro.
Theo mét s6 phuong an, siARN, duoc phim hoic thé tiép hop siARN theo sang ché co ty
18 trc ché dbi véi mARN dich trong céc t& bao gan it nhat 1a 20%, 30%, 40%, 50%, 60%,
70%, 80%, 90% hodc 95%.

'Theo mét sb phwong 4n, siARN, dugc phim hoic thé tiép hop siARN theo sang
ché c6 thé c6 do 6n dinh cao hon vd/hodc hoat tinh in vivo cao hon. Theo mot s6 phuong
an, siARN, dugc phém hodc thé tiép hop siARN theo sang ché co ty 18 tc ché dbi vai sy
biéu hién ctia gen dich in vivo it nhét 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% hodc
95%. Theo mot sb phuong 4n, siARN, dugc pham hoic thé tiép hop siARN theo sang ché
c6 ty 18 trc ché dbi véi sy bidu hién cta gen PCSK9 in vivo it nhit 1a 20%, 30%, 40%,
50%, 60%, 70%, 80%, 90% hoac 95%. Theo mot $6 phuong an, siARN, dugc phém hoidc
thé tiép hop siARN theo sang ché 6 ty 18 trc ché d6i v6i su bidu hién ctia gen PCSK9 &
gan in vivo it nhét 13 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% hodc 95%. Theo mot
s6 phwong 4n, siARN, dugc pham hodc thé tiép hop siARN theo sang ché c6 ty 18 tc ché
dbi véi su biéu hién coa gen PCSK9 & gan cua cac mau dong vat in vivo it nhét 1 20%,
30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% hodc 95% . Theo mot s phuong 4n, siARN,
dugc phim hodc thé tiép hop siARN theo séng ché ¢6 ty 1¢ tre ché dbi voi su bicu hign

cua gen PCSK9 & gan cuia nguoi in vivo it nhét 14 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%,
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90% hodc 95%. Theo mot sb phuong an, siARN, duoc phém hodc thé tiép hop siARN
theo sang ché khong thé hién tac dung ngoai dich rd rang. Cac tac dung ngoai dich co6 thé
13, vi du, e ché sy bidu hién binh thudng cia cic gen khong phai dich. Pugc tin réng
néu viée gén két/trc ché su biéu hién cla cac gen ngoai dich 1a nh6 hon 50%, 40%, 30%,
20% hodc 10% so véi tac dung trén gen dich, thi tac dung ngoai dich 1a khdng dang Ké.

Theo mét sb phuong an, siARN theo sang ché c6 hoat tinh trc ché cao hon & hé
psiCHECK, véi céc gié tri ICso ndm trong khoang tir 0,0194 nM dén 0,0561 nM d6i v6i
trinh ty dich. Theo mot sé phuong én, sau khi tiém dudi da mot lidu 9 mg/kg vao khi
cynomolgus, thé tiép hop siARN theo sang ché thé hién ty 1¢ G ché dbi voi mARN
PCSKO9 trong md gan ctia NHP vao ngay 15 sau khi s dung 1én dén 56-81% so véi thoi
diém ngay thtr 7 trude khi st dung. Theo mot s phuong 4n, thé tiép hop siARN theo
séng ché ¢6 kha ning wc ché dbi voi su biéu hién cua protein PCSK9 trong huyét thanh
mot cach dang ké, va thé hién ty 1€ uc ché dbi véi su biéu hién protein PCSK9 trong
huyét thanh 1én dén hon 90% vao ngay 14 sau khi st dung. Theo mot s& phuong 4n, thé
tiép hop siARN theo séng ché ¢6 thé trc ché dang ké lugng LDL-c va CHO trong huyét
thanh, va dic biét thé hién ty 18 Grc ché dbi véi LDL-c 1én dén 30%, hogc tham chi lén dén
64% trong sudt giai doan tir ngdy 14 dén ngay 29 sau khi st dung; thé tiép hop nay ciing
thé hién 7 16 e ché dbi véi CHO cao hon, tham chi lén dén hon 35%. Theo mot s
phuong 4n, sau khi st dung mot lidu don 9 mg/kg, thé tiép hop siARN theo sing ché c6
thé duy tri ty 1¢ rc ché dbi véi LDL-c cao hon 50% trong 11 tudn, va thé tiép hop siARN
theo sang ché khong thé hién doc tinh 1o rang & chudt cbng hay chudt nhit. Tém lai, thé
tiép hop siARN theo séng ché c6 tac dung nhanh va thoi gian tac dung kéo dai, c6 thé rc
ché dang ké su biéu hién cia mARN dich, c6 thé lam giam hiéu qua lugng protein
PCSKO9 trong huyét thanh, c6 tic dung tc ché manh dén LDL-c va CHO trong huyét
thanh, va c6 dd an toan sinh hoc tdt.

Do do, siARN, dugc phém va thé tiép hop siARN theo sang ché c6 thé trc ché sy
biéu hién ctia gen PCSK9, diu tri va/hoic phong nglra hiéu qua bénh hodc céc tinh trang
bénh do sy biéu hién bat thudng ctia gen PCSK9 gdy ra, va do d6 cho thdy mot trién vong
tng dung ddy hira hen.

Céc dac didm va wu diém khéc theo séng ché s& dugc minh hoa chi tiét trong phan

I4
A%

“Mb ta chi tiét sang ché” dudi day.
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M& ta vin tit cdc hinh vé

Fig.1A-1F thé hién cac dudng cong liéu-hidu qua duoc xay dung theo hoat tinh
con lai twong ddi cia gen béo céo Renilla trong hé théng psiCHECK sau khi chuyén
nhiém céc siARN khac nhau (siARN 1-6).

Fig.2 thé hién luong protein PCSK9 dugc chun hoa trong huyét thanh & cac thoi
di8m khéc nhau sau khi tiém duéi da mot liéu 9 mg/kg thé tiép hop 1, 4 hodc 7 cho khi
cynomolgus.

Fig.3 thé hién lugng LDL-c dugc chuin hoa trong huyét thanh & céc thoi diém
khac nhau sau khi tiém du6i da mét lidu don 9 mg/kg thé tiép hop 4 hodc 7 cho khi
cynomolgus.

. Fig.4 thé hién lugng CHO dugc chuén hoa trong huyét thanh & cac thoi diém khac
nhau sau khi tiém duéi da mot lidu don 9 mg/kg thé tiép hop 4 hodc 7 cho khi

cynomolgus.

M6 ta chi tiét sang ché

Dudi day 1a mo ta chi tiét vé& cac phuong én cu thé cua sang ché. Can hiéu ring
cac phuong 4n cu thé duoc mo ta & day chi dugc sir dung dé minh hoa va giai thich sang
ché va khong dugc du dinh 13 lam gidi han pham vi cua sang ché.

Theo sang ché, mARN PCSKO9 1a mARN cua trinh ty nhu dugc thé hién trong sb
truy cdp ctia ngan hang gen NM_174936.3. Hon nita, trir khi dugc quy dinh theo cach
khac, thuat ngit “gen dich” dugc st dung trong sang ché dugc ding dé chi gen ma c6 thé
phién ma thanh mARN PCSK9 trén déy; va thudt ngit “mARN dich” dugc ding dé chi
mARN PCSK9 trén day.

Céc dinh nghia

Trong pham vi sang ché, trir khi duoc quy dinh theo cach khac, C, G, U, AvaT la
thanh phin bazo clia nucleotit; m bidu thi ring nucleotit lién ké v6i bén tréi cua chit cai m
1a nucleotit dugc cai bién c6 nhém metoxy; £ bidu thi ring nucleotit lién ké v&i phia bén
trai ctia chit cai f1a nucleotit dugc ci bién c6 flo; s biéu thi réng hai nucleotit lién k& véi
¢4 hai phia cia chit cai s duoc lién két v6i nhau bing lién két thiophosphat; P1 bicu thi

rdng nucleotit lién k& voi phia bén phai cta P1 1a nucleotit c6 nhém 5°-phosphat hodc
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nucleotit duge cai bién c¢6 nhém twong tw 5’phosphat, VP biéu thi ring nucleotit lién ké
v6i phia bén phai cia VP 1a nucleotit dugc cai bién c6 nhém vinyl phosphat; Ps biéu thi
ring nucleotit lién ké v6i phia bén phai cia Ps 1a nucleotit dugc cai bién c6 nhoém
thiophosphat; va P biéu thi ring nucleotit lién k& v6i phia bén phai cua chit cai P 1a
nucleotit ¢6 nhém 5°-phosphat.

Trong pham vi sang ché, “nucleotit dugc cai bién c6 flo” dugc dung dé chi
nucleotit duge tao thanh bing cach thay thé 2'-hydroxy cia nhém riboza bing nguyén ti
flo. Thuét ngt “nucleotit dugc cai bién khong c6 flo” duge dung dé chi nucleotit dugc
tao thanh bang cach thay thé 2'-hydroxy ctia nhém riboza bang nhém khong c6 flo, hodc
nhém tuong ty nucleotit. Thuét ngft “nhém twong tu nucleotit” dugc ding dé chi nhém
ma c6 thé thay thé nucleotit trong axit nucleic, nhung khac adenin ribonucleotit, guanin
ribonucleotit, xytosin ribonucleotit, uraxil ribonucleotit, hodc thymin deoxyribonucleotit
vé& mit cu trac, nhu isonucleotit, nucleotit cdu nbi (axit nucleic ciu nbi, BNA) hoic
nucleotit khong vong. Thudt ngit “nucleotit dugc cai bién c6 nhém metoxy” duge dung
@ chi nucleotit dugc tao thanh bing céch thay thé 2'-hydroxy ctia nhém riboza bang
nhom metoxy.

Trong pham vi sang ché, thuat ngft “bd sung” va “bd sung nguoc” ¢6 thé duoc st
dung thay ddi cho nhau, va c6 nghia da biét o trong linh vuc k¥ thuét nay, do 1a, cac
bazo trén mdi mdt mach duoc bét cap bd sung v6i cac bazo trén mach con lai trong phan
tt axit nucleic mach kép. Trong cac ADN, bazo purin adenin (A) thuong bét cip v6i bazo
pyrimidin thymin (T) (hodc uraxil (U) trong cdc ARN); va bazo purin guanin (G) thuong
bit cip v6i bazo pyrimidin xytosin (C). Madi cip bazo bao gdbm mot purin va mot
pyrimidin. Néu adenin trong mot mach ludn bét cdp v6i thymin (hodc uraxil) trong mach
khéac, va guanin ludn bat cip voi xytosin, thi hai mach duoc coi la dugc bd sung v6i nhau;
va trinh ty cla mot mach co thé duoc suy ra tir trinh tu ca mach bd sung cia no. Do do,
thuét ngit “bat cap nhidm” c6 nghia 13 cic bazo & cac vi tri tuong tng khong ¢6 mét theo
cach bt cap bd sung trong axit nucleic mach kép.

Trong pham vi sang ché, trir khi dugc quy dinh theo cach khac, “y& co ban bd
sung nguoc” ¢6 nghia 1a ¢6 khong qua 3 bazo bi bét cdp nham giita hai trinh tw nucleotit.

Thuét ngit “bd sung nguge ddng k& ¢6 nghia 1a c6 khong qua 1 bazo bét cap nhdm giita

10
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hai trinh tu nucleotit. Thuét ngit “bd sung ngugc hoan toan” c6 nghia 1a khong c6 bazo
bét cip nham giita hai trinh tw nucleotit.

Trong pham vi sang ché, khi trinh ty nucleotit c6 “nucleotit khac” so véi mét trinh
tu nucleotit khéc, thi cdc bazo cta cac nucleotit & cung vi tri gitta né bi thay dbi. Vi du,
néu bazo nucleotit trong trinh tw sau 1a A va bazo nucleotit & cung vi tri trong trinh tu
truée 1a U, C, G, hodc T, thi hai trinh tu nucleotit dugc coi la c6 su khac biét vé nucleotit
& vi tri nay. Theo mot sb phuong an, néu nucleotit & mot vi tri dugc thay thé béng
nucleotit khong phai purin hodc pyrimidin hodc nhém tuwong ty nucleotit, thi dugc coi la
¢6 su khac biét vé nucleotit & vi tri nay.

Trong pham vi sang ché, cu thé 13 & phan mo ta siARN, dugc phém, hozc phuong
phap san xuét thé tiép hop siARN theo sing ché, trir khi dugc quy dinh theo cach khéc,
thuat nglt “monome nucleosit” dugc dung dé chi, theo loai va trinh tu cta cac nucleotit
trong siARN hodc thé tiép hop siARN dugc sén xuét, monome nucleosit phosphoramidit
dugc cai bién hoic khong duge cai bién (phosphoramidit ARN dugc cai bién hogc khong
duge cai bién; d6i khi phosphoramidit ARN dugc ding dé chi nucleosit phosphoramidit)
duoc st dung trong phuong phap tong hop & pha rén st dung phosphoramidit. Phuong
phép téng hop & pha ran st dung phosphoramidit 1a phwong phap da biét 15 boi ngudi co
hiéu biét trung binh trong linh vuc ky thuit ndy dung dé tong hop ARN. Monome
nucleosit duge st dung trong sang ché 13 cic monome san c6 trén thi truong.

Trong pham vi sang ché, trir khi dugc quy dinh theo cach khéc, thuat ngit “tiép
hop” c¢6 nghia la hai hodc nhiéu gdc héa hoc mdi gbc o chire ning riéng dugce lién két
v6i nhau thong qua lién két cong héa tri. Do d6, thuét ngir “thé tiép hop” dugc ding dé
chi hop chét dugc tao thanh bing cach lién két cong hoa tri cac gbc hoa hoc riéng. Hon
nira, thuat ngfr “thé tiép hop siARN” 14 hop chit duge tao thanh bing cach gin két cong
héa tri mot hodc nhiéu gbc hoéa hoc véi siARN mdi gbc ¢6 chirc nang riéng. Trong phan
dudi day, thé tiép hop siARN theo sang ché doi khi dugc goi tit 1a “thé tiép hop”. Theo
pham vi sang ché, thé tiép hop siARN nén duoc hiéu 14 thuat ngit chung cta nhiéu thé
tiép hop siARN, hoic thé tiép hop siARN duoc thé hién bang cdng thitc héa hoc. Trong
pham vi sang ché, “cac phan tur tiép hop” nén duoc hidu 1a cac hop chét cu thé c6 kha
niang duoc tiép hop véi siARN thong qua cac phan tmg, nhd do cubi ciing tao ra thé tiép

hop siARN theo sang ché.

11



49975 12/281

Nhu duoc sir dung & day, thuat ngit “tuy ¥ hodc “mdt cach tily y” c6 nghia 12 sy
kién hodc tinh hudng duge md ta sau d6 co thé c6 hodc khong xay ra, va thuét ngit nay
bao gdm ca cac truong hgp trong do su kién hodc tinh hudng xay ra va cac trudng hop
ma su kién hodc tinh hubng khong xay ra. Vi du, “alkyl ty y dugc thé” bao gdm ca
“alkyl” va “alkyl dugc thé” nhu duoc néu dudi day. Ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong
linh vuc k§ thuét nay hiéu ring, dbi véi nhom bét ky chtra mot hodc nhiéu nhom thé, thi
cac nhom nhu vay khong duoc dy dinh 1a dua vao kiéu thé bét ky hodc céc kiéu thé ma
khong thuc hién dugc trng khong gian, khong tdng hop dugc hodc vbn khong 6n dinh.

Nhu duoc st dung & day, “alkyl” duoc dung dé chi alkyl mach théng hodc mach
nhanh c6 sé nguyén tir cacbon dugc chi 15, thuong nam trong khoang tir 1 dén 20 nguyén
tit cacbon, vi du 1 dén 10 nguyén tir cacbon, nhu 1 dén 8 hoac 1 dén 6 nguyén tir cacbon.
Vi dy, C1-Cs alkyl bao gbm ca alkyl mach thing va mach nhanh c6 tir 1 dén 6 nguyén tt
cacbon. Khi gdc alkyl c6 mot s6 nguyén tir cacbon cu thé dugc dung dé chi, ca dang
mach thing va mach nhénh ¢6 sb nguyén tir cacbon d6 dugc du dinh 1a dugc bao gbm; do
do, vi du, “butyl” c6 nghia bao gbm ca n-butyl, sec-butyl, isobutyl, va t-butyl; “propyl”
bao gdm ca n-propyl va isopropyl. Alkylen la mot nhém nhé cua alkyl, dugc dung dé chi
cac gbe gibng nhur alkyl, nhung ¢6 hai diém gin két.

Nhu duge sir dung & day, “alkenyl” dugc dung dé chi nhém alkyl mach théing hoic
mach nhanh chua no co6 it nhat mot lién két doi cacbon-cacbon dugc tao ra b'fmg cach loai
bd twong tng mot phan ti hydro ra khoi hai nguyén tir cacbon lidn k& cua alkyl gbc.
Nhom ndy c6 thé co cAu hinh cis hodc trans gdm (céc) lién két ddi. Cac nhém alkenyl
dién hinh bao gdm, nhung khong chi giéi han 6, etenyll; propenyl, nhu prop-1-en-1-yl,
prop-1-en-2-yl, prop-2-en-1-yl (allyl), prop-2-en-2-yl; butenyl, nhu but-1-en-1-yl,
but-1-en-2-yl, 2-metyl-prop-1-en-1-yl, but-2-en-1-yl, but-2-en-2-yl, buta-1,3-dien-1-yl,
buta-1,3-dien-2-yl; va nhém tuong tu. Theo cac phuong an nhét dinh, nhém alkenyl c6 tir
2 dén 20 nguyén tir cacbon, va theo cac phuong dn khac, 6 tir 2 dén 10, 2 dén 8, hodc 2
dén 6 nguyén tir cacbon. Alkenylen la mot tdp hop con cua alkenyl, dugc dung dé chi cac
gbe gidng nhu alkenyl, nhung c6 hai diém gin két.

Nhu duogc st dung & ddy, “alkynyl” dugc dung @ chi nhom alkyl mach thing
hodc mach nhanh chua no co it nhét mot lién két ba cacbon-cacbon dugc tao ra béng cach

loai bd twong tmg hai phan t& hydro ra khoi hai nguyén tir cacbon lién k& cta alkyl gbc.
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Céac nhém alkynyl dién hinh bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, etynyl; propynyl, nhu
prop-1-yn-1-yl, prop-2-yn-1-yl; butynyl, nhu but-1-yn-1-yl, but-1-yn-3-yl, but-3-yn-1-yl;
va nhom twong tu. Theo cac phuong 4n nhat dinh, nhém alkynyl c¢6 tir 2 dén 20 nguyén
tr cacbon, va theo cac phuong an khac, c6 tur 2 dén 10, 2 dén 8, hoic 2 dén 6 nguyén tir
cacbon. Alkynylen 12 mdt nhém nhoé cta alkynyl, duoc dung dé chi cac gbc gibng nhu
alkynyl, nhung c6 hai diém gin két.

Nhu dugce st dung & day, “alkoxy” dugc dung dé chi nhém alkyl c6 sb nguyén tir
cacbon dugce chi rd gén két thong qua cau oxy, vi du, metoxy, etoxy, propoxy, iSopropoxy,
n-butoxy, sec-butoxy, tert-butoxy, pentyloxy, 2-pentyloxy, isopentyloxy, neopentyloxy,
hexyloxy, 2-hexyloxy, 3-hexyloxy, 3-metylpentyloxy, va nhém tuong ty. Nhom alkoxy
thuong c6 tir 1 dén 10, 1 dén 8, 1 dén 6, hodic 1 dén 4 nguyén tir cacbon dugc gén két
thdng qua cau oxy.

Nhu duge st dung & day, “aryl” dugc dung dé chi gbc thu dugc tr hé vong
hydrocacbon don vong hodc da vong thom bang céach loai bé nguyén ti hydro ra khoi
nguyén tir cacbon vong. Hé vong hydrocacbon don vong hodc da vong thom chi chira
mot nguyén tir hydro va 6 dén 18 nguyén tir cacbon, trong dé it nhit mot vong trong hé
vong 1a khong no hoan toan, tirc 1a né chira h¢ dién tr (4n+2)n vong dugce chuyén vi theo
thuyét Hiickel. Cac nhém aryl bao gdm, nhung khong chi gidi han &, cac nhém nhu
phenyl, fluorenyl, va naphtyl. Arylen 1& mot tip hop con cua aryl, duge dung dé chi cac
gbc gibng nhu aryl, nhung c6 hai diém gén két.

Nhu duge st dung & ddy, “nhém thé halo” hogc “halo* dugc ding dé chi floro,
cloro, bromo, hodc iodo, va thuat ngit “halogen” bao gém flo, clo, brom, hoéc iot.

Nhu dugc st dung ¢ ddy, “haloalkyl” dugc dung dé chi alkyl nhu néu trén day
trong d6 sd nguyén ti cacbon dugc chi 13 dugce thé bang mot hoic nhidu (1én tdi sb t6i da
cho phép) nguyén tir halogen. Vi du v& haloalkyl bao gdm, nhung khong chi gidi han &,
triflometyl, diflometyl, 2-floetyl, hodc penta-floetyl.

“Heteroxyclyl” dugc ding dé chi gbc vong khong thom c6 tir 3 dén 18 canh 6n
dinh ma chira tir 2 dén 12 nguyén tir cacbon va tir 1 dén 6 nguyén tir khac loai dugc chon
tlr nito, oxy hodc luu huynh. Trir khi dugc chi ra theo cich khdc trong ban md ta,
heteroxyclyl 1a hé vong don vong, hai vong, ba vong hoac bbn vong ma c6 thé bao gdm

(céac) hé vong ngung tu hodc ¢o cAu ndi. (Cac) nguyén tir khéc loai trong heteroxyclyl c6
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thé tiy y duogc oxy hoa. Mot hodc nhidu nguyén tir nito, néu co, tlly y duge tao bac bdn.
Heteroxyclyl 1a no mot phén hozc no hoan toan. Heteroxyclyl c6 thé dugc gin voi phan
con lai ciia phan tr thdng qua nguyén tir vong bat ky. Cac vi du v& nhom heteroxyclyl
nay bao gébm, nhung khong chi giéi han ¢, dioxolanyl, thienyl[1,3]dithianyl,
decahydroisoquinolyl, imidazolinyl, imidazolidinyl, isothiazolidinyl, isoxazolidinyl,
morpholinyl, octahydroindolyl, octahydroisoindolyl, 2-oxapiperazinyl, 2-oxapiperidinyl,
2-oxapyrrolidinyl, oxazolidinyl, piperidinyl, piperazinyl, 4-piperidonyl, pyrrolidinyl,
pyrazolidinyl, quinuclidinyl, thiazolidinyl, tetrahydrofuryl, trithianyl, tetrahydropyranyl,
thiomorpholinyl, thiamorpholinyl, 1-oxo-thiomorpholinyl, va 1,1-dioxo-thiomorpholinyl.
“Heteroaryl” dugc dung dé chi gbc thu dugce tur gbc vong thom c6 tir 3 dén 18
canh ma c6 tir 2 dén 17 nguyén ti cacbon va 1 dén 6 nguyén tir khac loai duge chon tir
nito, oxy hogc luu huynh. Nhu dugc st dung & day, heteroaryl co thé 1a hé vong mot
vong, hai vong, ba vong hodc bbn vong, trong do it nhit mot vong trong hé vong 1a no
hoan toan, tic 13, hé vong nay chua hé dién tir (4n+2)m vong duoc chuyén vi theo thuyét
Hiickel. Heteroaryl bao gdm (cic) hé vong ngung tu hodc cAu ndi. (Cac) nguyén ti khac
loai trong heteroaryl tiy y dugc oxy hoa. Mot hodc nhiéu nguyén tir nito, néu co, tuy y
duoc tao bac bdn. Heteroaryl dugc gin voi phan con lai cia phén tir thong qua nguyén tir
vong bit ky. Céc vi du vé heteroaryl bao gém, nhung khong chi gi¢i han &, azepinyl,
acridinyl, benzimidazolyl, benzindolyl, 1,3-benzodioxazolyl, benzofuranyl, benzoxazolyl,
benzo[d]thiazolyl, benzothiadiazolyl, benzo[b][1,4]dioxepinyl, benzo[b][1,4]oxazinyl,
1,4-benzodioxanyl, benzonaphthofuranyl, benzooxazolyl, benzodioxolyl, benzodioxinyl,
benzopyranyl,  benzopyranonyl,  benzofuranyl, benzofuranonyl,  benzothienyl,
benzothieno[3,2-d]pyrimidinyl,  benzotriazolyl, benzo[4,6]imidazo[1,2-a]pyridinyl,
carbazolyl, cinnolinyl, xyclopenta[d]pyrimidinyl,
6,7-dihydro-5H-xyclopenta[4,5]thieno[2,3-d]pyrimidinyl,
5,6-dihydrobenzo[h]quinazolinyl, 5,6-dihydrobenzo[h]cinnolinyl,
6,7-dihydro-5H-benzo[6,7]xyclohepta[1,2-c]pyridazinyl, dibenzofuranyl, dibenzothienyl,
furanyl, furanonyl, furo[3,2-c]pyridinyl, 5,6,7,8,9,10 hexahydroxycloocta[d]pyrimidinyl,
5,6,7,8,9,10-hexahydroxyclohepta[d]pyridazinyl, 5,6,7,8,9,10-
hexahydroxycloocta[d]pyridinyl, isothiazolyl, imidazolyl, indazolyl, indolyl, isoindolyl,

indolinyl, isoindolinyl, isoquinolyl, indolizinyl, isoxazolyl,
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5,8-methano-5,6,7,8-tetrahydroquinazolinyl, naphthyridinonyl, 1,6-naphthyridinonyl,
oxadiazolyl, 2-oxoazepinyl, oxazolyl, oxiranyl,
5,6,6a,7,8,9,10,10a-octahydrobenzo[h]quinazolinyl, 1-phenyl-1H-pyrrolyl, phenazinyl,
phenothiazinyl, phenoxazinyl, phthalazinyl, pteridinyl, purinyl, pyrrolyl, pyrazolyl,
pyrazolo[3,4-d]pyrimidinyl, pyridinyl, pyrido[3,2-d]pyrimidinyl,
pyrido[3,4-d]pyrimidinyl, pyrazinyl, pyrimidinyl, pyridazinyl, quinazolinyl, quinoxalinyl,
quinolinyl, tetrahydroquinolinyl, 5,6,7,8-tetrahydroquinazolinyl,
5,6,7,8-tetrahydrobenzo[4,5]thieno[2,3-d]pyrimidinyl, 6,7,8,9-tetrahydro-SH-xyclohepta
[4,5]thieno[2,3-d]pyrimidinyl,  5,6,7,8-tetrahydropyrido[4,5-c]pyridazinyl,  thiazolyl,
thiadiazolyl, triazolyl, tetrazolyl, triazinyl, thieno[2,3-d]pyrimidinyl,
thieno[3,2-d]pyrimidinyl, thieno[2,3-c]pridinyl va thiophenyl/thienyl.

Cac nhom béo vé hydroxyl khac nhau co thé duoc sir dung trong sang ché. Néi
chung, cic nhém bao vé 1am cho cac nhém chirc hoa hoc tro véi cac didu kién phan tmg
cu thé, va c6 thé duoc gin vao va tach ra khoi cac nhém chirc nay trong phén tr ma
khong lam anh hudng dang ké dén phéan con lai cia phan tr. Cac nhém bdo vé hydroxyl
tieu biéu dugc boc 10 trong tai liéu Beaucage et al., Tetrahedron 1992, 48, 2223-2311, va
ciing duoc boc 16 trong tai liéu Greene va Wuts, Protective Groups in Organic Synthesis,
Chapter 2, 2d ed, John Wiley & Sons, New York, 1991, ma lan luot duge dua vao day
bing cach vién din toan bd. Theo mot s6 phuong 4n, nhém bao vé 1a 6n dinh trong céc
diéu kién bazo nhung c6 thé dugc loai bd trong cac didu kién axit. Theo mét sb phuong
4n, cac vi du chung vé cac nhém bao vé hydroxyl ma c6 thé dugc st dung & ddy bao gdm
dimetoxytrityl ~(DMT), monometoxytrityl, =~ 9-phenylxanthen-9-yl ~ (Pixyl) va
9-(p-metoxyphenyl)xanthen-9-yl (Mox). Theo mot s6 phuong 4n, céc vi du chung vé cac
nhém bao v€ hydroxyl ma co thé dugc st dung & day bao gébm Tr (trityl), MMTr
(4-metoxytrityl), DMTr (4,4'-dimetoxytrityl), va TMTr (4,4',4"-trimetoxytrityl).

Thuét ngtt “d6i tuong”, nhu dugce sur dung & day, duoc dung dé chi dong vat bat ky,
tirc 13, dong vat c6 va hodc thu cé tui. Déi tuong theo sang ché bao gdm, nhung khong
chi giéi han &, ngudi, dong vat linh truéng khong phai ngudi (vi dy, khi rhesus hodc cac
loai khi khéc), chudt nhét, lon, ngua, Lra, bo, clru, chudt céng, va loai gia cAm bét ky.

Nhu duge st dung & ddy, “diéu tri” dugc dung dé chi phuwong phap dat dugc cac

két qua c6 loi hosic mong muodn, bao gom nhung khong chi gidi han & loi ich dicu tri.
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Thuét ngit “loi ich diéu tri” ¢ nghia 13 loai trir hodic cai thién rdi loan co ban can diéu tri.
Ngoadi ra, lgi ich diéu tri dat dugc béng cach loai trir hodc cai thién mot hodc nhiéu triéu
ching sinh 1y c6 lién quan dén rbi loan co ban, nhd d6 quan sat dugc su cai thién & dbi
tugng, mic du dbéi twong nay co6 thé van méc rdi loan co ban.

Nhu dugce st dung & diy, “ngén ngira” dugc dung dé chi phuwong phap thu dugc
cac két qua c6 1¢i hodc mong mudn, bao gdm nhung khong chi gi6i han & loi ich phong
bénh. D& thu dugc “l¢i ich phong bénh”, céc thé tiép hop siARN hodc duoc phém co thé
duge st dung cho ddi tuong c6 nguy co phat trién bénh cu thé, hodc cho déi twong c6
mot hogic nhidu triéu chting sinh 1y cia bénh, ngay ca khi khong dugc chin doan bénh
nay.

Theo mot khia canh, sdng ché d& xuét sau siARN c6 kha nang e ché su biéu hién
cua gen PCSKO9.

siARN theo sang ché bao gdm céc nhém nucleotit lam cac don vi chu triic co ban.
Nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vyc k¥ thuét nay biét rd ring nhém nucleotit bao
gbm nhém phosphat, nhom riboza va bazo. Minh hoa chi tiét vé& cac nhom nay khong
duoc dé cap & day.

siARN theo sang ché bao gdm mach c6 nghia va mach d6i nghia. Mach c6 nghia
va mach d6i nghia c6 chiéu dai bing nhau hogc khac nhau, trong d6 mach c6 nghia c6
chidu dai gbm 19 dén 23 nucleotit, v mach dbi nghia c6 chidu dai gdm 19 dén 26
nucleotit. Trong treong hop nay, ty 1€ chiéu dai cia mach c6 nghia va mach d6i nghia cta
SiARN theo sang ché co thé 1a 19/19, 19/20, 19/21, 19/22, 19/23, 19/24, 19725, 19/26,
20/20, 20/21, 20/22, 20/23, 20/24, 20/25, 20/26, 21/20, 21/21, 21/22, 21/23, 21/24, 21/25,
21/26, 22/20, 22/21, 22/22, 22/23, 22/24, 22/25, 22/26, 23/20, 23/21, 23/22, 23/23, 23/24,
23/25 hodc 23/26. Theo mot sb phuong 4n, ty 1& chiéu dai cua mach c6 nghia va mach d6i
nghia cia siARN 1a 19/21, 21/23 hodc 23/25.

siARN thtr nhét

Theo sang ché, siARN c6 thé 12 siARN thir nhat.

siARN tht nhét bao gdm mach c6 nghia va mach d6i nghia, va mdi nucleotit trong
SIARN thir nhit doc 1ap 13 nucleotit dugc cai bién hogc khong dugc cai bién, trong do
mach cé nghia bao gbm trinh tu nucleotit I, va mach d6i nghia bao gbm trinh tw nucleotit

IT; trinh tu nucleotit I va trinh tu nucleotit II it nhét bd sung nguoc mot ph?ln dé tao thanh
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vung mach kép; trong d6 trinh tu nucleotit I va trinh tur nucleotit nhu dugc thé hién bai
SEQ ID NO: 1 ¢6 chiéu dai twong dwong nhau va khac nhau khéng qué 3 nucleotit, va
trinh tu nucleotit II va trinh tw nucleotit nhu dugc thé hién bsi SEQ ID NO: 2 ¢6 chidu

dai twvong duong nhau va khac nhau khong qua 3 nucleotit:
5’- AAGCAAGCAGACAUUUAUZ; -3’(SEQ ID NO: 1);

5’- ZxAUAAAUGUCUGCUUGCUU -3’(SEQ ID NO: 2),

trong do, Z11a Cva Z»1a G, va

trinh ty nucleotit I bao gdm nucleotit Z3 & vi tri twong Ung véi Zi; trinh ty
nucleotit II bao gdm nucleotit Zs & vi tri twong tmg véi Zo, trong d6 Zs 1a nucleotit thir
nhéit & diu 5' ciia mach ddi nghia;

trong pham vi sang ché, “vi tri twong Gmg” dugc ding dé chi, cing mdt vi tri trong
nucleotit khi tinh tir cing mot dAu cua trinh tu nucleotit. Vi du, nucleotit thir nhét & ddu 3’
ctia trinh tu nucleotit I 13 nucleotit & vi tri twong Gmg v6i nucleotit thu nhit & dau 3’ cia
SEQ ID NO: 1.

Theo mdt s6 phuong 4n, mach c6 nghia chi bao gbm trinh ty nucleotit I, va mach
d6i nghia chi bao gdm trinh tu nucleotit IL.

Theo mdt sb phuong 4n, trinh ty nucleotit I va trinh ty nucleotit nhu duoc thé hién
boi SEQ ID NO: 1 khéc nhau khong qué 1 nucleotit, va/hogc trinh ty nucleotit II va trinh
tu nucleotit nhu dugc thé hién badi SEQ ID NO: 2 khéac nhau khdng qué 1 nucleotit.

Theo mot s6 phuong an, nucleotit khéc nhau gifra trinh ty nucleotit II va trinh tu
nucleotit nhu dugc thé hién béi SEQ ID NO: 2 bao gbm khéc nhau & vi tri Z4, trong d6 Z4
dugc chon tir A, U hodc C. Theo mot s6 phuong an, nucleotit khac nhau nay 1a khéc nhau
& vi tri Za, trong d6 Z4 dugce chon tir A, U hodc C. Theo mot s6 phuong &n, Z3 1a nucleotit
bd sung v6i Zs. siARN v6i cac nucleotit khac nhau néu trén ¢ kha nang e ché dbi véi
mARN dich cao hon va cac siARN bao gdm céc nucleotit khac nhau nay déu thuoc pham
vi bao ho cia sang ché.

Theo mdt s6 phuong 4n, trinh tw nucleotit I va trinh tw nucleotit II vé co ban 1a bd
sung nguoc, bd sung nguoc dang ké, hodic bd sung ngugce hoan toan véi nhau; “y& co ban
bd sung nguge” c¢6 nghia 12 c6 khong qua 3 bazo bi bt cip nham giita hai trinh ty

nucleotit; “bd sung ngugce dang ké” c6 nghia 1a c6 khong quéd 1 bazo bét cap nham giita
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hai trinh tu nucleotit; “bd sung ngugc hoan toan” c6 nghia 12 khong ¢ bit cip nhim giita
hai trinh tu nucleotit.

Theo mot s phuong an, trinh tu nucleotit I 1a trinh tw nucleotit nhu dugce thé hién
bdi SEQ ID NO: 3, va trinh tu nucleotit II 14 trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién boi SEQ
ID NO: 4:

5’- AAGCAAGCAGACAUUUAUZ; -3°(SEQ ID NO: 3);
5°- ZetAUAAAUGUCUGCUUGCUU -3’(SEQ ID NO: 4),

trong do, Z4 1a nucleotit th nhéit & dau 5' ctia mach dbi nghia, Z3 dugc chon tur A,
U, G, hodc C, va Z4 12 nucleotit bd sung vdi Z3; theo mot sb phuong an, Z3 1a C, va Z4 1a
G.

Theo mdt sb phuong an, mach c¢6 nghia con bao gém trinh tu nucleotit III, mach
dbi nghia con bao gé)m trinh tu nucleotit IV, va trinh tu nucleotit III va trinh ty nucleotit
IV doc 1ap voi nhau c¢6 chiéu dai gdm tir 1 dén 4 nucleotit; trinh tw nucleotit I1I va trinh tu
nucleotit IV ¢6 chidu dai twong dwong nhau, va bd sung nguoc déng ké hodc bd sung
ngugc hoan toan v4i nhau; trinh ty nucleotit III dugce lién két & ddu 5° cua trinh tu
nucleotit I, trinh tu nucleotit IV duoc lién két v6i ddu 3’ cua trinh tu nucleotit II. Theo
mot sd phuong 4n, trinh tu nucleotit IV va trinh tu nucleotit thir hai bd sung nguoc déng
ké hoic bd sung nguoc hoan toan v4i nhau; trinh ty nucleotit thtr hai dugc dung dé chi
trinh ty nucleotit ma lién ké véi d4u 5’ cda trinh tu nucleotit dugc thé hién trong SEQ ID
NO:1 cia mARN dich va c6 cung chiéu dai véi trinh tu nucleotit IV.

Theo mét s6 phuong 4n, trinh tu nucleotit IIT va trinh tu nucleotit IV du c6 chiéu
dai gém 1 nucleotit, va bazo cua trinh tu nucleotit III 1a C, va bazo cuda trinh tu nucleotit
IV 1a G; trong trudng hop nay, ty 1 chidu dai cia mach c6 nghia va mach d6i nghia cua
n6 1a 20/20; hodc, trinh tu nucleotit III va trinh tu nucleotit IV déu c6 chiéu dai gc“)m 2
nucleotit, va theo hudng tir dau 5' dén dau 3', thanh phén bazo cua trinh tu nucleotit III 1a
CC, va thanh phin bazo cua trinh tu nucleotit IV 12 GG; trong trudng hgp nay, ty 1€ chidu
dai ciia mach c¢6 nghia va mach dbi nghia cta no 1a 21/21; hogc, trinh tu nucleotit III va
trinh tu nucleotit IV déu c6 chiu dai gdm 3 nucleotit, va theo huéng tir dau 5' dén déau 3',
thanh phén bazo cua trinh tu nucleotit III 13 CCC, va thanh phﬁn bazo cua trinh tu
nucleotit IV 1a GGG; trong trudong hgp nay, ty 1€ chiéu dai cia mach c6 nghia va mach

dbi nghia ctia nd 1a 22/22; hodc, trinh tu nucleotit III va trinh tu nucleotit IV déu c6 chiéu
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dai gdm 4 nucleotit, va theo huéng tir ddu 5' dén ddu 3', thanh phin bazo cta trinh tu
nucleotit Il 14 ACCC, va thanh phin bazo cta trinh tu nucleotit IV 12 GGGU; trong
trudmg hop nay, ty 1é chidu dai cia mach c6 nghia va mach d6i nghia cia né 1a 23/23.
Theo mt s phuong an, trinh tu nucleotit III va trinh ty nucleotit IV ¢é chidu dai g6m 2
nucleotit, va theo huéng tu dau 5' dén dau 3', thanh phé‘m bazo cua trinh tu nucleotit III &
CC va thanh phén bazo ctia trinh tu nucleotit IV 1a GG; trong trudng hop nay, ty 18 chiéu
dai ciia mach c6 nghia va mach d6i nghia ctia né 1a 21/21.

Theo mot sé phuong 4n, trinh ty nucleotit III va trinh tu nucleotit IV bd sung
ngugc hoan toan. Do doé, néu (cac) bazo cua trinh tu nucleotit IIT dugc dé cap, thi (céc)
bazo cua trinh tu nucleotit IV cling dugce xéc dinh.

siARN thu hai

Theo sang ché, siARN c6 thé 13 siARN thtr hai.

siARN thir hai bao gdm mach c6 nghia va mach d61 nghia, va mdi nucleotit trong
siARN thtt hai doc 14p 1a nucleotit dugc cai bién hodc khong dugc cai bién, trong doé
mach c6 nghia bao gém trinh tu nucleotit I, va mach dbi nghia bao gé)m trinh tu nucleotit
II; trinh tw nucleotit I va trinh tu nucleotit II it nhit bd sung ngwoc mot ph?m dé tao thanh
viung mach kép; trong do trinh ty nucleotit I va trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién bai
SEQ ID NO: 61 ¢6 chiéu dai twong dwong nhau va khac nhau khong qua 3 nucleotit, va
trinh tu nucleotit II va trinh ty nucleotit nhu duoc thé hién bai SEQ ID NO: 62 ¢6 chiéu
dai twong duwong nhau va khac nhau khong qud 3 nucleotit:

5°- UUUGUAGCAUUUUUAUUAZ;s -3’ (SEQ ID NO: 61);
5°- Z(UAAUAAAAAUGCUACAAA -3’ (SEQ ID NO: 62),

trong d6, Zs la AvaZe1a U, va

trinh tu nucleotit I bao gém nucleotit Z7 & vi tri twong Gng v6i Zs; trinh tu
nucleotit II bao gbm nucleotit Zs & vi tri twong Gng v6i Zs, trong d6 Zs 1a nucleotit thit
nhit & diu 5' cia mach dbi nghia;

Theo mdt sb phuong an, mach c6 nghia chi bao gém trinh tu nucleotit I, va mach
d6i nghia chi bao gdm trinh tu nucleotit II.

Theo mot sb phuong 4n, trinh tu nucleotit I va trinh ty nucleotit nhu dugc thé hién
béi SEQ ID NO: 61 khac nhau khong qué 1 nucleotit, va/hodc trinh ty nucleotit II va
trinh tu nucleotit nhu duoc thé hién béi SEQ ID NO: 62 khac nhau khong qua 1 nucleotit.
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Theo mot sb phuong an, nucleotit khic nhau gifta trinh tu nucleotit II va trinh ty
nucleotit nhu duge thé hién boi SEQ ID NO: 62 bao gdm khic nhau & vi tri Zs, trong d6
Zs duoc chon tir A, C hoac G. Theo mot sb phuong an, nucleotit khac nhau 1a khac nhau
& vi tri Zg, trong d6 Zg dugce chon tir A, C hodc G. Theo mot sb phuong an, Z7 la nucleotit
bd sung véi Zs. siARN cé céc nucleotit khac nhau néu trén c¢6 kha nang e ché i voi
ARN dich cao hon va cac siARN bao gém céc nucleotit khdc nhau nay déu thuéc pham
vi bao ho cta sang ché.

Theo mét sb phuong éan, trinh ty nucleotit I va trinh ty nucleotit II vé co ban bd
sung nguoc, bd sung nguogc dang ké, hodic bd sung ngugc hoan toan véi nhau.

Theo mdt sb phuong 4n, trinh ty nucleotit I 14 trinh ty nucleotit nhu dugc thé hién
boi SEQ ID NO: 63, va trinh tu nucleotit II is trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién béi
SEQ ID NO: 64:

5’- UUUGUAGCAUUUUUAUUAZ; -3’ (SEQ ID NO: 63);
5°- ZZUAAUAAAAAUGCUACAAA -3’ (SEQ ID NO: 64),

trong do, Zg 1a nucleotit thir nhéit & du 5' ctia mach dbi nghia, Z7 dugc chon tir A,
U, G, hoac C, va Zs la nucleotit bd sung v6i Z7; theo mot s6 phuong an, Z71a A, va Zg 1a
U.

Theo mdt sd phuong 4n, mach c¢6 nghia con bao gdm trinh tu nucleotit ITI, mach
d6i nghia con bao gdém trinh tu nucleotit IV, va trinh ty nucleotit III va trinh ty nucleotit
IV ddc 1ap va6i nhau co chiéu dai gém tir 1 dén 4 nucleotit; trinh tu nucleotit III va trinh tu
nucleotit TV ¢6 chidu dai twong duong nhau, va bd sung ngugc déng ké hoidc bd sung
ngugc hoan toan v&i nhau; trinh tu nucleotit III duge lién két voi ddu 5' cua trinh tu
nucleotit I, trinh ty nucleotit IV duogc lién két voi ddu 3° cta trinh tu nucleotit II; trinh tu
nucleotit IV va trinh tu nucleotit thir hai bd sung ngugc dang ké hodc bd sung nguoc
hoan toan véi nhau; trinh tu nucleotit thr hai duge dung @& chi trinh tu nucleotit ma lién
ké véi ddu 5° cua trinh tu nucleotit dugc thé hién trong SEQ ID NO: 61 cia mARN dich
va c6 cung chiéu dai véi trinh tw nucleotit I'V.

Theo mot sb phuong 4n, trinh ty nucleotit I1I va trinh tu nucleotit IV déu c6 chiéu
dai gém 1 nucleotit, va bazo cua trinh tu nucleotit III 14 U, va bazo cua trinh ty nucleotit
IV 1a A; trong truong hop nay, ty 1¢ chiéu dai ciia mach c6 nghia va mach di nghia cta

n6 1a 20/20; hoic, trinh tu nucleotit III va trinh ty nucleotit IV déu c6 chiéu dai g@)m 2
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nucleotit, va theo hudéng tur dau 5' dén dau 3', thanh ph?m bazo cua trinh tu nucleotit I1I 1a
GU, va thanh phén bazo cia trinh tu nucleotit IV 1a AC; trong truong hop nay, ty 1€ chiéu
dai cta mach c6 nghia va mach dbi nghia cia n6 1a 21/21; hodc, trinh tw nucleotit IIIT va
trinh tu nucleotit IV déu ¢6 chiéu dai gém 3 nucleotit, va theo hudng tir diu 5' dén dau 3,
thanh ph?m bazo cua trinh tu nucleotit IIT 1a GGU, va thanh phén bazo cua trinh tyu
nucleotit IV 1a ACC; trong truong hop nay, ty 1€ chiéu dai cia mach c6 nghia va mach
dbi nghfa clia n6 1a 22/22; hodc, trinh ty nucleotit III va trinh ty nucleotit IV déu c6 chidu
dai gdm 4 nucleotit, va theo huéng tir dau 5' dén ddu 3', thanh phén bazo cua trinh ty
nucleotit III 18 GGGU, va thanh ph?m bazo cua trinh tu nucleotit IV 12 ACCC; trong
truong hop nay, ty 1€ chiéu dai cia mach c6 nghia va mach d6i nghia ctia n6 1a 23/23.
Theo mot sb phuong 4n, trinh tu nucleotit III va trinh tu nucleotit IV ¢6 chiéu dai gém 2
nucleotit, va theo hudng tir diu 5' dén dau 3', thanh ph?m bazo cua trinh tu nucleotit III 1a
GU, va thanh phan bazo ciia trinh ty nucleotit IV 1a AC; trong trudng hop nay, ty 16 chiéu
dai cia mach ¢6 nghia va mach dbi nghia cta n6 1a 21/21.

Theo mdt sb phuong 4n, trinh ty nucleotit III va trinh ty nucleotit IV bd sung
nguoc hoan toan. Do do, néu (cac) bazo cua trinh ty nucleotit IIT dwgc dé cap, thi (cac)
bazo cua trinh tw nucleotit IV cling dugc x4c dinh.

siARN thtr ba

Theo sang ché, siARN c6 thé 14 siARN thir ba.

siARN th ba bao gdm mach c6 nghia va mach d6i nghia, va mdi nucleotit trong
siARN thu ba ddc 14p 1a nucleotit dugc cai bién hodc khong duoc cai bién; trong d6 mach
¢6 nghia bao gbém trinh tu nucleotit I, va mach ddi nghia bao gdm trinh tu nucleotit II;
trinh tu nucleotit I va trinh ty nucleotit II it nhét bd sung ngugc mot phin d tao thanh
vung mach kép; trong d6, trinh tu nucleotit I va trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién boi
SEQ ID NO: 121 ¢6 chiéu dai twong dwong nhau va khac nhau khong qua 3 nucleotit, va
trinh tu nucleotit II va trinh ty nucleotit nhu dugc thé hién boi SEQ ID NO: 122 ¢6 chiéu
dai twong duong nhau va khac nhau khong qua 3 nucleotit:

5’ GCCUGGAGUUUAUUCGGAZs -3’ (SEQ ID NO: 121);
5°- Z10UCCGAAUAAACUCCAGGC -3’ (SEQ ID NO: 122),
trong do, Ze laAvaZylaU, va
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trinh ty nucleotit I bao gdém nucleotit Zi1 & vi tri twong ung vo6i Zo; trinh tu
nucleotit I bao gdm nucleotit Z1» & vi tri twong Gng v6i Zio, trong d6 Zi2 1a nucleotit thir
nhét & dau 5' cia mach ddi nghia;

Theo mot sd phuong 4n, mach c6 nghia chi bao gf”)rn trinh tu nucleotit I, va mach
d6i nghia chi bao gbém trinh ty nucleotit II.

Theo mét sb phuong 4n, trinh ty nucleotit I va trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién
béi SEQ ID NO: 121 khac nhau khong qué 1 nucleotit, va/hodc trinh tu nucleotit II va
trinh tuy nucleotit nhu dugc thé hién badi SEQ ID NO: 122 khac nhau khong qua 1
nucleotit.

Theo mdt sb phuong 4an, nucleotit khac nhau giita trinh tu nucleotit II va trinh tu
nucleotit nhu duge thé hién boi SEQ ID NO: 122 bao gdm khdc biét & vi tri Zi2, trong d6
71, duge chon tr A, C hodc G. Theo mot sb phuong an, nucleotit khic nhau 1a khéc nhau
& vi tri Ziz, trong d6 Ziz duge chon tir A, C hodc G. Theo mot ) phuong 4n, Z1 1a
nucleotit bd sung v6i Ziz. siARN c6 cac nucleotit khac nhau néu trén c6 kha nang trc ché
ARN dich cao hon va cac siARN bao gdm cic nucleotit khac nhau nay déu thudc pham
vi bdo ho cuia sang ché.

Theo mdt sb phuong an, trinh tu nucleotit I va trinh ty nucleotit IT v& co ban bd
sung nguogc, bd sung nguoc dang ké, hoic bd sung nguoc hoan toan v6i nhau.

Theo mét sé phuong 4n, trinh tw nucleotit I 14 trinh tw nucleotit nhu dugc thé hién
b&i SEQ ID NO: 123, va trinh tu nucleotit II 1a trinh ty nucleotit nhu duge thé hién boi
SEQ ID NO: 124:

5’ GCCUGGAGUUUAUUCGGAZ1 -3’ (SEQ ID NO: 123);
5°- Z12UCCGAAUAAACUCCAGGC -3’ (SEQ ID NO: 124),

trong d6, Z12 1a nucleotit thir nhét & dau 5' cia mach dbi nghia, Z11 dugc chon tir A,
U, G, hoac C, va Z12 1a nucleotit bd sung v&i Z11; theo mot sb phuong an, Z11 1a A, va Z12
laU.

Theo mdt sb phuong an, mach c¢6 nghia con bao gém trinh tu nucleotit III, mach
d6i nghia con bao gbm trinh tu nucleotit IV, va trinh ty nucleotit I va trinh ty nucleotit
IV doc 1ap v6i nhau ¢6 chiéu dai gém tir 1 dén 4 nucleotit; trinh tu nucleotit III va trinh tu
nucleotit TV ¢6 chiéu dai twong dwong nhau, va bd sung nguoc dang ké hodc bd sung

nguoc hoan toan voi nhau; trinh tu nucleotit IIT dugc lién két v6i ddu 5' cua trinh tu
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nucleotit I, trinh tu nucleotit IV dugc lién két v6i ddu 3’ cua trinh tu nucleotit IT; trinh tu
nucleotit IV va trinh tu nucleotit thr hai bd sung ngugc dang ké hoic bd sung ngugc
hoan toan véi nhau; trinh tu nucleotit th hai duoc dung dé chi trinh ty nucleotit ma lién
k& v4i ddu 5° cia trinh tu nucleotit dugc thé hién trong SEQ ID NO: 121 cia mARN dich
va ¢6 cing chidu dai v6i trinh tu nucleotit IV.

Theo mdt sb phuong 4n, trinh ty nucleotit III va trinh tu nucleotit IV déu c6 chiéu
dai gﬁ”)m 1 nucleotit, va bazo cia trinh tu nucleotit III 1a G, va bazo cua trinh ty nucleotit
IV 1a C; trong truong hop nay, ty 1€ chidu dai ctia mach c6 nghia va mach ddi nghia ctia
n6 1a 20/20; hodc, trinh tu nucleotit IIT va trinh tu nucleotit IV déu co chiéu dai g6m 2
nucleotit, va theo hudng tir dau 5' dén du 3', thanh phén bazo cia trinh tu nucleotit III 12
AG, va thanh phén bazo cia trinh ty nucleotit IV 12 CU; trong truong hop nay, ty 1€ chiéu
dai cia mach cé nghia va mach dbi nghia ctia n6 1a 21/21; hogc, trinh ty nucleotit III va
trinh tu nucleotit IV déu c6 chidu dai gém 3 nucleotit, va theo huéng tir diu 5' dén dau 3',
thanh phin bazo cua trinh ty nucleotit IIT 1a UAG, va thanh phén bazo cia trinh tu
nucleotit IV 1a CUA; trong trudng hop nay, ty 1€ chidu dai cia mach c6 nghia va mach
d6i nghia clia n6 1a 22/22; hodc, trinh tw nucleotit III va trinh tu nucleotit IV déu c6 chiéu
dai gdm 4 nucleotit, va theo hudng tir dAu 5' dén diu 3', thanh phan bazo cla trinh ty
nucleotit IIT 13 AUAG, va thanh phﬁn bazo cua trinh tu nucleotit IV 1a CUAU; trong
truong hop nay, ty 1€ chiu dai ctia mach c¢6 nghia va mach dbi nghia cta no 1a 23/23.
Theo mdt ) phuong éan, trinh ty nucleotit III va trinh ty nucleotit IV ¢6 chiéu dai g&")m 2
nucleotit, va theo hudng tir diu 5' dén dau 3', thanh phéan bazo cla trinh ty nucleotit III 1a
AG, va thanh phén bazo ctia trinh ty nucleotit I'V 1a CU; trong trudng hop nay, ty 18 chidu
dai clia mach cé nghia va mach d6i nghia ctia n6 12 21/21.

Theo mét sé phuong 4n, trinh ty nucleotit III va trinh tu nucleotit IV bd sung
ngugc hoan toan. Do do, néu (céc) bazo cua trinh ty nucleotit ITI dugc dé cép, thi (cac)
bazo cua trinh tu nucleotit IV ciing dugc xéc dinh.

siARN thir tu

Theo séng ché, siARN ¢6 thé 12 siARN thir tu.

siARN thi tr bao gdm mach ¢ nghfa va mach d6i nghia, va mdi nucleotit trong
siARN thtr tu ddc 14p 1a nucleotit dugc cai bién hoic khong dugce cai bién; trong d6 mach

¢6 nghia bao gdm trinh ty nucleotit I, va mach d6i nghia bao gbm trinh tu nucleotit II;
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trinh tu nucleotit I va trinh ty nucleotit II it nhét bd sung nguwoc mat ph?m dé tao thanh
vung mach kép; trong do, trinh ty nucleotit I va trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién boi
SEQ ID NO: 181 ¢6 chiéu dai twong dwong nhau va khac nhau khong qua 3 nucleotit, va
trinh tu nucleotit II va trinh ty nucleotit nhu dugc thé hién boéi SEQ ID NO: 182 ¢é chiéu
dai twong duong nhau va khac nhau khong qua 3 nucleotit:

5’- CUGUUUUGCUUUUGUAACZ13 -3’ (SEQ ID NO: 181);

5°- Z14«GUUACAAAAGCAAAACAG -3’ (SEQ ID NO: 182),

trong do, Ziz1laUvaZus la A, va

trinh tu nucleotit I bao gém nucleotit Z1s & vi tri twong ung véi Zi3, trinh ty
nucleotit II bao gdm nucleotit Z1s & vi tri twong tng v&i Zu4, trong 46 Zis 12 nucleotit thir
nhit & dau 5' cia mach d6i nghfa.

Theo mét sb phuong 4n, mach c6 nghia chi bao gdm trinh ty nucleotit I, va mach
d6i nghia chi bao gdm trinh tu nucleotit I1.

Theo mot sb phuong 4n, trinh ty nucleotit I va trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién
bdi SEQ ID NO: 181 khac nhau khong qué 1 nucleotit, va/hogc trinh ty nucleotit II va
trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién boi SEQ ID NO: 182 khac nhau khong qua 1
nucleotit.

Theo mét sd phuong 4n, nucleotit khac nhau gifra trinh ty nucleotit II va trinh ty
nucleotit nhu dwgc thé hién béi SEQ ID NO: 182 bao gém khac biét & vi tri Z1s, trong do6
Z16 dugc chon tir U, C hodc G. Theo mét sb phuong én, nucleotit khac nhau la khac nhau
& vi tri Zis, trong d6 Zis duge chon tir U, C hodc G. Theo mot sd phuong 4n, Zis 1a
nucleotit bd sung v&i Zis. siARN ¢6 céc nucleotit khac nhau néu trén c6 kha nang trc ché
ARN dich cao hon va cac siARN bao gdm céc nucleotit khac nhau nay déu thudc pham
vi bao ho cla sang ché.

Theo mdt sb phuong 4n, trinh tu nucleotit I va trinh ty nucleotit IT v& co ban bd
sung nguoc, bd sung nguoc déng ké, hoic bd sung nguoc hoan toan véi nhau.

Theo mdt s6 phuong an, trinh ty nucleotit I la trinh tw nucleotit nhu dugc thé hién
béi SEQ ID NO: 183, va trinh tu nucleotit II 1a trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién béi
SEQ ID NO: 184:

5°- CUGUUUUGCUUUUGUAACZ;5 -3’ (SEQ ID NO: 183);
5°- Z1scGUUACAAAAGCAAAACAG -3’ (SEQ ID NO: 184),
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trong d6, Z16 12 nucleotit thir nhat & ddu 5' ctia mach dbi nghia, Z15 dugc chon tir A,
U, G, hodc C, va Zi¢ la nucleotit bd sung vdi Z1s; theo mot sb phuong 4n, Zi151a U, va Zis
laA.

Theo mét sb phuong 4n, mach c6 nghia con bao gbm trinh ty nucleotit III, mach
dbi nghia con bao gém trinh ty nucleotit IV, va trinh ty nucleotit IIT va trinh ty nucleotit
IV doc 1ap v6i nhau co chiéu dai gé)m tir 1 dén 4 nucleotit; trinh tu nucleotit III va trinh tu
nucleotit IV ¢6 chidu dai twong duong nhau, va bd sung nguoc dang ké hoic bd sung
ngugc hoan toan véi nhau; trinh ty nucleotit III duge lien két v4i dau 5' cia trinh tu
nucleotit I, trinh tu nucleotit IV dugc lién két v6i dau 3’ cua trinh tu nucleotit IT; trinh tw
nucleotit IV va trinh tw nucleotit thir hai bd sung nguge déng k& hoic bd sung nguoc
hoan toan v&i nhau; trinh tu nucleotit thtr hai dugc dung dé chi trinh tu nucleotit ma lién
k& v6i ddu 5° cia trinh tu nucleotit dugc thé hién trong SEQ ID NO: 181 ciia mARN dich
va ¢ cing chiéu dai v6i trinh ty nucleotit IV.

Theo mot ) phuong an, trinh tu nucleotit III va trinh tu nucleotit IV déu c6 chiéu
dai gﬁ“)m 1 nucleotit, va bazo cta trinh tu nucleotit IIT 1a C, va bazo cua trinh ty nucleotit
IV 1a G; trong trudong hop nay, ty 1€ chiéu dai ctia mach c6 nghia va mach d6i nghia ctia
né 13 20/20; hodc, trinh tu nucleotit III va trinh ty nucleotit IV déu co6 chiéu dai gém 2
nucleotit, va theo huéng tu dau 5' dén dau 3', thanh ph'?ln bazo cua trinh tu nucleotit III 1a
AC, va thanh phin bazo cia trinh ty nucleotit IV 12 GU; trong trudng hop nay, ty 18 chiéu
dai ctia mach c6 nghia va mach dbi nghia cta n6 1a 21/21; hogc, trinh ty nucleotit III va
trinh tu nucleotit IV déu c6 chiéu dai gém 3 nucleotit, va theo hudng tur dAu 5' dén dau 3',
thanh phén bazo cua trinh tu nucleotit III 12 GAC, va thanh phﬁn bazo cia trinh tu
nucleotit IV 1a GUC; trong truong hop nay, ty 1€ chiu dai ctia mach c6 nghia va mach
dbi nghia ctia n6 1a 22/22; hodc, trinh tu nucleotit I1I va trinh tu nucleotit IV déu c6 chiéu
dai gébm 4 nucleotit, va theo hudng tir diu ' dén dAu 3', thanh phan bazo cla trinh tu
nucleotit III 18 AGAC, va thanh phén bazo cua trinh tu nucleotit IV 1a GUCU; trong
truong hop nay, ty 1€ chiéu dai ctia mach c6 nghia va mach d6i nghia ctia né la 23/23.
Theo mdt s6 phuong 4n, trinh ty nucleotit I va trinh tw nucleotit IV co chiéu dai gom 2
nucleotit, va theo hudéng tu dau 5' dén dau 3', thanh phén bazo cua trinh tu nucleotit I1I 1a
AC, va thanh phén bazo cta trinh ty nucleotit IV 1a GU; trong trudng hop nay, ty 16 chiéu

dai ciia mach c6 nghia va mach ddi nghia ctia n6 1a 21/21.
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Theo mot sb phuong 4n, trinh ty nucleotit IIT va trinh tu nucleotit IV bd sung
nguoc hoan toan. Do do, néu (cac) bazo cia trinh ty nucleotit III duge dé cap, thi (c4c)
bazo cua trinh ty nucleotit IV ciing dugc x4c dinh.

siARN thr ndm

Theo séang ché, siARN c6 thé 12 siARN tht ndm.

siARN thir ndm bao gdbm mach c6 nghia va mach dbi nghia, va mdi nucleotit trong
siARN thir nam ddc 14p 1a nucleotit dugc cai bién hoic khong dugc cai bién; trong do
mach c¢6 nghia bao gom trinh tu nucleotit I, va mach d6i nghia bao gbdm trinh ty nucleotit
I1; trinh tw nucleotit I va trinh ty nucleotit II it nhét b sung ngugc mot phén dé tao thanh
ving mach kép; trong do, trinh tu nucleotit I va trinh ty nucleotit nhu duoc thé hién boi
SEQ ID NO: 241 ¢6 chiéu dai twong duong nhau va khac nhau khong qué 3 nucleotit, va
trinh tw nucleotit IT va trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién béi SEQ ID NO: 242 ¢6 chiéu
dai twong dwong nhau va khac nhau khong qué 3 nucleotit:

5°- GGUUUUGUAGCAUUUUUAZ17 -3’ (SEQ ID NO: 241);
5°- Z1sUAAAAAUGCUACAAAACC -3’ (SEQ ID NO: 242),

trong d6, Z171aUvaZigla A, va

trinh tu nucleotit I bao gdm nucleotit Zi9 & vi tri tuong tng véi Zi7, trinh tu
nucleotit I bao gdm nucleotit Z2o & vi tri twong ng v6i Zis, trong d6 Zao 1a nucleotit thi
nhét & ddu 5' cia mach déi nghia.

