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POLYNUCLEOTIT PUGC PHAN LAP MA HOA POLYPEPTIT CO HOAT TINH
POLYME SYNTHETAZA VA QUY TRINH SAN XUAT POLYME

Séang ché d cap dén polynucleotit duqc phan 18p ma hoa polypeptit chira trinh

tu axit amin néu trong SEQ ID NO:1 ¢6 hoat tinh polyme synthaza. Ngoai ra, sang ché

con d& cp dén vecto tai td hop chira polynucleotit, thé bién nap dugc bién nap béi

vecto va quy trinh san xuit polyme.

SEQ ID NO: 1

MQQFVNSLSLGQDQSDAPHPLTGAWSQLMSQTNQLLQLQSSLYQQQLGLWTQF
LGQTAGNDASAPSAKPSDRRFASPEWDEHPFYSFLK QS YLQTSK WMMELVDK
T _
QIDESAKDKLSFATRQYLDAMAPSNFMLTNPDVVKRAIETQGESLVEGMKNM
o ;

EDIQK GHISMSDESKFQIGKNLVVTPGEVVFRNELIELIQY TPTTEKVHEKPLLE
VP .
PCINKY YLMDLQPDNSMVRHFVGQG YRVFLVSWRSAVPEMKNFTWETYIEKG
v _
FAAAEAVQKITKQPTMNALGFCVGGVILTTALCVAQAK GLK YFDSATFMTSLI
D
HAEPGEISFFIDEALVASREAKMAAGGIISGKEIGRTFASLRANDLVWNYVVNN
Y
LLGKTPAPFDLLYWNNDAVDLPLPMHTFMLRQFYINNALITPGAITLCGVPIDIS
K

IDIPVYMFAAREDHIVLWSSAYSGLK YLSGTPSRRFVLGASGHIAGSINPVTKD
KR

NYWTNEQLPVNPEEWLEGAQSHPGS WWKDWDAWLAPQSGKQVPAPKMLGS
K EFPPLQPAPGSYVLAKAMPPVAAALN
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Linh vwe ky thuat dwgc dé cap

Sang ché d& cap dén polyme synthaza vi ma hoa gen cho enzym nay. Cu thé
hon 13, sang ché d& cép dén gen chirc ning ma hoéa cho enzym cua polyme synthaza,
vecto tai td hop chira gen, thé bién nap dugc bién nap bdi vecto va quy trinh sén xuét
polyme lién quan dén su tbng hop ctia polyme giéng chit déo bing céch sir dung thé

bién nap.
Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Céc polyhydroxyalkanoat (PHAs) 1a cac polyme luu trit vi khuén c6 nhitng diic
tinh gén giéng céc dic tinh cua cac chit déo thwong mai. Hau hét PHAs 1a c4c nhya
déo néng va c6 thé duge xir Iy bing nhiét gidng céc chit déo tong hop dn xuét tir chit
héa dau véi vu diém 13 c6 kha ning phén huy sinh hoc. PHAs ciing duoc tai tao tu
nhién vi chiing c¢6 thé dwoc san xut tir cac ngudn tai nguyén c6 thé tai tao ching han
nhu dudng, du thyc vat va cacbon dioxit. Poly(3-hydroxybutyrat) [P(3HB)] 1a loai
dau tién cia PHA dugc nhén dang va 1a PHA phé bién nhét duogc tim théy trong tu
nhién.

Cac dic tinh ciia PHA c6 thé dugc bién dbi dé phi hop véi cac tmg dyung khac
nhau bing cach didu chinh sy két hop hoic/va thanh phin ciia cdc monome thir cp.
Céc vi sinh vit tdng hop polyme ¢6 thé dugc chia thanh 2 nhém, bao gdm cac polyme
tdng hop véi cic don vi monome C3 dén C5 va cac polyme téng hop véi céc don vi
monome tir C6 dén C14. Céc vi sinh vat tuong (mg ndy c6 polyme synthaza chit nén
cu thé. Polyme chira it nhit don vi monome C6 13 céc vat liéu polyme mém véi cac
dc tinh dan hdi.

Ngay cang nhiéu méi quan tim dén PHA da din dén su phén 1dp céc ching vi
khuén méi @& san xuit polyme méi va cai tién. Viéc san xuit PHA bang ca hai vi sinh
vat Gram dm va Gram duong dd dugc nghién ciru va khao chimg. Cac gen lién quan
trong qud trinh sinh téng hop PHA bao gdm emzym chia khoa ctia n6, PHA synthaza,

tr cdc vi sinh vét nay dd dugc nhin dang va dinh rd.

Di c6 mét sb giai phap k¥ thuét duge cép patent da biét lién quan dén polyme
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synthaza va gen md hoa chung. Patent US6812013 boc 10 PHA synthaza hitu dung
trong quy trinh didu ché PHA, gen ma héa enzym nay, vecto tai t hop chira gen, thé
bién nap dugc bién nap béi vecto, quy trinh san xuit PHA synthaza bang cach st dung
thé bién nap va quy trinh didu ché PHA bing c4ch sir dung thé bién nap. Sang ché nay
khic biét & chd thé bién nap thu dwoc bing cach chuyén gen PHA synthaza tir
Pseudomonas putida vao trong vi sinh vat vat chii dwgc nuéi cdy dé san xuit PHA

synthaza hodc PHA.

US2004146998 A ciing dé cap dén thé bién nap va quy trinh san xut polyme
bang cach sir dung thé bién nap nay. Sang ché nay boc 16 gen ma hoa cho enzym tong
hop copolyme, vi sinh vt sit dung gen cho viéc tdng hop 1én men polyme va phuong
phép san xudt polyme v&i sy tro giup cua vi sinh vat. Sang ché nay tap trung vao ciu
tric cia thé bién nap chira gen enzym dugc két hop tdng hop polyeste, trinh ty khoi

dau va trinh ty két thic duge chuyén vao trong nam men.

Quy trinh va thé bién nap dwoc céi tién dé san xut polyme bang céch st dung
tuong ty duoc bdc by trong patent EP1626087. Sang ché nay da dua ra catxet biéu
hién gen chira gen m& hoéa cho PHA synthaza thu duogc tir Aderomonas caviae. NAm
men ciing dugc st dung dudi dang vat chi va sy dot bién da duge chuyén trong trinh

tw khéi ddu va trinh ty két thuc @& cho phép catxet dugc hoat dong trong ndm men.

