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(57) Sang ché dé cap dén siARN c6 hiéu qua diéu trji ching xo hoa va dugc phdm chta
siARN. siARN c6 chiéu dai day du 1a 30 nucleotit hodc it hon va huéng dich trinh ty c6 tir
17 dén 23 bazo lién nhau duogc chon tir nhém bao gém cic bazo & cac vi tri tir 1285 dén
1318, cac bazo ¢ cac vi tri tir 1398 dén 1418, cac bazo & cac vi tri tr 1434 dén 1463, cac
bazo & cac vi tri tir 1548 dén 1579, cac bazo & cac vi tri tir 1608 dén 1628, cac bazo & cac
vi tri tir 1700 dén 1726, cac bazo & cac vi tri tir 1778 dén 1798, cac bazo & céc vi tri tir
1806 dén 1826, va cac bazo ¢ cac vi tri tir 1887 dén 1907 cua SEQ ID NO: 1. Sang ché
cling dé cap dén chit e ché sy biéu hién gen TGF-B1 va chat phong ngira hodc diéu tri

bénh bao gom siARN nay.
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Linh vuc k§ thut dwec dé cip

Sang ché dé cap dén chit tri liéu chimg xo héa. Cu thé, sang ché dé cap dén
ARN can thi€p nhd (small interfering RNA-siARN) hu6ng dén gen ghi ma yéu t6 ting
trudng chuyén ddi (transforming growth factor-TGF)-B1 va dugc phim chira siARN.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Chirng xo hoa phdi @& cap dén tridu chimg trong d6 cic md phéi tré nén bi xo
hoéa do su tich tu quéd muc colagen va chét nén ngoai bao khéc. Trong su phan loai
ching xo hoa phdi, xo héa phdi tu phat 1a bénh kho chita man tinh, c6 tién lugng kém
vé thoi gian sdng s6t trung binh 13 ba nim va ty 1¢ sbng s6t trong nim nim nim trong
khoang tir 20 dén 40%. D& diéu tri bénh xo hoa phéi, stt dung thudc steroit va thubc trc
ché mién dich; tuy nhién, dén nay van chua c6 liéu phdp nao c6 hiéu qua dé nang cao
su tién lugng bénh, va do dé c6 nhu cau phét trién thudc tri liéu méi.

Ngay nay, da phat hién ra rang c6 nhiéu bénh ma su khéi phét cta chung duge
cho 13 do gen, va nhiéu gen ciing dugc béo cdo lién quan dén ching xo hoéa phdi (cac
tai lidu séng ché tir 1 dén 4, Tai liéu phi sang ché tir 1 dén 6). La yéu tb chinh giy xo
héa phdi, da c6 béo céo v& TGF-B1 (Tai liéu sang ché 1 va 2, Tai liéu phi sang ché tir
2 dén 6), Smad3 (Tai liéu phi sang ché 1), MCP-1 (Tai lidu sang ché 3), va yéu t6
tuong tu.

Trong khi d6, axit nucleic, cu thé, siARN gy ra sy suy bién mARN cuia gen c6
trinh tu giéng hodic gidng gin hét véi trinh tu cu thé c6 trong té bao, do do trc ché su
biéu hién cia gen dich (can thi€¢p ARN). Do d9, vai tro Gc ché sy biéu hién cia gen
dich bing can thiép ARN c6 hiéu qua d& cai thién hogc diéu tri cac triéu ching bénh
do su biéu hién bét thudng ciia mot gen cu thé hozic mot nhém gen. Ciing nhu gen gy
ra chung xo héa phdi, cé bao cdo rang dd c6 nd luc e ché sy biéu hién cua cic gen

ndy bang siARN (Tai lidu sdng ché tir 1 dén 4, Tai lidu phi sang ché tir 1 dén 6).
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Tuy nhién, cac k¥ thudt dugc bdo cdo cho dén nay chi thé hién hiéu qua tc ché
trinh tu siARN trén gen gdy bénh trong dong vat thir nghiém (chudt nhét hodc chuot
cdng), trong khi chiing khong c6 hiéu qua tc ché dang ké mot cach cu thé trén gen cua
ngudi. Hon nita, dé cap dén hiéu qua uc ché cua siARN, trong khi thé hién hiéu qua tc
ché cta siARN & ndng dd 200nM (Tai liéu phi sang ché 1) va & ndng do nim trong
khoang tir 20 dén 500nM (Tai liéu phi séng ché 5), lai khong thé hién kha nang i ché
¢6 hiéu qua su biéu hién clia gen gy xo hoa phdi & ndng d6 thép.

Cho dén nay mudi siARN khac nhau huéng dich gen TGF-p1 da dugc béo céo
(Tai lidu sang ché 1 va tir 5 dén 7). Tuy nhién, d& cap dén gen TGF-B1 c6 chitu dai
day du 1a 2346 bazo (sb truy cap ngan hang gen NM_000660.3) va ¢6 v s su két hop
phtt hop vé su Iya chon trinh tu khoang 20-mer ngoai gen c6 chidu dai ddy du, khong
d& dé thibt ké phan tr dSARN hodc siARN c6 kha ning Gic ché su biéu hién gen mot
céch hiéu qua hon tir cac su két hop do.

Tai li€u k¥ thuét c6 lién quan

Tai liéu sang ché

[Tai lidu sang ché 17 W02007/109097

[Tai liéu sang ché 2] W02003/035083

[Tai lidu sang ché 3] JP-A-2007-119396

[Tai liéu sang ché 4] JP-A-2009-516517

[Tai liéu sang ché 5] W02009/061417

[Tai liéu sang ché 6] WO2008/109548

[Tai lidu sang ché 7] W02007/79224

Tai liéu phi sang ché

[Tai li€u phi sang ché 1] Wang Z, Gao Z, Shi Y, Sun Y, Lin Z, Jiang H, Hou T, Wang
Q, Yuan X, Zhu X, Wu H, Jin Y, J Plast Reconstr Aesthet Surg, 1193-1 199, 60, 2007
[Tai liéu phi sang ché 2] Hwang M, Kim HJ, Noh HJ, Chang YC, Chae YM, Kim KH,
Jeon JP, Lee TS, Oh HK, Lee YS, Park KK, Exp Mol Pathol, 48-54, 81, 2006

[Tai li¢u phi sang ché 3] Takabatake Y, Isaka Y, Mizui M, Kawachi H, Shimizu F, Ito
T, Hori M, Imai E, Gen Ther, 965-973, 12, 2005
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[Tai liéu phi sang ché 4] Xu W, Wang LW, Shi JZ, Gong ZJ, Hepatobiliary Pancreat
Dis Int, 300-308, 8, 2009

[Tai liéu phi sang ché 5] Liu XJ, Ruan CM, Gong XF, Li XZ, Wang HL, Wang MW,
Yin JQ, Biotechnol Lett, 1609-1615, 27, 2005

[Tai liéu phi sang ché 6] Jutaro Fukumoto, Saiko Suetsugu, Chika Harada, Tomonobu
Kawaguchi, Naoki Hamada, Takashige Maeyama, Kazuyoshi Kuwano, and Yoichi

Nakanishi, The Journal of The Japanese Respiratory Society, 185, 46, 2008.

Bin chit k§ thuit ciia sang ché

Sang ché dé cap dén siARN c6 hidu qué diu tri ching xo héa va duoc phdm
chira siARN.

Tac gia sang ché da tién hanh nghién ctru chuyén sau dé giai quyét van dé da dé
cap & trén. Két qua, ho di phat hién ra rang siARN cu thé huéng dich gen TGF-B1 cua
ngudi c6 thé e ché mot cach hidu qua sy bidu hién TGF-B1 trong cac té bao ngudi, va
hon nita, cai thién tridu ching xo héa phdi trong phdi ctia md hinh chudt bi xo hoa
phdi ma khong gay ra su tuong téc interferon.

Nghia 13, séng ché d& cap dén cac muc tir 1) dén 19) sau day:

1) siARN c¢6 chiéu dai day du 1a 30 nucleotit hogc it hon va huéng dich trinh tw
c6 tir 17 dén 23 bazo lién nhau dugc chon tir nhém bao gém cac bazo & cac vi tri tir
1285 dén 1318, c4c bazo & céc vi trf tir 1398 dén 1418, céc bazo & cac vi tri tir 1434
dén 1463, céc bazo & céc vi tri tir 1548 dén 1579, cic bazo & cac vi tri tir 1608 dén
1628, céc bazo & cée vi trf tir 1700 dén 1726, cac bazo & cac vi tri tir 1778 dén 1798,
cc bazo & cac vi tri tir 1806 dén 1826, va cac bazo & cac vi tri tir 1887 dén 1907 cla
SEQ ID NO: 1.

2) siARN theo muc 1) da d& cap & trén, dugce chon tir cac muc tir (a) dén (s) sau:

(a) siARN bao gbm trinh tir c6 nghia ciia SEQ ID NO: 2, va trinh tu d6i nghia
cua SEQ ID NO: 3;

(b) siARN bao gdm trinh tu c6 nghia cia SEQ ID NO: 4, va trinh tu d6i nghia
cua SEQ ID NO: 5;
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(c) siARN bao gdm trinh ty ¢6 nghia ciia SEQ ID NO: 6 va trinh tw dbi nghia
cua SEQ ID NO: 7;

(d) siARN bao gbm trinh tw c6 nghia ciia SEQ ID NO: 8, va trinh tur d6i nghia
cua SEQ ID NO: 9;

(¢) siARN bao gdm trinh tw c6 nghia ctia SEQ ID NO: 10, va trinh tu d6i nghia
cua SEQ ID NO: 11;

(f) siARN bao gbm trinh tu c¢6 nghia cia SEQ ID NO: 12, va trinh tur dbi nghia
cua SEQ ID NO: 13;

(g) siARN bao gbm trinh ty c6 nghia ctia SEQ ID NO: 14, va trinh tur dbi nghia
cua SEQ ID NO: 15;

(h) siARN bao gdm trinh tw c6 nghia ctia SEQ ID NO: 16, va trinh tur dbi nghia
cua SEQ ID NO: 17;

(i) siARN bao gdm trinh tw c6 nghia ctia SEQ ID NO: 18, va trinh tu dbi nghia
cua SEQ ID NO: 19;

(j) siARN bao gbm trinh tu c6 nghia ciia SEQ ID NO: 20, va trinh ty d6i nghia
cua SEQ ID NO: 21;

(k) siARN bao gdm trinh tu c6 nghia ctia SEQ ID NO: 22, va trinh ty d6i nghia
cua SEQ ID NO: 23;

(1) siARN bao gdm trinh tu c¢6 nghia cia SEQ ID NO: 24, va trinh tu d6i nghia
cia SEQ ID NO: 25; .

(m) siARN bao gbm trinh tu ¢6 nghia ctia SEQ ID NO: 26, va trinh tu d6i nghia
cua SEQ ID NO: 27;

(n) siARN bao gdm trinh ty c6 nghia ctia SEQ ID NO: 28, va trinh ty d6i nghia
cia SEQ ID NO: 29;

(o) siARN bao gdm trinh tu c6 nghia ctia SEQ ID NO: 30, va trinh tur d6i nghia
cua SEQ ID NO: 31;

(p) siARN bao gdm trinh tu c6 nghia ctia SEQ ID NO: 32, va trinh tu d6i nghia
cua SEQ ID NO: 33;

(q) siARN bao gbm trinh tr c6 nghia cia SEQ ID NO: 34, va trinh ty dbi nghia
cua SEQ ID NO: 35;
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(r) siARN bao gdm trinh tu ¢6 nghia ciia SEQ ID NO: 36, va trinh ty d6i nghia
cua SEQ ID NO: 37; va

(s) siARN bao gdm trinh tur ¢6 nghia ciia SEQ ID NO: 54, va trinh tu db6i nghia
cua SEQ ID NO: 55.

