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Linh vwe ki thut dwoce dé cap

Nhin chung, sang ché @& cép dén lon duoc bién dbi gen, trong dé it nhat mot alen
cia gen SIGLEC! dugc lam bét hoat va/hoac it nhit mot alen cia gen CDI63 dugc

lam bét hoat. Cac phwong phép tao ra lon bién dbi gen nay ciing duoc dé xuat.
Tinh trang k¥ thuit cia sang ché

Hoi chimg hd hép va sinh san & lon (Porcine Reproductive and Respiratory
Syndrome - PRRS) 1a mdt trong sb cac bénh & lon 6 tAm quan trong nhét vé& mat kinh
té. Bénh nay duoc phat hién 1an dau tién Hoa Ky vao nim 1987 (Keffaber 1989) va &
chau Au vao ndm 1990 (Wensvoort et al., 1991). Phan tich phén tir virut PRRS kiéu
dai (PRRSV) VR-2332 va Lelystad (cac chiing phan lap 1an luot tir Hoa Ky va chau
Au) da am chi ring céc chung tién hoa bat dong xuit hién trén hai luc dia gin nhu
ddng thoi, ¢6 18 1a do céc thay ddi twong tu vé thuc tién quan 1y lon (Murtaugh et al.,
1995; Nelsen et al., 1999). Tt khi bét dau xudt hién, virut nay da lan rong trén toan thé
giéi, va PRRSV ¢6 kiéu gen chau Au da dugc phat hién trén cac dan lon & Hoa Ky
(Ropp et al., 2004). PRRS dugc dic trung khong chi béi bénh hd hap nghiém trong va
d6i khi gdy chét va tinh trang x40 tron sinh sin, ma con lam cho lon bi 1ay nhiém c6
kha ning bi nhiém vi khudn gy bénh ciing nhu virut giy bénh khac (Benfield et al.,
1992), va 1a yéu t6 chu yéu cia bénh ho hép phirc hop & lgn (Porcine Respiratory
Disease Complex - PRDC) gy anh hudng dang ké dén nén kinh té. Tén thuong bénh
Iy phéd bién nhit ma PRRSV gdy ra trong tinh trang liy nhiém cip tinh 1a bénh viém
phdi k& va bénh viém ndo bach ciu nhe (Plagemann 1996). Sau pha cAp tinh cua tinh
trang 1dy nhiém PRRSV, ma thuong duoc dic trung bdi bénh 1am sang va tinh trang
nhim virut trong mau, nhiéu con lon di hoan toan binh phuc nhung van bi nhiém
virut v6i mic do thdp trong khoang thoi gian dai. Cac con lgn mang bénh nay bi
nhiém PRRSV dai déng va phét tan virut, hodc theo ting dot hodc lién tuc, va cé thé
lay nhiém sang lgn chua quen thir nghiém sau khi tiép xtc truc tiép hodc gian tiép véi
virut. Trong didu kién tht nghiém, tinh trang bi ldy nhidm PRRSV dai ding di duoc
néu rat rd trong cac tai liéu chuyén nganh (Albina et al., 1994; Allende et al., 2000;
Benfield et al., 1998; Christopherhennings et al., 1995; Sur et al., 1996; Yoon et al.,
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1993). Bic biét nhét 13, virut 1y nhiém s& phuc hdi trong vong t6i da 157 ngay sau khi
lay nhiém (Wills et al., 1997). Céc dai thuc bao va bach ciu don nhan trong md 14 cac
té bao dich chu yéu trong ca tinh trang ldy nhiém cép tinh va lién tuc (Molitor et al.,
1997), mac du té bao phdi va té bao mam biéu md cua cac con lon thir nghiém cling

thé hién rang ching da bi lay nhiém (Sur et al., 1996; Sur et al., 1997).

Tac nhan cdn nguyén ctia PRRS 1a virut ARN s¢i duong c6 vo, la mot thanh vién
cta ho Arteriviridae, bd Nidovirales. Céac thanh vién khdc cta ho Arteriviridae bao
gdm virut 1am ting lactat dehydrogenaza (Lactate dehydrogenase-elevating virus -
LDV) & chuot nhét, virut gdy viém dong mach trén ngua (Equine arteritis virus -EAV),
va virut gy bénh s6t xudt huyét khi (Simian hemorrhagic fever virus SHFV). Phén
tich vé& dit liéu trinh tu hé gen khong chi phat hién ra do da dang sdu rong giita cac
chung PRRSV ma con phat hién cac mién bao toan cao (Andreyev et al., 1997; Meng
2000; Meng et al., 1995). T chitc hé gen cia PRRSV Ia tuong ty v6i td chirc hé gen
cta cac Arterivirut khéc, trong d6 ARN hé gen dong vai tro 1am ARN thdng tin cho
céc protein ORF1a replicaza (Plagemann 1996). Cac ORFla va 1b chiém khoang 80%
hé gen virut va ma héa ARN polymeraza phy thuoc ARN cling nhu céc polyprotein
ma dugc xtr Iy thanh cac protein khong chu truc khac (Snijder va Meulenberg 1998).
Bing cach st dung virut Lelystad, cac ORF 2-7 da duogc xdc dinh 1 md hoa céac
protein cu trac cua virut. Protein dugc ma héa bdi ORF 5 (GP5) va M (Van Breedam
et al., 2010b) c6 thé dong vai trd trong viéc gdy ra hién tuong lam chét té bao theo
chuong trinh do PRRSV (Suarez et al., 1996; Sur et al., 1997) va dugc cho rang no la
protein gin két virut trong virut 1am ting Lactat dehydrogenaza lién quan gan nhat.
Glycoprotein vé GP2a va GP4 chiém mot lugng nhé trong PRRSV tuong tic vdi
CDI63 (Das et al., 2010). C6 dit liéu goi y rang sw gén két véi SIGLEC! (lectin 1
twong tu Ig gin két véi axit sialic) 1a cAn thiét @& xam nhdp vao cic té bao, va trong
thuc t&, su lién két kép véi ca SIGLECI va CDI63 duong nhu 1a can thiét dé lay
nhiém virut (Van Gorp et al., 2008).

Nhiéu dic tinh cta ca tic nhan gdy bénh PRRSV (déc biét 1a & cap do phén tir)
va bénh dich hoc dong vét chua dugc tim hiéu 3, do do gay kho khan cho cac nd luc
kidm soat. P& tim hiéu ro hon, cdc dong lay nhidm véi PRRSV dad dugc phat trién
(Nielsen et al., 2003). Ngay nay, cdc nha san xuit thuong tiém phong cho lgn chéng

lai PRRSV bing vacxin chtta ching giam ddc luc con song dugc cai bién hodc vacxin
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chua virut da chét. Tuy nhién, cic vacxin hién c6 thudng khong tao ra tac dung bao vé
hiéu qua, do ca su bién di ching va sy kich thich khong thich hop cua hé mién dich.
Pép ung mién dich c6 tic dung bao vé c6 thé xuét hién vi da phat hién ra ring viéc
tiép xtc trude voi virut c6 thé mang lai tac dung bao vé hoan toan khi lgn duge cho
thir nghiém bang ching tuong ddng ciia PRRSV (Lager et al., 1999). Tuy nhién, chua
ting phét hién thdy su mién dich c6 tic dung bao vé gidng nhu vy khi thir nghiém
bing chung di tuong déng. Ngoai méi quan tdm v& vAn dé hiéu qua cta cdc vacxin
PRRSV hién c6, da c6 bang ching xac thuc cho thdy rang vacxin séng duoc cai bién
hién dang dugc sir dung cd thé s& ton luu trong ting con lon va dan lon va tich tu cac
dot bién (Mengeling et al., 1999), nhu da dugc phat hién & ching phén l4p tir thuc dia
c6 ddc tinh sau khi lon bi 1dy nhiém do thtt nghiém (Rowland et al., 1999). Hon thé
nita, da thdy rang virut chita trong vacxin s& bi phat tdn trong tinh dich ctia céc con lon
duc dd duoc tiém phong (Christopherhennings et al., 1997). Thay cho viéc tiém phong,
mdt sb chuyén gia dang chu trwong chién lwge “thtr nghiém va loai bo” trén céc dan
nhan gidng (Dee va Molitor 1998). Viéc 4p dung thanh cong chién lugc nay phu thudc
vao viéc loai bd tAt ca céac con lon dang bi nhiém PRRSV hoic cép tinh hoac dai déng,
tiép theo kiém soat chit ché dé ngan nglra su tai xAm nhép cta virut. Khé khan, va
phan 16n chi phi, cia chién lugc nay 1a & chd nguoi ta biét rét it v& sy phat sinh bénh
cta tinh trang bi 14y nhiém PRRSV dai ding va do dé, khong c6 cac k§ thuat tin cay

dé xac dinh lon bi lay nhiém dai déng.

Thu thé té bao gia dinh déi v6i PRRSV da dugc xac dinh bing cic khang thé don
dong, duoc lam sach va duge giai trinh ty (Vanderheijden et al., 2003; Wissink et al.,
2003) va dat tén 14 SIGLECI. Phén tr nay tuong tu vdi sialoadhesin va da dugc thiy 1a
né lam trung gian cho sy xdm nhdp cia PRRSV vao cic té bao khong nhay cam,
nhung dong té bao tai td hop biéu hién thu thé nay lai khdng trg gitip cho sy sao chép
sinh san ctia PRRSV (Vanderheijden et al., 2003). Diéu quan trong 13, dd phat hién ra
cac phan tur axit sialic c6 mat trén bé mat PRRSV la can thiét cho tinh trang bi 14y
nhiém cua dai thuc bao phé nang. Sau khi virut lién két v4i thu thé nay, PRRSV sé
xAm nhdp bang cach thuc 4m bao qua trung gian thy thé (Nauwynck et al., 1999). Vai
trd chu yéu cta sialoadhesin ddi voi su xam nhdp cia PRRSV dugc xac 1ap boi cic
thtr nghiém trong do su hép phu virut duoc thé hién trong céc té bao PK15 (dong té
bao khong cho phép sao chép PRRSV) da dugc chuyén nhiém bang sialoadhesin cta
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lon tach dong, nhung khong dugc thé hién trong cac té bao PK15 dbi chung khong
chuyén nhiém (Vanderheijden et al., 2003). Nghién ciru khéc trén cting nhom nay da
cho thdy ring cic tuong tic gifta axit sialic trén bé& mit virion PRRSV va phan tir
sialoadhesin 1a cén thiét cho tinh trang 1ay nhiém PRRSV cua dai thuc bao phé nang
(Delputte va Nauwynck 2004). Mot chién lugc ngugce lai, tic 12 loai bo axit sialic trén
bé mit ctia PRRSV hoic 0 so bd véi lectin dic hiéu véi axit sialic cling chin dimg tinh
trang bi lay nhiém (Delputte et al., 2004; Delputte va Nauwynck 2004; Van Breedam
et al., 2010b). Ddc 1ap v&i nghién ctru ddc hiéu trén sy xdm nhdp PRRSV, phép gay
dot bién dinh huéng diém da duoc sir dung dé xac dinh sdu gbe axit amin thiét yéu cén
thiét dé axit sialic gén két v6i sialoadhesin ctia chudt (Vinson et al., 1996), von tuong
dong dén 69% véi sialoadhesin cta lon. Diéu quan trong 1a, tAt ca sau axit amin xdc
dinh duoc trong sialoadhesin cuia chudt cling dugc bao toan trong phén tit sialoadhesin

cua lon.

SIGLEC] 1a thu thé lién mang cla ho lectin tuong tu globulin mién dich gén két
v6i axit sialic. N6 dugc mo ta 1An dAu tién nhu 1a thu thé gén két héng cdu ciru cua dai
thuc bao chudt nhét (Crocker va Gordon 1986). N6 duge biéu hién trén dai thuc bao
trong cac mo tao mdu va bach huyét. SIGLEC gbm mién V-set ddu tan cung N chira
diém gén két axit sialic, tiép theo 12 mot s& mién C2-set, va sau d6 1a mién lién mang
va dudi bao chat. Trai véi cac SIGLEC khéac, SIGLECI khong c¢6 motif trén co s
tyrosin trong dudi bao chét (Oetke et al., 2006). Pidm gin két axit sialic dugc 1ap ban
dd v6i mién V-set trong tu globulin mién dich dau tan cing N (Nath et al., 19953). Gbc
R116 duong nhu 1a mot trong s6 céc axit amin quan trong dbi véi su gan két axit sialic
(Crocker et al., 1999; Delputte et al., 2007). Do do, mién dau tan cung N nguyén ven
vira can va vira du dé PRRSV gén két voi SIGLECI (Van Breedam et al., 2010a). Viéc
lam bét hoat SIGLEC! di dugc thong bdo & chudt nhét va lam cho chudt nhit séng
dugc va sinh san dugc va khong thé hién cac bét thudng trong khi phat trién (Oetke et
al., 2006). Tuy nhién, cac con chudt nhit nay c6 cic thay dbi tinh vi vé& quén thé té bao
B va T va c6 mutrc globulin mién dich M bi giam.

Qua trinh 14y nhiém PRRSV bét ddu bang su gan két khoi dAu véi heparan sulfat
trén bé mat dai thuc bao phé nang. Sau do, xay ra su gén két chit ché& vai sialoadhesin
(SIGLEC1, con duge goi 18 CD169 hodc SN). Tiép theo, virut dugc nhép bao thong

qua su thuc 4m bao qua trung gian clatherin. Sau d6, mt phéan tt khac, CDI63, pha vo

-5-



23957

virut trong ndi bao (Van Breedam et al., 2010a). Hé gen virut duoc giéi phong va té

bao bi 1y nhiém.

