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(57) Sang ché dé xuat phuong phap giai phong su diéu hoa thanh thuc nodn bao bang cach
trc ché sy biéu hién cia gen c6 kha nang dleu hoa sy thanh thuc nodn bao & tdm bang
phuong phap can thiép ARN. Sang ché dé xuat phuong phap phong bé su e ché thanh
thuc noan bao ¢ tom nuodi dé duoc sir dung lam tom giong (sau day la “tom nudi”), bao
gdm budc tc ché su biéu hién cia gen hormon e ché su sinh nodn hoang (VIH) & tom
bang cach can thiép ARN sir dung ARN chudi kép (dsARN) gan dich mARN cuia gen
hormon trc ché sy tao nodn hoang & tom nudi.
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Linh vwe ky thudt dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén phuong phap didu hoa chirc nang sinh hoc bam sinh
in vivo & tom st dung k¥ thudt sinh hoc phéan tir. Pic biét 1a, sang ché dé cap
dén phuong phap giai phong su e ché thanh thuc nodn bao bang cach e ché

sy biéu hién cta gen ¢6 kha ning diéu hoa sy thanh thuc noin bao & tom.
Tinh trang k§ thuit cia sing ché

Hién tai, khoang 200 ti con tom con dugc san xudt trén thé gigi dé hd tro
3,5 triéu tdn tom chdn tring san xudt hang nam (Litopenaeus vannamei), va
800.000 con tdm dugc san xuét lam tdm bd me va chi duoc xudt khiu béi
Hawaii & MY. R4t khé dé 1am thanh thuc mot cach nhan tao tdm Penaeidae bao
gdm tom chan tring. Trong hoan canh nay, viéc cit cudng mat dugce thuc hién
dé thuc dy qua trinh thanh thuc. Tuy nhién, viéc cit cudng mat co van dé vi ty
18 thanh cong thanh thuc thdp. Bén canh d6, né cling dang bi phé phan bdi su
doc 4c voi dong vat vi mot trong cac cubng mét bi 1iy ra khoi con tom bing
cach cit bé. Nhiém vu cdp bach 1a phat trién cong nghé thic diy su thanh thuc
dé thay thé viéc cit cubng mit va thuc hién ké hoach va san xudt hiéu qua tom

con.

Su can thiép ARN (iARN) 1a mdt hién tugng trong d6 mARN bi phan cit
theo cach dic hiéu trinh ty bing ARN chudi kép (dsARN) sao cho su biéu hién
gen bi ¢ ché. Pa dugce bao céo réng iARN la mot dang bao vé phé bién & céc
sinh vat & muc axit nucleic (xem tai liéu phi sang ché 1). Trong iARN, khi
dsARN dugc xtt 1y boi tac dong cua Dicer, siARN (ARN can thiép ngin) dugc
tao thanh, va siARN déng vai tro 14 ARN huéng din dé nhan ra trinh tu dich

va phéan tdch mARN dich, nho d6 &c ché sy biéu hién gen.

Hién tai, dé cho phép tdom trudng thanh thanh thuc va sinh san mdt cach

nhan tao trong trai giéng hodc noi tuong tu, khong cé su thay thé cho viéc cit
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cudéng mit. Tuy nhién, mot s truong hop nghién ciru nham e ché sy biéu hién
hormon tc ché sy sinh nodn hoang (VIH) & tdm nhu Penaeus monodon st dung
phuong phap can thiép ARN da dugc bdo cdo gin diy (xem tai liéu phi sang
ché 1, 2, va 3). Ngoai ra, c6 nhitng don patent néi ring c6 thé thac diy su thanh
thuc theo cung mdt cach (xem tai li¢u patent 1).
Tai li€u tham khao
Tai liéu patent

Tai liéu patent 1: Cong bd don patent My s6 US2015/0099702
Tai lidu phi sang ché

Tai liéu phi sédng ché 1: Tiu va Chan, 2007, FEBS Journal, 274: 4385-
4395

Tai liéu phi sdng ché 2: Treerattrakool et al., 2008, FEBS Journal, 275:
970-980

Tai liéu phi séng ché 3: Treerattrakool et al., 2013, Aquaculture, 404-
405: 116-121

Béan chéat k§ thuét ciia sang ché
Van dé ky thuat

Muc dich cia sang ché 1a d& xut phuwong phap giai phong su tGc ché
thanh thuc nofn bao, bang cach e ché sy biéu hién clia gen c6 kha nang diéu
hoa su thanh thuc nodn bao & tom dua vao su can thi¢p ARN.
Giai phap cho van dé

Céc tdc gia dd thwc hién cdc nghién ctu chuyén sau dé dua dén mot
phuong phap diéu hoa su thanh thuc nodn bao & tdm, bao gdm bude e ché sy
bidu hién cta gen c6 kha ning didu hoa su thanh thuc noin bao & tdm st dung
dsARN ma lién két v6i mARN cuia gen c6 kha ning diéu hoa sy thanh thue noén
bao & tdbm dua trén nguyén tic can thiép ARN. D6 1a buéc dau tién dé cho phép

diéu hoa hiéu qué su thanh thuc dya trén nghién ctru sinh héa, nho dé phong bé
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st bi€u hién cda gen hormon ¢ ché sy thanh thuc in vivo. Do d6, cc tac gia
thay rang co6 the rc ché hi€u qua sy biéu hién cliia gen c6 kha nang diéu hoa su
thanh thuc noan bao ¢ tom st dung dsARN nhu dugc mo tad trén ddy, nho do

giai phong su e ché thanh thuc nodn bao.

Ngoai ra, cdc tac gia thdy rang nhiéu gen tham gia vao viéc trc ché thanh
thuc nodn bao, va st dung hdn hop ctia nhidu dsARN ma mdi dsARN nay c6
khéa ning e ché sy bidu hién cia gen lién quan giup Gc ché su biéu hién cua
mdi gen ¢6 kha nang diéu hoa sy thanh thuc noin bdo v6i hidu qua duoc cai

thién. Di€u nay dan dén su hoan thanh cta sang ché.
Dac biét 1a, sdng ché duge md ta nhu sau.

[1] Phuong phép giai phong su we ché thanh thuc nodn bao & tdm nuodi
dé duoc st dung lam tom gibng (sau diy 13 “t6m nudi”), bao gdbm budc e ché
su biéu hién cta gen hormon trc ché sy sinh nodn hoang (VIH) ¢ tdm bang cich
can thiép ARN st dung ARN chudi kép (dsARN) gin dich mARN ctia gen

hormon @c ché su tao nodn hoang & tdm nudi.

[2] Phuong phap theo diém [1], trong d6 tdm nudi 1a tdm thudc ho

Penaeidae.

[3] Phuong phép theo diém [2], trong d6 tdm nudi 1a tdm chan trang hodc

tdom he Nhat ban truéng thanh hodc gan trudong thanh.

[4] Phuong phap theo diém bét ky trong sb cac diém tir [1] dén [3], trong
d6 ARN chudi kép (dsARN) gén dich mARN ciia gen hormon tc ché sy tao
nodn hoang (VIH) ¢6 trinh ty nucleotit gibng véi mot phan cta trinh tu nucleotit
ctia gen VIH, va trong d6 chudi c6 nghia c6 kha ning lai v6i gen nay va chudi
abi nghia c6 trinh tu nucleotit ) sung cho trinh ty nucleotit cua chudi c6 nghia

duoc lién két voi nhau trong dsARN.

[5] Phuong phap theo diém bit ky trong sb cac diém tir [1] dén [4], trong

d6 gen hormon ¢ ché sy tao nodn hoang 1a m¢t hodc nhiéu loai gen dugc chon
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tir nhém bao gdm peptit tuyén nit tom chan tring SGP-A, SGP-B, SGP-C, SGP-
F, va SGP-G.

[6] Phuong phap theo diém bit ky trong sb cac diém tir [1] dén [5], chira
st dung mdt hodc nhiéu loai ARN chudi kép (dsARN) duogc chon tir nhém bao
gdm: ARN chudi kép (dsARN) c6 chudi ¢6 nghia chtra trinh tu nucleotit duge
chi ra trong SEQ ID NO: 28 dé gin dich gen SGP-A; ARN chudi kép (dsARN)
c6 chudi c6 nghia chra trinh tu nucleotit duoc chi ra trong SEQ ID NO: 30 dé
gén dich gen SGP-B; ARN chudi kép (dsARN) c6 chudi c6 nghia chita trinh tu
nucleotit dugc chi ra trong SEQ ID NO: 33 dé gin dich gen SGP-C; ARN chudi
kép (dsARN) c6 chudi ¢6 nghia chira trinh tu nucleotit dwgc chi ra trong SEQ
ID NO: 36 dé gin dich gen SGP-F; va ARN chudi kép (dsARN) c6 chudi cé
nghia chira trinh tu nucleotit dugc chi ra trong SEQ ID NO: 39 dé gén dich gen
SGP-G.

[7] Ché phidm giai phong su e ché thanh thuc nodn bao & tdm nudi bang
cach uc ché sy biéu hién cua gen hormon @c ché su sinh nodn hoang (VIH) &
tom, chira ARN chudi kép (dsARN) gén dich mARN ctia gen hormon tc ché su
sinh nodn hoang (VIH), trong d6 dsARN c6 trinh ty nucleotit giéng vi mot
phin cua trinh tu nucleotit ciia gen VIH, va trong d6 chudi c6 nghia c6 kha
nang lai v6i gen nay va chudi ddi nghia c6 trinh tu nucleotit b6 sung cho trinh
tu nucleotit cia chudi c6 nghia duoc lién két véi nhau trong dsARN.

[8] Ché phim theo diém [7], trong d6 tdbm nudi 1a tom thudc ho Penaeidae.

[9] Ché pham theo diém [8], trong d6 tom nudi 1a tdm chéan trdng hodc
tom he Nhat ban truéng thanh hodc gin trudng thanh.

[10] Ché phdm theo diém bat ky trong sé céc diém tir [7] dén [9], trong
do6 gen hormon tc ché su tao nodn hoang 1a mot hodc nhiéu loai gen dugce chon
tr nhém bao gdm peptit tuyén nat tdm chan tring SGP-A, SGP-B, SGP-C, SGP-
F, va SGP-G.
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[11] Ché phim theo diém bit ky trong sé cac diém tir [7] dén [10], chua
mét hodc nhidu loai ARN chudi kép (dsARN) duogc chon tir nhom bao gém:
ARN chudi kép (dsARN) c¢6 chudi c6 nghia chtra trinh tu nucleotit dugc chi ra
trong SEQ ID NO: 28 dé gin dich gen SGP-A; ARN chudi kép (dsARN) c6
chudi c6 nghia chtra trinh tu nucleotit dugc chi ra trong SEQ ID NO: 30 dé gin
dich gen SGP-B; ARN chudi kép (dsARN) c6 chudi cé nghia chita trinh tu
nucleotit dwgc chi ra trong SEQ ID NO: 33 dé gin dich gen SGP-C; ARN chudi
kép (dsARN) c6 chudi c6 nghia chira trinh tw nucleotit dugc chi ra trong SEQ
ID NO: 36 dé gin dich gen SGP-F; va ARN chudi kép (dsARN) cé chudi ¢6
nghia chra trinh tu nucleotit dugc chi ra trong SEQ ID NO: 39 dé gan dich gen
SGP-G.