3) siARN theo muc 1) hodc 2) da dé cép & trén, trong d6 tir 1 dén 10 nucleotit
lién nhau ngoai trir nucleotit nhd ra tir ddu tan cing 3' cia soi ¢6 nghia clia siARN
duoc bién déi thanh ADN.

4) siARN theo muc tir 1) dén 3) da dé cap & trén, trong do tr 1 dén 10 nucleotit
1idn nhau tr dAu tan cing 5' ciia sgi d6i nghia ctia siARN dugce bién dbi thanh ADN.

5) siARN theo muc tir 1) dén 4) da dé cap & trén, trong do6 tir 1 dén 10 nucleotit
lién nhau ngoai trir nucleotit nho ra tir dau tan cung 3' cua soi c6 nghia cua siARN
duoc bién d6i thanh ADN va tir 1 dén 10 nucleotit lién nhau tir dau tan cing 5' ca sgi
d6i nghia cua siARN duoc bién déi thanh ADN.

6) siARN theo muc tir 1) dén 5) da @& cap & trén, trong d6 du tan cung 5' cla
soi d6i nghia dugc monophosphoryl héa hodc monothiophosphoryl hoa.

7) Duoc phdm chira siARN theo diém bét ky trong cac diém tir 1) dén 6) & trén.

8) Chét trc ché su bidu hién gen TGF-B1 chira siARN theo diém bét ky trong
cac diém tir 1) dén 6) & trén 1am thanh phan hoat tinh.

9) Chét trc ché sy biéu hién gen TGF-1 chita siARN theo diém bt ky trong céc
diém tir 1) dén 6) & trén 1am thanh phan hoat tinh.

10) Chét dé phong ngira hoc tri liéu chiing xo hoa phdi hodc ung thu phéi chira
siARN theo diém bat ky trong céc diém tir 1) dén 6) & trén 1am thanh phén hoat tinh.

11) Sir dung siARN theo cdc muc tur 1) dén 6) & trén dé san xuét chét uc ché su
biéu hién gen TGF-B1.

12) Str dung siARN theo cac muc tir 1) dén 6) & trén dé san xut chit ngin ngira
hoac tri liéu chiing xo hoa.

13) St dung siARN theo céc muc tir 1) dén 6) & trén dé san xuit chit ngin nglra
hodc tri liéu chiing xo hoa phéi hodc ung thu phéi.

14) siARN theo cac muc tur 1) dén 6) & trén dé st dung trong viée G ché su

biéu hién gen TGF-B1.
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15) siARN theo cac muc tir 1) dén 6) & trén dé st dung trong viéc ngin nglra
hozn didu tri chiing X0 héa.

16) siARN theo cac muc tir 1) dén 6) & trén dé str dung trong viéc ngin ngira
hoan didu tri chimg xo héa phdi hoic ung thu phdi.

17) Phuong phap tc ché sy biéu hién gen TGF-B1, bao gdm dua siARN theo
cac muc tir 1) dén 6) & trén vao co thé nguoi hoic dong vat.

18) Phuong phap ngin nglra hodc didu tri chung xo hoa, bao gdbm dua siARN
theo cac muc tir 1) dén 6) & trén vao co thé ngudi hoic dong vat.

19) Phuong phép ngén ngira hodc diéu tri chirng xo hoa phdi hodc ung thu phéi,
bao gdbm dua siARN theo c4c muc tir 1) dén 6) & trén vao co thé ngudi hodc dong vat.
Hiéu qua cua sang ché

Do siARN theo sang ché c6 thé ngan chin hoic tc ché c6 hiéu qua su biéu hién
ctia TGF-p1 & ndng do thap, n6 c6 thé duoc st dung 1am dugc phdm dé ngan chin

hodc di€u tri chiing xo hoa.

Mo ta vin tit cac hinh vé

FIG.1 13 @ thi thé hién ty 1& @c ché sy bidu hién cia mARN TGF-1 béng
siARN;

FIG.2 13 dd thi thé hién ty 1& Gc ché sy bidu hién cia mARN TGF-B1 bang
siARN kham;

FIG.3 1 dd thi thé hién ty 1& Gc ché sy bidu hién cia mARN TGF-B1 bang
siARN kham lién két phosphat- hozc thiophosphat;

FIG.4 1a db thi thé hién ty 18 e ché su biéu hién ctia TGF-B1 trong md hinh xo
héa phdi; va

FIG.5 12 hinh anh duéi kinh hién vi quang hoc vé& cac phan mo phdi (nhudm

H.E. va nhudm ba mau ctia Masson (Masson's trichrome staining)) (40 phong dai: 5).

Mo ta chi tiét sang ché
Trinh ty ma siARN theo sang ché huéng dich c6 tir 17 dén 23 bazo lién nhau

duoc chon tir nhom bao gém cac bazo & cac vi tri tir 1285 dén 1318, cac bazo & cac vi

-7-
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tri tir 1398 dén 1418, cic bazo & cac vi tri tir 1434 dén 1463, cc bazo & céac vi tri tir
1548 dén 1579, céc bazo & cac vi trf tir 1608 dén 1628, cic bazo & cac vi tri tir 1700
dén 1726, céc bazo & cac vi tri tir 1778 dén 1798, céc bazo & cde vi tri tir 1806 dén
1826, va cac bazo & céc vi tri tir 1887 dén 1907 cta SEQ ID NO: 1. O day, to 17 dén
23 bazo lién nhau dugce chon tir mdi nhém t5t hon 12 tr 19 dén 23 bazo, va tdt hon nita
l1a 21 bazo.

Trinh tu bazo cua SEQ ID NO: 1 14 trinh ty bazo cia mARN TGF-B1, va thong
tin trinh tu nay dugc ding ky véi ngdn hang gen dudi sd truy cip ngin hiang gen
NM_000660.3.

siARN theo séng ché duoc tao ra béng cach lai soi dbi nghia, ma co6 sy bd sung
trinh tu vao trinh tu dich cia mARN TGF-p1 da dé clp & trén, va sgi c6 nghia, ma co
su bd sung trinh tu vao soi dbi nghia nay. siARN theo sang ché ¢6 tac dong phén tach
trén mARN TGF-B1 (nghia 13, tac ddng can thiép ARN) va c6 kha ndng trc ché sy dich
ma cia mARN nay, cu thé, c6 kha ning trc ché su biéu hién cia gen TGF-B1.

Sang ché dé cap dén chidu dai nucleotit cia siARN theo sang ché, chidu dai cta
soi c6 nghia va sgi d6i nghia c6 thé gidng hoic khac nhau, va siARN c6 chidu dai day
du ¢6 30 nucleotit hodc it hon, tét hon c¢6 25 nucleotit hoc it hon, tdt hon nita c6 23
nucleotit hodc it hon, hodc c6 21 nucleotit.

Hon nita, ca hai ddu cua soi c6 nghia va soi dbi nghia déu c6 thé 1a diu bing
hoic dau tan ciing 3' cia mdi soi ¢6 thé c6 chd nhd ra (nghia 13, dau dinh). O day, "dau
bang" d& cap dén cAu hinh trong do, trong ving tan cing ciia ARN s¢i kép, ving tén
cung cua sgi ¢6 nghia va vung tén cung twong ung cua sgi d6i nghia duoc bét cip ma
khong lam dudi soi don ra. Hon nita, "nhd ra," con dugce goi la dAu thira, d& cap dén
cAu hinh ma ARN soi kép khong tao thanh sgi kép trong ving tan cing cia soi ¢
nghia ho#c viing tdn cung tuwong Gng cua soi d6i nghia do thiéu bazo bit cip, 1am dudi
soi don ra (du dinh).

V& s6 bazo trong phan diu dinh, c6 tir 1 dén 10 nucleotit, tbt hon 1a tir 1 dén 4
nucleotit, va t6t hon nita 12 tir 1 dén 2 nucleotit. Luu ¥ rang khong c6 mdi lién hé vé
chiéu dai cta dau dinh gifta hai sg¢i, va mdi soi trong hai s¢i nay c6 mot chiéu dai khac

nhau. Nucleotit trong phﬁn dAu dinh c6 thé 12 ARN hoic ADN, va mic du t6t hon 13 su
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bd sung bazo vao mARN TGF-B1 dich, van c6 thé 12 bazo khong bd sung mién 1a
siARN theo sang ché van giit lai dugc kha nang can thi¢p cia ARN da dé cap ¢ trén.

siARN theo sang ché c6 thé 1a ARN soi kép c6 hai s¢i tdch nhau. Bén canh do,
siARN theo sang ché ciing c6 thé 14 ARN soi don dé tao thanh ARN soi kép thong qua
viéc tao thanh ciu trac thin-vong. Nghia 13, siARN theo sang ché ciing bao gdm ca
ARN ma tao thanh vong c6 tir 2 dén 4 nucleotit & d4u tin cling 5' clia sgi c6 nghia va
dAu tan clng 3' cta soi ddi nghia va ARN ma tao thanh vong c6 tir 2 dén 4 nucleotit &
dau tan cung 3' cda sgi c¢6 nghia va dau tan cung 5' cua soi dbi nghia. Hon nita, siARN
theo sang ché ciing bao gbm ca ARN ma tao thanh vong c6 tir 2 dén 4 nucleotit & dau
tAn cung 5' cda sgi c6 nghia va dAu tan cing 3' cua soi d6i nghia ciing nhu dau tan
cung 3' cuia sgi c6 nghia va dAu tan cing 5' cua soi dbi nghia.

Tét hon siARN theo sang ché va trinh tu dich 1a giéng nhau; tuy nhién, ching
c¢6 thé gin nhu 13 gidng nhau, nghia 13 c¢6 cac trinh ty twong ddng, mién 14 siARN c6
thé gy ra su can thiép ARN da @& cap & trén. Cu thé, mién 12 trinh tu s¢i d6i nghia cla
siARN theo sang ché lai véi trinh tu dich, c6 thé c6 mit mot hodc mot sb (vi du, hai,
ba, va bdn) su ghép do6i khong twong xting. Nghia 13, siARN theo sang ché bao gdm
SiARN ¢6 trinh tu duoc bién dbi bﬁng su thay thé, bd sung, hodc loai bo mot hodc mot
sb bazo cua trinh tu dich va c6 kha ning giy ra su can thiép ARN, hodc siARN c6
trinh tw giéng véi trinh ty dich 85% hodc nhidu hon, tét hon 12 90% hogc nhiéu hon,
t6t hon 13 95% hodc nhidu hon, va t6t hon 1a 98% hoic nhiéu hon va c6 kha ning gay
ra su can thi¢ép ARN.

Luu ¥ ring didu kién lai st dung & day d& cap dén, khi str dung siARN theo
sang ché lam dugc pham bing cach dua vio co thé sbng, cac diéu kién trong co thé
sbéng, va khi sir dung siARN theo sang ché lam tac nhan phan Gng in vitro, didu kién
nghiém ngat cao hodc vira phai. Vi du vé c4c didu kién nay bao gébm diéu kién lai 1a
400mM NaCl, 40mM PIPES, pH = 6,4, ImM EDTA, va thoi gian lai nam trong
khoang tir 12 dén 160 gio & nhiét do nim trong khoang tir 50°C dén 70°C. Ngudi co
hiéu biét trung binh v& linh vuc nay da biét rd cac diéu kién nay va dugc Sambrook va
cac ddng tac gia mod ta. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd Ed.; Cold
Spring Harbor Laboratory Press, N.Y, USA, 1989).

