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tir axit nucleic soi don chira, theo trinh tr tir dau 5° dén déu 3’: ving dau 5° (Xc); vung bén
trong (Z); va vung dau 3’ (Yo). Vung bén trong () gom vung bén trong dau 5° (X) va
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biéu hién. Co thé trc ché su biéu hién cia gen dich bang cach sir dung phan tir axit nucleic
soi don theo sang ché. Ngoai ra, sang ché con dé cap dén ché pham dung dé trc ché su biéu
hién ctia gen dich, dugc pham chia phén tir ndy, phuong phap e ché su biéu hién cia gen
dich in vitro va phuong phap tao ra sy can thiép ARN dé trc ché sy biéu hién cua gen dich
in vitro.
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Linh vie ky thuét dwoc dé cap
Sang ché dé cip dén phén tir axit nucleic soi don e ché sy biéu hién cia gen,
ché pham va dugc phidm chira phan tir axit nucleic sgi don nay, va phuong phéap trc ché

su bieu hién cua gen dich in vitro bang cach st dung phén tir axit nucleic soi don nay.

Tinh trang k¥ thuit ciia sang ché

béi voi ky thuat rc ché su biéu hién cua gen, k¥ thudt can thi¢p ARN (RNA
interference: ARNi) la da biét, vi du (tai liéu: Fire. et al., Nature, vol. 391, pp. 806-811,
1998). Sy trc ché murc dd biéu hién ctia gen bang k¥ thuat can thiép ARN thuong duoc
tién hanh, vi du, bing cach sir dung phan tir ARN soi kép ngén cho té bao hoic yéu t6
tuong tu. Phan t¢ ARN sg¢i kép thuong duoc goi la ARN can thiép nho (small
interfering RNA: siARN). P4 c¢6 thong béo ring khong chi siARN ma ca phan tir ARN
dang vong 14 phan tir soi kép mot phan dugc cai bién bang su lién két bd sung gifra cc
phan tir cling c6 thé e ché su biéu hién cia gen (Céng bd don ding ky sang ché Nhat
Ban sd JP 2008-278784 A). Tuy nhién, cic phan tit ARN duogc sir dung trong cac k¥
thut nay tao ra su e ché mic do biéu hién ctia gen c6 cic nhurgc diém sau day.

Tht nhét, dé san xuit siARN, can phai téng hop soi ¢6 nghia va sgi dbi nghia
mot cach riéng bi¢t va sau d6 lai cac soi nay véi nhau & cudi quy trinh. Do d6, van d&
nay sinh la hiéu qua san Xuét s& thép. Hon nita, khi siARN duoc st dung cho t€ bao, cin
phai sir dung siARN cho té bao trong khi trc ché sy phan ly ctia cdc ARN soi don, do d6
cAn phai thiét lap cac diéu kién dé xir Iy siARN. Mt khac, mot van d& gap phai déi voi
phan tir ARN dang vong 13 qué trinh tong hop khé khin.

Céac don dang ky sang ché chau Au s EP2256191A va EP2233573A mo ta
siARN dang vong va ché phém chira siARN dang vong nay dé uc ché sy biéu hién cta

gen dich.
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Céng bd don qude t& s6 WO 2006/074108 md ta ARN soi don chira trinh tu trc
ché sy biéu hién va hai cdu truc gdp cudn lai & cac dau.

Cac Cong bd don qudc t& s& WO 2004/015075, WO 2004/015107 va WO
2006/088490 md ta cac phan tt ARN kep téc ngin (ShARN) cé nhém lién két khong

phai nucleotit.

Ban chét ky thuit ciia sing ché
Véi nhitng khé khin néu trén, muc dich ciia sing ché 14 tao ra phan tr ARN m&i
6 thé we ché su biéu hién cua gen va cling cé thé duoc san xuit mot cach dé dang va
hiéu qua.
Pé dat duge muc dich néu trén, sang ché d& cap dén phan tir ARN sgi don chi
chtra mot trinh tu Ge ché su biéu hién dé we ché su biéu hién cta gen dich, trong do:
- dau 5’ va dau 3’ khong dugce lién két voi nhau,
- phan t¢ ARN so¢i don chira, theo trinh tu tir dau 5° dén dau 3°: ving ddu 5°
(Xc); ving bén trong (Z) chta trinh tu e ché sy bidu hién; va ving du 3’
(Yo),
- viing bén trong (Z) gdm ving bén trong diu 5’ (X) va ving bén trong dau 3’
(Y) dugc lién két v6i nhau,
- viing dau 5° (Xc) bd tro cho viing bén trong dau 5° (X) va soi kép dugc tao ra
boi sw gip cudn lai ciia ving (Xc) vé phia ving (X) va su tu lién két bd sung
cua céc vung (Xc) va (X),
- viing dau 3’ (Yc) bd trg cho ving bén trong dau 3’ (Y), va soi kép duogc tao ra
boi sur gdp cudn lai ciia viing (Yc) vé phia ving (Y) va su tu lién két bd sung
cua céac vung (Yc) va (Y),
- viing lién két (Lx) ¢6 mit & gitta ving ddu 5’ (Xc) va viing bén trong dau 5° (X),
- ving dau 5’ (Xc) va viing bén trong dau 5’ (X) duoc lién két v6i nhau qua ving
lién két (Lx),

- viing lién két (Lx) chtra gbc khong phai nucleotit,

-3-



23845

- ving lién két (Ly) c6 mit & gitta ving dau 3’ (Yc) va viing bén trong dau 3’ (Y),
- viing dau 3’ (Yc) va viing bén trong dau 3’ (Y) dugc lién két v6i nhau qua ving
lién két (Ly), va
- 56 lwong bazo (Z) & ving bén trong (Z), sd lugng bazo (X) & viing bén trong diu
5’ (X), sb lugng bazo (Y) & ving bén trong dau 3’ (Y), sb luong bazo (Xc) &
ving dau 5’ (Xc), va sb luong bazo (Yc) & ving dau 3° (Yc) thoa man cac didu
kién tir (a) dén (d):
(a) cac didu kién ctia biu thirc (1) va (2) duoc thda man:
Z=X+Y .. (D)
Z>Xc+Yce .. (2);
(b) Z ndm trong khoang tir 19 dén 30;
(¢) Xc ndm trong khoang tir 1 dén 7 hodc Yc nim trong khoang tir 1 dén 9;
va
(d) Z— (Xc +Yc) =0 hodc 1 dén 10.

Sang che con de cap dén ché pham dung dé (rc ché sy bi€u hién cia gen dich.

Ché phim nay chtra phan tir ARN soi don theo sang ché.

Séang ché ciing d& cap dén dugc phdm chira phan tir ARN s¢i don theo sang ché.
Séang ché ciing d& cap dén:

- phuong phap tic ché su biéu hién ctia gen dich in vitro, trong d6 phén tir axit

soi don theo sang ché dugc st dung cho t€ bao, md hodc co quan; va

- phuong phép tao ra sy can thi€p ARN dé wc ché sy bidu hién cua gen dich in

vitro, phuong phap nay bao gdbm budc sir dung phan tir ARN soi don theo sang ché.

Séang ché ciing m6 ta phan tir axit nucleic dé str dung trong phwong phap didu tri

bénh, trong do:

- phén tir axit nucleic 13 phan tir ARN sgi don theo séng ché, va

- phén trt ARN sgi don chtra trinh tu e ché su biéu hién 12 trinh tu Gc ché su

biéu hién ctia gen gy bénh.
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Bing cach sir dung phan tir ARN soi don theo sang ché, c6 thé tc ché su biéu
hién ctia gen. Hon nita, do phan tr ARN soi don nay khong phai dang vong, ¢6 thé tdng
hop né mdt cach d& dang. Ngoai ra, do phan tir ndy 13 phan tir soi don, khong can budce
lién két b6 sung trong qua trinh san xuét soi kép, vi vay c6 thé san xuét phan tir niy mot
cach hi¢u qua.

Céc tac gia sang ché 1a nguoi ddu tién phat hién duogc ring su bidu hién cia gen
c6 thé duge e ché bang ciu tric ciia phan tr ARN soi don theo sang ché. Dy dinh ring
tac dung trc ché gen cta phén tir ARN soi don theo sang ché 1a do hién tuong tuong tur
véi su can thiép ARN gdy ra. Tuy nhién, can luu y réng su (rc ché muc d6 biéu hién coa

gen theo sang ché khong bi han ché hodc gii han boi k¥ thuét can thiép ARN.

MO ta viin tit cac hinh vé

Fig.1 thé hién so dd minh hoa mot vi du vé phan tir ARN s¢i don (khong phai
clia sang ché).

Fig.2 thé hién so dd minh hoa vi du khac v& phén ttr ARN soi don theo sang ché.

Fig.3 thé hién so d minh hoa cac vi du khac vé& phan tir ARN soi don theo séng

Fig.4 1a biéu dd thé hién mtrc do biéu hién tuong dbi coa gen GAPDH theo mdt
vi du ctia sang ché.

Fig.5 12 biéu dd thé hién mirc d6 biéu hién tvong ddi ctia gen GAPDH theo mét
vi dy khéc ctia sang ché.

Fig.6 14 biéu do thé hién mirc d6 bidu hiéh twong ddi ciia gen GAPDH trong té
bao A549 theo vi du khac nita ciia sang ché

Fig.7 1a biéu dd thé hién mirc d6 bidu hién twong dbi cia gen GAPDH trong té
bao 293 theo vi du clia sang ché,

Fig.8 1a biéu dd thé hién muc d6 biu hién cta gen TGF-B1 theo vi du khac nita
ctia sang ché.

Fig.9 1a biéu dd thé hién murc do biéu hién cta gen TGF-B1 trén mot don vi
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trong lugng phdi trong mdi nhém sir dung theo vi du khéc nita ctia sang ché.

Fig.10 13 biéu dd thé hién sb Iuong té bao trong miu BALF ciia mdi nhom sit
dung theo vi du ctia sdng ché.

Fig.11 12 biéu d6 thé hién sb lugng bach cdu trung tinh trong mau BALF cta
mdi nhém stt dung theo vi du cia sang ché.

Fig.12 13 anh chup trong d6 mdi anh thé hién két qua nhudém Giemsa ctia té bao
trong mau BALF theo vi du ciia sang ché. Fig.12A thé hién két qua thu dugc & nhom st
dung 4 (LPS (+)/ARN (-)). Fig.12B thé hién két qua thu dugc & nhém sir dung 6 (LPS
(+)/d6i ching 4m NK-0035 (+)). Fig.12C thé hién két qua thu dugc & nhém st dung 5
(LPS (+)/NK-0033 (+)).

Fig.13 14 anh chup trong d6 mdi anh thé hién két qua nhudém HE ctia mé phdi
theo vi du cia sang ché. Fig.13A thé hién két qua thu duoc & nhém st dung 4 (LPS
(+)/ARN (-)). Fig.13B thé hién két qua thu dugc & nhém sir dung 6 (LPS (+)/dbi ching
4m NK-0035 (+)). Fig.13C thé hién két qua thu dugc & nhém st dung 5 (LPS (+)/NK-
0033 (+)).

Fig.14A thé hién két qua x4c dinh mutrc do biéu hién cia gen TGF-B1 trong mot
vi du khéc ctia séng ché. Fig.14B thé hién két qua xéac dinh muac do biéu hién cia gen
IFN-a theo vi du cta sang ché. Fig.14C thé hién két qué x4c dinh mac do biéu hién cta
gen IFN-P theo vi du clia sang ché.

Fig.15 14 biéu db thé hién murc d6 biéu hién twong dbi ctia gen TGF-P1 theo mot
vi du khéc ciia sang ché.

Fig.16 12 biéu dd thé hién mirc do biéu hién tvong dbi cua gen TGF-B1 theo vi
du ctia sng ché.

Fig.17 1a biéu d6 thé hién muc d6 biéu hién cta gen TGF-B1 trén mot don vi
trong lugng phdi trong mdi nhém str dung theo mot vi du khéc ciia sang ché.

Fig.18A 14 biéu db thé hién luong TNF-a trong mau BALF ctia mdi nhém sit
dung theo vi du cta sang ché. Fig.18B 1a biéu dd thé hién luong IFN- trong miu

BALF ctia mdi nhém stt dung theo vi du ctia sang ché.
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Fig.19 13 biéu db thé hién mirc d6 biéu hién trong ddi ctia gen LAMA1 trong té
bao 293 theo mot vi du khéc ctia sang ché.

Fig.20 14 biéu db thé hién muc do biéu hién tuong ddi cia gen LMNA trong té
bao A549 theo mdt vi du khéc ctia sang ché.

Fig.21 thé hién phan tr ARN soi don dugc sir dung trong mot vi du khac nita
clia sang ché.

Fig.22 12 bidu dd thé hién muc d6 biéu hién twong ddi ctia gen GAPDH theo vi
du clia sang ché.

Fig.23 thé hién phan tr ARN soi don duoc str dung trong mot vi du khac nita
theo sang ché.

Fig.24 12 bidu db thé hién muc do biéu hién twong di ctia gen GAPDH theo vi
du cua séng ché.

Fig.25 thé hién phan tt ARN sgi don dugc st dung trong mot vi du khéc theo
sang ché.

Fig.26 12 biéu dd thé hién mirc d6 biéu hién twong ddi ctia gen GAPDH theo vi
du ctia sang ché.

Fig.27 thé hién phan tir ARN soi don dugc st dung trong mot vi du khac cia
sang ché.

Fig.28 13 biéu db thé hién mirc do bidu hién twong ddi ctia gen GAPDH theo vi
du ctia sang ché.

Fig.29 14 biéu db thé hién mirc d9 biéu hién twong ddi ctia gen GAPDH theo mot
vi du khéc ctia sang ché.

Fig.30 1a bidu dd thé hién mirc d6 bidu hién twong ddi cia gen GAPDH trong té
bao HCT116 theo mot vi du khéc ctia sang ché.

Fig.31 1a hinh &nh dién di thé hién tinh khang ribonucleaza trong mot vi du khac
clia sang ché.

Fig.32 13 hinh anh dién di thé hién tinh khang S7 nucleaza trong mot vi du khac
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cta sang cheé.

M3 ta chi tiét sang ché
Céc thuat ngit dugc st dung trong ban mo ta c6 nghia nhu thuong dugc st dung

trong linh vuc k¥ thudt nay, trir khi dugce quy dinh theo cach khéc.

1. Phén tir ssNc¢

Phén tir ARN s¢i don theo sang ché, nhu da mo ta trén day, 1a phan tir ARN soi
don chira trinh tu (e ché su biu hién dé (rc ché su biéu hién cua gen dich. Phan tr ARN
axit nucleic soi don chira, theo trinh tu tr dau 5> dén dau 3’ vung dau 5’ (Xc); vung
bén trong (Z); va ving dau 3’ (Yc¢). Ving bén trong (Z) gdm ving bén trong dau 5° (X)
va ving bén trong dau 3’ (Y) duoc lién két v6i nhau. Ving dau 5°(Xc) bd trg cho ving
bén trong dau 5° (X). Ving diu 3’ (Yc) bd trg cho viing bén trong dau 3’ (Y). Ving bén
trong (Z) chira trinh tu trc ché su biéu hién.

Theo sang ché, thuat ngit “trc ché sy biéu hién ciia gen dich” c6 nghia 1a pha v
su biéu hién, vi du, ctia gen dich. Co ché ma nh&r d6 dat dugce sy tc ché 1a khong c6 gigi
han cu thé, va c6 thé 1a diéu hoa giam hodc 1am bét hoat. Su e ché muc d biéu hién
ctia gen dich c6 thé duoc xac dinh bing: sy giam lwong san phdm phién ma thu duoc tir
gen dich; su giam hoat tinh clia san pham phién ma; s giam lwong san pham dich ma
duoc tao ra tir gen dich; su gidm hoat tinh cia san phém dich m3; hodc thong sb tuong
tr. Céc protein ¢6 thé 13 protein trudng thanh, tién chit protein truéc khi dugce xir 1y
hoic cai bién sau dich m, hodc qua trinh twong tu.

Phén tir ARN soi don theo sang ché sau day ciing c6 thé dugc goi 1a “phén tir
ssN¢” theo sang ché. Phén tir ssNc theo sang ché ¢6 thé dugc sir dung dé rc ché su biéu
hién ctia gen dich in vivo hodic in vitro, vi vy ciing c6 thé duoc goi 14 “phén tir ssNc dé
trc ché su biéu hién cua gen dich” hodc “chét trc ché sy biéu hién cua gen dich”. Hon
nita, phan t& ssNc theo sang ché c6 thé e ché su bidu hién cta gen dich béng cach, vi
du, can thi€p ARN, vi vdy nd con dugc goi la “phén tir ssNc dé can thi€p ARN”, “phén

tir tao ra su can thi€ép ARN”, “chit can thiép ARN”, hodc “chét tao ra sy can thiép
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ARN”. Phan tir ssNc theo sang ché ciing c6 thé {rc ché tic dung phu nhu cam tUng
interferon.

Trong phén tir ssNc theo sang ché, dau 5’ va dau 3’ khong duoc lién két voi
nhau. Do d6, phan tir ssNc theo sang ché ciing c6 thé dugc goi 1a “phan tir axit nucleic
soi don mach thing”. Phan tir ssNc theo sang ché c¢6 cdu hinh sao cho trong viing bén
trong (Z), ving bén trong dau 5° (X) va ving bén trong dau 3’ (Y) duoc lién két truc
tiép v6i nhau.

Trong phén tir ssNc theo sang ché, ving diu 5’ (Xc) bd trg cho ving bén trong
diu 5° (X), va ving dau 3’ (Yc) bd tro cho viing bén trong dau 3’ (Y). G dau 5°, soi kép
duoc tao ra boi sy gip cudn lai clia ving (Xc) vé phia viing (X) va qu4 trinh tur lién két
bd sung ciia cac ving (Xc) va (X). O dau 3°, soi kép c6 thé dugc tao ra bdi su gip cudn
lai cta vung (Yc) vé phia ving (Y) va qua trinh t lién két bd sung ciia cac ving (Yc)
va (Y). Phan tir ssNc theo sang ché ¢6 thé tao thanh s¢i kép trong phén tir nhu d mo ta
trén day. Do d6, cAu tric ctia phan tir ssNc 14 hoan toan khéc véi cdu triic ctia ARN soi
kép thu dugc nhd qua trinh lién két bd sung hai ARN s¢i don riéng biét, nhu siARN
thuong duogc st dung trong k¥ thudt can thi€p ARN.

Trong phéan tr ssNc theo sdng ché, trinh tu @rc ché sy biéu hién 13 trinh tu c6
hoat tinh e ché sy biéu hién cta gen dich khi phan tir ssNc theo sang ché duoc dua vao
té bao in vivo hoic in vitro. Trinh tu Gc ché su biéu hién khong bi gidi han cu thé, va c6
thé dwoc thiét 1ap khi thich hop tiy theo loai gen dich c¢6 sw biéu hién can dugc trc ché.
Dé 1am trinh tu ¢c ché sy bidu hién, ¢6 thé sir dung trinh tw lién quan trong qué trinh
can thi€p ARN do siARN gdy ra, khi thich hop. Thong thudong, sy can thi€p ARN la
hién tuong trong d6 phan tt ARN soi kép (double-stranded RNA: dsARN) dai duoc
phan cét trong t& bao béi Dicer dé tao ra ARN s0i kép (siARN: small interfering RNA
(ARN can thiép nhd)) gbm tir khoang 19 dén 21 ciip bazo va c6 diu 3’ nhd ra, va mot
trong sb cic ARN soi don tao ra siARN gin két v6i mARN dich dé phan hity mARN,
nhd d6 e ché qua trinh dich ma ARN thong tin. Dé 1am trinh ty ARN soi don clia
sIARN gén két v6i mARN dich, nhiéu loai trinh tur khac nhau ddi véi nhiéu loai gen
dich da dugc thong bao. Theo sang ché, chrfmg han, trinh tu ARN so¢i don ctia siARN c¢o
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thé dwoc st dung lam trinh tu G ché sy biéu hién.

Cén luu ¥ ring d6i twong cua sang ché khong phai 1a thong tin trinh tw cia trinh
tir trc ché sy biu hién dbi voi gen dich. Thuc chét, sang ché dé cap dén ciu truc cia
phan tir axit nucleic cho phép hoat tinh trc ché gen dich dugc tao ra bai trinh ti trc ché
st biéu hién hoat dong trong t& bao. Do d6, theo sang ché, khong chi cac trinh tu cia
ARN s¢i don ctia stARN da biét tai thoi diém ndp don ma ca cac trinh tu duge xac dinh
trong twong lai c6 thé duoc st dung 1am trinh tw e ché sy biéu hién.

Tét hon, néu trinh ty e ché su biéu hién c6 tinh bd tro it nhat 1a 90%, tot hon
13 95%, t&t hon nita 13 98%, va tét nhit 1a 100% cho ving dinh true cia gen dich. Khi
trinh tu e ché sy biéu hién dép tng dugc muc do bd trg d& mo ta trén day, c6 thé giam
tac dung sai dich mot cach day du.

Vi du cu thé v& trinh tu e ché sy biéu hién 1a nhu sau: khi gen dich 1a gen
GAPDH, trinh ty 19 don phéan dugc thé hién trong SEQ ID NO: 1 c6 thé duoc st dung;
khi gen dich 1a gen TGF-B1, trinh tw 21 don phan dugc thé hién trong SEQ ID NO: 16
c6 thé duge st dung; khi gen dich 1a gen LAMAL, trinh tu 19 don phén dugc thé hién
trong SEQ ID NO: 5 ¢6 thé duoc st dung; va khi gen dich 1a gen LMNA, trinh tur 19
don phan dugc thé hién trong SEQ ID NO: 6 c6 thé dugc sir dung,

5’-GUUGUCAUACUUCUCAUGG-3’ (SEQID NO: 1)
5’-AAAGUCAAUGUACAGCUGCUU-3’ (SEQ ID NO: 16)
5’-AUUGUAACGAGACAAACAC-3’ (SEQID NO: 5)
5’-UUGCGCUUUUUGGUGACGC-3’ (SEQ ID NO: 6)

Du dinh ring sy @rc ché mirc d6 biu hién ctia gen dich biang phan tir ssNc theo
sang ché dat duoc béng cach can thi¢p ARN hodc hién tuong twong tu véi su can thiép
ARN (hién tuong gidng vé6i su can thiép ARN) do cu tric ctia phan tir ssNc gay ra
trong d6 trinh tr wrc ché su biéu hién duge dua vao it nhit mot viing trong s6 ving bén
trong (Z), ving dau 5° (Xc), va viing dau 3’ (Yc). Tuy nhién, can luu ¥ ring sang ché s&
khéng bi gi6i han bdi co ché nay. Khong giéng nhu phén tir duoc goi 1 siARN, phan tir

ssNc theo sang ché khong dugce dua vao té bao hodc mot moi trudng twong tu & dang
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ARN s0i kép gdm hai ARN soi don, va khong phai lic ndo ciing cin phén cit trinh ty
tic ché sy biéu hién trong té bao. Do d6, ¢6 thé néi ring phén tir ssNc¢ theo sang ché co
chtrc ndng tuong tu véi sy can thiép ARN.

Trong phén tir ssNc theo sang ché, trinh tur e ché sy biéu hién dugc dua vao
ving bén trong (Z) nhu ¢4 mo ta trén ddy. Phan tir ssNc theo sang ché c¢6 thé chira mot
trinh tu e ché su biéu hién.

Nhu d4 md ta trén day, ving bén trong (Z) gdm ving bén trong diu 5° (X) va
ving bén trong dau 3’ (Y) duoc lién két v6i nhau. Cac ving (X) va (Y) c6 thé duoc lign
két truc tiép véi nhau ma khong c6 trinh tir xen gifta. Viing bén trong (Z) duge mo ta 1a
“gdm ving bén trong diu 5° (X) va viing bén trong ddu 3’ (Y) duoc lién két véi nhau”
chi c¢6 nghia 13 trinh tur gitta ving dau 5’ (Xc) va ving dau 3’ (Yc). Trinh ty tre ché su
biéu hién nay c¢6 thé duoc sip xép d& md rong qua cac ving (X) va (Y) trong ving bén
trong (Z).

Trong phén tir ssNc theo sang ché, ving dau 5° (Xc) b trg cho ving bén trong
dau 5° (X). Chi can 12 viing (Xc) ¢6 viing bb tro trinh tu cho toan by hoic mét phan cia
ving (X). Cu thé, dugc wru tién 13 viing (Xc) bao gdm hozic gdm viing bd trg trinh tw cho
toan bd hodic mot phan ciia ving (X). Ving (Xc) ¢6 thé 1a ving bd tro hoan toan cho
toan bd hodac mot phﬁn cua vung (X), hodc modt hodc mot sb bazo trong vung (Xc) cé
thé khéng bb trg cho mot hodic mot sé bazo trong ving (X). Tét hon, néu ving (Xc) bd
trg hoan toan cho ving (X). Trong phéan tir ssNc theo sang ché, ving du 3’ (Yc¢) bd trg
cho viing bén trong dau 3’ (Y). Chi cin 1a viing (Yc¢) ¢6 viing bd trg trinh tw cho toan bd
hodc mét phan ctia ving (Y). Cu thé, duoc wu tién 1a ving (Yc) bao gdm hoic gdém
viing bd tro trinh trr cho toan bd hodc mot phin ciia ving (Y). Ving (Yc) ¢6 thé bd tro
hoan toan cho toan bd hoac mdt phén cta vung (Y), hodc mot hodc mot sb bazo trong
ving (Yc) c6 thé khong b trg cho mdt hoic mot sé bazo trong ving (Y). Tt hon, néu
ving (Yc) bd trg hoan toan cho ving (Y). Thuat ngt “mdt hodc mot sb bazo” ¢6 nghia
13, chéng han, tir 1 dén 3 bazo, tot hon 14 1 bazo hodc 2 bazo.

Trong phén tir ssNc theo sang ché, ving dau 5° (Xc) va ving bén trong dau 5’

(X) duoc lién két voi nhau qua viing lién két (Lx).
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Trong phan tir ssNc theo sang ché, ving dau 3’ (Yc) va ving bén trong dau 3’
(Y) duge lién két vé6i nhau qua ving lién két (Ly).

Phén ttr ssNc theo sang ché c¢6 thé c6 ca hai viing lién két (Lx) va (Ly).

MB&i ving lién két (Lx) va (Ly) déu c6 ciu tric sao cho khong ¢6 hién tuong tu
lién két bd sung xay ra bén trong cac ving lién két nay.

Fig.1 thé hién so d6 minh hoa mot vi du vé phan tir ssNc khong phai cia sang
ché, khong chira ving lién két. Fig.1A 1a so @b thé hién thir trr ciia cAc ving twong Gmg
tir d4u 5> dén dau 3’ trong phan tir ssNc. Fig.1B 13 so db thé hién trang thai trong d6 céc
s0i kép dugc tao ra trong phan tir ssNc. Nhu duge thé hién trén Fig.1B, trong phan tit
ssNc, ving dau 5° (Xc) cudn gép lai, nho d6 soi kép dugce tao ra bdi ving dau 5° (Xc)
va ving bén trong dau 5° (X), va viing dau 3’ (Yc) cudn gip lai, nho d6 soi kép duge
tao ra bai ving dau 3’ (Yc) va ving bén trong ddu 3’ (Y). So dd dugc thé hién trén
Fig.1 chi minh hoa thir tw trong d6 cic viing twong tmg dugc lién két véi nhau va mbi
quan hé vé vi tri clia cac viing tuong (g hinh thanh s¢i kép, va so d6 nay khong gidi
han chiéu dai va cac yéu t twong tur ctia mdi viing.

Fig.2 thé hién so d minh hoa mot vi du v& phan tir ssNc theo sdng ché bao goém
cac ving lién két. Fig.2A 1a so @b thé hién thé hién thir tw clia cdc ving tuong (g tir
dau 5> dén diu 3° trong phan tr ssNc, lam vi du minh hoa. Fig.2B 1a so dd thé hién
trang thai trong d6 soi kép dugc tao ra trong phan tir ssNc. Nhu dugc thé hién trén
Fig.2B, trong phan tr ssNc, s¢i kép dugc tao ra gilta vung dau 5 (Xc) va ving bén
trong dau 5° (X) va giita ving bén trong diu 3’ (Y) va ving dau 3’ (Yc) twong g, va
ving Lx va ving Ly, mbi ving 12 mot cdu tric vong. So dd dugc thé hién trén Fig.2 chi
minh hoa thir tr trong d6 cac ving tuong tmg dugc lién két véi nhau va mdi quan hé vé
vi tri clia cac ving twong tng hinh thanh soi kép, va so d6 nay khong gidi han chiéu dai
va cac yéu td trong twr ctia mdi ving.

Trong phan tir ssNc theo sang ché, s6 lugng bazo trong mdi viing dau 5° (Xc),
ving bén trong dau 5° (X), ving bén trong du 3’ (Y), va ving dau 3’ (Yc) khong bi

gi6i han mot cach cu theé va c6 theé nhu sau. Theo sang ché, thuét ngit “so6 lugng bazo”
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c6 nghia 14 “chiéu dai” va ciing c6 thé duoc goi 1a “chiéu dai ctia bazo™.

Nhu da mod ta trén ddy, ving dau 5° (Xc) ¢6 thé bd trg cho toan bd ving bén
trong dau 5° (X). Trong trudng hop ndy, duge wu tién 1a ving (Xc) c¢6 cing chidu dai
bazo véi viing (X), va duoc tao bai trinh tu bazo b trg cho toan bd ving kéo dai tir déu
5’ dén dau 3’ cta ving (X). Puoc vu tién hon nita 1a ving (Xc) ¢6 cing chiéu dai bazo
v6i vimg (X), va tét ca cac bazo trong ving (Xc) bd tro cho tit ca cic bazo trong ving
(X), nghia 1a ving (Xc) bd trg hoan toan cho ving (X). Tuy nhién, cin luu y ring ciu
hinh ctia viing (Xc) khong chi giéi han & d6, va mot hodic mét sé bazo trong ving (Xc)
¢6 thé khong bd trg cho céc bazo tuwong Gmg trong viing (X) nhur d3 mé ta trén déy.

Hon nita, nhu d3 mo ta trén day, ving ddu 5° (Xc) ¢o thé bd tro cho mot phﬁn
ctia ving bén trong dau 5’ (X). Trong truong hop nay, dugc wu tién 13 ving (Xc) c6
ciing chidu dai bazo véi mot phan ciia ving (X), nghia 14 ving (Xc) duge tao boi trinh
tur bazo ¢6 chiu dai bazo ngén hon so véi chiéu dai bazo ctia viing (X) mét hoic nhiéu
bazo. Pugc uu tién hon nita 1 ving (Xc) ¢6 ciing chiéu dai bazo vi mot phan cia
ving (X) va tat ca bazo trong viing (Xc) bd trg cho tit ca cac bazo trong mot phan ctia
ving (X), nghia 1a ving (Xc) bd trg hoan toan cho mdt phan ving (X). Tét hon, néu
mét phan ctia viing (X) 1a viing (doan) c6 trinh tu bazo gdm céc bazo lién tiép nhau bit
dAu tir bazo & ddu 5’ (bazo thir nhét) trong ving (X).

Nhu d3 mo ta trén ddy, ving dau 3’ (Yc) c6 thé bd tro cho toan bd ving bén
trong d4u 3’ (Y). Trong trudng hop nady, dugc wu tién 1a ving (Yc) c6 clng chidu dai
bazo véi vung (Y), va dugc tao béi trinh ty bazo bb trg cho toan bd vung kéo dai tur dau
5’ dn dau 3’ cua vung (Y). Puogc vu tién hon nita 1a ving (Yc) ¢6 cing chiéu dai bazo
voi ving (Y), va tit ca bazo trong ving (Yc) b tro cho tit ca bazo trong ving (Y),
nghia 1 ving (Y¢) bd trg hoan toan cho ving (Y). Tuy nhién, cdn lwu ¥ ring cdu hinh
ctia ving (Yc) khong chi gi6i han & d6, va mot hodc mot sé bazo trong ving (Yc) ¢b
thé khong bb trg cho céc bazo twong tmg trong ving (Y) nhu di mé ta trén day.

Hon nita, nhu d4 mo ta trén ddy, ving dau 5’ (Yc) c6 thé bd trg cho mdt phan
cta ving bén trong dau 5° (Y). Trong trudng hop nay, dugc wu tién 14 ving (Yc) co

cting chidu dai bazo véi mot phan cia ving (Y), nghia 14 ving (Yc) duoc tao béi trinh
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tu bazo c6 chiéu dai bazo ngén hon so véi chiéu dai bazo ctia viing (Y) médt hodc nhiéu
bazo. Pugc wu tién hon nita 1a ving (Yc) ¢6 cing chidu dai bazo véi mdt phin cia
ving (Y) va tit ca bazo trong viing (Yc) bd trg cho tit ca bazo trong mot phan ctia ving
(Y), nghia 14 ving (Yc) bd tro hoan toan cho mdt phén ving (Y). Tt hon, néu mot
phén ctia viing (Y) 13 viing (doan) c6 trinh tur bazo g0m cac bazo lién tiép nhau bét dau
tir bazo & ddu 5’ (bazo thit nhét) trong ving (Y).
Trong phén tir ssNc theo sang ché, mbi quan hé giita sé lugng bazo (Z) & ving
bén trong (Z) vé6i sé luong bazo (X) & ving bén trong ddu 5’ (X) va sb luong bazo (Y)
& ving bén trong ddu 3°(Y), va mbi quan hé ctia sd lugng bazo (Z) & viing bén trong (Z)
v6i s6 lugng bazo (X) & ving bén trong dau 5 (X) va s lwong bazo (Xc) ¢ ving dau 5°
(Xc) théa man cac diéu kién cta biéu thic (1) va (2).
Z=X+Y ...(1
Z>Xc+Yce ...(2)
Trong phén tir ssNc theo sang ché, mbi quan hé giita sd lugng bazo (X) & ving
bén trong ddu 5° (X) va s6 lwong bazo (Y) & ving bén trong dau 3° (Y) khong bi gi6i
han mot cach cu thé, va c6 thé dap tmg didu kién bét ky trong s6 cac didu kién cua cac

biéu thic sau.

X=Y ...(19)
X<Y ... (20)
X>Y ... (21)

Trong phén tir ssNc theo sang ché, mbi quan hé giira sd luong bazo (X) & ving
bén trong dau 5 (X) va sé lugng bazo (Xc) & ving du 5° (Xc), va mbi quan hé giira sb
lugng bazo (Y) & vung bén trong du 3’ (Y) va sb lugng bazo (Yc¢) & ving dau 3’ (Yc)
dap img didu kién bat ky trong s6 cac diéu kién tir (a) dén (d) sau day.

(a) Didu kién cua bidu thic (3) va (4) dugc théa man.
X>Xc ...(3)
Y=Yc .. (®

(b) Pidu kién cta biu thirc (5) va (6) duoc théa min.
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X =Xc .. (5
Y>Ye ... (6)

(c) Didu kién cta biéu thirc (7) va (8) duoc thoa man.
X>Xc ..
Y >Yc .. (8)
(d) Piéu kién ctia biéu thic (9) va (10) duoc théa man.
X =Xc ... (9)
Y=Yc ... (10)

Trong céc diéu kién tir (a) dén (d) da mo ta trén day, t6t hon néu su khéc biét
gitta s6 lugng bazo (X) & ving bén trong dau 5° (X) va sd lugng bazo (Xc) & ving dau
5’ (Xc), va su khic biét gitra sé luong bazo (Y) & ving bén trong dau 3’ (Y) va sb
lugng bazo (Yc) & ving déu 3’ (Yc) dap Gng céc didu kién tir (a) dén (d) sau day.

(a) Diéu kién ctia biéu thire (11) va (12) duge théa man.
X — Xc =1 dén 10, tot hon 1a bang 1, 2, 3 hoic 4,
va tét hon nita la bang 1, 2 hodc 3 ... (11)
Y-Yc=0 ... (12)
(b) Bidu kién cua biéu thire (13) va (14) dugc thoa man.
X-Xc=0 ... (13)
Y — Yc=1 dén 10, t5t hon 13 bang 1, 2, 3 hoic 4,
va tt hon niralabang 1,2 hoic3 ... (14)
(c) Bidu kién ctia biéu thie (15) va (16) dugc thoa man.
X — Xc =1 dén 10, tot hon 12 bang 1, 2 hoic 3,
va tbt hon nita 1a bang 1 hodc 2 ... (15)
Y-Yc=0 ... (16)
(d) Diéu kién cua biéu thirc (17) va (18) dugc thda méan.

X-Xc=0 ...(17)
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Y-Yc=0 ...(18)

Péi v6i phan tir ssNc thoa mén cac diéu kién tir (a) dén (d), vi du v& céu tric cia
cac phan tir nay dugc thé hién 1an luot trong so dd trén Fig.3. Fig.3 thé hién phan tir
ssNc bao gdm céc ving lién két (Lx) va (Ly). Fig.3A thé hién vi du v& phan tir ssNc
thda man didu kién (a); Fig.3B thé hién vi du vé phan tir ssNc théa man diéu kién (b);
Fig.3C thé hién vi du v& phén ti ssNc thoa man diéu kién (c); va Fig.3D thé hién vi du
vé phén tir ssNc théa mén diéu kién (d). Trén Fig.3, duong nét dirt thé hién trang thai
trong d6 soi kép duoc tao ra bang cach tu lién két bd sung. Phan tir ssNc duoc thé hién
trén Fig.3 déu 14 cac vi du trong d6 mdi quan hé giita s6 luong bazo (X) & ving bén
trong dau 5’ (X) va s6 lwong bazo (Y) & ving bén trong dau 3’ (Y) théa man didu kién
“X < Y” cta biéu thuc (20). Tuy nhién, cin luu ¥ ring mbi quan hé vé s6 luong bazo
nay khong chi bi gi6i han & d6, va “X = Y” cta biéu thirc (19) hodc “X > Y* cuia biéu
thirc (21) ciing c6 thé duge théa méan. So db duge thé hién trén Fig.3 chi minh hoa méi
quan hé gitta vung bén trong dau 5> (X) va ving ddu 5° (Xc) va mdi quan hé giita ving
bén trong ddu 3’ (Y) va ving dau 3’ (Yc), va ching khong gi6i han chiéu dai, hinh
dang, va cac dic diém twong tu ctia mdi ving, cling nhu sy ¢6 mit hogic khong c6 mit
ctia cic ving lién két (Lx) va (Ly).

MB&i phan tir ssNc thoa mén cac diéu kién tir (a) dén (c) c6 cdu hinh sao cho khi
soi kép 1an luot dugce tao boi ving ddu 5° (Xc) va ving bén trong dau 5 (X) va ving
dAu 3’ (Yc) va ving bén trong dau 3° (Y), viing bén trong (Z) bao gdm it nhit mot bazo
khong thé xép thing hang véi ving diu 5° (Xc) hodic ving du 3’ (Yc). O ving bén
trong (Z), bazo khong thé xép thing hang (bazo khong tao thanh sgi kép) sau ddy con
duoc goi 1a “bazo khong két cap”. Trén Fig.3, viing bao gbm (c4c) bazo khong két cip
dugc thé hién 1a “F”. S8 luong bazo & ving (F) khong bi gidi han mot cach cu thé. S6
luong bazo (F) & ving (F) 1a nhu sau, ching han: “Xc — X” trong trudng hop phén tir
ssNc théa man didu kién (a); “Y —Yc¢” trong trudng hop phan tir ssNc théa mén didu
kién (b); va tdng ctia “Xc — X va “Y — Y¢” trong trudng hop phan tir ssNc théa man
diéu kién (c).