Phin mo ta bao g@)m mot phén‘hoéc toan b ndi dung nhu dugc boc 10
trong phan mé ta va/hodc hinh v& cta don patent Nhat s6 2016-214411, day 1a
tai liéu vu tién cta don nay.

Hiéu qua c6 1gi cua sdng ché

Viéc st dung ARN chudi kép (dsARN) theo sang ché lam cho c6 thé trc
ché su biéu hién cua gen chiu trdch nhiém tc ché sy thanh thuc nodn bao & tdm
dua trén nguyén tic can thiép ARN, nhd d6 giai phong su tc ché thanh thyc
nodn bao. Nhu dugc mo ta trén day, bang céch thuc day su thanh thuc noin bao
& tom trong d6 su thanh thuc nodn bao duogc e ché thanh cong, c6 thé san xuit

tom con mdt cach c6 k€ hoach va hiéu qua.

Viée st dung ARN chudi kép (dsARN) theo sdng ché ¢6 thé lam giam su
biéu hién gen trong toan bd cac ca thé trong 10 ngay. Tinh trang nay cé thé
duogc duy tri trong it nhat 30 ngay. Ngodi ra, trong trudng hop st dung dsARN
theo sang ché, ty 1& giam sy biéu hién gen nim trong khoang tr 76,9% dén
99,9%. Trong khi d6, theo cac két qua thu dugc tir cdc nhom khéc dwa vao su
can thiép ARN boc 10 trong, vi du, Feijo et al. (2016), Mar Biotechnol. 18:117-
123, ty 1& giam sy biéu hién gen chi 1a nim trong khoang tr 64% dén 73% sau

khi str dung.
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M5 ti viin tit cac hinh vé
Fig. 1 m6 ta khai niém vé phuong phéap theo sang ché.

Fig. 2 mo ta trinh tu nucleotit va trinh ty axit amin dugc suy ra cida VIH
(SGP-G) ¢cADN ¢ tom chén tring. Mdi mili tén (V) dai dién cho mot vi tri phan
cét gia dinh, va mdi vi tri doan mdi dsARN duoc gach chan kép. S luqng cua

céc nucleotit dugc chi dinh bén phai.

Fig. 3 md ta két qua do cua sy bidu hién gen VIH trong cubng mat bang
PCR ban dinh luong. “Ban diu® thé hién biéu dd khong tiém, “TE® thé hién
bidu dd tiém dém TE (Tris-EDTA), “GFP*“ thé hién biéu dd ma tiém GFP-
dsARN, va “VIH* thé hién biéu dd ma tiém VIH-dsARN.

Fig. 4 mo ta két qua do cua sy biéu hién gen VIH & cudng mit cla tom
treéng thanh bang PCR dinh luong. (N) dai dién cho s luong ca thé duogc phan

tich, va “*” cho théy su khéc biét dang ké lién quan dén “Ban dau“ (P < 0,05).

Fig. 5 md ta trinh ty nucleotit va trinh ty axit amin dugc suy ra cua SGP-
C ¢cADN ¢ tdm chan tring. M&i miii tén (|) dai dién cho vi tri phan cét gia dinh,
va mdi vi tri doan mdi dsARN duoc gach chan kép. S lugng céc nucleotit dugc

chi dinh bén phai, s0 lugng cac axit amin dugc chi dinh bén trai.

Fig. 6 md ta trinh ty nucleotit va trinh ty axit amin duoc suy ra cia SGP-
A ¢cADN trong tém chan tring. Mdi miii tén (|) dai dién cho vi tri phén cit gia
dinh, mdi vi tri doan mdi dsARN dugc gach chan kép, va mdi vi tri dsARN

duoc téng hop duoc viét dam. Sd lugng céac nucleotit dugc chi dinh bén phai.

Fig. 7 md ta trinh ty nucleotit va trinh ty axit amin duoc suy ra cia SGP-
B cADN trong tom chan tring. M&i miii tén (]) dai dién cho vi tri phan cat gia
dinh, mdi vi tri doan mdi dsARN duoc gach chan kép, va mdi vi tri dsARN
duoc téng hop duogc viét dam. S lugng trinh tu nucleotit dugc thé hién & phia
bén phai. Phan gach chén chi ra ring trinh tu axit amin dugc suy ra tr cADN

khac véi trinh tu peptit dugc bdo cao.
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Fig. 8 mo ta trinh ty nucleotit va trinh ty axit amin dugc suy ra cia SGP-
F ¢cADN trong tom chén tring. M&i miii tén (|) dai dién cho vi tri phan cat gia
dinh, mdi vi tri doan mdi dsARN dugc gach chan kép, va mdi vi tri dsARN
duogc téng hop dugc viét dam. S luong cac nucleotit dugc chi dinh bén phai.
Phin gach chan chi ra ring trinh tu axit amin dugc suy ra tr cADN khac véi

trinh tu peptit dugc bdo cdo.

Fig. 9 mo ta két qua do cua su biéu hién geh VIH trong cudng mét tdm

gdn trudng thanh bang PCR dinh luong. (N) dai dién sé luong cac cd thé duoc

L) A

phan tich, va cho thiy su khac biét dang ké lién quan dén “Ban dau“ (P <

0,05).
Mé ta chi tiét sang ché
Sang ché s& dugc md ta chi tiét bén dudi.

Sang ché dé cap dén phuong phap giai phong su tc ché thanh thuc nodn
bao, bao gém viéc e ché su biéu hién cua gen cO kha ning diéu hoa sy thanh

thuc nodn bao & tom dya vao sy can thi¢p ARN.

Su @c ché thanh thuc nodn bao xay ra ¢ tom nudi. Thong thuong, viée
cat cubng mat dugc tién hanh dé thic day sy thanh thuc nodn bao. Theo sang
ché, su c ché thanh thuc nodn bao dugc giai phéng bodi e ché sy bi€u hién

cua gen c6 kha nang diéu hoa su thanh thuc nodn bao & tom nubi. .

Tom ma trong d6é su c ché thanh thuc nodn bao dugc giai phong boi
phuong phép theo sang ché 13 tom thudc ho Penaeidae, bao gdm tom he Nhat
Ban (Penaeus japonicus), tdom chén tring (Litopenaeus vannamei), tdom tring
Trung Qubc (Penaeus chinensis), tom su van (Penaeus semisulcatus), tom st
den (Penaeus monodon), va tom gin (Melicertus latisulcatus). Trong sb nay,
tom chéan tréng hodc tom he Nhat Ban, dugc san xuét hang loat 1am tom c¢6 thé
an duoc, dugce uvu tién. Ngoai ra, tom truéng thanh hodc tom gin truéng thanh

c6 thé duoc st dung. O day, tom gén trudng thanh duoc dinh nghia la co khéi
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luong co thé nim trong khoang tir 10 g dén nhé hon 25 g, va tdm truéng thanh

dugc dinh nghia 1a ¢6 khdi lugng co thé 1a 35 g hodc 16n hon.

Gen tc ché sy thanh thuc nodn bao & tém, dugc xt Iy bang phuong phap
theo sang ché dé wc ché su biéu hién cua gen, 1a cac gen thudc ho hormon ting
duong huyét caa loai giap xac (CHH). Cac vi du vé gen thudc ho CHH bao gom
gen hormon ting dudng huyét cua loai gidp xac (CHH), gen hormon trc ché su
tao nodn hoang (VIH), va gen hormon uc ché su 16t xac (MIH). Thuat nglt
“hormon ¢ ché sy sinh nodn hoang” (VIH) con dugc goi 1a “hormon tc ché
tuyén sinh duc”.

Theo sang ché, sy biéu hién clia gen hormon e ché sy tao noin hoang
(VIH) thudc ho hormon ting dudng huyét cta loai gidp xdc (CHH) bi trc ché.
Cac vi du vé gen hormon trc ché su tao nodn hoang (VIH) bao gdm gen peptit
tuyén nat (SGP). C6 bay peptit tuyén nat 14 SGP-A dén SGP-G. Trong sang ché,
bang cach (e ché sy biéu hién cia mot hoic nhiéu loai gen cua nam peptit tuyén
nat duoc goi la SGP-A, AGP-B, SGP-C, SGP-F, va SGP-G, c6 thé @rc ché su
biéu hién ctia hormon ¢ ché su sinh noan hoang dé tao diéu kién cho su san
Xuét protein nodn hoang dbi v&i su thanh thuc nodn bao, nho d6 diéu hoa su
thanh thuc noan bao.

Nhu dugc mo ta bén dudi, trinh tu nucleotit cua gen va trinh ty axit amin
ctia peptit dugc ma héa boi cdc gen nay dugce chi ra trong SEQ ID NO: 1 dén
10.

SEQ ID NO: 1 trinh ty nucleotit SGP-A

SEQ ID NO: 2 trinh tu axit amin SGP-A

SEQ ID NO: 3 Trinh tu nucleotit SGP-B

SEQ ID NO: 4 Trinh tu axit amin SGP-B

SEQ ID NO: 5 Trinh tu nucleotit SGP-C

SEQ ID NO: 6 Trinh tu axit amin SGP-C
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SEQ ID NO: 7 Trinh tu nucleotit SGP-F
SEQ ID NO: 8 Trinh ty axit amin SGP-F
SEQ ID NO: 9 Trinh tu nucleotit SGP-G
SEQ ID NO: 10 Trinh ty axit amin SGP-G

Ngoai ra, trinh tu nucleotit va trinh ty axit amin cia SGP-A dugc mo ta
trong Fig. 6, trinh ty nucleotit va trinh ty axit amin cua SGP-B dugc md ta
trong Fig. 7, trinh ty nucleotit va trinh ty axit amin cia SGP-C dugc mo ta
trong Fig. 5, trinh ty nucleotit va trinh ty axit amin cia SGP-F dugc mo ta trong
Fig. 8, va trinh tu nucleotit va trinh ty axit amin cua SGP-G dugc mo ta trong

Fig. 2.