Mbt sb giai phap k§ thuat da duoc cdp patent boc 10 sy két hop gifta gen ma hoa
polyme synthaza va cic gen khac. US2008233620 A boc 16 thé bién nap va quy trinh
san xuét san phdm bidu hién gen trong nim men. Thé bién nap thu dugc bing cach
chuyén nhidu gen ma hoa enzym lién quan trong tbng hop PHA nhu sy két hop cia
PHA synthaza va gen axetoaxetyl CoA reductaza. Trong US2003146703 A, vi sinh vét
t4i td hop biéu hién ca PHA synthaza va PHA depolymeraza ndi bao dugc boc 10. Sang

ché nay cho phép téng hop va phan hity ddng thoi PHA.

Hau hét c4c giai phap ky thuat dugc cép patent déu boc 16 thé bién nap va quy
trinh san xuit polyme hoic PHA bang céch sir dung thé bién nap da boc 19. Tuy nhién,
cac giai phap ky thudt dwogc cdp patent nay lién quan dén gen PHA synthaza dugc 4y
tir ving khéc clia bo gen ciia céc loai vi sinh vét khac nhau. Nhu vy cho dén nay, van
chua c6 giai phép k¥ thuat nao dugc cp patent c6 lién quan dén viéc két hop cac don

vi monome C3 dén C7 dudi dang téng hop ctia polyme synthaza. Do d6, sang ché nay
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mong mubn dua ra doan ADN cai tién ctia gen polyme synthaza dé tao ra vecto tai td
hop va thé bién nap c6 thé hiru dung trong viéc tao ra polyme synthaza c¢6 mirc @ hoat

tinh ting.
Ban chit ky thuit ciia sang ché

Muc dich chinh cta sang ché 1a d& xult gen polyme synthaza thu dugc tlr cac
loai vi khudn, va su tdng hop ciia polyme synthaza dugc md héa bdi gen véi su két

hop cia cac don vi monome hitu dung.

Muc dich khéc cia sang ché 1a d& xuit doan ADN mdi clia polyme synthaza
duogc két thanh vecto thich hop dé tao ra vecto téi t6 hop, va nhd d6 tao ra thé bién nap

chtra polyme synthaza.

Muc dich khéc nita cua séng che 1a dé xudt polyme synthaza c6 mirc d¢ hoat

tinh ting.

Muc dich khéc nita clia séng ché 13 phat trién phuong phap san xuét céc polyme

hidu qua hon nita bing cich st dung thé bién nap chira polyme synthaza.

It nhat mot trong cac muc dich trén dugc dap tng, toan bd hodc mot ph?ln, bédi
sang ché, trong d6 mot trong cic phwong 4n cia sang ché mb ta polynucleotit dugc
phén 1dp mé& hoda polypeptit chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:1 ¢6 hoat
tinh polyme synthaza.

Theo mdt phuong an khéc, séng ché d& xuét polynucleotit dugc phan lap ma
hoa polypeptit chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:1, trong d6 mdt hoic
nhiéu axit amin dugc thé, mét, thay thé hodc bd sung, polypeptit cé hoat tinh polyme

synthaza.

Theo mot phuong 4n wu tién, sing ché dé xuit polynucleotit dugc phén 1ép

chira trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO:2 hodc trinh ty bd sung cua no.

Theo phwong 4n wu tién khac, sang ché d& xuit polynucleotit dugc phén 1ap
chtra trinh ty nucleotit néu trong SEQ ID NO:2, trong d6 T dugc thay bang U; hoic

trinh ty b0 sung ctia né.

Theo phwong 4n khac nita, sang ché @& xut vecto tai td hop chira polynucleotit
duoc phén 13p, trong d6 polynucleotit dwgc phéan 14p 1a sy ma héa cho polypeptit chira
trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:1 c¢6 hoat tinh polyme synthaza; hoic
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polypeptit chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:1, trong d6 mot hodc nhiéu
axit amin bi thé, mét, thay thé hodic bd sung, polypeptit c6 hoat tinh polyme synthaza.

Tét hon, vecto tai t5 hop 12 plasmit.

Theo phuong &n khac cua sing ché, thé bién nap duoc bién nap boi vecto dusi

dang dugc thé hién theo cac phwong 4n dugc bdc 10 néi trén.

Theo phuong 4n khéc nita, sang ché d& xuit quy trinh san xuét polyme bao gdm
céc bude: nudi cdy thé bién nap chia polynucleotit dugc phan 18p nhu dugc thé hién
trong cac phuong an noéi trén trong mudi trudng chira cac vat liéu ¢o thé polyme duoc;

va tai tao polyme tir mdi trudng duge nudi céy. Tt hon 13, polyme 12 PHA.

Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vyc k¥ thuat twong mg s& dé dang
nhan théy réng sang ché rit thich hop dé thuc hién cac muc dich va dat duge cac két
qué va céc wu diém da dé cap ciing nhu nhitng thudc tinh vbn c6. Cac phuong 4n duge

mo ta & day khong gidi han pham vi clia sang che.
M0 ta vin tit cac hinh vé

V6i muc dich dé d& dang hiéu sang ché, sang ché dugc minh hoa trén céc hinh
v& kém theo 1a cac phuong én wu tién tir thr nghiém cua séng ché khi duge xem xét
trong mbi quan hé véi phdn mo ta sau day, sing ché, hoat dong, cdu tric va nhiéu uu
diém cta sang ché s& duoc hiéu d& dang va ding.

Fig.1 thé hién trinh tu axit amin ciia polypeptit ctia polyme synthaza nhu dugc
mo ta trong mot trong cdc phwong &n wu tién cua sang ché.

Fig.2 thé hién trinh tw nucleotit cia polynucleotit ma héa polyme synthaza nhu
duoc mo ta & mot trong sb cac phuong 4n wu tién clia sang ché.

Fig.3 thé hién trinh ty nucleotit clia c4c nucleotit khuéch dai duge dung cho
viée khuéch dai PCR ciia polyme synthaza nhu dwoc mé ta & mot trong sé cac phuong
4n wu tién clia sang ché.

Fig.4 thé hién phd H-NMR ctia P(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat-co-3-
hydroxyhexanoat), mot trong s6 cac vi dy vé& copolyme duoc tdng hop béi thé bién nap

nhu dugc mo ta & mot trong so cac phuong &n clia sang ché.

Mo ta chi tiét sang ché
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Séang ché dé cap dén polyme synthaza va gen ma hoéa enzym nay. Cu thé hon,
sang ché @& cap dén gen chirc ning mi héa enzym clia polyfne synthaza, vecto tai td
hop chua gen, thé bién nap dugc bién nap boi vecto va quy trinh san xuit polyme
synthaza lién quan dén sy tdng hop cia polyme gidng chit déo bing cach sir dung thé

bi€n nap.