-0
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Hon nita, c6 thé tinh toan mirc d6 twong dong v& trinh ty bang phwong phép
Lipman-Pearson (Science, 227, 1435, (1985)), v.v., va vi du, ¢ thé tinh toan bang
cach stir dung chuong trinh tuong ddng Search cia phan mém xir Iy thong tin di truyén
Gentyx-Win (Ver.5.1.1; Software Development Co., Ltd.) v6i viéc cai dat kich c& don
vi dé so sanh (ktup) & 2.

Hon nita, siARN theo sang ché bao gdm siARN trong d6 cac nucleotit ctia soi
c6 nghia hodc sgi ddi nghia dugc bién ddi hoan toan thanh ADN (siARN lai) va
siARN trong d6 nucleotit cta sgi c6 nghia va/hodc soi dbi nghia dugc bién d6i mot
phin thinh ADN (siARN kham), mién 12 siARN c6 thé gay ra su can thiép ARN da dé
cap ¢ trén.

$ day, sy bién d6i ARN nucleotit thanh ADN c6 nghia 1 su bién d6i AMP
thanh JAMP, GMP thanh GMP, CMP thanh dCMP, va UMP thanh dTMP.

V6i siARN lai, tdt hon 12 siARN c6 nucleotit cta sgi ¢6 nghia dugc bién ddi
thanh ADN. Vi du v& siARN kham bao gdm siARN c6 nucleotit & phia xudi chiéu
(nghia 13, phia d4u tin cting 3' clia sgi c6 nghia va phia diu tan cing 5' cua soi ddi
nghiia) duoc bién dbi mot phin thanh ADN. Vi du cu thé v& siARN khdm bao gom
siARN kham c6 c4 hai nucleotit & phia dau tan cling 3' clia sgi c6 nghia va phia dau
tan cing 5' cua soi déi nghia déu dugc bién dbi thanh ADN va siARN kham c6
nucleotit & phia ddu tin ciing 3' cla s¢i c6 nghia hodc & phia dau tan cung 5' cla soi
d6i nghfa dugc bién déi thanh ADN. Hon nita, d6 dai cta nucleotit duge bién ddi tét
hon 14 do dai bit ki twong duong véi 1/2 phan tit ARN hogic ngan hon, vi dy, tir 1 dén
13 nucleotit, tbt hon 1a tir 1 dén 10 nucleotit tir dAu tan cing. Tir quan diém vé hidu
qua can thiép ARN, va do dn dinh, an toan, v.v. cia phan t&¢ ARN, vi du vé siARN
kham c6 loi bao gdbm siARN c6 hai s¢i ma mdi soi ¢6 do dai nucleotit nim trong
khoang tir 19 dén 23, va tir 1 dén 10, t8t hon 1 tir 1 dén 8, va t6t hon nita la tir 1 dén 6
nucleotit ngoai trr (cac) nucleotit nho ra tir dau tin cing 3' cta sgi c6 nghia va tir 1
dén 10, tbt hon 1a tir 1 dén 8, va t6t hon 1a tir 1 dén 6 nucleotit tir dau tan cing 5' cua
soi d6i nghfa duge bién déi lién tiép thanh ADN & s6 bit ky (xem [bang 2] dugc thé
hién duéi diy). Hon nita, trong truong hop nay, t6t hon s ADN duoc bién dbi thanh

sgi c6 nghia (ngoai trir (cic) nucleotit nhd ra) va sgi d6i nghia 14 giéng nhau.
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Hon nita, siARN theo sang ché c6 thé 1a siARN c6 nucleotit (nghia 13,
ribonucleotit va deoxyribonucleotit) 12 ban sao nucleotit c6 duong, bazo va/hodc
phosphat duogc bién d6i héa hoc, mién 1a siARN c6 thé gy ra su can thiép ARN da aé
cép & trén. Vi du v& ban sao nucleotit c6 bazo bién dbi bao gdm xytidin hodc uridin
duoc bién ddi & vi tri 5 (vi du, 5-propynyluridin, 5-propynylxytidin, 5-metylxytidin, 5-
metyluridin,  5-(2-amino)propyluridin,  5-haloxytidin,  5-halouridin, va  5-
metyloxyuridin); adenosin hodc guanosin duoc bién db6i & vi tri 8 (vi du, 8-
bromoguanosin); deazanucleotit (vi du, 7-deaza-adenosin); va nucleotit dugc alkyl héa
& O- va N- (vi du, N6-metyladenosin).

Hon nita, vi du vé ban sao nucleotit c6 dudng dugc bién d6i bao gbébm ban sao
dugc bién ddi duong & vi tri 2', trong d6 2'-OH ca ribonucleotit dugc thay thé bang H,
OR, R, nguyén tir halogen, SH, SR, NHz, NHR, NR», CN (trong d6, R 1a nhém alkyl,
alkenyl, hodc alkynyl c6 tir 1 dén 6 nguyén tir cacbon), va ban sao twong tu, ban sao
duoc phosphoryl héa & dau tan cling 5' hodc ban sao duge monothiophosphoryl héa &
dAu tan cung 5', trong 6 nhém OH & dAu tan ciing 5' dugc monophosphoryl hoa hodc
monothiophosphoryl hoéa.

Vi du v béan sao nucleotit c6 phosphat dugc bién déi bao gbm ban sao c¢6 nhém
phosphoeste lién két v6i céc ribonucleotit lién k& dugc thay thé bing nhém
phosphothioat.

Hon nita, bén canh cac ban sao nucleotit da dé cép ¢ trén, siARN theo sang ché
c6 thé c6 phan tir thé cu thé hodc phan tir chitc ning lién két v6i it nhdt mot trong céc
nucleotit tir nucleotit dau tién dén nucleotit thir squ tir diu tan cing 5' hogc dau tan
cung 3' cda sgi c6 nghia (dﬁu tan cung 5 ', dau tan cung 3', hodc bazo hodc duong &
bén trong khac véi & déu tan cung) mot cach truc tiép hodc thong qua mdt lién két, va
phén tir thé hodc phan tir chirc ning t6t hon duoc lién két v6i it nhat mot trong céc
nucleotit tir nucleotit thir nhat dén nucleotit thir sau, tot hon tir nucleotit thi nhét dén
nucleotit tht tu tir dau tin cling 5' ctia si c6 nghia.

0 day, vi du vé phﬁn tt thé bao gém nhém amino; nhém mercapto; nhom nitro;
nhém alkyl c6 tir 1 dén 40 (tdt hon 1a tir 2 dén 20, tét hon nita 14 tir 4 dén 12) nguyén

tr cacbon; nhém aminoalkyl c6 tu 1 dén 40 (tét hon 1 tr 2 dén 20, t6t hon niva 1a tir 4
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dén 12) nguyén tir cacbon; nhém thioalkyl c6 tir 1 dén 40 (t5t hon 1a tir 2 dén 20, t6t
hon nita 13 tir 4 dn 12) nguyén tir cacbon; nhém alkoxyl ¢6 tir 1 dén 40 (t6t hon 14 tir
2 dén 20, t6t hon nita 1a tir 4 d&én 12) nguyén ti cacbon; nhém aminoalkoxyl c6 tir 1
dén 40 (t6t hon 13 tir 2 dén 20, tdt hon nita 1a tir 4 dén 12) nguyén tit cacbon; nhom
thioalkoxyl c6 tir 1 dén 40 (tdt hon 1a tir 2 dén 20, t6t hon nita 1a tir 4 dén 12) nguyén
t cacbon; nhém mono- hodc di-alkyl amino c6 tur 1 dén 40 (t6t hon 13 tir 2 dén 20, tot
hon nita 12 tir 4 dén 12) nguyén tir cacbon; nhom alkylthio ¢ tir 1 dén 40 (t6t hon 1a tir
2 dén 20, t6t hon nita 13 tir 4 dén 12) nguyén tir cacbon; nhém polyetylen oxit c6 tir 2
dén 40 (t6t hon 1a tir 2 dén 20, t5t hon nita 1a tir 4 dén 12) nguyén tir cacbon; va nhém
polypropylen oxit c6 tir 3 dén 39 (t6t hon 1a tir 3 dén 21, tot hon nita 13 tir 3 dén 12)
nguyén tr cacbon. Co thé ning cao hiéu qua can thiép ARN mot cach déng ké bang
céch lién két v6i cac phan tir thé nay.

Vi du vé phén tir chirc ndng bao gém duong, protein, peptit, axit amin, ADN,
ARN (bao gébm tARN), aptame, nucleotit bién dbi, vat liéu hitu co va vo co cb trong
lugng phéan t thép, cholesteol, dendrime, lipit, va vt li€u polyme. Qua viéc bd sung
cac phan tr chirc ning nady vao, siARN theo sing ché c6 thé c6 duge hidu qua can
thiép ARN tuyét voi va c6 hiéu qua c6 1gi nhd phan tir chirc néng.

Vi du v& dudng da dé cap & trén bao gdm monosacarit nhu glucoza, galactoza,
glucosamin, va galactosamin, va oligosacarit hodc polysacarit tao thanh tir sy két hop
tly y clia cdc monosacarit nay.

Véi protein da d& cap & trén, c6 thé str dung protein c6 mit trong co thé séng,
protein c6 hoat tinh dugc Iy, protein c6 hoat tinh nhan dang phén tir, va protein tuong
tu, va vi du v& c4c protein nay bao gdbm protein importin-B, avidin, va khang thé.

Vi du cu thé v& ADN da dé cap & trén bao gém ADN c¢6 chilu dai tir 5 d@én 50
bazo, tot hon c6 chidu dai tir 5 dén 25 bazo.

Vi du vé peptit da dé cép & trén bao gdm octa-arginin peptit R8, trinh tu peptit
tin hiéu dinh vi nhan (nhu HIV-1 Tat va khang nguyén SV40T), peptit tin hi€u Xuét
khoéi nhan ( nhw HIV-1 Rev va MAPKK), va peptit dung hgp mang. Vi dy vé nucleotit
bién dbdi da d& cap & trén bao gdm nucleotit ¢c6 khung phosphat bién d6i nhu

phosphorothioat hodc boranophosphat ADN/ARN; nucleotit bién dbi & vi tri 2' nhu

-12-



25883

ARN bién dbi & vi tri 2'-OMe va ARN bién ddi & vi tri 2'-F; nucleotit bién dbi c6 phan
tr dudng duoc lién két ngang nhu LNA (nghia 13, axit nucleic dugc khéa) va ENA
(nghia 1a, axit nucleic tao cau 2'-0,4'-C-etylen); va nucleotit bién ddi c6 khung bazo
khac nhu PNA (nghia 13, axit peptit nucleic) va morpholino-nucleotit (xem
W02008/140126 va W02009/123185).

Vi du vé vat liéu hitu co va vo co ¢6 trong lugng phén tir thép da dé cap ¢ trén
bao gdm vt liéu huynh quang nhu Cy3 va Cy5; biotin; chdm luong tir; va cac hat
vang min. Vi du vé c4c dendrime da d& cap & trén bao gdm dendrime poly(amidoamin).
Vi du vé lipit da dé cap & trén bao gbm, ngoai axit linoleic, 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-
phosphoetanolamin (DOPE), v.v., lipit soi kép c6 hai nhém ky nuédc dd md ta trong
W02009/123185. Vi du v& vat liéu polyme di dé cép & trén bao gdm polyetylen
glycol va polyetylenimin.

