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(57) Sang ché€ dé cap dén phytaza, polynucleotit ma hod ching, st dung
polynucleotit va polypeptit theo sdng ché, cling nhu qué trinh san xuét va phan
lap polynucleotit va polypeptit nay. Cu thé 13, sing ch& dé xuat polypeptit cé
hoat tinh phytaza & diéu kién nhiét do cao va phytaza van giit dugc hoat tinh sau
khi ti€p xdc véi nhiét do cao. Phytaza theo sdng ché c¢6 kha niang chiu nhiét
va/hoac bén nhiét ca & nhiét do thap va nhiét do cao. Phytaza theo sang ché cé
thé dugc st dung trong thyc phdm dé cai thién gid trj clia thanh phan giau phytat
trong thitc an gia stc. Phytaza theo sang ché c6 thé dugc ché bién & dang thuc
phdm hoic thic 4n gia stic hoic thuc phdm bé sung cho nguoi va gia stc, ching
han, dé hé tro qua trinh tiéu hod phytat. Thuc pham hodc thitc an gia stc theo
sang ché c6 thé & dang hat c6m, dang 10ng, bot va cdc dang tuong tu. Theo mot
khia canh, phytaza theo sdng ché€ 1a 6n dinh v6i qué trinh bién tinh nhiét trong
khi tao hat com; va diéu nay s€ lam gidm gid thanh clia san phdm phytaza trong
khi van git dugc hiéu qua va duy tri hoat tinh trong thiic an gia stc trong co thé.

Mtbc d6 duy tri hoat tinh cia cac thé dot bién Phytaza
GeneReassemblyTM sau khi xt Iy nhiét trong 30 phut
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Linh vic k§ thuit dwoc dé cap

vSéng ché dé cap dén enzym phytaza, polynucleotit ma hod enzym nay, viéc sur
dung céc polynucleotit va polypeptit theo sang ché, cling nhu phuong phap san xuit va
phan 14p cac polynucleotit va polypeptit. Cu thé 13, sang ché dé xuét cac polypeptit co
hoat tinh phytaza & diéu kién nhiét d6 cao va phytaza van giit dugc hoat tinh sau khi tiép
" xuic v6i nhiét d cao. Phytaza theo sang ché khong nhing bén véi nhiét d6 cao ma con
c6 thé co tinh chiu nhiét va/hoic bén nhiét & nhiét d6 thp. Phytaza theo sang ché c6 thé
dugce st dung trong thuc pham dé cai thién gia tri ciia cic thanh phén gidu phytat trong
chin nuo6i. Phytaza theo sang ché c6 thé dugc san xut thanh thirc an hodc thirc an gia
stic hodc thirc &n bd sung, ching han, dé hd trg cho qua trinh phan cét phytat. Thuc phim
hoic thitc &n gia stc theo sang ché c6 thé & dang vién, 10ng, bot va cac dang tuong tu.
Theo mot khia canh, phytaza theo sang ché 13 6n dinh voi qué trinh bién tinh nhiét trong
qué trinh déng vién; va didu nay s& 1am giam gia thanh cta san phim phytaza trong khi
vén gift dugc hiéu qua trong co thé va hoat tinh trong thirc 4n gia stc.
Tinh trang ky thuit ciia-sang-ché
Khoéng chét 13 cac yéu td thiét yéu dbi voi qua trinh sinh truedng cua tit ca cac sinh
vét. Cac khoang chét dinh dudng c6 thé nhan duoc tir nhiéu ngudn nguyén liéu, bao g0m
ca thuc vat. Chéng han, hat 1a mét nguén giau khoang chat vi chiing chtra cac ion duoc
tao phitc v6i cac nhém phosphat trong phan tir axit phytic. Cac khoang chét lién két véi
phytat c6 thé, trong mot s truong hop, thoa mén nhu cu dinh dudng cia mot sé loai
gia suc, nhu dong vat nhai lai ma da day cé nhiéu ngén. Do d6, trong mot ) trudng hop,
dong vat nhai lai thuong can bd sung dinh dudng bing phosphat vo co va khoang chit
it hon vi céc vi sinh vét trong da cé s& tao ra cac enzym xic tac qua trinh chuyén hoa
phytat (myo-inositol-hexaphosphat) thanh inositol va phosphat vd co. Trong qué trinh
nay, khoang chét tao phirc v&i phytat s& dwoc giai phong. Tuy nhién, phin 16n cac loai
gia stic khdng c6 kha nang sir dung hiéu qua cac khoang chét lién két v6i phytat. Do do,

chang han, trong qué trinh chin nuéi céc loai dong vat da day don (chang han, lon, gia
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cdm va c4), thirc in thudng dugc bd sung khoang chat va/hoidc khang sinh 1am thay dbi

quan thé sinh vat trong hé tiéu hoa ctia dong vat nhim ting tbc do sinh trudng.

Nhur vay, ¢ rat nhidu vn dé khé giai quyét ma lién quan dén ché d6 dinh dudng,
cac budc xir Iy ngoai co thé, strc khoé va y té, bio vé méi trudng, va quan 1y ngudn tai
nguyén, di kém véi qué trinh thuy phan phytat khong ddy dii trong nhiéu tmg dung. Sau

day la cac vi du khong han ché vé cac van dé trén:
1) Viéc bo sung khoéng chat vo co vao che do an 1a rat ton kém.

2) Su c6 mit cua phytat chua dugc thuy phan la khéng mong mudn va khé giai quyét

trong nhiéu ing dung ngoai co thé (ching han, gy cin).

3) Viéc bo sung chat khang sinh vao ché do in s& din dén cac nguy co veé strc khoé cho

ngudi va dong vat do 1am ting sb lwgng mam bénh khang khang sinh.

4) Su giai phong cac khoang chat trong phan khéng dwoc hap thy vao méi trudong s& lam
rbi loan va phé huy hé sinh thai cta dét, nu6e nudi cé, va nude bé mat xung quanh &

quy mo 16n.

5) Viéc cung cap dudng chat c6 gia tri cua nhiéu loai thuc pham tiém ning van chua

duoc khai thac triét dé va con lang phi.

Do d6, thue phdm chira phytat cin bd sung céc chét dinh dudng ngoai sinh va/hodc
v6i mdt ngudn c6 hoat tinh phytaza d& khic phuc khiém khuyét cua viéc cung cép dinh

dudng trong qué trinh ti€u hod cho mot lugng 16n cac loai dong vat.

Do d6, can co phuong phap thuy phén véi hi¢u suat cao va hiéu qua v& mat gia
thanh phytat trong nhiéu tmg dung khac nhau. Cu thé 13, cin phai c6 phuong phap dé
t6i uu hod qué trinh thuy phén phytat trén quy mé thuong ma_ii. Theo mot khia canh cu
thé, can phai t6i wu hoa cac phuong phap xir Iy trén quy md thuong mai dé cai thién

thanh phan dinh dudng cua thuc phim chira phytat dé st dung cho ngudi va gia stc.
Bin chit k¥ thuit ciia sang ché

Sang ché dé xuét polypeptit c6 hoat tinh phytaza, polynucleotit m3 hoa chung, viéc
str dung polynucleotit va polypeptit theo sang ché va phuong phéap san xuét ciing nhu

phén 14p cac polynucleotit va polypeptit ndy. Theo mot khia canh, sang ché dé xuit
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polypeptit c6 hoat tinh phytaza & diéu kién nhiét d6 cao va phytaza van giit duoc hoat
tinh sau khi tiép xtc véi nhiét do cao. Phytaza theo sang ché c6 thé duoc st dung trong
thuc phdm dé cai thién gia tri dinh dudng cta cic thanh phan gidu phytat. Phytazé theo
sang ché c6 thé dugc san xuét & dang thuc phdm hogc thirc an gia stic hodc thanh phin
bd sung @&, ching han, hd trg qua trinh phéan giai phytat. Thuc phdm hoic thirc dn gia
suc theo sang ché co thé & dang hat cdm, vién nén, vién tron, dang 16ng, bot, dang xit va
cac dang tuong tu. Theo mot khia canh, phytaza theo sang ché c6 d6 6n dinh vé6i qua
trinh bién tinh bang nhiét trong qua trinh tao hat cm; va diéu nay sé€ lam giam gi4 thanh
cua san phénﬁ phytaza trong khi van giit dugc hiéu qua trong co thé va qua trinh phat

hién hoat tinh trong thtrc an.

Sang ché @& xuit axit nucleic dugc phan 1ap, tong hop hoic tai td hop, trong d6

axit nucleic nay bao gom:

(i) trinh tur axit nucleic c6 mirc d6 twong dong vé trinh tu it nhit 12 95%, 96% 97%,
98% hodc 99% so v6i SEQ ID NO:1 va chtaitnhdt 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13 hoic tt c4 14 cai bién vé trinh ty cip bazo nucleotit so véi SEQ ID NO:1, dugc chon
tr nhém bao gém: cac nucleotit & cac vi tri 139 dén 141 1a TTT hodc TTC; cac nucleotit
& cac vi trf 289 dén 291 14 GTT, GTC, GTA hoidc GTG; cac nucleotit & cc vi tri 289
dén 291 1a GAA hodc GAG; c4c nucleotit & céc vi tri 406 dén 408 12 CAT hoic CAC;
céc nucleotit & cac vi tri 475 dén 477 14 GTT, GTC, GTA hodc GTG; cac nucleotit & cac
vi tri 475 dén 477 12 GAA hodc GAG; céc nucleotit & céc vi tri 487 dén 489 1a CGT,
CGC, CGA, CGG, AGA hoic AGG:; cac nucleotit & cac vi tri 490 dén 492 13 CGT,
CGC, CGA, CGG, AGA hoic AGG; cac nucleotit & cac vi tri 502 dén 504 1a CGT,
CGC, CGA, CGG, AGA hoic AGG; cac nucleotit & cac vi tri 535 dén 537 1a CGT,
CGC, CGA, CGG, AGA hoic AGG; cac nucleotit & cac vi tri 676 dén 678 1a GAT hoic
GAC; cac nucleotit & cac vi tri 697 dén 699 13 TGG; céc nucleotit & céac vi tri 823 dén
82514 GTT, GTC, GTA hoidc GTG; cac nucleotit & cac vi tri 865 dén 867 1a GCT, GCC,
GCA hoic GCG; céac nucleotit & cac vi tri 1045 dén 1047 1a TAT hodc TAC; va cac
nucleotit & cac vi tri 1087 dén 1089 14 CCA, CCC, CCG hoidc CCT; hodc,

(ii) trinh tu axit nucleic c6 d6 twong dong it nhét 13 95%, 96% 97%, 98% hodc 99%
so voi SEQ ID NO:1 va chira it nhét 1,2, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13 hoac tht ca 14
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cai bién vé trinh tu cap bazo nucleotit so vdi SEQ ID NO:1, duoc chon tir nhém bao
gdm: cac nucleotit & cac vi tri twong duong 139 dén 141 1a TTT hoic TTC; cac nucleotit
& cac vi tri twong duong 289 dén 291 1a GTT, GTC, GTA hoac GTG; cac nucleotit &
cac vi tri trong duong 289 dén 291 1a GAA hoic GAG; cac nucleotit & céc vi tri tuong
dwong 406 dén 408 1a CAT hoiic CAC; cac nucleotit & cac vi tri trong duong 475 dén
477 1a GTT, GTC, GTA hodc GTG; cac nucleotit & cac vi tri twong duong 475 dén 477
12 GAA hodc GAG; cac nucleotit & cac vi tri twong dwong 487 dén 489 1a CGT, CGC,
CGA, CGG, AGA hoic AGG; cac nucleotit & céc vi tri tuong dwong 490 dén 492 1a
CGT, CGC, CGA, CGG, AGA hodc AGG; céc nucleotit & cac vi tri twong duong 502
dén 504 1a CGT, CGC, CGA, CGG, AGA hogc AGG; cac nucleotit & cac vi tri twong
duong 535 dén 537 1a CGT, CGC, CGA, CGG, AGA hodc AGG:; cac nucleotit ¢ cac vi
tri trong duong 676 dén 678 12 GAT hodc GAC; cac nucleotit & cac vi tri twong duong
697 dén 699 13 TGG; cac nucleotit & cac vi tri trong dwong 823 dén 825 14 GTT, GTC,
GTA hodc GTG; céac nucleotit & cac vi tri tuong duong 865 dén 86712 GCT, GCC, GCA
hoic GCG; c4c nucleotit & cac vi tri trong duong 1045 dén 1047 13 TAT hodc TAC; va
cac nucleotit & cac vi tri twong duong 1087 dén 1089 14 CCA, CCC, CCG hoic CCT;

hodc

(iii) polynucleotit ma hoa polypeptit ¢ trinh ti chira it nhét 1,2, 3, 4, 5,6,7,8,9,
10, 11, 12, 13 hodc tht ca 14 cai bién géc axit amin so véi SEQ ID NO:2, dugce chon tir
nhém bao gém: axit amin alanin & vi tri axit amin 47 ciia SEQ ID NO:2 duoc cai bién
thanh phenylalanin; axit amin xystein & vi tri axit amin 97 ctia SEQ ID NO:2 dugc cai
bién thanh valin; axit amin xystein & vi tri axit amin 97 cia SEQ ID NO:2 dugc cai bién
thanh axit glutamic; axit amin & vi tri twong duong threonin & vi tri axit amin 136 cta
SEQ ID NO:2 dugc cai bién thanh histidin; axit amin asparagin & vi trf axit amin 159
ctia SEQ ID NO:2 dugc cai bién thanh valin; axit amin asparagin & vi tri axit amin 159
ctia SEQ ID NO:2 dugc cai bién thanh axit glutamic; axit amin & vi tri twong duong
threonin & vi tri axit amin 163 ctia SEQ ID NO:2 duoc cai bién thanh arginin; axit
aspartic & vi tri axit amin 164 cia SEQ ID NO:2 dugc cai bién thanh arginin; axit
glutamic & vi tri axit amin 168 cia SEQ ID NO:2 dugc cai bién thanh arginin; axit amin
glyxin & vi tri axit amin 179 ctia SEQ ID NO:2 duoc cai bién thanh arginin; axit amin
xystein & vi tri axit amin 226 cia SEQ ID NO:2 dugc cai bién thanh axit aspartic; axit
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amin valin & vi tri axit amin 233 ctia SEQ ID NO:2 dugc cai bién thanh tryptophan; axit
amin glutamin & vi tri axit amin 275 ctia SEQ ID NO:2 duoc cai bién thanh valin; axit
amin arginin & vi tri axit amin 289 ciia SEQ ID NO:2 duogc cai bién thanh alanin; axit
amin threonin & vi tri axit amin 349 ctia SEQ ID NO:2 duoc cai bién thanh tyrosin; va
axit amin loxin & vi tri axit amin 363 cia SEQ ID NO:2 dugc cai bién thanh prolin;

hoac,

(iv) polynucleotit ma hoa polypeptit ¢ trinh ty chira it nhét 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13 hodc tit ca 14 cai bién géc axit amin so véi SEQ ID NO:2, dugc chon tir
nhém bao gdm: axit amin & vi tri twong dwong alanin & vi tri axit amin 47 cia SEQ ID
NO:2 dugc cai bién thanh phenylalanin; axit amin & vi tri twong duong xystein & vi tri
axit amin 97 ctia SEQ ID NO:2 duoc cai bién thanh valin; axit amin & vi tri tuong duong
xystein & vi tri axit amin 97 ctia SEQ ID NO:2 dugc cai bién thanh axit glutamic; axit
amin & vi tri twong duong threonin & vi tri axit amin 136 cta SEQ ID NO:2 dugc cai
bién thanh histidin; axit amin & vi tri trong duong asparagin & vi tri axit amin 159 cta
SEQ ID NO:2 dugc cai bién thanh valin; axit amin & vi tri trong dwong asparagin & vi
tri axit amin 159 ctia SEQ ID NO:2 duogc cai bién thanh axit glutamic; axit amin & vi tri
twong duong threonin & vi tri axit amin 163 cia SEQ ID NO:2 duoc cai bién thanh
arginin; axit amin & vi tri tuong duong axit aspartic & vi tri axit amin 164 cia SEQ ID
NO:2 dugc cai bién thanh arginin; axit amin & vi tri twong duong axit glutamic & vi tri
axit amin 168 ctia SEQ ID NO:2 dugc cai bién thanh arginin; axit amin & vi tri tuong
duong glyxin & vi tri axit amin 179 ctia SEQ ID NO:2 dugc cai bién thanh arginin; axit
amin & vi tri twong duong xystein & vi tri axit amin 226 cia SEQ ID NO:2 dugc cai bién
thanh axit aspartic; axit amin & vi tri twrong duong valin & vi tri axit amin 233 cua SEQ
ID NO:2 duge cai bién thanh tryptophan; axit amin & vi tri twong duong glutamin & vi
tri axit amin 275 ciia SEQ ID NO:2 dugc cai bién thanh valin; axit amin & vi tri tuong
duong arginin & vi tri axit amin 289 ctia SEQ ID NO:2 duoc cai bién thanh alanin; axit
amin ¢ vi tri twong duong threonin & vi tri axit amin 349 cua SEQ ID NO:2 dugc cai
bién thanh tyrosin; va axit amin & vi tri twong duong loxin & vi tri axit amin 363 cla
'SEQ ID NO:2 dugc cai bién thanh prolin, trong d6 axit nucleic m3 hoa it nhat mot
polypeptit ¢6 hoat tinh phytaza va tuy y, 46 tuong dong trinh tu duoc x4c dinh bing
phuong phép so sanh trinh tir hoic bang phuong phap quang hoc; hodc, (b) cac trinh tu
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hoan toan bd sung clia céc trinh tu trén. Tat ca cac axit nucleic nay déu 1a “axit nucleic

theo sang ché”, ma hod “polypeptit theo sang ché”.

Theo mot khia canh, phuong phép so sénh trinh tu 1a thuét toan BLAST phién ban
2.2.2, trong 46 diéu kién loc dugc cai dat & blastall -p blastp -d "nr pataa" -F F, va cac

diéu kién khac duoc cai dit mic dinh.

Theo mdt khia canh, hoat tinh phytaza bao gdm: phén cit phytat (myo-inositol-
hexaphosphat) thanh inositol va phosphat vd co; hodc, thuy phan phytat (myo-inositol-
hexaphosphat). Theo mdt khia canh, hoat tinh phytaza c6 kha nang chiu nhiét, va tuy y,
polypeptit ndy van giit dugc hoat tinh phytaza sau khi tiép xtic véi nhiét do trong khoang
tir khoang 40°C dén khoang 70°C, hoc tir khoang 37°C dén khoang 100°C, hogc tir trén
37°C dén khoang 50°C, 55°C, 60°C, 65°C, 70°C, 75°C, 80°C, 85°C, 90°C, 95°C, 100°C
hodc cao hon. Theo mdt khia canh, hoat tinh phytaza 1a bén nhiét, va tuy y, polypeptit
nay van gift dugc hoat tinh phytaza & nhiét d trong khoang tir khoang 40°C dén khoang
70°C, hoic tir khoang 37°C dén khoang 100°C, hoic tir trén 37°C dén khoang 50°C,
55°C, 60°C, 65°C, 70°C, 75°C, 80°C, 85°C, 90°C, 95°C, 100°C hodc cao hon.

Sang ché d& xuat catxet biéu hién, vecto, phuong tién nhan dong (cloning vehicle),
vecto biéu hién, vecto nhan dong chira axit nucleic theo sang ché, hodc dugc bién nap
axit nucleic theo sang ché (bao gdm axit nucleic ma hoa polypeptit theo sang ché), trong
d6, tuy y, phuong tién nhan dong chira hoic 14 vecto virut, plasmit, thé thuc khuin,
phagemit, cosmit, fosmit, nhiém sic thé thé thuc khuin hodc nhim séc thé nhan tao, va
tuy y, vecto virut bao gdm vecto adenovirut, vecto retrovirut hodc vecto virut gin adeno,
va tuy ¥, catxet biéu hién, vecto, phuong tién nhan dong, vecto biéu hién, vecto nhan
dong chtra hoac dugc bién nap nhiém sic thé vi khuin nhén tao (bacterial artificial
chromosome - BAC), plasmit, vecto thu dugc tir thé thuc khudn P1 (PAC), nhiém séc
thé nAm nhan tao (YAC), nhim séc déng vt c6 vi nhan tao (MAC).

Sang ché dé xuit té bao bién nap, té bao duoc tai nap, té bao chu va céc loai té bao
tuong tu chira axit nucleic theo sang ché, hodc dugc chira trong do6 axit nucleic theo sang
ché (gdm ca axit nucleic ma hoa polypeptit theo sang ché), hoidc catxet biéu hién, vecto,

phuong tién nhan dong, vecto biéu hién, vecto nhan dong theo sang ché, trong d6 tuy y
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te bao 1a t€ bao vi khuan, té bao dong vat cé vi, t€ bao nam, t€ bao nam men, t€ bao con

trung hodc té bao thuc vat.

Sang ché d& xuit dong vat chuyén gen khong phai 14 ngudi c6 axit nucleic theo
sang ché, hodc duge 1am cho chira axit nucleic theo sang ché (bao gém axit nucleic ma
hoa polypeptit theo sang ché), hoic the catxet biéu hién, vecto, phuong tién nhan dong,
vecto biéu hién, vecto nhan dong theo sang ché, trong do6 tuy y dong vat 1a chudt nhit,

chuot d@)ng, dé, tho, ctru, 1gn hodc bo.

Sang ché dé xuét cac thuc vét chuyén gen (bao g0m c& cac phan cia ciy, ching
han, 14, than ré va qua da dugc xr Iy hodc thu hoach) hoic hat chtra axit nucleic theo
sang ché, hodc duge 1am cho chira axit nucleic theo sang ché (bao gdm axit nucleic ma
hoa polypeptit theo sang ché), hoic catxet bidu hién, vecto, phuong tién nhan dong,
vecto biéu hién, vecto nhan dong theo sang ché, trong d6 tuy y thuc vat 1a ngd, khoai
tay, ca chua, lia mi, cy hat dau, cai du, dau nanh hodc thuc 14, va tuy ¥, hat 13 hat
ngd, hat lda mi, hat dau, hat cai dau, dau tuong, hat co, huéng duong, virng, lac hodc
hat thubc 14. Theo céac phuong an khéc, cay hodc hat dugc tao ra tir hat hodc ciy theo
sang ché, hoic cdy hoic hat theo sang ché, c6 thé 13 cay trdng, ching han, ngo, co linh
lang, hudng dwong, cai bap, dau trong, mia, bong, rum, lac, lia mién, lta mi, yén mach,
lta mach den, ké, lta dai mach, lda gao, tung bach, cay ho dau, chéng han, ddu ha lan,
dau va du twong, cdy than ci/ré cu, chéng han, khoai tay, khoai lang, san, khoai mon,
cay chudi hoa va cia cai dudng va céc loai cdy twong tu, hodc thuc vat c6 thé 1a ngo,
khoai tay, ca chua, lua mi, cdy cd dau, cay cai dau, ddu twong hoic a thube 14, hodc co
va/hodc cdy lam thice dn cho dong vat, hodc dong vét nhai lai, hodc ciy la c6 hodc ciy
lam thirc dn nhu cé kho, ngo, k&, dau tuong, laa rrﬁ, kiéu mach, dai mach, cd linh lang,
lia mach den, cd moc hang nam (annual grass), lua mién, c6 sudan, c6 Nam phi hodc cd
trau; hozc, hat 13 hat ngd, hat lia mi, hat dau, hat cai dau, dau twong, hat co, huéng
duong, ving, lac, hat ¢ linh lang, hat bong, hat rum, hat lua mién, hat yén mach, hat
lua mach den, hat k€, hat dai mach, gao, hat dau ha lan, hoic hat thudc 14, hodc cay la
ngo, co linh lang, huéng duong, cai bép, dau tuong, mia, bong, rum, lac, lua mién, bot
mi, yén mach, lia mach den, ké, lua dai mach, lua gao, ting bach, dau ha lan, dau, dau

tuong, khoai tay, khoai lang, san, khoai mon, chuoi hoa hodc cuia cai duong.
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Sang ché d& xuét cac oligonucleotit d6i nghia chira axit nucleic theo sang ché va it
nhit 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13 hodc tit ca 14 cai bién vé trinh tw cap bazo
nucleotit so véi SEQ ID NO:1, trong d6, tuy v, oligonucleotit d6i nghia c6 chiéu dai tir
khoang 10 dén 50, khoang tir 20 dén 60, khoang tir 30 dén 70, khoang tir 40 tir 80,
khoéng tir 60 d&n 100 hozc khoang tir 50 dén 150 bazo. Sang ché ciing d& xuét ribozym
va/hodc iARN (chﬁng han, siARN hoic miARN) chira cac trinh tu dbi nghia theo séng'

r
A

ché.

Sang ché d& xuit phuong phép tic ché qua trinh dich m thong tin phytaza trong té
bao, trong d6 phuong phap nay bao gdm budc viée cung cép cho té bao hoic biéu hién

trong té bao oligonucleotit d6i nghia theo sang ché.-

Sang ché dé xuit polypeptit dugc phan 1ap, téng hop hoic tai té hop, trong d6
polypeptit nay bao gdm:

(i) trinh ty axit amin c¢6 d6 twong dong it nhit 13 95%, 96% 97%, 98% hodc 99%
so v6i SEQ ID NO:2, va duge ma hoa béi polynucleotit chira it nhdt 1,2,3,4,5,6,7,
8,9, 10, 11, 12, 13 hodc tit ca 14 cai bién vé trinh tu cap bazo nucleotit so véi SEQ ID
NO:1, dugc chon tir nhém bao gdm: cac nucleotit & cac vi tri 139 dén 141 13 TTT hodc
TTC; cac nucleotit & cac vi tri 289 dén 29113 GTT, GTC, GTA hoic GTG:; cac nucleotit
& cac vi tri 289 dén 291 13 GAA hoic GAG; cac nucleotit & céc vi tri 406 dén 408 13
CAT hoic CAC; cac nucleotit & cac vi tri 475 dén 477 1a GTT, GTC, GTA hoic GTG;
cac nucleotit & cac vi tri 475 dén 477 13 GAA hoic GAG; cac nucleotit & cac vi tri 487
dén 489 12 CGT, CGC, CGA, CGG, AGA hodc AGG; céc nucleotit & cac vi tri 490 dén
492 12 CGT, CGC, CGA, CGG, AGA hoic AGG; cac nucleotit & cac vi tri 502 dén 504
1a CGT, CGC, CGA, CGG, AGA hoic AGG; céac nucleotit & cac vi tri 535 dén 537 1a
CGT, CGC, CGA, CGG, AGA hodc AGG; cac nucleotit & cac vitri 676 dén 678 1a GAT
hodc GAC; cac nucleotit & cac vi tri 697 dén 699 12 TGG:; céc nucleotit & cac vi tri 823
dén 825 1a GTT, GTC, GTA hodc GTG; céc nucleotit & céc vi tri 865 dén 867 1a GCT,
GCC, GCA hodc GCG; céc nucleotit ¢ cac vi tri 1045 dén 1047 1a TAT hoac TAC; va
cac nucleotit & cac vi tri 1087 dén 1089 14 CCA, CCC, CCG hoidc CCT; hoic,

(ii) trinh t axit amin c6 d6 tuong dong it nhat 13 95%, 96% 97%, 98% hozic 99%
so v6i SEQ ID NO:2, va dugc ma hoa boi polynucleotit chira it nhit 1,2, 3,4, 5,6, 7,
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8,9, 10, 11, 12, 13 hodc tit ca 14 cai bién vé trinh tu cip bazo nucleotit so véi SEQ ID
NO:1, duge chon tir nhém bao gdm: cac nucleotit & cac vi tri tuong dwong 139 dén 141
1a TTT hodc TTC; céc nucleotit & cac vi tri twong duong 289 dén 291 1a GTT, GTC,
GTA hoidc GTG; cac nucleotit & cac vi tri trong duong 289 dén 291 13 GAA hoic GAG;
cac nucleotit & cac vi tri tuong duong 406 dén 408 1a CAT hodc CAC; cac nucleotit &
c4c vi tri trong duong 475 dén 477 1a GTT, GTC, GTA hodc GTG; cac nucleotit & cac
vi tri tuong duong 475 dén 477 13 GAA hoic GAG; cac nucleotit & céac vi tri tuong
duong 487 dén 489 13 CGT, CGC, CGA, CGG, AGA hodc AGG; cac nucleotit & cac vi
tri tuong duong 490 dén 492 13 CGT, CGC, CGA, CGG, AGA hoic AGG; cac nucleotit
& céc vi tri twong duong 502 dén 504 14 CGT, CGC, CGA, CGG, AGA hodc AGG; cac
nucleotit & cac vi tri twong dwong 535 dén 537 1a CGT, CGC, CGA, CGG, AGA hoéac
AGG; céc nucleotit & cac vi tri twong duong 676 dén 678 13 GAT hodc GAC; cac
nucleotit & cac vi tri tuong duong 697 dén 699 13 TGG; cac nucleotit & cac vi tri tuong
duong 823 dén 825 1a GTT, GTC, GTA hodc GTG; cac nucleotit & cac vi tri twong
duong 865 dén 867 1a GCT, GCC, GCA hodc GCG; céc nucleotit & cac vi tri tuong
duong 1045 dén 1047 13 TAT hoic TAC; va cc nucleotit & cac vi tr tuong duong 1087
dén 1089 1a CCA, CCC, CCG hogc CCT; hoic

(iii) trinh ty axit amin chia it nhét 1, 2,3,4,5, 6,> 7, 8,9, 10, 11, 12, 13 hodc tit ca
14 cai bién géc axit amin so véi SEQ ID NO:2, dugce chon tir nhom bao gém: axit amin
alanin & vi tri axit amin 47 ctia SEQ ID NO:2 dugc cai bién thanh phenylalanin; axit
amin xystein & vi tri axit amin 97 ctia SEQ ID NO:2 duoc cai bién thanh valin; axit amin
xystein & vi tri axit amin 97 ciia SEQ ID NO:2 dugc cai bién thanh axit glutamic; axit
amin ¢ vi tri tuong duong threonin & vi tri axit amin 136 ctia SEQ ID NO:2 duogc cai
bién thanh histidin; axit amin asparagin & vi tri axit amin 159 cta SEQ ID NO:2 duoc
c4i bién thanh valin; axit amin asparagin & vi tri axit amin 159 cia SEQ ID NO:2 dugc
cai bién thanh axit glutamic; axit amin & vi tri twong duong threonin & vi tri axit amin
163 ctia SEQ ID NO:2 dugc cai bién thanh arginin; axit aspartic & vi tri axit amin 164
ctia SEQ ID NO:2 duogc cai bién thanh arginin; axit glutamic & vi tri axit amin 168 cua
SEQ ID NO:2 dugc cai bién thanh arginin; axit amin glyxin & vi tri axit amin 179 cta
SEQ ID NO:2 dugc cai bién thanh arginin; axit amin xystein & vi tri axit amin 226 cla

SEQ ID NO:2 dugc cai bién thanh axit aspartic; axit amin valin & vi tri axit amin 233
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ctia SEQ ID NO:2 duoc cai bién thanh tryptophan; axit amin glutamin & vi tri axit amin
275 ctia SEQ ID NO:2 duoc cai bién thanh valin; axit amin arginin & vi tri axit amin 289
ctia SEQ ID NO:2 duoc cai bién thanh alanin; axit amin threonin & vi tr{ axit amin 349
cua SEQ ID NO:2 dugc cai bién thanh tyrosin; va axit amin loxin & vi tri axit amin 363
ctia SEQ ID NO:2 dugc cai bién thanh prolin; hodc

(iv) trinh ty axit amin chira it nhat 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 hodc tt ca
14 cai bién gbc axit amin so v6i SEQ ID NO:2, dugc chon tir nhdém bao gbm: axit amin
& vi tri twong duong alanin & vi tri axit amin 47 ciia SEQ ID NO:2 dugc cai bién thanh
phenylalanin; axit amin & vi tri tuong duong xystein & vi tri axit amin 97 ciua SEQ ID
NO:2 dugc cai bién thanh valin; axit amin & vi tri twong duong xystein & vi tri axit amin
97 ctia SEQ ID NO:2 duoc cai bién thanh axit glutamic; axit amin & vi tri tuong duong
threonin & vi tri axit amin 136 ctia SEQ ID NO:2 dugc cai bién thanh histidin; axit amin
& vi tri twong duong asparagin & vi tri axit amin 159 ctia SEQ ID NO:2 dugc cai bién
thanh valin; axit amin & vi tri tuong duwong asparagin & vi tri axit amin 159 cia SEQ ID
NO:2 duoc cai bién thanh axit glutamic; axit amin & vi tri twong duong threonin & vi tri
axit amin 163 ciia SEQ ID NO:2 dugc cai bién thanh arginin; axit amin & vi tri tuong
duong axit aspartic & vi trf axit amin 164 cta SEQ ID NO:2 dugc cai bién thanh arginin;
axit amin ¢ vi tri twong duong axit glutamic & vi tri axit amin 168 cia SEQ ID NO:Z
duoc cai bién thanh arginin; axit amin & vi tri twong duong glyxin & vi tri axit amin 179
ctia SEQ ID NO:2 duogc cai bién thanh arginin; axit amin & vi tri twong duong xystein &
vi tri axit amin 226 cia SEQ ID NO:2 dugc cai bién thanh axit aspartic; axit amin o vi
tri twong dwong valin & vi tri axit amin 233 cia SEQ ID NO:2 dugc cai bién thanh
tryptophan; axit amin & vi tri tuong duong glutamin & vi tri axit amin 275 cta SEQ ID
NO:2 dugce cai bién thanh valin; axit amin & vi tri tuong duong arginin & vi tri axit amin
289 ctia SEQ ID NO:2 dugc cai bién thanh alanin; axit amin & vi tri tuong duong
threonin & vi tri axit amin 349 ctia SEQ ID NO:2 duoc cai bién thanh tyrosin; va axit
amin & vi tri twong dwong loxin & vi tri axit amin 363 ctia SEQ ID NO:2 dugc cai bién
thanh prolin, trong d6 axit nucleic ma ho4 it nhat mot polypeptit ¢6 hoat tinh phytaza va
tuy chon d0 twong dong trinh ty dwoc xac dinh bing cach phén tich véi thuét toan so
sanh trinh ty hodc bang cach kiém tra truc quan, va polypeptit c6 hoat tinh phytaza, va
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tuy chon hoat tinh phytaza bao gdm: di ho4 phytat (myo-inositol-hexaphosphat) thanh
inositol va phosphat vd co; hodc, thuy phan phytat (myo-inositol-hexaphosphat).

Sang ché @ xuit polypeptit theo sang ché c¢6 hoat tinh phytaza va hoat tinh nay la
chiu nhiét, va tuy ¥, polypeptit nay van giit dugc hoat tinh phytaza sau khi tiép xuc véi
nhiét do trong khoang tir -100°C dén khoang -80°C, tir khoang -80°C dén khoang -40°C,
tir khoang -40°C dén khoang -20°C, tir khoang -20°C dén khoang 0°C, khoang 0°C dén
khoang 5°C, khoang 5°C dén khoang 15°C, khoang 15°C dén khoang 25°C, khoang 25°C
dén khoang 37°C, khoang 37°C dén khoang 45°C, khoang 45°C dén khoang 55°C,
khoang 55°C dén khoang 70°C, khoang 70°C dén khoang 75°C, khoang 75°C dén
khoang 85°C, khoang 85°C dén khoang 90°C, khoang 90°C dén khoang 95°C, khoang
95°C dén khoang 100°C, khoang 100°C dén khoang 105°C, khoang 105°C dén khoang
110°C, khoang 110°C dén khoang 120°C, hoic 95°C, 96°C, 97°C, 98°C, 99°C, 100°C,
101°C, 102°C, 103°C, 104°C, 105°C, 106°C, 107°C, 108°C, 109°C, 110°C, 111°C,
112°C, 113°C, 114°C, 115°C hodc cao hon. Polypeptit chiu nhiét theo sang ché co kha
ndng gilt dugc hoat tinh, chéng han hoat tinh phytaza, sau khi tiép xuc v4i nhiét do trong
khoang tir -100°C dén khoang -80°C, khoang -80°C dén khoang -40°C, khoang -40°C
dén khoang -20°C, khoang -20°C dén khoang 0°C, khoang 0°C dén khoang 5°C, khoang
5°C dén khoang 15°C, khoang 15°C dén khoang 25°C, khoang 25°C dén khoang 37°C,
khoang 37°C dén khoang 45°C, khoang 45°C dén khoang 55°C, khoang 55°C dén
khoang 70°C, khoang 70°C dén khoang 75°C, khoang 75°C dén khoéang 85°C, khoéang
85°C dén khoang 90°C, khoang 90°C dén khoang 95°C, khoang 95°C dén khoang
100°C, khoang 100°C- dén khoang 105°C, khoang 105°C dén khoang 110°C, khoang
110°C dén khoang 120°C, hodc 95°C, 96°C, 97°C, 98°C, 99°C, 100°C, 101°C, 102°C,
103°C, 104°C, 105°C, 106°C, 107°C, 108°C, 109°C, 110°C, 111°C, 112°C, 113°C,
114°C, 115°C hogc cao hon. Theo mot s6 phuong an, polypeptit chiu nhié€t theo sang
ché van duy tri dugc hoat tinh, chéng han hoat tinh phytaza, sau khi tiép xuc véi nhiét
do trong cac khoang néu trén, ¢ pH khoang 3,0, pH khoang 3,5, pH khoang 4,0, pH
khoang 4,5, pH khoang 5,0, pH khoang 5,5, pH khoang 6,0, pH khoang 6,5, pH khoang
7,0, pH khoéang 7,5, pH khodang 8,0, pH khoang 8,5, pH khoang 9,0, pH khoéang 9,5, pH
khoéang 10,0, pH khoang 10,5, pH khoang 11,0, pH khoang 11,5, pH khoang 12,0 hoic
cao hon.
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Sang ché dé xuét polypeptit theo sang ché co6 hoat tinh phytaza va hoat tinh nay la
bén nhiét. Ching han, polypeptit theo sang ché co thé bén nhiét. Polypeptit bén nhiét
theo sang ché co6 thé duy tri hoat tinh lién két va/hodc enzym, ching han, hoat tinh
phytaza, & cac diéu kién nhiét d9 tir khoang -100°C dén khoang -80°C, khoang -80°C
dén khoang -40°C, khoang -40°C dén khoang -20°C, khoang -20°C dén khoang 0°C,
khoang 0°C dn khoang 37°C, khoang 0°C dén khoang 5°C, khoang 5°C dén khoang
15°C, khoang 15°C dén khoang 25°C, khoang 25°C dén khoang 37°C, khoang 37°C dén
khoang 45°C, khoang 45°C dén khoang 55°C, khoang 55°C dén khoang 70°C, khoang
70°C dén khoang 75°C, khoang 75°C dén khoang 85°C, khoang 85°C dén khoang 90°C,
khoang 90°C dén khoang 95°C, khoang 95°C dén khoang 100°C, khoang 100°C dén
khoang 105°C, khoang 105°C dén khoang 110°C, khoang 110°C dén khoang 120°C,
hodc 95°C, 96°C, 97°C, 98°C, 99°C, 100°C, 101°C, 102°C, 103°C, 104°C, 105°C, 106°C,
107°C, 108°C, 109°C, 110°C, 111°C, 112°C, 113°C, 114°C, 115°C hoidc cao hon.
Polypeptit bén nhiét theo sang ché c¢6 thé duy tri hoat tinh, ching han hoat tinh phytaza,
& nhiét do trong khoéng tr -100°C dén khoang -80°C, khoang -80°C dén khoang -40°C,
khoang -40°C dén khoang -20°C, khoang -20°C dén khoang 0°C, khoang 0°C dén
khoang 5°C, khoang 5°C dén khoang 15°C, khoang 15°C dén khoang 25°C, khoang 25°C
dén khoang 37°C, khoang 37°C dén khoang 45°C, khoang 45°C dén khoang 55°C,
khoang 55°C dén khoang 70°C, khoang 70°C dén khoang 75°C, khoang 75°C dén
khoang 85°C, khoang 85°C dén khoang 90°C, khoang 90°C dén khoang 95°C, khoang
95°C dén khoang 100°C, khoang 100°C dén khoang 105°C, khoang 105°C dén khoang
110°C, khoang 110°C dén khoang 120°C, hodc 95°C, 96°C, 97°C, 98°C, 99°C, 100°C,
101°C, 102°C, 103°C, 104°C, 105°C, 106°C, 107°C, 108°C, 109°C, 110°C, 111°C,
112°C, 113°C, 114°C, 115°C hoidc cao hon. Theo mdt sb phuong é4n, polypeptit bén
nhiét theo sang ché van duy tri hoat tinh, ching han, hoat tinh phytaza, & nhiét do trong
cic khoang néu trén, & pH khoang 3,0, pH khoang 3,5, pH khoang 4,0, pH khoang 4,5,
pH khoéang 5,0, pH khoang 5,5, pH khoang 6,0, pH khoang 6,5, pH khoang 7.0, pH
khoéang 7,5, pH khoang 8,0, pH khoang 8,5, pH khoang 9,0, pH khoang 9,5, pH khoang
10,0, pH khoang 10,5, pH khoang 11,0, pH khoang 11,5, pH khoang 12,0 hoéc cao hon.

Sang ché @& xuit polypeptit duoc phan 14p, tng hop hodc tai td hop bao gbém trinh
t axit amin theo sang ché va (a) thiéu trinh ty tin hiéu (peptit dan dau); (b) thiéu trinh

-13-



22404

tur tin hiéu (peptit dan dau) va con chira thém mét trinh tu tin hiéu khac loai (peptit dan
du); (c) trinh ty axit amin cta (a) hodc (b) va con chira thém mét trinh ty khéac loai,

trong d6 tuy chon trinh tu khéac loai chira mot peptit xac dinh.

Theo mdt khia canh, hoat tinh phytaza ctia polypeptit bt ky theo sang ché c6 hoat
tinh dc hiéu: & khoang 37°C trong khoang tir 100 dén khoang 1000 don vi/mg protein;
hoic, tir khoang 500 d&én khoang 750 don vi/mg protein; hoic, & 37°C trong khoang tir
500 dén khoang 1200 don vi/mg protein; hoic, & 37° C trong khoang tir 750 dén khoéng
1000 don vi/mg protein. Theo mét khia canh, hoat tinh phytaza chiu nhiét c6 hoat tinh
dic hiéu sau khi tiép xuc véi nhiét d6 & khoang 37°C trong khoang tir 100 dén khoang
1000 don vi/mg protein; hodc, hoat tinh phytaza bén nhiét 13 hoat tinh dic hiéu hoat tinh
dac hiéu tir khoang 500 dén khoang 750 don vi/mg protein; hoic, hoat tinh phytaza bén
nhiét c6 hoat tinh dic hiéu & 37°C trong khoang tir 500 dén khoang 1200 don vi/mg
protein; hodc, hoat tinh phytaza bén nhiét c¢6 hoat tinh dic hiéu ¢ 37°C trong khoang tir
750 dén khoang 1000 don vi/mg protein. Theo mot khia canh, hoat tinh phytaza bén
nhi€t c6 hoat tinh déc hi€u ¢ cac diéu kién c6 nhiét d6 khoéng 37°C trong khoang tir 100
dén khoang 1000 don vi/mg protein; hodc, hoat tinh phytaza bén nhiét c6 hoat tinh dic
hiéu tir khoang 500 dén khoang 750 don vi/mg protein; hoc, hoat tinh phytaza bén nhiét
c6 hoat tinh déc hiéu & 37°C trong khoang tir 500 dén khoang 1200 don vi/mg protein;
hodc, hoat tinh phytaza bén nhiét c6 hoat tinh dic hiéu & 37°C trong khoang tir 750 dén
khoang 1000 don vi/mg protein.

‘Theo mot khia canh, polypeptit theo sang ché chira it nhat mot vi tri glycosyl ho,
trong d6 tuy chon glycosyl ho4 12 glycosyl hoa lién két voi N, hoic glycosyl hoa lién két
v6i O, va tuy chon polypeptit dugc glycosyl hoa sau khi duoc biéu hién trong ndm men,

tuy chon 1a P. pastoris hodc S. pombe.

Theo mét khia canh, polypeptit nay van git duqé hoat tinh phytaza trong diéu kién
pH 6,5, pH 6, pH 5,5, pH 5, pH 4,5, pH 4,0, pH 3,5, pH 3,0 hoic pH thép hon (tinh axit
cao hon). M6t cach khac, polypeptit theo séng ché c6 thé duy tri hoat tinh phytaza & cac
diéu kién pH 7,5, pH 8, pH 8,5, pH 9, pH 9,5, pH 10,0, pH 10,5, pH 11,0, pH 11,5, pH
12, pH 12,5 hodc pH cao hon (tinh bazo hon). |
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Sang ché @& xuit ché pham protein chira polypeptit theo sang ché, trong d6 ché
phim protein bao gdm dang 1éng, dang hd, bot, dang xit, hdn dich, ché phdm/dang bao
ché dong kho, ché phdm ran, miéng gel, vién tron, vién cdy, gel; hodc dugc phdm, thyuc
pham, thirc An gia stic, thuc phim bd sung, thirc an gia siic bd sung, phu gia thuc phim,
phu gia thirc n gia stc, thanh phan b sung dinh dudng hoic thanh phin bd sung vao
ché db an.

Sang ché dé xuét heterodime chtra polypeptit theo sang ché, va theo mot khia canh
heterodime chira mot phan thir hai, trong d6 tuy y phan thir hai nay 1a mét polypeptit va
heterodime 14 mét protein dung hop, va tuy ¥, phan thir hai nay 12 mét epitop hodic mot

tin hiéu tag.

Séng ché dé xuét polypeptit dugc ¢ dinh chira polypeptit theo sang ché, trong do
polypeptit dugce c¢b dinh c6 thé 12 homodime hoic heterodime theo sang ché, trong d6
tuy y polypeptit dugc cb dinh trén hodc bén trong té bao, tiii, liposom, mang, 16p, kim
loai, nhua, polyme, gdm, thuy tinh, vi dién cuc, hat graphit, hat, gel, dia, mach, éng mao
dAn, tinh thé, vién nén, vién tron, vién nang, bdt, khdi két tu, bé mit, hodc cu trac 15.
Theo mét khia canh, sang ché @ xuét mach (ching han, vi mach) chira polypeptit duogc
cd dinh, trong d6 polypeptit 14 polypeptit theo sang ché, hoic heterodime theo sang ché,

hodc axit nucleic theo sang ché, hoic hdn hop ciia chung.

Sang ché @ xuét khang thé dwoc phan lap, tong hop hodc tai td hop lién két diic
hiéu véi polypeptit theo sang ché hoidc vdi polypeptit duge ma hod béi axit nucleic theo
sang ché, trong d6 tuy y khang thé 13 khang thé don dong hoac da dong. Sang ché dé

xudt thé lai chira khéng thé theo sang ché.

Sang ché d& xuit phwong phép san xuét polypeptit tai tb hop, trong d6 phuong
phép nay bao gdm cac budc: (a) cung cip mdt axit nucleic dugc lién két mot cach co
kiém so4t v&i mét trinh tw khoi dau; trong d6 axit nucleic bao gdm trinh tir theo sang
ché; va (b) biéu hién axit nucleic theo buéc (a) trong diéu kién cho phép biéu hién
polypeptit, nh& d6 tao ra polypeptit tai t& hop, va tuy ¥, phuong phap nay con bao gdm
budc bién nap axit nucleic trong budc (a) vao mdt t& bao chu sau d6 biéu hién axit
nucleic trong bude (a), nhd d6 tao ra polypeptit tai td hop trong té bao cha duoc bién

nap.
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Sang ché d& xuit phuong phap xac dinh polypeptit c6 hoat tinh phytaza, trong d6
phuong phép nay bao gdm cac budc: (a) cung cp polypeptit theo sang ché; (b) cung
cép co chét phytaza; va (c) cho polypeptit hosic mdt doan hodc thé dot bién cua né trong
buéc (a) phan tmg véi co chit trong bude (b) va phat hién su gia ting lugng co chét
hoic su giam luong san phdm phan g, trong d6 su giam lwong co chit hodc su gia

tang lwong san phim phan tmg c6 nghia 13 polypeptit ¢6 hoat tinh phytaza.

Sang ché dé xuat phuong phép x4c dinh co chit phytaza, trong d6 phuong phép
nay bao gdm céc bude: (a) cung cip polypeptit theo sang ché; (b) cung cip co chit thir
nghiém; va (c) cho polypeptit trong budc (a) phan ting véi co chat thir nghiém trong
budc (b) va phat hién su gia ting luong co chit hoic su giam lwong san phim phéan Gng,
trong d6 su giam lugng co chit hoic sy gia ting lugng san phidm phan ung s€ xac dinh

co chét thir nghiém 1 co chit phytaza.

Sang ché d xuit phuong phap xac dinh kha ning hop chit lién két dic hidu véi
polypeptit, trong d6 phuong phap niy bao gdm cac bude: (a) biéu hién axit nucleic hodc
vecto chira axit nucleic & cac didu kién dé dich ma axit nucleic thanh polypeptit, trong
d6 axit nucleic chira trinh tw theo séang ché; (b) cho polypeptit phan tmg véi hop chét
thir nghiém; va (c) x4c dinh kha ning chét thir nghiém lién két dic hiéu véi polypeptit,
nhd d6 s& xac dinh duoc hop chit lién két dac hidu véi polypeptit.

Sang ché dé xuét phuong phap xac dinh tc nhan didu bién hoat tinh phytaza, trong
d6 phuong phap nay bao gbm céc bude: (a) cung cip polypeptit phytaza theo sang ché;
(b) cung cap hop chét thir nghiém; (c) cho polypeptit trong budc (a) phén Gng vai hop
chat thir nghiém trong budc (b) va do mirc hoat tinh cta phytaza, trong d6 su thay dbi
hoat tinh phytaza do dugc khi c6 mit hop chat thir nghiém so vé6i hoat tinh khi khong
c6 mat hop chét thr nghiém s€ xac dinh réng hop chét thu nghiém d3 didu chinh hoat
tinh phytaza, trong d6 tuy y hoat tinh phytaza dugc do bang cach cung cip co chit
phytaza va phat hién lwong co chét tang hodc sy giam luohg san phim phan Gmg, va tuy
¥, su giam luong co chit hoic su gia ting lvong san phdm phan tng khi ¢6 hop chét thir
nghiém so v6i lugng co chit hodc san phdm phan tng khi khong ¢ hop chét thir nghiém
s& xac dinh dugc hop chét thir nghiém la chit hoat hoa hoat tinh phytaza, va tuy y, su

tdng ludng co chit hodc su giam luong san phidm phan ung khi c6 hop chat thir nghiém

-16-



22404

50 v6i lwgng co chét hodc san phim phéan tng khi khong c¢6 hop chit thi nghiém s& céc

dinh hop chét thir nghiém 13 mét chét trc ché hoat tinh phytaza.

Sang ché dé xuit hé thdng may tinh gdm c6 bd vi xir Iy va thiét bi lru trit dit ligu
trong d6 thiét bi luu trit dir liéu nay luu trit trinh tu polypeptit hodc trinh ty axit nucleic,
trong d6 trinh tu polypeptit gdm c6 trinh tu theo sang ché, va axit nucleic chira trinh tu
theo sang ché, va tuy y, phuong phap con bao gdm thuét toan so sanh trinh tu va thiét bi
Iuu trir dir 1idu c6 it nhét mét trinh ty dbi chirng dugc luu trit bén trong, va tuy y, thuét
toan so sanh trinh ty la mdt chuong trinh may tinh chi ra dugc tinh da hinh
(polymorphism), va tuy ¥, phwong phap con bao gdm mdt yéu t§ xac dinh s& xac dinh
mot hodc nhiéu dic diém trong trinh tu dﬁ néu. Sang ché dé xuit vat ghi c6 thé doc dugce
béng may tinh dugc chira trong d6 mot trinh ty polypeptit hodc trinh ty axit nucleic,
trong d6 trinh tu polypeptit 13 trinh tr axit amin theo sang ché, va axit nucleic 13 trinh tu
theo sang ché. Sang ché dé xuit cac phuong phép xéac dinh dic diém trong trinh tu bao
gém cac budec: (a) doc trinh tu str dung chuong trinh may tinh x4c dinh duwoc mdt hodc
nhiéu dic diém trong trinh tu, trong d6 trinh tw cha trinh tu polypeptit hodc trinh tu
axit nucleic, trong d6 trinh tu polypeptit 14 trinh tu axit amin theo sang ché, va axit
nucleic 1a trinh tu theo sang ché; va, (b) x4c dinh mdt hodc nhiéu dic diém trong trinh
tu bang chuong trinh may tinh. Sang ché d& xuit phwong phép so sanh trinh t thir nhit
v6i trinh ty thir hai bao gdm c4c buéc: (a) doc trinh tw thir nhat va trinh ty tht hai bing
cach str dung chuong trinh mdy tinh ding dé so sanh trinh ty, trong d6 trinh ty thi nhét
la trinh tu polypeptit hodc trinh tu axit nucleic, trong d6 trinh ty polypeptit 1 trinh tu
axit amin theo sang ché, va axit nucleic 13 trinh tur theo sang ché; va, (b) x4c dinh mirc
d06 khac nhau giita trinh tu thi nhét va trinh tu thé hai bing chuong trinh may tinh, trong
dé6 tuy y budce xac dinh mirc @ khac nhau gitta trinh tur thtr nhat va trinh tu thi hai con
gdm bude xac dinh mirc d6 da hinh, va tuy y, phuong phap niy con bao gdm mét yéu
t6 x4c dinh c6 thé xdc dinh mot hogc nhidu dic diém trong trinh ty, va tuy y, phuong
phap nay con bao gdm viéc doc trinh ty thir nhit st dung chuong trinh may tinh va xac

dinh mdt hodc nhiéu dic diém trong trinh tu.

Sang ché @& xuit phuong phap thuy phan inositol-hexaphosphat thanh inositol va
phosphat vo co, trong d6 phuong phép nay bao gom cac budce: (a) cung cép polypeptit
c6 hoat tinh phytaza, trong d6 polypeptit chira trinh tw axit amin theo sang ché, hoic,

-17-



22404

polypeptit dugc ma hoa béi axit nucleic theo séng ché; (b) cung cép ché phim chua
inositol-hexaphosphat; va (c) cho polypeptit trong budc (a) phan ing v6i ché phdm trong
bude (b) trong diéu kién dé polypeptit thuy phén inositol-hexaphosphat tao ra inositol
va phosphat vo co, trong d6 tuy y diéu kién gdbm c6 nhiét d6 tir khoang 37°C dén khoang
70°C, tir khoang 50°C dén khoang 80°C, hoic tir khoang 60°C dén khoang 90°C, va tuy
¥, ché pham nay chira axit phytic.

Sang ché dé xuét phuong phap khir keo ciia dau, trong d6 phuong phép nay bao
gbm cac budc: (a) cung cip polypeptit ¢6 hoat tinh phytaza, trong d6 polypeptit chira
trinh ti axit amin theo sang ché, hoic, polypeptit dugc ma ho béi axit nucleic theo séng
ché; (b) cung cip ché phim chira dau thuc vat; va (c) cho polypeptit trong budc (a) va
dau thyc vat trong budc (b) phan tng v6i nhau trong didu kién dé polypeptit c6 thé cit

lién két inositol-phosphat v6 co, do d6 s& khir keo dau thuc vat.

Sang ché d& xuit phuong phap san xuét thuc phim hoic thic an gia suc, hodc thirc
&n gia stic bd sung hoic thue phdm bd sung, hodc phu gia thie phdm hodc phu gia thirc
in gia stc, hodc thanh phan bd sung dinh dudng, hoic thanh phin b sung vao ché do
an, gém cac budc sau: (a) bién nap thuc vét, mot phén thuc vat hoic té bao thuc vat béng
polynucleotit ma hoa polypeptit enzym phytaza, trong d6 phytaza 13 polypeptit chira
trinh tu axit amin theo sang ché, hoic, polypeptit duwoc ma hod béi axit nucleic theo sang
ché; (b) nuoi céy thuc vat, mot phr?m thue vat hoidc t& bao thuc vat trong diéu kién dé
biéu hién enzym phytaza; va, (c) cai bién thuc vat, phén thue vét hodc t& bao thue vat
thanh dang ché phdm thich hop dé 1am thuc phdm, thirc an gia stc, thuc phim b sung,
thirc an gia stc bd sung, phu gia thuc phim, phu gia thirc in gia stc, thanh phin bd sung
dinh dudng hogc thanh phén bd sung vio ché d6 in, hodc thém thyc vét, mot phan thuc
vat hoic té bao thuc vat duqc nuoi céy vao thuc phém, thirc an gia stic, thuc phém bd
sung, thirc An gia stic bd sung, phu gia thyc phdm, phu gia thie an gia stc, thanh phin
b6 sung dinh dudng hoic thanh phin b sung vao ché d6 an, nhd do sé& tao ra thuc pham,
thirc dn gia suc, thuc pham bd sung, thirc an gia stc bd sung, phu gia thuc phdm, phu
gia thirc 4n gia stc, thanh phan bd sung dinh dudng hodc thanh phan bd sung vao ché
do an, trong d6 tuy y polynucleotit duge chira trong mét vecto biéu hién, va tuy ¥, vecto
ndy con chira mdt trinh tu kiém soat qua trinh biéu hién c6 kha ning biéu hién axit

nucleic trong té bao thuc vét, va tuy ¥, thuc phdm, thire an gia sic, thuc pham bd sung,
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thirc 4n gia stic bd sung, phu gia thuc phdm, phu gia thirc in gia stic, thanh phan bd sung
dinh dudng hogc thanh phan bd sung vao ché d6 an danh cho dong vat, va tuy y, trong
do6 dong vat nay la dong vat c6 da day mdt ngén, va tuy y, dong véat nay la ddng vat nhai
lai, va tuy ¥, thue pham, thie 3n gia suc, thuc phim bd sung, thirc 4n gia stc bd sung,
phu gia thuc phdm, phu gia thirc an gia stc, thanh phén bd sung dinh dudng hodc thanh
phan bd sung vao ché do an, & dang & dang chét mang @& phan phéi, hat cdm, vién nén,
gel, dang 16ng, dang xit, hat nghién hodc bot. Theo mat khia canh, enzym phytaza dugc
glycosyl hoa dé tao ra kha ning chiu nhiét hoic bén nhiét trong diéu kién tao hat cém,
va tuy ¥, chit mang dé phan phéi duoc tao ra bang cach tao hat cdm mot hdn hop gbém
mam hat va enzym phytaza dé tao ra mot tiéu phan, va tuy ¥, hat cém dugc san xuét
trong diéu kién st dung ndi hoi, tuy v hat cdm duge san xudt trong diéu kién ma nhiét
do 16n hon 80°C trong khoang 5 phit, va tuy ¥, hat cdm chtra enzym phytaza c6 hoat
tinh d3c hiéu it nhét tir khoang 350 dén khoéng 900 don vi/mg enzym.

Séang ché dé xuit cac phuong phap phan phéi thanh phin bd sung enzym phytaza
cho dong vat hosic ngudi, phuong phap ndy bao gdm cac budce: (a) tao ra chat mang dé
phan phdi, ma chit mang nay an dugc, chira mot chét mang an dugc va enzym phytaza
chira polypeptit 6 trinh ty axit amin theo sang ché, trong d6 chit mang d& dang phan
tan va giai phong enzym phytaza khi dugc cho vao méi trudng nudc, va, (b) cung cip
chit mang dé phan phdi enzym nay cho dong vat hodc ngudi, trong d6 tuy ¥ trong chét
mang dé phan phdi dn dwoc ndy c6 chét mang dang hat an duoc, va tuy ¥, chit mang dé
phéan phéi an dugc & dang hat cém, vién nén, gel, dang 16ng, dang xit hodc bdt, va tuy
¥, chit mang an dwoc 13 chét_mang dugc chon tir nhém bao gdm mam hat, ¢é, ¢6 linh
lang, cé dudi meo, vé dau tuong, bot hat huéng duong, bot ngod, bot dau .tuong va bot

mi, va tuy ¥, chit mang an duoc 1a mim hat d3 loai hét dau.

Sang ché dé xuit thuc phim, thic an gia stc, thuc phim bé sung, thirc an gia stc
bb sung, phu gia thuc phdm, phu gia thirc 3n gia suc, thanh phan bd sung dinh dudng
hoic thanh phan b sung vao ché do an, cho dong vét hodc nguoi, chira polypeptit theo
sang ché, hoic homodime hodc heterodime theo sang ché; trong d6 tuy y polypeptit
dugc glycosyl hoa, va tuy y, hoat tinh phytaza c6 kha nang chiu nhiét hoic bén nhiét.
Theo mot khia canh, thuc phém, thuc an gia suc, thuc phém bd sung, thirc dn gia stc bd

sung, phu gia thue pham, phu gia thirc 4n gia stc, thanh phan b sung dinh dir@ng hodc
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thanh phﬁn bo sung vao ché dd an duoc san xuét & dang hat cdm, vién tron, vién nén,
vién nang, gel, miéng gel, dang xit, bot, ché phim dong kho, duge phim, dang 16ng, nhu
hdn dich hodc hd nhéo, hodc dugc san xuét sit dung céc chét phu trg dugce phd polyme,

hodc dugc san xuat & dang hat, hodc dugc san xuat bang cach say phun.

Sang ché @& xuit cht mang dé phan phéi enzym an duoc hogc hép thu dugc chira
polypeptit theo sang ché, hoic homodime hoic heterodime theo sang ché; trong d6 tuy
y polypeptit dugc glycosyl hod, va tuy y, hoat tinh phytaza cé kha nang chiu nhiét hoic
bén nhiét. Theo mét khia canh, chét mang dé phan phéi an duoc 13 hat cdm, hodc chét
mang dé phan phéi enzym an dugc hoac hép thu duoc dugc san xuét & dang hat cdm,
vién tron, vién nén, vién nang, gel, miéng gel, dang xit, bot, ché phém dong kho, duogc
phém, dang léng nhu hdn dich hodc hd nhio, hoic dugc san xuét b%mg cach sir dung
chét phu trg dugc phu polyme, hodc dugce san Xuét & dang hat, hoic dugc san xuét béng

cach sdy phun.

Séng ché @& xuét hat cdm #n dugc hodc hip thu duge chira chit mang dang hat an
dugc hoic hip thu dugc va polypeptit theo sang ché, hoic homodime hodc heterodime
theo sang ché; trong d6 tuy ¥ polypeptit dugc glycosyl hoa, va tuy y, hoat tinh phytaza
c6 kha nang chiu nhiét hoac bén nhiét, va tuy v, hat cdm duoc san xuit & dang hat cdm,
hodc vién tron, vién nén, vién nang, gel, miéng gel, dang xit, bdt, ché phém dong kho,
duoc phém, dang 16ng, nhu hdn dich hoic hd nh#o, hoic duoc san xuét béng cach st
dung chét phu trg dugc phu polyme, hodc dugc san xuit & dang hat, hodc dugc san xuit

bing céach siy phun.

Sang ché d& xuét cac loai bot, ching han, bt dau tuong, chira polypeptit theo sang
ché, hoac homodime hodc heterodime theo sang ché, va tuy y, bot, ch:?mg han, bdt dau
tuong, duoc san xuét & dang hat cém, vién tron, vién nén, vién nang, gel, miéng gel,

dang xit, bot, ché pham déng kho, hoic dang 16ng.

Sang ché dé xuét phuong phép gia tﬁng d0 bén cta polypeptit phytaza d6i v6i qua
trinh bat hoat enzym trong hé tiéu hod cia dong vat, phuong phap bao gém glycosyl hoa
polypeptit phytaza chita polypeptit theo sang ché, nhd d6 1am ting do bén cia cua
polypeptit phytaza d6i v6i qua trinh bat hoat enzym trong hé tiéu hod cta dong vat, va

tuy ¥, qud trinh glycosyl ho4 1a glycosyl ho4 & dau N, va tuy ¥, polypeptit phytaza dugc
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glycosyl hoa 13 két qua ctia qua trinh biéu hién trong co thé polynucleotit ma hod phytaza
trong t& bio, va tuy ¥, té bao nay 1a t€ bao cé nhan, va tuy v, t& bao nay 14 té bao bao
nam, té bao thuc vat, hodc té bao dong vat co vu.

Sang ché dé xuit phuong phép xtr Iy hat ngd va hat lta mién gbm cac budc sau:
(a) cung cép polypeptit cé hoat tinh phytaza, trong d6 polypeptit chira polypeptit theo
sang ché; (b) cung cp ché phdm chira dich ngdm ngd hoic dich ngdm laa mién; va (c)
* cho polypeptit trong buéc (a) phan tmg véi ché pham trong budce (b) trong didu kién ma

polypeptit c6 thé phan cét lién két inositol-phosphat v6 co.

Sang ché d& xuét dugc phim hoic thuc phdm chira polypeptit hodc heterodime
theo sang ché; trong d6 tuy v polypeptit duge glycosyl hoa, va tuy ¥, hoat tinh phytaza
c6 kha nang chiu nhiét hoic bén nhiét; va tuy y, dugce phém hoidc thuc phém duoc bao
ché & dang hat cdm, vién tron, vién nén, vién nang, miéng gel, dang xit, bdt, dang sira
hodc dang 1éng, hodc dugc san Xuét béng cach sir dung chét phu trg dugc phu polyme,
hodc & dang miéng cdy, hodc dugc san xuit & dang hat, hoic duoc san xuit bing cach

sdy phun.

Sang ché dé xuit ché phim chira polypeptit hodc heterodime theo sang ché; va, (b)
san pham bat ky dugc néu trong bang 2, hoic ché phim bt ky dwoc néu trong bang 1;
trong d6 tuy y polypeptit dugc glycosyl hod, va tuy y, hoat tinh phytaza c6 kha nang
chiu nhiét hozic bén nhiét.

Sang ché dé xut suit an duogc ché bién sin (self-contained meal Ready-to-Eat unit
- MRE), 6 udng hoic tac nhan hydrat hoa chira polypeptit hodc heterodime theo sang
ché; trong d6 tuy y polypeptit dugc glycosyl hoa, va tuy ¥, hoat tinh phytaza ¢6 kha niing
chiu nhiét hodc bén nhiét.

Sang ché dé xuat phuwong phap cai thién (1am chdm qu4 trinh tién trién, didu tri
hoic phong ngira) tinh trang loing xuong bang cach cho ngudi bénh can diéu tri sit dung
mdt lwong ¢ hiéu qua (liéu) ché phdm chira polypeptit hoic heterodime theo sang ché;
trong d6 tuy y polypeptit dugc glycosyl hod, va tuy y, hoat tinh phytaza cé kha nang
chiu nhiét hogc bén nhiét.
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Chi ti€t cia mot hodc nhiéu khia canh theo sang ché dugc néu trong phan md ta va
hinh v€& di kem duéi day. Cac ddc diém, doi tuong, va uu diém cuia sang ché sé tré 1én
r0 rang v6éi phan mo ta va hinh v€ va yéu cau bao hd.

Tat ca cac 4n pham, bang doc quyen sang ché, don Xin cap patent, trinh tu trong

ngan hang gen (GenBank) va sb luu gitt ATCC, dugc dua vao day theo cach vién dan.
M5 ta vén tit cic hinh vé

Cac hinh v€ sau dung dé minh hoa céc khia canh cua sang ché va khong lam gidi

han pham vi cia sang ché dugc néu trong yéu ciu bao ho.
Fig. 1 12 biéu d6 khéi ctia mot hé théng may tinh, nhu duge md ta chi tiét duéi day.
Fig. 2 14 luu @5 minh hoa qu4 trinh 200 @& so sanh trinh tu nucleotit hoic protein
méi v6i co s dit ligu trinh tur d& x4c dinh murc d6 twong ddng gitta trinh tw méi va cac
trinh ty trong co s& dit liéu, nhu duoc md ta chi tiét dudi day.
Fig. 3 12 luu d6 minh hoa mét phwong 4n cla qué trinh trong may tinh dé xac

dinh liéu hai trinh ty c6 twong ddng hay khong, nhu duge mo ta chi tiét dudi day.

Fig. 4 12 luu 6 minh hoa mdt khia canh cta quy tinh x4c dinh dé phat hién sy c6

mit dic diém trong trinh ty, nhu duoc mé ta chi tiét dudi day.

Fig. 5 m ta tom tit hoat tinh gbc ctia polypeptit dwoc tinh sach theo sang ché, cac
trinh tw thir nghiém dot bién diém don theo sang ché, sau khi xtt 1y nhiét & cac nhiét do
khac nhau trong 30 phit; trong d6 hoat tinh phytaza dugc thir nghiém véi co chét phat
huynh quang, va mirc d9 phat huynh quang duoc so sanh véi mirc 4o phat huynh quang
clia tirng méu khong duoc xtt Iy twong tng; nhu dugc md ta chi tiét trong vi du 1, duéi
day. |

Fig. 6 m6 ta tom tét hoat tinh gbc cta polypeptit dugc tinh sach theo sang ché chira
cac bot bién gde don “hdn hop” (phytaza chira nhidu dot bién), sau khi xit ly nhiét trén
mAy luan nhiét; tai d6 hoat tinh phytaza dugc thir nghiém véi co chit phat huynh quang,
va mirc d0 phat huynh quang dugc so sanh véi te d6 phat huynh quang cia timg mau
khong dugc xtt Iy twong tmg; nhu tom tét trong Fig. 6; nhu dugc md ta chi tiét trong vi

du 1, dudi day.
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Fig. 7 md ta van tit bang biéu do dir liéu duogc sir dung dé tao ra biéu dd trong Fig.

6; nhu duoc mo ta chi tiét trong vi du 1, dudi day.

Fig. 8 md ta trinh tu ctia phytaza gbc SEQ ID NO:2 vi céc cai bién trinh tu duoc
tao ra bing qué trinh gy dot bién bdo hoa tai vi tri gen (gene site saturation mutagenesis
- GSSM) duoc chon dé xy dung thu vién GeneReassembly™; nhu dugc mé ta chi tiét
dudi day.

Fig. 9 mé ta phytaza thit nghiém c6 cac dot bién nhidu gbe so véi trinh tu gbe SEQ
ID NO:2; nhu duge md ta chi tiét & day.

Fig. 10 m6 ta phytaza thit nghiém c6 cac dot bién gdc don so véi trinh trr gbc SEQ
ID NO:2; nhu duge mo ta chi tiét & day.

Fig. 11 md ta bang so d6 mot thir nghiém phytaza theo sang ché sir dung co chét
phat huynh quang 4-metylumbelliferyl phosphat (MeUMB-phosphat); nhu dugc mo ta
chi tiét trong vi du 1, duéi day.

Fig. 12 mb ta bang so dd mot thir nghiém phytaza theo sang ché str dung co chit

phat huynh quang MeUMB-phosphat; nhu duge mo ta chi tiét trong vi du 1, duéi day.

Fig. 13 m6 ta béng so db qua trinh sang loc thu vién thir nghiém, nhu duge mo ta

trong Fig. 12, nhu dwoc mo ta chi tiét trong vi du 1, dudi day.

Fig. 14 m6 t& qua trinh 1én fnen thir nghiém c6 thé két hop viéc str dung phytaza

theo sang ché.

Céc biéu twong tuwong tw trong cac hinh v& khac nhau d&u nhim chi cac thanh phan
gidng nhau.
MG ta chi tiét sang ché

Sang ché @& cép dén polypeptit phytaza chira cac dot bién gbc axit amin cu thé so
vo1 SEQ ID NO:2, nhu d3 m6 ta & trén, va polynucleotit md hoa chung, (chrfmg han,
chita céc cai bién vé cip bazo cu thé so v6i SEQ ID NO:1, nhu d3 mé ta & trén), ciing
nhu céc phuong phép str dung polynucleotit va polypeptit. Fig. 10 mé ta phytaza c6 cac
dot bién don gbc axit amin so véi trinh tw gbc SEQ ID NO:2, va Fig. 9 mo6 t& phytaza
thir nghiém c6 do6t bién nhidu gdc axit amin so v6i trinh tu gbc SEQ ID NO:2.
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Hoat tinh phytaza cua polypeptit theo sang ché gdm enzym c6 hoat tinh phytaza
bét ky, chang han, enzym c6 kha ning xuc tac sy phan giai phytat, ching han, viéc xtic
tac phytat (myo-inositol-hexaphosphat) thanh inositol va phosphat v6 co. Phytaza theo

sang ché chira goc cac enzym chiu nhiét va bén nhiét.

Phytaza va polynucleotit ma hoa phytaza theo séang ché 13 hitu ich trong mét sb
qué trinh, phurong phép va ché phdm. Chéng han, nhu d3 néu, phytaza c6 thé dugc st
dung trong thirc n gia stic, va thirc an gia stic bd sung ciing nhu trong qua trinh xt ly
dé phan huy hoic loai bo phytat du thira trong mdi treong hodc trong mdt mau cu thé.
Céc g dung khéc s& rd rang d6i véi duoc ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc
k¥ thuat ndy dua vio cac chi ddn dugc dé xut theo sang ché, ké ca nhitng vin dé da

dugc thao luén trén day.

Theo mot khia canh, phén tr phytaza theo sang ché - hoic doc 1ap hodc két hop
v6i cac chat khac (bao gdm, nhung khong chi giti han 6, enzym, nhu proteaza, amylaza
va cac chét twong tu) - duoc st dung trong qué trinh xir Iy thuc phim, ching han, dé
tranh cin khong mong mudn, va trong cic ung dung khéac can c6 qué trinh thuy phan

phytat.

Theo mot khia canh, phan tir phytaza theo sang ché dugc st dung dé loai bo hoic
giam su c6 mit cua phytat chua dugc thuy phén, déc biét 1a khi phytat chua dugc thuy
phan s& din dén cac hau qua kho giai quyét trong cac qué trinh ngoai co thé bao gdm,
nhung khong chi gi6i han &, xir ly thue phim. Theo mét khia canh, phén tir phytaza theo
sang ché dugc sir dung trong cac qué trinh di dwoc mo ta trong EP0321004-B1 (Vaara
et al.), bao gdm céc budc trong qué trinh xtt Iy hat ngd va lua mién nho d6 hat cing
dugc ngam trong nuéc dé 1am mém. Céc chét tan trong nudc trong qué trinh nay sé
thanh mot ph'?m‘ ctia rrou 1am tir dich chiét ngo, dich nay s& dugc cd dic trong qua trinh
bay hoi. Axit phytic chua dugc thity phan trong ruou dich chiét ngd, phan 16n & dang
mudi canxi va magie, dugc lién két véi phospho va déng thanh cin khong mong muén
v6i cac protein va ion kim loai. Loai cin niy 12 mot vin dé khé giai quyét trong qua
trinh bay hoi, van chuyén va bao quan ruou dich ngdm ngbd. Phan tir phytaza theo sang

ché duoc sir dung dé thuy phan cin nay.
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Theo mot khia canh, phytaza theo sang ché c6 thé tao ra hiéu qua thuong mai cao
hon dang ké so véi cac phan tir phytaza d& duoc xac dinh truéce do, ching han phén tir
phytaza c6 ngudn gbc tir ndm. Theo mét khia canh, enzym theo sang ché c6 thé & ndng
do khoang 4400 U/mg, hoic 16n hon khoang tir 50 dén 100, hoic tir 50 dén 1000 hoac
tir 100 dén 4000 U/mg protein.

Sang ché ciing d& xuét phuong phép thay ddi déc tinh ctia phytaza theo sang ché

bang cach gy dot bién va cac phuong phép khéc, duge mb ta chi tiét bén dudi.
Tao va xtr ly axit nucleic

Sang ché dé xuit axit nucleic m3 hoa pdlypeptit phytaza theo sang ché. Sang ché
cling dé xuit catxet biéu hién, vecto nhu vecto bidu hién hodc vecto nhan dong, phuong
tién nhan dong nhu vecto virut, plasmit, thé thuc khudn, phagemit, cosmit, fosmit, nhiém
s_a"lc thé thé thuc khuén hodc nhan tao, gém co, hodc dugc chira trong dd, axit nucleic

theo sang che.

Séang ché ciing dé xut cac phuong phép phat hién cc trinh tu phytaza méi st dung
axit nucleic theo sang ché. Ciing dugc dé xuit theo sang ché 1a cac phuong phép cai bién
axit nucleic theo sang ché bang cach, ching han, ghép ndi tdng hop, hé théng tién hoa

dugc dinh hudng téi wu va/hoic giy dot bién bdo hoa.

Theo mot khia canh, sang ché dé xut mot ho axit nucleic 12 cac bién thé duoc tao
ra bang cach tong hop ciia trinh tr gbc SEQ ID NO:1, trong d6 cac axit nucleic theo
sang ché c6 do twong ddng v& trinh ty it nhét 12 95%, 96%, 97%, 98%, 99% so véi trinh
tw “gdc” SEQ ID NO:1, va chtra it nhét 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 hoic tit ca
14 cai bién vé trinh tr cip bazo nucleotit so véi SEQ ID NO:1, nhu di néu. P& tham
khao, trinh tw gbc SEQ ID NO:1 1a:

atgaaagcga tcttaatccc atttttatct cttctgattc cgttaacccc gcaatctgeca 60

ttcgctcaga gtgagccgga gctgaagctg gaaagtgtgg tgattgtcag tcgtcatggt 120
gtgcgtgctc caaccaaggc cacgcaactg atgcaggatg tcaccccaga cgcatggcca 180
acctggccgg taaaactggg tgagctgaca ccgcgcggtg gtgagctaat cgcctatcte 240
ggacattact ggcgtcagcg tctggtagcc gacggattgc tgcctaaatg tggctgcecccg 300
cagtctggtc aggtcgcgat tattgctgat gtcgacgagc gtacccgtaa aacaggcgaa 360
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gccttcgeceg
tccagtcccg
aacgtgactg
tatcaaacgg
cttaaacgtg
aaggtgagcg
gagatatttc
gattcacacc
cgcacgccag
ttgacgccce
-tttatcgccg
acgcttcccg
cgtcggctaa
cagatgcgtg
ctggcaggat

atcgtgaatg’

ccgggctggce

atccgttatt
acgcgatcct
cgtttcgcga
agaaacagga
ccgactgtgt
tcctgcaaca
agtggaacac
aggttgcccg
atccaccgceca
gacacgatac
gtcagccgga
gcgataacag
ataaaacgcc
gtgaagagcg

aagcacgcat

22404

acctgactgt
taatcctcta
cgagagggca
actggaacgg
cgaaagctgt
ctcattaacc
agcacaggga
cttgctaagt
cagccgcgece
aaaacaggcg

taatctggca

‘taacacgccg

ccagtggatt
gctgtcatta
aaatgcgcag

accggcgtgce

gcaataaccg
aaaactggcg
ggagggtcaa
gtgcttaatt
tcattaacgce
ggtgcggtaa
atgccggage
ttgcataacg
accccgttat
tatggtgtga
aatctcggcg
ccaggtggtg
caggtttcgce
aatacgccgce
ggcatgtgtt

agtttgtaa

tacataccca
tttgccaact
ttgctgactt
ttccgcaatc
aggcattacc
gcctcgcecatce
cggggtgggg
cgcaatttga
tagatttgat
cattacccac
gcgcactgga
aactggtgtt
tggtcttcca
ccggagaggt

cgttggcagg

ggcagatacg
ggataacgcg
taccgggcat
aaacttgtgce
atcggaactc
aatgctgacg
aaggatcacc
tttgctacaa
caagacagcg
ttcagtgctg
gctcaactgg
tgaacgctgg
gactttacag
gaaactgacc

ttttacgcaa

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1299

Axit nucleic theo sang ché c6 thé dugc tdng hop, phan lap vi/hoic sao chép bang

cach, ching han, tich dong va bidu hién thu vién cADN, khuéch dai thong tin hogic hé

gen ADNi bang PCR va tuong ty. Trong qué trinh thuc nghiém phuong phéap theo sang

ché, cac gen tuong dong co6 thé dugc cai bien bang cach xi Iy mot axit nucleic khudn,

nhu d3 néu. Sang ché c6 thé dwoc thyc hién cing v6i mot phuong phap hoac qua trinh

hozc thiét bi bat ky da biét trong linh vuc k¥ thuit ndy, da duoc mo ta k§ trong cac tai

K¥ thuiat chung

liéu khoa hoc va patent.

Axit nucleic dugc st dung dé thuc hién sang ché, c6 thé 13 ARN, iARN, axit

nucleic d6i nghia, cADN, hé gen ADN, vecto, virut hodc thé lai ciia cac loai trén, ¢ thé

duogc phan 1ap tir nhidu ngudn khac nhau, duoc xir Iy k¥ thuat di truyén, khuéch dai

va/hodc biéu hién/ tao ra bing cach tai t6 hop. Polypeptit tai tb hop duogc tao ra tir cac

axit nucleic nay cé thé dugc phan 1ap hodc tach dong riéng r& va thir nghiém mdt hoat
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tinh mong mudn. Mot hé biéu hién téi t6 hop bat ky c6 thé sir dung, gdm c6 hé biéu hién

vi khuan, ddng vét c¢6 vi, nam men, con triung hoac t€ bao thuc vét.

Theo mot cach khac, céc axit nucleic niy c6 thé duogc téng hop trong 6ng nghiém
bang cac k§ thuét tbng hop hod hoc d3 biét, nhu cac k¥ thut dugc md ta trong, ching
han, Adams (1983) J. Am. Chem. Soc. 105:661; Belousov (1997) Nucleic Acids Res.
25:3440-3444; Frenkel (1995) Free Radic. Biol. Med. 19:373-380; Blommers (1994)
Biochemistry 33:7886-7896; Narang (1979) Meth. Enzymol. 68:90; Brown (1979)
- Meth. Enzymol. 68:109; Beaucage (1981) Tetra. Lett. 22:1859; US 4,458,066.

Cac k¥ thuat thao tac axit nucleic, nhu, chéng han, tach dong tiép, gén doan do
(ching han, k§ thuat gin mdi ngiu nhién st dung polymeraza Klenow, dich ma gian
doan (nick translation), khuéch dai), doc trinh tu, lai va cac k¥ thuat tuong ty dugc mo
td 10 trong cac tai liéu khoa hoc va patent, tham khao, chéng han, Sambrook, ed.,
MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL (2ND ED.), Vols. 1-3, Cold Spring
Harbor Laboratory, (1989); CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, Ausubel,
ed. John Wiley & Sons, Inc., New York (1997); LABORATORY TECHNIQUES IN
BIOCHEMISTRY VA MOLECULAR BIOLOGY: HYBRIDIZATION WITH NUCLEIC ACIDS
PROBES, Part I. Theory and Nucleic Acids Preparation, Tijssen, ed. Elsevier, N.Y.
(1993). |

Céac phuong phép thu duge va xit Iy axit nucleic hitu ich khac duge st dung dé
thuc hién cac phuong phép theo sdng ché 13 tach dong tir mot mau hé gen, va néu can,
sang loc va tai tach dong cac doan chén duogc phan lép hoic khuéch dai tu, ch:fmg han,
cac dong hé gen hoic cac dong cADN. Cac ngudn axit nucleic dugc st dung trong cac
phuong phép theo sang ché gdm c6 thur vién hé gen ADN hodc ADN bd trg dugc chira
trong, chéng han, nhim séc thé nhan tao cua dong vat c6 vi (mammalian artificial
chromosome - MAC), tham khao, chéng han, US 5,721,118; 6,025,155; nhiém sic thé
nhan tao cda nguoi, tham khao, chéng han, Rosenfeld (1997) Nat. Genet. 15:333-335;
nhiém sic thé nhan tao ndm men (yeast artificial chromosomes - YAC); nhiém séc thé
nhan tao vi khudn (bacterial artificial chromosomes - BAC); nhiém sic thé nhan tao P1,

tham khao, ching han, Woon (1998) Genomics 50:306-316; vecto thu duoc tir P1 (P1-

-27-



22404

derived vectors - PACs), tham khéo, chiang han, Kern (1997) Biotechniques 23:120-124;

cosmit, virut tai t6 hop, thé thuc khudn hoic plasmit.

Theo cac khia canh khdc, thuat ngit “axit nucleic” hodc “trinh ty axit nucleic” dung
dé chi oligonucleotit, nucleotit, polynucleotit, hodc mdt doan cua céc phan tir bét ky
trong s6 da néu trén, ADN hodc ARN (chang han, mARN, rARN, tARN) c6 ngudn gbe
hé gen hoic tdng hop c6 thé 13 soi don hoic soi kép va c6 thé c6 soi c6 nghia hodc dbi
nghia, peptit axit nucleic (peptide nucleic acid - PNA), hodc cac phan tir gidng ADN
hoac ARN, cé nguén géc tu nhién hoac téng hop, bao gém, chéng han, iARN,
ribonucleoprotein (ching han, iRNP). Thu4t ngit nay d& cap dén cac axit nucleic, nghia
13, oligonucleotit, chira cac nucleotit trong ty véi nucleotit tu nhién. T hliét ngit nay cling
& cap dén cac cAu triic gidng axit nucleic v6i bd khung dugc tdng hop tham khao, ching
han, Mata (1997) Toxicol. Appl. Pharmacol. 144:189-197; Strauss-Soukup (1997)
Biochemistry 36:8692-8698; Samstag (1996) Antisense Nucleic Acids Drug Dev 6:153-
156.

Theo mét khia canh, polynucleotit tai t6 hop theo sang ché bao gdm céc trinh tu
lién k& v&i mot axit nucleic “khung” khong lién k& trong moi truong tu nhién cua né.
Theo mot khia canh, axit nucleic chiém 5% hodc cao hon sb lugng cac doan chén axit
nucleic trong tap hop “phén ti khung” axit nucleic. “Phén tir khung” theo sang ché gém
¢b cac axit nucleic nhu vecto biéu hién, axit nucleic tu sao chép, virut, axit nucleic hop
nhét, va cac vecto hodc axit nucleic khac dugc str dung dé duy tri hodc nhan dong doan
chén axit nucleic can quan tdm. Theo mt khia canh, axit nucleic chiém 15%, 20%, 30%,
40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% hodc cao hon sb lwong doan chén axit nucleic trong
tap hop phan tir khung tai t6 hop.

Theo mdt khia canh, axit nucleic ma hod polypeptit theo sang-ché duoc lip ghép
trong mot pha thich hgp véi trinh tu din dau c6 kha nang dinh huéng qué trinh tiét
polypeptit dugc dich ma hodc doan cta nd.

Sang ché dé xuét protein dung hop va axit nucleic mi hoé ching. Mét polypeptit
theo sang ché c6 thé dugc dung hop véi mot peptit hodc polypeptit khic loai, nhur peptit
d6ng nhit ddu N s& tejo ra nhitng dic tinh mong mudn, nhu gia tang dd dn dinh hodc don

gian hoa qua trinh tinh sach. Peptit va polypeptit theo sang ché ciing c6 thé duoc téng
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hop va biéu hién & dang cac protein dung hop véi mot hodc nhidu ving bd tro duoc ndi
vGing dé, chrfmg han, nhim tao ra mot peptit ¢6 tinh sinh mién dich manh hon, dé phan
1ap dé dang hon peptit duoc tong hop bang cach tai tb hop, dé xac dinh va phén 1ap cac
khang thé va té bao B biéu hién khéng thé, va céc muc dich twong tu. Cac ving hd tro
cho qua trinh phat hién va tinh sach bao gdm, chang han, peptit cang héa kim loai nhu
bo polyhistidin va modun histidin-tryptophan cho phép tinh sach trén cac kim loai dugc
cb dinh, cac ving protein A cho phép tinh sach trén globulin mién dich cb dinh, va ving
chirc ndng dugc st dung trong hé tinh sach kéo dai/ai lyc FLAGS (Immunex Corp,
Seattle WA). Viéc dua vao cic trinh tur lién két ¢6 thé phan cét dugc nhu yéu td Xa hodc
enterokinaza (Invitrogen, San Diego CA) gitta mdt vung tinh saéh va peptit hoac
polypeptit chira métip dé tao thuén lgi cho qua trinh tinh sach. Chiang han, vecto biéu
hién c6 thé chira trinh tu axit nucleic mé ho4 epitop dugc ndi véi 6 gbc histidin sau d6
13 mot thioredoxin va mot vi tri cit ciia enterokinaza (tham khao, chang han, Williams
(1995) Biochemistry 34:1787-1797; Dobeli (1998) Protein Expr. Purif. 12:404-414).
Céc gbc histidin tao thuan lgi cho qua trinh phat hién va tinh sach trong khi vi tef céit ciia
enterokinaza s& cung cip mot phuong phap @& tinh ché epitop tir cac phén con lai cua
protein dung hop. K thuét gin lién véi vecto ma hod protein dung hop va ing dung ctia
cac protein dung hop duge md ta chi tiét trong cac tai liéu khoa hoc va patent, tham
khéo, chang han, Kroll (1993) ADN Cell. Biol., 12:441-53.