CD163 ¢6 17 exon va protein bao gdm ving ngoai bao ¢6 9 mién giau xystein
thu thé don dep(scavenger receptor cysteine-rich -SRCR), doan lién mang, va dudi bao
chét ngén. Mot vai thé bién di khac nhau tao ra do viéc phan cat biét hoa ciia gen don
(Ritter et al., 1999a; Ritter et al., 1999b). Phin 16n bién di nay duoc giai thich la do do
dai ctia dudi bao chét.

CD163 ¢c6 nhiéu chirc ning quan trong, bao gém su hoat dong nhu mot thu thé
don dep haptoglobin-hemoglobin. Viéc loai bé hemoglobin tu do trong mau 1a chirc
ning quan trong cua CDI63 vi nhém heme ¢ thé rat doc (Kristiansen et al., 2001).
CD163 c6 dudi bao chat tao didu kién thuan loi cho thuc 4m bao. Viée gy dot bién
dudi nay dan dén su hép thu phitc haptoglobin-hemoglobin bi giam (Nielsen et al.,
2006). Chirc ning khéc ctia CDI63 bao gdm sy bim dinh nguyén hong ciu (SRCR2),
lam thu thé TWEAK (SRCR1-4 & 6-9), thu thé vi khudn (SRCRS), thu thé virut lon
chau Phi (Sanchez-Torres et al., 2003), va vai tro tiém 4n 1a lam chét didu bién mién

dich (dugc ban luan trong tai liéu chuyén nganh (Van Gorp et al., 2010a)).
Ban chit ky thuit cla sang ché

Theo mot khia canh, sdng ché dé xuit lon duoc bién dbi gen, trong do it nhét mot
alen cua gen SIGLEC] bi lam bt hoat va/hodc it nhét mot alen cia gen CD/63 bi lam
bét hoat, trong d6 viée 1am bt hoat alen CD163 khién cho protein CD163 khong thé
gén két vavhodic phé vo virut gay hoi chiing hd hép va sinh san ¢ lon (PRRSV).

Theo khia canh khac, sang ché dé xudt lon duoc bién dbi gen, trong do it nhét
mot alen cla gen SIGLEC! bi lam bét hoat, dugc tao ra theo phuong phéap bao gdém
budc rat nhan cia nodn bao lgn; dung hop noan bao nay véi té bao nguyén bao sgi cua
lon cho, hé gen cua té bao nguyén bao sgi nay chira it nhit mot alen SIGLECI bi lam

bt hoat; va hoat hda noin bao nay détaora phoi.

Sang ché con dé xudt lon duge bién dbi gen, trong do it nhéit mot alen ctia gen
CDI63 bi lam bat hoat, trong d6 viéc lam bét hoat alen CDI63 khién cho protein
CD163 khong thé gén két va/hodic phd vo virut gdy hdi ching ho hép va sinh san ¢ lon
(PRRSV), dugc tao ra theo phuong phap bao gdm budc rit nhan nodn bao lgn; dung

hop nodn bao nay véi té€ bao nguyén bao sgi clia lon cho, hé gen cua t€ bao nguyén bao
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soi nay chuta it nhét mot alen cia gen CDI163 bi lam bat hoat; va hoat héa nodn bao

ndy dé tao ra phdi.

Theo khia canh khéc, sang ché dé& xuét lon duoc bién ddi gen, trong d6 ca hai
alen ctia gen SIGLECI bi lam bét hoat, duogc tao ra theo phuong phap bao gdm bude
cho lon duc duoc cai bién gen, trong d6 it nhit mot alen ctia gen SIGLEC! bi lam bat
hoat giao phbi véi lon cai duge cai bién gen, trong dé it nhit mot alen cua gen
SIGLECI bi 1am bét hoat dé tao ra thé hé con F1, va sang loc thé hé con F1 dé xdc

dinh lon duoc cai bién gen, trong do ca hai alen ctia gen SIGLEC] bi lam bét hoat.

Theo khia canh khéac, sang ché dé xuét lon duoc bién déi gen, trong d6 ca hai
alen ctia gen CD163 bi lam bét hoat, duoc tao ra theo phuong phap bao gdm budc cho
lon duc dugc cai bién gen, trong do it nh4t mot alen cia gen CDI63 bi lam bt hoat
giao phdi véi lon cdi duge cai bién gen, trong do it nh4t mot alen ctia gen CD163 bi
lam bAt hoat dé tao ra thé hé con F1, va sang loc thé hé con F1 dé xac dinh lon duoc

cai bién gen, trong d6 cé hai alen cia gen CDI63 bi lam bét hoat.

Sang ché con d& xuit lon duoc bién ddi gen, trong d6 ca hai alen cia gen
SIGLEC]I va ca hai alen cia gen CDI63 bi lam bét hoat, trong d6 viéc lam bt hoat
alen CD163 khién cho protein CDI63 khong thé gin két va/hodc pha vo virut gy hoi
ching ho hép va sinh san & lon (PRRSV), duoc tao ra bang phuong phép bat ky trong
sb ba phwong phap. Phuong phéap thu nhét bao gdm viéc cho lgn duge bién d6i gen c6
it nhit mot alen SIGLECI bi lam bét hoat giao phéi voi lon dugc bién déi gen co it
nhit mot alen CD163 bi 1am bét hoat dé tao ra thé hé con F1, va sang loc thé hé con F1
dé xac dinh lon dugc cai bién gen, trong do it nhit mot alen cua gen SIGLEC! bi 1am
bét hoat va it nhit mot alen ctia gen CD163 bi lam bét hoat. Phuong phap nay con bao
gdm budc cho lon duge bién dbi gen, trong do it nhét mét alen ctia gen SIGLECI bi
lam bat hoat va it nhAt mot alen ciia gen CDI63 bi 1am bat hoat giao phdi véi nhau dé
tao ra thé hé con F2 va sang loc thé hé con F2 dé x4c dinh lon dugc cai bién gen, trong
d6 ca hai alen ciia gen SIGLEC va ca hai alen ctia gen CD/63 bi lam bét hoat.

Phuong phéap tht hai bao gdm budc cho lon dugce bién dbi gen, trong d6 ca hai
alen cua gen SIGLEC! bi lam bét hoat giao phéi vé6i lon duge bién d6i gen, trong do
c4 hai alen ctia gen CDI163 bi lam bt hoat dé tao ra thé hé con F1, cho thé hé con F1

giao phoi dé€ tao ra thé h¢ con F2, va sang loc thé hé con F2 dé xac dinh lon dugc cai
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bién gen, trong d6 ca hai alen cia gen SIGLECI va ca hai alen clia gen CD/63 bi lam
bét hoat.

Phuong phéap thir ba bao gdm budc cho lgn duge bién dbi gen, trong do it nhét
mot alen ciia gen SIGLEC] va it nhét mot alen ctia gen CDI163 bi lam bét hoat giao
phéi vé6i lon khac dugce cai bién gen khéc trong do it nhat mot alen cia gen SIGLEC]
va it nhat mot alen ciia gen CD163 bi lam bét hoat dé tao ra thé hé con F1, va sang loc
thé hé con F1 dé xic dinh lon dugc cai bién gen, trong d6 ca hai alen clia gen

SIGLEC1 va ca hai alen ctia gen CD163 bi lam bét hoat.

Sang ché con dé xuét thé hé con bat ky cua lgn dugc cai bién gen néu trén, trong
d6: (1) it nhat mot alen ctia gen SIGLECI bi lam bét hoat; (2) it nhat trong do it nhét
mot alen ctia gen CDI63 bi lam bat hoat; (3) it nhit mét alen ctia gen SIGLECI va it
nhit mot alen ctia gen CDI163 bi 1am bt hoat; hodc (4) ca hai alen ctia gen SIGLEC!
va ca hai alen cua gen CD/63 bi lam bét hoat. Trong thé hé con nay, mot hodc ca hai
alen cua gen CDI163 bi lam bAt hoat, viéc 1am bét hoat khién cho protein CD163 khong
thé gin két va/hodc phé vé virut gdy hoi ching ho hép va sinh san & lgn (PRRSV).

Sang ché con dé xudt phuong phap tao ra lgn dugc bién dbi gen, trong do it nhat
mot alen cta gen SIGLECI bi lam bt hoat. Phuong phép nay bao gdm bude rat nhan
nodn bao cua lon; dung hop nodn bao nay voi té bao nguyén bao soi cua lon cho, hé
gen cua té bao nguyén bao s¢i nay chura it nhit mét alen SIGLECI bi lam bét hoat; va

hoat héa nodn bao nay dé tao ra phoi.

Theo mot khia canh khéc, sang ché @& xuét phuong phap tao ra lgn dugc bién ddi
gen, trong do it nhit mot alen cuia gen CDI163 bi lam bét hoat, trong d6 viéc lam bt
hoat alen CD163 khién cho protein CD163 khong thé gan két va/hodc phd vo virut gy
hoi ching ho hip va sinh san & lon (PRRSV). Phuong phép nay bao gbm budc rit
nhan nodn bao cua lon; dung hop nodn bao nay véi té bao nguyén bao soi cua lon cho,
hé gen cua té bao nguyén bao soi nay chua it nhat mot alen CD163 bi lam bét hoat; va
hoat h6a nodn bao nay dé tao ra phoi.

Séang ché con d& xuét phuong phap tao ra lgn duoc bién dbi gen, trong do cé hai
alen ctia gen SIGLEC] bi lam bit hoat. Phuong phdp nay bao gdm budc cho lon cai
duge cai bién gen c6 it nhit mot alen SIGLECI bi 1am bét hoat giao phdi véi lon duc

duoc cai bién gen cO it nhat mot alen SIGLEC] bi lam bat hoat dé tao ra thé hé con F1,
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va sang loc thé hé con F1 dé xac dinh lon duoc cai bién gen, trong d6 ca hai alen cua

gen SIGLEC] bi 1am bét hoat.

Sang ché con dé xudt phuong phap tao ra lon dugc bién dbi gen, trong d6 ca hai
alen ctia gen CDI63 bi lam bAt hoat, trong d6 viéc 1am bét hoat alen CD/63 khién cho
protein CD/63 khong thé gin két va/hodc pha vo PRRSV. Phuong phap nay bao gbém
bude cho lon cai duoc cai bién gen c6 it nhit mot alen CDI63 bi lam bét hoat giao
phéi voi lon duc dugce cai bién gen co it nhét mot alen CD163 bi 1am bét hoat dé tao ra
thé hé con F1, va sang loc thé hé con F1 dé xac dinh Ion dugc cai bién gen, trong do6 ca

hai alen cia gen CD163 bi lam bat hoat.

Theo khia canh khac, sang ché dé xuét phuong phép tao ra lgn duoc bién ddi
gen, trong d6 ca hai alen cua gen SIGLEC! va ca hai alen cua gen CDI63 bi lam bat
hoat, trong d6 viéc lam bt hoat alen CD163 khién cho protein CDI63 khong thé gin
két va/hodc phd vo virut gdy hoi ching hd hap va sinh san ¢ lon (PRRSV). Phuong
phép nay bao gdm budce cho lon dugc bién dbi gen co it nhéit mot alen SIGLECI bi
lam bét hoat giao phéi v6i lon dugc bién dbi gen co it nhat mot alen CD163 bi lam bét
hoat dé tao ra thé hé con F1, va sang loc thé hé con F1 dé xac dinh lon duoc cai bién
gen, trong do it nhét mot alen ctia gen SIGLECI bi lam bét hoat va it nhat mot alen cia
gen CDI163 bi lam bat hoat. Phuong phap nay con bao gdbm bude cho lon dugc bién
dbi gen, trong do it nhét mot alen cia gen SIGLEC bi 1am bét hoat va it nhat mot alen
cia gen CDI163 bi lam bat hoat giao phéi véi nhau dé tao ra thé hé con F2va sang loc
thé hé con F2 dé xac dinh lon dugc cai bién gen, trong d6 c& hai alen cia gen

SIGLECI va ca hai alen cua gen CD163 bi lam bét hoat.

Sang ché con dé xuét phuong phép khac dé tao ra lon duoc bién ddi gen, trong
d6 ca hai alen ctia gen SIGLECI va ca hai alen cua gen CDI/63 bi lam bét hoat, trong
d6 viée 1am bt hoat gen CD163 khién cho protein CD163 khong thé gin két va/hodc
pha vo virut gy hoi ching ho hép va sinh san & lon (PRRSV). Phuong phép nay bao
g&n bude cho lon dugce bién dbi gen, trong do6 ca hai alen ctia gen SIGLEC! bi lam bét
hoat giao phéi voi lon duoc bién dbi gen, trong do ca hai alen ctia gen CDI/63 bi lam
bét hoat dé tao ra thé hé con F1, cho giao phéi thé hé con F1 dé tao ra thé hé con F2,
va sang loc thé hé con F2 dé xac dinh lon dugc cai bién gen, trong do ca hai alen cia

gen SIGLEC] va ca hai alen cua gen CD163 bi lam bét hoat.
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Sang ché con dé xuit phuong phap khéc dé tao ra lon duoc bién dbi gen, trong
do ca hai alen cua gen SIGLEC! va ca hai alen ctia gen CD/63 bi lam bat hoat, trong
d6 vide 1am bt hoat gen CD163 khién cho protein CDI63 khong thé gin két vi/hodc
phé vo virut gdy hoi ching ho hép va sinh san & lon (PRRSV). Phuong phép nay bao
gdm bude cho lon dugc bién ddi gen, trong d6 it nhat mot alen cia gen SIGLEC] va it
nhét mot alen ctia gen CDI63 bi lam bét hoat giao phdi vai lon khac duge cai bién
gen, trong do it nhét mot alen cia gen SIGLECI va it nhét mot alen ctia gen CDI63 bi
lam bt hoat dé tao ra thé hé con F1, va sang loc thé hé con F1 dé xé4c dinh lon duoc
cai bién gen, trong d6 ca hai alen ctia gen SIGLECI va cé hai alen cua gen CD163 bi

Jam bét hoat.