O day, nhém c6 phan ti chic ning c6 thé 1a chinh 14 gbc phén t&r chirc ning,
hodic gbc phan tir chirc ning ma mot trong cac nhém chirc nang cla lién két hai chirc
nang lién két vao. Nghia 13, trong trudng hop trude, phan tir chirc nang dugc lién két
mdt cach truc tiép 1én phén giita cia ARN soi c6 nghia da dé cap & trén, va trong
truong hop sau, phén tit chirc nang dugc lién két truc tiép v6i phin nhét dinh cia ARN
soi c6 nghia da d& cap & trén thong qua lién két hai chirc nang. O day, khong c6 gidi
han cu thé vé lién két hai chtic ning mién n6 1a lién két ¢ hai nhém chirc ning, va vi
du, c¢6 thé st dung N-sucxinimidyl 3-(2-pyridyldithio) propionat, axit N-4-
maleimidobutyric, S-(2-pyridyldithio) xysteamin, iodoaxetoxysucxinimit, N-(4-
maleimidobutyryloxy)sucxinimit, axit N-[5-(3'-maleimidopropylamido)-1-
carboxypentyl]iminodiaxetic, axit N-(5-aminopentyl)-iminodiaxetic, va lién két tuong
tu.

Du cho khong giéi han cu thé vé vi tri lién két trong ARN soi c6 nghia da dé
clp & trén d6i véi phan tir thé, phan ti chirc ndng, hodc mét lién két ma lién két phan
ttr thé hodc phan ti chiic ning, t6t hon chung dugc lién két theo cach chung thay thé
nguyén tir hydro ma cAu thanh nén nhém hydroxyl trong gdc phosphat cua nucleotit cu

thé trong ARN sgi c6 nghia.
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siARN theo sang ché dugc minh hoa mdt cach cu thé béng ARN soi kép co

chira trinh tu ¢6 nghia va trinh tu d6i nghia tir muc (a) dén muc (s) duéi day.

[Bang 1]
SIARN Céac vi tri‘ . SEQ Ny SEQ
6 dua trén vi Chiéu c6 nghia (5'—3") ID Chiéu doi nghia (5'—3") ID
tri dich NO NO
(@ 1285~1305| CCGAGAAGCGGUACCUGAACC 2 UUCAGGUACCGCUUCUCGGAG | 3
(b) |1298~1318| CCUGAACCCGUGUUGCUCUCC 4 | AGAGCAACACGGGUUCAGGUA | 5
©) 1398~1418| CCUGGCGAUACCUCAGCAACC 6 | UUGCUGAGGUAUCGCCAGGAA | 7
(d) |1434~1454| GCGACUCGCCAGAGUGGUUAU 8 AACCACUCUGGCGAGUCGCUG | 9
(e) 1435~1455| CGACUCGCCAGAGUGGUUAUC | 10 | UAACCACUCUGGCGAGUCGCU | 11
® 1436~1456 | GACUCGCCAGAGUGGUUAUCU | 12 | AUAACCACUCUGGCGAGUCGC | 13
(g) |1438~1458| CUCGCCAGAGUGGUUAUCUUU | 14 | AGAUAACCACUCUGGCGAGUC 15
(h) |1440~1460 | CGCCAGAGUGGUUAUCUUUUG | 16 | AAAGAUAACCACUCUGGCGAG 17
@) 1441~1461 | GCCAGAGUGGUUAUCUUUUGA | 18 | AAAAGAUAACCACUCUGGCGA | 19
Q) 1443~1463| CAGAGUGGUUAUCUUUUGAUG 20 | UCAAAAGAUAACCACUCUGGC | 21
& |1548~1568| GGGAUAACACACUGCAAGUGG | 22 | ACUUGCAGUGUGUUAUCCCUG 23
" 1557~1577| CACUGCAAGUGGACAUCAACG | 24 | UUGAUGUCCACUUGCAGUGUG | 25
(s) 1557~1579 | CACACUGCAAGUGGACAUCAACG | 54 | CGUUGAUGUCCACUUGCAGUGUG | 55
(m) |1608~1628| CCACCAUUCAUGGCAUGAACC | 26 | UUCAUGCCAUGAAUGGUGGCC | 27
(n) |1700~1720| GCCCUGGACACCAACUAUUGC | 28 | AAUAGUUGGUGUCCAGGGCUC | 29
(o) |1706~1726| GACACCAACUAUUGCUUCAGC | 30 | UGAAGCAAUAGUUGGUGUCCA | 31
(p) |1778~1798| GACCUCGGCUGGAAGUGGAUC | 32 | UCCACUUCCAGCCGAGGUCCU 33
(@) |1806~1826| CCAAGGGCUACCAUGCCAACU | 34 | UUGGCAUGGUAGCCCUUGGGC 35
(r) 1887~1907 | CCCUGUACAACCAGCAUAACC | 36 | UUAUGCUGGUUGUACAGGGCC | 37

Hon nita, vi du tdt hon v& siARN kham bao gdm siARN c6 tir 1 dén 8 nucleotit

tir dau tan cung 3' clia sgi c6 nghia va tir 1 dén 6 nucleotit tir dau tén cung 5' cua soi

d5i nghia duoc bién déi lién tiép thanh ADN & sb bat ky. Vi du v& siARN kham t5t

hon thu dugc bing cach sir dung siARN (1) da dé cap ¢ trén nhu sau.

[Bang 2]
) SEQ SEQ
S“ZSRN Chidu c6 nghia (53'—3") D Chidu déi nghta (5'—3") D
NO NO
(-C82) | CACUGCAAGUGGAcatcaacg | 38 | tigatgUCCACUUGCAGUGUG | 39
(-C7) | CACUGCAAGUGGACatcaacg | 49 | tgatGUCCACUUGCAGUGUG | 4!
(-C6) | CACUGCAAGUGGACAicaacz | 42 | tgaUGUCCACUUGCAGUGUG | 43
(=C5) | CACUGCAAGUGGACAUcaace | 44 | tigAUGUCCACUUGCAGUGUG | 45
(I-C42) | CACUGCAAGUGGACAUCaacg | 46 | #GAUGUCCACUUGCAGUGUG | 47
(-C3) | CACUGCAAGUGGACAUCAacg | 48 | tUGAUGUCCACUUGCAGUGUG | 49
(-C2) | CACUGCAAGUGGACAUCAAcg | 50 | UUGAUGUCCACUUGCAGUGUG | 25
(-C1) | CACUGCAAGUGGACAUCAACe | 51 | UUGAUGUCCACUUGCAGUGUG | 25
(1-C4b) | CACUGCAAGUGGACAUCaacg | 46 | UUGAUGUCCACUUGCAGUGt | 56

Trong bang trén, cac chit viét hoa, chit nho, va duong gach duéi 14n luot thé hién ARN,

ADN, va céc vi tri nho ra.
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D cho khong ¢6 giéi han cu thé vé phuong phép san xuét siARN theo sang ché,
c6 thé san xuét ra siARN theo sang ché bang phuong phép sén xult da biét, vi du,
phuong phép téng hop héa hoc in vitro va phuong phap tbng hop phién ma st dung
trinh tu khoi dau (promoter) va ARN polymeraza.

C6 thé thuc hién viée téng hop héa hoc béng chét téng hop axit nucleic, stt dung
nhua amidite chira cac phan ti axit nucleic, 1a ph'?m tr thé cuia siARN, 1am vat liéu tho.

C6 thé thyc hién tdng hop phién ma bing cach phién ma in vitro, ma c6 thé tong
hop ARN sgi kép bing cach cit bd ARN kep téc (hairpin).

Do d6 siARN thu dugc theo sing ché ¢c6 thé e ché co hiéu qua su biéu hién
TGF-B1 trong co thé ngudi trong cic té bao cua biéu bi phé nang ctia ngudi & muic
mARN, va hon nita, thé hién sy nang cao hiéu qua trong céc triéu chimg xo hoa phbi
trong phdi cia md hinh chudt bi xo hoa phéi ma khong gy ra phan tng interferon,
nhu s& dugc minh hoa dudi day trong cac vi du.

Do d6, siARN theo sang ché va vecto bidu hién ma c6 kha ning biéu hién
siARN & dbi tuong da sir dung vecto ndy 1a hitu hiéu dé 1am thudc dung cho nguoi
hoac dong véat (dugc phém). Cu thé, duoc phém trc ché su biéu hién gen TGF-B1, dugc
phim dé ngin ngira hodc diéu tri bénh do su biéu hién qua mirc TGF-B1 nhu ching xo
hoa, cu thé, chét ngén ngira hodc tri li¢u ching xo hoa.

O day, c6 nhidu bénh giy tao xo trong phdi nhu viém phbi k&, xo nang, bénh
phdi tic ngh&n man tinh (chronic obstructive pulmonary diseaza-COPD), hdi chiing
suy ho hip cip (acute respiratory distress syndrome-ARDS), bénh viém phdi, nhiém
trung phbi, viém phdi do bic xa, viém phéi k& do thudc, va bénh colagen gdy viém
phdi k&, tuy nhién, trong s6 cac bénh viém phdi k& tu phat (idiopathic interstitial
pneumonias-IPs) khong rd nguyén nhéan, uu tién cu thé bénh xo héa phdi tu phat
(idiopathic pulmonary fibrosis-IPF). La bénh 1am sang, IIPs bao gbébm chimg xo héa
phéi tu phét (idiopathic pulmonary fibrosis-IPF), viém phdi k& khong cu thé (non-
specific interstitial pneumonia-NSIP), viém phdi td chic héa vd can-COP/BOOP),
viém phbi k& cp tinh (acute interstitial pneumonia AIP), viém phbi k& bong

(desquamative interstitial pneumonia-DIP), viém tiéu phé quan ho hép gy viém phdi
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ké& (respiratory bronchiolitis-associatd interstitial pneumonia-RB-ILD), viém phdi k&
tham nhiém lympho bao (lymphocytic interstitial pneumonia-LIP), va bénh twong ty.

Hon nita, c¢6 bo céo rang TGF-B1 thuc ddy ung thu, cu thé 1a xu x4m chiém va
di can ung thu biéu md tuyén phdi (Mol Cell Biochem (2011) 355:309-314, Cancer
Genomics Proteomics 2010, 7, 217), TGF-p1 dugc biéu hién qua muc & cac vi tri
thwong ton mé thong thudng sau khi didu tri ung thu va c6 thé ngan ngira dugc thuong
tbn mo thong thudng bang cach hudéng dén con dudng TGF-B1 (The oncologist 2010;
15: 350-359), v.v.. Do d6, siARN theo sang ché va vecto biéu hién ma c6 kha ning
bidu hién siARN trong ddi tugng da sir dung vecto ndy 1a hiru hiéu lam thudc dé ngan
ngira hoic diéu tri bénh ung thu, cu thé 13 ung thu phdi.