Theo mét khia canh, thuat ngft “duoc phan 1ap” dung @ chi mot nguyén liéu dugc
tach tir moi truong ban diu cia né (ching han, moi truong tu nhién néu ching c6 ngudn
gbc ty nhién). Chang han, mét polynucleotit hodc polypeptit c6 ngudn gbc tu nhién c6
trong mot dong vét séng thi khéng dwoc phan 14p, nhung polynucleotit hodc polypeptit
twong tu, duogc tach ra tir mot sd hodc tit ca cac vat liéu cung tdn tai trong hé théng tu
nhién, 1a dugc phan 1ap. Cac polynucleotit nay cé thé 1a mot phan ciia mot vecto va/hoic
c4c polynucleotit hogc polypeptit nay c6 thé 1a mét phan ciia mot ché pham, va van c6
thé dugc phén lap trong vecto hodc ché phim khéng phai 13 mot phén trong mai trudng
tu nhién cta né. Theo mot khia canh, thuat ngit “dugc tinh sach” khong c¢6 nghia 1a hoan
toan tinh khiét tuyét dbi; ma, thuét ngit nay dung dé chi mot dinh nghia tuong dbi. Cac
axit nucleic riéng biét thu dugc tir thu vién da dugc tinh sach theo cach thong thuong
dén do déng nhét dién di. Céc trinh tu thu duoc tir cdec dong nay khong thé thu duoc truc
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tiép tlr thu vién hodc tir toan bd ADN cua ngudi. Axit nucleic tinh khiét theo sang ché
da duoc tinh sach tir cac phf?lnr khac ctia hé gen ADN trong sinh vt it nhit 13 tir 10* dén
109 14n. Theo céc khia canh khéc, thut ngt “dugc tinh sach” cling dung dé chi cac axit
nucleic dugc tinh sach tir h¢ gen ADN hodc tlr cac trinh tu khac trong thu vién hodc tir
mdi truong khac béng it nhat mot bac (10 14n), hodc theo mdt cach khac, hai hoac ba
bac, hoic bbn hodc nam béc.
Céc trinh tu kiém so4t phién m3 va dich ma

Sang ché dé xuét cac trinh tw axit nucleic (ching han, ADN) dugc lién két mot
cach c6 kiém soat véi (cac) trinh tir kiém soat qué trinh biéu hién (chang han, phién ma
hodc dich ma), chéng han, trinh tu khoi dau hodc yéu td tdng cuong, dé dinh huéng hodc
diéu chinh qua trinh téng hop/biéu hién ARN. Trinh tw kiém soé4t qua trinh biéu hién c6
thé & trong mot vecto biéu hién. Céc trinh tu khéi dlu cia vi khuén bao gém lacl, lacZ,
T3, T7, gpt, lambda PR, PL va trp. Trinh tu khéi dau ctia dong vét nhan thue thir nghiém
bao gdm CMV trung gian sém, HSV thymidin kinaza, SV40 sém va mudn, céc LTR tir

retrovirut va metallothionein I ctia chudt.

Céc trinh tu khéi ddu thich hop dé biéu hién, hoac biéu hién qua muc polypeptit
trong vi khuén bao gém trinh tr khéi dau lac hodc trp ctia E. coli, trinh tu khéi dau lacl,
trinh tw khoi ddu lacZ, trinh tw khoi ddu T3, trinh tu khoi ddu T7, trinh tw khoi dAu gpt,
trinh ty khéi dau lambda PR, trinh tu khéi dlu lambda PL, trinh tu khéi dAu trong operon
ma hoa enzym phén gidi dudong nhu 3-phosphoglyxerat kinaza (PGK), va trinh tu khoi
dau axit phosphataza. Trinh ty khoi ddu trong té bao nhén thuc bao gbm trinh ty khéi
dAu trung gian sém CMYV, trinh tu khéi diu thymidin kinaza HSV, trinh tu khéi du séc
nhiét, trinh tu khoi dau SV40 sém va muon, cac LTR tir retrovirut, va trinh tu khéi dau
metallothionein-I ctia chudt. Cac trinh tu khéi déu khac da duoc biét 13 dé kiém so4t qué
trinh biéu hién clia cac gen trong c4c té bao chua c6 nhan dién hinh hodc nhan thuc hoac
virut cia ching ciing c6 thé duoc sir dung.

Vecto biéu hién va phuong tién nhan dong

Sang ché dé xuét cac hé biéu hién, chéng han, catxet biéu hién, vecto, phuong tién

nhan dong va c4c loai twong tu, chira axit nucleic theo sang ché, ching han, trinh tu ma

ho4 phytaza theo sang ché, dé biéu hién, va biéu hién qua mirc polypeptit theo sang ché
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(va axit nucleic, chdng han, d8i nghia). Vecto biéu hién va phuong tién nhan dong theo
sang ché c6 thé 1a cac phﬁn tlr virut, baculovirut, thé thuc khuan, plasmit, phagemit,
cosmit, fosmit, nhiém sic thé nhan tao cta vi khudn, ADN virut (chéng han, vacinia,
adenovirut, virut gy phét ban thdi, virut giy bénh dai gia va din xuét cia SV40), nhiém
sic thé nhan tao c6 ngudn gbc P1, plasmit ndm men, nhiém séc thé nhan tao clia nim
men, va cac vecto khac dic hiéu dbi vai cac vat chti dic hiéu can quan tdm (nhu Bacillus,
Aspergillus va nim men). Vecto theo sang ché c¢6 thé bao gdm céc trinh tu ADN nhidm
sic thé, khong nhidm sic thé va téng hop. Mbt sé luong 16n céc vecto thich hop 1a da
biét dbi v6i ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat ndy va cé ban trén thi
truong. Céc vecto thir nghiém bao gdm: vi khuén: vecto pQE (Qiagen), plasmit
pBluescript, vecto pNH, (vecto lambda-ZAP (Stratagene); ptrc99a, pKK223-3,
pDR540, pRIT2T (Pharmacia); nhéan thuc: pXT1, pSGS5 (Stratagene), pSVK3, pBPV,
pMSG, pSVLSV40 (Pharmacia). Tuy nhién, c6 thé sir dung mot plasmit hodc vecto khac
bét ky mién 13 ching c6 kha ning sao chép va sbng sét trong té bao chu. S§ lwong ban

sao it hodc sO lwong ban sao nhiéu cé thé duge sir dung trong sang ché.

Vi du vé cac vecto biéu hién c6 thé dugc str dung 1a tiéu phﬁn virut, baculovirut,
thé thuc khuén, plasmit, phagemit, cosmit, fosmit, nhiém sic thé nhan tao ctia vi khuén,
ADN virut (ching han, vacinia, adenovirut, virut gay phét ban théi, virut gdy bénh dai
gia va dan xuét cta SV40), nhiém sic thé nhan tao co nguén géc P1, plasmit ndm men, .
" nhiém séc thé nhan tao cla ném men, va cac vecto khac dic hiéu ddi voi cac vat chu dac
hiéu cin quan tAm (nhu Bacillus, Aspergillus va nAm men). Do do, ching han, ADN ¢6
thé duoc dua vao mot vecto bét ky trong sd cac vecto biéu hién dé biéu hién polypeptit.
Céc vecto gbm c6 cac trinh ty ADN nhiém séc thé, khong nhiém séc thé va tdng hop.
Mot s6 lugng 16n cac vecto thich hop di duoc biét rd boi ngudi 6 hidu biét trung binh
trong linh vic k§ thuat nay, va dugc ban sén trén thi trudng. Céc vecto sau day c¢6 thé
duoc d& xuit; vi khudn: vecto pQE (Qiagen), plasmit pBluescripf, vecto pNH, (vecto
lambda-ZAP (Stratagene); ptrc99a, pKK223-3, pDR540, pRIT2T (Pharmacia); nhan
thuc: pXT1, pSGS (Stratagene), pSVK3, pBPV, pMSG, pSVLSV40 (Pharmacia). Tuy
nhién, c6 thé st dung mot plasmit hodc vecto khac bat ky mién 13 chiing c6 kha ning
sao chép va séng trong té bao chi. S§ lrong ban sao it hodc sb luong ban sao nhiéu c6

thé duoc sir dung trong sang ché.
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Mot vecto thir nghiém dé st dung trong sang ché chura sy sao chép ban du yéu tb
f (f-factor origin replication). Yéu t6 f (hay yéu t6 hiru thy) trong E. coli 1 mot plasmit
gy ra qua trinh chuyén nap tin suit cao ctia ban than né trong qua trinh tiép hop va
chuyén nap tan sudt thdp hon ciia ban than nhiém sic thé vi khudn. Mot khia canh sit
dung vecto nhin dong, duoc goi 13 "fosmit" ho#ic vecto nhiém sic thé nhan tao cua vi
khuén (bacterial artificial chromosome - BAC). Cac vecto nay nhan dugc tir yéu t6 f cia
E. coli ¢6 kha nang két hop 6n dinh v6i cac doan 16n trong hé gen ADN. Khi két hop
v6i ADN tir mot mau moi trudng khoéng nudi cay hdn hop, cac vecto nay c6 thé giup

thu dugc cac doan hé gen ADN 16n & dang mét “thu vién ADN méi truong” 6n dinh.

Mot loai vecto khac dé st dung theo sang ché 12 vecto cosmit. Vecto cosmit thudng
duogc thiét ké mot cach dic biét dé tach dong va nhan dong cac doan hé gen ADN I6n.
Viéc tach dong vao vecto cosmit dugc mo ta chi tiét trong “Molecular Cloning: A

laboratory Manual” (Sambrook et al., 1989).

Trinh tu ADN trong vecto biéu hién dugc lién két mot cach c6 kiém soét véi (céc)
trinh tw kiém so4t qua trinh biéu hién thich hop (trinh trr khéi ddu) dé diéu khién qua
trinh tong hop ARN. Céc trinh tu khéi diu ¢ vi khuin dugc dit tén cu thé bao gdm lacl,
lacZ, T3, T7, gpt, lambda Pr, Pz v trp. Céc trinh tu khéi ddu trong té bao nhén thuc bao
gdbm CMV trung gian sém, HSV thymidin kinaza, SV40 sém va mudn, LTR trong
retrovirut, va metallothionein-I ctia chu6t. Qua trinh chon loc vecto va trinh ty khoi ddu
thich hop d& dwgc biét rd boi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vire k§ thuat nay.
Vecto biéu hién ciing chira vi tri lién két ribosom dé khéi ddu qué trinh dich mé va mét
yéu t6 két thiic phién ma. Vecto ciing ¢ thé chira céc trinh tyr thich hop @& khuéch dai
qué trinh biéu hién. CAc vung trinh tu khoi ddu c6 thé duoc chon loc tir mot gen mong
mudn bit ky st dung vecto CAT (chloramphenicol transferaza) hodc cac vecto khac véi
céc chi thi c6 thé chon loc duoc. Ngoai ra, vecto biéu hién c6 thé chira mét hodc nhiéu
gen chi thi co thé chon loc duogc dé tao ra cac dic diém kiéu hinh trong qua trinh chon
loc té bao chu dugce bién nap nhu dihydrofolat reductaza hoac tinh khang neomyxin dbi
v6i qué trinh nudi ciy té bao nhan thuc, hodc tinh khang tetraxyclin hoic ampixilin trong

E. coli.
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Theo mdt khia canh, catxet biéu hién theo séng ché chira trinh tu theo séng ché va
trinh tu nucleotit c6 kha ning tic dong dén qua trinh bidu hién cia mot gen ciu trac
(nghia 13, mot trinh tw m3 hod protein, nhu phytaza theo sang ché) trong mot té bao chu
tuong hop véi cic trinh ty ndy. Catxet biéu hién bao gdm it nhit mot trinh tu khoi ddu
duoc lién két mot cach c¢6 kiém soat véi trinh ty ma hod polypeptit; va tuy y, vdi cac
trinh tu khac, chéng han, céc trinh tyu tin hiéu két thic phién ma. Cac yéu t6 bd trg can
thiét hodc hitu ich c6 thé tac dong vao qua trinh biéu hién cling c6 thé dugc sir dung,
chéng han, yéu td tdng cuong. Theo mdt khia canh, “duogc lién két mot cach c6 kiém
soat" nhu dugc st dung & day ding @& chi lién két ctia mot trinh tu khéi diu theo huéng
nguoc dong so véi mot trinh tw ADN sao cho trinh tu khéi ddu s& thuc ddy qua trinh
phién ma ctia trinh tw ADN. Do d6, catxet biéu hién ciing bao gdm plasmit, vecto biéu
hién, virut tai t6 hop, dang bit ky cua vecto tai tb hop “ADN tran”, va cac loai trong tu.
Theo mdt khia canh, "vecto" chira mdt axit nucleic c¢6 thé 14y nhiém, chuyén nhiém, cai
bién tam thoi hodic 1au dai mot té bao. Vecto c6 thé 13 mét axit nucleic trdn, hodc mot
axit nucleic tao phirc véi protein hoic lipit. Vecto tuy ¥ ¢6 thé chira axit nucleic va/hodc
protein cua virut hodc vi khuén, va/hoic mang (chéng han, mang t€ bao, vo lipit cia
virut, v.v.). Theo mot khia canh, vecto bao gdm, nhung khéng chi giéi han &, replicon
(chang han, ARN replicon, thé thirc khudn) ma cac doan ADN duge gin vao va sao
chép. Theo mot khia canh, cac vecto bao gdm, nhung khong chi giéi han &, ARN, ADN
hoic ARN thang hodc vong tu sao chép tyr dong (ching han, plasmit, virut, va cac loai
tuong tu, tham khéo, chéng han, US 5,217,879), va bao g@)m ca cac plasmit biéu hién va
khong biéu hién. Khi mot vi sinh vét hoic té bao tai td hop dugc goi 1a vat chu chia
"vecto biéu hién" diéu nay c6 nghia la vecto biéu hién gdbm ca ADN thing va vong ngoai
nhidm séc thé va ADN da dugc dua vao (cic) nhidm séc thé chi. Khi mot vecto duoc
Iwu gitt boi té bao chi thi vecto d6 c6 thé dugc tir sao mot cach én dinh boi té bao trong
qué trinh nguyén phan nhw mdt ciu tric ty dong, hoiic duogc két hop vao trong h¢ gen

cua té bao chu..

Vecto biéu hién c6 thé chtra mét trinh tu khoi dau, vi trf lién két ribosom dé khéi
dau qua trinh dich mi va yéu té két thic phién mi. Vecto ciing c6 thé bao gdm céc trinh
tu thich hop dé khuéch dai qua trinh biéu hién. Vecto biéu hién cia dong vat c6 va cb
thé bao gdm diém khdi dau phién ma, bat ky vi tri lién két ribosom can thiét, vi tri
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polyadenyl ho4, vi tri tich intron cho va nhan, céc trinh tu két thic phién m3, va céc t
khong phién ma nim ké dau 5'. Theo mot s6 khia canh, céc trinh tw ADN nhén duogc tir
céc vi tri tach intron va polyadenyl ho4 ctia SV40 c6 thé dwoc st dung dé tao ra cac yéu

to di truyeén khong phién ma yéu cau.

Theo mot khia canh, vecto biéu hién chira mdt hodc nhiéu gen chi thi ¢ thé chon
loc duoc dé chon loc cac té bao chu chtra vecto. Cac chi thi ¢6 thé chon loc dugc nay
gdm c6 céc gen ma hod dihydrofolat reductaza hodc gen tao tinh khang neomyxin trong
qué trinh nudi ciy té bao nhan thuc, gen tao tinh khang tetraxyclin hodc ampixilin trong
E. coli, va gen TRP1 cua S. cerevisiae. Céc trinh ty khéi ddu c6 thé duge chon tir mot -
gen mong mudn bét ky st dung cac vecto chloramphenicol transferaza (CAT) hodc céc

vecto khac véi céac chi thi ¢ thé chon loc duoc.

Vecto @ biéu hién polypeptit hodc doan cia n6 trong céc té bao nhan thuc c6 thé
chira cac yéu t6 ting cuong dé gia ting muc do bidu hién. Céc yéu t6 ting cudng 1a cac
yéu 6 tac dong theo kibu cis cia ADN, thudmg c6 chiéu dai tir khoang 10 dén khoang
300bp tac dong 1én mot trinh ty khoi dau dé gia ting qua trinh phién m3. Cac vi du bao
gdm yéu t6 ting cuong ciia SV40 tai phia bén mudn cua diém khéi diu phién ma dai tir
100 dén 270bp, yéu té tang cuong trinh tu khéi dAu sém cia cytomegalovirut, yéu t6
ting cuong polyoma tac dong vao bén muodn cia don vi, va cic yéu td ting cudong cua

adenovirut.

Mot trinh tw ADN c6 thé dugc chén vio mét vecto bing nhiéu k¥ thuat khéc nhau.
Théng thudng, cic trinh tw ADN duge gin vao mot vi tri mong mudn trong vecto sau
khi cat doan chén va ndi vao vecto véi cac endonucleaza gidi han thich hgp. Theo mét
cach khac, cac dau tu trong ca doan chén va vecto c¢6 thé dugc ndi véi nhau. Mot loat
cac ky thuat tach dong di dugc biét r5 trong linh vuc k¥ thuét nay, ching han, nhu dugc
mo ta trong Ausubel va Sambrook. Cac k¥ thuat ndy va cac k¥ thuat khac c6 thé dugc
biét & béi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuét nay.

Vecto ¢6 thé & dang plasmit, tiéu phﬁn virut, hodc thé thuc khudn. Céc vecto khac
bao gdm cac trinh twr ADN nhiém sic thé, khong nhiém séc thé va téng hop, din xult
cua SV40; plasmid vi khuin, ADN thé thuc khuén, baculovirut, plasmit ndm men, vecto

nhan duoc tir cac thé td hop plasmit va ADN thé thue khuin, ADN virut nhu vaccinia,
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adenovirut, virut gy sbt, va virut gdy bénh dai gia. Mot loat cac vecto nhan dong va
vecto biéu hién dé su dung trong céc t€ bao chu chua c6 nhan dién hinh va nhan thuc

duoc mo ta boi, chéng han, Sambrook.

Céc vecto vi khudn cu thé co6 thé dugc sir dung bao gém céc plasmit dugc ban sin
trén thi truong chira cac yéu td di truyén ciia cic vecto nhan dong d3 biét 13 pBR322
(ATCC 37017), pKK223-3 (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Sweden), GEM1
(Promega Biotec, Madison, WI, USA) pQE70, pQE60, pQE-9 (Qiagen), pD10, psiX174
pBluescript II KS, pNH8A, pNHI16a, pNHI8A, pNH46A (Stratagene), ptrc99a,
pKK223-3, pKK233-3, pDR540, pRITS (Pharmacia), pKK232-8 va pCM7. Cac vecto
trong t€ bao nhan thuc cu thé 13 pSV2CAT, pOG44, pXT1, pSG (Stratagene) pSVK3,
pBPV, pMSG, va pSVL (Pharmacia). Tuy nhién, vecto bit ky ciing c6 thé dugc sir dung

mién 13 chiung c6 kha ning sao chép va song sét trong té bao chu.
T¢€ bao chu va té bao bién nap

Sang ché ciing dé xuét té bio bién nap chura trinh tu axit nucleic theo sang ché,
chéng han, mot trinh ty ma hod phytaza theo sang ché, hodc chira mot catxet biéu hién,
vecto, phuong tién nhan dong tach dong, vecto biéu hién, vecto nhan dong theo sing
ché. Té bao chu c6 thé 13 mot loai té bao chu bét ky quen thudc véi nguoi co hiéu biét
trung binh trong linh vuc k¥ thut nay, gdm c6 céc té bao chwa c6 nhan dién hinh, té bao
nhan thue, nhu t& bao vi khudn, t& bao ndm, té bao nAm men, té bao dong vat co6 v, té
bao con tring, hodc té bao thuc vat. Cac té bao vi khudn thir nghiém 13 té bao vi khuén
bét ky trong cac giéng Escherichia, Bacillus, Streptomyces, Salmonella, Pseudomonas
va Staphylococcus, bao gdbm, ching han, Escherichia coli, Lactococcus lactis, Bacillus
subtilis, Bacillus cereus, Salmonella typhimurium, Pseudomonas fluorescens. Té bao
nam thir nghiém 13 loai bat ky thudc giéng Aspergillus. Cc té bao ndm men thir nghiém
12 loai bat ky thudc gibng Pichia, Saccharomyces, Schizosaccharomyces, hodc
Schwanniomyces, gdm ¢6 Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae, hogc
Schizosaccharomyces pombe. Té bao con tring 13 cic loai bt ky thudc gibng
Spodoptera hodc Drosophila, gdm c¢6 Drosophila S2 va Spodoptera Sf9. Céc té bao con
tring thir nghiém bao gdm Drosophila S2 va Spodoptera S19. Cac t& bao ndm men thir

nghiém bao gom Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae hodc Schizosaccharomyces
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pombe. Té bao dong vat thir nghi€ém bao gém CHO, COS hoic té bao u hic sic td Bowes
hodc dong té bao bat ky ciia ngudi hoic chudt. Viée chon loc mot té bao chu thich hop
nam trong kha ning ctia mdt ngudi c6 hidu biét trung binh bit ky trong linh vire k§ thuat
nay.

Vecto ¢6 thé dugc dua vao té bao chu st dung mot loat cac k¥ thuat khac nhau,
bao gdm bién nap, chuyén nhim, tai nap, gdy nhiérﬁ virut, stt dung k¥ thuét siing ban
gen, hoidc chuyén gen qua trung gian Ti. Cac phwong phap cu thé bao gdm chuyén nhiém
canxi phosphat, chuyén nhiém qua trung gian DEAE-Dextran, k§ thuét lipofection, hodc
bién nap dién (Davis, L., Dibner, M., Battey, 1., Basic Methods in Molecular Biology,
(1986)). '

Néu thich hop, cac té bao chi dugc xir ly k¥ thuat di truyén c6 thé dugc nudi cdy
trong moi trudng dinh dudng thong thudng dugc cai bién thich hop dé hoat hoa céc trinh
tu khéi dau, chon loc thé bién nap hodc khuéch dai gen theo sang ché. Sau khi bién nap
mot dong té bao chu thich hop va nubi cdy dong té bao chu t6i mot mat do té bao thich
hop, trinh trr khéi dau duge chon loc c6 thé dwoc kich thich bang cac phuong phap thich
hop (chﬁng han, kich thich béng thay ddi nhiét d6 hodc hoa hoc) va cac té bao c6 thé
dugc nudi cdy thém mot giai doan nita dé tao ra polypeptit hodc cac doan polypeptit

mong muon.

Céc té bao c6 thé dugc thu hoach bang cach ly tim, pha v& bing cac phuong phép
ho4 hoc hoc vat Iy, va dich chiét thd hinh thanh dugc giir lai d tinh sach tiép theo. Cac
té bio vi sinh vat dugc st dung dé biéu hién cac protein c6 thé duge pha v& bing cac
phuong phap bét ky, bao gdm chu trinh két dong-xa dong, siéu 4m, pha v& co hoc, hodc
sir dung céc chit phan huy té bao. Cac phwong phéap nay di duoc biét r5 trong linh vuc
k¥ thuat nay. Polypeptit hodc doan cia nd dugc biéu hién c6 thé dugc thu lai va duge
tinh sach tir moi truong nudi cdy té bao tai td hop bang cac phuong phap nhu két tua
bang amoni sulfat hodc etanol, chiét axit, sic ky trao dbi ion dwong hodc am, sic ky
phosphoxenluloza, sic ky twong tac ki nude, sic ky ai luc, sic ky hydroxylapatit va sic
ky lectin. C6 thé sir dung cac bude 1am tan lai protein, néu cén, trong qua trinh ly tdm
hoan toan polypeptit. Néu can, c6 thé st dung sic ky léong hiéu nang cao (high

performance liquid chromatography - HPLC) trong cac budc tinh sach cudi cing.
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Céc céu tric trong té bao chi c6 thé dwogc sit dung theo cac cach thong thuong dé
tao ra cac san phém gen dugc ma hod badi trinh tu tai td hop. Phu thudc vao loai té bao
chi duge sir dung trong qua trinh san xudt tai t6 hop, polypeptit s& dugc san xudt boi
cac té bao chii chira vecto c6 thé dugc glycosyl hod hodc khong glycosyl hoa. Polypeptit

theo sang che cling c6 the chira hodc khong chira goc axit amino metionin ban dau.

Céc hé dich ma vo bao ciing ¢6 thé duoc sir dung dé san xuét polypeptit theo sang
ché. Heé dich m3 v6 bao c6 thé sir dung cdc mARN duogc phién ma tir mot cAu traic ADN
chira mt trinh ty khéi ddu dugc lién két mot cach c6 kiém soat voi mot axit nucleic ma
ho4 polypeptit hoic doan ctia no. Theo mét vai khia canh, cdu traic ADN c6 thé duoc
dudi thing trude khi thyuce hién phan tng phién m3 trong 6ng nghiém. mARN vira dugc
phién ma sau d6 s& dugc 0 vai dich chiét vo bao, nhu dich chiét té bao héng cau ludi

ctia tho, @ tao ra polypeptit hoic doan mong muén cia né.

Céac vecto biéu hién c6 thé chira mot hodc nhiéu gen chi thj ¢6 thé chon loc dé tao
ra cic kiéu hinh dé chon loc céac té bao chu da duoc bién nap nhu dihydrofolat reductaza
hozc tinh khang neomyxin trong qua trinh nuéi cdy t& bao nhan thuc, hodc nhu tinh

khéang tetraxyclin hodc ampixilin & E. coli.

Axit nucleic theo sang ché c6 thé dugc biéu hién, hoic biéu hién qua muc, trong
mdt hé biéu hién trong 6ng nghiém hodc trong co thé bat ky. Cac hé nudi ciy té bao bét
ky ¢ thé dugc sir dung dé bidu hién, hodic biéu hién qua mtc protein tai t6 hop bao gdm
hé nuoi céy t€ bao vi khuén, con trung, ndm men, ndm hoic dong vat c6 vu. Qua trinh
biéu hién qua muc co thé bi anh huong boi viée lva chon chinh xéc trinh tu khéi dau,
yéu td tdng cudng biéu hién, vecto (chéng han, viéc sit dung vecto tu sao, vecto hai
cistron (tham khio, ching han, Gurtu (1996) Biochem. Biophys. Res. Commun.
229:295-8)), mdi truong, hé nudi céy va cac yéu td teong tu. Theo mot khia canh, qua
trinh khuéch dai gen st dung céc chi thi chon loc, chéng han, glutamin synthetaza (tham
khao, ching han, Sanders (1987) Dev. Biol. Stand. 66:55-63), trong cac hé té bao duoc

sir dung dé bidu hién qua muc polypeptit theo sang ché.

Cac hé nubi cay te bao dong vét c6 vi khac nhau c6 thé dugce st dung dé biéu hién
protein tai to hop, vi du vé cac hé bicu hién té bao dong vat c6 vii gom c6 cac dong COS-

7 cua nguyén bao s¢i than & khi, dwgc mo ta trong “SV40-transformed simian cells
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support the replication of early SV40 mutants” (Gluzman, 1981), va cic dong té bao
khac c6 kha nang biéu hién mét vecto tuong hop, chéng han, céc dong té bao C127,
3T3, CHO, HeLa va BHK. Céc vecto biéu hién trong dong vat c6 vi s€ chira mét diém
khoi dAu phién mé, trinh ty khéi dau thich hop va yéu td tiang cuong, cling nhu cac vi
tri lién két ribosom can thiét bat ky, vi tri polyadenyl hod, vi trf tach va gan intron, trinh
tir két thic phién mé, va trinh tw khong phién ma nim ké d4u 5°. C4c trinh tw ADN nhan
dugc tir cac vi tri tach intron, va céc vi tri polyadenyl hod ctia SV40 c6 thé duge st dung

de tao ra cac yéu to di truyén khong phién ma can thiét.

Té bao chi chira polynucleotit quan tdm c6 thé dugce nuéi cdy trong mdi truong
dinh dudng thong thuong dugc cai bién thich hop dé hoat hod trinh ty khéi dau, chon
loc thé bién nap hodc khuéch dai gen. Céc diéu kién nudi ca"ly, nhu nhiét d9, pH va cac
diéu kién twong tu da dugc st dung trude d6 cung voi té bao chu dugc chon loc dé biéu
hién, v s& rd rang ddi v6i ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay. Céac
dong duogc xac dinh 13 c6 hoat tinh enzym dic hiéu sau d6 c6 thé duge doc trinh tw dé

xac dinh trinh tu polynucleotit mad hoa enzym c6 hoat tinh dugc tang cuong.
Khuéch dai axit nucleic

Trong khi thuc hién sang ché, axit nucleic ma hoé polypeptit theo sang ché, hoic
axit nucleic dugc cai bién, c6 thé duogc tao ra béng cach, chéng han, khuéch dai. Séang
ché dé xuét cap trinh tw moi khuéch dai dé khuéch dai axit nucleic ma hoé polypeptit c6
hoat tinh phytaza, hodc cac doan trinh tu ctia n6, khi cip moi ¢6 kha nang khuéch dai
c4c trinh tu axit nucleic bao gdm trinh ty thir nghiém SEQ ID NO:1, va it nh4t mot trong
sO cac bién thé trinh ty ddc hiéu néu trén. Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc
k¥ thudt nay c6 thé thiét ké trinh tu cap mdi khuéch dai d6i v6i mot phan bat ky hodc
c4c trinh tu c6 d dai du; ching han:

Trinh ty SEQ ID NO:1 gbc la:

ATGAAAGCGATCTTAATCCCATTTTTATCTCTTCTGATTCCGTTAACCCCGC

AATCTGCATTCGCTCAGAGTGAGCCGGAGCTGAAGCTGGAAAGTGTGGTG

ATTGTCAGTCGTCATGGTGTGCGTGCTCCAACCAAGGCCACGCAACTGATG

CAGGATGTCACCCCAGACGCATGGCCAACCTGGCCGGTAAAACTGGGTGA

GCTGACACCGCGCGGTGGTGAGCTAATCGCCTATCTCGGACATTACTGGCG
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TCAGCGTCTGGTAGCCGACGGATTGCTGCCTAAATGTGGCTGCCCGCAGTC
TGGTCAGGTCGCGATTATTGCTGATGTCGACGAGCGTACCCGTAAAACAGG
CGAAGCCTTCGCCGCCGGGCTGGCACCTGACTGTGCAATAACCGTACATAC
CCAGGCAGATACGTCCAGTCCCGATCCGTTATTTAATCCTCTAAAAACTGG
CGTTTGCCAACTGGATAACGCGAACGTGACTGACGCGATCCTCGAGAGGG
CAGGAGGGTCAATTGCTGACTTTACCGGGCATTATCAAACGGCGTTTCGCG
AACTGGAACGGGTGCTTAATTTTCCGCAATCAAACTTGTGCCTTAAACGTG
AGAAACAGGACGAAAGCTGTTCATTAACGCAGGCATTACCATCGGAACTC
AAGGTGAGCGCCGACTGTGTCTCATTAACCGGTGCGGTAAGCCTCGCATCA
ATGCTGACGGAGATATTTCTCCTGCAACAAGCACAGGGAATGCCGGAGCC
GGGGTGGGGAAGGATCACCGATTCACACCAGTGGAACACCTTGCTAAGTT
TGCATAACGCGCAATTTGATTTGCTACAACGCACGCCAGAGGTTGCCCGCA
GCCGCGCCACCCCGTTATTAGATTTGATCAAGACAGCGTTGACGCCCCATC
CACCGCAAAAACAGGCGTATGGTGTGACATTACCCACTTCAGTGCTGTTTA
TCGCCGGACACGATACTAATCTGGCAAATCTCGGCGGCGCACTGGAGCTC
AACTGGACGCTTCCCGGTCAGCCGGATAACACGCCGCCAGGTGGTGAACT
GGTGTTTGAACGCTGGCGTCGGCTAAGCGATAACAGCCAGTGGATTCAGG
TTTCGCTGGTCTTCCAGACTTTACAGCAGATGCGTGATAAAACGCCGCTGT
CATTAAATACGCCGCCCGGAGAGGTGAAACTGACCCTGGCAGGATGTGAA
GAGCGAAATGCGCAGGGCATGTGTTCGTTGGCAGGTTTTACGCAAATCGTG
AATGAAGCACGCATACCGGCGTGCAGTTTGAGATCTCATCTA

Do @6, cap trinh tu mbi dé khuéch dai trinh tu géc nay, hodc mot trong sb cac trinh
tu thir nghiém theo sang ché s& c6 it nhét mot cai bién v trinh tu dic hiéu néu & day, co
th8 13 cac gbc tr 1 dén 21 caa SEQ ID NO:1 (nghia 14,
ATGAAAGCGATCTTAATCCCA) va soi bd sung ciia 21 gde cudi cing trong SEQ ID
NO:I‘ (nghia 13, s¢i bb sung cua TGCAGTTTGAGATCTCATCTA).

Céc phan ung khuéch dai c6 thé duoc st dung dé dinh lwong lwong axit nucleic
trong mdt méu (nhu lrgng thong tin trong miu té bio), axit nucleic gin nhén (ching
han, dé sir dung trong mot vi mach hodc gia thdm tach), phét hién axit nucleic, hodc dinh
luong luong axit nucleic dic hiéu trong mdt mau. Theo mot khia canh theo sang ché,

lugng thong tin thu dugce tir mot té bao hoic thu vién ADN b tro s& duge khuéch dai.
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Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vire k¥ thuat nay c6 thé chon loc va thiét ké cac
doan moi khuéch dai oligonucleotit thich hop. Cac phwong phap khuéch dai cling da
duoc biét 1o trong linh vuc k¥ thudt nay, va gf‘)m co, chﬁng han, phan tng chudi
polymeraza, PCR (tham khao, héng han, PCR PROTOCOLS, A GUIDE TO
METHODS va APPLICATIONS, ed. Innis, Academic Press, N.Y. (1990) va PCR
STRATEGIES (1995), ed. Innis, Academic Press, Inc., N.Y., phan ung chudi ligaza
(LCR) (tham khao, ching han, Wu (1989) Genomics 4:560; Landegren (1988) Science
241:1077; Barringer (1990) Gene 89:117); khuéch dai phién m3 (tham khéo, ching han,
Kwoh (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:1173); va, sao chép trinh tu tu duy tri (tham
khao, ching han, Guatelli (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:1874); khuéch dai Q
Beta replicaza (tham khao, chang han, Smith (1997) J. Clin. Microbiol. 35:1477-1491),
automated Q-beta réplicase amplification assay (tham khao, ching han, Burg (1996)
Mol. Cell. Poan dos 10:257-271) va cac k§ thuat tdng hop nhd ARN polymeraza khéac
(ching han, NASBA, Cangene, Mississauga, Ontario); tham khéo Berger (1987)
Methods Enzymol. 152:307-316; Sambrook; Ausubel; US 4,683,195 va 4,683,202;
Sooknanan (1995) Biotechnology 13:563-564.

Xéac dinh mac d6 tuwong déng vé trinh tu

Séng ché dé xuét axit nucleic dugc phén 14p, tdng hop hodc tai td hop chua trinh
tu axit nucleic c6 mirc d9 tuong déng vé trinh tu it nhét 12 70%, 71%, 72%, 73%, 74%,
75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%., 98%, 99%, hodc cao hon so véi trinh tu
SEQ ID NO:1, va chura it nhat mét trong s6 céc bién thé dugc danh sb dic hiéu so véi
SEQ ID NO:1 nhu da néu trén. Theo mot khia canh, mic do twong d?)ng v& trinh tu
(mirc d9 giéng nhau) c6 thé dugc xéc dinh bang cach sir dung chuong trinh may tinh bét
ky va cac tham sd di kém, gdm c6 cac chuong trinh dugc néu & day, nhu BLAST 2.2.2.
hoic FASTA phién ban 3.0t78, v6i cac tham sb mic dinh.

Céc trinh ty trong dong ciing gdm c6 céc trinh tw ARN trong d6 uridin thay thé
timin trong trinh ty axit nucleic. CAc trinh tu twong déng c6 thé thu duoc bing cach sir
dung phuong phap bat ky duoc md ta & ddy hodc c6 thé tao ra tir viéce chinh sira 18i trinh

tu.
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Cac chuong trinh so sdnh trinh tu khac nhau dugc xac dinh & day duge sit dung
trong khia canh nay theo sang ché. Mirc d6 twong ddng cuia protein va/hodc trinh ty axit
nucleic (mirc d6 giéng nhau) c6 thé duge x4c dinh bang cach st dung mot thuat toan bat
ky trong m¢t loat cac thudt toan va chuong trinh so sanh trinh tur khc nhau da biét trong
linh vyc k¥ thuat nay. Céc thuat toén va chuong trinh nhu vay gdm c6, nhung khong chi
gi6i han 6, TBLASTN, BLASTP, FASTA, TFASTA, va CLUSTALW (Pearson va
Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85(8):2444-2448, 1988; Altschul et al., J. Mol. Biol.
215(3):403-410, 1990; Thompson et al., Axit nucleic Res. 22(2):4673-4680, 1994,
Higgins et al., Methods Enzymol. 266:383-402, 1996; Altschul et al., J. Mol. Biol.
215(3):403-410, 1990; Altschul et al., Nature Genetics 3:266-272, 1993.

Mirc & giéng nhau hodc mirc do tuong ddng c6 thé duge xéc dinh bang cach sir
dung phdn mém phén tich trinh tir (ching han, G6i phin mém phan tich trinh tu cua
cong ty Genetics Computer Group, University of Wisconsin Biotechnology Center, 1710
University Avenue, Madison, WI 53705). Phian mém nay s& thu thap cac trinh tu giéng
nhau bang cich gan cac cip do giéng nhau vao cac dot bién nhu mét, thay thé va cac dot
bién khac. Thuét ngit “mirc do giéng nhau” va “muc do tuong ddng” trong truong hop
hai hozc nhidu hon hai trinh tyr axit nucleic hodc trinh tur polypeptit, ding dé chi hai hodc
nhiéu hon hai trinh tu hodc doan trinh tu 1a giéng nhau hodc c6 mot ty 1€ phén tram cu
thé cac gbc axit amin hodc nucleotit gidng nhau khi dugc so sanh va xép thing hang dé
c6 mirc do tuong ing tdi da trén mdt 6 so sanh hodc mot vung dugc chi dinh nao d6 khi
dugc xac dinh bang cach st dung mot sb bét ky cac thut toan so sanh trinh tu hoic bang
céch xép thing hang bing ‘tay va xé4c dinh bang mit thuong. Di v6i viée so sanh trinh
tw, mot trinh tu 6 thé dong vai tro 13 trinh tur d6i ching (trinh ty thir nghiém theo sang
ché) dwa vao trinh tu nay cac trinh tu kiém tra dugc so sanh. Khi st dung mdt thuét toan
so sanh trinh ty, trinh tu kiém tra va trinh tu d6i chung dugce dua vao may tinh, cac doan V
trinh tu twong mg duogc chi dinh, néu can, va cac tham sb trong thuét todn phan tich
trinh ty dugc chi dinh. Céc tham sé mic dinh trong chuong trinh cé thé duogc st dung,
hoic c6 thé chi dinh cac tham sb thay thé. Sau d6, thuat toan so sanh trinh tu sé tinh ton
ty 1& phan tram mirc d6 twong dong ddi voi cac trinh ty kiém tra so vé6i trinh tu déi

chiing, dua trén cac tham sd trong chuong trinh.
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Mot “6 so sanh”, nhu duoc sir dung & ddy, 1a mot doan gdm maot gbe bat ky trong
s& cac gbc lién nhau. Ching han, theo mét khia canh khéc theo sang ché, cac gbc lién
nhau ndm trong pham vi bét ky tir 20 dén toan bd chidu dai cta trinh ty thir nghiém theo
sang ché s& dugc so sanh v6i mot trinh tw d6i chimg c6 cing sb vi tri 1ién nhau sau khi
hai trinh tu dugc xép théng hang mot cach t6i wu. Néu trinh ty dbi chiing c6 muc do
tuong déng vé trinh tu cén thiét vi céc trinh tu thir nghiém theo sang ché, chéng han,
mirc 49 twong ddéng vé trinh tw 98% véi SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, va ¢c6 mdt trong
sb cac cai bién vé trinh tu d3c hiéu néu trén, thi trinh tu nay nam trong pham vi cua sdng
ché. Theo cac phuong 4n khéc, cic doan trinh ty ¢6 d6 dai ndm trong khoang tir khoang
20 dén 600, khoang 50 dén 200, va khoang 100 dén 150 s& duoc so sanh voi mot trinh
tu dbi chirng c6 ciing s6 vi tri 1ién ké nhau sau khi hai trinh tw dwoc xép thing mot cach
t61 wu. Cac phuong phép xép thing trinh ty dé so sanh da dugc biét rd trong linh vuc k§
thuat nay. Viéc xép thang hang t6i wu cac trinh tu dé so sanh c6 thé dugc thuc hién;
chéng han, br?mg thuat toan xac dinh mirc 6 giéng nhau tai chd ciia Smith & Waterman,
Adv. Appl. Math. 2:482, 1981, bing thuat toan xép thang twong ddng cuia Needleman &
Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443, 1970, bang phuong phéap tim kiém twong ddng ctia Person
& Lipman, Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 85:2444, 1988, h¢ théng xtr ly dugc vi tinh hoé
clia cc thuét todn ndy (GAP, BESTFIT, FASTA, va TFASTA trong g6i phan mém di
truyén Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer Group, 575 Science
Dr., Madison, WI), hoic bing cach xép thing bang tay va kiém tra bing mét. C4c thuat
toan dé xac dinh mirc d6 gidng nhau hodc mirc d6 tvong ddng khac bao gdbm, ching han,
ngoai chuong trinh BLAST (Basic Local Alignment Search Tool tai National Center for
Biological Information), ALIGN, AMAS (Analysis of Multiply Aligned Sequences),
AMPS (Protein Multiple Sequence Alignment), ASSET (Aligned Segment Statistical
Evaluation Tool), BANDS, BESTSCOR, BIOSCAN (Biological Sequence Comparative
Analysis Node), BLIMPS (BLocks IMProved Searcher), FASTA, Intervals & Points,
BMB, CLUSTAL V, CLUSTAL W, CONSENSUS, LCONSENSUS, WCONSENSUS,
Smith-Waterman algorithm, DARWIN, Las Vegas algorithm, FNAT (Forced Nucleotit
Alignment Tool), Framealign, Framesearch, DYNAMIC, FILTER, FSAP (Fristensky
Sequence Analysis Package), GAP (Global Alignment Program), GENAL, GIBBS,
GenQuest, ISSC (Sensitive Sequence Comparison), LALIGN (Local Sequence
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Alignment), LCP (Local Content Program), MACAW (Multiple Alignment
Construction & Analysis Workbench), MAP (Multiple Alignment Program), MBLKP,
MBLKN, PIMA (Pattern-Induced Multi-sequence Alignment), SAGA (Sequence
Alignment by Genetic Algorithm) va WHAT-IF. Cac chuong trinh so sanh trinh tu cling
c6 thé dugc st dung dé sang loc céc co s¢ dit licu hé gen dé x4c dinh céc trinh tu
polynucleotit c6 cac trinh tyr gdn nhu giéng nhau hoan toan. Mot sb co s& dit liéu hé gen
l1a co sﬁn, chang han, mdt phéan 16n hé gen ngudi da c6 sin 13 mot phan cia du 4n doc
trinh tu hé gen ngudi (Gibbs, 1995). Mot sb hé gen da dugc doc trinh tuy, chéng han, M.
genitalium (Fraser et al., 1995), M. jannaschii (Bult et al., 1996), H. influenzae
(Fleischmann et al., 1995), E. coli (Blattner et al., 1997), va nim men (8. cerevisiae)
(Mewes et al., 1997), va D. melanogaster (Adams et al., 2000). Nhiing tién trién déng
ké da doc tao ra trong vi€c doc trinh tu h€ gen cla cac sinh vat bic cao, nhu chuot, C.
elegans, va Arabadopsis sp. Céc co s& dit liéu chtra thong tin vé hé gen dugc cha thich
vGi mét sd thong tin vé chirc nang duoc luu trlt bédi mot sb t chirc khac nhau va c6 thé

truy cdp dugc qua internet.

Céc thuat toan BLAST, BLAST 2.0 va BLAST 2.2.2 ciing c6 thé dwoc sir dung dé
thuc hién sang ché. Céc thuat toan ndy duoc mé ta, ching han, trong Altschul (1977)
Nuc. Acids Res. 25:3389-3402; Altschul (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410. Phin mém
dé thuc hién céc phén tich BLAST duogc cong bd rong rai thong qua trung tm qudc gia
vé thong tin cong nghé sinh hoc (Tin Sinh). Thuét toan ndy bao gdm diu tién 1a x4c dinh
cac cip trinh tw c6 diém sb cao (high scoring sequence pairs - HSPs) bing cach xéac dinh
mot doan ngén chiéu dai W trong trinh ty kiém tra, hodc phit hop hodc théa man mét sb
diém giGi han c6 gié tri dwong T khi duoc xép thang véi hl(f)t doan trinh ty ¢6 ciing chiéu
dai trong co s& dit li¢u trinh ty. T 18 ngudng diém doan trinh tu 14n cén (neighborhood
word score threshold) (Altschul (1990) sach d& din). Cac doan trinh tu 1an can ban dau
dong vai trd nhu cac doan do (seed) ddi vai cac tim kiém ban dau dé tim ra cac HSP dai
hon chira ching. Cac doan trinh tu s& dugc kéo dai vé ca hai huéng doc theo moi trinh
tu cho dén khi diém sb xép thang hang tinh lu§ c6 thé ting 1én. Piém sé tich luy duogc
tinh béng céach sir dung, d6i véi cac trinh tu nucleotit, cac tham s M (diém cong cho
mot cdp trinh tu bd sung; luén luén >0). DPbi véi cac trinh tu axit amin, mot ma tran
diém s6 dugc sur dung dé tinh diém s tich lu§. Viéc kéo dai cac doan trinh tu theo mbi
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huéng dugc ding lai khi: diém sé xép thing tich luy giam xubng luong X tir gia trj dat
duoc t6i da ctia no; diém sb tich lu§ giam xubng 0 hodc thip hon, do su tich lly mot
hoic nhiéu xép thing cac gbc c6 diém sb 4m; hodc khi t&i dlu ca trinh tu. Céc tham sb
trong thudt todn BLAST 1a W, T, va X s€ xac dinh mirc do nhay va tdc do cua qué trinh
xép thang trinh ty. Chuong trinh BLASTN (d6i véi c4c trinh ty nucleotit) st dung nhu
céc mic chidu dai word (W) 1a 11, ky vong (E) 1a 10, M=5, N=-4 va mdt qua trinh so
sanh ca hai sgi. Pi v6i céc trinh ty axit amin, chuong trinh BLASTP st dung cac méc
dinh 1a chiéu dai word 14 3, va sé ky vong (E) 14 10, va ma tran diém sé BLOSUM62
(tham khao Henikoff & Henikoff (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915) sé xép
thing (B) 1 50, ky vong (E) 14 10, M=5, N= -4, va qué trinh so sanh c4 hai s¢i. Thuat -
toan BLAST ciing thyc hién mot phan tich théng ké vé mirc d6 twong ddng giita hai
trinh ty (tham khao, ching han, Karlin & Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
90:5873). Mot phép do d6 twong ddng duoc cung cip béi thuat toan BLAST 1a x4c suit
téng nho nhét (P(N)), s& cung cép chi bao cho x4c suit nhd d6 sy phi hop gitta hai trinh
tu nucleotit hogc trinh tur axit amin s& xay ra ngiu nhién. Chéng han, axit nucleic duoc
coi 14 twong ddng vdi trinh tu tham chiéu néu x4c sudt tdng nho nhat trong mot so sanh
cta axit nucleic kiém tra so véi axit nucleic tham chiéu nhd hon khoang 0,2, nhd hon
khoang 0,01, hodc nhé hon khoang 0,001. Theo m¢t khia canh, cac tuong dé)ng vé
protein va trinh ty axit nucleic dwoc x4c dinh bang cach sir dung Basic Local Alignment
Search Tool (Basic Local Alignment Search Tool - BLAST). Ching han, nam chuong
trinh BLAST dic hiéu c6 thé duoc si dung dé thuc hién yéu ciu sau: (1) BLASTP va
BLAST3 s& so sanh trinh tu truy vin axit amin v6i co sé dit liéu trinh tyu protein; (2)
BLASTN s€ so sanh trinh tyu truy van nucleotit v6i co s dix liéu trinh ty nucleotit; (3)
BLASTX sé& so sanh cac san phém dich ma 6 khung doc ciia mdt trinh tu nucleotit kiém
tra (cd hai so1i) vi mdt co s& dit li€u trinh tu protein; (4) TBLASTN s& so sanh mdt trinh
tu protein kiém tra v6i mot co s& dit liéu trinh tu nucleotit dugc dich ma theo tit ca sau
khung doc (ca hai s¢i); va, (5) TBLASTX sé& so sanh cac san phdm dich ma sau khung
doc ctia trinh tu truy van nucleotit v&i cac san phdm dich ma sau khung cia co s¢ dit
liéu trinh tu nucleotit. Cac chuong trinh BLAST s€& xac dinh céc trinh tu tong déng
béng cach xac dinh cac doan tuong déng, ma & day duogc goi la “c@p doan trinh ty diém

sO cao”, gifta mdt trinh ty truy van amin hoac trinh tu axit nucleic va mot trinh tu kiém
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tra c6 thé thu dugc tir co s& dit liéu trinh tu protein hodc axit nucleic. Cac cap doan trinh
tu diém s cao c6 thé xac dinh dugc (nghia 13, dugc xép thing) bing ma tran diém sb,
nhiéu ma tran d3 dugc biét rd trong linh vuc k¥ thuat nay. Mot ma tran diém sb thir
nghiém dugce st dung 1a ma trén BLOSUMS62 (Gonnet et al., Science 256:1443-1445,
1992; Henikoff va Henikoff, Proteins 17:49-61, 1993). Theo mt cach khéc, cac ma tran
PAM hodc PAM250 ¢6 thé dugc st dung (tham khao, chéng han, Schwartz va Dayhoff,
eds., 1978, Matrices for Detecting Distance Relationships: Atlas of Protein Sequence va

Structure, Washington: National Biomedical Research Foundation).

Theo mot khia canh theo séng ché, dé xac dinh liéu rhcf)t axit nucleic c6 muc do
tuong ddng vé trinh tu can thiét dé thudc pham vi ctia sang ché hay khong, chuong trinh
NCBIBLAST 2.2.2 s& dugc sir dung 1a mét phwong én méc dinh cta blastp. C6 khoang
38 phuong an cai dit trong chuong trinh BLAST 2.2.2. Theo khia canh thir nghiém theo
sang ché, tit ca cac gia tri méc dinh duwogc su dung trir cai dat loc mac dinh (nghia 13, tat
ca cac tham sb duge cai dit mic dinh trir tham sb loc duoc cai dat 1a tit (OFF)); tai vi
tri ctia no cai dit "-F F" dugc st dung, s& 1am tit chirc ning loc. Sir dung gia tri loc méc

dinh thudong din dén x4m pham Karlin-Altschul do chidu dai trinh ty ngan.

Céc gi4 tri mic dinh dugc st dung trong khia canh thir nghiém theo sang ché bao

gbm:
"loc murc d6 phirc tap thdp: ON
> C0 trinh ty Word: 3
> Ma tran: Blosum62
> 86 15 tréng (Gap Costs): tdn tai:11
>Kéo dai:1"
"loc mirc d phirc tap thip: ON

Céc cai ddt mdc dinh khac 1a: loc mtac do phirc tap thép OFF, ¢& trinh tu word 1a 3
db6i voi protein, ma tran BLOSUM62, diém trir vi ¢6 15 tréng 14 -11 va diém trir cho viée

kéo dai 16 tréng 14 -1.

Hé théng may tinh va cic san phdm chuong trinh méy tinh
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Pé xac dinh va nhan biét céac tuong déng vé trinh tu, trong déng vé cAu trac, cac
motip va cac cAu trac tuong tu 1am viéc dya trén mdy tinh, trinh ty theo sang ché c6 thé
dugc luu trit, ghi lai, va sao chép trén mot vat ghi bét ky cé thé doc va truy cép dugc
bing may tinh. Cac métip c6 thé duge phat hién bang cach sir dung cac chuong trinh
trén chira cac trinh ty mi hoa ciu triic kho kéo loxin, cac ciu tric xoén, cac vi tri
glycosyl hod, cac vi tri ubiquitin hod, c4c ciu truc xodn alpha, va gip nép beta, c4c trinh
tw tin hiéu ma hoa peptit tin hiéu diéu khién qu4 trinh tiét cac protein dugc ma hoa, cac
trinh tu tham gia vao qu4 trinh diéu hoa phién m3 nhu cdc homeobox, céc doan kéo dudi

c6 tinh axit, vi tri hoat dong clia enzym, vi tri gan co chat va vi tri phan cat enzym.

Do do, sang ché dé xuét may tinh, hé théng mady tinh, cac vat ghi ¢ thé doc duoc
bﬁng mady tinh, san phém chuong trinh may tinh va cac loai twong ty duge ghi hoic luu
trit c4c trinh ty axit nucleic va trinh tu polypeptit theo sang ché, cheltng han, céc trinh tu
 thir nghiém theo sang ché. Nhu duogc st dung & day, thuat ngit “dugc ghi lai” va “luu
trir” diing dé chi qua trinh lru trit thong tin trén mot moi trudng may tinh. Ngudi ¢6 hiéu
biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay c6 thé sir dung phwong phap bt ky dé ghi lai
thong tin trén mot vat ghi co thé doc duoc béng may tinh dé tao ra céc san phém chtra
mot hodc nhiéu trinh tyr axit nucleic va/hoic trinh ty polypeptit theo sang ché. Nhu dugc
st dung ¢ day, thuat nglt “mdy tinh”, “chwong trinh may tinh” va “bd vi xtr Iy” duoc st
dung theo nghia thong thuong va két hop tit ca cac thiét bj nhu vay, nhu dugc mo ta

theo sang ché.

Mot khia canh khéc, sang ché dé xuét vat ghi c6 thé doc duge bang may tinh ghi
lai it nhat mot trinh tu axit nucleic va/hodc trinh ty polypeptit theo sang ché. V4t ghi c6
thé doc dugc bing may tinh bao g0m vit ghi ¢6 thé doc dugce bang tir tinh, vt ghi cé
thé doc duoc béng quang hoc, vét ghi c6 thé doc duoc béng dién tir va thiét bi tir/quang.
Chéng han, vat ghi ¢6 thé doc duoc béng may tinh c¢6 thé 1a mot dia ctng, dia mém,
bang tir, CD-ROM, dia da ning sé (DVD), bd nhé truy c4p ngau nhién (RAM), hoic bé
nh¢ ghi vinh vién (ROM) cling nhu cic loai cong cu khac da duoc biét déi voi nhiing
ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuce k¥ thuét nay.

Theo céc khia canh, sang ché dé xuét cac hé thé‘ng (chéng han, cac hé théng dua

trén internet), cu thé 1a cac hé théng may tinh, luu trit va diéu khién c4c trinh tu va thong

-46-, .



22404

tin trinh tu dwgc mé ta & dy. Mot vi du vé hé théng may tinh 100 duge minh hoa & dang
biéu dd khéi trong Fig. 1. Nhu duge sir dung & ddy, “hé théng mdy tinh> ding dé chi cac
phan cting, phan mém, va phan luu trir dit liéu dwoc s dung dé phén tich trinh tu
nucleotit hoic trinh tu polypeptit theo sang ché. Hé théng may tinh 100 c6 thé chira mot
b6 vi xtt Iy dé xtr Iy, truy cdp va diéu khién dit lidu trinh tw. B vi xit Iy 105 ¢6 thé 1a
mot loai bd x1r ly trung tam bét ky, nhu, chéng han, Pentium III cda tdp doan Intel, hodc
bd vi xtr ly twong tu ciia Sun, Motorola, Compaq, AMD hoac International Business
Machines. Hé théng may tinh 100 12 mot hé t_héng da muc dich chtra b vi xtr 1y 105 va
mdt hodc nhiéu ph.:?ln luu trit dit liéu bén trong 110 dé luu trix dit liéu, va mot hodc nhiéu
thiét bi truy xuét dit liéu dé 14y dit liéu dwgc lwu trir trong phan luwu trir dit liéu. Nguoi
c6 hidu biét trung binh trong linh vurc c6 thé d& dang hiéu ring bét ky hé théng may tinh

~ ¢6 sén hién nay déu thich hop.

Theo mdt khia canh, hé théng may tinh 100 bao gém mot bd vi xir ly 105 duogce ndi
v6i buyt ma duge ndi véi bd nhé chinh 115 (c6 thé duge thuc thi nhu RAM) va mot
hoic nhiéu thiét b lwu trir dit liéu bén trong 110, nhu b cung va’hodc vat ghi co thé doc
dugc bang may tinh khac c¢6 dir liéu dugce ghi trén d6. Hé théng may tinh 100 con c6 thé
bao gdm mdt hodc nhiéu thiét bi truy xuét dir liéu 118 dé doc dit liéu dwoc luu trit trong

thiét bj lwu trir dir liéu bén trong 110.

Thiét bi truy xuét dit liéu 118 c6 thé 13, chéng han, 6 dia mém, & dia compact, b
bang tir, hodc bd diéu bién c6 kha nang két ndi voi mot hé théng lvu trir dir 1iéu tir xa
(ching han, qua internet) v.v. Theo mét s6 phuong 4n, thiét bi luu trit dit liéu bén trong
110 14 vat ghi c6 thé doc duoc bang may tinh c6 thé thdo roi nhu dia mém, dia compact,
bang tir, v.v. ¢6 dit liéu va/hoic logic diéu khién dugc ghi trén d6. Hé thng may tinh
100 ciing c6 thé bao gdbm hozc dugc dit chuong trinh boi phan mém thich hop @ doc
logic va/hodc dit lidu diéu khién tir thiét bi lwu trir dit liéu khi dwoc 14p vao thiét bi truy
xuét dit liéu.

Hé¢ thng may tinh 100 bao gém thiét bi hién thi 120 dwoc st dung dé hién thi dit
lidu ra d6i v6i nguoi sir dung may tinh. Ciing nén cht ¥ rang hé théng may tinh 100 c6
thé dugc két ndi véi cac hé thong may tinh 125a-c khac trong mang ndi bd hogc mang

dién rong dé tao ra mot truy cép tap trung vao hé thdng may tinh 100. Phin mém dé truy
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cap va xtt ly cac trinh tw nucleotit hodc trinh tir axit amin theo sang ché c¢6 thé luu tra

trong by nhé chinh 115 trong khi thye thi.

Theo mdt s khia canh, hé théng may tinh 100 con c6 thé bao gbm thut toan so
sanh trinh tu dé so sanh trinh ty axit nucleic theo sang ché. Thuat toan va (cac) trinh tu
¢6 thé duoc luu trix trén vét ghi c6 thé doc dugce bing may tinh. “Thudt toan so sanh
trinh ty” dung dé chi mot hodc nhiéu chuong trinh dugc cai dat (cuc bd hodc tir xa) trén
hé théng may tinh 100 dé so sanh trinh tu nucleotit véi c4c trinh tu nucleotit va/hodc
hop chét khac dugc luu trit trong phuong tién luu trit dit liéu. Ching han, thut toan so
sanh trinh ty c¢6 thé so sanh cac trinh t nucleotit theo sang ché vai trinh tu “gdc” SEQ
ID NO:1 va/hodc SEQ ID NO:2, duoc luu trit trén vat ghi c6 thé doc duoc bing may
tinh v6i trinh tu d6i chimg dwoc luu trit trén mot vét ghi c6 thé doc dugce bing may tinh

dé xac dinh do trong dong hodic cac métip.

Céc thong sb duoc st dung cling véi cac thuét toan trén c6 thé duge lua chon phu
thudc vao do dai trinh ty va mirc do giéng nhau dugc nghién ctiru. Theo mdt sé khia
canh, cac tham s nay co thé 1a tham sb mac dinh dugc sir dung bai cac thuit toan khi
khong c6 huéng dan tir ngudi st dung. Fig. 2 1 Ivu d6 minh hoa mét khia canh cta qué
trinh 200 dé so sanh trinh tu nucleotit hodc protein m&i véi co s& dit liéu cac trinh tu dé
xac dinh mirc 49 trong dong giita trinh ty m&i va cac trinh tu trong co sé dit liéu. Co s
dit liéu cac trinh ty c6 thé 1a mdt co s& dit lidu riéng duge Ivu trit trong hé théng may
tinh 100, hodc mdt co sé dit liéu chung nhu GENBANK c6 sin trén Internet. Qua trinh
200 bét dau bang trang thai khéi dong 201 va sau d6 chuyén dén trang thai 202 trong do
trinh ty méi can so sanh s& duge luu trit vao mot bd nhé trong mot hé théng may tinh
100. Nhu da néu, bd nhé niy co6 thé 1a mét loai bd nhé bét ky, gdm c6 RAM hodc mot

thiét bi luu trit ndi bo.

Qua trinh 200 sau d6 chuyén dén trang thai 204 trong d6 co s& dit liéu cac trinh tw
dugc mé ra dé phan tich va so sanh. Qua trinh 200 sau d6 s& chuyén dén trang thai 206
trong do trinh tu thur nhét duge luu trit trong co s& dit li€u s€ dugc doc vao mdt bo nhd
trén may tinh. Sau do6 so sanh dugc thyc hién tai trang thai 210 dé x4c dinh néu trinh tu
thir nht 12 giéng nhu trinh tw thtt hai. Quan trong 12 phai cha y rang budc nay 1a khong
han ché @ thyc hién phép so sanh chinh xéc gifta trinh tw méi va trinh tu thir nhat trong
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co s& dit liéu. Céc phuong phap da biét d6i véi ngudi c6 hiéu bidt trung binh trong linh
vure k¥ thuat nay dé so sanh hai trinh tu nucleotit hodc protein, ngay cd khi ching khong
tuong ddng v6i nhau. Chéng han, cac 18 tréng c6 thé dugc dua vao mot trinh tu dé tang
mirc d6 tuong ddng giira hai trinh tu kidm tra. Céc tham s kiém soét lidu 16 tréng hodc
cac dic diém khac co duoc dua vao mot tri_nh tu trong qua trinh so sanh hay khong

thudng duoc nhap vao hé théng may tinh boi ngudi sit dung.

Khi phép so sanh gitta hai trinh ty da duoc thuc hién & trang thai 210, qua trinh
xéc dinh dugc thuc hién tai trang thdi quyét dinh 210 liéu hai trinh tu 14 gidng nhau. T4t
nhién 13, thuit ngit “giéng nhau” khong chi giéi han & c4c trinh ty hoan toan gidng nhau.
CAc trinh ty nim trong cac tham sb do tuong dong dugc nhap béi ngudi st dung s& duoc
ghi nhan 1a “twong dong” trong qué trinh 200. Néu hai trinh tu duge x4c dinh 1a tuong
ddng, thi qua trinh 200 s& chuyén dén trang thai 214 trong do tén cua trinh ty trong co
s& dit liéu duogc hién thi véi nguoi st dung. Trang thai ndy s& cho nguoi sir dung biét
réng trinh tu ¢6 tén dwgc hién thi dap tmg cac diéu kién rang budc vé& murc d6 giéng nhau
duoc nhap vao. Khi tén cua trinh tu luu trit dwgc hién thi cho ngudi sir dung, qua trinh
200 s& chuyén dén trang thai quyét dinh 218 trong d6 qua trinh xac dinh dugc thuc hién
dé xem li€u c6 con trinh tu nao tdn tai trong co s& dit li¢u nita hay khong. Néu khong
c6 trinh tu nao tdn tai trong co s& dit liéu nita, thi sau d6 qua trinh 200 s& két thic tai
trang thai cudi ciing 220. Tuy nhién, néu con thém céc trinh tu tdn tai trong co s¢ dit
liéu, thi sau d6 qu4 trinh 200 s& chuyén dén trang thai 224 trong d6 mét con trd s& dugce
chuyén sang trinh tyr tiép theo co s& dit liéu sao cho n6 ¢ thé duoc so sanh vdi trinh tu
m&i. Theo cach nay, trinh ty méi s& duoc xép thing va so sanh véi tung trinh ty trong
co so dit liéu.

Cén chu ¥ ring néu qué trinh x4c dinh duoc thuc hién & trang thai quyét dinh 212
thi cc trinh tw ndy 1a khéng twong ddng, sau d6 qua trinh 200 s& chuyén ngay dén trang
thai quyét dinh 218 dé xac dinh liéu c6 trinh tu khac bt ky trorig co s¢ dir lidu @ so
sanh hay khong. Do d6, theo mot khia canh, sang ché dé xuét hé théng may tinh chira
bd vi xtt 1y, thiét bi luu trir dir liéu chira trinh ty axit nucleic theo sang ché va trinh tyu so
sanh dé thyuc hién qué trinh so sanh trinh tu. B9 so sanh trinh tu c6 thé chi ra muc do

tuong dong gifta cac trinh ty dugc so sanh hodc xac dinh cac métip cau trac, hodc cé thé
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xac dinh cadc mdtip cau tric trong cac trinh tu dugce so sanh véi cdc ma axit nucleic va

ma polypeptit.

Fig. 3 13 Iuu d6 minh hoa mét phwong 4n ctia qua trinh 250 trong may tinh dé xac
dinh liéu hai trinh ty c6 twong dong v6i nhau hay khéng. Qua trinh 250 bat dau & trang
thai khéi dong 252 va sau d6 chuyén dén trang thai 254 trong d6 trinh tu thir nhét c?m
so sanh dugc luu trit vao mét bd nhé. Trinh tur thr hai cin so sanh sau d6 duoc luu trix
vao mot bo nhé & trang thai 256. Qua trinh 250 sau d6 chuyén dén trang thai 260 trong
d6 dic diém tha nhit cua trinh ty th nhit dugce doc va sau d6 chuyén dén trang thai 262
trong d6 dac diém thtr nhét cua trinh ty thir hai duge doc. Cin hiéu rﬁng néu trinh ty so
sanh 13 trinh tu nucleotit, thi dic diém thuong 1aA, T, C, G hodc U. Néu trinh tu so sanh
1a trinh tu protein, vi déc diém c6 thé 1a ma axit amin mdt chit sao cho trinh tu tht nhét
va tht hai c¢6 thé dugc ‘so sanh v&i nhau mt cach dé dang. Sau do, qué trinh x4c dinh
dugc thuc hién & trang thai quyét dinh 264 @ xét xem liéu hai dic diém nay c6 gibng
nhau hay khong. Néu chung 13 gidng nhau, thi sau d6 qua trinh 250 s& chuyén dén trang
thai 268 trong d6 cac dic diém tiép theo trong céc trinh tir thir nhét va tht hai duge doc.
Qua trinh x4c dinh sau d6 duogc thuc hién dé xét xem liéu cac dic diém tiép theo ¢c6
gidng nhau hay khong. Néu cé, thi qua trinh 250 s& tiép tuc vong nay cho dén khi c6 hai
dic diém khong gidng nhau. Néu duoc x4c dinh 13 hai dic diém tiép theo khong gibng
nhau, thi qué trinh 250 s& chuyén dén trang thai quyét dinh 274 dé x4c dinh liéu c6 con
dic diém nao trong hai trinh tu dé so sanh nita hay khong. Néu khong con dic diém nao
dé so sanh nita, thi qua trinh 250 s& chuyén dén trang thai 276 trong d6 mure d6 gidng
nhau gitta trinh tw thi nhét va thir hai dugc s& duoc hién thi cho ngudi st dung. Mtrc d0
gidng nhau dugc xac dinh bang cach tinh ty 18 cac dic diém gidng nhau gifra cac trinh
tur so v&i tong sb trinh tu trong trinh tw thi nhét. Do d6, néu timg dic diém trong 100
trinh tr nucleotit dau tién duoc xép thing véi timg dic diém trong trinh ty thir hai, thi

mirc d6 trong ddng 12 100%.

Theo mot cach khac, chuong trinh may tinh c6 thé so sanh mét trinh ty dbi chimg
vGi mot trinh ty theo sang ché @ x4c dinh liéu cac trinh tu c6 khac nhau & mdt hodc
nhiéu vi tri hay khéng. Chuong trinh ¢6 thé ghi lai dugc chidu dai va mire d6 trong dong
cuda cac géc nucleotit hodc axit amin dugc chén, xéa bo hoac thay thé so véi trinh tu dbi

chting hodc trinh tu theo sing ché. Chuong trinh may tinh c¢6 thé 1a chwong trinh xac
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dinh liéu trinh ty ddi ching c6 chta da hinh nucleotit don (single nucleotide
polymorphism - SNP) so véi trinh t theo sang ché, hoic, liéu trinh tu theo sang ché c6
chtra SNP cua trinh tu da biét. Do d6, theo mot sb khia canh, chuong trinh may tinh la
chwong trinh ¢6 thé xac dinh cic SNP. Phwong phap nay c6 thé dwoc thuc hién béi cac
hé thdng may tinh dwgc mo ta & trén va phuong phép dugc mé ta trong Fig. 3. Phuong
phép nay co thé duoc thuc hién bf‘mg cach doc trinh tu theo sang ché va trinh ty dbi
chimg qua viéc stt dung chuong trinh mdy tinh va nhan biét sy khac biét véi chuong

trinh may tinh.

Theo cac khia canh khac, hé théng dua trén may tinh s€ bao gém bd nhan biét dé
nhan biét cac dic diém trong axit nucleic hodc polypeptit theo sang ché. Mot “bd nhan
biét” dung dé chi mot hodc nhiéu chuong trinh nhan biét cac dic diém nhét dinh trong
mot trinh tu axit nucleic. Chﬁng han, bd nhan biét co6 thé chira chuong trinh c6 thé nhan
biét mot khung doc mé (open reading frame - ORF) trong trinh tw axit nucleic. Fig. 4 1a
mot luu d6 minh hoa mot khia canh cia qué trinh x4c dinh 300 d& phat hién su c6 mat
ctia dic diém trong trinh ty. Qua trinh 300 bét diu & trang thai khéi dong 302 va sau d6
chuyén dén trang thai 304 trong d6 trinh tu thir nhét cin kiém tra cac dic diém duoc luu
trit vao mdt bo nhé 115 trong hé thdng may tinh 100. Qua trinh 300 sau d6 chuyén dén
trang thai 306 trong d6 co s& dir li€u cac dac diém trong trinh ty dugc mé. Co s dit liéu
nhu vay s& gdm ¢ danh sach cac thudc tinh ctia mdi dac diém cing véi tén ciia mdi dic
diém. Chang han, tén cia mot ddc diém c6 thé 12 “B6 ba ma héa mé dau” va thudce tinh
s& 1a “ATG”. Mdt dic diém khéc c6 thé ¢6 tén “Hop TAATAA” va thudc tinh cua dic
diém sé& 1a “TAATAA”. Vi du vé co s& dir liéu nhu vy dugc san xuit boi cong ty di
truyén tin hoc trudong dai hoc Wisconsin. Theo mdt cach khac, cac dic diém co thé 1a
cac motip polypeptit cdu tric nhw cdu tric xoén alpha, gip nép beta, hoic cac métip
polypeptit chirc ning nhu c4c vi tri hoat dong cia enzym, cau tric vong xoin xoay vong
xo0én hodc cac métip khac da duoc biét béi ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc
k¥ thudt nay. Khi co sé dit li¢u cac dac diém dugc mdra & trang théi 306, qua trinh 300
& chuyén dén trang théi 308 trong d6 dic diém tht nhat dugc doc ra tir co sé dit liéu.
Sau d6, mdt so sanh thudc tinh cta dic diém tha nhét véi trinh tu tht nhat duogc thuc
hién & trang thai 310. Sau d6, qua trinh xé&c dinh dugc thuc hién & trang thai quyét dinh
316 @ xét xem liéu thudc tinh cia dic diém c6 trong trinh tu thur nhét hay khong. Néu
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thudc tinh duge tim thdy, thi qua trinh 300 s& chuyén dén trang thai 318 trong d6 tén cua
dic diém duoc tim thiy s& duoc hién thi cho ngudi st dung. Qua trinh 300 sau d6 chuyén
dén trang thai quyét dinh 320 trong do s& x4c dinh liéu c6 con dic diém nao co trong co
s¢ dir liéu hay khéng. Néu khong c6 dic diém nao ton tai, thi qué trinh 300 s& két thuc
& trang thai két thuc 324. Tuy nhién, néu con c6 cac dic diém ton tai trong co s& dit licu,
thi qua trinh 300 s& doc dic diém trong trinh tu tiép theo & trang thai 326 va tiép tuc
chuyén lai dén trang thai 310 trong d6 thudc tinh cia dic diém tiép theo s& dugc so sanh
v6i trinh tur thir nhat. Néu thudc tinh cta dic diém khong duge tim thay trong trinh tu
thir nhét & trang thai quyét dinh 316, thi qué trinh 300 s& chuyén ngay dén trang thai
quyét dinh 320 d€ x4c dinh con ¢6 diic diém nao c6 trong co s dit lidu nita hay khong.
Do @6, theo mdt khia canh, sang ché dé xuit chuong trinh may tinh ¢6 thé x4c dinh duge

‘céc khung doc m6 (open reading frames - ORF).

Trinh tu polypeptit hodc trinh tr axit nucleic theo sang ché c6 thé dugc luu trit va
diéu khién trong mot loat cac chuong trinh xtt Iy dit liéu khéc nhau & nhidu dang khéc
nhau. Chrfmg han, mot trinh tu ¢6 thé duge luu trit & dang vén ban trong chuong trinh
Word, nhu MicrosoftWORD hodc WORDPERFECT hoéc ¢ dang tép tin ASCII trong
mdt loat cac chuong trinh co s& dit liéu quen thudc véi ngudi c6 hidu biét trung binh
trong linh vyc ky thuat nay, nhu DB2, SYBASE, hoic ORACLE. Ngoai ra, nhiéu
chuong trinh mdy tinh va cic co s& dit liéu c6 thé duge sir dung 13 thuét toan so sanh
trinh tu, yéu td xac dinh, hodc cac nguén trinh tu nucleotit hodc trinh tu polypeptit dbi
chimg dé so sanh véi trinh tyr axit nucleic theo sang ché. Cac chuong trinh va co s& dit
lieu duge st dung dé thuc hién sang ché gdm co6, nhung khong chi giéi han 6:
MacPattern (EMBL), DiscoveryBase (Molecular Applications Group), GeneMine
(Molecular Applications Group), Look (Molecular Applications Group), MacLook
(Molecular Applications Group), BLAST va BLAST2 (NCBI), BLASTN va BLASTX
(Altschul et al, J. Mol. Biol. 215: 403, 1990), FASTA (Pearson va Lipman, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 85: 2444, 1988), FASTDB (Brutlag et al. Comp. App. Biosci. 6:237-
245, 1990), Catalyst (Molecular Simulations Inc.), Catalyst/SHAPE (Molecular
Simulations Inc.), Cerius2.DBAccess (Molecular Simulations Inc.), HypoGen
(Molecular Simulations Inc.), Insight II, (Molecular Simulations Inc.), Discover
(Molecular Simulations Inc.), CHARMm (Molecular Simulations Inc.), Felix
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(Molecular Simulations Inc.), DelPhi, (Molecular Simulations Inc.), QuanteMM,
(Molecular Simulations Inc.), Homology (Molecular Simulations Inc.), Modeler
(Molecular Simulations Inc.), ISIS (Molecular Simulations Inc.), Quanta/Protein Design
(Molecular Simulations Inc.), WebLab (Molecular Simulations Inc.), WebLab Diversity
Explorer (Molecular Simulations Inc.), Gene Explorer (Molecular Simulations Inc.),
SeqFold (Molecular Simulations Inc.), Co s& dit liéu Danh muc Hoéa hoc ¢6 sin MDL,
co s& dit lidu B4o cdo Dit liéu thuéc MDL, co s& dit liéu Héa Dugc toan dién, co s¢ dir
liéu chi muc thubc thé gioi cia Derwent, co sé dit liéu BioByteMasterFile, co sé dit lidu
Genbank, va co s& dit liéu Genseqn. Nhiéu chuong trinh va co sé dit liéu khac d3 biét
dbi voi nguéri c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat nay.

Cac mdtip c¢6 thé dugc phat hién bing cach sir dung cac chuong trinh trén bao gdbm
cac trinh ty mé hoa khod kéo loxin, métip vong X04n xoay vong xodn, vi tri glycosyl
ho4, vi tri ubiquitin hoa, X04n alpha, va nép gép beta, céc trinh tu tin hi€u ma ho4 peptit
tin hi€u ma hudng qua trinh tiét cua céc protein dugc ma hod, céc trinh ty c6 lién quan
trong qua trinh diéu hoa phién ma nhu homeobox, trinh tyr kéo dudi c6 tinh axit, vi tri

hoat dong cla enzym, vi tri lién két co chat, va vi tri phan cat ciia enzym.
Uc ché qua trinh biéu hién phytaza

Sang ché con @& xuét céc axit nucleic bd sung v6i (ching han, trinh ty d6i nghia
v6i) trinh ty axit nucleic theo sang ché, gdbm c6 axit nucleic chira cac doan dbi nghia,
iARN, ribozym. Trinh tu d6i nghia c6 kha ning trc ché qué trinh van chuyén, cit nbi
intron hodc phién ma cla cic gen mi hoé phytaza. Qua trinh trc ché c6 thé bi tac dong
bang cach tac dong vao hé gen ADN hodc mARN. Qua trinh phién m3 hodc chirc ning
cua axit nucleic bi tac ddng cod thé bi wre ché, chéng han, béng cach lai va/hodc phan cit.
Mot tap hop céc chét tre ché hitu ich duoc d& xuét béi sang ché gdm c¢6 cac oligonucleotit
c6 kha ning lién két v6i gen hoic thong tin phytaza, trong trudng hop ngén ngira hoic
trc ché qué trinh san xuit hodc chirc ning cu a enzym phytaza. Mic du qua trinh lién két
co thé 1a qué trinh lai dic hiéu trinh tw. Mot nhom chéit e ché hitu ich bao gém cac
oligonucleotit cé thé gdy bat hoat hodc phan cit thong tin phytaza. Cac oligonucleotit
nay c6 thé c6 hoat tinh enzym c6 kha ning gy ra qué trinh phén cit, nhu ribozym. Céc

oligonucleotit cling c6 theé duoc cai bién vé mat hoa hoc hodc 1ién két véi mot enzym
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hoic ché phim c6 kha nang phan cét axit nucleic bd sung. Mot ngudi c6 hiéu biét trung
binh c6 thé sang loc mot tdp hop 16n cac oligonucleotit khac nhau nhu vdy vé6i hoat tinh

mong mudn.
Oligonucleotit d6i nghia

Sang ché dé xuit cic oligonucleotit dbi nghia bao gdm céc cai bién vé trinh tu
phytaza m&i theo sang ché, trong d6 céac oligonucleotit d6i nghia nay c6 kha nang lién
két v6i thong tin phytaza co kha nang trc ché hoat tinh phytaza bang cach tac dong vao
mARN. K¥ thuat thiét ké cac oligonucleotit ddi nghia d dugc moé ta trong céc tai liéu
khoa hoc va patent, va ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat nay c6 thé
thiét ké cac oligonucleotit phytaza ndy str dung céc k¥ thuat méi theo sang ché. Ching
han, phuong phap gene walking/ tao ban d6 ARN @& sang loc céc oligonucleotit déi
nghia c6 hi€u qua da duogc biét o trong linh vuc k¥ thuat nay, tham khao, chéng han,
Ho (2000) Methods Enzymol. 314:168-183, d3 mé ta mét thir nghiém tao ban dd ARN,
dwa trén céc k¥ thuat phan ti¥ tiéu chudn dé tao ra mot phuong phap d& dang va tin cdy
dé chon loc céc trinh trr di nghia c6 kha nang. Tham khao thém Smith (2000) Euro. J.
Pharm. Sci. 11:191-198.

Céc axit nucleic c6 ngudn gbc tu nhién cé thé duogc su dung 13 oligonucleotit d6i
nghia. Céc oligonﬁcleotit d6i nghia c6 thé c6 do dai bt ky; ching han, theo cac khia
canh khac nhau, cac oligonucleotit d6i nghia c6 chidu dai tir khoang 5 dén 100, khoang
tir 10 dén 80, khoang tir 15 dén 60, tir khoang 18 dén 40. Chiéu dai t6i wu c6 thé dugc
xéc dinh bang cach sang loc théng thuong. Céc oligonucleotit ddi nghia c6 thé c6 ndng
d6 bat ky. Nong d t6i wu c6 thé duge x4c dinh bing phuong phap sang loc thong
thudng. Mot loat cac phén tir axit nucleotit va dang tuwong tw axit nucleic ¢6 ngudn gbe
téng hop da duoc biét 1a co kha nang. Ching han, peptit axit nucleic (peptide nucleic
acid - PNA) c6 khung khong ion, nhu ¢6 thé sir dung céc don vi N-(2-aminoetyl) glyxin.
Céc oligonucleotit di nghia c6 cac lién két phosphorothioat cting c6 thé duogc st dung,
nhu dugc mo6 ta trong WO 97/03211; WO 96/39154; Mata (1997) Toxicol Appl
Pharmacol 144:189-197; Antisense Therapeutics, ed. Agarwal (Humana Press, Totowa,
N.J., 1996). Cac oligonucleotit d6i nghia c6 khung turong ddng véi ADN c6 ngudn gdc
tbng hop dugc dé xuét theo sang ché ciing c6 thé chira phosphoro-dithioat,
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metylphosphonat, phosphoramidat, alkyl phosphotrieste, sulfamat, 3'-thioaxetal,
metylen(metylimino), 3'-N-carbamat, va axit nucleic morpholino carbamat, nhu da mo
ta & trén.

Céc phuong phap két hop hoa hoc c6 thé duge st dung dé tai mot mot sb luong
16n cac oligonucleotit cé thé duoc sang loc mgt cach nhanh chong dé thu duoc cac
oligonucleotit dc hiéu c6 ai luc lién két va do dic hiéu thich hop v6i mét dich bét ky,
- nhu céc trinh ty phytaza c6 nghia va d6i nghia theo sang ché (tham khao, chang han,
Gold (1995) J. of Biol. Chem. 270:13581-13584).

Ribozym trc ché

Séang ché @ xuit ribozym chira cac cai bién trinh tu phytaza méi theo sang ché,
trong d6 ribozym theo sang ché c6 kha ning lién két véi thong tin phytaza c6 thé &rc ché
hoat tinh enzym phytaza bang cach tic dong vao mARN. Cac k¥ thuat thiét ké ribozym
va chon loc trinh tu d6i nghia dic hi€u vi phytaza dé tac dong da dugc mo ta trong cac
tai liéu khoa hoc va patent, va ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay
c6 thé thiét ké cac ribozym nhu vay st dung céc k¥ thuat méi theo sang ché. Ribozym
hoat dong bang cach lién két vi mot ARN dich qua phan lién két véi ARN dich cia
mét ribozym dugc gitt & vi tri 14n can v6i phan ¢6 hoat tinh enzym ciia ARN phén cit
ARN dich. Do d6, ribozym s& nh4n ra va gan véi mot ARN dich bang lién két cap bazo
b sung, va khi d3 gén dugc vao vi tri chinh xac, rybozym s& hoat dong nhu enzym dé
phan cit va béat hoat ARN dich. Viéc phan cit ARN dich theo cdch nhu vy s& phé huy
kha ning diéu khién qu4 trinh téng hop protein mi ho4 cia phan tir ARN néu qua trinh

“phén cét xay ra trong trinh ty mi hoa. Sau khi mot ribozym di gén va phan huy ARN

dich, ching thuong tach ra khéi ARN d6 va do d6 c6 thé gin va phan cét cac dich méi.

Trong mdt vai trudng hop, ban chét enzym ciia ribozym c6 thé 1a wu viét so véi
céc k¥ thuat khic, nhu k¥ thuat dbi nghia (khi mot phan tir axit nucleic chi don gian gin
v6i mot dich axit nucleic dé chan qua trinh phién mé, dich ma hodc qua trinh lién két
v6i phan tir khac clia né) vi ndng d6 hiéu dung cua cia ribozym can thiét dé tao ra mot
phép diéu tri c6 thé thip hon so véi ndng do cua oligonucleotit di nghia. Uu diém nay
phan &nh kha ndng cua ribozym co thé hoat dong nhu mot enzym. Do d6, mot phan ti

ribozym don c6 thé phan cét nhiéu phan tir ARN dich. Ngoai ra, mot ribozym thuong 1a
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mot chit e ché c6 d6 dic hiéu cao, v6i dd dac hiéu e ché khong chi phu thudc vao co
ché két cip bazo bd sung trong qua trinh gén, ma con phu thudc vao co ché phan tir nay
trc ché qua trinh biéu hién ciia ARN gén vé6i n6. Nghia 13, qué trinh trc ché gay ra boi
qué trinh phan cit ARN dich va do d6 d6 dic hiéu duoc xéc dinh 13 ty sb mirc d6 phan
cit ARN dich so véi mirc @6 phan cat ARN khong phai 1a dich. Co ché phén cét nay con
phu thudc vao cac yéu té ngoai cac yéu té lién quan dén qua trinh két cip bazo. Do do,
d6 dic hiéu cia qua trinh hoat dong clia mot ribozym c6 thé 13 16n hon so véi d6 dic

hiéu ctia oligonucleotit ddi nghia lién két véi vi tri ARN tuong tur.

Phén tr ARN ribozym c6 hoat tinh enzym c6 thé duoc tao ra trong' motip “dau
bua”, nhung ciing ¢6 thé dugc hinh thanh trong mét métip kep toc, virut gy viém gan
delta, intron nhém I hodc ARN gidng ARNazaP (lién két v6i trinh tw ARN dan). Vi du
vé cac métip “dau bua” duoc mo ta bai Rossi (1992) trong tai liéu Aids Research and
Human Retrovirus 8:183; cdc motip kep toc bédi Hampel (1989) Biochemistry 28:4929,
va Hampel (1990) Nuc. Acids Res. 18:299; métip virut gdy viém gan delta bdi Perrotta
(1992) Biochemistry 31:16; va motip ARNazaP béi Guerrier-Takada (1983) Cell
35:849; va intron nhém I bai Cech U.S. Pat. No. 4,987,071. Viéc liét ké cac métip dic
hiéu nay khong cé nghia 1dm gi¢i han pham vi clia sing ché; ngudi c6 hiéu biét trung
binh trong linh vic k¥ thuat ny s& nhén biét duoc rang mot phan tir ARN c6 hoat tinh
enzym theo sang ché c6 mot vi tri gén co chét dic hidu bd sung v&i mot hodc nhiéu vung
ARN gen dich, va c6 trinh tu nucleotit bén trong hodc xung quanh vi tri gén co chit tao
ra hoat tinh phan cit ARN cho phan tir nay.