Mat khéc, phéan tir ssNc thdéa man diéu kién (d) c¢6 c4u hinh sao cho toan bd ving
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bén trong (Z) duoc xép thang hang véi viing dau 5° (Xc) va ving ddu 3’ (Yc), néi cach
khéc, toan bd ving bén trong (Z) tao thanh soi kép. Trong phan tir ssNc thoa man diéu
kién (d), ddu 5° ctia ving ddu 5° (Xc) va dau 3’ clia ving dau 3’ (Yc) khéng duoc lién
két v6i nhau.

Vi du v& chidu dai clia cic ving tuong tmg trong phéan tir ssNc theo séang ché
duoc néu duéi ddy. Tuy nhién, can luu ¥ ring sang ché khong bj gi¢i han & nhitng vi du
d6. Theo sang ché, khoang gi tri s6 hoc d& cap dén sd luong bazo dé chi tit ca cac sb
nguyén dwong nim trong khoang d6. Chang han, cum tir “1 dén 4 bazo” c6 nghia 1a tit
ca céc sb “1, 2, 3, va 4” bazo (quy tic nay ciing 4p dung cho tt ci khoang gia tri s6 hoc
sau day).

Tbng sb bazo & ving dau 5° (Xc), bazo & ving du 3’ (Yc), va bazo khong két
cdp (F) & vung bén trong (Z) bang véi sd luong bazo & ving bén trong (Z). Do d6,
chiéu dai cta ving ddu 5’ (Xc) va ving dau 3’ (Yc) c6 thé duge x4c dinh mot cach
thich hop tity thudc vao chiéu dai ctia viing bén trong (Z), s& lugng bazo khong két cip
(F), va vi tri ctia bazo khong két cip.

S Iwong bazo & ving bén trong (Z) 1a 16n hon hodc bing 19. Gi6i han dudi cla
s lugng bazo bing 19, t6t hon 12 bing 20, va tot hon nita 1a bang 21. Gi6i han trén clia
s6 lwong bazo bang 30. Vi du cu thé vé sé lugng bazo & viing bén trong (Z) 1a 19, 20,
21, 22,23, 24,25, 26,27, 28, 29, hodc 30.

Ving bén trong (Z) ¢ thé 1a ving chi gdm trinh tur trc ché sy biéu hién hoic
ving bao gbm trinh tu ché su bidu hién. S6 lwong bazo cua trinh tur G ché su biéu
hién, chéng han, ndm trong khoang tir 19 dén 30, tdt hon 1a béng 19, 20, hoac 21. Trinh
tu e ché su biéu hién con c6 thé c6 trinh tyr bb sung & dau 5° va/hoic diu 3’ cta né.
Tét hon, néu s6 lugng bazo trong trinh tir bd sung nay nim trong khoang tir 1 dén 21,
t6t hon nita 12 nim trong khoang tir 1 dén 11, va vén tot hon nita 12 ndm trong khoang
tir 1 dén7.

S lugng bazo & ving diu 5° (Xc) nim trong khoang tir 1 dén 7, tot hon 13 nAm

trong khoang tir 1 dén 4, va dic biét tot hon 12 bang 1, 2, hodc 3.
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T6t hon, néu s luong bazo & ving diu 3’ (Yc) ndm trong khoang tir 1 dén 7, tt
hon nita 12 nAm trong khoang tir 1 dén 4, va dic biét tot hon 1a béng 1, 2, hodc 3.

Nhu d4 mé ta trén day, mdi quan hé giita s lugng bazo & ving bén trong (Z), s
lwong bazo & ving déu 5 (Xc), va sb luong bazo & ving dau 3° (Yc) c6 thé dugc thé
hién bﬁmg biéu thirc (2): “Z > Xc + Yc¢”. Cu thé, sb luong bazo dugc thé hién béng “Xc
+ Yc¢” bang s6 lwong bazo & ving bén trong (Z), hoic thdp hon sé lugng bazo & ving
bén trong (Z). Trong truong hop thir hai, gia tri ciia biéu thirc “Z — (Xc + Yc¢)” ¢6 thé
nam trong khoang tir 1 dén 10, t8t hon 14 nim trong khoang tir 1 dén 4, va tét hon nita
12 bang 1, 2, hodic 3. Gid trj ctia biu thirc “Z — (Xc + Yc)” twong tng véi s6 lugng bazo
(F) trong viing bazo khong két cip (F) & viing bén trong (Z).

Trong phan tir ssNc theo sang ché, chiéu dai ciia ving lién két (Lx) va (Ly)
khong bi gi¢i han mét cach cu thé. Tt hon, néu chiéu dai ctia ving lién két (Lx) sao
cho viing bén trong dau 5’ (X) va viing dau 5’ (Xc) ¢ thé tao thanh soi kép. Tt hon,
néu chidu dai cua ving lién két (Lx) sao cho ving bén trong dau 3’ (Y) va ving dau 3’
(Yc) c6 thé tao thanh soi kép. Khi cac thanh phan (tao khéi) ctia ving lién két (Lx) va
(Ly) ¢6 bazo, s6 lugng bazo trong ving lién két (Lx) c6 thé 1a bing hoic khéc véi sb
lugng bazo trong ving lién két (Ly). Tuong tu, trinh trr bazo ctia chiing ¢6 thé 1a giéng
hoic khac nhau. Gi6i han dudi ciia sé Iugng bazo trong mdi ving lién két (Lx) va (Ly)
c6 thé 1a 1, t8t hon 14 2, va tbt hon niva 13 3, va gidi han trén cla s6 lugng bazo trong
mdi ving lién két co thé 1a 100, tét hon 14 80, va t6t hon nita 1a 50. Cu thé, s6 lwong
bazo trong mdi ving lién két ndm trong khoang tir 1 dén 50, nim trong khoang tir 1 dén
30, nim trong khoang tir 1 dén 20, nim trong khoang tir 1 dén 10, nim trong khoang tir
1 dén 7, hodc nim trong khoang tur 1 dén 4, chéng han, nhung khong chi gigi han & cac
vi du nay.

Chiéu dai ddy da cta phén tir ssNc theo sang ché khong bi gidi han mot cach cu
th&. Trong phan tir ssNc theo sang ché, giéi han dudi ctia tdng sd bazo (sb lugng bazo
trong phan tir ssNc c6 chiéu dai ddy du), c6 thé 1a 38, tot hon 14 42, t&t hon nita 13 50,
t6t hon nita 1 51, va dic biét tot hon 13 52, va gidi han trén cua téng s6 bazo ¢c6 thé 1a

300, t6t hon 12 200, tét hon nita 1 150, tdt hon nira 1a 100, va ddc biét tot hon 1a 80.
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Trong phan tir ssNc theo sang ché, giéi han dudi cia tdng sb bazo ngoai trir viing lién
két (Lx) va (Ly) 1a 38, tbt hon 13 42, t&t hon nita 1a 50, t6t hon nita 1a 51, va dic biét t6t
hon 1a 52, va gidi han trén cda téng s6 bazo c6 thé 1a 300, tdt hon 13 200, tbt hon nita 14
150, tét hon nita 1a 100, va ddc biét tt hon 1a 80.

Céc thanh phan ctia phén tir ssNc¢ theo sang ché khong bi giéi han mot cach cu
thé. Tuy nhién, cac gbe nucleotit 14 gdc ribonucleotit. Géc nucleotit nay c6 thé 1a gbe
khong duoc cai bién (gbc nucleotit khong dugc cai bién) hodic gbe dugc cai bién (gbc
nucleotit dugc cai bién). Bing cach tao ra phan tir ssNc theo sang ché dé chira gbc
nucleotit dwogc cai bién, c6 thé cai thién tinh khang cta phén tir ssNc v6i nucleaza, nhd
do6 cho phép tinh 4n dinh cua phén tr ssNec duge cai thién. Hon nita, phan tir ssNc theo
sang ché c6 thé con bao gdm gbc khong phai nucleotit, ngoai gbc nucleotit. Chi tiét vé
gbc nucleotit va gbc khdng phai nucleotit s& duge mo ta dudi day.

Trong phan tr ssNc theo sang ché, tbt hon néu gbc nucleotit 13 thanh phan cia
mdi ving bén trong (Z), ving du 5° (Xc), va ving dau 3° (Yc). Mbi ving dugc tao boi
cac gbe tir (1) dén (3) sau day.

(1) (cac) gbe nucleotit khong dugce cai bién

(2) (cac) gbe nucleotit dugc cai bién

(3) (cac) gde nucleotit khéng duge cai bién va (cac) gdc nucleotit dugc cai bién

Trong phan t&r ssNc theo sang ché, cac thanh phan ctia viing lién két (Lx) va (Ly)
khong bi gidi han mét cach cu thé, va vi du vé céc thanh phin nay bao gbm gbc
nucleotit va gdc khong phai nucleotit ¢ mo ta trén day. Mdi ving lién két c6 thé gdm
chi (cac) gbe nucleotit, chi (cac) gde khong phai nucleotit, hogic ca (céc) gbc nucleotit
va (cac) gbe khong phai nucleotit. Mdi viing lién két dugc tao boi cac gde tir (1) dén (7)
sau day.

(1) (c4c) gbe nucleotit khong dugc cai bién
(2) (c4c) gbe nucleotit dugc cai bién
(3) (cac) gbe nucleotit khong duge cai bién va (cac) gbc nucleotit duoc cai

bién
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(4) (cac) gbe khong phai nucleotit

(5) (cac) gbe khong phai nucleotit va (cac) gbe nucleotit khong duoc cai bién

(6) (c4c) gbe khong phai nucleotit va (cac) gbe nucleotit duge cai bién

(7) (c4c) gbe khong phai nucleotit, (cac) gdc nucleotit khong dugc cai bién, va
(cac) gbe nucleotit duoc cai bién

Céc thanh phan cia ca hai ving (Lx) va (Ly) c6 thé gibng hodc khac nhau. Vi du
cu thé v& céc thanh phin cta ca hai ving nay 14 gbc nucleotit; cac thanh phan ciia ca hai
ving ndy 1a gbc khéng phai nucleotit; va thanh phin ctia mét trong hai ving 1a gbc
nucleotit trong khi thanh phan ctia ving lién két con lai la gbc khong phai nucleotit.

Vi du vé& phan tir ssNc theo sang ché bao gdm: phén tr chi gdm céc gbc
nucleotit; va phan tir bao gdbm ca (cic) gbc khong phai nucleotit, ngoai céc gbe
nucleotit. Trong phén tir ssNc theo sang ché, cac gbc nucleotit ¢6 thé chi 1a gbe
nucleotit khéng dugc cai bién; chi (cac) gbe nucleotit duge cai bién; hoic ¢4 (cac) gbe
nucleotit khong duogc cai bién va (cac) gbe nucleotit dwogc cai bién, nhu d3 mé ta trén
day. Khi phén tir ssNc bao gdm ca (c4c) gdc nucleotit khong dugc cai bién va (cac) gbe
nucleotit dugc cai bién, sb lugng géc nucleotit duoc cai bién khong bi gi¢i han mot
cach cu thé, va co thé 14 “mdt hoic nhidu”, cu thé 1a ndm trong khoang tur 1 dén 5, tbt
hon 12 nim trong khoang tir 1 dén 4, tét hon nita 14 nim trong khoang tir 1 dén 3, va 6t
nhét 1 bang 1 hoic 2. Khi phan tir ssNc theo sang ché bao gdm (céac) gbc khong phai
nucleotit, 6 luong (cac) gbc khong phai nucleotit khong bi gidi han mot cach cu thé, va
¢6 thé 12 “mot hogc nhidu”, vi du, ndm trong khoang tir 1 dén 8, nim trong khoang tir 1
dén 6, nim trong khoang tir 1 dén 4, hodc bﬁng 1, 2, hodc 3.

Trong phéan tit ssNc theo sang ché, gbc nucleotit 1a gbc ribonucleotit. Do do,
phan tir ssNc theo sang ché con dugc goi 12 “phan tir ARN” ho#ic “phan tt ARN sgi
don”. Vi du vé& phéan tr ARN soi don bao gdm: cc phan tir chi bao gdm cac gbc
ribonucleotit; vA phan tir bao gdm (céc) gbc khong phai nucleotit, ngoai céc gbe
ribonucleotit. Nhu da md ta trén ddy, dé lam cac gbc ribonucleotit, phan tt ARN soi

don c6 thé bao gbom: chi cac goc ribonucleotit khong dugc cai bi€n; chi cdc goc
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ribonucleotit dugc cai bién; hodc ca (cic) gbe ribonucleotit khong dugc cai bién va
(c4c) gde ribonucleotit dugc cai bién.

Khi phén tir ARN soi don bao gdm (cac) gdc ribonucleotit duoc cai bién, ngoai
céc gbe ribonucleotit khong duoc cai bién, sd luong (cac) gde ribonucleotit duge cai
bién khong bi gidi han mot céch cu thé, va c6 thé 1a “mot hoic nhiéu”, chéng han, nam
trong khoang tir 1 dén 5, t6t hon 13 nim trong khoang tir 1 dén 4, t6t hon nita 12 nim
trong khoang tir 1 dén 3, va t6t nhét 1a bing 1 hoic 2. Gdc ribonucleotit dirge cai bién
trai nguge voi gbe ribonucleotit khong duge cai bién c6 thé 1a gbe deoxyribonucleotit
thu duoc bing cach thay thé gbc riboza bing gbc deoxyriboza. Khi phan tir ARN so¢i
don bao gdm (céc) gdc deoxyribonucleotit, ngoai (c4c) gbc ribonucleotit khong dugc
cai bién, ching han, sd lugng (cac) gdc deoxyribonucleotit khong bi gi¢i han mét cach
cu thé, va co thé 14 “mot hodc nhidu”, chellng han, ndm trong khoang tir 1 dén 5, t6t hon
13 ndm trong khoang tir 1 dén 4, tét hon nita 14 nim trong khoang tir 1 dén 3, va tbt nhit
12 bing 1 hogc 2.

Phén ti ssNc theo sang ché c6 thé bao gdm chit danh d4u (gen danh déu), va c6
thé dwoc danh diu bing chit danh diu. Chit danh diu khong bi giéi han mét cach cu
thé, va c6 thé 1a chét danh dau huynh quang, thudc nhudm, chét dﬁ")ng vi, hodc chét
twong tw. Vi du vé& chét danh ddu huynh quang bao gdm: cic nhém huynh quang nhu
pyren, TAMRA, floresxein, thudc nhudm Cy3, va thuéc nhudém Cy5. Vi du vé thube
nhudm bao gbm thubc nhudm Alexa nhur Alexa 488. Céc vi du vé chat déng vi bao gbm
chit dbng vi én dinh va chit dong vi phéng xa. Trong sd chiing, chdt ddng vi on dinh 13
duge vu tién. Chat ddng vi én dinh ¢6 nguy co phoi nhiém phong xa thép, va khong can
may moéc tinh vi. Do do, chét déng vi dn dinh c6 thé xir ly mot cach dé dang va c6 thé
gbp phan 1am gidm gia thanh san phdm. Hon nita, ddng vi 6n dinh khong 1am thay dbi
dic tinh vat Iy ctia hop chét dugc danh diu, va do d6 c6 thé dam bao dic tinh tdt cla
chét dugc danh d4u. Chét dé)ng vi 6n dinh khong bi gi¢i han mét cach cu thé, va vi du
vé chit déng vi dn dinh bao gﬁ‘)m g, Bc, PN, "o, B0, s, 348, va, 3.

Nhu d3 mé ta trén ddy, phan tir ssNc theo sang ché c6 thé e ché sy biéu hién

cta gen dich. Do d6, phan tir ssNc theo sang ché c6 thé dugc sir dung 1am chét diéu tri
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dé didu tri bénh do gen gy ra. Khi phén tir ssNc bao gém trinh tu @re ché sy biéu hién 1a
trinh tw e ché sy biéu hién cua gen gdy bénh, co thé diéu tri bénh béng cach trc ché sy
bidu hién ctia gen dich. Theo sang ché, thuat ngir “diéu tri” bao gdm: ngin ngira bénh;
cai thién tinh trang bénh; va cai thién mtc do tién lwong bénh va céd thé c6 nghia bét ky
trong s cac nghia nay.

Phuong phép st dung phéan tir ssNc theo sang ché khong bi giéi han mot cach cu
thé. Chéng han, phan tir ssNc c6 thé dugc sir dung cho dbi tuong c6 gen dich.

Vi du v& dbi twong c6 thé sir dung phan tir ssNc theo sang ché bao gbm té bao,
md, va co quan. Dbi tuong con cé thé bao gdm ngudi va dong vat khong phai ngudi
nhu dong vat c6 vi khong phai nguoi, nghia 1a dong vat c6 vl ngoai trir nguoi. Viée st
dung c6 thé dugc thuce hién in vivo hodc in vitro. Té bao khong bi giéi han mot cach cu
thé, va vi du vé té bao bao gé)m: cac loai té bao duge nudi céy khac nhau nhu té bao
HeLa, t& bao 293, t& bao NIH3T3, va té bao COS; té bao gbc nhu té bao ES va té bao
gbc tao méu; va té bao dugc phan 13p tr co thé séng, nhu t& bao dugc nudi ciy so cp.

Theo sang ché, gen dich c6 su biéu hién can duge trc ché khong bi gii han mot
cach cu thé, va gen mong muébn bét ky c6 thé duogc thiét 14p 1a gen dich. Sau khi thiét
1ap gen dich, trinh tu rc ché su biéu hién c6 thé duogc thiét ké khi thich hop tuy theo loai
gen dich, nhu dd mo ta trén day.

Vi du cu thé v& phan tir ssNc theo sang ché s& dugc dua ra dudi ddy. Tuy nhién,
can luu y ring sang ché khong bi gi¢i han & nhitng phuong én vi du nay. Vi du vé trinh
tu bazo ciia phén tir ssNc bao gém: trinh tu bazo trong SEQ ID NO: 2, 7, 8, 13, 14, 29 -
35, 37, 43, 44, 47, 48, va 51 - 80; va trinh tu bazo thu dugc bing cach, ching han, loai
bo, thay thé va/hoic bd sung thém mot hodc nhiéu bazo vao cac trinh tu bazo nay. Khi
gen dich 1a gen GAPDH, vi dy v& trinh tu bazo ctia phan tir ssNc bao gém trinh tu bazo
trong SEQ ID NO: 2, 7, 8, 13, 37 va 51 - 80. Khi gen dich 1a TGF-B1, vi du v trinh tu
bazo ciia phan tir ssNc bao gém trinh tur bazo trong SEQ ID NO: 14 va 29 - 35. Khi gen
dich 1a gen LAMAL, vi du vé trinh ty bazo cia phén tir ssNc bao gdm trinh tu bazo
trong SEQ ID NO: 43 va 44. Khi gen dich 1a gen LMNA, vi du vé trinh tu bazo cla
phan tr ssNc bao gbm trinh ti bazo trong SEQ ID NO: 47 va 48.
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Dé sir dung phan tir ssNe theo sang ché, c6 thé tham khao phin mo ta sau day dé
cap dén ché phdm, phuong phép trc ché, phwong phap diéu tri, va cac khia canh tuong
tu theo sang ché.

Do phan tir ssNc theo sang ché c6 thé trc ché su biéu hién ciia gen dich nhu da
md ta trén day, n6 hitu dung 1am duoc chit, chit chin doan, hoa chit nong nghiép va
cdng cu hitu hiéu dé tién hanh nghién ctru trong Iinh vyc héa nong, khoa hoc y hoc,

khoa hoc doi sdng va linh vurc twong tur.

2. Gbc nucleotit

Géc nucleotit bao gdm cac thanh phan 13 dudng, bazo, va phosphat. Gbc
nucleotit 12 gbc ribonucleotit nhu da md ta trén ddy. Gbc ribonucleotit c6: riboza 1a
dudng; va adenin (A), guanin (G), xytosin (C), hodc uraxil (U) 1a bazo.

Géc nucleotit c6 thé 1a gbe nucleotit khéng duge cai bién hodc gde nucleotit
duoc cai bién. Céc thanh phan ciia gde nucleotit khong dugc cai bién 1a gidng hodc gan
gibng vé6i cac thanh phan cta gbe nucleotit c6 trong tur nhién. Tét hon, néu cac thanh
phin ctia gbc nucleotit khong duoc cai bién 13 gidng hodc gn nhu giéng v6i céc thanh
phan ctia gbe nucleotit trong tw nhién cia co thé ngudi.

Gbc nucleotit dugc cai bién 1a gde nucleotit thu dwoc bang cach cai bién gbe
nucleotit khong duogc cai bién. Gée nucleotit dwoc cii bién co thé 1a gdc nucleotit sao
cho thanh phén bét ky trong sé c4c thanh phin ciia nucleotit khong dugc cai bién s&
dugc cai bién. Theo sang ché, “su cai bién” c6 nghia 1a su thay thé, bd sung thém,
va/hodc loai bd thanh phan bat ky trong sd cac thanh phin; va su thay thé, bd sung
thém, va/hoic loai bd (cac) nguyén tir vi/hoidc (cac) nhém chire trong (cac) thanh phéin
nay. Qua trinh nay con dugc goi 1a “lam thay d6i”. Vi du vé géc nucleotit dugc cai bién
bao gdm cac gdc nucleotit ¢6 trong tu nhién va gbc nucleotit duwoc cai bién bing
phuong phép nhén tao. C6 thé tham khao cac gdc nucleotit dugce cai bién c6 ngudn gbe
tu nhién trong tai liéu “Limbach et al. (1994, Summary: the modified nucleosides of
RNA, Nucleic Acids Res. 22: pp. 2183 - 2196). Gdc nucleotit duge cai bién c6 thé 1a

gbc thay thé ctia nucleotit.
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Vi du vé sy cai bién g nucleotit bao g0m su ci bién khung riboza-phosphat
(sau day dugrc goi la “khung ribophosphat™).

Trong khung ribophosphat, gdc riboza cé thé dugc cai bién. Trong gdc riboza,
chéng han, nguyén t& cacbon & vi tri 2 ¢ thé duoc cai bién. Cu thé, nhém hydroxyl lién
két véi nguyén tir cacbon & vi tri 2 ¢6 thé dugc thé bang nguyén tir hydro hoic nguyén
tir halogen nhur flo. Bang cach thay thé nhém hydroxyl lién két voi nguyén tir cacbon &
vi tri 2 bang hydro, ¢6 thé thay thé gbc riboza bing deoxyriboza. Gbc riboza c6 thé
duge thé bang chit ddng phan 1ap thé ctia no, va c6 thd dugce thé bang gbe arabinoza.

Khung ribophosphat c6 thé dugc thé biang khung khong phai ribophosphat c6
gbc khéng phai 1a riboza va/hodc gbc khong phai phosphat. Khung khong phai
ribophosphat c6 thé 1a khung ribophosphat dugc cai bién dé khéng mang dién tich. Vi
du vé cac nhom thé thu duge bing cach thé khung ribophosphat bing khung khong phai
ribophosphat trong nucleotit bao gdm morpholino, xyclobutyl, va pyrolidin. Cac vi du
khéc vé& nhom thé bao gdm cac gbc monome axit nucleic nhan tao. Vi du cu thé vé cac
nhém thé bao gdm PNA (axit nucleic cua peptit), LNA (axit nucleic dugc khoa), va
ENA (axit nucleic dugc lién hop védi 2°-0,4°-C-Etylen). Trong sb do, PNA 1a duogc uvu
tién.

Trong khung ribophosphat, nhém phosphat ¢6 thé dwoc cai bién. Trong khung
ribophosphat, nhém phosphat & vi tri gan nhit v6i gbc duong duoc goi 14 “nhém a-
phosphat”. Nhém a-phosphat c6 dién tich 4m, va dién tich dugc phan bb déu trén hai
nguyén tir oxy khong lién két v6i gde duong. Trong sd bén nguyén tir oxy trong nhém
a-phosphat, hai nguyén tr oxy khong lién két véi gbc duong trong lién két
phosphodieste giita cac gbc nucleotit sau ddy dugc goi 1a “nguyén tir oxy khong lién
két”. Mit khac, hai nguyén tir oxy lién két véi gde dudng trong lién két phosphodieste
gitra cac gbc nucleotit sau day duoc goi 1a “nguyén tir oxy lién két”. Tét hon, néu nhém
a-phosphat dugc cai bién dé khong mang dién tich, hoic dé thay dbi sy phin bd dién
tich gifta cic nguyén tir oxy khong lién két khong ddi xtng.

Trong nhém phosphat, (cac) nguyén tir oxy khong lién két c6 thé dugc thé. (Cac)
nguyén tir oxy c6 thé dugc thé bang nguyén tir bat ky duoc chon tr S (luu huynh), Se
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(selen), B (bo), C (cacbon), H (hydro), N (nito), va OR (R 1a nhém alkyl hodc nhém
aryl), ching han, va dugc wu tién 14 thé bang S. Pugc wu tién 13 ¢ hai nguyén tir oxy
khéng lién két déu duogc thé, va dugc wu tién hon nita 13 ca hai nguyén tir oxy khong
lien két déu dwoc thé bing S. Vi du vé nhém phosphat dugc cai bién bao gbm
phosphorothioat, phosphorodithioat, phosphoroselenat, borano phosphat, borano
phosphat este, hydro phosphonat, phosphoroamitat, alkyl hodc aryl phosphonat, va
phosphotrieste. Cu thé, duoc vu tién 13 phosphorodithioat trong d6 ca hai nguyén tir oxy
khong lién két déu dugc thé bang S.

Trong nhém phosphat, (cic) nguyén tir oxy lién két c6 thé dugc thé. (Céc)
nguyén tir oxy nay c6 thé dugc thé bing nguyén tir bat ky dugc chon tir nguyén tir S
(luvu huynh), C (cacbon), va N (nito). Vi du vé nhém phosphat duoc cai bién bao gém:
phosphoroamitat c6 lién két ciu dugc tao ra tir qué trinh thé bang nguyén tir N;
phosphorothioat c6 lién két cdu dwgc tao ra tir qui trinh thé bing S; va
metylenphosphonat c6 lién két cau dugc tao ra tir qua trinh thé bang C. Tt hon, néu
qué trinh thé (cac) nguyén tir oxy lién két duoc thuc hién & it nhat mot gdc trong s gbc
nucleotit ddu 5° va gdc nucleotit ddu 3° ciia phén tir ssNc theo sang ché. Khi qua trinh
thé dugc thuc hién & diu 5°, t6t hon 14 thé bing C. Khi qua trinh thé dugc thuc hién &
du 3°, t6t hon 1a thé bang N.

Nhom phosphat ¢6 thé duogc thé bing nhom lién két khong phosphat. Nhom lién
két nay cé thé chira siloxan, cacbonat, carboxymetyl, carbamat, amit, thioete, nhém lién
két etylen oxit, sulfonat, sulfonamit, thioformaxetal, formaxetal, oxime, metylenimino,
metylenmetylimino, metylenhydrazo, metylendimetylhydrazo, metylenoxymetylimino,
hodc nhém twong ty. Tt hon, néu nhém lién két ¢ thé chira nhém metylen cacbonyl
amino va metylenmetylimino.

Trong phén tir ssNc theo séng ché, it nhit mot gde nucleotit & dau 3’ va gbc
nucleotit & diu 5° ¢6 thé duge thé. Géc nucleotit & dau 3° hoiic dau 5°cé thé dugc cai
bién, hodc gbc nucleotit & ca hai diu 3’ va dau 5° ¢6 thé dugc cii bién. Qua trinh cai
bién c6 thé duge thuc hién nhu dd mé ta trén day, chéng han, va t6t hon 1a cai bién

nhém phosphat & (cac) dau. Toan bd nhém phosphat c6 thé dugc cai bién, hodc mot
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hodc nhidu nguyén tir trong nhém phosphat c6 thé duoc cai bién. Trong trudmg hop thir
nhét, toan bd nhém phosphat c6 thé dugc thé hodc bi loai bé.

Su cai bién (cac) gbe nucleotit & (cac) dau cé thé 1a bd sung thém phan tir khac
bat ky. Vi du vé phan tir khac nay bao gdm phan tir chirc ning nhu chit danh ddu da mé
ta trén ddy va nhom bao vé. Vi du v& cic nhém bao vé bao gdbm S (luu huynh), Si
(silicon), B (bo), va nhom chira este. Cac phén tir chirc ning nhu chat danh déu c6 thé
duoc str dung dé phat hién phan tir ssNc theo sang ché.

Phén ttr khac c6 thé duoc bd sung thém vao nhém phosphat cia gbc nucleotit,
hoidc ¢6 thé duge bd sung thém vao nhém phosphat hoic gde dudng thong qua nhém
dém. Nguyén ti cudi ciing ciia nhém dém c6 thé dugc thém vao hodc duge thé bing
mdt trong sb hai nguyén tir oxy lién két cia nhém phosphat, hodc O, N, S, hogc C cua
gbc dudng. Tét hon, néu vi tri lién két trong gbc duong tot honnéula C ¢ vitri3°, C &
vi tri 5, hodic nguyén tr bét ky lién két v6i cac nguyén tir cacbon & vj tri 6. Nhém dém
ciing c6 thé dugc bd sung thém hoic thé vao nguyén tir tan cling clia nhém thay thé
nucleotit nhu PNA.

Nhém dém khong bi gidi han mét cach cu thé, va vi du v& nhém dém bao gém
—(CH,),—~, —(CH,),N-, —(CH,),0—, —(CH,),S—, O(CH,CH,0),CH,CH,OH, dudng
khong co tinh bazo, amit, carboxy, amin, oxyamin, oxyimin, thioete, disulfit, thioure,
sulfonamit, va morpholino, cling nhu chét phan tmg biotin va floresxein. Trong cac
cong thic trén, n 1a s6 nguyén duong, va tt hon 13 n =3 hoic 6.

Céc vi du khac v& phén tir duoc bd sung thém vao phan tir ssNc theo sang ché
bao gém thuc nhudm, chit dan xen (vi du, acridin), chét tao lién két ngang (vi dy,
psoralen, mitomyxin C), porphyrin (TPPC4, texaphyrin, Sapphyrin), hydrocacbon thom
da vong (vi dy, phenazin, dihydrophenazin), endonucleaza nhén tao (vi du, EDTA),
chét mang ua chét béo (vi du, cholesterol, axit cholic, axit adamantan axetic, axit 1-
pyren butyric, dihydrotestosteron, 1,3-Bis-O  (hexadexyl)glyxerol, =~ nhém
geranyloxyhexyl, hexadexylglyxerol, borneol, menthol, 1,3- propandiol, nhém
heptadexyl, axit palmitic, axit myristic, axit O3-(oleoyl)lithocholic, axit O3-

(oleoyl)cholic, dimetoxytrityl, hodc phenoxazin), phirc chét peptit (vi du, antennapedia

-26-



23845

peptit, tat peptit), chét alkyl hoa, phosphat, amino, mercapto, PEG (vi du, PEG-40K),
MPEG, [MPEG],, polyamino, alkyl, alkyl dwoc thé, gen danh dau dugc danh ddu bang
ddng vi phong xa, enzym, hapten (vi du, biotin), chit hd tro van chuyén/hdp thu (vi du,
aspirin, vitamin E, axit folic), va ribonucleaza téng hop (vi du, imidazol, bisimidazol,
histamin, chum imidazol, phitc hgp acridin-imidazol, phtc hop Eu’" cia vong

tetraazamacro).
Trong phan tir ssNc theo sang ché, diu 5° c6 thé duge cai bién bang nhém
phosphat hoc chét tuong tr ctia nhém phosphat. Cac vi du vé nhém phosphat bao gdm:
5’-monophosphat((HO),(O)P-O-5°);
5’-diphosphat((HO),(O)P-O-P(HO)(0O)-O-5);
5’-triphosphat(HO),(O)P-O-(HO)(O)P-O-P(HO)(0O)-0-5);
5’-guanosin (metyl hoa hodc khong duge metyl hoéa & vi tri 7),
Tm-G-0-5’-(HO)(0)P-O-(HO)(O)P-O-P(HO)(0O)-O-5");
5’-adenosin (Appp);
cAu tric phén ti nuclotit dwoc cai bién hozic khong duoc cai bién bét ky (N-O-
5’-(HO)(O)P-O-(HO)(O)P-O-P(HO)(0)-0O-5);
5’-monothiophosphat (phosphorothioat: (HO),(S)P-O-5");
5’-monodithiophosphat (phosphorodithioat: (HO)(HS)(S)P-O-5);
5°-phosphorothiolat (HO),(O)P-S-5°);

monophosphat, diphosphat, va triphosphat dugc thé luu huynh (vi dy, 5’-a-
thiotriphosphat, 5’-y- thiotriphosphat, va nhom twong tu);

5’-phosphoramitat ((HO),(O)P-NH-5’, (HO)(NH,)(O)P-O-5’);

5’-alkylphosphonat (vi du, RP(OH)(0)-0O-5", (OH)»(O)P-5’-CH,, trong d6 R 1a
nhom alkyl (vi dy, metyl, etyl, isopropyl, propyl, hodc nhém tuong tw)); va

5’-alkyletephosphonat (vi dy, RP(OH)(O)-O-5’, trong d6 R 1a alkylete (vi du,
metoxymetyl, etoxymetyl, hodc nhom tuong tur)).

Trong gdc nucleotit, bazo khong bi gi6i han mot cach cu thé. Bazo c6 thé 1a
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bazo tw nhién hoic bazo khong c6 ngudn gbe tu nhién. Bazo c6 thé 1a bazo c¢6 ngudn
gbc tu nhién hoic bazo téng hop. C6 thé st dung bazo thong thudng (phd bién), chat
tuong tu duoc cai bién ctia no, va cac bazo tuong tu.

Vi du v& bazo bao gdm: cic bazo purin nhu adenin va guanin; va cic bazo
pyrimidin nhu xytosin, uraxil, va thymin. Cac vi du khac vé bazo bao gdm inosin,
thymin, xanthin, hypoxanthin, nubularin, isoguanisin, va tuberxidin. Vi du v& bazo con
bao gdbm: dan xuét alkyl nhu 2-aminoadenin, purin dugc metyl héa & vi tri 6, va purin
dugc propyl hoa & vi tri 2; S-halouraxil va S-haloxytosin; 5-propynyl uraxil va 5-
propynyl xytosin; 6-azo uraxil, 6-azo xytosin, va 6-azo thymin; 5-uraxil (gia uraxil), 4-
thiouraxil, 5-halouraxil, 5-(2-aminopropyl)uraxil, 5-amino alyl uraxil; purin dugc
halogen héa & vi tri 8, dugc amin hda, thiol hoa, thioalkyl héa, hydroxyl hoéa, va purin
dugc thé & vi tri 8 khac; pyrimidin dugc triflometyl héa & vi tri 5 va cac pyrimidin dugc
thé & vi tri 5; 7-metylguanin; pyrimidin dugc thé & vi tri 5; 6-azapyrimidin; purin dugc
thé N-2, N-6, va 0-6 (bao gdm ca 2-aminopropyladenin); 5-propynyluraxil va 5-
propynylxytosin; dihydrouraxil; 3-deaza-5-azaxytosin; 2-aminopurin; 5-alkyluraxil; 7-
alkylguanin; 5-alkylxytosin; 7-deazaadenin; N6,N6-dimetyladenin; 2,6-diaminopurin;
5-amino-allyl-uraxil; N3-metyluraxil; 1,2,4-triazol dugc thé; 2-pyridinon; S-nitroindol;
3-nitropyrol; 5-metoxyuraxil; axit uraxil-5-oxyaxetic; 5-metoxycacbonylmetyluraxil; 5-
metyl-2-thiouraxil;  5-metoxycacbonylmetyl-2-thiouraxil; ~ 5-metylaminometyl-2-
thiouraxil; 3-(3-amino-3-carboxypropyl)uraxil; 3-metylxytosin; 5-metylxytosin; N4-
axetylxytosin; 2-thioxytosin; N6-metyladenin; N6-isopentyladenin; 2-metylthio-N6-
isopentenyladenin; N-metylguanin; va bazo dugc O-alkyl héa. Vi du vé purin va
pyrimidin bao gdm cac hop chét dugc mé ta trong Bing doc quyén sang ché My sé US
3687808, “Concise Encyclopedia of Polymer Science and Engineering”, trang 858 dén
859, cua Kroschwitz J. I, John Wiley & Sons, 1990, va Englisch et al, Angewandte
Chemie, International Edition, 1991, vol. 30, p. 613.

Vi du khac v& gbc nucleotit dugc cai bién bao gdm cac gdc nucleotit khong chira
bazo, nghia 1a gbc ¢6 khung ribophosphat khéng c6 tinh bazo. Hon nita, c6 thé st dung

gbc nucleotit duoc cai bién duge mo ta trong Pon ding ky sang ché My s6 60/465665
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(ngay nop don 25/04/2003) va Cong bd don qudc t& s6 WO 2004/080406 (ngay nop
don 08/03/2004).

3. Gdc khong phai nucleotit

Gbe khong phai nucleotit khdng bi gigi han mot cach cu thé. Phan tir ssNc theo
sang ché c6 thé bao gdbm gdc khong phai nucleotit, cdu tric khong phai nucleotit chira
khung pyrolidin hodc piperidin.

Khung pyrolidin c6 thé khung ctia d4n xuét pyrolidin thu dugc bing cach thé it
nhit mot nguyén tir cacbon trong vong pyrolidin ¢ 5 canh. Trong trudng hop nay, tét
hon néu thé (cac) nguyén tir cacbon khong phai C-2. Nguyén tir cacbon c6 thé duoc thé
bing nguyén tr nito, oxy, hodc lru huynh. Khung pyrolidin c¢é thé chira lién két doi
cacbon-cacbon hoic lién két d6i cacbon-nito trong vong pyrolidin ¢6 5 canh, ching han.
Trong khung pyrolidin, cdc nguyén tir cacbon va nito tao thanh vong pyrolidin ¢6 5
canh, mdi nguyén tir ddu c6 mot nguyén tir hydro lién két véi ching hoic nhém thé
duoc mo ta dudi day lién két voi chung. Ving lién két (Lx) c6 thé lién két véi ving (X)
va (Xc) qua nhém bét ky trong khung pyrolidin, t5t hon 12 mdt nguyén tir cacbon hozic
nguyén tir nito bt ky trong vong c¢6 5 canh, va tét hon nita 1a nguyén tir cacbon & vi tri
2 (C-2) hodc nguyén tir nito trong vong ¢ 5 canh. Vi du vé khung pyrolidin bao gbm
khung prolin va prolinol. Khung prolin, khung prolinol, va khung tuong tu c¢6 d an
toan rit cao do chung 14 cac chit co trong co thé sdng va cac chat khir ctia ching.

Khung piperidin c¢6 thé khung ctia d4n xuét piperidin thu dugc bang cach thé it
nh4t mot nguyén ti cacbon trong vong piperidin ¢6 6 canh. Trong truong hop nay, tot
hon néu thé nguyén tir cacbon khong phai C-2. Nguyén tit cacbon c6 thé dugc thé bang
nguyén tr nito, oxy, hodc luu huynh. Khung piperidin c6 thé chura lién két dbi cacbon-
cacbon hogc lién két ddi cacbon-nito trong vong piperidin 6 canh, ching han. Trong
khung piperidin, cic nguyén it cacbon va nito tao thanh vong piperidin ¢6 6 canh, mdi
lién két nay déu c6 mot nguyén tir hydro lién két v6i ching hodc nhom thé duge mo ta
dudi day lién két voi chung. Ving lién két (Lx) c6 thé lién két voi ving (X) va (Xc) qua

nhém bét k¥ trong khung piperidin, tot hon 1 nguyén tir cacbon bt ky hoic nguyén tir
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nito trong vong ¢6 6 canh, va tét hon nita 1a nguyén tir cacbon & vi tri 2 (C-2) hoic
nguyén tir nito trong vong c¢6 6 canh. Nguyén tic twong tw ciing 4p dung cho ving lién
két (Ly).