DPé (rc ché su biéu hién cua gen bit ky trong sé cac gen néu trén, ARN
chudi kép (dsARN) bao gdm céc chudi kép gin dich mARN ddi véi gen c6 thé
duoc st dung. dsARN gay ra su e ché (sw lam bit hoat) biéu hién cta gen dich
bang cach can thiép ARN. M6t chudi trong cic chudi cia dsARN nay c6 trinh
ty nucleotit giéng véi mot phan cua trinh ty nucleotit cia gen lién quan, 1a
chudi c6 nghia c6 thé lai v6i gen. Chudi khac 1a chudi ddi nghia cé trinh tu
nucleotit bd sung cho trinh ty nucleotit ciia chudi c6 nghia. Chudi c6 nghia va
chudi ddi nghia lién két bd sung véi nhau, nhd dé tao thanh dsARN. Luu y rang
chudi ¢6 nghia va chudi d6i nghia khong nhét thiét phai bo sung sung cho nhau.
Mién 14 chung lién két bd sung cho nhau, c6 thé ¢6 mot hodc nhiéu bat cap
nham, vi du, 1 dén 10 b4t cip nhim, tét hon 12 1 dén 5 bét cip nham, tét hon
nira 1a 1 dén 3 bit cdp nham, va dic biét t6t hon 14 2 hodc 1 bét cdp nhdm. Céc
trinh tu dich trong gen peptit tuyén nut néu trén c6 thé 1a ving mi héa hodc
vung khéng ma héa. Mai trinh ty dich c¢6 thé bao gdm ca ving ma hoéa va vung

khong ma hda.

Theo sang ché, dsARN bao gdbm ARN kep téc nhé (shARN) va ARN can
thiép nhé (siARN). shARN c6 cdu tric vong than bao gdm phén chudi kép trong

d6 chudi c6 nghia va chudi ddi nghia duoc lién két v4i nhau thong qua trinh tu
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vong. Trong shARN, dau 3' ctia chudi ¢6 nghia va ddu 5' ctua chudi dbi nghia
duogc lién két voi nhau théng qua vong (trinh ty vong kep toc). Céc vi du vé
trinh tu vong kep téc nay bao gdm, nhung khéng giéi han &, trinh tu chira 5
dén 12 nucleotit bt ddu bing UU, vi du, UUCAAGAGA. dsARN va shARN
duoc xu Iy bang quy trinh in vivo thyc hién bing Dicer, nhy d6 tao thanh siARN.
Ngoai ra, dSARN c6 thé tao thanh miARN. Theo sang ché, trong trudng hop
ma trong dé dsARN c¢é d6 dai 30 nucleotit hodc dai hon dugc cung cépa dsARN
duoc xtr 1y bang quy trinh do tac dong cia enzym gidng RNazalll duoc goi la
“Dicer sao cho phdn tir siARN chira 21 dén 27 nucleotit va c¢6 phin nho ra

chira hai nucleotit 6 ddu 3' ¢6 thé dugc tao thanh.

S6 lugng cac nucleotit cia dsARN 13, nhung khong giéi han &, 50 dén
800 nucleotit, t6t hon 1a 100 dén 500 nucleotit, va tdt hon nira 12 100 dén 300

nucleotit.

Céc vi du v& chudi c6 nghia c¢6 kha ning lai v4i trinh tu dich ctia gen
peptit tuyén nat cia dsSARN dé tc ché sy bidu hién ctia gen peptit tuyén nut bao
gdm chudi ¢6 nghia c6 trinh tw ARN chtra trinh tw nucleotit 1a trinh ty mot phén
ciia bat ky trinh tu ndo trong sb trinh tu nucleotit ctia gen SGP-A dugc chi ra
trong SEQ ID NO: 1, trinh tu nucleotit ciia gen SGP-B dugc chi ra trong SEQ
ID NO: 3, trinh tu nucleotit cia gen SGP-C dugc chi ra trong SEQ ID NO: 5,
trinh tu nucleotit cua gen SGP-F dugc chi ra trong SEQ ID NO: 7, va trinh tu
nucleotit cla gen SGP-G duogc chi ra trong SEQ ID NO: 9, trong d6 thymin

duogc thay thé bang uraxil trong trinh tu gen.

Dic biét 13, vi du, c¢6 thé st dung mdt hodc nhiéu loai ARN chudi kép
(dsARN) dugc chon tir nhém bao gdm: ARN chudi kép (dsARN) cé chudi c6
nghia chta trinh ty nucleotit dugc chi ra trong SEQ ID NO: 28 dé gin dich gen
SGP-A; ARN chudi kép (dSARN) cé chudi cé nghia chtra trinh ty nucleotit
duogc chi ra trong SEQ ID NO: 30 dé gin dich gen SGP-B; ARN chudi kép
(dsARN) c¢6 chudi ¢6 nghia chita trinh tu nucleotit dugc chi ra trong SEQ ID
NO: 33 dé gin dich gen SGP-C; ARN chudi kép (dsARN) c¢6 chudi c6 nghia
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chira trinh tu nucleotit dwgc chi ra trong SEQ ID NO: 36 dé gén dich gen SGP-
F; va ARN chudi kép (dsARN) c6 chudi c¢6 nghia chira trinh trr nucleotit dugc
chi ra trong SEQ ID NO: 39 dé gén dich gen SGP-G. Chudi dbi nghia bao gdm
trinh ty bd sung cho cac chudi ¢6 nghia nay lai véi chudi c6 nghia, nhd d6 tao
thanh dsSARN. Chudi ¢6 nghia néu trén c6 thé dugc san xuat bang cach s dung
doan mdi dsARN. Poan mdi cho ARN chudi kép (dsARN) chtra trinh tu
nucleotit dugc chi ra trong SEQ ID NO: 28 dé gin dich gen SGP-A c6 thé la
doan mdi chua trinh ty nucleotit dugc chi ra trong SEQ ID NO: 27. Poan moi
cho ARN chudi kép (dsARN) chtra trinh tu nucleotit dugc chi ra trong SEQ ID
NO: 30 dé gén dich gen SGP-B ¢6 thé 1a doan mdi chwra trinh tu nucleotit duoc
chi ra trong SEQ ID NO: 29. Poan mdi cho ARN chudi kép (dsARN) chia trinh
ty nucleotit dugc chi ra trong SEQ ID NO: 33 dé gén dich gen SGP-C ¢6 thé 1a
doan moi chtra trinh tu nucleotit dugc chi ra trong SEQ ID NO: 31 va doan mdi
chtra trinh tu nucleotit dugc chi ra trong SEQ ID NO: 32. Doan mdi cho ARN
chudi kép (dsARN) chtra trinh tu nucleotit dugc chi ra trong SEQ ID NO: 36
dé gén dich gen SGP-F ¢6 thé 1a doan mdi chua trinh tu nucleotit dugc chi ra
trong SEQ ID NO: 34 va doan mdi chtra trinh tu nucleotit dugc chi ra trong
SEQ ID NO: 35. Boan mdi cho ARN chudi kép (dsARN) chtra trinh tu nucleotit
dugc chi ra trong SEQ ID NO: 39 dé gin dich gen SGP-G c¢6 thé 1a doan mdi
chira trinh tu nucleotit dugc chi ra trong SEQ ID NO: 37 va doan mdi chua

trinh ty nucleotit dugc chi ra trong SEQ ID NO: 38.

Chudi c6 nghia cdu thanh dsARN theo sang ché 14 giéng nhu mong muén
v6i trinh tu nucleotit ciia gen peptit tuyén nut, tuy nhién, cé thé 1a trinh tu gidng
nhau vé co ban. N6i cach khac, mién 1a chudi c¢6 nghia cia dsARN lai vé§i trinh
tu mARN cua peptit tuyén nat 1lam dich thue té, ¢6 thé 1a bat cap nham do dot
bién mat doan, dot bién thay thé, hodc dot bién thém doan cta mot hodc nhiéu
nucleotit, vi du, 1 dén 10 nucleotit, tét hon 1a 1 dén 5 nucleotit, va tét hon nita

1a 1 dén 3 nucleotit hodc 2 hodc 1 nucleotit.
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bé giai phdong su uc ché thanh thuc nodn bao & tdm, su biéu hién cua it
nhit mot loai cia gen peptit tuyén nit dugc mé ta néu trén, tot hon 13 sé luong
16n céc gen, vi du, hai, ba, bbn, hodc nam loai gen, bi tc ché. trong truedng hop
ma trong d6 su biéu hién cta hai hoic nhiéu loai gen bi Gc ché, co thé giai
phéng su Gc ché thanh thuc nodn bao v&i hiéu qué duogc cdi thién. Dé e ché su
biéu hién cua hai hodc nhiéu loai gen, nhiéu dsARN, mdi dsARN c6 kha nang

trc ché su bicu hién cda gen lién quan c6 thé duogc st dung.

Chudi c6 nghia hodc chudi dbi nghia cdu thanh phan tir dSARN ¢6 phan
nho ra & ddu 3' cia n6. Loai va luong nucleotit cia phan nhé nay khong bi gidi
han. Vi du, trinh tu ch@a 1 dén 5 nucleotit, tdt hon 1a 1 dén 3 nucleotit, va tot
hon nita 12 1 hodc 2 nucleotit ¢6 thé dugc st dung. Cac vi du cu thé bao gém
TTT, UU, va TT. Thuat ngit “phdn nhé ra” duoc st dung & diy dung dé chi
nucleotit dugc bd sung vao diu cua mot phan tir dsSARN va khong bao gdom
nucleotit c¢6 thé lién két bd sung nucleotit tai cac vi tri twong Gng ctia chudi

khac.

" Theo sang ché, dsARN c6 thé duoc téng hop théng qua tdng hop hoa hoc
hodc tdng hop in vitro trong hé théng phién mi st dung trinh ty khéi dong va
ARN polymeraza. Vi dy, trong trudng hop tong hop héa hoc, ARN chudi don
tu bod sung c6 trinh ty va trinh ty khdc ma la bd sung trinh ty ddo duogc téng
hop, nhd d6 cho phép trinh tu lién két véi nhau dé tao thanh phan tu bd sung.
Qua4 trinh xu 1y nhiét ciia chudi c6 nghia va chudi ddi nghia cua dsARN dugc
tdng hop c6 thé dwgc thuc hién bing phuong phap thong thuong di biét béi

ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay.

Ngoai ra, trong truong hgp ma trong d6 dsARN dugc tdng hop bang cach
st dung trinh ty khoi dong va ARN polymeraza, ADN khung co ciu truc, trong
d6 chudi c6 nghia va chudi dbi nghia dwgc lién két v6i nhau thong qua xudi
dong vong cua trinh tu khéi dong, dugce téng hop dé phién ma ARN st dung
ARN polymeraza. Trong trudong hop san Xuat in vitro, trinh ty khoi dong T7,

trinh ty khéi dong T3, hodc trinh ty twong tu co thé duogc st dung. Ngoai ra,
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trong trudong hop ma trong d6 ADN khung cia dsSARN dugc dua vao vecto va
vecto dugc st dung in vivo cho tém dé tdng hop dsARN in vivo theo sang ché,
trinh ty khéi dong Pollll nhu trinh ty khéi dong H1 hoac trinh ty khoi dong U6
c6 thé duge sir dung. Trong trudng hop trong d6 vecto duge st dung, vecto
plasmit, vecto virut, hodc tuong tu c6 thé dugc st dung. Cac vi du vé vecto
plasmit ¢6 thé duoc st dung bao gdm vecto pSUPER va vecto pBAsi. Cac vi
du vé& vecto virut c6 thé duoc sir dung bao gdm vecto adenovirut, vecto

lentivirut, va vecto retrovirut.