Theo mot sb phuong 4n, mach c6 nghia chi bao gém trinh tu nucleotit I, va mach
d6i nghia chi bao gbm trinh ty nucleotit I1.

Theo mot sb phuong 4n, trinh ty nucleotit I va trinh tu nucleotit nhu dugce thé hién
béi SEQ ID NO: 241 khac nhau khong qua 1 nucleotit, va/hodc trinh tu nucleotit I va
trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién béi SEQ ID NO: 242 khac nhau khong qua 1
nucleotit.

Theo mdt sb phuong 4n, nucleotit khéc nhau gifta trinh ty nucleotit II va trinh ty
nucleotit nhu duge thé hién béi SEQ ID NO: 242 bao gbém khéc nhau & vi tri Zo, trong
d6 Zao duoc chon tir U, C hodc G. Theo mdt s6 phuong an, nucleotit khac nhau la khac
nthau & Vi tri Zzo, trong d6 Zao duge chon tir U, C hodc G. Theo mot s phwong an, Zo 1

nucleotit bd sung véi Zao. siARN ¢6 cac nucleotit khac nhau néu trén c6 kha nang e che
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d6i v6i ARN dich cao hon va cac siARN bao gdm céc nucleotit khac nhau nay déu thude
pham vi bao h¢ cua sang ché.

Theo mot sb phuong 4n, trinh ty nucleotit I va trinh ty nucleotit II vé co ban bd
sung nguoc, bd sung nguge ddng ké, hodic bd sung ngugc hoan toan véi nhau.

Theo mdt sb phuong 4n, trinh ty nucleotit I 1 trinh tw nucleotit nhu duge thé hién
boi SEQ ID NO: 243, va trinh ty nucleotit II 13 trinh tw nucleotit nhur duoc thé hién boi
SEQ ID NO: 244:

5. GGUUUUGUAGCAUUUUUAZ19 -3’ (SEQ ID NO: 243);
5°- Z2oUAAAAAUGCUACAAAACC -3’ (SEQ ID NO: 244),

trong do, Zoo 1a nucleotit thu nhét & ddu 5' ctia mach déi nghia, Z1s dugc chon tir A,
U, G, hodc C, va Zyo 1a nucleotit bd sung véi Z19; theo mot sb phuong an, Z19 1a U, va Zao
laA.

Theo mdt sb phuong an, mach cé nghia con bao gém trinh tu nucleotit ITII, mach
d6i nghia con bao gdm trinh tu nucleotit IV, va trinh tu nucleotit III va trinh tu nucleotit
IV doc lap v6i nhau co chiéu dai gém tir 1 dén 4 nucleotit; trinh ty nucleotit III va trinh ty
nucleotit IV ¢ chidu dai twong duong nhau, va bd sung nguoc dang ké hoic bd sung
ngugc hoan toan véi nhau; trinh ty nucleotit III dugc lién két v6i dau 5' cia trinh tu
nucleotit I, trinh tu nucleotit IV dugc lién két v&i dau 3’ cha trinh tu nucleotit IT; trinh tyr
nucleotit IV va trinh tu nucleotit thir hai bd sung ngugc dang ké hodc bd sung nguge
hoan toan v&i nhau; trinh tu nucleotit thi hai dugce dung dé chi trinh tu nucleotit ma lién
k& véi dau 5° cta trinh tu nucleotit dugc thé hién trong SEQ ID NO: 241 cia mARN dich
va ¢6 cung chiéu dai véi trinh ty nucleotit IV.

Theo mét s6 phuong 4n, trinh tu nucleotit IIT va trinh ty nucleotit IV déu c6 chidu
dai gdbm 1 nucleotit, va bazo cua trinh tu nucleotit Il 12 G, va bazo cua trinh tu nucleotit
IV 1a C; trong truong hop nay, ty 1€ chiéu dai ciia mach c6 nghia va mach d6i nghia cua
n6 14 20/20; hoac, trinh ty nucleotit III va trinh tu nucleotit IV déu c6 chidu dai gém 2
nucleotit, va theo huéng tir diu 5' dén diu 3', thanh phan bazo cua trinh tw nucleotit I1T 1a
UG, va thanh phin bazo cta trinh tu nucleotit IV 12 CA; trong trudong hop nay, ty 18 chiéu
dai ctia mach ¢ nghia va mach d6i nghia ctia né 1a 21/21; hodc, trinh ty nucleotit III va
trinh tw nucleotit IV déu c6 chidu dai gdm 3 nucleotit, va theo huéng tlr dau 5' dén dau 3',

thanh phan bazo cua trinh tu nucleotit III 1a CUG, va thanh phan bazo cla trinh tu
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nucleotit IV 1a CAG; trong truong hop nay, ty 1€ chiéu dai cia mach c6 nghia va mach
dbi nghia ctia n6 1a 22/22; hodc, trinh ty nucleotit III va trinh ty nucleotit IV déu c6 chiéu
dai gém 4 nucleotit, va theo huéng tir dau 5' dén dau 3', thanh phﬁn bazo cuda trinh tu
nucleotit ITI 12 UCUG, va thanh phin bazo cia trinh ty nucleotit IV 12 CAGA; trong
treong hop nay, ty 1€ chidu dai ctia mach c6 nghia va mach dbi nghia ciia né 1a 23/23.
Theo mdt sb phuong 4n, trinh ty nucleotit III va trinh ty nucleotit IV c6 chidu dai gém 2
nucleotit, va theo huéng tu dau 5' dén dau 3', thanh phén bazo cua trinh tu nucleotit I1I &
UG, va thanh phén bazo cua trinh ty nucleotit IV 1a CA; trong trudng hop nay, ty 18 chiéu
dai ctia mach c6 nghia va mach di nghia cua n6 1a 21/21.

Theo mdt s6 phwong 4n, trinh ty nucleotit III va trinh ty nucleotit IV bd sung
ngugc hoan toan. Do do, néu (céc) bazo cla trinh ty nucleotit ITI dugc dé cap, thi (c4c)
bazo cia trinh tu nucleotit IV ciling dugc xéac dinh.

siARN thtr squ

Theo sang ché, siARN c6 thé 1a siARN.

siARN thit séu bao gdm mach c6 nghia va mach dbi nghia, va mdi nucleotit trong
siARN thtr sau doc 14p 1a nucleotit dugc céi bién hodc khong dugc cai bién; trong dé
mach c6 nghia bao gdm trinh ty nucleotit I, va mach d6i nghia bao gbm trinh ty nucleotit
II; trinh tu nucleotit I va trinh tu nucleotit II it nhét bd sung nguoc mot phﬁn dé tao thanh
vung mach kép; trong do, trinh tu nucleotit I va trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién boi
SEQ ID NO: 301 c¢6 chiéu dai twong dwong nhau va khac nhau khong qua 3 nucleotit, va
trinh tw nucleotit 11 va trinh tw nucleotit nhu dugc thé hién boi SEQ ID NO: 302 ¢6 chiéu
dai twong duwong nhau va khac nhau khong qué 3 nucleotit:

5°- GUGACUUUUUAAAAUAAAZ»1 -3’ (SEQ ID NO: 301);
5°- 7nUUUAUUUUAAAAAGUCAC -3’ (SEQ ID NO: 302),

trong do, Za11a AvaZ» 1a U, va

trinh ty nucleotit I bao gém nucleotit Zp3 & vi tri twong ung v6i Zai, trinh tu
nucleotit II bao gdm nucleotit Za4 & vi tri trong tng véi Zz2, trong d6 Zp4 12 nucleotit thir
nhit & diu 5' cia mach d6i nghia.

Theo mdt sd phwong 4n, mach c¢6 nghia chi bao gbm trinh ty nucleotit I, va mach

dbi nghia chi bao gdm trinh tw nucleotit II.
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Theo mdt sd phuong 4n, trinh ty nucleotit I va trinh tw nucleotit nhu dugc thé hién
béi SEQ ID NO: 301 khéac nhau khong qua 1 nucleotit, va/hodc trinh ty nucleotit IT va
trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién bdi SEQ ID NO: 302 khac nhau khéng quéd 1
nucleotit.

Theo mot sb phuong 4n, nucleotit khdc nhau gifta trinh ty nucleotit II va trinh tu
nucleotit nhu dugc thé hién boi SEQ ID NO: 302 bao gém khéac nhau & vi tri Za4, trong
d6 Za4 duoc chon tir A, C hodc G. Theo mdt sb phuong an, nucleotit khac nhau Ia khéc
nhau & vi tri Za4, trong d6 Za4 duge chon tir A, C hodc G. Theo mot sb phuong an, Z»;3 1a
nucleotit bd sung v&i Zas. siARN c6 cac nucleotit khic nhau néu trén c6 kha nang e ché
ARN dich cao hon va cac siARN bao gém céc nucleotit khic nhau nay déu thudc pham
vi bao hd cua sang ché.

Theo mot s6 phuong éan, trinh ty nucleotit I va trinh tu nucleotit II v& co ban bd
sung ngugc, bd sung nguoc déng ké, hodc bd sung nguoc hoan toan véi nhau.

Theo mot s6 phuong én, trinh ty nucleotit I 1a trinh ty nucleotit nhu dugc thé hién
béi SEQ ID NO: 303, va trinh tu nucleotit II 1a trinh tu nucleotit nhu duogc thé hién béi
SEQ ID NO: 304:

5°- GUGACUUUUUAAAAUAAAZ)3 -3° (SEQ ID NO: 303);
5°- Z,sUUUAUUUUAAAAAGUCAC -3’ (SEQ ID NO: 304),

trong d6, Z24 1a nucleotit thir nhét & diu 5' ctia mach dbi nghia, Z»3 dugc chon tir A,
U, G, hoidc C, va Z4 1a nucleotit bd sung vGi Z23; theo mot sb phuong an, Zz3 1a A, va Z4
la U.

Theo mdt s phuong 4n, mach c6 nghia con bao gbm trinh tu nucleotit ITI, mach
dbi nghia con bao gém trinh tu nucleotit IV, va trinh ty nucleotit III va trinh tu nucleotit
IV doc lap véi nhau ¢ chiéu dai gbm tir 1 dén 4 nucleotit; trinh tu nucleotit III va trinh ty
nucleotit IV ¢6 chiéu dai twong duong nhau, va bd sung ngugc dang ké hodc bd sung
nguoc hoan toan voi nhau; trinh ty nucleotit III duoc lién két véi dau 5' cua trinh tu
nucleotit I, trinh tu nucleotit IV duogc lién két v6i ddu 3’ cia trinh tu nucleotit II; trinh ty
nucleotit IV va trinh ty nucleotit thr hai bd sung ngugc dang ké hodc bd sung ngugc
hoan toan vé&i nhau; trinh tu nucleotit th hai dugce dung dé chi trinh tu nucleotit ma lién
ké v6i ddu 5’ ciia trinh tu nucleotit duge thé hién trong SEQ ID NO: 301 cia mARN dich

va ¢6 cung chiéu dai véi trinh ty nucleotit IV.
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Theo mdt sé phuong an, trinh ty nucleotit I1I va trinh tu nucleotit IV déu c6 chiéu
dai gém 1 nucleotit, va bazo cia trinh tu nucleotit I 1a G, va bazo cua trinh tu nucleotit
IV 1a C; trong truong hgp nay, ty 1& chiu dai ciia mach cé nghia va mach d6i nghia cta
n6 1a 20/20; hodc, trinh tu nucleotit III va trinh tu nucleotit IV déu c6 chiéu dai gém 2
nucleotit, va theo hudng tir diu 5' dén dau 3', thanh phan bazo cta trinh ty nucleotit IIT 1a
UG, va thanh phan bazo ctia trinh ty nucleotit IV 1a CA; trong truong hop nay, ty 18 chiéu
dai ctia mach c6 nghia va mach dbi nghia ctia n6 1a 21/21; hodc, trinh tu nucleotit III va
trinh tu nucleotit IV déu c6 chilu dai gém 3 nucleotit, va theo hudéng tir dau 5' dén dau 3',
thanh phén bazo cua trinh tu nucleotit III 1& AUG, va thanh phén bazo cda trinh tu
nucleotit IV 1a CAU; trong truong hop nay, ty 1€ chiéu dai ctia mach c6 nghia va mach
d6i nghta ctia n6 1a 22/22; hodc, trinh ty nucleotit 111 va trinh tw nucleotit IV déu ¢6 chiéu
dai gbm 4 nucleotit, va theo hudng tir diu 5' dén diu 3', thanh phin bazo cla trinh ty
nucleotit III 13 UAUG, va thanh phin bazo cia trinh ty nucleotit IV 1a CAUA; trong
treong hop nay, ty 1€ chiéu dai cia mach c6 nghia va mach dbi nghia cua n6 1a 23/23.
Theo mdt sb phuong an, trinh tu nucleotit III va trinh tu nucleotit IV ¢6 chiéu dai gém 2
nucleotit, va theo hudng tir dau 5' dén dAu 3', thanh phan bazo cla trinh tu nucleotit I1I 1a
UG, va thanh phén bazo cta trinh ty nucleotit IV 1a CA; trong truong hop nay, ty 18 chiéu
dai cua mach c6 nghia va mach d6i nghia ctia n6 1a 21/21.

Theo mot sb phuong 4n, trinh tu nucleotit III va trinh tyu nucleotit IV bd sung
ngugc hoan toan. Do do, néu (céc) bazo cua trinh ty nucleotit III duge dé cap, thi (cac)
bazo cua trinh tu nucleotit IV cling dugc xac dinh.

Dau nho ra va cai bién siARN

Phan md ta sau diy vé trinh tu nucleotit V, trinh ty axit nucleic, hodc cai bién
nucleotit va trinh tu dugc cai bién ciia siARN ¢6 thé 4p dung dugc cho siARN bét ky
trong s6 cac siARN thir nhat dén siARN thr squ. Cu thé 13, trr khi dugc quy dinh theo
cach khéac, phan md ta dudi day vé siARN nén duoc coi 1a phin mb ta clia mdi trong sd
cac siARN thtr nhét, thtr hai, th@ ba, thit tu, tht nam va tht sau. Vi du, néu khong chi rd
cu thé 1a siARN nao, thi “siARN con bao gém trinh tu nucleotit V> ¢6 nghia 1a “siARN
thir nhat, siARN tht hai, siARN thi ba, siARN th tu, stARN ther nam va siARN thr séu

con bao gdm trinh tw nucleotit V.
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Theo mét sé phuong an, mach c6 nghia va mach dbi nghia c6 chiéu dai bing hoic
khac nhau, va mach dbi nghia con bao gém trinh tu nucleotit V. Trinh tu nucleotit V c6
chiéu dai gém tir 1 dén 3 nucleotit va duoc lién két voi dau 3’ ctia mach d6i nghia, nho d6
tao thanh d4u nho ra 3’ cia mach dbi nghia. Trong trudng hop nay, ty 18 chiéu dai cua
mach c6 nghia va mach ddi nghia ctia siARN theo sang ché c6 thé 1a 19/20, 19/21, 19/22,
20/21, 20/22, 20/23, 21/22, 21/23, 21/24, 22/23, 22/24, 22/25, 23/24, 23/25, hodc 23/26.
Theo mét s6 phuong an, trinh tu nucleotit V ¢6 chidu dai gdbm 2 nucleotit. Do d9, ty 1&
chiéu dai cia mach c6 nghia va mach dbi nghia ctia siARN theo sang ché c6 thé 1a 19/21,
21/23 hodc 23/25.

M3i nucleotit trong trinh tu nucleotit V ¢6 thé 1a nucleotit bét ky. bé tao diéu kién
thuan 1oi cho qué trinh téng hop va tiét kiém chi phi tdng hop, trinh tu nucleotit V 1a 2
thymin deoxyribonucleotit lién tiép (dTdT) hoic 2 uraxil ribonucleotit (UU); dé lam ting
ai luc gitra mach dbi nghia ctia siARN va mARN dich, trinh tu nucleotit V bd sung vai
cac nucleotit & cac vi tri tuong ung cia mARN dich. Do d6, theo mot sb phuong an, ty 18
chidu dai cia mach c6 nghia va mach dbi nghia ctia siARN theo sang ché 12 19/21 hoic
21/23. Trong truong hgp nay, siARN theo sang ché thé hién hoat tinh 1am cAm mARN t6t
hon.

Céc nucleotit & cac vi tri twong tmg cia mARN dich dugc dung dé chi céac
nucleotit hodc trinh tu nucleotit lidn k& voi diu 5’ cua trinh tu nucleotit thir ba cia mARN
dich. Trinh ty nucleotit th ba dugc dung dé chi doan trinh tu nucleotit ma bd sung nguoc
dang ké hoic bd sung ngugce hoan toan véi trinh tw nucleotit II, hodc bd sung nguoc déng
ké hodc bd sung nguge hoan toan véi trinh ty nucleotit bao gbm trinh tu nucleotit IT va
trinh tu nucleotit I'V.

Theo mdt sb phuong 4n, ddi véi siARN tht nhét, mach c6 nghia ciia siARN bao
gdm trinh tu nucleotit nhu duge thé hién boi SEQ ID NO: 5, va mach d6i nghia bao gém
trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién béi SEQ ID NO: 6:

5°- AAGCAAGCAGACAUUUAUZ; -3°(SEQ ID NO: 5);
5°- ZZAUAAAUGUCUGCUUGCUUGG -3°(SEQ ID NO: 6);

Theo cach khac, mach c6 nghia cua siARN bao gbm trinh tu nucleotit nhu duge
thé hién bai SEQ ID NO: 7, va mach dbi nghia bao g@)m trinh tu nucleotit nhu duogc thé
hién boi SEQ ID NO: 8:
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5°- CCAAGCAAGCAGACAUUUAUZ; -3°(SEQ ID NO: 7);
5°- ZZIAUAAAUGUCUGCUUGCUUGGGU -3°(SEQ ID NO: 8);
trong d6, Z4 1a nucleotit thir nhét & ddu 5' ctia mach dbi nghia; Z3 dugc chon tir A,
U, G hoac C, va Z4 la nucleotit bd sung vdi Zs.
Theo mot sb phuong 4n, ddi v6i siARN tht hai, mach c¢6 nghia ciia siARN bao
gém trinh tuy nucleotit nhu dugc thé hién boi SEQ ID NO: 65, va mach dbi nghia bao

g6m trinh tu nucleotit nhu dugce thé hién boi SEQ ID NO: 66:
5°- UUUGUAGCAUUUUUAUUAZ7 -3’ (SEQ ID NO: 65);

5°- ZsUAAUAAAAAUGCUACAAAAC -3’ (SEQ ID NO: 66),
Theo cach khac, mach c6 nghia ctia siARN bao gém trinh tu nucleotit nhu dugc
thé hién béi SEQ ID NO: 67, va mach dbi nghia ctia siARN bao gdm trinh ty nucleotit

nhu duoc thé hién bai SEQ ID NO: 68:
55°- GUUUUGUAGCAUUUUUAUUAZ; -3’ (SEQ ID NO: 67);
5’ ZsUAAUAAAAAUGCUACAAAACCC -3’ (SEQ ID NO: 68),

trong do, Zg la nucleotit thir nhit & ddu 5' cia mach dbi nghia; Z7 dugc chon tir A,
U, G hoac C, va Zg l1a nucleotit bd sung voi Z7.

Theo mét sb phwong 4n, ddi v6i siARN thu ba, mach c6 nghia cla siARN bao
gém trinh tuy nucleotit nhu dugce thé hién boi SEQ ID NO: 125, va mach d6i nghia cia

siARN bao gom trinh tw nucleotit nhu dugce thé hién bai SEQ ID NO: 126:
5°- GCCUGGAGUUUAUUCGGAZ1:1 -3’ (SEQ ID NO: 125);

5°-Z1,UCCGAAUAAACUCCAGGCCU -3’ (SEQ ID NO: 126),

Theo cach khac, mach c6 nghia ciia siARN bao gém trinh tu nucleotit nhu duoc
thé hién bdi SEQ ID NO: 127, va mach dbi nghia ciia siARN bao gdm trinh tu nucleotit

nhu duoc thé hién boi SEQ ID NO: 128:
5 AGGCCUGGAGUUUAUUCGGAZ11 -3’ (SEQ ID NO: 127);

5°-Z12UCCGAAUAAACUCCAGGCCUAU -3’ (SEQ ID NO: 128),

trong do, Z12 1a nucleotit thir nhét & ddu 5' ctia mach dbi nghia; Z11 dugc chon tur A,
U, G hoidc C, va Zi; 1a nucleotit bd sung véi Z11.

Theo mot sb phuong 4n, ddi voi siARN tht tu, mach c6 nghia cia siARN bao
gém trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién boi SEQ ID NO: 185, va mach dbi nghia cla
siARN bao g61n trinh tu nucleotit nhu dugce thé hién béi SEQ ID NO: 186:
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5’- CUGUUUUGCUUUUGUAACZs -3’ (SEQ ID NO: 185);
5°-Z16GUUACAAAAGCAAAACAGGU -3’ (SEQ ID NO: 186),

Theo cach khac, mach cé nghia cia siARN bao gém trinh tu nucleotit nhu dugc
thé hién béi SEQ ID NO: 187, va mach dbi nghia ctia siARN bao gdm trinh tw nucleotit
nhu dwoc thé hién bdi SEQ ID NO: 188:

5°- ACCUGUUUUGCUUUUGUAACZ;5 -3’ (SEQ ID NO: 187);
5°-Z16GUUACAAAAGCAAAACAGGUCU -3’ (SEQ ID NO: 188),

trong dd, Zi6 14 nucleotit thir nhat & dau 5' ctia mach ddi nghia; Z15 dugc chon tir A,
U, G hoidc C, va Zis la nucleotit bd sung voi Zis.

Theo mot s6 phuong 4n, ddi véi siARN thir ndm, mach c6 nghia cua siARN bao
gdm trinh tw nucleotit nhu dugc thé hién bsi SEQ ID NO: 245, va mach doi nghia cua
siARN bao gém trinh tu nucleotit nhu dugce thé hién boi SEQ ID NO: 246:

5’- GGUUUUGUAGCAUUUUUAZ 9 -3’ (SEQ ID NO: 245);
5°- Z20UAAAAAUGCUACAAAACCCA -3’ (SEQ ID NO: 246),

Theo cach khéc, mach ¢6 nghia cua siARN bao gém trinh tu nucleotit nhu dugce
thé hién béi SEQ ID NO: 247, va mach d6i nghia cia siARN bao gbm trinh tu nucleotit
nhu dugc thé hién bdi SEQ ID NO: 248:

5°- UGGGUUUUGUAGCAUUUUUAZ s -3’ (SEQ ID NO: 247);
5°-Z20UAAAAAUGCUACAAAACCCAGA -3’ (SEQ ID NO: 248),

trong do, Zoo 1a nucleotit thir nhét & diu 5' cia mach dbi nghia; Z19 dugc chon tir A,
U, G hodc C, va Zo 1a nucleotit ) sung véi Zo.

Theo mot sb phuong 4n, ddi véi siARN thr sdu, mach c6 nghia cua siARN bao
gdm trinh tur nucleotit nhw dugce thé hién bai SEQ ID NO: 305, va mach d6i nghia cia
siARN bao gdm trinh ty nucleotit nhu dugc thé hién bsi SEQ ID NO: 306:

5°- GUGACUUUUUAAAAUAAAZ; -3° (SEQ ID NO: 305);
5°- Zo2sUUUAUUUUAAAAAGUCACCA -3’ (SEQ ID NO: 306),

Theo cach khac, mach c6 nghia cua siARN bao gém trinh tu nucleotit nhu dugc
thé hién bai SEQ ID NO: 307, va mach d6i nghia cua siARN bao gém trinh tu nucleotit
nhu dugc thé hién béi SEQ ID NO: 308:

5°- UGGUGACUUUUUAAAAUAAAZ; -3’ (SEQ ID NO: 307);
5°- ZosUUUAUUUUAAAAAGUCACCAUA -3’ (SEQ ID NO: 308),
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trong d6, Z24 1a nucleotit thir nhét & diu 5' clia mach dbi nghia; Zo3 dugc chon tir A,
U, G hoic C, va Za4 12 nucleotit bd sung véi Za3.

Theo mdt sé phuong an, siARN theo séng ché 1a siPCSKal, siPCSKa2, siPCSKbl,
siPCSKb2, siPCSKcl, siPCSKc2, siPCSKdl, siPCSKd2, siPCSKel, siPCSKe2,
siPCSKf1 hodc siPCSK{2 dugc liét ké trong cdc bang la-1f.

Nhu dé cap trén day, trong siARN theo sang ché, mdi nucleotit doc 1ap 13 nucleotit
dugc cai bién hodc khong dugc cai bién. Theo mét sé phuong &n, nucleotit trong siARN
theo sang ché 12 nucleotit khong dugc cai bién; theo mot sé phuong 4n, trong siARN theo
sang ché, mot vai hodc toan bd céac nucleotit 14 cac necleotit dugc cai bién. Céc cai bién
trén cdc nhom nucleotit nay s& ddn dén lam gidm déang k& hodic 1am mét cac chitc ning uc
ché su biéu hién ctia gen PCSK9 cta siARN theo sang ché.

Theo mdt sé phwong 4n, siARN theo sang ché bao gdm it nh4t mot nucleotit dugc
c4i bién. Trong pham vi sang ché, thuat ngit “nucleotit dugc cai bién” dugc sir dung duge
ding dé chi nucleotit dugc tao thanh bang cach thay thé 2'-hydroxy ctia nhém riboza
bfmg cac nhom khac, hoic nhém twong tu nucleotit, hodc nucleotit v6i bazo duoc cai
bién. Nucleotit dugc cai bién khong lam suy yéu déng ké hogc 1am mét chirc ning (rc ché
su biéu hién gen cua thé tiép hop siARN. Vi du, cac nucleotit dugc cai bién duoc boc 16
trong tai liu Watts, JK., G. F. Deleavey and M. J. Damha, Chemically Modified siARN:
tools and applications. Drug Discov Today, 2008.13(19-20): p.842-55 c6 thé duge chon.

Theo mot sb phuong an, it nhit mét nucleotit trong mach c¢6 nghia hodc mach dbi
nghia cua siARN theo sang ché 13 nucleotit dugc cai bién, vi/hodc it nhat mot nhom
phosphat 1& nhém phosphat ¢ (cdc) nhom cai bién. N6i cach khéc, it nhit mot phan cua
cac nhém phosphat va/hodc riboza trong khung phosphat-riboza cta it nhat mot mach
trong mach c6 nghia va mach dbi nghia 13 cdc nhom phosphat c¢6 cac nhom cai bién
va/hodc cdc nhom riboza cd cac nhom cai bién.

Theo mdt sb phuong 4n, toan b cic nucleotit trong mach ¢6 nghia va/hodc mach
d6i nghia 1a c4c nucleotit dugc cai bién. Theo mot sb phuong an, mdi nucleotit trong
mach ¢6 nghia va mach d6i nghia ctia siARN theo sang ché doc 1ap 1a nucleotit duge cai

bién ¢6 flo hodc nucleotit dugc cai bién khong co flo.
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Céc tac gia sang ché ngac nhién phét hién ra ring siARN theo séng ché dat duoc
su can bang gifta d6 6n dinh trong huyét twong va hiéu qua lam cdm gen trong cac thi
nghiém trén dong vat ¢ muc cao.

Theo mot sb phuong an, nucleotit dugc cai bién c6 flo ndm trong trinh tw nucleotit
I va trinh tu nucleotit II; va theo hudng tir dAu 5' dén diu 3', cac nucleotit it nhét & cac vi
tri 7, 8 va 9 cua trinh tw nucleotit I 14 nucleotit dugc céi bién ¢6 flo; va theo huéng tir dau
5' @én dau 3', cac nucleotit & it nhét cac vi tri 2, 6, 14, va 16 cua trinh tu nucleotit II 1a
nucleotit dugc cai bién ¢6 flo.

Theo mdt sb phuong an, nucleotit dugc cai bién c6 flo dugc dinh vi trong trinh tu
nucleotit I va trinh tu nucleotit II; va trinh ty nucleotit I bao gf”)m khong qua 5 nucleotit
dugc cai bién c6 flo; va theo huéng tir dau 5' dén dau 3', cac nucleotit & cac vi tri 7, 8 va
9 cua trinh tu nucleotit I 1a nucleotit dugc cai bién ¢6 flo; trinh tu nucleotit II bao gém
khong qua 7 nucleotit duoc cai bién ¢6 flo; va cac nucleotit & cac vi tri 2, 6, 14, va 16 cua
trinh tu nucleotit IT 13 nucleotit dugc cai bién c6 flo.

Theo mdt sd phuong an, theo huéng tur dau 5' ¢én dau 3', cac nucleotit & cac vi tri
7, 8 va 9 hodc & cac vi tri 5, 7, 8 va 9 cua trinh ty nucleotit I trong mach c6 nghia la
nucleotit dugc cai bién ¢6 flo, va cac nucleotit & céc vi tri khac trong mach c6 nghia 1a
nucleotit duwoc cai bién khong c6 flo; theo hudng tir dau 5' dén dau 3', cac nucleotit & céac
vi trf 2, 6, 14, va 16 hodc & cac vi tri 2, 6, 8, 9, 14, va 16 cua trinh tu nucleotit II trong
mach dbi nghia 1a nucleotit dugc cai bién ¢6 flo, va nucleotit & cac vi tri khac trong mach
d6i nghia 1a nucleotit dugc cai bién khong c6 flo.

Trong pham vi sdng ché, “nucleotit dugc cai bién c6 flo” dugc ding dé chi
nucleotit duge tao thanh bang cach thay thé 2'-hydroxy ctia nhém riboza bang nguyén tir
flo, ma ¢6 cédu trac nhu dugc thé hién bdi cong thirc (7) dudi ddy. Thuat nglt “nucleotit
duoc cai bién khong co flo” duge dung @& chi nucleotit duoc tao thanh bing céch thay
thé 2'-hydroxy ctia nhom riboza bing nhém khong c6 flo, hodic nhém twong ty nucleotit.
Theo mot $6 phuong an, mdi nucleotit dugc cai bién khong c6 flo doc 14p duoc chon tir
nucleotit duoc tao thanh bang céch thay thé 2'-hydroxy cua nhom riboza cua nucleotit
bing nhom khong c6 flo, hodc nhém twong tu nucleotit.

Céc nucleotit dugc tao thanh bing céch thay thé 2'-hydroxy ctia nhém riboza bing

nhém khong c6 flo 1a da biét 15 trong linh vuc k¥ thut nay, va c6 thé duoc chon tir nhém
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bao gdém nucleotit dugc cai bién c6 nhém 2'-alkoxy, nucleotit dugc cai bién c6 nhém
alkoxy dugc thay thé & vi trf 2', nucleotit dugc cai bién ¢6 nhom 2'-alkyl, nucleotit dugc
cai bién c6 nhom alkyl dugc thay thé & vi tri 2', nucleotit dugc cai bién c¢6 nhém 2'-amino,
nucleotit dugc cai bién c¢6 nhém amino dugc thay thé & vi tri 2', va nucleotit 2'-deoxy.

Theo mot sb phwong 4n, nucleotit dugc cai bién c6 nhém 2'-alkoxy 1a nucleotit
duoc cai bién c6 nhém 2'-metoxy (2°-OMe), nhu dugc thé hién boi cong thire (8). Theo
mot s6 phuong 4n, nucleotit dugc cai bién c6 nhém alkoxy dugc thé & vi tri 2° vi duy 1a
nucleotit dugc cai bién c¢6 nhém 2'-O-metoxyetyl (2°-MOE), nhu dugc thé hién bédi cong
thirc (9). Theo mot sb phuong 4n, nucleotit dugc cai bién c6 nhom 2'-amino (2°-NH>) nhu
duoc thé hién béi cong thirc (10). Theo mdt sb phwong 4n, nucleotit 2'-deoxy (ADN) nhu
duoc thé hién bai cong thire (11).

Bazo Bazo Bazo Bazo Bazo
H@ s H@ H@ %Okb\
0
o F O O-CH, O  O-CH,CH,OCHs O NH, O H
X X X X X

9 b 9 M

cong thirc (7) cong thire (8) cong thire (9) cong thire (10) cong thace (11)

Nhém twong tu nucleotit dugc dung d& chi nhém ma c6 thé thay thé nucleotit
trong axit nucleic, song vin khac biét voi adenin ribonucleotit, guanin ribonucleotit,
xytosin ribonucleotit, uraxil ribonucleotit, hodc thymin deoxyribonucleotit vé mit cdu
triic. Theo mdt s6 phuong 4n, nhoém twong ty nucleotit c6 thé 1a isonucleotit, nucleotit ciu
ndi hodc nucleotit khong vong.

Nucleotit BNA (axit nucleic ciu nbi, BNA) 1a nucleotit ma dugc kiém ché hoic
khong thé tiép can duge. BNA c6 thé chira cAu tric cdu ndi dang vong c6 5, 6 hodc 7
canh v&i ché d6 gip phan tir ndi dudng C3’ “cd dinh”. Ciu nbi thudong dugce lién két tai
cac vi tri 2'- va 4’ cua riboza dé tao ra 2',4'-BNA nucleotit. Theo mot ) phuong 4n, BNA
¢6 thé 1a LNA, ENA, cET BNA va v.v., ma duoc thé hién bang cac cong thirc (12), (13)
va (14), tuong ung.

Bazo Bazo Bazo
%’O O %O O %O O
%O

cbng thtrc (12) cbng thue (13) cong thire (14)

0 ’g{o\o H3C\{ O\O
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Nucleotit khong vong dugc ding dé chi nhém céc nucleotit trong d6 vong dudng
dugc mo. Theo mot s6 phuong 4n, acrylic nucleotit 13 mot axit nucleic khong khoa
(unlocked nucleic acid-UNA) hodc axit glyxerol nucleic (GNA), nhu dugc thé hién boi
cac cong thure (15) va (16), twong ng.

Bazo
o T
\%O O\,// ) Bazo
2{0 R zfo R
cong thtrc (15) cong thirc (16)
Trong cac cong thirc (15) va (16) trén ddy, R dugc chon tr H, OH hodc alkoxy
(O-alkyl).
Isonucleotit 14 mot hop chét duoc tao thanh bang cach thay ddi vi tri cua bazo trén
vong riboza trong nucleotit. Theo mot sb phuong 4n, isonucleotit 1 mot hop chét dugc
tao thanh béng cach chuyén vi bazo tir vi tri 1° sang vi tri 2” hodc vi tri 3’ trén vong riboza,

nhu duge thé hién boi cong thire (17) hodc (18), twong tng.

o R o )
P
O Buo  Ba O\;*
cong thirc (17)  cdng thirc (18)
Trong cc hop chat c6 cong thirc (17)-(18) trén day, “bazo” 1a bazo, nhu A, U, G,
C, hoic T; R duoc chon tir H, OH, F, hodc nhom khong c6 flo néu trén.
Theo mdt sd phuong 4n, nhém tuong ty nucleotit la nhém dugc chon tir nhom bao
g@)m isonucleotit, LNA, ENA, cET, UNA, va GNA. Theo mot ) phuong an, mdi
nucleotit dugc cai bién khong c6 flo 1a nucleotit dugc cai bién c6 nhém metoxy. Trong
pham vi sang ché, “nucleotit duoc cai bién c6 nhém metoxy duge dung dé chi nucleotit
duoc tao thanh bang cach thay thé 2'-hydroxy cia nhom riboza bang nhém metoxy.
Trong pham vi sang ché, “nucleotit duoc cai bién c6 flo”, “nucleotit dugce cai bién
c6 flo & vi tri 2°”, “nucleotit trong d6 2'-hydroxy ciia nhom riboza dugc thé bang nguyén
ta flo”, va “nucleotit c6 nhom 2'-floribosyl” c¢6 nghia nhu nhau, dugc dung dé chi hop

chét trong d6 2'-hydroxy cia nucleotit dugc thay thé bang nguyén ti flo, ma ¢6 cAu tric
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nhu dugc thé hién boi cong thic (7). “Nucleotit dugc cai bién c6 nhém metoxy”,
“nucleotit dugc cai bién c6 nhém metoxy & vi tri 27, “nucleotit trong d6 2'-hydroxy cua
nhém riboza dugc thé bang nhém metozy”, va “nucleotit ¢6 nhom 2'-metoxyribosyl” c6
nghia nhu nhau, dugc dung dé chi hop chit trong d6 2'-hydroxy cua nhom riboza dugc
thay thé béng nhom metoxy, ma co chu tric nhu duge thé hién bdi cong thic (8).

Theo mdt sd phuong 4n, siARN theo séng ché 13 siARN ¢6 céc cai bién sau: theo
hudng tr diu 5' dén dau 3', cac nucleotit & cac vi tri 7, 8 va 9 hodc & cac vitri 5,7, 8 va 9
cua trinh tu nucleotit I trong mach c6 nghia 13 nucleotit dugc cai bién c6 flo, va céc
nucleotit & cac vi tri khac trong mach c6 nghia 1a nucleotit dugc cai bién c6 nhém metoxy;
cac nucleotit & céc vi tri 2, 6, 14, va 16 hodc & cac vi tri 2, 6, 8, 9, 14, va 16 cla trinh tu
nucleotit II trong mach dbi nghfa 1a nucleotit duogc cai bién c6 flo, va nucleotit & cac vi tri
khac trong mach d6i nghia 1 nucleotit dugc cai bién c6 metoxy.

Theo mét sé phuong an, siARN theo sang ché 1a siARN c¢6 céc cai bién sau: theo
huéng tr dau 5' dén dau 3', cac nucleotit & cac vi tri 5, 7, 8, va 9 cua trinh ty nucleotit I
trong mach c6 nghia cta siARN la nucleotit dugc cai bién co flo, va cac nucleotit & cac vi
tri khac ctia mach c6 nghia clia siARN 1a céc cac nucleotit duge cai bién c6 nhom metoxy;
va theo hudng tu diu 5' dén dau 3', cac nucleotit & cac vitri 2, 6, 8, 9, 14, va 16 cia trinh
tu nucleotit II trong mach d6i nghia ctia siARN 1a nucleotit dugc cai bién co flo, va céc
nucleotit & cac vi tri khac trong mach dbi nghia ciia siARN 1a cac nucleotit dugc cai bién
¢6 nhém metoxy;

Theo cach khac, theo hudng tr dau 5' ¢én dau 3', cac nucleotit & cac vi tri 5, 7, 8,
va 9 clia trinh tu nucleotit I trong mach ¢6 nghia ciia siARN la nucleotit dugc cai bién o6
flo, va cac nucleotit & cdc vi tri khac trong mach c6 nghia cua siARN 1a cac nucleotit
duoc cai bién c6 nhém metoxy; va theo hudng tir diu 5' dén déu 3', cac nucleotit & cac vi
tri 2, 6, 14, va 16 cla trinh ty nucleotit II trong mach dbi nghia cia siARN la nucleotit
duge cai bién c6 flo, va cic nucleotit & cac vi tri khac trong mach d6i nghia cia siARN 14
c4c nucleotit dugc cai bién c6 nhém metoxy.

Theo cach khac, theo hudng tu dau 5' dén dau 3', cac nucleotit & cac vitri 7, 8 va 9
ctia trinh tw nucleotit I trong mach c6 nghia ciia siARN 1a nucleotit dugc cai bién co flo,
va cac nucleotit & cac vi tri khac trong mach c6 nghia cia siARN la cac nucleotit duoc

ci bién c6 nhém metoxy; va theo huéng tir dau 5' dén dau 3', cac nucleotit & cac vi tri 2,
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6, 14, va 16 of trinh tu nucleotit IT trong mach ddi nghia cia siARN la nucleotit dugc cai
bién ¢6 flo, va céc nucleotit & cac vi tri khac trong mach ddi nghia cta siARN 1a cac
nucleotit dugc cai bién ¢6 nhém metoxy.

Theo mét sé phuong 4n, siARN theo sang ché 1a mot trong sb siPCSKal-M1,
siPCSKal-M2, siPCSKal-M3, siPCSKa2-M1, siPCSKa2-M2, siPCSKa2-M3,
siPCSKb1-M1, siPCSKbl1-M2, siPCSKbl1-M3, siPCSKb2-M1, siPCSKb2-M2,
siPCSKb2-M3, siPCSKcl-M1, siPCSKcl-M2, siPCSKcl-M3, siPCSKc2-Ml,
siPCSKc2-M2, siPCSKc2-M3, siPCSKd1-MI1, siPCSKd1-M2, siPCSKd1-M3,
siPCSKd2-M1, siPCSKd2-M2, siPCSKd2-M3, siPCSKel-M1, siPCSKel-M2,
siPCSKel-M3, siPCSKe2-M1, siPCSKe2-M2, siPCSKe2-M3, siPCSKfI-Ml,
siPCSKf1-M2, siPCSKf1-M3, siPCSKf2-M1, siPCSKf2-M2 hodc siPCSKf2-M3 dugc
néu trong cac bang la-1f.

Cac siARN v6i céc cai bién néu trén khong chi ¢6 gid thanh thap, ma con khién
cho cac ribonucleaza trong mau khong phan cét axit mot cach d& dang, nho d6 1am ting
d6 6n dinh cta axit nucleic va 1am cho axit nucleic c¢6 kha ning chdng lai su thiiy phan
nucleaza manh hon. Ngoai ra, siARN véi céc cai bién néu trén ciing thé hién hoat tinh tc
ché dbi v6i mARN dich cao hon.

Theo mdt s phuong 4n, it nhit moét phan cdc nhém phosphat trong khung
phosphat-riboza cua it nh4t mot mach don trong mach c6 nghia va mach d6i nghia coa
siARN theo sang ché 14 cic nhom phosphat v6i cac nhom cai bién. Theo mot s6 phuong
an, nhom phosphat véi (cadc) nhoém cai bién 14 nhém phosphorothioat dugc tao thanh bang
cach thay thé it nhit mot nguyén tir oxy trong lién két phosphodieste trong cac nhém
phosphat biang nguyén ti luu huynh. Theo mot s phuong 4n, nhém phosphat véi (c4c)
nhom cai bién 1a nhém phosphorothioat c6 cAu tric nhu duge thé hién bsi cong thire (1):

e

— |
S——IIDZO
Oy, cong thie (1).
Cai bién nay lam 6n dinh cAu trac mach kép cua siARN, nhd d6 duy tri duge tinh

dac hiéu cao va ai luc cao khi bét cdp bazo.
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Theo mét s6 phuong 4n, trong siARN theo sdng ché, lién két phosphorothioat
duoc b tri & it nhat mot nhém bao gé)m cac vi tri sau: vi tri gitta nucleotit thir nhét va
nucleotit th hai & mét trong hai dau ctia mach c6 nghia hodc mach dbi nghia, vi tri gitta
nucleotit thr hai va nucleotit tha ba & mot trong hai d4u cta mach c6 nghia hodc mach
ddi nghia, hosic t& hop bit ky cia ching. Theo mot sé phuong 4n, lién két
phosphorothioat nim & tAt ca cac vi tri trén ddy ngoai trir diu 5’ cia mach c6 nghia. Theo
mét s6 phuong 4n, lién két phosphorothioat nim & tht ca cac vi tri trén ddy ngoai trir dau
3’ ctia mach c6 nghia. Theo mét s phuong 4n, lién két phosphorothioat ndm & it nhit
mat trong céc vi tri sau:

vi tri gitta cac nucleotit thir nhét va thi hai & ddu 5' ctia mach c6 nghia;

vi tri gifta cac nucleotit thir hai va thir ba & d4u 5' cia mach c6 nghia;

vi tri gifta cac nucleotit thir nhit va tht hai & ddu 3' cia mach c6 nghia;

vi tri gifta cac nucleotit thir hai va thit ba & dau 3’ cua mach c6 nghia;

vi tri gifra cac nucleotit thir nhét va thir hai & du 5' ctia mach ddi nghia;

vi tri gitta cdc nucleotit thir hai va thr ba & du 5' ctia mach ddi nghia;

vi tri gifta cac nucleotit thir nhét va thtt hai & ddu 3’ ciia mach ddi nghia; va

vi tri gitra cac nucleotit thtr hai va thir ba ¢ dAu 3’ cia mach ddi nghia.

Theo mot sd phuong 4n, siARN theo sang ché 1a mot trong sb siPCSKal-M1S,
siPCSKal-M2S, siPCSKal-M3S, siPCSKa2-M1S, siPCSKa2-M2S, siPCSKa2-M3S,
siPCSKb1-M1S, siPCSKb1-M2S, siPCSKb1-M3S, siPCSKb2-M1S, siPCSKb2-M2S,
siPCSKb2-M3S, siPCSKc1-M1S, siPCSKcl1-M2S, siPCSKcl-M3S, siPCSKc2-MIS,
siPCSKc2-M28S, siPCSKc2-M3S, siPCSKd1-M1S, siPCSKd1-M2S, siPCSKd1-M3S,
siPCSKd2-M1S, siPCSKd2-M2S, siPCSKd2-M3S, siPCSKel-M1S, siPCSKel-M2S,
siPCSKel-M3S, siPCSKe2-M1S, siPCSKe2-M2S, siPCSKe2-M3S, siPCSKf1-M18,
siPCSKf1-M2S, siPCSKf1-M3S, siPCSKf2-M1S, siPCSKf2-M2S hodc siPCSK{2-M3S
dugc néu trong céc bang la-1f.

Theo mot sb phuong é4n, nucleotit & dau 5° trong mach dbi nghia cia siARN la
5’-phosphat nucleotit hodc nucleotit dugc cai bién c6 nhém tuwong tu 5°-phosphat.

Cac 5’-phosphat nucleotit hodc cdc nucleotit duge cai bién c6 nhoém tuong tu
5°-phosphat dién hinh da biét r5 d6i v6i ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥

thuét nay. Vi dy, cac 5’-phosphat nucleotit co thé ¢6 ciu tric sau:
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cong thuc (2).
Theo mdt vi du khac, Anastasia Khvorova and Jonathan K. Watts, The chemical
evolution of oligonucleotit therapies of clinical utility. Nature Biotechnology, 2017, 35(3):
238-48 m6 ta bén nucleotit duoc cai bién c¢6 nhém twong tw 5°-phosphat sau:

o o
o=P’ ©

o, 0 .8 o o
0=R] Bazo Bazo  o=R Bazo o= Bazo
e 0L/ NN 0 o 0~_< o ;
\ C:\ \ Ci ?
el s o w7

cong thic (3) cong thirc (4) cong thitc (5)  cdng thic (6)

trong d6 R dugc chon tir H, OH, metoxy, va F;

“Bazo” la bazo dugc chon tir A, U, C, G, hoac T.

Theo mdt sé phuong an, 5°-phosphat nucleotit 1a nucleotit c6 nhém 5°-phosphat
nhu dugc thé hién boi cong thic (2); nucleotit duge cai bién c6 nhém tuong tu
5°-phosphat 14 nucleotit c6 cai bién vinylphosphonat (5°-(E)-vinylphosphonat, E-VP) nhu
duoc thé hién béi cong thuc (3), hodc nucleotit duge cii bién c6 nhém phosphorothioat
nhu duoc thé hién bdi cong thie (5).

Theo mdt s6 phuong 4n, siARN theo sang ché 12 mot trong sb siPCSKal-MIP1,

siPCSKal-M2P1, siPCSKal-M3P1, siPCSKa2-M1P1, siPCSKa2-M2P1,
siPCSKa2-M3P1, siPCSKb1-M1P1, siPCSKb1-M2P1, siPCSKb1-M3P1,
siPCSKb2-M1P1, siPCSKb2-M2P1, siPCSKb2-M3P1, siPCSKc1-M1P1,
siPCSKc1-M2P1, siPCSKc1-M3P1, siPCSKc¢2-M1P1, siPCSKc2-M2P1,
siPCSKc2-M3P1, siPCSKd1-M1P1, siPCSKd1-M2P1, siPCSKd1-M3P1,
siPCSKd2-M1P1, siPCSKd2-M2P1, siPCSKd2-M3P1, siPCSKel-M1P1,
siPCSKel-M2P1, siPCSKel-M3P1, siPCSKe2-M1P1, siPCSKe2-M2P1,
siPCSKe2-M3P1, siPCSKf1-M1P1, siPCSKf1-M2P1, siPCSKf1-M3P1,

siPCSK{2-M1P1, siPCSK{2-M2P1, siPCSK{2-M3P1, siPCSKal-M1SP1,
siPCSKal-M2SP1,  siPCSKal-M3SP1,  siPCSKa2-MI1SP1,  siPCSKa2-M2SP1,
siPCSKa2-M3SP1,  siPCSKbl1-M1SP1,  siPCSKb1-M2SP1,  siPCSKb1-M3SP1,
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siPCSKb2-M1SP1,  siPCSKb2-M2SP1,  siPCSKb2-M3SP1,  siPCSKcl-MI1SP1,
siPCSKc1-M2SP1,  siPCSKc1-M3SP1,  siPCSKc2-MI1SP1,  siPCSKc¢2-M2SP1,
siPCSKc2-M3SP1,  siPCSKd1-M1SP1,  siPCSKd1-M2SP1,  siPCSKd1-M3SP1,
siPCSKd2-M1SP1,  siPCSKd2-M2SP1,  siPCSKd2-M3SP1,  siPCSKel-MI1SPl,
siPCSKel-M2SP1,  siPCSKel-M3SP1,  siPCSKe2-M1SP1,  siPCSKe2-M2SP1,
siPCSKe2-M3SP1, siPCSKf1-M1SP1, siPCSKf1-M2SP1, siPCSKf1-M3SP1,
siPCSKf2-M1SP1, siPCSKf2-M2SP1 va siPCSKf2-M3SP1 dugc néu trong céc bang
la-1f.

siARN thir bay

Theo séang ché, siARN c6 thé 1a siARN thir bay.

siARN thtr bay bao gbm mach c6 nghia va mach d6i nghia, va mdi nucleotit trong
siARN thu bay doc 1ap 1a nucleotit dugc cai bién hoic khong duge cai bién; trong d6
mach cé nghia bao gém trinh tu nucleotit I, va mach ddi nghia bao gém trinh ty nucleotit
IT; trinh tu nucleotit I va trinh ty nucleotit II it nhét bd sung ngugc mot phén dé tao thanh
vung mach kép; trong do, trinh tu nucleotit T va trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién boi
SEQ ID NO: 399 ¢6 chiéu dai twong dwong nhau va khac nhau khong qua 3 nucleotit, va
trinh tu nucleotit IT va trinh ty nucleotit nhu dugc thé hién bsi SEQ ID NO: 400 c6 chiéu
dai twong dwong nhau va khéac nhau khdng qua 3 nucleotit:

5°- AGACCUGUUUUGCUUUUGZ25-3” (SEQ ID NO: 399);
5°- Z2sCAAAAGCAAAACAGGUCU-3’ (SEQ ID NO: 400),

trong do, Zos la U va Zas la A, va

trinh ty nucleotit I bao gém nucleotit Zo7 & vi tri twong Gng véi Zss, trinh ty
nucleotit IT bao gdm nucleotit Z»g & vi tri twong tng voi Zae, trong d6 Zzg 1a nucleotit thix
nhit & ddu 5' cia mach dbi nghta.

Theo mot s& phwong 4n, mach c6 nghia chi bao gbm trinh tu nucleotit I, va mach
d6i nghia chi bao gdm trinh tw nucleotit II.

Theo mot s& phwong 4n, trinh ty nucleotit I va trinh ty nucleotit nhu dugc thé hién
bi SEQ ID NO: 399 khéc nhau khong qué 1 nucleotit, va/hodc trinh tu nucleotit II va
trinh ty nucleotit nhu duoc thé hién béi SEQ ID NO: 400 khac nhau khong quéd 1

nucleotit.
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Theo mét s phuong 4n, nucleotit khdc nhau gitta trinh ty nucleotit I va trinh tu
nucleotit nhu duogc thé hién bdi SEQ ID NO: 400 bao gdm khic nhau & vi tri Zas, trong
d6 Zss dugce chon tir G, U hodc C. Theo mdt sb phuong an, nucleotit khac nhau 1a khac
nhau & vi tri Zzs, trong d6 Zsg dugc chon tir G, U hodc C. Theo mot sb phuong an, Z»7 la
nucleotit b sung véi Zas.

Theo mdt s& phwong 4n, nucleotit khac nhau gifta trinh tu nucleotit I va trinh tu
nucleotit nhu dugc thé hién béi SEQ ID NO: 399 bao gém nucleotit tht 9 Z khéc nhau
duoc tinh tir dau 5° cta trinh tu nucleotit I, trong d6 Z 1a dT.

Theo mdt sb phuwong 4n, nucleotit khac nhau gifta trinh tu nucleotit I va trinh ty
nucleotit nhu duoc thé hién béi SEQ ID NO: 399 bao gém khéc nhau & vi tri Za, trong
dd Z»7 dugc chon tir A, G hodc C.

Theo mdt s6 phuong 4an, nucleotit khdc nhau giita trinh ty nucleotit I va trinh tu
nucleotit nhu dugc thé hién béi SEQ ID NO: 399 ¢6 2 nucleotit khac nhau, va trinh ty
nucleotit I va trinh tu nucleotit II dugc bd sung nguge hoan toan vdi nhau, trong dé 2
nucleotit khac nhau 13 & cac vi tri Z va Za7, va Z 12 dT va Zz7 dugc chon tr A, G hoac C.

SiIARN ¢6 céc nucleotit khac nhau néu trén ¢6 kha ning e ché ARN dich cao hon
va céc siARN bao gdm céc nucleotit khdc nhau nay déu thudc pham vi bao hd cia sang
ché.

Theo mot sb phuong 4n, trinh ty nucleotit I 1a trinh tu nucleotit nhu duogc thé hién
boéi SEQ ID NO: 401, va trinh tu nucleotit II 13 trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién bai
SEQ ID NO: 402:

5°- AGACCUGUdTUUGCUUUUGZ»7-3’(SEQ ID NO: 401);
5°-Z2sCAAAAGCAAAACAGGUCU-3’(SEQ ID NO: 402),

trong d6 dT 1a thymin deoxynucleotit, Zag 1a nucleotit thix nhét & dau 5' ciia mach
dbi nghia, Z»7 dugc chon tir A, U, G, hodc C, va Z»s la nucleotit bd sung v6i Z27; theo mot
s& phuong an, Z»712 U, va Zag 12 A,

Theo mot $6 phuong an, dbi voi siARN thir bay, mach c6 nghia ciia siARN bao
odm trinh ty nucleotit nhu dwoc thé hién boi SEQ ID NO: 403, va mach d6i nghfa cua
siARN bao gém trinh tu nucleotit nhu dugce thé hién boi SEQ ID NO: 404:

5°- AGACCUGUdTUUGCUUUUGZ,7 -3’(SEQ ID NO: 403);
5°- Zo)sCAAAAGCAAAACAGGUCUAG -3°(SEQ ID NO: 404),
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Theo céch khac, mach cé nghia cua siARN bao gém trinh tu nucleotit nhu dugc
thé hién béi SEQ ID NO: 405, va mach di nghia ctia siARN bao gdm trinh tu nucleotit
nhu duge thé hién boi SEQ ID NO: 406:

5°- CUAGACCUGUdTUUGCUUUUGZ,7 -3’(SEQ ID NO: 405);
5°- Z)sCAAAAGCAAAACAGGUCUAGAA -3°(SEQ ID NO: 406);

Theo mot sb phuong 4n, siARN theo sang ché 1a siPCSK g3 hoic siPCSKg4 dugc
néu trong bang 1g.

Theo mét s& phuong an, trong céc siARN c6 cac nucleotit khac nhau & cac vi tri Z
va/hodc Zz7néu trén, it nhéit mdt vai nucleotit 12 cac nucleotit dugc cai bién, cac nucleotit
cai bién 1a cac nucleotit dugc cai bién co6 flo hodc nucleotit dugc cai bién khong c¢6 flo,
c4c nucleotit duoc cai bién ¢6 flo nam trong trinh ty nucleotit I va trinh tu nucleotit II, va
theo hudng tu dau 5' dén diu 3', cac nucleotit it nhéit & cac vi trf 2, 6, 14, va 16 cua trinh
tu nucleotit IT 1a cac nucleotit dugc cai bién c6 flo.

Theo mdt s phuong 4n, siARN theo sang ché 12 mot trong sd siPCSKg3-M4,
siPCSKg4-M5, siPCSKg3-M4S, siPCSKgd-M5S, siPCSKg3-M4P1, siPCSKg4-M5P1,
siPCSKg3-M4SP1 hodc siPCSKg4-M5SP1 dugc néu trong bang 1g.

Céc tac gia sang ché da ngac nhién phat hién ra rang cac siARN theo séng ché c6
d6 4n dinh trong huyét twong va lysosom dugc ting cudng déng ké, trong khi vin thé
hién hoat tinh trc ché d6i v6i mARN dich cao hon.

Céc siARN theo sang ché c6 thé dugc tao thanh bang cic phuong phép san xuét
siARN thong thudng trong linh vue k§y thuét nay, vi du phuong phap téng hop & pha ran
va phuong phap téng hop & pha 1ong. Déi voi phuong phap tbng hop & pha rin ¢6 cac
dich vu tuy chinh trén thi trudng. Nhoém nucleotit cai bién co thé dugc dua vao siARN
theo sang ché bing cach sitr dyng monome nucleotit c6 cai bién twong tng. Phuong phap
san xudt monome nucleotit ¢ cai bién tuwong tmg va phuong phap dua nhém nucleotit da
c4i bién vao siARN cling d4 biét rd dbi voi nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vye
k¥ thuat nay.

Dugc phdm

Sang ché d& xuét dugc phim, chira siARN trén day 1am thanh phan hoat tinh va

chét mang dugc dung.
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Chét mang duogc dung c6 thé 1a chit mang thong thuong trong linh vuc st dung
siARN, vi du, nhung khéng chi gi¢i han ¢, mot hodc nhiéu cac hat nano tir tinh (nhu cac
hat nano trén co s& Fe3Os va Fex03), 6ng nano cacbon, silic vat liéu mao quéan, cac hat
nano canxi phosphat, polyetylenimin (PEI), polyamidoamin (PAMAM) dendrime,
poly(L-lysin) (PLL), chitosan, 1,2-dioleoyl-3-trimetylammoni-propan (DOTAP),
copolyme poly(axit D&L-lactic/glycolic) (PLGA), poly(2-aminoetyl etylen phosphat)
(PPEEA), poly(2-dimetylaminoetyl metacrylat) (PDMAEMA), va cac dan xuét cia
chung.

Trong dugce phim nay, luong siARN va chit mang dugc dung khong duoc yéu ciu
cu thé, va c6 thé 1a lugng thong thudng cla ting thanh phan. Theo mot s6 phuong 4n, ty
16 khéi lugng cia siARN so voi chit mang duogc dung 1a 1: (1-500), va theo mot sb
phuong 4n, ty 1& khéi lugng ndy 1a 1: (1-50).

Theo mét sd phuong 4n, dugc pham ciing c6 thé chira cac t4 duoc duge dung khéc,
ma c6 thé 1a mot hodc nhidu ché phim hodc hop chét théng thudng trong linh vye nay. Vi
du, cac ta dugc dugc dung khéc nay co thé bao gdm it nhit mot trong sb chit dém pH,
chit bao vé va chét diu bién 4p suét thdm thau.

Chat dém pH c6 thé 1a dung dich dém tris(hydroxymetyl) aminometan
hydroclorua c6 do pH nim trong khoang tl 7,5 dén 8,5, va/hodc dung dich dém phosphat
c6 do pH nam trong khoang tur 5,5 dén 8,5, nhu dung dich dém phosphat c6 do pH nam
trong khoang tr 5,5 dén 8,5.

Chét bao vé ¢o thé 1a it nhit mot trong sb inositol, sorbitol, sucroza, trehaloza,
mannoza, maltoza, lactoza, va glucoza. Luong chit bao vé co thé nidm trong khoang twr
0,01% khéi luong dén 30% khéi luong dua trén téng khéi luong ctia duoc phém.

Chét diéu bién ap suét thim thu co6 thé 14 natri clorua va/hodc kali clorua. Lugng
chat didu bién 4p suét thdm thdu lam cho 4p suit thim thiu cua dugc phdm nim trong
khoang tir 200 dén 700 milliosmol/kg. Tuy thudc vao ap sudt thAm thdu mong mudn,
ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thudt nay co thé dé dang xac dinh lugng
chit didu bién &p sut thim théu.

Theo mot 36 phuong an, duoc phém 6 thé 1a duoc phém dang 16ng, vi dy, dung
dich ti€m; hodc san phém dong khd dung dé tiém, ma co thé duoc tron véi ta dugc 16ng

dé tao thanh duoc phdm dang 1éng khi st dung. Duoc pham dang 16ng c6 thé duge st
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dung bing cach, nhung khong chi gi¢i han ¢, tiém dudi da, tiém bép hodc tiém tinh mach,
va cling ¢6 thé dugc st dung cho, nhung khéng chi giéi han &, phdi bang cach xit, hodc
cac co quan khac (nhu gan) thong qua phéi bang cach xit. Theo mot s6 phwong 4n, dugc
pham dugc st dung bang cach tiém tinh mach.

