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

7 (19)  Cong hoa xa hoi chis nghia Viet Nam (VN) (11 [INIMMIMAMAIINY
, cuc s& HOU TRI TUB 1-0020650

(51)7 CI2N 15/82 (13) B

(21) 1-2011-02969 (22) 07.04.2010
(86) PCT/US2010/030155 07.04.2010 87) WO02010/118077  14.10.2010
(30) 61/167,389 07.04.2009 US
(45) 25.03.2019 372 (43) 27.02.2012 287
(73) DOW AGROSCIENCES LLC (US)
9330 Zionsville Road, Indianapolis, IN 46268-1054, The United States of America
(72) SAMUEL, Jayakumar (US), PETOLINO, Joseph (US), SAMBOJU, Narasimha (IN),
WEBB, Steven (CA), YAU, Kerrm (CA)
(74) Van phong luat su Pham va Lién danh (PHAM & ASSOCIATES)

(54) PHUONG PHAP BPUA NUCLEAZA DAC HIEU TRINH TU'VAO TE BAO THUC
VAT QUA TRUNG GIAN HAT NANO VA CHE PHAM CHUA HAT NANO
PUGC PHU NUCLEAZA DAC HIEU TRINH TU

(57) Sdng ch€ dé xudt phuong phdp dua nucleaza dic hiéu trinh tu (SSN -
Sequence Specific Nuclease) vao t€ bao thuc vat qua trung gian hat nano. Ngoai

ra, sing ch& con dé cap dén ché€ pham chia hat nano dugc phii SSN nay.



20650

Linh vuc k§ thuat dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén phuong phip chuyén van nucleaza dic hiéu trinh tu qua
trung gian hat nano vao t& bao thuc vat c6 thanh té bao. Ngoai ra, sang ché dé cap dén
phuong phép cai bién thuc vat bing phuong phap-di truyén hodc theo cach khac dé didu

tri hodic phong bénh & céc té bao thyuc vat c6 thanh té bao.
Tinh trang ky thuat ciia sang ché

C6 thé lgi dung céic dic tinh déc biét cia hat nano dé chuyén van ADN vao trong
t& bao. Trong sb céac dang hat nano d3 dugc nghién ciru (vi du hat vonfram, nhdom, niken,
v. V. ), hat nano vang (GNP - Gold Nano Particle) t6 ra 13 hat du tuyén tdt cho viéc
chuyén van ADN. Vi c6 doc tinh té bao thip va d& tao nhém chirc vé6i cac phdi tir ¢6 gia
tri sinh hoc khic nhau, nén hat nano vang 13 mét lya chon duoc wu tién ding dé dung
trong bién nap. Hat nano vang c6 thé c6 kich ¢& ndm trong khoang tir 1,2 nm dén 600 nm.
Phuong phép tong hop GNP thudng dugce sir dung tao ra b& mit mang dién tich &m (vi dy,
phu xitrat) cho céc hat c¢6 kich c& tir 20 dén 400 nm, con cac hat GNP ¢6 kich ¢& nhd hon
tir 1 dén 10 nm thi mang dién tich duong. ADN plasmit, c6 da do linh dong dé thao xoén
mét phin cic bazo cdu thanh, c6 thé tiép can véi cac hat nano vang. Trong trudng hop
GNP dugc tao nhom chic xitrat, ADN plasmit ¢6 thé thao xoén mot pha“m. Dién tich 4am
trén khung chinh ADN 1& da xa nén lyc hut van der Waals giita cac bazo va hat nano 1am
cho ADN plasmit dugce gin vao va phit 1én bé mit ctia hat vang. Con khi GNP mang dién
tich duong, thi lyc tinh dién va luc van der Waals gép phan lam ADN pha 1én hodc gin

v01i hat.

Ngoai hat nano kim loai, hat nano ban din (vi du, chdm lugng tr) (“QD -
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quantum dot”) véi kich ¢& trong khoang tir 3 dén 5 nm cfing dugc ding 1am chét mang dé
chuyén van phén tir vio trong t& bao. ADN va protein c6 thd duogc pht 1én hodc gén két
v6i bé mit QD dugc da chirc hoa véi phéi ttr (tham khao vi du 4n phém Patolsky, F. , et
al. , J. Am. Chem. Soc. 125, 13918 (2003)). Cac QD dugc da chirc hoa 1a axit carboxylic
hozic amin c6 thé tao lién két ngang véi cac phén tir chira nhém thiol (tham khao vi du 4n
phém Dubertret B, . et al. , Science 298, 1759 (2002); Akerman, M. E. , W. C. W. Chan,
P. Laakkonen, S. N. Bhatia, E. Ruoslahti, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 99, 12617
(2002); Mitchell, G. P. , C. A. Mirkin, R. L. Letsinger, J. Am. Chem. Soc. 121, 8122
(1999)) hodc nhém este N-hydroxysucxinimyl (NHS) bang cach sir dung phuong phép
lién hop sinh hoc tiéu chuén (tham khao vi du 4n phém Pinaud, F. , D. King, H. -P.
Moore, S. Weiss, J. Am. Chem. Soc. 126, 6115 (2004); Bruchez, M. . , M. Moronne, P.
Gin, S. Weiss, A. P. Alivisatos, Science 281, 2013 (1998)). M6t phuong phéap khéc 13 bd
sung nhiéu nhém chirc vao QD thong qua lién hop véi streptavidin. Strepatvidin 1i€n hop
v6i proteins, oligo hogic khang thé dugc biotinyl héa(tham khao vi du 4n phdm Dahan M.
et al. , Science 302, 442 (2003); Pinaud, F. , D. King, H. -P. Moore, S. Weiss, J. Am.
Chem. Soc. 126, 6115 (2004); Dahan M. et al. , Science 302, 442 (2003); Wu.X Y., et
al. , Nature Biotechnol. 21, 41 (2003); Jaiswal, J. K. , H. Mattoussi, J. M. Mauro, S. M.
Simon, Nature Biotechnol. 21, 47 (2003); va Mansson , A. , et al. , Biochern. Biophys.
Res. Commun. 314, 529 (2004).

Hat nano d3 dugc dung dé chuyén van ADN plasmit vio nhidu loai té bao dong
vét. D3 thiy ring khi hat nano c¢6 phit ADN dugc 0 véi t& bao khdng c6 thanh té bio, thi
cac té bao nay he"lp thu hat nano va bit du biéu hién gen bét ky dugc ma héa bdi ADN.
Khi mudn chuyén van hat nano vio t& bao binh thudng ¢ thanh té bao, thi thanh t& bao
phai dugc mé ra trude khi dua céc hat ndy vao thé nguyén sinh (tham khao 4n phim:
Torney, F. et al. , Nature Nanotechnol. 2, (2007). Trong céc té bio thuc vat, thanh t& bao
¢6 tac dung nhu rao can ngin su chuyén vin céc phén tir duge dua vao ngoai sinh. D&
chuyén van dugc gen va phan ti nhd vao cac té bao thuc vat cb thanh té bao, nhiéu
phuong phép xim nhip khic nhu diing sting bén gen (chuyén gen bing cich ding sung

ban gen biolistic), phuong phép tiém té bao, duc 15 dién, va dung Agrobacterium, 33 dugc
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st dyng. Viéc chuyén van cac phén tir va protein nhé qua thanh té bao va vao trong t& bao
thuc vt sé tao dicu kién d€ phat tri€n cac cong nghé cho phép xtt ly in vitro va in vivo céc

te bao, mo, va co quan cua thuc vét nguyén ven.

Mic du da hiéu rd co ché & vi khudn, ndm men, t& bao dong vat, va réu, nhung
viéc bd sung gen — tirc 1a viéc dua ADN ngoai lai vao vi tri dinh trudc trong hé gen — &
thuc vat bac cao vin 12 mot thach thirc 16n. Sy hop nhét gen chuyén diic hidu tai vi tri & té
bao thuc vat xdy ra v6i tan sudt rit thip so véi su hop nhét nglu nhién, ngay ca khi ADN
dua vao chita viing ciing 16n trinh tu tuong ddng véi ADN co thé chu (Halfter ef al. 1992;
Lee et al. 1990; Mia va Lam (1995). Vi duy, hé chuyén nhidm trén co s& Agrobacterium
véi hidu qua cao va chon loc thube diét co tao ra tin sb huéng dich gen 1én dén 510
dcdy lGa. Nhitng nd lyc nhim ting cudng hidu qua huéng dich gen & thuc vat da va dang
duoc thuc hién bao gém vi€c sir dung gen danh d4u chon loc 4m tinh, va viéc sur dung
thuc vat dugc didu khién di truyén dé tao ra tin sb huéng dich cao hon. Méc du c6 nhiing
nd lyc ndy, thi sy hgp nhit ADN ngdu nhién qua cic qua trinh khong turong ddng van 13
tr& ngai chit yéu cho viéc huéng dich gen & thyuc vét. Vi viée dua gen hudng dich vao @
céi bién cay trdng trong linh virc c6ng nghé sinh hoc trong ndng nghiép va cong nghiép cd

thé mang lai 1¢i ich déng k&, nén giai phap cho vin d& nay 13 tht sy cin thiét.

Vé khia canh nay, nh4n thiy c6 su ting dang ké tan sut hudng dich gen trong
nhiéu hé théng md hinh thyc vt va dong vét sau khi cam tmg su dut gly soi kép (DSB -
double strand break) ADN & mot vi tri hé gen cu thé trong t& bao chi, viée nay kich thich
mot qué trinh ty nhién trong té bao, d6 12 qua trinh sira chira DSB dya vao tinh tuong
dff)ng. C6 thé st dung cac endonucleaza dac hiéu vi tri cd trong tu nhién ¢ cac vi tri nhan
biét hiém gip trong hé gen thuc vat theo cach nay dé huéng su hop nhét gen chuyén vao
trinh ty dich duge dua vao hé gen thuc vat tir trude thong qua sy hgp nhit ngiu nhién.
Céc nghién clru ndy da néu bat tiém ning ciia viéc cam tmg DSB duoc hudng dich dé
kich thich sy huéng dich gen trong t& bio thuc vét, tuy nhi€n nhiém vy kho khén 13 dua

DSB vio locus nguyén thé van chua duogc giai quyét.
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O té bao dong vat, giai phap cho viéc didu bién/xr 1y hé gen dich duoc thuc hién
thong qua nhiéu protein gin két dic hiéu trinh ty nucleotit nhu diy kéo loxin (leucine
zipper), protein ZFP (zinc finger protein - protein ngén tay k&m), v. v. . Céc protein ndy
tham gia vao qué trinh diéu hoa gen nhu 13 yéu t& phién ma va/hodc c6 thd dugc ding dé
cam tmg DSB & vi tri hé gen nguyén thé. C6 thé tao ra DSB bing mét sb nhém nucleaza
dic hiéu trinh ty khic nhau nhu meganucleaza, diy kéo loxin, protein ZFP, v. v. va gin
day hon 13 su phét trién cua phién ban thé ghép mdi ciia céc protein ndy. Mot trong sb
protein gin két dic hidu nucleotit dugc md ta rd nhét 13 protein ZFP (protein ngén tay
k&m). Ngén tay kém C2H2 dugc phét hién trong yéu t§ phién ma cia dong vit ludng cu
TFIIIA, va tir d6 duge xem nhu 1a motif nhan biét ADN phd bién nhét trong tét ca cac
lodi dong vét da bao. Phan tich cAu tric tinh thé bing tia X C2H2 ZFP, Zif268, cho biét
c4ch nhan biét protein-ADN timg thanh phin rd rang, véi mdi ngén tay kém dinh 13 tidu
vi tri ¢6 kich ¢& 3 hodc 4 bp trong su sip xép thé ndi tiép, va goi y kha nang st dung
motif peptit niy nhur 14 phdn khung protein cho mién gin két ADN véi tinh diic hiéu méi.
Tir d6, nhidu ZFP duoc thiét ké dé gin két véi trinh ty méi da dugce st dung thanh cong
trong nhiéu phong thi nghiém khéc nhau trong didu kién céc yéu té phién ma nhén tao va
c4c protein thé ghép chirc ning khéc. Mién protein ngén tay kém C2H2 d3 dugc sir dung
nhu 13 khung protein cho su gin két ADN dic hidu trinh tu (Pavelitch and Pabo 1991) va
ZFN dugc tao ra bing cich dung hop mién protein ngén tay kém mién véi midn nucleaza
doc 18p véi trinh ty thu duge tir endonucleaza giéi han kiéu IIS FokI (Kim et al. 1996).
Cac ZFN duogc thiét ké d3 dugce st dung dé tao ra su huéng dich hidu qua cao dén locus
hé gen ndi sinh trong té bao ngudi bién nap (Moehle et al. 2007) va té bao ngudi ban dau
(Lombardo et al. 2007).

Nhimg cb ging dAu tién trong viéc sir dung ZFN trong thuc vat di cho két qua
htra hen (Lloyd et al. 2005; Wright et al. 2005; Maeder et al. 2008). C4u triic mang gen
ZFN duéi sy kiém soat cta gen khéi ddu cam g cing véi trinh tu nhan biét tuong ung
cua no da dugc hgp nhét én dinh vao Arabidopsis va dugc chi rala dua dugce vao cac dot
bién huéng dich vao tao ra tir két nbi ddu cudi khong twong ddng & vi tri nhan biét véi tin

sudt trung binh 7,9% trong cy con thé hé con dugc cam ung (Lloyd et al. 2005). Tuong
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tu, trong s6 66 cay thudc 14 dugc tai sinh tir cac thé nguyén sinh dugc bién nap bing ZFN
dugc thiét ké dé phan cét & locus SuRA, c6 ba khuyét doan mot cdp bazo trinh bay & vi tri
dich do stra chita két ndi diu cudi khong twong ddng (Maeder et al. 2008). Céc t& bao cady
thudc 14, chira gen thong béo phi chirc niang dugc dinh gén tir trude, thiéu 600 cip bazo
nim tryc tiép bén sudn trinh ty nhén biét ngén tay kém, khi dugc ddng bién nap bing ciu
trac chita gen ZFN tuong g va ADN thé cho twong ddng vdi trinh ty duge dinh gén tir
truée chira 600 cip bazo bi mét, cho thdy bing chimg cua su sira chita dya vao tinh tuong
ddng clia gen théng bao (Wright et al. 2005). Gan day nhét, thir nghiém trén co s& ndm
men dugc st dung dé nhin dién cic ZFN c6 kha ning phan cét gen endochitinaza cua
thyc vat (Cai et al. , 2009). Sy chuyén van ding Agrobacterium plasmit Ti gin ca ZFN va
c4u triic ADN thé cho chira casset gen khang thubc trir cd pat ndm bén sudn 13 cac ving
cing ngin trong ddng véi locus endochitinaza cho sy hop nhét gen chuyén dya vao tinh
twong dong hudng dich chinh x4c vao vi tri phan cit ZFN véi hidu sudt 1én dén 10%.
Diéu quan trong déng luu ¥ 13 c4c thiét k& ngén tay kém khéc trén & so thiét ké C3H1 di

dugc ding & thuc vat (Shukla et al. , 2009, Cai et al 2009).

Sang ché @ cép dén phuong phép str dung hat nano d& chuyén van khong x4m

nhip nucleaza dic hiéu trinh tir vao té bio thyc vat c6 thanh té bao.
Bin chit k¥ thuét ciia sing ché

Céc phuong an sau ducfc md td cung véi cac hé thong, thiét bi va phuong phép

chi mang tinh vi dy va minh hoa, va chtt khong nhim gii han pham vi séng ché.

Theo mdt khia canh, sang ché d& xuit phwong phap dwa nucleaza dic hidu trinh
tu (SSN - Sequence Specific Nuclease) vao t& bao thuc vat, phuong phép nay bao gdm
cac budc: phit hat nano bing SSN, trong d6 hat nano ndy 13 chét nén nano dang nhanh
ho#ic hat nano dugc bao bing peptit thim nhép té bao; cho t& bao c6 thanh té bao vahat
nano dugc phu ndy tiép xuc véi nhau; va cho hat nano va SSN hép thu vao té bao thuc vat
c6 thanh té bao.
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Theo mét khia canh khac, céc tic gia sang ché md ta viéc sir dung hat nano dugc
phit SSN @8 tao ra t& bao thuc vat c6 thanh t& bao chuyén gen, trong d6 hat nano nay 13

chét nén nano dang nhénh hojc hat nano dugc bao bang peptit tham nhép té bao.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé xut ché phim chira hat nano dugc pha
SSN, trong d6 hat nano nay 13 chit nén nano dang nhanh hodc hat nano dugc bao bing

peptit thAm nhép t& bao.

Theo mot khia canh khéc, sang ché d& xuét t& bao thuc vat c6 thanh té bao va
dugc chuyén nhim bang hat nano dugc phii SSN, trong d6 hat nano nay 13 chit nén nano

dang nhanh hogc hat nano dugc bao bing peptit thdm nhap té bao.

