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(57) Sang ch& dé cap dén phuong phdp ting néng d6 hemoglobin bao thai (HbF)
trong nguyén bao tao mau nho chat dc ché qua trinh biéu hién hoic hoat tinh clia
BCL11A nhur ARN gay nhiéu va khang thé. Ngoai ra, sdng ché con dé cap dén

ch€ phidm chita chat @c ché qud trinh biéu hién hoac tc ché hoat tinh cha
BCL11A. Sing ché€ ciing dé cap dén phuong phdp x4c dinh chat diéu bién hoat
tinh hodc qua trinh biéu hién BCL11A.
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Linh vue ki thuat dwoc dé cip

Sang ché d& cap dén phuong phép ting ndéng dd hemoglobin bao thai (HbF)
trong nguyén bao tao mau nho chit tc ché qua trinh bidu hién hozc hoat tinh cla
BCL11A nhu ARN gy nhidu va khéng thé. Ngoai ra, sang ché con d& cap dén ché
phim chira chét &rc ché qua trinh bidu hién hodc tc ché hoat tinh cia BCL11A. Séng
ché ciing d& cap dén phuong phap xé4c dinh chit didu bién hoat tinh hodc qua trinh biéu
hién BCL11A.

Tinh trang ky thuit ctia sang ché

Hemoglobin & ngudi trudng fhe‘lnh bao gdm 4 globin protein, trong d6 ¢ hai
alpha (o) protein va hai beta () protein. Trong qué trinh phat trién bao thai clia dong
vat ¢6 vu, dic biét 12 & ngudi, thai s& tao ra hemoglobin bao thai, bao gém hai gamma
(y)-globin protein thay cho 1a hai B-globin protein. Tai mot s§ thoi diém trong qua
trinh phat trién phoi hoic trong giai doan so sinh, phu thudc vao ting loai cu thé va
timg cé thé, sy thay dbi globin s& dién ra, dugc goi 1a “qua trinh chuyén ddi trong bao
thai”, tai thoi diém ndy, t& bao hong cdu trong thai nhi s& chuyén tir viéc tao ra y-
globin sang chu yéu tao ra B-globin. Viéc chuyén dbi trong qua trinh phat trién tir viée
tao ra hemoglobin bao thai hay HbF (ayy,) chu yéu 14 tao ra hemoglobin trudng thanh
hay HbA (af,) bt ddu vao khoang tir 28 dén 34 tuan tinh tir lic mang thai va kéo dai
dén sau khi sinh cho dén khi HbA chiém wu thé. Qua trinh chuyén di nay chu yéu la
do su gidm phién mi gen gamma-globin va gia ting phién ma gen beta-globin. Tinh
trung binh, mau ctia ngudi 16n binh thudng chi chira khoang 2% HbF, mac du ndng do
HbF c6 phuong sai trén 20 l4n & nguoi 16n khée manh (Atweh, Semin. Hematol.
38(4):367-73 (2001)).

Céac bénh hemoglobin bao gdm mét sé dang thiu méau c6 ngudn gbe di truyén,
trong d6 ¢6 su giam tong hop va/hogc ting phd hiy (tan huyét) t& bao hdng ciu (RBC).
Ciing ¢6 cc khiém khuyét di truyén din dén viéc tao ra cac hemoglobin bit thudng
kéo theo kha nang duy tri ndng do oxy bi tén thuong. Mot sb rdi loan trén 1a do khong

c6 kha niing tao ra du lugng B-globin binh thuong, trong khi mot s6 rdi loan khéc 13 do
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hoan toan khong cé kha ning tao ra f-globin binh thuong. Cac rdi loan ¢6 lién quan
dén B-globin protein thudng dugc goi 1a bénh B-hemoglobin. Chéng han, bénh thiéu
méu B 14 do khiém khuyét mot phin hodc toan bd qué trinh biéu hién gen B-globin,
dan dén thiéu hodc khong c6 HbA. Thiéu mau hdng ciu liém 14 do mot dot bién diém
trong gen céu tric B-globin, din dén viée tao ra hemoglobin bét thudng (hinh 1iém)
(HbS). Céc t& bao hdng ciu hinh 1iém d& bi pha v& hon té bao hdng ciu binh thuong
va d& bj tan huyét hon, cubi cing s& gy chiing thiéu méu (Atweh, Semin. Hematol.
38(4):367-73 (2001)).

M6i day, viée tim kiém phuong phap diéu tri v6i muc tiéu 12 gidm sy mét cin
bing chudi globin & bénh nhan bi bénh B-hemoglobin tip trung vao viéc bién d6i
hemoglobin bao thai bing thudc (02y2; HbF). Kha ning diéu trj ctia cac phuong phap
nay dugc chirng minh bdi cac phat hién trén nhitng ca thé mang kiéu hinh nhe c6 dong
hop gen thiéu mau B va tdn tai kéo dai ctia hemoglobin bao thai do di truyén (HPFH),
cling nhu bédi cac bénh nhéan bi thiéu mau B ddng hop khong thé tdng hop hemoglobin
trudng thanh, nhung & nhitng bénh nhin nay con quan sit dugc sy giam nhu ciu
truyén mau khi c6 su ting ndng d6 hemoglobin bao thai. Hon nita, con quan sat dugc
trong mot s6 nhom bénh nhan bj bét thuong chudi B c6 ndng dd hemoglobin bao thai
(HbF) cao hon binh thuong, va c6 dic diém 1am sang nhe hon so v6i nhitng bénh nhan
c6 ndng do HBF trudng thanh binh thudong. Chéng han, mdt nhém bénh nhan thiéu
méu hdng cdu 1iém Arép Xé-ut biéu hién 20 d&én 30% HbF chi c6 biéu hién 1am sang
nhe cua bénh nay (Pembrey, et al., Br. J. Haematol. 40: 415-429 (1978)). Hién nay, da
dugc cong nhén ring cac rdi loan hemoglobin, nhu thiéu mau hdng cdu liém va thiéu
mau P s€ gidm di khi ting tbng hop HbF (Téng két trong tai liu “Jane and
Cunningham Br. J. Haematol. 102: 415-422 (1998)” va “Bunn, N. Engl. J. Med. 328:
129-131 (1993)”).

Nhu dd néu, qué trinh chuyén ddi tir hemoglobin bao thai sang hemoglobin
truéng thanh (02y2; HbA) thudng dién ra trong khoang 6 thang sau khi sinh. Tuy
nhién, & phin 16n bénh nhin bi bénh B-hemoglobin, gen y globin ngugc dong la
nguyén ven va con ddy du chirc ning, do d6 néu cac gen nay dugc tai hoat hoa, qué

trinh téng hop hemoglobin chirc ning c6 thé duoc duy tri khi truéng thanh, va do d6
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giam mirc dd nghiém trong cia bénh (Atweh, Semin. Hematol. 38(4):367-73 (2001)).
Pang tiéc 13, cac co ché phan tir in vivo trong qua trinh chuyén dbi globin chwa dugc
hiéu r3.

Bing ching tng h6 kha ning tai hoat héa qué trinh sinh tbng hop hemoglobin
bao thai 1a cac thir nghiém trong d6 da chi ra duoc ring méu ngoai vi, chira cac té bao
tao dong, khi dugc bd sung mot hdn hop thich hgp céc yéu t6 sinh trudng, s& tao ra cac
dong t& bao hdng ciu va phat trién manh trong moi trudng nudi ciy ban 16ng. Timg té
bao riéng biét trong cac dong té bao niy c6 thé tich lity hemoglobin bao thai (HbF),
hemoglobih trudng thanh (HbA) hoic hdn hgp cia ca hai loai ndy. Trong méi trudng
nudi cdy tir mau ngudi trudng thanh, cac té bao hdng ciu c6 nhan chi tich liiy HbA (F-
A+), hodc hdn hgp ctia HbF va HbA (F+A+) (Papayannopoulou, et al., Science 199:
1349-1350 (1978); Migliaccio, et al., Blood 76: 1150-1157 (1990)). Quan trong la,
timg dong té bao riéng biét van chira ca t€ bao F+ va té bao F-, chi ra ring c hai loai
déu c6 ngudn gdc tir cing mot dong té bao gbc tudn hoan. Do d6, trong nhitng giai
doan s6m cia qua trinh phaét trién trong moi trudng nudi cy, cac té bao s& quyét dinh,
qua céc co ché hién nay con chua 3, lidu c6 biéu hién HbF hay khong. Ty 1¢ té bao F+
tredng thanh phét trién trong moi trudng nudi cdy cho thiy khong c6 biéu hién 13 da
dugc 14p trinh truéce in vivo, nhung c6 biéu hién phu thudc vao diéu kién moi truong
nudi cdy: su chuyén sang con duong biéu hién HbF va HbA két hop, chéng han, c6 thé
dat dugc in vitro nhd nbng d6 huyét thanh cao, do hoat tinh ctia mot hop chét chua xéc
dinh dugc c6 thé dugc hép thu trén than hoat tinh (Bohmer, et al., Prenatal Diagnosis
19: 628-636 (1999); Migliaccio, et al., Blood 76: 1150 (1990); Rosenblum, et al., in:
Experimental Approaches for the Study of Hemoglobin 397 (1985)).

Tém lai, viée xac dinh phén tir ¢6 vai trd trong qua trinh chuyén ddi globin 13
quan trong dé phat trién cac phuong 4n didu tri mé6i tac dong dén hemoglobin trudng
thanh va kich thich qué trinh tdng hop hemoglobin bao thai. Cac phén tir ndy s& tao ra
cac dich mé6i dé phat trién cac phwong phap didu tri can thiép cho nhiéu bénh
hemoglobin trong d6 qué trinh tai hoat hoa tdng hop hemoglobin bao thai s& giam

dang ké murc d0 nghiém trong ciia bénh va ty 1€ tir vong cta bénh nhan.
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Ban chit ky thuit ciia sang ché

Sang ché d& cap dén phuong phép diéu bién qua trinh biéu hién hemoglobin bao
thai (HbF) thong qua BCL11A.

Sang ché dira mot phin vao viéc xac dinh chirc ning cta protein BCL11A, cu
th& 1a protein BCL11A c6 thé hoat dong nhu mot yéu td diéu hoa dic hi€u theo giai

doan qua trinh biéu hién hemoglobin bao thai.

Do d6, sang ché @& cap dén phuong phap ting ndng d6 hemoglobin bao thai
trong té bao, trong d6 phuwong phép nay bao gbdm budc cho nguyén bio tao méu tiép
xtic véi mot lwong hitu hidu cia ché phdm chira chét tc ché BCL11A, nho d6 qua
trinh biéu hién hemoglobin bio thai dugc ting 1én trong nguyén bao tao méau hoic ting

trong t€ bao the hé sau ctia nd, so vdi trude khi tiep xiac véi ché pham.

Nguyén bao tao mau s& dugc cho tiép xic ex vivo, in vitro hodc in vivo. Theo
mot phuong 4n khéc, nguyén bao tao mau duge cho ti€p xic véi che pham la dong té

bao tao hong cau.

Theo mdt phuong an, ché phidm néu trén s& tc ché qua trinh biéu hién
BCL11A. Theo mot phuong 4n, chit trc ché qua trinh biéu hién BCL11A s& dugc chon
tir mot phén tir nhé va axit nucleic. Theo mdt phuong 4n duge uu tién, chét e ché 1a
axit nucleic bao gdm tac nhan giy nhifu ARN dic hiéu véi BCL11A hodc vecto ma
ho tac nhan gy nhiéu ARN dic hiéu véi BCL11A. Theo phwong an dugc wu tién, tac
nhan gy nhiéu ARN bao gbm mét hoic nhiéu trinh ty nucleotit tir trinh ty néu trong
SEQ ID NO:1 dén trinh tu néu trong SEQ ID NO:6.

Theo mdt phuong 4n, ché phdm néu trén s& tc ché hoat tinh BCL11A. Theo
mdt phuong 4n, chét trc ché hoat tinh BCL11A dugc chon tir nhém bao gdm khéng thé
khang BCL11A hodc manh lién két khang nguyén ctia n6, phan ti nhé va axit nucleic.
Theo mot phuong an duge wu tién khac, axit nucleic la tic nhin gy nhiéu ARN dic
hiéu v6i BCL11A, vecto ma hoa tac nhan gy nhiéu ARN, hodc mdt aptamer gin két
véi BCL11A. Theo mot phuong an dugce wu tién, tic nhin giy nhiu ARN bao gébm
mot hodc nhiéu trinh ty nucleotit tir cAc trinh ty néu trong SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID
NO: 6.
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Do d6, sang ché d& cap dén phuwong phép ting ndng dd hemoglobin bio thai &
dong vat c6 vi, trong d6 phuong phép nay bao gdm budc cho nguyén bao tao mau cia
dong vat c6 va tiép xtic v6i mot lwong hitu hidu cta ché phim chira chit rc ché
BCL11A, nhd d6 mutc dd biéu hién hemoglobin bao thai dugc ting 1én & dong vat co
v so voi mure d6 bidu hién trude khi cho tiép xic.

Theo mot phuong 4n, dong vat c6 via dd dugc chin doan bi bénh hemoglobin.
Theo mot phuong an khac, bénh hemoglobin 1a bénh B-hemoglobin. Theo mdt phuong
4n khac, bénh hemoglobin 14 bénh hdng ciu liém. Bénh hong cau liém c6 thé 1a thiéu
mau hdng ciu 1idm, bénh hdng ciu liém hemoglobin C (HbSC), thiéu mau hdng ciu
liém beta + (HbS/p+) va thiéu méu hdng ciu liém beta-khong (HbS/B0). Theo mot

phuong 4n khéac, bénh hemoglobin 13 thiéu méu p.

Theo mdt phuong 4n, nguyén bao tao méu dugc cho ti€p xic véi ché pham ex
vivo hoi#c in vitro, va t€ bao hodc tién té bao cia nd s& dugc str dung cho dong vét co
v . Theo mdt phuong an khac, nguyén bao tao méu dugc cho tiép xtc véi che pham la

té bao tao hong céu.

Theo mdt phuong an, nguyén bao tao miu dugc cho tiép xac véi ché pham
chira chét trc ché BCL11A va chét mang hodc chit pha lodng dugc dung. Theo mot
phwong 4n khéc, ché phdm chira chét &rc ché BCL11A dugc sir dung bing cach tiém,

truyén, nhé giot hodc udng.

Theo mot phuong 4n, ché phim chira chit trc ché BCL11A s& trc ché qua trinh
bidu hién BCL11A. Theo mdt phuong 4n khic, chit trc ché qua trinh biéu hién
BCL11A dugc chon tir phan ti nhd va axit nucleic. Theo mot phwong 4n dugc wu ti€n,
axit nucleic 1 tac nhan gay nhiéu ARN dic hiéu véi BCL11A hodc vecto mi hoa tac
nhan gy nhiéu ARN, hoic aptamer gén voi BCL11A. Theo mot phuong 4n duge wu
tién, tac nhan gy nhiéu ARN bao gém mot hodc nhidu trinh tw nucleotit tir trinh ty

néu trong SEQ ID NO:1 dén trinh tu néu trong SEQ ID NO:6.

Theo mdt phwong 4n, ché phdm chira chit (rc ché BCL11A s& {rc ché hoat tinh
cia BCL11A. Theo mdt phuong an khéc, chét trc ché hoat tinh BCL11A dugc chon tir
nhém bao gdm khéang thé khang BCL11A hodc méanh lién két khang nguyén cua né,

phén tir nho va axit nucleic. Theo mdt phuong dn dugce uvu tién, chét e ché hoat tinh

-6-



20969

BCLI1A c6 ngudn gde axit nucleic 14 ARN gy nhiéu dic hiéu véi BCL11A, vecto
ma héa tac nhan gy nhifu ARN hoic aptame gin véi BCL11A. Theo mdt phwong 4n
khac, tac nhin giy nhidu ARN bao gdbm mdt hodc nhiéu trinh ty nucleotit tir trinh tyr
néu trong SEQ ID NO:1 dén trinh tir néu trong SEQ ID NO:6.

Do do, sang ché d& cap dén phuong phap xac dinh chit diéu bién hoat tinh hoic
qué trinh biéu hién BCL11A, trong d6 phwong phép nay bao gdm budc cho nguyén
bao tao mau tiép xtic voi ché phdm chira hop chét thr nghiém, va do ndng do
hemoglobin bao thai hodc ARN thong tin hemoglobin bao thai trong nguyén bao tao
mau hoic tién té bao cta no, trong d6 su ting ndng dd hemoglobin bio thai s& chi ra
réng hop chit thu nghiém la mot chit e ché hoat tinh hodc qué trinh biéu hién

BCLI11A.

Theo mdt phuwong &n, nguyén bao tao mau dugc cho tiép xUc in vivo, ex vivo,
ho#c in vitro. Theo mot phuong 4n, t& bao ndy c¢6 ngudn gde tir ngudi, linh trudng
khong phai ngudi hodc dong vét c¢6 vii. Theo mdt phuong 4n, hop chét thir nghiém Ia
phan tr nho, khang thé hodc axit nucleic. Theo mdt phuong 4n duge wu tién, ché

phdm s& tao ra sy ting qua trinh biéu hién hemoglobin bao thai.
MO ta viin tit cac hinh vé

Fig.1A-1B thé hién quéd trinh biéu hién BCL11A & t& bao tao hdng cdu cia
nguoi.

Fig.1A thé hién cac dang ddng phan chinh cia BCL11A c¢6 trong dich chiét
nhan ctia té bao hong cdu ngudi.

Fig.1B so sanh qud trinh biéu hién BCL11A va ndng do hemoglobin bao thai
trong té bao hong cdu & cac giai doan khac nhau ctia qué trinh phét sinh c4 thé.

Fig.2A thé hién bién thé rs4671393 c6 lién quan dén qua trinh biéu hién
BCL11A trong dong té bao nguyén bao lympho ctia quin thé nguoi HapMap chau Au
(CEU) va chau Phi (YRI).

Fig.2B la két qua thdm tach Western dich thiy phdn nguyén bao hdng ciu
nguyén phét trong tiy xuong (BM) cia ngudi, nguyén bao hdng cau ldy tir gan bao

thai (FL) trong giai doan ba thang tht hai, nguyén bao hdng cdu nguyén phat tudn
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hoan trong giai doan ba thang thir nhét, va té bao K562. Nguyén bao hdng ciu nguyén
phat theo timg giai doan phat trién ciia ngudi dugc phén 14p bing cach chon loc duong
tinh kép d6i v6i ca CD235 va CD71. Céc bang XL va L nhap vio véi nhau & ddy 1a do
kha nang tach bi giam trén thir nghiém thdm tach nay.

Fig.3A-3D thé hién phwong phép sang loc 4i luc protein dugc sir dung dé xac
dinh protein gin v6i BCL11A trong té bao hong cau.

Fig.3A la gian db dwoc sir dung d tinh ché 4i luc & té bao ting sinh nguyén tiy
bao hdng ciu ctia chudt (mouse erythroleukemia — MEL).

Fig.3B thé hién két qua ctia qua trinh sang loc loai trir.

Fig.3C thé hién két qua ctia cAc phan tich trén vi mach Affymetrix.

Fig.3D nh4n manh céc céu tric 13p lai tim thdy trong BCL11A va mdt sb
protein khac dugc cho 1 trong tac véi phirc hé te ché NuRD.

Fig.4A-4E khing dinh c4c lién két cia BCL11A v6i GATA-1, FOG-1, va phic
hé NuRD trong t& bao hdng ciu.

Fig.4A thé hién két qua cua thir nghiém két tiia mién dich khing dinh twong téc
ctia BCL11A véi GATA-1, FOG-1, MTA2 va RBBP7 trong té bao hdng cau (MEL).

Fig.4B thé hién minh hoa lién két cia BCL11A véi MTA2, GATA-1 va FOG-1
st dung phuong phap loc trén gel cho cac phan doan tir dich chiét nhén t& bao hong
cau.

Fig.4C va 4D thé hién két qua cta thir nghiém két tia mién dich khing dinh
twong tac cia BCL11A véi GATA-1va FOG-1 bing qua trinh biéu hién ngoai sinh
trong té bao Cos7.

Fig.4E th8 hién két qua cua thir nghiém két tia mién dich @& thiét 13p ban dd
lién két cia BCL11A trén phan tt GATA-1.

Fig.5A-5E thé hién BCL11A hoat dong nhu mjt chét kim ham gen y-globin.

Fig.5A thé hién sy giam BCL11A qua trung gian siARN dan dén céc sy ting

ndéng d6 mARN ctia y-globin trong té bao tao hdng ciu ctia ngudi.
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Fig.5B thé hién qua trinh bidu hién gen toan phin khéng dugc diéu bién nhiéu
trong c4c té bao dugc huéng dich bai siARN BCL11A.

Fig.5C thé hién viéc dua shARN qua trung gian lentivirut vao té bao tao héng

cAu ngudi din dén sy giam tir 60% dén 97%.

Fig.5D thé hién céc t& bao dugc hudng dich shARN 1a khong khéc biét véi cac
té bao d6i ching v& mit hinh thai.

Fig.5E thé hién qua trinh kich thich mARN y-globin trong cic té bao dap ting
v6i s giam BCL11A.

Fig.5F thé hién dich mé4u tan tir c4c t& bio vao ngdy thir 12 cua qua trinh biét

hoa cho thiy su c6 mit cia HbF trudng thanh.

Fig.6A-H thé hién y-globin ctia ngudi dugc bidu hién trong té bao hdng cu

nguyén phat cia chudt c6 locut p.

Fig.6A thé hién bidu dd FACS thé hién FSC (ty 1& tuyén tinh) so véi véi SSC
(ty 1& cAp sb nhan) déi v6i mau 14y tir dong té bao phdi E13.5. Ty 1¢ cho thay mirc d6

1am gidu ctia dong té bao nguyén phat va dong té bao trudng thanh.

Fig.6B 1a biéu dd md hoc thé hién qué trinh biéu hién tuong d6i cia gen &y
globin, gen ¢ trong phdi nguoi va gen y-globin cua ngudi trong nhom té€ bao nguyén
phat (P), so v6i nhom té bao trudng thanh (D). Két qua duge thé hién duéi dang gid tri
trung binh + d6 léch chuin (n>3 trong mot nhém). P=0,98 dbi véi kiém dinh hai phia

t-test so sénh mirc d6 1am gidu twrong dbi clia ey véi y-globin.

Fig.6C-H thé hién thir nghiém nhuém héa md mién dich bing khang thé khéng
HbF tir té bao gan bao thai ciia ngudi va chudt E13.5. Anh duge chyp bang vt kinh
60X.

Fig.6C thé hién té bao gan bio thai clia ngudi chira rAt nhidu nguyén bao hdng
cAu, ddu nhudém duong tinh dbi v6i qua trinh biéu hién y-globin.

Fig.6D va 6E thé hién nguyén bao hdng cau trudng thanh trong gan khong thé
hién dic tinh nhudm y-globin va chi mdt sb té bao c6 hinh thai so cdp cta nguyén

hdng ciu khong 16 duwong tinh véi thir nghiém nhuém (miii tén).
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Fig.6E va 6F thé hién nhidu t& bao nguyén phét nguyén hdng ciu khdng 16
trong hé tudn hoan c¢6 dic tinh nhudm duong tinh cao (d4u miii tén trén Fig.6E; miii
tén trén Fig.6F), trong khi d6 cic té bao hdng cdu truéng thanh nhé hon lai 4m tinh

(trén Fig.6F la cac vong tron mau xdm nhé hon).

Fig.6G va 6H thé hién thir nghiém nhuém dugc thuc hién cac dong YAC mot
ban sao A20 va A858 cho cic miu nhudm tuong tyr. Nhudém dwong tinh dugc xac dinh

50 v6i nhudm chét nén tir nhém chimg 4m tinh 13 chudt ciing lira chuyén gen.

Fig.7A-D thé hién phan tich PT-FISH cho thdy ring murc d biéu hién vy -globin
teong dwong vai cac globin bao thai cia té bao hdng cdu nguyén phat. Hai dong chudt
YAC chuyén gen doc 1ap, A85 (Fig.7A va 7C) va A20 (Fig.7B va 7D) dugc phan tich
str dung phuong phép lai in situ phat huynh quang bbn mau cho ARN phién mi so cip
(PT-FISH). Déi véi tap hop thir nghiém thir nhit, ddu do dugc tao ra dé huéng dén o-
globin cuia chudt (ma), B-globin cia ngudi (hP), va y-globin cia nguoi (hy). Thém vao

d6, DAPI dugc st dung dé x4c dinh nhén cia cac té bao.

Fig.7A va B thé hién mic do bidu hién y-globin chiém wu thé trong hai dong té
bao trong nhém té bio méau nguyén phéat (PBC) tir cac phdi E1 1.5 va E13.5. Mirc dd
bidu hién thdp dugc thiy trong nhém té bao trudng thanh trong gan (FL) & phdi E13.5.
Nhiéu té bao trong sb ndy c6 thé 1a cac té bio nguyén phét dugc tim thdy trong nhu mo

gan.

Fig.7C va 7D thé hién qua trinh biéu hién twong duong clia mey va hy d6i véi
14n lugt PBC trong E13.5 va FL trong E13.5. D4 thi thé hién ty 1¢ phin trim sb locut
hoat ddng va dugc x4c dinh dbi v&i >100 nhan trén mot tip hop dau do tai mdi thoi
diém.

Fig.8A-8B thé hién qué trinh biéu hién BCL11A 1a khac nhau gitta ngudi va
chudt, dua ra mot miu hinh vé sy thay ddi tic dong ngoai phan tir dén qua trinh biéu

hién gen B-globin.

Fig.8A thé hién cac té bao nguoi, cac protein nguyén ven cia BCL11A (ddng
phan XL/L) bi giam di trong nhom té bao biéu hién y-globin ndng d¢ cao, bao gdm cac

té bao nguyén phat va té bao gan trong thai.
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Fig.8B 12 miu gian dd thé hién sy phat trién ciia qua trinh didu hoa gen globin
gidng B & ngudi, chudt va chudt chira locut B. Sw phat trién cia qua trinh tao hdng ciu
& dong vat c¢6 vi va nguyén bao duge thé hién & phin trén. Cac nguyén bao, bao gdbm
nguyén bao hdng ciu nguyén phat (EryP-CFC), té bao gbc tao méu truéng thanh
(HSC), va céac t& bao tao dam hdng ciu trudng thanh (BFU-E) dugc thé hién. Pong
mach chu trung thén-sinh duc (AGM) va bao thai 1a cac vi tri clia qua trinh tao mau
trudng thanh. Miu cia globin gidng p va BCL11A quan séat dugc & hai loai dugc thé
hién & phia dudi.

Fig.9A dén 9F thé hién chuot BCL11A -/- khong thé trc ché qua trinh biéu hién

gen globin giéng P va gen B-globin ciia ngudi trong phoi.

Fig.9A thé hién kiéu biéu hién CD71/Ter119 ddi véi cac té bao gan bao thai tir
cac phdi E14.5, thé hién qué trinh tao hdng cAu rit binh thuong véi cac chi thi kiéu
hinh néi trén. Ty 16 phdn trim trung binh d6i v6i cac nhém trong mdi géc phén tu
duoc thé hién bing mau d6 (n=6 ddi vai véi ddi chimg fI/+ va n=4 dbi véi thé dot bién
-/-). P> 0,1 theo kidm dinh t-test hai phia d6i véi tit ci cic nhém duge chon dé phan
tich.

Fig.9B thé hién qué trinh bidu hién ctia globin phdi duéi dang ty 1& phan trim
globin gidng B tdng sb ctia chudt dbi véi chudt dbi chimg (f/+), chudt mang kiéu gen
di hop BCL11A (+/-), va chudt mang kiéu gen lan (-/-) trong E14.5 (n 1in luot bing
10, 14, 11).

Fig.9C thé hién qua trinh biéu hién globin trong phdi & dang ty 1& phén trim
globin gidng B téng s6 trong E18.5 (n lan luot bang 9, 9, 7).

Fig.9D thé hién thir nghiém héa mé mién dich dugc thuc hién trén t& bao gan
bao thai cia E14.5 tir cac dong vt mang kiéu gen BCL11A fl/+ va -/- d6i véi globin
gy trong phoi. Céc ti€u ban dai dién c6 d6 phong dai 40X v6i vat kinh 10X.

