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(57) Sang ché d& cap dén thé bién nap duoc tao ra bang cach duwa gen mi hoéa cis-
prenyltransferaza va gen ma hoéa thu thé Nogo-B, dugc xem la ¢6 lién quan dén su sinh
tong hop polyisoprenoit, vao vat chi dé cho phép vat chi nay biéu hién cis-
prenyltransferaza va thu thé Nogo-B, va phuong phap san xuat polyisoprenoit bang cach sir
dung thé bién nap nay. Sang ché dé cip dén thé bién nap duogc tao ra béng cach dua gen ma
hoéa cis-prenyltransferaza va gen ma héa thy thé Nogo-B vao vat chi dé cho phép vat chi
nay biéu hién cis-prenyltransferaza va thy thé Nogo-B.
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Linh vire ky thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén thé bién nap duoc tao ra bing cach dwa gen ma héa cis-
prenyltransferaza va gen ma hoa thu thé Nogo-B vao vét chi dé cho phép vét chu nay
biéu hién cis-prenyltransferaza va thu thé Nogo-B, va phuong phép san xut

polyisoprenoit bang cach st dung thé bién nap nay.
Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

Ngay nay cao su tw nhién (mot vi du 14 polyisoprenoit) diing trong cac san phdm
cao su cong nghiép dugce thu hoach tir cac cdy san sinh isoprenoit, nhu cay cao su para
(Hevea brasiliensis) thudc ho Euphorbiaceae, hoic cay cao su An Do (Ficus elastica)

thudc ho Moraceae.

Hién nay, Hevea brasiliensis gin nhu 13 ngudn cao su tu nhién duy nhét duoc sir
dung trong cc san phdm cao su cong nghiép. Hevea brasiliensis 1a mot loai cdy chi c¢6
thé sinh truéng tai mot s6 ving nhét dinh, bao gdbm Pong Nam A va Nam M§. Hon nita,
céc cdy Hevea brasiliensis mat khoang bay nam ké tir khi trong dén khi du tredng thanh
dé tao ra cao su, va chi tao ra cao su tu nhién trong khoang thoi gian tir 20 dén 30 nam.
Nhu cdu dbi véi cao su ty nhién duge mong doi 13 gia ting trong twong lai, dic biét1a &
cac nude dang phat trién, nhung vi cac 1y do néu trén ma rat khé dé 1am ting manh san
luong cao su tw nhién tir Hevea brasiliensis. Do d6, 1o ngai ring ngudn cao su ty nhién
s& dan khd can di, va rat can phai phat trién cic ngudn cao su ty nhién 6n dinh khéc
ngoai ngudn cao su tir cdy Hevea brasiliensis trudng thanh va cai thién san lugng cao

su tu nhién tir Hevea brasiliensis.
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Cao su ty nhién ¢6 ciu tric cis-1,4-polyisopren, v6i don vi isopentenyl diphosphat
(IPP), va ban chit cta cdu tric ndy goi ¥ rng cis-prenyltransferaza (CPT) c6 lién quan
dén qua trinh sinh tdng hop cao su tu nhién. Vi dy, mot s6 CPT duoc tim thiy trong
Hevea brasiliensis, bao gdm transferaza 1 ctia cao su Hevea (HRT1) va transferaza 2
clia cao su Hevea (HRT2) (xem, vi du, Tai liéu 1 va 2). Ciing d biét ring qué trinh tong
hop cao su co thé giam di & cac loai bd coéng anh Trung Qubc Taraxacum

brevicorniculatum théng qua viéc trc ché sy bicu hién CPT (xem, vi du, Tai liéu 3).

Céc nghién ctru truée diy vé protein gin véi qua trinh sinh tdng hop cao su tu
nhién déu tap trung vao yéu t6 kéo dai mii cao su (REF) va protein cao su & dang phan
t& nho (SRPP) (xem, vi dy, Tai liéu 4 va 5). Tuy nhién, su két hop gitra c4c protein nay

va CPT hién chua dugc hidu mot cach thiu déo.

Céc nghién ciru ciing goi v ring thu thé Nogo-B (NgBr) ¢ lién quan dén qua trinh

sinh téng hop dolichol boi CPT & ngudi (xem, vi dy, Tai liéu 6).
Danh sach tai liéu trich dan:
Tai liéu 1: Rahaman et al., BMC Genomics, 2013, vol. 14

Tai liéu 2: Asawatreratanakul et al, European Journal of Biochemistry, 2003, vol.

270, pp. 4671-4680

Tai liéu 3: Post et al., Plant Physiology, 2012, vol. 158, pp. 1406-1417

Tai Héu 4: Hillebrand et al., PLoS ONE, 2012, vol. 7

Tai liéu 5: Priya et al., Plant Cell Reports, 2007, vol. 26, pp. 1833-1838

Tai liéu 6: K.D.Harrison et al., The EMBO Journal, 2011, vol. 30, pp. 2490-2500
Vén dé k¥ thuat

Nhu da d¢ cp & trén, vAn can phai phat trién cdc ngudn cao su ty nhién on dinh

khéc ngoai ngudn cao su ty nhién tir cic cdy Hevea brasiliensis trudng thanh va ting
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san lugng cua cao su tu nhién tr Hevea brasiliensis. Tuy nhién, hién tai, co ché sinh
téng hop cao su ty nhién, va cu thé 1 co ché diéu tiét phﬁn 16n van chua duge hiéu rd,
va do d6, vAn cin c6 nhitng yéu t& c6 thé cai thién dé 1am ting manh san lugng cao su
tu nhién. Trong bdi canh nay, mot phuong phap c6 thé giai quyét cac van dé néu trén 14
lam bn dinh va ting cudng hoat tinh cia CPT trong qua trinh sinh tong hop cao su tu
nhién dé 1am ting san lwong cao su tu nhién.
Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Vi céc ly do néu trén, muc dich cla sang ché 1a dé xuét thé bién nap ‘dIIQ’C tao ra
bang cach dua gen ma hoa cis-prenyltransferaza va gen ma hoa thy thé Nogo-B, duoc
xem 1 ¢6 lién quan dén qua trinh sinh tdng hop polyisoprenoit, vao vat chu dé cho phép
vét chu nay biéu hién cis-prenyltransferaza va thu thé Nogo-B, va phuong phép san xuét
polyisoprenoit bang cach str dung thé bién nap nay.
Giai phap cho cac van d& néu trén

Séng ché d& xuét thé bién nap dugc san xuét bang cach dwa gen ma hoa cis-
prenyltransferaza va gen ma hoa thu thé Nogo-B vao vat chu dé cho phép vat chi nay

biéu hién cis-prenyltransferaza va thu thé Nogo-B.

T4t hon 14, it nhit mot trong sb gen ma héa cis-prenyltransferaza hodc gen mé hoa

thu thé Nogo-B ¢6 ngudn gbc tir cay.

Tot hon 13, it nhat mot trong sd gen ma hoa cis-prenyltransferaza hodc gen ma hoa

thu thé Nogo-B ¢6 ngudn gbc tir cdy san sinh isoprenoit.

Tt hon 13, it nhit mot trong s& gen ma hoa cis-prenyltransferaza hodc gen ma hoa

thu thé Nogo-B ¢6 ngudn gdc tir Hevea brasiliensis.
Tét hon 13, gen ma hoa thy thé Nogo-B 1a mét trong s6 cac ADN sau day:

(3) ADN c6 trinh tg nucleotit néu trong SEQ ID NO:5; va
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(4) ADN c¢6 kha ning lai véi ADN ¢6 trinh tu nucleotit b sung vio trinh tur

nucleotit néu trong SEQ ID NO:5 trong céc diéu kién nghiém ngit.
T6t hon 13, gen ma hoa cis-prenyltransferaza 1a mot trong s6 cac ADN sau day:
(1) ADN c6 trinh ty nucleotit néu trong SEQ ID NO:1 hodc SEQ ID NO:3; va

(2) ADN c¢6 kha nang lai véi ADN c6 trinh ty nucleotit bb sung vao trinh tu
nucleotit néu trong SEQ ID NO:1 hodc SEQ ID NO:3 trong cac diéu kién nghiém ngit,
va ma hoéa protein ¢6 hoat tinh enzym xtic tdc phan (ng kéo dai mach cis cta hop chét

isoprenoit.
Tét hon 13, gen ma héa cis-prenyltransferaza 1a mot trong sd cac ADN sau déy:
(1-1) ADN ¢6 trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO:1; va

(2-1) ADN c¢6 kha nang lai vdi ADN c6 trinh tu nucleotit bd sung vao trinh tu
nucleotit néu trong SEQ ID NO:1 trong céc didu kién nghiém ngit, va mad hoa protein

¢6 hoat tinh enzym xtc tac phan tng kéo dai mach cis cia hgp chat isoprenoit.
Tét hon néu vat chu 1a cdy san sinh isoprenoit.

Séang ché ciing xuit phuong phap san xudt polyisoprenoit bang cach sir dung thé

bién nap dugc mo ta ¢ trén.
Hiéu qua cta sang ché

Thé bién nap theo sang ché dugc san xuét bang cach dua gen ma héa cis-
prenyltransferaza (CPT) va gen ma hoa thu thé Nogo-B (NgBr) vao vét chit dé cho phép
vét chi nay biéu hién CPT va NgBr. Do CPT va NgBR duoc biéu hién ddng thoi trong
vat chud, nén hoat tinh cia CPT duoc mong doi 1a duge lam 6n dinh va tang cuong. Do
d6, mong doi rang trong thé bién nap, lwong san phim dugc sinh tdng hop théng qua
cac phan ing dugc xtc tdc boi CPT va do d6 san luong polyisoprenoit dugce ting cuong,

va do d6 viée sir dung thé bién nap ndy trong qué trinh san xudt polyisoprenoit ¢6 thé
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lam cho san lugng polyisoprenoit ting lén.
Mo ta véin tit hinh vé

Fig.1 12 anh minh hoa céc két qua ciia phuong phép phan tich lai d6i & nidm men.
MO ta chi tiét sang ché

Téc gia sang ché da tién hanh cac nghién ctru khic nhau nham cai thién ning suat
cua polyisoprenoit. Trong cdc nghién clru nay, cdc tic gia da tdp trung vao cis-
prenyltransferaza (CPT) do né dugce xem la mdt trong céc enzym dong vai tro quan trong
trong qua trinh sinh téng hop polyisoprenoit. Theo mdt bdo cdo (Tai liéu 6), thu thé
Nogo-B (NgBr) twong tac véi CPT & ngudi dé cai thién d6 on dinh cta protein CPT,
nho d6 1am 6n dinh va ting cudng hoat tinh sinh tdng hop cta dolichol. Diéu nay goi y
dén viéc NgBr ¢6 thé c6 lién hé v6i hoat tinh ctia CPT & céc sinh vét néi chung. Béi vi
nhitng van d& trén, tac gia da tao ra thé bién nap dugc thiét ké dé biéu hién CPT va NgBr.
Trong thé bién nap nay, do sy tdn tai déng thoi cia CPT va NgBr, nén hoat tinh ctia CPT
duo'c mong doi 12 dn dinh va ting cudng. Do d6, mong doi rang luong san phdm duoc
sinh tbng hop théng qua cic phan tng duge xtc tic bing CPT va do d6, viéc san xuét

polyisoprenoit dugc ting cudng, lam gia tang san luong polyisoprenoit.