Ngoai cic phuong 4n lay 1am vi du va cac phuong 4n di néu trén, cac khia canh

va cdc phuong 4n khéc nita s€ trd nén r6 rang khi tham khao phan md ta sau.
M0 ta van tat cac hinh vé

FIG. 1 va 2 14n lugt thé hién bidu hién cia ZFN-IL1 FokI dugc gin dudi histidin
(1) va dugc gén dudi phi histidin (2) trong E. coli.

FIG. 3 thé hién tai t hop tuong ddng giita nhidm séc thé duogc kich thich béi
protein dung hop ngén tay kém IL-1-Fokl; véi A thé hién vecto dich va B thé hién dang

tai t& hop véi gen GFP dugce ciu tric lai.
FIG. 4 13 su thé hién bing so db plasmit pDAB1585.

FIG. 5 thé hién mot dong t& bao BY2-E ¢6 su nhdp ndi YFP qua trung gian GNP
2 gi® sau khi 0 c4c té bao; Bang A (FITC), B (Rodamin), C (DIC), D (A+B), E (A+B+C),
F (hinh anh phan xa nghich dao): Sy nhip ndi cuia YIP dugc quan st qua soi kinh hién vi
huynh quang.

Fig. 6 thé hién tai t6 hop twong ddng giita nhidm sic thé dugc kich thich béi



20650

protein meganucleaza I-Scel; v6i A thé hién vecto dich va B thé hién tai td hop véi gen

GFP duoc céu tric lai.
Fig. 7 1a sy thé hién bing so d plasmit pDAB100375.
M@ ta chi tiét sang ché

Trong phian mé ta va cic bang sau diy, c6 sir dung mdt so thuit ngit. Dé c6 thé
hi€u rd va ding ban md ta va yéu cau bao hd, bao gdm pham vi cho c4c thuit ngit nhu

vay, cac dinh nghia sau dugc dua ra:

Lai ngugc. Lai nguoc c6 thé 1a mot qua trinh trong d6 ngudi nhan gidng lap lai lai
thé hé con lai véi mot trong cha me ctia chiing, vi du, thé lai thé hé tha nhét F; véi mot

trong sb kiéu gen cha me cta thé lai F;.
Phdi. Phoi c6 thé 13 thuc vat con ndm trong hat gidng trudng thanh.

Hat nano. Hat c6 kich thuéc hién vi c6 it nhit mét kich ¢& & quy mé nano, thong
thudng nhd hon 100 nm. Hat nano thich hop dé sir dung theo sang ché c6 thé ¢6 kich c& 1
nm - 0,4 um. Chdm lugng tir c6 thé c6 dudng kinh trung binh tir 1 nm — 10 nm, t6t hon
néu nim trong khoang tir 2 dén 4 nm. Hat nano dugc sit dung trong don niy bao gdm,
nhung khong chi gi6i han trong s hat nano vang, hat nano vonfram, hat nano phu vang,
hat nano xép, hat nano mao quan trung binh, hat nano silic dioxit, hat nano polyme, hat
nano gelatin, vo nano (nanoshell), 15i nano (nanocore), qua ciu nano (nanosphere), que
nano (nanorod), hat nano tir tinh, hat nano ban din, chim lugng i, chit nén nano

(nanomatrix), chit nén nano dang nh4nh (nanomatrix) va két hgp cua chiing.

Chim lugng tir. Chdm lugng tr hat nano ban dén gitr chuyén dong cta dién tir dai
dn, 16 giai héa tri, hodc exiton (cap doi lién két cua dién tir dai dén va 15 giai héa tri)
trong tat ca ba huéng khong gian. Sy gilt ndy c6 thé 1a do dién thé tinh dién (duoc tao ra
bdi dién cyuc bén ngoai, chét kich thich, ching, tap chét), véi su c6 mat cta giao dién gifta

cac chit ban dan khéc nhau (vi du trong hé théng tinh thé nano 16i-vd), su ¢6 mit cua cia
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bé mit ban din (vi dy tinh thé nano ban din), hodc két hop cia cac hién tuong nay. Chim
~ lugng tir c6 thé c6 phd ning luong lwong tir héa riéng biét. Chiic ndng séng tuong tmg
dugc dinh vi khong gian trong chim lugng tir, nhung mé rong qua nhidu chu ky cuia mang
tinh thé. Chim lugng tir chira s6 lugng nhé xé4c dinh (vao khoang 1-100) dién tir dai din,

15 giai hoa tri, hoic exiton (tic 13 mot sb lugng xéc dinh dién tich co ban).

Chét nén nano bao gdm, nhung khong chi gi6i han trong s6 dendrime. Cac
dendrime 13 c4c hat nano phéng hinh cdu hogc c6 dang cdu dugc thiét k& d& mang cac
phén tir dugc bao trong khoéng tréng bén trong hodc gin v6i bé mit. Cac phan tir nay la
cac phén tir mach nhéanh 13p lai; sy phan mach nhanh cho phép c6 céac turong tac da héa tri
gita b mit va vat lidu dang khdi. Mot vi du v& dendrime 13 polyme chudi
polyamidoamin cation dang cau (PAMAM). C4c polyme nay bao gbm amin bac mot trén
bé mjt va amin bac ba & phia bén trong. Dang dendrime nay bi thoai bién mot phén khi
xtr Iy bing nhiét trong dung méi c6 tinh dung mdi phan, nhd d6 tao ra sy han ché khong
gian it hon va d¢ linh dong cao hon. Sy tich dién duong cao cia dendrime tao thuin lgi
cho c4c tuong tac tinh dién véi ADN, va ciu tric linh dong niy cho phép dendrime c6 cAu
tryc chit khi lién két véi ADN va nd ra khi duoc giai phong khoi ADN. Do dendrime ¢6
dién tich duong va dic tinh ciu trac linh dong nén hiéu qua chuyén nhiém hoic bién nap
cao. Cac dendrime c6 thé mua tir Qiagen (Qiagen, Germantown, MD), 14 céc dendrime

dugce luu hanh trén thi trudng véi tén Superfect™ Transfection Reagent (Cat # 301305).

Pa chire. Trir khi ¢6 quy dinh khéc, thuat ngit “da chirc” s& dugc ding dé mé ta
hat nano don chttc hodc da chirc. Cac hat don chirc s& dung dé& chi hat nano hoic khi két
tu hat nano dugc chirc héa ma trén d6 cic nhém chirc thude cling mot dang di duge lién
két hod hoc véi. Cac hat da churc s& ding dé chi hat nano hodc khdi két tu hat nano ma
trén d6 it nhit hai, va c6 thé ba hoic nhidu hon, dang nhém chirc khéc nhau d3 dugc lién

ket hoa hoc véi.

Tinh khéng v6i thudc diét co. Tinh khang véi lidu thubc diét c6 ding dé chi kha

ning clia mdt thuc vat séng st (tc 13 thuc vat nay ¢ thé khong bi chét) bai lidu luong
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hoat chit ma c6 thé ic ché sy phat trién va/hodc ngin khong cho thuc vat khong d& khéng
song sét. Trong mét s§ trudng hop, thuc vat dung nap c6 thé tam thoi chuyén vang hoic
theo cach khac c6 thé hién mot s thuong tdn do thubc diét co gy ra (vi du, d4m chdi qua

muc va’hodc e ché su phat trién), nhung s& phuc hoi.

On dinh héa. On dinh héa ding d chi cac dic tinh cta thuc vat duge chuyén tai
sinh tir mot thé hé nay sang thé hé tiép theo & thuc vét lai cing dong thudc cung mét

gidng.

Hép thu. Hép thu ding dé chi sy chuyén vi hat hodc chit nén, nhu hat nano, vi du
hat nano vang, dendrime, hoic chim lugng tir, qua thanh t& bao hoic méhg té bao, trong
d6 su chuyén vi ndy khong chi xuit hién nhu 12 két qua cta dong lugng duoc truyén téi
hat ndy bang tic dong khac ngoai t& bao ma hat ndy s& dugc hip thu vao. Vi du khong
mang tinh giéi han vé céc thiét bj hoic phuong phép ma giy ra su chuyén vi ctia hat qua
thanh t& bao hodc mang t& bao chi do dong lugng duge truyén vao hat nay 13 cac cong
nghé chuyén bang cach ding siing bén gen, sing bén gen, su tiém té bao, va/hoic k¥ thuat

dung hat nano dugc goi 1a impalefection.

Axit nucleic. Thult ngir “axit nucleic” “polynucleotit” va “oligonucleotit” dugc
st dung thay ddi cho nhau va dung dé chi polyme deoxyribonucleotit, ribonucleotit, hodc
polyme nucleotit hodc nucleosit khéc, & ciu dang mach théng hodc mach vong, va & dang
soi don hodc soi kép. Cho céc muyc dich ciia ban md ta ndy, cdc thut ngit nay khong duge
xem nhu 13 mang tinh gi6i han vé chidu dai polyme. Thuat ngit c6 thé bao gdm cac chét
tuong tu da biét ciia nucleotit c6 trong tur nhién, cling nhu céc nucleotit d3 dugc cai bién &
cac gdc bazo, dudng va/hoic phosphat (vi dy, khung chinh phosphorothioat). Nhin chung,
chét tuong tur ctia nucleotit cu thé s& ¢ cing tinh d3c hidu ciip d6i bazo;tirc 13 chit tuong

tu cua A s€ cap doi bazo vai T.

Nhiém sic thé. Nhiém sic thé 13 phirc hop chét nhiém séc c6 chita tt ca hodic mot
phan hé gen cia clia t€ bao. Hé gen ciia mét t& bao thudng dic trung & kiu hinh nhén cta

nd, 14 sy thu thap cla tit ca cic nhiém sic thé chira hé gen cua té bao. HE gen clia mot té
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bao c6 thé chira mot hodc nhidu nhidm sic th8. “Thé bd sung” 12 axit nucleic, phirc hop
nucleoprotein hodc cdu tric khac ¢6 dic tinh sao chép chira axit nucleic ma khc“)rig phai 1a
mdt phan ciia kiéu hinh nhén nhidm sic thé cta té bao. Vi du vé thé Bé sung bao gdm
plasmit va mét s§ hé gen cua virut. “Ving tiép can dugc” 13 vi tri trong chét nhidm séc té
bao trong d6 vi tri dich c6 mit trong axit nucleic ndy c6 thé duoc lién két véi phan tr
ngoai sinh nhan biét vi tri dich. Khong muébn bi rang budc boi ly thuyét cu thé bat ky, cho
rang ving tiép can dwoc 14 ving khéng duge bao géi vao cu tric thd nhan. Thudng c6
thé phét hién duge ciu tric khéc biét cta vung tiép can dugc dya vio tinh nhay cta n6 dbi
v6i cac miu do héa chit va enzym, vi du, cac nucleaza. “Vi tri dich” hodc “trinh tu dich”
1 trinh ty axit nucleic x4c dinh phan axit nucleic ma phan tir gén két sé gan két voi, khi
c6 di diéu kién cho sy gén két. Vi duy, trinh tu 5"-GAATTC-3' 13 vi tri dich cho

endonucleaza gidi han Eco RI.

Gen. V6i cac myc dich cia ban mé ta ndy, gen bao gdm ving ADN m4 ho4 san
phdm gen, ciing nhu t4t ca ving ADN diéu hda sy san xuit mot sin phdm gen, cho du
fﬁng trinh tu .diéu hoa nhu vay 13 nim canh trinh tu mi hoa va/hodc trinh ty dugc phién
m3 hay khong. Theo d6, mot gen bao gdm, nhung khong nhét thiét chi gi6i han &, trinh tu
gen khoi du, gen két thuc, trinh tu diéu hoa dich mi nhu vi tri gin két ribosom va vi tri
dAu vao ribosom ndi tai, gen ting cudng, gen cam, gen cich ly, c4c yéu t6 bién, ngudn

goc sao chép, vi tri dinh v6i chat nén va ving khong ché locus.

Biéu hién. C4c thuat ngir biéu hién hodc biu hién gen dugc st dung thay déi cho
nhau, va ding dé chi su chuyén héa cta thong tin, chira trong mdt gen, thanh san phim
gen. San phim gen c6 thé 13 san phim phién ma truc tiép ctia mét gen (vi dy, ARN thong
tin, ARN chuyén van, ARN ribosom, ARN dbi nghia, ribozym, ARN cAu triic hodc dang
ARN bit ky khéc) hodc protein tao ra qua qué trinh dich ma8 ARN thong tin. C4c san
phim gen con bao gdm céc ARN duge cai bién, bang cac quy trinh nhu gén mi, bd sung
chubi poly (A), metyl hda, va sira chita, va protein dugc cai bién b%mg, vi dy, qua trinh
metyl hoa, axetyl hod, phosphoryl hoa, ubiquitin hoa, ribosyl héa ADP, myristil hoa, va

su glycosyl ho4. Su “didu bién” bidu hién gen ding dé chi sy thay dbi hoat tinh cua mot
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gen. Sy diéu bién biéu hién c6 thé bao gdm, nhung khong chi gi6i han trong s6, qué trinh

hoat hoa gen va ttc ché gen.

~

Protein. Cac thuit ngit “polypeptit,” “peptit” va “protein” dugc sir dung thay cho
nhau ding dé chi polyme ciia géc axit amin. Thuat nglr nay ciing 4p dung chopolyme axit
amin trong d6 mot hogc nhiéu axit amin 13 cic chét hoa hoc tong tu hodc céc din xult cai

bi€n cla c4c axit amin xuat hién trong ty nhién tuong ng.

Trinh ty. Thuét ngfr “trinh tu” ding dé chi trinh ty nucleotit c6 chidu dai bat ky,
c6 thé 13 ADN hodc ARN, c6 thé 13 mach thing, mach vong hodc mach nhéanh va ¢ thé 13
sgi don hodc sgi d6i. Thuat ngit “trinh tir thé cho” ding @ chi trinh ty nucleotit dugc dua
vao hé gen. Trinh ty thé cho c6 thé c6 chidu dai bét ky, vi du c6 chidu dai nim trong
khodng tir 2 dén 25000 nucleotit (hodc gi4 tri nguyén bat ky nim trong khoang nay hodc
ngodi khoang nay), tét hon néu cé chidu dai ndm trong khoang tir 100 dén 5000
nucleotit(hogic gi4 tri nguyén bit ky ndm trong khoang nay), tdt hon nita néu c6 chidu dai

nim trong khoang tir 200 dén 2500 nucleotit.

Trinh tu tuong ddng. Trinh ty tuong ddng diing @& chi trinh tu tht nhét ¢6 chung
mitc ddng nhét trinh ty v6i trinh ty thi hai, va trinh ty thi nhit c6 thd ddng nhat véi trinh
tur thit hai. “Trinh tu tuong ddng, khong ddng nhat” ding d& chi trinh ty tht nhat c6 chung
mttc déng nhét trinh ty véi trinh ty thit hai, nhung nhung trinh ty ciia trinh tu tht nhit nay
khéng. déng nhét véi trinh tu cda trinh tu tha hé_i. Vi du, polynucleotit chiratrinh tu kiéu
dai clia gen dot bién 13 tuong ddng va khong ddng nhét véi trinh ty cia gen dot bién.
Theo‘mc}t s& phuong 4n, mitc d6 twong ddng giira hai trinh ty 13 da dé cho phép xay ra
hién tugng tai t5 hop trong ddng giita ching, bang cach sir dung c6 ché té bao thong
thudng. Hai trinh ty tuong ddng khong dong nhét c6 thé c6 chidu dai bét ky va muc do
khéng twong ddng ctia chiing c6 thé nho chi 1a mét nucleotit (vi du, d& hiéu chinh dot bién
diém cua hé gen bing tai tb hop tuong ddng hudng dich) hodic 16n 14 10 hoic nhiéu
kilobazo (vi du, dé cai xen mot gen & mdt vi tri dinh trude trong nhidm séc thé). Hai

polynucleotit chira trinh ty tuong ddng khéng ddng nhét khong nhét thiét phéi c6 cung
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chidu dai. Vi dy, c6 thé sir dung polynucleotit ngoai sinh (tic 12 polynucleotit thé cho) cé
trong khoang tir 20 d&n 10000 nucleotit hoic cip nucleotit.

T4i t hop. T4i t& hop ding dé chi qua trinh trao dbi thong tin di truyén gitta hai
polynucleotit. Cho myc dich clia bin md ta ndy, “tai t6 hop tuong ddng (homologous
recombination - HR)” ding dé chi mot dang trao di dic biét ma dién ra, vi dy, trong qua
trinh sira chita sy dat gy soi ddi trong cac té bao. Qua trinh nay doi héi sy tuong ddng
trinh tu nucleotit, sit dung phan tir “thé cho” 1am khuén mAu sira chita phan tir “dich” (trc
12 phan tr d3 dut gly soi d6i), va da biét dén mot cach khac nhau 13 “sy chuyén héa gen
khong vt chéo - non-crossover gene conversion” hodc “su chuyén hod gen dai ngén -
short tract gene conversion” vi né din dén sy chuyén déi thong tin di truyén tir thé cho
dén dich. Khong mudn bj rang budc boi Iy thuyét bat ky, s chuyén ddi nhu vay c6 thé
bao gdm sy hiéu chinh khong phu hop ciia ADN dj soi dtp dugc tao ra gifta soi dich bi
gdy va thé cho, vd/hoiic “sy t6i sgi phu thudc qua trinh téng hop” (SDSA -
synthesis-dependent strand annealing), trong d6 thé cho dugc ding dé téng hop lai thong
tin di truyén s& trd thanh mot phin cia sgi dich, va/hodc cac quy trinh tuong tu. Qué trinh
HR dic biét nhu vay thudng tao ra sy bién ddi trinh ty cia phén tir dich sao cho mot phé‘m

hodc todn b trinh tu ctia polynucleotit thé cho dugc két hgp vao polynucleotit dich.