Fig.9E thé hién thir nghiém nhuém IHC twong tw duge thuc hién ddi véi globin
Bhl. Trong ca hai trudng hop déu quan sit dwgc quéi trinh biéu hién manh trong
nguyén bao hdng ciu nhip nhay cia té bio gan bao thai & chudt mang kiéu gen -/-,

nhung khong quan sat duoc & chudt ddi ching.
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Fig.9F thé hién qua trinh bidu hién gen p-globin ctia ngudi & dong vt mang cic
kiéu gen BCL11A khéac nhau khi c6 gen chuyén YAC locut B (YAC+) & E14.5 (n=4,
6, 4 1an lugt déi vé6i fl/+, +/-, va -/-) va E18.5 (n=4, 7, 4). Tét ca ndng dd y- va B-
globin déi véi cac kidu gen khac nhau déu khéc biét c6 ¥ nghia thong ké (P < 1X10”
theo kiém dinh t-test hai phia). T4t ca dir liéu dugc v& biéu d6 dudi dang gia tri trung

binh + d6 1éch chuln cta gia tri do duoc.

Fig.10 thé hién su khong dép tmg duge v6i cac kich thich lap lai & chudt p-
YAC trudng thanh. Chudt mang locut p trudng thanh cé dap tmg khic nhau véi kich
thich y-globin.

Fig.11 thé hién ARN BCL11A dugc biéu hién trong céc té bao truéng thanh

ctia chudt, chir khong phai cac té bao nguyén phat.

Fig.12 thé hién chut BCL11A -/- binh thudng vé mdt hinh théi va hoan toan
thiéu qué trinh bidu hién BCL11A trong té bao gan.

Fig.12A 1a c4c vi du v& chudt déi chimg (fI/+) va chudt dot bién (-/-) tir cing
mot lra & giai doan E18.5. Chudt dat dugc ty 1¢ Menden ky vong ¢ giai doan E18.5 va

chudt dot bién va chudt déi chitng khong c6 khac biét vé& mit hinh thai.

Fig.12B 1a qua trinh biéu hién protein BCL11A dugc dénh gié trong cdc té bao
gan E18.5 va cho thiy qua trinh biéu hién gidm & dong vat mang kiéu gen di hop, va
khong c6 qua trinh bidu hién & dong vit mang kiéu gen 1in. GAPDH dugc st dung
1am dbi chung.

Fig.13 thé hién chuét BCL11A -/- c6 qué trinh tao hdng ciu binh thudng vé mit
kidu hinh & E18.5. Qua trinh biét héa hdng ciu duge dénh gid st dung chi thi CD71 va
Ter-1 19 trong té bao gan cta chudt E18.5 (Sankaran, V.G., et al., 2008, Genes Dev
22, 463-475). Gié tri trung binh dugc ghi & mi gbc phin tw (n=9 d6i véi dbi ching va

7 d6i voi dong vat mang kidu hinh 13n).

Fig.14 thé hién chudt BCL11A -/- c6 hinh thai héng cu binh thuong. Cac mau
ly tAm té bao tir hdn dich té bao gan nhudm May-Griinwald-Giemsa dugc liy tir E14.5
vaE18.5. T4t ca 4nh déu dugc chup bing vat kinh 10X va ghi 18 c6 dd phong dai.
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Fig.15A va B 1a phan tich md hoc cua té bao gan ciia chugt BCL11A -/- cho
thiy qua trinh sinh téng hop hdng ciu binh thudng vé& mit hinh thai va mé hoc.

Fig.15A thé hién tiéu ban cit doc véi do phan giai thip va khong c6 bit thuong

vé mit md hoc & nhitng con chudt mang kiéu gen nay (d6 phong dai 5X).

Fig.15B thé hién tiéu ban mé hoc dwgc nhudm bﬁng hematoxylin va eosin
(H&E) & hai d6 phong dai (vat kinh 10X va thi kinh 40X) cia té bao gan E14.5 va
E18.5. C4c tiéu ban nay cho thiy cac ddm nguyén biao hdng cau trong gan ¢ vé nhu

binh thudng vé s6 lugng va hinh thai.

Fig.16A va 16B thé hién chu6ét BCL11A -/- ¢6 qua trinh diéu hoa ngugc globin

bao thai trong gan.

Fig.16A thé hién qué trinh bidu hién ARN tuong ddi cta gen globin giéng B
dugc chi ra & nhém ching (BCL11A fl/4), chudt mang kiéu gen dj hop (BCL11A -/+),
va chudt mang kidu gen lan (BCL11A -/-) cia E14.5 (n=10, 14, 11 14n lugt d6i véi cac
nhém néu trén). Ngoai ra, qua trinh biéu hién ARN BCL11A tuong dbi ciing duge thé
hién. Qué trinh biéu hién tuvong dbi dugc chuin hoa bing GAPDH (véi GAPDH dugc
dat gia tri 1a 1). Tt ca sb liéu dugc thé hién dudi dang gia tri trung binh + do léch
chudn.

Fig.16B thé hién qua trinh bidu hién ARN tuong d8i (dugc chudn héa dén
GAPDH) cua gen globin giéng B ddi v6i nhém chimg, chudt mang kiéu gen di hop va
chudt mang kiéu gen 1an cua E18.5 (n=9, 9, 7 1an luot d6i véi cac nhém trén). TAt ca
s6 lidu duge thé hién dudi dang gia trj trung binh + d6 1&ch chuén.

Fig.17 thé hién thir nghiém héa mé mién dich ctia chudt BCL11A -/- cho thdy
qué trinh diéu hoa ngugce globin bao thai trong gan. Thit nghiém héa md mién dich
duoc thyc hién trén gan cta E18.5 cta chuét BCL11A fl/+ va -/- dbi véi globin phl
bao thai. Céc tiéu ban dai dién voi dd phong dai 40X va vét kinh 10X dugc thé hién.
Thir nghiém nhudm IHC tuong ty dugc thuc hién dbi voi eyglobin dugce danh déu trén
Fig.

Fig.18A thé hién ty 18 phin trim cho tit ca cac gen globin gidng P + do léch

chudn trong E14.5 & chudt mang locut B so v6i chudt mang gen BCL11A d@t_bién.
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Fig.18B thé hién ty 1& phan tram cho tit ¢4 c4c gen globin giéng P + dd léch
chudn trong E18.5 & chudt mang locut B so véi chudt mang gen BCL11A d6t bién. Tht
ca ndng dd y- va B-globin dbi vai cac kiéu gen khac nhau déu khic biét c6 ¥ nghia
théng ké (P < 1x107° bing kiém dinh t-test hai phia).

Fig.19 thé hién BCL11A chiém giit c4c ving riéng biét trong locut B-globin ctia
ngudi trong céc té bio tao hdng ciu & ngudi trudng thanh. Locut B-globin clia ngudi
duoc thé hién & trén voi cdc ving c6 kha ning lién két dang ké bit mau xam trong biéu
dd mo hoc bén dudi. Két qua dugc thé hién dudi dang gia tri trung binh + d6 1éch
chuén (n=3/nh6m).

MO ta chi tiét sang ché

Sang ché dé cap dén cac phuong phép didu hoa qua trinh téng hop hemoglobin
bao thai (HbF- fetal hemoglobin) d& didu tri bénh hemoglobin B va d& cap dén céc
phuong phép sang loc trong do.

Séng ché dua trén viéc phat hién ra chirc ning méi cta protein BCL11A, cu thé
13, protein BCL11A hoat dong nhu mdot yéu td didu hoa dic hiéu giai doan qué trinh
bidu hién hemoglobin bao thai v qu4 trinh bidu hién BCL11A s& tic ché qu trinh tao
y-globin. Do d6, sang ché @& cap dén phuong phap diéu hoa qua trinh biéu hién y-
globin trong t& bao hdng ciu. Cu thé hon, nhitng hoat tinh nay c6 thé dugc st dung
trong phuong phap didu tri bénh B-hemoglobin bang céach kich thich tao y-globin thong

qua viée trc ché san phdm gen BCL11A.

Hemoglobin bao thai (HbF) 1a mdt t& phan gbm hai polypeptit o-globin truéng
thanh va hai polypeptit y-globin gidng B bao thai. Trong qu4 trinh phat trién thai, cac
gen y-globin dugc sao chép chu thanh cac gen cht yéu dugc phién ma tir locut B-
globin. Sau khi sinh, y-globin s& din bj thay thé bang B-globin trudng thanh, mdt qua
trinh dwgc goi 12 “qua trinh chuyén ddi trong bao thai” (3). Co ché phan tir cia qué
trinh nay vin chua dwgc biét nhiéu va hién try thanh ddi tuong ciia nhiéu nghién ciru
sau. Viéc chuyén ddi trong qua trinh phat trién tir chd chi yéu tao ra hemoglobin bao
thai hay HbF (0,y,) sang chii yéu tao ra hemoglobin truéng thanh hay HbA (a,B,) bét

dAu tir khoang tir tudn 28 dén tudn 34 cua thoi ky mang thai va tiép dién dén sau khi
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sinh cho dén khi HbA chiém wu thé. Qua trinh chuyén dbi nay, trudce tién, 13 do qua
trinh phién ma gen gamma-globin gidm va qud trinh phién mi gen beta-globin ting.
Trung binh, mau cia nguoi 16n khoe manh s€ chi chira khodng 2% HbF, méc du nbéng
d6 HbF du c6 sai sb cao hon 20 l4n & nguoi 16n khée manh (Atweh, Semin. Hematol.
38(4):367-73 (2001)).

Bénh hemoglobin bao gdm mot sé dang bénh thiéu mau do nguyén nhén di
truyén trong d6 c6 su gidm san xuit ra va/hodic ting pha hay (huyét tan) té bao hong
ciu (RBC). Céc rdi loan nay ciing bao gdm mot sé khiém khuyét di truyén dén dén
viéc tao ra cdc hemoglobin bat thudng véi kha ning duy tri ndng d oxy bi suy giam di
kém. Mot sb rdi loan nhu véy lién quan dén viéc khong san xuét du lugng B-globin
binh thuong, trong khi mot s6 rdi loan khac lién quan dén viéc tao B-globin tong thé
binh thudng. Céc rbi loan di kém dic higu v6i B-globin protein thudng dugc goi chung
1a bénh B-hemoglobin. Chéng han, thiéu mau B do suy giam mdt phin hodc hoin toan
qué trinh biéu hién gen B-globin, dan dén suy giam ho#c khong c6 HbA. Thiéu mau
héng ciu liém do mdt dot bién didm trong gen ciu tric p-globin, din dén viéc tao ra
hemoglobin bat thuong (hinh liém) (HbS). Té bao hdng ciu HbS d& bj ton thuong hon
so véi RBC binh thuong va d& bj huyét tan hon, cudi cling s& gy thiéu méau (Atweh,
Semin. Hematol. 38(4):367-73 (2001)). Hon nita, sy c6 mit cta bién thé di truyén
BCLI1IA, thd @5t bién HBSIL-MYB, s& lam giam muc d6 nghiém trong v& mit 1am
sang cda tinh trang thiéu mau beta. Bién thé nay da duoc chi ra 1a di kém véi nbéng do
HbF. G déy, thdy c6 mot ti 1& khéc biét bing 5 cua dang thiéu mau beta it nghiém
trong hon cua bién thé c6 ndng d6 HHF cao (Galanello S. et al., 2009, Blood, in press).

Mdi day, viée tim kiém phuong phép didu trj c6 muc tiéu 1am giam sy mét can
bang chudi globin & bénh nhan bi bénh B-hemoglobin tip trung vao viéc gdy tic dong
dugc 1y dén hemoglobin bao thai (¢2y2; HbF). Tiém ning diéu tri cla cic phuong
phap nay dugc thé hién & cac phét hién vé kiéu hinh nhe cta céc c4 thé bj ca thiéu mau
B ddng hop ma van duy tri hemoglobin bao thai do di truyén (HPFH), ciing nhu céc
bénh nhan bi thiéu méu B° ddng hop, 14 nhitng bénh nhan khéng tdng hgp hemoglobin
treong thanh, nhung & nhitng bénh nhan nay cé nhu ciu truyén méu giam khi gia ting

ndng dd hemoglobin bio thai. Hon nita, thdy ring mot s6 nhém bénh nhan trudng
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thanh bj bit thuong chudi B c6 néng d6 hemoglobin bao thai (HbF) cao hon binh
thuong, va cac bénh nhan nay da dugce coi 1a c6 mirc d 1dm sang nhe hon so védi céc
bénh nhén c6 ndng d6 HBF khi truéng thanh binh thuong. Ching han, mdt nhém bénh
nhan thiéu mau hdng ciu liém A-rdp Xé-ut bidu hién tir 20 dén 30% HbF chi biéu hién
dang nhe cia bénh (Pembrey, et al., Br. J. Haematol. 40: 415-429 (1978)). Hién nay,
da duogc cong nhén 1a bénh B-hemoglobin, nhu thiéu mau héng clu liém va thiéu mau
B s& dugc cai thién biang cach ting qua trinh sinh tdng hop HbF gia ting. (Reviewed in
Jane and Cunningham Br. J. Haematol. 102: 415-422 (1998) va Bunn, N. Engl. J. Med.
328: 129-131 (1993)).

Hién nay, trong khi cac co ché phan tir kiém soét qua trinh chuyén ddi in vivo tix
bidu hién gen y-globin sang biéu hién gen B-globin chua dugc biét, nhung ngay cang
¢6 nhidu bing chimg v& cac yéu t6 ngoai sinh ¢6 thé anh huéng dén qua4 trinh biéu hién
gen y-globin. Nhém hop chét dAu tién duge phat hién c6 hoat tinh tai hoat héa HbF l1a
cac chit giy doc t& bao. Kha ning giy ra qua trinh sinh tbng hop de novo HbF bing
cach can thi¢p dugc ly 14n diu tién dugc thuc hién bﬁng cach st dung 5-azaxytidin &
dong vt thir nghiém (DeSimone, Proc Natl Acad Sci U S A. 79(14):4428-31 (1982)).
Céc nghién ctru tiép theo da khing dinh kha ning ting ndng d6 HbF & bénh nhén bi
thiéu mau B va bénh hdng cu liém cta 5-azaxytidin (Ley, et al., N. Engl. J. Medicine,
307: 1469-1475 (1982), va Ley, et al., Blood 62: 370-380 (1983)). Cac thir nghiém
khéc da ching minh ring khi diu ché dugc diéu tri bing liéu arabinosylxytosin (ara-C)
du gdy doc t& bao, c6 dap ung bing su gia ting nhanh té bao héng ciu lusi F
(Papayannopoulou et al., Science. 224(4649):617-9 (1984)), va qua trinh didu tri bing
hydroxyure s& kich thich qu4 trinh sinh tng hop y-globin & khi d6t hogc khi dau cho
(Letvin et. al., N Engl J Med. 310(14):869-73 (1984)).

Nhoém hop chét thir hai dugc nghién ctru vé kha ning giy tai hoat hoa HbF 1a
cac axit béo mach ngin. Quan st dau tién trong té bao tao méau nhau thai d3 din dén
phéat hién réng axit y-aminobutyric c6 thé hoat dong nhu mot chit kich thich
hemoglobin bao thai (Perrine et al., Biochem Biophys Res Commun.148(2):694-700
(1987)). Cac nghién ctru tip theo da chi ra ring qua trinh sinh téng hop globin c6 thé
duge kich thich bing butyrat & khi diu ché truéng thanh (Constantoulakis et al.,
Blood. Dec; 72(6):1961-7 (1988)), va hoat chit nay ciing kich thich y-globin trong té

-16-



20969

bao tao héng ciu & dong vit hodc bénh nhén trudng thanh bi thiéu méu héng clu 1iém
(Perrine et al., Blood. 74(1):454-9 (1989)). Din xuét cta axit béo mach ngin nhu
phenylbutyrat (Dover et al., Br J Haematol. 88(3):555-61 (1994)) va axit valproic
(Liakopoulou et al., 1: Blood. 186(8):3227-35 (1995)) ciing di dugc chimg minh la
kich thich HbF in vivo. Do trong ho hop chét nay c6 sd lugng 16n cac ddng phan axit
béo mach ngin hoic din xudt nén trong ho con cé nhiéu hop chit tiém ning c6 hoat
luc manh hon butyrat. Phenylaxetic va axit phenylalkyl (Torkelson et al., Blood Cells
Mol Dis. 22(2):150-8. (1996)), dugc phat hién trong qua trinh nghién ctru, duogc coi la
c4c chit kich thich HbF tiém ning vi ching thubc nim trong nhém hop chét nay. Tuy
nhién, hién nay viéc si dung butyrat hodc ddng phan ctia n6 trong thiéu m4u hdng cau
1im va thiéu mau B vin con dang dugc thir nghiém va chua thé @& xuét cho qua trinh

diéu tri bén ngoai thir nghiém 1am sang.

Thir nghiém 1dm sang c6 muc tiéu tdi hoat héa qua trinh sinh tébng hop
hemoglobin bao thai & bénh thiéu méu hdng ciu liém va thiéu mau B bao gdm viéc st
dung ngén han va dai han cc hop chit nhu 5-azaxytidin, hydroxyure, erythropoietin
ngudi tai td hop va céc dbng phén axit butyric, cling nhu hdn hop cuia cic chit nay.
Sau cdc nghién cru nay, hydroxyure da dugc sir dung dé kich thich qua trinh sinh tbng
hop HbF & ngudi va sau d6 tré thanh dugc chét dAu tién va duy nhit dugc phé duyét
béi Cuc quan ly dugc va thuc phém Hoa Ky dé diéu tri bénh hemoglobin. Tuy nhién,
¢6 nhidu nhuoge diém khac nhau da chéng chi dinh viéce sir dung 1au dai cac chét va lidu
phap nhu vay, bao gbm céc tac dung phu khong mong mudn va sy khic nhau trong
dap Gng cua bénh nhan. Chéng han, mic di hydroxyure kich thich qua trinh sinh tbng
hop HbF va da duge chi ra 1a giam tinh trang bénh trén 1dm sang nhung lai bi han ché
boi tac dung phu giy hoai tir xwong va nguy co gy ung thu. Kha ning gy ung thu 1au
dai tiém tang ciing c6 khi didu tri bang 5-azaxytidin. Cac phuong phap diéu tri dua
trén erythropoietin khong co sy 6n dinh gitta c4c nhém bénh nhén. Thoi gian ban hiy
ngén cla axit butyric in vivo duge coi 1a mot tré ngai 16n trong viéc sir dung thudc nay
trong cac didu tri can thiép. Hon nita, lidu axit butyric rét cao 1a cin thiét dé kich thich
qua trinh biéu hién gen y-globin, cin giy mé dé truyén thudc lién tuc. Hon nita, lidu
axit butyric cao nhu vay c6 thé di kém v6i tac dung giy doc than kinh va gy ton

thuong da pht tang (Blau, et al., Blood 81: 529-537 (1993)). Trong khi chi cin su gia
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tang t&i thiu ndng d6 HbF ciing 13 c6 tic dung dbi v6i bénh hdng ciu liém thi dbi véi
bénh thiéu mau B cin sy gia ting cao hon nhiéu, nhung su gia ting nay khéng thé dat
dugc mot cach tin cdy va an toan bing bt ky mot thude nao hién dang duge sir dung
(Olivieri, Seminars in Hematology 33: 24-42 (1996)).

Bing cach xac dinh cic yéu td didu hoa ty nhién clia qué trinh kich thich va
sinh tdng hop HDF, c6 thé tao ra phuong phap diéu tri can thiép khéc phuc cac nhugc
diém khac nhau cia cdc hop chét néu trén. Cac nghién ciru trén dién rong vé su lién
két hé gen méi day da dem lai hidu biét vé co s di truyén cta rat nhidu bénh va tinh
trang phirc tap (McCarthy et al., Nat Rev Genet 9, 356 (2008) va Manolio et. al. J Clin
Invest 118, 1590 (2008)). Tuy nhién, trong rit nhiéu trudng hop, mbi lién két chirc
ning gitra su lién két trong hé gen di truyén va sinh ly bénh tiém 4n vén chua dugc lam
sang to. Néng d6 hemoglobin bao thai (HbF) dugc di truyén nhu mot tinh trang sb
lwgng va rit quan trong vé mit 14m sang, dya vio vai tro da biét rd ciia né trong viéc
cai thién muc do ning cia bénh B-hemoglobin co ban, bénh hdng ciu liém va bénh
thiéu méu B (Nathan et. al., Nathan va Oski's hematology of infancy va childhood ed.
6th, pp. 2 v. (xiv, 1864, xli p.) 2003)). Hai nghién ctru vé lién két trong hé gen da xéc
dinh ba locut chinh chtra tip hgp gébm 5 da hinh nucleotit don (single nucleotit
polymorphism - SNP) chiém khoang 20% bién di ndng d6 HbF (Lettre et al., Proc Natl
Acad Sci U S A (2008); Uda et al., Proc Natl Acad Sci U S A 105, 1620 (2008);
Menzel et al., Nat Genet 39, 1197 (2007)). Hon nita, mot vai bién thé c6 vé nhu 13 yéu
t6 tién luong cho mirc d9 niang 14m sang clia bénh hdng cu 1iém (Lettre et al., Proc
Natl Acad Sci U S A (2008)) va it nhit mt trong cac SNP noéi trén co thé anh hudng
dén két qua 14m sang ctia thiéu méu B (Uda et al., Proc Natl Acad Sci U S A 105, 1620
(2008)). SNP c6 mirc d anh hudng 16n nhét, chiém trén 10% bién di trong ndng dd
HbF, ndm trong intron thir hai cia gen trén nhiém sic thé s§ 2, BCL11A. Trong khi d6
BCL11A, mdt yéu t6 phién ma c¢6 chu tric “zinc finger” (ttrc 13 cAu tric hinh ngén tay
két hop mot hodc nhiéu ion k&m) loai C2H2, di dwgc nghién ciru vé vai trd ctia nd
trong qué trinh phét trién t& bao lympho (Liu et al., Nat Immunol 4, 525 (2003) va Liu
et al., Mol Cancer 5, 18 (2006)), nhung vai trd clia né trong qué trinh téng hop té bao

hdng ciu hoic didu hoa gen globin chwa dugc danh gia.
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Trong thoi dai bung n cta k¥ thuat ADN téi t6 hop, cac nghién ctru vé cAu tric
gen globin da cung cip mét co s& phan tir manh dé nghién ctru qua trinh chuyén ddi
globin bao thai. C4c nd luc déng k& tap trung vao viéc md ta cac yéu td cis trong locut
B-globin can thiét cho qua trinh diéu hoa chinh xic cic gen trong nhé.m gen globin
gibng B. Céc nghién ctru niy dua trén cac dot bién tr nhién va dot bién méit doan anh
hwong rit manh dén ndng d6 HbF & ngudi 16n, va cic nghién ctru ndy da duge hd trg
bing viéc tao ra chudt chuyén gen mang mét phin ctia nhém gen nay (Nathan et. al.,
Nathan and Oski's hematology of infancy and childhood ed. 6th, pp. 2 v. (xiv, 1864,
xli p.) 2003) and G. Stamatoyannopoulos, Exp Hematol 33, 259 (2005)). Mic du céac
yéu td cis chinh x4c can thiét cho qua trinh chuyén dbi globin vin con chua dugc biét
13, nhung phat hién trong chudt chuyén gen di chi ra ring c4c gen y-globin bi bit hoat
tu dong trong giai doan trudng thanh, phat hi¢n nay phu hop nhit khi ving mit cac
yéu t6 hoat hoa dic hiéu véi giai doan thai nghén hodc sy c6 mit cuia yéu tb e ché dac
hiéu véi timg giai doan. Két qua ciia cdc nghién ctru di truyén méi ddy da dua ra cac
gen ¢6 kha nang kiém soat cac gen y-globin, nhu BCL11A.

Téc gia sang ché da xé4c dinh dugc chét trc ché dic hidu giai doan ciia gen -
globin mai, 1a BCL11A, trong d6 qua trinh biéu hién protein BCL11A hoat déng nhu
mdt yéu t& didu hoa 4m qua trinh biéu hién gen y-globin.

Phuong phap ting hemoglobin bao thai trong té bao

Sang ché d& cap dén cac phuong phap dugc cii thién dé 1am ting su tao ra
hemoglobin bao thai trong té bao, bing cach sir dung céc ché phdm chira cac chét trc
ché BCL11A. Dit liéu chung t6 ring qué trinh trc ché BCL11A din dén sy bidu hién
duoc 1am tang 18n tir cac gen y-globin, va dé cap dén céc hoat chit trong ché phim dé
dat dugc qua trinh Uc ché néi trén.

Nhu duge md ta & ddy, sang ché dé cip dén phuong phap lamting cic mic
hemoglobin bao thai trong té bao.

Do d6, theo mot khia canh, sang ché dé cap dén phuong phép lam ting ndng do
hemoglobin bao thai dugc bidu hién trong té bao, bao gdm budc cho nguyén bao tao

méu tiép xtc v6i mot lugng hiru hidu ctia ché phdm chira chét e ché BCL11A, nho d6
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qua trinh biéu hién hemoglobin bao thai dugc ting I1én trong té bio, hodc thé hé sau
clia té bao do, so véi té bao trudc khi tiép xic.

Cung véi viée cho té€ bao tiép xtic véi chét e ché BCL11A, “ting cac muc
hemoglobin bao thai” trong té bao con c6 nghia 1 ndng dd hemoglobin bo thai trong
cac quén thé dugc xir Iy bing chét irc ché BCL11A cao hon it nhét 13 5% so véi nong
d6 hemoglobin bao thai trong t& bao dbi chimg khéng c6 chét trc ché BCL11A. Puoc
wu tién 12 ty 18 phan trim qu4 trinh biéu hién hemoglobin bao thai trong té bao dugc xir
Iy chit wrc ché BCL11A cao hon it nhit 10%, it nhit 20%, it nhit 30%, it nhat 40%, it
nhét 50%, it nhit 60%, it nhit 70%, it nhat 80%, it nhat 90%, it nhét 1 1an, it nhit 2
14n, it nhit 5 14n, it nhit 10 I4n, it nh4t 100 14n, it nhit 1000 lan, hodc cao hon nita so
vé6i té bao dugce xtr Iy bing chét ddi chimg c6 kich thudc va didu kién nudi cdy twong
dwong. Thuét ngit “quén thé dugc xir 1y bing chit d6i chirng” duge sir dung & day dé
chi quin thé t& bao dugc xit Iy trong moi truong twong tu, mic d§ kich thich virut,
trinh ty axit nucleic, nhiét dd, c6 mic do hop dong, kich thugc binh nén, pH, v.v,

twong ty nhu khi xi Iy chit thir nghiém, trir viéc bd sung chét trc ché BCL11A.

“Chét trc ché” BCL11A, nhu dugc st dung & déy, c6 thé hoat dong theo kiéu
canh tranh ho#c khdng canh tranh, va theo mt phuong an, c6 thé hoat dong biang cach
tuong tac vai sy biéu hién cua protein BCL11A. C6 thé thuc hién mot phuong phap
bét ky trong rat nhidu phwong phép khéc nhau dé e ché qua trinh biu hién hodc hoat
tinh ctia BCL11A. Chét trc ché BCL11A 1a chét c6 ngu(‘A)n géc hoa hoc hodc sinh hoc
ma sau khi xtr Iy té bao bang chat nay, s& giy ra tic ché hoat tinh sinh hoc dugc giy ra
bdi qua trinh hoat héa BCL11A khi dép (g véi céc tin hiéu té bao. C4c chit trc ché
BCL11A, bao gdm, nhung khong chi gidi han &, cac phan tir nhd, cac khang thé hoic
cac manh khéang thé lién véi v6i khang nguyén, cac khang thé ndi bao, aptame, cic ciu
tric d6i nghia, cc tac nhan giy nhiu ARN, va ribozym.