Khi stt dung siARN theo séng ché 1am duoc phim, mic di c6 thé st dung nhu
vy ludn, cling c6 thé tao phirc véi dextrin vong phén nhéanh ¢ mirc cao hodc
xycloamyloza. O ddy, dextrin vong phan nhanh & murc cao dé cap dén glucan c6 mirc
polyme héa nim trong khoang tir 50 dén 5000 c6 gbc ciu trac vong c6 nhanh bén
trong va gbc cu tric vong cé nhanh bén ngoai, dugc tao ra bing cach dé enzym phan
nhanh tic dong dén amylopectin. O day, gbe céu triic vong c6 nhanh bén trong dé cap
dén gbc ciu tric vong tao thanh tir lién két a-1,4-glucosit va lién két o-1,6-glucosit, va
gbc cAu triac ¢6 nhanh bén ngoai dé cap dén gbc cu trac khong vong lién két voi gbe
cdu tric vong c6 nhanh bén trong. Vi du vé céc phuong 4n dugc wu tién vé dextrin
vong phan nhdnh & mtc cao bao gbm dextrin c6 mic do polyme hoa gbc chu triic
vong ¢6 nhanh bén trong cua glucan da dé cap O trén nim trong khoang tir 10 dén 100,
dextrin c6 mitc dd polyme hoa gbc cAu trac mach c6 nhanh bén ngoai cta glucan da dé
cip & trén 1a 40 hodc 16n hon, va dextrin ¢6 mirc d6 polyme hda trung binh cia mdi
chudi don vi cia gbc cu triic mach c6 nhéanh bén ngoai da dé cap & trén nim trong
khoang tir 10 dén 20. Hon nita, c6 thé mua dextrin vong phan nhénh & muc cao trén thi
truedng, va ciing c6 thé sir dung céc san phim thuong mai nay theo sdng ché.

Xycloamyloza 1a a-1,4-glucan vong, trong d6 céc don vi glucoza dugc lién két
bﬁng lién két a-1,4, va c6 ba chiéu, khong gian réng siu trong cAu trtic hinh xoén dc.
Mic db khong gi6i han cu thé v& mirc d polyme hoa glucoza trong xycloamyloza st

dung theo sang ché, vin c6 mic d polyme hoa vi du nam trong khoang tr 10 dén 500,
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t6t hon nim trong khoang tir 10 dén 100, va t8t hon nita nim trong khoang tir 22 dén
50. C6 thé tao ra xycloamyloza tir glucoza bing cach st dung enzym nhu
amylomaltaza. Hon nfta, ¢ thé mua xycloamyloza trén thi trudng, va cling c6 thé sir
dung c4c san pham thuong mai nay theo sing ché (xem W02009/61003).

C6 thé tao ra siARN theo sang ché 1a duoc phém béng cach st dung mdt hodc
nhidu chit mang hodc chét 1am lodng dugc dung bang phuong phap thong thuong. C6
th8 dua duoc phdm vao co thé thong qua bét ky con dudng nao nhu dua vao phdi, dua
vao mili, dua vao qua duong miéng, dua vao tryc trang, va tiém, va co thé dua vao
toan than hodc cuc bd. Dang bao ché cia duge phim c6 thé 12 dang bét ky phu hop aé
sir dung theo con duong dua vao co thé, nhu dang 16ng, huyén phu, nhii twong, vién
nén, vién thudc, vién thudc nhé, vién nang, bot, ché phém giai phong chém, thudc dan,
sol khi, va bui nuéec.

Vi duy, khi dua vao mii, thanh phan hoat tinh dugc hoa tan trong dung méi phit
hop (nhu nuéce mudi va ruou sinh 1y) va dung dich tao thanh dugc tiém hodc nhé ting
giot vao miii, & d6 thanh phan hoat tinh dugc phan phéi. Theo cach khéc, khi dua vao
phéi hodc miii, thanh phan hoat tinh dugc phun trong sol khi bang hop tao ap suit hoic
méy x6ng bang cach st dung chét ddy thich hop nhu diclodiflometan, tricloflometan,
diclotetrafloetan, cacbon dioxit, hodc cac khi phu hop khéc, trong d6 thanh phén hoat
tinh ¢6 thé duoc phan phbi mét cach dé dang. Khi st dung dang sol khi c6 ap suét, c6
thé c¢b dinh don vi liéu luong bing céch dé xut van dé phan phdi lugng da dinh. Hon
nita, c6 thé st dung thanh phan hoat tinh & dang bt hit.

Trong trudng hop tiém, vi du, thanh phén hoat tinh c6 thé dugc bao ché & dang
dung dich d& ding ngoai dudng tiéu héa dugc dua vao co thé bang cach tiém tinh
mach nhanh hodc truyén lién tuc (nghia 13, dua vao trong tinh mach hoéc trong co), va
t5t hon dugc bao ché & dang dém sinh 1y nhu dung dich Hanks, dung dich Ringer, va
nuée mubi sinh 1y. Dung dich nay c6 thé chira dugce chit dé dua vao co thé nhu chit tao
huyén pht, chat én dinh, va/hoic chét phan tan. Ngoai ra, c6 thé didu ché thanh phan
hoat tinh & dang bot dé dugc hoan nguyén lai bang chét 1am lodng phu hop nhu nudc vo

tring ma khong chira chit sinh nhiét trude khi sir dung. Co thé @ xut ché phdm tiém &
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dang, vi du dang lidu don vi trong 6ng tiém hoic dang vat chira nhiéu lidu c6 chit bao
quan.

Pé st dung qua dudng miéng, chét tri liéu theo sang ché c6 thé & dang, vi du,
vién nén, dang hat nhd, bot, nhii twong, vién nang, sird, huyén phu nuéc hodc dau,
hozic c¢bn ngot. Trong trudng hop vién nén hoic thubc vién, c6 thé boc ché phim dé tri
hodn sy phén tan va hép thu trong dudng da day rudt dé thu dugc hidu qua kéo dai.

Mic du khong nhim gi6i han v& chit mang hodc chit 1am logng dugc dung, van
¢6 céc vi du v& cac chit ndy bao gdm chét 1ong (nhu nuéc, dau, nuéc mudi sinh 1y,
dung dich nudc dextroza, va etanol) va chéit rin (nhu gdm acaxia, gelatin, tinh bot,
glucoza, lactoza, sucroza, d4 talc, natri stearat, glyxerol monostearat, keratin, silic
dioxit keo, stta giy kho, va glyxerol). Hon nita, chit tri liéu theo sang ché c6 thé chira
chét phit hop ma dugc bd sung vao dugce pham thong thudng nhu chét b trg, chit khir
trung, chét &n dinh, chét gay léng, chét boi tron, chit mau, chét thAm u6t, chét nhii héa,
va chit dém pH.

Duoc phim theo sang ché c6 thé chira siARN theo sang ché véi lugng nam
trong khoang tir 0,001 dén 50% khéi lwgng, tot hon tir 0,01 dén 10% khdi luong, va tbt
hon nita tir 0,1 dén 1% khéi luong.

Mic di lidu luong duge phim theo sdng ché khong duoc gidi han mot cach cu
thé mién 1a dua dugc luong c6 hi€u qua vao co thé, van c6 vi du vé liéu luong, tdt hon
12 v6i lwong nim trong khoang tr 0,0001 dén 100mg, va t6t hon nita nim trong
khoang tir 0,002 dén 1mg trén mot kg trong lugng co thé.

V6i ché phdm theo sang ché, thay vi siARN theo sang ché, ciing c6 thé st dung
vecto biéu hién ¢6 kha ning biéu hién siARN trong co thé.

Trong trudng hop nay, vecto biéu hién co thé dugc tao cu tric bang cach, vi du,
chén ADN c¢6 kha nidng ma héa siARN theo sang ché vao vecto phii hop st dung cho
lidu phép di truyén nhu vecto adenovirut, vecto virut két hop adeno (adeno-associated

virus vecto-AAV), hodc vecto lentivirut.
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Vi du thye hién sang ché

Sau day, sang ché s& dugc mo ta chi tiét hon cing véi tham khdo cac vi du sau.

Tuy nhién, pham vi k¥ thuit cua sang ché khong dugc gidi han & nhitng vi du nay.
Vi du 1: San xuét siARN
Thiét ké cac phéan tir siARN huéng dich gen TGF-B1 dugc thé hién trong bang 3

du6i day va tdng hop hoa hoc mdi siARN oligonucleotit. Tinh sach oligonucleotit

bang HPLC truéc khi sir dung.
[Bang 3]

SARN Céc vi tri. . SEQ o SEQ
6 duya trén vi Chiéu c6 nghia (5'—3") ID Chiéu doi nghta (5'—3") ID

tri dich NO NO

(a) |1285~1305| CCGAGAAGCGGUACCUGAACC 2 | UUCAGGUACCGCUUCUCGGAG 3
(b) |1298~1318| CCUGAACCCGUGUUGCUCUCC 4 | AGAGCAACACGGGUUCAGGUA | 5
(c) |1398~1418| CCUGGCGAUACCUCAGCAACC 6 | UUGCUGAGGUAUCGCCAGGAA | 7
(d) |1434~1454| GCGACUCGCCAGAGUGGUUAU 8 AACCACUCUGGCGAGUCGCUG 9
(e) |1435~1455| CGACUCGCCAGAGUGGUUAUC | 10 | UAACCACUCUGGCGAGUCGCU | 11
(f) |1436~1456| GACUCGCCAGAGUGGUUAUCU | 12 | AUAACCACUCUGGCGAGUCGC | 13
(g) |1438~1458| CUCGCCAGAGUGGUUAUCUUU | 14 | AGAUAACCACUCUGGCGAGUC 15
(h) |1440~1460| CGCCAGAGUGGUUAUCUUUUG | 16 | AAAGAUAACCACUCUGGCGAG | 17
(i) |1441~1461| GCCAGAGUGGUUAUCUUUUGA | 18 | AAAAGAUAACCACUCUGGCGA | 19
(j) |1443~1463| CAGAGUGGUUAUCUUUUGAUG | 20 | UCAAAAGAUAACCACUCUGGC 21
(k) |1548~1568| GGGAUAACACACUGCAAGUGG | 22 | ACUUGCAGUGUGUUAUCCCUG | 23
() |1557~1577| CACUGCAAGUGGACAUCAACG | 24 | UUGAUGUCCACUUGCAGUGUG | 25
(s) |1557~1579 | CACACUGCAAGUGGACAUCAACG 54 | CGUUGAUGUCCACUUGCAGUGUG | 55
(m) |1608~1628| CCACCAUUCAUGGCAUGAACC | 26 | UUCAUGCCAUGAAUGGUGGCC | 27
(n) [1700~1720| GCCCUGGACACCAACUAUUGC | 28 | AAUAGUUGGUGUCCAGGGCUC | 29
(o) |1706~1726| GACACCAACUAUUGCUUCAGC | 30 | UGAAGCAAUAGUUGGUGUCCA | 31
(p) |1778~1798| GACCUCGGCUGGAAGUGGAUC | 32 | UCCACUUCCAGCCGAGGUCCU 33
(@) |1806~1826| CCAAGGGCUACCAUGCCAACU | 34 | UUGGCAUGGUAGCCCUUGGGC 35
(r) |1887~1907| CCCUGUACAACCAGCAUAACC | 36 | UUAUGCUGGUUGUACAGGGCC | 37

Vi du 2: Panh gia hidu qua tGrc ché su biéu hién TGF-B1 (in vitro)
(1) Té bao

Str dung té bao A549 tir biéu bi phé nang ctia ngudi (DS Pharma Biomedical
Co., Ltd.).

(2) Didu kién nudi cay:

St dung moi truong Eagle bién ddi Dulbecco (Dulbecco's modified Eagle's

Medium-D-MEM) chira 10% huyét thanh bao thai bo (c6 100 don vi/mL penixilin va

100 pg/mL streptomyxin), két hat 1 x 10° t& bao trong dia ¢6 12 156. Sau khi nudi cly

-19-




25883

dudi didu kién 37°C va 5% CO; qua dém, nhap dong 40% té bao A549, va thay moi
trudng bang mdi trudng khong co huyét thanh.
(3) Xtt ly trudce va luong siARN b sung

Véi siARN, sir dung oligonucleotit trong bang 3, va khi cac té bao nhap dong
dén 40%, dua oligonucleotit vao cac té bao da dé cap & trén bang cach st dung
Lipofectamin 2000 (Invitrogen).