Thé bién nap theo sang ché dwgc san xuét bang cach dua gen mi hda cis-
prenyltransferaza (CPT) va gen ma héa thu thé Nogo-B (NgBr) vao vat chu dé cho phép
Vét cht nay biéu hién CPT va NgBr.

Gen ma héa CPT va/hodic gen ma hoa NgBr ¢ thé c6 ngudn gdc bat ky, va tét hon
néu c6 ngudn gde tir cdy, t6t hon nita néu 1a éﬁy san sinh isoprenoit. Tt hon nita néu
cac gen nay déu cé ngudn gdc tlr it nhét mdt cdy san sinh isoprenoit dwgc chon tir nhém
bao gé)m Hevea brasiliensis, Sonchus oleraceus, Parthenium argentatum, va Taraxacum

kok-saghyz, dac biét tot hon néu 1a Hevea brasiliensis, trong sd cac cdy néu trén.

Trinh tu axit amin cla cis-prenyltransferaza (CPT)
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Protein (1) sau ddy 1a mot vi du cu thé vé CPT:
(1) protein c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:2 hodc SEQ ID NO:4.

ba biét rang cac protein c6 mdt hodc nhicu dot bien thay the, dot bién khuyet, dot
bién xen, hodc dot bién bo sung axit amin so v6i trinh ty axit amin goc ¢6 thé c6 chirc

nang vén ¢6. Dya trén thuc t& nay, mdt vi du cu thé khac vé CPT 1a protein (2) sau day:

(2) protein c6 trinh tu axit amin chira mdt hodc nhidu dot bién thay thé, dot bién
khuyét, dot bién xen va/hodc dot bién bd sung axit amin so véi trinh tu axit amin néu

trong SEQ ID NO:2 hodc SEQ ID NO:4, va c6 chirc ning vbn ¢6 clia ching.

Churc nang von ¢6 ctia protein ¢6 SEQ ID NO:2 hodc SEQ ID NO:4 trong ban md
ta dung dé chi chirc nang von cé ciia CPT, tirc 13, hoat tinh enzym ma xtc téc phan Gng

kéo dai mach cis cia hgp chat isoprenoit.

Dé giit hoat tinh enzym nay, trinh tu axit amin t5t hon néu chira mdt hodc nhiéu,
tdt hon nita néullé tir 1 dén 58, t6t hon nira néu 1a tir 1 dén 44, tdt hon nita néu 1a tir 1
dén 29, dic biét tbt hon néu 1a tir 1 dén 15, tot nhét néu 1a tir 1 dén 6, tot nhat néu 1a tix
1 dén 3 dot bién thay thé, dot bién khuyét, dot bién xen va/hodc dot bién b sung axit

amin so véi trinh ty axit amin SEQ ID NO:2.

Ngoai ra, dé duy tri hoat tinh enzym nay, trinh ty axit amin t6t hon néu chira mot
hodc nhiéu, t&t hon nita néu 1a tr 1 dén 57, t&t hon nita néu 12 tir 1 dén 43, tdt hon nita
néu 12 tir 1 dén 29, dic bidt tot hon néu 1a tir 1 dén 15, tét nhét néu 1a tir 1 dén 6, 6t nhét
néu 1a tir 1 dén 3 dot bién thay thé, dot bién khuyét, dot bién xen va/hoic dot bién bd
éung axit amin so véi trinh ty axit amin SEQ ID NO:4.

Trong s cc dot bién thay thé axit amin khac, dot bién thay thé bao toan duoc wu
tién. Céc vi du cu thé bao gdm cac dot bién thay thé trong mdi nhom sau day trong diu
ngodc don: (glyxin, alanin), (valin, isoleuxin, leuxin), (axit aspartic, axit glutamic),

(asparagin, glutamin), (serin, threonin), (lysin, arginin), (phenylalanin, tyrosin), va cac

_7-
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dot bién khac.

Ciling da biét rang céc protein vdi trinh ty axit amin ¢ mac do twong dong vé trinh
tu cao so vdi trinh tu axit amin goc cling ¢6 thé cd chirc ndng twong tu. Xem xét thuc (€

nay, mot vi du cu thé khic vé CPT 1a protein (3) sau day:

(3) protein cd trinh ty axit amin ma c¢6 mtc dd twong ddng vé trinh ty it nhat 1a
80% so v6i trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:2 hodc SEQ ID NO:4, va c6 chtic

nang von cé cta ching.

Dé duy tri chirc nang von ¢6, tirc 13 hoat tinh ctia enzym duge md ta & trén, thi mac
d6 twong ddng vé trinh tu so v6i trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO:2 hodc SEQ
ID NO:4 t6t hon néu bang it nhét 1a 85%, t6t hon nita néu bang it nhét 12 90%, t&t hon
nita néu bing it nhét 1 95%, dic biét tot hon néu bang it nhét 1a 98%, t5t nhat néu bang

it nhat 12 99%.

Mirc do tuong déng nhét v& trinh ty giita cac trinh ty axit amin hodc trinh tu
nucleotit ¢6 thé duge xac dinh bang cach st dung thuat toan BLAST (Pro. Natl. Acad.
Sci. USA, 90, 5873 (1993)) dugc phét trién boi Karlin va Altschul hoic FASTA

(Methods Enzymol., 183, 63 (1990)).

Viéc liéu day c6 phai 1a protein c6 hoat tinh enzym néu trén hay khong c6 thé duoc
xé4c dinh bang cac k§ thuat thong thuong, nhu bang cach biéu hién protein dich trong
thé bién nap dugc tao ra bang cach dua gen ma hoa protein ‘dich vao Escherichia colf
ho#c céc sinh vat chu khéac, va xac dinh sy c6 mét hodc khong éé mat chitc ndng cla
protein dich bang phuong phap do hoat tinh twong tng. | |

CPT t8t hon néu 1a protein bat ky trong sb céac protein sau day:

(1-1) protein c¢6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:2;

(2-1) protein ¢6 trinh ty axit amin chira mot hodc nhiéu dot bién thay thé, dot bién

khuyét, dot bién xen, va/hodc ddt bién bo sung axit amin so vdi trinh tu axit amin néu

-8



31491

trong SEQ ID NO:2, va c6 chuc ndng vbn ¢ ciia chung; va

(3-1) protein c6 trinh ty axit amin c¢6 muc do tuong dong vé trinh tur it nhét 13 90%
50 v6i trinh tu axit amin SEQ ID NO:2, va ¢ chirc ning vén c6 ctia chﬁﬁg. Téc gia sang
ché da phat hién ra ring, khi CPT 1a protein bét ky trong sb cac protein néu trén, thi nd
tuong tac vi NgBr. Trong trudng hop nay, hoat tinh cia CPT dugc mong doi la dugc

lam 6n dinh va ting cudng hon nita.
Trinh ty axit amin cta thu thé Nogo-B (NgBr)
Protein (4) sau day 1a mot vi du cu thé vé NgBr:
(4) protein c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:6.

Nhu duoc md ta & trén, da biét rang cac protein ¢6 mot hodc nhicu dot bién thay
thé, dot bién khuyét, dot bién xen, hodc ddt bién bo sung axit amin so véi trinh ty axit
amin goc c6 thé c6 chitc nang von c6. Do d6, mdt vi du cu thé khic vé NgBr la protein

(5) sau day:

(5) protein co trinh ty axit amin chira mot hodc nhiu dot bién thay thé, dot bién
khuyét, dot bién xen va/hodc dot bién bd sung axit amin so v6i trinh ty axit amin SEQ

ID NO:6, va c6 chitc ndng von cé cua ching.

Chtre niang von ¢6 ctia protein ¢c6 SEQ ID NO:6 trong ban md ta nay la chirc ning
vbn c6 ctia NgBr, ttic 13, chic ning lién két v6i mang thong qua mdt hodc nhidu mién
xuyén mang trén phia d4u tan cing N cia protein, va tuong tic voi protein khéc trén
phia dau tin ciing C clia ching. Mot chtre nang ctia thy thé Nogo-B trong céc té bao thin
kinh d3 biét 1a NgBr tuong tac véi protein tc ché myelin (vi dy, Nogo-A) hoic protein
tuong tu, do do co lién quan dén sL_r truyén tin hidu giy ra su xep 151 phat trién than kinh
va trc ché su dam chdi cac day thin kinh. Tuy nhién, & ddy sy tuong tac c6 lién quan
dén sy truyén tin hiéu néu trén khong thudc chirc ning vbn ¢6 cua protein c6 SEQ ID

NO:6.
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Dé duy tri chirc ning vdn co, tic 13, chirc ndng ctia NgBr, trinh tu axit amin tdt
hon néu chtta mot hodc nhidu, t6t hon nita néu 1a tir 1 dén 52, t6t hon nira néu 1a tr 1
dén 39, tét hon nita néu 14 tir 1 dén 26, dic biét tdt hon néu 1a tir 1 dén 13, t6t nhit néu
13 tir 1 dén 6, t6t nhat néu 12 tir 1 dén 3 dot bién thay thé, dot bién khuyét, dot bién xen,

va/hodc dot bién bd sung axit amin so véi trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:6.

Tuong ty v6i ndi dung trén, trong s6 cac dot bién thay thé axit amin, thi dot bién
thay thé bao toan duge wu tién. Cac vi du cu thé bao gdm cac dot bién thay thé trong
mdi nhom sau day trong du ngodc don: (glyxin, alanin), (valin, isoleuxin, leuxin), (axit
aspartic, axit glutamic), (asparagin, glutamin), (serin, threonin), (lysin, arginin),

(phenylalanin, tyrosin), va cac dot bién tuong tu.

Nhu duge md ta & trén, cling da biét rang cac protein vdi trinh ty axit amin c¢é mirc
do twong dong ve trinh tu cao so v4i trinh tu axit amin ban dau cling c6 thé c6 chirc néng

tuong tu. Do do, mot vi du cu thé khéac vé NgBr 14 protein (6) sau day:

(6) protein ¢6 trinh ty axit amin c6 muc d tuong dong vé trinh tu it nhét 12 80%

so v6i trinh tu axit amin SEQ ID NO:6, va c6 chirc ndng von ¢6 cua ching.

Dé duy tri chirc ning vdn c6, tic 14 chirc nang ctia NgBr, thi mtc d tuong dong
v& trinh tu so véi trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:6 t5t hon néu bang it nhat 14
85%, t5t hon nita néu bé“mg it nhat 12 90%, tbt hon nita néu béng it nhét 14 95%, dac biét

t6t hon néu bang it nhét 1 98%, t&t nhét néu bang it nhat 1a 99%.

