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Gong cu chinh Siia gene moi sé cdi thién nhuoc diém ciia CRISPR
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CRISPR dwoc viét tat tie nhitng chiv cai dau ctia cum tir Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats (nhém cac doan ngan déi xirng I3p lai thwong xuyén). CRISPR dwoc phat hién
lan dau tién & trong vi khuan va vi khuan c6 ndm 1987. Nam 2012, cac nhom nghién ctru tai Dai hoc
California (M§) va Dai hoc Umea (Thuy Dién) da dé xuét ding CRISPR nhw mét cong cu chinh siva gene
“c6 thé lap trinh”. Nam 2015, Tap chi Science bau chon CRISPR Ia cong nghé khoa hoc quan trong nhét,
khéi dau ky nguyén cong nghé sinh hoc méi, gitip chinh siva thdng tin di truyén cia moi té bao mot
cach nhanh chéng va chinh xac. Tuy nhién, CRISPR van chwa phai [a mét cong nghé hoan héo. Cong cu
chinh stra gene méi cé tén “Prime editing” méi dwoc gioi thiéu gan day hira hen sé khac phuc nhirng
nhwoc diém cia CRISPR truyén thong.

Uu diém, dong thei 1a nhudc diém ciia
CRISPR

CRISPR dudc phat hién lan
dau tién & trong vi khuén va vi
khudn c¢6 nam 1987 [1]. Sau khi
dugc phat hién, giai trinh ty gene
clia CRISPR cho thdy no tudng
déng vdi trinh tu cta vi khuén va
plasmid; déng thi nam canh gene
cas - gene méa hoéa cho enzyme
nuclease xuc tac viéc cat DNA
ngoai sinh. Do dé, ho cho rang
céac chudi CRISPR c6 thé la mot
phan clia mét hé thdng phong thd
chong lai sy xam nhap cula cac
tac nhan virus va cac plasmid, goi
la phtic hgp CRISPR-Cas. Nam
2012, lan dau tién cbéng nghé
CRISPR dudc ap dung lam ky
thuat chinh sia hé gene nhd cong
trinh nghién ctu clla nhém tac gia
Jennifer Doudna va Emmanuelle
Charpentier tai Trudng Pai hoc
California, My [2]. Trong nghién
cliu nay, nhom tac gia da dua vao
trong t€ bao mot phiic hé bao gom
enzyme Cas9 nuclease va RNA
huéng dan (guide RNA) ty thiét
ké dé cat doan DNA tai nhiing vi
tri mong muon. Nam 2015, Tap
chi Science bau chon CRISPR la

Cong nghé chinh stra gene CRISPR

Cac nha khoa hoc tao ra mét chubi théng tin di
truyén goi la “RNA hudng dan”, khdp vai cdc doan
DNA ma ho muén thay déi.

RNA huéng dan
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a RNA hirgng dan sé di dén vi tri ca doan DNA
can chinh sira, va Cas9 sé cat né ra. Khi hoan thanh
cong viée, RNA hudng dan va Cas9 déu sé rai khoi
khu vure dé.
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Chuoi nay duge thém vao mét té bao kém theo
ddé la mot protein tén Cas?, €0 vai rd tuong ty
nhur mot cdi kéo co thé cit DNA
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Luc nay, mot doan DNA da bi thay thé bang mt
doan méi, va cac enzyme sé chiu trach nhiém
1am lanh vét cdt. Xong, chinh sira gen da hoan tat.

Nguyén ly hoat ddng ctia CRISPR/Cas9 (ngudn: Nature News).

cdbng nghé khoa hoc quan trong
nhat, khdi dau ky nguyén céng
nghé sinh hoc mdi, gilp chinh
slia thong tin di truyén cla moi
t€ bao mot cach nhanh chéng va
chinh xac [3]. Chinh vi thé, cac
nha khoa hoc da vi CRISPR/Cas9

la “chiéc kéo phan ti”, co kha
nang cat dan chinh xac cac doan
gene, nhG doé chinh sla, loai bd
cac gene dot bién, gene gay
bénh.