Khang thé 1a chét tc ché BCL11A

Khéng thé lién két dic hidu véi BCL11A c6 thé dugc sir dung dé trc ché protein
ndy in vivo. Khang thé gin véi BCL11A dugc bén sin trén thi trudng va c6 thé duoc
tao ra boi ngudi c6 trinh dd trung binh trong linh vyce k¥ thuét nay st dung cac phuong
phép da biét. Hoat tinh trc ché BCL11A clia mdt khang thé nhit dinh, hoc, clia chét

-20-



20969

trc ché BCL11A bét ky c6 thé duoc danh gia bing cach st dung céc phuong phap da
biét trong linh vuc k¥ thuét nay hodc duge mé ta & day — dé khing dinh 13, khang thé
trc chéd BCL11A s& lam ting qué trinh bidu hién hemoglobin bio thai. Khang thé tic
ché BCL11A c6 thé 1a khang thé da dong va don dong va din xuét hoic méanh lién két
v6i khang nguyén ciia n6. Ménh lién két véi khang nguyén di biét bao gom, ching
han, khang thé c6 mét ving chirc ning (dAb; bao gdm chit yéu 12 mot ving chirc ning
VL hodc VH), manh Fv, gém c6 manh Fv mot chudi (scFv), manh Fab, vd manh
F(ab’)2. Phuong phap dé thiét ké cac phan tir khang thé noi trén da dwoc biét 16 trong
linh vuc k¥ thuét nay.

Céc chét e ché axit nucleic ciia qua trinh biéu hién BCL11A

Mot phwong phép c6 hiéu qua dé wc ché qua trinh biéu hién cta cac polypeptit
dich da dugc chon 1a théng qua sy sir dung cic tic nhan gay nhiéu ARN. Sy gy nhiéu
ARN (ARNi - RNA interference) st dung cic ciip d6i ARN gdy nhifu nhé (siARN)
ma hudéng dich ARN thong tin ma hod polypeptit dich dé gay thoai hoa chon loc. Viée
bat hoat sau phién ma phu thudc siARN ddi véi qua trinh biéu hién ctia gen gdm cb cit
phén tir ARN thong tin dich tai vi tri dwgc dinh huéng boi siARN. “Su gy nhiéu ARN
(ARNi)” 1a mdt qua trinh dugc bao toan vé mit tién hoa, nhy d6 qué trinh biéu hién
ARN ctia mt trinh tu gidng hodic c6 d6 twong ddng cao véi mot gen dich s& gy ra qua
trinh thodi héa hodc bit hoat gen sau phi€én ma dédc hi¢u trinh ty (PTGS) cua ARN
thong tin (ARNm) dwgc phién ma tir gen dich d6 (tham khao Coburn, G. va Cullen, B.
(2002) J. of Virology 76(18):9225), do do6 s& rc ché qu4 trinh biéu hién cta gen dich.
Theo mot phuong 4n, ARN 1a ARN s¢i kép (dsARN). Qua trinh nay d4 dugc mo ta &
té bao thuc vat, dong vat khong xuong sdng va dong vat c6 vi. Trong tu nhién, ARNi
duogc tao ra nhd enzym Dicer cdt endonucleaza dic hiéu véi dsARN, enzym nay s&
kich thich qua trinh cit lién tuc cac dsARN dai thanh cac doan soi kép duoc goi 1a
siARN. Cac siARN dugc két hop vao trong mot phirc hé protein (dwgc goi 13 “phirc hé
bt hoat do ARN” hodc “RISC”) s& nhan dién va cit cac mARN dich. ARNi ciing c6
th& duoc tao ra bang cach dua cac phan tir axit nucleic, chéng han, cac siARN hoic cac
tac nhan gy nhidu ARN tdng hop, dé tc ché hoic bét hoat qua trinh biéu hién ctia gen
dich. Nhu dugc st dung & ddy, thuit ngit “tc ché qua trinh biéu hién cla gen dich”

dung dé chi sy giam murc d§ bi€u hi¢n hodc hoat tinh protein hodc ndong d¢ cia gen
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dich hodc protein dugc ma hod badi gen dich so véi khi khong c6 qua trinh gay nhiéu
ARN. Muc do giam s& it nhat 13 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%,
95% ho#ic 99% hodc cao hon nita so v4i muc 4o biéu hién cta gen dich hoic hoat tinh
hay ndng do cta protein duge ma hod bdi gen dich khong bi tdc dong boi tac nhan giy
nhiéu ARN.

Céc thuét ngit “tac nhan gy nhiu ARN” va “su gay nhi€u ARN” nhu dugc sit
dung & ddy ding dé chi cac dang ARN mach kép gdy bét hoat gen, bat ké tac nhan gay
nhidu ARN c6 thé 13 siARN, miARN, shARN hoic phan tir ARN sgi kép khic. “ARN
gy nhidu ngin” (siRNA), con dugc goi & ddy 1a “ARN gly nhiéu nhé” 13 tic nhan
ARN hoat dong dé tc ché qua trinh biéu hién cia gen ‘dich, ching han, bing ARNi.
SiARN c6 thé duge tdng hop hoa hoc, c6 thé dugc tdng hop bing phuong phap phién
mi in vitro, hodc ¢ thé dugce tao ra trong té bao chu. Theo mdt phuong 4an, siARN 1a
phan tt ARN so¢i kép (dsARN) co chidu dai khoang 15 dén khoang 40 nucleotit, tbt
hon 14 khoang 15 dén khoang 28 nucleotit, tdt hon nita 12 khoang 19 dén khoang 25
nucleotit, va tét hon nita 1a khoang 19, 20, 21, 22, hodc 23 nucleotit, va c6 thé chira
phén nhd ra & ddu 3> va/hodic 5° trén mdi soi c6 chiéu dai khoang 0, 1, 2, 3, 4, hodic 5
nucleotit. Chiéu dai cta phén nhd ra 12 doc 1ap giita hai s¢i, nghia 13, chiéu dai cta
phén nhé ra trén sgi ndy khong phy thudc vao chidu dai cua phan nho ra trén soi kia.
Tét hon néu siARN c6 kha ning thiic iy qué trinh giy nhi€u ARN qua qua trinh thoai
héa hodc bat hoat gen sau phién mi dic hiéu (PTGS) ARN thong tin (mARN).

Cac siARN ciing bao gébm cic ARN c6 cAu tric kep téc nhé (shRNA) (con
dugc goi la ARN c¢6 chu tric vong c6 cudng hay thity). Theo mot phwong 4n, céc
siARN ndy dugc tao boi sgi ddi nghia ngin (ching han, tir 19 dén khoang 25
nucleotit), sau d6 1a mdt vong nucleotit co chiéu dai khoang 5 dén khoang 9 nucleotit,
va soi c6 nghia twong ddng. Theo mot cach khac, sgi c6 nghia c6 thé & trude cu tric
vong nucleotit va sgi d6i nghia c6 th8 & sau. Cac sShARN nay cé thé cé trong plasmit,
retrovirut, va lentivirut va duogc biéu hién nho, chﬁng han, doan khéi déu pol IIT U6,
hoic mot doan khéi ddu khac (tham khao, chéng han, Stewart, et al. (2003) RNA Apr;
9(4):493-501). Gen dich hodc trinh ty dich cta tac nhan giy nhidu ARN c6 thé 1a mot
gen trong t€ bao hoic trinh ty hé gen, ching han trinh tw BCL11A. siARN c6 thé gan

nhu tuong dc‘”)ng v6Gi gen dich hodc trinh tu hé gen, hodc mot doan cia né. Nhu dugc st
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dung trong ngit canh nay, thut ngit “twong ddéng” dugce dinh nghia 13 gin nhu gidng,
bd trg vira da, hodc trong ty véi ARN thong tin dich, hodc mdt doan cta nd, dé gdy ra
qua trinh gy nhifu bang ARN hidu qua 1én dich. Ngoai c4c phan tir ARN tu nhién,
ARN thich hop dé tc ché hodc giy nhidu qua trinh biéu hién trinh tu dich gdm c6 céac
dan xuit hodc ddng phan ciia ARN. Tét hon 13, ARN gy nhiéu nhé 13 giéng véi trinh
tir dich. Tt hon 13, ARN gy nhifu nhé chi tic dong dén mot trinh ty dich. Mdi loai
trong sb cac ARN gy nhifu, nhu ARN gay nhifu nho, c6 thé dugc sang loc dua trén
tac dong khong c6 dich déc hi¢u tiém niang b%mg cach, chéng han, x4c dinh dic diém
ctia qué trinh biéu hién. Cc phuong phép nhu vy da duge biét rd trong linh vue k¥
thuit nady va da dugc mod ta, ching han, trong tai liéu “Jackson et al. Nature
Biotechnology 6:635-637, 2003”. Ngoai phuong phép xac dinh dic diém qua trinh
biéu hién, ngudi ¢ trinh d6 trung binh trong linh vuc k§ thuit ndy ciing c6 thé sang
loc céc trinh ty dich tiém ning dé tim ra cac trinh ty twong ddng trong co s dit lidu
trinh ty dé xac dinh cac trinh ty tiém ning c6 tic dung khong dic hiéu. Chéng han,
theo Jackson va cac ddng tac gia (Id.), d6 twong ddng & mirc 15 nucletotit, hodc ¢6 thé
1a 11 nucletotit lién tiép 1a du @& gy bat hoat cAc phan tir phién ma khong phai dich.
Do d6, nguoi ¢ trinh d6 trung binh trong linh vuc k¥ thudt nay dAu tién c6 thé sang
loc cac ARN gy nhidu nhé dwoc dé xuét dé tranh qua trinh bat hoat khong dich dic
hiéu c6 thé c6 sir dung phan tich trinh tu sir dung phuong phap so sanh trinh ty d4 biét
bat ky, nhu BLAST. Trinh ty ARN gy nhidu nh6 dwgc chon dé ti da hoa qué trinh
hip thu soi déi nghia (soi hudng din) cia ARN gay nhifu nho vao RISC va nhd d6 téi
da héa kha ning ctia RISC huéng dich ARN thong tin GGT cia nguoi dé gy thoai
héa. Piéu ndy c6 thé huc hién duoc béng cach tim céc trinh ty cé ndng lugng tu do cua
qué trinh lién két voi ddu 5° cta soi d6i nghia thap nhat. Nang lugng tw do thép hon s&
1am ting kha ning trai ra ctia dau 5° ctia s¢i d6i nghia cia ARN gay nhiéu nho, nhd d6
dam bao rang soi d6i nghia s& dugc hdp thu bsi RISC va diéu khién qua trinh cit dic
hiéu trinh tr ARN thong tin cia BCL11A clia ngudi. Phan tt ARN giy nhiéu nhé
khong chi 1a nhitng phan t&r chi chira ARN, ma con 14, ching han, cic nucleotit va
khong nucleotit dugc bién dbi héa hoc, va con ca céc phan tir trong d6 gbc duong
duoc thay thé bing mot gbc dudng khic hodc mot gbc co chirc nang twong tu. Hon

nita, lién két khong tu nhién gitta céc géc nucleotit c¢6 thé dugc st dung, nhu lién két
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phosphothioat. Sgi ARN c6 thé duoc tao din xuit voi mot nhém chire ning hoat dong
ciia mdt nhoém chi thi, nhu flophore. Cac dan xuit dic biét hitu ich dugc bién ddi & mot
d4u hoic hai d4u cua sgi ARN, thuong la dau 3’ cla soi co nghia. Chéng han, 2’-
hydroxyl & ddu 3’ c6 thé dwoc tao din xuét chon loc véi nhiéu nhém. Cac din xult
ARN hiru dung khac két hop nucleotit c6 gbc carbohydrat dwgc bién ddi, nhu din xuét
2’0-alkyl héa hoic 2’-O-metyl ribosyl va din xuét 2’-O-flo ribosyl. Cac bazo ARN
ciing ¢6 thé duogc bién dbi. Co thé sir dung mot bazo duge bién dbi bit ky nao ma hitu
hiéu dé trc ché hoic giy nhiu qua trinh biéu hién trinh tu dich. Ching han, bazo duoc
halogen hoéa, nhu 5-bromuraxil va 5-ioturaxil cling cé thé duoc dua vao. Céc bazo niy
ciing c6 thé dugc alkyl hoa, ching han, 7-metylguanosin dugc dwa vao vi tri clia gbe
guanosin. Cac bazo khong c6 trong ty nhién co6 thé trc ché thanh céng ciing c6 thé
duoc két hop. Cac bién dbi siARN duogc wu tién nhét 13 2°-deoxy-2’-flouridin hogc
phtrc hé nucleotit ctia axit nucleic bi khdéa (LAN) va ARN chira lién két phosphodieste
hodc mot sb lién két phosphorothioat. Céc bién ddi nay 13 di biét voi ngudi c6 trinh @9
trung binh trong linh virc va dugc dé cap, ching han, trong tai liéu Braasch et al.,
Biochemistry, 42: 7967-7975, 2003. Hau hét cic bién ddi hiru ich dbi v6i siARN c6
thd dugc thyc hién sit dung cdc phuong phip héa hoc dd biét trong ky thuat
oligonucleotit déi nghia. Tét hon 13, bién ddi ndi trén bao gdm c6 bién dbi gbc 2°-O-
mety! t6i thidu, t&t hon 13 khong bao gdbm bién d6i néi trén. Tét hon 13, phuong phép
bién dbi khong bao gdm viéc bién dbi cac nhém 5°-hydroxyl tu do ctia siARN. Phan vi
du thyc hién sang ché s& cung cép cac vi du cu thé caacic tc nhan gdy nhidu ARN,

nhu cic phan tr shARN ma hudng dich hi€u qua dén mARN ctia BCL11A.

Theo mdt phuong 4n duge wu tién, tic nhan giy nhiéu ARN dugc dua vao hodc
cung cip trong chit mang duoc dung. Cac chit mang bd trg, nhu liposom, ¢6 thé dugc
bd sung vao chit mang dugc dung. Theo mét phuong an khac, tdc nhan giy nhiéu
ARN duogc dua vao té bao trong co quan clia ¢4 thé nho vecto mi hod ARN c¢6 cAu triic
kep téc nho (shARN) trong chét mang duoc dung. ShARN dugc chuyén hoa bai cac té
bao sau khi phién ma thanh siARN c6 kha nang hudng dich, chéng han, BCL11A.

Theo mdt phuong én, vecto 1a vecto co thé diéu hoa dugc, nhu vecto c6 thé
kich thich dugc bing tetraxyclin. Cac phwong phép da dugc md ta, ching han, trong

céac tai liéu Wang et al. Proc. Natl. Acad. Sci. 100: 5103-5106, st dung vecto pTet-On
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(BD Biosciences Clontech, Palo Alto, CA). Theo m{t phuong an, cic tic nhan gay
nhidu ARN duogc sir dung trong cac phuong phap dugc mé ta & day dugc hip thu chi
dong bai té bao in vivo sau khi ding qua dudng tinh mach, chéng han, tiém thiy dong
lwc, khong st dung vecto ciing cho thdy viéc dua cac tac nhan giy nhidu ARN vio té
bao in vivo hidu qua. Mot phwong phéap dura cac siARN 1a dua vao mach méu cung cép
méu cho co quan dich. Céc k§ thuét khac dé dua cac siARN vao té bao, ching han,
siARN hodic shARN sir dung trong phwong phép theo sang ché, ciing c6 thé dugc st
dung, nhu, chéng han, dua béng vecto, ching han, plasmit hodc vecto virut, chéng han,
vecto lentivirut. Cac vecto nay c6 thé dugc sir dung nhu mo ta, ching han, trong tai
liéu Xiao-Feng Qin et al. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 100: 183-188. Cic phuong
phap dua yéu t6 gdy nhidu ARN vao té bao khac, chéng han, siARN hozc shARN theo
sang ché 1a sir dung peptit bazo bang céach lién hop hoic trdn cc tc nhin gy nhiéu
ARN v6i peptit bazo, ching han, mét doan ctia TAT peptit, tron v6i cac lipit cation
hodc tao thanh tiéu phan. C4c tac nhan gy nhiéu ARN, ching han, ARN gay nhiéu
nho kiém soat ARN théng tin cia BCL11A, ¢6 thé duogc dua vao riéng biét, hodc cling
v6i cac ARN gay nhifu khéc, ching han, ARN gy nhiéu nhé, nhu, ching han ARN
gy nhiéu nhé huéng vao cac gen khéc. Cac siARN cia BCL11A ciing ¢6 thé duoc két
hop véi cac duge chit khac duge sir dung dé didu tri hodc phong ngira bénh hogc rdi
loan di kém véi thiéu oxy, dic biét 12 cac bénh dudng hd hip, va dic biét nita 13 bénh
hen. Céc phén tir siARN tdng hop, gdm c6 cac phan tir shARN, c6 thé thu duogc bing
cach sir dung mot sd k¥ thuat da biét ddi véi ngudi c6 trinh d6 trung binh trong linh
vuc k¥ thuét nay. Chéng han, cic phan tir siARN c¢6 thé dugc tbng hop hoa hoc hoic
tao ra bang phwong phap téi t6 hop sir dung cac phuong phép da biét trong linh vire k¥
thuét nay, nhu st dung ribonucleosit phosphoramidit dugc bao vé thich hgp va may
téng hop ADN/ARN thong thuong (tham khao, ching han, Elbashir, S.M. et al. (2001)
Nature 411:494-498; Elbashir, S.M., W. Lendeckel va T. Tuschl (2001) Genes &
Development 15:188-200; Harborth, J. et al . (2001) J. Cell Science 114:4557-4565;
Masters, J.R. et al. (2001) Proc. Natl. Acad. Sci., USA 98:8012-8017; va Tuschl, T. et
al . (1999) Genes & Development 13:3191-3197). Theo céch khac, mot s6 nha cung
cép bb kit tong hgp ARN duge ban trén thi trudng gbm c6, nhung khéng chi giéi han
&, Proligo (Hamburg, Germany), Dharmacon Research (Lafayette, CO, USA), Pierce
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Chemical (mot ph?ln cua Perbio Science, Rockford, IL, USA), Glen Research
(Sterling, VA, USA), ChemGenes (Ashland, MA, USA), va Cruachem (Glasgow,
UK). Nhu vay, khong quéa kho dé c6 thé tdng hop ARN gay nhifu c6 chét lugng phi
hop. Ngoai ra, ARN soi kép c6 thé duge bidu hién & dang céc chu triic c6 dau vong
dugc mi hod bdi vecto plasmit, retrovirut va lentivirut (Paddison, P.J. et al. (2002)
Genes Dev. 16:948-958; McManus, M.T. et al. (2002) ARN 8:842-850; Paul, C.P. et
al. (2002) Nat. Biotechnol. 20:505-508; Miyagishi, M. et al. (2002) Nat. Biotechnol.
20:497-500; Sui, G. et al. (2002) Proc. Natl. Acad. Sci.,, USA 99:5515-5520;
Brummelkamp, T. et al. (2002) Cancer Cell 2:243; Lee, N.S., et al. (2002) Nat.
Biotechnol. 20:500-505; Yu, J.Y., et al. (2002) Proc. Natl. Acad. Sci., USA 99:6047-
6052; Zeng, Y., et al. (2002) Mol. Cell 9:1327-1333; Rubinson, D.A., et al. (2003)
Nat. Genet. 33:401-406; Stewart, S.A., et al. (2003) ARN 9:493-501). C4c vecto ndy
thuong c6 doan khéi ddu pollll & vi tri nguge dong ciia ARN sgi kép va co thé biéu
hién cac doan ARN c6 nghia va dbi nghia mdt cach riéng biét va/hodc & dang clu trac
kep téc. Trong té bao, Dicer s& xir Iy ARN kep toc ngén (shARN) thanh cac siARN
hiéu qua. Vung dich cia siARN theo sang ché c6 thé dugc chon tir mot sb trinh tw gen
dich, ching han, trinh tw ma hoa BCL11A, bt dAu tir khoang 25 dén 50 nucleotit, tir
khoang 50 dén 75 nucleotit, hoic tir khoang 75 dén 100 nucleotit xudi dong tinh tir ma
b0 ba khéi dAu. Trinh ty nucleotit ¢6 thé chira cac ving khong dich ma 5> hoic 3’ va
cac ving gin mi bd ba khoi dAu. Mot phuong phép thiét ké phan tir siARN theo sang
ché 12 x4c dinh céu trac l3p lai gdm 23 nucleotit AAN19)TT (SEQ ID NO:21) (trong
d6 N c6 thé 12 mot nucleotit bat ky) va chon cac doan c6 ham lugng G/C it nhét 13
25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70% hodc 75%. Ham luong “TT”
cta trinh ty 13 tiy . Theo mot cach khac, néu khéng tim duge trinh ty nao nhu trén,
qua trinh tim kiém c6 thé dugc mo rong st dung cAu tric 13p lai NA(N21), trong d6 N
c6 thé 12 mot nucleotit bt ky. Trong truong hop niy, ddu 3’ ctia siARN c6 nghia c6
thé dugce chuyén thanh TT dé cho phép tao ra chu trac cap dbi ximg vé thanh phin
trinh ty ctia cac phan nho ra c6 nghia va d6i nghia dau 3’. siARN dbi nghia co6 thé
duogc tdng hop nhur 14 s¢i b sung clia trinh tu nucleotit tinh tir vi tri 1 dén 21 cta trinh
tu gdm 23 nucleotit. Viéc sir dung cac phan nhd ra TT dbi xtng & dau 3’ ¢ thé 1a vu

viét @& dam béng ring cac tiéu phin ribonucleoprotein gay nhidu nho (siRNPs) duge
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tao thanh vai ty 18 cac siRNP cit ARN dich c6 nghia va di nghia 13 twong d6i bang
nhau (Elbashir et al., (2001) sdch da dan va Elbashir et al., 2001 sdch da dén). Phan
tich co s& dir liéu trinh tw, bao gébm nhung khong chi gi¢i han & NCBI, BLAST,
Derwent va GenSeq ciing nhu san phim cia cic cong ty tbng hop oligonucletotit nhur
OLIGOENGINE®, ciing c6 thé dugc sir dung ¢ chon céc trinh tr siARN trong ngén

hang EST dé dam bao ring chi c6 mdt gen dugc lam dich.
Pua céc tac nhan giy nhidu ARN vao té bao

Céac phuong phép dua cac tac nhan gdy nhiéu ARN, ching han, siARN, hoic
cac vecto chira tic nhan gy nhidu ARN vao céc té bao dich, chéng han, t& bao lympho
hoiic céc t& bao dich mong mubn khac @& hip thu gdbm c6 phuong phap tiém ché phim
chira tic nhan giy nhiéu ARN, ching han, siARN, hogc cho té bao, t& bao lympho
ching han, tiép xuc truc tiép v6i chira phdm chira tAc nhan gy nhi€u ARN, chéng han,
siARN. Theo mdt phuong an khac, tdc nhin gy nhiéu ARN, chéng han, siARN co6 thé
dugc tiém tryc tiép vao mach mau, nhu tinh mach, dong mach, tinh mach nhé hodc
dong mach nhd, béng cach, chéng han, tiém thiy dong luc hodc truyén. Ché do st
dung c6 thé 14 bing mot miii tiém hogic nhiéu miii tiém. T4c nhan gdy nhiéu ARN duoc
dwa vao trong chit mang dugc dung. Mot hodc nhiéu tdc nhan gay nhidu ARN c6 thé
dugc st dung ddng thdi. Theo mdt phuong an dwge wu tién, chi mot siARN hudng
dich BCL11A dugc st dung. Theo mdt phuong an, cac té bao dic hiéu duge huéng
dich bang sy gy nhiéu ARN, d& han ché tac dung phu c6 thé c6 cua sy gy nhiéu
ARN gay ra do su nhim dich khong dic hiéu cia viéc gdy nhiéu ARN. Phuong phap
nay c6 thé st dung, chéng han, mdt phtrc hé hodc phan tir dung hop chira gbc hudng
dich té bao va gbc lién két gay nhidu ARN dé dua mot cach hiéu qua sy gy nhiéu
ARN vao té bao. Ching han, protein dung hop khang thé-protamin khi dugc tron véi
siARN, sé& lién két v6i siARN va dua mot cach chon loc siARN vao céc té bao biéu
hién khang nguyén c6 thé nhan dién dugc bsi khang thé nodi trén, tao ra su bét hoat qua
trinh bidu hién gen chi trong cac t& bao biéu hién khang nguyén d6. Gdc lién két véi
ARN gay nhiéu nho hoic phén it kich thich ARN gy nhidu 1a protein hodc ving hodc
doan lién két véi axit nucleic ciia protein, va gbc lién két s& duge dung hop véi mot
phdn ctia gbc hudng dich. Vi tri cia gbc hudng dich c6 thé 1 & dAu carboxyl hodc dau

amino cua ciu tric hoic & giita protein dung hgp. Co ché dwa ARN gy nhiéu qua
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trung gian virut ciing c6 thé dugc sir dung @& dua ARN gay nhifu nhé vao té bao in
vitro va in vivo nhu dugc mo td trong tai liéu Xia, H. et al. (2002) Nat Biotechnol
20(10):1006). Céc co ché dua cac shARN qua trung gian plasmit- hodc virut ciing c¢6
thé duogc st dung d& dua shARN vao té bio in vitro va in vivo nhu duge md ta trong
tai li€u “Rubinson, D.A., et al. ((2003) Nat. Genet. 33:401-406)” va “Stewart, S.A., et
al. ((2003) ARN 9:493-501)”. Céc tac nhin gay nhiu ARN, vi du nhu, siARN hoic
shARN, c6 thé dugc dua vao cung véi cac thanh phﬁn ma thue hién mot hodc nhiéu
hoat tinh sau day: ting cudng mirc dd hip thu cic tic nhan gy nhidu ARN, ching han,
siARN, béi té bao, ching han, t& bao lympho hoidc céc té bao khac, &rc ché qué trinh
ge"m clia cac sgi don, 6n dinh hoa soi don, hay néi cach khéc 1a tao thuédn lgi cho viéc
phan phéi dén té bao dich va lam ting qua trinh e ché gen dich, ching han, BCL11A.
Lidu lugng cua tic nhan giy nhidu ARN cu thé s& 1a lugng cin thiét dé giy nhidu
ARN hi¢u qua, chéng han, bét hoat gen sau dich ma (PTGS), ciia gen dich cu thé, nho
d6 s& e ché qua trinh biéu hién ciia gen dich hoic trc ché hoat tinh hosc ndng do

protein dugc ma hoa béi gen dich.

Theo mot phuong an, nguyén bao tao méu s€ dugce cho tiép xtic ex vivo hoic in
vitro. Theo mdt phuong 4n cu thé, t& bao duge cho tiép xtc 1a té bao thudc dong té bao
tao hdng ciu. Theo mot phwong 4n, ché pham dugc cho tiép xtc s& rc ché qué trinh
biéu hién BCL11A.

“Nguyén bao tao mau” nhu mot thudt nglt duge st dung & day, dung @& chi té
bao thudc dong té bao gbc tao ra cac loai t& bao mau gbm cé dong té bao tiy xwong (té
bao don nhin va dai thuc bao, bach cAu trung tinh, bach céu ua bazo, bach ciu va axit,
té bao hdng cAu, t& bao nhan khdng 16/tiéu ciu, té bao tua), va dong té bao lympho (té
bao T, té bao B, t& bao NK). “Té bao thudc dong t& bao hdng cdu” c6 nghia 14 té bao
duoc cho tiép xuc 1a t& bao trai qua qua trinh tao hdng cdu sao cho sau 1in biét hoa
cudi cing né s& tao thanh té bao hdng ciu hoic té bao mau dd6 (RBC). Céc té bao niy
thudc v& mot trong 3 dong t& bao 1a dong té bao hdng ciu, dong té bao lympho, vi
dong té bao tiy xuong, c6 ngudn gdc tir nguyén bao tao mau & tity xuong. Sau khi boc
10 v6i cac yéu té sinh trudng dic hiéu va cc thanh phin khac cia tiéu mdi trudng tao
mau, nguyén bao tao mau co thé trudng thanh qua mdt loat loai té bao biét hoa trung

gian, tit ca cac dang té bio trung gian ciia dong té bao hdng ciu, dé thanh RBC. Do
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do, t€ bao thudc “dong teé bao hong cau”, nhu thuit nglt dugce st dung & day, bao gébm
nguyén bao tao mau, tién nguyén hong cau, nguyén hong cau wa bazo, nguyén bao

hong cau, nguyén hong cau giai doan cudi, t€ bao hong cau ludi, va t€ bao hong cau.