Viéc liéu d6 co phai 1 protein co c4u tric NgBr hay khong c6 thé duoc xac dinh
bang cac k¥ thuat thong thudng, nhu bang cach biéu hién protein dich trong thé bién nap
dugc tao ra bang cach dua gen ma hoa protein dich vao Escherichia coli hogc céc sinh
vét chu khéac, phé vo thé bién nap sau d6 tach thanh cic phén cit bang phuong phép ly
tam, va tiép d6 quan sat su bidu hién manh mé trong phan cit bang cach ly tim, va tiép

d6 quan sat sy biéu hién manh phén cit mang béng k¥ thuét phan tich thAm tich Western
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bing cach st dung khang thé cta thu thé khang Nogo thwong mai (vi du Millipore,
GeneTex).

ADN ma hoéa cis-prenyltransferaza (CPT)
ADN mi héa CPT c6 thé 1a mot trong cac ADN sau day:
(1) ADN c6 trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO:1 hodc SEQ ID NO:3; va

(2) ADN c6 kha ning lai vdi ADN c6 trinh tu nucleotit bd sung vao trinh tur
nucleotit néu trong SEQ ID NO:1 hodc SEQ ID NO:3 trong céc didu kién nghiém ngit,

va ma hda protein c6 chirc ndng von ¢6 cua no.

Chtrc ning von c6 ctia protein dwgc ma hoa bang ADN c6 trinh ty nucleotit néu
trong SEQ ID NO:1 hodc SEQ ID NO:3 ¢ day 1a gibng nhu chirc nang vén ¢ clia protein
¢6 SEQ ID NO:2 hodc SEQ ID NO:4.

Nhu duge st dung trong ban md ta, thuét ngit “lai” c6 nghia la quy trinh trong do
ADN lai véi ADN c6 trinh tu nucleotit dac hi€u hodc mot phén cua ADN d6. Do do,
ADN c¢06 trinh tu nucleotit ddc hi€u hodc mot ph?m cua ADN do cérthé cé trinh tu
nucleotit du dai c6 thé phu hop 1am dau do trong phép phan tich thdm tach Northern
hodc Southern hodc lam doan mé;l oligonucleotit trong phép phén tich phan tmg chudi
polymeraza (polymerase chain reaction - PCR). ADN duqé sir dung lam dau do co thé
¢6 chiéu dai it nhét 1a 100 bazo, tdt hon néu it nhét 12 200 bazo, tot hon nita néu it nhét
I 500 bazo mic di n6 c6 thé 1 ADN c6 chidu dai it nhét 1a 10 bazo, tét hon néu it nhét
la 15 bazo.

Céc k¥ thuat d& tién hanh céc thir nghiém lai ADN da dugc biét rd. Céc diu kién
lai trong d6 cac thir nghiém nay dugc tién hanh c¢6 thé duge x4c dinh theo tai liéu, vi dy,
Molecular Cloning, 2nd ed. va 3rd ed. (2001), Methods for General and Molecular

Bacteriology, ASM Press (1994), Immunology methods manual, Academic press

(Molecular), va nhiéu loai 4n pham chuyén nganh khac.
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Céac diéu kién nghiém ngit c6 thé bao gdm, vi du, i qua dém bd loc dugc c¢d dinh
ADN va dau do ADN & nhiét dd 42°C trong dung dich chita formamit 50%, 5x SSC
(natri clorua 750mM, natri xitrat 75SmM), natri phosphat 50mM (d6 pH=7,6), 5% dung
dich Denhardt, dextran sulfat 10%, va 20 pg/l ADN trong tinh dich cé hdi bi bién tinh,
sau d6 rira bd loc trong, vi dy, 0,2xdung dich SSC & nhiét 4o khoang 65°C. Cac didu
kién it nghiém ngét hon cling co thd duoc st dung. Cac thay dbi vé didu kién nghiém
ngit c6 thé duge thuc hién thong qua viée didu chinh bang tay ndng d6 ctia formamit (ty
1& phén trim formamit thap hon lam cho diéu kién it nghiém ngit hon), ndng do mudi
hodc nhiét d9. Vi dy, céac didu kién it nghiém ngit gém U qua dém ¢ nhiét do 37°C trong
dung dich chta 6x SSCE (20x SSCE:3 mol/l natri clorua, 0,2 mol/l natri dihydro
phosphat, 0,02 mol/l EDTA, d¢ pH=7,4), SDS 0,5%, formamit 30%, va 100 ng/l ADN
trong tinh dich ca hdi bi bién tinh, sau d6 rira trong dung dich 1x SSC chira SDS 0,1%
& nhiét d6 50°C. Ngoai ra, dé dat dugc diéu kién it nghiém ngithon, cdc budce rira tién
hanh sau bude lai c6 thé duge thuc hién & ndng d6 mubi cao hon (vi du 5x SSC) trong

diéu kién it nghiém ngit dugc dé cép ¢ trén.

Céc bién ddi trong cdc diéu kién khac nhau ¢ trén co6 thé duoc thuc hién thong qua
thé vui hodc d6t bién thay thé ctia chat phan Gmg kim ham duoc st dung de (e ché thong
tin ctia cac thir nghiém lai. Thé vui cta chat phan tng kim ham c6 the can dén sy cai

bién cac diéu kién lai dé cé tinh tuong hop.

ADN c6 kha nang lai trong céac didu kién nghiém ngit nhu dugc md ta & trén co
thé c6 trinh tu nucleotit ma c6 muc do twong déng v& trinh tu it nhit 12 80%, t6t hon néu
it nhét 1a 90%, t6t hon nita néu it nhét 12 95%, t6t hon nita néu it nhit 1a 98%, dic biét
t6t hon néu it nhat 12 99% so véi trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO:1 hodc SEQ
ID NO:3 nhu dugc tinh bing cach st dung churrong trinh nhu BLAST hodc FASTA véi

cac thong so dugce dé cép ¢ trén.

Viée lidu ADN c6 kha ning lai véi ADN duoc d& cép ¢ trén trong céc diéu kién
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nghiém ngat ¢6 ma hoa protein c6 hoat tinh enzym dinh trudc hay khong c6 thé dugc
x4c dinh bang céc k§ thuat thong thuong, nhu bing cach biéu hién protein dich trong
thé bién nap duoc tao ra bang cach dua gen ma héa protein dich vao Escherichia coli
ho#c céc sinh vat chu khéac, va xac dinh sy ¢6 méat hodc khong c6 mit chirc nang cta

protein dich bang phwong phép do hoat tinh twong tmg.
ADN mi héa CPT t6t hon néu 1a mot trong s6 cidc ADN sau day:
(1-1) ADN c6 trinh ty nucleotit néu trong SEQ ID NO:1; va

(2-1) ADN c¢6 kha nidng lai v6i ADN c6 trinh tur nucleotit bd sung vao trinh tu
nucleotit néu trong SEQ ID NO:1 trong didu kién nghiém ngit, va ma hda protein c6
chirc niang von ¢6 clia ching. Tac gia sang ché da phat hién ra rang, khi ADN md hoa
CPT la mot trong cac ADN c6 céc trinh ty néu trén, thi CPT da dugc biéu hién tuong
tac v6i NgBr. Trong trudng hop nay, hoat tinh cia CPT duge mong doi 1a duge lam 6n
dinh va tang cudng hon nita.

ADN ma héa thy thé Nogo-B (NgBr)

ADN ma hoa NgBr ¢6 thé 1a mot trong cac ADN sau day:

(3) ADN c6 trinh ty nucleotit néu trong SEQ ID NO:5; va

(4) ADN c6 kha ning lai véi ADN c6 trinh tu nucleotit bd sung vao trinh tur
nucleotit néu trong SEQ ID NO:5 trong cac didu kién nghiém ngit, va ma héa protein
¢6 chire ning von c6 clia ching.

§ day, chirc nang von c6 clia protein duge ma hoa bing ADN c¢6 trinh tu nucleotit
néu trong SEQ ID NO:5 1a gidng nhu chirc ning vdn ¢6 clia protein c6 SEQ ID NO:6.

Thuét ngit “lai” & day la nhu duge mo ta & trén. Ngoai ra, cac diéu kién nghiém

ngat ciing 1a nhu dugc mod ta & trén.

ADN c¢6 kha nang lai trong céc didu kién nghiém ngit nhu dugc mo ta & twén co
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thé ¢6 trinh tu nucleotit cd mirc do twong dong vé trinh tu it nhét 1a 80%, t6t hon néu it
nhét 13 90%, tét hon nita néu it nhat 12 95%, tt hon nita néu it nhat 13 98%, ddc biét tt
hon néu it nhit 12 99% so v&i trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO:5 nhu dugc tinh
bang cach st dung chwong trinh nhw BLAST hodc FASTA véi cdc thong s6 duge dé
cap ¢ trén.

Viéc liéu ADN ¢6 kha ning lai véi ADN dugc dé cap & trén trong cac diéu kién
nghiém ngat ¢6 ma hoa protein cd chu trac dinh truéc hay khong c6 thé duoc xac dinh
bang cac k¥ thuat thong thudng, nhu bing cach biéu hién protein dich trong thé bién nap
dugc tao ra bang cic dua gen ma hoa protein dich vao Escherichia coli hodc céc sinh
vat chu khéc, ph4 v& thé bién nap nay sau do6 tach thanh cac phén cit bing cach ly tam,
va tiép d6 quan sat sy bidu hién manh mé trong mang bang k§ thuét phén tich thiAm tach
Western bang cach st dung khéng thé cta thu thé khang Nogo thuong mai (vi du

Millipore, GeneTex).

Céac k§ thuat thong thuong co6 thé duge st dung dé nhan biét trinh ty axit amin
hodc trinh tu nucleotit cia protein. Vi du, ARN téng s6 duoc chiét tir cdy dang sinh
trudng, ARN thong tin dugc tinh ché tuy y, va ADN bb trg duge tdng hop bang phan
rng phién ma nguoc. Sau do6, doan mdi suy bién duoc thiét ké di truyén trén co sé trinh
tu axit amin ctia protein da biét twong Gng véi protein dich, manh ADN dugc khuéch
dai mot phan bang RT-PCR, va trinh ty nay dugc nhan biét mot phan. Tiép do6, phuong
phap RACE hodc phuong phdp tuong tu duge tién hanh d& nhan biét trinh tu nucleotit
hodc trinh ty axit amin c6 chidu dai ddy du. Phuong phap RACE (su khuéch dai nhanh
ctia ADN bd trg két thuc phuong phép nay) dung dé chi phuong phap trong d6, khi trinh
tu nucleotit cia ADN bd trg da biét mot phﬁn, thi PCR duoc tién hanh trén co s& thong
tin trinh tu nucleotit cia viing da biét nay @8 tach dong ving chua biét kéo dai dén dau
tan cang ADN bd trg, va c6 kha ning tich dong ADN bd trg c6 chidu dai ddy du bang

PCR ma khong cin tao thu vién ADN bd tro.
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Tot hon néu mobi doan mdi suy bién déu c6 the dugce tao ra tr trinh tw ¢ ngudn

gbc thue vét ¢ phan trinh tw ¢6 do tuong tu cao véi protein dich.

