NHIN RA THE GIOI

MANG LOC COMPOSITE DUA TREN AMYLOID

XU Iy nudc thai & quy mé cong nghiép, nhat 12 nhiing ngudn nuéc thai chia
ion kim loai ndng ludn | thach thiic ddi véi cac nha khoa hoc. Nhiéu phuiong
phép x({i ly da dugc dé nghj nhung méi phuong phéap déu ¢é nhiing han ché
riéng, dac biét chiing thudng té ra khéng hiéu qua ddi véi nude thai chiia
déng thdi nhiéu ion kim loai ndng khac nhau. L&y y tudng tii kha ning két
dinh cao clia amyloid (mét loai protein ¢é ngudn gdc ré tién) véi cac ion kim
loai, hai nha khoa hoc Sreenath Bolisetty va Raffaele Mezzenga thugc Khoa
Cong nghé va khoa hoc stic khée (Pai hoc Zurich, Thuy S§) da phét trién
mot loai mang loc composite méi dua trén su két hop gitia cac soi amyloid
va than hoat tinh. Loai mang loc nay khéng chi ¢6 kha néng loai bé hiéu qua
dong thai nhiéu ion kim loai ndng trong nuidc thai ma con co thé tai sii dung
lai nhiéu 1an v6i hiéu suat x{i Iy gidm khong dang ke.

Cac phuany phan i Iy kim leai nang trong nuic

O nhiém nuéce dang 1a van nan mai trudng toan
cAu, anh hudng dé&n hang triéu ngudi trén thé gidi
va l1a nhan t6 chinh gay nén cac van dé vé sic
khde, dich bénh [1, 2]. O nhidm nguén nudc con
anh hudng dén cay tréng va sinh vat séng trong ao
hé, séng sudi, dai duong cling nhu cac mach nuée
ngam [3]. Nhiing nguén nudc 6 nhiém nay thuéng
chita nhiéu chat doéc nhu kim loai nang, chat thai
hiu cd.. xuat phat tir nhiéu nganh céng nghiép khac
nhau, duge thai truc ti€p vao nguén nudc ma khang
théng qua cac bién phap xi Iy hiéu qua [4].

M&t loat cac phuang phap loai bd ion kim loai
nang trong nuée da duge dé nghi va ing dung, tat ca
chiing déu c6 nhiing uu diém va nhuge diém riéng
[5]. K&t tia hea hoc la phugng phap duge si dung
réng rai nhat nhé vao tinh hiéu qua (& diéu kién ly
tudng c6 thé loai bé 99% kim loai nang [6]). Tuy
nhién, k§ thuat nay thudng tao ra cac san pham phu
dudi dang bun thai, vén 1a nguén & nhiém thir cap.
Hon niia, chi phi cao ciing nhu chi cé thé ap dung
dé xu ly nhing nguén nudc thai véi ham Iuong kim
loai nang cao 1a nhiing han ché& chinh clia phudng
phap két tda héa hoc [5]. Mot phuang phap khac
cho phép loai bé kim loai nang va cac chat & nhiém
khac 1a s dung chat hdp phu hay nhua trao ddi
ion [7]. Tuy nhién, ky thuat nay co6 gia thanh cao,

déng thdi chi phi hap x Iy lugng nude thai nhé. Kha
nang xu ly kim loai nang cling chi dat 60-90%, va
con giam dan theo thai gian x7 ly. Hon niia, cac hé
théng nhua trao ddi ion khi bao héa can phai dudc
chuyén hoéa bang cac phan tng trao ddi hoa hoc,
v8n cé thé sinh ra nhiing nguén & nhiém thi cap
khac [8, 9].