Su phan cét. “Su phén cit,” “gay ra dit giy soi kép” va “cit” dugc st dung thay
ddi cho nhau va diing d chi sy dGt giy khung chinh ddng ho4 trj cua phan tir ADN. Sy
phan cit c6 thé dugc khoi mao bing hang loai phuong phap bao gém, nhung khéng chi
giéi han trong sd, thily phan bing enzym hodc hoa hoc lién két phosphodieste bond. C6
thé c6 ca su phan cét soi don va su phén cit soi kép, va su phan cit soi kép co thé xuét
hién 13 két qua cia hai hién tuong phan cét sgi don riéng biét. Su phan cit ADN c6 thé
din dén tao ra dAu cun hodic diu dinh. Theo mot sb phuong an, polypeptit lién hgp dugce
sir dung cho su phén cit ADN sgi kép hudng dich. “Mién phan cét” 13 mot hodc nhidu
trinh tu polypeptit c6 hoat tinh xtic téc cho sy phan cit ADN. Mién phén cét c6 thé duoc
chira trong mdt mach polypeptit hogc hoat tinh phan ct c6 thé tao ra tir su két hop cua hai
(hogc nhiéu) polypeptit. “Ntra min phan cit” 13 trinh tu polypeptit ma, két hop véi dang
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polypeptit thir hai (hodc 1a ddng nhit hodc khic nhau) tao thanh phirc hop céhoat tinh
phén cdt (t5t hon néu 13 hoat tinh phén cét soi kép). Céc tir sy dirt gy soi kép va su phan

cét soi kép dugc sir dung thay ddi cho nhau.

Chat nhidm sic. Chét nhidm sic 13 cAu trac nucleoprotein chira hé gen té bao.
Chat nhidm sic t& bao chira axit nucleic, chi yéu 1a ADN, va protein, bao gdém protein
nhiém séc thé histon vé. phi histon. Phan 16n chit nhidm sic té bao c6 nhan dién hinh tdn
tai & dang thé nhan, trong d6 15i thé nhan chira khoang 150 ciip bazo ADN lién hé véi
octame chira hai loai trong s6 histon H2A, H2B, H3 va H4; va ADN lién két (co chiéu dai
thay ddi tuy thudc vao sinh vét) kéo dai gitta c4c 181 thé nhan. Phén tir histon HZ thudng
lién két v6i ADN lién két. Cho cac muc dich ciia ban mé ta ndy, thuit ngit “chét nhiém
sic” ding dé chi bao gdm tit ca cic dang nucleoprotein t& bio, cia ca té bao chua c6
nhan dién hinh va c6 nhan dién hinh. Chit nhi®m sic t& bao bao gdm ca chét nhiém sic

nhiém sdc thé va chat nhiém séc episome.

Gén két. Su gén két ding dé chi twong tac khong ddng hoa tri dic hicu trinh tu
gitta c4c phén tir 16n (vi dy, gitta protein va axit nucleic). Khong nhét thiét tit ca hop phin
cla tuong tac gin két phai 13 dic hiéu trinh tr (vi du, tiép xic véi gbc phosphat trong
khung ADN), chi cin 14 twong téc xét trén toan thé 13 dic hiéu trinh tw. Cac tuong tac nhu
véy thudng dic trung & hing s phan ly (K4) vao 10°M! hogc thip hon. “Ai lyc” ding dé

chi cudng d¢ clia sy gin két: 4i luc gén két ting 1én lién quan dén Kgthdp hon.

M&i lién két c6 diéu khién. Céc thuit ngit “méi lién két c6 didu khidn” va “lién
két c6 diéu khién” (hodc “dugc lién két c6 didu khién”) duoc sir dung thay ddi cho nhau
ding @& chi sy ndm k& c4n nhau cta hai hop phan hozc nhiéu hon (nhu cdc thanh phéan
trinh ty), trong d6 céc hop phan nay dugc bd tri sao cho ca hai hop phan nay thuc hién
chirc ndng binh thudng va c6 kha ning 13 it nhit mot trong s6 cac hgp phin ndy c6 thé
1am dan xép chirc ning dugc th hién khi ¢ it nhit mot hop phén khac. Nhu 13 vi dy
minh hoa, trinh ty diéu hoa phién m3, nhu mét gen khoi du ching han, duge lién két ¢6

di€u khi€n vdi trinh ty ma hoé néu trinh ty di€u hoa phién ma khong ché mirc d6 phién
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mi cia trinh ty m3 hoa dé dap g lai sy c6 hodc ving mit cia mot hodc nhidu yéu té
diéu hoa phién m3. Mot trinh tur didu hoa phién m3 thudng lién két c6 diéu khién véi trinh
tu md hod, nhung khong nhét thiét 13 truc tiép nidm canh né. Vi du, gen ting cudng la
trinh ty didu hoa phién ma dugc lién két c6 didu khién véi trinh tu m3 hoa, ngay ca khi
chiing khong ndm ké nhau. Véi polypeptit lién hop, thuat ngit “lién két c6 diéu khién” c6
thé ding dé chi ring mdi trong s& hop phan ndy thyc hién ciing chirc ning khi lién két véi
hop phén khac nhur n6 c6 thé thyc hién néu né khéng dugc lién két. Vi dy, déi véi
polypeptit lién hop trong d6 mién gin két véi ADN ZFP dugc lién hop véi midn phan cit,
thi mién gin két véi ADN ZFP va mién phén cit ndy 12 c6 méi lién két c6 didu khién néu
nhu, trong polypeptit lién hop nay, phin mién gén két véi ADN ZFP c6 kha ning gén két
va4i vi tri dich cua nd va/hodc vi tri gén két cua no, trong khi d6 mién phén cit ¢6 kha

ning phan cit ADN & vang ké can vi tri dich.

Nucleaza dgc hiéu trinh ty (SSN - Sequence Specific Nuclease) — bao gbm mdt
s6 nhém protein ludng chiic ¢ kha ning nhan biét trinh tu nucleotit dic hiéu va duy nhat
(vi tri nhan biét nguyén thé hoic tuy bién) nhw, nhung khong chi gi(’ri han trong sb,
meganucleaza, diy kéo loxin (leucine zipper) va protein ZFP (zinc finger protein - protein
ngén tay k&m). C4c meganucleaza 13 ho cic enzym c6 thé phan cit ADN soi kép véi tinh
déc hiéu cao trong s c6 mét cta ion kim loai hod tri hai (Ca, Mn, Mg). Tuy nhién, c4c
meganucleaza nay khac véi endonucleaza gidi han & dic tinh nhén biét va ciu triic cia
ching (Belfort, M. Roberts RJ. Homing endonucleases: keeping the house in order;
Nucleic Acid Research 1997, 25: 3379-3388). Pic biét 13, trong khi cac enzym giéi han
nhén biét cc trinh ty axit nucleic (3-8 ciip bazo), cac meganucleaza nhan biét céc trinh tu
dai hon (12-40 cip bazo) — diéu nay tao ra tinh dic hiéu dugc cai thién dbi véi viéc
huéng dich DSB. (Mueller, JE, Bryk, M. Loizos, N. Belfort M. Homing endonucleases.
Trong Nucleases 2™ Edition. Linn, SM, Lloyd, RS, Roberts, RJ (Eds) Cold Spring Harbor
Laboratory Press: 1993 111-143. ). Day kéo loxin (leucine zipper) — 1a nhém céc protein
tham gia vao tuong tic protein-protein trong nhiéu protein diéu hoa ctia sinh vt c6 nhan
dién hinh 13 cAc yéu t6 phién mi quan trong gin 1ién véi bidu hién gen. Day kéo loxin

ding dé chi motif c4u triic chung trong cac yéu t6 phién ma niy trong mot sb gidi bao
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gdm ddng vat, thuc vat, ndm men, v. v. Dy kéo loxin duogc tao ra boi hai polypeptit
(homodime hoic heterodime) gén két véi céc trinh tu ADN dic hidu theo cach thirc 13 cac
gbc loxin ndm cach du trong sudt chudi xoén 6, sao cho céc gbe loxin cua hai polypeptit

ket thac trén cing mdt bé mét ciia chudi xoan.

Protein gén két ADN ngoén tay kém. Protein gén két ADN ngén tay kém, ZFP -
zinc finger DNA binding protein, (hoic mién gin két) 13 protein, hoic mién trong phén tir
protein 16n hon, ma gin két ADN theo cach thitc ddc hidu trinh tu théng qua mot hogic
nhiéu ngén tay kém, 13 ving trinh tu axit amin trong mién gin két c6 cdu triic duge én
dinh théng qua lién két phdi tri v6i ion k&m. Thuft ngit protein gin két ADN ngon tay
kém thudng dugc viét tit 13 protein ZFP (zinc finger protein - protein ngén tay kém) hogic
ZFP. Mién gin két ngén tay kém c6 thé “dugc didu khién” dé gin két voi trinh tu
nucleotit dinh truéc. Vi du khong mang tinh giéi han vé céc phuong phép didu khién
protein ZFP 14 thiét ké va chon loc. Protein ngén tay k&m 13 protein khong xuét hién trong
tu nhién ma thiét ké/thanh phan ctia n6 chit yéu nay sinh tir tiéu chuén hop 1y. Tiéu chun
hop 1y cho thiét ké bao gdm viée 4p dung cac quy tic thay thé va thuét toan dugc lap trinh
dé xtr Iy thong tin trong ngudn dir lidu luru gifr théng tin cua céc thiét k& ZFP hién c6 va sb
liéu gin két. Tham khao, vi du,céc patent M§ 6,140,081; 6,453,242; 6,534,261; v
6,785,613; see, also WO 98153058; WO 98153059; WO 98153060; WO 021016536 va
WO 031016496; va cac patent M¥ 6,746,838; 6,866,997; va 7,030,215.

Trinh tr hé gen. Trinh tu hé gen bao gdm céc trinh tir ¢6 trong nhiém sic thé, thé
b6 sung, hé gen trong cac bio quan (vi dy, ty thé, luc lap), nhiém séc thé nhan tao va dang
axit nucleic bat ky khéc c6 mit trong t& bao vi du nhu nhiém sic thd nho kép trinh tu
dugc khuéch dai va hé gen ciia vi khuén va virut ndi sinh hodc gdy nhiém. Céc trinh tu hé
gen c6 thé 12 binh thudng (tirc 12 kidu dai) hodic dot bién; trinh tu dot bién c6 thé chira, vi
du, doan cai xen, khuyét doan, sur chuyén vi, 25 tai bd tri, va/hodc dot bién diém. Trinh tur

h¢ gen ciling c6 thé chira m{t trong mdt sO cac alen khac nhau.

Té bao thuc vat. Té bao thuc vét bao gdm, nhung khoéng chi gi¢i han trong s cac
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té bio clia thyc vat mot 14 madm (cAy mot 14 mam) hodc hai 14 mim (cy hai 14 mdm) hoic
tdo hoic réu. Vi du khdng mang tinh gi6i han v& cAdy mot 14 mim bao gém cac thuc vat
ngl cbc nhu cdy ngo, laa, lua mach, yén mach, lia mi, lda mién, la mach den, cady
sugarmay, dtra, hanh, ciy chudi, va cdy dira. Vi du khong mang tinh giéi han vé cdy hai 14
mam bao gém cay thudc 14, cdy ca chua, cdy huéng duong, ciy bong, céy cu cdi dudng,
cdy khoai tay, rau diép, cdy dua, cAy ddu tuong, ciy mayola (ciy nho), va co linh lang.
Céc té bao thuc vat c6 thé tir pha“ln bét ky cia thuc vat vi/hodc tir giai doan phat trién thyc

vat bt ky.

Ving quan tdm. Ving quan tAm 13 ving b4t ky ciia polyme axit nucleic, vi du,
gen hoic trinh ty khong ma ho nim trong hoic nim canh gen, mong mudn gin két phan
tir ngoai sinh vao trong d6. Su gin két c6 thé nhdm muc dich phéan cit ADN dich va/hoic
tai td hop huéng dich. Ving quan tAm c6 thé c6 mat vi du trong nhiém séc thé, thé bd
sung, hé gen co quan té bao (vi dy, ty thé, luc lap), plasmit, hé gen virut gy nhiém, hoic
trinh ty nucleotit bat ky khac. Viing quan tdm c6 thé trong ving mi ho4 cua gen, trong
cac viing khong ma hoa dugc phién ma nhu, vi dy, doan din dau, trinh tu kéo sau hodc
intron, hodc trong cac ving khong dugc phién m, hogdic & phia trudc hodic nim sauving
mi hod. Viing quan tim c6 thé chi 13 viing nho nhu 12 mét cip dbi nucleotit hodc c6 chidu

dai 1én dén 25000 cip d6i nucleotit, hodc gié tri nguyén bat ky cia cdp doi nucleotit.

Theo cc phuong 4n ciia sang ché, sang ché dé xuit phuong phép dwa nucleaza
dic hiéu trinh tu vao t& bio thuc v4t c6 thanh té bao, phuong phép nay bao gém viéc cho
hat nano dugc phu nucleaza dic hiéu trinh tur tiép xtic véi té bao thyc vat va cho phép hép
thu qua thanh té bao thuc vat. Theo khia canh ddc biét cua sang ché, hat nano c6 thé 1a hat
nano bét ky va co thé chira, dugc phu b?mg, hoic theo cach khéc dugc lién két voi va/hodc
mang d4o nguoc hodc khong dao ngugc nucleaza ngén tay kém, va/hoic meganucleaza.
Theo mdt s6 phuong 4n, nucleaza ngén tay kém c6 thé duge dua vao hat nano truée khi
tiép xtic voi té bao thuc vat c6 thanh té bao hodc vao cing mot Itic véi khi dua hat nano
vao té bao thuc vat ¢ thanh té bao. Vi du vé cac hat nano ma cé thé duoc sir dung theo

céc phuong 4n cla séng ché bao gdm, nhung khéng chi gii han trong sb hat nano vang,
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chdm lugng tir, hat nano phu vang, hat nano x8p, hat nano mao quan trung binh, hat nano
silic dioxit, hat nano polyme, hat nano vonfram, hat nano gelatin, v6 nano (nanoshell), 15i
nano (nanocore), qua cau nano (nanosphere), que nano (nanorod), hat nano tir tinh, hat
nano ban din, chim lugng tir, chit nén nano (nanomatrix), dendrime va/hoic két hgp cua

chung.

Theo céc phuong 4n ciia séng ché, té bao thuc vat ¢6 thanh té bao c6 thé 1até bao
thuc vét bat ky c6 thanh té bio nguyén ven va toan bd. Céc phuong 4n theo sang ché ¢
thé bao gdm cac té bao c6 thanh t& bao tir md bit ky hodc & bt ky noi ndo ma ching ¢6
mit, bao gdm nhung khong chi gi6i han trong sd, & phoi, té bao mo phan sinh , thé chai,

hat phan, 14, bao phén, ré, dau ré, hoa, hat, vo, than, hdn dich nuéi cdy, va nudi cAy mo.

' Theo céccac phuong 4n dic biét cia sang ché, SSN c6 thé 13 ZFN bit ky ma c6
thé dugc chuyén van dén té bao thuc vat theo sang ché. Vi du, ZFN c¢6 thé chaa protein
dung hop chira mién phan cét (hoic nira mién phan cét) vé mién gin két ngén tay kém,
polynucleotit ma hoa céc protein niy va két hop ctia cac polypeptit va polynucleotit ma
hoa polypeptit. Mién gén két ngén tay k&m c6 thé chira mot hoic nhiéu ngon tay k&m (vi
du, 2,3, 4,5, 6,7, 8,9 ngén tay kém hoic nhiéu hon), va c6 thé dugc didu khién dé gin
két v6i viing quan tdm bt ky. Do d6, bing cach nhan dién ving dich quan tim ma muén
c6 su phan cit hoic tai td hop tai d6, chuyén gia, theo cac phuong phap dugc bdc 19 trong
ban md ta nay, c6 thé cAu tric nén mdt hojc nhiéu protein dung hop chita mién phan cit
(hodc ntra mién phan cit) va mién ngén tay kém dugc didu khidn dé nhan biét trinh tu
dich trong ving quan tim néu trén. Sy c¢d mit cua protein dung hop nhu vy (hodic céac
protein) trong t& bao s& tao ra sy gin két cua protein dung hgp hoéc céc protein dung hgp
v6i vi tri gén két ctia n6 va su phan cit trong hodc gin viing quan tdm néu trén. Hon nita,
néu nhu ciing c6 mit polynucleotit ngoai sinh tuong ddng véi viing quan tdm trong té bio
ndy, c6 xdy ra sy tai t6 hop tuong ddng v6i mic cao giita trinh ty nucleotit dut gly soi

kép va polynucleotit ngoai sinh.
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Theo céc phuong 4n dic biét, viéc cip it nhat mot SSN cho té bao c6 thé bao gdm
viéc viéc cép truc tiép mot hodc nhidu ban sao cia protein SSN dén t& bao nhd hat nano.
Theo cac phuong 4n khac, viéc cp it nhit SSN cho t& bao c6 thé bao gdm viéc cép cho té
bao hat nano bao gdm axit nucleic ma hoa SSN va cho phép té bao tao ra SSN tir axit

nucleic ma ho4 no.

