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Linh vwe ky thuit dwgce dé cap

Sang ché dé cap dén axit nucleic c6 kha ning tc ché su bidu hién ciia gen yéu tb
dong mau trong huyét tuong XI (Plasma Coagulation Factor XI -FXI), va dugc phdm va
thé tiép hop siARN chua axit nucleic. Sang ché cling dé cap dén phuong phap san xuit

céc axit nucleic nay, duoc pham va thé tiép hop siARN.
Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Yéu t6 dong méu trong huyét twong XI (Plasma Coagulation Factor XI) (& day
duoc dé cap dén 1a “FXI”), thanh phan quan trong cia con dudng hoat hoa tiép xuc, 1a
c6 loi dé san xuét thrombin, ma lan luot 13 thanh phén quan trong ma tham gia vao su tao
thanh fibrin va tao ra s bao v¢ khéi qua trinh phan huy fibrin. Cac mirc FXI cao 1a mot
trong nhitng yéu t& nguy co d6i voi ching huyét khéi tinh mach. Bing cach e ché su
biéu hién cta gen FXI, c6 thé ngin ngira va diéu tri bénh huyét khéi (cu thé 14 ching
huyét khéi tinh mach va dét quy do thiéu mau cuc bd) & mirc do té bao.

Dua trén co ché can thiép ARN (RNA interference-RNA1), ARN can thi€p nho
(small interfering RNA-siRNA) ¢6 thé trc ché hodc phong bé sy biéu hién cua gen dich
quan tAm bét ky theo phuong thirc ddc hiéu trinh tw, nhd d6 thu dugce muc dich didu tri.

Mot trong nhitng céng nghé cha chdt dé phat trién thude stARN ma e ché su bidu
hién cta gen FXI va diéu tri bénh huyét khéi 1a tim thiy siARN thich hop va cai bién va

hé théng phan phbi hiéu qua ctia né.

Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Ngac nhién 13, cic tac gia sang ché da tim thiy ring cac siARN sau diy va céc
trinh tu cai bién ctia né duge cung cip & day co thé e ché dic hiéu su biéu hién cta gen
FXI, va cac duoc phdm hoic thé tiép hop siARN chtra cac siARN nay c6 thé ¢ dich dac

hiéu la gan, do d6 lam cho no cé thé e ché su bi€u hién cua gen FXI trong gan dé ngin
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ngtra hodc didu tri bénh huyét khéi, nhd d6 hoan thanh sang ché.

Trong mdt sé phuong an, sang ché dé xudt siARN thir nhat ¢6 kha nang tc ché sy
biéu hién cua gen FXI, bao gf“)m soi c6 nghia va soi dbi nghia, mdi nucleotit trong siARN
doc 1ap 1a nucleotit cai bién hodc khong cai bién, trong d6 s¢i c6 nghia chira trinh tu
nucleotit I, va soi dbi nghia chtra trinh ty nucleotit II; trinh ty nucleotit I va trinh ty
nucleotit II 1a it nhét bd sung nguwoc mot phan dé tao thanh ving sgi ddi; trong d6 trinh
tw nucleotit I c6 chiéu dai giéng nhu trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién boi trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 1 véi khong nhiéu hon 3 sy khac biét nucleotit gitra ching, va trinh’
tu nucleotit IT c6 chiéu dai giéng nhu trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién bai trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 2 v6i khong nhiéu hon 3 su khéac biét nucleotit gitta chung:

5'-GGGUAUUCUUUCAAGCAAZ1-3' (SEQ ID NO: 1);

5'-Z,UUGCUUGAAAGAAUACCC-3' (SEQ ID NO: 2),

trong d6, Z1laUvaZz1a A, va

trinh tu nucleotit I chira nucleotit Z3 & vi tri twong tng véi Z1; trinh tw nucleotit II
chira nucleotit Z4 & vi tri twong tmg vai Za, trong d6 Zq 13 nucleotit thir nhit & du tan
cling 5’ ctia soi ddi nghia.

Trong mdt sd phuwong an, sang ché dé xuét siARN thi hai c6 kha nang wc ché sy
biéu hién ctia gen FXI, chira sgi c6 nghia va sgi dbi nghia, mdi nucleotit trong siARN
doc 1ap 1a nucleotit cai bién hodic khong ci bién, trong d6 soi c6 nghia chira trinh tu
nucleotit I, va soi dbi nghia chira trinh tu nucleotit II; trinh tu nucleotit I va trinh tu
nucleotit IT 13 it nhit b6 sung nguoc mot phin dé tao thanh ving soi doi; trong d6 trinh
tu nucleotit I ¢c6 chiéu dai gibng nhu trinh tw nucleotit nhur duoc thé hién béi trinh tw néu
trong SEQ ID NO: 61 véi khong nhiéu hon 3 sy khéac biét nucleotit gita ching, va trinh
tu nucleotit IT ¢6 chiéu dai gidng nhu trinh tu nucleotit nhu duoc thé hién bai trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 62 v6i khong nhiéu hon 3 sy khac biét nucleotit giita ching:

5'-GGCAUAAACUAUAACAGCZs-3' (SEQ ID NO: 61);

5'-Zs GCUGUUAUAGUUUAUGCC-3' (SEQ ID NO: 62),

trong d6, Zsla U va Zs 1a A, va

trinh tu nucleotit I chira nucleotit Z7 & vi tri twong ing véi Zs; trinh tu nucleotit 11

chira nucleotit Zg & vi tri twong mg vé6i Zs, trong d6 Zs 1a nucleotit thir nhat & dau tan
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cling 5° cta soi dbi nghia.

Trong mot sb phuong 4n, sang ché dé xuit siARN thir ba ¢ kha ning trc ché su
biéu hién cta gen FXI, chira soi c6 nghia va soi ddi nghia, mdi nucleotit trong siARN
ddc 14p 1a nucleotit cai bién hoidc khong cai bién, trong d6 soi c6 nghia chua trinh ty
nucleotit I, va soi dbi nghia chira trinh ty nucleotit II; trinh ty nucleotit I va trinh tu
nucleotit II 1a it nhét bd sung nguwoc mot phan dé tao thanh viing sgi doi; trong d6 trinh
tw nucleotit I ¢6 chiéu dai giéng nhu trinh tu nucleotit nhu duge thé hién béi trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 121 v&i khong nhiéu hon 3 sy khéc biét nucleotit gitta chiing, va trinh
tu nucleotit IT ¢6 chiéu dai giéng nhu trinh tu nucleotit nhu dwoc thé hién béi trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 122 v&i khong nhiéu hon 3 su khéc biét nucleotit gitta ching:

5'-GCUCAAGAAUGCCAAGAAZ,-3' (SEQ ID NO: 121);

5'-Z10UUCUUGGCAUUCUUGAGC-3' (SEQ ID NO: 122),

trong d6, Zela A va Z101a U, va

trinh tu nucleotit I chira nucleotit Z11 & vi tri twong ing v&i Zo; trinh tu nucleotit
11 chira nucleotit Z12 & vi tri twong Gng véi Zo, trong d6 Zi 12 nucleotit thir nhit & dau
tdn cung 5’ cla sgi dbi nghia.

Trong mdt s6 phuong an, sang ché dé xuét siARN thir tu ¢6 kha ning trc ché sy
biéu hién cta gen FXI, chira soi c¢6 nghia va soi d6i nghia, mdi nucleotit trong siARN
doc lap 1a nucleotit cai bién hoc khong cai bién, trong d6 soi c6 nghia chira trinh tur
nucleotit I, va soi dbi nghia chuira trinh ty nucleotit II; trinh tu nucleotit I va trinh tu
nucleotit I 13 it nhit bd sung nguoc mot phan dé tao thanh ving sgi d6i; trong d6 trinh
tu nucleotit I ¢6 chiéu dai giéng nhu trinh tu nucleotit nhu duoc thé hién béi trinh tw néu
trong SEQ ID NO: 181 v4i khong nhiéu hon 3 su khéc biét nucleotit giita chiing, v trinh
tu nucleotit IT ¢6 chidu dai gidng nhu trinh tw nucleotit nhur dugc thé hién béi trinh tw néu
trong SEQ ID NO: 182 véi khong nhiéu hon 3 su khac biét nucleotit gifta ching:

5'-GCAACAAAGACAUUUAUGZ13-3' (SEQ ID NO: 181);

5'-Z14CAUAAAUGUCUUUGUUGC-3' (SEQ ID NO: 182),

trong d6, Zizla U va Zis1a A, va

trinh tu nucleotit I chira nucleotit Zis & vi tri twong Ung véi Zi3; trinh tu nucleotit

11 chtra nucleotit Zi & vi tri twong Gmg v6i Z14, trong d6 Zie 12 nucleotit thir nhit & dau
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tan cing 5° cta soi ddi nghia.

Trong mot sd phwong an, sang ché d& xuat siARN thir nim c6 kha ning tic ché su
biéu hién cta gen FXI, chira soi ¢6 nghia va sgi ddi nghia, mdi nucleotit trong siARN
doc lap la nucleotit cai bién hoic khong cai bién, trong d6 sgi c6 nghia chira trinh tu
nucleotit I, va soi dbi nghia chtra trinh tu nucleotit II; trinh ty nucleotit I va trinh tu
nucleotit I 14 it nhit bd sung ngwoc moét phin dé tao thanh viing s¢i d6i; trong d6 trinh
tw nucleotit I ¢6 chiéu dai giéng nhu trinh tu nucleotit nhu dugce thé hién boi trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 241 v6i khong nhiéu hon 3 su khéc biét nucleotit gifta chiing, va trinh
tu nucleotit IT ¢6 chiéu dai giéng nhu trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién bai trinh ty néu
trong SEQ ID NO: 242 v&i khong nhiéu hon 3 su khac biét nucleotit giita ching:

5'-GAAUCUCAAAGAAAUCUUZ7-3' (SEQ ID NO: 241);

5'-Z1sAAGAUUUCUUUGAGAUUC-3' (SEQ ID NO: 242),

trong do, Z171a U va Zigla A, va

trinh tu nucleotit I chira nucleotit Z19 & vi tri twong Uing v6i Z17; trinh tu nucleotit
1 chira nucleotit Zao & Vi tri twong Gng v6i Zis, trong dé Zao 12 nucleotit thir nhat & dau
tan cung 5° cta soi ddi nghia.

Trong mot sb phwong 4n, sang ché dé xuat siARN thir sau c6 kha ning trc ché sy
biéu hién cua gen FXI, chira soi ¢6 nghia va soi dbi nghia, mdi nucleotit trong siARN
doc lap 1a nucleotit cai bién hodc khong cai bién, trong d6 sgi ¢6 nghia chtra trinh tu
nucleotit I, va soi d6i nghia chtra trinh tw nucleotit II; trinh tw nucleotit I va trinh tu
nucleotit IT 13 it nhit b6 sung nguge mot phan dé tao thanh ving soi dbi; trong do trinh
tu nucleotit I ¢6 chiéu dai giéng nhu trinh tu nucleotit nhu duoc thé hién béi trinh ty néu
trong SEQ ID NO: 301 v6i khong nhiéu hon 3 su khéc biét nucleotit gifra chung, va trinh
tu nucleotit IT ¢6 chiéu dai giéng nhu trinh ty nucleotit nhu duge thé hién bai trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 302 véi khong nhiéu hon 3 su khéc biét nucleotit gitta chiing:

5'-GUACGUGGACUGGAUUCUZ21-3"' (SEQ ID NO: 301);

5'-Z2nAGAAUCCAGUCCACGUAC-3' (SEQ ID NO: 302),

trong do, Zo11a G vaZx 1a C,va

trinh tu nucleotit I chira nucleotit Zo3 & vi tri twong tng vGi Zoi; trinh ty nucleotit

11 chira nucleotit Zas & vi tri twong Gng voi Zao, trong d6 Z24 14 nucleotit thit nhit & dau
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tan ciing 5° cta soi ddi nghia.

Trong mot s6 phuong an, sang ché d& xuit siARN thtr biy c¢6 kha ning {rc ché sy
bidu hién cta gen FXI, chtra soi c¢6 nghia va s¢i d6i nghia, mdi nucleotit trong siARN
doc 1ap la nucleotit cai bién hoic khong cai bién, trong d6 sgi c6 nghia chtra trinh tw
nucleotit I, va soi d6i nghia chira trinh ty nucleotit II; trinh ty nucleotit I va trinh ty
nucleotit IT 13 it nhét bd sung nguoc mot phin dé tao thanh viing s¢i doi; trong d6 trinh
tu nucleotit I ¢6 chidu dai giéng nhu trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién boi trinh tw néu
trong SEQ ID NO: 361 véi khong nhiéu hon 3 su khac biét nucleotit giita ching, va trinh
tu nucleotit I c6 chiéu dai giéng nhu trinh tu nucleotit nhu duogc thé hién béi trinh ty néu
trong SEQ ID NO: 362 vé6i khong nhiéu hon 3 su khac biét nucleotit giita chung:

5'-AUUUCUGGGUAUUCUUUCZ»5-3' (SEQ ID NO: 361);

5'-Z26GAAAGAAUACCCAGAAAU-3' (SEQ ID NO: 362),

trong do, Zxsla A va Zas 1a U, va

trinh tu nucleotit I chira nucleotit Zy7 ¢ vi tri twong ing v6i Zos; trinh tu nucleotit
11 chtra nucleotit Zag & vi tri twong tmng vai Zas, trong d6 Zog 1a nucleotit thir nhit & dau
tan cung 5’ cua sgi dbi nghia.

Trong mét sb phwong 4n, sang ché dé xuét siARN thir tim c¢6 kha ning Gc ché sy
biéu hién cta gen FXI, chita s¢i c6 nghia va soi d6i nghia, mdi nucleotit trong siARN
doc 14p 1a nucleotit cai bién hodc khong cai bién, trong d6 soi c6 nghia chira trinh tw
nucleotit I, va sgi di nghia chua trinh tu nucleotit IT; trinh tw nucleotit I va trinh tu
nucleotit IT 13 it nhét bd sung nguge moét phan dé tao thanh ving sgi ddi; trong d6 trinh
tu nucleotit I ¢6 chiéu dai giéng nhu trinh ty nucleotit nhu dugc thé hién béi trinh ty néu
trong SEQ ID NO: 421 v6i khong nhiéu hon 3 su khéc biét nucleotit gifra ching, va trinh
tu nucleotit IT ¢6 chiéu dai gidng nhu trinh tr nucleotit nhu dwge thé hién béi trinh tw néu
trong SEQ ID NO: 422 v6i khong nhiéu hon 3 sy khac biét nucleotit gitta chtng:

5'-CAUGAAGGGCAUAAACUAZ29-3"' (SEQ ID NO: 421);

5'-Z30 UAGUUUAUGCCCUUCAUG-3' (SEQ ID NO: 422),

trong do, Zx9la U va Z3o 1a A, va

trinh tu nucleotit I chira nucleotit Z31 & vi tri twvong ung véi Zao; trinh tw nucleotit

I1 chira nucleotit Z3» ¢ vi tri twong ing véi Z3o, trong d6 Zs» 1a nucleotit thir nhit & dau
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tan cung 5 ctia soi ddi nghia.

Trong mdt s6 phuong 4n, sang ché d& xut siARN thtr chin c6 kha ning tGc ché su
biéu hién cua gen FXI, chtra soi c¢6 nghia va soi dbi nghia, mdi nucleotit trong siARN
doc lap 1a nucleotit cai bién hodc khong cai bién, trong d6 sgi c6 nghia chira trinh tu
nucleotit I, va soi dbi nghia chira trinh ty nucleotit II; trinh tu nucleotit I va trinh tu
nucleotit II 1a it nhét bd sung nguoc mot phan dé tao thanh ving soi ddi; trong d6 trinh
tu nucleotit I ¢6 chiéu dai giéng nhu trinh ty nucleotit nhu dwoc thé hién boi trinh ty néu
trong SEQ ID NO: 481 v6i khong nhidu hon 3 sy khac biét nucleotit gitta ching, va trinh
tu nucleotit II ¢6 chiéu dai giéng nhu trinh tu nucleotit nhu duogc thé hién béi trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 482 v6i khong nhiéu hon 3 sy khéc biét nucleotit gitta ching:

5'-GGAUUCUGGAGAAAACUCZ33-3' (SEQ ID NO: 481);

5'-Z3sGAGUUUUCUCCAGAAUCC-3' (SEQ ID NO: 482),

trong do, Z331a A va Z341a U, va

trinh tu nucleotit I chira nucleotit Z3s & vi tri tvong tng vé1 Z33; trinh ty nucleotit
IT chira nucleotit Zze & Vi tri trong Gng v&i Zz4, trong dé Z3e 1a nucleotit thir nhit & du
tan cung 5° cta soi ddi nghia.

Theo mot sé phwong 4n, sang ché dé xudt dugc pham, chira siARN theo sang ché,
va chit mang dugc dung.

Trong mét sb phuong 4n, sang ché dé xuét thé tiép hop siARN, chira siARN theo
sang ché va nhém tiép hop dugce tiép hop vi siARN.

Trong mot sb phuong 4n, sang ché d& xuét viéc st dung siARN va/hodc dugc
pham va/hodc thé tiép hop siARN theo sang ché dé san xuét thube dé didu tri va/hodc
ngan ngira bénh huyét khéi va/hodc dot quy do thiéu méu cuc bd gy ra béi su biéu hién
bat thudng cua gen FXI.

Trong mot s6 phuong an, sang ché dé xudt phuong phép diéu tri va/hodc ngan
ngtra bénh huyét khdi va/hodc dot quy do thiéu mau cuc bo, bao gdm ding khbi lwong
hiru hiéu siARN, va/hoac duogc phém, va/hoac thé tiép hop siARN theo siang ché cho dbi
tugng bi méc bénh huyét khdi va/hodc dot quy do thiéu mau cuc bd.

Trong mot s6 phuong an, sang ché d& xudt phuong phap wc ché sy biéu hién cia

gen FXI trong té bao gan, bao g?)m tiép xtc khbi luong hitu hiéu siARN, va/hoac duoc
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phim, va/hoic thé tiép hop siARN theo séang ché véi té bao gan.

Theo mot sb phuong an, sang ché d& xuit kit, chira siARN, va/hoic dugc phém,
va/hoic thé tiép hop siARN theo séang ché.

Céc hi¢u qua co lgi

siARN, dugc phém, va thé tiép hop siARN theo sdng ché c6 do 6n dinh t6t, hoat
tinh (rc ché mARN FXI cao, hiéu qua ngoai dich thip va/hoic c6 thé diéu tri hodc lam
thuyén giam dang k& cac tridu chimg cta bénh huyét khéi va/hoic dot quy do thiéu mau
cuc bd.

Trong mdt s phuong an, siARN, dwgc phdm, hodc thé tiép hop siARN theo séng
ché thé hién hoat tinh rc ché tuyét voi khang lai gen dich trong thi nghiém té bao in vitro.
Trong mot sb phuong an, siARN, dugc phém, hodc thé tiép hop siARN theo sidng ché thé
hién ty 18 e ché it nhat 13 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% hodc 95% khang
lai su biéu hién ctia gen dich trong té bao gan. Trong mdt s6 phwong 4n, siARN theo séng
ché thé hién hoat tinh e ché khang lai mARN FXI trong hé théng psiCHECK, véi ICso
khang lai mARN FXI ndm trong khoang tir 0,013 dén 0,119 nM. Trong mot sé phuong
an, siARN theo sang ché thé hién hoat tinh e ché cao trong té bao HepG2, v6i ICso khang
lai mMARN FXI ndm trong khoang tir 1,49 dén 11,1 nM. Trong mdt s& phuong an, thé tiép
hop siARN theo sang ché thé hién hoat tinh trc ché cao trong té bao gan so cip ciia chudt,
v6i ICso khang lai mARN FXI nam trong khoang tir 0,012 dén 3,86 nM. Trong mdt s6
phuong 4n, siARN theo séang ché co thé tic ché sy biéu hién cia mARN FXI trong té bao
HepG?2 va thé hién ty 18 &rc ché 1én dén 86,9% khang lai mARN FXI & ndng d6 50 nM.,

Trong mot s6 phuong 4n, siARN, duge pham, hodc thé tiép hop siARN theo séng
ché ¢6 thé thé hién tinh én dinh va/hodc hoat tinh in vivo cao hon nhiéu. Trong mot )
phuong an, siARN, dugc phém, hodc thé tiép hop siARN theo sang ché thé hién ty 1€ trc
ché it nhat 1a 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% hoic 95% in vivo khéng lai
su bidu hién cda gen dich. Trong mot ) phuong an, siARN, dugc phém, hodc thé tiép
hop siARN theo sang ché thé hién ty 18 tc ché it nhét 1a 20%, 30%, 40%, 50%, 60%,
70%, 80%, 90% hoac 95% in vivo khang lai su biéu hién cua gen FXI. Trong mdt sd
phuong 4n, siARN, duge pham, hodc thé tiép hop siARN theo sang ché thé hién ty 18 tc
ché it nhét 1a 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% hodc 95% in vivo khéng lai
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su biéu hién ciia gen FXI trong gan. Trong mdt s& phuong an, siARN, dugc phim, hoic
thé tiép hop siARN theo sang ché thé hién ty 18 e ché it nhit 1a 20%, 30%, 40%, 50%,
60%, 70%, 80%, 90% hodc 95% in vivo khang lai su biéu hién cua gen FXI trong gan
trong cdc md hinh dong vét. Trong mdt s6 phuong 4n, siARN, dugc pham, hoic thé tiép
hop siARN theo sang ché thé hién ty 18 we ché it nhat 12 20%, 30%, 40%, 50%, 60%,
70%, 80%, 90% hodc 95% in vivo khang lai su biéu hién cta gen FXI trong gan trong
d6i tuong ngudi. Trong mdt s6 phwong 4n, thé tiép hop siARN theo séng ché thé hién ty
1& (rc ché 1én dén 95.0% in vivo khang lai sy biéu hién cia mARN FXI trong chudt véi
ndng do siARN 14 5 mg/kg. Trong mdt s& phwong an, thé tiép hop siARN theo sang ché
thé hién ty 16 Grc ché 1én dén 93,09% in vivo khang lai sur biéu hién ctia mARN FXI nguoi
trong chudt dugc 1am gidng ngudi voi ndng d6 siARN 1a 3 mg/kg. Trong khi d6, thé tiép
hop siARN ¢6 thé thé hién hiéu quéa e ché dang ké ndng do protein FXI trong huyét
tuong v6i ty 16 e ché 18n dén khoang 99%. Trong mot sd phwong 4n, thé tiép hop siARN
theo sang ché c6 thé thé hién hiéu qua dang kéo dai gia tri thir nghiém APTT trong huyét
tuwong trong chudt CD57 in vivo, vi du, dén 64,9%.

Trong mét s6 phuong 4n, siARN, duge phdm, hoic thé tiép hop siARN theo sang
ché thé hién hiéu qué ngoai dich khong dang ké. Hiéu qua ngoai dich co thé 14, vi dy, Ge
ché sy biéu hién binh thuong ctia gen ma khong phai 1a gen dich. Pugc xem xét ring néu
su gan két/tre ché sy biéu hién cua gen ngoai dich 1a 50%, 40%, 30%, 20%, hodc 10%
thdp hon so v6i sy biéu hién ctia gen dich, thi hiu qua ngoai dich 12 khong déng ké.

Do d6, siARN, duoc phim va thé tiép hop siARN theo sang ché c6 thé trc ché su
bidu hién cua gen FXI, didu tri va/hoic ngin ngira hiéu qua bénh huyét khdi va/hodc cac
tinh trang dot quy dot quy do thiéu mau cuc bod gdy ra boi su biéu hién qua mirc ciia gen
FXI, va do d6 thé hién trién vong hira hen ctia tng dung.

Céc dic diém bd sung va cac hitu ich cia sang ché s& duoc minh hoa chi tiét trong

phan mé ta chi tiét sang ché.
MO ta chi tiét sang ché

Dud¢i day 1a mo ta chi tiét vé cac phuong an cu thé cta sang ché. Can hiéu rang
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céc phuong an cu thé dwoc md ta & ddy chi dwgc sir dung dé minh hoa va giai thich séng
ché va khong duogc du dinh 12 1am gii han pham vi ciia sng ché.

Trong sang ché nay, mARN FXI d& cip dén mARN co trinh ty nhu duge thé hién
trong Genbank Accession No. NM_000128.3. Hon nira, trir khi duoc chi dinh khac, thuat
ngit “gen dich” duoc st dung trong sang ché d& cap dén gen phién mi mARN FXI néu

trén; va thuat ngir “mARN dich” d& cap dén mARN FXI trén.

Cac dinh nghia

Trong pham vi clia sang ché, trir khi duoc chi dinh khac, C, G, U, va A 13 thanh
phin bazo cua nucleotit; m thé hién rang nucleotit lién ké v6i phia bén trai ctia chit cdi m
la nucleotit cai bién metoxy; f thé hién ring nucleotit lién ké véi phia bén trai cia chit
cai f1a nucleotit cai bién flo; s thé hién hai nucleotit lién ké vé6i ca hai phia ctia chit céi s
duoc lién két bang lién két thiophosphat; P1 thé hién ring nucleotit lién k& v6i phia bén
phai ctia P1 1a 5°-phosphat nucleotit hodc nucleotit cai bién dang tuong tu 5°-phosphat;
VP thé hién rang nucleotit 1ién k& véi phia bén phai ctiia VP 13 nucleotit cai bién vinyl
phosphat (5°-(E)-vinylphosphonat, E-VP) ; Ps thé hién ring nucleotit lién k& v6i phia bén
phéi cua Ps 12 nucleotit cai bién thiophosphat; va P thé hién ring nucleotit lién ké& véi
phia bén phai cta chit cai P 1a 5’-phosphat nucleotit.

Trong pham vi ctia sang ché, “nucleotit cai bién flo”dé cap dén nucleotit dugc tao
thanh boi su thay thé 2°-hydroxy ctia nhom riboza bang nguyén tir flo. “Nucleotit cai bién
khong phai flo”dé cap dén nucleotit dwoc tao thanh boi sur thay thé 2°-hydroxy ctia nhém
riboza bing nhom khong phai-flo, hodc chit twong tu nucleotit. “Chat twong tu
nucleotit”dé cip dén nhém ma co thé thay thé nucleotit trong axit nucleic, trong khi khac
vé cAu trac v&i ribonucleotit adenin, ribonucleotit guanin, ribonucleotit xytosin,
ribonucleotit uracil, deoxyribonucleotit thymin, nhu isonucleotit, nucleotit ¢é lién két
cdu (axit nucleic c¢6 lién két cau (bridged nucleic acid-BNA)) ho#c nucleotit vong.
“Nucleotit cai bién metoxy”dé cip dén nucleotit duoc tao thanh béi sy thay thé 2’-
hydroxy ctia nhom riboza bing nhém metoxy.

Trong pham vi cta sang che, su the hién “bo sung”va “bd sung nguoc’co6 the dugc
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sir dung thay ddi cho nhau, va c6 nghia dugc biét nhidu trong nganh, cu thé 13, cic bazo
trong mot soi 14 dugc bat cap bd sung véi cac bazo trong soi khac trong phén tir axit
nucleic sgi doi. Trong cac ADN, bazo purin adenin (A) thuong bt cip voi bazo pyrimidin
thymin (T) (hodc uraxil (U) trong cac ARN); va bazo purin guanin (G) thudong bét cap
v6i bazo pyrimidin xytosin (C). Mbi ¢ip bazo bao gdbm mdt purin va mot pyrimidin. Néu
adenin trong mdt mach ludn bit cap voi thymin (hodc uraxil) trong mach khac, va guanin
ludn bit cap voi xytosin, thi hai mach dugc coi la duge bd sung v§i nhau; va trinh tu ctia
mdt mach co6 thé duoc suy ra tu trinh ty cia mach bd sung cta nd. Twong tGng la, “bit
cp sai” nghia 1a cac bazo ndy & cdc vi tri twong ung khong dugc thé hién theo phuong
thirc bat cip bd sung trong axit nucleic soi di.

Trong pham vi cia sang ché, trir khi dwoc chi dinh khac, “co ban 12 bd sung ngugc”
nghia 12 ¢6 khong nhidu hon 3 sy bét cép sai bazo giita hai trinh trr nucleotit. "Hau nhu
1a bd sung nguoc” nghia 1 c6 khong nhidu hon 1 su bét cip sai bazo giita hai trinh tu
nucleotit. "Bd sung nguroc hoan toan” nghia 1a khéng c6 su bt cip sai bazo gitta hai trinh
tu nucleotit.

Trong pham vi cia sang ché, "su khdc biét nucleotit” giita trinh tw nucleotit nay
va trinh tu nucleotit khac dé cap dén su thay d6i vé loai bazo nucleotit & vi tri twong tu
gitra ching. Vi dy, trong trurong hop ma bazo nucleotit trong trinh tu sau 1a A trong khi
bazo nucleotit ¢ vi tri tuong tu trong trinh tu trude 1a 14 U, C, G, hodc T, n6 dugce coi l1a
su khéc biét nucleotit duoc dit & vi tri nay gitta hai trinh ty nucleotit nay. Theo mdt s&
phuong an, néu nucleotit & mot vi tri duoc thay thé b?mg nucleotit thiéu bazo hodc nhom
tuong tu nucleotit, thi dugc coi la c6 su khac biét vé nucleotit & vi tri nay.

Trong pham vi cta sang ché, cu thé 1a trong phan mé ta phuong phép diéu ché
siARN, ché phdm chira siARN, hoic thé tiép hop siARN theo sang ché, trir khi duoc chi
dinh khéc, “monome nucleosit”dé cap dén, theo loai va trinh tu ciia nucleotit trong siARN
hoiic thé tiép hop siARN duoc diéu ché, ARN phosphoramidit bién déi hodc khong bién
dbi (d6i khi ARN phosphoramidit duoc dé cip dén 13 nucleosit phosphoramidit) duoc st
dung trong qua trinh téng hop pha réin phosphoramidit. Qué trinh tdng hop pha rin
phosphoramidit 12 phuong phéap duoc biét nhiéu dé tdng hop boi chuyén gia trong nganh.

Monome nucleosit dugc st dung trong sang ché 1a cdic monome san c6 trén thi truong.
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Trong pham vi ctia sang ché, trir khi duoc chi dinh khéc, “su tiép hop”nghia 14 hai
hoidc nhidu gbc héa hoc, mbi gbe c6 chire ning cu thé duoc lién két v6i nhau thong qua
lién két ddng hoa tri. Do d6, thuét ngir “thé tiép hop” duoc dung dé chi hop chét dugc tao
thanh bang cach lién két cong hoa tri cic gdc héa hoc riéng. Ngoai ra, “thé tiép hop
siARN” 12 hop chit dugc tao thanh bai lién két ddng hoa tri mot hodc nhidu gbe hoa hoc
mdi gdc ¢6 chire ning cu thé voi siARN. Trong phan dudi day, thé tiép hop siARN theo
sang ché doi khi dwoc goi tit 1a “thé tiép hop”. Theo pham vi clia sdng ché, thé tiép hop
siARN nén dugc hiu 1a thuat ngit chung vé thé tiép hop siARN, thuat ngit chung vé thé
tiép hop siARN nhu dwoc thé hién bing cong thic (305) va (307), hodc thé tiép hop
siARN nhu duge thé hién bang cong thirc (305), (307) hodc (308). Trong pham vi theo
sang ché, “cac phan tir tiép hop” nén duoc giai thich 14 cac hop chit cu thé ¢6 kha niang
duoc tiép hop véi siARN thong qua cic phan Gmg, nhd d6 cubi cung tao thanh thé tiép
hop siARN theo sang ché.

Nhu duogce stir dung & day, "tuy y”hodc "mot cach tuy y”nghia 1a su kién hodc hoan
canh mo ta sau d6 c6 thé xay ra hodc c6 thé khong xay ra, va ban mo ta nay bao gdm céc
truong hop trong dé su kién hodc hoan canh xay ra va cac truong hgp trong dé nd khong
xay ra. Vi du, "alkyl ty ¥ duoc thé” bao gbm ca hai "alkyl” va "alkyl dwoc thé” nhu duoc
xdc dinh dudi ddy. S& duoc hiu boi chuyén gia trong nganh, véi nhom bét ky chira mot
hodc nhiéu phén tir thé, ma cac nhém nay khong nham duge dwa vao sy thay thé hoic mo
hinh thay thé bit k¢ ma 1a khong thuc té v& mat khong gian, khong thé téng hop dugc
va/hodc ban chét 12 khong 6n dinh.

Nhu duoge st dung & ddy, "alkyl” dé cap dén mach thing va mach nhéanh c6 sd chi
dinh nguyén tir cacbon, thuong 1a tir 1 &n 20 nguyén tir cacbon, vi du tir 1 dén 10 nguyén
tt cacbon, nhu tr 1 dén 8 hodc tir 1 dén 6 nguyén tr cacbon. Vi du, C1-Cs alkyl bao gém
c4 alkyl mach thing va mach nhanh c6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon. Khi gdc alkyl ¢6 s6
cu thé nguyén tir cacbon dugce dé cap, tAt ca cac dang mach thfing va mach nhanh c¢6 sb
nguyén tir cacbon nay déu nham duoc bao gbm; do d6, vi du, "butyl” nghia 1a bao gdbm
n-butyl, sec-butyl, isobutyl, va t-butyl; "propyl” bao gdm n-propyl va isopropyl. Alkylen
14 mot nhém nho cua alkyl, duge ding dé chi cac gbc gibng nhu alkyl, nhung c6 hai diém

gin két.
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Nhu duge st dung & day, "alkenyl” d& cap dén nhém alkyl mach thing hodc phan
nhanh khong bdo hoa cé it nhét mot lién két doi carbon-carbon thu duoc béng cach loai
b6 mot phan tir hydro tir hai nguyén tir cacbon 1ién k& ctia alkyl gbc. Nhém ndy c6 thé 14
céu hinh cis hodic trans gom (cac) lién két d6i. Cac nhom alkenyl dién hinh bao gdm bao
gb6m, nhung khong chi gi6i han &, etenyl; 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 nhom tuong tu. Theo cédc phuong an nhét dinh, nhom alkenyl ¢6 tir 2 dén 20 nguyén
t&r cacbon, va theo cac phuong an khéc, ¢6 tir 2 dén 10, 2 dén 8, hodc 2 dén 6 nguyén tir
cacbon. Alkenylen 12 mot tdp hop con cua alkenyl, duge dung dé chi cac gbc gidng nhu
alkenyl, nhung c6 hai diém gén két.

Nhu duoc str dung & ddy, "alkynyl” d& cap dén nhom alkyl mach thang hodc phén
nhanh khong bao hoa co it nhat mét lién két ba carbon-carbon thu dugc br?mg cach loai
bo hai phan tir hydro tir hai nguyén tir cacbon lién ké cuia alkyl gbc. Céc nhém alkynyl
dién hinh bao gdm, nhung khong chi giéi 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 tuong
tw. Theo cac phuong an nhit dinh, nhém alkynyl c6 tir 2 dén 20 nguyén tir cacbon, va
theo cac phuwong 4n khac, cé tir 2 dén 10, 2 dén 8, hoic 2 dén 6 nguyén tir cacbon.
Alkynylen 12 mot nhém nhé cua alkynyl, duge ding dé chi cic gde gidng nhu alkynyl,
nhung c6 hai diém gén két.

Nhu duogce st dung & ddy, "alkoxy”dé cap dén nhom alkyl ¢6 s6 chi dinh nguyén
t&r cacbon dugc lién 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 tuong ty. Nhém alkoxy thuong
cotir 1 dén 10, 1 dén 8, 1 dén 6, hodc 1 dén 4 nguyén tit cacbon dugc lién két thong qua
cau oxy.

Nhu duge sir dung & ddy, "aryl”dé cap dén gbc c6 ngudn gbc tir hé thong vong
hydrocarbon don vong hodc da vong thom bang cach loai bé nguyén tir hydro tir nguyén
t&r cacbon vong. Hé thdng vong hydrocarbon don vong hodc da vong thom chi chira hydro

va carbon, bao goém tir 6 dén 18 nguyén tir cacbon, trong d6 it nhit mot vong trong hé
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théng vong nay 1a bdo hoa hoan toan, nghia 13, né chira hé thdng (4n+2)r—electron duge
phan dinh vi tri, vong theo 1y thuyét Hiickel. C4c nhém aryl bao gdm, nhung khdng chi
gi¢i han ¢, cac nhém nhu phenyl, floenyl, va naphtyl. Arylen la mét tip hop con cta aryl,
duoc dung dé chi cac gbe gibng nhu aryl, nhung c6 hai diém gin két.

Nhu dugce str dung & day, “phén ttr thé halo” hodc “halogen” dé cap dén flo, clo,
brom, va iot, va thuét nglt “halogen”bao g&n flo, clo, brom, va iot.

Nhu dugc sir dung & day, “haloalkyl”dé cap dén alkyl nhu dugc dinh nghia ¢ trén
¢6 s6 cu thé nguyén tir cacbon duoc thé bang mot hodc nhidu nguyén ti halogen, 1én dén
t6i da s& lwong cho phép nguyén tir halogen. Céc vi du vé haloalkyl bao gém, nhung
khong bi gidi han dén, triflometyl, diflometyl, 2-floetyl, va penta-floetyl.

“Heterocyclyl”dé cép dén gbc vong khong thom co tir 3- dén 18- canh 6n dinh
chira tir hai dén muoi hai nguyén tir cacbon va tir mot dén sau nguyén tir khac loai dugc
chon tir nito, oxy hodc luu huynh. Trit khi dugc chi dinh khéc trong ban md ta,
heterocyclyl 1a h¢ théng vong don vong, hai vong, ba vong hodc bén vong, ma co thé bao
g0m (cac) hé thdng vong duge ngung tu hoic ¢6 lién két cAu. (Céc) nguyén tir khac loai
trong gdc heterocyclyl c6 thé tity ¥ duoc oxi hda. Mot hodc nhidu nguyén tir nito, néu co,
thy y dugc tao bac bbén. Gdc heterocyclyl 1a bdo hoa mot phan hodc hoan toan.
Heterocyclyl ¢6 thé dugce nbi v6i phin con lai ciia phén tir thong qua nguyén tir bét ky
clia (cac) vong. Céc vi du vé cac gde heterocyclyl nay bao gbm, nhung khéng bi gi6i han
dén, dioxolanyl,  thienyl[1,3]dithianyl,  decahydroisoquinolyl,  imidazolinyl,
imidazolidinyl, isothiazolidinyl, isoxazolidinyl, morpholinyl, octahydroindolyl,
octahydroisoindolyl, 2-oxopiperazinyl, 2-oxopiperidinyl, 2-oxapyrimidinyl,
oxazolidinyl, piperidinyl, piperazinyl, 4-piperidonyl, pyrrolidinyl, pyrazolidinyl,
quinuclidinyl,  thiazolidinyl,  tetrahydrofuryl,  trithianyl, tetrahydropyranyl,
thiomorpholinyl, thiamorpholinyl, 1-oxa-thiomorpholinyl, va
1,1-dioxa-thiomorpholiny]l.

“Heteroaryl”dé cap dén gbc c6 ngudn gde tir gbc vong thom cé tir 3- dén 18-canh
chira tir hai dén muoi bay nguyén tir cacbon va tir mot dén sau nguyén tir khéc loai duoc
chon tir nito, oxy hodc Iuu huynh. Nhu duoc st dung & déy, gbc heteroaryl c6 thé 1a hé

théng vong don vong, hai vong, ba vong hodc bdn vong, trong do it nhit mot vong trong
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hé thdng vong nay 1a bdo hoa hoan toan, nghia 13, né chtra hé théng (4n+2) n—electron,
duoc phéan dinh vi tri, vong theo Iy thuyét Hiickel. Heteroaryl bao gbm (cic) hé vong
ngung tu hodc ciu ndi. (Cac) nguyén tir khac loai trong gbc heteroaryl tiy ¥ duge oxy
héa. Mot hodc nhiéu nguyén t nito, néu co, tuy v dugc tao bac bdn Heteroaryl duoc ndi
v6i phdn con lai ciia phan tir ndy thong qua nguyén tir bat ky cta (cac) vong . Céac vi du
v& heteroaryl bao gdbm, nhung khong bi gidi han dén, 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, benzoxazolyl, benzodioxolyl, benzodioxinyl, benzopyranyl,
benzopyranonyl, benzofuranyl, benzofuranonyl, benzothienyl,
benzothieno[3,2-d]pyrimidinyl, benzotriazolyl, benzo[4,6]imidazo[1,2-a]pyridinyl,
carbazolyl, cinnolinyl, cyclopenta[d]pyrimidiny],
6,7-dihydro-5H-cyclopenta[4,5]thieno[2,3-d]pyrimidiny]l,
5.6-dihydrobenzo[h]quinazolinyl,  5,6-dihydrobenzo[h]cinnolinyl,  6,7-dihydro-5H-
benzo[6,7]cyclohepta[1,2-c]pyridazinyl, dibenzofuranyl, dibenzothienyl, furanyl,
furanonyl,  furo[3,2-c]pyridinyl,  5,6,7,8,9,10-hexahydrocyclohepta[d]pyrimidinyl,
5,6,7,8.9, 10-hexahydrocycloocta[d]pyridazinyl,
5,6,7,8,9,10-hexahydrocycloocta[d]pyridinyl, isothiazolyl, imidazolyl, indazolyl,
indolyl, isoindolyl, indolinyl, isoindolinyl, isoquinolyl, indolizinyl, isoxazolyl,
5.8-methano-5,6,7,8-tetrahydroquinazolinyl, naphthyridinyl, 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, pyrrolyl, quinazolinyl,
quinoxalinyl,  quinolinyl,  tetrahydroquinolinyl, 5,6,7,8-tetrahydroquinazolinyl,
5,6,7,8-tetrahydrobenzo[4,5Jthieno[2,3-d]pyrimidinyl, 6,7,8,9-tetrahydro-5H-cyclohepta
[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.
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Céc nhom bao vé hydroxyl khac nhau ¢ thé duoc st dung trong séng ché. N6i
chung, cac nhom bao v¢ lam cho cdc nhom chirc hoa hoc tro véi cac diéu kién phan ng
cu thé, va c6 thé duoc gin vao va tach ra khoi cdc nhom chire ndy trong phan ti ma khong
lam anh huong dang ké dén phan con lai ctia phén tir. Cac nhém bao vé hydroxyl dién
hinh dugc bdc 10 trong Beaucage, et al., Tetrahedron 1992, 48, 2223-2311, va cling trong
Greene va Wuts, Protective Groups in Organic Synthesis, Chapter 2, 2d ed, John Wiley
& Sons, New York, 1991, mdi tai liéu dugc dua vao day béng cach vién din toan bd nodi
dung ctia ching. Theo mdt s6 phuong an, nhém bao vé 1a bn dinh trong céc didu kién
bazo nhung c6 thé duoc loai bd trong cac diéu kién axit. Trong mot sb phuong an, céc vi
du khong loai trir vé cac nhoém bao vé hydroxyl ma c6 thé duoc st dung & day bao gf‘)ln
dimetoxytrityl (DMT), monometoxytrityl, 9-phenylxanthen-9-yl (Pixyl) va 9-(p-
metoxyphenyl)xanthen-9-y1 (Mox). Trong médt sb phuong 4n, cac vi du khdng loai trir vé
céc nhém bao vé hydroxyl ma c6 thé duge st dung & ddy bao gém Tr (trityl), MMTr (4-
metoxytrityl), DMTr (4,4’-dimetoxytrityl), va TMTr (4,4°,4” -trimetoxytrityl).

Thuét ngit “dbi twong”, nhu duoc sir dung & ddy, duoc ding dé chi dong vat bat
ky, vi du, ddng vat ¢6 vi hodc tha ¢6 tii. i tugng theo sang ché bao gdm nhung khong
bi gi6i han dén nguoi, linh truong khong phai ngudi (vi dy, khi rezus hodc loai khi khac),
chu@LlQn,ngua,lﬁa,bb,cﬂu,chu@tratvéchhnloaibétky.

Nhu duge st dung & day, “diéu tri”dé cap dén phuong phép thu dugc két qua c6
loi hodc mong mudn, bao gdm, nhung khong bi gi6i han dén, loi ich didu tri. “Loi ich
diéu tri”nghia 14 su loai bo hodc cai thién rdi loan tiém tang dugc diéu tri. Ngoai ra, loi
ich diéu tri thu duoc béng cach loai bo hodc cai thién mot hodc nhiéu tridu chiig sinh ly
lién quan dén rdi loan tiém tang nhu sy cdi thién dugc quan sat trong dbi tuong, cho du
1a d6i tuong nay c6 thé vin méc ching rdi loan tiém tang.

Nhu duoc st dung & ddy, “ngan ngira”dé cap dén phuong phap thu duoc két qua
¢0 loi hodac mong mubn, bao gém, nhung khong bi giéi han dén, loi ich phong bénh. béi
véi “lgi ich phong bénh”, siARN, thé tiép hop siARN hodc cac dugc phém c6 thé duoc
dung cho dbi trong c6 nguy co tién trién bénh cu thé, hoic dbi tuong thong bao mdt hodc
nhidu triéu ching sinh 1y cua bénh, thdm chi mic du chin doan bénh nay c6 thé khong

duoc dua ra.
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Theo mot khia canh, sédng ché dé xuét cac siARN tir thir nhat dén thir chin c6 kha
nang e ché su bidu hién cta gen FXI. Chung toi s& mé ta 1an luot chi tiét dudi day.

siARN theo sang ché bao gdm céc nhém nucleotit 1am céc don vi cdu triic co ban.
N6 duge biét nhidu dbi voi chuyén gia trong nganh ring nhém nucleotit chita nhém
phosphat, nhém riboza va bazo. Minh hoa chi tiét vé cc nhom nay khong duge dé cap &
day.

siARN thir nhét

Theo sang ché, siARN c6 thé 12 stARN thir nhét.

siARN thtr nhét chira soi c6 nghia va soi ddi nghia; mdi nucleotit trong siARN thtr
nhit doc 14p 12 nucleotit cai bién hodc khong cai bién; trong d6 sgi c6 nghia chia trinh tu
nucleotit T, va soi doi nghia chira trinh tu nucleotit II; trinh tw nucleotit I va trinh tu
nucleotit I 1a it nhit bd sung nguwoc mot phan dé tao thanh ving soi doi; trong d6 trinh
tu nucleotit I ¢6 chiéu dai giéng nhu trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién boi trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 1 véi khong nhiéu hon 3 sy khéc biét nucleotit gitta ching, v trinh
tu nucleotit [T c6 chiéu dai giéng nhu trinh tu nucleotit nhu dugce thé hién béi trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 2 v4i khong nhiéu hon 3 sy khac biét nucleotit giita ching:

5'-GGGUAUUCUUUCAAGCAAZ:-3' (SEQ ID NO: 1);

5'-Z,UUGCUUGAAAGAAUACCC-3' (SEQ ID NO: 2),

trong d6, Z1laUvaZy 1a A, va

trinh tu nucleotit I chira nucleotit Z3 & vi tri twong ing vdi Z1; trinh ty nucleotit 11
chira nucleotit Z4 & vi tri twong tng véi Za, trong d6 Za4 14 nucleotit thir nhat & dau tan
cung 5’ ctia sgi dbi nghia.

Trong pham vi theo sang ché, "vi tri twong Gmg” dé cép dén vi tri twong tu trong
trinh tu nucleotit béng cach dém tir dau tan cung twong tu cda trinh ty nucleotit. Vi du,
nucleotit thir nhat & du tan ciing 3’ cia trinh tw nucleotit I 1 nucleotit & vi tri twong tmg
v6i nucleotit thir nhit & dau tan cing 3’ cia SEQ ID NO: 1.

Theo mdt sé phwong 4n, soi ¢ nghia chi bao gdm trinh tw nucleotit I, va soi ddi
nghia chi bao gdm trinh tu nucleotit II.

Trong mot s& phuong 4n, c6 khong nhiéu hon 1 su khac biét nucleotit gitta trinh

tw nucleotit I va trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién boi trinh tu néu trong SEQ ID NO:
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1, va/hodc co6 khong nhiéu hon 1 su khac biét nucleotit gitta trinh ty nucleotit II va trinh
tu nucleotit nhu dugc thé hién boi trinh tu néu trong SEQ ID NO: 2.

Theo mot sb phuong an, su khac biét nucleotit gitta trinh tu nucleotit II va trinh ty
nucleotit nhu duoc thé hién boi SEQ ID NO: 2 bao gém su khéc biét & vi tri Z4, trong d6
Z4 duoc chon tr U, C hodc G. Trong mdt sb phuong 4n, su khac biét nucleotit 14 su khéc
biét & vi tri Zs, trong d6 Z4 dugc chon tir U, C hodc G. Trong mot sb phuong 4n, Z3 1a
nucleotit bd sung v&i Zs. SIARN ¢6 céc su khac biét nucleotit ndy cling thé hién kha ning
cao dé (rc ché mARN dich, va do d6 cac siARN ndy chira cac su khéac biét nucleotit cling
trong pham vi béo ho theo sang ché.

Trong mot sd phuong an, trinh tu nucleotit I va trinh tw nucleotit II 1a co ban 1a bd
sung nguoc, hdu nhu 13 bd sung nguoc, hodc b sung ngugc hoan toan véi nhau; "co ban
14 bd sung nguoc’nghia 12 c6 khong nhidu hon 3 su bat cip sai bazo giita hai trinh tu
nucleotit; "hau nhu 12 bd sung ngugc’nghia 1a c¢6 khong nhiéu hon 1 su bét cip sai bazo
gitra hai trinh tu nucleotit; "b6 sung ngugc hoan toan”nghia 1a khong c6 su bt cip sai
gifta hai trinh tu nucleotit.

Theo mdt sb phuong an, trinh ty nucleotit I 1a trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién
bdi SEQ ID NO: 3, va trinh tu nucleotit II 12 trinh tw nucleotit nhu dugc thé hién boi SEQ
[D NO: 4:

5'-GGGUAUUCUUUCAAGCAAZ3-3' (SEQ ID NO: 3);

5'-Z4sUUGCUUGAAAGAAUACCC-3' (SEQ ID NO: 4),

trong d6, Z4 14 nucleotit thir nhit & dau tan cling 5° ctia soi d6i nghia, Z5 dugce chon
tr A, U, G, hodac C, va Z4 la nucleotit bd sung v&i Z3; trong mot sb phuong an, Z3 1a U,
vaZslaA.

Hon nita, soi c6 nghia va soi d6i nghia c¢6 chiéu dai giéng nhau hodc khac nhau,
trong d6 soi ¢ nghia c6 chiéu dai tir 19 dén 23 nucleotit, va soi ddi nghia c6 chidu dai tir
19 dén 26 nucleotit. Nghia 13, ty 18 theo chiéu dai ctia soi ¢6 nghia v&i soi di nghia trong
sIARN theo sang ché co thé 1a 19/19, 19/20, 19/21, 19/22, 19/23, 19/24, 19/25, 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. Trong mot sb phuong én, ty 1€ theo chiéu dai cta soi ¢6 nghia véi soi
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ddi nghia trong siARN theo sang ché c6 thé 1a 19/21, 21/23 hoic 23/25.

Trong mot sé phuong an, soi c6 nghia chtra thém trinh tu nucleotit 111, soi dbi
nghia chira thém trinh tu nucleotit IV, va trinh tu nucleotit III va trinh ty nucleotit I'V doc
1ap véi nhau c6 chiéu dai tir 1 dén 4 nucleotit; trinh tu nucleotit ITI va trinh tw nucleotit
IV ¢6 chiéu dai gidng nhau va 1a hau nhu 13 b6 sung nguoc hoic bd sung ngugc hoan
toan v&i nhau; trinh tu nucleotit I1T dwoc lién két voi ddu tAn cing 5° cia trinh tyr nucleotit
I; va trinh tu nucleotit IV duogc lién két véi dau tn cung 3’ cua trinh tu nucleotit II. Trong
mot s6 phuong an, trinh ty nucleotit IV 13 hiu nhur 1a bd sung ngugc, hodc bd sung ngugc
hoan toan véi trinh tu nucleotit thi hai, ma dé cap dén trinh ty nucleotit ma la lién k& véi
dau tan cung 5’ cda trinh ty nucleotit nhu dugc thé hién boi trinh tu néu trong SEQ ID
NO: 1 trong mARN dich va ¢6 chiéu dai gibng nhu trinh tw nucleotit IV.

Trong mot sb phuong an, trinh ty nucleotit III va trinh tw nucleotit IV ¢a hai c6
chiéu dai 1a 1 nucleotit, va bazo cta trinh tu nucleotit III 1a U, va bazo cta trinh tu
nucleotit IV 1a A; trong trudng hop nay, ty 18 theo chidu dai ctia sgi c6 nghia va soi dbi
nghia ctia né 1a 20/20; hoac, trinh ty nucleotit III va trinh tu nucleotit IV ca hai c6 chiéu
dai 1a 2 nucleotit, va theo huéng tir du tin ciing 5° @én dau tan ciing 3°, thanh phan bazo
ctia trinh tu nucleotit IIT 1a CU, va thanh phan bazo ciia trinh twy nucleotit IV 1 AG; trong
treong hop nay, ty 18 theo chidu dai cua sgi c6 nghia va soi ddi nghia ctia n6 1a 21/21;
hodc, trinh tu nucleotit III va trinh tu nucleotit IV ca hai ¢6 chiéu dai 14 3 nucleotit, va
theo hudng tr déu tan cung 5’ dén dau tan cung 3°, thanh ph?m bazo cua trinh tu nucleotit
I1I 12 UCU, va thanh phin bazo cta trinh tw nucleotit IV 12 AGA; trong trudng hop nay,
ty 1€ theo chiéu dai cta sgi c6 nghia va soi d6i nghia cta né 1a 22/22; hodc, trinh ty
nucleotit I1I va trinh ty nucleotit IV ¢4 hai ¢6 chidu dai 1a 4 nucleotit, va theo huéng tir
dAu tn cing 5’ dén dAu tan cung 3°, thanh phan bazo ctia trinh tw nucleotit IT 13 UUCU,
va thanh phan bazo ciia trinh tw nucleotit IV 13 AGAA,; trong truong hop nay, ty 18 theo
chidu dai cua soi c6 nghia va soi d6i nghia ctia n6 1 23/23. Trong mét s6 phuong 4n,
trinh tu nucleotit III va trinh tu nucleotit IV ¢é chidu dai 1a 2 nucleotit, va theo hudng tir
diu tan cing 5° dén dAu tin cung 3°, thanh phin bazo cia trinh tw nucleotit 11T 1a CU, va
thanh phén bazo cia trinh ty nucleotit IV 12 AG; trong trudng hop nay, ty 18 theo chiéu

dai cla soi c6 nghia va sgi doi nghia cia no6 1a 21/21.
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Theo mot sb phuong éan, trinh ty nucleotit III va trinh ty nucleotit IV bd sung
nguoc hoan toan. Do do, néu (cac) bazo cua trinh tu nucleotit IIT duoc dé cap, thi (céc)
bazo cuia trinh tu nucleotit I'V cling dugc x4c dinh.

siARN thir hai

Theo sang ché, siARN c¢6 thé 12 siARN thtt hai.

siARN thir hai chtra sgi c6 nghia va soi ddi nghia; mdi nucleotit trong siARN thir
hai ddc 18p 1a nucleotit cai bién hoic khong cai bién; trong d6 sgi c6 nghia chtra trinh tu
nucleotit I, va soi dbi nghia chtra trinh tu nucleotit II; trinh ty nucleotit I va trinh ty
nucleotit II 12 it nhét bd sung nguoc mot phan dé tao thanh ving sgi ddi; trong d6 trinh
tu nucleotit I ¢6 chiu dai giéng nhu trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién boi trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 61 v6i khong nhiéu hon 3 sy khéac biét nucleotit gitta chiing, va trinh
tu nucleotit IT ¢6 chiéu dai gibng nhu trinh tu nucleotit nhu duoc thé hién boi trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 62 v&i khong nhidu hon 3 sw khic biét nucleotit gitta chiing:

5'-GGCAUAAACUAUAACAGCZs-3' (SEQ ID NO: 61);

5'-Z6GCUGUUAUAGUUUAUGCC-3' (SEQ ID NO: 62),

trong do, Zsla U vaZela A, va

trinh tu nucleotit I chira nucleotit Z7 & vi tri twong tmg véi Zs; trinh tu nucleotit 11
chira nucleotit Zg & vi tri twong tng véi Ze, trong d6 Zs 1 nucleotit thir nhat & dau tan
ciing 5’ ctia soi ddi nghia.

Theo mot sd phuong 4n, sgi c6 nghia chi bao gdm trinh tr nucleotit I, va soi dbi
nghia chi bao gdm trinh tu nucleotit II.

Trong mot s6 phuong 4n, c¢6 khong nhiéu hon 1 su khéac biét nucleotit giita trinh
tu nucleotit I va trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién béi trinh tu néu trong SEQ ID NO:
61, va’hoac c¢6 khong nhiéu hon 1 su khac biét nucleotit gifta trinh tu nucleotit II va trinh
tu nucleotit nhu duoc thé hién béi trinh tu néu trong SEQ ID NO: 62.

Theo mdt s6 phwong 4n, su khac biét nucleotit giita trinh tur nucleotit II va trinh tur
nucleotit nhu dugce thé hién bai SEQ ID NO: 62 bao gém su khac bi¢t & vi tri Zg, trong
do Zs dugce chon tir U, C hodc G. Trong mot s6 phuong an, sy khac biét nucleotit 1a su
khac biét & vi tri Zg, trong d6 Zs dugc chon tir U, C hodc G. Trong mot s6 phuong é&n, 77

1a nucleotit bd sung v6i Zs. SIARN c¢6 cac su khac biét nucleotit nay ciing thé hién kha
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nang cao dé irc ché mARN dich, va do d6 cac siARN nay chita cac sy khac biét nucleotit
cling trong pham vi bao ho theo séng ché.

Theo mdt sb phuong an, trinh tu nucleotit I va trinh tu nucleotit 1I vé co ban bd
sung nguoc, bd sung nguoc dang ké, hodc bd sung nguge hoan toan véi nhau.

Theo mot sb phuong an, trinh ty nucleotit I 1a trinh ty nucleotit nhu duoc thé hién
bdi SEQ ID NO: 63, va trinh ty nucleotit II 1 trinh ty nucleotit nhu dugc thé hién boi
SEQ ID NO: 64:

5'-GGCAUAAACUAUAACAGCZ-3' (SEQ ID NO: 63);

5'-ZsGCUGUUAUAGUUUAUGCC-3' (SEQ ID NO: 64),

trong do, Zg la nucleotit thir nhét & dau tin cung 5’ clia sgi dbi nghia, Z7 dugc chon
tr A, U, G, hodc C, va Zg la nucleotit bd sung v6i Z7; trong mot sb phuong an, Z7 1a U,
va ZglaA.

Ngoai ra, soi ¢6 nghia va soi ddi nghia c¢6 chiéu dai giéng nhau hodc khéc nhau,
trong d6 sgi c6 nghia c6 chidu dai tir 19 dén 23 nucleotit, va soi dbi nghia c6 chidu dai tir
19 dén 26 nucleotit.

Trong mot sb phuong an, sgi c¢6 nghia chira thém trinh tu nucleotit III, sgi dbi
nghia chara thém trinh ty nucleotit [V, va trinh tu nucleotit I1I va trinh ty nucleotit IV doc
13p véi nhau c6 chiéu dai tir 1 dén 4 nucleotit; trinh tu nucleotit III va trinh tu nucleotit
[V ¢6 chidu dai gidng nhau va 1a hiu nhu 12 bd sung ngwoc hodc bd sung nguoc hoan
toan v&i nhau; trinh tu nucleotit III dugc lién két voi dau tan cung 5’ cta trinh tu nucleotit
I, va trinh tu nucleotit IV duogc lién két v&i dau tn cung 3’ cua trinh ty nucleotit II; trinh
tw nucleotit IV 1a hdu nhu 1a bd sung ngugc, hodc bd sung ngugc hoan toan véi trinh tu
nucleotit thr hai, ma dé cap dén trinh tu nucleotit ma 13 lién ké v6i dau tan cung 5’ cua
trinh tu nucleotit nhu duge thé hién béi trinh ty néu trong SEQ ID NO: 61 trong mARN
dich va c6 chiéu dai gibng nhu trinh tu nucleotit IV.

Trong mot s6 phuong an, trinh tw nucleotit ITI v trinh tu nucleotit IV ¢4 hai c6
chiéu dai 1a 1 nucleotit, va bazo cta trinh tu nucleotit III 1a G, va bazo cua trinh tu
nucleotit IV 1a C; trong trudng hop nay, ty 18 theo chiéu dai cta soi ¢6 nghia va soi dbi
nghia ctia né 1a 20/20; hodc, trinh tu nucleotit II1 va trinh ty nucleotit IV ca hai cd chiéu

dai 1a 2 nucleotit, va theo huéng tir ddu tn cing 5’ dén dau tan cing 3°, thanh phan bazo
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cta trinh tu nucleotit IIT 13 AG, va thanh phan bazo ciia trinh tw nucleotit IV 12 CU; trong
trudng hop nay, ty 18 theo chidu dai cta soi c6 nghia va soi d6i nghia ctia n6 1 21/21;
hodc, trinh tu nucleotit III va trinh tu nucleotit IV ca hai c6 chiu dai 1a 3 nucleotit, va
theo huéng tir dau tan cing 5° &én ddu tin ciing 3°, thanh phén bazo cua trinh tw nucleotit
IIT 14 AAG, va thanh phan bazo cia trinh ty nucleotit IV 14 CUU; trong trudng hop nay,
ty 1€ theo chidu dai cua soi c6 nghia va soi dbi nghia clia n6 1a 22/22; hodc, trinh tu
nucleotit III va trinh tu nucleotit IV ¢4 hai ¢6 chiéu dai 1 4 nucleotit, va theo huéng tir
dAu tan cing 5’ dén dau tan cing 3°, thanh phan bazo cia trinh tw nucleotit IIT 1a GAAG,
va thanh phin bazo cta trinh ty nucleotit IV 12 CUUC; trong trudng hop nay, ty 1€ theo
chidu dai cua soi ¢6 nghia va sgi ddi nghia cia né 13 23/23. Trong mdt sb phuong 4n,
trinh tu nucleotit I1I va trinh ty nucleotit IV c¢6 chidu dai 14 2 nucleotit, va theo hudng tir
d4u tan cung 5’ dén dau tan cung 3°, thanh phé‘m bazo cua trinh tu nucleotit III 1a AG, va
thanh phén bazo cia trinh ty nucleotit IV 1a CU; trong trudng hop nay, ty 16 theo chiéu
dai cua soi c6 nghia va soi ddi nghia ciia né 13 21/21.

Theo mot sb phuong 4n, trinh tir nucleotit III va trinh tu nucleotit IV bd sung
nguoc hoan toan. Do dé, néu (cac) bazo cia trinh tw nucleotit ITT duge dé cap, thi (cac)
bazo cua trinh ty nucleotit IV cling dugce x4c dinh.

siARN thir ba

Theo sang ché, siARN c6 thé 1a siARN thit ba.

SiARN thir ba chira sgi ¢6 nghia va soi dbi nghia; mdi nucleotit trong siARN thu
ba doc 1ap 1a nucleotit cai bién hodc khong cai bién; trong d6 sgi c6 nghia chira trinh tu
nucleotit I, va soi dbi nghia chtra trinh tu nucleotit II; trinh ty nucleotit I va trinh tu
nucleotit II 14 it nh4t bd sung nguge mot phan dé tao thanh ving soi dbi; trong d6 trinh
tu nucleotit I c6 chidu dai gibng nhu trinh ty nucleotit nhu dugc thé hién béi trinh tw néu
trong SEQ ID NO: 121 v&i khong nhiéu hon 3 sw khéc biét nucleotit giita chiing, va trinh
tu nucleotit I ¢6 chidu dai gié)ng nhu trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién boi trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 122 v&i khong nhidu hon 3 su khac biét nucleotit gifta chiing:

5'-GCUCAAGAAUGCCAAGAAZy-3"' (SEQ ID NO: 121);

5'-Z10UUCUUGGCAUUCUUGAGC-3' (SEQ ID NO: 122),

trong d6, Zola A va Zi91a U, va
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trinh tu nucleotit I chira nucleotit Zi1 & vi tri trong g véi Zo; trinh tu nucleotit
I chtra nucleotit Z12 & vi tri twong tng v6i Zio, trong d6 Zi2 14 nucleotit thir nhit ¢ dau
tan cing 5° cia soi ddi nghia.

Theo mdt s6 phuong 4n, soi ¢6 nghia chi bao gdm trinh ty nucleotit I, va soi dbi
nghia chi bao gdm trinh trr nucleotit II.

Trong mdt s& phuong an, ¢6 khong nhiéu hon 1 su khic biét nucleotit gitta trinh
tu nucleotit I va trinh tu nucleotit nhu duoc thé hién béi trinh ty néu trong SEQ ID NO:
121, va/hoéac c6 khong nhiéu hon 1 su khac biét nucleotit gifta trinh tu nucleotit I va
trinh tu nucleotit nhw dugc thé hién boi trinh tu néu trong SEQ ID NO: 122.

Theo mdt s6 phuong 4n, su khac biét nucleotit gitta trinh tw nucleotit II v trinh tir
nucleotit nhw dugc thé hién boi SEQ ID NO: 122 bao g?)m su khéc biét ¢ vi tri Zi2, trong
d6 Zi2 dugc chon tir A, C hodc G. Trong mot ) phuong an, sy khéc biét nucleotit 1a sy
khac biét & vi tri Z12, trong d6 Z12 dugc chon tir A, C hodc G. Trong mot ) phuong an,
Z11 1a nucleotit bd sung v&i Z12. SIARN c6 céc su khac biét nucleotit nay ciing thé hién
kha nang cao dé rc ché mARN dich, va do d6 cac siARN nay chita cic su khac biét
nucleotit ciing trong pham vi bao ho theo sang ché.

Theo mot sb phuong an, trinh ty nucleotit I va trinh tu nucleotit 11 vé co ban b
sung nguoc, bd sung nguoc dang ké, hodc bd sung nguwoc hoan toan véi nhau.

Theo mot sb phuong an, trinh ty nucleotit I 1a trinh ty nucleotit nhu dugce thé hién
bdi SEQ ID NO: 123, va trinh tu nucleotit II 1a trinh ty nucleotit nhu dugc thé hién boi
SEQ ID NO: 124:

5'-GCUCAAGAAUGCCAAGAAZ;1-3'(SEQ ID NO: 123);

5'-Z1,UUCUUGGCAUUCUUGAGC-3'(SEQ ID NO: 124),

trong d6, Z12 1a nucleotit thur nhét & dau tin cung 5’ cda sgi dbi nghia, Z11 dugc
chontur A, U, G, hoac C, va Z12 1a nucleotit bd sung va4i Zi1; trong mot sb phuong an, Z1:
laA, vaZiplaU.

Ngoai ra, s¢i ¢6 nghia va soi dbi nghia c6 chiéu dai giéng nhau hoac khac nhau,
trong d6 soi co nghia ¢6 chidu dai tir 19 dén 23 nucleotit, va soi d6i nghia c6 chiéu dai tir
19 dén 26 nucleotit.

Trong mdt sd phuong 4n, soi ¢6 nghia chtra thém trinh ty nucleotit ITI, sqi d6i
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nghia chira thém trinh ty nucleotit I'V, va trinh tu nucleotit III va trinh ty nucleotit IV doc
18p vé1 nhau c6 chiéu dai tir 1 dén 4 nucleotit; trinh tu nucleotit III va trinh ty nucleotit
IV ¢6 chiéu dai gidng nhau va 14 hiu nhu 13 bd sung nguge hoic bd sung nguoc hoan
toan v6i nhau; trinh tu nucleotit ITT dugc lién két véi dau tan cung 5’ cta trinh tu nucleotit
I, va trinh tu nucleotit IV duoc lién két voi dau tan cung 3’ cua trinh tu nucleotit II; trinh
tu nucleotit IV 12 hdu nhu 14 bd sung nguoc, hodc ) sung ngugc hoan toan véi trinh tu
nucleotit thir hai, dé cap dén trinh tu nucleotit ma 1a 1ién k& véi dau tan cung 5’ cua trinh
tu nucleotit nhu dugc thé hién béi trinh ty néu trong SEQ ID NO: 121 trong mARN dich
va c6 chiéu dai gibng nhu trinh tu nucleotit IV.

Trong mot sb phwong 4n, theo hudng tir ddu tn cing 5’ d¢én dAu tan ciing 3°, trinh
tu nucleotit I1I va trinh tu nucleotit I'V cd hai c6 chiéu dai 12 1 nucleotit, va bazo ca trinh
tu nucleotit IIT 13 U, va bazo cia trinh tu nucleotit IV 1a A; trong trudng hop nay, ty 1€
theo chiéu dai cia sgi co nghia va soi dbi nghia ctia n6 1a 20/20; hodc, trinh tw nucleotit
I1I va trinh tu nucleotit IV ca hai c6 chiéu dai 1 2 nucleotit, va theo huéng tir dau tan
cling 5° dén dau tan cung 3°, thanh phin bazo cta trinh ty nucleotit III 13 GU, va thanh
phan bazo cua trinh ty nucleotit IV 13 AC; trong trudng hop nay, ty 1¢ theo chidu dai cua
soi ¢6 nghia va sgi ddi nghia cta no 14 21/21; hodc, trinh tu nucleotit I va trinh tur
nucleotit IV ¢4 hai ¢6 chiéu dai 14 3 nucleotit, va theo huéng tir dau tan cung 5’ dén dau
tan cung 3°, thanh phan bazo cua trinh ti nucleotit IIT 14 AGU, va thanh phan bazo cua
trinh tu nucleotit IV 14 ACU:; trong trudng hop nay, ty 1é theo chiéu dai ciia soi c6 nghia
va soi ddi nghia ctia n6 14 22/22; hoic, trinh tw nucleotit I1I va trinh tw nucleotit IV ca hai
c6 chiu dai 1a 4 nucleotit, va theo huéng tir dau tin ciing 5’ dén dau tan ciing 3°, thanh
phin bazo cua trinh t nucleotit I1T 12 GAGU, va thanh phan bazo ctia trinh tr nucleotit
IV 1a ACUC; trong truong hop nay, ty 1& theo chiéu dai ctia soi ¢6 nghia va soi dbi nghia
ctia n6 1a 23/23. Trong mot s6 phuong 4n, trinh tw nucleotit ITI va trinh tw nucleotit IV ¢6
chidu dai 14 2 nucleotit, va theo hudng tir dau tan cliing 5’ dén dau tan ciing 3°, thanh phan
bazo cia trinh ty nucleotit IIT 1a GU, va thanh phﬁn bazo cua trinh tu nucleotit IV 1a AC;
trong trudng hop nay, ty 18 theo chiu dai cta soi ¢6 nghia va soi ddi nghia cia né 1a
21/21.

Theo mot sb phuong an, trinh ty nucleotit III va trinh ty nucleotit IV bd sung
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nguoc hoan toan. Do dé, néu (céc) bazo clia trinh tu nucleotit IIT dwge dé cap, thi (céac)
bazo cuia trinh ty nucleotit 1V cling dugc xé4c dinh.

siARN thir tw

Theo sang ché, siARN c¢6 thé 13 siARN thir tur.

SiARN thir tu chira soi c6 nghia va soi d6i nghia, mdi nucleotit trong siARN ddc
1ap 1a nucleotit cai bién hodc khong cai bién, trong d6 sgi c6 nghia chira trinh ty nucleotit
I, va soi dbi nghia chira trinh ty nucleotit II; trinh ty nucleotit I va trinh tu nucleotit II 1a
it nhat bd sung nguoc mot phén dé tao thanh ving soi doi; trong d6 trinh tw nucleotit I c6
chidu dai giéng nhu trinh tu nucleotit nhw duge thé hién béi trinh tu néu trong SEQ ID
NO: 181 véi khong nhiéu hon 3 su khac biét nucleotit gitta chiing, va trinh tu nucleotit I
c6 chidu dai gibng nhu trinh ty nucleotit nhu duoc thé hién béi trinh tw néu trong SEQ
ID NO: 182 v&i khong nhiéu hon 3 su khac biét nucleotit giita chiing:

5'-GCAACAAAGACAUUUAUGZ13-3' (SEQ ID NO: 181);

5'-Z1sCAUAAAUGUCUUUGUUGC-3' (SEQ ID NO: 182),

trong do, Z131aUvaZisla A, va

trinh ty nucleotit I chira nucleotit Z15 & vi tri twong ng v6i1 Z13; trinh ty nucleotit
11 chtra nucleotit Zis & vi tri twong Gng v6i Zi4, trong d6 Zi6 12 nucleotit thir nhit & dau
tan clng 5’ ctia sgi d6i nghia.

Theo mot sb phuong an, soi cé nghia chi bao gé)ln trinh tu nucleotit I, va soi dbi
nghia chi bao gdm trinh tu nucleotit II.

Trong mot s6 phuong 4n, ¢6 khong nhiéu hon 1 su khac biét nucleotit gifta trinh
tu nucleotit I va trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién boi trinh tu néu trong SEQ ID NO:
181, va/hodc c6 khong nhiéu hon 1 su khac biét nucleotit gitta trinh tu nucleotit II va
trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién béi trinh tu néu trong SEQ ID NO: 182.

Theo mdt sb phuong an, su khéc biét nucleotit gitta trinh tu nucleotit IT va trinh ty
nucleotit nhu duoc thé hién bdi SEQ ID NO: 182 bao gdm su khéc biét & vi tri Zis, trong
d6 Z16 duoc chon tr U, C hodc G. Trong mdt s6 phuong 4n, su khac biét nucleotit 13 su
khac biét & vi tri Zie, trong d6 Z1s dugc chon tir U, C hodc G. Trong mot sb phuong an,
Z15 12 nucleotit bd sung vdi Zis. SIARN ¢6 cac sy khac biét nucleotit ndy ciing thé hién

kha ndng cao dé ttc ché mARN dich, va do d6 cac siARN nay chtra céc sy khic biét
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nucleotit cling trong pham vi bao ho theo sang ché.

Theo mét sb phuong an, trinh ty nucleotit I va trinh ty nucleotit II vé co ban bd
sung nguoc, bd sung nguoc dang ké, hoic bd sung nguge hoan toan véi nhau.

Theo mot sb phuong an, trinh ty nucleotit I 1a trinh ty nucleotit nhu dugc thé hién
bdi SEQ ID NO: 183, va trinh tu nucleotit IT 13 trinh ty nucleotit nhu dugc thé hién béi
SEQ ID NO: 184:

5'-GCAACAAAGACAUUUAUGZ5-3' (SEQ ID NO: 183);

5'-Z16sCAUAAAUGUCUUUGUUGC-3' (SEQ ID NO: 184),

trong d6, Zi¢ 1a nucleotit thir nhét & du tan cung 5’ cda sgi dbi nghia, Z1s dugc
chon tir A, U, G, hodc C, va Zi¢ 12 nucleotit bd sung v&i Zis; trong mot ) phuong an, Z1s
laU, vaZislaA.

Ngoai ra, soi co nghia va soi déi nghia ¢6 chiéu dai giéng nhau hoic khac nhau,
trong do soi ¢6 nghia ¢ chiéu dai tir 19 dén 23 nucleotit, va soi dbi nghia c6 chidu dai tir
19 dén 26 nucleotit.

Trong mot s6 phuong 4n, soi c6 nghia chita thém trinh tu nucleotit ITI, soi dbi
nghia chira thém trinh ty nucleotit I'V, va trinh ty nucleotit III va trinh tw nucleotit IV doc
1ap v6i nhau co chiéu dai tir 1 dén 4 nucleotit; trinh tw nucleotit III va trinh tu nucleotit
IV ¢6 chidu dai giéng nhau va 13 hiu nhu 12 bd sung ngwoc hodc bd sung nguoc hoan
toan véi nhau; trinh tu nucleotit I11 duoc lién két voi dau tan cung 5’ cua trinh tu nucleotit
I va trinh tu nucleotit IV duoc lién két voi ddu tin cing 3’ cta trinh tu nucleotit IT; trinh
tu nucleotit IV 14 hdu nhu 12 bd sung nguoc, hodc bd sung nguge hoan toan véi trinh tir
nucleotit thtr hai, d& cap dén trinh tw nucleotit ma 1 1ién ké v6i dAu tén cing 5° ciia trinh
tir nucleotit nhu dugc thé hién bai trinh tw néu trong SEQ ID NO: 181 trong mARN dich
va ¢6 chiéu dai gidng nhur trinh tw nucleotit TV.

Trong mot s6 phuong an, theo hudng tir dau tan cing 5° dén dau tan clng 3°, trinh
tu nucleotit I va trinh tu nucleotit IV ¢4 hai c¢6 chiéu dai 13 1 nucleotit, va bazo ctia trinh
tur nucleotit IIT 1a U, va bazo cia trinh tu nucleotit IV 1a A; trong trueong hop nay, ty 1€
theo chiéu dai cta soi ¢6 nghia va soi dbi nghia cua n6 1a 20/20; hodc, trinh tu nucleotit
III va trinh tu nucleotit IV ca hai c6 chiu dai 1 2 nucleotit, va theo hudng tir dau tan

cung 5° dén déu tan cing 3°, thanh phin bazo ctia trinh tw nucleotit 1T 1a UU, va thanh
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phan bazo ctia trinh tu nucleotit IV 14 AA; trong trudng hop nay, ty 18 theo chiéu dai cta
sQi c6 nghia va soi ddi nghia cda no6 1a 21/21; hodc, trinh ty nucleotit III va trinh tu
nucleotit IV ¢4 hai ¢6 chiéu dai 12 3 nucleotit, va theo hudng tir ddu tin cing 5° dén dau
tan cing 3°, thanh phan bazo cia trinh ty nucleotit IIT 14 CUU, va thanh phan bazo cua
trinh tw nucleotit IV 14 AAG; trong trudng hop nay, ty 18 theo chiéu dai ctia soi ¢6 nghia
va soi dbi nghia ctia n6 1a 22/22; hodc, trinh tu nucleotit III va trinh ty nucleotit I'V ca hai
¢ chiéu dai 13 4 nucleotit, va theo huéng tr dau tan cung 5’ dén dau tan cung 3°, thanh
phén bazo cua trinh tu nucleotit III 14 GCUU, va thanh ph?m bazo cua trinh tu nucleotit
IV 1a AAGC; trong truong hop nay, ty 18 theo chidu dai ctia soi c¢6 nghia va s¢i d6i nghia
ctia n6 14 23/23. Trong mdt sd phuong 4n, trinh ty nucleotit ITI va trinh ty nucleotit IV ¢6
chiéu dai 14 2 nucleotit, va theo huéng tir diu tn cing 5’ dén dau tan ciing 3°, thanh phén
bazo cua trinh tu nucleotit III 1a UU, va thanh phén bazo cida trinh tu nucleotit IV 1a AA;
trong trudng hop nay, ty 18 theo chiu dai cua sgi ¢ nghia va soi d6i nghia cta né 1a
21/21.

Theo mot sb phuong an, trinh tu nucleotit III va trinh tu nucleotit IV bd sung
ngugc hoan toan. Do do, néu (cac) bazo cua trinh tu nucleotit I1I dugc dé cap, thi (cac)
bazo cua trinh tu nucleotit IV cling duoc xac dinh.

siARN thir nidm

Theo sang ché, siARN ¢6 thé 1 siARN thr nam.

SiARN thir nam chtra sgi ¢6 nghia va soi d6i nghia, mdi nucleotit trong siARN
doc 1ap 1a nucleotit cai bién hodc khong cai bién, trong d6 soi c6 nghia chira trinh tyu
nucleotit I, va soi ddi nghia chtra trinh tu nucleotit IT; trinh tw nucleotit I va trinh ty
nucleotit IT 14 it nhat bd sung nguoc mot phén dé tao thanh vung soi doi; trong dé trinh
tu nucleotit I ¢6 chiéu dai giéng nhu trinh ty nucleotit nhu dugc thé hién boi trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 241 v&i khong nhiéu hon 3 su khac biét nucleotit giita chung, va trinh
tu nucleotit IT ¢6 chiéu dai giéng nhu trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién boi trinh ty néu
trong SEQ ID NO: 242 véi khong nhiéu hon 3 su khac biét nucleotit gifta ching:

5'-GAAUCUCAAAGAAAUCUUZ7-3"' (SEQ ID NO: 241);

5'-Z1sAAGAUUUCUUUGAGAUUC-3' (SEQ ID NO: 242),

trong d6, Zi7laUva Zigla A, va
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trinh tw nucleotit I chira nucleotit Z19 & vi tri tuong tng véi Z17; trinh tw nucleotit
IT chira nucleotit Zao & vi tri twong Gng véi Zis, trong d6 Zao 12 nucleotit thir nhit & diu
tan cing 5° cta soi d6i nghia.

Theo mdt sé phuong an, soi ¢6 nghia chi bao gdém trinh ty nucleotit I, va soi dbi
nghia chi bao gdm trinh tu nucleotit II.

Trong mot sé phuong 4n, c6 khong nhiéu hon 1 su khac biét nucleotit gitta trinh
tu nucleotit T va trinh tw nucleotit nhu dugc thé hién béi trinh tu néu trong SEQ ID NO:
241, va/hoac c6 khong nhidu hon 1 su khac biét nucleotit gitta trinh tu nucleotit II va
trinh tu nucleotit nhw duge thé hién béi trinh tu néu trong SEQ ID NO: 242.