GAan day, xi1 Iy nude vai mang loc dang duge xem
la k§ thuat c6 thé thay thé hiéu qua cho cac phuong
phap trén vi cé thé hoat déng lién tuc [10]. Phucng
phap nay ¢6 nhiéu bién thé, bao gém mang loc tham
thdu ngugc [11], mang loc tang cuting véi polymer
[12] hay mang loc nano [13], vai higéu sudt xi1 Iy c6
thé dat 99% & diéu kién thuc nghiém va pH ly tuéng.
Mac du vay, cac ky thuat nay cé chi phi van hanh
cao, mang hay bi tdc nghé&n, déng thai téc dé déng
nude thai di vao ciing bi han ché&. Nhiing nguyén
nhan nay khién cho mang loc it khi duge st dung dé
XU Iy nuée thai ¢ quy mé cong nghiép.

Pac biét, tat ca cac phuong phap trén déu cé 1
nhuge diém I6n: tinh dac hiéu trong viéc loai bé ion
kim loai nang. Néi cach khac, mac du chung co thé
XU Iy rat t6t mot ion kim loai nang nao dé, nhung
lai 16 ra kém hiéu qua dgi vdéi cac ion kim loai nang
khac, khién cho viéc tng dung ching vao thuc té
bi gi6i han rat nhiéu. Chang han, st dung mang loc
nano cho phép loai bé 98% ion nickel, nhung khi
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¢6 mt ion cadmi, kha nang loai bé déng thdi 2 ion
chi con 83% [14]. Mat khéac, hiéu suét x{ Iy cha cac
phudng phap thuéng bi gidm rat nhanh néu khéng
duge sl dung trong cac didu kién thuc nghiém va
pH ly tudng.

ing dung amyloid trong i Iv nudc

Trong mét hudng nghién ciu khac, ngudi ta nhan
ra cac soi amyloid, mét nhoém protein dang sdi véi
khoang 18 vong cudn (hinh 1), ¢é kha néng tao lién
két bén viing véi cac ion kim loai d& hinh thanh nén
nhing sdi t6 nhd xuét hién trong cac ching bénh
thoai héa than kinh. Cu thé, Rufo va cbng su da
phat hién kha nang lién k&t t6t gitia amyloid va ion
kém, vén cd thé xuc tac cho qua trinh tao thanh cac
soi dang to [15]. Vi vay, mot y tuéng méi dang dugc
cac nha khoa hoc chii y 1& (ing dung amyloid dé loai
b6 ion kim loai nang trong nudc. Trong mét nghién
cliu gé&n day, hai nha khoa hoc Sreenath Bolisetty
va Raffaele Mezzenga thudéc Khoa Céng nghé va
khoa hoc stic khde (Dai hoc Zurich, Thuy Sy) da
phat trién mét loai mang mdng composite méi, két
hgp gita sgi amyloid xut phat ti p-lactoglobulin véi
than hoat tinh nham muc tiéu x{ ly cac ion kim loai
nang trong nuée [16].

Laser light

\

Protein unit Amyloid

Hinh 1: c8u troc cta protein amyloid

Pé tdng hop mang loc lai ghép v6i 2% protein
amyloid, déu tién, 5 ml dung dich chia than hoat
tinh (10% khdi lugng) dugc tron véi 0,5 ml dung
dich chda p-lactoglobulin (néng dé 2%) & pH 2. Sau
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dé, dung dich san phdm tao thanh duge loc trong
chan khéng véi gidy loc cellulose (dusng kinh 16 x6p
khoang 0,22 um). Tinh bam dinh cyc cao va dé ciing
cla cac sgi protein cho phép cac sgi amyloid dudge
phan bé mét cach déng thé trong than hoat tinh.
Than hoat tinh v8n dugc biét dén réng rdi nhu moét
méi trudng chiét tdch hiu hiéu, cé kha ning hép
phu cac tiéu phan td va ion kim loai nang nhé dién
tich bé& mat riéng I6n. Trong khi d6, p-lactoglobulin
l& mét protein c6 trong slia, ¢6 thé chuyén héa dé&
dang thanh sgi amyloid v&i nhiing tinh chat co ly bén
viing. Chinh vi vay, y tudng két hop hai vat liéu nay
dugc mong ch s& dem lai kha nang x& ly manh mé
va khéng chon loc d6i véi nhiéu ion kim loai ndng
khéac nhau.