Theo céc khia canh khéc, sang ché dé xuét thé hé con cua lon dugc cai bién gen
d3 duoc tao ra boi phuong phép bat ky trong s cac phuong phap néu trén, trong do
mot hodc ca hai alen ctia gen SIGLEC! bi lam bat hoat va/hoic trong d6 mot hodc ca
hai alen ctia gen CD/63 bi lam bét hoat, trong d6 viéc lam bt hoat alen CDI163 khién
cho protein CD/63 khong thé géin két va/hodc pha vo virut gdy hdi chung ho hép va
sinh san ¢ lgn (PRRSV).

Cac muc dich va d4u hiéu khac s& dugc lam rd mot phén va dugc mo ta mot phfm
dudi day.
M ta vén tit cac hinh vé

Hinh 1 md ta td chiic clia gen sialoadhesin va thiét ké vecto huéng dich. Hinh 1A
va Hinh 1B 1a céc biéu dd thé hién ring cac gen sialoadhesin cta nguoi (Hinh 1A) va
chuot nhit (Hinh 1B) lan lugt duoc ciu thanh boi 21 exon va kéo dai khoang 20kb.
Hinh 1C thé hién céc phan tich dot bién cta chudt trén exon 2 (trinh tu ADN clia exon
2 nhu dugce thé hién trén Hinh 1C 1a SEQ ID NO: 7, va trinh ty axit amin dugc ma hoa
bai exon 2 nhu duge thé hién trén Hinh 1C 1a SEQ ID NO: 8). Phan tich dot bién nay
boc 10 6 axit amin dé gan két sialoadhesin v6i phdi tir (duge thé hién bang phan chir in
dam/dong khung). Hinh 1D mo ta thiét ké vecto hudng dich duoc str dung dé thay thé
mot phin cua exon 1 va céc exon 2 va 3 cua SIGLECI bang ma két thic. Vecto nay

con chira catxet chon loc neomyxin (neo) bi kich thich béi doan khoi déu PGK.

Hinh 2 thé hién thiét ké vecto hudng dich, t& chtic ciia gen sialoadhesin, va to

chire cua gen sialoadhesin bién doi.
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Hinh 3 13 4nh chup cua gel thé hién phép sang loc PCR dé¢ xac dinh su hudng

dich cda gen sialoadhesin.

Hinh 4 13 anh chup cua gel thé hién phép sang loc PCR dé xdc dinh su c6 mit

dong déu cia ca sialoadhesin kiéu dai va alen huéng dich.

Hinh 5 thé hién td chitc mién cdu tric ciia CDI63 kiéu dai (phia bén trai) chira 9
mién ngoai bao SRCR, 2 mién giau prolin, serin, va threonin (PST), ving lién mang va
dudi bao chit ndi bao. CDI63 duoc cai bién gen duge thé hién & phia bén phai. Té
chirc mién cAu tric van gidng nhu cii chi khac 1a mién SRCR 5 da dugc thay thé bing

mién SRCR 8 thu duoc tir phdi tr CD163 (CDI163L).

Hinh 6 thé hién vecto huéng dich CDI163, trong d6 cdc nhanh ctia vecto nay la
doan cdt cia ADN ma c6 trinh tu giéng hét v6i CD163 ¢6 trong tu nhién hodc kiéu
dai, do d6 cho phép vecto nay ghép v6i CDI163 dd c6 mat trong cac té bao. Sau do,
ADN cai bién niim gitta hai nhanh cia CD163 ¢6 thé dugc chén vao ADN té bao bang
phép tai t6 hop tuong dong.

M5 ta chi tiét sang ché
binh nghia

“Lon bét hoat” 14 lgn duoc bién dbi gen, trong d6 chitrc nang cua mot hodc ca hai
alen cua gen bi bién dbi, vi du, loai bd mot phé”m hodac hoan toan gen. Néu mot alen cia
gen bi lam bét hoat, lon nay di hop dbi v6i su bit hoat gen do; néu cé hai alen bi lam

bét hoat, thi lon nay d&‘)ng hop ddi vai su bét hoat gen.

Thuat ngit “t& bao cho” dugc dung dé chi té bao ma tur do, léy duoc chét liéu
nhan hodc chromatin, dé s dung trong viéc chuyén nhan. Nhu dugc ban luan trong
ban mo ta nady, qué trinh chuyén nhén cé thé bao gdm viéc chuyén chi nhan hoic
chromatin nhu phén 14p duogc tu té bao cho, hodc viée chuyén toan bd té bao cho ké ca

chat liéu nhan hodc chromatin nhu vay.

Thuét ngit “bién d6i gen” duoc ding d& chi mot hodc nhidu sy bién dbi trong
trinh tw gen (bao gdm céc trinh ty ghi ma va trinh ty khong ghi ma, nhu intron, trinh tu
khéi dAu, va cac trinh tu khong dich ma & ddu 5° va 3°) 1am thay di su bi€u hién hodc
hoat tinh cda gen. Céc cdi bién nay bao g61n, vi du, chén (vi du, trinh tu di twong d&)ng,

nhu thanh phé"m dénh d4u chon loc va/hodc cic tin hiéu ngoai cung), loai bo, dot bién
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dich khung, dot bién khong dich nghia, dot bién sai nghia, dot bién diém, hoic td hop

ctia chung.

Thuét ngir “té bao nhan” dugc dung dé chi t& bao ma t¢ bao cho, nhan cta té bao
cho, hodc chromatin cla té bao cho dugc dua vao. Te¢ bao nhén duge rat nhan theo
cach thich hop trude khi chuyén nhan. Céc vi du vé té bao nhan bao gom nodan bao,

hop t, va céc té bao ctia phoi hai t€ bao.

“ARN can thiép nhd” (viét tit 1a siARN) dugc dung dé chi cac phan tir ARN soi
doi ¢6 kha nang can thiép dédc hi€u vao su biéu hién protein. Cac ARN can thi€p nho
thuong c6 chiéu dai nam trong khodng tir 10 nucleotit dén 30 nucleotit. Chiéu dai ctia
phan tir ARN can thiép nho dua trén co s¢ chiéu dai cua soi khong ma hoa cua phén tir
ARN can thi¢p nho.

M5 ta cac phuong an uu tién

Sang ché @& xuét lon duoc cai bién gen khéng lai tinh trang nhiém virut gy hoi
chang ho hip va sinh san cta lon (PRRSV). Su lay nhiém PRRSV ¢6 nguyén nhén la
tir ba thuc thé trung gian cho sy xdm nhép dac hi¢u: (1) gén két khoi dédu véi heparan
sulfat, (2) gén két/ nhap bao nho sialoadhesin (SIGLECI), va (3) nhap bao/pha v6 clia
virut nhd CD163. Do d6, viée ngan nglra tuong tac gitta PRRSV va SIGLEC! va/hodc
PRRSV va CDI63 din dén viéc lam mét kha ning ctia PRRSV la thiét 14p tinh trang bi
lay nhiém & vat chu. Vi vdy, sing ché dé xuét lon duoc cai bién gen, trong do it nhat
mot alen cta gen SIGLECI bi lam bt hoat va/hodc trong do it nhit mot alen ctia gen
CDI163 bi lam bat hoat, trong do viéc lam bat hoat alen CDI163 khién cho protein
CD163 khong thé gin két va/hodc pha vo virut gay hoi chimg ho hép va sinh san ¢ lon
(PRRSV). Céc lon nay cling ¢ thé duoc goi 1a lon ¢6 gen SIGLECI va/hogc CD163 bi

lam bét hoat.

Sang ché bao gdm lon, trong d6 chi mot alen ctia gen huéng dich (S/IGLECI
va’hodc CDI163) bi lam bt hoat, trong khi alen khac van khong bi anh huong. Cac con
lon, ma & day goi 1a lon “di hgp” hodc “ban hop” ¢ thé duoc st dung trong cach nhén
gi611g dé tao ra su dot bién ddng hop. Trong pham vi clia sdng ché 1a lon dot bién ddng
hop, trong d6 ca hai alen ctia gen dich bi 1am bét hoat, hodc bang cung hodc bing céc
cach khac nhau. Do do, sang ché bao gdm lon dugce cai bién gen, trong do: (1) mot

alen cua gen SIGLECI bi lam bt hoat; (2) mdt alen ctia gen CDI63 bi lam bét hoat;
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(3) ca hai alen cua gen SIGLEC] bi lam bét hoat; (4) ca hai alen ctia gen CDI63 bi lam
bét hoat; (5) ca hai alen ctia gen SIGLEC] va mot alen ctia gen CD/63 bi lam bét hoat;
(6) mot alen ctia gen SIGLEC] va ca hai alen cua gen CD/63 bi lam bét hoat; (7) mot
alen cia gen SIGLEC] va mot alen cia gen CD/63 bi lam bat hoat; hodc (8) ca hai
alen cta gen SIGLEC! va ca hai alen cia gen CDI63 bi lam bat hoat. Trong mdi
truomg hop va trong pham vi yéu cdu cép bang doc quyén sang ché nay, thong thuong,
viéc lam bét hoat alen CD163 khién cho protein CD163 khong thé gin két va/hodc pha
vo virut gay hoi chiing ho hép va sinh san & lon (PRRSV).

Viéc hudng dich gen duoc thuc hién 8 tao ra lon theo sang ché co thé gay ra sy
bat hoat gen bing cach ngit quéing, loai bo, cai bién, hodc thay thé trinh tu gen dich.
Phuong phép 1am bt hoat gen la da biét trong linh vuc k¥ thuat nay. Vi dy, gen dich
c6 thé bi 1am bét hoat bing cach chén trinh tu di tuwong ddng (nhu thanh phin dénh dau
chon loc va/hodc ma két thiic) vao gen dich, loai bo phén cta gen hodc toan bd gen, cai
bién gen (vi du, bing cach dot bién dich khung, dot bién khong dich nghia, dot bién sai
nghia, dot bién diém, thay thé mot phén hodc toan bd gen b%mg trinh tu axit nucleic

khac), hodc td hop bét ky trong s6 céac cach nay.

Céc trinh tu duge chén cé thé thay thé cac trinh tu da c6 tir trudce trong gen hodc
6 thé duoc bd sung vao céac trinh tu nay, phu thudc vao thiét ké cua san phém thiét ké
hudng dich. Thiét ké ctia san phim thiét ké huéng dich co thé bién ddi, phu thudc vao
viéc c6 mudn 1am bét hoat hoan toan chirc nidng clia gen hodc dé duy tri chirc ning ¢
mure do giam. Trong truong hop SIGLECI, viéce lam bat hoat hoan toan chirc nang la
duoc mong mudn. Bing céch lam vi du va khong nhim dit ra gii han, gen SIGLEC!
¢6 thé bi lam bét hoat bang céach loai bd mot ph?m exon 1 va tt ca cac exon 2 va 3, vi
du, bﬁmg cach thay thé mot phé.n exon 1 va ca exon 2 va 3 béng catxet chon loc
neomyxin. Theo mot sb phuong 4n, viée cai bién con ¢ thé bao gdm viée bd sung cac
diém LoxP trén hodc bén canh trinh tu cta gen SIGLEC! can dot bién. Trong mot sb
trurong hop, san phdm thiét ké huéng dich co thé chira ca hai diém loxP nim bén suon
trinh tuw duoc chén vao va recombinaza CRE. Trong cdc truong hop khac, hé hai vat
truyén co6 thé dugc st dung, trong do sén phdm thiét ké hudng dich bao gdm céc diém
loxP nidm bén sudn trinh tu duoc chén vao va vecto thir hai chira gen chuyén ghi ma
i v6i recombinaza CRE. Gen chuyén d6i v6i recombinaza CRE c6 thé bi chiu tac

dong ctia doan khai dau dac hiéu mo, sao cho bicu hién cta nd lam cho gen SIGLECI
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khong hoat dong trén cac dong té bao dac hiéu. Tuong tu, catxet chon loc khdng sinh
¢6 thé ¢6 cac diém loxP ndm bén sudn sao cho catxet nay cé thé dugc loai bo trong

giai doan sau bang cach st dung recombinaza Cre.

Trong truong hop CD/63, nén chi lam bét hoat chirc nang lién quan dén sy gin
két va/hodc pha vé PRRSV trong khi cac chie ning khéc cia CDI63 chi bi anh hudng
& muc tdi thiéu hodc khong bi anh huéng. Trong khi khong bi rang budc vao ly thuyét
cu thé bat ky, tin 1‘§ng viéc lam bét hoat hoan toan CDI63 ¢6 thé khong thuc hién dugce
hodc ¢b thé bi tdn hai nghiém trong do vai trdo cia CD/63 trong su gén két va dua
phirc haemoglobin-haptoglobin nhap bao. Do d6, CDI63 c6 thé bi lam bat hoat bang
céch pha v mién giau xystein thu thé don dep (SRCR) dau tan cing N thitr nim cta
CDI163, vbn da duge biét trude 14 dong vai trd dan dau trong tinh trang bi 1y nhiém
PRRSV (Van Gorp et al.,, 2010), trong khi cac mién khéc khong bi anh huéng. Mién
SRCR 5 ¢6 thé duge cai bién gen, vi du, bang cach gay dot bién diém lam thay ddi cau
trac clia mién nay vao hoidc bang cach d6i mién nay voi mién khac. Vi dy, mién SRCR
5 ¢ thé duoc thay thé bing mién SRCR 8 tir phdi tir CD163 (CD163L) vi vide “ddi”
mién nay da cho thay la lam giam muc lay nhiém PRRSV tuong ddi dén 0% trong cac

té bao duge nudi cdy (Van Gorp et al., 2010).