Theo mot sé phwong 4n, nguyén bao tao méu c6 it nhat mot trong sé céac chi thi
bé mit t& bao dic trung cla nguyén bdao tao mau: CD34+, CD59+,
Thy1/CD90+,CD3 8'°/-, va C-kit/CD117+. Tét hon 13, nguyén bao tao mau c6 mot sb

chi thi néu trén.

Theo mdt sO phuong an, nguyén bao tao mau ctia dong t€ bao hong cau cé chi

thi bé mit té bao dic trung ctia dong t& bao hdng cau 1a: CD71 va Ter119.

Céc té bao gdc, nhu nguyén bio tao mau, c6 kha ning ting sinh va phat sinh ra
nhiéu loai nguyén bao khéc c6 kha nadng tao ra rat nhidu t& bao me, lai c6 thé tao ra céc
té bao con dugc biét hoa, hodc c6 kha ning bi¢t hdéa. Ban than cac té bao con c6 thé
duogc kich thich dé tidng sinh va tao ra céc t& bao thé hé sau s& biét hoa thanh mot hoic
nhiéu loai t& bio trudng thanh, trong khi vAn gitt mdt hodc nhiéu té bao c6 kha ning
phét trién thanh té bio me. Thuat ngit “t& bao gbc” dung dé chi té bao c6 kha ning
hodc ¢6 tiém ning, & mot sé didu kién nhét dinh, c6 thé biét hoa thanh cac té bao dugce
biét héa, va van giit dugce kha niang, & mot sb didu kién nhit dinh, c6 thé ting sinh ma
khong biét héa. Theo mot phwong 4n, thudt ngit “t& bio tb tién” hoic “té bao gbc”
dung dé chi té bao me noéi chung c6 té bao con (té bao thé hé sau) biét hoa theo cac
hudéng khéc nhau, chéng han, béng cach dat dugc cac dic diém riéng bi€t hoan chinh,
nhu dién ra trong qué trinh biét hoa dién tién cta t& bao phdi va mé phdi. Qué trinh
biét hoa té bao 12 mot qua trinh phirc tap thuong dién ra qua nhiéu 14n phéan chia té
bao. Té bao dugc biét hoa c6 thé bit ngudn tir mot té bao da tiém ning ma ban than né
cing bét ngudn tir mot té bao da tiém ning khac. Trong khi mdi té bao da tiém ning c6
thé dugc coi 1a t& bao gbc, thi cac loai té bao c6 thé biét hoa thanh tir té bao gbc lai
khac nhau dang k&. Mot sb té bao dugc biét héa ciing c6 kha ning phéat sinh thanh cac
té bao c6 tiém nang phat trién 16n hon. Tiém ning kiéu trén c6 thé 1a ty nhién hoic c6
thé dugc kich thich nhén tao bing cach xir Iy bang cac yéu td khac nhau. Trong nhiéu
tredong hop, té bao gbe ciing co thé 1a “da tiém nang” vi ching c6 thé sinh ra cac té bao
thudc nhidu loai t& bao khac nhau, nhung diéu nay 14 khéng phai 14 yéu ciu dbi véi “té

bao goc”. Kha nang “tu tai sinh” 1a mt phan co dién trong dinh nghia té bao goc, va la
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can thiét khi st dung trong ngit canh nay. Theo ly thuyét, su tu tai sinh c6 thé xay ra
theo mot hodic hai co ché chinh. Té bao gc c6 thé phan chia khong ddi ximg, trong d6
mot té bao con van giit duge trang thai géc va té bao con con lai biéu hién mét s chirc
ning va kiéu hinh cu thé khac. N6i theo cach khac, mot sb té bao géc c6 thé phén chia
d6i xtmg thanh hai té bao gbc, do d6 van giit duge mot s6 té bao gbc trong nhom té
bao nhu mot thé théng nhét, trong khi cac té€ bao con lai s& phét sinh thanh céac té bao
con biét héa. Thong thudng, “té bao td tién” c6 hinh thai t& bao nguyén thily hon
(nghia 13, & giai doan sém trong con dudong phat trién hoc tién trién so véi té bao da
duoc biét héa hoan toan). Thong thudng, “té bao tb tién” ciing c6 kha ning ting sinh
déng k& hodc rit cao. Té bao 0 tién c6 thé phat sinh thanh nhiéu loai té bao biét hoa
khéc nhau hodc chi mot loai t& bao biét hoéa, phu thudc vao con dudng phat trién va

mdi trudng trong do6 té bao phat trién va biét hoa.

Trong ngit canh phat sinh té bao, cac cum tir “dugc biét héa”, hoic “biét hoa” 1a
céc thuét ngit twong duong. “té bao duge biét héa” 1a té bao da tién xa hon nhiéu trong
con dudng phat trién so véi té bio ma n6 dang duge so sanh véi. Do do, té bao gbc co
thé biét hoa thanh cac tién té€ bao gidi han trong mot dong té bao (nhu nguyén bao tao
mau), dén lugt minh lai c6 thé biét hoa thanh céc loai tién t& bao khac, tién xa hon trén
con dudng phat trién (nhu tién té bao hdng céu), va sau d6 dén t& bao biét hoa & giai
doan cudi, nhu té bao h@)ng clu, ¢6 vai trd dic trung trong mot s6 loai mo, va ¢6 thé

ho#c khong duy tri dugc kha ndng ting sinh thém nira.

Theo mét phuong 4n, chit trc ché qua trinh biéu hién BCL11A dugc chon tir
phén tir nho va axit nucleic. Theo phuwong 4n khéac va t6t hon 13, chét tc ché qua trinh
biéu hién BCL11A 1a tic nhan giy nhiu ARN dic hiéu véi BCL11A, hogc vecto mé
ho4 tac nhan giy nhiéu ARN dic hiéu vdi BCL11A. Theo mdt phuong 4n cu thé, tac
nhén giy nhiéu ARN bao gbébm mot hodc nhidu trinh ty nucleotit trong s6 cac SEQ ID
NO:1 &n SEQ ID NO:6.

Nhu duge st dung & déy, thuat ngit “phén tir nho” dung dé chi mot hop chét
héa hoc bao gdbm, nhung khong chi gidi han &, peptit, phan tir gia peptit, axit amin, cac
chét twong ty axit amin, polynucleotit, cac chit twong tw polynucleotit, aptame,
nucleotit, cac chét twong tu nucleotit, cic hop chét hiru co hoic vd co (nghia 13, bao

gbm céc hop chét hitu co chira nguyén tir khac loai va kim loai hitu co) ¢6 trong lugng
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phén tir it hon khoang 10.000g trén mot mol, cac hgp chét hiru co hodic vo co ¢6 trong
lugng phén tr it hon khoang 5.000g trén mdt mol, cac hop chét hitu co hodic vo co c6
trong lugng phan ti it hon khoang 1000g trén mdt mol, cic hop chét hitu co hoic vo
co ¢0 trong lugng phan tir it hon khoang 500g trén mdt mol, va mubi, este, va cac dang

dwogc dung khac ctia hop chit do.

“Axit nucleic”, nhu dugc md ta & day, co thé 13 ARN hodc ADN, va c6 thé 1a
phén tr s¢i don hodc soi kép, va co thé duge chon, chéng han, tir mot nhém bao gf‘)m:
axit nucleic mi hoa protein quan tdm, oligonucleotit, ddng phan axit nucleic, ching
han peptit- axit nucleic (PNA), PNA bd sung gia (pc-PNA), axit nucleic khéa (LNA)
v.v. Céc trinh tu axit nucleic ndy bao gdm, ching han, nhung khong chi gi¢i han &,
trinh ty axit nucleic ma hoa protein, ching han cic trinh ty hoat dong nhu chit wc ché
phién md, phan tr dbi nghia, ribozym, trinh tu axit nucleic urc ché nho, chﬁng han
nhung khoéng chi gigi han & ARNi, shARNi, siARN, micro ARNi (mARN),

oligonucleotit ddi nghia, v.v.

Nhu dugc mé ta & ddy, sang ché dé cap dén phwong phép ting ndng do

hemoglobin bao thai & dong vét c6 vu.

Do d6, theo mot khia canh, sang ché d& cip dén phuong phép ting ndng o
hemoglobin bao thai & dong vat c6 vi can diéu tri, phwong phap nay bao gbm buédc
cho nguyén bao tao mau & dong vat c6 vu tiép xtc voi lugng hitu hiéu cia ché phim
chira chét (rc ché BCL11A, nhd d6 mirc d6 biéu hién hemoglobin bao thai dugc gia

ting, so véi mirc d9 bi€u hién trude khi cho ti€p xuc.

Khi cho t& bao dong vat c6 vi tiép xic vai chit e ché BCL11A, “ting ndng o
hemoglobin bao thai trong dong vat c6 vii” nghia 1a hemoglobin bao thai & dong vét c6
vi ting it nhét 5% & t& bao dugc xir 1y bing chét trc ché BCL11A so véi té bao déi
chimg tuong duong khong dugc xur ly bang chét (rc ché BCL11A. Pugc uu tién la
mitc do biéu hién hemoglobin bao thai trong t& bao dwgc xir Iy bang chit &rc ché
BCL11A ting it nhit 10%, it nhit 20%, it nhit 30%, it nhit 40%, it nhit 50%, it nhét
60%, it nhét 70%, it nhit 80%, it nhit 90%, it nhit 1 14n, it nhat 2 14n, it nhit 5 14n, it
nhét 10 13n, it nh4t 100 14n, it nhit 1000 1in, hodc cao hon nita so véi té bao duge xtr

Iy bang chit déi chung twong duong. Thudt ngit “té bao dugc xir Iy bang chit ddi
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chimg tuwong duong” nhu dugc sir dung & day dé chi t& bao dugc xir Iy theo quy trinh

tuong tu trir viéc thém chét trc ché BCL11A.

Thuét ngtt “dong vét c6 vi” bao gﬁ‘)m, nhung khong chi gii han & ngudi; linh
trudng nhu khi hinh nguoi, khi, dudi voi, va tinh tinh; cac loai nhu ché va ché séi; cac
loai ho méo nhu méo, su tir, va hd; cac loai ho ngua nhu ngua, lira, va ngua van; gia
stic nhu bo, lon, va ciru; cac loai méng gude nhur huou va huou cao cd; céac loai gim
nhdm nhu chuét nhét, chuot céng, chudt lang; va géu. Theo mot sb phuong an dugc vu
tién, ddng vat c6 vu la nguoi.

Do d6, theo mdt phuong an, dong vat c6é va duogc chidn doan bi bénh
hemoglobin. Theo mdt phuong 4n khac, bénh hemoglobin la bénh B-hemoglobin. Theo
mdt phuong an dugc wu tién, bénh hemoglobin 13 bénh héng clu liém. Nhu duge sir
dung & day, “bénh hdng ciu 1iém” c6 thé 14 thiéu méu hdng ciu 1iém, bénh hong cau
liém hemoglobin C (HbSC), bénh hdng cau liém thiéu mau beta + (HbS/B+), hoic
bénh hdng ciu liém thiéu mau beta khong (HbS/B0). Theo phuong 4n dugc wu tién
khac, bénh hemoglobin 1a bénh thiéu mau B.

Nhu duge sir dung & ddy, thuat ngit “bénh hemoglobin” dung d& chi mot khiém
khuyét bat ky trong cAu tric hodc chirc ning ciia hemoglobin & mdt ca thé, va bao gdm
khiém khuyét trong cAu tric bac 1, bac 2, bac 3, bic 4 cia hemoglobin do mdt dot bién
bét ky, nhu dot bién loai bo hoic thay thé trong ving ma hoa ciia gen B-globin, hodc
d6t bién, hoic mét doan trong doan khéi diu hodc yéu td ting cudng clia gen d6 1am
giam lwong hemoglobin dugc tdng hop so vé6i didu kién binh thudng hodc tiéu chuln.
Thuat ngt ndy con bao gdbm bét ky su giam lugng hodc gidm hiéu qua cia
hemoglobin, dit 12 binh thuong hay bét thuong, do cac yéu t6 bén ngoai nhu bénh, hoa

tri 1iéu, doc to, thude ddc, hodc cac yéu to tuong ty.

Thuét ngit “lugng c6 hiéu qua”, nhu dugc sir dung & day, dung dé chi luong an
toan va du dé didu tri, 1am giam, ho#ic 1am chdm qué trinh phat trién bénh hemoglobin.
Do d4, lugng hitu hi¢u 1a lugng c6 thé diéu tri khoi hodc cai thién tridu ching cla
bénh hemoglobin, 1am chdm qua trinh tién trién cua bénh hemoglobin, 1am chdm hodc
trc ché triéu chimg ctia bénh hemoglobin, 1am cham hodc trc ché su xuét hién coa cac

tridu chimg thir cip ctia bénh hemoglobin hogc {rc ché su phat trién cla tridu ching
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thir cAp ctia bénh hemoglobin. Luwong hitu hiéu dé diéu tri bénh hemoglobin phu thudc
vao loai bénh hemoglobin can dugc diéu tri, mirc d6 ning cua tridu ching, d6i tuong
dugc didu tri, tudi va tinh trang chung cla dbi tuong, phuong thire dung thubc va cac
yéu t6 twong ty. Do d6, khong thé thiéu than trong trong viéc xac dinh chinh x4c
“lugng ¢6 hidu qua”. Tuy nhién, d6i véi mot truong hop cu thé bit ky, “lugng c6 hidu
qua” phit hop c6 thé duge xac dinh béi ngudi c6 trinh do trung binh trong linh vyc k§

thudt nay st dung céc xét nghiém thong thudng.

Phuong phép didu trj theo sang ché s& cai thién mét hoic nhiéu triéu chimng di
kém v6i rdi loan bing cach ting lugng hemoglobin bao thai trong co thé bénh nhan.
Triéu ching thuong di kém véi bénh hemoglobin, bao gém, chéng han, thiéu mau,
giam hip thu oxy & ms, 161 loan chirc ning co quan, gi4 tri hematocrit bét thudng, sinh
tdng hop hdng cAu khéng hidu qua, sd lugng hdng cAu ludi (t8 bao hdng cdu) bat
thuong, ham lugng sit bit thuong, c6 nguyéh bao st hinh vong, phi dai lach, phi dai
gan, suy gidm mau ngoai vi, kho thé, ting huyét tan, vang da, co dau thiéu mau, hoi
chimg nguc cép tinh, dinh lru mau tai lach, cwong dau dwong vat, dot quy, hoi chimg

tay-chén, va dau nhu dau thit nguc.

Theo mdt phwong 4n, nguyén bao tao mau dugce cho ti€p xuc ex vivo hodc in
vitro, va té bao hoic té bao thé hé sau cta nd s€ dugc st dung trén dong vét co vu.
Theo mdt phuong 4n khac, nguyén bao tao mau 14 t€ bao thudc dong dong t€ bao hong

cau.

Theo mdt phuong an, nguyén bao tao mau dugc cho tiép xtc véi ché pham
chira chit e ché BCL11A va chit mang hoidc chét pha lodng dugc dung. Theo mdt
phuong 4n, ché phim néi trén duge ding qua dudng tiém, truyén, nhé giot, hodc theo
dudng ti€u hoa.

Nhu duge st dung & ddy, thuat ngit “duge dung” dung cho ché phim, chét
mang, chit pha lodng va chét phan tig, ding @& chi nguyén liéu c6 thé ding cho dong
vat ¢6 vi ma khoéng gy ra cic tdc dung sinh ly khong mong mudn nhu budn nédn,
chong mit, chan &n va céc tic dung khong mong mubn twong tw. M3i chit mang cén
phai “dugc dung” theo nghia 12 twong hop véi cac thanh phén khéc trong ché phim.

Chét mang dugc dung s& khong thuc ddy viée tao ra dap ng mién dich véi mot hoat
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chit dugc tron cing véi no, trir khi d6 14 diéu mong muén. Quy trinh bao ché duoc
ph'ém chtra hoat chit dugc hoa tan hodc phan tan dd duoc biét rd trong linh vurc k¥
thuat nay va khong cin phai dua trén dang bao ché. Dugc phim chira hop chét theo
sang ché v&i mot hodc nhiéu thanh phin dugc dung. Chét mang c6 thé dang chét pha
loding rén, ban 16ng hodc 16ng, kem hodc vién nang. Thong thuong, cac ché phdm nay
duge bao ché dé c6 thé tiém duoc & dang dung dich hoic hdn dich long, tuy nhién,
ciing c6 thé bao ché dang ché phidm rin thich hop dé pha truéc khi st dung tao thanh
dung dich, hoic ho#c hén dich. Ché phém cling c6 thé dugc nhil trong hoéa hodc duoc
bao ché & dang ché phim liposom. Hoat chét c6 thé dugc tron véi ta dugc dugc dung
va twong hop véi hoat chit va & ham lugng thich hop dé str dung trong céc phuong
phap diéu tri dugc md ta & ddy. Céc ta duge thich hop 13, ching han, nudc, mubi sinh
ly, dextroza, glyxerol, etanol hodc cac ta dugc twong tu va hdn hgp ciia céc ta dugc do.
Ngoai ra, néu mudn, ché phim c6 thé chira nhitng lugng nhé chét b trg nhu chét lam
4m hodc chét nhil hoa, chit dém pH va céc chét trong tu s& 1am ting hidu qua cia hoat
chit. Dugc phdm theo sang ché c6 thé chia mubi duge dung cia cac thanh phén trong
d6. Mubi duge dung bao gbm mudi cong axit (dwgc tao bdi cdc nhém amin tu do cua
polypeptit) dugc tao thanh véi céc axit vd co nhu, ching han, axit hydrochloric hogc
phosphoric, hodc céac axit hitu co nhu axetic, tartaric, mandelic va céac axit twong tu.
Mubi dugc tao bodi cac nhém carboxyl tu do ¢b thé thu dugc tir cac bazo vo co nhu,
chéng han, natri, kali, amoni, canxi hodc st hydroxit, va cidc bazo hitu co nhu
isopropylamin, trimetylamin, 2-etylamin etanol, histidin, procain va cac bazo twong tu.
Céc chit mang dung nap dwoc vé mit sinh ly da dugc biét trong linh vuc k§ thuat nay.
Céc chit mang 16ng 13 dung dich 1éng v trung khong chira thanh phén nao khac ngoai
hoat chit va nudc, hoic chira dung dich dém nhu natri phosphat & d6 pH sinh 1y, dung
dich mudi sinh 1y hodc c4 hai, nhu mubi sinh Iy dugc dém phosphat. Hon nita, chit
mang 16ng c¢6 thé chira nhiéu hon mot mudi dém, cling nhu céc loai mubi khac nhu
natri va kali clorua, dextroza, polyetylen glycol va cac loai chét tan khac. Ché phim
16ng ciing c6 thé chira pha 1éng khic ngoai nuée. Vi du v& cac pha 10ng bd trg 14
glyxerin, diu thyc vat nhu diu hat béng, va nhii tuong nude-diu. Lugng hoat chét
dugc st dung theo sang ché hiéu qua trong didu tri mot sb rdi loan hoic tinh trang cu

thé phu thudc vao ban chét cua rdi loan hoic tinh trang d6, va c6 thé dugc xac dinh
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bing céc k§ thuat 14m sang tiéu chuin. Thuit ngit “chit mang hodc chét pha lodng
duoc dung” ding dé chi cac thanh phan, nguyén liéu hosic chét dan thubc duoc dung,
nhu chit nhdi long hodc rén, chét pha logng, t4 dugc, dung moi hodc vét liu tao nang,
c6 vai trd trong viéc mang hodic vin chuyén hoat chét tir mét co quan, hosic mot phén

cda co thé, dén mdt co quan khac, hodc mot phan khac cta co the.

Nhu duge st dung ¢ day, thudt ngit “duoc sit dung cho” dung dé chi viéc dua
chit trc ché BCL11A vao bénh nhén bing phwong phap hodc dwong ding d& co thé
dua it nhat 12 mot ph'?ln chét e ché vao vi tri mong mudn. Hoat chit &rc ché BCL11A
c6 thé dugc ding theo mdt dudng dung thich hop bét ky dé c6 thé diéu tri hiéu qua cho
bénh nhén, nghia 1a viéc st dung s& dua hoat chit vao mot vi tri mong mubén & bénh
nhan dugc sir dung ché phim, nghia 13 s& c6 it nhit mot hoat chit wc ché BCL11A
hoat ddng & vi tri mong mudn trong mot khoang thdi gian. Khoang thoi gian chét wrc
ché hoat d6ng phu thudc vao thoi gian ban hily in vivo sau khi sir dung trén bénh nhan,
va c6 thé kéo dai chi vai gid, ching han, 24 gid, &én vai ngay hay kéo dai dén vai nam.
Phuong thirc st dung thudc gdm c6 tiém, truyén, nhé giot, hoic qua dudng tiéu hoa.
“Tidm” gdm c6, nhung khong chi gi6i han &, tiém tinh mach, tiém bép, tiém dong
mach, tiém vao vé ndo, ti€m vao néo thét, tiém vao nang, ti€ém vao mét, tiém vao tim,
tiém vao da, tiém vao phic mac § bung, tiém qua khi quén, tiém dudi ra, tiém dudi
biéu bi, tiém dudi nang, tiém dudi mang nhén, tiém vao cit séng, tiém vao ndo tly, va
tiém vao xuong tc.

Theo mot phuwong an, nguyén bao tao mau cia dong vét c6 vi can didu trj dugc

cho tiép xtic véi ché phdm trc ché qua trinh biéu hién BCL11A.

Thuét ngit “Gc ché qué trinh biéu hién BCL11A” dung dé chi mirc dd biéu hién
BCL11A & nhém duge xit ly bing chét wc ché BCL11A thip hon it nhit 5% so véi
nhém dbi chimg twong dwong khong dugce xir Iy chét irc ché BCL11A. Dugc uu tién 12
ty 16 phin traim mirc d6 biéu hién BCL11A trong nhém dugc xit ly bing chit trc ché
BCL11A thép hon it nhit 10%, it nhit 20%, it nhit 30%, it nhat 40%, it nhit 50%, it
nhét 60%, it nhit 70%, it nhat 80%, it nhit 90%, it nh4t 1 1in, it nhit 2 1in, it nhét 5
1in, it nhét 10 1in, it nh4t 100 14n, it nhit 1000 1in, hoic thip hon nita so véi nhém
duoc xir Iy bang chit ddi chimg trong d6 chét trc ché BCL11A khong dugc thém vio.
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Theo mot phuong 4n, chét irc ché qua trinh biéu hién BCL11A dugc chon tir
phén tir nho va axit nucleic. Theo mdt phuong an dugce wu tién, axit nucleic 1a ARN
gdy nhiéu dic hidu véi BCL11A hoic vecto md héa ARN giy nhiéu, hodc aptamer gén
v6i BCL11A. Theo mdt phuong 4n duge wu tién, ARN gy nhiéu bao gbm mot hoic
nhiéu trinh ty nucleotit trong sb c4c trinh ty tir trinh ty SEQ ID NO:1 dén trinh tu SEQ
ID NO:6.

Theo mdt phuwong an, nguyén bao tao mau cia dong vat cé vi can diéu tri dugc

cho tiép xtic voi ché phdm trc ché hoat tinh BCL11A.

Thuét ngit “tc ché hoat tinh BCL11A” nghia 1a lugng hoat tinh chirc ning cta
BCL11A & nhém duge xit Iy bing chét irc ché BCL11A thip hon it nhit 5% so véi
nhom d6i chtng twong dwong khong dugc xit 1y bang chit tc ché BCL11A. Pugc uu
tién 13 ty 18 phén trim hoat tinh BCL11A trong nhém dugc xt Iy bang chit wc ché
BCL11A thép hon it nhit 10%, it nht 20%, it nhit 30%, it nhit 40%, it nhit 50%, it
nhéit 60%, it nht 70%, it nhét 80%, it nhit 90%, it nhit 1 14n, it nhat 2 lan, it nhat 5
14n, it nhat 10 14n, it nhét 100 I4n, it nhit 1000 1in, hodc thip hon nita so v&i nhém dbi
chimg twong duong trong d6 khong co chét tc ché BCL11A. Téi thiéu 13, hoat tinh
BCL11A c6 thé dugc thir nghiém bing céch x4c dinh mirc d6 biéu hién BCL11A theo
ndng dd protein hosic ARN thong tin, sir dung cac k¥ thudt tiéu chuén trong linh vuc
k¥ thuat nay. Theo mdt cach khac, hodc ngoai ra, hoat tinh BCL11A ¢6 thé dugc xac
dinh st dung céu tric gen thong béo, trong d6 cAu tric gen thong bdo 1a chu tric nhay
cam v&i hoat tinh BCL11A. Trinh tu locut y-globin cé thé duogc nhin biét bsi cu tric
lién két v6i axit nucleic cia cu trac BCL11A. Theo mdt cach khéc, hodc ngoai ra,
hoat tinh BCL11A c6 thd dugc thir nghiém bing chch do mic d6 biéu hién
hemoglobin bao thai theo ndng 49 ARN thdng tin hogc protein sau khi xt 1y bing chit
trc ché BCL11A. Su ting mirc dd bidu hién hemoglobin bao thai it nhit 10% c6 nghia
12 hop chét thir nghiém chinh 14 chét trc ché BCL11A.

Theo mot phuong 4n, chit trc ché hoat tinh BCL11A dugc chon tir nhém bao
gdm khang thé khang BCL11A hoic manh lién két khang nguyén ctia n6, phan tir nho,
va axit nucleic. Theo mdt phuong an dugce uu tién, axit nucleic 1a ARN gay nhiéu dic

hiéu véi BCL11A, vecto ma héa ARN gay nhiéu, hodc aptamer gén véi BCL11A.
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Theo phwong an duoc wu tién khac, ARN gay nhiéu bao gdbm mot hodc nhiéu trinh ty

nucleotit trong s6 c4c trinh tu tir trinh tr SEQ ID NO:1 dén trinh tu SEQ ID NO:6.