Theo mdt sd phuong an, dugc phdm c6 thé & dang dugc pham liposom. Theo mot
sé phuong 4n, chit mang dugce dyng dugc sir dung trong dugc pham liposom chira hop
chét chuyén nhiém chtta nhém amin (sau ddy dwgc goi 12 amin hitu co), lipit tro giap
va/hodc lipit dwoc PEGyl héa. Trong d6, amin hiru co, lipit trg gitp va lipit dugc PEGyl
héa ¢6 thé 1an lugt 12 mot hoic nhiéu hop chét dugc chon tir cac hop chét chuyén nhiém
chira amin hogic mudi dugc dung hodc dan xudt cua chung, lipit trg giup va lipit dugc
PEGyl héa nhu dugc mo ta trong cdng b6 don yéu cdu cdp patent Trung Qubc sb
CN103380113A, ma duge dua vio ddy bang cach vién dan.

Theo mot sb phuong an, amin hitu co ¢ thé 1a hop chét nhu duoc thé hién boi
cong thic (201) dugc md ta trong cong bd don yéu cau cép patent Trung Québc sd

CN103380113A hodc mudi duge dung clia chung:

104 /R105 T
/C‘J‘YIOI_XlOl_RlOl
n

Ripz3— TN

\C
/\

106 Rip7/ m P

Zio1— X102 T Rio2

codng thirc (201),
trong do,
mdi Xio1 hodc X2 ddc 14p voi nhau duge chon tir O, S, N-A va C-A, trong d6 A la
hydro hodc chudi hydrocacbon Ci-Cao;
mdi Yio1 hodc Z1o1 ddc 1ap véi nhau dugce chon tir C=0, C=S, S=0, CH-OH hodc
SOz;
mdi Rio1, Rioz, Rios, Rios, Rios, Rios hodc Riop7 doc 1p véi nhau duge chon tir

hydro; nhém béo mach théng ho#c mach nhénh, duoc thé hoic khong dugc thé, dang
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vong hodc khong vong; nhém di béo mach théng hodc mach nhanh, dugc thé hodc khong
duoc thé, vong hodc khong vong; nhom axyl mach théng hodc mach nhanh, dugc thé
hoac khoéng dugc thé; nhém aryl mach théng hodc mach nhanh, duogc thé hoic khong
dugc thé; va nhém heteroaryl mach théng hodc mach nhanh, duoc thé hoidc khéng dugc
thé;

x 12 mot s& nguyén nim trong khoang tir 1 dén 10;

n 12 mot sé nguyén nam trong khoang tir 1 dén 3, m 1a mot s nguyén nim trong
khoang tir 0 dn 20, p 12 0 hodc 1, trong d6 néu m=p=0, thi Ri¢2 12 hydro; va

néu it nhit mot trong s n va m 1a 2, thi Rye3 va nito trong cong thire (201) tao

thanh céu tric nhu duge thé hién béi cong thire (202) hodc (203):

e
(P%\QH OH (({e N\Hcc
N
° N\V/L(Vf’f N Hee f
t s
cong thure (202) cbng thie (203);
trong d6 g, e hodc f ddc lap v6i nhau 12 mot s6 nguyén nam trong khoang tir 1 dén
6; “HCC” 1a chudi hydrocarbon, va mdi *N la mdt nguyén ti nito dugce thé hién trong
cdng thirc (201).
Theo mot s& phuong an, Rios 12 polyamin. Theo cic phuong an khac, Rios 1a ketal.
Theo mdt sb phuong 4n, Rio1 va Rioz trong cong thire (201) doc 14p véi nhau 12 alkyl hodc
alkenyl mach thing hodc mach nhanh, dugc thé hodc khong duoc thé bét ky, trong d6
alkyl ho#c alkenyl c6 3-20 nguyén tir cacbon (nhu 8 dén 18 nguyén tir cacbon) va 0-4
lién két doi (nhu 0-2 lién két doi).
Theo mdt sé phuong én, néu n va m doc 14p véi nhau 1a 1 hodc 3, Rios c6 cdng
thtrc bat ky trong s cac cong thirc (204)-(213) dudi day:
N
| A
* cong thirc (204), cong thuc (205),
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*
Nz
£
K Np-—HCC

i
H;q/\/“\/\

W cong thirc (206), "+ cong thire (207),
NN NN gx\/\/ﬁ’:‘r’*ﬁ
FeN N cong thirc (208),
E S
* N TNEN TN N
HoN N

cong thirc (209),
OH

* :l}'f“'—‘”?‘m % H * :l‘b
Hz"‘\)\/ cong thic (210), " T cong thie
(211),

NH,

(Vg/(cm }rj
N OH ( rf Shee
oH p/e HCC €
= N
N - \)\rvr e
i cong thire (212) va f cong thuc (213);

trong do, trong cac cong thuc (204)-(213), g, e va f ddc 1ap véi nhau 1a mot s6
nguyén nam trong khodng tir 1 dén 6, mdi “HCC” 14 chudi hydrocarbon, va mdi * 12 mot
diém lién két tiém nang cta Rios v6i nguyén ti nito trong cdng thire (201), trong d6 mdi
H & vi tri * bt ky ¢6 thé dugc thay thé dé lién két duogc véi nguyén t nito trong cong
thtc (201).

Hop chit nhu dugc thé hién béi cong thire (201) ¢o thé duge diéu ché nhu duoc
md ta trong céng bb don Trung Quéc s6 CN103380113A.

Theo mét sé phuong an, amin hitu co 12 amin hitu co nhu duge thé hién boi cong

thirc (214) va/hodc amin hitu co nhu dugc thé hién béi cong thic (215):

cobng thirc (214),
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cong thire (215);

Lipit trg giap la cholesterol, cac chit twong tu cholesterol va/hodc dan xuét
cholesterol.

Lipit dugc PEGyl hoa la 1,2-dipalmitoyl-sn-glyxero-3-phosphatidyletanolamin-N-

[metoxy(polyetylen glycol)]-2000.

Theo mot sé phuong an, ty 1€ mol gitra amin hitu co, lipit tro gitip, va lipit duoc
PEGyl hoa trong dugc phém 14 (19,7-80): (19,7-80): (0,3-50), vi du, ty 1& mol; ¢ thé 1a
(50-70): (20-40): (3-20).

Theo mot sb phuong 4n, cac hat dugc phém dugc tao thanh bdi siARN theo sang
ché va cac chét chuyén nhiém chira amin néu trén c6 dudng kinh hat trung binh nim
trong khoang tr 30 nm dén 200 nm, thong thudng nim trong khoang tir 40 nm dén 135
nm, va théng thuong hon, dudng kinh trung binh cta hat liposom nam trong khoang tur
50 nm dén 120 nm, tir 50 nm dén 100 nm, tir 60 nm dén 90 nm, hogc tir 70 nm dén 90 nm;
vi du, dudng kinh trung binh cua hat liposom 1a 30, 40, 50, 60, 70, 75, 80, 85, 90, 100,
110, 120, 130, 140, 150 hodc 160 nm.

Theo mot s6 phuong an, trong dugce phim dugc tao thanh boi siARN theo sing
ché va chét chuyén nhiém chira amin néu trén, ty 16 khéi luong (ty 1¢ khéi lwong/khdi
lugng) ctia siARN so véi tbng luong lipit, vi dy, cac amin hitu co, cac lipit hd tro va/hoic
céc lipit dugc PEGyl hoa, ndm trong khoang tir 1:1 dén 1:50, tir 1:1 dén 1:30, tir 1:3 dén
1:20, tir 1:4 dén 1:18, tir 1:5 dén 1:17, tir 1:5 dén 1:15, tir 1:5 dén 1:12, tir 1:6 dén 1:12,
hogc tir 1:6 dén 1:10. vi dy, ty 1& khéi lugng ctia siARN theo sang ché so vdi tong luong
lipit 1a khoang 1:5, 1:6, 1:7, 1:8, 1:9, 1:10, 1:11, 1:12, 1:13, 1:14, 1:15, 1:16, 1:17, hodc
1:18.

Theo mot s6 phuong &n, duge phdm c6 thé duoc ban trén thi truong & dang mdi
thanh ph?m riéng biét, va dugc sit dung & dang duoc phém dang long. Theo mat s6

phuong an, duoc pham dugc tao thanh bodi siARN theo sdng ché va chit mang duge dung
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néu trén c6 thé duoc bao ché bing cac quy trinh da biét khac nhau, ngoai trir 12 thay thé
siARN hién nay bing siARN theo sang ché. Theo mot s6 phuong 4n, duge phdm c6 thé
dugc bao ché theo quy trinh sau:

Céac amin hitu co, lipit trg gitup va lipit dugec PEGyl héa duoc tao huyén phu trong
rugu & ty 1€ mol nhu duge mo ta trén day va dugc trén déng nhét dé thu dugc dung dich
16ng; rugu dugce sir dung voi lugng sao cho dung dich lipit thu dugc c6 mat véi téng
ndng do khéi luong 1a tir 2 dén 25 mg/mL (vi du, 8 dén 18 mg/mL). Rugu nay 1a ruou
dugc dung, nhu ruou ma & dang 16ng ¢ nhiét d6 trong phong, vi du, mdt hodc nhiéu trong
sb etanol, propylen glycol, ruou benzylic, glyxerol, PEG 200, PEG 300, va PEG 400, nhu
etanol.

siARN theo sang ché dugc hoa tan trong dung dich nude mudi dugc dém dé tao ra
dung dich nu6c chra siARN. Dung dich nuéc mudi dugc dém co néng do nam trong
khoang tir 0,05 dén 0,5 M, nhu 0,1 dén 0,2 M. P pH ciia dung dich nuéc mudi dugc
dém dugce didu chinh dén mirc nam trong khoang tir 4,0 dén 5,5, nhu tir 5,0 dén 5,2. Dung
dich nudc mudi duge dém duge st dung voi lugng sao cho siARN c6 mat & ndéng do
du6i 0,6 mg/ml, nhu tir 0,2 dén 0,4 mg/mL. Dung dich mudi duge dém c6 thé 12 mot
hodc nhiéu dung dich dugc chon tir nhém bao g@)m axetat hoa tan va xitrat hoa tan, nhu
natri axetat va/hodc kali axetat.

Dung dich lipit va dung dich nuge chira siARN dugce tron v6i nhau. San phém thu
duoc béng cach trdon dugce U 6 nhiét 4o nam trong khoang tur 40 dén 60°C trong it nhét 2
phit (vi du, ndm trong khoang tlr 5 dén 30 phut) dé tao ra duoc phim dang 16ng dugc u.
Ty 1€ theo thé tich cua dung dich lipit so v&i dung dich nu6e chira siARN 1a 1: (2-5).

Duoc phém dang 16ng da G dugc cb hodc pha lodng, tinh ché dé loai bo cac tap
chit, va sau d6 dugc vo tring dé thu duogc dugce pham theo sang ché, ma c6 céc thong s
héa ly sau: do pH nim trong khoang tir 6,5 dén 8, ty 16 phan trim bao nang 13 16n hon
80%, c& hat nim trong khoang tir 40 dén 200 nm, chi s6 da phén tan 1a nh6 hon 0,30, va
ap suét thdm théu 1a nim trong khoang tir 250 dén 400 mOsm/kg. Vi du, cic thong s6 hoa
Iy c6 thé 1a nhu sau: do pH nim trong khoang tur 7,2 dén 7.6, ty 1& phan trim bao nang 1a
16n hon 90%, ¢& hat nam trong khoang tir 60 dén 100 nm, chi sé da phan tan 14 dudi 0,20,

va &p suat thdm thiu nam trong khoang tir 300 dén 400 mOsm/kg.
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Trong dd, budc c6 hodc pha lodng co thé duoc thuc hién trude, sau hoic déng thoi
v6i bude loai bo cac tap chit. Phuong phap loai bé céc tap chét c6 thé 12 phuong phap bét
k¥ trong sb cac phuong phap hién nay, vi dy, siéu loc bang cot sgi rdng c6 kich thuéde 16
loc bing 100 kDa va PBS & do pH 7,4 1am dung dich trao ddi siéu loc sir dung hé dong
chay tiép tuyén. Phuong phép vo trung c6 thé 1a phwong phap bét ky trong s6 nhiéu
phuong phép hién nay, nhu vd trung bang cach loc trén mang loc c6 kich thuéc 15 loc
bang 0,22 pm.

Thé tiép hop siARN

Sang ché d& xuét thé tiép hop siARN chta siARN néu trén va nhém tiép hop duoc
lien két voi siARN bang céch tiép hop.

N6i chung, nhém tiép hop chira it nhit mdt nhém hudng dich dugc dung va tac
nhan lién két ty ¥. Hon nita, siARN, tac nhan lién két va nhém huéng dich duoc lién ket
lien tiép. Theo mét sé phuong 4n, s6 nhém huéng dich 1a tir 1 dén 6. Theo mot sb
phuong 4n, s6 nhém huéng dich 13 tir 2 dén 4. Phan tir siARN c6 thé duoc tiép hop cong
héa tri hodc khong cdng hoda tri voi nhom tiép hop, vi du phén tir siARN ¢6 thé dugc tiép
hgp cdng hoa tri v6i nhom tiép hop. Vi tri tiép hop gitta siARN va nhom tiép hop co thé
13 & dau 3’ hodc dau 5’ ctia mach c6 nghia cua siARN, hodc & dau 5' ctia mach dbi nghia
clia siARN, va ¢6 thé ndm trong trinh tu cua siARN. Theo mot s6 phuong 4n, vi tri tiép
hop gitta siARN va nhém tiép hop 1a & dau 3’ ctia mach c6 nghia ctia siARN.

Theo mét sé phuong 4n, nhém tiép hop c6 thé duge lién két véi nhém phosphat,
2’-hydroxy ho#c bazo ciia nucleotit. Nhom tiép hop cling c6 thé duoc lién két v6i nhoém
3’-hydroxy khi cac nucleotit duoc lién két thong qua lién két 2°-5°-phosphodieste. Khi
nhom tiép hop duoc lign két véi diu ciia StARN, nhom tiép hop thuong duoc lién két v6i
nhom phosphat cua nucleotit; khi nhém tiép hop dugc lién két v6i noi trinh tu ciia siARN,
thi nhom tiép hop nay thudng duoc lién két v6i vong riboza hodc bazo. D& biét thém vé
cac cach thire lién két khac nhau, ¢6 thé tham khao tai liéu: Muthiah Manoharan et.al.
siRNA conjugates carrying sequentially assembled trivalent N-axetylgalactosamin linked
through nucleosides elicit robust gene silencing in vivo in hepatocytes. ACS Chemical
biology, 2015, 10(5): 1181-7.

Theo mot s6 phuong 4n, s, ARN va nhém tiép hop c6 thé dugc lién két v6i nhau

biang lién két hoa hoc d& bi khir hoiic khong bén véi axit, va cac lién ket hoa hoc nay ¢
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thé bi phan hity trong mdi trudng axit ciia endosom t€ bao, nhd d6 tao ra siARN & trang
thai tu do. Dbi véi cac cach thirc tiép hop khong d& bi phan hity, nhém tiép hop c6 thé
duoc lién két v&i mach ¢6 nghia ctia siARN, nh¢ d6 lam giam t8i thiéu tac dong cia viée
tiép hop dén hoat tinh cta siARN.

Theo mdt sb phuong 4n, nhém huéng dich duge dung cé thé 1a phdi tir thong
thuong trong pham vi str dung siARN, vi du, cac phéi tir khac nhau nhur dugc mo ta trong
cong bd don qube té s6 W0O2009082607A2, ma duge dua vao ddy bing céch vién dan.

Theo mot sb phuong 4n, nhém huéng dich duge dung co thé 13 mot hodc nhidu
nhom duoc chon tir cac phéi tir dugc tao thanh boi cac phén tr hudng dich sau hodc cac
din xuét cua ching: cdc phin tir ua chét béo, nhu cholesterol, axit mat, vitamin (nhu
vitamin E), phan tr lipit v&i chiéu dai chubi khac nhau; polyme, nhu polyetylen glycol;
polypeptit, nhu peptit xdm nhép té bao; aptame; khang thé; chidm luong tir; sacarit, nhu
lactoza, polylactoza, mannoza, galactoza, N-axetylgalactosamin (GalNAc); folat; hoac
cac phéi tir thy thé dwoc biéu hién trong cac t& bao nhu mo gan, nhu asialoglycoprotein,
gbc asialo-dudng, lipoprotein (nhu lipoprotein ty trong cao, lipoprotein ty trong thap va
nhém twong tu), glucagon, chét din truyén thin kinh (nhu adrenalin), yéu t6 phat trién,
transferrin va nhom tuong tu.

Theo mot sb phuong 4n, mdi phéi ter doc 14p dugce chon tur phéi tir ¢6 kha ndng
gin két voi thy thé trén bé mit té bao. Theo mdt sb phuong an, it nhat mot phéi tir 13 phdi
t c6 kha nang gan két véi thu thé trén bé mat cua té bao gan. Theo mot sd phwong 4n, it
nh4t mot phdi tir 14 phdi tir ¢6 kha néng gin két véi thu thé trén bé mat cia té bao gan cla
dong vat c6 vi. Theo mdt s6 phuong 4n, it nhat mot phdi tir 1a phéi tir ¢6 kha ning gin
két v6i thy thé trén bé mit cua té bao gan clia ngudi. Theo mot s6 phuong 4n, it nhit mot
phéi tir 12 phdi tir ¢6 kha ning gin két v6i thy thé asialoglycoprotein (asialoglycoprotein
receptor-ASGPR) trén b& mat cua té bao gan. Cac loai thy thé nay la da biét d6i voi
ngudi cd hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay va ching thuong c6 chirc nang
ofn két v6i thu thé ddc hiéu trén bé mit ciia té bao dich, nhd d6 phan phoi siARN da lién
két v6i phéi tir vao té bao dich.

Theo mdt sb phuong 4n, nhém hudng dich duge dung c6 thé 1a phdi tir bat ky ma
ghn két véi cac thy thé asialoglycoprotein (ASGPR) trén bé mit cla cac té bao gan cua

dong vat c6 vi. Theo mot s6 phuong 4n, mdi phdi tir doc 1ap 12 asialoglycoprotein, nhu
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asialoorosomucoit (ASOR) hodc asialofetuin (ASF). Theo mot sb phuong an, phdi tir 12
sacarit hodc dan xuét cta no.

Theo mdt sd phuong 4n, it nhit mot phéi tir 12 sacarit. Theo mot s6 phuong 4n,
mdi phdi tir 12 sacarit. Theo mot s6 phuong an, it nh4t mot phdi t 14 monosacarit,
polysacarit, monosacarit dugc cai bién, polysacarit dugc cai bién, hodc dan xudt sacarit.
Theo mdt sb phuong an, it nhit mot phéi tir c¢6 thé 13 monosacarit, disacarit hodc
trisacarit. Theo mot s6 phuong 4n, it nhat mot phéi tir 13 sacarit da cai bién. Theo mot sb
phuong an, m3i phdi tir 1 sacarit da cai bién. Theo mot s phuwong an, mbi phéi tir doc
lap duogc chon tir polysacarit, polysacarit da cai bién, monosacarit, monosacarit da cai
bién, dan xuét polysacarit, va din xut monosacarit. Theo mét s6 phuong an, moi phdi tix
hogc it nhat mot phdi ti c6 thé doc 1ap dugce chon tir nhém bao gbm glucoza va dan xudt
clia n6, mannoza va dan xuét clia nd, galactoza va dAn xuét cta nd, xyloza va dan Xuét
clia no, riboza va dan xuht ctia no, fucoza va dan xuit ciia no, lactoza va dan xuét cia né,
maltoza va din xuét cua no, arabinoza va din xuit cua nd, fructoza va din xuit cta no,
va axit sialic.

Theo mot sb phuong 4n, mdi phéi t c6 thé doc lap dugc chon tir nhém bao gém
D-mannopyranoza, L-mannopyranoza, D-arabinoza, D-xylofuranoza, L-xylofuranoza,
D-glucoza, L-glucoza, D-galactoza, L-galactoza, a-D-mannofuranoza,
B-D-mannofuranoza, a-D-mannopyranoza, [-D-mannopyranoza, a-D-glucopyranoza,
B-D-glucopyranoza,  o-D-glucofuranoza, B-D-glucofuranoza, a-D-fructofuranoza,
o-D-fructopyranoza, a-D-galactopyranoza, B-D-galactopyranoza, a-D-galactofuranoza,
B-D-galactofuranoza, glucosamin, axit sialic, galactosamin, N-axetylgalactosamin,
N-trifloaxetylgalactosamin, N-propionylgalactosamin, N-n-butyrylgalactosamin,
N-isobutyrylgalactosamin,
2-amino-3-0-[(R)-1-carboxyetyl]-2-deoxy-p-D-glucopyranoza,
2-deoxy-2-metylamino-L-glucopyranoza,
4,6-dideoxy-4-formamido-2,3-di-O-metyl-D-mannopyranoza,
2-deoxy-2-sulfoamino-D-glucopyranoza, axit N-glycolyl-a-neuraminic,
5-thio-B-D-glucopyranoza, metyl
2.3 A-tris-O-axetyl-1-thio-6-O-trityl-o-D-glucopyranoside, ~ 4-thio-B-D- galactopyranoza,
etyl 3.4,6,7-tetra-O-axetyl-2-deoxy-1,5-dithio-a-D-glucoheptopyranoside,
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2,5-anhydro-D-allononitril, riboza, D-riboza, D-4-thioriboza, L-riboza, L-4-thioriboza.
Céc lua chon khac vé phéi tir ¢6 thé dugc tim théy trong, vi du, ban mo ta cua cong bb
don Trung Qudc s6 CN105378082A, ma dugc dua vao day bang cach vién dan,

Theo mot sd phwong 4n, nhém huéng dich duge dung trong thé tiép hop siARN c6
thé 1a galactoza hodic N-axetylgalactosamin, trong d6 cdc phan tr galactoza hodc
N-axetylgalactosamin c6 thé c6 héa tri mét, hai, ba hoic bén. Can hiéu réng cac thuat
nglt hoa tri mdt, hai, ba hodc bbn dugc mo ta & day lan luot ¢6 nghia 1a ty 1€ mol cia
phan tir siARN so vé&i phén tir galactoza hodc N-axetylgalactosamin trong thé tiép hop
siARN 1a 1:1, 1:2, 1:3 hodc 1:4, trong d6 thé tiép hgp siARN dugc tao thanh tir phén tir
siARN va nhom tiép hop chira phan tit galactoza hodc N-axetylgalactosamin lam nhom
huéng dich. Theo mot sb phuong &n, nhéom hudng dich dugc dung 1la
N-axetylgalactosamin. Theo mét s6 phuwong 4n, khi oligonucleotit mach kép theo sang
ché duoc tiép hop vé6i nhom tiép hop chia N-axetylgalactosamin, thi phan t
N-axetylgalactosamin c6 hoéa tri ba hodc hoa tri bdn. Theo mot ) phuong an, khi siARN
theo séng ché duoc tiép hop véi nhom tiép hop chira N-axetylgalactosamin, thi phén tir
N-axetylgalactosamin c6 hoa tri ba.

Nhém huéng dich co6 thé dugc lién két v6i phan tir siARN théng qua yéu td lién
két thich hop, va yéu td lién két thich hop c¢6 thé dugc lya chon bdi ngudi co hiéu biét
trung binh trong linh vyc k§ thuat nay tuy theo loai nhém hudng dich cu thé. Cac loai
yéu t6 lién két va cdc nhom huéng dich va cac cach thuc lién két v6i siARN c6 thé dugc
tim hiéu trong ban md ta cta codng bb don qudc té s6 W02015006740A2, ma duge dua
vao day bang cach vién dan.

Theo mét sé phuong 4n, khi nhém hudng dich 1a N-axetylgalactosamin, thi yéu t6

lién két thich hop ¢6 thé c6 cu truc sau nhu duge thé hién béi cong thire (301):

LC—LBN\
/

¥,

cong thire (301)

trong do,

k 12 mt sb nguyén nam trong khoang tir 1 dén 3;
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LA 13 chudi chua lién két amit ma cd cau tric nhu dugc thé hién bdi cong thuc
(302), va hai dau ctia mdi nhém LA 14n luot duge lién ket véi nhém hudng dich va gbc

LC thong qua lién két ete:

cong thuc (302);
LB 14 chudi chtra N-axylpyrrolidin ma c6 cAu tric nhu dugc thé hién béi cong thuc
(303), trong d6 chudi nay c¢6 nhom carbonyl & mot du va duge lién két véi gbe L thong
qua lién két amit, va c6 nhom oxy & dau con lai va dugce lién két v6i siARN thong qua

lién két phosphoeste:

OH
6.5
\\\\“ N
WO
(@]
cong thuc (303);

LC 13 nhém lién két co6 hoa tri hai dén hoa tri bén dwa trén hydroxymetyl
aminometan, dihydroxymetyl aminometan hodc trihydroxymetyl aminometan, va LC
duoc lién két véi cac gbe LA thong qua lién két ete nhd nguyén tir oxy, va duge lién két
v6i gbe LB thong qua lién két amit nhd nguyén t nito.

Theo mét sb phuwong 4n, khi n=3 va L€ 13 nhém lién két hoa tri bbn dwa trén
trihydroxymetyl aminometan, thé tiép hop siARN dugc tao thanh bang cach lién két cac
phan tr N-axetylgalactosamin v6i phan tir siARN thong qua yéu t6 lién két
-(LA)s-trihydroxymetyl aminometan-LB ¢6 cdu trac nhu dugc thé hién boi cong thirc

(304):
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cdng thirc (304),
trong d6 cu tric xoin kép 1a siARN.

Tuong tu, vi tri tiép hop gilta siARN va nhom tiép hop co thé & ddu 3’ hoic dau 5°
cta mach cé nghia ctia siARN, hodc ¢ diu 5’ ctia mach dbi nghia, hodc trong ndi trinh tu
cua siARN.

Theo mét sd phuong 4n, d4u 3’ cia mach c6 nghia ctia siARN theo sang ché duogc
tiép hop cong hoa tri v6i ba phan tir N-axetylgalactosamin (GalNAc) thong qua yéu tb
lién két -(LA)s-trihydroxymetyl aminometan-L5-, dé tao thanh thé tiép hop siARN trong
d6 ty 1& mol gitta phan ti siARN so v6i phan tir GalNAc 1a 1:3 (sau day dugc goi la
(GalNAc)3-siARN), va thé tiép hop nay c6 chu trac nhu dugc thé hién boi cong thuc
(305):

o} o}
OHOH
HO 2 o N H\‘/
AGHN M\/\n/ ~N |
o}
cong thuc (305),

trong d6 cau tric xodn kép 1a siARN; va yéu t6 lién két duoc lién két véi dau 3°
cuiia mach ¢6 nghia ctia siARN.
Theo mot s& phuong 4n, khi nhém huéng dich 1a N-axetylgalactosamin, yéu tb

lién két thich hop c6 thé c6 cAu triic nhu dwge thé hién béi cong thire (306):
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cong thue (306)

trong do,

112 mot s6 nguyén nim trong khoang tir 0 dén 3;

57/281

* 14 vi tri trén yéu t6 lién két dugc lién két v6i nhém huéng dich thong qua lién Kkét

ete; va

# 1a vi tri trén yéu td lién két dugc lién két voi siARN thong qua lién két

phosphoeste.

Theo mdt vai phuong an cu thé, khi 1=2, thé tiép hop siARN cé cAu trac nhu duoc

thé hién boi cong thirc (307):

HO&/Q N
NHAc \\\J///\\\\////\\\“//
] (]
o=F|>—0H
L
OH OH ‘
HO ° o N

o]
o
%o

|
[]
I

HO\ES::!;;é:~l\///’o\\\v/’/ﬁ\\\\////\\\W{//
NHAc

Q
O—-—T——O
o
I

cdng thuc (307),

trong d6, cAu triic xodn kép 1a siARN; va yéu t0 lién keét duoc lién két véi dau 3

cta mach ¢ nghia ciia siARN.
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Thé tiép hop trén day c6 thé dwgc tdng hop theo phuong phép dugc md ta trong
giai phép ky thuat da biét. Vi dy, cong bd don qudc té sé W02015006740 A2 mo ta chi
tiét cac phwong phap san xuét céc thé tiép hop khéc nhau. Thé tiép hop siARN theo sang
ché ¢6 thd thu dugce bing cac phuong phép da biét rd ddi v6i ngudi ¢ hidu biét trung
binh trong linh vuc k¥ thuat nay. Vi dy, cong bb don qubc té s6 WO2014025805A1 md ta
phuong phép san xuét thé tiép hop c6 cAu tric nhu duoc thé hién bdi cong thire (305).
Rajeev ef al.,, ChemBioChem 2015, 16, 903-908 mé ta phuong phép sén xuat thé tiép hop
¢6 cu tric nhu dugc thé hién bai cong thire (307).

Theo mdt s phuong 4n, thé tiép hop siARN c6 chu tric nhu duge thé hién béi

cong thirc (308):
l\|/|1 Rs |\|/|1 “|/|1
||—1 R1o ‘sz Tﬂ T Tm L‘-1
| Ly ] cly plky
T (‘f Tt o N T NN T s
Ri3 R14 R1s
cdng thuc (308),

trong do,

nl 1a mot sb nguyén nam trong khoang tir 1 dén 3, va n3 1a mot sd nguyén nim
trong khoang tir 0 dén 4;

mdi m1, m2, hodc m3 doc 1dp véi nhau la mot s6 nguyén nam trong khoang tir 2
dén 10;

Rio, Ri1, Ri2, Ris, Rus, hodc Ris doc 1ap véi nhau 1a H, hodc dugce chon tir nhém
bao gdbm Ci-Cio alkyl, C1-Cio haloalkyl, va Ci-Cio alkoxy,

R; 13 nhém c6 cAu tric nhu dugce thé hién boi cong thie (A59):
[VaVaVavs

E,——P=—=0

Nu
(AS59)
trong d6 E1 1a OH, SH hodc BHz; va Nu la siARN theo sang ché;
R 1a alkylen mach thdng c6 chiéu dai gbm tir 1 dén 20 nguyén tir cacbon, trong dé

mdt hodc nhiéu nguyén ti cacbon tury y dugc thay thé bang mot hodc nhiéu nhém bét ky
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duoc chon tr nhém bao g@)m: C(0), NH, O, S, CH=N, S(0)2, C»-Cio alkenylen,
C,-Cio alkynylen, Cg-Cio arylen, C3-Cig heteroxyclylen, va Cs-Cio heteroarylen, va trong
@ Ry tdy ¥ c6 mot hodc nhidu nhém thé bt ky dugc chon tir nhém bao gom:
Ci1-Croalkyl, Ce-Croaryl, Cs-Cio heteroaryl, Ci-Cio haloalkyl, -OC;-Cio alkyl,
-OC;-Cyp alkylphenyl, -C1-Cyp alkyl-OH, -OC1-Cio haloalkyl, -SCi1-Cio alkyl,
-SCi-Cyo alkylphenyl, -Ci-Cio alkyl-SH, -SCi-Cio haloalkyl, halo, -OH, -SH, -NH,
-C1-Cio alkyl-NHo, -N(C1-Cio alkyl)(C1-Cio alkyl), -NH(C1-Cio alkyl),
N(C1-Cio alkyl)(Ci-Co alkylphenyl), NH(Ci-Cio alkylphenyl), xyano, nitro, -CO:H,
-C(0)OC1-Cio alkyl, -CON(Ci-Cho alkyl)(Ci-Cio alkyl), -CONH(Ci-Cio alkyl), -CONHy,
-NHC(O)(C1-Cio alkyl), -NHC(O)(phenyl), -N(Ci-Cio alkyl)C(O)(Ci-Cio alkyl),
-N(C1-Cio alkyl)C(O)(phenyl), -C(0)C1-Co alkyl, -C(0)C1-Cio alkylphenyl,
-C(0)C1-Cio haloalkyl, -OC(0)Ci-Cro alkyl,  -SO2(Ci-Cio alkyl),  -SO2(phenyl),
-S02(C1-Cio haloalkyl), -SO2NHa, -SO,NH(C1-Cyo alkyl), -SO2NH(phenyl),
-NHSO»(C1-Co alkyl), -NHSOz(phenyl), va -NHSO2(Ci-Cio haloalkyl);

mdi L; doc 1ap 12 alkylen mach thing c6 chidu dai gbm tir 1 dén 70 nguyén tix
cacbon, trong d6 mot hodc nhiéu nguyén tir cacbon tuy y duoc thay thé bing mdt hoic
nhidu nhém bit ky duoc chon tir nhém bao gom: C(O), NH, O, S, CH=N, S(O),
C2-Cro alkenylen,  C2-Cio alkynylen,  Ce-Cio arylen,  C3-Cig heteroxyclylen, va
Cs-Cyo heteroarylen, va trong d6 L tiuy y ¢6 mot hodc nhidu nhom thé bit ky duoc chon
tr nhom bao gdm: Ci-Cioalkyl, Ce-Cioaryl, Cs-Cioheteroaryl, Ci-Cio haloalkyl,
-OC1-Cyo alkyl, -OCi-Cyo alkylphenyl, -C1-Cyo alkyl-OH, -OC1-Cyo haloalkyl,
-SC1-Cyo alkyl, -SCi-Cio alkylphenyl, -Ci-Cio alkyl-SH, -SC;-Ci¢ haloalkyl, halo, -OH,
-SH, -NH,, -Ci-Cioalkyl-NH,, -N(Ci-Cioalkyl)(Ci-Cio alkyl), -NH(Ci-Cio alkyl),
N(Ci-C1o alkyl)(Ci-Cio alkylphenyl), NH(Ci-Cio alkylphenyl), xyano, nitro, -CO2H,
-C(0)0C1-Cio alkyl, -CON(Ci-Cio alkyl)(Ci-Cio alkyl), -CONH(Ci-Cio alkyl), -CONHo,
-NHC(O)(C1-Cio alkyl), -NHC(O)(phenyl), -N(C1-Cio alkyl)C(O)(C1-Cio alkyl),
-N(C;-Cio alkyl)C(O)(phenyl), -C(0)C1-Cio alkyl, -C(0)C1-Cio alkylphenyl,
-C(0)C1-Cio haloalkyl, ~ -OC(O)Ci-Cio alkyl,  -SO2(Ci-Cio alkyl),  -SO2(phenyl),
-SO2(C1-Cip haloalkyl), -SO2NHa, -SO,NH(C1-Cyo alkyl), -SO2NH(phenyl),
-NHSO,(C1-Cio alkyl), -NHSOa(phenyl), va -NHSO2(C1-Cio haloalkyl).
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Theo mot sb phuong an, L1 ¢6 thé duogc chon tir nhém bao gém cac nhém gém cac
coéng thirc (A1)-(A26) va td hop bit ky ciia chung, trong d6 céc cu trac va cac dinh

nghia cua cac cong thirc A1-A26 la nhu sau:

0]
S I A S
(A1) (A2) (A3) (A4)
ﬁ ﬁ
Hp
T e e
(AS) (A6) (A7) (A8)
H, Hy
g———NH—-——CHz——g E—ECHz%—lé g———o—ec —C ——-O—%—z-g
(A9) (A10) (All)
O
NH CH C
§§ N——C g |
o A N IS
(A12) (A13) (Al4)
[ -
ooy O O
(A15) (A16) (A17)
(0]
o ol
D oy
W, NS Y D= ¢
(A18) (A19) (A20) (A21)
;é><s———s\rrrf ‘.;f\(s——s\ry‘& Crr‘\/s—s\;
(A22) | (A23) | (A24) |
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Iy =

(A25) (A26)
trong d6 m3i j1 doc 1ap 1a mot sb nguyén ndm trong khoang tir 1 dén 20; mbi j2
doc 1ap 1a mot s6 nguyén nam trong khoéng tir 1 dén 20;
mdi R’ doc 1ap 1a Ci-Cyo alkyl;
mdi Ra doc 1ap duge chon tir nhém bao gém cac nhém gém cac cdng thirc

(A27)-(A45) hodc t& hop bat ky clia ching:

[VaVaVaVy
NV CH;
[VaVaVavy ‘
' HyC——CH CHz
NAVaVaVs CH, l
J\I’U‘U J\/"\/v ‘ | THZ S
CH CH
H | CHs, e CH;| H3C/ \CHg’ CH;  CHa
(A27) (A28) (A29) (A30) (A31) (A32)
VaVaVaVy
Favavavy l
| CH,
H,C / NH
NaVaVaVy NaVaVaVs
l VaVaVaVy I
& [
CH
o on, W0 e s om
(A33) (A34) (A35) (A36) (A37)
[VaVaVaVy
NaVaVaVs I NaVaVaVy
J\J'l\/\f CH2 CHZ J\fi./\./ CHZ
<’:H2 CH, c|:H2 CH,
e NS e
HaN O, HN o HO O, HO 0,

b b

(A38) (A39) (A40) (A41) (A42)
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[VaUaVaVys
CH,
CH, |
CH,
CH»
CH, NV V.V
CH2 ILH
CH C|:=NH Z NH

NH- NH, hoic N—:J

M

(A43) (A44) (A45)

mdi Rb doc 1ap 1a Ci-Cio alkyl; va

s~ 1A vi tri trong d6 nhom dugce lién két cong hoa tri.

Nguodi co hiéu biét trung binh trong linh vyc k¥ thuat nay hiéu ring, mic du thuan
tién 1a L1 dugce xac dinh 13 alkyl mach thing, song nhém ndy ciing c6 thé khong phai 1a
nhém mach théng hodc duoc dit tén khac, nhu amin hodc alkenyl dugc tao ra béng cach
thay thé va/hodc thé néu trén. Theo muc dich cta sang ché, chidu dai cta L1 1a s6 nguyén
tir trong chudi lién két hai diém gin két. Theo muc dich nay, vong thu dugc bang cach
thay thé nguyén t& cacbon trong alkylen mach thing, nhu heteroxyclylen hodc
heteroarylen, dugc tinh 12 mot nguyén tu.

M; 12 nhém huéng dich, trong d6 céc dinh nghia va lya chon la gidng nhu céc
dinh nghia va lya chon cta cac nhém hudng dich néu trén. Theo mdt sb phuong an, mdi
M; ddc 14p 1a nhom duge chon tir cac phéi t&r ma co ai luc véi thu thé asialoglycoprotein
trén bé mit clia cac té bao gan ctia dong vat cb V.

Khi M; 1a phéi tir ma c6 4i lyc v6i thy thé asialoglycoprotein trén bé mat té bao
gan cuia dong vat c6 vu, theo mot sb phuong 4n, nl c6 thé 1a mot s nguyén nim trong
khoang tir 1 dén 3, va n3 c6 thé 1a mot sb nguyén nim trong khoang tir 0 dén 4 dé dam
bao rang s nhém huéng dich M trong thé tiép hop it nhét 1a 2. Theo mdt s6 phuong 4n,
nl+n3 > 2, d sé nhém huéng dich My it nhét 13 3, nhd d6 1am cho nhém huéng dich My
d& gén két hon véi thy thé asialoglycoprotein trén bé mit cua cac té bao gan, nho d6 dé
nhap bao thé tiép hop vao céc té bao. Cac thir nghiém da chi ra ring khi s6 phéi tir My 16n
hon 3, mirc 46 d& dang gén két gitra phéi tr M; va thy thé asialoglycoprotein trén bé mit

clia té bao gan khong dugc ting 1én dang ké. Do d6, theo cac khia canh khac nhu mirc do
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tién loi téng hop, chi phi cdu tric/quy trinh va hiéu qua phén phéi, theo mét s6 phuong
4n, nl 1a mdt sé nguyén nim trong khoang tir 1 dén 2, n3 12 mot sb nguyén nim trong
khoang tir 0 dén 1, va n1+n3 =2-3.

Theo mot sb phuong an, khi mdi m1, m2, hoic m3 doc 14p véi nhau 1a mot sb
nguyén duge chon tir 2 dén 10, céc vi tri khong gian gitta nhidu phdi tir Mi c6 thé thich
hop dé gén két gitta cac phéi tir M; va thu thé asialoglycoprotein trén b& mit cia cac té
bao gan. Dé tao ra thé tiép hop theo séng ché c6 cAu trac don gian hon, dé téng hop hon
va/hodc ¢é chi phi it hon, theo mot sb phuong an, mdi m1, m2 hoic m3 ddc 14p v6i nhau
1a mdt s6 nguyén niam trong khoang tir 2 dén 5; theo mot s6 phuong 4n, m1 = m2 = m3.

Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vyc k¥ thudt nay sé hiéu ring khi Rio, Rui,
Ri2, Ris, Rig, hodic Rys ddc 1ap v6i nhau la mdt nhom dugc chon tir H, Ci1-Cyo alkyl,
C1-Cio haloalkyl, va Ci-Cio alkoxy, thi ching s& khong lam thay dbi cac dic tinh cia thé
tiép hop siARN theo sing ché va déu dat duoc muc dich cua sang ché. Theo mot sb
phuong 4n, Rio, Ri1, Ri2, Ri3, Rus, hodc Ris dde 18p v6&i nhau dugce chon tir H, metyl hodc
etyl. Theo mét s6 phuong 4n, Rio, Ri1, Riz, Ri3, Ris, va Ris 1a H.

R3 14 nhém ¢6 ciu tric nhu duoc thé hién bdi cong thirc (A59), trong d6 E1 1a OH,
SH hodc BH», va xét dén kha nang d& c6 cac nguyén liéu ban dau, theo mot ) phuong 4n,
E11a OH hodc SH.

R, dugc chon dé dat duge lién két gitta nhom nhu duge thé hién boi cong thire
(A59) va nguyén t N trén khung c6 nito. Trong pham vi sang ché, thuat ngir “khung c6
nito” duoc dung dé chi cdu tric chudi trong d6 nguyén tir N duoc lién két cong hoa tri
v6i nguyén tir cacbon ma gén két véi Rio, Ri1, Riz, Riz, Rus, va Ris. Do d6, Rz ¢6 thé 1a
nhém lién két bt ky c6 kha ning lién két nhom nhu duge thé hién boi cong thic (A59)
v6i nguyén ti N trén khung cé nito bang cac bién phap thich hgp. Theo mot sé phuong
an, trong truong hop thé tiép hop siARN nhu dugc thé hién bdi cong thirc (308) dugc san
xut bing quy trinh tbng hop trén pha rén, thi nhém Ry can phdi ¢6 cé vi trf lién két voi
nguyén t&r N trén khung c6 nito va vi tri lién két v6i nguyén tr P trong Rs. Theo mot sd
phuong an, ¢ Ry, vi tri li€n két voi nguyén tir N trén khung c6 nito tao thanh li€n két amit
v6i nguyén t& N, va vi tri lién két v6i nguyén ti P trong Rs tao thanh lién két phosphoeste

vGi nguyén tu P. Theo mot s6 phuong 4n, Ra ¢6 thé 1a BS, B6, B5°, hoiic B6’:
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[VAVAVAVAS

l
o)
HO H
o ¥???_ OH
gz
Wy , o

(BS) (B6)
HO
OH
< o
(o} H
N
42
9 O ‘MJ\AA >
(B5) (B6)

trong 46~~~ 1a vi tri ma nhém duoc lién két thong qua lién két cong hoa tri;

q2 12 mot sé nguyén niam trong khoang 1-10; theo mot s6 phuong 4n, g2 12 mot sb
nguyén nam trong khoang 1-5.

L, dugc sit dung dé lién két nhom hudng dich M véi nguyén tir N trén khung ¢6
nito, nh d6 dem lai chirc ndng hudng dich vao gan cho thé tiép hop siARN nhu dugc thé
hién béi céng thie (308). Theo mot ) phuong an, L1 dugc chon tir cac td hop lién két
clia mot hodc nhiéu trong sb cac cong thirc (A1)-(A26). Theo mot sd phwong 4n, L1 dugc
chon tir céc td hop lién két ciia mot hodc nhidu trong sb cac cong thuc (A1), (A4), (AS),
(A6), (A8), (A10), (A11), va (A13). Theo mdt s6 phuong 4n, L1 dugc chon tir céc t6 hop
lién két gdm it nht hai trong s céc cong thic (A1), (A4), (A8), (A10), va (All). Theo
mdt sb phuong 4n, L1 dugc chon tir cic t hop lién két gdm it nhét hai trong s céc cong
thic (Al), (A8) va (A10).

Theo mt s phuong an, L1 ¢6 thé c6 chidu dai gdm 3 dén 25, 3 dén 20, 4 dén 15
hodic 5 dén 12 nguyén tt. Theo mot s& phuong 4n, Ly ¢6 chiéu dai gom 3, 4, 5, 6,7, 8,9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, hodc
60 nguyén tu.

Theo mdt s& phuong 4n, j1 12 mot s& nguyén nam trong khoang tir 2 dén 10, va
theo mot s& phuong 4n, j1 1a mot sb nguyén ndm trong khoéang tur 3 dén 5. Theo mot sb

phuong én, j2 1a mot s6 nguyén nim trong khoang tir 2 dén 10, va theo mot s phuong 4n,
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j2 1a mot s6 nguyén nam trong khoang tir 3 dén 5. R’ 13 C1-C4 alkyl, va theo mot sb
phuong 4n, R’ 1a mdt trong s6 cac nhém metyl, etyl va isopropyl. Ra 1a mot trong sb cac
cong thirc (A27), (A28), (A29), (A30), va (A31), va theo mot s6 phuong 4n, Ra 13 cong
thirc (A27) hodc (A28). Rb 1a C1-Cs alkyl, va theo mot s6 phuong 4n, 1a mot trong sb céc
nhom metyl, etyl, isopropyl, va butyl. Theo mot sb phuong 4n, j1, j2, R’, Ra, va Rb trong
cac cong thirc (A1)-(A26) 1an lugt dugc chon dé dat duoc su lién két gifta cc nhom
huéng dich Mj va nguyén tir N trén khung ¢6 nito, va dé tao ra vi tri khong gian gifta cac
nhém huéng dich M, thich hop cho viéc gén két gitra cac nhém huéng dich My va thy thé
asialoglycoprotein trén b& mit cia té bao gan.

Theo mot sb phuong an, thé tiép hop siARN c¢o cAu trtic nhu duoc thé hién bai
cong thirc (403), (404), (405), (406), (407), (408), (409), (410), (411), (412), (413), (414),

(415), (416), (417), (418), (419), (420), (421) hodc (422):
OH _OH

o)
HO o

\/\/\ﬂ/

NHAc
OH _OH

H
N%

(0]
HO%o N
NHAc <
N%

rTlu

el

OH _OH
O
H0 o NH
NHAc
c@ngth&c(403)
OH OH ’ o
(o]
HO O\/\/\W N \/\)]\ NH
NHAc 0

o]
OH_OH ’ o
o]
HO (o] N\/\)J*NH
NHAc \/\/\{g
cong thirc (404)
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o
o) H
HO O\/\/\[TN\/“\NH
NHAc o
OH OH H fo)
o Nu
o N N
HO \//\v/\T( \v/l_ O0=P—0H
NHAc o Ho | b
L
(@)
OH _OH H fo)
HO 2 o\/\/\[rN\)LNH
NHAc o}
cong thtrc (405)
OH _OH o
2 o lr:‘l\./”\//\/ﬂ\
HO NH
NHAc\/\/\[O]/

o
OH _OH o)
o o n\/\/\/U‘NH
HO
NHAc\/\/\Ig
cong thure (406)
OH _OH
o
1o RO~
NHAc o)
OH _OH
o
HO 0\/\/\/\H_N Nu
NHAc 0 0=P—OH
HO O
N———%?_/
o}
OH _OH
o
HO 0

NHAc )

cong thic (407)
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OH OH o
0 \/\/\/u\
HO o NH
NHAc
OH OH fo)
0 \/\/\/LL
HO%&O N Nu
NHAc 0=P-OH
HO O
—
o}
OH_OH 0
O \/\/\/u\
HO o N
NHAc H
cong thue (408)
OH_oH 0
° \/\A/\/U\
Hog&o NH
NHAc
OH OH fo)
0 \/\/\/\/u\
Hogwo N Nu
NHAc 0=P-OH
HO O
L
o)
OH OH o)
O \/\/\/\/LL
Hogwo N
NHAc H
cong thire (409)
OH OH
o)
HO o\/\/\/\/w],NH
NHAc fo)
OH OH
o
HO OWMN Nu
NHAc 4 0=P-OH
HO O
N‘—g_J
o}
OH OH

cong thirc (410)
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OH OH o
0 0~~~
HO o NH
NHAC
OH _OH 0
O 0~~~
HO o N Nu
NHAC O=F—OH
HO O
N-g_/
o}
OH _OH 0
O 0~~~
HO 0 N
NHAGc H
cong thuce (411)
OH _OH y
o
HO O\/\/\H/N
NHAc le}
OH _OH 0
o) N O—-P—Nu
o
HO e d o) /—{(_ OH
NHAc 0 NH OH
N
o}
OH _OH
o
HO O\V/A\«/\WT—NH
NHAc fo)
cbng thirc (412)
OH _OH ’
0
NHAc o o)
OH _OH 0—P-Nu
o) N o) OH
HO °\«/\\/A\W/ NH OH
NHAc o)
N
o
OH _OH
o)
HO o\//\v/\W—NH
NHAc o)
cong thuc (413)
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OH _OH

0

HO 0
NHAc lo)

cong thirc (415)

OH _OH
o
o NH

NHAc\V/\\/AjI_
\/\/\n/

HO

OH _OH
O o

N
NHAc 5 Nu
O=P-OH
o
OH _OH

N
HoE:g;E&/O\V/A\V/«jr/NH

NHAc lo)

cong thirc (416)

HO
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OH 8H o
HO o\/\/\/U\NH
NHAc
OH gH o
NHAc 'ﬂu
0=P-OH
HO o
—
@)
OH _OH o)
HO 2 O\N\)__NH
NHAc
cong thac (417)
OH gH (0]
HOS;[ \ O\/\/\/\/U\NH
NHAc
OH gH 0
HO&/O\/\/\/\)LN
NHAc r"lu
0=FI’—OH
HO o]
—
[0}
OH _OH [0}
Hogﬁ/o 0\/\/\/\)_NH
NHAc
cobng thire (418)
OH _OH
(o)
HO O N
NHAc o €
OH _OH
(o]
Ho&/o\/\/\/\/ﬁr’N
NHAc (o] Nu
0=P-OH
HO (0]
—
(o]
OH _OH
HO&/O O\/\/\/\/\H/NH
NHAc (o]
cbng thirc (419)
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OH gH o
HO&O\/\/\/\/\/L‘\NH
NHAc
OH gH o
HON grg /0\/\/\/\/\/“\[4
NHAc I}lu
O=Il’—OH
HO (o]
N—t
(o]
OH _OH o
HO ° o\/\/\/\/\)_NH
NHAc
cong thac (420)

OH _OH

Hog&/o\/\/\fo
NHAc

NH
OH _OH g hllu
o N O=P-OH
o]
Hogw \/\/\n/ HO (')
NHAc o}
N
OH _OH g o)
(o]
Hogﬁ/o\/\/w_,q
NHAc o
OH _OH
o] NH
HO O\/\/\ﬂ/
NHAc o
cong thire (421)
OH
HO
(o]
HO o
NHAc
(o]
NH
\\\\(0
OH HN Nu
HO O‘FI’—OH
HO 4

cong thurc (422).
Theo mot s6 phuong 4n, nguyén ti P trong cong thirc (A59) c6 thé dwoc lién két

v6i vi tri thich hop bét ky trong trinh tu siARN. Vi du, nguyén ti P trong cong thuc (A59)
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c6 thé duogc lién két v6i nucleotit bét ky trong mach c6 nghia va mach dbi nghia cia
siARN. Theo mét s6 phuong 4n, nguyén tir P trong cong thirc (A59) duge lién két voi
nucleotit bat ky trong mach c6 nghia ctiia siARN. Theo mot s6 phuong 4n, nguyén tt P
trong cdng thic (A59) c6 thé duoc lién két véi ving tan cing cia mach cé nghia hodc
mach ddi nghia ctia siARN. Theo mot s6 phuong 4n, nguyén tir P trong cong thirc (AS59)
dwoc lién két v6i ving tn ciing ciia mach c6 nghia ctia siARN. Vung tén cing nay duoc
dung dé chi 4 nucleotit ddu tién dugc tinh tr mot dau cua mach cé nghia va mach dbi
nghia. Theo mot sb6 phuong 4n, nguyén tt P trong cong thirc (A59) duoc lién két v&i mot
trong hai dau cia mach c6 nghia hodc mach dbi nghia ctia siARN. Theo mot s6 phuong
4n, nguyén ti P trong cong thirc (A59) dugc lién két v&i dau 3° cia mach ¢ nghia cia
siARN. Trong truong hgp ma nguyén tir P trong cong thirc (A59) dugc lién két véi vi tri
trén day ciia mach c6 nghia cua siARN, sau khi di vao té bao, thé tiép hop siARN nhu
duoc thé hién boi cong thire (308) c6 thé giai phong mach d6i nghia riéng biét cla siARN
trong qué trinh théo xo#n, nhdr d6 phong bé qua trinh dich ma cia mARN PCSK9 thanh
protein va ¢ ché su biéu hién ctia gen PCSK9.

Theo mét s6 phuong 4n, nguyén tir P trong cong thirc (A59) ¢6 thé duoc lién két
v6i vi tri thich hop bét ky ctia nucleotit trong siARN, vi du, vi tri 5°, vi tri 2°, vi tri 3°,
hoidc bazo cua nucleotit. Theo mot s6 phuong 4n, nguyén tir P trong cong thirc (A59) co
thé dugc lién két v4i vi tri 2°, 3°, hodic 5° cua nucleotit trong siARN bﬁng céch tao thanh
lién két phosphodieste. Theo mot sb phuong 4n, nguyén tir P trong cong thirc (A59) dugce
lién két voi nguyén tir oxy dugc tao thanh bang cach khit hydro 3’-hydroxy ctia nucleotit
& d4u 3° cua mach c6 nghia trong siARN (trong truong hop nay, nguyén tir P trong cong
thitc (A59) ciing c¢6 thé duge coi la nguyén ti P trong nhém phosphat clia siARN), hodc
nguyén t P trong cong thirc (AS59) dugce lién két v6i nucleotit bang cach thay thé nguyén
tr hydro trong nhém 2’-hydroxy cua nucleotit cua mach ¢6 nghia trong siARN, hodc
nguyén tir P trong cong thirc (AS9) dugc lién két v6i nucleotit bang cach thay thé nguyén
ttr hydro trong nhém 5°-hydroxy cua nucleotit & dau 5' cua mach c6 nghia trong siARN.

Céc tac gia sang ché da ngac nhién phat hién ra rang thé tiép hop siARN theo sang
ché ¢6 d6 én dinh trong huyét twong t6t hon dang ké va tac dung ngoai dich thap, va c6
tinh chon loc lam cm tuong dbi cao dbi véi mARN PCSK9, v con thé hién tac dung i

ché trén litpit mau cao hon. Theo mot s6 phwong an, siARN theo sing ché c6 thé 1a mot
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trong s6 cic siARN duoc thé hién trong cac bang la-l1g. Céac thé tiép hop chura céc

siARN nay thé hién hoat tinh lam cam d6i v6i mARN PCSK9 cao hon.