Theo mot sb phuong &n, su khac biét nucleotit gifta trinh ty nucleotit II va trinh tu
nucleotit nhu dugc thé hién bai SEQ ID NO: 242 bao gém su khéc biét & vi tri Zyo, trong
do6 Zoo dugc chon tr U, C hodc G. Trong mdt sb phuong an, sy khac bi€t nucleotit 14 su
khéc biét ¢ vi tri Zoo, trong d6 Zoo dugc chon tir U, C hodc G. Trong mdt sb phuong 4n,
Z19 13 nucleotit bd sung véi Zao. SIARNS c6 céc su khac biét nucleotit nay ciing thé hién
kha nang cao dé trc ché mARN dich, va do d6 cic siARN nay chtra cac su khac biét
nucleotit ciing trong pham vi bao ho theo sang ché.

Theo mét sd phuong én, trinh tu nucleotit I va trinh tu nucleotit 11 vé co ban bd
sung nguoc, bd sung nguoc dang ké, hodc bd sung ngugc hoan toan véi nhau.

Theo mot sd phuong an, trinh ty nucleotit I 1a trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién
bdi SEQ ID NO: 243, va trinh tu nucleotit II 1a trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién boi
SEQ ID NO: 244:

5'-GAAUCUCAAAGAAAUCUUZ19-3"' (SEQ ID NO: 243);

5'-Z20AAGAUUUCUUUGAGAUUC-3' (SEQ ID NO: 244),

trong d6, Zao 12 nucleotit thir nhit & ddu tan ciing 5’ ca soi ddi nghia, Z1s duogc
chon tir A, U, G, hoic C, va Zao 12 nucleotit bd sung v6i Zi19; trong maot sb phuong an, Zi9
laU, va Zy la A.

Ngoai ra, soi c6 nghia va soi d6i nghia c6 chiéu dai gidng nhau hodc khac nhau,
trong d6 soi c6 nghia c6 chiéu dai tir 19 dén 23 nucleotit, va soi dbi nghia c6 chiéu dai tir
19 dén 26 nucleotit.

Trong mot sé phuong 4n, soi ¢6 nghia chtra thém trinh ty nucleotit III, soi ddi
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nghia thém trinh ty nucleotit I'V, va trinh ty nucleotit III va trinh ty nucleotit IV doc 1ap
vG&i nhau ¢6 chiéu dai tir 1 dén 4 nucleotit; trinh tw nucleotit ITI va trinh tw nucleotit IV ¢6
chidu dai giéng nhau va 1a hdu nhw 12 bd sung nguoc hoic bd sung nguge hoan toan véi
nhau; trinh ty nucleotit III dugc lién két voi dau tan cung 5’ cua trinh ty nucleotit I, va
trinh tu nucleotit [V duge lién két voi dau tan cung 3’ cua trinh ty nucleotit II; trinh tu
nucleotit IV 12 hdu nhu 14 bd sung nguoc, hoic bd sung nguoc hoan toan véi trinh tu
nucleotit thtr hai, & cap dén trinh tu nucleotit ma 13 1ién k& véi dau tan cing 5’ clia trinh
tu nucleotit nhu duge thé hién béi trinh tu néu trong SEQ ID NO: 241 trong mARN dich
va ¢o chiéu dai gibng nhu trinh tu nucleotit IV.

Trong mot sé phuwong 4n, theo hudng tir dau tan cliing 5° dén dau tan cling 3°, trinh
tu nucleotit I11 va trinh tu nucleotit IV ¢4 hai c6 chiéu dai 12 1 nucleotit, va bazo clia trinh
tu nucleotit III 13 A, va bazo cuta trinh ty nucleotit IV 1a U; trong truedong hop nay, ty 1€
theo chiéu dai cta soi co nghia va soi dbi nghia ctia n6 14 20/20; hodc, trinh tw nucleotit
[11 va trinh tu nucleotit IV ¢4 hai c6 chidu dai 1a 2 nucleotit, va theo hudng tir déu tan
cung 5’ dén dau tan cing 3’, thanh phin bazo cta trinh tw nucleotit IIT 1a AA, va thanh
phan bazo cua trinh tu nucleotit IV 1a UU; trong trudng hop nay, ty 18 theo chidu dai cta
soi c6 nghia va soi dbi nghia cta né 14 21/21; hodc, trinh tw nucleotit IIT va trinh tu
nucleotit TV ca hai ¢6 chiéu dai 1 3 nucleotit, va theo huéng tu diu tan cung 5’ dén dau
tan cung 3’, thanh phdn bazo cua trinh tu nucleotit IIT 14 AAA, va thanh phan bazo cla
trinh tu nucleotit IV 14 UUU; trong trudng hop nay, ty 18 theo chiéu dai cia soi ¢6 nghia
va soi dbi nghia cua né 1a 22/22; hoac, trinh tu nucleotit III va trinh ty nucleotit IV ca hai
¢6 chiu dai 1a 4 nucleotit, va theo hudng tir ddu tan cing 5’ dén dau tan cing 3°, thanh
phén bazo cua trinh ty nucleotit ITI 13 CAAA, va thanh phan bazo cta trinh trr nucleotit
[V 1a UUUG; trong truong hop ndy, ty 18 theo chiéu dai clia soi c6 nghia va soi dbi nghia
ctia n6 1a 23/23. Trong mot sb phuong 4n, trinh tu nucleotit ITT va trinh tw nucleotit IV ¢6
chidu dai 14 2 nucleotit, va theo huéng tir dau tin ciing 5° dén ddu tan cling 3°, thanh phin
bazo cua trinh tu nucleotit ITI 1a AA, va thanh phan bazo cua trinh tu nucleotit TV 12 UU;
trong trudng hop nay, ty 18 theo chidu dai clia soi ¢6 nghia va soi ddi nghia ctia né 1a
21/21.

Theo mét s6 phuong 4n, trinh tu nucleotit IIT va trinh tu nucleotit IV bd sung
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ngugc hoan toan. Do do, néu (cac) bazo cua trinh ty nucleotit III duoc dé cap, thi (céac)
bazo cuia trinh tu nucleotit IV cling dugc xac dinh.

siARN thit sdu

Theo séng ché, siARN ¢6 thé 13 siARN thi sau.

SiARN thtr sau chira s¢i c6 nghia va soi ddi nghia, mdi nucleotit trong siARN doc
1ap 1a nucleotit cai bién hoic khong cai bién, trong d6 soi c6 nghia chira trinh tw nucleotit
I, va soi dbi nghia chira trinh tu nucleotit II; trinh tw nucleotit I va trinh ty nucleotit II 1a
it nhit bd sung nguoc mot phin dé tao thanh ving soi ddi; trong d6 trinh tw nucleotit I c6
chidu dai gibng nhu trinh tw nucleotit nhu dwge thé hién béi trinh ty néu trong SEQ ID
NO: 301 v6i khong nhidu hon 3 su khéc biét nucleotit gitra ching, va trinh tu nucleotit IT
c¢6 chiéu dai giéng nhu trinh tu nucleotit nhu dugce thé hién béi trinh tu néu trong SEQ
ID NO: 302 véi khong nhiéu hon 3 sy khéc biét nucleotit giita ching:

5'-GUACGUGGACUGGAUUCUZ,:1-3' (SEQ ID NO: 301);

5'-Z2oAGAAUCCAGUCCACGUAC-3' (SEQ ID NO: 302),

trong do, Z»11a Gva Zx» 1a C, va

trinh tu nucleotit I chira nucleotit Z»3 ¢ vi tri tuong Gng v§i Zo1; trinh tu nucleotit
I chira nucleotit Za4 & vi tri twong Gng v6i Zaa, trong d6 Zaa 12 nucleotit thir nhat & dau
tan cung 5’ clia soi dbi nghia.

Theo mot sé phwong 4n, soi ¢6 nghia chi bao gdm trinh ty nucleotit I, va soi dbi
nghia chi bao gém trinh tu nucleotit II.

Trong mot s6 phuong 4n, ¢6 khong nhiéu hon 1 sy khac biét nucleotit gitra trinh
tu nucleotit I va trinh tu nucleotit nhu duoc thé hién bai trinh tu néu trong SEQ ID NO:
301, va/hodc ¢ khong nhiéu hon 1 su khac biét nucleotit giita trinh tu nucleotit 1T va
trinh ty nucleotit nhu duoc thé hién béi trinh tu néu trong SEQ ID NO: 302.

Theo mdt sb phuong an, su khac biét nucleotit gifta trinh ty nucleotit II va trinh tu
nucleotit nhu dugc thé hién béi SEQ ID NO: 302 bao gbém su khac biét & vi tri Zaa, trong
d6 Za4 duoc chon tir U, G hodc A. Trong mot $b phuong an, sy khac biét nucleotit 14 su
khac biét & vi tri Za4, trong d6 Z24 duge chon tr U, G hodc A. Trong mot sb phuong an,
713 1a nucleotit bd sung v6i Zas. SIARN ¢6 céc su khéc biét nucleotit nay ciing thé hién

kha ndng cao dé tc ché mARN dich, va do d6 cac siARN nay chtra cac sy khac biét
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nucleotit cling trong pham vi bao h theo sang ché.

Theo mét s6 phuong an, trinh ty nucleotit I va trinh tw nucleotit II vé co ban bd
sung ngugc, bd sung nguwoc dang ké, hodc bd sung nguge hoan toan véi nhau.

Theo mdt sd phuong an, trinh ty nucleotit I 14 trinh ty nucleotit nhu duoc thé hién
bdi SEQ ID NO: 303, va trinh tu nucleotit II 1a trinh tu nucleotit nhw dugc thé hién boi
SEQ ID NO: 304:

5'-GUACGUGGACUGGAUUCUZ23-3' (SEQ ID NO: 303);

5'-Z2sAGAAUCCAGUCCACGUAC-3' (SEQ ID NO: 304),

trong do, Z»4 1a nucleotit thir nhit & dau tan cung 5’ cua sgi dbi nghia, Z»3 dugc
chontir A, U, G, hodc C, va Z4 1a nucleotit ) sung vdi Zp3; trong mot sb phuong én, Z»3
laG,vaZyulacC.

Ngoai ra, sgi co nghia va soi d6i nghia c¢6 chiéu dai gidng nhau hoic khac nhau,
trong d6 soi c6 nghia ¢ chidu dai tir 19 dén 23 nucleotit, va sgi ddi nghia c6 chidu dai tir
19 dén 26 nucleotit.

Trong mét sb phuong 4n, sgi ¢6 nghia chira thém trinh tu nucleotit ITI, sgi dbi
nghia chira thém trinh tu nucleotit IV, va trinh ty nucleotit III va trinh tw nucleotit IV ddc
1ap v6i nhau c6 chiéu dai tir 1 dén 4 nucleotit; trinh tu nucleotit ITI va trinh tu nucleotit
IV ¢6 chiéu dai giéng nhau va 1a hdu nhu 12 bd sung nguoc hodc bd sung nguoc hoan
toan v6i nhau; trinh tw nucleotit I1I duoc lién két voi ddu tan cung 5’ cua trinh ty nucleotit
I, va trinh tu nucleotit IV duoc lién két véi dau tan cung 3’ cta trinh tu nucleotit II; trinh
tu nucleotit [V 1a hau nhu 12 bd sung nguoc, hodc bd sung ngugc hoan toan véi trinh tu
nucleotit thir hai, d& cdp dén trinh ty nucleotit ma 13 lién k& v6i du tin ciing 5° cila trinh
tw nucleotit nhu duoc thé hién boi trinh tw néu trong SEQ ID NO: 301 trong mARN dich
va ¢6 chidu dai gidng nhu trinh ty nucleotit IV.

Trong mdt s6 phuong an, theo hudng tir dau tan ciing 5° dén d4u tan cing 3°, trinh
tu nucleotit I11 va trinh tu nucleotit IV c4 hai c6 chiéu dai 1a 1 nucleotit, va bazo ciia trinh
tu nucleotit I1I 1a A, va bazo cuta trinh ty nucleotit IV 1a U; trong truedng hop nay, ty 1€
theo chiéu dai cta soi co nghia va soi dbi nghia cta n6 1a 20/20; hodc, trinh ty nucleotit
Il va trinh tu nucleotit IV ca hai ¢6 chiéu dai 13 2 nucleotit, va theo hudng tir dau tn

cung 5° dén diu tan cing 3°, thanh phan bazo cua trinh tw nucleotit IIT 12 GA, va thanh
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phan bazo cua trinh ty nucleotit IV 1a UC; trong trrdng hop nay, ty 1€ theo chidu dai cua
soi ¢6 nghia va sgi dbi nghia cua no6 1a 21/21; hodc, trinh tu nucleotit III va trinh ty
nucleotit TV ¢4 hai c6 chidu dai 1a 3 nucleotit, va theo hudng tir ddu tdn ciing 5° dén diu
tan cung 3°, thanh phén bazo cua trinh tu nucleotit III 12 CGA, va thanh phén bazo cua
trinh tu nucleotit IV 14 UCG; trong truong hop nay, ty 1€ theo chiéu dai cta soi c6 nghia
va soi dbi nghia ctia n6 1a 22/22; hoic, trinh tu nucleotit III va trinh ty nucleotit IV ¢4 hai
c6 chidu dai 1a 4 nucleotit, va theo hudng tir ddu tn ciing 5’ dén dau tan cing 3°, thanh
phan-bazo cta trinh tu nucleotit IIT 14 UCGA, va thanh phén bazo cua trinh tw nucleotit
IV 1a UCGA; trong trudong hop nay, ty 18 theo chiéu dai ctia sgi c6 nghia va s¢i d6i nghia
cuand la 23/23. Trong mdt sb phuong an, trinh ty nucleotit III va trinh tuy nucleotit IV c6
chidu dai 12 2 nucleotit, va theo huéng tir ddu tan cing 5’ dén dau tan ciing 3°, thanh phin
bazo cua trinh tu nucleotit III 1a GA, va thanh phﬁn bazo cua trinh tu nucleotit I'V 13 UC;
trong trudng hop nay, ty 16 theo chidu dai ctia soi ¢6 nghia va soi dbi nghia cta né 1a
21/21.

Theo mot sb phuong an, trinh tu nucleotit III va trinh tw nucleotit IV bd sung
nguoc hoan toan. Do d6, néu (cic) bazo cua trinh tu nucleotit ITT dwge dé cép, thi (céc)
bazo cua trinh ty nucleotit IV cling dugc xac dinh.

siARN thit bay

Theo sang ché, siARN c¢6 thé 13 siARN thit bay.

SiARN thir bay chira soi ¢6 nghia va soi ddi nghia, mdi nucleotit trong siARN doc
1ap 1a nucleotit cai bién hoic khong cai bién, trong d6 s¢i c6 nghia chita trinh tu nucleotit
I, va soi d6i nghia chira trinh tu nucleotit IT; trinh tw nucleotit I va trinh tw nucleotit II 1a
it nhit bd sung nguoc mot phan dé tao thanh viing sgi doi; trong do trinh tu nucleotit I co
chidu dai gibng nhu trinh ty nucleotit nhu dwoc thé hién béi trinh tw néu trong SEQ ID
NO: 361 v&i khong nhidu hon 3 sy khéac biét nucleotit gitra chiing, va trinh tw nucleotit IT
¢6 chiéu dai gibng nhu trinh tw nucleotit nhu duge thé hién béi trinh tu néu trong SEQ
ID NO: 362 v6i khong nhidu hon 3 su khac biét nucleotit gifta chung:

5'-AUUUCUGGGUAUUCUUUCZ»s-3' (SEQ ID NO: 361);

5'-Z26GAAAGAAUACCCAGAAAU-3' (SEQ ID NO: 362),

trong d6, Zos la A va Zas 1a U, va

31



53350 30/347

trinh tu nucleotit I chira nucleotit Z»7 & vi tri twong ing véi Z»s; trinh tw nucleotit
IT chira nucleotit Zyg & vi tri twong (g vai Zae, trong d6 Zag 1a nucleotit thir nhét & dau
tdn ciing 5’ cua soi dbi nghia.

Theo mot sd phuong an, sgi ¢6 nghia chi bao gém trinh tu nucleotit I, va soi di
nghia chi bao gdm trinh tu nucleotit II.

Trong mdt sb phuong 4n, ¢6 khong nhiéu hon 1 sy khic biét nucleotit gitta trinh
tu nucleotit I va trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién boi trinh tu néu trong SEQ ID NO:
361, va/hoac c6 khong nhiéu hon 1 su khéc biét nucleotit giita trinh tw nucleotit IT va
trinh tu nucleotit nhur duogc thé hién béi trinh ty néu trong SEQ ID NO: 362.

Theo mot sb phuong an, su khac biét nucleotit gifta trinh tu nucleotit II va trinh tu
nucleotit nhu duoc thé hién bai SEQ ID NO: 362 bao gom sur khac biét & vi tri Zas, trong
d6 Zag dugce chon tir A, C hodc G. Trong mét s phuong 4an, sw khac biét nucleotit 14 su
khéc biét & vi tri Zaog, trong d6 Zos dugce chon tir A, C hodc G. Trong mot s6 phuong 4n,
727 12 nucleotit bd sung véi Zas. SIARN ¢6 céc sy khac biét nucleotit ndy ciing thé hién
kha niang cao dé we ché mARN dich, va do d6 cac siARN nay chira cic su khéc biét
nucleotit cling trong pham vi bao ho theo sang ché.

Theo mét s6 phuong 4n, trinh tw nucleotit I va trinh ty nucleotit II vé co ban bd
sung nguoc, bd sung nguoc dang ké, hodc bd sung nguoc hoan toan véi nhau.

Theo mdt s6 phuong 4n, trinh tu nucleotit I 13 trinh tr nucleotit nhu duoc thé hién
b&i SEQ ID NO: 363, va trinh tu nucleotit II 12 trinh tu nucleotit nhw dugc thé hién boi
SEQ ID NO: 364:

5'-AUUUCUGGGUAUUCUUUCZ27-3" (SEQ ID NO: 363);

5'-Z2sGAAAGAAUACCCAGAAAU-3' (SEQ ID NO: 364),

trong do6, Zas 12 nucleotit thr nhit & ddu tan cing 5° ciia sqi ddi nghia, Z»7 dugc
chon tir A, U, G, hodc C, va Zsg 1a nucleotit bd sung véi Zz7; trong mot sb phuong an, Zo7
la A, vaZsglaU.

Ngoai ra, soi ¢6 nghia va sgi d6i nghia c6 chidu dai gidng nhau hoic khac nhau,
trong d6 soi c6 nghia ¢ chidu dai tir 19 dén 23 nucleotit, va soi d6i nghia c6 chiéu dai tir
19 dén 26 nucleotit.

Trong mdt sd phuong an, soi ¢ nghia chira thém trinh tu nucleotit III, soi dbi
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nghia chira thém trinh ty nucleotit I'V, va trinh ty nucleotit I1I va trinh ty nucleotit IV doc
14p véi nhau c6 chidu dai tir 1 dén 4 nucleotit; trinh tu nucleotit III va trinh ty nucleotit
IV ¢6 chiéu dai giéng nhau va 12 hiu nhu 12 bd sung nguoc hoic bd sung nguoc hoan
toan v&i nhau; trinh tu nucleotit ITT dwgc lién két voi dau tan cung 5’ ctia trinh tu nucleotit
[; va trinh tu nucleotit IV duoc lién két voi dau tan cung 3’ cda trinh tu nucleotit II. Trong
mdt sb phuong 4n, trinh tw nucleotit IV 12 hiu nhu 12 bd sung ngugc, hoic bd sung ngugce
hoan toan véi trinh ty nucleotit thir hai, dé cap dén trinh ty nucleotit ma 1a lién k& véi diu
tdn cung 5’ cua trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién boi trinh ty néu trong SEQ ID NO:
361 trong mARN dich va c¢6 chiéu dai gidng nhu trinh ty nucleotit TV.

Trong mdt sé phwong 4n, theo hudng tir diu tn cing 5’ ¢én dau tan cling 3, trinh
tu nucleotit ITI va trinh tu nucleotit IV ca hai ¢6 chiéu dai 1a 1 nucleotit, va bazo cta trinh
tu nucleotit III 1a G, va bazo cuda trinh tu nucleotit IV 1a C; trong trudng hop nay, ty 1€
theo chiéu dai cta soi c6 nghia va soi dbi nghia cua n6 14 20/20; hodc, trinh ty nucleotit
[1I va trinh tu nucleotit IV c& hai ¢6 chiéu dai 1a 2 nucleotit, va theo hudng tu dau tan
cung 5’ dén dau tan cung 3’, thanh phén bazo cua trinh tu nucleotit III 1a CG, va thanh
phan bazo cta trinh ty nucleotit IV 12 CG; trong trudng hop nay, ty 1¢ theo chidu dai cta
sgi cO nghia va soi dbi nghia cua no6 1a 21/21; hodc, trinh tu nucleotit III va trinh tu
nucleotit IV ¢4 hai ¢6 chiéu dai 1a 3 nucleotit, va theo hudng tir dau tan ciing 5° dén du
tan cing 3°, thanh phén bazo cua trinh tir nucleotit IIT 14 GCG, va thanh phan bazo cua
trinh tu nucleotit IV 14 CGC; trong trudng hop nay, ty 18 theo chidu dai ctia sgi c6 nghia
va soi ddi nghia cia n6 1a 22/22; hoac, trinh ty nucleotit III va trinh ty nucleotit IV ca hai
6 chiéu dai 13 4 nucleotit, va theo hudng tir dau tan cung 5’ dén dau tan cung 3°, thanh
phin bazo cua trinh ty nucleotit ITI 13 AGCG, va thanh phin bazo cua trinh ty nucleotit
IV 1a CGCU; trong trudng hop nay, ty 18 theo chidu dai cta sgi c6 nghia va soi di nghia
ctia n6 1a 23/23. Trong mét s6 phurong 4n, trinh tu nucleotit IIT va trinh tw nucleotit IV ¢6
chiéu dai 1 2 nucleotit, va theo huéng tir du tn cung 5’ dén dau tan cung 3’, thanh phén
bazo cia trinh tu nucleotit III 1a CG, va thanh phén bazo cua trinh tu nucleotit IV 1a CG;
trong trudng hop nay, ty 16 theo chidu dai ciia soi c6 nghia va sgi ddi nghia cta né 1a
21/21.

Theo mdt sé phuwong 4n, trinh tu nucleotit III va trinh ty nucleotit IV bd sung
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nguoc hoan toan. Do d6, néu (c4c) bazo cia trinh ty nucleotit III duge dé cap, thi (cac)
bazo cua trinh ty nucleotit IV cling dugce x4c dinh.

SiARN thir tAm

Theo sang ché, siARN c6 thé 12 siARN thtr tam.

siARN thtr t4m chira sgi ¢6 nghia va sgi d6i nghia, mdi nucleotit trong siARN doc
1ap 1a nucleotit cai bién hodc khong cai bién, trong d6 soi c6 nghia chtra trinh tu nucleotit
I, va soi d6i nghia chira trinh tu nucleotit II; trinh tw nucleotit I va trinh tu nucleotit II 1a
it nhit bd sung nguwoc mot phin dé tao thanh ving soi ddi; trong d6 trinh tw nucleotit I c6
chiéu dai giéng nhu trinh tu nucleotit nhu duge thé hién bdi trinh ty néu trong SEQ ID
NO: 421 véi khong nhidu hon 3 sy khéc biét nucleotit gitta chiing, va trinh tw nucleotit II
¢6 chiéu dai giéng nhu trinh tu nucleotit nhu dugce thé hién bdi trinh tu néu trong SEQ
ID NO: 422 v6i khong nhiéu hon 3 sy khac biét nucleotit gitta chiing:

5'-CAUGAAGGGCAUAAACUAZ2-3' (SEQ ID NO: 421);

5'-Z30UAGUUUAUGCCCUUCAUG-3' (SEQ ID NO: 422),

trong d6, Zo9 1a U va Z3o la A, va

trinh tu nucleotit I chtra nucleotit Z31 & vi tri tuong ing véi Zo9; trinh tu nucleotit
II chira nucleotit Zs» & vi tri twong Gmg véi Zso, trong d6 Zs» 12 nucleotit thir nhit & dau
tan cing 5’ clia soi d6i nghia.

Theo mot sé phuong 4n, soi ¢6 nghia chi bao gém trinh ty nucleotit I, va soi ddi
nghia chi bao gdm trinh ty nucleotit II.

Trong mét s6 phuwong 4n, c¢6 khong nhiéu hon 1 su khac biét nucleotit giita trinh
tu nucleotit I va trinh tu nucleotit nhu duge thé hién béi trinh tr néu trong SEQ ID NO:
421, va/hoic c6 khong nhiéu hon 1 sy khic biét nucleotit giita trinh tw nucleotit IT va
trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién béi trinh ty néu trong SEQ ID NO: 422.

Theo mot s6 phwong 4n, su khac biét nucleotit giita trinh tu nucleotit IT va trinh tir
nucleotit nhu dugc thé hién boi SEQ ID NO: 422 bao gdm su khéc biét & vi tri Z3, trong
do6 Z3» dugc chon tir U, C hoac G. Trong mot sb phuong an, sy khic biét nucleotit 1a sy
khac biét & vi tri Z32, trong d6 Z3» dugce chon tir U, C hodc G. Trong mot ) phuong an,
Zs1 12 nucleotit bd sung v6i Zaz. SIARN ¢6 cac su khac biét nucleotit nay ciing thé hién

kha nang cao dé uc ché mARN dich, va do d6 cac siARN nay chtra cdc sy khic biét
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nucleotit cling trong pham vi béo ho theo sang ché.

Theo mdt sb phuong an, trinh tu nucleotit I va trinh tu nucleotit 11 vé co ban bd
sung nguoc, bd sung nguoc dang ké, hodc bd sung nguoc hoan toan véi nhau.

Theo mot sb phuong an, trinh ty nucleotit I 13 trinh ty nucleotit nhu duoc thé hién
bdi SEQ ID NO: 423, va trinh tu nucleotit IT 1a trinh tu nucleotit nhu dugce thé hién bai
SEQ ID NO: 424:

5'-CAUGAAGGGCAUAAACUAZ31-3' (SEQ ID NO: 423);

5'-Z3UAGUUUAUGCCCUUCAUG-3' (SEQ ID NO: 424),

trong d6, Z32 1a nucleotit thir nhét & dau tan cung 5’ cla soi dbi nghia, Z31 dugc
chon tir A, U, G, hoac C, va Z3; 1a nucleotit bd sung véi Z31; trong mot sb phuong an, Z31
laU,vaZzxnlaA.

Ngoai ra, soi ¢6 nghia va soi d6i nghia cé chiéu dai gidng nhau hodc khéac nhau,
trong d6 soi c6 nghia c6 chidu dai tir 19 dén 23 nucleotit, va soi di nghia c6 chidu dai tir
19 dén 26 nucleotit.

Trong mat sb phuong an, soi ¢6 nghia chira thém trinh tu nucleotit III, soi dbi
nghia chira thém trinh ty nucleotit IV, va trinh tu nucleotit III va trinh tu nucleotit IV doc
lap v6i nhau c6 chilu dai tir 1 dén 4 nucleotit; trinh tu nucleotit III va trinh tu nucleotit
IV ¢6 chiéu dai gidng nhau va 1a hdu nhu 12 bd sung nguoc hoidc bd sung nguoc hoan
toan vdi nhau; trinh tu nucleotit IIT duoc lién két voi dau tan cung 5’ cda trinh tu nucleotit
I; va trinh tu nucleotit IV duoc lién két v6i ddu tan cling 3’ cta trinh tu nucleotit IT. Trong
mdt sb phuong 4n, trinh tu nucleotit IV 14 hau nhw 14 bd sung nguroc, hoic bb sung nguoc
hoan toan véi trinh tw nucleotit thir hai, dé cdp dén trinh tu nucleotit ma 1a 1ién ké véi dau
tan cung 5’ cla trinh ty nucleotit nhu dwogc thé hién béi trinh tw néu trong SEQ ID NO:
421 trong mARN dich va c6 chidu dai giéng nhu trinh tw nucleotit IV.

Trong mdt s6 phuong an, theo hudng tir d4u tan ciing 5° dén dau tan ciing 3’, trinh
tu nucleotit III va trinh tu nucleotit IV ¢4 hai c6 chiéu dai 1a 1 nucleotit, va bazo cia trinh
tu nucleotit III 1a A, va bazo cida trinh tu nucleotit IV 1a U; trong truong hop nay, ty 1€
theo chiéu dai cta soi co nghia va soi dbi nghia ctiia n6 1a 20/20; hodc, trinh tu nucleotit
III va trinh tu nucleotit IV ca hai co chiéu dai 1a 2 nucleotit, va theo hudng tr dau tan

cing 5° dén dau tan ciing 3’, thanh phan bazo ctia trinh tu nucleotit 11T 14 GA, va thanh
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phin bazo cta trinh ty nucleotit IV 1a UC; trong trrdng hop nay, ty 1¢ theo chiéu dai ctia
sgi ¢6 nghia va soi dbi nghia cta n6 1a 21/21; hodc, trinh tu nucleotit III va trinh tu
nucleotit IV ¢4 hai ¢ chidu dai 1a 3 nucleotit, va theo huéng tir ddu tn cling 5’ dén dau
tan cing 3°, thanh phan bazo cua trinh tw nucleotit ITT 14 AGA, v thanh phan bazo ciia
trinh tu nucleotit I'V 1a UCU; trong trudng hop nay, ty 1€ theo chiu dai cta soi ¢6 nghia
va soi ddi nghia cuia né 1a 22/22; hodc, trinh ty nucleotit III va trinh tu nucleotit IV ca hai
6 chiéu dai 1a 4 nucleotit, va theo hudng tir dau tdn ciing 5° dén dAu tan cing 3°, thanh
phén bazo cua trinh tu nucleotit III 1a UAGA, va thanh ph?ln bazo cua trinh tu nucleotit
IV 1a UCUA; trong trudng hop nay, ty 16 theo chidu dai cta soi c6 nghia va sgi di nghia
cuané la 23/23. Trong mot sb phuong an, trinh tu nucleotit III va trinh tw nucleotit IV ¢6
chiéu dai 12 2 nucleotit, va theo hudng tir ddu tin ciing 5° dén dau tn cling 3°, thanh phan
bazo cua trinh tu nucleotit III 1a GA, va thanh phén bazo cia trinh tu nucleotit IV 1a UC;
trong trudng hop nay, ty 18 theo chiéu dai ciia sgi c6 nghia va soi d6i nghia cta né 1a
21/21.

Theo mot sb phuong 4an, trinh ty nucleotit III va trinh tu nucleotit IV bd sung
ngugc hoan toan. Do d6, néu (cac) bazo cua trinh tu nucleotit ITI duge d& cép, thi (cac)
bazo cuia trinh tu nucleotit IV cling dugc xac dinh.

siARN thi chin

Theo séng ché, siARN ¢6 thé 14 siARN thir chin.

SiARN tht chin chua sgi c6 nghia va soi d6i nghia, mdi nucleotit trong siARN
doc 1ap 1a nucleotit cai bién hodc khong cai bién, trong d6 soi c6 nghia chia trinh tu
nucleotit I, va soi dbi nghia chtra trinh ty nucleotit II; trinh tu nucleotit I va trinh tu
nucleotit IT 12 it nhit bd sung nguoc mot phan dé tao thanh ving s¢i doi; trong d6 trinh
tu nucleotit I ¢6 chidu dai gibng nhu trinh tw nucleotit nhu duoc thé hién béi trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 481 véi khong nhiéu hon 3 su khéc biét nucleotit giita chiing, va trinh
tu nucleotit IT c6 chiéu dai gibng nhur trinh tw nucleotit nhu dugc thé hién béi trinh ty néu
trong SEQ ID NO: 482 v6i khong nhiéu hon 3 sy khac biét nucleotit giita chiing:

5'-GGAUUCUGGAGAAAACUCZ33-3"' (SEQ ID NO: 481);

5'-Z3sGAGUUUUCUCCAGAAUCC-3' (SEQ ID NO: 482),

trong do, Z3z laAva Z3s1a U, va
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trinh tu nucleotit I chira nucleotit Z3s & vi tri twong ung v6i Zs33; trinh tw nucleotit
II chira nucleotit Z3¢ & vi tri twong Gng vGi Z34, trong d6 Zse 1a nucleotit thir nhit & dau
tan cling 5° ctia sgi d6i nghia.

Theo mot sb phuong an, soi c6 nghia chi bao gém trinh tu nucleotit I, va sgi dbi
nghia chi bao gbm trinh ty nucleotit IT.

Trong mot sé phwong 4n, c6 khong nhidu hon 1 sy khac biét nucleotit gitta trinh
tu nucleotit I va trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién béi trinh tu néu trong SEQ ID NO:
481, va/hoac c6 khong nhiéu hon 1 sy khac biét nucleotit gitta trinh tu nucleotit II va
trinh tw nucleotit nhu dugc thé hién boi trinh tw néu trong SEQ ID NO: 482.

Theo mdt s phuong 4n, sy khac biét nucleotit gitta trinh tw nucleotit IT va trinh tur
nucleotit nhu duoc thé hién béi SEQ ID NO: 482 bao gém su khac biét ¢ vi tri Zse, trong
d6 736 duogc chon tir A, C hodc G. Trong mot sb phuong an, sy khéc biét nucleotit 1a sy
khéc bi¢t & vi tri Zse, trong dé Z3¢ dugc chon tir A, C hodc G. Trong mot sb phuong an,
Z3s 1a nucleotit bd sung véi Zss. SIARN ¢6 céc su khac biét nucleotit nay ciing thé hién
kha nang cao dé we ché mARN dich, va do d6 cac siARN nay chira céc su khéc biét
nucleotit cling trong pham vi bao ho theo sang ché.

Theo mdt sd phuong an, trinh ty nucleotit I va trinh tu nucleotit 11 vé co ban bd
sung nguoc, bd sung nguge dang ké, hoidc bd sung ngugc hoan toan véi nhau.

Theo mot s6 phuong an, trinh tu nucleotit I 12 trinh tu nucleotit nhu duoc thé hién
b&i SEQ ID NO: 483, va trinh tu nucleotit II 1a trinh tir nucleotit nhw duge thé hién béi
SEQ ID NO: 484:

5'-GGAUUCUGGAGAAAACUCZ35-3' (SEQ ID NO: 483);

5'-73sGAGUUUUCUCCAGAAUCC-3' (SEQ ID NO: 484),

trong do, Zs36 1a nucleotit thi nhéit & dau tan cung 5’ cda sgi dbi nghia, Z35 dugc
chontr A, U, G, hoac C, va Z3ze la nucleotit bo sung vai Zss; trong mot sb phuong an, Z3s
la A, vaZsslaU.

Ngoai ra, sgi ¢6 nghia va soi d6i nghia c6 chiéu dai gibng nhau hodc khac nhau,
trong d6 s¢i c6 nghia co chiéu dai tir 19 dén 23 nucleotit, va soi dbi nghia co chiéu dai tur
19 dén 26 nucleotit.

Trong mot s6 phuong an, soi ¢ nghia chira thém trinh tw nucleotit III, sogi d6i
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nghia chira thém trinh tu nucleotit I'V, va trinh ty nucleotit III va trinh ty nucleotit I'V ddc
lap véi nhau co chiéu dai tir 1 dén 4 nucleotit; trinh tu nucleotit III va trinh tw nucleotit
IV ¢6 chiéu dai gidng nhau va 14 hiu nhu 13 bd sung nguoc hoic bd sung nguoc hoan
toan véi nhau; trinh tu nucleotit IIT duoc lién két v6i dau tan cung 5’ cua trinh tu nucleotit
I, va trinh tu nucleotit IV duogc lién két v6i dau tn cung 3’ cua trinh tu nucleotit II. Trong
mot s& phuong 4n, trinh ty nucleotit TV 1a hiu nhu 12 b6 sung ngugc, hoic bd sung nguoc
hoan toan véi trinh tu nucleotit thir hai, dé cap dén trinh tu nucleotit ma 1a 1ién ké v&i dau
tdn cung 5’ cua trinh tu nucleotit nhu duoc thé hién bdi trinh tu néu trong SEQ ID NO:
481 trong mARN dich va c6 chidu dai gidng nhu trinh tu nucleotit TV.

Trong mot sb phuong an, theo hudng tir dau tin cling 5’ dén dau tan cling 3°, trinh
tu nucleotit III va trinh tu nucleotit IV ca hai ¢é chiéu dai 12 1 nucleotit, va bazo cua trinh
tu nucleotit I1I 1a U, va bazo cua trinh ty nucleotit IV 14 A; trong trudng hop nay, ty 1€
theo chiéu dai cta sgi c6 nghia va soi dbi nghia ctia n6 1a 20/20; hodc, trinh tu nucleotit
I1I va trinh tu nucleotit IV ca hai c¢6 chiu dai 12 2 nucleotit, va theo huéng tiur dau tan
cung 5’ dén dau tan cung 3°, thanh phén bazo cuda trinh tu nucleotit III 1a CU, va thanh
phan bazo cua trinh tu nucleotit IV 12 AG; trong trudng hop ndy, ty 1é theo chidu dai cta
soi c6 nghia va soi abi nghia ctia n6 1a 21/21; hodc, trinh tu nucleotit III va trinh ty
nucleotit IV ca hai ¢6 chidu dai 14 3 nucleotit, va theo hudng tir ddu tan cing 5’ dén dau
tan cung 3°, thanh phén bazo cuda trinh tu nucleotit III 1a ACU, va thanh phén bazo cta
trinh ty nucleotit IV 14 AGU; trong trudng hop nay, ty 16 theo chidu dai ciia sgi ¢6 nghia
va soi ddi nghia ctia n6 1a 22/22; hodc, trinh tw nucleotit ITI va trinh tw nucleotit IV ca hai
¢6 chidu dai 1a 4 nucleotit, va theo huéng tir ddu tin cing 5° dén diu tan cing 3°, thanh
phﬁn bazo cuia trinh tu nucleotit III 18 GACU, va thanh ph??m bazo cuia trinh tu nucleotit
IV 1a AGUC; trong trudng hop nay, ty 18 theo chiéu dai ctia soi ¢6 nghia va sgi ddi nghia
ciand la 23/23. Trong mdt sb phuong an, trinh ty nucleotit III va trinh ty nucleotit IV ¢6
chiéu dai 1a 2 nucleotit, va theo hudng tir dau tin ciing 5° dén ddu tan cing 3°, thanh phin
bazo cua trinh tu nucleotit III 1a CU, va thanh phﬁn bazo cua trinh tu nucleotit IV 14 AG;
trong trudong hop nay, ty l€ theo chiéu dai cta soi c6 nghia va sgi ddi nghia cta né 1a
21/21.

Theo mdt sé phwong an, trinh tu nucleotit ITI va trinh tu nucleotit IV bd sung
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nguoc hoan toan. Do d6, néu (cic) bazo clia trinh tw nucleotit IIT duoc d& cap, thi (cac)
bazo cuda trinh tu nucleotit IV cling dugc x4c dinh.

Mo ta sau day vé trinh tu nucleotit V, trinh tu axit nucleic, hodc su thay dbi
nucleotit va trinh tu thay ddi trong siARN ¢6 thé 4p dung cho mét trinh tu bat ky trong
sb cac trinh tu siARN thtr nhat dén siARN thit chin dugc dé cap trén. Cu thé 13, trir khi
duogc trinh bay khac, mo ta sau vé siARN nén dugc xem 1 md ta vé tung siARN tha nhit,
thir hai, th ba, thi tu, thir ndm, thir sau, thir bay, th tdm va thr chin. Vi du, néu khong
phai la siARN cu thé duoc chi dinh cu thé, “siARN chira thém trinh tw nucleotit V *’nghia
12 “siARN th{r nhét, siARN thtr hai, siARN tht ba, siARN thir tu, siARN thtr nim, siARN
thir sau, siARN th{r bay, siARN thir tdm, hodc siARN thir chin chira thém trinh tu nucleotit
V7.

Trong mdt sb phuong 4n, soi d6i nghia chira thém trinh tu nucleotit V. Trinh tu
nucleotitV cé chiéu dai tir 1 dn 3 nucleotit va duoc lién két v6i dau tan cung 3’ cla sgi
déi nghia, nho d6 tao thanh phin nho ra 3’ ciia sgi doi nghfa. trong trudng hop nay, ty 1€
chidu dai cta soi c6 nghia va soi dbi nghia cua siARN theo sang ché co 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,
hoidc 23/26. Theo mdt sb phuong 4n, trinh tw nucleotit V c6 chidu dai gdm 2 nucleotit.
Trong trudng hop ndy, ty 16 theo chiéu dai cua soi ¢ nghia va s¢i d6i nghia cia siARN
theo sang ché co thé 1a19/21, 21/23 hoic 23/25.

MG&i nucleotit trong trinh tu nucleotit V ¢6 thé 12 nucleotit bat ky. Bé dé dang tong
hop va tiét kiém chi phi tdng hop, trinh tw nucleotit V 12 2 thymin deoxyribonucleotit
(dTdT) lién tiép hodc 2 uracil deoxyribonucleotit (UU) twong tmg; hoic, dé ting cuong
ai luc gitta soi dbi nghia ctia siARN va mARN dich, trinh tu nucleotit V la bd sung véi
cac nucleotit & cac vi tri trong tng cia mARN dich. Do d6, theo mdt sé phuong an, ty 18
chiéu dai ctia soi c6 nghia va soi d6i nghia ciia stARN theo sang ché 13 19/21 hodc 21/23.
Trong trudong hop nay, siARN theo sang ché thé hién hoat tinh t6t hon dé cam mARN
dich.

Céc nucleotit & cac vi tri twong tmg cia mARN dich dé cap dén cac nucleotit hozc
trinh tu nucleotit lién ké véi dau tan cung 5° cia doan trinh tu nucleotit cuia mARN dich.

DPoan nay cua trinh tu nucleotit cia mARN dich dé cap dén doan trinh tu nucleotit 13 hau

39



53350 40347

nhu 14 bd sung nguoc hodc bd sung nguoc hoan todn véi trinh ty nucleotit II, hodc 1a hau
nhu 14 bd sung nguoc hodic bd sung nguoc hoan toan véi trinh tw nucleotit bao gdm trinh
tu nucleotit II va trinh tu nucleotit I'V.

Theo mot s6 phuong 4n, dbi v6i siARN thir nhét, soi c6 nghia ctia siARN bao gdm
trinh tw nucleotit nhu duoc thé hién boi SEQ ID NO: 5, va soi ddi nghia cua siARN bao
gém trinh tw nucleotit nhu duoc thé hién béi SEQ ID NO: 6:

5'-GGGUAUUCUUUCAAGCAAZ3-3' (SEQ ID NO: 5);

5'-ZsUUGCUUGAAAGAAUACCCAG-3' (SEQ ID NO: 6);

hodc, soi ¢6 nghia cia siARN chtra trinh ty nucleotit nhu dugc thé hién bai trinh
tu néu trong SEQ ID NO: 7, va soi dbi nghia ciia siARN bao gém trinh tu nucleotit nhu
dugc thé hién boi SEQ ID NO: 8:

5'-CUGGGUAUUCUUUCAAGCAAZ3-3' (SEQ ID NO: 7);

5'-ZsUUGCUUGAAAGAAUACCCAGAA-3' (SEQ ID NO: 8);

trong d6, Z4 1a nucleotit thir nhét & dau 5' ca soi ddi nghia; Z3 dugc chon tir A, U,
G hoac C, va Z4 la nucleotit bd sung voi Za3.

Theo mét s& phuong an, d6i v6i siARN thir hai, soi c6 nghia ctia siARN bao gdm
trinh tw nucleotit nhu dugc thé hién boi SEQ ID NO: 65, va soi d6i nghia ctia siARN bao
gf“)m trinh tr nucleotit nhu duge thé hién béi SEQ ID NO: 66:

5'-GGCAUAAACUAUAACAGCZ7-3' (SEQ ID NO: 65);

5'-ZsGCUGUUAUAGUUUAUGCCCU-3' (SEQ ID NO: 66),

hodc, soi c6 nghia ctia sSiARN chta trinh ty nucleotit nhu dugc thé hién béi trinh
tu néu trong SEQ ID NO: 67, va soi d6i nghia ctia stARN bao gdm trinh tu nucleotit nhur
duoc thé hién boi SEQ ID NO: 68:

5'-AGGGCAUAAACUAUAACAGCZ7-3' (SEQ ID NO: 67);

5'-ZsGCUGUUAUAGUUUAUGCCCUUC-3' (SEQ ID NO: 68),

trong d6, Zg 1a nucleotit thir nhét & du 5' cua soi d6i nghia; Z7 dugc chon tu A, U,
G hoac C, va Zg la nucleotit bd sung voi 7.

Theo mot sb phuong én, dbi voi siARN thi ba, soi co nghia ciia siARN bao gém
trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién boi SEQ ID NO: 125, va soi dbi nghia ctia siARN
bao gém trinh tw nucleotit nhu dugc thé hién boi SEQ ID NO: 126:
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5'-GCUCAAGAAUGCCAAGAAZ;1-3' (SEQ ID NO: 125);

5'-Z1,UUCUUGGCAUUCUUGAGCAC-3' (SEQ ID NO: 126),

hodc, s¢i c6 nghia ctia siARN chira trinh tu nucleotit nhu dugce thé hién bo1i trinh
tu néu trong SEQ ID NO: 127, va soi dbi nghia ctia siARN bao gdm trinh tw nucleotit
nhu duge thé hién boi SEQ ID NO: 128:

5'-GUGCUCAAGAAUGCCAAGAAZ1-3' (SEQ ID NO: 127);

5'-Z1,UUCUUGGCAUUCUUGAGCACUC-3' (SEQ ID NO: 128),

trong do, Z12 la nucleotit thi nhéit & dau tan cung 5’ cla soi ddi nghia; Zi1 dugc
chon tir A, U, G hoiic C, va Z1» 1a nucleotit bd sung voi Zi1.

Theo mot sb phwong 4n, d6i v6i siARN thit tu, soi ¢6 nghia ciia siARN bao gdm
trinh ty nucleotit nhu dwgc thé hién bai SEQ ID NO: 185, va soi ddi nghia ciia siARN
bao gdm trinh tw nucleotit nhu duge thé hién béi SEQ ID NO: 186:

5-GCAACAAAGACAUUUAUGZs5-3' (SEQ ID NO: 185);

5'-Z16CAUAAAUGUCUUUGUUGCAA-3' (SEQ ID NO: 186),

hodc, sgi c6 nghia cia siARN chira trinh ty nucleotit nhu duge thé hién béi trinh
tu néu trong SEQ ID NO: 187, va soi ddi nghia ctia siARN bao gdm trinh tu nucleotit
nhu duoc thé hién bdi SEQ ID NO: 188:

5'-UUGCAACAAAGACAUUUAUGZ;s-3' (SEQ ID NO: 187);

5'-Z16CAUAAAUGUCUUUGUUGCAAGC-3' (SEQ ID NO: 188),

trong d6, Z16 12 nucleotit thir nhét & dau 5' cia soi d6i nghia; Z15 duoc chon tir A,
U, G hodc C, va Zi6 1a nucleotit bd sung vdi Zis.

Theo mdt sb phuong 4n, dbi voi siARN thir ndm, soi ¢6 nghia clia siARN bao gdm
trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién boi SEQ ID NO: 245, va soi dbi nghia clia siARN
bao gbm trinh ty nucleotit nhu duge thé hién bi SEQ ID NO: 246:

5'-GAAUCUCAAAGAAAUCUUZ19-3' (SEQ ID NO: 245);

5'-Z0AAGAUUUCUUUGAGAUUCUU-3' (SEQ ID NO: 246),

hoic, soi c6 nghia ctia siARN chira trinh tw nucleotit nhu dwoc thé hién béi trinh
tu néu trong SEQ ID NO: 247, va soi d6i nghia cta siARN bao gém trinh tu nucleotit
nhu dugce thé hién bsi SEQ ID NO: 248:

S'-AAGAAUCUCAAAGAAAUCUUZ19-3' (SEQ ID NO: 247);
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5'-Z20AAGAUUUCUUUGAGAUUCUUUG-3' (SEQ ID NO: 248),

trong do, Z»o la nucleotit thir nhét & dau 5' cia soi dbi nghia; Z19 dugc chon tir A,
U, G hodc C, va Z»o la nucleotit bd sung véi Zqo.

Theo mot s6 phuong 4n, dbi véi siARN thir séu, soi ¢6 nghia clia siARN bao gbm
trinh tw nucleotit nhu duoc thé hién boi SEQ ID NO: 305, va sgi dbi nghia cua siARN
bao gém trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién boi SEQ ID NO: 306:

5'-GUACGUGGACUGGAUUCUZ23-3' (SEQ ID NO: 305);

5'-Z2sAGAAUCCAGUCCACGUACUC-3' (SEQ ID NO: 3006),

hodc, sgi ¢6 nghia ctia siARN chtra trinh ty nucleotit nhu dugce thé hién boi trinh
tu néu trong SEQ ID NO: 307, va soi d6i nghia ctia siARN bao gdm trinh tu nucleotit
nhu duoc thé hién béi SEQ ID NO: 308:

5'-GAGUACGUGGACUGGAUUCUZ»-3' (SEQ ID NO: 307);

5'-Z2aAGAAUCCAGUCCACGUACUCGA-3' (SEQ ID NO: 308),

trong d6, Z»4 1a nucleotit thir nhét & ddu 5' cua soi dbi nghia; 73 dugc chon tir A,
U, G hodc C, va Z4 12 nucleotit bd sung voi Zo3.

Theo mot s6 phuong 4n, dbi véi siARN thir bay, soi c6 nghia ctia siARN bao gom
trinh ty nucleotit nhu dugc thé hién bdi SEQ ID NO: 365, va soi d6i nghia ciia siARN
bao gbm trinh ty nucleotit nhu dugc thé hién bai SEQ ID NO: 366:

5-AUUUCUGGGUAUUCUUUCZ,7-3" (SEQ ID NO: 365);

5'-Z2sGAAAGAAUACCCAGAAAUCG-3' (SEQ ID NO: 366),

hodc, sgi ¢6 nghia ctia sSiARN chtra trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién boi trinh
tu néu trong SEQ ID NO: 367, va soi dbi nghia cua siARN bao gém trinh tu nucleotit
nhu duoc thé hién bai SEQ ID NO: 368:

5'-CGAUUUCUGGGUAUUCUUUCZ27-3'(SEQ ID NO: 367);

5'-Z2sGAAAGAAUACCCAGAAAUCGCU-3'(SEQ ID NO: 368),

trong do, Z»g 1a nucleotit thir nhét & dau 5' cua soi dbi nghia; Z»7 dugc chon tir A,
U, G hodc C, va Zas 1a nucleotit ) sung voi Za7.

Trong mdt sd phuong 4n, ddi voi siARN thi tAm, sgi ¢6 nghia cta siARN chira
trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién béi trinh tu néu trong SEQ ID NO: 425, va soi dbi
nghia ctia siARN bao gdm trinh tw nucleotit nhw dugc thé hién bsi SEQ ID NO: 426:
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5'-CAUGAAGGGCAUAAACUAZ51-3' (SEQ ID NO: 425);

5'-Z32UAGUUUAUGCCCUUCAUGUC-3' (SEQ ID NO: 426),

hodc, sgi c6 nghia ctia siARN chura trinh tu nucleotit nhu dugce thé hién béi trinh
tu néu trong SEQ ID NO: 427, va sgi dbi nghia cua siARN bao gém trinh tu nucleotit
nhu duogc thé hién bdi SEQ ID NO: 428:

5'-GACAUGAAGGGCAUAAACUAZ31-3' (SEQ ID NO: 427);

5'-Z3UAGUUUAUGCCCUUCAUGUCUA-3' (SEQ ID NO: 428),

trong d6, Z32 1a nucleotit thir nhit & dau 5' ciia sgi d6i nghia; Z31 dugc chon tir A,
U, G hoic C, va Z3, 1a nucleotit bd sung voi Z31.

Trong mét sé phuong an, ddi voi siARN thir chin, soi c6 nghia ciia siARN chira
trinh tu nucleotit nhurr dugc thé hién boi trinh tu néu trong SEQ ID NO: 485, va sgi dbi
nghia cua siARN bao gém trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién bsi SEQ ID NO: 486:

5'-GGAUUCUGGAGAAAACUCZ3s-3' (SEQ ID NO: 485);

5'-Z36GAGUUUUCUCCAGAAUCCAG-3' (SEQ ID NO: 486),

hodc, sgi ¢6 nghia ctia siARN chira trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién béi trinh
tu néu trong SEQ ID NO: 487, va soi dbi nghia cua siARN bao gé)m trinh tu nucleotit
nhu duogc thé hién béi SEQ ID NO: 488:

5'-CUGGAUUCUGGAGAAAACUCZ3s-3' (SEQ ID NO: 487);

5'-Z36GAGUUUUCUCCAGAAUCCAGUC-3' (SEQ ID NO: 488),

trong do, Zs36 1a nucleotit thir nhét & dau 5' ca soi dbi nghia; Z3s5 dugc chon tir A,
U, G hodc C, va Zse 12 nucleotit bd sung vai Z3s.

Trong mot s6 phuong an, siARN theo sang ché 1a siFXIal, siFXla2, siFXIb1,
siFXIb2, siFXlIcl, siFXIc2, siFXId1, siFXId2, siFXlIel, siFXle2, siFXIfl, siFXIf2,
siFXIgl, siFXIg2, siFXIh1, siFXIh2, siFXIil, hodc siFXIi2 nhu dugc thé hién trong
Bang la dén 1i.

Nhu dé cép trén day, trong siARN theo sang ché, mdi nucleotit doc 1ap 1a nucleotit
duoc cai bién hodc khong duogc cai bién. Theo mot sb phuong an, nucleotit trong siARN
theo sang ché 14 nucleotit khong duoc cai bién; theo mot sd phuong an, trong siARN theo
sang ché, mot vai hodc toan b céc nucleotit 1 cac nucleotit di cai bién. Céc su thay dbi

nay trén cdc nhom nucleotit s& khong dan dén viéc lam gidm hodc lam mat céc chirc nang
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ctia thé tiép hop siARN theo sang ché dé rc ché sy biéu hién ctia gen FXI.

Theo mot sb phuong 4n, siARN theo sang ché bao gdm it nhat mot nucleotit cai
bién. Trong pham vi theo sang ché, thuat ngir “nucleotit cai bién”dugc st dung dé cap
dén nucleotit dugc tao thanh béi sy thay thé 2'-hydroxy ctia nhém riboza ctia né bang cac
nhom khéc, hoidc chét twong tu nucleotit, hodc nucleotit bang bazo thay dbi. Nucleotit cai
bién s& khong dan dén suy yéu dang ké hoic 1am mét chirc nang ctia siARN d trc ché sur
biéu hién gen. Vi du, cac nucleotit cai bién duoc boc 16 trong J.K. Watts, G. F. Deleavey
va M. J. Damha, Chemically Modified siRNA: tools and applications. Drug Discov
Today, 2008.13(19-20): p.842-55 c6 thé duge chon.

Theo mdt s6 phuong an, it nhéit mot nucleotit trong sgi c6 nghia hodc sgi d6i nghia
ctia siARN theo sang ché 13 nucleotit cai bién, va/hodc it nhat mot nhém phosphat 14
nhém phosphat ¢6 (cac) nhom cai bién. Néi cach khac, it nhat mot phan ctia cac nhém
phosphat va/hoic riboza trong khung phosphat-riboza ctia it nhat mdt mach trong soi c6
nghia va soi ddi nghia 13 cdc nhom phosphat ¢6 cic nhém cai bién va/hodc cac nhom
riboza ¢ cac nhom cai bién.

Theo mdt s6 phuong én, toan bd cac nucleotit trong soi cd nghia va/hodc soi ddi
nghia 13 cac nucleotit dugc cai bién. Trong mdt sé phuong an, mdi nucleotit trong soi c6
nghia va soi dbi nghia ctia siARN theo sang ché doc 14p 1a nucleotit cai bién flo hoic
nucleotit cai bién khong phai flo.

Céc tac gia cua sang ché ngac nhién phat hién ra ring siARN theo sang ché dat
duogc sy can bang cao gitra d6 6n dinh trong huyét twong va hidu qua 1am cAm gen trong
cac thi nghiém dong vat.

Trong mot sb phuong an, cac nucleotit cai bién flo duogc dit trong trinh tu nucleotit
I va trinh tu nucleotit II. Ngoai ra, theo huéng tur dau tan cung 5’ dén dau tan cung 3’, it
nhét cac nucleotit & cac vi tri 7, 8 va 9 cla trinh tu nucleotit I 12 nucleotit cai bién flo; va
theo hudng tir ddu tan cung 5’ dén déu tan cing 3°, it nhit cc nucleotit & cac vi tri 2, 6,
14, va 16 cua trinh tu nucleotit I 1a nucleotit cai bién flo.

Trong mot s6 phuong an, cac nucleotit cai bién flo dugc dit trong trinh ty nucleotit
I va trinh tu nucleotit II; va trinh tu nucleotit I chira khong nhiéu hon 5 nucleotit cai bién

flo. Ngoai ra, theo hudng tir dau tan cing 5° dén dau tan ciing 3°, it nhét c4c nucleotit &
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cac vi tri 7, 8 va 9 cua trinh tu nucleotit I 1a nucleotit cai bién flo; trinh tu nucleotit 1T
chtra khong nhiéu hon 7 nucleotit cai bién flo; va it nhét cac nucleotit & cac vi tri 2, 6, 14,
va 16 cua trinh tu nucleotit IT 14 nucleotit cai bién flo.

Trong mdt sb phwong 4n, theo hudng tir dau tin cling 5° dén dau tan ciing 3°, cac
nucleotit & cac vitri 7, 8 va 9 hodc & cac vitri 5, 7, 8 va 9 cta trinh ty nucleotit I trong
soi ¢6 nghia 13 nucleotit cai bién flo, va cac nucleotit & cac vi tri khac trong s¢i c6 nghia
1a nucleotit cai bién khong phai flo; theo huéng tir ddu tin cing 5° d¢én dAu tin ciing 3°,
cac nucleotit & cac vi tri 2, 6, 14, va 16 hoac & cac vitri 2, 6, 8, 9, 14, va 16 cuia trinh tu
nucleotit II trong sgi ddi nghia la nucleotit cai bién flo, va cac nucleotit & cac vi tri khac
trong soi d6i nghia 12 nucleotit khéng phai flo.

Trong pham vi theo sang ché, “nucleotit cai bién flo”dé cap dén nucleotit duoc tao
thanh boi sy thay thé 2'-hydroxy ctia nhom riboza ctia né bang nguyén tir flo, ma cé ciu
triic nhu dwoc thé hién bang cong thire sau (7). “Nucleotit khong cai bién flo”dé cép dén
nucleotit duoc tao thanh béi sy thay thé 2'-hydroxy clia nhém riboza clia n6 bing nhém
khong phai flo, hodc chét trong tw nucleotit. Trong mdt sé phuong an, mdi nucleotit cai
bién khong phai flo doc 1ap dugc chon tir nucleotit duge tao thanh béi su thay thé 2'-
hydroxy ctia nhém riboza ctia né bang nhom khong phai flo, hodc chit trong tu nucleotit.

Céc nucleotit dugc tao thanh béi su thay thé 2'-hydroxy cta nhém riboza bing
nhém khong phai flo duoc biét nhiéu dbi voi chuyén gia trong nganh, va c6 thé 1a
nucleotit duge chon tir nhém bao gém nucleotit cai bién 2'-alkoxy, nucleotit cai bién
alkoxy duogc thé & vi tri 2', nucleotit cai bién 2'-alkyl, nucleotit cai bién alkyl dugc thé &
vi tri 2', nucleotit cai bién 2'-amino, nucleotit cai bién amino duoc thé & vi tri 2', va 2'-
deoxy nucleotit.

Trong mot sé phuong an, nucleotit cai bién 2'-alkoxy la nucleotit cai bién 2'-
metoxy (2'-OMe), nhu duogc thé hién bing cong thirc (8). Trong mdt sé phwong an,
nucleotit cai bién alkoxy dugc thé & vi tri 2' 12 vi du nucleotit cai bién 2'-metoxyetyl (2'-
MOE), nhu duoc thé hién bang cong thire (9). Trong mot sé phuong an, nucleotit cai bién
2'-amino (2'-NH>) 12 nhu duogc thé hién bing cong thie (10). Theo mét sé phuong 4n,
nucleotit 2'-deoxy (ADN) nhu dugc thé hién boi cong thie (11).
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B
o Bazo o azo Bazo Bazo o Bazo
k_oﬁ @ H ° @ kj
z{o F 3{0 0-CHj \/o o- CHZCHQOCHg

Cong thue (7) Cong thirc (8)  Cdng thure (9) Cong thire (10) Cong thire (11)

Chét twong tu nucleotit d& cap dén nhém c6 thé thay thé nucleotit trong axit
nucleic, trong khi khac vé cAu tric vaoi adenin ribonucleotit, guanin ribonucleotit, cytosin
ribonucleotit, uracil ribonucleotit, hodc thymin deoxyribonucleotit. Theo mot s6 phuong
an, nhom tuong tu nucleotit cé thé 1a isonucleotit, nucleotit cAu nbi hodc nucleotit khong
vong.

Axit nucleic ¢6 cAu (BNA) d& cap dén nucleotit khong ty nhién va kho kiém. BNA
c6 thé chira cAu truc c6 cAu dang vong 5-, 6- canh hodc 7-canh c6 nép dudng C3'-endo
“cd dinh”. Cau thuong dugc két hop & céc vi tri 2'- va 4'-cla riboza dé thu duoc 2', 4'-
BNA nucleotit. Trong mét sé phuwong 4n, BNA c6 thé 1a LNA, ENA, cETBNAvav.v...,
ma duoc thé hién twong ting bang cong thire (12), (13) va (14):

Cong thac (12)  Cong thtrc (13)  Cong thue (14).

Nucleotit khong vong duge dung dé chi nhém cac nucleotit trong d6 vong duong
duoc mé. Trong mét sé phuong an, acrylic nucleotit ¢6 thé 14 axit nucleic khong bi khéa
(unlocked nucleic acid-UNA) hodc axit glyxerol nucleic (glycerol nucleic acid-GNA),
ma 14 nhu dugc thé hién bang cong thirc (15) va (16) :

Bazo

o Mg B
ko -~ : azo
i{o R a{o R
Cong thure (15) Cong thuc (16).
Trong cac cong thire (15) va (16) trén day, R dugc chon tir H, OH hodc alkoxy (O-
alkyl).

46



53350 471347

Isonucleotit 1a mot hop chét duogc tao thanh béng cach thay ddi vi tri ctia bazo
trén vong riboza trong nucleotit. Trong mot s6 phuong 4an, isonucleotit c6 thé 1a hop
chét dugc tao thanh bing cach di chuyén bazo tir vi tri-1° dén vi tri-2° hodic vi tri-3° trén

vong riboza, nhu dugc thé hién twong mg bing cdng thirc (17) hoic (18) .

0
i’oj o R - } :0: R,
\(O Bazo | Bazo 0},"‘

cong thic (17) cong thuc (18)

Trong cac hop chét trén ¢ cong thirc (17)-(18), “Bazo™ 14 bazo ciia axit nucleic,
nhu A, U, G, C, hoac T; R dugc chon tir H, OH, F, hodc nhém khdng phai flo néu trén

Theo mdt s6 phuong 4n, nhém twong ty nucleotit 14 nhém dwgc chon tir nhém bao
g@)m isonucleotit, LNA, ENA, cET, UNA, va GNA. Theo mot sb phuong én, mdi
nucleotit duoc cai bién khong c6 flo 12 nucleotit duge cai bién ¢6 nhém metoxy. Trong
pham vi theo sang ché, nucleotit dugc cai bién metoxy d& cép dén nucleotit dugc tao
thanh béi sy thay thé 2'-hydroxy ctia nhém riboza bing nhém metoxy.

Trong pham vi ctia sang ché, “nucleotit duoc cai bién flo", “nucleotit duoc cai bién
2'-flo", "nucleotit trong d6 2'-hydroxy ctia nhém riboza dugc thé bang nguyén t flo", va
"nucleotit c6 2'-floribosyl” c6 nghia giéng nhau, dé cap dén hop chét trong d6 2'-hydroxy
ctia nucleotit duoc thé bang nguyén tir flo, ma c¢6 cu tric nhu duge thé hién bang cong
thite (7). "Nucleotit duoc cai bién metoxy", “nucleotit duge cai bién 2'-metoxy”,
"nucleotit trong d6 2'-hydroxy ctia nhom riboza dugc thé bang metoxy” va "nucleotit ¢6
2'-metoxyribosyl” ¢6 nghia gidng nhau, d& cép dén hop chit trong d6 2'-hydroxy cua
nhom riboza trong nucleotit nay dugc thé bing metoxy, ma c6 cdu tric nhu duge thé hién
bang cong thirc (8).

Trong mot s& phuong 4n, siARN theo sang ché 12 siARN c¢6 cac su thay doi sau:
theo hudng tr dAu tan cung 5’ dén dau tan cung 3°, cac nucleotit & cac vitri 7, 8 va 9 hodc
& cacvitri 5,7, 8 va 9 cua trinh ty nucleotit [ trong soi ¢6 nghia 1a nucleotit cai bién flo,
va cédc nucleotit & céc vi tri khédc trong sgi ¢6 nghia 1a nucleotit cai bién metoxy; cac

nucleotit & cac vi tri 2, 6, 14, va 16 hodc & cac vi tri 2, 6, 8, 9, 14, va 16 cua trinh tu
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nucleotit II trong soi dbi nghia 1a nucleotit cai bién flo, va cac nucleotit & cc vi tri khac
trong soi ddi nghia 12 nucleotit cai bién metoxy.

Trong mot sb phuong an, siARN theo sang ché 1 siARN ¢6 cac sy thay ddi sau:
theo hudng tir ddu tan cung 5° dén dau tan cung 3°, cac nucleotit & cac vitri 5,7, 8, va 9
ctia trinh ty nucleotit I trong soi ¢6 nghia ctia siARN 1a nucleotit cai bién flo, va cac
nucleotit & cac vi tri khac ctia sgi ¢6 nghia ctia siARN la nucleotit cai bién metoxy; va
theo hudng tir dau tan cung 5’ dén dau tan cung 3°, cac nucleotit & cac vitri 2, 6, 8, 9, 14,
va 16 cta trinh tu nucleotit IT trong soi d6i nghia ciia siARN 14 nucleotit cai bién flo, va
cac nucleotit & cac vi tri khéac trong soi dbi nghia ctia sSiARN la nucleotit cai bién metoxy;

hodc, theo hudng tir dau tan cing 5° dén dAu tan cling 3°, cdc nucleotit & cac vi tr
5,7, 8,va9 cda trinh ty nucleotit I trong s¢i c6 nghia cua siARN la nucleotit cai bién flo,
va cac nucleotit & cac vi tri khac trong soi c6 nghia ciia siARN 1a nucleotit c4i bién
metoxy; va theo hudng tur diu tn cung 5’ dén dau tan cung 3°, cac nucleotit & céc vi tri
2,6, 14, va 16 cua trinh tu nucleotit I trong sgi dbi nghia cia siARN la nucleotit cai bién
flo, va cac nucleotit & cac vi tri khéc trong sgi dbi nghia ciia siARN 13 nucleotit cai bién
metoxy;

hoic, theo huéng tir dau tin ciing 5° dén ddu tan ciing 3°, cac nucleotit & cac vi tri
7, 8 va 9 cua trinh tu nucleotit I trong sgi ¢6 nghia ctia siARN 1a nucleotit dugc cai bién
flo, va céac nucleotit & céc vi tri khac trong soi ¢6 nghia cta siARN la nucleotit dugc cai
bién metoxy; va theo hudng tir diu tin ciing 5’ dén dau tin ciing 3°, céc nucleotit & cac
vi tri 2, 6, 14, va 16 cuda trinh tu nucleotit II trong soi dbi nghia ctia siARN la nucleotit
cai bién flo, va céc nucleotit & cac vi tri khéc trong sgi dbi nghia cta siARN la nucleotit
cai bién metoxy.

Trong mot s6 phuong 4n, siARN theo sang ché 1a mot bat ky trong sb siFXIal-
M1, siFXIal-M2, siFXIal-M3, siFXIa2-M1, siFXIa2-M2, siFXlIa2-M3, siFXIb1-M1,
siFXIb1-M2, siFXIb1-M3, siFXIb2-M1, siFXIb2-M2, siFXIb2-M3, siFXIcl-Ml1,
siFXIc1-M2, siFXIcl-M3, siFXIc2-Ml1, siFXIc2-M2, siFXIc2-M3, siFXId1-M1,
siFXId1-M2, siFXId1-M3, siFXId2-M1, siFXId2-M2, siFXId2-M3, siFXlel-Ml1,
siFXIel-M2, siFXlIel-M3, siFXIe2-M1, siFXIe2-M2, siFXIe2-M3, siFXIfl-Ml,
siFXIf1-M2, siFXIf1-M3, siFXIf2-M1, siFXIf2-M2, siFXIf2-M3, siFXIgl-Ml1,
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siFXIgl-M2, siFXIgl-M3, siFXIg2-M1, siFXIg2-M2, siFXIg2-M3, siFXTh1-M1,
siFXTh1-M2, siFXIh1-M3, siFXIh2-M1, siFXIh2-M2, siFXIh2-M3, siFXIil-M1,
siFXTi1-M2, siFXIil-M3, siFXIi2-M1, siFXIi2-M2, va siFXIi2-M3 nhu dugc thé hién
trong Bang 1a dén 1.

SiARN véi céc su thay ddi trén ddy khong khong chi c6 chi phi thip, ma con cho
phép cac ribonucleaza trong mau 1a it ¢6 kha nang bi chia tach axit nucleic nay, nho dé
gia ting d6 6n dinh cia axit nucleic nay va lam cho axit nucleic nay c6 tinh chéng chiu
cao hon chdng lai su thiy phan do nucleaza. Ngoai ra, siARN c6 c4c thay dbi trén day
thé hién hoat tinh trc ché cao hon khang lai mARN dich.

Theo mot sb phuong 4n, it nhdt mot phan cAc nhém phosphat trong khung
phosphat-riboza cua it nhét mot mach don trong soi ¢ nghia va sgi débi nghia cia siARN
theo sang ché 1a cac nhém phosphat véi cac nhém cai bién. Trong mét s6 phuong 4n,
nhom phosphat bing (cac) nhém thay ddi 12 nhom phosphorothioat duge tao thinh bing
cach thay thé it nhit mot nguyén tir oxy trong lién két phosphodieste trong nhém phosphat
bing nguyén tir lru huynh. Theo mdt s6 phwong 4n, nhém phosphat v6i (c4c) nhém cai
bién 14 nhom phosphorothioat ¢6 ciu tric nhu duge thé hién béi cong thirc (1):

o

St—l:3=O
O,

cong thuc (1).

Su cai bién nay c6 thé 1 6n dinh cdu tric soi dbi ctia SiARN, nh& d6 duy tri tinh
dac hiéu cao va ai lyc cao cua cip bazo.

Trong mot s6 phuong an, trong siARN theo sang ché, lién két phosphorothioat
dugc dat trong it nhat mot vi tri dugc chon tir nhém bao gdm cac vi tri sau: vi tri gitra
nucleotit thir nhat va tht hai & mot trong s6 cac dau tan cung cua sg¢i ¢6 nghia hodc sgi
ddi nghia, vi tri gitra nucleotit thir hai va thir ba & mot trong sd cac dau tan cling ctia soi
c6 nghia hodc sgi dbi nghia, hodc su két hop bét ky cua n6. Trong mot s6 phuong an, lién
két phosphorothioat dugc dat trong tAt ca cac vi tri trén ngoai trix dau tan cung 5’ cua soi

c6 nghia. Trong mot s& phuong 4n, lién két phosphorothioat duge dit trong tat ca céc vi
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tri trén ngoai trir d4u tin cing 3’ cia soi ¢6 nghia. Trong mot s6 phuong 4n, lién két
phosphorothioat dugce dat & it nhit mot trong sb cac vi trf sau:

vi tri gitra nucleotit thir nhét va thir hai & dAu tan cling 5° ctia soi c6 nghia;

vi tri gitra nucleotit thir hai va thit ba & déu tin cliing 5° clia sgi ¢6 nghia;

vi tri gitra nucleotit thir nhét va thir hai & diu tan ciing 3’ ctia s¢i c6 nghia;

vi tri gifta nucleotit thir hai va thir ba & dAu tdn cting 3’ clia sgi c6 nghia;

vi tri gitra nucleotit thir nhét va thir hai & diu tan ciing 5° cia sgi d6i nghia;

vi tri gitta nucleotit thtr hai va tht ba & du tn ciing 5° ctia sgi d6i nghia;

vi tri gitra nucleotit thir nhét va thir hai & diu tan cling 3’ cta s¢i ddi nghia; va

vi tri gitra nucleotit thir hai va thi ba & ddu tin cliing 3’ ctia soi d6i nghia.

Trong mot sb phuong 4n, siARN theo sang ché 12 mot bét ky trong s6 siFXIal-
MI1S, siFXIal-M2S, siFXIal-M3S, siFXIa2-M1S, siFXIa2-M2S, siFXIa2-M3S,
siFXIb1-M1S, siFXIb1-M2S, siFXIb1-M3S, siFXIb2-M1S, siFXIb2-M28S, siFXIb2-
M3S, siFXIc1-M1S, siFXIcl1-M2S, siFXIcl-M3S, siFXIc2-M1S, siFXIc2-M2S,
siFXIc2-M3S, siFXId1-M1S, siFXId1-M2S, siFXId1-M3S, siFXId2-M18S, siFXId2-
M2S, siFXId2-M3S, siFXIel-M1S, siFXIel-M2S, siFXIel-M3S, siFXIe2-M1S,
siFXTe2-M28, siFXIe2-M3S, siFXIf1-M1S, siFXIf1-M28, siFXIf1-M3S, siFXI{2-M18,
siFXIf2-M2S, siFXIf2-M3S, siFXIgl-M18S, siFXIgl-M2S, siFXIgl-M3S, siFXIg2-
M1S, siFXIg2-M2S, siFXIg2-M3S, siFXIh1-M1S, siFXIh1-M2S, siFXIh1-M3S,
siFXTh2-M18S, siFXTh2-M28S, siFXIh2-M3S, FXIi1-M18, siFXIil1-M2S, siFXIi1-M3S,
siFX1i2-M18, siFXIi2-M28, va siFXIi2-M3S nhu duoc thé hién trong Bang 1a dén 1i.

Trong mdt s6 phwong 4n, nucleotit & dau tan ciing 5° trong soi d6i nghia ciia siARN
1a 5'-phosphat nucleotit hodc nucleotit cai bién chét twong tu 5'-phosphat.

5'-Phosphat nucleotit dugc st dung théng thudng hodc nucleotit cai bién chit
twrong tw 5'-phosphat dugc biét nhidu ddi véi chuyén gia trong nganh. Vi du, 5’-phosphat
nucleotit c6 thé ¢6 cau tric sau:

2p0

0= Bazo
0 0

cong thire (2);
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nhu vi du khéc, Anastasia Khvorova va Jonathan K. Watts, The chemical evolution
of oligonucleotide therapies of clinical utility. Nature Biotechnology, 2017, 35(3): 238-

48 boc 16 bon nucleotit cai bién chat tuong tu S'-phosphat sau:

e}
O S
# Bazo 0=Ff
e

o0 °, - ©,.0
o= p\»\w Bazo o=\ Bazo o Bazo
Wr\i Oi ‘\H X‘i? :
(o]
3 \ \
s o o

0
e

Cong thure (3) Cong thirc (4) Cong thure (5) Cong thure (6)

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

“Bazo”’la bazo axit nucleic dugc chon tir A, U, C, G, hoac T.

Trong mot s& phuong 4n, 5'-phosphat nucleotit 13 nucleotit c6 sy cai bién 5'-
phosphat nhu dugc thé hién bang cong thirc (2); nucleotit cai bién chét tuong ty 5'-
phosphat 12 nucleotit v&i sy cai bién vinylphosphonat nhu dugc thé hién bang cong thirc
(3), hodc nucleotit cai bién phosphorothioat nhur dugc thé hién bing cong thirc (5).

Trong mot sb phuong 4n, siARN theo sang ché 1a mot bt ky trong s6 siFXIal-
MI1P1, siFXlIal-M2P1, siFXIal-M3P1, siFXIa2-M1P1, siFXIa2-M2P1, siFXIa2-M3P1,
siFXIal-M1SP1, siFXIal-M2SP1, siFXIal-M3SP1, siFXIa2-M1SP1, siFXIa2-M2SP1,
siFXIa2-M3SP1, siFXIb1-M1P1, siFXIb1-M2P1, siFXIb1-M3P1, siFXIb2-M1P1,
siFXIb2-M2P1, siFXIb2-M3P1, siFXIb1-M1SP1, siFXIb1-M2SP1, siFXIb1-M3SP1,
siFXIb2-M1SP1, siFXIb2-M2SP1, siFXIb2-M3SP1, siFXIc1-M1P1, siFXIcl-M2P1,
siFXIc1-M3P1, siFXIc2-MI1P1, siFXIc2-M2P1, siFXIc2-M3P1, siFXIc1-MI1SP1,
siFXIc1-M2SP1, siFXIc1-M3SP1, siFXIc2-M1SP1, siFXIc2-M2SP1, siFXIc2-M3SP1,
siFXId1-M1P1, siFXId1-M2P1, siFXId1-M3P1, siFXId2-M1P1, siFXId2-M2P1,
siFXId2-M3P1, siFXId1-M1SP1, siFXId1-M2SP1, siFXId1-M3SP1, siFXId2-M1SP1,
siFXId2-M2SP1, siFXI1d2-M3SP1, siFXlIel-M1P1, siFXIel-M2P1, siFXIel-M3P1,
siFXIe2-M1P1, siFXIe2-M2P1, siFXIle2-M3P1, siFXIel-M1SP1, siFXIel-M2SP1,
siFXIel-M3SP1, siFXIe2-M1SP1, siFXIe2-M2SP1, siFXIe2-M3SP1, siFXIfl-M1P1,
siFXIf1-M2P1, siFXIf1-M3P1, siFXIf2-M1P1, siFXIf2-M2P1, siFXIf2-M3P1, siFXIf1-
M1SP1, siFXIf1-M2SP1, siFXIf1-M3SP1, siFXIf2-M1SP1, siFXIf2-M2SP1, siFXIf2-
M3SP1, siFXIgl-M1P1, siFXIgl-M2P1, siFXIgl-M3P1, siFXIg2-M1P1, siFXIg2-
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M2P1, siFXIg2-M3P1, siFXIgl-M1SP1, siFXIgl-M2SP1, siFXIgl-M3SP1, siFXIg2-
MI1SP1, siFXIg2-M2SP1, siFXIg2-M3SP1, siFXIh1-M1P1, siFXIh1-M2P1, siFXIh1-
M3P1, siFXIh2-MI1P1, siFXIh2-M2P1, siFXIh2-M3P1, siFXIh1-M1SP1, siFXIhl-
M2SP1, siFXTh1-M3SP1, siFXIh2-M1SP1, siFXTh2-M2SP1, siFXIh2-M3SP1, FXIil-
MIP1, siFXIil-M2P1, siFXIil-M3P1, siFXIi2-M1P1, siFXIi2-M2P1, siFXIi2-M3P1,
siFXIi1-M1SP1, siFXIi1-M2SP1, siFXIi1-M3SP1, siFXIi2-M1SP1, siFXIi2-M2SP1, va
siFX1i2-M3SP1 nhu duoc thé hién trong Bang la dén 1i.

Céc tac gia theo sang ché da ngac nhién phét hién ra ring céc siARN theo sang
ché trén day da ting cudng dang ké do 6n dinh huyét tuong va lysosom, trong khi thé
hién hoat tinh tc ché mARN dich cao.

Céc siARN theo sang ché c6 thé dugc tao thanh bing cac phuong phap san xuét
siARN thong thuong trong linh vuc k§ thuét nay, vi du phwong phép tong hop & pha rin
va phuong phap tdng hop & pha léng. Trong sé chung, dich vu théng thudng thuong mai
da sin c6 rdi cho tdng hop pha ran. Nhom nucleotit cai bién c6 thé duge dwa vao siARN
theo sang ché bing cach sir dung monome nucleotit ¢ cai bién tuong tmg. Phuong phap
san xuit monome nucleotit ¢6 cai bién twong tng va phuong phap dwa nhém nucleotit da
nhém phosphat vao siARN ciing da biét r5 ddi v6i ngudi c6 hidu biét trung binh trong
linh vuc k¥ thuat nay.

Duoc phim

Sang ché dé xudt duoc phim, chira siARN trén ddy lam thanh phan hoat tinh va
chét mang duoc dung.

Chat mang duoc dung c6 thé c6 thé 1a chit mang duoc str dung thong thudng trong
linh vuc dung siARN, vi du, nhung khong bi gi6i han dén, mot hodc nhiéu hat nano tir
(nhu Fe3O4 va hat nano dua trén FexO3), éng nano cacbon, mesoporous silicon, cac hat
nano canxi phosphat, polyetylenimin (PEI), polyamidoamin (PAMAM) dendrime,
poly(L-lysin) (PLL), chitosan, 1,2-dioleoyl-3-trimetylammoni-propan (DOTAP),
poly(axit D&L-lactic/glycolic) copolyme (PLGA), poly(2-aminoetyl etylen phosphat)
(PPEEA), poly(2-dimetylaminoetyl metacrylat) (PDMAEMA), va c4c dan xuét ctia no.