Kha néing xir Iy ion kim loai néing ciia mang loc compasite

Hinh 2a trinh bay s6 dé quy trinh hap phu ion kim
loai ndng trén mang loc composite téng hop trong
nghién clu clia Sreenath Bolisetty va Raffacle
Mezzenga. Qué trinh loc - hdp phu nay dua trén
nguyén ly don gian: khi dung dich chiia céc kim loai
n&ng di qua mang loc, nhd vao kha nang két dinh 6t
v6i ion kim loai, cac sgi amyloid sé gilf lay ion kim
loai ndng va cho nudc sach di qua. Mang loc elng la
su két hgp don gian gitia ISp phim than hoat tinh véi
cac soi amyloid phan b3 mét cach déng nhdt, duge
thé hién ré trén anh kinh hién vi dién t& quét cé do
phén giai cao (hinh 2b).
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Hinh 2: (a} So dé loc bdng mang loc composite dua trén amyloid,
(b) Anh kink hién vi dién t& quét cda mang loc composite
than hoat tinh - amyloid



D& kiém chiing kha nang x({f ly nhiéu ion kim loai
nang khac nhau, vén phé bién trong méi trudng
nudc thai, mang loc dugc thd nghiém lan lugt vdi
4 hop chét sau: KAu(CN),, HgCl,, Pb(C,H,0,), va
Na,PdCl,. Khoang néng d6 clia cac chét nay dudc
lua chon sao cho tuong Ung véi néng dé cla ching
trong nudc thai thuc t&. Sau khi x{ Iy, ham lugng ion
kim loai dudc khao sat bing phucng phap phd hap
thu nguyén td. Hinh 3 thé hién su thay déi néng do
cla cac ion kim loai nay trudc va sau khi loc. Cé thé
thdy, ca 4 ion kim loai néng déu dugc x{ ly rét t6t vdi
mang loc composite dua trén amyloid, dat hiéu suét
xU ly trén 99,9%. Ngoai ra, khi phai x ly déng thoi
4 ion trén cling tdn tai trong mét dung dich nudc,
mang loc composite van cho théy kha nang x{ ly rét
hiu hiéu, véi hiéu sudt xi ly dao dong trong khoang
tU 99,54-99,92%.
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Hinh 3: bién thién néng d¢ cua céc dung dich
(a) KAu(CN),, (b) HgCl,, (c)Pb(C,H,0,),
va (d) Na,PdCl, trudc va sau khi loc bang mang loc composite
dua trén amyloid

Nhing két qua nay chiing té mang loc composite
dua trén amyloid rat cé tiém néng trong viéc x{ ly
nudc thai chiia kim loai nang. Ky thuat nay viia co
tinh linh déng cao, via c¢6 khodng pH hoat déng
réng, déng thai ¢o chi phi thdp vi chi dya trén tién
chat protein gia ré. Ngoai ra, mang loc nay cé thé
tai st dung nhiéu [an ma khéng gidm dang ké hiéu
sudt x{ ly, hia hen rét phit hgp cho nhiing nhu céu
xU ly nudc thai & quy mé céng nghiép trong tudng
lai gan &

LTK (t8ng hop)
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CHINH SUA GEN SU DUNG CONG NGHE NUCLEOFECTOR™

Trudc day vide chinh stia gen duge thyc hién bang tich hgp ngau nhién plasmid, transposon, virus hoic
thong qua tai t hgp tuong dong. Cac phudng phap sau nay nham tich hop vao vi tri dic hidu, nhung rat
t6n thai gian va khéng higu qua. Véi sy ra dai clia cac cong cu chinh siia gen, viée chinh slia mot cach
6n dinh tai vi tri déc hiéu gic day co thé dudc thuc hién dé dang. Bai viét gigi thiéu mét s8 ndi dung co
ban clia cac phuang phap chinh stia gen (genome editing), hiéu qua st dung ZFN, TALEN, CRISPR/Cas9
két hgp véi cong nghé Nucleofector™ da dugc dang tai trén Tap chi Resource Note s6 thang 3.2016.