M&i ving lién két co thé gdm (cac) gbc khong phai nucleotit chi ¢ cAu triic
khong phai nucleotit, hodc c6 thé chira (cac) gbc khéng phai nucleotit ¢6 cdu triic khong
phai nucleotit va (cac) gdc nucleotit.

Ving lién két c6 cong thire (I) sau ddy.

g3
X2 /
Rz\\ /1.2\ YA :
%1{‘/ o v NG T P
N
R L &
‘al:/ o ST Ny

. (D

Trong cong thirc (I),

mdi nhém X' va X* doc 14p 1a Hy, O, S, hodic NH;

mdi nhém Y va Y doc 14p 1 lién két don, CH,, NH, O, hoic S;

R’ 13 nguyén tir hydro hodc nhém thé lién két v6i C-3, C-4, C-5, hoic C-6 trén
vong A;

nhém thé 1a OH, OR*, NH,, NHR’, NR*R’, SH, SR?, hoic nhém oxo (=0);

khi R® 12 nhom thé, ¢6 thé c6 mot nhém thé R’, hai hoge nhidu nhém thé R,
hogc khong c6 nhom thé R?, va khi c6 nhiéu nhom thé R?, ching c6 thé gidng hoic
khac nhau;

mdi nhém R* va R’ 13 nhém thé hodc nhém bao vé, va chiing c6 thé giéng hoac
khéc nhau;

L' 14 mach alkylen gdm n nguyén tir, va (cic) nguyén tir hydro trén cic nguyén
tir cacbon cua alkylen cé thé duogc thé hoic khoéng dugce thé bé'mg nhom OH, OR?, NH,,
NHR?, NR*R’, SH, hozc SR® hoic,

L' 12 mach polyete thu duoc bing cach thé it nhat mot nguyén tir cacbon trén
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mach alkylen bang mdt nguyén tir oxy,

v6i didu kién 1a: khi Y' 14 NH, O, hoac S, nguyén tir lién két v6i Y' trong L' 1a
nguyén tir cacbon, nguyén tir lién két véi OR! trong L' 14 nguyén ti cacbon, va céc
nguyén ttr oxy khong lién ké véi nhau;

L? 1a mach alkylen gdm m nguyén i, va (cac) nguyén tir hydro trong mach
cacbon alkylen ¢ thé dugc thé hodc khong duge thé bang nhém OH, OR®, NH,, NHR®,
NR°RY, SH, hogc SR°, hoic

L? 1a mach polyete thu dugc bang cach thé it nhat mét nguyén tir cacbon trén
mach alkylen bang mét nguyén tir oxy,

vé6i didu kién 1a: khi Y? 1a NH, O, hoic S, nguyén tir lién két véi Y? trong L 12
nguyén tir cacbon, nguyén tir lién két véi OR? trong L? 12 nguyén tir cacbon, va céc
nguyén tir oxy khong lién ké véi nhau;

mdi nhém R? R®, R®, va R doc 14p 14 nhém thé hodc nhém bao vé;

lbé'lng 1 hodc 2;

m 1a s6 nguyén ndm trong khoang tir 0 dén 30;

n 12 s& nguyén nam trong khoang tir 0 dén 30;

trén vong A, mdt nguyén tir cacbon khong phai C-2 ¢6 thé duoc thé bang
nguyén tir nito, oxy, hodc luu huynh, va

vong A c6 thé chira lién két doi cacbon-cacbon hogc lién két doi cacbon-nito.
Khi ving lién két (Lx) c6 cong thirc (I), mdi ving (Xc) va (X) s& lién két v6i ving lién
két (Lx) qua nhém ~OR!- hodc —OR?*-. Hon nira, khi ving lién két (Ly) c6 cong thirc
(D), mbi ving (Yc) va (Y) sé& lién két véi ving lién két (Ly) qua nhém —OR'- hoic
—~OR*-. Cén luu ¥ ring R! va R? ¢6 thé c6 mat hosic khéng c6 mat, va néu ching co
mit, mbi nhom R!vaRr? doc lap la géc nucleotit hodc cu tric c6 cong thirc ().

Trong cong thic (1), mdi nhém X' va X2 doc 1ap 1a H,, O, S, hodc NH. Trong
cong thire (1), “X! 12 H,” nghia 1a X' s& tao thanh nhom CH, (nhém metylen) ciing véi
nguyén tir cacbon lién két voi X'. Nguyén tic tuong tw ap dung cho )

Trong cong thic (1), I trong vong A bing 1 hodc 2. Khi 1= 1, vong A 1 vong c6
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5 canh, vong nay 1a khung pyrolidin. Khung pyrolidin c6 thé 13 khung prolin, khung
prolinol, hodc khung tuwong tu, va vi du cu thé bao gém chu tric héa tri hai cia khung
prolin va khung prolinol. Khi 1 = 2, vong A 1a vong c¢6 6 canh, vong nay 1a khung
piperidin. Trén vong A, mot nguyén tir cacbon khong phai C-2 ¢6 thé duge thé bing
nguyén tir nito, oxy, hodc luu huynh. Hon nita, vong A c6 thé chira lién két d6i cacbon-
cacbon hoic lién két d6i cacbon-nito. Vong A c6 thé & dang L hodc D.

Trong cong thirc (I), mdi nhém Y' va Y? doc 1ap 14 lién két don, CH,, NH, O,
hodc S.

Trong cong thirc (1), R? 12 nguyén tir hydro hogc nhém thé lién két voi C-3, C-4,
C-5, hodc C-6 trén vong A. Nhom thé [a nhém OH, OR?, NH,, NHR®, NR*R’, SH, SR*,
hodc nhém oxo (=0O). Khi R’ 14 nhém thé, c6 thé c6 mot nhém thé R3, hai hoac nhiéu
nhom thé R® , hoac khong c6 nhém thé R®, va khi c6 nhiéu nhém thé R3, chung c6 thé
gidng hoic khac nhau. M&i nhém R* va R’ 14 nhém thé hodc nhém bao vé, va chiing ¢
thé giéng hoic khac nhau.

Céc vi du vé nhom thé bao gdbm halogen, alkyl, alkenyl, alkynyl, haloalkyl, aryl,
heteroaryl, arylalkyl, xycloalkyl, xycloalkenyl, xycloalkylalkyl, xyclylalkyl,
hydroxyalkyl, alkoxyalkyl, aminoalkyl, heteroxyclylalkenyl, heteroxyclylalkyl,
heteroarylalkyl, silyl, va silyloxyalkyl.

Nhom bao v€ 1a nhém chirc ¢6 kha néng bét hoat nhém chirc ¢6 hoat tinh cao.
Vi du v& nhém bao vé bao gdm céc nhom bao vé da biét. V& nhom bao vé, c6 thé tham
khao tai liéu (J. F. W. McOmie, ‘“Protecting Groups in Organic Chemistry”, Plenum
Press, London and New York, 1973) dugc dua vao day dé tham khao. Nhom bao vé
khong bi gigi han mot cach cu thé, va vi du v& nhém bao vé bao gém nhom tert-
butyldimetylsilyl (TBDMS), nhém bis(2-axetoxyetyloxy)metyl (ACE), nhém
triisopropylsilyloxymetyl (TOM), nhém 1-(2-xyanoetoxy)etyl (CEE), nhém 2-
xyanoetoxymetyl (CEM), nhom tolylsulfonyletoxymetyl (TEM), va nhom
dimetoxytrityl (DMTr). Khi R31a OR4, nhom bao vé khong bi gidi han mot cach cu thé,
va vi du v& nhém bao vé bao gém nhom TBDMS, nhém ACE, nhém TOM, nhém
CEE, nhém CEM, va nhém TEM. Céc vi du khac v& nhém bao vé bao gdm nhém chira
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silyl dugc mo ta dudi day.

Trong cong thirc (I), L' 12 mach alkylen gém n nguyén tir. (Céc) nguyén tir
hydro trén (cac) nguyén tir cacbon trong mach alkylen c6 thé dugc thé hoic khong dugc
thé bing nhém OH, OR?, NH,, NHR? NR’R®, SH, hoic SR®. Theo cach khac, L' ¢6 thé
14 mach polyete thu dugc bing cach thé it nhat mot nguyén tir cacbon trén mach alkylen
bing nguyén tir oxy. Mach polyete c6 thé 1a polyetylen glycol. Khi Y' 1a NH, O, hoic
S, nguyén tr lién két v6i Y' trong L' 13 cacbon, nguyén tir lién két véi OR' trong L' 1a
cacbon, va cac nguyén ttr oxy khong lién k& véi nhau. Nghia 1a khi Y' 14 O, nguyén tir
0Xy nay va nguyeén tir oxy trong L' khong ndm canh nhau, va nguyén tir oxy trong OR'
va nguyén tr oxy trong L' ciing khéng ndm canh nhau.

Trong cong thirc (1), L mach alkylen gdm m nguyén tir. (Cac) nguyén tit hydro
lién két v6i nguyén tir cacbon trong mach alkylen c6 thé dugc thé hodc khong dugc thé
bing nhom OH, OR®, NH,, NHR®, NR°RY, SH, hodc SR®. Theo c4ch khac, L? ¢6 thé 1a
mach polyete thu dugc bang cach thé it nhit mot nguyén tir cacbon trén mach alkylen
bing nguyén tir oxy. Khi Y?* 1a NH, O, hogc S, nguyén tir lién két voi Y? trong L? 1a
cacbon, nguyén tir lién két vi OR? trong L 1a cacbon, va céc nguyén tir oxy khong lién
k& v6i nhau. Nghia 13 khi Y 14 O, nguyén ti¥ oxy niy va nguyén tit oxy trong L2 khong
nim canh nhau, va nguyén tir oxy trong OR? va nguyén tir oxy trong L? ciing khong
ndm canh nhau

Gia tri n cia L' va gié tri m cla 12 khong bi giéi han mot céch cu thé, va giéi
han dué6i ctia mdi gia tri nay c6 thé bang 0, ching han, va gi6i han trén ctia chiing ciing
khong bi giéi han mot cach cu thé. Cac gid tri n va m cé thé duoc thiét 1ap mot cach
thich hop tity theo chidu dai ctia ving lién két (Lx). Ching han, theo quan diém chi phi
san xudt, hidu suit va cac yéu té tuong tu, tét hon néu mdi gia tri n va m nim trong
khoang tir 0 dén 30, t&t hon nita 14 ndm trong khoang tir 0 dén 20, va van tdt hon nita 12
nim trong khoang tir 0 dén 15. Céc gia trin vam c6 thé gibng nhau (n = m) ho#c khéc
nhau. Téng gi4 tri n + m c6 thé nim trong khoang tir 0 dén 30, tot hon 1 nim trong
khoéngtﬁ()dén20,vététhannﬁalénﬁn1&ongkhoéngt&()dén15.

MB&i nhém R? R®, RS, va R? ¢6 thé doc 1ap 12 nhém thé hodc nhém bao vé. Nhém
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thé va nhoém bao vé nay 14 giéng nhu cic nhém da mé ta trén day.

Trong cong thirc (I), mdi nguyén tir hydro c6 thé doc 1ap duge thé bang nguyén
t& halogen nhu Cl, Br, F, hoéc L.

Khi ving lién két (Lx) ¢ cong thirc (I), cac ving (Xc) va (X) dugc lién két véi
vung lién két (Lx) qua nhém —OR!- hoic —OR?-. Nhém R' va R? ¢6 thé c6 mit hoic
khong c6 mit. Néu nhém R! va R? ¢6 mit, mdi nhém R!' vaRr? doc lap 1a géc nucleotit
hodc cAu triic ¢6 cong thirc (I). Khi R viavhoic R? 1a gbc nucleotit, ving lién két (Lx)
gdm gdec khong phai nucleotit c6 cdu triic c6 cong thirc (I) ngoai trir gbc nucleotit R
va/hodc R% va cac géc nucleotit. Khi R! va/hoic R? 1a chu trac ¢6 cong thue (1), cAu
trac cta ving lién két (Lx) thoa man didu kién hai hodc nhiéu gbc khong phai nucleotit
c¢6 céu triic ¢6 cong thie (I) duoc lién két v6i nhau. S8 lugng ciu tric c6 cong thire (I)
c6 thé 12 1, 2, 3, hodc 4. Néu ving lién két (Lx) bao gdm nhiéu ciu tric, cac chu triic c6
cong thirc (I) ¢6 thé duge lién két v6i nhau mot cach truc tiép hodc qua céc gdc
nucleotit. Miit khac, néu nhém R! va R? khong c6 mat, ving lién két (Lx) chi gbm gbc
khong phai nucleotit ¢ chu tric ¢6 cong thire (I). Néu ving lién két (Lx) c6 cong thirc
(I), phan mod ta ving lién két (Lx) néu trén ciing 4p dung cho ving (Yc), ving (Y), va
ving lién két (Ly).

T4 hop clia cac ving (Xc) va (X) véi nhom —OR'- va —OR*—, va tb hop ctia céc
viung (Yc) va (Y) v6i nhom —OR!- va —OR?- khong bi gi6i han mét cach cu thé, va co
thé 1a diéu kién bit ky trong c4c diéu kién sau ddy.

Piéu kién (1):

cac vung (Xc) va (X) duge lién két v6i cAu truc c6 cong thue (I) 1an luot qua
nhém —OR’— va—OR'—; vi

cac ving (Yc) va (Y) duoc lién két véi ciu tric c6 cong thic (1) 1an luot qua
nhém —OR'- va —OR*-.
Diéu kién (2):

cac ving (Xc) va (X) duoc lién két véi chu tric c6 cong thire (I) 1an luot qua

nhém —OR?*— va —OR'—; va
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cac ving (Yc) va (Y) duge lién két véi ciu tric c6 cong thie (I) 14n luot qua
nhém —OR*- va ~OR'-.
Diéu kién (3):

céc ving (Xc) va (X) duogc lién két véi cdu triic ¢b cong thirc (I) 14n luot qua
nhém —OR'- va —OR’—; va

cac ving (Yc) va (Y) duge lién két voi cdu tric ¢6 cong thire (I) 14n luot qua
nhém —~OR'-va ~OR’-.
Diéu kién (4):

cac ving (Xc) va (X) duoc lién két véi chu tric c¢6 cong thie (I) 14n luot qua
nhém —OR'- va —OR’—; va

cac ving (Yc) va (Y) duoc lién két véi cu triic c6 cong thire (I) 1an luot qua
nhém —OR*- va —OR'~,

Céc vi du v& ciu tric c6 cong thire (I) bao gdm cac ciu triic ¢6 cong thire tir (I-1)

dén (1-9) sau day. Trong céc cong thirc sau déy, gid tri n va m 1 gidng nhu trong cong

thire (1), q 12 s6 nguyén ndm trong khoang tir 0 dén 10.
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Trong céc cong thuc tir (I-1) dén (I-9), cac gia tri ctia n, m, va q khong bi giéi

han mot cach cu the, va c6 gia tri nhu d3 mo ta trén day. Cac vi du cu thé 1a nhu sau:

trong cong thic (I-1), n = §; trong cong thic (I-2), n = 3; trong cong thic (I-3), n = 4

hodc 8; trong cong thirc (I-4), n = 7 hodc 8; trong cdng thirc (I-5), n =3 va m = 4; trong

cong thirc (I-6), n = § va m = 4; trong cong thuc (I-7), n = 8 va m = 4; trong cong thirc

(I-8), n =5 va m = 4; va trong cong thitc (I-9), q =1 va m = 4. Cong thurc (I-4a) sau day
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14 vi du v& cong thirc (I-4) (n = 8), va cong thirc (I-6a) sau day 13 vi du vé cong thirc (I-

6)(n=5,m=4).

0 ... (I-4a)

(CH2)40—"‘§

%—O(H20)5 N
... (I-6a)

Theo sang ché, thuat ngit “alkyl” dé chi nhém alkyl mach thing hodc mach
nhanh. S lwong nguyén tir cacbon trong nhém alkyl khong bi gi6i han mot cach cu thé,
va nim trong khoang tir 1 dén 30, t6t hon 13 ndm trong khoang tir 1 dén 6 hodc nim
trong khoang tir 1 dén 4. Céac vi du vé& nhém alkyl bao gbm: metyl, etyl, n-propyl,
isopropyl, n-butyl, isobutyl, sec-butyl, tert-butyl, n-pentyl, isopentyl, neopentyl, n-
hexyl, isohexyl, n-heptyl, n-octyl, n-nonyl, va n-dexyl. Trong sd chiing, dwoc uu tién 14
nhom metyl, etyl, n-propyl, isopropyl, n-butyl, isobutyl, sec-butyl, tert-butyl, n-pentyl,
isopentyl, neopentyl, n-hexyl, isohexyl, va nhom tuong tu. '

& 66

Theo sang ché, thuét ngit “alkenyl” dé chi alkenyl mach thing hoic mach nhanh.
Céc vi du vé& nhém alkenyl bao gdm nhém alkyl d& mo ta trén ddy c6 mot hodc nhiéu
lién két d6i. S6 lugng nguyén tir cacbon trong nhém alkenyl khong bi giéi han mot cach
cu thé, va c6 thé bing sb lugng nguyén tir cacbon trong nhém alkyl, t6t hon 14 ndm
trong khoang tir 2 dén 8. Cac vi du v& nhém alkenyl bao gdm vinyl, 1-propenyl, 2-
propenyl, 1-butenyl, 2-butenyl, 3-butenyl, 1,3-butadienyl, va 3-metyl-2-butenyl.

Theo sang ché, thuat ngit “alkynyl” dé chi nhém alkynyl mach thing hodc mach
nhanh. Vi du vé& nhém alkynyl bao gdm nhém alkyl di md ta trén ddy c6 mot hodc
nhiéu lién két ba. SO luong nguyén tir cacbon trong nhém alkynyl khong bi gi¢i han

mdt cach cu thé, va co thé bang sb lugng nguyén tir cacbon trong nhém alkyl, tot hon 1a
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nam trong khoang tir 2 dén 8. Cac vi du vé nhém alkynyl bao gdm etynyl, propynyl, va
butynyl. Nhém alkynyl nay c6 thé con bao gdm mdt hodc nhiéu lién két dbi.

Theo sang ché, thuat ngit “aryl” dé chi nhém hydrocacbon thom don vong va
hydrocacbon thom da vong. Vi du vé nhém hydrocacbon thom don vong 14 phenyl. Céc
vi du v& hydrocacbon thom da vong bao gdm 1-naphtyl, 2-naphtyl, 1-antryl, 2-antryl, 9-
antryl, 1-phenantryl, 2-phenantryl, 3-phenantryl, 4-phenantryl, va 9-phenantryl. Trong
s6 chiing, duge uu tién 1a nhém phenyl, naphtyl nhu 1-naphtyl va 2-naphtyl, va nhém
tuong tur.

Theo sang ché, thuat ngit “heteroaryl” dé chi nhém di vong thom don vong va di
vong thom ngung tu. Cac vi du v& nhom heteroaryl bao gbm furyl (vi du: 2-furyl, 3-
furyl), thienyl (vi du: 2-thienyl, 3-thienyl), pyrolyl (vi du: 1-pyrolyl, 2-pyrolyl, 3-
pyrolyl), imidazolyl (vi du: 1-imidazolyl, 2-imidazolyl, 4-imidazolyl), pyrazolyl (vi du:
1-pyrazolyl, 3-pyrazolyl, 4-pyrazolyl), triazolyl (vi du: 1,2,4-triazol-1-yl, 1,2,4-triazol-
3-yl, 1,2,4-triazol-4-yl), tetrazolyl (vi du: 1-tetrazolyl, 2-tetrazolyl, S5-tetrazolyl),
oxazolyl (vi du: 2-oxazolyl, 4-oxazolyl, 5-oxazolyl), isoxazolyl (vi du: 3-isoxazolyl, 4-
isoxazolyl, 5-isoxazolyl), thiazolyl (vi du: 2-thiazolyl, 4-thiazolyl, 5-thiazolyl),
thiadiazolyl, isothiazolyl (vi du: 3-isothiazolyl, 4-isothiazolyl, 5-isothiazolyl), pyridyl
(vi du: 2-pyridyl, 3-pyridyl, 4-pyridyl), pyridazinyl (vi du: 3-pyridazinyl, 4-pyridazinyl),
pyrimidinyl (vi du: 2-pyrimidinyl, 4-pyrimidinyl, 5-pyrimidinyl), furazanyl (vi du: 3-
furazanyl), pyrazinyl (vi du: 2-pyrazinyl), oxadiazolyl (vi du: 1,3,4-oxadiazol-2-yl),
benzofuryl (vi du: 2-benzo[b]furyl, 3-benzo[b]furyl, 4-benzo[b]furyl, 5-benzo[b]furyl,
6-benzo[b]furyl, 7-benzo[b]furyl), benzothienyl (vi du: 2-benzo[b]thienyl, 3-
benzo[b]thienyl, 4-benzo[b]thienyl, 5-benzo[b]thienyl, 6-benzo[b]thienyl, 7-
benzo[b]thienyl), benzimidazolyl (vi du: 1-benzimidazolyl, 2-benzimidazolyl, 4-
benzimidazolyl, 5-benzimidazolyl), dibenzofuryl, benzoxazolyl, benzothiazolyl,
quinoxalyl (vi du: 2-quinoxalinyl, 5-quinoxalinyl, 6-quinoxalinyl), xinolinyl (vi du: 3-
xinolinyl, 4-xinolinyl, 5-xinnolinyl, 6-xinnolinyl, 7-xinnolinyl, 8-xinnolinyl), quinazolyl
(vi du: 2-quinazolinyl, 4-quinazolinyl, 5-quinazolinyl, 6-quinazolinyl, 7-quinazolinyl, 8-

quinazolinyl), quinolyl (vi du: 2-quinolyl, 3-quinolyl, 4-quinolyl, 5-quinolyl, 6-quinolyl,
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7-quinolyl, 8-quinolyl), phtalazinyl (vi du: 1-phtalazinyl, 5-phtalazinyl, 6-phtalazinyl),
isoquinolyl (vi du: l-isoquinolyl, 3-isoquinolyl, 4-isoquinolyl, 5-isoquinolyl, 6-
isoquinolyl, 7-isoquinolyl, 8-isoquinolyl), puryl, pteridinyl (vi du: 2-pteridinyl, 4-
pteridinyl, 6-pteridinyl, 7-pteridinyl), carbazolyl, phenantridinyl, acridinyl (vi du: 1-
acridinyl, 2-acridinyl, 3-acridinyl, 4-acridinyl, 9-acridinyl), indolyl (vi du: 1-indolyl, 2-
indolyl, 3-indolyl, 4-indolyl, 5-indolyl, 6-indolyl, 7-indolyl), isoindolyl, phenazinyl (vi
du: 1-phenazinyl, 2-phenazinyl), va phenothiazinyl (vi du: 1-phenothiazinyl, 2-
phenothiazinyl, 3-phenothiazinyl, 4-phenothiazinyl).

N, CC

Theo sang ché, thuat ngit “xycloalkyl” dé chi nhém hydrocacbon vong no ching
han, va sb luong nguyén tir cacbon trong nhém xycloalkyl nim trong khoang tir 3 dén
15. Cac vi du v& nhém xycloalkyl bao gdm xyclopropyl, xyclobutyl, xyclopentyl,
xyclohexyl, xycloheptyl, xyclooctyl, nhdm hydrocacbon vong c6 lién két cau, va nhém
hydrocacbon vong xoin. Trong s& ching, dugc wu tién 1a nhém xyclopropyl,
xyclobutyl, xyclopentyl, xyclohexyl, hydrocacbon vong c6 lién két ciu, va nhém tuong
tu.

Theo sang ché, vi du v& “nhém hydrocacbon dang vong c6 lién két cau” bao
gdm bixyclo[2.1.0]pentyl, bixyclo[2.2.1]heptyl, bixyclo[2.2.2]octyl, va
bixyclo[3.2.1]octyl, trixyclo[2.2.1.0]heptyl, bixyclo[3.3.1]nonan, 1-adamantyl, va 2-
adamantyl.

Theo sang ché, vi du vé “nh6m hydrocacbon vong xo4n” 14 spiro[3.4]octyl.

Theo sang ché, thuét ngit “xycloalkenyl” d& chi nhém hydrocacbon vong béo
khong no, va sb lwong nguyén tt cacbon trong nhém xycloalkenyl nim trong khoang tir
tir 3 dén 7. Céc vi du v& nhoém xycloalkenyl bao gdm xyclopropenyl, xyclobutenyl,
xyclopentenyl, xyclohexenyl, va xycloheptenyl. Trong s6 chung, duoc vu tién 13 nhém
xyclopropenyl, xyclobutenyl, xyclopentenyl, xyclohexenyl, va nhom twong tw. Thuat
ngit “xycloalkenyl” con dé chi nhém hydrocacbon vong c6 lién két cAu va hydrocacbon

vong xodn c6 lién ket chua no trong vong cta ching.

Theo séng ché, vi du vé nhém “arylalkyl” bao gdm benzyl, 2-phenetyl, va
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naphtalenylmetyl. Cac vi du v& nhém “xycloalkylalkyl” va “xyclylalkyl” bao gdm
xyclohexylmetyl va adamantylmetyl. C4c vi du vé nhém “hydroxyalkyl” bao gém
hydroxymetyl va 2-hydroxyetyl.

Theo séng ché, thuat ngir “alkoxy” d& chi nhém bao gdm nhém bét ky trong sb
cac nhom alkyl d& mo ta trén ddy va nguyén tir oxy (nhém alkyl-O-), va vi du vé cac
nhém alkoxy bao gdm metoxy, etoxy, n-propoxy, isopropoxy, va n-butoxy. Vi du vé
nhém “alkoxyalkyl” 1a metoxymetyl. Vi du vé nhém “aminoalkyl” 1 2-aminoetyl.

Theo séng ché, cac vi du v& nhém “heteroxyclyl” bao gém 1-pyrolinyl, 2-
pyrolinyl, 3-pyrolinyl, 1-pyrolidinyl, 2-pyrolidinyl, 3-pyrolidinyl, pyrolidinon, 1-
imidazoliny, 2-imidazoliny, 4-imidazoliny, 1-imidazolidinyl, 2-imidazolidinyl, 4-
imidazolidinyl, imidazolidinon, 1-pyrazolinyl, 3-pyrazolinyl, 4-pyrazolinyl, 1-
pyrazolidinyl, 3-pyrazolidinyl, 4-pyrazolidinyl, piperidinon, piperidino, 2-piperidinyl,
3-piperidinyl, 4-piperidinyl, 1-piperazinyl, 2-piperazinyl, piperazinon, 2-morpholinyl,
3-morpholinyl, morpholino, tetrahydropyranyl, va tetrahydrofuranyl.

Theo sang ché, vi du v& nhém “heteroxyclylalkyl” bao gdm piperidinylmetyl va
piperazinylmetyl. Vi du vé nhém “heteroxyclylalkenyl” 1a 2-piperidinyl etenyl. Céc vi
du v& nhém “heteroarylalkyl” bao gébm pyridylmetyl va quinolin-3-ylmetyl.

Theo sang ché, thuat ngit “silyl” dé chi cic nhém c6 cong thirc R3Si—, trong d6
R doc 1ap co thé duge chon tir cic nhém alkyl, aryl, va xycloalkyl di mo ta trén day.
Céc vi du v& nhom silyl bao gdm nhém trimetylsilyl va nhém tert-butyldimetylsilyl. Vi
du v& nhom “silyloxy” 12 nhém trimetylsilyloxy. Vi du vé nhém “silyloxyalkyl” 13
nhém trimetylsilyloxymetyl.

Theo sang ché, cac vi du vé nhém “alkylen” bao gébm metylen, etylen, va
propylen.

Theo sang ché, cac nhom khéac nhau di md ta trén day c6 thé duoc thé. Céc vi du
v& nhém thé bao gdm nhém hydroxy, carboxy, halogen, alkyl halogenua (vi du: CFj,
CH,CF3, CH,CCly), nitro, nitroso, xyano, alkyl (vi du: metyl, etyl, isopropyl, tert-butyl),
alkenyl (vi du: vinyl), alkynyl (vi du: etynyl), xycloalkyl (vi du: xyclopropyl,
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adamantyl), xycloalkylalkyl (vi du: xyclohexylmetyl, adamantylmetyl), xycloalkenyl
(vi du: xyclopropenyl), aryl (vi du: phenyl, naphtyl), arylalkyl (vi du: benzyl, phenetyl),
heteroaryl (vi du: pyridyl, furyl), heteroarylalkyl (vi du: pyridylmetyl), heteroxyclyl (vi
du: piperidyl), heteroxyclylalkyl (vi du: morpholylmetyl), alkoxy (vi du: metoxy, etoxy,
propoxy, butoxy), alkoxy dugc halogen héa (vi du: OCF3;), alkenyloxy (vi du: vinyloxy,
allyloxy), aryloxy (vi du: phenyloxy), alkyloxycacbonyl (vi du: metoxycacbonyl,
etoxycacbonyl, tert-butoxycacbonyl), arylalkyloxy (vi du: benzyloxy), amino
[alkylamino (vi du: metylamino, etylamino, dimetylamino), acylamino (vi du:
axetylamino, benzoylamino), arylalkylamino (vi du: benzylamino, tritylamino),

hydroxyamino], alkylaminoalkyl (vi du: dietylaminometyl), sulfamoyl, va oxo.

4. Phuong phap téng hop phén tir ssNc theo sang ché

Phuong phép téng hop phan tir ssNc theo sdng ché khong bi giéi han mot cach
cu thé, va c6 thé str dung phuong phap da biét trong linh vuc k¥ thuét nay. Céc vi du vé
phuong phéap tdng hop bao gdm phwong phap tbng hop theo k¥ thuat di truyén va
phuong phap tdng hop héa hoc. Cac vi du vé k§ thuét di truyén bao gbm: phuong phép
tdng hop bang cach sir dung qua trinh phién ma in vitro; cdc phuong phép st dung
vecto; va cac phuong phép duoc tién hanh bang cach st dung k¥ thust PCR. Vecto
khong bi gidi han mot cach cu thé, va vi du vé vecto bao gE‘)m vecto khong ¢ ngué)n
gdc virut nhu plasmit, va vecto virut. Céc phuong phép téng hop hoa hoc khong bi gidi
han mdt cach cu thé, va vi du bao gdm phuong phap phosphoramidit va phuong phép
H-phosphonat. Phwong phap téng hop héa hoc c¢6 thé duoc tién hanh bing cach sir dung
thiét bj tbng hop axit nucleic twr dong c6 ban trén thi trudng. Trong phuong phap téng
hop hoa hoc, thuong st dung amidit. Amidit khong bi giéi han mot cach cu thé. Vi du
v& céc amidit ¢6 ban trén thi trudng bao gdbm ARN phosphoramidit (2°-O-TBDMS, tén
thuong mai, Samchully Pharm. Co., Ltd.), ACE amidit, TOM amidit, CEE amidit,
CEM amidit, va TEM amidit.

5. Ché phdm

Ché phim tc ché theo sang ché, nhur d3 m6 ta trén day, 1a ché phdm dé tc ché su
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biéu hién ciia gen dich, chira phan ttr ssNc theo sang ché. Ché pham theo sang ché khac
biét & chd, ché phidm nay chira phén tir ssNc theo sang ché, va cac cdu hinh khéc cia
phan tir ssNc theo sang ché khong bi gidi han. Ché phdm tre ché theo sang ché ciing ¢6
thé dwoc goi 1a cht phan tmg trc ché.

Bing cach cho dbi trong st dung ché phdm trong d6 gen dich c6 mit, c¢6 thé wc
ché sy biéu hién ciia gen dich.

Hon nita, nhu dd mo ta trén ddy, ché phdm duogc theo sang ché chira phan tir
ssNc theo sang ché. Ché phim dugc theo séng ché khac biét & chd né chira phan tir
ssNc theo sang ché, va cac cdu hinh khac ctia phan tir ssNc theo sang ché khong bi gi6i
han. Ché phim dugc theo sang ché ciing c6 thé dugc goi 1a duge phim.

Béng cach cho bénh nhan bi bénh do gen giy ra st dung dugc phim, c6 thé wc
ché sy biéu hién cta gen, nhd d6 c6 thé didu tri bénh. Theo sang ché, thuat ngit “diéu
tri” bao gém: su ngin ngira bénh; cai thién tinh trang bénh; va cai thién mirc do tién
lugng bénh va thuét ngit nay co thé c6 nghia bt ky trong s& cac thuat ngit néu trén.

Bénh can dugc diéu tri khong bi giéi han mot cach cu thé, va vi du vé bénh bao
gbm bénh do su biéu hién ciia gen gdy ra. Tuy thude vao loai bénh, gen gdy bénh c6 thé
duoc thiét 14p 13 gen dich, va ngoai ra, tity theo gen dich, trinh tu e ché sy biéu hién ¢6
thé duoc thiét 1ap mot cach thich hop.

Vi dy cu thé 1a nhu sau. Bing cach thiét 1ap gen TGF-B1 lam gen dich va két
hop trinh tu wrc ché sy bidu hién ciia gen niy vao phan ti ssNc, phan tir ssNc ¢6 thé
dugc st dung dé didu tri bénh viém, cu thé 1a tén thuong phéi cép tinh va cac bénh
tuong tu.

Phwong phap st dung ché phdm va dugc phdm trc ché theo sang ché (sau ddy, ca
hai dang nay s& dugc goi don gidn la “ché phém”) khong bi gidi han mot cach cu thé, va
vi du v& phuong phap str dung 1a str dung phén tir ssNc cho d6i twong c6 gen dich.

Vi du v& dbi tugng co thé dugc cho st dung phan tir ssNc theo sang ché bao
gém té bao, mé, va co quan. Vi du vé dbi tuong con bao gém nguoi va dong vat khong

phai nguoi nhu dong vat c6 vu khong phai nguoi, nghia la dong vat c6 va ngoai trix
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ngudi. Viée sit dung nay c6 thé dugc thuce hién i vivo hodc in vitro. Cac té bao khong
bi gi¢i han mdt cach cu thé, va vi du vé t& bao bao gdm: céc loai té bao dwoc nudi ca‘iy
khéc nhau nhu t& bao HeLa, té bao 293, té bao NIH3T3, va té bao COS; té bao gbc nhu
té bao ES va té bao géc tao mau; va té bao duogc phéan 13p tir co thé séng, nhu té bao
duge nudi cy so cép.

Phuong phép str dung khong bi gidi han mot cach cu thé, va c6 thé duoc xac
dinh tiy theo ddi tuwgng. Khi dbi twong 14 t& bao dwoc nudi ciy, phuong phép sir dung
c¢6 thé 12 phuong phép sir dung chit phan tmg chuyén nhiém, phwong phap bién nap
dién hodc cic phuong phép tuong tu.

MBOi ché phim theo sang ché c6 thé chi chira phan tir ssNc theo sang ché hoic c6
thé con chira (cac) chit phu trg, ngoai phan tir ssNc. Chét phu tro khong bi gidi han mét
cach cu thé, va t6t hon néu 1a chét phu tr¢g dugc dung. Loai chét phu trg khong bi gigi
han mét cach cu thé, va c6 thé dugce chon mot cach thich hop tity theo loai ddi tuong.

Trong ché phim theo sang ché, phan tir ssNc c6 thé tao phirc véi chit phu tro.
Chét phu trg niy c6 thé con duge goi 1a chat tao phirc. Su tao ra phitc chit cho phép
phan tir ssNc duoc giai phong mot cach hidu qua. Lién két gitta phan tir ssNc va chét
tao phirc khong bi gidi han mét cach cu thé, va vi du ciia chiing bao gom lién két khong
cong héa tri. Phirc chat c6 thé 13 phirc chét thé vui.

Chét tao phirc khong bi giéi han mot cach cu thé, va cac vi du bao gém polyme,
xyclodextrin, va adamantin. Céc vi du vé xyclodextrin bao gdm copolyme xyclodextrin
mach thing va copolyme xyclodextrin mach thing dugc oxy héa.

Céc vi du khac vé chit phu trg bao gém chét mang, chét lién két dé lién két voi
té bao dich, chét ngung tu, chét kich thich dung hop, va ta dugec.

Tt hon, néu cht mang 1a polyme, 5t hon nita néu 12 polyme sinh hoc. Tét hon,
néu chit mang c6 kha nang phan huy sinh hoc. Cac vi du v& chit mang bao gdm:
protein nhu albumin huyét thanh ctia ngudi (hSA), lipoprotein ty trong thip (low-
density lipoprotein: LDL), va globulin; hydrat cacbon nhu dextran, pululan, chitin,

chitosan, inulin, xyclodextrin, va axit hyaluronic; va lipit. C6 thé sir dung polyme téng
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hop nhu poly axit amin tong hgp 1am chit mang. Vi du v& poly axit amin bao gbm
polylysin (PLL), poly axit L-aspartic, poly axit L-glutamic, copolyme styren-anhydrit
maleic, copolyme poly(L-lactit-co-glycol), copolyme divinyl ete-maleic anhydrit,
copolyme N-(2-hydroxypropyl)metacrylamit (HMPA), polyetylen glycol (PEG), rugu
polyvinyl (PVA), polyuretan, poly(axit 2-etylacryllic), polyme N-isopropylacrylamit, va
polyphosphazin.

Céc vi du vé chét lién két bao gdbm hormon kich thich tuyén giap, hormon kich
thich té bao séc td, lectin, glycoprotein, chit hoat ddng bé mat protein A, muxin hydrat
cacbon, lactoza da hoa tri, galactoza da hoa tri, N-axetyl-galactosamin, N-axetyl-
gulucosamin, manoza da hoéa tri, fucoza da hoa tri, polyaxit amin dugc glycol hoa,
galactoza da hoa tri, transferrin, bisphosphonat, poly axit glutamic, poly axit aspartic,
lipit, cholesterol, steroit, axit mat, folat, vitamin B12, biotin, Neproxin, peptit RGD, va
phan tir bit chude peptit RGD.

Céac vi du vé& chét kich thich dung hop va chit ngung tu bao gébm chubi
polyamino nhu polyetylenimin (PEI). PEI c6 thé c6 mach thing hoic mach nhanh, va
cling ¢6 thé c6 ngudn gde tdng hop hodc tw nhién. PEI ¢ thé duoc thé bang alkyl hoic
lipit. C6 thé sir dung polyhistidin, polyimidazol, polypyridin, polypropylenimin,
melitin, polyaxetal (vi du, polyaxetal cation hodc chit tvong tr), hodc chit twong ti 1am
chét kich thich dung hop. Chét kich thich dung hop c6 thé c6 céu trac xoén o Chét kich
thich dung hop c6 thé 1a chit pha v& mang nhu mellitin.

Dbi voi ché pham theo sang ché, sy tao ra phirc chat va cac qué trinh twong tw
duoc md ta trong Bing doc quyén sang ché My s6 US 6509323, Cong bd don ding ky
sang ché My s6 US 2003/0008818 va Cong bd don qudc t& WO 2004 080406 (don
qubc té s6 PCT/US04/07070).

Céc vi du khéc vé chét phu trg 13 phan tir ludng tinh. Phan tir ludng tinh nay 1a
phan tr ¢6 ca ving ky nudc va ving ua nude. Tt hon, néu phan tir ludng tinh 1a
polyme. Polyme nay cé thé c6 cdu trac bac hai, tot hon 13 ciu trac bac hai 13p lai. Cu
thé, dugc vu tién 13 polypeptit, va dugce wu tién hon nita 13 polypeptit xoén o va cac

phén tr tuong tu.
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Polyme ludng tinh c6 thé 1a polyme c¢6 hai hodc nhiéu cu tric dudi phéan tir
ludng tinh. Vi du v& cdu tric dudi phan tir bao gdm céc cdu triic dudi phan tir c¢6 céu
triic vong c6 it nhit mot nhém wa nude va mot nhém ky nude. Cau triic dudi phén tir ¢6
thé chtra steroit nhur axit cholic, cdu tric thom, va cAu triic trong tir. Polyme c6 thé chira
ca cAu triic dudi phan tir ¢6 ciu triic vong, ching han nhu cAu triic dudi phan tir thom,

va axit amin.