Sau ddy, sang ché s& dugc mo ta theo cdc phwong 4n uu tién cia séng ché va
bang cach din chiéu dén céac hinh v& va phan mod ta kém theo. Tuy nhién, can hiéu ring
viéc giéi han phin md ta v6i cc phuong 4n wu tién cua sang ché va cac hinh v& chi
don thuén giup dé& dang thao lun séng ché va hién nhién 13 nhimg ngudi c6 hiéu biét
trung binh trong linh vuc k¥ thuit twong tng co6 thé tao ra cac cai bién khac nhau thudc

pham vi cta cac diém yéu cau bao hd gin keém.

Theo mot phuong 4n, séng ché boc 1§ polynucleotit duge phén 1ap ma hoa
polypeptit chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:1 c6 hoat tinh polyme
synthaza. SEQ ID NO:1 dugc thé hién trén Fig.1.

Theo mdt phuong 4n wu tién ciia sang ché, polynucleotit dwoc phan 1ap 14 gen
polyme synthaza. Ngoai ra, gen polyme synthaza nay co thé ma héa polypeptit chira
trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:1, hodc trinh ty & d6 mot hodc nhiéu axit
amin bi mat, thay thé bing hodic bd sung vio trinh ty axit amin ctiia SEQ ID NO:1.
Ngay cé khi mot hodc nhidu axit amin cta trinh ty néu trong SEQ ID NO:1 c6 thé da
qua cac dot bién ching han nhu bi mét, thay thé, hoic bd sung, polynucleotit ma héa
polypeptit chira trinh ty axit amin dugc chira trong gen cla sang ché t6i mic ma
polypeptit ¢6 hoat tinh polyme synthaza. Vi dy, polynucleotit md héa trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO:1, trong d6 methionin & vi tri dAu tién bj mét ciing duge
chira trong gen cla sang ché. N6i céch khéc, gen theo séng ché khong chi bao gdm
trinh ty nucleotit ma hoa trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO:2 ma con trinh ty nucleotit
thodi hda clia no, ngoai trlr cac codon thodi héa, ma héa cho ciing mot polypeptit. Cac
dot bién néi trén chéng han nhu mét, thay thé hozic bd sung co thé duoc tao ra boi cac

dot bién dinh hudng phu thude vi tri da biét.

Theo phuong 4n uu tién cla sdng ché, polynucleotit dugc phan 1ap chira trinh tu
nucleotit néu trong SEQ ID NO:2 hogc trinh tu bd sung ciia n6 duge boc 16. SEQ ID
NO:2 duoc thé hién trén Fig.2. Theo phuong 4n khic clia sdng ché, polynucleotit dugc
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phan 18p chira trinh ty nucleotit néu trong SEQ ID NO:2, trong d6 T dugc thay bing
U; hodc trinh tu bd sung cia n6. Céc polynucleotit ma hoa polypeptit c6 hoat tinh

polyme synthaza.

Gen polyme synthaza tdt hon duoc nhan ban tir vi sinh vt thich hgp. Theo mdt
phuong an wu tién cua sang ché, gen polyme synthaza dugc tach ra tir vi sinh vét thudce
cac chiing Chromobacterium dugc phén 1dp tir nudc sach. Gen theo sang ché c6 thé
thu dugc bang tdng hop hoa hoc hodc k§ thuat phan tng day chuyén polymeraza
(PCR) bing cach sit dung ADN bd gen dud6i dang mAau hodic bing cach lai chiing nho
str dung doan ADN c¢6 trinh ty nucleotit dué6i dang thi nghiém.

Theo phuong &n vu tién cua sang ché, phuong phap phat hién PCR dugc st
dung dé thu dugc doan ADN cua gen polyme synthaza bing cach sir dung ADN bd gen
tx Chromobacterium sp. du6i dang mau. Ban d4u, ADN bd gen duogc phan 1ap tur
ching Chromobacterium sp. Didu ndy da biét trong giai phap k§ thust ma bat ky méi
truong thich hgp nao, vi dy, mdi truong giau dinh dudng, ¢ thé duoc ding dé didu
ché ADN bo gen. Pé thu dugc doan ADN chira gen polyme synthaza thu dugc tir
Chromobacterium sp., mot thi nghiém tét hon dwgc chudn bi. Céc ving béo ton tot ctia
gen polyme synthaza dugc chon tir trinh ty axit amin da biét va céc trinh ty nucleotit
ma hoa ching ¢6 thé duge wéc lugng dé thiét ké cac oligonucleotit. Cip mdi clia céc
nucleotit khuéch dai dugc thiét ké dé dat duoc muc dich nay. Vi du vé céc nucleotit
khuéch dai duoc thé hién trén Fig.3, trong 46 SEQ ID NO:3 dugc st dung dudi dang

mdi huéng vé phia truée va SEQ ID NO:4 dugc sit dung dudi dang mdi nguge.

DPoan ADN dugc khuéch dai c6 thé duge phan hiy bdi enzym han ché thich
hop, vi du Apal va Sall. Sau d6, doan ADN dugc dephosphorylat hoa bang viée xir 1y
photphataza kiém. Doan ADN duoc két thanh vecto trude d6 duge tach ra bdi enzym
han ché, c6 thé 1a Apal va Sall.

Theo phuong 4n khéc nita cua siang ché, vecto tai td hop chtra polynucleotit
dugc phan lap, trong d6 polynucleotit dugc phan 1dp mi hoéa polypeptit chira trinh ty
axit amin néu trong SEQ ID NO:1 ¢6 hoat tinh polyme synthaza; hodc polypeptit chira
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:1, trong d6 mot hodc nhiéu axit amin bi thé,
mét, thay thé hozic bd sung, polypeptit ¢6 hoat tinh polyme synthaza.

Theo phuong 4n wu tién cla sang ché, plasmit hodc the thyc khuan c6 kha néang
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sao chép ty chu trong vi sinh vat chi dugc sir dung dudi dang vecto. Vecto plasmit co
thé dwoc sir dung bao gdm pBR322, pUC18 va pBluescrip; I1, trong khi vecto thé thyuc
khudn c6 thé duge sir dung EMBL3, M13, lambda gtll. Céc vecto ndy c6 thé ¢6 dugc
trén thi trudng. Cac vecto c6 thé sao chép ty chi trong hai hodc nhidu hon hai t& bao
vét chii ching han Escherichia coli hoic Bacillus brevis, cling nhu cac vecto kiéu thoi
khac, c6 thé cling duoc st dung. Cac vecto ndy ciing duoc tach ra boi cic enzym han

ché sao cho doan cua chiing c6 the dat duoc.

Theo d6, ADN ligaza thong thudng duge str dung dé két doan ADN thu dugc
thanh doan vecto. Poan ADN va doan vecto dugc 0 va sau d6 dugc két dé tao ra vecto

t&i t& hop.