He thony chinh sifa wen ZFN va TALEN

Hé& théng chinh sla gen ZFN la
thé& h& dau tién sl dung protein kham
gbém ving g&n ADN dic hiéu cao ZF
va vung chic nang gin véi enzym cét
gigi han Fokl. H& théng ZFN dugc ap
dung thanh céng trong viéc chinh siia
hé gen thuc vat, ca ngua van, chudt
va cac dong té bao ngudi. Dic biét 1a
thanh cong trong viéc diéu tri cho han
70 b&nh nhan nhiém HIV va két qud
kha quan trong diéu tri b&nh héng cau
hinh liém.

TALEN 14 thé h& thii hai linh hoat
han, chi phi thdp han, nhanh hon va
t6t han ZFN. TALEN gdm protein gn
ADN d&c hiéu TALEN va vung chic
ning dé gén véi enzym cét gisi han
Fokl. H& thdng chinh slra gen TALEN
da dugc ap dung thanh céng dé siia
ddi gen thuc vat, cén tring, giun tron,
c4, ludng cu, chudt, tho, té bao ung
thu ngudi va t& bao gde da tiém nang
cdm Ung. Thanh qua to 16n mai day
cla TALEN dat dugc khi ap dung
thanh céng trén bénh nhan ung thu
méau dau tién. BAng cach chinh siia t&
bao T cla ngudi cho trude khi truyén
vao bénh nhan nhdm ngin chidn kha
nang € bao T nay tan cdéng bénh
nhan.

Hai hé thong chinh stia gen ZFN va
TALEN c6 tiém nang to 16n nhung bén
canh d6 ciing ¢é nhiing han ché nhéat
dinh nhu: viéc nhan dién trinh tu dic
hiéu chiu trach nhiém béi ving protein
gan ADN théng qua tudng tac protein
- ADN. Tudng tac nay khéng dac hiéu
hoan toan, hon niia khé duy doan trudc

dé dac hiéu ma cén phai kiém tra va
t8i uu hda qua thic nghiém; viée thiét
k& ZFN va TALEN khé khan do tinh
phic tap trong thiét k& protein va duy
doan dé dac hiéu. Ngoai ra, 2 phuadng
phap nay con cd kha ning gay dot
bi&n chéch muc tiéu va phat sinh déc
td.

Heé thony CRISPR/Casd - mat Iwa chon mdi
day tiem nany

CRISPR dugc phat hién vae nam
1987 trong vi khuén E. Coli. Sy ra ddi
clia hé théng chinh stia gen CRISPR/
Cas9 da khac phuc duge nhiing han
ché clia ZFN va TALEN, tao nén cudc
cach mang dét pha trong ¢bng nghé
sinh hoc.

V& ban chit, CRISPR |a mét phan
hé théng mién dich cla vi khudn
chéng lai virus x&m nhiém. Hé& théng
nay da dudc ing dung trén cc t& bao
nhan thuc. Tinh ddc hiéu duge diéu
khién bdi “guide ARN” (thudng gén
véi mét doan trinh ty 18-20 cap base
trén ADN muc tiéu) va céd thém mot
s& motifs gitp hinh thanh mét phiic
hop vdi Cas89 nuclease SCRISPR
- associated nuclease). P& co thé
gén thanh cdng Cas9, trong trinh ty
bé& gen dich phdi cé6 mét doan trinh
tu protospacer adjacent motif (PAM)
ngay sau trinh tu dich. PAM |2 mét
motif NGG lién ké vj tri lién két. Bai 1ap
v@i ZFN va TALEN, hé thdng CRISPR
gitp nuclease (enzyme cét - Cas9)
nhan biét trinh tu ¢t théng qua “guide
ARN”. Bdc tinh nay giup ta dé dang
thiét k& mat “guide ARN” méi khi can
c&t mot trinh tv muc tidu méi va cling
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cho phép cét nhiéu muc tiéu cung luc
(khi két hop nhiéu “guide ARN").