Néu trinh tu nucleotit md hoa protein nay da biét, thi c6 thé nhan biét trinh tu
nucleotit hoic trinh tu axit amin ¢6 chidu dai diy du bang cach thiét ké doan modi chira
codon khéi dau va doan mdi chira codon két thiic bang cach sir dung trinh tw nucleotit
da biét, sau d6 tién hanh RT-PCR béng cach st dung ADN bd trg da duoc téng hop lam

khuon.
Thé bién nap

Gen mi héa CPT va gen mi hoa NgBr dugc dua vao vét chu dé tao ra sinh vat (thé
bién nap) ma da duoc bién nap dé biéu hién CPT va NgBr. Do CPT va NgBr dugc biéu
hién dong thoi trong thé bién nap niy, nén hoat tinh ctia CPT duge mong doi 1a dugc
lam n dinh va ting cudng. Do d6, dugc mong doi rang trong thé bién nap, luong san
phim duoc sinh tong hop thong qua cdc phan ing dugc xtc tac bang CPT va tir d6 ca
viéc san xudt polyisoprenoit dugc ting cudng, thich hop dan dén viée gia ting san lugng

polyisoprenoit.

Phan sau ddy mo ta vén tit cach thirc dé tao ra sinh vat (thé bién nap) duoc bién
nap dé biéu hién CPT va NgBr. Thé bién nap nay c6 thé duge tao ra bang cac phuong

phap da biét thong thudng.

Cu thé 13, vi du, thé bién nap co thé duoc tao ra nhu sau: ADN chira trinh tu
nucleotit néu trong SEQ ID NO:1 hodc SEQ ID NO:3, va ADN chira trinh tu nucleotit
néu trong SEQ ID NO:5 dugc chén vao sau gen khdi d4u ctia vecto biéu hién thich hop
bang céc enzym giéi han thich hop va cdc enzym twong tu dé tao ra ADN t4i t6 h(_yp.‘
Sau do ADN tai td hop nay c6 thé duge dua vio vat chi tuong thich dugce véi vecto biéu
hién, dé thu dugc cac té bao dugc bién nap. Theo céch khéc, vecto biéu hién trong do

ADN chtra trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO:1 hodc SEQ ID NO:3 dugce chén vao
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sau gen khéi dau bang cac enzym gidi han thich hgp va cdc enzym twong tu, va vecto
biéu hién trong d6 ADN chra trinh ty nucleotit néu trong SEQ ID NO:5 dugc cheén vao
sau gen khoi ddu bang cac enzym gi6i han thich hop va enzym tuong tu duoc sir dung
dé tao ra ADN tai tb hop, va sau d6 cac ADN tai td hop nay co thé duoc dua vao vat chu

twong thich dugc v6i vecto bi€u hién, dé thu duoc céc té bao bién nap.

Vit chi (t€ bao vat ch) bat ky c6 kha ning biéu hién céc gen dang néi dén c6 thé
dugce st dung nhu vi sinh vat, ndm men, té bao dong vat, té bao con tring, té bao cay,
va c4c sinh vat khac, tét hon néu 1a sinh vat c¢6 nhan dién hinh. Do ning sudt
polyisoprenoit cai thién va hiéu suét polyisoprenoit gia tdng c6 thé duoc dic biét mong
doi khi CPT va NgBR duogc biéu hién trong céc sinh vat c¢6 kha ning sinh tbng hop
polyisopfenoit, nén vat chu t6t hon ndu 1a cdy, t6t hon nita néu cay san sinh isoprenoit,
trong sb cac vat cha khéc, va té bao vat chu tét hon néu 12 té bao cay, tdt hon nita néu 1a
té bao cua cdy san sinh isoprenoit. Do d6, theo mot phwrong an thich hop khac cua ééng

ché, vat chu 1a cdy san sinh isoprenoit.

CAy san sinh isoprenoit khéng bi gi6¢i han mot cach cu thé mién 13 n6 c6 kha ning
san sinh ra isoprenoit. Cac vi du bao gdm céc cay thudc giéﬁg Hevea, nhli Hevea
brasiliensis; cac cay thudc gidng Sonchus, nhu Sonchus oleraceus, Sonchus asper, va
Sonchus brachyoms; céc cay thude gidng Solidago, nhu Solidago altissima, Solidago
virgauréa subsp. asiatica, Solidago vifgaurea subsp. leipcarpa, Solidago vz'rgaur‘ea‘
subsp. leipcarpa f. paludosa, Solidago virgaurea subsp. gigantea, va Solidago gigantea
Ait. var. leiophylla Fernald; cac cy thudc gidng Helianthus, nhu Helianthus annuus,
Helidnthus argophyllus, Helianthus atrorubens, Helianthus debilis, Helianthus
decapetalus, va Helianthus giganteus; cac cdy thudc gidng Taraxacum, nhu bd céﬁg ahh
Trung Quéc (Taraxacum), Taraxacum venustum H. Koidz, Taraxacum hondoense
Nakai, Taraxacum platycarpum Dahlst, Taraxacum japonicum, Taraxacum officinale

Weber, va Taraxacum kok-saghyz; cac ciy thudc giong Ficus, nhu Ficus carica, Ficus

-16-



31491

elastica, Ficus pumila L., Ficus erecta Thumb., Ficus ampelas Burm. f., Ficus
benguetensis Merr., Ficus irisana Elm., Ficus microcarpa L.f., Ficus septica Burm. 1.,
va Ficus benghalensis; cac cdy thudc gidng Parthenium, nhu Parthenium argentatum,
Parthenium hysterophorus, va Ambrosia artemisiifolia (Parthenium hysterophorus);
cay rau diép (Lactuca sativa) (Lactuca serriola), va Ficus benghalensis. Ciy san sinh
isoprenoit tbt hoh néu 12 it nhit mot trong sb cac cdy duge chon tir nhém bao gdm céc
cay thudc gidng Hevea, Sonchus, Taraxacum, va Parhenium, t6t hon nita néu 13 it nhit
mot trong s6 cac ciy duoc chon tir nhém bao g0m Hevea brasiliensis, Sonchus oleraceus,

Parthenium argentatum, va Taraxacum kok-saghyz, trong sd cac giéng khac.

Vecto biéu hién ¢6 thé 1a vecto c6 kha nang tai ban ty tri trong cac thé bao vat chu
hodc duoc két hop vao nhiém séc thé clia chiing, va chtta gen khéi dAu tai vi tri cho phép

su phién ma ctia ADN ti t6 hop.

Trong truong hop trong d6 cac té bao cay dwoc st dung lam té bao vat chi, thi
vecto pBI, vecto pUC, Ti plasmit hodc vecto virut kham thude 14, vi du, c6 thé duge st

dung lam vecto bicu hién.

C6 thé str dung gen khéi d4u bét ky ma thuc hién chirc ning trong cac té bao cay.
Cac vi du bao gbm gen khéi dau 35S cia virut kham stip lo (CaMV), gen khoi dau actin-
1 & la, gen khoi ddu cia gen nopalin synthaza, gen khoi dAu 35S cua virut kham thube
14, va gen khéi ddu cta actin & lua.

Puoc uvu ti€n theo sang ché 14 cac vecto biéu hién véi gen khoi dAu dugc biéu hién
dic hiéu trong cac mo ma trong d6 hop chit isoprenoit dugc sinh téng hop, nhu té bao
cdy ¢6 nhya mu. Sy chdm sinh trudng cla cdy va cdc tac dong bét loi khéc c6 thé duge
lam giam b6t bang cach biéu hién ddc hidu trong md ma trong d6 isoprenoit dugce sinh

tdng hop.

Vecto tai t6 hop c6 thé dugc dua vao bing phuong phép bat ki ma cho phép ADN
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duoc dua vao té bao vat chi. Cac vi du bao gdm phuong phép sit dung Agrobacterium
(JP S59-140885 A, JP S60-70080 A, W094/00977), k§ thuat dién di (JP S60-251887
A), va phuong phap st dung sung bét hat (sung ban gen) (JP 2606856 B, JP 2517813
B).

Thé bién nap (té bao cdy chuyén gen) c6 thé duge tao ra bing phuong phap néu

trén hodc cac phuong phép khac.

Séang ché cling dé cdp dén cAy san sinh isoprenoit ma gen ma hoa CPT va geﬁ ma
héa NgBr duogc dua vao. Cay san sinh isoprenoit khong bi gi6i han cu thé, mién 1a no 1a
cdy san sinh isoprenoit chira cac té bao cdy chuyén gen. Cay san sinh isoprenoit vé co
ban khong chi bao gdm cac té bao cdy chuyén gen dugc tao ra bing cac phuong phap
dugce md ta ¢ trén, ma con bao gém c4, vi du, tat ca cac thé hé con hdac dbng vO0 tinh
cta chung va tham chi ca céc cay thé hé con thu duoc bang cach cdy chuyén cac té Bz‘io
nay. Ngay khi thu dugc cac té bao cay chuyén vgen ma ADN hodc vecto trong hé gen
duqc dua vao, thi thé hé con hodc dong vo tinh c6 thé thu dugc tir cac té bao cay chuyén
gen d6 bang k¥ thuét sinh sdn hiru tinh hodc v6 tinh, k¥ thuat nudi ciy mo, k¥ thuét nudi
chy té béo, ky thuat dung hop té bao, hodc cac k¥ thuat khac. Hon nita, cac té bao cay
chuyén gen, hoic thé hé con hodc dong vo tinh cta chiing c6 thé dugc st dung dé thu
dugc vat liéu sinh san (vi du hat giéng, qua, canh giam, than cu, than ré, chdi, chdi bt
dinh, phoi bt dinh, thé sén, chét nguyén sinh), ma sau d6 co thé duoc st dung dé tao ra
cAy san xuat isoprenoit trén quy md 16n.

Céc k¥ thuat dé tao ra cay tur té bao céy chuyén gen 1a da biét; vi du, tai Héu Doi et
al. boc 10 cac k§ thuat ddi v6i cdy bach dan (JP H11-127025 A), tai li¢u Fujimura et al.
boc 10 céac k¥ thuat d6i v6i cay lta (Fujimura et al., (1995), Plant Tissue Cultufe Lett.,
vol. 2: p. 74-), tai liéu Shillito et al. boc 16 cac k§ thuat d6i v6i ngii cde (Shillito etal,
(1989), Bio/Technology, vol. 7: p. 581-), tai liéu Visser et al. bdc 16 cac k¥ thuat dbi voi

khoai tay (Visser et al., (1989), Theor. Appl. Genet., vol. 78: p. 589-), va tai liéu Akama
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et al. boc 16 cac k¥ thuat dbi véi Arabidopsis thaliana (Akama et al., (1992), Plant Cell
Rep., vol. 12: p. 7-). Nguoi c6 trinh dd trung binh trong linh vye k¥ thudt nay co6 thé tai

sinh cAy tir c4c t€ bao cdy chuyén gen theo céc tai liéu nay.