“Khang th&” c6 thé duoc sir dung theo phuong phap duge md ta & day gbm c6
globulin mién dich nguyén ven, manh lién két khang nguyén ctia globulin mién dich,
cling nhu protein lién két khang nguyén chira ving chic ning lién két véi khang
nguyén cia globulin mién dich. Manh lién két khang nguyén cua globulin mién dich
bao gém, chéng han, Fab, Fab’, F(ab’)2, scFv va dAb. Dang khang thé duoc bién dbi
da dugc phat trién van gitt dugce dd dac hicu lién Kkét, nhung con c6 céc dic khac mong
muén, chéng han, déc hi¢u kép, da tri (nhiéu hon hai vi tri lién két), va c¢6 kich nhé gon
(ching han, chi ¢6 c4c viing chirc ning lién két). Cac khang thé chudi don thiéu mot sé
hodc toan bd ving cb dinh cia khang thé nguyén ven. Do d6, khéng thé nay c6 thé
khic phuc mot sé van @2 di kém véi viée st dung khang thé nguyén ven. Ching han,
khang thé chudi don khong c6 xu huéng tao céc lién két khong mong mudn gitta viing
cé dinh chudi ning va cac phan tir sinh hoc khac. Ngoai ra, khéng thé chudi don nhé
hon déng ké so véi khang thé nguyén ven va c6 thé c6 kha ning thim tét hon so véi
khang th nguyén ven, gitp cho khang thé chudi don dinh vi va lién két véi céc vi tri
lién két khang nguyén dich hiéu qua hon. Hon nita, kich thuéc tuong d6i nho cta
khéng thé chudi don s& 1am cho khéang thé nay it c6 kha ning tao ra cic dap (mg mién
dich khong mong mudn & bénh nhan so véi khéng thé nguyén ven. Khang thé gdm
nhidu chudi don, mdi chudi c6 mot ving chirc nang VH va VL dugc lién két ddng hoa
tri v6i nhau bing doan lién két peptit thir nhét, c6 thé dugc lién két ddng héa tri voi
nhau bing it nhit mot hodc nhidu doan lién két peptit dé tao thanh cac khang thé chudi
don da tri, c6 thé 13 don dic hiéu hodc da dic hiéu. Mbi chudi trong khang thé chudi
don da tri chita mot ving bién dbi chudi nhe va ving bién dbi chudi ning, va dugc lién
két bing doan lién két peptit v6i it nhit mot chudi khac. Poan lién két peptit tao béi it
nhét 15 gbc axit amin. S6 lwgng axit amin 16n nhét trong doan lién két 14 khoang 100.
Hai khéng thé chudi don c6 thé dwoc két hop véi nhau dé tao thanh khéng thé kép, con
dugc goi 1a khang thé luong tri. Khang thé kép c6 hai chudi va hai vi tri lién két, va c6
thé 12 don dic hidu hodc da dic hiéu. Mdi chudi trong khang thé kép bao gdm ving
VH duge ndi voi ving VL. Céc ving chirc ning ndy duge nbi bing doan lién két du

ngdn d€ tranh lién ket gifta cdc ving chirc ning trén cung mot chudi, do d6 s& tao ra
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lién két gifta cac ving bd sung trén cac chudi khac nhau @8 tao ra hai vi tri lién két
khang nguyén. Ba khang thé chudi don c6 thé dugc két hop dé tao thanh khéng thé 3
chudi, con dugc goi 1a khang thé tam tri. Khang thé 3 chudi dugc tao ra bing cic diu
axit amin cda cac ving VL hodc VH dugc dung hop truc tiép voi dau carboxyl cia
mot ving VL hodc VH, nghia 1a, khong c6 doan lién két nao. Khang thé 3 chudi c6 3
d4u Fv trong d6 cac chudi polypeptit duge sip xép theo kiéu diu-dudi, theo vong tron.
Mot cAu hinh c6 thé c6 cta khang thé 3 chudi 1a mit phing véi 3 vi tri lién két ciing
n3m trong mot mit phing mdi vi tri cach nhau mot goc 120 d9. Khang thé 3 chudi c6
thé don dic hiéu, ludng dic hiéu hodc ba dic hig¢u. Do d6, khang thé hiru dung trong
phuong phap dugc mo ta & day gdm c6, nhung khong chi gi6i han &, khang thé tu
nhién, manh ludng tri nhu (Fab')2, manh don tri nhu Fab, khang thé chubi don, Fv
chudi don (scFv), khang thé mot ving chirc ning, khang thé chudi don da tri, khéng
thé kép, khang thé 3 chudi, va cac khéng thé tuong tu lién két dic hiéu véi khang

nguyeén.

Céc khang thé ciing c6 thé dugc tao ra tir mot polypeptit hodc mot phén cua
polypeptit bing céc phuong phép da biét dbi v6i ngudi cb trinh do trung binh trong
linh vuc k¥ thuat nay. Khang thé cling c6 thé dugc tao ra trong dong vat nhu thé hogc
chudt bing cach ching ngira san pham gen, hodc mdt doan gen d6. Chudt duge ching
ngua la ngudn té bao B rét hitu ich d& san xuét té bao lai, t& bao lai s& dugc nubdi cdy dé
tao mot khdi lwong 16n khang thé don dong. Phuong phap san xuét khang thé dugc mé
ta chi tiét, ching han, trong tai liéu Harlow et al., 1988. Mic du ca khang thé da dong
va don dong co thé sir dung trong phuong phéap duge md ta & day, duge wu tién 1a st

dung khang thé don dong khi cin do dic hiéu gia ting dbi véi mot protein cu thé.

Theo mdt phwong an, chit trc ché hoat tinh BCL11A gy can tré dén céc tuong
tac cia BCL11A véi thanh phén lién két BCL11A. Theo mot phuong é4n, cic thanh
phin lién két BCL11A 1a GATA-1, FOG-1 va cc thanh phin cia phirc hé NuRD.
Theo mét phuong an khéc, cic thanh phin lién két BCL11A 1a matrin-3, MTA2 va
RBBP7.

Thuét ngit “can trd cac twong tac cia BCL11A véi cic thanh phin lién két
BCL11A” ding @& chi muc do twong tac cia BCL11A v6i cac thanh phan lién két
BCL11A & céc quin thé duge xit Iy bing chét tc ché BCL11A 1a thip hon it nhét 5%
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so voi quin thé d6i ching twong twong ma khong duge xit 1y bang chét trc ché
BCLI11A. Bugc uvu tién 1a, mic dd twong tdc cuia BCL11A véi thanh phﬁn lién két
BCL11A trong quin thé dugc xir 1y bing chét rc ché BCL11A 14 thip hon it nhit
10%, it nhit 20%, it nhat 30%, it nhit 40%, it nhit 50%, it nhit 60%, it nhit 70%, it
nhit 80%, it nhit 90%, it nhit 1 14n, it nhét 2 14n, it nhét 5 14n, it nhét 10 14n, it nhit
100 14n, it nhét 1000 14n, hodc thip hon nita so véi quén thé ddi chimg twong duong
khong dugc xir ly bing chét trc ché BCL11A. Téi thidu, sy twong tic BCL11A c6 thé
duge thtr nghiém bing cach xéac dinh lugng BCL11A lién két v6i thanh phan lién két
BCL11A st dung céc k§ thuét tiéu chudn trong linh vic k§ thuit ndy, bao gbm, nhung
khong chi gidi han &, do quang phd khéi, thir nghiém két tha mién dich, hodc thi
nghiém loc gel. Theo mdt cach khéc, hodic ngoai ra, hoat tinh BCL11A c6 thé dugc thir
nghiém bing cich do mirc do bidu hién hemoglobin bio thai theo ndng d mARN

hodc protein sau khi xir Iy bing chét rc ché BCL11A.

Theo mdt phuwong an, hoat tinh BCL11A 14 sy tuong tac cia BCL11A véi cac
thanh phin lién két cia n6: GATA-1, FOG-1, céc thinh phin cia phirc h¢ NuRD,
matrin-3, MTA2 va RBBP7. Do d6, khang thé hoic manh khang thé bit ky, phan tir
nhd, hop chit hay hoa chét co6 thé ngin sy twong tac nay s& dugce coi la chit trc ché
hoat tinh BCL11A.

Theo mét phuwong a4n, mgt phuong phép bét ky da biét trong linh vuc nay c6 thé
duoc st dung @& do s ting bidu hién hemoglobin bao thai, ching han, phén tich thdm

tach Westen cho protein y-globin bao thai va dinh lugng mARN cua y-globin bao thai.

Nhu duoc mé ta & day, va cling duge coi 1a mdt dbi tuong cua sang ché 1a
phuong phéap sang loc cac chit diéu bién hoat tinh BCL11A hoic qué trinh biéu hién
8 x4c dinh chat wc ché BCL11A.

Do d6, theo mot khia canh, sang ché d& cip dén phuong phip xac dinh chét
didu bién hoat tinh hodc qua trinh biéu hién BCL11A, phuong phép ndy bao gbdm bude
cho nguyén bao tao mau tiép xtic voi ché phim chira hop chét thir nghiém, va xac dinh
ndng d6 ciia hemoglobin bao thai hogc ARN thong tin ctia hemoglobin bao thai trong

t€ bao ndi trén hodc té bao thé hé sau cia nd, trong d6 sy ting ndong do hemoglobin
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bao thai chi ra ring hop chét thir nghiém ndi trén chét trc ché hoat tinh hodc qué trinh
biéu hién BCL11A.

Theo mdt phuong an, nguyén bao tao mau dugc cho tiép xtic in vivo, ex vivo,
hoic in vitro. Theo mdt phuong 4n, t& bao noi trén 1 té bao cla ngudi, linh truéng
khong phai nguoi hodc dong vat c6 vi. Theo mot phwong an, hop chét thir nghiém
phan tir nho, khang thé hoic axit nucleic. Theo mdt phuong 4n, ché phim chira hop

chét n6i trén s& tao ra sy ting mirc do biéu hién hemoglobin bao thai.
DPinh nghia

D& thuan tién, mot sb thuat ngit st dung trong toan by ban md ta s& dugc dé cép
& day. Trur khi dugce quy dinh khéc, tAt ca cac thuat ngit khoa hoc va k¥ thuét duge st
dung & ddy déu c6 nghia tuong ty nhu nghia dugce hiéu théng thudng béi ngudi co

trinh d6 trung binh trong Iinh vuc k¥ thuit twong Ung.

Nhu dugce sir dung & dy, thuat nglt “vecto” dung dé chi phan tir axit nucleic c¢6
kha ning van chuyén mot phén tir axit nucleic khac gén v&i nd. Mot loai vecto dugc
goi 14 “plasmit”, 12 mot phén tr ADN so¢i kép vong trong d6 céc doan axit nucleic bd
sung cO thé dugc ndi vao. Mot loai vecto khéc 1a vecto virut, trong d6 cac doan axit
nucleic bd sung c6 thé duoc ndi vao hé gen ctia virut. Mot sd vecto c6 kha ning ty sao
chép trong té bao chi ma ching dugc dua vao (chdng han, vecto vi khuan c6 diém
khoi ddu phién mi cia vi khuén va vecto thé bd trg cia dong vat c6 vit). Céc loai
vecto khac (ching han, vecto khong phai thé bd tro cta dong vat c6 vit) duge két hop
vao hé gen cua té bao chii sau khi bién nap vao té bao, va nhd d6 s& dugc sao chép
cung vdi hé gen cua té bao chu. Hon nita, mot sb vecto c6 kha ning dinh huéng qua
trinh biéu hién ciia cac gen ma chung dugc lién két linh dong v6i. Céc vecto ndy & déy
dugc goi 1a “vecto biéu hién tai td hop”, hodc don gian hon 1a “vecto biéu hién”. Noi
chung, vecto biéu hién hitu dung trong k§ thudt ADN tai t5 hop thudng & dang
plasmit. Theo séng ché, thuat ngir “plasmit” va “vecto” c6 thé dugc st dung thay thé
cho nhau vi plasmit 1a dang vecto thudng dugc sir dung nhiéu nhit. Tuy nhién, séng
ché con dé cap dén cac dang vecto biéu hién khéac, nhu vecto virut (chéng han,

retrovirut khong sao chép dugc, lentivirut, adenovirut), cling c6 chirc nang tuong tu.
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Theo mdt phuong an, cac lentivirut dugc st dung dé dua modt hodc nhiéu phén tu

siARN cuia sang ché vao té bao.

Trong vecto bidu hién, thuat ngir “dugc lién két linh dong” dugc ding dé chi
rang trinh ty nucleotit quan tim duoc lién két vé6i (cac) trinh tur didu hoa theo cach
thitc ma cho phép bidu hién trinh tu nucleotit xay ra (vi du, trong hé théng phién
ma/dich mi in vitro hodc trong té bao dich khi vecto duge dua vao té bao dich). Thuét
ngit “trinh tu diéu hoa” bao gdm cac doan khoi dau, yéu té ting cudng va cac yéu td
kiém soat qua trinh biéu hién khéc (ching han, trinh tu tin hiéu polyadenyl héa). Cac
trinh tu yéu td didu hoa da dugc dé cap, chéng han, trong tai li€u “Goeddel; Gene
Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego,
CA (1990)”. Trinh tu diu hoa gdm céc trinh ty didu khién qua trinh biéu hién lién tyc
trinh ty nucleotit trong nhiéu loai t& bao cha khéac nhau va céc trinh tu didu khién qua
trinh biéu hién cia trinh tu nucleotit chi trong mot sb loai t& bao chu nhét dinh (chéng
han, trinh tw didu hoa dic hidu mé). Hon nita, cic tic nhan giy nhifu ARN c6 thé
dugc phan phbi béi vecto chira trinh ty didu hoa dé dinh huéng qua trinh tdng hop cac
siARN theo sang ché tai cac thoi diém cu thé, hoic trong mot khoang thoi gian cu thé.
Nguoi ¢ trinh d§ trung binh trong linh vuc ky thuét twong ing s€ hiu ring viéc thiét
ké vecto bidu hién c6 thé phu thudc vao cac yéu t6 nhur lwa chon té bao dich, mic do

bi€u hién ctia siARN mong mudn, va cac yéu to tuong tu.

Céc vecto biéu hién theo sang ché ¢6 thé dugc dua vao té bao dich dé tao ra cac
phan tr siARN theo sang ché. Theo mot phuong 4n, ADN khuon, ching han, ADN
khu6én ma héa phén tr siARN dinh hudng chéng lai alen dot bién, c6 thé duge gén vio
vecto biéu hién dudi su kiém soét cia ARN polymeraza III (Pol III), va dugc dua vao
té bao dich. Pol III s& didu khién qua trinh téng hop cac ban phién ma nhd, khong ma
hoa, c6 dau 3’ dugc x4c dinh bing phin dudi ndm trong doan trinh tu thing gdm 4 dén
5 thymidin. Do d6, ADN khudn c6 thé dugc sir dung dé téng hop, in vivo, ca soi c6
nghia va soi dbi nghia ctia cic siARN c6 tic dung gay nhiéu ARN (Sui, et al. (2002)
PNAS 99(8):5515).

Nhu duogce st dung theo sang ché va yéu ciu bao ho, thuat ngit “phwong phap”
bao gdm mdt hodc nhiéu phuong phép, vi/hoic buédce tién hanh cta phuong phép dugc

md ta & diy va/hodc cac phuong phap ma s€ trd nén rd rang v6i ngudi co6 trinh do

-41-



20969

trung binh trong linh vyc k¥ thudt ndy sau khi doc ban mo ta. Cén hidu ring phin md
ta chi tiét trén day va ph?ln vi du thyc hién sang ché sau day chi c6 muc dich minh hoa
va khong lam giéi han pham vi cla séang ché. Cac thay dbi va bién dbi khac nhau a6i
véi cac phuong an dugce dé cap co thé duoc thuc hién ma khong vuot ra ngoai pham vi
cta sang ché. Hon nia, tit ca c4c tai liéu patent, don patent va cong b tim duoc duge
dua vao diy voi muc dich mo6 td va minh hoa, chéng han, cac phuong phép duge dé
cap trong cac Cong b c6 thé duge st dung cling voi sang ché. Cac cong b6 nay dugc

dua ra trude ngay ndp don sang ché nay.
Sang ché ¢6 thé duge xac dinh theo cac diém bét ky sau day:

[A] Phuong phip dé 1am ting ndéng dd hemoglobin bao thai trong té bao,
phuong phép nady bao gdbm budc cho nguyén bao tao mau tiép xtic v6i mot
lugng hitu hi€u cua ché phém chira chét trc ché BCL11A, nhd d6 qua trinh biéu
hién hemoglobin bao thai dugc ting 1én trong té bao, hoic té bao thé hé sau cta
né, so véi t& bao trude khi cho tiép xtc.

[B] Phuong phép theo diém [A], trong d6 nguyén bao tao mau la té€ bao
thudc dong té bao hdng cau.

[C] Phuong phéap theo diém [A], trong d6 nguyén bao tao mau dugc cho tiép
x0c ex vivo hodc in vitro.

[D] Phuong phép theo diém [A], trong d6 ché phim chua chit uc ché
BCL11A s& tc ché qua trinh biéu hién BCL11A.

[E] Phuong phap theo diém [D], trong d6 chét tc ché qua trinh bidu hién
BCL11A dugc chon tir phin tir nhé va axit nucleic.

[F] Phuong phap theo diém [E], trong d6 axit nucleic 1a tic nhan gay nhiu
ARN dic hiéu v6i BCL11A, hodc vecto mi héa tac nhan gdy nhidu ARN dic
hiéu véi BCL11A.

[G] Phuong phap theo diém [F], trong d6 tic nhan gy nhidu ARN bao gdm
mot hodc nhidu trinh tu nucleotit trong s6 cac trinh tw SEQ ID NO:1 dén SEQ
ID NO:6.

[H] Phuong phap theo didm [A], trong d6 ché phim chira chét tc ché
BCL11A s& tic ché hoat tinh BCL11A.
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[I] Phwong phap theo diém [H], trong d6 chét &c ché hoat tinh BCL11A
dugc chon tir nhém bao gdm khang thé khang BCL11A hoic manh lién két
khéang nguyén cia n6, phan tir nho va axit nucleic.

[J] Phuwong phép theo diém [I], trong d6 axit nucleic 13 tdc nhan giy nhiéu
ARN dic hiéu v6i BCL11A, vecto ma hda tic nhan giy nhiéu ARN, hoic mot
aptame lién két véi BCL11A.

[K] Phwong phép theo diém [J], trong d6 tic nhan gdy nhiéu ARN bao gbm
mot hodc nhidu trinh ty nucleotit trong s6 cac trinh tw SEQ ID NO:1 dén SEQ
ID NO:6.

[L] Phuong phap ting ndng dd hemoglobin bao thai & dong vat c6 vi,
phuong phap nay bao gdm budc cho nguyén bao tao méu & dong vat ¢ vu tiép
xtic v6i mot lugng hiru hidu cta ché phim chira chit e ché BCL11A, nho d6
murc d6 bidu hién hemoglobin bao thai dugc ting 1én & dong vat c6 vi so véi
mitc d6 biu hién trudce khi cho tiép xic.

[M] Phwong phép theo diém [L], trong d6 dong vat c6 vi dugc chén doén bi
bénh hemoglobin.

[N] Phwong phap theo diém [M], trong d6 bénh hemoglobin 1a bénh B-
hemoglobin.

[O] Phuong phép theo diém [M], trong d6 bénh hemoglobin 1 bénh héng
cau liém.

[P] Phuong phap theo diém [M], trong d6 bénh hemoglobin 12 thiéu mau B.
[Q] Phwong phap theo diém [L], trong d6 nguyén bao tao mau dugc cho tiép
xuc ex vivo hodc in vitro, va té bao nay hodc té bao thé hé sau cta nd s& duoc
dung cho ddng véat co vi.

[R] Phwong phép theo diém [L], trong d6 buéc cho té bao tiép xuc bao gdm
viée cho té bao tiép xuc v6i ché phidm chira chat tic ché BCL11A va chit mang
hoic chét pha lodng dugc dung.

[S] Phwong phap theo diém [L], trong d6 ché phdm dugc ding qua dudng
tiém, truyén, nho giot hoic qua dudng tiéu héa.

[T] Phuong phap theo didm [L], trong d6 ché phim chira chit trc ché
BCL11A s& trc ché qua trinh biéu hién BCL11A.
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[U] Phuwong phép theo diém [T], trong d6 chét @c ché qua trinh biéu hién
BCL11A duogc chon tir phéan tr nho va axit nucleic.

[V] Phuong phép theo diém [U], trong d6 axit nucleic 13 tdc nhan gy nhiéu
ARN dic hiéu v6i BCL11A hoic vecto ma hda tac nhan gy nhidu ARN, hoic
mdt aptamer lién két véi BCL11A.

[W] Phuong phéap theo diém [V], trong @6 tdc nhén gy nhiéu ARN bao gdm
mot hodc nhiéu trinh ty nucleotit trong sb c4c trinh tu tr trinh ty SEQ ID NO:1
dén trinh ty SEQ ID NO:6.

[X] Phuong phap theo diém [L], trong d6 ché phdm chtra chét e ché
BCL11A s& tic ché hoat tinh BCL11A.

[Y] Phuong phap theo diém [X], trong d6 chét rc ché hoat tinh BCL11A
dugc chon tir nhém bao gdm khang thé khang BCL11A hoic manh lién két
khang nguyén cta nd, phén tir nhd, va axit nucleic.

[Z] Phuong phép theo didm [Y], trong d6 axit nucleic 14 ARN gay nhiéu dic
hiéu v6i BCL11A, vecto ma héa ARN gay nhiéu, hodc aptame lién két véi
BCL11A.

[AA] Phuong phép theo diém [Z], trong d6 tac nhan gdy nhifu ARN bao gdom
mot hodc nhiéu trinh ty nucleotit trong s6 céc trinh tir tr trinh tv SEQ ID NO:1
dén trinh ty SEQ ID NO:6.

[BB] Phuong phap xéac dinh chét didu bién hoat tinh hodc qua trinh bidu hién
BCL11A, phuong phap nay bao gdm budc cho nguyén bao tao méu tiép xtic
v6i ché phim chira hop chit thir nghiém, va do ndng d hemoglobin bao thai
hoic mARN cuia hemoglobin bao thai trong té bao d6 hodc té bao thé hé sau cia
no, trong d6 su ting hemoglobin bao thai chi ra rang hop chét thir nghiém 1a
chét trc ché hoat tinh hodc qua trinh biéu hién ciia BCL11A.

[CC] Phuong phép theo diém [AA], trong d6 nguyén bao tao mau dugc cho
tiép xuc in vivo, ex vivo, hodc in vitro.

[DD] Phuong phép theo diém [AA], trong d6 té bio 1a t€ bao clia ngudi, linh
trudng khong phai ngudi, hodc ddng vat co vu.

[EE] Phuong phap theo diém [AA], trong d6 hop chét thir nghiém 13 phan tt

nhd, khang thé hodc axit nucleic.
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[FF] Phuong phap theo diém [AA], trong d6 ché phim thir nghiém giy ra su
ting ndng dd ARN thong tin ciia hemoglobin bio thai hoic qué trinh biéu hién

protein.

Sang ché s& duoc minh hoa ro rang hon bing phin vi dy thuc hién sang ché sau
day, va khong nén hiéu ring séng ché s& chi gi6i han & nhitng vi du do.
Vi du thye hién sang ché
Vidul
Vit li€u va phuong phép
Nuobi ciy té bao

Té bao ting sinh nguyén hdng cau-nguyén bao tiy (MEL) dugc nudi cdy va thé
tich dong mang enzym BirA va dang dugc gén dubi cia BCL11A duogc tao ra nhu da
mo 4 trude ddy (Woo et al., Mol Cell Biol 28, 2675 (2008)). T4t c4 c4c chu tric dugc
tao ta st dung k¥ thuat ADN tai td hop chuén. Céc té bao MEL dugc duy tri trong moi
truong Eagle bién dbi ciia Dulbecco (DMEM) ¢6 huyét thanh bao thai bé 10% (FCS)
va penixilin-streptomyxin 2% (P/S). Cac loai khang sinh thich hop dugc thém vao moi
treong khi can dé chon loc hoic duy tri thé tach dong, nhu duge md ta (Woo et al.,
Mol Cell Biol 28, 2675 (2008)).

Té bao COS-7 va 293T dugc duy tri trong DMEM vé6i FCS 10%. Té bao duge
chuyén nhidm bing chét phan tng FuGene 6 (Roche) theo huéng din cta nha san

xuat.

Céc té bao so cép CD34+ cia nguoi thu dugc tir céc mau don nhan dugc chon
bing phwong phép tir tinh cia miu mau ngoai vi dugce huy dong bing G-CSF tir nguoi
hién ting va dugc lam lanh sau khi phan 14p. Céc té bao thu duge tir Yale Center of
Excellence in Molecular Hematology (YCEMH). Céc té bao dugc rd dong va rira bang
RPMI 1640 véi FCS 10%, va sau d6 dugc cdy trai trong moi trudng StemSpan SFEM
(StemCell Technologies Inc.) v6i hon hop xytokin 1X CC100 (StemCell Technologies
Inc.) va P/S 2%. Céc té bao duoc duy tri trong mdi truong biét hoa & mat d tir 0,1 dén
1x10° té bao/ml va moi trudng duogc thay dbi hing ngay hoic sau 3 ngay néu can. Cac

té bao dugc giit trong moi trudng gidn né trong tbng sb 6 ngay. Vao ngay thtt 6, té bao
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dugc cAy trai lai vao méi truong StemSpan SFEM c6 P/S 2%, SCF 20ng/ml, Epo
1U/ml, IL-3 5ng/ml, 2mmol dexamethason, vd 1mmol B-estradiol. Cac té bao dugc
duy tri trong méi trudng biét hoa, mdi truong dugc thay dbi hang ngay hoic sau 3
ngdy néu cn. Céc té bao duoc duy tri & mat do tir 0,1 dén 1x10° té bao/ ml. Vao ngay
thir 3 ciia qua trinh biét héa, c6 sy ddng nhit manh hon trong méi trudng. Vao ngay
thir 5, phan 16n té bao déu c6 hinh thai so bd cia tién nguyén bao hdng cdu va vao
ngdy thir 7 phéan 16n té bao du c6 hinh thai nguyén bao hdng ciu wa bazo. Vao ngay
thir 12, phin 16n té bao c6 hinh thdi ciia nguyén bao hdng ciu bit mau binh thudng va
bat nhidu mau.

Dich méu dugc chuén bj tir cc t& bao vao ngiy 12 ciia qua trinh biét hoa, nhu
da duwgc mod ta (Sankaran et al., Genes Dev. 22:463 (2008)), stt dung phuong phéap gy
tan thdm thdu trong nuéc va 3 chu trinh ddng lanh-rd dong nhanh. Cac manh v té bao
dugc 1am sach bang phuong phép ly tim va dich thiy phén dugc bao quan & nhiét do -
80°C ho#c trong mdt vai ngdy & nhiét d 4°C. Dién di hemoglobin bing xenluloza
axetat va sic ky 16ng hiéu ning cao (HPLC) dugc tién hanh trong cic phong thi
nghiém 1am sang & bénh vién Brigham and Women st dung céc ti€u chuén 14m sang

d6i voi hemoglobin ctia ngudi.
Téch chiét ARN va gRT-PCR

Qua trinh phan tich ARN dugc thyc hién sir dung hoéa chét Trizol (Sigma) hodc
bing bot kit RNeasy Mini Kit (Qiagen). ARN thu dugc bing cach sir dung hoa chat
Trizol, tiép theo dugc xir 1y bing RQ1 ADNaza (Promega) truoc khi qué trinh tdng
hop ADN bd trg dién ra. Qua trinh phén gidn trén c6t ADNaza (Qiagen) dugc thuc
hién theo hudng din cta nha san xuit bing b kit RNeasy Mini Kit. ADN b trg dugc
téng hop bing b kit tng hgp ADN bb trg iScript (Bio-Rad). PCR x4c dinh theo thoi
gian thuc dugce thuc hién sir dung iQ SYBR Green Mastermix (Bio-Rad), nhu duoc
md ta trudc diy (Sankaran et al., Genes Dev. 22:463 (2008)). Mirc do biéu hién twong
d6i dugc dinh lugng bing cach st dung phuong phap AACt nhu d& dwgc md ta
(Sankaran et al., Genes Dev 22, 463 (2008)). Trinh ty cta doan mdi sir dung cho RT-
PCR 12 c6 sin theo yéu cu. Qua trinh bao ché miu dé phan tich biéu hién trén vi mach
dugc thuc hién nhu @3 duge mod ta (Sankaran et al., Genes Dev 22, 463 (2008)) va vi

mach dugc xtt Iy bing Dana-Farber Cancer Institute Microarray Core Facility. Quy
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trinh x1r ly s6 liéu dugc thuc hién str dung dChip tai phong vi tinh trén trang Web cia
trudong dai hoc Harvard va trang web ciia to chirc r-project) v6i quy trinh loc duge thyuc
hién nhu da dugce mo ta (Sankaran et.al., Genes Dev 22, 463 (2008); Mootha et al., Nat
Genet 34, 267 (2003); Su et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 101:6062 (2004); va Su
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 99:4465 (2002)). Vi cac két qua trudc day da dé
xuét ring mirc d6 phuong sai trung binh Affymetrix 1a <100 dbi v6i it nhat mot méiu
c6 ARN c6 kha néng dugc biéu hién (Su et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 99:4465
(2002)), nén tham sb nay duge sir dung 12 tiéu chi loc d6i véi tit ca cac phan tich duoc

thuc hién & day.
Phan tich proteomic

Phan tich kiéu lién két protein sit dung dang BCL11A dugc gén 4i lyc dugce
thuc hién nhu da duge mo ta (Woo et al., Mol. Cell. Biol. 28:2675 (2008)). Phén tich
quang phd khdi duge thuc hién tai phong phd khéi Taplin ciia khoa Y truong dai hoc
Harvard. Sau khi x4c dinh peptit trong cdc miu riéng bit (trong d6 3 mau s& dugc cho
vao cung mét duong chay trén gel), s€ loai bdé dugc cic phén du thira. Phuong phép
loai trir dugc str dung dé xéac dinh protein dugc tinh ché dic hiéu trong miu ling chira
BCL11A va khong tinh ché dic hiéu trong miu ling dbi chimg & dong t& bao MEL me
chira enzym BirA. Sau d6 sd liéu duge cling cb bing cach xac dinh protein phd bién
trong cc thir nghiém doc 14p. Tét ca cac budc chuén bi dich chiét nhan (NE), thi
nghiém két tha mién dich (IP), thir nghiém loc gel ctia NE, thit nghiém biéu hién ngoai
sinh tam thdi v6i IP, va thir nghiém thiét 14p ban dd duogc tién hanh st dung cac

phuong phéap nhu da duge mo ta (Woo et al., Mol Cell Biol 28, 2675 (2008)).
Xac dinh siARN va shARN

Dharmacon cung cip cic miu siARN duge thu thap . Miu may gdm c6 nhém
khong dic hiéu (D-001810-10) va nhém huéng dich BCL11A (L-006996-00). Sir dung
céc trinh tu dich siARN BCL11A dugc néu trong bang 1.