Theo cach khac, céc trinh tw ghi ma ddi véi gen dich khong bi bién ddi hodc bién
ddi & muc t6i thiéu va, dung hon 13, cac trinh tu 4nh hudng dén su biéu hién cta gen
dich, nhu trinh tu khoi dau, dugc hudng dich. Trong moi trudng hop, viéc chen thanh
phén dénh ddu chon loc thuong dugc mong muén dé tao diéu kién thuan loi cho viée
xéc dinh céc té bao trong d6 su hudng dich da xay ra. Néu mubn, cac thanh phan danh
dau nay hodc cac trinh ty dugce cheén khac ¢o thé duoc loai ra sau do, vi du, b?mg Cre-

Lox hodc hé tuong tu.

Viéc bién ddi gen hudng dich sir dung ciu tric axit nucleic co cac viing tuong
ddng véi gen dich (vi du, SIGLECI hodc CD163) hodc véi cac ving bén suon ciia gen
dich, sao cho su gén céu tric vao hé gen nay lam thay ddi su bidu hién ciia gen, hoic
bang cach thay dbi trinh tu cta gen va/hodc lam thay d6i mure biéu hién cta gen. Do
do, dé lam thay doi gen, san pham thiét ké hudng dich thuong dugc thiét ké dé chura ba
vung chinh: (i) viung thu nhit tuong dong véi locus cAn hudng dich (vi du, gen
SIGLEC]! hoic CDI163, hoac trinh tw bén sudn cua ching), (ii) vung tht hai 1a trinh tu
polynucleotit di twong déng (vi du, ghi ma thanh phin danh dau chon loc, nhu protein
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khéng khang sinh) dé thay thé dic higu cho mot phan cua locus huéng dich hodc dugc
chén vao locus hudng dich, va (iii) vung thu ba, gidng nhu viing thi nhét, twrong ddng
vGi locus hudng dich, nhung thuong khong lién k& v6i vung thir nhét cua chu trac.
Viéc tai t hop twong dong giita san pham thiét ké huéng dich va locus kiéu dai huéng
dich din dén viéc loai bo céc trinh tu locus bat ky giita hai viing twong dong co mit
trong vecto hudng dich va thay thé trinh tu d6 bé‘mg, hodc cheén vao trinh ty do6, trinh tu
di twong déng (vi du, trinh tu di twong ddng ma hoéa thanh phan danh ddu chon loc).
Céu tric va vecto 1am vi du dé thuc hién phép cai bién huéng dich nay duge boc 10
trong Vi du 1; tuy nhién, cac vecto khac ¢ thé duoc str dung trong cach nay la da biét
trong linh vuc k¥ thuat va co thé dugc dé dang lam thich Ung dé st dung trong sing

ché.

P8 tao didu kién thudn loi cho viéc tai td hop tuong déng, cac vung thi nhét va
thir ba cua vecto hudng dich (xem trén day) bao gdm cac trinh ty biéu hién muc do
twong ddng trinh tu déng ké v6i gen can hudng dich (hodic ving bén sudn). Vi du, cac
viing thtr nhat va thtt ba cta vecto hudng dich c6 thé ¢6 cac trinh ty twvong ddng it nhét
khoang 80%, it nhit khoang 90%, it nhét khoang 95%, it nhat khoang 98%, it nhit
khoang 99%, hodc khoang 100% voi gen hudng dich hogc ving bén suon. Muc do
trong ddng trinh ty thudng duge do bang cach st dung BLAST® (Basic Local
Alignment Search Tool -Cong cu so sanh trinh tu co ban tai chd) hoiic BLAST® 2 véi
céc thong s diac hidu ngdm dinh trong d6 (xem bai bio: Altschul et al, J. Mol. Biol.
215 :403-410, 1990; Tatiana et al, FEMS Microbiol. Lett. 174:247-250, 1999). Do d¢,
cdc trinh tu c6 do twong ddng trinh tu it nhét khoang 80%, it nhét khoang 90%, it nhét
khoang 95%, it nhit khoang 98%, it nhéat khoang 99%, hoic tham chi khoang 100%)
véi cac gen locus hudng dich co thé duoc sir dung trong séng ché dé tao diéu kién

thuén loi cho viéc tai td hop tuong déng.

Tdng kich thudc cla hai ving tuong ddng (tic 1a ving thir nhét va thit ba néu
trén) ¢6 thé, vi duy, nim trong khoang tur 2 kilobazo (kb) dén 25kb (vi du, ndm trong
khoang tir 4kb dén 20kb, nam trong khoang tir Skb dén 15kb, hodc nim trong khoang
tir 6kb dén 10kb). Kich thudc ciia ving thay thé cho mdt phan locus huéng dich hogc
duoc chén vao vao locus hudng dich (ving tht hai nhu néu trén) 6 thé, vi du, nam
trong khoang tir 0,5kb dén Skb (vi du, nam trong khoang tir 1kb dén 4kb hodc nim

trong khoang tir 3kb dén 4kb).
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Céc kiéu phuong phép khac dé phan phéi san phdm thiét k& huéng dich c6 thé
dugc st dung. Cac phuong phap chuyén nhiém té bao, bao gdm phuong phap st dung
canxi phosphat, lipofection, duc 16 béng xung dién, va tiém nhén ¢ thé duge st dung
dé phan phdi san phdm thiét ké huéng dich. Néu gen nay c6 hoat tinh phién m4 trong
kiéu té bao duogc str dung, thi chién luoc thanh phﬁn danh diu chon loc khong sir dung
doan khoi diu co thé dugce st dung, sao cho su khdng khang sinh chi dugc tim théy
trong cdc té bao ma co hién tuong tai td hop bén trong don vi phién ma. Theo cach
khac, néu gen c6 hoat tinh phién ma trong kiéu té bao dugc st dung, cac chit khoi ddu
nhay cam, dac hiéu md hodc chua thanh phén cach ly nhu vung gén két nén (matrix

attachment regions -MARs) c6 thé duoc st dung.

Theo céach khac, k¥ thudt ARN can thi€p nho ¢o6 thé duogc sir dung dé “gay cam”
su phién ma déi v6i SIGLECI. Ky thuat khong dich ma 1a da biét trong Iinh vyc k¥
thudt nay. Mot cach van tat, trinh tuw nucleotit thuong chira tir 19 nucleotit dén 29
nucleotit bd trg cho trinh ty ARN thong tin dich ma cta SIGLEC! dugc st dung. Muc
d6 bd tro thong thuong ndm trong khoang tir 70% dén 100%. Tt hon, néu muc do bd
tro 16n hon dén khoang 80%, tt hon nita 16n hon dén khoang 90%, va tot hon nira la
16n hon dén khoang 95%. Cac ving ctia SIGLECI ARN thong tin thich hop dé hudng
dich bing ARN can thiép nhé c¢6 thé d& dang dugc xdc dinh bang cach so sanh higu
qué cta vai trinh ty khong ma héa dugc thiét ké dé bd tro cho cac ving khac nhau cia
ARN thong tin SIGLECI dé ngin nglra su tao ra protein SIGLECI. Céc thir nghi¢m
nay c6 thé duoc dé dang thyc hién ma khong can thir nghiém qua muc bing bat ky

trong s cac k¥ thuét da biét trong linh vuc k§ thuét nay.

Céc vecto ding dé biéu hién ARN can thiép nho 14 da biét trong linh vuc k§ thuat
nay. Vecto nay co th 1a ADN vong hoic thing c6 chidu dai bat ky tich hop vao hé gen
cua vat chu hodc duoc duy tri & dang episom. No6i chung, catxet biéu hién ARN can
thi€ép nho co thé duogc gén vao vat truyén chuyén ADN, nhu plasmit, hodc lentivirut,
adenovirut, alphavirut, retrovirut hodc vecto virut khac. H¢ vat truyén virut dong vat
¢6 vi d& lam vi du bao gdm vecto adenovirut; cac vecto virut lién két adeno typ 1
(adeno-associated virus typ 1 -“AAV-17) hodc typ 2 (“AAV-2”); vecto virut viém gan
delta; virut delta c6 doc luc giam, séng; cac vecto virut herpes; vecto alphavirut; hoac

cac vecto retrovirut (k€ ca vecto lentivirut).
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Viéc bién nap té bao dong vat c6 vii co thé dugc thuc hién theo céac k¥ thuét tiéu
chuén da biét trong linh vuc k¥ thuat nay. Quy trinh bat ky trong sb cac quy trinh da
duoc biét ro dé dua céc trinh tu nucleotit ngoai lai vao té bao chu co thé duoc sir dung
chirng nao ching dua thanh cong it nhét cu tric ARN can thiép nho vao té bao chu.
Céc quy trinh ndy bao gdm budc dp dung sy tai nap virut (vi dy, bang cach sir dung
vecto bat ky trong s cac vecto virut duge liét ké trong doan néu trén, vi du, bang céch
gdy nhidm retrovirut, ty y voi su ¢6 mit ctia polybren dé lam gia ting hiéu qua gay
nhiém), chuyén nhiém canxi phosphat, duc 16 bang xung dién, hé théng phan phdi
phan tir gen (nghia 12 sing bén gen), liposom, vi tiém, va phuong phap bat ky trong sb
cac phuong phap da biét khac dé dua ADN hé gen tach dong, ADN b trg, ADN tong
hop hoac chét liéu gen ngoai sinh khic vao té bao chu. Theo sang ché, ARN can thi¢p
nho dugc hudng ddbi voi SIGLECI duoc dua vao céc té bao nguyén bao s¢i cta lon

cho, dugc sir dung tiép dé tao ra lon dugc cai bién chuyén gen theo séng che.

Lon chuyén gen theo séng ché co thé duoc tao ra bang cach ap dung quy trinh
chuyén nhan dudng bao tdng quét. Mot cch vén tit, hé gen ctia dudng bao lon (vi dy,
nguyén bao sgi thai) duoc cai bién gen bang cach huéng dich gen nhu néu trén, dé tao
ra té bao cho. Sau do, nhan cia té bao cho duge bién dbi gen nay (hoic toan b té bao
cho, k& ca nhéan) duoc chuyén vao té bao nhén, vi du, nodn bao da dugc rut nhan. Té
bao cho c6 thé duoc dung hop véi nodn bao rat nhéan, hodc nhén cho hodc chinh té bao
cho ¢6 thé dugc tiém vao cac t& bao nhan hodc dugc tiém vao vung quanh noan hoang,

bén canh mang nodn bao.

Do do, khi thu dudng bao, trong d6 gen dich da dugc hudng dén (mot hodc ca hai
alen, nhu néu trén), qué trinh chuyén nhan c6 thé dugc thuc hién. Tuy ¥, té bao cho
dwoc cai bién gen c6 thé duge bao quan bang cach dong bang trude khi chuyén nhan.
Té& bao nhan co thé dugc st dung bao gdm nodn bao, hop tir thu tinh, hodc céac té bao
ctia phoi hai té bao, tit ca c6 thé duge rat nhan hodc c6 thé khong,

Nodn bao nhan c6 thé thu duge bang cach &p dung cac phuong phap da dugc biét
trong linh vuc ky thudt nay hodc ¢ thé mua duoc tir cac nguén thuong mai (vi du, tu
BoMed Inc., Madison, Wis.). Noan bao ¢6 thé thu dugc tir “lon nai con”, lon cai chua

sinh con hodc tir “lon néi trudng thanh”, lgn cai da sinh con.
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Do d6, lon duoc bién dbi gen, trong do it nhat mot alen cta gen SIGLECT bi lam
bAt hoat ¢ thé duoc tao ra béng cach rit nhan nodn bao cia lon; dung hop nodn bao
nay voi té bao nguyén bao soi cta lon cho, hé gen cla té bao nguyén bao soi nay chira
it nhat mot alen SIGLECT bi lam bat hoat; va hoat héa nodn bao nay dé tao ra phoi.
Tuong ty, lon dugce bién dbi gen, trong do it nhét mot alen cua gen CDI63 bi lam bét
hoat, trong d6 viéc lam bét hoat alen CDI63 khién cho protein CD/63 khong thé gin
két va/hodc pha vé virut gy hoi chimg ho hép va sinh san & lon (PRRSV) ¢6 thé duoc
tao ra bing céch rit nhan nodn bao ca lon; dung hgp noén bao nay voi té bao nguyén
bao soi cda lon cho, hé gen cua té bao nguyén bao sgi nay chira it nhit mot alen
CDI63 bi 1am bét hoat; va hoat héa noan bao nay dé tao ra phoi. Ca hai phuong phap
nay con co thé bao gdbm budc chuyén phdi vao duong sinh san cia lon thay thé, trong
do lon thay thé da dugc gdy dong duc nhung chua hoan tat viéc rung trimg; va trong
d6 ky mang thai va ky sinh nd phdi nay s€ tao ra lon duge bién dbi gen co hé gen chira
it nhét mot alen SIGLECI vi/hoie CDI63 bi 1am bAt hoat. Sang ché con dé xuét thé he
con cua lon dugc cai bién gen nay, trong 4o it nhat mot alen ciia gen SIGLEC! bi lam
bAt hoat, va/hodc trong do it nhit mét alen ctia gen CD163 bi lam bét hoat, trong do
viéc 1am bét hoat alen CD163 khién cho protein CD163 khong thé gin két va/hogc pha

vo virut gdy hoi chtrng ho hép va sinh sén & lon (PRRSV).