Bang la Céc trinh ty cua céc siARN thu nhét theo sang ché

: SEQ
;éRN ID |Huéng trinh tuy 5°-3°
) NO:
siPCSKa |9 AAGCAAGCAGACAUUUAUC
1 10 |GAUAAAUGUCUGCUUGCUUGG
siPCSKa |11 |CCAAGCAAGCAGACAUUUAUC
2 12 |GAUAAAUGUCUGCUUGCUUGGGU
GPCSKa 13 | AMAMGMCMAMAMGICAfGMAMCMAMUmMUmUmAmMUmMCm
1-M1 14 GgAtU MAMAMAfUnmGmUmCmUmGmCmUfUnGfCmUmUmG
mGm
<iPCSKa 15 |AmAMGmMCmAfAMGICIAfGmMAMCmAMUmUmUmAmMUmCm
M2 16 gmAfU mAMAMAfUmMGIUfCmUmGmCmUfUnGfCmUmUmGm
m
SiPCSKa 17 | AmAMGMCmAfAMGICIAfGMAMCmAMUmUmUmMAMUmCm
M3 13 GgAfU mMAMAMAfUMGMUmCmUmGmCmUfUnGfCmUmUmG
mGm
19 CmCmAMAMGMCmMAMAMGICIAfGMAMCMAMUmMUmUmAm
siPCSKa UmCm
2-M1 20 GmAfUmMAMAMAfUmGmUmCmUmGmCmUfUnGfCmUmUmG
mGmGmUm
71 CmCmAMAMGMCMAfAMGICIAfGMAMCMAMUmUmUmAmMU
siPCSKa mCm
2-M2 2 GmAfUmAMAMA fUmGfUfCmUmGmCmUfUmGIfCmUmUmGm
GmGmUm
CmCmAMAMGMCmMAfAMGICIAfGMAMCMAMUmMUmUmMAmMU
. 23
siPCSKa mCm
2-M3 24 GmAfUMAMAMAfUMGmUmMCmUmGmCmUfUnGfCmUmUmG
mGmGmUm
75 AmsAmsGmCmAMAMGICIAfGMAMCmAMUmUmMUmMAmMmUmC
siPCSKa m
1-M1S 26 GmsAfSUMAMAMAfTUmGmUmCmUmGmCmU{UmGICmUmU
msGmsGm
§iPCSKa 27 | AmsAmsGmCmAfAMGICIAfGmMAMCmAMUmUmUmAmMUmCm
GmsAfSUMAMAMAfUmGIUfCmUmGmCmUfUnGfCmUmUms
1-M2S |28
GmsGm
SiPCSKa 29 | AmsAmsGmCmAfAMGICfAfGmMAMCmAMUmUmUmAmMUmCm
GmsAfSUMAMAMATUMGMUmCmUmGmCmUfUnG{CmUmU
1-M3S |30
msGmsGm
. CmsCmsAmAMGMCmMAMAMGICIAfGMAMCmMAMUmUmUmA
siPCSKa |31 R
2. MIS mUmCm
32 |GmsAfSUMAMAMAfTUmGmUmCmUmGmCmUfUnGICmUmU
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mGmGmsGmsUm

33

CmsCmsAMAMGMCmMAfAMGICFAfGMAMCMAMUmMUmUmAmM

siPCSKa UmCm
2-M2S 34 GmsA fsSUMAMAMAfUnGIUfCmMUmGmCmUfUmGfCmUmUmG
mGmsGmsUm
35 CmsCmsAMAMGMCmMAfAMGICFAfGMAMCMAMUmUmUmAm
siPCSKa UmCm
2-M3S 36 GmsAfsUMAMAMAfUMGMUmMCmUmGmCmUfUmGfCmUmU
mGmGmsGmsUm
<iPCSKa 37 | AmMAMGMCmMAMAMGICFATGMAMCMAMUmUmUmAMUmCm
P1GmMAfUMAMAMAfTUMGMUmMCmUmGmMmCmUfUmG{fCmUmU
1-M1P1 |38
mGmGm
SiPCSKa 39 | AmMAMGMCmMAfAMGICIAfGMAMCMAMUmMUmUmAmMUmCm
P1GmAfUMAMAMA fUmGIUfCMUmGmMCmUfUmGfCmUmUm
1-M2P1 |40
GmGm
<iPCSKa 41 AmAMGMCmMAfAMGICIAfGMAMCMAMUmUmUmAmMUmCm
P1GmAfUMAMAMAfUMGMUMCMUmGmMCmUfUmG{CmUmU
1-M3P1 |42
mGmGm
CmCmMAMAMGMCMAMAMGTCIAfGMAMCmMAMUmMUmUmAmM
. 43
siPCSKa UmCm
2-M1P1 m P1GmAfUMAMAMA fUmMGMUmCmUmGmCmUfUmGfCmUmU
mGmGmGmUm
CmCmAMAMGmMCmATAMGTICATfGMAMCMAMUmUmUmAmMU
) 45
siPCSKa mCm
2-M2P1 46 P1GmAfUMAMAMA fUmGfUfCmUmGmMmCmUfUmGfCmUmUm
GmGmGmUm
CmCmAMAMGMCmMAFAMGICFAfGMAMCmMAMUmUmUmAmU
. 47
siPCSKa mCm
2-M3P1 438 P1GmMAfUMAMAMAfUmMGMUmMCmUmGmCmUfUmGfCmUmU
mGmGmMGmUm
49 AmsAmsGmCmAMAMGICIAfGMAMCMAMUmMUmUmAmMmUMC
siPCSKa m
1-M1SP1 50 P1GmsAfsUnMAMAMAfUmGmUmCmUmGmCmUfUnG{fCmUm
UmsGmsGm
PCSK 51  |AmsAmsGmCmAfAMGICIATGmAMCmAMUmUmUmAMUmCm
3t a P1GmsAfSUMAMAMAUMGIUfCmMUmGmCmUfUmGFCmUmU
1-M2SP1 |52
msGmsGm
<iPCSKa 53 | AmsAmsGmCmAfAMGICTAfGmAMCmAMUmUmUmAMUmCm
P1GmsAfsUmAMAMAfUmMGMUmMCmUmGmCmUfUmGICmUm
1-M3SP1 |54
UmsGmsGm
CmsCmsAMAMGMCmMAMAMGICfAfGmMAMCmAMUmUmUmA
. 55
siPCSKa mUmCm
2-M1SP1 P1GmsAfsUMAMAMAfUmGMUmMCmUmGmCmUfUmGICmUm

56

UmGmGmsGmsUm

siPCSKa

57

CmsCmsAMAMGMCmMAFAMGICAfGmMAMCmAMUmUmUmAm
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2-M2SP1 UmCm
53 P1GmsAfsSUNAMAMAfUmMGIUfCmUmGmCmUfUmGfCmUmU
mGmGmsGmsUm
59 CmsCmsAMAMGMCmMATfAMGICAfGMAMCMAMUmUmUmAmM
siPCSKa UmCm
2-M3SP1 P1GmsAfsSUNAMAMAfTUmGmUmCmUmGmCmU{UmGfCmUm
60
UmGmGmsGmsUm
Bang 1b Céc trinh tu clia cic siARN thir hai theo sang ché
. SEQ
;‘gRN ID |Huéng trinh tu 5°-3°
' NO:
siPCSKb |69 |UUUGUAGCAUUUUUAUUAA
1 70 |UUAAUAAAAAUGCUACAAAAC
siPCSKb |71 |GUUUUGUAGCAUUUUUAUUAA
2 72  |UUAAUAAAAAUGCUACAAAACCC
SPCSKb 73 | UmUmUmGmMmUmMAmMGICfAfUnUmUmUmUmAMUmUmAmMAm
UmUfAMAMUMAfAMAMAMAMUMGICmUfAMCmAMAMAmM
1-M1 74
AmCm
SIPCSKb 75 | UmUmUmGmMUfAMGICAfUmUmUmUmUmAmUmUmAmMAmM
LMD 76 IémUfAmAmUmAfAmAfAfAmUmGmeUfAmCmAmAmAmAm
m
SPCSKh 77 | UmUmUmGmUfAMGICfAfUmUmUmUmUmAMmUmUmAmMAmM
1-M3 73 UmUfAMAMUmMAfAMAMAMAMUMGICmUfAMCmAMAMAmM
AmCm
79 GmUmUmUmUmGmMUmMAmMGICAfUmUmUmUmUmAmMmUmUm
siPCSKb AmAm
2-M1 20 UmUfAMAMUMAfAMAMAMAMUMGICmUfAMCmAmMAmMAmM
AmCmCmCm
21 CGmUmUmUmUmGmMUfAMGICAfUnUmUmUmUmAmMmUmUm
siPCSKb AmAm
2-M2 20 UmUfAMAMUmMAfAMAFfAfAMUmGICmUfAMCmAMAMAmMAM
CmCmCm
23 GmUmUmUmUmGmUfAmGICfAfUnUmUmUmUmAmMUmUm
siPCSKb AmAm
2-M3 24 UmUfAMAMUMAfAMAMAMAMUMGICmUfAMCmAMAmMAmM
AmCmCmCm
UmsUmsUmGmUmAmMGICfAfUmUmUmUmUmAmUmUmAmA
. 85
siPCSKb m
1-M1S 26 UmsUfSAMAMUmMAfAMAMAMAMUmGfCmUfAmMCmAmMAmMA
msAmsCm
UmsUmsUmGmUfAMGTCATUmUmUmUmUmAmUmUmAmMA
. 87
siPCSKb m
1-M2S UmsUfSAMAMUMAFAMAfAfAMUmGICmUfAMCmAmMAmMAmMS

88

AmsCm

siPCSKb

89

UmsUmsUmGmUFAMGTCFAfUnUmUmUmUmAmMUmUmAmA
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1-M3S m
90 UmsUBAMAMUMAfAMAMAMAMUMGICmUfAMCmAmMAmMA
msAmsCm
01 GmsUmsUmUmUmGmMUmMAmMGICIAfUmMUmUmUmUmAmUmU
siPCSKb mAmAmMm
2-M1S UmsUfSAMAMUMAfAMAMAMAMUMGICmUfAMCmAmMAmMA
92
mAMCmsCmsCm
93 GmsUmsUmUmUmGmMUFAMGfCIATUmMUmUmUmUmAmUmU
siPCSKb mAmMmAm
2-M2S 4 UmsUfSAMAMUMAFAMATATAMUmGICmUfAMCmAMAMAmMA
mCmsCmsCm
95 GmsUmsUmUmUmGmUFAMGICFAfUnmUmUmUmUmAmMmUmU
siPCSKb mAmMAmMm
2-M38S 96 UmsUBSAMAMUMAfAMAMAMAMUMGICmUfAMCmAmMAmMA
mAmMCmsCmsCm
SiPCSKb 97 |UmUmUmGmUmAmMGFCfAfUnUmUmUmUmAMUmUmAmMAmM
P1UMUfAMAMUMAfAMAMAMAMUMGICmUfAMCmAMAmMA
1-M1P1 |98
mAmMmCm
PCSKh 99 |UmUmUmGmUFfAMGFCfAfUmUmUmUmUmAMmMUmUmAmMAmM
S P1UMUfAMAMUMAFfAMATAfAMUmMGICmUfAMCmAMAmMAM
1-M2P1 |100
AmCm
PCSKb 101 |UmUmUmGmUfAMGFCAfUmUmUmUmUmAmUmUmAmMAmM
s P1UmMUfAMAMUMAfAMAMAMAMUMGICmUfAmMCmAmMAmMA
1-M3P1 |102
mAmMmCm
103 GmUmUmUmUmGmUmAmMGFCfAfUmUmUmUmUmAmMmUmUm
siPCSKb AmAm
2-M1P1 104 P1UMUfAMAMUMATAMAMAMAMUMGICmUfAMCmAmMAmMA
mAMCmCmCm
105 GmUmUmUmUmGmMUFAMGICfAfUmUmUmUmUmAmMmUmUm
siPCSKb AmAm
2-M2P1 106 P1UMUfAMAMUMAfAMATAfAMUmMGICmUfAMCmAMAmMAmM
AmCmCmCm
107 GmUmUmUmUmGmUFAMGICfAfUmUmUmUmUmAmMUmUm
siPCSKb AmAm
2-M3P1 108 P1UMUfAMAMUMAfAMAMAMAMUMGICmUfAMCmAmMAmMA
mAMCmCmCm
UmsUmsUmGmUmAmMGICFAfTUmUmUmUmUmAmMmUmUmAmMA
) 109
siPCSKb m
1-M1SP1 110 P1UmsUSAMAMUMAFfAMAMAMAMUmMGICmUfAMCmAmMAmM
AmsAmsCm
UmsUmsUmGmUFAMGTCFAfUmUmUmUmUmAMUmUmAmA
) 111
siPCSKb m
1-M2SP1 P1UmsUSAMAMUmMAfAMATAfAMUmMGICmUfAMCmAmMAmMA

112

msAmsCm

siPCSKb

113

UmsUmsUmGmUTAMGFCFAfUmUmUmUmUmAMUmUmAmMA
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1-M3SP1 m
114 P1UmsUSAMAMUMATAMAMAMAMUMGfCmUfAMCmAmMAmM
AmsAmsCm
115 GmsUmsUmUmUmGmUmMAmMGICAfUnUmUmUmUmAmUmMU
siPCSKb mAmMAmM
2-M1SP1 P1UmsUSAMAMUMAfAMAMAMAMUMGICmUfAMCmAMAmM
116
AmAmMCmsCmsCm
117 GmsUmsUmUmUmGmUfAMGICAfUmUmUmUmUmAmUmMU
siPCSKb mAmAm
2-M2SP1 118 P1UmsUfSAMAMUMAfAMAFAfAMUMGICmUfAMCmAMAmMA
mAmMCmsCmsCm
119 GmsUmsUmUmUmGmUfAMG{CIAfUmUmUmUmUmAmUmU
siPCSKb mAmMAmM
2-M3SP1 P1UmsUfSAMAMUMAfAMAMAMAMUmMGICmUfAMCmAmMAmM
120
AmAmMCmsCmsCm
Bang 1c Céc trinh tw cia céc siARN thir ba theo sang ché
. SEQ
E‘SRN ID |Huéng trinh ty 5°-3°
' NO:
siPCSKc 129 |GCCUGGAGUUUAUUCGGAA
1 130 |UUCCGAAUAAACUCCAGGCCU
siPCSKc |131 |AGGCCUGGAGUUUAUUCGGAA
2 132 |UUCCGAAUAAACUCCAGGCCUAU
SPCSKe 133 |GmMCmCmUmGmMGmA fGIUfUmUmAmUmUmCmGmGmMAmMAmM
1M1 134 UgUKhﬂhmmﬂﬁAmUmAmAmAmCmUmCKhﬂﬁGmeCmC
mUm
SPCSKe 135 |GmCmCmUmGIGmAfGITUfUmUmAMUmUmCmGmGmAmMAm
M2 136 gmUmmCmeAﬂmﬂmMAmAmCmUmC@mAKMKM@mCm
m
SiPCSKC137 GmCmCmUmMGIGmAfGIUfUmUmAMUmUmCmGmGmAmMAmM
M3 138 UmUfCmCmGmAfAMUmAMAMAMCmUmMCICmAfGmGmCmC
mUm
139 AmGmGmCmCmUmGmMGmMAfGIUfUmUmAmMUmUmCmGmGm
siPCSKc¢ AmAm
2-M1 140 UmUfCmCmGmAfAMUMAMAMAMCmUmMCfCmAfGmGmCmC
mUmAmUm
141 AmGmMGMCmCmUmMGGmMAfGIUfUmUmAmMUmUmCmGmGmA
siPCSKc¢ mAm
2-M2 UmUfCmCmGmAfAMUFfAfAMAMCmUmMCICmAfGmGmCmCm
142
UmAmUm
143 AmGMGMCmMCmUmGIGmAfGTUfUmUmAMUmUmCmGmGmA
siPCSKc¢ mAm
2-M3 UmUfCmCmGmAfAMUMAMAMAMCmUmMCICMAfGmGmCmC

144

mUmAmMmUm

siPCSKc

145

GmsCmsCmUmGmGmAfGIUfUmUmAMUmUmCmGmGmAmMA
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1-M1S m
146 UmsUfsCmCmGmAfAMUmMAMAMAMCMUmMCfCmAfGmGmMCm
sCmsUm
GmsCmsCmUmGIGmMAfGfUfUmUmAMUmUmCmGmMGmAmMA
) 147
siPCSKc¢ m
1-M2S 148 UmsUfsCmCmGmAFfAMUFAfAMAMCMUmMCICmAfGmGmCms
CmsUm
GmsCmsCmUmGFCGmAfGIUfUmUmAMUmUmCmGmGmAmA
) 149
siPCSKc m
1-M3S 150 UmsUfsCmCmGmAfAMUmMAMAMAMCmUMCICmAfGmGmCm
sCmsUm
151 AmsGmsGmCmCmUmGmGmAfGfTUfUmUmAMUmUmMCmGmG
siPCSKc mAmMAmM
2-M18S 150 UmsUfsCmCmGmMAfAMUMAMAMAMCmUmMCfCmAfGmGmCm
CmUmsAmsUm
153 AmsGmsGmCmCmUmGIGmAfGfUfUmUmMAMUmUmCmGmG
siPCSKc mAmMmAmMm
2-M2S 154 UmsUfsCmCmGmATAMUFAfAMAMCmUmMCICmAfGmGmCmC
mUmsAmsUm
155 AmsGmsGmCmCmUmMGIGmAfGfUfUmUmAmUmUmCmGmG
siPCSKc mAmMAmMm
2-M3S 156 UmsUfsCmCmGmMAFfAMUMAMAMAMCmUmMCfCmAfGmGmCm
CmUmsAmsUm
PCSK 157 |GmCmCmUmGmMGmAfGIUfUmUmAMmUmUmCmGmGmAmAmM
3t ¢ P1UMUfCmCmGmMAfAMUMAMAMAMCmUmMC{CmA{GmGmC
1-M1P1 |158
mCmUm
PCSK 159 |GMCmCmUmGIGmMAGIUfUmUmAMUmUmCmGmGmAmMAmM
3t ¢ P1UMUCMCmGmAfAMUFAFAMAMCmUmMCICmAGmGmCmC
1-M2P1 |160 mUm
PCSK 161 |GMCMCmUmGIGmAfGIUfUmUmAMUmUmCmGmGmAmMAmM
St ¢ P1UMUfCmCmGmMAfAMUMAMAMAMCmMUmMCICmAfGmGmC
1-M3P1 |162
mCmUm
163 AmGMGmMCmCmUmMGmMGmMAfGfUfUmUmAmUmUmCmGmGm
siPCSKc¢ AmAm
2-M1P1 P1UmUfCmCmGmMAfAMUMAMAMAMCmUmMCICmAfGmGmC
164
mCmUmAmUm
165 AmGMGMCmCmUmMGTGmA fGITUfUmUmAMUmMUmCmGmGmA
siPCSKc mAm
2-M2P1 166 P1UMUfCMmCmGmMAFAMUTAfAMAMCMmUmMCICmAfGmGmCmC
mUmAmUm ,
AmGmGmMCmCmUmMGIGmA fGITUfUmUmAmMUmUmCmGmGmA
. 167
siPCSKc¢ mAm
2-M3P1 P1UmUfCMmCmGmAfAMUMAMAMAMCmUmMCICmAfGmGmC

168

mCmUmAmMmUm

siPCSKc¢

169

GmsCmsCmUmGmMGmA fGfUfUmUmAmUmUmCmGmGmAmA
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1-M1SP1 m
170 P1UmsUfsCmCmGmAfAMUMAMAMAMCmUmMCICmAfGmGm
CmsCmsUm
GmsCmsCmUmGfGmAfGfUfUmUmAMUmUmCmGmGmAmA
: 171
siPCSKc¢ m
1-M2SP1 172 P1UmsUfsCmCmGmMAfAMUFATAMAMCmUmMCICmAfGmGmC
msCmsUm
GmsCmsCmUmGfGmAGIUfUmUmAMUmUmCmGmGmAmMA
. 173
siPCSKc¢ m
1-M3SP1 174 P1UmsUfsCmCmGmAfAMUmAMAMAMCmUmMCICmAfGmGm
CmsCmsUm
175 AmsGmsGmCmCmUmGmGmMAfGfUfUmUmAMUmUmCmGmG
siPCSKc¢ mAmAmM
2-M1SP1 176 P1UmsUfsCmCmGmAfAMUmMAMAMAMCmUMCICmAIGmGm
CmCmUmsAmsUm
177 AmsGmsCGmCmCmUmGIGmAGIUfUmUmAmMUmUmCmGmG
siPCSKc mAmAm
2-M2SP1 178 P1UmsUfsCmCmGmAfAMUfATAMAMCmUmMC{CmAfGmGmC
mCmUmsAmsUm
179 AmsGmsGmCmCmUMGTGmAfGIUfUnUmAMUmUmCmGmG
siPCSKc mAmMAmM
2-M3SP1 P1UmsUfsCmCmGmAfAMUmMAMAMAMCmUMCICmAfGmGm
180
CmCmUmsAmsUm
Bang 1d Céc trinh ty clia cac siARN thir tu theo sang ché
: SEQ
;%RN ID |Huéng trinh tu 5°-3°
' NO:
siPCSKd |189 |CUGUUUUGCUUUUGUAACU
1 190 |AGUUACAAAAGCAAAACAGGU
siPCSKd [191 |ACCUGUUUUGCUUUUGUAACU
2 192 |AGUUACAAAAGCAAAACAGGUCU
SiPCSKd 193 | CmUmGmMmUmUmUmUfGICITUMUmUmUmGmMUmAmAmMCmUm
1M1 194 AmMGUmMUmAMCIAMAMAMAMGMCMAMATAMAfCmMAMGmMG
mUm
SPCSKd 195 | CmUmGmUmUfUmUfGICfUMUmUmUmGmUmAmMAmCmUm
M2 196 émGfUmUmAmCfAmAfAfAmeCmAmAfAmAmeAmeGm
m
SiPCSKd 197 |CmUmGmUmUfUmUfGICIlUMUmUmUmGmUmAmMAmMCmUm
M3 198 AmGIUMUmMAMCfAMAMAMAMGMCMAMAfAMAfCmAMGmMG
mUm
199 AMCmCmUmGmMUmUmUmUIGICfUMUmUmUmGmUmMAmMAmM
siPCSKd CmUm
2-M1 AmGUMUmAmMCFAMAMAMAMGMCmMAMAfAMAfCmAMGmMG

200

mUmCmUm

siPCSKd

201

AmCmCmUmGmMUmUfUmUTGfCfUMUmUmUmGmUmAmMAmMC
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2-M2 mUm
202 AmGUMUmAmMCFAMATAfAMGMCMAMAfAMAfCMAMGMGm
UmCmUm
AmCmCmUmMmGmMmUmUfUmUGfCfUMUmUmUmGmUmMAmMAmMC
) 203
siPCSKd mUm
2-M3 204 AmGTUMUmAMCFAMAMAMAMGMCMAMAfAMAfCMAMGmMG
mUmCmUm
CmsUmsGmUmUmUmUTGFCITUMUmUmUmGmMUmMmAmMAmMCmU
) 205
siPCSKd m
1-M1S 206 AmsGfsUmUmAmMCFAMAMAMAMGMCMAMAfAMATCmAMG
msGmsUm
CmsUmsGmUmUfUmUfGIfCfUmUmUmUmGmUmMAmMAmCmU
) 207
siPCSKd m
1-M2S 208 AmsGfsUmUmAmMCFAMATATAMGMCmAMAFAMATCmAMGms
GmsUm
CmsUmsGmUmUfUmUGICfUMUmUmUmGmUmMAmMAmCmU
) 209
siPCSKd m
1-M3S 210 AmsGfsUmUmMAMCFAMAMAMAMGMCMAMAfAMATCmAMG
msGmsUm
211 AmsCmsCmUmGmMUmUmUmUTGfCfUMUmUmUmMGmMUmAmMA
siPCSKd mCmUm
2-M1S 219 AmsGfsUmUmAmMCFAMAMAMAMGMCmMAMAFfAMAfCmMAMG
mGmUmsCmsUm
)13 AmsCmsCmUmGmUmUfUmUfGFCfUMUmUmUmGmMmUmMAmA
siPCSKd mCmUm
2-M2S 214 AmsGfsUmMUmAmMCFAMATAfAMGMCmMAMAFAMAfCmAMGmG
mUmsCmsUm
215 AmsCmsCmUmMGmUmUfUmUfGIFCfUMUmUmUmGmMUmMAmA
siPCSKd mCmUm
2-M3S8 216 AmsGfsUmUmAMCFAMAMAMAMGMCmMAMAfAMAfCmAMG
mGmUmsCmsUm
PCSKd 217 |CmUmGmMmUmUmUmUGFCflUMUmUmUmGmMmUmAmMAmCmUm
S P1AMGTUMUMAMCFAMAMAMAMGMCMAMAfAMATCmMAMG
1-M1P1 |218
mGmUm
SPCSKd 219 |CmUmGmMmUmUfUmUTGICITUMUmUmUmGmUmAmAMCmUm
! P1AMGfUMUmMAmMCIAMAfAfAMGmMCmAmAfAMAfCmAmMGm
1-M2P1 {220
GmUm
PCSKd 221 |CmUmGMUmUfUmUTGICfUMUmUmUmGmUmMAMAmMCmUm
3t PIAMGIUMUMAMCIAMAMAMAMGMCmMAMAFAMAfCmAmMG
1-M3P1 |222
mGmUm
93 AmCmCmUmGmUmUmUmUfGfCfUnMUmUmUmGmUmAmMAm
siPCSKd CmUm
2-M1P1 P1AMGUMUmMAMCFAMAMAMAMGMCMAMAFfAMAfCmAMG

224

mGmUmCmUm

siPCSKd

225

AmCmCmUmGmMmUmUfUmUFGICflUmUmUmUmGmUmAmMAmC

80



49975

81/281

2-M2P1 mUm
PI1AMGIfUMUmMAMCIAMATAfAMGMCMAMATAMAfCmAMGm
226
GmUmCmUm
AmCmCmUmGmUmUfUmUfGfCfUMUmUmUmGmUmAmMAmMC
) 227
siPCSKd mUm
2-M3P1 P1AMGIUMUmMAMCIAMAMAMAMGMCMAMAfAMATCMAMG
228
mGmUmCmUm
CmsUmsGmUmUmUmUTGfCfUMUmUmUmGmMmUmAmMAMCmU
) 229
siPCSKd m
1-M1SP1 230 P1AMsGfsUMUmMAmMCFAMAMAMAMGMCmMAMAfAMATfCmAmM
GmsGmsUm
CmsUmsGmUmUfUmUfGfCflUMUmUmUmGmMUmMAmMAMCmU
) 231
siPCSKd m
1-M2SP1 39 P1AmMsGfsUMUmMAMCFAMAfATAMGMCmMAMAfAMATCmAMG
msGmsUm
CmsUmsGmUmUfUmUfGIFCITUmUmUmUmGmUmMAmMAmCmU
) 233
siPCSKd m
1-M3SP1 234 P1AmMsGsUmMUmMAMCIAMAMAMAMGMCmMAMAfAMAfCmAmM
GmsGmsUm
735 AmsCmsCmUmGmUmUmUmUTGICfUMUmUmUmGmUmAmA
siPCSKd mCmUm
2-M1SP1 P1AMsGsUmUmMAMCFAMAMAMAMGMCmMAMATAMAfCmAmM
236
GmGmMUmsCmsUm
37 AmsCmsCmUmGmUmUfUmUfGfCflUMUmUmUmGmUmMAmMA
siPCSKd mCmUm
2-M2SP1 733 P1AmMsGsUmMUmAmMCFAMATAfAMGMCMAMAfAMAfCmAMG
mGmUmsCmsUm
739 AmsCmsCmUMGmUmUfUmUfGIfCfUMUmMUmUmGmUmAmA
siPCSKd mCmUm
2-M3SP1 P1AmMsGSUMUmMAMCFAMAMAMAMGMCMAMATAMACmAmM
240
GmGmMUmsCmsUm
Bang le CAc trinh ty cta cac siARN thir ndm theo sang ché
) SEQ
;?)RN ID |Huéng trinh tw 5°-3’
' NO:
siPCSKe 249 |GGUUUUGUAGCAUUUUUAU
1 250 |AUAAAAAUGCUACAAAACCCA
siPCSKe 251 |UGGGUUUUGUAGCAUUUUUAU
2 252 |AUAAAAAUGCUACAAAACCCAGA
PCSKe 253 |GmMGMUmUmUmUmGIUfAfGmCmAMUmUmUmUmUmAmUm
S AmUfAMAMAMAfAMUMGMCmUMAMCmMAfAMAfAMCmCmC
1-M1 254
mAm
\PCSK 7255 |GMGMUmUmUfUmGIUfAfGmCmAMUmUmUmUmUmAmMmUm
T lhsg |AMUAMAMAMAFAMUGICmUmAmMCmAFAmMAfAMCImCmCm

Am
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257

GmGMUmMUmUfUmGfUfAfGmCmAMUmUmUmUmUmAmMmUm

SIPCSKe AmUfAMAMAMATAMUmGmMCmUmAmMCmAFfAmAFfAMCmCmC
1-M3 258 mAm
759 UmGmGmGmMUmMUmUmUmGIUfAfGmCmAMUmUmUmUmUm
siPCSKe AmUm
2-M1 260 AmUTAMAMAMAfAMUMGMCmUMAMCMAfAMAfAMCmCmC
mAmMGmAmM
261 UmGmGmGmUmUmUfUmGIUTAfGmMCmAMUmMUmUmUmUm
siPCSKe AmUm
2-M?2 262 AmUfAMAMAMAFAMUIGICmUmMAMCmMAfAMAfAMCmCmCm
AmGmAmM
263 UmGmGmGmMUmUmUfUmGfUFAfGmCmAMUmUmUmUmUm
siPCSKe AmUm
2-M3 AmUFAMAMAMAFAMUMGMCmMUMAMCmMAAMAfAMCmCmC
264
mAmMGmMAmM
GmsGmsUmUmUmUmGTUfAfGmMCmAMUmUmUmUmUmAmMmU
. 265
siPCSKe m
1-M1S 266 AmsUBSAMAMAMATAMUMGMCmUmMAMCmMAfAMAfAMCmCm
sCmsAm
GmsGmsUmUmUfUmGIUfAfGmMCmAMUmUmUmUmUmAmU
) 267
siPCSKe m
1-M2S 268 AmsUBSAMAMAMATAMUTGICmMUmMAMCmMAfAMAfAMCmCms
CmsAm
GmsGmsUmUmUfUmGIUfAfGmCmAMUmUmUmUmUmAmMU
) 269
siPCSKe m
1-M3S 270 AmsUBSAMAMAMAfAMUMGMCmUMAMCmMAfAMAfAMCmCm
sCmsAm
271 UmsGmsGmGmUmUmUmUmGfUfAfGmCmAMUmUmUmUmU
siPCSKe mAmMmUm
2-M1S AmsUBSAMAMAMAfAMUMGMCmUMAMCmMAfAMAfAMCmCm
272
CmAmsGmsAm
273 UmsGmsGmGmUmUmUfUmGfUFATGmCmAMUmUmUmUmU
siPCSKe mAmMmUm
2-M2S AmsUBSAMAMAMAFfAMUfGICmUmMAMCmMAfAMAfAMCmCmC
274
mAmsGmsAm
75 UmsGmsCmGmUmUmUfUmGIUfAfGmMCmAMUmUmUmUmU
siPCSKe mAmUm
2-M3S 276 AmsUBSAMAMAMAfAMUMGMCmUMAMCmMAfAMAfAMCmCm
CmAmsGmsAm
PCSK 277 |GmMGmUmUmUmUmGTUfAfGmCmAMUmUmUmUmUmAmUm
SIELSAC PIAMUFAMAMAMA fAMUmGmMCmUmMAMCmAfAmAfAMCmC
1-M1P1 |278
mCmAm
PCSK 279 |GmGmMUmUmUfUMGUfAfGmCmAMUmUmUmUmUmAmUm
Sll_sz le 280 PIAMUFAMAMAMAFAMUTGICMUMAMCmAfAMAfAMCmCm

CmAm
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281

GmGMUMUmUUmGIUfAfGmMCmAMUmUmUmUmUmAmMUm

SIPCSKe P1AMUfAMAMAMATAMUMGMCmMUMAMCmMAfAMAfAMCmC
1-M3P1 (282
mCmAm
83 UmGmGmGmMUmUmUmUmGIUfAfGmCmAMUmUmUmUmUm
siPCSKe AmUm '
2-M1P1 P1AMUfAMAMAMATAMUMGMCmUMAMCMAfAMAfAMCmC
284
mCmAmMGmMAmM
735 UmGmGmGmUmUmUUmGIfUfAfGmMCmAMUmUmUmUmUm
siPCSKe AmUm
2-M2P1 P1AMUfAMAMAMATAMUGICMUMAMCMAfAMAfAMCmCm
286
CmAMGmMmAmM
287 UmGmGmGmMUmUmMUUmG{UfAfGmCmAMUmUmUmUmUm
siPCSKe AmUm
2-M3P1 288 P1AMUfAMAMAMAfAMUMGMCmUMAMCmMAfAMAfAMCmC
mCmAMGmAmM
GmsGmsUmUmUmUmGIUfAfGmCmAMUmUmUmUmUmAmMmU
) 289
siPCSKe m
1-M1SP1 290 P1AMSUSAMAMAMAfAMUMGMCmUmMAmMCmMAfAMAfAMCm
CmsCmsAm
GmsGmsUmUmUfUmGIUfATGmMCmAMUmUmUmUmUmAmU
) 291
siPCSKe m
1-M2SP1 297 P1AMSUSAMAMAMATAMUfGICMUmMAMCmMAfAMAfAMCmC
msCmsAm
GmsGmsUmUmUfUmGIUfAfGmMCmAMUmUmUmUmUmAmU
) 293
siPCSKe m
1-M3SP1 204 P1AMSUSAMAMAMAfAMUMGMCmUMAMCmMAfAMAfAMCm
CmsCmsAm
UmsGmsGmGmUmUmUmUmG{UfAfGmCmAMUmUmUmUmU
) 295
siPCSKe mAmUm
2-M1SP1 P1AmMSUBSAMAMAMAfAMUMGMCmUmMAMCmMAfAMAfAMCm
296
CmCmAmsGmsAm
297 UmsGmsGmGmUmUmUfUmGIUfAfGmCmAMUmUmUmUmU
siPCSKe mAmUm
2-M2SP1 P1AMsUfSAMAMAMAfAMUGICmMUmMAMCmMAfAMAfAMCmC
298
mCmAmsGmsAm
299 UmsGmsGmGmUmUmUUmGIUfAfGmMCmAMUmUmUmUmU
siPCSKe mAmUm
2-M3SP1 P1AMSUSAMAMAMAfAMUmGMCmUMAMCmAfAMAfAMCm
300
CmCmAmsGmsAm
Bang 1f Cac trinh tu ctia siARN thir squ theo sang ché
) SEQ
;éRN ID  |Huéng trinh ty 5°-3°
’ NO:
siPCSKf (309 GUGACUUUUUAAAAUAAAA

1

310

UUUUAUUUUAAAAAGUCACCA
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siPCSKf [311 UGGUGACUUUUUAAAAUAAAA
2 312 UUUUAUUUUAAAAAGUCACCAUA
GmUmGMAMCmUmUfUfUfUmAMAMAMAMUMAMAMAmMA
. 313
siPCSKf m
1-M1 314 UmUfUnUmAMUfUmUmUmAmMAMAMAMAfGMUfCmAmMC
mCmAm
GmUmGMAmMCfUmUfUfUfUmAMAMAMAMUMAMAMAMA
: 315
siPCSKf m
1-M2 316 UmUfUmUmAmMUfUnUfUFAMAMAMAMAfGmUfCmAMCmC
mAm
GmUmGmMAmMCfUmUfUfUfTUmMAMAMAMAMUmMAMAMAmMA
. 317
siPCSKTf m
1-M3 318 UmUfUmUmAmMmUfUmUmUmAMAMAMAMAfGmMUICmAmMC
mCmAm
319 UmGmGmMUmGmMAmMCmUmUTUfUfUmAMAMAMAMUMAmMA
siPCSKf mAmAm
2-M1 320 UmUfUmUmAmUfUnUmUmAmMAMAMAMAfGmUfCmAmMC
mCmAmUmAmM
391 UmGmGmUmGmMAMC{UmUTUfUfUmAMAMAMAMUmMAmMA
siPCSKf mAmMAm
2-M2 399 UmUfUmUmAmMUfUnUfUfAMAMAMAMAfGMmUfCmAMCmC
mAmUmAm
393 UmGmGmUmGmMAMCIUMmUfUfUfUMAMAMAMAMUmMAmMA
siPCSKf mAmAm
2-M3 394 UmUfUmUmAMmUfUnUmUmAMAMAMAMAfGmUfCmAmMC
mCmAmUmAm
GmsUmsGmAMCmUmUfUfUfUmAMAMAMAMUmMAMAMAM
. 325
siPCSKf Am
1-M1S 326 UmsUfsSUmUmAmMmUfUnUmUmAmMAMAmMAmAfGmUICmAmM
CmsCmsAm
GmsUmsGmAmMCfUMUfUfUfUmAMAMAMAMUmMAMAMAmM
. 327
siPCSKf Am
1-M2S 378 UmsUfsUmUmAmMmUfUnUfUfAMAMAMAMAfGmUfCmAmMCm
sCmsAm
399 GmsUmsGmAmMCIUmUfUfUfUnAmMAMAMAMUmMAMAmMAmM
siPCSKf Am
1-M3S 330 UmsUfsUmUmAmMmUfUnUmUmAmMAMAmMAmMAfGmU{CmAm
CmsCmsAm
331 UmsGmsGmUmGmMAmMCmUmUfUfUfUnAmAMAMAmMUmMAmM
siPCSKf AmAmMAm
2-M1S 332 UmsUfsSUnmUmAmMUfUnUmUmAmMAMAMAMAfGmUfCmAm
CmCmAmsUmsAm
. UmsGmsGmUmGmMAmMCIUmUfUfUfUnmAmMAmMAmMAmMUmMAmM
siPCSKf |333
- M2S AmAmAm

334

UmsUfsUnMUmAmMmUfUnUfUfAMAMAMAMAfGMUfCmAMCm
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CmAmsUmsAm

335

UmsGmsGmUmGmMAmMCfUmUfUfUfTUmAMAMAMAMUmMAmM

siPCSKf AmAmMAmM
2-M3S UmsUfsUmUmAMUfUmUmUmAmMAMAMAMATfGmUfCmAmM
336
CmCmAmsUmsAm
GmUmGMAMCmUmUfUfUfUmAMAMAMAMUMAMAMAmMA
. 337
siPCSKf m
1-M1P1 338 P1UMUfUMUmAMUfUmUmUmAMAMAMAMAfGMUfCmAmM
CmCmAm
GmUmMGMAMCIUMUfUfUfUmMAMAMAMAMUMAMAMAmMA
) 339
siPCSKf m
1-M2P1 340 P1UMUfUMUMAMUfUMUfUfAMAMAMAMATGMUfCmAmMC
mCmAm
GmUmMGMAMCIUMUfUfUfUmMAMAMAMAMUMAMAMAmMA
) 341
siPCSKf m
1-M3P1 349 P1UMUfUMUmMAMUfUmUmUmMAMAMAMAMATGmU{CmAmM
CmCmAm
343 UmGmGmMUmGmAMCmUmUfUfUfUmAMAMAMAMUMAmMA
siPCSKf mAmMAmM
2-M1P1 P1UMUfUMUmAMUfUnmUmUmAMAMAMAMAfGmUfCmAmM
344
CmCmAmUmAmM ‘
345 UmGmGmMUmGmMAmMCUmUTUfUfUnmAMAMAMAMUMAmMA
siPCSKf mAmMAmMm
2-M2P1 P1UMUfUMUmMAmMUfUmUfUFAMAMAMAMAfGmUfCmAmMC
346
mCmAmUmAmM
347 UmGmGmMUmGmMAmMCfUmUfUfUfUnmAMAMAMAMUmMAmMA
siPCSKf mAmMmAmM
2-M3P1 348 P1UMUfUMUmAMUfUmUmUmMAMAMAMAMAfGmUCmAmM
CmCmAmMUmAmM
GmsUmsGmAMCmUmUfUfUfUmAMAMAMAMUmMAmMAMAmM
) 349
siPCSKf Am
1-M1SP1 350 P1UmsUfsUmUmAmUfUmUmUmAMAMAMAMATGmUICmA
mCmsCmsAm
GmsUmsGmAmMCIUMUUfUfUnAmMAMAMAMUmMAmMAMAmM
) 351
siPCSKf Am
1-M2SP1 357 P1UmMsUfsUmMUmAMUfUMUfUFAMAMAMAMAfGMmUfCmAmM
CmsCmsAm
GmsUmsCGmAmMCfUmUfUfTUfUmAMAMAMAMUMAMAMAmM
) 353
siPCSKf Am
1-M3SP1 354 P1UmsUfSUMUmMAmMUfUmUmUmAMAMAMAmMAfGmUCmA
mCmsCmsAm
355 UmsGmsGmUmGmAmMCmUmUfUTUfUmAMAMAMAmMUmMAmM
siPCSKf AmAmMAmM
2-M1SP1 P1UmsUfsUMUmAMUfUmUmUmAMAMAMAMAfGmUICmA

356

mCmCmAmsUmsAm
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357

UmsGmsGmUmGmMAmMCIUmUfUUfUmAMAMAMAMUmMAmM

siPCSKf AmAmAmM
2-M2SP1 358 P1UmsUfsUMUmMAmMUfUMUfUfAMAMAMAMATGmUCmAmM
CmCmAmsUmsAm
350 UmsGmsGmUmGmAmCfUmUfUfUfUmAMAMAMAMUmMAmM
siPCSKf AmAmAmM
2-M3SP1 360 P1UmsUfsUMUmAmMmUfUmUmUmAMAMAMAmMAfGmUICmA
mCmCmAmsUmsAm
Bang 1g Céc trinh ty cua siARN thir bdy theo sang ché
. SEQ
;gRN ID Hudng trinh ty 5°-3°
) NO:
siPCSKg [407 AGACCUGUdJTUUGCUUUUGU
3 408 ACAAAAGCAAAACAGGUCUAG
siPCSKg {409 CUAGACCUGUdTUUGCUUUUGU
4 410 ACAAAAGCAAAACAGGUCUAGAA
411 AmGCMAMCmMCfUMGfUmdTUMUmGmCmUmUmUmUmGmU
siPCSKg m
3-M4 419 AmCFAMAFATATGMCFAMAfAMAMCmMAfGMGIUMC{UmAMG
m
413 CmUmAMGMAMCMmCUMGIUmMdTUmUmGmCmUmUmUmU
siPCSKg mGmUm
4-M35 414 AmCFAMAFATAFGMCIAMAfAMAMCmMAfGMGIUmCfUmAMG
mAmAm
AmsGmsAmCmCfUMGUmdTUmUmGmCmUmUmUmUmGm
. 415
siPCSKg Um
3-M4S 416 AmsCFsAMATAFAfGmCFAMAFAMAMCmAfGMGIUmCIUmsA
msGm
117 CmsUmsAmGmMAMCmCIUmGfUmdTUmUmGmCmUmUmUm
siPCSKg UmGmUm
4-M5S 418 AmsCTHAMAFATATGmMCIAMATAMAMCmMAfGMmGIUmC{UmAmM
GmsAmsAm
AMGMAMCmCIUMGIUmdTUmMUmGmCmUmUmUmUmGmU
: 419
siPCSKg m
3-M4P1 1420 P1AMCFAMASAFATGMCTAMAAMAMCmMAfGMGIUMCIUmMA
mGm
101 CmUMAMGMAMCmCIUMGIUMdTUMUmGmCmUmUmUmU
siPCSKg mGmUm
4-M5P1 P1AMCFAMATAFATGMCIAMAfAMAMCmMAfGMGIUmC{UmA
422
mGmAmMAmM
AmsGmsAMCmCUMGfUmdTUmUmGmCmUmUmUmUmGm
. 423
siPCSKg Um
3-M4SP1 P1AmMsCHSAMATAFATGMCFAMATAMAMCMAGMGIUmMCIUms

424

AmsGm

siPCSKg

425

CmsUmsAmGmAMCmCIUMGIUmdTUmUmGmCmUmUmUm
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4-M5SP1 UmGmUm

P1AmMsCAMAFATATGMCIAMAFAMAMCMAfGMGIUmCfUm
426
AmGmsAmsAm

Trong siARN hodc thé tiép hop siARN theo séng ché, mdi cap nucleotit lién ké

duoc lién két thong qua lién két phosphodieste hodc lién két phosphorothioat dieste.
Nguyén t&r luvu huynh hoédc oxy khong lam cAu nbi trong lién két phosphodieste hogc lién
két phosphorothioat dieste mang dién tich 4m, va c6 thé c¢6 mit & dang hydroxy hodc
sulfhydryl. Hon nita, nguyén t&r hydro trong hydroxy hogc sulthydryl c6 thé dugc thé mot
phan hodc hoan toan bang cation. Cation c6 thé 1a cation bit ky, nhu cation kim loai,
cation amoni NH4* hogic cation amoni hitu co. Pé lam téng do 4n dinh, theo mot phuong
an, cation 1a mdt hodc nhiéu cation dugc chon tr cation kim loai kiém, cation amoni dugc
tao thanh béi amin bac ba va cation amin bac bdn. Ion kim loai kiém c6 thé 1a K* va/hodc
Na*, va cation dugc tao thanh bdi amin bic ba ¢6 thé 12 cation amoni dugc tao thanh boi
trietylamin va/hodc cation amoni dugc tao thanh boi N,N-diisopropyletylamin. Do do,
SIARN va thé tiép hop siARN theo sang ché c6 thé it nhit mot phan c6 mit & dang mudi.
Theo mét phuong 4n, nguyén tir luu huynh hodc oxy khong lam cau nbi trong lién két
phosphodieste hodc lién két phosphorothioate dieste it nhit mot phén lién két v6i ion
natri, va do d6 siARN va thé tiép hop siARN theo sang ché c6 mit hodc c6 mit mot phan
& dang mudi natri.

Ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vyc k§ thuat nay hidu 15 ring nhém
nucleotit da cai bién c6 thé dugc dua vao siARN theo séng ché nho monome nucleosit
v6i cai bién tuong tng. Cac phuong phap san xuét monome nucleosit c6 cai bién tuong
tng va phuong phap dua nucleotit di cai bién vao siARN ciing da biét 13 d6i voi ngudi
¢6 hidu biét trung binh trong linh vyc k¥ thuét nay. Toan bo cac monome nucleosit da cai
bién c6 thé sén co trén thi truong hodc dugce san xuét bang cac phuong phéap da biét.

San xut thé tiép hop siARN nhu duge thé hién béi cong thirc (308)

Thé tiép hop siARN nhu dugc thé hién bsi cong thire (308) c6 thé dugc san xuét
bang cac con dudng tong hop thich hop bat ky.

Theo mét sb phuong 4n, thé tiép hop siARN nhu dugce thé hién bdi cong thire (308)
¢6 thé duoc san xuit bing phuong phép sau, bao gbém: lién két lién tiép cac monome
nucleosit theo huéng 3’ dén 5’ theo loai va trinh tu nucleotit trong mach c6 nghia va

mach d6i nghia cia siARN tuong ung, trong diéu kién tong hop & pha rdn st dung
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phosphoramidit, trong d6 budc lién két mdi monome nucleosit bao gdm phan tmg bén
budc gém khtt bao v&, lién két, tao mii va oxy héa hogc luu huynh hoéa; phan 14p mach c6
nghia va mach dbi nghia ctia siARN, va gén mdi; trong d6 siARN 1a siARN néu trén theo
sang ché.

Ngoai ra, phuong phap nay con bao gdém: cho hop chét nhu dugc thé hién béi
cong thire (321) tiép xtic v6i monome nucleosit hogc trinh ty nucleotit gén két voi gia thé
pha rén trong diéu kién phan tng lién két va khi c6 mat chat lién két, nho d6 lién két hop
chit nhu duoc thé hién béi cong thirc (321) véi trinh ty nucleotit théng qua phan ng lién

két. Sau day, hop chét nhu dugc thé hién béi cong thirc (321) ciing duoc ding dé chi 1a

phan tir tiép hop.

S S Sy
| | |
L Rio R, R Ly Rz 1

7 A O 7 A ¥

| \I /ml |n1 \ l /m2 | | 3 |n3
Riz Ria Ris
cong thuc (321)

trong do,

R4 14 nhom c6 kha nédng lién két voi siARN duoc ky hiéu 1a Nu trong hop chét nhu
dugc thé hién boi cong thirc (308). Theo mot s6 phuong 4n, R4 12 nhém c6 khéa néng lién
két véi siARN duge ky hiéu 1a Nu thong qua li€n két cong hoa tri. Theo mot s& phuong
an, R4 1a nhom chita nhém chirc ma ¢o6 thé dugc tiép hop véi siARN dugc ky hiéu 1a Nu
thdng qua lién két phosphodieste nho phan tng;

mdi S; doc 1ap 1a nhém duoc tao thanh béng cach thay thé toan bd cac hydroxyl ¢
hoat tinh trong Mi béng nhém YCOO-, trong do mdi Y doc 1ap 1a mot nhém duge chon
tir nhom bao gdm metyl, triflometyl, diflometyl, monoflometyl, triclometyl, diclometyl,
monoclometyl, etyl, n-propyl, isopropyl, phenyl, halophenyl, va alkylphenyl; theo mot s6
phuong 4n, Y 1a metyl.

Céc dinh nghia va lya chon nl, n3, m1, m2, m3, Rio, Ru1, Ri2, Ris, Ris, Ris, Ly, va
M; 14n lwot duge mo ta trén day.

R4 dugce chon dé dat dugc su lién két v6i nguyén tir N trén khung c6 nito va tao ra

vi tri phan ing thich hop d8 tdng hop thé tiép hop siARN nhu dugc thé hién bdi cong
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thirc (308). Theo mot sb phuong 4n, R4 bao gdm nhém lién két Ry hodic nhom lién két R,
dugc bao vé, va nhom chirc ma co thé phan tng véi siARN dé tao thanh cu tric nhu
duoc thé hién bai cong thirc (AS59).

Theo mot s phuong 4n, R4 bao gdbm nhém chire thir nhét ma c6 thé phan tng véi
nhém trén siARN duoc ky hiéu béi Nu hodc monome nucleosit dé tao thanh este
phosphit, va nhém chirc thr hai ma cé thé phan tmg v6i nhém hydroxy hodc nhém amino
dé tao thanh lién két cong hoa tri, hodc bao gbm gia thé pha rén dugc lién két bang lién
két cong hoéa tri. Theo mot sb phuong an, nhém chirc tha nhit 1a phosphoramidit,
hydroxy hodc hydroxy dugc bdo vé. Theo mdt s6 phuong an, nhém chitc thr hai 1a
phosphoramidit, carboxyl hodc mubi carboxylat. Theo mot s6 phuong an, nhém chire thir
hai 12 gia thé pha rén dugc lién két v6i phan con lai cta phan tir thdng qua lién két cong
héa tri ma duge tao thanh nhd nhém hydroxy hodc nhém amino. Theo mot sb phuong 4n,
gi4 thé pha ran duoc lién két thong qua lién két phosphoeste, lién két este carboxyl hogc
lién két amit. Theo mdt s6 phuong 4n, gia thé pha rén 1a nhua.

Theo mot sé phuong an, nhém chic tha nhét bao gdm hydroxy, -OR« hodc nhém
nhu dwoc thé hién boi cong thire (C3); nhém chire thit hai bao gdm nhém nhu duge thé

hién boi cong thire (C1), (C2), (C3), (C1°), hodc (C3°):

o) o
oM OH Y
q q \7/Nb 0
1 1 TEN
o o / N
b 9 V\’M M

(C1) (C2) (C3)
SPS
o e
x—sps ¢

0=P—0

o qd4 (I) \——\

N CN
(C1") (C3%)

trong do qi 1a mot sd nguyén ndm trong khoang tur 1 dén 4, X 12 O hodc NH, M" 1a
cation, Rk 12 nhom bao vé hydroxy, SPS 1a gia thé pha rin, va v 13 vi tri ma nhom

duoc gin két cong hoéa tri.

89



49975 90/281

Theo mot sé phuwong 4n, nhém chirc thir nhét bao gdm nhém phosphoramidit, nhu
nhém duge thé hién béi cong thire (C3). Nhéom phosphoramidit c6 thé tao thanh este
phosphit véi hydroxy & vi tri bit ky trén nucleotit (nhu 2°-hydroxy ho#c 3’-hydroxy)
bang phan tmg lién két, va este phosphit c6 thé tao thanh lién két phosphodieste hodc lién
két este phosphorothioat nhu dugc thé hién boi cong thirc (AS59) théng qua phan (ng oxy
héa hodc luu huynh hoa, dé tiép hop phan tr tiép hop voi siARN. Theo séng ché, ngay ca
khi nhom chirc thir hai khong tdn tai, thi hop chdt nhu dugc thé hién béi cong thire (321)
c6 thé van tiép hop véi nucleotit, trong khi khong 1am anh hudng dén viéc tao ra thé tiép
hop siARN nhu dugc thé hién bai cong thirc (308). Trong cac truong hop nay, sau khi tao
ra mach c¢6 nghia hodc mach d61 nghia ctia siARN bang phwong phap nhu tdng hop & pha
rén st dung phosphoramidit, hop chit nhu duoc thé hién boi cong thuc (321) dugc phan
tmg v6i hydroxy trén nucleotit & dau tin cung cua trinh ty nucleotit, va lién két
phosphodieste hodc lién két phosphorothioat dugc tao thanh trong qud trinh oxy héa hodc
Iwu hugnh héa sau dé, nhd d6 tiép hop hop chét nhu duoc thé hién boi cong thire (321)
v6i siARN.

Theo mdt s phuong dn, nhom chirc tha nhét bao gdbm hydroxy dugc bao vé. Theo
mot s6 phwong an, nhém chue thir hai bao gém nhém ma ¢6 thé phan tng v6i gia thé pha
rdn dé tao ra phén tur tiép hop chtra gia thé pha rin. Theo mdt sd phuong an, nhom churc
tht hai bao gébm carboxyl, mudi carboxylat hodc phosphoramidit, nhu nhém chirc nhu
duoc thé hién bai cong thie (C1), (C2) hoge (C3). Néu nhém chire tht hai bao gbm
carboxyl hodc mudi carboxylat, thi hop chit c6 cong thic (321) ¢ thé phan tmg voi
hydroxy hodc nhém amino trén gia thé pha ran (nhu nhya) thong qua phan ng este hoa
hodc amit hoa, dé tao thanh phan ti tiép hop chura gid thé pha ran dugc lién két thong qua
lién két este carboxylat. Néu nhém chrc thir hai bao gdm nhém chic phosphoramidit, thi
hop chét c6 cong thice (321) ¢6 thé lién két v6i nhom hydroxy trén gid thé pha ran phd
bién (nhu nhua), va tao thanh phén tir tiép hop chira gia thé pha ran dugc lién két thong
qua lién két phosphodieste bang phan tmg oxy hoa. Tiép theo, bt ddu tir san pham trén
day dugc lién két vai gia thé pha rin, cac monome nucleosit dugc lién két lién tiép thong
qua phuong phép tdng hop trén pha rin stt dung phosphoramidit, dé thu dugc mach ¢6
nghia hodc mach d6i nghia cia siARN duoc lién két v6i nhom tiép hop. Trong quy trinh

tong hop & pha ran s dung phosphoramidit, nhém chirc thi nhét duogc khir bdo vé, va
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sau d6 duoc lién két v6i nhom phosphoramidit trén monome nucleosit trong diéu kién
phan ung lién két.

Theo mét s phuong an, nhém chirc thir nhét bao gdm hydroxy hodc nhém
hydroxy dugc bao v€; nhom chirc thir hai bao gdm gia thé pha rin dugc lién két théng
qua lién két este carboxylat, lién két amit, hodc lién két phosphoeste, nhu dugc thé hién
bai cong thire (C1°) hodc (C3°). Trong trudng hgp nay, bét dAu tir hop chét c6 cong thic
(321) thay cho gi4 thé pha rén, cAc monome nucleosit dugc lién két tudn tu thdng qua
phuong phap tdng hop & pha rin st dung phosphoramidit, dé thu duoc mach c6 nghia va
mach d6i nghia ctia siARN duogc lién két v&i nhém tiép hop.

Theo mot sb phuong an, carboxylat cé thé duoc thé hién duési dang -COO'M,
trong d6 M* 1a cation nhu cation dugc chon tu cation kim loai, cation amoni NH4" va
cation amoni hitu co. Theo mdt phuong an, cation kim loai ¢o thé 13 cation kim loai kiém,
nhu K* hodc Na*. Dé 1am ting dd hoa tan va tao diéu kién thuan lgi cho phan tmg, theo
mot sb phuong 4n, cation amoni hiru co la cation amoni dugc tao thanh boi amin béc ba
hodc cation amoni béc bdn, nhu cation amoni dugc tao thanh bdi trietylamin hodc cation
amoni dugc tao thanh bai N,N-diisopropyletylamin. Theo mot s6 phuong 4n, carboxylat
a trietylamin carboxylat hodc N,N-diisopropyletylamin carboxylat.

Theo mot s& phuong 4n, R4 bao gém cAu trac nhu dugc thé hién boi cong thire

(B9), (B10), (B9"), (B10°), (B11), (B12), (B11"), hodic B(12"):
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(B11") (B12")

trong d6 qila mot s6 nguyén nim trong khoang tir 1 dén 4, q2 12 mot s& nguyén
nam trong khoang tur 1 dén 10, X 1a O ho#ic NH, M* 1 cation, Rk la nhom bao vé hydroxy,
SPS 1a gia thé pha ran, va v 1a i tri noi ma nhém dugce lien két cong hoa tri. Theo
mdt s6 phwong 4n, q1 12 1 hodc 2. Theo mot s6 phuong 4n, g2 1a mot s6 nguyén nim trong
khoang tur 1 dén 5. Theo mot sb phuong an, R4 bao g6m chu tric nhu dwoc thé hién boi
cong thie (B9) hodc (B10). Theo mot s6 phuong 4n, R4 bao gdm cAu truc nhu duoc thé
hién boi cong thire (B11) hodc (B12).

Theo mdt sb phuong an, Rk 1a mot hodc nhiéu nhom trong sb6 Tr (trityl), MMTr
(4-metoxytrityl), DMTr (4,4'-dimetoxytrityl), va TMTr (4,4' 4"-trimetoxytrityl). Theo mot
s6 phuong an, Ri ¢6 thé 1a DMTr, tuc 14, 4,4°-dimetoxytrityl.

Pinh nghia L; 1& nhu dugc mo ta trén day.

Theo mot s& phuong an, L1 duge st dung dé lién két nhom huéng dich My véi
nguyén t N trén khung c6 nito, nho d6 dem lai chire néng hudéng vao gan cho thé tiép
hop sIARN nhu duge thé hién boi cong thic (308). Theo mot s6 phuong an, Li bao gbm
cong thirc bit ky trong sb cac cong thirc (A1)-(A26), va t hop bat ky ctia chiing.

Theo phin mo t& trén déy, ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét
nay s& dé dang hiéu rang so v6i phuong phap tbng hop & pha ran st dung phosphoramidit
da biét rd trong linh vuc k¥ thuét nay, thé tiép hop siARN nhu duoc thé hién bsi cong

thirc (308) trong d6 phan tir tiép hop dugc lién két v6i vi tri ¢6 thé c6 bt ky cla trinh tu
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nucleotit c6 thé duoc tao ra bang cich st dung nhém chuc thir nhét trén ddy va nhém
chirc thr hai tuy y. Vi duy, phan tu tiép hop duge lién két voi ving tan cing cua trinh tu
nucleotit, hodc v&i dau tan cung cua trinh ty nucleotit. Twong Ung, trir khi dugc quy dinh
theo cach khac, trong phin mb ta tiép theo vé quy trinh san xuét thé tiép hop va/hoic
phan tir tiép hop, khi d& cap dén cac phan tmg nhu “khtr bao v&”, “lién két”, “tao mii”,
“oxy hoa”, “luu huynh hoéa”, cAn hiéu ring cac didu kién phan ung va cac chét tham gia
vao phuong phap tdng hop & pha rin sit dung phosphoramidit da biét o trong linh vuc k§
thuat ndy ciing c¢6 thé ap dung dugc cho céc phan ung nay. Cac didu kién va cac chit
phan tng duge ldy 1am vi dy s& duge mo ta chi tiét dudi day.

Theo mét sd phuong 4n, mdi S1 doc 1ap 1a M. Theo mot sb phuong an, mdi S1 doc
1ap 12 nhém dugc tao thanh bang cach bao vé it nhit mot nhém hydroxyl ¢6 hoat tinh &
nhém M bing nhém bao vé hydroxyl. Theo mdt sé phwong an, mdi S1 doc 1ap 12 nhém
duoc tao thanh bing cach bio vé tAt ca cac nhom hydroxyl c6 hoat tinh hién c6 trong
nhém M; bing cidc nhém bao vé hydroxyl. Theo mot s6 phuong 4n, nhém bao vé
hydroxyl bt ky da biét dbi v6i ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc k¥ thuét nay
6 thé duge st dung dé bao vé nhom hydroxyl ¢6 hoat tinh trong nhém Mi. Theo mot sb
phuong an, hydroxy dugc bao vé€ dugc thé hién duédi dang cong thac YCOO-, trong do6
mdi Y ddc 1ap dugc chon tir nhém bao gdm Ci-Cio alkyl va Ce-Cio aryl, ma tlly y dugc
thé bang mot hoidc nhiéu nhom thé dugc chon tir nhém bao gdém halo va Ci-Cs alkyl.
Theo mét sb phuong an, mdi Y doc 1ap dugc chon tir nhém bao gdm metyl, triflometyl,
diflometyl, monoflometyl, triclometyl, diclometyl, monoclometyl, etyl, n-propyl,
isopropyl, phenyl, halophenyl, va Ci-Cs alkylphenyl.

Theo mdt sé phwong an, mdi Si doc 1ap dugc chon tir nhém bao gbm cdng thirc

(A46)-(A54):
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Theo mot sb phuong 4n, Si 12 A49 hodc A50.

Theo mot s6 phuong an, mdi Y ddc lap dugc chon tir metyl, triflometyl,
diflometyl, monoflometyl, triclometyl, diclometyl, monoclometyl, etyl, n-propyl,
isopropyl, phenyl, halophenyl, va alkylphenyl. Theo mot s6 phurong 4n, Y 1a metyl.

Nhu néu trén, phuong phéap san xut thé tiép hop siARN nhu dugc thé hién béi
cong thire (308) con bao gém cac budc sau: téng hop mach con lai cuia siARN (vi du, khi
mach c6 nghia ctia siARN duoc lién két v6i nhom tiép hop duge tbng hop trong bude
trén day, phuong phap nay con bao gdm bude tdng hop mach d6i nghia ctia siARN theo
phuong phap tbng hop & pha rén, va nguoc lai), phan 1ap mach cé nghia va mach a6i
nghia, va bét cap mdi. Cu thé 13, trong budc phan lap, gia thé pha rén dugc lién két voi
trinh tu nucleotit va/hodc phén ti tiép hop dugc phén cit, va nhém bao vé can thiét dugc
loai bo (trong trudng hop nay, mdi nhém S trong hop chit ¢6 cong thirc (321) dugc
chuyén hoa thanh nhém hudng dich My twong Gng), dé tao ra mach c6 nghia (hodc mach
d6i nghia) ctia siARN dugc lién két v6i nhom tiép hop va mach d6i nghia (hogc mach ¢
nghia) tvong ung. Mach c6 nghia va mach d6i nghia duoc bét cip mdi dé tao thanh cu
triic ARN mach kép, nhir d6 tao ra thé tiép hop siARN nhu dugc thé hién boi cong thire
(308).
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Theo mot s& phuong an, phuong phép san xuét thé tiép hop siARN nhu duge thé
hién bdi cong thirc (308) bao gdm cac buéc sau: cho hop chét nhu dugc thé hién bai
cong thic (321) tiép xic v6i monome nucleosit thir nhét & dau 3’ ctia mach c6 nghia hodc
mach déi nghia trong diéu kién phan tng lién két khi c6 mit chét lién két, nhor d6 lién két
hop chét nhu duge thé hién béi cong thirc (321) véi nucleotit thir nhét trong trinh ty; sau
d6 lién két cAc monome nucleosit theo huéng 3’ dén 5° dé téng hop mach c6 nghia hodc
dbi nghia clia siARN theo loai va trinh ty cia cdc nucleotit trong mach c6 nghia hodc
mach dbi nghia mong mudn trong didu kién dé téng hop & pha rin st dung
phosphoramidit, trong d6 hop chit cong thirc (321) 1a hop chét trong d6 R4 bao gdm
nhém chtc thit nhit va nhém chtc thi hai, trong d6 nhém chic thir nhét bao gbém
hydroxyl dugc bao vé va nhom chire thit hai co cAu tric nhu duoc thé hién bdi cong thue
(C1’) hodc (C3’), va hop chét c6 cong thirc (321) dugc khir bao vé trude khi dugce lién
két v6i monome nucleosit thir nhat; va viéc lién két ciia mdi monome nucleosit bao gdm
phan tng bbn budc gdbm khir bao vé, lién két, tao mii va oxy hoa hodc luu huynh héa; do
do6 tao ra mach c6 nghia hodc mach dbi nghia cla axit nucleic dugc lién két voi nhém
tiép hop; sau do lién két cac monome nucleosit theo huéng 3’ dén 5> dé téng hop mach
dbi nghia ho#ic mach c6 nghia cuia axit nucleic theo loai va trinh tu cua cac nucleotit trong
mach ¢6 nghia hodc mach dbi nghia trong didu kién téng hop & pha rin st dung
phosphoramidit; trong d6 viéc lién két ctia mdi monome nucleosit bao gdm phan tng bbn
budc gém khtr bao vé, lién két, tao mil va oxy hoa hodc luu huynh hoéa; loai bé nhom bao
vé va phén cét gid thé pha ran; phan 1ap va tinh ché mach c6 nghia va mach d6i nghia; va
bét cip mdi.

Theo mot s& phwong 4n, phuong phép san xuét thé tiép hop siARN nhu dugc thé
hién béi cong thirc (308) bao gdm cac budc sau: theo loai va trinh tu cua cac nucleotit
trong mach c6 nghia va d6i nghia ctia siARN mach kép, lién két tudn tu cdc monome
nucleosit theo huéng 3° dén 5° dé tbng hop mach d6i nghia va mach c6 nghia; trong do6
viéc lién két cia mdi monome nucleosit bao gdm phan tng bdn bude gdm khir bao vé,
lién két, tao mii va oxy hoa hogc luu huynh hoa, dé thu dugc mach c6 nghia dugce lién két
v6i gia thé pha rén va mach dbi nghia dugc lién két véi gia thé pha rén; cho hop chit nhu
duoc thé hién boi cong thue (321) tiép xtic v6i mach c6 nghia duoc lién két v6i gia thé

pha ran hoiic mach dbi nghia dugc lién két voi gid thé pha rén trong diéu kién phan ung
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lién két khi co mit chit lién két, nho d6 lién két hop chét nhu duge thé hién bdi cong
thirc (321) véi mach ¢6 nghia hodc mach dbi nghia; trong d6 hop chit nhu dugc thé hién
boi cong thire (321) 1a hop chét trong d6 R4 bao gébm nhém chuc thu nhit ma 1a nhém
phosphoramidit; loai nhém béo v¢ va phén c4t gia thé pha ran; 1an luot phan 1ap va tinh
ché mach c6 nghia hosc mach d6i nghia cta siARN; va bét cap mdi, trong d6 mach c6
nghia hodc mach d61 nghia ciia siARN dugc lién két v6i nhom tiép hop.

Theo mdt sb phuong 4n, nguyén tir P trong cong thirc (AS9) dugc lién két v6i dau
3’ ctia mach c6 nghia cua siARN, va phuong phap san xuét thé tiép hop siARN nhu dugc
thé hién béi cong thue (308) bao gdm:

(1) loai nhém bao vé hydroxyl Pk trong hop chéit c6 cong thirc (321), trong d6 hop
chét c6 cong thirc (321) 13 hop chit trong d6 R4 bao gdm nhom chire thir nhét chira nhém
hydroxyl dugc bao vé ORy, va nhom chire thtr hai ¢6 ciu tric nhu dugc thé hién béi céc
cong thirc (C17) hodc (C3); cho san phim d3 khir béo vé tiép xtic véi monome nucleosit
dé thu duoc monome nucleosit duge lién két voi gid thé pha ran théng qua phan tir tiép
hop trong diéu kién phan g lién két khi c6 mat chat lién két;

(2) bit dau tir monome nucleosit da lién két v6i gia thé pha rin thong qua phan tir
tiép hop, tong hop mach c6 nghia cta siARN theo huong 3’ dén 5° bang phuong phap
tdng hop pha ran st dung phosphoramidit;

(3) téng hop mach dbi nghia ctia siARN bang phuong phép tbng hop pha ran st
dung phosphoramidit; va

(4) phan 14p mach c6 nghia va mach d6i nghia ctia siARN va bét cap mdi ching aé
tao ra thé tiép hop siARN nhu dugc thé hién bdi cong thirc (308).