Cu thé, b sung 2,0 pL Lipofectamin 2000 vao 98 uL. OPTI-MEM (Invitrogen)
trong mot 18, va i hdn hop tao thanh & nhiét do trong phong trong thoi gian nam phut
(dung dich A).

Bé sung dung dich chira 0,625uL cua 0,2uM siARN (dung dich B) vao
99,375ul. OPTI-MEM. Tron 14n dung dich A va B véi nhau va 0 & nhiét do trong
phong trong thoi gian 20 phut. Sau khi 1, bb sung hdn hop AB vao mdi 13 trong dia c6
12 15. B6 sung siARN vao d& ndng dd cudi cing dat 0,1nM.

(4) Xt Iy tiép theo
(1) Xt ly xytokin

Sau khi bd sung dung dich tron 1in siARN va Lipofectamin vao trong thoi gian
sau gio, thay moi trudong bang modi truong D-MEM chira 0,1% albumin bao thai bo
(bovin serum albumin-BSA) va cytokin (1 ng/mL IL-1B va 1 ng/mL TNF-o), sau d6
nudi cdy trong thdi gian 12 gid. Sau khi nudi cdy, lay miu chét ndi trén bé mit canh
trudong.

(i) Chiét ARN té bao tdng s6

DPé chiét ARN té bao tdng sb, sit dung thiét bi chiét axit nucleic tu dong
QuickGen-810 (Fujifilm Corporation) va bo kit t& bao dugc nudi cdy QuickGen ARN
S (Fujifilm Corporation), 1a by kit danh riéng cho QuickGen-810. Rua té bao bang
1,0mL PBS, bd sung 0,5mL dung dich tiéu bao vao dé chiét ARN té bao téng s6. Sau
khi bd sung 0,5mL dung dich tiéu bao nay (LRC, vira bd sung mercapto etanol vao)
vao dia c6 12 13, khudy dia trén may lic dung dua trong thoi gian nam phut. Pha tron
k§ dung dich nay tr ndm dén sau lan bang 6ng hat, va sau do6 chuyén vao Ong
Eppendorf. B sung 420 pL etanol vao 6ng Eppendorf , va khudy hén hop tao thanh

trén may léc trén trong thoi gian 15 gidy va sau d6 xtr ly trong QuickGen-810. Trong
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khi xt¢ 1y trong QuickGene-810, bd sung DNaza (RQ1 DNaza khong RNaza, Promega
Corporation) vao. Luu giit cdc miu ARN tbng sb chiét ra trong ti lanh & nhiét do -
80°C cho dén qua trinh xt Iy tiép theo.

(iii) Bién d6i ARN tbng s6 thanh cADN

Tinh to4n ndng dd ARN (ng/mL) trong mau ARN tdng sb da chiét tir cac té bao
da nudi cAy tir gia tri hap thu do & budc séng 260nm (d6i chiing: dém TE). Dya trén
cac gia tri thu dugc, dat dung dich cua mdi mAu vao trong dia c6 96 16 v6i lugng daé
lugng ARN dat 0,1pg. BS sung nuéce cAt vao mdi 15 dé tdng thé tich dat 12uL, va hon
nita, bd sung 2pL dém gADN Wipeout trong kit phién md nguoc QuantiTect
(QIAGEN) vio. Sau khi tron bang méy lac trn, & miu & nhiét do 42°C trong thoi gian
hai phut, va sau d6 lam lanh & nhiét 4o 4°C. B6 sung 1pL enzym phién ma ngugc
Quantiscript, 4pL. dém Quantiscript RT, va 1pL RT Primer Mix trong kit phi€n ma
nguoc QuantiTect (QIAGEN) vao céac mAu nay, sau d6 13 trdn 13n va 4 & nhiét do 42°C
trong thoi gian 15 phit. Sau d6, gia nhigt mau & nhiét 4o 95°C trong thoi gian ba phut dé
lam bt hoat enzym phién ma nguoc Quantiscript, va sau d6 1am lanh 6 nhiét d¢ 4°C.

Pha loang dung dich d4 chuén bi (nghia 13, dung dich chuin bi cADN chua pha
loang) 5 14n bang dém TE va thanh dung dich cADN dé chay PCR cho gen dich (TGF-
B1).

Twong t, dung dich chudn bi cADN chua pha lodng dugc pha loang 50 lan
bang dém TE va dung lam dung dich cADN dé chay PCR huéng dich GAPDH, duoc
chon 1am gen tham chiéu bén trong. Luu y rang dung dich chuin bi cADN chua pha
loang chtra mAu ddi ching (nghia 13, sit dung khong siARN) duoc pha loang 1, 10, 100,
va 1000 1an bang dém TE va ding 1am miu dé xay dung duong cong hiéu chinh dé
chay PCR huéng dich TGF-B1. Tuong ty, dung dich chuin bi cADN chua pha lodng
chira mau d6i ching duoc pha lodng 10-, 100-, 1000-, va 10000- l4n bang dém TE va
ding 1am mAu dé x4y dung dudng cong hiéu chinh dé chay PCR huéng dich GAPDH.

(5) Phuong phép do mirc d biéu hién TGF-B1

B4 sung 12,5uL QuantiFast SYBR Green PCR Master Mix (QIAGEN) va
2,5uL QuantiTect Primer Assay (QIAGEN) dbi véi gen TGF-B1 ngudn gdc tir ngudi
hoac gen GAPDH ngudn gdc tir ngudi vao 2,5ul san phdm cADN thu dugc tir TGF-

-21-



25883

B1, dugc st dung lam khuon. Bb sung nudc cht vo trung vao dung dich dé dat dén thé
tich cudi cung 1a 25puL, tir 6 chuin bi dugc dung dich cho phan tng PCR. Sau do,
bing cach sir dung Applied Biosystems 7500 (Life Technologies Japan Ltd.), gia nhiét
dung dich d& chudn bi & nhiét 46 95°C trong thoi gian ndm phit va sau d6 dua vao 40
chu ky PCR, mot chu ky & 1) 95°C trong thoi gian 10 gidy va 2) 60°C trong thoi gian
35 gidy, sau d6 lam ngudi dan dan tir 95°C xubng 60°C. Do su nhiét phan dung dich
tao thanh. Duya trén gi4 tri chu ky ngudng (threshold cycle-Ct) tir qua trinh khuéch dai
PCR, hiéu chinh ty 18 khuéch dai cia mdi gen dich dya trén gié tri Ct cia gen GAPDH,
va danh gi4 hiéu qua tc ché mARN cua gen dich. Két qua thu dugce dugc thé hién

trong FIG.1 va bang 4.

[Bang 4]
. Ty 16 bidu hién mARN TGF-Bl
SIARN (TGF-B1/GAPDH)

Sb nM Trung binh SD
a 0.1 24.7 7.6
b 0.1 85 8.9
c 0,1 51,8 12,3
d 0,1 58,5 6.4
e 0.1 27,5 22
f 0.1 52,1 4.1
g 0.1 51,8 7.5
h 0,1 293 8.6
i 0,1 31,5 12,5
i 0,1 40,1 6,9
K 0,1 22 6.6
I 0,1 122 6,7
s 1 50,1 43
m 0.1 716 104
n 0,1 39,7 47
o 0,1 11,7 3.1
P 0,1 55,5 4.4
q 0.1 513 4.4
r 0,1 534 7.8

Nhan théy siARN ¢6 sb siARN 1a d, p.1,f,¢c, 89,01, h e ak 1, vaocod
hidu qua trc ché su bidu hién TGF-B1 1a 40% hodc cao hon tham chi ¢ ndng do 0,1nM.
Cu thé, siARN c6 s6 siARN 1a 1 va o thé hién hiéu qua &c ché 1a 80% hodc cao hon
tham chi & ndéng d6 0,1nM. Hon nita, cdc trinh tu nay thé hién hiéu qua @c ché déng ké

& ca ndng d6 0,01nM.
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Vi dy 3: San xuat siARN kham

Dua trén s6 siARN (1), thiét ké cac phan tir stARN kham huéng dén gen TGF-
B1 dugc thé hién trong bang 5 duéi ddy va tdng hop hoa hoc mdi siARN oligonucleotit
kham. Tinh sach oligonucleotit bang HPLC truéc khi st dung.

[Bang 5]
. SEQ Pbi nghia (5'—3") SEQ
S‘ﬁgN C6 nghia (5'—3") D D
NO NO

(1-C8a) CACUGCAAGUGGAcatcaacg 38 ttgatgUCCACUUGCAGUGUG 39

(I-C7) | CACUGCAAGUGGACatcaacg | 40 | ttgatGUCCACUUGCAGUGUG | 41

(1-C6) CACUGCAAGUGGACAtcaacg 42 ttgaUGUCCACUUGCAGUGUG 43

(1-C5) CACUGCAAGUGGACAUcaacg | 44 ttgAUGUCCACUUGCAGUGUG 45

(1-C4a) | CACUGCAAGUGGACAUCaacg 46 ttGAUGUCCACUUGCAGUGUG 47

(I-C3) | CACUGCAAGUGGACAUCAacg | 48 | tUGAUGUCCACUUGCAGUGUG | 49

(1-C2) | CACUGCAAGUGGACAUCAAcg | 50 | UUGAUGUCCACUUGCAGUGUG | 25

(I-C1) | CACUGCAAGUGGACAUCAACg | 51 | UUGAUGUCCACUUGCAGUGUG | 25

(1-C4b) | CACUGCAAGUGGACAUCaacg 46 UUGAUGUCCACUUGCAGUGtg | 56

Trong bang, cac chit viét hoa, chit nho, va dudng gach dudi 1an luot thé hién ARN,

ADN, va cac vi tri nho ra.

Vi du 4: Dénh gia hiéu qua tc ché sy biéu hién TGF-B1

Sir dung cac oligonucleotit thé hién trong bang 5 (ndng dd: 10nM hoic 0,1nM),
d4nh gia dugc hiéu qua tc ché su biéu hién TGF-B1 bang phuong phép tuong tu nhu
phuong phép trong vi du 2. Két qua thu dugc duge thé hién trong FIG.2 va bang 6.

[Bang 6]
. Ty 1& biéu hién mARN TGF-B1
SIARN (TGF-B1/GAPDH)

Sb nM Trung binh SD

1 10 34,9 42
1-C8a 10 56,6 13,2
1-C7 10 37,5 51
1-C6 10 38,8 0,5
1-C5 10 35,1 6,2
1-C4a 10 372 8,0
1-C3 10 23,0 6,3
1-C2 10 38,4 7.9
1-C1 10 33,0 2,5
1-C4b 0,1 69,9 43
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Vi du 5: Téng hop siARN kham c6 lién két phosphat- hozc thiophosphat

Dua trén sé siARN (1), thiét ké cac phan tir siARN kham c6 lién két phosphat-
hodc thiophosphat huéng dich gen TGF-B1 duoc thé hién trong bang 7 dudi diy va
tong hop héa hoc mdi siARN oligonucleotit kham. Tinh sach oligonucleotit bang

HPLC truéc khi sir dung.