Céc phuong phép rat nhan noan bao lon 1a da biét trong linh vuc k¥ thuat nay, va
viéc rat nhan co thé duoc thuc hién theo phuong phap bét ky trong s cac phuong
phép tiéu chuén. Vi duy, viéc rat nhan nodn bao co thé duoc thuc hién béng micropipet
trong mdi truong vi thao tac.

Viéc dua nhén lién két mang tur té bao cho cta lon vao nodn bao lon nhan di
dugc rat nhan dé tao ra nodn bao chira nhan cho c6 thé duoc thuc hién bﬁng cach dung
hop mang cta nhan li€n két mang cia té bao dong vat c6 va cho véi mang cla nodn
bao da duoc rut nhan cta dong vat c6 vi nhan dé tao ra nodn bao chira nhan cua té bao
clia dong vat c6 vu cho. Theo cach khac, viée dua vao nay ¢6 thé duoc thuc hién béng
céch vi tiém nhan lién két mang cta té bao dong vat c6 v cho vao nodn bao da dugc
rat nhan cia déng vat cd vi nhén dé tao ra nodn bao chtra nhén cua té bao dong vat co
vii cho. Vi du, ¢6 thé dua té bao cho (hodc nhan) vao khoang bén dudi ving sang hodc
vao viing quanh nodn hoang clia nodn bao nhan da dugc rat nhén, va sau do dung hop
mang dé tao ra nodn bao chira nhan cho bén trong bao chit. Tt ca cac cach dé dua
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chét liu nhan cho vao nodn bao dd duoc rut nhan cta dong vét cd vu nhdn ma chuyén
gia trong linh vuc k§ thuét nay da biét c6 thé duoc dung trong cac phuong phép da

dugc boc 16 trong bdn mo ta nay.

Vi du, bude dung hop c6 thé dugc thuc hién trong moi truong dung hop. Theo
cach khéc, virut bi lam bét hoat hodc tac nhan dung hop nhu polyetylen glycol (PEG)
¢6 thé duogc st dung dé thuc ddy su dung hop. Vi dy, xem bai bdo: Graham (1969)
Wistar Inst. Symp. Monogr. 9:19-33, va McGrath et al., (1983) Science 220:1300-1302
v& viéc st dung virut; Fisher et al., (1981) Tech. Cell. Physiol. 1:1-36 v& viéc dung
hop té biao bang héa hoc; va Berg (1982) Bioelectrochem. Bioenerg. 9:223-228, va
Robl et al., (1987) J. Anim. Sci. 64:642-647 vé viéc dung hop té bao bing dién.

US 6,211,429 B1, ndi dung cta n6 dugc dua vao day bang cach vién dan, md ta
cac phuong phép in vitro va in vivo dé phat trién nodn bao dugc hoat hoa. Thuat ngir
“hoat hda” hoac “kich hoat” dugc dung dé chi kha ning phat trién ctia nodn bao khong
thu tinh dén it nhAt giai doan tién nhan, hodc sau nita, sau khi xu 1y béng chit diéu
chinh noin bao va tac nhan khu. No6i chung, giai doan tién nhan s& dat duoc trong
khoang thoi gian tir ba dén bay gio sau khi xt ly. Thuét ngir “chét diéu chinh noin
bao” dugc dung dé chi tac nhan ma c6 thé phan img véi co chét trén hoic trong noén
bao, vi du, nhém thiol (-SH), ma ¢6 thé 1a nhém protein thiol; tac dong cua phan tng
nay, khi budc tiép theo 1a xir Iy nodn bao bang tac nhin khir theo cdc phuong phap da

duoc boc 16 trong US 6,211,429 B1, 1am hoat hoa nodn bao cua dong vat co vu.

Viéc st dung két hop -SH hodac chét diéu chinh nodn bao nhu thimerosal va tac
nhan khir -SH nhu dithiothreitol ¢6 kha ning hoat héa hoan toan noan bao cta dong
vat ¢ vi. Viée két hop bude xir ly ngén bang thimerosal va chi thoang qua canxi don
thuan trude khi xir 1y biang tdc nhan khtr nhu DTT la dac biét c6 hiéu qua trong vigc
hoat hoa. Thimerosal gdy ra mot loat cum Ca?" & nodn bao cia dong vat co vi, ma khi
u tiép v&i tac nhan khit nhu DTT ¢6 thé kich thich su tao ra tién nhan. Do dd, sau khi
thimerosal bi loai bd, sau d6 DTT dugc bd sung vao dé dao ngugc hoat dong cua
thimerosal, tiép theo loai bo no dé cho phép phoi tiép tuc phat tridn. Viée xtr Iy bang
thimerosal/DTT két hop ciing gay ra su xudt bao hat vo, tiép theo lam cling viing sang,

va phét trién nodn bao da dugc hoat hoa dén giai doan tai phdi.
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Ngoai thimerosal, chit didu chinh nodn bao khéc cé thé duge str dung, nhu t-
butyl hydroperoxit; thioure; phenylephrin; N-aklylmaleimit nhu N-etylmaleimit;
glutathion dd dugc oxy hoa; alpha-haloaxit nhu iodoaxetat, cloaxetat, va bromoaxetat;
iodoax_etamit; p-thily ngin benzoat; p-clo thuy ngin benzoat; 5,5’-dithiobis(axit 2-
nitrobenzoic) (DTNB); (2-trimetylamoni)etylmetanthiosulfonat (MTSET); va (2-
sulfonatoetyl)metanthiosulfonat (MTSES). Ngoai DTT, céc tdc nhén kha hitu dung,
nhu céc tic nhan khir nhom thiol (-SH), bao gém, nhung khéng chi giéi han o,
dithioerytritol (DTE); beta-mercaptoetanol; xystein; glutathion da dugc khu; thioure

da duoc khtr; thioglycolat; va axit ascorbic.

Khoang thoi gian trong khi noén bao tiép xuc véi chit didu chinh noan bao la
thoi gian hitu hiéu dé gay ra viéc hoat hoa noan bao khi tiép theo la bude xur ly bang
tac nhan khir. Khoang thoi gian nay cd thé nam trong khodng tir 5 phut dén 20 pht, tot
hon 13 ndm trong khodng tir 5 phut dén 15 phut, hogc t6t hon nita, néu ndm trong
khoang tir 5 phut dén 12 phut. Thoi gian trong khi nodn bao tiép xtic v&i tac nhan khu
la di dai dé géy ra hoat héa noan bao khi da dugc xir Iy trudc bang chat diéu chinh
nodn bao. Khoang thoi gian nay co thé nam trong khoang tir 5 phut dén 1 gio, tot hon
12 nam trong khoang tr 10 phut dén 45 phut, tot hon nira ndm trong khoang tir 20 phut -
dén 40 phut, va con t5t hon nita 1a khoang 30 phut.

Viéc tiép xuc clia nodn bao da duge rat nhan véi tic nhan kh sau khi cho tiép
xtc v6i chét didu chinh nodn bao co thé xay ra hau nhu ngay 1ap tirc, hodc co thé xay
ra trong khoang thoi gian nim trong khoang tur 5 gidy dén 5 phit sau khi non bao tiép
xGic v6i chét didu chinh noan bao. Noan bao da duge xi ly bang chét diéu chinh noan
bao ¢6 thé duoc chuyén vao moi trudng chta tac nhan khir ma khong c6 budce loai bo
chét trung gian. Theo céch khac, nodn bao da duogc xur ly bing chét diéu chinh noan
bao ¢6 thé duge rira trong moi trudng dbi chung hodc mdi trudong chua chét khi dé
loai bd hau hét chit didu chinh noén bao trude khi nuoi cdy nodn bao trong moi truong
chtra chit khir. Theo céach khdac, tdc nhan khir co thé duoc bd sung mot cach truc tiép
vao nodn bao trong khi nodn bao van c6 mit trong moi truong chira chét diéu chinh

noin bao.

Theo cach khdc, viéc hoat hoa nodn bao cling c6 thé duge thuc hién bing nhiéu

phép x1r Iy hoa hoc khac khong st dung canxi, vi duy, uc ché protein kinaza (Mayes et

-20-



23957

al., (1995) Biol. Reprod. 53:270-275), hodc tc ché quy trinh téng hop protein
(Nussbaum et al., (1995) Mol. Reprod. Dev. 41:70-75).

Sau khi hoat héa, nodn bao thudong duwoc nudi cdy trong mot thoi gian ngin in
vitro. Sau d6, phoi thu dugc sé duoc chuyén vao lon cai thay thé, va phoi s& phat trién
trong lon cai thay thé nay. Vi du, phoi duge nudi cdy trong khoang mot tudn, va sau do
duge chuyén bang cach phiu thuat hodc bang cach khong phau thuat dén duong sinh
san cta lon thay thé. Phoi co thé duoc chuyén vao ong dan trimg thong qua tua budng
trirng cua lon thay thé. Theo cach khac, phdi c6 thé dugc chuyén vao éng dan tring
ctia lon thay thé bang cich st dung 6ng thong xuyén qua thanh cua dng déan tring.
Céch khac dé chuyén phoi bao gdm viéc nuodi cdy chiing dén giai doan tai phoi, tiép
theo 1a dwa vao duong sinh san cta lon thay thé. Cac phwong phap nay la di duoc biét
trong linh vuc k¥ thuat nay, va cé thé dé dang dugc ap dung dé tao ra lon duoc bién

doi gen theo sang ché.

Céc phuong phap khéc dé tao ra lon va dong vt 16n khac dugc cai bién gen 1a da
biét trong linh vuc k§ thuat nay va cling c6 thé duoc st dung trong sang ché (xem: vi
du US 2005/0120400 A1; U.S. Pat. No. 5,995,577; WO 95/16670; WO 96/07732; WO
97/00669; WO 97 00668; WO 2005/104835; Lai et al.,, Reproductive Biology and
Endocrinology 1:82, 2003; Hao et al.,, Transgenic Res. 15:739-750, 2006; Li et al.,,
Biology of Reproduction 75:226-230, 2006; Lai et al.,, Nature Biotechnology
24(4):435-436, 2006; Lai et al.,, Methods in Molecular Biology 254(2):149-163, 2004;
Lai et al,, Cloning and Stem Cells 5(4):233-241, 2003; Park et al.,, Animal
Biotechnology 12(2):173-181, 2001; Lai et al.,, Science 295:1089-1092, 2002; Park et
al.,, Biology of Reproduction 65:1681-1685, 2001; ndi dung cta tung tai li¢u dugc dua

vao ddy bang cach vién dan).

Céc phuong phép kha thi khéc dé san xuét lon duge cai bién gen bao gom budc
tiém hodc tai nap nucleaza (nucleaza 16i kém, hodc Tal nucleaza hudéng dich dén gen
cin quan tdm) vao dudng bao, tiép theo chuyén nhan dudng bao va chuyén phoi vao
lon thay thé. Ngoai ra, viéc bién ddi gen nhd tinh tring- hodc tiém tinh trung vao ndi
bao (intracytoplasmic sperm injection -ICSI) cling ¢6 thé dugc 4p dung. Mot cach vén
tit, trong viéc cai bién qua trung gian tiém tinh trang vao ni bao ICSI, san pham thiét
ké hudng dich duoc trdn voi tinh trang, va ca hai dugc tiém vao noan bao. Trong viéc
cai bién nho tinh trung, cAu tric duoc trén véi tinh trung, va budc thu tinh in vitro
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(IVF — in vitro fertilization) hodc thy tinh nhan tao dugc st dung dé thu thai lon thay
thé. Chuyén gia trong linh vuc k¥ thuat nay co thé d& dang diéu chinh cic phuong
phéap nay dé tao ra lon c6 gen bi lam bét hoat theo sang ché. Mic di khong duoc phat
trién dy du i vai lon, k§ thuat té bao gbc phdi, hodc tao ra cac té bao tiy, nhu da
dugc phat trién dbi vai chudt nhét, c6 thé duogc cai bién gen va dugce su dung lam té

bao cho dé chuyén nhan dudng bao hodc d¢ san xuat dong vét kham.

Nhu néu trén, sang ché con dé xuét lon duoc cai bién gen, trong dé (1) ca hai
alen cia gen SIGLEC] bi lam bt hoat, (2) ca hai alen cua gen CD/63 bi lam bét hoat,
trong d6 viée 1am bét hoat alen CDI163 khién cho protein CDI63 khong thé gén két
va/ho#c pha vo virut gay hoi chirng ho hép va sinh san & lon (PRRSV), hodc (3) ca hai
alen ctia SIGLECI va ca hai alen ctia CDI63 bi lam bat hoat. Lon dugc cai bién gen
ddng hop dbi véi su bét hoat gen c6 thé dugc tao ra bang céch cho lon di hop dbi véi
su bat hoat gen giao phéi, va sang loc thé hé con dé xac dinh lgn ddng hop ddi véi su
bat hoat gen. Sang ché con dé xuét thé hé con cua lon duge cai bién gen nay, trong do
mdt hoidc ca hai alen ctia gen SIGLECI bi lam bét hoat va/hoic trong d6 mot hodc ca
hai alen ctia gen CD163 bi lam bét hoat, trong d6 viéc 1am bt hoat alen CDI163 khién
cho protein CDI63 khong thé gin két va/hodc phd vo virut gdy hoi ching hd hép va
sinh san ¢ lgn (PRRSV).