Béang 1

SEQIDNO1 | GAGCACAAACGGAAACAAU
SEQIDNO2 | GCCACAGGAUGACGAUUGU
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SEQID NO 3 | GCACUUAAGCAAACGGGAA
SEQIDNO 4 | ACAGAACACUCAUGGAUUA

Céc siARN ndy dwogc chuén bj & dang cac phan 100pM, nhu duge khuyén céo
boi nha san xuit. MAu dugce bao quan & nhiét do -80°C cho dén khi st dung. Cac
siARN dugc dua vao cac té bao CD34 da phét trién va dang biét héa bang cach st
dung Microporator-Mini (Digital Bio Technology). Quy trinh dugc thuc hién theo
huéng din ciia nha san xuét va sau khi sang loc mot sb diéu kién, da phat hién dugc
ring v6i xung dién 1800V (sir dung bién d§ xung 12 20ms) c6 thé thu dugc hiéu qua
chuyén nap t6t nhét, dugc dénh gia bang cach sir dung plasmit thong bdo GFP. Hiéu
qua chuyén nap dugc udc tinh 1a khoang 50 dén 60% sb té bao sdng. Thong thuodng,
khoang 250.000 t& bao dugc chuyén nap vé6i 4ul siARN trong thé tich khoang 15pl.

Sau d0, cac t€ bao dugc cay trai vao moi trudng biét hdéa moi.

Céc dong shARN trong vecto pLKO thu dugc tir mot tép hop 16n cac shARN
nhu d3 duoc md ta trudc diy (Moffat et al., Cell 124:1283 (2006)). Thu dugc hai
shARN huéng dich BCL11A v6i céc trinh tu dugc néu trong béang 2.

Béng 2

SEQID NO 5 CCGGCGCACAGAACACTCATGGATTCTCGAGAATCCATGAG
TGTTCTGTGCGTTTTTG

SEQID NO 6 CCGGCCAGAGGATGACGATTGTTTACTCGAGTAAACAATCG
TCATCCTCTGGTTTTTG

Cac shARN nay dugc chon vi ching huéng dén cé hai dang ddng phan chinh
ctia BCL11A trong cic té bao hong cAu. Lentivirut dugc chudn bi va qua trinh chuyén
nhiém té bao dugc thuc hién nhu d3 duge mo ta (Moffat et al., Cell 124:1283 (2006)).
Té bao dugce rira hai 14n bing PBS va méi trudng dugce thay d6i 24 gidr sau khi chuyén
nhidm. Qu4 trinh chon loc puromyxin dwgc bit diu tai thoi diém 48 giy sau chuyén
nhidm, ddy 1a thoi didm twong tmg voi thoi diém khi té bao dugc cly trai vao modi
truong biét hoa.

Két qua

Tuong quan nghich gitta néng d6 BCL11A va ndng do HbF
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Budgc dau tién khi x4c dinh xem sy thay dbi tai locut BCL11A c6 thé anh hudng
dén qua trinh biéu hién globin nhu thé ndo, qué trinh biéu hién BCL11A trong té bio
hdng ciu duoc khao sat. Trong té bao hdng cu clia ngudi truéng thanh nguyén phat,
BCL11A duoc bidu hién & hai ddng phan chinh 12 protein va ARN (Fig.1A). Céc dang
d6ng phan nay da dugc ky hiéu tir trude 1a ddng phan 1 va 2 hogic XL va L (Liu et al.,
Mol Cancer 5, 18 (2006)). Péng phan XL va L chi khéc nhau trong viéc st dung exon
& diu 3’va c6 vé nhu 1a gin v6i nhau va cé chirc ning tuong tu trong didu kién khac
(Liu et al., Mol. Cancer 5, 18 (2006)). Thir nghiém thAm tach Westen chi ra céc dang
dbng phan chinh, XL va L, tir dich chiét nhan té bao hdng ciu ngudi (A). Hai dong
phén nay cling co thé duoc khing dinh bang RT-PCR dbi v6i cac exon va da biét
trude, duge thé hién bén phai cia ban vé va s6 luong chinh x4c exon dugc thé hién
bén trén bidu dd. Thim do kiéu biéu hién cia BCL11A trong mét tap hop sb lidu biéu
hién tir té bao ciia ngudi (Su et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 101:6062 (2004)) da
chi ra tuong quan nghich gitta mirc 49 bidu hién BCL11A va murc d6 biéu hién ctia gen
B-globin trong té bao thudc dong t& bao hong cau (Fig.1B). Qu4 trinh biéu ‘hién
BCL11A trong té bio hong cAu tai cac giai doan phat trién khac nhau cla té bao nguoi
va véi cac kidu bidu hién gen globin khac nhau dugc thé hién (Fig.1B), dugc danh gia
ttr mot tap hop 16n dit lidu biéu hién trong céc loai md va t€ bao ctia ngudi (Su et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 101:6062 (2004)). Bang trén cung thé hién qua trinh
biu hién binh thuong (theo mdt bang gdm c6 79 loai té bao clia ngudi, duge thyc hién
it nhét hai 13n d8i v6i mdi loai t& bao) ciia BCL11A trong cic loai té bao hdng cau
erythroid va giai doan khéc nhau dugc chi din & phin cudi tir doan do 219497 s _at.
Ciing c6 két qua tuong tu v6i cac doan do BCL11A 219498 s at va 210347_s_at.
Béng & dudi thé hién ndng d6 duoc chuén hoéa cia globin trong bao thai va trong phoi
tir tap hop dit liéu noi trén. Sb liéu dugc chudn héa nhu dbi véi bang o trén va sau d6
ty 16 phan trim twong ddi dugc tinh dya trén tht ca cac gen P-globin clia ngudi (gdm
c6 gen -, y-, 8- va B-globin). Péang chii ¥ 13, mirc d6 biéu hién BCL11A 1a rét thép
trong té bao héng cdu trong gan bao thai va trong dong té bao hdng ciu trong phdi
K562. Tuong quan nghich nhu vay chi ra rang qué trinh biéu hién BCL11A bi han ché
theo giai doan phat trién. Hon nita, kiéu biéu hién theo thdi gian 1a phu hop véi hoat

tinh BCL11A nhu 1am chit @rc ché tidm ning qua trinh biéu hién y-globin.
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Céc dot bién gen trong intron sd 2 ciia gen BCL11A ¢6 twong quan c6 ¥ nghia
théng ké v6i ndng @6 HbF & ngudi binh thudng va bénh nhan bi rdi loan hemoglobin
(Lettre et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. (2008); Uda et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
U S A 105:1620 (2008); va (Menzel et al., Nat. Genet. 39, 1197 (2007)). Déu hiéu lién
quan da duoc thiét 1ap ro rang véi mot thé dot bién don c6 do mét can bing lién két
gin (LD) v6i SNP rs4671393 (Lettre et al., sdch dd dan (2008)). Vi mdi twong quan
ndy da dugc khang dinh trong cdc nhém ching toc chau Au va chau Phi, nén qu4 trinh
bidu hién BCL11A nhu mdt chirc ning cua kiéu gen at rs4671393 trong dong té bao
nguyén bao lympho tir cdc nhom ngudi HapMap European (CEU) va African (YRI) da
dugce khao sat. Nhu duogc chi ra trén Fig.2A, thé dot bién thong thuong rs4671393 ¢6
lién quan v4i qué trinh biéu hién BCL11A trong dong té bao nguyén bao lympho ctia
ngudi HapMap European (CEU) va African (YRI). qRT-PCR dugc thuc hién trén
ARN tir cac dong té bao néi trén va duge chuén héa thanh ndng dd B-actin ctia ngudi.
Hai phan tng PCR riéng biét dugc thuc hién co thé danh gi4 riéng r& ndng do cua
dbng phan XL (trén) va L (du6i) dya trén s khac biét & d4u 3’ctia cac gen ndy. Ciing
thu duge két qua tuong ty bang cich phan tich trinh ty 5> chung st dung gRT PCR.
Két qua dugc thé hién & dang gia trj trung binh v6i d6 1éch chudn dugc thé hién bing
thang sai sd. Su khac biét giita cac kiéu gen dugc tinh bang cach st dung thir nghiém
Student t-test. Kiéu ting ndng d6 HbF dbi v&i mdi kiéu gen dugc thé hién & phia trén
(Lettre et al., Proc Natl Acad Sci U S A (2008)).

Co thé quan sat dugc sy chénh 1éch rd rét trong qua trinh biéu hién dbi voi ca
hai ddng phan XL va L giita c4c c4 thé ddng hop ddi véi alen HbF thip (GG), di hop
v& ca hai alen, hogc ddng hop v& alen nhé di kém v&i ndng do HbF cao (AA) (Fig.2A).
Té bao ddng hop vé cac alen “HbF cao” biéu hién ban phién ma BCL11A c6 ndng do
thdp hon so véi cé té bao dbng hop vé alen “HbF thip” hoic di hop vé ca hai alen. Do
6, mitc 6 bidu hién BCL11A & céc thé dot bién khac nhau c6 tuong quan nghich véi
néng d6 HbF kém theo. Sy chénh léch trong qua trinh biéu hién giita cac alen
BCLI11A di kém vé6i HbF “cao” va “thip” HbF 1a khoang 3 1an. Do d6, mirc d¢ chénh
léch trung binh tuong d6i & mirc d6 biéu hién BCL11A c6 vé c6 tuong quan V6i su
thay ddi trong qué trinh biéu hién HbF. Cling v6i kiéu phu thudc vao qua trinh phat

tridn ctia qua trinh biéu hién BCL11A, két qua nay da cung cép cin ctr doc 1ap, tuy 1a
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gian tiép, vé cach thirc ma BCL11A c6 thé hoat dong nhu mdt chét trc ché qua trinh

biéu hién y-globin.

Ngac nhién 13, dong té bao ting sinh nguyén hdng cau-nguyén bao tiy phdi
K562 biéu hién & mirc do rit thdp cac ddng phan XL va L, nhung lai biéu hién cac
protein ddt bién mach ngin hon (Fig.2B). Dé danh gi4 liéu sy khéc biét giita nguyén
bao hdng cu truéng thanh va té bao K562 c6 tao ra su kiém soét theo giai doan phat
trién BCL11A hay day 1a mot dic diém éc tinh cia cac t€ bao ndy, nguyén bao héng
cdu CD71+/CD235+ phu hop theo ting giai doan duoc phan 1dp tir tiy xwong cla
ngudi tredng thanh dugc nghién ciru, té bao trong gan bao thai trong giai doan 3 thang
thir hai (FL), va té bao nguyén phat tuin toan trong giai doan 3 théng thir nhét. FL va
nguyén bao hdéng cdu nguyén phat, déu biéu hién manh y-globin (C. Peschle et al.,
1985, Nature 313, 235), biéu hién chu yéu l1a thd dot bién BCL11A mach ngén hon
(Fig.2B). Trong khi tic gia sang ché dang nghién ctru cu tric clia c4c protein dot bién
nay, cac phat hi¢n & day chira rang locut BCL11A duoc diéu hoa theo giai doan phat
trién, do d6 ddéng phan XL va L nguyén ven dugc bidu hién chi yéu & nguyén bao
héng cau trudng thanh. Mot cach doc 1ap, sb lidu di truyén khéng dinh rd rang rz‘?lng
ndng d6 clia cic ddng phan XL va L bi tdc dong bdi cac dot bién trong trinh tu clia gen
BCL11A.

BCL11A lién két v6i phtrc hé trc ché NuRD, GATA-1, va FOG-1 trong té bao hong

cau.

P& hiéu 1o hon v& co ché hoat dong ctia BCL11A trong té bao hdng cau, protein
lién két v6i BCL11A dugc nghién ciru. Diu tién, dang dugc gén 4i lyc cia BCL11A
trong té bao ting sinh nguyén hdng ciu-nguyén bao tity (MEL) cta chudt dugc chuén
bi (Fig.3A). Céc té bao ndy 1a mAu hinh thuén lgi cia té bio hdng cau truéng thanh
bidu hién duy nhét cic globin trudng thanh (Papayannopoulou et.al., Cell 46:469
(1986)). Quy trinh dugc sir dung dé tinh ché ai lyc trong té bao ting sinh nguyén héng
cau-nguyén bao tiy (MEL) ctia chudt dugc thé hién trong so dd. Khi qué trinh tach ria
FLAG peptit da dugc thuc hién, quang phd phéi toan bo dudng chay trén gel acrylamit
dugce thuc hién nhu dd dugc mo ta. DPé xac dinh cac lién két dic hidu, phuong phép
loai trir bao gdm phuong phap lam ling ddng thoi trong té bao Mel-BirA (MB) me

duoc st dung. Két qua ctia phuong phép sang loc loai trir dugc chi ra (Fig.3B) voi sd
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lwgng peptit thu dugc trong mdi thir nghiém duge ghi lién véi protein xac dinh dugc.
Céc thanh phéan khac nhau ctia phitc hé¢ NuRD dugc thé hién bing mau xanh trong
bang nay (Fig.3D).

Khong quan sat dugc cac thay dbi phién ma toan phin bang phén tich vi mach
sau qué trinh biéu hién dang gén 4i luc cia BCL11A trong céc té bao nay (Fig.3C).
Cudng dd dugc chuin hoa bing log, ctia cac diu do duge loc tir vi mach Affymetrix
430 2.0 trén cac t& bao MB me va tip hop gdm 4 thé tach dong chtta dang FLAG-
Biotag ctia BCL11A (thé tach dong FBB) duogc thé hién bing mau do. Hdi quy tuyén
tinh dugc thé hién bing duong ké mau den (r* = 0,9753). Phan tich vi mach va quy
trinh loc dugce thuc hién nhu dugec md ta & day. HE sb tuong quan toan phén (r2) la
0,9753 d6i v6i cuong @ duge chudn hoa bing log, ciia diu do tir dong t€ bao trong
subt 6 véi tap hop céc thé tach dong biéu hién BCL11A dugc gén 4i lyc, chi ra sy
twong quan chit trong hoat tinh phién ma cia cac té bao nay (véi gia tri r* 14n luot 12
0,9678, 0,9445, 0,9667, va 0,9736 dbi véi timg thé tach dong cho thdy mitrc do biéu
hién gép 1an lugt 1, 1, 4, va 9 1dn & BCL11A duogc gén 4i lyc so véi mirc d6 ndi sinh).
Sau khi tinh ché i luc phirc hé protein chira BCL11A dugc ga"m ai luc va doc trinh tu
peptit bing quang phd khéi, tic gia sang ché da xac dinh dwoc nhiéu peptit cla
BCL11A, phi hgp véi phat hién ring BCL11A c6 thé tu lién két va cac phirc hé nay
¢6 vé nhu gdm c6 nhidu ddng phan (Liu et al., Mol Cancer 5, 18 (2006)) (Fig.3B). Tét
c& cac thanh phén cua phirc hé trc ché tai tao nucleosom va histon deacetylaza (NuRD)
dugc tim thiy, cho thiy lién két vat 1y gitta BCL11A va phuc hé trong té bao hdng cau
(Fig.3B, mau xanh), phi hop v6i céc phét hién truéc ddy vé BCL11A trong té bao B
va ddng phan BCL11B trong té bao T (Cismasiu et al., Oncogene 24:6753 (2005)).
Phit hop véi lién két phat hién dwge, BCL11A chira céu tric dau N duoc cho 1a ciia
cac protein khac dé tao ra phirc hé NuRD (Fig.3D) (Lauberth et. al., J. Biol. Chem.
281:23922 (2006) va Hong et al., Embo J. 24:2367 (2005)).

Ciing phat hién dugc rang, protein chit nén trong nhin, matrin-3 (Nakayasu
et.al., Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 88:10312 (1991)), dugc ddng tinh ché voi
BCL11A, c6 thé c6 vai trd mét phin trong viée dinh khu BCL11A trong chit nén
trong nhén (Liu et al., Mol. Cancer 5, 18 (2006)) (Fig.3B). Cac nghién ctru truge déy

d3 chi ra rang locut p globin dugc lién két chit v6i chat nén trong nhén cho dén céc
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giai doan mudn cia qua trinh sinh téng hop hong cdu khi qué trinh phién ma gen
globin & mirc d6 cao xay ra (Ragoczy et. al., Genes Dev. 20:1447 (2006)). Ngoai ra,
phttc hé BCL11A chtra céc peptit thu dugce tir GATA-1, yéu t6 phién ma hdng cu co
ban (Martin, Nature 338:435 (1989)) (Fig.3B).

Lién két nay con dugc xac dinh dic diém va kiém dinh. Bing thtr nghiém két
tia mién dich (IP), c6 thé khing dinh ring GATA-1 lién két dic hidu véi BCL11A
trong t& bao hdng ciu (Fig.4A). Thir nghiém két tia mién dich (IP) dugc thyc hién
bing cic hat M2-agaroza. Hon nita, dd phat hién dugc ring ddng yéu t6 FOG-1
GATA-1 (Tsang et al., Cell 90:109 (1997)) ciing lién két ddc hiéu véi BCL11A va sy
lién két voi cac thanh phin NuRD trong t& bao héng ciu ééng dugc khing dinh hon
nita (Fig.4A). Cac nghién ctu trude day da chi ra ring FOG-1 ciing lién két véi phirc
hé NuRD (Hong et al., Embo J. 24:2367 (2005)) va két qua niy khéng dinh rang

BCL11A c6 thé ddng bd hoa véi lién két ndy & nhitng locut dc hidu.

Cac phén doan loc gel (cir phan doan thir 4 cac thé tich 1ml dwgc thé hién trén
gel thdm téch) tir dich chiét nhan té bao hdng ciu duge thé hién va thdm tach ddi véi
BCL11A, MTA2, GATA-1, va FOG-1. Trong qua trinh phan doan kich thudc dich
chiét nhan t& bao hdng ciu, c6 thé thiy su tring lip déng ké gitta cac thanh phén
NuRD va BCL11A trong cac phtc h¢ co6 trong lugng khéng 16 (Fig.4B). Su tring 13p
ciia BCL11A véi polypeptit GATA-1 va FOG-1 1a it hon (Fig.4B). Co6 su trung ldp
dang ké gitra BCL11A va MTA2, méi mét dinh nhé cia GATA-1 va FOG-1 ciing
quan st dugc & day. Lién két cia BCL11A v6i GATA-1 (Fig.4C) va FOG-1 (Fig.4D)
c6 thé dugc khing dinh bing qua trinh bidu hién ngoai lai trong t€ bao Cos7 sit dung
dang duoc gin FLAG cia GATA-1 hodc FOG-1 va dang dugc gin V5 ctia BCL11A.
Bing céach sir dung phuong phap twong tw, cac phin doan ciia GATA-1 (tht ca déu thé
hién qua trinh biéu hién manh & day) c6 thé dugc sir dung dé thiét 1ap ban do lién két
véi BCL11A (Fig.4E). Khong b rang budc béi mot gia thuyét ndo, c6 thé chi c6 mot
phan doan rat nhé ciia cic yéu t6 nay duoc lién két trong BCL11A va phitc hé NuRD.
Theo mot cach khéc, qua trinh lién két in vivo c6 thé 14 16n hon nhung qua trinh phan
ly cac thanh phin trong phitc hé protein c6 thé xay ra trong qué trinh chiét va phéan
doan theo kich thuéc. GATA-1 va FOG-1 két tiia mién dich véi BCL11A sau qua trinh

biéu hién ngoai lai trong t€ bao khong phai t€ bao hong cau, rang cic protein nay lién
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két truc tiép v6i nhau (Fig.4C va 4D). Phuong phap nay dugc st dung dé v& ban dd
cac yéu td quyét dinh xuc tac qua trinh lién két cia GATA-1 véi BCL11A (Fig4E).
D3 phat hién dugc ring BCL11A lién két v6i dang “zinc-finger” cia GATA-1 (axit
amin 200 dén 338) va sy lién két ndy ¢6 vé nhu bi rc ché mét phan boi ving ddu N
cia GATA-1. Ving diu N cia GATA-1 dugc biét 14 rét quan trong ddi véi qua trinh
sinh tdng hop hdng ciu binh thuong & ngudi (Hollanda et al., Nat. Genet. 38:807
(2006)) va dugc dot bién sinh dudng trong rbi loan ting sinh tuy xwong & tré em va
bénh bach ciu & bénh nhan bi hdi chitng Down (Wechsler et al., Nat. Genet. 32:148
(2002); va Vyas et. al., Curr Opin Pediatr 19:9 (2007)). Tém lai, sb liéu protein chi ra
rang BCL11A lién két v6i phitc hé NuRD cung véi GATA-1 va FOG-1 trong té bao
héng cau. Céc yéu t6 di kém c6 kha ning 1a can thiét cho qua trinh hoat dong cia

BCL11A nhu mot chit ¢rc ché phién ma trong té bao héng cau.
Pénh gi4 chirc ndng ciia BCL11A nhu mét chét (e ché qué trinh biéu hién ciia HbF

Cac két qua da cho thdy cac bing chimg v& di truyén, qua trinh phat trién va
ho4 sinh trong vi¢c Gng h vai trd tiém ning cia BCL11A nhu mot chit @c ché qua
trinh bidu hién ctia gen y-globin. P& kiém dinh gia thiét nay, qua trinh diéu bién ndng
d6 BCL11A trong t& bao héng cAu nguyén phat duge thuc hién. La mot hé théng té
bao dé thuc hién cac thir nghiém, tién té bao h6ng clu tir cac & bao géc tao mau cua
nguoi CD34+ dugc phat trién va biét hoa. Tac dung cia viéc dua tam thoi cic siARN
huéng dich dén mARN ciia BCL11A dugce nghién ciru. Khi cdc siARN dugc dua vao
té bao tao hdng cau vio ngiy 0 cla qud trinh biét hoa, dat dugc murc d6 giam ndng do
mARN ciia BCL11A tir 40 dén 45%, dugc danh gia vao ngay thir 4 cla qua trinh biét
hod. V&i mirc 4§ giam nhu vay, co thé quan sét dugc sy tang gip khoang 2,3 14n ndng
do y-globin dugc danh gia bing qRT-PCR & giai doan nguyén bao hdng cdu wa bazo
vao ngay thir 7 clia qua trinh biét hod (Fig.5A). V6i mirc o gidm nhu vay, co thé quan
sat thdy su ting 2,3 lan ndng do y-globin ARN (trung binh tir 7 dén 15,7%) & giai doan
nguyén bao héng cAu va bazo vao ngay thir 7 clia qua trinh biét hoa (Fig.5A). Ba phat
hién duoc rang, khi cic siARN nay duge dua vao & cac thoi diém cang muon trong
qua trinh biét hoa t& bao hong ciu thi mirc do kich thich gen y-globin cang thip (mirc
d6 kich thich y-globin trung binh gép 1,7 va 1,4 14n mirc trung binh quan sét dugc khi
thém siARN vao céc ngay thir 1 va 2 ctia qué trinh biét hod).
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Céc két qua quan sat duoc tir sy giam BCL11A do siARN c6 thé 1a do su tac
dong 16n 1én giai doan biét hoa té bao, da dwogc chi ra 13 1am thay dbi qué trinh biéu
hién y-globin (Nathan et. al., Nathan va Oski's hematology of infancy va childhood.
6th, pp. 2 v. (x9) (2003) va Stamatoyannopoulos, Exp. Hematol. 33:259 (2005)), hodc
phan 4nh nhidu tac dong truc tiép 1én mot sb luong gidi han cac phén tir dich, bao gdm
gen y-globin. D& phan biét cac kha ning nay, viéc xac dinh dic diém biéu hién vi mach
ctia t& bao sau khi 1am giam ndng d6 BCL11A va tiép theo 13 hoat hod. Viéc x4c dinh
dic diém dya trén vi mach té bao sir dung vi mach Affymetrix U133 Plus 2.0 d4 chira
rang ¢6 sy trong ddng 16n trong dic diém bidu hién cua cac té bao xir Iy bing siARN
khong huéng dich va cac té bao dugc xir Iy bing siARN huéng dich BCL11A =
0,9901). Biéu db dugc thé hién bing cudng do ddu do dugc chuén hoa log,. Pic diém
phién ma cda gen trong khoang dinh luong cta vi mach (trr globin) la gidng nhau
dang ké gitra cac té bao vao ngay thit 7 sau khi xir ly bing siARN BCL11A va siARN
khong hudng dich (NT — non targeting) vao ngay 0, véi r* bing 0,9901 & cudng do
duge chuin hoa log, (Fig.5B). Ngoai ra, hinh théi cia hai nhom té bao nay 13 khong
thé phan biét dugc trong qua trinh biét hod. Tom lai, két qua néi trén chi ra ring su
giam BCL11A c6 thé 1am thay d6i qua trinh biéu hién globin ma khong gy ra céc

thay dbi toan phan trong trang thai biét hod cia té bao.

P& nghién ciru téc dung cia sy giam kéo dai mic dd biéu hién BCLI1A,
shARN cua lentivirut diéu khién sy giam mirc d6 biéu hién BCL11A véi viéc chon loc
t& bao dugc chuyén nap dugc sit dung (Moffat et al., Cell 124, 1283 (2006)). Hai ciu
tric ShARN riéng biét duoc chon dé thyc hién muc dich nay. Khi céc té bao dugc
chuyén nhidm béng hai lentivirut mang shARN BCL11A va phwong phap chon loc
bing dugc chit duge thuc hién khi bit ddu qua trinh biét hod, xdc dinh dugc muc do
giam BCL11A trung binh khoang 97% va 60% ¢ ndng do protein vao ngdy thit 5 cla
qué trinh biét hoa té bao héng cdu, dya trén phép do mit do san phim thdm tach
Western (Fig.5C). Vao ngay thir 6 cia qué trinh biét hoa (giai doan tir tién nguyén bao
hdng cdu dén nguyén bao hdng ciu wa bazo), té bao c6 vé 1a khong thé phéan biét dugc
v& mit hinh thai so v&i céc giai doan khac cia qué trinh biét hod. Khong c6 sy khéac

biét v& hinh thai giita cic nhém té bao trong khi biét hod, chi ra ring ciing gidng nhu
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trong trudng hop cac thir nghiém siARN, sy gidm BCL11A khéng anh hudéng chung
dén qua trinh biét hoa té bao hdng cu (Fig.5D).