Trong dugc phdm, khong c6 yéu cau cu thé vé ham lugng ctia siARN va chit mang

dwoc dung. Chung c6 thé c6 miat v6i khdi lugng bat ky duoc sir dung théng thudng cho
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mdi thanh phan. Trong mdt sd phwong 4n, ty 1 theo trong lwong clia siARN véi chat
mang duoc dung c6 thé 1a 1: (1-500), va trong mot sé phuwong 4n, ty 1é theo trong lwong
trén l1a 1: (1-50).

Trong mot sé phuong 4n, dugc phdm c6 thé ciing chira ta duwoc dugce dung khéc,
ma ¢6 thé 13 mot hodc nhidu cong thirc hodc hop chét khac nhau duge st dung thong
thuong trong nganh. Vi du, ta duoc duoc dung khéc nay c6 thé chira it nhit mot trong sb
dém pH, chét bao vé va chét diéu hoa 4p suét thim thau.

Chit dém pH c6 thé 1a dung dich dém tris(hydroxymetyl) aminometan
hydroclorua c6 d6 pH nim trong khoang tir 7,5 dén 8,5, va/hodc dung dich dém phosphat
c6 d6 pH ndm trong khoang tir 5,5 dén 8,5, nhu dung dich dém phosphat c6 d6 pH nim
trong khoang tur 5,5 dén 8,5.

Chét bao vé co thé 1a it nhat mot trong sb inositol, sorbitol, sucroza, trehaloza,
mannoza, maltoza, lactoza, va glucoza. Ham lugng cua chit bao vé c6 thé 1a tir 0,01%
trong luong dén 30% trong lugng tinh trén téng trong lwong ctia duge pham.

Chét diéu bién 4p sudt thim thau co thé 13 natri clorua va/hodc kali clorua. Ham
lwong ctia chit didu hoa ap suét thdm thau cla tao ra ap suét thdm thau ciia duoc pham l1a
tir 200-700 mOsm/kg. Ty thudc vao 4p sut thim thdu mong mudn, nguoi co hiéu biét
trung binh trong linh vuc k§ thudt nay c6 thé d& dang x4c dinh luong chét diéu bién 4p
suit tham thiu.

Theo mot sb phuong an, dugc phém ¢6 thé 1a duogc phém dang 16ng, vi dy, dung
dich tiém; hodc san phém dong kho dung dé tiém, ma co6 thé duge tron véi ta duge 1ong
dé tao thanh duoc phém dang 16ng khi st dung. Ché phém long c6 thé dugc dung béi,
nhung khong bi gidi han dén, tiém dudi da, trong co hodc trong tinh mach, va cling c6
thé dugc dung cho, nhung khong bi gidi han dén, phdi bang cach phun, mo co quan khéc
(nhu gan) thong qua phdi bang cach phun. Theo mdt s6 phwong 4n, dugc phdm duge st
dung bang cach tiém tinh mach.

Theo mét sé phwong 4n, dugc phim cé thé & dang duoc pham liposom. Theo mét
s6 phuong 4n, chat mang duoc dung duoc sir dung trong duoc pham liposom chira hop
chét chuyén nhiém chira nhém amin (sau day duogc goi 12 amin hitu co), lipit tro gitip

va/hoac lipit dwoc PEGyl hoa. O ddy, amin hitu co, lipit trg gitp va lipit duge PEGyl héa
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c6 thé tuong ung duge chon tr mot hodc nhiéu hop chét truyén nhiém chra amin hoic
mudi duoc dung hodc dan xuét cta no, lipit trg giup va lipit duge PEGylat hoa nhu dugc
mo ta trong CN103380113A, ma dugc dua vao day béng cach vién din toan bd ndi dung
cua no. |

Trong mdt s6 phwong an, amin hitu co ¢6 thé 12 hop chit nhu duge thé hién bing

cong thue (201) hodc mudi dugc dung cta né nhu duge mo ta trong CN103380113A:

Rig3—1—N

\C
/\

Rios Rio7/ m p

Z101— X102 T Rio2

T - X

cong thuc (201)

trong do,

Xi01 va Xjo2 doc 1ap v6i nhau duge chon tir O, S, N-A hodc C-A, trong d6 A 1a
hydro hodc chudi C;-Ca0 hydrocarbon;

Yio1 va Zio1 doc 1ap véi nhau dugce chon tir C=0, C=S, S=0, CH-OH hoéc SO»;

Rio1, Ri02, Ri03, Rio4, Ri0s, R10s va Rio7 ddc 1ap v6i nhau dugce chon tir hydro; nhém
béo mach thing hodc phan nhanh, dugc thé hodc khong duoc thé, vong hoic khéng vong;
nhom di béo vong hodc khong vong, duoc thé hodc khong duge thé, phan nhanh hoic
mach thing; nhém acyl mach thing hoic mach nhanh duoc thé hoac khong duge thé;
nhoém aryl mach thing hodc mach nhanh duoc thé hodc khong dugc thé; va nhom
heteroaryl mach théng hodc mach nhanh, duoc thé hodc khong duoc thé;

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

n 12 mot s§ nguyén nim trong khoang tir 1 dén 3, m 13 mot s6 nguyén nim trong
khoéng tir 0 dén 20, p 12 0 hodc 1, trong d6 néu m=p=0, thi Rio2 12 hydro; va

néu it nhat mot trong sé n va m 13 2, thi Ry va nito trong coéng thire (201) tao
thanh cAu trac nhu duoc thé hién boi cong thire (202) hodc (203):
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Cong thire (202) Cong thirc (203)

{ F/[ oH . ( N

trong d6 g, e va f doc 1ap voi nhau 13 sb nguyén tir 1-6; “HCC” 1a chudi
hydrocarbon, va mdi *N 12 nguyén tir nito duge thé hién trong cong thire (201).

Theo mét s& phuong 4n, Rios 13 polyamin. Theo cac phwong an khac, Rios 14 ketal.
Trong mot sb phuong 4n, Rior va Rioz trong cong thirc (201) doc 1ap vé6i nhau alkyl hoic
alkenyl mach théng hodc phén nhanh, dugc thé hoac khong dugc thé bat ky, trong d6
alkyl hodc alkenyl c¢6 tir 3 dén khoang 20 nguyén tir cacbon (nhu tir 8 dén khoang 18
nguyén tir cacbon) va 0-4 lién két d6i (nhu 0-2 lién két doi).

Trong mot sb phuong 4an, néu n va m doc 18p véi nhau 1a 1 hodc 3, Ries ¢6 thé 1a

bat ky trong sb cac cong thire sau (204)-(213):

N
*®
NH;
N T
! NN |
N , 5 H;;q/\/ \"/\EJH,
Cong thirc (204) Cong thac (205) Cong thic (206)
F
NH~——HCC

*

HN 1{;&/\/\5/\//\\// g\/\\/m{z

9

Cong thirc (207) Cong thure (208)

b

Céng thire (209) Céng thire (210)

* OH
v TN NN f*zN\)\/ RH—HoO
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cong thuac (211)
NH,
( OH §
L ¢ OH (7. hee
OH ( (r \HCC ¢
. e * N\\
N\\Hcc | e HCC
f ,Va f ;
Cong thuce (212) Cong thire (213)

trong d6, trong cong thirc (204)-(213), g, e va f ddc 1ap v6i nhau 1a sd nguyén tir
1-6, mdi “HCC”1a chudi hydrocarbon, va mdi * 1a diém gin tiém ning ctia Rio3 voi
nguyén tir nito trong cong thirc (201), trong d6 m&i H & vi tri * bat ky ¢ thé duge thay
thé dé thu dugc viée gin v6i nguyén ti nito trong cdng thire (201).

Hop chit nhu duoc thé hién bang cong thuc (201) ¢6 thé duge didu ché theo su
mo ta cia CN103380113A.

Theo mot sd phuong an, amin hitu co 1a amin hitu co nhu dugce thé hién bai cong

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

\/\/\/\/\/\/\/\O/‘OJ\/\/H g NW\N/Y\NWOV\N\NV\A
OH K\\\\(é)
0
cong thuc (214)
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cong thirc (215)

lipit trg gitp 1a cholesterol, chét twong tu cholesterol va/hodc dAn xuét cholesterol,
va

lipit duoc PEGyl hoéa la 1,2-dipalmitoylamin-sn-glycero-3-
phosphatidylethanolamin-N- [metoxy(polyetylen glycol)]-2000.

Theo mét s6 phuong 4n, ty 1& mol gitta amin hitu co, lipit tro gitip, va lipit dwge
PEGy! hoa trong duge phim 14 (19,7-80): (19,7-80): (0,3-50), vi du, ty 1& mol; c6 thé 1a
(50-70): (20-40): (3-20).

Theo mot sb phuong 4n, cac hat duoc phdm duoc tao thanh béi siARN theo sang
ché va c4c chit chuyén nhiém chira amin néu trén c6 dudng kinh hat trung binh nim trong
khoang tir 30 nm dén 200 nm, théng thudng nim trong khoang tir 40 nm dén 135 nm, va
théng thuong hon, dudng kinh trung binh ciia hat liposom nim trong khoang tir 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, duong kinh trung binh cta hat liposom 1a 30, 40, 50, 60, 70, 75, 80, 85, 90, 100, 110,
120, 130, 140, 150 hoac 160 nm.

Theo mot sd phuong an, trong dugc phém duogc tao thanh boi siARN theo sang
ché va chit chuyén nhidm chira amin néu trén, ty 18 khéi lugng (ty 18 khéi lugng/khbi
lwong) ciia siARN so véi tong luong lipit, vi du, cdc amin hitu co, céc lipit hd trg va/hoidc
céac lipit dugc PEGyl hoa, nam trong khoang tur 1:1 dén 1:50, tr 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, tr 1:5 dén 1:12, tir 1:6 dén 1:12,
hodc tir 1:6 dén 1:10. vi du, ty 1€ khéi lugng cia siARN theo sang ché so vai téng lugng
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

57



53350 58/347

1:18.

Theo mdt sb phuong an, dugce phém ¢6 thé duge ban trén thi truong & dang mdi
thanh phan riéng biét, va duoc sir dung & dang dugc phim dang 16ng. Theo mot s6 phuong
an, duoc phdm duoc tao thanh boi siARN theo sang ché va chat mang duge dung néu
trén c6 thé duoc bao ché bang cdc quy trinh dd biét khac nhau, ngoai trir 13 thay thé
siARN hién nay bang siARN theo sang ché. Theo mdt s6 phuong 4n, dugc phim c6 thé
dugc bao ché theo quy trinh sau:

Céc amin hitu co, lipit tro gitp va lipit dugc PEGyl héa duge tao huyén phu trong
ruou 6 ty 1€ mol nhu dugc mo ta trén day va dugc tron déng nhét dé thu duoc dung dich
16ng; rugu duoc sir dung véi lwong sao cho dung dich lipit thu duge c6 mit véi tong ndng
d6 khdi luong la tir 2 dén 25 mg/mL (vi dy, 8 dén 18 mg/mL). Ruou 14 rugu dugce dung,
nhu rugu ma ¢ dang 16ng & khoang nhiét do trong phong, vi du, mot hodc nhiéu etanol,
propylen glycol, rugu benzyl, glyxerol, polyetylen glycol 200, polyetylen glycol 300, va
polyetylen glycol 400, nhu etanol.

siARN theo séng ché dugc hoa tan trong dung dich nudc mudi duoc dém dé tao
ra dung dich nudc chira siARN. Dung dich nude mudi duoc dém cb ndéng d6 nim trong
khoang tir 0,05 dén 0,5 M, nhu 0,1 dén 0,2 M. P9 pH cua dung dich nuéc mudi duoc
dém duge didu chinh dén mirc nam trong khoang tur 4,0 dén 5,5, nhu tir 5,0 dén 5,2. Dung
dich mubi dém duoc str dung véi khéi lugng sao cho siARN c6 madt véi néng do khong
nhiéu hon 0,6 mg/ml, nhu tr 0,2 dén 0.4 mg/mL. Dung dich mudi duoc dém cb thé 1a
mot hodc nhiéu dung dich dugc chon tir nhém bao gf”)m axetat hoa tan va xitrat hoa tan,
nhu natri axetat va/hodc kali axetat.

Dung dich lipit va dung dich nuéc chira siARN duge trén véi nhau. San phdm thu
duoc bang cach tron duge G & nhiét do tir 40 dén 60°C trong it nhat 2 phut (vi du, tir 5
dén 30 phut) dé tao ra ché phdm liposom duoc 1. TY 16 theo thé tich cta dung dich lipit
so voi dung dich nude chtra siARN 1a 1: (2-5) (nhu 1:4).

Ché phém liposom dugc U duge cd ddc hodc pha lodng, va sau d6 dugce dua dén
loai b6 tap chét va khir trung thu duge duge phdm theo sang ché, ma c6 cac thong sb Iy
hoa sau: pH 14 tir 6,5 dén 8, phan trim nang héa 1 khong thip hon 80%, c& hat 1a tir 40

dén 200 nm, chi sé da phéan tan khong 16n hon 0,30, va 4p suit tham thau 12 tir 250 dén
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400 mOsm/kg. Vi du, cac thong sb 1y hoa co thé 1a nhu sau: pH 1a tir 7,2 dén 7,6, phan
trdm nang hoa khong thdp hon 90%, ¢ hat 12 60 dén 100 nm, chi s6 da phan tan khong
16n hon 0,20, va 4p suét thim thiu 14 300 dén 400 mOsm/kg.

Trong d6, budc cd hodc pha lodng c6 thé dugc thure hién truéce, sau hodc ddng thoi
v6i bude loai bé céc tap chit. Phuong phép loai bo céc tap chat c6 thé 1a phuong phap
bat ky da c6 khac nhau, vi dy, si€u loc dudi 100 kDa stt dung cot s¢i rong, dém phosphat
(PBS) & pH 7,4 1am dung dich trao di siéu loc, va hé thdng loc tiép tuyén. Phuong phap
vo tring c6 thé 12 phwong phéap bat ky trong s nhiéu phurong phap hién nay, nhu v triing
béng céach loc trén mang loc ¢6 kich thude 18 loc bang 0,22 pm.

Thé tiép hop siARN

Sang ché d& xuit thé tiép hop siARN chira siARN néu trén va nhém tiép hop dugc
lién két véi siARN bang cach tiép hop.

N6i chung, nhom tiép hop chtra it nhat mot nhom hudng dich duoc dung va doan
nbi tiy y. Ngoai ra, siARN, doan nbi va nhém huéng dich duge lién két sau d6. Theo
mdt s phuong an, s6 nhém hudéng dich 14 tir 1 dén 6. Theo mot s6 phwong 4n, s6 nhém
huéng dich 13 tir 2 dén 4. Phan tir siARN c¢6 thé dugc tiép hop cong héa tri hodc khong
cong hoa tri véi nhom tiép hop, vi du phén tir siARN c6 thé dugce tiép hop cong hoa tri
v6inhom tiép hop. Vi tri tiép hop gitta siARN va nhom tiép hop c¢6 thé & dau tan cliing 3’
hodc dau tan cung 5° ctia soi ¢6 nghia ctiia siARN, hodc & dau tan cung 5° cua soi dbi
nghia cta siARN, va c6 thé 13 trong trinh tu bén trong ctia siARN. Trong mdt s phuong
an, vi tri tiép hop gitta siARN va nhom tiép hop 14 & dau tin ciing 3° clia s¢i ¢6 nghia cia
siARN.

Trong mot sb phuong 4n, nhém tiép hop co thé dugc lién két v6i nhém phosphat,
2'-hydroxy hodc bazo ctia nucleotit. Trong mot sd phuong 4n, nhém tiép hop c6 thé ciing
duoc ndi v6i nhém 3'-hydroxy khi céc nucleotit duoc lién két théng qua lién két 2'-5'-
phosphodieste. Khi nhém tiép hop duoc lién két voi dau tan cling cua s¢i siARN, nhém
tiép hop dién hinh 12 duoc lién két v6i nhém phosphat ctia nucleotit; khi nhém tiép hop
duoc lién két vdi trinh ty bén trong ctia siARN, nhém tiép hop dién hinh 12 duge lién két
v6i vong riboza hodc bazo. Dé biét thém vé cac cach thir lién két khac nhau, ¢6 thé tham

khao tai liéu: Muthiah Manoharan ef.a/. Muthiah Manoharan et.al. siRNA conjugates
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carrying sequentially assembled trivalent N-acetylgalactosamine linked through
nucleosides elicit robust gene silencing in vivo in hepatocytes. ACS Chemical biology,
2015, 10(5): 1181-7.

Trong mot sb phuong 4n, stARN va nhém tiép hop c6 thé dwgc lién két bang lién
két hoa hoc c6 thé diéu chinh hodc khong bén vai axit, va cac lién két héa hoc nay co thé
dugce phan hiy dudi moi trudng axit ciia cac endosom té bao, nho d6 tao ra siARN 13 &
trang thai tw do. P8i véi cac cach thirc tiép hop khong d& bi phan hiy, nhém tiép hop co
thé duogc lién két véi soi c6 nghia cta siARN, nho d6 1am giam t6i thiéu tic dong ctia
viéc tiép hop dén hoat tinh cta siARN.

Trong mot s& phuong 4n, nhém hudng dich duge dung c6 thé 1a phdi tir duoe sir
dung thong thuong trong linh vuc dung siARN, vi du, cic phéi tr khac nhau nhu dugc
md ta trong W0O2009082607A2, ma dugc dua vao day bz:ing cach vién dan toan bd ndi
dung cua no.

Trong mot sb phuong an, nhém huéng dich duge dung co thé dugc chon tir mot
hodc nhiéu phéi ti duoc tao thanh bdi cdc phén ti dich sau hodc dan xuét cua né: céac
phan tir va lipit, nhu cholesterol, axit mat, vitamin (nhu vitamin E), cac phan t lipit c6
cac chidu dai chudi khac nhau; polyme, nhu polyetylen glycol; polypeptit, nhu peptit
thAim té bao; aptame; cdc khéang thé; cac chim lugng t; saccharit, nhu lactoza,
polylactoza, mannoza, galactoza, N-axetylgalactosamin (GalNAc); folat; hodc cac phéi
ttr thy thé bidu hién trong cac t& bao nhu md gan, nhu asialoglycoprotein, gbc asialo-
duong, lipoprotein (nhu lipoprotein ty trong cao, lipoprotein ty trong thdp va dang twong
tr), glucagon, chit dan truyén than kinh (nhu adrenalin), cic yéu té ting truéng,
transferrin va dang tuong tu.

Theo mét s6 phuong 4n, mdi phdi tir doc 14p dwoc chon tir phdi tir c6 kha ning
ghn két voi thy thé trén bé mat té bao. Theo mot sd phuong 4n, it nhit mot phdi tir 13 phéi
tir ¢6 kha ning gin két v6i thu thé trén bé mat cia té bao gan. Theo mot sb phuong an,
it nhat mot phdi tir 1a phdi tir c6 kha ning gan két v6i thy thé trén bé mit ciia t€ bao gan
ctia dong vét c6 vii. Theo mot sb phwong 4n, it nhat mot phéi tir 14 phdi tir c6 kha ning
gan két voi thy thé trén bé mit cua té bao gan ctia ngudi. Theo mot s6 phuong 4n, it nhit

mot phéi tir 12 phéi tir c6 kha nang gin két v6i thu thé asialoglycoprotein (ASGPR) trén
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bé mit cta té bao gan. Cac loai thu thé nay 12 da biét dbi voi nguoi c6 hidu biét trung
binh trong linh vuc k§ thut nay va ching thudong ¢ chirc ning gin két véi thu thé dic
hiéu trén bé mat cua té bao dich, nhd d6 phan phdi siARN d lién két véi phdi tir vao té
bao dich.

Trong mot sd phuong 4n, nhém hudng dich duoc dung c6 thé 14 phdi tir bat ky co
41 luc v6i thu thé asialoglycoproteins (ASGPR) trén bé mat ctia té bao gan ciia dong vat
c6 vi. Theo médt s6 phuong an, mdi phdi tr ddc lap la asialoglycoprotein, nhu
asialoorosomucoid (ASOR) hodc asialofetuin (ASF). Theo mot sé phuong 4n, phéi tir 12
sacarit hodc dan xuét ctia no.

Theo mot s& phuong 4n, it nhit mot phdi tir 13 sacarit. Theo mot s6 phuong an,
moi phéi ttr 12 sacarit. Theo mot sb phuong an, it nhét mot phéi tir 14 monosacarit,
polysacarit, monosacarit duoc cai bién, polysacarit dugc cai bién, hodc din xut sacarit.
Theo mot s6 phuong an, it nhit mot phéi ttr ¢6 thé 12 monosacarit, disacarit hoic trisacarit.
Theo mot s6 phuong an, it nhat mot phéi tir sacarit da cai bién. Theo mot s6 phwong an,
mdi phéi tir 14 sacarit da cai bién. Theo mot s phwong an, mdi phéi tir ddc 1ap duge chon
tir polysacarit, polysacarit dd cai bién, monosacarit, monosacarit di cai bién, din xuét
polysacarit, va ddn xudt monosacarit. Trong mét sé phwong 4n, mdi phéi tir hodc it nhat
mdt phéi tir duge chon tir nhém bao gdm glucoza va dan xuét ctia né, mannoza va dan
Xut cia no, galactoza va din xuit cta no, xyloza va dAn xuét ctia no, riboza va din xuit
clia no, fucoza va dan xuét cta no, lactoza va dan xuét cuia nd, maltoza va dan xuét cia
no, arabinoza va dan xudt clia no, fructoza va din xuét cla né, va axit sialic.

Theo mét sb phuong an, mdi phdi tir c6 thé doc 1ap duoc chon tir nhém bao gdm
D-mannopyranoza, L-mannopyranoza, D-arabinoza, D-xylofuranoza, L-xylofuranoza,
D-glucoza, L-glucoza, D-galactoza, L-galactoza, a-D-mannofuranoza, [-D-
mannofuranoza, a-D-mannopyranoza, B-D-mannopyranoza, a-D-glucopyranoza, B-D-
glucopyranoza, o-D-glucofuranoza, B-D-glucofuranoza, o-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-O-[(R)-1-carboxyetyl]-2-deoxy-B-D-glucopyranoza,
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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-p-D-glucopyranoza, metyl 2,3,4-tris-O-axetyl- 1-thio-6-O-trityl-a-D-
glucopyranosit, 4-thio-B-D-galactopyranoza, etyl 3,4,6,7-tetra-O-axetyl-2-deoxy-1,5-
dithio-a-D-glucoheptopyranosit, 2,5-anhydro-D-allononitril, riboza, D-riboza, D-4-
thioriboza, L-riboza, L-4-thioriboza. C4c lva chon khéc vé phéi tr ¢6 thé duge tim théy
trong, vi du, ban md ta cia cong b6 don Trung Quéc s6 CN105378082A, ma dugc dua
vao ddy bing cach vién dan.

Theo mot s6 phuong 4n, nhém huéng dich duge dung trong thé tiép hop siARN
c6 thé 1a galactoza hodc N-axetylgalactosamin, trong d6 cc phéan tir galactoza hogc N-
axetylgalactosamin cé thé c6 hoa tri mot, hai, ba hoic bdn. Can hiéu réng cac thuat ngit
héa tri mot, hai, ba hodc boén dugc md ta & day 14n luot ¢6 nghia I1a ty 1€ mol cda phan ti
siARN so v&i phén tir galactoza hodc N-axetylgalactosamin trong thé tiép hop siARN 14
1:1, 1:2, 1:3 hodc 1:4, trong d6 thé tiép hop siARN duoc tao thanh tir phan tir siARN va
nhom tiép hop chira phan tir galactoza hodc N-axetylgalactosamin 1am nhém huéng dich.
Theo mét sé phuong an, nhém huéng dich duoc dung 1a N-axetylgalactosamin. Trong
mdt s phuong 4n, khi siARN theo sang ché dugc tiép hop v6i nhém tiép hop chura N-
axetylgalactosamin, phan tr N-axetylgalactosamin 1a héa tri ba hodc hoa tri bbn. Theo
mdt s6 phuong 4n, khi siARN theo sang ché duge tiép hop v6i nhom tiép hop chira N-
axetylgalactosamin, thi phéan tir N-axetylgalactosamin c6 hda tri ba.

Nhom hudng dich c¢6 thé dugc lién két v6i phén tir siARN thong qua doan ndi
thich hop, va doan nbi thich hop c6 thé dwoc chon bdi chuyén gia trong nganh theo kiéu
nhém hudng dich cu thé. Cac loai doan nbi va cac nhém hudng dich ndy va cac cach thic
lién két v6i siARN ¢6 thé duge tim hiéu trong ban mé ta cua céng bd don qudc té s6
WO02015006740A2, ma dugc dua vao day béng cach vién dan.

Theo mot s& phuong an, khi nhém huéng dich 1a N-axetylgalactosamin, thi doan

nbi thich hop c¢6 thé ¢o cau triic sau nhu duoc thé hién boi cong thire (301):

LC—LBoan
/

Y

k
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cong thac (301)

trong do,

k 1a mot s6 nguyén nim trong khoang tir 1 dén 3;

LA 1a lién két amit chira gbe chudi ¢6 cdu tric nhu duge thé hién bang cong thirc
(302), va mdi LA twong tmg duoc lién két voi nhom hudng dich va gbe LE thong qua lién

két ete & hai dau cudi cta no:

H H
W/\/\H/N\/\/NW
0 0 :
cong thuc (302)

LB 14 N-axylpyrrolidin-chira gdc chudi c6 cau triic nhu duge the hién bang cong
thie (303), trong d6 gdc chudi c6 nhom carbonyl & mot dau tin ciing cia nd va duge lién
két véi goe LC thong qua lién két amit, va ¢6 nhoém oxy & dau con lai va dugce lién két véi

siARN théng qua lién két phosphoeste:

OH
605
\\\\“ N
%T]/\/\/\/\MO
0 ;
cong thtrc (303)

LC 12 nhom lién két hoa tri hai dén hoa tri bn dya trén hydroxymetyl aminometan,
dihydroxymetyl aminometan hoc trihydroxymetyl aminometan, va L¢ dugc lién két voi
mdi gbc LA thong qua lién két ete thong qua nguyén tir oxy, va dugc lién két véi gbe LP
thong qua lién két amit thong qua nguyén tir nito.

Theo mot sb phuong 4n, khi n=3 va L® 1a nhém lién két hoa tri bdn dya trén
trihydroxymetyl aminometan, thé tiép hop siARN dugc tao thanh bang céch lién két cac
phan tir N-axetylgalactosamin v6i phan ti siARN thong qua  -(L*)s-trihydroxymetyl

aminometan-LB 1am doan nbi c6 ciu triac nhu duge thé hién bai cong thire (304):
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OHOH
o)
HO o-L4
AcHN AN
o
e ST/ \V/ \\
% S
HO o-LA— O
AcHN
OHOH O
o/
HO o-LA
AcHN ,
cong thirc (304)

trong d6 cAu triuc xodn kép thé hién siARN.

Twong tu nhu vAy, vi tri tiép hop giita siARN va nhom tiép hop ¢6 thé & dau tan
cung 3’ hodc dau tan cung 5’ cua sgi co nghia cia siARN, hodc & dau tan cung 5’ clia sgi
d6i nghia, hodc trong trinh tu bén trong ciia siARN.

Trong mdt sb phuong an, diu tan ciing 3’ cta sgi c¢6 nghia cua siARN theo sdng
ché duoc tiép hop ddng hoa tri v6i ba phan tir N-axetylgalactosamin (GalNAc) thong qua
doan ni -(L*)s-trihydroxymetyl aminometan-LB-, thu duwgc thé tiép hop siARN trong d6
ty 16 mol ctia phéan tir siARN vé6i phan tir GalNAc 13 1:3 (sau ddy ciing duoc dé cap dén
1a (GaINAc)3-siRNA), va thé tiép hop siARN nay c6 cdu tric nhu duoc thé hién bing
cong thure (305):

= “
0 p

cong thie (305)

trong do cAu tric xodn kép thé hién siARN; va doan ndi dugce lién két v6i dau tan
cung 3’ cua sgi c6 nghia ciia stARN.

Trong mdt sb phuong an, khi nhém huéng dich 14 N-axetylgalactosamin, doan ndi

thich hop c6 thé c¢6 ciu triic nhu duoc thé hién bang cong thire (306):
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OH
WO*\/\/\H/N
0
[ o I
O:F" -OH

cong thirc (306)

trong do,

114 sé nguyén tir 0 - 3;

* 12 vi trf trén doan ndi dugc lién két voi nhom hudng dich théng qua lién két ete;
va

#1a vi tri trén doan nbi dugc lién két voi siARN thong qua lién két phosphoeste.

Trong mot sb phwong 4n, khi 1=2, thé tiép hop siARN c6 cAu tric nhu duoc thé
hién bang cong thirc (307):

OH OH
o]
HO%OMN
NHAc
OH OH
(o}
HO&/O N
NHAc
OH OH
HO&/O\/\/\‘( N
NHAc

cong thuce (307)
trong do, cau tric xoan kép thé hién siARN; va doan noi dugc lién két vdi dau tan
cung 3’ cla s¢i co nghia cua siARN.

Thé tiép hop trén day c6 thé dugc tong hop theo phuong phap duge md ta trong
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giai phap k¥ thuét da biét. Vi dy, céng bd don qubc té s6 W02015006740 A2 md ta chi
tiét c4c phuong phép san xuét cac thé tiép hop khac nhau. Thé tiép hop siARN theo séng
ché ¢6 thé thu duogc bing cac phuong phap da biét r5 dbi véi ngudi ¢6 hiéu biét trung
binh trong linh vuc k§ thudt ndy. Vi du, WO2014025805A1 md ta phuong phap diéu ché
thé tiép hop c6 chu tric nhu dugc thé hién bing cong thic (305). Rajeev et al,
ChemBioChem 2015, 16, 903-908 m6 ta phwong phap san xuit thé tiép hop c6 cau tric
nhu duogc thé hién boi cong thic (307).

Theo mot s& phwong an, thé tiép hop siARN c¢6 cdu triic nhu dugc thé hién béi
cong thuce (308):

l\|/|1 R I\I/H |\|/|1
l|—1 R1o l:?2 Tﬂ l|—1 T12 T
by by Py
TN T o V(w2 [ N Tm3
13 R4 Ris ;
cong thirc (308)
trong do,

nl 12 mot sé nguyén nim trong khoang tir 1 dén 3, va n3 1a mot sé nguyén nim
trong khoang tir 0 dén 4;

ml, m2, va m3 doc lap véi nhau la sb nguyén tr 2-10;

Rio, Ri1, Ri2, Ri3, Ria, va Ris doc 14p véi nhau 1a H, hodc dugc chon tir nhém bao
g6ém C1-Cyo alkyl, C1-Cio haloalkyl, va C1-Ci alkoxy,

R; 12 nhém ¢6 cu triic nhu duge thé hién boi cong thire (AS9):

J\/'\/\I
E1’—"— | r—tg
Nu
Cong thtrc (A59)

trong d6 E1 1a OH, SH hodac BH»; va Nu 1a siARN theo sang ché;
R 14 alkylen mach thing c6 chiéu dai tir 1 &én 20 nguyén tir cacbon, trong d6 mot
hodc nhiéu nguyén tir cacbon tiy ¥ duogc thay thé bing mot hodc nhidu nhém bt ky duoc

chon tr nhém bao gdm: C(O), NH, O, S, CH=N, S(0O), C-Cio alkenylen, C,-
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Cio alkynylen, Ce¢-Cio arylen, C3-Cis heterocyclylen, va Cs-Cio heteroarylen, va trong d6
Ro tuy ¥ ¢6 mot hodc nhiéu phén tir thé bat ky dugce chon tir nhém bao gém: Ci-Cyo alkyl,
Ce-Ci aryl, Cs-Cio heteroaryl, C1-Cig haloalkyl, -OCi-Cio alkyl, -OC-Cio alkylphenyl, -
Ci-Cyo alkyl-OH, -OC;-Cio haloalkyl, -SC;-Cio alkyl, -SCi-Cyo alkylphenyl, -Ci-
Cio alkyl-SH, -SC;-Cio haloalkyl, halo, -OH, -SH, -NH», -Ci-Cio alkyl-NHz, -N(C;-
Cio alkyl)(Ci-Cio alkyl), -NH(Ci-Cio alkyl), -N(Ci-Cio alkyl)(Ci-Cio alkylphenyl),
-NH(Ci-Cio alkylphenyl), cyano, nitro, -CO2H, -C(O)O(Ci-Cio) alkyl, -CON(C;-
Cio alkyl)(C1-Cio alkyl), -CONH(C;-Cyo alkyl), -CONHa, -NHC(O)(Ci-Cio alkyl),
-NHC(O)(phenyl), -N(Ci-Cio alkyl)C(O)(Ci-Cio alkyl), -N(Ci-Cio alkyl)C(O)(phenyl),
-C(0)Ci-Cyp alkyl, -C(0)C;-Cyp alkylphenyl, -C(O)Ci-Cio haloalkyl, -OC(O)Ci-
Cioalkyl, -SO2(Ci-Cioalkyl), -SO2(phenyl), -SO2(Ci-Cio haloalkyl), -SONHa,
-SO,NH(C-Cip alkyl), -SO>NH(phenyl), -NHSO2(C1-Cyo alkyl), -NHSOaz(phenyl), va
-NHSO2(C1-Cio haloalkyl);

mdi L; 13 alkylen mach thing c6 chidu dai tir 1 dén 70 nguyén tir cacbon, trong d6
mdt hodc nhiéu nguyén ti cacbon ty y duoc thay thé bang mét hodc nhiéu nhém bét ky
dugc chon tr nhom bao gém: C(0), NH, O, S, CH=N, S(0O)2, C2-Cjyo alkenylen, C»-
Cio alkynylen, C¢-Cio arylen, C3-Cis heteroxyclylen, va Cs-Cio heteroarylen, va trong do
L, tay y ¢6 mot hodc nhiéu nhom thé bét ky dugc chon tir nhém bao gdm: Ci-Cyo alkyl,
Ce-Cy aryl, Cs-Cio heteroaryl, C1-Cio haloalkyl, -OC;-Cyp alkyl, -OC1-Cyo alkylphenyl, -
Ci-Cyo alkyl-OH, -OCi-Cip haloalkyl, -SC;-Cyo alkyl, -SCi-Cio alkylphenyl, -C;-
Cio alkyl-SH, -SC;-Cio haloalkyl, halo, -OH, -SH, -NHa, -Ci-Cio alkyl-NHa, -N(C;-
Cio alkyl)(Ci-Cyo alkyl), -NH(Ci-Cyo alkyl), -N(Ci-Cio alkyl)(Ci-Cio alkylphenyl),
-NH(C1-Ci alkylphenyl), cyano, nitro, -COH, -C(O)O(Ci-Cip alkyl), -CON(C;-
Cyo alkyl)(C1-Cip alkyl), -CONH(Ci-Cyo alkyl), -CONHz, -NHC(O)(Ci-Cyo alkyl),
-NHC(O)(phenyl), -N(Ci-Cio alkyl)C(O)(C1-Cyo alkyl), -N(C1-Cio alkyl)C(O)(phenyl),
-C(0)Ci-Cyp alkyl, -C(O)Ci-Cyo alkylphenyl, -C(O)Ci-Cio haloalkyl, -OC(O)Cs-
Cioalkyl, -SO(Ci-Cyp alkyl), -SOz(phenyl), -SO2(Ci-Cio haloalkyl), -SO2NH,,
-SO;NH(C-Cyp alkyl), -SO2NH(phenyl), -NHSO2(C1-Cio alkyl), -NHSO:z(phenyl), va
-NHSO(C1-Cip haloalkyl).

Trong mot s6 phuong an, L1 ¢6 thé duge chon tir nhém bao gém nhém bao gdbm
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céc cong thire tir (A1)-(A26) hodc su két hop bat ky cta né, trong d6 cac chu truc va céc

dinh nghia cia A1-A26 la nhu sau:

L P T PR S S

(A1) (A2) (A3) (A4)

| o
N O o
(AS)  (A6) (A7) (A8)

H, H,
g_—_NH———CHZ—; é—é-CHg-)j—ls g"‘—‘O‘é‘C —cC —Otg
(A9) (A10) (All)

O
SR O L QP P
Ra (0] R Rb (0] R ,
(A12) (A13) (Al4)
oo e

(A15) (A16) (A17)

p .
=N T4l
] | b“\fﬁ/” 3 >=”\HK{

O

(A18) (A19) (A20) (A21)

s——5 cff 5SS
#5>< \;“’ \( \é“,f(\/s_s\;’

(A22) (A23) (A24)

:g;
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(A25) (A26)

trong d6 j1 12 sé nguyén tir 1-20;

j2 14 s6 nguyén tir 1-20;

R'1a C1-Cyo alkyl;

Ra dugc chon tir nhém bao gdm nhém bao gdm céc cong thirc (A27)-(A45) hodc
su két hop bit ky ctia né:

NV VoV CH, I
CH CH
H , CHs , H3C/ \CH3 , ch/ \CH3 , CH3 , (I:Hg, ,
(A27) (A28) (A29) (A30)  (A31) (A32)
J\J'\N
CH,
s
H,C
’ / NH A NV oV Vs
‘ [VaVaVaVy l
(|3H2 ‘ CI:HZ
CH
on Ho” cHs sH . oW |
(A33)  (A34) (A35) (A36) (A37)
SN
NaV Vs i NV VoV
le CH, T "V“N CH,
THZ CH, <|:H2 CH,
~ C\ e C\ e C\ - C\
HoN O H:N Y ,HO O,HO 0

2

(A38)  (A39)  (A40) (A4l) (A42)
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[VaVaValVs
[VaVaVaVs
CH,
CH, CH,
CH. CH; NaVaVaVS
CHy  NH
CH, C—=NH / NH

NH,  NH, VA N_J———

b

(A43) (A44) (A45)

Rb la Ci-Cyo alkyl; va

o~ thé hién vi trf tai d6 nhom duogce lién két ddng héa tri.

Nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vire k¥ thuat nay hiéu ring, mac du thuan
tién 1a L duoc x4c dinh 13 alkyl mach thing, nhung nhém nay ciing c6 thé khong phai 1a
nhém mach théng hodc dugc dat tén khac, nhu amin hodc alkenyl dugc tao ra béng cach
thay thé néu trén. Cho muc dich cta sang ché, chidu dai cta L 13 sb nguyén tir trong
chudi lién két & hai diém gin. Theo muc dich nay, vong thu duge bang cich thay thé
nguyén tir cacbon trong alkylen mach thing, nhu heteroxyclylen hozc heteroarylen, dugc
tinh 1a mQt nguyén tur.

M; 1a nhém huéng dich, trong d6 cac dinh nghia va lya chon 1 gibng nhu céc dinh
nghia va lua chon cta cac nhom hudng dich néu trén. Theo mot s6 phuong 4n, mdi M
doc 1ap la nhom dugce chon tur cac phéi tir ma c6 4i luc véi thu thé asialoglycoprotein trén
bé mat cua cac té bao gan ciia dong vat c6 vii.

Khi M, 1a phdi ttr ma c6 4i luc vé6i thu thé asialoglycoprotein trén bé mit té bao
gan cua dong vét c6 v, theo mot s6 phuong 4n, nl c6 thé 13 mot s6 nguyén nim trong
khoang tir 1 dén 3, va n3 ¢6 thé 1a mot s6 nguyén nam trong khoang tir 0 dén 4 dé dam
bao ring sé nhém huéng dich M trong thé tiép hop it nhét 12 2. Theo mdt sé phuong an,
nl+n3 > 2, dé sé nhém hudng dich M it nhat 1a 3, nhd d6 1am cho nhém hudng dich M;
d& gén két hon véi thy thé asialoglycoprotein trén bé mit cta cac té bao gan, nhy d6 dé
tham nhap vao thé tiép hop vao céc té bao. Céc thi nghiém di cho thiy ring khi sd cia

nhém huéng dich M 12 16n hon 3, d& dang lién két gitta nhém huéng dich M va thy thé
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asialoglycoprotein trén bé mat cua t& bao gan 13 gia ting khong dang ké. Do d6, theo céc
khia canh khac nhu mirc d6 tién loi tdng hop, chi phi cdu triic/quy trinh va hidu qua phan
phéi, theo mot sb phurong 4n, nl 1a mot sé nguyén nim trong khoang tir 1 dén 2, n3 1a
mot s6 nguyén nam trong khoang tir 0 dén 1, va nl+n3 =2-3.

Trong mot s6 phwong 4n, khi m1, m2, va m3 doc 1ap v6i nhau 1a sé nguyén duge
chon tir 2-10, cac vi trf hoa hoc 1ap thé trong s nhidu nhom hudng dich M c6 thé 14 thich
hop dé lién két gitta nhom hudng dich M, va thu thé asialoglycoprotein trén bé mit cia
té bao gan. D& tao ra thé tiép hop theo sang ché c6 ciu tric don gian hon, tong hop d&
dang hon va/hodc chi phi thip, trong mot sé phuong an, m1, m2 va m3 doc lap véi nhau
14 s6 nguyén tir 2-5; trong mdt s6 phuwong 4n, m1 =m2 = m3.

Chuyén gia trong nganh s€ hiéu r:?mg khi Rio, Ri1, Ri2, Ri3, Ri4, hodc Ris ddc lap
v6i nhau 1a gbc duge chon tir H, C1-Co alkyl, C1-Cio haloalkyl, va C1-Cio alkoxy, chiing
s& khong thay dbi cac dic diém cua thé tiép hop theo sang ché va co thé dat dugc tit ca
cac muc dich theo sang ché. Trong mot s6 phuong an, Rio, Ri1, Ri2, Ris, Ris, hodc Ris
ddc lap véi nhau dugc chon tir H, metyl va etyl. Theo mot s6 phuong an, Rio, R11, Ri2,
Ri3, Ris, va Rys 1a H.

Rj3 12 nhém c6 ciu trac nhu duoc thé hién bang cong thirc A59, trong d6 Ei 1a OH,
SH hodc BHa, va duogc xem 14 sin c6 dé dang vé nguyén li¢u khéi dau, trong mot sb
phuong 4n, E; 1a OH hodc SH.

R, duoc chon dé thu duogc lién két gitta nhom nhu duge thé hién bang cong thirc
A59 va nguyén tir N trén khung c6 nito. Trong pham vi sang ché, thuat ngit “khung c6
nito” duge ding dé chi cdu tric chudi trong d6 nguyén tir N dugc lién két cong hoéa tri
v6i nguyén tir cacbon ma gan két v6i Rio, Ri1, Riz, Rus, Rig, va Ris. Do d6, Rz ¢6 thé 1a
nhém lién két bat ky c6 kha ning lién két nhém nhu duge thé hién boi cong thic (A59)
v6i nguyén tir N trén khung c6 nito bang cac bién phép thich hop. Theo mét s& phwong
an, trong trudng hop thé tiép hop siARN nhu duoc thé hién béi cong thirc (308) dugc san
xudt bang quy trinh tdng hop trén pha rén, thi nhém R, can phai ¢6 ca vi tri lién két voi
nguyén ti N trén khung c6 nito va vi tri lién két v6i nguyén tir P trong Rs. Theo mdt s6
phuong 4n, & Ry, vi tri 1ién két véi nguyén tir N trén khung c6 nito tao thanh lién két amit

v6inguyén tr N, va vi trf lién két véi nguyén tir P trong Rj tao thanh lién két phosphoeste
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v6i nguyén tir P. Trong mot s6 phwong 4n, Rz ¢6 thé 1a B5, B6, B5', hoic B6":

—

l
(o]
HO H
N
o L%- OH
d2
o , o}

[Vavavava

(BS) (B6)
HO
OH
A & |
o M“
N
(0] 0
)
, hodc 0 ML ;
(B5) (B6")

trong d6 «~~~rthé hién vi tri trong d6 nhém nay duoc lién két ddng hoa tri;

q2 ¢6 thé 12 s6 nguyén tir 1-10; trong mot s6 phwong 4n, gz 14 s6 nguyén tir 1-5.

L) duoc st dung dé lién két nhoém hudng dich M, véi nguyén tir N trén khung c6
nito, nho' d6 dem lai chirc ning huéng dich vao gan cho thé tiép hop siARN nhu duoc
thé hién béi cong thirc (308). Trong mot sé phuwong 4n, L1 duge chon tir cac sy két hop
két ndi mot hodc nhiéu nhém bao gdm céc cong thirc (A1)-(A26). Trong mot s& phuong
an, L duoc chon tir su két hop lién két ctia mot hodc nhiéu cong thitc (A1), (A4), (A5),
(A6), (A8), (A10), (A11), va (A13). Trong mdt sé phuong an, L1 duge chon tir sy két hop
lién két cua it nhit hai cong thirc (A1), (A4), (A8), (A10), va (A11). Trong mot s6 phuong
an, L1 duge chon tir sy két hop lién két cua it nhit hai cong thirc (A1), (A8) va (A10).

Trong mot s6 phuong an, L1 ¢6 thé c6 chidu dai 1a tir 3 dén 25, tir 3 dén 20, tir 4
dén 15 hodc tir 5 dén 12 nguyén tir. Theo mot s phuong an, L1 ¢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 tir.

Theo mdt s phwong 4n, j1 14 mot sé nguyén nam trong khoang tir 2 dén 10, va
theo mot sb phuong 4n, j1 13 mot s6 nguyén nim trong khoang tir 3 dén 5. Theo mét sb

phuong an, j2 12 mot sé nguyén nam trong khoang tir 2 dén 10, va theo mot sb phuong
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an, j2 1a mot sé nguyén nam trong khoang tir 3 dén 5. R’ 1a C1-C4 alkyl, va trong mot sb
phuong 4n, R' 1a mot trong sb metyl, etyl va isopropyl. Ra 13 mot trong sd cac cong thic
(A27), (A28), (A29), (A30), va (A31), va theo mot s6 phuong 4n, Ra 13 cong thirc (A27)
hoac (A28). Rb 1a Ci-Cs alkyl, va theo mot sb phuong an, [a mot trong sb cac nhom metyl,
etyl, isopropyl, va butyl. Trong mdt sb phuong 4n, j1, j2, R', Ra, va Rb trong cong thirc
(A1)-(A26) twong ung duoc chon dé thu duge lién két gitta nhom hudng dich M va
nguyén tir N trén khung c6 nito, va dé tao ra vi tri hoa hoc 1ap thé trong s6 nhém huéng
dich M thich hop hon dé lién két gitra nhém hudng dich M va thu thé asialoglycoprotein
trén bé mit ctia t& bao gan.

Theo mot sb phuong an, thé tiép hop siARN ¢6 céu triic nhu dugc thé hién boi
cong thire (403), (404), (405), (406), (407), (408), (409), (410), (411), (412), (413), (414),
(415), (416), (417), (418), (419), (420), (421) hodc (422):

OH _OH

X
o
g\
o

<

NP UL N P P
I
O
i
o-7
O
I

NHAc

o
I
o
x

NHAc

o
I
o
X

I
o
gg\
o
o
=
I

NHAc

cong thic (403)

73



53350 741347

OH OH

\/\/\H/ \/\/“\NH
NHAc

OFI()H
Nu

2—@

\/\/\‘/\/\/U‘NH
NHAc

cong thire (404)

OFI()H

OH o|-|

ZT

NHAc
OH_OH

\/\Aif
gNwHAC \/\/W
\/\/\W

ZI

Nu

\/ji\NH
g3

OH OH

5
¥
2

NHAc

cong thirc (405)



53350

OH _OH o
HO 0\/\/\[]/N NH
NHAc 5

HO&VOV\/\H/H\/\/\)J—NH

NHAc o

cong thuc (406)

OH OH

NHAc

OH OoH

(0]
Hogég+x/o\/ﬁ\/”\¢/\w_
NHAc

OH OH
0

Hogf;fk/o\//\v/\\/AWT~NH
NHAc

cong thuc (407)

OH OH o

2 \//\\/”\v/u\

NHAc
OH OH

HO%@VOW\/\J\

N
NHAc O=?~OH
HO O
r%
N
H

OH OH o}

HO%&OW\/\L

NHAc
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cong thirc (408)
OH OH 0
(0]
HO%&OW\/\/“\NH
NHAc
OH OH o

Hogig;l/o\/ﬁx/”\/f\/j\

N
NHAc OZl?—OH
HO 0
Ti
N
H

OH OH 0

mJXg;i/O\/N\/\V/\JJ\

NHAc
cong thure (409)

OH OH
(0]
HO OMNH

NHAc o)
OH OH

O é
NHAC 4 % 0=P-OH
N%

HO 0

"

o)
OH _OH

0]

NHAc (o}

cong thire (410)
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HO
NHAc
OH OH o
o
HO O\v/\\/”\v/“\//\v/l\u Nu
NHAc 0=P-OH
HO O
"
0
OH OH 0
O 0~~~
HOE:§é~L/O N
NHAGc H
cong thue (411)
OH _OH

HO

NHAc

OH _OH

H
N
O < 1}
HO °© : Ton
et \/\/\”/ o) OH
c o) NH OH
N
o)
OH _OH
o)
HOS:E;A/O\/”\V/\W—NH
NHAc o
cong thirc (412)
OH _OH
H
o)
HO O\/\/\”/N
NHAc o o
OH _OH 0—P-Nu
o) N o /“'<ﬁ_ '
o OH
HO \/A\/”\W/ NH OH
NHAc o
N
o)
OH _OH
o)
HOSC£%~x/°\//\V/A\W-NH
NHAc o
cdng thic (413)
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OH _OH
HO ° 0\/\/\<o
NHAc NH
OH _OH
: y
HO O\/\/\”——N O=P-OH
NHAc o 2 HO O
OH _OH g o}
o
HO o\/”\«/\W~NH
NHAc o)
cong thirc (414)
OH _OH
(o]
HO&VO\/\/\/\H‘NH
NHAc 0
OH _OH
(0]
Hogwo\/\/\/\W»N
NHAc (o) Nu
0=P-OH
HO 0
—{
0
OH _OH
NHAc o)
cong thuc (415)
OH _OH
o
HO 0\/”\v/\W—NH
NHAc fo)
OH _OH
o
Hogwo\/\/\”——N
NHAc o .
0=P-OH
HO O
"
o
OH _OH
HO&/O\/\/\H/NH
NHAc fo)
cong thire (416)
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OH gH o)
NHAc

OH _OH 0

Hog&ox/\A)LNH

NHAc

cong thuc (417)

OH _OH o

O 0~~~
Hog&o NH

NHAc
OH gH fo)
HOEI£%~L/O\V/\\//\\/”\V)L\N
NHAc §
—
OH _OH fo) é
NHAc

cong thirc (418)

Nu
O=?—0H
HO o]
o]
H

OH _OH
e}

HO&VOW\A/\“—NH

NHAc (0]
OH _OH
o

HOE:£;~&/o\v/A\v/«\V/A\“/NWT‘;;
NHAc 0 wu
0=?—0H
HO o]
§l

"

o}
OH _OH

NHAc (0]

cong thie (419)
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OH gH o
HO O\/\/\/\/\/U\NH
NHAc
OH gH o
NHAc Nu
0=$_OH
HO O
—
(o)
OH _OH (0]
HO G 0\/\/\/\/\)—_NH
NHAc

cong thire (420)

OH _OH

HOEIE;SL/O\V/«\//\T¢O
NHAc NH
OH _OH $ hu
Hog&/O N 5
HO O
NHAc (@)
N
OH _OH g S
(o]
HO O\V/A\J/\WT—N
NHAc (o]
OH _OH
o NH
HOEIEE;;&/O\V//\\//\W(/
NHAc (o]
cong thuc (421)
OAc
AcO
0
AcO °
NHAc
o]
NH
L\\fo
OAc Hi Nu
ACO 0O=P-OH
o o HO §

cong thirc (422)
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Theo mot sd phuong 4n, nguyén tir P trong cong thirc (A59) ¢6 thé duge lién két
v6i vi tri thich hop bat ky trong trinh tu siARN. Vi du, nguyén tir P trong cong thirc (A59)
c6 thé duoc lién két v6i nucleotit bt ky trong soi ¢6 nghia va soi d6i nghia clia siARN.
Theo mot s6 phuong 4n, nguyén tir P trong coéng thitc (A59) dugce lién két véi nucleotit
bét ky trong soi ¢6 nghia ctia siARN. Theo mdt sé phwong 4n, nguyén tit P trong cong
thuc (AS9) co thé duoc lien két véi ving tdn cung cda s¢i ¢6 nghia hodc sgi dbi nghia
ctia siARN. Theo mdt sé phwong an, nguyén tir P trong cdng thirc (A59) dugc lién két
v&i ving tdn cling cua sgi ¢6 nghia ctia siARN. Vung tan cung nay dugc dung dé chi 4
nucleotit ddu tién duogc tinh tir mot dau cua soi cd nghia va soi dbi nghia. Theo mdt s6
phuong 4n, nguyén ti P trong cong thirc (A59) dugc lién két v6i mot trong hai du ciia
soi ¢6 nghia va sgi d6i nghia cia siARN. Trong mdt sd phwong 4n, nguyén ti P trong
cong thirc (A59) duoc lién két voi dau tan cling 3’ cia soi c6 nghia cia siARN. Trong
truong hop trong d6 nguyén tir P trong cong thirc (A59) dugc lién két voi vi tri trén cia
soi c6 nghia ctia siARN, sau khi da xam nhdp vao trong té bao, thé tiép hop siARN nhu
duoc thé hién bang cong thuc (308) c6 thé giai phong soi dbi nghia tach biét cia siARN
trong khi thdo quén, nhd d6 phong bé sy dich ma cia mARN FXI thanh protein va trc
ché su biéu hién cua gen FXI.

Trong mot sb phuong an, nguyén tir P trong cong thire (A59) 6 thé duoc lién két
v6i vi trf c6 thé bat ky cua nucleotit trong siARN, vi du, vi tri 5', vi tri 2', vi trf 3', hodc
bazo cuia nucleotit. Trong mot s& phuong 4n, nguyén tir P trong cong thirc (A59) ¢ thé
duoc lién két voi vi tri 2', 3', hodc 5' ctia nucleotit trong siARN béng cach tao thanh lién
két phosphodieste. Trong mot s& phuong 4n, nguyén tir P trong cong thirc (A59) duoc
lién két voi nguyén tir oxy duge tao thanh bang sy khir hydro ciia 3'-hydroxy ctia nucleotit
& dau tAn ciing 3’ clia soi c6 nghia ctia siARN (trong trudng hop ndy, nguyén tir P trong
cong thire (A59) ¢6 thé ciing duoc xem la nguyén tir P trong nhém phosphat chira trong
siARN), hodc nguyén tir P trong cong thirc (A59) duge lién két v6i nucleotit bang cach
thay thé nguyén tir hydro trong 2'-hydroxy ctia nucleotit ctia s¢i c6 nghia clia siARN,
hodc nguyén tir P trong cong thirc (A59) duoc lién két véi nucleotit bang cch thay thé
nguyén tir hydro trong 5'-hydroxy ciia nucleotit & dau tin cling 5’ ciia s¢i c6 nghia clia

siARN.
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Céc tac gia sang ché da ngac nhién phat hién ra ring thé tiép hop siARN theo sang
ché thé hién d6 dn dinh cai thién déng ké trong huyét trong va hidu qua ngoai dich thp,
va thé hién tiép hoat tinh cdm cao hon khang lai mARN FXI. Trong mot sd phuong 4n,
siARN theo sang ché c6 thé 1a mot trong s6 cac siARN nhu duge thé hién trong Bang la
dén 1i. Thé tiép hop siARN chira cac siARN nay thé hién hoat tinh cAm cao hon nhiéu
khang lai mARN FXI.

Bang la: Céc trinh tw ctia StARN thir nhét theo sang ché

siARN [SEQ
NO. ID Huéng trinh tu 5'-3'
NO:
sifFXIal | 9 |GGGUAUUCUUUCAAGCAAU
10 |AUUGCUUGAAAGAAUACCCAG
siFXIa2 | 11 |[CUGGGUAUUCUUUCAAGCAAU
12 |AUUGCUUGAAAGAAUACCCAGAA
siFXTal-| 13 |GmGmGMUmAmMUmUfCfUfUnUmCmAMAMGmMCmAmAmU
M1 m
14 |AmUfUnGmCmUfUnGMAMAMAMGMAMATUMA{CmCmC
mAmGm
siFXIal-| 15 |GmGmGMUmMAfUnmUfCIUfTUmUmCmAMAMGMCmAmAmMU
M2 m
16 |AmUfUNGMCmUfUnGfAfAMAMGMAMAfUMAfCmCmCmA
mGm
siFXIal-| 17 |GmGmGmMmUMAfUmUCfUfUmUmCmAMAMGmMCmAmMAmMmU
M3 m
18 |AmMUfUnGMCmUfUnGmMAMAMAMGMAMAfUMAfCmCmC
mAmGm
siFXIa2-| 19 [CmUmGmGMmGmUmAMUmUCIUfUmUmCmAMAMGmCmA
M1 mAmUm
20 |AmMUfUmGmMCmUfUnGMAMAMAMGMAMATTUNMAfCmCmC
mAMGmMAmMAmM
siFXIa2-| 21 |CmUmGmGmGmUmMAfUmUfCIfUfTUnUmCmAMAMGmMCmA
M2 mAmUm
22 |AmUfUmGmCmUfUnGfAfAMAMGMAMAfUNMAfCmCmCmA
mGmAmMAm
siFXIa2-| 23 |CmUmGmGmMGmUmMAfUmUfCfUfUmUmCmAmMAMGmCmA
M3 mAmUm
24 |AmUfUmGmCmUfUnGmAmMAMAMGMAMATUMAfCmCmC
mAMGmMAmMAmM
siFXIal-| 25 [GmsGmsGmUmAMUmUCIUTUmUmCmAMAMGMCmAmMAmM
M1S Um
26 |AmsUfsUMGMCmUfUmGmMAmMAmMAmMGmAMAfUMAfCmCm
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CmsAmsGm

siFXJal-
M2S

27

GmsGmsGmUMA fUmUfCITUfUmUmCmAMAMGmMmCmAmMAm
Um

28

AmsUfsUnNGmMCmUUMGfAfAMAMGMAMAfUnMAfCmCmCm
sAmsGm

siFXIal-
M3S

29

GmsGmsGmUMA fUmUCIUfUmUmCmAMAMGmMmCmAmMAmM
Um

30

AmsUfsUmGmMCmUfUmGmMAMAMAMGMAMATUNMAfCmCm
CmsAmsGm

siFXIa2-
M1S

31

CmsUmsGmGmGmUmAmMUmUfCfUfUnUmCmAMAMGmCm
AmAmMUm

32

AmsUSUmGMCmUfUnmGmMAMAMAMGMAMAfUmMAfCmCm
CmAmMGmsAmsAm

sifFXIa2-
M2S

33

CmsUmsGmGmGmUmMA fUmUfCfUfUmUmCmAmMAmGmCm
AmAmMUm

34

AmsUfsUmMGMCmUfUMGIAfAMAMGMAMAfUMAfCmCmCm
AmGmsAmsAm

siFXIa2-
M3S

35

CmsUmsGmGmGmUmMATUmUfCIUTUMmUmCmAMAMGmMCm
AmAmUm

36

AmsUSUMGMCmUfUnGmAMAMAMGMAMA{UNAfCmCm
CmAmMGmsAmsAm

siFXlal-
M1P1

37

GmGMGMUMAMUmUCfUTUnUmCmAMAMGmMCmAmMAmMU
m

38

P1AMUfUmGmCmUUMGMAMAMAMGMAMAfUNAfCmCm
CmAmMGm

sitFXIal-
M2P1

39

GmGMGMUMA fUmUCIUfUmUmCmAMAMGMCmAmMAmMU
m

40

P1AMUfUMGMCmUIUMGIAfAMAMGMAMAfUMATfCmCmC
mAmMGm

siFXIal-
M3P1

41

GMmGMGMUmAUMUCIUTUMUmMCmAMAMGMCmAmMAmMU
m

42

PIAMUfUMGMCmUfUmGmMAMAMAMGMAMATfUMAfCmCm
CmAmGm

siFXIa2-
MI1P1

43

CmUmGmGMGMUmMAMUmUCIUfTUMUmCmAMAMGmMmCmA
mAmUm

44

PI1AMUfUmGMCmUfUmGMAMAMAMGMAMAfUNAfCmCm
CmAMGmAmMAmM

siFXIa2-
M2P1

45

CmUmGmMmGmMGMUmMA fUnmUfCfUfUnmUmCmAMAmMmGmMCmA
mAmUm

46

PI1AMUfUMGMCmUUNMGFAfAMAMGMAMATUMAfCmCmC
mAMGmMAmMAmM

sikFXIa2-
M3P1

47

CmUmGMmGmGMUmMA fUmUCfUTUmUmCmAMAMGmMmCmA
mAmMUm

48

PI1AMUfUMGMCmUfUnGMAMAMAMGMAMATUNATCmCm
CmAMGmMAmMAmM
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siFXIal-| 49 |GmsGmsGmUmMAmMmUmUfCIUfUnmUmCmAMAMGmCmAmMAmM
M1SP1 Um
50 |P1AmsUfsSUMGmCmUfUmGmMAMAMAMGMAMATUMA{CmC
mCmsAmsGm
sifFXIal-| 51 |GmsGmsGmUmAfUmUfCfUfUnUmCmAMAMGmMCmAmMAmM
M2SP1 Um
52 |P1AmsUsSUNGmCmUUMGIAfAMAMGMAMATUMAfCmCm
CmsAmsGm
siFXIal-| 53 |GmsGmsGmUmMAfUmUfCfUfUmUmCmAMAmMGmCmAmMAmM
M3SP1 Um
54 |P1AmsUSUNGMCmUfUnGmAMAMAMGMAMAfUMAfCmC
mCmsAmsGm
siFXIa2-| 55 [CmsUmsGmGmGMmUmAmUmUICfUfUmMUmCmAmMAMGmCm
M1SP1 AmAmUm
56 |P1AMsUSUNGMCmUfUnGmMAMAMAMGMAMATUMAfCmC
mCmAmGmsAmsAm
siFXIa2-| 57 |CmsUmsGmGmGMUMAfUmUfCfUfUmUmCmAMAMGmCm
M2SP1 AmAmUm
58 |P1AMsUfsUnGmCmUfUmMGIAfAMAMGMAMATUMAfCmCm
CmAmMGmsAmsAm
siFXIa2-| 59 |CmsUmsGmGmGmUmAfUmUfCfUfUnUmCmAMAMGmMCm
M3SP1 AmAmUm

60

P1AmsUfsUNGMCmUfUnGMAMAMAMGMAMATUMACmC
mCmAMGmsAmsAm

Béng 1b: Céc trinh ty ciia siARN thir hai theo sang ché

siARN |SEQ
NO. ID |Hudng trinh ty 5'-3'
NO:
siFXIbl | 69 |GGCAUAAACUAUAACAGCU
70 |AGCUGUUAUAGUUUAUGCCCU
siFXIb2 | 71 |AGGGCAUAAACUAUAACAGCU
72 |AGCUGUUAUAGUUUAUGCCCUUC
siFXIb1- 73 GmGmMCmAMUMAMAFfAfCflUNAMUMAMAMCMAMGMCmU
M1 m
74 AmGICmUmGmMUfUmMAMUmMAMGMmUmUmMUfAMUfGmCmC
mCmUm
siFXIb1- 75 GmGMCmAMUfAMAfAfCIUMAMUMAMAMCMAMGMCmU
M2 m
76 AmGICMUMGMUUmAfUFAMGMUmMUMUfAMUfGmCmCmC
mUm
siFXIb1- 77 GmMGMCmMAMUfAMATAfCfUMAMUMAMAMCMAMGMCmU
M3 m

78

AmGICMUmGmMUUMAMUmMAMGmUmMUmMUfAMU{GmCmC
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mCmUm
siFXIb2- 79 AmGmMGMGMCmAMUMAmMAfAfCTUMAMUMAMAMCmMAMG
M1 mCmUm
20 AmGICmUmGmMUUMAMUmMAMGmUmUmMUAmMUfGmCmC
mCmUmUmCm
siFXIb2- 21 AmGmGMGMCmMAMUFAMATAfCIlUMAMUMAMAMCMAMG
M2 mCmUm
22 AmGICmUmGMUUmAfUFAMGmUmUmUfAmUGmCmCmC
mUmUmCm
siFXIb2- 23 AmGmGmMmGmMCmMAMUAMAfAfCTUNAMUmMAMAMCmMAMG
M3 mCmUm
AmGICmUmGMUUmAMUMAMGmUmUmUfAmUfGmCmC
84
mCmUmUmCm
siFXIb1- 25 GmsGmsCmAMUMAmMATFAfCflUMAMUmAMAMCmMAMGmMCm
M1S Um
26 AmsGfsCmUmGmMmUfUmMAMUmMAMGmUmUmUfAmUfGmCm
CmsCmsUm
siFXIb1- 87 GmsGmsCmAmMUFAMAfAfCflUNAMUmMAMAMCmAMGMCm
M2S Um
28 AmsGfsCmUmGmUfUMAfUfAmMGmUmUmUfAmUfGmCmCm
sCmsUm
siFXIb1- 29 GmsGmsCmAmMUFfAMAfAfCTUMAMUmMAMAMCmAMGMCm
M3S Um
90 AmsGfsCmUmGmUfUMAMUmAmMGmUmUmMUfAmUfGmCm
CmsCmsUm
siFXIb2- AmsGmsGmGmMCmAMUMAmMAfAfCfTUNAMUMAMAMCmAM
91
M1S GmCmUm
AmsGfsCmUmGmUfUmAMUmMAMGmUmUmUfAmUfGmCm
92
CmCmUmsUmsCm
siFXIb2- 93 GmsGmsCmAMUFAMAFAfCIflUMAMUmAMAMCmMAMGmMCm
M2S Um
94 AmsGfsCmUmGmUfUmAfUfAMmMGmUmMUmUfAmUfGmCmCm
CmUmsUmsCm
siFXIb2- AmsGmsGmGmMCmAMUfAMAFAfCITUMAMUmAMAMCmAmM
95
M3S GmCmUm
AmsGfsCmUmGmUfUnAMUmMAMGmUmUmMUfAMmUfGmCm
96
CmCmUmsUmsCm
siFXIb1- 97 GmGmMCmMAMUMAmMAFAfCfTUNAMUMAMAMCMAMGmMCmU
MI1P1 m
08 PI1AMGICmUmGmUfUnAMUmAMGmUmUmUfAmUfGmCm
CmCmUm
siFXIb1- 99 GmGmMmCmAMUAMAFAfCITUMAMUMAMAMCMAMGmCmU
M2P1 m

100

PIAMGICmUmGMUUmAfUAMGmUmUmMmUAMUfGmCmC
mCmUm
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siFXIb1- 101 GmGmMmCmAMUFAMAfAfCIlUNAMUMAMAMCMAMGMCmU
M3P1 m
102 PI1AMGICmUmGmMUfUNAMUmAMGmMmUmUmUfAMUfGmCm
CmCmUm
siFXIb2- AmGmGMGMCmMAMUMAMAfAfCTUNAMUMAMAMCmMAMG
103
MI1P1 mCmUm
PIAMGICmUmGmUUMAMUmMAMGmUmMUmMUfAMU{GmCm
104
CmCmUmUmCm
siFXIb2- AmGMGMGMCmMAMUAMATAfCITUMAMUMAMAMCmMAMG
105
M2P1 mCmUm
P1AMGICmUmGmMUfUmMAfUfAMGmUmUmUfAMUfGmCmC
106
mCmUmUmCm
siFXIb2- AmGmGMGMCmMAMUTAMATAfCfUMAMUMAMAMCmMAMG
107
M3P1 mCmUm
PIAMGICmUmGmMmUUmAMUmAMGMUmUmUfAmU{GmCm
108
CmCmUmUmCm
siFXIb1- GmsGmsCmAMUMAMAfAfCIlUNAMUMAMAMCMAMGmMCm
109
MISP1 Um
110 P1AMsGfsCmUmGmUfUmMAMUmMAMGmUmUmUfAMUfGmC
mCmsCmsUm
siFXIb1- GmsGmsCmAMUTAMAfAfCITUMAMUmMAMAMCMAMGmMCm
111
M2SP1 Um
112 P1AMsGfsCmUmGmMUUmAfUAMGmUmUmUfAMmUfGmCm
CmsCmsUm
siFXIb1- GmsGmsCmAMUTfAMATAfCITUNAMUMAMAMCMAMGmMCm
113
M3SP1 Um
114 P1AMsGfsCmUmGmUUMAMUmAMGmUmUmUfAmMUGmC
mCmsCmsUm
siFXIb2- 115 AmsGmsGmMGMCmAMUMAMAfA fCfUMAMUmMAMAMCmAM
M1SP1 GmCmUm
P1AMsGfsCmUmGmUUMAMUmAMGmUmUmUfAMUGmC
116
mCmCmUmsUmsCm
siFXIb2- 117 AmsGmsGmGMCmAMUFAMAAfCITUNAMUmMAMAMCmAmM
M2SP1 GmCmUm
P1AmMsGfsCmUmGmMUUmAfUFAMGmUmMUmMUfAMUGmCm
118
CmCmUmsUmsCm
siFXIb2- 119 AmsGmsGmGMCmMAMUfAMATAfCITUNMAMUmMAMAMCmAmM
M3SP1 GmCmUm
P1AMsGfsCmUmGmUIUMAMmMUmMAMmGmUmUmUfAMmUfGmC
120
mCmCmUmsUmsCm

Béng lc: Cac trinh tu ctia siARN thir ba theo sang ché

siARN
NO.