Do d6, sang ché dé xudt phuong phap tao ra lon duoc bién ddi gen, trong do ca
hai alen clia gen SIGLEC! bi lam bt hoat béng cach cho lon cai duogc cai bién gen,
trong 4o it nhit mot alen cia SIGLECI bi lam bét hoat giao phéi voi lon duc dugc céi
bién gen, trong do it nhit mot alen ctia SIGLEC] bi lam bt hoat dé tao ra thé hé con
F1; va sang loc thé hé con F1 dé xac dinh lon duoc cai bién gen, trong do6 ca hai alen
cia gen SIGLECI bi lam bét hoat. Tuong tu, sang ché d& xuét phuong phép tao ra lon
duoc bién dbi gen, trong d6 ca hai alen ctua gen CDI63 bi lam bét hoat bang cach cho
lon c4i duge cai bién gen, trong d6 it nhét mot alen ciia CDI63 bi lam bét hoat giao
phéi voi lon duc dugce cai bién gen, trong do it nhat mét alen cia CDI63 bi lam bét
hoat dé tao ra thé hé con F1; va sang loc thé hé con F1 dé xac dinh lon dugc céi bién

gen, trong do6 ca hai alen cua gen CD/63 bi lam bat hoat.

Sang ché con dé xudt cac phuong phap tao ra lon duoc bién ddi gen, trong do ca
hai alen cta gen SIGLECI va ca hai alen clia gen CD/63 bi lam bét hoat. Phuong phap

nay bao gom budc cho lon dugc bién doi gen, trong dé it nhat mot alen cua gen
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SIGLEC] bi lam bét hoat giao phéi véi lon dugc bién ddi gen, trong dé it nhat mot
alen cia gen CDI/63 bi lam bAt hoat dé tao ra thé hé con F1; sang loc thé hé con F1 dé
x4c dinh lgn duogc cai bién gen, trong do it nhit mot alen ctia gen SIGLEC] bi lam bét
hoat va it nhét mot alen cia gen CDI63 bi lam bét hoat; cho lon duoc bién dbi gen,
trong do it nhét mot alen ctia gen SIGLEC! bi 1am bét hoat va it nhat mot alen ctia gen
CDI163 bi lam bét hoat giao phéi nhau dé tao ra thé hé con F2; va sang loc thé hé con
F2 dé x4c dinh lon dugc cai bién gen, trong d6 ca hai alen ciia gen SIGLEC! va cé hai

alen cua gen CD163 bi lam bét hoat.

Céc phuong phép tao ra lon dugc cai bién gen, trong do6 it nhét mdt alen cla
SIGLECI va/hodc it nhit mot alen ctia gen CDI63 bi lam bét hoat dugc bde 19 trong
phan néu trén. Viéc sang loc thé hé con c6 thé dugc thuc hién nhu phuong phép tiéu
chuén trong linh vuc k¥ thuét nay, vi du, bang cach sit dung PCR hodc phuong phap

thim tach Nam.

Phuong phép khic san xuét lon duoc bién dbi gen, trong d6 ca hai alen cia gen
SIGLECI va c4 hai alen clia gen CDI163 bi lam bit hoat bao gdm viéc cho lon dugc
bién dbi gen ddng hop dbi voi su bat hoat SIGLECI giao phdi véi lon dugce bién ddi
gen déllg hop dbi v6i su bat hoat CDI163 dé tao ra thé hé con F1, cho thé hé con F1
giao phéi dé tao ra thé hé con F2, va sang loc thé hé con F2 dé xac dinh lon d6ng hop

d6i v6i ca hai sy bt hoat SIGLEC1 va CDI63.

Phuong phép khéc nita dé san xudt lon dugc bién dbi gen, trong d6 ca hai alen
clia gen SIGLECI va ¢ hai alen ciia gen CD163 bi lam bét hoat bao gom viéc cho lon
duge bién dbi gen, trong do it nhét mot alen cia gen SIGLECI va it nhit mot alen cta
gen CD163 bi lam bét hoat giao phéi voi lon khic duge céi bién gen, trong do it nhét
mot alen cua gen SIGLEC! va it nhit mot alen cia gen CDI63 bi lam bét hoat dé tao
ra thé hé con F1; va sang loc thé hé con F1 dé xac dinh lon dugc cai bién gen, trong do
ca hai alen cia gen SIGLEC] va ca hai alen cua gen CD/63 bi lam bét hoat.

Sang ché con dé xuit thé hé con cta lon dugc céi bién gen duoc tao ra boi
phuong phép bat ky trong s6 cac phuong phap néu trén, trong do mot hodc ca hai alen
cia gen SIGLECI bi lam bat hoat va/hodc trong d6 mot hodc ca hai alen clia gen

CDI163 bi lam bét hoat, trong d6 viéc lam bt hoat gen CDI63 khién cho protein
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CD163 khong thé gin két va/hodc phé vo virut gdy hoi chimg ho hép va sinh san & lon

(PRRSV).

Ngoai viéc ¢ thé thu duogc nhd cach nhan giéng lién quan dén dong vat di hop,
dong vat dot bién ddng hop cling ¢ thé duoc thu duoc bang cach st dung cach trong
d6 té bao (vi du, nguyén bao soi thai) bao gdm dot bién & mot alen, nhu té bao thu
duogc tur dong vét duoc tao ra bang cach ap dung phuong phap néu trén, duoc dua vao
gen hudng dich bing cach tai t6 hop tuong dong d& cai bién alen con lai. Sau do, té
bao cho thu duge c6 thé duge st dung lam ngudn nhan cai bién dé chuyén nhan vao té
bao nhin, nhu nodn bao di dugc rat nhén, dé tao ra phoi dot bién déng hgp, ma khi
duoc céy vao dong vat cai thay thé, s& phat trién thanh dong vat dot bién déng hop.
Lon dugc cai bién gen, trong do cé hai alen cta gen SIGLEC! va/hoge CDI63 bi lam
bét hoat cling ¢6 thé duogc tao ra béng cach tiém hodc tai nap nucleaza 161 k€m hodc
Tal nucleaza (c6 thé hudéng dich c& hai alen cta gen tai cing mot thoi diém) vao
dudng bao, tiép theo chuyén nhan dudng bao (somatic cell nuclear transfer -CNT) va
chuyén phdi vao lon thay thé dé tao ra lon. Sang ché con dé xuét thé hé con cua lon
duoc cai bién gen nay, trong d6 mdt hodc ca hai alen ctia gen SIGLEC] bi 1am bét hoat
va/hodc trong d6 mot hodc ca hai alen ctia gen CD/63 bi lam bt hoat, trong do viéc
lam bét hoat gen CD163 khién cho protein CDI63 khong thé gin két va/hoge pha vo
virut gdy hoi chirng ho hép va sinh san & lon (PRRSV).

Bing cach mo ta sang ché mot cach chi tiét, rd rang ring cac cai bién va bién di
c6 thé co duoc sé khong nim ngodi pham vi cla sang ché duogc xac dinh trong cdc
diém yéu cau bao ho kém theo.

Vi du thue hién sang ché

Céc vi du khong gidi han pham vi cia sang ché duoc dua ra dé lam ro hon sang

ché.
Vidul
Cai bién gen SIGLEC1

Cach dung dé phan cit gen sialoadhesin bao gdm viéc sir dung phép tai t6 hop

twong ddng dé loai b exon ma hoa protein va dua cic ma chdn chua hoan chinh vao

trinh tu ghi ma con lai cua gen sialoadhesin. Gen sialoadhesin cua lon (SIGLECT ,

trinh tu tham chiéu NCBI 1a NM_214346) ma hoa protein 210-kDa tir ban sao ARN
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thdng tin ¢6 5193 bazo (Vanderheijden et al., 2003). Trinh tu hé gen cta lgn tir vung
xung quanh gen sialoadhesin (sb truy cdp ngan hang gen 1a CU467609) duoc st dung
dé tao ra oligonucleotit khuéch dai céc doan hé gen béng PCR c¢6 dd tin cdy cao
[AccuTaq (do Invitrogen cung cép)] dé tao ra san pham thiét ké huéng dich. Mot
méanh (“nhéanh trén”) chira exon ma hoéa thr nhét va 3304 cip bazo nam trude diém bat
diu dich ma. Manh tht hai (nhéanh dudi) c6 chiéu dai 4753 cip bazo va chira hau hét
intron nim sau exon ma héa tht ba va kéo dai dén intron thr 6 (ké ca cic exon ma hoa
thtr 4, 5 va 6). Trén co s& so sanh vai trinh tu hé gen sialoadhesin ctia chudt nhét va
ngudi, gen sialoadhesin cua lon duge du doan la duge cAu thanh bai 21 exon (Hinh
1A, 1B). Exon 2 dugc bao toan gitta lon, chudt nhit, va ngudi. Viée sip xép thanh
hang cac axit amin cua exon 2 cho thdy rang sdu axit amin trong sialoadhesin cua
chuot nhit von da duoc biét 1a lién quan dén hoat tinh gén két axit sialic duoc bao toan
& sialoadhesin lon (Hinh 1C). Chién lugc huéng dich ban dau tap trung vao viéc tao ra
su bién ddi trong gen sialoadhesion sao cho khong thu dugc protein chirc ndng tir gen
d6t bién. Céc chién luge lam bat hoat khac ¢6 thé bao gdm viéc cai bién huéng dich
cac gbe duge chon trong exon 2 cua gen sialoadehesin hogc thay d6i mién globulin
mién dich theo cach dy doén trude dé ngan ngira su gin két virut PRRS (c6 thé duoc
thuc hién b‘éng cach lam thay ddi trat tu cia chiing hodc béng cach thay thé chiing cho
cac mién c6 thé so sanh duge tir cac loai khac). Céc cai bién khéc c6 thé bao gbm viéc
dit cac diém loxP vao bén suon catxet neomyxin hodc mot trong s6 mién tuong tu

globulin mién dich dé cho phép gy cam tng hogc loai bé dic hi¢u md, néu mudn.

Trong vi¢c phéan ct gen hién c6, mot ph?m exon 1 va toan bd cac exon 2 va 3
dugc thay thé bing catxet chon loc neomyxin bing cach sir dung vecto kiéu thay thé
(Hinh 1D) (Mansour et al., 1988). Trong cdu trac plasmit, doan khoi dau
phosphoglyxerol kinaza (PGK) duoc su dung dé dinh hudng su biéu hién cua catxet

neomyxin nham cho phép chon loc duong tinh céc khuan lac dugc chuyén nhiém.
Chuan bi t€ bao cho

Dong té bao nguyén thily nguyén bao s¢i cua thai duc, tir ngay 35 trong giai doan
mang thai, dugc phan ldp tir lon trdng duoc nudi & quy md thuong mai 16n (Landrace).
Céc té bao nay duogc nudi cdy va cho sinh trudng trong 48 gidy dé co mirc do nhap dong
80% trong mdi truong Eagles dugc cdi bién cua Dulbeco (Dulbeco’s Modified Eagles
Medium-DMEM) chta 5mM glutamin, natri bicacbonat (3,7g/l), penixilin-
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streptomyxin va d-glucoza 1g/1, va ¢ bd sung 15% huyét thanh bao thai bo Hyclones,
gentamyxin 10pg/ml, va yéu t6 sinh truéng nguyén bao s¢i co ban 2,5ng/ml (do Sigma
cung cip). Moi truong duge loai bo va thay thé bang mdi truong mai vao thoi diém
bbn gid trude khi chuyén nhiém. Céc té bao nguyén bao soi dugc rira bang 10ml nudc
mudi dém phosphat (DPBS; Invitrogen) va rit ra khoi binh phan ing dung tich 75¢cm?
bing 1ml trypsin-EDTA 0,05% (do Invitrogen cung cép). Cac té& bao dugc tai tao
huyén phu trong DMEM va thu gom bang cach ly tim & 600xg (6000m/s?) trong 10
phut. Céc té bao nay duge rira bang Opti-MEM (do Invitrogen cung cép) va duoc ly
tam lai & 600xg trong 10 phut. Cytosalt (cytosalt 75% [KCI 120mM, CaCl, 0,15mM,
KoHPO4 10mM; pH 7,6, MgCl, SmM]) va Opti-Mem 25% dugc st dung dé tai tao
huyén phu vién ling (van den HofT et al., 1992). Céc té bao nay dugc dém béng thiét
bi dém té bao mau va duge didu chinh dén né)ng do 1 x 10° té bao trong Iml. Thuc
hién k§ thuét duc 16 bang xung dién d6i véi céc té bao bang 4ug ADN hudng dich soi
don (thu dugc bang cach lam bién tinh do nhiét) trong 200ul méi trudng chuyén nhiém
chira 1x10° t& bao/ml. Céc té bao nay dugc xung dién trong thiét bi thao tac té bao
dung dién BTX ECM 2001 bang cach st dung ba xung dién 250V trong 1 mili gidy.
Céac té bao dd dugc xung dién dugc pha lodng trong DMEM/FBS/FGF dén muc do
10000 cac té bao trén dia 13cm. Cac té bao dd duge dién chuyén nay dugc nudi chy
qua dém ma khong can 4p suét chon loc. Ngay tiép theo, moi truong nay dugc thay thé
bang mdi truong nudi chy chira G418 (0,6mg/ml). Sau 10 ngay chon loc, cac khuén lac
khing G418 dugc phan lép va chuyén dén cic dia 24 16 dé nhan 1én. Sau khi sinh
trudng trén cac dia co 24 19, cac té bao duogc chia (~mdt ntra dugc ding dé phan lap
ADN hé gen) vao cac dia c6 6 16. PCR dugc ap dung dé xéac dinh xem viéc huéng dich
gen sialoadhesin c6 thanh cong hay khong. Phan ing nay sir dung oligonucleotit vbn
dugc ghép vao catxet phosphoglucokinaza (PGK) (chtra Neo) két cap véi
oligonucleotit vén dugc ghép vao ADN hé gen trong locus sialoadhesin ma locus
sialoadhesin nim ngoai viing cac nhanh hudng dich (xem Hinh 2). Viéc hudéng dich
thanh cong ca hai ‘nhanh’ dugc danh gid theo cach nay. Dong nguyén bao soi hudng
dich (4-18) duoc xac dinh va mot s6 té bao trong mdi trudng nudi chy nay duge st
dung cho qué trinh chuyén nhéan (xem dudi dy) trong khi cac té bao khac duogc lam
doéng lanh dé st dung sau. Viéc xac nhén su tai td hop tuong déng b?—mg cach thim

tach Southern dugc st dung dé khéng dinh thém sy hudng dich thanh cong.
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Thu gom nodn bao va thanh thuc in vitro (in vitro Maturation - IVM)