Nong d6 cua y-globin vao ngay thir 7 ctia qué trinh biét hoa dugc ting nhanh
chéng 18n 6,5 va 3,5 1an (tir mic trung binh 13 7,4% 1én 46,8% va 26%) trong hai
nhém té bao duge xir Iy bing shARN giy giam ndng d6 BCL11A so véi té bao dbi
ching (Fig.SE). Hi€u qué manh nay c6 kha nédng 1a két qua ciia qua trinh chon loc té
bao dwgc chuyén nap, ciing nhu sy biéu hién lién tuc shARN sau khi chuyén nhiém
virut. Qua trinh kich thich ARN y-globin di kém véi ndng do twong tmg ctia HbF
truéng thanh, dugce chi ra bing dién di hemoglobin va sic ky 16ng hiéu ning cao
(HPLC) (Fig.5F). Dich méau dugc tao ra tur té bao vao ngay thir 12 clia qua trinh biét
hoa cho thdy su c¢6 mit ctia HbFb truéng thanh. Didu nay c6 thé duoc danh gia bang
cach sit dung dién di xenluloza axetat hemoglobin, véi vét HbF thé hién & cac hinh
phia trén va thong s6 trung binh tuvong tng tir phép do mat dd dugc chi ra dudi cac
hinh nay. Piéu nay cling c6 thé dugc dinh luong mot cach chinh xac hon bing phuong
phap HPLC hemoglobin, nhu dugc chi ra & phia duéi hinh. Binh HbF dugc danh déu
bing miii tén trong timg so dd sic ky, v6i dinh thir nhit twong tmg véi HbF dugce
axetyl hod va dinh thir hai 12 HbF khong bi bién d6i. HPLC cho thiy ring mot phan
doan dang ké cta hemoglobin trudng thanh trong té bio 12 HbF (véi ndng do trung
binh 12 35,9 va 23,6%, trong khi ndng d6 & nhém dbi chiing 1a khong phat hién dugc).
Duya trén su thay ddi trong mirc do giam BCL11A tir cac thir nghiém siARN va
SshARN va murc dd kich thich y-globin di kém, c6 vé nhu BCL11A hoat dong nhu mot
bién tré d& didu hoa qua trinh bét hoat gen y-globin.

Céc nghién ciru phén tir vé& qua trinh chuyén ddi globin trong qu4 trinh phét sinh
gen c6 vai trd nhu mdt moé hinh kidm so4t qua trinh phat trién cia gen ddng vét c6 vi.
Mic di da duge nghién ctru nhiéu, nhung co ché phan tir chinh x4c ding sau qu4 trinh
nay van chua dugc biét. Khi khong bi ring budc béi bét ky mot gia thuyét nao, két qua
duge mo ta & day da chi ra ring ban than BCL11A 12 mot chét diéu bién dugc diéu hoa
theo giai doan phat trién va can thiét ctia qué trinh nay. Téc gia sang ché da chi ra ring
BCLI11A tc ché qua trinh biéu hién gen y-globin trong té bao hdng ciu trudng thanh
nguyén phat ctia ngudi. S liéu protein cho thdy BCL11A hoat dong ciing véi phirc hé
chit (rc ché NuRD, GATA-1, va FOG-1. Pang chu ¥ 13, chit trc ché histon deaxetylaza
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(HDAC) c6 thé kich thich HbF & bénh nhén bi céc rdi loan hemoglobin (Perrine,
Hematology Am. Soc. Hematol. Educ. Program, 38 (2005)). Ca HDAC1 va HDAC2
d&u 1a c4c thanh phén 161 ciia phirc hé NuRD va lién két véi BCL11A chi ra ring phirc
hé nay c6 thé 1a dich phan ti ciia céc liéu phap didu tri. Tir cac nghién ctru di truyén
ngudi, c6 thé thdy 1a qua trinh didu bién BCL11A c6 thé 1am ting ndng d6 HbF va lam
giam muc dd nghiém trong ciia cic bénh noi trén (Lettre et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
U. S. A. (2008); Uda et al., Proc Natl Acad Sci U S A 105, 1620 (2008) va Menzel et
al., Nat Genet 39, 1197 (2007)). La mt thanh phan tham gia vao qua trinh tc ché qua
trinh biéu hién y-globin dic hidu véi ting giai doan, BCL11A 1a mdt dich didu tri dé
tai hoat hod HbF trong bénh hdng ciu 1iém va bénh thiéu méu B. C6 kha nang 1a cac
nghién ctru tiép theo vé& BCL11A va cac yéu t6 di kém trong qué trinh diéu hoa gen
globin s€ thu dugc cac hidu biét vé& co ché cia qué trinh chuyén dbi trong bao thai va
bién dbi ndng d6 HbF & nguoi.

Vidu2

Vét liéu va phuong phép

bong vat thr nghiém

TAt ca cac thir nghiém dugc thyc hién véi chudt cé locut B, K-RasG12D,
BCL11A -/-, GATA1-Cre, va Mx1-Cre dugc phé duyét bsi hoi ddng cta bénh vién
Nhi khoa Boston va hdéi dong y dirc ciia trung tdm nghién ctru ung thu Fred

Hutchinson.

Ching chudt chuyén gen locut B kiéu dai YAC (B-YAC) dugc st dung trong
nghién ciru ndy c6 kiéu biéu hién gen globin clia ngudi twong ty va 1a dai dién cho mot
s§ cac chung chudt chuyén gen khic nhau mang toan bd locut B-globin clia nguoi
(Peterson, K.R. et al. 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 90:7593-7; Peterson, K.R.,
et al. 1998, Hum. Mol.Genet. 7:2079-88; Harju, S., et al., 2005, Mol. Cell Biol.
25:8765-78; Porcu, S. et al. 1997, Blood 90:4602-9; Gaensler, K.M., et al., 1993, Proc.
Natl. Acad. Sci. U. S. A. 90:11381-5; Strouboulis, J., et al., 1992, Genes Dev. 6:1857-
64). Dong chudt chuyén gen dugc cung cip boi K. Peterson va dugc tao ra béng
phuong phap xen YAC 213kb chtra locut B-globin toan ven clia ngudi va da dugc mo

td va xac dinh dac diém trude day (Peterson, K.R. et al. 1993; Peterson, K.R., et al.
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1998; Harju, S., et al., 2005, sdch da a’d~n). Dong B-YAC chtra 3 ban sao nguyén ven
cta locut B-globin ciia ngudi duge két hop trong mdt locut hé gen don nhéit. Hai dong
B-YAC (A20 va A85) mang mdt ban sao ciia YAC locut B-globin 150kb cling dugc sir
dung trong nghién ctru nay va da dugc md ta (Porcu, S. et al. 1997, sdch da ddn) (duge
cung cip bdi K. Gaensler). Cac gen chuyén niy dugc duy tri & trang thai ban hop tir.
Dong vat duge nudi duy tri trén chét nén C57BI/6 tinh khiét ddi véi tat ca céc thir
nghiém bao gdm phan tich qua trinh tao méu trwdng thanh. Réi loan tang sinh tuy
xwong kiéu bach cidu don nhan tuy xuwong thiéu nién duogc gay ra bing cach lai chéo
dong Mx1-Cre véi dong mang alen didu hoa K-rasG12D (Chan, LT. et al., J. 2004,
Clin. Invest. 113:528-38; Braun, B.S. et al., 2004, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A.
101:597-602), ciing v6i gen chuyén B-YAC ctia K. Peterson. Chudt Congenic B6.SJL-
PtprcaPep3b/BoyJ (Ptprca hoic CD45.1) dugc mua tir Taconic Farms hodc The
Jackson Laboratory. Chudt mang alen BCL11A dugc kep gitta hai vi tri flox P (céc vi
tri loxP ndm hai bén exon 1) dugc tao ra bang phuong phép tic dong gen va s& dugc
mb ta trong cc nghién ctru tiép theo (G.C.L, S.D.M, va P.W.T., chua dugc cdng bd).
DPé thu dugc alen BCL11A khéng c6 hiéu lue, chudt duge lai chéo véi chudt GATAL-
Cre va sang loc dé loai bo dong mam (Garrick, D. et al. 2006, PLoS Genet. 2:€58;
Jasinski, M., et al., 2001, Blood 98:2248-55).

Phén tich qua trinh tao mau trudng thanh

Céc phén tich huyét hoc trudng thanh, cdy ghép tity xuong, va kich thich bing
5-flouraxil (5-FU) dugc thuc hién nhu d3 dugc mod ta (Sankaran, V.G., et al., 2008,
Genes Dev. 22:463-475; Walkley, C.R., et al., 2005, Nat. Cell Biol. 7:172-8). PB toan
phin dugc phan tich trén may phén tich huyét hoc Beckman Coulter AcT (Jasinski,
M., et al., 2001, sdch dd dén). Chudt nhan (CD45.1) dugc chiéu xa véi tong s6 10,5Gy
tia xa y (5Gy va 5,5Gy, cach nhau 3 giod) vao ngay ciy ghép. BM toan phin dugc phan
lap va lay ngudn gen tir chudt B-YAC. Téng sb 2X10° t& bao/chudt duge tiém qua 6
mét vao chudt nhan. ARN thu dugc trong mau st dung bd kit QiaAmp Blood Mini Kit
(Qiagen Inc., Valencia, CA) va RT-PCR dinh luong (QRT-PCR) dugc thuc hién nhu
da dugc mo ta (Sankaran, V.G., et al., 2008, sdch da dén; Sankaran, V.G. et al., 2008,
Science 322:1839-42) (sir dung doan mdi ctia gen globin néu duéi ddy hodc doan mdi

cua chudt di dugce bao cdo trude diy (Kingsley, P.D. et al., 2006, Blood 107:1665-72).
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Poan mbi cia gen globin cia ngudi 1a exon 1 cla e-globin xudi 5’-
GAGAGGCAGCAGCACATATC-3’ (SEQ ID NO:7), exon 2 cua g-globin nguoc 5’-
CAGGGGTAAACAACGAGGAG-3’ (SEQ ID NO:8), exon 2 cuia y-globin xubi 5’-
TGGATGATCTCAAGGGCAC-3’ (SEQ ID NO:9), exon 3 cua y-globin nguoc 5’-
TCAGTGGTATCTGGAGGACA-3’ (SEQ ID NO:10), exon 1 cua B-globin xudi 5’-
CTGAGGAGAAGTCTGCCGTTA-3’ (SEQ ID NO:11), va exon 2 cua B-globin
nguge 5°- AGCATCAGGAGTGGACAGAT-3’ (SEQ ID NO:12). Poan mdi clia gen
globin cua chuft 1a exon 1 ey-globin xudi 5’-TGGCCTGTGGAGTAAGGTCAA-3’
(SEQ ID NO:13), exon 2 ctia gy-globin ngugc 5’-GAAGCAGAGGACAAGTTCCCA-
3’ (SEQ ID NO:14), exon 2 cua Bhl globin xudi 5’-
TGGACAACCTCAAGGAGACC-3’ (SEQ ID NO:15), exon 3 cua phl globin ngugc
5’-ACCTCTGGGGTGAATTCCTT-3’ (SEQ ID NO:16), exon 2 cua B 16n/f nho
globin xudi 5’-TTTAACGATGGCCTGAATCACTT-3’ (SEQ ID NO:17), va exon 3
cia B 16n/B nhé globin nguge 5°- CAGCACAATCACGATCATATTGC-3” (SEQ ID
NO:18). Doan mbi qRT-PCR cia BCL11A cta chuft la xudi 35’-
AACCCCAGCACTTAAGCAAA-3’(SEQ ID NO:19) va  nguoc  5'-
ACAGGTGAGAAGGTCGTGGT-3’ (SEQ ID NO:20).

Phan tich su tao mau trong qué trinh phat trién

Phoi thu duge tir qua trinh giao phdi dinh ky, duoc 14y mau, va céc té bao
duong tinh véi Terl19 dugce chon loc bang phuong phap tin xa vudng goc tuong tw
nhu phuong phap d3 dugc mé ta (Kingsley, P.D. et al., 2006, sdch da dan). Té bao
duge git trong nude mudi sinh Iy duge dém phosphat (PBS) c6 huyét thanh bao thai
bé 5% (FCS). Heparin chua phin doan trong PBS dugc thém vao dung dich nay dén
ndéng d6 cudi cing 1a 12,5ug/ml. Thit nghiém héa mod mién dich st dung da dong
khang thé khang HbF dugc thyc hién trén lat cét tiéu ban dugc ¢ dinh trong paraffin
nhu did duoc mo ta (Choi, J.W., et al., 2001, Int. J. Hematol. 74:277-80). Té bao gan
cta phoi chudt E13.5 dugc cit va hdn dich don t& bao dugc tao ra. Tuong tu, cic té
bao tiy xwong thu dugc tir chudt theo phuong phap nhu di duoc md ta (Sankaran,
V.G., et al., 2008, Genes Dev. 22:463-475). Trong ca hai truong hop, té bao dugc danh
dAu bing Ter-1 19 va CD71, ciing nhu 7-AAD. Nhém té bao Ter-119+/CD71+ dugc
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chon loc nhu da dugc md ta (Sankaran, V.G., et al., 2008, sdch dd ddn). Mau té bao
cia nguodi & giai doan phat trién phu hop duge thu lai va chon loc nhu da duwge mo ta
(Sankaran, V.G. et al., 2008, Science 322:1839-42). Mau té bao ngudi dugc cung cp
béi H. Mikkola va B. Van Handel.

Phan tich thAm tach Westen BCL11A

Qua trinh biéu hién BCL11A duogc thuc hién st dung khéang thé 14B5 (Abcam
Inc., ab19487), nhu di dugc md ta (Sankaran, V.G. et al., 2008, Science 322:1839-42).
Qua trinh biéu hién GAPDH dugc coi 1a tiéu chudn sir dung khéng thé da dong FL-335
cta tho (Santa Cruz Biotechnology Inc., sc-25778).

Thit nghiém FISH cho ban sao ARN so cép

Thir nghi€ém FISH cho ban sao ARN so cép duoc thuc hién nhu da duge mo ta
(Wijgerde, M., et al., 1995, Nature 377:209-13; Ragoczy, T., et. al., 2006, Genes Dev.
20, 1447-57) véi mot sb bién dbi. Trude khi lai, tiéu ban dugc can bing trong
formamit 50%/2X SSC, pH=7,0. Pau dd ADN s¢i don bd sung véi cac intron clia gen
a- va gy-globin cta chudt va y- va B-globin cua ngudi dugc tao ra bang phwong phap
phién ma in vitro cho cdc doan intron dugc tach dong sau khi phién ma ngugc va dua
vao DIG-11-dUTP, biotin-16-dUTP (Roche) hoic DNP-11-dUTP (Perkin Elmer)
trong phan ng nhu da dugc mo ta (Bolland, D.J. et al. 2004, Nat. Immunol. 5:630-7).
Piu dd duoc danh diu dugc lai voi té bao trong formamit 50%/dextran sulfat
10%/2XSSC/phttc  hé ribonucleotit vanadat 5SmM/BSA  0,05%/Cot-1 ADN
0,1mg/ml/ARN van chuyén E.coli 1u/pl. Pau do dugc bién tinh nhiét & nhiét do 80°C
trong thoi gian 5 phut, gin mdi so bd & nhiét dd 37°C, va sau d6 lai qua dém & nhiét
d6 37°C trong budng im. Tiéu ban dugc rira trong formamit 50%/2XSSC, pH=7 &
nhiét do 37°C, rira nhe trong 2X SSC va phong bé trong NaCl 145mM/Tris 0,1M
pH=7,5/BSA 2%/phtc hé ribonucleotit vanadat 2mM. Céac ban sao phién ma so cép
dwogc phat hién bing phwong phap mién dich phat huynh quang gian tiép voi khang thé
lién hop Cy3-, Alexa Fluor 488- va 647- bao gdm mdt hodc hai 16p khuéch dai tin
hiéu, nhu d3 dugc mé ta (Trimborn, T., et al., 1999, Genes Dev. 13, 112-24).

Chup anh FISH va phéan tich
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Chum 4nh (céc tidu ban Z cach nhau mot khoang 0,25um) dugc chup bing kinh
hién vi Olympus IX71 (vat kinh Olympus 100X/1.40, UPLS Apo) dugc trang bi bing
méy anh CCD sir dung phin mém Deltavision SoftWorx (Applied Precision). Sy c6
mit clia cac ban sao phién ma so cp cua gen globin dugc xac dinh trong hinh chiéu
2D cla Z anh st dung Photoshop (Adobe). Khoang 100 dén 200 nhén té bao dwgc

phén tich d6i vi mdi tap hop ddu do va giai doan hoan thién.
Két tha mién dich chit nhidm séc (ChIP) cua té bao héng cau nguyén phat

Té bao tao hdng cu thu dugc tir dong té bao CD34 cia nguoi duge thu lai vao
ngdy thir 5 cia qua trinh bi¢t hod (giai doan tién nguyén bao hdng cau). Té bao dugc
¢ dinh st dung formaldehyt ndng d6 cudi cing 1% va qué trinh lién két chéo dugc
thuc hién trong thoi gian 10 phut. Glyxin dugc thém vao dén ndng d6 cudi cing
125mM & két thic qua trinh lién két chéo. Té bao dugc rira hai lan trong PBS va vién
t& bao duge bio quan & nhiét do -80°C. Thong thuong, khoang 15 dén 20X10° té bao
duoc st dung trong mdt phan g ChIP. Thir nghiém ChIP dugc thuc hién theo cich
thirc tuong tu nhu d3 dugc md ta trong tai liéu “J. Kim,et al., 2008, Cell 132:1049”.
Pém cho viéc sidu 4m duge stra ddi bang cach sir dung SDS 0,5%, thay vi 0,1%. Quy
trinh siéu am dugc bién dbi bing cach sir dung tir 4 dén 6 xung trong 30 gidy, mdi
xung chira mdt lugng séng 4m khong d6i. Quy trinh chinh x4c nhu vay thudng sg& tao
ra cac phan doan c6 do dai trong khoéang tir 300 dén 1000 cip bazo. Céc khang thé sau
duogc st dung trong quy trinh ChIP: BCL11A [14BS5] (Abcam, ab19487), BCL11A
[1SE3AC11] (Abcam, ab18688), BCL11A (Novus Biologicals, Inc. NB600-261), va
IgG tho (Upstate, 12-370). Ciing thu dugc két qua tuong tu véi tht ca cac khang thé
BCL11A trong tét ci cac viing dugc thir nghiém.

Céc mau ChIP dugc phan tich bing PCR dinh lugng theo thdi gian thuc
(BioRad). T4t c4 cac doan mdi dugc thir nghiém dé dat hiéu qua ciia PCR theo khuyén
c40 cia nha san xuét (BioRad). Pudng cong chuén dugc tao ra cho mdi tip hop doan
mdi st dung phuong phép chudn do theo ty 16 ADN diu vao. Luong tuong dbi cia
chit nhidm séc két tia (ty 16 phin trim diu vao) dugc tinh toan tir dudng cong chuén
dic hiéu véi doan mdi st dung phin mém phan tich sb liéu iCycler Data Analysis
Software. Poan mdi dic hiéu dugc thiét ké dé khuéch dai cac trinh ty & cdc ving HS3;

doan khéi ddu HBG1; viing xudi dong HBG1 (+ 3kb); vang nguge dong HBD (-1kb);
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va ving doan khéi ddu HBB cta locut B-globin ctia ngudi. Ngoai ra, tap hop doan moi
thoai héa gin véi doan khéi dau ctia ca HBG2 va HBG1 ciing dugc st dung va cho két
qua tuong tu v6i tap hop doan mdi doan khéi ddu HBG1 (kh(‘)ng phét hién dugc ¢ su
lam giéu hay khong).

Két qua

Su déng gdp nhiing thay dbi trong céc yéu t6 diéu hoa cis hodc yéu t6 tac dong
trans vao nhitng su khac nhau gitta cac loai trong qua trinh biéu hién gen chua dugc
biét r5. Locut B-globin cta dong vat cd vu dong vai trd nhu mot mAu hinh diéu hoa
gen trong qud trinh phat trién. Chudt chuyén gen mang locut B-globin cta ngudi, bao
gdm cac gen trong phdi (), trong bao thai (y) va trudng thanh (B) dugc lién két voi
nhau, da dugc sit dung 12 miu hinh d& nghién ctru qué trinh chuyén ddi theo thoi gian
tir hemoglobin bao thai sang hemoglobin truéng thanh, nhu qué trinh dién ra & nguoi.
Tac gia sang ché chi ra ring gen y-globin cua ngudi & nhitng con chudt nay van chi
hoat @6ng nhu cac gen globin trong phdi chudt, cho thdy sy han ché cia mau va ching
té su khac biét co ban trong co ché hoat dong didu hoa ngoai phéan to da phat sinh
trong qua trinh tién héa cua dong vat co va. Téac gia sang ché chi ra ring su biéu hién
BCL11A, 4m(f)t yéu t6 trc ché qua trinh biéu hién y-globin ctia ngudi duge xac dinh qua
cac nghién ctru hé gen, 13 khac nhau gifta chudt va ngudi. Viée bét hoat gen globin
phéi chudt va gen y-globin cta ngudi trong qud trinh phat trién da khong xay ra &
chuot khi khong ¢6 BCL11A. Do d6, BCL11A 13 mot yéu tb trung gian can thiét trong
qua trinh chuyén dbi globin khac biét theo loai. Bing cach so sanh qud trinh phét sinh
clia qua trinh diéu hoa gen B-globin & chudt va ngudi, tic gia sang ché da chi ra ring
cac thay dbi trong qué trinh bidu hién yéu té diéu hoa ngoai phan tir s& tao ra yéu t6

didu khién su thay ddi trong qua trinh biéu hién gen trong qua trinh tién hoa.

Mirc 6 ma nhing thay dbi trong céc yéu t§ diéu hoa cis hodc méi trudng tac
dong trans tao nén nhitng khéac biét trong qua trinh biéu hién gen trong cac loai c6
quan hé gén 1a dbi tugng gy tranh cdi (Carroll, S.B., 2008,Cell 134:25-36; Hoekstra,
H.E. va Coyne, J.A., 2007, Evolution 61:995-1016). M0t sb nghién ctru da chi ra r??mg
nhitng thay déi trong céc yéu t§ didu hoa cis phan 16n chiu trach nhiém cho nhimg
khac biét gitta nhiéu loai trong qué trinh biéu hién gen (Wallace, H.A. et al., 2007, Cell
128:197-209; Wilson, M.D. et al., 2008, Science 322:434-8). Su déng gop cua céc thay
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dbi trong moi trudng tac dong trans it dugc cong bb. Véi céc chuyén dbi theo thoi gian
qué trinh biéu hién globin ctia ching, locut B-globin ctia dng vat c6 va 1am thanh mau
hinh cho qué trinh diéu hoa gen trong qué trinh phét trién (McGrath, K. & Palis, 7.,
2008, Curr. Top. Dev. Biol. 82:1-22). D& nghién ctru qua trinh didu hoa cac yéu té cis
clia ngudi trong modi truong tdc dong trans cia chudt, cac tic gia sang ché da sir dung
chudt chuyén gen mang locut B-globin ctia ngudi (chudt mang locut ). Qua trinh didu
hoa locut B-globin ctia nguoi dd duge nghién clru rong rdi st dung mau chudt niy
(Wijgerde, M., et al., 1995, Nature 377:209-13; Peterson, K.R., et al., 1998, Hum.
Mol. Genet. 7:2079-88; Porcu, S. et al., 1997, Blood 90:4602-9). Ba duogc chép nhan
ring cic miu chudt ndy cung cAp mot hé thdng c6 gia tri dé danh gia qua trinh didu
hoa gen globin trong qué trinh phét trién cua nguoi, mic di c6 mot sb khac biét da
duge luu tAm gifta nguoi va nhitng con chudt ndy. Vi du, sy bt diu qua trinh biéu
hién y-globin xay ra trong giai doan phoi, hoang thé ctia qua trinh sinh tdng hop héng
cAu & chudt, trong khi d6 mirc d9 biéu hién cao clia gen ndy lai xay ra trong giai doan
gan bao thai & ngudi. Hon nita, sy chuyén dbi tir y-globin thanh B-globin truéng thanh
xay ra trong giai doan sinh tbng hop hdng cdu trong gan bao thai sém & chudt
(Wijgerde, M., et al., 1995; Peterson, K.R., et al., 1998, Porcu, S. et al., 1997, sdch da
dan), trong khi d6 qua trinh nay lai x4y ra trong khoang thoi diém sinh ra & ngudi
(Peschle, C. et al., 1985, Nature 313, 235-8). Ngoai ra, da théy 13 ¢6 su khac biét trong
kha ning cta chudt dap (mg véi cac kich thich do hemoglobin bao thai (HbF) c6 hoat
tinh & nguoi giy ra (Sloane-Stanley, J., 2006, Br. J. Haematol. 135:735-7; Pace, B., et
al., 1994, Blood 84:4344-53). Téc gia sang ché bit ddu bing viéc danh gia liéu chudt
c6 dap g voi cac kich thich ting clung voi néng d6 HbF & nguoi hay khong
(Papayannopoulou, T., et al., 1984, Science 224:617-9). Tac gia sang ché da phat hién
duge ring chudt c6 muc do bidu hién y-globin ban dAu thdp hon nhidu so ngudi ngudi
trudng thanh va chudt khong thé dap ung véi céc kich thich gy ra su ting ndng do
HbF & ngudi (Fig.10). Hinh v& nay chi ra, l4n lugt, thong s6 ban du & chudt truong
thanh (n=10), chudt ciy ghép tliy xwong bing 2X10° té bao tiy xwong (chudt mang
locut B) (Alter, B.P., et al., 1976, Blood 48:843-53) (n=10) vao ngay thr 10 va 17 sau
khi ciy ghép, qua trinh xit Iy bing 5-FU khi mirc d0 giam té bao mau & muc thip nhét

vao ngay thtr 7 (n=10), va xudt hién rdi loan ting sinh t& bao tiy xwong kiéu bach cau
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don nhan tiy xuong thiéu nién (JMML) do qua trinh hoat héa K-ras (Braun, B.S. et al.
2004, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 101:597-602; Chan, I.T. et al. 2004, J. Clin.
Invest .113:528-38) (n=3). S& liéu dugc v& biéu dd 1a ty 18 phan trim y-globin so véi
ndng d6 gen globin giéng P ciia ngudi tong s6 dugc tinh dua trén két qua qRT-PCR.
Két qua dugc thé hién & dang gia tri trung binh + d§ léch chuén cuia gia tri trung binh.
bang cha y 13, mic d0 ban dAu cua y-globin & chudt thip hon 50 dén 100 1an so véi
vOi & nguoi trudng thanh (Oneal, P.A. et al. 2006, Blood 108:2081 to 6; Nathan, D. G.,
et al., 2003, in Hematology of infancy and childhood, 2 v. (xiv, 1864, xli p.)
(Saunders, Philadelphia, Pa.,). Twong ty, trong mau hinh bénh bach diu don nhan tiy
xuong thiéu nién dugc tao ra & chudt, khong phat hién dugc sy ting ndng do y-globin,
nguge lai véi ndng do y-globin cao ghi nhén dugc & ngudi bi hdi ching nay
(Weatherall, D.J. et al., 1975, Nature 257:710-2).

Céc gen y-globin bao thai ngudi hoat dong nhu gen trong phoi cuia chudt

Pé tim ra co ché tiém 4n cua su khéc biét giita cac loai, tic gia sing ché da
danh gia lai qua trinh phét sinh biéu hién y-globin ctia ngudi trong qué trinh phat trién
cia chudt. Dau tién, tic gia sang ché tach duge méu tudn hoan tir phéi tai thdi diém bt
dAu quan sat dwoc qua trinh biéu hién y-globin (E13.5) (Wijgerde, M., et al., 1995,
Nature 377:209-13; Peterson, K.R., et al., 1998, Hum. Mol. Genet. 7:2079-88; Porcu,
S. et al., 1997, Blood 90:4602-9). Do céac té bao co kich thuée khac nhau nén cé thé
phéan tach cac dong té bao tudn hoan nguyén phét va trudng thanh bing cach st dung
may dém té bao theo dong (Kingsley, P.D. et al., 2006, Blood, 107:1665-72; Fraser,
S.T., et al., 2007, Blood, 109:343-52), tac gia sang ché da 1am giau té bao hdng ciu
trong mau tir phdi vao ngay 13,5 (E13.5) cua chudt mang locut B (Fig.6A). Nhu da dy
doén, qua trinh biéu hién ciia gen ey-globin ctia phdi chudt, mot gen dic higu véi dong
té bao hdng ciu nguyén phat clng véi Bhl globin cua chudt (Kingsley, P.D. et al.,
2006, Blood, 107:1665-72; Fraser, S.T., et al., 2007, Blood, 109:343-52), dugc lam
giau (khoang 5 14n) trong nhém té bao nguyén phéat so v6i nhém té bao trudng thanh
(Fig.6B). Phu hop v6i cach phan bd nay, ban sao phién mi e-gobin phodi ngudi cling
duoc lam giau twong tu trong nhém té bao nguyén phat (Fig.6B). Ngac nhién 13, khong
phat hién dugc sy khéac biét gitta mirc d9 lam giau tuwong d6i gen trong phdi va mirc do

lam giau ban sao phién ma e-globin ciia ngudi trong nhém t€ bao héng cau nguyén
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phét so v&i nhom té bao truéng thanh (Fig.6B). Phat hién nay chi ra ring gen y-gobin
cta ngudi khong duge biéu hién manh trong t& bao hdng cu trudng thanh son & chudt

mang locut f.