SEQ
D

Huéng trinh tu 5'-3"
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NO:
siFXIcl | 129 |GCUCAAGAAUGCCAAGAAA
130 |UUUCUUGGCAUUCUUGAGCAC
siFXIc2 | 131 |GUGCUCAAGAAUGCCAAGAAA
132 |JUUUCUUGGCAUUCUUGAGCACUC
siFXIcl- 133 GmCmUmCmAMAMGFATATUNGmCmCmAMAMGMAMAMA
M1 m
134 UmUfUmCmUmUfGmGmMCmAMUmUmCmUfUnGfAmGmC
mAmMCm
siFXIcl- 135 GmMCmUmMCmAfAMGIAfAfTUnGMCmCmAMAMGMAMAMA
M2 m
136 UmUfUmCmUmUGmGIfCFAMUmUmCmUfUmGfAMGmCmA
mCm
siFXIc1- 137 GmCmUmMCmAfAMGFAfAfTUnGMCmCmAMAMGMAMAMA
M3 m
138 UmUfUmCmUmUfGmGmCmAMUmUmCmU{fUmGfAMGmC
mAmMCm
siFXIc2- 139 GmMUmGmMCmUmCmAMAMGFAfATUNGMCmCmAMAMGmMA
M1 mAmMAmM
UnmUfUmCmUmUfGmGmCmAMUmUmCmUfUmGfAMmGmC
140
MmAMCmUmCm
siFXIc2- GmUmGmMCmUmCmMAfAMGIAfAfUnGmCmCmAMAMGmMA
141
M2 mAmMAmM
142 UmUfUmCmUmUfGmGIfCfAMUmUmCmUfUmGfAmMGmCmA
mCmUmCm
siFXIc2- GmUmGmMCmUmMCmAfAMGIAfAfUnGmCmCmAMAMGmMA
143
M3 mAmMAmM
UmUfUmCmUmUfGmGmCmAMUmUmCmU{fUmGfAMGmC
144
mAMCmUmCm
siFXIcl- GmsCmsUmCmAMAMGIAfAfUnNGmCmCmAMAMGmMAMAmM
145
M1S Am
146 UmsUfsUMCmUmUfGmGMmCmAMUmUmCmUfUmGfAmMGm
CmsAmsCm
siFXIcl- GmsCmsUmCmAFfAMGIAfATUNGMCmCmAMAMGMAmMAM
147
M2S Am
148 UmsUfsUmCmUmUfGmGfCfAMUmUmCmUfUnGfAMGmCm
sAmsCm
siFXIcl- GmsCmsUmCmAfAMGFAfATUmGMCmCmAMAMGmMAmMAmM
149
M3S Am
150 UmsUfsUMCmUmUfGMGmMCmAMUmUmCmUfUmGfAMmGm
CmsAmsCm
siFXIc2- 151 GmsUmsGmCmUmCmAMAMGIAfAfTUnGmCmCmAmMAmMGm
M1S AmAmMAmM

152

UmsUfsUmCmUmUfGmGmCmAMUmUmCmUfUmGfAmMGm
CmAMCmsUmsCm
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siFXIc2- 153 GmsUmsGmCmUmMCmAfAMGIAfAfUmGmCmCmAMAMGm
M2S AmAmMmAmM
UmsUfsUNCmUmUfGMGICfAMUmUmCmUfUnGfAMGmMmCm
154
AmCmsUmsCm
siFXIc2- 155 GmsUmsGmCmUmCmAfAMGIAfAfUnGmCmCmAMAMGm
M3S AmAmMAmM
UmsUfsUnMCmUmUfGmGmCmAMUmUmCmUfUmGfAmMGm
156
CmAMCmsUmsCm
siFXIcl- 157 GmMCmUmCmAMAMGIAfAfUnGmCmCmAMAMGMAMAMA
MI1P1 m
158 P1UMUfUMCmUMUfGmMGmCmAMUmMUmCmUfUnGfAMGm
CmAmMCm
siFXIcl- 159 GmCmUmCmAfAMGIAfAfUmGmCmCmAMAMGMAmMAmMA
M2P1 m
160 P1UMUMUmMCmUmUGMmGIICfAMUmUmCmU{fUnGfAmMGmC
mAmCm
siFXIcl- 161 GmCmUmMCmMAfAMGIAfAfUnGmMCmCmAMAMGMAMAmMA
M3P1 m
162 P1UMUfUMCmUmUfGMGMCmAMUmMUmCmUfUnGfAMmGm
CmAmMCm
siFXIc2- GMUmGmMCmUmCmAMAMGFAfAfUnGmMCmCmAMAMGmMA
163
MI1P1 mAmMAmM
164 P1UMUUMCmUmUfGmGMCmAMUmUmCmU{fUnGfAMGm
CmAMCmUmCm
siFXIc2- GmUmGmMCmUmMCmAfAMGIAfAfUnGmCmCmAMAmMGmMA
165
M2P1 mAmMAmM
P1UMUfUmCmUmUfGmGIfCFAMUmUmCmUfUmGfAMGmC
166
mAMCmUmCm
siFXIc2- GMUmGmMCmUmCmAfAMGIAfATUNMGMCmCmAMAMGmMA
167
M3P1 mAmMAmM
P1UMUfUMCmUmUfGmGMCmAMUmUmCmU{fUmGfAMGm
168
CmAMCmUmCm
siFXIcl- GmsCmsUmCmAMAMGIAfAfUmMGMCmCmAMAMGMAMAmM
169
M1SP1 Am
170 P1UmsUfsUMCmUmMUfGmGmCmAMmUmUmCmUfUmGfAMmG
mCmsAmsCm
siFXIcl- GmsCmsUmCmAfAMGIAfATUNGMmCmCmAMAMGmMAmMAmM
171
M2SP1 Am
P1UmsUfsUNMCmUMUfGMGIfCfAMUmUmMCmUfUnGfAmMGm
172
CmsAmsCm
siFXIcl1- GmsCmsUmCmAFfAMGIAfATUNGMCmCmAMAMGMAMAmM
173
M3SP1 Am
174 P1UmsUfsUNCmUmMUfGMGmCmAMUmUmMCmU{fUnGfAMG
mCmsAmsCm
siFXIc2-1 175 |GmsUmsGmCmUmCmAMAMGIAfAfUNGMCmCmAmMAMGm
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MISP1

AmAmMAM

176

P1UmsUfsUNCmUmUfGmMGMCmAMUmUmCmUfUmGfAMG
mCmAmMCmsUmsCm

siFXIc2-
M2SP1

177

GmsUmsGmCmUmMCmAfAMGFAfAfUnGmCmCmAMAmMGm
AmAmMAmM

178

P1UmsUfsUnCmUmUGMG{fCfAMUmUmCmU{fUmGfAMGm
CmAmMCmsUmsCm

siFXIc2-
M3SP1

179

GmsUmsGmCmUmMCmAfAMGIAfAfUmGmMCmCmAMAmMGm
AmAmMmAmM

180

P1UmsUfsUNCmUmUfGmGmCmAMUmUmCmU{fUmGfAmMG
mCmAmMCmsUmsCm

Bang 1d: Céc trinh tu ctia siARN tht tu theo sdng ché

siARN |SEQ
NO. ID Huéng trinh ty 5'-3'
NO:
siFXId1 | 189 |GCAACAAAGACAUUUAUGU
190 ACAUAAAUGUCUUUGUUGCAA
siFXId2 | 191 [UUGCAACAAAGACAUUUAUGU
192 |ACAUAAAUGUCUUUGUUGCAAGC
siFXId1- 193 GmMCmAMAMCMAMAFAfGIAMCMAMUmUmMUmAmMUmGmU
Ml m
194 AmCIAMUMAMAfAMUMGMUmMCmUmUmUfGmUfUmGmC
mAmAm
siFXId1- 195 GmCmAMAMCIAMATAfGFAMCmAMUmUmUmAmMUmMGmU
M2 m
196 ?IIXCfAmUmAmAfAmUfoUrnCmUmUmeGmeU mGmCmA
mAm
siFXId1- 197 GmCmAMAMCIAMAFAfGFAMCmAMUmUmUmAmMUmGmU
M3 m
198 AmCfAMUMAMAfAMUMGMUmMCmUmUmUfGmUfUmGmC
mAmAmMm
siFXId2- 199 UmUmGmCmAMAMCmMAMATAfGFAMCmAMUmUmUmAmU
M1 mGmUm
AmCfAMUmMAMAfAMUmMGMUmCmUmUmUfGmUfUmGmC
200
MAMAMGmMCm
siFXId2- UmUmGmCmAmMAMCIAMAFATfGIFAMCmAMUmUmUmAmMU
201
M2 mGmUm
200 AmCfAMUMAMAfAMUGIUMCmUmUmUfGmUfUmGmCmA
mAMGmCm
siFXId2- UmUmGmCmAMAMCFAMATAfGFAMCMmAMUmMUmUmAmMU
203
M3 mGmUm

204

AmCfAMUMAMAfAMUMGMUmCmUmUmUfGmUfUmGmC
MAMAMGmMCm
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siFXId1-

205

GmsCmsAMAMCMAMAFATfGFAMCMAMUMUmUmMAMUmGm

M1S Um
AmsCisAMUMAMAFfAMUMGmMmUmMCmUmUmUfGmUfUmGm
206
CmsAmsAm
siFXId1- GmsCmsAMAMCIAMATAfGFAMCmMAMUmUmUmMAMUmMGm
207
M2S Um
AmsCisAMUMAMAfAMUTGIUMCmUMUmUfGmUfUmGmCm
208
sAmsAm
siFXId1- GmsCmsAMAMCIAMATATGFAMCMAMUmUmUmMAMUmMGm
209
M3S Um
AmsCHSAMUMAMATAMUMGMUMCmUMUmMUfGmUfUmGm
210
CmsAmsAm
siFX1d2- UmsUmsGmCmAMAMCMAMAfAfGFAMCMAMUmUmUmAmM
211
M1S UmGmUm
212 AmsCfsAmMUmMAMAfAMUmGMUmCmUmMUmU{GmUfUmGm
CmAMAmMsGmsCm
siFXId2- UmsUmsGmCmAMAMCIAMAFAfGFAMCmAMUmMmUmMUmMAmM
213
M2S UmGmUm
AmsCSAMUMAMAfAMUGITUMCmMUmUmMUfGmUfUmGmCm
214
AmAmsGmsCm
siFX1d2- UmsUmsGmCmAmMAMCFAMAFAfGFAMCmAMUmUmUmAmM
215
M3S UmGmUm
16 AmsCHAMUMAMATAMUMGMUmMCmUmUmUfGmUfUmGm
CmAMAmMsGmsCm
siFXId1- 217 GmMCmMAMAMCMAMATATGFAMCMAMUMUmMUmAMUmGmMU
MI1P1 m
718 P1AMCfAMUMAMAfAMUmGmMUmCmUmUmUfGmU{fUmGm
CmAmMAmM
siFXId1- 219 GmMCmMAMAMCIAMATATfGFAMCMAMUmMUmUmMAMUmGmU
M2P1 m
920 P1AMCIAMUMAMAfAMUGITUMCMUmUmU{GmUfUmGmC
mAmAm
siFXId1- 71 GmCmAMAMCIAMATAIGTAMCmMAMUmMUmUmMAMUmGmU
M3P1 m
PIAMCFAMUMAMAFAMUMGMUmCmUmMUmUfGmU{UmGm
222
CmAmMmAmMm
siFX1d2- UmUmGmCmAMAMCMAMAfAfGFAMCMAMUmUmUmAmMmU
223
MI1P1 mGmUm
24 PI1AMCIAMUMAMAfAMUMGMUmCmUmUmUfGmUfUmGm
CmAMAMGmMCm
siFX1d2- UmUmGmCmAMAMCIAMAfATGFAMCMAMUmUmUmMAmMU
225
M2P1 mGmUm
PIAMCFAMUMAMAfAMUIGIUMCmUmUmU{GmU{UmGmC
226
MAMAMGmMCm
siFX1d2-| 227 |UmUmGmCmAMAmMCIAMAfAIGFAMCMAMUMUmMUmMAmMU

90

90/347



53350

M3P1 mGmUm
298 PIAMCTAMUMAMAfAMUMGMUmMCmUMUmUGmU{fUmGm
CmAMAMGmMCm
siFXId1- GmsCmsAMAMCMAMAFAfGFAMCmAMUmMUmMUmAmMmUmGm
229
MISP1 Um
730 P1AmMsCHSAMUMAMAAMUMGMUmMCmUmUmUfGmUUMG
mCmsAmsAm
siFX1Id1- GmsCmsAMAMCIAMATATGIAMCMAMUmUmUmAmMUmMGm
231
M2SP1 Um
230 P1AmMsCHsAMUMAMATAMUGIUMCmUmMUmUfGmU{fUmGm
CmsAmsAm
siFX1d1- GmsCmsAMAMCIAMAFAfGTAMCMAMUMmUmUmMAMUmMGm
233
M3SP1 Um
34 P1AMsCsAMUMAMAAMUMGMmUmMCmUmUmUfGmUfUmG
mCmsAmsAm
siFX1d2- 735 UmsUmsGmCmAMAMCMAMAfAfGFAMCmAMUmUmUmAmM
MI1SP1 UmGmUm
P1AmMsSCSAMUMAMAfAMUMGMUmCmUmUmUfGmUfUmG
236
mCmAmMAmMsGmsCm
siFX1d2- 37 UmsUmsGmCmAmMAMCIAMATAfGFAMCMAMUmMUmUmAmM
M2SP1 UmGmUm
38 P1AmMsCsAMUmMAMAfAMUGIUMCmUmUmUfGmUfUmGm
CmAmMAmMsGmsCm
siFX1d2- 739 UmsUmsGmCmAMAMCIAMATAfGIAMCMAMUmUmMUmMmAmM
M3SP1 UmGmUm

240

P1AmMsCHSAMUMAMATAMUMGMUMCmUmMUmUGmU{fUmG
mCmAMAmMsGmsCm

Béng le: Cac trinh tu ctia siARN thir ndm theo sang ché

siARN |SEQ
NO. ID Huéng trinh tw 5'-3"
NO:
siFXIel | 249 |GAAUCUCAAAGAAAUCUUU
250 |AAAGAUUUCUUUGAGAUUCUU
siFXIe2 | 251 |AAGAAUCUCAAAGAAAUCUUU
252 |AAAGAUUUCUUUGAGAUUCUUUG
siFXIel- 753 GmMAMAMUmMCmUmMCFATAfAMGMAMAMAMUMCmUmUmU
M1 m
254 AMAfAMGMAMUfUMUmCmUmUmUmGmMAfGmA{fUmUmC
mUmUm
siFXlIel- 755 GmAMAMUMCIUMCIATATAMGMAMAMAMUMCmUmUmU
M2 m

256

AmMATAMGMAMUITUMUCIUMUmUmGMAfGMAfUmUmCmU
mUm
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siFXIel-
M3

257

GmMAMAMUmCIUmCIAfATAMGMAMAMAMUMCmUmUmU
m

258

AMAFfAMGMAMUfUMUmCmUmUmUmGmMA{fGmAfUmUmC
mUmUm

siFXIe2-
Ml

259

AmAMGMAMAMUmMCmUMCFAfATAMGMAMAMAMUMCmU
mUmUm

260

AMAfAMGMAMUfUnMUmCmUmUmUmGmMAfGmAfUmUmC
mUmUmUmGm

siFXIe2-
M2

261

AMAMGMAMAMUMCIUNCIATATAMGMAMAMAMUMCmU
mUmUm

262

AMATAMGMAMUTUMUTCIUMUmMUmMGmMAfGmAfUmUmCmU
mUmUmGm

siFXIe2-
M3

263

AmMAMGMAMAMUMCIUNMCIATAfAMGMAMAMAMUMCmU
mUmUm

264

AMAFfAMGMAMUfUMUmCmUmUmUmGmMAfGmA{fUmUmC
mUmUmUmGm

siFXIel-
M1S

265

GmsAMsAMUmCmUmMCFAfAfAMGMAMAMAMUMCmUmUm
Um

266

AmsASAMGMAMUUMUmCmUmUmUmGmMA{fGmA{fUmUm
CmsUmsUm

siFXIel-
M2S

267

GmsAmMsAMUmCIUmMCIAfAfAMGMAMAMAMUMCmUmUm
Um

268

AmsATGSAMGMAMUTUMUCIUMUmUmMGmMA fGmAfUmUmC
msUmsUm

siFXIel-
M3S

269

GmsAMSsAMUmCIUnCFAfATAMGMAMAMAMUMCmUmUm
Um

270

AmsATSAMGMAMUTUMUmCmUmUmUmGmMAfGmAfUnUm
CmsUmsUm

siFXIe2-
MIS

271

AmsAmsGmMAMAMUMCmUmMCIAfATAMGMAMAMAMUMCm
UmUmUm

272

AmsATSAMGMAMUTUmMUmCmUmUmUmGmAfGmAfUnUm
CmUmUmsUmsGm

siFXIe2-
M2S

273

AmsAmsGmMAMAMUMCIUNCIATATAMGMAMAMAMUmMCm
UmUmUm

274

AmsAfSAMGMAMUTUmUCIUMUmMUmGmMAfGmAfUmUmC
mUmUmsUmsGm

siFXIe2-
M3S

275

AmsAmsGMAMAMUMCIUNCfAfATAMGMAMAMAMUmMCm
UmUmUm

276

AmsATSAMGMAMUTUMUmCmUmUmUmGmMAfGmAfUmUm
CmUmUmsUmsGm

siFXlel-
MI1P1

277

GMAMAMUmMCmUMCFAfAfAMGMAMAMAMUMCmUmUmMU
m

278

PIAMATAMGMAMUTUMUmCmUmUmMUmGmMAfGmAfUnUm
CmUmUm

siFXIel-

279

GMAMAMUMC{UMCfAfAfAMGMAMAMAMUMCmUmMUmMU
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M2P1 m
230 P1AMAfAMGMAMUTUMUfCITUMUMUMGMA{fGMA{fUnmUmC
mUmUm
siFXIel- 781 GmMAMAMUmCIUmCIATATAMGMAMAMAMUMCmUmUmMU
M3P1 m
)80 P1AMAfAMGMAMUTUMUmCmUmUmUmGmMAfGmAfUmUm
CmUmUm
siFXIe2- AmAMGMAMAMUMCmUMCIAfAfAMGMAMAMAMUMCmU
283
M1P1 mUmUm
PIAMAfAMGMAMUfUnUmCmUmUmUmMGmMA{fGmA{fUmUm
284
CmUmUmUmGm
siFXIe2- AmMAMGMAMAMUMCIUNMCIAfAfAMGMAMAMAMUmMCmU
285
M2P1 mUmUm
P1AMATAMGMAMUTUmUCI UMUmUmMGMAfGmA{fUmUmC
286
mUmUmUmGm
siFXlIe2- AMAMGMAMAMUMCIUNCIAfAfAMGMAMAMAMUMCmU
287
M3P1 mUmUm
PIAMAfAMGMAMUTUMUmCmUmUmUmGmMmAfGmAfUmUm
288
CmUmUmUmGm
siFXIel- GmsAmMsAMUmMCmUmMCFAfATAMGMAMAMAMUmMCmUmUm
289
M1SP1 Um
290 P1AMSAfSAMGMAMUfUnUmCmUmUmUmGmMAfGmA{fUmU
mCmsUmsUm
siFXlel- GmsAmsAMUmCIUmCfAfATAMGMAMAMAMUmMCmUmUm
291
M2SP1 Um
290 P1AMSAfsAMGMAMUfUmUfCIUMUmUmGmMAfGmA{fUmUm
CmsUmsUm
siFXIel- GmsAmMsAMUmCIUmCfAfATAMGMAMAMAMUmMCmUmUm
293
M3SP1 Um
294 P1AMSAfSAMGMAMUTUMUmCmUmMUmUmMGmA{fGmA{fUmU
mCmsUmsUm
siFXIe2- 795 AmsAMsGMAMAMUmMCmUmMCFAfAfAMGMAMAMAMUmMCm
M1SP1 UmUmUm
P1AMSAfSAMGMAMUTUMUmMCmUmUmUmMGmMA{fGmA{fUmU
296
mCmUmUmsUmsGm
siFXIe2- 297 AmsAmsGMAMAMUmMCIUnmCFATAfAMGMAMAMAMUmMCm
M2SP1 UmUmUm
P1AMSAfSAMGMAMUTUnUfCIUNUmUMGMAfGMAfUmUm
298
CmUmUmsUmsGm
siFXIe2- 99 AmsAmsGMAMAMUMCIUMCFATATAMGMAMAMAMUMCm
M3SP1 UmUmUm

300

P1AMSAfSAMGMAMUfUmUmCmUmUmUmGmMA fGmAfUmU
mCmUmUmsUmsGm
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Béng 1f: Céc trinh ty ciia siARN thi sau theo sang ché

siARN |SEQ
NO. ID Huéng trinh ty 5'-3'
NO:
siFXIfl | 309 | GUACGUGGACUGGAUUCUG
310 |CAGAAUCCAGUCCACGUACUC
siFXIf2 | 311 |GAGUACGUGGACUGGAUUCUG
312 |CAGAAUCCAGUCCACGUACUCGA
siFXIf1- 313 GMUMAMCmGmUMGIGIAfCmUmGmGmMAMmUmUmCmUmG
M1 m
314 CmAfGMAMAMUfCmCmAMGmMmUmMCmCmAfCmGfUnmAMCm
UmCm
siFXIf1- 315 GMUmAMCmGIUmGIGfAfCmUmGmGmMAmMUmUmCmUmG
M2 m
316 CmAfGMAMAMUfCmCIAfGmUmCmCmA fCmGfUmAMCmU
mCm
siFXIf1- 317 GMUmAMCmGIUMGIGAfCmUmGmGmMAMUmMUmCmUmG
M3 m
318 CmAfGMAMAMUfCMCmAMGMUmCmCmA fCmGfUmAmMCm
UmCm
siFXIf2- 319 GmMAMGMUmMAMCmGmMmUMGIGfAfCmUmGmMGmMAmMmUmUmMC
M1 mUmGm
320 CmAfGMAMAMUfCmCmMAMGMUmMCmCmA fCmGfUmAmMCm
UmCmGmAm
siFXIf2- GmAMGMUMAMCmGIUMGIGIAfCmUmGmMmGmMAMUmUmC
321
M2 mUmGm
327 CmAfGMAMAMUfCmCIAfGmUmMCmCmA fCmGfUmAmCmU
mCmGmAm
siFXIf2- 323 GmMAMGMUmMAMCmGIUMGIGFAfTCmUmGmGmMAmUmUmC
M3 mUmGm
CmAfGMAMAMUfCmCmAMGMUmCmCmAfCmGIUmAmMCm
324
UmCmGmAm
siFXIfl1- 395 GmsUmsAmCmGmUmMGIGfAfCmUmGmMGmMAMUmUmCmUm
MI1S Gm
396 CmsAfsGMAMAMUfCmCmAMGMUmCmCmAfCmGfUmAmMC
msUmsCm
siFXIf1- GmsUmsAmCmG{fUmGIGfAfCmUmGmGmMAMUmUmCmUm
327
M2S Gm
398 CmsAfsGMAMAMUfCmCIAfGmMUmCmCmAfCmGfUmAmMCm
sUmsCm
siFXIf1- GmsUmsAmCmGIUmG{GIAfCmUmGmGmAMUmUmCmUm
329
M3S Gm
330 CmsAfsGmMAMAMUfCmCmAMGMUmMCmCmA{fCmGIUMAmMC
msUmsCm
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siFXIf2- GmsAmsGMUmAMCmMGmMUMGIGfAfCmUmGmMmGmMmAMUmUm
331
MIS CmUmGm
CmsAfsGmMAMAMUfCMCmAMGMUMCmMCmAfCmGfUmAmMC
332
mUmCmsGmsAm
siFXIf2- GmsAMsGMUmMAMCmGIUMGIGfAfCmUmGMGmMAMUmUm
333
M2S CmUmGm
CmsAfsGmMAMAMUfCmCIAfGmMUmMCmCmAfCmGfUmAMCm
334
UmCmsGmsAm
siFXIf2- GmsAmsGmUmAmMCmGIUmGIGfAfCmUmGMmGmMAMUmUm
335
M3S CmUmGm
CmsAfsGMAMAMUfCMCMAMGMUMCmCmAfCmGIUmAmMC
336
mUmCmsGmsAm
siFXIf1- 337 GMUmMAMCmGmMUMGIGFAfCmUmGMmGMAMUmUmCmUmMG
MI1P1 m
333 P1CmAfGMAMAMUfCMCmMAMGMUmMCmCmAfCmGfUmAmM
CmUmCm
siFXIfl- 339 GMUmMAMCmGIUMGIGfAfCmUmGMGMAMUmUmCmUmG
M2P1 m
340 P1CmAfGMAMAMUfCMCIAfGMUmMCmMCmAfCmGfUmAmMC
mUmCm
siFXIf1- 341 GmUmAMCmGIUMGIGFAfCmUmGmMGMAMUmMUmCmUmG
M3P1 m
349 P1CmAfGmMAMAMUTCMCmMAMGMUmMCmCmA{fCmGfUmAmM
CmUmCm
siFXIf2- GmMAMGMUMAMCMGMUMGTGfAfCmUmGMmGmMAMUmUmMC
343
MI1P1 mUmGm
P1CmAfGMAMAMUfCMCmMAMGMUMCmMCmAfCmGfUmAmM
344
CmUmCmGmAmMm
siFXIf2- GmMAMGMUMAMCMGIUMGIGFAfCmUmGmGMAMUmUmMC
345
M2P1 mUmGm
P1CmAfGMAMAMUCmMCIAfGmUmCmCmA{fCmGfUMAmMC
346
mUmCmGmAm
siFXIf2- GmAMGMUMAMCMGIUMGIGFAfCmUmGmMmGmMAmMmUmUMC
347
M3P1 mUmGm
PICmAfGmMAMAMUICMCMAMGMUmMCmCmAfCmGfUmAm
348
CmUmCmGmAm
siFXIf1- GmsUmsAmMCmGmUmMGIGfAfCmUmGMmGmMAMUmUmMCmUm
349
M1SP1 Gm
350 P1CmsAfsGMAMAMUfCMCMAMGMUMCmCmAfCmGfUmA
mCmsUmsCm
siFXIf1- GmsUmsAmCmGIUMG{GIAfCmUmGMGMAMUmUmCmUm
351
M2SP1 Gm
357 P1CmsAfsGmMAMAMUfCMCIAIGmUmMCmCmAfCmGfUmAmM
CmsUmsCm
siFXIfI- | 353 |GmsUmsAmMCmGfUmMGIGIAfCmUmGmMmGmMAMUmUmCmUm
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M3SP1 Gm
354 P1CmsAfsGmMAMAMUfCMCmAMGMUMCmCmAfCmGfUmA
mCmsUmsCm
siFXIf2- 355 GmsAmsGmMUmMAMCmGmUMGTGfAfCmUmGmMGmMAmMUmUm
M1SP1 CmUmGm
P1CmsAfsGmMAMAMUTCMCmMAMGMUmMCmCmAfCmGIfUmA
356
mCmUmCmsGmsAm
siFXIf2- 357 GmsAmsGmMUmMAMCmGIUMGIGfAfCmUmGmMGmMAmMUmUm
M2SP1 CmUmGm
P1CmsAfsGmMAMAMUCmCIAfGMUmMCmCmAfCmGfUmAmM
358
CmUmCmsGmsAm
siFXIf2- 359 GmsAmsGmMUmMAMCmGIUMGIGfAfCmUmGmMmGmMAmMUmUm
M3SP1 CmUmGm

360

P1CmsAfsGmMAMAMUfCmCmMAMGMUMCmMCmAfCmGfUmA
mCmUmCmsGmsAm

Bang 1g: C4c trinh tu ciia siARN thir bay theo sang ché

siARN |SEQ
NO. ID Huéng trinh tu 5'-3'
NO:
siFXIgl | 369 |AUUUCUGGGUAUUCUUUCA
370 [ UGAAAGAAUACCCAGAAAUCG
siFXIg2 | 371 |CGAUUUCUGGGUAUUCUUUCA
372 [UGAAAGAAUACCCAGAAAUCGCU
SiFl\)/(II gl- 373 AmUmUmUmCmUmGIGfGITUMAMUmUmCmUmUmUmCmA
1 m
374 UmGfAMAMAMGIAMAMUMAMCmCmCmAfGmAfAmMAmMU
mCmGm
siFXIgl- 375 AmUmUmUmC{UmGfGfGITUmAMUmUmCmUmUmUmCmA
M2 m
376 UmGfAMAMAMGIAMAfUFAMCmCmCmA{GMAfAMAMUmMC
mGm
siFl\)/([I gl- 377 AmUmUmUmC{UmGIGfGITUmAMUmUmCmUmUmUmCmA
3 m
378 UmGfAMAMAMGIAMAMUMAMCmCmCmA{GmAfAmMAmMU
mCmGm
siFXIg2- 379 CmGMAMUmUmUmCmUmGIGfGIUMAMUmUmCmUmUmU
Ml mCmAm
UmGfAMAMAMGIAMAMUMAMCmCmCmAfGmAfAmMAmMmU
380
mCmGmCmUm
siFXIg2- 181 CmGmAMUmUmUmCIUnGIGfGIUMAMUmUmCmUmUmU
M2 mCmAm

382

UmGfAMAMAMGIAMATUFAMCmMCmCmAfGmAfAMAMUMC
mGmCmUm
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siFXIg2- CmGMAMUmUmUmCIUmGIGIGIUmAMUmMUmCmUmUmU
383
M3 mCmAm
UmGfAMAMAMGIAMAMUMAMCMCmMCmMAfGMAfAMAMU
384
mCmGmCmUm
siFXlIgl- AmsUmsUmUmCmUmG{GfGIUmAmMUmUmCmUmUmUmCm
385
M1S Am
386 UmsGfsAMAMAMGFAMAMUMAMCMCmCmAfGmATfAmMAmM
UmsCmsGm
siFXIgl- AmsUmsUmUmCfUnGIfGfGITUMAMUmUmCmUmUmUmCm
387
M2S Am
388 UmsGfsAmMAMAMGIAMATUAMCMCmCmAfGmMAfAMAMUm
sCmsGm
siFXIgl- AmsUmsUmUmCIUmGfGIGITUMAmMUmUmCmUmUmUmCm
389
M3S Am
390 UmsGfsAMAMAMGIAMAMUMAMCMCmCmATfGmAfAMAmM
UmsCmsGm
siFXIg2- CmsGmsAmUmUmUmCmUmGfGfGITUnAmMUmUmCmUmUm
391
M1S UmCmAm
UmsGfsAMAMAMGIAMAMUMAMCmCmCmAfGMAfAMAmM
392
UmCmGmsCmsUm
siFXIg2- CmsGmsAmUmUmUmCfUmGfGfGITUmAMUmUmCmUmUm
393
M2S UmCmAm
UmsGfsAMAMAMGIAMAfUAMCMCmCmAfGmMAfAMAMUm
394
CmGmsCmsUm
siFXIg2- 305 CmsGmsAmMUmUmUmCfUmGIGf G UmMAmMUmUmCmUmUm
M3S UmCmAm
UmsGisAMAMAMGIAMAMUMAMCmMCmMCmA{fGmAfAmAm
396
UmCmGmsCmsUm
siFXIgl- 397 AmUmUmUmCmUmGIGfGITUMAMUmUmCmUmUmUmCmA
M1P1 m
308 P1UmMGfAMAMAMGIAMAMUMAMCMCmMCmAfGmAfAMAmM
UmCmGm
siFXIgl- 399 AmUmUmUmC{UnG{GIGITUMAMUmUmCmUmUmUmCmA
M2P1 m
400 P1UMGFAMAMAMGIAMAfUAMCmCmMCmAfGMAfAMAmMU
mCmGm
siFXIgl- 401 AmUmUmUmCfUmG{GfGITUmAmMUmUmCmUmUmUmCmA
M3P1 m
402 P1UMGfAMAMAMGIAMAMUMAMCMCmCmAfGmAfAMAmM
UmCmGm
siFXIg2- 403 CmGMAMUmUmUmCmUmGIGfGITUMAMUmUmCmUmUmU
MI1P1 mCmAm

404

P1UMGfAMAMAMGIAMAMUMAMCMCmMCmAfGMAfAMAmM
UmCmGmCmUm

SiFX1g2-

405

CmGmMAMUmMUmUmCIUmG{GfGITUMAMUmMUmCmUmUmU
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M2P1 mCmAm
P1UMGfAMAMAMGIAMATUAMCmCmCmA{GmMAfAMAmMU
406
mCmGmCmUm
siFXIg2- 407 CmGmAMUmUmUmCfUnGIGfGITUmAMUmUmCmUmUmU
M3P1 mCmAm
P1UMGfAMAMAMGIAMAMUMAMCMCmCmAfGmAfAMAM
408
UmnCmGmCmUm
siFXIgl- AmsUmsUmUmCmUmG{GfGfUMAMUmUmCmUmUmUmCm
409
M1SP1 Am
410 P1UmsGfsAMAMAMGIAMAMUMAMCmCmCmAfGmAfAmMA
mUmsCmsGm
siFXIgl- AmsUmsUmUmCIUmGIGfGfUMAMUmUmCmUmUmUmCm
411
M2SP1 Am
412 P1UmsGfsAMAMAMGIAMAfUFAMCmMCmCmAfGmAfAMAM
UmsCmsGm
siFXIgl- AmsUmsUmUmCfUmG{GfGfUmMAmMUmUmCmUmUmUmCm
413
M3SP1 Am
414 P1UmsGfsSAMAMAMGFAMAMUMAMCMCmCmA{GmMAfAmMA
mUmsCmsGm
siFXIg2- 415 CmsGmsAmUmUmUmCmUmGfGfGITUmAmMUmUmCmUmUm
M1SP1 UmCmAm
P1UmsGfsAMAMAMGIAMAMUMAMCMCmCmAfGmAfAmMA
416
mUmCmGmsCmsUm
siFXIg2- 417 CmsGmsAMUmUmUmC{UnGIGIGITUmAMUmUmCmUmUm
M2SP1 UmCmAm
P1UmsGfsAMAMAMGIAMAfUFAMCMCmCmAfGmAfAMAmM
418
UmCmGmsCmsUm
siFXIg2- 419 CmsGmsAmUmUmUmC{fUnGfGfGITUmAmMUmUmCmUmUm
M3SP1 UmCmAm

420

P1UmsGfsSAMAMAMGFAMAMUMAMCMmCmCmAfGmAfAmA
mUmCmGmsCmsUm

Bang 1h: Céc trinh tu cia siARN thir tdm theo sang ché

siIARN
NO.

SEQ
ID
NO:

Huéng trinh tu 5'-3'

siFXIhl

429

CAUGAAGGGCAUAAACUAU

430

AUAGUUUAUGCCCUUCAUGUC

siFXTh2

431

GACAUGAAGGGCAUAAACUAU

432

AUAGUUUAUGCCCUUCAUGUCUA

siFXTh1-
M1

433

CmAMUmGMAMAMGIGIGICMAMUmMAMAMAMCmUmMAmMU
m

434

AmMUAMGMUmMUfUmAMUmMGmCmCmCmUfUnmCfAMUmG
mUmCm

98

98/347



53350

siFXIh1- 435 CmAMUmMGMAfAMGIGIGICmMAMUmMAMAMAMCmMmUmMAmMU
M2 m
436 AMUFAMGmUmMUUmMAfUfGmCmCmCmUfUmCfAmUmGmU
mCm
siFXIhl- 137 CmAMUmMGMAfAMGIGIGICMAMUMAMAMAMCmUmMAmMU
M3 m
438 AmMUAMGMUmUTUmAMUmGmMCmCmCmU{fUmCfAMmUmG
mUmCm
siFXIh2- 439 GMAMCMAMUMGMAMAMGIGIGICMAMUMAMAMAMCmU
Ml mAmUm
AmMUfAMGMUMUTUMAMUmGMCmCmCmU{fUmCfAmUmMG
440
mUmCmUmAm
siFXIh2- GMAMCMAMUMGMAfAMGIGIGICMAMUMAMAMAMCmU
441
M2 mAmMmUm
449 AmMUfAMGmUMUUmAfUfGmMCmCmCmUfUmCfAMmMUmMGmU
mCmUmAm
siFXIh2- GmMAMCMAMUMGMAFfAMGIGfGICmMAMUMAMAMAMCmU
443
M3 mAmUm
AMUfAMGMUmUUmAMUmGmMCmCmCmUfUnCfAMUmG
444
mUmCmUmAm
siFXIhl- 445 CmsAmsUmGmMAMAMGIGIGICMAMUmMAMAMAMCmUmMAmM
MI1S Um
146 AmsUSAMGmMUmMUUnMAMUmGmCmCmCmUfUmCfAmUm
GmsUmsCm
siFXThl- CmsAmsUmGmMAfAMG{GIGICmAMUmAMAMAMCmUmMAmM
447
M2S Um
448 AmsUBSAMGMmUmMUUmMA fUfGMCmCmCmUfUnmCfAMUmGm
sUmsCm
siFXThl- CmsAmsUmGmMAfAMG{GIGICmAMUmMAMAMAMCmUmMAmM
449
M3S Um
450 AmsUSAMGMUmUUNMAMUmGmCmCmCmUfUmCfAmUm
GmsUmsCm
siFXTh2- GmsAmMsCmAMUmMGMAMAMGIGfGICmMAMUmMAMAMAMCm
451
MI1S UmAmUm
AmsUSAMGMmUmUUMAMUmGmMCmCmCmU{fUmCfAmUm
452
GmUmCmsUmsAm
siFXIh2- 453 GmsAmsCmAMUmGmMAfAMGIGIGICMAMUMAMAMAMCm
M2S UmAmUm
AmsUSAMGmUMUTUMAfUfGmMCmCmCmU{fUmCfAMUmGm
454
UmCmsUmsAm
siFXTh2- GmsAmsCmAMUMGMAfAMGIGfIGICmAMUmMAMAMAMCm
455
M3S UmAmUm
AmsUSAMGmMUmUTUmAMUmGmCmCmCmUfUnmCfAmUm
456
/ GmUmCmsUmsAm
siFXThl-| 457 |CmAMUmGMAMAMGIGIGICmMAMUMAMAMAMCmUmMAmMU
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MI1P1 m
458IHAnﬂHAmeUmUﬂhm&nUmeCmCmCmUﬂMﬁXAmUm
GmUmCm
siFXTh1- 459 CmAMUMGMAAMGIGIGICMAMUMAMAMAMCMUmMAMU
M2P1 m
4a)PhMMﬁAmGmUmUﬂmmﬂﬁGmCmCmCmUﬂﬁMﬁAmUmG
mUmCm
siFXThl1- 461 CmAMUMGMAAMGIGIGICmAMUMAMAMAMCmMUmMAmMU
M3P1 m
462 PIAMUfAMGMUmMUTUMAMUmGmMCmCmCmU{fUmCfAmUm
GmUmCm
siFXTh2- GmMAMCMAMUMGMAMAMGIGIGICMAMUmMAMAMAMCmU
463
MI1P1 mAmUm
P1AMUfAMGMUmMUfUMAMUmMGMCmCmCmUfUnCfAmUm
464
GmUmCmUmAm
siFXTh2- GmMAMCMAMUMGMAfAMGIGfGICMAMUMAMAMAMCmU
465
M2P1 mAmMmUm
P1AMUfAMGMUmUUmAfUfGmCmCmCmUfUnmCfAMUMG
466
mUmCmUmAm
siFXTh2- GMAMCMAMUMGMAFfAMGIGIGICmMAMUmMAMAMAMCmU
467
M3P1 mAmUm
168 PIAMUfAMGMUMUfUNAMUMGMCmCmCmUfUnCfAMmUm
GmUmCmUmAmM
siFXTh1- CmsAmsUmGmMAMAMGIGIGICmMAMUMAMAMAMCmUmAmM
469
M1SP1 Um
470IHAnmUﬁAmeUmUﬂjnAmUmeCmCmCmUﬂMKEAmU
mGmsUmsCm
siFXTh1- CmsAmsUmGmMAAMGIGIGICmAMUmMAMAMAMCmUmMAmM
471
M2SP1 Um
4Z2PUthﬁAmeUmUﬂmmﬂﬂGmCmCmCmUﬂh@ﬂmﬂM1
GmsUmsCm
siFXTh1- CmsAmsUmGmMAfAMGIGIGICmAMUMAMAMAMCmUmMAmM
473
M3SP1 Um
474IHAﬂmUﬁAmeUmUﬂhmMnUmeCmCmCmUﬂhmﬁAmU
mGmsUmsCm
siFXTh2- 475 GmsAmsCmAMUMGMAMAMGIGIGICMAMUmMAMAMAMCm
M1SP1 UmAmUm
4%3PhMmUﬁAmGmUmUﬂh%mUmeCmCQOﬁUmCMmU
mGmUmCmsUmsAm
siFXTh2- 477 GmsAmsCmAMUmMGmMAfAMGIGIGICMAMUmMAMAMAMCm
M2SP1 UmAmUm
478 P1AMsUSAMGmUmUIUmAfUfGmMCmCmCmUfUmCfAmUm
GmUmCmsUmsAm
siFXTh2- 479 GmsAmsCmAMUMGMATAMGIGIGICmAMUmMAMAMAMCm

M3SP1

UmAmUm
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480

P1AMsSUSAMGMUMUTUMAMUmGmCmCmCmUfUMCfAmU

mGmUmCmsUmsAm

Béng 1i: C4c trinh tir ctia siARN thir chin theo sang ché

siARN |SEQ
NO. ID Huong trinh ty 5'-3'
NO:
siFXIil | 489 |GGAUUCUGGAGAAAACUCA
490 |[UGAGUUUUCUCCAGAAUCCAG
siFXIi2 | 491 |CUGGAUUCUGGAGAAAACUCA
492 [UGAGUUUUCUCCAGAAUCCAGUC
siFXIil- 493 GmGMAMUmMUmCmUfGfGfAmMGMAMAMAMAMCmUMCmA
M1 m
494 UmGfAMGmUmUfUmUmCmUmCmCmAmMGfAMAfUnmCmCm
AmGm
siFXIil- 495 GmGMAMUmMUfCmUfGIGFAMGMAMAMAMAMCmMUmMCmA
M2 m
196 UmGfAMGmUmUfUmUfCfUNCmCmAmMmGfAMAfUnCmCmA
mGm
siFXIil- 497 GmGMAMUmUfCmUfGIGFAMGmMAMAMAMAMCmUmCmA
M3 m
198 UmGfAMGmUmUUmUmCmUmCmCmAmMGfAMAfUnCmCm
AmGm
siFXIi2- 1499 CmUmGmGmMAMUmMUmCmUfGIGfFAmMGmAMAMAMAMCmU
M1 mCmAm
UmGfAMGmUmUfUmUmCmUmCmCmAmGfAMAfUnCmCm
500
AmGmUmCm
siFXIi2- 501 CmUmGmGMAMUmMUfCmUfGIGFAMGMAMAMAMAMCmU
M2 mCmAm
502 UmGfAmMGmUmUUmUfCfUMCmCmAMGIAMAfUnmCmCmA
mGmUmCm
siFXIi2- CmUmGmGMAmMUmUfCmU{GIGTAMGmMAMAMAMAMCmU
503
M3 mCmAm
UmGfAMGmUmUUmUmCmUmCmCmAmGfAmMA{fUmCmCm
504
AmGmUmCm
siFXIil- 505 GmsGmsAMUmUmCmUfGfGfFAMGmMAMAMAMAMCmUmCm
MI1S Am
UmsGfSAmMGmUmUfUnUmCmUmCmCmAmMGfAMAfUmCmC
506
msAmsGm
siFXIil- GmsGmsAMUmUfCmU{GIGTAMGmMAMAMAMAMCmUmCm
M2S >07 Am

508

UmsGfsAmGmUmUUmUfCITUMCmCmAMGfAMAfUmCmCm
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sAmsGm
siFXTil- GmsGmsAMUmUfTCmUGIGFAMGMAMAMAMAMCmMUmMCm
509
M3S Am
510 UmsGfsAmGmUmUfUnUmCmUmCmCmAmMmGfAmMA{fUmCmC
msAmsGm
siFX1i2- CmsUmsGmGmMAMUmUmCmUfGfGFAMGmAMAMAMAMCm
511
M1S UmCmAm
UmsGisAMGMmUmMUUmUmCmUmCmCmAMGfAMAfUnCmC
512
MAMGmMsUmsCm
siFX1i2- CmsUmsGmGmAMUmUfCmUfGfGFAMGmMAMAMAMAMCm
513
M2S UmCmAm
UmsGfsAmGmUmUfUmUfCfUMCmMmCmAMGfAMAfUmCmCm
514
AmGmsUmsCm
siFXTi2- CmsUmsGmGMmAMUmMUfCmUGIGFAMGMAMAMAMAMCm
515
M3S UmCmAm
UmsGfsAmGmUmUfUmUmCmUmCmCmAMGfAMAfUmCmC
516
mAMGmMsUmsCm
siFXIil- 517 GMGMAMUmUmMCmUfGIGFAMGMAMAMAMAMCMUmMCmA
MI1P1 m
518 P1UMGIAMGMUmUTUmMUmCmUmCmCmAmMGfAMAfUmCm
CmAmMGm
siFXIil- 519 GmGMAMUMUfICmUGfFGFAMGmMAMAMAMAMCMmUmMCmA
M2P1 m
570 P1UMGIAMGMUmUfUmUCfUMCmMCmAMGfAMAfUmCmC
mAMGm
siFXIil- 51 GMGMAMUmMUfCmUfGF GFAMGMAMAMAMAMCmUmMCmA
M3P1 m
579 P1UMGfAMGMUmUfUmUmCmUmCmCmAMGfAMA{fUmCm
CmAmGm
siFXIi2- 573 CmUmGmGMAMUmUmCmUfGIGFAMGmMAMAMAMAMCmU
M1P1 mCmAm
P1UMGfAMGMUmUfUnUmCmUmCmCmAMGfAMAfUmCm
524
CmAMGMUmCm
siFXT1i2- CmUmGmGMAMUmMUfCmUfGfFGFAMGMAMAMAMAMCmU
525
M2P1 mCmAm
P1UMGfAMGmMUmUfUmUfCfUMCmMCmAMGfAMAfUMCmC
526
MmAMGmMUmMCm
siFXT1i2- CmUmGMmGMAMUmUfCmUfGfFGFAMGMAMAMAMAMCmU
527
M3P1 mCmAm
P1UMGIAMGMmUmUfUmUmCmUmCmCmAMGfAMAfUmCm
528
CmAMGmMmUmCm
siFXIil- GmsGmsAMUmUmCmUfGfIGFAMGMAMAMAMAMCmMUmCm
529
MI1SP1 Am
530 P1UmsGfsAMGmUmUfUmUmCmUmCmCmAMGfAmMA{fUmC
mCmsAmsGm
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siFXTil- GmsGmsAMUmMUfCmUfGIfGFAMGMAMAMAMAMCmUmMCm
531
M2SP1 Am
P1UmsGfsAMGmUmUUmUfCfUMCmCmAMGfAMAfUnCm
532
CmsAmsGm
siFXIil- GmsGmsAmMUmMUTCmUGIGFAMGMAMAMAMAMCmUmCm
533
M3SP1 Am
534 P1UmsGfsAmMGmUmUfUmUmCmUmCmCmAMGfAmMA{fUmC
mCmsAmsGm
siFXTi2- 535 CmsUmsGmGmAMUmUmCmUGIGFAMGmMAMAMAMAMCm
M1SP1 UmCmAm
P1UmsGsAMGMmUmUUnmUmCmUmCmCmAmMGFfAmMAfUMC
536
mCmAMGmMsUmsCm
siFX1i2- 537 CmsUmsGmGmAMUmUfCmUfGfGFAMmMGmMAMAMAMAMCm
M2SP1 UmCmAm
533 P1UmsGfsAmMGmUmUfUmUfCfUMCmCmAMGfAMAfUmCm
CmAMGmMsUmsCm
siFX1i2- 539 CmsUmsGmGmAMUmUTCmUfGfGFAMGMAMAMAMAMCm
M3SP1 UmCmAm
P1UmsGSAMGMmUmUfUnUmCmUmCmCmAMGfAmMAfUmC
540
mCmAmMGmMmsUmsCm

trong do, C, G, U, va A l1a thanh ph::in bazo cia nucleotit; m thé hién réng nucleotit
lién k& v6i phia bén trai cta chir cai m 13 nucleotit cai bién metoxy; f thé hién ring
nucleotit 1ién k& vai phia bén trai cta chit ci 14 nucleotit cai bién flo; s thé hién hai
nucleotit lién ké vdi ca hai phia ciia chit cai s dwoc lién két bang lién két thiophosphat;
P1 thé hién ring nucleotit 1ién ké& véi phia bén phai ctia P1 1a 5'-phosphat nucleotit hoic
nucleotit cai bién chét tuong tu 5'-phosphat; trong mot s& phuong an, P1 1 nucleotit cai
bién cu thé VP, Ps hoic P, trong d6 VP thé hién réng nucleotit lién ké véi phia bén phai
ctia VP 1a nucleotit cai bién vinyl phosphat; Ps thé hién ring nucleotit lién k& v6i phia
bén phai cua Ps 1a nucleotit ci bién thiophosphat; va P thé hién rang nucleotit lién ké véi
phia bén phai cta chir cai P 1a 5’-phosphat nucleotit.

Trong siARN hoic thé tiép hop siARN theo sang ché, mdi cip nucleotit lién ké
duoc lién két thong qua lién két phosphodieste lién két phosphorothioat dieste. Nguyén
tr oxy hodc luu huynh khong lam ciu nbi trong lién két phosphodieste hogc lién két
phosphorothioate dieste c¢6 dién tich am, va co thé c6 mat & dang hydroxy hodc
sulthydryl. Hon nita, nguyén tt hydro trong hydroxy hoic sulfhydryl c6 thé dugc thé mot
phin hodc hoan toan bing cation. Cation c¢6 thé 14 cation bét ky, nhu mét trong sd cation

kim loai, cation amoni NH4" hodc cation amoni hitu co. D€ gia tding kha ning hoa ting,
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theo mot phuong an, cation dugc chon tir mdt hodc nhidu cation kim loai kiém, cation
amoni dugc tao thanh boi amin bac ba va cation amoni bac bdn. Ton kim loai kiém c6 thé
1a K* va/hodc Na', va cation dugc tao thanh bai amin bac ba c6 thé 1a cation amoni dugc
tao thanh bdi trietylamin va/hodc cation amoni dugc tao thanh bdi N,N-
diisopropyletylamin. Do d6, siARN va thé tiép hop siARN theo sang ché c6 thé it nhit
c6 mat mot phin & dang mudi. Theo mdt phuwong 4n, nguyén tir lwru huynh hodc oxy
khong lam cau ndi trong lién két phosphodieste hoic lién két phosphorothioate dieste it
nhét mot phan lién két v6i ion natri, va do d6 siARN va thé tiép hop siARN theo séng
ché c6 mat hodc c6 mit mot phﬁn ¢ dang mudi natri.

Chuyén gia trong nganh hiéu rd ring nhém nucleotit cai bién ¢ thé duoc dua vao
trong siARN theo sang ché bdi monome nucleosit v&i su cai bién twong tmg. Phuwong
phap didu ché monome nucleosit ¢6 sy cai bién twong ting va phuong phap dua vao nhém
nucleotit cai bién vao trong siARN ciing duoc biét nhiéu véi chuyén gia trong nganh.
Toan bd cac monome nucleosit da cai bién c6 thé sén c6 trén thi truong hodc dwge san
xut bang cac phuong phap da biét.

Sin xuét thé tiép hop siARN nhw dwge thé hién béi cong thire (308)

Thé tiép hop siARN nhu duogc thé hién boi cong thire (308) c6 thé duge san xuét
bing cac con dudng tong hop thich hop bét ky.

Trong mét s6 phuong 4n, thé tiép hop siARN nhu duoc thé hién bang cong thuc
(308) ¢6 thé dugc diéu ché bang phuwong phéap sau, bao gdm: lién két 1an lugt monome
nucleosit theo huéng tir 3’ dén 5° theo loai va trinh tu ctia cac nucleotit trong soi c6 nghia
va cac soi dbi nghia cta siARN tuong Gng, dudi diéu kién cho sy tong hop pha rin
phosphoramidit, trong d6 budc nbi mdi monome nucleosit bao gdm phan ting bn budc
12 loai bo bao vé, ndi, tao mii, va oxi hoa hoic luu huynh héa; phén tach sgi c6 nghia va
soi ddi nghia cua siARN; va gin; trong d6 siARN 1a siRNA theo sdng ché trén day.

Hon nita, phuwong phép ndy con bao gdm: cho hgp chét nhu dugc thé hién boi cong
thire (321) tiép xtc v6i monome nucleosit hodc trinh ty nucleotit gén két vdi gid thé pha
rén trong didu kién phan ung lién két va khi c6 mat chit lién két, nhd d6 lién két hop chit
nhu duoc thé hién boi cong thire (321) vai trinh tir nucleotit thong qua phan ing lién két.

Sau day, hop chét nhu duge thé hién bai cong thire (321) ciing duge dung dé chi 1a phan
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tir tiép hop.
S, S, s,
| | |
‘|—1 Rio T4 Tﬂ ||-1 T12 ||_1
Ly ] (i by ]
TN T N Tme [ N Tm3
Ris Ri4 R1s
cong thirc (321)
trong do,

R4 12 nhom ¢6 kha nang lién két v6i siARN duge ky hiéu 1a Nu trong hop chét nhu
duoc thé hién boi cong thie (308). Theo mot sd phwong 4n, R4 1a nhém c6 kha ning lién
két v6i siARN dugc ky hiéu 1a Nu théng qua lién két cong héa tri. Trong mot s& phuong
an, Ry 12 nhom c6 kha nang dugce tiép hop véi nhém chire bat ky clia siARN duoc thé
hién 12 Nu thong qua lién két phosphodieste bang phan ting;

M3i S; doc 1ap 1a nhém dugce tao thanh bing cach thay thé tit ca cac hydroxyl hoat
tinh trong M bang nhém YCOO-, trong d6 mdi Y doc 14p 1a mot dugc chon tir nhém bao
gbm metyl, triflometyl, diflometyl, monoflometyl, triclometyl, diclometyl,
monoclometyl, etyl, n-propyl, isopropyl, phenyl, halophenyl, va alkylphenyl; trong mot
s6 phuwong 4n, Y 1a metyl.

Céac dinh nghia va lga chon nl, n3, m1, m2, m3, Rio, R11, Ri2, Ri3, R4, Ris, L1, va
M lan luot dugc md ta trén day.

R4 dugc chon dé dat duoc su lién két v6i nguyén tir N trén khung c6 nito va tao ra
vi tri phan tng thich hop dé téng hop thé tiép hop siARN nhu dugc thé hién boi cong
thtre (308). Theo mdt sd phuong 4n, R4 bao gdm nhém lién két R, hodc nhom lién két R,
duogc bao vé, va nhém chirc ma co thé phéan Uung véi siARN dé tao thanh c4u trac nhu
duogc thé hién boi cong thirc (A59).

Trong mdt sé phuong an, R4 chita nhém chirc thi nhit ma c6 thé phan tng véi
nhém trén siARN dugc thé hién bing Nu hoic monome nucleosit dé tao thanh phosphit
este, va nhom chuc thir hai ma ¢6 thé phan ung véi nhém hydroxy hodc nhém amino dé
tao thanh lién két ddng hoa tri, hodc chira gi4 d& pha ran duoc lién két bang lién két dong

hoa tri. Theo mdt s6 phuong 4n, nhém chirc thir nhit 1a phosphoramidit, hydroxy hoic
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hydroxy dugc bao vé. Theo mot s phwong an, nhém chire thi hai 13 phosphoramidit,
carboxyl hoac mubi carboxylat. Trong mét s phuong 4n, nhém chire thir hai 13 gia do
pha rin dugc lién két v6i phan con lai ctia phén tir nay thong qua lién két dong hoa tri
dugc tao thanh boi nhém hydroxy hoac nhém amino. Trong mot sb phuong éan, gia do
pha rén dugc lién két thong qua lién két phosphoeste, lién két carboxylat este hodc lién
két amit. Theo mot sb phwong 4n, gia thé pha ran 1 nhua.

Trong mdt sé phuong an, nhém chire thir nhét chira hydroxy, -ORk hozic nhém nhur
duoc thé hién bing cong thitc (C3); nhém chire thir hai ¢6 ciu triic nhu duge thé hién

bing cong thirc (C1), (C2), (C3), (C17), hodc (C3"):

o) o)
oM OH \r/
1 1 P~
o) o) P "en
> S M b

(C1) (C2) (C3)
SPS
° X—SPS 9//
0=P-0
o~ % on
(C1") (C3")

trong d6 qi 14 sd nguyén tir 1-4, X 1a O hoic NH, M* 14 cation, Ri 12 nhém bao vé
hydroxy, SPS 14 gia d& pha rin, va vw thé hién vi tri trong d6 nhom duoc lién két
dong hoa tri.

Trong mot sb phuong an, nhém chirc thir nhat chira nhém phosphoramidit, nhu
nhém nhu duoc thé hién biang cong thire (C3). Nhém phosphoramidit ¢ thé tao thanh
phosphit este v6i hydroxy & vi tri bt ky (nhu 2'- hydroxy hoic 3'- hydroxy) trén nucleotit
bang phan (mg ndi, va phosphit este c6 thé tao thanh lién két phosphodieste hoc lién két
phosphorothioat este nhu dugc thé hién béng cong thic (A59) thong qua sy oxi hda hodc
luu huynh hoa, dé tiép hop phén tir tiép hop nay véi siARN. O day, ngay ca khi nhém
chire thir hai khong tdn tai, hop chét nhu duoc thé hién bing cong thire (321) ¢6 thé van
duoc tiép hop v6i nucleotit, trong khi khéng anh huéng dén viéc thu thé tiép hop siARN

nhu dugc thé hién bang cong thirc (308). Trong cic trudng hop nay, sau khi tao ra sgi c6
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nghia hoic soi di nghia ciia siARN bing phuong phap nhu téng hop & pha rén str dung
phosphoramidit, hop chét nhu dugc thé hién béi cong thire (321) dwgc phan tGng véi
hydroxy trén nucleotit & ddu tan cing cta trinh ty nucleotit, va lién két phosphodieste
hoic lién két phosphorothioat dugc tao thanh trong qué trinh oxy héa hodc luu huynh héa
sau do, nho d6 tiép hop hop chéit nhu duoc thé hién béi cong thire (321) v6i siARN.

Trong mot s6 phuong 4n, nhém chire thir nhat chira nhém hydroxy dugc bao vé.
Trong mot s& phuong an, nhém chirc thir hai chita nhém ma c6 thé phan ing véi gia do
pha rén dé tao ra phan tir tiép hop chira gia d& pha rén. Trong mot sd phuong 4n, nhém
chue thir hai chita carboxyl, mubi carboxylat hoic phosphoramidit, nhu nhém chirc nhur
duoc thé hién bang cong thirc (C1), (C2) hodc (C3). Khi nhém chite thir hai chita carboxyl
hodc mudi carboxylat, hop chit nhu duge thé hién bang cong thirc (321) ¢6 thé phan tng
v6i hydroxy hodc nhém amino trén gia d& pha ran (nhu nhua) thong qua este héa hoic
phan tng amit hoa, dé tao thanh phan tir tiép hop chira gid d& pha rin dugce lién két thong
qua lién két carboxylat este. Khi nhém chire thir hai chira nhém chirc phosphoramidit,
hop chét nhu dugc thé hién bang cong thire (321) ¢6 thé ndi véi nhom hydroxy trén gia
d pha rén phd bién (nhu nhua), va tao thanh phan ti tiép hop chira gia d& pha rin duge
lién qua thong qua lién két phosphodieste boi oxi hoa. Tiép theo, bat diu tlr san pham
trén duoc lién két véi gia d& pha rin, monome nucleosit dugc lién két tuan tu thong qua
phuong phéap téng hop pha rin phosphoramidit, dé thu dwgc soi c6 nghia hodc soi dbi
nghia cua siARN duoc lién két voi nhom tiép hop. Trong quy trinh tébng hop pha rin
phosphoramidit, nhom chirc thir nhét dugc loai bo bao vé, va sau d6 dugc ndi véi nhém
phosphoramidit trén monome nucleosit du6i diéu kién phan tmg ndi.

Trong mét sé phuwong 4n, nhom chtre thir nhét chira hydroxy hodc nhém hydroxy
duoc bao vé; nhém chirc thir hai chira gid d& pha rdn dwogc lién két thong qua lién két
carboxylat este, lién két amit, hodc lién két phosphoeste, nhu dwgc thé hién biang cong
thire (C1') hodc (C3"). Trong trudng hop ndy, bit dau tir hop chét nhu dugce thé hién bang
cong thire (321) dit trong gia do pha rédn, monome nucleosit dwgc lién két tuan tu thong
qua phuong phéap tong hop pha ran phosphoramidit, dé thu duoc sgi c6 nghia hodc soi
ddi nghia cua siARN duogc lién két v6i nhom tiép hop.

Theo mdt sb phuong an, carboxylat co thé duoc thé hién dudi dang —-COO'M",
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trong d6 M" 1a cation nhu cation dugc chon tir cation kim loai, cation amoni NHs* va
cation amoni hitu co. Theo mot phuong an, cation kim loai c6 thé 13 cation kim loai kiém,
nhu K* hodc Na*. Dé lam ting d6 hoa tan va tao diéu kién thuan lgi cho phan ting, theo
mot sb phuong 4n, cation amoni hitu co 1a cation amoni dugc tao thanh bdi amin béc ba
hodc cation amoni bac bén, nhu cation amoni duoc tao thanh béi trietylamin hodc cation
amoni dugc tao thanh bdi N,N-diisopropyletylamin. Theo mét s& phuong 4n, carboxylat
la trietylamin carboxylat hodc N,N-diisopropyletylamin carboxylat.

Trong mdt s6 phuong 4n, R bao gdm ciu tric nhu durge thé hién bang cong thic

(B9), (B10), (BY"), (B10", (B11), (B12), (B11"), hodc B(12'):

0 -
oM
o )q1 0 H\/EORK
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(B11") (B12')

trong d6 qi 13 s nguyén tir 1-4, g2 1a s6 nguyén tir 1-10, X 13 O hodc NH, M" 14
cation, Rk 1a nhom bao vé hydroxy, SPS 1a gid do pha rén, va v thé hién vi tri trong
d6 nhom nay duoc lién két ddng hoa tri. Theo mot sé phuong 4n, qi 13 1 hodc 2. Theo
mot sb phuong 4n, g 1 mot s nguyén nim trong khoang tir 1 dén 5. Theo mot s6 phuong
an, Ry bao gdm cdu truc nhu duge thé hién béi cong thirc (B9) hodc (B10). Theo mot sd
phwong an, R4 bao gdm céu triic nhur dugc thé hién boi cong thire (B11) hodc (B12).

Trong mdt sé phuong 4n, Rk 1a mdt hodc nhidu trong s6 Tr (trityl), MMTr (4-
metoxytrityl), DMTr (4,4'-dimetoxytrityl), va TMTr (4,4',4'-trimetoxytrityl). Theo mot sd
phuong an, Ry ¢6 thé 1a DMTr, tic 13, 4,4°-dimetoxytrityl.

Dinh nghia L 1a nhu dugc mo ta trén day.

Theo mét sd phuong an, L1 duoc str dung dé lién két nhom hudng dich M, véi
nguyén tir N trén khung c¢6 nito, nhd d6 dem lai chirc ning huéng vao gan cho thé tiép
hop siARN nhu dugc thé hién bdi cong thie (308). Trong mot s6 phuong an, L; chira
mdt bat ky trong sb cc cong thie (A1)-(A26), hodc su két hop ctia né.

Theo md ta trén ddy, chuyén gia trong nganh s& dé& dang hiéu rang khi so sanh véi
phuong phép téng hop pha ran phosphoramidit duoc biét nhiéu trong nganh, thé tiép hop
siARN nhu duogc thé hién bang cong thire (308) trong d6 phan tir tiép hop niy duge lién
két voi vi tri c6 thé bat ky cta trinh tu nucleotit ¢6 thé thu duogc bang cach str dung nhém
chire thir nhét néu trén va nhom chie th hai tiy ¥. Vi dy, phan tir tiép hop duoc lién két
véi vung tdn cung cua trinh ty nucleotit, hodc véi dau tan cung cua trinh ty nucleotit.

Tuong tng 1a, trir khi dugce chi dinh khéc, trong md ta sau day vé didu ché thé tiép hop

r
A%? 6l A9

va/hodc phén tir tiép hop nay, khi d€ cap dén cac phan ing nhu “loai bé bdo vé”, “noi”,
“tao mil”, “oxi hoa”, “luu huynh héa”, nén dugc hicu rang céc diéu kién va tdc nhan phan
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mg bao gdm trong phuong phép téng hop pha ran phosphoramidit da biét trong nganh
s€ cting ap dung cho cac phan ing nay. Cac didu kién va cac chét phan tng dugc 14y 1am
vi du s& dugce mo ta chi tiét dil’(’)fi day.

Theo mét sb phuong an, mdi S; doc 1ap 14 M. Trong mdt sb phuong 4n, mdi S;
doc 1ap la nhém dugc tao thanh boi sy bao vé it nhéit mot nhém hydroxyl hoat tinh trong
M; bang nhém bao vé hydroxyl. Trong mot s6 phuong an, mdi S1 ddc 14p 12 nhém dugc
tao thanh béi sy bdo vé tit cd cac nhém hydroxyl hoat tinh hién c6 trong M bang cac
nhém bao vé hydroxyl. Trong mdt sé phuong 4n, nhém bao vé hydroxyl bit ky dugc biét
nhiéu d6i vai chuyén gia trong nganh c¢6 thé duoc sir dung dé bao vé nhém hydroxyl hoat
tinh trong M. Trong mot s6 phuong 4n, hydroxy duoc bao vé ¢ thé dwoc thé hién 13
cong thic YCOO-, trong d6 mdi Y doc 1ap dugc chon tir nhém bao gébm Ci-Cio alkyl va
Co-Cio aryl, ma tlly ¥ dwoc thé bang mot hodc nhiéu phin tir thé duoc chon tir nhém bao
gém halo va C;-Cg alkyl. Theo mot sb phuong an, mdi Y doc lap dugc chon tir nhém bao
gdbm metyl, triflometyl, diflometyl, monoflometyl, triclometyl, diclometyl,
monoclometyl, etyl, n-propyl, isopropyl, phenyl, halophenyl, va C1-C¢ alkylphenyl.

Trong mét s6 phuong 4n, mdi S1 ddc 1ap duoc chon tir nhém bao gdm cong thirc

(A46)-(A54):

{
)\ ° Y
o v \”/
0 , (0] s o 9

(A49) (AS50) (AS1)
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(A52) (A53) (A54)

Theo mot sd phuong an, S; 1a A49 hodc A50.

Trong mét sb phuong 4an, mdi Y doc 1ap duge chon tir mot trong sb metyl,
triflometyl, diflometyl, monoflometyl, triclometyl, diclometyl, monoclometyl, etyl, n-
propyl, isopropyl, phenyl, halophenyl, va alkylphenyl. Theo médt sé phuong an, Y 1a
metyl.

Nhu dugc dé cip & trén, phuong phép diéu ché thé tiép hop siARN nhu dugc thé
hién bang cong thirc (308) bao gdm thém cac budce sau: tong hop soi khac clia stARN (vi
du, khi soi ¢6 nghia cta siARN duoc lién két v6i phan tir tiép hop duoc téng hop trong
buéce trén, phuong phap ndy con bao gém thém budc téng hop soi ddi nghia cia siARN
theo phwong phap tdng hop pha rin, vice versa), phan tach soi c6 nghia va sgi d6i nghia,
va gin. Cu thé 13, trong budc phan tach, gid do pha rin duoc lién két véi trinh tu nucleotit
va/hodc phan tr tiép hop dugce tach ra, va nhém bao vé can thiét duoc loai bo (trong
truong hop nay, mdi nhém Sy trong hop chit ¢6 cong thire (321) dugc chuyén hoa thanh
nhom huéng dich M; tuong tng), dé thu duoc soi ¢6 nghia (hodc soi dbi nghia) cia
siARN duoc lién két voi phan tir tiép hop va sqi dbi nghia twong ung (hodc s¢i c¢6 nghia).
Soi ¢6 nghia va sgi dbi nghia dugc gén dé tao thanh cAu tric ARN mach kép, nho d6 tao
ra thé tiép hop siARN nhu duge thé hién béi cong thirc (308).

Trong mot sb phuong an, phuong phap diéu ché thé tiép hop siARN nhu dugc thé
hién bang cong thirc (308) bao gdm cac bude sau: cho tiép xtic hop chit nhw duoc thé
hién bang cong thic (321) véi monome nucleosit thir nhit ¢ ddu tin ciing 3’ clia soi ¢6
nghia hodc soi dbi nghia dudi didu kién phan tung nbi trong su ¢6 mit cta chit ndi, nhor
d6 ndi hop chit nay nhu dugc thé hién bang cong thirc (321) vé6i nucleotit thir nhét trong
trinh tu; lién két 14n lugt monome nucleosit theo hudng tir 3” dén 5° dé tong hop soi dbi
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nghia hodc c¢6 nghia cia siARN theo loai va trinh tu clia nucleotit trong soi ddi nghia
hodc c¢6 nghia mong mudn dudi diéu kién cho su téng hop pha ran phosphoramidit, trong
d6 hop chit nay nhu dugc thé hién bang cong thie (321) 13 hop chit trong d6 Ra chira
nhém chue thtr nhit va nhém chire thir hai, trong d6 nhém chitc thir nhét chira hydroxyl
duge bao vé va nhom chire thir hai ¢6 cAu tric nhu duge thé hién bing cong thirc (C1Y)
hodc (C3"), va hop chét nhu duoc thé hién bang cong thic (321) dugc loai bd bao vé trude
khi duoc lién két véi monome nucleosit thir nhat; va lién két cia mdi monome nucleosit
bao gdm phan tng bén budc 14 loai bo bao vé, ndi, tao mii, va oxi héa hodc lvu huynh
hoa; do vay thu dugc soi dbi nghia hodc c6 nghia cia axit nucleic nay duogc lién két nhém
tiép hop; lién két 1an lvot monome nucleosit theo hudng tir 3’ dén 5° dé tdng hop soi ddi
nghia hodc ¢6 nghia cua axit nucleic ndy theo loai va trinh tu ctia nucleotit thanh soi dbi
nghia hodc ¢6 nghia dudi didu kién cho sy tdng hop pha ran phosphoramidit; trong d6
lién két cia mdi monome nucleosit bao gdm phén tng bbn budc 12 loai bd bao vé, ndi,
tao mii, va oxi hoa hodc luu huynh héa; loai bé nhoém bao vé va cit gia do pha rén; phan
tach va tinh ché sgi ¢ nghia va soi d6i nghia ctia axit nucleic nay; va gén.

Trong mdt sb phuong an, phuong phéap didu ché thé tiép hop siARN nhu dugc thé
hién bang cong thirc (308) bao gdm céc bude sau: theo loai va trinh ty ciia nucleotit trong
s¢1 ¢d nghia hodc soi dbi nghia ctia siARN sgi doi, lién két 14n luwot monome nucleosit
theo hudng tir 3° dén 5° dé téng hop soi dbi nghia va c6 nghia; trong d6 lién két cua moi
monome nucleosit bao gdbm phan tng bdn budce 1a loai bd bao vé, ndi, tao mil, va oxi héa
hodc lvu huynh héa, dé thu duoc soi c6 nghia dugc lién két v4i gia d& pha rén va soi dbi
nghia duoc lién két v6i gia d& pha rin; cho tiép xac hop chéit nhu duge thé hién bing
cong thirc (321) v6i soi c6 nghia duoc lién két voi gia d& pha ran hodc soi ddi nghia duoc
lién két vdi gia do pha rén dudi didu kién phan tmg ndi trong su ¢6 mit ctia chit ndi, nho
d6 ndi hop chit nay nhu dugc thé hién bing cong thirc (321) véi sgi co nghia hodc soi
d6i nghia; trong d6 hop chét nhu dugc thé hién bing cong thirc (321) 1a hop chét trong
d6 Ry chira nhom chire thi nhit 1a nhom phosphoramidit; loai bé nhom béo vé va cit gia
do pha ran; teong ing phan tach va tinh ché soi ¢6 nghia hodc soi dbi nghia cua siARN;
va gén, trong do soi di nghia hodc sgi ¢6 nghia ciia siARN duoc lién két v6i nhom tiép

hop.
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Trong mdt sb phuong an, nguyén tir P trong cong thire (A59) duoc lién két véi dau
tan cung 3’ clia soi ¢6 nghia cia siARN, va phwong phéap diéu ché thé tiép hop siARN
nhu duoc thé hién bang cong thirc (308) bao gdm:

(1) loai bd nhém béo vé hydroxyl Py trong hgp chét nay nhu dugc thé hién bing
cong thire (321), trong d6 hop chét nay nhu duoc thé hién bang cong thic (321) 1a hop
chét trong d6 R4 chira nhém chirc thir nhét chtra hydroxyl dugc bao vé ORk, va nhém
chire thir hai ¢6 cAu tric nhu dugce thé hién bing cong thirc (C1') hodic (C3"); cho tiép xtic
san phém dugc loai bo bao vé véi monome nucleosit thu dugc monome nucleosit duoc
lién két voi gia do pha rén thong qua phén tir tiép hop dudi diéu kién phan ting ndi trong
su 6 mit ctia chit ndi;

(2) bt dau tir monome nucleosit duoc lién két véi gia do pha rén thong qua phan
tir tiép hop ndy, tdng hop soi ¢6 nghia ciia siARN theo hudng tir 3° d@én 5° bang phuong
phép téng hop pha rin phosphoramidit;

(3) téng hop soi dbi nghia ctia siARN bang phuong phap tdng hop pha ran st dung
phosphoramidit; va

(4) phan tach soi ¢6 nghia va soi dbi nghia ctia siARN va gén hai soi nay dé thu
dugc thé tiép hop siARN nhu dugc thé hién béng cong thuc (308).

O day, trong bude (1), phuong phap loai bé nhém bao vé R trong hop chit nay
nhu duoc thé hién bang cong thirc (321) bao gdm cho tiép xtic hop chét nhu duoc thé
hién bang cong thue (321) vai tac nhan loai bd bao vé dudi diéu kién loai bo bao vé. Pidu
kién kh bao v€ bao gém nhiét d6 nam trong khoang tir 0 dén 50°C, va theo mot sb
phuong 4n, nhiét d6 nay nam trong khoang tir 15 dén 35°C, va thoi gian phan tng nim
trong khoang tir 30 dén 300 gidy, va theo mét sé phwong 4n, thoi gian nay nim trong
khoang tir 50 dén 150 gidy. Tac nhan loai bo bio vé c6 thé dugc chon tir mdt hodc nhiéu
trong sb axit trifloaxetic, axit tricloaxetic, axit dicloaxetic, vd monocloaxetic, va trong
mot sd phuong an, axit dicloaxetic. Ty 1€ mol cta chit khir bao vé so véi hop chit nhu
duoc thé hién béi cong thirc (321) 1 ndm trong khoang tir 10:1 dén 1000:1, va theo mot
sé phuong 4n, ty 16 nay nam trong khoang tir 50:1 dén 500:1.

Pidu kién phan ung nbi va chit ndi co thé 13 diéu kién phan Gmg va chat bat ky
thich hop dé thuc hién phan ting ndi néu trén. Theo mot s6 phuong an, didu kién va chat
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phan tng gibng nhu diéu kién va chit phan tng dung trong phan tmg nbi trong phuong
phap tong hop & pha rin c6 thé duoc st dung.

Trong mét sb phwong 4n, diéu kién phan tmg ndi bao gdm nhiét d6 phan Gng 13 tir
0-50°C, va trong mdt sd phuong 4n, 1a tir 15-35°C. Ty 1& mol ctia hgp chét nhu dugc thé
hién bang cong thirc (321) v6i monome nucleosit 13 tir 1:1 dén 1:50, va trong mot sb
phwong 4n, tir 1:2 dén 1:5. Ty 1& mol ctia hop chit nhu dugc thé hién bang cdng thirc
(321) v6i chat ndi co thé 1a tir 1:1 dén 1:50, va trong mot s& phuong an, tir 1:3 dén 1:10.
Thoi gian phan tng 1a tir 200 dén 3.000 gidy, va theo mot sb phuwong 4n, thoi gian nay
nim trong khoang tir 500 dén 1.500 gidy. Chit ndi dugc chon tir mot hodc nhiéu trong s6
1H-tetrazol, 5-etylthio-1H-tetrazol va 5-benzylthio-1H-tetrazol, va trong mot s6 phuong
an, la S-etylthio-1H-tetrazol. Phan Ging ndi ¢ thé duge thue hién trong dung mdi hitu co.
Dung mdi hitu co duge chon tir mdt hodc nhiéu trong sb axetonitril khan, DMF khan va
diclometan khan, va trong mot s phuong 4n, 13 axetonitril khan. D4i v6i hop chat nhu
duoc thé hién béi cong thirc (321), luong dung méi hitu co ndm trong khoang tir 3 dén
50 L/mol, va theo mot sb phuong an, lwong ndy nim trong khoang tir 5 dén 20 L/mol.

Trong buédc (2), bit diu tir monome nucleosit dugc lién két véi gia d& pha rin
thong qua phan tir tiép hop duge diéu ché trong cac budc trén, soi c6 nghia SS ctia thé
tiép hop siARN thir hai duge tdng hop theo hudng tir 3’ dén 5° bang phuong phap tong
hop pha rin phosphoramidit. Trong trudng hop nay, nhom tiép hop duge lién két véi dau
tan cung 3’ ctia soi c6 nghia thu duogc.

Céc diéu kién khac cho tng hop pha rin trong cac bude (2) va (3), bao gdbm diédu
kién loai bo bao vé cho monome nucleosit, loai va khéi lugng tdc nhan loai bd bao V¢,
diéu kién phén Ung ndi, loai va khéi lugng chét ndi, diéu kién phéan tng tao mf, loai va
khéi lugng tac nhan tao mi, diéu kién phan rng oxi hoéa, loai va khdi lugng tdc nhan phan
ting oxi hoa, diéu kién phan tng luu huynh hoa, va loai va khdi lwong tac nhan luu huynh
hoa, dua ra cac tac nhan khac nhau, khéi luong, va didu kién duge st dung thong thuong
trong nganh.

Trong mot ) phuong an, vi dy, téng hop pha rin trong budc (2) va (3) ¢6 thé dugc
thuc hién béng cach sur dung cac diéu kién sau:

Diéu kién khir bao vé monome nucleosit bao gom nhié¢t do phdn rng ndm trong
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khoang tir 0 dén 50°C, va theo mot sé phuwong 4n, nhiét do phan mg nam trong khoang
tir 15 dén 35°C, va thoi gian phan tmg nim trong khoang tir 30 dén 300 gidy, va theo mot
s& phwong 4n, thoi gian ndy nam trong khoang tir 50 dén 150 gidy. T4c nhén loai bo bao
vé ¢6 thé 13 duge chon tir mot hodc nhiéu trong sb axit trifloaxetic, axit tricloaxetic, axit
dicloaxetic, va axit monocloaxetic, va trong mot s& phuong 4n, 13 axit dicloaxetic. Ty 18
mol cta tac nhan loai bo bao vé v6i nhém bao vé 4,4’-dimetoxytrityl trén gia d& pha ran
latr 2:1 dén 100:1, va trong mot sb phuong an, tu 3:1 dén 50:1.

Piéu kién phan tmg nbi bao gdm nhiét do phan tng nam trong khoang tir 0 dén
50°C, va theo mot sb phwong an, nim trong khoang tir 15 dén 35°C. Ty 1é mol ciia trinh
tu axit nucleic duoc lién két gia thé pha rn so v6i monome nucleosit 12 nim trong khoang
tir 1:1 dén 1:50, va theo mot sb phwong an, ty 16 nay nim trong khoang tir 1:5 dén 1:15.
Ty 18 mol cta trinh ty axit nucleic duogc lién két véi gia thé pha rén so v6i chét lién két 1a
nim trong khoang tir 1:1 dén 1:100, va theo mdt s phuong 4n, ty 1& ndy nim trong
khoang tir 1:50 dén 1:80. Viéc chon lwa thoi gian phén Gng va chat lién két 1a gibng nhu
dugc duge mo ta trén day.

Diéu kién phan tng tao mil bao gdm nhiét dd phan tmg nam trong khoang tir 0
dén 50°C, va theo mét sb phwong 4n, nhiét do nay nam trong khoang tir 15 dén 35°C, va
thoi gian phan tng nim trong khoang tir 5 dén 500 gidy, va theo mot sé phuong 4n, thoi
gian phan tng ndm trong khoang tir 10 dén 100 giy. Viéc Iya chon chit tao mii 13 gidng
nhu duge mo ta trén day. Ty 1€ mol cta téng lugng chét tao mii so v6i trinh tu axit nucleic
duoc lién két voi gia thé pha rén 1a nim trong khoang tir 1:100 dén 100:1, va theo mot sd
phuong 4n, ty 18 nay nim trong khoang tir 1:10 dén 10:1. Trong trudng hop trong do6
axetic anhydrit ding mol va N-metylimidazol dugc sir dung 14 chit tao mii, ty 1é mol cua
axetic anhydrit, N-metylimidazol, va trinh tu axit nucleic dugc lién két voi gia do pha ran
cothélat 1:1:10 - 10:10:1, va trong mot ) phuong 4n, 1a 1:1:2 - 2:2:1.

Diéu kién phan tng oxy hoa bao gdm nhiét dd phan tng nam trong khoang tir 0
dén 50°C, va theo mot s6 phuong an, nhiét dd nay ndm trong khoang tir 15 dén 35°C, va
thoi gian phan tng ndm trong khoang tir 1 dén 100 gidy, va theo mot sé phwong an, thoi
gian phan tmg nam trong khoang tir 5 dén 50 gidy. Theo mdt sd phuong an, chat oxy hoa

14 iodin (theo mot s6 phuong 4n dé xuat & dang nude iot). Ty 1€ mol ciia chét oxy héa so
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v6i trinh tu axit nucleic dugc lién két vai gia thé pha rén trong budc lién két c6 thé nam
trong khoang tir 1:1 dén 100:1, va theo mot s6 phwong an, ty 18 nay nam trong khoang tir
5:1 dén 50:1. Theo mdt s6 phwong an, phan ng oxy héa duge thuc hién trong dung méi
hdn hop trong dé ty 1& cia tetrahydrofuran: nude: pyridin 14 3:1:1-1:1:3. Diéu kién phan
ng luu huynh hoa bao gdm nhiét d6 phan (mg ndm trong khoang tir 0 dén 50°C, va theo
mot sé phuong 4n, nhiét d6 nay nim trong khoang tir 15 dén 35°C, va thdi gian phan tmg
nim trong khoang tir 50 dén 2.000 gidy, va theo mot sé phuong 4n, thdi gian phan tng
ndm trong khoang tir 100 d&én 1.000 gidy. Theo mot sé phuong 4n, chét luu huynh hoa 1a
xanthan hydrit. Ty 18 mol ctia chit luu huynh hoa so véi trinh tu axit nucleic dugc lién
két voi gia thé pha rin trong bude lién két 13 ndm trong khoang tir 1:1 dén 1.000:1, va
theo mot s& phwong 4n, ty 16 ndy nam trong khoang tir 10:1 dén 500:1. Theo mot sb
phuong an, phan tng luu huynh héa duoc thuc hién trong dung mdi hdn hop trong d6 ty
1é ctia axetonitril: pyridin 12 ndm trong khoang tir 1:3 dén 3:1.

Phuong phép ny con bao gdm phén tach soi c6 nghia va soi d6i nghia cia siARN
sau khi lién két tit ca cac monome nucleosit va trude khi bat cip moi. Cac phuong phép
phan tach duoc biét nhidu dbi voi chuyén gia trong nganh va thudng bao gdm tach trinh
tu nucleotit tbng hop khoi gia do pha ran, loai béd nhom bao vé trén cac bazo, nhom
phosphat va cac phéi tir, tinh ché, va khtr mudi.

Trinh ty nucleotit tong hop c6 thé dwogc tach tir gia do pha rin, va nhém bao vé
trén bazo, nhém phosphat va céc phéi tir duoc loai bé, theo phwong phép loai bé bao vé
va tach thong thuong trong téng hop cac siARN. Vi du, trinh tw nucleotit thu duge duge
lién két v6i gia do pha rin duoc tiép xtc véi dung dich nuéc amoniac co dic; trong khi
loai bo bao vé, nhéom bao vé YCOO- trong cac nhém A46-A54 dugce chuyén hoéa thanh
nhém hydroxyl, va do d6 cac nhém S; duoc chuyén héa thainh nhém M; twong Gng, cung
cép thé tiép hop siARN nhu duogc thé hién bang cong thirc (308); trong d6 dung dich nude
amoniac ¢ dic ¢6 thé 1a dung dich nuéc amoniac c6 nong dd tir 25-30 % trong lugng.
Ddi v6i trinh tu sIARN dich, lugng dung dich nuéc amoniac dam dédc cé thé nam trong
khoang tr 0,2 ml/pmol dén 0,8 ml/ pumol.

Khi ¢6 it nhat mot su bao vé 2°-TBDMS trén trinh tw nucleotit tong hop, phuong

phap niay bao gdbm thém tiép xuc trinh tu nucleotit di loai bo gid thé pha rén bing
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trietylamin trihydroflo dé loai bd sy bao vé 2°-TBDMS. Do dé, nucleosit twrong tng trong
trinh tu siARN dich thu dugc khong chira 2°-hydroxy. D4i v6i trinh tu siARN dich, khéi
luong trietylamin trihydroflo tinh khiét ¢6 thé 12 tir 0,4 ml/pmol-1.0 ml/umol. Vi thé, thé
tiép hop siARN nhu duoc thé hién boi cong thire (308) c6 thé dugc tao ra.

Céc phuong phép tinh ché va khir mudi 14 da biét d6i véi ngudi co hiéu biét trung
binh trong linh vire k¥ thudt nay. Vi dy, phuong phap tinh ché axit nucleic ¢6 thé duoc
tién hanh bang cach sir dung cdt tinh ché sic ky ion didu ché voi dung dich giai hip
gradien 1a NaBr hodc NaCl; sau khi thu gom va két hop san phdm, c6 thé tién hanh loai
mubi bang cach st dung cot tinh ché sic ky pha dao.

Trong thé tiép hop siARN thu dugc nhu duge thé hién béi cong thire (308), nguyén
t&r oxy hodc luu huynh khong 1am cdu nbi trong lién két phosphodieste hodc lién két
phosphorothioat dieste gifta cac nucleotit hiu nhu khong lién két véi ion natri, va thé tiép
hop siARN nhu duoc thé hién boi cong thirc (308) hdu nhu ¢6 mit & dang mudi natri.
Céc phuong phép trao dbi ion da biét rd c6 thé duge sit dung, trong d6 ion natri c6 thé
duoc thay thé bang ion hydro va/hodc cation khac, nhdr d6 tao ra cac dang khéc cuia cic
thé tiép hop siARN nhu dugc thé hién béi cong thire (308). Cac cation 12 nhu duge md
ta trén day.

Trong sudt qué trinh téng hop, d6 tinh khiét va khéi lugng phan tir clia trinh tu
axit nucleic c6 thé dugc xac dinh & thoi diém bét ky, dé kiém soat tot hon chit luong tong
hop. Cac phuong phap xac dinh nhu vay 13 da biét rd dbi v6i ngudi c6 hiéu biét trung
binh trong linh vuc k¥ thuét nay. Vi du, do tinh khiét cua axit nucleic ¢6 thé dugc xac
dinh bing séc ky trao dbi ion, va khdi lugng phan tir c6 thé dugc x4c dinh biang phép do
phd khéi-sic ky 16ng (sic ky 1ong-khdi phd ké-LC-MS).

Céc phuong phép gin 12 cling da biét r6 dbi véi nguoi c6 hiéu biét trung binh trong
linh vuc k¥ thuat ndy. Vi du, soi ¢6 nghia tong hop (soi S) va soi dbi nghia (sgi AS) ¢6
thé duoc tron don gian trong nudc dé tiem & ty 1& déng mol, dugc gia nhiét dén tr 70-
95°C, va sau d6 lam mat & nhiét do trong phong dé tao thanh ciu tric soi dbi théng qua
lién két hydro. Do d6, thé tiép hop siARN nhur duoc thé hién boi cong thire (308) c6 thé
duoc tao ra.

Sau khi thu duge thé tiép hop, trong mot s6 phuong an, thé tiép hop siARN tong
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hop nhu durge thé hién bang céng thire (308) ¢6 thé ciing duge dic trung bai phwong phap
nhu phat hién trong lugng phén tir st dung cac phuong phép nhu sic ky 16ng-khbi phd
ké, dé khing dinh ring thé tiép hop siARN téng hop nay 14 thé tiép hop siARN nhu duoc
thé hién bang cong thire (308) 1a dich thiét ké, va trinh tu siARN téng hop 13 trinh tu
siARN mong mudn, vi du, 12 mot trong sb céc trinh tu duoc liét ké trong Bang 1.

Hop chit nhu duoc thé hién bing cong thire (321) ¢6 thé thu duge bing phuong
phap diéu ché sau bao gdm: cho tiép xtc hop chit nhu dwoc thé hién bang cong thirc
(313) v6i anhydrit vong trong dung méi hitu co dudi didu kién phan Gmg este hoa trong
su ¢6 mit cia bazo va chét xuc tac este hoa; trao ddi ion va phan tach hop chit nhu duge

thé hién bang cong thic (321):

S, S, S
||—1 R ||-1 Riz |‘—1
[ | (I10 |_€ I /‘ y |
TN /ml /m2 N T T
Ri3 R1s ,
cong thiric (313)

trong d6 cac dinh nghia va cac lya chon dbi véinl, n3, m1, m2, m3, Rig, Rit, Riz,
Ris, Ria, Rus, L1, va Sy 1an lugt duge mé ta trén day;
Re 12 nhom dé tao ra Ry c6 cong thire (321); theo mdt sd phuong én, Re ¢6 cu tric

nhu duoc thé hién boi cong thie (A61):
OH

RkO _—Ri

(A61)

trong d6 R; 12 nhom bét ky c6 kha nang lién két v6i nguyén tir N trén khung co
nito, lién két véi RO va lién két véi nhom hydroxy tu do; Rk 1a nhém bao vé hydroxy.
Trong truomg hop nay, hop chit nhu duoc thé hién bémg cong thirc (321) thu dugc, trong
d6 R4 chtra nhém chtre thir nhét 12 nhém bao vé hydroxy va nhém chire thir hai chira ciu

tric nhu duge thé hién bang cong thic (C1) hodc (C2).
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Piéu kién phan ung este hoa bao gdm nhiét do phan timg nim trong khoang tir 0
dén 100°C va thoi gian phan tng nam trong khoang tir 8 dén 48 giod. Theo mot sd phuong
an, diéu kién phan tng este hoa bao gdm nhiét 6 phan ng ndm trong khoang tir 10 dén
40°C va thoi gian phan Gng ndm trong khoang tir 20 dén 30 gio.

Theo mot sb phwong 4n, dung méi hiru co bao gdm mét hodc nhiéu trong sé dung
moi epoxy, dung moi ete, dung mdi haloalkan, dimetyl sulfoxit, N,N-dimetylformamit,
va N,N-diisopropyletylamin. Theo mét sé phwong 4n, dung mdi epoxy 1a dioxan va/hoic
tetrahydrofuran, dung méi ete 1a dietyl ete va/hodc metyl tertbutyl ete, va dung madi
haloalkan 12 mot hodc nhiéu trong sb diclometan, triclometan va 1,2-dicloetan. Theo mot
sé phuong 4n, dung méi hitu co 1 diclometan. Déi v6i hop chat nhu dugc thé hién boi
cong thirc (313), lvong dung méi hitu co nim trong khoang tir 3 dén 50 L/mol, va theo
mdt s6 phuong 4n, lugng ndy ndm trong khoang tir 5 dén 20 L/mol.

Theo mot sé phuong an, anhydrit vong 14 mét trong sb sucxinic anhydrit, glutaric
anhydrit, adipic anhydrit hodc pimelic anhydrit, va theo mot sb phwong an, anhydrit vong
14 sucxinic anhydrit. Ty 1& mol ctia anhydrit vong so véi hop chat nhur duge thé hién béi
cong thue (313) 12 ndm trong khoang tir 1:1 dén 10:1, va theo mét s6 phwong 4n, ty 18
nay nam trong khoang tir 2:1 dén 5:1.

Chét xtic tac este hoa c6 thé 1a chit xuc tac bit ky c6 kha ning xuc tic su este hoa,
nhu 4-dimetylaminopyridin. Ty 16 mol ctia chét xuc tac so véi hop chat nhu dugc thé hién
bdi cong thie (313) 1a ndm trong khoang tir 1:1 dén 10:1, va theo mot s6 phuong an, ty
1é nay ndm trong khoang tir 2:1 dén 5:1.