Sang ché con bao gdm vecto ¢6 kha ning biéu hién phan tir dsARN duoc
mo ta trén day.

Theo séng ché, dSARN cé thé phan cit mARN ciia gen peptit tuyén nut
theo cach dic hiéu trinh tu, nho d6 gy ra su can thiép ARN (1IARN) dé @rc ché
sy biéu hién cia gen peptit tuyén nat dé tc ché su biéu hién cua gen peptit

tuyén nut.

DPé e ché sy biéu hién cua gen ¢6 kha nang didu hoa sy thanh thuc nodn
bao & tom st dung dSARN theo sang ché dé giai phong su tc ché thanh thuc
noan bao, dsARN theo sang ché ¢6 thé duoc sir dung in vivo cho tdm. Viéc st
dung c6 thé duge thyc hién bang duong miéng ciing nhu dudng tiém hodc ngoai
duong ti€u hoa nhu dudong trong tinh mach, trong co, dudi da va trong mang
bung. Vi du, dsARN c6 thé duoc tiém trong mang bung. Trong trudng hop nay,
vu tién st dung kim insulin manh khoang 30G dén 33G. Ciing c6 thé si dung
dsARN bang cach tron dsARN véi thtrc dn va cho phép tém tiéu héa thtc an

theo sang ché.

Theo sang ché, dsARN c¢6 thé dugc bao ché bing chit mang, chat pha
lodng, hodc t4 dugc dugc chép nhin vé mit duoc ly dé su dung. Céc vi du vé
chit mang nay bao gdm nudc mudi sinh 1y, nuéc mudi dém phosphat, dung dich
glucoza nude mudi dém phosphat, va nudc mudi dém. Trong trudng hop trong
d6 dsARN dugc bao ché bing chit mang, ham luong ciia dSARN theo sang ché

c6 thé duge xac dinh mot cach thich hop phu thudc vao dang bao ché, va tbt
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hon nim trong khoang tir 0,001% dén 1% khéi Iwong, c6 thé khac nhau tuy
thudc vao dang bao ché. Theo sang ché, 0,0001 dén 1 mg dsARN c6 thé duoc
st dung cho tdm mdt 1an hodc chia thanh nhiéu 1an trong ngay. Ngoai ra, khoi
luong phén tir dSARN trén mdi don vi st dung nam trong khoang tir 1nM dén
100pM, tét hon 12 ndm trong khoang tir 10nM dén 50puM, va tét hon nira 14 nim
trong khoang tir 100 nM dén 20 uM. |

Theo sang ché, sy e ché (sy lam bat hoat) biéu hién cta gen dich bing
cach can thiép ARN ciing bao gdm trudng hop trong dé khi sy biéu hién cua
gen duoc xac dinh dya trén mirc d6 biéu hién cia mARN hodc protein cua gen,
sy biéu hién bi e ché khong chi ¢ ty 18 100% ma con & ty 1& 75% hodc nhiéu
hon, 50% hoic nhiéu hon, hodc 20% hodc nhidu hon so véi trudng hop trong
d6 siARN theo sang ché khong dugc dwa vao. Mirc d6 e ché ciia su biéu hién
gen c6 thé duoc x4c dinh bang cach so sanh viée san xuit mARN hoic protein
cua gen trude va sau khi dua vao siARN. Trong truong hop mARN, phép do cé
thé dugce thwe hién bing phuong phap lai bic, RT-PCR, phuong phép lai tai
chd, hoic tuong tu. Trong trudng hop protein, phép do ¢ thé duogc thuc hién

bang phuong phap thong thuong nhu tham tach tady hoic ELISA.

Su (e ché thanh thuc nodn bao c¢6 thé duoc giai phong bang cach e ché
st biéu hién ctia gen c6 kha ning diéu hoa sy thanh thuc noin bao & tdm s
dung dsARN theo sang ché. Theo cach khéc, sdng ché bao gdm phwong phap
giai phong sy e ché thanh thuc noin bao & tom bang cach st dung dsARN theo
sang ché vao tom, nhd d6 e ché sy bidu hién cua gen c6 kha ning didu hoa sy
thanh thuc nodn bao & tdm. Phuong phép con dugc goi 1a phuong phap san xuat
tom trong d6 su e ché thanh thuc nodn bao dugc giai phong bang cach sir dung
dsARN theo sang ché vao tdm, nho d6 tre ché su biéu hién cua gen c6 kha ning

diéu hoa su thanh thuc nodn bao ¢ tom.

Trong truong hop trong d6 dsSARN theo sdng ché dugc st dung cho tom,
c6 thé uc ché hoan toan su biéu hién cua gen c6 kha ning diéu hoa su thanh

thuc noén bao trong vong vai ngady dén hon muoi ngay. Trang théi Grc ché su
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biéu hién gen c6 thé duoc duy tri trong khoang thoi gian tir 10 dén 50 ngay va
t6t hon 1a 30 ngay. Ty 1& tc ché sy biéu hién gen trong truong hop st dung

dsARN theo sang ché nim trong khoang tir 76,6% dén 99,9%.

Nhu duoc md ta trén day, co thé san xudt tdbm thanh thuc mot cach nhan
tao béng cach thuac déy su thanh thuc nodn bao ¢ tom tu do tu su Uc ché thanh
thuc nodn bao. Tém con co thé duoc san xudt mot cach c6 ké hoach va hiéu qua

tr cdc con tdm nay.
Vi du thyc hién sang che

Sang ché s€ dugc md ta cu thé bang cac vi du dugc mo ta bén dudi, nhung

sang ché khong bi gidi han bdi cac vi du nay.

Vi du 1: Uc ché su biéu hién cta gen hormon ¢ ché sy sinh nodn hoang (VIH;

SGP-G) trong tdm cai truéng thanh chan tring

1. Su san xudt ARN chudi kép (ds-ARN) ctia gen hormon tc ché su tao nodn

hoang (VIH)

Su tach dong ctia gen VIH duogc thuc hién dua trén trinh tu (trinh ty gen
SGP-G) dugc bao cédo trong Tsutsui et al. (2013), Fish. Sci., 79: 357-365, nho
d6 diéu ché plasmit. Plasmit dd diéu ché dugc sir dung lam khung, va vi tri VIH
thanh thuc dugc khuéceh dai st dung céc doan moi dac hiéu gen (T7-VIH-L, T7-
VIH-R, xem bang 1) lién két v6i trinh tu khéi dong T7. San phdm thu duge
duoc st dung lam khung dé san xuft VIH-dsARN st dung bo kit iARN
MEGAscript (Fig. 2). Trong sd céc trinh tu dugc liét ké trong bang 1, trinh tu
dugc dai dién bo6i TAATACGACTCACTATAGGG (SEQ ID NO: 20) Ia trinh
tu cua trinh ty khéi dong T7.

2. Viéc st dung VIH-dsARN

Céc c4 thé tobm chan trang trudng thanh cai (mdi ca thé c6 khéi luong co
thé ndm trong khoang tir 39 g dén 70 g) trong giai doan gian 10t x4c (giai doan
C0-C1) duoc lua chon va st dung trong cac thir nghiém. VIH-dsARN da san
xuét dugc hoa tan trong dém TE(10 mM Tris-HCI do pH =7, EDTA 1 mM) (1
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ng/ul) va duogc tiém voi luong 3 pg mdi khéi lugng co thé (g) (6 VIH-dsARN).
Ngoai ra, dé nghién ctru tac dung cia dém, dém TE duogc ti€ém v§i cung mot
lidu (3uL) voi mdi khéi lugng co thé (g) (6 dém TE). dSARN (1pg/pL) dbi voi
gen protein huynh quang xanh 14 cay (GFP), khong tdn tai in vivo & tom, dugc
tao ra lam ddi chtng 4m, va né dugc tiém vé6i lugng 3 pg véi mdi khéi luong
co thé (g) (6 GFP-dsARN). Viéc 1y mAu tir méi 6 thir nghiém duoc tién hanh
vao ngay 10 va 20 sau khi tiém dé tht nghiém viéc biéu hién VIH trong cubng
mit. Ngoai ra, dé thiét 14p muc biéu hién VIH in vivo ban ddu lam tiéu chuén,
cic ca thé tom trudng thanh cai khong dugce tiém (6 ban dau) ciing duoc 14y
mau dé kiém tra sy biéu hién cua gen VIH trong cudng mit. Luu ¥ rang céc ca
thé dugc 14y mau trong mdi 6 thir nghiém duoc dan nhin theo thr ty cia 6 thir
nghiém, ngay 14y miu, va sb tham chiéu. Dic biét 1a, céc ca thé duoc 1y miu
10 ngay sau khi tiém dém TE (6 dém TE) dugc goi don gian la TE10-1 dén
TE10-5, va céc ca thé dugc 14y miu 20 ngay sau khi tiém duoc goi don gian 1a

TE20-1 dén TE20-5.

3. Phan tich m@rc d6 biu hién gen (tdng phan tdch ARN, PCR béan dinh luong,
PCR dinh luong)

ARN tbng dugc tinh ché tir m&i cubng mét duge 1y 1am mau st dung bo
kit nhé RNeasy (Qiagen) va bo kit Clean-up (Qiagen). Trong mot vai mau ARN
téng duoc tinh ché (TE10-3, TE10-4, VIH10-2), mau séc con lai dugc quan sat.
ARN tbng duoc tinh ché dugc phién ma ngugc bang ARN dung luong cao dbi
v6i bd kit cADN (hé sinh hoc trng dung) dé téng hop cADN. cADN di tong hop
duoc pha lodng 4 1an, va viéc pha lodng dugc stt dung lam khung dé kiém tra

mirc d6 biéu hién cta gen VIH bang PCR bén dinh lugng va PCR dinh lugng.