Theo c4c phuong 4n khéc, mdt hojc nhidu SSN dugc tao ra cho t& bao c6 kha
ning phan cit, mét cach don 1&, hoic phéi hop véi cac SSN khac,tai hodc & gin mot hodc
nhiéu Vﬁng quan tim. Theo c4c phuong 4n ddc biét, mot hodic nhidu vung quan tdm cé thé
nim trong trinh ty m3 ho4 cua protein biéu hién cao, cao hon, rét cao, hodc cao nhit. Theo
mot s phuong 4n, mot hoic nhidu ving quan tim c6 thé ndm gan vé/hoéc nim trong
locus chira trinh tu nucleotit ma hod protein biéu hién cao, cao hon, rat cao, hodc cao
nhat. Theo cac phuong 4n khéc,trinh ty nucleotit c6 thé dirt gy soi kép & mot ving quan
tam. Theo c4c phuong 4n tiép theo, trinh tu nucleotit c6 thé dut gly soi kép & hai ving
quan tdm hoic nhiéu hon. Theo céc phuong 4n dic biét, mot hodc nhidu dit gy soi kép
c6 thé ndm & trinh tu m3 hoa protein dugc biéu hién cao, cao hon, rét cao, hoic cao nhét.
Theo cac phuong 4n khic, mot hogc nhiéu dut giy soi kép c6 thé ndm gin va/hodic ndm
trong locus chtra trinh ty nucleotit ma ho4 protein dugc bidu hién cao, cao hon, rat cao,

hodc cao nhat.

Theo mdt phuong 4n dic biét, trong d6 it nhit hai dat gy soi kép duoc tao ra,
viéc sira chita dut gy soi kép c6 thé bao gdm viée loai chit liéu ndm giita cac dit gly soi
kép va két ndi lai cac dAu cudi cia trinh ty nucleotit d& cit di cac trinh tuy nim gilta céc
dut gly soi kép. Theo cic phuong 4n, céc trinh ty bj cét c6 thé chia, khong mang tinh
gi6i han, cac trinh tr ma hod tt ca hodc mot phfin trinh tu nucleotit ma hoa protein dugc
biéu hién cao, cao hon, rit cao, hodc cao nhét. Theo céc phuong an tiép theo, trinh tu bi
cit ndy c6 thé chira, khong mang tinh giéi han, cac trinh ty didu hoa giy anh huéng dén
biéu hién protein dugc biéu hién cao, cao hon, rat cao, hodc cao nhit. Theo cac phuong an
nhu vay, biéu hién cia protein dugc biéu hién cao, cao hon, rat cao, hoic cao nhét bi giam

di so v&i murc biéu hién trude khi phan cat.
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Theo céc phuong 4n thay thé, trong d6 it nhit hai dit gly soi kép duogc tao ra,
viéc stra chita dit gy soi kép c6 thé bao gdm viéc loai bd chét lidu ndm gitra cac dut gly
soi kép, thay thé né bang trinh tir thé cho d& thay thé c4c trinh tu nim giita cac dut gy soi
kép bang trinh tu thé cho nay. Theo cac phuong 4n khac, trinh tr duge loai bd c6 thé
chira, khdng mang tinh gi6i han, trinh tu m3 ho4 tit ca hodc mot phe“m trinh tu nucleotit
mi hoa protein dugc bidu hién cao, cao hon, rit cao, hodc cao nhét. Theo cic phuong an
tiép theo, trinh tu dugc loai bd nay ¢ thé chura, khéng mang tinh gidi han, cécrtrinh tu
didu hoa gdy anh huong dén biéu hién cia protein dugc bidu hién cao, cao hon, rat cao,
hodic cao nhit. Theo cac phuong én nhu viy, bibu hién cta protein dugc biéu hién cao,

cao hon, rat cao, hodc cao nhat bi gidm di so véi mic biéu hién trude khi phén cit.

Theo cc phuong 4n trong d6 mot dit giy sgi kép dugc tao ra, viée sira chira dut
gly soi kép c6 thé bao gdm viéc cai xen trinh tu thd cho vao hoic xuyén tir bén nay sang
bén kia dut gy soi kép. Theo mét s§ phuong 4n, trinh tu thé cho c6 thé duge cii xen vao
trinh ty m3 hoa protein dugc biéu hién cao, cao hon, rit cao, hodic cao nhét. Theo cac
phuong 4n, viéc cai xen trinh ty nhu vay c6 thé lam gidn doan sy phién mi cua trinh tu
ma hoa protein duogc biéu hién cao, cao hon, rét cao, hodc cao nhit thong qua, b%mg cach
vi du khong mang tinh gi6i han, véi sy c¢6 mit ctia codon két thic gin vao khung. Theo
céc phuong 4n tiép theo, thé cho, khong mang tinh han ché, c6 thé pha v& chirc ning clia
c4c trinh ty diéu hoa gy anh hudéng dén bidu hién cua protein dugc biéu hién cao, cao
hon, rit cao, hodc cao nhét. Theo cac phuong an, biéu hién cua protein dugc biéu hién

cao, cao hon, rat cao, hodc cao nhat bi gidm di so v6i mirc biéu hién trudc khi phan cit.

Theo céc phuong 4n khéc nita, trinh tu thé cho c6 thd mi hoa protein quan tam.
Theo c4c phuong 4n tiép theo, bidu hién ciia protein quan tim tir trinh ty thd cho c6 thé
dugc khéng ché, dugc didu hoa béi, hogc lién két c6 didu khién véi cac trinh ty didu hod
c6 mit trong trinh tur thé cho vi/hojc trinh tu didu hoa cé mat trong trinh ty ma trinh tu
thé cho dugc cai xen vdo. Theo céc phuong 4n bd sung, trinh tur axit nucleic ma
hoaprotein quan tim c6 thé dugc dua vao t& bao riéng biét véi hodc cing vdi trinh tr thé

cho. Theo mot s& phuong 4n, trinh ti thé cho c6 thé dugc chua trong cung mét phan tir
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axit nucleic nhu 1 trinh ty ma hod protein quan tam.

Theo cac phuong 4n khac, trinh tu nucleotit m3 hoa trinh ty nucleotit protein
dugc biéu hién cao, cao hon, rit cao, hodc cao nhét ma hod protein dugc biéu hién cao,
cao hon, rét cao, hoic cao nhét ¢ thé ndm trong, bﬁng vi du khong mahg tinh gidi han, hé
gen, plasmit, cosmit, nhiém sic thé nhan tao, thé bd sung, hodc ciu trac nucleotit khac

trong té bao.

Viéc thyc hién céc phuong phip ndy, cling nhu viéc didu ché va sir dung ché
phidm dugc bdc 16 trong ban mo ta ndy, trir khi duogc quy dinh khéac di, str dung céac k§
thut thong thudng trong linh vuc sinh hoc phén tir, hoa sinh, cdu tric va phén tich chét
nhiém sc, ho4 tin, nudi ciy té bio, ADN tai td hop va cac linh vuc lién quan 12 ndm trong
kién thic trong linh vuc chuyén nganh. Cac k§ thuat ndy dugc mo ta chi tiét trong tai liéu.
Tham khéo, vi dy, Sambrook et al. MOLECULAR CLONING: A LABORATORY
MANUAL, Second edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989 and Third
edition, 2001; Ausubel et al. , CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY,
John Wiley & Sons, New York, 1987 and periodic updates; the series METHODS IN
'ENZYMOLOGY, Academic Press, San Diego; Wolffe, CHROMATIN STRUCTURE
AND FUNCTION, Third edition, Academic Press, San Diego, 1998; METHODS IN
ENZYMOLOGY, Vol. 304, “Chromatin” (P. M. Wassarman and A. P. Wolfe, eds. ),
Academic Press, San Diego, 1999; va METHODS IN MOLECULAR BIOLOGY, Vol.
119, “Chromatin Protocols” (P. B. Becker, ed. ) Humana Press, Totowa, 1999.

Chuyén vén axit nucleic dén té bao thuc vat

Nhu d4 néu trén, cé thé dua cdu trac ADN vao (vi dy, vao hé gen ciia) co thé cha
thyc vat mong mudn theo hang loat c4c k§ thut thong thudng. Dé xem céc k¥ thuét nhu
vdy tham khdo, vi dy, Weissbach & Weissbach Methods for Plant Molecular Biology
(1988, Academic Press, N. Y. ) Section VIII, pp. 42 1-463; va Grierson & Corey, Plant
Molecular Biology (1988, 2d Ed. ), Blackie, London, Ch. 7-9. ’
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Vi du, cAu tric ADN c6 thé dugc dua truc tiép vao ADN hé gen cua té bao thuc
vt bang cach st dung céc k¥ thudt nhu duc 13 dién va su tiém té bao cac thé nguyén sinh
t& bao thuc vat, hodc c6 thé dua truc tiép cac céu tric ADN vao méd thuc vat bé‘mg cach sur
dung phuong phip chuyén gen dung sing bin gen, nhu k¥ thuat ban phéa bing hat ADN
(tham khao vi du 4n phim Klein et al (1987) Nature 327:70-73). Theo cach khac, cac ciu
traic ADN c6 thé dugc két hop v&i viing nim bén sudn T-ADN thich hop va dua dua vao
vecto co thé chi Agrobacterium tumefaciens théng thuong. Céc k§ thuat chuyén nhidém
qua trung gian Agrobacterium tumefaciens, bao gdm k¥ thuét disarming va sir dung vecto
kép, dd dugc mo ta 16 trong linh vuc chuyén nganh. Tham khao, vi du Horsch et al (1984)
Science 233:496- 498, va Fraley et al (1983) Proc. Nat. Acad. Sci. USA 80:4803.

Ngoadi ra, ¢ thé thuc hién sy chuyén gen sir dung vi khudn hozc virut khong phai
l1a Agrobacterium nhu Rhizobium sp. NGR234, Sinorhizoboium meliloti, Mesorhizobium
loti, virut X céy khoai tdy, virut bénh kham hoa lo va virut kham gén 14 sn va/hodc virut
kham cAy thudc 14, tham khao vi du 4n phim Chung et al. (2006) Trends Plant Sci. 11(1):
1-4.

Ngoai ra, ¢6 thé dung peptit tham nhép té bao dung hop v6i hat nano hoic
nucleaza dic hiéu trinh tu dé chuyén van nucleotit ho#ic trinh tu protein vao t& bao thuc
vét. Peptit tham nhép té bao ¢ thé duge bidu hién, duoc phan lap, va duge chitc hoé véi a
hat nano, trinh ty nucleotit, hodc protein dé chuyén vén trong cac té bao thuc vat. Peptit
tham nhép té bao c6 kha ning chuyén van chirc ning cic phan tir vio té bao thyuc vat dai
dugc biét dén trong linh vurc k§ thuét ndy va c6 thé bao gdm, nhung khéong chi gi¢i han o:
TAT (Chugh et al, (2008) FEBS 275: 2403-2414); R9 (Chang et al (2005) Plant Cell
Physiol 46(3): 482-488 and Chen et al (2007) FEBS Lett 581(9): 1891-1897); MPG
(Ziegler et al (2008) Adv Drug Deliver Rev 6: 580-597 and Morris et al (1997) Nucleic
Acids Res. 25: 2730-2736); PEP1 (Henriques et al (2005) Biochemistry-US 44(3):
10189 - 10198); va peptit thdm nhap té bao c6 ngudn gbe tir thyc vat.

Chtre néing ddc hai cta co thé chu Agrobacterium tumefaciens s& huéng doan xen
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clia cdu triic va gen dénh déu k& cin vao ADN té bao thuc vét khi té bao niy dugc gy
nhiém bing vi khuin bng cach sir dung vecto T ADN kép (Bevan (1984) Nuc. Acid Res.
12:8711-8721) hoic quéd trinh ddng nudi cly (Horsch et al (1985) Science
227:1229-1231). Thong thudng, hé chuyén nhidm Agrobacterium dugc st dung @ didu
khién thyc v4t hai 14 m3m Bevan et al (1982) Ann. Rev. Genet 16:357-384; Rogers et al
(1986) Methods Enzymol. 118:627-641). Hé chuyén nhiém Agrobacterium ciing c6 thé
dugc ding dé bién nap, ciing nhu chuyén, ADN vao thuc vit mdt 14 mim va céc té bao
thuc v4t. Tham khdo patent M§ s§ 5,591,616; Hemalsteen et al (1984) EMBO J
3:3039-3041; Hooykass-Van Slogteren et al (1984) Nature 311 : 763-764; Grimsley et al
(1987) Nature 325: 1677-179; Boulton et al (1989) Plant Mol. Biol. 12:3 1-40. ; va Gould
et al (1991) Plant Physiol. 95:426-434.

Phuong phép chuyén gen va phuong phip chuyén nhidm khéc bao gbm, nhung
khong chi giéi han trong sb, chuyén nhidm thé nguyén sinh thong qua hip thu ADN trin
qua trung gian canxi, polyetylen glycol (PEG) hoic duc 15 dién (tham khao Paszkowski et
al. (1984) EMBO J l3:2717-2722, Potrykus et al. (1985) Molec. Gen. Genet. 199:
169-177; From et al. (1985) Proc. Nat. Acad. Sci. USA 82: 5824-5828; va Shimamoto
(1989) Nature 338: 274-276) va duc 16 dién md thuc vat (D'Halluin et al. (1992) Plant-
Cell 4: 1495- 1505). Céc phuong phap bd sung dé chuyén nhiém té bao thuc vat bao gdm
sy tiém té bio, hap thu ADN qua trung gian silicon carbua (Kaeppler et al. (1990) Plant
Cell Reporter 9:415-418), va phuong phap bin gen (microprojectile bombardment) (xem
Klein et al. (1988) Proc. Nat. Acad. Sci. USA 85:4305-4309; and Gordon-Kim et al.
(1990) Plant Cell 2: 603-618).

Phuong phép va thanh phin duogc boc 1 c6 thé duge st dung d& cai xen trinh tu
ngoai sinh vao vi tri dinh truéc trong hé gen té bao thyuc vat. Didu ndy 13 hiru ich vi biéu
hién gen chuyén duge dua vao hé gen thuc vat phu thude nhiéu vao vi tri hop nhét. Theo
d6, gen ma hod, vi dy, c4c chit dinh dudng, chit khang sinh hodc cdc phan tir tri lidu ¢6
thé dugc cai xen, bing phuong phap tai td hop huéng dich, vao ving hé gen thuc vit

thuén 1¢i cho bidu hién ching.

-23-



20650

Céc té bao thuc vét dugc chuyén nhifm dugc tao ra bing céc k¥ thuat chuyén
nhiém bét ky néu trén c6 thé dugc nudi cdy dé tao ra thuc vat hoan chinh cé gay nhidm c6
kiéu gen dugc chuyén nhiém va do d6 c6 kiéu hinh mong muén. Cac k¥ thuét tai tao nhu
véy phy thudc vao viéc xtt Iy céc hormon thyc v4t nhét dinh trong méi trudng sinh trudng
nudi 'céy mo, thudng 13 phu thudc vao gen danh diu diét sinh vat vi/hodc chét diét co da
dugc dua vao cling v6i trinh ti nucleotit mong muén. Qua trinh tai sinh thuc vat tircac thé
nguyén sinh dugc nudi cdy dugc md ta trong Evans, et al. , “Protoplasts Isolation and
Culture” in Handbook of Plant Cell Culture, pp. 124-176, Macmillian Publishing
Company, New York, 1983; and Binding, Regeneration of Plants, Plant Protoplasts, pp.
21-73, CRC Press, Boca Raton, 1985. Ciing ¢6 thé thu dugc qué trinh tai sinh tir thé chai

‘thuc vat, manh céy, co quan, hat phén, phoi hodc cac phén cta ching. Cac k¥ thuét tai tao
nhu vdy dugc md ta tdng quat trong Klee et al (1987) Ann. Rev. of Plant Phys.
38:467-486.