Viéc liéu gen protein dich c6 duogc biéu hién trong cdy da tai sinh hay khong c6
thé duoc xé4c dinh bang cic phwong phap da biét. Vi dy, phép phan tich thim tach

Western ¢6 thé dugce stt dung dé danh gia sy biéu hién cua protein dich.

Hat gibng c6 thé thu dwgc tir cay chuyén gen, vi du, nhu sau: cay chuyén gen duoc
cho ra ré trong moi trudng thich hgp, duge trdng vao dit chira nuéc trong chau, va duge
phat trién trong cac didu kién trdng trot thich hop dé cudi ciing cho ra hat gidng, tiép d6
duogc thu gom. Ngoai ra, cdc cdy co thé dwoc phat trién tir hat gidng, vi du, nhu sau: hat
gidng thu dugc tir cay chuyén gen nhu dugc md ta & trén dugce gieo trong dit chira nuéc,

va duge phat trién trong céc diéu kién nudi trong thich hop thanh cay.

Theo sang ché, mong doi rang cdy san sinh isoprenoit ma gen ma héa CPT va gen
ma hoa NgBr dugc dua vao co thé dugc st dung trong quy trinh san xuét polyisoprenoit
dé cai thién ning suét polyisoprenoit. Cu thé 13, viéc san xudt polyisoprenoit c6 thé dugc
thue hién bang cach nudi ciy té bao cay chuyén gen di duoc tao ra nhu duge mo ta &
trén, thé sin thu duoc tir cac té bao cay chuyén gen nay, céc té bao dugc biét hoa lai tir
thé san, hoic cac bd phan tuong tu trong mdi trudng thich hop, hodc bang céch phat
trién cac cdy chuyén gen duoc téi sinh tir té bao cdy chuyén gen, céc ciy phat trién tir
hat gidng thu dugc tir cic cy chuyén gen, hodc cac cdy tuong tu trong céc didu kién
trong trot thich hop. Thé bién nap theo sang ché duge mong doi 13 ¢6 hoat tinh CPT én
dinh va ting cudng do céc protein dugc dua vao trong d6. Do d6, mong doi rang lugng
san phim duoc sinh tdng hop thong qua céc phan Gng dugc xtc tac bang CPT va do d6

c& viée san xuét polyisoprenoit duge ting cudng, 1am gia ting san lugng polyisoprenoit.

Thuét ngit “polyisoprenoit” nhu dugce st dung trong ban mo ta 1a thuat ngi di

truyén dwgc ding dé chi polyme c¢6 cic don vi isopren (CsHs). Cac vi du vé
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polyisoprenoit gdm polyme nhur monoterpen (Cio), sesquiterpen (Cis), diterpen (Cao),
sesterterpen (Cas), triterpen (Cso), tetraterpen (Cao), va cao su tu nhi€n. Thuat ngir
“isoprenoit” nhu dugc st dung trong ban mo ta dung dé chi hop chét c6 cac don vi

isopren (CsHg), va vé co ban bao gdm polyisoprenoit.

Nhu duge mé ta & trén, do CPT va NgBr duge biéu hién dong thoi theo sang ché,
nén hoat tinh cia CPT dugc mong doi la duge 1am 6n dinh va tang cudong. Do d6, mong
doi ring luong san phdm dugc sinh tbng hop thong qua cac phan tng dugc xtc tic bang
CPT va tr d6 ca viée san xuit polyisoprenoit duoc ting cudng trong thé bién nap, 1am
gia ting san lugng polyisoprenoit. Do d6, mot khia canh khac cta sang ché dé cap dén
phuong phap san xut polyisoprenoit bang cach sir dung thé bién nap dugc san xuét
bang cach dua gen ma héa CPT va gen ma héa NgBr vao vét chu dé cho phép vat chu

nay biéu hién CPT va NgBr.

Céc phuong phap c6 thé c6 dé lam tang san lugng polyisoprenoit v6i sy c6 mat
clia ¢4 CPT va NgBr bao gém, ngoai phuong phép st dung thé bién nap duoc thiét ké
di truyén dé biéu hién cad CPT va NgBr in vivo nhu dugc md ta & trén, con c6 phuong
phép lién quan dén sy c6 mit cua ca CPT va NgBr in vitro, vi dy, bang cach chiét cac
enzym thd tir té bao, tinh ché CPT va NgBr, va cho phép ching ciing c6 mat trong éng

thir nghiém.

Theo phuong phap lién quan dén su c6 mit ciia ca CPT va NgBr in vitro, CPT va
NgBr ¢6 thé duge tao ra, vi du, bang cach chén gen ma héa CPT va/hodc gen ma hoa
NgBr vao vecto thich hop, va sit dung Escherichia coli dugc bién nap, nidm men, hodc
cay, hé¢ théng biéu hién protein tu do trong té bao, hodc cac phuong tién khac.

Ngudn CPT duogc st dung trong phuong phap lién quan dén sy c6 mit ctia ca CPT
va NgBr in vitro khong bi giéi han cu thé, va CPT tt hon néu c6 ngudn gdc tir sinh vat
c6 nhan dién hinh, tdt hon nita néu 1a cdy, t6t hon nita néu 1a ciy san sinh isoprenoit.

CPT ciing ¢6 thé duoc cai bién béng phuong phép bat ky, nhu bang cach bd sung nhom
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cai bién vao enzym (vi du phan tng phosphoryl hoa, phan Gng metyl hoa, phan Gng
axetyl hoa, phan Gng palmitoyl hoa, phan ing myristoyl hoa, phan ung farnesyl hoa,
phan ting cdng chudi dudng, hodc phan Gng ubiquitin héa), hodc bang phan Gng oxy

héa/khtr nhom disulfua, hodc bang cach cai bién cau truc bang proteaza.

Ngudn NgBr duoc st dung trong phuong phap lién quan dén sy c6 mit ctia ca CPT
va NgBr in vitro khong bi gidi han cu thé, va NgBr t6t hon néu c¢6 ngudn gbc tir sinh vt
¢6 nhan dién hinh, tdt hon nita néu 1a cdy, t5t hon nita néu 1a cdy san sinh isoprenoit.
NgBr ciing ¢6 thé dugc cai bién bang phuong phap bét ky, nhu bang cach bd sung nhém
cai bién vao enzym (vi du phan tGng phosphoryl hoa, phan mg metyl héa, phan ing
axetyl hoa, phan tng palmitoyl hoa, phan ng myristoyl héa, phan mg farnesyl hoa,
phéan Gng cdng chudi duong, hoic phan tmg ubiquitin hoéa), hodc bang phan Gng o'xy
héa/khtt nhom disulfua, hodc bing cach cai bién céu tric bang proteaza.

Nhu duge md té & trén, tac gia sang ché da phat hién ra rang CPT dugc ma h(’)ﬁ
bang ADN c6 frinh tu nucleotit néu troﬁg SEQ ID NO:1 hodc ADN c6 kha nédng lai véi
ADN 06 trinh tw nucleotit bd sung vao trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO:1 trong
cac diéu kién nghiém ngit, va ma hoa protein ¢6 chrc ning vbn ¢6 cua ching, tuong tac
v6i NgBr. Ngoai CPT, NgBr ciing duge xem 12 tuong tac voi protein thir ba. Céc vi du
v& ché do6 twong tac nhu vay bao gbm hai ché a6 sau day:

(1) CPT tuong tac véi protein thtr ba thong qua NgBr, hodc ndi céch khéé, NgBr,
CPT, va protein th(r ba ddng thoi twong tac véi nhau; |

(2) Su twong tac gitta NgBr va CPT va su tuong tdc gitta NgBr va protein tha ba
xuét hién riéng 1&.

Céc vi du khong gi6i han vé protein thtt ba bao gdm yéu t6 kéo dai mil cao su
(REF), protein cao su & dang phan tir nhé (SRPP), va farnesyl diphosphat (FPP) synthaza.

Trong phuong phap bao gbm su ¢6 mit ctia ca CPT va NgBr in vitro, thi ngodi
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CPT va NgBr, m6t enzym khac ciing c6 thé dugc bd sung thém vao dé c6 mit cling nhau.
Céc vi du vé enzym nay bao gdm céc enzym da biét 1a c6 mit trong nhwa mi, nhu yéu
t6 kéo dai mii cao su (REF), protein cao su & dang phéan tir nhd (SRPP), protein lién két
‘GTP nho, trong ban mo ta, B-1,3-glucanaza, farnesyl diphosphat (FPP) synthaza, va
protein cua chét &rc ché proteaza. Trong sd céac enzym nay, enzym tuong tac véi NgBr,

nhu REF, duogc uvu tién dac biét.

Trong phuong ‘phép lién quan dén sy c6 mit caa ca CPT va NgBr in vitro, cac
thanh phan khac ma c6 thé du(yc bd sung vao dé c6 mit cling nhau ngoe‘li CPT va NgBr
khong bi gidi han & enzym va co th bao gdbm mang nhim két hop cac san phim phan
tmg. Kiéu mang khong bi gi6i han cu thé, va c6 thé 1a mang t nhién nhu mang té bao

ho#c cao su phén tir nho, hodc mang nhéan tao nhu liposom.

Lipit tao thanh mang c6 thé 1a lipit ma c6 thé tao ra mang lipit hai 16p, va cac vi

du bao gdm glyxeroglycolipit, sphingoglycolipit, cholesterol, va phospholipit da biét.

Céc vi du vé glyxeroglycolipit gdm sulfoxyribosylglyxerit, diglycosyldiglyxerit,
digalactosyldiglyxerit, galactosyldiglyxerit, va glycosyldiglyxerit. Cac vi du vé

sphingoglycolipit gOm galactosylxerebrosit, lactosylxerebrosit, va gangliosit.

Céc vi du vé& cac phospholipit gdm phospholipit tw nhién hogc tbng hop, nhu
phosphatidylcholin, phosphatidyletanolamin, phosphatidylserin, axit phosphatidic,
phosphatidylglyxerol, phosphatidylinositol, lysophosphatidylcholin, sphingomyelin,

lexithin trong long do tring, lexithin déu twong, va phospholipit dugc hydro hoa.

Cac vi du vé phosphatidylcholin gdbm phosphatidylcholin dau twong,
phosphatidylcholin ~ trong  long dé  tring,  dilauroylphosphatidylcholin,
dimyristoylphosphatidylcholin, dipalmitoylphosphatidylcholin,

dioleoylphosphatidylcholin, va distearoyiphosphatidylcholin.

Cac vi du vé& phosphatidyletanolamin gdm dioleoylphosphatidyletanolamin,
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dilauroylphosphatidyletanolamin, dimyristoylphosphatidyletanolamin,

dipalmitoylphosphatidyletanolamin, va distearoylphosphatidyletanolamin.

Céc vi du v& phosphatidylserin gém  dilauroylphosphatidylserin,
dimyristoylphosphatidylserin, dipalmitoylphosphatidylserin, va

distearoylphosphatidylserin.

Cac vi du v& phosphatidylglyxerol gém dilauroylphosphatidylglyxerol,
dimyristoylphosphatidylglyxerol, dipalmitoylphosphatidylglyxerol, va

distearoylphosphatidylglyxerol.