Trong PCR ban dinh lugng, dé kiém tra m@c do biéu hién cia gen can
quan tdm, PCR (bién chét tai 94°C trong 2 phut, sau d6 30 vong & 94°C trong
30 gidy, 62°C trong 30 gidy, va 72°C trong 30 gidy) dugc thyc hién st dung
doan mdi dic hiéu (Liv-SGP-G-F:CGGAGTGCAGGAGCAACTG (SEQ ID
NO: 21), Liv-R3:CCTCTCTGTGTCTTCTGGCCGTTGG (SEQ ID NO: 22))
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cho gen VIH va TagMan Fast Universal PCR Master Mix (2x NoAmpZFErase
UNG, hé sinh hoc tng dung), nho d6 phan tich mac do biéu hién. Ngoai ra,
PCR duoc thuc hién theo cach tuwong tu st dung cac doan mdi (Liv-act-
Fwl:CGACCTCACAGACTACCTGATGAAGAT (SEQ ID NO: 23), Liv-act-
Rv2:GTGGTCATCTCCTGCTCGAAG (SEQ ID NO: 24)) dé khuéch tan gen
beta-actin (ACTB) déng vai trd 1am gen tiéu chudn bén trong, tiép theo 12 so

sanh tuong doi.

Trong PCR dinh lugng, ngoai kit va doan mdi dic hiéu gen dugc mo ta
néu trén, ddu doc (Liv-SGP-G-Prb: TCTACAACCCCGTGTTCGTCCAGTGC
(SEQ ID NO: 25) cho VIH va Liv-act-Prb:CGACCACCGCCGAGCGAG
AAATCGTTCGT (SEQ ID NO: 26) cho ACTB) duoc st dung dé thuc hién
PCR thoi gian thuc (hé PCR thoi gian thuc nhanh 7500, hé sinh hoc tng dung)
trong cac didu kién sau: bién chit & 95°C trong 2 phut, sau d6 40 vong & 95°C
trong 10 gidy va 62°C trong 30 gidy. Muc d6 biéu hién cia gen VIH dugc thu
lam gié tri dinh lugng tuong dbi dugc tinh toan dua trén mtc do biéu hién cua
gen cdn quan tim (VIH; SGP-G) déi véi mirc d6 biéu hién cuia gen tiéu chuén

bén trong (ACTB).
4. Két qua

Trong téng sb cdc miu ARN dugc tinh ché tur cudng mét, mau sic con lai
dugc quan sat trong mau ARN cua TE10-3, TE10-4, VIH10-2. Sau khi PCR ban
dinh luong, bude dién di ADN dugc tién hanh dé xac nhan. Két qua 13, gen tiéu
chudn bén trong khong dugc khuéch dai trong TE10—3 va TE10-4 (Fig. 3), va
do d6, cac két qua bi loai khéi phép phan tich mirc d§ biéu hién gen. Mau
VIH10-2 cho thdy su gia ting trong gen tiéu chudn bén trong. Tuy nhién, vi
mau sic con lai ¢6 thé can tro su khuéch dai cua VIH, cac két qua duc_rc loai
khoi phép phén tich mtc dd biéu hién gen. Sau 30 vong ctia PCR béan dinh
lugng, su biéu hién VIH khong duoc xdc nhin & cac cd nhan ctia Ban dau-2,
GFP10-2, 5, TE20-1, va GFP20-5. Tuy nhién, su biéu hién VIH duoc quan sat
hoan toan trong 6 ban dau, 6 dém TE, va 6 GFP-dsARN. Trong khi d6, 6 thu
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nghiém cta qua trinh tiém VIH-dsARN, sy biéu hién VIH khong duoc quan sat

& toan bd céc c4 thé trén ngay 10 va 20.

Ngoai ra, nhu duge mo ta trong Fig. 4, cac két qua cia PCR dinh lugng
thé hién rang muc do biéu hién VIH khéng thay ddi dang ké trong ca hai ngay
10 va 20 trong 6 dém TE va 6 GFP-dsARN so vé6i 6 ban dau trong khi muc dd
biéu hién VIH bi giam dang ké trong 6 VIH-dsARN trong ca hai ngay 10 va 20.
Nhu duge md ta trén ddy, dd dugc ching minh ring su biéu hién gen VIH ¢6

thé e ché trong tém trudng thanh bang cach tiém VIH-dsARN.
Bang 1

Danh sich doan mdi dic hiéu gen duge sir dung dé can thiép ARN

| Gen dich  _|Tén oligo | Trinh ty (5° dén 3”)

GFP T7-EGFP-2L | TAATACGACTCACTATAGGGAGAGCATCGACTTCAAGGAGGAC
(SEQID NO: 11)

GFP T7-EGFP-2R | TAATACGACTCACTATAGGGAGATGGGTGCTCAGGTAGTGGTT
(SEQIDNO: 12)

SGP-G T7-VIH-L TAATACGACTCACTATAGGGAGAAAGCGAGCAAACTTCGAC
(SEQ IDNO: 13)

SGP-G T7-VIH-R TAATACGACTCACTATAGGGAGACTACTTGCCCACCGTCTG
(SEQID NO: 14)

SGP-C/SGP-A | T7_sgpC-L | TAATACGACTCACTATAGGGAGACTCGCTCTTCGACCCTTCC
(SEQID NO: 15)

SGP-C T7_sgpC-R | TAATACGACTCACTATAGGGAGACTATTTCCCGACCATCTGG
(SEQID NO: 16)

SGP-B T7-sgpB-L2 | TAATACGACTCACTATAGGGAGACGCAGCATATCCTTCGACTCGT
(SEQID NO: 17)

SGP-F T7-sgpF-L TAATACGACTCACTATAGGGAGAAAGCGCTCCCTCTTCGACC
(SEQ ID NO: 18)

SGP-F T7-sgpF-R TAATACGACTCACTATAGGGAGACTTTATTTGCCGACGGTCTGCAGG

Trinh ty khoi | (SEQIDNO:19)
TAATACGACTCACTATAGGG
et | SEQIDNO: 20)

Vi du 2: Diéu tiét sy bidu hién gen VIH & tdm cai gan trudng thanh chén tring

1. Su tach dong peptit tuyén nut
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Doi v6i tom chan tring, bay peptit tuyén nat (peptit tuyén nat: SGP- A
dén G) da duoc x4c dinh. Pa dugc bdo cdo rang trong s chiing, sdu peptit tuyén
nut (A, B, C, E, F, G) ¢6 thé @c ché sy biéu hién protein nodn hoang (Tsutsui
et al., 2007, Mar. Biotechnol., 9:360-369). Vi d0 phong pht ctia SGP-G la 16n
nhét, SGP-G da dugc coi 1a VIH chinh dé nhim dich trong céc nghién cuu tiép
theo. Tuy nhién, khi dugc phat hién rang trinh tu nucleotit cia SGP-C c6 ciu
trac twong ty nhu cia hormon ting dudng huyét cia loai giap xac (CHH) va
SGP-C c¢6 tac dong tuong tu nhu cia CHH, SGP-C di dugc xdc dinh la c6 céc
dac tinh cua ca hai hormon (Lago-Leston et al., 2007, Aquaculture, 270: 343-
357; Liu et al., 2014, Peptides, 53: 115-124). Theo sang ché, mtc do biéu hién
VIH c6 thé tc ché thong qua viée tiém in vivo ciia dsARN ciia khong chi SGP-
G (VIH) ma con SGP-C va cac gen SGP tuong tu khac vao tdm. Vi nhing ly
do nhu vay, trinh ty cia SGP-C duogc thu tir thu vién cADN trong cuéng mat,

va su tach dong cADN cua SGP-A, SGP-B, va SGP-F duoc tiép tuc tién hanh.
2. San xuét dsARN cua peptit tuyén nut

Nhu trong trudong hop tom trudng thanh, mdt doan gen cua vi tri VIH
thanh thuc dugc khuéch dai b?mg PCR dua trén plasmit cua gen VIH, va GFP-
dsARN dugc san xuét bing bo kit iIARN MEGAscript st dung san pham khuéch
dai lam khung va VIH-dsARN lam ddi chirng 4m. Ngoai ra, nhu trong trudng
hop VIH-dsARN, d& téng hop dsARN gén dich cdc vi tri thanh thuc cia cdc
gen SGP-A, SGP-B, SGP-C, va SGP-F, céc doan gen duoc khuéch dai st dung
doan mdi dic hiéu gen lién két v6i trinh tu khoi dong T7 va doan mdi trinh tu
khéi dong T7 (xem bang 1) bang PCR st dung mdi plasmit dugc tdch dong lam
khung bing phuong phép tuong tu sit dung cho VIH-dsARN, nho do6 tong hop
dsARN cua mdi gen. Do d6, GFP-dsARN, VIH-dsARN, va SGP-C-dsARN thu
duoc dugce hoa tan trong dém TE & ndng do 3 ug/4 pL dé str dung. Ba dsARN,
cu thé 13, SGP-A-dsARN, SGP-B-dsARN, va SGP-F-dsARN, dugc trdn sao cho
ndng dd ctia mdi dsARN dugc didu chinh dén 1 pg/4 pL. San phdm thu duoc
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dugc hoa tan trong dém TE dé thu duoc téng ndng d6 dsARN 1a 3 ug/4 pL dé

st dung.
3. Viéc stt dung dsARN

VIH-dsARN dugc tiém & ndng d6 13 3pg véi mdi khdi Iwgng co thé (g)
vao cdc ca thé tdbm gan trudng thanh céi duge chon ngiu nhién (mdi con tom
¢6 khdi lwong co thé nim trong khoang tir 15 g dén 25 g) chi mot 1an (6 VIH-
1) hodc ba 1an trong khoang thoi gian 7 ngay (6 VIH-2). SGP-C-dsARN duogc
tiém & ndng d6 1a 3 pg voi mdi khéi lwong co thé (g) chi mot lan (6 SGP-C).
SGP-A-dsARN, SGP-B-dsARN, va SGP-F-dsARN duoc tron & cac ndng do
tvong duong, va hdn hop duoc tiém & ndng do 1a 3 pg véi mdi khéi luong co
thé (g) chi mot 1dn (6 Mix). GFP-dsARN duoc tiém lam ddi chang 4m & ndng
do 1a 3 pg v6i mdi khdi luong co thé (g) chi mot 1an (6 GFP). Viéc liy mau
duoc tién hanh trong cac ngay 10, 20, va 30 sau khi tiém ban dau, va mtc d6

biéu hién VIH trong cudng mét dugc kiém tra.