Su khdc nhau yiira CRISPR/Cas9 vdi ZFN,
TRLEN

Mot cach ngdn gon, ZFN va TALEN
cn phéi téng hap protein, do d6 tén
thdi gian, céng stic han dé tao ra mét
nuclease mdéi cho mét vi tri muc tiéu
khac. Déi véi hé thdng CRISPR, chi
can tao ra mét “guide ARN" méi dé
gdn vao trinh tu muc tiéu khac. Hon
niia, véi CRISPR viéc gén da muctiéu
cé thé dude thuc hién bing cach két
hop Cas9 nuclease véi nhiéu “guide
ARN" cung lac.

Tuy nhién, hién nay, phuong phap
ZFN va TALEN cé tinh dac hiéu cao
hon so véi CRISPR va do d6 rii ro
gdn khang dang trinh ty dich s& thap
han. Nguyén nhan dau tién 14 do cac
phudng phap kia nhan biét trinh tu
ADN dai han va can phdi cé 2 phan ti
protein k&t hgp v&i nhau mdi tao thanh
nuclease cd hoat tinh (dang dimer).
Pé khic phuc didu nay, mét vai nha
nghién ciiu di bién déi CRISPR/
Cas9 nuclease thanh mét “nickase”
c6 thé dudce st dung cling véi cac cap
gARNs sense va antisense, do dé
giup tang cudng do dac hiéu.

U thé eia cony nghé chinh sia yen
Nucleofector™

Mot ddc diém chung cla cac
phudgng phap ZFN, TALEN hoac
CRISPR/Cas9 |a dé chinh slia gen
thanh ¢éng can phai chuyén déng thai
vdi nhiéu vat liéu (plasmid, mARNs
hodc oligonucleotide) vao loai i€ bao



quan tdm (hinh 1). Viéc bién nap
déng thai kho thuyc hién ddi v6i mot
6 dong té bao nhu: primary T, t& bao
g6c phéi ngudi (hESCs) hoac cac té
bao gbc da ning (iPSCs). Khd khin
nay sé dugc giai quyét bang coéng
nghé Nucleofector™.

ZFN or TALEN

2

CRISPR/Cas9

s
Cas9+ gANA Repair plasmid

Fok1-ZFN (2X)  Repair plasmid

fusion orssODN orss0DN (optional)

o (optional)
Fok1-TALEN fusion

2
—

Fok1-ZFN[2x)  Repair plasmid Cas9 gRNA

fusionmRNA  orssODN

(optional]

Repair plasmid
or ssODN [optional)

or
Fok1-TALEN fusion
mRNA —

Casd  gRANAPCR  Repair plasmid
cassette  or ssODN (optional)

Hinh 1: cdc phudng phép chuyén/bién nap déng thoi
vGi nhiéu vét ligu cho ZFN, ALEN, CRISPR/Cas9

Nucleofectlon la phuong phap
chuyen gen dua trén nguyén tic
chuyen gen bang xung dién. Céac vét
chat d| truyén nhu ADN, ARN dugc
chuyen vao té bao nhd mot hiéu
dién th& va hda chat dac hiéu véi
tling loai t€ bao. Phuong phap nay
dugc biét dén vdi tén la cong nghé
Nucleofector™ dugc phat minh bdi
Cong ty Cong nghé sinh hoc Amaxa
va thudc ban quyén kinh doanh cla
Tap doan Lonza. VGi phuong phap
nay, chat nén sé dugc chuyén truc
tiép vao nhan va t€ bao chat. Mt
khac, & cac phudng phap khong dung
virus phai nhg vao su phéan chia cla
t€ bao dé chuyén ADN vao nhan.
Vi vay phuong phép nuoleofectlon
cho phep chling ta chuyén gen vao
nhiing t& bao khéng phan chia nhu
t€ bao than kinh, t& bao mau tinh
(resting blood cell). Phuong phéap
nay da dudc kiém chiing 1a c6 thé ap
dung cho bat ky céng nghé chinh sta
gen nao da dugc mo ta & trén.

fp dung cong nghé Nucleofector™ cho
viéc chinh siia gen

Lonza cung cdp céac protocol da
dugc t6i uu, san sang sl dung cho
rét nhiéu loai t€ bao (tham khao www.
lonza.com/protocols) bao gdm cé céc
dong té bao khé bién nap. Trudc khi
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Hinh 2: chinh sta gen tré nén dé dang hon vdi su hé trg cla cac céng nghé Nucleofector™

thuc hién chinh sta gen, chung ta
dugc khuyén nghi nén st dung vector
ddi chiing duong pmaxGFP™ dé xac
minh céac diéu kién t8i uu ma Lonza
da xac dinh trong diéu kién ngudi st
dung thiét 1ap riéng.

