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Retron: Phuong phap mai co kha nang “sodn ngoi” CRISPR-Cas9

Tran Thuy Huang Quynh
Dai hoc Y khoa Kansai, Nhat Ban

Nham cai thién nhitng han ché ciia CRISPR-Cas9, cac nha khoa hoc tai Hoa Ky da nghién ctvu ra mét
phwong phap chinh stra gen mé&i bang plasmid dwoc goi 1a Retron, cé kha néng tao ra hang triéu dot
bién cuing ltc véi s6 lwong moi dot bién rat 1én, dong thei co thé gan “ma” cho té bao dét bién dé sang

loc dé dang hon.

Su ra doi cua Retron

Trong nhi*tng ndm gan day,
CRISPR-Cas9 da tr& thanh hé
thédng chinh slra gen bac nhéat
trong mang y - sinh hoc nh& vao
kha nang “lap trinh” dé tim va cét
cac doan méa hoa dac biét trén
DNA. Tuy nhién viéc chinh stra
DNA @é tao ra cac dot bién/chinh
stra nhw mong mudn ddi héi phai
cé sw hd tro tir té bao dé stra chiva
vét cat, bén canh d6 14 nguy co
gay doc té bao néu Cas9 cét cac
vi tri ngoai muc tiéu. Nham muc
tiéu cai thién nhirng han ché cta
hé CRISPR-Cas9, cac nha khoa
hoc My da nghién cru ra mét
phwong phap chinh stra gen méi
bang plasmid dwoc goi la Retron
v&i nhidu wu diém vwot troi.

Retron ra mat lan dau trén
Tap chi Cell vao nam 1984. Khi
nghién ctru vi khudn Myxobacteria
xanthus, nha khoa hoc ngudi
Hoa Ky Thomas Yee va cdng sw
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Doan Retron phién ma

vo tinh phat hién mot ciu truc vé
tinh ngdn RNA-DNA trong qua
trinh dién di DNA chromosome.
Nhirng nghién cru sau do xac
dinh dwgc cac DNA mach don co
kha ndng sao chép DNA sé lvong
I&n  (multicopy single-stranded
DNAs, msDNA) bao gém mét cau
trac RNA (msr) gan véi mét doan
DNA (msd) c6 kha nang phién ma
nguoc dé tao thanh doan DNA
mach don (single stranded DNA,
ssDNA).

Viéc xuét hién hang trdm doan
ma hoa da thuc day cac nha khoa
hoc phat trién mét quy wéc goi
tén mot cach hé thdng cho tirng
loai Retron. Do do, Retron dwoc
dat tén theo cac chiv cai dau tién
cla tén chi, tén loai va d6 dai cua
DNA dwoc phién ma nguoc tw
trinh tw msDNA nguyén thuy. Quy
woce nay dwgc Inouye va cac cong
sy dé ra vao ndm 1989 dé& goi
tén mét Retron dwoc phan lap tw
E. coli (Eco86),
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Hinh 1. Co’ ché co ban ciia phién ma ngwoc véi Retron.
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Cung vo&i CRISPR-Cas9,
Retron chinh la mét kham pha
m¢&i mang tinh dét pha trong Ilinh
vire chinh stra gen moét cach chinh
xac va linh hoat & vi khuan, nam
va tham chi la t& bao con ngudi.
N6i mot cach dé hiéu, cong nghé
chinh stra gen dwa vao ky thuat
tai to hop doi héi tich hgp ssDNA
chva dét bién mong mudn vao
DNA cua sinh vat, thwong dwoc
lam theo hai cach sau: Mot la DNA
mach d6i sé dwoc cat (vi du nhw
bang CRISPR-Cas9) dé tich hop
doan ma héa ddt bién vao hé gen
cla t& bao théng qua quéa trinh
stra chira, hai la dwa doan DNA
dot bién va protein sao ma mach
don (single-stranded annealing
protein, SSAP) vao té bao dang
trong giai doan sao ma dé protein
tich hop doan DNA dét bién vao
DNA cua té bao con. Retron chinh
la cbng cu dai dién cho phwong
phap th& hai (hinh 1).
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Hinh 2. Quy trinh tao lap va phan tich nguén tai té hg'p Retron.

Thang 4/2021, cac nha khoa
hoc tai Vién Wyss, Pai hoc
Harvard, Hoa Ky da cong bb
nghién ctu mdi cta ho vé Hé
tai td hop Retron (Retron Library
Recombineering, RLR) c6 kha
nang san xuit ssDNA tir chinh
trong té bao muc tiéu, khéng doi
hdi phai c6 gang dwa doan DNA
vao trong té bao, khong lam tdn
thwong tinh toan ven cia DNA
sinh vat chd. Hon thé, doan ma
hoéa cua Retron con cé kha nang
danh dau vi khuan cha chinh
doan ma hda do, tao diéu kién
phan loai sang loc dong dot bién
chinh xac va nhanh hon (hinh 2).