Trong d6, & budce (1), phuong phap loai nhém bao vé Rk trong hop chét c6 cong
thirc (321) néu trén bao gdm cho hop chét co cong thire (321) tiép xuc voi chét khir bao
vé€ trong diéu kién khtr bao vé. Diéu kién khir bao vé bao gé)m nhiét d6 nim trong khoang
ir 0 dén 50°C, va theo mot sb phuong 4n, nhiét do nay nim trong khoang ti 15 dén 35°C,
va thoi gian phan Ung ndm trong khoang tir 30 dén 300 gidy, va theo mot s& phuong an,
thori gian ndy nim trong khoang tir 50 dén 150 gidy. Chat khir bao vé ¢4 thé 12 mot hodc
nhidu chét dugc chon tir axit trifloaxetic, axit tricloaxetic, axit dicloaxetic, va axit
monocloaxetic, va theo mot s6 phuong an, chat khtr bao vé nay 1a axit dicloaxetic. Ty 1€

mol ciia chét khir bao vé so véi hop chit nhu dugc thé hién bsi cong thire (321) 1a ndm
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trong khoang tir 10:1 dén 1000:1, va theo mot s6 phuong 4n, ty 1& nay nam trong khoang
tlr 50:1 dén 500:1.

Didu kién phan (g lién két va chét lién két c6 thé 1a diéu kién phan umg va chét
lién két bat ky thich hop dé thuc hién phan tng lién két néu trén. Theo mdt s phuong 4n,
didu kién va chét lién két gibng nhu didu kién va chét lién két dung trong phén g lién
két trong phwong phap tong hop & pha ran c6 thé duge sir dung.

Theo mot sb phuong an, diéu kién phan tng lién két bao gébm nhiét do phan g
ndm trong khoang tir 0 dén 50°C, va theo mot s6 phuong 4n, nhiét do phan Ung nam
trong khoang tir 15 dén 35°C. Ty 1é mol cua hop chét c6 cong thire (321) so v6i monome
nucleosit 1a ndm trong khoang tir 1:1 dén 1:50, va theo mot s6 phuong 4n, ty 1€ nay nim
trong khoang tir 1:2 dén 1:5. Ty 1& mol ciia hop chét c6 cong thire (321) so v6i chét lién
két c6 thé nam trong khoang tir 1:1 dén 1:50, va theo mot sd phuong é4n, ty 18 nay nim
trong khoang tir 1:3 dén 1:10. Thoi gian phan tng 1a tir 200 dén 3.000 gidy, va theo mot
s6 phuong 4n, thoi gian nay nam trong khoang tir 500 dén 1.500 gidy. Chét lién két 1a
mot hodc nhidu chit dugc chon tir 1H-tetrazol, 5-etylthio-1H-tetrazol va
5-benzylthio-1H-tetrazol, va theo mot s6 phuong 4n, chét nay 1a 5-etylthio-1H-tetrazol.
Phén ung lién két c6 thé dugc thuc hién trong dung mdi hitu co. Dung mdi hitu co 1a mot
hogc nhidu dung mdi duge chon tir axetonitril khan, DMF khan va diclometan khan, va
theo mot s6 phuong an, dung mdi nay 1a axetonitril. Dbi v6i hop chét nhu duoc thé hién
boi cong thuc (321), lugng dung mdi hitu co nam trong khoang tur 3 dén 50 L/mol, va
theo mot s6 phuong 4n, lugng nay nim trong khoang tir 5 dén 20 L/mol.

Trong budce (2), b&t diu tir monome nucleosit duoc lién két voi gia thé pha rin
thong qua phan ti tiép hop duoc diéu ché trong cac budc néu trén, mach c6 nghia SS clia
thé tiép hop siARN duoc tbng hop theo huéng 3° dén 5’ bang phuong phép tbng hop pha
ran st dung phosphoramidit. Trong trudong hop nay, phén tu tiép hop duoc lién két vai
d4u 3’ ctia mach c6 nghia thu duoc.

Céc didu kién khac ciia phuong phép téng hop pha rdn trong cac budce (2) va (3),
bao gé“)m diéu kién khtr bdo vé monome nucleosit, loai va lugng chét kht bao vé, didu
kién phan ung lién két, loai va luong chét lién két, diéu kién phan ng tao md, loai va

lugng chét tao mil, diéu kién phan Gng oxy hoa, loai va lugng chat oxy hoa, dicu kién
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phan tng luu huynh hoéa, va loai va luong chét luu huynh hoéa, chip nhan cac chét, luong
va diéu kién thong thudng khac nhau trong linh vyc k¥ thuat nay.

Theo mét s6 phuong an, vi du, tdng hop & pha rin trong céc bude (2) va (3) ¢6 thé
st dung céc diéu kién sau:

Diéu kién khir bdo v& monome nucleosit bao g@)m nhiét d6 phan Ung nam trong
khoang tir 0 dén 50°C, va theo mot s6 phwong 4n, nhiét do phan tng nam trong khoang
tir 15 dén 35°C, va thoi gian phan tmg nim trong khoang tir 30 dén 300 gidy, va theo mot
s6 phuong 4n, thoi gian nay nim trong khoang tir 50 dén 150 giy. Chét khir bao vé ¢6
thé 1a mot hodc nhiu chit dugc chon tir axit trifloaxetic, axit tricloaxetic, axit dicloaxetic,
va axit monocloaxetic, va theo mét s phuong 4n, chit nay 13 axit dicloaxetic. Ty 1& mol
ctia chit khir bao vé so vdi nhém bao vé 4,4°-dimetoxytrityl trén gia thé pha rin 1a nim
trong khoang tir 2:1 dén 100:1, va theo mdt s6 phuong 4n, ty 18 nay nim trong khoang tlr
3:1 dén 50:1.

Diéu kién phan mg lién két bao gdm nhiét d6 phan ing nam trong khoang tir 0
dén 50°C, va theo mdt sd phuong 4n, nim trong khoang tir 15 dén 35°C. Ty 1€ mol cua
trinh tw axit nucleic dugc lién két gia thé pha rin so v6i monome nucleosit 1a nim trong
khoang tir 1:1 dén 1:50, va theo mot s6 phuong 4n, ty 1€ nay ndm trong khoang tir 1:5 dén
1:15. Ty 1& mol cta trinh tu axit nucleic dugc lién két vai gia thé pha rin so v6i chét lién
két 12 ndm trong khoang tur 1:1 dén 1:100, va theo mdt s6 phuong an, ty 18 nay nim trong
khoang tir 1:50 dén 1:80. Viéc chon lya thoi gian phin ung va chét lién két 13 gidng nhu
trén day.

Diéu kién phan tng tao mil bao gbm nhiét do phan ng ndm trong khoang tir 0 dén
50°C, va theo mot s& phuong 4n, nhiét do nay nim trong khoang ti 15 dén 35°C, va thoi
gian phan Ung nam trong khoang tur 5 dén 500 gidy, va theo mot s6 phuong 4n, thoi gian
phén Gng nam trong khoang tir 10 dén 100 gidy. Viéc lya chon chit tao mii 1a gidng nhu
dugc mo ta trén day. Ty 1é mol cua tong luong chit tao mil so véi trinh ty axit nucleic
duogc lién két v6i gia thé pha ran 1a ndm trong khoang tir 1:100 dén 100:1, va theo mot sb
phuong 4n, ty 1€ nay nam trong khoang tir 1:10 dén 10:1. Trong trudng hop ma chit tao
mil sit dung axetic anhydrit va N-metylimidazol v6i lugng tuong duong mol, thi ty 1& mol

cla axetic anhydrit, N-metylimidazol, va trinh ty axit nucleic dugc lién két voi gia thé
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pha rin c6 thé ndm trong khoang tir 1:1:10 dén 10:10:1, va theo mét sb phuong 4n, ty 1&
nay nam trong khoang tir 1:1:2 dén 2:2:1.

Diéu kién phan ting oxy héa bao gbm nhiét do phan ung ndm trong khoang tir 0
dén 50°C, va theo mdt sd phuong an, nhiét do nay nam trong khoang tir 15 dén 35°C, va
thoi gian phan Gmg nim trong khoang tir 1 dén 100 gidy, va theo mot s6 phuong an, thoi
gian phan tng nim trong khoang tr 5 dén 50 gidy. Theo mot sé phwong 4n, chét oxy héa
1a iot (theo mot s6 phuong 4n d& xuét & dang nudce iot). Ty 1€ mol cia chit oxy héa so véi
trinh tu axit nucleic duogc lién két véi gia thé pha ran trong budc lién két ¢6 thé nam trong
khoéng tir 1:1 dén 100:1, va theo mdt s6 phuong 4n, ty 1€ nay nam trong khoang tir 5:1
dén 50:1. Theo mot s6 phuong an, phan ing oxy héa dugc thyc hién trong dung mdi hdn
hop trong d6 ty 1& cta tetrahydrofuran:nude:pyridin la 3:1:1-1:1:3. Piéu kién phan tng
lwu huynh héa bao gdm nhiét do phan g nim trong khoang tir 0 dén 50°C, va theo mdt
sd phuong 4n, nhiét do nay ndm trong khoang tir 15 dén 35°C, va thoi gian phan Gng nim
trong khodng tr 50 dén 2.000 giy, va theo mot sd phuong 4n, thoi gian phan tng nim
trong khoang tr 100 dén 1.000 gidy. Theo mot s6 phuong an, chit luu huynh héa 1a
xanthan hydrit. Ty 1€ mol cta chét luu huynh hoa so véi trinh tu axit nucleic dugc lién
két v6i gia thé pha ran trong budc lién két 1a ndm trong khoang tir 1:1 dén 1.000:1, va
theo mot sd phuong 4n, ty 1& nay nam trong khoang tr 10:1 dén 500:1. Theo mot sb
phuong 4n, phan Gng luu huynh hoa duge thye hién trong dung mdi hdn hop trong do ty
1é cta axetonitril:pyridin la nam trong khoang tir 1:3 dén 3:1.

Phuong phap nay con bao gdém phan 14p mach c6 nghia va mach d6i nghia cta
siARN sau khi lién két tit ca cac monome nucleosit va truéc khi bét cip mdi. Phuong
phap phén lap 1a da biét dbi voi nguoi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vyc k¥ thuét nay
va thuong bao gdbm phan cit trinh tu nucleotit da tong hop khoi gia thé pha rén, loai
nhém bao vé trén cac bazo, cac nhom phosphat va phéi ti, tinh ché va khtr mubi.

Cac phuong phéap phan cét va khit bao vé thong thuong dé tong hop siARN ¢6 thé
duge st dung dé phan cét trinh tu nucleotit da téng hop khoi gia thé pha rin, va loai bd
cic nhom bao vé trén cic bazo, cdc nhém phosphat va phéi t&. Vi du, trinh ty nucleotit
thu duge dugc lién két voi gid thé pha ran dugc cho tiép xtic v6i dung dich nudc amoniac
dam dac; trong qua trinh khir bao vé, nhém bao vé¢ YCOO- trong cidc nhém A46-A54

duge chuyén héa thanh nhém hydroxyl, va do d6 cdc nhom Si duoc chuyén héa thanh
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cac nhém M, tuwong Ung, tao ra thé tiép hop siARN nhu dugc thé hién boi cong thirc
(308); trong d6 dung dich nuéc amoniac ddm ddc co6 thé 14 dung dich nuéc amoniac ¢
ndng d6 nim trong khodng tir 25 dén 30% khéi luong. Ddi véi trinh ty siARN dich,
lugng dung dich nwdc amoniac ddm ddc co6 thé ndm trong khoang tir 0,2 ml/pmol dén 0,8
ml/pmol.

Néu ¢6 it nhit mdt nhém bao vé 2°-TBDMS trén trinh ty nucleotit dugc téng hop,
thi phuong phép nay con bao gdm cho trinh ty nucleotit da loai khoi gia thé pha rin tiép
xuc voi trietylamin trihydroflorua dé loai bdé nhém bao vé 2°-TBDMS. Theo sang ché,
nucleotit twong tng trong trinh ty siARN dich thu dugc c6 2’-hydroxy tu do. Péi voi
trinh tu siARN dich, lugng trietylamin trihydroflorua tinh khiét 13 0,4 ml/umol-1,0
ml/pmol. Vi thé, thé tiép hop siARN nhu dugc thé hién béi cong thirc (308) c6 thé duoc
tao ra.

Céc phuong phap tinh ché va khir mudi 1a da biét ddi véi ngudi c6 hiu biét trung
binh trong linh vuc k¥ thuat nay. Vi du, phuwong phép tinh ché axit nucleic c6 thé dugc
tién hanh bang cach st dung cot tinh ché séc ky ion diéu ché v6i dung dich giai hap
gradien 12 NaBr hodc NaCl; sau khi thu gom va két hop san pham, c6 thé tién hanh loai
mudi bang cach st dung cot tinh ché sic ky pha dao.

Trong thé tiép hop siARN thu dugc nhu dugc thé hién bdi cong thic (308),
nguyén ti oxy hodc luu huynh khong 1am cAu ndi trong lién két phosphodieste hodc lién
két phosphorothioat dieste gitta cic nucleotit hiu nhu lién két v6i ion natri, va thé tiép
hgp siARN nhu dugc thé hién béi cong thirc (308) hau nhu c6 mit & dang mudi natri.
Céac phuong phép trao dbi ion da biét o co thé duge st dung, trong d6 ion natri ¢d thé
duoc thay thé bang ion hydro va/hodc cation khac, nho do tao ra cac dang khéc cta céac
thé tiép hop SIARN nhu dugce thé hién boi cong thire (308). Céc cation la nhu duge mo ta
trén day.

Trong subt qua trinh tdng hop, do tinh khiét va khoi lugng phén tir cta trinh tw
axit nucleic c6 thé duoc xac dinh & thoi diém bat ky, dé kidm soat tét hon chét lwong
tbng hop. Cac phuong phap xac dinh nhu vy la da biét ro ddi v6i ngudi co hiéu biét
trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay. Vi du, do tinh khiét ctia axit nucleic c6 thé duge
xac dinh bing sic ky trao dbi ion, va khdi lwong phan tir ¢6 thé duge x4c dinh bing phép

do phd khéi-sic ky 16ng (liquid chromatography-mass spectrometry-LC-MS).
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Céac phuong phap bét cip mdi 12 ciing da biét ro ddi véi ngudi c6 hiéu biét trung
binh trong linh vuc k§ thuat ndy. Vi dy, mach c¢6 nghia (mach SS) va mach d6i nghia
(mach AS) da téng hop c6 thé don gian 1a dugc trdn véi nude dé tiém & ty 18 tuong
duong mol, dugc gia nhiét dén nhiét d6 nam trong khoang tir 70 dén 95°C, va sau dé6
duoc lam ngudi dén nhiét d6 trong phong dé tao thanh céu trac mach kép thong qua lién
két hydro. Do d6, thé tiép hop siARN nhu dugc thé hién béi cong thirc (308) c6 thé dugc
tao ra.

Sau khi thu dugc thé tiép hop, theo mot s6 phuong 4n, thé tiép hop siARN dugc
téng hop nhu duogc thé hién bdi cong thic (308) cling cd thé duoc xéac dinh dic diém
bing cac bién phap nhu xdc dinh khéi lugng phan tir st dung cac phuong phdp nhu do
phéi khéi-séc ky 16ng, dé khing dinh ring thé tiép hop siARN duogc tdng hop 1 thé tiép
hop siARN duoc thiét ké quan tam nhu dugc thé hién boi cong thire (308), va trinh ty cua
siARN duoc téng hop 1a trinh ty cla trinh ty siARN mong mudn, vi du, mot trong sb céc
trinh tu dugc néu trong cac bang la-1g.

Hop chét nhu dugc thé hién boi cong thire (321) cb thé duoc tao ra bang phuong
phép diéu ché sau, bao gbm: cho hop chét nhu duoc thé hién boi cong thire (313) tiép xiic
v6i anhydrit vong trong dung moi hiru co trong didu kién phan (mg este hoa khi c6 mit
bazo va chét xtc tic este héa; phan 1ap hop chét nhu duge thé hién bdi cong thirc (321)

nho trao doi ion:

Sy s Sy
i|1 Rio TB T” Jr Riz ||1
ly ] B AR
TN T T VS Tm [ Vs
Ris Riq Ris
codng thic (313)

trong do cac dinh nghia va cic lya chon dbi véi nl, n3, m1, m2, m3, Rio, Rit, Rz,
Ris, Rus, Ris, L1, and S1 1an luot duge md ta trén day;
Rs 12 nhom dé tao ra R4 clia cong thic (321); theo mot s6 phuong 4n, Re ¢6 chu

triic nhu dugc thé hién bai cong thire (A61):
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c|>|-|
R, O—R;
(A61)

trong d6 Ri 1a nhém bét ky c6 kha ning lién két v6i nguyén tr N trén khung c6
nito, lién két v6i RO va lién két v6i nhom hydroxy tu do; Ry 14 nhéom béao vé hydroxy.
Trong truong hop nay, hop chit nhu duoc thé hién bdi cong thire (321) dugc tao ra, trong
d6 R4 bao gdbm nhém chire thir nhét ma bao gém nhém bao vé hydroxy va nhém chue thir
hai ma bao g@)m cAu trtic nhu dugc thé hién bsi cong thac (C1) hodc (C2).

Diéu kién phan g este hoa bao gdm nhiét do phan Gng nam trong khoang tir 0
dén 100°C va thoi gian phan Gng ndm trong khoang tir 8 dén 48 gio. Theo mot sd phuong
4n, diéu kién phan tng este héa bao gbm nhiét do phan tng nam trong khoang tir 10 dén
40°C va thoi gian phan Gng nam trong khoang tir 20 dén 30 gio.

Theo mét s6 phuong 4n, dung moéi hitu co bao gdm mot hogc nhiéu trong s6 dung
moi epoxy, dung mdi ete, dung moi haloalkan, dimetyl sulfoxit, N,N-dimetylformamit, va
N,N-diisopropyletylamin. Theo mot s6 phuong 4n, dung moi epoxy la dioxan va/hodc
tetrahydrofuran, dung mdi ete 1a dietyl ete va/hodc metyl tertbutyl ete, va dung moi
haloalkan 1a mot hodc nhiéu trong s diclometan, triclometan va 1,2-dicloetan. Theo mot
sd phuong 4n, dung mdi hitu co 1a diclometan. Déi v6i hop chat nhu duge thé hién béi
cdng thic (313), luong dung moi hiru co ndm trong khoang tr 3 dén 50 L/mol, va theo
mdt s6 phuong 4n, lugng nay ndm trong khoang tir 5 dén 20 L/mol.

Theo mdt s6 phuong 4an, anhydrit vong 1a mét trong sb sucxinic anhydrit, glutaric
anhydrit, adipic anhydrit hodc pimelic anhydrit, va theo mot sd phuong an, anhydrit vong
14 sucxinic anhydrit. Ty 1& mol ciia anhydrit vong so v6i hop chit nhu dugc thé hién béi
cong thire (313) 1a nim trong khoang tir 1:1 dén 10:1, va theo mdt sb phuong é&n, ty 1&
nay nam trong khoang tir 2:1 dén 5:1.

Chét xtc tac este hoa c6 thé 1a chit xuc tac bt ky ¢6 kha nang xuc tac cho phéan
tng este hoa, nhu 4-dimetylaminopyridin. Ty 1 mol cia chét xuc tac so véi hop chit nhu
duoc thé hién béi cong thic (313) 1a ndm trong khoang tur 1:1 dén 10:1, va theo mét sb

phuong én, ty 1€ nay ndm trong khoéng tir 2:1 dén 5:1.
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Theo mot sb phuong an, bazo cé thé 14 bazo v6 co, bazo hitu co bét ky hodc hdn
hop cua chung. Xét dén d6 hoa tan va do 4n dinh cta san phém, thi bazo nay cé thé 1a, vi
duy, amin bac ba. Theo mot sd phuong é4n, amin bidc ba la ftrietylamin hodac
N,N-diisopropyletylamin. Ty 1& mol cia amin bac ba so v6i hop chét nhu dugc thé hién
béi cong thie (313) 1a nam trong khoang tir 1:1 dén 20:1, va theo mot s phuong an, ty 18
nay nam trong khoang tir 3:1 dén 10:1.

Trao ddi ion dong vai trd 1a chuyén héa hop chit nhu duoc thé hién béi cong thire
(321) thanh dang axit carboxylic hodc mudi carboxylic mong mudn va phuong phép trao
dbi ion 13 da biét rd dbi voi nguoi o hicu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay.
Phan tt tiép hop c6 cation M* ¢6 thé dugc tao ra bang cach st dung dung dich trao d6i
ion va diéu kién trao dbi ion thich hop, ma khong dugc dé cap ¢ day. Theo mot sb
phuong 4n, phan {ng trao dbi ion dugc tién hanh béng cach st dung dung dich
trietylamin phosphat, va ndng d6 cua dung dich trietylamin phosphat 1a 0,2-0,8 M. Theo
mot s& phuong 4n, ndng dd ciia dung dich trietylamin phosphat 1 0,4 dén 0,6 M, va db6i
v6i hop chét nhu dugc thé hién boi cong thuc (313), luong cua dung dich trietylamin
phosphat 13 3-6 L/mol, va theo cic phuong én khac, luong nay nam trong khoéng tir 4
dén 5 L/mol.

Hop chét c6 cong thic (321) ¢o thé dugc phan tach khoi hdn hop phan ng bing
cach str dung cac phuong phap phan tach thich hop bat ky. Theo mot s6 phuong 4n, hop
chét c6 cong thirc (321) ¢ thé duoc phan tach bang cach loai dung méi nho lam bay hoi
sau d6 tién hanh sic ky. Vi dy, hai didu kién sic ky sau co thé dugc sir dung dé phan tach:
(1) tinh ché bang silicagel & pha thuong: Chét don silicagel c6 kich c¢& 200-300 mesh,
dung dich rtra gidi gradien 1a 1%o khéi luong trietylamin trong diclometan:metanol =
100:18 - 100:20; hoac (2) tinh ché & pha dao: chét don pha dao C18 va C8, dung dich rua
gidi gradien gdm metanol:axetonitril = 0,1:1 - 1:0,1. Theo mot sd phuong 4n, dung mdi
c6 thé duge loai bo truc tiép dé thu duge san phém thd 1 hop chét c6 cong thirc (321),
ma c6 thé duge st dung tryc tiép trong céc phan tmg tiép theo.

Theo mdt s& phuong 4n, phuong phap diéu ché hop chat ¢ cong thie (321) con
bao gdm cic budc: cho san phdm thu dugc bang phan tng trao dbi ion trén day tiép xtc
thém v6i gia thé pha rén c6 cac nhom amino ho#c hydroxy trong dung mdi hiru co trong

diéu kién phan ing ngung tu khi c6 mat chét ngung tu, chét xuc tic ngung tu va amin béc
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ba. Trong trudong hop nay, hop chét nhu dugc thé hién boi cong thirc (321) dugce tao ra,
trong d6 R4 bao gém nhém chtrc thi nhét ma bao gdm nhém bao vé hydroxy va nhém
chirc thtr hai ma bao gdm céu triac nhu dugc thé hién béi cong thire (C17).

Gi4 thé pha rin 12 mot trong sb céc gia thé duge st dung trong phuong phap tong
hop & pha rén siARN, mot sb gia thé nay 1a da biét r5 trong linh vuc k¥ thuét nay. Vi du,
gi4 thé pha rén c6 thé dugc chon tir cic gid thé pha rén chira (cic) nhém chirc hydroxy
hodc amino cé hoat tinh, va theo mot sb phuong an, gid thé nay la nhya chira nhom
amino hodc hydroxy. Theo mot s6 phuong 4n, nhya chira nhom amino hodc hydroxy c6
cac thong sb sau: co hat ndm trong khoang tir 100-400 mesh, va tai lugng amino hodc
hydroxy bé mat nam trong khoang tir 0,2 dén 0,5 mmol/g. Ty 1é cta hop chét nhu dugc
thé hién bdi cong thirc (321) so v6i gia thé pha rin 1a nim trong khoang tir 10 dén 400
umol hop chét/g gia thé pha ran. Theo mdt sé phuong 4n, ty 1€ ctia hop chét c6 cong thirc
(321) so voi giad thé pha rin Ia nam trong khoang tir 50 pmol/g dén 200 umol/g.

Dung mdi hitu co ¢6 thé 1a dung méi hodc hdén hop dung moi thich hop bét ky da
biét ddi v6i ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay. Theo mot s6
phuong 4n, dung moi hitu co 1a mot hodc nhiéu trong s& dung mdi epoxy, dung moi ete,
dung mdi haloalkan, dimetyl sulfoxit, N,N-dimetylformamit, va N,N-diisopropyletylamin.
Theo mdt s6 phwong 4n, dung mdi epoxy la dioxan va/hodc tetrahydrofuran; dung moi
ete 1a dietyl ete va/hodc metyl tertbutyl ete; dung moi haloalkan 12 mdt hogic nhiéu trong
sb diclometan, triclometan va 1,2-dicloetan. Theo mot $6 phuong an, dung moi hitu co la
axetonitril. Déi véi hop chit nhu dugc thé hién béi cong thuc (321), lugng dung moi hiru
co nim trong khoang tir 20 dén 200 L/mol, va theo mét sb phuwong 4n, luong nay nim
trong khoang tr 50 dén 100 L/mol.

Theo mdét s6 phwong  én, chdt ngung tu ¢o thé 1a
benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidino phosphoni hexaflophosphat (PyBop),
3-dietoxyphosphoryl-1,2,3-benzotrizin-4(3H)-on (DEPBT) va/hodc
O-benzotriazol-tetrametyluronium hexaflophosphat. Theo mot sd phuong an, chit ngung
tu ndy 14 O-benzotriazol-tetrametyluronium hexaflophosphat. Ty 1& mol clia chit ngung
tu so véi hop chét nhu dugc thé hién bsi cong thue (321) 1a ndm trong khoang tir 1:1 dén

20:1, va theo cac phuong an khéc, ty 1€ nay ndm trong khoang tur 1:1 dén 5:1.
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Theo mot sb phuong 4n, amin bdc ba 1a trietylamin va/hodc
N,N-diisopropyletylamin, va theo mot s6 phuong 4n, amin bic ba nay Ila
N,N-diisopropyletylamin. Ty 1& mol ciia amin béc ba so v&i hop chét nhu dugc thé hién
bdi cong thire (321) 1a nam trong khoang tir 1:1 dén 20:1, va theo mot s phuong 4n, ty 1€
ndy nam trong khoang tir 1:1 dén 5:1.

Theo mdt s6 phwong an, phuong phap didu ché hop chét c6 cong thic (321) con
bao gdm budc: cho san phim ngung tu thu dugc tiép xGc voi chit tao mii va chét xtc tac
axyl hoa trong dung moi hitu co trong diéu kién phan tng tao mil, va phén tach hop chét
c6 cong thire (321). Phan tmg tao mil dugc st dung dé loai b6 nhém chire ¢6 hoat tinh ma
khong phan tng hoan toan, dé tranh tao ra cac phan tng phu khong can thiét trong céc
phan tng tiép theo. Diéu kién phan mg tao mil bao gdm nhiét do phén Umg nam trong
khoang tir 0 dén 50°C, va theo mot s6 phuong 4n, nhiét do nay nam trong khoang tir 15
dén 35°C, va thoi gian phan tng ndm trong khoang tr 1 dén 10 gid, va theo mot sd
phuong an, thoi gian phan Gng nam trong khoang tir 3 dén 6 gid. Chat tao mii c6 thé 1a
chét tao mil bat ky dugc st dung dé tdng hop siARN & pha rn, ma da biét ro d6i véi
ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vyc k¥ thuét nay.

Theo mdt sb phuong 4n, chét tao mii bao gdm chét tao mii 1 (capl) va chit tao mil
2 (cap2). Capl la N-metylimidazol, va theo mot s6 phuong 4n, capl duoc dé cap dén
dudi dang dung dich hon hop gdm N-metylimidazol trong pyridin/axetonitril, trong d6 ty
1 thé tich ctia pyridin so v6i axetonitril 12 nim trong khoang tr 1:10 dén 1:1, va theo mot
s6 phuong 4n, ty 1€ nay nim trong khoang tir 1:3 dén 1:1. Theo mdt sb phuong én, ty 1
ctia tong thé tich cia pyridin va axetonitril so véi thé tich ctia N-metylimidazol 1a nim
trong khoang tir 1:1 dén 10:1, va theo mot sb phuong én, ty 1€ nay ndm trong khoang tir
3:1 dén 7:1. Cap2 la axetic anhydrit, va theo mot sb phuong an, cap2 dugc dé cap dén
duéi dang dung dich chira axetic anhydrit trong axetonitril, trong do ty 1¢ thé tich cta
axetic anhydrit so voi axetonitril 1a nim trong khoang tr 1:1 dén 1:10, va theo céc
phuong én khéc ty 1€ nay nim trong khoang tir 1:2 dén 1:6.

Theo mot sé phwong an, ty 18 thd tich cia dung dich hén hop gdm
N-metylimidazol trong pyridin/axetonitril v6i voi khéi Iugng ctia hop chit c6 cong thire
(321) 14 ndm trong khoang tr 5 ml/g dén 50 ml/g, va theo mot sb phuong 4n, ty 1& nay
ndm trong khoing tir 15 ml/g dén 30 ml/g. Ty 1& thé tich cta dung dich gdm axetic
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anhydrit trong axetonitril so v6i khéi lugng ctia hop chét c6 cong thuc (321) 12 ndm trong
khoang tir 0,5 ml/g dén 10 ml/g, va theo mot s6 phuong 4n, ty 1€ nay nam trong khoang
tir 1 ml/g dén 5 ml/g.

Theo mdt s6 phuong 4n, chat tao mii bao gdm axetic anhydrit va N-metylimidazol
v6i luong twong duwong mol. Dung méi hiru co la mdt hodc nhidu trong sb
axetonitril,dung modi epoxy, dung mdi ete, dung mdi haloalkan, dimetyl sulfoxit,
N,N-dimetylformamit, va N,N-diisopropyletylamin. Theo mot s6 phuong 4n, dung moi
hitu co 13 axetonitril. Péi véi hop chit nhu dugc thé hién badi cong thire (321), lugng
dung méi hitu co nam trong khoang tr 10 dén 50 L/mol, va theo mét s phuong én,
lwong nay nim trong khoang tir 5 dén 30 L/mol.

Theo mot ) phuong an, chét xuc tac axyl hoéa co thé duoc chon tir cht xuc tac bat
ky ma co thé duoc st dung cho phan (mg ngung tu este héa hodc phan ing ngung tu amit
hoa, nhu cac hop chit kiém di vong. Theo mot sb phuong én, chét xuc tac axyl héa 1a
4-dimetylaminopyridin. Ty 1& khéi luong ctia chét xtc tac so voi hop cht nhu duge thé
hién boi cong thire (321) ¢6 thé ndm trong khoang tir 0,001:1 dén 1:1, va theo mot sb
phuong an, ty 1€ nay ndm trong khoang tir 0,01:1 dén 0,1:1.

Theo mot sb phuong 4n, hop chét c6 cong thuc (321) ¢6 thé dugc phan tach khoi
hdn hop phéan ung bang cac phuong phép phan tach thich hop bat ky. Theo mdt sd
phuong 4n, hop chét c6 cong thirc (321) ¢6 thé thu dugc bang cach ria k§ bang dung mdi
hiru co va loc dé loai bé cac chat phan tmg khong phan tmeg, chét tao mil du va cac tap
chét khéc, trong d6 dung mdi hitu co dugc chon tur axetonitril, diclometan va metanol.
Theo mot sé phwong 4n, dung mdi hitu co 12 axetonitril.

Theo mdt s& phuong an, phuong phép san xuét phéan t tiép hop nhu dugc thé hién
bai cong thae (321) bao gdm cho hgp chat nhu duoc thé hién bdi cong thire (313) tiép
xtc v6i phosphorodiamidit trong dung mdi hitu co trong diéu kién phan ung lién két khi
6 mit chét lién két, va phan tach hop chét nhu duoc thé hién béi cong thie (321). Trong
truong hop nay, hop chét nhu dugc thé hién béi cong thic (321) duoc tao ra, trong do R4
bao gdbm nhém chuc thir nhét chira nhém bao vé hydroxy va nhém chirc thi hai chira chu
triic nhu dugc thé hién béi cong thice (C3).

Theo mot sé phuong 4n, didu kién phan tng lién két bao gom: nhiét do phan img

ndim trong khoang tir 0 dén 50°C, nhu 15-35°C; ty 1& mol ciia hop chét ¢6 cong thire (313)
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so v6i phosphorodiamidit nim trong khoang tir 1:1 dén 1:50, nhu 1:5 dén 1:15; ty 1& mol
cua hop chit c6 cong thirc (313) so véi chét lién két ndm trong khoang tir 1:1 dén 1:100,
nhu 1:50 dén 1:80; va thoi gian phan Ung nim trong khoang tir 200 dén 3.000 gidy, nhu
500-1.500 gidy. Phosphorodiamidit co thé 1a, vi du,
bis(diisopropylamino)(2-xyanoetoxy)phosphin, ma co thé 13 sdn c6 trén thi truong hodc
duoc tdng hop theo cac phuong phap da biét rd trong linh vuc k¥ thuat nay. Chét lién két
la mdt hodc nhidu chit duoc chon tir 1H-tetrazol, 5-etylthio-1H-tetrazol va
5-benzylthio-1H-tetrazol, nhu 5-etylthio-1H-tetrazol. Phan Ung lién két ¢6 thé dugc thuc
hién trong dung méi hitu co. Dung mdi hitu co 1a mot hodc nhiéu dung moi duge chon tir
axetonitril khan, DMF khan va diclometan khan, nhu axetonitril khan. DPébi véi hop chét
c6 cong thirc (313), luogng dung moéi hitu co 1a nim trong khoéng tir 3 dén 50 L/mol, nhu
tir 5 dén 20 L/mol. Bing phan tng lién két, nhém hydroxy trong hop chét c6 coéng thirc
(313) phan tng v6i phosphorodiamidit dé tao thanh nhom phosphoramidit. Theo mét sb
phuong 4n, dung mdi ¢ thé dugc loai truc tiép dé thu dugc san phim tho 1a hop chét ¢6
cong thire (321), ma ¢6 thé dugc st dung truc tiép trong céc phan (mg tiép theo.

Theo mdt sé phuong 4n, phuong phap didu ché hop chét c6 cong thirc (321) con
bao gdm céc budc sau: cho san pham da phan tich tiép xtc thém véi gia thé pha ran c6
cac nhom hydroxy trong dung moi hitu co trong diéu kién phan tng lién két khi c6 mat
chét lién két, sau d6 tién hanh phan mg tao mil, oxy hoa va phan tach dé thu duge hop
chét c6 cong thire (321), trong d6 R4 chira nhoém chic thir nhét bao gdbm nhém bao vé
hydroxy va nhém chutrc thir hai chta cAu tric nhu dugc thé hién bdi cong thire (C3”).

Theo mot s6 phuong 4an, gia thé pha rén 12 gi4 thé rén da biét rd trong linh vuc k§
thut nay dé tong hop axit nucleic & pha rén, nhu, gi thé pha rin thong thuong sén c6
trén thi truong di khtt bao vé (NittoPhase®HL UnyLinker™ 300 Oligonucleotit

Synthesis Support, Kinovate Life Sciences, nhu dugc thé hién béi cong thirc (B80)):
0

SPS—0O
© DMTrO
N
O \©

(B80).
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Phan tng khir bao vé 1a da biét 3 dbi véi nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh
vuc k¥ thuat nay. Theo mét s§ phuong 4n, didu kién khir bao vé bao gdm nhiét do nim
trong khoang tir 0 dén 50°C, nhur tir 15 dén 35°C, thoi gian phan ing nim trong khoang
tir 30 dén 300 gidy, nhu tir 50 dén 150 gidy. Chit khir bao vé c6 thé 14 mot hodc nhidu
chét dugc chon tir nhém bao gém axit trifloaxetic, axit tricloaxetic, axit dicloaxetic, va
axit monocloaxetic. Theo mot sb phuong an, chét khir bao vé 1a axit dicloaxetic. Ty 1&
mol clia chét khir bdo vé so v6i nhém béo v&-DMTr (4,4'-dimetoxytrityl) trén gia thé pha
rn 14 ndm trong khoang tir 2:1 dén 100:1, nhu tir 3:1 dén 50:1. Nho phan tmg khit bao vé
nay ma thu dugc cdc nhéom hydroxy phén Ung tu do trén bé mit cua gia thé pha ran, dé
tao diéu kién thuan loi cho phan tng lién két tiép theo.

biéu kién phan Ung lién két va chét lién két c6 thé dugce chon loc nhu trén. Nho
phan tng lién két, cac nhém hydroxy ty do duoc tao thanh trong phéan g khit bdo vé s&
phan g v§i cac nhém phosphoramidit, dé tao thanh lién két phosphit este.

Theo mét sd phuong an, diéu kién phan ing tao mil bao gém nhiét do nam trong
khoang tir 0 dén 50°C, nhu tir 15 dén 35°C, va thdi gian phan Gng ndm trong khoang tir 5
dén 500 gidy, nhu tir 10 dén 100 gidy. Phén tmg tao mii duoc tién hanh khi c6 mat chét
tao mil. Viéc lua chon va lugng chét tao mii 13 nhu dugc md ta trén day.

Diéu kién phan tmg oxy héa bao gbm nhiét dod nim trong khoang tir 0 dén 50°C,
nhu tir 15 dén 35°C, va thoi gian phéan tng nim trong khoang tir 1 dén 100 gidy, nhu tlr 5
dén 50 gidy. Chit oxy hoa c thé 13, vi du, iot (theo mdt s6 phuong 4n, chét oxy hoa duge
dé cap ¢ dang nudce iot). Ty 1€ mol cua chét oxy héa so véi trinh tu axit nucleic duoc lién
két v6i gia thé pha ran 1a nim trong khoang tir 1:1 dén 100:1, nhu, c¢6 thé nim trong
khoang tir 5:1 dén 50:1. Theo mdt sd phuong 4n, phan (mg oxy hoa duoc tién hanh trong
dung mdi hdn hop trong d6 ty 1€ cua tetrahydrofuran: nude: pyridin = 3:1:1 - 1:1:3.

Theo mot sé phuong 4n, Re 1a mot trong s cac nhom c6 cong thire (B7) hodc

(B8):
ORy
HO  OR, 0 H
gﬁgJ EWNJ:OH
0]

(B7) (B8)

>
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trong d6 cac dinh nghia cua g2 va R 1a nhu duge mo ta trén day.

Trong trudng hop nay, hop chét nhu dugc thé hién béi cong thirc (313) c6 thé
dugc tao ra bang phuong phap didu ché sau, bao gdbm: cho hop chét nhu dugc thé hién
boi cong thirc (314) tiép xtic voi hop chét nhu dugc thé hién bodi cong thirc (A-1) hodc
(A-2) trong dung moi hitu co trong diéu kién phan ting amit héa khi c6 mit chit ngung tu

dé thuc hién phan tng amit héa va amin bic ba, sau d6 phan tach:

s, S S
I:_1 Rug T11 [:_1 Riz |:_1
R R I V2 N W I AR
TN Tt o N Tm2 [V m3 [
Ri3 Rig Ris
cong thirc (314)
«” M “[OH
(A-1) (A-2)

trong d6 cac dinh nghia va cac lya chon ctia nl, n3, m1, m2, m3, Rio, R, Riz, Rus,
Rus, Rus, L1, S1, q2, va Ri 14n luot 14 nhu dwge md ta trén déy.

Piéu kién phan tmg amit hoa bao gbém nhiét d6 phan tng nim trong khoang tlr 0
dén 100°C va thoi gian phan tng nim trong khoang tir 1 dén 48 gio. Theo mot sé phuong
an, diéu kién phan tmg amit hoéa bao gbm nhiét do phan ung nam trong khoang tr 10 dén
40°C va thoi gian phan ung nim trong khoang tir 2 dén 16 gid.

Theo mot s& phwong , 4n, dung méi hitu co 12 mot hodc nhidu trong s6 dung mbi
rugu, dung moi epoxy, dung moi ete, dung mdi haloalkan, dimetyl sulfoxit,
N,N-dimetylformamit, va N,N-diisopropyletylamin. Theo mot s phuong 4n, dung moi
ruou 1a mot hodc nhiéu dung moi trong s metanol, etanol va propanol, va theo mot sb
phuong an, dung moi ruou nay la etanol. Theo mot s& phuong 4n, dung mdi epoxy 1a
dioxan va/hodc tetrahydrofuran. Theo mot s6 phuong 4n, dung mdi ete 1a dietyl ete
va/hodc metyl tert-butyl ete. Theo mot sd phuong 4n, dung moi haloalkan 1& mot hodc
nhiéu dung mdi trong s6 diclometan, triclometan va 1,2-dicloetan. Theo mot s& phuong

an, dung moi hitu co 1a diclometan. Déi voi hop chat nhu dugc thé hién béi cong thirc
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(314), lugng dung mdi hitu co nam trong khoang tir 3 dén 50 L/mol, va theo mét sd
phuong an, lwong nay ndm trong khoang tir 3 dén 20 L/mol.

Theo mot sé phuong 4n, chit ngung tu ding cho phan Gng amit héa 1a
benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinophosphoni hexaflophosphat,
3-dietoxyphosphoryl-1,2,3-benzotrizin-4(3H)-on,
4-(4,6-dimetoxytriazin-2-yl)-4-metylmorpholin hydroclorua,
2-etoxy-1-etoxycarbonyl-1,2-dihydroquinolin (EEDQ), hodc
O-benzotriazol-tetrametyluronium hexaflophosphat, va theo cic phuong an khac, chét
ngung tu nay la 3-dietoxyphosphoryl-1,2,3-benzotrizin-4(3H)-on. Ty 16 mol cta chét
ngung tu dung cho phan ing amit héa so v&i hgp chit nhu duge thé hién boi cong thire
(314) 14 nim trong khoang tir 1:1 dén 10:1, va theo mot s6 phuong én, ty 1& nay nam
trong khoang tir 2,5:1 dén 5:1.

Theo mdt s6 phuong 4n, amin bac ba 1 trietylamin hodc N,N-diisopropyletylamin,
va theo mdt s6 phuong 4n, amin bac ba ndy 1a N,N-diisopropyletylamin. Ty 1€ mol cua
amin béc ba so véi hop chit nhu dugc thé hién boi cong thire (314) 1a nam trong khoang
tir 3:1 dén 20:1, va theo mdt sd phwong 4n, ty 1€ nay nam trong khoang tir 5:1 dén 10:1.

Céc hop chét c6 cong thuc (A-1) va (A-2) ¢6 thé duoc didu ché bang cic phuong
phap thich hop bat ky. Vi dy, khi Ry 1a nhom DMTE, hop chat ¢6 cong thire (A-1) c6 thé
duoc diu ché bang cach cho canxi glyxerat phan img véi DMTrClL Tuong tu, hop chat
cd codng thue (A-2) ¢ thé dugc didu ché bang cich dau tién cho 3-amino-1,2-propanediol
tiép xtic v6i anhydrit vong va sau d6 cho phan tmg v6i DMTrCl, trong d6 anhydrit vong
6 thé ¢ 4-13 nguyeén tit cacbon, va theo mot sd phuong 4n, c6 4-8 nguyén tir cacbon.
Nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vyc k¥ thuét nay d& dang hiéu ring céc lya chon
céc anhydrit vong khic nhau tuong ting véi cac gid tri khac nhau cia qq trong hop chét
¢6 cong thie (A-2). Vi dy, khi anhydrit vong 1a sucxinic anhydrit, thi q=1; khi anhydrit
vong la glutaric anhydrit, thi q2=2, va v.v..

Theo mét vai phuong an, hop chét c6 cong thirc (313) cling ¢6 thé dugc didu ché
bing céch cho hop chit nhu duge thé hién boi cong thirc (314) phan (mg lién tiép véi
anhydrit vong, 3-amino-1,2-propanediol va DMTrCl. Nguoi co hiu biét trung binh trong
linh vuc k§ thuat nay d& dang hiéu rdng cac thay dbi nay s& khong lam anh hudng dén

cAu triic va chirc nang cua hop chét c6 cong thirc (313), va cac thay d6i nay dé dang duoc
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nhan thdy boi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc k¥ thult ndy trén co sé cac
phuong phap néu trén.

Twong tu, hop chét c6 cong thirc (313) ¢6 thé duge phan tach khéi hdn hop phan
g bing cic phuong phap phan tach thich hgp bét ky. Theo mdt sé phuong én, hop chét
c6 cdng thire (313) co thé duoc phéan tach bang cach loai dung méi bang cach lam bay
hoi sau d6 tién hanh séc ky. Vi dy, céc diéu kién séc ky sau co thé duoc st dung dé phén
tach: (1) tinh ché bang silicagel & pha thuong: chit don silicagel ¢6 kich thude 200-300
mesh, v&i dung dich ria gidi gradien la ete ddu mo: etyl axetat: diclometan:
N,N-dimetylformamit = 1:1:1:0.5 - 1:1:1:0.6; va (2) tinh ché & pha dao: céc chét don pha
dao C18 va C8, v6i dung dich rira giai gradien 14 metanol: axetonitril = 0,1:1 - 1:0,1.
Theo mdt s6 phuong 4n, dung mdi c6 thé dugc loai truc tiép dé thu dugc san phim tho 1a
hop chét c6 cong thirc (313), ma c6 thé duoc st dung truc tiép trong cc phan tmg tiép
theo.

Theo mdt s phuong 4n, hop chét nhu dugc thé hién bsi cong thic (314) cb thé
dugc tao ra biang phuong phap didu ché sau, bao gdm: cho hop chét nhu dwoc thé hién
béi cong thire (320) tiép xitic v6i hop chit nhw duge thé hién bdi cong thire hode (316)
trong dung moi hitu co trong didu kién phan tng ngung tu khi c6 mat chét ngung tu dé

thuc hién phan rng amit hoa va amin béc ba, sau d6 phan tach:

81—L1—OH
cong thuc (316)
R
o e e
Ho (L) H o[~ Ho(~)
TN T vV Tm2 | N T3 [
Ris R14 Ris

cong thuce (320)
trong d6 c4c dinh nghia va céac lya chon cuia nl, n3, m1, m2, m3, Rio, Ri1, Rz, Ris,
Ri4, va Rys 12 14n lugt nhu dugc md ta trén day.
Hop chét ¢ cong thire (316) ¢ thé 13, nhu, cac hop chit dugc md ta trong tai lidu
J. Am. Chem. Soc. 2014, 136, 16958-16961. Theo cach khac, cac hop chét ¢6 cong thirc
(316) c6 thé duoc diéu ché boi ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vyc k¥ thudt nay
bing cic phuong phap khdc nhau. Vi du, mot vai hop chit c6 cong thirc (316) c6 thé
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duoc didu ché theo phuong phép dugc bdc 10 trong vi du 1 cua patent MY sb
US8106022B2, ma dugc dua vao ddy bang cach vién dan.

Theo mot sb phwong 4n, diéu kién phan ing ngung tu bao gdm nhiét do phan ting
nim trong khoang tir 0 dén 100°C va thoi gian phan tmg ndm trong khoéang tir 0,1 dén 24
gid, va theo mot s6 phuong 4n, nhiét do phan Gng nam trong khoang tr 10 dén 40°C va
thoi gian phan tng nim trong khoang tix 0,5 dén 16 gio.

Xét dén chu tric cia san phdm mong mudn 13 hop chit of coéng thic (314), ty 1€
mol cua hgp chit nhu duoc thé hién bai cong thire (316) so voi hgp chit nhu duge thé
hién bdi cong thirc (320) nén duoc xéac dinh dua trén tdng ctia nl va n3 trong cong thirc
(320). Theo mdt s6 phuong én, vi dy, khi n1+n3= 3, dé dam bao phan tng hoan toan ma
khong ¢6 lugng du bat ky, ty 1é mol ctia hp chét nhu duge thé hién boi cong thic (316)
30 v6i hop chét nhu duge thé hién boi cong thirc (320) c6 thé ndm trong khoang tur 3:1
dén 3,5:1, va theo mot s6 phuong an, ty 1€ ndy c6 thé ndm trong khoang tr 3,01:1 dén
3,15:1.

Theo mdt sé phuong 4n, dung mdi hitu co 1a mdt hodc nhidu trong sd dung moi
epoxy, dung moi ete, dung moi haloalkan, dimetyl sulfoxit, N,N-dimetylformamit, va
N,N-diisopropyletylamin. Theo mot sd phuong 4n, dung moi epoxy la dioxan va/hodc
tetrahydrofuran. Theo mot s6 phuong 4n, dung mdi ete la dietyl ete va/hodc metyl
tert-butyl ete. Theo mat s phuong 4n, dung mdi haloalkan 1& mot hodc nhiéu dung moi
trong s6 diclometan, triclometan va 1,2-dicloetan. Theo mot s6 phwong 4n, dung mdi hitu
co 1a diclometan. Ddi v6i hop chat c6 cong thie (320), lwong dung moi hiru co c6 thé
ndm trong khoang tir 3 dén 50 L/mol, va theo mot s phuong an, lugng nay cé thé nim
trong khoang tir 5 dén 20 L/mol.

Theo mot sd phuong 4n, chit ngung tu dung cho phan ung amit hoa la

benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinophosphoni hexaflophosphat,
3-dietoxyphosphoryloxy-1,2,3-benzotrizin-4(3H)-on (DEPBT),
O-benzotriazol-tetrametyluronium hexaflophosphat,

4-(4,6-dimetoxytriazin-2-yl)-4-metylmorpholin hydroclorua, hodc 1-hydroxybenzotriazol,
va theo cidc phuong 4an  khic chdt nay 14 hdn  hop gdm
benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinophosphoni hexaflophosphat va 1-hydroxybenzotriazol,

trong d6  benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinophosphoni  hexaflophosphat  va
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1-hydroxybenzotriazol dugc st dung véi lugng twong duwong mol. Ty 1€ mol cia tong
luong chét ngung tu dung cho phan ng amit héa so véi hop chAt nhu duoc thé hién béi
cong thire (316) 12 ndm trong khoang tir 1:1 dén 3:1, va theo mdt s6 phuong 4n, ty 1€ nay
nam trong khoadng tir 1,05:1 dén 1,5:1.

Amin bic ba ¢6 thé 13 N-metylmorpholin, trietylamin  hodc
N,N-diisopropyletylamin, va theo mot s6 phuong 4n, amin béc ba nay Ia
N-metylmorpholin. Ty 1& mol ctia amin bac ba so v&i hop chét nhu duogc thé hién bdi
cong thic (316) co thé ndm trong khoang tir 2:1 dén 10:1, va theo mot s6 phuong 4n, ty
16 nay ndm trong khoang tir 2:1 dén 5:1.

Tuong tu, hop chét nhu dugc thé hién béi cong thire (314) ¢6 thé duge phan tich
khoi hdn hop phéan (mg bing cac phuong phép phén tach thich hop bét ky. Theo mdt s6
phuong an, hop chit nhu dugc thé hién béi cong thuac (314) co thé duoc phan tach bang
céch loai dung méi bing cach 1am bay hoi sau do6 tién hanh sic ky, vi du, st dung hai
didu kién séc ky sau dé phan tich: (1) tinh ché bing silicagel & pha thudng: chét don
silicagel ¢o kich thuéc 200-300 mesh, voi dung dich rira giai gradien 1a diclometan:
metanol = 100:5 - 100:7; va (2) tinh ché & pha déo: cac chét don & pha dao Cis va Cs, voi
dung dich rira giai gradien 12 metanol: axetonitril = 0,1:1 - 1:0,1. Theo mot sé phuong 4n,
dung mdi co thé duoc loai truc tiép dé thu dugc san phém tho 1a hop chét ¢6 cong thirc
(314), ma co thé duoc st dung truc tiép trong cac phén Gng tiép theo.

Hop chét ¢ cong thire (320) ¢6 thé sin co trén thi truong, hodc duogc didu ché boi
ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vyc k§ thuét nay bang cac phuong phap da biét.
Vi du, trong trudng hgp mad m1=m2=m3=3, n1=1, n3=2, va mdi nhém trong s6 Rio, Ruy,
Riz, Ris, Rus, va Rys 13 H, thi hop chét c6 cong thite (320) c6 thé sin co trén thi trudng tir
Alfa Aesar Inc.

Thé tiép hop siARN theo sang ché ciing ¢6 thé duge st dung két hop véi céc ta
duoc dugc dung khac, ma co thé 1a mot hoic nhiéu cong thirc hodc hop chét thong
thuong khac nhau trong linh vuc k¥ thuét nay. Pé biét thém chi tiét, xem phan md ta trén
day vé dugc phim theo séng ché.

Str dung siARN, duoc phidm va thé tiép hop theo sdng ché
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Theo mot sb phuong an, sang ché mo ta viéc sit dung siARN, va/hodc duge phim,
va/hodc thé tiép hop siARN theo sang ché @ san xuit thubc dé diéu tri va/hodc phong
ngira bénh hodc tinh trang bénh ly do su biéu hién bit thuong ctia gen PCSK9 gy ra.

Theo mdt sd phuong 4n, sdng ché dé xuét phuong phap phong ngira va/hodc didu
tri cac bénh hodc tinh trang bénh ly do sy biéu hién bét thuong cia gen PCSK9 giy ra,
bao gém cho dbi tugng can diéu tri st dung mdot luong hitu hiéu cua siARN, va/hodc
duogc phém, va/hodc thé tiép hop siARN theo sang ché.

Muc dich cua viéc phong ngira va/hodc diéu tri bénh hodc tinh trang bénh ly do sy
biéu hién bit thuong ciia gen PCSK9 géy ra c6 thé dat duoc thong qua co ché cia ARN
can thiép bang cach cho dbi twong cin diéu tri st dung thanh phan c6 hoat tinh siARN
theo sang ché. Do d6, siARN va/hodc duoc phadm va/hodc thé tiép hop siARN theo sang
ché ¢6 thé duoc st dung dé phong nglra va/hodc diéu tri bénh hoic tinh trang bénh ly do
su biéu hién bit thuong clia gen PCSK9 gy ra, hodc @ san xuét thubc @& phong ngira
va/hodc diéu tri tinh trang bénh Iy do sy biéu hién bat thuong cta gen PCSK9 géy ra.

Theo mét s6 phuong 4n, bénh hodc tinh trang bénh 1y do sy biéu hién bat thuong
cua gen PCSK9 gy ra dugc dung dé chi bénh ting lipit mau, va cac bénh tim mach thu
duoc bao gdbm chimg xo vita dong mach, bénh tim mach vanh va bénh tang huyét ap.

Nhu duoce st dung & day, thuat ngit “viéc st dung/str dung” dugc dung dé chi viéc
phén phdi siARN va/hodc duge phim va/hoic thé tiép hop siARN theo sang ché vao co
thé ctia dbi twong bang phuong phap hogc dudong ding ma it nhét mot phan dua siARN
va/hoic duge phdm va/hodc thé tiép hop siARN theo sang ché dén vi tri mong mudn dé
tao ra tdc dung mong mubn Céac dudng dung thich hop cho phuong phép theo sang ché
bao gdm sir dung khu tri va st dung toan than. N6i chung, sir dung khu trG giap phén
phéi thé tiép hop siARN nhidu hon t6i vi tri cu thé cta d6i tuong so véi su tudn hoan
toan than; trong khi d6 st dung toan than gitp phén phdi siARN va/hodc duoc phim
va/hoic thé tiép hop siARN theo sang ché vao hé tudn hoan hé thdng co ban cla dbi
tuong. Xeét ring sang ché duge dy dinh dé dé xuét cac bién phap phong ngira va/hodc
didu tri bénh tang lipit méau, theo mot $6 phuong an, cach thirc st dung c6 thé phan phéi
thudc dén gan dugc st dung.

Viéc st dung cho dbi tuong c6 thé duoc thuc hién béng cac dudng dung thich hop

bt ky da biét trong linh vuc ky thuat nay, bao gom nhung khong chi gii han &, cic
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duong dung qua duong miéng va ngoai dudng ti€u hoéa, nhu st dung qua dudng tinh
mach, st dung trong co, sit dung dudi da, st dung qua da, sit dung trong khi quén (sol
khi), st dung trong phdi, stt dung trong miii, st dung qua truc trang, va st dung khu tra
(bao gém sir dung trong miéng va st dung duéi ludi). Tan suét sir dung co thé 12 mot
hodc nhiéu 1an trong ngay, hﬁng tudn, hai tudn mot 14n, ba tudn mot 14n, héng thang, hai
thang mot 1an, hang quy, hang nira ndm hodc hang nam.

Liéu ctia siARN hoic duoc phém hodc thé tiép hop siARN theo sang ché c6 thé 1a
lidu thong thudng trong linh vue k¥ thuét nay, ma c6 thé dugc xéc dinh theo cac thong sd
khéc nhau, dac biét 1a do tudi, can niing va gidi tinh cia dbi tugng. PO ddc va hiéu qua cb
thé dugc x4c dinh trong nuoi céy té bao hojc trén cac dong vat thir nghiém bang cac quy
trinh duge hoc chuén, vi du, bing cach xé4c dinh LDso (lidu gy chét ma gy chét 50%
quén thé), EDso (lidu ma c6 thé gay ra 50% cuong do phan tng t8i da trong phan (g da
phén loai, va ¢o thé khién cho 50% dbi turong thir nghiém c6 dap tmg tich cuc trong dap
ung dinh tinh), hodc ICso (ndng do ctia chét wc ché/thuéc ma dap tng da phén loai dugc
trc ché mot nira). Khoang lidu dung cho nguoi co thé dugc dua ra dua trén s6 lieu thu
dugc tir phén tich nudi ciy té bao va cac nghién ctru trén dong vat.

Khi siARN, dugc phim va/hoic thé tiép hop siARN theo séng ché duoc str dung,
vi du, cho khi cynomolgus duc hodc céi, 3-5 tudi can nang tir 2 dén 6 kg, (i) d6i voi thé
tiép hop siARN, lugng siARN ciia n6 c6 thé ndm trong khoang tir 0,001 dén 100 mg/kg
thé trong, theo mot s6 phwong an nim trong khoang tir 0,01 dén 50 mg/kg thé trong, theo
mdt s phuong 4n nam trong khoang tr 0,05 dén 20 mg/kg thé trong, theo céc phuong an
khac nim trong khoang tir 0,1 dén 15 mg/kg thé trong, va theo céc phuong an khac nam
trong khoang tur 0,1 dén 10 mg/kg thé trong; (ii) d6i v6i duge phim dugc tao thanh tur
siARN va chit mang dugc dung, lugng siARN clia n6 ¢6 thé nam trong khoang tir 0,001
dén 50 mg/kg thé trong, theo mdt s6 phuong 4n nidm trong khoang tir 0,01 dén 10 mg/kg
thé trong, theo mot sd phwong 4n ndm trong khoang tir 0,05 dén 5 mg/kg thé trong, va
theo mot sb phuong an nim trong khoang tr 0,1 dén 3 mg/kg thé trong, dua trén luong
siARN.

Theo mot sd phwong 4n, sang ché @& xuét phuong phap Gc ché sy biéu hién cua
gen PCSK9 & céac té bao gan, bao gém cho mdt lugng hitu hiéu cia siARN va/hodc dugc

phdm vi/hoic thé tiép hop siARN theo sang ché tiép xtic v6i céc té bao gan, va dua
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siARN vi/hogic duge phdm va/hodc thé tiép hop siARN theo sang ché vao cac té bao gan,
dé dat duge muc dich trc ché su biéu hién cia gen PCSK9 trong cac té bao gan thong qua
co ché cia ARN can thiép. Cac t€ bao gan co thé dugc chon tir cdc dong té bao ung thu
gan (nhu SMMC-7721, HepG2 va Huh7), va cac t€ bao gan nguyén phat dugc phén 14p.
Theo mdt s phuong 4n, cac té bao gan 1a céc té bao ung thu gan HepG2.

Trong trudng hop ma su biéu hién ctia gen PCSK9 & t€ bao dugc trc ché bang
phuong phap theo sang ché, lugng siARN trong siARN da cai bién va/hoic dugc pham
va/hogc thé tiép hop siARN theo sang ché thuong 1 luong sao cho du dé lam giam sy
biéu hién cta gen dich va dan dén ndng @6 ngoai bao nam trong khoang tixr 1 pM dén 1
uM, hodc tir 0,01 nM dén 100 nM, hodc tir 0,05 nM dén 50 nM, hodc tir 0,05 nM dén 5
nM trén bé& mit cia té bao dich. Luong can dé dat duoc néng do khu tra nay s& khic nhau
theo nhiéu yéu t6, bao gbém phuong phap phén phdi, vi tri phan phdi, s6 16p té bao gitta vi
tri phén phéi va té bao dich hoic cac mo, dudong phan phéi (khu tra hogc toan than), v.v..
N@)ng do tai vi tri phan phéi ¢6 thé cao hon dang ké so voi vi tri trén bé mit cha té bao
hodc mo dich.

Kit

Sang ché dé xuét kit chira mot lugng hitu hiéu cua it nhit mot trong s6 siARN cai
bién, duge phim, va thé tiép hop siARN theo sang ché.

Theo mdt sb phuong an, kit theo séng ché ¢ thé cung clp siARN cai bién trong
dd chira. Theo mdt s6 phuong 4n, kit theo séang ché ¢6 thé bao gdm dd chita chira ta dugc
duoc dung. Theo mot s6 phuong én, kit ¢6 thé con chira cc thanh phﬁn khac, nhu chét
Jam én dinh hodc chét bao quan. Theo mdt sd phuong é4n, kit theo sang ché c6 thé chira it
nh4t mot chét diéu tri khéc trong dd chira khac khac dd chira cung cip siARN cai bién
theo sang ché. Theo mot sd phuong an, kit ¢6 thé bao gdm huéng dan tron siARN cai
bién v6i chit mang va/hodc t& duge duge dung hodc cac thanh phan khéc (néu co).