Cac vi du v& phosphatidylinositol gbm dilauroylphosphatidylinositol,
dimyristoylphosphatidylinositol, dipalmitoylphosphatidylinositol, va

distearoylphosphatidylinositol.
Vi du thye hién sang ché

Sang ché duogc mo ta cu thé dua trén cac vi du sau ddy, nhung khong bi giGi han &

cac vi du nay.
Phuong phép tach dong
Nhan biét trinh tu axit amin va trinh tu nucleotit cta protein dich

ARN tbng s6 duoc chiét tir nhwa mt Hevea brasiliensis bang phuwong phap phenol
néng. Bb sung 6 mL dung dich dém natri axetat 100mM va 1mL dung dich SDS 10%
vao 6mL nhua mu, va tiép d6 12mL phenol bdo hoa trong nude duoc gia nhiét so bo &
nhiét d6 65°C. Hon hop nay dugce U trong thoi gian 5 phut & nhiét do 65°C, dugc khudy
bing cach st dung may tron xody, va duge ly tdm trong thoi gian 10 phut & nhiét do
trong phong voi tdc do 7000 vong/phut. Sau khi ly tAm, phan dich nbi duge chuyén vao
mot dng méi, 12mL dung dich phenol:clorofom (ty 1& 1:1) dugc bd sung vao, va hdn
hop nay duoc khudy bing cach lic trong thoi gian 2 phut. Sau khi khudy, hdn hop thu

duoc duoc ly tAm lai trong thoi gian 10 phat & nhiét do trong phong & tbc do 7000
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vong/phut, phan dich néi duoc chuyén vao mot 6ng méi, 12mL ruou clorofom:isoamyl
(ty 16 24:1) duge bd sung vao, va hdn hop nay duge khudy bang cach lic trong thoi gian
2 phat. Sau khi khuéy, hdn hop thu duge duge ly tim lai trong thoi gian 10 ‘phﬁt 4] nhiét
d6 trong phong tai 7000 vong/phut, phan dich ndi dwoc chuyén vao mot dng méi, 1,2mL
dung dich natri axetat 3M>Vé. 13mL isopropanol duge bd sung vao, va hdn hop nay duge
khudy b%mg cach su dung may tfcf)n x0dy. Hon hop thu dugce duge u trong théri gian 30
phit & nhiét do -20°C d& két tha ARN téng s6. Hn hop da i dugc ly tam trong thoi gian
10 phtit & nhiét do 4°C & tde do 15000 vong/phit, va phin dich ndi dugc loai bd dé thu
gom chét két taa chira ARN téng s6. ARN tong s6 da thu gom dugc dugce rira hai lan

bing etanol 70%, va tiép d6 dugc hoa tan trong nude khong chira RNaza.

ADN bd tro dugc tdng hop tir ARN téng s6 dd gom dugc. Viée tbng hop ADN bb
trg duoc thuc hién bing cach sir dung bd kit téng hop ADN bb trg chudi tha nhit

PrimeScript II (Takara) theo s6 tay hudng dan.

Cac gen CPT va NgBr thu dugc bing cach st dung ADN bb tro chudi thit nhat
1am mAau. K§ thuat PCR dugc thuc hién béng cach str dung KOD-plus-Neo (Toyobo Co.,
Ltd.j theo s tay huéng dan. Phan tmg PCR bao gdm 35 chu trinh véi mdi chu trinh bao
gdm 10 gidy & nhiét do 98°C, 30 gidy & nhiét do 58°C, va 1 phiit & nhiét do 68°C.

Gen CPT thu duoc bing cach st dung cac doan mdi sau day:

DPoan mdi 1: 5’-tttggecattacggccatggaattatacaacggtgagagg-3°,

DPoan mdi 2: 5 -tttggccgaggeggccttattttaagtattecttatgttte-3°.

Gen NgBr thu duge bang cach sit dung cac doan mdi sau day:

DPoan mdi 3: 5" -tttggccattacggcecatggatttgaaacctggag-3"

Doan mdi 4: 5" -tttggccgaggeggectcatgtaccataatttgetgeac-3” .

Hai kiéu gen CPT (HRT1 va HRT2) va mdt kiéu gen NgBr (NgBr) thu duge nhu
trén. Ba kiéu gen dugc giai trinh ty dé nhan biét trinh tu nucleotit va trinh ty axit amin
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¢6 chidu dai ddy da. Trinh tu nucleotit cia HRT1 dugc thé hién bang SEQ ID NO:1,
trinh tu nucleotit cia HRT2 duoc thé hién béng SEQ ID NO:3, va trinh ty nucleotit cta
NgBr dugc thé hién bang SEQ ID NO:5. Trinh ty axit amin cia HRT1 dugc thé hién
bing SEQ ID NO:2, trinh t axit amin ciia HRT2 dugc thé hién bang SEQ ID NO:4, va

trinh ty axit amin ciia NgBr dugc thé hién bang SEQ ID NO:6.
CAu truc vecto

Ba kiéu manh ADN d4 khuéch dai thu dugc duoc bd sung dA va tiép d6 duge chén
vao cac vecto pGEM-T Easy bang cach sit dung hé vecto pGEM-T Easy (Promega) aé

tao ra pGEM-HRT1, pGEM-HRT2, va pGEM-NgBr.
Bién nap E. coli

Escherichia coli DH5a dugc bién nap béng cac vecto da tao ra, thé bién nap duogc
nudi cdy trén moi truong aga LB chira ampixilin va X-gal, va cic té bao E. coli mang
cac gen hudng dich dd dugc dua vao dugce lya chon béng cach sang loc theo mau

xanh/tring.

Céc t& bao E. coli d3 bién nap bing plasmit c6 cac gen dich duge nudi chy qua dém
& nhiét d6 37°C trén moi truong long LB. Sau khi nudi cy, cac té bao duge thu gom,
va plasmit cling dugc thu gom. B kit mini plasmit FastGene (Nippon Genetics Co.,
Ltd.) dugc stt dung dé thu gom plasmit.

Phép phan tich trinh ty x4c nhan rang khong c6 dot bién trong trinh tw nucleotit

cua cac gen dugc chen vao plasmit da thu gom duoc.
Tao ndm men bién nap dé biéu hién gen ma héa CPT va gen ma hoa NgBr

Céc gen HRT1, HRT2, va NgBr can dugc chén vao vecto biéu hién ndm men thu
duoc bang PCR bing cach st dung cac vecto dugce tao ra trong phén "céu tric vecto”
néu trén lam mau.

Céac gen HRT1 va HRT2 thu dugc béng cach st dung cac doan mdi sau day:
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Doan mdi 5: 5'-gacgcccgggaggcecatgaa-3',

Poan mdi 6: 5'-cagcttcctceegggetttg-3'.

Gen NgBr thu duoc bing cach sir dung cac doan mdi sau day:
Poan mdi 7: 5'-tttctcgagatggatttgaaacctggagetg-3',

Poan mdi 8: 5'-tttctcgagtgtaccataattttgctgeac-3'.

Cac manh ADN thu duoc duoc bd sung dA va sau d6 dugc chen vao vecto pGEM-
T Easy bang cach st dung hé vecto pGEM-T Easy (Promega) dé tao ra pGEM-HRT1
YE, pGEM-HRT2 YE, va pGEM-NgBr YE.

Viéc bién nap E. coli, thu gom plasmit, va x4c nhén trinh ty nucleotit duoc thuc
hién nhu dugc mo ta trorig phan “bién nap E. coli” & trén nhung st dung céc vecto da
duoc tao ra. pGEM-HRT1 YE va pGEM-HRT2 YE, duogc x4c nhén la khong c6 dot bién
trong trinh tu nucleotit, dugc xtt Iy bing enzym gi6i han Smal va dugc chén vao pGK426
da dugc xir Iy tuong tw bang Smal, dé tao ra pGK-HRT1 va pGK-HRT?2.

Tuong tw, pPGEM-NgBr YE, dugc x4c nhén 1a khong c6 dot bién trong trinh tu
nucleotit, dugc xir Iy bing enzym giéi han Xbal va dugc chén vao pGK425 da dugc xir
Iy tuong ty bang Xbal, dé tao ra pGK-NgBr.

Chung ndm men SNH23-7D dugc bién nap bang plasmit di tao ra. Phuong phép
PEG duoc st dung dé bién nap kép ndm men. Cac t& bao bién nap dugc nudi ciy & nhiét
dd 23°C trong thoi gian ba ngay trén mdi truong SD thiéu hut Leu va Ura dé sang loc.
Céc ca@p dugc str dung dé tao ra thé bién nap kép cua ndm men 14 nhu sau.

(1) SNH23-7D/pGK426, pGK425 (khong c6 gen dugc dua vao)

(2) SNH23-7D/pGK-HRT1, pGK425 (ching chi biéu hién HRT1)

(3) SNH23-7D/pGK-HRT?2, pGK425 (chiing chi bidu hién HRT2)

(4) SNH23-7D/pGK-HRT1, pGK-NgBr (ching biéu hién dong thoi HRT1/NgBr)
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(5) SNH23-7D/pGK-HRT2, pGK-NgBr (chiing biéu hién dong thdi HRT2/NgBr)

Khong thu duoc thé bién nap SNH23-7D/pGK426, pGK-NgBr (chiing chi biéu
hién NgBr).

Phuong phap sang loc lai d6i & nAm men

Cac gen dich dugc chén vao cac plasmit di thu gom dugc trong phéan “phuong
phép tach dong” néu trén dugc phan c4t bang cach xtt Iy bing enzym gi6i han Sfil dé

chén cédc gen dich vao plasmit dung dé sang loc lai d6i & nam men.
Xay dung cau truc vecto

Céc gen da phén cit dugc chén vao plasmit lai doi & nidm men bang cach sir dung
phin mém Ligation phién ban 2 (Toyobo). Plasmit modi lai d6i & nAm men duoc st dung
lam vecto mdi pBT3-SUC, va plasmit vét mdi lai d6i & ndm men dugc st dung 1am
vecto vat moi pPR3-N. HRT1 hodac HRT2 dugc chen vao vecto vt mdi (pPR-HRTT,
pPR-HRT?2), va HRT1, HRT2, hodc NgBr dugc chén vao vecto mdi (pBT-HRT1, pBT-

HRT2, pBT-NgBr).
Bién nap E. coli

Escherichia coli DH5a. dugc bién nap bing vecto lai d6i & nAm men dugce tao ra
nhu trén. Céc té bao bién nap dugc nudi ciy trén moi trudng aga LB chita ampixilin, va
cac té bao E. coli mang cac gen dich di dua vao dugc lya chon.

Céc t& bao E. coli bién nap bang plasmit c6 cac gen dich duge nudi cdy qua dém &
nhiét ¢ 37°C trén méi trudng long LB. Sau khi nudi cdy, cac té bao dugce thu gom, va
plasmit cling dugc thu gom. B kit mini Plasmit FastGene (Nippon Genetics Co., Ltd.)
duoc sir dung dé thu gom plasmit.