Theo mdt s6 phuong 4n, bazo ¢6 thé 1a bazo vo co, bazo hitu co bat ky hodc hdn
hop ctia chung. Xem xét d hoa tan va do 6n dinh san phdm, bazo nay c6 thé 13, vi du,
amin bac ba. Theo mot sd phuong an, amin bdc ba la trietylamin hodc N,N-
diisopropyletylamin. Ty 1& mol ctia amin bac ba so v6i hop chéat nhu duge thé hién boi
cong thue (313) 14 ndm trong khoang tir 1:1 dén 20:1, va theo mdt sé phuong én, ty 18
nay nam trong khoang tir 3:1 dén 10:1.

Trao dbi ion déng vai tro 1a chirc nang chuyén héa hop chat nhu duge thé hién boi
cong thirc (321) thanh dang axit carboxylic hodc mudi carboxylic mong mudn va phuong

phép trao dbi ion 1a da biét rd ddi voi ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc k¥

119



53350 120/347

thuat nay. Phén tu tiép hop trén déy trong d6 cation 1a M* ¢6 thé thu duge bing cach sir
dung dung dich trao ddi ion va diéu kién trao ddi ion thich hop, ma khong dugc dé cap
& day. Theo mot s phuong 4n, phan tng trao dbi ion duge tién hanh bang cach sir dung
dung dich trietylamin phosphat, va ndng dd cta dung dich trietylamin phosphat 13 0,2-
0,8 M. Theo mot s6 phuong 4n, ndng do ctia dung dich trietylamin phosphat 1a 0,4 dén
0,6 M, va dbi voi hop chit nhu dugce thé hién boi cong thie (313), lugng ctia dung dich
trietylamin phosphat 14 3-6 L/mol, va theo cac phuong an khéc, lwgng ndy ndm trong
khoéng tir 4 @én 5 L/mol.

Hop chit nhu duge thé hién bing cong thie (321) c¢6 thé dugc phan tach tir hdn
hop phan tGng st dung céc phuong phép phan tich bat ky. Trong mot s6 phuong 4n, hop
chit nhu duoc thé hién bang cong thire (321) ¢6 thé duoc phan tich bang cach loai bo
dung moéi thong qua su bay hoi sau khi séc ky. Vi du, hai didu kién sic ky sau c6 thé duoc
str dung dé phan tach: (1) tinh ché bing silicagel & pha thuong: thiét bi loc gel silica c&
sang 200-300, voi su rira gidi gradient 1%o trong luong trietylamin-chira diclometan:
metanol = 100:18 - 100:20; hoc (2) tinh ché pha nguge: thiét bi loc pha nguge C18 va
C8, voi su rira giai gradient metanol: axetonitril = 0,1: 1 - 1:0,1. Trong mot sé phuong
an, dung mdi cé thé dugc loai bo truc tiép dé thu dugc san phém tho cua hop chit nhu
duoc thé hién bang cong thirc (321), ma c¢6 thé duge sir dung truc tiép trong céc phan tmg
tiép theo.

Trong mét sb phuong an, phuong phép diéu ché hop chit nhu duoc thé hién bang
cong thire (321) bao gdm thém: tiép xuc tiép san phdm thu dwoc bing phan tmg trao doi
ion trén day voi gia d& pha rin c6 nhém amino hoic hydroxy trong dung méi hitu co duéi
diéu kién phan tmg ngung tu trong sy ¢6 mit cia tac nhan ngung tu, chét xtc tic ngung
tu va amin béc ba. Trong trudng hop ndy, hop chat nhu duge thé hién bang cong thirc
(321) thu duogc, trong d6 Ra chira nhém chtrc thir nhit chita nhém bao vé hydroxy va
nhom chue thir hai chtra cdu triic nhu dugce thé hién bing cong thic (C1").

Gia thé pha rin 12 mot trong s cac gia thé duoc sit dung trong phuong phap tong
hop & pha rin siARN, mot s6 gia thé nay 1a da biét rd trong linh vuc k¥ thuét nay. Vi du,
gia thé pha rén c6 thé dugc chon tir cac gia thé pha rin chira (cac) nhém chire hydroxy

hodc amino c¢6 hoat tinh, va theo mdt sO phuong an, gia thé nay 1a nhua chira nhém amino
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hoac hydroxy. Theo mdt s phuong 4n, nhya chira nhém amino hodc hydroxy cé cac
thong sé sau: ¢& hat nim trong khoang tir ¢& sang 100-400, va tai luong amino hodc
hydroxy bé mat nim trong khoang tir 0,2 dén 0,5 mmol/g. Ty 1& ctia hop chit nhu duoc
thé hién bang cong thire (321) voi gid do pha rén 13 tir 10 - 400 pmol hop chét cho mdi
gam gi4 d& pha rin (umol/g). Trong mdt s6 phuong 4n, ty 18 ctia hop chit nhu duge thé
hién bang cong thirc (321) vdi gia d pha ran 13 tir 50 pmol/g dén 200 pmol/g.

Dung mbi hitu co ¢6 thé 14 dung méi hodic hdn hgp dung mai thich hop bat ky da
biét ddi v6i nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat nay. Theo mot sb
phuong, an, dung mdi hiru co 1a mot hodc nhidu trong s6 dung mdi epoxy, dung mdi ete,
dung mdi haloalkan, dimetyl sulfoxit, N,N-dimetylformamit, va N,N-
diisopropyletylamin. Trong mot sb phuong 4an, dung moi epoxy la dioxan va/hoic
tetrahydrofuran; dung méi ete la dietyl ete va/hodc metyl tert-butyl ete; dung moi
haloalkan 1& mot hodc nhiéu trong s6 diclometan, triclometan va 1,2-dicloetan. Theo mdt
sé phuong 4n, dung méi hitu co 12 axetonitril. DSi véi hop chit nhur dugce thé hién béi
cong thire (321), lwong dung méi hitu co ndm trong khoang tir 20 dén 200 L/mol, va theo
mdt s& phuong an, lugng nay ndm trong khoang tir 50 dén 100 L/mol.

Trong mdt sé phuong &n, tic nhan ngung tu c6 thé 1a benzotriazol-1-yl-
oxytripyrrolidino phosphonium hexaflophosphat (PyBop), 3-dietoxyphosphoryl-1,2,3-
benzotrizin-4(3H)-on (DEPBT) va/hodc O-benzotriazol-tetrametyluronium
hexaflophosphat. Theo mot s6 phuong 4n, chit ngung tu nay 1a O-benzotriazol-
tetrametyluronium hexaflophosphat. Ty 18 mol cta tac nhan ngung tu véi hop chat nhur
duoc thé hién biang cong thuc (321) 1a tir 1:1 dén 20:1, va trong mdt s& phuwong 4n, tir 1:1
dén 5:1.

Theo mot sb phuong é&n, amin béc ba 1a trietylamin va/hodc N,N-
diisopropyletylamin, va theo mot sb phwong 4n, amin bac ba nay 1a NN-
diisopropyletylamin. Ty 1€ mol ciia amin béc ba so v4i hop chit nhu duoc thé hién béi
cong thue (321) 12 nim trong khoang tir 1:1 dén 20:1, va theo mdt sd phuong an, ty 1&
nay nam trong khoang tir 1:1 dén 5:1.

Trong mot s6 phuong an, phuong phép diéu ché hop chit nhu dugc thé hién bang

cong thure (321) bao gdm thém: cho tiép xtc san phdm ngung tu thu duge nay véi chit
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tao mii va chat xuc tic acyl héa trong dung méi hiru co dudi didu kién phan Gng tao mii,
va phan tach hop chét nay nhu duogc thé hién bing cong thirc (321). Phan ung tao mi
duogc str dung dé loai bd nhom chire ¢6 hoat tinh ma khong phéan ing hoan toan, dé tranh
tao ra cac phan ung phu khong cdn thiét trong cac phan Gng tiép theo. Pidu kién phan
g tao mii bao gdm nhiét d6 phan tmg nim trong khoang tir 0 dén 50°C, va theo mot s6
phuong 4n, nhiét do nay nim trong khoang tir 15 dén 35°C, va thoi gian phan rng nim
trong khoang tir 1 dén 10 gid, va theo mét s6 phwong 4an, thoi gian phan tmg ndm trong
‘khoang tir 3 dén 6 gid. Chét tao mil ¢6 thé 1a chét tao mii bat ky dugc st dung dé téng
hop siARN & pha rin, ma da biét r5 dbi véi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc
k¥ thuat nay.

Theo mdt s6 phuong én, chét tao mii bao gém chét tao mii 1 (capl) va chét tao mii
2 (cap2). Capl 1a N-metylimidazol, va theo mdt sé phwong 4n, capl duge d& cap dén
duéi dang dung dich hdn hop gém N-metylimidazol trong pyridin/axetonitril, trong d6 ty
1 thé tich cua pyridin so véi axetonitril 1a ndm trong khoang tir 1:10 dén 1:1, va theo mot
s6 phuong 4n, ty 1& nay nim trong khoang tir 1:3 dén 1:1. Theo mot sb phwong an, ty 18
ctia tong thé tich ctia pyridin va axetonitril so v6i thé tich cia N-metylimidazol 13 nim
trong khoang tir 1:1 dén 10:1, va theo mot sd phuong 4n, ty 1& nay nam trong khoang tir
3:1 dén 7:1. Cap2 14 axetic anhydrit, va theo mét s phuong 4n, cap2 duge dé cip dén
dudi dang dung dich chira axetic anhydrit trong axetonitril, trong d6 ty 18 thé tich cta
axetic anhydrit so v6i axetonitril 1a ndm trong khoang tir 1:1 dén 1:10, va theo c4c phurong
an khac ty 18 nay nam trong khoang tir 1:2 dén 1:6.

Trong mot sb phuong én, ty 1€ theo thé tich cua dung dich dugc tron chira N-
metylimidazol trong pyridin/axetonitril v&i khdi hop chdt nhu duoc thé hién bang cong
thirc (321) 1a tir 5 ml/g-50 ml/g, va trong mét sé phuong an, tir 15 ml/g-30 ml/g. Ty 1&
theo thé tich cta dung dich axetic anhydrit trong axetonitril voi trong lugng ciia hop chét
nhu duoc thé hién bang cong thirc (321) 1a tir 0,5 ml/g-10 ml/g, va trong mot s6 phuong
an, tr 1 ml/g-5 ml/g.

Theo mot s6 phuong an, chét tao mil bao gdbm axetic anhydrit va N-metylimidazol
v6i luong twong duong mol. Theo mét s6 phwong, 4n, dung mai hitu co 12 mét hodc nhidu

trong sO dung mdi epoxy, dung mdi ete, dung moi haloalkan, dimetyl sulfoxit, N,N-
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dimetylformamit, va N,N-diisopropyletylamin. Theo mét s6 phwong 4n, dung mdi hitu
co 12 axetonitril. P81 v&i hop chit nhu duoc thé hién béi cong thie (321), lwong dung
moi hitu co nim trong khoang tir 10 dén 50 L/mol, va theo mot s6 phuong 4n, lwrong nay
nam trong khoang tir 5 dén 30 L/mol.

Theo mot sd phuong an, chit xuc téc axyl hoa ¢ thé duge chon tir chit xtic tic
bat ky ma c6 thé dugc st dung cho phan tmg ngung tu este héa hodc phan tng ngung tu
amit hoa, nhu cac hop chit kiém di vong. Theo mdt sd phuong an, chét xic tac axyl hoa
14 4-dimetylaminopyridin. Ty 18 theo khdi lrgng ctia chit xtc tic véi hop chit nhu dugc
thé hién bing cong thire (321) 1a tir 0,001:1 dén 1:1, va trong mét sb phwong 4n, tir 0,01:1
dén 0,1:1.

Trong mot s phuong 4n, hop chit nhu dugc thé hién bang cong thie (321) c6 thé
duoc phan tach tir hdn hop phan tng bing phuong phap tach thich hop bét ky. Trong mot
s& phuong an, hop chit nhu dugc thé hién bing cong thire (321) c6 thé thu duoc bing
cach rira k§ v6i dung moi hitu co va loc dé loai bd chét phan timg khong phan tmg, chét
tao mii du va céc tap chét khac, trong d6 dung moi hitu co duge chon tir axetonitril,
diclometan va metanol. Theo mdt sé phwong an, dung mbi hitu co 13 axetonitril.

Theo mot s6 phuong 4n, phuwong phép san xuét phan tir tiép hop nhu dugc thé hién
boi cong thire (321) bao gdm cho hop chét nhu dugc thé hién boi cong thire (313) tiép
xuc véi phosphorodiamidit trong dung méi hitu co trong didu kién phan tmg ndi khi c6
mit chét ndi, va phan tach hop chét nhu duoc thé hién bai cong thire (321). Trong trudng
hop nay, thu duge hop chit nhu dugc thé hién bang cong thire (321), trong d6 R4 chira
nhém chire thir nhét chira nhém bao vé hydroxy va nhom chirc tht hai chira cdu tric nhu
duoc thé hién bang cong thire (C3).

Trong mot s& phuong 4n, didu kién phan Gmg ndi bao gbém: nhiét do phan tng 1a
tir 0-50°C, nhu tir 15-35°C; ty 18 mol ctia hgp chét nhu duge thé hién bing cong thirc
(313) v6i phosphorodiamidit 14 tir 1:1 dén 1:50, nhu tir 1:5 dén 1:15; ty 1& mol cta hop
chit nhu duoc thé hién bang cong thirc (313) vai chit ndi 1a tir 1:1 dén 1:100, nhur tir 1:50
dén 1:80; va thoi gian phan ung 13 tr 200-3.000 gidy, nhu tir 500-1.500 gidy.
Phosphorodiamidit ¢6 thé 13, vi du, bis(diisopropylamino)(2-xyanoetoxy)phosphin, ma

c6 thé 1a s&n c6 trén thi truong hodc dugc tbng hop theo cac phwong phép da biét 15 trong
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lIinh vuc k§ thuit nay. Chét ndi dugc chon tir mdt hodc nhidu trong s6 1H-tetrazol, 5-
etylthio-1H-tetrazol va 5-benzylthio-1H-tetrazol, nhu 5-etylthio-1H-tetrazol. Phan Ung
ndi c6 thé duge thue hién trong dung moi hitu co. Dung mdi hitu co dugc chon tir mot
hoac nhiéu trong s axetonitril khan, DMF khan va diclometan khan, nhu axetonitril
khan. Trong mdt s& phwong an, dbi vai hop chit nhu duge thé hién bang cong thirc (313),
khdi lwong dung méi hivu co 1a tir 3-50 L/mol, nhu 5-20 L/mol. Bang phan ting ndi, nhém
hydroxy trong hop chét nay nhu dugc thé hién bang coéng thirc (313) phan tng véi
phosphorodiamidit dé tao thanh nhém phosphoramidit. Trong mot s phuong 4n, dung
mdi ¢6 thé duge loai bo truc tiép dé thu duge san phim thd ciia hop chat nhu duoc thé
hién bang céng thic (321), ma co thé dugc str dung truc tiép trong cac phan mg sau do.

Trong mdt s6 phuong an, phwong phap diéu ché hop chit nhu dugc thé hién bang
cong thire (321) bao gdm thém cac bude sau: cho tiép xuc tiép san pham duoc phén tach
v6i gia do pha rén ¢ cac nhoém hydroxy trong dung méi hitu co dudi didu kién phan tng
ndi trong sy c6 mat cua chét ndi, sau d6 tao mfi, oxi hoa va phéan tach, dé thu duoc hop
chit nhu dugc thé hién bing cong thirc (321), trong d6 R4 chira nhém chire thir nhit chira
nhom bao vé hydroxy va nhém chire thir hai chira cdu tric nhu dugce thé hién bang cong
thae (C3").

Trong mdt sb phwong 4n, gia d& pha rn 12 gia do ran duge biét nhidu trong nganh
duoc st dung trong téng hop pha ran axit nucleic, nhu, gia d& pha rin phd bién sin c6
trén thi truong da loai bd bao vé (NittoPhase®HL UnyLinker™ 300 Oligonucleotide

Synthesis Support, Kinovate Life Sciences, nhur dwgc thé hién bang cong thirc B80):

)

SPS—0 o
NO o
© DMTrO
N

Phan tng khir bao vé 1a da biét ro d6i voi ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh

(B80)

vuc k¥ thudt nay. Theo mot s6 phuong 4n, didu kién khir bao vé bao gdm nhiét d6 nim

trong khoang tir 0 dén 50°C, nhu tir 15 dén 35°C, thoi gian phan tng nam trong khoang
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tir 30 dén 300 gidy, nhu tir 50 dén 150 gidy. Tac nhan loai bé bao vé ¢6 thé dugc chon tir
mot hodc nhiéu trong sd axit trifloaxetic, axit tricloaxetic, axit dicloaxetic, va axit
monocloaxetic. Theo mot sé phuong 4n, chit khir bao vé 1a axit dicloaxetic. Ty 1& mol
cda tac nhan loai bd bao vé€ véi nhém bao vé -DMTr (4,4'-dimetoxytrityl) trén gid d& pha
rén 13 ndm trong khoang tir 2:1 dén 100:1, nhu tir 3:1 dén 50:1. Nho phan tng khir bao
vé ndy ma thu dugc cac nhém hydroxy phéan tmg tur do trén bé mit ciia gid thé pha rin,
dé tao didu kién thuén loi cho phan ung lién két tiép theo.

Diéu kién phan tung nbi va chét nbi c6 thé dugc chon loc nhu trén. Nhd phan ting
nbi, cac nhém hydroxy tu do dugc tao thanh trong phan tng khir bdo vé s& phan g véi
céc nhom phosphoramidit, dé tao thanh lién két phosphit este.

Theo mot sb phwong 4n, diéu kién phan @mg tao mii bao gdbm nhiét do nim trong
khoang tir 0 dén 50°C, nhu tir 15 dén 35°C, va thoi gian phan ng nim trong khoang tir
5 dén 500 gidy, nhu tir 10 dén 100 gidy. Phan tng tao mii duoc tién hanh khi ¢6 mat chét
tao mi. Viéc lua chon va lugng chét tao mii 12 nhu dugc mb ta trén day.

Diéu kién phan tmg oxy hoa bao gdm nhiét d6 nim trong khoang tir 0 dén 50°C,
nhur tir 15 dén 35°C, va thoi gian phan g nam trong khoang tir 1 dén 100 gidy, nhu tir
5 dén 50 gidy. Chét oxy héa cb thé 1, vi du, iot (theo mot s& phuong 4an, chit oxy héa
duoc dé cap & dang nude iot). Trong mdt sé phuong 4n, ty 1& mol cua tac nhan oxi hoa
v6i trinh tu axit nucleic dwoc lién két voi gid d& pha rén 1a tir 1:1 d&&n 100:1, nhur, ¢6 thé
1a tir 5:1 dén 50:1. Theo mot sé phuong 4n, phan tmg oxy héa dugc tién hanh trong dung
moi hdn hop trong d6 ty 18 clia tetrahydrofuran: nuée: pyridin = 3:1:1 - 1:1:3.

Trong mdt s6 phuong 4n, Re 1a mot trong s6 cac nhém c6 cong thirc B7 hozc BS:

(B7) (BR)

trong dé dinh nghia cia g2 1a nhu dugc mo ta trén day.

Trong trudng hop nay, hop chit nhu duge thé hién bang cong thirc (313) c6 thé
thu duoc bang phuong phap didu ché sau, bao gdm: cho tiép xic hop chit nhu dugc thé

hién bang cong thirc (314) véi hop chét nhu dugc thé hién bang cong thirc (A-1) hodc
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(A-2) trong dung méi hitu co dudi didu kién phan tmg amit héa trong sur c6 mit ciia tac

nhan ngung tu cho phén rng amit hoa va amin bac ba, sau d6 phan tach:

81 81 S1
| i | |
[ [ | ’ [ Il 1 [
[ L) H o[~ [~
TN Tt ¢V (Tm2 | T
R1s Rig Ris ,
cong thuc (314)
OR
N
T
o) , o] :
(A-1) (A-2)

trong do6 cac dinh nghia va cac lya chon cuanl, n3, m1, m2, m3, Rio, Ri1, Ri2, Ri3,
Rus, Ris, L1, S1, qo, va Ry 14n luot 13 nhu duge mo ta trén day.

Diéu kién phan tmg amit hoa ¢ thé bao gdbm nhiét do phan tmg 1a 0-100 °C va
thoi gian phan Gng 1a 1-48 gid. Trong mot s& phwong 4n, didu kién phan tng amit hoa 1a
nhiét d¢ phan ung la tir 10-40 °C va thoi gian phan ung 1a 2-16 gio.

Theo mot sb phuong, 4n, dung méi hitu co 12 mot hodc nhiéu trong sé dung moi
rugu, dung modi epoxy, dung mdi ete, dung moi haloalkan, dimetyl sulfoxit, N,N-
dimetylformamit, va N,N-diisopropyletylamin. Theo mot s6 phuong 4n, dung méi ruou
12 mot hodc nhiéu dung méi trong sé metanol, etanol va propanol, va theo mét sd phuong
an, dung moéi ruou nay 1a etanol. Theo mdt s6 phuong 4n, dung moi epoxy la dioxan
va/hoic tetrahydrofuran. Theo mot s6 phwong an, dung moi ete 12 diety] ete va/hodc metyl
tert-butyl ete. Theo mét s phuwong 4n, dung moi haloalkan 1a mot hoic nhiéu dung moi
trong s6 diclometan, triclometan va 1,2-dicloetan. Theo mot s6 phuong an, dung méi hitu
co 1a diclometan. Di v6i hop chét nhu duge thé hién béi cong thire (314), luong dung
mdi hitu co nim trong khoang tir 3 dén 50 L/mol, va theo mot s6 phwong 4n, lugng nay
nam trong khoang tir 3 dén 20 L/mol.
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Theo mdt s6 phwong 4n, chit ngung ty ding cho phan tng amit héa Ia
benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinophosphonium 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 cac phuong an khéc,
chit ngung tu nay 1a 3-dietoxyphosphoryl-1,2,3-benzotrizin-4(3H)-on. Ty 1& mol cua tac
nhan ngung tu cho phan tmg amit héa voi hop chét nhu dugc thé hién bang cong thirc
(314) c6 thé 1a tir 1:1 dén 10:1, va trong mot sé phuong an, tir 2.5:1 dén 5:1.

Theo mdt sé phuong an, amin béac ba 12 trietylamin hozic N,N-diisopropyletylamin,
va theo mot s6 phuong 4n, amin bac ba nay 13 N,N-diisopropyletylamin. Ty 1é mol ctia
amin bic ba so voi hop chit nhu dugc thé hién bai cong thirc (314) 14 nim trong khoang
tir 3:1 dén 20:1, va theo mét sb phuong 4n, ty 18 ndy ndm trong khoang tir 5:1 dén 10:1.

Céc hop chit nhu dugc thé hién bing cong thirc (A-1) va (A-2) ¢o thé duoc didu
ché bang phuong phap thich hop bt ky. Vi du, khi Ry 1a nhém DMTr, hop chit nhur dugce
thé hién bang cong thic (A-1) ¢6 thé duge didu ché bang phan ting cia canxi glyxerat
v6i DMTrCl. Twong tw, hop chét nhu duoc thé hién bang cong thire (A-2) ¢6 thé duge
didu ché bang cach trude hét cho 3-amino-1,2-propanediol tiép xtic v&i anhydrit vong va
sau d6 phan tmg v&i DMTrCL, trong d6 anhydrit vong c6 thé ¢6 tir 4-13 nguyén tir cacbon,
va trong mot sb phuong 4n, tir 4-8 nguyén tir cacbon. Chuyén gia trong nganh s& dé dang
hiéu rang viéc lya chon cac anhydrit vong khac nhau twong tmg v&i cac gia tri khac nhau
cho qu trong hop chit nhu duge thé hién bang cong thirc (A-2). Vi du, khi anhydrit vong
la sucxinic anhydrit, thi q2=1; khi anhydrit vong 1a glutaric anhydrit, thi 2=2, va v.v..

Trong mot s& bién thé, hop chét nhu duoc thé hién bang cong thiic (313) cb thé
ciing dugc didu ché bing phan Gng 14n luot gitra hop chit nhu dugc thé hién bing cong
thic (314) v6i anhydrit vong, 3-amino-1,2-propanediol va DMTrCl. Chuyén gia trong
nganh s& dé dang hiéu rang céc bién thé nay s& khong anh huéng dén chu tric va chirc
nang cua hop cht nhu duoc thé hién bing cong thirc (313), va cac bién thé nay dugc
nhén biét d& dang boi chuyén gia trong nganh trén co sé cac phuong phap nay.

Twong ty, hop chét nhu dwoc thé hién bang cong thire (313) ¢6 thé duge phén tach
tir hdn hop phan tng bing phwong phap phan tach thich hop bat ky. Trong mot sb phuong
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an, hop chit nhu duge thé hién bing cong thirc (313) c¢6 thé duge phéan tach bing cach
loai b6 dung mdi théng qua su bay hoi sau khi séc ky. Vi du, hai didu kién sic ky sau d6
¢6 thé duoc st dung dé phan tach: (1) tinh ché silicagel pha thong thuong: chat don
silicagel ¢6 kich thuée ¢& sang 200-300, v6i dung dich rira giai gradien 13 ete ddu moé:
etyl axetat: diclometan: N,N-dimetylformamit = 1:1:1:0,5 - 1:1:1:0,6; va (2) tinh ché &
pha dao: cac chit don pha dao C18 va C8, véi dung dich rira gidi gradien 1a metanol:
axetonitril = 0,1:1 - 1:0,1. Trong mot s6 phuong 4n, dung mdi c6 thé duge loai bé truc
tiép dé thu duoc san phim tho cta hop chit nhu duge thé hién bing cong thirc (313), ma
¢6 thé duoc sir dung truc tiép trong cic phéan g tiép theo.

Theo mot sé phuong an, hop chit nhu duge thé hién boi cong thire (314) ¢ thé
duoc tao ra béng phuong phép diéu ché sau, bao g6m: cho hop chit nhu dugc thé hién
boi cong thire (320) tiép xtc voi hop chét nhu duoc thé hién béi cong thirc hodc (316)
trong dung méi hitu co trong diéu kién phan tmg ngung tu khi c6 mit chét ngung tu dé

thye hién phan tng amit hoa va amin bac ba, sau d6 phén tach:

S4——L;—OH
cong thic (316)
Rio hi T12
s R B TS e
Ris Ris Ris ’
cong thirc (320)

trong do6 cac dinh nghia va cac lua chon cianl, n3, m1, m2, m3, Rio, R11, Ri2, Ri3,
Ri4, va Rys 13 [An luot nhu dugc md ta trén day.

Hop chét nhu duge thé hién bing cong thie (316) ¢6 thé 13, nhu, hop chéat duoc
boc 10 trong J. Am. Chem. Soc. 2014, 136, 16958-16961. Theo phuong &n khéc, céc hop
chét nhu duoc thé hién bing cong thie (316) ¢6 thé duoc didu ché bai chuyén gia trong
nganh thong qua cac phuong phap khac nhau. Vi du, mot s& hgp chat nhu duge thé hién
bing cong thirc (316) c6 thé duge diéu ché theo phwong phép dugce boc 16 trong vi du 1
ctia patent My US8,106,022 B2, ma duge dua vao ddy bing cach vién dan toan bd ndi
dung cia no.

Theo mdt s& phuong an, didu kién phan trng ngung tu bao gdm nhiét dd phan tng
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nim trong khoang tir 0 dén 100°C va thoi gian phan tng nim trong khoang tir 0,1 dén 24
gid, va theo mot s phuong 4n, nhiét d6 phan vmg nam trong khoang tir 10 dén 40°C va
thoi gian phan tng nim trong khoang tir 0,5 dén 16 gio.

Xem xét chu tric ciia hop chit san phdm mong mudn nhu duge thé hién bang céng
thirc (314), ty 1& mol ctia hop chét nhu duge thé hién bang cong thirc (316) v6i hop chit
nhu dugc thé hién béng cong thic (320) nén dugc xé&c dinh dua trén téng sb6 cianl van3
trong cong thirc (320). Trong mdt s6 phuong 4n, vi dy, khi n1+n3=3, dé dam bao phan
g hoan toan khong c6 du bét k¥, ty 18 mol ciia hop chit nhu dugc thé hién bang cong
thire (316) v6i hop chat nhu duge thé hién bing cong thirc (320) ¢6 thé 1a 3:1 dén 3,5:1,
va trong mot s phuong 4n, tir 3,01:1 dén 3,15:1.

Theo mdt s6 phuong, 4n, dung mdi hitu co 12 mét hodc nhidu trong s6 dung moi
epoxy, dung moi ete, dung mdi haloalkan, dimetyl sulfoxit, N,N-dimetylformamit, va
N,N-diisopropyletylamin. Theo mét sé phuong an, dung moi epoxy 14 dioxan va/hodic
tetrahydrofuran. Theo mot s phuong an, dung mdi ete 14 dietyl ete va/hodc metyl tert-
butyl ete. Theo mdt sé phwong 4n, dung moi haloalkan 1a mét hodc nhiéu dung méi trong
s& diclometan, triclometan va 1,2-dicloetan. Theo mdt s phwong an, dung méi hiru co 1a
diclometan. D6i v6i hop chit nhu dwoc thé hién bing cong thire (320), khdi lwong cia
dung mbi hitu co ¢6 thé 1a 3-50 L/mol, va trong mdt s& phwong an, tir 5-20 L/mol.

Trong mét sb phuong an, tic nhan ngung tu cho phdn Gng amit hda 1a mdt hodc
nhidu trong s benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinophosphonium 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 trong cac phurong 4n nita, 1a hdn hop chira
benzotriazol- 1-yl-oxytripyrrolidinophosphonium hexaflophosphat va 1-
hydroxybenzotriazol, trong d6 benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinophosphonium
hexaflophosphat va 1-hydroxybenzotriazol dugc st dung theo cac khéi lugng ding mol.
Ty 18 mol cia tdng lwong chit ngung tu diing cho phan ng amit héa so véi hop chét nhur
duoc thé hién boi cong thire (316) 1 ndm trong khoang tir 1:1 dén 3:1, va theo mdt s6
phuong 4n, ty 16 ndy nam trong khoang tir 1,05:1 dén 1,5:1.

Amin bidc ba ¢b thé 1a N-metylmorpholin, trietylamin hodc N,N-
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diisopropyletylamin, va theo mot sé phurong 4n, amin bac ba nay 1a N-metylmorpholin.
Ty 18 mol ctia amin bac ba so v6i hop chét nhu dugc thé hién boi cong thirc (316) c6 thé
nam trong khoang tir 2:1 dén 10:1, va theo mot sb phuong an, ty 1€ nay nim trong khoang
tir 2:1 dén 5:1.

Twong tu, hop chit nhu duoc thé hién bsi cong thire (314) c6 thé duge phén tach
khoi hdn hop phan tmg bing cic phuong phap phan tach thich hop bét ky. Theo mot sb
phuong an, hop chit nhu dugc thé hién bdi cong thie (314) c6 thé dugc phan tich bing
cach loai dung méi bang cach lam bay hoi sau d6 tién hanh sic ky, vi du, st dung hai
diu kién séc ky sau dé phan tach: (1) tinh ché bing silicagel & pha thudng: chit don
silicagel ¢6 kich thudc ¢& sang 200-300, voi dung dich rira gidi gradien 1a diclometan:
metanol = 100:5 - 100:7; va (2) tinh ché & pha do: cac chit don & pha dao Cis va Cs, v6i
dung dich rura giai gradien 1a metanol: axetonitril = 0,1:1 - 1:0,1. Trong mot sd phuong
an, dung moi c6 thé duoc loai bé truc tiép dé thu dugc san phim thd ctia hop chét nhu
duoc thé hién bang cong thirc (314), ma c6 thé duogce sir dung truc tiép trong cic phan ting
tiép theo.

Hop chét nhu duge thé hién bang cong thirc (320) c6 thé sin c6 trén thi trudng,
hoic dugc didu ché boi chuyén gia trong nganh thong qua cac phwong phép da biét. Vi
dy, trong truong hop trong d6 m1=m2=m3=3, n1=1, n3=2, va Rio, R11, Ri2, Ri3, Ris, va
Ris tit ca 1a H, hop chit nhu duoc thé hién bang cong thirc (320) c6 thé sin c6 trén thi
truong tir Alfa Aesar Inc.

Thé tiép hop siARN theo sang ché c6 thé ciing duoc sir dung két hop véi ta duoc
duoc dung khac, ma c6 thé 1a mot hodc nhidu trong sb cac ché phém hoic hop chét khac
nhau duge st dung thong thuong trong nganh. Dé biét thém chi tiét, xem phan mo ta trén
day v& duoc phdm theo sang ché.

Sir dung siARN, dwoc phim va thé tiép hop chita siARN theo sang ché

Trong mot sé phwong 4n, sang ché d& xudt viéc sir dung siARN va/hoic duge
phdm va/hoic thé tiép hop siARN theo sang ché dé san xudt thudc dé didu tri va/hodc
ngin ngira bénh huyét khéi va/hodc dot quy do thiéu mau cuc bo.

Trong mot sb phwong an, sang ché dé xudt phuwong phap dé ngin ngira va/hodic

diéu tri bénh huyét khdi va/hoic dot quy do thiéu mau cuc b, bao gém dung khéi lugng

130



53350 131/347

hiru hiéu siARN va/hoic dugc pham va/hodc thé tiép hop siARN theo sang ché cho dbi
twong can ding no.

Muc dich ctia ngin ngira va/hodc didu tri bénh huyét khdi va/hodc dot quy do thiéu
méu cuc bo ¢ thé dat duge thong qua co ché can thiép ARN bang cach ding thanh phan
hoat tinh siARN theo sang ché cho dbi tugng cin n6. Do d6, siARN va/hodc duoc phdm
va/hodc thé tiép hop siARN theo sang ché c6 thé dwoc sir dung dé ngin ngira va/hoic
diéu tri bénh huyét khdi va/hodc dot quy do thiéu mau cuc bd, hodc dé bao ché dugc
phidm dé ngan ngira va/hodic didu tri bénh huyét khdi va/hoic dot quy do thiéu méau cuc
bo.

Nhu dugc st dung & day, thuat ngit “viéc dl‘mg/dtlng”dé cap dén siARN dua vao
va/hodc dugc phém va/hoic thé tiép hop siARN theo sang ché vao trong co thé cua dbi
twong bing phuong phédp hodc duong ding ma it nhit mot phin siARN vi/hoic dugc
phim va/hodc thé tiép hop siARN theo sang ché duge dit & vi tri mong mubn dé tao ra
hiéu qua mong mudn. Cac duong dung thich hop cho phwong phép theo séng ché bao
gdm st dung khu trt va str dung toan than. Nhin chung, dung khu tri d3n dén phan phéi
nhiéu thé tiép hop siARN hon dén vi tri cu thé so v&i tudn hoan toan than ctia déi twong;
trong khi dung toan than dan dén phén phdi siARN va/hodc duge pham va/hoic thé tiép
hop siARN theo sang ché dén tuan hoan gn nhu toan than cta déi tugng. Xem xét thiy
ring sang ché nham dé cung cip phuong tién dé ngin ngira va/hoic diéu tri bénh huyét
khéi va/hodc dot quy do thiéu méu cuc bd, trong mot sd phwong 4n, phuong thirc ding
c6 thé phan phdi duoc phdm dén gan duogc sir dung.

Duing cho déi trong c6 thé dat dwoc bang dudng ding thich hop bét ky duge biét
trong nganh, bao gdm, nhung khong bi gi6i han dén, ding theo dudng miéng hodc ngoai
duong ti€u héa, nhu dung trong tinh mach, dung trong co, dung duéi da, dung qua da,
dung trong khi quan (sol khi), ding trong phdi, ding qua miii, ding qua tryc trang, va
dung khu tra (bao gdm ding qua mé va ding duéi ludi). Tan sudt ding c6 thé 1a mot 1an
mét tudn hodc nhiéu 14n mot ngay, mot tun, hai tuan, ba tudn, mot thadng, hodc mot nam.

Lidu dung siARN hoic dugc phdm hodc thé tiép hop siARN theo sang ché dugc
str dung c6 thé 1a lidu dung thong thudng trong nganh, ma c6 thé dugc x4c dinh theo céc

thong s6 khéac nhau, dac biét 1a do tudi, trong lugng va gidi tinh cla dbi tuong. Boc tinh
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va hiéu qua c6 thé dugc x4c dinh trong nudi ciy t& bao hodc dong vét thi nghiém bang
quy trinh san xudt duoc phdm tiéu chuén, vi du, bang cach xac dinh LDso (lidu dung gay
chét ma gay ra 50% quén thé chét) va EDsp (liéu ding ma c6 thé gy ra 50% cuong do
dap Gng téi da trong d4p Gng dinh luong, va gdy ra 50% ddi twong thi nghiém c6 dap tng
dwong tinh trong dap ung dinh lwong). Gi6i han lidu dung dé sir dung cho ngudi c6 thé
duoc phan phéi dua trén dir lidu thu duogc tir phan tich nudi cdy té bao va nghién ctu
dong vat.

Khi siARN, duoc phdm va/hodc thé tiép hop siARN theo sang ché duoc ding, vi
du, cho con duc hodc con céi, tir 6 dén 12 tuén tudi, con cai C57BL/6N trong luong co
thé tir 18 dén 25 g, tinh trén khdi luong cia siARN: (i) d6i vai thé tiép hop siARN, lidu
dung ctia siARN cua no c6 thé 12 tir 0,001 dén 100 mg/kg trong luong co thé, trong mot
s6 phuong 4n 0,01 dén 50 mg/kg trong luong co thé, trong mét sd phuong 4n tir 0,05 dén
20 mg/kg trong lwong co thé, trong cac phuong 4n khac nita tir 0,1 dén 15 mg/kg trong
luong co thé, va trong cac phuong an nita tir 0,1 dén 10 mg/kg trong luong co thé; (ii)
ddi vai duoc phém duoc tao thanh béi siARN va chit mang dugc dung, lidu dung cia
SiARN ctia né ¢6 thé 1a tir 0,001 dén 50 mg/kg trong luong co thé, trong mot s phuong
an tir 0,01 dén 10 mg/kg trong lugng co thé, trong mot sé phwong an tir 0,05 dén 5 mg/kg
trong lugng co thé, va trong mot sb phuong 4n tir 0,1 dén 3 mg/kg trong luong co thé.

Trong mot s& phuong 4n, sing ché dé xuét phwong phép trc ché sy biéu hién cua
gen FXI trong té bao gan, bao gém tiép xuc khdi lvong hitu hiéu siARN va/hoic dugc
phim va/hodc thé tiép hop siARN theo sang ché véi té bao gan, va dua siARN va/hodc
duoc phdm va/hodc thé tiép hop siARN theo sang ché vao trong té bao gan, dé thyc hién
muc dich e ché su biéu hién cta gen FXI trong té bao gan thong qua co ché can thiép
ARN. Té bao gan ¢6 thé dugc chon tir cac dong té bao u gan (nhw SMMC-7721, HepG2
va Huh7), hodc cac té bao so cip gan duoc phén tich. Theo mdt s phuong 4n, cac té bao
gan la cac té bao ung thu gan HepG2.

Trong trudng hop trong d6 sy biéu hién ctia gen FXI trong té bao bi tic ché bang
cach st dung phwong phép theo sang ché, khéi lwgng cia siARN trong siARN cai bién
va/hodc duge pham va/hodc thé tiép hop siARN theo sang ché thuong 14 khéi lugng nay

ma 14 thich hop dé giam su biéu hién cia gen dich va dAn dén nong do ngoai bao 1a tir 1
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pM dén 1 pM, hoic tir 0,01 nM dén 100 nM, hoc tir 0,05 nM dén 50 nM, hoic tir 0,05
nM dén khodng 5 nM trén bé mit cia céc té bao dich. Luogng can dé dat duoc néng do
khu trt nay s& khac nhau theo nhiéu yéu t, bao gdm phuong phap phén phdi, vi tri phan
phdi, sb 16p té bao gitta vi tri phan phdi va té bao dich hodc cic md, duong phan phdi
(khu tr hodc toan than), v.v.. Né)ng do tai vi tri phan phéi c6 thé cao hon dang ké so véi
vi tri trén bé mat cua t& bao hoic md dich.

Kit

Sang ché dé xuét kit chtra mot lugng hitu hi¢u cua it nhéat mot trong s SIARN cai
bién, dugc pham, va thé tiép hop siARN theo sang ché.

Theo mot sd phuong an, kit theo sang ché c6 thé cung cip siARN cai bién trong
d6 chira. Theo mdt s6 phuong an, kit theo sang ché ¢6 thé bao gdbm dd chira chira t4 duoc
dugc dung. Theo mdt s& phuong an, kit ¢6 thé con chira cac thanh phan khéc, nhu chét
lam 6n dinh hodc chat bao quan. Theo mot sé phwong an, kit theo sang ché c¢6 thé chira
it nhat mot chat diéu tri khac trong dd chtra khac khac db chtra cung clp siARN cai bién
theo sang ché. Theo mdt sb phuong 4n, kit c6 thé bao gdbm hudng din tron siARN cai
bién v6i chét mang va/hodc t4 dugc duge dung hodc cac thanh phén khac (néu co).

Trong kit theo sang ché, siARN cai bién va chat mang va’hodc t4 duge dugce dung,
ciing nhu 12 siARN cai bién, duoc pham, va/hodc thé tiép hop siARN va/hoic thé tiép
hop, va/hodc ta duoc duoc dung c6 thé duge cung cip & dang bat ky, nhu & dang 16ng,
dang khd hodc dang dong khd. Theo mot s phuong an, siARN cai bién va chit mang
va/hodc ta dugc duoc dung, va duoc phim va/hodc thé tiép hop va tiy ¥ (céc) ta duoc
duoc dung 1a gan nhu tinh khiét va/hodc gan nhu duge vo tring. Trong mot sb phuong
an, nudce khir tring c6 thé duoc cung cp trong kit theo sang ché.

Sau day, sang ché s& dugc mo ta thém nhd cac vi du, nhung khong bi giGi han &

khia canh bét ky.

Vi du thwe hién siang che
Trir khi dugce chi dinh khéc, cac chat phan ing va moi trudng nudi cay dugc st
dung trong céc vi du sau la san ¢ trén thi trudng, va cic quy trinh dugc st dung nhu dién

di axit nucleic va PCR thoi gian thuc tat ca duoc thuc hién theo phuong phap duge md
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ta trong Molecular Cloning (Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)).

Khi siARN hoic thé tiép hop siARN khang lai gen FXI dugc tong hop trong séng
ché hoic siARN hoic thé tiép hop siARN 1a d6i chimg am tinh duoc sir dung dé chuyén
nhidm té bao, Lipofectamin™2000 (Invitrogen) dugc sir dung 1am chat phan tng chuyén
nhidm. Cac quy trinh cu thé c6 thé theo hudéng din ciia nha san xuét.

Chu6t C57BL/6N: tir 6-8 tudn tudi, dugc mua tir Beijing Vital River Laboratory
Animal Technology Co., Ltd., va & ddy duoc dé cap dén 1a chudt C57.

Chudt 1am gibng ngudi di hop tir: tir 6-8 tudn tudi, dugc mua tir Cyagen
Biosciences Inc.

Trir khi duge quy dinh theo cach khac, céc ty 18 clia cac tac nhan phan tng dé cp
dué6i day déu dugce tinh toan theo ty 18 thé tich (thé tich/thé tich).

Trir khi duge chi dinh khdc, tit ca dir liéu thi nghiém vé hiéu qua in vivo/in vitro
duoc thé hién 14 X+SEM, va dit liéu dugc phan tich bang phdn mém phan tich théng ké
Graphpad prism 5.0.

Vi du diéu ché 1: Diéu ché thé tiép hop L10-siFXIfIM1S

Trong vi du diéu ché nay, thé tiép hop L10-siFXIfIM1S duoc tdng hop. Thé tiép
hop nay 1a thé tiép hop siARN dugc tao thanh bang cach tiép hop phén tir tiép hop L-9
v6i siARN No. siFXIfIMIS. Trinh tu cta thé tiép hop siARNd trong thé tiép hop nay c6
thé dugc tim thay trong bang 3.

(1-1) Téng hop hop chét L-10:

Hop chét L-10 duoc téng hop theo phuong phéap sau:
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(1-1-1) Tong hop doan dau tan cing tiép hop GAL-5
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OH_OH OAC OAc TMSOTf OAC OAc
0 Ac,0, IPyridin o CICH,CH,CI o
HO NH o:Cl AcO OAc AcO
GAL21 GQ[”? Ny ©
i ) GAL-3 \(
Trong luong phan tir 251,6 Trong lugng phéan tr 389,3

Trong lugng phéan tir 329,3

HO\/\/\/
TMSOTf
CICH,CH,CI
Sang phan ti 4A

OAcOAc
o RUCly, NalO,, H,O/ACN/DCM OAc OAc

AcO O\A/\H/OH 0
NHAc AcO O\W

GAL-5 ° NHAc

GAL-4
Trong lugng phén tir 447,4
Trong luong phén tr 429,5

(1-1-1a) Téng hop GAL-2

100,0 g GAL-1 (N-axetyl-D-galactosamin hydroclorua, CAS No.: 1772-03-8,
dugc mua tir Ning Bo hongxiang bio-chem Co., Ltd., 463,8 mmol) dugc hoa tan trong
1000 ml pyridin khan, ma dugc bd sung vao 540 ml axetic anhydrit (dwgc mua tir Enox
Inc,, 5565,6 mmol) trong bé nude da dé phan ung dudi diéu kién khudy & nhiét d6 trong
phong trong 1,5 gi¢. Dung dich phéan ing thu dugc dugc rot vao 10 L nude da va dugce
loc hut trong diéu kién 4p suét giam. Cin duoc rira bing 2 L nudce d4, va sau d6 bd sung
dung mdi hdn hop gdm axetonitril/toluen (ty 1& thé tich/thé tich cta axetonitril: toluen =
1:1) cho dén khi hoa tan hoan toan. Lam bay hoi dung méi thu duge 130.0 g san phim
GAL-2 14 chat rdn mau tring.

(1-1-1b) Toéng hop GAL-3

GAL-2 (35,1 g, 90,0 mmol) thu dugc trong budc (1-1-1a) dugce hoa tan trong 213
ml 1,2-dicloetan khan, 24,0g TMSOTTf (CAS No.: 27607-77-8, dugc mua tu Macklin
Inc., 108,0 mmol) trong bé nude da trong didu kién khi nito dé phan tng & nhiét d6 phong
qua dém.

Dung dich phan tng dugc bd sung 400 ml diclometan dé pha lodng, loc bing
diatomit, va sau d6 bd sung 1L dung dich nudc natri bicacbonat bio hoa va khudy déu.
Phén tach pha hitu co. Pha nu¢c con lai duge chiét hai 14n, mdi lan 300 ml dicloetan. Céc
pha hitu co duge thu gom va lan lugt rira bang 300 ml dung dich nuéc natri bicacbonat

bao hoa va 300 ml dung dich nuéce mubi bdo hoa. Pha hitu ¢6 duoc phéan tach va lam kho
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bang natri sulfat khan. Dung méi dwoc 1am bay hoi dén khé dudi ap sut thap thu dugc
26,9 g san phim GAL-3 1a sird nhét mau vang sang.

(1-1-1¢c) Téng hop GAL-4

GAL-3 (26,9 g, 81,7 mmol) thu dugc & bude (1-1-1b) duge hoa tan trong 136 ml
1,2-dicloetan khan, dugce bd sung 30 g bot riy phén tir 4A kho sau d6 bd sung 9,0 g 5-
hexen-1-o0l (CAS No.: 821-41-0, dugc mua tir Adamas-beta Inc., 89,9 mmol), va dugc
khudy & nhiét d6 phong trong 30 phit. 9,08 g TMSOTT (40,9 mmol) duge bd sung trong
bé dé trong didu kién khi nito d& phan Gng trong didu kién khudy & nhiét d6 phong qua
dém. Bot ray phan tir 4A duoc loai bé bang cach loc. Dich loc duoc bb sung 300 ml
dicloetan dé pha lodng, loc bang diatomit, va sau d6 dugc bd sung 500 ml dung dich nudc
natri bicacbonat bao hoa va khudy trong 10 phut dé rira. Phén tach pha hitu co. Pha nuée
duoc chiét mot 14n bing 300 ml dicloetan. Céc pha hiru co duge thu gom va 1an luot rira
bang 300 ml dung dich nuéc natri bicacbonat bdo hoa va 300 ml dung dich nude mubi
bo hoa. Pha hitu ¢6 duge phan tach va lam khé bang natri sulfat khan. Lam bay hoi dung
mbi dén kho dudi 4p sudt giam thu duoc 41,3g san phdm GAL-4 13 siro mau vang, ma
duoc str dung truc tiép trong phan tng oxi héa tiép theo khong cin tinh ché.

(1-1-1d) Téng hop GAL-5

GAL-4 (14,9 g, 34,7 mmol) thu duogc theo phuong phap duge md ta trong budce
(1-1-1¢) dugc hoa tan trong dung mdi hdén hop chtta 77 ml diclometan va 77 ml
axetonitril, 1an lwgt duge bd sung 103 ml nude khir ion va 29,7 g natri periodat (CAS
No.: 7790-28-5, dwgc mua tir Aladdin Inc., 138,8 mmol), va khudy trong bé d4 trong 10
phut. Ruthenium triclorua (CAS No.: 14898-67-0, sin c6 tir Energy Chemical, 238 mg,
1,145 mmol) dugc bd sung dé phan tmg & nhiét d6 phong qua dém. Dung dich phan Gng
thu duoc duoc pha lodng bang cich bd sung 300 ml nudc trong diéu kién khudy, va diéu
chinh dén pH bing khoéng 7,5 bang cach bd sung natri bicacbonat bio hoa. Pha hitu co
duoc phan tach va loai bo. Pha nude duoc chiét ba 1dn, mbi 1an bing 200 ml diclometan,
va pha hiru co duoc loai bé. Pha nuée dugc diéu chinh dén d6 pH bang 3 bang axit xitric
dang ran va chiét ba 1an, mdi lan bang 200 ml diclometan, va cac pha hitu co thu duge
duoc thu gom va 1am kho bang natri sulfat khan. Lam bay hoi dung méi dén kho dudi ap

sudt giam thu duoc 6,85 g san phim GAL-5 1a chét ran bot mau tring. 'H NMR (400
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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, J= 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 \/\/\H_.NH
OAc NHAc o
AcO
o
HN AcO OMOH
NHAc o HN
OAc
AcO g
(o}
HN PyBOP, HOBt, DIEA AcO o\/\/\n~N
i NHAc o)
OAc
H.N AcO
2 (0} NH
NHAc o

J-0 (9,886 g, 52,5 mmol, dugc mua tir Alfa Aesar Inc,) va GAL-5 (72,819 g,
162,75 mmol, thu dugc béng cach két hop mot vai mé san phém) thu duogc trong budc
(1-1-1) duoc hoa tan trong 525 ml diclometan, va duoc bd sung diisopropyletylamin
(DIEA, 44,782 g, 346,50 mmol), benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidino phosphonium
hexaflophosphat (PyBOP, 90,158 g, 173,25 mmol) va hydroxybenzotriazol (HOBt,
23,410 g, 173,25mmol) dé phan tng & nhiét do trong phong trong 4 gid. Rita dung dich
phan tng thu duge bang cach bd sung 20 ml dung dich natri bicarbonat bdo hoa va 200
ml nuéec mudi bdo hoa. Pha nude duoc chiét hai 1an, mdi 1an bang 100 ml diclometan.
Céc pha hitu co dugce thu gom, lam kho béng natri sulfat khan, va loc. Sau d6 lam bay
hoi dung méi dén kho duéi 4p sudt giam thu duge san phdm thd. San phdm thd dwgc tinh
ché bang cach st dung cdt silicagel pha thudng (c& sang 200-300). Cot dugc bd sung
10% khéi lugng trietylamin dé trung hoa tinh axit cta silicagel, lam cén bang bang 1%o
khdi lugng trietylamin, va rira giai bing dung dich rira giai gradien chira diclometan:
metanol = 100:25-100:40. San phim rira giai dwoc thu thap lai, va 1am bay hoi dung méi
dén kho dudi 4p suét giam thu duoc 38,8 g san phim tho L-8. '"H NMR (400 MHz,
DMSO0) 6 7,84 (d, J= 9,0 Hz, 3H), 7,27 - 7,23 (m, 1H), 7,13 - 7,18 (m, 1H), 5,22 (d, J =
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3,1 Hz, 3H), 4,97 (dd, J = 11,3, 3,1 Hz, 3H), 4,48 (d, J = 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:
CssHi19N7O030, [M+H]*, dugc tinh toan: 1477.59, dugc do: 1477,23.

(1-1-3) Téng hop L-7

(1-1-3a) Tong hop A-1

HO  OH o)

HO 4 DMTrCI
. .0 y DMTrO“,/U\OH Et;N
HO O ca o H0 Pyr OH
OH A"1
Trong lugng phan tir 286,25 Trong lugng phan ti 509,64

DMTrCl (4,4’-dimetoxytrityl clorua, 101,65 g, 300 mmol) dugc hoa tan trong
1000 ml pyridin khan, dugc bd sung canxi DL-glyxerat hydrat (28,63 g, 100 mmol) dé
phan g & nhiét do 45°C trong 20 gio. Dung dich phan ing thu duoc duoc loc. Cén dugc
rira bang 200 ml DCM, va dich loc duge ¢6 dén kho trong didu kién ap sudt giam. Hoa
tan cin trong 500 ml diclometan va rira hai 14n, mdi 14n rira bang 200 m1 0,5 M trietylamin
phosphat (pH = 7-8). Pha nu6c dugc chiét hai 1an, mbi lan bang 200 ml diclometan. Cac
pha hitu co duge thu gom, lam kho bing natri sulfat khan, va loc. Lam bay hoi dung mdi
dén kho dudi 4p sudt giam, va phin du duge tinh ché bang cach sir dung cét silicagel pha
thong thudng (c& sang 200-300). Cot dwoc rira giai bing dung dich rira giai gradien chira
ete ddu mo: etyl axetat: diclometan: metanol = 1:1:1:0,35 - 1:1:1:0,55. Thu lai san phém
rira giai, va lam bay hoi dung moi dén khé duéi 4p suit giam. Hoa tan cin trong 600 ml
diclometan, va rira mot 1an bang 200 m1 0,5 M trietylamin phosphat. Pha nuéc dugc chiét
mdt lan bang 200 ml diclometan. Céc pha hitu co duoc thu gom, 1am khd bing natri sulfat
khan, va loc. Lam bay hoi dung méi dén kho duéi ap sudt giam, va phén du dugc dua
dén 4p sudt giam kém bom diu chén khong qua dém thu dugc 50,7 g san phim A-1 12
chét rin mau tring. "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 — 4,24 (m,
1H), 4,29 (s, 6H), 3,92 (dd, J = 12,4, 7,0 Hz, 1H), 3,67 (dd, J = 12,3, 7,0 Hz, 1H), 2,52
(g, T =6,3 Hz, 6H), 1,03 (t, J = 6,3 Hz, 9H). MS m/z: C24H230¢, [M-H], theo tinh toan:
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407,15, theo thuc té: 406,92.
(1-1-3b) Tong hop L-7

OAc_OAc OAc_OAc
H H
(o} (o}
AcO O N Q AcO o\/\/\ﬂ/N
NHAc DMTrO/\)kOH Et;N NHAc
OAc_OAc OH OAc_OAc
ACO&/ N A-1 ACO% \/\/\n/N
NHAc € NHAc < ODMTr
HN DEPBT/DIEA N‘g—/
OAc OAc € OAc OAc
AcO NH AcO \/\/\H_.NH
NHAc NHAc
L-8 L-7

L-8 (40 g, 27,09 mmol, thu dugc bang cach két hop mdt vai mé san pham) thu
duoc trong bude (1-1-2) va A-1 (41,418 g, 81,27 mmol) thu dugce trong bude (1-1-3a)
duoc tron va hoa tan trong 271 ml diclometan, bd sung 3-dietoxyphosphoryl-1,2,3-
benzotrizin-4(3H)-on (DEPBT) (24,318 g, 81,37 mmol), va bd sung tiép
diisopropyletylamin (21,007 g, 162,54 mmol) dé phan ting kém khudy & 25 °C trong 1,5
gid. Pha hitu co duoc rira bang 800 ml dung dich natri bicacbonat bdo hoa. Pha nuéc
duoc chiét ba 1an, mdi 14n béng 50 ml diclometan. Pha hitu co dugc rira béng 150 ml
dung dich nudc mudi bdo hoa, va pha nuéc dugce chiét mot 1an béng 50 ml diclometan,
va céc pha hitu co duoc thu gom, lam kho bing natri sulfat khan va loc. Lam bay hoi
dung moi dén kho dudi ap sudt giam, va phan du 1a bot duge 1am khd kém bom diu chan
khong qua dém thu duoc san phdm thd. San pham tho dugc tinh ché trén cot. Cot dugce
nap 2 kg silicagel pha thuong (c& sang 200-300), duoc bd sung 200 ml trietylamin dé
trung hoa tinh axit cta silicagel, 1am cén bang bang ete ddu mo chtra 1% khéi lwong
trietylamin, va ria giai bang dung dich rira giai gradien chira ete diu mo: etyl axetat:
diclometan: N,N-dimetylformamit = 1:1:1:0,5 - 1:1:1:0,6. San phém rira gidi duogc thu
thap, va 1am bay hoi dung méi dén kho dudi ap sudt giam thu dugc 40,4 g san phim tho
L-7. '"HNMR (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 — 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: CooH12sN7035, [M-DMTr]*, theo tinh todn: 1564,65, theo thuc té: 1564,88.
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(1-1-4) Téng hop L-9

OAc OAc OAc_OAc
H o H
AcO W\n/N AcO O\/\/\H/N Eon
NHAc NHAc 8 (o OHEt;
OAc _OAc o OAc_OAc
o o} fo)
ACO&/ N v AcO O\/\/YN o
NHAc € oomMTr ———> NHAc o} € O  ODMTr
DMAP/DIEA
N N
0
OAc OAc OAc_OAc
% o
AcO NH AcO \/\/\D,.NH
NHAc NHAc o
L-7 L-9

L-7 (40 g, 21,4247 mmol) thu dugc trong budc (1-1-3b), sucxinic anhydrit (4,288
g, 42,8494 mmol) va 4-dimetylaminopyridin (DMAP, 5,235 g, 42,8494 mmol) dugc tron
va hoa tan trong 215 ml diclometan, b sung tiép diisopropyletylamin (DIEA, 13,845 g,
107,1235 mmol), va khudy & 25°C trong 24 gid. Dung dich phan @ng thu dugc duoc rira
bang 800 ml 0,5 M trietylamin phosphat. Pha nuéc dugc chiét ba 1an, mdi 1an bang 5 ml
diclometan. Gom céc pha hitu co va 1am bay hoi dén kho dudi ap suat giam thu dugc san
phdm thd. San pham thé duoc tinh ché trén cot. Cot duwoc nap bang 1 kg silicagel pha
théng thuong (& sang 200-300), duoc bd sung 1 % trong lwong trietylamin dé trung hoa
hoat tinh cua silicagel, cAn bing bang diclometan, v rira giai bang su rira gidi gradient
1wt%o trietylamin-chira diclometan: metanol = 100:18-100:20. San pham rira giai duoc
thu lai, va 1am bay hoi dung mdi dén kho dudi 4p suét giam thu dwgc 31.0 g san phim
thd phén tr tiép hop L-9. 'TH NMR (400 MHz, DMSO) & 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, SH), 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, 17H),
1,31 = 1,19 (m, 4H), 0,96 (t, J= 7,1 Hz, 9H). MS m/z: Co4H132N703s, [M-DMTr]", theo
tinh toan: 1664,72, theo thuc té: 1665,03.

(1-1-5) Téng hop hop chat L-10
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Trong buéc nay, hop chit L-10 dwoc didu ché bang cach lién két phan tir tiép hop
L-9 v&i gia thé pha rén.

Phan tir tiép hop L-9 (22.751 g, 11 mmol) thu dugc trong bude (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 khudy & nhiét d6 trong phong trong 5 phiit. Dung dich phan tmg thu dugc
duoc bb sung nhyra Aminometyl (88 g, ¢& sang 100-200, nap amino: 400 pumol/g, dugc
mua tit Tianjin Nankai HECHENG S&T Co., Ltd.). Phan tmg dugc tién hanh trén may
lic & nhiét d6 25°C va & tbe do quay 1a 150 vong/phit trong 18 gid, sau d6 loc. Phin du
duoc rira hai 1an (mdi 1dn bang 300 ml DCM) va ba lan (mdi 1dn bing 300 ml of
axetonitril), va lam kho bang bom dau chan khong trong 18 gi®. Sau d6 cac nguyén li€u
ban dau (CapA, CapB, 4-dimetylaminopyridin (DMAP) va axetonitril) duoc bd sung theo
ty 1& nap nhu duge thé hién trong bang 2 dé thyuc hién phan tmg tao mil. Phan ung duoc
tién hanh trén may lic ¢ nhiét d6 25°C va & tde d6 quay bang 150 rpm/phut trong 5 gio.
Dung dich phan ting dugc loc. Can duoc rira ba 1an, mdi 14n bang 300 ml axetonitril. Lam
bay hoi dung méi dén kho dudi 4p suat giam, va phin du nay duoc lam kho duéi ap sudt
giam kém bom dau chan khong qua dém thu dwoc 102 g hop chat L-10 (nghia 13, phan
tir tiép hop L-9 duogc lién két voi gia do pha rén), kém nap 90.8 pmol/g.

Bang 2 Ty 1€ nap cia phan tng tao mii

142/347

Cac euyen li¢u Lugng | Loai S6 L6 Nha san xuét
ban dau
1980 — — —_—
CapA ml
CapB 220 ml | — — —
DMAP 1,100 g tmEl }(hlet theo | 11422139 Aladdin
phén tich
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tinh khidt theo| 015161001 [CINC (Shanghai)

axetonitril 220 ml quang phd Co., Ltd

Trong bang trén, Cap A va Cap B 1a cac dung dich chit tao mii. Cap A 13 dung dich
hén hop chira 20% thé tich ctia N-metylimidazol trong pyridin/axetonitril, trong d6 ty 1¢
thé tich cta pyridin so v6i axetonitril 12 3:5. Cap B 1a dung dich chtra 20% thé tich cua
axetic anhydrit trong axetonitril.

(1-2) Téng hop soi c6 nghia cua thé tiép hgp L10-siFXIfIMIS

Monome nucleosit duoc lién két véi nhau theo hudng tir 3° dén 5° theo trinh céc
tur sdp xép cla cac nucleotit trong soi c¢6 nghia bing phuwong phip tong hop pha rin
phosphoramidit, bat ddu cac chu trinh tir hop chit L-10 dwgc didu ché trong budce trén.
Viée lién két mdi monome nucleosit bao gdm phan tmg bdn bude gdbm khir bao vé, lién
két, tao mil, va oxy héa hodc Iuu huynh héa. O day, khi hai nucleotit dugc lién két thong
qua lién két phosphoeste, phan tmg bén bude gdm khir bao vé, lién két, tao mil, va oxy
héa dugce dua vao trong khi lién két monome nucleosit sau d6; va khi hai nucleotit dugc
lién két dugc lién két thong qua phosphorothioat, phan tng bon bude gdm khir bao vé,
lién két, tao mil, va luu huynh hoa dugc dua vao trong khi lién két cia monome nucleosit
sau d6. Cac diéu kién téng hop duoc dua ra nhu sau.

Céac monome nucleosit dwoc cung cip trong dung dich 0,1 M axetonitril. Piéu
kién cho phéan tng khir bdo vé trong mdi budc 1a gidng nhau, nghia 14, nhiét d6 1a 25°C,
thoi gian phan ung la 70 gidy, dung dich axit dicloaxetic trong diclometan (3% thé tich)
lam tac nhan kh bdo v¢€, va ty 1¢ mol cla axit dicloaxetic v6i nhom bio vé 4,4'-
dimetoxytrityl trén gia d& pha ran 13 5:1.

Diéu kién ctia phan tmg lién két trong mdi phan ung 1a gidng nhau, bao gdm nhiét
do bé“mg 25°C, ty 1€ mol cua trinh ty axit nucleic dugc lién két véi gia thé pha rn so voi
cac monome nucleosit 1a 1:10, ty 1€ mol cua trinh ty axit nucleic dugc lién két v6i gia thé
pha rén so v6i tic nhan lién két 13 1:65, thoi gian phan tng 1a 600 gidy, va dung dich 0,5
M axetonitril chtra 5-etylthio-1H-tetrazol (ETT) lam tdc nhén lién két.

Piéu kién ctia phan Gng tao mii trong mdi buéc 1a giéng nhau, bao gdm nhiét do
bang 25°C, thoi gian phan tng 13 15 gidy, dung dich hdn hop chita Cap A va Cap B theo
ty 1€ mol la 1:1 lam dung dich chét tao mi, va ty 1€ mol cta chét tao mil so v6i trinh tu
axit nucleic duoc lién két v6i gia thé pha rén 1a 1:1:1 (axetic anhydrit: N-metylimidazol:
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trinh ty axit nucleic duoc lién két v6i gia thé pha rén).

Didu kién ciia phan tng oxy héa trong mdi bude 13 gidng nhau, bao gdm nhiét dd
bang 25°C, dung dich phan tng 12 15 gidy, va 0,05 M nudc iot 1am tic nhan oxy héa; va
ty 18 mol cua iot so véi trinh tu axit nucleic duge lién két voi gia thé pha rin trong budc
lién két 12 30:1. Phan ung dugc thuc hién trong dung moi hdn hop gdm tetrahydrofuran:
nudce: pyridin = 3:1:1.

Diéu kién cta phan tng luu huynh hoa trong mdi budce 1a giéng nhau, bao gdm
nhiét do bang 25°C, thoi gian phan tng 12 300 gidy, va xanthan hydrit 1am tic nhan luu
huynh hoa va ty 1€ mol cta tac nhan luu huynh hoa so v6i trinh ty axit nucleic duge lién
két voi gia thé pha rén trong budc lién két 13 120:1. Phan Gng duoc thyc hién trong dung
mdi hdn hop gom axetonitril: pyridin = 1:1.

Sau khi lién két ciia monome nucleosit cudi cung dugc hoan thanh, trinh tu axit
nucleic duoc lién két voi gia d& pha ran duoc 1an luot tach, khir bao vé, tinh ché, khir
mudi, va sau d6 dong kho thu duge soi ¢6 nghia, trong do:

Diéu kién dé phan cit va khir bao vé 1a nhu sau: bd sung trinh tu nucleotit dirge
tong hop da lién két voi gia thé vao 25% khéi lugng dung dich nude amoniac dé phan
ung & nhiét do 55°C trong 16 gio, trong d6 lvong dung dich nudc amoniac la 0,5 ml/pmol.
Dich 16ng dugc loai bé bang cach loc, va phin ndi duge cd dic dén kho trong chin khong.

Céc diu kién dé tinh ché va khir mudi 13 nhu sau: tinh ché axit nucleic nay thu
duoc bang cach st dung cot tinh ché sic ky ion didu ché (Source 15Q) bing rira giai
gradient NaCl. Cu thé 13, nuéc rira giai A: 20 mM natri phosphat (pH 8.1), dung moi:
nudc/axetonitril = 9:1 (v/v); nudc rira gidi B: M natri clorua 1,5, 20 mM natri phosphat
(pH 8.1), dung méi: nudc/axetonitril = 9:1 (v/v); gradient rira gidi: ty 1€ ciia nudce riva gidi
A: nuée rira giai B = 100:0-50:50. San phim rira giai dugc thu thap lai, gom lai va kht
mubi bing cach str dung cdt tinh ché sic ky pha nguge. Diéu kién cu thé bao gdm: sir
dung cdt Sephadex dé khtr mudi voi Sephadex-G25 lam chat don va rira gidi béng nudc
khtr ion.

Phuong phap phat hién duge md ta nhu sau: tinh ché soi c¢6 nghia néu trén dugc
xac dinh bang sic ky trao ddi ion (IEX-HPLC); va trong luong phén tir duge phan tich
bing séc ky 1ong-phép do phd khéi (Sdc ky long-khdi phd ké-LC-MS), véi gid tri tinh
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toan 12 7584.5 va gia tri do duoc 14 7584.0. Két qua ma gid tri do dugc 1a phit hop véi gid
tri tinh todn chi ra rdng soi c6 nghia SS tiép hop vai phan tir tiép hop L-9 & dau tin ciing
3’ duoc téng hop.

(1-3) Tdng hop soi dbi nghia cua thé tiép hop L10-siFXIfIMIS

Soi dbi nghia cua thé tiép hop L10-siFXIfIM1S duoc tdng hop bdi phuong phap
téng hop pha rin phosphoramidit, bit diu cac chu trinh tir gid thé pha rin phd bién
(UnyLinker™ loaded NittoPhase®HL Solid Supports, Kinovate Life Sciences Inc.). Cac
diéu kién phan ung gém khir bao vé, lién két, tao mii, oxy héa hozc Iuu huynh héa, phan
cdt va khtr bao vé, va tinh ché va khtr mudi trong phuong phap tong hop pha rén 12 gibng
nhu céc didu kién dugc s dung dé tdng hop soi c¢6 nghia. Sgi ddi nghia AS thu dugc
bang cach dong kho.

Tinh ché sgi d6i nghia dugc phat hién bang sic ky trao ddi ion (IEX-HPLC); va
trong lwong phén tir cua soi dbi nghia dwoc phén tich bing sic ky l1ong - phép do phd
khéi (LC-MS). Két qua ma gié tri do dwoc phu hop véi gia tri tinh toan chi ra ring soi
d6i nghia AS c6 trinh tu dich dugc téng hop.

(1-4) Téng hop thé tiép hop L10-siFXIfIMI1S

Déi voi thé tiép hop L10-siFXIfIMIS, soi c6 nghia va s¢i dbi nghia trong tng
duoc hoa tan trong nude dé tiém thu duge dung dich chira 40 mg/mL. Hai mach nay duoc
tron theo ty 1€ trong duong mol, duoc gia nhiét & nhiét 46 S0°C trong 15 phut, lam ngudi
& nhiét do trong phong dé tao ra san phdm da bat cap mdi, va sau d6 dong khod dé thu
duoc bot dong kho. Sau khi thé tiép hop duoc pha lodng dén ndng d6 0,2 mg/mL bing
nuéc siéu tinh khiét (thiét bi nudc sidu tinh khiét Milli-Q, véi suat dién trd 12 18.2MQ*em
(25°C)), trong luong phan tir duge xac dinh bang sic ky 1dng - phép do phb khéi (LC-
MS) (duge mua tir Waters Corp., model: LCT Premier). Két qua ma gia tri do dugc phu
hop v6i gié tri tinh toan chi ra rang thé tiép hop siARN tdng hop 14 trinh tw axit nucleic
soi do6i dich dugc thiét ké véi phan tir tiép hop L-9. Thé tiép hop siARN c6 c4u tric nhur
duoc thé hién bang cong thire (403). SIARN ¢ trinh tir trong tng véi thé tiép hop L10-
siFXIfIM1S nhu dugc thé hién trong Bang 3.

Béng 3 thé tiép hop siARN

Vidudidu | Thétiép
ché so hop

Huéng trinh tu 5'-3'

SEQ
D

145




53350

146/347
NO
‘ L10- soi ¢60 | GmsUmsAmCmGmUmMGEGfAfCmUmGm 541
Vi du diéu . nghia | GMAMUmUmCmUmGm
ché 1 SIFXISﬂMI soi ddi | CmsAfsSGmMAMAMUTCmCmAmMGmUmMC 549
nghia | mCmAfCmGfUnAMCmsUmsUm
‘ L10- soi ¢c60 | GmsGmsGMUmMAmMUmUfCfUfUmUmCm 543
Vi du diéu : nghia | AmMAMGMCmAmMAMUm
ché 2 SIFX;;IMI soi d6i | PAmSUSUMGMCmUfUMGmAmAmAm |,
nghia | GmAMAfUMAfCmCmCmsAmsGm
‘ L10- so1 ¢co GmsGmsCmAMUmMAmMATAfCfUmAmMUm 545
Vi du diéu : nghia | AmMAMCmAMGmCmUm
ché 3 31F)1(§1;1M 301 ddi | PAmsGfsCmUmGmUfUmAMUmAmMGm 546
nghia | UnUmUfAMUfGmCmCmsCmsUm
‘ L10- soi ¢co GmsCmsUmCmAmMAMGFAfAfUnGmCm 547
Vidudiéu | . nghia | CmAmMAmMGmAmMAmMAm
ché 4 s1FX§1c)1M1 s0i ddi | PUmsUfsUmMCmUmUfGmGmCmAmMUm 548
nghia | UnCmUfUnGfAmGmCmsAmsCm
‘ L10- soi 60 | GmsCmsAMAMCMAmMAFfAfGFAMCmAmM 549
Vi du diéu . nghia | UmUmUmAMUmGmMmUm
ché 5 S‘F)fé?,IM soi d6i | PAMSCHEAMUMAMAFAMUmMGMUmCm | (o
nghia | UmUmUfGmUUmGmCmsAmsAm
‘ L10- so1 ¢o GmsAmSsAmMUmCmUmMCIAfAfAmGmAmM 551
Vidudiéu | . nghia | AmAMUmCmUmUmUm
ché 6 SIFX;TJMI SO1 ddi | PAmSAfSAMGmMAmMUfUmUmCmUmUm 550
nghia | UnGmMAfGmAfUmUmCmsUmsUm
‘ L10- soi ¢6 | AmsUmsUmUmCmUmGIGfGfUmAmMUm 553
Vi du diéu : nghia | UnCmUmUmUmCmAm
ché 7 SlF)fé%IM soi d6i | PUmsGfSAMAMAMGFAMAMUmMAmMCm 554
nghia | CmCmAfGMAfAMAMUmsCmsGm
‘ L10- sO1 ¢O CmsAmsUmGmMAmMAMGIGIGTCmAmMUm 555
Vi du dieu . nghia | AmMAMAmMCmUmAmMUm
ché 8 SIDI%I;M s0i d6i | PAmsUSAmGmUmUfUmAMUmGmMCm 556
nghia | CmCmUfUnCfAmUmGmsUmsCm
‘ L10- sQi co GmsGmsAMUmUmCmUfGfGfAmMGmAm 557
Vi du diéu N nghia | AmMAMAMCmUmCmAm
ché 9 SIFXE IMI s0i ddi | UmsGfAMGmUmUfUmUmCmUmCmC 558
nghia | mMAMGfAMAfUmCmCmsAmsGm
‘ 1.10- s01 ¢O GmsGmsAMUmUmCmUfGfGfAmGmAm 559
Vi du diéu R nghia | AmMAMAMCmUmCmAm
ché 10 51FX§1131M1 s0i d6i | PUmsGfsAmGmUmUfUmUmCmUmCm 560
nghia | CmAmMGfAMAfUnCmCmsAmsGm

trong do, C, G, U, va A l1a thanh ph?m bazo ctia nucleotit; m thé hién réng nucleotit

lién ké véi phia bén trai cia chit cdi m 1a nucleotit cai bién metoxy; f thé hién rang
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nucleotit lién k& v&i phia bén trai cia chit cai f 13 nucleotit cai bién flo; s thé hién hai
nucleotit 1ién k& v&i ca hai phia ctia chit cai s dugc lién két bang lién két thiophosphat;
va P thé hién ring nucleotit lién k& voi phia bén phai cta chit c4i P 1a 5' -phosphat
nucleotit.

Vi du didu ché tr 2 dén 10: Téng hop thé tiép hop siARN theo sing ché

Thé tiép hop siARN theo sang ché: L10-siFXIalM1SP, L10-siFXIb1M1SP, L10-
siFXIcIM1SP, L10-siFXIdIM1SP, L10-siFXIelM1SP, L10-siFXIgIMISP, L10-
siFXTh1M1SP, L10-siFXIi1M1S va L10-siFXIi1M1SP (ma c6 céc trinh tu tuong img véi
siFXTalM1SP, siFXIbIMISP, siFXIcIMISP, siFXIdIMISP, siFXIeIMI1SP,
siFXIgIMISP, siFXThIMISP, siFXIi1MI1S va siFXIilM1SP nhu duge thé hién tuong
ing trong Bang 3) duoc téng hop tiép trong tng bang cac phuong phap tuong tu dugc
tong hop tiép twong tng bang cac phwong phap twong tw nhu dugc md ta trong Vi du
diéu ché 1, ngoai trir 1a (1) c4c trinh tu cta soi ¢6 nghia va soi ddi nghia cta thé tiép hop
L10-siFXIfIMI1S dugc thay bang cac trinh ty ctia sgi c6 nghia va soi ddi nghia ctia cac
thé tiép hop nhu dugc thé hién twong Gng trong Bang 3; va (2) ddi vé6i cac thé tiép hop
L10-siFXIal1M1SP, L10-siFXIbIM1SP, L10-siFXIcIMI1SP, L10-siFXId1MI1SP, L10-
siFXIeIM1SP, L10-siFXIgIM1SP, L10-siFXTh1M1SP va L10-siFXIi1M1SP, nucleotit
dau tién & dau tan cing 5° ctia cac soi ddi nghia ctia chung 13 5°-phosphat nucleotit; twong
tng, trong khi diéu ché soi d6i nghia theo phuong phap téng hop pha rin phosphoramidit,
sau khi lién két cia monome nucleosit cudi ciing, monome c¢6 cong thirc (CPR-I) (dwgc
mua tir Suzhou GenePharma Inc. as Cat#13-2601-XX) duoc lién két v6i dau tan cling 5°
cta soi d6i nghia bing phan g bén budc gdm khir bao vé, lién két, tao mil, va oxy hoa,

dé tao ra 5'-phosphat nucleotit.
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Trong qua trinh noi, cac di€u kién gom khir bao vé, lién két, tao mii, va oxy hda duge
str dung tuong tu nhu cac dicu kién dugc st dung trong tong hop s¢i c¢6 nghia. Sau khi

da dugce ndi hoan toan, trinh tu nay dugc tach, khir bdo v¢, tinh che, khtr mudi, va cudi
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cung 1a dong kho dé thu duoc soi d6i nghia AS.

Sau khi thé tiép hop da dugc diu ché, cac trong lugng phén tir ciia ching duoc xdc
dinh bing phwong phap twong tur trong tng nhu trong Vi du diéu ché 1. Cac két qua nay
cho thdy ring cac gia tri do duoc 1a phit hop véi cac gid tri tinh toan, cho thdy ring thé
tiép hop siARN duoc tdng hop 14 trinh tir axit nucleic soi doi dich duoc thiét ké véi phan
tir tiép hop L-9 va ¢6 cdu triic nhu duge thé hién bing cong thirc (403). SiARNs chira
trong céc thé tiép hop nady cé cac trinh tw twong tmg véi cac thé tiép hop L10-
siFXIalMI1SP, L10-siFXIbIM1SP, L10-siFXIc1IM1SP, L10-siFXId1M1SP, L10-
siFXIeIM1SP, L10-siFXIgIM1SP, L10-siFXTh1M1SP, L10-siFXIi1M1S hodc L10-
siFXIi1M1SP nhu dugc thé hién trong Bang 3.

Vi du diéu ché tir 11 dén 20: Téng hop siARN theo sang ché

Céc trinh ty siARN nhu duoc liét ké trong Bang 4 duoc tong hop tuong tng bing
phuong phap tong hop pha rin, va cac trong lwong phan tir ciia ching duoc x4c dinh. Cac
soi ¢6 nghia va cac sgi dbi nghia, ma c6 mit vai ty 1 ddng mol va bd sung véi soi khac
nhu duge thé hién trong Bang 4, dugc hoa tan trong DEPC nuée, va sau d6 duge gin dé
thu dugc siARNs theo sang ché: siFXIaIMISP, siFXIb1MI1SP, siFXIcIMISP,
siFXIdIMI1SP,  siFXIelMISP,  siFXIfIMISP,  siFXIgIMISP,  siFXIhIMISP,
siFXIi11M1SP, va siFXIel, nhu duoc thé hién trong Béang 4.

Trong qué trinh diéu ché trinh tu siFXIel, trinh tu dich chira nucleotit khong cai bién.
Trong trudong hop nay, dudi cac diéu kién tach va khir bao vé, sau khi xir Iy bang dung
dich nuéc amoniac, san phdm nay duge hoa tan trong 0,4 ml/umol N-metylpyrrolidon,
sau d6 bd sung 0,3 ml/pmol trietylamin va 0,6 ml/umol trietylamin trihydroflo, dua trén
khéi luong cua axit nucleic sgi don, nho d6 loai bo su bao vé 2°-TBDMS trén riboza.

Ngodi ra, trong truong hop trong d6 nucleotit dau tién & dAu tan cung 5° clia soi dbi
nghia trong trinh ty dich 1a 5'-phosphat nucleotit, trong khi diéu ché soi d6i nghia theo
phuong phép tong hop pha rin phosphoramidit, sau khi lién két cia monome nucleosit
cudi cing trong soi ddi nghia, monome ¢ cong thirc (CPR-I) (dwoc mua tir Suzhou
GenePharma Inc. as Cat#13-2601-XX) duoc lién két voi ddu tan cing 5° cia soi d6i nghia
bf?mg phén ing bdn budc gé“)m khtr bao vé, lién két, tao mil, va oxy hoa, dé tao thanh 5'-

phosphat nucleotit.
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Trong qua trinh lién keét, cac di€u kién gom khir bdo vé, lién két, tao mil, va oxy hoa

duoc st dung la diéu kién twong ty nhu diéu kién duoc str dung trong téng hop soi co

nghia. Sau khi dugc lién két hoan toan, trinh tu nay dugc tach, khir bao vé, tinh ché, khur

muoi va cudi cung la déng khd dé thu duoc s¢i doi nghia AS.