ARN gay nhiéu (ARNj)

Theo mét khia canh, sang ché dé& xut mot phén tir e ché ARN, duoc g0i 1a phan
tir “ARNi”, bao gbém trinh ty enzym theo sang ché. Phan tir ARNi chtra phan t ARN
soi kép (dsARN). Phén tir ARNi, chéng han, siARN va/hosc miARN, c6 thé &rc ché qua
trinh biéu hién cua gen enzym phytaza. Theo mdt khia canh, phan tr ARN]i, chéng han,
siARN va/hodc miARN, cé chiéu dai khoang 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25
hoic nhiéu hon cip nucleotit.

Khi sang ché khong bi gigi han bédi mot co ché hoat dong cu thé nao, ARNi c6 thé
di vao té bao va gay ra qua trinh phan huy ARN so¢i don (single-stranded RNA - ssARN)
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c6 trinh ty twong ddng hodc gidng, gdbm c6 cac mARN ndi sinh. Khi mdt té bao dugce
phoi véi mot ARN soi kép (dsARN), mARN tir gen twong ddng duoc phan huy mot
cach chon loc béi mot qué trinh duge goi 1a ARN gay nhidu (ARNi). Mot co ché co ban
kha thi sau ARNi 13 qua trinh pha v& ARN soi kép (double-stranded RNA - dsARN) b
sung v6i mot trinh tw gen dic hiéu thanh cac phan nhé hon duge goi 1a ARN gay nhidu
nhé (short interfering RNA - siARN), s& gdly ra qué trinh phan huy mARN bb sung v6i
trinh tu ctia né. Theo mot khia canh, ARNi theo sang ché duoc sir dung trong k¥ thuat
bét hoat gen (gene-silencing), tham khao, ching han, Shuey (2002) Drug Discov. Today
7:1040-1046. Theo mdt khia canh, sang ché dé xuit phuong phap phan huy chon loc
ARN st dung céc phan tir ARNi, chang han, siARN va/hoic miARN. Theo mot khia
canh, ARN trc ché siéu nho (micro-inhibitory RNA - miARN) s& trc ché qu4 trinh dich
mi, va siARN s& trc ché qué trinh phién ma. Qua trinh nay c6 thé thyuc hién trong 6ng
nghiém, ngoai co thé hoic trong co thé. Theo mdt khia canh, céc phéan tt ARNIi theo
sang ché c6 thé duoc sir dung dé tao ra dot bién gay mét chirc nang trong mat té bao,
mot co quan hodc dong vat. Cac phurong phap tao va sir dung cac phan tir ARNi, ching
han, siARN va/hoidc miARN, dé phén huy chon loc ARN da duogc biét & trong linh vuc
k¥ thuét nay, tham khao, ching han, US 6,506,559; 6,511,824; 6,515,109 6,489,127.
Cai bién axit nucleic

Sang ché @ xuét cac phuong phép tao cac bién thé axit nucleic theo sang ché,
chéng han, cic nucleotit ma ho4 enzym phytaza. Cac phuong phap c6 thé dugc lap lai
hodc st dung trong cac td hop khac nhau @ tao ra enzym phytaza c¢6 hoat tinh khéac
hodc bi cai bién hodic d6 dn dinh khac hoic bi cai bién so v6i hoat tinh hodc do dn dinh
clia phytaza duge ma hod béi axit nucleic khuon. Céc phuong phap nay ciing c¢6 thé
dugc 13p lai hodc st dung trong céc t6 hop khac nhau, ching han, dé tao ra cac dot bién
trong gen/tin hiéu biéu hién, tin hiéu dich ma hodc do 6n dinh. Theo mét khia canh khéc,
thanh phan di truyén ctia mét t& bao dugc cai bién bang cach, ching han, cai bién mot

gen twong ddng ngoai co thé, sau d6 dua lai vao trong té bao.

Sang ché ciing dé xuét cac phuong phap dé thay doi cac ddc diém cua phytaza theo
sang ché bang cach gy dot bién va cac phuong phép khac, bao gdm gay tién hod co

dinh huéng, ching han, Diversa Corporation’s (San Diego, CA) cac phwong phap riéng
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biét; chﬁng han, DirectEvolution; (tham khao, chﬁng han, US 5,830,696; Gay dot bién
bdo hoa tai chd trén gen - Gene Site Saturation Mutagenesis (GSSM) (tham khao, ching
han, US 6,171,820 va US 6,579,258), su ghép gen thong qua exonucleaza trong gy tién
hoa c6 dinh huéng - Exonuclease-Mediated Gene Assembly in Directed Evolution
(tham khéo, chéng han, US 6,361,974 va US 6,352,842), chon loc két thuc trong gay
tién hod c6 dinh hudéng - End Selection in Directed Evolution (tham khéo, chéng han,
US 6,358,709 va US 6,238,884), Recombination-Based Synthesis Shuffling (tham khéo,
chﬁng han, US 5,965,408 va US 6,440,668, va Australian Patent No. AU724521) va
Directed Evolution of Thermophilic Enzym (tham khao, chéng han, US 5,830,696 va
US 6,335,179).

Theo mot khia canh, cic déc diém cua phytaza s& dugc cﬁi bién béng mdt qua trinh
gdy tién hoa c6 dinh hudng bao gdm: a) tién hanh gay dot bién mot hodc nhidu khuon
phan tir, ching han, axit nucleic phytaza theo sang ché @8 tao ra cac phén tir méi, va b)
chon loc trong s6 cac phan tir méi nay cc phén tir c¢6 dic diém mong muén. Hiéu qua
clia qué trinh gay tién hoa c6 dinh huéng phu thudc vao viée chon cac khuodn bit dau
(ching han, trinh tr “gdc¢” SEQ ID NO:1, hoc trinh tir b4t k¥ theo sang ché), cing nhu
phu thudc vao (cac) qua trinh giy dot bién duge chon va (cic) quy trinh sang loc dugc
st dung. Do d6, sang ché dé xuét cac ngudn phytaza hoat tinh c6 hoat tinh cao, hiéu qua
trong sinh 1y, va tiét kiém, c6 phytaza méi: a) c6 hoat tinh siéu viét & mot hogc nhidu
diéu kién ung dung cu thé, nhu qua trinh san xudt thue phém & nhiét 4o cao, vado dd la
hiru ich dé t6i liu ho4 céc ting dung cu thé nay; b) 13 hitu ich nhu cic khudn dé gay tién
héa c6 dinh huéng dé tao ra cic phén tir méi duge cai thién hon nita; va c) 1a cong cu

hiru ich dé nhan biét cac phéan tir ¢6 lién quan bang cac phuong phép trén co s lai.

Axit nucleic theo sang ché c6 thé dwoc cai bién bing cac phuong phap bt ky.
Chéng han, phuong phap ngiu nhién, hoic, khong ngau nhién, hoic phuong phap “giy
tién hoa c6 dinh hudng”. Cac phuong phap gy dot bién gen ngau nhién d3 duoc biét rd
trong linh vuc k¥ thuat nay, tham khao, chéng han, US 5,830,696. Chéng han, cac tac
nhan giy dot bién c6 thé duoc st dung dé gay dot bién nglu nhién gen. Céc tac nhan
gy dot bién gdm c6, ching han, chiéu xa bang anh sang & ngoai hodc chiéu xa gamma,
hodc tdc nhan gy dot bién ho4 hoc, chéng han, mitomyxin, axit nitrous, psoralen dugc
hoat hod bang 4nh sang, doc 14p hodc td hop, dé gdy ra cac pha v& ADN c6 thé stra chita
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dugc bing qua trinh t4i t hop. Céc tdc nhan gdy dot bién hoa hoc khéac bao gbm, ching
han, natri bisulfit, axit nitrous, hydroxylamin, hydrazin ho#c axit formic. C4c tdc nhan
gay 4ot bién khac 13 cac chét tuong tu véi céac tién chit nucleotit, chéng han,
nitrosoguanidin, 5-bromouraxil, 2-aminopurin, hoic acridin. Céc chat nay c6 thé dugc
cho vio phan tmg PCR thay cho céc tién chét nucleotit do d6 gdy dot bién trinh ty. C6

the stir dung céc chat thém vao nhu proflavin, acriflavin, quinacrin va cac chat tuong tu.

C6 thé sir dung mot k§ thuat bat ky trong sinh hoc phén tir, chang han, giy dot bién
ngiu nhién biang PCR, tham khao, ching han, Rice (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
89:5467-5471; hoic, gy dot bién catxet nhiéu td hop, tham khao, ching han, Crameri
(1995) Biotechniques 18:194-196. Theo mét cach khéac, axit nucleic, chéng han, gen, c6
thé dugc ghép ndi sau khi phén cit mot cach ngau nhién, chéng han, US 6,291,242;
6,287,862; 6,287,861; 5,955,358; 5,830,721; 5,824,514; 5,811,238; 5,605,793. Theo cac
khia canh khdc, cic cai bién, thém hodc xda duoc dua vao béng PCR doc sura, gdy xdo
tron trong gen, gay dot bién dinh huéng oligonucleotit, PCR ghép nbi, gdy dot bién PCR
tai td hop trong gen, gy dot bién trong co thé, gdy dot bién catxet, gdy dot bién nguoc
toan bd, gay dot bién ham mii toan bd, gay dot bién diém dic hidu, ghép nbi gen, gay
dot bién diém bao hoa (gene site saturation mutagenesis - GSSM), ghép nbi téng hop
(synthetic ligation reassembly - SLR), tai t6 hop, tai t6 hop trinh tu ngugc, gy dot bién
ADN duoc cai bién bang phosphothioat, gdy dot bién khudn chira uraxil, gy dot bién
tao 13 tréng kép, gy dot bién sira chira khong két cip bazo diém, gdy dot bién dong té
bao chi khong c6 co ché sira chita, gdy dot bién bang hod hoc, gdy dot bién bang chiéu
xa, gdy dot bién mét trinh tu, gy dot bién chon loc gigi han, gay dot bién chon dong
thudn, téng hop gen nhan tao, gay dot bién toan b0, tao multime axit nucleic kham,

va/hodc td hop cia cac phuong phép trén va cac phuong phép khéc.

Céc 4n phdm sau dé cap dén cac phuong phap tai td hop nguoc va/hodc cac phuong
phap c6 thé két hop vdi cac phuong phép theo sang ché: Stemmer (1999) "Molecular
breeding of virus for targeting and other clinical properties" Tumor Targeting 4:1-4;
Ness (1999) Nature Biotechnology 17:893-896; Chang (1999) "Evolution of a cytokine
using DNA family shuffling" Nature Biotechnology 17:793-797; Minshull (1999)
"Protein evolution by molecular breeding" Current Opinion in Chemical Biology 3:284-

290; Christians (1999) "Directed evolution of thymidin kinaza for AZT phosphorylation
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using DNA family shuffling" Nature Biotechnology 17:259-264; Crameri (1998) "DNA
shuffling of a family of genes from diverse species accelerates directed evolution"
Nature 391:288-291; Crameri (1997) "Molecular evolution of an arsenate detoxification
pathway by DNA shuffling," Nature Biotechnology 15:436-438; Zhang (1997)
"Directed evolution of an effective fucosidase from a galactosidase by DNA shuffling
and screening" Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:4504-4509; Patten et al. (1997)
"Applications of DNA Shuffling to Pharmaceuticals and Vaccines" Current Opinion in
Biotechnology 8:724-733; Crameri et al. (1996) "Construction and evolution of
antibody-phage libraries by DNA shuffling" Nature Medicine 2:100-103; Crameri et al.
(1996) "Improved green fluorescent protein by molecular evolution using DNA
shuffling" Nature Biotechnology 14:315-319; Gates et al. (1996) "Affinity selective
isolation of ligands from peptit libraries through display on a lac repressor ‘headpiece
dime™" JouARNI of Molecular Biology 255:373-386; Stemmer (1996) "Sexual PCR and
Assembly PCR" In: The Encyclopedia of Molecular Biology. VCH Publishers, New
York. pp.447-457; Crameri and Stemmer (1995) "Combinatorial multiple catxet gy dot
bién creates all the permutations of mutant and wildtype catxets" BioTechniques
18:194-195; Stemmer et al. (1995) "Single-step assembly of a gene and entire plasmit
form large numbers of oligodeoxyribonucleotits" Gene, 164:49-53; Stemmer (1995)
"The Evolution of Molecular Computation" Science 270: 1510; Stemmer (1995)
"Searching Sequence Space" Bio/Technology 13:549-553; Stemmer (1994) "Rapid
evolution of a protein in vitro by DNA shuffling" Nature 370:389-391; and Stemmer
(1994) "DNA shuffling by random fragmentation and reassembly: In vitro
recombination for molecular evolution." Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:10747-10751.

Céc phuong phap gy dot bién dé tao tinh da dang gdm c6, ching han, giy dot bién
diém c6 dinh hudng (Ling et al. (1997) "Approaches to DNA mutagenesis: an overview"
Anal Biochem. 254(2): 157-178; Dale et al. (1996) "Oligonucleotit-directed random
mutagenesis using the phosphorothioate method" Methods Mol. Biol. 57:369-374;
Smith (1985) "In vitro mutagenesis" Ann. Rev. Genet. 19:423-462; Botstein & Shortle
(1985) "Strategies and applications of in vitro mutagenesis" Science 229:1193-1201;
Carter (1986) "Site-directed mutagenesis" Biochem. J. 237:1-7; and Kunkel (1987) "The
efficiency of oligonucleotit directed mutagenesis" in Axit nucleic & Molecular Biology
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(Eckstein, F. and Lilley, D. M. J. eds., Springer Verlag, Berlin)); mutagenesis using
uraxil containing templates (Kunkel (1985) "Rapid and efficient site-specific
mutagenesis without phenotypic selection" Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:488-492;
Kunkel et al. (1987) "Rapid and efficient site-specific mutagenesis without phenotypic
selection" Methods in Enzymol. 154, 367-382; and Bass et al. (1988) "Mutant Trp
repressors with new DNA-binding specificities" Science 242:240-245); oligonucleotit-
directed mutagenesis (Methods in Enzymol. 100: 468-500 (1983); Methods in Enzymol.
154:329-350 (1987); Zoller & Smith (1982) "Oligonucleotit-directed mutagenesis using
MI13-derived vector: an efficient and general procedure for the production of point
mutations in any DNA fragment" Axit nucleic Res. 10:6487-6500; Zoller & Smith
(1983) "Oligonucleotit-directed mutagenesis of DNA fragments cloned into M13
vector" Methods in Enzymol. 100:468-500; and Zoller & Smith (1987) "Oligonucleotit-
directed mutagenesis: a simple method using two oligonucleotit primers and a single-
stranded DNA template" Methods in Enzymol. 154:329-350); phosphorothioate-
modified DNA mutagenesis (Taylor et al. (1985) "The use of phosphorothioate-
modified DNA in restriction enzym reactions to prepare nicked DNA" Nucl. Acids Res.
13: 8749-8764; Taylor et al. (1985) "The rapid generation of oligonucleotit-directed
mutations at high frequency using phosphorothioate-modified DNA" Nucl. Acids Res.
13: 8765-8787 (1985); Nakamaye (1986) "Inhibition of restriction endonuclease Nci I
cleavage by phosphorothioate groups and its application to oligonucleotit-directed
mutagenesis" Nucl. Acids Res. 14: 9679-9698; Sayers et al. (1988) "Y-T Exonucleases
in phosphorothioate-based oligonucleotit-directed mutagenesis" Nucl. Acids Res.
16:791-802; and Sayers et al. (1988) "Strand specific cleavage of phosphorothioate-
containing DNA by reaction with restriction endonucleases in the presence of ethidium
bromide" Nucl. Acids Res. 16: 803-814); mutagenesis using gapped duplex DNA
(Kramer et al. (1984) "The gapped duplex DNA approach to oligonucleotit-directed
mutation construction" Nucl. Acids Res. 12: 9441-9456; Kramer & Fritz (1987)
Methods in Enzymol. "Oligonucleotit-directed construction of mutations via gapped
duplex DNA" 154:350-367; Kramer et al. (1988) "Improved enzymatic in vitro reactions
in the gapped duplex DNA approach to oligonucleotit-directed construction of
mutations" Nucl. Acids Res. 16: 7207; and Fritz et al. (1988) "Oligonucleotit-directed
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construction of mutations: a gapped duplex DNA procedure without enzymatic reactions
in vitro" Nucl. Acids Res. 16: 6987-6999).

Céac phuong phap khic dugc st dung trong cdc phwong phép theo sang ché gdm
¢6 co ché stra chita két cip sai (Kramer (1984) "Point Mismatch Repair" Cell 38:879-
887), gy dot bién sir dung dong té bio chi khong c6 co ché sira chira (Carter et al.
(1985) "Improved oligonucleotit site-directed mutagenesis using M13 vecto" Nucl.
Acids Res. 13: 4431-4443; and Carter (1987) "Improved oligonucleotit-directed
mutagenesis using M13 vecto" Methods in Enzymol. 154: 382-403), deletion
mutagenesis (Eghtedarzadeh (1986) "Use of oligonucleotits to generate large deletions"
Nucl. Acids Res. 14: 5115), restriction-selection and restriction-selection and
restriction-purification (Wells et al. (1986) "Importance of hydrogen-bond formation in
stabilizing the transition state of subtilisin" Phil. Trans. R. Soc. Lond. A 317: 415-423),
mutagenesis by total gene synthesis (Nambiar et al. (1984) "Total synthesis and cloning
of a gene coding for the ribonuclease S protein" Science 223: 1299-1301; Sakamar and
Khorana (1988) "Total synthesis and biéu hién of a gene for the a-subunit of bovine rod
outer segment guanine nucleotit-binding protein (transducin)" Nucl. Acids Res. 14:
6361-6372; Wells et al. (1985) "Catxet mutagenesis: an efficient method for generation
of multiple mutations at defined sites" Gene 34:315-323; and Grundstrom et al. (1985)
"Oligonucleotit-directed mutagenesis by microscale ‘shot-gun' gene synthesis" Nucl.
Acids Res. 13: 3305-3316), double-strand break repair (Mandecki (1986); Arnold
(1993) "Protein engineering for unusual environments" Current Opinion in
Biotechnology 4:450-455. "Oligonucleotit-directed double-strand break repair in
plasmit of Escherichia coli: a method for site-specific mutagenesis" Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 83:7177-7181).

Chi tiét thém vé cic phuong phép trén c6 thé tim thy trong tai liéu Methods in
Enzymology Volume 154, cling md ta cac chat kiém so4t hiru ich d6i v6i van dé sira 15i
trong cac phuong phép gdy dot bién khac nhau. Tham khéo thém US 5,605,793 cia
Stemmer (Feb. 25, 1997), "Methods for In Vitro Recombination;" US 5,811,238 cua
Stemmer et al. (Sep. 22, 1998) "Methods for Generating Polynucleotit having Desired
Characteristics by Iterative Selection and Recombination;" US 5,830,721 ctia Stemmer

et al. (Nov. 3, 1998), "DNA Mutagenesis by Random Fragmentation and Reassembly;"
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US 5,834,252 cta Stemmer, et al. (Nov. 10, 1998) "End-Complementary Polymerase
Reaction;" US 5,837,458 cua Minshull, et al. (Nov. 17, 1998), "Methods and
Compositions for Cellular and Metabolic Engineering;" WO 95/22625, Stemmer and
Crameri, "Mutagenesis by Random Fragmentation and Reassembly;" WO 96/33207 ctia
Stemmer and Lipschutz "End Complementary Polymerase Chain Reactions;" WO
97/20078 cua Stemmer va Crameri "Methods for Generating Polynucleotide having
Desired Characteristics by Iterative Selection and Recombination;" WO 97/35966 cua
Minshull va Stemmer, "Methods and Compositions for Cellular and Metabolic
Engineering;" WO 99/41402 cta Punnonen et al. "Targeting of Genetic Vaccine
Vector;" WO 99/41383 cia Punnonen et al. "Antigen Library ImLmunization;" WO
99/41369 cua Punnonen et al. "Genetic Vaccine Vector Engineering;" WO 99/41368
cia Punnonen et al. "Optimization of Immunomodulatory Properties of Genetic
Vaccines;" EP 752008 cia Stemmer va Crameri, "DNA Mutagenesis by Random
Fragmentation and Reassembly;" EP 0932670 ctia Stemmer "Evolving Cellular DNA
Uptake by Recursive Sequence Recombination;" WO 99/23107 ctia Stemmer et al.,
"Modification of Virus Tropism and Host Range by Viral Genome Shuffling;" WO
99/21979 ciia Apt et al., "Human Papillomavirus Vector;" WO 98/31837 cua del
Cardayre et al. "Evolution of Whole Cells and Organisms by Recursive Sequence
Recombination;" WO 98/27230 cua Patten and Stemmer, "Methods and Compositions
for Polypeptide Engineering;" WO 98/27230 ctia Stemmer et al., "Methods for
Optimization of Gene Therapy by Recursive Sequence Shuffling and Selection," WO
00/00632, "Methods for Generating Highly Diverse Libréries," WO 00/09679,
"Methods for Obtaining in Vitro Recombined Polynucleotide Sequence Banks and
Resulting Sequences," WO 98/42832 by Arnold et al., "Recombination of
Polynucleotide Sequence Using Random or Defined Primers," WO 99/29902 cua
Armold et al., "Method for Creating Polynucleotide and Polypeptide Sequences," WO
98/41653 cua Vind, "An in Vitro Method for Construction of a DNA Library," WO
98/41622 ctha Borchert et al., "Method for Constructing a Library Using DNA
Shuffling," va WO 98/42727 ctua Pati va Zarling, "Sequence Alterations using

Homologous Recombination."
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Céac don yéu cau cép bang doc quyén cua Hoa Ky s& cung cip thém chi tiét hodc
c4c phuong phép khéc dé cap dén cac phwong phap tao tinh da dang khéc nhau, bao gém
"SHUFFLING OF CODON ALTERED GENES" cua Patten et al. filed Sep. 28, 1999,
(U.S. Ser. No. 09/407,800); "EVOLUTION OF WHOLE CELLS AND ORGANISMS
BY RECURSIVE SEQUENCE RECOMBINATION" cua del Cardayré et al., ndp ngay
15/07/1998 (U.S. Ser. No. 09/166,188), va 15/07/1999 (U.S. Ser. No. 09/354,922);
"OLIGONUCLOTIDE MEDIATED NUCLEIC ACID RECOMBINATION" cua
Crameri et al, ndp ngay 28/09/1999 (U.S. Ser. No. 09/408,392), va
"OLIGONUCLOTIDE MEDIATED NUCLEIC ACID RECOMBINATION" cla
Crameri et al., np ngay 18/01/2000 (PCT/US00/01203); "USE OF CODON-VARIED
OLIGONUCLOTIDE SYNTHESIS FOR SYNTHETIC SHUFFLING" cua Welch et
al., ndp ngay 28/09/1999 (U.S. Ser. No. 09/408,393); "METHODS FOR MAKING
CHARACTER STRINGS, POLYNUCLEOTIDE & POLYPEPTIDE HAVING
DESIRED CHARACTERISTICS" cua Selifonov et al, ndp ngay 18/01/2000,
(PCT/US00/01202) va, ching han "METHODS FOR MAKING CHARACTER
STRINGS, POLYNUCLEOTIDE & POLYPEPTIDE HAVING DESIRED
CHARACTERISTICS" cua Selifonov et al., nop ngay 18/07/2000 (U.S. Ser. No.
09/618,579); "METHODS OF POPULATING DATA STRUCTURES FOR USE IN
EVOLUTIONARY SIMULATIONS" cta Selifonov va Stemmer, ndp ngay 18/01/2000
(PCT/US00/01138); va "SINGLE-STRANDED NUCLEIC ACID TEMPLATE-
MEDIATED RECOMBINATION AND NUCLEIC ACID FRAGMENT
ISOLATION" cua Aftholter, nop ngay 6/09/2000 (U.S. Ser. No. 09/656,549).

Céc phuong phap tién hoa khong ngau nhién, hodc “gdy tién hoa c6 dinh hudéng”,
gdm c6, chang han, gay dot bién bio hoa tai chd (GSSM), ghép nbi tong hop (SLR),
hoic t6 hop clia cac phuwong phap trén dugc sir dung @ cai bién axit nucleic theo sang
ché dé tao ra cac phytaza c6 cac dic tinh méi hogc thay ddi (ching han, hoat tinh & cac
diéu kién c6 tinh axit hodc bazo cao, nhiét d0 cao hoac thép, va céc diéu kién tuong tu).
Polypeptit duoc ma hoa bai axit nucleic duge cai bién c6 thé duoc sang loc d6i voi hoat
tinh trude khi thr nghiém hoat tinh phytaza hoic hoat tinh khac. C6 thé sir dung mot
phuong thirc hodc k¥ thuét thir nghiém bt ky, ching han, st dung dudng mao dan.
Tham khéo, ching han, US 6,361,974; US 6,280,926; US 5,939,250.
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Gay d6t bién bao hoa, hoic GSSM

Sang ché ciing d& xuit phuong phap dé tao enzym sir dung k¥ thuat gy dot bién
bod hoa tai chd, hodc, GSSM, nhu dugc mo ta & day, va cling nhu trong US 6,171,820
va US 6,579,258.

Theo mdt khia canh, céc trinh tw modi bd ba mi hoéa chira mot trinh tu thoai hoa
N,N,G/T dugc st dung dé dua cac dot bién diém vao mot polynucleotit, chéng han,
enzym phytaza hoic khang thé theo sang ché, cing nhu @& tao ra mot tap hop céac
polypeptit cting ho trong ¢6 mot khoang diy dii cac d6t bién thay thé mot axit amin c6
& timg vi tri axit amin, ching han, mot gbc axit amin trong vi tri hoat dong clia enzym
hodc vi tri lién két véi phdi tir can cai bién. Cac oligonucleotit ¢ thé bao gbm mét trinh
tu tuong dong thir nhét co lién k&, mot trinh ty thoai hoa N,N,G/T, va tuy y, mot trinh
tu tuong ddng thi hai. San phdm dich ma theo hudng xudi dong dugc tao ra tir viée sit
dung céc oligonucleotit nay gém c6 tit ca cac thay ddi vé trinh ty axit amin c6 thé ¢6 tai
mdi vi tri axit amin doc theo polypeptit, vi su thoai hod clia trinh tw N,N,G/T bao gém
cac bd ba m3 hoa cho tit ca 20 axit amin. Theo mot khia canh, mdt oligonucleotit thoai
hoé nhu vay (bao g@)m, chﬁng han, mot catxet thoai hod N,N,G/T) dugc st dung dé tién
hanh tét ca cac loai d6t bién thay thé timg bd ba mi héa gbe trong trinh tu polynucleotit
khudn ban ddu. Theo mot khia canh khéc, it nhat hai catxet thoi hoa dugc st dung —
trong cung mot oligonucleotit hodc khong, dé tién hanh tit ca cac loai d6t bién thay thé
it nhét hai bd ba m3 héa trong trinh ty polynucleotit khudn ban dau. Chéng han, nhiéu
hon mot trinh tw N,N,G/T ¢6 thé c6 trong mot oligonucleotit d& dwa cac dot bién axit
amin tai nhidu hon mét vi tri. Phan 16n cac trinh tw N,N,G/T ¢6 thé lién ké nhau mot
cach truc tiép, hoic dugc tach nhau bdi mot hodc nhidu (c4c) trinh tu nucleotit b trg.
Theo mot khia canh khéc, cac oligonucleotit hitu ich dé dua cac dot bién thém doan va
mét doan c6 thé dugc st dung doc 1ap hoac td hop v6i cac bd ba ma hda chira trinh tu
N,N,G/T, @ dua vao mét t6 hop hodic hoan vi bat ky cta cac dot bién thém, mat va/hodc

thay thé axit amin.

Theo mét khia canh, viéc gdy dot bién déng thoi hai hodc nhiéu hon hai vi tri axit
amin ké nhau duoc thuc hién béng cach str dung mot oligonucleotit chira c4c trinh tu bd

ba N,N,G/T lién nhau, nghia 1a mot trinh ty (N,N,G/T)n thoai hod. Theo mdt khia canh
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khac, catxet thoai hoa cé do thoai hoa thép hon so véi trinh ty N,N,G/T dugc str dung.
Chang han, trong mdt sb truong hop c6 thé st dung (chang han trong mét oligonucleotit)
mot trinh tur ba thodi hoa chi chira mot N, trong d6 N ¢6 thé & vi tri thir nhat, thir hai
hoc thtr 3 ctia bd 3. Cac bazo khéac bat ky 13 td hop hodc hoan vi cia cac bazo c6 thé
dugc st dung trong hai vi tri con lai cua trinh tir bd ba. Theo mét cach khac, trong mot
sb trudong hop co thé st dung (chéng han & dang mdt oligo) mot trinh tur b ba N,N,N
thodi hoa.

Theo mot khia canh, viéc sir dung céc trinh ty bd ba thoai hoa (chﬁng han, cac bd
ba N,N,G/T) s& cho phép tao ra mdt cach c6 hé théng va d& dang toan bd cac axit amin
tu nhién c6 thé c6 (tong s6 12 20 axit amin) vao timg vi tri axit amin trong mot polypeptit
(theo c4c khia canh khéc, c4c phuong phép nay ciing bao gdm viéc tao ra it hon cac dot
bién thay thé c6 thé co/mot géc axit amin, hodac bd ba ma hoa, vi tri). Chéng han, dbi véi
mdt polypeptit 100 axit amin, c6 thé tao ra 2000 kiéu khac nhau (nghia 13 20 axit amin
6 thé c6/mdt vi tri X 100 vi tri axit amin). Qua viéc st dung mdt oligonucleotit hodc
mot nhém céc oligonucleotit chira trinh ty bd ba N,N,G/T thodi hoa, 32 trinh tu riéng 1é
c6 thé mi hod tit ca 20 axit amin ty nhién c6 thé c6. Do do, trong mdt mach phan ting
trong d6 mét trinh tw polynucleotit gbc dugc tién hanh gy dot bién béo hoa bang cich
str dung it nhit mét oligonucleotit nhu véy, s& c6 32 polynucleotit khac nhau duoc tao
ra ma hoa 20 polypeptit khac nhau. Nguoc lai, vi€c sit dung mot oligonucleotit khong
tho4i ho4 trong qua trinh gay dot bién tai chd c6 dinh hudng chi tao ra mot san phim
polypeptit/lin phan tng. Céc oligonucleotit khong thoai hod c6 thé tuy ¥ dugc sir dung
Kkét hop véi cac trinh ty moi thoai hoa d3 duoc dé cap; chéng han, céc oligonucleotit
khéng thoai hoa cé thé duoc st dung dé tao ra cac dot bién diém ddc hi¢u trong
polynucleotit dang hoat déng. Piéu ndy s& tao ra mot phuong phap gy dot bién diém
bét hoat dic hiéu, cac dot bién diém s& din dén cac thay ddi vé axit amin tuong g, va
cac dot bién diém gy ra sy hinh thanh cac bd ba ma hoa két thiic va qué trinh bidu hién

tuong ung cua cac doan polypeptit.

Theo mdt khia canh, mdi phan tmg gy dot bién chira polynucleotit mi ho it nht
20 phan tir polypeptit thé hé sau (ching han, enzym phytaza) sao cho t4t ca 20 axit amin
tu nhién duoc thé hién tai mQt vi tri axit amin dédc hi€u twong Gng vdi vi tri bd ba ma

héa dugc gay dot bién trong trinh tu gc (cac khia canh khac st dung it hon 20 t6 hop
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tu nhién). Céc polypeptit san pham thoai hoa gép 32 14n tir mdi phan tng giy d6t bién
bdo hoa c6 thé duoc tién hanh khuéch dai nhan dong (ching han dugc tach dong vao
mét té bao chu thich hop, challng han, té bao E. coli, st dung, chéng han, mot vecto biéu
hién) va tién hanh sang loc biéu hién. Khi mot polypeptit san phim riéng r& dugc xac
~ dinh bing qu4 trinh sang loc @& biéu hién mot thay dbi v& dic tinh ¢6 loi (khi dugc so
sanh v&i polypeptit gc, nhu hoat tinh thuy phan glucan dugce gia ting & didu kién c6
tinh axit hodc kiém), n6 c6 thé duge doc trinh tu dé x4c dinh céac thay thé axit amin c6

loi twong Ung trong do.

Theo mot khia canh, trong qua trinh giy dot bién tung vi tri axit amin trong trinh
tu polypeptit gdc sir dung gy dot bién bdo hoa duge dé cap & day, cac thay dbi axit
amin c6 1¢i ¢6 thé duogc xac dinh & nhiéu hon mét vi trf axit amin. Mot hodc nhiéu cac
phan tr san phém méi c6 thé dugc tao ra chia td hop cta tAt ca hodc mot phén cac thay
thé axit amin c6 lgi nay. Chéng han, néu 2 thay ddi axit amin dic hiéu c6 lgi trong mdi
3 vi tri axit amin trong mot polypeptit, cc hoan vi bao gdm 3 kha nang tai mdi vi tri
(khong thay ddi so véi axit amin géc, va mdi cip thay dbi co loi) va 3 vi tri. Do do, sé&
¢6 3 x 3 x 3 hoic 27 tdng kha ning, gdm c6 7 kha ning di dugc khao sat trude d6 - 6
dot bién diém don (nghia 12 2 kha ning tai mbi vi tri trong ba vi trf) va khong c6 thay
d6i nao tai mot vi tri bat ky.

Theo mdt khia canh khéc nira, gay dot bién bo hoa tai chd c6 thé dugc stir dung
cling v6i cac qué trinh gy dot bién nhu x4o tron, kham, téi td hop va cac qua trinh gay
dot bién khéc, cling v6i sang loc. Sang ché @ xuét viéc st dung (céc) qua trinh gay dot

‘bién bt ky, gdm c6 gay dot bién bio hoa, theo kiéu lap. Vi du, viéc st dung lap (céc)

qué trinh gy dot bién bat ky s& duoc két hop véi sang loc.

Sang ché ciing dé xuét viée sir dung c4c doan mdi by ba ma héa riéng biét (chira
trinh tur N,N, N thoai ho4) dé dua cac d6t bién diém vao mot polynucleotit, détaora mot
nhém cac polypeptit san phdm trong d6 mot tap hop céc thay thé mét axit amin duoc
thé hin tai timg vi trf axit amin (gdy dot bién bdo hoa tai chd (GSSM)). Céc oligo duge
st dung dugc Sép xép 1ién nhau trong trinh tu tuong déng thtr nhat, mot trinh tu N,N,N
thoéi hod va theo mot khia canh nhung khéng can thiét mét trinh ty trong ddng thtr hai.

Céc san pham dich ma xudi dong dugc tao ra khi str dung cac oligo nay bao gom tat ca
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cac thay ddi axit amin c6 thé c6 tai mdi vi tri axit amin doc theo polypeptit, vi mirc do

“thoai hoa cua trinh tu N,N,N bao g6m cac bd ba ma hoa cho tht ca 20 axit amin.

Theo mdt khia canh, mdt oligo thoai hoa nhu vy (chira mot catxet N,N,N thoai
hoa) duoc st dung dé cai bién timg bd ba ma héa gbe trong mot khuon polynucleotit
géc dé tao ra tt ca cac dot bién thay thé bd ba ma héa. Theo mdt khia canh khac, it nhat
hai catxet N,N,N thoai hoa dugc sir dung — hodc & trong cing mot oligo hodc khong, dé
gay dot bién thay thé b ba ma hoéa it nhét hai bo ba ma héa trong phan tir polynucleotit
géc. Do d6, nhiéu hon mét trinh tw N,N,N ¢6 thé ¢6 trong mot oligo dé dua cac dot bién
axit amin vao nhiéu hon mot vi tri. Phén 16n céc trinh tw NLN,G/T c6 thé lién ké nhau
mot cach truc tiép, hoidc dugc tach nhau béi mot hodc nhiéu (c4c) trinh tur nucleotit bd
tro. Theo mdt khia canh khac, cac oligonucleotit hitu ich dé dua cac dot bién thém doan
va mét doan c6 thé duoc st dung doc 1ap hoac to hop véi cac b ba ma hoa chira trinh
tw N,N,N, dé dua vao mot td hop hodc hoan vi bat ky cta céac dot bién thém, mat va/hoic

thay thé axit amin.

Trong qué trinh thuc nghiém cu thé, c6 thé gay dot bién ddng thoi hai hodc nhiéu
hon céc vi tri axit amin lién ké st dung mot oligo chira cac trinh tr bd ba N,N,N lién

nhau, nghia 13 trinh ty (N,N,N), thoai ho4.

Theo mdt khia canh khéc, sang ché d& xuét viéc st dung catxet thoai hoa c6 mirc
do thoai hoé thép hon so véi trinh tu N,N,N. Chéng han, trong mot sb truong hop céd thé
mong mubn 13 st dung (chéng han oligo) trinh tu bd ba thodi hod chi chira mét N, trong
d6 N c6 thé & vi tri thir nhét, thi hai hogc thir 3 ctia bd ba. Céc bazo khéc bt ky 1a td
hop hodc hoén vi cuia cac bazo ¢ thé dugc st dung trong hai vi tri con lai cua trinh tu
bo ba. Theo mdt cach khéc, trong mot s6 truomg hop ¢o6 thé st dung (chéng han & dang

mét oligo) trinh tu bo ba N,N,N, N,N,G/T, hoic N.N, G/C tho4i hod.

Tuy nhién, can hiéu ring viéc sir dung trinh ty bd ba thoai hoa (nhu N,N,G/T hoic
mot trinh tu bd ba N,N, G/C) nhu dugc dé cap trong séng ché 13 vu viét vi mot sb ly do.
Theo mf)t khia canh, séng ché dé xut phuong phap tao ra mdt cach cé hé théng va dé
dang toan bd cic axit amin ty nhién c6 thé c6 (tbng s6 13 20 axit amin) vao timg vi tri
axit amin trong méot polypeptit. Do d6, ddi v6i mot polypeptit 100 axit amin, sang ché

d& xuét cach dé tao ra mot cadch co hé théng va tuong dbi d& dang 2000 kiéu khac nhau
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(nghia 13 20 axit amin c6 thé c6/mdt vi tri X 100 vi tri axit amin). C6 thé thdy ring, sang
ché dé xuét, qua viéc sir dung mot oligonucleotit hodc mot nhém cac oligonucleotit chira
trinh tur bd ba N,N,G/T thoai ho4, 32 trinh tu riéng 1¢ c6 thé ma ho4 tt ca 20 axit amin
tw nhién c6 thé c6. Do d6, trong mét mach phan tmg trong d6 mét trinh tw polynucleotit
gbc dugc tién hanh gay dot bién bio hoa bing cach sir dung it nhit mot oligonucleotit
nhu vay, s€ ¢6 32 polynucleotit khac nhau dugc tao ra ma hoa 20 polypeptit khac nhau.
Nguoc lai, viéc sit dung mt oligonucleotit khong thoai hod trong qua trinh gay dot bién

diém c6 dinh hudng chi tao ra mot san phim polypeptit/lan phan tng.

Séang ché ciing d& xuét viéc sir dung céc oligonucleotit khong thoai hod, c¢6 thé tuy
¥y dugc st dung két hop vé6i cac trinh tr mdi thoai hoa di dugc dé cap. Co thé thiy ring,
trong mat vai trudmg hop, s€ 1a thuan 1oi khi str dung cac oligonucleotit khong thoai hoa
dé tao ra cac dot bién diém dic hiéu trong polynucleotit dang hoat dong. Didu nay sé& tao
ra mdt phuong phéap gy dot bién diém bt hoat diic hiéu, cac dot bién diém s& din dén
cac thay d6i vé axit amin twong tmg, va cac dot bién diém gay ra sy hinh thanh cac b

ba m3 héa két thiic va qué trinh biéu hién twong tmg ciia cdc doan polypeptit.

Do d6, theo mét khia canh, mdi phan ting giy dot bién chira polynucleotit m3 hoa
it nhit 20 phan tir polypeptit thé hé sau (ching han, enzym phytaza) sao cho tit ca 20
axit amin ty nhién dugc thé hién tai mot vi tri axit amin dic hiéu twong ing véi vi tri bo
ba m3 héa duoc gy dot bién trong trinh tu gdc (cac khia canh khéc sir dung it hon 20
t6 hop tw nhién). Céc polypeptit san phim thoai hoa gép 32 14n tir mi phan Gmg gay dot
bién bio hoa c6 thé duoc tién hanh khuéch dai nhan dong (ching han dugc tach dong
vao mdt t€ bao chu thich hop, chéng han, t& bao E. coli, sit dung, chéng han, mdt vecto
biéu hién) va tién hanh sang loc biéu hién. Khi polypeptit san phdm riéng r& dugc xac
dinh béng qua trinh sang loc dé biéu hién mét thay dbi vé déc tinh c6 lgi (khi duoc so
sanh v6i polypeptit gbc), né ¢6 thé duoc doc trinh tir d& x4c dinh cac thau thé axit amin
cé lgi tuong g trong do.

C6 thé thay rang, trong qué trinh giy dot bién ting vi tri axit amin trong trinh tu
polypeptit gbc sir dung gay dot bién bio hoa duoc dé cap & day, cac thay dbi axit amin
¢6 loi ¢6 thé duge xéc dinh & nhidu hon mdt vi tri axit amin. Mot hodc nhiéu cac phan

tir san phdm mai c6 thé dugc tao ra chira td hop cua tit ca hodc mot phan céc thay thé
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axit amin cé 1gi nay. Chéng han, néu 2 thay ddi axit amin dic hiéu c6 loi trong mdi 3 vi
tri axit amin trong mot polypeptit, cac hodn vi bao gdm 3 kha nang tai mdi vi tri (khong
thay ddi so véi axit amin gbc, va mdi cip thay ddi c6 loi) va 3 vi tri. Do d6, s& ¢6 3 x 3
x 3 hodc 27 téng kha ning, gdbm c6 7 kha ning da duoc khao sat truée d6 - 6 dot bién
diém don (nghia 12 2 kha nang tai mbi vi tri trong ba vi trf) va khong c6 thay d6i nao tai

mot vi tri bat ky.

Do d6, trong mot vi du khong han ché, sang ché dé xuit viéc st dung qua trinh gy
dot bién bao hoa két hop véi cac qua trinh giy dot bién khac, nhw qué trinh trong d6 hai
hodc nhiéu hon hai polynucleotit ¢6 lién quan dugc dua vao mot té bao cha thich hop

sao cho mot polynucleotit lai dugc tao ra bing cach tai t6 hop va ti sip xép loai bo.

Ngoai viéc gay dot bién doc theo toan bd trinh tu cia mdt gen, sang ché con dé
xut ring c6 thé str dung qua trinh gy dot bién dé thay thé cic bazo trong trinh tur
polynucleotit, trong d6 sé lugng bazo cin gay dot bién, theo mot khia canh 1a mot sb
nguyén tir 15 dén 100000. Do d6, thay vi gy dot bién tung vi tri doc theo phéan tir, c6
thé tién hanh gy d6t bién timg bazo hodc mot s bazo roi rac (theo mot khia canh mot
tdp con tur 15 dén 100.000). Theo mdt khia canh, mdt nucleotit riéng r& s€ dugc st dung
dé gdy dot bién tirng vi tri hoac mot sb vi tri doc theo trinh tu polynucleotit. Mot nhoém
gém c6 3 vi tri can gay dot bién c6 thé 1a mot bd ba m3 hoa. Cac dot bién co thé duoc
dua vao bﬁng cach sir dung mot doan mdi gay dot bién, chira mot catxet khac loai, con
duogc goi 14 catxet gay dot bién. Cac catxet thir nghiém c6 thé c6 tir 1 dén 500 bazo. Mbi
vi tri nucleotit trong mot catxet khac loai nhu vay ¢6 thé 1a N, A, C, G, T, A/C, A/G,
A/T, C/G, C/T, G/T, C/G/T, A/G/T, A/C/T, A/C/G, hoic E, trong d6 E 13 mot bazo bat
ky khong phai1a A, C, G, hoic T (E c6 thé dugc goi 13 oligo thiét ké).

Theo nghia thong thuong, dot bién bio hoa 1a gay dot bién mot mot tap hop dau
du cAc catxet gdy dot bién (trong d6 mdi catxet, theo mot khia canh c6 chidu dai khoang
tir 1 &én 500 bazo) trong mot trinh t polynucleotit xac dinh cin gdy dot bién (trong d6
trinh tw cAn gdy dot bién, theo mot khia canh, c6 chiéu dai tir khoang 15 dén 100.000
bazo). Do d6, mot nhém céc dot bién (thay ddi tir 1 dén 100 dot bién) s& dugc dua vao
mdi catxet cin gay dot bién. Mot nhém céc dot bién can dugc dua vao trong mot catxet

c6 thé 1a khac nhau hodc tuong tu so véi nhom cac dot bién thir hai can dua vao catxet
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thir hai trong qua trinh tién hanh mét vong gy dot bién bio hoa. Viée phén nhom nhu
vat da duoc minh hoa béng cac dot bién mét doan, thém doan, phan nhém cac bd ba ma

héa va phan nhém céc catxet nucleotit cu thé.

Céc trinh ty dugc xac dinh 13 can gay dot bién gém cO mot gen toan ven, chu trinh,
cADN, khung doc mé toan ven (ORF) va trinh tu khdi du toan ven, yéu tb tdng cudng
biéu hién, tac nhan chat e ché/chuyén hoat hoa, diém khéi du phién ma, intron, gen
diéu khién, hodc mot nhém polynucleotit chitc ndng. Thong thuong, mot “trinh tu duge
x4c dinh” c6 thé 13 mot polynucleotit bit ky c6 chidu dai 15 bazo va cac trinh tu
polynucleotit cé chidu dai tir 15 d&én 15.000 bazo (sang ché dé cap dén céc trinh tw ¢6
chiu dai trong khoang nay). Su cén nhéc trong vi€c chon cac nhom bd ba ma hda bao

g0m céac loai axit amin dugc ma hoa bdi cac catxet gy dot bién thoai hoa.

Theo mot phuong 4n thir nghiém, mdt nhém cac dot bién co thé duoc vao mot
catxet giy dot bién, sang ché con dé xuét cac dot bién thay thé bo ba m3 héa thoai hoa
(béng cach st dung céc oligo thodi hod) md hod 2, 3,4, 5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14,
15,16, 17, 18, 19 va 20 axit amin tai mdi vi tri va mdt thu vién céac polypeptit dwgc ma

hoa.
Phan ting ghép ndi tdng hop (Synthetic Ligation Reassembly - SLR)

Sang ché dé xudt mot hé cai bién gen khong ngiu nhién dwoc goi 12 “phan tng
ghép néi tong hop”, hodc chi don gian 13 “SLR”, mot qua trinh “gdy tién ho4 c6 dinh
huéng”, dé tao polypeptit, ching han, enzym phytaza hogic khang thé theo sang ché, co
hoat tinh méi hogic dugce thay doi. SLR 12 mot phwong phap ndi cac doan oligonucleotit
v6i nhau mot cach khong ngiu nhién. Phuorhg phap nay khéc véi phuong phap ghép
oligonucleotit ngiu nhién & chd axit nucleic tao thanh cac khéi khong dugc tron 1an véi
nhau, ghép ndi hodc kham mét cach ngau nhién, thay vao d6 dugc ghép v6i nhau mot
cach khong ngﬁu nhién. Tham khao, chéng han, US 6,773,900; US 6,740,506; US
6,713,282; US 6,635,449; US 6,605,449; US 6,537,776.

Theo mot khia canh, SLR bao gém céc budce sau: (a) tao ra polynucleotit khuon,
trong d6 polynucleotit khuon chira trinh ty ma hod mot twong déng; (b) tao ra mot sb
cac polynucleotit tao khdi, trong d6 polynucleotit tao khdi duge thiét ké dé ghép bit
chéo v6i polynucleotit khuén tai mot trinh tur d3 dugc xac dinh trudce, va polynucleotit
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tao khdi chira trinh tu 12 mot thé dot bién cua gen tuong d@)ng va mot trinh ty trong déng
v6i polynucleotit khudn & vi tri bén cta trinh tur dot bién; (c) td hop polynucleotit tao
khdi vé6i polynucleotit khuén sao cho polynucleotit tao khdi sé ghép bit chéo véi
polynucleotit khuén dé tao ra polynucleotit chira c4c bién thé v& trinh tu cta gen tuong

dong.

SLR khéng phu thudc vao su ¢6 mit ciia dd twong ddng cao gitra cac polynucleotit
can dugc sép xép lai. Do do, phwong phap nay c6 thé duge st dung dé tao ra mot cach
khong ngiu nhién cac thu vién (hoic cac tap hop) cac phén tir chira trén 101% cac thé
kham kh4c nhau. SLR c6 thé dugc sir dung dé tao ra cc thu vién chtra trén 1010 cac
thé kham khéc nhau. Do d6, sang ché @& cép dén cac phuong phép khong ngiu nhién dé
tao ra mot tap hop cac phén tir axit nucleic kham cit toan bo trat tu ghép nbi duge chon
trong qué trinh thiét ké. Phuong phap niy bao gdm cic bude tao ra mot sb céc axit
nucleic tao khéi dic hiéu trong qua trinh thiét k& c6 cac dau c6 thé nbi duoc v6i nhau
tuong hop qua lai ¢6 thé ding duoc, va ghép nbi cac axit nucleic tao khéi nay, sao cho

dat duoc trat tu ghép ndi toan phan nhu thiét ké.

Céc dAu c6 thé ghép voi nhau twong hop qua lai ciia cac axit nucleic tao khéi cin
dugc ghép nbi dugce coi 1a “c6 thé ding dwoc” @i véi loai ghép nbi c6 trat tu néu ching
cho phép céc phén tir tao khdi ghép cap véi nhau theo mot trat tu d3 duoc xac dinh trude.
Do d6, trat tw ghép ndi toan phan trong d6 axit nucleic tao khéi c6 thé duge ghép doi
vé6i nhau dugc dic trung boi viée thiét ké cac dau c¢6 thé ndi v6i nhau duge. Néu nhidu
hon mot budc ghép ndi dugce sir dung, thi trat tu ghép nbi toan phan trong d6 axit nucleic
tao khéi c¢6 thé dugc ghép cip v6i nhau cling dwoc dic trung bai trat tw ndi tiép cua (cac)
budc ghép ndi. Theo mét khia canh, cic manh tao khéi duoc ndi véi nhau duge xtr ly
bang mdt enzym, nhu ligaza (chdng han T4 ADN ligaza), dé tao dugc lién két ddng hoa
tri gitta cAc manh tao khdi. Theo mét khia canh, mot phuong phap khong ngiu nhién
duoc goi 1a ghép ndi tong hop (SLR), phuong phap d6 c6 lién quan dén phuong phap
sap xép nglu nhién, trir viéc axit nucleic tao khdi khong dugc sip xép lai hodc ghép nbi
hoic khdm ngau nhién, thay vao d6 dugce ghép ndi mét cach khong ngiu nhién cé thé

dugce st dung de tao ra cac thé dot bién.
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Phuong phap SLR khong phy thudc vao sy c6 mit ctia dd twong ddng cao gitta cac
polynucleotit cin dugc sép xép lai. Sang ché c6 thé dugc sir dung dé tao ra mot cach
khong ngiu nhién cic thu vién (hoic cac tap hop) cic phén tir chura trén 10! c4c thé
kham khac nhau. C6 thé théy réng, SLR c6 thé dugc st dung dé tao ra cac thu vién chtra

trén 10199 cac thé kham khac nhau..

Do d6, trong mot khia canh, sang ché dé cép dén céac phuong phép khong ngiu
nhién dé tao ra mot tdp hgp cac phan tir axit nucleic kham cit toan bd trat ty ghép ndi
duoc chon trong qua trinh thiét ké, phuong phap nay bao gdm cac budc tao ra mot sb
cac axit nucleic tao khdi dic hiéu trong qua trinh thiét ké c6 cac dau c6 thé ndi duoc véi
nhau trong hop qua lai c6 thé sira chita dwoc, va ghép nbi cac axit nucleic tao khdi nay,

sao cho dat duoc trat ty ghép ndi toan phin nhu thiét ké.

Céc dAu c6 thé ghép v6i nhau trong hop qua lai ctia c4c axit nucleic tao khéi can
duoc ghép ndi duge coi 12 “co thé ding dugc” dbi voi loai ghép ndi c6 trat tu néu chung
cho phép céc phan tir tao khéi ghép cip voi nhau theo mot tran tw da dugc x4c dinh
trude. Do d6, trét tur ghép ndi toan phén trong d6 axit nucleic tao khdi c6 thé duoc ghép
doi v6i nhau duge dac trung boi viée thiét ké cac dau c6 thé ndi véi nhau duoc, néu
nhiéu hon mét bude ghép ndi duoc sir dung, thi trat tu ghép ndi toan phan trong d6 axit
nucleic tao khdi c6 thé dugce ghép cip vdi nhau cling dugc dic trung béi trat tw ndi tiép
ctia (c4c) budc ghép ndi. Theo mét khia canh ciia sang ché, cac méanh tao khéi dugc ndi
v6i nhau duge xir Iy bang mét enzym, nhu ligaza (ching han T4 ADN ligaza), dé tao

duogc lién ket dong hod tri gitta cac manh tao khoi.

Theo mdt khia canh khéc, viéc thiét ké axit nucleic tao khdi dat dugc trong qua
trinh phan tich trinh ty ctia mot tip hop céc axit nucleic khudn gbc 1a co s& dé tao ra mot
tap hop gbc cac phén tir axit nucleic kham. Céc axit nucleic khuén gbc nay do d6 s&
duoc sir dung 13 ngudn thong tin trinh tu trg gitp trong qué trinh thiét ké axit nucleic tao
khdi can gay dot bién, nghia 13 duoc kham hodc sap xép lai.

Theo mot phuong 4n thir nghiém, sang ché dé xudt phuwong phéap kham mdt ho céac
gen lién quan va va ho cac san phdm dugc ma hoa lién quan. Theo mot phuong an cu
thé, cac san pham dwoc mi hoa 13 enzym. Enzym va polypeptit dé st dung theo sang

ché c6 thé dugc gy dot bién bing cac phuong phap dugc mo ta & day.
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Do d6, theo mot khia canh clia sang ché, trinh tw ciia phin 16n céc axit nucleic
khuon gbc duge xép thing dé chon mét hoic nhidu diém ranh gidi, cac diém ranh gisi
nay c6 thé dugc sip xép & mot ving twong ddng. Cac diém ranh gidi c6 thé duge st
dung dé mo ta cc ranh gi6i gifta cac axit nucleic tao khdi dugc tao ra. Do d6, cac diém
ranh gi6i dugc xac dinh va chon loc trong cac phén tir gbc s& dwoc str dung nhu cac

diém kham tiém ning trong qua trinh ghép ndi cac phan tir san phim.

Thudong mot diém ranh gidi c6 thé sira chita duge 12 mot ving twong ddng (chira
it nhat mot bazo nucleotit twong dong) chung boi it nhat hai phéan tir khudn, didm ranh
gi6i c6 thé 13 mot ving twong ddng chung béi it nhit mot nira sb phén tir khuon, it nhat
2/3 sb phan ttr khuon, it nhat % s6 phan tir khuén, hodc hdu hét cac phan tr khuon. Theo
mdt khia canh, mot diém ranh giGi ¢6 thé ding dwoc 1a mot ving tuong ddng chung cho

tat ca cac phan tir khuodn.

Theo mot khia canh, qué trinh ghép ndi dugc thuc hién mot cach triét @& dé tao ra
mot thu vién toan dién. Theo cach dién dat khac, tit ca céc td hop c6 trat ty c6 thé co
clia c4c axit nucleic tao khdi c6 mit trong tap hop céc phan tir axit nucleic kham. Pong
thoi, trat tw ghép ndi (nghia 13 trat tyr ghép ndi clia timg phan tir tao khdi theo chidu trinh
tw tir 5° &n 3’ ctia mbi axit nucleic kham) trong tirng t& hop tuan theo qua trinh thiét ké
(hoéc khong ngiu nhién). Vi ban chét khéng ngiu nhién ciia phuong phép niy, x4c suit

cta cac san pham phu khong mong muon s€ dugc giam di mdt cach dang ké.

Theo mot khia canh khac, phuong phép niy dé xuat rang, qué trinh ghép ndi duoc
thuc hién mot cach co hé théng, chéng han dé tao ra mot thu vién c6 hé théng duoc chia
thanh nhiéu ngdn, v&i cac ngan co thé duogc sang loc mdt cach c6 hé théng, chéng han,
timg ngan mot. Noi cach khac, sang ché d& xuit ring, qua viéc sir dung chon loc va dung
d4n cac axit nucleic tao khéi tao khéi, cung v6i viéc sit dung chon loc va dung d4n cac
phan tmg ghép ndi theo thr tw, ¢6 thé dat duoc thiét ké thir nghiém trong d6 céc tap hop
cac san phdm dic hiéu dugc tao ra trong mdi l4n phan tmg. Diéu nay s& cho phép thuc
hién cac qua trinh sang loc va khao sat mot cach c6 hé thdng. Do d6, phuong phap nay
s& cho phép khao sat mot cach c6 hé théng mét s6 lugng 16n cac phén tir san phim trong

céc tap hop nho hon.
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Vi kha néng thuc hién qua trinh kham cia phuong phap nay theo cach linh hoat
cao van chua toan dién va c6 hé théng, ddc biét khi d6 trong dong gitta cac phan tir gbc
la thép, do d6 séng ché @ xuét viéc tao ra mot thu vién (hodc tap hop) gém mét sb lugng
16n céc phan tir gbc. Vi ban chit khong ngfu nhién cia qué trinh ghép ndi, cac phan tir
géc duogc tao ra ¢ thé chira mot thuc vién céc axit nucleic dugc kham c6 trat ty ghép
ndi toan phr?m duoc chon theo thiét ké. Theo mét khia canh cu thé, mot thu vién dugc
tao ra nhu vdy c6 thé chira tir hon 10° dén hon 10'°% c4c phan tir dwoc tao ra tir phan tit

-goc khéc nhau.

Theo mdt khia canh, mdt tp hgp cac phan tir axit nucleic kham, duoc san xut nhu
dugc md ta dugc tao béi mot polynucleotit ma hoa polypeptit. Theo mot khia canh,
polynucleotit nay 13 mdt gen, co thé 13 mot gen nhan tao. Theo khia canh khéc,
polynucleotit nay 12 mdt gen trong con dudng chuyén hod, c¢6 thé 1a mot gen trong con
dudng chuyén hod nhan tao. Sang ché dé xuit mot hoic nhidu gen nhén tao dugc tao ra
béi sang ché c6 thé két hop duoc véi mot gen trong con dudng chuyén hod nhan tao,

nhu gen didu khién con dudng chuyén hod & sinh vat nhan thuc (gbm ca thuc vat).

Theo mot phuong 4n khéc, ban chét tong hop ctia bude trong d6 cdc méanh tao khbi
dugc tao ra s& cho phép viéc thiét ké va dua vao cac nucleotit (chang han, mét hodc
nhiéu nucleotit, c6 thé 1a, chéng han, cdc bd ba ma héa hoic intron hodic cac trinh tu diéu
hoa) c6 thé sau d6 tuy y duge loai bd trong qué trinh trong 6ng nghiém (chéng han, bang
cach gay dot bién) hoic trong mot qua trinh trong co thé (ching han, bing cach sit dung
kha nang cét ndi gen cia té bao chi). Can hidu rang trong nhiéu truong hgp viéc dua
vao c4c nucleotit ndy ciing ¢6 thé 13 can thiét_ vi nhiéu 1y do khac ngoai loi ich cta viéc

tao ra cac diém ranh gidi c6 kha nédng sira chita.

Do dé, theo khia canh khac, sang ché dé xuit réng mdt axit nucleic tao khbi c6 thé
duoc st dung dé dua vao mét intron. Do d6, sang ché d& xuét cac intron chirc ndng co
thé dugc dua vao mot gen nhan tao theo sang ché. Sang ché ciing d& xut ring cac intron
chirc nang c6 thé duoc dua vao mot gen trong con dudng chuyén hoa nhan tao theo séng
ché. Do do, sang ché @ xuét viéc tao ra mat polynucleotit khdm 1a mdt gen nhén tao

chtra mot (hodc nhiéu) (cac) intron dugc dwa vao mot cdch nhan tao.
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Do d6, sang ché ciing d& xuét viéc tao ra mot polynucleotit kham 1& mot gen trong
con dudng chuyén hoé nhén tao chira mot (hodc nhiéu) intron dugce dua vao mét cach
nhén tao. Theo mot khia canh, (céc) intron dugc dua vao mot cach nhén tao hoat dong
trong mot hodc nhiéu té bao chu dé tach intron gn nhu giéng nhu co ché cua cac intron
hinh thanh ty nhién thyc hién chirc niing trong qua trinh tich intron ciia gen. Sang ché
dé xudt mot qua trinh san xuét polynucleotit chira intron nhan tao dé dua vao té bao chi

dé thuc hién tai t& hop va/hodc tach intron.

Mot gen nhén tao duge san xuét theo sang ché ciing c6 thé dong vai trd 12 co chét
trong qua trinh tai tb hop véi axit nucleic khac. Tuong ty, gen trong con duong chuyén
ho4 nhan tao dugc san xuét theo sang ché ciing c6 thé déng vai trd 13 co chit dé tai td
hop v6i mot axit nucleic khac. Theo mot khia canh, qua trinh tai tb hop duogc trg gitp
béi, hodic xay ra tai, cic ving trong ddng giita cic gen chira intron nhan tao va mot axit
nucleic déng vai trd 13 ddi tac tai td hop. Theo mot khia canh, dbi tac t& hop cling c6 thé
la m(f)t axit nucleic dugc tao ra theo sang ché, bao gdm gen nhén tao hodc gen trong con
dudng chuyén ho4 nhan tao. Qua trinh ti t6 hop c6 thé duogc tao didu kién boi hogdc x4y
ra tai cdc vung tuong d@)ng tdn tai tai mot (hoac nhiéu) (céc) intron dugc dua vao mot

cach nhéan tao trong gen nhan tao.

Phuong phép ghép ndi tong hgp theo sdng ché s€ stir dung mét s6 cac axit nucleic
tao khéi, mdi phén tr c6 thé c¢6 hai dau c6 thé nodi véi nhau duge. Hai dau ndi véi nhau
trén mdi axit nucleic tao khdi c6 thé 13 hai dau ti (nghia 1a mdi dau khong c6 nucleotit

nho ra), hodc mdt dau tu va mot dau dinh hoac ca hai dau dinh.

Mot dau dinh hitu ich d6i voi muc dich nay c6 thé 1a dau dinh 3’ hodc dau dinh 5°.
Do d6, mdt axit nucleic tao khdi c6 thé c6 dau dinh 3° hoic theo mot cach khac mot dau
dinh 5° hoic theo mdt cach khac hai diu dinh 3’ hodc theo mdt cach khéc hai diu dinh
5°. Tréat tu toan phin trong d6 axit nucleic tao khbi duoc ghép v6i nhau dé tao ra phén
tir axit nucleic khim dugc xac dinh bang qua trinh thiét ké thir nghiém c6 muc dich va

khong ngiu nhién.

Theo mot khia canh, mét axit nucleic tao khdi duge tao ra b%mg qua trinh téng hop
hoa hoc hai axit nucleic s¢i don (con dugce goi 1a cac oligo s¢i don) va cho ching phan

ing v6i nhau dé chiing c6 thé ghép cap dé hinh thanh axit nucleic tao khbi soi kép.
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Axit nucleic tao khéi sgi kép co6 thé c¢6 kich thudce khac nhau. Kich thuéc cua cac
khdi nay c6 thé 1a nhé hoic 16n. Kich thude thir nghiém dbi véi cac khéi nay thay dbi
tir 1 cdp bazo (khong bao gdm phan nhd ra) dén 100.000 ciip bazo (khéng bao gdbm phan
nh6 ra). Cac khoang dao dong vé kich thudc khéc ciing duge d& xuét, co cac gidi han
thip hon tir 1bp dén 10.000 bp (gém cac sé nguyén bit k¥ trong khoang nay), va cac
giéi han cao hon tir 2bp dén 100.000bp (g6m céc s6 nguyén bat ky trong khoang nay).

Nhiéu phuong phap trong d6 axit nucleic tao khdi soi kép c6 thé dugce tao c6 kha
ning sira chita dugc ddi voi sang ché; va cac phuong phap nay da dugc biét rd trong
linh vure k¥ thudt nay va cé thé duoc thuc hién dé dang bai ngudi c6 hidu biét trung binh

trong linh vuc k¥ thuat nay.

Theo mdt khia canh, axit nucleic tao khéi soi kép duogc tao ra bﬁng cach dau tién
tao ra hai axit nucleic soi don va cho chung gén v6i nhau d tao thanh axit nucleic tao
khéi soi kép. Hai si_ri ctia axit nucleic tao khdi sqi kép c6 thé bd sung v6i nhau tai mdi
vi tri nucleotit tach ra khoi bt ky soi tao diu nho ra; do d6 khong c6 bit ky sy ghép cip
sai ndo, tach ra khéi (cac) ddu nho ra bat ky. Theo khia canh khac, hai soi ctia axit nucleic
tao khi soi kép bd sung v6i nhau khong & tit ca cac vi tri nucleotit tach ra khoi bat ky
soi tao dau nho ra. Do d6, theo khia canh nay, axit nucleic tao khéi soi kép c6 thé dugc
str dung dé tao ra thoi hoa bd ba mi héa. Theo mdt khia canh, thoai hoa bd ba ma héa
dugc dua vao bang cach sir dung gy d6t bién bdo hoa tai chd duge mé ta & day, st dung
mot hodc nhiéu catxet N,N,G/T hodc theo mdt cach khéc sir dung mét hodc nhidu catxet
N,N,N.

Phuong phap tai td hop trong co thé theo sang ché c6 thé dugc thuc hién mot cach
mo mim trén mot nhém cac phan tir lai hodic alen ctia mdt polynucleotit hoic trinh tur
dic hiéu chua biét. Tuy nhién, khong can thiét phai biét trinh tw ADN hodc ARN thuc

su cua polynucleotit dic hi¢u.

Phuong phép str dung ti t6 hop trong mdt nhém hén hop cac gen c6 thé 14 hiru
dung dé tao ra céc protein c6 ich bat ky, ching han, interleukin I, khang thé, tPA va
hoocmon sinh truéng. Phuong phép nay c¢6 thé duoc sir dung dé tao ra cac protein c6
hoat tinh hodc d¢ dac hi¢u bi thay dbi. Phuong phép nay cling c6 thé duoc si dung dé

tao ra céc trinh tu axit nucleic lai, chdng han, ving trinh ty khoi dau, intron, exon, cac
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yéu t tang cudng bidu hién, cac ving 3’ khong dich mi hogc 5° khong dich ma cua gen.
Do d6, phuong phéap nay c6 thé dugc sir dung dé tao gen c6 mirc do biéu hién duoc gia
tang. Phurong phép nay ciing c¢6 thé c6 ich trong nghién ciru céc trinh ty AND 1ap. Cudi

cling, phuong phap nay co thé dugc sir dung dé gay dot bién ribozym hodc aptame.

Theo mdt khia canh, c4c bién thé ctia polynucleotit va polypeptit duge mo ta & day
thu duoc bang cach sir dung cac chu trinh tai sap xép khtr, tai t6 hop va chon loc dé cho
phép giy tién hod phan tir c6 dinh huéng cac trinh tw thing c6 d phic tap cao, nhu
ADN, ARN hoic protein trong qua trinh tai t6 hop.

Viéc sap xép lai trong co thé cac phén tir 13 hiru ich trong viéc tao ra céc bién thé
va ¢6 thé duoc thuc hién béng cach st dung déc tinh ty nhién cia cac té bao dé tai td
hop cac multime. Khi qué trinh tai td hop trong co thé da tao ra mot cach tw nhién chu
yéu dé tao d6 da dang v& phén tir, qua trinh t4i td hop di truyén van con 1a mot qué trinh
tuong d6i phirc tap gdm ¢6 1) nhan dang cac doan trong ddng; 2) cac bude cét soi, ghép
nbi, va chuyén hoa sé tao ra cac thé bt chéo tai t& hop; va cudi cing 3) qua trinh phan
giai cac thé bét chéo thanh cic phan tir tai td hop riéng r&. Viéc hinh thanh cac thé bit
chéo doi héi sy nhan biét cac trinh tu tuong dong.

Theo mot khia canh khéc, sang ché con dé xuét phurong phép tao ra polynucleotit
lai tir it nhat mot polynucleotit thir nhit va polynucleotit thtr hai. Sang ché c6 thé dugc
sir dung dé tao ra polynucleotit lai bang cach dua vao it nhit mét polynucleotit thir nhét
va polynucleotit thir hai chung nhau it nhit inc}t vung trinh tu tuong ddng (ching han,
SEQ ID NO:1) vio mot té bao chit thich hop. Céc ving trinh ty trong ddng mét phan
s& thic ddy cac qua trinh din dén sy tai sap xép dé tao ra mot polynucleotit lai. Thuat
ngit “polynucleotit lai”, nhu duge st dung & déy, 13 trinh tr nucleotit bat ky duogc tao ra
tir phurong phép theo sang ché va c6 trinh tyr tir it nhét hai trinh ty polynucleotit gbc. Céc
polynucleotit lai nay c6 thé hinh thanh tir qué trinh ti t5 hop noi phén tir thuc ddy qua
trinh két hop gifta cac phan tr ADN. Ngoai ra, polynucleotit lai ndy c6 thé hinh thanh
tlr qua trinh tai sip xép ndi phan tir sir dung cac trinh ty lp lai d& cai bién trinh tu

nucleotit trong mot phén tr ADN.

Sang ché dé xuit cac phuong phép dé tao ra polynucleotit lai c6 thé ma hoa cac

polypeptit lai c6 hoat tinh sinh hoc (chéng han, phytaza lai). Theo mot khia canh,
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polynucleotit gdc ma hoa cac polypeptit ¢6 hoat tinh sinh hoc. Phuong phép theo sang
ché s& tao ra céc polypeptit lai bang cach sir dung cac qua trinh trong té bao, cac qua
trinh nay s& két hop céc trinh tw ctia polynucleotit sao cho polynucleotit lai tao ra s& ma
hoa polypeptit thé hién cac hoat tinh nhan dugc tir polypeptit c6 hoat tinh sinh hoc gdc.
Ching han, polynucleotit gbc c6 thé ma hod mot enzym cu thé tir cac vi sinh vat khac
nhau. Mot enzym dugc mi hod béi polynucleotit thir nhat tir mot sinh hoic hoic bién
thé c6 thé, chéng han, hoat dong hi€u qua & mot diéu kién moi trudong cu thé, chéng han,
ndéng d6 mudi cao. Mot enzym duoc ma hoa béi polynucleotit thir hai tir mdt sinh vat
hodc bién thé khdc c6 thé hoat déng hiéu qua & mot didu kién méi truong khac, nhu
nhiét d6 rit cao. Mt polynucleotit lai chita c4c trinh tu tir polynucleotit gdc thir nhét va
thtr-hai ¢6 thé ma hoa mot enzym thé hién cac dic tinh cta ca hai enzym dugc ma hoa
béi cac polynucleotit gbc. Do d6, enzym duge mi hoa béi polynucleotit lai c¢6 thé hoat
dong hiéu qua & cac didu kién moi tr&b‘ng & d6 mdi enzym dugc ma hod béi cac trinh tu
polynucleotit gbc thir nhit va thtr hai c6 thé hoat dong hiéu qua, chang han, ndng do

muoi cao va nhiét do cao.

Ngoai cac phuong phép khac nhau dugc néu trén day, cac phwong phap khac cling
da dugc biét trong linh vyc k¥ thuat ndy cé thé duge sir dung dé thu dugc polynucleotit
lai ¢6 céac ddc tinh enzym duoc ting cuong. Cac vi du sau ddy s& mo ta su st dung cac
qué trinh nay dé thu dugc enzym bén nhiét hodc chiu nhiét bang cach gay dot bién

polynucleotit ma hoa enzym kiéu dai quan tdm.

Chang han, theo mét khia canh, sang ché str dung céac phuong phép dugc mo ta boi
M. Lehmann et al. (Biochimica et Biophysica Acta 1543:408-415, 2000) d3 dé cap mot
“phuong phap lién tmg” trong d6 qua trinh so sanh trinh ty phytaza tudng ddng cia ndm
duogc st dung dé tinh toan trinh ty axit amin phytaza tuong Ung. Sau khi xdy dung gen
lién (mg tuong Ung, tién hanh biéu hién tai td hop va tinh sach, phytaza tai t5 hop thu
duge dugc dua vao nhiét dudi (Tm) cao hon tir 15 dén 22°C so v6i nhiét d6 bién tinh
clia tit ca cac phytaza gbc dugc stir dung trong qué trinh thiét ké. Qua trinh gy dot bién
c6 dinh huéng tai chd gen ma ho4 protein ti td hop duogc st dung dé tang hon nfta gia
tri Tm dén 90.4°C. Téc dung bén nhiét dugc cho 1a do td hop cta nhiéu sy thay dbi axit
amin dugc phan bd doc theo toan b trinh tu protein va céc géc duoc boc 16 trén bé mat
chinh.
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Theo mot khia canh, sing ché str dung cac phwong phap dé thu duge enzym cO cac
ddc tinh v& nhiét d6 dugc tding cuong duoc mod td bdi L. Jermutus et al. (J. of
Biotechnology 85:15-24, 2001). Trong phwong phép ndy, cc twong tac ion va lién két
hydro trén bé mit ctia phytaza Aspergillus terreus dau tién duge bao tdn dé phi hop véi
c4c twong tac va lién két c6 trong enzym twong ddng nhung bén nhiét hon tir 4. niger.
Sau d6, cac yéu td cdu triic thir cip toan ven dugc thay thé & ving twong ddng va dua
trén céu tric tinh thé ctia phytaza 4. niger. Viéc thay thé mot ciu tric xoén B trén bé
mit ctia phytaza A. terreus bang mot ciu tric thing cta phytaza A. niger da tao ra mot
enzym kham dua trén cAu tric (protein dung hop) c6 hoat tinh enzym khong thay d6i va
bén nhiét.

Theo mot .khia canh, sang ché st dung cac dugc mo ta bdi L. Giver et al. (Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 95:12809-12813, 1998), cac tac gid dd mo ta mot qué trinh trong
d6 sau vong gy dot bién ngiu nhién dugc dua vao trong phan tng PCR gy dot bién
polynucleotit ma hoé Bacillus subtilis p-nitrobenzyl esteraza sau khi tai td hop trong éng
nghiém dya trén phuong phép clia Stemmer tao ra esteraza tai t6 hop c6 tinh bén nhiét
dugc gia ting (ting hon 14°C vé gia tri Tm) ma khong anh huéng dén hoat tinh xtic tac
& cac nhiét do thip hon.

Theo mot khia canh, sang ché sit dung cac phwong phéap duge md té boi C. Vetriani
et al. (Proc. Natl. Acad. Sci USA 95:12300-12305, 1998), céc tac gia ¢4 md ta qua trinh
trong d6 md hinh so sanh duwa trén d6 twong ddng va so sanh ciu tric truc tiép céc
glutamat dehydrogenaza hexame tir cdc loai ai nhiét Pyrococcus furiosus va
Thermococcus litoralis, véi nhiét do sinh trudng t81 ru 1an luot 14 100°C va 88°C, duoc
st dung dé x4c dinh cac dic diém bén nhiét chu chdt. Mot mang ludi cdp ion ndi dudi
don vi quan st dugc 12 bi giam mot cach dang ké trong céc enzym kém bén hon da bi
cai bién bang cach gay dot bién hai gbc trong d6 d€ bao ton cac trong tac duge tim thdy
trong cac enzym bén hon. Mic du gay dot bién diém don cling c6 cac tac dung bét loi
16n d6 bén nhiét, nhung vdi ca hai dot bién trong cung mot vi tri, da dat dugc sy gia tang

gip 4 1an v& d6 bén nhiét & 104°C so v6i enzym loai tu nhién.

Theo mot khia canh, sang ché st dung cac phwong phép dwoc md ta bdi A.

Tomschy et al. (Protein Science 9:1304-1311, 2000), tac gia da mo ta mot qua trinh st
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dung cAu tric tinh thé cua phytaza Aspergillus niger (& do phan giai 2,5 angstrom) dé
xac dinh cu thé tit ca céac vi trf hoat dong cta enzym. Sau d6, mot su sép xép théng hang
nhiéu trinh ty axit amin duoc sir dung dé xac dinh cac gbe khong bao toan trong vi tri
hoat dong cé thé c6 lién quan v&i mot déc tinh c6 1gi xac dinh can quan tam. B.:ing cach
str dung phuong phép nay, GIn27 cua phytaza 4. fumigatus, khac voi Leu27 cia 4. niger,
dugc nhan biét 13 ¢6 kha ning lién quan dén qua trinh gin va/hodc giai phéng co chét
va c6 vai trod trong hoat tinh dic hiéu thip cta phytaza 4. fumigatus (26,5 so v6i
1966U/mg protein & pH 5,0). Gay dot bién diém c6 dinh huéng GIn27 trong phytaza A.
Sfumigatus thanh Leu da lam ting hoat tinh dac hi¢u cua enzym dot bién 1én 92,1U/mg

protein.
Cay va hat chuyén gen

Sang ché dé xuat ciy va hat chuyén gen chira axit nucleié, polypeptit, catxet biéu
hién, co ché hodc vecto nhan dong theo sang ché, hodc té bao bién nap hodc dugc chuyén
nhiém theo séang ché. Sang ché cling d& xuét cac san phdm tir thyc vat, ching han, dau,
hat, 14, dich chiét va cac san phém twong tu, chtra axit nucleic va/hodc polypeptit theo
sang ché. Cay chuyén gen c6 thé 13 hai 14 mdm hodc m6t 14 mim. Sang ché ciing d& xuét
cac phuong phap tao va sir dung cdy va hat chuyén gén. Cay chuyén gen hoic té bao
thuc vat chuyén gen biéu hién mét polypeptit theo sang ché cé thé duge cAu tric theo
mot phuong phap bat ky da biét trong linh vire k§ thuat nay. Tham khao, chéng han, US
6,309,872.

Qua trinh biéu hién, hodc biéu hién qua murc tai t6 hop cua phén tir phytaza theo
sang ché c6 thé dat duge curig v6i mot hodc nhiéu cac phan tir bd tro nhu, chéng han,
c4c enzym khéc. Phuong phap nay 1 hitu dung dé tao ra cac san pham t6 hop, nhu thuc
vét hodc mdt phan thyc vat chira phan tir phytaza cling nhu mot hodc nhiéu phan tir bd
trg. Phan tit phytaza theo sang ché va cac phan tir bd trg c6 thé dugc sit dung trong mot
phuong phép diéu trj t6 hgp. Cac phéan tir dugc biéu hién t4i t hop hinh thanh c6 thé
duoc sir dung & dang hdn hop va/hoic tinh sach hodic theo mdt cach khac & dang khong
duogc tinh sach tuong d6i (chéng han & dang phﬁn thuc vat an duogc c6 ich khi dugc tron

vé6i cac thue phdm khac dé xic tic qua trinh phan huy phytat).
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Theo mot khia canh cu thé, sang ché d& xut qua trinh biéu hién phytaza trong céc
cdy chuyén gen hoic co quan cia cdy va phuong phap dé san xuét chiing. Céc céu trac
biéu hién ADN dugc dé xuit dé bién nap thuc vat véi gen ma hod phytaza du6i su kiém
S04t clia cac trinh ty diéu hoa c6 kha ning didu khién qua trinh biéu hién phytaza. Cac
trinh ty diéu hoa ndy c6 kha ning diéu khién qué trinh phién ma trong thuc vat, mot cach

lién tuc, hodc theo giai doan va/hodc theo cac ki€u dac hiéu mo.

Kiéu biéu hién phu thuoc mat phﬁn vao viéc st dung thuc vat hoac cac phén cua
cdy. Cay chuyén gen va bd phan cia cdy dugc d& xuit béi sang ché c6 thé dugc ung
dung truc tiép vao mot loat cic qua trinh cong nghiép khéc nhau, ching han trong thirc
an gia suc hodc theo mot cach khéc, phytaza dugc biéu hién c6 thé dugc tach chiét va
néu mubn, duge tinh sach trudce khi sit dung. Theo mot cach khéc, té bao chu tai tb hop
hoac mot phén thuc vat ¢6 thé dugce sir dung truc tiép. Theo mdt khia canh cu thé, sang
ché @ xuit phuong phéap xtic tac phan tng thuy phén phytat sir dung hat chira luong
phytaza dugc gia ting. Phuong phap niy bao gdm budc cho hat chuyén gen khong phai
kiéu dai, ching han, & dang xay hoic nghién, tiép xtc vé6i co chét chira phytat va cho
enzym trong hat 1am ting t5c d6 phan ing. Bang cach cho truc tiép hat vao co chét chira
phytat, sang ché dé xuit mot cach giéi quyét cac qua trinh tach chiét va tinh sach kho
khan va dit d6, Theo mdt phuong 4n, sang ché @& xuét cac phuong phép xr ly nho d6
mdt sinh vat thiéu su cung cp ddy du enzym duoc sir dung enzym & dang hat chira
lugng enzym duogc gia ting. Theo mot khia canh, thoi gian sit dung enzym cho sinh vt

duoc diéu phédi véi véi vide an thue phdm chira phytat.

Qué trinh biéu hién phytaza & thuc vét c6 thé dat duoc bing nhidu cach khac nhau.
Cu thé 13, chéng han, cac k§ thuét c6 sin dé thuc hién bién nap mét sd lugng 16n cac
loai thuc vat, gém ¢6 cac loai hai 14 mim (chéng han thudc 14, khoai tdy, ca chua,
Petunia, Brassica) va cac lodi mot 14 mam. Ngoai ra, ching han, cc k§ thuét biéu hién
gen ngoai lai trong thyc vat cling ¢6 sén. Thém nita, ca trinh tu didu hoa trong c4c gen
ctia thue vat d3 duge xac dinh 14 ¢6 kha ning stra chira dbi véi viée cu trac ca gen kham
c6 thé dugc bidu hién chirc nang trong céac t& bao thuc vat (ching han Klee (1987) Ann.
Rev. of Plant Phys. 38:467-486; Clark et al. (1990) Virology Dec;179(2):640-7; Smith
et al. (1990) Mol. Gen. Genet. Dec;224(3):477-81.
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Viéc dua cac ciu trac gen vao thuc vat ¢ thé thuc hién dugc béng cach str dung
mdt s6 k§ thuat khac nhau gém c6 bién nap Agrobacterium tumefaciens hodc
Agrobacterium rhizogenes. Cac vi du khong han ché vé céc loai md thuc vat c6 thé bién
nap duoc bao gdm mo nguyén sinh, vi bao tir hodc hat phin, va mo ciy ngoai nhu 14,
than, ré, tru dudi 14 mam va 14 mim. Hon nita, ADN c6 thé dugc dwa mét cach truc tiép
vao md nguyén sinh va té bao thuc vat hoic mo bang cac phuong phép nhu vi tiém, bién

nap dién, bén tiéu phan gin gen (particle bombardment), va hép thu truc tiép ADN.

Céc protein cd thé duogc san xuét trong thuc vat béng mot loai cac hé théng biéu
hién khac nhau. Chéng han, viéc str dung trinh ty khoi d4u co dinh nhu trinh tu khoi dau
35S cua virurt kham stp lo (Guilley et al., 1982) 13 hiru ich dbi véi viée tich lu§ cac
protein dugc biéu hién trong hau hét cac by phén cila ciy chuyén gen. Theo mdt cach
khéc, viéc stir dung trinh tu khoi dau co tinh dic hiéu mod va/hodc ddc hi€u giai doan cao
cling c6 ich d6i v6i sang ché (Higgins, 1984; Shotwell, 1989) dé didu khién qué trinh
biéu hién trong m6 mong mudn va/hozic huéng dén mét giai doan phat trién mong mubn.
Sang ché ciing sir dung cac phuong phap dé biéu hién trong thuc vat phan tr phytaza
theo sang ché nhu da dugc md ta trong, ching han, US 5,770,413 (Van Ooijen et al.) va
US 5,593,963 (Van Ooijen et al.), da dé cép dén viéc st dung phytaza ciia ndm.

Cai bién trinh ty ma hoa va cAc trinh ty lién ké

Viéc biéu hién chuyén gen trong thure vat cac gen thu duoc tir cc ngudn ngoai sinh
c6 thé bao gdm qua trinh cai bién cac gen nay dé thu dwoc va tbi wu hoa qué trinh biéu
hién ctia ching trong thuc vat. Cu thé, cac ORF cua vi khudn ma ho4 céac enzym riéng
1& nhung c4c enzym nay dugc ma hod béi cing mdt ban sao trong vi khudn gbc s& duoc
biéu hién tdt nhét trong thuc vat trén cac ban sao riéng r&. Do do, theo mot khia canh,
dé dat duoc diéu ndy, mdi ORF cua vi khuén s& dugc phén 14p riéng r€ va tach dong vao

“catxet ma cung cdp cho ORF trinh tu trinh tu khéi ddu cua thuc vat & ddu 5° ctia ORF
va trinh tu két thiic phién ma & thuc vt & ddu 3’ ctia ORF. Trinh tr ORF duoc phan 1ap
c6 thé gdbm bod ba ma héa mé ddu ATG va bd ba m3 hoa két thuc nhung con cé thé bao
gdm trinh tu bd sung ngoai bo ba ma héa mé ddu ATG va bd ba mi hoa két thuc. Ngoai
ra, ORF c6 thé dugc phén cit, nhung van duy tri dugc hoat tinh can thiét; cu thé 1a dbi
v6i cac ORF dai, cac ban duge phan cat van duy tri dugc hoat tinh c6 thé 13 thich hop
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dé biéu hién trong céc sinh vat chuyén gen. “Trinh tw khéi dau thyuc vat” va “yéu t6 két
thic phién ma & thuc vat” c¢6 thé duge st dung dé thuc hién sang ché 13 trinh tu khoi
dau va/hodc yéu tb két thic phién ma bét ky hoat dong trong té bao thuc vét, gém cod
trinh tw khéi dau va yéu té két thiic phién ma c¢6 thé thu dugc tir cac ngudng khong thuc

vat nhu virut (vi du nhu virut khdm sup 1o).

Trong mét sb truong hop, viée cai bién cac trinh ty md hoa ORF va trinh tu lién
ké 13 khong can thiét. Chi cAn phan 14p doan chira ORF can quan tAm va chén theo hudng
xudi dong vao trinh tu khéi dau cua thyc vét. Ching han, Gaffney et. al. (Science 261:
754-756 (1993)) di biéu hién gen nahG ciia Pseudomonas trong cy chuyén gen duéi
su kiém soét cta trinh tw khéi dau 35S ctia CaMV va yéu t két thiic phién m3 ml cia
CaMV thanh cong ma khong cin cai bién trinh tur m3 hoa va véi cac nucleotit ctia gen
Pseudomonas ndm theo huéng nguoc dong ciia ATG van duge nbi lién, va cac nucleotit
theo hudng xubi dong ctia bd ba mi héa két thuc van gin vao ORF nahG. Tét hon 13,
trinh ty 1ién ké cta vi khudn nho c6 thé duge ndi theo hudéng nguoc dong so véi ATG
va xubi dong so v6i bd ba ma hoa két thic. Trong thuc nghiém, viéc cdu tric ndy c6 thé

phu thudc vao su ¢ san ciia cac vi tri cat gii han.