Theo phuong 4n khéc cla sang ché, thé bién nap thu dugc bing cach chuyén
vecto tai t hop theo sang ché vao trong vat chi tuong tich véi vecto biéu hién duge
dung trong viéc chuyén vecto tai t hop noi trén. Sang ché khong c6 du dinh gi6i han
viéc st dung mot vét chi cu thé mién 1 né c6 kha ning biéu hién gen dich. Cac vi du
thich hop c6 thé dwgc st dung 14 cdc vi sinh vat thude chung Cupriavidus,
Pseudomonas hodc Bacillus; hogic nAm men tir ching Saccharomyces hodc Candida

hoic cac té bao dong vét ching han dong té bao COS hoic CHO.

Néu vi sinh vat, chéng han céc vi sinh vat thudc chung Cupriavidus hoic
Pseudomonas dugc st dyng dudi dang vat chi, ADN tdi td hop theo sang ché tbt hon
duoc tao thanh sao cho nd chua trinh ty khéi dau, doan ADN theo séng ché, va chudi
tan cling sao ma. Pidu nay nhim dam bao sy xuét hién cua sy sao chép ty chu trong
vét chii. T6t hon, vecto biéu hién bao gdm nhung khong bi gi6i han & cac din xuit
pGEM-T va pBBRIMCS-2. Tuong ty, trinh tw khoi dau c6 thé 13 loai bt ky dugc tao
ra ma né c6 thé dugc biéu hién trong vat chi. Vi du v& cac trinh ty khéi dau thu duogc
tir E. coli hodc thé thyc khudn bao gbm trinh tu khoi ddu trp, trinh tu khéi dau lac,
trinh ty khéi dau pL, trinh ty khéi ddu pR va trinh ty khéi ddu T7.

Pé din vecto tai td hop vao trong vi sinh vat vat chi, cac phﬁong phép da biét
bét ky ¢6 thé dugc sir dung. Vi du, néu vi sinh vat vat chi 13 E. coli, phuong phap
canxi va phuong phap dién di ¢6 thé dugc sir dung. Néu ADN thé thue khudn duge st
dung, phuong phép bao géi in vitro ¢ thé duoc chip nhan.

Céc vecto biéu hién ching han Yep13 hoic YCp50 dugc st dung dudi dang vt
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cht. Theo do, trinh tw khdi ddu c¢6 thé 14 gal 1 hodc trinh tw khéi ddu gal 10; va
phuong phép din ADN tai t4 hop vao trong ndm men bao gdm phuong phép dién di,
phwong phap hat ciu va phuong phap axetat lithi. Néu céc té bao dong vat duge st
dung duédi dang véat chu, céc vecto biéu hién chéng han pcDNAI hodc pcDNAI/Amp
duoc st dung. Theo d6, phwong phép chuyén ADN tai td hop vao trong cac té bao
dong vat c6 thé 1a phuong phép dién di hodc phuong phap phosphat kali.

Sang ché con boc 16 quy trinh san xudt polyme bao gdm céc budc: nudi cy thé
bién nap chira polynucleotit dugc phén 14p nhu dugc thé hién trong phuong 4n bat ky
& trén trong moi trudong chira cac vét liéu c6 thé polyme dugc; va ti tao polyme tir

mdi trudng nudi cdy. Polyme c6 thé dugc tao ra va duoc tich Iy trong thé bién nap.

Phuong phap thong thudong duge ding dé& nudi cdy vét cha cling duoc sir dung
dé nudi cdy thé bién nap ctia sang ché. Moi trudong cho thé bién nap duogc didu ché tir
vi sinh vat thudc chiing Cupriavidus hosic Pseudomonas duéi dang vét chi bao gdm
mdi trudng chira ngudn cacbon c6 thé ddng hoa béi vi sinh vat, trong d6 ngudn nito,
cac mudi vo co hodc ngu‘én dinh dudng hitu co khéac bi giéi han, vi dy, moi trudong
trong d6 ngudn dinh dudng nim trong khoang tir 0,01% dén 0,1% khéi lugng ctia moi

truong.

Ngudn cacbon 1a cén thiét cho sy sinh truéng cta vi sinh vat, va dong thoi 1a
vét lidu khoi dau cia polyme. Ngudn cacbon dugc st dung c6 thé thu dwoc tir céc
hydrocacbon ching han glucoza, fructoza, sucroza hoic maltoza. Hon nita, cc chit
lién quan dén ddu va chét béo c6 hai hodc nhidu hon hai nguyén tir cacbon c6 thé ciing
duoc str dung dudi dang ngudn cacbon. Céc chét lién quan dén diu va chét béo nay
bao gém cac chét béo va dau tu nhién, chéng han dau ngo, dau déu nanh, dau cdy rum,
diu cay hoa hudéng duong, dau 6 liu, dau dira, ddu co, dau cai, dau c4, diu ca voi, ddu
gia suc va m& lon; cac axit béo chéng han axit axetic, axit propionic, axit butanoic,
axit pentanoic, axit hexoic, axit octanoic, axit decanoic, axit lauric, axit oleic, axit
palmitic, axit linolenic, axit linolic va axit myristic cling nhu céc este cia chiing; cac
ruou chéng han etanol, propanol, butanol, pentanol, hexanol, octanol, rugu lauryl,
ruou oleyl va ruou palmityl ciing nhu cic este ctia chiing. Trong khi, ngudn nito ¢6 thé
thu duoc tir amoniac, cac mudi amoni, pepton, chiét xuét thit, chiét xuét nAm men hoac
ruou ngdm ngd. Chit vd co bao gdm mono kali phosphat, di-kali phosphat, magié

phosphat, magié€ sulfat va natri clorua.
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Viéc nudi céy t6t hon dugc thuc hién trong céc diéu kién hiém khi cing véi viéc
lic & nhiét do tir 30°C dén 34°C trong khoang thoi gian 16n hon 24 gio, t6t hon tir 1
dén 3 ngay, sau d6 su bidu hién dugc tao ra. Trong khi nudi cdy, cac khang sinh ching
han ampixilin, kanamyxin, gentamyxin, antipyrin hodc tetracyclin c6 thé dugc bd sung
vao lac nudi cdy. Theo do, polyme c6 thé dugc tich lily trong vi sinh vat va polyme c6

thé sau d6 duoc tai tao.