6. Phuong phép tic ché

Su biéu hién cia gen dich c6 thé dugc e ché khi phén tit ssNc theo sang ché
duge st dung. Phuong phap ¢ tic dung tre ché nay khac biét & chd, phan tir ssNc theo
sang ché dugce str dung, va céc budc khac va diéu kién tién hanh khong bi giéi han.

Co ché ma trong d6 su biéu hién ctia gen bi trc ché 13 khong bi giéi han mot cach
cu thé, va vi du v& co ché nay bao gdm trc ché su biéu hién bing cach can thiép ARN
hodc hién tuong gidng nhu sy can thiép ARN. Phuong phép trc ché theo sang ché 1a
phuong phéap tao ra sy can thiép ARN d& trc ché sy biéu hién ctia gen dich, va con duge
goi la phuong phap trc ché, khac biét & chd, phuong phép niy sir dung phén tir ssNc
theo sang ché.

Phwong phép trc ché theo sang ché bao gdm budce cho dbi tuong sir dung phén tir
ssNc ma trong d6 gen dich c6 mat. Nho bude nay, phén tir ssNe¢ s& dugc cho tiép xtc
v6i d6i twong st dung phan tir ssNec. Theo phuong phép in vitro cla sang ché, phan tir
ssNc duge sir dung cho t& bao, md, va co quan. Céc vi du vé dbi trong con bao gdm
ngudi va dong vat khong phai nguoi nhu dong vét cé va khong phai ngudi, nghia la
dong vat c6 vu ngoai trr ngudi. Viée sit dung co thé dugc thuc hién in vivo hoidc in
vitro.

Trong phuong phép trc ché theo séang ché, phan tir ssNc ¢6 thé dugc sir dung mot
minh, hodc ché phim theo séng ché chira phan tir ssNc ¢6 thé dugc st dung. Phuong
phép st dung khong bi gidi han mot cach cu thé, va ¢ thé dugc chon mot cach thich

hop tiy theo loai ddi tuong.
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7. Phuong phép diéu tri

Bénh c6 thé dugc diéu tri biang phuong phép bao gdm bude cho bénh nhan sir
dung phan tir ssNc theo sang ché, va phan tir ssNc nay bao gom trinh tr e ché sy biéu
hién 14 trinh tw &rc ché su biéu hién ctia gen gdy bénh. Phuong phap diéu tri theo sang
ché khéc biét & chd trong d6 phan tir ssNc theo sang ché dugc sir dung, va cac bude tién
hanh khéc va diéu kién khong bi gi6i han.

Phin mo ta vé phuong phép tre ché theo sang ché ciing 4p dung cho phin mé ta
v& phuong phép diéu tri theo sang ché. Phuong phép str dung khong bi giéi han mot

cach cu thé, va c6 thé 1a sir dung qua dudng miéng hodc sit dung ngoai dudng tiéu héa.

8. Str dung phén tir ssNc

Phén tr ssNc theo sang ché dugc st dung dé (rc ché su biéu hién cua gen dich.
Ngoai ra, phan tir ssNc theo sang ché dugc str dung dé tao ra su can thiép ARN.

Phan tir ARN theo sang ché 12 phan tir ARN dé sir dung trong diéu trj bénh.
Phan tir ARN 13 phan t& ssNc¢ theo sang ché, va phan tir ssNc bao gdm trinh t trc ché

su biéu hién 1a trinh tu (rc ché sy bi€u hién ctia gen gy bénh.

Vi du thue hién sang ché
Trong ph?m sau day, sang ché s& dugc md ta mot cach chi tiét & dang céac vi du.
Tuy nhién, cin luu y ring sang ché s& khong bi gi6i han & bt ki mot phuong 4n vi du

nao dudi day.

Vi du Al: Téng hop ARN

Phan tir ARN sgi don (NK-0016) dugc thé hién duéi day dugc tong hop dé 1am
phan tir ARN (Ex) trong vi du ndy. NK-0016 bao gdm trinh tu trc ché sy biéu hién 19
don phén (SEQ ID NO: 1) dé trc ché su biéu hién ctia gen GAPDH. Trong trinh tw cua
NK-0016, ving ¢ gitta ving (Xc) va vung (X) 1a ving lién két (Lx), va ving & giita
ving (Y) va ving (Yc) 14 ving lién két (Ly) (& day hai ving lién két 13 nhu nhau).
Trong trinh ty nay, ving 5’ (Xc) va viung 3° (Yc) dugc thé hién bang cac chit thuong.
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Trinh tu trc ché su biéu hién déi véi gen GAPDH (SEQ ID NO: 1)
5’-GUUGUCAUACUUCUCAUGG-3’

Ex: NK-0016 (SEQ ID NO: 2)

3"~ caugagaaguaugacaacagccCCACACCGGCUGUUGUCAUACUUCUCAUGGUUCUUCGgaa -3’
Xc X Y Yc

Pé lam ARN trong vi du so sénh, ARN soi kép (NI-0011) dugc thé hién duéi
day dugc tdng hop dé sir dung lam dbi chimg duong can thiép ARN (Pc). NI-0011 c6
doan nho ra ngoai hai bazo & dau 3’ ciia mdi soi don, va s¢i don trong SEQ ID NO: 4
¢6 trinh tur e ché sy biéu hién 19 don phéan néu trén twong tw nhur NK-0016.

Pc: NI-0011

87 - CCAUGAGAAGUAUGACAACAG -3’ (SEQ ID NO: 3)
3/ = UUGGUACUCUUCAUACUGUUG =57 (SEQ ID NO: 4)

ARN dugc téng hop dua trén phuwong phap phosphoramidit sir dung thiét bj tong
hop axit nucleic (tén thuong mai: ABI Expedite (nhan hi€u di ding ky) 8909 Nucleic
Acid Synthesis System, Applied Biosystems). Trong qué trinh tbng hop, ARN
Phosphoramidit (2°-O-TBDMSi, tén thuong mai, Samchully Pharm. Co., Ltd.) dugc st
dung lam ARN amidit. Amidit dugc khir bao vé bang phuong phap thong thuong. ARN
tdng hop duge duoc tinh ché bang phuong phap HPLC. Mdi ARN d tinh ché duoc 1am
dong kho nhanh. Trong cac vi du sau, qué trinh tdng hop ARN duoc tién hanh theo
phuong phap tuong ty nhu vi du ndy, trir khi dugce quy dinh theo céch khac.

ARN d3 dong khoé nhanh dugce hoa tan trong nudce cit dung dé tiém (Otsuka

Pharmaceutical Co., Ltd., sau dy 1 nhu nhau) dén néng d6 mong muén.

Vi du A2: Téc dung trc ché dbi vdi sy biéu hién ciia gen GAPDH trong té bao HCT116
Su e ché mirc d6 biéu hién ctia gen GAPDH in vitro duge thir nghiém bé“mg
cach st dung ARN soi don theo sang ché.
(1) Vat liéu va phuong phap
Phan t¢ ARN sg¢i don (NK-0016) trong vi du A1 dugc sir dung lam phén tir

ARN (Ex) trong vi du nay.
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Ex: NK-0016 (SEQ ID NO: 2)

37~ caugagaaguaugacaacagccCCACACCGGCUGUUGUCAUACUUCUCAUGGUUCUUCGgaa -3
Xc X Y Yc

Dung dich ARN duoc diéu ché bing cach hoa tan ARN trong nudc cét ding dé
tiém dé dat dugc néng d6 mong muén. Té bao HCT116 (DS Pharma Biomedical Co.,
Ltd.) duoc sir dung 1am t& bao. Moi truong McCoy’s 5A chira FBS 10% (Invitrogen)
duoc sir dung 1am moi trudng. Pidu kién nudi ciy dugc thiét 1ap 13 37°C va CO, 5%.

Truéc tién, cc té bao HCT116 duge nudi cdy trong méi trudng, va dugc phin
tan vao dia c6 24 13 sao cho mdi 16 chira 400p] moi trudng dé tao dat duge mat do té
bao 1 2 x 10* té bao/18. Cac té bao trong 18 duge nudi cy trong 24 gid nita. Sau do, cac
t& bao duge chuyén nhidm bing ARN bing cach st dung chit phan tmg chuyén nhiém
Lipofectamin 2000 (tén thuong mai, Invitrogen) theo quy trinh dugc cung cip kém
theo. Cu thé, qua trinh chuyén nhiém duoc tién hanh bang cach thiét 1ap thanh phan
trong mot 15 nhu sau. Nong d6 cubi cia ARN trong 15 duoc thiét 1ap 13 5 nmol/l, 10
nmol/l, 20 nmol/l, hodc 40 nmol/I.

Béng 1. Thanh phén trong mot 15 ()
Moi trudng 400
(A) Lipofectamin 2000 1,5
(B) Opti-MEM (Invitrogen) 98

(C) dung dich ARN 0,5

Téng sb 500
Sau khi chuyén nhiém, t& bao trong 15 dugc nudi ciy trong 48 gidy, va sau do,
ARN dugc thu gom bang cach st dung kit RNeasy Mini (tén thwong mai, Qiagen) theo
quy trinh duge cung cip kém theo. Tiép d6, ADN bb trg duoc tong hop tir ARN bing
cach sir dung enzym transcriptaza ngugc (t€n thuong mai: SuperScript III, Invitrogen)
theo quy trinh dwgc cung cdp kém theo. Sau d6, PCR duoc tién hanh bang cach sir dung
ADN bb tro tdng hop duoc 1am khuén, va mirc do biéu hién ctia gen GAPDH va gen p-

actin 1am chat chuan ndi dugc xac dinh. Mtrc do bicu hién ciia gen GAPDH dugc hiéu
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chinh theo mirc d biéu hién ctia gen B-actin.

PCR dugc tién hanh bing cach st dung chét phan Gng LightCycler FastStart
DNA Master SYBR Green I (tén thwong mai, Roche) va thiét bj Light Cycler DX400
(tén thuong mai, Roche) (sau day 1a nhu nhau). Gen GAPDH va gen B-actin duoc
khuéch dai béng cach str dung 1an luot cac cdp doan mdi sau.

Cép doan moi dbi véi gen GAPDH
5’-GGAGAAGGCTGGGGCTCATTTGC-3’ (SEQ ID NO: 9)
5’-TGGCCAGGGGTGCTAAGCAGTTG-3’ (SEQ ID NO: 10)

Cip doan mdi dbi v6i gen B-actin
5’-GCCACGGCTGCTTCCAGCTCCTC-3’ (SEQID NO: 11)
5’-AGGTCTTTGCGGATGTCCACGTCAC-3’ (SEQ ID NO: 12)

Dé 1am dbi chung 1, t& bao chi dugc thém 100pul (B), mirc d6 bidu hién cia gen
cling duoc xac dinh (-). Tiép theo, dé 1am ddi chimg 2, t& bao dugc tién hanh theo quy
trinh chuyén nhiém tuong tw nhung dung dich ARN khong dugc thém vao va (B) va
1,5ul (A) duoc thém vao sao cho tong lwong (A) va (B) s& 1a 100ul, mirc d6 biéu hién
ctia gen ciing dugc xac dinh (d6i chimg gia).

Sau d6, muc d6 biéu hién ciia gen GAPDH dugc hiéu chinh trong d6i chimg (-)
duoc thiét 1ap 1a 1, va mic do biéu hién trong té bao duoc chuyén nhiém ARN tai mdi
ndng do dugc thé hién 1a gia tri twong ddi so v6i mirc d6 biéu hién trong d6i chimg (-).
(2) Két qua

Két qua cua thir nghiém duoc thé hién trén Fig.4. Fig.4 12 biéu db thé hién mirc
d6 bibu hién twong dbi cia gen GAPDH. Nhu c6 thé thiy trén Fig.4, khi NK-0016 dugc
stt dung, mic do biéu hién ciia gen 12 nhé hon so véi mue do biéu hién cua gen trong
mAu dbi chimng (-) khong duge bd sung ARN. Do d6, da phat hién duge ring NK-0016
trc ché sy biéu hién cua gen GAPDH. Tuong tu, ¢ thé thdy trén Fig.4, da phat hién

duoc rang NK-0016 c6 tac dung trc ché theo cach phu thude lidu.

Vi du A3: Téc dung trc ché ddi véi su biéu hién ciia gen GAPDH trong té bao HCT116
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Su trc ché muc d6 biéu hién cia gen GAPDH in vitro dugc thir nghiém bang

céch sir dung ARN soi don theo sang ché.
(1) Vat liéu va phuong phap

Phan tr ARN sgi don (NK-0016) trong vi du Al dugc st dung 1am phén tir
ARN (Ex) trong vi du nay. P& lam ARN trong vi du so sanh, phan tir ARN soi kép (NI-
0011) dugc sir dung 1am ddi chimg dwong can thiép ARN (Pc). Dung dich ARN dugc
didu ché bang c4ch hoa tan mdi loai ARN trong nudc cit dung dé tiém dé dat duoc
ndng d6 14 40pmol/l.

Mirc d6 biéu hién ctia gen GAPDH trong té bao HCT116 duoc thir nghiém
theo cach twong tu nhu trong vi du A2, ngoai trir vi€c str dung dung dich ARN néu trén.
Nong d6 ARN tai thoi diém chuyén nhiém duoc thiét 1ap 13 40 nmol/l.

(2) Két qua

Két qua duge thé hién trén Fig.5. Fig.5 1a biéu d6 thé hién mérc do biéu hién
tuong dbi cia gen GAPDH, va truc tung thé hién mirc d6 biéu hién ciia gen tuong dbi.
Nhu c6 thé thiy trén Fig.5, NK-0016 trong vi du c¢6 hoat tinh (e ché rit manh so véi
NI-0011 trong vi du so sanh.

Vi du A4: Téac dung trc ché dbi vai su biéu hién ctia gen GAPDH trong té bao A549 va
293

Sy trc ché mirc d6 biéu hién cua gen GAPDH in vitro dugc thir nghiém béng
cach sir dung ARN soi don theo sang ché.
(1) Vat liéu va phuong phép

Phan tir NK-0016 trong vi du A1 va Ex-ARN soi don (PK-0004) dugc thé hién

dudi day duoc str dung lam ARN (Ex) trong vi du nay. Trong phén tt PK-0004, ving
lién két (Lx) va ving lién két (Ly) duoc tao ra bang cach lién két hop chét ¢6 cong thic
10 (L-prolin-diamit-amidit) trong so d6 3 cta vi du B 1an luot giita ving Xc va X va
gifta ving Yc va Y. Cong thirc hoa hoc cia ca hai viing lién két duoc thé hién dudi day.
Trinh ty ciia NK-0016 va PK-0004 13 gidng nhau ngoai trr ving lién két (Lx) giita

viing Xc va X va viing lién két (Ly) giita ving Yeva Y.
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Ex: NK-0016 (SEQ ID NO: 2)

5'- caugagaaguaugacaacagccCCACACCEGCUGUUGUCAVUACUUCUCAUGGUUCUUCGgas -3/
Xc X Y Yc

Ex:PK-0004 (SEQ ID NO: 13)

57 - caugagaaguaugacaacagccr Lx-GGCUGUUGUCAUACUUCUCAUGGUUC-Ly-gaa, -3’
Xc Z Yc

& (CH2)40 "“§
@] N NH

-

é—— O(HQC)S.)k D

I[l]

Dung dich ARN duoc diéu ché bang cach hoa tan mdi loai ARN trong nude cat
dung dé tiém @& dat duoc ndng do 1a 20pumol/l. Té bao A549 va 293 (DS Pharma
Biomedical Co., Ltd.) dugc str dung lam t& bao. DMEM chira FBS 10% (Invitrogen)
duge st dung 1am méi truong cho loai té bao thir nhit. MEM chia FBS 10%
(Invitrogen) duoc sit dung 1am méi trudong cho loai té bao thtr hai. Piéu kién nudi ciy
duoc thiét 1ap 12 37°C va CO, 5%.

Trudce tién, mdi loai t& bao dugc nudi céy trong moi trudng nudi céy, va duoc
phan tan vao dia c6 24 16 sao cho mdi 16 chtra 4001 mdi trudng dé dat dugc mat do 1a 5
x 10* t€ bao/15. Té bao trong 16 dwoc nudi cdy trong 24 gidr nita. Sau do, té bao duoc
chuyén nhidm bing ARN bing cach sir dung chit phan ung chuyén nhiém
Lipofectamin 2000 (tén thuong mai, Invitrogen) theo quy trinh dugc cung cap kém
theo. Cu thé, qua trinh chuyén nhidm dugc tién hanh bing cach thiét 1ap thanh phéan
trong mot 16 12 nhu sau ddi véi té bao A549 va té bao 293. Trong thanh phén sau ddy,
(B) 1a Opti-MEM (tén thuong mai, Invitrogen), va (C) 1a dung dich ARN ndng dod
20pumol/l, va cac thanh phin duoc bd sung sao cho tong hrong (B) va (C) 14 98,5ul hoic
99ul. Nong d6 cubi cia ARN trong 18 dugc thiét 1ap 1a 1nmol/l, 3nmol/, hoic
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10nmol/1.
Bang 2

(Thanh phan trong mét 16:p11)

té bao A549 té bao 293
MBoi truong 400 400
(A) Lipofectamin 2000 LS 1
B)+(C) 98,5 99
Tbng s6 500 500

Sau khi chuyén nhidm, té bao duwoc nudi ciy trong 48 gid. Sau d6, viéc thu gom
ARN, téng hop ADN b trg, va PCR duge tién hanh theo cach giéng nhu trong vi du
A2, va muc do biéu hién tuong dbi cua gen GAPDH duogc xac dinh.

(2) Két qua

Két qua duoc thé hién trén Fig.6 va Fig.7. Fig.6 thé hién két qua thu dwgc ddi
v6i té bao A549, va Fig.7 thé hién két qua thu dugc ddi véi t bao 293. Fig.6 va Fig.7 1a
bidu dd thd hién mirc do biéu hién twong ddi ciia gen GAPDH. Nhu c6 thé thiy trén
Fig.6 va Fig.7, da phat hién duoc rang NK-0016 va PK-0004 trong vi du nay c6 hoat

tinh trc ché manh, va c6 tic dung trc ché theo cach phu thudce lidu.

Vidu A5: Téc dung trc ché dbi véi su biéu hién ctia gen TGF-B1 trong té bao Hepal-6
Tac dung tc ché su biéu hién ctia gen TGF-B1 in vitro duge thir nghiém bing
cach str dung ARN soi don theo sang ché.
(1) Vét liéu va phuong phép
Phan tr ARN soi don (NK-0033) dugc thé hién duéi day dugc st dung lam
phan ttr ARN (Ex) trong vi du nay. NK-0033 bao gbm trinh tir 21 don phén trc ché su
biéu hién ctia gen TGF-B1. Trinh trr nay duoc thiét ké dua trén siARN duoc str dung
boi Cheng va cac dong tac gia (Mol. Pharm., 2009, 6, pp. 772-779).

Trinh ti trc ché su biéu hién ctia gen TGF-B1 (SEQ ID NO: 16)

5’-AAAGUCAAUGUACAGCUGCUU-3’
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Phan tir ARN sgi don (NK-0035) dugc thé hién dudi day duoc st dung 1am ddi
chimg am can thi€ép ARN (Nc) trong vi du so sanh. NK-0035 duoc thiét ké dé chua,
thay vi trinh ty rc ché su biéu hién, mot trinh t khac khong c6 lién quan dén su e ché
muc dd biéu hién.

Ex: NK-0033 (SEQ ID NO: 80)

57 -lcag cuguacauugacuuuagchCACACCpGCUAAAGU CARUGUACAGCUGCU UgUUCGgaa-3 ’

Xc Z Yc

Ne: NK-0035 (SEQ ID NO: 15)

57 -ugucagugcucauuuacaagccCCACACCGGCUUGUARAUGAGCACUGACACUU cUUCGgaa-3’
Xc Z Yc

Dung dich ARN duoc diéu ché biang cich hoa tan mdi loai ARN trong nuéc cét
dung dé tiém. Té bao Hepal-6 (The RIKEN BioResource Center) dugc st dung lam té
bao, va DMEM chira FBS 10% (Invitrogen) dugc sir dung 1am mdi trudong. Diéu kién
nudi cdy dugce thiét lap 1a 37°C va CO, 5%.

Trudc tién, t& bao Hepal-6 dugc nudi cdy trong moi trudng va dugce phan tan vao
dia c6 24 16 sao cho mdi 16 chira 400pl mdi trudng d8 dat duoc mat do té bao 1a 3x10*
té bao/15. Té bao trong 16 dwgc nudi cdy trong 24 gid nita. Sau do, té bao duogc chuyén
nhi®m bing ARN soi don bing cach sir dung chit phan tng chuyén nhiém
Lipofectamin 2000 (tén thwong mai, Invitrogen) theo quy trinh dwgc cung cép kém
theo. Cu thé, qua trinh chuyén nhiém dugc tién hanh bang cach thiét 1ap thanh phén
trong mot 16 nhu sau. Trong thanh phan sau day, (B) 1a Opti-MEM (tén thuong mai,
Invitrogen), va (C) 1a dung dich ARN 20umol/l, va cac thanh phin dugc bd sung sao
cho tdng Iuong (B) va (C) 1a 98,5ul. Ndng do cudi ciia ARN trong 16 dugc thiét 1ap 1a
10 nmol/l, 25 nmol/l, 50 nmol/l, hodc 100 nmol/l.

Béang 3
(Thanh phn trong mét 15:ul)
Moi truong 400

(A) Lipofectamin 2000 1,5
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(B) +(C) 98.5

Téng sb 500

Sau khi chuyén nhiém, té bao trong 15 dugc nudi ciy trong 48 gid, va sau do,
ARN dugc thu gom bang cach sir dung kit RNeasy Mini (tén thuong mai, Qiagen) theo
quy trinh duoc cung cdp kém theo. Sau d6, ADN bb trg dwoc téng hop tir ARN bing
cach str dung transcriptaza ngugc (t€n thuwong mai: SuperScript 111, Invitrogen) theo quy
trinh duoc cung cdp kém theo. Sau d6, PCR duoc tién hanh theo cach giéng nhu trong
vi du A2, ngoai trir vi€c st dung cé@p doan mdi dbi véi gen TGF-B1 va cép doan mbi dbi
voi gen B-actin sau ddy, va mirc do biéu hién cta gen TGF-B1 va gen B-actin 12 chét
chudn néi dugce xac dinh. Mtrc d biéu hién cta gen TGF-p1 dugc hidu chinh so véi
mtrc do biéu hién ctia gen B-actin.

Cap doan mdi dbi véi gen TGF-B1
5’-CCATTGCTGTCCCGTGCAGAGCTG-3’ (SEQ ID NO: 17)
5’-ATGGTAGCCCTTGGGCTCGTGGATC-3’ (SEQ ID NO: 18)

Ciip doan mdi ddi véi gen B-actin amplification
5’-GTCGTACCACAGGCATTGTGATGG-3’ (SEQ ID NO: 19)
5’-GCAATGCCTGGGTACATGGTGG-3’ (SEQ ID NO: 20)

Déi voi mdi dbi chimg (-) va ddi ching (dbi chung gid), mirc do biéu hién dugc
x4dc dinh theo cach giéng nhu trong vi du A2. Mic do biéu hién ctia gen TGF-p1 da
hiéu chinh trong d6i chimg (-) dwoc thiét 1ap 1a 1, va mic do bidu hién trong té bao
duoc chuyén nhiém ARN duge thé hién 14 gia tri trong dbi so véi mirc do biéu hién
trong d6i chimg.

(2) Két qua

Két qua duogc thé hién trén Fig.8. Fig.8 1a biéu dd thé hién mirc do biéu hién
twong dbi ctia gen TGF-B1. Nhu c6 thé thay trén Fig.8, NK-0033 trong vi du ndy trc ché
su biéu hién cta gen TGF-B1 in vitro. Mt khac, NK-0035 1a db6i chimg am khong tc

ché su biéu hién cua gen TGF-B1.
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Vi du A6: Téac dung trc ché ddi v6i su biéu hién cia gen TGF-B1 va ton thwong phdi
cap tinh in vivo

Téc dung trc ché ddi véi sy biéu hién ctia gen va tén thuong phdi cp tinh i vivo
dugce thir nghiém bang cach str dung phan tir ARN soi don theo sang ché. Céc tic dung
ndy dugc xac dinh theo phurong phép trong tai liéu ctia Takagi va cac dong tac gia (J.
Thromb Hemost 2009; 7: pp. 2053-2063).

(1) Vat li€u va phuong phép
(1.1) St dung ARN soi don trén chudt bi tdn thuong phdi cdp tinh

Phan tr ARN soi don (NK-0033) cta vi du AS dugc sit dung lam phan td ARN
(Ex) trong vi du nay. Phan tir ARN soi don (NK-0035) lam ddi chimg 4m can thiép
ARN (Nc) trong vi du AS dugc st dung 1am ARN trong vi du so sénh.

Dung dich ARN duoc diéu ché bing cach hoa tan 100pug ARN soi don trong
80p! dung dich nuéc mubi sinh 1y v6 khudn (Nippon Kayaku Co., Ltd., sau day 1a nhu
nhau). Mt khac, dung dich LPS dugc didu ché bing cach hoa tan 100pg lipopolysacarit
(LPS) trong 50p1 dung dich nudc mudi sinh 1y vo khuan.

Truée tién, 80pl dung dich ARN dugc truyén vao khi quan ciia chudt. Tiép do,
1 gid sau khi truyén, 50pl dung dich LPS dugc truyén vao khi quan cta chudt dé gay
t6n thuong phdi.

Pé lam dbi chung am dbi v6i LPS, 50ul dung dich nude mubi sinh 1y v6 khuin
khong chtra LPS duoc sir dung thay cho dung dich LPS. Twong tw, dé 1am ddi chimg
am d6i voi dung dich ARN, 80ul dung dich nuwée mudi sinh Iy vo khuén dugce st dung.

Céc nhém st dung dugc thé hién duéi day. Mbi nhém st dung co tir 4 dén 6 con
chuot.

Nhém str dung 1:

1 gidr sau khi str dung 80pl dung dich nuwéc mudi sinh 1y v6 khudn, 50ul dung
dich nuée mudi sinh 1y v6 khudn dugc sir dung.
Nhém str dung 2:

1 gio sau khi st dung 80ul dung dich ARN (NK-0033), 50ul dung dich nuéc
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mubi sinh Iy vo khuén duoc st dung.
Nhoém st dung 3:

1 gio sau khi st dung 80ul dung dich ARN (NK-0035), 50ul dung dich nude
mudi sinh ly vé khudn dugc st dung.
Nhoém str dung 4:

1 gid sau khi stt dung 80ul dung dich nuéc mudi sinh 1y vo khuén, 50pl dung
dich LPS duogc stt dung.
Nhom str dung 5:

1 gi¢ sau khi st dung dung dich ARN (NK-0033), 50ul dung dich LPS dugc st

dung.
Nhoém str dung 6:

1 gi¢ sau khi st dung dung dich ARN (NK-0035), 50ul dung dich LPS dugc st
dung.

(1.2) L4y mAu dich rira phé quan-phé nang (BALF)

24 gid sau khi truyén dung dich LPS, chudt dugc gy chét ém 4i biang cach sir
dung luong du pentobarbital vio khoang bung, va chudt dugc st dung 1am mau dé phan
tich sinh hoc va md hoc. D& 1am dbi chig am, dung dich nuéc mudi sinh 1y v6 khuin
dugc st dung thay cho dung dich LPS.

MAu mau duge léy bé’mg cach choc tim cua chudt. Mdi mau mau dugc cho vao
bng nghiém chira dung dich natri xitrat trong nu6c 3,8%. Luong (thé tich) dung dich
natri xitrat trong nude duoc kiém soat bang 1/10 thé tich mau méau. Mau BALF dugc
thu gom tir hdn hop nay theo cach trong tai liéu clia Yasui va céc ddng tic gia (Am J
Respir Crit Care Med 2001: 163: 1660-8). Sau d6, tong sb té bao trong mau BALF
duoc x4c dinh st dung may dém Nucleo (tén thuwong mai, ChemoMetec).

Mau BALF dugc ly tdm, va dich ndi bé mit cia mau BALF dugc thu gom. Dich
ndi bé mit ndy duoc bao quan & nhiét d6 —80°C cho dén khi tién hanh phan tich sinh
hoc. Hon nita, @& dém céc loai té bao khac nhau c6 trong miu BALF, mau BALF nay

duoc ly tim bang cach sir dung thiét bj Cytospin, va cac té bao tach ra dugc nhudm
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Giemsa bing cach str dung chét phan mg May-Grunwald-Giemsa (tén thuong mai,
Merck). Twong tu, md phdi dugc l4y tir chudt va sau d6 duge nhuom HE.

(2) Két qua

(2.1) Su trc ché murc d6 biéu hién ctia TGF-1 trong phoi

Trong mdi mau phdi ciia chudt, mirc @9 biéu hién ctia gen TGF-B1 trén mot don
vi trong lugng phdi duge x4c dinh bang cach st dung thir nghiém ELISA kiéu banh mi
kep cha so mau TGF-B1 Quantikine (tén thuong mai, R&D Systems).

Két qua duoc thé hién trén Fig.9. Fig.9 1a bidu dd thé hién mtc do biéu hién cia
TGF-B1 trén mdt don vi trong lugng phéi trong mdi nhém st dung. O nhém str dung 4
(LPS (+)/ARN (-)), mttc do biéu hién ciia TGF-B1 ting Ién do viéc xir Iy bang LPS, so
véi mic dd biéu hién ctia TGF-B1 trong nhém st dung 1 (LPS (-)/ARN (-)). Trong
nhém sir dung 5 (LPS (+)/NK-0033 (+)) cua vi du ndy, su gia ting mac do biéu hién
ciia TGF-B1 bi te ché so véi mire d6 biéu hién & nhém st dung 4 (LPS (+)/ARN (-)).
Khong quan séat dugce tic dung trc ché nay & nhom sir dung 6 (LPS (+)/d6i chimg am
NK-0035 (+)). Cc két qua nay chimg minh ring NK-0033 ciia vi du niy c6 thé tic ché
mot cach hiéu qua su biéu hién cua gen TGF-B1.

(2.2) Tac dung trc ché dbi véi tdn thuong phdi cip tinh

Hién twong viém trong ton thuong phdi cip tinh 13 do sy thAm nhiém céc té bao
nhu bach cu trung tinh vao phdi gy ra. Do d6, cac dugc chét trc ché sy tham nhiém té
bao nhu bach ciu trung tinh vao phéi c6 thé dugc st dung 1am chit didu tri tinh trang
viém trong tdn thuwong phdi cép tinh. Vi vay, tac dung dugc Iy cia ARN sgi don theo
sang ché dugc thir nghiém bang cach dém sb lwong té bao trong dich rira phé quan-phé
nang (BALF) 12 chi s6 ctia sd lugng té bao da thAm nhiém vao phoi.

Két qua dém sb lugng té bao trong mau BALF dugc thé hién trén Fig.10. Fig.10
14 biéu dd thé hién sb lugng té bao trong mau BALF ctia mdi nhom sir dung. O nhém str
dung 4 (LPS (+)/ARN (-)), sb lugng té bao trong mau BALF ting 1én do viéc xur Iy
bing LPS, so véi sd lugng té bao trong mau BALF ctia nhém st dung 1 (LPS (—)/ARN
(-)). Biéu nay cho thiy rang LPS d kich thich qua trinh viém, do d6 x4y ra qua trinh
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tham nhidm cua té bao vao phdi. O nhom st dung 5 (LPS (+)/NK-0033 (+)) ctia vi du
ndy, su ting sb luong t& bao bi tc ché so véi sy ting sd lwong té bao trong nhém six
dung 4 (LPS (+)/ARN (-)). Piéu nay cho thdy ring tinh trang viém trong ton thuong
phdi cip tinh d3 bi e ché bai NK-0033. Khong quan sat duoc tac dung tre ché nay &
nhém st dung 6 (LPS (+)/dbi chimg am NK-0035 (+)). Két qua nay chimg minh ring
NK-0033 trong vi du nay c6 thé wre ché hién twong viém trong ton thuwong phéi cip tinh
mot cach hi€u qua.

Két qua xac dinh sb lugng bach cau trung tinh trong miu BALF dugc thé hién
trén Fig.11. Fig.11 14 biéu dd thé hién sé lugng bach ciu trung tinh trong mau BALF
ctia mdi nhom st dung. O nhém st dung 4 (LPS (+)/ARN (-)), s6 hwong bach cau trung
tinh trong mau BALF ting 1én do viéc xtr Iy bang LPS, so véi sd lugng bach cau trung
tinh trong mau BALF & nhém st dung 1 (LPS (=)/ARN (-)). Piéu nay cho thiy ring
LPS d4 kich thich qué trinh viém, do d6 x4y ra qua trinh thAm nhiém bach ciu trung
tinh vao phdi. O nhém st dung 5 (LPS (+)/NK-0033 (+)) cia vi du ndy, su ting sd
luong bach cau trung tinh trong mau BALF bi (rc ché so véi su tdng ) luong bach cau
trung tinh trong miu BALF & nhom st dung 4 (LPS (+)/ARN soi don (-)). Diéu nay
cho thy ring hién tuong viém trong ton thuong phdi cAp tinh b tre ché boi NK-0033.
Khong quan sat dugc tac dung tic ché nay & nhém sir dung 6 (LPS (+)/dbi chung am
NK-0035 (+)). Két qua nay chimg minh ring NK-0033 trong vi du nay c6 thé trc ché
hién tugng viém trong ton thwong phdi cAp tinh mot cach hi¢u qua.

(2.3) Quan sat mo hoc: nhudm Giemsa

Két qua nhudm Giemsa duoc thé hién trén Fig.12. Fig.12 14 cdc anh chup (do
phong dai 100 14n), mdi anh thé hién két qua nhudém Giemsa ctia té bao trong mau
BALF. Fig.12A thé hién két qua thu dwgc & nhém st dung 4 (LPS (+)/ARN (-)).
Fig.12B thé hién két qua thu dugc & nhom st dung 6 (LPS (+)/ddi chimg am NK-0035
(+)). Fig.12C thé hién két qua thu dwoc & nhém st dung 5 (LPS (+)/NK-0033 (+)).

Nhu c6 thé thiy trén Fig.12, & nhém sir dung 5 (Fig.12C: LPS (+)/NK-0033 (+))
ctia vi du nay, sd luong té bao da tham nhiém vao phdi 1 thdp hon dang ké so vdi sb

lugng té bao thim nhidm vao phdi & nhom sir dung 4 (Fig.12A: LPS (+)/ARN (-)) va
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nhém st dung 6 (Fig.12B: LPS (+)/dbi chimg am NK-0035 (+)). Két qua quan sat md
hoc nay tuong tmg v6i két qua dém s lwong té bio trong mau BALF da md ta trén day.
(2.4) Quan sat mo6 hoc: nhuém HE

Két qua nhudm HE dugc thé hién trén Fig.13. Fig.13 13 c4c anh chup (d6 phéng
dai 10 14n), mdi anh thé hién két qua nhuém HE ctia mé phdi. Fig.13A thé hién két qua
thu duge & nhém sir dung 4 (LPS (+)/ARN (-)). Fig.13B thé hién két qua thu dugc &
nhém st dung 6 (LPS (+)/d6i chimg am NK-0035 (+)). Fig.13C thé hién két qua thu
dwoc & nhém st dung 5 (LPS (+)/NK-0033 (+)). Trén Fig.13, da phat hién dugc ring su
thAm nhiém té bao nhu bach cau trung tinh vao ving lan cén cia mach méu, khoang
phé nang, thanh phé nang, va viing 1an cn cta phé quan giam di va mirc d6 ton thuong

moO phdi cling gidm.

Vi du A7: Panh gi4 tic dung phu khi str dung mirc do kich thich interferon 1am chi sb
P biét rang cac chit can thiép ARN thong thuong c6 tac dung phu 14 kich thich
interferon theo kiéu phu thudc vao trinh tu, va tdc dung phu nay dugc cho 1a mot van
dé. Do do, tac dung phu kich thich interferon cia ARN sg¢i don theo sang ché dugc
dénh gia.
(1) Vat liéu va phuong phap
Phan tr ARN so¢i don dugc st dung cho chudt bi tdn thuong phéi cép tinh theo
cach va & didu kién gidng nhu trong vi du A6. Tiép do, 24 gior sau khi truyén dung dich
LPS hoac dung dich nuée mudi sinh ly vo khuén (dbi ching am dbi vai LPS), chuot

duoc gy chét ém 4i, mo phdi dugc lay mau.

Béang 4
Nhom st dung ARN LPS
1 _ —
2 Ex: NK-0033 -
4 — +
5 Ex: NK-0033 +
EX: ARN theo vi du
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Pé x4c dinh mirc d0 biéu hién ctia mdi gen, ARN duoc phan 1ap tir mdi mé phéi
bang cach sit dung TRIZOL (tén thuong mai, Invitrogen). Sau d6, ADN bd tro dugc
tdng hop tir ARN bing cach str dung enzym transcriptaza ngugc (t€n thwong mai:
SuperScript ITI, Invitrogen) theo quy trinh dwoc cung cép kém theo. Tiép d6, PCR dugc
tién hanh bang cach sir dung ADN bd tro tong hop duge 1am khudn, va mic d biéu
hién ciia gen TGF-B1, gen IFN-a, va gen IFN- dugc xac dinh.

PCR duogc tién hanh bang cach sir dung chét phan tng Gold AmpliTaq (tén
thuong mai, Applied Biosystem, My) va thiét bj do AB Applied Biosystem 7600 (tén
thuong mai, Applied Biosystem). Gen TGF-p1, gen IFN-a,, va gen IFN- duoc khuéch
dai béng cach st dung 14n luot cac cap doan moi sau.

Cap doan mdi dbi v6i gen GAPDH
5’-CCCTTATTGACCTCAACTACATGGT-3’ (SEQ ID NO: 21)
5’-GAGGGGCCATCCACAGTCTTCTG-3’ (SEQ ID NO: 22)

Cip doan mdi dbi v6i gen TGF-B1
5’-ACTCCACGTGGAAATCAACGG-3’ (SEQ ID NO: 23)
5’-TAGTAGACGATGGGCAGTGG-3’ (SEQ ID NO: 24)

Cip doan mbi dbi v6i gen IFN-
5’-ATGGCTAGRCTCTGTGCTTCCT-3’ (SEQ ID NO: 25)
5’-AGGGCTCTCCAGAYTTCTGCTCTG-3’ (SEQ ID NO: 26)

Cap doan moi dbi véi gen IFN-
5’-CATCAACTATAAGCAGCTCCA-3’ (SEQ ID NO: 27)
5’-TTCAAGTGGAGAGCAGTTCAG-3 (SEQ ID NO: 28)

Sau d6, mdi san phdm PCR thu dugc duoc tién hanh dién di trén gel agaroza.
Phép phén tich mat d§ gel agaroza dugc thuc hién bang cach st dung may chup anh
NIH, va mac do biéu hién cla cac gen tuong ung dugc xac dinh. Muc do biéu hién cta
gen TGF-B1, gen IFN-a, va gen IFN-p dugc danh gia so véi mic do biéu hién ciia gen
GAPDH la gié tri chun. Cu thé, mat do xac dinh dugc cia san phém PCR thu duoc
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béng cach st dung cdp doan mdi dbi véi GAPDH duoc cho 1a 1, va mat dd xac dinh
duoc ciia san phdm PCR thu duge ddi véi cac gen twong Umg dugc danh gia 1a gia tri
twong dbi so v6i gen GAPDH.