Trong kit theo sang ché, siARN cai bién va chit mang va/hodc ta duge duge dung,
ciing nhu 13 siARN cai bién, duge phim, va/hogc thé tiép hop siARN va/hodc thé tiép
hop, va/hodc ta duge dugc dung co thd dugc cung cip & dang bét ky, nhu & dang 1ong,
dang kho hodc dang dong khd. Theo mot sd phuong én, siARN cai bién va chit mang

va/hoic ta duge duge dung, va duge phdm va/hogc thé tiép hop va tlly ¥ (céc) ta duge
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dugc dung 1a gén nhu tinh khiét va/hodc gén nhu dugc vo trung. Theo mot sb phuong én,
kit theo sang ché c6 thé cung cip nuée da vo tring.
Sau day, sang ché s& dugc mo ta thém nho céc vi du, nhung khong bi giéi han &

khia canh bt ky.

Vi du thwe hién sang ché

Trir khi dugce quy dinh theo cach khéc, cac tac nhin phan mg va mdi trudng nudi
céy dugc st dung trong cac vi du sau déu sén co trén thi trudng, va cac quy trinh duge st
dung nhu dién di axit nucleic va PCR thoi gian thuc dugc tién hanh theo cic phuong
phép dugc mo ta trong tai liéu Molecular Cloning (Cold Spring Harbor Laboratory Press
(1989)).

Khi siARN hoic thé tiép hop siARN chéng lai gen PCSK9 dugc téng hop theo
sang ché hodc siARN hoic thé tiép hop siARN la d6i chung 4m duoc st dung dé chuyén
nhiém vao t& bao, Lipofectamin™ 2000 (Invitrogen) dugc sir dung lam tac nhan chuyén
nhidm. Céc quy trinh cu thé c6 thé theo hudng din clia nha san xuat.

Trir khi dugc quy dinh theo cach khac, céc ty 1€ ctia cic tdc nhan phan Gng dé cap
dudi day ddu duoc tinh toan theo ty 18 thé tich (thé tich/thé tich).

Toan bo sb lidu thtr nghiém duoc bidu dién duéi dang X+SEM (gia tri trung
binh+sai s§ chuén), va sé liéu dugc phan tich bang cach sir dung phdn mém phan tich
théng ké Graphpad prism 6.0. ANOVA mot chidu duogc st dung dé phan tich va Tukey
duoc st dung lam phuong phép phén tich d8 so sanh cac nhém dé xéac dinh liéu sy chénh
1éch gifra hai nhém 1a c6 dang ké hay khong. Néu phat hién thdy su chénh léch 1a khong
dang k& bing phuong phap ANOVA mdt chiéu, khi P tdng sé <0,05, kiém dinh T dugc sit
dung cho kiém dinh hai phia; khi p<0,05, c6 su chénh léch dang ké giita hai nhom.

Vi dy didu ché 1: Diéu ché thé tiép hop 1

Trong vi du diéu ché nay, thé tiép hop 1 dugc thé hién trong bang 3 dugc tong hop
va ky hiéu ctia n6 1a L10-siPCSKalMIS. siARN dé tiép hop trong thé tiép hop nay c6
céc trinh ty mach c6 nghia va mach d6i nghia cta thé tiép hop 1 trong Bang 3.

(1-1) Téng hop hop chét L-10:

Hop chét L-10 dugc tdng hop theo phuong phép sau:
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(1-1-1) Téng hop GAL-5 (doan cudi ctia phan tir tiép hop)
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HO Q. .oH Ac20, Pyridin o CICH,CH,CI o
AcO OAc AcO
NH, « HCI NHAC 4o
N
GAL-1 GAL-2
, . - GAL-3
Khi lugng phan t: 215,6 Khoi lugng phan tir: 389,3

Khéi lwong phan tir: 329,3

HOW
TMSOTf
_ CICH,CH,CI
Ray phan tir 4A
OACcOAc
0 o RuClj;, NalO4, H,O/ACN/DCM OAc OAc

\/A\/AWrOH (o}
NHAcC AcO OW

GAL-5 © NHAc
Khdi lwong phan tir: 447,4

AcO

GAL-4

Khéi lwong phan ti: 429,5
(1-1-1a) Téng hop GAL-2

100,0 g GAL-1 (N-axetyl-D-galactosamin hydroclorua, CAS No.: 1772-03-8,
duoc mua tir NingBo hongxiang bio-chem Co., Ltd., 463,8 mmol) duge hoa tan trong
1000 ml pyridin khan, ma dugc bd sung 540 ml axetic anhydrit (dugc mua tr Enox Inc.,
5565,6 mmol) trong bé nudc da dé phan ting trong didu kién khudy & nhiét do phong
trong 1,5 gid. Dung dich phéan tng thu dugc dugc rét vao 10 L nude da va duge loc hut
trong diéu kién &p sudt giam. Can dugc ria bang 2 L nudc d4, va sau do bd sung dung
mdi hdn hop gdm axetonitril/toluen (ty 1& thé tich/thé tich ctia axetonitril: toluen = 1:1)
cho dén khi hoa tan hoan toan. Dung moi dugc loai bd bang cach bay hoi dé thu duoc
130,0 g san phdm GAL-2 & dang chit rin mau tring.

(1-1-1b) Téng hop GAL-3

GAL-2 (35,1 g, 90,0 mmol) thu dugc & bude (1-1-1a) duoc hoa tan trong 213 ml
1,2-dicloetan khan, ma dugc bd sung 24,0 g trimetylsilyl triflometansulfonat (TMSOTHT,
CAS No.: 27607-77-8, duoc mua tir Macklin Inc., 108,0 mmol) trong bé nudc da trong
didu kién khi nito @& phan tmg & nhiét d§ phong qua dém.

Dung dich phan tng dugc bd sung 400 ml diclometan dé pha lodng, loc bang
diatomit, va sau d6 bd sung 1L dung dich nudc natri bicacbonat bao hoa va khudy déu.
Phén tch pha hiru co. Pha nuéc con lai dugc chiét hai 1an, mdi 1an 300 m! dicloetan. Céc
pha hitu co dugc thu gom va 1An luot rira bang 300 ml dung dich nudc natri bicacbonat

bio hoa va 300 ml dung dich nudc mudi bdo hoa. Pha hitu co dugc phén tach va lam khd
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bang natri sulfat khan. Dung méi dugc loai bd bang cach bay hoi dén kho trong didu kién
4p sult giam dé thu duoc 26,9 g san phdm GAL-3 & dang siro nhét mau vang nhat.

(1-1-1c) Téng hop GAL-4

GAL-3 (26,9 g, 81,7 mmol) thu dugc & bude (1-1-1b) dugc hoa tan trong 136 ml
1,2-dicloetan khan, duge bd sung 30 g bdt rdy phan tir 4A kho sau d6 bd sung 9,0 g
5-hexen-1-ol (CAS No.: 821-41-0, dugc mua tir Adamas-beta Inc., 89,9 mmol), va dugc
khudy & nhiét do phong trong 30 phut. 9,08 g TMSOTT (40,9 mmol) duge bd sung trong
bé d4 trong didu kién khi nito d& phan tng trong diéu kién khudy & nhiét do phong qua
dém. Bot ray phan tr 4A dugc loai bo bég cach loc. Dich loc dugc bd sung 300 ml
dicloetan dé& pha lodng, loc bang diatomit, va sau d6 dugc bd sung 500 ml dung dich
nudce natri bicacbonat bdo hoa va khudy trong 10 phit dé rira. Phan tach pha hitu co. Pha
nuée duoc chiét mot 1an bang 300 ml dicloetan. Cac pha hitu co dugc thu gom va lan
luot rira béng 300 ml dung dich nuéc natri bicacbonat béo hoa va 300 ml dung dich nudc
mudi bdo hoa. Pha hitu co dugc phan tach va lam kho bang natri sulfat khan. Dung moi
duoc loai bod bang cach bay hoi dén kho trong didu kién ap sudt giam dé thu duoc 41,3g
san phém GAL-4 & dang siro mau vang, ma dugc st dung truc tiép trong phan Umg oxy
hoa tiép theo ma khong can tinh ché thém.

(1-1-1d) Téng hop GAL-5

GAL-4 (14,9 g, 34,7 mmol) thu dugc theo phuong phép dugc md ta trong budc
(1-1-1¢c) dugc hoa tan trong dung moi hdn hop chira 77 ml diclometan va 77 ml
axetonitril, 1an luot dugce bd sung 103 ml nude khir ion va 29,7 g natri periodat (CAS No.:
7790-28-5, duge mua tir Aladdin Inc., 138,8 mmol), va khudy trong bé dé4 trong 10 phut.
Ruteni triclorua (CAS No.: 14898-67-0, s&n c6 tir Energy Chemical, 238 mg, 1,145 mmol)
duoc bd sung dé phan Gng & nhiét do phong qua dém. Dung dich phan tng thu dugc
duoc pha lodng bang cach bd sung 300 ml nude trong diéu kién khudy, va didu chinh dén
pH bang khoang 7,5 bing cach bd sung natri bicacbonat bdo hoa. Pha hitu co dugc phan
tach va loai bo. Pha nugc dugc chiét ba 1in, mdi 14n bang 200 ml diclometan, va pha hitu
co dugc loai bd. Pha nuéc duge diéu chinh dén do pH béng 3 bang axit xitric dang rin va
chiét ba 1an, mdi 1An bing 200 ml diclometan, va céc pha hitu co thu duge dugc thu gom
va lam kho bang natri sulfat khan. Dung mdi dugc loai bo bang cach bay hoi dén kho

trong diéu kién &p suét giam dé thu dugc 6,85 g san phdm GAL-5 & dang chét rin c6 bot
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mau tring. '"H NMR (400 MHz, DMSO) & 12,01 (br, 1H), 7,83 (d, J = 9,2 Hz, 1H), 5,21

(d, J=3,2 Hz, 1H), 4,96 (dd, J = 11,2, 3,2 Hz, 1H), 4,49 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 4,07 — 3,95

(m, 3H), 3,92 — 3,85 (m, 1H), 3,74 — 3,67 (m, 1H), 3,48 — 3,39 (m, 1H), 2,20 (t, 1 = 6,8

Hz, 2H), 2,11 (s, 3H), 2,00 (s, 3H), 1,90 (s, 3H), 1,77 (s, 3H), 1,55 — 1,45 (m, 4H).
(1-1-2) Téng hop L-8

HaN GAL-5 Aco S
OAc
AcO NHAc o %
o
HN AcO 0\/\/\”/0H
NHAc o HN
OAc
AcO é
HN PyBOP, HOBt, DIEA AcO ] o\/\/\ﬂ_
N
NHAc o
OAc
H.N AcO
2 o NH
AcO OM{
NHAc o)

J-0 (9,886 g, 52,5 mmol, dugc mua tur Alfa Aesar Inc.) va GAL-5 (72,819 g,
162,75 mmol, thu dugc bing céch két hop mot vai mé san pham) thu duoce & bude (1-1-1)
duoc hoa tan trong 525 ml diclometan, va dugc bd sung diisopropyletylamin (DIEA,
44,782 g, 346,50 mmol), benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidino phosphoni hexaflophosphat
(PyBOP, 90,158 g, 173,25 mmol) va hydroxybenzotriazol (HOBt, 23,410 g, 173,25mmol)
d& phan ung & nhiét do phong trong 4 gi¢. Dung dich phan tng thu duogc dugce rira bing
cach bd sung 20 ml dung dich natri bicacbonat bdo hoa va 200 ml dung dich nuéc mudi
bdo hoa. Pha nudc dugce chiét hai 1an, mdi 14an béng 100 ml diclometan. Cac pha hitu co
duoc thu gom, lam kho bang natri sulfat khan, va loc. Sau d6 dung méi dugc loai b6 bang
cach bay hoi dén kho trong didu kién 4p sudt giam dé thu duoc san pham tho. San phdm
tho duge tinh ché bing cach st dung cot silicagel pha thuong (200-300 mesh). Cot duge
bd sung 10% khdi lugng trietylamin dé trung hoa tinh axit cua silicagel, 1am can bing
bang 1%o khéi lugng trietylamin, va rira giai bing dung dich rira giai gradien chua
diclometan: metanol = 100:25-100:40. Thu gom nudc rira giai, va dung moi dugc loai bo
bing cach bay hoi dén kho trong didu kién 4p suét giam dé thu dugc 38,8 g san phim tinh
khiét L-8. 'H NMR (400 MHz, DMSO) & 7,84 (d, J = 9,0 Hz, 3H), 7.27 - 7,23 (m, 1H),
7,13 - 7,18 (m, 1H), 5,22 (d, J = 3,1 Hz, 3H), 4,97 (dd, J = 11,3, 3,1 Hz, 3H), 4,48 (d,J =
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8,4 Hz, 3H), 4,09 - 3,98 (m, 9H), 3,88 (dd, J = 19,3, 9,3 Hz, 3H), 3,75 - 3,66 (m, 3H),
3,44 - 3,38 (m, 3H), 3,17 - 3,30 (m, 4H), 3,10 - 2,97 (m, 4H), 2,35 - 2,20 (m, 6H), 2,15 -
2,08 (m, 9H), 2,07 - 1,98 (m, 13H), 1,94 - 1,87 (m, 9H), 1,81 - 1,74 (m, 9H), 1,65 - 1,42
(m, 18H). MS m/z: CgsHiioN7Os0, [M+H]*, theo tinh toan: 1477,59, theo thuc té:
1477,23.

(1-1-3a) Téng hop A-1

HO  OH
H0 4 ) DMTrCI o
. .0 o DMTro/\/MOHEt:,N
HO O ca o 2 Pyr OH
OH A-1
Khéi luong phan tir: 286,25 Khéi lwong phan t: 509,64

DMTrCl (4,4’-dimetoxytrityl clorua, 101,65 g, 300 mmol) dugc hoa tan trong
1000 ml pyridin khan, duoc bd sung canxi DL-glyxerat hydrat (28,63 g, 100 mmol) dé
phan tng & nhiét do 45°C trong 20 gio. Dung dich phan ung thu dugc duge loc. Can
dugce rira béng 200 ml DCM, va dich loc dugc co dén kho trong diéu kién ap sudt giam.
Hoa tan cin trong 500 ml diclometan va rira hai 1in, mdi 14n rira bang 200 ml trietylamin
phosphat 0,5 M (pH = 7-8). Pha nuéc duge chiét hai 13n, mdi 14n bang 200 ml diclometan.
Céac pha hitu co dugc thu gom, lam kho bé‘mg natri sulfat khan, va loc. Dung moi dugc
loai bang cach lam bay hoi dén kho trong diéu kién ap suét giam, cin dugce tinh ché bang
cach sir dung cot silicagel pha thuong (200-300 mesh). Cot duge rira giai bang dung dich
rira giai gradien chua ete diu mo: etyl axetat: diclometan: metanol = 1:1:1:0,35 -
1:1:1:0,55. Nudc ria giai duge thu gom, va dung mdi dugce loai bang cach 1am bay hoi
dén kho trong diéu kién ap sut giam. Hoa tan c3n trong 600 ml diclometan, va rira mot
An bing 200 ml trietylamin phosphat 0,5 M. Pha nuéc dugc chiét mot 1an bang 200 ml
diclometan. Céc pha hiru co dugc thu gom, lam kho bang natri sulfat khan, va loc. Dung
mdi duoc loai bang cach lam bay hoi dén kho trong diéu kién ap suit giam, cin dugc lam
kho trong diéu kién ap sudt giam trong bom dau chan khong qua dém dé thu duge 50,7 g
san phim A-1 & dang chét rin mau trang. 'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) & 7,46 (ddd, J
=6,5,2,3, 1,1 Hz, 1H), 7,40 — 7,28 (m, 7H), 6,89 — 6,81 (m, 4H), 4,84 (d, J=5,0 Hz, 1H),
4,36 — 424 (m, 1H), 4,29 (s, 6H), 3,92 (dd, J = 12,4, 7,0 Hz, 1H), 3,67 (dd, J=12,3,7,0
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Hz, 1H), 2,52 (q, J = 6,3 Hz, 6H), 1,03 (t, ] = 6,3 Hz, 9H). MS m/z: C24H230¢, [M-H],
theo tinh toan: 407,15, theo thuc té: 406,92.
(1-1-3b) Tong hop L-7
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o H o H
AGO&/O\/\/\H/N 0 Acogﬁ/o\/\/\n/N
NHAc o DMTrO/\(kOH Et;N NHAc o
OAc_OAc OH OAc_OAc
o (o}
AcO 0\/\/\[]/N A-1 Acogwo\/\/\n/N
NHAc ) % NHAc 0 § HO  ODMTr
HN DEPBT/DIEA N‘_g—/
o)
OAc_OAc OAc_OAc
(o] o
AcO 0\/\/\",_,NH AcOgA/o\/\/\n__NH
NHAc o NHAc o
L-8 L-7

L-8 (40 g, 27,09 mmol, thu dugc bang cach gom mot vai mé san pham) thu duge
trong budc (1-1-2) va A-1 (41,418 g, 81,27 mmol) thu dugc & bude (1-1-3a) duge tron va
duogc hoa tan trong 271 ml diclometan, duoc bd sung
3-dietoxyphosphoryl-1,2,3-benzotrizin-4(3H)-on (DEPBT) (24,318 g, 81,37 mmol), dugc
b sung tiép diisopropyletylamin (21,007 g, 162,54 mmol) dé phan tng trong diéu kién
khudy & nhiét @6 25°C trong 1,5 gid. Pha hitu co dugce rira bang 800 ml dung dich natri
bicacbonat bio hoa. Pha nudc duge chiét ba 1an, mdi 14n bang 50 ml diclometan. Pha hiru
co duoc rira bang 150 ml dung dich nudce mubi bdo hoa, va pha nude dugc chiét mot 1an
bing 50 ml diclometan, va cac pha hiru co dugc thu gom, lam kho bang natri sulfat khan
va loc. Dung moi duogc loai béng cach 1am bay hoi dén khé trong diéu kién 4p sut giam,
va cin duge lam kho bang bot trong bom dau chan khong qua dém dé thu dwoc san phdm
tho. San phém thd duogc tinh ché trén cot. Cot duoc nap 2 kg silicagel pha thuong
(200-300 mesh), duoc bd sung 200 ml trietylamin dé trung hoa tinh axit cua silicagel,
]am cAn bing bing ete diu mo chia 1% khéi luong trietylamin, va rira giai bing dung
dich rtra giai gradien chira ete diu mo: etyl axetat: diclometan: N,N-dimetylformamit =
1:1:1:0,5 - 1:1:1:0,6. Thu gom nudc rira giai, va dung moi duge loai bo bing cach bay
hoi dén kho trong didu kién ap sudt giam dé thu dugc 40,4 g san pham tinh khiet L-7. 'H
NMR (400 MHz, DMSO) 87,90 — 7,78 (m, 4H), 7,75 — 7,64 (m, 1H), 7,38 — 7,18 (m, 9H),
6,91 — 6,83 (m, 4H), 5,25 — 5,10 (m, 4H), 4,97 (dd, J= 11,2, 3,2 Hz, 3H), 4,48 — 4,30 (m,
4H), 4,02 (s, 9H), 3,93 — 3,84 (m, 3H), 3,76 — 3,66 (m, 9H), 3,45 — 3,35 (m, 3H), 3,24 —
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2,98 (m, 10H), 2,30 — 2,20 (m, 2H), 2,11 — 1,88 (m, 31H), 1,80 — 1,40 (m, 28H). MS m/z:
CooH128N703s, [M-DMTrx]", theo tinh toan: 1564,65, theo thue té: 1564,88.
(1-1-4) Téng hop L-9

OAc OAc OAc_OAc
H 0 H
AcO \/\/\H/N AcO 0\/\/\“/N
NHAG NHAC A OHEt;N
OAc OAc o OAc_OAc
N O o o N
AcO AcO 0\/\/\”/ o
NHAc € ODMTr NHAc o é O  ODMTr
‘g_/ DMAP/DIEA ‘@J
N N
(e}
OAc OAc OAc _OAc
(o}
AcO NH AcO 0\/\/\”—NH
NHAc NHAc )
L-7 L-9

L-7 (40g, 21,4247mmol) thu dugc trong bude (1-1-3b), sucxinic anhydrit (4,288g,
42.8494mmol) va 4-dimetylaminopyridin (DMAP, 5,235g, 42,8494mmol) dugc tron va
hoa tan trong 215 ml diclometan, bd sung tiép diisopropyletylamin (DIEA, 13,845g,
107,1235mmol), va khudy & nhiét do 25°C trong 24 gio. Dung dich phan Ung thu dugc
duogc rira b%mg 800 ml trietylamin phosphat 0,5 M. Pha nudc duoc chiét ba 1in, mdi 14n
bing 5 ml diclometan. Céc pha hitu co duge thu gom va dwoc 1am bay hoi dén kho trong
didu kién ap suit giam dé thu duogc san phém tho. San phém tho dugc tinh ché trén cot.
Cot duge nap 1 kg silicagel pha thuong (200-300 mesh), dugc bb sung 1% khéi luong
trietylamin dé trung hoa dd axit cta silicagel, lam can béng bang diclometan, va rira giai
bing dung dich rira giai gradien chira 1%o khéi lugng trietylamin trong diclometan:
metanol = 100:18-100:20. Nuéc rira giai duge thu gom, va dung moi duge loai bo bing
céch bay hoi dén khé trong diéu kién ap sudt gidm d¢ thu duge 31,0 g san phdm tinh
khiét 12 phan t tiép hop L-9. "H NMR (400 MHz, DMSO) 8 8,58 (d, J = 4,2 Hz, 1H),
7,94 — 7,82 (m, 3H), 7,41 - 7,29 (m, 5H), 7,22 (d, J= 8,1 Hz, 5H), 6,89 (d, J= 8,3 Hz,
4H), 5,49 — 5,37 (m, 1H), 5,21 (d, J= 3,0 Hz, 3H), 4,97 (d, J = 11,1 Hz, 3H), 4,49 (d, J=
8,2 Hz, 3H), 4,02 (s, 9H), 3,88 (dd, J = 19,4, 9,4 Hz, 3H), 3,77 - 3,65 (m, 9H), 3,50 —
3,39 (m, 6H), 3,11 — 2,90 (m, 5H), 2,61 — 2,54 (m, 4H), 2,47 — 2,41 (m, 2H), 2,26 — 2,17
(m, 2H), 2,15 — 1,95 (m, 22H), 1,92 — 1,84 (m, 9H), 1,80 — 1,70 (m, 10H), 1,65 — 1,35 (m,
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17H), 1,31 — 1,19 (m, 4H), 0,96 (t, J= 7,1 Hz, 9H). MS m/z: CosH132N7038, [M-DMTr]",
theo tinh toan: 1664,72, theo thuc té: 1665,03.
(1-1-5) Tbng hop hop chat L-10

OAc OAc OAc_OAc H
H g 3 N
AcO
AcO N O —
NHAC OHELN NHAC T, NH—SPS
OAc_OAc OAc °A°
ACOE [ N 1) HBTUDIEA NH,-SPS  AcO \/\/\H/N
NHAC ODMT NHAc ODMTr
r 2) CapA/CapB
e ~
N
OAc OAc % OAc_OAc %
Acogw \/\/\”’NH
A°° SN NHAc
NHAc
L-9 L-10

Trong budc nay, hop chét L-10 duoc didu ché bang cich lién két phan tir tiép hop L-9 véi
gi4 thé pha ran.

Phan tir tiép hop L-9 (22,751 g, 11 mmol) thu dugc trong budc (1-1-4),
O-benzotriazol-tetrametyluronium hexaflophosphat (HBTU, 6,257 g, 16,5 mmol) va
diisopropyletylamin (DIEA, 2,843 g, 22 mmol) dugc trdn va hoa tan trong 900 ml
axetonitril, va duoc khudy & nhiét do phong trong 5 phit. Dung dich phéan tmg thu dugc
dugc bd sung nhya aminometyl (H2NResin, 88 g, 100-200 mesh, tai luong amino: 400
umol/g, duge mua tr Tianjin Nankai HECHENG S&T Co., Ltd.). Phan Ung dugc tién
hanh trén may lic & nhiét do 25°C va & tbc d6 quay 1a 150 rpm/phit trong 18 gid, sau do
loc. Can duogc rtra hai 1an (mdi 14n bang 300 ml DCM) va ba 1an (mdi lan bang 300 ml
axetonitril), va lam kho trong bom dau chan khong trong 18 gid. Sau d6 cdc nguyén li€u
ban dau (CapA, CapB, 4-dimetylaminopyridin (DMAP) va axetonitril) dugc b sung theo
ty 1€ nap nhu duogc thé hién trong bang 2 dé thuc hién phan Gng tao mil. Phan ing dugc
tién hanh trén may lac & nhiét do 25°C va & tdc d6 quay bang 150 rpm/phut trong 5 gio.
Dung dich phéan ung dugc loc. Cdn duge rira ba 1in, mdi 14n bang 300 ml axetonitril.
Dung mdi dugc loai bing cach lam bay hoi dén khod trong diéu kién 4p sut giam, cin
duge 1am kho trong diéu kién ap suit giam trong bom dau chan khong qua dém dé thu
dugc 102 g hop chét L-10 (tirc 1, phan ti tiép hop L-9 duge lién két véi gid thé pha ran),
v6i leong tai 90,8 pmol/g.

Béang 2 Ty 1€ nap cta phan Ung tao mu

Cac nguyén
liéu ban dau

Luong | Loai So6 Lo Nha san xuat

125



49975 126/281

1980 — — —
CapA ml
CapB 220 ml — —
DMAP 1,100 g Erclﬁ khiét theo phén | 11422139 Aladdin
axetonitril 290 ml Eﬁg khiét theo quang | 015161001 S(I;IC (Shanghai) Co.,

Trong bang trén, Cap A va Cap B 1 cac dung dich chét tao mii. Cap A 1a dung
dich hdn hop chira 20% thé tich cia N-metylimidazol trong pyridin/ axetonitril, trong do
t{7 1¢ thé tich ciia pyridin so v6i axetonitril 1a 3:5. Cap B 1a dung dich chira 20% thé tich
cla axetic anhydrit trong axetonitril.

(1-2) Téng hop mach c6 nghia cla thé tiép hop 1

Mach c6 nghia ciia thé tiép hop siARN 1 trong Bang 3 dugc tdng hop bang cach
lién két timg monome nucleosit theo huéng 3’ dén 5° theo trinh tu sép xép cua cac
nucleotit trong mach c6 nghia nhd phuong phap tbng hop pha rin s dung
phosphoramidit, bt diu cac chu ky tir hop chat L-10 dugc didu ché trong buéc trén. Viée
lien két mdi monome nucleosit bao gﬁ‘)m phan Gng bdn budce gém khir bao vé, lién Két,
tao mil, va oxy hda hodc luu huynh hoa. Trong d6, néu hai nucleotit dugc lién két véi
nhau thong qua lién két phosphoeste, thi phan tng bdn budec gdm khit bao vé, lién két,
tao mii va oxy hoa dugc bao gdm trong qua trinh lién két monome nucleosit sau do; va
khi hai nucleotit dugc lién két v6i nhau thong qua lién két phosphorothioat, thi phan tmg
bdn bude gém khtr bao vé¢, lién két, tao mii, va luu huynh hoéa dugc bao gém trong qua
trinh lién két monome nucleosit sau d6. Cac didu kién tong hop 1a nhu sau.

Céc monome nucleosit dugc cung cdp trong dung dich axetonitril 0,1 M. Didu
kién cho phan ung khir bao vé trong mdi budce 1a giéng nhau, tirc 1a nhi¢t do bing 25°C,
thoi gian phan ng 12 70 gidy, dung dich axit dicloaxetic trong diclometan (3% thé
tich/thé tich) 1am tdc nhan khir bao vé, va ty 1¢ mol cia axit dicloaxetic so v&i nhém bao
vé 4,4'-dimetoxytrityl trén gia thé pha ran 1a 5:1.

Diéu kién cua phan ing lién két trong mdi phén tng 12 gidng nhau, bao gdm nhiét
do b%mg 25°C, ty 1é mol cua trinh ty axit nucleic dugc lién két voi gia thé pha ran so voi
c4c monome nucleosit 12 1:10, ty 16 mol cla trinh ty axit nucleic duge lién két voi gia thé
pha rén so v6i tac nhan lién két 1a 1:65, thoi gian phan ng 1a 600 gidy, va dung dich
axetonitril 0,5 M chtra 5-etylthio-1H-tetrazol (ETT) lam téc nhén lién két.
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Didu kién cta phan tng tao mii trong mdi budc la gidng nhau, bao gdm nhiét do
bang 25°C, thoi gian phén tng 1a 15 gidy, dung dich hdn hop chira Cap A va Cap B theo
ty 1€ mol 14 1:1 lam dung dich chit tao mi, va ty 1& mol cla chét tao mii so v6i trinh tu
axit nucleic dugc lién két voi gia thé pha ran 12 1:1:1 (axetic anhydrit: N-metylimidazol:
trinh ty axit nucleic duoc lién két v6i gia thé pha ran).

Diéu kién cua phéan tng oxy héa trong mbi budce 1a giéng nhau, bao gbm nhiét do
br:ing 25°C, dung dich phan tng 1a 15 gidy, va nudc iot 0,05 M lam tac nhan oxy hoa; va
ty 1é mol ctia iot so v6i trinh tu axit nucleic duge lién két voi gia thé pha rén trong budc
lién két 1a 30:1. Phan tng duoc tién hanh trong dung moi hén hop chira tetrahydrofuran:
nudc: pyridin (3:1:1).

Piéu kién ctia phan tng luu huynh hoa trong mdi budc 12 gidng nhau, bao gbm
nhiét do bang 25°C, thoi gian phan ung 13 300 gidy, va xanthan hydrit 1am tac nhan luu
huynh héa va ty 1& mol cla tac nhin luu huynh héa so v6i trinh tu axit nucleic dugc lién
két véi gia thé pha rén trong budc lién két 13 120:1. Phan tng dugc tién hanh trong dung
méi hdn hop chira axetonitril: pyridin (1:1).

Sau khi lién két monome nucleosit cudi cung dugc hoan tat, trinh tu axit nucleic
d lien két v6i gia thé pha rén dugc phan cét, khit bao v&, tinh ché, loai mubi va dong kho
dé thu dugc mach c6 nghia, trong do,

Diéu kién dé phan cat va khir bao vé 1a nhu sau: bd sung trinh tu nucleotit dugc
tdng hop da lién két voi gia thé vao dung dich nudc amoniac 25% khéi lwong dé phan
ng & nhiét do 55°C trong 16 gio, trong d6 lugng dung dich nudce amoniac 1a 0,5
ml/pmol. Gia thé con lai dugce loai bod bang cach loc, va dich ndi duoc cd dén khod trong
chén khong.

Didu kién dé tinh ché va loai mudi 13 nhu sau: tinh ché axit nucleic dugc tién hanh
bing cach st dung cot tinh ché sic ky ion diéu ché (Source 15Q) v6i dung dich rua gidi
gradien la NaCl. Cu thé 13, chit rira giai A 1a natri phosphat 20 mM (pH 8,1), dung mo6i la
nudc/axetonitril ¢o ty 1€ 9:1 (thé tich/thé tich); chét rtra giai B 14 natri clorua 1,5 M, natri
phosphat 20 mM (pH 8,1), dung mdi & nudc/axetonitril co ty 1€ 9:1 (thé tich/thé tich);
gradien ria giai: ty 1¢ cta chét rira giai A: chat rira giai B = 100:0-50:50. Nudc giai hép

duge thu gom, dugc gop lai va khir mubi béng cach st dung cdt tinh ché séc ky pha déo.
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Diéu kién cu thé bao gém: sit dung cot Sephadex dé loai mudi (chét don: Sephadex G25)
va rira gi4i bang nudce khir ion.

Phuong phap phét hién 14 nhu sau: 49 tinh khiét cia mach c6 nghia néu trén dugc
x4c dinh bing sic ky trao dbi ion (IEX-HPLC); va khdi luwong phan tir dugce phén tich
bang séc ky 16ng-do phd khéi (LC-MS). Thyc té 1a cac gia tri do dugc 1a phl hop véi cac
gi tri tinh toan chimg t6 14 mach cé nghia SS ma diu 3’ ctia n6 duoc tiép hop véi phan
tr tiép hop L-9 dugc téng hop.

(1-3) Téng hgp mach d6i nghia cia thé tiép hop 1

Mach déi nghia ctia thé tiép hop 1 trong bang 3 duoc tbng hop bang phuong phap
tdng hop pha rin st dung phosphoramidit, bét ddu cac chu ky tir gia thé pha rin thong
thuong (UnyLinker™ da nap gia thé rin NittoPhase®HL, Kinovate Life Sciences Inc.).
Céc didu kién phan tng gdbm khir bao v&, lién két, tao mii, oxy héa hodc luu huynh hoa,
phan cit va khir béo vé, va tinh ché va khir mubi trong phuong phép tdng hop pha rin 13
gidng nhu céc didu kién dugc sit dung dé tdng hop mach c6 nghia. Sau do, tién hanh
dong kho dé thu duge mach d6i nghia. D6 tinh khiét cia mach d6i nghia duge phét hién
bing séc ky trao dbi ion (IEX-HPLC); va khéi lugng phan tir dwge phén tich bang séc ky
16ng-do phd khdi (LC-MS). Két qua 1a céc gié tri do duoc phlt hop véi céc gi tri tinh
todn ching to 1a mach dbi nghia AS c¢6 cac trinh ty dich dugc téng hop.

(1-4) Téng hop thé tiép hop 1

Déi voi thé tiép hop 1, mach c6 nghia va mach d6i nghia 14n lugt duge hoa tan
trong nudc dé tiém dé thu duoc dung dich ¢6 ndéng dd 40 mg/mL. Hai mach nay dugc
tron theo ty 18 twong duong mol, dugc gia nhiét & nhiét do 50°C trong 15 phut, lam ngudi
& nhiét 6 trong phong dé tao ra san phdm da bit cip mdi, va sau d6 dong khd de thu
dugc bot dong kho. Sau khi thé tiép hop duoc pha lodng dén ndng d6 0,2 mg/mL bing
nuée siéu tinh khiét (hé thdng nuée siéu tinh khiét Milli-Q ultra, vé6i dién trd sut b%ing
18 2MQ*cm (25°C)), khéi luong phan tir duoc xéc dinh bing thiét bi séc ky long-do phd
khdi (LC-MS) (dugc mua tir Waters Corp., model: LCT Premier). Thue té 1a cac gid tri
do duoc 13 phit hop véi cac gid tri tinh toan duge chiing t6 1a thé tiép hop 1 duoc tbng
hop 14 trinh tw axit nucleic mach kép dich duge thiét ké véi phan ti tiép hop L-9. Thé
tiép hop 1 ¢6 chu trac nhu duge thé hién boi cong thie (403). siARN tiép hop trong thé
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tiép hop nay co céc trinh tu cua thé tiép hop 1 (cling dugc goi l1a L10-siPCSKalM1S)

nhu dugc thé hién trong Bang 3.

Vi du diéu ché 2: Didu ché cac thé tiép hop 2-7

Céc thé tiép hop 2-7 nhu duge thé hién trong bang 3 dugc didu ché bang phuong

phéap giéng nhu trong vi du diéu ché 1 ngoai trir 12 céc trinh tu mach c6 nghia va mach

d6i nghia tham gia vao quaé trinh tdng hop 1a cac trinh ty cia mach c6 nghia va mach db6i

nghfa ctia siARN tiép hop trong thé tiép hop 2, thé tiép hop 3, thé tiép hop 4, thé tiép hop

5, thé tiép hop 6, hodc thé tiép hop 7 nhu duge thé hién trong Bang 3. Do do, lan luot thu

duge céc thé tiép hop 2-7. Khéi lwong phén tir ctia céc thé tiép hop 2-7 duge xdc dinh.

Bang 3 thé hién sé va cac trinh tu siARN ciia c4c thé tiép hop.

Bang 3: c4c thé tiép hop siARN

, LR SEQ
Eg; the tiep | g5 Huéng trinh tu 5°-3° D
i NO
mach | AmsAmsGmCmAmAmGICIA{G
co mAMCmMAMUmUmUmAmMUmC | 25
thé tiép hop | L10-siPCSKa | nghia |m
1 IM1S mach | GmsAfSUmMAMAMAfUmGmUm
dbi CmUmGmCmUfUmGfCmUmUm | 26
nghia | sGmsGm
mach | UnsUmsUmGmUmAmGICfAfU
co mUmUmUmUmAmUmUmAmMA | 85
thé tiép hop | L10-siPCSK |nghia |m
2 bIMI1S mach | UmsUfSAmAmUmMAfAmAmMAmM
abi AmUmGfCmUfAmCmAmAmAm | 86
nghia | sAmsCm
mach | GmsCmsCmUmGmGmA{GfUfU
co mUmAMUmMUmCmGmGmAmA | 145
thé tiép hop | L10-siPCSKc | nghia |m
3 IMI1S mach | UnsUfsCmCmGmAfAmUmAm
6i AmAmMCmUmCfCmAfGmGmCm | 146
nghia |sCmsUm
mach | CmsUmsGmUmUmUmUfG{C{U
co mUmUmUmGmUmMAmMAmCmU | 205
thé tiép hop | L10-siPCSK |nghia |m
4 dIMI1S mach | AmsGfsSUmUmAmMCfAmAmAm
dbi AmGmCmAmMAfAMAfCmAmMGm | 206
nghia | sGmsUm
thé tiép hop | L10-siPCSKe | mach | GmsGmsUmUmUmUmGIUTALG | , .
5 IMIS co mCmAMUmUmUmUmUmAmU
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nghia |m

mach | AmsUSAMAMAmMAfAmMUmGm
adi CmUmAmMCmAfAMAfAMCmCm | 266
nghia | sCmsAm

mach GmsUmsGmAmMmCmUmUfUfUfU

o co mMAMAMAMAMUMAMAMAmMA | 325
thé tiép hop | L10-siPCSKf |nghia | m
6 IM1S mach | UmsUfsUmMUmAmMmUfUmUmUm

d6i AmAmMAMAmMAfGmUfCmAmMCm | 326
nghia | sCmsAm
mach | CmsUmsAmGmAmCmCfUmG{U

co mdTUmUmGmCmUmUmUmUm | 397
thé tiép hgp | L10-siPCSK | nghia | GmUm
7 g4MS5S mach | AmsCHSAmMAfAfAfGmCIAmATA

dbi mAMCMAfGMGfUmCfUmAmMG | 398
nghia | msAmsAm

Vi du didu ché 3: Téng hop cac trinh ty sIARN

siARN 1 nhu duoc thé hién trong Bang 3 duoc tbng hop bang phuong phap gidng
nhu trong vi du diéu ché 1 ngoai trir 12

1) d6i v6i mach c6 nghia, cac chu ky duge bét dAu tir gia thé pha rin thong thudng
(cac gia thé rén NittoPhase®HL d4 nap UnyLinker™, Kinovate Life Sciences Inc.);

2) dbi v6i mach d6i nghia, trinh ty ctia siARN 1 khac véi trinh tu cua mach dbi
nghia ctia siARN da tiép hop trong thé tiép hop 1 & chd mach d6i nghia ctia siARN 1 ¢6
5’-phosphat & nucleotit dAu tién & ddu 5°. Do d9, trong qua trinh téng hop mach d6i nghia
theo phuong phép tbng hop pha rin st dung phosphoramidit, sau khi lién két monome
nucleosit cudi cuing clia mach d6i nghia, monome c6 cong thic (CPR-I) (dugc mua tur
Suzhou GenePharma Inc. nhu Cat#13-2601-XX) dugc lién két voi ddu 5 ciia mach doi
nghia nh¢ phan Umg bdn bude gém khtr bao vé, lién két, tao mii, va oxy hoa dé tao thanh

dang cai bién 5’-phosphat.

0O
DMTIO_ A~
S
° 9
P—N(Pr),
o\/\CN

(CPR-])
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Trong qué trinh lién két, céc didu kién khir bao vé, lién két, tao mii, oxy héa, phén
c&t va khir bao v&, tinh ché va khir mudi duoc st dung 13 giéng nhu cac didu kién dugc
st dung dé téng hop mach c6 nghia.

siARN 2 duoc diéu ché biang cach st dung phuong phéap gidng nhu phuong phap
ding dé didu ché siARN 1 ngoai tir 12 céc trinh ty axit nucleic ctia mach c6 nghia va
mach dbi nghia ctia siARN tham gia vao qua trinh tdng hop siARN 2 12 céc trinh tu mach
c6 nghia va mach d6i nghia ciia siARN 2 nhu duoc thé hién trong Bang 4.

Céc siARN 3-6 dugc didu ché bing cach st dung phuong phap gidng nhu phuong
phap ding dé didu ché siARN 1 ngoai trir 1a céc trinh tw axit nucleic ciia mach c6 nghia
va mach ddi nghia ctia siARN tham gia vao qua trinh tbng hop 1a cac trinh ty mach co6
nghia va mach dbi nghia cua siARN 3, siARN 4, siARN 5 hodc siARN 6 nhu dugc thé
hién trong Bang 4, trong d6 cac mach d6i nghia ctia cac siARN nay c6 nhém cai bién
5’-phosphat & nucleotit du tién & ddu 5°. Do d6, mach dbi nghia c6 nhém cai bién
5’-phosphorothioat ¢6 thé dugc tao ra bing cach thay thé diéu kién phan tng oxy hoa
bing diéu kién phan Gng luu huynh hoa trong qud trinh lién két monome CPR-I. Do dd,
14n luot thu dugc siARN 3, siARN 4, siARN 5 hogc siARN 6.

Bang 4 thé hién cac sb va cac trinh tu cla cac siARN.

Bang 4: Céc trinh ty siARN

. £ I s > SEQ
siARN | SO Hudng trinh tu 5°-3 D NO
mach  ¢c6 | AmsAmsGmCmAmMAmMGICIAfGm 361

nghia AmCmAMUmUmUmAmUmCm
PGmsAfsUMAMAmMAfUmGmUmC

siARN | siPCSKalM

! ISP mach Aot | i GMCMUUMGECMUMUmsG | 362
nghia
msGm
mach  ¢6 | UmsUmsUmGmUmAmGICfAfUm 363
nghia UmUmUmUmAMUmUmAmMAmM

siARN | siPCSKbIM

PUmsUfSAMAMUMAfAMAMAmMA

2 ISP mach Aol | i GACmMUfAMCmAmAmMAmMSA | 364
nghia
msCm
mach  ¢6 | GmsCmsCmUmGmGmA{GIUfUm 365
. _ nghia UmAmUmUmCmGmGmAmMAmM
§1ARN Sllé)PCSSKClM W db PsUmsUfsCmCmGmAfAmUmAmA
nmggiffa ' MAMCMUMCCMAfGMGmCmsC | 366

msUm
SIARN | siPCSKdIM | mach ¢ | CmsUmsGmUmUmUmU{GIC{Um
4 1SPs nghia UmUmUmGmUmAmMAmCmUm

367
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PsAmsGfsUnUmAmMCfAmMAmMAmM

mach @01 1 GmCMAMAFAMAfCIMAMGmSs | 368
nghia
GmsUm
mach  ¢6 | GmsGmsUmUmUmUmGIUfAfGm 369
GARN | siPCSKelM nghia CmAMUmUmUmUmUmAmUm

PsAmsUfsSAMAMAMAfAmMUmGm

> 15Ps mach do1 | 5 AmCmMAFAMAfAMCMCmsC | 370
nghia
msAm
mach  ¢6 | GmsUmsGmAmCmUmUfUfUfUm 371
nghia AmAmMAMAMUmAMAMAMAmM

SiARN | siPCSKfIM
6 1SPs mach  ddi
nghia

PsUmsUfsUmMUmAmMUfUmUmUm
AmMAMAMAMATfGMUfCMAmMCms | 372
CmsAm

Vi du thit nghiém 1 Hoat tinh Gc ché va tic dung ngoai dich cia siARN trong h¢
psiCHECK in vitro

Trong vi du thir nghiém nay, hoat tinh trén dich va hoat tinh ngoai dich cua cac
siARN theo sang ché dugc danh gia b'flng cach phat hién sy ¢ ché cia mdi mach dbi
nghia cua cac siARN 1-6 d6i v6i su bidu hién ctia plasmit trén dich, va sy tc ché cua mdi
mach c6 nghia, vung mam cta mach dbi nghia hodc ving mam cta mach c6 nghia cua
cac siARN ddi v6i su biéu hién cia plasmit ngoai dich trong h¢ psiCHECK in vitro.

Theo phuong phép duge mé ta trong tai liéu Kumico Ui-Tei et. Al., Functional
dissection of siRNA sequence by systematic DNA substitution: modified siRNA with a
DNA seed arm is a powerful tool for mammalian gene silencing with significantly
reduced off-target effect. Nucleic Acids Research, 2008.36(7), 2136-2151, cac plasmit dé
phat hién dugc tao ra va ddng chuyén nhiém véi siARN can phét hién vao cac té bao
HEK293A; va mic biéu hién clia gen bo céo luxiferaza kép phan anh hoat tinh trén dich
va hoat tinh ngoai dich cta cac siARN. Céc bude cu thé 12 nhu sau:

[1] Tao ra céc plasmit dé phat hién

Bén loai plasmit dé phat hién dugc tao ra bang cach st dung plasmit
psiCHECK™.-2 (Promega™), trong d6 GSCM 1a plasmit trén dich; va PSCM, GSSM va
PSSM la cac plasmit ngoai dich:

(1) GSCM, dugc sur dung dé phét hién hoat tinh trén dich ctia mach dbi nghia cla

siARN, chura trinh tu dich ma chira ving bo sung hoan toan v6i trinh tu cia mach doi
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nghia ctia siARN can phét hién, trong d6 trinh tu dich trong GSCM tuong Ung v6i cac
SiARN 1, 2, 4, 5 va 6 duoc thé hién béi SEQ ID NO: 373:
5’-GGCGTGCCTGCCAAGCTCACACAGCAGGAACTGAGCCAGAAACGCA
GATTGGGCTGGCTCTGAAGCCAAGCCTCTTCTTACTTCACCCGGCTGGGCTCC
TCATTTTTACGGGTAACAGTGAGGCTGGGAAGGGGAACACAGACCAGGAAGC
TCGGTGAGTGATGGCAGAACGATGCCTGCAGGCATGGAACTTTTTCCGTTATC
ACCCAGGCCTGATTCACTGGCCTGGCGGAGATGCTTCTAAGGCATGGTCGGGG
GAGAGGGCCAACAACTGTCCCTCCTTGAGCACCAGCCCCACCCAAGCAAGCA
GACATTTATCTTTTGGGTCTGTCCTCTCTGTTGCCTTTTTACAGCCAACTTTTCT
AGACCTGTTTTGCTTTTGTAACTTGAAGATATTTATTCTGGGTTTTGTAGCATTT
TTATTAATATGGTGACTTTTTAAAATAAAAACAAACAAACGTTGTCCTAACAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAA-3’(SEQ ID NO: 373);

va trinh ty dich trong GSCM tuong tng véi siARN 3 dugc thé hién trong SEQ ID
NO: 374:

5°.GCGTGGCCAAGGGTGCCAGCATGCGCAGCCTGCGCGTGCTCAACTG
CCAAGGGAAGGGCACGGTTAGCGGCACCCTCATAGGCCTGGAGTTTATTCGG
AAAAGCCAGCTGGTCCAGCCTGTGGGGCCACTGGTGGTGCTGCTGCCCCTGG
CGGGTGGGTACAGCCGCGTCCTCAACGCCGCCTGCCAGCGCCTGGCGAGGGC
TGGGGTCGTGCTGGTCACCGCTGCCGGCAACTTCCGGGACGATGCCTGCCTCT
ACTCCCCAGCCTCAGCTCCCGAGGTCATCACAGTTGGGGCCACCAATGCCCAA
GACCAGCCGGTGACCCTGGGGACTTTGGGGACCAACTTTGGCCGCTGTGTGG
ACCTCTTTGCCCCAGGGGAGGACATCATTGGTGCCTCCAGCGACTGCAGCACC
TGCTTTGTGTCACAGAGTGGGACATCACAGGCTGCTGCCCACGTGGCTGGCAT
TGCAGCCATGATGCTGTCTGCCGAGCCGGAGCTCACCCTGGCCGAGTTGAGG
CAGAGACTGATCCACTTCTCTGCCAAAGATGTCATCAATGAGGCCTGGTTCCC
TGAGGACCAGCGGGTACTG-3’(SEQ ID NO: 374).

(2) PSCM, dugc st dung dé phat hién tdc dung ngoai dich cua mach c6 nghia,
chtra trinh tu dich ma chinh x4c la giéng nhu trinh ty cia mach d6i nghia ctia siARN can
phét hién, trong d6 trinh ty dich trong PSCM tuong tmg vdi mdi siARN dugc thé hién
trong Bang 5a:

Béng 5a Céc trinh ty dich trong PSCM tuong Ung v6i cac siARN
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siARN Céc trinh tu dich trong PSCM (hudng trinh ty | SEQ ID NO
5°-3%)
siARN 1 GATAAATGTCTGCTTGCTTGG 375
siARN 2 TTAATAAAAATGCTACAAAAC 376
siARN 3 TTCCGAATAAACTCCAGGCCT 377
siARN 4 AGTTACAAAAGCAAAACAGGT 378
siARN 5 ATAAAAATGCTACAAAACCCA 379
siARN 6 TTTTATTTTAAAAAGTCACCA 380

(3) GSSM duogc st dung dé phét hién tic dung ngoai dich cta ving mam cia
mach dbi nghfa, trong d6 trinh tu dich trong GSSM tuong tng véi mdi siARN duge thé
hién trong Béang 5b:

Bang 5b Céc trinh tu dich trong PSCM tuong tng véi cdc siARN

siARN Céc trinh tu dich trong GSSM (hudng trinh tu | SEQ ID NO
5°-3%)
siARN 1 AACCTACCTACTCCATTTATC 381
siARN 2 TGGGGTGCTACGGTTTATTAA 382
siARN 3 CTTAAGTTCTGGGATTCGGAA 383
siARN 4 CAAGTGGGGTAGGTTGTAACT 384
siARN 5 GTTTGGGGTGCTAATTTTTAT 385
siARN 6 GTTGTCAGGGGGCAAATAAAA 386

(4) PSSM duogc st dung dé phat hién tac dung ngoai dich ctia viing mam ctia mach

c¢6 nghia, trong d6 trinh ty dich trong PSSM tuong Gng voi mdi siARN duoc thé hién

trong Bang 5c:
Bang 5c Céc trinh tu dich trong PSSM tuong tng véi cac siARN
siARN Céc trinh tu dich trong PSSM (hudng trinh tu | SEQ ID NO
5°-3%)
siARN 1 TCGCCCGTGAGGCTTGCTTTT 387
siARN 2 GGCCGCCCCCGGCTACAAACA 388
siARN 3 GGAATCCGCCCCTCCAGGCAG 389
siARN 4 CTGGCACCCCTCAAAACAGTG 390
siARN 5 CGCCCCCGTAGACAAAACCAC 391
siARN 6 GGGGCGGGGCCAAAGTCACAC 392

Ban sao don cua cac trinh tu dich néu trén dugc tach dong vao vi tri Xho I/Not I
cta plasmit psiCHECK™.-2 tuong tmg.
[2] Chuyén nhiém va nudi cdy té bao

(1) Bdng chuyén nhiém GSCM va siARN 1
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Céc té bao HEK293A (dugc mua tir Nanjing Cobioer Biosciences Co., LTD) dugc
nudi cdy trong mdi trudng day do H-DMEM (cong ty Hyclone) chira 10% huyét thanh
bao thai bod (FBS, cong ty Hyclone), va 0,2% thé tich Penixilin-Streptomyxin (cong ty
Hyclone) & nhiét d§ 37°C trong ti ti chtra 5% C02/95% khong khi.

Céc té bao HEK293A duge cly vao dia c6 96 15 & mat do 8 x 10° t& bao/18. Sau 16
gio, mat do phat trién té bao dat t6i mirc ndm trong khoang tir 70 dén 80%. Tai thoi diém
d6, moi truong day dt H-DMEM trong céc 15 nudi cdy duogc hit ra. 80 pl mdi trudng
Opti-MEM (cong ty GIBCO) dugc bd sung vao mdi 16 va tiép tuc nudi cly trong 1,5 gio.

Céc plasmit phat hién GSCM duogc pha loang bang nudc DEPC dé thu dugc dung
dich 1am viéc chira plasmit phat hién cé ndng d6 200 ng/pl; siARN 1 duge chuén bi véi
nuwéc DEPC trong dung dich 1am viéc chira siARN ¢ 11 ndng do khac nhau gom 1000
nM, 333 nM, 111 nM, 37,0 nM, 12,3 nM, 4,12 nM, 1,37 nM, 0,46 nM, 0,15 nM, 0,05 nM
va 0,017 nM, tuong Ung.

Céc dung dich A1-All Iin lugt duge chudn bi. M&i phin cta cic dung dich
Al1-All chira, lin lugt, 1 pl dung dich 1am viéc chira siARN & mdi trong s6 11 nong do
néu trén, 0,05 pl dung dich 1am viéc chira plasmit phat hién (chira 10 ng plasmit phat hién)
va 10 pl méi truong Opti-MEM.

Chic dung dich B dugc chudn bi. Mdi phdn dung dich B choa 0,2 pl
Lipofectamin™ 2000 va 10 pl mdi truong Opti-MEM.

Dung dich C dugc chuén bi. Mbi phan dung dich C chua 0,05 pl dung dich lam
viée chira plasmit phat hién (chwa 10 ng plasmit phat hién) va 10 pl mdi trudong
Opti-MEM.

Mot phin dung dich B sau d6 Iin lugt duge tron véi mdt phan cia mdi dung dich
trong s cac dung dich A1-All va mot phan dung dich C. Cac hdn hop duge 1 trong 20
phtt ¢ nhiét 4o phong dé thu dwoc 12 phie hop chuyén nhiém X1-X12. M&i phirc hop
chuyén nhidm duge chudn bi ba lan.

Céc phirc hop chuyén nhidm X1-X11 1an lugt dugc bo sung vio céc 18 nudi cy
v6i lwong 20 pl/18 va dugce tron déu, va ba phan nho cla phire hop chuyén nhiém & cling
ndng do siARN Ian lugt duge bd sung vao ba 16 nudi cdy dé thu dwoc céc hdn hop dong

chuyén nhiém & cac ndng do siARN cudi bang 10 nM, 3,33 nM, 1,11 nM, 0,37 nM, 0,123
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nM, 0,0412 nM, 0,0137 nM, 0,0046 nM, 0,0015 nM, 0,0005 nM va 0,00017 nM (dugc
ghi lai du¢i dang cac nhém thir nghiém 1-11).

Céc phirc hop chuyén nhiém X12 14n lwot dugc bd sung vao ba 16 nudi cly khac
v6i lugng 20 pl/18 @& thu duoc cac hdn hop chuyén nhiém ma khong chira siARN (dugc
ghi lai du6i dang cac nhém dbi ching).

Sau khi cac hdn hop ddng chuyén nhiém chira siARN va céc hén hop chuyén
nhidm khéng chira siARN duge chuyén nhiém trong céc 16 nudi cly trong 4 gi®, mdi 15
duge bd sung 100 ul moi trudng ddy di H-DMEM chita 20% FBS. Dia c6 96 16 dugc dat
trong ti u CO2 va tiép tuc 1 trong 24 gid.

(2) Pbng chuyén nhiém céc plasmit va cac siARN khac.

GSCM va céc siARN 2-6 duge ddng chuyén nhiém theo cach giéng nhu GSCM
va SIARN 1, ngoai trlr 1a siARN1 Ian lugt duge thay thé bang cac siARN 2-6.

PSCM va cac siARN 1-6 dugce dong chuyén nhiém theo cach gidng nhu GSCM va
céc SIARN 1-6, ngoai trir 1a GSCM lan lugt duge thay thé bing PSCM.

GSSM va céc siARN 1-6 dugc ddng chuyén nhidm theo cich gidng nhu GSCM va
cac siARN 1-6, ngoai trir ]a GSCM 14n lugt duoc thay thé bang GSSM.

PSSM va céc siARN 1-6 dugc ddng chuyén nhiém theo cach gidng nhu GSCM va
céc siARN 1-6, ngoai trir 1a GSCM lan Iugt duge thay thé bang PSSM.

[3] Phat hién

MBoi trudng trong cac 18 nudi chy dugc hit ra. 150 ul dung dich hdn hop chira tac
nhan phan tng Dual-Glo® Luciferaza va H-DMEM (c6 ty 1& thé tich 1:1) dugc bd sung
vao mdi 18, va duoc tron k§. Sau khi tién hanh u trong 10 phut ¢ nhi¢t do phong, 120 pl
dung dich hdn hop dugc chuyén nhiém vao dia ELISA c6 96 16. Gi tri phat quang hoa
ho ctia Firefly (Fir) trong m&i 13 ctia dia ELISA dugc doc bing cach sir dung thiét bi doc
vi dia da ché do Synergy II (BioTek company). Sau d6, 60 ul tac nhén phan ung
Dual-Glo® Stop & Glo® dugc bd sung vao mdi 16 cua dia ELISA, va dugc tron k§. Sau
khi tién hanh & & nhiét do phong trong 10 phut, gia tri phat quang hoéa hoc cia Renilla
(Ren) trong mdi 16 cua dia ELISA dugc doc bing céch sir dung thiét bi doc vi dia theo
cach sip xép dé doc Fir.

Ty 1€ phat quang (ty 1¢ = Ren/Fir) cia mdi 16 cua dia ELISA dugc tinh todn, va ty
1¢ phat quang (ty 1€ (thtr nghiém) hodc ty 1€ (d6i chung)) ctia mdi nhém thir nghiém hozc
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nhém dbi ching 13 trung binh cua cdc ty 18 cia ba 16 nudi cdy. Sir dung ty 1é phat quang
cia nhém ddi chimg dé tham khao, ty 1€ phat quang cia mdi nhém thir nghiém dugc
chuin héa d& thu dugc ty 1& R ciia ty 1¢ (thir nghiém)/ty 18 (d6i ching), ma 1a muc biéu
hién, tirc 13, hoat tinh con lai twong dbi cua gen bao cdo Renilla. Ty 1€ tc ché cta siARN
la (1-R) x 100%.

Log (chét we ché) so véi dudng cong dap tng-lidu bién thién (bbn théng sb)-hiéu
qué dugc khép bang cach st dung phan tich hdi quy khong tuyén tinh cla phan mém
Graphpad 5.0, theo cac hoat tinh du tuong dbi ctia gen bao céo Renilla trong hé
psiCHECK sau khi chuyén nhiém cac siARN khac nhau (siARN 1, siARN 2, siARN 3,
siARN 4, siARN 5 hodc siARN 6). Fig.1A-1F thé hién cac duong cong lidu-hiéu qua cta
cac siARN 1-6 tuong tng, trong do6 truc hoanh la logarit ndng d6 ctia cac siARN (Ig nM),
truc tung 1a hoat tinh con lai tuong db6i (%) cua Renilla, va mdi chdm 13 gi tri trung binh
cua cac hoat tinh con lai tuong db6i cuia Renilla trong ba 18 nudi c4y ctia nhém thir nghiém
so v6i nhoém ddi chimg.

Gia tri IC50 cua siARN can thtr nghiém huéng dich GSCM duogc tinh toan dua
trén ham sb twong tmg véi dudng cong lidu-hiéu qua dugce khép. Ham s6 nay 1 nhu sau:

_ Top—Bot
Y = Bot + - XX siops

trong do:

Y 1aty 1€ R, tic 13, hoat tinh con lai twong déi (%) cta Renilla,

X 12 logarit cia ndng d¢ ctia cac siARN da chuyén nhiém,

Bot 14 gi4 tri Y & day cta giai doan & trang thai 6n dinh,

Top 1 gid tri Y & dinh ctia giai doan ¢ trang thai on dinh,

X' 1a gia tri X ma tai d6 Y 1a gid tri trung binh gitra gia tri day va gia tri dinh, va do
dbc Hill 1a d dbc cta dwong cong tai X'.

Khi Y=50%, gia tri Xso twong (mg dugc xic dinh dya trén duong cong lidu-hiéu
qué va ham sd twong tmg. Gia tri ICso cua mdi siARN dugc tinh toan (gia tri ICs0=10"Xs0
(nM)). Céc gia tri ICso va céc gia tri R? duoc thé hién trong bang 6.

Béng 6 cac gié tri ICso va R? cita cac siARN ddi véi GSCM

siARN Sd ICs0 R2
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siARN 1 | siPCSKalMI1SP | 0,0544nM 0,9993
siARN 2 | siPCSKbIMI1SP | 0,0291 nM 0,9979
siARN 3 | siPCSKc1M1SPs | 0,0341 nM 0,9995
siARN 4 | siPCSKdIM1SPs | 0,0194 nM 0,9974
siARN 5 | siPCSKelM1SPs | 0,0561 nM 0,9956
siARN 6 | siPCSKfIMI1SPs | 0,0400 nM 0,9927

Bang 6 va Fig.1A-1F chi ra rang cac siARN theo sang ché thé hién hoat tinh trc
ché tuwong dbi cao & cac té bao HEK293A in vitro, trong d6 cac gid tri ICso nam trong
khoang tir 0,0194 nM dén 0,0561 nM.

Cac dudng cong lidu-hiéu qua ciia cac siARN 1-6 ddi véi PSCM, GSSM va PSSM
tuong tng cua ching duoc tao ra 1an luot bang cach sir dung phuong phép giéng nhu trén
ngoai trir la GSCM dugc thay thé bang PSCM, GSSM va PSSM tuong tmg. Cac két qua
chi ra ring m3i siARN & m&i ndng do khong c6 tac dung i ché trén cac plasmit PSCM,
GSSM va PSSM ngoai dich tuong ing cua nd.