Trong cac trudng hop khéc, qua trinh biéu hién cac gen thu dugc tir ngudn vi khuin
c6 thé din dén cac van dé trong qua trinh biéu hién. Cac vin d& nay di dugc md ta o
rang trong linh vuc k¥ thuat ny va dac biét phd bién véi cac gen thu duge tir ngudn vi
khudn. Cac van @ nay c6 thé 4p dung véi trinh tw nucleotit theo sang ché va viéc cai
bién cac gen nay co thé thuc hién dugc béng cach st dung céc k¥ thuat da duoc biét &

trong linh vuc k§ thuat nay. Cac vén dé sau c6 thé dugc tinh dén:
Céach sir dung bo ba ma hoa

Sang ché dé xuét axit nucleic c6 bd ba ma héa dugc cai bién dé sir dung trong thue
vét; trong mot sé truomg hop, cach st dung bd ba mé héa duge wu tién trong thuc vét s&
khac so vdi cach str dung bd ba ma hda dugc wu tién & mot s vi sinh vat. Viée so sanh
su sir.dung bo ba ma héa trong mot ORF vi khuén dugc tach dong véi su st dung trong
cac gen thuc vat (va cu thé 13 cac gen trong thuc vt dich) s& cho phép xac dinh cac bd
ba mé hoa trong mot ORF can thay d6i. Thong thudong, qua trinh gdy tién hoa thuc vat

s€ huong dén sy uu tién st dung cac nucleotit C va G ¢ vi tri bazo thi ba cla cac cay
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mdt 14 mam, trong khi cac cay hai 14 mam thuong str dung cac nucleotit A hodc T & vi
tri nay. Bang céach cdi bién mdt gen d€ ket hop cach sir dung bd ba ma hoa dugce vu tién
doi v6i mot loai chuyén gen dich cu thé, nhiéu van d€ s& dugc md ta dudi day vé ham

lugng GC/AT va viée cit ndi khoéng chinh xac s& dugc khic phuc.
Ham luong GC/AT

Sang ché dé xudt axit nucleic c6 ham luong GC duoc cai bién, chéng han, dé st
dung trong thuc vét; cac gen thyuc vat thuong c6 ham lugng GC 16n hon 35%. Céc trinh
tu ORF ¢6 nhiéu nucleotit A va T c6 thé gdy ra mot s6 van dé trong thuc vat. Dau tién,
cac métip ATTTA dugc cho 12 gy ra qua trinh mét tinh én dinh cia cac thong tin va
duoc tim théy & ddu 3’ clia nhiéu mARN c6 tudi tho ngén. Thir hai, viéc hinh thanh cac
tin hi€u polyadenyl hod nhu AATAAA & céc vi tri khdng chinh x4ac trong mARN duoc
cho 14 gy ra qua trinh cit kh6ng hoan thién ban sao phién ma. Ngoai ra, cac cdy mot 14
mam c6 thé nhan ra céc trinh tu giau AT 1a cac vi tri cat ndi intron (tham khao dudi day).
Céc trinh tu lién ké véi Metionin khéi dau

Sang ché dé xuét axit nucleic c6 cac nucleotit 1ién k& véi ATG duoc cai bién
va/hodc dugc thém vao; thyc vat khic véi vi sinh vat & chd mARN cia ching khong cé
vi tri gén véi ribosom x4c dinh. Pung hon 13, dugc cho rang ribosom s& gin véi dau 5°
ctia mARN va tim kiém ATG c6 sin déu tién dé bit dau dich ma. Tuy nhién, con cho
rﬁng ¢6 sy wu tién dbi véi mot sé nucleotit nhét dinh lién k& véi ATG va qua trinh biéu
hién cac gen vi khudn c6 thé duoc ting cudng bing cach dwa cac yéu t6 khéi dong dich
ma lién ung cua tai vi tri ATG. Clontech (1993/1994 catalog, page 210, incdrporated
herein by reference) di d& xudt mot trinh tw nhu mot yéu t6 khéi dong dich ma lién Gng
dé biéu hién gen uidd E. coli trong thuc vat. Hon nita, Joshi (V.A.R. 15: 6643-6653
(1987), incorporated herein by reference) d4 so sanh nhiéu trinh ty trong thuc vét k& véi
ATG va d xuét mot trinh ty lién tng khéc. Trong cac truong hop khi ¢ trd ngai trong
qua trinh biéu hién cac ORF cua vi khudn trong thuc vat, viéc dua vao mot trong s6 cac
trinh tw ndy tai vi tri ATG khoi dau c6 thé ting cudng qua trinh dich ma. Trong cac
truomg hop nhu vay, 3 nucleotit cudi cﬁhg trong trinh tu lién tmg c6 thé 13 khong thich
hop dé dwa vio trinh tw dugc ci bién vi sy bién dbi thanh gdc AA thit hai. Theo mét s6

khia canh, cac trinh tyr duoc wu tién lién ké v6i metionin khoi dau 6 thé khac nhau gitta
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cac loai thuc vat. Mot khao sat vé 14 gen cua ngd duge lwu trit trong co s& dir lidu

GenBank cho thay cac két qua nhu sau:

Vi tri truée ATG khéi du trong 14 gen cia cy ngo:

-0 -9 -8 -7 -6 -5 4 -3 -2 -1
C 3 846 2 5 6 0 10 7
T 3 0 3 4 3 2 3 7 3
A 2 3 1 4 3 2 3 7 3
G 6 3 6 0 6 5 4 6 5

Phén tich nay c6 thé dugc thuc hién d6i véi loai thuc vat trong d6 trinh tu nucleotit
dugc dua vao, va trinh tu lién ké véi ATG duoc cai bién d€ dua cac nucleotit dugc wu
tién vao.

Loai bo céc vi tri cdt noi intron khdng chinh xac

Sang ché dé xuit axit nucleic c6 cac vi tri cét ni intron khoéng chinh xac duoc cai
bién hodc loai bo hodc “loai bd” v& mit chirc nang; cac gen dugc tach dong tir cac nguén
khong phai thuc vat va khong dugc t6i wu hoa dé biéu hién trong thuc vat cling c6 thé
chira cac métip c6 thé dugc nhén ra & thuc vt nhu céc vi tri cit ndi intron 5° hoéc 3°,
va s& dugc cit bo, do d6 sé tao ra cac phan tt mARN bi bét bo hodc bi mét. Cac Vi tri
nay c6 thé duoc loai bo bang cach st dung cac k¥ thuét da biét rd trong linh vuc k¥ thuat
nay. |

Céc k¥ thuét cai bién trinh tw ma hoa va cAc trinh tw 1ién k& d4 biét rd trong linh
vuc k¥ thuat ndy. Trong cic trudng hop qua trinh biéu hién ban du cua cic ORF vi
khuan 13 thdp va thiy rang c6 thé tao ra cac thay d6i trong trinh tu nhw d3 mo ta & trén,
thi viéc cdu tric cac gen tong hop c6 thé thuc hién dugc theo cac phuong phap da biét
rd trong linh vuc k§ thuét nay. D9 1a, chéng han, dugc mo ta trong cac tai liéu patent EP
0 385 962 (cua Monsanto), EP 0 359 472 (cua Lubrizol) va WO 93/07278 (ctua Ciba-
Geigy), tat ca céc tai lidu ndy déu dugce dua vao theo cach vién dan. Trong hau hét cac
truong hop t6t hon 1a thir nghiém qua trinh biéu hién céc ciu trac gen st dung qua trinh
thir nghiém ngén (da biét rd trong linh vuc k¥ thuat nay) trude khi chuyén vao thuc vat

chuyén gen.
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Trinh tu khéi dau thuc vat

Céc ché pham theo sdng ché c6 thé chira céc trinh tu axit nucleic, chang han, trinh
tu khoi dau, d€ cai bién va bi€u hién trong thuc vat. Trinh ty axit nucleic ¢6 thé c6 mat
trong cac cau trac ADN hodc catxet bieu hién. Axit nucleic theo sang ché c6 thé 1a, hodc

A

c6 thé chira, "catxet biéu hién", bao gdbm phan tir axit nucleic bt ky ¢6 kha ning didu
khién qué trinh biéu hién cua mot trinh tu nucleotit cu thé trong mot té bao chu thich
hop chirta mot trinh tu khéi dau duoc lién két mdt cach c6 kiém soat vé6i trinh tu nucleotit

can quan tdm duogc lién két mdt cach cé ki€ém soat véi trinh ty tin hi€u két thic.

Céc ché pham (ching han, trinh ty axit nucleic) theo sang ché ciing c6 thé bao gbm
c4c trinh ty can thiét dé tién hanh dich mi chinh x4c trinh ty nucleotit. Viing mi hoa
thuong m3 hod protein cin quan tim nhung ciing c¢6 thé ma hoa ARN chirc ning cn
quan tim, ching han ARN d6i nghia hoic ARN khéng dich m3, theo hudng c6 nghia
ho#c d6i nghia. Catxet biéu hién bao gdm trinh ty nucleotit cin quan tAm c6 thé 12 kham,
c6 nghia 13 it nhat mot trong sb cac thanh phan cta no 13 khac loai so v6i it nhit mot
trong sb cac thanh phﬁn con lai. Catxet biéu hién cling co thé 12 mot ciu tric ¢6 nguén
gbc ty nhién nhung thu duge & dang téi t6 hop 1a thich hop dé biéu hién khac loai. Tuy
nhién, thong thuong, catxet biéu hién 13 khac loai so véi té bao chu, nghia 13, trinh tu
ADN cu thé ctia catxet biéu hién khéng c6 ngudn gbc tu nhién trong t& bao cha va can
phai dugc dua vao t& bao chii hodc mét t€ bao gbe ciia t& bao chit bang cach bién nap.
Qua4 trinh biéu hién trinh tu nucleotit trong catxet biéu hién c6 thé dugc kiém soat boi
mot trinh tu khéi ddu co dinh hodc trinh tu khéi ddu c6 kha nang kich thich s& khaoi dong
qua trinh phién ma chi khi ndo té bao chi dugc phoi v6i mot s6 yéu t6 kich thich ngoai
bao ddc biét. Ngoai ra, trinh tu khdi dau ciing c6 thé 13 dic hidu véi mot tb chire mo

hodc co quan hodc mot giai doan phat trién cu the.

Sang ché con dé cap dén qua trinh bién nap thuc vat bang catxet biéu hién c6 kha
ning biéu hién polynucleotit. Catxet biéu hién s& chira theo huéng 5'-3' mot ban sao
phién mi, ving khoi diu phién m3 va dich mi (nghia 13, mot trinh tw khéi ddu) va
polynucleotit cdn quan tdm. Catxet biéu hién c6 thé tuy y bao gébm mot ving két thuc
phién ma va dich mi (nghia 13 ving két thuc) hoat dong trong thuc vat. Theo mot sb

phuong an, catxet biéu hién bao gém mot gen chi thi co thé chon loc dugc dé cho phép
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chon loc cac thé bién nap on dinh. Céc cAu truc biéu hién theo sang ché cling co thé chira
mdt trinh ty din diu va/hodc trinh tyr cho phép kich thich biéu hién polynucleotit cin
quan tdm. Tham khéo, Guo et. al. (2003) Plant J. 34:383-92 va Chen et. al. (2003) Plant
J. 36:731-40 cung cip vi du vé céc trinh tu c6 kha nang kich thich qué trinh biéu hién.

Céc trinh ty diéu hoa clia cdu tric biéu hién duge lién két mot cach c6 kiém soat
v6i polynucleotit can quan tim. “Puoc lién két mot cach c6 kiém soat” dung dé chi mot
lién két hoat dong giita mot trinh ty khéi ddu va trinh ty thi hai trong d6 trinh tu trinh
tir khoi dau s& khoi dong va xic tic qué trinh phién ma trinh tu ADN bd sung v6i trinh
tu thir hai. Thong thudng, duge lién két mét cach c6 kiém soat c6 nghia 14 cac trinh tu

nucleotit duoc lién két gin nhau.

Trinh ty khoi ddu bat ky c6 kha nang diéu khién qu4 trinh biéu hién trong thuc vat
can quan tAm c6 thé duoc sir dung trong qua trinh thue nghiém sang ché. Trinh tu khoi
dau co thé co nguén géc hodc tuong déng hodc ngoai lai hodc khéc loai végi té bao chu
thuc vat. Thuat ngt "khéc loai" va "ngoai sinh" dugc st dung ¢ day dung dé chi trinh tu
axit nucleic (chéng han trinh ty ADN hodac ARN) hoac mdt gen, dung dé chi mot trinh
t c6 ngudn gde tir mot ngudn ngoai lai véi t& bao chu hodc, néu tir cing mdt ngudn, thi
dugc cai bién so v6i dang ban dau cia né. Do d6, mot gen khac loai trong té bao chu
gdm c6 gen ndi sinh véi té bio chit nhung da duoc cai bién. Cac thuit ngit nay cling
dimg dé chi cac ban sao khéng c6 ngudn gbe ty nhién cia mot trinh tw ADN c6 ngudn
gbc tu nhién. Do d6, thuét ngit nay dung dé chi mot doan ADN ngoai lai hoic khéc loai
v6i té bao, hodc twong ddng vé6i té bao nhung & mot vi tri trong axit nucleic cia té bio
chil tai d6 yéu t6 nay thuong khong dugc tim thiy. Cac doan ADN ngoai sinh duoc bidu
hién d tao ra cac polypeptit ngoai sinh. Theo cac phuong 4n khéac, mot trinh tu axit
nucleic "twong dong" (ching han ADN) 13 mét trinh tr axit nucleic (ching han ADN
hoic ARN) thudong c6 lién quan mét cach tu nhién véi té bao chu trong d6 trinh tu duoc
dua vao.

Viéc lua chon céc trinh ty khéi ddu can dugc dua vao phu thude vao mot sb yéu td
khac nhau, gdm c6, nhung khong chi gi6i han &, hiéu qud, kha nang chon loc, kha ning
kich thich, muc dd biéu hién mong mubn, va qua trinh biéu hién wu tién té bao hodc

md. Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat nay thudng xuyén cai bién
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qua trinh bi€u hién ciia mot trinh ty bang cach chon loc va xac dinh vi tri chinh x4c cac

trinh tu khoi dau va cac ving didu hoa khac lién quan dén trinh tu dé.

Mot s trinh ty khéi dau thich hop s& chi khéi dong qué trinh phién ma, hodc chit
yéu, trong mot s6 loai té bao nhat dinh. Do d6, nhu dugc sir dung & day mot trinh tu
khéi dau wu tién loai té bao hofic md 12 trinh tu khéi ddu didu khién qué trinh biéu hién
mét cdch uu tién trong mo dich, nhung ciing c6 thé gay ra qua trinh bidu hién trong cac
loai té bao hodc mo khac. Phwong phép dé x4c dinh va mo ta cac ving trinh tu khéi dau
trong hé gen ADN ciia thuc vat bao gdm, ching han, cic phuong phép dugc mo ta trong
céc tai liéu sau: Jordano, et. al., Plant Cell, 1:855-866 (1989); Bustos, et. al., Plant Cell,
1:839-854 (1989); Green, et. al., EMBO J. 7, 4035-4044 (1988); Meier, et. al., Plant
Cell, 3, 309-316(1991); va Zhang, et. al., Plant Physiology 110: 1069-1079 (1996).

Mot s6 gen va/hoic trinh ty khéi dau duoc didu hoa dic hiéu mé di dwoc bao céo
& thuc vat. Mot sb gen ddc hiéu mo6 da dugc bao cdo bao gém cac gen ma hod protein
tich lu§ trong hat (nhu napin, cruxiferin, beta-conglyxinin, va phaseolin, prolamin,
glutelin, globulin, va zein) zein hoic cac than dau protein (nhu oleosin), hodc cac gen
c6 lién quan trong qué trinh sinh tong hop axit béo (gém c6 protein chit mang acyl,
stearoyl-ACP desaturaza, va cac desaturaza axit béo (fad 2-1)), va cac gen khac duge
biéu hién trong qua trinh phét trién cta phoi (nhu Beed, tham khao, ching han, EP
255378 va Kridl et. al., (1991) Seed Science Research, 1:209).

Vi du vé cé4c trinh tu khoi diu dic hiéu mo, di duge mé ta, gdm c6 lectin (Vodkin,
Prog. Clin. Biol. Res., 138;87 (1983); Lindstrom et. al., (1990) Der. Genet., 11:160),
dehydrogenaza rugu ngd 1 (Dennis et. al., Axit nucleic Res., 12:3983 (1984)), phirc hop
bét 4nh sang & cdy ngd (tham khao, ching han, Simpson, (1986) Science, 233:34; Bansal
(1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:3654), protein sdc nhiét ctia ngd (tham khao,
ching han, Odell et. al., (1985) Nature, 313:810; RuBP carboxylaza dudi don vi nho cla
dau (tham khao, ching han, Poulsen et. al., (1986) Mol. Gen. Genet., 205:193-200;
Cashmore et. al., (1983) Gen. Eng. of Plants, Plenum Press, New York, 29-38); Ti
plasmit mannopin synthaza (tham khao, ching han, Langridge et. al., (1989) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 86:3219-3223), Ti plasmit nopalin synthaza (Langridge et. al., (1989)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86:3219-3223), chalcon isomerazé thudc 14 (tham khao,
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ching han, vanTunen (1988) EMBO J. 7:1257) ; protein giau glyxin 1 & dau phong
(tham khao, chiang han, Keller (1989) Genes Dev. 3:1639) ; CaMV 35s bi cét (tham
khao, chang han, Odell (1985) Nature 313:810); patatin khoai tdy (tham khao, ching
han, Wenzler (1989) Plant Mol. Biol. 13:347; té bao ré (tham khao, chzlmg han,
Yamamoto (1990) Axit nucleic Res. 18:7449) ; dam ngd (tham khao, ching han, Reina
(1990) Nucleic Acid Res. 18:6425; Lopes et. al. (1995) Mol. Gen. Genet. 247: 603-613;
Kriz (1987) Mol. Gen. Genet. 207:90; Wandelt (1989) Nucleic Acid Res., 17:2354;
Langridge (1983) Cell, 34:1015; Reina (1990) Nucleic Acid Res., 18:7449), trinh tu
khéi dau ADP-gpp (tham khao, chang han, US 7,102,057); globulin-1 (tham khao,
ching han, Belanger (1991) Genetics 129:863) ; a-globulin (Sunilkumar, et. al. (2002),
Transgenic Res. 11 :347-359) ; a-tubulin ; cab (tham khao, ching han, Sullivan (1989)
Mol. Gen. Genet., 215:431); PEPCaza (tham khao, chﬁng han, Hudspeth & Grula,
(1989) Plant Molec. Biol., 12:579-589); trinh tu khoi ddu lién quan dén phtc hé gen R
(Chandler et. al., (1989) Palnt Cell, 1:1175); trinh tu khéi dau vicilin & dau (Czako et.
al., (1992) Mol. Gen. Genet., 235:33; US 5,625,136); trinh tu khéi ddu GTL1 (Takaiwa
et. al. (1991) Plant Mol. Biol. 16 (1), 49-58); trinh ty khoi ddu chalcon synthaza
(Franken et. al., (1991) EMBO J., 10:2605); trinh ty khéi diu GY1 (Sims & Goldburg
(1989) Nuc. Acid Res. 17(11) 4368) va céc trinh ty khoi ddu turong tu; tit ca cac tai lidu

trén déu dugc dua vao day theo cach vién dan.

Sang ché cling dé xuét viéc sir dung trinh tu khéi dau dic hiéu véi qué, bao gém
céc ho trinh ty khoi dau dic hidu véi qua bat ky, chang han, nhu dugc biéu hién tai thoi
diém hoic trong qua trinh phat trién dbi bén trong subt qua trinh phat trién cta qua, it
nhét cho dn khi bét dau chin, chzing han, nhu duoc dé cap trong tai liéu patent M¥
4,943,674, tai lidu nay duoc dua vao day theo cach vién dan. Trinh tw khéi d4u cho gen
polygalacturonaza hoat dong trong qu4 trinh chinh ctia qua. Sang ché c6 thé sir dung gen
polygalacturonaza nhu da mé ta, ch:fmg han, trong US 4,535,060, US 4,769,061, US
4,801,590, va US 5,107,065, cAc tai liéu nay dugc dua vao diy theo cach vién dan.

Séang ché d€ xuat viéc sir dung trinh ty khéi dau dac hiéu voi qua bat ky, gobm co
cac trinh ty khéi dau diéu khién qua trinh bi€u hién trong cac t€ bao 14 sau khi pha huy

la (chﬁng han, do con trung cén), trong cu (chéng han, trinh ty khéi dau gen patatin), va
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trong cac té bio sgi (vi du vé protein té bio soi dwoc diéu hoa trong qua trinh phat trién
12 E6 (John & Crow (1992) PNAS 89:5769-5773). Gen E6 hoat dong manh nhét trong
céc té bao soi, mic du né)ng do ban sao phién ma thép duoc tim théy trong 14, noan va

hoa.

Séng'ché dé xuét viéc st dung trinh tu khéi dau hoat dong trong md quang téng
hop, ching han, dé diéu khién qu4 trinh phién m3 trong cic mé xanh nhu nhu 14 va than,
1a thich hop khi chiing chi diéu khién qu4 trinh biéu hién hodc chu yéu kiém soat qua
trinh biéu hién trong cic mo nay. Theo mdt cach khéc, sang ché d& xuét viée st dung
c4c trinh t khéi dau dé tao ra qua trinh biéu hién mot cach co ban trong toan bd thuc
vét, hodc phan biét vdi cac mo xanh, hodc phén biét gifta cac giai doan phat trién cia

mo xanh trong d6 qua trinh biéu hién dién ra, hoiic dap vmg véi cac kich thich bén ngoai.

Céc trinh tu khoi dau thir nghiém dwoc st dung dé thuc hién sang ché bao gbm
trinh ty khéi du ribuloza-1,5-bisphosphat carboxylaza (RbcS) nhu trinh ty khéi dau
Rbcs$ tir thong rung 14 (Larix laricina), trinh ty khoi dau cab6 cia cdy thong (Yamamoto
et. al. (1994) Plant Cell Physiol. 35:773-778), trinh tw khéi dau gen Cab-1 tir lua mi
(Fejes et. al. (1990) Plant Mol. Biol. 15:921-932), trinh tu khéi ddu CAB-1 tir rau cai
xo#n (Lubberstedt et. al. (1994) Plant Physiol. 104:997-1006), trinh tyr khoi dau cablR
tir Ia (Luan et. al. (1992) Plant Cell 4:971-981), trinh tu khéi dau pyruvat orthophosphat
dikinaza (PPDK) tir ngé (Matsuoka et. al. (1993) Proc Natl Acad Sci USA 90:9586-
9590), trinh tw kh&i ddu Lheb1*2 thube 14 (Cerdan et. al. (1997) Plant Mol. Biol. 33:245-
255), trinh ty khéi déu yéu td ddng van chuyén SUC2 sucroza-H+ & Arabidopsis thaliana
(Truernit et. al. (1995) Planta 196:564-570), va trinh tr khéi dAu protein mang thylakoit
& cai xodn (psaD, psaF, psaE, PC, FNR, atpC, atpD, cab, rbcS. Céc trinh tu khéi dau
khac kiém soat qua trinh phién ma trong than, 14 v mé xanh dugc mé ta trong cong bd
US 2007/0006346, duoc dua vao dy theo cach vién dan.

Theo mét sb phuong &n, mirc d¢ dac hi¢u mo cia mot s6 trinh tu khoi dau “dac
hiéu m6” khong phai 13 tuyét d6i va c6 thé duoc thir nghiém cac gen bo cdo nhu Gus
hodc protein phat huynh quang xanh, protein phat huynh quang luc lam, protein phat
huynh quang vang hoc protein phat huynh quang d. Mot ngudi ¢ hiéu biét trung binh

cling c6 thé thuc hién dugc qua trinh biéu hién dac hi€u mo vdi qua trinh biéu hién “cod

-91-



22404

ké& ho™ bang mét td hop céc trinh tu khéi dau dic hiéu mo khac nhau. Céc trinh tu khéi
dau dic hiéu mo khac c6 thé phan 1ap dugc béi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh
vuc k¥ thuat nay (tham khao U.S. 5,589,379).

Theo mét khia canh, trinh tw khoi ddu thuc vat c6 kha nang kich thich sau khi phoi
v6i hoocmon thuce vat, nhu auxin, duge st dung dé biéu hién axit nucleic theo sang ché.
Ching han, sang ché sir dung céc yéu t6 dép umg véi auxin trinh tu khéi ddu El
(AuxREs) trong dau twong (Glyxin max L.) (Liu (1997) Plant Physiol. 115:397-407);
trinh ty khoi ddu GST6 dép tmg v6i auxin trong Arabidopsis (cling dap Gmg véi axit
salixylic va hydro peroxit) (Chen (1996) Plant J. 10: 955-966); trinh tu khoi ddu parC
c6 kha nang kich thich bang auxin trong thudc 14 (Sakai (1996) 37:906-913); yéu tb dap
ung voi biotin thuc vat (Streit (1997) Mol. Plant Microbe Interact. 10:933-937); va, trinh
tu khoi ddu d4p umg véi axit abscisic (Sheen (1996) Science 274:1900-1902).

Axit nucleic theo sang ché cling c6 thé dugc lién két mot cach c6 kiém soét véi
trinh tw khoi dau thue vét ¢6 thé kich thich duge sau khi phoi véi cac chét hod hoc c6
thé duoc st dung cho thyuc vét, nhu thube diét c6 hodc khéng sinh. Chéng han, hé théng
biéu hién gen dugc hoat hoa khi c6 mit cac phéi tr hoa hoc, gém ¢6 etanol, nhu c6 thé
dugc tim thdy trong WO 96/27673; WO 93/01294; WO 94/03619; WO 02/061102, tAt
ca céc tai liéu trén déu duoc dua vao dy theo cach vién din. Trinh ty khoi ddu In2-2
cua ngd, duogc hoat hoa béi thubc bao vé thuc vét benzenesulfonamit, c6 thé duoc st
dung (De Veylder (1997) Plant Cell Physiol. 38:568-577); viéc st dung céc loai thube
béo vé thuc vat s& kich thich cac kiéu biéu hién gen khac nhau, gém cO qué trinh biéu
hién & ré, thuy khdng, va mé phan sinh dinh chdi. Trinh tw m3 hoé c6 thé duge kiém
soat béi, ching han, trinh ty khéi ddu c6 thé kich thich dugc bing tetraxyclin, ching
han, nhur dugc md ta ciing véi cdy thube 14 chuyén gen chira gen arginin decarboxylaza
clia Avena sativa L. (oat) (Masgrau (1997) Plant J. 11:465-473); estrogen, nhu, thu thé
ecdyson (WO 01/52620) hoic, yéu t6 dap tmg véi axit salixylic (Stange (1997) Plant J.
11:'1315-1324). Sir dung céc trinh tu khéi ddu dugc kich thich hoa hoc (ching han,
hoocmon hozc thubc trir su), nghia 13, trinh ty khéi dau dap tng véi hop chit hoa hoc
c6 thé dugc tmg dung trén cdy chuyén gen trén canh dbng, qua trinh biéu hién polypeptit

theo sang ché c6 thé dugc kich thich & mot giai doan phat trién cu thé cua thue vat.
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Céc trinh tu khéi ddu co dinh thir nghiém c6 thé dugce sir dung dé thyuc hién sang
ché, va d dugc mo ta gdm c6 actin 1 & cdy lua (Wang et. al. (1992) Mol. Cell. Biol.,
12:3399; US 5,641,876); cac déng phan actin khac (McElroy et. al. (1990) Plant Cell 2:
163-171 va McElroy et. al. (1991) Mol. Gen. Genet. 231: 150-160); CaMV 35S (Odell
et. al. (1985) Nature, 313:810); CaMV 19S (Lawton et. al. (1987) Plant Mol. Biol. 9:315-
324; US 5,639,949); nos (Ebert et. al. (1987) PNAS USA 84:5745-5749); Adh (Walker
et. al. (1987) PNAS USA 84:6624-6628), sucroza synthaza (Yang & Russell (1990)
PNAS USA 87:4144-4148); va trinh tu khéi du ubiquitin (ching han huéng duong -
Binet et. al. (1991) Plant Science 79: 87-94; maize - Christensen et. al. (1989) Plant
Molec. Biol. 12: 619-632; va Arabidopsis - Callis et. al., J. Biol. Chem. (1990)
265:12486-12493; va Norris et. al., Plant Mol. Biol. (1993) 21:895-906.

Yéu té két thiic phién mé bét ky c6 thé dwogc sit dung dé thuc hién sang ché, ching
han, c6 thé dugc st dung trong mot vecto, catxet biéu hién va cac dang tuong tu. Cac
yéu t6 nay c6 vai tro két thiic qué trinh phién m3 sau khi chuyén gen va polyadenyl hoa
mARN chinh x4c. Ving két thiic c6 thé ¢ ciing ngudn gbe vé6i ving khoi dong phién
mi, c6 thé cling ngudn gbc véi trinh tw ADN duoc lién két mot cach c6 kiém soat can
quan tam, c6 thé cting ngudn gdc véi cay chu, hodc thu duge tir mot ngudn khéc (nghia
13, ngoai lai hoac khac loai véi trinh tu khoi dau, trinh tu ADN cin quan tdm, cay chu,
hozc mot t6 hop bat ky clia n6). Cac yéu t6 két thiic phién mA thich hig da dugc bién 13
hoat dong trong thurc vat gdm c6 yéu t6 két thuc CAMV 358, yéu t6 két thic tml, yéutb
két thuc nopalin synthaza va yéu té két thuc rbes E9 & dau. Cac yéu t6 nay c6 thé duoc
st dung trong ca cdy mot 14 mam va cy hai 14 mdm. Ngoai ra, c6 thé st dung yéu t6 két

thiic phién ma cé cung nguon goc véi gen.

Sang ché ciing st dung mot trinh tur bét ky dé tang cudong qua trinh biéu hién cua
gen trong mot don vi phi€n ma; va céc trinh ty nay cé thé dugc sir dung lién hgp vdi cac
gen theo sang ché dé tang cuong qué trinh biéu hién cia ching trong thuc vat chuyén
gen. Chang han, céc trinh ty intron khac nhau d& duoc chi ra 14 c6 thé tdng cudng qua
trinh biéu hién, dic biét trong cac cay mot 14 mam. Chéng han, céc intron ctia gen Adhl
& ngd da dugc phat hién 12 1am ting dang ké qua trinh biéu hién cta gen kiéu dai duéi
su kiém so4t cua trinh tw khéi dau cing ngudn gbc khi duge dua vao té bao cay ngo.
Mot sb céc trinh tu din dau khong dich ma thu dugc tir virut ciing dugce bién 14 1am tdng
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qué trinh biéu hién, va c4c trinh tr nay 13 dic biét hiéu qua trong cac té bio ciy hai 14
méim. Cu thé 13, cac trinh tu din dAu tir virut kham thubc 14 (TMV, "trinh ty W"),
Chlorotic Mottle Virut ngé (MCMYV), va virut kham co6 linh laing (AMV) da duoc chira
14 c6 hiéu qua trong viéc ting cudng biéu hién (ching han Gallie et. al. Nucl. Acids Res.
15: 8693-8711 (1987); Skuzeski et. al. Plant Molec. Biol. 15: 65-79 (1990)).

Tac dong vao san pham gen vao t€ bao

Mot co ché bat ky dé tac dong vao san phdm gen, ching han, trong thuc vat, cé
thé duoc st dung dé thyuc hién sang ché, va co ché nay dugc biét1a ¢ & thuc vat va cac
trinh tu kiém soat qué trinh hoat dong cua céac co ché nay da dugc mo td mot vai chi tiét.
Céc trinh tu d3 duge md ta gdy ra su van chuyén cac san phdm gen vao céc ngin t& bao.
Céc trinh trr ddu amin c6 thé c6 vai trd trong viéc van chuyén protein can quan tdm vao
mot ngén té bao bét ky, nhu, khong bao, ti thé, peroxisom, thé protein, ludi ndi chét, luc
lap, hat tinh bot, bot lap, vo sic lap hoac thanh t€ bao thuc vat (chéng han Unger et. al.
Plant Molec. Biol. 13: 411-418 (1989); Rogers et. al. (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
82: 6512-651; US 7,102,057; WO 2005/096704, tat ca cac tai liéu trén dugc dua vao
day theo cach vién din). Tuy ¥, trinh tu tin hiéu c6 thé 13 trinh ty tin hidu diu N tr waxy,
trinh ty tin hiéu ddu N tir Y-zein, vung gan tinh bdt, ving gén két v6i tinh bot dau C,
trinh ty huéng luc lap, thu nhén protein hoan thién vao luc lap (Comai et. al. (1988) J.
Biol. Chem. 263: 15104-15109; van den Broeck, et. al. (1985) Nature 313: 358-363; US
5,639,949) hoic trinh t tin hiéu qua trinh tiét tir cac té bao aloron (Koehler & Ho, Plant
Cell 2: 769-783 (1990)). Ngoai ra, céc trinh tu dAu amin két hop v6i cac trinh tu dau
carboxy c6 vai trd trong viéc huéng cac san phdm gen vao khéng bao (Shinshi et. al.
(1990) Plant Molec. Biol. 14: 357-368).

Theo mét khia canh, trinh tu tin hiéu dugc chon can chira cic vi tri phan cat da
biét, va cac thé dung hop dugc ciu tric cin tinh dn cAc axit amin bat ky sau (céc) vi tri
phéan cét, 14 can thiét cho qu4 trinh phén cit. Trong mot sb truong hop, yéu cau nay cé
thé duoc dép img bang viéc thém mot sb lwong nhé céc axit amin gitra vi tri phén cit va
vi tri ATG chuyén gen hoic, theo mét cach khac, thay thé mot sé axit amin trong trinh
tu chuyén gen. Cac k¥ thut nay da duoc biét r5 trong linh vue k¥ thuat ny va co thé

ap dung v4i moi loai t€ bao.
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Theo mét khia canh, cac co ché duge mé ta & trén dé tac dong té bao c6 thé duoc
str dung lién hop véi khong chi trinh tw khéi dau ciing gbe, ma con lién hop véi cac trinh
tw khéi ddu khac loai dé dat duogc muc tich tdc dong vao t€ bao cu thé duéi su diéu hoa
phién mi clia mot trinh tr khéi dau c6 kidu bidu hién khac véi kiéu biéu hién cua trinh
tu khoi dau tao tin hiéu tic dong.

Tom lai, c6 mot loat cac phuong phap cé thé st dung dé thuc hién sdng ché, gém
c¢6 phuong phap bét ky dé dat dugc qua trinh biu hién tai tb hop phytaza trong thuc vit,
hat, co quan hodc mét phﬁn thuc vat chuyén gen bét ky. Thuc vat va mot phﬁn thuce vat
chuyén gen c6 thé dugc st dung nhur cac ngudn phytaza dugc biéu hién tai t hop, c6
| thé dugc cho truc tiép vao cac ngudn chira phytat. Theo mét cach khac, phytaza dugc
biéu hién trong thuc vat tai td hop c6 thé duoc tach chiét tir nguén thuc vat va, néu cén,

c6 thé dugc tinh sach trudc khi cho phén tng véi co chit phytaza.

Trong ngit canh ctia sang ché, thuc vat c6 thé duoc chon tir (duoc sir dung dé thuc
“hién sang ché) bao gdm, nhung khéng chi gidi han & cdy cay trong cho hoa an duge nhu
hoa lo (Brassica oleracea), atisd (Cynara scolymus), qua nhu tao (Malus, ching han
domesticus), chudi (Musa, ching han acuminata), du (nhu nho, Ribes, ching han
rubrum), anh dao (nhu anh dao ngot, Prunus, chéng han avium), dua chudt (Cucumis,
chang han sativus), nho (Vitis, ching han vinifera), chanh (Citrus limon), dua gang
(Cucumis melo), hat dé (nhu qua 6c cho, Juglans, chﬁng han regia; ddu phdng, Arachis
hypogeae), cam (Citrus, ching han maxima), dio (Prunus, ching han persica), 1é (Pyra,
chéng han communis), méan (Prunus, chéng han domestica), dau tay (Fragaria, chéng han
moschata), ca chua (Lycopersicon, ching han esculentum), 14, nhu c¢é linh lang
(Medicago, chiang han sativa), cai bap (ching han Brassica oleracea), rau diép xoan
(Cichoreum, chang han endivia), toi tay (Allium, chang han porrum), rau diép (Lactuca,
ching han sativa), cai xoan (Spinacia, chang han oleraceae), thubc 14 (Nicotiana, ching
han tabacum), ré, nhu dong (Maranta, chéng han arundinacea), cu cai (Beta, chéng han
vulgaris), ca rot (Daucus, ching han carota), sin (Manihot, ching han esculenta), cai
(Brassica, ching han rapa), cu cai (Raphanus, ching han sativus), khoai m& (Dioscorea,
chﬁng han esculenta), khoai lang (Ipomoea batatas) va hat, nhu dau (Phaseolus, chéng
han vulgaris), dau Han lan (Pisum, chéng han sativum), dau tuong (Glycin, ch%mg han

max), 1da mi (Triticum, ching han aestivum), lia mach (Hordeum, ching han vulgare),
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ngd (Zea, ching han mays), lia gao (Oryza, ching han sativa), cai diu (Brassica napus),
ké (Panicum L.), huéng dwong (Helianthus annus), yén mach (dvena sativa), ci, nhu
su hao (Brassica, chéng han oleraceae), khoai tay (Solanum, chéng han tuberosum) va

cac loai tuong tu.

Theo mot khia canh, axit nucleic va polypeptit theo sang ché dugc biéu hién trong
hoic dugc cai vao mét loai thuc vt hodc hat bat ky. Thuc vét chuyén gen theo sang ché
c6 thé 13 mot 14 mam hodc hai 14 mam. Vi du vé thyc vat chuyén gen mot 1a mam theo
sang ché 13 c6, nhu ¢ dong 1y (blue grass, Poa), ¢6 chin nudi nhu festuca, lolium, cd
on d6i, nhu Agrostis, va ngii cdc, chéng han, lua mi, yén mach, Ita mach den, dai mach,
lua gao, lua mién, va ngd. Vi du thyc vat chuyén gen hai 14 mam theo sang ché 13 thubc
14, dau, nhu déu lupin, khoai tay, ci cai duong, déu ha lan, dau va dau turong, va cay ho
cai (ho Brassicaceae), nhu hoa lo, cai diu, va cic sinh vét gin gibng Arabidopsis
thaliana. Do d6, cdy va hat chuyén gen theo sang ché gdm c6 nhidu loai cdy, bao gdm,
nhung khong chi giéi han &, cac loai thudc céc giéng Anacardium, Arachis, Asparagus,
Atropa, Avena, Brassica, Citrus, Citrullus, Capsicum, Carthamus, Cocos, Coffea,
Cucumis, Cucurbita, Daucus, Elaeis, Fragaria, Glyxin, Gossypium, Helianthus,
Heterocallis, Hordeum, Hyoscyamus, Lactuca, Linum, Lolium, Lupinus, Lycopersicon,
Malus, Manihot, Majorana, Medicago, Nicotiana, Olea, Oryza, Panieum, Pannisetum,
Persea, Phaseolus, Pistachia, Pisum, Pyrus, Prunus, Raphanus, Ricinus, Secale,
Senecio, Sinapis, Solanum, Sorghum, Theobromus, Trigonella, Triticum, Vicia, Vitis,

Vigna, va Zea.

Theo c4c phuong 4n khéc, axit nucleic theo sang ché duoc biéu hién trong thuc vat
c6 té bao soi, gdm co, ching han, bong, bong gon (Kapok, Ceiba pentandra), liéu sa
mac, cdy creosot, c6 winterfat, cdy balsa, gai, dam but, gai dau, cay roselle, day, xizan
va lanh. Theo cdc phuong an khéc, cay chuyén gen theo sang ché c6 thé thudc gidng
 Gossypium, gdm co6 loai bat ky thude gibng Gossypium, nhu G. arboreum;. G.

herbaceum, G. barbadense, va G. hirsutum.

Cac hé théng biéu hién trong thuc vat cling nhu khdng thuc vat bd trg c6 thé duoc

sir dung dé thuc hién sang ché. Viéc chon lua loai thuc vat thudng duoc quyét dinh chu
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yéu bsi muc dich sir dung thuc vat hodc phan thuc vat va kha ning thich ung cua thuce

vat v4i qua trinh bién nap.

Mot vai k§ thuét c6 sn dé dwa ciu trac biéu hién chira trinh ty ADN ma hoa
phytaza vao thuc vat dich. Cac k¥ thuat bién nap cac loai thuc vat bac cao d3 duoc biét
1d va dugc mo ta trong cac tai liéu khoa hoc va k§ thuat. Chang han, tham khao Weising
(1988) Ann. Rev. Genet. 22:421-477; US 5,750,870. Cac k¥ thuit nay ciing c6 thé bao
gébm nhung khong chi gi6i han & bién nap mé nguyén s.inh st dung phuong phap
canxi/polyetylen glycol, bién nap dién va vi tiém hodc bién nap cac tidu phan (duoc pha)
(Potrykus, 1990). Ngoai cdc phuong phap dugc goi 1 bién nap ADN truc tiép trén, cac
hé bién nap bao gdm vecto ciing dugc sit dung rong rii, nhu vecto virut (chéng han virut
kham stip lo (CaMV) va vecto vi khudn (chéng han tir giéng Agrobacterium) (Potrykus,
1990). Sau khi chon va/hoéc sang loc, cac md nguyén sinh, té bao hodc mot phén thuc
vét da dugc bién nap c6 thé dugc tai sinh thanh mét ciy hoan chinh, st dung cac phuong
phap d3 biét trong linh vuc k§ thuat nay (Horsch et al., 1985). Viéc lua chon k¥ thuat

bién nap va/hoic tai sinh khong phai 12 then chét déi voi sang ché.

Céc cAu truc axit nucleic va biéu hién theo sang ché c6 thé dugc dua vao té bao
thuc vét bang phuwong phap bit ky. Theo cac khia canh thuc hién sang ché khac, thuat
ngit “dwa vao” trong ngit canh mét polynucleotit, ching han, mét cdu tric nucleotit cin
quan tam, dung dé chi viéc dwa vao thuc vat polynucleotit theo cach polynucleotit s&
tang cudng su lién két v6i cac thanh phan bén trong té bao thuc vat. Khi nhiéu hon mot
polynucleotit duge dwa vio, cac polynucleotit ndy ¢ thé dugce ghép nbi véi nhau nhu
mdt phan ciia cu tric nucleotit don nhét, hodc nhu cac ciu tric nucleotit riéng 1€, va co
thé dugc dinh vi trén cliing mot vecto bién nap hodc trén cac vecto bién nap khéc nhau.
Do d6, cac polynucleotit niy cé thé dugc dua vao té bao chi cin quan tAm chi trong mot
1an bién nap, trong cac 14n bién nap riéng ré&, hoac, chéng han, vao thuc vat, nhu mot
phén clia qua trinh sinh san. Cc phuong phap theo sang ché khong phu thudc vao mot
phuong phap dua mdt hodc nhiéu polynucleotit vao thuc vat cu thé ndo, chi khi (cac)
polynucleotit gia ting su lién két véi bén trong it nhat mot té bao thwe vét. Cac phuong
phép dira polynucleotit vio thuc vat d duoc biét rd trong linh vuc k§ thuat nay gdm co,
nhung khong chi giéi han &, phuong phap bién nap tam thdi, phuong phép bién nap 6n

dinh, va phuong phép qua trung gian virut.
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“Bién nap tam thoi” ¢cé thé dugc st dung dé thuc hién sang ché, va mot s6 khia
canh trong ngit canh mét polynucleotit ding dé chi polynucleotit duge dwa vao thuc vat
va khong két hop vao hé gen cua thuc vat. “Dua vao mdt cach 4n dinh” hoac “duoc dua
vao mot cach én dinh” trong ngit canh mot polynucleotit dugc dua vao thuc vat c6 thé
dugc st dung dé thuc hién sang ché, va theo mot s6 khia canh thudt ngit nay dung dé
chi polynucleotit dugc dua vao két hop mot cach 6n dinh vao hé gen thuc vat, va do vay

thue vat duge bién nap mdt cach 4n dinh polynucleotit.

“Bién nap én dinh” hodc “dugc bién nap mot cach bn dinh” dung dé chi
polynucleotit dugc dua vao thuc vat ¢o thé dugc st dung dé thuc hién sang ché, va theo
mot sb khia canh dung dé chi mot polynucleotit, chéng han, mét c4u trac nucleotit duoc
md ta & day, dugc dua vao thuc vt sé két hop vao hé¢ gen cua thuc vat va c6 kha nang
di truyén b%mg cac thé hé sau cia thuc vat, cu thé hon, bé‘mg su di truyén ctia nhiéu thé
hé lién tiép nhau. Viéc dua vao hé gen ciia mét thuc vat mong mudn c6 thé 1a mot enzym
duogc diéu hoa bai mot yéu t6 kiém soat phién ma hodc dich ma ndi sinh. Cac k§ thuét
bién nap ddi vdi ca cay mot 14 mdm va cay hai 14 mim d3 duoc biét rd trong linh vuc k¥

thuat nay.

Axit nucleic theo sang ché c6 thé dugc dung dé tao ra céc tinh trang mong mubn
trén hau hét cac loai thuc vat. Theo mdt phuong 4n, enzym theo sang ché c6 thé duogc
biéu hién theo cach sao cho enzym khong tiép xtic véi co chit ciia n6 cho dén khi can.
Ching han, enzym theo sang ché c6 thé duoc tac dong va giit lai trong lu6i ndi chét cia
té bao thyc vat. Viée giit lai enzym, trong ludi ndi chét cua té bao sé ngin enzym tiép
xic v6i co chat clia né. Enzym va co cht sau d6 ¢6 thé duge cho tiép xtic véi nhau bang
phuong phép bét ky c6 kha nang pha v cAu trac dudi té bao, nhu, nghién, xay, gia nhiét,
va cac phuong phép tuong tu. Tham khdo, WO 98/11235, WO 2003/18766, va WO

2005/096704, tt ca cac tai liéu trén duoc dua vao day theo cach vién dan.

Gen chi thi ¢6 thé chon loc duoc c6 thé duge két hop cung védi gen cAu trac dé xac
dinh céc té bao thuc vat hodc mé d& duge bién nap thanh cong gen chuyén. Diéu nay co
thé 13 can thiét vi ¢é dat duoc qua trinh két hop va biéu hién gen trong céc té bao thuc
vét 1a mét hién twong hiém, chi xay ra trong mdt vai phan trim cac té bao hodc mé dugc

1am dich. Gen chi thi ¢6 thé chon loc dugc ma hoé protein tao tinh khang véi cac hoat
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chét thuong ddc véi thuc vat, nhu khang sinh hodc thube diét cé. Chi c6 céc té bao thuc
vat d3 duoc bién nap gen chi thi c6 thé chon loc dugc s& séng khi duoc nuoi céy trén
mdi trudng chira khang sinh hodc thube diét c6 thich hop. Céc chi thi chon loc thuong
duoc sir dung trong qua trinh bién nap gdm cé gen nptll, tao tinh khang véi kanamyxin
va cac khéang sinh lién quan (Messing & Vierra. Gene 19: 259-268 (1982); Bevan et. al.,
Nature 304:184-187 (1983)), gen bar tao tinh khang véi thube diét co phosphinothrixin
(White et. al., Nucl. Acids Res 18: 1062 (1990), Spencer et. al. Theor. Appl. Genet 79:
625-631 (1990)), gen hph, tao tinh khang véi khang sinh hygromyxin (Blochinger &
Diggelmann, Mol Cell Biol 4: 2929-2931), gen dhfr tao tinh khang véi metotrexat
(Bourouis et. al., EMBO J. 2(7): 1099-1104 (1983)), gen EPSPS tao tinh khang véi
glyphosat (US 4,940,935 va 5,188,642),

Theo mdt cach khac, thuc vat chuyén gen ¢o thé dugc xé4c dinh qua mot hé théng
chon loc duong tinh, nhu, hé thdng sir dung gen manoza-6-phosphat isomeraza, tao ra

kha nang chuyén hoa manoza (US 5,767,378 va 5,994,629).

Theo mot khia canh, tao thuc vat hodc hat chuyén gen chura céc trinh tu duoc dua
vao theo sang ché va tuy y, cac gen chi thi vio mot cAu triic biéu hién dich (ching han,
plasmit), cung véi viéc xac dinh vi tri cta trinh ty trinh tu khoi dau va yéu td két thic.
Diéu nay c6 thé bao gdm viéc chuyén gen duge cai bién vio thuc vat bang mot phuong
phap thich hgp. Mot hodc nhiéu trinh tir theo séng ché c6 thé dugc két hop véi céc trinh
tu tao tinh khang vé6i con tring, bénh, han han, ting san lwong, nang cao chit lwong dinh

dudng cua hat, ting san lugng ruou va cac dac diém tuong tu.

Chéng han, mét ciu tric c6 thé dugc dua truc tiép vao hé gen ADN cua té bao thuc
vat sit dung cac k¥ thuat nhu bién nap dién va vi tiém vao mé nguyén sinh té bao thuc
vét, hodic cc clu trac c6 thé duge dua truc tiép vao md thuc vét st dung cac phuong
phap bén, nhu bin tiéu phin gin ADN. Chéng han, tham khao Christou (1997) Plant
Mol. Biol. 35:197-203; Pawlowski (1996) Mol. Biotechnol. 6:17-30; Klein (1987)
Nature 327:70-73; Takumi (1997) Genes Genet. Syst. 72:63-69, tai liéu nay dé cap viéc
str dung phuong phép bén tiéu phan dé dua cac gen chuyén vao Iia mi; va Adam (1997)
sach da dan, da dé cap viéc sit dung phwong phap bén tiéu phin dé dua YAC vao té bao

thuc vats. Ching han, Rinehart (1997) sach da din, dd sir dung phuong phap bén tiéu
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phén dé tao ra cdy bong chuyén gen. Cc thiét bi dé gia téc cho céc tiéu phén nay duoc
mo ta trong US 5,015,580; va, dugc ban sin trén thi trudong 13 cong cu gia tdc tidu ph?m
BioRad (Biolistics) PDS-2000; tham khao thém, John, US 5,608,148; va Ellis, US 5,
681,730, md ta phuwong phép bién nap qua trung gian tiéu phén thuc vat hat tran.

Theo mot khia canh, md nguyén sinh ¢ thé dugc cd dinh va duogc tiém axit nucleic,
ching han, ciu tric biéu hién. Méc du qua trinh tai sinh thyc vét tir mé nguyén sinh 1a
khoéng dé véi cac cdy ngii cde, qua trinh tai sinh thyc vét 13 ¢6 thé & cac cay ho dau su
dung phuong phép tao phoi sinh dudng tir mo nguyén sinh thu dugc tir mé seo. Cac md
duogc td chirc ¢6 thé duge bién nap ADN tran sir dung k§ thut sung bén gen, trong do
ADN dugc phu trén mot diu ban siéu nho bang vonfram, c6 kich thude bang 1/100 kich
thuéc cla té bao, s& mang ADN vao siu bén trong t& bao va cac co quan tir. Mo duoc
bién nap sau d6 dugc kich thich dé tai sinh, thuong bang qua trinh tao phéi sinh dudng.
Ky thuat ndy d4 thanh céng & mét sb loai ngii cbe gdm c6 ngd va lua.

Axit nucleic, chéng han, cac céu trac biéu hién, cling c6 thé dugc dua vao té bao
thuc vat st dung virut tai td hop. Té bao thuc vat c6 thé dugc bién nap b?lng cach st
dung vecto virut, nhu, chéng han, vecto thu dugc tir virut kham thudc 14 (Rouwendal
(1997) Plant Mol. Biol. 33:989-999), tham khao Porta (1996) “Use of viral replicons for
the expression of genes in plants,” Mol. Biotechnol. 5:209-221.

Theo mét cach khéc, axit nucleic, ching han, cdu trac biéu hién, c6 thé dugc két
hop véi cac ving canh T-ADN thich hgp va dugc dua vao mot vecto chit Agrobacterium
tumefaciens thong thuong. Hoat ddng gy doc vat chu Agrobacterium tumefaciens s&
diéu khién qua trinh chén ciu tric va cac gen chi thi lién k& vao ADN té bao thuc vt
khi té bao bi nhiém vi khudn. K§ thut bién nap qua trung gian Agrobacterium
tumefaciens, bao gdm bét hoat va st dung vecto nhi phén, da dugc mo ta trong cac tai
liéu khoa hoc. Tham khéo, chiang han, Horsch (1984) Science 233:496-498; Fraley
(1983) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:4803 (1983); Gene Transfer to Plants, Potrykus,
ed. (Springerlag, Berlin 1995). ADN trong mdt té bao A. tumefaciens dugc chira trong
mot nhidm sic thé vi khuin ciing nhu trong mét cdu tric khac dugc goi 1a plasmit Ti
(tumor-inducing). Plasmit Ti chira mét ADN thang dugc goi 13 T-ADN (dai ~20kb)

duge chuyén vao t€ bao thuc vat trong qua trinh giy nhiém va mot chudi cac gen vir
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(gen gay ddc) kiém soat qua trinh gy nhidm. 4. tumefaciens chi ¢6 thé xam nhiém vao
thuc vat qua vét thuong: khi ré hodc than cdy bi thuong ching s& tao ra mot sd tin hiéu
hoa hoc, d& dap tmg véi diéu do, cac gen vir clia A. tumefaciens s& trd nén hoat dong va
diéu khién mot loai céc su kién can thiét dé chuyén T-ADN tir plasmit Ti vao nhifm sic
thé cua thuc vat. T-ADN sau d6 s& xam nhép vao té bao thuc vat qua vét thuong. Mot
suy doan 12 T-ADN s& doi cho dén khi ADN thyc vat dang dugc sao chép hodc phién
ma, sau d6 sé& tu chén vao ADN cila thuc vat khi dudi ra. Dé st dung A. tumefaciens nhu
mot vecto chuyén gen, ving Ti ciia T-ADN cén dugce loai bo, trong khi van giit lai ving
bién T-ADN va c4c gen vir. Gen chuyén sau d6 s& dwgc chén vao giita cac ving bién T-
ADN, khi gen dugc chuyén vao té bao thuc vat va két hop véi nhidm séc thé cua thuc

A

vat.

Sang ché dé xuét qua trinh bién nap cdy mot 14 mam st dung axit nucleic theo sang
ché, g@)m cO cac loai ngii cbe quan trong, tham khé&o Hiei (1997) Plant Mol. Biol.
35:205-218. Tham khéo, ching han, Horsch, Science (1984) 233:496; Fraley (1983)
Proc. Natl. Acad. Sci USA 80:4803; Thykjaer (1997) sach @ din; Park (1996) Plant
Mol. Biol. 32:1135-1148, dé cép dén qué trinh két hop ciia T-ADN vao hé gen ADN.
Tham khao D'Halluin, US 5,712,135, mé ta qué trinh két hop 6n dinh ciia mét phan ti

ADN chira gen hoat ddng trong mdt té bao ngii cbc, hodc cac cdy mot 14 mam khac.

Theo mot khia canh, buéc thit ba c¢6 thé bao gém viéc chon lgc va tai sinh cdy hoan
chinh c6 kha ning truyén gen dich duoc két hop sang thé hé sau. Cac k¥ thuat tai sinh
nay dua trén viéc diéu khién mét sé hoocmon thuc vat trong moi trudng nudi céy mo,
thuong phu thude vao chi thi bioxit va/hoac chi thi diét co dugc dua Vao cung vdi cac
trinh ty nucleotit mong muén. Viéc tai sinh thyc vét tir md nguyén sinh dwoc nuéi ciy
dugc mo ta trong Evans et al., Protoplasts Isolation and Culture, Handbook of Plant Cell
Culture, pp. 124-176, MacMillilan Publishing Company, New York, 1983; va Binding,
Regeneration of Plants, Plant Protoplasts, pp. 21-73, CRC Press, Boca Raton, 1985. Qua
trinh tai sinh c6 thé dugc thuc hién tir md seo thuc vét, manh cdy, co quan, hodc mét
phén thuc vat. Cac k¥ thuét tai sinh ndy dugc mé ta khai quat trong Klee (1987) Ann.

‘Rev. of Plant Phys. 38:467-486. Dé thu dugc cy hoan chinh tir c4c md chuyén gen nhu
phoi chua hoan thién, chiing c6 thé duoc nudi ca“iy & cac diéu kién moi trudng duogc kiém

soat trong mdt loat cdc midi trudng chira chit dinh dudng va hoocmon, mot qué trinh
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dugc goi 1a nuodi cay mo. Khi cdy hoan chinh dugc tai sinh va tao hat, viéc tinh todn céc

thé hé sau bt dau.

Theo mdt khia canh, sau khi catxet biéu hién duoc dua vao mot cach dn dinh vao
thuc vat chuyén gen, né c6 thé dugc dua vao cac cdy khac bang cach thu phén chéo.
Mot s6 luong khong han ché cac phuong phép sinh san c6 thé sir dung duor, phu thudc
vao loai can thu phén chéo. Tham khao, chéng han, Welsh J. R., Fundamentals of Plant
Genetics and Breeding, John Wiley & Sons, NY (1981); Crop Breeding, Wood D. R.
(Ed.) American Society of Agronomy Madison, Wis. (1983); Mayo O., The Theory of
Plant Breeding, Second Edition, Clarendon Press, Oxford (1987); Singh, D. P., Breeding
for Resistance to Diseases and Insect Pests, Springer-Verlag, NY (1986); va Wricke and
Weber, Quantitative Genetics and Selection Plant Breeding, Walter de Gruyter va Co.,
Berlin (1986).

Theo mot khia canh, vi qua trinh biéu hién chuyén gen axit nucleic theo sang ché
s& din dén cac thay ddi vé kiéu hinh, thyuc vat chira axit nucleic tai td hop theo séng ché
c6 thé dugc thu phan chéo véi mot thuc vat thir hai dé thu dugc san phim tht hai. Do
d6, hat theo sang ché c6 thé thu dugc tir qué trinh thy phan chéo gifta hai thuc vat chuyén
gen theo sang ché, hoic tir qua trinh thu phin chéo gitra thuc vét theo sang ché va mot
thuc vat khac. Cac tac dung mong muén (chﬁng han, qu4 trinh biéu hién polypeptit theo
sang ché @& tao thuc vat trong d6 tap tinh n& hao d3 dugc cai bién) c6 thé duge tdng
cuong khi ca hai cay bé me déu bidu hién polypeptit (chang han, phytaza) theo sang ché.
Céc tac dung mong mudn c6 thé dugc truyén qua céc thé hé thuc vat tiép theo bing céc

k¥ thuét nhan gidng tiéu chuin.

Dbéi véi cac cdy hai 14 mam, vecto nhi phan cé thé dugc st dung (Hoekema et al.,
1983; EP 0120516 Schilperoort et al.). Ching han, cac chung Agrobacterium c6 thé
dugce st dung chira plasmit vir véi cac gen gdy ddc va mot plasmit twong hop chira ciu
tric gen cAn chuyén. Vecto nay c6 thé sao chép trong ca E. coli va trong Agrobacterium,
va thu dwoc tir vecto nhi phan Bin19 (Bevan, 1984) dugc cai bién chi tiét khong twong
quan d6i véi sang ché. Vecto nhi phén nhu dugc st dung trong vi du nay chira giira cac

trinh tw bién tr4i va bién phai c4u tric T-ADN, m6t gen NPTII trong déng ma hoa tinh
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khang kanamyxin (Bevan, 1984) va mot vi tri da tach dong trong céc céu tric gen can
thiét.

Qua trinh bién nap va t4i sinh céc ciy trong mot 14 mam c6 thé duoc thuc hién
bang cach sir dung phwong phéap hodc thu thuét tiéu chudn bét ky; c4c cdy mot 14 mam
c6 thé bién nap va thuc vit chuyén gen hitu thu ¢6 thé dugc tai sinh tir té bao bién nap.
Theo mot khia canh khéc, cac cdy mot 14 maim duoc bién nap béng k¥ thuat bién nap

qua trung gian Agrobacterium.

Theo mot khia canh, lta chuyén gen ¢6 thé thu dugc bang céach st dung gen hph
ctia vi khudn, m3 ho4 tinh khang hygromyxin, nhu mét chi thi chon loc; gen nay ¢ thé
dugc dua vao bang phuong phép bién nap dién. Theo mot khia canh, ngd chuyén gen c6
thé thu dugc bang cach dwa vao gen bar cua Streptomyces hygroscopicus, gen nay ma
ho4 phosphinothrixin axetyltransferaza (enzym bat hoat thubc diét c6 phosphinothrixin),
vao cac té bio tao phéi trong méi trudng hdn dich nudi chy ngd bang cach bién nap vi
tiéu phf?m. Theo mot khia canh, nguyén liéu di truyén c6 thé dugc dua vao md nguyén
sinh aloron cda cdy mot 14 mam nhu lia mi va dai mach. Theo mot khia canh, Iua mi
dugc tai sinh tir hén dich nubi céy tao phoi béng cach chi chon loc md seo khdi gia va
mo seo tao phdi c6 mau dé thiét 18p hén dich nudi ciy phoi. Theo mot khia canh, viéc
két hop véi cac hé théng bién nap dbi véi cac thuc vat nay sé cho phép viéc ing dung
sang ché vio cac cAy mot 14 mam. Céc phwong phap nay va phuong phap khac ciing ¢

thé dugc img dung dbi véi qua trinh bién nap va tai sinh cay hai 14 mam.

Trong qué trinh thye hién sang ché, viéc biéu hién cdu tric phytaza bao gdbm qua
trinh phién ma gen bang polymeraza cia thuc vét, dich ma mARN, v.v. d3 biét déi véi
cac ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat ADN téi td hop. Mot sb chi tiét
lién quan v6i viéc thuc hién mét s phuong 4n theo sang ché di duge néu & day. Céac
trinh t didu hoa dugc biét hodc duge phat hién 1a gAy ra qua trinh biéu hién phytaza c6
thé dugc st dung theo sang ché. Viéc Iya chon cac trinh tu diéu hoa dugc st dung phu
thudc vao thyc vat dich va/hodc co quan dich can quan tdm. Céc trinh tu didu hoa nay
c¢6 thé thu duoc tir thue vat hoic virut thye vat, hodc c¢6 thé duoc téng hop hod hoc. Céc
trinh tu diéu hoa nay 13 céc trinh ty khoi dau c6 hoat tinh trong viéc kiém soat qua trinh

phién ma trong thyuc vat, hodc lién tuc hodc theo giai doan va/hodc dic hiéu mo, phu
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thudc vao viée sir dung thuc vat hoic phén thuc vat. Cac trinh tu khéi dau nay gém co,
nhung khong chi gidi han &, trinh tir khai dau thé hién qua trinh biéu hién lién tuc, nhu
trinh ty khoi dau 35S cia virut kham sup lo (CaMV) (Guilley et al., 1982), céc trinh tu
khoi ddu bidu hién ddc hiéu véi 14, nhu trinh ty khoi ddu cia gen duéi don vi nhod
ribuloza bisphosphat carboxylaza (Coruzzi et al., 1984), trinh ty khoi dau dic hiéu bidu
hién & ré, nhu trinh ty khoi ddu cia gen glutamin synthaza (Tingey et al., 1987), trinh
tir khéi dAu dic hiéu bidu hién & hat, nhu trinh ty khéi dau cruxiferin ciia Brassica napus
(Ryan et al., 1989), trinh tw khéi ddu dic hiéu biéu hién & ci, nhu trinh ty khéi dau
patatin cdp 1 & khaoi tay (Koster-Topfer et al., 1989; Wenzler et al., 1989) hodc trinh tu
khéi diu dic hiéu biéu hién & qua, nhu trinh tu khéi dlu polygalacturonaza (PG) cta ca
chua (Bird et al., 1988).

Céac trinh ty diéu hoa khac nhu trinh ty yéu t§ két thuc va trinh tu tin hidu
polyadenyl hoa c6 thé dugc str dung dé thuc hién sang ché, va gdm c6 trinh tu bt ky
hoat dong trong thuc vét, viéc lya chon céac trinh ty nay da dugc biét dbi véi cac nguoi
c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat nay. Vi du vé cac trinh tu nay la ving
bén 3’ cua gen nopalin synthaza (nos) cia Agrobacterium tumefaciens (Bevan, sach da

“dén). Céc trinh tu diéu hoa ciing c6 thé chura céac trinh ty yéu td tang cuong biéu hién,
dugc tim thdy trong trinh ty khéi ddu 35S cia CaMV, va trinh tv 8n dinh mARN nhu
trinh tw din d4u ciia ARN4 ciia virut kham c6 linh ling (AIMV) (Brederode et al., 1980)
hodc céc trinh tu hoat dong theo cach tuong tu.

Theo mdt s6 phuong 4n, phytaza theo sang ché dugc biéu hién trong moi truong
4n dinh d6i vai protein duogc biéu hién. Vige lya chon céc ngan té bao, nhu bao twong,
ludi ndi chat, khdng bao, thé protein hodc khoang chu chét co thé dugc st dung theo
sang ché dé tao ra cac méi truomg 6n dinh, phu thudc vao cac tham sb sinh ly ctia phytaza.
Cac tham s nay gém c6, nhung khong chi gi¢i han &, pH tdi wu, d6 nhay cam véi
proteaza hodc do nhay cadm véi néng do phén tir cda ngén té bao duoc wu tién.

Theo mét s6 phuong 4n, phytaza theo sang ché dugc biéu hién trong t€ bao chét;
theo mot sd khia canh, dé thu duoc qué trinh biéu hién trong té bao chét cua té bao,
enzym dugc biéu hién khong nén chira peptit tin hiéu tiét hodc mot trinh tu dich bat ky.

DPé biéu hién trong luc lap va ty thé, enzym dugc biu hién can chua mot peptit van
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chuyén dic hiéu dé c6 thé di vao cac co quan tir nay. CAc trinh tu dich c6 thé dugc gin
vao enzym can quan tim dé thuc hién diéu nay d3 dwoc biét (Smeekens et al., 1990; van
den Broeck et al., 1985; Wolter et al., 1988). Néu mudn enzym hoat dong trong khong
bao, mot peptit tin hi¢u tiét can c6 mit, cling nhu mdt trinh tu dich ddc hi¢u hudng
enzym vao khong bio (Tague et al., 1990). Piéu twong tu ciing ding v6i cac thé protein
trong hat. Trinh tty ADN ma hoa enzym can quan tam can dugce cai bién theo cach sao

cho enzym c6 thé hoat dong & vi tri mong muén trong t€ bao.

Theo mdt s6 phuong 4n, d& dat duoc qua trinh biéu hién phytaza ngoai bao, ciu
triic biéu hién theo séng ché st dung mdt trinh ty tin hiéu tiét. Mac du, cac trinh tu tin
hiéu twong ddng (cing ngudn gbe) véi thue vat c6 thé duge wu tién, nhung céc trinh tu
tin hiéu khéc loai, nghiala cac trinh tu ¢6 nguén géc tir cac loai thuc vat khac hoic vi
khuén ciing c¢6 thé sit dung duoc. Céc trinh tu tin hiéu ndy d3 duoc biét trong linh vuc
k¥ thuat ndy. Céc trinh tu tin hiéu thich hop c6 thé dugce st dung theo sang ché dugc dé
cap trong Blobel et al., 1979; Von Heijne, 1986; Garcia et al., 1987; Sijmons et al., 1990;
Ng et al., 1994; va Powers et al., 1996).

Theo mét s6 phuong 4n, tit ca cac phan cua ciu tric ADN twong duong (trinh tu
khéi dau, cac trinh tu diéu hoa, tiét, 6n dinh, hudng, hoac két thac) theo sang ché s&
duoc cai bién, néu can, dé tac dong vao déc tinh kiém soat béng cach stir dung cac phuong
phap d4 biét trong linh vuc k¥ thuét nay. Thuc vat chira phytaza thu dwgc theo sang ché
c6 thé dugce sir dung dé tao thuc vat hodc co quan cua thuc vat véi néng do phytaza cao
hon. Chﬁng han, ¢6 thé thu dugc nhitng thuc vat hodc co quan cua thuc vat bﬁng cach
sir dung k¥ thuat bién di nhan dong sinh dudng hoic biang k§ thuit thu phén chéo. Céc
k¥ thugt nay da dugc biét rd véi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat
nay.

Theo mot khia canh, sang ché d& xuit phuong phép (va san phim cua cac phuong
phap nay) @& thu dugc cac hé théng biéu hién vuot muc hidu qua cao dbi voi phytaza va
c4c phan tir khéc. Theo mot khia canh, sang ché @& xuat phuong phép (va san phdm cua
phuong phép) dé thu dugc cac hé théng biéu hién vuot murc hidu qua cao d6i voi phytaza
va axit phosphataza pH 2,5 trong Trichoderma. Hé thdng nay sé tao ra cic ché phdm

enzym cO céc lgi ich ddc biét trong cong nghi€p che bién thirc dn gia sic. Cac chi tiét
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thém vé phuong phap nay c6 trong céc tai lidu da cong bd va/hoic da biét trong linh vuc
k¥ thuat ndy. Chang han, c4c tai liéu da céng bb gdm c6 EP 0659215 (W0 9403612 A1)
(Nevalainen et al.), mic du tai liéu ndy khoéng dé cép dén cac phan tir méi trong don

sang ché nay.

Theo mot sd phuong 4n, séng ché st dung qua trinh ti sap xép trong co thé, c6
thé dugc tap trung vio cic qua trinh “ndi phan ti” duoc goi chung 12 “qua trinh t4i tb
hop”, trong vi khuén ¢6 thé 1a hién tugng “phu thudc RecA”. Sang ché c6 thé dua trén
qué trinh t4i td hop ctia té bao chu dé tai td hop va tai sip x&p cdc trinh tu, hoic kha
nang cia céac té bao xic tac cic qua trinh dé lam giam murc d6 phic tap cia céc trinh tu
gan nhu 13p lai trong t& bao bing cach loai bé. Qu4 trinh “t4i strp xép loai bo nay” xay

ra bing mdt qué trinh “ndi phan tir”, qua trinh doc 14p RecA.

Do d6, theo mot khia canh khac theo sang ché, polynucleotit bién thé c6 thé duge
tao ra bang qua trinh tai sip xép loai bo. Phuong phép nay gom tao ra cac ciu tric chua
c4c trinh tu lién tiép (trinh tw ma ho4 gdc), chén vao mot vecto thich hop, va tiép theo
1a dua vao mét té bao chu thich hop. Viée tai sap xép cac phan tir turong ddng riéng r&
hinh thanh bang céc qua trinh t6 hop giita c4c trinh tu lién nhau trong cu tric ¢ cac
viing twong dong, hodc gitta cac don vi gin nhu 13p lai. Qua trinh tai sip xép s& tai td
hop va/hodc 1am gidm murc d§ phirc tap va quy md ciia cac trinh tu 1ap lai, va tao ra cac
phan tir méi. C6 thé sir dung cac cach xir Iy khac nhau dé gia ting mirc dd tai sép xép.
Céc cach xtr Iy nay gdm c6 xi Iy bang 4nh sang tir ngoai, hodc cac chit héa hoc phé huy
ADN, va/hodc st dung cac dong té bao chu thuc hién muc do “bét dn dinh di truyén”
cao. Do d6, qué trinh t4i sap xép c6 thé bao gdm viéc tai td hop twong d6ng hoic dic

tinh ty nhién cda céc trinh tu gﬁn nhu Idp lai dé thuc hién qué trinh tu tién hoa.

Sang ché c6 thé st dung céc trinh tu 130 lai hodc “gén nhu 1dp 1ai”’; céc trinh tu
nay déng vai trd tao tinh bat dn dinh di truyén. Theo sang ché, cac chu truc “gan nhu l3p
lai” 14 c4c motip khong gi6i han & don vi cdu tric nguyén gbe. Céc don vi gan nhu 1ap
lai c6 thé c6 trong mdt diy céac trinh tu trong mdt cu tric; cac don vi lién tiép nhau
trong cAc trinh tr twong ddng. Khi di dugc ndi véi nhau, cac lién két gifta c4c trinh ty
lién ké trd nén gan nhu khong phan biét duge va dic tinh gan nhu 13p lai cta cdu trac

hinh thanh tr& thanh lién tuc & mtc d6 phan tir. Qua trinh loai bé ma té bao thuc hién dé
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gidm mirc d6 phirc tap ciia cu triac hinh thanh hoat dong gitra c4c trinh ty gan nhu lap
lai. Cac don vi gén nhu 13p lai s€ tao ra mdt kho khong han ché vé mat thuc nghiém cac
phan tir khudn dé sau d6 cac hién twong slippage c6 thé xay ra. Cac cdu triic chita cac
doan gén nhu 13p lai do vay sé& tao ra 46 dan hoi phén tir dd mdt cach hi€u qua dé cac
hién tuong loai bo (va qué trinh chén doan c6 thé c¢6) c6 thé x4y ra gin nhw & moi vi tri

trong cac don vi gén nhu 13p lai.

Theo mdt sb khia canh, khi tt ca céc trinh tu gén nhu 1dp lai duoc ndi véi nhau
theo cung mot hudéng, chéng han tir ddu dén cubi hodc nguoc lai, té bao khong thé phéan
biét dugc cac don vi riéng r&. Do dd, qua trinh loai bod cd thé x4y ra trong toan bd cac
trinh tu. Nguoc lai, khi chéng han, cac don vi c6 & hai dau, chtr khong phai 1a tir d4u dén
dudi, qua trinh dao doan s& x4c dinh cac diém cudi ciia cac don vi k& nhau sao cho qué
trinh loai bé s& thién vé viéc loai bo cac don vi roi rac. Do do, theo mot khia canh theo
sang ché, cac trinh tu s& & cung mot huéng. Su Sép xép ngiu nhién cia céc trinh tu gén
nhu 13p lai s& lam mét hiéu qua cta viée tai sap xép, trong khi sy sédp xép thich hop céc
trinh tu s& tao ra hiéu qua cao nhit. Tuy nhién, trong khi ¢6 it hon c4c trinh ty lién k&
trong cling mot huéng s& 1am giam higu qua, thi sy sip xép ngiu nhién van c6 thé tao ra
tinh dan hdi phan tir da ¢ tao ra cac phan tir méi mot cach hidu qua. Cac ciu trac c6 thé
duoc tao ra vaéi cac trinh tu gén nhu 13p lai theo cing mot huéng dé tao ra hiéu qua cao
hon.

Céc trinh tw c6 thé dugc ndi véi nhau theo huéng tir ddu dén dudi bing cach st
dung cac phwong phap bt ky, gom:

(a) C6 thé sir dung cac doan mdi c6 dau poly-A va dudi poly-T & dang soi don
s€ tao ra hudéng sa‘ip xép. Piéu nay dugc thuc hién bﬁng cach tao mot vai bazo dau
tién cta doan mdi duge tao tir ARN va do d6 c6 thé d& dang dugc loai bd bang
ARNaza H.

(b) C6 thé str dung cac doan mdi chira cac vi tri cét giéi han duy nhat. Nhidu vi
tri, mot loat cac trinh tu duy nhét, va téng hop lép lai va 1ndi 12 cAn thiét.

(c) Mot vai bazo bén trong cia doan moi ¢6 thé dugce thiol hod va mot enzym

exonucleaza s& dugc sir dung dé tap ra cac phén tir c6 dudi thich hop.
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Theo mot sb khia canh, viéc khoi phuc céc trinh tu duoc tai sép xép phu thudc
vao qua trinh xac dinh vecto nhan dong véi RI bi loai bo. Trinh tuy ma hoa duoc tai sép
xép sau do6 co thé dugc khoi phuc bang cach khuéch dai. Cac san pham s& dugc tai tach
dong va biéu hién. Viéc khoi phuc vecto nhan dong c6 RI bi loai bo ¢6 thé duoc tac

d6ng bang cach:
1) St dung vecto chi dugc duy tri dn dinh khi céu trac bi gidm murc d9 phirc tap;

2) Khéi phuc co hoc vecto duge 1am ngén bing cac phuong phap vat ly. Trong
truong hop nay, vecto nhan dong s& dugc khdi phuc bang cach sir dung cac phuong
phap phan 1ap plasmit chudn va dugc phén doan theo kich thudc trén gel agaroza, hodc
cOt voi viée loai bd cac doan c6 trong lugng phan tir nho st dung cac phuong phap

chuan;

3) Khoi phuc vecto chira cac gen bi gidn doan ¢ thé dugc chon loc khi kich thuée

doan cheén gidm xudng; va

4) Str dung k¥ thuat chon loc ¢6 dinh hudng véi vecto biéu hién va qua trinh chon

loc thich hop.

Céc trinh ty ma ho4 (ching han, gen) tir cac sinh vat ¢6 quan hé véi nhau c6 thé
duge sir dung dé thuc hién sang ché, va ching c6 thé c6 mirc do tuong ddng cao va ma
hoa cac san pham protein hoan toan khac nhau. Céc kiéu trinh tu nay ddc biét hiru ich
theo sang ché 1am céc cAu tric gan nhu lip lai. Tuy nhién, trong khi cac phuong phap
thir nghiém néu dudi day cho thay su tai sip xép céc trinh ty méi hoa nguuyén gdc gin
nhu twong déng (gan nhu 1p lai), thi qué trinh nay khéng chi bi gi6i han & céac doan lap

lai gan nhu twong ddng ndy.

Khi d3 hinh thanh, c4c ciu triic nay c6 thé hodc khong dugc phan doan kich thude
trén gel agaroza theo cac phuong phéap di duge coéng bd, chén vio vecto nhan dong, va
chuyén nhiém vao mot té bao chu thich hop. Cac té bio sau d6 s& duoc nhan gibng va
xay ra tac dong “tai sip xép loai bd”. Tbc dd ctia qua trinh tai sip xép loai bd c6 thé
duoc kich thich bang cach pha huy ADN néu can. Néu qua trinh loai bo trong RI dugc
xic tac boi qué trinh hinh thanh cic mit doan gitta céc trinh ty lip lai béi mot co ché

“ndi phan tir”, hodc duge xuc tac bdi cac hién tugng giong tai t6 hop thong qua céc co
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ché “noi phan tr” 1a khong quan trong. Két qua cuoi cung 1a cé thé c6 sy tai sip x€p céac

phan tir vao céc t6 hop.

Theo mot khia canh, cac phuong phap theo sang ché bao gdm mét bude sang loc
bb trg cac thanh vién trong thu vién trong bé gen dugc xdo tron dé xac dinh cac thanh
vién riéng ré c6 kha ning lién két hodc twong tac, hodc xic tac mot phan g cu thé

(ching han, nhu xtc tic qué trinh thuy phan phytat).

Theo mot khia canh, polypeptit duge xac dinh tir cac thu vién ma c6 thé duge sir
dung nhim muc dich diéu tri, chan doan, nghién ciru va cic muc dich lién quan (ching
han, chit xtic tac, chét tan dé gia ting ndng d6 osmol/l ciia mot dung dich nudc va cac
muc dich tuong tu), va/hodc cé thé duoc tién hanh mot hodc nhiéu chu trinh x40 tron

va/hoac chon loc.

Theo mot khia canh khéc, truéc khi hodc trong qua trinh tai tb hop hodc tai sép
xép, polynucleotit theo sang ché hoic polynucleotit dwgc tao ra theo phuong phap dugce
mod ta & ddy c6 thé dugc tién hanh phan tmg véi cac hoa chit hodc hodc cac qué trinh
thiac dy viéc dua cac dot bién vao polynucleotit nguyén gbc. Viée dua cac dot bién nay
s€ lam gia tdng 40 da dang cuia polynucleotit lai hinh thanh va tir d6 1am ting mirc d6 da
dang ctia polypeptit. Cac chit hodc qué trinh thuc ddy qué trinh gay dot bién gbm co,
nhung khong chi giéi han &: (+)-CC-1065, hoc ddng phan tong hop nhu (+)-CC-1065-
(N3-Adenin, tham khao Sun va Hurley, 1992); san phdm cdng 4'-flo-4-aminobiphenyl
dugc axetyl hod hodc dugc khir axetyl hoa dau N ¢6 kha nang trc ché qu4 trinh tbng hop
ADN (tham khao, ching han, Van de Poll et al, 1992); hoic san phidm cong
4-aminobiphenyl dugc axetyl hod hodc dugc khir axetyl hod ddu N ¢6 kha ning e ché
qué trinh tdng hgp ADN (tham khao, Van de Poll et al., 1992, pp. 751-758); crom héa
tri ba, mudi crom hoa tri ba, san phidm cdng ADN hydrocacbon thom da vong (“PAH”)
c6 kha niang rc ché quéa trinh sao chép ADN, nhu 7 -brommetyl-benz[a]anthraxen
(“BMA”), tris(2,3--dibrompropyl)phosphat  (“Tris-BP”), 1,2-dibrom-3-clopropan
(“DBCP”), 2-bromacrolein (2BA), benzo[a]pyren-7,8-dihydrodiol-9-10-epoxit
(“BPDE”), mudi halogen platin (II), N-hydroxy-2-amino-3-metylimidazo[4,5-f]-
quinolin (“N-hydroxy-1Q”), va N-hydroxy-2-amino-1-metyl-6-phenylimidazo[4,5-]--
pyridin (“N-hydroxy-PhIP”). Mot phuong phép thir nghiém dé 1am chdm hozc dimg qué
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trinh khuéch dai bang PCR gom tia UV (+)-CC-1065 va (+)-CC-1065-(N3-Adenin). Cac
chat dugc dé& xuét cy thé 13 cac san phdm cong ADN adducts hodc polynucleotit chira
cac san phdm cdng ADN tir polynucleotit hogc bé polynucleotit, c6 thé duoc giai phong
hoic loai bo bang qua trinh gia nhiét dung dich chua polynucleotit trude khi tién hanh

c4c qua trinh tiép theo.

Theo mot khia canh khéc, sang ché dé cdo dén phuong phap san xuét protein tai td
hop c6 hoat tinh sinh hoc bang cach xir Iy mAu chua polynucleotit khuon sgi kép ma hoa
protein kiéu dai trong diéu kién theo sang ché dé tao ra polynucleotit lai hodc dugc téi

sap xép.

Sang ché cling dé xuit viéc sir dung cac doan mdi bo ba ma héa dic biét (chtra
trinh tu thoai hod N,N,G/T) dé dua cac dot bién diém vao mot polynucleotit, dé tao ra
mot tap hop polypeptit trong d6 c6 ddy du cac thay thé mot axit amin tai mdi vi tri axit
amin (gay d6t bién bio hoa tai chd (GSSM)). Cac oligo dugc st dung chira lién lién tuc
mdt trinh tu twong dong thir nhat, trinh tr thoai hoa N,N,G/T, va tuy ¥, mot trinh tw
tuong ddng thir hai. San phdm dich mi theo hudng xudi dong hinh thanh tir viéc sir dung
cac oligo nhu vay bao gom tat ca cac thay ddi axit amin c6 thé c6 tai mdi vi tri axit amin
doc theo polypeptit, vi tinh thoéi hoa ctia trinh tw N,N,G/T s& bao gdm cac bd ba m3 hoa

cho tht ca 20 axit amin.

Theo mdt khia canh, mot oligo thoai hod nhu vay (gf‘)m mdt catxet N,N,G/T thoai
ho4) dugc st dung dé gdy dot bién timg bd ba mi hoa nguyén gbc trong phan tir
polynucleotit khuén. Theo mot khia canh khéc, it nhét hai catxet N,N,G/T tho4i ho4
duge st dung — hoic trong cling mét oligo hodc khong, dé gay dot bién thay thé it nhat
hai bd ba ma hoa gdc trong trinh tr polynucleotit khudn thanh tit ca céc dot bién thay
thé bo ba ma héa. Do d6, nhiéu hon mét trinh tyr N,N,G/T c6 thé c6 trong mdt oligo dé
dua céc dot bién axit amin tai nhiéu hon mot vi tri. Pa sb céc trinh te N,N,G/T nay c6
thé 1ién ké ngay st nhau, hosc duoc phan tach bdi mét hodc nhiéu trinh tu nucleotit bd
trg. Theo mot khia canh khéc, cac oligo ¢6 vai trd trong viéc tao ra cac dot bién thém
doan va mat doan c6 thé dugce sir dung doc lap hoac td hop v6i cac bo ba ma hda chira
mét trinh tu N,N,G/T, dé dwa mot td hop hoic hoan vi dot bién thém, mét, va/hoic thay

thé axit amin bét ky vao phan tir.
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Theo mdt khia canh, c6 thé dong thoi gy dot bién hai hodc nhiéu hon hai vi tri
axit amin lién nhau st dung oligo chtra cac b ba N,N,G/T 1ién nhau, nghia 1a mot trinh

t (N,N,G/T)x thoéi hoa.

Theo mdt khia canh khéac, séng ché @ xuét viéc sir dung catxet thoai hoa c6 d6
thoéi hoa thip hon so v&i trinh tw N,N,G/T. Chang han, trong mét s& truong hop c6 thé
st dung (chéng han trong mot oligo) mot trinh ty bd ba thoai hoa chi g6m c6 mot N,
trong d6 N c6 thé & vi tri thir nhat, thir hai hoic thir ba ctia bd ba. C6 thé sir dung bazo
nao trong hai vi tri con lai cia bo ba. Theo mot cach khéc, trong mdt sb truomg hgp co
thé st dung (chﬁng han, trong mdt oligo) mot trinh ty bd ba N,N,N thoai ho4, hodc mot
trinh ty b ba N,N, G/C thodi hoa.

Tuy nhién, cin biét ring viéc st dung trinh ti b ba thoai hoa (nhu N,N,G/T hoic
N,N, G/C) nhu da néu 1a uvu viét vi mot sb ly do. Theo mot khia canh, sang ché d& xuét
phuong phap dé tao ra mot cach kha d& dang va toan dién cac dot bién thay thé tit ca
cac axit amin c6 thé (tdng s6 13 20 axit amin) vao timg vi tri axit amin trong mot
polypeptit. Do d6, d6i v&i mdt polypeptit 100 axit amin, c6 thé tao ra 2000 kiéu khac
nhau (nghia 1a 20 axit amin c6 thé c6/mot vi tri X 100 vi tri axit amin). Qua viéc st dung
mot oligonucleotit hodc mdt nhém céc oligonucleotit chira trinh ty bd ba N,N,G/T thoai
ho4, 32 trinh tyr riéng 1 c6 thé ma ho4 tit ca 20 axit amin tu nhién c6 thé c6. Do d6,
trong mot mach phéan tng trong d6 mdt trinh tu polynucleotit gbc duge tién hanh giy
d6t bién bao hoa bing cach s dung it nhdt mot oligonucleotit nhu vy, s& co 32
polynucleotit khac nhau dugce tao ra ma hod 20 polypeptit khac nhau. Nguoc lai, vi€c st
dung mét oligonucleotit khong thoai hoa trong qua trinh gy dot bién tai chd c6 dinh

huéng chi tao ra mot san phdm polypeptit/lan phan tng.

Sang ché ciing dé xuét viéc sir dung cac oligo khong thoai hoa, c6 thé tuy y dugc
st dung két hop véi cac doan mdi duge dé cap. C6 thé thiy ring trong mot sb truong
hop, 1a thuan lgi khi sir dung cac oligo khong thodi ho4 dé tao ra cac dot bién diém dic
hiéu trong polynucleotit hoat ddng. Diéu nay sé& cung cp mot phuong phap tao cac dot
bién diém bt hoat dic hiéu, cac dot bién diém dan dén su thay dbi axit amin tuong ung,
va cac dot bién diém tao cac bo ba mi héa két thiic va qua trinh biéu hién twong tmg cac

doan polypeptit.
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Do d6, theo mdt khia canh, mdi phan @ng gy dot bién bao hoa chira polynucleotit
ma ho it nhit 20 phan tir polypeptit thé hé sau sao cho tit ¢4 20 axit amin tw nhién duoc
thé hién tai mot vi tri axit amin dic hiéu twong tng vaéi vi tri bd ba ma hoda dugce gy dot
bién trong trinh tu gdc. Cac polypeptit san phim thodi hoa gip 32 14n tir mbi phén ing
gdy ddt bién bao hoa c6 thé dugc tién hanh khuéch dai nhan dong (ching han dugc tach
dong vao mot té bao chu thich hop, chéng han, té bao E. coli, sit dung, chéng han, mdt
vecto biéu hién) va tién hanh sang loc biéu hién. Khi mot polypeptit sdn phdm riéng ré&
duogc xac dinh bang qua trinh sang loc dé biéu hién mét thay d6i vé dic tinh c6 loi (khi
dugc so sanh véi polypeptit gbc), né c6 thé duoc doc trinh tw dé x4c dinh cac thay'thé'

axit amin c6 1¢i twong tng trong do.