(2) Két qua va ban luan

Két qua phan tich dinh lwong mirc d6 biéu hién ciia gen TGF-B1, gen IFN-a, va
gen IFN-B duoc thé hién 1an luot trén cic bidu db cua cac hinh v& tir Fig.14A dén
Fig.14C. Cac nhém str dung duoc thé hién dudi day va gidng nhu trong vi du A6.

Fig.14A thé hién két qua xac dinh mirc d biéu hién ctia gen TGF-B1. Nhu ¢d
thé thdy trén Fig.14A, & nhém st dung 5 ctia vi du nay, NK-0033 dugc sir dung, su gia
tang murc do biéu hién cua gen TGF-B1 do LPS bi tc ché so v&i mire d6 biéu hién cua
gen TGF-B1 & nhom sir dung 4 (ARN (-)). Két qua ndy c6 tuong quan véi két qua xac
dinh muc d6 biéu hién ctia TGF-B1 trong vi du A5 dugc thé hién trén Fig 8.

Fig.14B thé hién két qua xac dinh mirc d6 biéu hién ctia gen IFN-a, va Fig.14C
thé hién két qua xac dinh mirc d6 biéu hién ciia gen IFN-B. Trén Fig.14B va Fig.14C,
khi LPS khong duoc sir dung, c6 thé thdy tir két qua so sanh gitta nhom sir dung 1
(ARN (-)) va nhém sir dung 2 (ARN (+)) rang ca su biéu hién ctia gen IFN-a va gen
IFN-B déu 1a interferon typ I, khong dugc kich thich do st dung ARN soi don. Tuong
tu, nhu c6 thé thdy trén Fig.14B va Fig.14C, khi LPS dugc st dung, c¢6 thé thiy tir két
qua so sanh gitta nhom sir dung 4 (ARN (-)) va nhém sir dung 5 (NK-0033 (+)) ring sur
biéu hién ctia ca hai gen IFN-a va gen IFN-B khong bi kich thich do sir dung ARN soi
don.

Két qua nay trai ngugc véi thuc té 13 viéc st dung siARN thong thuong gay ra
tac dung phu 14 kich thich interferon typ I. Nhu vay, da bt ngdr chirng minh dugc ring
ARN soi don theo sang ché khong c6 tic dung phu 14 kich thich interferon 13 mot vén

dé gap phai trong siARN thong thuong.

Vi du A8: Tac dung trc ché ddi véi su biéu hién ctia gen TGF-B1 trong té bao Hepal-6
Téc dung trc ché dbi vai su biéu hién cta gen TGF-B1 in vitro cia ARN soi

don theo sang ché duoc thir nghiém.
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(1) Vat liéu va phuong phap

NK-0033 trong vi du AS va NK-0061, NK-0055, va NK-0062 dugc thé hién
dudi day dugce st dung lam ARN (Ex) trong vi du nay. Trong céc trinh tu sau, ky hiéu
«“# thé hién bazo khong két cap.
Ex: NK-0033 (SEQ ID NO: 80)

*
5'1cagcuguacauugacuuuagcgCCACACCgGCUAAAGUCAAUGUACAGCUGCUUQUUCGgaa—3’

XC Z YC

Ex: NK-0061 (SEQ ID NO: 29)

* ¥
57 - ggcuguacauugacuuuagcCFCACACC?GCUAAAGUCAAUGUACAGCUGCUUCPUCana.—3'
XC Z ¥c

Ex: NK-0055 (SEQ ID NO: 30)

*
57— @gcagcuguacauugacuuuagcqCCACACCQGCUAAAGUCAAUGUACAGCUGCUUQUUngj-3’
Xc Z Yc

Ex: NK-0062 (SEQ ID NO: 31)

¥ %
5'—|gcagcuguacauugacuuuagcqCCACACCgGCUAAAGUCAAUGUACAGCUGCUUQPUCGgJ-3’
XC Z ¥Yc

Tuong tu, PK-0007, PK-0026, PK-0027, va PK-0028 dugc thé hién dudi day
duoc st dung 1am ARN (Ex) trong vi du ndy. Trong mdi ARN soi don, ving lién két
(Lx) va ving lién két (Ly) duoc tao ra bang cach lién két hop chét ¢ cong thire 10 (L-
prolin-diamit-amidit) trong so dd 3 trong vi du B gifta ving Xc va X, va gitta ving Yc
vay.

Ex: PK-0007 (SEQ ID NO: 32)

5’- cagcuguacauugacuuuagcc- LXx-GGCUAAAGUCAAUGUACAGCUGCUUC-Ly-gaa -3’
L J L —J | )
Xc z Yc

Ex: PK-0026 (SEQ ID NO: 33)

57- agcuguacauugacuuuagce-Lx-GGCUAAAGUCAAUGUACAGCUGCUUC Ly gag =37
Xcl z Yc

Ex: PK-0027 (SEQ ID NO: 34)
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57- @gcagcuguacauugacuuuagcc, Lx- GGCUAAAGUCAAUGUACAGCUGCUUC-Ly-g -3/
Xc 7 YcC

Ex: PK-0028 (SEQ ID NO: 35)

57 - gcagcuguacauugacuuuagceg-Lx-GGCUAAAGUCAAUGUACAGCUGCUUG-Ly~g =37
Xc Z Yc

Cac trinh tu cia NK-0033, NK-0061, NK-0055 va NK-0062 la giéng V61 trinh
tw cia PK-0007, PK-0026, PK-0027 va PK-0028, ngoai trir ving lién két thir nhét (L1)
va ving lién két thir hai (L2). T4t ca cac phan tir nay déu c6 trinh tyr (e ché sy biéu hién
cta gen TGF-B1 (SEQ ID NO: 16).

(1.2) Uc ché sy biéu hién cia gen

Dung dich ARN duoc didu ché biang cach hoa tan mdi loai ARN duogc bao quan
lanh trong nude cit ding dé tiém dé dat duwoc ndng dd 13 20pumol/l. Sau d6, qué trinh
chuyén nhifm ARN soi don vao té bao Hepal-6, thu gom ARN, téng hop ADN bd tro,
PCR, va x4c dinh mirc d6 biéu hién twong ddi cia gen TGF-B1 duoc tién hanh theo
cach gidng nhu trong vi du A5, ngoai trir viéc st dung dung dich ARN néu trén. Nong
d6 ARN tai thoi diém chuyén nhiém duoc thiét 14p 14 1 nmol/l.

(2) Két qua

Céc két qua duoc thé hién trén Fig.15 va Fig.16. Mdi Fig.15 va Fig.16 1a biéu db
thé hién muc do biéu hién twong dbi cua gen TGF-B1. Fig.15 thé hién két qua thu duoc
khi sir dung NK-0033, NK-0061, NK-0055, va NK-0062, va Fig.16 thé hién két qua thu
dugc khi st dung PK-0007, PK-0026, PK-0027, va PK-0028. Nhu c6 thé thdy trén
Fig.15 va Fig.16, tit ca cdc phan tir ARN soi don déu co hoat tinh trc ché manh.

Vi du A9: Tac dung trc ché dbi vai su biéu hién ctia gen TGF-B1 va ton thuong phdi
cép tinh in vivo
(A9-1) Téc dung e ché dbi véi su biéu hién ciia gen TGF-B1 in vivo

Téc dung (rc ché sy biéu hién ctia gen TGF-B1 in vivo duge thir nghiém bing
cach str dung ARN soi don theo sang ché.

(1) Vat liéu va phuong phéap
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Viée sir dung ARN trén chudt bi tén thuong phdi cip tinh dugce tién hanh theo
cach gidng nhu trong vi du A6, trir khi duge quy dinh theo cach khéc.

Phan tr PK-0007 va NK-0033 trong vi du A8 dugc st dung lam ARN (Ex)
trong vi du nay. Hon nira, dé 1am ARN trong vi du so sanh, PK-0008 va NK-0035 dugc
str dung 1am d6i chimg am can thiép ARN (Nc), ARN soi kép (NI-0030) duge sir dung
lam dbi chimg duong can thiép ARN (Pc), va ARN soi kép (NI-0031) dugc thé hién
dudi day duge sir dung lam ddi chimg 4m can thiép ARN (Nc). Phan tir PK-0008 1am
d6i chirng 4m c6 cac ving lién két Lx va Ly thu duogc tir cic amidit d3 mo ta trén day
(hop chét c6 cong thirc 10 trong so db 3: L-prolin-diamit-amidit), va cac ving lién két
ndy 12 giéng nhu cac ving lién két trong PK-0007.
Ex: PK-0007 (SEQ ID NO: 32)

5'- lcag cuguacauugacuuu agcc'— LX-?GCUAAAGUCAAUGUACAGCUGCUUC]— Ly-gaa -3’

Xc Z Yc

Ne: PK-0008 (SEQ ID NO: 36)

5’- ugucagugcucauuuacaagcc; Lx-GGCUUGUAAAUGAGCACUGACACUUC-TLy-gag -3’
Xc Z Yc

Ex: NK-0033 (SEQ ID NO: 80)

5'ncagcuguacauugacuuuagcqCCACACCFGCUAAAGUCAAUGUACAGCUGCUUquucqgi§-3'

Xc Z Yc

Ne: NK-0035 (SEQ ID NO: 15)

5’-pgucagugcucauuuacaagchCACACCpGCUUGUAAAUGAGCACUGACACUUQUUCGgiﬁ-B’
Xc Z Yc

Pc: NI-0030

57 - GCAGCUGUACAUUGACUUUAG -3/ (SEQ ID NO:39)
3/ - UUCGUCGACAUGUAACUGAAA -57 (SEQ ID NO:40)

Nc: NI-0031

57 - GUGUCAGUGCUCAUUUACAAG -3/ (SEQ ID NO:41)
37 = UUCACAGUCACGAGUAAADGU -5 (SEQ ID NO:42)

Dung dich ARN duoc diéu ché bing cach hoa tan 100ug mdi loai ARN trong
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75ul dung dich nuéc mudi sinh Iy v6 khudn. Mt khac, dung dich LPS duoc diéu ché
bang cach hoa tan 100ug lipopolysacarit (LPS) trong 50p1 dung dich nuéc mubi sinh 1y
v khuén.

Céc nhém st dung dugce thé hién dudi day. Trur khi dugc quy dinh theo céch
khéc, viéc sir dung dugce tién hanh theo cach gidng nhu trong vi du A6. M&i nhém str
dung cé tir 4 dén 6 chuot.

Nhoém st dung 1:

5 phut sau khi str dung 751 dung dich nuéc muéi sinh 1y vo khuén, 50p] dung
dich nuéec mudi sinh 1y v6 khudn duoc st dung.
Nhom sir dung 2:

5 phut sau khi str dung 75p1 dung dich nuéc mudi sinh 1y v6 khuén, 50pl dung
dich LPS duogc st dung.
Nhém st dung 3:

5 phut sau khi st dung 75ul dung dich ARN (PK-0007), 50ul dung dich LPS
dugc st dung.
Nhém st dung 4:

5 phat sau khi st dung 75ul dung dich ARN (PK-0008), 50ul dung dich LPS
duoc st dung.
Nhom st dung 5:

5 phut sau khi st dung 75ul dung dich ARN (NK-0033), 50ul dung dich LPS
duoc st dung.
Nhém st dung 6:

5 phut sau khi st dung 75ul dung dich ARN (NK-0035), 50ul dung dich LPS
duoc sir dung.

Nhém st dung 7:
5 phut sau khi st dung 75ul dung dich ARN (NI-0030), 50l dung dich LPS duoc

str dung.
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Nhoém st dung 8:

5 phut sau khi st dung 50pul dung dich ARN (NI-0031), 50ul dung dich LPS duoc
st dung,.

Sau d6, mau phdi duoc 1dy va mirc d6 biéu hién cia TGF-B1 trén mot don vi
trong luong phdi duoc xac dinh theo cach gidng nhu trong vi du A6.

Céc két qua duoc thé hién trén Fig.17. Fig.17 13 biéu dd thé hién mirc do biéu
hién TGF-B1 trén mot don vi trong lwong phéi trong mdi nhém sir dung. O nhém st
dung 3 (LPS (+)/PK-0007 (+)) va nhéom st dung 5 (LPS (+)/NK-0033 (+)), mirc do
biéu hién cta gen TGF-B1 bi trc ché so v&i mitc d6 biéu hién TGF-B1 & nhém st dung
2 (LPS (+)/ARN soi don (-)). P4 phét hién dugc ring tac dung (e ché nay 1a manh hon
s0 vdi tac dung tre ché & nhém sir dung 7 (LPS (+)/dbi chimg duong NI-0030). Cu thé,
& nhém st dung 3 (LPS (+)/PK-0007 (+)), di quan sat dugc tac dung @c ché. G nhém
stt dung str dung ARN dbi ching am, cu thé 12 nhom st dung 4 (PK-0008), nhém st
dung 6 (NK-0035), va nhom st dung 8 (NI-0031), khong quan sat dugc tac dung tic

7
A

ché.
(A9-2) Tac dung sai dich in vivo

Téc dung sai dich in vivo va tic dung phu dugc danh gia bang cach sir dung
ARN soi don theo sang ché.

Phan ttr ARN soi don (PK-0007) trong vi du A8 dugc st dung lam ARN trong
vi du nay. Pé lam ARN trong vi du so sanh, ARN s¢i don (PK-0008) dugc st dung lam
d6i chimg 4m can thiép ARN (Nc), ARN soi kép (NI-0030) dugc st dung lam dbi
chiing duong can thi€p ARN (Pc), va ARN sgi kép (NI-0031) trong vi du A9-1 dugc st
dung 1am ddi chimg 4m can thiép ARN. Dung dich ARN dugc didu ché bang cch hoa
tan 100pg mbi loai ARN trong 75ul dung dich nwéc mubi sinh 1y vo khudn.

Céac nhém sir dung dugc thé hién duéi day. Mbi nhém st dung c6 tir 2 dén 4
chuot.
Nhoém st dung 1:

75ul dung dich nude mudi sinh Iy v6 khudn dugc sit dung.
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Nhoém st dung 2:

75ul dung dich ARN (PK-0007) dugc st dung.
Nhém st dung 3:

75ul dung dich ARN (PK-0008) dugc st dung.

Tiép 6, 24 gio sau khi st dung, mau BALF dugc 14y tir chudt va thu duge dich
ndi bé mit ctia mau BALF theo cich giéng nhu trong vi du A6. Lugng TNF-a va luong
IFN-B trong mdi dich ndi bé mit dugc xac dinh. Luong TNF-o duoc dinh lwong bing
cach sit dung Mouse TNF set II (tén thuwong mai, Beckton Dickinson and Company) theo
huéng dan sir dung. Lugng IFN- dugc dinh lwong bang cach sir dung dia ELISA duoc
tao ra bang cach sir dung Interferon P cua thé khang chudt (tén thuong mai, PBL
Interferon Source) va Biotin Labeling Kit-NH2 (tén thuong mai, Dojindo Laboratories)
theo huéng dan sir dung.

Céc két qua duoc thé hién trén Fig.18. Fig.18A 1a biéu dd thé hién luong TNF-a
trong miu BALF cta mdi nhém sir dung, va Fig.18B 14 biéu dd thé hién lugng IFN-B
trong mau BALF ctia m&i nhom sir dung. Trén Fig.18A va Fig.18B, truc hoanh thé hién
lugng twong tng. O nhém st dung 2 (PK-0007 (+)), su biéu hién TNF-o va IFN-B khong
bi kich thich so v&i nhdm st dung 1 (ARN (-)).

Vi du A10: Tac dung trc ché dbi v6i su biéu hién ctia gen LAMAL trong té bao 293

Tac dung tc ché su biéu hién ctia gen LAMALI in vitro dugc thir nghiém béng
cach st dung ARN soi don theo sang ché.
(1) Vat liéu va phuong phap

Phan t&r NK-0043 va NK-0064 dugc thé hién dudi day duoc str dung 1am phan
ti ARN (Ex) trong vi du nay. Trong céc trinh tu sau day, ky hi¢u “*” dé chi bazo khong
két cap.

Ex: NK-0043 (SEQ ID NO: 43)

*
57— pguuu gucucguuacaauauc CL’ll CACRCC {GEGAUAUUGUAACGAGACAAACACUCCIGUCGQ ga -3
Xc Z YC
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Ex: NK-0064 (SEQ ID NO: 44)

*
57— Aguguuugucucgulacaauauc CL;:CACACC?GAUAWGUAACGAGACAAACACUCQUUCG& =37

Xc Z ¥c

Qué trinh chuyén nhiém té bao 293 dugc tién hanh theo cach gidng nhu trong vi
du A4, ngoai trlr viéc st dung cac phan tir ARN néu trén, va té bao dugc nudi cy trong
48 gitr. Nong do ARN tai thoi diém chuyén nhidm dwoc thiét 1ap 1a 10 nmol/l. Sau d6,
viéc thu gom ARN, téng hop ADN bd trg, va PCR dugc tién hanh theo cach giéng nhu
trong vi du A2, ngoai trir viéc stt dung cap doan mdi dbi voi gen LAMA1 dugc thé hién
dudi ddy, va mie do biéu hién ctia gen LAMA va mirc d6 biéu hién ctia gen p-actin 14
chit chudn ndi dugc xac dinh. Mirc d6 biéu hién ctia gen LAMAI dugc hiéu chinh so
v6i muc do biéu hién ctia gen B-actin 1a chét chuén noi.

Cip doan mdi dbi véi gen LAMAL
5’-AAAGCTGCCAATGCCCCTCGACC-3’ (SEQID NO: 45)
5’-TAGGTGGGTGGCCCTCGTCTTG-3’ (SEQ ID NO: 46)

Déi voi mdi dbi chung 1 (-) va dbi chimg 2 (di ching gia), mic d6 biéu hién
duoc xéc dinh theo cach gibng nhu trong vi du A2. Mitc do biéu hién ctia gen LAMA1
trong d6i chimg (-) d hiéu chinh duoc thiét 1ap 14 1, va mic d6 biéu hién trong té bao
duoc chuyén nhim ARN duoc thé hién 1a gia tri tuong dbi so voi mirc d6 biéu hién
trong mau d6i chimg.

(2) Két qua

Céc két qua duoc thé hién trén Fig.19. Fig.19 12 biéu do6 thé hién mirc d6 biéu
hién tuong dbi cia gen LAMAL trong té bao 293. Nhu ¢6 thé thiy trén Fig.19, da phat
hién duoc réng NK-0043 va NK-0064 trong vi du déu c6 hoat tinh @rc ché manh.

Vidu Al1: Tac dung trc ché dbi v6i su biéu hién ciia gen LMNA trong té bao A549
Téc dung rc ché sy biéu hién ctia gen LAMAI1 in vitro bang cich can thiép
ARN duogc thir nghiém bing céch sir dung ARN soi don theo sang ché.

(1) Vat licu va phuong phéap
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Phén ttr NK-0063 va NK-0066 duogc thé hién dudi ddy duoc sir dung lam phan
tr ARN (Ex) trong vi du nay. Trong cac trinh tu sau déy, ky hiéu “*” dé chi bazo khong
két cap.

Ex: NK-0063 (SEQ ID NO: 47)

*
57— cguca ccaaaaagcgcaauuccCCACACCEEAAUUGCECUUUUUGGUGACGCUUCUTUCGgaa =37

Xc Z YC

Ex: NK-0066 (SEQ ID NO: 48)

*
57— ggcgucaccaaaaagcgcaauucc;CACACC?GAAUUGCGCUUUUUGGUGACGCUU?UUC%EJ-3’

Xxc Z Yc

Qué trinh chuyén nhiém té bao A549 dugc tién hanh theo cach giéng nhu trong
vi du A4, ngoai trir viéc sit dung m&i ARN trong sd cac phan tir ARN néu trén, va té
bao dugc nudi cy trong 48 gid. Nong do ARN tai thoi diém chuyén nhidm dugc thiét
1ap 14 3 nmol/l. Sau do, viéc thu gom ARN, téng hop ADN bd trg, va PCR duge tién
hanh theo cach gidng nhu trong vi du A2, ngoai trir viée sir dung cip doan moi ddi voi
gen LAMAL1 duogc thé hién dudi day, va mac do biéu hién cua gen LAMAL1 va mtc do
biéu hién cta gen B-actin 13 chét chudn nodi duogc xac dinh. Mirc d6 biéu hién cua gen
LAMA1 duoc hiéu chinh so véi muc do bidu hién cia gen B-actin 1a cht chuén noi.
Cip doan mdi ddi véi gen LMNA

5’-CTGGACATCAAGCTGGCCCTGGAC-3’ (SEQ ID NO: 49)
5’-CACCAGCTTGCGCATGGCCACTTC-3’ (SEQ ID NO: 50)

Péi v6i mdi dbi chung 1 (<) va dbi chimg 2 (ddi chimg gia), mirc d6 biéu hién
dugc xé4c dinh theo cach gibng nhu trong vi du A2. Mitic dd biéu hién ctia gen LAMA
trong déi chimg (-) da hiéu chinh dugc thiét 14p 1a 1, va mitc d9 biéu hién trong té bao
duoc chuyén nhiém ARN dugc thé hién 1a gia tri twong dbi so voi muc do biéu hién
trong dbi chung.

(2) Két qua

Cac két qua duoc thé hién trén Fig.20. Fig.20 1a biéu do thé hién mic d¢ biéu

hién twrong d6i ciia gen LMNA trong té bao A549. Nhu c6 thé thdy trén Fig.20, di phat
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hién duogc ring mbi phan tir NK-0063 va NK-0066 cia vi du nay déu c6 hoat tinh trc
ché manh.

Vi du A12: Chiéu dai cia Xc va Ye

Trén phan tir ARN soi don theo sang ché, chidu dai ctia ving dau 5 (Xc¢) bd tro
cho viing bén trong diu 5° (X) va chiéu dai cta ving dau 3’ (Yc) bd trg cho viing bén
trong dau 3’ (Y) duoc thay dbi, va tac dung trc ché sy biéu hién cia gen GAPDH in
vitro dugc thir nghiém.
(1) Vat liéu va phuong phép

Phan tr ARN soi don dugc thé hién trén Fig.21 dugc s dung 1am ARN soi
don trong vi du nay. Trén Fig.21, cic con sd & bén phai thé hién s6 nhan biét trinh tur.
Trén Fig.21, tir diu 5°, ving dugc thé hién bang chir thudng gach chan 1a ving (Xc);
ving duoc thé hién bing chir in gach chan 14 viing bén trong (Z); va ving duoc thé hién
bang chit thudng gach chan 1a viing (Yc). Viing gitta Xc va Z 1a ving lién két (Lx), va
ving gitta Z va Yc 1a ving lién két (Ly). Tuong tur, “Xc/Yc” thé hién ty 18 gitra chiéu
dai bazo (Xc) ctia ving (Xc) va chidu dai bazo (Yc) cta ving (Yc). Trén Fig.21, ky
hiéu “*” dé chi bazo khong két cip.

Trong mdi phan tir ARN soi don, chidu dai bazo ciia ving bén trong (Z) dugc
thiét 1ap 1a 26, chiéu dai bazo clia viing lién két (Lx) dugc thiét 1ap 13 7, va chiéu dai
bazo ctia ving lién két (Ly) dugc thiét lap 1a 4. Trong phan tr NK-0036 va NK-0040,
tdng sb bazo (Xc + Yc) & ving (Xc) va (Yc) duge thiét 1ap 1a 26. Trong cic phan tir
ARN soi don khong phai 1a NK-0036 va NK-0040, tong sé bazo (Xc + Yc) & ving
(Xc) va (Yc) duoc thiét 14p 12 25. Sau do, trong cac didu kién néu trén, chiéu dai bazo
cta ving (Xc) va (Yc) duoc thay dbi. Két qua 1a NK-0036 va NK-0040 trd thanh cac
phan ttr khoéng c6 bazo khdng két cip. Hon nita, mdi phan tt ARN soi don khong phai
NK-0036 va NK-0040 tré thanh phan tr trong d6 vung bén trong (Z) chi bao gb6m mot
bazo khong két cap khong tao thanh s¢i kép va vi tri clia bazo khong két cip & ving
bén trong (Z) dugc chuyén ddi tir dau 3’ thanh dau 5°.

Qua trinh chuyén nhiém té bao HCT116, nudi cy té bao, thu gom ARN, téng
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hop ADN b trg, va PCR dugc tién hanh theo cach giéng nhur trong vi du A2, ngoai trir
viéc str dung mdi phan tr ARN néu trén, va mirc do biéu hién twong ddi cua gen
GAPDH duoc x4c dinh. Nong do ARN tai thoi diém chuyén nhiém duoc thiét 14p 1a 10
nmol/l.
(2) Két qua va ban luan

Céc két qua dugc thé hién trén Fig.22. Fig.22 1a biéu db thé hién muc do biéu
hién twong déi cua gen GAPDH khi m&i phan tir ARN dugc sir dung véi ndng do cudi
1a 10 nmol/l. Nhu c6 thé thiy trén Fig.22, da phat hién dwugc ring tit ca cac phan tir
ARN soi don c¢6 chidu dai ving diu 5’ (Xc) va viing dau 3’ (Yc) khéac nhau déu trc ché
su biéu hién cta gen GAPDH.

Cu thé, da phat hién duoc ring, khi sy khéc biét gitra chiu dai bazo clia ving
(Xc) va chiéu dai bazo ciia ving (Yc) cang 16n, mtc do biéu hién cta gen cang giam,
nghia 13 hoat tinh e ché ting 1én. Pidu nay c6 nghia 14 da phat hién dugc rang, bing
cach thiét 1ap vi tri ciia bazo khong két cip & ving bén trong (Z) cang gan voi dau 5°
hodc dAu 3’ so v6i vi tri giita ciia viing bén trong, c6 thé cai thién hoat tinh trc ché.

Trong vi du A2, d4 phat hién duoc ring NK-0016 c6 hoat tinh trc ché rat manh.
Trong vi du nay, da phat hién dugc ring hoat tinh {rc ché ctia NK-0025 va NK-0037
thadm chi con cao hon hon so vdi NK-0016.

Di véi vi tri ctia bazo khong két cap, ciing thu dugce tic dung turong tu trong cac
vi du trong d6 céc gen khac nhau duogc thir nghiém, chéng han, vi du A8 (gen TGF-$1),
vi du A10 (gen LAMAL), vavi du A11 (gen LMNA).

Nghia 1a trong vi du A8, nhu dugc thé hién trong cac trinh tw néu trén, ca NK-
0033 va NK-0055 déu c6 mot bazo khong két cip. Trong NK-0033, bazo khong két cip
1a bazo thi tu tinh tir ddu 3’ ctia ving bén trong (Z). Trong NK-0055, bazo khong két
cap 1a bazo thi hai tinh tir ddu 3’ clia ving bén trong (Z). Nhu vay, c6 thé thay trén
Fig.15 da mo ta trén day, NK-0055 c6 bazo khong két cip & vi tri gin ddu 3’ hon c6
hoat tinh rc ché cao hon. Thu duge két qua tuwong tu khi so sanh NK-0061 v4i NK-

0062, mdi phan tir ndy déu cé hai bazo khong két cap. Tuong tu, trong vi du A9 va
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A10, vi tri ctia bazo khong két cip duoc thay dbi trong ciing diéu kién nhu trong vi du
A8. Két qua 1a ARN soi don c6 bazo khong két cip & vi tri gin ddu 3° hon c6 hoat tinh
trc ché cao hon.

Ciing tir cac két qua trén, co thé thiy r5 ring ARN s¢i don theo sdng ché c6 hoat
tinh tuong tu bét ké loai gen dich va trinh ty c ché su biéu hién dbi vei gen dich. Do
do, c6 thé két luan ring ARN soi don theo sang ché 13 cong cu hitu hiéu bét ké loai gen

dich.

Vi du A13: Chidu dai cia X, Xc, Y, va Y

Trén phan tit ARN soi don theo sang ché, chiéu dai ciia ving bén trong dau 5’
(X), ving dau 5° (Xc), ving bén trong dau 3’ (Y), va ving dau 3’ (Yc) duoc thay doi,
va tac dung trc ché su biéu hién cta gen GAPDH in vitro dugc thtr nghiém.
(1) Vat liéu va phuong phap

Phan tr ARN soi don dugc thé hién trén Fig.23 duogc st dung lam ARN soi don
trong vi du ndy. Trén Fig.23, cic sb & bén phai thé hién sb nhan biét trinh tw. Trén
Fig.23, tir dau 5°, ving duge thé hién bing chit thudng gach chan 1a ving (Xc); ving
dugc thé hién bing chit in gach chin 1 viing bén trong (Z); va ving dugc thé hién bang
chit thuong gach chan la viung (Yc). Tuong tu, “Xc+Yce/X+Y” thé hién ty 18 gitta tong
chiéu dai bazo cua cac ving (Xc) va (Yc) va tng chiéu dai bazo ciia cac ving (X) va
(Y). Trén Fig.23, ky hiéu “*” @& chi bazo khong két cap.

Trong mdi phan tr ARN soi don, chidu dai bazo cua ving lién két (Lx) dugc
thiét 1ap 1a 7, chidu dai bazo ctia ving lién két (Ly) duoc thiét 14p 1a 4, chiéu dai bazo
cua vung (Yc) duogc thiét 1ap 14 1, va bazo thit hai tinh tir d4u 3’ cta ving bén trong (Z)
duoc thiét 1ap 1a bazo khong két ciip. Sau d6, chiéu dai bazo cia ving bén trong (Z) va
chiéu dai bazo cta ving (Xc) dugc thay ddi.

Trir khi dugce quy dinh theo cach khéc, qué trinh chuyén nhiém ARN vao té bao
HCT116, nudi cdy té bao, thu gom ARN, tdng hop ADN b trg, va PCR dugc tién hanh
theo cach giéng nhu trong vi du A2, va mirc do biéu hién ctia gen GAPDH dugc xé4c

dinh. Qua trinh chuyén nhiém dugc tién hanh bang cach thiét 1ap thanh phan trong mot
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16 12 nhu sau. Trong thanh phan sau diy, (B) 1a Opti-MEM (tén thwong mai,
Invitrogen), va (C) 1a dung dich ARN 20pmol/l, va cac thanh phan duoc bd sung sao
cho téng lwong (B) va (C) 1a 98,5ul. Nong do cubi ctia ARN trong 15 dwoc thiét 1ap 13 1
nmol/l. Viéc hidu chinh bang chit chudn néi va tinh gié tri twong dbi ciia mirc do biéu
hién ciing duoc tién hanh theo cach giéng nhu trong vi du A2.

Béang 5

(Thanh phan trong mot 15:p1)

Moi trudng 400

(A) Lipofectamin 2000 1,5
B)+(©) 98.5
Téng sb 500

(2) Két qua va ban luan

Két qua dugc thé hién trén Fig.24. Fig.24 1a biéu db thé hién mirc d6 biéu hién
twrong dbi cia gen GAPDH khi mdi phéan tir ARN duge st dung véi ndng d6 cudi 1a 1
nmol/l. Nhu c6 thé thiy trén Fig.24, da phat hién duogc ring tit ca cac phan tr ARN soi
don ¢6 chidu dai ving (X), (Xc), (Y), va (Yc) khac nhau déu (rc ché su biéu hién ciia
gen GAPDH. Trong vi du A2, d4 phat hién dugc ring NK-0016 c6 hoat tinh tic ché rat
manh. Trong vi du nay, da phat hién duoc ring hoat tinh trc ché cua tt ca cac phan tir

ARN sgi don, ngoai trir NK-0016, thdm chi con cao hon hon so véi NK-0016.

Vi du Al14: Chiéu dai ctia Xc

Trén phan tr ARN sgi don theo sdng ché, chiéu dai ctia ving dau 5° (Xc) bd trg
cho viing bén trong dau 5’ (X) duoc thay dbi, va tic dung trc ché su biéu hién ciia gen
GAPDH in vitro dugc thir nghiém.
(1) Vat liéu va phuong phap

Phan tir ARN soi don duoc thé hién trén Fig.25 duge sir dung lam ARN soi don
trong vi du nay. Trén Fig.25, tir dau 5°, viing dugc thé hién bang chit thuong gach chan

14 ving (Xc); ving dugc thé hién bing chit in gach chén 13 viing bén trong dau 5’ (X);
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va viing duge thé hién bing chit thuong gach chén 1a ving (Yc). Tuong tu, “Xc/X” thé
hién ty sb giita chiéu dai bazo (Xc) cta ving (Xc) va chidu dai bazo (X) cla vung (X).
Trén Fig.25, ky hiéu “*” dé chi bazo khong két cap. Trinh tr cia cdc phan tt ARN
duoc thé hién trong céc trinh tu SEQ ID NO: 74 - 76.

Trong mdi phan tir ARN soi don, chidu dai bazo ctia ving bén trong (Z) dugc
thiét 1ap 1a 26; chidu dai bazo ciia ving (X) duoc thiét 1ap 1a 25, chiéu dai bazo cia
ving (Y) dugce thiét 1ap 1a 1, chiéu dai bazo ciia ving (Yc) duoc thiét 1ap 1a 1, chidu dai
bazo cia ving lién két (Lx) duoc thiét 1ap 1a 7, va chiéu dai bazo ctia viing lién két (Ly)
duoc thiét 1ap 1a 4. Tiép d6, trong cac diéu kién trén, chidu dai bazo ciia ving (Xc) dugc
thay ddi. Do d6, trong mdi phan tir ARN soi don, su c6 mit va hodc khong c6 mit ctia
bazo khong két cip khéng tao thanh soi kép va sb lwong bazo khong két cap duoc thay
d6i. NK-0001 c6 bazo khong két cip.

Qua4 trinh chuyén nhidm t& bao HCT116, nudi cdy té bao, thu gom ARN, tdng
hop ADN bd trg, va PCR duge tién hanh theo cach giéng nhu trong vi du A13, ngoai
trir viée st dung mdi phan tt ARN néu trén, va mirc do biéu hién ctia gen GAPDH
duoc x4c dinh. Viéc hiéu chinh bing chét chuin noi va tinh gié tri trong ddi clia mirc
d6 bidu hién ciing dugc tién hanh theo cach gidng nhu trong vi du A13.

(2) Két qua va ban luén

Két qua dugc thé hién trén Fig.26. Fig.26 1a biéu dd thé hién mirc d6 biéu hién
twrong dbi ctia gen GAPDH khi mdi phéan tir ARN duoc st dung véi ndng do cudi 1a 1
nmol/l. Nhu ¢6 thé thiy trén Fig.26, da phat hién dugc ring tit ca cic phan tir ARN soi
don c6 chidu dai ving dau 5°(Xc) khac nhau du tc ché su biéu hién ciia gen GAPDH.
Cu thé, khi ARN soi don c6 mot bazo khong két cap, cb thé cho rﬁng hoat tinh trc ché
duoc cai thién khi sb luong bazo khong két ciip thip hon. Trong vi du A2, da phat hién
duogc ring NK-0016 c6 hoat tinh trc ché rit manh. Trong vi du ndy, da phat hién duoc
rang tit ca cac phan tr ARN soi don duoc st dung trong vi du nay khéac véi NK-0016
déu c6 hoat tinh rc ché vuot trdi so véi hoat tinh e ché cua NK-0016.

V& s6 luong bazo khong két cip, tac dung tuong tu nhu trong vi du ndy cling thu
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dugc trong vi du A8 trong d6 gen dugc tht nghiém (gen TGF-B1) khac véi gen duge
khéo sét trong vi du ndy. Nghia 1a trong vi du A8, nhu duoc thé hién trong trinh ty néu
trén, NK-0033 c6 mot bazo khong két cap, va NK-0061 c6 hai bazo khong két cap. Nhu
vdy, ¢6 thé thdy trén Fig.15, NK-0033 ¢6 sb luong bazo khong két cp it hon c6 hoat
tinh (rc ché cao hon. Hon nita, NK-0055 va NK-0062 trong do vi tri ciia bazo khong két
cip dugc thay ddi cang gan véi dau 3’ cia ving bén trong (Z) so véi cac bazo khong
két cap trong NK-0033 va NK-0061 ¢6 hoat tinh trc ché cao nhu dwoc mé ta trong vi du
A12. Ciing tir cac két qua trén, rd ring 12 ARN soi don theo sang ché ¢6 hoat tinh trong
tu bat k& loai gen dich va trinh ty rc ché su bidu hién dbi véi gen dich. Do d6, c6 thé két

luéin ring ARN soi don theo séang ché 1a cong cu hitu hiéu bat ké loai gen dich.

Vi du A15: Kha ning thay dbi 13n nhau ctia cdc ving lién két
Trén phan tir ARN so¢i don theo sang ché, ving lién két (Lx) giita ving bén

trong dau 5° (X) va ving dau 5° (Xc) va ving lién két (Ly) gifta viing bén trong dau 3’
(Y) va ving dau 3’ (Yc) duoc thay ddi, va tac dung tc ché su biéu hién cia gen
GAPDH in vitro dugc thtr nghiém.
(1) Vat liéu va phuong phép

ARN soi don duoc thé hién trén Fig.27 dugc st dung lam ARN soi don trong
vi du nay. Trén Fig.27, tir dau 5°, ving dugc thé hién bang chit thuong gach chan 13
viing dau 5° (Xc), ving dugc thé hién biang chit in gach chén 13 viing bén trong (Z), va
ving duge thé hién bang chit thuong gach chan 12 ving dau 3’ (Yc). Trinh tu gitta X va
Xec 1a ving lién két (Lx), va trinh tu gitta Y va Yc 1 ving lién két (Ly). Hon nita, ddi
v6i mdi ARN, ty 18 (Lx/Ly) gifra chiéu dai bazo (Lx) cta ving lién két (Lx) va chiéu
dai bazo (Ly) ctia viing lién két (Ly) duoc thé hién. Trén Fig.27, ky hiéu “*” dé chi
bazo khong két cap.

Qua trinh chuyén nhi®m té bao HCT116, nudi cdy té bao, thu gom ARN, tong
hop ADN bb trg, va PCR dugc tién hanh theo cach gidng nhu trong vi du A13, ngoai
trir viéc st dung mdi phan tir ARN néu trén, va mirc do biéu hién cia gen GAPDH

dugce xac dinh. Viéc hi€u chinh bang chat chuan ndi va tinh gi tri tuong doi clia muirc
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d6 biéu hién ciing dugc tién hanh theo cach giéng nhu trong vi du A13.
(2) Két qua va ban luan

Céac két qua duoc thé hién trén Fig.28. Fig.28 1a biéu db thé hién mirc do biéu
hién twong dbi cia gen GAPDH khi mdi phan tir ARN duoc sir dung v6i ndng do cudi
1a 1 nmol/l. Nhu c6 thé thdy trén Fig.28, tit ca cac phan tir ARN soi don véi cac didu
kién khac nhau cta ving lién két (Lx) va (Ly), nghia 14 vé chiéu dai, ty 1& giita chiéu
dai, trinh tu va céc didu kién tuong tu dugc thay dbi, déu wrc ché sy biéu hién cua gen
GAPDH. Tir két qua nay, da phat hién duoc rang didu kién cia ving lién két (Lx) va
(Ly) khong bi gi6i han mét cach cu thé, va ching c6 thé duge thiét ké dé c6 chiéu dai,

trinh ty va céc dic diém tuong tu khac nhau.