4. Phan tich mac d6 biéu hién gen (tong phan taich ARN, PCR ban dinh luong,
PCR dinh luong)

Mic d6 biéu hién gen dugc phén tich theo cach tuong tu nhu trong muc

30vidul.
5. Két qua

Gen SGP-C dugc tach dong tir thu vién cADN & cudéng mat dugc tim thdy
dé ma hoa trinh ty axit amin cta 115 géc, va chu trac chinh cia nd bao gém
peptit tin hiéu (24 gbc), CPRP (peptit lién quan dén tién chdt CHH; 16 gbc), va
SGP-C thanh thuc (75 gbc) (Fig. 5). Ngoai ra, cADN dugc coi la tuong Ung véi
cac gen SGP-A, SGP-B, va SGP-F ciing dugc tdch dong thanh cong. Mbi cADN
dugc so sanh v6i trinh tu peptit dugc tach trude do tu cubng mit. Trong trudng
hop SGP-A, ¢6 su théng nhét trong trinh ty axit amin gia dinh cta vi tri thanh
thuc (Fig. 6), trong khi hai gdc axit amin khac nhau trong SGP-B (Fig. 7) va
SGP-F (Fig. 8). Mdi ¢cADN nay dugc sir dung lam khung dé téng hop dsARN
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tuong tng. Trong cac Fig. 2 va 5 dén 8, trinh ty ctia mdi doan moi dsARN duoc
st dung dé san xudt dsARN duoc gach chan kép. Mbi doan mdi dugc st dung
dé san xudt dsARN dé e ché su biéu hién cua gen peptit tuyén nit ¢6 lién quan.
Trinh ty dsARN dbi véi SGP-G trong Fig. 2 dugc chi ra trong SEQ ID NO: 309,
va trinh tu ctua doan mdi dsARN dé san xudt dsARN ctua SGP-G duoc chi ra
trong SEQ ID NOS: 37 va 38. Trinh tu dsARN d6i v6i SGP-C trong Flg 5 dugce
chi ra trong SEQ ID NO: 33, va trinh tu cia doan mdi dsARN dé san xuit
dsARN cua SGP-C dugc chi ra trong SEQ ID NOS: 31 va 32. Trinh ty dsARN
dbi v6i SGP-A trong Fig. 6 dugc chi ra trong SEQ ID NO: 28, va trinh tu cta
doan mdi dsARN dé san xudt dsARN ctia SGP-A dugc chi ra trong SEQ ID NO:
27. Trinh ty dsARN ddi v6i SGP-B trong Fig. 7 dugc chi ra trong SEQ ID NO:
30, va trinh tu cta doan mdi dsARN dé san xuit dsARN cua SGP-B dugc chi
ra trong SEQ ID NO: 29. Trinh ty dsARN dbi véi SGP-F trong Fig. 8 dugc chi
ra trong SEQ ID NO: 36, va trinh ty ctia doan mdi dsARN dé san xuit dsARN
cia SGP-F dugc chi ra trong SEQ ID NOS: 34 va 35.

Su bidu hién gen VIH trong cudng mit sau d6 tiém dsARN dugc phan
tich bang PCR dinh lugng. Két qua 1a, di v6i 6 ban dau (khong dugc tiém), 6
GFP trong d6 GFP-dsARN dugc tiém, khong cé su gidm dang ké trong muc do
biéu hién VIH trong cac ngay 10, 20, va 30. Tuy nhién, trong & VIH-1 (1 lan
tiém) va 6 VIH-2 (3 lan tiém) trong d6 VIH-dsARN dugc tiém, khong c6 su
giam dang ké trong mirc d6 biéu hién VIH trong cac ngay 10, 20, va 30 sau khi
tiém (Fig. 9). Trong 6 SGP-C trong d6 dsARN cua gen SGP-C tuong tu dugc
tiém, mic du mte do biéu hién VIH giam dang ké trong ngay 10 sau khi tiém,
khong c6 su khéc biét dang ké so véi mitrc do bidu hién VIH ctia 6 ban diu trong
cdc ngay 20 va 30. Ngoai ra, trong 6 Mix trong d6 hdn hgp cha dsARN cua
gen SGP-A, SGP-B, va SGP-F dugc tiém, mac du mtc do biéu hién VIH gidm
dang ké trong céc ngay 10 va 30 sau khi tiém, khong c6 sy khéc biét dang ké

so voi mtre d6 biéu hién VIH cda 6 ban dau trong ngay 20.
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Nhu duge md ta trén day, ciing c6 thé giam dang ké muc do biéu hién
cua gen VIH st dung dsARN cta VIH (SGP-G) trong tom gan truéng thanh.
Ngoai ra, ciing ¢6 thé thu dugc tac dung tuong tu bang cach sir dung cac gen

VIH tuong tu khéc.
Kha ning ttng dung cong nghiép

Tom c6 thé duge san xuat theo cach c¢d ké hoach va hiéu quéa bang cach

st dung dsARN theo sang ché.
Danh sach trinh tu

SEQ ID NO: 11-19, 21-27, 29, 31, 32, 34, 35, 37, va 38 dbi voi cac doan

Toan bd céc cong bd, patent va don patent dugc trich dan trong ban mo

t4 nay duoc két hop & day bing cach tham chiéu t¢i ching.
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YEU CAU BAO HO

1. Phuong phép giai phong su e ché thanh thuc nodn bao ¢ tom nudi dé duoc
st dung lam tom giéng, bao gém budc e ché sy biéu hién cua gen hormon Gc¢
ché su sinh nodn hoang (VIH) & tdm bang cach can thiép ARN sir dung ARN
chudi kép (dsARN) gin dich mARN cta gen hormon wc ché sy tao noin hoang
& tdbm nudi, trong d6 gen hormon tc ché sy tao nodn hoang dugc chon tir nhém
bao gdm peptit tuyén nit SGP-A, SGP-B, SGP-C, SGP-F, va SGP-G, trong d6
dsARN c6 trinh tu nucleotit gidng véi mot phan cla trinh tu nucleotit ctia gen
VIH, trong d6 chudi c6 nghia ¢6 kha ning lai v&i gen nay va chudi ddi nghia
¢6 trinh tu nucleotit bd sung cho trinh tu nucleotit cua chudi c6 nghia dugc lién
két voi nhau trong dsARN, va trong d6 dsARN duoc chon tir nhém bao gom:
ARN chudi kép (dsARN) c6 chudi c6 nghia chira trinh ty nucleotit dugc chi ra
trong SEQ ID NO: 28 dé gin dich gen SGP-A; ARN chudi kép (dsARN) c6
chudi c6 nghia chira trinh tu nucleotit duoc chi ra trong SEQ ID NO: 30 dé gén
dich gen SGP-B; ARN chudi kép (dsARN) cé chudi c6 nghia chira trinh tu
nucleotit dugc chi ra trong SEQ ID NO: 33 dé gan dich gen SGP-C; ARN chudi
kép (dsSARN) cé chudi cé nghia chita trinh tu nucleotit dugc chi ra trong SEQ
ID NO: 36 dé gin dich gen SGP-F; va ARN chudi kép (dsARN) c6 chudi c6
nghia chtra trinh ty nucleotit dugc chi ra trong SEQ ID NO: 39 dé gan dich gen
SGP-G.

2. Phuong phap theo diém 1, trong d6 tdm nudi 12 tom thudc ho Penaeidae.

3. Phuong phép theo diém 2, trong d6 tom nudi 13 tdm chan trang hodc tém he

Nhat ban truéng thanh hoic gin trudng thanh.

4. Ché phim giai phong sy e ché thanh thuc nodn bao & tdm nudi bang cach
e ché sy bidu hién cua gen hormon tc ché sy sinh nodn hoang (VIH) & tom,
bao gdbm ARN chudi kép (dsARN) gin dich mARN cta gen hormon @c ché su
sinh noan hoang (VIH) dugc chon tir nhém bao gdm peptit tuyén nat SGP-A,
SGP-B, SGP-C, SGP-F, va SGP-G, trong d6 dsARN c¢ trinh tu nucleotit giéng

véi mot phan cua trinh tu nucleotit cia gen VIH, va trong dé chudi c6 nghia co
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khé ning lai v6i gen nay va chudi dbi nghia c6 trinh tu nucleotit bd sung cho
trinh tu nucleotit cua chudi ¢6 nghia duoc lién két v6i nhau trong dsARN, trong
d6 dsARN dugc chon tir nhém bao gdm: ARN chudi kép (dsSARN) ¢6 chudi c¢6
nghia chtra trinh tu nucleotit dugc chi ra trong SEQ ID NO: 28 dé gén dich gen
SGP-A; ARN chudi kép (dsSARN) c6 chudi c6 nghia chita trinh ty nucleotit
dugc chi ra trong SEQ ID NO: 30 dé gin dich gen SGP-B; ARN chudi kép
(dSARN) c¢6 chudi c¢6 nghia chira trinh tu nucleotit dugc chi ra trong SEQ ID
NO: 33 dé gén dich gen SGP-C; ARN chudi kép (dsARN) c6 chudi c6 nghia
chtra trinh ty nucleotit dugc chi ra trong SEQ ID NO: 36 dé gin dich gen SGP-
F; va ARN chudi kép (dsARN) c6 chudi c6 nghia chtra trinh ty nucleotit dugc
chi ra trong SEQ ID NO: 39 dé gin dich gen SGP-G

5. Ché phidm theo diém 4, trong d6 tom nudi 1a tom thudc ho Penaeidae.

6. Ché phadm theo diém 5, trong d6 tdm nudi 1a tdm chan trdng hodc tom he

Nhat ban truong thanh hodc gln truéng thanh.
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Danh muc trinh tu

<110> Trung té&m nghién cttu khoa hoc ndéng nghiép Nhat Ban

<120> PHUONG PHAP GIAI PHONG SU UC CHE THANH THUC NOAN BAO & TOM NUOI

<130> PH-7033-PCT

<150> JP 2016-214411
<151> 01-11-2016

<160> 39

<170> PatentIn phién ban 3.5

<210> 1

<211> 364

<212> ADN

<213> Litopenaeus vannamei

<220>
<221> CDS
<222> (12)..(356)

<400> 1

ttgcgtaaac t atg ctt gcc tac cgt act atg tgg tca gcg ata atg gcc
Met Leu Ala Tyr Arg Thr Met Trp Ser Ala Ile Met Ala
1 5 10

tct ttg ctg ctg ctg ctc gcg gcg tcg tcece gect gecc ccec gecec gac gcc
Ser Leu Leu Leu Leu Leu Ala Ala Ser Ser Ala Ala Pro Ala Asp Ala
15 20 25

tta tcc gcc cct geg geca gge ctc acc aaa cgc tcg cta ttcec gac cct
Leu Ser Ala Pro Ala Ala Gly Leu Thr Lys Arg Ser Leu Phe Asp Pro
30 35 40 45

tcc tgc agce ggc gtc ttc gac cgg cag ctc ttg cgg agg ctg cgt cga

Ser Cys Ser Gly Val Phe Asp Arg Gln Leu Leu Arg Arg Leu Arg Arg
50 55 60
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gtg tgt gat gac tgt ttc aac gta ttt agg gaa ccc aac gta gct att
Val Cys Asp Asp Cys Phe Asn Val Phe Arg Glu Pro Asn Val Ala Ile