C6 thé nhan thiy rang trong qua trinh giy d6t bién tirng vi tri axit amin trong trinh
tw polypeptit gdc sir dung gy dot bién bdo hoa dwoc dé cap ¢ day, cc thay dbi axit
amin c6 1oi c¢6 thé duge x4c dinh & nhiéu hon mot vi tri axit amin. Mot hodc nhiéu cac
phéan tir san phém méi ¢6 thé duoce tao ra chira td hop cta tat ca hodc mot phén cac thay
thé axit amin c6 loi ndy. Ching han, néu 2 thay di axit amin dic hiéu c6 loi trong mi
3 vi tri axit bamin trong mot polypeptit, cic hoan vi bao gébm 3 kha ning tai mdi vj tri
(khong thay d6i so véi axit amin gbc, va mbi cap thay ddi c6 1oi) va 3 vi tri. Do do, s&
¢ 3 x 3 x 3 hodc 27 téng kha niang, gdbm c6 7 kha ning da duogc khao sét trude d6 - 6
d6t bién diém don (nghia 12 2 kha ning tai mdi vi tri trong ba vi tri) va khong c6 thay
d6i ndo tai mot vi tri bat ky.

Theo mot khia canh khéc nita, gdy dot bién bo hoa tai chd c6 thé dugc st dung
cling véi cac qué trinh gay dot bién nhu x4o tron, kham, tai t6 hop va cac qua trinh gay
dot bién khac, ciing v6i sang loc. Sang ché @& xuét viée sir dung (cac) qué trinh gy dot
bién bit ky, gdbm c¢6 gay dot bién bio hoa, theo kiéu lap. Vi du, viée st dung 1ap (céc)
qué trinh gay d6t bién bat ky s& duoc két hop véi sang loc.

Do d6, trong mot vi du khong han ché, sang ché @& xuét viéc str dung qué trinh gay
d6t bién bao hoa két hop véi cac qué trinh gay dot bién khéc, nhu qua trinh trong d6 hai
hodc nhiéu hon hai polynucleotit c6 lién quan dugc dua vao mét t& bao chi thich hop

sao cho mdt polynucleotit lai dugc tao ra bang cach tai td hop va tai sép xép loai bo.
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Ngoai viéc gay dot bién doc theo toan bd trinh tu cia mot gen, con cd thé sir dung
qué trinh gy dot bién dé thay thé cac bazo trong trinh ty polynucleotit, trong d6 sb
lugng bazo can giy dot bién, trong d6 sé luong cac bazo can gy dot bién 1a mot sb
nguyén tir 15 dén 100.000. Do do, thay vi gay dot bién timg vi tri doc theo phan tir, ¢6
thé tién hanh gy dot bién timng bazo hoiic mot s bazo ri rac (theo mdt khia canh mdt
tap con tir 15 dén 100.000). Mot nucleotit ri€ng ré s& dugc sir dung dé gay dot bién timg
vi tri hodc mot sb vi tri doc theo trinh tu polynucleotit. Mot nhom gém ¢4 3 vi tri can
gay dot bién c6 thé 12 mdt bd ba ma hoa. Cac dot bién c6 thé duge dua vao bing cach
str dung mét doan mbi gay dot bién, chira mot catxet khéc loai, con duoc goi la catxet
gay dot bién. Cac catxet thir nghiém c6 thé c6 tir 1 dén 500 bazo. Mbi vi tri nucleotit
trong mot catxet khac loai nhu vay co thé 1a N, A, C,G, T, A/C, A/G, A/T, C/G, C/T,
G/T, C/G/T, A/G/T, A/C/T, A/C/G, hoic E, trong d6 E 1a mot bazo bt ky khong phai
14 A, C, G, hoic T (E c6 thé duogc goi 1 oligo thiét ké).

Theo nghia thong thudng, dot bién bao hoa 13 gdy dot bién mot mot tap hop diy
di céc catxet giy dot bién (trong d6 mdi catxet, theo mot khia canh c6 chidu dai khoang
tir 1 dén 500 bazo) trong mét trinh ty polynucleotit xac dinh can gay dot bién (trong d6
trinh tw cAn gy dot bién, theo mot khia canh, c6 chidu dai tir khoang 15 dén 100.000
bazo). Do d6, mdt nhom cac dot bién (thay dbi tir 1 dén 100 dot bién) s& dugc dua vao
mdi catxet can gay dot bién. Mot nhoém céc d6t bién can duogc dua vao trong mot catxet
c6 thé 13 khac nhau hoac twong tu so véi nhom cac dot bién thi hai cin dua vao catxet
thir hai trong qué trinh tién hanh mét vong gay dot bién bdo hoa. Viéc phén nhom nhu
vét da dugc minh hoa béng cac dot bién mét doan, thém doan, phan nhém cac bd ba ma

héa va phan nhém c4c catxet nucleotit cu thé.

Cac trinh ty dugc xac dinh 13 can gdy dot bién gém cO mot gen toan ven, chu trinh,
ADN bd trg, khung doc mé toan ven (ORF) va trinh tu khéi du toan ven, yéu td tdng
cudng biéu hién, tic nhan chit rc ché/chuyén hoat hoa, diém khéi dau phién ma, intron,
gen diéu khién, hoic mot nhém polynucleotit chirc nang. Thong thuong, mot “trinh tu
dugc xac dinh” c6 thé 1a mot polynucleotit bat ky ¢6 chidu dai 15 bazo va céc trinh tu
polynucleotit cé chiéu dai tir 15 dén 15.000 bazo (sang ché @ cép dén céc trinh tu c6
chiéu dai trong khoang nay). Su suy xét trong viéc chon cdc nhom bd ba ma hoa bao

g@)m céc loai axit amin dugc ma hod bai cac catxet gy dot bién thoai hoa.
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Theo mot khia canh, mdt nhém cac dot bién c6 thé duoge vao mot catxet gdy dot
bién, sang ché con @& xuit cac dot bién thay thé ma ho thoai hoa (bing cach st dung céac
oligo thodi hod) ma hod 2, 3,4, 5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,16, 17, 18, 19 va 20

axit amin tai mdi vi tri v mot thu viéc cac polypeptit dugc ma hoa.

Theo céc khia canh khac axit nucleic theo sang ché 1a ADN, bao gbm ADN bé trg,
hé gen ADN, va ADN téng hop. ADN cé thé 13 soi kép hoac soi don, va néu 1a soi don
c6 thé 12 soi m3 hoa hodc khong ma hoa (d6i nghia). Theo mét cach khac, axit nucleic
theo sang ché co thé 13 ARN.

Nhu duogc dé cép chi tiét dudi day, c4c trinh tu axit nucleic dugc phan 14p theo

sang ché c6 thé duoc sir dung dé tao polypeptit theo sang ché.

Do do, theo mot khia canh khéc, sang ché d& xuét trinh tu axit nucleic dugc phén
1ap ma hoa polypeptit theo sang ché. Trinh tw axit nucleic theo sang ché c6 thé bao gbm
cAc trinh tw m3 hod bd trg, nhu trinh tu dan dau hodc c4c trinh tu proprotein va cac trinh
tu khong ma hoa, nhu intron hodc trinh ty khéng ma hoa 5’ va/hodc 3’ cua trinh tu ma
hod. Do d6, nhu dugc sir dung & day, thudt ngit “polynucleotit ma hoa polypeptit” bao
gdm polynucleotit chi chira trinh ty ma hoé polypeptit cling nhu polynucleotit chira cac

trinh tw ma ho4 bd trg va/hodc trinh tu khong ma hoa.

Theo mdt cach khéc, trinh tr axit nucleic theo sang ché c6 thé dugc gy dot bién
su dung céac k¥ thuét thong thudong, nhu gy dot bién c6 dinh hudng tai chd, hodc cac ky
thuat khac quen thudc v6i ngudi cé hidu biét trung binh trong linh vure k¥ thuat nay, dé
dua cac thay d6i vo hiéu vao polynucleotit theo sang ché. Nhu duge sir dung & day, “cac
thay d6i v6 hiéu” bao gdm, ching han, cac thay d6i khong cai bién trinh ty axit amin
dugc ma hoa béi polynucleotit. Cac thay dbi nay cé thé 13 mong mubn dé 1am gia ting
ndng d6 ciia polypeptit dugc tao ra boi té bao chi chira vecto ma hoé polypeptit bang
cach dua cac bd ba ma hdéa by ba ma hda hodc cac cdp bd ba ma hoa cod nhiéu trong té

bao chu.

Sang ché cling d& cap dén polynucleotit c6 cac thay dbi v& nucleotit tao ra céc dot
bién thay thé, thém, loai bo, dung hop va phan cét axit amin trong polypeptit theo sang

ché. Nhung thay d6i vé nucleotit ndy c6 thé dugc dua vao bang cach sir dung cac k§
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thuat nhu gay dot bién c6 dinh hudng tai chd, gay dot bién hod hoc ngdu nhién, cit bang
exonucleaza I, va cac k¥ thuat tai t6 hop ADN khac.

Khi can, cac diéu kién cho phép céac doan do lai dic hiéu véi c4c trinh tr bd sung
c6 thé dugc x4c dinh bang cach cho doan do tiép xitic véi céc trinh tu bd sung trong cac
mAiu di dugc biét 13 chira trinh tu bd sung ciing nhu c4c trinh tw dbi chiing khong chira
trinh ty bd sung. Céc diéu kién ciia phan tng lai, nhu ndng d6 mubi cia dung dich dém
lai, néng do formamit cia dung dich dém lai, hodc nhiét do lai, c6 thé thay dbi dé xac

dinh cac di€u kién cho phép doan do lai ddc hiéu véi axit nucleic bo sung.

Néu mAu chira sinh v4t trong d6 axit nucleic dugc phén lap, phan Gng lai dac hiéu
cua doan do sau do s€ dugc phat hién. Phan ing lai ¢6 thé duoc phay hién béng cach
danh déu doan do bang cic chét ¢6 thé phat hién duoc nhu ddng vi phong xa, thube
nhudém phat huynh quang hodc enzym c6 kha nang xuc tac qua trinh hinh thanh mot san

pham c6 thé phat hién duoc.

Nhiéu phuong phép danh déu doan do dugc st dung dé phat hién sy c6 mit cua
axit nucleic bd sung trong mau 13 quen thudc dbi véi ngudi c6 hidu biét trung binh trong
linh vyc k¥ thuat ndy. Céc phuong phap nay gdm thdm tach Southern, Northern, k¥ thuét
lai khudn lac, va thdm tach diém. Qua trinh cia mdi phuong phap dugc mo ta trong tai
liéu Ausubel et al. Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley 503 Sons, Inc.
1997 va Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2d Ed., Cold Spring
Harbor Laboratory Press, 1989.

Theo mot cach khac, nhiéu hon mét doan do (it nhit mot trong s6 d6 c6 kha ning lai
dac hidu v6i mot trinh tu bd sung bét ky c6 trong mAu axit nucleic), cé thé dugc st dung
trong mot phan ung khuéch dai dé x4c dinh Jiéu mau d6 c6 chira sinh vat chia trinh tu
axit nucleic theo sang ché (ching han, sinh vét tir d6 axit nucleic dugc phan 13p). Thong
thuong, cac doan do bao gém c4c oligonucleotit. Theo mdt khia canh, phan tng khuéch
dai c6 thé 13 phan ung PCR. Qua trinh PCR dugc mo ta trong céc tai liéu Ausubel va
Sambrook, sach d& dan. Theo mét cach khac, phéan Gng khuéch dai c6 thé 1a phén Ung
chudi ligaza, 3SR, hoic phan ung di chuyén soi. (Tham khao Barany, F., “The Ligase
Chain Reaction in a PCR World,” PCR Methods and Applications 1:5-16, 1991; E. Fahy
et al., “Self-sustained Sequence Replication (3SR): An Isothermal Transcription-based
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Amplification System Alternative to PCR”, PCR Methods and Applications 1:25-33,
1991; va Walker G.T. et al., “Strand Displacement Amplification-an Isothermal in vitro
DNA Amplification Technique”, Nucleic Acid Research 20:1691-1696, 1992). Trong cac
phuong phép ndy, axit nucleic trong miu dugc tiép xtic v6i doan do, phan tng khuéch dai
dugc thuc hién, va san phdm khuéch dai bét ky dwoc phat hién. San phdm khuéch dai c6
thé dugc thyc hién béng cach tién hanh dién di trén gel cac sén ph‘ém phén tng va nhudém
gel béng ethidium bromide. Theo mét cach khac, mot hodc nhiéu doan do c¢6 thé duoc danh
dAu bing ddng vi phong xa va sy ¢6 mit ctia san phim khuéch dai phét xa c6 thé duoc phat

hién bing méay chup anh phong xa tir dong sau khi dién di trén gel.

Cac doan do thu duoc tir cac trinh tu gén cac diu cua trinh tu theo sang ché cling
c6 thé duoc sir dung trong k§ thuat walking nhidm séc thé d& xac dinh cac dong dong
chira céc trinh tu hé gen c6 vi tri gﬁn trinh ty axit nucleic néu trén. Cac phuong phéap

nay sé& cho phép phan lap cc gen ma hod céc protein bd trg tir sinh vat chu.

Trinh tu axit nucleic theo sang ché c6 thé duge sir dung 1a doan do dé xac dinh va
phan 18p céc axit nucleic ¢ lién quan. Theo mot s khia canh, axit nucleic c6 lién quan
c6 thé 13 ADN bd tro hodc hé gen ADN tur c4c sinh vét khong phai 13 sinh vét trong do
axit nucleic dugc phan 1ap. Chéng han, céc sinh vat khac c6 thé 12 sinh vat ¢6 lién quan.
Trong c4c qué trinh ndy, miu axit nucleic s& dugc tiép xtic v6i doan do trong didu kién
cho phép doan do lai déc hi¢u v6i céc trinh ty ¢6 lién quan. Qua trinh lai cia doan do
v6i axit nucleic trong cac sinh vt c6 lién quan sau d6 s& dugc phat hién str dung phuong

phap bit ky néu trén.

Trong cac phan ung lai axit nucleic, cac diéu kién dugc st dung dé dat dwgc muc
dd nghiém ngét cu thé s& khac nhau, phu thude vao ban chét cua axit nucleic duoc tién
hanh phan g lai. Chéng han, do dai, mc do bd sung, thanh phén cua trinh tu nucleotit
(ching han, ham luong GC so v6i AT), va loai axit nucleic (chéng han, ARN so véi
ADN) clia viing lai trong phan ti axit nucleic ¢ thé dugc xem xét trong viéc chon cac
diéu kién lai. Mot su xem xét thém nita 12 liéu axit nucleic c¢6 dugc cb dinh hay khong,

chang han, trén thiét bi loc.

Phén tmg lai c6 thé dugc tién hanh trong didu kién nghiém ngat thap, trung binh

hodc cao. Vi du vé phan ng lai axit nucleic, mang polyme chita axit nucleic bién tinh
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dugc ¢b dinh duoc lai so bd trong 30 phut & 45°C trong dung dich chira NaCl 0,9 M,
NaH2PO4 50mM, pH 7,0, Na2EDTA 5,0mM, SDS 0,5%, Denhardt's 10X, va axit
polyriboadenylic 0,5mg/ml. Khoang 2 x 107 cpm (hoat tinh dc hiéu 4-9 x 108 cpm/ug)
doan do oligonucleotit dugc ddnh ddu 32P & diu sau d6 dugc thém vao dung dich. Sau
tir 12 dén 16 gid 4, mang dugc rira trong 30 phut & nhiét do phong trong SET 1X (NaCl
ISOmM; Tris hydroclorua 20mM, pH 7,8, Na,EDTA 1mM) chira SDS 0,5%, sau d6 rira
30 phut trong 1X SET nguyén chit & Tm -10°C oois v6i doan do oligonucleotit. Mang

sau d6 dugc phoi véi mang chup anh phéng xa tu dong dé phat hién céc tin hiéu lai.

Bing cach thay ddi muc d6 nghiém ngit cua didu kién lai duge sir dung d& xéac
dinh axit nucleic, nhu ADN b trg hodic hé gen ADN lai v6i doan do c6 thé phat hién
duoc, axit nucleic c6 murc do twong déng khéc nhau so véi doan do c6 thé dugc xac dinh
va phan 1ap. Mitc d6 nghiém ngit c6 thé dugc thay ddi bang cach tién hanh phan ung
lai & cac nhiét do thay ddi dudi nhiét do néng chdy cua doan do. Nhiét d6 néng chay,
Tm, 12 nhiét d6 (trong diéu kién lic jon va pH xac dinh) tai d6 50% trinh tu dich lai hoan
toan véi doan do. Cac didu kién rét nghiém ngit dugc chon 1a nhiét do béng hodc thép
hon khoang 5°C so v6i Tm d6i v6i mot doan do dic biét. Nhiét dd néng chay cia doan
do c6 thé dugc tinh toan bing cach sir dung céc cong thirc sau: Di véi cac doan do c6
chiéu dai tir 14 dén 70 nucleotit nhiét d6 néng chay (Tm) dwoc tinh bing cach sir dung
cong thurc: Tm= 81,5 + 16,6(log [Na+]) + 0,41(phén doan G+C) - (600/N), trong d6 N
1a chiu dai ciia doan do. Néu phan tng lai dugc tién hanh trong mot dung dich chtra
formamit, nhiét d6 néng chay c6 thé duoc tinh bing cong thirc: Tm= 81,5 + 16,6(log
[Na+]) + 0,41(phan doan G+C) - (0,63% formamit) - (600/N), trong d6 N 13 chiéu dai
cua doan do. Phan ung lai so bd co thé dugc tién hanh trong 6X SSC, 5X Denhardt's,
SDS 0,5%, 100pg/ml ADN tinh trung ca hdi dugc phén doan bién tinh hoidc 6X SSC,
5X Denhardt's, SDS 0,5%, 100pg/ml ADN tinh tring c4 hdi dwoc phan doan bién tinh,
50% formamit. Cong thitc cho céc dung dich SSC va Denhardt c6 thé dugc tim thiy,

chang han, trong Sambrook et al., sach da dan.

Phan tmg lai duoc tién hanh bﬁng cach thém doan do c6 thé phat hién dugc vao
dung dich lai so bd néu trén. Khi doan do c6 ADN sgi kép, nd s& duoc bién tinh trudce
khi thém vao dung dich lai. Gidy loc dugc cho tiép xtic v6i dung dich lai trong mot

khoang thoi gian du dé cho doan do lai véi ADN bd trg hodc hé gen ADN chura cac trinh
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tu bd sung véi doan do hodc twong déng voi doan do. Déi véi cac doan do dai hon 200
nucleotit, phan tmg lai c6 thé duoc tién hanh & nhiét 6 thip hon Tm tir 15 dén 25°C.
Péi v6i cac doan do ngin hon, nhur doan do oligonucleotit, phan tmg lai c¢6 thé duoc
thyc hién & nhiét d6 thip hon Tmtir 5 d&n 10°C. Thong thudng, dbi véi cac phan tng lai
trong 6X SSC, phan g lai duoc tién hanh & khoang 68°C. Théong thudng, dbi véi céc
phén Ung lai trong dung dich chita formamit 50%, phan tng lai s€ dugc thuc hién &
khoang 42°C. Tat ca cac phan tmg lai néu trén déu dugc xét trong diéu kién nghiém

ngat cao.

Sau khi thuc hién phan tng lai, giéy loc dugc rira @ loai bod cac doan do c6 thé
phat hién dugc lién Kkét khong dic hiéu. Mtc d0 nghiém ngét dugc st dung dé rira giéy
loc ciing c6 thé duoc thay ddi phu thudc vao ban chét cia axit nucleic duoc lai, chiéu
dai cta axit nucleic dug;rc lai, mirc d9 bd sung, thanh phan cua trinh tw nucleotit (ching
han, ham luong GC so véi AT), va loai axit nucleic (chéng han, ARN so véi ADN). Vi
du v& céac diéu kién rira nghiém ngat ting dan 12 nhu sau: 2X SSC, SDS 0,1% & nhiét do
phong trong 15 phut (mirc d6 nghiém ngit thip); 0,1X SSC, SDS 0,5% & nhiét d6 phong
trong 30 phut dén 1 gir (mirc d6 nghiém ngit vira phai); 0,1X SSC, SDS 0,5% trong 15
dén 30 phut & trong khoang tir nhiét d6 lai &én 68°C (murc dd nghiém ngit cao); va NaCl
0,15M trong 15 ﬁhﬁt & 72°C (nghiém ngit rit cao). Lan rira cudi cing v6i mirc do
nghiém ngit thdp c¢6 thé duoc tién hanh trong 0,1X SSC & nhiét 6 phong. Cac vi du
trén chi ¢c6 muc dich minh hoa mdt tdp hop diéu kién c6 thé dugc sir dung dé rira giéy
loc. Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vurc k§ thuat nay s& biét rang rat nhiéu cong
thirc ¢6 thé dugc st dung dé thuc hién céc bwocs rira v6i muc do nghiém ngét khac

nhau. Mot s vi du khac duoc dua ra dudi day.

Axit nucleic d3 lai v6i doan do c6 thé dugc xéac dinh bang phuong phap chup anh
phong xa tu dong hodc cac k¥ thuat thong thuong khac.

Phuong phap trén c6 thé dugc cai bién dé xac dinh axit nucleic c6 mirc do tuong
déng gidm so vdi trinh ty doan do. Chéng han, dé thu duoc axit nucleic mirc do tuong
déng gidm so voi doan do cé thé phat hién duogc, cac diéu kién it nghiém ngat hon cé
thé dugc sur dung. Chéng han, nhiét do lai c6 thé giam xuéng 5°C tir 68°C dén 42°C

trong dém lai c6 néng d6 Na+ khoang 1M. Sau khi lai, gidy loc c6 thé duoc rira bang

-118-



22404

2X SSC, SDS 0,5% & nhiét d¢ lai. Cac diéu kién nay dugc coi 1a cac didu kién vira phai
trén 50°C va cac diéu kién thip hon 50°C. Mot vi du cu thé 12 cac didu kién lai “vira
phai” 13 khi phan tng lai trén dwoc tién hanh & 55°C. Mt vi du vé cac didu kién lai ¢6

mirc d6 nghiém ng3t thap 13 khi phan tng lai trén dwoc tién hanh & 45°C.

Theo mot cach khéc, phan tng lai ¢ thé duoc thuc hién trong céc dung dich dém,
nhu 6X SSC, chira formamit & nhiét do 42°C. Trong truong hop nay, ndng do cia
formamit trong dung dich dém lai c6 thé giam xubng cac lwong 5% tir 50% dén 0% dé
xé4c dinh cac dong dong c6 mirc d6 twong ddng giam so véi doan do. Sau khi tién hanh
phan tng lai, gidy loc dugc rira bing 6X SSC, SDS 0,5% & 50°C. Céc didu kién nay
dugc coi 12 cac didu kién vira phai néu trén 25% formamit va diéu kién thip néu dudi
25% formamit. Mot vi du cu thé 13 cac diéu kién lai “vira phai” 1a khi phan tng lai trén
dugc tién hanh & 30% formamit. Mot vi du vé cac diéu kién lai ¢6 mirc do nghiém ngat

thap 1 khi phan ng lai trén duoc tién hanh & 10% formamit.

Chiang han, cac phuwong phép trén c6 thé dugc sir dung @ phén 14p axit nucleic ¢6
mirc d6 twong ddng vé trinh tu it nhit khodng 99%, it nhat 98%, it nhat 97%, it nhat
95%, it nhat 90%, hodc it nht 80% so vdi trinh ty axit nucleic néu trong SEQ ID NO:1,
cac trinh ty gan nhu tuong déng v6i nd, hoic cac doan chira it nhét khoang 10, 15, 20,
25, 30, 35, 40, 50, 75, 100, 150, 200, 300, 400, hozc 500 bazo lién tiép nhau cia trinh tu
ndy, va cac trinh tu bd sung véi cac trinh tu bat ky di néu. Mirc do twong dong c6 thé
duoc xac dinh béng cach s dung thuit toan xép thfmg hang. Chéng han, cac
polynucleotit twong ddng c6 thé c6 mot trinh ty ma hod 13 mot bién thé alen c6 ngudn
gbc ti nhién clia mot trong sd cac trinh ty ma hoa dwoc d& cip & day. Cac bién thé alen
nay cé thé c6 mot hodc nhiéu nucleotit duge thay thé, loai boé hodc thém vao khi dugc
so sanh v6i trinh ty axit nucleic néu trong SEQ ID NO:1, hoic céc trinh tw b sung cia
no.

Ngoai ra, cdc phuong phép trén ¢ thé duoc sir dung dé phén 14p axit nucleic ma
ho polypeptit c6 mirc d9 twong ddng it nhit khoang 99%, it nhit 95%, it nhat 90%, it
nhit 85%, it nhat 80%, hodc it nhat 70% v&i polypeptit c6 trinh tu néu trong SEQ ID
NO:2, cac trinh tu gan nhu twong ddng, hodic cac doan chua it nhét 5, 10, 15, 20, 25, 30,
35,40, 50, 75, 100, hodc 150 axit amin lién tiép ctia trinh tw nay khi dugc xac dinh bang
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cach st dung thuat toan so sanh trinh tu (chéng han, nhu FASTA phién ban 3.0t78 véi

cac tham s6 méc dinh).

Mot khia canh khac, séng ché dé xuét polypeptit dwoc phan lap hodc duogc tinh
sach bao gdm mdt trinh ty dugc néu trong SEQ ID NO:1, céac trinh tu gén nhu tuong
ddng, hodc cac doan chira it nhét khoang 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100 hoic
150 axit amin lién tiép cta trinh tu trén. Nhu d3 théo luan & trén, polypeptit nhu vay c6
thé thu dugc bang cach xem mét axit nucleic ma hoé polypeptit vao vecto sao cho trinh
tu ma hoa is duogc lién két mot cach c6 kiém soat véi mot trinh tw c6 kha nang diéu khién
qué trinh biéu hién ciia polypeptit duge ma hoa trong mot té bao chu thich hop. Chéng
han, vecto biéu hién c6 thé bao gém mét trinh tu khoi dau, vi tri lién két ribosom dé
khéi dong qué trinh dich ma va yéu té két thic phién mi. Vecto ndy ciing c6 thé bao

gbm céc trinh tw thich hop @ khuéch dai qua trinh biéu hién.

CAc trinh tu khéi diu thich hop dé biéu hién polypeptit hodc doan ciia né trong vi
khuin bao gém céc trinh tu khoi dau lac hodc trp trong E. coli, trinh ty khéi dau lacl,
trinh tw khoi ddu lacZ, trinh ty khéi ddu 73, trinh tw khéi ddu 77, trinh ty khéi du gpt,
trinh tw khéi diu lambda Pr, trinh tu khéi ddu lambda Py, trinh ty khoi dau cia cac
operon ma hoa enzym phén huy gluco nhu 3-phosphoglyxerat kinaza (PGK), va trinh tu
khéi dau axit phosphataza. C4c trinh tw khéi ddu chira trinh ty khéi diu yéu té V. Cac
trinh trr khéi dau chira trinh tu khéi dau trung gian sém CMV, trinh tir khéi déu thymidin
kinaza HSV, trinh ty khéi dau sdc nhiét, trinh tw khéi dAu SV40 sém va mudn, LTR tir
retrovirut, va trinh tu khéi du metallothionein-I cia chuot. Céc trinh tu khoi ddu khac
d3 duoc biét 13 kiém soat qué trinh biéu hién cia cac gen trong té bao chwa c6 nhan dién

hinh hoic té bao nhan thuc hodc virut cia ching c6 thé duogc sir dung.

Vecto biéu hién trong té bao dong vét ¢6 va ciing c6 thé chira diém khéi dau phién
m4, vi tri lién két ribosom cén thiét bat ky, vi tri polyadenyl ho, vi tri tich va gén intron,
trinh tw két thiic phién m4, va trinh ty khong phién ma nim ké déu 5°. Theo mot sb khia
canh, cac trinh tu ADN thu duoc tir vi tri tdch va gén intron va vi tri polyadenyl hoa

SV40 c6 thé duge sir dung d tao ra cac yéu té di truyén khong phién ma cén thiét.

Vecto biéu hién polypeptit hodc doan ctia n6 trong cac t€ bao nhin thuc co thé
chira cac y€u t0 tang cuong biéu hién dé 1am tang muc do biu hién. Yéu td ting cudng
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biéu hién 1a cac yéu t6 tac dong kiéu cis ciia ADN, thudng c6 do dai tir khoang 10 dén
khoang 300bp tac dong 1én trinh tu khéi dau dé 1am gia ting qua trinh phién mi. Vi du
nhu yéu t6 ting cudong biéu hién SV40 tac dong vao bén mudn cua didm khéi dau phién
mé c¢6 chiéu dai tir 100 dén 270bp, yéu t6 ting cuong biéu hién trinh ty khéi dau sém
clia xytomegalovirut, yéu td ting cudng biéu hién polyoma 1én bén mudn cia diém khai

dau phién ma va yéu to tding cuong bi€u hién cia denovirut.

Ngoai ra, vecto biéu hién thuong chira mét hodc nhiéu gen chi thi c6 thé chon loc
dugc dé chon loc cac té bao chu chua vecto. Cac chi thi c6 thé chon loc dugce nay bao
gdm cac gen ma hod dihydrofolat reductaza hoic gen tao tinh khdng neomyxin trong
nudi cy té bao nhan thuc, cic gen tao tinh khéng tetraxyclin hodc ampixilin trong F.

coli, va gen TRPI cta S. cerevisiae.

Doan do ADN dugc sir dung dé phéan 1ap chon loc ADN dich can quan tdm tir ADN
thu dugc tir it nhit mot vi sinh vat ¢6 thé 13 trinh tu m3 hoa c6 do dai dﬁy da hodc trinh
tw ma hod mdt phan ctia ADN ddi véi mdt enzym c6 hoat tinh da biét. Thu vien ADN
géc 6 thé duoc tim kiém bﬁng cach sir dung mot hdn hop doan do chira it nhét mot phén
trong trinh tu ADN ma hod enzym c6 hoat tinh enzym dac hiéu. Nhitng doan do nay
hodc doan do trong cac thu vién cd thé 13 ADN soi don va ADN ctia vi khuin duoc tim
kiém c6 thé dugc cai bién thanh dang soi don. Cac doan do thich hop 14 cac doan do thu
dugc tr ADN ma hoé enzym c6 hoat tinh twong tu hoac giéng v6i hoat tinh enzym déc

hiéu dugc sang loc.

Poan do ADN c6 chiéu dai it nhit khoang 10 bazo hodc it nhét 13 15 bazo. Theo
mdt khia canh, toan b ving ma hoa c6 thé duoc sir dung 13 doan do. Cac diéu kién lai
trong d6 ADN dich dugc phéan 1dp mot cach chon loc b%lng viéc st dung it nhit mot
Poan do ADN s& duoc thiét ké dé tao ra mirc d6 nghiém ngit trong phan ung lai it nhét
béng 50% mirc do tuong déng vé trinh ty, cu thé hon 1a muc do nghiém ngét tao ra mirc
d6 twong dong vé trinh ty it nhét 13 khoang 70%.

Poan dd ADN c6 thé dugce “danh dau” véi mot yéu t§ cu thé trong cép lién két
(nghia 12 mot phéi tir) va thanh phan khac cia cap duoc lién két voi mot chat nén rén
dé 6 thé d& dang phén tach phan tir dich v6i ngudn ciia n6. Phéi tir va thanh phén lién
két dic hidu c6 thé dugc chon nhu sau: (1) khang nguyén hodc hapten va khang thé hozc
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doan lién két dic hiéu ciia né; (2) biotin hodc iminobiotin va avidin hoic streptavidin;
(3) dudng va lectin dic hiéu véi phan tir dudng; (4) enzym va chét @e ché cua né; (5)
apoenzym va dong yéu td; (6) cc oligonucleotit ddng trung hop bd sung; va (7)
hoocmon va thy thé clia n6. Pha rén c6 thé dugc chon tir: (1) thuy tinh hodc bé mat

polyme; (2) cot nhdi cac hat polyme; va (3) cac tiéu phén c6 tir tinh hodc nghich tur.

Trinh tw ADN thich hgp ¢6 thé duogc cheén vao vecto béng mot loai cac phuong
phap khac nhau. Néi chung, trinh tr ADN sé& dugc nbi vao mét vi tri mong mudn trong
vecto sau khi cit doan chén va vecto béng mot endonucleaza gidi han thich hgp. Theo
mdt cach khéc, cac dau ti trong ca doan chén va vecto ¢ thé duoc ndi v6i nhau. Mot
loat cac k¥ thuat tach dong da dugc biét rd trong linh vuc k¥ thuat ndy, ching han, nhu
duoc mo ta trong Ausubel et al. Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley 503
Sons, Inc. 1997 va Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2d Ed.,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989. Cac k¥ thuét nay va cac k§ thuat khac c6 thé

duogc biét rd bai ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay.

Vecto ¢ thé & dang plasmit, tiéu phan virut, hogic thé thue khudn. Cac vecto khac
bao gém céc trinh tu ADN nhim séc thé, khong nhiém sac thé va téng hop, din xuét
cua SV40; plasmid vi khuén, ADN thé thuc khuén, baculovirut, plasmit ndm men, vecto
nhén duge tir cac thé td hop plasmit va ADN thé thuc khuin, ADN virut nhu vaccinia,
adenovirut, virut gay sbt, va virut gay bénh dai gid. Mot loat cic vecto nhan dong va
vecto biéu hién dé st dung trong cac té bao chu chua c6 nhan dién hinh va nhan thuc
duoc mo ta béi, chéng han, Sambrook, et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual,

Second Edition, Cold Spring Harbor, N.Y., (1989).

Céc vecto vi khudn c6 thé duge sir dung bao gdm cac plasmit duoc ban sin trén
thi truong chira cac yéu t6 di truyén cila cic vecto nhan dong d3 biét rd pBR322 (ATCC
37017), pKK223-3 (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Sweden), GEM1 (Promega
Biotec, Madison, WI, USA) pQE70, pQE60, pQE-9 (Qiagen), pD10, psiX174
pBluescript II KS, pNH8A, pNH16a, pNH18A, pNH46A (Stratagene), ptrc99a,
| pKK223-3, pKK233-3, pDR540, pRIT5 (Pharmacia), pKK232-8 va pCM7. Cac vecto
trong t€ bao nhan thuc cu thé 13 pSV2CAT, pOG44, pXT1, pSG (Stratagene) pSVK3,
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pBPV, pMSG, va pSVL (Pharmacia). Tuy nhién, c4c vecto bét ky khac ciing ¢6 thé dugc

sir dung mién 13 ching c6 kha ning sao chép va séng sét trong té bao chi.

Té bao chii c6 thé 13 mét té bao chii bat ky quen thude véi ngudi cé hidu biét trung
binh trong linh vure k§ thuat nay, gdm c6 cac té bao chua c6 nhéan dién hinh, té bio nhan
thue, té bao dong vat c6 v, té bao con trung, hodc té bao thuc vat. Vi du v& cac té bao
chit thich hop, c6 thé néu ra: cac té bao vi khuén, nhu E. coli, Streptomyces, Bacillus
subtilis, Bacillus cereus, Salmonella typhimurium va cac loai khac thudc gidng
- Pseudomonas, Streptomyces va Staphylococcus, té bao nim, nhu Aspergillus, nAm men
nhu cac loai thudc gibng Pichia, Saccharomyces, Schizosaccharomyces,
Schwanniomyces,Jbao gdm Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae, hodc
Schizosaccharomyces pombe, céic t& bao c¢on tring nhu Drosophila S2 va Spodoptera
89, cac té bao dong vat nhu CHO, COS hoic u hic t6 Bowes va adenovirut. Viéc lua
chon cac té bao chii thich hgp nim trong kha niang ctia ngudi ¢ hiéu biét trung binh

trong linh vuc k§ thuat nay.

Vecto ¢6 thé duge d&a vao té bao chu st dung mot loat cac k¥ thuét khac nhau,
bao gdm bién nap, chuyén nhiém, tai nap, gdy nhiém virut, sir dung k¥ thuit siing bén
gen, hoidc chuyén gen qua trung gian Ti. Cac phuong phép cu thé bao gdm chuyén nhidm
canxi phosphat, chuyén nhiém qua trung gian DEAE-Dextran, k¥ thuét lipofection, hodc
bién nap dién (Davis, L., Dibner, M., Battey, 1., Basic Methods in Molecular Biology,
(1986)).

Néu thich hop, cac té bao chi duoc xir Iy k§ thuat di truyén c6 thé duoc nudi cdy
trong moi truong dinh dudng thong thudng duoc cai bién thich hop dé hoat hod trinh tur
khéi dau, chon loc thé bién nap hoic khuéch dai gen theo sang ché. Sau khi bién nap
mdt dong té biao chu thich hop va nudi ciy dong té bao chil téi mot mat do té bao thich
hop, trinh tu khéi d4u duoc chon loc 6 thé duge kich thich béng cac phuong phap thich
hop (ching han, kich thich bang thay di nhiét d6 hodc hoa hoc) va céac té bao c6 thé
dwoc nudi cdy thém mét giai doan nita dé tao ra polypeptit hodc cac doan polypeptit

mong muon.

Céc té bao c6 thé duoc thu hoach bang cach ly tdm, pha vd bang cac phuong phéap

hoa hoc hoic vat 1y, va dich chiét tho hinh thanh duoc gitt lai dé tinh sach tiép theo. Céac
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té bao vi sinh vat dugc sir dung dé biéu hién cac protein c6 thé dugc phé v& bing cac
phuong phép bat ky, bao gdm chu trinh két dong-x4 dong, siéu 4m, phé v& co hoc, hodc
str dung céc chét phan huy té bao. Cac phuong phap nay di dugc biét 3 trong linh vuc
k¥ thuat nay. Polypeptit hodc doan ctia né duoc biéu hién c6 thé duge thu lai va duoc
tinh sach tir mdi trudng nudi cdy té bao tai té hop biang cac phwong phap nhu gy két
tha bang amoni sulfat hodc etanol, chiét axit, sic ky trao déi ion duong hogic am, séc ky
phosphoxenluloza, sic ky twong tic ki nudc, sic ky 4i lyc affinity sic ky, sic ky
hydroxylapatit va sic ky lectin. C6 thé str dung cac budc 1am tan lai protein, néu can,
trong qu4 trinh ly tim hoan toan polypeptit. Néu can, c6 thé sir dung sic ky 16ng hiéu

ning cao (HPLC) trong cac budc tinh sach cudi clng.

Céc hé théng nubi cdy té bao dong vat c6 va khac nhau co6 thé dugce st dung dé
bidu hién protein t4i t5 hop. Vi du vé cac hé théng biéu hién dong vat c6 vii gdm co dong
té bao COS-7 cua nguyén bao soi than khi (dugc mo ta boi Gluzman, Cell, 23:175,
1981), va cac dong té bao khac c6 kha nang biéu hién cac protein trong mot vecto tuong
hop, nhu cac dong té bao C127, 3T3, CHO, HeLa va BHK.

Céc céu triic trong t& bao chi c6 thé duge sir dung theo céc thong thudng dé tao ra
cac san phém gen dugc ma hoa bdi trinh tu tai tb hop. Phu thudc vao té bao chu duoc
sir dung trong qué trinh san xudt tai t6 hop, polypeptit dugc san xuét béi té bao chi chua
vecto ¢6 thé dugc duge glycosyl hoa hodc khong dugc glycosyl hod. Polypeptit theo
sang ché c6 thé hodc khong chira vi tri axit amin metionin khéi ddu. Cac chi tiét lién
quan vé qué trinh biéu hién t4i td hop cac protein da duogc biét rd boi ngudi cb hidu biét
trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay. Ching han, Protein Epression: A Practical
Approach (Practical Approach Series by S. J. Higgins (Editor), B. D. Hames (Editor)
(July 1999) Oxford University Press; ISBN: 0199636249 mb ta huéng dan dbi véi ngudi
c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay dé biéu hién protein trong nhiéu loai
sinh vat khac nhau.

Theo mot cach khac, polypeptit theo sang ché c6 thé dugc san xuit tng hop bang
cac may tong hop peptit. Theo cic khia canh khéc, cic doan hodc cac phin cia

polypeptit c6 thé duoc str dung dé san xuét polypeptit d6 dai ddy du tuong tng bang
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phuong phap tong hop peptit; do d6, cac doan c6 thé dwoc sir dung 1am chét trung gian
dé san xudt polypeptit d6 dai du.

Nhu d3 biét dbi voi nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vire nay, trinh tu axit
nucleic theo sang ché co thé dugc t6i vu dé biéu hién trong nhiéu sinh vat khac nhau.
Theo mét khia canh, cac trinh tu theo sang ché duogc ti vu kiéu st dung bd ba ma hoa
trong mot sinh vat can quan tam, chéng han, ndm nhu S. cerevisiae hodc vi khuin nhu
E. coli. Qué trinh tdi wu trinh tu axit nucleic dé sir dung bd ba ma héa da dugc biét &
trong linh vuc k¥ thuét nay dé chon loc mot bd ba ma hoéa cu thé dugc st dung boi mot
sinh vat 3¢ m3 hod mot axit amin cu thé. Bang bd ba ma hoa st dung duogc t6i vu da
dugc biét & nhiéu sinh vat. Ch:fmg han, tham khéo Transfer RNA in Protein Synthesis
by Dolph L. Hatfield, Byeong J. Lee, Robert M. Pirtle (Editor) (July 1992) CRC Press;
ISBN: 0849356989. Do d6, sang ché cling bao gdm axit nucleic theo sang ché dugc 1am

thich hgp v6i kiéu str dung bo ba ma héa cia mdt sinh vat.

Qua trinh biéu hién dugc tbi wu trinh tu axit nucleic theo sang ché cling dé cap dén
qué trinh giy dot bién c6 dinh huéng hoic ngiu nhién axit nucleic dé tao ra qua trinh
biéu hién duoc gia ting cta protein dugc mi hoa. Qu4 trinh giy dot bién axit nucleic
theo sang ché c6 thé tao ra mot cach truc tiép hodc giam tiép san luong dwoc gia tdng
clia protein dugc biéu hién. Vi du khong han ché, c6 thé sir dung cac k¥ thuét gay dot
bién dugc néu & day dé gy dot bién ving 5' khong dich ma, 3' khong dich mé, hodc
ving m3 ho4 cia axit nucleic, qua trinh dot bién trong d6 c6 thé tao tinh én dinh duoc

gian tang & muc do ARN hodc protein, nh¢ do tao ra sén lugng protein dugc gia tang.

Céc hé dich ma khong té bao ciing c6 thé dwoc str dung dé san xuét polypeptit theo
sang ché. Hé dich ma khong té bao co thé sir dung mARN duogc phién ma tir mot clu
tric ADN chira mt trinh tw khéi dau dugc lién két mot cach c6 kiém soat véi mét axit
nucleic ma hoé polypeptit hodc doan cua n6d. Theo mot vai khia canh, cAu traic ADN ¢6
thé dugc dubi thang trude khi thuc hién phan tmg phién ma trong éng nghiém. mARN
vira dugc phién ma sau d6 sé dugce u voi mot dich chiét dich ma khong té bao, nhu dich

chiét té bao hong cau ludi cua thé, de tao ra polypeptit hodc doan momg mudn ciia no.

Sang ché ciing d& cap dén cac bién thé clia polypeptit theo sang ché. Thuit ngir

“bién thé” gdbm c6 dan xuat hodc ddng phén ciia cac polypeptit nay. Cu thé 13, cac bién
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thé c6 thé khac nhau v& trinh ty axit amin so v&i polypeptit theo sang ché, va cac trinh
tu gﬁn nhu tuong déng, bdi mot hodc nhidu cac dot bién thay thé, thém, loai bo, dung

hop va cét axit amin c6 thé c6 mit trong trinh tu theo mot t& hop bét ky.

Céc bién thé c6 thé hinh thanh trong ty nhién hodc dugc tao ra trong 6ng nghiém.
Cu thé 13, cac bién thé nay c6 thé dwoc tao bing cach sir dung cac k§ thuat di truyén nhu
gdy dot bién c6 dinh huéng tai chd, gdy dot bién hoa hoc nglu nhién, ct bing
exonucleaza III, va cac k¥ thuat tich dong ADN chuén khéc. Theo mot cach khac, cac
bién thé, doan, dong phan, hoic din xuit c6 thé dwoc tao ra bang cach sir dung phuong

phap téng hop hoa hoc hodc phuong phap cai bién.

Céc phuong phép tao bién thé ciing rit quen thudc véi ngudi cé hibu biét trung
binh trong linh vire k§ thuét nay. Cac phuwong phéap nay bao gdm cac phwong phép trong
d6 trinh ty axit nucleic thu duoc tir cac thé phan 14p tu nhién dugc cai bién d tao ra axit
nucleic ma hoa polypeptit c6 cac dic diém 1am gia ting gia tri ciia chiing trong c4c Ung
dung cong nghiép hoic phong thi nghiém. Trong cic phuong phéap nay, rit nhiéu céc
trinh tu bién thé c6 mdt hodc nhiéu sai khac nucleotit so v6i trinh tu thu dugce tir thé
phén 14p tu nhién dugc tao ra va doc trinh tu. Thong thudng, cac sai khac nucleotit nay
s& tao ra cac thay ddi vé axit amin so v&i polypeptit duoc ma hod béi axit nucleic tir cac

thé phén 14p tu nhién.

Chéng han, bién thé c6 thé duoc tao ra bing cach sir dung PCR doc stra. Trong
PCR doc stra, PCR dugc thuc hién trong diéu kién trong d6 do chinh xac sao chép cua
ADN polymeraza 13 thip, sao cho mt ty 1 16n cac dot bién diém thu dugc doc theo
toan bd chiéu dai cua san phém PCR. PCR doc stra dugc md ta trong tai li€u Leung,
D.W., etal., Technique, 1:11-15, 1989) va Caldwell, R. C. and Joyce G.F., PCR Methods
Applic., 2:28-33, 1992. Mét cach ngin gon 13, trong cic qua trinh ndy, axit nucleic cin
~gay dot bién s& duoc tron 1An v6i doan mdi PCR, dém phan tng, MgClz, MnCl,, Taq

polymeraza va mot ndng d6 thich hop cac ANTP dé thu dugce ty 16 cao cac dot bién diém
-doc theo toan bd chiéu dai cta san phém PCR. Chéng han, phéan tng cé thé duoc thuc
hién bang cach sir dung 20 fmol axit nucleic can gy ddt bién, 30pmol mdi doan mdi
PCR, dém phéan tung chia KCI 50mM, Tris HC1 10mM (pH 8.3) va 0,01% gelatin,
MgCl, 7mM, MnCl; 0,5mM, 5 don vi Taq polymeraza, 0,2mM dGTP, 0,2 mM dATP,
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1mM dCTP, va 1mM dTTP. PCR c6 thé duoc thuc hién khoang 30 chu ky, mdi chu ky
94°C trong 1 phut, 45°C trong 1 phut, va 72°C trong 1 phit. Tuy nhién, cin biét ring
cac tham sd ndy c6 thé dugc thay ddi tuy theo. Axit nucleic dwoc gay dot bién s& duge
tdch dong vao mot vecto thich hop va hoat tinh ctia polypeptit dugc ma hoa bdi axit

nucleic duoc gy dot bién sé gia ting.

Bién thé ciing c6 thé dugc tao ra bang cach st dung phuong phap gy dot bién c6
dinh huéng oligonucleotit dé tao ra cac dot bién diém dic hiéu trong mot phan tt ADN
dugc tach dong can quan tAm. Oligonucleotit gy dot bién dwgc mé ta trong Reidhaar-
Olson, J.F. va Sauer, R.T., et al., Science, 241:53-57, 1988. Mot cach vin tit, trong cac
phuong phap nay mot sd lugng 16m cac oligonucleotit sgi kép mang mot hodc nhidu dot
bién dugc dua vao ADN tach dong duge tng hop va chén vio ADN tach dong cin gy
dot bién. Cac dong dong chira ADN duogc gdy dot bién s& duoc thu lai va hoat tinh cta
polypeptit chung ma hoa dugc danh gié.

Mot phuong phép khéc d tao ra bién thé 1a PCR ghép ndi. PCR ghép ndi bao gdm
viéc ghép ndi cac san pham PCR trong mét hdn hop cac doan ADN nhd. Mot sé lugng
16n cac phan tmg PCR khéc nhau xay ra ddng thoi trong ciing mot may phan ing, voi
cac san phdm ctia mot phan tmg s& 1am mdi cho cac san phim ciia phan ung khéc. PCR
lap ghép dugc mé ta trong cac don yéu cau cip patent cia M§ sé 08/677,112 ndp ngay
9/07/1996, c6 tén la “Method of “DNA Shuffling with Polynucleotit Produced by

Blocking or interrupting a Synthesis or Amplification Process”.

Mot phuong phép khéc nita d tao bién thé 1a gay dot bién PCR két cip. Trong gay
d6t bién PCR két cip, cac thé tai t6 hop twong dong xay ra gifra cac phan tir ADN cua
cac trinh tu ADN khéc nhau nhung c¢6 quan hé gan nhau trong 6ng nghiém, 13 két qua
clia qué trinh phan doan phén tt ADN dua trén mirc d twong dong vé trinh tw, sau d6
14 qua trinh ¢ dinh cac bét chéo bang phuong phéap tong hop nhdr doan mdi trong mat
phén tng PCR. Géy dot bién PCR két cap duoc mo ta trong tai liéu Stemmer, W.P.,
PNAS, USA, 91:10747-10751, 1994. Mot cach ng:fm gon, trong cac qua trinh nay mot
luong 16n céc axit nucleic cin dugc tai td hop s& duge cat bang ADNaza dé tao ra cac
phan doan c6 kich thuée trung binh tir 50 dén 200 nucleotit. C4c phan doan c6 kich
thuée trung binh mong mudn dugc tinh sach va tai phan tan trong hdn hop PCR. PCR
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duogc tién hanh trong diéu kién gitp cho qua trinh téi t6 hop gifra cac phan doan axit
nucleic. Ch?mg han, PCR ¢6 thé dugc thuc hién bz"mg cach tai phan tan cac phan doan
duge tinh sach véi ndng db tir 10 d&én 30ng/pl trong dung dich chira 0,2mM mdi loai
dNTP, 2,2mM MgCl, S0mM KCl, 10mM Tris HCl, pH 9,0, va 0,1% Triton X-100. 2,5
don vi Taq polymeraza trén 100pl1 hdn hgp phan tmg dugc thém vio va PCR duoc thuc
hién bang cach sir dung céc diéu kién sau: 94°C trong 60 gidy, 94°C trong 30 gidy, 50
dén 55°C trong 30 gidy, 72°C trong 30 gidy (30 dén 45 14n) va 72°C trong 5 phut. Tuy
nhién, cin hiéu ring cac tham sb nay c6 thé dugc thay déi tuy theo. Theo mdt sb khia
canh, céac oligonucleotit ¢6 thé dugc dua vap trong cac phan tng PCR. Theo c4c khia
canh khdac, cac doan Klenow cia ADN polymeraza I c6 thé duoc st dung trong mot
chudi cac phan img PCR diu tién va Taq polymeraza ¢ thé dudc trong chudi phan tng
PCR tiép theo. Cac trinh tur tai t6 hop dwoc phan 14p va haot tinh ciia polypeptit ching

ma hoa dugc danh gia.

Bién thé ciing c6 thé duoc tao ra bang cach gy dot bién trong co thé. Theo mot sb
khia canh, cac dot bién ngéu nhién trong mat trinh tu can quan tdm dugc tao ra b%lng
céch nhan ban trinh ty cdn quan tim trong mdt ching vi khuan, nhu E. coli, mang cac
ddt bién trong mét hoic nhiéu con dudng sira chita ADN. Céc ching “dot bién” ndy c6
mirc d6 d6t bién ngiu nhién cao so véi cac ching gbe kiéu dai. Nhan ban ADN trong
mot trong sb cac chiing nay cudi cling sé tao ra cac dot bién ngau nhién trong ADN. Cac
ching dot bién thich hop dé sir dung trong gy dot bién trong co thé dwoc mé ta trong
cong bd PCT sb WO 91/16427, cong bd ngay 31/10/1991, c6 tén 1a “Methods for

Phenotype Creation from Multiple Gene Populations”.

Bién thé ciing c6 thé dugc tao ra sir dung catxet gy dot bién. Trong catxet gy dot
bién mot ving nho phan tir ADN s¢i kép dugc thay biang mot “catxet” oligonucleotit
tbng hop khéc véi trinh ty gbe. Cac oligonucleotit nay thuong chira trinh tr gbe duogc
gay dot bién ngau nhién hoan toan va/hoic mot phan.

Gay dot bién ngugc toan thé cling ¢ thé duoc sir dung dé tao ra cac bién thé. Gay
dot bién nguoc toan thé 1a mot thuat toan trong k¥ thuat protein (protein gay dot bién)
duoc phat trién dé san xuét mot nhom da dang céc thé dot bién kiéu hinh c6 lién quan

v6i nhau trong d6 cac thanh bién khac nhau vé trinh ty axit amin. Phuong phép nay sir
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dung co ché diéu hoa nguoc dé kiém soat cac vong lién tiép nhau ctia qué trinh gay dot
bién catxet t& hop. Gay dot bién nguoc toan thé dugc mo ta trong Arkin, A.P. va Youvan,
D.C., PNAS, USA, 89:7811-7815, 1992.

Theo mét sb khia canh, cac bién thé dugc tao ra bang cach st dung gy dot bién
toan thé theo s mii. Gay 4ot bién toan thé theo sb mii 13 mot qué trinh tao ra céc thu
vién t6 hop véi ty lé cao cac thé dot bién chirc nang va duy nhat, trong d6 cac nhém nhéd
cac gbe duoc gay dot bién ngdu nhién ddng thoi dé x4c dinh, tai mbi vi tri dugc dot bién,
c4c axit amin tao ra cac thay dbi trong chtrc nang protein. Gay dot bién toan thé theo sd
mii dugc mo ta trong Delegrave, S. va Youvan, D.C., Biotechnol. Res., 11:1548-1552,
1993. Gay d6t bién ngiu nhién va gay dot bién c6 dinh hudéng tai chd duge mb ta trong
Arnold, F.H., Current Opinion in Biotechnology, 4:450-455, 1993.

Theo mdt sd khia canh, cac bién thé dugc tao ra béng céach st dung céc phuong
phap ghép nbi ngiu nhién trong d6 cac phan ctia nhiéu axit nucleic ma hoa cac polypeptit
khac nhau s& dugc dung hop véi nhau dé tao ra cac trinh tu axit nucleic kham m3 hoa
polypeptit khdm nhu dwgc mo ta trong don Xin cép patent US 08/677,112 ndp ngay
9/7/1996, cé tén la, “Method of DNA Shuffling with Polynucleotide Produced by
Blocking or interrupting a Synthesis or Amplification Process” va don xin cAp patent
US 08/651,568 ndp ngay 22/5/1996, c6 tya dé la “Combinatorial Enzyme

Development.”

Céc bién thé polypeptit theo sang ché c6 thé 13 cic bién thé trong d6 mot hodc
nhiéu cac gbe axit amin trong polypeptit theo sang ché dugc thé bang mot gdc axit amin
béo toan hodc khong bao toan (ching han, mot gde axit amin dugc bao toan) va gde axit

amin dugc thé nay c6 the hodc khong duge ma hoad béi ma di truyén.

Céc thay thé bao toan 13 cac thay thé mot axit amin xac dinh trong mét polypeptit
bang mdt axit amin khac c6 dic tinh trong tu. Thudng duge goi la cac thay thé bao toan
1a cac thay thé axit amin sau: cac thay thé mot axit amin béo nhu Ala, Val, Leu va Ile
v6i mot axit amin béo khac; thay thé Ser bang Thr hodc ngugc lai; thay thé mot gbe c6
tinh axit nhu Asp va Glu méi mét gbc c6 tinh axit khac; thay thé mot gdc c6 nhém amit,

nhu Asn va Gln, v6i mot gbe 6 nhom amit; thay thé mot gbc 6 tinh bazo nhu Lys va
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Arg v&i mot nhom c6 tinh bazo khéc; va thay thé mot gde thom nhu Phe, Tyr véi mot
gbc thom khac.

Céc bieén thé khac 1a cac bién the trong d6 mdt hodc nhiéu goc axit amin cia

polypeptit theo sang ché chira nhom thé.

Céc bién thé khéc nita 13 cac bién thé trong d6 polypeptit lién két v6i mot hop chét
khac, nhu mot hop chit ¢ gia tang thoi gian ban huy ciia polypeptit (ching han,
polyetylen glycol).

Céc bién thé bd sung 14 cac bién thé trong d6 cAc axit amin bd sung duge dung hop
véi polypeptit, nhu trinh tu din dau, trinh tu tiét, trinh tu proprotein hoic trinh tir hd trg
qua trinh tinh sach, lam giau, hodc bn dinh hoa polypeptit. Theo mot sb khia canh, cac
dAn xut va cac ddng phan c6 cing chirc ning sinh hoc hoic hoat tinh nhu cac polypeptit
theo sang ché, va c6 thé 1a proprotein, sao cho cac phan doan, din xuét, hodc déng phan
c¢6 thé duge hoat hoa bang cach phan cit phin proprotein dé tao ra mét polypeptit c6
hoat tinh.

Toi vu hod b ba ma héda dé thu dugce nong dd protein bi€u hién cao trong t€ bao chu

Sang ché d& xuit phuong phap cai bién axit nucleic ma hoa phytaza dé cai bién
kiéu sir dung bd ba mé héa. Theo mot khia canh, sang ché @ xuit phuong phap dé cai
bién bd ba mi héa trong mot axit nucleic ma hod phytaza dé gia ting hodc 1am giam
mirc d6 biéu hién cta no trong té bao chil. Sang ché ciing dé xuét axit nucleic mi hoa
phytaza duoc cai bién dé gia tding muc 4o biéu hién cia né trong mot té bao chi, do d6
enzym phytaza ciing dugc cai bién va phurong phap tao ra enzym phytaza duge céi bién.
Phuong phéap bao gbm viéc xac dinh mot bo ba mi hoa “khdng dugc wu tién” hodc “it
dugc uu tién” trong axit nucleic ma hod phytaza va thay thé mot hodc nhiéu cic bd ba
ma hoéa khong dugce vu tién hodc it dugce wu tién b%mg mot “bo ba ma hoa duoc uvu tién”
m4 hod axit amin tvong tu nhu bd ba ma hoa duoc thay thé va it nhit mot bd ba ma hoa
khong dugc uu tién hodc it dugce uu tién trong axit nucleic dugce thay thé béng mot bd
ba ma hdéa dugc vu tién ma hoa axit amin tuong tu. B ba ma hoa dugc uvu tién 1a mot
b6 ba mi hoa c6 nhidu trong cac trinh tw ma hod trong gen trong té bao chil va bd ba ma
héa khong dugce wu tién hodc it dugc uvu tién 1a bd ba ma hoa c6 it trong trinh ty ma hoa
trong gen trong té bao chu.
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Té bao chu dé biéu hién axit nucleic, catxet biéu hién va vecto theo sang ché gém
¢6 vi khuén, ndm men, nim, t bao thuc vat, té bao con triung va té bao dong vét c6 vu.
Do d6, sang ché @& xudt phuong phap t6i uu cach sir dung bd ba ma hoa trong tit ca cac
loai té bao nay, axit nucleic dugc cai bién bd ba ma hoa va polypeptit dugc tao ra bﬁng
axit nucleic dugc cai bién bd ba ma héa. Céc té bao cha thir nghiém gbm c6 vi khuin
gram am, nhu Escherichia coli va Pseudomonas fluorescens; vi khudn gram duonhg, nhu
Lactobacillus gasseri, Lactococcus lactis, Lactococcus cremoris, Bacillus subtilis. Té
bao chu thir nghiém con cé cac té bao c6 nhan thyc, chﬁng han, c4c loai nAm men khac
nhau, nhu Saccharomyces sp., gdm c6 Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces
pombe, Pichia pastoris, va Kluyveromyces lactis, Hansenula polymorpha, Aspergillus
niger, va t€ bao dong vit c6 vi va cac dong té bao va té bao con tring va cac dong té
bao. Do d6, sang ché ciing d& xuét cac axit nucleic va polypeptit.duge t6i wu dé biéu

hién trong céc sinh vat nay.

Chéng han, cac bd ba mi héa clia axit nucleic ma hoa phytaza dugc phan 1ap tir té
bao vi khudn sé& dugc cai bién sao cho axit nucleic dugce biéu hién tdi vu trong té bao vi
khudn khéc véi loai vi khuén trong do phytaza dugc phéan 1ap, té bao ndm men, nim, té
bao thuc vat, té bao con trung hodc té€ bao dong vat c6 va. Cac phuong phéap t6i vu bd
ba ma hoa d3 biét 1 trong linh vuc k§ thuét nay, tham khao, ching han, US 5,795,737;
Baca (2000) Int. J. Parasitol. 30:113-118; Hale (1998) Protein Expr. Purif. 12:185-188;
Narum (2001) Infect. Immun. 69:7250-7253. Tham kh&o Narum (2001) Infect. Immun.
69:7250-7253, md ta qua trinh t&i wu bd ba ma héa & chudt; Outchkourov (2002) Protein
Expr. Purif. 24:18-24, mé t qua trinh t6i ru bd ba ma héa trong ndm men; Feng (2000)
Biochemistry 39:15399-15409, md ta qua trinh t6i wu bd ba ma hoa trong E. coli;
Humphreys (2000) Protein Expr. Purif. 20:252-264, m6 ta qué trinh t6i wu bd ba ma hoéa
anh hudng dén qua trinh tiét trong E. coli.

Pong vat chuyén gen khong phai ngudi

Sang ché dé xuét dong vat chuyén gen khong phai nguodi chua axit nucleic,
polypeptit, catxet biéu hién hodc vecto hoic té bao duoc chuyén nhiém hoac té bao bién
nap theo sang ché. Pong vét chuyén gen khong phai ngudi co thé 13, ching han, dé, tho,

ctru, lon, bo, chudt cong va chudt nhat, chira axit nucleic theo sang ché. Cac dong vat
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nay co6 thé dugc st dung, ching han, 13 cac mau hinh trong co thé dé nghién ctru hoat
tinh phytaza, hoic, 12 cac mAu hinh dé sang loc céc tac nhan diéu bién hoat tinh phytaza
trong co thé. CAc trinh ty ma hoa polypeptit dugc biéu hién trong dong vat chuyén gen
khong phai ngudi co thé dugc thiét ké dé biéu hién co dinh, hodc, dudi su kiém soat cia
céc yéu t6 diéu hoa phién ma dic hiéu md, dic hiéu trong timg giai doan phat trién hoic
c6 thé kich thich dugc. Pong vat chuyén gen khong phai ngudi ¢ thé dwoc thiét ké va
tao ra bang cach str dung phuong phép bat ky da biét trong linh virc k§ thuat nay; tham
khao, ching han, US 6,211,428; US 6,187,992; US 6,156,952; US 6,118,044; US
6,111,166; US 6,107,541; US 5,959,171; US 5,922,854; US 5,892,070; US 5,880,327;
US 5,891,698; US 5,639,940; US 5,573,933; US 5,387,742; US 5,087,571, d& cép viéc
tao ra va st dung té bao bién nap, trirng va chudt nhét, chudt céng, thé, ctru, lon va bo
chuyén gen. Tham khao thém, chang han, Pollock (1999) J. Immunol. Methods 231:147-
157, dé cap qua trinh san xudt protein ti t6 hop trong sita ctia dong vat 14yt sita chuyén
gen; Baguisi (1999) Nat. Biotechnol. 17:456-461, mo t qua trinh san xuit dé chuyén
gen. US 6,211,428, mo ta viéc tao ra va st dung dong vat chuyén gen khong phai nguoi
biéu hién trong néo cAu truc axit nucleic chita trinh tw ADN. US 5,387,742, dé cap dén
viée viée dua céc trinh ty ADN téi t6 hop dugc tach dong hoic tdng hop vao tring cua
chudt da duoc thu tinh, cdy trimg vao con c4i mang thai gia, va nubi dudng dén khi tao
ra chudt con chuyén gen c6 té bao biéu hién protein lién quan dén co ché bénh hoc cua
bénh Alzheimer. US 6,187,992, dé cap dén viéc tao ra va sit dung chudt chuyén gen co

hé gen chira sy dut giy gen ma hoa protein tién chit amyloit (APP).

“Céc dong vat uwu viét” cling c6 thé duogc st dung dé thuc hién cac phuong phép
theo sang ché. Chéng han, theo mdt khia canh, cadc dong vat dugc cai bién hodc chuyén
gen theo sang ché 1a mot “dong vat wu viet,” chéng han, “chudt vu viét,” dugc xur ly

khong chi dén biéu hién hodc khong thé biéu hién phytaza.

Theo mét khia canh khac, dong vat chuyén gen khong phai ngudi duge dé xut
chtra trinh tu khac loai ma hoé phytaza théo sang ché (chang han, cac cai bién vé trinh
tu cu thé cia SEQ ID NO:2). C4c phuong phap khac nhau dé tao ra dn chuyén gen theo
sang ché co6 thé duoc str dung. N6i chung, c¢6 3 phuong phap c6 thé duoc sir dung. Trong
mét phuong phap, phoi ¢ gia doan chua tién phan chia (“ph6i mot té bao™) dugc thu lai

tir con c4i va gen chuyén dugc dwa vao trong phéi, trong truong hop gen chuyén s& duoc
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két hop vao nhiém sic thé vao ca cac té bao sinh duc va té bao sinh dudng cia dong vat
truéng thanh tao ra. Theo mot phwong phap khac, cac té bao gbc phoi dugc phan lap va
gen chuyén duoc dua vao té bao bﬁng cach bién nap dién, chuyén nhiém hoic vi tiém
plasmit, sau d6 1a dua lai cac té bao gbc vao phdi tai d6 chung phan chia va cai bién
thanh cac dong té bao sinh duc. Phuong phap bién nap vi tiém cac dong vét c6 va duoc
md ta trong US 4,873,191.

Theo mot phuong phap thir nghiém khéc, cac té bao phdi dwoc nhidm bang
retrovirut chira gen chuyén nhd d6 cac té bao mam ciia phoi s& c6 gen chuyén duogc két
hop vao nhiém séc thé. Khi déng vat dugc chuyén gen 13 gai cAm, vi trimg cia gia cAm
duoc thu tinh thirimg trai qua qué trinh phan chia té bao trong 24 gid' dau trong 6ng dan
trimg, nén qua trinh vi tiém vao té bao chua phan chia vao trimg da thu tinh 13 mot kho
khin vi khong thé dén dugc té bao chua phan chia. Do d6, trong sb cac phuong phép tao
ddng vat chuyén gen dwoc mb ta khai quat trén, phuong phap nhiém retrovirut 1a duoc
wu tién d6i véi cac loai gia cAm, ching han nhu duoc mé ta trong US 5,162,215. Tuy
nhién, néu str dung qua trinh vi tiém v&i gia cAm, mot phuong phép di dwoc cong bd
boi Love et al., (Biotechnol., 12, Jan 1994) c6 thé dugc st dung nho d6 phoi thu duoc
tir g mai sau khoang 2,5h sau 14n dé trimg trude, gen chuyén s& duge vi tiém vao té bao
chét ctia dia mam va phdi dugc nudi cdy cho dén khi truéng thanh. Khi dong vat duoc
chuyén gen 13 bd hoic lon, qua trinh vi tiém c6 thé bi can tré boi ving duc cia trimg do
d6 s& khién kho xac dinh nhan bang kinh hién vi twong phén giao thoa truyén théng. Dé
khic phuc van dé nay, trang dau tién cin duoc ly tAm dé tac riéng céc té bao tién nhan

dé nhin tbt hon.

Theo mét khia canh, “dong vat khong phai ngudi” theo sang ché bao gdm b0, lon,
clru va gia cAm (chang han, bo, lon, ciru, ga). “Dong vt chuyén gen khong phai ngudi”
theo sang ché dugc san xuét bang cach dua “cac gen chuyén” vao céc té bao dong mam
ctia dong vat khong phai ngudi. Cac té bao dich phdi & cac giai doan phat trién khac
nhau c6 thé dugce sir dung @ dua gen chuyén. Cac phuong phéap khéc nhau duge sir dung
phu thudc vao giai doan phat trién cia té bao dich phéi. Hop tir 12 dich tét nhat dé thuc
hién vi tiém. Viéc st dung cac hop it 1a dich ctia qua trinh chuyén gen ¢6 vu diém chinh
& chd trong hau hét cac truomg hop ADN dugc dua vao s& két hop vao gen cua té bao

chu truéce 14n phén chia thir nhit (Brinster et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:4438-
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4442, 1985). Két qua 13, tat ca cac té bao ciia dong vét chuyén gen khong phai nguodi sé&
mang gen chuyén dugc dua vao. Diéu niy néi chung sé tao ra qua trinh chuyén gen hiéu
qua dén cac thé hé sau ctia dong vét chuyén gen vi 50% s té bao man s& chura gen

chuyeén.

Theo mot khia canh, Thudt ngit “chuyén gen” dugce sir dung dé mo ta mot dong vat
chira cac nguyén liéu di truyén ngoai sinh trong tat ca cac té bao cia n6. Mot dong vat
“chuyén gen” c6 thé dwoc san xuit bang cach giap phdi chéo giira hai dong vat kham
gen chira nguyén liéu di truyén ngoai sinh trong céc té bao dugc st dung dé sinh san.
25% thé hé con hinh thanh s& 13 dong vat chuyén gen nghia 13, cac d@ng vat chira céc
nguyén lidu di truyén ngoai sinh trong tit ca cac t& bao ciia né & ca hai alen, 50% dong
vét con tao ra s& chira nguyén liéu di truyén ngoai sinh trong mét alen va 25% khong

chra nguyén li€u di truyén ngoai lai.

Theo mdt khia canh, phuong phap vi tiém duoc sir dung dé thuc hién sang ché.
Gen chuyén duoc phan cit va dugc tinh sach tir mot vecto ADN bét ky, ching han, bing
cach dién di trén gel. Theo mot khia canh, gen chuyén chira mét trinh tu khoi dau duge
lién két mot cach c6 kiém soat tuong tac véi cac protein trong té bao lién quan dén qua
trinh phién ma, dé)ng thoi tao ra qué trinh biéu hién co dinh. Céc trinh tu khoi dau hitu
ich trong phuong phap nay gdm c6 cac trinh ty khéi dau tir cytomegalovirut (CMV) ,
virut moloney leukemia (MLV), va virut herpes, ciing nhu c4c trinh ty khoi dau tir gen
mi hoa metallothionin, actin tao khung té bao, P-enolpyruvat carboxylaza (PEPCK),
phosphoglyxerat (PGK), DHFR, va thymidin kinaza. Trinh ty khéi ddu dbi véi cac motip
dai két thiic cua virut (viral long terminal repeats (LTRs) nhu virut Sarcoma Rous cling
c¢6 thé dugc sir dung. Khi cac dong vat dugce chuyén gen 13 gia cAm, c4c trinh tir khoi
d4u dugc wu tién 1a cac trinh ty khéi dau cta gen B-globin‘ cua ga, gen lysozym cua ga,
va virut gdy bénh bach ciu & gai cAm. Cic cdu tric hiru ich trong viéc bién nap plasmit
c4c té bao gbc phdi s& sir dung cac yéu t§ diéu hoa bb trg da biét rd trong linh vuc k§
thuat nay nhu yéu t6 ting cudng biéu hién dé kich thich qua trinh phién m3, c4c thy thé
cat nbi intron, tin hiéu két thac va polyadenyl hoa, va vi tri lién két ribosom dé khai

dong dich ma.
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Qua trinh gy nhiém retrovirut ciing c6 thé dugc sir dung dé dua gen chuyén vao
mot dong vt khong phai ngudi, nhu d3 mo ta & trén. Phoi ngudi dang phat trién co6 thé
duoc nudi cdy trong dng nghiém dén giai doan tii phdi. Trong thdi gian nay, nguyén
bao phdi c6 thé 14 dich dé gay nhidm retrovirut (Jaenich, R., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
73:1260-1264, 1976). Qua trinh gay nhiém thanh cong cac nguyén bao phéi co thé duge
thuc hién bang cach xir Iy enzym d loai bé ving trong sudt (Hogan, et al. (1986) trong
tai liéu Manipulating the Mouse Embryo, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, N.Y.). Céc hé vecto virut duge sir dung dé dua gen chuyén thuong 13
mdt retrovirut suy giam sao chép mang gen chuyén (Jahner, et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 82: 6927-6931, 1985; Van der Putten, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 6148-
6152, 1985). Qu4 trinh chuyén nhiém c6 thé duoc thuc hién dé dang va hiéu qua bang
cach nudi cdy nguyén bao phéi trén mét 16p cac té bao san xuét virut (Van der Putten,
sach d3 din; Stewart, et al., EMBO J. 6: 383-388, 1987). Theo mdt cach khéc, qua trinh
chuyén nhiém c6 thé dugc thuc hién & cac giai doan mudn hon. Virut hoac té bao san
xuét virut c¢6 thé duoc dwa vao khoang phdi (D. Jahner et al., Nature 298: 623-628,
1982). Hau hét cac té bao hinh thanh s& 13 thé kham ddi v6i gen chuyén vi qué trinh két
hop chi hinh thanh trong mét nhém nhé céc té bao tao thanh cac dong vat chuyén gen
khong phai ngudi. Hon nita, céc t& bao hinh thanh cé thé chira cac doan chén retrovirut
khac nhau ctia gen chuyén tai cac vi tri khac nhau trong hé gen va thuong di truyén cho
thé hé sau. Ngoai ra, cling c6 thé dwa cac gen chuyén vao té bio mim, mic du v6i hidu
qué thip, bang cach chuyén nhiém retrovirut trong tir cung ciia phdi tai gitta thoi ky thai
nghén (D. Jahner et al., sach d3 din).

Loai té bao dich thir ba d ndura gen chuyén 13 té bao gdc phdi (ES). Céc té bao ES
thu duoc tir phdi trude 1am t6 duge nudi cly in vitro va duge dung hop véi phoi (M. J.
Evans et al., Nature 292:154-156, 1981; M. O. Bradley et al., Nature 309:255-258, 1984;
Gossler, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:9065-9069, 1986; va Robertson et al.,
Nature 322:445-448, 1986). Gen chuyén cling c6 thé dugc dua mot cach hiéu qua vao
céc té bao ES bing cach chuyén nhiém ADN hoic bang cach tai nap qua trung gian retro
virut. Cac té bao ES dugc bién nap sau do co thé duogc két hop véi cac té bao tai phoi

ciia mot dong vat khong phai ngudi. Cac té bao ES sau d6 s& phat trién thanh phoi va
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tao t& bao dong mim cua dong vat kahm gen (Tham khao Jaenisch, R., Science
240:1468-1474, 1988).

Theo mot khia canh, thuit nglt “dugc bién nap” dung dé chi mot té bao (hoac té
bao gbc) duge dua vio cac phan tir axit nucleic khac loai bang phuong phap tai t6 hop
axit nucleic. Thuat ngit “khéac loai” ding dé chi trinh tw axit nucleic c¢6 ngudn gdc tir
mot loai khac hodc duoc cii bién tir dang nguyén gbc ciia n6 hoic dang ban dau dugce

bi€u hién trong te bao.

Theo mét khia canh, thuat ngit “gen chuyén” ding dé chi loai ADN bt ky duoc
dwa mot cach nhan tao vao té bao, va tré thanh mot phan ciia hé gen cua sinh vat (nghia
13, duogc két hop mot cach dn dinh hodc 1a mot yéu td ngoai nhiém sic thé 6n dinh) phéat
trién tir té bao d6. Gen chuyén nhu vay c6 thé 13 gen khac loai mdt phan hodic toan bd
(nghia 13, ngoai lai) vé6i sinh vat chuyén gen, hodc c6 thé 13 mot gen trong dong véi mot
gen ndi sinh cua sinh vat d6. Thudc dinh nghia nady 1a gen chuyén duogc taora béng cach
tao ra mot trinh tw ARN dugc phién mi thinh ADN va sau d6 két hop vao hé gen. Cac
gen chuyéns theo sang ché 14 cac trinh tw ADN m3 ho4 phytaza hoic polypeptit c6 hoat
tinh phytaza, va 13 polynucleotit, c6 thé biéu hién dugc trong dong vét chuyén gen khong
phai ngudi. Thuét ngit “chuyén gen” nhu duge st dung & ddy con dé chi cac sinh vat co
hé gen da dugc cai bién bang cach xir Iy trong 6ng nghiém phoi sém hodc trimg d3 dugce
thu tinh hodc bing mot k§ thuat chuyén gen bit ky dé tao ra mot bét hoat gen dic hicu.
Thuét ngit “bat hoat gen” nhu duge st dung & ddy, ding dé chi su pha v& c¢6 cha dich
mot gen trong co thé v&i v mit hoan toan chirc nang dugc thuc hién bé‘mg mot k¥ thudt
chuyén gen bét ky quen thudc v6i ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét
nay. Theo mot khia canh, cac dong vat chuyén gen c6 céc bat hoat gen la cac dong vat
trong d6 gen dich da dwoc 1am cho mit chic ning bang mét doan chén tac dong dén gen
can cai bién mat chirc ning bang phwong phap tai td hop trong dong.

Theo mdt khia canh, thut ngit “chuyén gen” ding dé chi mét k¥ thuat chuyén gen
bét ky da duge biét 1 trong linh vuc k¥ thuét nay c6 thé tao ra mot sinh vat mang gen
chuyén hodc mdt sinh vat trong d6 mot gen ndi sinh da dugce cai bién mét chuc nang

hodc “bi bat hoat”.
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Gen chuyén duoc sir dung dé thue hién sang ché 13 trinh tw ADN chira trinh tu ma
hoa phytaza hodc polypeptit c6 hoat tinh phytaza. Theo m¢t khia canh, polynucleotit c6
trinh tr néu trong SEQ ID NO:1 hojc trinh ty ma hpé polypeptit c6 trinh ty néu trong
SEQ ID NO:2 13 gen chuyén nhu duge dinh nghia & ddy. Néu can, c4c trinh tw ADN ma
ho4 protein c6 hoat tinh phytaza nhung khéc trinh tw axit nucleic do tinh chét thoai hoa
ma di truyén cling c6 thé duoc sir dung ¢ day, nhu & dang bi cét, bién thé alen va céc

doan turong ddng trong lodi.

Theo mot khia canh, sau khi phéi da dugc vi tiém, lam t8 v6i céc té bao géc phoi
hoic dugc gy nhiém retrovirut chira gen chuyén (trir khi thyc hién sang ché & gia cAm
da duoc dé cap & dy), phdi s& duge cdy vao voi trimg ciia mdt con céi mang thai gia.
Céc thé hé tiép theo dugc kiém tra vé su két hop gen chuyén biang phan tich thdm tach
Southern mAu mau hoic md sir dung cac doan do dic hi¢u véi gen chuyén. PCR la dac
biét hitu ich trong van dé nay. Cac thé hé sau duong tinh (G0) s& dwgc cho giao phdi
chéo dé tao thé hé tiép theo (G1) s& duoc phan tich qua trinh biéu hién gen chuyén bang

phan tich thim tach Northern mau mo.

Theo mot khia canh, cic phuong phép ting qué trinh hap thu phospho & dong vat
chuyén gen vid/hoic giam lugng chat 6 nhiém trong phan ciia c4c sinh vat chuyén gen

khoang 15%, khoang 20%, hodc khoang 20%, dén khoang 50% hodc cao hon.

Theo mot khia canh, cac ddng vat dugc sur dung dé thuc hién séng ché 13 cac dong
vét thuong duge coi 13 gia sic gém ca thii canh (ching han, ché, meo, gia cm v.v.) va
cac loai dong vt c6 ich trong ché bién thye phdm, nghia 13, gia cAm nhu ga cho thit va
ga siéu trung va ga tdy, ctru, bo nhu bo chi thit va bo sita, cd va lon. Theo mot khia canh,
cac dong vat nay duoc goi 1a “chuyén gen” khi chiing c6 trinh ty ADN khac loai, hoic
mdt hodc nhiéu céc trinh tw ADN b trg thudng c6 ciing ngudn gdc véi dong vat (o day
duoc goi chung 13 “gen chuyén”) dugc két hop vao nhidm sic thé trong cac té bao mim
ctia dong vat. Pong vét chuyén gen (gdm ca thé hé con) cling s& c6 gen chuyén duoc két

hop mot cach ngiu nhién vao nhiém sic thé cia cac té bao sinh dudng.
Phuong phép sang loc va cac thiét bi gidm sat “truc tuyén”

Trong qua trinh thuc hién sang ché, mot loat cac thiét bi va phuong phap khac nhau
c6 thé duoc sir dung két hop véi cac polypeptit va axit nucleic theo sang ché, ching han,
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dé sang loc cac polypeptit ¢ hoat tinh phytaza, dé sang loc cac hop chét 13 tic nhan diéu
bién c6 hoat tinh tiém nang (vi du, ting cudng hodc uc ché hoat tinh enzym), dé sang
loc khang thé lién két vai polypeptit theo sang ché, sang loc axit nucleic lai véi axit

nucleic theo sang ché, va tuong tu .
Gia do ran co dinh enzym

Enzym phytaza, cdc méanh cua n6 va axit nucleic ma hoa enzym va manh cta né
c6 thé dugc cb dinh vao gia d& ran. Viéc nay thuong tiét kiém va hiéu qua trong viéc st
dung phytaza trong cic quy trinh cong nghiép. Ching han, mét td hop enzym phytaza
duoc lién két voi nhau (hodc cac manh hoat tinh cta no), dugce sir dung trong mot phan
g hod hoc cu thé, ¢6 thé duoc gin vao mot gia d& rin va nhing vio bé phan ung. Phan
ing enzym c6 thé xay ra. Sau d6, gi4 d& rén c6 thé dugc dwa ra ngoai bé phan tng, cing
v6i enzym duge ¢d dinh trén d6, dé tai sir dung. Theo mot phurong 4n theo sang ché, axit
nucleic dugc phan 1ap theo sang ché s& dugc cb dinh vao mét gia d& rin. Theo mot
phuong an khéc theo sang ché, gia do rén duge chon tir mot nhém bao gém gel, nhya,

polyme, gdm, thuy tinh, vi dién cuc va mot t6 hop bat ky cia cac loai gia do trén.

Vi du, cac gia d& rin hitu ich theo sang ché chira gel. M6t sb vi du vé gel nhu
Sepharose, gelatin, glutaraldehyt, glutaraldehyt dugc x4 1y chitosan, albumin-
glutaraldehyt, chitosan-Xanthan, toyopearl gel (polyme gel), alginat, alginat-polylyzin,
carrageenan, agaroza, glyoxyl agaroza, agaroza cO tu tinh, dextran-agaroza,
poly(Carbamoyl Sulfonat) hydrogel, BSA-PEG hydrogel, polyvinyl alcohol dugc
phosphoryl ho4 (PVA), monoaminoetyl-N-aminoetyl (MANA), amino, hoic t hop bét

ky ctia céc loai gel trén.

Mot gia 4o ran hitu ich khéac theo sang ché 14 nhua hodc polyme. Mot s6 vi du vé
nhua hodic polym gém cé xenluloza, acrylamit, nylon, rayon, polyeste, nhwa trao di ion
am, AMBERLITE™ XAD-7, AMBERLITE™ XAD-§, AMBERLITE™ IRA—94,
AMBERLITE™ IRC-50, polyvinyl, polyacrylic, polymethacrylat, t6 hop bat ky. Mot
loai gia d& ran khéc hitu ich khac theo sang ché sang ché 1a gém. Vi du nhu gém khoéng
¢6 13, gbm c6 13, SiO2, ALOs. Mot loai gia do ran hitu ich khac theo sang ché 13 thuy
tinh. Vi du nhu thuy tinh c6 16 rdng, thuy tinh khong c6 16 rdng, thuy tinh aminopropyl

hoic t& hop bét ky. Mot loai gia do ran hitu ich khéc theo sang ché c6 thé sir dung 13 vi
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dién cuc. Vi du nhu oxit st tir dugce pha polyetylenimin. Hat graphit ciing ¢6 thé duoc

str dung 1am gia d& ran. Mot vi du khac vé gia d& rn 1a t& bao, nhu té bao héng cau.
Phuong phép c¢6 dinh

C6 nhiéu phuong phap di dugc biét rd dbi vi nhitng ngudi co hidu biét trong linh
vuc k¥ thuét nay dé cb dinh enzym hodc méanh ctia nd, hodc axit nucleic, 1én mét gia do
rin. Vi du vé phuong phap nay 13, ching han, tao giot li ti tinh dién, phwong phap hoa
dién, thong qua qué trinh hép phu, thong qua lién két cong hod tri, thong qua lién két
chéo, thong qua phén tmg hodc quy trinh hoé hoc, qua quy trinh két bao, qua quy trinh
bét gift, qua , hodc qua poly (2-hydroxyetyl methacrylat). Cic phuong phép tuong tu
dugc mo ta trong tai liéu Methods in Enzymology, Immobilized Enzymes and Cells,
Part C. 1987. Academic Press. Edited by S. P. Colowick and N. O. Kaplan. Volume 136;
va Immobilization of Enzymes and Cells. 1997. Humana Press. Edited by G. F.
Bickerstaff. Series: Methods in Biotechnology, Edited by J. M. Walker.

Mang mao dan

Cac mang mao dan, nhu GIGAMATRIX™, Diversa Corporation, San Diego, CA,
c6 thé duge sir dung trong cac phwong phap theo sang ché. Axit nucleic hodc polypeptit
theo sang ché co thé dugc cb dinh hodc dua vao mdt mang, gém c6 cic mang mao dan.
Céc mang c6 thé dugc sir dung dé sang loc hodc giam sat cac thu vién ché phim (ching
han, cac phan tir nho, khang thé, axit nucleic, V.V.) vé kha nang co thé lién két hodc diéu
bién hoat tinh cta axit nucleic hogc polypeptit theo sang ché. Mang mao din s& cung
cép mot hé théng luu trit va sang loc mau méi. Chéng han, mot thiét bi sang loc mau c6
thé gdm nhiéu cac dng mao din dugc két cu thanh mot mang cic 6ng mao dén lién
nhau, trong d6 mdi éng mao din chira it nhdt mot mang dé tao thanh ngin luu mAu.
Thiét bi nay c6 thé chira mot vat liéu k& duoc sip xép gitta cac dng mao dan lién nhau
trong mang, va mot hoac nhiéu chi din tham chiéu dugc tao ra trong vat liéu k& Mot
6ng mao din dé sang loc mAu, trong d6 éng mao dan dwoc 1am cho lién két véi nhau
trong mOt mang mao dan, c6 thé bao gﬁ“)m mot vach ngéin tao ra mot khoang chira mau,
va vach ngéan thir hai tao ra mot khoang loc, dé loc nang lugng kich thich dugc cung cép

vao khoang bén trong dé kich thich mau.

-139-



22404

Polypeptit hodc axit nucleic, ching han, mét phéi tir, c6 thé dwge dua vao thanh
phén thir nhét ctia mdt phan ciia mot ng mao dén ctia mang mao din. Mdi 6ng mao dan
clia mang mao din c6 thé chira it nhit mot vach ngin tao khoang dé luu gii thanh phan
thir nhit. Bot khi c6 thé duoc dua vao dng mao din sau thanh phan thir nhat. Thanh phén
thi hai c6 thé dugc vao dng mao dan, trong d6 thanh phéan thtr hai dugc ngin cach véi
thanh phan thi nhét béi bot khi. Mot mau cin quan tim c6 thé dua vao & dang chét Iong
thir nhat dugc danh déu bing mot tiéu phan c6 thé phat hién duoc vao dng mao din cia
mang mao din, trong 6 mdi éng mao din ciia mang mao dan chia it nhit mot vach
ngin tao khoang dé luu giir chét 16ng thir nhét va tiéu phan c6 thé phét hién duoc, va
trong do it nhit mot vach ngédn dugc phu béng mot vat liéu lién két dé lién két tiéu phﬁn
c6 thé phat hién dugc véi it nhat mot vach ngan. Phuong phap con bao gbm viéc loai bo
chét 16ng thr nhét khoi ng mao dan, trong d6 tiéu phan c6 thé phat hién duoc lién két

duoc Iuu lai trong dng mao din, va dua chét 1éng thir hai vao 6ng mao dan.