DPé nuoi céy vi sinh vét dugc chuyén d6i boi vecto biéu hién béng cach st dung
trinh tu khoi dau c6 thé cam ung, chit cdm ung cua noé, chiang han isopropyl-p-D-
thiogalactopyranosit (IPTG) hoic axit indoleacrylic (IAA), ¢ thé dugc bd sung vao
mdi truong. PE nudi cdy thé bién nap tir cac té bao dong vaf dudi dang vét chl, moi
truong ching han nhu RPMI-1640 hoic DMEM duoc bd sung huyét thanh bao thai bd
c¢6 thé duoc str dung. Theo phuong 4n wu tién cta sang ché, viéc nudi cdy duge thyc
hién thuong cé su hién dién ciia 5% CO, & nhiét do tir 30°C dén 37°C trong khodng
thoi gian tir 14 dén 28 ngay. Trong khi nudi cdy, cdc khang sinh ching han kanamyxin

hodc penixilin ¢6 thé dugc bo sung vao mdi trrong.

Theo phuong 4n wu tién ctia sang ché, budc tinh ché polyme c6 thé ciing dwoc
thyc hién. Tt hon, thé bién nap dwoc thu dugc tir viée nudi cdy bing cach ly tdm, sau
do duoc ria béng nude cit va hexan, va duoc 1am kho. Sau d6, thé bién nap da lam
khd duoc tao huyén phi trong cloroform va dwoc nung néng dé chibt xuét polyme tir
d6. Céc chét ling c6 thé duoc tach bo bang céach loc. Tét hon, metanol duge bd sung
vao dung dich cloroform dé Két tia polyme. Sau khi dich ndi bé& mit dugc tach bd
b%mg cach loc hoic ly tAm, cc chit két tia dugc 1am kho dé tao ra polyme tinh khiét.
Polyme thu dugc duge x4c nhén 13 polyme mong mudn theo céch thong thudng, vi du,

bing sic ky khi, cong hudng tir hat nhan hoic phuong phap tuong tu.

Polyme synthaza nay c6 thé tong hop copolyme (polyme) bao gdm axit 3-
hydroxyalkanoic don vi monome dugc thé hién béi cong thirc I, trong d6 R 14 nguyén

ttr hydro hogic nhém alkyl tir C1 dén C4.
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Cong thirc I

Tt hon, polyme 13 polyhydroxyalkanoat. Polyme ¢6 thé 1 copolyme bao gdm
poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat) copolyme ngau nhién (P(3HB-co-3HV))
ho&c poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyhexanoat) copolyme ngau nhién [P(3HB-co-
3HHx)]. Thé bién nap thuc hién gen polyme synthaza c6 kha ning tao ra P(3HB-co-

3HHX) véi hi€u suat rat cao.

Quy trinh thong thudong sin xudt poly(3-hydroxybutyrat) [P(3HB)] xuét hién
vAn dé vé cac dic tinh vét Iy c6 kha ning chiu va dap kém do polyme nay la polyme
tinh thé cao. Do két tinh duoc ha thip bing cach chuyén 3-hydroxyvalerat c6 nim
nguyén tir cacbon hodc 3-hydroxyhexanoat c6 sdu nguyén tir cacbon vao trong chudi
polyme. Polyme hoat dong nhw vét liéu polyme linh hoat cling 14 tuyét déi trong kha
néng chiu nhiét va kha néng dinh hinh.

Theo sang ché, copolyme P(3HB-co-3HHX) c¢6 thé duge san xudt voi ning sudt
cao bang cach st dung polyme synthaza ctia Chromobacterium sp. dugc st dung. Do
polyme mong mubn c6 thé thu dugc v6i mot lugng 16n bang cach sit dung phuong
phép noi trén, nod co thé dugc sur dung duéi dang vét li€u co thé phén huy sinh hoc
duoc bao gdm soi, mang hodc cic loai khic nhau. Hon nita, gen theo sang ché c6 thé
duge dung dé gy ching tao ra copolyme P(3HB-co-3HHX) cao.

Sang ché bao gém cac ndi dung trong cac diém yéu ciu bao hd kém theo ciing
nhu phin md ta & trén. Mic dii sdng ché da dugc md ta dusi dang céc phwong 4n wu
tién v6i mitc d6 cu thé, nhung cin hiéu ring sy boc 19 ndy clia phuong 4n wu tién chi
duoc thuc hién nhu mot vi du va cac thay dbi khac trong cac chi tiét céu trac, sy tb
hop va sép xép khac ciia céc phan c6 thé dugc ding dén ma khong vuot qua pham vi
clia sang ché.

Vi du thwe hién siang ché

Cac vi du dugce dé clp dudi ddy dé minh hoa cho céc khia canh va phuong an
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khéc nhau cta sang ché. Cac vi du nay khong giéi han sang ché ma sang ché chi bi
gi6i han boi cac diém yéu cau bao ho.
Vi du 1: Nhén ban gen polyme synthaza tir Chromobacterium sp. USM2

PAu tién, thu vién ADN bd gen da duoc phan lép tir Chromobacterium sp.
USM2. Chromobacterium sp. USM2 da dugc nudi cdy qua dém trong 50 ml moi
truong gidu dinh dudng (1% pepton, 1% chiét xudt thit, 0,5% chiét xudt ndm men, pH
7,0) & 30°C va sau d6 ADN b gen di thu dugc tir vi sinh vét bang cach sir dung

phuong phép tiéu chuén.

Pé thu dugc doan ADN chira gen polyme synthaza tir Chromobacterium sp.
USM2, thi nghiém sau d6 dugc chuén bi. Hai oligonucleotit viing cu thé dugc thiét ké
bang cach sir dung co s& dit liu NCBI dudi dang quy chiéu, SEQ ID NO:3 va SEQ ID
NO:4, da dugc tdng hop.

Gen polyme synthaza duoc khuéch dai boi PCR bing cach st dung céc
oligonucleotit dud¢i dang céc mdi va ADN bo gen tit Chromobacterium sp. USM2 duéi
dang template. PCR dd duogc thyc hién bing cach sir dung 30 chu trinh, mdi chu trinh
bao gébm phan tmg & 95°C trong khoang thoi gian 20 gidy, & 60°C trong khodng thoi
gian 180 gidy, va & 60°C trong khodng thoi gian 180 gidy.

Chudi nucleotit ctia 1,7 kbp Apal-Sall tir doan ndy dugc xac dinh bang phuong
phép Sanger. Gen polyme synthaza chtra trinh tu nucleotit (1704) SEQ ID NO:1 da thu

duoc.
Vi du 2: Piéu ché thé bién nap Cuprividus necator

DPoan gen polyme synthaza Apal-Sall diu tién duoc gin vao trong vecto nhéan
ban pGEM-T (Promega) ma trudc d6 dugc cét boi cung enzym han ché. Poan nay sau
d6 dugc phan huy lai bdi cdc enzym han ché Apal va Sall va doan gen polyme
synthaza Apal-Sall thu dugc dugc gin vio trong vecto tai t6 hop pPBBRIMCS-2 c6
kha ning biéu hién trong cac vi sinh vat thudc chung Cupriavidus, va plasmit tai t6
hop thu duge duge bién dbi thanh Cupriavidus necator PHB-4 (DSM 541) (chung
thiéu kha ning tong hop polyme ) bing phuong phép bién ddi lién hop.