Vi du Al16: Tac dung tic ché ddi v6i su bidu hién coa gen GAPDH trong té bao
HCT116

Tac dung tc ché dbi v6i su bidu hién ctia gen GAPDH trong té bao HCT116
dugc thir nghiém béng cach sit dung ARN sgi don da dugc thé bfmg vung lién két co
prolin hodc prolinol.
(1) Vat li¢u va phuong phap

ARN (Ex ssARN) duogc thé hién dudi ddy dugc téng hop lam phan tt ARN
(Ex) trong vi du nay. Hon nita, dé 1am ARN trong vi du so sanh, Nc ARN soi don dugc
thé hién duéi day duoc tdng hop lam ddi chimg am can thiép ARN (Nc). Trong mbi
trinh tu sau, ving lién két (Lx) va ving lién két (Ly) dugc tao ra bang cach lién két
amidit c¢6 prolin hodc prolinol dugc thé hién trong bang duéi day (xem vi du B) gitra Xc
va X vagitta Ycva Y.
Ex ARN sgi don (SEQ ID NO: 13)

5’—lcaugagaaguaugacaacagccTLX—?GCUGUUGUCAHACUUCUCAUGGUUCrLy—gaa]—3’
Xc Z ¥c

Nc ARN soi don (SEQ ID NO: 38)

57— pcaucaacgauaaguqaaagccTLx—gGCUUUCACUUAUCGUUGAEGGCUUC;Ly—gaa1—3'
Xc Z ¥YC
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Béng 6
ARN sgi don Amidit dugc st dung trong Lx va Ly
Vidusosanh | Vidu
PK-0003 | PK-0004 L-prolin-diamit-amidit

(hop chét c¢6 cong thirc 10 trong so dd 3)
PK-0005 | PK-0006 prolinol-uretan-amidit

(hop chét c¢6 cong thirc 6 trong so dd 7)

PK-0009 | PK-0010 prolin-amit-amin-amidit

(hop chit c6 cong thirc 12 trong so dd 3)

PK-0011 | PK-0012 prolin-amit-ureide-amidit

(hop chit c6 cong thirc 17 trong so dd 3)

PK-0015 | PK-0016 prolinol-ureide-amidit

(hop chit ¢ cong thirc 7 trong so db 7)

Qua4 trinh chuyén nhiém té bao HCT116, nudi cdy té bao, thu gom ARN, tong
hop ADN bb trg, va PCR duge tién hanh theo cach gidng nhu trong vi du A13, ngoai
trir viée st dung mdi phan tr ARN néu trén, va mic do biéu hién coa gen GAPDH
duoc xac dinh. Viéc hiéu chinh bing chit chuin ndi va tinh gid tri tuong dbi ctia mirc
d6 biéu hién ciing duoc tién hanh theo cach gidng nhur trong vi du A13.

(2) Két qua

Cac két qua dugc thé hién trén Fig.29. Fig.29 14 biéu db thé hién mirc do biéu
hién twong ddi cia gen GAPDH. Nhu c6 thé thdy trén Fig.29, da phat hién duoc ring
tat ca cac Ex ARN soi don ¢6 prolin hodc prolinol 1am viing lién két (Lx) va ving lién
két (Ly) déu c6 hoat tinh trc ché manh, va chiing c6 hoat tinh trc ché theo cach phu
thudc liu. Mt khac, khong quan sat dugce tic dung tc ché khi ARN soi don lam ddi

chiing 4m dugc st dung.

Vi du A17: Téc dung Grc ché dbi v6i su biéu hién ctia gen GAPDH trong té bao
HCT116

Tac dung (rc ché dbi vaoi su biéu hién ctia gen GAPDH trong té bao HCT116
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dugc thir nghiém bang cach st dung ARN soi don da dugc thé bang ving lién két co
prolin.
(1) Vat liéu va phuong phap

ARN (Ex ssARN) duoc thé hién dudi ddy duoc tdng hop 1am phan tit ARN
(Ex) trong vi du nay. Hon nita, d& 1am ARN trong vi du so sanh, Nc ARN soi don dugc
thé hién dudi ddy dugc téng hop lam déi chimg 4m can thiép ARN (Nc). Trong mbi
trinh tr sau ddy, ving lién két (Lx) va ving lién két (Ly) dugc tao ra bang cach lién két
amidit c6 prolin dugc thé hién trong bang dudi day (xem vi du B) gitta Xc va X va giita
Ycvay.

Ex ARN sgi don (SEQ ID NO: 13)

5’—lcaugagaaguaugacaacagccTLx—?GCUGUUGUCAUACUUCUCEUGGUUCrLy—gaa]—3’
Xc Z Yc

Nc ARN soi don (SEQ ID NO: 38)

57~ ccaucaacgauaagugaaagcc; Lx-GECUUUCACUUAUCGUUGAUGGCUUC-Ly-gaa =37
XC zZ Yc

Béang 7

ARN soi don Amidit dugc st dung trong Lx va Ly

Vidusosanh | Vidu

PK-0033 | PK-0034 D-prolin-diamit-amidit

(hop chét co cong thirc 9 trong so d6 3)

PK-0035 | PK-0036 prolin-diamit-amidit (typ B)

(hop chét c6 cong thirc 22 trong so d6 4)

PK-0003 | PK-0004 L-prolin-diamit-amidit

(hop chét c6 cong thirc 10 trong so dd 3)

Qua trinh chuyén nhi®m té bao HCT116, nudi ciy té bao, thu gom ARN, téng
hop ADN bd trg, va PCR dugce tién hanh theo cach giéng nhu trong vi du A13, ngoai

trir viée st dung mdi phan t& ARN néu trén, va mirc d biéu hién cua gen GAPDH
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duoc xac dinh. Viéc hiéu chinh béng chét chuin ndi va tinh gié tri tuong dbi ctia mirc
d0 biéu hién ciing dugc tién hanh theo cach gidng nhu trong vi du A13.
(2) Két qua

Céc két qua duoc thé hién trén Fig.30. Fig.30 12 biéu dd thé hién mic do biéu
hién twong dbi ctia gen GAPDH trong t& bao HCT116. Nhu c6 thé thdy trén Fig.30, Ex
ARN sgi don ¢6 prolin 1am ving lién két (Lx) va viing lién két (Ly) ¢6 hoat tinh trc ché
manh va da phat hién duoc réng ¢6 hoat tinh tc ché theo cach phu thudc lidu. Mt khac,

khoéng quan sat dugc tac dung G ché khi ARN soi don ddi chirmg am dugc st dung.

Vi du A18: Tinh khang ribonucleaza

Tinh khéang ribonucleaza duoc thir nghiém bang cach str dung phén tir ARN soi
don theo sang ché.
(1) Vat liéu va phuong phép

NK-0033 trong vi du A5 va PK-0007 trong vi du A8 dugc sir dung lam ARN
soi don trong vi du nay. Hon nita, dé 1am ARN trong vi du so sénh, ARN sgi kép (NI-
0030) trong vi du A9 dugce sir dung 1am ddi chimg duong (Pc).

Trudce tién, 60 pmol ctia mdi loai ARN trén day, 5 x 107 don vi ARNaza A
(Roche), va 5 x 10~ don vi ARNaza T1 (Roche) dugc tron 14n véi Tris-HCI 20 mmol/l
(46 pH = 8), va hén hop tao thanh dwoc G & nhiét @6 37°C. Sau khi G 10 phut, 20 phit,
va 30 phut, phdn Gng ciia ARNaza dugc lam ngung theo phuong phép thong thuong.
Sau do6, dung dich phan tmg duoc dién di biang cach sir dung gel polyacrylamit 15%.
Tiép 6, gel duge nhudém bing SYBR Green II (Lonza, Thuy ST) va tiép d6 dugc phan
tich bang cach sir dung E-BOX-VX2 (M & S Instruments Inc., Tokyo).

(2) Két qua

Céc két qua duoc thé hién trén Fig.31. Fig.31 13 hinh 4nh dién di thé hién tinh
khang ribonucleaza. Trén Fig.31, lan “M” thé hién trong lwong phan tir, va “phat” la
thoi gian U.

Nhu ¢6 thé thiy trén Fig.31, NI-0030 cta vi du so sanh bi phan hity gan nhu
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hoan toan sau khi 4 10 phit. Nguoc lai, NK-0033 va PK-0007 cta vi du ndy van con
nguyén ngay ca sau khi o 10 phut. Cac két qua nay chimg minh ring ARN soi don theo

sang ché co tinh khang ribonucleaza vugt trdi so véi ARN soi kép.

Vi du A19: Tinh khéng nucleaza

Tinh khang nucleaza dugc thir nghiém bing cach st dung phan tr ARN soi
don theo sang ché.

(1) Vat liéu va phuong phap

ARN gibng nhu trong vi du A18 duoc sir dung. Trude tién, 60 pmol ciia mdi
ARN va 0,5 don vi S7 nucleaza (Roche) dugc tron 1dn véi Tris-HC1 50mmol/l (46 pH =
8) chira CaCl, 5 mmol/l, va hdn hop tao thanh duge & & nhiét dd 37°C. 0,5 git sau khi v
(0 gi0), phan Gng cda S7 nucleaza dugc lam ngung theo phuwong phép thong thuong.
Sau d6, dung dich phan ¢mg duogc tién hanh dién di bang cach st dung ure 7M -gel
polyacrylamit 15% theo phuong phép thong thuong. Tiép d6, gel dugc nhudm bing
SYBR Green II (tén thuvong mai, Lonza) va sau d6 duoc phén tich bing cach st dung
E-BOX-VX2 (tén thuong mai, M & S Instruments Inc.).

(2) Két qud

Céc két qua duoc thé hién trén Fig.32. Fig.32 12 hinh anh dién di thé hién tinh
khang S7 nucleaza. Trén Fig.32, 1an “M” thé hién trong lwgng phan tir, va “gid” 14 thoi
gian U.

Nhu ¢6 thé thiy trén Fig.32, NI-0030 ctia vi du so sanh bi phan hiy gan nhu
hoan toan sau khi 1 0,5 gio. Nguoc lai, NK-0033 va PK-0007 ctia vi du niy vin con
nguyén ngay cd sau khi u 0,5 gio. Cac két qua nay chimg minh ring ARN sg¢i don theo
sang ché c6 tinh khang S7 nucleaza vurot trdi so véi ARN sgi kép.

Tir cac két qua twong tmg thu dugc trong phan vi du A, da phét hién dugc rang
ARN soi don theo sang ché c6 thé dugc thiét ké bét ké loai gen dich. Cu thé, da phat

hién duoc rang, trong phan tir ARN soi don, c6 the cai bién: chiéu dai cua soi kép duoc
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tao ra boi ving (X) va (Xc) va chiéu dai cua soi kép dugc tao ra bdi ving (Y) va (Yc);
sw ¢6 mit hoic khong c6 mit ctia bazo khong két cap khong tao thanh soi kép & ving
bén trong (7)), sb lugng va vi tri clia céc bazo khong Két cdp; su c6 mat va khong c6 mat
ctia ving lién két (Lx) va (Ly), loai va chidu dai ciia ving lién két (Lx) va (Ly); va cc
dac diém tuong tu. Do do, cé thé két luan réng ARN soi don theo sang ché 1a cong cu
linh hoat m&i c6 thé duge st dung dé trc ché su biéu hién cia gen dich ma khoéng phu

thudc vao loai gen dich.

ViduBI1
1. Téng hop prolinol

Prolinol dugc bao vé bang nhom dimetoxytrityl dugc tong hop theo so dd 1

dudi day.
>=o ~ )
/—() = Ho N
THF Fmoc
H,0 2
Fmoc-OSu O
+ ¢ Q o — Y% o/—(';} = DMTrO/_(P
HO h,‘ Pyridin Fmoc Fmoc
Fmoc O 3
2
DMTr-Cl
0\
Pyperidin 20%
_
pMTro DMF DMTrO N
Fmoc
3 4

Sodd 1

(1) Fmoc-L-prolinol (hop chét c¢6 cong thirc 2)

L-prolinol (hop chit c6 cong thirc 1) (0,61g, 6,0mmol) duge hoa tan trong 70ml
nuGc tinh  khiét dé thu duoc dung dich nuwéc L-prolinol. N-(9-
floenylmetoxycacbonyloxy)sucxinimit (Fmoc-OSu) (2,0g, 6,0mmol) dwgc hoa tan

trong 10ml THF. Dung dich THF nay duoc cho thém vao dung dich nuéc L-prolinol, va
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hén hop nay duge khudy trong 1 gior dé L-prolinol phan ting v&i Fmoc-OSu. Dung dich
phan tng dugc tach thanh phan doan 16ng va phin doan két tia. Cac phan doan nay lan
luot duge chiét bang etyl axetat, va cac 16p hitu co trong tmg dugc thu gom. Céc 16p
hitu co thu duge dugce tron 1an véi nhau, va natri sulfat khan duge thém vao dé hut &m
(sau day, qua trinh nay dugc goi 1a qua trinh “lam kh6”). Lép hitu co duoc loc, va phan
nudce loc thu duge dugc co trong chan khong. Phéan cin du thu duge dugc tinh ché béng
sdc ky cot trén silicagel (dung moi rira gii 1a hexan: etyl axetat = 1: 1). Nho d6, thu
dugc hop chit ¢6 cong thirc 2 (1,4g, hidu sut 74%). Két qua phan tich NMR cia hop
chét nay dugc thé hién dudi day.

'H-NMR (CDCly): 87,77 (2H, d, ] = 7,7 Hz, Ar-H), 7,60 (2H, d, J = 7,3 Hz, Ar-
H), 7,40 (2H, t, ] = 7,5 Hz, Ar-H), 7,31 (2H, t, ] = 7,6 Hz, Ar-H), 4,40-4,50 (2H, m,
COOCH,), 4,22 (1H, t, J = 6,5 Hz, Ar-CH), 3,20-3,80 (5H, m, H-5, H-6), 1,75 (3H, m,
H-3, H-4), 1,40 (1H, m, H-3).
(2) Fmoc-DMTr-L-prolinol (hop chit c6 cong thire 3)

Fmoc-L-prolinol (hgp chét c¢6 cong thirc 2) (1,4g, 4,3mmol) dugc hoa tan trong
20ml pyridin va dugc lam ddng soi ba 1an. Phan cin du thu duge duge hoa tan trong
20ml pyridin. Trong khi khudy dung dich nay trong bé nudc da trong moi trudng argon,
hop chit 4,4>-dimetoxytrityl clorua (DMTr-Cl) (1,8, 5,3mmol) duge thém vao. Phan
g trong dung dich phan tmng nay duogc theo doi bang phuong phap TLC bang cach six
dung clorofom/metanol, va phan ung dugc d8 dién ra trong 4 gid cho dén khi khong
con quan sat dugce vét Fmoc-L-prolinol. D& 1am ngimg phan tng, lwvong du DMTr-Cl,
3ml metanol duoc cho thém vao dung dich phan Gng, va dung dich nay dugc khudy
trong 10 phut. Clorofom dugc cho thém tiép vao dung dich phan mg, va sau d6 16p hitu
co dugce thu gom. Lép hitu co thu duge duge rira bang nude mudi bdo hoa, sau do rira
bing dung dich natri hydrocacbonat 5% trong nudc, va ria lai bing nuéc mudi bio hoa.
Lép hitu co vira rira dugce 1am kho bang natri sulfat khan. Sau d6, 16p hitu co dugc loc,
va phé‘m nude loc thu duoc dugce co trong chan khong. Phén cin du thu duge duge tinh
ché bang sic ky cot trén silicagel (dung moi rira giai 1a clorofom, pyridin 1%). Nho do,

thu dwoc hop chét c6 cong thire 3 (2,0g, hidu sudt 74%). Két qua phan tich NMR ctia
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hop chit nay dwoc thé hién dudi day.
'H-NMR (CDCly): 87,77 (2H, d, ] = 7,7 Hz, Ar-H), 7,60 (2H, d, ] = 7,3 Hz, Ar-
H), 7,40-7,18 (13H, m, Ar-H), 6,89 (4H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H), 4,20-4,40 (2H, m,
COOCH),), 4,02 (1H, t, J = 6,5 Hz, Ar-CH), 3,80-3,10 (5H, m, H-5, H-6), 3,73 (s, 6H,
OCHjy), 1,84 (3H, m, H-3, H-4), 1,58 (1H, m, H-3).
(3) DMTr-L-prolinol (hgp chét c6 cong thirc 4)
Fmoc-DMTr-L-prolinol (hop chét ¢6 cong thirc 3) (2,0g, 3,2mmol) dugc hoa
tan trong 25ml dung dich DMF chira piperidin 20%, va hén hop duge khudy trong 12
gio. Dung dich dugc cd trong chin khong, va phin cin du thu duge dugc tinh ché bing
sic ky cot trén silicagel (clorofom:metanol = 85:15, chira pyridin 1%). Nho d6, thu
dugc hop chit ¢ cong thic 4 (1,0g, hidu suét 78%). Két qua phan tich NMR cia hop
chit nay duoc thé hién dudi day.
'H-NMR (CDCLy) §7,40-7,14 (9H, m, Ar-H), 6,82 (4H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H),
3,78 (6H, s, OCH3), 3,31 (1H, m, H-6), 3,07 (2H, m, H-2, H-6), 2,90 (2H, m, H-5), 1,84
(3H, m, H-3, H-4), 1,40 (1H, m, H-3).
2. Téng hop dan xuit amidit
Tiép theo, din xudt amidit c6 prolinol dugc tbng hop theo so dd 2 dudi day.
Sau day, hop chét 1-etyl-3-(3-dimetylaminopropyl)carbodiimit hydroclorua dugc goi 1a
“EDC”, va N, N-dimetylaminopyridin (4-dimetylaminopyridin) dugc goi 1a “DMAP”.
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(1) DMTr-amit-L-prolinol (hop chét c6 cong thirc 5)

DMTr-L-prolinol (hop chit c6 cong thic 4) (0,80g, 2,0mmol), EDC (0,46g,
2,4mmol), va DMAP (0,29g, 2,4mmol) dugc hoa tan trong 20ml diclometan, va sau d6
hdn hop nay dugc khudy. Axit 10-hydroxydecanoic (0,45g, 2,4mmol) dugc cho thém
vao dung dich nay, va tiép d6 hdn hop duoc khudy. Phan tng trong dung dich phan mg
duge theo ddi bing phuong phap TLC bang cach sir dung etyl axetat, va phan Gng dugc
dé dién ra trong 20 gid cho dén khi khong con quan sét dugce vét DMTr-L-prolinol. Sau
do, diclometan dugc cho thém vao dung dich phan Gng, va 16p hitu co duge thu gom.
Lép hitu co thu dugce dugc rira bang nudc mudi bio hoa, va sau d6 dugc 1am khd bang
natri sulfat khan. Lép hitu co duoc loc, va phﬁn nudc loc thu duge dugce ¢o6 trong chan
khong. Phan cin du dugc tinh ché bang cach sic ky cot trén silicagel (etyl axetat, chira
pyridin 1%). Nho d6, thu dugce hop cht c6 cong thirc 5 (0,71g, hiéu sudt 62%). Két qua
phén tich NMR ctia hgp chat nay dugc thé hién dudi day.

'H-NMR (CDCl): §7,40-7,14 (9H, m, Ar-H), 6,82 (4H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H),
3,78 (6H, s, OCH3), 3,68-2,93 (7H, m, H-2, H-5, H-6), 2,27-1,72 (6H, m, alkyl, H-3, H-
4), 1,58 (4H, s, alkyl), 1,30 (10H, s, alkyl).
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(2) DMTr-alkyl-L-prolinol (hgp chét c6 cong thirc 6)

DMTr-L-prolinol (hop chit ¢6 cong thic 4) (0,80g, 2,0mmol) dugc hoa tan
trong 15ml metanol. 5-hydroxypentanal (0,31g, 3,0mmol) dugc thém vao, va sau dé
hén hop nay duoc khudy. Natri xyanoborohydrua (0,25g, 4,0mmol) dugc thém vao
dung dich nay, va hdn hop duoc khudy tiép. Phan tmg trong dung dich phan tmg dugc
theo doi bang phuong phap TLC bing cach sir dung etyl axetat/hexan, va phan tng
duoc dé din ra trong 24 gio cho dén khi khong con quan sit dugc vét DMTr-L-
prolinol. Etyl axetat dugc cho thém vao dung dich phan Umg, va 16p hitu co dugce thu
gom. Lép hitu co thu duoe duge rira bing nudc mubi bio hoa, va sau d6 duge lam khd
béng natri sulfat khan. Lép hitu co dugc loc, va phén nudce loc thu duge dugce ¢o trong
chan khong. Phin cin du dugc tinh ché bing cach sic ky cot trén silicagel (hexan:etyl
axetat = 1:1, chira pyridin 1%). Nho d6, thu duoc hop chét c6 cong thure 6 (0,62g, hiéu
suét 63%). Két qua phén tich NMR ctia hop chit nay dugc thé hién dudi day.

'H-NMR(CDCLy): 87,40-7,14 (9H, m, Ar-H), 6,82 (4H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H),
3,78 (6H, s, OCHj3), 3,70-2,86 (4H, m, CH,OH, H-6), 2,06-1,79 (5H, m, alkyl, H-2, H-
5), 1,74-1,49 (6H, m, alkyl, H-3, H-4), 1,45-1,27 (4H, m, alkyl).
(3) DMTr-uretan-L-prolinol (hop chit c6 cong thirc 7)

1,4-butan diol (0,90g, 10mmol) dugc hoa tan trong 30ml diclometan.
Cacbonyldiimidazol (1,4g, 8,6mmol) dugc thém tiép vao, va hdn hop duge khudy trong
3 gio. Lop hitu co trong dung dich phan ung dugc rira bing nude mudi bao hoa, va sau
d6 dugc lam kho bing natri sulfat khan. Lép hiru co dugc loc, va phén nudc loc thu
duge duoc cb trong chan khong. Phan cin du dugce tinh ché bang cach sic ky cot trén
silicagel (clorofom:metanol = 9:1). Nh¢ do, thu duge hop chét trong d6 mot dau cia
hop chit 1,4-butan diol dugc hoat hoa bing cacbonyldiimidazol (0,25g, 1,5mmol). Hop
chét nay duoc hoa tan trong 15ml diclometan. DMTr-L-prolinol (hop chit c6 cong thirc
4) (0,6g, 1,5mmol) dugc thém vao, va hdn hop nay dugc khudy trong 24 gio. Etyl
axetat dugc cho thém tiép vao hdn hop, va 16p hitu co duge thu gom. Lép hitu co thu
duoc dugc rira bing nuéc mudi bio hoa, va sau d6 duge 1am khod bang natri sulfat khan.

Lép hitu co dugc loc, va phén nuédce loc thu duge dugce ¢d trong chan khong. Phin cin

-85-



23845

du dugc tinh ché biang cach sic ky cot trén silicagel (hexan:etyl axetat = 1:1, chira
pyridin 1%). Nh¢ d6, thu dugc hop chit ¢6 cong thirc 7 (0,61g, hiéu sudt 77%). Két qua
phén tich NMR ctia hop chét nay dugc thé hién dudi day.

'H-NMR (CDCly): 87,40-7,14 (9H, m, Ar-H), 6,82 (4H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H),
4,24-3,94 (2H, m, COOCH,), 3,78 (s, 6H, OCH3), 3,72-2,96 (7H, m, alkyl, H-2, H-5,
H-6), 2,10-1,30 (8H, m, alkyl, H-3, H-4).

(4) DMTr-ureido-L-prolinol (hop chét c¢6 cong thirc 8)

DMTr-L-prolinol (hgp chit c6 cong thirc 4) (0,50g, 1,2mmol) va triphosgen
(0,12g, 0,40mmol) dugc hoa tan trong 8ml diclometan, va hdn hop tao thanh duogc
khudy trong bé nudc da trong méi truong argon. Hop chit N N-diisopropyletylamin
(0,31g, 2,4mmol) dugc cho thém vao dung dich, va hdn hop nay dugc khudy trong 1
gid. Sau do, 8-amino-1-octanol (0,17g, 1,2mmol) dugc cho thém tiép vio, va hdn hop
dugc khudy trong 30 phut trong bé nudc da theo cach gibng nhu trén ddy. Sau d6, hén
hop duoc khudy tiép & nhiét do trong phong trong 20 gid. Diclometan duge cho thém
vao dung dich, va 16p hitu co duge thu gom. Lép hitu co thu duge dugce rira bang nude
mudi bao hoa, va sau d6 duge lam kho béng natri sulfat khan. Lép hitu co dugc loc, va
phan nuéce loc thu duge duge b trong chan khong. Phan cin du duge tinh ché bing
cach séc ky cot trén silicagel (hexan:etyl axetat = 4:1, chtra trietylamin 1%). Nho do,
thu duge hop chit c6 cong thirc 8 (0,44g, hidu suit 62%). Két qua phan tich NMR cua
hop chét nay duoc thé hién dudi day.

'H-NMR (CDCly): 87,40-7,14 (9H, m, Ar-H), 6,82 (4H, m, Ar-H), 3,78 (s, 6H,
OCHs), 3,68-3,25 (9H, m, CH,NH, CH,OH, H-2, H-5, H-6), 1,74-1,18 (16H, m, alkyl,
H-3, H-4).

(5) Dan xuét amidit c6 prolinol (hop chét c6 cong thirc tir 9 dén 12)

Hop chét c6 cong thirc tir 9 dén 12 duge tong hop theo cach sau day bing cach
str dung 14n luot cac hop chét prolinol dugc cai bién (hop chét c6 cong thirc tir 5 dén 8)
1am nguyén lidu. Mdi hop chét prolinol dugc cai bién va 5-benzylthio-1H-tetrazol duoc

hoa tan trong 3ml axetonitril. Luong prolinol dwoc cai bién duge sir dung 13 nhu sau:
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hop chét ¢ cong thirc 5: 0,69g (1,2mmol); hop chét ¢6 cong thirc 6: 0,60g (1,2mmol);
hop chét c¢6 cong thie 7: 0,60g (1,2mmol); va hop chdt co cong thirc 8: 0,25¢
(0,43mmol). Luwong hop chit 5-benzylthio-1H-tetrazol dwgc sir dung 1a: 0,15g
(0,78mmol) ddi véi cac hop chit c¢6 cong thirc tir 5 dén 7; va 54mg (0,15mmol) ddi voi
hop chét ¢6 cong thirc 8. Trong méi trudng argon, hop chét 2-xyanoetyl N,N,N’,N’-
tetraisopropyl phosphorodiamidit duge cho thém vao dung dich, va hdn hop nay duoc
khudy trong 2 gid. Luong hop chdt 2-xyanoetyl N,N,N’N’-tetraisopropyl
phosphorodiamidit dugc thém vao la: 0,54g (1,8mmol) trong hé phan tmg st dung céc
hop chét c6 cong thic tir 5 dén 7; va 0,19g (0,64mmol) trong hé phan tmg st dung hop
chét c6 cong thirc 8. Sau d6, dung dich natri hydrocacbonat bdo hoa duge cho thém vao
dung dich, va 16p hitu co dugc chiét bing diclometan va dugc thu gom. Lép hitu co thu
dugc duoc lam kho béng natri sulfat khan. Lép hitu co nay duogc loc, va phﬁn nudéce loc
thu dugc dugce co trong chan khong. Phéan cin du dugc tinh ché béng cach sic ky cot
trén silicagel (hexan: etyl axetat = 1: 1, chira trietylamin 1%). Nho do, thu dugc céc hop
chit c6 cong thirc tir 9 dén 12. Két qua phén tich NMR ciia cc hop chit nay duoc thé
hién dudi day.
DMTr-amit-L-prolinol amidit (hop chét c¢6 cong thiic 9, 0,60g, hidu suit 55%)

'H-NMR (CDCL): 87,40-7,14 (9H, m, Ar-H), 6,82 (4H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H),
3,78 (6H, s, OCHy), 3,68-2,93 (11H, m, CH,0, POCH,, CHCH;, H-2, H-5, H-6), 2,58
(2H, m, CH,CN), 2,27-1,72 (6H, m, alkyl, H-3, H-4), 1,58 (4H, s, alkyl), 1,30 (22H, s,
alkyl, CHCH,).
DMTr-alkyl-L-prolinol amidit (hgp chét c6 cong thirc 10, 0,71g, higu suat 60%)

'H-NMR (CDCLy): §7,40-7,14 (9H, m, Ar-H), 6,82 (4H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H),
3,78 (6H, s, OCHj,), 3,70-2,86 (8H, m, CH,0, POCH,, CHCHj3;, H-6), 2,58 (2H, m,
CH,CN), 2,06-1,79 (5H, m, alkyl, H-2, H-5), 1,74-1,49 (6H, m, alkyl, H-3, H-4), 1,37-
1,10 (16H, m, alkyl, CHCH3).
DMTr-uretan-L-prolinol amidit (hop chét c6 cong thic 11, 0,67g, hidu suét 52%)

'H-NMR (CDCly): §7,40-7,14 (9H, m, Ar-H), 6,82 (4H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H),
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4,24-3.94 (2H, m, COOCH,), 3,78 (s, 6H, OCHj3), 3,72-2,96 (11H, m, CH,O, POCH,,
CHCH;, H-2, H-5, H-6), 2,58 (2H, m, CH,CN), 2,10-1,46 (8H, m, alkyl, H-3, H-4),
1,34-1,10 (12H, m, CHCH,).
DMTr-ureido-L-prolinol amidit (hop chét ¢6 cong thirc 12, 0,20g, hiéu suit 61%)
'H-NMR (CDCLy): 87,40-7,14 (9H, m, Ar-H), 6,82 (4H, m, Ar-H), 3,78 (s, 6H,
OCHs3), 3,65-3,25 (13H, m, CH,0, POCH,, CHCH3;, H-2, CH,NH, CH,0OH, H-2, H-5,
H-6), 2,73 (2H, m, CH,CN), 2,10-1,48 (16H, m, alkyl, H-3, H-4), 1,35-1,10 (12H, m,
CHCHs;).

ViduB2

Tiép theo, din xuét amidit c¢6 L-prolin duoc tong hop theo so dd 3 duéi day.
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So db 3

(1) DMTr-hydroxy amit amino-L-prolin (hop chét c6 cong thirc 11)

Chét dém axit axetic (7ml) dugc cho thém vao dung dich etanol (7ml) chira
DMTr-amit-L-prolin (hop chdt c6 cong thic 6) (1,00g, 2,05mmol) va 5-
hydroxypentanal (0,33g, 3,07mmol) trong khi lam lanh bing nudc da. Hon hop tao
thanh dugc khudy trong 20 phut trong khi lam lanh bing nudc d4. Sau d6, natri
xyanobo (0,77g, 12,28mmol) dugc cho thém tiép vao, va hon hop dugc khudy trong 7
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gid & nhiét d trong phong. Hon hop nay dugc pha lodng biang diclometan, rira bang
nudc, va sau d6 rira tiép bang nude mudi bao hoa. Tiép do, 16p hitu co dugc thu gom va
1am kho bing natri sulfat. L6p hitu co nay duoc loc, va dung mdi trong phan nuée loc
tao thanh duogc loai bé bang cach 1am bay hoi dudi 4p suét giam. Phan cin du thu duoc
duogc sic ky cot trén silicagel (dung moi rira giai 13 CH,ClL:CH;0H = 98:2, chira
pyridin 0,05%). Sau d6, san phim thu duoc duge sic ky cot trén silicagel (dung mbi rira
giai 12 CH,Cl:CH;OH = 98:2, chtra pyridin 0,05%), va san pham thu duge tiép tuc
duoc sic ky cot trén silica gel (dung moi rira gidi 14 diclometan:axeton = 7:3, chira
pyridin 0,05%). Nho d6, thu duoc hop chét c6 cong thirc 11 & dang xi-rd khong mau
(0,49g, hiéu sut 41%).
Ms (FAB+): m/z 575 (M), 303 (DMTr")

(2) DMTr-amit amino-L-prolin amidit (hop chit ¢6 cong thirc 12)

Hop chdt DMTr-hydroxy amit amino-L-prolin (hgp chét c6 cong thirc 11)
(0,50g, 0,87mmol) thu dugc duge tron 1an véi axetonitril khan, va hdn hop nay dugc
lam kho ddng sbi & nhiét do trong phong. Phin cin du thu dugc duge cho thém
diisopropylamoni tetrazolit (178mg, 1,04mmol). Hon hop tao thanh dugc loai khong
khi dudi 4p sudt giam va suc khi argon. Axetonitril khan (1ml) dwgc cho thém vao hén
hop, va dung dich 2-xyanoetoxy-N,N,N’,N’-tetraisopropyl phosphorodiamidit (313mg,
1,04mmol) trong axetonitril khan (1ml) dugc cho thém tiép vao hdn hop. Hon hop nay
duoc khudy trong 4 gid & nhiét do trong phong trong mdi trudng argon. Sau d6, hdn
hop nay dugc pha lodng bang diclometan, va dugc rira bing nudc natri bicacbonat bdo
hoa va tiép d6 rira bang mudi bao hoa. Lép hitu co duge thu gom va lam kho bang natri
sulfat. Sau do, 16p hitu co dugc loc. Dung mdi trong phf?ln nudc loc thu duoc duoc loai
b6 bang cach 1am bay hoi dudi ap sudt giam. Phan cin du thu duge duoc sdc ky cot
bang céach sit dung amino silic oxit 1am chét don (dung mdi rira giai 13 hexan:axeton =
7:3, chtra pyridin 0,05%). Nho d6, thu duge hop chét co cong thuc 12 & dang xi-rod
khong mau (0,57g, do tinh khiét 93%, hiéu sudt 79%). D¢ tinh khiét dugc xac dinh
bing phuong phap HPLC. Két qua phan tich NMR ctia hop chét nay duoc thé hién dudi
day.
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'H-NMR (CDCly): 87,41-7,43 (m, 2H, Ar-H), 7,28-7,32 (m, 4H, Ar-H), 7,25-
7,27 (m, 2H, Ar-H), 7,18-7,21 (m, 1H, Ar-H), 6,80-6,84 (m, 4H, Ar-H), 3,73-3,84 (m,
1H), 3,79 (s, 6H, OCH3), 3,47-3,64 (m, 3H), 3,12-3,26 (m, 2H), 3,05 (t, ] = 6,4 Hz, 2H,
CH,), 2,98-2,02 (m, 2H), 2,61 (t, J = 5,8 Hz, 2H, CH,), 2,55-2,63 (m, 2H), 2,27-2,42
(m, 1H, CH), 2,31 (t, 7,8 Hz, 2H, CH,), 2,03-2,19 (m, 1H, CH), 1,40-1,90 (m, 8H),
1,23-1,33 (m, 5H), 1,14-1,20 (m, 12H, CHj3);

P-NMR (CDCl;): 6146,91;

Ms (FAB+): m/z 774 (M), 303 (DMTt"), 201 (CgH;oN,OP™).
(3) DMTr-hydroxy amit carbamoyl-L-prolin (hgp chét c6 cong thirc 13)

Dung dich axetonitril khan (20ml) trong d6 hop chat 1-imidazo cacbonyloxy-8-
hydroxyoctan (1,12g, 4,92mmol) d& hoa tan duogc cho thém vao dung dich axetonitril
khan (10ml) trong d6 hop chit DMTr-amit-L-prolin (hgp chit c6 cong thirc 6) (1,00g,
2,05mmol) da hoa tan, & nhiét d trong phong trong moi trudng argon. Hon hop nay
dugc gia nhiét dén nhiét do nim trong khoang tir 40°C dén 50°C trong 2 ngay, va sau
d6 dugc dé yén & nhiét do trong phong trong 5 ngay. Dung méi trong hdn hop dugce loai
b6 bing cach 1am bay hoi dudi p sudt giam. Phén cin du thu duge duge séc ky cot trén
silicagel (dung mdi rira gidi 14 diclometan:axeton = 4:1, chtra pyridin 0,05%). Nho do,
thu dugc hop chét ¢ cong thirc 13 & dang xi-rd khong mau (0,68g, hiéu sut 50%). Két
qua phan tich NMR ctia hop chét nay dugc thé hién duéi day.

'H-NMR (CDCLy): §7,40-7,42 (m, 2H, Ar-H), 7,27-7,31 (m, 6H, Ar-H), 7,17-
7,21 (m, 1H, Ar-H), 6,79-6,82 (m, 4H, Ar-H), 4,23-4,30 (m, 1H), 4,05-4,10 (m, 2H),
3,79 (s, 6H, OCH,), 3,60-3,65 (m, 2H), 3,32-3,55 (m, 2H), 3,16-3,29 (m, 2H), 3,01-3,07
(m, 2H), 2,38-2,40 (m, 1H, CH), 1,83-1,90 (m, 2H), 1,57-1,69 (m, &8H), 1,26-1,36 (m,
2H);

Ms (FAB+): m/z 602 (M), 303 (DMTt").
(4) DMTr-amit carbamoyl-L-prolin amidit (hop chét ¢6 cong thic 14)

DMTr-hydroxy amit carbamoyl-L-prolin thu dugc (hop chit ¢6 cong thirc 13)

(0,63g, 1,00mmol) duoc tron 1An véi pyridin khan, va hdn hop tao thanh dugc 1am kho
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ddng s6i & nhiét do trong phong. Diisopropylamoni tetrazolit (206mg, 1,20mmol) dugc
cho thém vao phéan cin du thu dugc, va hdn hop tao thanh duge loai khong khi dudi ép
suét giam va dugc suc khi argon. Axetonitril khan (1ml) dugc cho thém vao hdn hop,
va dung dich 2-xyanoetoxy-N,N,N’,N’-tetraisopropyl phosphorodiamidit (282mg,
1,12mmol) trong axetonitril khan (1ml) dugc cho thém tiép vao. Hon hop nay duogc
khudy trong 4 gid & nhiét do trong phong trong mdi trudmg argon. Sau do, hén hop
duoc pha lodng bang diclometan, va dugc rira bing nudc natri bicacbonat bdo hoa va
sau d6 rira bang nude mudi bio hoa. Lép hitu co dugce thu gom va lam khd bang natri
sulfat. Sau dd, 16p hitu co dugce loc. Dung mdi trong phén nudc loc thu dugc dugce loai
b6 bang cach lam bay hoi dudi ap sudt giam. Phan cin du thu dugc duge sic ky cot
bang cach sir dung amino silic oxit 1am chét don (dung méi rira gidi 1a hexan:axeton =
7:3, chira pyridin 0,5%). Nho do, thu dugce hop chét c6 cong thitc 14 & dang xi-rd khong
mau (0,74g, d6 tinh khiét 100%, hiu suét 87%). Két qua phan tich NMR ctia hop chét
nay duogc thé hién dudi day.