Céc két qua trén day chi ra ring cc siARN theo sang ché c6 hoat tinh huéng dich
tdt, va khong mach nao trong s6 mach c6 nghia, ving mam cia mach di nghia va ving
mam cta mach c6 nghia c6 tdc dung ngoai dich rd rang.

Vi du thir nghiém 2: Panh gia hiéu qua cta cac thé tiép hop siARN ¢ dong vat linh
trudng khong phai ngudi (non-human primate-NHP)

Khi cynomolgus thong thudong (cin nang 2,4-3,1 kg) c6 do tudi tir 3 dén 4 nam
dugc chia thanh hai nhém theo cédn ndng cta chung. M&i nhém gébm 4 con khi
cynomolgus, mdt nira trong s6 ching 13 duc, duge tiém mot miii dudi da thé tiép hop 4
hodc 5 twong Ung.

Khi cynomolgus thong thudng (cén nang 4,0-5,5 kg) c6 do tudi tir 4 dén 5 nim
dugc chia thanh ba nhém theo cadn ndng ctia ching. M3i nhém gdm 3 con khi
cynomolgus, toan bd trong s6 chung 14 duc, dugc tiém mot mili dudi da thé tiép hop 1, 2
hoéc 7 tuong Ung.

M3i thé tiép hop dugc chuén bi véi dung dich tiém natri clorua vo trung thanh

dung dich cé ndéng d6 9 mg/ml (dua trén siARN; didu nay duoc 4p dung tuong tu dudi
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day). Thé tich duoc st dung cho médi con 1a Iml/kg, va lidu ding Ia 9 mg/kg. n ngdy
truée khi sir dung duoc xac dinh 12 D-n, ngdy st dung duoc xac dinh 1a D1, va ngay thir
n sau khi sir dung dugc xac dinh 1a Dn.

(2-1) Phat hién mARN PCSK9 trong md gan

Vao ngay D-7 va D15, tién hanh choc gan twong tmg trén céc con khi ma da dugc
cho sir dung thé tiép hop 1, thé tiép hop 2, thé tiép hop 4, thé tiép hop 5 hodc the tiép hop
7 & mdi nhém. M3i 14n choc, thu 14y mé gan c6 kich thudc khoang 2x2x8 mm’, va luu
trit trong 6ng EP v tring c6 dung tich 1,5mL chira 1ml dung dich bao quan ARN sau d6
(cong ty Sigma Aldrich). Sau khi dit trong ti lanh & nhiét do 4°C trong 24 gio, moO gan
duge chuyén sang budc dong lanh & nhiét d -80°C dé bao quan.

Sau d6, m6é gan duoc lam dbng nhit bing thiét bi ddng nhit ms. Tiép d6 tong
lugng ARN trong md gan dugc chiét va thu dugc bang Trizol (cong ty Thermo Fisher)
theo cac quy trinh chiét ARN tbng sb trong huéng dan sir dung.

Déi v6i ARN tdng sd duge chiét ra tir md gan ctia mdi con khi, 1 pg ARN tbng sb
duoc iy ra 1am khudn méu dé phién ma ngugc, va tac nhan phin ung duoc cung cAp
trong kit phién ma ngugc Goldenstar™ RT6 ¢cDNA Synthesis Kit (dugc mua tir Beijing
Tsingke Biotechnology Co., Ltd., Cat No. TSK301M), trong d6 Goldenstar™ Oligo
(dT)17 dugce chon lam doan mdi, duge s dung dé tao ra 20 pl hé phan ung phién ma
nguoc theo cac quy trinh ciia qud trinh phi€n méd nguoc trong hudng dan st dung Kit.
ARN tdng s6 ctia mdi md gan néu trén duoc phién mé nguge. Cac didu kién dé tién hanh
phién ma ngugc 1a nhu sau: mdi hé phan tmg phién ma nguoc duoc dit va u ¢ nhiét do
50°C trong 50 phut, sau d6 0 ¢ nhiét do 85°C trong 5 phut, va cudi cung u & nhiét o 4°C
trong 30 gidy; sau khi phan Gng két thac, 80 pl nuéc DEPC duge bb sung vio mdi hé
phan Ung phién méi nguoc dé thu dugc dung dich chira cADN.

D4i véi mdi hé phan Gmg phién ma nguge, 5 pl dung dich chira cADN néu trén
duoc iy ra 1am khuon mAu dé thuc hién phan tng qPCR, va tdc nhan phan Ung dugc
cung cAp trong kit NovoStart® SYBR qPCR SuperMix Plus (dugc mua tir Novoprotein
Scientific Co., Ltd., Cat No. E096-01B) dugc st dung dé tao ra 20 pl hé phan ung qPCR,
trong d6 céc trinh ty cua cdc doan mdi PCR duogc sir dung dé khuéch dai gen dich PCSK9
va gen d6i chimg ndi dugc thé hién trong bang 7, va ndng do cudi cia mdi doan mdi 1a

0,25 uM. MO&i hé phén ung qPCR dugc dit trén thiét bi PCR thoi gian thuc ABI
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StepOnePlus , va duoc khuéch dai bang cach st dung phuong phap ba bude. Cac quy
trinh khuéch dai bao gdm 1am bién tinh so bd & nhiét dd 95°C trong 10 phut, bién tinh &
nhiét dd 95°C trong 30 gidy, va bét cip mdi & nhiét do 60°C trong 30 gidy, sau d6 kéo dai
& nhiét do 72°C trong 30 gidy. Sau khi 1dp lai quy trinh néu trén gdm bién tinh, bat cip
mdi, va kéo dai 40 14n, thu duoc san phdm W chira gen dich da khuéch dai PCSK9 va gen
dbi chting ndi da khuéch dai GAPDH. San phém W sau d6 duge 0 & nhiét 0 95°C trong
15 gidy, 60°C trong 1 phut, va 95°C trong 15 gifly. Puong cong néng chdy cua gen dich
PCSK9 va gen dbi ching ndi GAPDH trong san phidm W 14n lugt dugc thu gom bang
thiét bi PCR dinh lugng huynh quang thoi gian thuc, va thu duoc céc gia tri Ct cua gen
dich PCSK9 va gen ddi chimg ndi GAPDH.

Bang 7 Trinh ty ctia cadc doan moi

Cac doan mdi ngugc (theo hudéng 5° dén/Cac doan mdi xubi (theo hudéng 5° dén
3%) 3%)

PCSK9 IGAAGGGGAACACAGACCAGG(SEQCTCCATCAGGCCACAGTGAA(SEQ
cua khi ID NO: 393) ID NO: 394)
GAPDHGGGAGCCAAAAGGGTCATCA(SEQ [CGTGGACTGTGGTCATGAGT(SEQ
cua khi [[D NO: 395) D NO: 396)

Tinh toan dinh lugng tuong d6i mirc biéu hién cua gen dich PCSK9 vao ngay D15

Céc gen

va D-7 duoc tién hanh bang cach st dung phuong phap so sanh Ct (AACY). Phuong phép
tinh toén 1a nhu sau:

ACt (D15) = Ct (gen dich vao ngay D15) — Ct (gen d6i chimg ndi vao ngay D15)

ACt (D-7) = Ct (gen dich vao ngay D-7) — Ct (gen d6i ching ndi vao ngay D-7)

AACt (D15) = ACt (D15) — ACt (gi4 tri trung binh vao ngay D-7)

AACt (D-7) = ACt (D-7) — ACt (gié tri trung binh vao ngay D-7)

trong d6 ACt (gid trj trung binh vao ngay D-7) 1a gia tri trung binh s6 hoc ctia ACt
(D-7) ciia mdi con khi trudc khi st dung. Do d6, mdi con twong tng véi AACt (D15) va
AACt (D-7).

Mtc bidu hién cia mARN PCSK9 vao ngay D15 ¢ khi duoc chuén hoa dua trén
gid tri thu dugc vao ngay D-7 cla con khi nay, trong d6 murc biéu hién cia mARN
PCSK9 vao ngay D-7 dugc xéac dinh 1a 100%;

mutc biéu hién trong d6i cia mARN PCSK9 = 2/(-AACt(D15)) x 100%;

Ty 18 tc ché cua thé tiép hop chéng lai mARN PCSK9 = (1-2"(-AACY(D15))) x
100%.
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Déi véi nhom ma cic con khi dugc cho dung cling mét thé tiép hop, thi ty 16 uc
ché cua thé tiép hop chdng lai mARN PCSKY 1a trung binh s6 hoc cia cac ty 18 trc ché &
tAt ca cac con trong nhom nay.

Bang 8 thé hién ty 18 irc ché ciia mbi thé tiép hop chéng lai mARN PCSK9 gan.

Bang 8 Ty 16 tc ché cua cac thé tiép hop chdng lai mARN PCSK9

Cac thé| A 1 Eo
tiép hop So Ty 1€ tc ché %
the  48p |y 10 siPCSKalMIS | 79+ 4
hop 1

the 18P | 1 10_siPCSKHIMIS | 68+ 11
hop 2

the P | 1 10 siPCSKAIMIS | 81 +6
hop 4

the ~ HP | 1 10.5iPCSKeIMIS | 65 + 18
hgp 5

the U | 1 10-5iPCSKg4MSS | 56 + 22
hop 7

Nhu c6 thé thdy tir Bang 8, sau khi st dung mdt lidu 9 mg/kg, toan bd cac thé tiép
hop siARN déu thé hién ty 18 tGc ché 16n hon 56% doi v6i mARN PCSK9 vao ngay 15
sau khi st dung so v&i ngdy tht 7 trude khi sir dung, trong do thé tiép hop 1 va thé tiép
hop 4 du thé hién ty 18 tc ché 1én dén 79% va 81% d6i v6i mARN PCSKY trong md gan
NHP tuong tng.

(2-2) Phat hién lugng protein PCSK9 trong huyét thanh

Dbi voi NHP ma dugce cho st dung thé tiép hop 4, tién hanh 1y mau & tinh mach
vao ngay D-15, va D-9 va D1 twong tng trudce khi st dung, va tién hanh 14y mau & tinh
mach vao ngay D3, D8, D14, D22, va D29 tuong Ung sau khi st dung. Tién hanh léy mau
hang tuan sau d6 trong 18 tuan cho dén ngay D127.

Déi v6i NHP ma duoc cho dung thé tiép hop 1 hodc 7, tién hanh 1y mau & tinh
mach vao ngay D-14, va D-7 va D1 tuong tng truéc khi st dung, va tién hanh 1dy méu &
tinh mach vao cac ngay D4, D8, D15, D22, va D29 twong tng sau khi st dung. Tién hanh
14y mau hang tudn sau do trong 12 tudn cho dén ngay D85.

Huyét thanh duoc tach ra mdi miu trong s6 cac mau méu duge ldy & nhiét do
phong.

(2-2-1) Phat hién lugng protein PCSK9 trong huyét thanh ctia khi cynomolgus ma
duge cho sir dung thé tiép hop 4.
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Huyét thanh dugc thu gom vao cac ngay D-9, D8, D14, D85, D92, D99, D106 va
D120 sau khi st dung thé tiép hop 4 duge chon, va huyét thanh néu trén thu dugc & mdi
thoi diém duoc pha loding 25 1in bang tac nhan phan tng hiéu chinh pha lodng RDS5P (ty
1¢ pha loang 1:5) trong kit Human Proprotein Convertase 9/PCSK9 Quantikine ELISA
(cong ty R&D Systems, U.S., Cat No. DPC900), va mirc hép thu ctia mbi huyét thanh da
pha lodng & budce song 450 nm duoc phat hién bé“mg cach st dung thiét bi doc vi dia tu
dong hoan toan (cong ty SYNERGY™ MX, Biotek) theo cac quy trinh néu trong hudng
din st dung kit. Theo mdi ndng d9 pha loang ciia mAu chudn trong kit va gid tri hap thu
tuong Ung cua nd, dudng cong chun duoc 14p dd thi bing cach st dung ham hdi quy
tuyén tinh trong phan mém Graphpad 5.0, va thu dugc phuong trinh tuyén tinh twong tng:
Y = aX + b, trong d6 a la d6 déc cia duong thing da khop, va b 1a gia tri Y twong tng
(giao diém) khi X = 0. Lugng protein PCSK9 trong huyét thanh d4 pha lodng c6 thé duoc
tinh toan bang cach dua gi tri hép thu do dugc ciia mbi huyét thanh da pha lodng vao
phuong trinh néu trén. Luong protein PCSK9 trong huyét thanh thu dugc & mdi thoi
diém c6 thé thu duge theo cac 1an pha lodng.

Luong protein PCSK9 da chuin hoa = (lugng protein PCSK9 sau khi st
dung/luong protein PCSK9 trudc khi st dung)

Ty 16 tc ché dbi v6i muc biéu hién clia protein PCSK9 =(1-lugng protein PCSK9
sau khi str dung/luong protein PCSK9 trude khi str dung)>x100%;

trong d6 lugng protein PCSK9 truge khi sir dung la lugng protein PCSK9 vao
ngay D-9.

Luogng protein PCSK9 ¢ mdi thoi diém sau khi st dung duge chuin héa dya trén
lugng protein PCSK9 trude khi st dung; lugng protein PCSK9 trude khi st dung duge
xéc dinh 13 100%, va duoc thé hién 12 DO trén Fig.2; sau khi khi cynomolgus dugc tiém
duéi da mot lidu don 9 mg/kg thé tiép hop 4, lugng protein PCSK9 dugc chuin héa trong
huyét thanh & céc thoi diém khac nhau duoc thé hién trén Fig.2.

(2-2-2) Phat hién lugng protein PCSK9 trong huyét thanh ctia khi cynomolgus ma
duogc cho st dung thé tiép hop 1 hodc thé tiép hop 7

Lugng protein PCSK9 trong huyét thanh ctia khi cynomolgus ma dugc cho ding
thé tiép hop 1 hodc 7 dugc phat hién bang céch sir dung phwong phap gibng nhur trong
muc (2-2-1) ngoai trr 1a (1) huyét thanh cia D-14, D-7, D8, D15, D22, D29, D36, D43,
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D50, D57, D64 va D85 dugce chon; va (2) luong protein PCSK9 truée khi st dung la gia
tri trung binh sb hoc ciia hai lugng protein PCSK9 vao ngay D-14 va D-7. Sau khi khi
cynomolgus dugc tiém mét lidu duéi da 9mg/kg thé tiép hop 1 hodc 7, lugng protein
PCSK9 da chuén héa trong huyét thanh thu dugc & céc thoi diém khac nhau duoc thé
hién trén Fig.2.

Nhu c6 thé thiy tir Fig.2, vao ngdy 14 sau khi sir dung mot 1idu, thé tiép hop 4 cho
thiy ty 18 trc ché 14 16n hon 90% dbi v6i muc bidu hién cua protein PCSK9 trong huyét
thanh ctia NHP, va duy tri ty 18 &rc ché 16n hon 50% dbi voi muc biéu hién protein
PCSK9 cho dén tudn 12 sau khi st dung.

Déi vai thé tiép hop 7, vao ngay 22 sau khi sir dung mot lidu, da cho thiy ty 1& trc
ché 13 82% dbi v6i murc bidu hién cua protein PCSK9 trong huyét thanh ctia NHP, va duy
ri ty 18 trc ché 16n hon 66% dbi véi muc biéu hién cta protein PCSK9 cho dén tuan thtr 9
sau khi st dung.

Déi v6i thé tiép hop 1, vao ngdy 15 sau khi sir dung mdt lidu, da cho thay ty 1& trc
ché 1a 83% dbi v6i mirc biéu hién cua protein PCSK9 trong huyét thanh ctia NHP, va duy
tri ty 18 trc ché 16n hon 65% dbi v6i mire biéu hién ctia protein PCSK9 cho dén tuln thir 7
sau khi str dung.

(2-3) Phat hién luong lipit mau (LDL-c va CHO) trong huyét thanh

(2-3-1) Phét hién lugng lipit mau (LDL-c va CHO) trong huyét thanh ctia khi
cynomolgus ma dugc cho dung thé tiép hop 4

Huyét thanh thu dugc & mdi thoi diém sau khi st dung thé tiép hop 4 néu & muc
(2-2) dugc chon, va lugng lipit mau (LDL-c hogc CHO) trong huyét thanh thu dugc &
mdi thoi diém duoc do bang thiét bi phan tich héa sinh tw dong hoan toan (Hitachi 7060)
sit dung kit thir nghiém LDL-C (DENUO CH7538, Shanghai Zhicheng Biotechnology
Co., Ltd.) hodc kit thtr nghiém CHOL (DENUO CH7532, Shanghai Zhicheng
Biotechnology Co., Ltd.) theo céc quy trinh néu trong hudng dan st dung.

Luong lipit mau chuédn hoa = (luong lipit mau sau khi st dung/lugng lipit mau
trude khi st dung) x 100%.

Ty 18 wc ché so véi lipit mdu = (1 - luong lipit mau sau khi sir dung/luong lipit

mau trude khi st dung) x 100%.
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Trong d6, lugng lipit mau trude khi st dung la gid tri trung binh s6 hoc cua ba
luong lipit mau vao cac ngay D-15, D-9 va D1 trudce khi sir dung; va luong lipit mau
dugc dung dé chi LDL-c hoic CHO.

Luong lipit mau & mbi thoi diém sau khi sit dung dugc chudn héa dya trén luong
lipit m4u trudc khi st dung; lugng lipit mau trude khi sit dung duge xac dinh 1a 100%, va
duge thé hién 1a DO trén Fig.3 va Fig.4.

Sau khi khi cynomolgus dugc tiém mot lidu dudi da 9 mg/kg thé tiép hop 4, luong
LDL-c d4 chuén hoa va lugng CHO da chuén héa trong huyét thanh & cac thoi diém khac
nhau dugc thé hién trén Fig.3 va Fig.4 tuong Gng.

(2-3-2) Phat hién lugng lipit mau (LDL-c va CHO) trong huyét thanh cta khi
cynomolgus ma dugc cho dung thé tiép hop 7

Luong lipit mau (LDL-c va CHO) trong huyét thanh ctia khi cynomolgus ma duoc
cho ding thé tiép hop 7 duge phat hién bang cach st dung phuong phéap gidng nhu néu
trong myc (2-3-1) ngoai trir 1a (1) huyét thanh thu duge & mdi thoi diém sau khi st dung
thé tiép hop 7 néu & muc (2-2) dugc chon dé phat hién lipit mau; va (2) luong lipit mau
trude khi st dung 1a trung binh sb hoc ctia ba lugng lipit mau vao cac ngay D-14, D-7 va
D1 truée khi st dung. Sau khi khi cynomolgus dugc tiém mot lidu dudi da 9 mg/kg thé
tiép hop 7, lugng LDL-c da chuén hoa va lugng CHO da chudn hoa trong huyét thanh thu
duoc & cac thoi diém khic nhau duge thé hién trén Fig.3 va Fig.4 tuong Ung.

Nhu duoc thé hién trén Fig.3, tir ngdy thit 14 sau khi st dung, thé tiép hop 4 cho
thdy tic dung tc ché dang ké dén LDL-c. Vao ngay 22 sau khi sir dung, thé tiép hop 4
cho théy t¥ 18 trc ché lén dén 64% dbi véi LDL-c. Thé tiép hop 4 duy tri ty 1¢ tic ché lon
hon 50% d6i v6i LDL-c tir tudn thr 2 dén tuan thir 11 sau khi st dung. Luong LDL-c
trong huyét thanh ctia NHP ma dugc cho dung thé tiép hop 4 tiép tuc thap hon luong thu
dugc trude khi st dung trong khoang thoi gian quan sat 1a 127 ngay.

Déi voi thé tiép hop 7, vao ngdy 22 sau khi st dung mot lidu, thé tiép hop 7 thé
hién ty 18 trc ché bing 36% d6i v6i LDL-c. Thé tiép hop 7 duy tri ty 18 e ché bang 30%
d6i véi LDL-c tir tuin thtr 2 dén tudn thtr 4 sau khi st dung. Luong LDL-c trong huyét
thanh ctia NHP ma duoc cho ding thé tiép hop 7 tiép tuc thip hon lugng thu duge trude

khi sir dung trong khoang thoi gian quan sat1a 11 tuan.
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Nhu dugc thé hién trén Fig.4, tir ngay tht 14 sau khi sir dung mot lidu, thé tiép
hop 4 ciing thé hién tac dung trc ché dang ké dbi véi CHO. Vao ngdy 22 sau khi sir dung,
thé tiép hop 4 thé hién ty 18 rc ché 1én dén 38% dbi voi CHO. Thé tiép hop 4 duy tri ty 16
trc ché 16n hon 30% ddi v6i CHO tir tudn thir 2 dén tudn thir 8 sau khi st dung. Lugng
CHO trong huyét thanh cia NHP ma dugc cho dung thé tiép hop 4 tiép tuc thip hon
lugng thu dugc trude khi st dung trong khoang thoi gian quan sat 1a 127 ngay.

Déi véi thé tiép hop 7, vao ngay 22 sau khi sir dung, thé tiép hop 7 thé hién ty 16
tic ché bing 38% dbi véi CHO. Thé tiép hop 7 duy tri ty 18 Grc ché vé co ban 16n hon 30%
dbi voi CHO tir tudn thir 2 dén tudn tht 8 sau khi sit dung. Luong CHO trong huyét thanh
ctia NHP ma dugc cho ding thé tiép hop 7 tiép tuc thap hon lugng thu dugc trude khi st
dung trong khoang thoi gian quan sat la 11 tuan.

(2-4) Céc xét nghiém mau dinh ky va chirc ndng dong mau trude va sau khi choc
gan

Truéc va sau khi choc gan, khi ma d@ dugc cho dung thé tiép hop 4 hodc 5 duogc
ldy mau & tinh mach. Méu dinh ky va chtc ndng déng mau dugc phat hién bang cach str
dung thiét bji phan tich huyét hoc nim loai tw dong hoan toan (ADVIA 2120/ADVIA
2120i, Siemens company, Germany) va thiét bi phan tich chtrc ning dong méu tu dong
hoan toan (CA-7000/CS-2000i, Sysmex company, Japan) twong Gng. Cac két qua chi ra
rang viéc st dung mdi thé tiép hop khong tac dong déng ké dén mau dinh ky va chuc
ning dong mau, so v4i trude khi s dung, chung t6 la cac thé tiép hop siARN theo sang
ché c6 d6 an toan sinh hoc tdt.

Vi du thir nghiém 3: Péanh gia doc tinh cta cac thé tiép hop siARN & chudt cdng va chudt
nhit

Trong vi du thir nghiém nay, cac phin Gng doc dbi voi cac thé tiép hop siARN
theo sang ché & cac dong vat nho duge danh gia bing cach quan sit cdc phan Gng doc
lam sang & chudt cdng hoic chudt nhit ma d3 duoc cho dung thé tiép hop 1, 4 hodc 7,
phat hién khéi lugng gan, xét nghiém mau dinh ky, xét nghiém sinh héa mau, lipit mau
va céc chi thi khac, va tién hanh céc xét nghiém giai phau hoc vi md va md hoc.

(3-1) Péanh gié tinh doc & chudt cong

(3-1-1) Thtr nghiém tinh doc & chudt céng SD ma da dugce cho dung thé tiép hop 1
hoac 4
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Chudt céng SD loai SPF 6-9 tudn tudi va c6 can nang 210-250 g (dugc mua tlr
Beijing Vital River Laboratory Animal Technology Co., Ltd., s6 1i xang san xuét: SCXK
(Beijing) 2016-0011 hodc SCXK (Beijing) 2016-0006), déu 1a chuot duc, dugc chia lam
ba nhom theo cén nidng cta chung, mdi nhém 5 con. Cac con chudt céng duoc tiém dudi
da thé tiép hop 1, thé tiép hop 4 hoic dbi chimg 1xPBS (pH 7,4) riéng r&. Liéu thé tiép
hop dugc tinh todn dya vao cén ning. M3di thé tiép hgp duge chuén bi véi 1xPBS (pH 7,4)
thanh dung dich 60 mg/ml, thé tich sir dung 1a 5 ml/kg, va lidu dung 12 300 mg/kg.

Sau khi dung dudi da mdt lidu, cac chi sb sau duogc phat hién:

(1) Danh gia tinh trang chung: ddnh gia tinh trang chung hai ngay mot lan;

(2) Can ning: can ning dugc do vao ngay D1 trude khi sir dung, D3, D6, D10 va D14
sau khi st dung, va D15 (khi tién hanh giai phau);

(3) Luong thtac &n dua vao co thé: lugng thirc 4n dua vao co thé dugc danh gia vao
ngay D2-3, D6-7 va D12-13 tuong Ung;

(4) Huyét hoc: Vao ngay D15 truée khi tién hanh giai phiu, 1,9 ml mau dugc 14y ra tir
dong mach chd & bung cia chudt céng, trong d6 1,0 ml mau mau dugc chéng dong
béng EDTA-K2, va méu toan ph?ln duogc tiém truc tiép dé phat hién céc chi sb té
bao hoc trong méu sau day: s& lwong hdng cdu (RBC), s6 Iugng bach cau (WBC),
s6 luong tiéu cu (PLT), hemoglobin (HGB), hematocrit (HCT), thé tich tiéu thé
trung binh (MCV), hemoglobin tiéu thé trung binh (MCH), ndéng dd hemoglobin
tiéu thé trung binh (MCHC), luong hdng cau luéi (RET), ty 1& phn tring hdng ciu
ludi (RET%), lugng va ty 1€ phan trim bach cau trung tinh (NEU), luong va ty 1€
phdn trdm t& bao lympho (LYM), lugng va ty 1& phan trim bach cau don nhan
(MONO), lugng va ty 1& phin tram bach ciu ua eosin (EOS), va luong va ty 1&
phdn trim bach cdu ua bazo (BASO); va 0,9 ml mAu mau con lai duge chdng dong
bing natri xitrat va duoc ly thm & tbe 6 1800xg & nhiét do 15°C dén 25°C trong
10 phut dé tach huyét twong dugc ding dé phat hién thoi gian dong méu (thoi gian
prothrombin (PT) va thoi gian thrombin hoat h6a mot phan (APTT));

(5) Hoa sinh mau: sau khi sit dung, 0,6 ml mau duoc léy tr tinh mach canh cua chudt
cbng vao ngay D2, va 3 ml mau duge 14y tir dong mach chu & bung cia chudt cbng
vao ngay D15 trude khi gidi phdu; cic mAu mau, khong mAu ndo trong sb ching

duoc chéng dong, dugc ly tdm & tbc do 1800x g tai nhiét do ndm trong khoang tir

146



49975 147/281

15°C dén 25°C trong 10 phut va huyét thanh duoc tach ra & danh gia cac chi sb
sinh héa clia mau gém phosphataza kiém (ALP), alanin aminotransferaza (ALT),
aspartat aminotransferaza (AST), creatin kinaza (CK), lactat dehydroaza (LDH),
y-glutamy] transpeptidaza (GGT), ure (Urea), creatinin (Crea), ndng do ion natri
(Na*), ndng d ion kali (K*), ion clorua (CI), glucoza huyét (GLU), bilirubin tdng
s6 (TBIL), protein tbng s6 (TP), albumin (ALB) va ty 1& albumin/globulin (A/G).
(6) Xét nghiém giai phau hoc vi mé va md hoc: Cac con chudt duoc giai phiu vao
ngay D15, mdi co quan dugc cin, va xét nghiém md hoc duge tién hanh.
(3-1-2) Thir nghiém tinh ddc & chudt cbng SD ma da duoc cho dung thé tiép hop 7
Tinh doc & chudt cdng SD ma duge cho dung thé tiép hop 7 duge phét hién bang
céch sit dung phuong phap giéng nhu néu trong muc (3-1-1) ngoai trir 13 thé tiép hop 4
duoc thay thé bang thé tiép hop 7; thé tiép hop 7 duoc thay thé bing 1xPBS (pH 7,4)
thanh dung dich 20 mg/ml va dung dich 6 mg/ml twong tmg; thé tich sir dung 12 5 ml/kg,
va liéu ding 1a 100 mg/kg va 30 mg/kg twong Gng. Dbi véi chi sé (5) cta héa sinh mau,
mau duoc 14y ra vao ngay D8 va D15 twong Gng trude khi giai phiu sau khi st dung.
Céc két qua chi ra ring khong thé tiép hop nao trong sb cac thé tiép hop thé hién
tinh doc rd rang & chudt cong.
(3-2) Dénh gia tinh ddc & chudt nhét
Mbi nhém gdm 10 con chudt nhit ICR loai SPF ¢6 d6 tudi tir 5 dén 6 tudn (dugc
mua tr SPF (Beijing) biotechnology co., LTD.), mét ntta trong s6 chung 1a con duc, duogc
tiém dudi da thé tiép hop 1, thé tiép hop 4 hoic thé tiép hop 7. Tién hanh st dung mot 1an
mat tudn trong 2 tuan lién tiép, tdng cong 3 14n (vao cac ngay D1, D8 va D15 tuong tng).
Liéu thé tiép hop duoc tinh toan dwa vao can ning. Mbi thé tiép hop duoc chuin b véi
1xPBS (pH 7,4) thanh dung dich 30 mg/ml, thé tich sir dung 14 10 ml/kg, va liéu dung la
300 mg/kg.
Sau khi sir dung 3 1an, phat hién céc chi s sau:
(1) Péanh gia tinh trang chung: danh gia tinh trang chung mot ngay mét lan;
(2) Can ndng: Can ndng dugc do vao ngay D1, D8 va D15, va trudce khi st dung va
ngdy D16 (khi tién hanh giai phiu) twong tmg;
(3) Lugng thiic dn dua vio co thé: lwong thirc dn dwa vao co thé duge danh gia hang

tuan;
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(4) Xét nghiém hoa sinh mau: Vao ngay D16 khi tién hanh giai phiu, 1 ml méu
duoc 14y ra bang loai bé nhan ciu, va khong dugc chéng déng; dau tién mau duge G &
nhiét d6 37°C trong 60 pht, va sau d6 ly tdm & nhiét d¢ 4°C & tdc d6 3000 rpm trong 15
phut dé thu dwgc huyét thanh dé dénh gia hoa sinh méu; céc chi sb xét nghiém 1a giéng
nhu céc chi sb xét nghiém hoa sinh mau trong xét nghiém tinh doc & chudt céng.

(6) Xét nghiém gidi phiu hoc vi md va md hoc: Céc con chudt duge gidi phiu vao
ngay D16, mdi co quan duge cin, va xét nghiém mo hoc duoc tién hanh.

Céc két qua chi ra ring khéng thé tiép hop nao trong 36 cac thé tiép hop thé hién
tinh ddc ré rang & chudt nhit.

Cac két qua trén day chi ra ring céc thé tiép hop theo sang ché c6 do 6n dinh sinh
hoc tdt.

Mot vai phuong an theo sang ché duge mo ta chi tiét trén d4y, tuy nhién sang ché
khong bi gidi han & cdc mo ta chi tiét cu thé néu trong cac phwong an trén. Nhiéu thay
d6i don gian d6i voi cac giai phap k§ thuat theo sang ché c6 thé dugc dua ra trong pham
vi sang ché, va cac thay dbi don gian nay ciing thudc pham vi cia sang ché.

Can luu ¥ ring mdi ddu hidu k¥ thuat trong s6 cac déu hiéu k¥ thuat cy thé duoc
bdc 10 trong cac phuong an trén co thé dugc két hop theo cach thich hgp bét ky dugc dé
xuit ma khong gy ra mau thuin nao. P& tranh cac doan 1ap khong cin thiét, cac cach két
hop ¢6 thé c6 khong duge mo ta trong séng ché.

Ngoai ra, nhiéu phuong 4n khéc theo séng ché ciing c6 thé duge két hop mién 13

khong ndm ngoai pham vi ctia sang ché, ma nén dugc coi 1a phan mo ta cla sang ché.
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YEU CAU BAO HQ

1. Thé tiép hop sIARN dé trc ché sw bidu hién yen PCSK9 trong cac t€ bao gan, trong d6
thé tiép hop nay c6 cu triic nhu dugce thé hién boi cong thire (308):

l\|/|1 Rs l\l/|1 |\|/|1
||—1 R1o ||T2 TH ||-1 IT12 T
| Ly ] (o by
T é? Tl or NG N Tms s
Ri3 Rig Ris

Cong thac (308),
- trong do:

nl 1a mot sé nguyén nam trong khoang tir 1 dén 3, va n3 1a mot sb nguyén nim
trong khodng tr 0 dén 4;

mdi m1, m2, hoic m3 ddc 14p voi nhau la mot sd nguyén nam trong khoéng tir 2
dén 10;

Rio, Ri1, Ri2, Ris, Rug, hodc Ris doc lﬁp‘vc’ri nhau 12 H, hodc dugc chon tir nhém
bao gdm Ci-Cio alkyl, Ci-Cio haloalkyl, va Ci-Cio alkoxy;

R; 13 nhém ¢6 cAu tric nhu duge thé hién bdi cong thirc (A59):

E1__ —0

Nu  (A59)

trong do,

E: 1a OH, SH hodc BHz;

Nu la siARN;

siARN bao gdbm mach c6 nghia va mach dbi nghia; mdi nucleotit trong siARN ddc
1ap 1a nucleotit dugc cai bién hodc khong duge céi bién; trong d6 mach c6 nghia bao gbm
trinh ty nucleotit I, va mach dbi nghia bao gf“)m trinh tu nucleotit IT; trinh ty nucleotit I va
trinh tu nucleotit II it nhit bd sung nguge mot phan dé tao thanh ving mach kép; trinh tu

nucleotit I va trinh tu nucleotit II 1a cac trinh ty dugc chon tir mot trong s6 cac nhom 1)-vi)
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sau:

i) trinh tu nucleotit I va trinh ty nucleotit nhu dugc thé hién béi SEQ ID NO: 1 ¢6
chiéu dai tvong duong nhau va khac nhau khong qué 3 nucleotit, va trinh ty nucleotit II
va trinh tu nucleotit nhu duogc thé hién bdi SEQ ID NO: 2 ¢6 chiéu dai twong duong nhau

va khac nhau khong qué 3 nucleotit:
5’- AAGCAAGCAGACAUUUAUZ; -3’(SEQ ID NO: 1);

5°- Z2AUAAAUGUCUGCUUGCUU -3’(SEQ ID NO: 2),

trong do, Z11aCva Z;1a G, va

trinh tu nucleotit I bao gém nucleotit Z3 & vi tri twong ung v&i Zi; trinh tu
nucleotit II bao gém nucleotit Z4 & vi tri twong Ung v6i Za, trong d6 Z4 13 nucleotit thir
nhit & dau 5' cia mach ddi nghia;

ii) trinh tu nucleotit I va trinh ty nucleotit nhu dugc thé hién béi SEQ ID NO: 61
¢6 chiéu dai twong duong nhau va khac nhau khong qué 3 nucleotit, va trinh tu nucleotit
II va trinh ty nucleotit nhu dugc thé hién bsi SEQ ID NO: 62 ¢6 chiéu dai twong duong
nhau va khac nhau khéng qué 3 nucleotit:

5°- UUUGUAGCAUUUUUAUUAZs -3° (SEQ ID NO: 61);
5°- ZJUAAUAAAAAUGCUACAAA -3’ (SEQ ID NO: 62),

trong do, ZslaAva Zyla U, va

trinh ty nucleotit I bao gdm nucleotit Z7 & vi tri twong Gng v&i Zs; trinh tu
nucleotit IT bao gdm nucleotit Zg & vi tri twong Gng v&i Ze, trong d6 Zg 12 nucleotit thi
nhét & ddu 5' ciia mach dbi nghia;

iii) trinh tu nucleotit I va trinh ty nucleotit nhu dugc thé hién béi SEQ ID NO: 121
¢6 chiéu dai twong dwong nhau va khac nhau khdng qua 3 nucleotit, va trinh tu nucleotit
II va trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién boi SEQ ID NO: 122 ¢6 chiéu dai twong duong
nhau va khac nhau khong qué 3 nucleotit:

5°- GCCUGGAGUUUAUUCGGAZy -3’ (SEQ ID NO: 121);
5°- Z10UCCGAAUAAACUCCAGGC -3’ (SEQ ID NO: 122),

trong do, Zola Ava Ziola U, va

trinh tu nucleotit I bao gém nucleotit Zj1 & vi tri twong ung véi Zo; trinh tu
nucleotit IT bao gdm nucleotit Z12 & vi tri twong tng v6&i Zio, trong d6 Zi2 14 nucleotit thir

nhat & dau 5' cia mach doi nghia;
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iv) trinh tu nucleotit I va trinh tu nucleotit nhu duoc thé hién béi SEQ ID NO: 181
c¢6 chidu dai twong dwong nhau va khéc nhau khong qua 3 nucleotit, va trinh ty nucleotit
II va trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién béi SEQ ID NO: 182 cé chiéu dai twong duong
nhau va khac nhau khong qué 3 nucleotit:

5°- CUGUUUUGCUUUUGUAACZ13 -3’ (SEQ ID NO: 181);
5°- Z14GUUACAAAAGCAAAACAG -3’ (SEQ ID NO: 182),

trong do, Z131laUvaZis1a A, va

trinh tu nucleotit I bao gém nucleotit Z1s & vi tri twong Gng véi Zi3; trinh tu
nucleotit II bao gdm nucleotit Zi¢ & vi tri twong tng véi Zi4, trong d6 Zie la nucleotit thir
nhét.& ddu 5' ciia mach ddi nghia;

. V) trinh tu nucleotit I va trinh tyr nucleotit nhu duoc thé hién bai SEQ ID NO: 241
¢6 chidu dai twong duong nhau va khéc nhau khong qué 3 nucleotit, va trinh tu nucleotit
II va trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién boi SEQ ID NO: 242 ¢6 chiéu dai twong duong
nhau va khac nhau khdng qué 3 nucleotit:

5. GGUUUUGUAGCAUUUUUAZ7 -3’ (SEQ ID NO: 241);
5°- Z1sUAAAAAUGCUACAAAACC -3’ (SEQ ID NO: 242),

trong do, Z171aUva Zisla A, va

trinh tu nucleotit I bao gdm nucleotit Zio & vi tri twong Gmg véi Zi7; trinh ty
nucleotit IT bao gdm nucleotit Zao & vi tri tuong ng vdi Zis, trong d6 Zao 1a nucleotit thir
nhéit & dau 5' cia mach dbi nghia; va

vi) trinh tw nucleotit I va trinh ty nucleotit nhu dugc thé hién bsi SEQ ID NO: 301
¢6 chidu dai twong duong nhau va khéc nhau khong qua 3 nucleotit, va trinh ty nucleotit
I va trinh tu nucleotit nhu dugce thé hién bai SEQ ID NO: 302 ¢6 chiéu dai twong duong
nhau va khéc nhau khong qué 3 nucleotit:

5. GUGACUUUUUAAAAUAAAZ, -3’ (SEQ ID NO: 301);
5°- Z,»UUUAUUUUAAAAAGUCAC -3’ (SEQ ID NO: 302),

trong d6, Zo11aAvaZplaU, va

trinh tu nucleotit I bao gém nucleotit Z»3 & vi tri twong Gng v6i Zai; trinh tu
nucleotit II bao gdm nucleotit Z>4 & vi tri twong tng v6i Za, trong d6 Zz4 la nucleotit thir
nhét & dau 5' ciia mach dbi nghia;

R, 14 alkylen mach thing c6 chiu dai gdm tir 1 dén 20 nguyén tt cacbon, trong d6
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mot hodc nhiéu nguyén ti cacbon tiy ¥ duoc thay thé bang mét hoic nhiéu nhém bat ky
duoc chon tir nhém bao gém: C(0), NH, O, S, CH=N, S(0), C»-Cy0 alkenylen, C,-Cio
alkynylen, C¢-Cio arylen, C3-Cis heteroxyclylen, va Cs-Cio heteroarylen; va trong d6 R»
tly ¥ ¢6 mdt hodc nhidu nhém thé bit ki dugc chon tir nhém bao gbm: Ci-Cio alkyl,
Cs-Cio aryl, Cs-Cio heteroaryl, Ci-Cio haloalkyl, -OC;-Cio alkyl, -OCi-Cio alkylphenyl,
-C1-Cyo alkyl-OH, -OC;-Cio haloalkyl, -SCi-Cyo alkyl, -SCi1-Cio alkylphenyl, -Ci-Cio
alkyl-SH, -SCi-Cio haloalkyl, halo, -OH, -SH, -NHj, -Ci-Cyo alkyl-NHz, -N(Ci-Cio
alkyl)(C1-Cio alkyl), -NH(Ci-Cio alkyl), -N(Ci-Cio alkyl) (Ci-Cio alkylphenyl),
-NH(Ci-Cio alkylphenyl), xyano, nitro, -CO;H, -C(O)O(Ci1-Cio alkyl), -CON(Ci-Cio
alkyl)(Ci-Cio alkyl), -CONH(Ci-Cio alkyl), -CONH2, -NHC(O)(Ci-Cio alkyl),
-NHC(O)(phenyl), -N(Ci-C1o alkyl)C(O)(Ci-Cio alkyl), -N(Ci-Cio alkyl)C(O)(phenyl),
-C(0)Ci-Cyo alkyl, -C(0O)Ci-Cio alkylphenyl, -C(O)C1-Cio haloalkyl, -OC(O)Ci-Cio alkyl,
-SO2(Ci1-Cio alkyl), -SOa(phenyl), -SO2(C-Cio haloalkyl), -SO2NHaz, -SO2NH(Ci-Cio
alkyl), -SO:NH(phenyl), -NHSO»(Ci-Cio alkyl), -NHSO2(phenyl), va -NHSO2(C1-Cio
haloalkyl);

mdi L doc 14p 1a alkylen mach thing co chiéu dai gdm tir 1 dén 70 nguyén tir
cacbon, trong d6 mot hodc nhiéu nguyén tir cacbon tlly y duge thay thé bang mot hodc
nhiéu nhém bét ky duge chon tir nhém bao gém: C(0), NH, O, S, CH=N, S(O)2, C2-C1o
alkenylen, C»-Cio alkynylen, Cg¢-Cio arylen, C;-Cis heteroxyclylen, va Cs-Cio
heteroarylen; va trong d6 L tuy y c6 mot hodc nhiéu nhom thé bt ky duoc chon tir nhém
bao gém: C1-Cio alkyl, C¢-Cio aryl, Cs-Cio heteroaryl, Ci-Cyo haloalkyl, -OCi-Cio alkyl,
-OC;-Cio alkylphenyl, -Ci-Cio alkyl-OH, -OC;-Cio haloalkyl, -SC;-Cio alkyl, -SC1-Cio
alkylphenyl, -Ci-Cio alkyl-SH, -SCi-Cio haloalkyl, halo, -OH, -SH, -NHa, -Ci-Cio
alkyl-NHa, -N(Ci-Cio alkyl)(Ci-Cio alkyl), -NH(Ci-Cio alkyl), -N(Ci-Cio alkyl)(Ci-Cio
alkylphenyl), -NH(Ci-Cio alkylphenyl), xyano, nitro, -COH, -C(O)O(Ci-Cio alkyl),
-CON(C1-Cio alkyl)(Ci-Cio alkyl), -CONH(Ci-Cyo alkyl), -CONH,, -NHC(O)(Ci-Cio
alkyl), -NHC(O)(phenyl), -N(Ci-Cio  alky)C(O)(Ci-Cio  alkyl), -N(Ci-Cio
alky)C(O)(phenyl), -C(O)Ci-Cio alkyl, -C(O)Ci-Cio alkylphenyl, -C(O)Ci-Cio haloalkyl,
-OC(0)Ci-Cyo alkyl, -SO2(C1-Cip alkyl), -SOa(phenyl), -SO2(Ci-Cio haloalkyl), -SO2NHa,
-SO;NH(C;-Cio alkyl), -SO2NH(phenyl), -NHSO2(C-Cyo alkyl), -NHSOa(phenyl), va
-NHSO2(C1-Cio haloalkyl);
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~nrld vitrf ma mot nhém duoce lién két cong hoa tri; va M, 1a nhém huéng
dich;

trong d6, mdi nhém huéng dich doc 1p 1a phbi tr ma gin két véi thu thé
asialoglycoprotein trén bé mit ctia té bao gan ctia dong vat c6 vii; hodc

mdi nhém trong s cac nhom huéng dich doc 1ap 1a asialoglycoprotein hodc
sacarit; hodc

mdi nhém trong sé cac nhém huéng dich doc 1ap duge chon tir nhom bao gém
D-mannopyranoza, L-mannopyranoza, D-arabinoza, D-xylofuranoza, L-xylofuranoza,
D-glucoza, L-glucoza, D-galactoza, L-galactoza, o-D-mannofuranoza,
B-D-mannofuranoza, a-D-mannopyranoza, p-D-mannopyranoza, a-D-glucopyranoza,
B-D-glucopyranoza,  a-D-glucofuranoza, B-D-glucofuranoza,  a-D-fructofuranoza,
o-D-fructopyranoza, a-D-galactopyranoza, B-D-galactopyranoza, a-D-galactofuranoza,
B-D-galactofuranoza, glucosamin, axit sialic, galactosamin, N-axetylgalactosamin,
N-trifloaxetylgalactosamin, N-propionylgalactosamin, N-n-butyrylgalactosamin,
N-isobutyrylgalactosamin,
2-amino-3-0-[(R)-1-carboxyetyl]-2-deoxy-B-I)-glucopyranoza,
2-deoxy-2-metylamino-L-glucopyranoza,
4,6-dideoxy-4-formamido-2,3-di-O-metyl-D-mannopyranoza,
2-deoxy-2-sulfoamino-D-glucopyranoza, axit N-glycolyl-a-neuraminic,
5-thio-B-D-glucopyranoza, metyl
2,3 ,4-tris-O-axetyl- 1-thio-6-O-trityl-a-D-glucopyranoside, ~ 4-thio-B-D-galactopyranoza,
etyl 3,4,6,7-tetra-O-acetyl-2-deoxy-1,5-dithio-a-D-glucoheptopyranoside,
2,5-anhydro-D-allononitril, riboza, D-riboza, D-4-thioriboza, L-riboza, L-4-thioriboza;
hoidc

it nhdt mot hodc mdi nhém trong s6 cdc nhém huéng dich 1a galactoza hodc

N-axetylgalactosamin.

2. Thé tiép hop siARN theo diém 1, trong d6 mdi L1 ddc 1ap dugc chon tir nhém bao gom
cac cong thirc (A1)-(A26) va td hop bat ky clia ching:
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f\/‘\f‘
T:
PaAVaV,l
Favavy
ZT
oS
[Vavavy
ZA
[Vavavy
VaVaval
o
VaVaVa

(A1) (A2) (A3) (A4)
ﬁ f
H
s o g yoo—s fo—ed e
(AS) (A6) (A7) (A3)
Hy Hy
g——NH—CHz——g 3—(—CH2§J,T§ §—0+c —C _Oté,
(A9) (A10) (A1)
——NH—CH—C—— z N G % T)
g F|za L‘ é, I‘?b ! , %——ﬂ—c—'ﬂ—?
(A12) (A13) (Al4)

e g_Q%_H_% Q’Q:\Q‘_I—E,

(A15) (A16) (A17)
(6]
W ”\/\5 z/i } )Kf
(A18) (A19) (A21)

céf><_s\ff st—s\y,éy‘\/s—s\g‘,

(A22) (A23) (A24)

(A25) (A26)
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trong do,

m&i j1 doc 1ap 1a mot sé nguyén ndm trong khoang tir 1 dén 20; mdi j2 doc lap 1a
mot s6 nguyén nim trong khoang tur 1 dén 20,

mdi R’ doc 14p 1a Ci-Cyo alkyl;

mdi Ra doc 14p dugc chon tr nhém bao gém cdc nhom cé cac cong thuic

(A27)-(A45) hoic td hop bét ky cia ching:

[VaVaVaVys
[VaVaVals J\f’\,\, CH2
‘ HaC——CH CHy
NaVaVaVs CH, I
S A SN, VoV Vs , CH, S
\ } . | PN e CH\ I
H ,‘Y~“ECH3', HsC CH3’ H3C CH3’ CH3’ CH3,
(A27)  (A28) (A29) (A30) (A31)  (A32)
[VaVavaVys
Favav¥ava ‘
\ CH,
H,C / NH
[VavaVaVs [VaVaVaVs
I [VaVaVavg l
clez ’ CH,
CH
o oon, w0 eH, sH . on
(A33) (A34) (A35) (A36)  (A37)
[VaVaVavy
NaVaVaV; l NaVaVaVs
le CH, T N‘W CH,
(|3H2 CH, CIJHz CH,
C C ] C
™ ™
N \0, N \O, , o \o, Ho \o,
(A38) (A39)  (A40) (A41) (A42)
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[VaVaVaVy
[VaVaVaVy
CH,
CH, |
CH,
CH,
CH, [VaVaVavy
¢H, ILH
CH, J::NH / NH

NH, NH, hoic N_J

b

(A43) (A44) (A45)

mdi Rb ddc 1ap 1a Ci1-Cio alkyl;

hoac L1 dugce chon tir cac td hop lién két ctia mot hodc nhiéu trong sb cac cong
thic (A1), (Ad), (AS), (A6), (AB), (A10), (A1l), va (A13);

hodc L1 dugc chon tir cac t6 hop lién két gbm it nhét hai cong thitc trong sb cac
cong thirc (A1), (A4), (A8), (A10), va (All);

hodc L1 dugc chon tir cac t6 hop lién két gdm it nhét hai cong thitc trong s6 cac
cong thirc (A1), (A8) va (A10);

hoic L1 ¢6 chidu dai gdm 3 dén 25 nguyén tir;

hoic L1 ¢6 chidu dai gdm 4 dén 15 nguyén tir;

e 13 Vi trf noi ma mot nhom duge lién két cong hoa tri.

3. Thé tiép hop siARN theo diém 1 hoic 2, trong do6 mdi m1, m2 hodc m3 doc 1ap voi

nhau 12 mot s6 nguyén nam trong khoang tir 2 dén 5, va/hosic m1 = m2 = m3.

4. Thé tiép hop siARN theo diém bt ky trong sb cic diém tir 1 dén 3, trong d6 Rz bao
gdm ca vi tri lién két voi nguyén ti N trén khung 6 nito va vi tri lién két v6i nguyén tir P
trén nhém R3; hodc

trén nhom Ry, vi tri 1ién két voi nguyén tir N trén khung c6 nito tao thanh lién két
amit v6i nguyén t N, va vi tri lién két v6i nguyén tit P trén nhém Rs tao thanh lién két
phosphoeste v6i nguyén tix P;

hotic Ry 12 nhém c¢6 ciu triic nhu dugce thé hién bsi cong thire bat ky trong s céc
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cong thire (B5), (B6), (B5°) hoic (B6”),

T
0
. °—
HO H
o 21 0 OH
e, 0 ;

(B5) (B6)
, g2 | ML,
(B57) (B6")

trong 46~~~ 14 vi tri trong d6 nhém nay duoc lién két cong hoa tri; va

q2 14 mét s nguyén nam trong khoang tur 1 dén 10.

5. Thé tiép hop SIARN theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 4, trong d6 the tiép
hop nay cé cAu tric nhu dugc thé hién béi cong thirc (403), (404), (405), (406), (407),
(408), (409), (410), (411), (412), (413), (414), (415), (416), (417), (418), (419), (420),
(421), hodc (422):

OH _OH

o]
HO o\/\%m{

NHAc o)

Cong thirc (403)

157



49975 158/281

OH_OH y 0
o
NHAc o

OH OH

Hogigéi/O\J/\v/\Trn\v/\w/u“

N
0=P-OH
N%

OH_oH °

HOSSE;K/O\/”\V/\N/H\//\V/H—NH

NHAc o

Cong thuc (404)

OH OH 4 O
-0
Hoghvow/\n/"'\)’\w
NHAc )
OH OH H o
(0] Nu
(o} N N
HO \/\/\n/ \/“_ O=I|°—OH
NHAc o o 6
e
0
OH OH ’ 0
(o]
HOgWOM\/\H/N\)LNH
NHAc o)
Cong thuc (405)
OH OH o
0 H\/\/\)j\
HO 0\/\/\H/N NH

OH OH o
o H\/\/\/U_
HO o\/\/\n/N NH
(o}

NHAc

Cong thue (406)
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OH oH
(o]
HO O\J/\\/“\/”\W~NH
NHAc o}
OH _OH
(o]
HO O\/A\/»\//\W‘N Nu
NHAc o O=?—0H
HO (o]
N’—g_/
(e}
OH OH
o
HO%O\/\/\/\”_NH
NHAc fo)
Cong thuac (407)
OH OH o
O \/\/\)J\
- " NHAc

OH OH
° \/\/\/u\
HOEIE%TL/O

N
NHAc OIE—OH
HO O
j;
N
H

OH OH
HOEég;Sx/O\V/A\¢/\\/JL\
NHAc
Cong thurc (408)

OH OH o

HOSSE;K/O\J/\V/\\/~\/K\N

NHAc
OH_OH

X

(o]

ruﬁXf;gi/O\V/N\//\\/»\v/u\

N
NHAc OZ?—OH
HO O
l%
N
H

OH _oH

HoEigégx/oxv/“\//\\//\\/ﬂ\

NHAc
Cong thire (409)

159

159/281



49975 160/281

OH OH
o
HO O\v/\\//\V/A\V/«]r—NH
NHAc 0o
OH OH
o
HO o Nu

NHAC\V/\\/A\//\V/\W_

OH _OH
Ho X 0
NHAc 0o
Coéng thuc (410)

OH OH o)

° \V/“\¢/\\/”\V/A\/)L\
HOSSE}A/O NH

NHAc
OH OH - o

HoSSE;K/O\//\V/\V/\\/A\/J\

N
NHAc O=?—OH
HO o)
i;
N
H

OH OH fo}

HoSS;;&/O\V/\\/A\//\v/*\/ﬂ\

NHAc
Cong thuc (411)
OH _OH

H
HOE:E;SL/O\¢/\\/”\W/N
NHAc o
OH _OH 0
e I Wt
NHAc o) € NH OH
N
o}
OH _OH
o)
HO °\¢/\\/”\W—NH
NHAc 0

Cong thtc (412)
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OH _OH

Hogﬁw\/\/\r

NHAc 0

Coéng thuc (413)
OH _OH

Hog&ow\(o
NHAc

Cong thirc (414)
OH _OH

(o]
Ho&/OW\/\”—NH
NHAc (0]
OH _OH
(o]
HO O\V/\\//\»/A\W~N
NHAc (0] bllu
O_?—OH
HO 0
—
0]
OH _OH
Ho&/o\/\/\/\n/ NH
NHAc 0]

Cong thuc (415)
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OH _OH
o
HO o\/\/\ﬂ——NH
NHAc le)
OH _OH
o
HO O\v/“\¢/\7r—N
NHAc o Nu
0=P-OH
HO O
-
o)
OH _OH
o o o\/\/\n/NH
NHAc o

Coéng thuc (416)

HO 0\/\/\/U\NH
NHAc
OH gH o
HO 0\/\/\/U\N
NHAc Nu
0=P-OH
HO 0]
—{
0]
OH _OH o)
HO 2 O\/\/\)_NH
NHAc
Cong thuc (417)
OH _OH (o)
(o]
Hoghvo\/w\/u\NH
NHAc
OH _OH 0

|-|ogow°\/\/\/\/L

N
NHAc Nu
0=?—0H
§l

OH _OH fo)

H0E§£;¥3L/o\v/”\\//\\//\\/&__NH

NHAc

Cong thirc (418)
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OH _OH

(o]
HOS:E;A/o\//\v/\\/A\/”\W~NH
NHAc (o]
OH _OH
(o]
Ho&/o\/\/\/\/\ﬂ,,N
NHAc (o] Nu
0=P-OH
HO [o]
—
(o]
OH _OH
HOS 0} ,0\/\/\/\/\[(NH
NHAc (o]
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6. Thé tiép hop siARN theo diém bAt k¥ trong sd cac didm tr 1 dén 5, trong d6 nguyén tir
P trong cbng thic (A59) dugc lién két voi ving tan cung ciia mach c6 nghia hodc mach
d6i nghia ctia siARN, va vung tdn cing dugc dung dé chi bén nucleotit dau tién dugc
tinh tor mot du tan cung ctia mach c6 nghia hodc mach dbi nghia; hodc
nguyén tt P trong cong thic (A59) duoc lién két v6i mot dau cua mach c6 nghia

hozic mach dbi nghia cia siARN; hodc

nguyén ti P trong cong thirc (A59) dugce lién két voi ddu 3° cia mach c6 nghia cua
siARN; hodc

nguyén tir P trong cong thirc (A59) dugc lién két véi vi tri 2°, 3°, hodc 5° cla

nucleotit trong siARN nh¢ lién két phosphodieste.

7. Thé tiép hop siARN theo diém bét k¥ trong sb cac diém tir 1 dén 6, trong d6:

i) trinh tu nucleotit I c6 khong qua 1 nucleotit khic so véi trinh ty nucleotit nhu
duoc thé hién boi SEQ ID NO: 1, va/hodc trinh ty nucleotit II ¢6 khong qua 1 nucleotit
khac so v6i trinh tw nucleotit nhu dugc thé hién bsi SEQ ID NO: 2; hoge

ii) trinh tu nucleotit I c6 khong quéa 1 nucleotit khac so véi trinh ty nucleotit nhu
dugc thé hién bai SEQ ID NO: 61, va/hodc trinh ty nucleotit II ¢6 khong qua 1 nucleotit
khéc so v6i trinh tu nucleotit nhu dugce thé hién boi SEQ ID NO: 62; hodc

iii) trinh tw nucleotit I c6 khong qua 1 nucleotit khic so véi trinh ty nucleotit nhu
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duoc thé hién bdi SEQ ID NO: 121, va/hoic trinh tu nucleotit IT ¢6 khong qua 1 nucleotit
khéc so vai trinh tu nucleotit nhw dugce thé hién bdi SEQ ID NO: 122; hoic

iv) trinh tw nucleotit I c¢6 khong qua 1 nucleotit khac so véi trinh tu nucleotit nhu
duoc thé hién bsi SEQ ID NO: 181, va/hoic trinh ty nucleotit IT ¢6 khéng qua 1 nucleotit
khac so véi trinh tu nucleotit nhu duge thé hién boéi SEQ ID NO: 182;

v) trinh tu nucleotit I ¢6 khéng qué 1 nucleotit khac so véi trinh ty nucleotit nhu
dugc thé hién bai SEQ ID NO: 241, va/hodc trinh ty nucleotit I ¢6 khong qua 1 nucleotit
khéc so vdi trinh tu nucleotit nhu duge thé hién bai SEQ ID NO: 242; hodc

vi) trinh tu nucleotit I c¢6 khong qué 1 nucleotit khac so véi trinh ty nucleotit nhu
duoc thé hién bai SEQ ID NO: 301, va/hoic trinh ty nucleotit IT ¢6 khong qué 1 nucleotit
khéc so vdi trinh tu nucleotit nhu duge thé hién bsi SEQ ID NO: 302.

8. Thé tiép hop siARN theo diém 7, trong do:
i) nucleotit khac nhau gitta trinh ty nucleotit II va trinh tu nucleotit nhu dugc thé

hién bdi SEQ ID NO: 2 bao gém khac nhau & vi tri Zs, trong d6 Zs4 dugce chon tr A, U
hodc C; hodc

ii) nucleotit khac nhau giira trinh tu nucleotit II va trinh tu nucleotit nhu dugc thé
hién béi SEQ ID NO: 62 bao g?)m khac nhau & vi tri Zg, trong d6 Zg dugc chon tir A, C
hodc G; hoac

iii) nucleotit khac nhau gitra trinh ty nucleotit II va trinh tyu nucleotit nhu duge thé
hién béi SEQ ID NO: 122 bao gbm khac nhau & vi tri Z12, trong d6 Z12 duge chon tir A, C
hoac G; hoac

iv) nucleotit khac nhau giita trinh tu nucleotit II va trinh ty nucleotit nhu dugc thé
hién bsi SEQ ID NO: 182 bao gém khac nhau & vi tri Zi6, trong d6 Z16 dugc chon tir U,
C hoic G;

v) nucleotit khac nhau gifta trinh ty nucleotit II va trinh tu nucleotit nhu dugc thé
hién béi SEQ ID NO: 242 bao gém khac nhau & vi tri Zao, trong d6 Zzo dugce chon tir U,
C hodc G; hodc

vi) nucleotit khac nhau gitta trinh ty nucleotit II va trinh tw nucleotit nhu duoc thé
hién béi SEQ ID NO: 302 bao gém khac nhau & vi tri Zas, trong d6 Za4 duge chon tir A, C
hoic G;
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trong d6 Z3 1a nucleotit bb sung vai Z4; hodc
77 12 nucleotit bd sung v&i Zg; hodc

Z1 12 nucleotit bd sung v6i Zi2; hodc

Z1s 1a nucleotit bd sung v6i Zie; hodc

Z19 12 nucleotit bd sung véi Z2o; hodc

723 12 nucleotit bd sung véi Zos.

9. Thé tiép hop siARN theo diém 7 hoic 8, trong d6 mach c6 nghia con bao gé)m trinh tu
nucleotit ITI, mach dbi nghia con bao gém trinh tu nucleotit I'V; va trinh tu nucleotit III va
trinh tu nucleotit IV doc ldp voi nhau c¢o chidu dai gdm 1 dén 4 nucleotit; trinh tu
nucleotit III dugc lién két voi dau 5° cha trinh tu nucleotit I, trinh ty nucleotit IV duoc
lién két véi diu 3’ cua trinh tu nucleotit IT; trinh ty nucleotit IIT va trinh tu nucleotit IV ¢6
chidu dai twong dwong nhau, va bd sung ngugc ding ké hodc bd sung nguogc hoan toan
v6i nhau; “bd sung nguge déng k& c6 nghia 1a khdng c6 qué 1 bazo bét cip nham gifta
hai trinh tu nucleotit; va “bd sung ngugc hoan toan” c6 nghia la khong c6 su bét cip

nham gitra hai trinh tw nucleotit.