Vi du diéu ché so sanh 1: Téng hop siARN so sanh

Soi c6 nghia va soi ddi nghia ctia siARN dwgc danh s6 14 NC trong bang 4 duoc tbng

hop bang phuwong phap tong hop pha rin, tuong mg, va cac trong lugng phan tir cia

chung duogc xac dinh. Sgi c¢6 nghia va sgi doi nghia, ma cé mét véi ty 1€ dang mol, dugc

hoa tan trong DEPC nude va sau d6 gin dé thu duge siARN so sanh duge danh s6 14 NC.
Bang 4: Céac trinh tu siARN

Vi du dicu
ché NO. Huéng trinh tur 5'-3' SEQ
ID NO
NO.
‘ SO1 cO | GmsGmsGMUmMAmMUmUfCfUfUmUmC 543
Vidu diéu | siFXIal | nghia MAMAMGMCmMAMAmMUm
ché 11 MISP |soi  dbi | PAmsUfSUMGMCmUfUmGmAmMAmMA s4d
nghia MGMAMAfUnAfCmCmCmsAmsGm
\ Soi c6 | GmsGmsCmAMUMAmMAFAfCfUmAmMU 545
Vi du diéu | siFXIbl | nghia MAMAMCMAMGMCmUm
ché 12 MISP | soi dbi | PAmsGfsCmUmGmUfUmAmMUmAmMG 546
nghia mUmUmUfAmMUfGmCmCmsCmsUm
‘ soi ¢6 | GmsCmsUmCmAmMAmGFAfAfUmGmC 547
Vi du diéu | siFXIcl | nghia mCmMAMAMGMAMAMAM
ché 13 MI1SP | soi dbi | PUmsUfsUmCmUmUfGmGmCmAmU 548
nghia mUmCmUfUnGfAmMGmCmsAmsCm
‘ soi cO | GmsCmsAMAMCmMAmMAFAfGFAmCmA 549
Vi du diéu | siFXId1 | nghia mUmUmUmAMUmGmUm
ché 14 MI1SP | soi dbi | PAmsCfsSAmMUmMAmMAfAMUmGmUmC 550
nghia mUmUmUfGmUfUmGmCmsAmsAm
\ soi ¢6 | GmsAmsAMUmCmUmMCFAfAfAmMGmA 551
Vi du diéu | siFXlel | nghia MAMAMUmCmUmUmUm
ché 15 MISP | soi dbi | PAmsAfSAMGmAmMUfUmUmCmUmU 559
nghia mUmGMAfGmAfUnUmCmsUmsUm
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] soi ¢6 | GmsUmsAmMCmGmUmMGIGfAfCmUmG 541
Vi du diéu | siFXIfl | nghia mGMAMUmUmCmUmGm
ché 16 MISP | soi ddi | PCmsAfsGmAMAMUfCmMCmAmMGmU 547
nghia mCmCmAfCmGfUMAMCmsUmsUm
. SOl ¢O | AmsUmsUmUmCmUmG{GfGfUmAmMU 553
Vidu diéu | siFXlIgl | nghia mUmCmUmUmUmCmAm
ché 17 MISP |soi  d6i | PUnsGFSAmMAMAMGFAMAMUmMAmMC 554
nghia mCmCmAfGMAfAMAMUmsCmsGm
. SQi ¢O | CmsAmsUmGmMAMAmMGIGIGfCmAmMU 555
Vi du diéu | siFXIhl | nghia MAMAMAMCmUmAmMUm
ché 18 MISP |soi  dbi | PAmsUSAMGmUmUfUmAmMUmGmC 556
nghia mCmCmUfUnCfAmMUmGmsUmsCm
. SOl ¢O | GmsGmsAmMUmUmCmUfGfGfAmGmA 550
Vidu diéu | siFXIil | nghia MAMAMAMCMUmMCmAm
ché 19 MISP |soi  ddi | PUmsGFSAMGmUmUfUmUmCmUmC 560
nghia MCMAMGFAMAfUmCmCmsAmsGm
. 91— €91 GAAUCUCAAAGAAAUCUUU 561
Vidu dieu | . nghia
i siFXIel ;
che 20 soi doi
nghia AAAGAUUUCUUUGAGAUUC 562
, 2 SOl ¢6 | UmsUmsCmUmCmCmGFAfAfCmGmU
Vi du diéu - 563
ché so sénh NC nghia _ mGmUmCmAMCmGmUm
1 SO1 doi | AmsCfsGmUmGmMAfCmAMCmGmUm 564
nghia UmCmGfGmAfGmAmMAmsCmsUm

trong do, C, G, U, va A represent thanh phan bazo cta nucleotit; m thé hién ring
nucleotit lién ké v6i phia bén trai ctia chir cai m 1a nucleotit cai bién metoxy; f thé hién
rang nucleotit lién k& v6i phia bén trai ctia chit cai f 14 nucleotit cai bién flo; s thé hién
hai nucleotit lién ké v6i ca hai phia ctia chit cai s dugc lién két bang lién két thiophosphat;
va P thé hién rang nucleotit lién ké véi phia bén phai ctia chir cai P 1a 5' -phosphat
nucleotit.

Sau khi cac siARN hoic thé tiép hop trén ddy theo sang ché dwoc didu ché hoan
chinh, ching dugc dong kho thanh bot chét rén va dugc bao quan dén khi sir dung. Khi
sir dung, chiing duoc hoan nguyén bing nudce dé tiém, nuéc mudi thong thuong (NS),
dém phosphat (PB) hodac dém mubdi phosphat (PBS) thanh dung dich & nbéng d6 mong
mudn.

Vi du thi nghiém 1: Hoat tinh trc ché in vitro siARN theo sang ché

Céc té bao HEK293 A (dugc mua tir Nanjing Cobioer Biosciences Co., LTD) dugc

nudi cdy trong mdi trudng hoan chinh DMEM (Hyclone company) chita 10% huyét thanh
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thai bo (FBS, Hyclone company), va 0,2% thé tich Penicillin-Streptomycin (Gibco,
Invitrogen company) & 37°C trong thiét bi  chtra 5% C02/95% khong khi.

Theo phuong phap dugc mo6 ta bdi by 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, plasmit dé phat hién dugc xay
dung va ddng chuyén nhidm véi siARN (siFXIel) dugc déanh gid vao trong t& bao
HEK293A; va hoat tinh trc ché ctia siARN dugc phan anh bing mtrc bidu hién cta gen
thong béao luxiferaza kép. Céc bude cy thé 1a nhu sau:

[1] X4y dung plasmid dé phat hién

Plasmid dé phat hién duoc xdy dung st dung plasmid psiCHECK™.-2
(Promega™). Plamid nay chira trinh tu dich, nghia 13, trinh tu dich siARN. SiARN dé
phat hién c6 trinh ty dich duge thé hién dudi dy. Cu thé 14, siFXIel (duoc didu ché tir
Vi du diéu ché 20) co trinh tu dich sau:

GAATCTCAAAGAAATCTTT (SEQ ID NO: 565).

Trinh ty dich dugc tdch dong vao trong vi tri Xho I/Not I cua plasmid
psiCHECK™.2,

[2] Chuyén nhiém

Céc té bao HEK293A dugc cdy vao dia ¢ 96 16 & mat do 8 x 10° té bao/15. Sau
16 gid, mat do phat trién té bao dat toi mirc ndm trong khoang tir 70 dén 80%. Tai thoi
diém d6, méi truong ddy du H-DMEM trong céc 16 nudi cdy dugc hut ra. BS sung 80 pl
mdi trudong Opti-MEM (GIBCO company) vao mdi 18 va duoc nudi cdy tiép trong 1,5 h.

Plasmid d& phat hién trén day duoc pha lodng bang nuée xi Iy DEPC thu duoc
dung dich hoat dong 200 ng/ul v6i plasmid dé phat hién; siFXIel dugc diéu ché bing
nude xit Iy DEPC thanh dung dich hoat dong siARN ¢ ndng d6 twong tmg 1a 10 nM va 3
nM (dua trén khéi lwong ciia siARN),.

Dung dich 1A1 duogc diéu ché. Mbi phan cua dung dich 1A1 chira 1 pl dung dich
hoat dong siARN & néng dd 10 nM, 0,05 pl dung dich hoat dong c6 plasmid dé phat hién
(chtra 10 ng plasmid dé phat hién) va 10 pl méi trudng Opti-MEM.

Dung dich 1A2 duoc diéu ché. Mdi phan ctia dung dich 1A2 chira 1 pl dung dich
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hoat dong siARN & ndng dd 3 nM, 0,05 pl dung dich hoat dong c6 plasmid dé phat hién
(chtra 10 ng plasmid dé phat hién) va 10 pl moi trudng Opti-MEM.

Dung dich 1B dwoc didu ché. Mdi phan cta dung dich 1B chira 0,2 pl
Lipofectamin™ 2000 va 10 pl moi truong Opti-MEM.

Dung dich 1C dugc diéu ché. Mbi phan ctia dung dich 1C chtra 0,05 pl dung dich
hoat dong c6 plasmid d& phét hién (chira 10 ng plasmid dé phat hién) va 10 pl moi trudng
Opti-MEM

Mot phin cta dung dich 1B dugc tron tuong (g véi mot phan ciia dung dich 1A1
hodc mét phan ctia dung dich 1A2. Dung dich hdn hop duge U trong 20 min & nhiét d
trong phong dé tao thanh phtrc hé chuyén nhiém 1X1 va 1X2. Mot phén cta dung dich
1B dugc tron voi mot phan cua dung dich 1C, va dung dich hdn hop dwoc o trong 20 phiit
¢ nhiét do trong phong dé tao thanh phtrc h¢ chuyén nhiém 1X3.

Phuc hé chuyén nhidm 1X1 dwoc bd sung véi khéi luong 20 ul/1d véi ba 16 nudi
cy, tuong tng, va sau d6 tron ddng déu thu dugc hdn hop dong chuyén nhidm cé ndng
d6 siARN cubi cung la 0,1 nM (dugc ghi 1a nhém thtr nghiém 1).

Phtic hé chuyén nhiém 1X2 dugc bd sung vé6i khdi lugng 20 pl/Id tuong tGng vao
ba 1 nuéi cdy bd sung, va sau do tron dong déu thu dugce hdn hop dong chuyén nhiém
c6 nong d6 siARN cudi cting 12 0,03 nM (dwoc ghi 12 nhém thir nghiém 2).

Phuc hé chuyén nhiém 1X3 dugc bd sung véi khdi lugng 20 pl/16 twong ting vio
ba 16 nudi cdy bd sung, thu duge hdn hop chuyén nhiém khong chira siARN (dugc ghi 1a
nhém dbi chimg).

Sau khi cac hdn hop ddng chuyén nhiém chira stARN va hdn hop chuyén nhidm
khong chtra siARN dwoc ddng chuyén nhim trong cac 18 nudi cdy trong 4 gio, mbi 15
duoc bd sung 100 pl moi trudng hoan chinh H-DMEM chira 20% FBS. Dit dia 96 15
trong thiét bi 1 CO2 va nudi cdy tiép trong 24 gio.

[3] Phat hién

Mai trong trong cac 18 nudi cdy dugc hut ra. 150 pl dung dich hdn hop chira chit
phan tng Dual-Glo® Luciferaza va H-DMEM (theo ty 1& thé tich 1 1:1) dwugc bd sung
vao moi 16, va tron k§. Sau khi @ trong 10 phut & nhiét d6 trong phong, 120 pl dung dich
hén hop nay duge chuyén nhidm vao dia ELISA 96 15. Gid tri phat quang héa hoc ctia
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Firefly (Fir) trong mdi 18 cua dia ELISA duogc doc sit dung may doc vi dia da phuong
thirc Synergy II (BioTek company). Sau d6, 60 pl chat phan tng Dual-Glo® Stop & Glo®
duoc bd sung vao mdi 16 cua dia ELISA, va tron k. Sau khi 0 & nhiét do trong phong
trong 10 phut, gié tri phat quang héa hoc ciia Renilla (Ren) trong mdi 16 ctia dia ELISA
duoc doc st dung may doc vi dia theo su sép xép dé doc Fir.

Ty 1é phat quang hoa hoc (Ratio = Ren/Fir) ctia mdi 16 dugc tinh todn, va ty 1&
phat quang héa hoc ((Ty 1€ (thtr nghiém) hodc Ty 1& (d6i chung)) ctia mdi nhém thir
nghiém hodc nhém dbi ching 1a gi4 tri trung binh cta cac ty 1& cta ba 15 nubdi ciy. St
dung ty 1& phét quang hoa hoc ctia nhom dbi chimg 13 gia tri tham chiéu, ty 1& phat quang
héa hoc ctia mdi nhém thit nghiém dugc binh thuong hoa dé thu duoc ty 1€ R cua Ty 1€
(thir nghiém)/Ty 1é (ddi chung), thé hién murc bidu hién, nghia 13, hoat tinh con du, cia
gen thong bao Renilla. Ty 18 we ché cta siARN 12 (1-R) x 100%.

Céc két qua hoat tinh trc ché cta siFXIel ¢ cac ndng d6 khac nhau khang lai trinh
tur dich 14 nhu duoc thé hién trong Bang 5.

Vi du thi nghiém so sanh 1: Hoat tinh &c ché in vitro siARN so sanh NC

Hoat tinh trc ché ciia siARN so sanh NC trong hé théng psiCHECK duoc kiém tra
bang phuong phap twong tw nhu durgoc md ta trong Vi du thi nghiém 1 ngoai trir 1a siARN
dugc thir nghiém duoc thay thé bing siARN so sanh NC. Cac két qua 1a nhu duoc thé
hién trong Bang 5.

Bang 5 Ty 1é trc ché khéng lai trinh tu dich

o Ty 18 we ché (%) khang lai trinh tu dich
Vi du diéu ché No. NO.
0,1 nM 0,03 nM
Vi du diéu ché 20 siFXIel 72,43 35,75
Vi du diéu ché so sanh 1 | NC 23,64 8,91

Céc két qua nay chi ra ring siFXIel thé hién hoat tinh @c ché phu thudc nong do
t6t in vitro khang lai trinh tu dich & ndng d6 twong Gng. Cu thé 13, ty 18 trc ché cua siFXIel
khéng lai trinh tu dich & ndng do siARN 1a 0,1 nM 1a 72,43%, thé hién hiéu qua trc ché
t5t su biéu hién cua gen FXI.

Vi du thi nghiém 2: Do ICsy ciia cac trinh tw siARN khang lai mARN FXI
trong hé théng psiCHECK
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Trong vi du thi nghiém nay, cac gia tri ICso ctia siFXIalM1SP, siFXIb1M1SP,
siFXIcIMI1SP, siFXId1M1SP, siFXIe1M1SP va siFXIi1M1SP trong hé thong psiCHECK
in vitro duoc kiém tra.

Theo phuong phap dugc mo ta bdi by Kumico Ui-Tei et. al., Functional dissection
cta 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 plasmid dé phat hién duoc
x4y dung va duoc ddng chuyén nhiém véi siARNs can duogc phét hién vao trong céc té
bao HepG2; va hoat tinh trén dich va hoat tinh ngoai dich cia siARN dugc phan dnh bang
céc muc bidu hién ctia gen thong béo luxiferaza kép. Cac bude cu thé 1a nhu sau:

[1] Xay dung plasmid dé phat hién

Plasmid dé phat hién dwoc xdy dung st dung plasmid psiCHECK™.-2
(Promega™). Plamid nay chta trinh ty dich, 1 trinh tu nhu dugc thé hién trong Genbank
Accession No. NM_000128.3.

Trinh tu dich duogc tdch dong vao trong vi tri Xho I/Not I cia plasmid
psiCHECKTM-2.

[2] Chuyén nhiém va nudi ciy té bao

Céc té bao HepG2 (duoc mua tir GuangZhou Jennio Biotech Co., Ltd) dugc nudi
cdy trong mdi truomg hoan chinh DMEM (Hyclone company) chira 20% huyét thanh thai
bo (FBS, Hyclone company), va 0,2% thé tich Penicillin-Streptomycin (Gibco,
[nvitrogen company) & 37°C trong thiét bi u chira 5% C02/95% khéng khi.

Céc té bao HepG2 dugc cdy vao dia c¢6 96 16 & mat do 8 x 10° té bao/15. Sau 16
gity, mat do phat trién té bao dat t6i mirc nim trong khoang tir 70 dén 80%. Tai thoi diém
do, méi truong ddy du H-DMEM trong cac 16 nudi cdy duoc hiit ra. 80 pl moi trudng
Opti-MEM (GIBCO company) dugc bd sung vao mdi 18 va nudi cdy tiép trong 1,5 gio.

Plasmid dé phat hién trén dugc pha loang bang nuée xir Iy DEPC thu dugc dung
dich hoat dong 200 ng/ul véi plasmid dé phét hién; mdi trong s6 siARN sau dugc diéu
ché bang nude xir Iy DEPC thanh c4c dung dich hoat dong siARN & 10 néng do khac
nhau twong ung la 100 nM, 33,3 nM, 11,1 nM, 3,70 nM, 1,23 nM, 4,12 nM, 0,137 nM,
0,0457 nM, 0,0152 nM va 0,00508 nM. SiARN duogc st dung twong Ung la

154



53350 155/347

siFXTalM1SP, siFXIbIMISP, siFXIcIMISP, siFXIdIMI1SP, siFXIelM1SP va
siFXTi1M1SP.

Déi v6i mdi siARN, cac dung dich tir 2A1 dén 2A10 dugc diéu ché trong tng.
M&i phén ctia cic dung dich tir 2A1 dén 2A10 chira 1 pl ctia mdi dung dich hoat dong
SIARN & trén 10 ndng do, 0,05 pl dung dich hoat dong c6 plasmid dé phét hién (chira 10
ng plasmid dé phat hién ) va 10 pl méi trudng Opti-MEM.

Mot phan cua dung dich 1B dugc trén véi mot phén cta dung dich tir 2A1 dén
2A10 thu duoc twong Gng trong mdi siARN. Dung dich hdn hop duoc 1 trong 20 phit &
nhiét do trong phong dé tao thanh cac phirc hé chuyén nhidm tir 2X1 dén 2X10 cho mbi
siARN.

Phtrc hé chuyén nhiém tir 2X1 dén 2X10 cho mdi siARN duge bd sung v6i khdi
luong 20 pl/18 vao cac 16 nudi cly twong tmg, va sau d6 tron ddng déu thu duge cac phirc
hé chuyén nhiém & ndng do cudi cing 12 khoang 1 nM, 0,333 nM, 0,111 nM, 0,0370 nM,
0,0123 nM, 0,00412 nM, 0,00137 nM, 0,000457 nM, 0,000152 nM, va 0,0000508 nM
cho mbi siARN. Phirc hé chuyén nhiém tir 2X1 dén 2X10 cho mdi siARN dugc chuyén
nhiém tuong tmg trong ba dich nudi cdy té bao thu dwoc hdn hop ddng chuyén nhiém
chira siARN (duogc ghi 1a cac nhom thd nghiém).

Phtrc hé chuyén nhiém 1X3 dugc bd sung véi khdi lugng 20 pl/Id twong ting vio
ba 15 nudi cdy bd sung, thu duoc hdn hop ddng chuyén nhiém khéng chira siARN (dugc
ghi 1a nhém déi ching).

Sau khi hdn hop ddng chuyén nhidm chtra siARN va hdn hop ddng chuyén nhiém
khong chira siARN duogc chuyén nhiém trong céc 16 nudi cdy trong 4 gio, mdi 16 dwoc
b6 sung 100 pl moi truomg hoan chinh H-DMEM chtra 20% FBS. Dat dia 96 16 trong
thiét bi & CO, va nudi cdy tiép trong 24 gid.

[3] Phét hién

Mdi trudng trong cac 16 nudi cdy duge hut ra. 150 pl dung dich hdn hop chira chét
phan tng Dual-Glo® Luxiferaza va H-DMEM (theo ty 1& thé tich 13 1:1) dwoc bd sung
vao mdi 16, va tron k. Sau khi u trong 10 phut & nhiét d6 trong phong, 120 pl dung dich
hén hop ndy duoc chuyén nhidm vao dia ELISA 96 13. Gia tri phat quang héa hoc clia
Firefly (Fir) trong mdi 16 ctia dia ELISA dugc doc sit dung may doc vi dia da phuong
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thire Synergy II (BioTek company). Sau d6, 60 pl chit phan tmg Dual-Glo® Stop & Glo®
dugc bo sung vao mdi 16 ciia dia ELISA, va tron k§. Sau khi t & nhiét do trong phong
trong 10 phut, gié tri phat quang hoa hoc ctia Renilla (Ren) trong mdi 16 ctia dia ELISA
duoc doc str dung méy doc vi dia theo su sép xép dé doc Fir.

Ty 18 phat quang hoa hoc (Ty 18 = Ren/Fir) ctia mdi 16 dugce tinh toan, va ty 1& phat
quang héa hoc ((Ty 1& (thir nghiém) hodc Ty 1& (d6i ching)) ctia mdi nhém thir nghiém
hodc nhom dbi chirng 1a gié tri trung binh cta cac TY 18 cta ba 18 nudi cdy. Str dung ty 1&
phat quang hoa hoc ctia nhém ddi chimg 1a gia tri tham chiéu, ty 1& phat quang héa hoc
ctia moi nhém thir nghiém duoc binh thudng hoa dé thu dugc ty 1€ R cua Ty I¢ (thtr
nghiém)/Ty 1& (ddi chung), thé hién mirc biéu hién, nghia 13, hoat tinh con du, cia gen
théng bao Renilla. Ty 1& Gre ché cta siARN 14 (1-R) x 100%.

Puong cong déap ung lidu dung duoc didu chinh sir dung ham log(chét e ché) véi
d6 déc dudng cong—Bién sé cia phan mém Graphpad 5.0. Cac gia tri ICsy cia GSCM
dich siARN dugc tinh toan dia trén dudng cong dép tng lidu. Cu thé 13, dudong cong dap

tng liéu duoc diéu chinh theo cong thire dudi day:

Top~Bot

Y = Bot +

trong do:

Y la ty 1€ R, nghia 13, hoat tinh con du,

X 12 logarit ctia ndng d6 ctia cac siARN da chuyén nhiém,

Bot 1a gid tri Y & day cta giai doan déu dan,

Top 1a gia tri Y & dinh cua giai doan déu dan,

X' 14 gia tri X thu dugc bang cach didu chinh tai Y 13 gid trj trung binh gitta day
va dinh, va HillSlope 1a d6 déc ctia duong cong bang cach didu chinh & X'

Khi Y=50% gia tri Xso tuong ung duoc xac dinh dua trén duong cong dap ung
lidu va cong thurc tinh toan tuwong ung. Gia tri ICso ciia mdi siARN duge tinh toan 1a
107X 0.

Céc gia tr1 ICso cu thé dugc tom tat trong Bang 6.

Bang 6 Cac gia tri ICso cua siARN
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Vi du diéu ché
No.

Vi du didu ché 11 | siFXIalM1SP | 0,024 nM

siARN NO. ICso

Vi dy didu ché 12 | siFXIbIMISP | 0,078 nM

Vidu didu ché 13 | siFXIcIMISP | 0,119 nM

Vi du diéu ché 14 | siFXIAIMISP | 0,071 nM

Vi du diéu ché 15 | siFXIe1M1SP 0,013 nM

Vi du diéu ché 19 | siFXIiIM1ISP | 0,041 nM

Nhu ¢6 thé duge nhin thy tir cac két qua cua Bang 6 trén day, siARN theo sang
ché thé hién hoat tinh (rc ché rat cao khang lai trinh tu dich 1 in vitro trong té bao HepG2,
v6i gia tri ICso nam trong khoang tir 0,013 dén 0,119 nM.

Vi du thi nghiém 3: Do ICs ciia siARN khang lai mARN FXI trong té bao
HepG2

Céc té bao HepG2 dugc cdy vao dia ¢6 24 156 & mat do 7 x 10 té bao/15. Sau 16
gi0, mat do phat trién té bao dat t&i mic nam trong khoang tir 70 dén 80%. Tai thoi diém
d6, moi trudng diy da H-DMEM trong céc 16 nudi cdy duge hut ra. 500 pl mdi trudng
Opti-MEM (GIBCO company) duoc bd sung vao mdi 16 va nudi cdy tiép trong 1,5 gio.

M3di siARN sau duoge diéu ché béng nude xtr Iy DEPC thanh dung dich hoat dong
siARN & 7 ndng d6 khéac nhau twong tng 12 20 uM, 6,67 uM, 2,22 uM, 0,741 uM, 0,247
uM, 0,0823 uM va 0,0274 uM, SiARN dugc st dung tuwong Ung la siFXIalM1SP,
siFXIb1MI1SP, siFXIcI1M1SP hodc siFXId1M1SP.

Déi vi mdi siARN, céc dung dich tir 3A1 dén 3A7 twong tng duoc diéu ché. Mdi
phin cia cac dung dich tir 3A1 dén 3A7 chira, 1an Iuot, 3 pl mdi dung dich hoat dong
SIARN & trén 7 ndng d6 va 50 pl moi truong Opti-MEM.

Dung dich 3B dugc diéu ché. Mdi phin cta dung dich 3B chua 1 pl
Lipofectamin™2000 va 50 pl moi truong Opti-MEM.

Mot phén cua dung dich 3B dugc tron véi mot phén ctua dung dich tr 3A1 dén
3A7 thu dugc tuong tmg cho mdi siARN. Dung dich hdn hop duge G trong 20 phat &
nhiét do trong phong dé tao thanh phirc hé chuyén nhiém tir 3X1 dén 3X7 cho mdi siARN.

Mot phan cta dung dich 3B duge trén 50 pl méi trudng Opti-MEM. Dung dich
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hén hop duoc u trong 20 phitt & nhiét d6 trong phong dé tao thanh phitc hé chuyén nhiém
3X8.

Phtrc hé chuyén nhidm tir 3X1 dén 3X7 cho mdi siARN duge bd sung véi khbi
luong 100 pl/13 vao cac 16 nudi cdy trong tng, va sau do tron dong déu thu dugce cac hdn
hop chuyén nhiém & ndng do cudi cing 1a khoang 100 nM, 33,3 nM, 11,1 nM, 3,70 nM,
1,23 nM, 0,412 nM, va 0,137 nM cho mdi siARN. Phirc hé chuyén nhiém tir 3X1 dén
3X7 cho mdi siRNA duoc chuyén nhidm twong tmg trong ba dich nudi ciy té bao dé thu
duoc siARN-chira cac hdn hop chuyén nhiém (dugc ghi 1 cac nhém thit nghiém).

Phurc hé chuyén nhiém 3X8 dwoc b sung véi khdi lugng 100 pl/1d tuong tmg vao
ba 15 nudi cdy bd sung, thu duge hdn hop chuyén nhiém khong chira siARN (duoc ghi 13
nhom ddi ching).

Sau khi cac hdn hop chuyén nhiém chtra-siARN va hdn hop chuyén nhiém khong
chira stARN duoc chuyén nhidm vao céc 18 nudi cdy trong 4 gid, mdi 16 dugc bd sung 1
ml moi trurong hoan chinh H-DMEM chita 20% FBS. Pia 24-16 duoc dit trong thiét bi 4
CO; va nudi cdy tiép trong 24 gid.

Sau d6, ARN tdng s trong céc té bao ctia mdi 16 duge chiét bing cach sir dung
RNAVzol (dugc mua tir Vigorous Biotechnology Beijing Co., Ltd., Cat. No. N002) theo
cac bude chi tiét duge mo ta trong huéng dan sir dung.

Déi voi cac té bao cua mbi 1, 1 pg ARN tong s duoc 1dy ra, va chét phan tng
duoc cung cdp trong kit phién ma nguoc Goldenstar™ RT6 ¢cDNA Synthesis Kit (duoc
mua tur Beijing Tsingke Biotechnology Co., Ltd., Cat. No. TSK301M), trong doé
Goldenstar™ Oligo (dT)17 duge chon 12 mdi. 20 pl hé thdng phan tmg phién ma nguoc
duoc didu ché theo quy trinh phién ma nguoc trong huéng dan st dung kit dé phién ma
nguoc ARN téng sé cia mbi t€ bao trong mdi 16. Cac diéu kién cho phién ma ngugc 1a
nhu sau: mdi hé théng phan tmg phién ma nguoc duoc dit va i & 50°C trong 50 phut,
sau d6 G & 85°C trong 5 phiit, va cudi ciing i & 4°C trong 30 gidy; sau khi phan tng duoc
hoan thanh, 80 pl nueéec DEPC duoc bd sung vao mdi hé thong phan tmg phién ma ngurge
dé thu duoc dung dich chta cADN.

D6i voi mdi hé thdng phan tmg phién ma nguoc, 5 ul ctia dung dich cADN duge

dé cap trén dugc lay lam khudn, va chét phan tmg duoc cung cip trong kit NovoStart®

158



53350 150/347

SYBR gPCR SuperMix Plus (dugc mua tir Novoprotein Scientific Co., Ltd., Cat. No.
E096-01B) duoc sir dung dé diéu ché 20 pl hé théng phan tmg qPCR, trong dé céc trinh
tw ctia cac mdi PCR duoc st dung dé khuéch dai gen dich FXI va gen tham chiéu ndi bod
GAPDH 14 nhu dugc thé hién trong Bang 7, va néng d6 cudi ciing ctia mdi mdi 13 0,25
M. Mbi hé théng phan ung qPCR duoc dit trén thiét bi PCR thoi gian thuc ABI
StepOnePlus, va duoc khuéch dai str dung phuong phép ba budce. Cac quy trinh khuéch
dai 1a bién tinh so bo & 95°C trong 10 phut, sau d6 bién tinh & 95°C trong 30 s, va gin
moi & 60°C trong 30 s, va kéo dai & 72°C trong 30 s. Sau khi 13p lai cac quy trinh néu
trén bao gdm bién tinh, gan mdi, va kéo dai 40 1an, san pham W chira gen dich duoc
khuéch dai FXI va gen tham chiéu ndi b6 GAPDH thu dugc. San phdm W sau d6 u &
95°C trong 15 s, 60°C trong 1 phut, va 95°C trong 15 s. Cac duong cong néng chay cia
gen dich FXI va gen tham chiéu ndi b6 GAPDH trong san phim W duge thu lai trong
ting st dung thiét bi qPCR huynh quang thoi gian thue, va cac gié tri Ct ciia gen dich FXI
va gen tham chiéu ndi b6 GAPDH thu dugc.

Bang 7: Céc trinh tu ctia mdi dé phat hién

Gen  Moi theo hudng 5°(theo hudng 5°-3°) [Mbi theo hudng 3° (theo hudng 5°-3°)
FXI  [TCACGGCGGAATCACCATC TGTCCTATTCACTCTTGGCAGT
nguoi  |(SEQ ID NO: 566) (SEQ ID NO: 567)

GAPD |GGTCGGAGTCAACGGATTT CCAGCATCGCCCCACTTGA

H nguoi(SEQ ID NO: 568) (SEQ ID NO: 569)

Murc biéu hién twong dbi ctia gen dich FXI trong mdi nhém thir nghiém va nhom
ddi chimg duoc tinh toan dinh lugng bang phuong phap Ct (AACt) so sanh. Phuong phép
tinh toan dugc md ta nhu sau:

ACt (nhom thtr nghiém) = Ct (gen dich trong nhém thir nghiém) — Ct (gen tham
chiéu ndi bo trong nhém thir nghiém)

ACt (nhom dbi chimg) = Ct (gen dich trong nhém dbi ching) — Ct (gen tham chiéu
nodi bo trong nhém dbi chimg)

AACt (nhém thtr nghiém) = ACt (nh6m thr nghiém) — ACt (gi4 tri trung binh trong
nhom ddi chimg)

AACt (nhém dbi chimg) = ACt (nhém déi chimg) — ACt (gié tri trung binh trong
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nhom dbi ching)

trong do, ACt (gid tri trung binh trong nhém ddi chimg) 14 gid tri trung binh cong
cta ACt (nhom ddi chimg) ctia mot trong sé ba 16 nubdi cdy trong nhém dbi chimg. Do
d6, mdi 15 nudi cdy trong nhém thir nghiém hodc nhém ddi ching twong tmg véi mot gid
tri AACt.

Mtc biéu hién ctia mARN FXI trong c4c nhom thitr nghiém dugc binh thudng héa
dua trén muc biéu hién trong nhém ddi chung, trong d6 muc biéu hién cia mARN FXI
trong nhom dbi chimg duoc xac dinh 12 100%;

Mtc biéu hién tvong ddi cia mARN FXI trong nhom thir nghiém = 2-AACHnhom thir
nehiem) 5 100%.

Dbi v6i siARN trong nhom thir nghiém tuwong tu, gia tri trung binh ctia cac mirc
biéu hién tuong déi cia mARN FXI in nhém thtr nghiém & mdi ndng d 1a gid tri trung
binh ctia cac mire bidu hién tuong ddi ctia ba 16 nudi cdy & ndong do nay.

Pudng cong dap tmg lidu dung dugc didu chinh sir dung ham log(chét tic ché) so
v6i do dbe dap tmg-bién sb ctia phin mém Graphpad 5.0. C4c gid tri ICso ctia mdi siARN
khang lai mARN FXI dugc tinh todn dua trén dudong cong dép tmg liéu. Cu thé 1a, duong
cong dép tng lidu dung thu dugc bang cach diéu chinh theo cong thirc dudi day:

Top~Bot
1+10X -X)xHillSlope

Y = Bot +

trong do:

Y 1a mirc biéu hién tuong d6i cia mARN FXI trong mdi nhom thir nghiém,

X 1a loga ctia nong do cudi cuing ctia siARN duoc sit dung trong nhém thir nghiém
tuong Ung,

Bot 1a gi4 tri Y ¢ d4y cua giai doan déu din,

Top 1a gia tri Y & dinh cua giai doan déu din,

X' 1a gid tri X thu duoc bang cach didu chinh tai Y 1a gié tri trung binh gitra d4y
va dinh, va HillSlope 1a d6 déc cta duong cong thu dugc bang cich diéu chinh & X'.

Khi Y=50% gia tri Xso twong ing duoc x4c dinh dya trén duodng cong dap Uing
lidu va cong thie tinh todn tuong Ung. Gia tri ICso cua mdi siARN duoc tinh toan 1a

10" Xs0 (nM).
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Céc gia tri ICso ctia moi siARN khéang lai mARN FXI dugc tom tit trong Bang 8.
Bang 8: Cac gia tri ICso cia siARN khang lai mARN FXI

Vi du diéu

ché No. NO. ICso
Vi du ditu ) GestaIMISP | 6,18 nM
ché 2

Vi du difu ] GexThIMISP | 7,54 nM
ché 3

Vi du ditu | GesioIMISP | 11,1 M
ché 4

Vi du difu ] GestdIMISP | 1,49 nM
ché 5

Nhu ¢6 thé duge nhin thdy tir bang 8, siARN theo sang ché thé hién hoat tinh trc
ché rét cao khang lai mARN FXI in vitro trong dong té bao HepG2, v&i gia tri ICso nam
trong khoang tlr 1,49 dén 11,1 nM.

Vi du thi nghiém 4: Po ICso ctia siARN khang lai mARN FXI trong té bao
gan so cAp cia chudt

Té bao gan so cp ciia chudt dugc chiét tir md gan sach ctia chudt C57BL/6N binh
thuong. Té bao gan vi mat do thich hop duoc cdy trong cde duge pha Collagen Typ I,
14 ddy bang nhya hodc dia nudi ciy mé, dwoc nudi cdy trong moi truomg RPMI 1460 chira
1 xkhang thé kép va 10% FBS, va dugc nudi cdy tiép trong thiét bi u chira 5% C02/95%
khong khi & 37°C trong 30 phut.

Hoat tinh (e ché va gia tri ICso ctia siARN khang lai mARN FXI dugc do béng
cac phuong phép tuong ty nhu duge mo ta trong Vi du thi nghiém 3 ngoai trir rang siARN
can dugc phat hién 13 siFXIfIMISP; cac té bao dugc sir dung 1a té bao gan so cdp cua
chudt; va ndng do siARN cudi ciing duoce bao gdm téng cong 8 ndng do twong ting (100
nM, 25 nM, 6,25 nM, 1,56 nM, 0,391 nM, 0,098 nM, 0,0244 nM, va 6,1x10° nM). Cac
két qua nay 12 nhu duoc thé hién trong Bang 9.

Bang 9: ICso cua siRNA khang lai mARN FXI

Vi du diéu

ché No. NO. ICs0

Vi du diu] cesipMIsP | 0,021 nM
ché 7

Nhu ¢6 thé duge nhin thy tir bang 9, siFXIfIM1SP thé hién hoat tinh e ché rat

cao khang lai mARN FXI iz vitro trong té bao gan so cap ciia chudt, véi gia tri ICso 1a
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0,021 nM.

Vi du thi nghiém 5: Phat hién hiéu qua trc ché ciia siARN khang lai mirc biéu
hién ciia mARN FXI trong té bao HepG2

Ty 1& e ché cua cac siARN khéang lai mire biéu hién cia mARN FXI dugc do
bang phuong phap twong tu nhu dugc mo ta trong Vi du thi nghiém 3 ngoai trir 1a siARN
duoc sir dung 1a siFXIgIMISP va siFXIh1M1SP; cho mdi siARN, ndng d6 siARN cudi
cung dugc dua bao gdm téng cong twong ung 14 3 ndng do (50 nM, 5 nM va 0,5 nM); va
216 nudi cdy duoc sir dung & mdi ndng do. Céac két qua 1a nhu duge thé hién trong Bang
10.

Bang 10: Ty 18 Grc ché cta siARN & cac ndng d khac nhau khéng lai mARN FXI

Ty 16 trc ché (%) khang lai
Vi du didu ché No. | NO. mtc biéu hién cia mARN FXI
50 nM 5nM 0,5 nM
Viduy diéu ché 8 | siFXIgIMISP | 78,0 67,0 66,4
Vidudiéuché9 |siFXIhIMISP | 83,0 75,0 64,6

Nhu ¢6 thé duge nhin thiy tir bang 10, siARN theo sang ché thé hién hoat tinh trc
ché rét cao in vitro trong té bao HepG2; va ty 18 trc ché khang lai mARN FXI lén dén
83% c6 thé thu duge & ndng do siARN 1a 50 nM.

Vi du thi nghiém 6: Phat hién hiéu qué e ché ciia cac thé tiép hop L10-
siFXIfIM1S, L10-siFXIilM1S va L10-siFXIi1M1SP khang lai mic biéu hién cta
mARN FXI trong chudt in vivo

Chudt C57BL/6N (tt ca chudt cai) dugc chia ngdu nhién thanh cic nhém (5 con
chudt trong mdi nhom) va duge danh s twong tmg. Thé tiép hop can duoc thir nghiém
(nghia la, L10-siFXIfIM1S, L10-siFXTi1M1S hodc L10-siFXIi1M1SP) dugc dung duéi
da v6i hai liéu ding khéc nhau 12 5 mg/kg va 1 mg/kg (dua trén khbi luong ciia siRNA)
twong tng cho cac con chudt trong mdi nhém, twong tng. Mbi thé tiép hop siARN duoc
ding & néng do 1a 1 mg/mL va 0,2 mg/mL & dang dung dich nuéc NaCl 0,9 % trong
luong va thé tich dung 14 5 mL/kg.

Mot trong s cac nhém con chudt duge ding v6i 1xPBS trong thé tich dung 14 5
mL/kg va duge ghi 12 nhom ddi chimg.

Chudt dugc an tir vao ngay thtr 7 sau khi diing. Md gan ctia mdi con chudt dugc

thu thap lai va dugc gitt lai ARN sau do6 (Sigma Aldrich company), va md gan dugc déng
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nhit bang thiét bi ddng nhit mo. Sau d6 ARN tong s& duoc chiét va thu duge bing cach
str dung Trizol theo cac quy trinh nhu dugc mo ta trong huéng dan.

Mirc biéu hién cia mARN FXI dugce do bang qPCR huynh quang va céc ty 1€ trc
ché khang lai mARN FXI dugc tinh toan bing cic phwong phap tuong tu nhu duge mo
ta trong Vi du thi nghiém 3, ngoai trir 14 ARN tdng s duoc chiét dugc phién ma ngugc
thanh cADN bang cach str dung kit phién ma ngugc ImProm-IITM (Promega company)
theo huéng dan ciia né, thu duge dung dich chira cADN. Tiép theo, mitc biéu hién cua
mARN FXI trong md gan dugc do bang cach str dung kit gPCR huynh quang (Beijing
ComWin Biotech Co., Ltd). Trong phuong phap qPCR huynh quang nay, gen GAPDH
(mGAPDH) chu6t duoc st dung lam gen tham chiéu no6i bo, FXI va GAPDH chudt dugc
phat hién bang cach str dung cac mdi cho FXI va GAPDH chudt, twong tng. Céc trinh tur
ctia mdi dé phat hién 12 nhu dugc thé hién trong Bang 11.

Trong qué trinh do muc biéu hién cia mARN FXI va tinh toén ty 1& e ché khang
lai mARN FXI, chuot trong nhém dbi chiing cta thi nghiém nay dugc dung PBS; va
chudt trong nhém thir nghiém duoc ding céc thé tiép hop siARN khac nhau, twong ting.
Mirc biéu hién cia mARN FXI trong nhém dbi chimg duoc ghi 1a 100%; va do do, ty 18
tre ché khang lai mirc biéu hién ctia mARN FXI duoc ghi 1a 0%. Cac két qua thi nghiém
duoc binh thuong hoa dua trén mic biéu hién ctia mARN FXI trong nhém dbi ching,
nhu duogc thé hién trong Bang 12.

Bang 11: Cac trinh ty cia mdi dé phat hién

SEQ
Tén gen | Loai mdi Trinh ty nucleotit (5'—3") ID
NO.

GCCCTGTTAAAACTGGAATCAGC | 574

Mobi theo
FXI huéng 5°
chugt | MO theo | PP TATCTCCTTTGGAAGGC | 575
hudng 3

Mdi  theo | TGCACCACCAACTGCTTAG
GAPDH | huéng 5’
chudt | Mdi  theo | GGATGCAGGGATGATGTTC
huéng 3’

576

577

Bang 12: Ty 18 Grc ché ctia thé tiép hop siARN & cac ndng do khac nhau khang lai mARN

FXI
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P . :
Vi du didu ché No. | Thé tiép hop rfi’nl; /E; che (%) lma;‘fnlg;ligARN FXI
Vidudiéuché 1 |L10-siFXIfIMIS |78.4 95,0
Vidu diéuché9 |L10-siFXIiIMIS | 67,1 90,2
Vi du diéu ché 10 | L10-siEXIilMISP | 56,8 92,1

Nhu ¢6 thé dwoc nhin thdy tir bang 12, thé tiép hop siARN theo sdng ché thé hién
ty 1 e ché ndm trong khoang tir 56,8 dén 78,4% khang lai mARN FXI trong liéu ding
SIARN 1a 1 mg/kg; va ty 18 Grc ché 1én dén 95.0% c6 thé thu duge & ndng do siARN 13 5
mg/kg, goi y hiéu qua e ché tuyét voi khang lai mARN FXI.

Vi du thi nghiém 7: Phat hién sw e ché caia thé tiép hop L10-siFXIfIMIS va
L10-siFXIi1M1SP khang lai sw biéu hién cia mARN FXI va kéo dai thoi gian
Thromboplastin hoat héa mdt phan (Activated Partial Thromboplastin Time-
APTT) & cac thoi diém khac nhau sau khi dung trong chudt in vivo

Chudt C57BL/6N (tit ca duc) duge chia ngdu nhién thanh 7 nhém (5 con chudt
trong mdi nhom) va duoc danh s, twong tmg. Thé tiép hop L10-siFXIfIMIS va L10-
siFXIiIM1SP dugc dung cho mdi ba nhém chudt twong trng. Nhém chudt con lai duoc
dung nuéc mudi 1am nhom déi ching. Puong dung 14 tiém dudi da. Cac thé tiép hop
duoc ding ¢ nong d6 1,8 mg/ml (dya trén siRNA) & dang dung dich nuée NaCl 0.9 %
va voi lidu dung cua 9 mg/kg. Nude mudi binh thudng 14 dung dich nuée NaCl 0,9 %.
Thé tich ding 12 5 mL/kg. Cac mAu huyét twong dugc thu lai twong tng vao ngiy 8, 15
va 29 sau khi dung. C4c nhém con chudt duge dung thé tiép hop dugc an tir vao ngay 29
sau khi dung; va nhom céc con chudt dugc dung NS dugc an tir vao ngay 8 sau khi dung.
Mo gan ctia mdi con chudt was collected va kept with RNA later (Sigma Aldrich
company), va md gan duoc ddng nhat bang thiét bi dong nhét mo. Sau d6 ARN tdng sb
duoc chiét va thu duoc bang cach sir dung Trizol theo cac quy trinh nhu durgc md ta trong
huéng dan.

Mire biéu hién cia mARN FXI dugc do bing qPCR huynh quang va ty 1¢ trc ché
khang lai mARN FXI duoc tinh todn bing cic phuong phéap twong tw nhu dwgc mo ta
trong Vi du thi nghiém 3, ngoai trir la ARN téng sb duge chiét dugc phién ma nguoc
thanh cADN bing cach str dung kit phién ma nguoc ImProm-IITM (Promega company)
theo huéng dan cia no, thu duge dung dich chira cADN. Tiép theo, mirc biéu hién cta

mARN FXI trong mé gan duoc do bang cach str dung kit gPCR huynh quang (Beijing
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ComWin Biotech Co., Ltd). Trong phuong phdp qPCR huynh quang nay, gen GAPDH
chudt (mGAPDH) dugc st dung lam gen tham chiéu noi bo, FXI va GAPDH chuét duogc
phat hién bang cach str dung cdc mdi cho FXI va GAPDH chudt, twong (ng. Céc trinh tw
ctia mdi dé phat hién 1a nhu duoc thé hién trong Bang 11.

Trong qué trinh do mirc biéu hién cia mARN FXI va tinh toan céc ty 1¢ tc ché
khang lai mARN FXI, chudt trong nhém dbi chimg ctia thi nghiém nay duge ding nuée
mudi; va chudt trong nhom ther nghiém duge dung céc thé tiép hop siARN khac nhau,
twong ng, véi cic mau duoc 1dy & cac thoi diém khac nhau sau khi ding. Mite biéu hién
ciia mARN FXI trong nhém déi chimg duoc ghi 14 100%; va tuong tng 13, ty 1é e ché
khang lai mic biéu hién cia mARN FXI duge ghi nhan 1a 0%. Céc két qua thir nghiém
duoc binh thuong hoa dua trén mic bidu hién cia mARN FXI trong nhom ddi chimg,
nhu duoc thé hién trong Bang 13. Trong bang nay, ty 1& tc ché khang lai muc biéu hién
ciia mARN FXI la gié tri trung binh cdng cta cdc ty 18 e ché khang lai murc biéu hién
cia mARN FXI do duogc trong 5 con chudt ciia nhém giéng nhau vao ngay tuong ting
sau khi dung thé tiép hop siARN tuong ting.

Bang 13: Ty 18 rc ché cta thé tiép hop siARN khang lai mARN FXI & cac thoi

diém khac nhau sau mdt lan dung

Ty 1é e ché (%) khang lai
Vi du diéu ché No. | Thé tiép hop mtrc biéu hién ctia mARN FXI
Ngay 8 | Ngay 15 | Ngay 29
Vi du didu ché 1 | L10-siFXIfIMI1S 91,33 92,89 90,56
Vi du diéu ché 10 | L10-siFXIIIM1ISP | 89,18 92,39 90,54

Nhu ¢6 thé dugc nhin thiy tir cac két qua ciia Bang 13, sau khi dung mot 1an dudi da

trong chudt, thé tiép hop siARNSs theo sdng ché thé hién ty 18 wre ché tuyét voi khang lai
mARN FXI trong gan & cac thoi diém khac nhau trong khoang thoi gian dai, va thé hién
ty 16 e ché it nhat 89,18% hodc tham chi 1én dén 92,89%.

Ngoai ra, ddi véi cac mau huyét twong nhu dugc thu thap néu trén, kit APTT (Rayto
company, Cat No. 20190402M) dugc st dung dé do gia tri APTT huyét twong ciia mdi
con chudt bang thir nghiém do d6 duc trong thiét bi phan tich dong ban tu dong (Rayto
company, Model No. RT-2202). Phuong phép phat hién cu thé dugc thuc hién nhu dugc
md ta trong hudng dan cta kit APTT. Bing cach so sanh cac gia tri APTT do duoc voi

gid tri cia nhom ddi chimg, sw kéo dai tuong d6i ctia APTT cho mdi con chudt = (gia tri
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APTT do dugc trong nhom thir nghiém - gia tri APTT trung binh do dugc trong nhém
dbi chimg)/ (gia tri APTT trung binh do duogc trong nhom dbi chimg) x 100%. Cac két
quéa do dugc 1a nhu duogc thé hién trong Bang 14. Trong bang nay, sy kéo dai trong db6i
ciia APTT dé cap dén gia tri trung binh cua céc su kéo dai tuong dbi cua APTT do duoc
trong 5 con chudt cia nhém giéng nhau trong cic ngdy twong Gng sau khi dung thé tiép
hop siARN tuong tng.

Bang 14: Su kéo dai twong dbi ctia APTT & céc thoi diém khac nhau sau khi ding mot

1an thé tiép hop siARN

o o Su kéo dai twong dbi cia APTT (%)
Vi du diéu ché No. Thé tiép hop
Ngay 8 Ngay 15 Ngay 29
Vi du diéu ché 1 L10-siFXIfIMI1S 64,9 62,1 18,2
Vi du diéu ché 10 L10-siFXIilM1SP 425 42,5 51,2

Nhu ¢6 thé duoc nhin thiy tir cac két qua cia Bang 14, gia tri APTT do duge duoc
kéo dai dang ké trong chudt dugc dung thé tiép hop siARN theo sang ché trong khoang
thoi gian dai; va su kéo dai 1én dén 64,9% c6 thé dat duoc. RS rang 13, cic thé tiép hop
SIARN theo sang ché co6 thé kéo dai hidu qua thoi gian dong cta chudt, goi ¥ ring ching
¢6 trién vong ung dung hita hen dé diéu tri va/hodc ngin ngira bénh huyét khéi va/hoac
dot quy do thiéu mau cuc b.

Vi du thi nghiém 8: Do hoat tinh cua thé tiép hop siARNs theo sing ché
trong chudt dwoc lam gidng ngwoi in vivo

Chudt duoc lam gidng nguoi duoc st dung trong thi nghiém nay duge mua tir
Cyagen Biosciences Inc. Chudt dugc chia ngu nhién thanh cdc nhém, vé6i 4 con chudt
(2 chudt duc 2 chudt cai) trong mdi nhém. Cac thé tiép hop L10-siFXIfIMIS, L10-
siFXIalM1SP, L10-siFXIbIMI1SP, L10-siFXIcIM1SP, L10-siFXId1M1SP, L10-
siFXIe1M1SP, L10-siFXIgIM1SP, L10-siFXTh1M1SP va L10-siFXIi1MI1S dugc dung
riéng r& cho cac con chudt trong mbi nhém; va nude mudi duge sir dung lam dbi ching.
Céac liéu dung duogc chét cho tt ca cac con vat dugc tinh toan theo trong lugng co thé
(lidu ding don (du6i da). Mdi thé tiép hop duoc ding & ndng do 1a 0,3 mg/mL (dva trén
siARN) ¢ dang dung dich nuée NaCl 0,9 % trong lugng va thé tich dung 1a 10 mL/kg,
nghia 13, liéu dung cta mdi thé tiép hop 1a 3 mg/kg (dwa trén siARN). Chudt duoc an tir
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vao ngdy 8 sau khi ding. Cdc mau huyét twong duge thu lai. 3,2 % trong lugng (0,109
mol/L) dung dich nudce natri xitrat dihydrat dugc bd sung véi ty 1¢ thé tich cua chit chdng
dong v6i huyét tuong 13 1:9 (thé tich/thé tich) dé ngin ngira cdc cuc mau dong; va cic
mau huyét tuong duoc tach béng cach ly tam.

Khoang 100 mg/con chudt thiy trai gan duoc ldy va duge gitt lai ARN sau d6
(Sigma Aldrich). Sau d6, md gan ctia mdi con chudt dugc dong nhat bing thiét bj déng
nhit md. Sau d6 ARN tdng s6 cia mo gan ciia mdi con chudt duge chiét va thu dugc bang
cach str dung Trizol (Thermo Fisher company) theo quy trinh nhu duwgc mo ta trong huéng
dan.

‘Theo phuong phéap tuong tu nhu duoc md ta trong Vi du thi nghiém 6, mirc biéu
hién cia mARN FXI ctia md gan trong chudt duge ding thé tiép hop siARN khéc nhau
theo sang ché hodc trong con chudt trong nhém dbi chimg duge do bang phwong phép
qPCR huynh quang thoi gian thuc, ngoai trir 1a cac trinh tu cla cac moi dé khuéch dai
FXI ngudi va GAPDH chuét lam gen tham chiéu noi bo 12 nhur duge thé hién trong Bang
15.

Bang 15: Céc trinh tw cia mdi dé phat hién

SEQ
Tén gen | Loai moi Trinh tu nucleotit (5'—3") ID
NO.
Moitheo | 10 A\ CGGCGGAATCACCATC 570
FXI hudéng S
nguot | MOitheo | 1o CTATTCACTCTTGGCAGT 571
hudng 3
Mbitheo | AACTTTGGCATTGTGGAAGGGCTC | .
GAPDH | huéng 5’
chuot | Mditheo | TGGAAGAGTGGGAGTTGCTGTTGA | .
hudéng 3°

Mite biéu hién cia mARN FXI dugc do va ty € trc ché khéng lai mARN FXI dugc
tinh toan bang cac phuong phéap twong ty nhu duge mo ta trong Vi du thi nghiém 3. Mic
bidu hién ciia mARN FXI trong nhom dbi ching duge ghi 1a 100%; va twong tGng 13, ty
1& e ché khang lai mc biéu hién cia mARN FXI duogc ghi 13 0%. Cac két qua thir
nghiém dugc binh thuong hoa dua trén mirc biéu hién cia mARN FXI trong nhém dbi
chimg, nhu dugc thé hién trong Bang 16. Trong bang nay, ty 18 trc ché khang lai mARN

FXI nguoi 1a gia tri trung binh cta ty 18 Gc ché khang lai mARN FXI nguoi duge tinh
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toan trong chudt ciia nhom tuong tu ding thé tiép hop siARN tuong tmg va do léch chuén
cua no.
Bang 16: Ty 18 (rc ché cua thé tiép hop siARN theo sang ché khang lai mARN

FXI ngudi trong chudt dugc 1am gidng ngudi in vivo

Vi du didu o Ty 18 e ché khang lai mARN
ché No. Thé tiép hop NO. FXI ngudi
Viduditu |0 GEXIFIMIS 76,03 + 6,74
ché 1

Vidudieu 1o GFXTalMISP 89.23 + 3,25
ché 2

Viduditu |y 0 cEsThIMISP 81,75 + 3,91
ché 3

Viduditu |0 CEsTcIMISP 81,25+ 3,61
ché 4

Vidudieu |0 GEXTAIMISP 71,06 + 9,62
ché 5

Viduditu |0 cevieiMISP 8526 + 4,15
ché 6

Vi du di€u L10-siFXIg 1 M1SP 93,09 £ 1,96
ché 7

Viduditu |0 cesTnIMISP 76,78 + 5,54
ché 8

Viduditu 0 GExTiIMIS 74,25 + 6,07
ché 9

Nhu ¢6 thé duoc nhin thdy tir cac két qua ciia Bang 16, thé tiép hop siARN theo
sang ché thé hién hiéu qua te ché tot khang lai mARN FXI ngudi trong gan chudt di hop
tir duoc lam gidng ngudi, va thé hien ty 18 e ché khang lai mARN FXI 1én dén khoang
tir 71 dén 93%.

Ngoai ra, mdi nhém chudt trén (bao gdm chudt trong cdc nhoém thir nghiém dugc
dung tuong Gng thé tiép hop L10-siFXIfIM1S, L10-siFXIalM1SP, L10-siFXIb1M1SP,
L10-siFXIcIM1SP, L10-siFXId1M1SP, L10-siFXIe1M1SP, L10-siFXIgIM1SP, L10-
siFXIh1M1SP hoac L10-siFXIi1M1S, va chudt trong nhém dbi chiing dugc dung nudc
mubi duogc thi nghiém st dung kit ELISA yéu td X dong méu nguoi (Sigma company,
Lot No. 0926F2350, Article No. RAB1385-1KT) dé x4c dinh ndng do protein FXI trong
huyét tuong.

Chét pha lodng mau (duge danh déu 1a ItemE2 trong kit) trong kit ELISA 14 duoc

pha loang 5-1an bang nude khir ion dé thu duge chét pha lodng mau dwoc pha loang.
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Déi v6i huyét tuong cua chudt duge ding thé tiép hop L10-siFXIalM1SP hoic
L10-siFXIgIM1SP, 108 uL chit pha lodng miu duoc pha loing dugc bb sung vao 12 pL
huyét twong dé tao thanh dung dich mau can duge thir nghiém, ma dwoc giit t6i khi sit
dung.

Pi v6i huyét trong cta chudt dugc ding cac thé tiép hop khac hodc nuée mudi,
108 uL chét pha lodng mau duoc pha lodng duogc bd sung vao 12 pL huyét twong dé thu
duoc huyét twong duoc pha lodng 10-14n; 45 pL chit pha lodng miu duoc pha loing dugc
b6 sung vao 5 pL huyét trong duge pha lodng 10-1an dé thu dugc huyét twong duogc pha
loang 100-14n; va sau d6 108 pL chit pha loing mau duoc pha lodng duoc bd sung vaol2
nL huyét trong duoc pha lodng 100-14n dé thu duge chit pha loing mau dwgc pha lodng
1000-14n 1a dung dich miu can duogc thi nghiém, ma duoc gitt t¢i khi st dung.

Su phat hién khang thé FXI (duoc dénh d4u 1a TtemF trong kit) trong kit dugc pha
loang bang 100 pL chét pha loing mAu duoc pha lodng thanh miu khang thé, va sau d6
75 uL mau khang thé duoc 14y va duoc bd sung vao 5925 pL chét pha loang miu duoc
pha loang dugc pha lodng dén 80-14n dé tao thanh dung dich phat hién khang thé.

Ndng db streptomycin (dwoc danh déu 14 ItemG trong kit) trong kit duge pha lodng
250-1an bang chét pha lodng miu duoc pha lodng dé tao thanh dung dich pha loing
Streptomycin.

Pém rira (duge danh diu 1a TtemB trong kit) trong kit dugc pha lodng 20-14n bing
nude khir ion dé tao thanh dung dich rira duoc pha loang.

Céc dung dich v6i 8 gradient ndng do tiéu chuin duge cung cAp; mot trong sb cac
dung dich 1a chit pha loang mau dugc pha lodng (ma c6 thé dugc xem 13 dung dich chudn
& nong do 0 pg/mL), va bay dung dich con lai 1a dung dich chuin gdm 7 ndng d6 1 2500
pg/mL, 1000 pg/mL, 400 pg/mL, 160 pg/mL, 64 pg/mL, 25,6 pg/mL va 10,24 pg/mL thu
duoc bang cach pha loang lién tiép san phim chuén (dugce danh déu 1a Item C trong kit)
trong kit bang chat pha loang mau dugc pha loding dwge mo ta trén day.

Thi nghiém ELISA

Kit ELISA yéu t6 X déng mau ngudi (SIGMA company, Cat No. RAB1385-1KT)

duoc st dung. CAc 16 chuin va cac 16 miu duoc sip xép theo so tay huéng dan sir dung.

CAc dung dich c6 gradient néng do chuin khac nhau hodc céac dung dich mau can duoc
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thir nghiém dugc dat moéng riéng r& vai khéi lugng 100 pL cho méi 16, va sau d6 t & nhiét
do6 trong phong trong 2,5 gi¢. Sau khi loai bdé dung dich tir d6, 300 pLL dung dich rira pha
lodng dugc bd sung vao mdi 18 dé rira cac 16 trong 1 phut, va sau d6 loai bé dung dich
rira. 100 pL dung dich phat hién khang thé dugc bd sung cho mdi 18, va sau d6 1 & nhiét
do trong phong trong 1 gio. Sau khi loai bd dung dich tir d6, 300 pLL dung dich rira pha
lodng duge bd sung cho mdi 16 dé rira cac 16 trong 1 phit, va sau d6 loai bo dung dich
rira. Quy trinh rira ndy duoc lip lai trong ba 1an (nghia 13, rira trong téng s6 bdn 1an). 100
uL dung dich pha lodng Streptomycin duoc bd sung cho mdi 18, va sau dé u & nhiét do
trong phong trong 45 phut. Sau khi loai bo dung dich tr do, 300 pLL dung dich rira pha
loang duoc bd sung cho mdi 16 dé rira cac 16 trong 1 phut, va sau d6 loai bé dung dich
rita. Quy trinh rira nay duoc lip lai trong ba 1dn (nghia 13, rira trong tong s6 bon 1an). 100
nL TMB (dwoc danh dau la ItemH trong kit) duoc bd sung cho mdi 15, va sau d6 1 trong
30 phut. 50 puL dung dich dimg (duoc cung cdp trong kit) duge bo sung cho mdi 16 dé
dimg phan tmg nay. Do hap thu ¢ 450 nm duoc doc ngay 1ap tirc bing cach sir dung may
doc vi dia ti dong hoan toan (BioTek company, Biotck SYNERGY MX). Cac két qua
ctia mdi nhom thir nghiém véi ndng d6 cu thé thé tiép hop siARN dugce so sanh véi nhom
d6i chung bang nudc mudi.

Theo cac két qua hoat tinh do dugc trong dung dich v6i gradient ndng d6 chudn,
dudng cong tidu chuan dap tng lidu duge didu chinh sir dung ham log(chét we ché) so
v6i do dbc dap ung-bién sb ctia phdn mém Graphpad 6.0. Nong do protein trong huyét
twong duge tinh toan dua trén duong cong dap Ung lidu, va dudng cong dugc didu chinh
tuan theo cong thirc tinh todn dudi day:

Top—-Bot

Y = Bot + 1+w(x'-x)x§{insiope

trong do:
Y 1a sb doc gié tri mat do quang twong tmg & 450 nm,
- X 1a gia tri logarit (ug/mL) ctia ndng d6 trong dudng cong chun,
Bot 1a gia trj Y & day cua giai doan déu dan,
Top la gia tr1 Y & dinh cta giai doan déu dan,

X' 14 gia tri X thu dugc bang cach didu chinh tai Y 13 gid tri trung binh gitta day
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va dinh, va HillSlope 14 d§ dbc cia duong cong & X'

Gia trj logarit X ctia ndng do tuong tng ctia mdi mau thu dugc bang cach dat gia
tri mat dé quang do dugc trong mdi maiu huyét twong trong cdng thirc dya trén dudng
cong chuén dugc didu chinh; va gia tri ndng do protein FXI huyét trong ctia mdi mau
duoc dung cac thé tiép hop siARN khac nhau = 10°X (ug/ mL) duoc tinh toan.

Theo gi4 tri ndng dd protein FXI huyét twong, ty 1é (rc ché khang lai protein FXI
= (ndng dd protein trong nhém ddi chimg — ndng dd protein trong nhém thir
nghiém)/ndng do protein trong nhém ddi chimg x 100% dugc tinh toan dya trén ndng do
protein trong nhom déi chimg. Cac két qua ndng do va dir liéu ty 18 e ché thu duge 1a
nhu duoc thé hién trong Bang 17. Trong bang nay, ndng do protein FXI va ty 1& trc ché
khang lai protein FXI 14 gi4 tri trung binh ctia ndng do protein FXI va ty 1€ trc ché khang
lai protein FXI trong nhém chudt twong tu duoc ding twong tng thé tiép hop siRNA
tuong ung.

Bang 17: Hiéu qua tre ché cta thé tiép hop siARN theo sang ché khang lai ndng

do protein trong huyét tuong

1 T Ao A : T 1€ tc ché twong ddi
Vidudieu | pps s nopNo, | NON8 do protein FXI (%) khang lai FXI
ché No. (ng/mL) '
protemn
Nhom doi |\ e mudi) 0,2597 0
ching
V'i%dlleu L10-siFXIFIMIS 0,0469 81,93
Vi du diéu L10-
ché 2 siFXIalM1SP 0,0026 99,02
Vi du diéu 1,10-
ché 3 SiIFXIb1MI1SP 0,0258 90,08
Vi du diéu L10-
ché 4 SiFXIc1M1SP 0,0205 92,09
Vidu diéu L10-
ché SiFXId1M1SP 0,0417 83,94
Vi du diéu L10-
ché 6 SiFXIeIM1SP 0,0166 93,61
Vi du diéu L10-
ché 7 SiFXIgIM1SP 0,0017 99,34
Vi du diéu L10-
ché 8 SiFXTh1M1SP 0,0447 82,80
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Vi du diéu

£ L10-siFXIi1M1S 0,0533 79,47
ché 9

Nhu ¢6 thé duoc nhin thiy tir cac két qua cua bang 17, thé tiép hop siARN theo
sang ché tit ca thé hién hiéu qua uc ché tuyét voi su biéu hién cta protein FXI ngudi
trong huyét trong cta chudt di hop tir dwgc 1am gidng ngudi; cu thé 13, cac thé tiép hop
L10-siFXIaIMISP va L10- siFXIgIMI1SP ca hai thé hién ty 1& Gc ché cao khang lai
protein FXI 1én dén khoang 99%.

Mot vai phuong an theo sang ché duge mé ta chi tiét trén day, tuy nhién sang ché
khong bi gi6i han & cic mo ta chi tiét cu thé néu trong cac phwong an trén. Nhiéu thay
d6i don gian dbi véi cac giai phap k¥ thuét theo sang ché ¢6 thé dugc dua ra trong pham
vi sang ché, va cac thay dbi don gian nay ciing thudc pham vi ctia sdng ché.

Cén luu y ring mbi ddu hiéu k§ thuét trong sd cac ddu hiéu k§ thuat cu thé duge
boc 16 trong cac phuong 4n trén ¢ thé duge két hop theo cach thich hop bét ky dugc dé
xudt ma khong gy ra mau thun nao. Dé tranh cac doan lap khong can thiét, cac cach két
hop ¢6 thé ¢6 khong duoc mb ta trong sang ché.

Ngoai ra, cic phuong 4n khac nhau theo sang ché c6 thé ciing dwoc thuc hién theo
su két hop bét ky mién 1 n6 khong dugc bit ngudn tir y twdng ciia sang ché, cling nén
duoc xem 1a sy boc 10 cua sang ché.

Vién din tai liéu

Tét ca cac cong bd, sang ché, don sang ché trong ban mo ta nay duge dua vao dy
bang cach vién dan dén murc néu mdi cong bd, sang ché, don sang ché dugc dua vao day

cu the va tach biét bang cach vién dan.
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Yéu cau bdo ho

1. Thé tiép hop siARN, trong d6 thé tiép hop siARN nay c6 ciu triic nhu dugce thé hién

bang cong thirc (308):
'\|/|1 R3 |\|/|1 '\l/'1
|1 = l:?z Tﬁ ||—1 T12 l|—1
oy (ly by ]
TN T VT me | C{Tm3 Jms
Ri3 R4 Ris ,
Cong thtc (308)
trong do,

nl 1a sé nguyén tir 1-3, va n3 1a sé nguyén tir 0-4;

ml, m2, va m3 doc lap voi nhau 13 sé nguyén tir 2-10;

Rio, Ri1, Ri2, Ri3, Rig, va Rys doc 1ap voi nhau 1a H, hodc dugce chon tr nhém bao gém
Ci-Cyo alkyl, C1-Cyp haloalkyl, va Ci-Cio alkoxy,

R; 12 nhém ¢6 cdu tric nhu duge thé hién bang cong thire (A59):

J\J‘\/\/
E1—'——'T:O
Nu
Cong thuc (AS9),

trong d6 E; 1a OH, SH hodc BH»; va Nu la siARN, trong d6 siARN chtra s¢i c6 nghia va
soi d6i nghia, mdi nucleotit trong siARN ddc 14p 1a nucleotit cai bién hodc khong cai
bién, trong do sgi cd nghia chira trinh ty nucleotit I, va sgi dbi nghia chira trinh ty nucleotit
II; trinh tu nucleotit I va trinh tu nucleotit II 12 it nhét bd sung ngugc mot phén dé tao
thanh vung soi doi; trong d6 trinh tu nucleotit I va trinh tu nucleotit II dugc chon tir céc

trinh tw nhu duoc thé hién trong bt ky trong sb tir i) dén ix):
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i) trinh tu nucleotit I c6 chidu dai giéng nhu trinh t nucleotit nhu duoc thé hién bai trinh
tu néu trong SEQ ID NO: 1 véi khong nhiéu hon 3 su khac biét nucleotit gitta chung, va
trinh tw nucleotit IT ¢6 chidu dai giéng nhu trinh tu nucleotit nhu dwoc thé hién béi trinh
tu néu trong SEQ ID NO: 2 v6i khong nhiéu hon 3 su khac biét nucleotit gitta ching:
5'-GGGUAUUCUUUCAAGCAAZ;-3' (SEQ ID NO: 1);
5'-Z,UUGCUUGAAAGAAUACCC-3' (SEQ ID NO: 2),

trong do, Z1laUva Zo 1a A, va

trinh tu nucleotit I chira nucleotit Z3 & vi tri twong Gng vdi Z1; trinh ty nucleotit II chira
nucleotit Z4 & vi tri trong Gmg v6i Za, trong d6 Z4 1a nucleotit thir nhit & du tan cling 5°
clia sgi dbi nghia;

ii) trinh tu nucleotit I c6 chiéu dai giéng nhu trinh tu nucleotit nhw duoc thé hién boi trinh
tw néu trong SEQ ID NO: 61 vé6i khong nhiéu hon 3 sy khac biét nucleotit giita chiing,
va trinh trr nucleotit IT ¢6 chidu dai giéng nhu trinh tw nucleotit nhu dwogc thé hién boi
trinh tu néu trong SEQ ID NO: 62 v6i khong nhidu hon 3 su khac biét nucleotit gitta
chung:

5'-GGCAUAAACUAUAACAGCZs-3' (SEQ ID NO: 61);
5'-Z6GCUGUUAUAGUUUAUGCC-3' (SEQ ID NO: 62),

trong do, Zsla U va Ze 1a A, va

trinh tu nucleotit I chtra nucleotit Z7 & vi tri tuong ing véi Zs; trinh tu nucleotit II chtra
nucleotit Zg ¢ vi tri twong Gng véi Ze, trong d6 Zg 1a nucleotit thir nhét & dau tan cing 5’
clia soi dbi nghia;

iii) trinh tu nucleotit I c6 chiéu dai giéng nhu trinh ty nucleotit nhu duoc thé hién boi
trinh tu néu trong SEQ ID NO: 121 véi khong nhiéu hon 3 su khéc biét nucleotit giira
chung, va trinh tu nucleotit IT cé chiéu dai giéng nhu trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién
boi trinh tu néu trong SEQ ID NO: 122 v¢i khong nhiéu hon 3 su khac biét nucleotit giita
chung:

5'-GCUCAAGAAUGCCAAGAAZy-3' (SEQ ID NO: 121);
5'-Z10UUCUUGGCAUUCUUGAGC-3' (SEQ ID NO: 122),

trong do, Zola A va Zio1la U, va

trinh tw nucleotit I chira nucleotit Z11 & vi tri tuvong Gng vdi Zo; trinh tu nucleotit II chira
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nucleotit Z12 ¢ vi tri tuong Gng v6i Zio, trong d6 Z12 1a nucleotit thir nhét & dau tan ciing
5° ctia soi dbi nghia;

iv) trinh tu nucleotit I ¢6 chidu dai gidng nhw trinh tw nucleotit nhu duge thé hién boi
trinh tu néu trong SEQ ID NO: 181 véi khong nhiéu hon 3 sy khac biét nucleotit giita
chtng, va trinh tu nucleotit IT ¢6 chidu dai giéng nhu trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién
boi trinh tu néu trong SEQ ID NO: 182 v6i khong nhiéu hon 3 su khac biét nucleotit gitta
chung:

5-GCAACAAAGACAUUUAUGZ3-3' (SEQ ID NO: 181);
5'-Z1sCAUAAAUGUCUUUGUUGC-3' (SEQ ID NO: 182),

trong do, Ziz1laUva Zis la A, va

trinh tu nucleotit I chira nucleotit Z15 & vi tri twong Gng vdi Z13; trinh tu nucleotit I chira
nucleotit Zis & vi trf twong Gng v&i Zi4, trong d6 Zi6 12 nucleotit thtr nhat & du tan cling
5’ clia soi ddi nghia;

v) trinh tu nucleotit I ¢6 chiéu dai giéng nhu trinh ty nucleotit nhu dwge thé hién béi trinh
tu néu trong SEQ ID NO: 241 v6i khdng nhiéu hon 3 su khac biét nucleotit gitta ching,
va trinh tu nucleotit II co chiéu dai giéng nhu trinh tw nucleotit nhu duge thé hién béi
trinh tu néu trong SEQ ID NO: 242 véi khong nhiéu hon 3 sy khac biét nucleotit giira
chung:

5'-GAAUCUCAAAGAAAUCUUZ17-3' (SEQ ID NO: 241);
5'-Z1sAAGAUUUCUUUGAGAUUC-3' (SEQ ID NO: 242),

trong do, Z171a U va Zigla A, va

trinh tu nucleotit I chira nucleotit Z19 & vi tri twong ing v6i Z17; trinh tu nucleotit I chira
nucleotit Zao & vi tri trong Gng v6i Zis, trong d6 Zao 12 nucleotit thir nhat & dau tan cing
57 cia soi dbi nghia;

vi) trinh tu nucleotit I co chiéu dai giéng nhu trinh tu nucleotit nhu duoc thé hién béi
trinh tu néu trong SEQ ID NO: 301 vé6i khong nhidu hon 3 su khéac biét nucleotit gitra
chung, va trinh tu nucleotit IT c6 chiéu dai giéng nhu trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién
boi trinh tu néu trong SEQ ID NO: 302 v6i khong nhiéu hon 3 su khac biét nucleotit gitta
chung:

5'-GUACGUGGACUGGAUUCUZ2;-3' (SEQ ID NO: 301);
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5'-Z2AGAAUCCAGUCCACGUAC-3' (SEQ ID NO: 302),

trong d6, Z211a G vaZ» 1a C, va

trinh tu nucleotit I chira nucleotit Z»3 & vi tri tuong Gng vi Za1; trinh ty nucleotit 11 chira
nucleotit Z»4 & vi tri tuong Gng vai Zo, trong do Z»4 1a nucleotit thi nhét & dau tan cung
57 cua soi dbi nghia;

vii) trinh tu nucleotit I ¢6 chiéu dai giéng nhu trinh ty nucleotit nhu duogc thé hién boi
trinh tu néu trong SEQ ID NO: 361 v6i khong nhiéu hon 3 sy khac biét nucleotit gitra
ching, va trinh tu nucleotit IT c6 chiéu dai giéng nhu trinh tu nucleotit nhu dwgc thé hién
béi trinh tu néu trong SEQ ID NO: 362 v6i khong nhiéu hon 3 sw khac biét nucleotit giita
chung:

5'-AUUUCUGGGUAUUCUUUCZs-3' (SEQ ID NO: 361);
5'-Z26GAAAGAAUACCCAGAAAU-3' (SEQ ID NO: 362),

trong do, Zosla A va Zos 1a U, va

trinh tu nucleotit I chira nucleotit Z7 & vi tri twong ng v4i Zas; trinh ty nucleotit I1 chira
nucleotit Zog & vi tri twong tng voi Zas, trong d6 Zog 13 nucleotit thir nhit & dau tin cing
5’ ctia soi dbi nghia;

viii) trinh tu nucleotit I ¢6 chiéu dai giéng nhu trinh tu nucleotit nhu duge thé hién boi
trinh tu néu trong SEQ ID NO: 421 véi khong nhiéu hon 3 su khac biét nucleotit giira
chung, va trinh tw nucleotit IT ¢6 chiu dai giéng nhu trinh ty nucleotit nhu dugc thé hién
boi trinh ty néu trong SEQ ID NO: 422 v6i khong nhiéu hon 3 su khéc biét nucleotit giita
chung:

5'-CAUGAAGGGCAUAAACUAZ2-3' (SEQ ID NO: 421);

5'-Z30 UAGUUUAUGCCCUUCAUG-3' (SEQ ID NO: 422),

trong do, Zo9la U va Zsp la A, va

trinh tu nucleotit I chira nucleotit Z31 ¢ vi tri twong ing v4i Zao; trinh tw nucleotit I1 chira
nucleotit Z3; & vi tri twong tng véi Zso, trong d6 Zs» 12 nucleotit thir nhat & dau tan ciing
5 ctia soi doi nghia.

ix) trinh tu nucleotit I ¢6 chiéu dai giéng nhu trinh tu nucleotit nhu duge thé hién béi
trinh tw néu trong SEQ ID NO: 481 véi khong nhiéu hon 3 sw khac biét nucleotit giita

chung, va trinh tu nucleotit IT ¢6 chidu dai gibng nhu trinh tw nucleotit nhur durge thé hién

176



53350 177/347

boi trinh tw néu trong SEQ ID NO: 482 v6i khong nhiéu hon 3 sw khac biét nucleotit gitra
ching:

5'-GGAUUCUGGAGAAAACUCZ33-3' (SEQ ID NO: 481);
5'-73sGAGUUUUCUCCAGAAUCC-3' (SEQ ID NO: 482),

trong do, Z33la A va Z34 1la U, va

trinh tu nucleotit I chira nucleotit Z3s & vi tri tuong tng vdi Zs3; trinh tu nucleotit IT chtra
nucleotit Zs¢ & vi tri twong tng v&i Zsa, trong d6 Zse 12 nucleotit thir nhat & dau tin cing
5” clia soi ddi nghia;

R 14 alkylen thing ¢6 chidu dai tir 1 dén 20 nguyén tir cacbon, trong d6 mot hodc nhidu
nguyén tir cacbon tiy y duoc thay thé bing mot hodc nhiéu nhém bét ky dugc chon tir
nhém bao géln: C(0), NH, O, S, CH=N, S(O)a, C»-Cio alkenylen, C2-Cio alkynylen, Cs-
Cyo arylen, Cs3-Cig heterocyclylen, va Cs-Cio heteroarylen, va trong dé Rz tuy y ¢6 mot
hodc nhiéu phan tir thé bit ky dugc chon tir nhém bao gdbm: C1-Cio alkyl, Ce-Cio aryl, Cs-
Cio heteroaryl,  C;-Cio haloalkyl, -OC;-Cyp alkyl, -OC;-Cio alkylphenyl, -Ci-
Cio alkyl-OH, -OC;-Cyp haloalkyl, -SCi-Cyo alkyl, -SC;-Cyo alkylphenyl, -C;-
Cio alkyl-SH, -SC;-Cio haloalkyl, halo, -OH, -SH, -NHa, -Ci-Cy alkyl-NH,, -N(C;-
Cio alkyl)(Ci-Cyp alkyl),  -NH(Ci-Cyp alkyl),  -N(Ci-Cio alkyl)(Ci-Cio alkylphenyl),
-NH(C-Cyp alkylphenyl), cyano, nitro, -CO2H, -C(O)O(C;i-Cypalkyl), -CON(C;-
Cio alkyl)(Ci-Cyo alkyl), -CONH(Ci-Cyo alkyl), -CONHz, -NHC(O)(Ci-Cio alkyl),
-NHC(O)(phenyl), -N(Ci-Cio alkyl)C(O)(C1-Cio alkyl), -N(C1-Cio alkyl)C(O)(phenyl),
-C(O)Ci-Cyo alkyl, -C(O)Ci-Cig alkylphenyl, -C(O)Ci-Cio haloalkyl, -OC(O)C;-
Cioalkyl, -SO2(Ci-Cyo alkyl), -SOa(phenyl), -SO2(Ci-Ciohaloalkyl), -SO>NHa,
-SONH(C1-Cyp alkyl), -SO>NH(phenyl), -NHSO2(C1-Cio alkyl), -NHSO(phenyl), va
-NHSO2(C1-Cio haloalkyl);

mdi L 12 alkylen thang c6 chiéu dai tir 1 dén 70 nguyén tir cacbon, trong d6 mot hodc
nhiéu nguyén tir cacbon tiy ¥ duoc thay thé bing any mot hodc nhiéu nhém duoc chon
tir nhém bao gém: C(O), NH, O, S, CH=N, S(O),, C2-Cy¢ alkenylen, C>-Cio alkynylen,
Cs-Cho arylen, C3-Cg heterocyclylen, va Cs-Cm heteroarylen, va trong d6 L tuy y c6 mét
hodc nhidu phan tir thé bat ky dugc chon tir nhém bao gém: Ci-Cig alkyl, Cs-Cio aryl, Cs-

177



53350 178/347

Cio heteroaryl,  C;-Cyo haloalkyl, -OCi-Cyoalkyl, -OCi-Cyo alkylphenyl, -Ci-
Cio alkyl-OH, -OC;-Cig haloalkyl, -SC;-Cio alkyl, -SCi-Cyo alkylphenyl, -Ci-
Cio alkyl-SH, -SC;-Cio haloalkyl, halo, -OH, -SH, -NH», -C;-Cjo alkyl-NHa2, -N(C;-
Cio alkyl)(Ci-Cyo alkyl),  -NH(Ci-Cyo alkyl), -N(Ci-Cyo alkyl)(Ci-Cio alkylphenyl),
-NH(C:-Cyo alkylphenyl), cyano, nitro, -CO2H, -C(O)O(Ci-Cyo alkyl), -CON(C;-
Cio alkyl)(Ci-Cyo alkyl), -CONH(Ci-Cyp alkyl), -CONHz, -NHC(O)(Ci-Cio alkyl),
-NHC(O)(phenyl), -N(Ci-Cio alkyl)C(O)(C1-Cio alkyl), -N(C1-Cio alkyl)C(O)(phenyl),
-C(0)Ci-Cyp alkyl, -C(O)Ci-Cqo alkylphenyl, -C(O)Ci-Cio haloalkyl, -OC(O)Ci-
Cioalkyl, -SO2(Cy-Cyp alkyl), -SOax(phenyl), -SO2(Ci-Cip haloalkyl), -SO2NHa,
-SO:NH(C1-Ci alkyl), -SO2NH(phenyl), -NHSO2(Ci-Cio alkyl), -NHSO2(phenyl), va
-NHSO(Ci-Cip haloalkyl);

e thé hién vi tri trong d6 nhém nay duge lién két cong hoa tri;

M; thé hién nhoém huéng dich.