Hé thong CRISPR/Cas9 bao
gbm 2 thanh phan: enzyme
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Cas9 nuclease va RNA hudng
dan. Nhd doan trinh tu bd sung
cla RNA huéng dan tdi trinh ty
dich ma phtc hgp nay cé thé
tim thay vi tri can chinh sta trén
hé gene. Khi phuc hgp Cas9 va
RNA hudng dan bam vao trinh ty
dich, enzyme Cas9 sé& cat doan
DNA trén ca 2 chubi. Khi ca 2
chudi DNA bij cat dut, t& bao sé
slia chiia bang cach chén hoac
x6a thém cac nucleotide. 8 khia
canh tich cyc, dac tinh nay sé
dugc tan dung dé loai bd cac
gene gay bénh. Tuy nhién, chinh
sy tao ra dut gay sgi doi lai la mét
hanh déng pha hoai bé gene. Khi
té bao c6 gang sla chia, n6 co
thé x6a hoac chén ngdu nhién
nucleotide mot cach thi€u chinh
xac (goi 1a dot bién diém indel).
Piéu nay c6 thé gay ra nhiing dot
bi€n khong mong mudn, tham chi
nguy hiém. Pay chinh la diém yéu
gi6i han Ung dung cta CRISPR/
Cas9 trong nghién clu cd ban va
néng nghiép [4, 5].

“Prime editing” - su cai tién méi ciia
CRISPR

Trong CRISPR tiéu chudn,
enzyme Cas9 dugc st dung dé
cat trén ca 2 mach cla phan td
DNA. Do dé, CRISPR cuc ky
hilu ich dé pha vé gene (chen
hoac xoéa) trén doan DNA Id6n.
Tuy nhién, rat khé dé s dung
hé théng tiéu chudn nay dé thuc
hién cac chinh sla tinh vi hon,
chang han nhu thay déi base T
thanh base A. Do dé, ky thuéat
chinh stia base (Base editing/BE)
dudc ra doi dé giai quyét bai toan
nay. Ky thuat nay chinh stia base
truc tiép bing cach chuyén mot
cap base ctia DNA thanh mét cap
khac ma khong lam dit phan t&
acid nucleic. Uu diém clia phuong
phap nay la it gay dot bién Indels
va c6é hiéu qua chinh sla cao
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haon [5]. Ky thuat nay lan dau
dudc phat trién bdi nha sinh hoc
David Liu va cbng sy tai Bai hoc
Harvard [6]. Han ché clia phuong
phap nay la bi tac déng gidi han
cac cap base nhéat dinh (mgi chi
hiéu quéa khi hoan déi C-G thanh
T-A), it cé hiéu qua trén cac dot
bién da diém (nhu bénh dot ti do
tim/SCD, bénh ly huyét hoc ac
tinh..) va thudng gay ra dot bién
Iéch muc tiéu.

Mgi day nhat, cac nha khoa
hoc thudc Vién Broad ctia MIT va
Harvard (The Broad Institute of
MIT and Harvard - mét trung t&m
nghién clu bd gene va y sinh dat
tai Cambridge, Massachusetts,
M§) da nghién clu phat trién mot
cong cu chinh slra gene mdi co
tén la Prime editing (PE). Nhom
nghién clu da thl nghiém cac
bién thé protein ma ho da chinh
stia vGi PE trén mot sé té bao clia
ngudi va chuot [6]. PE thé hién Igi
thé rd rang so véi 2 cong cu chinh
stia b gene néu trén & kha nang
chén va xo6a chinh xac dén tlng
base vao bd gene ma khong can
tao ra DSB (dit gay ca 2 chubi

polynucleotit/dit gay kép/double
strand break) [7]. Theo do, PE
kh&c phuc thiéu sét cla ca hai
phuong phap trén bang cach
cai tién cd RNA hudng dan va
enzyme cat Cas9. PE c6 thé hoan
déi chinh xac va hiéu qua & bat
ky cap base don 1é nao. Hé théng
nay bao gom mot phién ban sta
déi clia enzyme Cas9 dudc hop
nhat véi mot enzym khac (enzym
phién ma ngugc) va mét RNA
hudng dan dudc thiét ké dac biét
goi la pegRNA. Phan sau clia PE
chtia ban chinh slia gene mong
mudn va gitp diéu khién toan bd
hé thdng chinh sia dén mét vi tri
cu thé trén DNA cia té bao. Khi
dén dich, Cas9 chi cit mot soi
don cla chudi xodn kép DNA,
thay vi c& hai. Enzym phién ma
ngudc st dung doan mdi dé bt
dau phién ma théng tin di truyén
dugc ma hoéa trong pegRNA, sau
dé thay thé vao vi tri dugc danh
dau (giéng nhu chiic nang tim
ki€ém va chinh sta trén phan mém
MS Word). Qua trinh nay sé dugc
két thuc khi hé théng chinh sta
chinh yéu c4u té bao lam lai chubi
DNA khac dé khép véi thong tin di

Cac thanh phan ctia PE. PE két hop 2 enzyme Cas9 (xanh dwong) va enzyme phién
ma ngwoc (mau dé) véi moét RNA huéng dan (mau dd) dé dwa ca phirc hé dén mot vi
tri DNA mach d6i cu thé (vang va tim), ddng thdi mang ludn trinh tw mudn chén vao
vi tri nay (ngudn: science.org).



truyén mai. Trén ly thuyét, PE c6
thé stia chiia khodng 89% trong
s6 han 75.000 bién thé di truyén
da dudc tim thay co lién quan dén
cac bénh tat & ngudai [8].