10. Thé tiép hop siARN theo diém 9, trong do:

i) trinh tu nucleotit I 13 trinh ty nucleotit nhu duoc thé hién boéi SEQ ID NO: 3;
trinh tu nucleotit II 1a trinh ty nucleotit nhu dugc thé hién boi SEQ ID NO: 4; va ca trinh
tu nucleotit III va trinh tu nucleotit IV déu c6 chiéu dai gém 1 nucleotit, va bazo cla trinh
tu nucleotit III 1a C; hodc

ca trinh tu nucleotit III va trinh ty nucleotit IV déu c6 chiéu dai gﬁ“)m 2 nucleotit,
va theo hudng tu dau 5° dén du 3°, thanh ph?ln bazo cta trinh tu nucleotit III 1a CC; hodc

ca trinh tu nucleotit III va trinh ty nucleotit IV déu c6 chibu dai gﬁ‘)m 3 nucleotit,
va theo huéng tir dau 5’ dén du 3°, thanh phan bazo cia trinh tu nucleotit IIT 12 CCC;
hodc

ca trinh tu nucleotit III va trinh tu nucleotit IV déu c6 chiéu dai gém 4 nucleotit,
va theo hudng tu d4u 5° dén dau 3°, thanh phén bazo cua trinh tu nucleotit III 1a ACCC;
hoac

ii) trinh tw nucleotit I 1a trinh ty nucleotit nhw dugc thé hién bsi SEQ ID NO: 63;
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trinh tu nucleotit II 13 trinh ty nucleotit nhu duoc thé hién béi SEQ ID NO: 64; va ca
trinh tu nucleotit III va trinh ty nucleotit IV déu c6 chidu dai gdm 1 nucleotit, va bazo cua
trinh tu nucleotit III 1a U; hodc

ca trinh tu nucleotit III va trinh ty nucleotit IV d8u c6 chidu dai gém 2 nucleotit,
va theo hudng tu dau 5’ dén dau 3’, thanh phén bazo cua trinh tu nucleotit III 1a GU;
hoac

ca trinh tu nucleotit III va trinh ty nucleotit IV déu c6 chibu dai gém 3 nucleotit,
va theo hudng tir dau 5° dén dau 3°, thanh phén bazo cua trinh tu nucleotit III 1a GGU;
hodc

ca trinh tu nucleotit III va trinh ty nucleotit IV déu ¢6 chiéu dai gém 4 nucleotit,
vi theo huéng tir ddu 5° dén dAu 3°, thanh phén bazo ciia trinh tw nucleotit III 1a GGGU;
hoac

iii) trinh tw nucleotit I 12 trinh ty nucleotit nhu dugc thé hién boi SEQ ID NO: 123;
trinh tu nucleotit II 13 trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién bai SEQ ID NO: 124; va ca
trinh ty nucleotit III va trinh ty nucleotit IV déu c6 chiu dai gém 1 nucleotit, va bazo cua
trinh tu nucleotit III 1a G; hodc

ca trinh tu nucleotit IIT va trinh tu nucleotit IV déu c6 chiéu dai gém 2 nucleotit,
va theo hudng tur diu 5> dén dau 3°, thanh ph?m bazo cua trinh tu nucleotit III 1a AG; hodc

ca trinh tu nucleotit III va trinh tu nucleotit IV déu ¢6 chidu dai g&”)m 3 nucleotit,
va theo hudéng tu dau 5° dén dau 3°, thanh phﬁn bazo cua trinh tu nucleotit III 1a UAG;
hodc

ca trinh tu nucleotit III va trinh ty nucleotit IV déu c6 chidu dai gé)m 4 nucleotit,
va theo hudng tir dau 5’ dén dau 3°, thanh phéan bazo cla trinh ty nucleotit III 1a AUAG;
hodc

iv) trinh tu nucleotit I 13 trinh ty nucleotit nhu duoc thé hién bai SEQ ID NO: 183;
trinh tu nucleotit II 1a trinh ty nucleotit nhu dugc thé hién boi SEQ ID NO: 184; va ca
trinh tu nucleotit III va trinh ty nucleotit IV déu c6 chiéu dai gém 1 nucleotit, va bazo cia
trinh tu nucleotit III 1a C; hodc

¢4 trinh tu nucleotit III va trinh tu nucleotit IV ddu co chiéu dai gdbm 2 nucleotit,
va theo huéng tir ddu 5’ dén ddu 3°, thanh phén bazo cua trinh tw nucleotit III 1a AC; hodc

ca trinh tu nucleotit III va trinh ty nucleotit IV déu c6 chiéu dai gém 3 nucleotit,

167



49975 168/281

va theo hudng tir dau 5° dén ddu 3°, thanh phﬁn bazo cuda trinh tu nucleotit III 18 GAC;
hoic

ca trinh tu nucleotit IIT va trinh ty nucleotit IV déu ¢6 chiéu dai gdbm 4 nucleotit,
va theo hudng tir dau 5° dén dau 3°, thanh phan bazo cta trinh ty nucleotit III 13 AGAC;

v) trinh tu nucleotit I 1a trinh ty nucleotit nhu dugc thé hién boi SEQ ID NO: 243;
trinh ty nucleotit IT 13 trinh tu nucleotit nhu duge thé hién bdi SEQ ID NO: 244; va ca
trinh tu nucleotit III va trinh tw nucleotit IV déu c6 chiéu dai g6m 1 nucleotit, va bazo cua
trinh tu nucleotit III 1a G; hodc

ca trinh tu nucleotit III va trinh tu nucleotit IV déu c6 chidu dai gém 2 nucleotit,
va theo huéng tir ddu 5° dén dau 3°, thanh phin bazo cia trinh tu nucleotit IIT 13 UG;
hodc

c4 trinh tu nucleotit III va trinh tu nucleotit IV d&u ¢6 chidu dai gdm 3 nucleotit,
va theo huéng tir d4u 5’ @én dau 3°, thanh phﬁn bazo cua trinh tu nucleotit III 1a CUG;
hoac

ca trinh tu nucleotit III va trinh tu nucleotit IV déu c6 chiéu dai gém 4 nucleotit,
va theo huéng tir ddu 5° d@én ddu 3°, thanh phan bazo cta trinh tu nucleotit IIT 12 UCUG;
hodc

vi) trinh tu nucleotit I 1a trinh ty nucleotit nhu dugc thé hién béi SEQ ID NO: 303;
trinh tu nucleotit II 13 trinh tu nucleotit nhu dwgc thé hién béi SEQ ID NO: 304; va ca
trinh tu nucleotit III va trinh tu nucleotit IV déu c6 chidu dai gé)m 1 nucleotit, va bazo ctia
trinh tu nucleotit III 1a G; hodc

c4 trinh tu nucleotit III va trinh tu nucleotit IV déu c6 chidu dai gém 2 nucleotit,
va theo huéng tir ddu 5° dén déu 3°, thanh phan bazo cta trinh tw nucleotit IIT 1 UG;
hoac

ca trinh tu nucleotit III va trinh tu nucleotit IV déu c6 chibu dai gém 3 nucleotit,
va theo hudng tur dau 5> dén dau 3°, thanh pha‘in bazo cua trinh tu nucleotit III 12 AUG;
hoac

ca trinh tu nucleotit III va trinh ty nucleotit IV déu co chibu dai gém 4 nucleotit,

va theo huéng tir ddu 5° dén dau 3’, thanh phan bazo cta trinh tw nucleotit I1I 12 UAUG.

11. Thé tiép hop siARN theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 10, trong d6 mach
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ddi nghia con bao gdm trinh ty nucleotit V, ma c6 chidu dai gbm tir 1 dén 3 nucleotit va
duoc lién két v6i dau 3° cia mach ddi nghia, nh¢ dé tao thanh dAu nho ra 3’ ciia mach dbi
nghia; hodc
trinh tu nucleotit V c6 chiéu dai g?)m 2 nucleotit; hodc
trinh tu nucleotit V 1a 2 thymin deoxyribonucleotit lién tiép hoic 2 uraxil
ribonucleotit lién tiép; hogc
trinh tu nucleotit V bd sung véi cdc nucleotit & cac vi tri twong ing cia mARN

dich.

12. Thé tiép hop siARN theo diém bét ky trong s6 cac didm tir 1 dén 11, trong do:
mach cé nghia cia siARN bao gdm trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién boi SEQ

ID NO: 5, va mach dbi nghia ctia siARN bao gém trinh tu nucleotit nhu dugce thé hién
bai SEQ ID NO: 6; hodc

mach ¢6 nghia ciia siARN bao gém trinh tu nucleotit nhu duoc thé hién boi SEQ
ID NO: 7, va mach dbi nghia ctia siARN bao gém trinh tu nucleotit nhu duge thé hién
bsi SEQ ID NO: 8; hodc

mach c6 nghia cua siARN bao gém trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién boi SEQ
ID NO: 65, va mach dbi nghia cta siARN bao gém trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién
bsi SEQ ID NO: 66; hodc

mach ¢6 nghia ciia siARN bao g&")m trinh tu nucleotit nhu dugce thé hién boi SEQ
ID NO: 67, va mach ddi nghia ctia siARN bao gém trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién
bai SEQ ID NO: 68; hodc

mach c6 nghia ciia siARN bao g6m trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién boi SEQ
ID NO: 125, va mach dbi nghia cia siARN bao g6m trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién
bsi SEQ ID NO: 126; hodc

mach c¢6 nghia ciia siARN bao gém trinh tu nucleotit nhu dugce thé hién boi SEQ
ID NO: 127, va mach dbi nghia ctiia siARN bao gém trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién
bsi SEQ ID NO: 128; hoac

mach c6 nghia ctia siARN bao gf“)m trinh tu nucleotit nhu dugce thé hién boi SEQ
ID NO: 185, va mach dbi nghia cia siARN bao gﬁ‘)m trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién
bdi SEQ ID NO: 186; hodc
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mach c6 nghia ctia siARN bao gém trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién boi SEQ
ID NO: 187, va mach ddi nghia ctia siARN bao gém trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién
bdi SEQ ID NO: 188; hodc

mach c6 nghia cia siARN bao gém trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién boi SEQ
ID NO: 245, vi mach d6i nghia ciia siARN bao gdm trinh ty nucleotit nhu dugc thé hién
bdi SEQ ID NO: 246; hodc

mach cé nghia cua siARN bao gbm trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién bsi SEQ
ID NO: 247, va mach dbi nghia ctiia siARN bao gém trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién
bdi SEQ ID NO: 248; hodc

mach c6 nghia cia siARN bao gém trinh tu nucleotit nhu duoc thé hién bsi SEQ
ID NO: 305, va mach dbi nghia ctia siARN bao g6m trinh tu nucleotit nhu duoc thé hién
bsi SEQ ID NO: 306; hodc

mach c¢é nghia cia siARN bao gém trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién boi SEQ
ID NO: 307, va mach ddi nghia ctia siARN bao gdm trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién
bdi SEQ ID NO: 308.

13. Thé tiép hop siARN theo diém bét k¥ trong sd cac didm tir 7 dén 12, trong d6 siARN
c6 trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién boi trinh tu bét ky trong sb céc trinh ty SEQ ID
NO: 9-12, SEQ ID NO: 69-72, SEQ ID NO: 129-132, SEQ ID NO: 189-192, SEQ ID NO:
249-252, hodc SEQ ID NO: 309-312.

14. Thé tiép hop siARN theo diém bAt ky trong s cic diém tir 1 dén 13, trong d6 mdi
nucleotit trong mach c6 nghia va mach d6i nghia doc 1ap 1a nucleotit dugc cai bién c6 flo
hodc nucleotit dugc cai bién khéng c6 flo; hodc
nucleotit dugc cai bién co flo duge dinh vi trong trinh ty nucleotit I va trinh ty
nucleotit II; va theo hudng tir dau 5° dén dau 3°, cac nucleotit it nhét & cac vitri 7, 8 va 9
cua trinh tu nucleotit I 13 cac nucleotit dugc cai bién c6 flo; va theo huéng tir dau 5° dén
dau 3°, cac nucleotit it nhat & cac vi tri 2, 6, 14, va 16 cua trinh ty nucleotit II 1a céc
nucleotit dugc cai bién co flo; hodc
theo hudng tu diu 5° dén diu 3°, cac nucleotit & cac vi tri 7, 8 va 9 hodc & cac vi

tri 5, 7, 8 va 9 cua trinh tw nucleotit I trong mach c¢6 nghia Ia cac nucleotit dugc cai bién
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¢6 flo, va cac nucleotit & cac vi tri khac trong mach c6 nghia 1a cac nucleotit dugc cai
bién khong c¢6 flo; theo hudng tir dau 5° dén diu 3’, cac nucleotit & cac vi tri 2, 6, 14 va
16 hodc & céac vi tri 2, 6, 8, 9, 14, va 16 cua trinh ty nucleotit II trong mach dbi nghia la
cac nucleotit dugc cai bién c6 flo, va cac nucleotit & cac vi tri khac trong mach ddi nghia

13 céc nucleotit dwgc cai bien khong co flo.

15. Thé tiép hop siARN theo diém 14, trong d6 mdi nucleotit dugc cai bién khong c6 flo
doc 1ap 1a nucleotit dugc tao thanh bing cach thé 2°-hydroxy cta nhom riboza cia
nucleotit ¢6 nhém khong ¢6 flo, hodc dang twong tw nucleotit; hodc

nucleotit dugc tao thanh bing cach thay thé 2’-hydroxy ctia nhom riboza cia
nucleotit bing nhém khong c6 flo duge chon tir nhém bao gdm nucleotit dugc cai bién ¢c6
nhém 2’-alkoxy, nucleotit dugc cai bién c6 nhém alkoxy duogc thé & vi tri 2°, nucleotit
duoc cai bién c6 nhom 2’-alkyl, nucleotit dugc cai bién c6 nhom alkyl dugc thé & vi tri 2°,
nucleotit duoc cai bién c6 nhém 2’-amino, nucleotit dugc cai bién c6 nhom amino dugc
thé & vi tri 2°, va 2°-deoxy nucleotit; va dang tuong tu nucleotit dugc chon tir nhém bao
gém isonucleotit, LNA, ENA, cET, UNA, va GNA; hodc

mdi nucleotit dugc cai bién khong c6 flo 1a nucleotit duoc cai bién c6 nhom
metoxy, trong d6 nucleotit dugc cai bién c6 nhém metoxy dugc dung dé chi nucleotit

duoc tao thanh bang cich thé 2'-hydroxy clia nhom riboza bing nhém metoxy.

16. Thé tiép hop siARN theo diém 14 hoic 15, trong do:
theo hudng tu dau 5° dén diu 3°, cac nucleotit & cac vi tri 5, 7, 8 va 9 clia trinh tu
nucleotit I trong mach c6 nghia cia siARN 1a cdc cnucleotit dugc cai bién co flo, va cac
nucleotit & cdc vi tri khac trong mach c6 nghia cta siARN la cac nucleotit dugc cai bién
c6 nhom metoxy; va theo hudng tu dau 5° dén dau 3°, cac nucleotit & cac vi tri 2, 6, 8, 9,
14 va 16 cua trinh tu nucleotit II trong mach d6i nghia ctia siARN la céc nucleotit dugc
cai bién co flo, va cac nucleotit & céc vi tri khac trong mach d6i nghia ctia siARN 1a cac
nucleotit dugc cai bién c6 nhém metoxy; hodc
theo hudng tur dau 5° dén dau 3°, cac nucleotit & cac vi tri 5, 7, 8 va 9 cla trinh tu
nucleotit I trong mach c6 nghia cua siARN la céc nucleotit dugc cai bién co flo, va céc

nucleotit & c4c vi tri khéc ctia mach c6 nghia cua siARN la cac nucleotit dugc cai bién co
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nhom metoxy; va theo hudng tir diu 5° dén dAu 3°, cac nucleotit & cac vi tri 2, 6, 14 va 16
ctia trinh tu nucleotit II trong mach ddi nghia ciia siARN la céc nucleotit dugc cai bién c6
flo, va céc nucleotit & céac vi tri khac trong mach d6i nghia 13 cac nucleotit dugc cai bién
¢6 nhém metoxy; hodc

theo hudng tir diu 5° dén dau 3’, cac nucleotit & cac vi tri 7, 8 va 9 cua trinh ty
nucleotit I trong mach c6 nghia cta siARN 13 céc nucleotit dugc cai bién c6 flo, va céc
nucleotit & cac vi tri khac trong mach c¢6 nghia cia siARN Ia cdc nucleotit dugc cai bién
c6 nhom metoxy; va theo hudng tir dau 5° dén diu 3°, cac nucleotit & cac vi tri 2, 6, 14 va
16 cua trinh tu nucleotit II trong mach dbi nghia cta siARN la c4c nucleotit dugc cai bién
¢c6 flo, va cac nucleotit & cac vi tri khac trong mach d6i nghia ctia siARN 1a céc nucleotit

duoc cai bién c6 nhdém metoxy.

17. Thé tiép hop siARN theo diém bAt ky trong sb céc didm tir 1 dén 16, trong d6 siRNA
c6 trinh tu nucleotit nhu dugce thé hién boi trinh tu bét ky trong sb cac trinh tu SEQ ID
NO: 13-24, SEQ ID NO: 73-84, SEQ ID NO: 133-144, SEQ ID NO: 193-204, SEQ ID
NO: 253-264, hoac SEQ ID NO: 313-324.

18. Thé tiép hop siARN theo diém bat ky trong s6 céc diém tir 1 dén 17, trong d6 trong
siARN, it nhit mot nhém phosphat 12 nhém phosphorothioat, va lién két phosphorothioat
dugc dinh vi ¢ it nhit mot vi tri cia nhém bao gém cac vi tri sau:

vi tri gifta nucleotit thir nhét va tht hai & ddu 5° cia mach c6 nghia;

vi tri gifta nucleotit thir hai va thi ba & dau 5’ cua mach c6 nghia;

vi tri gifra nucleotit thtr nhit va tht hai & dau 3’ cia mach c6 nghia;

vi tri gifta nucleotit thir hai va thr ba & dau 3’ cia mach c6 nghia;

vi tri gitta nucleotit thir nhét va thtt hai & ddu 5> cia mach déi nghia;

vi tri gitra nucleotit tht hai va thir ba ¢ dau 5’ cua mach dbi nghia;

vi tri gitra nucleotit thur nhét va tht hai & ddu 3’ cia mach dbi nghia; va

vi tri gifta nucleotit thtr hai va thir ba & dAu 3’ ciia mach dbi nghia.

19. Thé tiép hop siARN theo diém bét ky trong sé cac diém tir 1 dén 18, trong d6 siARN
c6 trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién béi trinh tu bét ky trong s6 céac trinh tu SEQ ID
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NO: 25-36, SEQ ID NO: 85-96, SEQ ID NO: 145-156, SEQ ID NO: 205-216, SEQ ID
NO: 265-276, hoac SEQ ID NO: 325-336.

20. Thé tiép hop SIARN theo diém bét ky trong s& cdc diém tir 1 dén 19, trong d6
nucleotit & ddu 5° cia mach dbi nghia ciia siARN 1a 5°-phosphat nucleotit hodc nucleotit
duoc cai bién c6 nhém tuong tu 5°-phosphat; hodc

5’-phosphat nucleotit 1a nucleotit co cAu trac nhu duge thé hién bdi cong thire (2); va
nucleotit dugc cai bién c6 nhém twong ty 5’-phosphat 1a nucleotit c6 cAu tric nhu duoc

thé hién boi cong thirc bt ky trong sé cac cong thire (3) dén (6):

e - "0 - e - (3] -
o o :.‘?P‘\‘ O B o 7;p\,0 o ;P\,S o=P Re)
0=P\’§ . Bazo ey o azo N Bazo o o Bazo O < o Bazo
3, R ﬂl’” ,o\w"’ ,if’” i
Cong thirc (2)  Cong thuc (3)  Cong thirc (4) Cong thtrc (5) Cong thie (6)

trong d6 R dugc chon tir H, OH, metoxy hodc F;
“bazo” 1 bazo duoc chon tir A, U, C, G, hoac T.

21. Thé tiép hop siARN theo diém bét ky trong s cac didm tir 1 dén 20, trong d6 siARN
cé trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién béi trinh tu bét ky trong sb cac trinh ty SEQ ID
NO: 37-60, SEQ ID NO: 97-120, SEQ ID NO: 157-180, SEQ ID NO: 217-240, SEQ ID
NO: 277-300, hoac SEQ ID NO: 337-360.
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<400> 102

uuaauaaaaa ugcuacaaaa cC

<210> 103
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> siARN

<400> 103

guuuuguagc auuuuuauua a

199

198/281

19

21

19

21

21



49975

<210> 104
<211> 23
<212> ARN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> siARN

<400> 104

uuaauaaaaa ugcuacaaaa ccc

<210> 105
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> siARN

<400> 105

guuuuguagc auuuuuauua a

<210> 106
<211> 23
<212> ARN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> SiARN

<400> 106

uuaauaaaaa ugcuacaaaa ccc

<210> 107
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> siARN

<400> 107

guuuuguagc auuuuuauua a

<210> 108

200

199/281

23

21

23

21



49975 200/281

<211> 23
<212> ARN

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> siARN

<400> 108

uuaauaaaaa ugcuacaaaa CCC 23

<210> 109

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> siARN

<400> 109

uuuguagcau uuuuauuaa 19

<210> 110
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> siARN

<400> 110

uuaauaaaaa ugcuacaaaa C 21

<210> 111

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> siARN

<400> 111

uuuguagcau uuuuauuaa 19
<210> 112

<211> 21
<212> ARN

201



49975

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 112

uuaauaaaaa ugcuacaaaa cC

<210> 113
<211> 19
<212> ARN

<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> siARN

<400> 113

uuuguagcau uuuuauuaa

<210> 114
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> siARN

<400> 114

uuaauvaaaaa ugcuacaaaa C

<210> 115
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> SiARN

<400> 115

guuuuguagc auuuuuauua a

<210> 116
<211> 23
<212> ARN

<213> Trinh ty nhdn tao

202

201/281

21

19

21

21



49975

<220>
<223> siARN

<400> 116

uuaauaaaaa ugcuacaaaa ccc

<210> 117
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 117

guuuuguagc auuuuuauua a

<210> 118
<211> 23
<212> ARN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> SiARN

<400> 118

uuaauaaaaa ugcuacaaaa ccc

<210> 119
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> SiARN

<400> 119

guuuuguagc auuuuuauua a

<210> 120
<211> 23
<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> 8iARN

203

202/281

23

21

23

21



49975

<400> 120

uuaauvaaaaa ugcuacaaaa ccc

<210> 121
<211> 19
<212> ARN

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> SiARN

<400> 121

gccuggaguu uauucggaa

<210> 122
<211> 19
<212> ARN

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> siARN

<400> 122

uuccgaauaa acuccaggc

<210> 123

<211l> 19

<212> ARN

<213> Trinh tyu nhin tao

<220>
<223> siARN

<400> 123

gccuggaguu uauucggan
<210> 124
<211> 19

<212> ARN
<213> Trinh ty nh8n tao

<220>
<223> SiARN

<400> 124

204

203/281

23

19

19

19
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nuccgaauaa acuccaggc

<210> 125

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> siARN

<400> 125

gccuggaguu uauucggan

<210> 126
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> giARN

<400> 126
nuccgaauaa acuccaggcc u

<210> 127

<211l> 21

<212> ARN

<213> Trinh tyu nhin tao

<220>
<223> SiARN

<400> 127

aggccuggag uuuauucgga n

<210> 128

<211l> 23

<212> ARN

<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> giARN

<400> 128

nuccgaauaa acuccaggcc uau

205

204/281

19

19

21

21

23



49975 205/281

<210> 129
<211> 19
<212> ARN

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<223> SiARN

<400> 129

gccuggaguu uauucggaa 19

<210> 130
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 130

uuccgaauaa acuccaggcc u 21

<210> 131
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> SiARN

<400> 131
aggccuggag uuuauucgga a 21

<210> 132
<211> 23
<212> ARN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> SiARN

<400> 132

uuccgaauaa acuccaggcc uau 23

<210> 133
<211> 19

206



49975

<212> ARN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> sSiARN

<400> 133

gccuggaguu uauucggaa

<210> 134
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> siARN

<400> 134

uuccgaauaa acuccaggcc u

<210> 135
<211> 19
<212> ARN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> SiARN

<400> 135

gccuggaguu uauucggaa

<210> 136

<211l> 21

<212> ARN

<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> siARN

<400> 136

uuccgaauaa acuccaggcc u

<210> 137
<211> 19
<212> ARN

<213> Trinh ty nhén tao

207

206/281

19

21

19

21



49975

<220>
<223> siARN

<400> 137

gccuggaguu uauucggaa

<210> 138

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh ty nhidn tao

<220>
<223> siARN

<400> 138

uuccgaauaa acuccaggcce u

<210> 139

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> siARN

<400> 139
aggccuggag uuuauucgga a

<210> 140
<211> 23
<212> ARN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> SiARN

<400> 140

uuccgaauaa acuccaggcc uau
<210> 141

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

208

207/281

19

21

21

23



49975

<223> siARN

<400> 141

aggccuggag uuuauucgga a

<210> 142
<211> 23
<212> ARN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 142

uuccgaauaa acuccaggcc uau

<210> 143

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 143

aggccuggag uuuauucgga a

<210> 144

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> SiARN

<400> 144

uuccgaauaa acuccaggcc uau

<210> 145
<211> 19
<212> ARN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> siARN

209

21

23

21

23

208/281



49975

<400> 145

gccuggaguu uauucggaa

<210> 146

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> siARN

<400> 146

uuccgaauaa acuccaggcc u

<210> 147

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tyu nhdn tao

<220>
<223> SiARN

<400> 147

gccuggaguu uauucggaa

<210> 148

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> SiARN

<400> 148

uuccgaauaa acuccaggcc u

<210> 149
<211l> 19
<212> ARN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> SiARN

<400> 149

gccuggaguu uauucggaa

210

19

21

19

21

19

209/281



49975

<210> 150

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> gsiARN

<400> 150

uuccgaauaa acuccaggcc u

<210> 151

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> siARN

<400> 151
aggccuggag uuuauucgga a

<210> 152

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> siARN

<400> 152

uuccgaauaa acuccaggcc uau

<210> 153
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> 8iARN

<400> 153

aggccuggag uuuauucgga a

<210> 154

211

210/281

21

21

23

21



49975 211/281

<211> 23
<212> ARN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 154

uuccgaauaa acuccaggcc uau 23

<210> 155
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh ty nhidn tao

<220>
<223> siARN

<400> 155

aggccuggag uuuauucgga a 21

<210> 156
<211> 23
<212> ARN

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<223> siARN

<400> 156
uuccgaauaa acuccaggcce uau 23

<210> 157
<211> 19
<212> ARN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> sSiARN

<400> 157

gccuggaguu uauucggaa 19
<210> 158

<211> 21
<212> ARN

212



49975 212/281

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> siARN

<400> 158

uuccgaauaa acuccaggcc u 21

<210> 159
<211l> 19
<212> ARN

<213> Trinh tyu nhdn tao

<220>
<223> sSiARN

<400> 159
gccuggaguu uauucggaa 19

<210> 160
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> siARN

<400> 160
uuccgaauaa acuccaggcc u 21

<210> 161

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 161

gccuggaguu uauucggaa 19

<210> 162
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

213



49975

<220>
<223> sSiARN

<400> 162

uuccgaauaa acuccaggcc u

<210> 163
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> sSiARN

<400> 163

aggccuggag uuuauucgga a

<210> 164

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> siARN

<400> 164

uuccgaauaa acuccaggcc uau

<210> 165

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tyu nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 165

aggccuggag uuuauucgga a

<210> 166
<211> 23
<212> ARN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> siARN

214

213/281

21

21

23

21



49975

<400> 166

uuccgaauaa acuccaggcc uau

<210> 167
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> siARN

<400> 167

aggccuggag uuuauucgga a

<210> 168
<211> 23
<212> ARN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 168

uuccgaauaa acuccaggcc uau

<210> 169
<211> 19
<212> ARN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> sSiARN

<400> 169

gccuggaguu uauucggaa

<210> 170
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> 8iARN

<400> 170

215

214/281

23

21

23

19



49975

uuccgaauaa acuccaggcc u

<210> 171
<211l> 19
<212> ARN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 171

gccuggaguu uauucggaa

<210> 172

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> siARN

<400> 172
uuccgaauaa acuccaggcc u

<210> 173

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> siARN

<400> 173

gccuggaguu uauucggaa

<210> 174

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<223> siARN

<400> 174

uuccgaauaa acuccaggcc u

216

215/281

21

19

21

19

21



49975

<210> 175
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> siARN

<400> 175

aggccuggag uuuauucgga a

<210> 176

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh ty nhidn tao

<220>
<223> SiARN

<400> 176

uuccgaauaa acuccaggcc uau

<210> 177

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 177

aggccuggag uuuauucgga a

<210> 178

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 178

uuccgaauaa acuccaggcc uau

<210> 179
<211> 21

217

216/281

21

23

21

23



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

49975

ARN

Trinh ty nhdn tao

siARN

179

aggccuggag uuuauucgga a

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

180
23
ARN

Trinh tu nhdn tao

siARN

180

uuccgaauaa acuccaggcc uau

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

181
19
ARN

Trinh tu nhdn tao

siARN

181

cuguuuugcu uuuguaacu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

182
19
ARN

Trinh ty nh8n tao

S1ARN

182

aguuacaaaa gcaaaacag

<210>
<211>
<212>
<213>

183
19
ARN

Trinh tu nhén tao

218

21

23

19

19

217/281



49975

<220>
<223> siARN

<400> 183

cuguuuugcu uuuguaacn

<210> 184
<211> 19
<212> ARN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> siARN

<400> 184

nguuacaaaa Jcaaaacag

<210> 185

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tyu nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 185

cuguuuugcu uuuguaacn

<210> 186

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> siARN

<400> 186

nguuacaaaa gcaaaacagg u
<210> 187

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

219

218/281

19

19

19

21



49975

<223> siARN

<400> 187

accuguuuug cuuuuguaac n

<210> 188
<211> 23
<212> ARN

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> siARN

<400> 188

nguuacaaaa gcaaaacagg ucu

<210> 189
<211> 19
<212> ARN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> giARN

<400> 189

cuguuuugcu uuuguaacu

<210> 190

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> gsiARN

<400> 190

aguuacaaaa gcaaaacagg u

<210> 191

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhidn tao

<220>
<223> giARN

220

219/281

21

23

19

21



49975

<400> 191

accuguuuug cuuuuguaac u

<210> 192
<211> 23
<212> ARN

<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> siARN

<400> 192

aguuacaaaa Jgcaaaacagg ucu

<210> 193

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> siARN

<400> 1093

cuguuuugcu uuuguaacu

<210> 194

<211l> 21

<212> ARN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> si1ARN

<400> 194

aguuacaaaa gcaaaacagg u

<210> 195
<211> 19
<212> ARN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 195

cuguuuugcu uuuguaacu

221

21

23

19

21

19

220/281



49975

<210> 196
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh tyu nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 196
aguuacaaaa gcaaaacagg u

<210> 197
<211> 19
<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> SiARN

<400> 197

cuguuuugcu uuuguaacu

<210> 198

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> siARN

<400> 198

aguuacaaaa gcaaaacagg u
<210> 199

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> giARN

<400> 199

accuguuuug cuuuuguaac u

<210> 200

222

221/281

21

19

21

21



49975

<211> 23
<212> ARN

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> siARN

<400> 200

aguuacaaaa Jgcaaaacagg ucu

<210> 201
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh ty nhadn tao

<220>
<223> siARN

<400> 201

accuguuuug cuuuuguaac u

<210> 202

<211l> 23

<212> ARN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 202

aguuacaaaa gcaaaacagg ucu

<210> 203
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> sSiARN

<400> 203

accuguuuug cuuuuguaac u
<210> 204

<211> 23
<212> ARN

223

222/281

23

21

23

21



49975

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> siARN

<400> 204

aguuacaaaa gJgcaaaacagg ucu

<210> 205
<211> 19
<212> ARN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> giARN

<400> 205

cuguuuugcu uuuguaacu

<210> 206

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> giARN

<400> 206

aguuacaaaa gcaaaacagg u

<210> 207

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> SiARN

<400> 207

cuguuuugcu uuuguaacu

<210> 208
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh tu nhin tao

224

23

19

21

19

223/281



49975

<220>
<223> giARN

<400> 208

aguuacaaaa gcaaaacagg u

<210> 209
<211> 19
<212> ARN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 209

cuguuuugcu uuuguaacu

<210> 210
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 210

aguuacaaaa gcaaaacagg u

<210> 211

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tuy nhin tao

<220>
<223> siARN

<400> 211

accuguuuug cuuuuguaac u

<210> 212
<211> 23
<212> ARN

<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> SiARN

225

224/281

21

19

21

21



49975

<400> 212

aguuacaaaa gcaaaacagg ucu

<210> 213

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> siARN

<400> 213

accuguuuug cuuuuguaac u

<210> 214

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> siARN

<400> 214

aguuacaaaa gcaaaacagg ucu

<210> 215

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 215

accuguuuug cuuuuguaac u

<210> 216
<211> 23
<212> ARN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 216

226

225/281

23

21

23

21



49975

aguuacaaaa Jgcaaaacagg ucu

<210> 217
<211> 19
<212> ARN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> siARN

<400> 217

cuguuuugcu uuuguaacu

<210> 218
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh tyu nhdn tao

<220>
<223> SiARN

<400> 218

aguuacaaaa gcaaaacagg u

<210> 219
<211> 19
<212> ARN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 219

cuguuuugcu uuuguaacu

<210> 220
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh tuy nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 220

aguuacaaaa gcaaaacagg u

227

226/281

23

19

21

19

21



49975

<210> 221
<211> 19
<212> ARN

<213> Trinh ty nh8n tao

<220>
<223> sSiARN

<400> 221

cuguuuugcu uuuguaacu

<210> 222

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 222

aguuacaaaa gcaaaacagg u

<210> 223

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> SiARN

<400> 223

accuguuuug cuuuuguaac u

<210> 224

<211l> 23

<212> ARN

<213> Trinh tu nh8n tao

<220>
<223> sSiARN

<400> 224

aguuacaaaa gcaaaacagg ucu

<210> 225
<211> 21

228

227/281

19

21

21

23



49975

<212> ARN

<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> sSiARN

<400> 225

accuguuuug cuuuuguaac u

<210> 226
<211> 23
<212> ARN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 226

aguuacaaaa gcaaaacagg ucu

<210> 227
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> siARN

<400> 227

accuguuuug cuuuuguaac u

<210> 228
<211> 23
<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> siARN

<400> 228

aguuacaaaa gcaaaacagg ucu

<210> 229
<211> 19
<212> ARN

<213> Trinh ty nhdn tao

229

228/281

21

23

21

23



49975

<220>
<223> siARN

<400> 229

cuguuuugcu uuuguaacu

<210> 230

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> siARN

<400> 230

aguuacaaaa gcaaaacagg u

<210> 231

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 231

cuguuuugcu uuuguaacu

<210> 232
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 232

aguuacaaaa gcaaaacagg u
<210> 233

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

230

229/281

19

21

19

21



49975

<223> siARN

<400> 233

cuguuuugcu uuuguaacu

<210> 234
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 234

aguuacaaaa gcaaaacagg u

<210> 235

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> siARN

<400> 235

accuguuuug cuuuuguaac u

<210> 236

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> siARN

<400> 236

aguuacaaaa gcaaaacagg ucu

<210> 237
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> siARN

231

230/281

19

21

21

23



49975

<400> 237

accuguuuug cuuuuguaac u

<210> 238
<211l> 23
<212> ARN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 238

aguuacaaaa gcaaaacagg ucu

<210> 239
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> SiARN

<400> 239

accuguuuug cuuuuguaac u

<210> 240
<211> 23
<212> ARN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 240

aguuacaaaa gJgcaaaacagg ucu

<210> 241
<211> 19
<212> ARN

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> giARN

<400> 241

gguuuuguag cauuuuuau

232

231/281

21

23

21

23

19



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

49975

242
19
ARN

Trinh ty nhdn tao

siARN

242

auaaaaaugc uacaaaacc 19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

243
19
ARN

Trinh ty nhdn tao

siARN

243

gguuuuguag cauuuuuan 19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

244
19
ARN

Trinh ty nhdn tao

siARN

244

nuaaaaaugc uacaaaacc 19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

245

19

ARN

Trinh tu nhdn tao

siARN

245

gguuuuguag cauuuuuan 19

<210>

246

233

232/281



49975

<211> 21
<212> ARN
<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> siARN

<400> 246

nuaaaaaugc uacaaaaccc a

<210> 247

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> siARN

<400> 247

uggguuuugu agcauuuuua n

<210> 248

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> siARN

<400> 248

nuaaaaaugc uacaaaaccc aga

<210> 249

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> siARN

<400> 249

gguuuuguag cauuuuuau
<210> 250

<211> 21
<212> ARN

234

233/281

21

21

23

19



49975

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<223> siARN

<400> 250

auaaaaaugc uacaaaaccc a

<210> 251
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 251

uggguuuugu agcauuuuua u

<210> 252
<211> 23
<212> ARN

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> siARN

<400> 252

auaaaaaugc uacaaaaccc aga

<210> 253
<211> 19
<212> ARN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> giARN

<400> 253

gguuuuguag cauuuuuau

<210> 254
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh tuy nhin tao

235

234/281

21

21

23

19



49975

<220>
<223> siARN

<400> 254

auaaaaaugc uacaaaaccc a

<210> 255
<211> 19
<212> ARN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 255

gguuuuguag cauuuuuau

<210> 256

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<223> siARN

<400> 256

auaaaaaugc uacaaaaccc a

<210> 257

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tuy nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 257
gguuuuguag cauuuuuau

<210> 258
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> siARN

236

21

19

21

19

235/281



49975

<400> 258

auvaaaaaugc uacaaaaccc a

<210> 259
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> sSiARN

<400> 259

uggguuuugu agcauuuuua u

<210> 260
<211> 23
<212> ARN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 260

auaaaaaugc uacaaaaccc aga

<210> 261
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> si1ARN

<400> 261

uggguuuugu agcauuuuua u
<210> 262
<211l> 23

<212> ARN

<213> Trinh tuy nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 262

237

236/281

21

21

23

21



49975

auaaaaaugc uacaaaaccc aga

<210> 263
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> siARN

<400> 263

uggguuuugu agcauuuuua u

<210> 264
<211> 23
<212> ARN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 264

auaaaaaugc uacaaaaccc aga

<210> 265
<211> 19
<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> siARN

<400> 265

gguuuuguag cauuuuuau

<210> 266
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> si1ARN

<400> 266

auaaaaaugc uacaaaaccc a

238

237/281

23

21

23

19

21



49975

<210> 267
<211> 19
<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> giARN

<400> 267

gguuuuguag cauuuuuau

<210> 268
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> siARN

<400> 268

auaaaaaugc uacaaaaccc a

<210> 269

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 269

gguuuuguag cauuuuuau

<210> 270

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> siARN

<400> 270

auaaaaaugc uacaaaaccc a

<210> 271
<211> 21

239

238/281

19

21

19

21



49975

<212> ARN

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> siARN

<400> 271

uggguuuugu agcauuuuua u

<210> 272
<211> 23
<212> ARN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 272

auaaaaaugc uacaaaaccc aga

<210> 273
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> siARN

<400> 273

uggguuuugu agcauuuuua u

<210> 274
<211> 23
<212> ARN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> sSiARN

<400> 274

auaaaaaugc uacaaaaccc aga

<210> 275
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh tu nhan tao

240

239/281

21

23

21

23



49975

<220>
<223> SiARN

<400> 275

uggguuuugu agcauuuuua u

<210> 276
<211l> 23
<212> ARN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 276

auaaaaaugc uacaaaaccc aga

<210> 277
<211> 19
<212> ARN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> siARN

<400> 277

gguuuuguag cauuuuuau

<210> 278

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> SiARN

<400> 278

auaaaaaugc uacaaaaccc a

<210> 279
<211> 19
<212> ARN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>

241

240/281

21

23

19

21



49975

<223> SiARN

<400> 279

gguuuuguag cauuuuuau

<210> 280
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 280

auaaaaaugc uacaaaaccc a

<210> 281

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> siARN

<400> 281

gguuuuguag cauuuuuau

<210> 282
<211l> 21
<212> ARN

<213> Trinh tuy nhin tao

<220>
<223> giARN

<400> 282

auaaaaaugc uacaaaaccc a

<210> 283

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> siARN

242

241/281

19

21

19

21



49975

<400> 283

uggguuuugu agcauuuuua u

<210> 284
<211> 23
<212> ARN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> siARN

<400> 284

auaaaaaugc uacaaaaccc aga

<210> 285

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> siARN

<400> 285

uggguuuugu agcauuuuua u

<210> 286

<211l> 23

<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> siARN

<400> 286

auaaaaaugc uacaaaaccc aga

<210> 287

<211l> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> 8siARN

<400> 287

uggguuuugu agcauuuuua u

243

242/281

21

23

21

23

21



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

49975

288
23
ARN

Trinh tu nhd&n tao

siARN

288

auaaaaaugc uacaaaaccc aga

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

289
19
ARN

Trinh ty nhén tao

siARN

289

gguuuuguag cauuuuuau

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

290
21
ARN

Trinh ty nhdn tao

S1ARN

290

auaaaaaugc uacaaaaccc a

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

291
19
ARN

Trinh ty nhédn tao

siARN

291

gguuuuguag cauuuuuau

<210>

292

244

23

19

21

19

243/281



49975

<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> sSiARN

<400> 292

auaaaaaugc uacaaaaccc a

<210> 293
<211> 19
<212> ARN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> siARN

<400> 293

gguuuuguag cauuuuuau

<210> 294

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> SiARN

<400> 294

auaaaaaugc uacaaaaccc a

<210> 295

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tyu nhin tao

<220>
<223> siARN

<400> 295

uggguuuugu agcauuuuua u
<210> 296

<211> 23
<212> ARN

245

244/281

21

19

21

21



49975

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> siARN

<400> 296

auaaaaaugc uacaaaaccc aga

<210> 297
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh ty nhidn tao

<220>
<223> 8SiARN

<400> 297

uggguuuugu agcauuuuua u

<210> 2098

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> SiARN

<400> 298

auaaaaaugc uacaaaaccc aga

<210> 299

<211l> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> 8iARN

<400> 299

uggguuuugu agcauuuuua u

<210> 300
<211> 23
<212> ARN

<213> Trinh tu nhin tao

246

245/281

23

21

23

21



49975

<220>
<223> siARN

<400> 300

auaaaaaugc uacaaaaccc aga

<210> 301
<211> 19
<212> ARN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> siARN

<400> 301

gugacuuuuu aaaauaaaa

<210> 302
<211> 19
<212> ARN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> siARN

<400> 302

uuuuauuuua aaaagucac

<210> 303
<211> 19
<212> ARN

<213> Trinh tu nhidn tao

<220>
<223> siARN

<400> 303

gugacuuuuu aaaauaaall

<210> 304
<211> 19
<212> ARN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> siARN

247

23

19

19

19

246/281



49975

<400> 304

nuuuauuuua aaaagucac

<210> 305
<211> 19
<212> ARN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Si1ARN

<400> 305

gugacuuuuu aaaauaaan

<210> 306
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> SiARN

<400> 306

nuuuauuuua aaaagucacc a

<210> 307
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<223> siARN

<400> 307

uggugacuuu uuaaaauaaa n

<210> 308
<211> 23
<212> ARN

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> siARN

<400> 308

248

247/281

19

19

21

21



49975

nuuuauuuua aaaagucacc aua

<210> 309
<211> 19
<212> ARN

<213> Trinh tu nhidn tao

<220>
<223> SiARN

<400> 309

gugacuuuuu aaaauaaaa

<210> 310
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> siARN

<400> 310

uuuuauuuua aaaagucacce a

<210> 311
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Si1ARN

<400> 311

uggugacuuu uuaaaauaaa a

<210> 312
<211> 23
<212> ARN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 312

uuuuauuuua aaaagucacc aua

249

248/281

23

19

21

21

23



49975

<210> 313

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 313

gugacuuuuu aaaauaaaa

<210> 314

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tyu nhin tao

<220>
<223> siARN

<400> 314

uuuuauuuua aaaagucacc a

<210> 315

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tyu nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 315

gugacuuuuu aaaauaaaa

<210> 316
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 316

uuuuauuuua aaaagucacc a

<210> 317
<211> 19

250

249/281

19

21

19

21



49975

<212> ARN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 317

gugacuuuuu aaaauaaaa

<210> 318
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh tu nhidn tao

<220>
<223> giARN

<400> 318

uuuuauuuua aaaagucacc a

<210> 319
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> giARN

<400> 319

uggugacuuu uuaaaauaaa a

<210> 320
<211> 23
<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> siARN

<400> 320

uuuuauuuua aaaagucacc aua

<210> 321
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh tu nhin tao

251

250/281

19

21

21

23



49975

<220>
<223> siARN

<400> 321

uggugacuuu uuaaaauaaa a

<210> 322
<211> 23
<212> ARN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> giARN

<400> 322

uuuuauuuua aaaagucacc aua

<210> 323
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 323

uggugacuuu uuaaaauaaa a

<210> 324
<211> 23
<212> ARN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 324

uuuuauuuua aaaagucacc aua

<210> 325
<211> 19
<212> ARN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>

252

251/281

21

23

21

23



49975

<223> SiARN

<400> 325

gugacuuuuu aaaauaaaa

<210> 326
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh tuy nhin tao

<220>
<223> giARN

<400> 326

uuuuauuuua aaaagucacc a

<210> 327
<211> 19
<212> ARN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 327

gugacuuuuu aaaauaaaa

<210> 328
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 328

uuuuauuuua aaaagucacc a

<210> 329
<211> 19
<212> ARN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> siARN

253

19

21

19

21

252/281



49975

<400> 329

gugacuuuuu aaaauaaaa

<210> 330
<211l> 21
<212> ARN

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> siARN

<400> 330

uuuuauuuua aaaagucacc a

<210> 331
<211l> 21
<212> ARN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 331

uggugacuuu uuaaaauaaa a

<210> 332
<211> 23
<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> sSi1ARN

<400> 332

uuuuauuuua aaaagucacc aua

<210> 333
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> siARN

<400> 333

uggugacuuu uuaaaauaaa a

254

253/281

19

21

21

23

21



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

49975

334
23
ARN

Trinh tu nhdn tao

siARN

334

uuuuauuuua aaaagucacce aua

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

335
21
ARN

Trinh tyu nhdn tao

SiARN

335

uggugacuuu uuaaaauaaa a

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

336
23
ARN

Trinh tu nhén tao

siARN

336

uuuuauuuua aaaagucacc aua

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

337

19

ARN

Trinh tyu nhdn tao

siARN

337

gugacuuuuu aaaauaaaa

<210>

338

255

23

21

23

19

254/281



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

49975

21
ARN
Trinh ty nhdn tao

S1ARN

338

uuuuauuuua aaaagucacc a

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

339
19
ARN

Trinh ty nhdn tao

SsiARN

339

gugacuuuuu aaaauaaaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

340
21
ARN

Trinh ty nhdn tao

SiARN

340

uuuuauuuua aaaagucacc a

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

341
19
ARN

Trinh tu nhén tao

siARN

341

gugacuuuuu aaaauaaaa

<210>
<211>
<212>

342
21
ARN

256

21

19

21

19

255/281
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<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> siARN

<400> 342

uuuuauuuua aaaagucacc a

<210> 343
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> siARN

<400> 343

uggugacuuu uuaaaauaaa a

<210> 344
<211> 23
<212> ARN

<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> siARN

<400> 344

uuuuauuuua aaaagucacc aua

<210> 345
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh tuyu nhén tao

<220>
<223> siARN

<400> 345

uggugacuuu uuaaaauaaa a

<210> 346
<211> 23
<212> ARN

<213> Trinh tuy nhan tao

257

256/281

21

21

23

21
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<220>
<223> siARN

<400> 346

uuuuauuuua aaaagucacc aua

<210> 347
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh ty nhidn tao

<220>
<223> giARN

<400> 347

uggugacuuu uuaaaauaaa a

<210> 348
<211> 23
<212> ARN

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> Si1ARN

<400> 348

uuuuauuuua aaaagucacc aua

<210> 349
<211> 19
<212> ARN

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> giARN

<400> 349

gugacuuuuu aaaauaaaa

<210> 350
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> siARN

258

23

21

23

19

257/281
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<400> 350

uuuuauuuua aaaagucacc a

<210> 351
<211> 19
<212> ARN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 351

gugacuuuuu aaaauaaaa

<210> 352
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh tuy nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 352

uuuuauuuua aaaagucacc a

<210> 353
<211> 19
<212> ARN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 353

gugacuuuuu aaaauaaaa

<210> 354
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> siARN

<400> 354

259

258/281

21

19

21

19
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uuuuauuuua aaaagucacc a

<210> 355
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 355

uggugacuuu uuaaaauaaa a

<210> 356
<211> 23
<212> ARN

<213> Trinh tyu nhdn tao

<220>
<223> giARN

<400> 356

uuuuauuuua aaaagucacc aua

<210> 357
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> siARN

<400> 357

uggugacuuu uuaaaauaaa a

<210> 358
<211> 23
<212> ARN

<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> SiARN

<400> 358

uuuuauuuua aaaagucacc aua

260

259/281

21

21

23

21

23
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<210> 359
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 359

uggugacuuu uuaaaauaaa a

<210> 360

<211l> 23

<212> ARN

<213> Trinh tuy nhin tao

<220>
<223> siARN

<400> 360

uuuuauuuua aaaagucacc aua

<210> 361
<211> 19
<212> ARN

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> si1ARN

<400> 361

aagcaagcag acauuuauc

<210> 362
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 362

gauaaauguc ugcuugcuug g

<210> 363
<211> 19

261

260/281

21

23

19

21
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<212> ARN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> SiARN

<400> 363

uuuguagcau uuuuauuaa

<210> 364

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> giARN

<400> 364

uuaauaaaaa ugcuacaaaa C

<210> 365
<211> 19
<212> ARN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> siARN

<400> 365

gccuggaguu uauucggaa

<210> 366

<211l> 21

<212> ARN

<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> SiARN

<400> 366

uuccgaauaa acuccaggcc u

<210> 367
<211> 19
<212> ARN

<213> Trinh ty nhén tao

262

261/281

19

21

19

21
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<220>
<223> SiARN

<400> 367

cuguuuugcu uuuguaacu

<210> 368

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 368

aguuacaaaa gcaaaacagg u

<210> 369

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> giARN

<400> 369

gguuuuguag cauuuuuau

<210> 370
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh tyu nhin tao

<220>
<223> siARN

<400> 370

auaaaaaugc uacaaaaccc a

<210> 371
<211> 19
<212> ARN

<213> Trinh tu nhin tao

<220>

263

262/281

19

21

19

21



<223>

<400> 371

SsiARN

gugacuuuuu aaaauaaaa

<210> 372
<211> 21

<212> ARN
<213>

<220>
<223>

<400> 372

siARN

Trinh ty nhdn tao

uuuuauuuua aaaagucacc a

<210>
<211l>
<212>
<213>

373
491
ADN

<220>
<223> ADN

<400> 373
ggcgtgectg
tgaagccaag
aggctgggaa
aggcatggaa
ctaaggcatg
aagcaagcag
ttctagacct
tattaatatg

aaaaaaaaaa

<210>
<211>
<212>
<213>

374
590
ADN

<220>
<223> ADN

<400> 374

gcgtggccaa gggtgccage atgcgcagcece tgcgcgtget caactgccaa gggaagggca
cggttagcgg caccctcata ggectggagt ttattcggaa aagccagctg gtccagectg

ccaagctcac
cctcttetta
ggggaacaca
cttttteegt
gtcgggggag
acatttatcect
gttttgcttt
gtgacttttt

a

Trinh ty nhédn tao

acagcaggaa
cttcaccecgg
gaccaggaag
tatcacccag
agggccaaca
tttgggtctg
tgtaacttga

aaaataaaaa

Trinh tu nhdn tao

49975

ctgagccaga aacgcagatt

ctgggctect
ctcggtgagt
gcctgattca
actgtccecctc
tcctetetgt
agatatttat

catttttacg
gatggcagaa
ctggcctggce
cttgagcacc
tgcecttttta
tctgggtttt

caaacaaacg ttgtcctaac

264

19

21

gggctggetce
ggtaacagtg

cgatgcectge
ggagatgctt
agccccaccce
cagccaactt
gtagcatttt

aaaaaaaaaa

263/281

60
120
180
240
300
360
420
480
491

60
120



tggggccact
cctgccagceg
acgatgcctg
atgcccaaga
acctetttge
tgtcacagag
tgtctgcecga
ccaaagatgt

<210>
<211>
<212>
<213>

375
21
ADN

<220>
<223> ADN

<400> 375

ggtggtgctg
cctggcgagg
cctctactcec
ccagccggtg
ccecaggggag
tgggacatca
gccggagcetce
catcaatgag

49975

ctgcccctgg
gctggggtcg
ccagcctcag
accctgggga
gacatcattg
caggctgctg
accctggcceg
gcctggttcc

Trinh tu nhdn tao

gataaatgtc tgcttgcttg g

<210>
<211>
<212>
<213>

376
21
ADN

<220>
<223> ADN

<400> 376

Trinh ty nhdn tao

ttaataaaaa tgctacaaaa c

<210>
<211>
<212>
<213>

377
21
ADN

<220>
<223> ADN

<400> 377

Trinh ty nhdn tao

ttccgaataa actccaggcece t

<210>
<211>
<212>
<213>

378
21
ADN

Trinh tyu nhdn tao

cgggtgggta
tgctggtcac

ctceccgaggt
ctttggggac
gtgcctccag
cccacgtgge
agttgaggca
ctgaggacca

265

cagccgcecgtce
cgctgeceggce
catcacagtt
caactttggc
cgactgcagce
tggcattgca
gagactgatc
gcegggtactg

ctcaacgccg
aacttcecggg
ggggccacca
cgctgtgtgg
acctgctttg
gccatgatgc
cacttctctg

21

21

21

264/281

180
240
300
360
420
480
540
590
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<220>
<223> ADN

<400> 378

agttacaaaa gcaaaacagg t

<210> 379
<211> 21
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> ADN

<400> 379

ataaaaatgc tacaaaaccc a

<210> 380
<211> 21
<212> ADN

<213> Trinh ty nhidn tao

<220>
<223> ADN

<400> 380
ttttatttta aaaagtcacc a

<210> 381

<211l> 21

<212> ADN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> ADN

<400> 381
aacctaccta ctccatttat c¢

<210> 382
<211> 21
<212> ADN

<213> Trinh tuy nhdn tao

<220>

266

265/281

21

21

21

21
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<223> ADN

<400> 382
tggggtgcta cggtttatta a

<210> 383
<211> 21
<212> ADN

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> ADN

<400> 383
cttaagttct gggattcgga a

<210> 384

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhdn tao

<220>
<223> ADN

<400> 384
caagtggggt aggttgtaac t

<210> 385

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> ADN

<400> 385
gtttggggtg ctaattttta t

<210> 386
<211> 21
<212> ADN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> ADN

267

266/281

21

21

21

21
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<400> 386
gttgtcaggg ggcaaataaa a

<210> 387
<211> 21
<212> ADN

<213> Trinh tyu nhdn tao

<220>
<223> ADN

<400> 387
tcgeccecgtga ggettgettt t

<210> 388
<211> 21
<212> ADN

<213> Trinh tuy nhidn tao

<220>
<223> ADN

<400> 388

ggccgecccce ggctacaaac a

<210> 389
<211> 21
<212> ADN

<213> Trinh tyu nhdn tao

<220>
<223> ADN

<400> 389

ggaatccgcce cctccaggca g

<210> 390
<211> 21
<212> ADN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> ADN

<400> 390

ctggcacccce tcaaaacagt g

268

267/281

21

21

21

21

21



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

49975

391
21
ADN

Trinh tu nhadn tao

ADN

391

cgccccecgta gacaaaacca C

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

392

21

ADN

Trinh tu nhén tao

ADN

392

ggggcggggc caaagtcaca c

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

393
20
ADN

Trinh tu nhdn tao

doan mdi

393

gaaggggaac acagaccagg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

394
20
ADN

Trinh tu nhin tao

doan mdi

394

ctccatcagg ccacagtgaa

<210>

395

269

21

21

20

20

268/281



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

49975

20
ADN
Trinh ty nhé@n tao

doan mdi

395

gggagccaaa agggtcatca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

396
20
ADN

Trinh tyu nhén tao

doan mdi

396

cgtggactgt ggtcatgagt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

397

22

ADN/ARN

Trinh ty nhdn tao

siARN

397

cuagaccugu dtuugcuuuu gu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

398

21

ARN

Trinh tyu nhdn tao

siARN

398

acaaaagcaa aacaggucua gaa

<210>
<211>
<212>

399
19
ARN

270

22

20

20

23

269/281
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<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> siARN

<400> 399

agaccuguuu ugcuuuugu

<210> 400
<211l> 19
<212> ARN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> siARN

<400> 400

acaaaagcaa aacaggucu

<210> 401

<211> 20

<212> ADN/ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> siARN

<400> 401

agaccugudt uugcuuuugn

<210> 402
<211> 19
<212> ARN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> giARN

<400> 402

ncaaaagcaa aacaggucu

<210> 403

<211> 20

<212> ADN/ARN

<213> Trinh tu nhdn tao

271

19

19

20

19

270/281
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<220>
<223> siARN

<400> 403

agaccugudt uugcuuuugn

<210> 404
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh tu nhidn tao

<220>
<223> siARN

<400> 404

ncaaaagcaa aacaggucua g

<210> 405
<211> 22
<212> ADN/ARN

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> siARN

<400> 405

cuagaccugu dtuugcuuuu gn

<210> 406

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> siARN

<400> 406

ncaaaagcaa aacaggucua gaa

<210> 407
<211> 20
<212> ADN/ARN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> siARN

272

20

21

22

23

271/281
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<400> 407

agaccugudt uugcuuuugu

<210> 408
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh ty nhidn tao

<220>
<223> siARN

<400> 408

acaaaagcaa aacaggucua g

<210> 409
<211> 22
<212> ADN/ARN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> sSi1ARN

<400> 409

cuagaccugu dtuugcuuuu gu

<210> 410
<211> 23
<212> ARN

<213> Trinh tyu nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 410

acaaaagcaa aacaggucua gdaa

<210> 411
<211> 20
<212> ADN/ARN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 411

273

272/281

20

21

22

23
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agaccugudt uugcuuuugu

<210> 412
<211l> 21
<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> siARN

<400> 412

acaaaagcaa aacaggucua g

<210> 413
<211> 22
<212> ADN/ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> siARN

<400> 413

cuagaccugu dtuugcuuuu gu

<210> 414

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> siARN

<400> 414

acaaaagcaa aacaggucua gaa

<210> 415
<211> 20
<212> ADN/ARN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> siARN

<400> 415

agaccugudt uugcuuuugu

274

273/281

20

21

22

23

20
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<210> 416
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh tyu nhin tao

<220>
<223> siARN

<400> 416

acaaaagcaa aacaggucua g

<210> 417
<211> 22
<212> ADN/ARN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> giARN

<400> 417

cuagaccugu dtuugcuuuu gu

<210> 418

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> siARN

<400> 418

acaaaagcaa aacaggucua gaa

<210> 419
<211> 20
<212> ADN/ARN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> SiARN

<400> 419

agaccugudt uugcuuuugu

<210> 420
<211> 21

275

21

22

23

20

274/281
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<212> ARN

<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> siARN

<400> 420

acaaaagcaa aacaggucua g

<210> 421
<21l> 22
<212> ADN/ARN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 421

cuagaccugu dtuugcuuuu gu

<210> 422
<211> 23
<212> ARN

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> siARN

<400> 422

acaaaagcaa aacaggucua gaa

<210> 423
<211> 20
<212> ADN/ARN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> siARN

<400> 423

agaccugudt uugcuuuugu

<210> 424
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh ty nhédn tao

276

275/281

21

22

23

20
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<220>
<223> siARN

<400> 424

acaaaagcaa aacaggucua g

<210> 425

<211> 22

<212> ADN/ARN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> siARN

<400> 425

cuagaccugu dtuugcuuuu gu

<210> 426
<211> 23
<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> siARN

<400> 426

acaaaagcaa aacaggucua gaa

277

21

22

23

276/281
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Hoat tinh con lai
twong déi cla
Renilla (%)

150+ 11C50=0,0544 nM

R2=0,9993

100

0 S LT TP Y

0 T
-4 -2 0 2

Nong do siARN (Ig nM)

Fig.1A

Hoat tinh con lai
twong déi cha
Renilla (%)

150+

11C50=0,0291 nM
R2=0,9979

‘
100 '
]
]

50

0
4 2 0 2

Néng dd siARN (Ig nM)

Fig.1B
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Hoat tinh con lai
twong doi cla
Renilla (%)

150+

IC50=0,0341 nM
R2=0,9995

100+

50+

O T T
-4 2 0 2

Néng dd siARN (ig nM)

Fig.1C

Hoat tinh con lai
twong doi clta
Renilla (%)

190 1C50=0.0194 nM
R2=0,0974

100- :
]
]
]

50

Ndng dd siARN (Ig nM)

Fig.1D
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Hoat tinh con lai
twong déi cta
Renilla (%)
150+
|1C50=0,0561 nM
R2=0,9956

100

I R e R AU I I R I

Néng dd siARN (Ig nM)

Hoat tinh con lai Fig.1E
twong déi cua
Renilla (%)

150+
[IC50=0,0400 nM
R2=0,9927

100+

50-

Nong do siARN (Ig nM)

Fig.1F
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Lwong protein PCSK9 da
chuan héa (%, dwoc
chudn hoéa trwéc khi sir
dung)

120

100

280/281

..x.
-
-A B

thé tiép hop 1
thé tiép hop 4

thé tiép hop 7

Thei gian (ngay)

Fig.2

Lwong LDL-c dwoc
chuén hoéa (%, dwoc
chuén hoéa trwée khi
str dung)

100

801«

60-
50 -
40
30-

..................................

-----------------------------------------------------------------------------

Theoi gian (ngay)

Fig.3
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Lwong CHO dwoc
chuén héa (%, dwoc
chuan héa trwée khi
st dung)

100

=®= thétiéphop 4

=& thétibphop7

Thei gian (ngay)

(2]
o

Fig.4
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