Céc axit nucleic duge dua vio té bao thuc vét c6 thé dugc st dung dé mang lai
cac tinh trang mong mudn trén vé co.bén thuc vat bt ky. Nhidu thuc vat va hé théng té
bao thuc vat c¢6 thé dugc diéu khién dé cho cac dic tinh sinh 1y va ndng hocmong mubn
duge mo ta trong ban mé ta ndy bang cach sir dung ciu tric axit nucleic cia ban mé ta
ndy va cdc phuong phép chuyén nhiém khéc nhau dugc dé cip néu trén. Theocac phuong
&n dugc uu tién, thyc vat va té bio thuc vat dich ho qué trinh diéu khién bao gdm, nhung
khong chi gidi han trong sb thuc vat mot 14 mam va hai 14 mim, nhu cac cay trong co ban
bao gém cac cay cho hat (vi dy, lua mi, ng6, lia, ké, lua .mach), cdy cho qua (vi dy, ca
chua, tao, 1€, dau tdy, mau da cam), cdy thirc dn cho suc vét (vi dy, cé linh lang), c4c loai
rau in ré (vi du, cdy ca rot, khoai tdy, cu cai dudng, khoai mg), cay trc“mg dn 14 (vi dy, rau
diép, rau bina, cai bép); thuc vat cho hoa (vi dy, ciy thubc 14 canh, hoa héng, cdy hoa
cuc), cdy thudc loai tung bach va cay kim (vi du, cdy thong, cy van sam); thuc vat duge
sir dung trong cdng nghé thuc vat xir Iy mdi trudong (vi duy, thuc vat thu kim loai ning);
cay trc“mg cho diu (vi du, cay hudéng duong, nho, ddu nanh, ciy co) va thuc vat duoc sir
dung cho c4dc muc dich thir nghiém (vi du, Arabidopsis). Do d6, phuong phap va thanh

phén dugc boc 16 ¢b thé sir dung cho nhiéu thyc vat, bao gdm, nhung khong chi gigi han
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trong sb, loai thudc gidng Asparagus, Avena, Brassica, Citrus, Citrullus, Capsicum,
Cucurbita, Daucus, Glycine, Gossypium, Hordeum, Lactuca, Lycopersicon, Malus,
Manihot, Nicotiana, Oryza, Persea, Pisum, Pyrus, Prunus, Raphanus, Secale, Solanurn,

Sorghum, Triticum, Vitis, Vigna, va Zea.

Chuyén gia trong linh vyc k§ thuit ndy s& nhan biét duge ring sau khi caxet biéu
hién duoc két hop dn dinh vao thuc vat chuyén gen va dugc khéng dinh 13 c6 thé hoat
dong, thi caxet ndy c6 thé dugc dua vao thuc vat khac bing cach lai hitu tinh. C6 thé st
dung k¥ thuat bt ky trong mot sé k¥ thust nhan gidng tiéu chun, tuy thudc vao loai s&

duoc lai.

Té bao thyc vt, thé chai, mo hoéc thyc vat duogc chuyén nhiém c6 thé dugc nhén
dién va phan 1ap bﬁng cach chon loc hoic sang loc chit lidu thuc vat dugc didu khidn cho
c4c tinh trang dugc ma hod béi bdi gen danh diu c6 mit trén ADN chuyén nhiém. Chéng
han, ‘c() thé thuc hién qué trinh lga chon bé'lng cach nuéi chét liéu thuc vat duge didu khién
trén moi trudng chira mot lugng c6 tac dung e ché ctia chit khang sinh hodc thube diét
c6 ma cu triic gen chuyén nhiém c6 tinh d& khang véi né. Ngoai ra, thuc vat va cac té
bao thuc vat duge gdy nhiém ciing c6 thé dugc nhin dién béng cach sang loc cho hoat
tinh cho gen dénh ddu nhin dugc bAt ky (vi du, gen 8-glucuronidaza, luxiferaza, B ho#c
C1) ma c6 thé c¢6 mit trén cAu triic axit nucleic tai td hop. Cac phuong phap chon loc va

sang loc nhu vay 1a d3 biét d6i voi chuyén gia trong linh vuc k¥ thuét nay.

Ciing c6 thé sir dung cc phurong phép vt 1y va sinh hoé dé nhan dién thé chuyén
* nhiém thyc vat hodc té bao thuc vat chira cdu tric gen dugc cii xen. Céc phuong phap
ndy bao gdm nhung nhung khong chi gi6i han trong sé céc phuong phép: 1) phén tich
thAm Nam hogc khuéch dai PCRd8 phat hién va x4c dinh cu triic cia doan xen ADN tai
t6 hop; 2) phuong phép thdm Béc, kéo dai doan mdi hoic enzym phién mi ngugc-khuéch
dai PCR dé phat hién va kiém tra sin phim phién m3 khuén ARN cua céu tric gen; 3) thi
nghiém enzym dé phat hién hoat tinh enzym hodc ribozym, trong d6 cac san phim gen

nhu vdy dugc mi hoé béi béi cdu tric gen; 4) dién di trén gel protein, cac k¥ thuat thdm
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Tay, két ta mién dich, hodac thir nghiém hép phu grfm enzym, trong d6 cic san phdm ciu
tric gen 1a protein; 5) phuong phép phat hién da hinh don nucleotit, thir nghiém xam 14n
(invader assay), k¥ thuat giai trinh tu pyrosequencing (1a k§ thuit cho phép giai trinh tur
céc chudi gen ADN véi chi phi thp hon theo cach truyén théng), phuong phéap giai trinh
tu solexa. Ciling c6 thé st dung céc k¥ thuat bd sung, nhu lai in sifu, nhudm mau enzym,
va nhudém mau mién dich, d€ phét hién sy c6 mit hogic bidu hién cia chu tric téi td hop
trong co quan va cdc mo thuc vat cu thé. Phuong phap tién hanh tit ca céc thir nghiém

nay 13 d3 biét d6i vai cac chuyén gia trong linh vuc k¥ thuét nay.

Hiéu qua cta viée xtr Iy gen bing cach sir dung cic phuong phép dugc boc 16
trong ban md ti ndy c6 thé dugc danh gia, vi du, bing phuong phap thdm bic ARN (vi
du, ARN théng tin) dugc phéan 14p tir m6 quan tdm. Thong thudng, néu lugng ARN théng
tin ting 1én, c6 thé cho ring gen ndi sinh tuong tmg dugc bidu hién véi mic d 16n hon
trudc ddy. C6 thé str dung cac phuong phap do hoat tinh gen khéc. C6 thé st dung céc
dang thir nghiém enzym khéc nhau, tuy thudc vao chit nén dugc sir sung va phuong phap
phat hién su gia ting hogc sir gidm cia san phim hoic san phim phl_i phan tng. Ngoai ra,
c6 thé do murc protein dugc biéu hién béng phuong phap mién dich hoa hoc, tic 13
phuong phép ELISA, RIA, EIA va cic thir nghiém trén co s& khang thé khac di biét déi
v6i chuyén gia trong linh vyc k§ thut ndy, nhu céc thir nghiém phat hién bang phuong
phép dién di (bang phuong phap nhudém mau hodc phan tich thAm tach Tay). Gen chuyén
c6 thé duoc biéu hién chon lgc trong mot s6 mo cua thuc vat hodc & mot sb giai doan phat
trién, hoic gen chuyén ndy c6 thé duge biéu hién hdu nhu trong tit ca mo thuc vat, héu.
nhu trong toan bd chu trinh song. Tuy nhién, bit ky phuong thirc biéu hién t8 hop bét ky

ciling c6 thé dugc 4p dung.

Sang ché ndy ciing d& cap dén hat gibng cua thuc vat chuyén gen dugc néu trén
trong d6 hat ndy c6 gen chuyén hoic ciu truc gen. Séng ché nay ciing bao gdm thé hé
con, dong vo tinh, dong té bao hoic t& bao cua thuc vét chuyén gen da néu trén trong do

theé hé con, dong vo tinh, dong t€ bao hodc t€ bao ndy cé gen chuyén hoic cdu tric gen.
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Ung dung

Cé thé sir dung phuong phap va thanh phin dugc bdc 16 cho sy phan cét huéng
dich dé gy ra dot bién trong trinh tr hé gen. Sy phan cit huéng dich ciing c6 thé dugce
ding dé tao ré gen bét hoat (knock-out) hodc gen bi trc ché (knock-down) (vi du, hé gen
chirc niing hodc x4c nhén dich) va dé tao thuan loi cho sy cai xen hudng dich cia trinh tu
vao hé gen (tirc 13 trinh tur thay thé). Su cai xen c6 thé dya vao su thay thé trinh tu nhidm
sic thé thong qua, nhu 13 vi du khong mang tinh gi6i han, tai t6 hop tuong ddng hodc
bing cach hop nhit hudéng dich, trong d6 trinh ty méi (tic 12 trinh tu khéng c6 mit &
ving quan tdm) dugc cai xen vao mot vi tri dich dinh trudc. Trong mot s vi dy, céc trinh
tu méi nhu vy c6 thd ndm bén sudn cac trinh tu tuong ddng v4i ving quan tim & trong
nhiém séc th8. Cac phuong phép nay ciing ¢6 thé dugc ding dé thay thé trinh tu kidu dai
bang trinh ty d6t bién hosic d& chuyén hoa mot alen thanh alen khéc.

Ciing c6 thé 4p dung sy phan cit huéng dich céc tic nhan gy bénh thuc vat giy
nhiém hoic dugc hop nhit dé diéu tri sy nhi®m tic nhin gy bénh & co thé chu thuc vat,
vi du, bing cach phén cit hé gen ciia sinh bénh sao cho kha ndng gdy bénh cua n6 dugc
gidm di hodc loai trir. Ngoai ra, sy phan cit huéng dich ctia gen m3 hoa céc thu thé cho

virut thyc vt ¢6 thé duge sit dung phong bé biéu hién cia cac thu thd nhu vy, nhd d6

ngén ngira sy nhidém virut va/hodc su lan tran virut & thuc vat nay.

Céc tac nhan gay bénh thyuc vat vi du bao gém, nhung khong chi gidi han trong )
virut thyc vat nhu virut Alfarnovirus, Alphacryptovirus, Badnavirus, Betaciyptovirus,
Bigeminivirus, Bromovirus, Bymovirus, Capillovirus, Carlavirus, Carrnovirus,
Caulimovirus, Closterovirus, Comovirus, Cucurnovirus, Cytorhabdovirus, Dianthovirus,
Enamovirus, Fabavirus, Fijivirus, Furovirus, Hordeivirus, Hybrigeminivirus, Idaeovirus,
llawirus, Ipomovirus, Luteovirus, Machlomovirus, Macluravirus, virut Mara,
Monogeminivirus, Nanavirus, Necrovirus, Nepovirus,Nucleorhabdovirus, Oryzavirus,
Ourmiavirus, Phytoreovirus, Potexvirus, Potyvirus, Rymovirus, satellite WAS,

satellivirus,  Sequivirus, Sobemovirus, Tenuivirus, Tobamovirus, Tobraviruses,
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Tornbusvirus, Tospovirus, Trichovirus, Tymovirus, Umbravirus, Varicosavirus va
Waikavirus; cac nAm gy bénh nhu ndm gay bénh than (vi du Ustilaginales), bénh ri sét (
Uredinales), bénh nim giy cua lia mach (Clavicepts pupurea) va bénh ndm méc suong;
bénh mdc (Oomycetes) nhu Phytophthora infestam (bénh thdi khoai tay); cac vi khuin
gdy bénh nhu Erwinia (vi du, E. herbicola), Pseudomonas (vi du, P. aeruginosa, P.
syringae, P. fluorescens va P. putida), Ralstonia (vi du, R. solanacearum), Agrobacterium
va Xanthomonas, roundworms (Nematoda); va Phytomyxea (Polymyxa va

Plasmodiophora).

Céc phuong phép san xuét i td hop hudéng dich protein quan tdm dugc bde 16 ¢6
thé dugc str dung dé thay thé trinh tu hé gen bét ky bang trinh ty khong ddng nhét. Vi dy,
c6 thé thay trinh trr hé gen dot bién bing thanh phin kiéu dai cua né, nhd d6 dua ra
phuong phap diéu tri cic bénh cho thuc vat; tao ra tinh dé khang véi cac tdc nhan giy
bénh thuc vit; gia ting hiéu sult cdy trdng, v. v. Theo cach tuong tu, c6 thé thay mot alen
clia gen bang alen khac bang cach .sfr dung phuong phép téi t6 hop hudng dich duge boe

10 trong ban mo ta nay.

Trong nhiéu trudng hop ndy, ving quan tdm chita dot bién, va polynucleotit thé
cho chtra trinh tu kidu dai tuong tmg. Tuong tu, trinh tur hé gen kiéu dai c6 thé dugc thay
béang trinh trr d6t bién, néu mudn. Vi dy, bidu hién qué muc cua gen giy ung thu c6 thé
dugc dao ngugc hoic bing cach gy dot bién gen hodc bing cich thay thé trinh tu kidm
504t né bang trinh ty trg gitip mirc biéu hién thip hon, khong gay bénh. That ra, mot bénh
hoc bat ky phu thudc vao trinh ty hé gen nhét dinh, theo bét ky céach nao, cé thé dugc didu
chinh hodc 1am thuyén gidm bing céch sir dung phuong phap va thanh phan dugc boc 16

trong ban md ta nay.

Su phan cit, su cai xen, cét, vi/hodc tai tb hop huéng dich ciing c6 thé duoc ding
dé bién dbi cac trinh ty khong ma hoa (vi du, cAc trinh ty didu hoa nhu gen khai dAu, gen

ting cudng, cac chat khoi mao, gen ket thuc, vi tri phan cat) dé bien doi mirc biéu hién
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clia san phdm gen. Cé4c phuong phap nhu vay c6 thd duge dung, vi du, cho cac muc dich

tri li€u, cac nghién ctru hé gen chirc ning va/hodc hop thirc hda dich.

Su cai bién huéng dich ciu triic chit nhiém sic c6 thé dugc st dung d& tao thuan
loi cho su gin két ctia protein dung hop véi chét nhidm séc t& bao. Theo cac phuong 4n
bd sung, c6 thé sir dung mét hodc nhidu lién hop giita mién gén két ngoén tay kém va
recombinaza (hodc doan chirc ning ctia né), bd sung hoic thay thé cho lién hop ngén tay
kém-mién phan cit dugc bdc 10 trong ban méd ta nay, dé tao thuan lgi cho tai t& hop
huéng dich. Tham khdo, vi du, Patent My s6 6,534,261 va Akopian et al. (2003) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 100:8688-8691. Theo c4c phuong 4n bd sung, cac phuong phap va
thanh phe‘in dugc bdc 16 dugc sir dung dé tao ra lién hop ctia mién ga‘m két ZFP v6i mién
hoat ho4 ho#c rc ché phién mi ma doi hdi qué trinh dime héa (hodc homodime hoic
heterodime héa) cho hoat tinh cia chiing. Trong céc trudng hop nay, polypeptit lién hgp
chira mién gén két ngén tay k&m va mién monome chirc ning (vi du, monome tir mién
hoat ho4 hoic trc ché phién ma dime). Sy gén két cua hai polypeptit lién hop nhu vy véi
vi trf dich ndm dtng vi tri cho phép dién ra qu4 trinh dime héa dé tai tao lai mién hoat hoé

~ hodc trc ché phién ma chirc ning.

Ngoai ra, nhu dugc bdc 1§ trén day, cac phuong phap va thanh phin dugc néu ra
trong ban md t ndy c6 thé dugce st dung cho su hop nhét huéng dich trinh ty ngoai sinh
vao ving quan tim trong hé gen té bio, vi du trong d6 su phan cit 1am tdng su cai xen
thong qua co ché phu thudc tinh tuong ddng (vi du, cai xen trinh ty thé cho chia trinh tu
ngoai sinh cling véi mot hoic nhidu trinh tur 12 ddng nhét, hodc tuong ddng nhung khong
phai 13 ddng nhét, véi trinh tir hé gen dinh trude (tire 13 vi tri dich).

Trinh tu thé cho c6 thé c6 du tinh tuong ddng & ving nim bén sudn trinh tu ngoai
sinh d& h trg cho su sira chita dua vao tinh twong ddng cua dut gy soi doi trong trinh tu
hé gen, nh& d6 cai xen trinh ty ngoai sinh & vi tri dich hé gen. Do d9, axit nucleic thé cho
c6 thé ¢6 kich ¢ bét ky du dé hd trg cho su hop nhét cua trinh tu ngoai sinh béng co ché
stra chita phu thudc tinh tuong ddng (vi du, tai tb hop twong ddng). Khong mudn bi rang
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budc bai Iy thuyét bét ky, ving trong ddng ndm bén sudn trinh tu ngoai sinh dugc cho 1a
tao ra ddu mut nhiém sic thé dut gly v6i khudn miu dé tai tdng hop thong tin di truyén &
vi tri dat gly soi kép. Theo mdt sb phuong an, hai trinh tu déng nhét hoidc hai trinh tu
tuong ddng nhung khong ddng nhit (hoic mot trong mdi loai) ¢6 mit, nim bén sudn the
trinh tu ngoai sinh. Trinh ty ngoai sinh (hodc axit nucleic ngoai sinh hodc polynucleotit

ngoai sinh) 13 trinh tu chira trinh tu nucleotit thuong khéng c6 mit & vung quan tam.