Piu tién, plasmit tai t6 hop dugc st dung d8 bién nap E. coli S17-1 bing
phuong phép canxi clorit. E. coli tai td hop theo d6 thu duge va C. necator PHB-4
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duoc bién nap lién hop. E. coli tai td hop va C. necator PHB-4 1an luot duoc nudi céy
qua dém trong 1,5 ml méi truong LB va mdi trudong giau chét dinh dudng & 30°C ,
mdi 0,1 ml duge két hop va nudi cy trong dung cu lic & nhiét do phong trong khodng
1 gio. Hon hop sau d6 dugc U khong lic trong khoang thdi gian 30 phut, va sau d6
dugce lic trong khoang 30 phut. Hon hop vi sinh vat duge dat trén thach Simmon xitrat

chtra 50 mg/l kanamycin va dugc nudi cdy & 30°C trong 2 ngay.

Do C. necator PHB-4 dugc bidu hién chiu duge kanamycin bang cach truyén
plasmit trong E. coli tai td hop vao né, cic nhan ban dugc sinh trudng trén thach

Simmon xitrat 13 thé bién nap ctia C. necator.
Vi du 3: Téng hop polyme bang cac bién nap C. necator

M&i thé bién nap C. necator H16, C. necator va PHB-4 dugc nudi cdy vao
trong 50 ml moi truong khoang (3,32 g/l dinatri hydro phosphat, 2,8 g/l kali dihydro
phosphat, 0,54 g/l ure) chira 1 ml/l cidc nguyén t6 vi luong va duoc U vio trong binh &
30°C. 50 mg/l kanamycin duoc bd sung vao trong mdi trudng d& cac thé bién nap C.

necator va cic vi sinh vit dugc nubi cay trong khoang 48 gid va 72 gio.

M&i chung H16, thé bién nap C. necator va PHB-4 dugc nudi cdy vao trong
moi truong khodng ndi trén ma c6 5 g/l fructoza va dau hat co thdé (CPKO) duoc bd
sung vao d6, va mdi ching dugce nudi cdy & 30°C trong khoang 72 gid trong binh 250
ml. Natri valerat (2,5 g/l) dugc bd sung dé tao ra 3-hydroxyvalerat (3HV). 50 mg/l
kanamycin dwgc bd sung trong cac mdi trudng cho cac thé bién nap C. necator. Dé
téng hop poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat-co-3-hydroxyhexanoat) [P(3HB-
co-3HV-co-3HHx)] terpolyme, cdc ndng do khdc nhau ciia natri valerat va natri

propionat dwoc bd sung cuing v6i 12 g/l CPKO.

Céac vi sinh vat duogc téi tao béng cach ly tdm, duoc rua b%mg nudce cit va hexan
(c6 mit CPKO) va dugc lam kho lanh, va trong luong cia céc vi sinh vét khé duge
xac dinh. 2 ml hon hop axit sulfuric/metanol (15:85) va 2 ml cloroform dugc bd sung
vao tir 10 dén 30 mg vi sinh vét kho, va mu dugce bit kin va nung nong & 100°C trong
khoang 140 phut nho d6 polyme trong cac vi sinh vét duoc phén hiy thanh metyleste.
1 ml nude cit duge bd sung thém vao dé va dugce khuéy manh. N6 dugc bo lai va tach
thanh hai 16p, va 16p hitu co bén dudi dugce loai bd va phan tich cac thanh phén ctia n6

bing phép sic ky khi mao mach thong qua cot mao mach Neutra BOND-1 (cot dai 25
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m, dudng kinh trong bing 0,25 mm va do day mang léng 1a 0,4pm, dugc san xuét boi
GL Science) trong Shimadzu GC- 2010. Nhiét do duoc ting 1én véi tbc d6 8°C/phit tir

nhiét d§ ban dau 1a 100°C. Cac két qua duogc thé hién trong cac Bang 1, 2 va 3.

Bang 1 thé hién sy tdng hop sinh hoc PHA bing thé bién nap C. necator tir

fructoza, hdn hop cua fructoza va natri valerat va CPKO.

Béang 1
Ngudn Chung Trong Ham lugng | Thanh phan PHA
cacbon lugng té PHA
bao kho , (mol%%)
(Wt%)’
€4y
3HB 3HV 3HHx
Fructoza | Thébién | 3,1 £ 0,2 64 + 2 100 ND ND
nap
H16 3,3+ 0,1 56 + 1 100 ND ND
PHB-4 23+ 0,2 0 ND ND ND
Fructoza Thébién | 2,8 + 0,2 57 +2 40 60 ND
nap
+ H16 3,0 + 0,1 38 + 2 65 35 ND
Natri
valerat
CPKO Thé bién 4,0 £0,2 63 + 2 96 ND 4
napHI6 | 51 404 60 + 1 100 ND

¢ duogc U trong khoang 48 giv ¢ 30°C, pH ban dau 13 7,0, 200 rpm trong mdi trudng

khoéng Natri valerat dugc bd sung trong 24 gi® nudi cy
® ham lugng PHA trong céc té bao kho dong

3HB, 3- hydroxybutyrat; 3HV, 3-hydroxyvalerat; 3HHX, 3-hudroxyhexanoatND -
khong dugc phéat hién

Dua trén céc két qua trong Bang 1, thé bién nap c6 thé st dung fructoza dé tao

ra P(3HB) homopolyme. Trong luong té bao kho 14 3,1 + 0,2 g/l va ham lugng polyme
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1a 64 + 2 % trong lugng cla vi sinh vt gn nhu twong tu trong lugng ctia H16 (3,3 +
0,1 g/l va 56 + 1 % trong luong cua vi sinh vat). Ding nhu dy kién, khong c6 su tich
liiy nao quan sat dugc trong PHB-4. Trong luong té bao kho cao hon dat dugc khi
CPKO duoc st dung dudi dang ngudn cacbon duy nhét. Sinh khéi té bao ctia thé bién

nap 12 4,0 £ 0,2 g/l va ham lugng polyme 1 63 £ 2 % trong lugng vi sinh vat.

Diéu thu vi 13, sy c¢6 mit cia CPKO, sy tich lily cia copolyme P(3HB-co-
3HHX) vdi 4 mol% 3HHx duge quan sat thy trong thé bién nap. Piéu nay khéng rd
rang trong loai Chromobacterium sp. USM2 hodc H16 ty nhién.