Nodn bao lon duge mua tir ART Inc (Madison, WI) va duoc lam thanh thue theo
hudng dan cta nha cung cip. Sau thoi gian 42 gid dén 44 gio lam thanh thuc in vitro,
nodn bao dugc tach khéi cac té bao két cum véi chung bang cach khudy nhe trong
dung dich chtra hyaluronidaza 0,5mg/ml. Sau khi loai bo cac té bao két cum, nodn bao
¢6 hinh thai hoc tdt va thé cuc nhin thay duoc (pha gitta II) duge chon loc va bdo quan

trong moi trudong vi thao tac ¢ 38,5°C dén khi chuyén nhan.

Chuyén nhan dudng bao, dung hop/hoat hda noan bao phire chuyén nhan, va nudi ciy
phat trién in vitro

Duéi kinh hién vi, nodn bao khong két cum duogc gitt & dang giot bing
micropipet gitt trong mdi truong vi thao tac co bd sung xytochalasin B 7,5ug/ml va
phu bing dau khoang. Xuyén micropipet tiém bang thily tinh min qua ving sang gan
thé cuc tha nhét, va hat thé cuc thi nhét va bao chét lién ké, duoc gia dinh 1a chira
nhidm sic thé pha gifta II, vao pipet, rit pipet nay ra va loai bo cac chét bén trong.
Chon té bao cho don, tron va sang véi bé mit nhin va chuyén vao ving quanh nodn

hoang lién k& mang nodn bao (Lai et al., 2006; Lai et al., 2002).

Phtrc chuyén nhan (nodn bao + nguyén bao soi) duge dung hop trong moi trudng
dung hop véi ndng do canxi thip (0,3M manitol, 0,ImM CaClL2H0, 0,1mM
MgCly'6H,0 va 0,5mM HEPES). Sau d6, noan bao dung hop duoc hoat hoa bing cach
xir ly bang 200uM thimerosal trong 10 phut trong bong téi, tiép theo rira va xu 1y bing
8mM dithiothreitol (DTT) trong 30 phit; sau d6, nodn bao dugc rira lai dé 1oai bo DTT
(Machaty va Prather 2001; Machaty et al., 1997). Sau khi dung hop/hoat hoa, noan bao
duoc rira ba lan bang moi trudng hop ti lon 3 (PZM3) c6 bd sung BSA 4mg/ml (Im et
al., 2004), va duge nudi cdy & 38,5°C trong khi quyén da duoc tao am chira 5% O,
90% N> va 5% COs trong thoi gian 30 phat. Cac phirc da dugc dung hop thanh cong
duge nudi cdy trong thoi gian 15 gio dén 21 gio dén khi chuyén phéi bang cach phiu

thudt sang lon thay thé.
Chuén bi lon thay thé, chuyén phdi, chan dodn mang thai va sinh né

Lon nai con thay thé duoc dong bo hoa bang cach tron 18mg dén 20mg REGU-
MATE (dung dich altrenogest 0,22%) (do Intervet, Millsboro, DE cung cép) vao thic
an trong 14 ngay bang cach st dung so dd tuy thudc vao giai doan cta chu ky dong
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duc. Sau khi xtr Iy bang REGU-MATE lan cudi (105 gi®), tiém tinh mach 1000 don vi
hCG dé gay dong duc. Cac con lgn thay thé khéc ¢6 chu ky tu nhién vao ngay thich
hop ciing ndm trong nhém lon thay thé. Stir dung cac con lgn thay thé vao ngay chiu
duc (ngay 0), hodc ngay thr nhit tiép theo (Lai et al., 2002). Cac con lon thay thé
dugc chuén bi vo khudn va bi rach & phén bung dé boc 16 dudng sinh san. Phoi duge
chuyén vao mot bng dan trang thong qua tua budng trimg. Céc con lgn thay thé dugc
kham thai bing cach siéu Aam vung bung vao khoang ngay 30, va sau d6 kham moi
tudn mot 1an trong subt qua trinh mang thai. Lon thuong sinh vao thoi diém 114 ngay

mang thai.

Sau khi chuyén nhiém va sang loc té bao cho tng vién, céc té bao nguyén bao soi
thai dugc xac dinh va dugc st dung dé chuyén nhan dudng bao (somatic cell nuclear
transfer-SCNT). Sau tram va sau muoi sau phoi SCNT dugc chuyén sang hai con lgn
thay thé. Mot con sinh 6 con lgn con duc binh thuong vao ngay mang thai thur 115, va
thi thuat Xeda duoc thuc hién trén con lon thay thé khac vao ngay mang thai thi 117

dé l'fly ra hai con lon con duc binh thuong, nhu néu trong Béang 1.

Bang 1. Két qua chuyén phoi sau khi st dung té bao cho cia con lon due SIGLECT +/-

Ngay Con lon Kiéu gen # 1an Két qua
thay the chuyén
23/9/2010 | 0963 SIGLECI™ & 388 6 con lon con duc binh thuong

duoc sinh ra vao ngay 16/1/2011

24/9/2010 | 0962 SIGLECI"- & 278 | 2 con lon con duc binh thuong
duoc 14y ra bang thi thuat Xeda
vao ngay 18/1/2011

Hinh 2 th& hién td chtrc ctia gen sialoadhesin (SIGLEC! ), vecto hudng dich va
kiéu gen tai t6 hop dy doan. Khéi trén ctia Hinh 2 thé hién san phidm thiét ké huéng
dich duoc st dung cho viéc tai td hop twong dong. Nhu néu trén, manh ADN ‘trén’
duoc st dung dé tao ra san phdm thiét ké hudng dich chidm ~3,5kb nam trudc exon 1
va chtra mot phan exon 1 (sau ma khoi dau). Manh ADN ‘dudi’ bat ddu bén trong
intron 3 va chra exon 4, 5, 6 va mot phén exon 7. Hau hét exon 1 va cac exon 2 va 3
duoc thay thé bang catxet neomyxin (neo); catxet thymidin kinaza (TK) nim ngay sau

nhanh dudi dé lam thanh phan ddnh dau chon loc 4m tinh, néu cén. Khoi dudi cua
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Hinh 2 minh hoa gen sialoadhesin dot bién sau khi tai to hop tuong dbng. Cac mili tén
biéu thi vi trf lién két oligonucleotit dung dé sang loc cac dong té bao hudng dich va
lon tach dong trén co s& PCR. Viéc hudng dich bdi cac nhanh trén va dudi duoc thuc
hién bé‘mg cach ghép oligonucleotit nhu dugc thé hién bﬁmg cac mii tén 1an luot thé
hién cac doan mdi “huéng dich sialo trén C” va “PGK polyA ngugc” (SEQ ID NO: 1
va 3) va “thuan bién doan khoi diu PGK” va “7Rwl1” (SEQ ID NO: 4 va 6). Cac trinh
tu oligonucleotit dugc liét ké trong Bang 2 dudi day. Viéc kiém tra thém bang PCR su
dung oligonucleotit nam bén suon viung/Neo catxet bi cét bo (doan mdi “Exon 1 dau
tan cung ck” va “dao nguoc Intron 3 ck” (lén luot 14 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 2
va 5)). C6 mirc chénh léch khoang 500 cdp bazo v& kich thugc san pham gitta alen bi

ngit quing va alen kicu dai.

Bang 2. Tén doan mdi va trinh tu ding trong du an nay

sialo trén hudng dich C ggaacaggctgagecaataa (SEQ ID NO: 1)
Exon 1 déau tén cing ck geattectaggeacage (SEQ ID NO: 2)
PGK polyA ngugc ggttctaagtactgtggtttce (SEQ ID NO: 3)
PGK khéi dau thuan agaggccacttgtgtagege (SEQ ID NO: 4)
Intron 3 ck ngugc ctecttgecatgtecag (SEQ ID NO. 5)
TRwl caggtaccaggaaaaacgggt (SEQ ID NO: 6)

Céc doan moi néu trong Bang 2 duoc gan sb trinh tu ID trén co s vi tri ciia mii
tén trong kh&i dudi cta Hinh 2 tinh tir trai sang phai. Do d6, miii tén ngoai cung bén
trai trong khéi dudi ctia Hinh 2 thé hién vi tri ctia doan mdi “sialo trén hudng dich C”
(SEQ ID NO: 1), mii tén tiép theo vé& bén phai thé hién vi tri ctia doan mdi “Exon 1
dau tan cung ck” (SEQ ID NO: 2), miii tén tiép theo vé bén phai thé hién vi tri cla
doan mdi “PGK polyA nguge” (SEQ ID NO: 3), va trinh tw tuong tu.

Sang loc dé 1am bat hoat SIGLEC!

ADN hé gen dugc phén lap tir lon con va duoc st dung dé xac nhan su kién
huéng dich. Viéc huéng dich gen SIGLEC! thanh cong dwoc xac dinh bing cach su
dung PCR vdi oligonucleotit von dugc ghép bén trong catxet Neo két cap véi
oligonucleotit vbn duge ghép vao ADN hé gen SIGLEC] ndm ngoai ving chira trong
san pham thiét k& huéng dich. Trong khéi phia trén cta Hinh 3, viéc huéng dich bdi
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nhanh ‘trén’ duoc xac minh bing cach st dung oligonucleotit ‘PGK polyA ngugc’ va
‘sialo trén hudng dich C’ (lén luot 12 SEQ ID NO. 3 va SEQ ID NO.1; dugc minh hoa
trén Hinh 2). Thu dugc san phdm c6 kich thuéc mong mudn (~4500bp). Trong khbi
dudi, viéc huéng dich thanh cdng béi nhanh ‘dudi’ duge xéc dinh bing céch st dung
oligonucleotit thuan bién doan khéi ddu PGK va “7Rw1” (lan lugt la SEQ ID NO: 4
va SEQ ID NO: 6; dugc minh hoa trén Hinh 2). Thu dugc san phém ¢o kich thude
mong mudn (~5000bp). D4i ching ‘plasmit nhdnh du6i’ 1a cAu trac khong hoan chinh
chtra catxet Neo v4i manh gen sialoadhesin chira hau hét intron 3 va hau hét exon 7.
Oligonucleotit 7Rw1 ¢é thé ghép véi trinh tu exon 7 ¢6 mit trong plasmit, va cung vai
oligonucleotit thuin bién doan khoi ddu PGK, c6 thé tao ra san phidm tuong dong voi
san phim duoc tao ra tr sy kién hudng dich thanh cong. Ca hai khéi déu minh hoa céc
phan mg PCR huéng dich duoc thuc hi¢n trén ADN hé gen phan ldp dugc tur tdm

dong lon con dugc tao ra tir dong nguyén bao soi thai hudng dich 4-18.

Viéc phét hién ca alen sialoadhesin kiéu dai va da hudéng dich dugc thuc hién
bang cach st dung PCR v6i oligonucleotits vbn dugc ghép véi ADN nam bén suon
ving huéng dich cia gen sialoadhesin. Oligonucleotit ‘Exon 1 dau tan ciung ck’ va
‘Intron 3 ck ngugc’ dugce st dung (lén luot 1a SEQ ID NO: 2 va SEQ ID NO: 5; dugce
minh hoa trén Hinh 2). Cac san phém duoc tao ra ¢6 do dai ~2400 cap bazo ddi voi
alen kidu dai va ~2900 cip bazo ddi v6i alen hudng dich. Trén Hinh 4, khéi trai (Hinh
4A) minh hoa cdc phan ung thir nghiém duge thuc hién trén ADN hé gen kiéu dai,
plasmit hudng dich duoc st dung dé chuyén nhiém, ADN hé gen (4-18) thu dugc tu
dong nguyén bao s¢i hudng dich thanh cong (luu y hai dai) va ADN h¢ gen (4-3) thu
duoc tir dong nguyén bao soi khong hudng dich. Khéi phai (Hinh 4B) minh hoa phan
rng duge thuc hién trén ADN hé gen phan 1ap dugc tir tam dong lon con céc dugc tao
ra tir dong nguyén bao sg¢i thai huéng dich 4-18. C6 hai san phidm PCR c6 kich thude
mong mudn trén mdi 1an, trong khi cac khudén ADN kiéu dai va plasmit huéng dich chi
cO mot dai don. Do do, tAt ca cac con lon con duoc tao ra bdi SCNT la di hop dbi vai
dot bién da dinh, tirc 1a SIGLEC+/-.