Mang mao din c6 thé gdbm nhiéu éng mao dan riéng 1& chira it nht mot vach ngoai
tao khoang. Vach ngoai ctia 6ng mao dan c6 thé 13 mot hodc nhidu vach dugce hop vao
cuing v&i nhau. Tuong tu, vach ngin c6 thé tao mét khoang hinh try, hinh vuong, hinh
luc gi4c hodc mot dang hinh hoc bt ky mién sao cac vach ngin s& tao ra mot khoang dé
luu chit 1ong hodc miu. Cac éng mao dan trong mang mao dan c6 thé duoc gitr gin véi
nhau dé tao thanh mét cu triic phing. Cac 6ng mao dan c6 thé duoc lién két v6i nhau
bing céch nung chay (ching han, khi cac éng mao dan dugc lam tir thuy tinh), duogc
dinh vé6i nhau, lién két, hodc kep bén canh nhau. Mang mao dan c6 thé duoc tao thanh
tir mot s lugng bat ky cac dng mao dén khac nhau, ching han, tir 100 dén 4000000 éng
- mao ddn. Mang mao dan c6 thé tao ra mot dia vi chuén dd c6 khoang 100000 hodc cao

hon cac ng mao dan khac nhau duoc lién két v6i nhau.
Mang hodc “chip sinh hoc”

Céc axit nucleic hoic polypeptit theo sang ché c6 thé duoc ¢b dinh hodc dwa vao
mot mang. Cac mang cé thé duge sir dung dé sang loc hodc gidm sat cac thu vién ché
phém (chéng han, c4dc phan tir nhd, khang thé, axit nucleic, V.V.) vé kha nang co thé lién
két hodc diéu bién hoat tinh cia axit nucleic hodc polypeptit theo sang ché. Ching han,

theo mot khia canh theo séng ché, mot tham sb duge giam sat la qué trinh biéu hién
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phién ma ctia mdt gen phytaza. Mot hodc nhiéu, hodc, tit ca c4c ban sao cla mot té bao
¢ thé duoc do bé‘mg cach lai mau chira cac ban sao cua té bao, hodc, axit nucleic dai
dién hoidc bd sung v6i cac ban sao cua té bao, bang qué trinh lai véi axit nucleic duoc
¢ dinh trén mot mang, hodc “chip sinh hoc.” Bing cach sir dung mot “mang” axit
nucleic trén mot microchip, mét s6 hodc tit ca cac ban sao cia té bao cé thé duge dinh
lwgng mot cach ddng thoi. Theo mdt cach khéc, cac mang chira axit nucleic hé gen ciing
c6 thé duogc st dung dé xac dinh kiéu gen cua mdt ching méi duge tao ra br?mg cac
phwong phép theo sang ché. “Cac mang polypeptit” ciing c6 thé duqc'sfr dung dé dinh

lwong ddng thoi nhidu protein.

Theo céc khia canh khéc, “mang” hodc “vi mang” hodc “chip sinh hoc” hoac
“chip” theo sang ché chira nhidu cac phan tir dich ngoai axit nucleic va/hoic polypeptit
hodc peptit theo sang ché; mdi ph??m tr dich chira mdt lugng xac dinh cia mot hoac nhiéu
polypeptit (g6m ca khang thé) hodc axit nucleic dugc cb dinh trén mot ving xac dinh bé

~ mit co chét, nhu duoc md ta chi tiét, dudi day.

Sang ché cling co6 thé duoc thuc hién véi mot “mang” da biét bat ky, con dugce goi
12 “vi mang” hodc “mang axit nucleic” hodc “mang polypeptit” hoic "mang khang thé"
hoic “chip sinh hic” hoic cac bién thé clia n6. Cac mang thuong 13 mot nhém gdm nhidu
“diém” hoac “phén tir dich,” mdi ph?ln t&r dich chtra mot lugng xac dinh cia mét hoac
nhiéu cac phén t sinh hoc, chéng han, oligonucleotit, dugc c¢b dinh trén mot ving Xac

dinh bé mit co chit dé lién két dic hiu véi mot phan tir mau, chéng han, ban sao mARN.

Trong qué trinh thuc hién sang ché, m6t mang va/hoic phuong phép tao va sir dung
cac mang da biét bat ky co thé dugc dua vao toan bg hodc mdt phﬁn, hodc céc bién thé
cta nd, nhu dugc mo ta, chéng han, trong US 6,277,628; US 6,277,489; US 6,261,776;
US 6,258,606; US 6,054,270; US 6,048,695; US 6,045,996, US 6,022,963; US
6,013,440; US 5,965,452; US 5,959,098; US 5,856,174; US 5,830,645; US 5,770,456,
US 5,632,957, US 5,556,752; US 5,143,854; US 5,807,522; US 5,800,992; US
5,744.305; US 5,700,637; US 5,556,752; US 5,434,049; tham khao thém, chéng han,
WO 99/51773; WO 99/09217; WO 97/46313; WO 96/17958; tham khao thém, ching
han, Johnston (1998) Curr. Biol. 8:R171-R174; Schummer (1997) Biotechniques
23:1087-1092; Kern (1997) Biotechniques 23:120-124; Solinas-Toldo (1997) Genes,
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Chromosomes & Cancer 20:399-407; Bowtell (1999) Nature Genetics Supp. 21:25-32.
Tham khao thém cong b6 don yéu cdu clp patent Hoa Ky sb: 20010018642;
20010019827;  20010016322;  20010014449; 20010014448; 20010012537,
20010008765.

Polypeptit va peptit

Sang ché dé xuit polypeptit duoc phén 14p, téng hop hoic tai t& hop ¢6 do tuong
dong vé trinh ty axit amin it nhat 95%, 96% 97%, 98% hodc 99% so v6i SEQ ID NO:2,
va dugc ma hod béi trinh tu polynucleotit chira it nhit1,2,3,4,5,6,7, 8, 9,10, 11, 12,
13 hodc tt ca 14 cai bién vé cip bazo nucleotit dic hiéu so véi SEQ ID NO:1, néu trén,
hodc ¢6 trinh ty axit amin chua it nhit 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,9,10, 11, 12, 13 hoac tat ca
14 cai bién géc axit amin dic hiéu so v6i SEQ ID NO:2, néu trén. Dé tham khao, SEQ
ID NO:2 “gbc” dugc tao ra theo cach tdng hop 1a:

Met Lys Ala Ile Leu Ile Pro Phe Leu Ser Leu Leu Ile Pro Leu Thr

1 5 10 15

Pro Gln Ser Ala Phe Ala Gln Ser Glu Pro Glu Leu Lys Leu Glu Ser

20 25 30
Val Val Ile Val Ser Arg His Gly Val Arg Ala Pro Thr Lys Ala Thr
35 40 45

Gln Leu Met Gln Asp Val Thr Pro Asp Ala Trp Pro Thr Trp Pro Val
50 55 60

Lys Leu Gly Glu Leu Thr Pro Arg Gly Gly Glu Leu Ile Ala Tyr Leu

65 70 75 80

Gly His Tyr Trp Arg Gln Arg Leu Val Ala Asp Gly Leu Leu Pro Lys

85 90 95
Cys Gly Cys Pro Gln Ser Gly Gln Val Ala Ile Ile Ala Asp Val Asp
100 105 110

Glu Arg Thr Arg Lys Thr Gly Glu Ala Phe Ala Ala Gly Leu Ala Pro
115 120 125

Asp Cys Ala Ile Thr Val His Thr Gln Ala Asp Thr Ser Ser Pro Asp
130 135 140

Pro Leu Phe Asn Pro Leu Lys Thr Gly Val Cys Gln Leu Asp Asn Ala

145 150 155 160

Asn Val Thr Asp Ala Ile Leu Glu Arg Ala Gly Gly Ser Ile Ala Asp

165 170 175
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Phe Thr Gly His Tyr Gln Thr Ala Phe Arg Glu Leu Glu Arg Val Leu
180 185 190
Asn Phe Pro Gln Ser Asn Leu Cys Leu Lys Arg Glu Lys Gln Asp Glu
195 200 205
Ser Cys Ser Leu Thr Gln Ala Leu Pro Ser Glu Leu Lys Val Ser Ala
210 215 220
Asp Cys Val Ser Leu Thr Gly Ala Val Ser Leu Ala Ser Met Leu Thr
225 230 235 240
Glu Ile Phe Leu Leu Gln Gln Ala Gln Gly Met Pro Glu Pro Gly Trp
245 250 255
Gly Arg Ile Thr Asp Ser His Gln Trp Asn Thr Leu Leu Ser Leu His
260 265 270
Asn Ala Gln Phe Asp Leu Leu Gln Arg Thr Pro Glu Val Ala Arg Ser
275 280 285
Arg Ala Thr Pro Leu Leu Asp Leu Ile Lys Thr Ala Leu Thr Pro His
290 295 300
Pro Pro Gln Lys Gln Ala Tyr Gly Val Thr Leu Pro Thr Ser Val Leu
305 310 315 320
Phe Ile Ala Gly His Asp Thr Asn Leu Ala Asn Leu Gly Gly Ala Leu
325 330 335
Glu Leu Asn Trp Thr Leu Pro Gly Gln Pro Asp Asn Thr Pro Pro Gly
340 345 350
Gly Glu Leu Val Phe Glu Arg Trp Arg Arg Leu Ser Asp Asn Ser Gln
355 360 365
Trp Ile Gln Val Ser Leu Val Phe Gln Thr Leu Gln Gln Met Arg Asp
370 375 380
Lys Thr Pro Leu Ser Leu Asn Thr Pro Pro Gly Glu Val Lys Leu Thr
385 390 395 400
Leu Ala Gly Cys Glu Glu Arg Asn Ala Gln Gly Met Cys Ser Leu Ala
405 410 415
Gly Phe Thr Gln Ile Val Asn Glu Ala Arg Ile Pro Ala Cys Ser Leu
420 425 430

Trinh ty cta phytaza gbc SEQ ID NO:2, dugc ma ho4 béi, ching han, SEQ ID
NO:1, thé hién céc cai bién v& trinh tu dugc tao ra boi qua trinh gay dot bién béo hoa tai
chd (GSSM) duogc chon dé xay dung thu vién GeneReassembly™ dugc néu trong Fig.
8.
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Theo mét khia canh, polypeptit va cc peptit theo sang ché c6 hoat tinh phytaza.
Theo cac khia canh khéac, chiing cling cé thé hitu ich 13, chéng han, doan do danh diu,
khéng nguyén, yéu t6 dung nap mién dich (toleragen), métip, vi tri ¢6 hoat tinh phytaza.

Theo céc khia canh khac, polypeptit va cAc peptit theo sang ché 1a polypeptit duoc
tao ra bang cach téng hop hoic tai td hop. Céc peptit va protein c6 thé duoc biéu hién
theo cach ti t6 hop trong éng nghiém hoic trong co thé. Cac peptit va polypeptit theo
sang ché c6 thé dugc tao ra va phan 14p bang cach sir dung phuong phép d biét trong
linh vie k§ thuat nay. Céc polypeptit va peptit theo sang ché ciing c6 thé dwoc tong hop,
toan bd hodc mot phan, sir dung cac phuwong phap héa hoc d3 biét rd trong linh vuc k¥
thuat nay. Tham khao ching han, Caruthers (1980) Nucleic Acid Res. Symp. Ser. 215-
223; Horn (1980) Nucleic Acid Res. Symp. Ser. 225-232; Banga, A.K., Therapeutic
Peptit va Proteins, Formulation, Processing and Delivery Systems (1995) Technomic
Publishing Co., Lancaster, PA. Ching han, qué trinh téng hop peptit c6 thé thuc hién
bang cach st dung céc k§ thuét pha rén khac nhau (tham khéo, chang han, Roberge
(1995) Science 269:202; Merrifield (1997) Methods Enzymol. 289:313) va c6 thé thuc
hién qué trinh téng hop tw dong, ching han, sir dung may tdng hop peptit ABI 431A

(Perkin Elmer) theo huéng dén ctia nha san xuét.

Céc enzym va polynucleotit theo sing ché c6 thé dugc tao ra & dang duge phén lap
hoic dugc tinh sach dén khi dong déu. Polypeptit phytaza theo sang ché c6 thé thu dugc
bang cach st dung cic phuong phép tiéu chuin bt ky. Ching han, polypeptit phytaza
c6 thé dugc san xuét trong hé thdng biéu hién tai t6 hop tiéu chuin (nhu dwoc mé ta &
day), dugc tong hop hoa hoc (mic du bi han ché & cac phan doan peptit phytaza nhd),
hodc dugce tinh sach tir cac sinh vt trong d6 ching duoc biéu hién tu nhién. Cac hé biéu
hién t4i tb hop hitu ich gf‘)m ¢6 dong vat c¢6 vu, vi khudn, va thuc vat.

Theo cic khia canh khac, céc polypeptit va peptit theo sang ché chira cac “axit
amin” hodc “trinh ty axit amin” la cac trinh tu oligopeptit, peptit, polypeptit hodc
protein, hodc theo mdt cach khac, 1a cac phan doan, phﬁn hodc dudi don vi ctia ching,
va cac trinh tur tong hop hodc c6 ngudn gbc tu nhién.

Theo céc khia canh khac, polypeptit hodc protein “tai té hop” theo sang ché gbm
c6 polypeptit hodc protein dwgc san xuét bang cac k¥ thuat ADN tai tb hop; ching han,
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dugc san xuét tir cac té bao bién nap cdu trac ADN ngoai sinh mé hoa polypeptit hoac
protein mong mudn. Axit nucleic (gdm c6 cac oligonucleotit), polypeptit hodc protein
“tong hop” theo sang ché bao gdm cac phan tir dugc tao ra bang phwong phap téng hop
ho4 hoc, nhu dwgc mo ta chi tiét & ddy. Theo céc khia canh khac, polypeptit hodc protein
theo sang ché chira cac axit amin duge ndi v6i nhau bing cac lién két peptit hodc céac
lién két peptit cai bién, nghia 13, cac déng vi peptit, va c6 thé chira cac axit amin dugc
cai bién chir khong phai 12 20 axit amin dugc ma hod boi gen. Polypeptit ciling c6 thé
duoc cai bién béng cac qua trinh ty nhién, nhu xtr Iy sau dich ma, hoéc bﬁng cac k¥ thuat
cai bién hoa hoc di biét rd trong linh vuc k¥ thuét nay. Cac cai bién c6 thé x4y ra & moi
vi tri trong polypeptit, chira bo khung peptit, chudi phu axit amin va ddu amin hodc
carboxyl. Can hiéu ring loai cai bién tuong tu c6 thé & muc do teong tu hodc cac mirc
do khac nhau tai cac vi tri khac nhau trong mdt polypeptit. Twong tw, mét polypeptit xac
dinh cling c6 thé c6 nhiéu loai cai bién, chéng han, axetyl ho4, axyl ho4, ADP-ribosyl
ho4, amit ho, 1ién két cong hoa tri vai flavin, lié€n Két cong hoa tri véi nhém hem, lién
Kkét cong hoa tri véi nucleotit hodc dan xuét nucleotit, lién két cong hod tri lipit hoac
dAn xut lipit, lién két cong hoa tri phosphatidylinositol, tao vong lién két chéo, tao lién
két disulfit, khir metyl hoa, hinh thanh c4c lién két chéo ddng ho4 tri, hinh thanh xystein,
hinh thanh pyroglutamat, formyl hod, gamma-carboxyl hod, glycosyl hoa, GPI hinh
thanh lién két, hydroxyl hoa, iodin hod, metyl hoa, myristol hod, oxi ho4, pegyl hoa,
thuy phéan protein, phosphoryl hod, prenyl hod, raxemic ho4, selenoyl ho4, sulfat ho4, va

thém axit amin vao protein nhd ARN van chuyén nhu arginyl hoa.

Theo céc khia canh khéc, polypeptit hodc protein “tdng hop” 14 cac protein dugc
tao ra bang phuong phép tong hop hoa hoc. Phuwong phap tong hop peptit hoa hoc pha
rin c6 thé dugc sir dung dé tong hop polypeptit hodc cac phan doan ciia n6 theo sang ché.
Phuong phép nay la da biét trong linh vuc k¥ thuét tir nhitng nam déu cia thap nién 1960
(Merrifield, R. B., J. Am. Chem. Soc., 85:2149-2154, 1963) (tham khao Stewart, J. M. va
Young, J. D., Solid Phase Peptit Synthesis, 2 ed., Pierce Chemical Co., Rockford, Il1., pp.
11-12)) va méi day da dugc sir dung trong thiét ké peptit phong thi nghiém dé ban trén thi
truong va céc kit tdng hop (Cambridge Research Biochemicals). Céc kit thi nghiém ban
sn trén thi truong thuong tmg dung cac mé ta cia H. M. Geysen et al, Proc. Natl. Acad.
Sci., USA, 81:3998 (1984) va cung cp qua trinh tbng hop peptit sau khi d4u mut ciia “cac
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thé cjue” hodc “thé kim” dugc ndi thanh mot ban don. Khi mot hé théng nhu vay dugc st
dung, mdt ban cac thé que hoic thé kim dugc dao nguge va chén vao mot ban thir hai véi
cac giéng hodc & chua tuong ung, chtra cac dung dich dé gén hoic tao lién két mot axit
amin thich hop v6i ddu mit cia thé kim hodc thé que. Bang cach lap lai budc nay, nghia
13, da0 nguoc va chén dau mut cua thé que va thé kim vao mot dung dich thich hop, cac
axit amin dugc cau tric thanh mdt peptit mong mudén. Ngoai ra, mot sb cac hé tdng hop
peptit FMOC c6 sén. Chang han, viéc ghép ndi mét polypeptit hodc phan doan cia né co
thé dugc tién hanh trén mot gia do rén sir dung may téng hop peptit tr dong cia Applied
Biosystems, Inc. Model 431A. Thiét bi nay s& cung cip mot két néi sin sang véi peptit
theo sang ché, hoic biang cach tdng hop truc tiép hodc bing cach téng hop mét loat cac

phéan doan co thé duogc lién két véi nhau st dung céc k¥ thuat d3 biét khac.

Theo cac khia canh khéc, c4c peptit va polypeptit theo sang ché dugc glycosyl hoa.
Glycosyl hoa c6 thé duogc dwa vao sau dich mi bang phuong phép hod hoc hodc bang
céc co ché sinh téng hop noi bao, trong d6 phurong phap thir hai nay s& bao gdm viée st
dung céc ciu tric glycosyl hod lap lai da biét, co thé c6 cing ngudn gbe véi trinh tu
hodc ¢é thé dugc dua vao nhu mot peptit hodc dugc dua vao axit nucleic trinh ty ma

hoa. Glycosyl hoa c6 thé 12 lién két -O hoic lién két -N, hoic, t6 hop cia céac loai trén.

Theo céc khia canh khac, céc peptit va polypeptit theo sang ché, nhu dugc xac
dinh trén déy, chira cic dang “bat chude” va “gié peptit - peptidomimetic”, mét phan
hodc toan bd. Theo mdt khia canh, céc thudt ngi “bat chudc” va “gid peptit -
peptidomimetic” chi mét hop chit hoa hoc c6 ngudn gbe téng hop c6 cac dic diém cu
tric va/hoidc chirc ning vé co ban 1a gibng véi polypeptit theo sang ché. Dang bit chude
c6 thé hogic hoan toan dugc tao bang cach téng hop céc chit twong tu khong c6 ngudn
géc tir ty nhién cua axit amin hodc 12 mt phan tr tdp hop nhiéu phﬁn gen cua mot phén
13 axit amin c6 peptit c6 ngudn gbc ty nhién va mdt phan 13 chit twong tur khong c6 trong
tu nhién ciia axit amin. Dang bét chudc ciing ¢6 thé két hop mot lwong bét ky céc thay
thé bao toan axit amin tu nhién mién sao cac thay thé nay khong 1am cai bién dang ké
c4u tric va/hodc hoat tinh clia phan tir bt chudce. Vi d6i v6i polypeptit theo sang ché 1a
céc bién thé bao toan, nén qué trinh thir nghi€m thong thuong s€ xac dinh liéu mot cAu

truc bat chude ¢6 nam trong pham vi clia sdng ché hay khong, nghia 13, cau tric va/hoic
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chirc ndng ctia né co bi cai bien mot cach dang k€ hay khong. Do d6, theo mot khia canh,

ché pham bit chudc s& thudc pham vi ciia sang ché néu ching c6 hoat tinh phytaza.

Theo céc khia canh khac, peptit va polypeptit theo sang ché c6 trinh tu chtra cai
bién dic hidu véi SEQ ID NO:2, nhu dugc xéc dinh & trén, cling nhu cac thay thé bao
toan c6 hodc khong cai bién hoat tinh, chéng han, hoat tinh enzym. Theo cac khia canh
khac, cac théy thé bao toan 13 cac dot bién thay thé mét axit amin xac dinh trong mot
polypeptit bang mdt axit amin khac ¢6 cing dic diém. Theo cac khia canh khéc, cac
thay thé bao toan 13 cac thay thé sau day: cac thay thé mot axit amin béo nhu Ala, Val,
Leu va Ile v6i mot axit amin béo khéc; thay thé Ser béng Thr hodc ngugc lai; thay thé
mot gde o tinh axit nhu Asp va Glu méi méot gbe ¢6 tinh axit khac; thay thé mét gbc c6
nhom amit, nhu Asn va Gln, véi mot géc c6 nhom amit; thay thé mot géc ¢0 tinh bazo
nhu Lys va Arg véi mot nhém c6 tinh bazo khéc; va thay thé mot géc thom nhu Phe,

Tyr v6i mot gbe thom khac.

Ché pham bt chudc polypeptit theo sang ché c6 thé chira mot td hop bét ky coa
céc thanh phan cdu tric khong c6 ngudn gbe ty nhién. Theo mot khia canh khéc, ché
phim bit chuéc theo sang ché c6 thé gdm mét hodc ca ba nhém ciu tric sau day: a)
nhém lién két gbe gbe chir khong phai 13 lién két amit tw nhién (“lién két peptit™); b) cac
gbc khong c6 ngudn gbc tu nhién thay vi cac gde axit amin c¢6 ngudn gbc tu nhién; hoidc
¢) cac gbe chira mirc d6 bét chudc cdu tric thi cip, nghia 13, dé kich thich hogc dn dinh
hoa chu triic thir cap, ching han, cAu tric vong xoin beta, vong xon gamma, gip nép
beta, cdu hinh xo4n alpha, va cc cdu triic trong tu. Chang han, polypeptit theo sang ché
c6 thé duge xac dinh 13 bt chudce khi tit ca hodc mot vai gbe cua nd duge lién két véi
nhau bang c4c lién két hoa hoc chir khong phai 13 lién két peptit tw nhién. Cac gbc peptit
bét chudc riéng r& ¢6 thé duoc ndi v6i nhau bang cac lién két peptit, cac lién két hoa hoc
khac hodc cac nhom lién Kkét, nhu, chfmg han, glutaraldehyt, este N-hydroxysucxinimit,
maleimit hai chitc ndng, N,N’-dixyclohexylcarbodiimit (DCC) hodc N,N’-
diisopropylcarbodiimit (DIC). Cac nhém lién két c6 thé khac véi lién két amit thong
thuong (“lién két peptit”) gébm c6, ching han, ketometylen (ching han, -C(=0)-CH2-
for -C(=0)-NH-), aminometylen (CH2-NH), etylen, olefin (CH=CH), ete (CH2-0O),
thioete (CH2-S), tetrazol (CN4-), thiazol, retroamit, thioamit, hoac este (tham khéo,
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ching han, Spatola (1983) in Chemistry va Biochemistry of Axit amins, Peptit va
Proteins, Vol. 7, pp 267-357, “Peptit Backbone Modifications,” Marcell Dekker, NY).

Polypeptit theo sang ché ciing c6 thé dwoc x4c dinh 13 bit chude vi chira tht ca
hoic mét s6 gbc khong c6 ngudn gbe trr nhién thay thé cac gbc axit amin ti nhién. Cac
gbc khong c6 ngudn gbe tyr nhién di dugc biét rd trong cac tai liéu khoa hoc va patent;
mdt s6 ché pham khéng c6 ngudn gdc tir nhién thir nghiém hitu ich 14 ché phim bat
chuée ctia cac gdc axit amin ty nhién va huéng din duge mod ta dudi day. Dang bit
chude ciia cac axit amin thom c6 thé duoc tao ra béng cach thay thé bﬁng, chéng han,
D- hodc L- naphylalanin; D- hodc L- phenylglyxin; D- hodc L-2 thieneylalanin; D- hodc
L-1, -2, 3-, hodc 4- pyrenylalanin; D- ho#c L-3 thieneylalanin; D- hodc L-(2-pyridinyl)-
alanin; D- hodc L-(3-pyridinyl)-alanin; D- hodc L-(2-pyrazinyl)-alanin; D- hodc L-(4-
isopropyl)-phenylglyxin; D-(triflometyl)-phenylglyxin; D-(triflometyl)-phenylalanin;
D—p—ﬂo-phenylalaniﬁ; D- hodc L-p-biphenylphenylalanin, K- hodc L-p-metoxy-
biphenylphenylalanin; D- hodc L-2-indol(alkyl)alanin; va, D- hodc L-alkylainin, trong
d6 alkyl c6 thé duge thé hoic khong duoc thé metyl, etyl, propyl, hexyl, butyl, pentyl,
isopropyl, iso-butyl, sec-isotyl, iso-pentyl, hodc cac axit amin khong c6 tinh axit. Cac
vong thom clia cac axit amin khong tu nhién gdm c6, ching han, thiazolyl, thiophenyl,

pyrazolyl, benzimidazolyl, naphthyl, furanyl, pyrolyl, va pyridyl.

Dang bt chudc ciia axit amin c6 tinh axit c6 thé dugc tao ra bang cach thay thé
bang, ching han, cic axit amin khong carboxylat trong khi van giit mét dién tich 4m;
(phosphono)alanin; thréonin dugc sulfat hod. Cac nhém bén carboxyl (ching han,
aspartyl hogc glutamyl) cling c6 thé duoc cai bién chon loc bang cach phan ung voi
carbodiimit (R’-N-C-N-R’) nhu, ching han, 1-xyclohexyl-3(2-morpholinyl-(4-etyl)
carbodiimit hodc 1-etyl-3(4-azonia- 4,4- dimetholpentyl) carbodiimit. Aspartyl hodc
glutamyl ciing c6 thé dwoc cai bién thanh cac gbc asparaginyl va glutaminyl bang cach
phan mg véi céc ion amoni. Dang bét chudc cia cac axit amin c6 tinh bazo duogc taora
bang cach thay thé vdi, ching han, (ngoai lyzin va arginin) cac axit amin ornitin,
citrullin, hodc axit axetic (guanidino), hodc axit axetic alkyl (guanidino), trong d6 alkyl
dugc xé4c dinh nhu trén. DAn xudt nitril (ching han, chira gbc CN- thay vi COOH) ¢6
thé duoc thay thé cho asparagin hodc glutamin. Céc gbc asparaginyl va glutaminyl c6

thé dugc khir amin hoa thanh cac gbc aspartyl hodc glutamyl tuong tng. Cac dang bét
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chuéc gbe arginin c6 thé duge tao ra bing cach cho arginyl phan tmg véi, ching han,
mot hodc nhiéu cic chdt thong thuong, gdm co, ching han, phenylglyoxal, 2,3-
butanedion, 1,2-xyclo-hexanedion, hoic ninhydrin, d6i v6i cac chit ndy c6 thé wu tién
sir dung céc diéu kién co tinh kiém. Cac dang bét chudce gbc tyrosin c6 thé dugc tao ra
bang cach cho tyrosyl phén tng véi, ching han, cic hop chét diazoni thom hogc
tetranitrometan. N-axetylimidizol va tetranitrometan cé thé dugc str dung dé tao cac gbc
O-axetyl tyrosyl va din xuét 3-nitro. Cac dang bét chudc gbc xystein c6 thé duoc tao ra
bang cach cho gbc xysteinyl phan tng véi, ching han, alpha-haloaxetat nhu 2-cloaxit
axetic hodc cloaxetamit va cic amin tuwong tng; dé tao ra cac dan xudt carboxymetyl
hoic carboxyamidometyl. Géc dang bit chude xystein ciing ¢6 thé duoc tao ra bing
cach cho gbc xysteinyl phan tmg v6i, ching han, brom-trifloaxeton, axit alpha-brom-
beta-(5-imidozoyl) propionic; cloaxetyl phosphat, N-alkylmaleimit, 3-nitro-2-pyridyl
disulfit; metyl 2-pyridyl disulfit; p-clomercuribenzoat; 2-clomercuri-4 nitrophenol;
hodc, clo-7-nitrobenzo-oxa-1,3-diazol. Cic dang bét chuée Lyzin ¢6 thé duoc tao ra (va
cac gbc dau amin c6 thé dugc cai bién) bing cach cho lyzinyl phan tng véi, ching han,
sucxinic hodc céc axit carboxylic anhydrit khac. Lyzin va cac dang bat chude gbe chira
alpha-amino ciing c6 thé duoc tao ra bing cach cho phan tng véi céc imidoeste, nhu
metyl picolinimidat, pyridoxal phosphat, pyridoxal, cloborohydrua, axit trinitro-
benzenesulfonic, O-metylisoure, 2,4, pentanedion, va cic phan ting dugc xtc tac boi
transamidaza v6i glyoxylat. Cac dang bét chudc clia metionin ¢6 thé duge tao ra cac
phan tmg véi, ching han, metionin sulfoxit. Cac dang bat chudc caa prolin gdm, chéang
han, axit pipecolic, axit thiazolidin carboxylic, 3- hodc 4- hydroxy prolin, dehydroprolin,
3- hodc 4-metylprolin, hoic 3,3,-dimetylprolin. Cac dang bét chudc gbc histidin ¢6 thé
duoc tao ra bang cach cho histidyl phan mg v&i, chiang han, dietylprocacbonat hodc
para-bromphenaxyl bromua. C4c dang bét chuéc khac bao gém, ching han, cic dang
bat chude dugce tao ra bang cach hydroxyl ho prolin va lyzin; phosphoryl hoa cac nhém
hydroxyl cua seryl hodc threonyl; metyl hod cdc nhém alpha-amin cta lyzin, arginin va
histidin; axetyl hoa amin dau N; metyl hoa cac gbc amit mach chinh hodc thay thé bing
c4c axit amin N-metyl; hodc amit hod nhém carboxyl dau C.

Mot gbc, chang han, mét axit amin, trong polypeptit theo sang ché ciing c6 thé
duoc thay thé bang mot axit amin (hodc gbc gia peptit) co tinh bat dbi xung. Do 6, mot
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axit amin co nguén géc tw nhién & cdu hinh L (cling c6 thé duogc goi 1a R hodc S, phu
thudc vao cdu triic ciia gdc hod hoc) c6 thé dugc thay thé bang axit amin c6 cung loai
chu triic hoa hoc hodc gia peptit, nhung c6 tinh bat dbi xtmg, dwoc goi 14 D- axit amin,

nhung cling ¢ thé dugc goi la dang R- hoac S-.

Séang ché ciing d& xuit phuong phép cai bién polypeptit theo sang ché bang cac
qué trinh tu nhién, nhu xr ly sau dich ma (vi du, photpharyl hoa, axyl hoa), hoac béng
céc cai bién hod hoc d biét rd trong linh vire k¥ thuat niy va tao ra cac polypeptit dugc
cai bién. Céc céi bién c6 thé hinh thanh & moi vi tri trong polypeptit, gdm c6 bd khung
peptit, mach phu axit amin va ¢au amin hoc carboxyl. Can hiéu ring loai ci bién tuong
tu c6 thé & muc do tuwong tu hodc cadc mirc do khac nhau tai céc vi tri khac nhau trong
mot polypeptit. Tuong tu, mot polypeptit xac dinh ciing c¢6 thé c6 nhiéu loai cai bién,
chang han, axetyl hod4, axyl ho4, ADP-ribosyl ho4, amit ho4, lién két cong ho4 tri véi
flavin, lién két cong ho4 tri v6i nhém hem, lién két cong hod tri v&i nucleotit hodc dan
xut nucleotit, lién két cdng hod tri lipit hosic dan xuét lipit, lién Kkét cong hod tri
phosphatidylinositol, tao vong lién két chéo, tao lién két disulfit, khir metyl hod, hinh
thanh céc lién két chéo cong hoa tri, hinh thanh xystein, hinh thanh pyroglutamat, formyl
ho4, gamma-carboxyl hod, glycosyl hoa, GPI hinh thanh lién két, hydroxyl ho4, iodin
hoé, metyl hod, myristol hod, oxi hod, pegyl hoa, thuy phén protein, phosphoryl hoa,
prenyl hod, raxemic hod, selenoyl hod, sulfat hoa, va thém axit amin vao protein nho
ARN van chuyén nhu arginyl hoa. Tham khao, ching han, Creighton, T.E., Proteins —
Structure and Molecular Properties 2nd Ed., W.H. Freeman and Company, New York
(1993); Posttranslational Covalent Modification of Proteins, B.C. Johnson, Ed.,
Academic Press, New York, pp. 1-12 (1983).

Phuong phap téng hop peptit hoa hoc pha rén c6 thé dugc st dung dé téng hop
polypeptit hodc cac phan doan cta no6 theo sang ché. Phuong phap nay di dugc biét 15
trong linh vuc k§ thuat nay tir nhitng ndm dau cda thip nién 1960 (Merrifield, R. B., J.
Am. Chem. Soc., 85:2149-2154, 1963) (tham khao Stewart, J. M. va Young, J. D., Solid
Phase Peptit Synthesis, 2 ed., Pierce Chemical Co., Rockford, Il1., pp. 11-12)) va m&i day
da dugc st dung trong thiét ké peptit phong thi nghiém dé ban trén thi trudng va céc kit
téng hop (Cambridge Research Biochemicals). Cac kit thi nghiém bén sin trén thi truong

thuong mg dung cdc mo ta cua H. M. Geysen et al, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 81:3998
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(1984) va cung cdp qua trinh tong hop peptit sau khi ddu mut cua “cc thé que” hodc “thé
kim” dwgc néi v6i thanh mét ban don. Khi mét hé théng nhu vay duoc sir dung, mot ban
cac thé que hodc thé kim duoc dao ngugc va cheén vao ban thir hai cia cac giéng hodc b
chira tuong g, chira cac dung dich dé lién két hoic tao lién két mot axit amin thich hop
v6i dau ciia thé kim hoic thé que. Bang cach 13p lai buéce nay, nghia 13, ddo nguoc va chén
thé dau mut coa thé que va thé kim vao mét dung dich thich hop, cac axit amin duoc cu
tric thanh mot peptit mong mudn. Ngoai ra, mot sé cac hé tdng hop peptit FMOC c6 sén.
Chang han, ghép nbi mét polypeptit hodc phan doan ctia n6 c6 thé duoc tién hanh trén mot
gi4 do ran st dung méy tong hop peptit ty dong cia Applied Biosystems, Inc. Model
431A. Cong cu ndy s& cung cip mot két nbi sin sang véi peptit theo sang ché, hodc bing
cach tong hop truc tiép hodic bang cach tdng hop mot loat cac phan doan c6 thé duoc

lién két v6i nhau st dung céc k¥ thuat da biét khac.

Theo mot khia canh, peptit va polypeptit theo sang ché c6 trinh tu chira cai bién
déc hiéu so véi SEQ ID NO:2, nhu dugc x4c dinh & trén, cling nhu céc trinh ty axit amin
“gin nhu twong déng”, nghia 13, mot trinh twr sai khac boi mot hodc nhidu cac thay thé
axit amin bao toan hodc khdng bao toan, mét doan, hodc thém doan, dac biét khi mot
d6t bién thay thé xay ra tai mot vi tri khong phai 1a vi tri hoat ddng cia phén tir, va cho
rang polypeptit d6 co ban van gift dugc céc dic tinh chirc nang cua nd. Theo mot khia
canh, peptit va polypeptit theo sang ché c¢6 cac trinh tr chira cai bién ddc hiéu so véi
SEQ ID NO:2, nhu dugc x4c dinh & trén, va cac thay thé axit amin bao toan thay thé
mdt axit amin bang mot axit amin khac cting loai, ching han, qua trinh thay thé mot axit
amin ki nudc, nhu isoloxin, valin, loxin, hodc metionin, béng mot axit amin khac, hoic
thay thé mot axit amin phan cuc bang mot axit amin phan cuc khéc, nhu thay thé arginin -
bang lyzin, axit glutamic bing axit aspartic hodc glutamin bang asparagin. Theo mot
khia canh, mét hodc nhiéu axit amin c6 thé duoc loai bo, chéng han, tir polypeptit
phytaza theo sang ché dé tao ra céc cai bién vé céu tric ciia polypeptit ma khong lam
thay ddi dang ké hoat tinh sinh hoc ciia né, hoic theo mét cach khac, dé lam thay ddi c6
muc dich hoat tinh sinh hoc ctia n6. Ching han, cac axit amin & diu amin- hogc carboxyl-
12 cén thiét, hodc theo mot cach khéc 1a khong can thiét, d6i vei hoat tinh phytaza cé thé
dugc loai bd va/hodc thém vao. Céc trinh tu polypeptit dugc cai bién theo sang ché ¢o
thé dugc thir nghiém vé hoat tinh sinh hoc phytaza béng mdt sd phuong phép, gém cho
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trinh tw polypeptit durge cai bién tiép xtic véi co chit phytaza va x4c dinh liéu polypeptit
dugc cai bién c6 1am giam luong co chit dac hiéu trong thir nghiém hodc lam tang luong
sinh phdm ciia phan tng enzym ciia mét polypeptit phytaza hoat dong vé6i co chit hay
khong.

Mot khia canh khéc, sang ché dé xuit polypeptit c6 do twong ddng vé trinh tu
khoang 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%., 79%, 80%, 81%, 82%, 83%,
84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99%, hodc cao hon so vdi SEQ ID NO:2 va c¢6é mét trong nhiéu cai bién vé trinh tu dic

hiéu, nhu da néu.

Céc bién thé trinh tu axit amin theo sang ché c6 thé duge xéc dinh b&i ban chét
cua qua trinh gay dot bién dugc xac dinh trude, mot dic diém phan biét ching vdi dang
c6 ngudn gdc tu nhién, ching han, mot bién thé alen hoic trong lodi cua trinh tu phytaza.
Theo mot khia canh, cc bién thé theo sang ché s& ¢6 cung hoat tinh sinh hoc dinh tinh
nhu ddng phén c¢6 ngudn gbe tu nhién. Theo mdt cach khac, cac bién thé c6 thé duoc
chon loc dé ¢6 cac dic diém dugce cai bién. Theo mot khia canh, khi vi tri hodc ving dé
dua bién thé trinh ty axit amin d3 dwoc xdc dinh trude, thi thuc chét qua trinh gay dot
bién lai khéng can x4c dinh trude. Ching han, dé t&i wu hidu qua cua qua trinh gy dot
bién tai mot vi tri xac dinh, qué trinh gay dot bién ngiu nhién cé thé duoc tao thuc hién
tai mot bd ba ma hda hoac viung dich va cac bién thé phytaza biéu hién s& duoc sang loc
dé co td hop hoat tinh mong mudn tbi wu. Céc k¥ thuét dé tao cac dot bién thay thé tai
cac vi tri dinh sin trong ADN c6 trinh tw di biét da dugc biét rd, nhu néu & ddy ching
han, gy dot bién doan mdi M13 va gdy d6t bién PCR. Viéc sang loc cac thé dot bién co
thé dugc thuc hién béng cach st dung, chéng han, c4c thir nghi€ém di hoé phytat (myo-
inositol-hexaphosphat) thanh inositol va phosphat v6 co; hodc, thuy phan phytat (myo-
inositol-hexaphosphat). Theo cac khia canh khac, cac ddt bién thay thé axit amin c6 thé
1a cac géc riéng 18; cac doan chén c6 thé theo trat tu tir khoang 1 dén 20 axit amin, mac
du cac doan chén 16m hon c6 thé thuc hién duoc. Cac dot bién méit doan c6 thé thay ddi
tir khoang 1 dén khoang 20, 30, 40, 50, 60, 70 gbc hodc nhiéu hon. P& thu duge din
xut cudi cling véi cac dic tinh téi wu, cac phuong phép gy dot bién thay thé, loai bo,
thém doan hozc t6 hop bit ky ctia cac phuong phép trén ¢ thé dwoc st dung. Thong
thuong, cac cai bién nay duoc thuc hién trén mot sb it axit amin dé cai bién t6i thidu
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phén tir. Tuy nhién, cac thay d6i 16n hon ciing ¢6 thé dugc thuc hién trong mot s6 trudng
hop nhét dinh.

Polypeptit theo sang ché c6 thé thu dugc bang phwong phép lam giau sinh héa hodc
tinh sach. Trinh tu cua polypeptit hogic cc phan doan trong ddng tiém ning c6 thé duge

xac dinh bang qua trinh cét thuy phan protein, dién di trén gel va/hodc doc vi trinh tu.

Theo mot khia canh khéc, sang ché dé xuét thu nghiém dé x4c dinh céc phéan doan
hoic bién thé ctia polypeptit theo sang ché. Polypeptit theo sang ché c6 thé duge st dung
dé xuc tac cac phan tmg hod sinh dé chi ra rang phan doan hodc bién thé ndy van giit

duogc hoat tinh enzym ctia polypeptit theo sang ché.

Mot thir nghiém dé xac dinh liéu céc phén doan cta cac bién thé van gitt dugc hoat
tinh enzym clia polypeptit theo sang ché bao gdm céc bude: cho phan doan hogc bién
thé polypeptit phan g véi co chat trong diéu kién cho phép phan doan hozc bién thé
polypeptit hoat dong, va phat hién su giam ndng d6 co chit hodc sy gia ting ndng do

san phdm phan ung dic hiéu ciia phan tmg gitta polypeptit va co chit.

Polypeptit theo sang ché c6 thé duge sir dung dé xuc tac cac phan ung ho4 sinh.
Theo mot khia canh, sang ché dé xuit qua trinh sir dung polypeptit theo sang ché 1a
phytaza.

Sang ché d& xuét phytaza khong c6 hodc ¢6 cac trinh ty tin hiéu duoc cai bién (con
duoc goi 1a peptit tin hiéu (SP), hodc peptit din dﬁu), hodc trinh tu tin hiéu khic loai.
Polypeptit theo sang ché ciing c6 thé c6 hoic khong c6 cac vung prepro va/hoic vung
xuc tac (CD) duoc cai bién hodc khéc loai. SP, viing prepro va/hoic CD duoc cai bién
hodc khéc loai duge dua vao polypeptit theo sang ché c6 thé 13 mot phin cua protein
dung hop, ching han, nhu 1a mét ving khéc loai trong mot protein chira nhiéu phan gen
clia cac c4 thé khac nhau, hodc duoc dua vao béng mot chét lién két hoa hoc. Chéng han,
enzym theo sang ché c6 thé chira SP va/hodc prepro khéc loai trong mot vecto, ching

han, vecto chudi pPIC (Invitrogen, Carlsbad, CA).

Ngoai ra, polypeptit theo sang ché con c6 thé chtra c4c trinh tu Khéc loai, hodic cac
trinh ty tir cac phytaza khac, hodc tir cac ngudn khong phytaza, hodc c4c trinh tu hoan

toan duoc téng hop. Do do, theo mét khia canh, axit nucleic theo sang ché co thé chua
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trinh tu ma ho4 trinh tyu tin hi¢u (SP), viing prepro va/hodc vung xuc tac (CD) ndi sinh,
dugc cai bién hodc khéc loai va trinh tu khac loai (nghia 13, mot trinh tw khong lién két
mot cach tu nhién véi mot trinh tu tin hiéu (SP), ving prepro va/hodc ving xuc tac (CD)
theo sang ché). Trinh tu khéc loai c6 thé & dau 3°, 5°, va/hodc trén ca hai diu cua trinh

tu ma hoé SP, vung prepro va/hodc CD.

Céc phuong phap dé x4c dinh céc trinh tu ving "prepro" va cac trinh ty tin hiéu di
dugc biét rd trong linh vuc k¥ thuét ndy, tham khéo, ching han, Van de Ven (1993) Crit.
Rev. Oncog. 4(2):115-136. Chang han, dé x4c dinh mét trinh tu prepro, protein s&€ dugc
tinh sach tir khoang ngoai bao va trinh tu protein diu N dugc xac dinh va so sanh véi
dang khong duge xtt Iy. Céc phuong phap nhan biét trinh ty tin hiéu khéc nhau da duoc
biét ddi v6i ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat ndy. Chang han, theo
mot khia canh, peptit tin hidu dé sir dung cting v6i polypeptit theo sang ché s& duoc xac
dinh bang mét phuong phap goi 1a SignalP. SignalP sir dung mot mang tin hiéu té hop
nhan ra ca peptit tin hiéu va cAc vi tri phan cét ctia chung; tham khao, ching han, Nielsen
(1997) "Identification of prokaryotic and eukaryotic signal peptide and prediction of

their cleavage sites" Protein Engineering 10:1-6.

Sang ché @ xuit enzym phytaza trong d6 ciu triic ctia bd khung polypeptit, cdu
tric bac hai hodc ciu tric bac ba, ching han, ciu triic xoén alpha hodc gip nép beta,
duoc cai bién. Theo mdt khia canh, dién tinh hoic mirc d6 ki nudc d3 dugc cai bién.
Theo mot khia canh, d9 16n ctia mach phu da dugc cai bién. Cac thay dbi dang ké trong
chirc ndng hodc mirc do tuong dﬁ‘)ng mién dich duoc tao ra béng cach chon loc cac dot
bién thay thé it bao toan hon. Chéng han, cac dot bién thay thé c6 thé duoc tao ra véi
tac dung déng ké hon: cu triic ciia bd khung polypeptit trong ving cai bién, ching han
cAu tric xodn alpha hodc gép nép beta; vi tri tich dién hodc ki nuéc clia phén tit, ¢ thé
tai mot vi tri hoat dong; hodc mach phu. Sang ché @ xuét cac dot bién thay thé trong
polypeptit theo sang ché trong d6 (a) gbc ua nude, ching han seryl hodc threonyl, dugc
thay thé cho (hoic bang) mot gbe ki nuée, chdng han loxyl, isoloxyl, phenylalanyl, valyl
hoic alanyl; (b) xystein hogc prolin dugc thay thé cho (hodc bing) cac gbe bat ky khac;
(c) gbc c6 mach phu tich dién duong, ching han lyzyl, arginyl, hodc histidyl, dugc thay
thé cho (hodc bing) mot gdc tinh dién am, ching han glutamyl hodc aspartyl; hoac (d)

gbc c6 mach phu 16n, ching han phenylalanin, dugc thay thé cho (hodc bang) mot gbc
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khéng c6 mach phu, ching han glyxin. Cac bién thé c6 thé c6 cing hoat tinh sinh hoc
dinh tinh (nghia la, hoat tinh enzym phytaza) mic du céac bién thé c6 thé dugc chon loc

de cai bién céc déc tinh cua phytaza neu can.

Theo mot khia canh, phytaza theo sang ché chira cac yéu t§ quyét dinh khang
nguyén hodc dudi tinh sach, trinh ty tin hi€u hodc cac trinh ty dung hop khac, v.v. Theo
mot khia canh, phytaza theo sang ché c6 thé dugc dung hop véi mdt peptit ngdu nhién
dé tao mot polypeptit dung hop. Thuét ngit "dwoc dung hop" hodc "dugc lién két mot
cach c6 kiém soat" & ddy ding dé chi peptit ngiu nhién va phytaza dwoc lién két véi
nhau, theo cach dé giam thiéu su ph4 v& tinh én dinh ciia hoat tinh phytaza. Polypeptit
dung hop (hoic polynucleotit dung hop ma hoa polypeptit dung hop) c6 thé chira cac
thanh phan khac, gdm c6 peptit & cac vong lap lai.

Theo mdt khia canh, cac phytaza theo sang ché 13 polypeptit chira nhiéu phin gen
clia cac ca thé khac nhau, chéng han, chira cac SP khac loai, modun lién két carbohydrat,
viing xdic tac enzym phytaza, ving lién két va/hodc ving xuc tac khong phytaza. Sang
ché d& xuét cac cach tao ra polypeptit chtra nhiéu phan gen ciia céc ca thé khac nhau ma
hoa polypeptit lai cé hoat tinh sinh hoc (ching han, enzym phytaza lai). Theo mét khia
canh, polynucleotit gdc ma hoa polypeptit c6 hoat tinh sinh hoc. Phuong phap theo sang
ché s‘é tao ra cac polypeptit lai méi bang cach sir dung céc qua trinh té bao két hop trinh
tu cia polynucleotit gbc sao cho polynucleotit lai hinh thanh s& ma ho4 polypeptit thé
hién c4c hoat tinh nhan dugc tir polypeptit c6 hoat tinh sinh hoc gbc. Ching han,
polynucleotit gdc c6 thé ma hoa mdt enzym cu thé tir cac vi sinh vét khac nhau. Enzym
duoc ma hoa béi polynucleotit thir nhét tir sinh vat hoic bién thé c6 thé, ching han, hoat
dong hi€u qua & mot didu kién moi trudng cu thé, chéng han n?)ng d6 mubi cao. Mot
enzym dugc ma hoé béi polynucleotit thir hai tir mot sinh vat hoic thé dot bién khac c6
thé hoat dong hiéu qua & mot didu kién mdi trudng khac, nhu nhiét do rat cao. Mot
polynucleotit lai chita c4c trinh tur tir polynucleotit gdc thir nhat va thir hai c¢6 thé ma ho4
mot enzym thé hién cac dac tinh cia ca hai enzym dwoc ma hoa béi céc polynucleotit
gbc. Do @6, enzym dugc ma hod boi polynucleotit lai ¢6 thé hoat dong hiéu qua & cac
didu kién mdi truong & d6 mdi enzym duge mi hoa béi cac trinh tw polynucleotit gbc
thir nhat va th hai c6 thé hoat dong hiéu qua, ching han, ndng d6 mubi cao va nhiét do

cao.
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Do d6, polypeptit lai dugc tao ra tir phwong phép nay theo sang ché c6 thé thé hién
hoat tinh enzym déc hiéu khong dugc thé hién trong enzym géc. Chéng han, sau khi tai
t6 hop va/hodc tai sip xép loai bo polynucleotit ma hoa enzym phytaza, polypeptit lai
dugc ma hoa boi polynucleotit lai c6 thé dugc sang loc hoat tinh enzym dac hiéu, chéng
han, hydrolaza, peptidaza, phosphorylaza, v.v., thu duoc tir mdi enzym gbc. Do do,
chéng han, polypeptit lai c6 thé duoc sang loc dé x4c dinh céc chirc ning hoa hoc phéan
biét polypeptit lai v6i polypeptit nguyén gbc, nhu nhiét d9, pH hodc ndng d6 mudi tai
d6 polypeptit lai hoat dong.

Polypeptit lai dugc tao ra tir phuong phép theo sang ché c6 thé c6 hoat tinh enzym
dic hiéu khong c6 trong enzym gdc. Ching han, sau khi tai tb hop va/hodc tai sip xép
loai bo polynucleotit ma hoa hoat tinh hydrolaza, polypeptit lai hinh thanh dugc ma hoa
bai polynucleotit lai c6 thé dugc sang loc hoat tinh hydrolaza dic hiéu thu dugc tir mdi
enzym nguyén gdc, nghia 13, loai lién két hydrolaza tac dong va nhiét do tai do hydrolaza
hoat dong. Do 4o, chéng han, phytaza c6 thé duogc sang loc dé xac dinh cac dac tinh hoa
hoc phan biét phytaza lai v&i phytaza nguyén gdc, nhu: (a) amit (lién két peptit), nghia
13, proteaza; (b) lién két este, nghia 13, esteraza va lipaza; (c) axetal, nghia 13, glycosidaza

va, chéng han, nhiét d9, pH hoac nc“mg d6 mubi tao do6 polypeptit lai hoat dong.

Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén phuong phap san xuét polypeptit lai c6
hoat tinh sinh hoc va sang loc polypeptit c6 hoat tinh duoc ting cudng bing cach:

(1) dua it nhat mét polynucleotit thir nhét trong lién két mot cach c6 kiém soat va
polynucleotit trong lién két linh dong, médt polynucleotit thir nhit va polynucleotit thir
hai c6 it nht mot vimg c6 mirc d6 twong ddng vé trinh ty mot phan, vao té bao chu thich
hop;

(2) nudi cdy té bao chu trong diéu kién thuc ddy qua trinh tai sip xép trinh ty tao
ra polynucleotit lai trong lién két linh dong;

(3) biu hién polypeptit lai dugc m3 hoa bdi polynucleotit lai;

(4) sang loc polypeptit lai trong diéu kién thuc ddy qua trinh x4c dinh hoat tinh

sinh hoc dugc gia ting; va

(5) phéan lap polynucleotit ma hoa polypeptit lai.
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Phuong phap sang loc céc hoat tinh enzym khéc nhau d3 dugc biét d6i v6i ngudi
c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thut nay va duoc néu trong ban mo ta. Cac
phuong phap nay c6 thé dwoc str dung khi phén 14ap polypeptit va polynucleotit theo sang

ché.

Theo mdt khia canh, séng ché dé xuit phuwong phéap (va san phim cta phhuong
phap) san xuét ché phdm dang 16ng 6n dinh c6 hoat tinh phytaza c6 tinh khang véi qua
trinh bét hoat enzym bang nhiét d6 dwoc gia ting va vén gitt duoc hoat tinh phytaza
trong qué trinh bao quan 1au dai. Ché phdm 16ng duoc 6n dinh hoa bang cach thém ure
va/hodc mot polyol nhu sorbitol va glyxerol 1a chit 6n dinh hod. Ciing dugc dé xuét 1a
ché pham thirc an gia stic cho gia stc ¢ da day mot ngan va phuong phéap san xuét hinh
thanh tir viéc sit dung cac ché pham 1éng 6n dinh nay. Chi tiét bd sung vé& phuong phép
nay duogc cong b trong cac tai liéu va/hodc da duoc biét ddi véi ngudi c6 hidu biét trung
binh trong linh vire k¥ thuat ndy. Vi du, tai liéu da cong bd gdm c6 EP 0626010 (WO
9316175 Al) (Barendse et al.), méc du tai liéu nay khong md ta cac phén t mdi theo

sang ché.
Khang thé va phuong phép sang loc dua trén khang thé

Sang ché dé xuét khang thé dugc phén lap, tdng hop hodc tai to hop lién két dic
hiéu véi phytaza theo sang ché. Cac khang thé nay c6 thé duoc st dung dé phén 14p, x4c
dinh hoac dinh lwong phytaza theo sang ché hodc polypeptit ¢6 lién quan. Cac khang thé
nay c6 thé dugc st dung dé rc ché hoat tinh cia enzym theo sang ché. Cac khang thé
nay c6 thé dude st dung dé phan 14p polypeptit c6 lién quan véi cac polypeptit theo sang

ché, chang han, enzym phytaza c6 li€én quan.

Khang thé theo sang ché c6 thé chira peptit hodc polypeptit thu dugce tir, dwge duogc
tao mo hinh hoic co ban dwgc mi hod béi gen globulin mién dich hodc cac gen globulin
mién dich, ho#c c4c phan doan ctia n6, c6 kha ning lién két dac hidu véi khang nguyén
hoic yéu td quyét dinh khang nguyén, tham khao, chang han Fundamental Immunology,
Third Edition, W.E. Paul, ed., Raven Press, N.Y. (1993); Wilson (1994) J. Immunol.
Methods 175:267-273; Yarmush (1992) J. Biochem. Biophys. Methods 25:85-97. Thuat
ngit khang thé bao gbm cac phéan lién két khang nguyén, nghia 13, “cac vi tri lién két

khang nguyén,” (ching han, phin doan trinh ty nho, ving quyét dihh bd thé
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(complementarity determining regions - CDRs)) van giit dwoc kha ning lién két voéi
khang nguyén, bao gdm (i) phan doan Fab, phan doan ludng tri gdm c6 cac ving VL,
VH, CL va CHI; (ii) phan doan F(ab")2, phan doan ludng tri gdm hai phan doan Fab
duoc ndi v6i nhau bang mét cau disulfit tai ving ban 18; (iii) manh Fd gém cac ving
VH va CH1; (iv) phan doan Fv gdm c6 cac ving VL va VH ciia mdt bén cia khang thé,
(v) phan doan dAb (Ward et al., (1989) Nature 341:544-546), gdm c6 mot ving VH; va
(vi) viing quyét dinh bd thé dugc phan 1ap (CDR). Khang thé don chudi ciing thudc
pham vi thuét ngit "khéng thé."

Céc khang thé c6 thé dugc sir dung trong thir nghiém két tua mién dich, nhudom
(chﬁng han, FACS), cac cot i luc mién dich, va tuong tu. Néu cén, trinh tu axit nucleic
ma hoa céc khang nguyén dac hiéu co thé duoc tao ra b%mg qué trinh mién dich ho4 sau
khi phan 1ap polypeptit hogc axit nucleic, khuéch dai hodc tich dong va cb dinh
polypeptit 1én mdt mach theo sang ché. Theo mdt cach khac, cac phuong phép theo sang
ché c6 thé dugce str dung dé cai bién cAu tric cla khéng thé dugc san xuit bdi mot té bao
can dugc cai bién, ching han, 4i luc ctia khang thé c6 thé ting 1én hodc giam di. Hon
nita, kha niing tao hoidc cai bién khang thé ¢ thé 13 mét tinh trang duoc dua vao té bao

bang cac phuong phap theo sang ché.

Phuong phép tao mién dich, san xuét va phan 1ap khang thé (da dong va don dong)
da duogc biét d6i voi ngudi co hidu biét trung binh trong linh vue k§ thuat nay va dugc
md ta trong céc tai liéu khoa hoc va patent, tham khao, chéng han, Coligan, CURRENT
PROTOCOLS IN IMMUNOLOGY, Wiley/Greene, NY (1991); Stites (eds.) BASIC va
CLINICAL IMMUNOLOGY (7th ed.) Lange Medicél Publications, Los Altos, CA
(“Stites”); Goding, MONOCLONAL ANTIBODIES: PRINCIPLES and PRACTICE
(2d ed.) Academic Press, New York, NY (1986); Kohler (1975) Nature 256:495; Harlow
(1988) ANTIBODIES, A LABORATORY MANUAL, Cold Spring Harbor
Publications, New York. C4c khang thé ciing c6 thé dugc tao ra trong 6ng nghiém, ching
han, st dung vi tri lién Kkét khéng thé tai tb hop biéu hién thu vién biéu hién thé thuc
khuén, ngoai cac phuong phép trong co thé truyén thdng sir dung dong vat. Tham khéo,
ching han, Hoogenboom (1997) Trends Biotechnol. 15:62-70; Katz (1997) Annu. Rev.
Biophys. Biomol. Struct. 26:27-45.

-158-



22404

Polypeptit c6 thé dugc st dung dé tao cac khang thé lién két dac hiéu véi
polypeptit theo sang ché. Khang thé hinh thanh c6 thé dugc tao ra trong c4c qua trinh
sic ky ai luc mién dich dé phan l4p hoic tinh sach polypeptit hodc dé xac dinh liu
polypeptit c6 trong mdt mau sinh hoc hay khong. Trong cic qua trinh nay, ché phim
protein, nhu mdt mau tach chiét, hoic mau sinh hoc dugc cho phan ng véi khang thé

c6 kha ning lién két dac hiéu v6i mot trong sb cac polypeptit theo sang ché.

Trong céc thit nghiém 4i lyc mién dich, khéng thé duge grfln vao mot gia dd rén,
nhu hat hogc hodc chit nén cot. Ché phdm protein dwoc cho phan tung véi khéng thé
trong diéu kién dé khang thé lién két dac hiéu voi mot polypeptit theo sang ché. Sau khi
rira dé loai bé cac protein lién két khong dac hiéu, polypeptit lién két dic hidu duoc tach
rua.

Kha ning lién két véi khang thé cua cac protein trong mot mau sinh hoc c6 thé
duoc xac dinh béng cach sir dung mot loat cac thir nghiém khac nhau quen thudc véGi
ngudi 6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay. Ching han, mtc do lién két
c6 thé dugc xac dinh bang cach d4nh déu khang thé bang mot cht danh diu c6 kha ning
phat hién nhu chét phat huynh quang, chit danh du c6 hoat tinh enzym, hodc dé)ng Vi
phéng xa. Theo mdt cach khac, mirc d9 lién két ciia khang thé véi mu c6 thé duge phat
hién bing cach sir dung mot khang thé bac hai c6 chét danh déu c6 thé phét hién trén
dé. Cac thir nghiém cu thé g(k)m ¢ thi nghiém ELISA, thtr nghiém sandwich, thr nghiém

mién dich phéng xa, va Westen Blot.

Khang thé da dong duoc tao ra khang polypeptit theo sang ché c6 thé thu dugc
bang cach dua truc tiép polypeptit vao dong vét hodc bang cach cho dong vat ding
polypeptit, ching han, mot dong vat khéng phai nguoi. Khang thé thu dwoc theo cach
nhu vay sau d6 s& lién két vai chinh polypeptit. Theo cach nay, ngay cad mdt trinh tu chi
ma hod mdt phan doan polypeptit cing c6 thé duge sir dung dé tao ra khang thé co thé
lién két v&i toan bo polypeptit gbe. Cac khang thé nay c6 thé duoc st dung dé phan lap
polypeptit tir cac té bao biéu hién polypeptit dob.

Pé diéu ché khang thé don dong, mot k§ thuat bat ky tao ra khang thé dugc san
xudt bang cach nudi cdy té bao lién tuc c6 thé duogc sir dung. Vi du gém c6 k§ thuét lai

té bio, k¥ thuét trioma, k¥ thuét lai té bao B clia ngudi, va k¥ thuét lai té bao EBV (tham
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khao, ching han, Cole (1985) in Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R.
Liss, Inc., pp. 77-96).

Céc k§ thuat dugc mo ta dé san xuét khang thé mach don (tham khao, chellng han,
US 4,946,778) c6 thé dugc str dung dé san xuét khang thé mach don ciia polypeptit theo
sang ché. Theo mét cach khac, chudt chuyén gen c6 thé duge sir dung dé biéu hién khéng

thé dugc 1am cho c6 tinh chit gidng ngudi clia polypeptit hodc cc phan doan cia no.

Céc khang thé dugc tao ra khang polypeptit theo sang ché c6 thé dugc st dung
trong viéc sang loc polypeptit twong tu tir c4c sinh vat va miu khéac. Trong cac k¥ thuat
nay, polypeptit tir sinh vat dugc cho phan tmg véi khang thé va cac polypeptit lién két
dic hiéu v6i khang thé duge phat hién. C6 thé sir dung mét thir nghiém bat ky néu trén

dé phat hién khang thé lién két.
Kit

Sang ché @ xuét kit chira ché phém, chéng han, axit nucleic, catxet biéu hién,
vecto, té bao, polypeptit (ching han, phytaza) va/hodc khang thé theo sang ché. Céc kit
nay ciing c6 thé chira huéng din vé phuong phap va tmg dung trong cong nghiép theo

sang che, nhu dugc mo ta ¢ day.

Polypeptit theo sang ché ciing c6 thé duge st dung dé tao ra cac khang thé lién két
dic hiéu v6i enzym polypeptit hoc phan doan ctia n6. Khang thé hinh thanh c6 thé duoc
st dung trong cdc thtr nghiém séc ky 4&i luc mién dich dé phan 1ap hodc tinh sach
polypeptit hodc dé xac dinh liéu mot polypeptit c6 trong mot mau sinh hoc hay khéng.
Trong cac qué trinh nay, ché phim protein, nhu mot mAu tach chiét, hodc mAu sinh hoc
dugc cho phan tng véi khang thé c6 kha ning lién két dic hidu v6i mot trong sb cac
polypeptit c6 trinh tw SEQ ID NO:2, céc trinh ty gan nhu twrong ddng, hodc cic phan
doan cua cac trinh tu da néu.

Trong cac thir nghiém ai luc mién dich, khéng thé dugc gén vao mot gia 4o ran,
nhu hat hodc hodc chit nén cot. Ché phém protein dugce cho phan ung vdi khang thé
trong diéu kién dé khang thé lién két ddc hiéu vai mot trong sb cac polypeptit c6 trinh

tu SEQ ID NO:2, céc trinh tw gn nhu tuong dong, hoic phan doan ciia n6 theo sang
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ché. Sau khi rira dé loai bé cac protein lién két khong dic hiéu, polypeptit lién két dic

hiéu duogc tach ria.

Trinh ty polynucleotit, trinh tw polypeptit, bién thé va bién thé dugc phéan 1ap co
thé dugc xac dinh vé mirc do duy tri cac dac diém hoat tinh sinh hoc v6i enzym theo
sang ché, ching han, trong thir nghiém phat hién hoat tinh phytaza (Food Chemicals
Codex, 4™ Ed.). Cac enzym nay gbm c6 cac dang duoc cit cia phytaza, va cac bién thé
nhu mit doan va thém doan ciia trinh ty polypeptit nhu d3 néu trong SEQ ID NO:2. Cac
phytaza nay cé tinh chiu nhiét. Nghia 13, phytaza c6 hoat tinh ddc hiéu khoang 90% sau
khi xir Iy ¢ 70 °C trong 30 phut va khoang 50% sau khi xtr 1y ¢ 75 °C trong 30 phut. Kha
ning chiu nhiét cia phytaza theo sang ché 1 mot uu diém trong viée sit dung enzym 13
phu gia thirc dn gia stc vi thire &n gia suc cd thé duoc tao khuédn, tao hat, hoac tao hat

cOm & nhiét dd cao.

Chéng han, theo mot khia canh, sang ché d& xuét chit nén dé phén phdi enzym an
dugc & dang hat cém va phuong phap sir dung dé phan phéi phytaza cho dong vat, chang
han & dang thanh phén bd sung dinh dudng. Chét nén dé phan phdi enzym s& giai phong
enzym phytaza, nhu enzym c6 trinh tu axit amin trong SEQ ID NO:2 hoic it nhat 30
axit amin 1ién ké cta trinh tu, trong moi trudng nudce, nhu, chéng han, dich tiéu hoa cua
dong vat. Sang ché dé xuét chit nén dé phan phéi enzym duoc téng hop tir chit mang
an dugc dang hat dugc chon tir cac thanh phén nhu mam hat duge tich dau, cd, ¢O linh
lang, cé dudi meo, vé dau tuong, bot hat huéng duong, bot mi, va cac dang tuong tu, ¢
thé dé dang phan tan enzym tai td hop chua trong d6 vao mdi truong long. Trong qua
trinh st dung, chit nén dé phéan phéi enzym an dugc & dang hat cbm duge dong vat st
dung dé dua phytaza vao dong vét. Cac co chét c6 ngudn gdc tir hat c6 thé chira hoiic
thu duoc tir mot loai hat dn duogc bat ky, nhu 1ta mi, ng6, ddu tuong, lua mién, ¢6 linh
lang, dai mach, va twong tu. Mot co chét c6 nguén géc tir hat thir nghiém 1a co chét duoc
lam tir hat ngo6. Co chit c6 thé thu duoc tir mot phén bat ky cuda hat, chéng han, mam
hat, da dugc phé duyét dé sur dung trong thtrc #n gia stc, nhu mam hat ngo thu dugc
trong qua trinh xay kho hodc uét. Mam hat c6 thé chira mam hat tach dau 12 mim hat da
duoc loai du, nhu tach chiét nén hodc tach chiét béng dung mdi hexan hoac béng
phuong phap tach chiét dung méi khac. Theo mot cach khac, mdm hat dugc chiét nén,

nghia la, dau duoc loai bod béng cach nén.
-161-



22404

Chéat nén dé phan phéi enzym theo sang ché & dang céc tidu phan riéng 18, hat cém
hodgc hat. Thuat ngit "hat" dung dé chi cac tidu phén duoc nén hoic két lai thanh hat, nhu
bﬁng cach tao hat cdm, tao vién, hodc cac k¥ thuat nén tuong tu dé loai boé nudc khoi
chat nén. K§ thuat nén hoac két hat nhu vay ciing thuc day sy két dinh trong hat ctia cac
tiéu phﬁn. Chéng han, céc hat c6 thé duoc taora béng cach tao hat cdm co chét co nguén
géc tir hat trong may tao hat cdm. Hat cbm dugc tao ra s€ duoc nghién hodc gia dén kich
thudc hat thich hop dé sir dung 13 mét phu gia trong thirc an gia stic. Vi ban thin chit
nén da dugc phé duyét dé str dung trong thirc dn gia stic, nén n6 ¢ thé duogc sir dung 13

chat pha lodng @ phan phdi enzym vao thirc 3n gia suc.

Chat nén dé phan phdi enzym c6 thé & dang hat c6 kich thudc hat thay dbi tir
khoang 4 dén khoang 400 mesh (tiéu chudn M¥); hogic khoang 8 dén khoang 80 mesh;
hoic khoang 14 d&én khoang 20 mesh. Néu mam hat duoc tach diu qua tach chiét dung
mdi, thi stt dung chét bdi tron nhu diu ngd c6 thé 1a cin thiét trong may tao hat cém,
nhung chét boi tron nay thudong 13 khong cin thibt néu mim hat duoc tach chiét theo
cach nén. Theo cac khia canh khéac theo sang ché, chit nén duoc tao ra béng cac qua
trinh két hat hoic nén khéac nhw, ching han, bang cach dun ép co chit c6 ngudn ghe tir

hat mac du kho nghién khéi tao vién dén kich thuéce hat.

Chéat nén @& phén phdi enzym con c6 thé chira thanh phan polysaccarit 13 chit két
dinh dé tang do két dinh cua hat. Chét két dinh dugc cho 1a s& tao ra cdc nhém hydroxyl
bb trg, 1am ting muc d6 lién két giira cac protein trong hat chét nén. Con cho ring céc
nhém hydroxyl bd trg s& hoat dong bang cach ting mirc d6 lién két hydro gifta céac
protein v6i tinh bt va cic protein khac. Chat két dinh c6 thé ¢6 mit trong ché phdm &
mot lugng bat ky thich hop dé 1am ting murc d¢ két dinh cua hat trong chit nén dé phan
phdi enzym. Cac chét két dinh thich hop bao gdm mét hoic nhiéu dextrin, maltodextrin,
tinh bdt, nhu tinh bot ngod, bot, xenlulo, hemixenlulo, va cac chit tuong tu. Chéng han,
ty 1 phan traim mam hat va chit két dinh trong chét nén (khong tinh enzym) 1a 78%

mam ngd va 20% theo trong lugng tinh bdt ngd.

Vi chét nén giai phong enzym theo sdng ché dugc tao ra tir cac nguyén liu c6 thé
phan huy sinh hoc, nén chat nén c6 thé bi hong, nhu mdc. D€ ngén ngira hodc e ché

qua trinh moc nhu vay, chat nén c6 thé chira chat rc ché mdc, nhur mudi propionat, co

-162- .



22404

th€ ¢6 luong vira du d€ e che qué trinh moc chat nén giai phong enzym, do do6 sé tao

ra chit nén dé phan phéi trong mot ché phdm én dinh khong can bao quan lanh.

Enzym phytaza chira trong chét nén dé phan phéi enzym va phuong phép theo sang
ché, theo mot khia canh, 12 phytaza chiu nhiét, nhu duge mé ta & day, dé chdng chiu véi
qué trinh bit hoat phytaza trong qu4 trinh san xuét khi nhiét do tang va/hodc hoi ¢6 thé
duoc st dung dé tao cht nén dé phan phdi enzym dang hat cdm. Trong qua trinh tiéu
hoa thirc n gia stic chtra chit nén dé phan phédi enzym theo sang ché, dich tiéu ho4 s&
gay ra qua trinh gidi phong enzym hoat dong. Céc loai enzym chiu nhiét va thanh phén
bd sung dinh dudng khac c6 tinh chiu nhiét cing c¢6 thé dugc dua vao chét nén dé gidi

phdéng & moi loai di€u kién 16ng.

Mot chat bao ¢6 thé duge st dung 1én tiéu phn chit nén enzym theo sang ché vai
nhiéu muc dich khac nhau, nhu thém mui vi hodc bd sung dudng chét vao thirc an gia
stic, @ 1am cham giai phong thirc an gia stic bd sung va enzym trong cac didu kién trong
da day, va cac muc dich twong tu, hodc, chét bao c6 thé dugc sir dung dé dat dugc cac
muc dich vé chirc nang, ching han, bét ctr khi ndo mudn 1am chdm qué trinh giai phong
enzym tir cAc tiéu phan chét nén hodc dé giam sat cac didu kién tai d6 enzym s€ dugc
giai phong. Thanh phéan ctia nguyén liéu chit bao c¢6 thé sao cho né s& dugce phé v& mot
cach chon loc bdi mot yéu t6 man cam véi chét bao (nhu nhiéu do, axit hoédc bazo,
enzym hodc cac chét hoa hoc khac). Theo mdt cach khéc, hai hodc nhiéu hon hai chét
bao min cam véi cac yéu t& pha huy nhu trén c6 thé duge st dung ké tiép nhau 1én cac

tieu phan chat nén.

Séang ché cling dé cap dén qua trinh dé bao ché chét nén giai phéng. Theo sang ché,
qué trinh ndy s& bao gdm viéc tao ra cac tiéu phan c6 chit co ngudn gdc tir hat riéng r&
c6 kich thuéc hat thich hgp dé sir dung 13 chét nén giai phéng enzym, trong d6 cac tiéu
phan nay s& chira enzym phytaza theo sang ché. Quié trinh nay c6 thé bao gdm viéc két
hat hodc nén céc tiéu phan chit nén giai phong enzym thanh hat, c6 thé duge thuc hién
béng cach tao hat cém. Chét trc ché méc va chit két dinh, néu duogc st dung c6 thé dugc
bb sung tai mot thoi diém thich hop bit ky, va c6 thé duge tron v6i co chét co ngudn
gbc tir hat v6i ty 16 mong mudn trude khi tién hanh tao hat cém co chat c6 ngudn gbc tir

hat. Ham luong am trong may xay co the & trong khoang dugc néu & trén so v4i ham
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lwong 4m trong san phim cubi ciing, hoic khoang 14% dén 15%, hodc khoang 10% dén
20%. Am c6 thé duge thém vao nguyén lidu thirc an gia stic & dang mot ché phim long
enzym dé cung cap ham lugng 4m cho nguyén liéu thirc 3n gia stic. Nhiét do trong May
xay hat ¢dm c6 thé dugc nang dén khoang 82°C bang hoi. Méy xay hat cdm c6 thé duge
vén hanh & cac didu kién bit ky c6 thé bién nguyén liéu thirc 4n gia stc thanh hat cém.
Ban than qu4 trinh tao hat cdm 13 mot qua trinh c6 hidu qua vé gia thanh dé loai bo nude

khoi ché pham chtra enzym.

. Theo mdt khia canh, may xay hat cdm dugc van hanh voi khuon 1/8 inso dén 2
inso v6i 100 1b/phut, nén & 82°C dé tao hat cdm, cac hat cém sau d6 s& duge nghién vun
trong may nghién hat c6m dé tao cac tiéu phan riéng ré& co kich thudc hat c6 kha ning

di qua sang 8 mesh nhung bi giit lai trén sang 20 mesh.

Céc phytaza chiu nhiét dugc dé cadp ¢ day co thé c6 nhiét dd tbi uu cao va c6 thé
c6 tinh chiu nhiét hodic bén nhiét cao. Do do, phytaza theo sang ché c6 thé tién hanh cac
phan tmg enzym & cc nhiét dd thudng duoc coi 1a trén tdi wu. Phytaza theo sang ché
ciing c6 thé tién hanh cac phan tmg enzym sau khi duoc tiép xuc v6i nhiét dd cao (kha
nang chiu nhiét 1a kha nang duy tri hoat tinh enzym nhiét d¢ trong d6 phytaza c6 trong
tu nhién hoat dong sau khi trudc d6 da dugce tiép xic voi nhiét d6 cao, ngay ca khi nhiét
dd cao c6 thé bat hoat hodc 1am giam hoat tinh enzym, tham khao thém dinh nghia vé
kha ning chiu nhiét, & trén). Gen ma ho4 phytaza theo sang ché c6 thé duogc sir dung
trong qué trinh tdng hop phytaza (ching han st dung GSSM nhu duge mo ta & day) c6
cac dic diém khac v6i céc dic diém cua phytaza c6 trinh ty SEQ ID NO:2 (vé pH tbi
wru, nhiét d6 t6i wu, kha nang chdng chiu nhiét do, tinh bén véi cac dung méi, hoat tinh
dac hiéu, 4i luc d6i véi co chét, kha nang tiét, toc d6 dich mé, kha ning giam sat phién
mé va cac yéu td twong tw). Hon nita, polynucleotit theo sang ché c6 thé dugc st dung
dé sang loc bién thé phytaza duoc tao ra bang cac phuong phap duoc mé ta & day dé xac
dinh cac enzym nay c6 hoat tinh mong mubn, nhu dd bén nhiét hodc kha nang chiu nhiét
duoc cai thién hodc duogc cai bién. Chéng han, US 5,830,732, m6 t& thtr nghiém sang

loc dé xac dinh kha nang chiu nhiét ciia mat loai phytaza.

Mot vi du trong 6ng nghiém vé thir nghiém sang loc nay 13 thir nghiém phat hién

hoat tinh phytaza sau: Hoat tinh phytaza c6 thé dugc xac dinh bang cach u 150pl ché
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pham enzym vé6i 600pl natri phytat 2mM trong dém Tris HCI 100mM, pH 7.5, dugc bd
sung CaCl, 1mM trong 30 phit & 37°C. Sau khi @1, phan tmg dugc dimg lai bing cach
thém 750 ul of axit tricloaxetic 5%. Phosphat giai phong dwoc xac dinh véi tiéu chuin
phosphat quang tric phd & budc séng 700nm sau khi thém 15001 chét tao mau (4 thé
tich amoni molybdat 1,5% trong axit sulfuric 5,5% va 1 thé tich sit sulfat 2,7%; Shimizu,
1992). Mot don vi hoat luc enzym dugc xéc dinh 13 lugng enzym can thiét ¢é giai phéng
mot pmol Pi/phut trong diéu kién thir nghiém. Hoat tinh dc hi¢u c6 thé dugc thé hién
& dang don vi hoat luc enzym/mg protein. Enzym theo sang ché c6 hoat tinh enzym ddi

v6i qué trinh thuy phén phytat thanh inositol va phosphat tu do.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuit phuong phap thuy phan phytat gdm c6 viéc
cho phytat phan ng véi mét hodc nhiéu phan tir phytaza méi duoc @& cap & day (ching
han, protein c6 cac cai bién dic hiéu so véi SEQ ID NO:2). Do dé, sang ché dé xuét
phuong phap d xuc tic phan ung thuy phan phytat thanh inositol va phosphat tir do v&i
viéc giai phong khoang chét tir phirc hop axit phytic. Phuong phép nay bao gdm viéc
cho co chét phytat phan tmg véi lugng c6 hidu qua phan hiy enzym theo sang ché. Thuat
ngit lugng “c6 hidu qua phan huy” ding d chi lugng enzym can thiét dé phan huy it
nhit 50% phytat, so véi phytat khong dugc phan Gng véi enzym. 80% phytat c6 thé
dugc phén huy.

Theo mdt khia canh khac, sang ché dé xudt phuong phap thuy phan céac lién két
phospho-mono-este trong phytat. Phuong phép' nay bao gém viéc sir dung mot lugng cb
hiéu qua phan tir phytaza theo sang ché, dé tao ra inositol va phosphat tu do. Theo mét
khia canh, md&t luong “hi¢u qua” dung dé chi lugng enzym can thiét dé thuy phan it nhét
50% céc lién két phospho-mono-este, so vi phytat khong dugc phéan ng véi enzym.

Theo mot khia canh, it nhit 80% cac lién két dugc thuy phén.

Theo mdt khia canh cu thé, néu mubn, phan tir phytaza ¢ thé dwoc sir dung két
hop véi cac chét khac, nhu cac chét xuc tac khac; dé tac dong dén cac thay dbi hod hoc
(ching han qua trinh thuy phan) trong cac phén tir phytat va/hoic trong céc ngudn phéan
ttr co chét. Theb khia canh nay, phan tir phytaza va (cac) chét hoa hoc bd trg s& khong

trc ché nhau. Phén tir phytaza va (cac) chit hoa hoc bd trg c6 thé ¢ tac dung bd tro tong
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thé, hodc, theo mgt cach khac, phan tr phytaza va (cac) chit ho4 hoc b trg c6 thé co tac

dung hiép dong tdng thé.

Céc ngudn co chit phytat turong duong gdm thuc phdm, thuc pham tiém nang, san
phim phu ctia thue phim (c4 san phdm phu trong dng nghiém va san phim phu trong co
thé, chang han san pham phan {ng ngoai co thé va san phim bai tiét cia dong v4t), tién

chat cia thuc pham, va cac ngudn nguyén liéu phytat bat k.

Theo mot khia canh khong han ché, sinh vét ¢6 thé tiéu hod phytaza tai td hop va
phytaza c6 thé duy tri hoat tinh sau khi tiéu ho. Theo mot vi du khéc, céc phuong phép
chuyén gen c6 thé dugc sir dung dé bidu hién phytaza tai t hop — chéng han, theo mot
kidu c6 kiém soat (phuong phap c6 sn dé kiém soat qué trinh biéu hién cac phén tir
chuyén gen theo kiéu dic hiéu mé va dac hi€u giai doan).

Theo mdt khia canh, hoat tinh phytaza trong ngudn nguyén liéu (chéng han ngudn
thure vat chuyén gen hoic té bao chu chwa c6 nhan dién hinh tai t5 hop) c6 thé duoc gia
tdng sau khi tiéu hod; su gia ting hoat tinh nay c6 thé xay ra, ching han, sau khi chuyén
ho4 mdt phan tir tién chét phytaza & dang chua hoan thién thanh enzym cé hoat tinh hon
& dang hoan thién hon, trong d6 qua trinh chuyén hoa trén c6 thé tao ra, ching han, qué
trinh tiéu hoa va hép thu ngudn phytaza. Qua trinh thuy phan co chit phytat c6 thé xay
ra tai mot thoi diém bét ky sau khi cho phytaza phan ung v6i phytat; ching han, qua
trinh ndy c6 thé xay ra trudc khi n hodc sau khi an hodc ca trude va sau khi 4n co chét
hoic enzym hoc ca hai. Can hiéu thém ring co chit phytat c6 thé dugc cho phén ing
véi — ngoai phytaza — mot hodc nhiéu cdc chit hod hoc bd trg, nhu mot enzym khéc,

cling c6 thé dugc st dung tryce tiép hodc sau khi tinh sach tir nguon ctia ching.

Cén hiéu rang (c4c) ngudn nguyén liéu phytaza c6 thé dwoc phan tmg truc tiép véi
(cac) ngudn nguyén liéu phytat; ching han trong khi nghién hosc nhai trong 6ng nghiém
hoic trong co thé mét trong hai hodc ca hai (cac) ngudn phytat Theo mét cach khac
enzym phytaza c6 thé dugc tinh sach tir (cac) ngudn nguyén liéu, hodc co chat phytat c6
thé dugc tinh sach tir (cac) ngudn nguyén liéu, hodc ca enzym phytaza va co chit phytat
c6 thé dugc tinh sach tir (cac) ngudn nguyén lidu trude khi cho enzym phytaza phan ing
v6i co chét phytat. C6 thé hiéu ring mot hdn hop céc chit hoa hoc dugc tinh sach va

chua tinh sach - gdbm c6 (c4c) enzym hodc co chat hodc ca hai — c6 thé dugc st dung.
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Cén hiéu ring nhiéu hon mot ngudn nguyén liéu co6 thé duoc sir dung nhu ngudn
c6 hoat tinh phytaza. Diéu ny 14 hitu ich nhu mét cach dé dat duoc qua trinh giai phéng
theo thoi gian (cac) chét tir (cac) ngudn nguyén liéu, trong d6 qué trinh gidi phong cac
chat ho4 hoc khéc nhau tir cic ngudn nguyén liéu cia chiing c6 thé dién ra theo cac cach
khac nhau, ching han khi cac ngudn nguyén liéu duoc tiéu hod trong co thé hodc khi
cac ngudn nguyén lidu duoc ché bién trong dng nghiém. Viéc sir dung nhidu hon mot
ngudn nguyén liéu c¢6 hoat tinh phytaza ciing hitu ich dé thu dwoc hoat tinh phytaza &
cac diéu kién khac nhau va su thay ddi ctia cac diéu kién, c6 thé k& dén - nhu khoang do
pH, nhiét do, nf)ng dd6 mudi, va khoang thoi gian — chéng han trong cac budc ché bién
khac nhau. Viéc st dung céc ngudn nguyén liéu khac nhau ciing hiru ich dé thu duoc
cac loai chét phan tng khac nhau, nhur mét hoic nhiéu dang hodc déng phén cia phytaza

va/hodc phytat va/hodc cac nguyén liéu khac.

Cén hiéu ring mot ngudn nguyén liéu riéng 1&, nhu thyc vat chuyén gen (hodic cac
bd phan ciia thuc vat), c6 thé 13 mot ngudn nguyén liéu cia ca phytaza va phytat; va
enzym va co chit c6 thé dugc chua trong nhitng phan khéc nhau trong mot nngudn duy
nhét — chéng han duoc tiét voi khong duogc tiét, dwgc biéu hién khac nhau va/hoac co
mitc d6 phong phii khac nhau trong cac phan thuc vat hodic co quan hodc md khac nhau
hogc trong cdc bd phan ndi bao trong ciing mot phan thuc vat hodc co quan hodc mo.
Qua trinh tinh sach phan tir phytaza c6 trong d6 c6 thé bao gdm viéc phan 1ap va/hodc
xu ly tiép theo mot hodc nhiéu phén thuc vat hodc co quan hoic md hoic dudi mire té

bao cua t€ bao mong muon.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuét phuong phép xic tac cic phén Ung trong co
thé va/hoic trong dng nghiém sir dung hat chira luong enzym duoc gia tang. Phuong
phap nay bao gdbm viéc thém céc hat chuyén gen, khong phai kiu dai, chang han, & dang
nghién, vao hén hop phan tng va cho enzym trong hat 1am ting tdc do cua phan ung.
Bing cach thém truc tiép hat vao hdn hop phéan g, phuong phap nay s& tao ra mot giai
phép so véi mdt qué trinh tach chiét va tinh sach enzym dit tién va khong hiéu qua. Céc
phuong phép diéu tri cling dugc d& xudt nho d6 mot sinh vat thiéu hut enzym s€ dugc
st dung enzym & dang hat tir mot hodc nhiéu loai thue vat, chéng han, cac loai thuc vat
chuyén gen, chira luong enzym dugc gia ting. Chi tiét thém vé phuong phap nay c6
trong tai liéu da cong bd va/hodc da duoc biét d6i voi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong
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linh vuc k¥ thuat nay. Vi du, cac tai liéu d4 dugc cong bd bao gdm US 5,543,576 (Van
Ooijen et al.) va US 5,714,474 (Van Ooijen et al.), mac du cac tai liéu nay khoéng dé cap
dén cac phan tir méi trong sang ché nay va thay vao d6 dé cap dén viéc sir dung phytaza
tir ndm.