Dé kiém tra hiéu qua tai té hop
gen gitra Retron va DNA vat chaq,
gen khang khang sinh va protein
c6 chirc nang sao ma duwgec tich
hop vao Retron vi khuan (hinh
3). O’ nhirng thtr nghiém dau tién
cho thay <0,1% vi khuan E. Coli
mang Retron tai t6 hop mong
mudn. Nham cai thién hiéu suét,
vi khuan dwoc chinh stra gen dé
v6 hiéu hoa bd may stra chira dot

T4i té ho'p Retron

RT() :
e T
~ £ Ossap
) AN
/ Kéo dai doan DNA sao ma

Hinh 3. M6 ta co ché tai t6 hop Retron
vao hé gen cua te bao.

bién trong té bao, la nguyén nhan
khién Retron khéng thé truyén
qua thé hé tiép theo. Bé&n canh do,
hai gen cutia vi khudn ma héa cho
exonuclease - la enzym pha huay
ssDNA tw do - ciing bi bat hoat.
Nho hai tac dong trén ma ty Ié vi
khuan két hop v&i trinh tw Retron
tang lén dang k&, hon 90% sb vi
khuén.

Uu thé vu'ot trdi ciia Retron

Retron dwoc wu ai b&i kich
thwéc nhé gon, cac vi tri bat dau
va két thuc phién ma nguoc dwoc
xac dinh roé rang, khéng doi hdi
cac yéu tb vat chii va khéng chira
cac doan DNA dé chuyén dbi vi
tri, han ché dot bién trong quéa
trinh hoat déng.

M®&i plasmid co trinh tw Retron
duy nhét, c6 thé hoat ddng nhw
moét “thé tén”, hd tro gidi trinh
tw Retron ngan hon thay vi phai
gidi trinh tw toan bd b gen cua
vi khuan dé xac dinh dot bién ma
té bao da nhan duoc. Co ché nay
duwoc thyc hién qua viéc Retron
dd nhay va chinh xac dé do luvéng
nhitng khac biét nhd vé sic dé
khang do cac dét bién twong tw
nhau gay ra cling nhuw do gen
khang khang sinh tén tai trong vi
khuén rét nhiéu. Sau khi cac div
liéu nay dwoc thu thap, thay vi
phan lap va gidi trinh ty cac dot
bién riéng 1, vi khuan sé& duwoc
gidi trinh tw ma vach, day nhanh
qua trinh sang loc dot bién.

Khéng chi thé, di lidu vé& DNA
phan manh ngau nhién con duwoc
thu thap tao lap mét “thw vién”
trinh tw di truyén trong Retron cla
plasmid. Nh¢ vao tinh don gian
cla RLR tao thuan loi cho viéc dé
dang phan tich cac doan ma hoa
ma cac nha khoa hoc cé thé xay
dwng moét thw vién ma di truyén
Il&n hon nhiéu so v&i CRISPR-
Cas9, coéng cu ddi hdi phai téng
hop ca trinh tw DNA hwéng dan
va trinh tw DNA gbc dé tao ra dot
bién. Xay dwng thw vién trinh tw
di truyén c6 y nghia l&n trong viéc
tdi wu hoa quy trinh tao dét bién,
thwe hién df“)ng thoi hang triéu thi
nghiém, quan sat tac dong cula
cac dot bién trén toan bo hé gen
clng nhuv twong tac gitra cac dot
bién, m& ra nhiéu y twdng mai
cho nghién ctu di truyén trong
twong lai.

Mot dac diém khac giup RLR
vuot troi hon CRISPR la ty 1€ vi
khuan tich hop thanh céng dot
bién vao bd gen sé tang 1&n theo
thdi gian khi vi khuan tai tao,
trong khi d6 phuwong phap cat
cta CRISPR cé thé thanh céng
hoadc that bai chi sau mét 1an thi
nghiém dau tién. Do d6, RLR c6
thé két hop véi CRISPR dé cai
thién hiéu suat hodc RLR c6 thé
thay thé CRISPR trong trudng
hop chdéng chi dinh do ddc tinh
ctia CRISPR.