Bién nap kép ndm men

Chung nAm men NMY-51 duoc bién nap bang plasmit da thu gom duoc. Phuong
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phap PEG duoc sir dung dé bién nap kép nAm men. Cac t& bao bién nap duoc nudi cdy
& nhiét @ 30°C trong thoi gian ba ngay trén mdi truong SD thiéu hut Trp va Leu dé

sang loc. Bang 1 thé hién cac cdp duoc s dung de tao ra thé bién nap kép ctia ndm men.

Bang 1

S6 Mbi Vat moi
1 pPR3N pBT3-SUC

2 pPR3N pBT-HRT1
3 pPR3N pBT-HRT2
4 | pBR-HRT1 | pBT3-SUC
5 | pBR-HRT1 | pBT3-NgBr
6 | pBR-HRT!1 | pBR-HRT2

7 | pBR-HRT2 | pBT3-SUC
8§ | pBR-HRT2 | pBT-HRTI
9 | pBR-HRT2 | pBT3-NgBr

Céc tuong tac gilta cac enzym cua cac thé bién nap kép cua ndm men duoc quan
sat thong qua phuong phap sang loc lai doi ¢ nidm men bang cach nudi cdy trén moi
trudng SD thiéu hut Trp, Leu, Ade va His trong thoi gian ba ngay & nhiét d6 30°C. Trong
thtr nghiém nay, ndm men c6 thé phat trién trén mdi trudng chon loc chi khi protein ma
héa biang gen di duogc dua vao trong plasmit moi twong tic véi protein ma hoa béi gen

d4 duoc dua vao trong plasmit vat moi.

Céc két qua ctia cc phép phan tich sang loc lai ddi & ndm men duge thé hién trén
Fig.1. Fig.1(a) thé hién cac két qua cho thdy HRT1 c6 twong tac v6i HRT2 hodc NgBr
hay khong. Fig.1(b) thé hién cac két qua cho thdy HRT2 c6 twong téc v6i HRT1 hodc
NgBr hay khong. Trén Fig.1(a), cac phén tinh theo chiéu kim déng hd tir trén cling bén
phai 1an lugt twong tmg véi cac két qua cia cac cap sd 1, 4, 5, 6, va 3, trong béhg 1. Trén
Fig.1(b), céac phén tinh theo chiéu kim ddng hd tir trén ciing bén phai 14n luot twong frng

véi cac két qua cta cac cap so 1, 7, 8, 9, va 2, trong bang 1.
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Nhu duoc thé hién trén Fig.1, chi két qua cta cip s6 5 trong béﬁg 1, nghia 1a cédp
HRT1 va NgBr, trén Fig.1(a) 12 thé hién sy twong tac. Didu nay chi ra ring NgBr tvong
tac v6i HRT1, mot loai CPT c6 trong nhya mu, nhung khong tuong tac vdi HRT2. Nhu
véy, da ching minh duge ring NgBr khong twong tic voi tat ca cac loai CPT ma chi

tuong tac v6i mot CPT cu thé.

Tir nhitng két qua nay, thdy rang hoat tinh cia HRT1 c6 thé duoc 1am 6n dinh va

ting cudng hon nita khi HRT1 duoc két hop v6i NgBr.
Danh séach céc s chi dan:
1: cap plasmit vat mdi pPR3N va plasmit mdi pBT3-SUC
2: cap plasmit vat mdi pPR3N va plasmit mdi pBT-HRT1
3: cip plasmit vat mdi pPR3N va plasmit mdi pBT-HRT2
4: cip plasmit vat mdi pPR-HRT1 va plasmit mdi pBT3-SUC
5: cép plasmit vat mdi pPR-HRT1 va plasmit moi pBT-NgBr
6: cap plasmit vat mdi pPR-HRT1 va plasmit mdi pBT-HRT2
7: cap plasmit vat mdi pPR-HRT? va plasmit mdi pBT3-SUC
8: cip plasmit vat mdi pPR-HRT2 va plasmit mdi pBT-HRT1
9: cip plasmit vat mdi pPR-HRT2 va plasmit mdi pBT-NgBr
Phén vin ban khong chtra danh muc trinh ty
SEQ ID NO:1: trinh tu nucleotit cia gen ma hoa HRT1 tir Hevea brasiliensis
SEQ ID NO:2: trinh tu axit amin cia HRT1 tt Hevea brasiliensis
SEQ ID NO:3: trinh tu nucleotit cia gen ma hoéa HRT2 tu Hevea brasiliensis
SEQ ID NO:4: trinh ty axit amin cia HRT2 tit Hevea brasiliensis

SEQ ID NO:5: trinh ty nucleotit clia gen ma hda NgBr tir Hevea brasiliensis
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SEQ ID NO:6: trinh tu axit amin cua NgBr tir Hevea brasiliensis
SEQ ID NO:7: Poan mdi 1

SEQ ID NO:8: Doan mdi 2

SEQ ID NO:9: Boan moi 3

SEQ ID NO:10: Poan mdi 4

SEQ ID NO:11: Poan mdi 5

SEQ ID NO:12: Poan mdi 6

SEQ ID NO:13: Doan mdi 7

SEQ ID NO:14: Doan mbi 8
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YEU CAU BAO HQ
1. Thé bién nap cta té bao Hevea hodc Taraxacum, dugc tao ra bang cach dua gen ma
héa cis-prenyltransferaza va gen mi hoa thu thé Nogo-B vio t& bao
Hevea hodc Taraxacum dé t& bao nay bidu hién cis-prenyltransferaza va thu thé Nogo-

B, trong d6 gen ma hoa thy thé Nogo-B 12 mot trong s6 cac ADN sau:
ADN chira trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO:5; va

ADN ¢6 mirc d0 twong ddng v& trinh tu it nht 12 90% so véi trinh tw nucleotit néu

trong SEQ ID NO:5,
trong do gen ma hoa cis-prenyltransferaza 1a mot trong s6 cac ADN sau:
ADN chtra trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO:1 hodc SEQ ID NO:3; va

ADN c6 mtrc 49 twong ddng vé trinh ty it nht 14 90% so vdi trinh tw nucleotit néu

trong SEQ ID NO:1 hodc SEQ ID NO:3.

2. Thé bién nap theo diém 1, trong d6 it nhét’m(f)t trong sb gen ma hoa cis-

prenyltransferaza hodc gen ma hoa thu thé Nogo-B ¢6 ngudn gdc tir cay.

3. Thé bién nap theo diém 2, trong d6 it nhat mot trong s6 gen mi hoa cis-
prenyltransferaza hodc gen méa hoéa thu thé Nogo-B ¢6 ngudn gbc tir ciy san sinh

isoprenoit.

4. Thé bién nap theo diém 3, trong do it nhit mot trong s6 gen mi hoa cis-

prenyltransferaza hodc gen ma hoa thy thé Nogo-B ¢6 ngudn gbc tir Hevea brasiliensis.

5. Thé bién nap theo diém 1, trong d6 gen ma hoéa cis-prenyltransferaza 1a mot trong s&

cac ADN sau:
ADN chra trinh ty nucleotit néu trong SEQ ID NO:1; va

ADN c6 mtre d0 twong ddng vé trinh tu it nhit 12 90% so véi trinh tu nucleotit néu

trong SEQ ID NO:I.

6. Phuwong phap san xuét polyisoprenoit bang cach st dung thé bién nap theo diém 1.
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gaggccaagt
aacccagggt
taagaagcat
cgtactaact
cgataatttt
gattgaaggg
tgtgggtaac
ggctactgcc
tgagatcgtg
tcaagaattg
ggagtcgtat
tcctgatgtt
gactactaat
cgtggtgtgg

atacttaaaa

SUMITOMO RUBBER'INDUSTRIES,‘LTD.

gtgttcagac
cccatcccta
aaactgccag
tattgctatg
cgaaggaaac
atgatcatgg
ctgaagcttt
aacaattcca
catgctgttg
gaggaggcaa
tctggaataa
ctgattcgaa
tgcataqtgt
gcagtaatta

taa

-33-

ttttagggaa
ctcatattgc
aaggaggtgg
agttaggagt
ctcatgaggt
aagaaagtat
taagtgagcc
aatgtgtgct
aagaatcctc
atgcaactgg
aacttgtaga
cttctgggga
attctcctca

acttccaacg

gtatatgaga
cttcatattg
tcataaggct
gaaatatgcg
tcagtacgta
catcaatgca
agtcaagacc
tctcattgct
tgaattgaac
aagcggtact
ccttgagaaa
gacccgtctg
tgcactgtgg

tcattattct

THE BIEN NAP DPE BIEU HIEN CIS-PRENYLTRANFERAZA VA THU THE NOGO B VA
PHAP SAN XUAT POLYISOPRENOIT BANG CACH SU DUNG THE BIEN NAP NAY
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<210> 2
<211> 2

90

<212> PRT

<213> Hevea brasiliensis

<400> 2
Met Glu
Lys Tyr
Pro Thr
Lys His
50
Leu Leu
65
Thr Ile
Val Gln
Met Glu
Gly Asn
130
Ile Met
145
Val Cys
Ser Glu
Ala Asn
Ser Tyr
210
Asn Pro
225
Ser Asn
His Ala

Ile Asn

Leu Lys
290

<210> 3
<211> 8

Leu Tyr

Met Arg
20

His Ile

35

Lys Leu

Asn Val

Tyr Ala

Tyr Val
100
Glu Ser
115
Leu Lys

Arg Ala
Tyr Thr
Leu Asn
180
Ala Thr
195
Ser Gly
Tyr Pro
Tyr Leu
Leu Trp
260

Phe Gln
275

55

Asn
Lys
Ala
Pro
Leu
Phe
85

Met
Ile
Leu
Thr
Ser
165
Ser
Gly
Ile
Asp
Leu
245

Pro

Arg

Gly
Gly
Phe
Glu
Thr
70
Ser
Asp
Ile
Leu
Ala
150
Thr
Asn
Ser
Lys
Val
230
Trp

Glu

His

Glu
Leu
Ile
Gly
55

Tyr
Ile
Leu
Asn
Ser
135
Asn
Asp
Glu
Gly
Leu
215
Leu
Gln

Ile

Tyr

31491

Arg Pro

Tyr Ser
25

Leu Asp

40

Gly Gly

Cys Tyr

Asp Asn

Met Leu
105
Ala Tyr
120
Glu Pro

Asn Ser

Glu Ile

Val Cys
185
Thr Val
200
Val Asp

Ile Arg
Thr Thr
Gly Leu

265

Ser Tyr
280

Ser
10

Ile
Gly
His
Glu
Phe

90

Glu
Asp
Val
Lys
Val
170
Asn
Ile
Leu
Thr
Asn
250

Arg

Leu

Val

Leu

Asn

Lys

Leu

75

Arg

Lys

Ile

Lys

Cys

155

His

Asn

Gln

Glu

Ser

235

Cys

His

Glu

Phe
Thr
Arg
Ala
60

Gly
Arg
Ile
Cys
Thr
140
Val
Ala
Gln
Ile
Lys
220
Gly
Ile

Val

Lys

Arg
Gln
Arg
45

Gly
Val
Lys
Glu
Val

125

Ala
Leu
Val
Glu
Glu
205
Asn
Glu
Leu

Val

His
285

Leu Leu
15

Gly Pro

30

Phe Ala

Phe Leu

Lys Tyr

Pro His
95
Gly Met
110
Arg Phe

Ala Asp

Leu Ile

Glu Glu
175

Leu Glu

190

Asn Met

Thr Tyr

Thr Arg

Tyr Ser
255
Trp Ala
270
Lys Glu

Gly
Ile
Lys
Ala
Ala
80
Glu
Ile
Val
Lys
Ala
160
Ser
Glu
Glu
Ile
Leu
240

Pro

Val

Tyr



<212> ADN

<213> Hevea brasiliensis

<400> 3

atggaattat
aaagggttat
gatggaaacg
ggatttttag
actatctatg
atgaatctaa
tatgatattt
gcagcagata
gtatgctaca
ttgaaatccg
atggagccat
tatcctgatg
cagactacta
cacgtagtgt