2. Thé tiép hop siARN theo diém 1, trong d6 c6 khong nhiéu hon 1 su khac biét nucleotit
gitra trinh tu nucleotit I va trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién boi trinh tu néu trong SEQ
ID NO: 1, va/hodc ¢6 khong nhiéu hon 1 su khac biét nucleotit gifta trinh tu nucleotit 11
va trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién boi trinh tu néu trong SEQ ID NO: 2; hodc

c6 khong nhiéu hon 1 su khac biét nucleotit gifta trinh ty nucleotit I va trinh ty nucleotit
nhu dugc thé hién béi trinh ty néu trong SEQ ID NO: 61, va/hodc c6 khong nhidu hon 1
su khac biét nucleotit gitra trinh tw nucleotit II va trinh tu nucleotit nhu dugce thé hién boi
trinh tu néu trong SEQ ID NO: 62; hoac

co khong nhiéu hon 1 su khéc biét nucleotit gifta trinh tu nucleotit I va trinh tu nucleotit
nhu duge thé hién béi trinh t néu trong SEQ ID NO: 121, va/hodc c6 khéng nhiéu hon
1 su khac biét nucleotit gitta trinh ty nucleotit II va trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién
bdi trinh tu néu trong SEQ ID NO: 122; hoac

c6 khong nhiéu hon 1 su khac biét nucleotit gifra trinh ty nucleotit I va trinh tu nucleotit

nhu duoc thé hién boi trinh ty néu trong SEQ ID NO: 181, va/hodc ¢6 khong nhidu hon
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1 su khac biét nucleotit gitta trinh tu nucleotit II va trinh ty nucleotit nhu duoc thé hién
boi trinh tu néu trong SEQ ID NO: 182; hodc

c6 khong nhiéu hon 1 sy khac biét nucleotit gifta trinh tu nucleotit I va trinh tu nucleotit
nhu duogc thé hién bdi trinh tuy néu trong SEQ ID NO: 241, va/hodc c¢6 khong nhiéu hon
1 su khac biét nucleotit gitta trinh tu nucleotit Il va trinh ty nucleotit nhu duoc thé hién
bdi trinh ty néu trong SEQ ID NO: 242; hodc

co6 khong nhiéu hon 1 sy khac biét nucleotit gitta trinh ty nucleotit I va trinh tu nucleotit
nhu duoc thé hién boi trinh tu néu trong SEQ ID NO: 301, va/hodc c6 khong nhiéu hon
1 su khac biét nucleotit gitta trinh tu nucleotit II va trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién
bdi trinh ty néu trong SEQ ID NO: 302; hoac

¢6 khong nhiéu hon 1 su khac biét nucleotit gitta trinh ti nucleotit I va trinh tu nucleotit
nhu duogc thé hién béi trinh tu néu trong SEQ ID NO: 361, va/hodc c6 khong nhiéu hon
1 su khac biét nucleotit gitta trinh ty nucleotit II va trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién
bdi trinh tu néu trong SEQ ID NO: 362; hoac

c6 khong nhiéu hon 1 su khac biét nucleotit gilra trinh tu nucleotit I va trinh tu nucleotit
nhu duge thé hién béi trinh tu néu trong SEQ ID NO: 421, va/hoac c6 khong nhiéu hon
1 su khac biét nucleotit gitra trinh tu nucleotit II va trinh ty nucleotit nhu dugc thé hién
béi trinh tu néu trong SEQ ID NO: 422; hodc

¢6 khong nhiéu hon 1 sy khac biét nucleotit gitta trinh tu nucleotit I va trinh tw nucleotit
nhu dugc thé hién boi trinh tw néu trong SEQ ID NO: 481, va/hodc c¢6 khong nhiéu hon
1 su khac biét nucleotit gitta trinh tu nucleotit II va trinh ty nucleotit nhu dugce thé hién

bdi trinh tu néu trong SEQ ID NO: 482.

3. Thé tiép hop siARN theo diém 1 hoac 2, trong d6 su khac bi€t nucleotit giita trinh ty
nucleotit IT va trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién béi trinh tu néu trong SEQ ID NO: 2
bao gé)ln su khac biét & vi tri Za4, trong d6 Z4 dugce chon tir U, C hodc G; hodc

su khac biét nucleotit giira trinh tu nucleotit II va trinh ty nucleotit nhu dugc thé hién boi
trinh ty néu trong SEQ ID NO: 62 bao g61n su khac biét & vi tri Zg, trong d6 Zg dugc
chon tr U, C hoac G; hodc

su khac biét nucleotit gitra trinh tu nucleotit II va trinh tg nucleotit nhu dugc thé hién boi
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trinh tu néu trong SEQ ID NO: 122 bao gém su khac biét & vi tri Zi1», trong d6 Z12 dugce
chon tur A, C hoac G; hoac

su khac biét nucleotit gitta trinh tu nucleotit II va trinh tw nucleotit nhu dugc thé hién boi
trinh ty néu trong SEQ ID NO: 182 bao gém su khac biét & vi tri Zis, trong d6 Z16 dugc
chon tir U, C hoac G; hoac

su khac biét nucleotit gitra trinh tu nucleotit II va trinh ty nucleotit nhu dugc thé hién boi
trinh tu néu trong SEQ ID NO: 242 bao gém su khac biét & vi tri Zoo, trong d6 Zoo dugce
chon tir U, C hodc G; hoac

su khac biét nucleotit giita trinh tu nucleotit II va trinh tu nucleotit nhu duoc thé hién boi
trinh ty néu trong SEQ ID NO: 302 bao gém su khac biét & vi tri Zoa, trong d6 Zo4 dugce
chon tir A, U hoac G; hodc

su khac biét nucleotit giira trinh tw nucleotit II va trinh ty nucleotit nhu dugce thé hién boi
trinh ty néu trong SEQ ID NO: 362 bao gﬁ“)m su khac biét & vi tri Zag, trong do Zog dugc
chon tir A, C hodc G; hoac

su khac biét nucleotit gitta trinh tu nucleotit II va trinh ty nucleotit nhu dugc thé hién boi
trinh tu néu trong SEQ ID NO: 422 bao gé)m su khac biét & vi tri Z3», trong d6 Z3» dugce
chon tir U, C hodc G; hoac

su khac biét nucleotit gitra trinh tu nucleotit II va trinh ty nucleotit nhu dugc thé hién boi
trinh tu néu trong SEQ ID NO: 482 bao gf‘)m su khac bi€t & vi tri Z3zs, trong d6 Z36 dugc
chon tir A, C hoac G.

4. Thé tiép hop siARN theo mét diém bat ky trong sb cac diém tir 1-3, trong d6 Zs 1a
nucleotit bd sung véi Z4; hoac Z7 la nucleotit bd sung vi Zs; hodc Zn1 1a nucleotit )
sung voi Z12; hodc Z1s 1a nucleotit bd sung voi Zie; hodc Zio 12 nucleotit bd sung véi Zao;
hoac Z»3 1a nucleotit bd sung vai Zo4; hodc Z27 1a nucleotit bd sung vGi Zog; hodce Zsi 1a

nucleotit bo sung vi Zsz; hodc Zss 1a nucleotit bo sung véi Zse.

5. Thé tiép hop siARN theo mdt diém bat ky trong s6 cac diém tir 1-4, trong d6 soi c6
nghia va soi d6i nghia c6 chidu dai gidng nhau hodc khéc nhau, trong d6 sgi ¢6 nghia c6

chiéu dai tir 19 dén 23 nucleotit, va soi dbi nghia c6 chiéu dai tir 19 dén 26 nucleotit; va
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trinh tu nucleotit I la trinh ty nucleotit nhu dwoc thé hién béi trinh tw néu trong SEQ ID
NO: 3, va trinh tu nucleotit II 14 trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién béi SEQ ID NO: 4:
5'-GGGUAUUCUUUCAAGCAAZ3-3' (SEQ ID NO: 3);
5'-Z4UUGCUUGAAAGAAUACCC-3' (SEQ ID NO: 4),

trong do, Z3 dugce chon tr A, U, G, hoac C, va Z4 1a nucleotit bd sung véi Z3; hodc

trinh tu nucleotit I 1a trinh tu nucleotit nhw duoc thé hién boi trinh tu néu trong SEQ ID
NO: 63, va trinh tu nucleotit II 12 trinh ty nucleotit nhu duge thé hién béi SEQ ID NO:
64:

5'-“GGCAUAAACUAUAACAGCZ7-3' (SEQ ID NO: 63);
5'-ZsGCUGUUAUAGUUUAUGCC-3' (SEQ ID NO: 64),

trong d6, Z7 dugc chon tir A, U, G, hoac C, va Zg 1a nucleotit bd sung vai Z7; hodc

trinh tw nucleotit I 1 trinh tu nucleotit nhu duoc thé hién béi trinh tu néu trong SEQ ID
NO: 123, va trinh tu nucleotit II 14 trinh tu nucleotit nhu duoc thé hién boi SEQ ID NO:
124:

5'-GCUCAAGAAUGCCAAGAAZ11-3'(SEQ ID NO: 123);
5'-Z1,UUCUUGGCAUUCUUGAGC-3'(SEQ ID NO: 124),

trong do, Zn duogc chon tu A, U, G, hodc C, va Zi2 1a nucleotit bd sung véi Z11; hodc
trinh tu nucleotit I 1a trinh tu nucleotit nhu duogc thé hién béi trinh tu néu trong SEQ ID
NO: 183, va trinh tu nucleotit II 1a trinh tu nucleotit nhu duoc thé hién boi SEQ ID NO:
184:

5'-GCAACAAAGACAUUUAUGZ5-3' (SEQ ID NO: 183);
5'-Z16CAUAAAUGUCUUUGUUGC-3" (SEQ ID NO: 184),

trong d6, Zis dugc chon tir A, U, G, hoac C, va Zis 1a nucleotit bd sung vdi Zis; hodc
trinh tw nucleotit I 12 trinh tu nucleotit nhu duoc thé hién boi trinh tu néu trong SEQ ID
NO: 243, va trinh tu nucleotit II 14 trinh tu nucleotit nhw dugc thé hién boi SEQ ID NO:
244

5'-GAAUCUCAAAGAAAUCUUZ19-3' (SEQ ID NO: 243);
5'-Z20AAGAUUUCUUUGAGAUUC-3' (SEQ ID NO: 244),

trong d6, Zi9 dugc chon tr A, U, G, hodc C, va Zyo 1a nucleotit bd sung v&i Z19; hodc

trinh tu nucleotit T 12 trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién béi trinh tu néu trong SEQ ID
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NO: 303, va trinh tu nucleotit II 14 trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién bsi SEQ ID NO:
304:

5'-GUACGUGGACUGGAUUCUZ;33-3' (SEQ ID NO: 303);
5'-7Z24AGAAUCCAGUCCACGUAC-3' (SEQ ID NO: 304),

trong do, Z23 dugce chon tir A, U, G, hodc C, va Z4 1a nucleotit ) sung v&i Zo3; hodc
trinh tu nucleotit I 1a trinh tu nucleotit nhu duoc thé hién boi trinh tu néu trong SEQ ID
NO: 363, va trinh tu nucleotit IT 1a trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién bai SEQ ID NO:
364:

5'-AUUUCUGGGUAUUCUUUCZ27-3' (SEQ ID NO: 363);
5'-Z2sGAAAGAAUACCCAGAAAU-3' (SEQ ID NO: 364),

trong do, Z»7 dugce chon tir A, U, G, hodc C, va Zs 1a nucleotit bd sung vai Zo7; hodc
trinh tu nucleotit I 14 trinh ty nucleotit nhu dwgc thé hién béi trinh tr néu trong SEQ ID
NO: 423, va trinh tu nucleotit II 1a trinh tu nucleotit nhu duoc thé hién béi SEQ ID NO:
424:

5'-CAUGAAGGGCAUAAACUAZ31-3' (SEQ ID NO: 423);
5'-Z3UAGUUUAUGCCCUUCAUG-3' (SEQ ID NO: 424),

trong d6, Z31 dugc chon tr A, U, G, hodc C, va Z3> la nucleotit bd sung véi Z31; hodc
trinh tu nucleotit I 1a trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién béi trinh tu néu trong SEQ ID
NO: 483, va trinh tu nucleotit II 12 trinh tu nucleotit nhu duoc thé hién boi SEQ ID NO:
484:

5'-GGAUUCUGGAGAAAACUCZ;3s-3' (SEQ ID NO: 483);
5'-Z36GAGUUUUCUCCAGAAUCC-3' (SEQ ID NO: 484),

trong do, Z3s dugce chon tr A, U, G, hodc C, va Zse la nucleotit bd sung vai Z3s.

6. Thé tiép hop siARN theo diém 5, trong d6 Z3 12 U, va Z4 12 A; hodc Z7 14 U, va Zs 1a
A:hodc Zi la A, va Zi2 1a U; hodc Zis 1a U, va Zi6 1a A; hodc Zio 1a U, va Zy 1a A; hodc
Zx31a G, vaZys1a C; hodc Za71a A, va Zzg 1a U; hodc Z31 1a U, va Z32 1a A; hodc Zss 1a A,
va 736 1a U.

7. Thé tiép hop siARN theo diém 1, trong d6 sgi c6 nghia chita thém trinh tu nucleotit
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111, soi d6i nghia chira thém trinh tu nucleotit IV, va trinh ty nucleotit III va trinh ty
nucleotit I'V doc 1dp véi nhau c6 chiéu dai tir 1 dén 4 nucleotit; trinh tu nucleotit ITI dugc
lién két voi dau tn cung 5’ cuia trinh ty nucleotit I; va trinh tu nucleotit I'V dugc lién két
v6i dau tan cung 3’ cua trinh tu nucleotit IT; trinh tu nucleotit III va trinh tw nucleotit IV
c6 chiéu dai gidng nhau va 1a hdu nhu 13 bd sung nguge hodc bd sung nguge hoan toan
v6i nhau; "hau nhu 12 bd sung nguoc” nghia 14 ¢6 khong nhiéu hon 1 sy bét cap sai bazo
gifta hai trinh tu nucleotit; va "bd sung nguoc hoan toan” nghia 1a khong c6 su bét cap

sai gitta hai trinh ty nucleotit.

8. Thé tiép hop siARN theo diém 7, trong d6 trinh tu nucleotit I c6 chidu dai giéng nhu
trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién boi trinh tw néu trong SEQ ID NO: 1 v6i khong nhiéu
hon 3 su khéc biét nucleotit gitta chung; va

trinh tw nucleotit ITI va trinh tw nucleotit IV c4 hai ¢6 chiéu dai 12 1 nucleotit, va bazo cia
trinh tu nucleotit I1I 1a U; hoac

trinh tu nucleotit III va trinh tw nucleotit IV c& hai ¢6 chiéu dai 1a 2 nucleotit, va theo
huéng tur dau tan cung 5’ dén dau tan cung 3°, thanh ph?m bazo cua trinh tu nucleotit 111
la CU; hoac

trinh tu nucleotit I va trinh tu nucleotit IV c& hai c6 chiéu dai 1a 3 nucleotit, va theo
hudng tir ddu tan cing 5° dén dau tan cung 3°, thanh phan bazo cua trinh tu nucleotit I11
la UCU; hoac

trinh tu nucleotit III va trinh tu nucleotit IV ca hai c6 chiéu dai 12 4 nucleotit, va theo
hudng tir ddu tan cing 5° dén dau tan cing 3°, thanh phan bazo cua trinh ty nucleotit I11
la UUCU; hoac

trinh tu nucleotit I ¢6 chidu dai giéng nhu trinh tw nucleotit nhu dugc thé hién béi trinh
tw néu trong SEQ ID NO: 61 v6i khong nhiéu hon 3 sy khéc biét nucleotit giita chiing;
va

trinh tu nucleotit I1I va trinh tu nucleotit I'V ¢a hai c6 chiéu dai 1a 1 nucleotit, va bazo cla
trinh tu nucleotit I1I 1a G; hodc

trinh tu nucleotit III va trinh tu nucleotit IV ca hai c6 chidu dai 1a 2 nucleotit, va theo

huéng tir ddu tan cing 5° dén dau tan ciing 3°, thanh phan bazo cla trinh tw nucleotit III
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la AG; hoac

trinh tu nucleotit I1I va trinh tu nucleotit IV c& hai c¢6 chiu dai 1a 3 nucleotit, va theo
huong tu dau tin cung 5° dén dau tan cung 3°, thanh phén bazo cua trinh tu nucleotit 111
la AAG; hodc

trinh tu nucleotit III va trinh tu nucleotit IV ca hai ¢6 chiéu dai 12 4 nucleotit, va theo
hudng tir ddu tan cing 5° dén du tan cing 3°, thanh phan bazo ciia trinh tw nucleotit I1T
la GAAG:; hodc

trinh tu nucleotit I ¢6 chiéu dai giéng nhu trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién boi trinh
tu néu trong SEQ ID NO: 121 véi khong nhiéu hon 3 su khéac biét nucleotit gitta ching;
va

trinh tu nucleotit I1T va trinh tu nucleotit IV ca hai c6 chiéu dai 13 1 nucleotit, va bazo cta
trinh tu nucleotit I1I 1a U; hodc

trinh tu nucleotit ITI va trinh tu nucleotit IV ¢4 hai c¢6 chiéu dai 13 2 nucleotit, va theo
huéng tir ddu tin cing 5° dén déu tan cing 3°, thanh phin bazo ciia trinh tw nucleotit IIT
la GU; hoac

trinh tu nucleotit IIT va trinh tu nucleotit IV c4 hai ¢é chiéu dai 1a 3 nucleotit, va theo
huéng tir dau tan cung 5° dén dau tan cing 3°, thanh phin bazo ciia trinh tw nucleotit 11T
la AGU; hoac

trinh tu nucleotit III va trinh tu nucleotit IV c¢a hai ¢6 chiu dai 1a 4 nucleotit, va theo
hudng tir ddu tin cing 5° dén ddu tdn ciing 3°, thanh phan bazo ctia trinh tw nucleotit IIT
la GAGU; hodc

trinh tu nucleotit I ¢6 chiu dai gibng nhu trinh tw nucleotit nhu dwoc thé hién boi trinh
tu néu trong SEQ ID NO: 181 véi khong nhiéu hon 3 sy khac biét nucleotit gitta ching;
va

trinh tu nucleotit 111 va trinh tu nucleotit IV ca hai ¢6 chiéu dai 14 1 nucleotit, va bazo clia
trinh tu nucleotit I1I 13 U; hodac

trinh ty nucleotit I11 va trinh ty nucleotit IV ¢4 hai ¢6 chiéu dai 14 2 nucleotit, va theo
huéng tir ddu tin cing 5° dén dau tan cing 3°, thanh phén bazo cua trinh ty nucleotit 111
la UU; hoac

trinh tu nucleotit III va trinh tu nucleotit IV cé hai c6 chiéu dai 13 3 nucleotit, va theo
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huéng tir dau tan cung 5° dén dau tan cling 3°, thanh phén bazo ctia trinh tu nucleotit I1I
la CUU; hoac

trinh tu nucleotit III va trinh tu nucleotit IV ca hai co chiéu dai 12 4 nucleotit, va theo
hudng tu dau tan cung 5’ dén dau tan cung 3’°, thanh phén bazo cua trinh tu nucleotit III
la GCUU; hoac

trinh tu nucleotit I ¢6 chidu dai giéng nhu trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién béi trinh
t néu trong SEQ ID NO: 241 véi khong nhiéu hon 3 sy khac biét nucleotit gitta ching;
va

trinh tu nucleotit ITI va trinh tu nucleotit IV ¢4 hai c¢6 chiéu dai 13 1 nucleotit, va bazo cia
trinh tu nucleotit 11T 1a A; hoac

trinh tu nucleotit III va trinh tu nucleotit IV ca hai co chiéu dai 1a 2 nucleotit, va theo
hudng tir ddu tdn cing 5° dén dau tan cing 3°, thanh phan bazo cua trinh tu nucleotit 111
la AA; hodc

trinh tu nucleotit I1I va trinh tu nucleotit IV ca hai c6 chiéu dai 1a 3 nucleotit, va theo
hudng tir ddu tdn cing 5° dén dau tan cing 3°, thanh phan bazo cua trinh ty nucleotit I1I
la AAA; hoac

trinh tu nucleotit III va trinh tu nucleotit IV ca hai c¢6 chiéu dai 13 4 nucleotit, va theo
hudng tir ddu tan cing 5° dén dau tan cing 3°, thanh phan bazo cta trinh tu nucleotit I1T
la CAAA; hoac

trinh tu nucleotit I ¢6 chiéu dai giéng nhu trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién boi trinh
tw néu trong SEQ ID NO: 301 véi khéng nhiéu hon 3 sy khic biét nucleotit gitta chiing;
va

trinh tw nucleotit IIT va trinh tu nucleotit IV ca hai c6 chiéu dai 13 1 nucleotit, va bazo cia
trinh tu nucleotit III 1a A; hodc

trinh tu nucleotit III va trinh tu nucleotit IV ¢4 hai ¢6 chidu dai 1a 2 nucleotit, va theo
hudng tir ddu tan cing 5° dén dau tan cung 3°, thanh phan bazo cta trinh tu nucleotit 11T
la GA; hoac

trinh tu nucleotit III va trinh tu nucleotit IV ca hai c6 chiéu dai 1a 3 nucleotit, va theo
hudng tir ddu tan cung 5° dén dau tan cing 3°, thanh phan bazo ctia trinh tu nucleotit IIT

la CGA; hoac
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trinh tu nucleotit III va trinh tu nucleotit IV cd hai ¢cé chidu dai 14 4 nucleotit, va theo
hudng tir ddu tan cing 5° dén du tan cing 3°, thanh phan bazo ciia trinh tw nucleotit I1T
la UCGA; hoac

trinh tu nucleotit I ¢6 chiéu dai giéng nhu trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién béi trinh
tu néu trong SEQ ID NO: 361 wth khong nhiéu hon 3 su khac biét nucleotit gifta chung;
va

trinh tu nucleotit I1T va trinh tu nucleotit IV ca hai c6 chiéu dai 1 1 nucleotit, va bazo cta
trinh tu nucleotit III 1a G; hoac

trinh tu nucleotit I1I va trinh tu nucleotit IV ¢4 hai c¢6 chidu dai 14 2 nucleotit, va theo
huéng tir ddu tan cing 5° dén dau tan ciing 3°, thanh phan bazo cta trinh tu nucleotit IIT
la CG; hodc

trinh tu nucleotit IIT va trinh tu nucleotit IV ca hai ¢6 chiéu dai 1a 3 nucleotit, va theo
huong tir dau tdn cing 5° dén du tin ciing 3°, thanh phéan bazo clia trinh ty nucleotit I1T
la GCG; hoac

trinh tu nucleotit IIT va trinh tu nucleotit IV c& hai c6 chiéu dai 13 4 nucleotit, va theo
huéng tir ddu tan cing 5° d&én dau tan cing 3°, thanh phan bazo cua trinh tw nucleotit IIT
la AGCG; hodc

trinh tu nucleotit I ¢6 chiéu dai giéng nhu trinh ty nucleotit nhu duoc thé hién béi trinh
tw néu trong SEQ ID NO: 421 v6i khong nhiéu hon 3 su khic biét nucleotit gifta chiing;
va

trinh tu nucleotit IIT va trinh tu nucleotit IV ¢4 hai ¢é chiéu dai 1a 1 nucleotit, va bazo cia
trinh tu nucleotit III 1a A; hoac

trinh tw nucleotit III va trinh tu nucleotit IV ca hai c6 chidu dai 1a 2 nucleotit, va theo
hudng tir ddu tan cung 5° dén ddu tan cing 3°, thanh phan bazo ctia trinh tw nucleotit I1T
la GA; hodc

trinh tu nucleotit III va trinh tu nucleotit IV ca hai co chiéu dai 13 3 nucleotit, va theo
hudng tu dau tan cung 5’ dén dau tan cung 3’, thanh phén bazo cua trinh tu nucleotit I1I
la AGA; hoac

trinh tu nucleotit III va trinh tu nucleotit IV ca hai ¢é chiéu dai 13 4 nucleotit, va theo

hudng tir dau tan cung 5’ dén dau tan cung 3’°, thanh phén bazo cua trinh tu nucleotit I11
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la UAGA; hodc

trinh tu nucleotit I ¢6 chiéu dai giéng nhu trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién bai trinh
tu néu trong SEQ ID NO: 481 véi khong nhiéu hon 3 sy khac biét nucleotit gifta chting;
va

trinh tu nucleotit III va trinh tu nucleotit I'V ¢4 hai ¢6 chiéu dai 12 1 nucleotit, va bazo cia
trinh tu nucleotit III 1a U; hoac

trinh tu nucleotit III va trinh tu nucleotit IV ca hai ¢6 chiéu dai 1 2 nucleotit, va theo
huong tr dau tan cung 5’ dén dau tan cung 3’, thanh phén bazo cuda trinh tu nucleotit 111
la CU; hodc

trinh tu nucleotit 111 va trinh tu nucleotit IV ¢4 hai c¢6 chiéu dai 13 3 nucleotit, va theo
hudng tu dau tan cung 5’ dén dau tan cung 3°, thanh phén bazo cuta trinh tu nucleotit I1I
la ACU:; hodc

trinh tw nucleotit Il va trinh tu nucleotit IV ¢ hai c6 chiéu dai 1a 4 nucleotit, va theo
huéng tir ddu tan cing 5° dén dau tan cing 3’, thanh phan bazo cua trinh ty nucleotit ITT

la GACU.

9. Thé tiép hop siARN theo mot diém bét ky trong sb cac diém tir 1-8, trong d6 soi dbi
nghia chtra thém trinh ty nucleotit V; trinh tu nucleotit V ¢ chiéu dai tir 1 dén 3 nucleotit
va duoc lién két voi diu tan cung 3’ cua sgi dbi nghia, nhd d6 tao thanh phén nho ra 3’

ctia sgi do1 nghia.

10. Thé tiép hop siARN theo didm 9, trong do trinh tw nucleotit V c6 chiéu dai 1a 2

nucleotit.

11. Thé tiép hop siARN theo diém 9 hodc 10, trong d6 trinh tw nucleotit V 1a 2 thymin
deoxyribonucleotit lién tiép hoac 2 uracil ribonucleotit lién tiép; hodc trinh tu nucleotit V

la bd sung vdi cac nucleotit ¢ vi tri twong ing cia mARN dich.

12. Thé tiép hop siARN theo diém bit ky trong s6 cac diém tir 1 dén 11, trong dé s¢i c6
nghia ciia siARN bao gém trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién boi SEQ ID NO: 5, va soi
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dbi nghia cua siARN bao gﬁ”)m trinh tu nucleotit nhu duoc thé hién boi SEQ ID NO: 6:
5'-GGGUAUUCUUUCAAGCAAZ;5-3' (SEQ ID NO: 5);
5'-ZsUUGCUUGAAAGAAUACCCAG-3' (SEQ ID NO: 6);

hodc, soi c6 nghia cia siARN chira trinh ty nucleotit nhu duge thé hién bai trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 7, va soi dbi nghia cia siARN bao gém trinh tu nucleotit nhu duoc
thé hién bsi SEQ ID NO: §:

5'-CUGGGUAUUCUUUCAAGCAAZ;-3"' (SEQ ID NO: 7);
5'-Zs4UUGCUUGAAAGAAUACCCAGAA-3' (SEQ ID NO: 8);

trong do, Z4 1a nucleotit thi nhét & dau tan cung 5’ cua sgi dbi nghia; Z3 dugc chon tr A,
U, G hodc C, va Z4 1a nucleotit b6 sung véi Z3;

hodc, s¢i ¢6 nghia cuia siARN chura trinh tu nucleotit nhu dugce thé hién boi trinh tw néu
trong SEQV ID NO: 65, v soi d6i nghia ctia siARN bao gdm trinh ty nucleotit nhu dugc
thé hién bai SEQ ID NO: 66:

5'-GGCAUAAACUAUAACAGCZ7-3' (SEQ ID NO: 65);
5'-Z8sGCUGUUAUAGUUUAUGCCCU-3' (SEQ ID NO: 66);

hodc, soi c6 nghia ctia siARN chtra trinh tu nucleotit nhu duogc thé hién boi trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 67, va s¢i d6i nghia ctia siARN bao gém trinh tu nucleotit nhu duoc
thé hién bai SEQ ID NO: 68:

5'-AGGGCAUAAACUAUAACAGCZ7-3' (SEQ ID NO: 67);
5'-ZsGCUGUUAUAGUUUAUGCCCUUC-3' (SEQ ID NO: 68),

trong do, Zs 1a nucleotit thi nhét & dau tan cung 5’ cua soi dbi nghia; Z7 dugc chon tr A,
U, G hoac C, va Zs 1a nucleotit bd sung v6i Z7;

hodc, soi c6 nghia cua siARN chira trinh ty nucleotit nhu dugc thé hién béi trinh tu néu
trong vSEQ ID NO: 125, va soi dbi nghia ctia siARN bao gom trinh tur nucleotit nhu dwgc
thé hién béi SEQ ID NO: 126:

5'-GCUCAAGAAUGCCAAGAA Z11-3' (SEQ ID NO: 125);
5'-Z1,UUCUUGGCAUUCUUGAGCAC-3' (SEQ ID NO: 126),

hodc, soi c6 nghia cia siARN chira trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién boi trinh tu néu

trong SEQ ID NO: 127, va soi dbi nghia ctia siARN bao g@)ln trinh tu nucleotit nhu dugc
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thé hién béi SEQ ID NO: 128:

5'-GUGCUCAAGAAUGCCAAGAAZ1;1-3' (SEQ ID NO: 127);
5'-Z1,UUCUUGGCAUUCUUGAGCACUC-3' (SEQ ID NO: 128),

trong do6, Z1> 1a nucleotit thir nhéit & diu tan cung 5’ cda soi dbi nghia; Z11 dugc chon tir
A, U, G hoic C, va Z12 14 nucleotit b6 sung véi Zi1.

hodc, soi c6 nghia cua siARN chura trinh tu nucleotit nhu duogc thé hién bai trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 185, va soi dbi nghia ctia siARN bao gom trinh tur nucleotit nhur dugc
thé hién bai SEQ ID NO: 186:

5'-GCAACAAAGACAUUUAUGZ5-3' (SEQ ID NO: 185);
5'-Z1sCAUAAAUGUCUUUGUUGCAA-3' (SEQ ID NO: 186),

hoac, sgi c6 nghia ctia siARN chira trinh tu nucleotit nhu dugce thé hién béi trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 187, va soi dbi nghia cia siARN bao g61n trinh tu nucleotit nhu duoc
thé hién bai SEQ ID NO: 188:

5'-UUGCAACAAAGACAUUUAUGZ15-3'(SEQ ID NO: 187);
5'-Z16CAUAAAUGUCUUUGUUGCAAGC-3'(SEQ ID NO: 188),

trong d6, Z16 1a nucleotit thr nhit & ddu tan cung 5’ clia soi dbi nghia; Zis dugc chon tir
A, U, G hoiac C, va Zis la nucleotit bd sung vai Zis;

hodc, soi co nghia cua siARN chira trinh tu nucleotit nhu duge thé hién boi trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 245, va s¢i ddi nghia ctia siARN bao gom trinh tw nucleotit nhu dugc
thé hién boi SEQ ID NO: 246:

5'-GAAUCUCAAAGAAAUCUUZ19-3' (SEQ ID NO: 245);
5'-7Z20AAGAUUUCUUUGAGAUUCUU-3' (SEQ ID NO: 246),

hodc, s¢i co nghia cia siARN chtra trinh twr nucleotit nhu duge thé hién boi trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 247, va s¢i ddi nghia ctia siARN bao goém trinh tw nucleotit nhu duge
thé hién bai SEQ ID NO: 248:

5'-“AAGAAUCUCAAAGAAAUCUUZ19-3' (SEQ ID NO: 247);
5'-Z20AAGAUUUCUUUGAGAUUCUUUG-3' (SEQ ID NO: 248),

trong do, Z»o 1a nucleotit thi nhét & dau tan cung 5’ cua soi dbi nghia; Z19 dugc chon tir

A, U, G hoac C, va Z2o 1a nucleotit bd sung voi Z19;
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hodc, soi ¢6 nghia cua siARN chira trinh tu nucleotit nhu dugc thé hién boi trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 305, va soi d6i nghia ciia siARN bao gdm trinh tw nucleotit nhu durge
thé hién boi SEQ ID NO: 306:

5'-GUACGUGGACUGGAUUCUZ23-3' (SEQ ID NO: 305);
5'-Z2sAGAAUCCAGUCCACGUACUC-3' (SEQ ID NO: 306),

hoac, s¢i ¢6 nghia cia siARN chaa trinh ty nucleotit nhu dugce thé hién béi trinh ty néu
trong SEQ ID NO: 307, va soi dbi nghia ctia siARN bao gdm trinh tur nucleotit nhu duge
thé hién boi SEQ ID NO: 308:

5'-GAGUACGUGGACUGGAUUCUZ23-3' (SEQ ID NO: 307);
5'-Z2sAGAAUCCAGUCCACGUACUCGA-3' (SEQ ID NO: 308),

trong do, Zo4 la nucleotit thir nhét & dau tan cung 5’ cda soi dbi nghia; Z»3 dugc chon tr
A, U, G hodc C, va Za4 1a nucleotit bd sung voi Zas.

hodc, soi c6 nghia cia siARN chura trinh tu nucleotit nhu duge thé hién béi trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 365, va soi dbi nghia ctia siARN bao gbm trinh tu nucleotit nhu dugc
thé hién boi SEQ ID NO: 366:

5'-AUUUCUGGGUAUUCUUUCZ27-3' (SEQ ID NO: 365);
5'-Z23GAAAGAAUACCCAGAAAUCG-3' (SEQ ID NO: 366);

hodc, s¢i ¢6 nghia clia siARN chtra trinh tu nucleotit nhu dugce thé hién bédi trinh ty néu
trong SEQ ID NO: 367, va soi ddi nghia ctia siARN bao gom trinh tw nucleotit nhu dugc
thé hién béi SEQ ID NO: 368:

5'-CGAUUUCUGGGUAUUCUUUCZ27-3'(SEQ ID NO: 367);
5'-Z23GAAAGAAUACCCAGAAAUCGCU-3'(SEQ ID NO: 368);

trong do, Zag 1a nucleotit thir nhat & diu tan cung 5’ clia soi ddi nghia; Z27 duoc chon tir
A, U, G hoac C, va Zas la nucleotit bo sung véi Za7.

hodc, s¢i ¢6 nghia ciia siARN chtra trinh tu nucleotit nhu dugce thé hién béi trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 425, va soi dbi nghia ctia siARN bao gom trinh tir nucleotit nhu dirge
thé hién béi SEQ ID NO: 426:

5'-CAUGAAGGGCAUAAACUAZ31-3' (SEQ ID NO: 425);
5'-Z3UAGUUUAUGCCCUUCAUGUC-3' (SEQ ID NO: 426),

hodc, soi c6 nghia cia siARN chira trinh tu nucleotit nhu dugce thé hién béi trinh tw néu
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trong SEQ ID NO: 427, va soi d6i nghia ciia siARN bao gom trinh ty nucleotit nhw dwgc
thé hién béi SEQ ID NO: 428:

5'-GACAUGAAGGGCAUAAACUAZz-3'(SEQ ID NO: 427);

5'-Z3 UAGUUUAUGCCCUUCAUGUCUA-3'(SEQ ID NO: 428),

trong do, Z3» 1a nucleotit thir nhét & dau tan cung 5’ cla sgi dbi nghia; Z31 dugc chon tu
A, U, G hodc C, va Z32 1a nucleotit bb sung voi Z31;

hodc, soi c6 nghia cia siARN chura trinh tu nucleotit nhu dugce thé hién bai trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 485, va soi ddi nghia ctia siARN bao gdm trinh tu nucleotit nhu dugc
thé hién bai SEQ ID NO: 486:

5'-GGAUUCUGGAGAAAACUCZ35-3' (SEQ ID NO: 485);
5'-73sGAGUUUUCUCCAGAAUCCAG-3' (SEQ ID NO: 486),

hodc, soi c6 nghia ctia sSiARN chura trinh tu nucleotit nhu duge thé hién bai trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 487, va soi d6i nghia ctia siARN bao gdm trinh tw nucleotit nhu duge
thé hién bai SEQ ID NO: 488:

5'-CUGGAUUCUGGAGAAAACUCZ35-3'(SEQ ID NO: 487);
5'-Z3sGAGUUUUCUCCAGAAUCCAGUC-3'(SEQ ID NO: 48R8),

trong do, Zs6 1a nucleotit thir nhit & du tan cing 5° cia soi d6i nghia; Z3s dugc chon tir

A, U, G hoic C, va Zs6 la nucleotit bd sung voi Zss.

13. Thé tiép hop siARN theo mot diém bét ky trong sd céc diém tir 1-12, trong d6 siARN
1a mot bat ky trong sb sifXIal, siFXIa2, siFXIbl, siFXIb2, siFXIcl, siFXIc2, siFXId1,
siFXId2, siFXlel, siFXIe2, siFXIfl, siFXIf2, siFXIgl, siFXIg2, siFXIhl, siFXIh2,
siFXIil, va siFXIi2.

14. Thé tiép hop siARN theo mdt diém bét ky trong sé céc diém tir 1-13, trong d6 it nhét
mdt nucleotit trong sgi ¢6 nghia hodc sgi d6i nghia 14 nucleotit cai bién, va/hodc it nhét

mot nhém phosphat 1a nhom phosphat c6 (cac) nhém cai bién.

15. Thé tiép hop siARN theo mdt diém bét ky trong sd cac diém tir 1-14, trong d6 mdi

nucleotit trong soi c6 nghia va soi dbi nghia doc I4p la nucleotit cai bién flo hodc nucleotit
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cai bién khong phai flo.

16. Thé tiép hop siARN theo diém 15, trong d6 nucleotit cai bién flo dugc dit trong trinh
tu nucleotit I va trinh tu nucleotit II; va theo huéng tur dau tan cung 5’ dén dau tan cung
3”, it nhit cac nucleotit & cac vi tri 7, 8 va 9 cua trinh tu nucleotit I 14 nucleotit cai bién
flo; va theo hudéng tir dau tin cung 5’ dén dau tan cung 3°, it nhét cdc nucleotit & cac vi

tri 2, 6, 14, va 16 cua trinh tu nucleotit II 1 nucleotit cai bién flo.

17. Thé tiép hop siARN theo diém 16, trong dé, theo huéng tir dau tn cing 5° dén dau
tan cung 3°, cac nucleotit & cac vi tri 7, 8 va 9 hodc & cdc vi tri 5, 7, 8 va 9 cua trinh tu
nucleotit I trong s¢i c6 nghia 1a nucleotit cai bién flo, va cac nucleotit & cac vi tri khac
trong soi ¢6 nghia 14 nucleotit cai bién khong phai flo; va theo huéng tir dau tan cing 5’
dén dau tan cing 3°, cac nucleotit & cac vi tri 2, 6, 14, va 16 ho#ic & cac vi tri 2, 6, 8, 9,
14, va 16 cia trinh tu nucleotit II trong sgi dbi nghia 14 nucleotit cai bién flo, va cac

nucleotit & cac vi tri khac trong soi dbi nghia 12 nucleotit cai bién khong phai-flo.

18. Thé tiép hop siARN theo mot diém bat ky trong sb cac diém tir 15-17, trong d6 mdi
nucleotit cai bién khong phai flo doc 14p dugc chon tir nucleotit duge tao thanh boi su
thay thé 2'-hydroxy ctia nhom riboza ciia né bang nhém khong chira -flo, hoic chét twong

tu nucleotit.

19. Thé tiép hop siARN theo diém 18, trong d6 nucleotit duge tao thanh béi sy thay thé
2'-hydroxy ctia nhém riboza bang nhom khong chira -flo 12 nucleotit dugc chon tir nhém
bao g@)ln nucleotit cai bién 2'-alkoxy, nucleotit cai bién alkoxy dugc thé 2'-, nucleotit cai
bién 2'-alkyl, nucleotit cai bién alkyl dugc thé 2'-, nucleotit cai bién 2'-amino, nucleotit
cai bién amino dugc thé 2'-, va 2'-deoxy nucleotit; va chét tuong tw nucleotit 12 chét duogc

chon tir nhém bao gdm isonucleotit, LNA, ENA, cET, UNA, va GNA.

20. Thé tiép hop siARN theo mot diém bét ky trong sb cac diém tir 15-19, trong d6 moi

nucleotit cai bién khong phai flo 1a nucleotit cai bién metoxy; va nucleotit cai bién metoxy
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dé cap dén nucleotit dugc tao thanh boi sy thay thé 2'-hydroxy ctia nhém riboza bing

nhom metoxy.

21. Thé tiép hop siARN theo diém 17, trong do6, theo hudng tir dau tan cing 5° dén dau
tan cung 3°, cac nucleotit & cac vi tri 5, 7, 8 va 9 cua trinh tu nucleotit I in so1 ¢6 nghia
ctia siARN 1a nucleotit cai bién flo, va cac nucleotit & cac vi tri khac trong soi c6 nghia
cta siARN 1a nucleotit cai bién metoxy; va theo huéng tir ddu tin cling 5’ dén dau tan
cung 3°, cac nucleotit & cac vi tri 2, 6, 8, 9, 14, va 16 cuia trinh tu nucleotit II trong s¢i
dbi nghia cta siARN la nucleotit cai bién flo, va cac nucleotit & cac vi tri khac trong sgi
d6i nghia ctia siARN 1a nucleotit cai bién metoxy; hodc

theo hudng tir dau tan cing 5° dén dau tdn cung 3’, cac nucleotit & cdc vitri 5,7, 8 va 9
cua trinh ty nucleotit I trong s¢i c6 nghia ciia siARN la nucleotit cai bién flo, va cac
nucleotit & cac vi trf khac trong soi c6 nghia cia siARN 14 nucleotit cai bién metoxy; va
theo hudng tir dau tan cung 5’ dén dau tan cung 3°, cac nucleotit & cac vi tri 2, 6, 14, va
16 cua trinh tu nucleotit II trong soi dbi nghia ctia siARN la nucleotit céi bién flo, va céc
nucleotit & cac vi tri khac trong sg¢i dbi nghia cia siARN nucleotit cai bién metoxy; hodc
theo hudng tir ddu tan cing 5° dén dau tan cing 3°, cdc nucleotit & cc vi tri 7, 8 va 9 clia
trinh tu nucleotit I trong soi c¢6 nghia ciia stARN 1a nucleotit cai bién flo, va cac nucleotit
& céc vi tri khac trong soi cd nghia ctia siARN 1a nucleotit ci bién metoxy; va theo huéng
tir ddu tan cing 5° dén diu tan cling 3°, c4c nucleotit & cac vi tri 2, 6, 14, va 16 cia trinh
tu nucleotit II trong soi ddi nghia ctia siARN 14 nucleotit cai bién flo, va cdc nucleotit &

cac vi tri khac trong sgi doi nghia ctia sSiARN 1a nucleotit cai bién metoxy.

22. Thé tiép hop siARN theo mdt diém bét ky trong sd cac diém tir 1-21, trong d6 siARN
la mot bét ky trong s siFXTIal-M1, siFXIal-M2, siFXIal-M3, siFXIa2-M1, siFXIa2-
M2, siFXIa2-M3, siFXIb1-M1, siFXIb1-M2, siFXIb1-M3, siFXIb2-M1, siFXIb2-M2,
siFXIb2-M3, siFXIcl-M1, siFXIcl-M2, siFXIcl-M3, siFXIc2-M1, siFXIc2-M2,
siFXIc2-M3, siFXId1-M1, siFXId1-M2, siFXId1-M3, siFXId2-M1, siFXId2-M2,
siFXId2-M3, siFXIel-M1, siFXIel-M2, siFXIel-M3, siFXIe2-MI1, siFXle2-M2,
siFXIe2-M3, siFXIf1-M1, siFXIf1-M2, siFXIf1-M3, siFXIf2-M1, siFXI{2-M2, siFXIf2-
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M3, siFXIgl-Ml, siFXIgl-M2, siFXIgl-M3, siFXIg2-M1, siFXIg2-M2, siFXIg2-M3,
siFXTh1-M1, siFXTh1-M2, siFXTh1-M3, siFXIh2-M1, siFXIh2-M2, siFXIh2-M3,
siFXTi1-M1, siFXIil1-M2, siFXIil-M3, siFXIi2-M1, siFXIi2-M2, va siFXIi2-M3.

23. Thé tiép hop siARN theo diém 14, trong d6 nhém phosphat ¢6 (cac) nhém cai bién 1a
nhém phosphorothioat dwgc tao thanh bang cach thay thé it nhat mot nguyén tir oxy trong

lién két phosphodieste trong nhom phosphat bang nguyén tir lwu huynh.

24. Thé tiép hop siARN theo diém 14 hoic 23, trong d6 nhém phosphat c6 (cdc) nhém
cai bién 12 nhém phosphorothioat ¢6 ciu trisc nhu dugc thé hién bing cong thirc (1):

0

— |
S—IIDZO
Ou.%\
cong thirc (1).

25. Thé tiép hop siARN theo diém 23 hodc 24, trong d6 lién két phosphorothioat duoc
dat & it nhat mot trong s6 nhom bao gém cac vi tri sau:

vi tri gifta nucleotit thtr nhit va thir hai & dau tn ciing 5° ctia soi c6 nghia;

vi tri gitta nucleotit thtr hai va thit ba & ddu tin cling 5° ctia s¢i ¢6 nghia;

vi tr gitra nucleotit thir nhét va tht hai & dau tin cing 3’ ctia s¢i ¢6 nghia;

vi tri gifta nucleotit thir hai va thir ba & du tin cling 3’ clia soi ¢6 nghia;

vi tri giita nucleotit thir nhét va thir hai & ddu tan ciing 5° ciia soi ddi nghia;

vi trf giita nucleotit thi hai va thi ba & ddu tin cing 5° clia soi d6i nghia;

vi tri gitra nucleotit thr nhit va thir hai & dau tan cling 3’ cia soi d6i nghia; va

vi tri giita nucleotit thir hai va thir ba ¢ dau tn cling 3’ clia soi dbi nghia.

26. Thé tiép hop siARN theo mot diém bét ky trong sb cac diém tir 1-25, trong d6 siARN
la mot bat ky trong sb siFXIal-M1S, siFXIal-M2S, siFXIal-M3S, siFXIa2-MIS,
siFXIa2-M2S, siFXIa2-M3S, siFXIbl-MIS, siFXIb1-M2S, siFXIb1-M3S, siFXIb2-
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MIS, siFXIb2-M2S, siFXIb2-M3S, siFXIcl-M1S, siFXIcl-M2S, siFXIc1-M3S,
siFXIc2-M18S, siFXIc2-M2S, siFXIc2-M3S, siFXId1-MI1S, siFXId1-M2S, siFXIdI-
M3S, siFXId2-M1S, siFXId2-M2S, siFXId2-M3S, siFXIel-M1S, siFXIel-M2S,
siFXTIel1-M38, siFXIe2-M18, siFXIe2-M28, siFXIe2-M3S, siFXIf1-M1S, siFXIf1-M2S,
siFXIf1-M3S, siFXIf2-M18, siFXIf2-M28, siFXIf2-M3S, siFXIg1-M18, siFXIgl-M2S§,
siFXIgl1-M3S, siFXIg2-M1S, siFXIg2-M2S, siFXIg2-M3S, siFXIh1-MIS, siFXIhl-
M2S, siFXTh1-M3S, siFXIh2-M18, siFXTh2-M28, siFXTh2-M3S, FXIi1-M1S, siFXIil-
M2S, siFXIi1-M38, siFX1i2-M18, siFXIi2-M2S, va siFXIi2-M3S.

27. Thé tiép hop siARN theo mot diém bat ky trong s6 cac diém tir 1-26, trong d6 siARN
12 mot bt ky trong sé siFXIal-MI1P1, siFXTal-M2P1, siFXIal-M3P1, siFXIa2-M1P1,
siFXIa2-M2P1, siFXIa2-M3P1, siFXlal-M1SP1, siFXlal-M2SP1, siFXlal-M3SP1,
siFXIa2-M1SP1, siFXIa2-M2SP1, siFXIa2-M3SP1, siFXIb1-M1P1, siFXIbl1-M2P1,
siFXIb1-M3P1, siFXIb2-MI1P1, siFXIb2-M2P1, siFXIb2-M3P1, siFXIb1-M1SP1,
siFXIb1-M2SP1, siFXIb1-M3SP1, siFXIb2-M1SP1, siFXIb2-M2SP1, siFXIb2-M3SP1,
siFXIcI-M1P1, siFXIcl-M2P1, siFXIcl-M3P1, siFXIc2-M1P1, siFXlc2-M2P1,
siFXIc2-M3P1, siFXIc1-M1SP1, siFXIcl1-M2SP1, siFXIc1-M3SP1, siFXIc2-M1SP1,
siFXIc2-M2SP1, siFXIc2-M3SP1, siFXId1-M1P1, siFXId1-M2P1, siFXId1-M3P1,
siFXId2-M1P1, siFXI1d2-M2P1, siFXId2-M3P1, siFXId1-M1SP1, siFXId1-M2SP1,
siFXId1-M3SP1, siFXId2-M1SP1, siFX1d2-M2SP1, siFXI1d2-M3SP1, siFXIel-M1P1,
siFXIel-M2P1, siFXIel-M3P1, siFXIe2-MI1P1, siFXIe2-M2P1, siFXIe2-M3P1,
siFXIel-M1SP1, siFXIel-M2SP1, siFXIel-M3SP1, siFXIe2-M1SP1, siFXIe2-M2SP1,
siFXIe2-M3SP1, siFXIfI-M1P1, siFXIf1-M2P1, siFXIfl-M3P1, siFXIf2-M1P1,
siFXIf2-M2P1, siFXIf2-M3P1, siFXIf1-M1SP1, siFXIf1-M2SP1, siFXIf1-M3SP1,
siFXIf2-M1SP1, siFXIf2-M2SP1, siFXIf2-M3SP1, siFXIgl-M1P1, siFXIgl-M2P1,
siFXIgl-M3P1, siFXIg2-M1P1, siFXIg2-M2P1, siFXIg2-M3P1, siFXIgl-M1SP1,
siFXIg1-M2SP1, siFXIgl1-M3SP1, siFXIg2-M1SP1, siFXIg2-M2SP1, siFXIg2-M3SP1,
siFXIh1-M1P1, siFXIh1-M2P1, siFXTh1-M3P1, siFXIh2-M1P1, siFXIh2-M2P1,
siFXIh2-M3P1, siFXIh1-M1SP1, siFXIh1-M2SP1, siFXIh1-M3SP1, siFXIh2-M1SP1,
siFXTh2-M2SP1, siFXIh2-M3SP1, siFXIil-M1P1, siFXIil-M2P1, siFXIi1-M3P1,
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siFXIi2-M1P1, siFXIi2-M2P1, siFXIi2-M3P1, siFXIi1-M1SP1, siFXIi1-M2SP1,
siFXIi1-M3SP1, siFXIi2-M1SP1, siFXIi2-M2SP1, va siFXIi2-M3SP1.

28. Thé tiép hop siARN theo diém 1, trong d6 mdi L1 doc 14p dugc chon tir nhém bao
gém nhom bao gém céc cong thire (A1)-(A26) va su két hop bit ky cuia né:

S S PO § U W

3 3 > S

(A1) (A2) (A3)  (Ad)
| o
g o oo g
(AS) (A6) (A7) (A8)
H, H,
§—~NH—CH2—§ g—(—CHﬁj—lg § O /(C C O )j2§
(A9) (A10) (A11)
O
- NH——CH—C—— N C
A A ég—n—ﬂ—n—g
Ra O Rb O , ,
(Al2) (A13) (Al4)
SN Ly /NI
S A R e
(A15) (A16) (A17)
0
A i
N——- _ ) (JJJ o
W, NS T >:N\u/kfj,
(A18) (A19) (A20) (A21)

s—s_ o8 T
LN WAy

196



53350 197/347

(A22) (A23) (A24)

:

(A25) (A26)

trong d6 mdi j1 ddc lap 1a sé nguyén tir 1-20;

moi j2 doc 1ap 1a sd nguyén tir 1-20;

mdi R' doc 1ap 1a Ci1-Cio alkyl,

mdi Ra duge chon tir nhom bao gdm nhém bao gdm cic cong thirc (A27)-(A45) va su

két hop bat ky ctia no:

NaVaVaVs CH, |
CH CH
H R CH3 , H3C/ \CH3’ H3C/ \CH3 y CH3 s CH3 N
(A27) (A28) (A29) (A30) (A31) (A32)
J\TV
CH,
f\f\‘/\f‘
‘ (VavaVavy l
THZ ‘ (|3Hz
CH
on Ho” oy, s OH

b 9

(A33)  (A34) (A35) (A36) (A37)
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NaVavavy
NaVaVaVs l NaVaVaV;
NIW CH, CHe ““'I‘N CH,
THz CH, flJHz CH,
e N e I
HaN O HaN O, ,HO O,HO 0,
(A38) (A39) (A40) (A41) (A42)
[VaVaVaVs
VaVaVaVy
CH,
CH, CH,
CH2  ch, NN
CH, NH
CH, C=—=NH /// NH

NH2 NH2 , hoéc N——/

> M

(A43) (A44)(A45)

moi Rb doc 1ap 1a C1-Co alkyl; va

e thé hién vi tr trong d6 nhom duge lién két déng hoa tri.

29. Thé tiép hop siARN theo diém 28, trong d6 L1 duge chon tir nhém bao gE“)m nhém cé
cong thire (A1), (A4), (A5), (A6), (A8), (A10), (A11), va (A13) va cac su két hop két nbi

cua no.

30. Thé tiép hop siARN theo diém 29, trong d6 L 12 cac su két hop két ndi cua it nhit
hai trong s6 nhom c6 cong thirc (A1), (A4), (A8), (A10), va (All).

31. Thé tiép hop siARN theo diém 30, trong d6 L 1a cac su két hop két néi cla it nhét
hai trong s6 nhom c6 cong thirc (A1), (A8) va (A10).
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32. Thé tiép hop siARN theo mot didm bét ky trong sé céc diém tir 1-31, trong d6 L ¢6

chidu dai 14 tir 3 dén 25 nguyén tir.

33. Thé tiép hop siARN theo diém 32, trong d6 L ¢6 chidu dai 1a tir 4 dén 15 nguyén t.

34. Thé tiép hop siARN theo mot diém bat ky trong sd cac diém tir 28-33, trong d6 j1 1a
s6 nguyén tir 2-10; j2 1 s6 nguyén tir 2-10; R' 1a C1-Cy alkyl; Ra 1a mdt trong sb cac cong
thae (A27), (A28), (A29), (A30), va (A31); va Rb 1a Ci-Cs alkyl.

35. Thé tiép hop siARN theo didm 34, trong d6 j1 1a s6 nguyén tir 3-5; j2 13 sd nguyén tir
3-5: R' la mét trong sé metyl, etyl va isopropyl; Ra la Cong thirc (A27) hoic (A28); Rb

1a mot trong sé metyl, etyl, isopropyl, va butyl.

36. Thé tiép hop siARN theo mot diém bét ky trong s cac diém tir 1-35, trong d6 nl 1a

s6 nguyén tir 1-2; n3 Ia s6 nguyén tr 0-1; va n1+n3 =2-3.

37. Thé tiép hop siARN theo mot diém bét ky trong sé cac diém tir 1-36, trong d6 mdi

m1, m2 va m3 doc lap véi nhau 14 s6 nguyén tir 2-5.

38. Thé tiép hop siARN theo mot diém bat ky trong sd cac diém tir 1-37, trong d6 m1 =

m2 = m3.

39. Thé tiép hop siARN theo mot diém bit ky trong s6 cac diém tir 1-38, trong d6 mdi
nhom huéng dich doc 1ap 1a phdi tir ma c6 &i we véi thu thé asialoglycoprotein trén bé

mat cta t€ bao gan cua dong vat c¢o vu.

40. Thé tiép hop siARN theo diém 39, trong d6 mdi nhém huéng dich doc lap la

asialoglycoprotein hodc saccharit.

41. Thé tiép hop siARN theo diém 40, trong d¢6 mdi nhom huéng dich ddc 1ap duge chon
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tir nhém bao gdm 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, f-D-mannopyranoza, o-D-glucopyranoza, -
D-glucopyranoza, o-D-glucofuranoza, B-D-glucofuranoza, o-D-fructofuranoza, o-D-
fructopyranoza, a-D-galactopyranoza, 3-D-galactopyranoza, a-D-galactofuranoza, 3-D-
galactofuranoza, glucosamin, axit sialic, galactosamin, N-axetylgalactosamin, N-
trifloaxetylgalactosamin, N-propionylgalactosamin, N—n-butyryigalactosamin, N-
isobutyrylgalactosamin, 2-amino-3-O-[(R)-1-carboxyetyl]-2-deoxy-B-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, N-glycolyl-o-neuraminic
acid, 5-thio-B-D-glucopyranoza, metyl 2,3,4-tris-O-acetyl-1-thio-6-O-trityl-a-D-
glucopyranosit, 4-thio-p-D-galactopyranoza, etyl 3.,4,6,7-tetra-O-acetyl-2-deoxy-1,5-
dithio-a-D-glucoheptopyranosit, 2,5-anhydro-D-allononitril, riboza, D-riboza, D-4-

thioriboza, L-riboza, L-4-thioriboza.

42. Thé tiép hop siARN theo diém 41, trong d6 it nhdt mot hodc mdi nhém huéng dich

la galactoza hodc N-axetylgalactosamin.

43. Thé tiép hop siARN theo mot diém bét ky trong s6 cac diém tir 1-42, trong d6 R,
Ri1, Ri2, Ri3, Ris, va Rys doc 1ap vai nhau duge chon tir H, metyl va etyl.

44. Thé tiép hop siARN theo mot diém bat ky trong sb cac diém tir 28-43, trong d6 nhém
Ry ¢6 ¢4 hai vi tri lién két voi nguyén ti N trén khung 6 nito va vi tri lién két véi nguyén

to P trong Rs.

45. Thé tiép hop siARN theo mdt diém bat ky trong s6 cac diém tir 1-44, trong d6 trong
Ry, vi tri lién két voi nguyén tir N trén khung ¢6 nito tao thanh lién két amit v6i nguyén
tr N, va vi trf lién két v6i nguyén ti P trong Rj tao thanh lién két phosphoeste véi nguyén

tu P.
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46. Thé tiép hop siARN theo mot diém bat ky trong sb cac diém tir 1-45, trong d6 R,
duoc chon tr BS, B6, B5', hodac B6':

—

l
O
HO H
N
o ﬁz{ OH
Q2
e , 0

(BS) (B6)
HO
OH
ﬁi 0
(0] H
N
d2
, hodc o “L ;
(B5") (B6"

trong do o~ thé hién vi tri trong d6 nhom nay duogc lién két déng héa tri;

Q2,12 mot s6 nguyén nam trong khoang tir 1 dén 10.

47. Thé tiép hop siARN theo diém 46, trong d6 q2 12 s6 nguyén tir 1-5.

48. Thé tiép hop siARN theo mot diém bt ky trong s6 cac diém tir 1-47, trong d6 thé tiép
hop siARN ¢6 cdu triic nhu duoc thé hién bing cong thire (403), (404), (405), (406),

(407), (408), (409), (410), (411), (412), (413), (414), (415), (416), (417), (418), (419),
(420), (421) hodc (422):
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OH _OH
0

HOE:£%~L/O\//\x/A\W/
NHAc o
OH _OH
Nu

H
Ti
o) N
HOS:E%A/'\V/\\/A\W/ o:é—oH
NHAc o) HO o)
A
éo

OH _OH
(0]
HO O NH
NHAc 0
cong thac (403)
OH OH
NHAc

OH OH

(O

Nu

—<”

\//\\//\ﬂ/ \V/“\/JL_NH
NHAc

cong thtrc (404)

OH OH
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OH OH

H o}
\//\V/NW(N\VJL\NH
NHAc
OH OH o
H
\V/A\»/”\N/N\\/ﬂ__N
NHAC € o= P OH
b
OH OH o <i

gmc \/\/\lf J*NH

cong thuc (405)
OH _OH o
&5;;&/0 H\J/\v/\\/ﬂ\
HO NH,
NHAc\V/N\J/\I(

OH OH o
Nu

-

OH OH

=z

\A/\H/\/\/\/LLH

NHAc

cong thire (406)

OH OH

\//\\//\\//\“——NH
NHAc

OH OH

NS PR
NHAc

N ]
o O—?-OH
HO 0]
ji

HO

OH OH

HOE:§;~L/O\V/\\//\V/NWT—NH
NHAc

203



53350 204/347

cong thire (407)
OH OH o
O \/\/\/U\
HOSS%%A/O NH
NHAc
OH OH o
° \/\/\/U\
HOS:§;~&/O N Nu
NHAc OZIID—OH
HO (0]
o
(0]
OH OH o
° \/\/\/U\
Hogég%;;/o N
NHAc H ,
cong thuce (408)
OH OH 0
- \/W\/U\
NHAc
OH OH 0
2 \/W\/U\
HOS;§%~L/O N Nu
NHAc O=|?-OH
HO 0
N‘x—/
(0]
OH OH 0
(0]
HO&/O\/\/\/\/U\N
NHAc H

cong thue (409)
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OH OH
o}
HO%S/O\/\A/\/W,NH
NHAc 4

OH OH

HOEIE%\L/O\¢/\\/”\v/\\/”ﬁT_

OH OH

T
j;’“ghj

lﬂu
II°—OH
0]

(0]
Hog&o\/\/\/\/\ﬁ—‘NH
NHAc o
cong thirc (410)
OH OH o)
o}
HOSS;%A/O\/”\V/\V/\\/\\/H\NH
NHAc
OH OH o)
o}
Ho&/o\/\/\/\A/u\N
NHAc o=
HO
e}
OH OH o)
0
HoSi;}q/o\/”\«/\v/\\/A\/ﬂ\N
NHAc H
cong thuce (411)
OH _OH

cdng thic (412)
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OH _OH
O o

NHAc

fo) (o}
OH _OH

H
N
1]
é O—?~Nu
HOSCE¥1/° : 2 [_{r_ o
NHAC\//\V/“T(’g NH OH
j;

o]
OH _OH

o
o
HOE§£;~x/°\V/“\¢/\jT—NH

NHAc 0
b

cong thure (413)

H

Nu
O:?—OH

§J
N
8 HO O
—
g o}
(o)
HOS:E%A/O\/”\//\W—NH
NHAc o) R

cong thuc (414)

\//\\/A\W_

OH _OH

(o]
O\//\v/\\/A\W_NH

NHAc o

HO

OH _OH
O o

ey
K
>

N
N

HO
u

\
0=P-OH
0

H

OH _OH

(o]
HO O~

NHAc o
cong thure (415)
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OH _OH
(o]
Hogzéiuk/o\v/A\v/“jr.NH
NHAc o é
OH _OH
(o]
Hogﬁ/o\/\/\ﬂ,_N
NHAc o Nu
0=P-OH
HO o]
<
(o}
OH _OH
Hog&/O\/\/\H/NH
NHAc o ,
cong thic (416)
OH gH o
HO OM\/\)LNH
NHAc
OH gH o
HO /O\V/A\J/\\/)L\N
NHAc Nu
Ozﬁ—OH
HO 0
—{
0]
OH OH o
HO 2 o\v/“\¢/\\/SL_NH
NHAc
cong thirc (417)
OH gH o
HO OMNH
NHAc

OH _OH o

HOEcgigx/o\v/\\//\\/ﬁ\v)L—NH

NHAc
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cong thuc (418)
OH _OH
(@)
HO O\/\A/\/\FrNH
NHAc O
OH _OH
(@]
HO O\/\/\/\/\rr.N
NHAc o Nu
O:Fl’—OH
HO O
v
o)
OH _OH
N

Hog&/o\/\/\/\/\ﬂ/ H
NHAc o

cong thire (419)

HO OWNH
NHAc
OH gH (o]
HO o\/\/\/\/\/u\N
NHAc Nu
O:?—OH
HO O
N*g_/
o
OH _OH (o]
HO 2 O\//\»/A\//\x/A\v)L_NH
NHAc ’
cong thirc (420)
OH _OH
HO o O\/\/\fo
NHAc H

OH _OH

¢
HOE:£;E&/O TR
NHAc \/\/\[o( i‘lx

0

OH _OH o
Ho&/o\/\/\rﬁ
NHAc (o]
OH _OH
HoE:f;ég»/O\v/»\\//\T(/NH
NHAc (@] 5

cong thure (421)
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OAc
AcO
0
AcO o
NHAc
0
NH
\\\\fo
OAc HN Nu

AcO Ho 0=P-OH

0
AcO o 0

NHAc N

OAc o] [o)

AcO
AcO o o HN

NHAc ;\—}N

(o]
HN
HNH

cong thirc (422)

49. Thé tiép hop siARN theo mot diém bét ky trong sb cac diém tir 1-48, trong d6 nguyén
tir P trong cong thire (A59) dugc lién két véi ving tin cling clia soi c6 nghia hodc sgi ddi
nghia cua siARN; va vung tan cung dé cap dén 4 nucleotit thtr nhat dugc tinh tir mot dau

tdn cung cua soi ¢6 nghia hodc soi doi nghia.

50. Thé tiép hop siARN theo diém 49, trong d6 nguyén tir P trong cong thirc (A59) dugc

lién két véi mot trong soO cac dau tan cung cua sgi c6 nghia hodc sgi doi nghia ciia siARN.

51. Thé tiép hop siARN theo diém 50, trong d6 nguyén tir P trong cdng thirc (AS9) duoc

lién két voi dau tan cung 3” cua sgi c6 nghia cia siARN.

52. Thé tiép hop siARN theo mot diém bét ky trong s6 cac diém tir 1-51, trong d6 nguyén
tir P trong cong thirc (AS59) duogc lién két v6i vi tri 2', 3', hodc 5' cia nucleotit trong siARN

bang cach tao thanh lién két phosphodieste.

53. Thé tiép hop siARN theo diém 52, trong d6 thé tiép hop siARN nay 1a L10-
siFXIfIM1S, trong d6 L10 ¢6 cdu tric nhu duoce thé hién bang cong thirc (403), va soi
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c6 nghia cua SiFXIfIMISco6 trinh tu nucleotit nhu dugce thé  hién
b6i SEQ ID NO: 541, va soi dbi nghia cta siFXIfIMIS c¢6 trinh tu nucleotit nhu dugc
thé hién bai SEQ ID NO: 542:
5-GmsUmsAmCmGmUmMGTGfAfCmUmGmGmAMUmUmCmUmGm-3'

(SEQ ID NO:541)

5'-CmsATSGMAMAMUTCMCMAMGMUMCmMCmMAfCmGIfTUNMAMCmsUmsUm-
3'(SEQ ID NO: 542).

54. Phuong phép trc ché sy biéu hién cta gen yéu té dong mau XI (Coagulation Factor

XI) in vitro, bao gdm tiép xtc khdi lugng hiru hiéu siARN theo mét diém bét ky trong s6

cac diem tu 1-53 vdi t€ bao nay.

210



<110>

<120>

<130>

<150>
<151>

<160>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

53350

DANH MUC TRINH TU

SU ZHOU RIBO LIFE SCIENCE CO.,LTD

AXIT NUCLEIC, DUQC PHAM,
THE TIEP HOP

FP1200353P

CN 2019104305887
2019-5-22

577

1

19

ARN

Trinh tu nhén tao

d&c diém khéac
(19)..(19)
nla 21, z1 1a U

1

ggguauucuu ucaagcaan

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

2

19

ARN

Trinh tu nhé&n tao

ddc diém khéac
(1)..(1)
n la z2, 722 la A

2

nuugcuugaa agaauaccc

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

3

19

ARN

Trinh ty nhdn tao

dic diém khéac
(19)..(19)

n la 23, 23 la A, U, G hoac C

211/347



53350 212/347
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23

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

13

19

ARN

Trinh tw nhédn tao

Trinh tu cé nghia cho siFXIal-Ml

13

ggguauucuu ucaagcaau

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

14

21

ARN

Trinh tu nhan tao

Trinh tu d4i nghia cho siFXIal-M1

14

auugcuugaa agaauaccca g

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

15
19
ARN
Trinh tu nhé&n tao

Trinh ty cé nghia cho siFXIal-M2

4

214/347



<400>

53350

15

ggguauucuu ucaagcaau

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

16
21
ARN
Trinh tu nhan tao

Trinh tu d6i nghia cho siFXIal-M2

16

auugcuugaa agaauaccca g

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

17

19

ARN

Trinh tu nhan tao

Trinh tu cé nghia cho siFXIal-M3

17

ggguauucuu ucaagcaau

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

18

21

ARN

Trinh ty nhén tao

Trinh tu d6i nghia cho siFXIal-M3

18

auugcuugaa agaauaccca g

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

19
21
ARN
Trinh tyu nhén tao

Trinh tu cé nghia cho siFXIaZ2-M1

19

cuggguauuc uuucaagcaa u

21

215/347



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

53350

20

23

ARN

Trinh tu nhé&n tao

Trinh tu déi nghia cho siFXIa2-M1

20

auugcuugaa agaauaccca Jaa

23

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

21
21
ARN
Trinh tu nhé&n tao

Trinh tu c6é nghia cho siFXTIaz2-M2

21

cuggguauuc uuucaagcaa u

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

22

23

ARN

Trinh tyu nhén tao

Trinh tu d4i nghia cho siFXIa2-M2

22

auugcuugaa agaauaccca gaa

23

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

23
21
ARN
Trinh tuy nhén tao

Trinh tu c6 nghia cho siFXIazZ2-M3

23

cuggguauuc uuucaagcaau

21

<210>
<211>
<212>

24
23
ARN

216/347



<213>

<220>
<223>

<400>

53350

Trinh tu nhé&n tao

Trinh tu db6i nghia cho siFXIa2-M3

24

auugcuugaa agaauaccca gaa

23

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

25
19
ARN
Trinh tuw nhé&n tao

Trinh tu cé nghia cho siFXIal-MI1S

25

ggguauucuu ucaagcaau

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

26

21

ARN

Trinh tu nhén tao

Trinh ty d6i nghia cho siFXIal-M1S

26

auugcuugaa agaauaccca g

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

217

19

ARN

Trinh ty nhén tao

Trinh tu cbé nghia cho siFXIal-M2S

27

ggguauucuu ucaagcaau

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

28

21

ARN

Trinh tu nhan tao

Trinh tu d6i nghia cho siFXIal-M2S

7

217/347



<400>

53350

28

auugcuugaa agaauaccca g

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

29
19
ARN
Trinh ty nhé&n tao

Trinh tu cdé nghia cho siFXIal-M3S

29

ggguauucuu ucaagcaau

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

30

21

ARN

Trinh tu nhédn tao

Trinh tu db4i nghia cho siFXIal-M3S

30

auugcuugaa agaauaccca g

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

31
21
ARN
Trinh tu nhdn tao

Trinh tu cbé nghia cho siFXIa2-M1S

31

cuggguauuc uuucaagcaa u

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

32

23

ARN

Trinh tu nhén tao

Trinh tu dbéi nghia cho siFXIa2-M1S

32

auugcuugaa agaauaccca gaa

23

218/347



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

53350

33
21
ARN
Trinh tu nh&n tao

Trinh ty cd nghia cho siFXIa2-M2S

33

cuggguauuc uuucaagcaa u

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

34

23

ARN

Trinh tu nhé&n tao

Trinh tu dbéi nghia cho siFXIa2-M2S

34

auugcuugaa agaauaccca gdaa

23

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

35
21
ARN
Trinh tu nhén tao

Trinh tu cbé nghia cho siFXIa2-M3S

35

cuggguauuc uuucaagcaa u

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

36

23

ARN

Trinh tu nhé&n tao

Trinh tu d6i nghia cho siFXIa2-M3S

36

auugcuugaa agaauaccca gaa

23

<210>
<211>
<212>

37
19
ARN
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<213>

<220>
<223>

<400>

53350

Trinh tu nhéan tao

Trinh tu cbé nghia cho siFXIal-M1P1

37

ggguauucuu ucaagcaau

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

38
21
ARN
Trinh tu nhén tao

Trinh tu dbi nghia cho siFXIal-M1P1

38

auugcuugaa agaauaccca g

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

39

19

ARN

Trinh tu nhén tao

Trinh ty c¢é nghia cho siFXIal-M2P1

39

ggguauucuu ucaagcaau

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

40

21

ARN

Trinh tu nhén tao

Trinh tu db6i nghia cho siFXIal-M2P1

40

auugcuugaa agaauaccca g

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

41

19

ARN

Trinh ty nhan tao

Trinh tu cé nghia cho siFXIal-M3P1

10
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<400>

53350 201/347

41

ggguauucuu ucaagcaau

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

42

21

ARN

Trinh ty nhé&n tao

Trinh tu dbéi nghia cho siFXIal-M3P1

42

auugcuugaa agaauaccca g

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

43
21
ARN
Trinh tu nhé&n tao

Trinh tu cé nghia cho siFXIa2-M1P1

43

cuggguauuc uuucaagcaa u

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

44

23

ARN

Trinh ty nhan tao

Trinh tu d6i nghia cho siFXIa2-M1P1

44

auugcuugaa agaauaccca gaa

23

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

45
21
ARN
Trinh tu nhan tao

Trinh ty cé nghia cho siFXIa2-M2P1

45

cuggguauuc uuucaagcaa u

21

11



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

53350 200/347

46
23
ARN
Trinh tu nhén tao

Trinh tu dbi nghia cho siFXIa2-M2P1

46

auugcuugaa agaauaccca gaa

23

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

47

21

ARN

Trinh tw nhé&n tao

Trinh tu cé nghia cho siFXTIaz2-M3P1

47

cuggguauuc uuucaadgcaa u

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

48

23

ARN

Trinh tu nhéan tao

Trinh tu d6i nghia cho siFXIa2-M3P1

48

auugcuugaa agaauaccca gaa

23

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

49
19
ARN
Trinh ty nh&n tao

Trinh tu cbé nghia cho siFXIal-M1SP1

49

ggguauucuu ucaagcaau

19

<210>
<211>
<212>

50
21
ARN

12



<213>

<220>
<223>

<400>

53350

Trinh tu nhé&n tao

Trinh tu déi nghia cho siFXIal-M1SP1

50

auugcuugaa agaauaccca g

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

51

19

ARN

Trinh tu nhén tao

Trinh tyu cé nghia cho siFXIal-M2SP1

51

ggguauucuu ucaagcaau

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

52

21

ARN

Trinh tuy nhén tao

Trinh tu d6i nghia cho siFXIal-M2SP1

52

auugcuugaa agaauaccca g

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

53

19

ARN

Trinh tu nhén tao

Trinh tu ¢ nghia cho siFXIal-M3SP1

53

ggguauucuu ucaagcaau

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

54

21

ARN

Trinh twu nhé&n tao

Trinh tu d6i nghia cho siFXIal-M3SP1

13
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<400>

53350 204/347

54

auugcuugaa agaauaccca g

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

55
21
ARN
Trinh ty nhén tao

Trinh tu cé nghia cho siFXIa2-M1SP1l

55

cuggguauuc uuucaagcaa u

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

56
23
ARN
Trinh tu nhé&n tao

Trinh tu dbéi nghia cho siFXIa2-M1SP1

56

auugcuugaa agaauaccca gaa

23

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

57

21

ARN

Trinh tw nhé&n tao

Trinh ty cbé nghia cho siFXIa2-M2SP1

57

cuggguauuc uuucaagcaa u

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

58

23

ARN

Trinh tu nhén tao

Trinh tu d6i nghia cho siFXIa2-M2SP1

58

auugcuugaa agaauaccca dJgaa

23

14



53350 205/347

<210> 59
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Trinh tyu cbé nghia cho siFXIa2-M3SP1

<400> 59

cuggguauuc uuucaagcaa u
21

<210> 60

<211> 23

<212> ARN
<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIa2-M3SP1

<400> 60

auugcuugaa agdgaauaccca gaa
23

<210> 6l

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<221> dic diém khac
222> (19)..(19)

<223> n la zZ5, z5 1a U

<400> 61

ggcauaaacu auaacagcn
19

<210> 62

<211> 19

<212> ARN
<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<221> dic diém khéac
<222>  (1)..(1)

<223> n la 726, 26 la A

<400> 62
ngcuguuaua guuuaugcc
19

15



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

63

19

ARN

Trinh tu nhan tao

ddc diém khéac
(19)..(19)

n la z7, z7 la A, U,G or C

63

ggcauaaacu auaacagcn

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

64

19

ARN

Trinh tu nhén tao

dé&c diém khéac
(1) .. (1)

n la 78, Z8 1la nucleotit bd sung voi 277,
Zz7 dugc chon tu A, U, G hodc C

64

ngcuguuaua guuuaugcc

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

65
19
ARN
Trinh ty nhé&n tao

dic diém khéc
(19)..(19)

n la z7, z7 1la A, U, G hodc C

65

ggcauaaacu auaacagcn

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
222>

06

21

ARN

Trinh tu nhé&n tao

didc diém khac
(1)..(1)

53350

16
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53350 207/347

<223> n la 78, 28 la nucleotit bd sung véi 27,
77 duoc chon tuo A, U, G hodc C

<400> 66

ngcuguuaua guuuaugccc u
21

<210> 67

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<221> dic diém khéac
<222>  (21)..(21)

<223> n la 27, 27 1la A, U, G hoac C

<400> 67

agggcauaaa cuauaacagc n
21

<210> 68

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> d&c diém khac
<222>  (1)..(1)

<223> n la 78, Z8 1la nucleotit bd sung véi Z7,
Z7 duoc chon tu A, U, G hodc C

<400> 68

ngcuguuaua guuuaugccc uuc
23

<210> 69

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<223> Trinh tu cbé nghia cho siFXIbl

<400> 69

ggcauaaacu auaacagcu
19

<210> 70

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhé&n tao

17



<220>
<223>

<400>

Trinh tu dbéi nghia cho siFXIbl

70

agcuguuaua guuuaugccc u

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

71
21
ARN
Trinh ty nhan tao

Trinh tu cé nghia cho siFXIb2

71

agggcauaaa cuauaacagc u

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

agcuguuaua guuuaugccc uuc

23

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

72

23

ARN

Trinh tuy nhé&n tao

Trinh tu dbéi nghia cho siFXIb2

72

73
19
ARN
Trinh tu nhan tao

Trinh tu cé nghia cho siFXIbl-M1l

73

ggcauaaacu auaacagcu

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

74

21

ARN

Trinh twy nhan tao

Trinh tu dbi nghia cho siFXIbl-M1

53350

18

228/347



53350 209/347

<400> 74

agcuguuaua guuuaugccc u
21

<210> 775

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh ty cé nghia cho siFXIbl-M2

<400> 75

ggcauaaacu auaacagcu
19

<210> 76

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<223> Trinh tu déi nghia cho siFXIbl-M2

<400> 76

agcuguuaua guuuaugccc u
21

<210> 77

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tuy c6 nghia cho siFXIbl-M3

<400> 77

ggcauaaacu auaacagcu
19

<210> 78

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIbl-M3

<400> 78
agcuguuaua guuuaugccc u
21

19



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

53350

79
21
ARN
Trinh tu nhén tao

Trinh tu c6 nghia cho siFXIb2-Ml1

79

agggcauaaa cuauaacagc u

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

80

23

ARN

Trinh ty nhé&n tao

Trinh tu d6i nghia cho siFXIb2-M1

80

agcuguuaua Jguuuaugccc uuc

23

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

81
21
ARN
Trinh tyu nhé&n tao

Trinh tu cbé nghia cho siFXIb2-M2

81

agggcauaaa cuauaacagc u

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

82

23

ARN

Trinh tu nhé&n tao

Trinh tu déi nghia cho siFXIb2-M2

82

agcuguuaua Jguuuaugccc uuc

23

<210>
<211>
<212>
<213>

83
21
ARN
Trinh tu nhan tao

20
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53350

<220>
<223> Trinh ty cbé nghia cho siFXIb2-M3

<400> 83

agggcauaaa cuauaacagc u
21

<210> 84

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIb2-M3

<400> 84

agcuguuaua guuuaugccc uuc
23

<210> 85

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tu nh&n tao

<220>
<223> Trinh tu cbé nghia cho siFXIbl-MI1S

<400> 85

ggcauaaacu auaacagcu
19

<210> 86

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIbl-M1S

<400> 86

agcuguuaua guuuaugccc u
21

<210> 87

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<223> Trinh tu c6 nghia cho siFXIbl-M2S