Theo mdt khia canh, phéan tir phytaza theo sang ché c6 thé dung dé tao ra dang
séng tai td hop trong hé tiéu hoa (hodc vi khuén hodc thuc vat) va dé sir dung céc dang
sOng tai td hop trong hé tiéu hod v&i dong vat. Viée st dung c6 thé tuy y dugc thue hién
ddc 1ap hoac két hop véi cac enzym va/hodc véi cac dang séng khac c6 thé tao ra hoat
tinh enzym trong hé tiéu hoa, trong d6 enzym khac va dang séng khac c6 thé 13 tai td
hop hodc dang khéc. Chéng han, qua trinh st dung c6 thé dugc thuc hién cling véi cac

vi khudn phan huy xylan.

Theo mdt khia canh, sang ché d& xuit phuong phap d ngdm mam ngo hodc lua
mién trong nuéc 4m chira lvu huynh dioxit khi ¢6 ché phdm enzym chira mot hoic nhiéu
enzym phan huy phytin, ching han, v6i lwong phytin c6 trong ngd hoic lia mién dugc
phan huy mot cach dang ké. Ché phidm enzym c6 thé chira phytaza vd/hodc axit
phosphataza va tuy y, cdc enzym phan huy nguyén li¢u thuc vét khac. Thoi gian ngdm
13 tir 12 dén 18h. Qua trinh ngam c6 thé bi gian doan béi mot bude xay trung gian dé
1am gidm thoi gian ngdm. Theo mot khia canh, mdm ngd hozc lia mién dugce ngam trong
nuée 4m chira luu huynh dioxit khi c¢6 ché phdm enzym chira mot hodc nhidu enzym
phén huy phytin, nhu phytaza va axit phosphataza, dé loai bé hodic giam déng ké axit
phytic va mudi ciia axit phytic. Chi tiét thém vé phwong phép nay co6 trong tai liéu da
cong bd va/hoic da dugc biét dbi véi ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc k§

thuat nay, ching han, US 4,914,029, (Caransa et al.) va EP 0321004 (Vaara et al.).

Theo mot khia canh, sang ché @& xuét phuong phap dé thu dugc bot nhao banh my
c6 cac dic tinh vat Iy mong mudn nhu khéng dinh va déo dai va san pham banh my ¢6
chét lwgng hoan hao bang cach thém phan tir phytaza vao bdt banh my. Theo mot khia
canh, phan tit phytaza theo sang ché dugc thém vao ché phdm bot nhao banh my tiép
. theo s& dugc nin va nuéng. Chi tiét thém vé phwong phéap nay c6 trong tai liéu da cong
bb va/hodc da duge biét dbi voi ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat
nay, ching han, JP 03076529 (Hara et al.).

-168-



22404

Theo mdt khia canh, sang ché dé xuit phuong phéap dé san xuit thuc pham tir dau
tuong dugc cai thién. Dau twong dugc két hop véi phan tir phytaza theo sang ché dé loai
bo axit phytic khéi déu tuong, do d6 s€ tao ra thuc phém tor ddu twong dugce cai thién
trong viéc cung cp cac dudng chit vi lwong cin cho cac sinh vat va trong kha néng ti€u
hoé protein. Theo mot khia canh, trong qu4 trinh san xuét sita d4u nanh, phan tir phytaza
theo sang ché s& dugc thém vao hoic cho phan tng v6i ddu tuong dé 1am giam ham
luong axit phytic. Vi du, qua trinh tng dung c6 thé dugc thic diy bang cach xir ly sita
dau nanh cling v6i enzym trong diéu kién gia nhiét hoic bang cach tién hanh mot phan
tmg hén hop trong binh trdn st dung enzym duoc cb dinh. Chi tiét thém vé phuong phap
nay c6 trong tai liéu da céng bd va/hodc da duge biét ddi véi ngudi c6 hidu biét trung
binh trong linh vuc k¥ thuét nay, ching han, JP 59166049 (Kamikubo et al.).

Theo mdt khia canh, sang ché dé xudt phuong phép san xuét san phdm hdn hop
nuéc ubng hoic thirc in gia stic & dang 10ng, va phwong phép niy bao gbm viéc st dung
cac hdn hop khoang chit va vitamin, ciing nhw phén tit phytaza méi theo sang ché. Theo
mot khia canh, cin phai dat dugec mot hdn hop c6 thanh phﬁn va liéu lugng chinh xéc
cac dudng chét cin thiét cho sinh vat tiéu thu ma khong ¢ bét ky nguy co vao vé su két
tiia va ph4 huy céc khoang chat/vitamin quan trong, ddng thdi tao ra su st dung t6i wu
phosphat lién két véi phytin trong thirc 3n gia sac. Chi tiét thém vé phuong phap nay co
trong tai liéu di cong bb va/hoidc di duoc biét dbi véi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong

linh vire k¥ thuat nay, ching han, EP 0772978 (Bendixen et al.).

Cén hiéu rang phan tir phytaza theo sang ché ciing c6 thé dugc st dung dé tao ra
cac thuc phdm udng duge c6 cbn hoic khong c6 con (hodc dd ubng) dua trén viée st
dung ndm médc va/hodc hat va/hodc cac thuc vat khac. Nhitng dd uéng nay gém cO ruou,
ruou vang, dd ubng c6 cdn pha tron (ching han db ubng wép lanh pha rugu, ca phé cé
cOn nhu ca phé Ailen, v.v.), bia, bia cé n6ng d6 con thép, nudc €p, dich chiét, chét déng
chat, va dich nghién nhir. Theo mot khia canh, phén ti phytaza theo sang ché duoc sir
dung dé tao ra cac phién ban chuyén gen ctia ndm médc va/hodc hat va/hoic cac thuc vat
khéc hitu ich dé san xuat db ubng trén. Theo m6t khia canh khéc, phén tir phytaza theo
sang ché duoc sir dung 1a thanh phin bd tro trong qué trinh san xuét va/hodc trong thanh

phan cubi cing cua dd ubng. Chi tiét thém vé phuong phéap nay cd trong tai li€u da cong
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b6 va/hodc di duge biét ddi voi ngudi o hidu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét
nay.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuit phuong phap dé thu duoc ruou sake tinh
sach c6 luong phytin giam va lugng inositol ting. Loai ruou ndy cé thé c6 — qua tac
dong truc tiép va/hodc tAm than — cé tic dong ngin ngira bénh gan, xo cimg dong mach,
va cac bénh khac. Theo mdt khia canh, rugu sake dugc san xuét tir gao Koji b:?mg cach
nhan gidng ndm & gao Koji ¢6 hoat tinh phytaza cao 13 nguyén liéu thd. Cn hidu ring
phan tir phytaza theo sang ché co thé duoc sit dung dé san xuét loai nim méc hitu ich
c6 hoat tinh dugc gia ting (chéng han, ndm chuyén gen) va/hodc dugc thém mot cach
ngoai sinh vao hiéu qua cia mébc Koji. Chiing ndm méc duoc thém vao gao dd dugc niu
va Koji dugc san xuét bang phuong phap truyén théng. Vi du, Koji di so ché dugc sir
dung, gao nguyén hat dugc ché bién & hai giai doan va ruou sake dugc san xuét & nhiét
d6 khéng dbi 1a 15°C @ tao ra ruou sake tinh luyén c6 lwong phytin giam va lugng
inositol ting. Chi tiét thém vé& phuwong phép nay c6 trong tai liéu d cong bd va/hoic di
duogc biét dbi véi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vue k¥ thuat nay, chiang han,
JP 06153896 (Soga et al.) va JP 06070749 (Soga et al.).

Theo mdt khia canh, sang ché dé xudt phuong phép thu duoc chat gdy hap thu c6
kha ning thic dy qﬁé trinh hip thu khoang chit gdm c6 canxi dugc an vao ma khong
duogc tiéu hoa boi dich da day hodc dich rudt véi gia thanh thép. Theo mot khia canh,
chét gay hép thu khoang chit chtra dich thuy phan mét phan axit phytic 13 hoat chét.
Dich thuy phéan fn(f)t phén axit phytic ¢6 thé dugc san xuét bang cach thuy phéan axit
phytic hosic mubi ctia né bang cach sir dung phan tir phytaza méi theo sang ché. Qua
trinh x1r Iy bing phan tir phytaza c6 thé dién ra doc 14p va/hodc trong mdt qua trinh xir
1 hdn hop (dé we ché hodc dé tang thém tic dung cudi cing), va sau d6 14 e ché qua
trinh thuy phan mot khoang thoi gian sao cho khong 1am giai phong tit ca cac gbc
phosphat. Chi tiét thém vé& phuong phap ndy c6 trong tai liéu di cong bd va/hodc di
duoc biét d6i v6i ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuce k§ thuét nay, ching han,
JP 04270296 (Hoshino).

Theo mot khia canh, sang ché @& xudt phuong phap (va san pham trong phuong

phap) dé san xut ché pham enzym hoat tinh thuy phan phytat b trg hodc hiép ddng;
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ché phdm nay chira phan tir phytaza theo sang ché va mot hodc nhidu hoa chét bd trg dé
thu dugc ché phim hitu ich cho phép diéu trj két hop. Theo mot khia canh, phuong phép
xir 1y két hop theo sang ché dwgc thuc hién véi viée sir dung it nhit hai phytaza c6 do
dic hiéu vi tri khac nhau, nghia 13 hdn hop bat ky gém 1-, 2-, 3-, 4-, 5-, va 6-phytaza.
B::ng cach két hop céc phytaza c6 mic d6 dac hiéu vi tri khac nhau, c6 thé dat duoc tac
dung bd trg hoic hiép ddng. Ché phdm nhu thue phdm va thue an gia stic hodc phu gia
thuc phdm va phu gia thirc dn gia suc chira phytaza trong hdn hop ciing duoc d& cap
trong sang ché ciing nhu cac qué trinh tong hop ching. Chi tiét thém vé phwong phép
nay c6 trong tai liéu di cong bd vi/hodc di dugc biét dbi voi ngudi c6 hidu biét trung
binh trong linh vuc k¥ thuét nay, chang han, WO 30681 (Ohmann et al.).

Theo mét khia canh khéc, phép xir Iy két hop theo sang ché dat duoc cing véi viée
str dung axit phosphataza c6 hoat tinh thuy phan phytat & pH 2,5, & ty 1é thdp twong tmg
v6i pH 2,5:5,0 hoat tinh tir khoang 0,1:1,0 d&n 10:1, hozc tir khoang 0,5:1,0 dén 5:1,
hoac tir khoang 0,8:1,0 dén 3:1, hodc tir khoang 0,8:1,0 dén 2:1. Ché phém enzym co
thé thé hién hiéu qua thuy phéan phytat hiép déng cao hon qua qu4 trinh xir Iy nhiét. Ché
phim enzym 14 hitu ich trong viéc ché bién thuc phdm (dd udng va thuc phim, thirc an
gia sic va san phim kho) dé cai thién qué trinh thuy phén phytat. Chi tiét thém v&
phuong phép nay c6 trong tai liéu d& cong bd va/hoic da duoc biét dbi voi ngudi c6 hidu
biét trung binh trong linh vuc k§ thuét nay, chéng han, US 5,554,399 (Vanderbeke et
al.) va US 5,443,979 (Vanderbeke et al.), dé cap dén viéc sir dung phytaza trong ndm
(cu thé 13 Aspergillus) .

Theo mdt khia canh khéc, sang ché dé xuat phuong phép (va san phdm cia phuong
phap) dé san xuét ché pham chira enzym tac déng vio phytat theo sang ché két hop véi
mot hodc nhiéu enzym bd trg tic dong vao cac polysaccarit. Cac polysaccarit cé thé
duogc chon tir nhom bao gém arabinan, fructan, fucan, galactan, galacturonan, glucan,
mannan, xylan, levan, fucoidan, carrageenan, galactocaroloza, pectin, axit pectic,
amyloza, pullulan, glycogen, amylopectin, xenluloza, carboxylmetylxenluloza,
hydroxypropylmetylxenluloza, dextran, pustulan, chitin, agaroza, keratan, chondroitin,
dermatan, axit hyaluronic, axit alginic, va c6 polysaccarit chira it nhét mot aldoza, keto,
axit hodc amin duoc chon tr nhom bao g6m erythroza, threoza, riboza, arabinoza,

xyloza, lyxoza, alloza, altroza, glucoza, mannoza, guloza, idoza, galactoza, taloza,
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erythruloza, ribuloza, xyluloza, psicoza, fructoza, sorboza, tagatoza, glucuronic acid,
axit gluconic, axit glucaric, axit galacturonic, axit mannuronic, glucosamin,

galactosamin va axit neuraminic.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuét phuong phép (va san phdm cia phuong
phap) dé san xuit ché phdm c6 hoat tinh thuy phén phytat hiép déng chira mét hoic
nhiéu phén tir phytaza theo sang ché, xenlulaza (c6 thé con chira xylanaza), tuy y
proteaza, va tuy y, mot hoc nhiéu hoa chit bd trg. Theo c4c khia canh khac, cac phuong
phap xtt Iy hdn hop 12 hitu ich trong viéc xir 1y thuc pham, san phdm gd, nhu gb lam

gidy, va la cac chat ran hodc dung dich lam sach.

Theo mdt khia canh, phytaza theo sang ché 13 hitu ich trong viéc két hop véi cac
thanh phan xenluloza. Pugc biét ring c4c xenlulaza cia nhidu loai vi khun thuy phan
xenluloza dugc dua vao cic phirc hop nhidu enzym riéng r&, duoc goi 1a cac doan
xenlulosom. Céc duéi don vi cia xenlulosom dugce tao ra boi nhiéu vung chirc nang,
tuong tac v6i nhau va tuong tac véi co chit xenluloza. Mot trong s cac du6i don vi bao
gdbm mat 16p polypeptit xoan khong ¢ hoat tinh xﬁc tac hoan toan méi, cac dudi don vi
nay sé€ Kkét hop ¢6 chon loc cdc duéi don vi xenlulaza va xylanaza thanh mét phirc hop
dinh. Viéc ng dung thong minh cac thé lai xenlulosom va c4c cdu triic kham cta cac
ving chic ning xenlulosom s& tao ra su sit dung sinh khéi xenluloza t6t hon va c6 thé

tao ra mot loat cic ing dung rdng rai trong nghién ctru, y hoc va cong nghiép.

Theo mot khia canh, phytaza theo sang ché 13 hitu ich — trong cac phwong phép xtr
Iy doc 1ap hodc trong cac phuong phép xir Iy két hop — trong céc linh vuc 1am bot gidy
sinh hoc v ty mau sinh hoc trong d6 can phai giam viéc sir dung cac hoa chét doc hai
d6i v6i moi truong thudng duge st dung trong cong nghiép ché bién bot gidy va gidy.
Viéc xtr Iy nudc thai 1a mot linh vuc ng dung to 16n khac khi cidc enzym sinh hoc d3
dugc chi ra 1a hiéu qua khong nhitng trong viéc tiy mau ma con trong viéc chuyén hoa
sinh hoc cac co chit doc tiém ning thanh cAc san phdm sinh hoc hitu ich.

Theo mot khia canh, phytaza theo sang ché 13 hitu ich dé tao ra cac dang séng cod
thé cung cAp it nhit mot hoat tinh enzym — hodc doc 13p hodc trong céc phuong phap xur
1y két hop — trong qué trinh xir Iy hé tiéu hoa cta sinh vat. C4c sinh vat ¢6 lién quan cu

the can duoc xtr ly gom céc sinh vat khong nhai lai, mac du cac ddng vat nhai lai cling
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c6 thé huong loi tir phép diéu tri nhu vay. Cu thé 13, cin hiéu ring phwong phap nay co
thé dugc thuc hién riéng r& hoic két hop véi cac phén tir sinh hoc khac (ching han,
xylanaza) dé tao ra mot vat chu tai td hop biéu hién nhiéu phén ti sinh hoc. Cén hiéu
ring viéc str dung phan tir phytaza va/hodc vat chii tai td hop theo sang ché biéu hién
phan tir phytaza theo sang ché c6 thé duge thyuc hién riéng r& hoic két hop v6i cac phan
ttr sinh hoc khéc, va/hodic cac dang séng c6 thé tao ra hoat tinh enzym trong hé tiéu hoé
— trong d6 c4c enzym khéc va dang sdng néi trén c6 thé 1a tai tb hop hodic mot dang

khac. Chang han, c6 thé sir dung cling vé6i vi khudn phén huy xylan.

Chéng han, ngoai phytat, nhiéu sinh vat cﬁng-kh(‘)ng thé tiéu hoa dwgc mot cach
ddy da hemixenluloza. Hemixenluloza hoic xylan 13 thanh phan chinh (35%) cia thuc
vat. Ddi v6i cac dong vat nhai lai, khoang 50% xylan trong ché d6 #n duge phéan huy,
nhung chi ¢6 mot lugng nho xylan duge phan huy & phan rudt thép ctia déng vat khong
nhai lai va ngudi. Trong da cd, cac loai vi sinh vat phan huy xylan chinh 13 Butyrivibrio
fibrisolvens va Bacteroides ruminicola. Trong rudt két cia ngudi, cic Bacteroides
ovatus va Bacteroides fragilis phan lodi “a” 1a cac vi khuan phan huy xylan chinh. Xylan
12 mot phirc hop hoa hoc, va qué trinh phan huy chiing can nhiéu enzym. Qua trinh biéu
hién cic enzym nay béi cac vi khudn dudng rudt rit khac gita cac loai khac nhau.
Butyrivibrio fibrisolvens tao ra xylanaza ngoai bao nhung céac loai Bacteroides ¢ hoat
tinh xylanaza lién két véi té bao. Qua trinh x4ac dinh dic diém hoa sinh cta cac enzym
phéan huy xylan cta vi khuin dudng rudt di khong duoc thuc hién ddy di. Mot gen
xylosidaza d4 dugc tich dong tir B. fibrosolvens. S6 liéu tir viéc lai ADN sir dung gen
xylanaza dugc tach dong tir B. fibrisolvens di chi ra ring gen nay c6 thé co trong céc
chiing B. fibrisolvens khac. Mot xylanaza dugc tich dong tir Bact. ruminicola duge bién
nap va biéu hién & mic dd cao trong Bact. fragilis va Bact. uniformis. Cac gen
arabinosidaza va xylosidaza tir Bact. ovatus da dugc tach dong va ca hai hoat tinh duong
nhu dugce xtc tac béi mot enzym méi hai chirc ning don nhét.

Theo mot khia canh, phytaza theo sang ché 13 hitu ich dé 1) bién nap vao mot té
bao chii thich hop (nhu Bact. fragilis hodc Bact. uniformis); 2) dat dugc mtc do biéu
hién ddy du trong té bao chi tai to hop hinh thanh; va 3) sir dung t& bao chu tai td hop

dé cai thién kha nang phan huy phytat ctia sinh vét. Cac nghién ctru tiép theo vé di truyén
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va hod sinh s€ cung cap cac hiéu bict vé qua trinh ti€u hoa & rudt va nang cao hiéu biét

v€ qud trinh ti€u hoé chat xo & rudt.

Chi tiét thém vé phwong phap nay co trong tai liéu d& cong bd va/hodic di duge
biét di v6i ngudi c6 hibu bibt trung binh trong linh vyuc k¥ thuat nay, chang han, sang
ché c6 thé két hop cac qué trinh duge mé ta trong US 5,624,678 (Bedford et al.), US
5,683,911 (Bodie et al.), US 5,720,971 (Beauchemin et al.), US 5,759,840 (Sung et al.),
US 5,770,012 (Cooper), US 5,786,316 (Baeck et al.), US 5,817,500 (Hansen et al.).

Séang ché giai thich rang phan tir phytaza theo sang ché co thé duogc st dung két
hop véi cac chit khac duge mé ta dé thu duoc ché phim c6 hoat tinh phytaza bd trg.
Theo mdt khia canh, phan tr phytaza bd trg va (cac) chit hod hoc s& khong trc ché nhau.
Theo mot khia canh, phan tir phytaza va (céc) chit ho4 hoc b tro c6 thé 6 tac dung bd
trg tong thé. Theo mét cach khac, phén tir phytaza va (cac) chat hoa hoc bd tro c6 thé
c6 tac dung hiép ddng téng thé.

Theo mot khia canh, sang ché d& xudt phuwong phap (va san phdm cta phuong
phap) dé ting cudng st dung phospho trong phytat va didu trj va ngan nglra chiig loan
san sun xuong chay & dong vat, dic biét 1a gia cam, béng cach cho dong vt str dung ché
pham thitc 4n gia stc chira din xuét vitamin D3 duoc hydroxyl hod. Din xuét vitamin
Ds c6 thé duge dung cho dong vt trong thirc an gia stic chta ndng d6 canxi va phospho
giam dé ting mirc d6 sir dung phospho trong phytat. Do d6, din xuét vitamin Ds ¢4 thé
dugc sir dung két hop v6i phén tir phytaza theo sang ché dé tdng cuong hon nita sy st
dung phospho trong phytat. Chi tiét thém vé phuong phép nay c6 trong tai li¢u da cong
bb va/hodc da duoc biét ddi véi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat
nay, ching han, US 5,516,525 (Edwards et al.) va US 5,366,736 (Edwards et al.), US
5,316,770 (Edwards et al.).

Theo mdt khia canh, sang ché dé xuét phwong phédp (va san phim trong phuong
phap) dé thu duoc thuc phim 1) chira phytin duge hip thu va st dung d& dang & dang
inositol trong co thé sinh vat; 2) c6 kha ning giam luong phospho bai tiét; va 3) do dé
12 hitu ich @€ cai thién tinh trang 6 nhiém méi trudng. Thyc phdm nay gdm mot hdn hop
hat chira phytin, vi sinh vat san xuét axit lactic, va phan tir phytaza theo sang ché. Theo

mot khia canh, thuc phém nhu vay dugc san Xudt béng cach két hop mot loai hat chira
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phytin (ching han c4dm gao) v6i mdt nhém vi khuén hiéu qué co6 déc tinh va axit, san
xuét axit lactic, ma khong san xuét axit butyric, khéng c6 mam bénh, va phytaza. Vidu
vé cac nhoém vi sinh vat hidu qua bao gdm chéng han Streptomyces sp. (B6 suu tip gibng
kiéu my s6. ATCC 3004) thuéc nhém ndm tia va Lactobacillus sp. (IFO 3070) thudc

nhom lactobacillus.

Luong vi khudn bd sung thir nghiém 13 0,2% theo trong lugng vi khuén trén trong
lugng nguyén liéu. Theo mot khia canh, lugng phytaza bd sung 12 khoang tir 1 dn 2%
theo trong lwong dya trén lugng phytin trong nguyén liéu. Chi tiét thém vé phuong phéap
ndy c6 trong tai liéu di cong bd va/hodc di dugc biét dbi véi ngudi c6 hibu bibt trung
binh trong linh vuc k¥ thuét nay, ching han, JP 08205785 (Akahori et al.).

Theo mdt khia canh, sang ché d& xuét phuong phép gia tang tinh tan ciia cac protein
thue vat. Cu thé, sang ché @& cip dén phuong phép hoa tan protein trong cac ngudn
protein thuc vat, phuong phap nay bao gdm viéc xi Iy ngudn protein thuc vit véi mot
Tuwong hiéu qua mdt hodc nhiéu enzym phytaza theo sang ché va xir Iy ngudn protein
thuc vét véi mot lugng hidu qua gdbm mot hogic nhidu enzym phan huy protein. Theo
mdt khia canh khac, sang ché dé xuét phu gia thtrc 4n gia suc chua phytaza theo sang
ché va mot hodc nhiéu enzym phan huy protein. Chi tiét thém vé phuong phap nay co
trong i liéu di cong bd va/hodic da duge bibt ddi véi ngudi c6 hibu biét trung binh trong

linh vuc k§ thuat nay, ching han, EP 0756457 (WO 9528850 A1) (Nielsen v Knap).

Theo mot khia canh, sang ché dé xut phuong phap san xuét ché phdm protein thuc
vat chita cac ngudn nguyén lidu protein thuc vét phén tan trong nu6c & pH trong khoang
tir 2 &én 6 va tron phén tir phytaza theo sang ché vao ché pham d6. Dich chiét axit chira
protein tan dugc phan tach va lam kho détaora protein ran c6 dic tinh mong mudn. Mot
hodc nhiéu proteaza ciing c¢6 thé dugc st dung dé cai thién dic tinh cua protein. Chi tiét
thém vé phwong phap nay c6 trong tai lidu di cong bd va/hodc di duoc biét déi véi
ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vyc k§ thuét nay, ching han, US 3,966,971.

Theo mot khia canh, sing ché dé xuét phuong phéap (va san phim trong phuong
phap) dé hoat hoa phospho tro trong dat va/hodc phan tron, dé ting mirc do si dung hop
chét nito, va dé wrc ché sy sinh s6i nay nd cia ndm mdc gay bénh béng cach thém 3 loai

hoa chét phytaza, saponin va chitosan, vao phan tron.
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Theo mdt khia canh, phwong phap cé thé bao gdm viéc xit Iy phan tron bing cach

1) thém céc vi sinh vét chtta phytaza vio mdi trudng, ching han, té bao chu tai tb hop
'biéu hién qua mirc phan tir phytaza theo sang ché, ching han, & mic 100ml mdi
trrong/100 kg phan uét; 2) theo mot cach khéc ciing thém ngudn thuc vat chira phytaza
- nhw v6 lia mi - ching han véi ty 1& 0,2 dén 1kg/100kg phan wét; 3) thém ngudn chira
saponin - nhu cdy réu, cdy ngai ciru va cay ngoc gi — ching han tir 0,5 dén 3,0g/kg ; 4)
bd sung céac vét liéu chira chitosan — nhu bot vo tdm, cua, v.v. — chéng han tr 100 dén

300g/kg phén uét.

Theo mot khia canh, cdc ngudn tai t6 hop ctia ba hoa chit phytaza, saponin, va
chitosan, dugc sir dung. Chi tiét thém vé phwong phap nay c6 trong tai liéu di cong bd
va/hodc di dugc biét dbi véi ngudi co hidu biét trung binh trong linh vurc k§ thuat nay,
chang han, JP 07277865 (Toya Taisuke).

Trong mot s6 truong hop, c6 thé 12 wu viét khi phan phéi va biéu hién trinh ty
phytaza theo séang ché tai chd (chéng han, trong ving mdt loai md hoic té bao). Chéng
han, qué trinh biéu hién tai chd phytaza hoic enzym phan huy trong rudt dong vét s€ cd
tac dung hd trg qua trinh phan huy va hip thu, ching han, phytat va phospho. Trinh tu
nucleic ¢6 thé dugc phan phdi truc tiép vao tuyén nude bot, mé va té bao va/hodc vao
té bao biéu mod duong rudt, ching han. Cac phuwong phap phan phbi nhu vy da dugce
biét trong linh vue k¥ thuét ndy va bao gdm bién nap dién, vecto virut va hép thu ADN
truc tiép. Polypeptit c6 hoat tinh phytaza bit ky c6 thé duoc st dung trong phuong phéap
theo sang ché (chang han, cac phuong phap duoc mé ta cu thé trong muc 6.3.18, cling

nhu cac phuong phap duge md ta trong cac muc khac theo sang ché).

Chéng han, céc ciu tric axit nucleic theo sang ché gbm c6 céc phan tir axit nucleic
& dang thich hop dé hép thu vao cac té bao dich trong mot mo chu. Axit nucleic cé thé
& dang ADN hozc ARN tréan, trong d6 cac phan ti ndy c6 thé bao gdm mot hodc nhidu
gen cAu triic, mot hodc nhiéu gen diéu hoa, sgi d6i ma, soi co kha nang hinh thanh clu
hinh béc ba, hoic cac thanh phan twong tu. Thong thudng, ciu tric axit nucleic s& bao
gbm it nhat mot gen céu trac dudi su kiém soat phién m3 va dich mi cia mot ving diéu
hoa thich hop. Hon nita, c4c ciu tric axit nucleic theo sang ché s& bao gdm axit nucleic

dugce dua vao trong mdt phuong tién phan phdi @ tang hiéu qua bién nap, trong d6
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phuong tién phan phéi s& duoc phan tan trong cac tiéu phan 16n hon chira mét ta duoc

ua nudc duge lam kho.

Mot phuong tién phan phéi gdm vecto virut, nhu retrovirut, adenovirut, va virut
gin adeno, d3 duoc bat hoat dé ngan qua trinh ty sao nhung van duy tri kha nang lién
két véi té bao chi ctia virut nguyén ban, vat liéu phan phéi di truyén vao té bao chit cia
té bao chu, va thic ddy qua trinh biéu hién gen cdu tric hodc cac gen khac da duoc dua
vao trong tiéu phan. C4c vecto retrovirut dé 1am trung gian chuyén gen duoc mé ta trong
tai liéu Kahn et al. (1992) Circ. Res. 71:1508-1517. M6t adenovirut phan phdi gen duoc
mo ta trong Rosenfeld et al. (1991) Science 252:431-434.ca hai hé phan phbi retrovirut
va adenovirut dugc mé ta trong Friedman (1989) Science 244:1275-1281.

Mot loai phwong tién phan phdi axit nucleic thir hai gdm c6 liposom bién nap, gdm
ca cac cAu tric liposom ion 4m va ion dwong. Viée sir dung céc liposom doi hoi ring
axit nucleic dugc dua vao liposom. Céc liposom ion duong khong doi hoi viéc dua axit
nucleic vao trong va thay vao d6 c6 thé dugc tao ra don gian bing cach tron axit nucleic
va liposom véi nhau. Céc liposom ion duong s& lién két manh m& vé6i cac phan tir axit
nucleic tich dién am, gém c4 ADN va ARN, dé tao ra cac phtrc hop tao ra hi¢u qua bién
nap déng ké trong nhiéu loai té bao. Tham khao, Farhood et al. (1992) Biochem.
Biophys. Acta. 1111:239-246. Mt nguyén liéu thir nghiém dé tao liposom 12 lipofectin
dugc tao boi mdt hdn hop can bang ty 16 mol cia dioleylphosphatidyl etanolamin
(DOPE) va dioleyloxypropyl-trietylamoni (DOTMA), nhu dugc md ta trong Felgner va
Ringold (1989) Nature 337:387-388.

Ciing c6 thé két hop hai loai hé théng phén phdi nay. Ching han, Kahn etal. (1992),
sach da din., d4 giai thich ring vecto retrovirut c6 thé dugc dwa vao trong liposom
DEAE-dextran ion duong dé 1am ting hon nira hiéu qua bién nap. Ciing c¢6 thé két hop
céc protein nhan vao hé théng phan phéi virut va/hoic liposom dé tham chi con cai thién
hon nita hiéu quéa bién nap. Tham khéo, Kaneda et al. (1989) Science 243:375-378.

Theo mot khia canh khac, séng ché @ xuét mot ché phém hd tro tiéu hoa chira
enzym hodc ¢ dang hoat chit don nhit hodc két hop v6i mdt hodc nhiéu cac chit khac
va/hodc enzym. Viée str dung enzym va céc chét khac trong cac ché phim hd trg tiéu

ho4 ctia ddng vét nudi hodc dong vat trong nha khong chi lam ting stitc khoé va tudi tho
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cua dong vat ma con ho tro trong vigc gia tang strc khoé ciia vat nudi va trong qué trinh

san xuat thyc pham tr vt nuoi.

Séang ché ciing str dung thirc an gia stic cho vét nuéi (ching han, mét sb thirc an
gia stic cho gia cAm) dugc bd sung nhidu khoang chét v6i ham lugng cao (ching han,
phospho v co), enzym, yéu td sinh truéng, thude, va cac chit khac dé ciing cip cho vit
nudi. Cac thanh phan bd sung nay s& thay thé nhiéu calo va dudng chat tw nhién c6 trong
hat, ching han. Bang cach giam hodc loai bé thanh phin bd sung phospho v co va céac
thanh phéan bé sung khéac (ching han, mudi khoéng vi lwgng, yéu t6 sinh truéng, enzym,
khéng sinh) tir chinh thirc 4n gia stc, thirc 4n gia stic c6 thé mang nhidu dudng chét va
ning lwgng hon. Do d6, ché d6 n con lai s& chita nhidu nang luong c6 thé st dung duogc
hon. Chang han, ché d6 an hat chtra dau thuong chira khodng 3200 kcal nang luong
chuyén hoa /kg ché d6 an, va cac mudi khoang khong cung cép ning luong. Viée loai
b6 cac khoang chit khong can thiét va thay thé bang hat do d6 s& lam tdng nang lugng
c6 thé st dung duogc trong ché d6 an. Do do, sang ché dugc phén biét so véi cac thirc dn
gia suc chira phytaza thudong dugce st dung. Chﬁng han, theo mot khia canh, mot vat liéu
twong hop sinh hoc 12 v4t liéu duge sir dung bén vimg véi qua trinh tiéu hod trong dudng

tiéu hoa cia mdt dong vat.

O nhiéu loai dong vat, gém co, chéng han, gia cAm hodc chim nhu ga, ga tay,
ngSng, vit, vet, cong, da diéu, ga 161 do, chim cut, bd cau, da diéu sa mac, chim kiwi,
chim 13n, vet xam Uc, vet mao, hoang yén, canh cut, chim héng hac, va bd cau, duong
tidu hod bao gém da day co 13 noi chira va st dung cac vat lidu twong hop sinh hoc cing
(ching han, d4 va v so) dé gitip cho qua trinh tiéu hod hat hodc cac thirc in gia suc khéc
do chim #n. Mot dudng tiéu hoa thdng thudng cia loai sinh vét nay thuong c6 thuc quan
chira tui, dugc goi 1a diéu, trong d6 thirc an dugc chira trong mgt khoang thoi gian ngén.
Tir diéu, thuc phém S€ chuyén xuéng da day thuc su, hodc da day tuyén, trong do axit
hydrochloric va pepsin bét dau qua trinh tiéu hoa. Tiép theo, thirc n s& chuyén xuéng
da day co, c6 hinh oval va thanh day véi co khoé. Chitc nang chinh ctia da day co la
nghién hodc 1an nat thitc &n — mdt qua trinh duoc hd tro béi lugng nho so6i va san chim
&n vao. Tlr da day co, thirc 4n s& chuyén xudng ta trang. Rudt non ciia chim tuong tu voi

dong vat co vi. Cé hai doan tit hodc manh trang, dai khoang tir 4 dén 6 inso tai doan nédi
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cta rudt non va rudt gid. Rudt gid ngan, gdm chu yéu tryc trang c6 chiéu dai tir 3 dén 4

inso. Tryc trang s& do vao 6 nhdp va phan dugc bai tict ra ngoai qua 16 thoat.

Céc hat twong hop sinh hoc dugc dn vao (hoic theo mot cach khac dugce dua vao)
va chuyén xudng da day co sé tao ra mét vecto hitu ich dé phan phéi cac hoat chét
enzym, hoa hoc, diéu tri va khang sinh khac nhau. Céc co chét cing c6 thoi gian duy tri
trong da day 13 tir vai gio &én vai ngay va dugc téng ra ngoai sau mot khoang thoi gian.
Do d6, sang ché @& xuit ché pham hd tro tiéu hoa dugc cai bién, duge phu, 1am bio hoa
(ching han, co chit va mang bdo hoa) dé phan phéi cac hoat chét tri liéu hodc c6 ich
trong qué trinh tiéu hoa vao sinh vat. Cac ché phdm hd tro tiéu hod gdm céc vét thudng
dugc an béi dong vét ¢ gitip cho qua trinh tiéu hoa trong da day co (ching han, d4 hodc
s0i). Sang ché dé xuét cac vat twong hop sinh hoc dwgc phi & trén hodc duoc 1am bao
hoa hoat chit c6 tac dung nhu mot chét hd trg tiéu hoa cho dong vat hodc dé phan phéi

hoat chét diéu tri hodc thube.

Theo mot khia canh, sang ché d xudt ché phém hd tro dinh dudng, ¢6 thanh phén
tuong hop sinh hoc dugc thiét ké dé giai phong hoat chét hd tro qua trinh tiéu hoa, trong
d6 thanh phan tuong hop sinh hoc dwogc thiét ké dé sir dung qua duong miéng va giai
phéng trong dudng tiéu hoa (chang han, da day co) ciia dong vat. “Tuong hop sinh hoc”
c6 nghia 14 co chit, trong qua trinh tiép xtic véi mot dong vat chi (ching han, chim), s&
khong gay ra d4p ing c6 hai du dé gay ra sy ddo thai co chit hodc 1am cho co chét khong
thé hoat dong duoc nita. Qua trinh gy bat hoat nay c6 thé xay ra, ching han, bang cach
tao thanh ciu trac xo quanh co chét 1am han ché sy khuéch tan cia hoat chat vao dong
vét chil hodc co chét dn dén ting nguy co méc bénh hodc tir vong trong sinh vat do gay
doc hodc truyén nhiém. Mot co chét trong hop sinh hoc ¢6 thé phén huy sinh hoc hodc
khong thé phan huy sinh hoc dugce. Theo mot khia canh, thanh phﬁn teong hop sinh hoc
khéng v&i qua trinh phén huy hodc ti€u hoa bdi hé tiéu hoa. Theo mét khia canh khac,
thanh phan twong hop sinh hoc ¢6 dd bén nhu da hoic soi.

Vit liéu khong thé phan huy sinh hoc hiru ich theo sang ché 14 vat liéu cho phép
gan hozc 1am bao hoa chét hd trg dinh dudng. Cac vat liu khong thé phén huy sinh hoc
gf‘)m co, chéng han, nhya déo chiu nhiét, nhu acrylic, modacrylic, polyamit,

polycacbonat, polyeste, polyetylen, polypropylen, polystyren, polysulfon,
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polyetesulfon, va polyvinyliden florua. Cac chat dan héi ciing 13 cic nguyén lidu hiru
ich va gbém c6, chang han, polyamit, polyeste, polyetylen, polypropylen, polystyren,
polyuretan, polyvinyl ancol va silicon (ching han, silica chtra hodc c6 ngudn gbc tir
silicon). Sang ché dé xuét thanh phan twong hop sinh hoc ¢6 thé chtra nhiéu nguyén liéu
trén, cé thé, chéng han, dugc tron véi nhau hodc duoc tao 16p dé tao hdn hop, copolyme

hodc hdn hop ctia né.

Theo mot khia canh, mot vat liéu “c6 thé phén huy sinh hoc” la ché phém s€ bi dn
mon hodc bi phan huy trong co thé dé tao thanh cac chit hod hoc nhé hon. Qu4 trinh
phan huy c6 thé xay ra, ching han, bang cc qué trinh enzym, ho hoc hodc vét Iy. Cac
vt lidu c6 thé phan huy sinh hoc thich hop dwoc dé xuit dé st dung theo sang ché bao
gbm, nhung khong chi gi(’ﬁ han &, poly(lactit), poly(glycolit), poly(axit lactic), poly(axit
glycolic), polyanhydrua, polyorthoeste, polyeteeste, polycaprolacton, polyesteamit,
polycacbonat, polycyanoacrylat, polyuretan, polyacrylat, va cac chét twong tu. Cac vat
lidu nay c6 thé dugc tron hodc tao 16p dé tao thanh hén hop, copolyme hodc hdn hop

cua céc dang trén.

Theo mot khia canh, mot s6 co chét tuong hop sinh hoc khac nhau theo sang ché
c6 thé dugce sir dung cho dong véat va tiép theo dugc ti€u hoa, hoic theo cach khac duogc
cung cip cho dong vat mot cach dong thoi, hodc trong cic hdn hop khac nhau (ching
han, mdt nguyén liu truéc mot nguyén liéu khac). Ngoai ra, céc co chit twong hop sinh
hoc theo sang ché c6 thé duoc thiét ké dé di qua duong tidu ho cham. Ching han, cac
co chit 16n hoic béo thudng ¢6 xu hudng di chuyén chdm hon qua dudng tiéu hod, do
dé, mot vat licu twong hop sinh hoc ¢6 kich thudce 16n ¢ thé duogc str dung dé ngan qua
trinh di chuyén qua nhanh trong du&ng tiéu hoa. Céc co chat 16n nhu vay c6 thé 13 mot
hén hop ciia cac chit khong thé phan huy sinh hoc va c6 thé phan huy sinh hoc. Chéng
han, mot chit khong thé phan huy sinh hoc nhé c6 thé duge bao bsi mot chit khong thé
phan huy sinh hoc theo sdng ché sao cho trong mot khoang thdi gian phan c6 thé phan
huy sinh hoc s& dugc phan huy dé cho phan khéng thé phan huy sinh hoc di vao dudng
tiéu hod. Ngoai ra, c6 thé nhan ra rang mot sé Iugng bit ky cac chit tao hwong vi ¢6 thé

duge dua vao co chit twong hop sinh hoc theo sang ché dé tao cam giac dé& an.
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Mot s6 lwong bat ky cac hoat chit riéng r& hodc két hop véi cac hoat chit khac c6

thé duoc phu 1én co chit twong hop sinh hoc theo séang ché, gbm c6 polypeptit (ching

han, enzym, khéng thé, xytokin hodc cac phan tir tri li€u nhd), va khang sinh, chéng han.

Vi du vé cac hoat chat cu thé hitu ich dwgc néu trong bang 1 va 2, dudi day. Cling duoc

dé xut rang cac té bao c6 thé duoc nang hod vao vit liéu twong hop sinh hoc theo sang

ché va duoc st dung dé phan phdi enzym hoic tri liéu. Ching han, cac co chat ¢6 15 c6

the duoc thiet ké c6 cac 16 dl 16n @€ cac té bao sinh trudng va cac vat liéu ¢6 16 nay sau

d6 co thé duge dua vao duong tiéu hod. Ching han, co chét twong hgp sinh hoc theo

sang ché c6 thé chira nhiéu moi truong sinh truéng nho (chéng han, mat d6 16 khéac nhau,

pH, v.v.) tao ra gia d& cho nhiéu loai t& bao khac nhau. Cac té bao c6 thé xir Iy k¥ thuat

di truyén dé phan phéi mdt loai dugc chét, enzym hodc hoa chét cu thé cho dong viét.

Céc té bao c6 thé 13 té bao nhan thuc hodc chua c6 nhan dién hinh.

dich tiém Mastox ctia né
(Amoxycillin va Cloxacillin)

Béang 1
Tac dung Hoa chét Mo ta
dicu tri
Khang sinh | Amoxycillin va hdn hop dung Diéu trj khang cac bénh vi khudn gay

ra do vi khuan Gram + va Gram —.

Ampixilin va hdn hop tiém
Biolox (Ampixilin va
Cloxacillin)

Dicu tri khang céc bénh vi khuan gay
ra do vi khuan Gram + va Gram —.

Nitrofurazon + Ure vién Nefrea

Piéu tri bénh truyén nhidm dudng
sinh duc

Trimethoprim +
Sulphamethoxazol
Trizol vién

Piéu tri bénh truyén nhiém dwong hd
hap, duong ti€u hod, va ni€u sinh duc

Metronidazol va Furazolidon
Metofur Vién

Diéu tri bénh do vi khudn va dong vat
nguyén sinh.

Phthalylsulphathiazol, Pectin va
Kaolin

Pectolin

Vién

Hobn dich

Piéu tri tiéu chay do vi khudn va tiéu
chay khong déc hiéu, li do truc khuan
va Calf Scours.

Thubc giun

Diéu tri khang ky sinh ngoai
thuoc md Germex (Gamma

Diéu tri khang ky sinh ngoai va khang
khuan
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Tac dung Hoa chét Mo ta
diéu tri

Benzen Hexaclorua, Proflavin
Hemisulphat va Cetrimit)
Céc chit khang ky dinh trong > | Ngén nglra va didu tri nhim giun
Albendazol va hon hop Alben diia, san day va san 14
(Albendazol)
Hon dich (Albendazol 2,5%)
Hon dich (Albendazol 5%)
Forte Vién (Albendazol 1,5
Gm.)
Vién nén (Albendazol 600 Mg.)
Bot (Albendazol 5%, 15%)
Alpraz ( Albendazol va Ngin ngira va diéu tri nhi®m giun diia
Praziquantel) Vién nén va san day ¢ ché va meo.
Oxyclozanit va hon hop Clozan | Ngn ngira va diéu trj nhiém sén 14
(Oxyclozanit) Vién, Hon dich
Tetzan ( Oxyclozanitva Ngin ngira va diéu tri nhiém giun diia
Tetramisol HCI ) Vién, Hon dich | va san 14
Fluzan ( Oxyclozanit va Ngén ngira va diég tri nhiém giun dfia
Levamisol HCI) Vién, Hon dich | va ting cudong mién dich
Levamisol Ngén ngira va diéu tri nhiém giun diia
dung dich ti€m Nemasol va ting cudong mien dich.
Wormnil Bot
Fenbendazol Ngan ngira va diéu tri nhi®m giun diia
Fenzol Vé Sén déy
Vién nén ( Fenbendazol 150
Mg.)
Vién (Fenbendazol 1,5Gm.)
Bot ( Fenbendazol 2,5% theo
trong lugng)

Thubc bd Hoén hop Vitamin B, dich chiét | biéu tri biéng an, viém gan, yéu ot, co

axit amin va gan
dung dich tiém Heptogen

giat than kinh, gdy mon va cdi coc.

Canxi Levulinat v4i Vit.Biz va
Vit Ds
dung dich tiém Hylactin

Ngin nglra va diéu tri ha canxxi
huyét, didu tri bd troe trong céc tinh
trang 6m yéu (ddc biét 1a giam than
nhiét hypothermia) va diéu tri giai
doan sém cdi xuong.
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Tac dung Hoéa chét Mo ta
di€u tri
thanh phan | Khoang chét can thiét, selen va | Diéu tri ching khong ddng duc gay
bo sung | vitamin E v0 sinh va sinh san 1ap lai & gia suc
thirc @n gia | Gynolactin vién cho stta va ngua.
suc
Khoéng chét can thiét, vitamin | Didu tri v6 sinh, tiét sira khong ding
E, va iodin lic, gidm mién dich, sinh trudéng coi
Hylactin bt coc va yéu 6t.
Céc chét dién giai can thiét véi | Diéu tri tiéu chay, mét nude, trude va
vitamin C sau khi van chuyén, nhiét do qua
Bot Electra — C ngudng (cao hodc thap va va cac tinh
trang cang thang khac.
Pyrenox Plus ( Diclofenac Natri Didu tri viém vi, sbt sau phézu thuit,
+ Paraxetamol ) Vién, dung dich | dau va vi€ém, sa da con, que quat va
tiém. viém khop.
Bang 2. Duoc phdm
Sén phdm Mo ta
Acutrim® vién nén trc ché tinh thém in ding mot lan/ngay.
(phenylpropanolamin)
The Baxter® Infusor Truyén tinh mach c¢6 kiém soat cac thubc chéng dong,

khang sinh, hoa tri liéu, va cac thudc dang duoc st dung
rong rai.

Catapres-TTS® (h¢ thong
diéu tri qua da clonidin)

Hé thdng qua da ding 1 1an/tudn & diéu tri ting huyét ap.

Covera HS3 (verapamil

Vién nén giai phong kéo dai c6 kiém soat (Controlled-

hydroclorua) Onset Extended-Release (COER-24)) dé diéu trj ting huyét
ap va dau that nguec.

DynaCirc CR® Vién nén giai phong kéo dai dé diéu tri tang huyét 4 ap dung

(isradipin) mdt 1an/ngay.

Efidac 24® Vién nén giai phong kéo dai dung 1 1dn/ngay dé 1am giam

(clopheniramin maleat) | cac tri€u chung di Gng.

Estraderm® Hé phéan phdi qua da dung hai 1an/tudn dé diéu tri mot sb

(hé phan phéi qua da triéu ching sau man kinh va ngén ngtra loang xuong

estradiol)
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San phdm Mo ta
Glucotrol XL® Vién nén giai phéng kéo dai dung mot lan/ngay dugc s
(glipizide) dung 13 thuc pham bd sung dé kiém soat ha duong huyét &

bénh nhén bi dai thdo dudng khong phu thude insulin.

IVOMEC SR® Vién

Heé phan phdi ¢ dong vat nhai lai dé kiém soét 1au dai cac

(ivermectin) ki sinh ngoai va trong chinh & trau bo.

Minipress XL® Vién nén giai phong kéo dai dung 114n/ngay dé diéu trj ting
(prazosin) huy¢t ap.

NicoDerm® CQ™ (hé Heé phan phdi qua da duge sir dung 1 1dn/ngay dé hd tro didu

phan phdi qua da nicotin)

tri ngimg hut thudc @ 1am giam céc tridu ching cia tinh
trang gidm nicotin.

Procardia XL® Vién nén giai phong kéo dai dung 1 1an/ngay dé diéu tri dau
(nifedipin) that nguc va ting huyét ap.

Sudafed® 24 Hour Thude xit mii ding 1 1n/ngay dé lam giam cam cim, viém
(pseudoephedrin) xoang, cdm mao va cac di ung dudng ho hap khac.
Transdem—NiUo® (h¢ hé phéan phéi qua da ding 1 1an/ngay dé ngan ngira dau thit
phén phoi qua da nguc do bénh dong mach vanh.

nitroglyxerin)

Transderm Scop® (hé He¢ phén’ph(”')i qua da dé ngan ngira budn nén va ndén mira
phén phoi qua da do Om yéu tinh than.

scopolamin)

Volmax (albuterol)

Vién nén giai phong kéo dai dé 1am giam co thit phé quan
¢ cac bénh nhén bi bénh tac ngh&n dudng hd hap thuin
nghich.

Actisite®

(tetraxyclin hydroclorua) sgi nha chu dugc s dung la thanh
phan bd trg dé 14y cao riang va nhd chén rang dé 1am giam
d6 séu ctia hd rang va chay méau & bénh nhan bi viém nha
chu truong thanh.
ALZET® Bom thim thiu dung trong phong thi nghiém.
Amphotec® AMPHOTEC® 1a mt thudc diét ndm Aspergilli xAm nhép
amphotericin B & cac bénh nhan bi suy than hodc khong chap nhéan tinh doc
p p

cholesteyl sulfat complex
for injection)

loai trir sir dung amphotericin B v6i lidu c6 hidu qua va &
cac bénh nhén bi nam Aspergillus x4m nhép ma phép didu
tri bing amphotericin B da thit bai.

BiCitra® (natri xitrat va
axit xitric)

Chét klem hoa dugc sir dung trong céc tinh trang trong d6
mong mubn duy tri 1au dai nudce tiéu kiém.

Ditropan® (oxybutynin
clorua)

Lam giam cac tri€u chimg bang quang khong 6n dinh lién
quan dén r6i loan bang quang do thén kinh khong bi trc che
hodc ro6i loan bang quang do phan xa than kinh (nghia 1a,
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San phdm M0 ta

tiéu dat, tiéu thudong xuyén, do dudong ni¢u, khong tu chu
tiéu tién, ti€u ti¢n kho).

Ditropan® XL | Vién nén giai phong c6 kiém soat dung 1 1an/ngay d3 duoc

(oxybutynin clorua) chi dinh diéu tri ting dong bang quang vdi cac triu chnirg
khong tu chu tiéu tién, di tiéu thuong xuyén va tiéu dit.

DOXIL® (doxorubicin

HCl liposom ti€m)

Duragesic® (hé phan
phoi qua da fentanyl) CII

Hé phan phdi qua da 72h dé kiém soat dau man tinh & cac
bénh nhan can giam dau gdy nghién lién tuc khong thé kiém
so4t duge bang cac phuong phap nhe hon nhu hdn hop gay
nghién axetaminophen, thudc giam dau khéng steroit, hodc
chia liéu PRN véi thudc gdy nghiém tac dung ngén.

Elmiron® (pentosan
polysulfat natri)

Pugc chi dinh d 1am giam dau bang quang hodc kho chiu
do viém bang quang k&.

ENACT AirWatch™

H¢ thong ki€ém soét va theo doi hen.

Ethyol® (amifostine)

Pugc chi dinh d lam giam tinh ddc thén tich Iu§ do dung
13p lai cisplatin & cac bénh nhan bi ung thu budng trimg
dién tién hoic ung thu t& bao khéng nhé & phdi.
Pugc chi dinh dé 1am giam ty 1& bénh kh6 miéng trung binh
dén ngng ¢ cac bénh nhan trai qua phép xa tri sau phau thuat
dé diéu tri ung thu dau va cb, trong d6 ving chiéu xa gdbm
mot phan 16n ciia tuyén mang tai.

Mycelex® Troche
(clotrimazol)

Pé diéu tri tai chd ndm Candida miéng. Ciling dugc chi dinh
du phong dé 1am giam ty 1¢ miéc candida miéng & cac bénh
nhan bi suy gidm mién dich do c4c tinh trang bao gém hoa
tri liéu, xa tri, hodc tri liéu bang steroit dugc sir dung trong
cac phép diéu tri ung thu bach cdu, u dic, hodc cay ghép
thén.

Neutra-Phos® (kali va

thanh phan b sung dinh dudng/ché d6 an

natri phosphat)

Dung dich dung qua Chét klem hoa duoc st dung trong cac tinh trang trong d6
duong miéng7PolyCitra® mong mudn duy tri 14u dai nude tiéu kiém, nhu & céc bénh
-K va tinh thé PolyCitra® | nhan bi séi axit uric va s01 xystin trong dudng niéu, dac biét

-K (kali xitrat va axit
xitric)

khi viée sir dung cdc mubi natri 13 khéng mong mudn hodc
cdm dung.

PolyCitra® -K Syrup va
LC (tricitrates)

Chét klem hoa dugc sir dung trong céc tinh trang trong d6
mong mudn duy tri 1au dai nude tiéu kidm, nhu & cac bénh
nhén bi so1 axit uric va soi xystin trong dudng niéu.

Progestasert®
(progesteon)

Thubc tranh thai phan phéi progesteon trong tir cung
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San pham Mo ta
Testod,erm® Testoderm® | Hé phan phdi qua da testosteron
voi chat digh va Céc san phim Testoderm® dugc chi dinh dé didu tri thay
Testoderm™ TTS CIII thé & nam gidi cac tinh trang lién quan dén su th1eu hut hoac

khong c6 testosteron ndi sinh: (1) giam néng tuyén sinh duc
nguyén phat (bim sinh hodc méc phai) hoic (2) giam ning
tuyén sinh duc do thiéu kich thich (bdm sinh hodc méc

phai).
Viadur™ (vién ciy Vién cay ding mét 1an/nam dé didu tri tam thoi ung thu
leuprolit axetat) tuyén tién liét

Mot s6 hoat chét ¢6 thé duoc thiét ké dé tré 1én hoat dong hodc bi bat hoat & mot
sb didu kién nhét dinh (chéng han, tai mot s6 dd pH, khi c6 mat chét hoat hoa, v.v.).
Ngoi ra, c6 thé c¢6 nhitng wru diém khi st dung céc tién enzym theo cac ché phim cia
sang ché. Chang han, tién enzym c6 thé dugc hoat hoa bang mdt proteaza (chang han,
mdt proteaza tuyén nudc bot co trong dudng ti€u hod hodc duge dua vao duong tiéu hoa
ctia mot sinh vt theo cach nhan tao). Pugc du tinh 13 cic hoat chét dugc phéan phéi bai
cac ché phdm twong hop sinh hoc theo sang ché dugc hoat hod hogc bat hoat bang cach
thém cac chét hoat hoa ¢6 thé dugc tiéu hoa, hoic theo mot cach khac dugc phan phdi
vao sinh vat. Mot co ché khac dé kiém soat hoat chit trong dudng tiéu hoa 13 mot chét
nhay cam v6i moi truong duge hoat hod trong mot khoang tiéu hoa phit hop. Ching han,
mdt hoat chit c6 thé 13 bt hoat & pH thip nhung lai hoat dong & pH trung tinh. Do do,
hoat chét nay sé bét hoat trong da day nhung lai hoat dong trong rudt. Theo mot cach
khac, hoat chét c¢6 thé tré 1én hoat hoa khi dap tmg vé6i sy c6 mit cia yéu td dic hiéu vi

sinh vat (chang han, vi sinh vat c6 trong rudt non).

Theo mdt khia canh, cac loi ich tiém ning theo sang ché g6m co, chéng han, (1)
giam hoic loai bo su can thiét phai bd sung khoang chét (ching han, b sung phospho
v co), enzym, hodc cac thude diéu tri cho dong vét (gdm ca c4) tir thirc &n gia suc hodc
hat hang ngay nho d6 s& lam ting lwong calo va dudng chét c6 trong thirc in gia sic, va
(2) tang strc khoé va tbc do sinh trudng cia cac dong vat nudi trong nha va gia stic gdm

cd, chang han, gia cam, lon, bo, ngua, cho, va meo.

Mot s6 lugng 16n enzym c6 thé duoc st dung trong phuong phéap va ché pham theo

sang ché cling véi phytaza theo sang ché. Cac enzym la cac enzym can thi€t cho qua
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trinh ti€u hoa thuc phém an dugc, hodc qua trinh chuyén ho4, hoat hoa hoic tao din xuét
chinh x4c cac hod chét, tién dugc chit hodc cac hoat chit khac hoic hop chét duge phéan
phéi cho dong vat theo duong tiéu hoa. Vi du vé cac enzym c6 thé dugc phan phdi hodc
két hop vao cac ché phdm theo sang ché, gdm c6, ching han, enzym ting cuodng thirc an
gia sic dugc chon tir nhém bao gdbm B-galactosidaza, B-galactosidaza, cu thé 1a cac
lactaza, phytaza, p-glucanaza, cu thé 1a endo-fB-1,4-glucanaza va
endo-P-1,3(4)-glucanaza, xenlulaza, xylosidaza, galactanaza, cu thé 13 arabinogalactan
endo-1,4-B-galactosidaza va arabinogalactan endo-1,3-p-galactosidaza, endoglucanaza,
cu thé 13 endo-1,2-B-glucanaza, endo-1,3-B-glucanaza, v endo-1,3-B-glucanaza, enzym
phan huy pectin, cu thé 13 pectinaza, pectinesteraza, pectin lyaza, polygalacturonaza,
arabinanaza, = rhamnogalacturonaza, = rhamnogalacturonan  axetyl  esteraza,
rhamnogalacturonan-B-rhamnosidaza, pectat lyaza, va B-galacturonisidaza, mannanaza,
B-mannosidaza, mannan axetyl esteraza, xylan axetyl esteraza, proteaza, xylanaza,
arabinoxylanaza va enzym thuy phéan lipit nhu lipaza, phytaza va cutinaza. Phytaza
ngodi phytaza c6 trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO:2 ¢6 thé duoc sir dung

trong cac phuong phap va ché pham theo sang ché.

Theo mdt khia canh, enzym duoc sit dung trong cac ché phdm (ching han, ché
phim hd trg dinh dudng) theo sang ché 13 enzym phytaza bén nhiét va khang nhié¢t va
xUc tic qua trinh thuy phan bang enzym phytat, nghia 13, enzym c6 kha ning 14y lai hoat
tinh va tang hoat tinh sau mét khoang thdi gian ngén (nghia 13, tir 5 dén 30 gidy), hodc

khoéng thoi gian dai hon, ching han, phut hoic gid, tiép xuc véi nhiét do trén 50°C.

Céc thuat ngit “thtrc 4n gia stic” va “thuc phdm,” ding dé chi ché do, bira an hodc
tuong tw tw nhién hodc nhan tao bat ky hodc cac thanh phan cia bita dn dung dé hodc
thich hop dé an, hap thu, tiéu hod, boi dong vat va ngudi. Thuét ngit “hd trg dinh dudng”
nhu dugc st dung & ddy, ding dé chi, ching han, ché phim chira cac hoat chét cung cép
hoat chit diéu tri hodc tiéu hoa cho dong vat hodc sinh vat. Mot ché phérn “hd tro dinh
dudng,” thuong khéng phai 1a mot ngudn cung cp calo cho mdt sinh vat, theo mot cach
dién dat khac, mot ché phdm hd trg dinh dudng thuong khéng phai 1a mét ngudn cung
cip nang luong cho sinh vat, ma 1a mot ché phdm duoc an cung v6i “thirc an gia stc”

hoic “thyc pham” thong thudng.
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Theo céc khia canh khac nhau ciia sang ché, ché phim thirc 4n gia suc duogc dé
xudt chira protein phytaza tai td hop c6 it nhét 30 axit amin lién tiép nhau ciia protein c6
trinh tur axit amin trong SEQ ID NO:2; va thuc phdm chira phytat. D3 dugc biét di voi
ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc k§ thuat nay 14 cac ché pham nhu vay c6
thé duoc san xuét theo mot s cach, gdm c6 nhung khong chi giéi han &, & dang hat cbm
c6 hodc khong c6 chit phu gia dugc phi polyme, & dang hat, va bing cach sdy phun. Vi
du, cac tai liéu trong linh vuc k§ thuét nay dé cip dén qua trinh san xuét thire &n gia suc
gdm c¢6 cac sb cong bd qudc t& WO 0070034 A1, WO 0100042 A1, WO 0104279 Al,
WO 0125411 A1, WO 0125412 Al va EP 1073342A.

Mot hoat chit hodc enzym (ching han, phytaza) c6 thé c6 tac dung trong 6ng
nghiém hodéc trong co thé, nghia la truge khi dn hodc trong da day hodc da day co cua

dong vat. Ciing c6 thé c¢6 tac dong hiép ddng.

Mic dii, mot enzym bat ki c6 thé dugc dwa vao trong ché phdm hd tro dinh dudng,
lién quan dén phytaza nhu qué trinh thir nghiém cac phuong phap va ché phim theo
sang ché. Mot ché pham hd trg dinh dudng theo sang ché gdm c6 enzym (ching han,
phytaza). N6i chung, mdt ché phdm hd tro dinh dudng chira thanh phin phytaza & dang
l6ng hodc kho.

Céc ché phdm dang 1éng khong can phai chira thém mét enzym bt ky ndo (ching
han phytaza), t5t hon 14 & dang duogc tinh sach cao. Tuy nhién, thong thuong, mot chét
6n dinh nhu glyxerol, sorbitol hoic mono propylen glycol cling duoc bd sung vao ché
phim. Ché pham dang 1éng ciing c6 thé chira cac chét phu gia khac, nhu mudi, duong,
chét bao quan, chét diéu chinh pH, protein, phytat (co chét ctia phytaza). C4c ché pham
dang 16ng thudng & dang hd nhéo chira nuée hoic chira diu. Ché phdm dang long cling
c6 thé dugc bd sung mot thanh phin tuong hop sinh hoc dé 1am chim giai phéng. Tét
hon 13, enzym dugc bd sung vao mot ché pham hd tro dinh dudng 12 mot vat liéu tuong
hop sinh hoc (chang han, ¢6 thé phan huy sinh hoc hoic khong thé phan huy sinh hoc)

va chira cac t€ bao téi t6 hgp duogc bo sung vao, ching han, cic vi hat c6 18 réng.

Céc ché pham kho c6 thé & dang ché phim xit kho, trong trudmg hop ché pham
khong can chira thém mot enzym bét ky & dang kho. Tuy nhién, thong thudng, cac ché

phém kho con dugc goi 1a hat ¢ thé dugc tron 13n cung véi cac thanh phén thuc phém
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hodc thire an gia stic, hodc tdt hon nira 13, tao thanh mdt thanh phén trude hén hop. Kich
thuéc hat ctia hat enzym tdt hon 1a twong thich véi kich thudc hat ciia cac thanh phin
khac trong hon hop. Piéu nay sé& tao ra mot phwong phép tién loi va an toan dé két hop
enzym vao thirc in gia suc. Hat theo sang ché c6 thé 1a twong hop sinh hoc, hodc chung

c6 thé 13 hat trong hop sinh hoc khong thé phan huy sinh hoc.

Hat két tu theo sang ché dugc phi bang enzym c6 thé dugc diéu ché bang cach st
dung k¥ thuat két tu trong may tron c6 lyc kéo cao. Hat hép thu dwgc diéu ché bang cach
c6 161 chét mang dé hép thu/dugc phu bﬁng enzym. Theo mdt khia canh, vat liéu chét
mang 12 mot vat liéu twong hop sinh hoc khong thé phan huy sinh hoc déng vai trd nhu
s6i hodc san trong da day co ctia dong vat. Cac chit don thuong duge st dung trong cac
k¥ thuét két tu gdm c6 mudi, nhu dinatri sulphat. Céc chit don khac 13 cao lanh, talc,
magie nhom silicat va soi xenluloza. Tuy ¥, cac chit lién két nhu dextrin ciing dugc cho
vao hat két tu. Cac chat mang c6 thé 13 mot chit mang twong hop sinh hoc bit ky gdm
c6 cac vat liéu c6 thé phén huy sinh hoc va khong thé phéan huy sinh hoc (chéng han, da,
soi, gém, va cac loai polyme khac nhau). Theo mot khia canh, hat dugc phu béng mot
hdn hop chét bao. Hdn hop nay chira céc chét bao, chéng han, chit bao ki nuéc, nhu dau
co vamd bo dugc hydro hod, va néu cin céc chét phu gia khac, nhu canxi cacbonat hodc

cao lanh.

Theo mot khia canh, ché phim hd trg dinh dudng (ching han, ché phdm hd tro
dinh dudng phytaza) c6 thé chira cac chat khac nhu chét tao mau, chat thom, chit én
dinh, vitamin, khoang chit, enzym ting cudng thirc an gia stic hodc thuc phadm khac v.v.
Theo mét khia canh, mot chét phu gia dugc sir dung trong ché phdm theo sang ché bao
gébm mot hodc nhidu hop chit khac nhu vitamin, khoang chét hodc enzym ting cudng

thirc dn gia stic va cac chat mang va/hodc ta dugce thich hop.

Theo mét khia canh, ché phim hd tro dinh dudng theo sang ché thudng chtra thém
mot lugng c6 hiéu qua mot hodc nhiéu enzym ting cudng thirc an gia stc, cu thé 13
enzym ting cudng thirc in gia sic duge chon tir nhém bao gbm B-galactosidaza, p-
galactosidaza, cu thé 13 lactaza, cac loai phytaza khac, B-glucanaza, cu thé 1a endo-B-
1,4-glucanaza va endo-f3-1,3(4)-glucanaza, xenlulaza, xylosidaza, galactanaza, cu thé 1a

arabinogalactan endo-1,4-B-galactosidaza va arabinogalactan endo-1,3-B-galactosidaza,
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endoglucanaza, cu thé 1a endo-1,2-B-glucanaza, endo-1,3-B-glucanaza, va endo-1,3-f-
glucanaza, enzym phan huy pectin, cu thé 13 pectinaza, pectinesteraza, pectin lyaza,
polygalacturonaza, arabinanaza, rhamnogalacturonaza, rhamnogalacturonan axetyl
esteraza, rhamnogalacturonan-p-rhamnosidaza, pectat lyaza, va B-galacturonisidaza,
mannanaza, -mannosidaza, mannan axetyl esteraza, xylan axetyl esteraza, proteaza,

xylanaza, arabinoxylanaza va enzym thuy phén lipit nhu lipaza, phytaza va cutinaza.

Ché pham hd trg dinh dudng danh cho d6ng vat theo sang ché dugc bd sung vao
trudc hodc déng thoi ciing v6i ché d6 an cua dong vat da day don. Theo mot khia canh,
ché phdm hd trg dinh dudng theo sang ché duoc bd sung ddng thoi vao ché do an cua
ddng vat da day don. Theo mot khia canh khéc, ché phém hd trg dinh dudng dugc thém

vao ché d6 an & dang hat hodc dang 16ng 4n dinh.

Mot luong ¢ hidu qua enzym trong ché pham hd tro dinh dudng theo sang ché 13
tir khoang 10 dén 20.000; tir khoang 10 d&én 15.000, tir khoang 10 d&n 10.000, tir khoang
100 dén 5.000, hogc tir khoang 100 dén khoang 2.000 FYT/kg ché phdm hd trg dinh

dudng.

Céc vi du khong han ché v& cac g dung cu thé ciia phytaza theo sang ché 13 trong
qué trinh ché bién d4u twong va trong qua trinh san xudt inositol hodc cac din xuét cua
no.

Sang ché ciing dé cap dén phuong phap lam giam ndng do phytat trong phan dong
vat, trong d6 dong vat dugc cho dn ché phém hd trg dinh dudng chira mot lwong ¢ hiéu
qué phytaza theo sang ché. Nhu duoc khing dinh tir dau cia sang ché nay, mot tc dung

quan trong clia sang ché 13 1am giam mic d6 6 nhiém phosphat trong mdi truong.

Theo mdt khia canh khac, ché phém hd trg dinh dudng la mot chét mang cé tir
tinh. Chang han, chit mang c6 tir tinh chira enzym (ching han, phytaza) dugc phan phdi
vao trong, trén hodc qua chit mang c6 tir tinh (ching han, hat tir tinh c6 16 réng), c6 thé
duoc phan phéi vao cac viing cé ndng do phytat cao va duoc thu lai bing nam cham sau
mot khoang thoi gian. Sy phan khdi va thu lai cac hat ¢6 tir tinh ndy s& lam giam muc
d06 6 nhiém va cho phép su tai sir dung céc hat nay. Thém vao do, viéc sir dung cac hat
co tu tinh trong co thé s& cho phép viéc dinh vi ché phém hd tro dinh dudng tai mat
diém trong duodng ti€u hoa tai do, chéng han, hoat tinh phytaza co thé duoc thuc hién.
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Chang han, ché phdm hd trg dinh dudng theo sang ché chira enzym tiéu hoa (chang han,
phytaza) c6 thé duoc dinh vi trong da day co cua dong vat bé‘lng cach dat mdt nam cham
canh da day co clia dong vat sau khi dong vat an ché phim hd trg dinh dudng chira chét
mang c6 tir tinh. Nam chdm c6 thé dwoc loai bo sau mot khoang thoi gian dé cho ché
pham h trg dinh dudng vuot qua dudng tiéu hod. Ngoai ra, chét mang co tu tinh 1a thich

hop dé loai bd khoi sinh vat sau khi giét hodc dé hd tro qua trinh thu thép.

Khi ché phém hd trgr dinh dudng 13 cac hat c6 16 rdng, cac hat nao thudong duoc
1am bao hoa bing mét co chit mong mubn duoc giai phong chdm dé tao thanh hat giai
phéng cham. Céc hat giai phéng cham nay c6 thé duoc tao ra khong chi bang cach lam
bdo hoa c4c hat c6 16 rdng véi co chét can giai phong, ma con bang cach diu tién hoa
tan co chat mong mudn trong pha phan tén thtr nhat. Trong trudng hop nay, cac hat giai
phéng cham dugc tao ra bang phwong phap trong d6 co chét can giai phong trude hét
dugc hoa tan trong pha phan tan thit nhét cling ndm trong pham vi ciia sang ché. Cac hat
¢6 16 réng c6 thé, chang han, dugc 1am bio hoa bing mot co chét giai phoéng cham nhu
thudc, hoa chat néng nghiép hodc enzym. Cu thé 13, khi cac hat c6 16 réng duoc 1am bao
ho4 biang mét enzym dugc tao ra biang cic polyme c6 thé phan huy sinh hoc, thi ban
than céc hat c6 thé dugc sir dung nhu mdt hod chét nong nghi€p hodc phan bon, va ching
khong c6 tic dung c6 hai ndo ddi vi méi trudng. Theo mot khia canh, cac hat ¢6 15 rdng
cO tir tinh tu nhién.

Céc hat ¢6 18 rdng c6 thé duoc sir dung nhu mét gia dF trong binh phan ing, cu
thé 1a mét gia 46 enzym. Do d6, wu diém 14 tao ra ché phim hd tro dinh dudng str dung
phuong phap 1am chim giai phéng, chang han bing cach nang hoa enzym trong cac vi
nang, nhu liposom, tir d6 liéu luong duoc giai phong trong mot vai ngay, tot hon 13 tir
khoang 3 dén 20 ngay. Theo mdt cach khac, hoat chét (ching han, mot enzym) c6 thé
duoc bao ché dé cham giai phong, nhu két hop vao mot polyme chdm giai phong tir 6
lidu hoat chét (ching han, enzym) duoc giai phong cham trong mot vai ngdy, ching han

tir 2 dén 30 ngay va cd thé kéo dai toan bd cudc doi cia dong vat.

- Theo mot khia canh, liposom theo séng ché thu dugc tir cac phospholipit hodc cac
co chit lipit khac. Liposom dugc tao boi cac tinh thé léong dwoc hydrat hoa dang mot

tdm hodc nhiéu tim dugc phan tan trong méi trudng nude. Mot loai lipit ¢6 kha nédng
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chuyén hoa, c6 thé sit dung trong sinh Iy, khong doc bat ky ¢6 kha ning tao liposom c6
thé dugc sir dung. Cac ché pham theo sang ché trong liposom c6 thé chira chat 6n dinh,
chit bao quan, ta dugc va cac chit twong tw ngoai hoat chit. Mot s lipit thir nghiém 1a
phospholipit va phosphatidyl cholin (lexithin), ca dang tu nhién va tong hop. Phuong
phép tao liposom d& duge biét trong linh vuc k¥ thuat nay. Tham khao, ching han,
Prescott, Ed., Methods in Cell Biology, Volume XIV, Academic Press, New York, N.Y.
(1976), p. 33 et seq.

Ciing nim trong pham vi ciia sang ché 13 viéc str dung phytaza theo sang ché trong
qué trinh san xuit thuc phdm hodc thirc an gia stic hodc thanh phin bd sung, nghia 1a,
phytaza s& thé hién hoat tinh phytaza chi trong qua trinh san xuit va khong hoat dong
trong thuc phdm hodc thirc n gia stc thanh phim. Khia canh nay c6 lién quan dén ché
bién va nuéng bot nhao. Do d6, phytaza hodc nAm men tai tb hop biéu hién phytaza c6
thé dugc dua vao trong, hodc trén hoic qua chét mang c6 tir tinh, dugc dua vao bot nhao

hoéc thuc phém, va thu lai bang nam cham.

Ché phdm hd trg dinh dudng theo sang ché c6 thé dugc sir dung trén dong vat mot
cach riéng ré trong mdt chat mang twong hop sinh hoc (ching han, c6 thé phan huy sinh
hoc hodc khong thé phén huy sinh hoc) hodc cung véi cac hoat chét hd tro tiéu hoa khac.
Ché phim hd trg dinh dudng theo sang ché ¢ thé d& dang duogc sir dung bang cach ric
1én trén hodc bang cach trdn truc tiép vao thirc an gia stic hodc dugc cung cip riéng r&
v6i thire 4n gia stic, bang cac liéu ding qua duong miéng riéng r&, bang cach tiém hodc
bang cach qua da hozic két hop véi cac hop chit ting truéng an duoc khac, ty 18 ciia mbi
hop chét trong hdn hop phu thude vao loai sinh vét cu thé hodic van d& cin quan tdm va
murc d6 d4p tmg mong mudn. Can hiéu rang khau phan #n cu thé duoc sir dung trong
mot $6 truong hop nhét dinh s& dugc diéu chinh theo cac hop chét cu thé duge sit dung,
van dé can diéu tri, tinh trang cta d6i tugng va cac thuce té ¢6 lién quan khéac c6 thé cai
bién hoat tinh cta hoat chét hodc mirc d6 dap ung cua dbi tuong, nhu dugce biét rd boi
ngudi cé hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat nay. Néi chung, mét lidu don hang
ngay hoic liéu chia nhé ding hang ngay c6 thé dugc st dung, nhw d3 biét 16 trong linh

vuc k¥ thuat nay.
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Néu duoc st dung riéng 1& v6i thirc an gia sic, dang cia ché pham hd trg dinh
dudng c6 thé duge didu ché bang cach tron chung vai cac chit mang an duge duge dung
khong doc dé tao ra cac dang bio ché giai phong tire thi hodc chim giai phéng nhu da
biét r5 trong linh vuc k¥ thuat nay. Cac chit mang an duoc c6 thé dang rén hoic dang
16ng nhu, chéng han, tinh bdt ngd, lactoza, sucroza, ddu tuong, dau lac, dau oliu, diu
vimg va propylen glycol. Néu mét chit mang rin dugc sir dung thi dang liéu ctia hop
chét c6 thé 13 vién nén, vién nang, bdt, vién thudc hinh thoi hodc vién ngam hodc bot ric
nhu dang vi phan tin. Néu chat mang dang 16ng duoc sir dung, céc dang lidu c6 thé 1a
vién nang gelatin, hodc xird hoic hdn dich 16ng, nhil twong hodc dung dich. Cac dang
liéu cling co thé chira céc ta duoc, nhu chat 6n dinh, chit bao quéan, chat tao 4m hodc
chét nhii ho4, chit tao dung dich, v.v. Chiing ciing c6 thé chira cac co chit co gia tri tri
liéu khac. Qua trinh bao ché chit mang dang hat in dugc & nhiét d6 cao dé giai phong
enzym khi dugc an vao duge mé ta trong don yéu ciu cép patent Hoa Ky dang cho xét
duyét s6 09/910,579, ngp ngay 20/07/2001. |

Theo céc phuong an khac, cac wu diém quan trong cia sang ché c6 thé 1a 1) san
xuét dé dang cac ché pham twong hop sinh hoc chira hoat chit; 2) tinh linh hoat vi lién
quan dén 16p polyme va/hodc hoat chit c6 thé dugc sit dung; 3) ning suét cao hon va
hiéu qua mang; va 4) cung cip cac ché phim giai phong duy tri giai phong cac hoat chét
nguyén ven trong co thé, do d6 s& tao ra qua trinh giai phong c6 kidm soat hoat chét
trong mot giai doan dai. Theo mot phwong 4n, mot wu diém c6 thé 13 do sy phan phéi
tai chd hoat chét trong duong ti€u hoa (chéng han, da day co) ctia sinh vat. Theo mot
khia canh, thuat ngit “duoc chira trong” ding dé chi phwong phap dé bao ché mot hoat

chét trong ché phim dé giai phdng c6 kiém soat, trong mot giai doan kéo dai.

Theo céc phwong 4n khac, cac ché phdm giai phong duy tri hodic giai phéng cham
theo sang ché chira mét lwong hiéu qua hoat chit (ching han, enzym hoic khang sinh)
duge st dung. Theo mot khia canh, giai phong duy tri hodc giai phong cham ding dé
chi qua trinh gi4i phéng dan dan hoat chat tir vét liéu twong hop sinh hoc, trong mdt giai
doan kéo dai. Dang giai phéng duy tri c6 thé 12 lién tuc hodc gidn doan, tuyén tinh hodc
phi myén, va didu nay co thé thuc hién duge bﬁng cach st dung mot hodc nhiéu thanh
phén c6 thé phan huy sinh hoc hoic khong thé phan huy sinh hoc, chét mang thudc, lya
chon t4 dugc, hodc cac cach cai bién khac. Tuy nhién, can théy réng c6 thé tao ra mot
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ché phdm giai phéng “nhanh” tao ra qua trinh giai phong nhanh khi duge hip thu bsi
sinh vat. Ciing c6 thé hiéu rang, “giai phong” khong nhét thiét c6 nghia 13 hoat chit dugc

giai phong tir chit mang tuong hop sinh hoc. Theo mét khia canh, qué trinh giai phong
| chdm c6 nghia 14 qua trinh hoat dong chdm hoéc hoat dong lién tuc cua hoat chét co
trong ché pham twong hop sinh hoc. Ching han, phytaza khong cin phai duoc giai phong
tir ché phém tuong hop sinh hoc dé c6 hiéu qud. Theo khia canh nay, phytaza duoc cb
dinh trén ché phim twong hop sinh hoc.

Thirc n gia stic c6 thé 12 bita an hitu co chira protein thuong dwoc st dung dé thao
mén nhu cau dinh dudng cia dong vat. Nhiéu trong sb céc bita an chua protein nay
thuong dugce 1am tir ngd, bot dau twong hodc hdn hop ngd/bdt dau tuong. Chéng han,
cac san phdm c6 ban sin dé cho gia cdm #n gdbm Egg Maker Complete, san phim thtrc
an gia cdm ciia Land O’Lakes AG Services, cling nhu Country Game va Turkey Grower
mot san phdm cta Agwa, Inc. (tham khio The Emu Farmer’s Handbook by Phillip
Minnaar va Maria Minnaar). Ca hai sin pham c6 béan sin trén thi truong ndy thudong
dugc 14y 1am vi du vé thirc an gia sﬁc c¢6 thé két hop v6i ché phdm hd tro dinh dudng
va/hodc enzym phytaza theo sang ché dé gidm hodc loai bd viéc bd sung phospho, kém,

mangan va sdt can thi€t trong cac ché pham nay.

Sang ché dé xuét cac ché phdm va thanh phin bd sung vao ché do an va phu gia
khac, va phuong phap dé bd sung vao mot sé ché do an, ching han, ché d6 in cta Atkins,
ché d6 an chay, ché do an sinh vat 16m, ché dd dn chay hoan toan hodc ché o an theo
vung, ching han, ché do an cua cac nude dang phat trién. Thue phdm di 1ém véi cac ché
dd #n chon loc, nhu Atkin, ché d6 an chay, ché d6 an sinh vat 16n, ché d6 an chay hoan
toan hodc ché do an theo ving (ching han ché d6 an ciia cic nuéc dang phat trién)
thuong tép trung vao mot s6 nhém thuc phém nhét dinh, nhu protein va béo, dau nanh,
v.v., hodc dua vao céc loai cay tréng noi dia, chrflng han, ngii cbe, gao, dau, va cac loai
tuong tw nhu thanh phan cung cip dinh dudng chu yéu hodc duy nhét vao ché do dinh
dudng clia mot ca thé. RAt nhidu trong s céc loai cdy ngil cbe c6 ndng do axit phytic
tang Ién (tir 3 dén 10 14n). Thuc phdm ché bién nhu dich thuy phan protein ddu nanh va
cac loai khac c6 thé duy tri cac ndng do axit phytic ting va viéc dwa chung vao nhu

nguén protein vao cac loai banh dinh dudng, bt va céc loai thuc phém hodc thuc ph'ém
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bd sung khéc va cac thanh phan lam ting muc d6 hip thu axit phytic & cac cé thé an

nhitng bita &n nhu vay.
Ngin ngira va diéu tri chirng mat xwong

Sang ché ciing d& xuét dugc phdm va ché d dn méi duoc sir dung nhu thue phdm
b6 sung va chit bd trg, va phuong phap bd sung vao ché do an, chira phytaza, ching
han, mot phytaza bat ky, gdm cé phytaza theo sang ché, cho cic bénh nhan dugc chén
do4n 13 bi mét xuong, cac bénh nhan bj mét xuong, va cic bénh nhén bi cac tinh trang
y té nhét dinh, chang han, lodng xwong, suy mon, va cac phuong phap diéu tri y té, nhu
ho4 tri liéu, cac phuong phéap nay cé thé tao ra qua trinh hap thu hoic sir dung chinh xéc
céc dudng chét can thiét. Phuong phép va ché phim theo sang ché c6 thé dugc sir dung
doc 1ap hoic két hop vé6i cac thanh phan bd sung hoic ché d6 didu tri khéc, gdm c6 thude
va cac loai tuong tu. Chéng han, ché phém, thanh phﬁn ) sung vao ché @6 an va céc
phuong phép dé bd sung dinh dudng c6 thé dwgc str dung ciing vé6i cac thanh phan bd
sung vao ché do in hozc thubc khac dé didu tri hoic ngin ngira lodng xwong, ching han,
v6i vitamin D3 va/hodic canxi (d3 dugc ching minh 13 ngin ngira mét xuong). Theo mét
khia canh, sang ché d& xuét ché pham chira phytaza, ching han, mét loai phytaza bat ky
hoic phytaza theo sang ché, va vitamin D3 va/hodc canxi. Theo mot khia canh, sang ché
dé xuét ché phém chira mdt loai phytaza, chéng han, mét loai phytaza bét ky hodc

phytaza theo sang ché, d& ngan ngira mét xuong.

Ché phim c6 thé & dang dugce phdm, hodc, ¢6 thé 13 mot thanh phan bd trg cia
duoc phém, c6 thé & dang long, ran, bot, lotion, dang xit ho#c sol khi. Dugc phém va
ché phdm theo séang ché dé sir dung qua dudong miéng c6 thé duoc bao ché st dung cac
chit mang duogc dung da duoc biét rd trong linh vire k§ thuat nay theo cac lidu chinh x4c
va thich hop. Céc chit mang nay s& cho phép biao ché duoc phdm thanh dang lidu don
vi nhu vién nén, vién tron, bdt, vién bao dudng, vién nang, dang 16ng, vién ngam, gel,
xird, bot nhdo, hén dich, v.v., thich hop dé ding qua dudng tiéu hoa cta bénh nhan.
Dugc phim d st dung qua dudng miéng c6 thé dugc bao ché ¢ dang rén, tuy y bing
cach nghién mot hdn hop, va xir Iy hén hop hat cém, sau khi thém céc thanh phan bd
tro, néu can, dé thu duogc vién nén hodc 16i vién bao duong. Céc ta dugce rén thich hop

1a chit don carbohydrat hodc protein bao gdm, ching han, dudng, gdm co lactoza,
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sucroza, manitol, hodc sorbitol; tinh bdt ngd, lia mi, lua gao, khoai tay, hodc cac cay
khac; xenluloza nhu metyl xenluloza, hydroxypropylmetyl-xenluloza, hoZc natri
carboxy-metylxenluloza; va gébm gdm gdém arabic va tragacanth; va protein, ching han,
gelatin va collagen. Cac chét rd hodc hoa tan c6 thé dugc thém vao, nhu polyvinyl

pyrolidon, agar, axit alginic, hodc mudi cua nd, nhu natri alginat.

Sang ché d& xuét hén dich léng chira phytaza, ching han, phytaza theo sang ché,
trong hdn hgp vdi céc ta duge thich hop dé san xuét cac hdn dich léng. Céc ta dudc nay
bao gdm ta duwoc lo Iimg, nhu natri carboxymetylxenluloza, metylxenluloza,
hydroxypropylmetylxenluloza, natri alginat, polyvinylpyrolidon, gébm tragacanth va
gom acacia, va tad dugc phéan tan hoac ta dugc tao 4m nhu phosphatit cé nguén géc tu
nhién (ching han, lexithin), mot san phdm ngung tu cta alkylen oxit véi axit béo (ching
han, polyoxyetylen stearat), san phdm ngung tu cia etylen oxit v&i rugu béo mach dai
(ching han, heptadecaetylen oxyxetanol), san phdm ngung tu ctia etylen oxit véi mot
este mot phan thu duogc tir axit béo va hexitol (ching han, polyoxyetylen sorbitol mono-
oleat), hozc san phim ngung tu ciia etylen oxit v&i este mot phan thu duge tir axit béo
va hexitol anhydrit (chiang han, polyoxyetylen sorbitan mono-oleat). Hdn dich 16ng cling
c6 thé chira mot hogc nhiéu chit bao quan nhu etyl hoic n-propyl p-hydroxybenzoat,
mot hodc nhiéu chit tao mau, mot hodc nhidu chét tao huong vi va mot hodc nhiéu chét
diéu vi, nhu sucroza, aspartam hodc sacarin. Cac ché ph?lm c6 thé dugc diéu chinh theo

nong dd mol.