Tao ra lon déng hop

Lon duc dugc cai bién gen, ma dugc xac dinh 1a di hop dbi voi su bat hoat

SIGLECI, duoc st dung lam lon sang l14p duc (thé hé F0), va dugc cho giao phbi véi

Jon céi kiéu dai dé tao ra lon duc va lon cai c6 mot alen SIGLEC! bi lam bét hoat (F1).
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Sau do, lon duc F1 dugc cho giao phéi v6i lon cai F1 dé tao ra thé hé con F2, ¢6 ca hai
alen SIGLECI bi lam bt hoat. Céc con lon nay co thé duoc xéac dinh sau khi sinh béng
phép PCR néu trén déi voi SIGLECI hogc theo cach khdc, bing phuong php thdm
tach Nam.

Vidu?2
Tao ra san pham thiét ké hudéng dich CD163

Nhu néu trén, viéc loai bd mién té bao chét cia CDI163 s& loai trir sy ldy nhiém
PRRSV, ciing nhu loai bo hodc cai bién mién 5 SRCR. Vi mdt sb trong s6 cac mién
SRCR ctua CDI163 c6 chlrc ndng quan trong dbi voi su sbéng sot ctia dong vat, vi du,
loai bé hemoglobin, bién dbi gen sao cho céc chtrc nang khac van con nguyén ven la
chién luge viing chiic d& tao ra lon khang PRRSV. Nghién ciru trude day cling da am
chi rang viéc thay thé mién SRCRS5 bang mién CDI63L 8 ciing s& chan ding sy lay
nhiém (Van Gorp et al., 2010b). Do do6, san phém thiét ké hudng dich c6 thé dugc thiét
ké nhu duoc thé hién trén Hinh 6 dé déi SRCRS ciia CDI63 bing mien SRCR
CDI163L.

Mot khi san phém thiét ké hudng dich dd dugc tao ra, thi c6 thé tao ra lon dugc
bién dbi gen di hop dbi v6i CDI63 bi lam bét hoat, trong d6 viéc lam bat hoat gen
CD163 khién cho protein CD163 khong thé gin két va/hodc pha vo virut gdy hoi
chung ho hép va sinh san ¢ lon (PRRSV) theo cac phuong phéap nhin chung la gidng
céc phuong phép duge bdc 10 trong Vi du 1. Trude hét, vecto huéng dich dugc chen
vao té bao cho, & chd ma no cb thé tai t hop voi gen ndi sinh CDI63e. Sau do, té bao
cho ¢6 cai bién dic hiéu nay duoc chon loc va su dung dé chuyén nhin dudng bao
nham tao ra phdi duge cai bién gen. Sau do, phdi duoc chuyén sang lon thay thé dé
mang thai. Sau khi x4c dinh lon chuyén gen c6 alen CD/63 bi lam bat hoat béng hoac
PCR hodc phuong phap thdm tach Nam, cic con lon nay duoc dé cho truéng thanh vé
mit sinh duc, va sau d6 dugc d& cho giao phdi tu nhién dé chuyén gen sang thai hodc

con lon cai.
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Khi xem xét cac ndi dung clia sdng ché hodc cac phuong én duge uu tién, cac
mao tir “mot”, “ndy” dugc dy dinh dé co nghia la c6 mot hodc nhiéu thanh phan. Céc
thuét ngft “chra”, “bao gom” va “c6” dugc du dinh dé chtra trong do6 va ¢6 nghia la ¢o
thé c6 cac thanh phan khéc véi céc thanh phan da néu.

Theo quan diém néu trén, c6 the thay dugc rang dad dat duoc mdt vai muc dich
clia sang ché va cac ket qua co loi khac.

Vi ¢6 thé c6 nhiéu thay dbi trong cac san pham va cic phuong phap néu trén ma
khong vuot khoi pham vi ciia sang ché, nén du tinh rang tat ca cac van dé néu trong
phan md t& néu trén va dugc the hién bang cac hinh v& kém theo s& dugc giai thich

nhdm muc dich minh hoa va khong c6 y nghia dit ra gidi han.
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YEU CAU BAO HO
1.Lon bién ddi gen chira dot bién lam bt hoat & alen ctia gen CDI163.
2. Lon bién ddi gen chira dot bién Iam bét hoat & alen cia gen SIGLEC].
3. Lon bién ddi gen theo didm 1 hodc 2, trong d6 lon nay chtra cdc dot bién lam bat
hoat & ca hai alen ctia gen SIGLEC].
4. Lon bién d6i gen theo diém bét ky trong sb cac didm tir 1 dén 3, trong d6 lon nay
chira cac dot bién 1am bét hoat & ca hai alen ctia gen CD163.

5. Lon bién dbi gen chtra dot bién lam bét hoat & alen cta gen SIGLECI va dot bién

lam bét hoat & alen clia gen CDI163.

6. Lon bién dbi gen theo diém 1, trong d6 dot bién lam thay ddi su biéu hién hoic hoat
tinh ctia CD163.

7. Lon bién ddi gen theo diém 4, trong d6 céac dot bién nay lam thay ddi su biéu hién
hodc hoat tinh ctia CDI163.

8. Lon bién ddi gen theo diém 1, trong d6 dot bién nay bao gébm chén thém, loai bo,
dot bién dich khung, dot bién khong c6 nghia, dot bién sai nghia hodc dot bién diém.

9. Lon bién dbi gen theo diém 4, trong d6 cac dot bién nay bao gdm chén thém, loai
bo, dot bién dich khung, dot bién khong c6 nghia, dot bién sai nghia, dot bién diém
hodc to hop céc dot bién nay.

10. Lon bién ddi gen theo diém bat ky trong s cac diém tir 1 dén 5, trong do dot bién
nay bao gébm loai b mot phan cta alen.

11. Lon bién ddi gen theo diém bét ky trong s cic diém tr 1 dén 5, trong do dot bién
nay bao gém loai bd hoan toan alen.

12. Lon bién dbi gen theo diém 4, trong d6 cac dot bién nay bao gdm loai bo mot phan
céac alen, loai bo hoan toan céc alen, hodc td hop céc dot bién nay.

13. Lon bién dbi gen theo diém 1, trong d6 dot bién nay bao gdbm vo hiéu hoan toan
alen CDI163.

14. Lon bién ddi gen theo diém 4, trong d6 cac dot bién nay bao gdm vo hiéu hoan

toan cac alen CD163.
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15. Lon bién déi gen theo diém 1, trong dé dot bién lam bt hoat nay dan dén protein
CD163 khong thé gin két va/hogc phd vo virut gdy hdi ching ho hép va sinh san & lon

(porcine reproductive and respiratory syndrome virus: PRRSV).

16. Lon bién dbi gen theo diém 4, trong do it nhét mot trong s6 cac dot bién lam bét
hoat ndy dan dén protein CDI63 khong thé gin két va/hodc phd vo virut gy hoi ching
ho hép va sinh san & lon (porcine reproductive and respiratory syndrome virus:

PRRSV).

17. Lon bién ddi gen theo diém bat ky trong sb cic didm tir 1 dén 5, trong d6 alen

duoc lam bét hoat béng cach str dung hé tai td hop Cre-lox.

18. Phuong phép tao ra lon bién ddi gen trong do it nhét mot alen ctia gen SIGLEC] da
dugc 1am bat hoat, phuong phap nay bao gdm cac budec:
rat nhan nodn bao lon;
dung hop nodn bao véi nguyén bao s¢i ctia lon cho, hé gen ciia nguyén bao soi nay
chira it nhat mot alen SIGLEC! da 1am bat hoat; va
hoat hoa nodn bao dé tao ra phoi.
19. Phuong phép tao ra lon bién ddi gen trong do it nhat mot alen ctia gen CDI163 da
duge 1am bat hoat, phuong phéap nay bao gdm cac budc:
rit nhan nodn bao lgn;
dung hop nodn bao véi nguyén bao soi ctia lon cho, hé gen cua nguyén bao soi nay
chira it nhit mot alen CD163 da lam bt hoat; va
hoat hoa nodn bao dé tao ra phoi.

20. Phuong phép theo diém 18 hoic 19, trong do:

it nhat mot alen dd duogc lam bét hoat béng cach loai bo mot phé“m hodc loai bd
hoan toan;

it nhit mot alen da dugc lam bét hoat bfmg cach st dung hé tai td hop Cre-lox;
va/hoac

alen SIGLEC1 da dugc lam bét hoat béng cach loai bé mot phﬁn exon | va tit ca
cac exon 2 va 3.

21. Phuong phép theo diém bat ky trong s cac diém 18, 19 va 20, trong do:

budc riat nhan dugc thuc hién bang micropipet trong mdi trudng vi thao tac;

bude dung hop dugc thuc hién trong moi truong dung hop; va/hodc
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budc hoat hoa nodn bao bao gém viéc U nodn bao trong diéu kién c6 mat
thimerosal.
22. Phuong phép theo diém 18 hodc 19, trong do it nhit mot alen da dugc lam bat hoat

bﬁng cach loai bo mot phén.

23. Phuong phap theo diém 18 hodc 19, trong dé it nhat mot alen da dugc lam bét hoat

bang cach loai bé hoan toan.

24. Thé hé con cua lon bién ddi gen duoc tao ra bing phwong phép theo diém bat ky

trong sb céc diém 18, 19, 20 va 21, trong d6 & thé hé con nay co:

it nhat mot alen cta gen SIGLECI bi bt hoat;
it nhét mot alen cia gen CDI63 bi bit hoat;
it nhAt mot alen cta gen SIGLECI va it nhat mot alen ciia gen CD163 bi bét hoat;
hodc
c4 hai alen ctia gen SIGLEC] va ca hai alen ctia gen CD163 déu bi bét hoat.
25. Thé hé con ctia lgn bién ddi gen dugce tao ra bang phuong phép theo diém 19, trong

d6 it nhat mot alen ctia gen CDI63 bi bt hoat & thé hé con nay.

26. Phuong phap tao ra lgn bién dbi gen theo diém 1, trong d6 phuong phéap nay bao
gbm cac budc:
thay d6i ham lugng di truyén clia té bao lon dé tao ra cai bién ma thay dbi su biéu
hién hodc hoat tinh CD/63; va
tao ra dong vat tu té bao nay.
27. Phuong phép theo diém 26, trong d6 budc thay d6i bao gdm viéc sit dung nucleaza
161 kém hodc nucleaza tac dong TAL.
28. Phuong phép theo diém 26, trong d6 budce thay dbi dan dén loai bd mot phan hodc
hoan toan alen CD163.
29. Phuong phép theo diém 26, trong d6 budc thay dbi dan dén dong vat tao ra protein
CD163 khong thé gén két va/hotic phd v6 virut gdy hoi chimg ho hp va sinh san 6 lon
(porcine reproductive and respiratory syndrome virus: PRRSV).

30. Phuong phép theo diém 26, trong d6 phuong phap nay con bao gdm budc:

cho con céi duge tao ra biang phuong phap theo diém 26 giao phdi véi con duc

duge tao ra biang phuong phap theo didm 26 dé tao ra thé hé con F1; va
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sang loc thé hé con F1 dé nhan dang cic dong vat co cai bién & ca hai alen cta gen
CD163.
31. Phuong phép theo diém 30, trong d6 budc sang loc bao gbdm viéc str dung phan

ng chudi polymeraza (PCR) hodc phuong phap tham tach Southern.

32. Phuong phép tao ra lgn bién dbi gen theo diém 1, phuong phép nay bao gbm bude:
dua nucleaza didc hi€u vi tri vao té bao lon, nucleaza nay dugc lam thich (g dé
gén két véi trinh tu dich trong alen cua gen CDI163; va
0 t& bao nay trong didu kién cho phép nucleaza hoat dong trén ADN tai hodc gin
trinh tu dich va nho d6 gay ra tai td hop, stra chita theo hudng tuong ddng, hodc
két nbi dau khong tuong dong tai hodc gin vi tri dich.

33. Phuong phép theo diém 32, trong d6 nucleaza dac hiéu vi tri bao gbm nucleaza 15i

k&m hodc nucleaza tac dong TAL.

34. Phuong phép theo diém 32, trong d6 budc dua nucleaza vao té bao dan dén viéc

loai béd mot phén hodc hoan toan alen CDI163.

35. Phuong phép theo diém 32, trong d6 bude dua nucleaza vao té bao dan dén té bao
tao ra protein CD/63 khong thé gan két va/hodc pha vo virut géy hoi chirng ho hap va
sinh san & lon (porcine reproductive and respiratory syndrome virus: PRRSV).

36. Phuong phép theo diém 32, trong d6 phuong phap nay con bao gdm buée tao ra
dong vat tur té bao nay.

37. Phuong phép theo diém 36, trong d6 phuong phap nay con bao gbm budc cho con
c4i duoc tao ra bing phuong phép theo diém 36 giao phéi véi con duc duge tao ra
bang phuong phap theo didm 36 dé tao ra thé hé con F1; va

sang loc thé hé con F1 dé nhan dang cac dong vat co cai bién & ca hai alen cua gen
CDI163.

38. Phuong phap theo diém 37, trong d6 budc sang loc bao gdm viéc str dung phéan

g chudi polymeraza (PCR) hodc phuong phap tham tach Southern.
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