65

70 75

gat tgc agg gag aac tgt tac aac aac gaa gtg ttc cgc cag tgc atg
Asp Cys Arg Glu Asn Cys Tyr Asn Asn Glu Val Phe Arg Gln Cys Met

80

85 90

gca tac gtc gtt ccc gca aac ctc cac gac gaa cac agg caa gcc gtg
Ala Tyr Val Val Pro Ala Asn Leu His Asp Glu His Arg Gln Ala Val

95

cag atg gtc ggc aag
Gln Met Val Gly Lys
110

<210> 2

<211> 114
<212> PRT
<213>

<400> 2
Met Leu Ala Tyr Arg

1 5

Leu Leu Leu Ala Ala
20

Pro Ala Ala Gly Leu
35

Gly Val Phe Asp Arg
50

Asp Cys Phe Asn Val
65 70

100 105

taa actacttc

Litopenaeus vannameil

Thr Met Trp Ser Ala Ile Met Ala Ser
10 15

Ser Ser Ala Ala Pro Ala Asp Ala Leu
25 30

Thr Lys Arg Ser Leu Phe Asp Pro Ser
40 45

Gln Leu Leu Arg Arg Leu Arg Arg Val
55 60

Phe Arg Glu Pro Asn Val Ala Ile Asp
75 80
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Ser

Cys

Cys

Cys

Leu

Ala

Ser

Asp

Arg
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Glu Asn Cys Tyr Asn Asn Glu Val Phe Arg Gln Cys Met Ala Tyr Val
85 90 95

Val Pro Ala Asn Leu His Asp Glu His Arg Gln Ala Val Gln Met Val
100 105 110

Gly Lys

<210> 3

<211> 450

<212> ADN

<213> Litopenaeus vannamei

<220>
<221> CDS
<222> (54)..(449)

<400> 3

gaagagcctc gaagtcgccg tctcectectee cgattcgagt cgacgccgag gaa atg
Met
1

att ggg gtt cga ctg gtg cgt tca gct gtc ctg gta tcc ctg ctg cta
Ile Gly Val Arg Leu Val Arg Ser Ala Val Leu Val Ser Leu Leu Leu
5 10 15

gtg ttc ccg gcec tect gtcec ctc gec tet tgg gac gga aat gaa atc cct

Val Phe Pro Ala Ser Val Leu Ala Ser Trp Asp Gly Asn Glu Ile Pro
20 25 30

ccg tcc ctg cct tce tee tca gaa tce tcect cct geg acc cce cte gcg

Pro Ser Leu Pro Ser Ser Ser Glu Ser Ser Pro Ala Thr Pro Leu Ala

35 40 45

gga gcc cag acc gca aac aag cgc agc ata tcc ttc gac tcg tgc acg
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Gly Ala Gln Thr Ala Asn Lys Arg Ser Ile Ser Phe Asp Ser Cys Thr
50 55 60 65

ggc gtc tac gac cgc gaa ctc ctt gta agg ctc gac cgc gtg tgc gaa
Gly Val Tyr Asp Arg Glu Leu Leu Val Arg Leu Asp Arg Val Cys Glu
70 75 80

gac tgc tac aac ctg tac cgc gac acc gac gtg gcg gtc gaa tgc agg
Asp Cys Tyr Asn Leu Tyr Arg Asp Thr Asp Val Ala Val Glu Cys Arg
85 90 95

agc aac tgt ttc cac aac gag gta ttc ctg tac tgc gtc gac tac atg
Ser Asn Cys Phe His Asn Glu Val Phe Leu Tyr Cys Val Asp Tyr Met
100 105 110

tac cgg cct cgc caa agg aac cag tac cgg gcc gcc ctg cag agg ctc
Tyr Arg Pro Arg Gln Arg Asn Gln Tyr Arg Ala Ala Leu Gln Arg Leu
115 120 125

ggc aag tag g 450
Gly Lys
130

<210> 4

<211> 131

<212> PRT

<213> Litopenaeus vannamei

<400> 4
Met Ile Gly Val Arg Leu Val Arg Ser Ala Val Leu Val Ser Leu Leu

1 5 10 15

Leu Val Phe Pro Ala Ser Val Leu Ala Ser Trp Asp Gly Asn Glu Ile
20 25 30

Pro Pro Ser Leu Pro Ser Ser Ser Glu Ser Ser Pro Ala Thr Pro Leu
35 40 45
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Ala Gly Ala Gln Thr Ala Asn Lys Arg Ser Ile Ser Phe Asp Ser Cys
50 55 60

Thr Gly Val Tyr Asp Arg Glu Leu Leu Val Arg Leu Asp Arg Val Cys
65 70 75 80

Glu Asp Cys Tyr Asn Leu Tyr Arg Asp Thr Asp Val Ala Val Glu Cys
85 90 95

Arg Ser Asn Cys Phe His Asn Glu Val Phe Leu Tyr Cys Val Asp Tyr
100 105 110

Met Tyr Arg Pro Arg Gln Arg Asn Gln Tyr Arg Ala Ala Leu Gln Arg
115 120 125

Leu Gly Lys
130

<210> 5
<211> 833
<212> ADN

<213> Litopenaeus vannamei

<220>
<221> CDS
<222> (45)..(389)

<400> 5

agtgccttca ccacatctaa aagccgttgt gatttacacg agect atg act gecc ttce 56
Met Thr Ala Phe
1

cgt atg gta tgg tca atg ttg ttg gct tct tta ctg ctg ctg ctc gcg 104

Arg Met Val Trp Ser Met Leu Leu Ala Ser Leu Leu Leu Leu Leu Ala
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gcg
Ala

ctc
Leu

cg9
Arg

gta
Val

aac
Asn
85

ctt
Leu

35624

10 15 20

tcg tce gect gec ccec geec gac gcc tta tcecc gecec cct gecg gca ggc
Ser Ser Ala Ala Pro Ala Asp Ala Leu Ser Ala Pro Ala Ala Gly
25 30 35

acc aaa cgc tcg ctc ttc gac cct tcce tgce acc gge gtc ttc gac
Thr Lys Arg Ser Leu Phe Asp Pro Ser Cys Thr Gly Val Phe Asp
40 45 50

cag ctc ttg cgg agg ctg cgt cga gtg tgt gac gac tgt ttc aac
Gln Leu Leu Arg Arg Leu Arg Arg Val Cys Asp Asp Cys Phe Asn
55 60 65

ttc agg gaa ccc aac gta tct act gaa tgc aga agt aac tgt tac
Phe Arg Glu Pro Asn Val Ser Thr Glu Cys Arg Ser Asn Cys Tyr

70 75 80

aat gaa gtg ttc cgc cag tgt atg gaa tac ctc ctc ccg cct cac
Asn Glu Val Phe Arg Gln Cys Met Glu Tyr Leu Leu Pro Pro His
90 95 100

cac gaa gag cac aga cta gct gtc cag atg gtc ggg aaa tag
His Glu Glu His Arg Leu Ala Val Gln Met Val Gly Lys
105 110

atttacggtt aagacgctgc aacccacttc gectgacgaca ggaattcgat gatagtaaaa

ggcaccctaa ttccacttat tctacagcat agcactgagt cctcgatcge tgtaacgaat

ggttttcaat gctgaagact tatactatga aatgaagctg acttccactc taagaaataa

gaatgaaagg gtgcagtttg ccattatatt gggactatca tgacacattt agttcggcca

ctgatcacag tatagaaaat atatatacac atgaacgcca tttatcagga aactggagaa

aaaatatcac tgaaagagat tgttcttagg actcgaggct ttaattaaca ttagaatagg

tatttgtgat gttttattat gtttaaattt acgaataaag cactggcatg ctaaaaaaaa

aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaa

-31-

152

200

248

296

344

389

449

509

569

629

689

749

809



<210> 6
<211>
<212>
<213>

<400> 6

114
PRT
Litopenaeus vannamei

Met Thr Ala Phe

1

Leu Leu

Pro Ala Ala

5

Leu Ala
20

Gly

35

Gly Val
50

Asp Cys

65

Ser Asn

Leu Pro

Gly Lys

<210> 7

Phe Asp

Phe Asn

Cys Tyr

85

Pro His
100

<211> 404

Arg

Ala

Leu

Arg

Val

70

Asn

Leu

35624

Met Val Trp Ser Met
10

Ser Ser Ala Ala Pro
25

Thr Lys Arg Ser Leu
40

Gln Leu Leu Arg Arg
55 60

Phe Arg Glu Pro Asn
75

Asn Glu Val Phe Arg
90

His Glu Glu His Arg
105

-32-

Leu

Ala

Phe

45

Leu

Val

Gln

Leu

Leu Ala
15

Asp Ala

30

Asp Pro

Arg Arg

Ser Thr

Ser

Leu

Ser

Val

Glu

80

Cys Met
’ 95

Ala Val
110

Glu

Gln

Leu

Ser

Cys

Cys

Cys

Tyr

Met

Leu

Ala

Thr

Asp

Arg

Leu

Val



<212> ADN

<213>

<220>
<221> CDS

<222>

<400> 7
gaaaggacct cgttgcaatt gagtatttcg agtttcgegt catttaca atg gta ctt

caa
Gln

ccc
Pro
20

gga
Gly

ggc
Gly

gac
Asp

agt
Ser

atc
Ile
100

ggc

tac atg
Tyr Met

5

gcc gcc
Ala Ala

agc cac
Ser His

atc tac
Ile Tyr

(49) .
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Litopenaeus vannamei

. (402)

Met Val Leu
1

ctg tct gcg gee ctg ctg gtg ctec gece geec teg tece teg
Leu Ser Ala Ala Leu Leu Val Leu Ala Ala Ser Ser Ser
10 15

gcc cgce tcc ctc gac gcg gcg cct tcg tct geg tcee tca
Ala Arg Ser Leu Asp Ala Ala Pro Ser Ser Ala Ser Ser
25 30 35

agc ctc agc aag cgc tcc ctc ttc gac ccg gcg tgc acc
Ser Leu Ser Lys Arg Ser Leu Phe Asp Pro Ala Cys Thr
40 45 50

gac cgg cag ctg ctg ggc aag ctg ggg cgc ctg tgc gac
Asp Arg Gln Leu Leu Gly Lys Leu Gly Arg Leu Cys Asp