Pé kiém tra su tao ra copolyme P(3HB-co-3HV), natri valerat dugc bd sung
vao viéc nudi céy da c6 fructoza. Thanh phin 3HV dugc tao ra béi thé bién nap gin
hai 1dn cao hon so véi H16. Ham lugng duoc tao ra bing thé t4i td hop ciling cao hon
57 £ 2 % trong lugng vi sinh vat so vai loai ty nhién, 38 + 2 % trong luong vi sinh vét.
Kha néng polyme synthaza nhén ban dé tich lily mdt lugng cao 3HV tir tién chit ndng

d6 thip cho thiy 4i luc cao ciia nd vé phia t6 hop 3HV.

Bang 2 thé hién su phan tich so luge vé thoi gian cta sy tich lity P(3HB-co-
3HHx) béng thé bién nap C. necator tir CPKO.

Béang 2
Thoi gian Trong luong Ham lugng Thanh phan PHA(mol%)

(gi0) lam kho te PHA

bao )

(wt%)

g/
3HB 3HHx

6 0,4 5+1 89 11
12 1,8 £ 0,1 27 £ 4 91 9
24 4,5 £ 0,6 45 + 2 95 5
36 55+ 0,6 65 £ 1 96 4
48 7,1 + 0,4 76 £ 2 97 3
60 82+ 0,7 8l £ 2 97 3
72 8,8 + 0,5 83 £ 4 97 3

PHA, polyhydroxyalkanoat; P(3HB), poly(3-hydroxybutyrat); P(3HHx); ply (3-

hudroxyhexanoat)
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“Pugc U trong khodng 72 gio & 30°C, pH 7.0 ban dau, 200 rpm trong mdi trudng tong
hop sinh hoc PHA

CPKO duoc bd sung trong khi nudi cdy (0 gid)

*Ham luong PHA trong céc té bao dugc khd dong bing duge xac dinh thong qua séc

ky khi (GC).

Tir cac két qua trén Bang 2, 3HHx mol% phin c6 thé dugc kiém soat trong qué
trinh nuéi cdy va pham vi tir 3 dén 11 mol% c6 thé duge san xudt. Sinh khéi té bao cao
va ham lugng polyme thu dugce khi dugc nudi cdy trong khoang 72 gio. Tbng trong
lwong té bao kho 1a 8,8 + 0,5 g/l va ham luong polyme 83 + 4 % trong lugng vi sinh
vat thu dugc. Céc té bao duge du bao dé sir dung ngudn cacbon dugc cung cép hiéu
qua, nhu dugc chi ra bdi sy gidm déng ké ndng do ciia ddu con lai cho dén khi duge
phat hién & cudi qua trinh nuoi cdy trong 72 gio.

Bang 3 thé hién su tbng hop sinh hoc cuia P(3HB-co-3HV-co-3HHX) terpolyme
bing thé bién nap C. necator tlr cdc hop hop cia CPKO va cic tién chit c6 nong do

khéc nhau.

Béng 3
Tién chét Trong luong Ham lugng
€baokho | PHA Thanh phin PHA (mol%)
g/ (Wt%)"
3HB | 3HV 3HHx
Natri valerat
1 6,9 £ 2,0 10+ 1 69 24 7
3 1,9 £ 0,2 23+ 6 19 79 2
5 22+0,1 33+ 6 10 89 1
7 3,5 £ 0,1 53+ 4 14 85 1
9 2,1 £04 069 + 1 8 91 1
Natri propionat
1 6,0 £ 0,2 32+ 1 91 1 8
3 L6+01 | 21 71 23 6
5 22 +0,8 10 + 4 47 49 4
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7 1,9 £ 0,1 11+£3 30 69 1

9 1,8 £ 0,3 35+ 3 48 51 1

“Puoc u trong khoang 72 gio & 30°C, pH 7,0 ban d4u, 200 rpm trong mdi trudng tong

hop sinh hoc PHA. cac tidn chét duoc b sung ltc nudi céy dugc 6 gio.
CPKO duoc bd sung trong khi t (0 gid)

> Ham luong PHA trong céac té bao khd dong duge xac dinh thong qua sic ky khi
(GO).

Nhu duoc thé hién trong Bang 3, mot phdn 3HV mol% c6 thé dugc diéu chinh
bang céch bd sung céc ndng do tién chét khac nhau. Nhin chung, 3HV mol% duoc
nhan thiy ting 1én so véi sy ting ndng do cia tién chit. V6i natri valerat, 3HV mol%
nim trong khoang tr 24 dén 91 mol%. Sau d6, v6i natri propionat thi 3HV mol% nim

trong khoang tir 1 dén 51 mol%.

Phin mol% 3HHx cao hon khi c4c ndng d6 thdp hon cua céc tién chét dugc st
dung. D6 12 7 mol% va 8 mol% v6i 1 g/L natri valerat va natri propionat, twrong ung.
Nong d6 polyme cao nhét 13 69 + 1 trong lwgng vi sinh vat dugc tao ra khi 9 g/L natri
valerat dugc st dung. Nhin chung, sinh khéi té bao cao hon khi ndng d6 thip hon cia

cac tién chat nay dugc cap vao.

Sau do, cac té bao thé bién nap C. necator kho dugc tao huyén phu trong
cloroform va dugc nung néng téi 60°C trong khodng thoi gian 4 git @8 chiét xuét
polyme tir n6. Céc du lugng dugc loai bo bang cach loc. Metanol dugc bd sung vao
dung dich cloroform nay dé két tira polyme. Sau d6 chit ndi bé& mit duoc tach bd bing

cach loc hoac ly tam, céac chét két tta duoc 1am kho dé tao ra polyme tinh khiét.

Polyme thu dugc dugc xéac thuc bing sy cong hudng tir hat nhan. Téng 25 mg
mAu polyme duge hoa tan trong 1 ml deuterat cloroform (CDCl;). Quang phd 'HNMR
duoc do trén Bruker AVANCE 300; NC, quang phd ké USA & tan sb 400 MHz & 30°C.
Tetramethylsilan (Me,Si) dugc st dung dudi dang quy chiéu chuyén dich hoa hoc bén
trong. Két qua dugc thé hién trén Fig. 4.
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YEU CAU BAO HQ

Polynucleotit dugc phén 14p ma héa polypeptit chira trinh ty axit amin n€u trong

SEQ ID NO:1 ¢6 hoat tinh polyme synthaza.

Polynucleotit dugc phan 14p theo diém 1, trong d6 polynucleotit nay chta trinh tu

nucleotit néu trong SEQ ID NO:2 hodc trinh ty bd sung ctia no.

Polynucleotit dugc phén 1ap theo diém 1, trong d6 polynucleotit ndy chira trinh tu
nucleotit néu trong SEQ ID NO:2, trong d6 T dugc thay bﬁng U; hodc trinh tu bd

sung cua no.