Néu khong c6 sén protocol cho
mét loai t& bao nao do, ta cé thé dé&
dang xac dinh cac diéu kién ti uu
cho nucleofection khi sii dung vector
pmaxGFP™ va lam theo protocol t6i
uu héa cho moét nhém té bao nhat
dinh ho&c cac protocol t6i uu hoa
chung cla Lonza cho céc primary
cells ho&c cell lines. Vi du, déi véi cac
ESCs hoac iPSCs, chung ta dugc
khuy&n nghi nén sti dung Basic Stem
Cell Protocol cua Lonza vi mbi dong
t€ bao nay c6 thé yéu cau céac diéu
kién bién nap dic hiéu khac nhau.
Khi da xac dinh dugc cac diéu kién
t6i uu, thi ap dung dudc cho bién nap
ADN ho3c ARN (hodc ca hai). Dé
chinh stia gen thanh céng, diéu quan
trong la xac dinh ham lugng vét liéu
t6i uu. Piu nay cé thé khac nhau doi
véi cac cong cu, loai vat liéu hodc té
bao khac nhau (tham kh&o thém tai
www.lonza.com/genome-editing).

Coéng nghé NucleofectorTM con
phu hdp de chuyen cac peptide va
protein. Pé bat dau, chung ta duge
khuyén nghi nén st dung céac diéu
kién t6i uu da dugc thiét 1ap cho axit
nucleic, nhung c6 thé can dén mét s6
ohuong trinh tinh chlnh Céc nghién
cliu gan day da ohuyen Cas9- -9ARN
ribonucleoprotein st dung hé thdng
4D-Nucleofector™ bing cach bién
nap vao cac loai t€ bao khac nhau

st dung Cas9 protein dudc tron trude
v6i gARN (t6ng hgp trong phong thi
nghiém).

Chon loc cac dong 1é bao sau bién nap va
phan tich cac su kién chinh sifa gen béng
cong nghé Nucleoiector™

Chon loc dong t& bao cé thé dugc
bat dau tir 24 g|o dén 7 ngay sau khi
bién nap. Thdi diém t&i uu phai dugc
dya trén viéc thiét lap th| nghlem
nhu thé nao. Mot cach dé tang s0
Iurong cac dong t€ bao dugc bién nap
la dong biéu hién mot proteln phat
huynh quang (cho phép lam giau céac
t6 bao dugc bién nap bang phudng
phap phan loai FACS). Déi vdl cac
té bao ma khéng dudc phat trién nhu
cac té bao don (ESCs va iPSCs),
phuang phép tach bing FACS c6 thé
thay thé cho qua trinh pha loéng.

Chinh slia gen ¢6 thé dugc phan
tich bang cac phudng phap khac
nhau. Cac phudng phéap théng
thudng dugc sl dung bao gébm PCR
hay RT-PCR, giai trinh ty nhu: giai
trinh ty sau (deep sequencing), giai
trinh tu thé hé méi (next generation
sequencing), lai Southern blot,
Northern blot hodc cac xét nghlem
tan s6 dot bién hoic Western blot dé
phén tich proteln knockout. DGi v6i
iPSCs, Yang va cong su (2014) da
phat trién mot hé thong hiéu suét cao
va dé st dung (hé thdng danh gia gen
chinh siia) bang viéc st dung phuon
phap gidi trinh ty gen thé hé méi dé
sang loc cho ca HDR va NHEJ &

Nguyén Nhu Hoa (lugc dich)

TAP CHI
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