21

231/347



53350 230/347

<400> 87

ggcauaaacu auaacagcu
19

<210> 88

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIbl-M2S

<400> 88

agcuguuaua guuuaugccc u
21

<210> 89

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu cbé nghia cho siFXIbl-M3S

<400> 89

ggcauaaacu auaacagcu
19

<210> 90

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tw nhdn tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIbl-M3S

<400> 90

agcuguuaua guuuaugccc u
21

<210> 91

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu cb6 nghia cho siFXIb2-M1S

<400> 91
agggcauaaa cuauaacagc u
21

22



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

53350

92

23

ARN

Trinh tu nhé&n tao

Trinh tu déi nghia cho siFXIb2-M1S

92

agcuguuaua guuuaugccc uuc

23

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

93
19
ARN
Trinh tu nhén tao

Trinh ty cé nghia cho siFXIb2-M2S

93

ggcauaaacu auaacagcu

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

94

23

ARN

Trinh ty nhé&n tao

Trinh ty dbéi nghia cho siFXIb2-M2S

94

agcuguuaua guuuaugccc uuc

23

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

95

21

ARN

Trinh tu nhén tao

Trinh tu cbé nghia cho siFXIb2-M3S

95

agggcauaaa cuauaacagc u

21

<210>
<211>
<212>
<213>

96
23
ARN
Trinh tu nhé&n tao

23

233/347



53350 234/347

<220>
<223> Trinh tu d6i nghia cho siFXIb2-M3S

<400> 96

agcuguuaua guuuaugccc uuc
23

<210> 97

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tw nhé&n tao

<220>
<223> Trinh ty cbé nghia cho siFXIbl-M1P1

<400> 97

ggcauaaacu auaacagcu
19

<210> 98

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>
<223> Trinh tu dbéi nghia cho siFXIbl-M1P1

<400> 98

agcuguuaua guuuaugccc u
21

<210> 99

<211> 19

<212> ARN
<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Trinh tu cb6 nghia cho siFXIbl-M2P1

<400> 99

ggcauaaacu auaacagcu
19

<210> 100

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tyu nhé&n tao

<220>
<223> Trinh tu dbéi nghia cho siFXIbl1-M2P1

24



<400>

53350 235/347

100

agcuguuaua guuuaugccc u

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

101
19
ARN
Trinh tu nhan tao

Trinh tu cbé nghia cho siFXIb1-M3P1

101

ggcauaaacu auaacagcu

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
223>

<400>

102
21
ARN
Trinh tu nhédn tao

Trinh ty déi nghia cho siFXIb1l-M3P1

102

agcuguuaua guuuaugccc u

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

103
21
ARN
Trinh ty nhén tao

Trinh tu c6é nghia cho siFXIb2-M1P1

103

agggcauaaa cuauaacagc u

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

104
23
ARN
Trinh ty nhan tao

Trinh tu d6i nghia cho siFXIb2-M1P1

104

agcuguuaua guuuaugccc uuc

23

25



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

53350 236/347

105
21
ARN
Trinh tw nhé&n tao

Trinh ty c6 nghia cho siFXIb2-M2P1

105

agggcauaaa cuauaacagc u

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

106
23
ARN
Trinh tu nh&n tao

Trinh tu d6i nghia cho siFXIb2-M2P1

106

agcuguuaua guuuaugccc uuc

23

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

107
21
ARN
Trinh tw nhéan tao

Trinh tu cé nghia cho siFXIb2-M3P1

107

agggcauaaa cuauaacagc u

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

108
23
ARN
Trinh ty nhén tao

Trinh tu déi nghia cho siFXIb2-M3P1

108

agcuguuaua Juuuaugccc uuc

23

<210>
<211>
<212>
<213>

109
19
ARN
Trinh tu nhén tao

26



53350 237/347

<220>
<223> Trinh ty cb6 nghia cho siFXIb1-M1SP1

<400> 109
ggcauaaacu auaacagcu
19

<210> 110

<211> 21

<212> ARN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu d6i nghia cho siFXIbl-M1SP1

<400> 110

agcuguuaua guuuaugccc u
21

<210> 111

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu cbé6 nghia cho siFXIb1-M2SP1

<400> 111
ggcauaaacu auaacagcu
19

<210> 112

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIbl-M2SPl

<400> 112

agcuguuaua guuuaugccc u
21

<210> 113

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>
<223> Trinh tu cbé nghia cho siFXIb1l-M3SP1

27



<400>

53350 238/347

113

ggcauaaacu auaacagcu

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

114
21
ARN
Trinh ty nhé&n tao

Trinh tu d6i nghia cho siFXIbl-M3SP1

114

agcuguuaua guuuaugccc u

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

115
21
ARN
Trinh tu nhan tao

Trinh ty c¢cd nghia cho siFXIb2-M1SP1

115

agggcauaaa cuauaacagc u

- 21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

116
23
ARN
Trinh tu nhén tao

Trinh tu db4i nghia cho siFXIb2-M1SP1

116

agcuguuaua guuuaugccc uuc

23

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

117
21
ARN
Trinh tu nhé&n tao

Trinh tu c6 nghia cho siFXIb2-M2Z2SP1

117

agggcauaaa cuauaacagc u

21

28



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

53350

118
23
ARN
Trinh ty nhé&n tao

Trinh tu dbi nghia cho siFXIb2-M2SP1

118

agcuguuaua guuuaugccc uuc

23

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

119

21

ARN

Trinh ty nhén tao

Trinh tu cé nghia cho siFXIb2-M3SP1

119

agggcauaaa cuauaacagc u

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

120
23
ARN
Trinh tyu nhan tao

Trinh tu déi nghia cho siFXIb2-M3SP1

120

agcuguuaua guuuaugccc uuc

23

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

121
19
ARN
Trinh ty nhén tao

d&c diém khac
(19)..(19)
n 1a 29, 79 1a A

121

gcucaagaau gccaagaan

19

<210>
<211>

122
19

29
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<212>
<213>

<220>
221>
<222>
<223>

<400>

53350

ARN
Trinh tu nhé&n tao

d&c diém khéac
(1) .. (1)
n la 710, Z10 1a U

122

nuucuuggca uucuugagc

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

123
19
ARN
Trinh ty nhé&n tao

d&c diém khac
(19)..(19)

n la Z11, z11 1a A, U, G hodac C

123

gcucaagaau gccaagaan

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

124
19
ARN
Trinh tu nhé&n tao

ddc diém khéac
(1)..(1)

n 1la 712, 712 la nucleotit bd sung véi 711,

Zz11 dugc chon tu A, U,

124

nuucuuggca uucuugagc

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

125
19
ARN
Trinh tu nhan tao

dac diém khac
(19)..(19)

n la 7211, Z11 l1a A, U, G hodc C

125

G hoac C

30
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53350

gcucaagaau gccaagaan

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
221>
<222>
<223>

<400>

126
21
ARN
Trinh tu nhdn tao

d&c diém khéac

(1)..(1)

n la 212, Z12 1la nucleotit bd sung véi 2711,
711 dugc chon tu A, U, G hodc C

126

nuucuuggca uucuugagca c

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

127

21

ARN

Trinh tu nhédn tao

dac diém khéac
(21)..(21)
n la z11, z11 1la A, U, G hoac C

127

gugcucaaga augccaagaa n

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

128
23
ARN
Trinh tu nhén tao

dic diém khéac
(1) .. (1)

n la 712, Z12 1la nucleotit bd sung véi 211,
7211 duogc chon tuw A, U, G hodc C

128

nuucuuggca uucuugagca cuc

23

<210>
<211>
<212>
<213>

129
19
ARN
Trinh tw nhé&n tao

31
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53350 2421347

<220>
<223> Trinh tu cb6 nghia cho siFXIcl

<400> 129
gcucaagaau gccaagaaa
19

<210> 130

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIcl

<400> 130

uuucuuggca uucuugagca cC
21

<210> 131

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Trinh ty cé nghia cho siFXIc2

<400> 131

gugcucaaga augccaagaa a
21

<210> 132

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIc2

<400> 132

uuucuuggca uucuugagca cuc
23

<210> 133

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> Trinh tu c6 nghia cho siFXIcl-M1l

<400> 133

32



53350 243/347

gcucaagaau gccaagaaa

19
<210> 134
<211> 21

<212> ARN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIcl-M1

<400> 134

uuucuuggca uucuugagca c
21

<210> 135

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<223> Trinh tu cb6 nghia cho siFXIcl-M2

<400> 135
gcuCaagaau Jgccaagaaa
19

<210> 136

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu dbéi nghia cho siFXIcl-M2

<400> 136

uuucuuggca uucuugagca cC
21

<210> 137

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh ty cé nghia cho siFXIcl-M3

<400> 137
gcucaagaau gccaagaaa
19

<210> 138

33



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

53350

21
ARN
Trinh tu nhan tao

Trinh tu d6i nghia cho siFXIcl-M3

138

uuucuuggca uucuugagca cC

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

139
21
ARN
Trinh tu nhé&n tao

Trinh tu cé nghia cho siFXIc2-M1

139

gugcucaaga augccaagaa a

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

140
23
ARN
Trinh tu nhén tao

Trinh tu d6i nghia cho siFXIc2-M1

140

uuucuuggca uucuugagca cuc

23

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

141
21
ARN
Trinh ty nhéan tao

Trinh tu c¢b6 nghia cho siFXIc2-M2

141

gugcucaaga augccaagaa a

21

<210>
<211>
<212>
<213>

142

23

ARN

Trinh tu nhan tao

34
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53350 245/347

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIc2-M2

<400> 142

uuucuuggca uucuugagca cuc
23

<210> 143

<211> 21

<212> ARN
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh ty cé nghia cho siFXIc2-M3

<400> 143

gugcucaaga augccaagaa a
21

<210> 144

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIc2-M3

<400> 144

uuucuuggca uucuugagca cuc
23

<210> 145

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh ty c6 nghia cho siFXIcl-M1S

<400> 145
gcucaagaau gccaagaaa
19

<210> 146

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu dbéi nghia cho siFXIcl-M1S

<400> 146

35



53350 246/347

uuucuuggca uucuugagca ¢

21

<210> 147
<211> 19
<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu cé nghia cho siFXIcl-M2S

<400> 147
gcucaagaau gccaagaaa
19

<210> 148

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIcl-M2S

<400> 148

uuucuuggca uucuugagca c
21

<210> 149

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu cé nghia cho siFXIcl-M3S

<400> 149
gcucaagaau gccaagaaa
19

<210> 150

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<223> Trinh tu d6i nghia cho siFXIcl-M3S

<400> 150

uuucuuggca uucuugagca c
21

<210> 151

36



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

53350

21
ARN
Trinh ty nhén tao

Trinh tu cbé nghia cho siFXIc2-M1S

151

gugcucaaga augccaagaa a

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

152

23

ARN

Trinh ty nhédn tao

Trinh tyu dbi nghia cho siFXIc2-M1S

152

uuucuuggca uucuugagca cuc

23

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

153

21

ARN

Trinh tu nhé&n tao

Trinh tyu cé nghia cho siFXIc2-M2S

153

gugcucaaga augccaagaa a

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

154

23

ARN

Trinh ty nhén tao

Trinh ty dbi nghia cho siFXIc2-M2S

154

uuucuuggca uucuugagca cuc

23

<210>
<211>
<212>
<213>

155

21

ARN

Trinh tu nhén tao

37
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53350 2481347

<220>
<223> Trinh ty cbé nghia cho siFXIc2-M3S

<400> 155

gugcucaaga augccaagaa a
21

<210> 156

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIc2-M3S

<400> 156

uuucuuggca uucuugagca cuc
23

<210> 157

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Trinh tu cbé nghia cho siFXIcl-M1P1

<400> 157
gcucaagaau gccaagaaa
19

<210> 158

<211> 21

<212> ARN
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu db6i nghia cho siFXIcl-M1P1

<400> 158

uuucuuggca uucuugagca c
21

<210> 159

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu cb6 nghia cho siFXIcl-M2P1

<400> 159

38



53350 249/347

gcucaagaau gccaagaaa

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

160
21
ARN
Trinh tu nhan tao

Trinh tu dbéi nghia cho siFXIcl-M2P1

160

uuucuuggca uucuugagca c

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

161
19
ARN
Trinh twu nhan tao

Trinh ty cé nghia cho siFXIcl-M3P1

lel

gcucaagaau gccaagaaa

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

162
21
ARN
Trinh ty nhé&n tao

Trinh tu d6i nghia cho siFXIcl-M3P1

162

uuucuuggca uucuugagca cC

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

163
21
ARN
Trinh tyu nhé&n tao

Trinh tu ¢dé nghia cho siFXIc2-M1P1

163

gugcucaaga augccaagaa a

21

<210>

164

39



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

53350 2501347

23
ARN
Trinh tu nhan tao

Trinh tu dbéi nghia cho siFXIc2-M1P1

164

uuucuuggca uucuugagca cuc

23

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

165
21
ARN
Trinh tu nhé&n tao

Trinh tu cbé nghia cho siFXIcZ2-M2P1

165

gugcucaaga augccaagaa a

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

166

23

ARN

Trinh tu nhén tao

Trinh tu d6i nghia cho siFXIc2-M2P1

166

uuucuuggca uucuugagca cuc

23

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

167
21
ARN
Trinh tu nhé&n tao

Trinh ty c¢bé nghia cho siFXIc2-M3P1

167

gugcucaaga augccaagaa a

21

<210>
<211>
<212>
<213>

168

23

ARN

Trinh tu nhadn tao

40



53350 251/347

<220>
<223> Trinh tyu dbi nghia cho siFXIc2-M3P1

<400> 168

uuucuuggca uucuugagca cuc
23

<210> 169

<211> 19

<212> ARN
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu c6é nghia cho siFXIcl-M1SP1

<400> 169
gcucaagaau gccaagaaa
19

<210> 170

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIcl-M1SP1

<400> 170

uuucuuggca uucuugagca c
21

<210> 171

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu cé nghia cho siFXIcl-M2SP1l

<400> 171
gcucaagaau gccaagaaa
19

<210> 172

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIcl-M2SP1

<400> 172

41



53350 252/347

uuucuuggca uucuugagca c

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

173
19
ARN
Trinh tu nhéan tao

Trinh tu cé nghia cho siFXIcl-M3SP1

173

gcucaagaau gccaagaaa

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

174
21
ARN
Trinh tu nhé&n tao

Trinh tu dbi nghia cho siFXIcl-M3SP1

174

uuucuuggca uucuugagca c

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

175

21

ARN

Trinh tu nhén tao

Trinh tu cbé nghia cho siFXIc2-M1SP1

175

gugcucaaga augccaagaa a

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

176
23
ARN
Trinh tu nhédn tao

Trinh tu d6i nghia cho siFXIc2-M1SP1

176

uuucuuggca uucuugagca cuc

23

<210>

177

42



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

53350 253/347

21
ARN
Trinh tu nh&n tao

Trinh ty cbé nghia cho siFXIc2-M2SP1

177

gugcucaaga augccaagaa a

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

178
23
ARN
Trinh tu nhéan tao

Trinh tu dbi nghia cho siFXIc2-M2SP1

178

uuucuuggca uucuugagca cuc

23

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

179

21

ARN

Trinh tu nhén tao

Trinh tu c¢bd nghia cho siFXIc2-M3SP1

179

gugcucaaga augccaagaa a

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

180
23
ARN
Trinh tu nhan tao

Trinh tu d6i nghia cho siFXIc2-M3SP1

180

uuucuuggca uucuugagca cuc

23

<210>
<211>
<212>
<213>

181
19
ARN
Trinh ty nhé&n tao

43



<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

53350

d&c diém khéac
(19)..(19)
n la 713, 7213 1a U

181

gcaacaaaga cauuuaugn

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

182
19
ARN
Trinh ty nhé&n tao

d&c diém khéac
(1)..(1)
n la 214, z14 1la A

182

ncauvaaaugu cuuuguugc

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

183

19

ARN

Trinh tu nhé&n tao

ddc diém khéac
(19)..(19)
n la 7215, 715 l1la A, U, G hoac C

183

gcaacaaaga cauuuaugn

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

184
19
ARN
Trinh ty nhén tao

dadc diém khéc

(1)..(1)

n la 716, 716 la nucleotit bd sung véi 715,
715 duoc chon tu A, U, G hodc C

184

ncauaaaugu cuuuguugc

19

44
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

53350

185
19
ARN
Trinh tw nhéan tao

dic diém khéc
(19)..(19)
n la z15, 715 l1la A, U, G hodc C

185

gcaacaaaga cauuuaudgn

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

186

21

ARN

Trinh tu nhé&n tao

ddc diém khéac

(1) .. (1)

n la 716, 216 1la nucleotit bd sung véi 715,
Z15 dugc chon tu A, U, G hodc C

186

ncauvaaaugu cuuuguugca a

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

187

21

ARN

Trinh ty nhadn tao

didc diém khac
(21) .. (21)
n la z15, Z15 1la A, U, G hoac C

187

uugcaacaaa gacauuuaug n

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
222>
<223>

188
23
ARN
Trinh tu nhén tao

didc diém khéc
(1) .. (1)
n la 7216, 716 1la nucleotit bd sung voi 715,
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<400>

53350

715 duogc chon tuw A, U, G hodc C

188

ncauaaaugu cuuuguugca agc

23

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

189

19

ARN

Trinh tu nhan tao

Trinh ty cé nghia cho siFXIdl

189

gcaacaaaga cauuuaugu

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

190

21

ARN

Trinh tu nhén tao

Trinh tu dbi nghia cho siFXIdl

190

acauaaaugu cuuuguugca a

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

191

21

ARN

Trinh ty nhédn tao

Trinh tu cé nghia cho siFXId2

191

uugcaacaaa gacauuuaug u

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

192

23

ARN

Trinh ty nhdn tao

Trinh tu dbéi nghia cho siFXId2

192

46
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53350 257/347

acauaaaugu cuuuguugca agc

23

<210> 193
<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tw nhén tao

<220>
<223> Trinh ty cb6 nghia cho siFXId1l-M1

<400> 193
gcaacaaaga cauuuaugu
19

<210> 194

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXId1l-M1

<400> 194

acauaaaugu cuuuguugca a
21

<210> 195

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tu cdé nghia cho siFXId1-MZ2

<400> 195
gcaacaaaga cauuuaugu
19

<210> 196

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXId1-M2

<400> 196

acauaaaugu cuuuguugca a
21

<210> 197

47



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

53350

19
ARN
Trinh tu nhédn tao

Trinh tu cé nghia cho siFXId1-M3

197

gcaacaaaga cauuuaugu

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

198
21
ARN
Trinh tu nhan tao

Trinh tu déi nghia cho siFXId1-M3

198

acauaaaugu cuuuguugca a

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

199

21

ARN

Trinh ty nhé&n tao

Trinh tu cé nghia cho siFXIdZ-M1

199

uugcaacaaa gacauuuaug u

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

200
23
ARN
Trinh tyu nhan tao

Trinh tu db4i nghia cho siFXId2-M1

200

acauaaaudgu cuuuguugca agc

23

<210>
<211>
<212>
<213>

201
21
ARN
Trinh ty nhé&n tao

48
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53350

<220>
<223> Trinh tyu cb6 nghia cho siFXId2-M2

<400> 201

uugcaacaaa gacauuuaug u
21

<210> 202

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXId2-M2

<400> 202

acauaaaugu cuuuguugca agc
23

<210> 203

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Trinh tu cé nghia cho siFXId2-M3

<400> 203

uugcaacaaa gacauuuaug u
21

<210> 204

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh tu nh&n tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXId2-M3

<400> 204

acauaaaugu cuuuguugca agc
23

<210> 205

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<223> Trinh tu cé nghia cho siFXId1-M1S

<400> 205

49
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gcaacaaaga cauuuaugu

19

<210> 206
<211> 21
<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu &bi nghia cho siFXId1-M1S

<400> 206

acauaaaugu cuuuguugca a
21

<210> 207

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>
<223> Trinh ty c6 nghia cho siFXId1-M2S

<400> 207
gcaacaaaga cauuuaugu
19

<210> 208

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXId1-M2S

<400> 208

acauaaaugu cuuuguugca a
23

<210> 209

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu c6é nghia cho siFXId1-M3S

<400> 209
gcaacaaaga cauuuaugu
19

<210> 210
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

21
ARN
Trinh tu nhé&n tao

Anritrinh tu cé nghia cho siFXId1-M3S

210

acauaaaudgu cuuuguugca a

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

211
21
ARN
Trinh ty nhédn tao

Trinh ty ¢bé nghia cho siFXId2-M1S

211

uugcaacaaa gacauuuaug u

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

acauaaaugu cuuuguugca agc

23

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

212

23

ARN

Trinh tu nhén tao

Trinh tu d6i nghia cho siFXId2-M1S

212

213
21
ARN
Trinh tu nhé&n tao

Trinh tu c¢bé nghia cho siFXId2-M2S

213

uugcaacaaa gacauuuaug u

21

<210>
<211>
<212>
<213>

214
23
ARN
Trinh tu nhén tao

53350

51
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53350

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXId2-M2S

<400> 214

acauaaaugu cuuuguugca agc
23

<210> 215

<211> 21

<212> ARN
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tyu cb6 nghia cho siFXId2-M3S

<400> 215

uugcaacaaa gacauuuaug u
21

<210> 216

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu dbéi nghia cho siFXId2-M3S

<400> 216

acauaaaugu cuuuguugca agc
23

<210> 217

<211> 19

<212> ARN
<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<223> Trinh tu cbé nghia cho siFXId1-M1Pl1

<400> 217
gcaacaaaga cauuuaugu
19

<210> 218

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXId1-M1P1

<400> 218

52
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53350 263/347

acauvaaaudgu cuuuguugca a

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

219
21
ARN
Trinh tu nhén tao

Trinh tu cé nghia cho siFXId1-M2P1

219

gCcaacaaada cauuuaudgu

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

220

21

ARN

Trinh tu nhén tao

Trinh tu déi nghia cho siFXId1-M2P1

220

acauaaaugu cuuuguugca a

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

221
19
ARN
Trinh tuw nh&n tao

Trinh tu c¢é nghia cho siFXId1-M3P1l

221

gcaacaaaga cauuuaugu

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

222
21
ARN
Trinh tu nhé&n tao

Trinh tu d6i nghia cho siFXId1-M3P1

222

aCcauaaaugu cuuuguugca a

21

<210>

223

53



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

53350

21
ARN
Trinh tu nhan tao

Trinh tu cbé nghia cho siFXId2-M1P1

223

uugcaacaaa gacauuuaug u

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

224
23
ARN
Trinh ty nhdn tao

Trinh tu d6i nghia cho siFXId2-M1P1

224

acauaaaugu cuuuguugca agc

23

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

225
21
ARN
Trinh tyu nhén tao

Trinh tu cbé nghia cho siFXId2-M2P1

225

uugcaacaaa gacauuuaug u

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

226
23
ARN
Trinh ty nhé&n tao

Trinh tu dbi nghia cho siFXId2-M2P1

226

acauaaaugu cuuuguugca agc

23

<210>
<211>
<212>
<213>

227
21
ARN
Trinh ty nhén tao

54
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<220>
<223> Trinh tu cé nghia cho siFXId2-M3P1

<400> 227

uugcaacaaa gacauuuaug u
21

<210> 228

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXId2-M3Pl1

<400> 228

acauaaaugu cuuuguugca agc
23

<210> 229

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<223> Trinh ty c6 nghia cho siFXId1-M1SP1

<400> 229
gcaacaaaga cCauuuaudgu
19

<210> 230

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu d6i nghia cho siFXId1-M1SP1

<400> 230

acauaaaudgu cuuuguugca a
21

<210> 231

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu cbé nghia cho siFXId1-M2SP1

<400> 231

55



53350 266/347

gcaacaaaga cauuuaugu

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

232
21
ARN
Trinh tu nhan tao

Trinh tu d6i nghia cho siFXId1-M2SP1

232

acauaaaugu cuuuguugca a

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

233

19

ARN

Trinh tu nhan tao

Trinh ty ¢b nghia cho siFXId1-M3SP1l

233

gcaacaaaga cauuuaugu

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

234
21
ARN
Trinh tu nhan tao

Trinh tu d6i nghia cho siFXId1-M3SP1l

234

acauaaaugu cuuuguugca a

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

235
21
ARN
Trinh tu nhé&n tao

Trinh tu cé nghia cho siFXId2-M1SP1

235

uugcaacaaa gacauuuaug u

21

<210>

236

56



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

53350 267/347

23
ARN
Trinh tu nhan tao

Trinh tu d6i nghia cho siFXId2-M1SP1

236

acauaaaugu cuuuguugca agc

23

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

237

21

ARN

Trinh ty nhdn tao

Trinh ty cb nghia cho siFXId2-M2SP1

237

uugcaacCcaaa Jacauuuaug u

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

238

23

ARN

Trinh tu nhan tao

Trinh tu d8i nghia cho siFXId2-M2SP1

238

acauaaaugu cuuuguugca agc

23

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

239
21
ARN
Trinh tyu nhén tao

Trinh tu cé nghia cho siFXId2-M3SP1

239

uugcaacaaa gacauuuaug u

21

<210>
<211>
<212>
<213>

240
23
ARN
Trinh ty nhé&n tao

57



53350 268/347

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXId2-M3SP1

<400> 240

acauaaaugu cuuuguugca agc
23

<210> 241

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> dic diém khac
<222>  (19)..(19)

<223> n la 217, 217 1a U

<400> 241
gaaucucaaa gaaaucuun
19

<210> 242

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> dic diém khac
<222>  (1)..(1)

<223> n la 718, 218 la A

<400> 242
naagauuucu uugagauuc
19

<210> 243

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> dic diém khéc
<222>  (19)..(19)

<223> n la 7219, 7219 1la A, U, G hoac C

<400> 243
gaaucucaaa gaaaucuun
19

<210> 244

<211> 19

<212> ARN

58



<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Trinh ty nhén tao

didc diém khéac
(1)..(1)

n la 720, 220 1a nucleotit bd sung vdi 2Z19,
Z19 dugc chon tux A, U, G hoac C

244

naagauvuucu uugadgauuc

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

<223>

<400>

245
19
ARN
Trinh ty nhé&n tao

ddc diém khac
(19)..(19)

n la 7219, z19 la A, U, G hoac C

245

Jgaaucucaaa gaaaucuun

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
222>
<223>

<400>

246

21

ARN

Trinh tu nhén tao

ddc diém khac
(1) .. (1)

n la 720, z20 la nucleotit bd sung véi 719,
219 dugc chon tu A, U, G hodc C

246

naagauuucu uugagauucu u

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
222>

<223>

<400>

247

21

ARN

Trinh ty nhan tao

dac diém khéac
(21)..(21)

n la 719, z19 1a A, U, G hoac C

2477

53350

59
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53350

aadaaucuca aadgaaaucuu n

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
221>
<222>
<223>

<400>

248

23

ARN

Trinh ty nhdn tao

dic diém khéac

(1) .. (1)

n la 220, 720 la nucleotit bd sung véi 219,
Z19 dugc chon tu A, U, G hodac C

248

naagauuucu uugagauucu uug

23

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

249
19
ARN
Trinh tu nhé&n tao

Trinh tu c6 nghia cho siFXIel

249

gaaucucaaa gaaaucuuu

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

250
21
ARN
Trinh tu nhdn tao

Trinh tu déi nghia cho siFXIel

250

aaagauuucu uugagauucu u

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

251

21

ARN

Trinh tu nhén tao

Trinh tu cé nghia cho siFXIe2

251

60
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aagaaucuca aagaaaucuu u

21

<210> 252
<211> 23
<212> ARN

<213> Trinh tu nh&n tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIeZ2

<400> 252

aaagauuucu uugagauucu uug
23

<210> 253

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu c6 nghia cho siFXIel-M1

<400> 253
gaaucucaaa gaaaucuuu
19

<210> 254

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tyu nhé&n tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIel-Ml1

<400> 254

aaagauuucu uugagauucu u
21

<210> 255

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh ty cé nghia cho sifFXIel-M2

<400> 255
gaaucucaaa gaaaucuuu
19

<210> 256
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

53350

21
ARN
Trinh tu nhén tao

Trinh tu dbi nghia cho siFXIel-M2

256

aaagauuucu uugagauucu u

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

257
19
ARN
Trinh ty nhdn tao

Trinh tu ¢ nghia cho siFXIel-M3

257

gaaucCcucaaa Jaaaucuuu

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

258

21

ARN

Trinh tuy nhén tao

Trinh tu d6i nghia cho siFXIel-M3

258

aaagauuucu uugagauucu u

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

259

21

ARN

Trinh tu nhé&n tao

Trinh tu cbé nghia cho siFXIe2-M1

259

aagaaucuca aagaaaucuu u

21

<210>
<211>
<212>
<213>

260

23

ARN

Trinh tyu nhén tao

62
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<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIe2-M1

<400> 260

aaagauuucu uugagauucu uug
23

<210> 261

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Trinh ty cbé nghia cho siFXIe2-M2

<400> 261

aagaaucuca aagaaaucuu u
21

<210> 262

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIe2-M2

<400> 262

aaagauuucu uugagauucu uug
23

<210> 263

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<223> Trinh tu cb6 nghia cho siFXIeZ-M3

<400> 263

aagaaucuca aagaaaucuu u
21

<210> 264

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIe2-M3

<400> 264

63



53350 274/347

aaagauuucu uugagauucu uug

23

<210> 265
<211> 19
<212> ARN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Trinh tu cbé nghia cho siFXIel-M1S

<400> 265
gaaucucaaa gJgaaaucuuu
19

<210> 266

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIel-M1S

<400> 266

aaagauuucu uugagauucu u
21

<210> 267

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu cb6 nghia cho siFXIel-M2S

<400> 207
Jgaaucucaaa Jaaaucuuu
19

<210> 268

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIel-M2S

<400> 268

aaagauuucu uugagauucu u
21

<210> 269
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

53350

19
ARN
Trinh ty nhan tao

Trinh tyu c6 nghia cho siFXIel-M3S

269

gaaucucaaa Jaaaucuuu

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

270
21
ARN
Trinh ty nhé&n tao

Trinh tu db4i nghia cho siFXIel-M3S

270

aaagauuucu uugagauucu u

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

271
21
ARN
Trinh ty nhéan tao

Trinh tu cé nghia cho siFXIel-M3S

271

aagaaucuca aadgaaaucuu u

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

272
23
ARN
Trinh tu nhan tao

Trinh tu d6i nghia cho siFXIel-M3S

272

daaagauuucu uugagauucu uug

23

<210>
<211>
<212>
<213>

273

21

ARN

Trinh ty nhan tao

65
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<220>
<223> Trinh tyu c6 nghia cho siFXIe2-M2S

<400> 273

aagaaucuca aagaaaucuu u
21

<210> 274

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIe2-M2S

<400> 274

aaagauuucu uugagauucu uug
23

<210> 275

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tu cb6 nghia cho siFXIe2-M3S

<400> 275

aagaaucuca aagaaaucuu u
21

<210> 276

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh twu nhédn tao

<220>
<223> Trinh tu dbéi nghia cho siFXIe2-M3S

<400> 276

aaagauuucu uugagauucu uug
23

<210> 277

<211> 19

<212> ARN
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu cé nghia cho siFXIel-M1P1

<400> 277

66



53350 2771347

gaaucucaaa gaaaucuuu

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

278

21

ARN

Trinh tu nhan tao

Trinh tu déi nghia cho siFXIel-M1P1

278

aaagauuucu uugadgauucu u

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

279
19
ARN
Trinh tu nhé&n tao

Trinh ty cé nghia cho siFXIel-M2P1

279

gaaucucaaa gaaaucuuu

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

280

21

ARN

Trinh tu nhén tao

Trinh tu déi nghia cho siFXIel-M2P1

280

aaadgauuucu uudgadauucu u

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

281
19
ARN
Trinh ty nhédn tao

Trinh tu c¢bé nghia cho siFXIel-M3P1

281

gaaucucaaa gaaaucuuu

19

<210>

282

67



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

53350 2781347

21
ARN
Trinh ty nhdn tao

Trinh tu dbi nghia cho siFXIel-M3P1

282

aaagauuucu uugagauucu u

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

283
21
ARN
Trinh tuw nhdn tao

Trinh tyu cé nghia cho siFXIe2-M1P1

283

aagaaucucCa aadgaaaucuu u

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

284
23
ARN
Trinh tu nhé&n tao

Trinh tu dbi nghia cho siFXIe2-M1P1

284

aaagauuucu uugagauucu uug

23

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

285
21
ARN
Trinh tuy nhé&n tao

Trinh tu cé nghia cho siFXIe2-M2P1

285

aagaaucuca aadgaaaucuu u

21

<210>
<211>
<212>
<213>

286
23
ARN
Trinh tw nhén tao

68



53350 279/347

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIe2-M2P1

<400> 286

aaagauuucu uugagauucu uug
23

<210> 287

<211> 21

<212> ARN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh tyu c6 nghia cho siFXIe2-M3P1

<400> 287

aagaaucuca aagaaaucuu u
21

<210> 288

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh tuyu nhé&n tao

<220>
<223> Trinh tu d6i nghia cho siFXIe2-M3P1

<400> 288

aaagauuucu uugagauucu uug
23

<210> 289

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu cé nghia cho siFXIel-M1SP1

<400> 289
gaaucucaaa gaaaucuuu
19

<210> 290

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu d6i nghia cho siFXIel-MI1SP1

<400> 290

69



53350 280/347

aaagauuucu uugadgauucu u

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

291
19
ARN
Trinh ty nhan tao

Trinh ty cé nghia cho siFXIel-M2SP1

291

gaaucucaaa gaaaucuuu

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

292
21
ARN
Trinh tu nhé&n tao

Trinh tu d6i nghia cho siFXTIel-M2SP1

292

aaagauuucu uugagauucu u

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

293
19
ARN
Trinh ty nhé&n tao

Trinh tu cé nghia cho siFXIel-M3SP1

293

gaaucucaaa Jgaaaucuuu

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

294
21
ARN
Trinh ty nhédn tao

Trinh tu dbi nghia cho siFXIel-M3SP1

294

aaagauuucu uugagauucu u

21

<210>

295

70



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

53350 281/347

21
ARN
Trinh ty nhén tao

Trinh tu cé nghia cho siFXIe2-MI1SP1

295

aagaaucuca aadgaaaucuu u

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

296
23
ARN
Trinh tu nhén tao

Trinh tu dbi nghia cho siFXIe2-M1SP1

296

aaagauuucu uugagauucu uug

23

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

297

21

ARN

Trinh ty nhén tao

Trinh tu cé nghia cho siFXIe2-M2SP1

297

aagaaucucCa aadgaaaucuu u

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
223>

<400>

298
23
ARN
Trinh ty nhan tao

Trinh tu d8i nghia cho siFXIe2-M2SP1

298

aaagauuucu uugagauucu uug

23

<210>
<211>
<212>
<213>

299
21
ARN
Trinh tu nhan tao

71



53350 282/347

<220>
<223> Trinh tu c6 nghia cho siFXIeZ2-M3SP1

<400> 299

aagaaucuca aagaaaucuu u
21

<210> 300

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu db4i nghia cho siFXIe2-M3SP1

<400> 300

aaagauuucu uugagauucu uug
23

<210> 301

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tuyu nhén tao

<220>
<221> dic diém khac
<222>  (19)..(19)

<223> n la z21, z21 la G

<400> 301
guacguggac uggauucun
19

<210> 302

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> dac diém khac
222> (1) .. (1)

<223> n la 7222, 222 la C

<400> 302
nagaauccag uccacguac
19

<210> 303

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tu nhan tao

72



<220>
<221>
222>
<223>

<400>

ddc diém khac
(19)..(19)
n la 223, 723

303

guacguggac uggauucun

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

304
19
ARN
Trinh tu nhan

dadc diém khéac
(1)..(1)

n la 224, 724 1a nucleotit bd sung vdi 723,

53350

la A, U, G hoac C

tao

723 duoc chon tu A, U, G hoac C

304

nagaauccag uccacguac

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

305
19
ARN
Trinh ty nhén

dac diém khéac
(19)..(19)
n la 7223, 723

305

guacguggac uggauucun

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
222>
<223>

<400>

306

21

ARN

Trinh tw nhén

dic diém khéac
(L) .. (1)

n la z24, 724
723 duoc chon

306

tao

la A, U, G hoac C

tao

1la nucleotit bd

sung v&i 723,

tua A, U, G hodc C

nagaauccag uccacguacu c

21

73
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

53350

307

21

ARN

Trinh ty nhéan tao

ddc diém khéac
(21)..(21)
n la z23, z23 1la A, U,

307

gaguacgugg acuggauucu n

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

308
23
ARN
Trinh ty nhé&n tao

dic diém khéac
(1) .. (1)

n la 724, 724 1a nucleotit bd

G hoac C

sung v&i 723,

723 duogc chon tu A, U, G hodc C

308

nagaauccag uccacguacu cga

23

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

309

19

ARN

Trinh ty nhé&n tao

Trinh tu cb6 nghia cho siFXIfl

309

guacguggacu ggauucug

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

310
21
ARN
Trinh ty nhén tao

Trinh tu d6i nghia cho siFXIfl

310

74
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53350 285/347

cagaauccag uccacguacu C

21
<210> 311
<211> 21

<212> ARN
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh ty c6 nghia cho siFXIf2

<400> 311

gaguacgugg acuggauucu g
21

<210> 312

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tu db6i nghia cho siFXIf2

<400> 312

cagaauccag uccacguacu cga
23

<210> 313

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu cdé nghia cho siFXIfl-Ml

<400> 313
guacguggac uggauucug
19

<210> 314

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu d6i nghia cho siFXIf1-M1

<400> 314

cagaauccag uccacguacu c
21

<210> 315

75



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

53350

19
ARN
Trinh ty nhan tao

Trinh tuy cé nghia cho siFXIf1-M2

315

guacguggac uggauucug

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

316
21
ARN
Trinh tu nhan tao

Trinh tu d6i nghia cho siFXIf1-M2

316

cagaauccag uccacguacu c

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

317
19
ARN
Trinh ty nhé&n tao

Trinh tu cé nghia cho siFXIf1-M3

317

guacguggac uggauucug

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

318

21

ARN

Trinh tu nhén tao

Trinh tu d6i nghia cho siFXIf1-M3

318

Cagaauccag uccacguacu c

21

<210>
<211>
<212>
<213>

319

21

ARN

Trinh tu nhéan tao

76
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53350

<220>
<223> Trinh tyu cbé nghia cho siFXIf2-M1

<400> 319

gaguacgugg acuggauucu g
21

<210> 320

<211> 23

<212> ARN
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIf2-M1

<400> 320

cagaauccag uccacguacu cga
23

<210> 321

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> Trinh tu cbé nghia cho siFXIf2-M2

<400> 321

gaguacgugg acuggauucu g
21

<210> 322

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh ty nhéan tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIf2-M2

<400> 322

cagaauccag uccacguacu cga
23

<210> 323

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu c6 nghia cho siFXIf2-M3

<400> 323

7

287/347



53350 288/347

gaguacgugg acuggauucu g

21
<210> 324
<211> 23

<212> ARN
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIf2-M3

<400> 324

cagaauccag uccacguacu cga
23

<210> 325

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<223> Trinh ty cb6 nghia cho siFXIf1l-M1S

<400> 325
guacguggac uggauucug
19

<210> 326

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIf1-M1S

<400> 326

cagaauccag uccacguacu cC
21

<210> 327

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tu cb nghia cho siFXIfl-M2S

<400> 327
guacguggac uggauucug
19

<210> 328

78



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

53350

21
ARN
Trinh ty nhan tao

Trinh tu d6i nghia cho siFXIf1-M2S

328

cagaauccag uccacguacu c

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

329
19
ARN
Trinh tu nhén tao

Trinh tu c6 nghia cho siFXIf1-M3S

329

guacguggac uggauucug

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

330
21
ARN
Trinh ty nh&n tao

Trinh tu dbi nghia cho siFXIf1-M3S

330

cagaauccag uccacguacu c

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

331

21

ARN

Trinh tu nhdn tao

Trinh tu cbé nghia cho siFXIf2-M1S

331

gaguacgugg acuggauucu g

21

<210>
<211>
<212>
<213>

332
23
ARN
Trinh tu nhé&n tao

79
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53350 290/347

<220>
<223> Trinh tu db6i nghia cho siFXIf2-M1S

<400> 332

cagaauccag uccacguacu cga
23

<210> 333

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<223> Trinh tu cé nghia cho siFXIf2-M2S

<400> 333

gaguacgugg acuggauucu g
21

<210> 334

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu dbéi nghia cho siFXIf2-M2S

<400> 334

cagaauccag uccacguacu cga
23

<210> 335

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tuy nhéan tao

<220>
<223> Trinh tu cb nghia cho siFXIf2-M3S

<400> 335

gaguacgugg acuggauucu g
21

<210> 336

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu d6i nghia cho siFXIf2-M3S

<400> 336

80



53350 291/347

cagaauccag uccacguacu cga

23

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

337
19
ARN
Trinh tu nhén tao

Trinh tu cé nghia cho siFXIf1-M1P1

337

guacguggac uggauucug

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

338

21

ARN

Trinh ty nhan tao

Trinh tu d6i nghia cho siFXIf1-M1P1

338

cagaauccag uccacguacu c

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

339
19
ARN
Trinh tyu nhdn tao

Trinh tu cb nghia cho siFXIf1-M2P1

339

guacguggac uggauucug

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

340

21

ARN

Trinh tu nhan tao

Trinh tyu déi nghia cho siFXIf1-M2P1

340

cagaauccag uccacguacu ¢

21

<210>

341

81



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

53350 292/347

19
ARN
Trinh tyu nhédn tao

Trinh tu cbé nghia cho siFXIf1-M3P1

341

guacguggac uggauucug

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

342
21
ARN
Trinh tu nhén tao

Trinh tu d6i nghia cho siFXIf1-M3P1

342

cagaauccag uccacguacu c

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

343
21
ARN
Trinh tu nhén tao

Trinh tu cé nghia cho siFXIf2-M1P1

343

gaguacgugg acuggauucu g

21

<27.0>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

344
23
ARN
Trinh tu nhan tao

Trinh tu d6i nghia cho siFXIf2-M1P1

344

cagaauccag uccacguacu cga

23

<Z210>
<211>
<212>
<213>

345
21
ARN
Trinh tuy nhan tao

32



53350 293/347

<220>
<223> Trinh ty cb6 nghia cho siFXIf2-M2P1

<400> 345

gaguacgugg acuggauucu g
21

<210> 346

<211> 23

<212> ARN
<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Trinh tu d6i nghia cho siFXIf2-M2P1
<400> 346

cagaauccag uccacguacu cga

23

<210> 347

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<223> Trinh tyu cd nghia cho siFXIf2-M3P1

<400> 347

gaguacgugg acuggauucu g
21

<210> 348

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIf2-M3P1

<400> 348

cagaauccag uccacguacu cga
23

<210> 349

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu cb6 nghia cho siFXIf1l-MISP1

<400> 349

83



53350 294/347

guacguggac uggauucug

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

350
21
ARN
Trinh tu nhé&n tao

Trinh tu d6i nghia cho siFXIf1-M1SP1

350

cagaauccag uccacguacu c

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

351
19
ARN
Trinh ty nhén tao

Trinh tu c6é nghia cho siFXIf1-M2SP1

351

guacguggac uggauucug

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

352

21

ARN

Trinh tu nhan tao

Trinh tu d6i nghia cho siFXIf1-M2SP1

352

cagaauccag uccacguacu c

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

353
19
ARN
Trinh tu nhén tao

Trinh tu cbé nghia cho siFXIf1-M3SP1

353

guacguggac uggauucug

19

<210>

354

34



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

53350 295/347

21
ARN
Trinh tu nhan tao

Trinh tu d6i nghia cho siFXIf1-M3SP1

354

cagaauccag uccacguacu c

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

355
21
ARN
Trinh tu nhén tao

Trinh tu cé nghia cho siFXIf2-MI1SP1

355

gaguacgugg acuggauucu g

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

356
23
ARN
Trinh tu nhdn tao

Trinh ty déi nghia cho siFXIf2-M1SP1

356

Cagaauccag uccacguacu cga

23

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

357

21

ARN

Trinh tu nhéan tao

Trinh tyu cbé nghia cho siFXIf2-M2SP1

357

gaguacgugg acuggauucu g

21

<210>
<211>
<212>
<213>

358
23
ARN
Trinh tu nh&n tao

85



53350 296/347

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIf2-M2SP1

<400> 358

cagaauccag uccacguacu cga
23

<210> 359

<211> 21

<212> ARN
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh ty c6 nghia cho siFXIf2-M3SP1

<400> 359

gaguacgugg acuggauucu g
21

<210> 360

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIf2-M3SP1l

<400> 360

cagaauccag uccacguacu cga
23

<210> 361

<211> 19

<212> ARN
<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<221> dic diém khéac
<222>  (19)..(19)

<223> n la 7225, 7225 la A

<400> 361
auuucugggu auucuuucn
19

<210> 362

<211> 19

<212> ARN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<221> dic diém khac

86



53350

222>  (1)..(1)
<223> n la 726, z26 1la U

<400> 362
ngaaagaaua cccagaaau
19

<210> 363

<211> 19

<212> ARN
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> dic diém khac
<222> (19)..(19)

<223> n la Z27,Z27 la A, U, G hodc C

<400> 363
auuucugggu auucuuucn
19

<210> 364

<211> 19

<212> ARN
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<221> dac diém khéac
<222> (1) ..(1)

<223> n la 728, 2z28 1la nucleotit bd sung vdéi 727,
227 duoc chon tu A, U, G hoac C

<400> 364
ngaaagaaua cccagaaau
19

<210> 365

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh ty nhadn tao

<220>
<221> dic diém khéc
<222>  (19)..(19)

<223> n la 227,727 1la A, U, G hoic C

<400> 365
auuucugggu auucuuucn
19

<210> 366

<211> 21
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<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

ARN
Trinh tyu nhén tao

dic diém khac
(1) .. (1)

n 1a 228, 728 1la nucleotit bd sung véi 227,
Z227 dugc chon tu A, U, G hoac C

366

ngaaagaaua cccagaaauc g

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
222>
<223>

<400>

367
21
ARN
Trinh ty nhé&n tao

d&c diém khéac
(21)..(21)

n la 727,227 l1la A, U, G hodc C

367

cgauuucugg guauucuuuc n

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
221>
<222>
<223>

<400>

ngaaagaaua cccagaaauc gcu

23

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

368
23
ARN
Trinh tu nhén tao

d&c diém khéac
(1) .. (1)

n 1a 728, z28 1la nucleotit bd sung voi 227,
227 duoc chon tu A, U, G hoac C

368

369
19
ARN
Trinh tu nhén tao

Trinh tu cé nghia cho siFXIgl

369

53350

88

298/347



53350 299/347

auuucugggu auucuuuca

19
<210> 370
<211> 21

<212> ARN
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIgl

<400> 370

ugaaagaaua cccagaaauc g
21

<210> 371

<211> 21

<212> ARN
<213> Trinh tyu nhan tao

<220>
<223> Trinh tyu cbé nghia cho siFXIg2

<400> 371

cgauuucugg guauucuuuc a
21

<210> 372

<211> 23

<212> ARN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh ty db4i nghia cho siFXIg2

<400> 372

ugaaagaaua cccagaaauc gcu
23

<210> 373

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<223> Trinh tu cbé nghia cho siFXIgl-M1

<400> 373
auuucugggu auucuuuca
19

<210> 374
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

53350

21
ARN
Trinh tu nhén tao

Trinh tu db6i nghia cho siFXIgl-M1

374

ugaaagaaua cccagaaauc g

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

375
19
ARN
Trinh ty nhan tao

Trinh tu cbé nghia cho siFXIgl-M2

375

auuucugggu auucuuuca

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

376
21
ARN
Trinh tyu nhén tao

Trinh tu d6i nghia cho siFXIgl-M2

376

ugaaagaaua cccagaaauc g

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

377
19
ARN
Trinh tu nhé&n tao

Trinh tu cé nghia cho siFXIgl-M3

377

auuucugggu auucuuuca

19

<210>
<211>
<212>
<213>

378
21
ARN
Trinh twu nhé&n tao
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<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIgl-M3

<400> 378

ugaaagaaua cccagaaauc g
21

<210> 379

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Trinh tyu cbé nghia cho siFXIg2-M1

<400> 379

cgauuucugg guauucuuuc a
21

<210> 380

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh tyu nhé&n tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIg2-M1

<400> 380

ugaaagaaua cccagaaauc gcu
23

<210> 381

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh ty nh&n tao

<220>
<223> Trinh tu c6 nghia cho siFXIgZ2-M2

<400> 381

cgauuucugg guauucuuuc a
21

<210> 382

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIg2-M2

<400> 382
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ugaaagaaua CccCcCagaaauc gcu

23
<210> 383
<211> 21

<212> ARN
<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<223> Trinh ty cd nghia cho siFXIg2-M3

<400> 383

cgauuucugg guauucuuuc a
21

<210> 384

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIg2-M3

<400> 384

ugaaagaaua cccagaaauc gcu
23

<210> 385

<211> 19

<212> ARN
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh ty cb6 nghia cho siFXIgl-M1S

<400> 385
auuucugggu auucuuuca
19

<210> 386

<211> 21

<212> ARN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu dbéi nghia cho siFXIgl-M1S

<400> 386

ugaaagaaua cccagaaauc g
21

<210> 387
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<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

53350

19
ARN
Trinh tu nhan tao

Trinh tu cé nghia cho siFXIgl-MZ2S

387

auuucugggu auucuuuca

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

388

21

ARN

Trinh ty nhén tao

Trinh ty dbi nghia cho siFXIgl-M2S

388

ugaaagaaua cccagaaauc g

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

389
19
ARN
Trinh tu nhén tao

Trinh tu c6 nghia cho siFXIgl-M3S

389

auuucugggu auucuuuca

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

390

21

ARN

Trinh ty nhan tao

Trinh ty déi nghia cho siFXIgl-M3S

390

ugaaagaaua cccagaaauc g

21

<210>
<211>
<212>
<213>

391
21
ARN
Trinh tu nhén tao
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<220>
<223> Trinh ty cbé nghia cho siFXIg2-MI1S

<400> 391

cgauuucugg guauucuuuc a
21

<210> 392

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu d4i nghia cho siFXIg2-M1S

<400> 392

ugaaagaaua cccagaaauc gcu
23

<210> 393

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tuy cé nghia cho siFXIg2-M2ZS

<400> 393

cgauuucugg guauucuuuc a
21

<210> 394

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIg2-M2S

<400> 394

ugaaagaaua cccagaaauc gcu
23

<210> 395

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Trinh tu c6é nghia cho siFXIg2-M3S

<400> 395
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cgauuucugg guauucuuuc a

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

396
23
ARN
Trinh tu nhé&n tao

Trinh ty d6i nghia cho siFXIg2-M3S

396

ugaaagaaua cccagaaauc gcu

23

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

397
19
ARN
Trinh ty nhén tao

Trinh tu cbé nghia cho siFXIgl-M1P1

397

auuucugggu auucuuuca

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

398
21
ARN
Trinh tu nhén tao

Trinh tu d6i nghia cho siFXIgl-M1P1

398

ugaaagaaua cccagaaauc g

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

399
19
ARN
Trinh ty nhé&n tao

Trinh tu c¢6 nghia cho siFXIgl-M2P1

399

auuucugggu auucuuuca

19

<210>

400
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

53350 306/347

21
ARN
Trinh tu nhan tao

Trinh tu db4i nghia cho siFXIgl-M2P1

400

ugaaagaaua cccagaaauc g

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

401
19
ARN
Trinh tuy nhédn tao

Trinh tu cé nghia cho siFXIgl-M3P1

401

auuucugggu auucuuuca

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

402
21
ARN
Trinh tu nhdn tao

Trinh tyu dbi nghia cho siFXIgl-M3P1

402

ugaaagaaua cccagaaauc g

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

403
21
ARN
Trinh tu nhén tao

Trinh tu cé nghia cho siFXIg2-M1P1

403

cgauuucugg guauucuuuc a

21

<210>
<211>
<212>
<213>

404
23
ARN
Trinh tu nhdn tao

96
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<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIg2-M1P1

<400> 404

ugaaagaaua cccagaaauc gcu
23

<210> 405

<211> 21

<212> ARN
<213> Trinh tu nhéan tao

<220>
<223> Trinh tu cbé nghia cho siFXIg2-M2P1

<400> 405

cgauuucugg guauucuuuc a
21

<210> 406

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu dbéi nghia cho siFXIg2-M2P1

<400> 406

ugaaagaaua cccagaaauc gcu
23

<210> 407

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu c6é nghia cho siFXIg2-M3P1

<400> 407

cgauuucugg guauucuuuc a
21

<210> 408

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Trinh tu d6i nghia cho siFXIg2-M3P1

<400> 408

97
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ugaaagaaua cccagaaauc gcu

23

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

409
19
ARN
Trinh ty nhé&n tao

Trinh ty cé nghia cho siFXIgl-M1SP1

409

auuucugggu auucuuuca

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

410

21

ARN

Trinh tyu nhén tao

Trinh tu d6i nghia cho siFXIgl-M1SP1

410

ugaaagaaua cccagaaauc g

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

411
19
ARN
Trinh tu nhédn tao

Trinh tu cé nghia cho siFXIgl-M2SP1

411

auuucugggu auucuuuca

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

412

21

ARN

Trinh tu nhén tao

Trinh tu dbéi nghia cho siFXIgl-M2SP1

412

ugaaagaaua cccagaaauc g

21

<210>

413

98



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

53350 300/347

19
ARN
Trinh tyu nhan tao

Trinh tu ¢ nghia cho siFXIgl-M3SPl1

413

auuucugggu auucuuuca

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

414
21
ARN
Trinh ty nhédn tao

Trinh tu d6i nghia cho siFXIgl-M3SP1

414

ugaaagaaua cccagaaauc g

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

415
21
ARN
Trinh tu nhan tao

Trinh tu cbé nghia cho siFXIg2-M1SP1

415

cgauuucugg guauucuuuc a

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

416
23
ARN
Trinh tu nhan tao

Trinh tu d6i nghia cho siFXIg2-M1SP1

416

ugaaagaaua cccagaaauc gcu

23

<210>
<211>
<212>
<213>

417
21
ARN
Trinh ty nhé&n tao

99
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<220>
<223> Trinh ty cé nghia cho siFXIg2-M2SP1l

<400> 417

cgauuucugg guauucuuuc a
21

<210> 418

<211> 23

<212> ARN
<213> Trinh tyu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIg2-M2SP1

<400> 418

ugaaagaaua cccagaaauc gcu
23

<210> 419

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh ty c6 nghia cho siFXIg2-M35SP1

<400> 419

cgauuucugg guauucuuuc a
21

<210> 420

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIg2-M3SP1

<400> 420

ugaaagaaua cccagaaauc gcu
23

<210> 421

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>

<221> dic diém khac

222> (19)..(19)

<223> n la 729, z29 1a U

100



<400>

421

caugaagggc auaaacuan

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

422
19
ARN
Trinh tuy nhéan

d&c diém khéac
(1) .. (1)
n la z30, 230

422

nuaguuuaug cccuucaug

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

423
19
ARN
Trinh tu nhén

didc diém khac
(19)..(19)

n la 7Z31, Z31 1a A, U, G hoac C

423

caugaagggc auaaacuan

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

424
19
ARN
Trinh tyu nhén

dédc diém khéac
(1) .. (1)

n la 732, 732 la nucleotit bd sung véi 731,
731 duoc chon tu A, U, G hodc C

424

nuaguuuaug cccuucaug

19

<210>
<211>
<212>
<213>

425
19
ARN
Trinh tu nhéan

tao

la

tao

tao

tao

53350
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<220>
<221>
222>
<223>

<400>

53350

dic diém khéac
(19)..(19)

n la 731, 7231 la A, U, G hodc C

425

caugaagggc auaaacuan

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

426

21

ARN

Trinh ty nhé&n tao

dadc diém khéac
(1) .. (1)

n la 732, 732 1la nucleotit bd sung véi 731,

Zz31 dugc chon tu A, U,

426

nuaguuuaug cccuucaugu c

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

427

21

ARN

Trinh twu nhé&n tao

didc diém khéac
(21)..(21)

n la 731, 731 1la A, U, G ho&c C

427

gacaugaagg gcauaaacua n

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

428
23
ARN
Trinh tyu nhan tao

dic diém khéac
(L)..(1)

n la 732, 232 1la nucleotit bd sung véi 731,

731 duoc chon tu A, U,

428

G hoac C

G hoac C
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nuaguuuaug cccuucaugu cua

23

<210> 429
<211> 19
<212> ARN

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<223> Trinh tyu c6é nghia cho siFXIhl

<400> 429
caugaagggc auaaacuau
19

<210> 430

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Trinh tu d6i nghia cho siFXIhl

<400> 430

auaguuuaug cccuucaugu c
21

<210> 431

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Trinh tu cbé nghia cho siFXIh2

<400> 431

gacaugaagg gcauaaacua u
21

<210> 432

<211> 23

<212> ARN
<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIh2

<400> 432

auaguuuaug cccuucaugu cua
23

<210> 433

103



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

53350

19
ARN
Trinh ty nhédn tao

Trinh tu cé nghia cho siFXIhl-M1

433

caugaagggc auaaacuau

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

434
21
ARN
Trinh tu nhan tao

Trinh tu d4i nghia cho siFXIhl-M1

434

auaguuuaug cccuucaugu cC

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

435
19
ARN
Trinh tw nhé&n tao

Trinh ty c6 nghia cho siFXIh1l-M2

435

caugaagggc auaaacuau

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

436
21
ARN
Trinh tu nhéan tao

Trinh tu déi nghia cho siFXIh1-M2

436

auaguuuaug cccuucaugu c

21

<210>
<211>
<212>
<213>

437
19
ARN
Trinh tu nhan tao

104
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<220>
<223> Trinh tu cb6 nghia cho siFXIhl-M3

<400> 437
caugaagggc auaaacuau
19

<210> 438

<211> 21

<212> ARN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIh1-M3

<400> 438

auaguuuaug cccuucaugu c
21

<210> 439

<211> 21

<212> ARN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu cb6 nghia cho siFXIh2-M1

<400> 439

gacaugaagg gcauaaacua u
21

<210> 440

<211> 23

<212> ARN
<213> Trinh tuyu nhé&n tao

<220>
<223> Trinh ty dbi nghia cho siFXIh2-M1

<400> 440

auaguuuaug cccuucaugu cua
23

<210> 441

<211> 19

<212> ARN
<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> Trinh ty cbé nghia cho siFXIh2-MZ2

<400> 441

105
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gacaugaagg gcauaaacua u

21

<210> 442
<211> 23
<212> ARN

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIh2-M2

<400> 442

auaguuuaug cccuucaugu cua
23

<210> 443

<211> 21

<212> ARN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu c6 nghia cho siFXIh2-M3

<400> 443

gacaugaagg gcauaaacua u
21

<210> 444

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIh2-M3

<400> 444

avaguuuaug cccuucaugu cua
23

<210> 445

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu cé nghia cho siFXIhl1-M1S

<400> 445
caugaagggc auaaacuau
19

<210> 446
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

53350

21
ARN
Trinh tu nhé&n tao

Trinh tu déi nghia cho siFXIh1-M1S

446

auaguuuaug cccuucaugu c

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

447
19
ARN
Trinh tu nhén tao

Trinh tu c¢6 nghia cho siFXIhl-MZ2S

447

caugaagggc auaaacuau

19

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

448
21
ARN
Trinh tu nhé&n tao

Trinh tu d6i nghia cho siFXIh1-M2S

448

auaguuuaug cccuucaugu c

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

449
19
ARN
Trinh tu nhan tao

Trinh tu cbé nghia cho siFXIh1-M3S

449

caugaagggc auaaacuau

19

<210>
<211>
<212>
<213>

450
21
ARN
Trinh tu nhan tao
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53350

<220>
<223> Trinh tu déi nghia cho siFXIh1-M3S

<400> 450

auaguuuaug cccuucaugu c
21

<210> 451

<211> 21

<212> ARN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu cbé nghia cho siFXIh2-M1S

<400> 451

gacaugaagg gcauaaacua u
21

<210> 452

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh tu nh&n tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIh2-M1S

<400> 452

auaguuuaug cccuucaugu cua
23

<210> 453

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh ty c6 nghia cho siFXIh2-M2S

<400> 453

gacaugaagg gcauaaacua u
21

<210> 454

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIh2-M2S

<400> 454
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53350 319/347

auaguuuaug cccuucaugu cua

23

<210> 455
<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu cbé nghia cho siFXIh2-M3S

<400> 455

gacaugaagg gcauaaacua u
21

<210> 456

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh tuyu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIh2-M3S

<400> 456

auaguuuaug cccuucaugu cua
23

<210> 457

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh tyu cé nghia cho siFXIhl-M1P1

<400> 457
caugaagggc auaaacuau
19

<210> 458

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIhl-M1P1

<400> 458

auaguuuaug cccuucaugu c
21

<210> 459

109



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

53350 300/347

19
ARN
Trinh twu nhan tao

Trinh tu cé nghia cho siFXIh1l-M2P1

459

caugaagggc auaaacuau

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

460
21
ARN
Trinh tu nhédn tao

Trinh tu dbéi nghia cho siFXIhl-M2P1

460

auaguuuaug cccuucaugu c

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

461
19
ARN
Trinh tu nhdn tao

Trinh tu c¢é nghia cho siFXIh1l-M3P1

401

caugaagggc auaaacuau

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

462

21

ARN

Trinh tu nhan tao

Trinh tu dbéi nghia cho siFXIh1-M3P1

462

auaguuuaug cccuucaugu cC

21

<210>
<211>
<212>
<213>

463

21

ARN

Trinh twu nhdn tao
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53350 321/347

<220>
<223> Trinh tu c6 nghia cho siFXIh2-M1P1

<400> 463

gacaugaagg gcauaaacua u
21

<210> 404

<211> 23

<212> ARN
<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIh2-M1P1

<400> 464

auaguuuaug cccuucaugu cua
23

<210> 465

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>
<223> Trinh tu cb6 nghia cho siFXIh2-M2P1

<400> 465

gacaugaaggg cauaaacua u
21

<210> 466

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIh2-M2P1

<400> 466

auaguuuaug cccuucaugu cua
23

<210> 467

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu cb6 nghia cho siFXIh2-M3P1

<400> 467
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53350 300/347

gacaugaagg gcauaaacua u

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

468

23

ARN

Trinh ty nhén tao

Trinh tu dbi nghia cho siFXIh2-M3P1

468

auaguuuaug cccuucaugu cua

23

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

469
19
ARN
Trinh tu nhé&n tao

Trinh tu cb6 nghia cho siFXIhl-M1SP1

469

caugaagggc auaaacuau

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

470
21
ARN
Trinh tu nhén tao

Trinh tu d6i nghia cho siFXIh1-M1SP1

470

auaguuuaug cccuucaugu c

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

471
19
ARN
Trinh ty nh&n tao

Trinh tu cé nghia cho siFXIhl-M2SP1

471

caugaagggc auaaacuau

19

<210>

472
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

53350 303/347

21
ARN
Trinh tu nhan tao

Trinh tu dbi nghia cho siFXIhl-M2SP1

472

auaguuuaug cccuucaugu cC

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

473
19
ARN
Trinh tu nhén tao

Trinh ty c6 nghia cho siFXTIhl-M3SP1

473

caugaagggc auaaacuau

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

474

21

ARN

Trinh tu nhan tao

Trinh ty dbi nghia cho siFXIh1-M3SP1

474

auaguuuaug cccuucaugu c

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

475

21

ARN

Trinh tuy nhan tao

Trinh tu c6 nghia cho siFXIh2-M1SP1

475

gacaugaagg gcauaaacua u

21

<210>
<211>
<212>
<213>

476
23
ARN
Trinh tu nhdn tao
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53350 324/347

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIh2-M1SP1

<400> 476

auaguuuaug cccuucaugu cua
23

<210> 477

<211> 21

<212> ARN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Trinh tu cé6 nghia cho siFXIh2-M2SP1

<400> 477

gacaugaagg gcauaaacua u
21

<210> 478

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu déi nghia cho siFXIh2-M2SP1

<400> 478

auaguuuaug cccuucaugu cua
23

<210> 479

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<223> Trinh tu cé nghia cho siFXIh2-M3S5P1

<400> 479

gacaugaagg gcauaaacua u
21

<210> 480

<211> 23

<212> ARN
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu déi nghia cho siFXIh2-M3SP1

<400> 480
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53350 305/347

duaguuuaug cccuucaugu cua

23

<210> 481
<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<221> d&c diém khéac
<222>  (19)..(19)

<223> n la Z33, Z33 la A

<400> 481
ggauucugga gaaaacucn
19

<210> 482

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> dic diém khéac
<222>  (1)..(1)

<223> n la 734, 7234 1a U

<400> 482
ngaguuuucu ccagaaucc
19

<210> 483

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<221> dic diém khéac
<222>  (19)..(19)

<223> n la 7z35, z35 la A, U, G hodc C

<400> 483
ggauucugga gaaaacucn
19

<210> 484

<211> 19

<212> ARN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<221> d&c diém khac
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53350 306347

222> (1) .. (1)
<223> n la 736, 736 la nucleotit bd sung vdéi 735,
Zz35 dugc chon tu A, U, G hodc C

<400> 484
ngaguuuucu ccagaaucc
19

<210> 485

<211> 19

<212> ARN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<221> d&c diém khéac

<222>  (19)..(19)

<223> n 1la 7235, Z35 1la A, U, G hoadc C

<400> 485
ggauucugga gaaaacucn
19

<210> 486

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>
<221> dic diém khéac
<222>  (1)..(1)

<223> n la 736, 236 1a nucleotit bd sung véi 735,
735 dugc chon tu A, U, G hodc C

<400> 486

ngaguuuucu ccagaaucca g
21

<210> 487

<211> 21

<212> ARN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<221> d&c diém khéac
<222>  (21)..(21)

<223> n la Z35, Z35 la A, U, G hoac C

<400> 487

cuggauucug gagaaaacuc n
21

<210> 488
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53350 327/347

<211> 23
<212> ARN
<213> Trinh tu nhéan tao

<220>
<221> d&c diém khac
<222>  (1)..(1)

<223> n la 736, 736 1la nucleotit bd sung véi 735,
7235 duogc chon tu A, U, G hodc C

<400> 488

ngaguuuucu CcCagaaucca guc
23

<210> 489

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Trinh tyu cbé nghia cho siFXIil

<400> 489
ggauucugga gaaaacuca
19

<210> 490

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<223> Trinh tu dbéi nghia cho siFXIil

<400> 490

ugaguuuucu ccagaaucca g
21

<210> 491

211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu c6 nghia cho siFXIi2

<400> 491

cuggauucug gagaaaacuc a
21

<210> 492

<211> 23
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<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ugaguuuucu ccagaaucca guc

23

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ARN
Trinh tu nhan tao

Trinh tu dbéi nghia cho siFXIi2

492

493
19
ARN
Trinh twu nhan tao

Trinh tyu cé nghia cho siFXIil-M1

493

ggauucugga gaaaacuca

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

494
21
ARN
Trinh twu nhéan tao

Trinh tu dbéi nghia cho siFXIil-M1

494

ugaguuuucu ccagaaucca g

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

495
19
ARN
Trinh tu nhé&n tao

Trinh ty cé nghia cho siFXIil-M2

495

ggauucugga gaaaacuca

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

496

21

ARN

Trinh ty nhé&n tao

53350
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53350

<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIil-M2

<400> 496

ugaguuuucu ccagaaucca g
21

<210> 497

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>
<223> Trinh ty c6 nghia cho siFXIil-M3

<400> 497
ggauucugga gaaaacuca
19

<210> 498

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXTIil-M3

<400> 498

ugaguuuucu ccagaaucca g
21

<210> 499

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Trinh ty c6 nghia cho siFXIi2-M1

<400> 499

cuggauucug gagaaaacuc a
21

<210> 500

<211> 23

<212> ARN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIi2-M1

<400> 500
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53350 330/347

ugaguuuucu ccagaaucca guc

23
<210> 501
<211> 19

<212> ARN
<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<223> Trinh ty cé nghia cho siFXIiZ2-M2

<400> 501

cuggauucug gagaaaacuc a
21

<210> 502

<211> 23

<212> ARN
<213> Trinh ty nhéan tao

<220>
<223> Trinh tu d6i nghia cho siFXIi2-M2

<400> 502

ugaguuuucu ccagaaucca guc
23

<210> 503

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu cé nghia cho siFXIi2-M3

<400> 503

cuggauucug gagaaaacuc a
21

<210> 504

<211> 23

<212> ARN
<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIi2-M3

<400> 504

ugaguuuucu ccagaaucca guc
23

<210> 505
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

53350

19
ARN
Trinh tu nhén tao

Trinh ty cé nghia cho siFXIil-MI1S

505

ggauucugga gaaaacuca

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

506
21
ARN
Trinh tu nhan tao

Trinh tu d6i nghia cho siFXIil-M1S

506

ugaguuuucu ccagaaucca g

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

507
19
ARN
Trinh twu nhén tao

Trinh ty cé nghia cho siFXIil-M2S

507

ggauucugga gaaaacuca

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

508
21
ARN
Trinh tu nhén tao

Trinh tu dbéi nghia cho siFXIil-M2S

508

ugaguuuucu ccagaaucca g

21

<210>
<211>
<212>
<213>

509
19
ARN
Trinh tu nhén tao
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53350

<220>
<223> Trinh ty cé nghia cho siFXIil-M3S

<400> 509
ggauucugga gaaaacuca
19

<210> 510

<211> 21

<212> ARN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIil-M3S

<400> 510

ugaguuuucu ccagaaucca g
21

<210> 511

211> 21

<212> ARN

<213> Trinh ty nhéan tao

<220>
<223> Trinh tu cé nghia cho siFXIi2-M1S

<400> 511

cuggauucug gagaaaacuc a
21

<210> 512

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIi2-M1S

<400> 512

ugaguuuucu ccagaaucca guc
23

<210> 513

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Trinh tyu cé nghia cho siFXIi2-M2S

<400> 513
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53350 333/347

cuggauucug gagaaaacuc a

21

<210> 514
<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu d6i nghia cho siFXIi2-M2S

<400> 514

ugaguuuucu ccagaaucca Jguc
23

<210> 515

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tu cb6 nghia cho siFXIi2-M3S

<400> 515

cuggauucug gagaaaacuc a
21

<210> 516

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIi2-M3S

<400> 516

ugaguuuucu ccagaaucca guc
23

<210> 517

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tyu nhé&n tao

<220>
<223> Trinh tu cb6 nghia cho siFXIil-M1P1

<400> 517
ggauucugga gaaaacuca
19

<210> 518
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

53350 334/347

21
ARN
Trinh tu nhéan tao

Trinh tu déi nghia cho siFXIil-M1P1

518

ugaguuuucu ccagaaucca g

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

519
19
ARN
Trinh tu nhdn tao

Trinh tu c¢bé nghia cho siFXIil-M2P1

519

ggauucugga gaaaacuca

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

520
21
ARN
Trinh tu nhé&n tao

Trinh tu d6i nghia cho siFXIil-M2P1

520

ugaguuuucu ccagaaucca g

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

521
19
ARN
Trinh tu nhé&n tao

Trinh tu cé nghia cho siFXIil-M3P1

521

ggauucugga gaaaacuca

19

<210>
<211>
<212>
<213>

522
21
ARN
Trinh ty nhé&n tao
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53350 335/347

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIil-M3P1

<400> 522

ugaguuuucu ccagaaucca g
21

<210> 523

<211> 21

<212> ARN
<213> Trinh twu nhé&n tao

<220>
<223> Trinh tu cb6 nghia cho siFXIi2-M1P1

<400> 523

cuggauucug gagaaaacuc a
21

<210> 524

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<223> Trinh tu d6i nghia cho siFXIi2-M1P1

<400> 524

ugaguuuucu ccagaaucca guc
23

<210> 525

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu cé nghia cho siFXIi2-M2P1

<400> 525

cuggauucug gagaaaacuc a
21

<210> 526

<211> 23

<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu déi nghia cho siFXIi2-M2P1

<400> 526
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53350 336/347

ugaguuuucu ccagaaucca guc

23

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

527
21
ARN
Trinh tu nhé&n tao

Trinh tu cé nghia cho siFXIi2-M3P1

527

cuggauucug gagaaaacuc a

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

528
23
ARN
Trinh tu nhéan tao

Trinh tu d6i nghia cho siFXIi2-M3P1

528

ugaguuuucu ccagaaucca guc

23

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

529
19
ARN
Trinh tu nhéan tao

Trinh tu c6 nghia cho siFXIil-M1SP1l

529

ggauucugga gaaaacuca

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

530

21

ARN

Trinh tu nhan tao

Trinh tu d6i nghia cho siFXIil-MI1SP1

530

ugaguuuucu ccagaaucca g

21

<210>

531
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

53350 337/347

19
ARN
Trinh tu nhén tao

Trinh tu cbé nghia cho siFXIil-M2SP1

531

ggauucugga gaaaacuca

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

532
21
ARN
Trinh tu nhén tao

Trinh tu dbéi nghia cho siFXIil-M2SP1

532

ugaguuuucu ccagaaucca g

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

533
19
ARN
Trinh tu nhé&n tao

Trinh tu cé nghia cho siFXIi1-M3SP1l

533

ggauucugga gaaaacuca

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

534

21

ARN

Trinh tu nhéan tao

Trinh tu dbéi nghia cho siFXIi1-M3SP1

534

ugaguuuucu ccagaaucca g

21

<210>
<211>
<212>
<213>

535
21
ARN
Trinh tu nhan tao
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53350

<220>
<223> Trinh tyu c¢é nghia cho siFXIi2-M1SP1

<400> 535

cuggauucug gagaaaacuc a
21

<210> 536

<211> 23

<212> ARN
<213> Trinh tu nhén tao

<220> ,
<223> Trinh tu db4i nghia cho siFXIi2-M1SP1

<400> 536

ugaguuuucu ccagaaucca guc
23

<210> 537

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<223> Trinh tyu cé nghia cho siFXIi2-M2SP1

<400> 537

cuggauucug gagaaaacuc a
21

<210> 538

<211> 23

<212> ARN
<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<223> Trinh tu dbéi nghia cho siFXIi2-M2SP1

<400> 538

ugaguuuucu ccagaaucca guc
23

<210> 539

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh twu nhan tao

<220>
<223> Trinh tyu cb6 nghia cho siFXIi2-M3SP1

<400> 539
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cuggauucug gagaaaacuc a

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

540

23

ARN

Trinh tu nhén tao

Trinh tu déi nghia cho siFXIi2-M3SP1

540

ugaguuuucu ccagaaucca guc

23

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

541
19
ARN
Trinh tu nhé&n tao

Trinh tu cé nghia cho L10-siFXIf1M1S

541

guacguggac uggauucug

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
223>

<400>

542

21

ARN

Trinh tu nhan tao

Trinh tu d6i nghia cho L10-siFXIf1M1S

542

cagaauccag uccacguacu u

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

543
19
ARN
Trinh tu nhan tao

Trinh tu c6 nghia cho L10-siFXIalM1SP

543

ggguauucuu ucaagcaau

19
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

53350 340/347

544
21
ARN
Trinh tu nhéan tao

Trinh tu déi nghia cho L10-siFXIalM1SP

544

auugcuugaa agaauaccca g

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

545
19
ARN
Trinh ty nhén tao

Trinh tyu c6 nghia cho L10-siFXIbIM1SP

545

ggcauaaacu auaacagcu

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

546

21

ARN

Trinh twu nhé&n tao

Trinh tu db4i nghia cho L10-siFXIbI1M1SP

546

agcuguuaua guuuaugccc u

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

547
19
ARN
Trinh tu nhén tao

Trinh tyu ¢bé nghia cho L10-siFXIclM1SP

547

gcucaagaau gccaagaaa

19

<210>
<211>
<212>
<213>

548
21
ARN
Trinh tw nhén tao
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<220>
<223>

<400>

53350 341/347

Trinh tu dbi nghia cho L10-siFXIc1M1SP

548

uuucuuggca uucuugagca c

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

549
19
ARN
Trinh tu nhé&n tao

Trinh tu cé nghia cho L10-siFXIdIM1SP

549

gcaacaaaga cauuuaugu

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

550
21
ARN
Trinh twu nhan tao

Trinh tu d6i nghia cho L10-siFXIdIM1SP

550

acauaaaugu cuuuguugca a

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

551
19
ARN
Trinh tyu nhén tao

Trinh tu c¢6 nghia cho L10-siFXIelM1SPP

551

gaaucucaaa gaaaucuuu

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

552
21
ARN
Trinh tw nhadn tao

Trinh tu d6i nghia cho L10-siFXIelMI1SP
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<400>

53350 342/347

552

aaadauuucu uugagauucu u

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

553
19
ARN
Trinh tu nhédn tao

Trinh tu c¢bé nghia cho L10-siFXIglM1SP

553

auuucugggu auucuuuca

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

554

21

ARN

Trinh tu nhén tao

Trinh tu déi nghia cho L10-siFXIg1M1SP

554

ugaaagaaua cccagaaauc g

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

555
19
ARN
Trinh ty nhé&n tao

Trinh tu cé nghia cho L10-siFXIh1M1SP

555

caugaagggc auaaacuau

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

556
21
ARN
Trinh tu nhé&n tao

Trinh tu d6i nghia cho L10-siFXIhIM1SP

556

auaguuuaug cccuucaugu c

21
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

53350 343/347

557
19
ARN
Trinh tu nh&n tao

Trinh tyu ¢bé nghia cho L10-siFXTIilM1S

557

ggauucugga gaaaacuca

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

558
21
ARN
Trinh tu nhé&n tao

Trinh tu d6i nghia cho L10-siFXIilM1S

558

ugaguuuucu ccagaaucca g

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

559
19
ARN
Trinh tu nhan tao

Trinh tw cbé nghia cho L10-siFXTIilM1SP

559

ggauucugga gaaaacuca

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

560

21

ARN

Trinh tw nhén tao

Trinh tu d6i nghia cho L10-siFXIilM1SP

560

ugaguuuucu ccagaaucca g

21

<210>
<211>
<212>
<213>

561
19
ARN
Trinh tu nhén tao

133



53350

<220>
<223> Trinh tu cé nghia cho siFXIel

<400> 561
gaaucucaaa gaaaucuuu
19

<210> 562

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu dbi nghia cho siFXIel

<400> 562
aaagauuucu uugagauuc
19

<210> 563

<211> 19

<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tyu cdé nghia cho NC

<400> 563
uucuccgaac gugucacgu
19

<210> 564

<211> 21

<212> ARN

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<223> Trinh tu dbéi nghia cho NC

<400> 5064

acgugacacg uucggagaac u
21

<210> 565

<211> 19

<212> ADN
<213> Trinh ty nhéan tao

<220>
<223> Trinh tu dich cho siFXIel
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<400> 565
gaatctcaaa gaaatcttt
19

<210> 566

<211> 19

<212> ADN

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<223> Mbi theo hudéng 5’ cho FXI ngudi

<400> 566
tcacggcgga atcaccatc
19

<210> 567

<211> 22

<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Mbéi theo hudéng 3’ cho FXI nguoi

<400> 567

tgtcctattc actcttggeca gt
22

<210> 568

<211> 19

<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Mbéi theo hudéng 5’ cho Human GAPDH

<400> 568
ggtcggagtc aacggattt
19

<210> 569

<211> 19

<212> ADN
<213> Trinh tyu nhéan tao

<220>
<223> Mb&i theo hudéng 3’ cho Human GAPDH

<400> 569
ccagcatcgc cccacttga
19
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

53350

570
19
ADN
Trinh tyu nhan tao

M&i theo hudéng 5’ cho FXI ngudi

570

tcacggcgga atcaccatc

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

571

22

ADN

Trinh ty nhan tao

Méi theo hudéng 3’ cho FXI ngudi

571

tgtcctattc actcttggca gt

22

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

572

24

ADN

Trinh tu nhén tao

M&i theo huéng 5’ cho GAPDH chudt

572

aactttggca ttgtggaagg gctc

24

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

573

24

ADN

Trinh ty nhan tao

Mdi theo hudéng 3’ cho GAPDH chudt

573

tggaagagtg ggagttgctg ttga

24

<210>
<211>
<212>
<213>

574
23
ADN
Trinh ty nhan tao
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<220>
<223>

<400>

53350

M&i theo hudéng 5’ cho FXI chudt

574

gccctgttaa aactggaatc agce

23

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

575

23

ADN

Trinh tw nhan tao

M&di theo huéng 3’ cho FXI chudt

575

cgtttctatc tcctttggaé ggc

23

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

576
19
ADN
Trinh tu nhé&n tao

M&éi theo huéng 5’ cho GAPDH chudt

576

tgcaccacca actgcttag

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

577
19
ADN
Trinh tu nhén tao

Méi theo hudng 3’ cho GAPDH chuét

577

ggatgcaggg atgatgttc

19
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