Thach thiic ¢ phia trudc

M6t trong nhing muc tiéu
chinh cla bat ky ky thuat chinh
slia gene nao la tinh hiéu qua,
bdi né quy dinh chién lugc ti€p
can lam sang. M6t nghién cuu do
D. Siriin dan dau da chidng minh
rang, PE hoat dong hiéu qua
(3-6%) trong té bao iPS (t€ bao
gbc da nang) ctia ngudi [9]. Trong
mot nghién cuu khac, Rousseau
va cbng sy cling bao cao viéc
st dung BE dé tao ra dot bién
Ala673Thr gay bénh Alzheimer
trong gene APP thanh céng [10].
Ngugc lai, PE cho phép ho tao
chinh xac dot bién Ala673Thr,
mac du hiéu qua chinh sla thap
han nhiéu so v6i BE. Bang chu
y, ho bao céao thém rang, lan PE
thr hai c6 thé dudc s dung dé
tang hiéu qua chinh stia [10]. Yéu
t6 dong vai trd 1a nat that cé chai
trong viéc Ung dung cac cong
nghé gene trén lam sang nam &
viéc dy doan va danh gia cac tac
déng ngoai muc tiéu. Viéc khéng
hinh thanh DSB (dut gay c& hai
chubi polynucleotit/dit gay kép/
double strand break) huda hen
mang lai tinh an toan dang ké cho
céac liéu phap dya trén PE. Trong
2 thi nghiém doc lap, I.F. Schene
va cdng sy da khong phat hién
dudc bat ky chinh slfa nao ngoai
muc tiéu sau khi thuc hién phan
tich trinh ty toan bd b gene [11].
Ngoai ra, PE khéng chi chling
minh cac hiéu chinh hiéu qua cao
3 nhiéu loai t&€ bao ma con cho
thay ty 1& dot bién indel rat thap.
Diéu nay dac biét quan trong doi
V@i in vivo. Y. Liu va cong su da sU
dung hé théng PE dé siia chiia c6
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hiéu qua mét dot bién trong gene
Hoxd13 trong phéi chudt, mot té
bao tuong dong vGi mot gene co
quan hé lam sang & ngudi [12].
That dang khich I&, cac di liéu
cho thdy PE hoat déng trong
nhiéu loai té bao, t€ bao cd quan
va phoi chuét. Diéu tha vi l1a ciing
¢6 nhiing dau hiéu cho thay viéc
chinh stia phéi cé thé sl dung
nhiing khac biét nhd trong cac
con dudng stia chita DNA [13]. D7
nhién, PE van cé nhiing han ché
nhat dinh. DP4u tién, 11% cac dot
bién gay bénh da biét la do thay
déi s6 Iugng ban sao cla gene.
Khéng rd liéu PE c6 thé chén
hoac loai bd cac DNA nay hay
khéng, khi ma chiéu dai day du
clia ching c6 thé 1én t6i 2,4 triéu
base. Thu hai, BE va CRISPR
tiéu chudn hién nay da dugc thi
nghiém ky ludng han nhiéu so véi
PE trén nhiéu loai t€ bao va mo
hinh déng vat khac nhau. Nhiing
céng nghé chinh sla truéc do
ciing c6 thé hiéu quad hon cho
mot s6 muc dich nhat dinh, vi vay
ching van cé thé sé hiu ich trong
y sinh hoc. Déi v6i PE, van can co
thém nhiéu nghién cliu b8 sung
truéc khi c6 thé xem xét trién khai
cac thl nghiém lam sang trén
ngudi. Bac biét Ia tinh an toan va
hiéu qua clha cong nghé nay doi
vGi nhiéu loai t€ bao va tiém nang
clia né trong viéc chinh stia chinh
Xac va an toan cac gene & mo
dugc nhdm muc tiéu bén trong
dong vat séng va con ngudi &
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