Céctrinh tu ngoai sinh vi du bao gdm, nhumg khéng chi gi6i han trong s6 ADN b
ti‘c_r, trinh tu khoi dAu, trinh tu ting cudng, thé bidu vi, gen danh diu, vi tri nhan biét
enzym phén cit va cic dang cAu tric bidu hién khic nhau. Tham khéo, vi dy, patent M¥
50 6,833,252. Cac endonucleaza vi tri ngudn vi du bd sung bao gdm I-Ceul, PI-Pspl,
PI-Sce, I-ScelV, I-Csml, I-Panl, I-Scell, I-Ppol, I-Scelll, ICrel, I-Tevl, I-Tevll va
I-Tailll. Cé4c trinh ty nhdn biét ching d3 dugc biét dén. Tham khao patent My s6
5,420,032; Belfort et al. (1997) Nucleic Acids Res. 25:3379-3388; Dujon et al. (1989)
Gene 82:115-118; Perler et al. (1994) Nucleic Acids Res. 22, 1 125-1 127; Jasin (1996)
Trends Genet. 12:224-228; Gimble et al. (1996) J. Mol. Biol. 263:163-180; Argast et al.
(1998) J. Mol. Biol. 280:345-353 va New England Biolabs catalogue.

Céc gen danh diu bao gdm, nhung khéng chi gi6i han trong sb céc trinh ty ma
hoé protein that lam trung gian tinh d& khang chit khang sinh (vi du, tinh d& khéng
ampixilin, tinh d& khang neomyxin, tinh d& khang G418, tinh & khang puromycin), trinh
tu mi hoa protein c6 mau hodc phat huynh quang hodc phét quang (vi du, protein huynh
quang mau xanh 14 céy, protein huynh quang xanh 14 cdy d4m, protein huynh quang do,
luxiferaza), va céc protein 1am trung gian sy tang sinh trudng t& bao va/hoic khuéch dai
gen (vi du, reductaza dihydrofolat). Do d6, cic gen d4nh dAu vi du bao gbm, nhung khong
chi gi6éi han trong s6 &-glucuronidaza (GUS), transferaza phosphinothricin N-axetyl
(PAT, BAR), neomyxin phosphotransferaza, p-lactamaza, catechol dioxyaza, a-amylaza,
tyrosinaza, P-galactosidaza, luxiferaza, aequorin, synthaza EPSP, nitrilaza, synthaza
axetolactat (ALS - acetolactate synthase), reductaza dihydrofolat (DHFR - dihydrofolate

reductase), dehalogenaza dalapon va synthaza antranilat. Theo mot s6 phwong 4n, su hop
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nhat hudng dich dugc st dung d€ cai xen cau tric bi€u hién ARN, vi duy, trinh tu chiu
trach nhiém cho sy bi€u hién c6 diéu hoa ctiia micro ARN hodc siARN. Céc gen khéi dau,
gen tang cuong va trinh tu diéu hoa phién ma bd sung, nhu da néu trén, cling cé thé duge

két hop vao céu tric bidu hién ARN.

Sy bién nap thong thudng sir dung su hop nhét ngu nhién ADN la d tao ra cay
tréng chuyén gen dugc cai bién véi tinh trang lya chon chiu han ché ngit nghéo & mot sb
thi trudng nudce hgoéi. Ngoai ra, diu ra ngoai mong muébn ciing xuét phét tir phuong phéap
dua ADN vao hoéc tir sy cai xen ngiu nhién gen chuyén vio ving nhay cia hé gen,
thudng 1a nhiéu 1an cho mdi hé gen. Pic biét 13, tac dong clia sy cai xen khong chinh x4c
c6 thé khoéng tu bidu hién trong cac thé hé ban diu co ché kiém tra sai s6t ADN khéc nhau
dugc hoat hoa trong qua trinh phat trién, tai sinh, san sinh phdi, va sy phat trién. Cac yéu
t6 dau ra ndy anh hudng dén thoi gian va chi phi cho chuong trinh chuyén gen bét ky
trong linh vyc cong nghé¢ sinh hoc cho néng nghiép. Tuy nhién, theo sang ché gin day cua
Dow AgroSciences (W0/2008/021207), c6 mé ta phuong phép cai xen chinh x4c cac gen
chuyén théng qua tai t hop tuong ddngqua trung gian enzym ZFN (nucleaza ngén tay
k&m) (ZFN). Tuy nhién ngugc lai, khi ma protein ZFN c6 thé dugc bidu hién va tinh ché
bén ngoai sinh vat dich va sau d6 dugc chuyén véan vao té bio thuc vt dich, dot bién dic
hiéu phiu thuat/gen ndc ao (knock-out) c6 thé dua vao théng qua két nbi ddu cudi khong
tuong ddng (NHEJ - non-homologous end joining). Do d6, sang ché c6 thé tao ra thuc vat
dugc cai bién di truyén khéng chuyén gen ma s& vong tranh dugc su han ché dung cay
trdng chuyén gen crops va c6 thé c6 qua trinh sita chita gen hudng dich ma khong doi hoi

phuong phap chuyén gen.

Phuong phap biéu hién khic loai protein nucleaza déc hi¢u trinh tu, nhu protein
ZFN, 1 d3 biét dén trong linh vuc k¥ thudt ndy. Cac hé théng bidu hién c6 thé ap dung
bao gdm, nhung khéng chi giéi han &: viée sir dung hé in vitro nhu hé théng khéng chir té
bao mim lua mi (tham khao patent My sb 7,235,382, dugc két hop theo c4ch viéc dan vao
ban md ta ndy); hé théng bidu hién Pseudomonas Sfluorescens (Madduri et al. , (2007)

Protein Expres Purif, 55(2): 352-360); va hé théng biéu hién protein Pichia (tham khao
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cac patent M§ sb  4,683,293; 4,808,537, 4,812,405; 4,818,700; 4,837,148;
4,855,231;4,857,467; 4,879,231, 4,882,279, 4,885,242; 4,895,800; 4,929,555; 5,002,876;
5,004,688; 5,032,516; 5,122,465; 5,135,868; 5,166,329, duogc két hop theo cach viéc din

vao ban mo ta nay).

Céic phuong 4n cu thé ciia sing ché bao gdm ZFN chirc ning dugc bidu hién
ngoai sinh dugc lién hgp véi hat nano (NP) va dugce chuyén van bing phuong phap
chuyén van nhe nhang va thong minh qua trung gian NP vao cac té bao thuc vat nguyén
ven d& cam tmg sy dut gy soi kép va phuc hdi chirc ning ciia gen bi pha vy bing NHE]J.
Theo cac phuong 4n khéc, ZFN chirc ning d3 lién hgp véi NP dugc chuyén vén cing véi
manh ADN thé cho bing phuong phap chuyén van nhe nhang va thong minh qua trung
gian NP, trong d6 ZFN phén cit trinh ty cu thé trong hé gen va ADN thé cho dugc hop
nhét vao locus ndy thong qua ti td hop tuong ddng. Cac phuong phap gén két protein vé6i
NP dugc thyc hién theo bén phuong phap chinh (1) hdp phu tinh dién, (2) lién hop véi
phdi tir trén bé mat NP, (3) lién hop v6i phan tir ddng nhén t6 nho ma protein c6 thé nhan
biét va gén két, va (4) lién hop truc tiép v6i bé mit NP (Aubin-Tam va Hamad-Schifferli,
2008). Cac phuong phap khic duge mé ta trong tai liéu: Medintz et al. C4c van d2 lién
quan dén cic phuong phép danh diu nay bao gdm su bé tri cac nguyén tu trong khong
gian, hoic liéu protein c6 thé 'chuyén qua' phéi tir &n b& mat NP hojc nhém lién két lién
quan. Viéc Iua chon céc héa chit tao ra mdi lién két d#ic hiéu (tirc 13 khong giy ra lién két
chéo trén pham vi rong) va 13 6n dinh cho muc dich mong muén ciing 13 xem xét cin
thit. ZFN peptit can phai dugc chic hod & ndng do6 DDT cao va trong su c6 mét cua ion
kém. Pé gitt do 6n dinh cua thé lién hop, su bd sung nhém chic s& dugc thuc hién theo

quy trinh lién hgp duge mé ta trong 4n phim: Oh et. al. , 2010.
Sang ché s& dugc mo ta thém dua vao céc vi du c6 tinh chit minh hoa sau.

Vi du thye hién sang ché
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Vi du 1:Tao ra nucleaza dic hiéu trinh ty (SSN) thong qua su dich m3 in vitro hodic biéu

hién trén vi khuan.

Céc SSN (ILI-LO/Fokl, IL1-43/Fokl, IL1-8/Fokl va I-Scel) dugc diéu khién va
dugc khuéch dai PCR tir c4c plasmit chira SSN, gén cac vi tri enzym gidi han va 6x nhian
histidin. San phdm PCR dugc cai xen vio vecto TOPO pCR2. 1 d& nhan dong va tao trinh
ty. Cac manh gen chira trinh tr ma hod SSN dugc loai ra khoi plasmit thong qua sy phan
cit han ché va dugc gén vao vi tri han ché trong thich cta vecto biu hién pETI5b. Cac
miu ndy dugc bién nap vio cac t& bao E. coli kha bién biéu hién BL21 cung vdéi
pDAB4883. D& cho biéu hién hitu higu, su pha huy protein SSN dugc gidm di trong ADN
E. coli BL21 bang cich bién nap BL21 bing plasmit pDAB4883 gdm c6 plasmit biéu
hién pCOT4 chtra gen ligaza ndm sau gen khéi diu ma ciing duge cam ung boi IPTG
(isopropyl-beta-D-thiogalactopyranosit). Qua trinh nay gitip sitra chita pha hay bit ky

dugc thyc hién bdi SSN dén hé gen ctia té bio BL21 trong qu4 trinh biéu hién quéa muc.

CAu tric ligaza gen-pCOT4 va cic cAu tric SSN-pETI5b duge ddng bién nap vio
cling t& bao biéu hién BL21. Nudi ciy cua BL21 chuyén gen dugc nudi trong 50ml moi
trudong LB c6 chloramphenicol, carbenicillin, va ZnC1, va dugc u ¢ nhiét 4§ 37°C cho
dén khi ODggonm- dat dén 0,5. Gay ra bidu hién bing IPTG (0,1-0,7 mM) & céc ndng do
khéac nhau, 0 & cac nhiét d§ khac nhau (16-28°C) vi phén tich bing SDS-PAGE va
phuong phép thAm T4y d& phat hién sy c6 mat cla protein SSN. Do d6, ILI-LO/Fokl,
IL1-43/Fokl, IL1-8/Fokl va I-Scel dugc biéu hién trong céc t& bao E. coli va duge tinh
ché bang Ni-NTA. Sau khi tinh ché, chic ning SSN dugc ching t6 dua trén kha nang giai

phéng manh dic hidu tir plasmit biu hién.

Theo cach khic, c4c nucleaza dic hidu trinh tu dugc biéu hién thdng qua su dich
ma in vitro. Kit thuong mai, TNT®, tir Promega 13 quy trinh hiéu qua va tién loi cho biéu
hién protein. Cac plésmit vong chira gen nucleaza ddc hi¢u trinh ty dugc nhan dong &
phia sau tir gen khéi ddu polymeaza ARN T7 hodc SP6 duogc bidu hién in vitro bing

enzym biéu hién protein dugc cép trong kit nay. Céc protein téng hop tao ra trong 50 pl
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dung dich phan ting trong 60 - 90 phiit theo chi d4n ciia nha san xuit. Cac kit thuong mai
b sung 13 d c6 sin cho sy dich ma thanh protein in vitro, cc kit bd sung ma c6 thé dugc -
st dung bao gém: ActivePro™ tir Ambion, PROTEINscriptTM II tt Ambion,

PURExpress™ tir New England Biolabs, ngoai ra 14 c4c kit c6 sin trén thi trudng khac.

Céac Fig. 1 va 2 thé hién biéu hién trong E. coli ctia SSN duoc gén dudi histidin
(1) va dugc gén dudi phi histidin (2), ZFN-IL1Fokl. ZFN-IL1Fokl dugc bidu hién in vitro
giai phéng méanh nim bén sudn vi tri gin két ZFN dugc dinh 13 tir plasmit ndy. Do d6, ca
SSN duogc biéu hién trong E. coli va in vitro 13 hitu ich cho si; phan cét hiéu qua va dac
hiéu cac phan tir ADN dich, va cdc SSN nay dugc sir dung thay cho nhau trong subt khao

sat nay.

Céc protein dugc biéu hién tir cdc gen SSN dugc tach dong t6 ra 13 ¢6 chirc ning
(trc 13 trong qua trinh phan cit ADN thé cho). Vi du, plasmit pDAB1585 (dugc thé hién &
Fig. 4) dugc xir Iy bing ZFN-IL1Fokl. ADN plasmit duoc phin cit ndy c6 mach thing.
Sau d6, méanh thing tir plasmit dugc phén cét bang ZFN-IL1Fokl nay duoc tinh ché khoi
gel va dugc tu ndi ghép bing cach sir dung quy trinh ndi in vitro qua dém. San phim néi
ghép nay dugc dua vao cac t& bao E. coli DH56 kha bién béng ho4 hoc. Mbt sb khuén lac
tai t6 hop dugc thu gom va duoc phén tich bing ca phan tich kiéu mAu han ché va tao

trinh tu ADN, cho thiy 13 pDAB1585 phan cit nhu dy tinh.

Vi du 2 — Tao ra nudi ciy té bao dich bing vi tri gin két SSN nim bén sudn manh gen
thong bao GFP.

Céc trinh ty dich bao gdm hai manh gen protein huynh quang xanh 14 cay (gfp -
Green Fluorescent Protein) (Evrogen Joint Stock Company, Moscow, Russia) nim bén
sudn caxet bidu hién 5-glucuronidaza (uid4). Trong mot cAu trac dich, vi tri gén két véi
ZFN véi trinh ty nhan biét bao gém céc doan 13p d4o ma protein dung hop ngén tay
k&ém-FokI c6 thé gin két v&i nhu 1 cic homodime (Fig. 3) dugc hop nhét vao ciu trac
dich. Vi tri gfm két ndy chira bén doan lép thé ndi tiép ctia trinh tu nhan biét cia protein

duhg hop IL1-FokI sao cho mdi vi tri gin két c6 kich c& khoang 200 cap bazo d& dam bao

-34-



20650

ring céc trinh ty nhan biét ndy 1a tip c4n dugc dén protein dung hop ngén tay kém-Fokl
trong mdi trudng chit nhiém sic phtc hop. Trong ciu triic tha hai, vi tri gan két
I-Scelduge hop nhét vao ciu tric dich (Fig. 6). Trong mdi cAu tric dich, céc vi tri ga‘m két
duogc dung hop véi trinh ty m3 hod uid4 & ddu tin N. C4c manh gen gfp 5’ va 3’ nim
chdng 1én nhau 540 cip bazo. Céc trinh tu chdng 1én nhau nay tao ra tinh tuong dong
trong cac trinh ty dich va codon két thiic dugc cai xen vao du 3' cia manh gfp 5° dé dam

bao ring khéng c6 sy phién m3 gfp chirc nang tir trinh ty dich.

Céc trinh ty dich dugc hop nhét 6n dinh vao nudi ciy huyén phu t& bao thude 14
BY2 bing cach dung bién napbing Agrobacterium. Nubi cdy BY2 (thu dugc tir Jun Ueki
of Japan Tobacco, Iwata, Shizuoka, Japan) dugc duy tri trong méi trudng chira mudi co
s&¢ LS (PhytoTechnology Labs, Shawnee Mission, KS, #1.689), 170 mg/L KH,PO,, 30
g/L sucroza, 0,2 mg/L 2,4-D va 0,6 mg/L thiamin-HCL & d6 pH 6,0. Céc té bao BY2
dugc cdy chuyén ctr cach 7 ngay bing cach thém 0,25 ml PCV vao 50 ml moéi truong trén
co s& LS dugc chira trong binh thét ¢b dung tich 250ml trén may lic quay & nhiét do
25°C va 125 vong/phit. Pé tao fa nudi cly té bao BY2 chuyén gen véi trinh tu dich dugc
hop nhét, binh thét ¢b véi huyén phu sau cdy chuyén bén ngay hén dich dugc chia thanh
10-12 phén phan uéc bén ml ma duge ddng nudi ciy trong céc dia petri 100x25 mm véi
100 pl chung Agrobacterium LBA4404 da gén pZFN-TARGET pDAB1585 (Fig. 4) hodc
pI-Scel-TARGET pDAB100375 (Fig. 7) cho phat trién qua dém dén ODgyy~1,5. Céc dia
nay duge boc bing mang Nescofilm® (Azwell Inc. ,A Osaka, Japan) va 0 & nhiét do 25°C
khong 14c trong thoi gian 3 ngdy sau d6 phin chit 1éng du duogc loai bo va dugc thay
béng 11 ml mdi trudmg LS chira 500 mg/lit carbenicillin, Sau khi tao lai thanh huyén pha
cac té bao ciy thudc 14, phan tan 1 ml hdn dich 1én cac dia 100x25 mm chira moi trudng
LS chira 500mg/L carbenicillin va 200 mg/L hygromycin d4 dugc héa rin bing 8 g/L
thach TC (PhytoTechnology, Shawnee Mission, KS). C4c dia 0 ndy dugc u khdng boc &
nhiét do 28°C & chd tdi. Diéu ndy tao ra 120-144 dia chon loc cho mot 1an xt 1y. Céc
dang phan 1ap khang hygromycin xuét hién vao 10-14 ngdy sau khi dua vao dia va dugc

dua vao cic dia riéng biét 60x20 mm (mdt thé phan 1ap cho mbi dia) trong d6 cac dang
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ndy dugc duy tri trong didu kién chon loc nhur thé chai trong lich trinh cdy chuyén 14

ngay cho dén khi cin ding cho thir nghiém phén tich va tai bién nap tiép theo.