P-NMR (CDCl;): 8147,19;

Ms (FAB+): m/z 860 (M"), 303 (DMTt"), 201 (CgH;sN,OP").
(5) DMTr-t-butyl dimetyl siloxy amit ureido-L-prolin (hop chit c6 cong thirc 15)

Dung dich tetrahydrofuran khan (10ml) dugc cho thém vao triphosgen (1,22g,
4,10mmol) trong khi 1am lanh bing nuéc d4 trong mdi trudng argon. Dung dich
tetrahydrofuran khan (10ml) trong d6 DMTr-amit-L-prolin (hop chét c¢6 cong thirc 6)
(1,00g, 2,05mmol) va DIEA (9,80g, 75,8mmol) da hoa tan dugc cho thém nho giot vao
hén hop nay trong khi lam lanh bang nudc d4 trong mdi trudng argon trong 30 phut.
Sau d6, hdn hop nay dugc khudy trong 1 gid' & nhiét do trong phong. Dung dich 10-
amino-1-t-butyl dimetyl siloxy decan (2,66g, 10,25mmol) va DIEA (3,20g, 24,76mmol)
trong tetrahydrofuran khan (20ml) duogc cho thém nho giot vao hdn hop trong khi lam
lanh bang nuéc d4 trong moi trudong argon trong 45 phit. Sau do, hdn hop nay duoc
khudy qua dém & nhiét d9 trong phong trong moi trudng argon. Hén hop nay duoc pha
loding bang etyl axetat (200ml), va 16p hitu co dugc thu gom. Lép hitu co dugc rira bing

nuéc natri bicacbonat bdo hoa va sau dé dugce ria tiép bang nudc muoi bdo hoa. Tiep
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d6, 16p hitu co duge thu gom va lam khé bang natri sulfat. Lép hitu co nay duoc loc, va
dung moi trong phan nude loc thu dwoc duoc loai bé bing cach lam bay hoi duéi ap
sudt giam. Phan can du thu dugc duge sic ky cot trén silica gel (dung moi rira giai 1a
diclometan:axeton = 4:1, chita pyridin 0,05%). Nh&r d6, thu duoc hop chét ¢ cong thirc
15 & dang xi-rd khong mau (0,87g, hiéu suit 55%).
(6) DMTr-hydroxy amit ureido-L-prolin (hop chit ¢6 cong thirc 16)

DMTr-t-butyl dimetyl siloxy amit ureido-L-prolin (hop chat c6 cong thirc 15)
(0,87g, 1,12mmol) dugc cho thém dung dich diclometan tetrahydrofuran khan (10ml) &
nhiét d trong phong trong mdi trudng argon. Sau d6, hdén hop duoc cho thém dung
dich tetrahydrofuran chira tetrabutylamoni florua 1mol/l (4,69ml, Tokyo Chemical
Industry Co., Ltd.), va hdn hop nay dugc khudy trong 3 ngay & nhiét do trong phong
trong mdi trudong argon. Hon hop duge pha lodng bing diclometan (150ml), va dugc
rira bing nudc va sau d6 rira tiép bing nude mubi bio hoa. Lép hitu co dugce thu gom
va lam kho bang natri sulfat. Sau d6, 16p hitu co nay duge loc. Dung mdi trong phan
nudc loc thu duge dugce loai bd b%mg cach lam bay hoi dudi ap suét giam. Phan cin du
thu duge duogce sic ky cot trén silicagel (dung méi rira giai 13 diclometan:axeton = 1:1,
chira pyridin 0,05%). Nh& d6, thu duoe hop chét c6 cong thirc 16 & dang xi-rd khong
mau (0,68g, hiéu sudt 92%). Két qua phan tich NMR ctia hop chét nay dugc thé hién
dudi day.

'H-NMR (CDCLy): 87,41-7,43 (m, 2H, Ar-H), 7,27-7,31 (m, 4H, Ar-H), 7,19-

7,26 (m, 2H, Ar-H), 7,19-7,21 (m, 1H, Ar-H), 6,80-6,83 (m, 4H, Ar-H), 4,34 (t, 2H,
CH,), 3,79 (s, 6H, OCH3), 3,63 (d, 1H, J = 6,4 Hz, CH,), 3,61 (d, 1H, J = 6,4 Hz, CH,),
3,34-3,37 (m, 1H, CH), 3,16-3,27 (m, 5H), 3,04 (t, ] = 5,9 Hz, 2H, CH,), 2,38-2,45 (m,
1H, CH), 1,83-2,05 (m, 3H), 1,45-1,64 (m, 8H), 1,25-1,38 (m, 7H).
(7) DMTr-amit ureido-L-prolin amidit (hop chit c6 cong thirc 17)

DMTr-hydroxy amit ureido-L-prolin (hop chdt c¢6 cong thirc 16) (0,62g,
0,94mmol) duoc tron 14n véi axetonitril khan, va hdn hop tao thanh dugc 1am kho dong

s6i ¢ nhiét do trong phong. Diisopropylamoni tetrazolit (192mg, 1,12mmol) dugc cho
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thém vao phan cin du thu duge, va hdn hop tao thanh dugc loai khéng khi dudi p sut
giam va dugc suc khi argon. Axetonitril khan (1ml) duge cho thém vao hén hop, va
dung dich 2-xyanoetoxy-N,N,N’,N’-tetraisopropyl phosphorodiamidit (282mg,
1,12mmol) trong axetonitril khan (1ml) duge cho thém tiép vao. Hon hop nay dugc
khudy trong 4 gio & nhiét do trong phong trong mdi truong argon. Sau d6, hdn hop
dugc pha logng biang diclometan, va duoc rira bang nudc natri bicacbonat bdo hoa va
sau d6 rira bang nudc mudi bio hoa. Lép hitu co duge thu gom va 1am kho bing natri
sulfat. Sau d6, 16p hitu co nay duge loc. Dung méi trong phin nuéc loc thu duge dugce
loai bo bang cach 1am bay hoi duéi 4p sut giam. Phan can du thu dugc duoc sic ky cot
bang cach sir dung amino silic oxit 1am chét don (dung moi rira giai 12 hexan:axeton =
1:1, chtra pyridin 0,05%). Nho d6, thu dugc hop chét c¢6 cong thic 17 & dang xi-rd
khong mau (0,77g, do tinh khiét 88%, hiéu suat 84%). Két qua phén tich NMR ctia hop
chit nay duoc thé hién dusi day.
P-NMR (CDCl;): 6147,27,

Ms (FAB+): m/z 860 (M'+1), 303 (DMTr"), 201 (CgH;oN,OP™).

Vi du B3: Téng hop prolin-diamit-amidit

Dé san xuét phén tir axit nucleic theo sang ché bao gdm ving lién két c6 khung
prolin, L-prolin-diamit-amidit va D-prolin-diamit-amidit duoc téng hop theo so db 3.
(B3-1) L-prolin-diamit-amidit
(1) Fmoc-hydroxy amit-L-prolin (hop chét c6 cong thirc 4)

Hop chét co cong thitc 2 (Fmoc-L-prolin) trong so dd 3 dugc sit dung lam
nguyén li¢u. Hop chét ¢o cobng thire 2 (10,00g, 29,64mmol), 4-amino-1-butanol (3,18g,
35,56mmol), va 1-hydroxybenzotriazol (10,90g, 70,72mmol) dugc trdn 14n v6i nhau.
Hon hop nay duoc loai khong khi dudi ap sut giam va duoc suc khi argon. Axetonitril
khan (140ml) dugc cho thém vao hdn hop & nhiét dd trong phong, va dung dich
dixyclohexylcarbodiimit (7,34g, 35,56mmol) trong axetonitril khan (70ml) dugc thém
tiép vao. Sau d6, hdn hop dugc khudy trong 15 gio & nhiét d trong phong trong mdi

truong argon. Sau khi phan Ung két thiic, phan két tia dugc loai bd bang cach loc, va
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dung moéi trong phan nude loc thu duge duge loai bé bang cach 1am bay hoi dudi ap
sudt giam. Diclometan (200ml) dugc cho thém vao phin cin du thu duoc, va hdn hop
duoc rira bing nudc natri bicacbonat bdo hoa (200ml). Sau d6, 16p hitu co duoc thu
gom va lam khd bing magie sulfat. Tiép d6, 16p hitu co nay duge loc, va dung moi
trong phan nuéce loc thu duoc dugc loai bo bang cach lam bay hoi dudi ap sut giam.
Dietyl ete (200ml) dugc cho thém vao phan cin du, nho d6 bién ddi phan cin du thanh
dang bot. Bot thu duge duoc thu gom béng cach loc. Nho do, thu dugc hop chét ¢6
cong thirc 4 & dang bot khong mau (10,34g, hidu sudt 84%). Két qua phan tich NMR
ctia hop chét nay duoc thé hién dudi day.

'H-NMR (CDCly): §7,76-7,83 (m, 2H, Ar-H), 7,50-7,63 (m, 2H, Ar-H), 7,38-
7,43 (m, 2H, Ar-H), 7,28-7,33 (m, 2H, Ar-H), 4,40-4,46 (m, 1H, CH), 4,15-4,31 (m,
2H, CH,), 3,67-3,73 (m, 2H, CH,), 3,35-3,52 (m, 2H, CH,), 3,18-3,30 (m, 2H, CH,),
2,20-2,50 (m, 4H), 1,81-2,03 (m, 3H), 1,47-1,54 (m, 2H);

Ms (FAB+): m/z 409 (M+H").

(2) DMTr-amit-L-prolin (hgp chét c6 cong thirc 6)

Fmoc-hydroxy amit-L-prolin (hop chét c6 cong thirc 4) (7,80g, 19,09mmol)
dugce trdn véi pyridin khan (5ml), va hdn hop tao thanh duge 1am kho ddng soi hai 1an &
nhiét d6 trong phong. Cho thém 4,4’-dimetoxytrityl clorua (8,20g, 24,20mmol), DMAP
(23mg, 0,19mmol), va pyridin khan (39ml) vao ph?m can du thu dugc. Hon hop nay
duoc khudy trong 1 gior & nhiét do trong phong. Sau d6, metanol (7,8ml) dugc cho thém
vao, va hdn hop dugc khudy trong 30 phiit & nhiét do trong phong. Hon hop nay dugc
pha loding bang diclometan (100ml), va rira bing nudc natri bicacbonat bdo hoa
(150ml). Sau d6, 16p hitu co dugc tach ra. Lép hitu co nay dugc lam khd bang natri
sulfat, va sau d6 dugc loc. Dung mdi trong phén nudc loc thu duge dugce loai bd béng
cach 1am bay hoi duéi 4p sudt giam. Dimetylformamit khan (39ml) va piperidin
(18,7ml, 189mmol) dugc cho thém vao phén can du chua duoc tinh ché thu duoc, va
hén hop duge khudy trong 1 gio & nhiét do trong phong. Sau khi phén tung két thuc,
dung moi trong hdn hop dugc loai bé bang cach lam bay hoi dudi 4p sudt giam & nhiét

d6 trong phong. Phan cin du thu dugc duge sic ky ct trén silicagel (tén thuong mai:
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Wakogel C-300, dung moi rira giai 1a CH,Cl,:CH30H = 9:1, chra pyridin 0,05%). Nho
d6, thu dugc hop chét c6 cong thirc 6 & dang dau mau vang nhat (9,11g, hiéu suat 98%).
Két qua phéan tich NMR cta hop chit nay duoc thé hién dudi day.

'H-NMR (CDCl5): 87,39-7,43 (m, 2H, Ar-H), 7,30 (d, ] = 8,8 Hz, 4H, Ar-H), 7,
21 (tt, 1H, 4,9, 1,3 Hz, Ar-H), 6,81 (d, J = 8,8 Hz, 4H, Ar-H), 3,78 (s, 6H, OCHj,), 3,71
(dd, H, J = 6,3 Hz, 5,4 Hz, CH), 3,21 (2H, 12,9, 6,3 Hz, 2H, CH,), 3,05 (t, J = 6,3 Hz,
2H, CH,), 2,85-2,91 (m, 2H, CH,), 2,08-2,17 (m, 1H, CH), 1,85-2,00 (m, 3H), 1,55-
1,65 (m, SH):

Ms (FAB+); m/z489 (M+H"), 303 (DMTr").
(3) DMTr-hydroxy diamit-L-prolin (hgp chét c6 cong thirc 8)

Dung dich diclometan khan dugc diéu ché béng cach tron 1An DMTr-amit-L-
prolin (hgp chit ¢6 cbng thiac 6) (6,01g, 12,28mmol), EDC (2,83g, 14,74mmol), 1-
hydroxybenzotriazol (3,98g, 29,47mmol), va trietylamin (4,47g, 44,21mmol) trong
diclometan khan (120ml). Axit 6-hydroxyhexanoic (1,95g, 14,47mmol) duoc cho thém
tiép vao dung dich nay & nhiét do trong phong trong mdi trudng argon, va hdn hop
duoc khudy trong 1 gir & nhiét do trong phong trong mdi trudng argon. Hoén hop duoc
pha lodng bing diclometan (600ml), va dugc rira ba 1an bang nudc mudi bdo hoa
(800ml). Sau dd, 16p hitu co duge thu gom. Lép hitu co ndy dugce lam kho bing natri
sulfat, va sau d6 duoc loc. Dung mdi trong phﬁn nudc loc thu duge dugce loai bd béng
cach 1am bay hoi dudi ap sudt giam. Nho do, thu duge hop chét c6 cong thirc 8 ¢ dang
bot mau vang nhat (6,29g, hi€u suat 85%). Két qua phan tich NMR ciia hop chét nay
duoc thé hién dudi day.

'H-.NMR (CDCly): 87,41-7,43 (m, 2H, Ar-H), 7,27-7,31 (m, 4H, Ar-H), 7,19-
7,26 (m, 2H, Ar-H), 7,17-7,21 (m, 1H, Ar-H), 6,79-6,82 (m, 4H, Ar-H), 4,51-4,53 (m,
1H, CH), 3,79 (s, 6H, OCHy), 3,61 (t, 2H, ] = 6,4 Hz, CHy), 3,50-3,55 (m, 1H, CH),
3,36-3,43 (m, 1H, CH), 3,15-3,24 (m, 2H, CH,), 3,04 (t, ] = 6,3 Hz, 2H, CH,), 2,38-
2,45 (m, 1H, CH), 2,31 (t, 6,8 Hz, 2H, CHy), 2,05-2,20 (m, 1H, CH), 1,92-2,00 (m, 1H,
CH), 1,75-1,83 (m, 1H, CH), 1,48-1,71 (m, 8H), 1,35-1,44 (m, 2H, CH,);
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Ms (FAB+): m/z 602 (M"), 303 (DMTt").
(4) DMTr-diamit-L-prolin amidit (hgp chit c6 cong thirc 10)

DMTr-hydroxy diamit-L-prolin (hop chét c6 cong thirc 8) (8,55g, 14,18mmol)
duge tron 14n v6i axetonitril khan, va hdn hop tao thanh duoc 1am kho déng s6i ba lan &
nhiét d¢ trong phong. Cho thém diisopropylamoni tetrazolit (2,91g, 17,02mmol) vao
ph?m can du thu duge. Hon hop tao thanh duoc loai khong khi dudi ap sut giam va
dugc suc khi argon. Axetonitril khan (10ml) dwgc cho thém vao hdn hop, va dung dich
2-xyanoetoxy-N,N,N’,N’-tetraisopropyl phosphorodiamidit (5,13g, 17,02mmol) trong
axetonitril khan (7ml) dugc cho thém tiép vao. Hn hop nay dugc khudy trong 2 gir &
nhiét do trong phong trong moi trudng argon. Sau d6, hdn hgp duge pha lodng bing
diclometan, va dugc rira bing nude natri bicacbonat bdo hoa (200ml) ba 14n va sau d6
rira bang nudc mubi bao hoa (200ml). Lép hitu co duge thu gom va lam kho bing natri
sulfat. Sau d6, 16p hitu co ndy dugce loc. Dung mdi trong phan nude loc thu duoc duge
loai b6 bang cach lam bay hoi duéi 4p suét giam. Phén cin du thu duoc duge sic ky cot
bing cach st dung amino silica gel 1am chit don (dung mdi rira giai 12 hexan:etyl axetat
= 1:3, chira pyridin 0,05%). Nho do, thu dugc hop chét c6 cong thirc 10 & dang xi-rd
khong mau (10,25g, do tinh khiét 92%, hidu sudt 83%). Két qua phan tich NMR cia
hop chét nay dugc thé hién dudi day.

'H-NMR (CDCL): 87,40-7,42 (m, 2H, Ar-H), 7,29-7,31 (m, 4H, Ar-H), 7,25-
7,27 (m, 2H, Ar-H), 7,17-7,21 (m, 1H, Ar-H), 6,80-6,82 (m, 4H, Ar-H), 4,51-4,53 (m,
1H, CH), 3,75-3,93 (m, 4H), 3,79 (s, 6H, OCHj3), 3,45-3,60 (m, 4H), 3,35-3,45 (m, 1H,
CH), 3,20-3,29 (m, 1H), 3,04 (t, J = 6,4 Hz, 2H, CH,), 2,62 (t, ] = 5,8 Hz, 2H, CH,),
2,40-2,44 (m, 1H, CH), 2,31 (t, 7,8 Hz, 2H, CH,), 2,03-2,19 (m, 1H, CH), 1,92-2,02 (m,
1H, CH), 1,70-1,83 (m, 1H, CH), 1,51-1,71 (m, 8H), 1,35-1,44 (m, 2H, CH,), 1,18 (d, J
= 6,8 Hz, 6H, CH;), 1,16 (d, ] = 6,8 Hz, 6H, CHj;);

P-NMR (CDCl3): Ms6147,17,

Ms (FAB+): m/z 802 (M"), 303 (DMTr"), 201 (CgH;oN,OP").

(B3-2) D-prolin-diamit-amidit
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(1) Fmoc-hydroxy amit-D-prolin (hop chit c6 cong thic 3)

Hop chét c6 cong thic 1 (Fmoc-D-prolin) trong so dd 3 dugc st dung lam
nguyén liéu. HOn hop cia hop chit c6 coéng thac 1 (1,5g, 4,45mmol),
dixyclohexylcarbodiimit (1,1g, 5,34mmol), va 1-hydroxybenzotriazol (1,5g,
10,69mmol) dugc loai khong khi dudi ap sudt giam va duoc suc khi argon. Axetonitril
khan (24ml) dugc cho thém vao hdn hop & nhiét dd trong phong, va dung dich 4-
amino-1-butanol (0,48g, 5,34mmol) trong axetonitril khan (6ml) dugc cho thém tiép
vao. Sau d6, hdn hop nay dugc khudy trong 15 gid & nhiét do trong phong trong moi
truedng argon. Sau khi phan tng két thic, phin két tia tao thanh dugc loai bd bing cach
loc, va dung moi trong phé‘m nudc loc thu duge duoc loai bo b%mg cach lam bay hoi
du6i 4p suét giam. Diclometan dugc cho thém vao phan cin du thu duge, va hdn hop
dugc rira bing chit dém axit axetic (d6 pH = 4,0) ba 1in va rira tiép bing nudc natri
bicacbonat bdo hoa ba 1an. Sau dé, 16p hiru co dugce thu gom va 1am kho bing magie
sulfat. Tiép d6, 16p hitu co duoc loc, va dung méi trong phén nudc loc thu duoc dugce
loai bd bang cach 1am bay hoi dudi 4p suat giam. Dietyl ete (50ml) dugc cho thém vao
phé“ln can du, nho do chuyén phén can du thanh dang bot. Bot thu duge dugc thu gom
bang cach loc. Nhor do, thu dugc hop chit ¢6 cong thiic 3 & dang bot mau tring. Két qua
phén tich NMR ctia hop chét nay dugc thé hién duéi day.

'H-NMR (400 MHz, CDCly): 87,77 (d, ] = 7,3 Hz, 2H); 7,58 (br, 2H); 7,41 (t, ]
=11,3 Hz, 2H); 7,32 (t, ] = 7,3 Hz, 2H); 4,25-4,43 (m, 4H); 3,25-3,61 (m, 6H); 1,57-1,92
(m, 8H).

MS (FAB+): m/z 409 (M+H").

(2) DMTr-amit-D-prolin (hop chét c6 cong thirc 5)

Fmoc-hydroxy amit-D-prolin (hop chét c6 cong thire 3) (1,0g, 2,45mmol) dugc
tron 14n véi pyridin khan (5Sml), va hdn hop tao thanh duge lam khd ddng sbi hai 1an &
nhiét d6 trong phong. Cho thém 4,4’-dimetoxytrityl clorua (1,05g, 3,10mmol), DMAP
(3mg, 0,024mmol), va pyridin khan (5ml) vao phan cin du thu dugc. Hén hop nay
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duoc khudy trong 1 gid & nhiét do trong phong. Sau d6, metanol (1ml) dugc cho thém
vao, va hdn hop duoc khudy trong 30 phut & nhiét do trong phong. Hon hop nay duoc
pha lodng bang diclometan, va dugc rira bang nudc natri bicacbonat bdo hoa. Sau do,
16p hitu co duge tach ra. Lép hitu co nay dugc lam khd bang natri sulfat, va sau do
duoc loc. Dung mdi trong phan nuée loc thu duoc duoc loai bod bang cach 1am bay hoi
duéi 4p sudt giam. Dimetylformamit khan (5ml) va piperidin (2,4ml, 24mmol) duoc
cho thém vao phan cin du chua tinh ché, va hdn hop nay dwoc khudy trong 1 gid &
nhiét do trong phong. Sau khi phan tmg két thic, dung méi trong hdn hop dugc loai bd
bing cach 1am bay hoi duéi 4p suét giam & nhiét d9 trong phong. Phan cin du thu dugc
duoc sic ky cot trén silicagel (tén thuong mai Wakogel C-300, dung moi rira giai 1a
CH,Cl:CH;OH = 9:1, chira pyridin 0,05%). Nho do, thu dugc hop chit c6 cong thire 5
& dang diu mau vang nhat (1,26, hiéu suit 96%). Két qua phan tich NMR ctia hop
chit nay duoc thé hién duéi day.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 87,62 (br, 1H); 7,41-7,44 (m, 2H); 7,26-7,33 (m,
6H); 7,17-7,22 (m, 1H); 6,80-6,84 (m, 4H); 3,78 (s, 6H); 3,71 (dd, J = 8,8, 5,4 Hz, 1H);
3,22 (q, 6,5 Hz, 2H); 3,07 (t, J = 6,1 Hz, 2H); 2,97-3,03 (m, 1H); 2,85-2,91 (m, 1H);
1,85-2,15 (m, 3H); 1,55-1,73 (m, 6H).

MS (FAB+): m/z 489 (M+H"), 303 (DMTr").

(3) DMTr-hydroxy diamit-D-prolin (hop chat cé cong thirc 7)

Dung dich diclometan khan dugc diéu ché bang cach tron 1An DMTr-amit-D-
prolin (hop chit c6 cong thirc 5) (1,2g, 2,45mmol), EDC (566mg, 2,95mmol), 1-
hydroxybenzotriazol (796mg, 5,89mmol), va trietylamin (1,2ml, 8,84mmol) trong
diclometan khan (24ml). Axit 6-hydroxyhexanoic (390mg, 2,95mmol) dugc cho thém
tiép vao dung dich ndy & nhiét d¢ trong phong trong mdi trudng argon, va hdn hop
dugc khudy trong 1 gid ¢ nhiét do trong phong trong mdi truong argon. Hén hop duoc
pha lodng bang diclometan, va dugc rira bing nudc natri bicacbonat bdo hoa ba J4n.
Lép hitu co duoc thu gom va 1am kho bang natri sulfat. Sau d6, 16p hitu co nay dugc
loc. Dung mdi trong phan nuée loc thu duge dugc loai bo bang cach lam bay hoi dudi

ap sudt giam. Nho d6, thu dugc hop chét ¢6 cong thirc 7 & dang diu mau vang nhat
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(1,4g, hiéu suit 95%). Két qua phan tich NMR ctia hop chat nay duoc thé hién dudi
day.

'H-NMR (400 MHz, CDCl5): §7,40-7,43 (m, 2H); 7,25-7,32 (m, 6H); 7,17-7,22
(m, 1H); 6,79-6,83 (m, 4H); 3,79 (s, 6H); 3,58-3,63 (m, 2H); 3,49-3,55 (m, 1H); 3,15-
3,26 (m, 2H); 3,02-3,07 (m, 2H); 2,30-2,33 (m, 2H); 2,11-2,20 (m, 1H); 1,50-1,99 (m,
13H); 1,36-1,43 (m, 2H).

MS (FAB+): m/z 602 (M"), 303 (DMTr").

(4) DMTr-diamit-D-prolin amidit (hop chét c¢6 cong thirc 9)

DMTr-hydroxy diamit-D-prolin (hgp chét c6 cong thuc 7) (1,2g, 1,99mmol)
duoc trdn 13n véi axetonitril khan, va hdn hop tao thanh duge 1am kho déng s6i ba lan &
nhiét do trong phong. Diisopropylamoni tetrazolit (410mg, 2,40mmol) dugc cho thém
vao phén cin du thu dugc. Hn hop tao thanh dugce loai khong khi dudi ap suét giam va
dugc suc khi argon. Axetonitril khan (2,4ml) dugc cho thém vao hdn hop, va 2-
xyanoetoxy-N,N,N”,N’-tetraisopropyl phosphorodiamidit (722mg, 2,40mmol) duoc cho
thém tiép vao. Hon hop ndy dugc khudy trong 2 gior & nhiét d6 trong phong trong mdi
tredng argon. Sau d6, hdn hop dugc pha lodng béng diclometan, va dugc rira bing nude
natri bicacbonat bdo hoa ba 1an va sau d6 duoc rira bing nudc mudi bao hoa. Lép hitu
co duge thu gom va lam kho bang natri sulfat. Sau d6, 16p hitu co dugc loc. Dung moéi
trong phan nudc loc thu dugc duge loai bd bang cach lam bay hoi dudi ap suét giam.
Phan can du thu duge duge séc ky cot béng cach st dung amino silicagel 1am chét don
(dung méi rira giai 1a hexan:etyl axetat = 1:3). Nho d6, thu duoc hop chét c6 cong thirc
9 & dang dau khong mau (1,4g, do tinh khiét 95 %, hiéu suit 83%). Két qua phan tich
NMR ctia hop chét nay dugc thé hién dudi day.

'H-NMR (400 MHz, CDCly): §7,40-7,43 (m, 2H); 7,25-7,32 (m, 6H); 7,14-7,21
(m, 1H); 6,80-6,83 (m, 4H); 3,80-3,85 (m, 2H); 3,79 (s, 6H); 3,49-3,65 (m, 5H); 3,02-
3,06 (m, 2H); 2,60-2,63 (m, 2H); 2,29-2,33 (m, 2H); 1,77-1,82 (m, 2H); 1,56-1,68 (m,
8H); 1,38-1,43 (m, 2H); 1,15-1,29 (m, 18H).

3IP.NMR (162 MHz, CDCl;): §146,94.
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MS (FAB+): m/z 802 (M"), 303 (DMTr"), 201 (CgHsN,OP™).

Vi du B4
Dé san xut phan tir axit nucleic theo sang ché bao gdbm ving lién két c6 khung

prolin, L-prolin-diamit-amidit (typ B) dugc tong hop theo so dd 4 dudi day.

~—

o (/CH2)4OH TBDMSO(HZC‘4 TBDMSO(H,C),
NH \
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20
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{(CH2),0—R
- on
DMTrO(H;C)g 'D
L-Prolin-diamit-amitdit (typ B)
z DMTr: 4,4-
Fmoc:9-floenylmetyloxycacbonyl TBDMS: tert-butyldimetylsilyl dimetoxytrityl
So b 4

(1) Fmoc-t-butyl-dimetyl siloxy amit-L-prolin (hop chit c6 cong thirc 18)
Fmoc-hydroxy amit-L-prolin (hop chit c¢6 cong thic 4) (2,00, 30mmol), t-
butyl-dimetyl silyl clorua (1,11g, 35mmol), va imidazol (10,90g, 7Immol) dugc tron
13n v6i nhau. Hon hop nay duoc loai khong khi dudi ap suit giam va dugc suc khi
argon. Axetonitril khan (20ml) dugc cho thém vao hdn hop & nhiét do trong phong, va
hén hop nay dugc khudy qua dém & nhiét do trong phong trong mdi truong argon. Sau
khi phan tGng két thuc, diclometan (150ml) dugc cho thém vao hdn hop. Hon hop tao
thanh dugc rira bing nudc ba lan va sau d6 rira bing nudc mubi bio hoa. Lép hitu co

dugc thu gom va 1am kho bing magie sulfat. Sau do, 16p hitu co duge loc. Dung moi
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trong phan nudc loc thu dugc duge loai bd bang cach 1am bay hoi duéi ap suit giam, va
phin can du dugc sic ky cot trén silicagel (dung mdi rira giai 12 CH,Cly:CH;0H =
95:5). Nhor do, thu duge hop chit ¢6 cong thirc 18 & dang xi-ro khong mau (2,35g, hiéu
suft 92%). Két qua phan tich NMR ciia hop chat nay dugc thé hién dudi day.

'H-NMR (CDCLy): §7,76-7,78 (m, 2H, Ar-H), 7,50-7,63 (m, 2H, Ar-H), 7,38-
7,42 (m, 2H, Ar-H), 7,29-7,34 (m, 2H, Ar-H), 4,10-4,46 (m, 4H, CH,), 3,47-3,59 (m,
4H, CH,), 3,20-3,26 (m, 2H, CH), 1,85-1,95 (m, 2H), 1,42-1,55 (m, 6H), 0,96 (s, 9H, t-
Bu), 0,02 (s, 6H, SiCHj3);

Ms (FAB+): m/z 523 (M+H)).

(2) t-butyl-dimetyl siloxy amit-L-prolin (hop chat c¢6 cong thirc 19)

Axetonitril khan (5ml) va piperidin (2,4ml) dugc cho thém vao Fmoc-t-butyl-
dhneqdsﬂoxyanﬁquxoﬁn(hqpchétuﬁcéngthﬁc18)(Lng,ZﬁnnnoD,véhthQp
ndy duoc khudy trong 1 gid & nhiét do trong phong. Sau khi phan tmg két thic,
axetonitril (50ml) dugc cho thém vao hdn hgp, va céc chit khong tan dugc loai bo bang
cach loc. Dung mdi trong phén nude loc thu duge dugce loai bo béng cach lam bay hoi
dudi ap Suét giam. Phan can du thu dugc duge sdc ky cot trén silicagel (dung moi rira
giai 1a CH,Cl,:CH30H = 9:1). Nho d6, thu duoc hop chét c6 cong thirc 19 & dang Xi-rd
khong mau (0,61g, hidu suit 90%). Két qua phan tich NMR ctia hop chét nay dugc thé
hién dudi day.

'H-NMR (CDCL): 83,71 (dd, 1H, J = 9,0 Hz, 5,2 Hz, CH), 3,61-3,64 (m, 2H,
CH,), 3,22-3,28 (m, 2H, CH,), 2,98-3,04 (m, 1H, CH), 2,86-2,91 (m, 1H, CH), 2,08-
2,17 (m, 1H, CH), 1,86-1,93 (m, 1H, CH), 1,66-1,75 (m, 2H, CH,), 1,52-1,57 (m, 4H),
0,89 (s, 9H, t-Bu), 0,05 (s, 6H, SiCHj):

Ms (FAB+); m/z 301 (M+H").

(3) t-butyl-dimetyl siloxy amit hydroxy amit-L-prolin (hop chit ¢ cong thirc 20)

Dung dich diclometan khan dugc diéu ché bang cach tron 1in t-butyl-dimetyl
siloxy amit-L-prolin (hop chit c6 cong thuc 19) (550mg, 1,8mmol), axit 6-
hydroxyhexanoic ~ (300mg, 2,3mmol), EDC (434mg, 2,3mmol), va 1-
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hydroxybenzotriazol (695mg, 4,5mmol) trong diclometan khan (20ml). Trietylamin
(689mg, 6,8mmol) dugc cho thém vao dung dich nay & nhiét d§ trong phong trong méi
trudng argon, va sau d6, hdn hop duoc khudy qua dém & nhiét do trong phong trong
mdi trudng argon. Hn hop duoc rira bang nude mudi bao hoa. Lép hiru co duoc thu
gom, va 16p hitu co thu dwge dugc lam khé bing natri sulfat. Sau d6, 16p hitu co nay
duogc loc. Dung moi trong ph?m nudce loc thu duoc duoc loai bd béng cach lam bay hoi
dudi 4p sudt giam. Phén can du thu dugc duge sic ky cot trén silicagel (dung méi rira
gidi 14 CH,Cl,:CH3;0H = 9:1). Nhor d6, thu dugc hop chét c6 cong thirc 20 & dang xi-rd
khong mau (696mg, hiéu sut 92%). Két qua phan tich NMR ctia hgp chat nay duoc thé
hién duéi day.

'H-NMR (CDCls): 84,54 (d, 1H, CH), 3,58-3,67 (m, SH), 3,52-3,56 (m, 1H,
CH), 3,32-3,39 (m, 1H), 3,20-3,25 (m, 2H), 2,40-2,43 (m, 1H, CH), 2,33 (t, J = 7,3 Hz,
2H, CH,), 2,05-2,25 (m, 2H), 1,93-2,03 (m, 1H, CH), 1,75-1,85 (m, 1H, CH), 1,50-1,73
(m, 8H), 1,37-1,46 (m, 2H, CH,), 0,87 (s, 9H, t-Bu), 0,04 (s, 6H, SiCH,);

Ms (FAB+): m/z 415 (M'+1).

(4) DMTr-hydroxy diamit-L-prolin (typ B) (hop chét c6 cong thirc 21)

T-butyl-dimetyl siloxy amit hydroxy amit-L-prolin (hgp chit c6 cong thirc 20)
(640mg, 1,54mmol) duge tron 1dn véi pyridin khan (1ml), va hdn hop ndy dugc lam
khod ddng sdi ¢ nhiét do trong phong. Cho thém 4,4’-dimetoxytrityl clorua (657meg,
1,85mmol), DMAP (2mg), va pyridin khan (5ml) vao phan cin du thu duge, va hén
hop duogc khudy trong 4 gid & nhiét d trong phong. Sau d6, metanol (1ml) duge cho
thém vao, va hén hop dugc khudy trong 30 phut & nhiét do trong phong. Hon hop duoc
pha loding bang diclometan, va dugc rira bing nude natri bicacbonat bio hoa. Lép hitu
co duge thu gom va 1am khé bang natri sulfat. Sau do, 16p hitu co nay dugc loc. Dung
mdi trong phin nude loc thu duge dugce loai bd bang cach 1am bay hoi dudi ap suét
giam. Cho thém axetonitril khan (Sml) va dung dich tetrabutylamoni florua Imol/l trong
tetrahydrofuran (1,42ml, tetrabutylamoni florua 1,42mmol) vao phén can du thu duoc,
va hdn hop nay duge khudy qua dém & nhiét d9 trong phong. Sau khi phén ung két
thuc, etyl axetat (100ml) dugc cho thém vao hdn hgp. Hon hop tao thanh dugc rira bang
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nude va sau doé rira bing nudc mudi bo hoa. Lép hitu co duge thu gom va lam kho
bang natri sulfat. Sau do, 16p hiru co nay duoc loc. Dung méi trong phin nudce loc thu
duoc duogc loai bd bang cach 1am bay hoi dudi 4p sudt giam. Phin cin du thu duogc
dugc sic ky cot trén silicagel (dung moi rda gidi la CH,Cl,:CH;0H = 95:5, chira
pyridin 0,05%). Nh&r do, thu duge hop chét c6 cong thie 21 & dang xi-rd khong mau
(680mg, hiéu sudt 73%). Két qua phan tich NMR ctia hop chét nay dugc thé hién dudi
day.

'H-NMR (CDCly): 87,41-7,44 (m, 2H, Ar-H), 7,26-7,33 (m, 4H, Ar-H), 7,18-
7,21 (m, 2H, Ar-H), 7,17-7,21 (m, 1H, Ar-H), 6,80-6,84 (m, 4H, Ar-H), 4,51-4,53 (d,
6,8 Hz, 1H, CH), 3,79 (s, 6H, OCHy), 3,61 (dd, 2H, J = 11 Hz, 5,4 Hz, CH,), 3,50-3,54
(m, 1H, CH), 3,36-3,43 (m, 1H, CH), 3,20-3,26 (m, 2H, CH,), 3,05 (t, J = 6,4 Hz, 2H,
CH,), 2,38-2,45 (m, 1H, CH), 2,30 (t, J = 7,8 Hz, 2H, CH,), 2,05-2,25 (m, 1H, CH),
1,92-2,00 (m, 1H, CH), 1,75-1,83 (m, 1H, CH), 1,52-1,67 (m, 8H), 1,35-1,45 (m, 2H,
CHy);

Ms (FAB+): m/z 602 (M"), 303 (DMTr").

(5) DMTr-diamit-L-prolin amidit (type B) (hop chat c6 cong thirc 22)

DMTr-hydroxy diamit-L-prolin (typ B) (hop chét c6 cong thirc 21) (637mg,
1,06mmol) duoc tron 1an v6i axetonitril khan, va hdn hop tao thanh duge 1am kho déng
s0i & nhiét d6 trong phong. Cho thém diisopropylamoni tetrazolit (201mg, 1,16mmol)
vao phan cin du thu duoc, va hdn hop tao thanh duoc loai khong khi dudi ap sut giam
va dugc suc khi argon. Axetonitril khan (1ml) duge cho thém vao hdn hop, va dung
dich 2-xyanoetoxy-N,N,N’,N’-tetraisopropyl phosphorodiamidit (350mg, 1,16mmol)
trong axetonitril khan (1ml) dugc cho thém tiép vao. Hon hop nay dugc khudy trong 4
gio & nhiét do trong phong trong moi trudng argon. Hon hgp dugc pha lodng bing
diclometan, va duoc rira béng nudc natri bicacbonat bao hoa va nude mudi bio hoa.
Lép hitu co duge thu gom va lam kho bang natri sulfat. Sau d6, 16p hitu co nay dugc
loc. Dung mdi trong phan nudc loc thu dugc duge loai bd bing cach 1am bay hoi duéi
ap suat giam. Phan cin du thu duge duge sdc ky cot bang cach sir dung amino silicagel

lam chit don (dung mdi rira gidi 1a hexan:axeton = 7:3). Nho d6, thu duge hop chit co
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cong thirc 22 & dang xi-rd khong mau (680mg, do tinh khiét 95%, hiéu suit 76%). Két
qua phén tich NMR ciia hop chit nay dugce thé hién dudi day.

'H-NMR (CDCLy): 87,41-7,43 (m, 2H, Ar-H), 7,25-7,32 (m, 4H, Ar-H), 7,17-
7,22 (m, 2H, Ar-H), 6,80-6,83 (m, 4H, Ar-H), 4,53 (d, J = 7,8 Hz, 1H, CH), 3,75-3,93
(m, 3H), 3,79 (s, 6H, OCHj), 3,46-3,68 (m, SH), 3,34-3,41 (m, 1H, CH), 3,10-3,31 (m,
1H, CH), 3,05 (t, ] = 6,3 Hz, 2H, CH,), 2,62 (t, ] = 6,3 Hz, 2H, CH,), 2,39-2,46 (m, 1H,
CH), 2,29 (t, 7,3 Hz, 2H, CH,), 2,03-2,19 (m, 1H, CH), 1,90-2,00 (m, 1H, CH), 1,70-
1,83 (m, 1H, CH), 1,51-1,71 (m, 8H), 1,35-1,45 (m, 2H, CH,), 1,18 (d, J = 6,4 Hz, 6H,
CH,), 1,16 (d, J = 6,4 Hz, 6H, CH,);

P-NMR (CH;CN): 3146,90;

Ms (FAB+): m/z 803 (M'+1), 303 (DMTr").

ViduBS5
Pé san xuat phan tir axit nucleic theo sang ché bao gdm ving lién két c6 khung
prolin, DMTr-amit Etylen oxy etyl amino-L-prolin amidit (sau diy dugc goi la “kiéu

nhém dém PEG”) dugc téng hop theo so dd 5 duéi day.