Polynucleotit dwgc phan 1ap theo diém 1, trong d6 polynucleotit nay dugc tbng
hop bing cach khuéch dai cac ving dugc bao tdn ctia gen polyme synthaza tir vi
sinh vat chira gen tdng hop polyme bing cach sir dung ciip oligonucleotit khuéch

dai c6 céc trinh ty nucleotit néu trong SEQ ID NO:3 va SEQ ID NO:4.

Vecto tai td hop chira polynucleotit dugc phén 1ap theo diém 1.

Vecto tai td hop theo diém 5, trong d6 vecto nay la plasmit hodc thé thuc khuén.
Thé bién nap duoc bién nap béi vecto theo diém 6.

Quy trinh san xuét polyme, trong d6 quy trinh ndy bao gém céc bude:

nudi cdy thé bién nap theo di€m 7 trong modi trudong chira cdc véat liéu co the

polyme dugc; va
tai tao polyme tir moi truong duge nudi ciy.

Quy trinh theo diém 8, trong d6 polyme 14 polyhydroxyalkanoat.
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SEQ ID NO: 1

MQQFVNSLSLGQDQSDAPHPLTGAWSQLMSQTNQLLQLQSSLYQQQLGLWTQF
LGQTAGNDASAPSAKPSDRRFASPEWDEHPFYSFLKQSYLQTSKWMMELVDK
T
QIDESAKDKLSFATRQYLDAMAPSNFMLTNPDVVKRAIETQGESLVEGMKNM
M
EDIQKGHISMSDESKFQIGKNLVVTPGEVVFRNELIELIQYTPTTEKVHEKPLLF
VP
PCINKYYLMDLQPDNSMVRHFVGQGYRVFLVSWRSAVPEMKNFTWETYIEKG
\Y
FAAAEAVQKITKQPTMNALGFCVGGVILTTALCVAQAKGLKYFDSATFMTSLI
D
HAEPGEISFFIDEALVASREAKMAAGGIISGKEIGRTFASLRANDLVWNYVVNN
Y
LLGKTPAPFDLLYWNNDAVDLPLPMHTFMLRQFYINNALITPGAITLCGVPIDIS
K
IDIPVYMFAAREDHIVLWSSAYSGLKYLSGTPSRRFVLGASGHIAGSINPVTKD
KR
NYWTNEQLPVNPEEWLEGAQSHPGSWWKDWDAWLAPQSGKQVPAPKMLGS
K EFPPLQPAPGSYVLAKAMPPVAAALN

Fig.1
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SEQ ID NO: 2

ATGCAGCAGTTTGTCAATTCCCTGTCGCTCGGCCAGGACCAGTCCGATGCCCC
CCATCCGCTGACCGGCGCCTGGTCGCAGCTGATGAGCCAGACCAATCAGCTC
TTGCAGCTGCAATCCAGCCTCTACCAACAGCAATTGGGCTTGTGGACGCAATT
CCTCGGCCAAACCGCCGGCAACGACGCTTCCGCGCCGTCGGCCAAGCCGAGC
GACCGCCGCTTCGCCTCGCCGGAGTGGGATGAGCATCCGTTCTACAGCTITCCT
CAAGCAGAGCTATCTGCAAACCTCCAAGTGGATGATGGAGCTGGTGGACAAG
ACCCAGATCGACGAAAGCGCTAAGGACAAGCTGTCCTTCGCCACTCGCCAGT
ACCTGGATGCCATGGCGCCCAGCAACTTCATGCTGACCAACCCCGACGTGGT
CAAACGCGCCATCGAAACCCAGGGCGAAAGCCTGGTGGAAGGCATGAAGAA
CATGATGGAGGACATCCAGAAGGGCCATATCTCGATGTCCGACGAGAGCAAG
TTCCAAATCGGCAAAAACCTGGTGGTGACGCCGGGCGAGGTGGTGTTCCGCA
ATGAACTGATCGAGCTGATCCAGTACACGCCGACCACCGAAAAAGTCCACGA
AAAGCCCTTGCTGTTTGTCCCGCCGTGCATCAACAAGTACTACCTGATGGATC
TGCAGCCGGACAACTCCATGGTGCGCCACTTCGTCGGCCAGGGTTACCGCGT
TTTCCTGGTCAGCTGGCGTTCCGCCGTGCCCGAGATGAAGAACTTCACTTGGG
AGACCTACATCGAGAAAGGCGTGTTCGCCGCGGCCGAAGCGGTTCAGAAGAT
CACCAAGCAGCCGACCATGAACGCGCTGGGCTTCTGCGTGGGCGGCGTGATC
CTCACTACCGCGCTGTGCGTGGCCCAGGCCAAGGGTCTGAAATACTTCGACT
CCGCCACCTTCATGACGTCGCTGATCGACCACGCCGAACCGGGCGAGATCTC
CTTCTTCATCGACGAGGCGCTGGTAGCCAGCCGCGAAGCCAAAATGGCGGCC
GGCGGCATCATCAGCGGCAAGGAAATCGGACGCACTTTCGCCAGCCTGCGCG
CCAACGACCTGGTGTGGAACTACGTCGTCAACAACTACCTGCTGGGCAAGAC
CCCGGCGCCGTTCGACCTGCTGTACTGGAACAACGACGCGGTGGACCTGCCG
CTGCCGATGCACACCTTCATGCTGCGGCAGTTCTACATCAACAACGCGCTGAT
CACCCCGGGCGCCATTACGCTGTGCGGCGTCCCGATCGACATCTCCAAGATC
GACATCCCGGTGTATATGTTCGCCGCGCGCGAAGACCACATCGTGCTGTGGA
GTTCCGCCTACTCCGGCCTGAAATATCTGAGCGGCACGCCAAGCCGCCGCTTT
GTCCTGGGCGCATCCGGCCACATCGCCGGCTCGATCAACCCCGTCACCAAGG
ATAAGCGCAACTACTGGACCAACGAGCAGCTGCCGGTGAATCCGGAAGAAT
GGCTGGAGGGCGCGCAAAGCCATCCAGGCAGCTGGTGGAAGGACTGGGACG
CCTGGCTGGCCCCGCAATCTGGAAAACAGGTTCCGGCGCCCAAGATGCTGGG
CAGCAAGGAGTTCCCCCCGCTGCAGCCTGCGCCGGGCAGCTATGTGCTCGCC
AAGGCGATGCCTCCCGTCGCCGCCGCCTTGAACTGA

Fig.2
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SEQ ID NO: 3
CGTAATTGGGGCCCATGCAG
SEQ ID NO: 4

AGCCGCCGCCGAAGCTTCCGATGGC
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