Céc nudi ciy té bao chuyén- gen khang hygromycin chtra mét ban sao ¢6 chiéu dai
ddy du hop nhét trinh tu dich dugc lya chon va dugc ding dé bit dAu lai nuéi ciy huyén
phtt bing cach cho vao khoang 250-500 mg mb thé chai vao 40-50 ml méi truong LS co

s& chita 100 mg/L hygromycin va cir 7 ngdy lai ciy chuyén, nhu da néu trén.

Ca cum t& bao va don té bao (tao ra nhu mb ta trong don patent don té bao DAS,
W0/2008/083233) dugc st dung trong c4c thir nghiém nady. Tlr ba &én bdn ngay trudce khi
thir nghiém, nudi ciy huyén phit mét tudn tudi duge cy chuyén vao méi truong méi bang
cach chuyén 2 ml két ty huyén phit BY2 vao 40 ml méi trudng LSBY?2 chira dich dic gbc
este etyl cla axit 4-clo-1,5-diphenyl-1H- pyrazol-3-yloxy)-axetic (nhu md ta trong patent
W0/2008/083233) 1-3% glyxerol, va 0,05-0,1% (thé tich/thé tich) DMSO trong binh thét
¢d 250ml. Cac don té bao duge gom hodc & thoi diém 3,5 ngay hodc 7 ngay sau khi xtr ly
dé tao ra don té bao. Cac don té bao BY2 ndy dugc xir ly bang hé théng phan tich t& bao
dong chay dé x4c dinh kha ning séng cua té bao va cling nhu danh gia d6 én dinh t& bao
thong qua sy soi kinh hién vi ddng tiéu diém. D6 n dinh dugc phat hién bing cach theo
dé6i mic huynh quang nén, néu c6. Mt phin trdm nhé t& bao thé hién huynh quang nén
* phtt hop véi té bao chét, diéu ndy chimg t6 ring huynh quang nén 13 tir té bao dang bi hoai
tir. Ca don té bao va khéi két tu huyén phu binh thudng dugc ding trong cac thir nghiém
sau khi thi nghiém huynh quang nén.

Vi du 3- Phi1 hat nano (NP) bang SSN d& chuyén véan vao té bao thyc vat,

Keo vang c6 kich c& dudng kinh 150 nm (BBI International, GC150), |
5-((2-(va-3)-S (axetylmercapto)sucxinoyl)amino) fluoresxein (fluoresxein SAMSA:
Invitrogen, A-685), hat nano cta keo vang da chirc axit carboxylic kich c& 80 va 90 nm
(TedPella, 32019), Sulfo-NHS (N-hydroxysulfosuxinimit),
EDC(1-etyl-3-[3-dimetylaminopropyl]carbodiimit hydroclorua), (Pierce Bitoechnology,
24510, 22980,), MES (axit 2-[N-morpholino]etan sulfonic) (Fisher Scientific,
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AC32776-1000), gbi dung dich dém nudc mudi dém phosphat (Sigma,
P5368-10PAK),GFP dugc gén dudi histidin (Evrogen, cuc dai kich thich - 482 nm, cuc
dai phat xa - 502 nm, FP611), YFP turbo (Evrogen, cuc dai kich thich - 525 nm, Cyc dai
phat xa - 538 nm, FP611), Propidi iodua (Sigma- P4864), Fluoresxein diaxetat (Sigma,
F7378) 1a cac dang NP da chirc duge phi bang SSN va dugc ding d& chuyén van vao

~dich nudi cAy té bao dich.
(i) Pidu ché thé lién hop hat nano

(a)Téng hop thé lién hop vang-fluoresxein khong c6 SSN ding cho xur ly ddi
ching: thé lién hop vang-fluoresxein dugc didu ché theo phuong phap dugc mo ta trudc
day (Cannone et. al. 2006) dé chuyén v4n va theo ddu céc hat trong d4m BY2 hodc don té
bao khong c6 SSN. Mot (1) mg SAMSA fluoresxein dugc hoa tan trong 100 pl 0,1 M
NaOH va dugc khudy xody trong thdi gian 15 phut @ tach loai nhém axetyl bao véthiol.
Sau d6, SAMSA hoat hoa nay dugc tron véi 100 pl hat keo vang 150 nm (~109 hat/ml).
Sau d6, dung dich ndy dugc 0 trong thdi gian 1 gio & dam bao hoan thanh phén tmg.
Tiép theo, cho 50 pl 1M HC1 vao 8 trung hoa dung dich ndy. Dung dich nay dugc ly tdm
& tbc d6 3000 vong/phit trong thoi gian 30 phut va dich ndi trén bé mit dugc loai bo.
Vién nhé mau vang thu duogc duge tai tao huyén bhﬁ trong 200 pl 0,1 M PBS, tao radung
dich mau da cam. Budc tinh ché nay dugc 13p lai hai 1in d& dam bao ring loai bd SAMSA
fluoresxein tu do. Phuong thirc gén SAMSA véi vang chi yéu thong qua lién két vé6i luu
huynh. Do luc déy tinh dién dang ké (SAMSA 14 dianion & d6 pH>7), SAMSA dugc cho
13 ndm vudng gbc v6i bé mit keo vang (Cannone et. al. 2006). NP nhu vay dugc stir dung
theo d&i su di vao cia sb hatfluoresxin nhu vy di vao cac té bao nhu 14 do ludng ctia bidu

thi ctia su tuan thi t& bao trong mdi diéu kién néu ra.

(b)Téng hop hat nano vang (GNP) dugc phu SSN: Thé lién hop GNP-SSN duogc
tbng hop bing cach st dung phwong phip dugc md ti bdi Grabarek va Gergely,
1990dugc cai bién dbi chut. 0,25 ml dung dich dang keo vang da chiic axit carboxyl
20- 150 nm (~109 hat/ml) dugc ly tim & tdc d6 3000 vong/phut trong thdi gian 10 phut.
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Sau khi bo dich ndi trén bé mit di, dang vién mau dé duogc tao huyén phu trong 1 ml dung
dich dém hoat hoa (0,1 M MES, 0,5 M NaCl, pH 6,0). Sau d6, cho 0,4 mg EDC va 1,1
mgsulfo-NHS vio dung dich ndy va khudy xody tfong thoi gian 15 phit & nhiét do trong
phong. Sau do, cho 9 ul ZFN-IL1Fokl1 vao va u dung dich thu dugc trong thoi gian 1én
dén 2 gir & chd t6i & nhiét d trong phong dé protein va vang phan tmg hoan toan. Ty 18
giita hat keo vang va protein dugc sir dung trong phan tng ndy dugc x4c dinh bing cach
tim s§ lugng axit carboxylic c6 mit trén hat keo vang. Tru6c hét, sb luong nhém
carboxylic c6 mit trén mdt hat keo vang duoc tinh toan bing cach chia dién tich bé mit
clia mot hat vang (gia st ¢6 hinh cu) cho bé mit dugc chiém ciia mot nhém carboxylic
(0,20 nm* (Kimura, et. al. 2002)). Sau dé, két qua ndy dugc nhan véi téng sb hat keo vang
c6 mat dé thu dugc tdng s nhém carboxylic ¢6 mit trong todn by dung dich keo vang. S&
nay 12 bing véi s6 nhém amino ¢6 mit trén lugng protein néu ra. Hat keo vang dinh véi
protein thong qua su tao thanh cua lién két amit gita axit carboxylic ¢4 niét trén hat keo
vang va nhdm amino cé mat trén protein ‘(Grabarek and Gergely, 1990). C6 khoang

127285 phan tir protein dinh vao mdt hat nano vang.
(ii) Xir ly t& bao:

a)Tién trinh hdp thu vang va kha ning séng cua t& bio theo thoi gian: Cac miu
sau duoc chuén bi trong cac dia 24 15 vo tring : (i) 500 ul ¢4m huyén phu dich hodc don
té bao (di chimg); (ii) 500 pl ¢4m huyén phit BY2 hozc don té bao + 20 pl GNP+ 25 pl
Fluoresxein di-axetat (FDA) + 25 ul propidi iodua; va (iii) C4c xtr 1y khac bao gdm 40,
60, 80 ul GNP don 1& va két hop v&i ZFN-IL1Fokl véi cac t& bao va nhuém mau kha
ning séng té bio. Cac miu xir Iy dugc kiém tra dudi kinh hién vi huynh quang vao 5, 20,

120 phit va cudi ciing sau 24-48 git dé khing dinh kha ning song cia cac té bao nay.

b)Xir Iy Vang-SAMSA fluoresxein:Piéu ché cic mAu sau trong céc dia vo trung
24 16 trude khi thir nghiém: (i) 500 pl d4m huyén phu dich hodc don té bao (d6i ching);
(ii) 500 pl d4m huyén phi dich hogc don té bao + 20 pl SAMSAfluoresxein (dbi chimg);
va (iii) d4m huyén phu dich hoic don té bao + 20 pl GNP-SAMSA-fluoresxein dugc xit
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1y va huyén phti dugc U trong thdi gian 20 phiit trong bong tbi & nhiét do trong phong dé

khéng dinh su tham gia cta cac hat.

“¢)Xur ly ZFN-IL1Fokl duge phit (vi du dugc gin dudi)GNP- Chuin bi céc mAu
sau trong céc dia vo tring 24 13 trude khi xtr ly té bio hoic dam huyén phu: (i) 500 ul
dam huyén phit dich hodc don t& bao (dbi ching); (i) 500 ul ddm huyén phu dich hogc
don té bao + 9-20 pl ZFN (d6i ching); va iii) 500 pl don té bao + 10-40 plZFN-IL1Fokl
dugce phi (vi du dugce gin dudi) GNP. Céc té bao va cac dam xir Iy dwoc U trong thoi gian

1én dén 2 gi& trong bong toi & nhiét do trong phong trude khi thir nghiém.

Xir Iy d6i chimg bang cach sir dung GNP dugc cot GFP/YFP duge dua vao trong
tAt ca c4c thir nghiém dé dam bao sy thAm khong x4m nhép va dinh thoi gian di vao tdi vu
duge sir dung nhu 13 huéng dén trong cic thir nghiém nay (See Fig 5). Ngoai ra, peptit
tham nhép té bao dung hop (CPP - cell penetrating peptides) duogc dung hop (vi du tao da
chtic) v6i NP dé theo ddi dAu vao thoi gian thuc cia cic hat vao ddm huyén phu dich va

don té bao.
Vi du 4:Tdng hop thé lién hop SSN duogc gén dudi chdm lugng tir (QD).

QD tinh thé nano ban din phat quang tao ra vi du nguyén miu c¢6 tc dong manh
v6i nhiéu ung dung sinh hoc da dugc ching t6 (Thermes V, et al. 2002; Windbichler et al,
2007; Fajardo-Sanchez et. al, 2008; Arnould S, et al. , 2006). Tinh hitu ich ctia chiing thu
dugc tir két hop clia cac dic tinh quang 1y dién duy nhit va kich c& tuong duong vdi kich
c® cta protein 16n. Ban kinh thiy dong lyc hoc ctia QD CdSe-ZnS wa nudc thay ddi tir ~5
nm (d6i v6i mil tinh thé nano dugc tao dbi v6i phéi tir phan tir) dén ~20 nm (di véi cac
tinh thé nano dugc bao trong copolyme khéi) (Smith J, et al. , 2006). Mot QD don dugc
lién hop v6i mot sb phan tir sinh hoc (nhu khéng thé, peptit, ADN) d& tao ra thé lién hop

QD dugc phi v6i cudng d9 lién két chung ting 1én.

Viée str dung ZFN-IL1Fokl dugc lién hop (vi du duge phi) véi QD ua nude nhu

14 chién lugc thay thé dé tao thuan loi cho su hép thu trong t& bao cua ching va chuyén
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van dén vi tri ADN thich hop dugc mé ta trong vi du ndy. Phuong phép nay thuong tuin
theo quy trinh d& nhdp noi thanh phin QD-protein dén cic t& bao séng nhu mé ta don
patent 65502.

(i) Téng hop QD: Cac QD CdSe-16i ZnS-vo véi cyc dai phét xa tap trung & 510
va 540 nm dugc tdng hop bing cach sir dung céc phan tng timg budc cla cac tién chit
hiru co kim loai trong hdn hop dung méi phéi tri n6ng theo quy trinh dugc md ta (Lu et.
al. , 2007; Doyon et. al. 2006; Collins et. al. , 2003; Lanio et. al, 2000). C4c tinh thé nano
12 da chirc va duge 1am ua nuéc bing cich trao dbi vo mii nguyén thé chu yéu bao gdm
trioctyl phosphin va trioctyl phosphin oxit (TOP/TOPO), véi cac phéi tir ludng chirc nhu
dugc mo ta trén day (Lie et al. , 2002; Mani et. al. , 2005; Desjarlais and Berg, 1993). Hai
tdp hop QD ua nuéc dugc st dung: (1) tinh thé nano duge chup diu mit chi bing
axitdihydrolipoic; va (2) tinh thé nano dugc chup ddu mit bing hdn hop gdm poly(etylen
glycol)- axit dihydrolipoic treo vao (phdn tr lugng PEG khoang 600, DHLA-PEG) va
biotin-ddu t4n DHLA-poly(etylen glycol) (phan tir luongPEG  khoang - 400,
DHLA-PEG-biotin) véi ty 1& mol ciia cdc phdi tir 13 13 9:1. Cac tip hop ndy dugc goi lan
lugt 14 DHLA-QD va DHLA-PEG-biotin-QD.

(ii)Hién luong tu ldp rap ctia thé lién hop sinh hoc chdm luong ti: Dé ty 1ap rap
thé lién hgp QD-ZFN-IL1Fokl & héa tri mong mudn, cho His-ZFN & ty 1€ mol thich hgp
vao 0,3 uM DHLA-QD nim & diu mut phét xa 510nm trong dung dich dém 10 mM
Tris-Cl1 pH 8 va u ¢ nhiét d0 trong phong trong thoi gian 30 phat. Tuong tu, cho
b-PE-Streptavidin vao 0,3 puM QD phit xa 510nm (chup ddu mit bing
DHLA-PEG:DHLA-PEG-biotin v6i ty 1 9:1) trong nuéc mudi dém phosphat (137 mM
NaCl, 10 mM phosphat, 2,7 mM KCI1, pH 7,4, PBS) va 0 & nhiét d6 4 °C qua dém; su tao
thinh thé lién hop trong trudng hop nay duoc huéng boi cac tuong tic
Streptavidin-biotin. Thé lién hop dugc dic ta bing cach st dung dién di trén gel, trong d6
cac thay dbi tinh linh dong dién di cia QD duogc lép rap v6i His-ZFN dugc treo vao hodc
Streptavidin-b dugc dénh déu -PE dugc theo doi. Cac mAu duge pha lodng trong dung
dich dém 1 x TBE (0,09 M Tris, 0,002 M Na2-EDTA 0,09 M axit boric pH 8,3) va cho
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chay trén gel agaroza 1% hoic 2% dbi véi 1an luot thé lién hop QD-b-PE va YFP. bic
biét 13, anh hudéng ciia sy thay dbi s§ phan tir ZFN-IL1Fok1 cho thé lién hop sinh hoc QD
dugc theo ddi néu cac phan tir nay dwgc dung hop véi protein phat huynh quang dé theo
ddi. C4c anh trén gel dugc thu bang cach kich thich QD va/hodc protein va thu ldy anh
anh huynh quang cta cic dai riéng biét trong gel ndy. Su tao thanh thé lién hop dugc
khing dinh bing cich theo ddi cac thay dbi vé& su chuyén ning luong gifta QD va protein
huynh quang khi ¢6 hién lugng tu 13p rap. Thu 14y phd huynh quang trén dia vi chuin da
chitc Tecan Safire Dual Monochromator Multifunction Microtiter Plate Reader (Tecan,
Research Triangle Pafk, NC) bang cach sir dung kich thich 325 nm. P& chuyén vén trong
t€ bao va 1am hién hinh anh thir nghiém, cic QD dugc ty 1ip rdp v6i hdn hop gdm
ZFN-IL1Fokl &ty 16 mol ZFN:QD danh dinh,