CH,),ODMTr
O\/r(\fH 2)4 HO o (CH,),ODMTr
g T\ N—NH
O e
6 23

(iPr),N
\
(CH),ODMTr

"0
> H \__\ O\\/NH
(0 S
D
CN

24

‘Sodd 5

(1) DMTr-amit hydroxy etoxy etyl amino-L-prolin (hop chit c6 cong thiic 23)

DMTr-amit-L-prolin (hop chit ¢6 céng thirc 6) (1,00g, 2,05mmol), este 2-(2-
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hydroxyetoxy)etyl cua axit 4-toluensulfonic (3,10g, 12,30mmol), va dung dich kali
cacbonat (0,85g, 6,15mmol) trong dimetylformamit khan (10ml) duoc tron 1dn véi
nhau, va hdn hop tao thanh dugc khudy trong 4 ngay & nhiét do trong phong trong mdi
trudng argon. Dung mdi trong hdn hop dugc loai bo bang cach 1am bay hoi & nhiét do
trong phong dudi ap suit giam. Sau d6, diclometan (20ml) dugc cho thém véo, va hon
hop tao thanh duge loc. Phan nuée loc duge cd, va ph??m can du thu duge dugc sic ky
cot trén silicagel. D& 1am dung méi rira giai trong phurong phap sdc ky cot trén silicagel,
trude tién, etyl axetat chtra pyridin 0,05% duoc st dung, va sau do, hdn hop ciia CH,Cl,
va CH;0H (CH,Cl,:CH30H = 9:1) chira pyridin 0,05% duoc st dung. Két qua 1a thu
dugc hop chat c6 cong thire 23 & dang xi-rd khong mau (1,15, hiéu sudt 97%). Két qua
phén tich NMR ctia hop chit nay dugc thé hién dudi day.

'H-NMR (CDCly): §7,41-7,45 (m, 2H, Ar-H), 7,27-7,31 (m, 6H, Ar-H), 7,17-
7,21 (m, 1H, Ar-H), 6,79-6,82 (m, 4H, Ar-H), 3,79 (s, 6H, OCH3), 3,60-3,70 (m, 2H),
3,39-3,57 (m, 4H), 3,13-3,27 (m, 3H), 3,07-3,08 (m, 2H), 2,71-2,84 (m, 1H), 2,38-2,46
(m, 1H), 2,14-2,19 (m, 1H), 1,84-1,87 (m, 1H), 1,57-1,76 (m, 8H).
(2) DMTr-amit etylen oxy etyl amino-L-prolin amidit (hop chét c6 cong thirc 24)

DMTr-amit hydroxy etoxy etyl amino-L-prolin (hop chdt ¢6 cong thic 23)
(0,63g, 1,00mmol) dugc trdn 1An véi pyridin khan, va hdn hop tao thanh duge 1am kho
ddng s6i & nhiét do trong phong. Cho thém diisopropylamoni tetrazolit (206mg,
1,20mmol) vao phén can du thu duoc. Hon hop tao thanh dugc loai khong khi dudi ap
sut giam va dugc suc khi argon. Axetonitril khan (1ml) dugc cho thém vao hdn hop,
va dung dich 2-xyanoetoxy-N,N,N’,N’-tetraisopropyl phosphorodiamidit (282mg,
1,12mmol) trong axetonitril khan (Iml) dugc cho thém tiép vao. Hon hop nay dugc
khudy trong 4 gi & nhiét d§ trong phong trong mdi trudng argon. Sau do, hdén hop
dugc pha lodng bang diclometan, va dugc ria bang nudc natri bicacbonat bdo hoa va
nude mudi bao hoa. Lép hitu co dugce thu gom va lam khod bang natri sulfat. Sau do, 16p
hitu co nay duge loc. Dung moi trong phan nuée loc thu duge duge loai bd bang cach
lam bay hoi duéi ap sudt giam. Phan cin du thu duoc duge sic ky cot bang cach st

dung amino silicagel lam chét don (dung moi rira giai 1a hexan:axeton = 7:3, chua
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pyridin 0,05%). Nh¢ d6, thu duge hop chét c6 cong thirc 24 ¢ dang xi-rd khong mau
(0,74g, do tinh khiét 100%, hiéu sudt 87%). Két qua phan tich NMR ctia hop chét nay
duoc thé hién dudi day.

'H-NMR (CD;CN): 87,41-7,43 (m, 2H, Ar-H), 7,28-7,31 (m, 6H, Ar-H), 7,18-
7,22 (m, 1H, Ar-H), 6,84-6,86 (m, 4H, Ar-H), 3,73-3,84 (m, 2H, CH,), 3,79 (s, 6H,
OCH,), 3,47-3,64 (m, 7H), 3,15-3,23 (m, 1H), 3,11 (t, J = 6,4 Hz, 2H, CH,), 3,01 (t, ] =
5,9 Hz, 2H, CH,), 2,95-2,99 (m, 1H), 2,58-2,63 (m, 2H), 2,31-2,35 (m, 1H, CH), 2,03-
2,19 (m, 1H, CH), 1,48-1,78 (m, 10H), 1,12-1,57 (m, 12H, CHy);

P-NMR (CD;CN): $148,00;

Ms (FAB+): m/z 776 (M), 303 (DMTr") 201 (CgH;9N,OP").

ViduB6
1. Téng hop prolinol duge bao vé

Prolinol dugc bao vé bang nhém dimetoxytrityl group (hop chit c6 cong thirc 3)
duoc tbng hop theo so dd 6 dudi day.

i )
/“Q N Fac/u\o/\ —>

d N
HO § THF =0
FaC
L-Prolinol
o 1
~L) \ ~L) ~L D
HO N + o\ —=—>o o N - pwmmo N
>=0 Pyridin >=o >=0
FiC

C SELANE
1

TBAF

NaOH aq

—

DMTrO N>=0 THE DMTrO

FsC
2 3

N
H

Sodd 6

(1) Trifloaxetyl-L-prolinol (hgp chit c6 cong thire 1)
L-prolinol (2,0g, 20mmol) dugc hoa tan trong 20ml THF. Mit khéc, etyl
trifloaxetat (3,0g, 21mmol) dugc hoa tan trong 20ml THF. Sau d6, dung dich THF thir
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hai dugc cho thém nhé giot vao dung dich THF thir nhat chira L-prolinol, va hdn hop
ndy dugc khudy trong 12 gid. Dung dich phan ting dugc c6 trong chan khong. Nho do,
thu dugc hop chét ¢ cong thie 1 (3,7g, hidu sudt 97%). Két qua phan tich NMR ctia
hop chit nay dugc thé hién dudi day.

'H-NMR (CDCly): 84,28-4, 23 (1,0H, m, OH), 3,90-3,41 (5H, H-2, H-5, H-6,
m), 2,27-1,77 (4H, H-3, H-4, m).

(2) Trifloaxetyl-DMTr-L-prolinol (hgp chét c6 cong thirc 2)

Trifloaxetyl-L-prolinol (hop chit c6 cong thire 1) (3,7g, 19mmol) dugc hoa tan
trong pyridin, va hdn hop tao thanh dugc lam khd ddng so6i ba lan & nhiét do trong
phong. Phéan cin du thu duge dugc hoa tan trong 15ml pyridin, va 4,4°-dimetoxytrityl
clorua (DMTr-CI) (8,1g, 24mmol) duge cho thém vao hén hop trong khi khudy hdn
hop nay trong bé nude d4 trong moi trudng argon. Phan (mg dugc dé xay ra trong 4 gior
nita & nhiét do trong phong. Sau d6, dé 1am ngimg phan tng, cho thém tiép lugng du
DMTt-Cl, 10ml metanol vao dung dich phan tmg, va hdn hgp nay dugc khudy trong 10
phut. Sau do6, diclometan dugc cho thém vao dung dich phan tng, va hdn hop tao thanh
duogc rira bang dung dich natri hydrocacbonat bdo hoa trong nude va nude mudi bio
hoa. Lép hitu co thu duge sau khi rira duge lam kho bang natri sulfat. Lép hitu co nay
duoc loc, va phan nude loc thu duge duge o trong chan khong. Phén cin du thu dugc
duoc sic ky cot trén silicagel (dung moi rira gidi 1a CH,Cl,:CH;0H = 95:5, chira
pyridin 0,1%). Két qua 1a thu dugc hop chét ¢o cong thirc 2 tinh khiét (8,5g, hicu sudt
89%). Két qua phan tich NMR ctia hop chét nay dugc thé hién duéi day.

'H-NMR (CDCl;): 87,39-7,18 (9H, m, Ar-H), 6,82 (4H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H),
3,78 (6H, s, OCHa), 3,70-3,41 (5H, H-2, H-5, H-6, m), 2,19-1,85 (4H, H-3, H-4, m).

(3) DMTr-L-prolinol (hgp chét c6 cong thirc 3)

Trifloaxetyl-DMTr-L-prolinol (hop chét c¢6 cong thirc 2) (5g, 10mmol) dugc hoa
tan trong 100ml THF. 100ml dung dich natri hydroxit 5% trong nuéc duge cho thém
vao dung dich THF, va sau d6 hdn hop ndy dugc khudy. 5ml dung dich tetra-n-
butylamoni florua (TBAF) 1M dugc cho thém vao dung dich nay, va hdn hop duge
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khudy trong 12 gid & nhiét do trong phong. Dung dich phan g dugc rira bang dung
dich natri hydrocacbonat bdo hoa trong nudc va nudec mudi bdo hoa. Lép hitu co thu
duoc sau khi rira duoc lam khd br?mg natri sulfat. Lép hitu co nay dugce loc, va phén
nuée loc thu duge duge cb trong chan khong. Nho do, thu duoc hop chit co cong thiic
3 (3,6g, hiéu sudt 90%). Két qua phan tich NMR ctia hop chat nay dugc thé hién dudi
day.

'H-NMR (CDClLy): §7,40-7,14 (9H, m, Ar-H), 6,82 (4H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H),
3,78 (6H, s, OCH3), 3,31 (1H, m, H-6), 3,07 (2H, m, H-2, H-6), 2,90 (2H, m, H-5), 1,84
(3H, m, H-3, H-4), 1,40 (1H, m, H-3).
2. Téng hop dan xuét amidit

Bing céach sir dung prolinol dugc bao vé (hop chét c6 cong thie 3) tdng hop

duoc trong muc “1” trén day, dan xuét amidit ¢6 prolinol & c4c dang lién két khac nhau

dugc tdng hop theo so db 7 dudi day.

DMTrO DMTrO
o v MO h T NS Y_b

O\/\CN
4
DMTFO N
3 HOM'\NHZ DMTrO DMTrO
HO b—"’ PriN_ 33
Ma (PN MsY

5 0\/\CN

*S0dd7
(1) DMTr-uretan-L-prolinol (hop chit c6 cong thirc 4)
1,8-octandiol (9,0g, 62mmol) dugc hoa tan trong 90ml THF, va dung dich nay
dugce cho vao moi trudong argon. Mit khac, cacbonyldiimidazol (2,0g, 12mmol) dugc
hoa tan trong 10ml THF. Dung dich THF tht hai dugc cho thém vao dung dich THF
thtt nhét, va hdn hop nay dugc khudy trong 1 gid & nhiét do trong phong. Dung dich
phan tng dugc rira bang nude cho dén khi khong con quan sat dugc vét 1,8-octandiol

bing phuong phép TLC. Tiép theo, 16p hitu co thu duoc sau khi rita dugc rira bing
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nude mudi bdo hoa va lam khé bing natri sulfat khan. Lép hitu co nay dugce loc, va
phé“m nudce loc thu duge duge cod trong chin khong. Phan can du thu duge dugc sic ky
cdt trén silicagel (dung moi ria gidi 1a CH,Cl,:CH30H = 95:5). Nho d96, thu dugce hop
chét néu & d& muc nay. Trong hop chét ndy, mot ddu cia 1,8-octandiol dugc hoat héa
bang cacbonyldiimidazol (2,3g, hiéu suat 77%).

0,9g hop chét néu trén duge hoa tan trong 10ml axetonitril, va dung dich nay
dugc cho vao méi trudng argon. Mit khac, DMTr-L-prolinol (hgp chét c6 cong thirc 3)
(1,9g, 4,8mmol) dugc hoa tan trong 20ml axetonitril. Dung dich axetonitril thir nhét
duoc cho thém vao dung dich axetonitril thit hai, va hén hop nay dugc khudy trong 24
gio & nhiét d6 trong phong. Sau d6, dung dich phan tmg dugc rira bing dung dich natri
hydrocacbonat bao hoa trong nudc va nude mudi bo hoa. Lép hitu co dugc thu gom va
lam kho bing natri sulfat khan. Lép hitu co ndy duge loc, va phan nuéc loc thu dugc
dugc cb trong chin khong. Phan cin du thu dugc duge sdc ky cot trén silicagel (dung
mdi rira giai 13 diclometan:axeton = 9:1, chira pyridin 0,1%). Nh& d6, thu dugce hop chét
c6 cong thire 4 (prolinol-uretan-amidit) & dang tinh khiét (1,5g, hiéu suit 65%). Két qua
phén tich NMR ctia hop chit nay dugc thé hién duéi day

IH-NMR (CDCly): §7,40-7,14 (9H, m, Ar-H), 6,82 (4H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H),
4,24-3,94 (2H, m, COOCHy,), 3,78 (s, 6H, OCHj3), 3,72-2,96 (7H, m, alkyl, H-2, H-5,
H-6), 2,10-1,30 (16H, m, alkyl, H-3, H-4).

FAB-MS: 576 [M+H]".
(2) DMTr-ureido-L-prolinol (hgp chit c6 cong thire 5)

Trong moi trudng argon, triphosgen (2,0g, 6,7mmol) duoc hoa tan trong 10ml
THF, va dung dich nay dugc khudy & nhiét @ 0°C. M3t khac, DMTr-L-prolinol (hop
chét c6 cong thirc 3) (1,3g, 3,2mmol) va N,N-diisopropyletylamin (16g, 124mmol)
duoc hoa tan trong 10ml THF, va dung dich nay dugc cho vao dung dich triphosgen
chtra THF. Dung dich phan ung dugc khudy trong 1 gi&r & nhiét d§ 0°C va sau d6 khudy
trong 2 gid & nhiét do trong phong. Sau do, 8-amino-1-octanol (2,3g, 16mmol) va N, N-

diisopropyletylamin (5,0g, 38mmol) dugc hoa tan trong 30ml THF. Dung dich phan
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tng da khudy duoc cho thém nhé giot vao dung dich THF nay, va hdn hop duge khudy
trong 1 gid' & nhiét dd 0°C va sau do6 1 khudy trong 48 gi& & nhiét do trong phong.
Dung dich phan tng dugc ¢b trong chan khong, va phan cin du thu duge dugc hoa tan
trong diclometan. Dung dich nay dugc rira bing dung dich natri hydrocacbonat bio hoa
trong nude va nude mudi bio hoa. Lép hiru co duge thu gom va lam kho bang natri
sulfat khan. Ldp hitu co nay duogc loc, va phén nudce loc thu duge duge cd trong chan
khong. Phan can du thu duge duoc tinh ché bing céch sic ky cot trén silica gel pha
nguge. O thoi diém nay, dung méi rira gidi dugc st dung 1a hdn hop dung méi cia
axeton va nudc chtra pyridin 0,1%, va ty 1€ tron 14n giita axeton va nuée dugc thay d6i
timg budc. Cu thé, tj 16 mol giita axeton va nudce (axeton: nudce) duge thay dbi dan theo
thir tu 2:8, 3:7, 4:6, va 5:5. Phan doan chua hop chit c6 cong thuc 5 13 hop chit dich
duoc chiét bang diclometan, va 16p hitu co thu dugc duge lam kho bang natri sulfat
khan. L6p hitu co nay dugc loc, va phan nuéce loc thu duge duge cd trong chan khong.
Nho do, thu dugc hop chit c6 cong thire 5 (prolinol ureido amidit) (0,9g, hiéu suét
49%). K&t qua phan tich NMR ctia hgp chit nay dugc thé hién dudi day.

'H-NMR (CDCL): 87,40-7,14 (9H, m, Ar-H), 6,82 (4H, m, Ar-H), 3,78 (s, 6H,
OCHs;), 3,68-3,25 (9H, m, CH,NH, CH,OH, H-2, H-5, H-6), 1,74-1,18 (16H, m, alkyl,
H-3, H-4).

FAB-MS: 575 [M+H]".

(3) Din xuét amidit c6 prolinol (hop chét c6 cong thirc 6 va 7)

Pé 1am hop chit prolinol duge cai bién, hop chit c6 cong thic 4 (0,80g,
1,4mmol) dugc hoa tan trong axetonitril, va hdn hop tao thanh dugc lam kho déng sO1
ba lan & nhiét do trong phong. Phan cn du thu duge duge hoa tan trong 1ml axetonitril,
va dung dich nay dugc cho vao méi truong argon. Diisopropylamoni tetrazolit (0,24g,
1,4mmol) dugc cho thém vao dung dich axetonitril nay, nh¢ d6 tao ra dung dich phan
tmg. Mit khac, 2-xyanoetyl N,N,N’,N’-tetraisopropyl phosphorodiamidit (0,50g,
1,7mmol) duoc hoa tan trong 1ml axetonitril. Dung dich nay dugc cho thém vao dung
dich phan timg, va hdn hop tao thanh dugc khudy trong 4 gid & nhiét do trong phong.

Diclometan duoc cho thém vao dung dich phan tmg, va hdn hop tao thanh dugc rira
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bang dung dich natri hydrocacbonat bdo hoa trong nugc va nude mudi bdo hoa. Lép
hitu co thu duoc sau khi rira dugc 1am kho bing natri sulfat khan. Lép hitu co nay dugc
loc, va phén nuéce loc thu duge duge c6 trong chan khong. Phan cin du thu dugc duge
sdc ky cot amino silicagel (dung moi rira gidi 1a hexan:axeton = 10:1, chira pyridin
0,1%). Nho d6, thu dugc hop chét c6 cong thirc 6 (DMTr-uretan-L-prolinol amidit)
(0,90g, hiéu suét 83%). Két qua phan tich NMR ctia hgp chét ndy dugc thé hién dusi
day.

'H-NMR (CDClL;): 87,40-7,14 (9H, m, Ar-H), 6,82 (4H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H),
4,24-3.94 (2H, m, COOCH,), 3,78 (s, 6H, OCHs), 3,72-2,96 (11H, m, CH,O, POCH,,
CHCH,, B-2, H-5, H-6), 2,58 (2H, m, CH,CN), 2,10-1,46 (16H, m, alkyl, H-3, H-4),
1,34-1,10 (12H, m, CHCHj3). *'P-NMR (CD;CN) & 146,82.

FAB-MS: 776 [M+H]".

Hop chit c6 cong thirc 7 da tinh ché (DMTr-ureido -L-prolinol amidit) (0,80g,
hidu suét 74%) duoc tong hop theo cach tuong tu nhu trén ddy ngoai trir viée st dung
hop chét c6 cong thirc 5 thay cho hop chét c6 cong thirc 4 lam prolinol dugc cai bién.
Két qua phan tich NMR ctia hop chét nay duge thé hién dudi déy.

'H-NMR (CDCl5): §7,40-7,14 (9H, m, Ar-H), 6,82 (4H, m, Ar-H), 3,78 (s, 6H,
OCH,), 3,65-3,25 (13H, m, CH,0, POCH,, CHCH;, H-2, CH,NH, CH,OH, H-2, H-5,
H-6), 2,73 (2H, m, CH,CN), 2,10-1,48 (16H, m, alkyl, H-3, H-4), 1,35-1,10 (12H, m,
CHCHs).

3'P-NMR (CD;CN) § 146,83.

FAB-MS: 775 [M+H]".

Mic du sang ché da duwgc mod ta chi tiét ciing véi cac phuong an minh hoa va
phin vi du néu trén, nhung cac phuong n va vi du nay s&€ khong gidi han pham vi cua
sang ché. Nguoi c6 hidu biét trung binh vé linh vyc k§ thuft nay c6 thé tao ra cac thay

dbi va bién doi ma khong vuot ta khoi pham vi ctia sdng cheé.

Kh3 ning (ng dung trong cong nghi¢p
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C6 thé e ché sy biéu hién cta gen bing cach sir dung phan tir ARN s¢i don
theo sang ché. Hon nita, do phan t&r ARN soi don khong & dang vong nén phén tir nay
¢6 thé duge tdng hop mot cach d& dang. Ngoai ra, do phan tir nay 1a phan tir soi don,
khong can bude lién két nhu trong qua trinh san xudt soi kép, vi thé phan tir nay c6 thé
duoc san xudt mot cach hiéu qua. Nhu da mo ta trén ddy, do phén tir ssNc theo sang ché
¢6 thé trc ché su biéu hién cia gen dich, n6 hitu ich dung lam, vi dy, dugc phém, chét
chin doan, hoa chit nong nghiép, va cong cu dé tién hanh nghién ctru trong linh vuc
hoa nong, khoa hoc y hoc, khoa hoc doi séng va céc linh vyc trong tu.

Cdc khia canh ciia sdng ché
1. Phan tr axit nucleic sgi don bao gdm:
trinh tu e ché sy biéu hién dé tc ché su biéu hién cta gen dich, trong d6
phan tr axit nucleic sgi don chira, theo trinh tu tu dau 5° dén dau 3°: ving dau 5’
(Xc); ving bén trong (Z); va ving dau 3’ (Yc),
ving bén trong (Z) gdm ving bén trong dau 5° (X) va ving bén trong dau 3’ (Y)
dugec lién két v6i nhau,
ving dau 5° (Xc) bd trg cho viing bén trong dau 5° (X),
ving dau 3° (Yc) bd trg cho ving bén trong dau 3’ (Y), va
it nhAt mot viing trong s ving bén trong (Z), ving dau 5° (Xc), va ving dau 3’ (Yc)
chira trinh tu tre ché sy biéu hién.
2. Phén tir axit nucleic soi don theo khia canh 1, trong d6 phan tir nay con bao gdm:
vung li€n két (Lx) gitra viing dau 5° (Xc) va viing bén trong dau 5° (X),
trong d6 ving dau 5’ (Xc) va ving bén trong diu 5° (X) duoc lién két véi nhau qua
ving lién két (Lx).
3. Phén tr axit nucleic s¢i don theo khia canh 1 hodc 2, trong d6 phan tir nay con bao
gbm:
ving lién két (Ly) gifta ving du 3’ (Yc) va viing bén trong dau 3’ (Y),

trong d6 ving dau 3’ (Yc) va ving bén trong dau 3’ (Y) duoc lién két voi nhau qua
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ving lién két (Ly).
4. Phén tir axit nucleic soi don theo khia canh 1, trong d6 phén ti nay con bao gbm:
ving lién két (Lx) gitra ving ddu 5° (Xc¢) va viing bén trong dau 5’ (X); va
ving lién két (Ly) giita ving dau 3’ (Yc) va ving bén trong dau 3’ (Y),
trong d6 vung dau 5’ (Xc) va ving bén trong dau 5° (X) dugc lién két véi nhau qua
ving lién két (Lx), va
ving déu 3’ (Yc) va ving bén trong dau 3’ (Y) dugc lién két véi nhau qua ving lién
két (Ly).

5. Phan tir axit nucleic soi don theo khia canh bt ky trong s6 céc khia canh tir 1 dén 4,
trong d6 sb luong bazo (Z) & ving bén trong (Z), s6 lwong bazo (X) & ving bén trong
dau 5’ (X), sb lwong bazo (Y) & ving bén trong du 3’ (Y), s luong bazo (Xc) & ving
dau 5’ (Xc), va sb luong bazo (Yc) & ving dau 3’ (Yc) théa méan diéu kién cta biéu
thire (1) va (2):

Z=X+Y .. (D
Z>Xc+Yc .. (2).

6. Phan tir axit nucleic soi don theo khia canh bét ky trong s6 céc khia canh tir 1 dén 5,
trong d6 sb luong bazo (X) & ving bén trong dau 5’ (X), sb luong bazo (Xc) & ving
dau 5° (Xc), sb lugng bazo (Y) & ving bén trong dau 3’ (Y), va sb luong bazo (Yc) &
ving du 3’ (Yc) thoa man diéu kién bét ky trong sb cac didu kién tir (a) dén (d):

(a) didu kién cta biéu thic (3) va (4) duoc thdéa mén;
X>Xc ..3)
Y=Yc .. (@
(b) diéu kién ciia biéu thirc (5) va (6) dugc thoa man; |
X=Xc ...(5
Y>Yc ... (6)
(¢) didu kién ctia biéu thirc (7) va (8) dugc thoa man;

X>Xc )
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Y>Yc ... (8)
(d) diéu kién cta biéu thirc (9) va (10) duoc théa mén;
X=Xc ...
Y=Yc ... (10).

7. Phén tr axit nucleic soi don theo khia canh 6, trong d6 theo cac diéu kién tir (a) dén
(d), su khac biét giita sd lugng bazo (X) & viing bén trong dau 5° (X) va sb luong bazo
(Xc) & ving dau 5’ (Xc), va su khéc biét gitta sd lugng bazo (Y) & viing bén trong dau
3’ (Y) va sb lugng bazo (Yc) & ving dau 3’ (Yc) thoa man céc didu kién sau:

(a) didu kién ctia bidu thirc (11) va (12) dugc thoéa mén;
X-Xc=1,2hodc3 ... (11)
Y-Yc=0 ... (12)
(b) diéu kién ctia biéu thirc (13) va (14) duoc thoa méan;
X-Xc=0 .. (13)
Y-Yc=1,2hodc3 ... (14)
(c) diéu kién ctia biéu thirc (15) va (16) duoc théa man;
X -Xc=1,2hoac3 ... (15)
Y-Yc=1,2hodc3 ... (16)
(d) diéu kién ctia bidu thire (17) va (18) dugc thoéa man;
X-Xe=0 ...(17)
Y-Yc=0 ...(18).

8. Phan tir axit nucleic soi don theo khia canh bét ky trong s6 céc khia canh tir 1 dén 7,
trong do6 s lwgng bazo (Z) & viing bén trong (Z) 16n hon hodc bang 19.

9. Phén it axit nucleic sgi don theo khia canh 8, trong d6 sé lugng bazo (Z) & ving bén
trong (Z) nam trong khoang tir 19 dén 30.

10. Phan to axit nucleic sgi don theo khia canh bét ky trong s6 cac khia canh tir 1 dén 9,

trong d6 s lwong bazo (Xc) & ving dAu 5’ (Xc) ndm trong khoang tir 1 dén 11.

11. Phén it axit nucleic sgi don theo khia canh 10, trong d6 s6 lwong bazo (Xc) & ving
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dAu 5° (Xc) nam trong khoang tir 1 dén 7.
Phén t&r axit nucleic soi don theo khia canh 10, trong d6 sd luong bazo (Xc) & ving
du 5’ (Xc) ndm trong khoang tir 1 dén 3.
Phén tir axit nucleic soi don theo khia canh bt ky trong s6 céc khia canh tir 1 dén 12,
trong d6 s6 lugng bazo (Yc) & ving dau 3’ (Y¢) ndm trong khoang tir 1 dén 11.
Phan tir axit nucleic soi don theo khia canh 13, trong d6 s luong bazo (Yc¢) & ving
dAu 3’ (Yc) nam trong khoang tir 1 dén 7.
Phén tir axit nucleic soi don theo khia canh 13, trong d6 s lugng bazo (Yc¢) & ving
du 3’ (Yc) nam trong khoang tir 1 dén 3.
Phén tir axit nucleic soi don theo khia canh bit ky trong sb c4c khia canh tir 1 dén 15,
trong d6 phan tir axit nucleic soi don chira it nhat mot gde duoc cai bién.
Phan i axit nucleic soi don theo khia canh bét ky trong s6 céc khia canh tir 1 dén 16,
trong d6 phan tir nay con chira chit danh déu.
Phan tir axit nucleic sgi don theo khia canh bat ky trong s6 cac khia canh tir 1 dn 17,
trong d6 phan tir nay con chira chit déng vi 6n dinh.
Phén tir axit nucleic soi don theo khia canh bét ky trong s6 céc khia canh tir 1 dén 18,
trong d6 phan tr nay 1a phan tir ARN.
Phén tr axit nucleic soi don theo khia canh bt ky trong s6 cac khia canh tir 2 dén 19,
trong d6 ving lién két (Lx) va/hodc ving lién két (Ly) gdm it nhat mot gbe nucleotit
va mot gbe khong phai nucleotit.
Phén tir axit nucleic soi don theo khia canh 20, trong d6 gdc nucleotit 13 gbc nucleotit
khong duoc cai bién va/hoic géc nucleotit dugc cai bién.
Phén tir axit nucleic sgi don theo khia canh 20 hodc 21, trong d6 ving lién két (Lx)
va/hodc ving lién két (Ly) gdm gdc bét ky trong sb cac gbe tir (1) dén (7):

(1) gde nucleotit khong duge cai bién

(2) gbe nucleotit duge cai bién

(3) gbc nucleotit khong duoc cai bién va gbe nucleotit dugc cai bién
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(4) gbe khong phai nucleotit

(5) gbc khong phai nucleotit va gbe nucleotit khong dugce cai bién

(6) gbc khong phai nucleotit va gde nucleotit dugc cai bién

(7) gbc khong phai nucleotit, gbc nucleotit khong duoc cai bién, va gbe nucleotit

dugc cai bién.

Phan tir axit nucleic soi don theo khia canh bt ky trong s6 cac khia canh tir 1 dén 22,
trong d6 tdng s bazo trong phén tir axit nucleic sgi don nay 16n hon hoic bang 50.
Phén tir axit nucleic soi don theo khia canh bt ky trong s6 cac khia canh tir 1 dén 23,
trong do sy biéu hién ctia gen bj trc ché bing k¥ thuat can thiép ARN.
Phan ttr axit nucleic soi don theo khia canh bét ky trong sO cac khia canh tir 1 dén 24,
trong d6 trinh ti bazo ciia phan tir axit nucleic sgi don 12 trinh tur bat ky trong s6 cac
trinh tw SEQ ID NO: 2,7, 8, 13, 14, 29-35, 37, 43, 44, 47, 48, va 51-80.
Ché phdm ding dé wrc ché su biéu hién cta gen dich, trong d6 ché phim nay bao
gbm:
phan tir axit nucleic soi don theo khia canh bét ky trong s c4c khia canh tir 1 dén 25.
Dugc pham bao gdm:
phén tir axit nucleic soi don theo khia canh bét ky trong sd cac khia canh tir 1 dén 25.
Duoc phém theo khia canh 27, trong d6 dugc phém nay dung dé diéu tri bénh viém.
Phuong phap te ché su biéu hién ctia gen dich, trong d6 phuong phap nay bao gdm
budec:
st dung phan tir axit nucleic sgi don theo khia canh bét ky trong sb cac khia canh tir 1
dén 25.
Phuong phép theo khia canh 29, trong d6 phuong phap nay bao gbm budc:
str dung phéan tir axit nucleic sgi don cho té bao, md, hoic co quan.
Phurong phép theo khia canh 30, trong d6 phén tir axit nucleic soi don dugc sir dung
in vivo hoac in vitro.

Phuong phéap theo khia canh bat ky trong s cac khia canh tir 29 dén 31, trong d6 su
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biéu hién ctia gen bi trc ché bang k§ thuét can thiép ARN.

Phuong phép tao ra su can thiép ARN dé &rc ché sy biéu hién ctia gen dich, phuwong
phép nay bao gdbm budc:

str dung phan tir axit nucleic soi don theo khia canh bat ky trong s6 cac khia canh tir 1
dén 25.

Phuong phap diéu tri bénh, trong d6 phwong phap nay bao gdm bude:

cho bénh nhan sir dung phan tir axit nucleic soi don theo khia canh bét ky trong sd
céc khia canh tir 1 dén 25,

trong d6 phén tr axit nucleic sgi don chira trinh tu e ché sy biéu hién 12 trinh tu e
ché su bidu hién ciia gen gy bénh.

St dung phén tir axit nucleic soi don theo khia canh bat ky trong s cac khia canh tir
1 dén 25 dé tc ché sy biéu hién cia gen dich.

Str dung phéan tr axit nucleic s¢gi don theo khia canh bét ky trong sb cac khia canh tir
1 dén 25 dé tao ra su can thiép ARN.

Phén ttr axit nucleic dé sir dung trong didu tri bénh, trong do:

phén tir axit nucleic 13 phan tr axit nucleic soi don theo khia canh bét ky trong s6 cac
khia canh tir 1 dén 25, va

phan tr axit nucleic sgi don chira trinh ty e ché su biéu hién 1a trinh tu @rc ché su

biéu hién cta gen gay bénh.
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YEU CAU BAO HO
1. Phén tir ARN soi don bao gdm:
chi mot trinh tu e ché su biéu hién dé trc ché su biéu hién cia gen dich, trong d6
dau 5’ va dau 3’ khong duogc lién két voi nhau,
phan tr ARN soi don chua, theo trinh tu tir ddu 5> dén dau 3’: vung dau 5° (Xo);
ving bén trong (Z) chira trinh tu e ché sy biéu hién; va viing dau 3° (Yc),
ving bén trong (Z) gdm ving bén trong dau 5’ (X) va ving bén trong du 3’ (Y)
duoc lién két v6i nhau,
viing dau 5° (Xc) bd trg cho viing bén trong du 5° (X) va soi kép duoc tao ra boi su
glp cudn lai ctia viing (Xc) vé phia ving (X) va su tw lién két bd sung cia cac ving
(Xe) va (X),
ving dau 3’ (Yc¢) bd trg cho viing bén trong dau 3’ (Y), va soi kép dugc tao ra bdi su
gép cudn lai cua viing (Yc) vé phia ving (Y) va su tu lién két bd sung cia cac ving
(Yo)yva(Y),
ving lién két (Lx) c6 mit & gitra ving dau 5’ (Xc) va viing bén trong dau 5’ (X),
viing du 5° (Xc) va viing bén trong dau 5° (X) dugc lién két véi nhau qua ving lién két
(Lx),
ving lién két (Lx) chira gdc khong phai nucleotit,
ving lién két (Ly) c6 mit & gitra ving ddu 3’ (Yc) va viing bén trong dau 3’ (Y),
ving dau 3’ (Yc¢) va ving bén trong du 3° (Y) duoc lién két véi nhau qua ving lién két
(Ly), va
s6 lwong bazo (Z) & ving bén trong (Z), sb lugng bazo (X) & ving bén trong dau 5’
(X), s6 lugng bazo (Y) & ving bén trong dau 3’ (Y), sb lugng bazo (Xc) & ving dau 5°
(Xc), va sb lugng bazo (Yc) & ving ddu 3’ (Yc) thoa mén céac diéu kién tir (a) dén (d):
(a) cac didu kién cuia biéu thie (1) va (2) duoc théa méan:
7=X+Y .. (D

Z>Xc+Yce AR
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(b) Z nim trong khoang tir 19 dén 30;
(¢) Xc nim trong khoang tir 1 dén 7 hodc Yc nam trong khoang tir 1 dén 9; va

(d) Z - (Xc + Yc)=0hoic 1 dén 10.

2. Phan tir ARN soi don theo diém 1, trong d6 s lwong bazo (X) & viing bén trong dau 5’
(X), s6 lwong bazo (Xc) & ving dau 5° (Xc), s Iugng bazo (Y) & viing bén trong dau 3
(Y), va sb luong bazo (Yc) & ving dau 3’ (Yc) théa man didu kién bat ky trong sb cac

diéu kién tir (a) dén (d):

(a) diéu kién cta biéu thic (3) va (4) duoc thda man;
X>Xc ... (3)
Y=Yc .. (4

(b) diéu kién ctia biéu thirc (5) va (6) dugc théa man;
X=Xc ... (5)
Y>Yc ... (6)

(c) didu kién ctia biéu thirc (7) va (8) duge thoa min;
X>Xc .. (7
Y>Yc ... (8

(d) diéu kién ctia biéu thirc (9) va (10) duge théa mén;
X=Xc ...9)

Y=Yc ... (10).

3. Phan tr ARN soi don theo diém 2, trong d6 theo cac diu kién (a) dén (d), su khac biét
gitta s6 lugng bazo (X) & viing bén trong dau 5° (X) va s6 luong bazo (Xc) & ving dau
5’ (Xc), va su khéc biét gitta s6 luong bazo (Y) & ving bén trong dau 3’ (Y) va sb
luong bazo (Yc) & ving dAu 3’ (Yc) théa man cac diéu kién sau:
(a) didu kién cia biéu thire (11) va (12) dugc thda mén;

X -Xc=1,2hoac3 ... (11)
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Y-Yc=0 .. (12)
(b) diéu kién ctia biéu thire (13) va (14) duoc thda man;
X-Xc=0 ... (13)
Y—-Yc=1,2hodac3 ... (14)
(c) diéu kién ctia bidu thirc (15) va (16) duoc thda man;
X-Xc=1,2hodc3 ... (15)
Y-Yc=1,2hoac3 ... (16)
(d) didu kién ctia biéu thire (17) va (18) dugc thoa man;
X-Xc=0 ...(17)

Y-Ye=0 ...(18).

4. Phan tir ARN soi don theo diém bt ky trong sd cac diém néu trén, trong d6
(a) sb lwong bazo (Xc) & ving dau 5° (Xc) nim trong khoang tir 1 dén 3; va/hoic

(b) s6 luong bazo (Yc¢) & ving dau 3’ (Yc¢) ndm trong khoang tir 1 dén 7.

5. Phén tir ARN soi don theo diém bat ky trong s6 cac diém néu trén, trong d6 sb luong

bazo (Yc¢) & ving dau 3’ (Yc) ndm trong khoang tir 1 dén 3.

6. Phan tir ARN soi don theo diém bét ky trong s6 cac diém néu trén, trong d6 phén tix

ARN soi don:
(a) chira it nhit mét gbc dugc cai bién;
(b) phan tr nay con chura chét danh dAu; va/hodic

(c) phan tir nay con chira chit déng vi 6n dinh.

7. Phan tir ARN soi don theo diém bét ky trong s cac diém néu trén, trong d6 ving lién
két (Lx) gdm mot gbc khong phai nucleotit hodc gbom mot gbc nucleotit va méot gbc

khong phai nucleotit va/hodc ving lién két (Ly) gdm it nhit mot gde nucleotit va mot
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gbc khéng phai nucleotit, tot hon 13 trong d6 gbc nucleotit 1a gbe nucleotit khong dugc

cai bién va/hodc goc nucleotit dugc cai bién.

8. Phan tir ARN soi don theo diém 7, trong d6 viing lién két (Lx) gdbm gdc bt ky trong s6
cac gbe tir (4) dén (7) vavhoic ving lién két (Ly) gdm gdc bt ky trong sd cac gbe tir
(1) dén (7):

(1) gbc nucleotit khong dugc cai bién

(2) gbc nucleotit durgc cai bién

(3) gbe nucleotit khong dugc cai bién va gbc nucleotit duoc cai bién

(4) gbc khong phai nucleotit

(5) gbc khong phai nucleotit va gbc nucleotit khong duogc cai bién

(6) gbe khong phai nucleotit va gbe nucleotit duge cai bién

(7) gbc khong phai nucleotit, gbc nucleotit khong duoc cai bién, va gbc nucleotit

duoc cai bién.

9. Phan ti ARN soi don theo diém bét ky trong sb cac diém néu trén, trong d6
(a) tdng sb bazo trong phan tir ARN s¢i don 16n hon hodc bang 50;
(b) su biéu hién clia gen bi trc ché bing k¥ thuat can thiép ARN; va/hogc
(¢) trinh ty bazo ciia phan tr ARN soi don 1a trinh tu bét ky trong sd cac trinh tr SEQ
ID NO: 13 va 32-35.

10. Ché phidm ding dé wc ché su biéu hién ctia gen dich, trong d6 ché phdm nay bao
gbm:

phéan tt ARN soi don theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 9.

11. Dugc phdm bao gom:

phéan tir ARN soi don theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 9.

-122-



23845

12. Phuong phap e ché su biéu hién cua gen dich in vitro, trong d6 phuong phap nay

13.

bao gém budc:
st dung phan tir ARN soi don theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 9, va
stt dung phan tr ARN soi don cho té bao, md, hoic co quan, t6t hon 14 trong do su

biéu hién cta gen bi trc ché bing k¥ thuét can thiép ARN.

Phuong phép tao ra su can thiép ARN d& trc ché sy biéu hién ctia gen dich in vitro,
phuong phap nay bao gdm budec:

st dung phén tir ARN soi don theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 9.
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