Hiéu qua sao chép gen bang Retron

Pé ban vé van dé nay, mot
nghién ctu mdi nhat dang trén
Tap chi Nature vao thang 2/2022
da danh gia hiéu qua phién ma
nguoc bang cach st dung Retron
dé san xuat DNA trong té bao vi
khuan E. coli.
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ncRNA

Hinh 4. M6 ta c4u tric ncRNA.

msr msd RT

M6t operon Retron tiéu biéu c6
chra mot enzym phién ma ngwoc
(reverse transcriptase, RT), moét
doan RNA khéng ma hda (non-
coding RNA, ncRNA) vira la doan
méi vira la doan mau cho qua
trinh phién ma ngwoc kém voi
mét hodc moét vai protein hé tro
(hinh 4).

ncRNA c6 thé phan nhé thanh
moét vung ma hoa nguwoc (msd)
va mot vung chira RNA (msr), hai
vung c6 thé chéng I4p moét phan
[én nhau. Qua trinh phién ma
nguwoc sé phién ma ncRNA thanh
doan RT-DNA mach don kém véi
mot ciu tric “kep téc” (hairpin)
c6 chiéu dai giao dong tw 48-
163 bp. Khi dwa ncRNA va RT tw
plasmid vao vi khuan E. coli cho
biéu hién doan RT-DNA/plasmid
g4p 8-10 lan so vé&i doan plasmid
don doc, thé hién kha nang tang
cwong sao ma ctia RT-DNA. Bén
canh do, trong nghién ctru trén,
nhém tac gia da phat hién ra cac
yéu t6 1am tang san xuat RT-DNA
bao gébm chiéu dai doan gbc msd
(stem length) tir 12-30bp, chiéu
dai doan quai (loop length) duwéi
14bp va chiéu dai doan bd sung
al/a2 (1a vung cdu truc ncRNA
noi ma dau 5 va 3’ két thic va
gap lai v&i nhau) khéng dwoc
ngan dudi 7bp.
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Trong t¢ bao nadm men
Saccharomyces cerevisiae, bang
phwong phap kéo dai doan Eco1
al/a2 tr 12-27, Retron da san
xuat doan RT-DNA nhiéu hon 3-4
lan. Tuy nhién khi so sanh véi té
bao ngwdi thi Retron lai c6 hiéu
qua thap hon 10-100 lan so v&i
té& bao ndm men, va hiéu qua san
xuét RT-DNA khong khac biét bt
ké nhém nghién clru tdng hay
gidm chiéu dai cta doan a1l/a2.
C6 thé do khac biét vé kha nang
trinh dién doan a1/a2 hoac do
khac biét dac tinh stra chiva DNA
cla hai loai té bao.

O té bao nhan thuc, RT-DNA
c6 thé tré thanh khudén mau trong
qua trinh chinh sra gen bang
céach tich hop vao bd gen cuia té
bao, do d6 bién dbi bé gen cua
mot ntra thé hé “con chau” cua té
bao dé. Chinh stra ncRNA bang
cach kéo dai doan al/a2 co thé
tang ti 1& biéu hién gen muc tiéu.

Khéng chi thé, khi biéu hién
ncRNA cung véi Cas9 cé ngudn
gbc tr Streptococcus pyogenes
(SpCas9) va gRNA (la doan ma
hoa tich hop v&i ncRNA, hay con
goi la gRNA/scaffold, tam dich
la RNA huwéng dan kém céu tric
khung) trong té bao nhan thyec,
vi tri dot bién dwoc cat va slra
chira lai mét cach chinh xac bang
cach s dung khuén miu RT-
DNA. Hiéu qua cua bd ba ncRNA,
gRNA va Cas9 trong chinh s(ra
gen ty lé thuan v&i dé dai vung
al1/a2 cia ncRNA.

O t& bao ngudi, viéc chinh
stra gen kho hon do biéu hién
cua promoter phirc hop gen
Cas9-Retron khac biét va té bao
nguwoi cé co ché chinh stra gen
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phirc tap hon so véi nAm men
va té bao nhan so. Nhin chung,
RT-DNA lam tang hiéu qua va dé
chinh xac khi chinh stra vi tri dot
bién trong gen hon. Tha vi hon
la, khi co mat RT-DNA, ty 1& vi tri
chinh stra khéng chinh xac giam
twong tw mirc tang cla cac vi tri
chinh stra chinh xac, cho thay
rang RT-DNA dang dwoc st dung
nhw mot khudn mau dé chinh stra
cac vi tri khéng chinh xac hién co
trong gen.

Retron 1a moét buwdc tién an
twong dwa ky thuat gen 1én moét
tam cao mai va chéc chén sé con
mang dén nhirng cai tién mai, thu
vi va b4t ngd. Trong twong lai, khi
ma ching ta cé thé tiép tuc phat
trién Retron nham chinh stra doan
gen bénh trong té bao ngudi sé
con mang lai mét tia hy vong méi
trong diéu tri cac loai bénh mang
tinh chét di truyén nhw thiéu mau
héng cau liém, alpha- va beta-
thalassemia... cung nhiéu bénh ly
di truyén khac e
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