(iii)H4p thu trong t& bio ciia thé lién hop chim lugng tr - protein phét huynh
quang: Cac thir nghiém nhdp noi té bao dugc thuc hién trong didu kién v6 tring, nhu
dugc mo ta trén ddy. Thé lién hop sinh hoc QD dugc pha lodng vao méi trurong nudi ciy
dy di, dugc cho vao dich nudi cdy té bao, va i & nhiét do 37 °C trong thdi gian 1 hr &
ndng do 40-150 pg/ml. Thé lién hop dwgc pha QD bé mit hdn hop bao gdm hoic
QD/ZFN va QD/b-PE theo ty 1¢ 1:5 hodc 1:10 véi héa tri lp rap 1:1 d&én 1:2,5, cing véi
CPP & lugng 50 CPP cho mdt QD, duge @ véi dich nudi cdy t& bao & cac ndng do thé lién
hop QD khac nhau. Thé lién hop QD khéng lién két du duoc loai bé bing cach rira méi
trudng nudi cdy it nhit ba 1dn bang PBS hodc méi trudng nudi cdy té bio. Sau d6 cac té
bao dugc gin trong 3,7% paraformaldehyt trong thoi gian 10 phut & nhiét do trong phong,
rua héi 1in bing PBS, va dugc gin trong moi truong gin ProLong Antifade chita thudc
nhudém DAPI (Invitrogen) ¢& nhuém mau hat nhan. Viéc thu gom hién hinh &nh huynh
quang dugc thuc hién bang cich sir dung kinh hién vi Leica. C4c hinh anh huynh quang
dugc chia gé‘m nhau dugc gom va dugce dinh lugng b%mg cach st dung hé théng DualView
duge trang bi bd loc ludng sic 565 nm. PSi voi hién hinh anh té bao 510 nm
QD-YFP/ZFN, c4ac miu dugc kich thich & 488 nm va su phét ra dugc gom/dugc tach

riéng bing ludng sic 565 nm va duoc mé cudn. Huynh quang QD dugce thu & A< 565 nm
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va dudi huynh quang YFP dugc gom & A> 565 nm. Sy thét thoat YFP vao cira sé QD
dugc trir di nhu 1a mot phén cua sy m& cudn. Cac QD va b-PE & 540 nm duogc kich thich
& 488 nm va sy phét trong ng ciia chiing dugc tach riéng bang bd loc ludng sic 565 nm
va dugec mé cudn. Huynh quang DAPI duge kich thich biang cach sir dung dén Xe va sy
phat duge thu bang cach sir dung 6 DAPI (D350/50x cho su kich thich, 400DCLP ludng
sic, D460/50m cho viéc phét hién). AF647-TF dugc kich thich bang cach sir dung dén Xe
lamp va huynh quang dugc phat hién bang cach sir dung 6 Cy5 (kich thich HQ620/60x,
Q660LP ludng sic, phat ra HQ700/75m). Ca céc 6 kich thich/ phét hién dugc dua ra dung
theo Cong ngh¢ Chroma Technology. C4c hinh anh kinh hién vi trong phan giao thoa vi
sai (DIC - Differential interference contrast) dugc gom bang cach sir dung ngudn séng

choi.

(iv)X4c nhan QD dugc phit ZFN-IL1Fok1: Cac tuong tac His xuét hién tryc tiép
véi bé mit vo co gidu Zn cua tinh thé nano. Viéc diéu khidn ZFN-IL1Fokl bing dAu tan N
mang hai trinh ty -(His)6 dugc tach riéng bing phén tir trung gian nhd va CPP ¢4 trinh tu
dAu tan N (His)8 cho phép tao thanh phitc hop lién két chit QD—protein/peptit. Phuong
phép gin két biotinavidin 14 phuong phép lién hop sinh hoc phd bién di biét trong linh
vuc ky thuit ndy do né c¢6 tuong tic manh (KD ~ 107 M). Viéc sir dung bé mat
QD -dugc chup ddu mut bing hdn hop gdm PEG c¢6 ddu tin hydroxyl va biotin
(DHLA-PEG-biotin-QD) cho phép lién hgp dé dang (vi du pht) véi b-PE-Streptavidin c6

san trén thi truong.

(v) Su chuyén van thé lién hop QD-ZFN-IL1Fokl trong t& bao: Dé khing dinh
rang su hip thu ctia QD da chirc (vi du dugc chitc hoa bé mit) duge pht bing mit hang
YFP/ZFN-IL1Fokl 13 qua trung gian sy ¢6 mit cia CPP trén bé mit tinh thé nano, dong té
bao BY2 dich dugc 1 riéng r& v6i ba dang thé lién hop: thé lién hop QD-CPP (10-100
CPP cho QD), QD-ZFN-IL1Fokl/CPP, va QD dugc lip v6i hén hop gdm ZFN-IL1Fok1
va CPP (QD-ZFN-IL1Fokl-CPP v&i khoang 10 ZFN-IL1Fokl va khoang 50 CPP cho mdi
thé lién hop). Céc té bio ndy dugc 0 véi cic dung dich thé lién hop QD phat 510nm (&

ndng do ~75 nM), dugc ria dé tich loai chit lidu khong lién két bat k¥, va sau d6 dugc
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hién hinh anh bing c4ch str dung kinh hién vi huynh quang. Céc t& bao con dwgc nhudém
mau ddi 14p bing DAPI dé cho phép 1dn lugt hién hinh nh hat nhan va hat co quan noi
bao. Khi c6 thém CPP trén bé mit QD surface (thé lién hop QD-ZFN-IL1Fokl-CPP bd
mit hdn hop), xay ra sy hip thu trong té bao dang ké cua thé lién hop nhu dugc thé hién
béi cudng d6 huynh quang dang ké dugc do cho ca hai tip t& bao. Ngoai ra, c4c hinh anh
duge gom cho c4 hai nudi cdy cho thiy 13 c6 su trung 13p gin nhu hoan toan gitta miu
huynh quang ctia QD va ZFN-IL1Fokl/YFP. Sy d4nh gia kiéu nhuém mau va kiéu ddng
dinh vi cho thiy 1 c6 su phéan bd & mang hat nhén, va chi yéu giéi han trong ngén hat co
quan ndi bo. Su nhip ndi hiu qua cua thé lién hop QD bdi cac dong té bao trong su co
miét caa CPP cho théy 12 CPP tao thuén 1oi cho su hip thu trong té bao QD dugc da chirc
héa (vi du duge chiic hod bé mit) bing mit hang ZFN-IL1Fokl-protein dung hop phat
huynh quang.

Cécdon té bao va cac dam két tu duogc xir Iy tuong tu véi xit Iy NP nhu duge mo
ta trong phén hat nano va dugc dan méng ma khong c6 chon loc va duge theo dbi vé

khuén lac biéu hién GFP 2-4 tuln sau khi thir nghiém.

Vidu 5 - Sira chita dua vao tinh twong ddng sau khi chuyén van SSN vao té bao ciy thudc
14 théng qua GNP va QD

Dong té bao dich véi céc vi tri gén két ZFN hoac I-Scel hop nhit duge xit Iy bing
ZFN-ILIF ok1 hodc I-Scel dugc cft chat vao cac hat ndy, nhu di néu trén, dﬁqc dan méng
trén moi trudng cia dia Petri. C4c té bao dugc dan méng trén méi trudng khong chon loc
sau khi xir Iy. Phét hién thdy tiéu diém huynh quang xanh 14 cdy sau 7 ngay. Pé khing
dinh ring huynh quang quan st dugc tao ra tir sy khéi phuc gen gfp chirc ning, ngudn
- c4c doan md phat huynh quang dugc phéan 18p va duoc 1am gidu bing céch thao tac thu
cong thong qua mét sd 14n céy chuyén chon loc. ADN cia hé gen dugc phan 14p tir cac
m6 phét huynh quang ndy va dugc danh gia bing PCR bing miu do gin trén m3i manh
gen gfp. Céc méu duge 1am gidu tir cdc md phat huynh quang duge xtr Iy bing SSN, khi

duge khuéch dai, tao ra san phdm PCR dugc du dodn 0,6 kb didu nay ching té rﬁng sur tai
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t6 hop thy trudc nay d3 tai td chuc gen gfp chuc nang trong cic md ndy. Ciing nhén thiy
san phdm PCR bd sung 4,1 kb trong cdc miu dugc 1am giau, didu ndy chung td sy c6 mit
cta trinh tu gen thong bao khong dugc téi t6 hgp trong quan thé té bao. Pay khong phai 1a
két qua khéng du tinh khi biét phuong phép nay chon loc bing mét mé phat huynh quang
dugc ding dé dat dugc su 1am giau té bao duong tinh gfp.

Trong khi mt s khia canh va céc phuong 4n 1y 1am vi du di duoc ban luan trén
day, chuyén gia trong linh vuc k¥ thuit nay s& nhan biét dugc cac cai bién khac, hoén vi,
bb sung va két hop phu cua ching. Do do, du tinh rang yéu ciu bao hd kém theo day va
yéu cdu bao ho duge sira dbi sau d6 duge xem 13 bao gdm tht ca cac cai bién khéc, hon
vi, bd sung va két hop phu nhu vdy nhu nim trong nfi dung va pham vi ding dén coa

sang che.
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YEU CAU BAO HQ

1. Phuong phdp dua nucleaza dgc higu trinh ty (SSN - Sequence Specific Nuclease)

vao té bio thuc vat, phuong phép niy bao gdm cac bude:

phil hat nano bing SSN, trong d6 hat nano nay 13 chit nén nano dang nhanh hogc
hat nano dugc bao bing peptit thAm nhap té bao;

cho t& bao c6 thanh té bio va hat nano dugc phu niy tiép xtic v6i nhau; va
cho hat nano va SSN hép thu vao té bio thuc vét ¢6 thanh té bao.

2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 phuong phap nay con bao gdm buéc diu tién

14 chuén bi t& bao thuc vat c6 thanh té bio.

3. Phuong phéap theo diém 2, trong d6 qua trinh pha hat nano bang SSN bao gdm viéc
¢ dinh SSN trén bé mat hat nano béng qua trinh hép thu khong cong hoa tri.

4. Phuong phap theo diém 2, trong d6 phuong phép ndy con bao gdm budc hép thy

SSN vao hat nano.

5. Phuong phép theo diém'_Z, trong d6 phirong phap ndy con bao gdm budc cho hat

nano hép thu vao ciu phé.n ciia té bao thuc vat c6 thanh té bao.

6. Phuong phép theo diém bét ky trong s6 cac didm tir 1 dén 5, trong d6 phuong phap
ndy con bao gém budc phu hat nano bang protein huéng dich ciu phin ¢ dudi muc té

bao.

7. Phuong phép theo diém 5, trong d6 cAu phin nay duoc chon tir nhém gdm dich
bao, nhan, mang khdng bao, lap thé, tién luc lap, séc lap thé, v sic lap, lap dau, lap dam,

lap bot, luc lap, va khoang ctia mang kép.
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8. Phuong phép theo diém bt ky trong sb cac didm néu trén, trong d6 té bao thuc vat
c6 thanh t& bao 1a tir thyc vat duge chon tir nhém gdm té bao cay thubc 14, cay ca rét, cay
ngd, cdy cai dau, cdy nho, ciy bong, ciy lac, cdy dau tuong, Oryza sp. , Arabidopsis sp.

,Ricinus sp. , va cdy mia.

9. Phuong phép theo diém bt ky trong sb cac didm néu trén, trong d6 té bao thyuc vat
ndy c6 ngudn gdc tr md dugce chon tir nhém gdm phdi, md phén sinh, thé chai, hat phén,

14, bao phan, ré, dau ré, hoa, hat, vo giap va than cay.

10.  Phuong phép theo diém bat ky trong sé cac diém néu trén, trong d6 hat nano duogc
chon tir nhdm gém hat nano vang, hat nano phu vang, hat nano xép, hat nano mao quan
trung binh, hat nano silic dioxit, hat nano polyme, hat nano vonfram, hat nano gelatin, vd
nano (nanoshell), 16i nano (nanocore), qua ciu nano (nanosphere), que nano (nanorod),
hat nano tir tinh, hat nano ban din, chdm lugng tir, chit nén nano (nanomatrix), chét nén

nano dang nhénh (dendrimeic nanomatrix) va dang két hop ctia ching.

11.  Phuong phép theo diém 2, trong d6 phuong phap nay con bao gbm budc tao din

xuat b& mat hat nano.

12.  Phuong phép theo diém 2, trong d6 SSN nay 1 enzym ZFN (zinc finger nuclease -
nucleaza ngén tay k&m) bao gdm protein ZFP (zinc finger protein - protein ngén tay kém)
v6i mién nucleaza doc 18p véi trinh ty, t8t hon 13 thu duge tir endonucleaza gidi han kiéu
IIS FokI.

13.  Phuong phap theo diém 12, trong d6 con bao gdm buée chon loc cac té bao di hop
nhét n dinh ZFN.

14.  Phuong phép theo diém 13, trong d6 c4c té bao duge chon loc nay 13 cac té bao ¢b

thé ting sinh.

15. Phuong phép theo diém 14, trong d6 phuong phap ndy con bao gbm budc ting

sinh thyc vt tir cac té bao c6 thé tdng sinh.
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16.  Phuong phép theo diém bt ky trong sb cac diém néu trén, trong d6 hat nano nay 1a

hat nano da chirc.

17.  Ché phdm chira hat nano dugc phu SSN, trong d6 hat nano nay 13 chit nén nano

dang nhénh ho#c hat nano dugc bao bing peptit thdm nhap t& bao.

18.  Té bao thuc vét c6 thanh t& bao va duge chuyén nhiém bang hat nano dugc phu
SSN, trong d6 hat nano ndy 12 chét nén nano dang nhanh hogc hat nano dugc pht bing

peptit thAm nhap té bao.

19.  Phuong phép theo diém bit ky trong sb cac diém tir 1 dén 16, trong d6 hat nano 1a
chit nén nano dang nhanh polyamidoamin (PAMAM).

20. Ché phim theo diém 17, trong d6 hat nano ndy 13 chit nén nano dang nhéanh
polyamidoamin (PAMAM).
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F1g 1 va Fig 2: Biéu hién ctia ZFN-IL1Fok1 gin nhian histidin (1) va
gan nhan phi histidin (2)

-

P Al1kh i 4

P1t> 600bp<—P12

GFP tii cu tnic
Fig 3: Téi t6 hop tuong dong gifta c4c nhiém sic thé dugc kich thich béi protein
dung hop ngén tay kém IL-1-Fok1. A Vat truyén goc. B. T4i t6 hop véi gen GFP tii

cédu tric
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Atu ORF25/26 3'UTR V3

exon PAT v3 3' (nhan tao
intron Atu 4-Coumaroyl-CoA synthaz

Doan bleIhT-ADN B

27 ZF
Atu XRF1 3 UTHz'O

Ban sao Cop GFP 3! ¢ _’
Atu Nos 3' UTR pDAB1585 (target .t;':?on:FIep
aUS. 19089 bp .
Vi tri IL-1 ZFP _ Doan bién T-ADN B
Gen khdi diém C3VKW »

Ban sao Cop GFF Wy Gen khoi diém AtuUbi 3 vO
G ) S MM

RB7 MAR v3 Atu ORF24 3' UTR

Fig 4: Thé hién plasmit pDAB1585 bdng so dé
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Fig 5: Cdc dong don bao BY2-E thé hién n6i héa YFP qua trung gian GNP 2 gid sau
khi 1 t& bao ‘

Bang A (FITC), B (Rhodamin), C (DIC), D (A+B), E (A+B+C), F (dnh phan xa
nguoc)

Noi héa YFP dugc quan sit qua kinh hién vi huynh quang. Miii tén mau vang thé
hién

noi héa trong don bao séng véi YFP trong chat nguyén sinh (dugc phan tdn va dic
lai & trong nhan). Mii tén mau da cam thé hién ndi héa trong t€ bao huyét tuong
héa trong d6 khéi thé nguyén sinh ép néng trong t& bao thé hién huynh quanh manh
~ biéu thi noi héa YFP trong t& bao. T& bao ndy duoc tim thdy trong ciing mit phéng
tiéu cu cta t&€ bao s6ng dugc nam ké can nhung & phia dudi céc t€ bao song kh4c.
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Scet

I ——

GFP tai c4u tric

Fig 6: T4i t6 hop twong déng giita cic nhiém sic thé duogc kich thich boi protein
Meganucleaza I-SCel. A Vat truyén géc. B. Ti t6 hop véi gen GFP tii cau tric

Adu ORF25726 3' UTR v3 Doan bién T-ADN B
exon PAT v3 3' (nhan tag) . _ 17
intron Atu 4-Coumaroyl-CoA synthaza .Y -

ermann

Ban sao Cop GFP.
AluNos 3'UTR

pDABIBGITA L - O Rop

s
Vi trf I-Scel | Poan bién T-ADN A
Gen khd fﬁes”;f é‘é%ﬁ’f? ' N & Gen khoi diém AtuUbi 3 vt

Fig 4: Thé hién plasmit pDAB100375 bdng so do
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