55 60 65

tgc tac
Cys Tyr
70

aac tgc
Asn Cys

85

ccg agc
Pro Ser

aaa taa

aac gtg ttc cgg gag ccc aag gtg gcc acg gga tgc agg
Asn Val Phe Arg Glu Pro Lys Val Ala Thr Gly Cys Arg
75 80

tac tac aac ctc atc ttc ctc gac tgc ctc gag tac ctg

Tyr Tyr Asn Leu Ile Phe Leu Asp Cys Leu Glu Tyr Leu
90 95

cac ctt cag gag gag cac atg tcg gcc ctg cag acc gtc

His Leu Gln Glu Glu His Met Ser Ala Leu Gln Thr Val

105 110 115

ag 404
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Gly Lys

<210> 8
<211> 117
<212> PRT

35624

<213> Litopenaeus vannamei

<400> 8
Met Val Leu Gln

1 5

Ser Ser Ser Pro
20

Ala Ser Ser Gly
35

Ala Cys Thr Gly
50

Leu Cys Asp Asp
65

Gly Cys Arg Ser
85

Glu Tyr Leu Ile
100

Gln Thr Vval Gly
115

Tyr

Ala

Ser

Ile

Cys

70

Asn

Pro

Lys

Met Leu Ser Ala Ala

Ala Ala Arg Ser Leu

25

10

His Ser Leu Ser Lys

Tyr

55

Tyr

Cys

Ser

40

Asp Arg Gln Leu

Asn Val Phe Arg

Tyr Tyr Asn Leu

His Leu Gln Glu

105

90

75

-34-

60

Leu

Asp

Arg

45

Leu

Glu

Ile

Glu

Leu Val Leu
15

Ala Ala Pro
30

Ser Leu Phe

Gly Lys Leu

Pro Lys Val
80

Phe Leu Asp
95

His Met Ser
110

Ala

Ser

Asp

Gly

Ala

Cys

Ala

Ala

Ser

Pro

Arg

Thr

Leu

Leu
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<210> 9

<211> 587

<212> ADN

<213> Litopenaeus vannamei

<220>
<221> CDS
<222> (60)..(416)

<400> 9
ggtcgcagtc acagtcgcca gctgcectcata ctctgaactc ttgacacaga ctgctegec

atg
Met
1

tgc

Cys

gcc
Ala

cct

Pro

cgc

65

acg

Thr

ctg
Leu

aca gcc ttt cgc ttg atg gcc gtg gcc ctg gtg gtg gtc gtg gcg
Thr Ala Phe Arg Leu Met Ala Val Ala Leu Val Val Val Val Ala
5 10 15

tcg acg acc tgg gct cge tcc gecc gag ggg tcg tcg tec cce gtg
Ser Thr Thr Trp Ala Arg Ser Ala Glu Gly Ser Ser Ser Pro Val
20 25 30

tcc ctc atc agg ggc cgc agce ctc agc aag cga gca aac ttc gac
Ser Leu Ile Arg Gly Arg Ser Leu Ser Lys Arg Ala Asn Phe Asp
35 40 45

tcc tge acg ggc gtc tac gac cgg gag ctc ctg ggg agg ctg agc
Ser Cys Thr Gly Val Tyr Asp Arg Glu Leu Leu Gly Arg Leu Ser

50 55 60

ctc tgc gac gac tgc tac aac gtg ttt cgc gag ccc aag gtg gcc
Leu Cys Asp Asp Cys Tyr Asn Val Phe Arg Glu Pro Lys Val Ala
70 75 80

gag tgc agg agc aac tgc ttc tac aac ccc gtg ttc gtc cag tgce
Glu Cys Arg Ser Asn Cys Phe Tyr Asn Pro Val Phe Val Gln Cys
85 90 95

gag tac ctg att ccg gcc gac ctg cac gag gag tac caa gcc ctc

Glu Tyr Leu Ile Pro Ala Asp Leu His Glu Glu Tyr Gln Ala Leu
100 105 110
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gtg cag acg gtg ggc aag tag gctcgctcga cctgccacgg cctcgecteg 446
Val Gln Thr val Gly Lys

115
cgcactcacg ccaacggccg gaagacacag agaggatttc aggatttgtt tctggctaac 506
tggtgtattt catcgaccct gectcggattt tgatatgatt tctcatgtce taaattgtga 566
tgaatctcta aatgaagtgt g 587
<210> 10
<211> 118
<212> PRT

<213> Litopenaeus vannamei
<400> 10
Met Thr Ala Phe Arg Leu Met Ala Val Ala Leu Val Val Val Val Ala

1 5 10 15

Cys Ser Thr Thr Trp Ala Arg Ser Ala Glu Gly Ser Ser Ser Pro Val
20 25 30

Ala Ser Leu Ile Arg Gly Arg Ser Leu Ser Lys Arg Ala Asn Phe Asp
35 40 45

Pro Ser Cys Thr Gly Val Tyr Asp Arg Glu Leu Leu Gly Arg Leu Ser
50 55 60

Arg Leu Cys Asp Asp Cys Tyr Asn Val Phe Arg Glu Pro Lys Val Ala
65 70 75 80

Thr Glu Cys Arg Ser Asn Cys Phe Tyr Asn Pro Val Phe Val Gln Cys
85 90 95
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100 105 110

Val Gln Thr Val Gly Lys

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

<220>
<223>

<400>

115

11

43

ADN
Nhéan tao

Poan mdi

11

taatacgact cactataggg agagcatcga cttcaaggag gac

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

<220>
<223>

<400>

12

43

ADN
Nhéan tao

Poan mdi

12

taatacgact cactataggg agatgggtgc tcaggtagtg gtt

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

<220>
<223>

<400>

13

41

ADN

Nhé&n tao

Poan mdi

13

taatacgact cactataggg agaaagcgag caaacttcga c
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

taatacgact cactataggg agactacttg cccaccgtct g

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

<220>
<223>

<400>

taatacgact cactataggg agactcgctc ttcgaccctt cc

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

<220>
<223>

<400>

taatacgact cactataggg agactatttc ccgaccatct gg

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

14

41

ADN
Nhan tao

Poan mdi

14

15

42

ADN
Nhan tao

Poan mdi

15

16

42

ADN
Nhan tao

Poan mdi

16

17

45

ADN

Nhéan tao

35624
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<220>
<223> Doan mdi

<400> 17
taatacgact cactataggg agacgcagca tatccttcga ctcgt 45

<210> 18

<211> 42

<212> ADN
<213> Nhéan tao

<220>
<223> boan mdi

<400> 18
taatacgact cactataggg agaaagcgct ccctcttcga cc 42

<210> 19

<211> 47

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> boan mdi

<400> 19
taatacgact cactataggg agactttatt tgccgacggt ctgcagg 477

<210> 20

<211> 20

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Poan mdi

<400> 20
taatacgact cactataggg 20
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<210> 21

<211> 19

<212> ADN
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Poan mdi

<400> 21
cggagtgcag gagcaactg

<210> 22

<211> 25

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Dboan mdi

<400> 22
cctctctgtg tcttctggeec gttgg

<210> 23

<211> 27

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> bPoan mdi

<400> 23
cgacctcaca gactacctga tgaagat

<210> 24

<211> 21

<212> ADN
<213> Nhén tao
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<220>
<223> Poan mdi

<400> 24
gtggtcatct cctgctcgaa g

<210> 25

<211> 26

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Poan modi

<400> 25
tctacaaccc cgtgttcgtc cagtgce

<210> 26

<211> 29

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Poan mdi

<400> 26
cgaccaccgc cgagcgagaa atcgttcegt

<210> 27

<211> 19

<212> ADN
<213> Nhéan tao

<220>
<223> Poan mdi

<400> 27
ctcgctattc gacccttcce
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<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

28
234
ADN

Litopenaeus vannamei

28

35624

ctcgctattc gacccecttect gcageggegt cttcgaccgg cagetecttge ggaggetgeg

tcgagtgtgt gatgactgtt tcaacgtatt tagggaaccc aacgtagcta ttgattgcag

ggagaactgt tacaacaacg aagtgttccg ccagtgcatg gcatacgtcg ttcccgcaaa

cctccacgac gaacacaggc aagccgtgca gatggtcggcec aagtaaacta cttce

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

<220>
<223>

<400>

29

22

ADN

Nhén tao

Poan mdi

29

cgcagcatat ccttcgactc gt

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

<400>

30
229
ADN

Litopenaeus vannamei

30

22

cgcagcatat ccttcgactc gtgcacgggce gtctacgace gecgaactect tgtaaggctce

gaccgcgtgt gcgaagactg ctacaacctg taccgcgaca ccgacgtgge ggtcgaatgce

aggagcaact gtttccacaa cgaggtattc ctgtactgcg tcgactacat gtaccggect

cgccaaagga accagtaccg ggccgccctg cagaggctcg gcaagtagg
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

35624

31

20

ADN
Nhan tao

Poan mdi

31

ctcgctcectte gacccttect 20

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

<220>
<223>

<400>

19
ADN
Nhé&n tao

Poan mdi

32

ccagatggtc gggaaatag 19

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

<400>

33

226

ADN

Litopenaeus vannameil

33

ctcgcectcecttce gacccttect gcaccggegt cttcgaccgg cagetettge ggaggectgeg 60

tcgagtgtgt gacgactgtt tcaacgtatt cagggaaccc aacgtatcta ctgaatgcag 120

aagtaactgt tacaacaatg aagtgttccg ccagtgtatg gaatacctcc tececgectca 180

ccttcacgaa gagcacagac tagctgtcca gatggtcggg aaatag 226
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

35624

34

19

ADN
Nhé&n tao

boan mdi

34

aagcgctccce tcttcgacc 19

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

<220>
<223>

<400>

35

24

ADN
Nhan tao

Poan mdi

35

cctgcagacc gtcggcaaat aaag 24

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

<400>

36
233
ADN

Litopenaeus vannamei

36

aagcgctccc tcttecgaccee ggegtgecace ggcatctacg accggcagct gectgggcaag

ctggggcgcce tgtgcgacga ctgctacaac gtgttccggg agcccaaggt ggccacggga

tgcaggagta actgctacta caacctcatc ttcctecgact gectcgagta cctgatcececg

agccaccttc aggaggagca catgtcggcce ctgcagaccg tcggcaaata aag

<210>
<211>

37
18

60

120

180

233



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

35624

ADN
Nhé&n tao

Poan mdi

37

aagcgagcaa acttcgac 18

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

<220>
<223>

<400>

38

18

ADN

Nhan tao

Poan mdi

38

cagacggtgg gcaagtag 18

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

<400>

39
231
ADN

Litopenaeus vannamei

39

aagcgagcaa acttcgaccc ttectgcacg ggcgtctacg accgggaget cctggggagg

ctgagccgece tctgcgacga ctgctacaac gtgtttegeg agecccaaggt ggccacggag

tgcaggagca actgcttcta caaccccgtg ttegtceccagt gectggagta cctgattecg

gccgacctgce acgaggagta ccaagccctc gtgcagacgg tgggcaadta g
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Fig. 1

Uc ché su biéu hién gen co thé dat dugc &
toan bd ca the trong 10 ngay st dung dsARN
muong tuong theo sang ché

U

Su biéu hién cta cac nhan t6 trc ché sy thanh
thuc nodn bao dugc trc ché

bubng trimg thanh thuc
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