Sau d6, tac gia sang ché st dung thir nghiém héa md mién dich (IHC) cho y-
globin trong phdi E13.5 @& d4nh gia sy phan b té bao. THC cho gan bao thai ngudi
(FL) cho thiy c6 su danh d4u duong tinh tAt ca nguyén bao hdng cau (Fig.6C). Nguoc
lai, phn 16n nguyén bao héng clu c6 trong bao thai gan ciia chudt mang locut B khong
thé nhudm mau déi véi y-globin. Téc gia sang ché phat hién dugc cc nguyén héng
ciu khdng 16, c6 nhén to trong bao thai gan duong tinh dbi vé6i y-globin (Fig.6D va
6E). V& mit hinh théi, céc té bao nay gibéng véi té bao nguyén phéat tiép tuc tudn hoan
v6i s6 lugng dang ké trong giai doan nay cta thai ky (McGrath, K. & Palis, J., 2008,
Curr. Top. Dev. Biol. 82:1-22). Phi hop véi két qua nay, mot s luong 16n cac té bao
duong tinh v&i y-globin phat hién trong qué trinh tudn toan déu 1 cic nguyén bao
héng cdu khdng 16 nguyén phét, trong khi d6 cac té bao nhé hon, khong nhan déu 4m
tinh (Fig.6F va 6F). D& khai quat hoa phét hién nay, tic gia sang ché da thyc hién thir
nghiém nhuém héa md mién dich trong cdc dong té bao thu dugc riéng biét tir chudt
mang locut B (Fig.6G va 6H) (Porcu, S. et al., 1997, Blood 90:4602-9). Trong tht ca
cac dong té bao, qua trinh biu hién y-globin (nhu dugc chi ra bang két qua THC duong
tinh) 1a dac hi¢u véi cac t& bao nguyén héng ciu khdng 16 12 cac té bao hiém c6 trong
nhu md FL. V&i cic quan st twong ty & chudt mang locut B thu duoc doc 14p, phat
hién cuda tac gid sang ché d3 chirng minh mot dic diém dic trung cia chudt mang locut
B.

Phan tich té bao don khing dinh hoat dong phan ly cua locut B ciia ngudi 6 chudt

P& c6 thém hidu biét & mirc d6 té bao don, tac gia sang ché st dung phuong
phap lai in situ phat huynh quang ARN (PT-FISH) dé danh gi4d mirc do biéu hién
twong d6i ctia gen globin noi sinh clia ngudi va chudt & cic giai doan khac nhau cla
qué trinh phat sinh ca thé (Ragoczy, T., et al,, 2006, Genes Dev. 20:1447-57;
Trimborn, T., 1999, Genes Dev. 13:112-24). DAu tién, tac gia séng ché danh gia muc
d6 biéu hién twong d6i cta gen y- va B-globin cuia ngudi (voi a-globin cia chudt 1a a6i

chimg) trong té bio hdng ciu nguyén phét ctia phdi E 11.5 tir hai dong chuyén gen doc
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1ap (A20 va A85). Phu hop véi cac phén tich trude ddy chi ra ring qua trinh biéu hién
& murc d9 cao ctia y-globin & giai doan héng cau nguyén phét & chudt mang locut B, tac
gia sang ché di ghi nhin muc do bidu hién twong dbi cao cia y-globin bing thir
nghiém PT-FISH, va mic d6 bidu hién thip hoiic khong biéu hién B-globin clia nguoi
(Fig.7A va 2B). Trong s6 céc té bao nguyén phat tudn hoan & giai doan muodn hon cta
qua trinh phat trién (E13.5), ¢6 thé théy duge mot kidu twong tu, mic du co thé théy
duoc 13 qué trinh biéu hién B-globin clia ngudi ting 1én va sy gidm toan phén ty 18
phin trim t& bao ¢6 tin hiéu PT-FISH (sir dung a-globin ctia chuét 1a ddi chimg), voi
chi mdt phin té bao (khoang 1/3) ¢6 cac locut c6 hoat tinh phién ma tai mot thoi diém
(Fig.7A va 7B). Vi du vé céac té bao duge sir dung trong phan tich nay dugc chi ra
(khdéng néu sd liéu). Mot phét hién tha vi véi phan tich PT-FISH cho y- va B-globin
cia ngudi 12 muc d6 ddng phién ma, thé hién sy ddng ton tai cla hai tin hiéu tin higu

phién mi so cAp trong ciing mdt locut gen (khong néu s liéu).

Phén tich qué trinh ddng phién ma bing phén tich lai in situ phat huynh quan phién ma
so cip (PT-FISH)

Qua trinh déng phién ma dugc dinh nghia 1a sy c6 mat ddng thoi ciia hai tin
hiéu phién ma so cAp tir ciing mdt locut gen trong mot té bao. D3 quan st dugc tin s6
d6ng phién ma cao trong phan tich ndy, dic biét 12 & cdc giai doan khi it gen y-globin
trudng thanh dugce bidu hién. Trong c4c té bao mau ngoai vi (t& bao tudn hoan nguyén
phat) 14y tir phdi vao ngay 13,5 (E13.5), 19% va 21% (l4n luot & hai dong A85 va
A20) té bao bidu hién y-globin cho thiy c6 qua trinh ddng phién ma B- globin (khong
néu s liéu). Trong t& bao gan bao thai trong phdi E13.5, mirc do trung lip ting rit
nhanh, v&i 52% va 55% té bao biéu hién y-globin ¢ qua trinh ddng phién ma B-globin
(khdéng néu sd liéu). Ban chét cta qua trinh ddng phién 14 chua 18 rang. Trudce day, co
ché nay da dugc md ta 1a mot co ché chuyén dbi qua lai cia ving kiém soat locut
(LCR) véi cac gen globin xudi dong (Wijgerde, M., et al., 1995, Nature 377:209-13).
Két qua chi ra ring céc ban sao phién ma so cAp c6 thé duge tao ra nhd qué trinh dong
phién mi ngay c& khi khoéng c6 qua trinh phién md manh (nhu dugc chi ra d6i vai -
globin trong té bao FL trong E13.5). Vi PT-FISH bi han ché & anh chup don qua trinh
phién mé, nén khong rd 1a liu tbc d6 phién ma & céc locut dugc ddng phién mi c6

twong duong nhau hay khong. Phét hién nay chi ring tbc d6 va/hodc hidu qua & cac
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locut dugc ddng phién ma cé kha ning 14 khac nhau va do d6 sy ¢6 mit cla cic ban
sao phién ma so cip trong qua trinh ddng phién ma, c6 thé khong phai 14 chi thi cho

viéc téng hop hidu quéa ban sao phién ma trudng thanh.

So sanh gy-globin va4i y-globin trong phdi ctia chudt da chi ra qua trinh biéu
hién twong ty cla gen trong phoi chudt véi y-globin & té bao tudn hoan nguyén phat
trong phéi E13.5 (Fig.7C va 7D). Phét hién nay chi ra ring qu4 trinh biéu hién gen y -
globin song song v&i biéu hién ctia gen giéng P trong phodi chudt trong mdi trudng diéu
hoa ngoai phén tr cia chudt. Té bao FL tir E13.5 duoc phan tich theo cich twong tu,
bang cach danh gia qué trinh biéu hién ciia ey-globin ctia chudt va y-globin ciia ngudi
bing thir nghiém PT-FISH & céc té bao nay. Chi c6 mot ty ¢ phan tram nho t€ bao thé
hién dic tinh nhudm dbi véi ey hodc y-globin (Fig.7C va 7D), so v&i qua trinh phién
m3 manh B-globin ctia ngudi & cing giai doan (Fig.7A va 7B). Phu hop v6i cac phén
tich vé qué trinh phét trién trude day & chudt (Kingsley, P.D. et al., 2006, Blood,
107:1665-72; Trimborn, T., 1999, Genes Dev. 13:112-24), cac té bao duong tinh d6i
véi gy chudt 1a cac té bao tudn hoan nguyén phét c¢6 trong gan bao thai chuft. Té bao
duong tinh v§i qua trinh biéu hién y-globin cia ngudi ciing ¢6 kha ning la té bao hdng
ciu nguyén phat, va quan trong 1a biét dugc ring trong céc té bio niy chi c6 mot phin
(khoang 1/3) s6 locut 12 hoat dong tai mot thoi didm bét ky, nhé d6 s& han ché murc do
ddng bidu hién. Dang chu ¥ 13, 45% va 54% (1&n luot trong céc dong A85 va A20) s
té bao nguyén phat tir E13.5 (PBC) ¢6 ban sao phién ma y-globin thé hién qua trinh
biéu hién ey-globin, phi hgp cho phét hién rang y-globin hoat dong nhu mot gen trong
phdi trong mdi trudng tac dong trans cua chudt. Thu vi 13, mot phén tich trude déy vé
céc gen chuyén c6 mirc do bidu hién rat thip khong c6 trinh ty diéu hoa locut co ban,
cho thdy ring y-globin thyc sy hoat dong nhu mdt gen trong phoi, nhur céc tic gia sing
ché da chi ra déi v6i chudt chira toan bd locut B clia ngudi duge biéu hién manh

(Chada, K., et al., 1986, Nature 319:685-9).

BCL11A trc ché qua trinh biéu hién ctia globin gidng P trong phdi chudt & dong té bao
nguyén phat

Tur cac két qua trén, c6 thé két luan ring moi truong didu hoa ngoai phan t
hdng cu cua chudt khac véi ctia nguoi, xét vé khia canh thanh phﬁn ho#c qua trinh

diéu hoa cua cac yéu to diéu hoa phién ma can thiet. Gan diy da thay rang gen
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BCL11A, mang céc dot bién di truyén anh huéng dén ndng dd HbF & ngudi (Uda, M.
et al., 2008, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 105:1620-5; Lettre, G. et al., 2008, Proc.
Natl. Acad. Sci. U. S. A. 105:11869-74; Menzel, S. et al., 2007, Nat. Genet. 39:1197-
9; Sedgewick, A.E. et al., 2008, Blood Cells Mol. Dis. 41:255-8 ), ma ho4 chit trc ché
dic hiéu theo giai doan phat trién ciia gen y-globin ctia ngudi (Sankaran, V.G. et al.,
2008, Science 322:1839-42). Cac phat hién trude day chi gidi han & phén tich té bao
hdng ciu ngudi, trong d6 tac gia sang ché da phat hién duoc ring cac dang BCL11A
nguyén ven duge biéu hién manh trong nguyén bao héng céu tiy xuong trudng thanh,
& ndng do thip hon déng ké trong FL, va khong c6 trong nguyén bao hdng ciu nguyén
phat. Hon nita, dang dot bién ngén hon ctia BCL11A dugc biéu hién trong nguyén bao
hdng cau trong FL va hdng cdu nguyén phat ciia ngudi, ca hai loai t& bao déu biéu hién
v -globin. D& danh gia sw khéc biét c6 thé c6 giita cic loai trong qud trinh biéu hién
protein BCL11A, tic gia sang ché da danh gi4 t€ bao hong cAu clia ngudi va chudt &
cung giai doan, dugc chon loc b?ing FACS. Pang chu y 1a, viéc so sanh qué trinh biéu
hién BCL11A & chudt va nguoi cho thdy su khéc biét rd rét (Fig.8A, Fig.11). Qua
trinh biéu hién ARN BCL11A dugc do bang qRT-PCR trong t€ bao & cling giai doan
dugc chon loc (chon lgc dbi véi CD71 va Ter-119) & cac giai doan phat trién khac
nhau & chudt chimg té ring ARN BCL11A duge biéu hién ¢& mirc do twong dwong
trong tAt ca cac té bao chudt trudng thanh, nhung khong c6 hodc duge biéu hién & mirc
do bi giam déng ké trong cac té bao nguyén phat (dugc chuén héa thanh GAPDH).
Thi nhit, ARN va protein BCL11A 1a khong c6 trong té bao hdng ciu nguyén phat
cia chudt. Thir hai, dang nguyén ven cia BCL11A dugc biéu hién & cac mirc do twong
tu nhau trong té bao hdng cau truéng thanh trong ca céc té bao FL va té bio tily xuong
ctia chudt, trong khi d6 khong thé x4c dinh dugc bat ky thé dot bién ngin hon nao &
nhig t& bao chudt nay (Fig.8A). Ngoai ra, dang dot bién ngén c6 trong céc giai doan
phét trién sém. Tt ca céc té bao cta ngudi duge chon loc dbi v6i qua trinh biéu hién
CD235 va CD71. Ngugc lai, trong té bao chudt, c6 thé thdy qua trinh biéu hién protein
BCL11A nguyén ven trong tit ca cic té bao gbc truong thanh, gdm c6 té bao hong ciu
trong gan bao thai va & tuy xuong c6 cung giai doan trong phdi E13.5 (tht ca cac té bao
duoc chon loc ddi v6i Ter119+/CD71+). Khong phat hién dugc qua trinh biéu hién
BCLI11A trong té bao nguyén phat ciia chudt. Két qua niy da nhin manh sy khéc biét
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quan trong gitra cic loai c6 thé dong vai trd trong viéc gy ra qua trinh didu hoa su
phan ly gen globin. Mot miu hinh dwa trén phat hién vé& qua trinh bidu hién trong qua
trinh phat trién clia gen globin gidng B & ngudi, chudt, va chudt mang locut B dugce thé

hién, cing v&i tom tit vé qua trinh biéu hién BCL11A trong hai loai ndy (Fig.8B).

Téc gia sang ché da ching minh ring qué trinh biéu hién gen y-globin nguoi
twong quan chit ch& véi qua trinh biéu hién ctia gen trong phdi chudt, ey va Bhl, trong
mdi trudng didu hoa ngoai phan tir ciia chudt. Hon nita, miu biéu hién BCL11A cho
thy vai trd trong toan bd qua trinh sinh tdng hop hong cdu bao thai & chudt, nguoc lai
v6i vai trd chiém wu thé ctia n6 & giai doan sau sinh & ngudi. Do d6, ¢6 thé gia thiét
ring su thay ddi trong qué trinh bidu hién BCL11A c6 thé c6 vai tro, it nhét trong mot
phan, di véi qua trinh biéu hién phan ly gitta c4c loai ciia gen globin giéng B. Dé
kidm dinh truc tiép vai trd véi BCL11A trong viéc 1am bét hoat gen trong phoi ndi
sinh trong dong té bao hong cAu, chudt bj bit hoat BCL11A dugc danh gid. Nhu da
dugc mod ta (Liu, P. et al. 2003, Nat. Immunol. 4:525-32), chu¢t BCL11A -/- chét trong
giai doan chu sinh khong rd nguyén nhan. Chudt BCL11A -/- & céc thoi diém E14.5 va
E18.5 trong thai ky dugc xac dinh thoi diém nao qua trinh sinh téng hop héng cu
truong thanh manh mé dién ra trong FL (Fig.12). Bing céc phuong phép danh gia kiéu
hinh va hinh thai (Sankaran, V.G. et al., 2008, Genes Dev. 22:463-475; Zhang, J., et
al., 2003, Blood, 102:3938-46), qu4 trinh sinh tong hop hdng ciu c6 vé 12 binh thudng
trong cac phoi nay (Fig.9A, Fig.13 dén 15). Sau do, qua trinh biéu hién gen globin ctia
chudt duge danh gia. Rt phu hop véi gia thiét cla tac gia sang ché, c6 thé thdy ring
su bat hoat qua trinh biéu hién gen globin phoi chudt khong xay ra trong té bao hong
cu trong FL ciia phoi E14.5 va E18.5 (Fig.9B-E, Fig.16). Khong c6 sy Gc ché qué
trinh bidu hién globin phéi & dong té bao nguyén phat 1a khong ¢6. Qué trinh biéu hién
cia gen globin gy va fhl dugc diéu hoa nguoc 1én t6i 70 va 350 14n & phdi E14.5
(Fig.9B). Ngoai ra, cac gen globin trong pho6i nguoi chiém khoang 50% tdng s gen
gidng B trong giai doan nay, so vdi 0,4% & nhém ching. Trong phdi E18.5, trong khi
mirc d6 dong gdp cua cic ban sao ndy vao tbng sb ban sao phién ma gidng B c6 bi
giam do6i chut, thi sb lugng ban sao globin ey va phl vén ting 1&n 2600 va 7600 1an so
nhém ching (Fig.9C). D& danh gi4 su phan bd trong té bao cta globin phdi chudt, thir

nghiém nhudm héa moé mién dich dugc thyc hién. Bing céach st dung phuong phap
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ndy, tac gia sang ché da tim ra ring globin Bhl va gy dugce biéu hién manh mé trong té
bao hdng cdu trudong thanh (Fig.9D va 9E, Fig.17), trong khi d6 binh thudng cac
globin trong phdi nay chi hoat dong & dong té bao hdng ciu nguyén phat (McGrath, K.
& Palis, J., 2008, Curr. Top. Dev. Biol. 82:1-22) (Fig.8B).

B4t hoat qua trinh biéu hién y-globin ctia ngudi phu thudc vao BCL11A

Sau d6, tac gia sang ché d4nh gia hau qua ctia sy mit BCL11A dbi véi qua trinh
didu hoa gen globin cia ngudi trén chudt mang locut . Bing cach cho gen chuyén
mang locut B vao moi trudng bét hoat, tac gia sang ché da phat hién dugc ring khi
khong c6 BCL11A, qué trinh bt hoat theo giai doan phat trién gen ctia y-globin bi suy
giam déang ké trong dong té bao hong cdu trudong thanh (Fig.9F, Fig.18). G chuot
BCL11A -/-, +/, va chudt dbi ching, ARN y-globin lan Iugt chiém 76%, 20%, va
0,24% ARN téng sb cua gen gidng B trong phoi E 18.5 (Fig.9F, Fig.18). Sy giam bét
hoat gen y-globin trong thé dj hgp BCL11A +/- 1a phu hgp véi sy twong quan di truyén
gitta BCL11A va ndng d6 HbF va diéu niy dd m& rong thém phat hién truéc ddy khi
stt dung phuong phép bét hoat trong t& bao ngudi (Sankaran, V.G. et al., 2008, Science
322:1839-42), phuong phép ndy ciing chi ra ring BCL11A 1a yéu t6 diéu hoa dinh
lugng cua qua trinh biéu hién y-globin. Thét bai trong viéc gdy bét hoat gen y-globin
khi ¢6 qué trinh sinh tdng hop hdng cdu binh thuong dd cung cip cac bang ching
thuyét phuc ring BCL11A la yéu t6 diéu hoa chinh trong qué trinh chuyén dbi globin

trong qua trinh phat sinh c4 thé ctia ngudi va chudt.

V& co ban, BCL11A ¢6 thé anh hudng dén su biéu hién gen globin mot cach
truc tiép bang cach twong téc véi yéu t6 didu hoa cis trong nhém gen B-globin hodc
mdt cach gian tiép bang cach tac dong dén chu trinh té bao hodc cic con dudng khac
tdc dong chi yéu 1én qua trinh bidu hién HbF. D& phan biét cdc kha ning nay, thir
nghiém két tia mién dich nhidm sc (ChIP) dugc st dung dé danh gid cac t€ bao tao
hdng ciu nguyén phit cla ngudi. Sy lién két vi doan khoi ddu gin cia y- hodc B-
globin duoc phat hién. N6i cach khac, di phat hién dugc sy lién két chit & mot sb
ving khic nhau cia nhém gen B-globin (Fig.19). Cac vung nay bao gbm Vi tri ting
man cam thi ba (HS3) ctia ving kiém soat locut (LCR) (P. A. Navas et al., 1998, Mol.
Cell. Biol. 18:4188), viing ngugc dong loai bé Corfu di kém véi HbF cta gen 8-globin
(A. Bank, 2006, Blood 107:435), va ving xudi dong khic ctia gen Ay-globin thuong bi
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loai bo trong mdt sb dang duy tri hemoglobin bao thai do di truyén (A. Bank, 2006,
Blood 107:435). Dic biét cAn chu y 1a tht ca cac yéu té didu hoa cis nay di dugc cho la
déng vai trd trong viéc bat hoat y-globin. Két qua nay khing dinh ring BCL11A hoat
dong trong nhom gen P-globin. Cac thé dot bién BCL11A ngén hon c6 trong cac té
bao bidu hién hoat tinh y-globin c¢6 thé tham gia vao céc khia canh khéc nhau cuia qua
trinh diéu hoa phién m4 trong nhém gen B-globin. Do d6, BCL11A, & cé4c ndng do va

bién thé khac nhau, s& cu hinh lai locut B-globin & cc giai doan phat trién khéac nhau.
Két luan

Tém lai, cac phét hién & day ching t6 rang nhitng thay dbi trong qua trinh biéu
hién cta mot yéu td ngoai phan tir trong qua trinh tién héa c6 thé din dén sy biéu hién
gen s& bi bién ddi trong qua trinh phat tridn. Ciing thiy ring cac yéu t6 diéu hoa cis
trong locut B-globin ciia nguoi 1a khong du dé gay ra qua trinh diéu hoa trong qua trinh
phét trién & chuot. Trude day, da duge d& xuit 1a qua trinh tién hoa biéu hién cla gen
globin giéng P dugc xtc tic chu yéu nho sy thay dbi yéu t6 cis (Johnson, R.M. et al.
2006, Proc. Natl. Acad. Sci .U. S. A. 103:3186-91). Phat hién & day khing dinh mot
céch thuyét phuc rang nhing thay d6i trong cac yéu td tac dong trans c6 thé tao ra tac
dung rd rét 1én qua trinh chuyén ddi gen trong qua trinh phat trién. BCL11A c6 vai trd
gay bt hoat c4c gen trong phdi & t& bao hdng ciu trudng thanh cia chudt, trai ngugce
vé6i vai trd cia nd ¢ nguoi, trong d6 hgp chét nay chi c6 vai trd bét hoat qu4 trinh biéu
hién y-globin sau khi sinh. Hon nita, tic gid sdng ché chi ra raing BCL11A 14 mot yéu
t6 didu hoa manh déi voi viée gy chuyén dbi globin phan ly giita cc loai chimg to
ring gen y-globin di trénh dugc qué trinh bét hoat trong qua trinh phét trién trong moi
truong diéu hoa ngoai phan tr BCL11A -/-. Phat hién & ddy chi ra mot mau hinh trong
d6 mot (hodc nhiéu) yéu td gay bét hoat diéu hoa ngoai phan tir ciia gen globin trong
phoi, ban diu dugc biéu hién trong toan bd qué trinh sinh tbng hop hdng cau trudng
thanh, d4 bi bién ddi trong qu4 trinh tién hoa cia linh truéng, do d6 qua trinh biéu hién
ctia chung dugc chuyén sang giai doan mudn hon cta qua trinh sinh tdng hop héng cau
tredng thanh, tao ra su tién héa cia giai doan biéu hién hemoglobin bao thai djc nhét.
0 day, da duge chi ra raing BCL11A 1a mot trong s6 nhidu yéu t§ chinh diéu hoa qua
trinh chuyén dbi nay. Cac phat hién theo séng ché ciing 1am don gian héa mod hinh

phan tir gidi thich cho su chuyén trang théi trong qué trinh phat trién can thiét nay.
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Sang ché khong chi dua ra cac hidu biét m&i vé& cach thirc thay dbi trong qua trinh biéu
hién gen x4y ra trong qua trinh tién hoa, ma con dua ra cac du doan vé co ché b sung
cla qua trinh chuyén ddi tir hemoglobin bao thai thanh hemoglobin truéng thanh, 1a

qud trinh ¢6 tAm quan trong vé mét 1dm sang & nguoi.
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YEU CAU BAO HO
1. Phuong phap ting ndng ¢ hemoglobin bao thai trong té bao, trong d6 phwong phép
nay bao gdm buéc cho nguyén bao tao mau tiép xic v6i ché phdm chutra chét we ché
qué trinh biéu hién BCL1‘1A v6i lugng hitu hiu, ex vivo hodc in vitro, nhé d6 qua
trinh biéu hién hemoglobin bao thai dugc ting trong té bao d6 hodc té bao thé hé sau
clia no, so vdi té bao trude khi cho tiép xtc, va trong d6 chit irc ché néu trén 1a chét trc

ché axit nucleic dic hiéu véi BCL11A dé lai véi trinh ty axit nucleic cia BCL11A.

2. Phuong phap theo diém 1, trong d6 nguyén bao tao mau 1a té bao thudc dong té bao
héng cau.

3. Phuong phép theo diém 1, trong d6 chit trc ché axit nucleic ddc hiéu véi BCL11A
chtra tic nhan gdy nhiéu ARN dic hiéu v6i BCL11A c6 mot hodc nhiéu trinh tyu
nucleotit trong s céc trinh tw néu trong SEQ ID NO:1-6.
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Fig. 6
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Fig. 8
A Nguwoi Chuét

= 2 = 2
L

5% &8 3% 8
‘5 Ko} ™7 ‘5 o X
2583 25T 3F
=z 0, = =z O -

Pdng phan XLIL =P

Cac th§ dot bién =
ngan hon :

B Long do trieng AGM/bao thai
1 HaC
EryP-CFC BFU-E BFU-E
/ Gan bao thai Tuy xwong

p O

Té bao héng ciu non Té bao hdng ciu trwéng thanh

Chuot Bht ey Bmaj, Bmin Bmaj. pmin
Ngwdoi Ty : v>B B>y
Chu6t chuyén gen g-
globin ctia ngwoi y>t +] B
Chudt BCLI1A XL
. BCL11A XLL
Ngwoi . ek
Cac the dot bién BCL11A
ngan hon

-88-



20969

g'gla b3 9'8l3 svi3 '8 SPi3

31 . e 3
6 ‘ol ———eg o T o = wp—y——0 3
. 3 3 -euy Q
gust? Q o Qs o
. v 0Z 5.0 > g 0Z on O 0Z 2o
3o g 3 o Q.o
a-.- «Q .0 ~. «Q o DU
o mg -~ o BT o o &
feem T
7} e—— 0o 5 2 ry w0 5= 0 o

2% X s g
T. e § g & ® §o oo &2
-~y . = A = X S
% o 2 g EEPPTTLLLAL 5

o~ B ) 3 P) 0oL S . 0oL

/- BLLI28 +IJVA 7+ BLLIOE +JVA +/1} BLLIOEH (4 JVA 4

ES * 7 +5 ES
1000 w 10'0 w
0 & Qg
0 o [
w5 o 3
Qo " Qo
» o g
o o O o o>
cc cc
S < D o
| o = o =
) u..mv u-.Wv
c o )
o .mvvv % o .m.v % ¥
s e
Aam] g = e
5 =
o1 oot YT Y

O
m

-89-



20969

Fig. 10
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- Fig. 12
A Bclt11a i+ Bcl11a -/-
B Bcl11afy+ Bcit1a +/- Bcl11a +-
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Fig. 14
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" Fig. 15

A Bclt1a fi/+ Bei11a -/-
g P

-93-



z

mARN twong doi

-

mARN twong doi

20969

Fig. 16
£ h1
100 y 120 B
T 100
80 B
e
" 2 ®
)
EC
40 E
40
E:
20 20
B ——— ’ e v - g
Belffa fie Belifa ++ Bceltfs -/ Beltiafi/e Bcltia +/~ Bciffa 4
n=10 n=14 n=11 n=10 n=14 n=11
Bmaj/Bmin Bcl11a
%0 5 0,08
o
2
o 0,064
5
=1
& 084
<
1S
0,02+

Bciffafl/+ Bceiffa +- Bclffa -

n=10 n=14 m=11

-94-

Bcltfafis Bclifa+- Bclffa+
m=10 m14 m11



mARN twong dbi

mARN twong dbi

20969
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