[Bang 7]
SIARN 6 [Chiéu ¢6 ngha (5'—3") | No{Chidu d6i nghia (53 “No.
(1-CP8a) |CACUGCAAGUGGAcatcaacg 43 |P-ttgatgUCCACUUGCAGUGUG 39
(I-CP7) |CACUGCAAGUGGA Catcaacg 40 [P-ttgatGUCCACUUGCAGUGUG 41
(-CP6) | ACUGCAAGUGGACAtcaagg 4y [P-itgaUGUCCACUUGCAGUGUG 4
(FCP3)  lcACUGCAAGUGGACAUcazeg | ,, [P-ttgAUGUCCACUUGCAGUGUG 45
(-CP42) |CACUGCAAGUGGACAUCaacg | 4 [PHGAUGUCCACUUGCAGUGUG 47
(FCP38) |CACUGCAAGUGGACAUCAage | 44 [PUGAUGUCCACUUGCAGUGUG | 49
(-CP2)  |CACUGCAAGUGGACAUCAAcg | o [P-UUGAUGUCCACUUGCAGUGUG | s
(P lcACUGCAAGUGGACAUCAACe | o, [P-UUGAUGUCCACUUGCAGUGUG | s
(-CP)  |CACUGCAAGUGGACAUCAACG | 24 [P-UUGAUGUCCACUUGCAGUGUG | 25
(I-CP80) |0 A cCUGCAAGUGGAcatcaagg 38 |[P-UUGAUGUCCACUUGCAGUGtg 56
(-CP4D) | ACUGCAAGUGGACAUCaacg | 46 [P-UUGAUGUCCACUUGCAGUGtZ | 56
(-CPS40) | A CUGCAAGUGGACAUCaacg | 46 [PS-UUGAUGUCCACUUGCAGUGE | - 56
(-CP3b) |cACUGCAAGUGGACAUCAKeg | 57 [P-UUGAUGUCCACUUGCAGUGtz | 56

Trong bang, céc chit viét hoa, chit nho, va duong gach dudi lan luot thé hién
ARN, ADN, va vi tri nh6 ra. Hon nita, P- va PS- 14n lugt thé hién sy phosphoryl hoa

d4u tan cling 5'- va su thiophosphoryl déu tan cing 5'-.

Vi du 6: Panh gié hiéu qua trc ché su biéu hién TGF-B1

St dung céc oligonucleotit thé hién trong bang 7, danh gia dugc hiéu qua tc ché
su bidu hién TGF-B1 bang phuong phéap twong tw nhu phuong phap trong vi du 2. Két
qua thu dugce dugc thé hién trong FIG.3 va bang 8.
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[Bang 8]
. Ty 18 biu hién mARN TGF-B1
SIARN (TGF-B1/GAPDH)

S6 nM Trung binh SD
1-CP8a 0,1 72,0 3,8
1-CP7 0,1 56,1 2,7
1-CP6 0,1 482 0,4
1-CP5 0,1 49,4 3.4
1-CP4a 0,1 45,1 3,6
1-CP3a 0,1 30,6 18,2
1-CP2 0,1 43,1 6,1
1-CP1 0,1 36,1 2,0

1-CP 0,1 44,9 2,0
1-CP8b 0,1 57,1 12,4
1-CP4b 0,1 46,4 17,4

1-CPS4b 0,1 70,8 2,2
1-CP3b 0,1 42,1 2,9

Vi du 7: Téng hop siARN c6 ADN & phén nhd ra ctia n6

Dua trén s6 siARN (1), thiét ké cac phan tir siARN c¢6 ADN & phan nho ra va
huéng dich gen TGF-B1 dugc thé hién trong bang 9 duéi day va tbng hop hoa hoc mdi
siARN oligonucleotit. Tinh sach oligonucleotit bang HPLC truéce khi str dung.

[Bang 9]

:t)ARN Chiéu c6 nghia (5'—3") SI];:DQ Chiu d6i nghia (5'—3") SI];:)Q
NO NO

-OHal | CACUGCAAGUGGACAUCAACGt 58 | UUGAUGUCCACUUGCAGUGUG |25

-OHa2 | CACUGCAAGUGGACAUCAACGtt 59 | UUGAUGUCCACUUGCAGUGUG |25

1-OHa3 | CACUGCAAGUGGACAUCAACGttt 60 | UUGAUGUCCACUUGCAGUGUG |25

1-OHa4 | CACUGCAAGUGGACAUCAACGtttt 61 UUGAUGUCCACUUGCAGUGUG 25

I-OHa5 | CACUGCAAGUGGACAUCAACGtHtttt 62 | UUGAUGUCCACUUGCAGUGUG 25

1-OHa6 | CACUGCAAGUGGACAUCAACGHttttt 63 UUGAUGUCCACUUGCAGUGUG 25

1-OHa7 | CACUGCAAGUGGACAUCAACGttttttt 64 | UUGAUGUCCACUUGCAGUGUG 25

1-OHbl | CACUGCAAGUGGACAUCAACGta 65 UUGAUGUCCACUUGCAGUGUG 25

1-OHb2 | CACUGCAAGUGGACAUCAACGttaa 66 UUGAUGUCCACUUGCAGUGUG 25

1-OHb3 | CACUGCAAGUGGACAUCAACGtttaaa | 67 UUGAUGUCCACUUGCAGUGUG 25

1-OHb4 | CACUGCAAGUGGACAUCAACGttttaaaa | 68 UUGAUGUCCACUUGCAGUGUG 25

1-OHb5 | CACUGCAAGUGGA catcaacgttaa 69 | ttgatgUCCACUUGCAGUGUG 39
1-OHb6 | CACUGCAAGUGGA catcaacgtttaaa 70 | ttgatgUCCACUUGCAGUGUG 39

Trong bang, cac chit viét hoa, chit nho, va dudng gach dudi 1an luot thé hién ARN,

ADN, va c4c vi tri nho ra.
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Vi du 8: Panh gi hiéu qua trc ché su biéu hién TGF-B1

Str dung céc oligonucleotit thé hién trong bang 9, d4nh gia duge hiéu qua tc ché
su bidu hién TGF-p1 bang phwong phép tuong tw nhu phuong phap trong vi du 2. Cac
két qua duoc thé hién trong Bang 10.

[Bang 10]
. Ty 18 biéu hién mARN TGF-B1
SLARN (TGF-B1/GAPDH)

S6 nM Trung binh SD
1-OHal 0,1 26,0 1,0
]-OHa2 0,1 34,0 6,2
1-OHa3 0,1 32,8 3,8
1-OHa4 0,1 25,4 1,9
1-OHa5 0,1 27,4 1,5
1-OHa6 0,1 40,1 6,2
1-OHa7 1,0 39,7 22,6
1-OHb1 1 24,9 1,7
1-OHb2 1 25,6 0,9
1-OHb3 1 22,8 3,5
1-OHb4 1 20,4 1,5
1-OHb5 1 48,6 7,6
1-OHb6 1 46,6 6,7

Vi du 9: Danh gi hiéu qua trong mau xo hdéa phéi (nghién ctru in vivo)

Dua trén sb siARN (q) (SEQ ID NO: 34 va 35), 12 trinh tu c6 chung & chudt va
ngudi, thiét k& siARN khiam (q-C8: soi c¢6 nghia (5" — 3
CCAAGGGCUACCAtgccaact  (52), sgi i nghia (' - 3"):
ttggcaUGGUAGCCCUUGGGC (SEQ ID NO: 53), va theo cach tuwong tu v6i cach
trong vi du 3, tong hop dugc siARN oligonucleotit kham va sau do6 tinh ché bing
HPLC. St dung siARN oligonucleotit kham tao thanh lam chét thir nghiém, danh gia
hiéu qua trong md hinh chudt bi xo hoa phdi do bleomyxin.

Sau khi dua pentobarbital (san phadm ctia Dainippon Sumitomo Pharma Co.,
Ltd.) vio bung chudt (C57BL/6NCrSlc (SLC), chudt nhét cai, 13 tudn tudi), cdy bom
thdm thdu ALZET™ (mau 2001, DURECT Corporation) vao duéi da lung cta chuft
trong khi gay té dé tao ra chudt bi xo hoéa phdi. Chd y ring dAu tién truyén 200 pL
dung dich khoang 10mg/mL bleomyxin trong nudc mudi sinh 1y vao bom thim thiu

ALZET™, va véi bleomyxin, st dung san phdm ctia Nippon Kayaku Co., Ltd.
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Ba, bay va 14 ngay sau khi ciy bom thim thAu ALZET™, hoa tan chat thir nghiém
trong nudc cit (san pham cta Otsuka Pharmaceutical Co., Ltd.) va dua vao qua dudng khi
quéan bang cach st dung MicroSprayer™ (model IA-1C, Penn-Century, Inc.) & liéu rong
100 pg/co thé. Céc thé tich lidu hwong 13 75 pL/co thé vao cac ngay tht 3 va 7, va 50
uL/co thé vao ngay thir 14 sau khi bat dAu dua bleomyxin vio.

Hon nita, 1am d6i ching so sanh, nhém trong d6 chi ¢6 200uL nuée mudi sinh
Iy duge truyén vao bom thdm thdu ALZET™ va nudc cit dugc sit dung 1am chit thi
nghiém, va nhém trong d6 200puL. dung dich bleomyxin khoang 10mg/mL trong nu¢c
muéi sinh Iy duge truyén vao bom thdm thdu ALZET™ va nuée cit dugc dung lam
chét thir nghiém.

Sau khi cdy bom thdm thdu ALZET™vao sau thoi gian 21 ngay, dua
pentobarbital vao chudt qua dudng bung, va trong khi gay té, loai da va co cb dé 16 khi
_ quan ra. Chuot bi chét do viéc léy mau qua tinh mach canh, va sau do, bﬁng cach su
dung kim bén trong, truyén 2mL nuéc mubi sinh 1y (Otsuka Pharmaceutical Co., Ltd.)
vao khi quan trong ba liéu riéng biét, va thu lai duoc khoang 2mL cht luu xtc rira phé
quan-phé nang (bronchoalveolar lavage fluid-BALF). Sau do, md phanh nguc va rach
& tam nhi tréi, va truyén khoang 1mL nuéc mudi sinh Iy tir tAm thit phai, va cét bd
phdi. D& danh gia md, nhiing thuy tréi clia phdi da cét ra trong 10% dung dich ¢b dinh
dém trung hoa formalin (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.).

Ly tdm BALF thu dugc (2000 vong/phut, 4°C, trong thoi gian 10 phut), va do
lwong TGF-B1 protein trong phan ndi trén b& mat bing ELISA. Két qua thu dugc dugc
thé hién trong FIG.4. Trong FIG.4, SAL, DW, va BLM lan lugt 14 nuéc mubi, nuée
cét, va bleomyxin.

Dua mo phdi da cb dinh véi 10% dung dich c¢b dinh dém trung hoa formalin vao
trong parafin va chudn bi phan mod dé nhuém Hematoxilin-Eosin (H.E.) va nhu¢m ba
mau ctia Masson. Bidu d6 md dugc thé hién trong FIG.5.