gaatacttaa

<210> 4

<211> 284
<212> PRT
<213>

<400> 4

Met Glu

1
Lys

Leu

Tyr Met

Pro Thr His

acaacggtga
atagcatcct
ggaggtttge
ctcttctgaa
cctttagcat
tgctggagaa
gcgtgcgttt
agataatgag
cttcaactga
atgaaatttg
attctgaaat
tcttgattcg
attgcatact
gggcagtaat

aataa

Tyr Asn
Arg
20
Ile

Lys

Ala

35

His
50
Leu

Lys Lys

Leu Asn

65

Thr Ile Tyr

Val Gln Tyr

Met Glu Glu

Leu Pro

Val Leu

Ala Phe
85
Val Met
100

Ser Ile

Gly

Gly

Phe

Glu

Thr

70

Ser

Asn

Ile

gaggccaagt
aacccagggt
taagaagcat
cgtactaact
cgataatttt
gattgaaggg
tgttggtaat
ggctactgcc
tgagatcgtg
caacgatgga
aaaacttgta
aacttctggg
gtattctcct

taactgccaa

Hevea brasiliensis

Glu Arg

Leu Tyr

Ile Leu
40
Gly Gly
55
Tyr Cys

Ile Asp

Met

Leu

Asn Ala

31491

gtgttcagac
cccatcccta
aaactgccag
tattgctatg
cgaaggaaac
atgatcatgg
ctgaagcttt
aaaaattcca
catgctgttg
aacggagatt
gagcttcgaga
gagacccgtc
catgcactgt

cgtcattatt

Ser Val
10
Ile Leu

Pro

Ser
25
Asp Gly Asn

Gly His Lys
Glu Leu
75

Phe Arg
90

Leu Glu Lys
105

Tyr Asp Ile

Tyr

Asn

-35-

ttttagggaa
ctcatattgc
aaggaggtgg
agttaggagt
ctcatgaggt
aagaaagtat
tagatgagcc
aatttgtgct
aagaatcctc
gtgtgattaa
gaaacactta
tgagcaacta
ggccagagat

cttacttgga

Phe Arg

Thr Gln

30
Gly Arg
45
Ala Gly
60
Gly Val

Arg Lys

Ile Glu

Leu

Gly

Phe

Phe

Lys

Pro

Gly Met

gtatatgaga
cttcatattg
tcataaggct
géaatatgcg
tcagtacgta
catcaatgca
actcaagacc
tctcecttgcet
taaggataaa
aattgaggag
cataaatcct
cctactttgg
tggtcttcga

gaaacataag

Leu
15

Pro

Gly
Ile
Ala Lys
Leu Ala
Ala

80
Glu

Tyr

His
95
Ile

110

Cys Val

Arg Phe

Val
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855
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115 120
Gly Asn Leu Lys Leu Leu Asp Glu Pro Leu Lys
130 135
Ile Met Arg Ala Thr Ala Lys Asn Ser Lys Phe
145 150 155
Val Cys Tyr Thr Ser Thr Asp Glu Ile Val His
165 170
Ser Lys Asp Lys Leu Lys Ser Asp Glu Ile Cys
180 185
Asp Cys Val Ile Lys Ile Glu Glu Met Glu Pro
195 200
Leu Val Glu Leu Glu Arg Asn Thr Tyr Ile Asn
210 215
Leu Ile Arg Thr Ser Gly Glu Thr Arg Leu Ser
225 230 235
Gln Thr Thr Asn Cys Ile Leu Tyr Ser Pro His
245 250
Ile Gly Leu Arg His Val Val Trp Ala Val Ile
260 265
Tyr Ser Tyr Leu Glu Lys His Lys Glu Tyr Leu
275 280
<210> 5
<211> 774
<212> ADN
<213> Hevea brasiliensis
<400> 5
atggatttga aacctggagc tggagggcag agagttaatc
tatcattttc ttcaatttct gtggcgtact ctacatcttc
caagttagta tggtccaaat gatcgaaggc tttctaatct
tatggagccc tcgatattga caaggtccgg taccttgcecca
gcttaccaaa tttctaaagt tattcagctt ttgaaatggg
catttatgcc tctatgattc aaaaggagtt ctcaagacaa
agtttgaaca atgctatgcc atttgaggaa gcagttgaaa
aaacagatga ctgtggaatt tgcttccagc tccgatggaa
gctaacgtac tctttatgaa gtatttgaag tatgctaaaa
ccatgcttta cagaagatca aatggatgag gcactaaaag
gaacctgact tgctattaat ttatggacct gttagatgcc
agacttcgat atactgagat ggtgcatatg ggacccttga
ctaaaaaagg ccattcacag gttcacaaca gtgcagcaaa
<210> 6

-36-

125
Thr Ala
140

Val

Ala

Leu Leu

Ala Val Glu

Asn Asp Gly

Asp Lys
Ala
160

Ser

Leu

Glu
175

Asn Gly

190

Ser Glu
205

Tyr

Tyr
Pro Pro
220
Asn

Tyr Leu

Ala Leu Trp
Gln

270

Asn Cys

Lys

gattagtgga
ttgtcagcectt
ctagtggact
ttgtggtaga
tggaagatat
acaagaaaac
aagatgtttt
aggaagcaat
ctggtgtagg
ctataggtta
atctaggttt
ggtacatgaa

attatggtac

Ile Lys

Asp Val

Leu Trp

240

Pro Glu

255

Arg His

tccgattagt
atggtacctt
tgtgaaacgc
tagtgaagaa
gggtgtgaaa
catcatggag
actggaccag
aaccagggca
aaaggaagaa
caaagggccg
ctcaccgtgg
cctcggttcea

atga
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774



<211> 257
<212> PRT

<213>

<400> ©

Met
1
Asp
Leu
Glu
Asp
65
Ala
Met
Thr
Glu
Val
145
Ala
Gly
Lys
Gly
Thr
225

Leu

Thr

Asp Leu
Pro Ile

Leu Val
35

Gly Phe

50

Ile Asp

Tyr Gln
Gly Val

Asn Lys

115

Glu Ala
130

Glu Phe

Asn Val
Lys Glu
Ala Ile

195
Pro Val
210

Glu Met

Lys Lys

<210> 7
<211> 40
<212> ADN

<213>

<220>

<223>

<400> 7
tttggccatt acggccatgg aattatacaa cggtgagagg

Lys
Ser
20
Ser
Leu
Lys
Ile
Lys
100
Lys
Val
Ala
Leu
Glu
180
Gly
Arg

Val

Ala

Pro

Tyr

Leu

Ile

Val

Ser

85

His

Thr

Glu

Ser

Phe

165

Pro

Tyr

Cys

His

Ile
245

Gly

His

Trp

Ser

Arg

70

Lys

Leu

Ile

Lys

Ser

150

Met

Cys

Lys

His

Met

230

His

Trinh ty nhdn tao

Mdi xudi vdéi CPT

Hevea brasiliensis

Ala
Phe
Tyr
Ser
55

Tyr
Val
Cys
Met
Asp
135
Ser
Lys
Phe
Gly
Leu
215

Gly

Arg

Gly
Leu
Leu
40
Gly
Leu
Ile
Leu
Glu
120
Val
Asp
Tyr
Thr
Pro
200
Gly

Pro

Phe

31491

Gly
Gln
25
Gln
Leu
Ala
Gln
Tyr
105

Ser

Leu

Leu
Glu
185

Glu
Phe

Leu

Thr

Gln

10

Phe

Val

Val

Ile

Leu

90

Asp

Leu

Leu

Lys

Lys

170

Asp

Pro

Ser

Arg

Thr
250

-37-

Arg

Leu

Ser

Lys

Val

75

Leu

Ser

Asn

Asp

Glu

155

Tyr

Gln

Asp

Pro

Tyr

235
Val

Val

Trp

Met

Arg

60

Val

Lys

Lys

Asn

Gln

140

Ala

Ala

Met

Leu

Trp

220

Met

Gln

Asn
Arg
Val
45
Tyr
Asp
Trp
Gly
Ala
125
Lys
Ile

Lys

Asp

Gln

Arg
Thr
30
Gln
Gly
Ser
Val
Val
110
Met
Gln
Thr
Thr
Glu
190
Leu
Leu

Leu

Asn

Leu
15
Leu
Met
Ala
Glu
Glu
95
Leu
Pro
Met
Arg
Gly
175
Ala
Ile
Arg

Gly

Tyr
255

Val
His
Ile
Leu
Glu
80
Asp
Lys
Phe
Thr
Ala
160
Val
Leu
Tyr
Tyr
Ser

240
Gly



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

<220>
<223>

<400>

tttggccgag gcggccttat tttaagtatt ccttatgttt c

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

<220>
<223>

<400>

8
41
DNA

Trinh ty nhé&n tao
Mdi ngugc vdi CPT
8

9

35

ADN

Trinh tu nhé&n tao
M&i xudi vdi NgBr

9

31491

tttggccatt acggccatgg atttgaaacc tggag

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

<220>
<223>

<400>

tttggccgag gcggcecctcat gtaccataat tttgctgcac

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

<220>
<223>

<400>

10
40
ADN

Trinh ty nh&n tao

M3i nguoc voi NgBr

10

11

20

ADN

Trinh ty nhédn tao

M&1i xudi véi HRT1, HRT2

11

gacgcccggg aggccatgaa

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

12
20
ADN

Trinh tyu nhé&n tao

-38-
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<220>
<223> Mbi nguoc véi HRT1, HRT2

<400> 12
cagcttcctc ccgggcetttg

<210> 13
<211> 31
<212> ADN

<213> Trinh tuy nhédn tao

<220>
<223> Mb&i xudi véi NgBr

<400> 13
tttctcgaga tggatttgaa acctggagct g

<210> 14

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Mdi nguoc véi NgBr

<400> 14
tttctcgagt gtaccataat tttgctgcac

-30-