Tir FIG.4, trong nhém sit dung chét thir nghiém (BLM/TGF-B1), nhan thiy luong
TGF-B1 trong BALF giam mot cach dang ké. Khong quan sat thdy hiéu qui ndy trong
nhom st dung nude cit (BLM/DW) lam d6i chung so sanh. Hon nita, tir so d6 mo trong

FIG.5, nhén ra ring mtc d6 viém va tao xo gidm trong nhém st dung chét thir nghiém.
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YEU CAU BAO HQ
1. siARN c¢6 chidu dai ddy du 1a 30 nucleotit hodc it hon va dugc chon tir nhém gdm
siARN chira trinh tu cé nghia SEQ ID NO: 2 va trinh tu d6i nghia SEQ ID NO: 3;
siARN chira trinh tu c¢6 nghia SEQ ID NO: 6 va trinh tu d6i nghia SEQ ID NO: 7;
siARN chtra trinh ty ¢6 nghia SEQ ID NO: 8 va trinh tu d6i nghia SEQ ID NO: 9;
siARN chtra trinh tu c6 nghia SEQ ID NO: 24 va trinh ty d6i nghia SEQ ID NO: 25;
va siARN chtra trinh tu ¢6 nghia SEQ ID NO: 54 va trinh ty d6i nghia SEQ ID NO: 55.

2. siARN theo diém 1, trong d6 1 dén 10 nucleotit lién tiép ngoai trir nucleotit nhd ra

tir ddu tan cung 3' ctia soi c¢6 nghia cia siARN dugc chuyén thanh ADN.

3. siARN theo diém 1, trong d6 1 dén 10 nucleotit lién tiép tir dAu tan cling 5' cua sgi

d6i nghia ciia siARN dugc chuyén thanh ADN.,

4. siARN theo diém 1, trong d6 1 dén 10 nucleotit lién tiép ngoai trir nucleotit nhd ra
tir dau tin cung 3' cia soi c6 nghia ctia siARN dugc chuyén thanh ADN va 1 dén 10
nucleotit lién tiép tir ddu tan cing 5' cia soi d6i nghia ctia siARN dugc chuyén thanh

ADN.

5. siARN theo diém 1, trong d6 dau tan cling 5' ctia s¢i d6i nghia duoc phosphoryl héa

mot lan.

6. Duoc phidm chita siARN theo diém 1 va chét mang hodc chét pha loing dugc dung.

7. Phuong phap tao ra chét wc ché su biéu hién gen TGF-B1, phuong phap nay bao

gdm budc biéu hién siARN theo diém 1.

8. siARN theo diém 1, trong d6 dAu tAn cling 5' clia soi d6i nghia dugc thiophosphoryl

héa mot 1an.
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9. siARN theo diém 1, trong d6 siARN nay chira trinh ty c¢6 nghia SEQ ID NO: 2 va
trinh ty di nghia SEQ ID NO: 3.

10. siARN theo diém 1, trong d6 siARN nay chtra trinh ty c¢6 nghia SEQ ID NO: 6 va
trinh tu d6i nghia SEQ ID NO: 7.

11. siARN theo diém 1, trong d6 siARN ndy chtra trinh tu c6 nghia SEQ ID NO: 8 va
trinh ty d6i nghia SEQ ID NO: 9.

12. siARN theo diém 1, trong d6 siARN nay chira trinh tu c¢6 nghia SEQ ID NO: 24 va
trinh ty d6i nghia SEQ ID NO: 25.

13. siARN theo diém 1, trong d6 siARN nay chira trinh tw ¢6 nghia SEQ ID NO: 54 va
trinh tu d6i nghia SEQ ID NO: 55.

14. siARN theo diém 1, trong d6 tat ca hodc mot phan doan nhd ra & dau 3' cua soi ¢6

nghia duoc chuyén thanh ADN.

15. siARN theo diém 14, trong d6 1 dén 10 nucleotit lién tiép ngoai trir nucleotit nhod
ra tir d4u tn cing 3' clia soi c6 nghia ciia siARN dugc chuyén thanh ADN va 1 dén 10
nucleotit lién tiép tir ddu tan cing 5' clia soi d6i nghia cta siARN dugc chuyén thanh

ADN.
16. siARN c6 chiéu dai ddy du 1a 30 nucleotit hodc it hon va huéng dich trinh tu gbm

17 dén 23 bazo lién tiép dugc chon tir nhém gbm céc vi tri tir 1285 dén 1305 cua SEQ
ID NO: 1 va céc vi tri tir 1398 dén 1418 ctia SEQ ID NO: 1.
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<212> ADN
<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> So¢i ¢b6 nghia cua siARN dugc tdng hop nhin tao

<220>
<221> P&c diém hén hop

<222> (1)..(14)
<223> ARN

<400> 40
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cacugcaagu ggacatcaac g
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

41

21

ADN

Trinh tu nhén tao

Soi déi nghia c@la siARN duoc téng hop nhan tao

Dic diém hén hop
(6)..(21)

41

ttgatgucca cuugcagugu g

21
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<211>
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<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

42

21

ADN

Trinh ty nhidn tao

Soi ¢6 nghia c@la siARN dugc tdng hop nhdn tao

Pic diém hdn hop
(1) ..(15)
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21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
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<222>
<223>

<400>
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ADN

Trinh tu nhan tao

Soi dbi nghia ctia siARN dugc tdng hop nhdn tao
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(5) ..(21)
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<210> 44

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> Soi ¢b nghia cta siARN dugc tdng hop nhén tao

<220>

<221> Dic diém hdn hop
<222> (1)..(1s)

<223> ARN

<400> 44

cacugcaagu ggacaucaac g
21

<210> 45

<211> 21

<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Soi dbi nghia ctia siARN duoc tdng hop nhin tao

<220>

<221> D&c diém hén hop
<222> (4)..(21)

<223> ARN

<400> 45

ttgaugucca cuugcagugu g
21

<210> 46

<211> 21

<212> ADN
<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> Soi cé nghia ctua SiARN dugc téng hop nhin tao

<220>

<221> D&c diém hdn hop
<222> (1) ..(17)

<223> ARN

<400> 46

cacugcaagu ggacaucaac g
21

<210> 47

<211> 21

<212> ADN
<213> Trinh tuy nhén tao
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<220>
<223> Soi dbi nghia ctia siARN duoc téng hop nhén tao

<220>
<221> Dic diém hdn hop
<222> (3)..(21)

<223> ARN

<400> 47

ttgaugucca cuugcagugu g
21

<210> 48

<211> 21

<212> ADN
<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> Soi ¢bé nghia ciia siARN dugc tdng hop nhdn tao

<220>
<221> Dic diém hdn hop
<222> (1) ..(18)

<223> ARN

<400> 48

cacugcaagu ggacaucaac g
21

<210> 49

<211l> 21

<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> Soi dbéi nghia ctlia siARN dugc tdéng hop nhan tao

<220>

<221> Pic diém hdn hop
<222> (2)..(21)

<223> ARN

<400> 49

tugaugucca cuugcagugu g
21

<210> 50

<211> 21

<212> ADN
<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> Sgi ¢é nghia cua siARN dugc tdng hop nhén tao
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Dic didm hdn hop
(1) ..(19)
ARN
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cacugcaagu ggacaucaac g

21
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<211>
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<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

51

21

ADN

Trinh ty nhan tao

Soi cé nghia cila siARN duoc téng hop nhin tao

Pic didm hdén hop
(1) ..(20)
ARN

51

cacugcaagu ggacaucaac g

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

52

21

ADN

Trinh ty nhé8n tao

Soi ¢6 nghia cta siARN duoc tdng hop nhadn tao

Pic diém hdn hop
(1) ..(13)
ARN

52

ccaagggcua ccatgccaac t

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

53

21

ADN

Trinh ty nhan tao

Soi dbéi nghia chia siARN dugc tdng hop nhén tao

Pic diém hdén hop
(7)..(21)
ARN
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<400> 53

ttggcauggu agcccuuggg C
21

<210> 54

<211> 23

<212> ARN

<213> Nhén tao

<220>
<223> Soi b nghia cta siARN dugc tdng hgp nhin tao

<400> 54

cacacugcaa guggacauca acg
23

<210> 55

<211l> 23

<212> ARN

<213> Nhén tao

<220>
<223> Soi dbi nghia clia siARN dugc tdng hop nhin tao

<400> 55

cguugauguc cacuugcagu gug
23

<210> 56

<211> 21

<212> ADN

<213> Nhan tao

<220>
<223> Soi dbi nghia cta siBARN duoc tdng hop nhin tao

<220>
<221> Dic diém hén hop
<222> (1)..(19)

<223> ARN

<400> 56

uugaugucca cuugcagugt g
21

<210> 57

<211> 21

<212> ADN

<213> Nhén tao

<220>
<223> Soi ¢ nghia ciia siARN dugc tdéng hop nhén tao

<220>
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<221> D&c diém hdn hop
<222> (1)..(18)
<223> ARN

<400> 57

cacugcaagu ggacaucakc g
21

<210> 58

<211> 22

<212> ADN
<213> Nhan tao

<220>
<223> Soi ¢d nghia chia siARN dugc tdéng hop nhdn tao

<220>

<221> Dic diédm hén hop
<222> (1) ..(21)

<223> ARN

<400> 58

cacugcaagu ggacaucaac dgt
22

<210> 59

<211> 23

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Soi b nghia cl@ia siARN dugc téng hop nhin tao

<220>

<221> Dic diém hdn hop
<222> (1)..(21)

<223> ARN

<400> 59

cacugcaagu ggacaucaac gtt
23

<210> 60

<211> 24

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Soi cb nghia ciia siARN duoc tdéng hgp nhén tao

<220>

<221> Dic diém hén hop
<222> (1)..(21)

<223> ARN
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cacugcaagu ggacaucaac gttt
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<210>
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<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

61
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ADN
Nhéan tao

Soi ¢é nghia cta siARN dugc tdng hop nhan tao

Dic diém hén hop
(1) ..(21)
ARN
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<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

62
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ADN
Nhén tao

Soi ¢b nghia cta siARN dugc tdéng hop nhdn tao

D&c diém hdn hop
) .. (21)

62

cacugcaagu ggacaucaac gttttt

26

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

63

27

ADN
Nhén tao

Soi ¢é nghia cta siARN dugc tdéng hop nhdn tao

Pic diém hén hop
(1) ..(21)
ARN

63

cacugcaagu ggacaucaac gtttttt

27
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<210> 64

<211> 28

<212> ADN

<213> Nhén tao

<220>

<223> Soi ¢é nghia chia siARN dugc tdéng hgp nhén tao
<220>

<221> D&c diém hdn hop
<222> (1)..(21)

<223> ARN

<400> 64

cacugcaagu ggacaucaac gttttttt
28

<210> 65

<211> 23

<212> ADN

<213> Nhén tao

<220>

<223> Soi cé nghia cla siARN dugc téng hogp nhan tao
<220>

<221> D&c diém hdn hop
<222> (1)..(21)

<223> ARN

<400> 65

cacugcaagu ggacaucaac gta
23

<210> 66

<211> 25

<212> ADN

<213> Nhén tao

<220>

<223> Soi cé nghia c@ia siARN dugce tdéng hop nhin tao
<220>

<221> D&c diém hén hop
<222> (1) ..(21)

<223> ARN

<400> 66

cacugcaagu ggacaucaac gttaa
25

<210> 67
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Nhé&n tao

Soi ¢d nghia cua siARN dugc tdng hop nhén tao
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cacugcaagu ggacaucaac gtttaaa
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<220>
<223>
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<400>

68
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ADN
Nhé&n tao
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Dic diém hén hop
(1) ..(21)
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68
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<220>
<223>
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<400>

69

25
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69
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25
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<220>

70
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ADN
Nhén tao
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<223> Soi ¢d nghia clia siARN dugc tdéng hop nhén tao

<220>

<221> Dic diém hdn hop

<222> (1) ..(21)

<223> ARN

<400> 70

cacugcaagu ggacatcaac gtttaaa
27
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