Ché do liéu cling tinh dén viéc xem xét cac tham sb dugc dong luc hoc da duoc
biét rd trong linh vuc k§ thuat ndy, nghia 13, tbc d6 hp thu, d6 sinh kha dung, tbc do
chuyén ho4, do thanh thai, va cic tham sb tuong tu cia hoat chét (tham khao, chéng han,
Hidalgo-Aragones (1996) J. Steroid Biochem. Mol. Biol. 58:611-617; Groning (1996)
Pharmazie 51:337-341; Fotherby (1996) Contraception 54:59-69; Johnson (1995) J.
Pharm. Sci. 84:1144-1146; Rohatagi (1995) Pharmazie 50:610-613; Brophy (1983) Eur.
J. Clin. Pharmacol. 24:103-108; the latest edition of Remington, The Science va Practice
of Pharmacy 20™ Ed. Lippincott Williams & Wilkins). C4c hiéu biét trong linh vuc k¥
thuat nay c6 thé cho phép nha 14m sang hoc xac dinh ché db lidu déi vdi ting bénh nhan
riéng 18, hoat chit va bénh hoic tinh trang duoc diéu tri. Cac hudéng din duoc cung cip

d6i voi cac ché phdm tuong tu duge 1am duoc phim c6 thé duoc sir dung 13 huéng dan
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dé xéac dinh ché do lidu, nghia 13, lich trinh dung liéu va lidu Ivong, duoc sit dung dé
thue hién cac phuong phép theo sang ché (ching han, diéu tri mét xuong, hodc, ngan

ngira mét xuong) 1a thich hop va chinh x4c.
Céc thanh phan b sung trong luyén tap thé luc

Sang ché ciing dé xuét cac thanh phan bd sung vao ché do an va phu gia thye phim
méi, va phuong phép st dung ching, chtra phytaza, ching han, mét loai phytaza bat ky
hoic phytaza theo sang ché, cho céc dbi tuong trai qua qua trinh luyén tap thé thao hoic
cac hoat dong luyén tap thé luc cudng do cao khac, chéng han, luyén tép binh si. Luyén
tap thé thao va su ging strc ¢6 thé 1am can kiét cac dudng chat can thiét va cin qua trinh
bd sung céc thanh phan dinh dudng vao ché do an. Cac ché do an va céc tinh trang
thuong c6 chung mdt dac diém 14 thiéu céc vi chit can thiét nhu kim loai (K, Ca, Fe,
Zn, Mn, Se) va ion (POs) can thiét d6i v&i qua trinh dinh dudng t6i wu. Cac ché do an
gidu axit phytic s& 1am ting van dé nay Ién va c6 thé gay ra ca cac tinh Atrang man tinh
va cép tinh hinh thanh do su phu thudc theo y chi hoic do kinh té vao cc ché d6 an giau

thuc phdm c6 ham luong axit phytic cao.

Chﬁng han, cac d6i tuong theo ché do an it carbohydrat (“low carb”) thuong bi
chudt rit co, chang han, co chan, co ctng co. Khuyén céo chung cho van d& nay 13 bd
sung kali, canxi va cac dudng chét khac vao ché d6 an. Sang ché dé xuit ché phim dé
b sung vio ché do an, thanh phan bd sung vao ché d6 an va phuong phép dé thanh phan
b6 sung dinh dudng ting qué trinh dinh dudng bi anh hudng qua viéc chuyén hoa cac
dudng chit da luong va dudng chat vi lugng sir dung thanh phan b sung phytaza vao

ché d6 an (bao gdm viéc st dung mot loai phytaza bat ky hodc phytaza theo sang ché).

Theo mot khia canh theo sang ché, viéc sir dung phytaza (chéng han, st dung mot
loai phytaza bit ky hodc phytaza theo sang ché) duoc t6i vu dé thé hién cac dic tinh
khong bén nhiét hoic d 6n dinh véi pH s& lam cho ché phim nay trd 1én thich hop dé
b sung truc tiép vao thuc phim va qua trinh bd sung va/hodc chiing minh hoat tinh va
d6 6n dinh dugc gia ting trong duwdng tiéu hoa cia nguoi hodc dong vit.

Sang ché ciing dé xut thanh phan bd sung vao ché do dn méi, va phuong phép sir
dung chiing, chira phytaza, ching han, mot loai phytaza bat ky hodc phytaza theo sang
ché, cho cac bénh nhan cin bd sung khoang chat. Ché pham bd sung khoang chét cho
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ngudi trén cac thue phdm c6 ham lwong axit phytic cao c6 thé 1am ting cac van dé déi
v6i chét dinh dudng c6 sin. Céac tai liéu tham khao da dé xuét rang cac phuc hop cua
- axit phytic, canxi va k&m cang kho tan hon so véi cac phirc hop cua axit phytic va canxi.
Con ngudi thuong udng nhiéu loai bd sung khoang chit. Viéc thém phytaza vao trong
ché d6 an duoc chia déu dé két hop cac ché phdm bd sung khoang chét khi ¢6 cac thuc
pham c6 ham lugng axit phytic cao ¢6 thé 1am cho cac ché phim bd sung nay hi¢u qua

hon.

Theo cac khia canh khéc, ché phim va phwong phép theo sang ché (chira mot loai
phytaza bat ky hoic phytaza theo sang ché) duoc st dung 13 cac ché phdm bd sung hoic

phu tr¢ trong:

- Céc chuong trinh luyén tap gidm cén han che viéc dn cac nhom thuc pham cu
thé, ngudi dn chay, ché do an thuc dudng hodc ché d6 an chay hoan toan han ché hoac
khong dugrc an thit, cdy ky nham, banh my, v.v. va cac ché do an khac tip trung vao viéc

an cac loai dau,

- Cac thanh phén bd sung déc hiéu cho cac ca thé c6 ché d 3n dam thép ¢ nhiéu
thue phdm c¢6 ham lugng axit phytic cao dé 1am giam céc triéu chimg sinh 1y do su hap
thu chét khoang giam,

- Ché d6 luyén tap thé thao cin ting hiéu qué luyén tap qua ché d6 dinh dudng,
gbm ca ché d6 luyén tip quan ngi,

- Ché d6 an ciia bénh vién duoc thiét ké dé dap tmg cac nhu ciu cu thé cia bénh
nhan bj 1am giam qua trinh hip thu hozc bi han ché d6i v6i mot sé nhém thue phim

- Ché @6 #n ngii cbc c6 ham luwong vi chit thip va ché do dn dau & cac nuéce dang
phat trién,

- Ché d6 an trua & truong hoc.

Sang ché ciing d& xuét bo kit chira ché phim theo sang ché (chira mot loai phytaza
bét ky hoic phytaza theo sang ché) va huéng din vé vidc két hop ché pham hodc phuong
phap theo sang ché vao cac ché do in nay. Kit nay con chira cic thinh phan nhu bao bi,

nhan, va td roi sdn pham va tuong tu.
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Theo mot khia canh, sang ché dé xuét phytaza c6 ngudn gdc ty nhién hodc phytaza
duoc tdi wu theo sang ché, dugc bao ché dé hodc tdi vu dé (chﬁng han, dugc ti vu trinh
tir) san xuét, xir Iy hodc chuyén qua cac hé théng cia ngudi hoic dong vat chang han,
dudng tiéu hoa. Enzym phytaza c6 thé dugce t6i wu bang cach st dung cac phuong phép
bao ché khac nhau.

Theo mdt cach khéc, enzym phytaza theo séng ché, hoic, phytaza bat k¥, c6 thé
dugc ti wu bang cach xir Iy trinh tw gen ctia nd, ching han, sir dung phuong phap gay
tién hod c6 dinh hudng, PCR doc sira, ghép nbi, gay dot bién tai chd oligonucleotit, PCR
ghép nbi, gay dot bién két cip PCR, gy dot bién trong co thé, gdy dot bién catxet, gay
dot bién nguoc toan thé, gdy dot bién toan thé theo s6 mi, gy dot bién dic hiéu tai chd,
ghép nbi ligaza, GSSM™ va mot td hop bit ky cia cac phuong phap trén, dé duy tri

hoat tinh trong qu4 trinh xtt 1y, ti€u hoa va trong rudt nguoi.

Céc ché phim (ching han, ché phidm #n kiéng chira enzym phytaza bit ky, hoic
enzym phytaza theo sang ché) c6 thé dugc phan phdi theo mot sé cach dé dat dwoc hiéu
qué dinh dudng. Ching han, sang ché dé xuit ché phdm (ching han, ché pham #n kiéng
ho#c phu gia chtra enzym phytaza bét ky, hodc enzym phytaza theo sang ché) va phuong

phap gdm c6 viée sir dung:

- Trong thye pham bd sung dugce déng goi nhu vién nén nhai duge hodc banh dinh

dudng,

- M6t san phdm dong khé @& pha véi nude trude khi an,

- Pugc déng géi cling véi cac san pham an kiéng, vi du, san phdm dau nanh d3 qua
ché bién hodc dugc ban & dang ché phim vé6i san phdm thuy phan protein ddu nanh va
cac phan doan ché bién khéc tir thuc phdm nguyén ven dugc dua ra thi truong & dang
cac thanh phan d6i v6i cong nghiép thie phdm ché bién,

- San phdm nuéng,

- Ngii cdc an séng dang xit,

- Cac ché pham ding dudng x6ng hit (ching han, dang xit miii),

- San phdm chuyén gen duoc biéu hién trong cac loai cdy trong ban dia, nghia 13,

ngll coc va diu (ching han, san pham chuyén gen cua mdt vi sinh vat, nhu vi khuan)
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- Sinh vét chuyén gen, ching han, vi sinh vat; ching han, ngudi hodc dong vét
dugc cho an vi khudn hoic céc vi sinh vat khac c6 kha nang tao ra (va, theo mdt phuong
an khac, c6 kha nang tiét) phytaza tai t6 hop, nhu phytaza theo sang ché, sau khi dn hodc

cay, chang han, vao ruft cua nguoi hoac dong vat.

Céc san pham chtra phytaza va phwong phap theo sang ché ¢6 thé duoc coi 1a ché
pham gia ting dinh dudng, ché phdm twong hop dinh dudng hoic theo mdt cach khéc
duoc chu thich vé kha ning gia ting hiéu qua dinh dudng va 1am gidm nhidu triéu ching

khac nhau lién quan dén tinh trang thiéu dinh dudng.

Céc san phdm chira phytaza va phuong phép theo sang ché dugc sir dung dé 1am
giam céc tac dong khang dinh dudng ctia phytat, phytat 13 chat cang héa vé6i cac khoang
* chét dinh dudng quan trong nhu k&m, df‘)ng, sit, magie, thiéc, va canxi. Do do, san phém
chira phytaza va phuong phép theo sang ché dugc st dung 13 thanh phén bd sung vao
ché d6 an dé ngan qu4 trinh két tia clia enzym va protein lién két véi kim loai trong cac
thuc phdm an dugc. Theo mét khia canh, san pham chita phytaza va phuong phép theo
sang ché duoc st dung dé 1am giam céc tac déng khéng dinh dudng cta phytat trong
ché d0 an cua nguoi, cu thé 13 c4c ché @6 an nhiéu dau va ngil cbe, dé lam tang dg sinh
kha dung ciia cac khoang chit. Theo mot khia canh, phytaza trong thanh phan bd sung
vao ché db an theo sang ché s& xic tac thuy phén loai bé mot phén hodc hoan toan
orthophosphat trong phytat, trong d6 qua trinh thuy phan hoan toan phytat s€ tao ra 1
phén ti¥ inositol va 6 phan tir phosphat v co.

San phdm chita phytaza va phuong phap theo sang ché c6 thé sir dung vao ché do
an ctia ngudi va nhiéu dong vét, gdm ca gia cAm va c4. Ching han, san phim thanh phan
bb sung vao ché do an chira phytaza va cac phuong phép tao thanh phan bd sung vao
ché d6 an theo séng ché c6 thé thuc hién dugce véi cac loai c6 gia tri thwong mai, chéng
han, lon, bo, ciru, dé, thi gdm nhdm trong phong thi nghiém (chudt ddng, chudt nht,
chudt lang va chudt nhay), dong vat cho 16ng nhu chdn vizon va céo, va dong vat vuon
bach thi nhu khi va dudi uoi, cling nhu thi nudi trong nha nhu meo va ché. Cac loai gia
cam c6 gié tri thuong mai dién hinh gbém c6 ga, ga quay, vit, ngdng, ga 16i, da diéu sa
mac, da diéu chau Phi, chim lan gavia, kiwi, bd cau, vet, vet xam Uc, vet mao, hoang

yeén, cénh cut, hong hac, va chim cut. Cac loai ca nudi thwong mai nhu cé hoi cling c6
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thé sir dung céc loai ché phém hd tro dinh dudng duogc dé cap ¢ day. Céc loai ca khac
ciing c6 thé sir dung dugc ché phdm gdm, ching han, c4 (dic biét trong moi truong bé
nudi hoac nudi tréng, chéng han, c& nhi¢t d6i), c4 vang va cac loai ca canh, ca da tron,
c4 hdi di cu, ca hodi khong di cu, ¢4 mép, ca dubi, c4 bon, tilapia, medaka, c4 nudc ngot,

molly, ca dia, cac dudi kiém, ca ngua, va ca chach.

San phim chira phytaza va phuong phép theo sang ché cling dugc st dung trong
c4c loai agar, gel, moi trudng, va dung dich khac nhau trong nudi cdy mé va/hodc té
bao. Dich thuy phan d4u nanh khong ddng nhét co6 thé 13 mot tré ngai gdp phai khi st
dung trong nudi ciy mé va/hoic té bao. Theo mot khia canh, san phdm chira phytaza va
phuong phép theo sang ché dugc sir dung 13 chit b trg méi trudng nudi cly md hoic 1a
céc chat xir ly dé, ching han, ting san lugng nudi ciy té bao va tinh én dich hicu nang.
Theo mot khia canh, sang ché @& xuét dich thuy phan dé nuéi cdy té bao chira phytaza,
chéng han, phytaza theo sang ché.

Theo rhcf)t khia canh, dé tao ra mot san phdm 6n dinh, sang ché d& xuit phuong
phap tao dich thuy phan, ché pham bd sung hodc phu gia cho nudi cy té bao chira
phytaza bang cach sir dung cac chi thi sinh hoc clia phytaza. Ching han, phuong phap
nay s& bao gdm viéc “tim ra” hodc “tao ra” mot sé phan tir phytaza khéac nhau trong céac
mé dich thity phan, chét bd sung hoic phu gia khac, va sau d6 tron 13n cac mé d6 vio
dich thuy phén, chét bd sung hodc phu gia khéc dé thu dugc mot mﬁu chi thi sinh hoc
dn dinh. Theo mét khia canh, viéc thuc hién nudi cz‘iy béng mdi mé duoc do trong mot
may do phan tng sinh hoc nhé va qua trinh thyc hién véi ting chi thi sinh hoc va mé
duge xac dinh twong quan. Theo mot khia canh, mdt hdn hop duogc tao ra dé dat duoc
cac san phém c¢6 hidu qua cao hon 6n dinh hoic tt hon so véi muc trung binh. Theo
mdt khia canh, thioredoxin (TRX) dugc bd sung vao dé ting mirc d6 sinh kha dung cua
nhiéu protein bing cach loai bé ciu tric thir cép tao ra boi cac lién két disulfit. Theo
mot khia canh, céc proteaza cling dugc cho vao dich thuy phan, chét bd sung hodc phu
gia theo sang ché. Céc proteaza c6 thé duoc “kiém soat” hodc kién tra chat lugng véi

cac chi thi sinh hoc khac (nhu v6i phytaza, nhu d3 néu) dé diéu khién qué trinh tron.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuit phuong phap bd sung phytaza vao hat dé tao

ra san phém 4n dinh st dung chi thi sinh hoc “phat hién” hoac kiém sodt chit lugng

-201-



22404

tuong tw nhu d néu d6i véi cac dich thuy phan, chat bd sung hodc phu gia theo sang

che.
Céc che do dn dugc ting cudng enzym dé ting y chi va strc chién dau cta quin nhan

Theo mdt khia canh, sang ché dé xuét thanh phan bd sung vao ché d an va phu
gia va phuong phap méi dé bd sung ché do an chira phytaza, ching han, mét loai phytaza
bét ky hoic phytaza theo sang ché, dé tao ra cac ché do an dugc ting cudng enzym dé
tang ¥ chi va sirc chién ddu cia quan nhan. Theo mot khia canh, c4c thanh phan bd sung
vao ché do an ché phdm theo sang ché s& hoat dong, tai ch, dé tdng nang lugng, stc
bén va ¥ chi & dang mong mudn, sit dung dé& dang, va én dinh trong khi han ché su lang

phi thuc pham.

Theo mdt khia canh, cac ché pham thanh phin bd sung vio ché d6 an va phuong
phap theo séng ché huéng dén hoat dong luyén tap quén su gbm c6 viéc cung cip hidu
qué céc chét dinh dudng va strc khoé, y chi chién d4u va hiéu qué chién d4u cta binh si.
Sang ché dé xuét enzym dugc t6i vu d hoat dong hi¢u qua trong rudt nguoi. Cac enzym
nay c6 thé tang viéc hip thu chit dinh dudng va tao ra nang lugng cling nhu kéo dai sy

duy tri lwgng chét dinh dudng diy du va cam giac no cta chién si.

Ngoai phytaza, cic enzym khéc, ching han, amylaza, xylanaza, proteaza, lipaza,
dugc sit dung dé san xuit ché phdm thanh phan bd sung vao ché d6 an va thyc hién
phuong phép theo sang ché. Theo mét khia canh, sang ché d& xuét cac ché pham, thuc
phdm bd sung, thuc phim, suét an sin (self-contained meal Ready-to-Eat units - MRE),
d6 ubng, chit hydrat ho va cé4c chét twong tu, chira phytaza, ching han, phytaza theo
sang ché, va mot enzym khac, chéng han, amylaza, xylanaza, proteaza, lipaza hodc td
hop ctia cac enzym trén. Khi dugc hip thu cing thue phdm, cac enzym nay di cho thiy
1am ting muc d6 giai phong cac chit dinh dudng thiét yéu, ching han, phospho, cac kim
loai va ion can thiét, axit amin, va dwong. Hon nita, viéc ddng hip thu cac enzym nay
s& lam ting mitc dd co hoc va hép thu bing cach khir polyme hod xenluloza,
hemixenluloza va tinh bot tir thyuc vét. Diéu nay dé xuét viéc phat trién cac enzym nay
13 thanh phan bd sung vao ché d6 an cua quéan doi dé ting cuong hiéu qua st dung chét

dinh dudng dbi véi quan nhan.
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Theo mdt khia canh, thuc phdm bd sung theo sang ché sé tao ra qua trinh giai
phong phosphat can thiét tir phytat thu dugc tir thuc vét va thuong khong co gia tri dinh
dudng dé 1am ting hiéu suit nang lugng ctia thue phdm va su tich lu§ CaPOg4 vao xuong.
Theo mot khia canh, phytaza va enzym trong cc thanh phin bd sung dinh dudng c6 thé

chiu dugc pH trong rudt va hoat dong cla cic proteaza ngoai sinh.

Theo mdt khia canh, séng ché d& xut cac ché phdm b sung enzym vao khu phén,
dd ubng, thuc phém, MRE, chét hydrat ho4 va cac ché phdm trong tw dé ting cudng
dang ké gia tri dinh dudng, kha ning hip thu va ham lugng néﬁg lwong ctia ché do an
quan doéi (hodc mot ché do an bét ky, gém ¢ ché do an cla ngudi binh thudng va cac
san pham bd sung ché do an) duge dung cho quan nhén trong luyén tap, chién ddu hoic
bét ky tinh hubng cing thang nao. Ché phdm bd sung c6 thé duge bao ché dé c6 thé da
dang st dung va van chuyén (trong hoic ciing véi MREs, chét hydrat ho4, v.v.). Theo
mét Khia canh, ché phdm bd sung enzym s& khong lam héng cdm quan, mui vi va/hodc
tinh 6n dinh cua thuc phém. Theo mdt khia canh, san phém s& cai thién suc khoé va gia

tdng strc bén cda quan nhan.

Theo cé4c khia canh khéc, ché pham bd sung enzym dugc phan phéi theo mét sb
cach dé tao ra hiéu qua dinh dudng; ching han, sang ché @& xudt phytaza, gdm c6

phytaza theo séng ché, va theo mot so khia canh, cidc enzym bd sung, trong:

- ché phim thuc phidm hoic db udng bd sung dugc dong géi nhu MREs, khiu phén,

bita &n ctru ho, chét hydrat hod, vién nén nhai dugc hoéc banh dinh dudng;
- & dang san pham déng kho (ching han, bot) sén sang pha v&i nudce trude khi an;

- duge déng goi ciing véi cac san phdm dinh dudng, thuc phim, d6 udng, ching
han, san phim dau trong da ché bién hodc ché phdm c6 dich thuy phén protein d4u nanh
va cac phan doan ché bién khac tir thuc phdm dugc ban 1 nguyén lidu cho cong nghi¢p

ché bién thyc pham;
- trong cac san pham nudng;
- Dang xit lén ngii coc;

- ché pham nhu vién nén, miéng gel, vién nang, dang xit va cadc ché pham tuong
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Theo mot khia canh, cic ché phdm va phuong phép theo sang ché s& tao ra qua
trinh b6 sung dinh dudng giai phéng nhanh calo va cac da dudng chit va vi dudng chit
tir bita an. Theo mot khia canh, ché phdm va phuong phap theo sang ché s& cung cip
ning lugng va strc khoé cho cic cé thé trong cac tinh hudng cin thing, ching han, bao
gOm sy gang strc va cac giai doan suy kiét khong lién tuc. Theo mot khia canh, ché phdm
va phuong phap theo sang ché s& cung cip enzym dugce tdi wu va duge bao ché @ hoat
dong hiéu qua trong rudt ngudi trong khi van duy tri d6 6n dinh, thoi han st dung va

kha ning van chuyén trong mdi trudng mong muodn, chang han, quan doi.

Theo mot khia canh, ché phim va phwong phép theo sang ché s& tao ra cac ché
phim @ gia ting dic diém mui vi, do hoa tan, kha ning nhai va hiéu qua van chuyén
ctia san phim. Theo mot khia canh, ché phim va phuong phép theo sang ché con chira
cac thanh phan khac, nhu kali, glucoza, CaCl,. CaCl trong qua trinh bao ché c6 thé két
hop v6i phosphat duge giai phéng, va do d6, s& 1am ting su ling dong xuong va ting
trong luong. Theo mdt khia canh, ché phim va phuong phap theo sang ché con chira céc
ché phdm ctia cac enzym khac, nhu proteaza, xenlulaza, hemixenlulaza, dé phén huy
protein, xenluloza va hemixenluloza. C4c enzym ndy cé thé ting kha ning cung cp

protein va tinh bot va con 1am ting sy hap thu sit tir cac thue phdm gidu sit.

Theo mot khia canh, ché phdm va phuong phap theo sang ché con chira enzym dé
thuy phén thuc phdm thu dugc tir nguyén lidu thuc vét, c6 ham lugng cao glucoza va
polyme dua trén xyloza, xenluloza, hemixenluloza va tinh bdt, cling nhu polyme axit
amin, protein. Theo mot khia canh, ché phdm va phuong phép theo sang ché con hd trg
qué trinh thuy phén céc nguyén liéu polyme trong thic phim; nghia 13, hd trg qua trinh
phan huy hoan toan cac polyme thanh monome, ching han, polysaccarit thanh cac duong
don, hoic protein thanh cac gbc axit amin. Do d6, theo khia canh nay, ché phdm va
phuong phap theo sang ché c¢6 thé 1am cho thuc phim, dd ubng hoic khiu phan n giai
phéng gié tri calo va dinh dudng day dii. Theo mot khia canh, qua trinh bd sung enzym
bao gém viéc st dung mot enzym 4n dinh, chéng han, céc loai hydrolaza khac nhau,
xenlulaza, hemixenlulaza, amylaza, lipaza, amidaza, proteaza va cac enzym khac. Theo
mdot khia canh, enzym duoc st dung trong ché phdm va phuong phép theo séang ché c6
thé chiu dugc cac diéu kién trong rudt, nghia 1a, 6n dinh & pH thép va khi c6 mit cac

proteaza trong da day.
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Str dung phytaza trong cong nghiép

Ngoai cac img dung duge mo ta & trén, sang che dé xuat cac ing dung trong cong

nghiép mdi ciia phytaza, bao gdm viéc str dung phytaza méi theo sang ché.
Giam 6 nhiém phosphat trong moi trudng

Theo mét khia canh, sang ché dé xuét ché phdm chira phytaza (bao gdm phytaza
theo sang ché) dé dua vao rac thai hodc phan bén dé chuyén hoa axit phytic “trong moéi
truong”. Theo mdt khia canh, diéu nay s& phuc vu c6 cédc muc dich lam gidm 6 nhiém
va gia ting su c6 sin chit dinh dudng. Sang ché ciing d& xuét ché phim va phuong phéap
dé b sung phytaza vao dét, hd nudc ty nhién hodc nhan tao (chéng han, ho, ao, giéng,
ao phan bon, va cac loai tuong tu), céng rang, chét thai céng ranh, va céc loai tuong tu.
Nhu d& mo ta & trén, sang ché @& xuét ché phim va phuong phap 1am gidm ndng do
phytat trong rac thai hoic cng ranh, ching han, phén stc vat, trong d6 dong vat dugc
cho in ché pham hd tro dinh dudng chira mdt lugng hidu qua phytaza, ching han,
phytaza theo sang ché. Mét ing dung thir nghiém cia ché pham va phuong phap theo
sang ché 1am giam tinh trang 6 nhiém phosphat trong méi truong. Do d6, ché phdm va
phuong phéap theo sang ché c6 thé dugce st dung trong tmg dung bat ky dé lam giam 0

nhidm bang cach phan hay axit phytic.
Céc umg dung trong nudi trong thuc vat

Theo mdt khia canh, sang ché d& xuét ché phdm chira phytaza (bao gdm phytaza
theo sang ché) va phuong phap dé tmg dung trong lam vudn hoic nudi trdng cdy, ching
han, thém phytaza vao phan bén hozc ché phdm b sung dinh dudng thyc vét (ching
han, MIRACLEGROWT™) cho thuc vit, chéng han, cay tréng trong nha. Trong qua
trinh str dung ché phdm va phuong phép theo sang ché dé ung dung trong 1am vuon,
ngudi str dung gém c6 cong nhan ndng nghiép. Ché pham va phuong phap theo sang
ché co thé dugc sir dung dé bd sung phytaza vao dit thiéu phospho hodc cin bd sung
phospho cho mét loai cdy trong hodc tmg dung cu thé. Vi qu trinh giai phéng phospho
s& gitip cho qua trinh sinh trudng ciia thuc vat, ché pham va phuong phap theo sang ché
c6 thé duge sir dung dé bd sung phytaza vao mdi truong chira tho hodc nguyén liéu thyuc

vat.
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Céc san pham cua trong qua trinh san xuat

Sang ché @& xuit mot loat cac san phdm trong qua trinh san xuit chira mot hosc
nhiéu phytaza theo sang ché. Chéng han, theo mét khia canh, sang ché d& xuét ché phém
chira phytaza (bao gdm phytaza theo sang ché) va phuong phap @ ting dung trong m§

pham, ching han, dau gdi dau, lotion hodc xa bong chira cac san pham tir thuc vat.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuét ché phdm chira phytaza (bao gbm phytaza
theo sang ché) va phuong phap @& cb dinh phytaza. Theo mot khia canh, phytaza duoc
c¢b dinh s& hoat dong nhu co ché giai phéng c6 kiém soat. Ching han, theo mot khia
canh, sang ché dé xuit cac ché phdm phytaza giai phong c6 kiém soat (giai phong theo
thoi gian) dé str dung trong dt, chéng han, dat sét, sir dung cho cdy tréng, v.v. Theo mdt
khia canh, phytaza dugc ¢ dinh vao cac hat, chéng han, hat polysorb. Céc hat nay sé&
dugc dua vao dat, chang han, dé trong cdy trong nha hodc cy nong nghi¢p. Theo mot
khia canh khac, ché phdm phytaza giai phong c6 kiém soat (giai phong theo thoi gian)
theo sang ché duoc sir dung trong thanh phin b sung vao ché do an va phu gia thuc
phim.

Chuyén ho4 sinh khéi va nhién liéu sinh hoc

Sang ché dé xuat phuong phap dé san xut nhién liéu, ching han, nhién liéu sinh
hoc, bao gdm viéc str dung mdt hodc nhidu phytaza theo sang ché; gbm tao ra cac nhién
liéu, chﬁng han, nhién liéu sinh hoc, chita mot hodc nhiéu phytaza theo sang ché. Sang
ché dé xuét phuong phap dé chuyén hoa sinh khéi bao gdm viéc sir dung mot hosc nhidu

phytaza theo sang ché.

Theo mdt khia canh, sang ché d& xut ché phim chtra phytaza (bao gbm phytaza
theo sang ché) va phuong phép dé str dung phytaza trong qué trinh 1én men hodc qua
trinh san xuét ruou, chang han san xuét etanol. Ching han, ché phim va phuong phap
theo sang ché c6 thé duoc st dung dé tao ra cac san phaim thay thé hodc chit phu trg
hiéu qua va bén ving cho viéc sir dung cac san phdm gbc diu mo, ching han, nhu dang

mdt hdn hop ciia etanol sinh hoc va dau hoa.

Séang ché€ dé€ xuat cic sinh vat bicu hién enzym theo sang ché d€ tham gia vao cac

chu trinh ho4 hoc lién quan dén qua trinh chuyén hoa sinh khéi. Ngoai ra, hdn hop clia

-206-



22404

phytaza (ching han, enzym theo sang ché) voi mot hodc nhidu enzym phan huy tinh bot,
nhu amylaza hodc glucoamylaza, s& 1am gia ting qua trinh san xuét etanol tir tinh bot.
Sang ché dé xuat phuong phép phat hién va bd sung enzym hiéu quéa nhat dé thuc hién
cac qua trinh “chuyén hoa sinh khéi” quan trong va cac qua trinh thay thé trong cong

nghiép ndng lugng.
Chuyén hoa sinh khdi va qua trinh san xuét nhiéu liéu sinh hoc sach

Sang ché @& xuét polypeptit, gdm c6 enzym (phytaza theo sang ché) va khang thé,
va phwong phap xtt ly sinh khéi hoic bat ky loai nguyén liéu lignoxenluloza nao (ching
han, ché phim bt ky chira xenluloza, hemixenluloza va lignin), thanh nhién liéu (ching
han, etanol sinh hoc, propanol sinh hoc, butanol sinh hoc, propanol sinh hoc, metanol
sinh hoc, diezel sinh hoc), ngoai thirc an gia stc, thyuc phém va hoa chét. Chéng han,
theo mot khia canh, enzym theo sang ché s& phan huy axit phytic (phytat) khong thé tiéu
hoé dugc trong sinh khdi (ching han, nguyén liéu lignoxenluloza, hat hoac hoiac hat cé
dau) dé giai phong photpho c6 thé tiéu hod dugc; do d6, theo mot phuong an, phytaza

theo sang ché dugc st dung dé xir Iy hodc xir Iy so bd sinh khi.

Do d6, ché phdm va phuong phép theo sang ché c6 thé dugc sir dung trong qua
trinh san xuét va/hodc xir 1y nhién li¢u sinh hoc, chéng han, dé tao ra nguyén li¢u thay
thé va/hodc phu gia c6 hiéu qua va bén viing cho viéc sir dung céc san phim c6 ngudn
gbc dau mo; ching han, ché phim va phuong phép theo sang ché c¢6 thé duge st dung
cling v6i mot hdn hop enzym dé san xuét nhién liéu sinh hoc — nhu metanol sinh hoc,
etanol sinh hoc, propanol sinh hoc, butanol sinh hoc, diezel sinh hoc va céc loai twong
tu; ¢6 thé dugce thém vao nhién liéu diezel, dau lira, diu hoa va cac loai tuong tu. Sang
ché @& xuét cac sinh vat biéu hién enzym dé tham gia vao cac chu trinh hoé hoc lién
quan dén qué trinh chuyén hoa sinh khéi tu nhién. Theo mét khia canh, enzym va
phwong phap dé chuyén hoa dugc sir dung trong cac hdn hop enzym dé xir ly hi€u qua
sinh khéi ciing v6i qua trinh khtr polyme hod cac polysaccarit, cadc polyme xenluloza
va/hodc hemixenluloza thanh cac gbc cacbon c6 thé chuyén hod dugce (chang han, ¢6
thé 1én men). Sang ché dé xuat phuong phap phat hién va bd sung enzym hiéu qua nhét
dé thuc hién cac qua trinh “chuyén hoa sinh khéi” quan trong va cAc qua trinh thay thé

trong cong nghi€¢p nang lugng.

-207-



22404

Ché pham va phuong phap theo sang ché c6 thé dugc sir dung dé tao ra nguyén
liéu thay thé va/hodc phu gia cé hiéu qua va bén vitng cho viéc sir dung cac san phdm
c¢6 ngudn gbc ddu mé; ching han, & dang hdn hgp metanol sinh hoc, etanol sinh hoc,
propanol sinh hoc, butanol sinh hoc, diezel sinh hoc dau hoa. Sang ché d& xuit cac sinh
vét biéu hién enzym dé tham gia vao céac chu trinh ho4 hoc lién quan dén qua trinh
chuyén hoa sinh khéi ty nhién. Sang ché dé xuét phuong phap phat hién va bd sung
enzym hiéu qua nhit dé thyc hién cac qué trinh “chuyén hoa sinh khéi” quan trong va

c4c qué trinh thay thé trong céng nghiép ning luong.

Sang ché @ xuit phwong phép, enzym va hdn hop enzym hodc “cocktail” theo
sang ché, dé xir Iy nguyén liéu, ching han sinh khéi, ching han, ché pham chira
xenlooligsaccarit, arabinoxylan oligome, lignin, lignoxenluloza, xylan, glucan,
xenluloza va/hoic dudng cé thé 1én men; ching han, bao gdm céc phurong phap cho ché
phdm phan tmg vdi polypeptit theo sang ché, hodc polypeptit dugc ma hod boi axit
nucleic theo sang ché, trong d6 tuy ¥ nguyén lidu nay thu duogc tir cdy ndong nghiép
(ching han, lta mi, lia mach, khoai tdy, co switchgrass, gd bach duong), 13 mét san
phim phu clia qua trinh san xuét thuc phdm hodc thirc &n gia stic, 1a mdt san phdm phé
thai lignoxenluloza, hoeflé la phﬁn du thuc vat hodc giéy vun hodc san phém giéy phé
thai, va tuy y, phén du thuc vat 13 than, 14, vo, vo triu, ngo hoac 16i ngo, than ngd, sgi
ngo, cO, rom (chéng han rom 1ua hodc rom ltia mi), ba mia, thit cu cai dudng, thit cam
quyt, va v6 cam quyt, gb, vo bao gb, bao g, gd, phé pham gd, bao gb va mun gb, phé
thai xdy dung va/hogc pha huy va manh vun (ching han gd, vo bao gb va mun), va tuy
¥, gidy phé thai 13 giy photo loai bé hodc d3 sir dung, gidy in méy tinh, gidy vo, gidy ghi
chu, gidy viét, gidy béo, tap chi, gidy bang va bao bi 1am tir gidy, va gidy téi st dung.
Ngoai ra, rac thai db thi, ching han gidy cta chét thai rin db thi, rac thai gd, va rac thai
xanh, cling v6i cc vat liéu khic chtra dudng, tinh bot, va/hodc xenluloza c6 thé dugc
sir dung. Theo céc phuong an khac, viéc xitr 1y vat liéu, chéng han sinh khoi, s& tao ra
ruou sinh hoc, chéng han, diezel sinh hoc, etanol sinh hoc, metanol sinh hoc, butanol

sinh hoc hodc propanol sinh hoc.

Theo mot cach khéc, polypeptit theo sang ché c6 thé duge biéu hién trong sinh

khoi nguyén liéu thuc vat hodc thirc &n gia suc.
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Phuong phép theo sang ché con bao gdm viéc thu gom nguyén liéu lignoxenluloza
da duge chuyén hoa (dugc xir Iy bang enzym theo sang ché) va bién chung thanh nhién
liéu (chéng han rugu sinh hoc, nhu, etanol sinh hoc, metanol sinh hoc, butanol sinh hoc
hozic propanol sinh hoc, hoic diezel sinh hoc) bang qua trinh 1én men va/hogc bing
phwong phap tdng hop hod hoc. Theo mét khia canh, dudng duge tao ra s& duge 1én men

va/hodc céc san pham khong 1én men dugc s& dugc khi hoa.

Phuong phép theo sang ché con bao gém viéc cai bién téo, diu thuc vat chua st
dung, dau thyc vat phé thai, m& dong vét va dau may (ching han m&, m& lon, va diu
vang), hoic rac cong, str dung enzym theo sang ché, va bién ching thanh nhién liéu
(chfmg han rugu sinh hoc, nhu, etanol sinh hoc, metanol sinh hoc, butanol sinh hoc ho#ic
propanol sinh hoc, hodc diezel sinh hoc) béng qué trinh 1€n men va/hoac téng hop hoa

hoc hoéc cai bién.

Enzym theo sang ché (g6m c6, ching han céc sinh vat, nhu vi sinh vat, chéng han,
ndm, nAm men hodc vi khuén, tao va theo mot sb khia canh tiét enzym tai td hop theo
sang ché) co thé dugc sir dung trong hoic duge dua vao mot giai doan bét ky ctia qua
trinh chuyén ho4 sinh khdi, chéng han, & mdt budc bat ky, mdt s6 budc khac nhau hoéac
dugc dua vao tit ca cac budc, hodc tit ca cac phuong phap chuyén hod sinh khéi sau,
hoic tht ca cac nguén thay thé nhién liéu sinh hoc:

- @bt chay truc tiép: viéc @6t nguyén liéu bang lira va 1a k¥ thuat chuyén hod sinh
khéi don gian nhét; c6 thé rit kinh té néu c6 ngudn sinh khéi gan ké.

- nhiét phan: 13 qua trinh phan huy bang nhiét sinh khéi khi khong c6 oxy. Theo
mdt khia canh, sinh khdi dugc gia nhiét dén nhiét do tir khoang 800 dén 1400 do
Fahrenheit, nhung khong c6 oxy dwgc dwa vao dé tao ra qua trinh chay tao khi, diu
nhién liéu va than.

- Khi hoa: sinh khéi c6 thé dugc sir dung @& tao metan bing qua trinh gia nhiét
hozc phan huy yém khi. Khi hdn hop, hdn hop gdm cé cacbon monoxit va hydro, c6 thé
thu dugc tir sinh khoi.
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- Khi dt: dugce tao ra béi qua trinh théi rita (phan huy yém khi) rac chon trong dt.
Khi céc rac thai hitu c6 phan rd, n6 s& tao ra khi gdm khoang 50% metan, thanh phin
chinh ctia khi tu nhién.

- phan huy yém khi: cai bién cic nguyén lidu hitu co thanh hdn hop metan, thanh
phﬁn chinh ctia khi tu nhién, va cacbon dioxit. Theo mot khia canh, sinh khdi nhu nuéc
thai (nudc cdng), phan, hodc rac thai trong qué trinh ché bién thuc phim, s& duge tron
véi nude va cho vao binh phan huy ma khong cé khong khi.

- Lén men

- Lén men rugu: rugu nhién liéu dugc san xuét béng cach cai bién sinh khbi
xenluloza va/hodc tinh bot thanh dudomg, 1én men dudng thanh ruou, sau dé tach hdn
hop rugu nude bang cach chung cit. Nguyén liéu thirc 4n gia stic nhu cay trong chuyén
dung (ching han, ngd, lta mi, lda mach, khoai tdy, switchgrass, Miscanthus, gd bach
dwong), réc thai va phan thira ndng nghiép (ching han vé triu, than ngd, vo triu lua mi,
ba mia, vd gao, soi ngo, thit ci cai duong, thit cam quyt, va vo cam quyt), rac thai 1am
nghiép (ching han vé gb ctimg va gd mém, phan dur gb cing va gd mém tir qua trinh ché
bién g8, bao gd, va min cua), rac thai d6 thi (chdng han gidy cua chit thai rén do thi,
réc thai gd, va rac thai xanh, réc thai gd (ching han mun xay gb, phé thai trong qu4 trinh
xay g0, réc thai xay dung, rac thai pha huy, bao cua, va miin cua), va gidy phé thai hodc
cac vat liéu khac chira dudng, tinh bot, va/hoic xenluloza c¢6 thé duge cai bién thanh
dudng va sau d6 thanh ruou bang cach 1én men voi nAm men. Theo mot cach khéc, cac
nguyén li€u chira duong cé thé dugc cai bién mot cach truc tiép thanh rugu béng cach

~ 1én men.

- Chuyén este hoa: mot phan tmg thir nghiém dé chuyén hoa diu thanh diezel sinh
hoc dugc goi la chuyén este hoa. Qué trinh chuyén este hod s& cho rugu (nhu metanol)
phan tmg véi triglyxerit ¢6 trong dau thuc vat, m& dong vat, hodc dau tai ché, tao thanh
cac este alkyl axit béo (diezel sinh hoc) va glyxerin. Phan rng nay cin nhiét 6 va chét
xUc tdc bazo manh, nhu natri hydroxit hodc kali hydroxit.

- Diezel sinh hoc: Diezel sinh hoc 14 hdn hop este alkyl axit béo dugc lam tir dau
thuc vat, m& dong vat hodc dau tai ché. Diezel sinh hoc ¢6 thé dugc st dung 1a nhién
liéu cho phuong tién di lai & dang tinh khiét, nhung n6 thuong duge sir dung nhu phu
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gia diezel dau mo dé lam gidm nong d9 cua céc tieu phan, cacbon monoxit, hydrocacbon

va khi ddc tlr cac phuong tién chay bing diezel.

- Thuy phén: gdm c6 qua trinh thuy phan hop chét, ching han, sinh khéi, nhu

lignoxenluloza, dwgc xuc tac bang cach sir dung enzym theo sang ché.

- Pong sinh: 13 qua trinh san xuit dong thoi nhiéu hon mot dang ning lugng sir
dung mot loai nhién 1iéu va diéu kién don nhét. Theo mot khia canh, qua trinh déng sinh
sinh khéi ¢6 kha ning sinh truéng 16n hon qua trinh tao sinh khéi riéng r& vi cac san

pham dong sinh s€ tao ra ca nhiét va dién.

Theo mot khia canh, polypeptit theo sang ché c6 thé duoc sir dung két hop cac
enzym khac, chiang han, hydrolaza hoic enzym c6 hoat tinh phan huy xenluloza, ching
han, glucanaza, endoglucanaza, mannaza va/hodc cac enzym khac, dé tao ra nhién liéu
nhu ruou sinh hoc, chéng han, etanol sinh hoc, metanol sinh hoc, butanol sinh hoc hoéc
propanol sinh hoc, hodc diezel sinh hoc, tir mét vat liéu hiru co bét ky, chéng han, sinh
khéi, nhu céc ché phém thu duogc tir thuc vat va dong vat, bao gém mot loai cdy nong
nghiép bt ky hodc nguyén liéu thirc in gia stic ¢6 thé tai tao khac, san phdm ndng nghiép
du thira hoic chét thai dong vat, cac thanh phan hiru co ciia réc thai cong nghiép va rac
thai sinh hoat, hodc rac thai xdy dung hodc rac thai pha huy, hoac cac vi sinh vat nhu

tdo hodc nam men.

Theo mot khia canh, polypeptit theo sang ché dugc sir dung trong cic qua trinh
chuyén hoa sinh khdi lignoxenluloza thanh nhién liéu (ching han rugu sinh hoc, nhu
etanol sinh hoc, metanol sinh hoc, butanol sinh hoc hodc propanol sinh hoc, hoic diezel
sinh hoc), hoac theo mdt cach khac dliqc sir dung trong céc qua trinh thuy phan hoac
ti€u huy nguyén li€u sinh hoc sao cho chung c6 thé duoc sir dung nhu mot loai nhién
liéu (chéng han rugu sinh hoc, nhu, etanol sinh hoc, metanol sinh hoc, butanol sinh hoc
hodc propanol sinh hoc, hodc diezel sinh hoc), hoidc dé hd tro trong c4c qua trinh chuyén
hoé sinh khéi thanh nhién lidu.

Theo mdt khia canh khac, polypeptit theo sang ché, gdbm c6 mdt hdn hop enzym
hozc “hdn hop” theo sang ché, duge sir dung trong cc qua trinh dé chuyén este hoa cho
mat loai rugu (nhu etanol, propanol, butanol, propanol, metanol) phan ng véi mét
triglyxerit c6 trong dau thuc vat, md dong vat hodc dau tai ché, tao cac este alkyl axit
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béo (diezel sinh hoc) va glyxerin. Theo mot khia canh, diezel sinh hoc dugc tao ra ti
diu d4u nanh hodc dau an tai ché. Mo dong vat, dau thyc vat, va dau tai ché khac cling
c6 thé duge sir dung dé tao ra diezel sinh hoc, phu thudc vao gia thanh va su san co cia
cac nguyén liéu ndy. Theo mdt khia canh khac, hdn hop cua tit ca cac loai md va dau

dugc st dung dé tao ra nhién liéu diezel sinh hoc theo sang ché.

Enzym theo sang ché, gdm c6 mot hdn hop enzym hodc “hdn hop” theo sang ché,
ciing c6 thé duoc sir dung trong qué trinh tinh luyén glyxerin. San phim phu glyxerin
gdm c6 chét xuc tac chua dwoc phan Gng va xa phong dugce trung hoa bang axit. Nudc
va rugu dugc loai bé dé tao ra tir 50% dén 80% glyxerin tho. Tap Chét con lai bao gém
m& va dau chwa duge phan tmg, c6 thé duge xir 1y bing cach st dung polypeptit theo
sang ché. Trong c4c nha may diezel sinh hoc 16n theo sang ché, glyxerin con ¢ thé duge
tinh sach thém, chﬁng han, dén do6 tinh khiét 99% hodc cao hon nita, dé st dung trong

cong nghiép m§ phim va dugc phdm.

Nhién liéu (gém cac loai rugu sinh hoc nhu etanol sinh hoc, metanol sinh hoc,
butanol sinh hoc hodc propanol sinh hoc, hodc diezel sinh hoc) dugc tao ra béng cach
str dung polypeptit theo sang ché, gdm c6 mot hdn hop enzym hozc “hdn hop” theo sang
ché, c6 thé duoc st dung cung véi chét oxi hoa nhién liéu dé cai thién dic tinh chay.
Viéc thém oxy sé& tao ra su chdy hoan toan, s& 1am giam ndng do cacbon monoxit thoat
ra. Pay 1am mét loi ich nita d6i v6i moi trudng cia viéc thay thé cac nhién liéu c6 nguén
gbc dau mo bing cac nhién liéu sinh hoc (ching han, nhién liéu theo sang ché). Nhién
lidu sinh hoc duoc tao ra bang cach sir dung ché phim va/hodc phuong phép theo séang
ché c6 thé dugc tron v6i dau Ira dé tao thanh hdn hop E10 (khoang tir 5% dén 10%
etanol va khoang 90% dén 95% dau lira), nhung n6 ciing c6 thé dugc st dung & cac
néng d6 cao hon nhu E85 hodc & dang tinh khiét. Nhién liéu sinh hoc dugc tao ra s
dung ché phdm va/hozic phuong phap theo sang ché c¢6 thé duoc tron v6i diezel diu mod
dé tao thanh hdn hop B20 (20% diezel sinh hoc va 80% diezel diu mé), mac du cac
ni”)ng d6 hdn hop khac co6 thé duogc st dung cho dén B100 (diezel sinh hoc tinh khiét).

Sang che cling dé xuat cac qua trinh st dung enzym theo sang ché d¢€ tao ra nhién
liéu sinh hoc (gdm c6 céc loai rugu sinh hoc nhu etanol sinh hoc, metanol sinh hoc,

butanol sinh hoc hodc propanol sinh hoc, hodc diezel sinh hoc) tir cac thanh phén chira
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sinh khoi, chéng han, nguén thu duoc tir thuc vat, nhu sinh khéi lignoxenluloza. Sinh
khdi c6 thé thu dugc tir cdy ndng nghiép, nhu san phdm phu trong qué trinh san xut
thuc phdm hodc thirc n gia stic, hodc nhu san phdm phé thai, gdm c6 lignoxenluloza
phé thai, nhu phﬁn thira thuc vét, giéy phé thai hodc rac thai xdy dung. Vi du vé cac
ngudn nguyén liéu thyc vat hodc phin du cia thuc vat thich hop dé xir Iy bang polypeptit
theo sang ché gﬁ”)m c6 tdo be, tdo, hat ngii cdc, hat, than, 14, vo qua, vo trau, 16i ngo, than
ngd, rom, mia, ba mia, co (chéng han, ¢6 4n d6, nhu Sorghastrum nutans; hoac, co
switch, ching han, cac lodi Panicum, nhu Panicum virgatum), va cac loai tuong tu, cling
nhu g8, g6 bao, gb thit, vd miin cua. Vi du vé gidy phé thai paper thich hop @& xu Iy
bang polypeptit theo sang ché gdm c6 gidy photocopy, gidy in, gidy vo, gidy viét, va cac
loai tuong tu, cling nhu gidy béo, tap chi, va gidy goi. Vi du vé réc thai xay dung 13 gb,

g0 vun, go bao va mun cua.

Theo mot phuong 4n, enzym, gdm c6 hdn hop enzym hodc “hén hop” theo sang
ché, va phuong phép theo sang ché c6 thé dugc sir dung ciing véi cac phuong phap
“truyén théng” hon dé 1am etanol, metanol, propanol, butanol, propanol va/hoic diezel
tir sinh khéi, ching han, nhu cac phuong phap thuy phén lignoxenluloza bang cach xir
1y lignoxenluloza kho trong binh phan mg bing mdt chét xuc tic gém c6 dung dich
lodng ctia mot axit manh va mot mudi kim loai; didu nay c6 thé 1am giam ning lugng
hoat hoa, hodc nhiét do, cua qua trinh thuy phén xenluloza dé dat dugc san lugng duong

cao hon; tham khao, chéng han, US 6,660,506 va US 6,423,145.

Mot phuong phép thir nghiém khac két hop véi viée sir dung enzym theo sang ché,
gdm c6 mdt hdn hop cac enzym hodc “hdn hop” theo sang ché, 1a qua trinh thuy phéan
sinh khoi, gdm c6 cac vt lidu lignoxenluloza bét ky, ching han, chtra hemixenluloza,
xenluloza va lignin, hodc polysaccarit bat ky c6 thé thuy phan dugc, bing cach xur ly
nguyén liéu & giai doan dau ciia qua trinh thuy phan trong méi trudng long & nhiét do
va &p suat dugc chon dé tac dong chu yéu vao qua trinh khir polyme hoa hemixenluloza
ma khong tac dong vao qua trinh khir polyme hod xenluloza thanh glucoza. Buéc nay
s& tao ra mot loai hd nhio trong d6 pha léng chira nuéc gdm cac monosaccarit hoa tan
tao ra tlr qua trinh khtt polyme hoa hemixenluloza va pha rin chira xenluloza v lignin.
Giai doan thit hai trong qua trinh thuy phéan c6 thé bao gdm cac diéu kién sao cho it nhat

mot phan 16n xenluloza duoc khir polyme hod, budc nay tao ra pha 16ng chtra cac san
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phim khir polyme héa dwgc hoa tan/ tan cia xenluloza. Tham khao, ching han, US
5,536,325. Enzym theo sang ché (gdm “hdn hop” enzym) c6 thé duge bd sung & mot
giai doan bt ky trong qua trinh thir nghiém.

Mot phuong phép thir nghiém khéc két hop vé6i viée sir dung enzym theo sang ché,
gbdm c6 mdt hdn hop cac enzym hoidc “hdn hop” theo sang ché, bao gbm viéc xtr Iy sinh
khéi chira lignoxenluloza biang nhiéu giai doan thuy phan bing axit loang cung voéi
khoang tir 0,4% dén 2% axit manh; va xir Iy thanh phan lignoxenluloza rin khong phan
ting trong sinh khéi dugc thuy phan axit bing cach khir lignin hod bang kiém dé tao ra
tién chat d6i véi nhua chiu nhiét c6 thé phan huy sinh hoc duoc va dan xuét cta no.
Tham khao, chang han, US 6,409,841. Enzym theo sang ché c6 thé dugc bd sung & mot
giai doan bét ky trong qua trinh thir nghiém.

Mot phuong phap thir nghiém khac két hop véi viée sit dung enzym theo sang ché,
gbm c6 mdt hdn hop cc enzym hoic “hdn hop” theo sang ché, 13 qua trinh thuy phéan
so bo lignoxenluloza trong binh thuy phéan so bg; thém dich 16ng axit vao lignoxenluloza
rin dé tao ra mot hdn hop; gia nhiét hdn hop dén nhiét do phén Umg; duy tri nhiét 46
phan tmg trong thoi gian da dé phan doan lignoxenluloza thanh phin hoa tan chira it
nhit khoang 20% lignin tir lignoxenluloza va mot phan doan rin chtra xenluloza; tich
phén hoa tan ra khoi phan doan rin & nhiét do phan tmg hogc gin nhiét d6 phan tmg
trong d6 xenluloza trong phan doan rin duoc cai bién dé hd trg cho qua trinh thuy phan
béng enzym; va thu lai ph.:?ln hoa tan. Tham khao, chéng han, US 5,705,369. Enzym theo

sang ché co thé dugc bd sung & mot giai doan bét ky trong qua trinh thir nghiém.

Sang ché dé xuat phuwong phap dé san xuét ché pham nhién liéu cho dong co (ching
han, cho dong co ddt trong) dua trén cac hydrocacbon 16ng dwoc tron v6i nhién liéu cdn
bang céach sir dung enzym hodc phuong phap theo sang ché. Theo mdt khia canh, nhién
li€u duoc tao ra bﬁng cach sir dung enzym theo sang ché gém co, chéng han, hon hop
khi than dang 16ng- hodc khi ty nhién dang 16ng-etanol. Theo mdt khia canh, déng dung
méi 13 sinh khéi thu duge tir 2-metyltetrahydrofuran (MTHF). Tham khao, chéng han,
US 6,712,866.

Theo mot khia canh, phuong phdp theo sang ché dé phan huy bang enzym

lignoxenluloza, chang han, dé sdn xuat nhién li€u sinh hoc (gdm c6 rugu sinh hoc nhu
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etanol sinh hoc, metanol sinh hoc, butanol sinh hoc hodc propanol sinh hoc, hoic diezel
sinh hoc) tr nguyén liéu lignoxenluloza, ciing c6 thé bao gém viéc sir dung phwong phéap |

xir Iy bang siéu 4m sinh khéi; than khéao, ching han, US 6,333,181.

Theo mot khia canh khic, phuwong phap theo sang ché dé san xuit nhién liéu sinh
hoc (gém c6 céc loai rugu sinh hoc nhu etanol sinh hoc, metanol sinh hoc, butanol sinh
hoc hodc propanol sinh hoc, hodc diezel sinh hoc) tir co chét xenluloza gém viéc tao ra
mot hdn hop phan img & dang hd nhio chira co chét xenluloza, enzym theo sang ché va
chat 1én men (ching han, trong ciing mét binh phéan tmg, nhu binh phén Umg sinh hoc
dugc st dung chét rin béan lién tuc), va hdn hop phan tGng dugc phan tng trong diéu
kién du dé khéi dong va duy tri phan ng 1én men (nhu dwgc md ta, ching han, trong
don yéu ciu cip bing ddc quyén My sé 20060014260). Theo mot khia canh, c4c tinh
toan thuc nghiém hodc ly thuyét c6 thé x4c dinh tin suét bd sung co chét t8i wu. Theo
mot khia canh, cac lugng co chét xenluloza va enzym b sung dugc dua vao trong binh

phan g & (c4c) giai doan theo tin suét bd sung co chit ti wu.

Mot qua trinh thir nghiém dé san xuit nhién liéu sinh hoc (gém ¢O cac loai ruou
sinh hoc nhu etanol sinh hoc, metanol sinh hoc, butanol sinh hoc hodc propanol sinh
hoc, hodc diezel sinh hoc) theo sang ché dugc mo ta trong don yéu cau cép béng doc
quyén M§ sb 20050069998; 20020164730; va theo mdt khia canh gdm céc giai doan
nghién sinh khéi lignoxenluloza (ching han, dén kich thudc tir 15 dén 30mm), xtt ly so
b san pham thu dugc bang hoi (ching han, & nhiét d6 tir 190 dén 230°C) trong tir 1 dén
10 phut trong binh phan mg; thu cic nguyén li¢u da dugce xt Iy so bd & dang xyclon
hoic cac san pham lién quan trong qua trinh san xuét; va tach cac phan doan 16ng va rin
bang cach loc trong may loc nén, dua vao phan doan ran vao trong mot binh 1én men va
thém mot hodc nhiéu enzym theo sang ché, chéng han, enzym xenlulaza va/hoic beta-

glucosidaza (ching han, dugc hoa tan trong dém xitrat pH 4,8).

Mot qua trinh thir nghiém khac dé san xut nhién liéu sinh hoc (gém ¢o cac loai
rugu sinh hoc nhu etanol sinh hoc, metanol sinh hoc, butanol sinh hoc hodc propanol
sinh hoc, hoic diezel sinh hoc) theo sang ché gdm c6 etanol sinh hoc, metanol sinh hoc,
butanol sinh hoc hogc propanol sinh hoc sir dung enzym theo sang ché bao gbém viéc xir

Iy so bd nguyén liéu chia lignoxenluloza trong thirc #n gia sic chtra it nhét
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hemixenluloza va xenluloza. Theo mot khia canh, nguyén liéu gém c6 khoai tay, dau
tuong (cai dﬁu), lta mach, lia mach den, ngo, yén mach, lua mi, ct cai hodc mia hodc
mot thanh phan hodc phé thai hoc san phdm phu trong qua trinh san xuét thuc phim
hogc thirc &n gia stic. Nguyén liéu (“thirc 4n gia stic”) dugc tién hanh phan tmg & cac
didu kién 1am pha v& cdu tric soi cta thuc vat dé tao ra qua trinh thuy phan it nhit mot
phan hemixenluloza va xenluloza. Céc didu kién pha huy c6 thé bao gdm, ching han,
xtt Iy nguyén liéu & nhiét do trung binh tir 180°C dén 270°C & pH 0,5 dén 2,5 trong giai
doan tlr khoang 5 gidy dén 60 phut; hoic, nhiét d6 tir 220°C dén 270°C, & pH tir 0,5 dén
2,5 trong mdt khoang thdi gian tir 5 gidy dén 120 gidy, hodic cac diéu kién tuong duong.
Diéu ndy s& tao ra nguyén liéu thirc 4n gia stic v6i kha ning phén hiy bing enzym ting

1én, chéng han, enzym xenlulaza theo sang ché US 6,090,595.

Céc diéu kién thir nghiém dé st dung enzym theo sang ché trong qué trinh thuy
phan lignoxenluloza gdm c4c phan tmg & nhiét do tir khoang 30°C dén 48°C, va/hoic
pH tir khoang 4,0 dén 6,0. Cé4c diéu kién thir nghiém khac bao gdm nhiét do tir khoang
30°C dén 60°C va pH tir khoang 4,0 dén 8,0.

Cac enzym glucanaza, (hodc xenlulaza), mannanaza, xylanaza, amylaza,
xanthanaza va/hoic glycosidaza, ching han, xenlobiohydrolaza, mannanaza va/hodc
beta-glucosidaza c6 thé dugc sir dung trong qué trinh chuyén ho4 sinh khdi thanh nhién
lidu, va trong qua trinh san xuét etanol, ching han, nhu dugc mo ta trong don PCT s
WO00043496 va WO8100857. Glucanaza (hodc xenlulaza), mannanaza, xylanaza,
amylaza, xanthanaza va/hoic glycosidaza, ching han, xenlobiohydrolaza, mannanaza
va/hoic beta-glucosidaza, c6 thé dugc sir dung két hop véi phytaza (ching han, enzym
theo sang ché) dé tao ra cac loai dudng c6 kha ning 1én men va sinh khéi chira glucan
c6 thé duoc cai bién thanh nhién lidu etanol. Amylaza, glucoamylaza, pullanaza,
glucoisomeraza, alpha-glucosidaza, va cac enzym tuong tu c6 thé duoc sir dung cing
v6i phytaza (ching han, enzym theo sang ché) dé cai bién tinh bot thanh cac loai duong

c6 kha ning 1én men hoic etanol. Hay tham khao don PCT s6 W02005/096804.
Xt Iy ba rugu khod

Theo mot khia canh khac, enzym theo sang ché c6 thé duogc st dung dé xu ly/ ché

bién “chét tan kho trong qua trinh cit ruou (DDS)”, “ba rugu khod (DDS)”, “chét tan
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ngung tu trong qua trinh cét rugu (CDS)”, “b3 rugu uét (DWG)”, va “bi ruou kho véi
cac chit tan (DDGS)”; ba rugu kho c6 thé 1a san phim phu ngii cbc trong qua trinh
chung cit rugu, va cé thé chira chét tan. Cac qué trinh ndy c6 thé chira cac san phdm
phu do thuc vt dugc xay kho, ching han trong qué trinh st dung thtrc 4n gia stic, ching
han, cho gia cam, bo, lon va cac loai gia suc khéac. Do d@6, enzym theo sang ché co thé
dugc sir dung dé xtr ly/ché bién b3, ching han, ngii cdc, 12 san phdm phu trong qua trinh
chung cit bit ky, gdm céc qua trinh st dung ngudn hat bét ky, ching han, cic ngudn
truyén thdng tir qua trinh 0 bia, hodic theo mot cach khac, tir cac nha mAy san xuit etanol
(xuéng, nha may). Enzym theo sang ché c6 thé duoc sir dung dé xtr Iy/ché bién ba rugu
tir ndi cit, nudce u rugu c6 thé duoc sir dung tiép theo cho nhiéu muc dich khac nhau,
chéng han, nhu thie dn cho vét nudi, dic biét 1a dong vat nhai lai; do d6 sang ché dé
xuit phuong phap xir Iy ¢6 khd cho gia stc nhu dong vat nhai lai, va c¢6 kho dugc xir ly

enzym chira phytaza theo sang ché.

Phytaza theo sang ché c6 thé dugc str dung riéng 1& hodc cling véi cac enzym khac
d& xir Iy “c4c chét tan duoc lam kho trong qué trinh c4t ruou (DDS)”, “b3 rugu khod
(DDS)”, “chét tan trong qu4 trinh c4t ruou ngung tu (CDS)”, “ba ruou uét (DWG)”, va
“ba rugu kho ciing v6i cac chat tan (DDGS)”. Chang han, phytaza theo sang ché c6 thé
dugce st dung trong mot bude bat ky trong qua trinh san xut ruegu nhu duge mé ta trén
Fig. 14. Phytaza theo sdng ché c6 thé dugc sir dung @ gia ting d6 sinh kha dung cta
phospho trong mét loai nhién li€u sinh hoc bét ky, hodc nhién liéu sinh hoc tiém nang,
gbm c6 phospho c6 trong “chét tan kho trong qua trinh c4t ruou (DDS)”, “b3 rugu khd
(DDS)”, chit tan trong qu4 trinh cét rugu ngung tu (CDS)”, “ba rugu uét (DWG)”, va
“bi ruou kho cling véi céc chit tan (DDGS)” (tham khéo, ching han, C. Martinez
Amezcua, 2004 Poultry Science 83:971-976).

San xuat do udng c6 con, rrgu manh

Phytaza theo sang ché ciing c6 thé dugc sir dung trong qué trinh x1r Iy ba ruegu kho
trong qua trinh san Xuét rugu — ruou nhu trong “rugu manh”, chéng han, san xuét bia
hozc whiskey (ngoai str dung trong qua trinh xir 1y sinh khéi dé san xut nhién liéu sinh
hoc). Phytaza theo sdng ché c6 thé duoc sir dung trong cdc nha may etanol, ching han

dé xir Iy hat nhu ngd. Ba ruou kho c6 thé dugce tao ra bang cach xay hat (ching han,
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ngd) dén kich thude to va cho vao nuée néng. Sau khi 1am lanh, nAm men dugc thém
vao va hén hop 1én men trong mot vai ngay dén 1 tudn. Chét rén con lai sau 1én men 13
ba rugu. Phytaza theo sang ché c6 thé duogc st dung & mot bude bét ky trong qud trinh

by

nay.
Ché phdm

Sang ché dé xuét cac ché phdm méi chira phytaza, ching han, nhu cac ché phdm
duoc sir dung & ddy, va cac ché phim phytaza, bao gdm cac ché phim chira phytaza méi
theo sang ché. Phytaza theo sang ché c6 thé dwoc sir dung hodc duge bao ché riéng ré&
hodc nhu mdt hén hop clia phytaza hosdc phytaza va cic enzym khac nhu xylanaza,
xenlulaza, proteaza, lipaza, amylaza, hodc enzym nhu oxi hod khir khic laccaza,
peroxidaza, catalaza, oxidaza, hodc reductaza. Chung c6 thé dugc bao ché & dang rin
nhu bot, dong kho, hat, vién nén, thanh, tinh thé, vién nang, vién tron, hat cdm, hodc &
dang 16ng nhu dung dich, sol khi, gel, paste, hd nhio, nhii twrong nu6c/dau, kem, vién
nang, hoic trong mdt nang hdn dich vesicular hodc hdn dich mixen. Cac ché phém theo
sang ché c6 thé bao gdm mot hdn hop bat ky cac thanh phin sau: cac rugu da chitc nhu
polyetylen glycol, polyvinylancol, glyxerol, duong nhu sucroza, sorbitol, trehaloza,
glucoza, fructoza, maltoza, manoza, chit tao gel nhu goém guar, carageenan, alginat,
dextran, din xuét xenluloza, pectin, mudi nhu natri clorua, natri sulfat, amoni sulfat,
canxi clorua, magie clorua, k&m clorua, kém sulfat, mubi ciia mit axit béo va mot dan
xuét axit béo, chét cang hda kim loai nhu EDTA, EGTA, natri xitrat, chét chéng vi sinh
vat nhu axit béo hodc din xuit axit béo, paraben, sorbat, benzoat, chét diéu bién bd tro
dé ngan anh huéng ctia enzym nhu proteaza, protein tao khbi nhu BSA, dich thuy phan
lia mi, hop chit borat, axit amin ho#c peptit, chit diéu bién pH hodc nhiét do thich hop,
chit nhii hod nhu chit tiy rira khong ion va/hodc ion, chdt oxi hoa khtr nhu
xystin/xystein, glutathion, glutathion dugc oxi ho4, chit khir hoic chéng oxi hoa nhu
axit ascorbic, sap hoic dau, hodc cht phan tan. Cac cai bién nhu lién két chéo va cai
bién protein nhu pegyl hod, cai bién axit béo, glycosyl hoa ciing ¢6 thé duoc sir dung dé

tang tinh 6n dinh ctia enzym.

Po tham sb chuyén hoa
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Céac phuong phap theo sang ché lién quan dén qua trinh giy tién héa toan bo té
bao, hodc xir Iy k¥ thuét di truyén toan b té bao, dé tao ra mot dong té bao mai c6 kiéu
hinh méi bang cach cai bién thanh phéan di truyén cia té bao, khi thanh phén di truyén
dugc cai bién bang cach bd sung vao t& bao axit nucleic theo sang ché. Dé phat hién
kiéu hinh méi, it nhat mot tham sé chuyén hoa cua té bao duoc cai bién duge theo ddi
trong té bao trong mot khung thoi gian “thoi gian thuc” hoic “truc tuyén”. Theo mot
khia canh, rat nhidu té bao, nhu gidng nudi cdy té bao, duoc theo ddi trong “thdi gian
thue” hodc “truc tuyén”. Theo mdt khia canh, nhiéu tham s chuyén hoa duoc theo doi

trong “thoi gian thuc” hodc “truc tuyén”.

Phén tich dong chuyén hoa (Metabolic flux analysis - MFA) dua trén mot khung
ho4 sinh d4 biét. Mot ma tran chuyén hoa doc 14p tuyén tinh duoc xay dung dua trén
luat chuyén hoa khéi va dua trén gia thiét trang thai on dinh gia (pseudo-steady state
hypothesis - PSSH) trén cc san phdm chuyén hoa ndi bao. Trong qu4 trinh thuc hién
cac phuong phép theo sang ché, cac mang chuyén hoa dugc thiét 1ap, gdm co:

- mitc d6 trong ddng cua tit ca cac co chét, san phdm va san phdm chuyén hoa
trung gian trong dudng chuyén hoa

- mirc d6 trong ddng ciia tit ca cac phan tng hod hoc chuyén di qua lai cac san
pham chuyén ho4 trong dudomg chuyén héa, tinh hop thirc ciia cac phan ung trong dudng
phén tng,

- mirc do twong ddng cua tit ca cac enzym xic tic cac phan tmg, dong hoc phan
Ung enzym,

- cac tuong tac diéu hoa gitra cac thanh phin trong dudong chuyén héa, ching han
cac tuong tac theo co ché di lap thé (allosteric interaction), cAc twong tic enzym-enzym
V.V.,

- qua trinh phan ngin ndi bao cac enzym hodc qua trinh sép xép siéu phan tir cia
cac enzym, va,

- su ¢6 mit clia cac gradien ndng do bat ky cia cac san phim chuyén ho4, enzym

hodc céc phan tir tac dong hodc hang rao khuéch tan doi véi su chuyén dong cia chung.
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Khi mang chuyén hoa ddi véi mot dong té bao nhit dinh da duoc xy dung, cac
phép tinh toan bﬁng khai niém ma tran c6 thé dugc dua vao dé ude lugng cac dong

chuyen hod ndi bao n€u so li€u chuyén hod truc tuyen cé san.

Kiéu hinh chuyén hoa phu thudc vao cac thay d6i trong toan bd mang chuyén hoa
trong mot té bao. Kiéu hinh chuyén hoa phu thudc vao su thay ddi cia qua trinh sir dung
con dudong chuyén hoa vé cic diéu kién moi trudng, qua trinh diéu hoa di truyén, giai
doan phat trién va kiéu gen, v.v. Theo mdt khia canh cic phuong phap theo sang ché,
sau khi tinh toan MFA truc tuyén, tap tinh dong luc cua té bao, kiéu hinh va céc dic tinh
khéc dugc phén tich bang cach khao sat qua trinh str dung con dudng. Chéng han, néu
su cung cip glucoza dugc ting 1én va oxy giam di trong qué trinh 1én men bang nim
men, thi su sir dung cac duong ho hép s& giam di va/hoic dimg lai, va viée st dung cac
con dudng 1én men sé& chiém uu thé. C6 thé kiém soét trang thai sinh ly ciia méi truong
nubi ciy té bao sau khi phan tich con duong chuyén hod. Cac phuong phép theo sing
ché c6 thé giup xac dinh 1am thé nao dé tac dong vao qua trinh 1én men bang cach x4c
dinh 1am cé4ch nao dé thay d6i su cung cép co chét, nhiét do, va viéc sir dung céc chét
kich thich, v.v. & kiém soat trang thai sinh ly ciia cac té bao dé di theo cac huéng mong
mudn. Trong khi thyc hién cic phuong phap theo sang ché, cac két qua cia MFA ciing
c6 thé duoc so sanh véi sb lidu tit ca cac phan tr ARN dwoc mi hod bdi hé gen
(transcriptome) va protein dugc ma hod béi cac ARN nay (proteome) dé thiét ké céc thir

nghiém va qua trinh dé xtr Iy chuyén hod hoac xéo tron gen, v.v.

Trong khi thure hién cac phuong phap theo sang ché, mot kiéu hinh méi hodic dugc
cai bién bét ky co thé dugc tao ra va phat hién, gém ¢6 cac dic tinh mai hodc dugce cai
thién trong t& bao. C6 thé theo di mot khia canh bét ky trong qua trinh chuyén hod va
sinh trudng.
~ Theo déi qua trinh biéu hién mARN

Theo mot khia canh theo séang ché, kiéu hinh duoc xir ly k¥ thuét di truyén co thé
bao gdm qua trinh biéu hién ting hodc gidm ctia mdt mARN hodc tao ra cac ban sao mdi
trong té bao. Ban sao mARN, hoic cac thong tin co thé duoc phét hién va dinh lugng
bang mdt phuong phap bat ky di biét trong linh vue k¥ thuat ndy, gdbm c6, ching han,

Northern bloét, cdc phan Gng khuéch dai dinh lugng, phan ing lai v&i cdc mang, va cac
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phuong phép twong tu. Cac phan tng khuéch dai dinh lwong bao gbm, ching han, PCR
dinh hrgng, gdm cé, ching han, phan tng mach polymeraza phién ma nguoc dinh luong,
hodc RT-PCR; RT-PCR thoi gian thuc dinh lugng, hodc “RT-PCR ddng luc hoc thoi
gian thuc” (tham khdo, chang han, Kreuzer (2001) Br. J. Haematol. 114:313-318; Xia
(2001) Transplantation 72:907-914).

Theo mdt khia canh theo sang ché, kiéu hinh dugc xir ly k¥ thuat di truyén duoc
tao ra bang cach ngin quév{rinh biéu hién ciia mot gen tuong ddng. Trinh tw m3 hoa cla
gen hodc mot hoic nhiéu cac yéu t6 kiém soat phién mi c6 thé bi ngin chin, ching han,
cac trinh tir khoi dau hodc yéu t6 ting cudng bidu hién. Do do, qua trinh biéu hién mét

ban sao phién ma c6 thé bi loai bo hoan toan hodc chi bi giam xudng.

Theo mot khia canh theo sang ché, kiéu hinh dugc x1r ly k¥ thuét di truyén bao
gbm viéc gia ting qu4 trinh biéu hién ciia mot gen tuong ddng. Pidu nay c6 thé duoc tac
dong bang céach loai b yéu t6 kiém soat 4m tinh, gém c6 yéu t6 didu hoa phién mi tac

dong theo kiéu cis- hodc trans- , hoic, gay dot bién mot yéu t6 kiém soat duong tinh.

Nhu dugc thdo luén chi ti€t dudi day, mot hodc nhiéu, hodc, tat ca cic ban sao clia
mdt t€ bao c6 thé dugc x4c dinh bang phan g lai mot mau chira tit ca cac ban sao cia
t€ bao, hodc, axit nucleic dai dién hodc bo sung véi cac ban sao cua té bao, bang phan

ting lai voi axit nucleic duge cd dinh trén mét mang.
Kiém soat qua trinh biéu hién polypeptit, peptit va axit amin

Theo mot khia canh theo sdng ché, kiéu hinh dugc xir ly k§ thuét di truyén bao
gbm viéc gia ting hodc giam qué trinh biéu hién polypeptit hoic tao ra cac polypeptit
méi trong té bao. Polypeptit, peptit va axit amin c6 thé duoc phat hién va dinh luong
bang mdt phwong phap bat ky da bibt trong linh vuc k¥ thuat nay, gdm c6, ching han,
cOng hudng tr hat nhan (NMR), do quang phd, tao anh phéng xa (danh du phong xa
protein), dién di, dién di mao din, sic ky 1éng hiéu ning cao (HPLC), séc ky 16p méng
(TLC), sic ky tang khuéch tan, cac phuong phép mién dich khac nhau, ching han két
tiia mién dich, khuéch tén mién dich, dién di mién dich, céc thir nghiém mién dich phoéng
xa (RIA), thir nghiém hép thu mién dich lién két enzym (ELISA), thir nghiém mién dich
huynh quang, dién di gel (ching han, SDS-PAGE), nhuém bing khang thé, phan loai té
bao dugc hoat hoa bang huynh quang (FACS), quang phd khdi nhiét phan, quang phd
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hdng ngoai chuyén dang Fourier, quang phd Raman, GC-MS, va quang phd khbi phun
dién LC va quang phd khdi phun dién mii LC, va cac phuong phép tuong tu. Cac hoat
tinh sinh hoc méi ciing ¢6 thé dugc sang loc st dung cic phuong phap, hoic bién thé
ctia n6, duge mé ta trong US 6,057,103. Hon nita, nhu duoc md ta chi tiét duai day, mot
hodc nhiéu, hoic, tit ca cac polypeptit trong mot té bao ¢ thé duge do bang cach sir

dung vi mach protein.

Viéc dénh dau *C phan doan dwoc dinh hudng tdng hop sinh hoc céc axit amin
tao ra tir protein c6 thé dugc theo dbi bang cach bd sung mot hdn hop cac hop chét 13
ngudn cacbon duge danh ddu '*C va khong dugc d4nh ddu vio mot mang phéan Gng sinh
hoc. Phén tich céc kiéu danh diu hinh thanh c6 thé cho phép xé4c dinh dic diém toan
dién cua dinh khu mang va danh gia tbc do dong chuyén hoa cua cac axit amin; tham

khao ching han, Szyperski (1999) Metab. Eng. 1:189-197.
Vi du thye hién sang ché

Céc vi du sau day chi ¢é minh hoa, ma khong 1am gi6i han pham vi cia sang ché.
Trong khi c4c phuong phép duge mo ta trong vi du 1 thong thuong ddi véi cac phuong
phép c6 thé duge sir dung dé tién hanh mdt sd phuong 4n theo sing ché, cac phuong
phap khac cling da dugc biét 5 d6i v6i nguoi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc ky

thuat nay.
Vi du 1: X4c dinh hoat tinh ctia phytaza theo sang ché

Vi du ndy md ta qud trinh x4c dinh hoat tinh phytaza ctia polypeptit theo sang ché,
cac polynucleotit nay 1a cac bién thé trinh tw (dwgc goi 14 phytaza “dugc gdy tién hoa”)
clia trinh ty phytaza gbc SEQ ID NO:2, va mdt thir nghiém hoat tinh phytaza. Thi
nghiém hoat tinh phytaza nay c6 thé duge sir dung dé x4c dinh lidu mot polypeptit c6

du hoat tinh dé dugc dua vao trong pham vi cia sang ché duoc bao ho hay khong.

Sau khi tao ra polypeptit theo sang ché bang cach biéu hién trinh tu axit nucleic
duoc cai bién GSSM theo sang ché, polypeptit phytaza “dugc tién hod” — chi ¢6 cac dot
bién diém don trong nghién ctru nay — dugc tinh sach va sau d6 xi Iy nhiét (pH 7.0,
Tween 0,01%) & cac nhiét do khac nhau trong 30 phut. Sau budc xtr 1y nhiét, cac mau

(20 uL) dugc thir nghiém v6i co chét phat huynh quang (180uL) 4mM DiFMUP & pH
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5,5. Toc dd phan tmg dugc so sanh véi toc d6 cua cdc mau khong dugce xir Iy trong tng.

Két qua duoc néu trong Fig. 5.

Trong mot nghién ctru khic, phytaza “dugc gay tién hod” theo sang ché chira cac
d6t bién don “hdn hop”, nghia 14 phytaza chtra nhidu dot bién, dwoc nudi cdy qua dém
trong LBCARB100™ (LBcarb100) & 30°C. 100uL mdi méi trudng nudi cly (thé dot
bién hdn hop) duge xir Iy nhiét trén may gia nhiét tir 72°C dén 100°C. 20uL méi trudong
nuoi céy duoc xit 1y nhiét duge tron 1dn véi 180ulL 4mM DiFMUP & pH 5.5. Tbc @
phan tig dugc so sanh véi tdc dd phan tmg clia timg mau khong dugce xir ly nhiét; nhu
dugc tom tit trong Fig. 6. Bang dugc néu trong Fig. 7 mb ta bang biéu dd sb lidu (duoc

1am tron dén s6 thap phan gin nhét) dugc st dung dé vé biéu dd trong Fig. 6.

Mau tir s6 1 dén s6 21 twong tng véi cac dot bién don “hdn hop” ctia trinh ti gbc
SEQ ID NO:2, nhu dugc mo ta trong bang ctia Fig. 9; cho thiy phytaza “duogc gay tién
ho4” s6 10 c6 mdt cai bién trinh tr (so v6i SEQ ID NO:2) khong dugce gay ra bdi GSSM;
d6t bién nay duoc dua vao mot cach nglu nhién va cé thé hodc khong c6 lién quan gi
dén d bén nhiét ciia phytaza thir nghiém theo sang ché. Twong ty, ki hiéu ** chi c4c
phytaza thir nghiém 19, 20 va 21 c¢6 dudi histidin (6xHis) ¢ ddu C (RSHHHHHH). Fig.
9 md ta phytaza thir nghiém c6 nhiéu cai bién nhiéu gbc trong trinh tr so vé6i trinh tu
gbc SEQ ID NO:2; nhu dwgc md ta chi tiét & day. Fig. 10 mé ta phytaza thir nghiém c6
cac cai bién don gbc trong trinh tw so v6i thu thuat gbec SEQ ID NO:2; nhu duge mé ta
chi tiét & day.

Fig. 11 mo ta bing so dd mot thir nghiém phytaza theo sang ché st dung co chét
phat huynh quang 4-metylumbelliferyl phosphat (MeUMB-phosphat, ciu tric cia chat
nay cling dugc néu & day): (i) phytaza duge xtr ly nhiét trong 20 phit, 72°C, pH 4,5; va,
¢ 80°C & pH sinh ly (pH 7.4); va (ii) hoat tinh du dugc thr nghiém & 37°C, pH 4,5:

- Po hoat tinh du & ca pH cao va thép,
- Tinh to4n hoat tinh du so véi phytaza kiéu dai sau khi xi Iy nhiét.

Fig. 12 md ti bang so ¢6 mdt thir nghiém phytaza khac theo sang ché cling str dung
co chét phat huynh quang MeUMB-phosphat: (i) phytaza dugce xtr ly nhiét trong 30 phut,
86°C, pH 5,5; va (ii) hoat tinh du dugc thtr nghiém & 37°C, pH 4,5:
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- Po hoat tinh du so v&i d6i ching bién thé 6X,

- Chon dinh va tai tht nghiém & d¢ nghiém ngit cao hon dé chon cac bién thé cao
nhit.

Thir nghiém nay duoc sir dung dé sang loc thu vién cac bién thé GSSM (cua trinh
tu SEQ ID NO:1), bang céc thir nghiém hoat tinh phytaza cua polypeptit chung ma hoa.
Fig. 13 mo ta bang so dd qu4 trinh sang loc thu vién nay (nhu dugc mo ta trong Fig. 12),
trong d6 kich c& thu vién dwoc sang loc 13 24576 bién thé.
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YEU CAU BAO HQ

1. Axit nucleic dugc phan 1ap, tong hop hodc tai td hop, trong d6 axit nucleic nay bao

(a) (1) trinh tu axit nucleic ma hod polypeptit cd hoat tinh phytaza va cé do twong

d6ng vé trinh tu it nhit 13 95% so véi SEQ ID NO:1, va it nht mot trong s6 céc cai bién

trinh tu cdp bazo nucleotit so véi SEQ ID NO:1, dugc chon tir nhém bao gém:y

cac nucleotit & cac vi tri 139 dén 141 14 TTT hodc TTC;

cac nucleotit & cac vi tri 289 dén 291 1a GTT, GTC, GTA hoac GTG;

cac nucleotit & cac vi tri 289 dén 291 13 GAA hoic GAG;

cac nucleotit & c4c vi tri 406 dén 408 1a CAT hodc CAC;

cac nucleotit & cac vi tri 475 dén 477 14 GTT, GTC, GTA hoac GTG;

cac nucleotit & cac vi tri 475 dén 477 12 GAA hodc GAG:.

céc nucleotit & cac vi tri 487 dén 489 14 CGT, CGC, CGA, CGG, AGA hoac AGG;
céc nucleotit & cc vi tri 490 dén 492 14 CGT, CGC, CGA, CGG, AGA hoiac AGG;
cac nucleotit & cac vi tri 502 dén 504 14 CGT, CGC, CGA, CGG, AGA hoac AGG;
cac nucleotit & cac vi tri 535 dén 53712 CGT, CGC, CGA, CGG, AGA hoic AGG;
cac nucleotit & cac vi tri 676 dén 678 13 GAT hodc GAC;

cac nucleotit & cac vi tri 6?7 dén 699 13 TGG;

cac nucleotit & cac vi tri 823 dén 825 1a GTT, GTC, GTA hodc GTG;

cac nucleotit & cac vi tri 8.65 dén 867 1a GCT, GCC, GCA hoic GCG;

céc nucleotit & céc vi tri 1045 dén 1047 1a TAT hoac TAC; va

cac nucleotit & cac vi tri 1087 dén 1089 14 CCA, CCC, CVCG hoac CCT;

(ii) trinh ty axit nucleic md hoa polypeptit c6 hoat tinh phytaza va c6 do twong

déng vé trinh ty it nhét 14 95% so voi SEQ ID NO:1 va chua it nhit mot trong sb cac
s

cai bién trinh tr cap bazo nucleotit so véi SEQ ID NO:1, duge chon tir nhém bao gbm:

cac nucleotit & cac vi tri tvong duong 139 dén 141 13 TTT hodc TTC;

cac nucleotit & céc vi tri tuong duong 289 dén 291 14 GTT, GTC, GTA hoic GTG;
cac nucleotit & cac vi tri tuong duong 289 dén 291 1a GAA hodc GAG;

cac nucleotit & cac vi tri tuong duong 406 dénl408 la CAT 'hoac CAC;

cac nucleotit & céac vi tri trong duong 4}75 dén 47712 GTT, GTC, GTA hodc GTG;
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cac nucleotit & cic vi tri twong duong 475 dén 477 12 GAA hodc GAG:;
cac nucleotit & cac vi tri tuong duong 487 dén 489 1a CGT, CGC, CGA, CGQG,
AGA hoac AGG;
cac nucleotit & cac vi tri twong duong 490 dén 492 1a CGT, CGC, CGA, CGQG,
AGA hoidc AGG;
cic nucleotit & cac vi tri twong duong 502 dén 504 1a CGT, CGC, CGA, CGG,
AGA hozc AGG; |
cac nucleotit & céc vi tri tuong duong 535 dén 537 1a CGT, CGC, CGA, CGG,
AGA hodc AGG;
céc nucleotit & cac vi tri twrong duong 676 dén 678 1 GAT hodc GAC;
cac nucleotit & cac vi tri tuong duong 697 dén 699 1a TGG;
cac nucleotit & cac vi tri tuong duong 823 dén 825 1a GTT, GTC, GTA hoic GTG;
cac nucleotit & cac vi tri tuong duong 865 dén 867 13 GCT, GCC, GCA hodc GCG;
cac nucleotit & cac vi tri tuong duong 1045 dén 1047 1'51 TATAhoac TAC; Vé} |
cac nucleotit & céc vi tri twong duwong 1087 dén 1089 1a CCA, CCC,'CCG hoac
CCT;
(iii) polynucleotit ma hoa polypeptit cé hoat tinh phytaza va cé trinh tur chtra it nhét
mot trong s cac cai bién gbc axit amin so v6i SEQ ID NO:2, dugc chon tir nhém bao
gbm:
axit amin alanin & vi tri axit amin 47 cia SEQ ID NO:2 duoc thay bing
phenylalanin;
axit amin xystein & vj tri axit amin 97 ctia SEQ ID NO:2 duoc thay bang valin;
axit amin xystein & vi tri axit amin 97 ctia SEQ ID NO:2 dugc thay bing axit
glutamic;
axit amin & vi tri twong duong threonin & vi tri axit amin 136 cua SEQ ID NO:2
dugc thay bang histidin;
axit amin asparagin & vi tri axit amin 159 ctia SEQ ID NO:2 duoc thay bang valin;
axit amin asparagin & vi tri axit amin 159 ctia SEQ ID NO:2 dugc thay bing axit
glutamic;
axit amin & vi tri tuong duong threonin & vi tri axit amin 163 cua SEQ ID NO:2

dugc thay bang arginin;
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axit amin axit aspartic ¢ vi tri axit amin 164 cia SEQ ID NO:2 dugc thay bang
arginin;

axit amin axit glutamic & vi trf axit amin 168 ctia SEQ ID NO:2 duoc thay béng
arginin;

axit amin glyxin & vi tri axit amin 17 9 ctia SEQ ID NO:2 dugc thay bang arginin;
axit amin xystein & vi tri axit amin 226 ctia SEQ ID NO:2 dugc thay bing axit
aspartic; - |
axit amin valin & vi trf axit amin 233 ctia SEQ ID NO:2 duoc thay bang tryptophan;
axit amin glutamin & vi tri axit amin 275 cua SEQ ID NO:2 dugc thay bang valin;
axit amin arginin & vi trf axit amin 289 cia SEQ ID NO:2 dugc thay bing alarﬁn;
axit amin threonin & vi tri axit amin 349 cua SEQ ID NO:2 dugc thay bang tyrosin;
va |

axit amin loxin & vi trf axit amin 363 ctia SEQ ID NO:2 dugc thay bang prolin;

(iv) polynucleotit ma ho4 polypeptit ¢6 hoat tinh phytaza va c6 trinh tu chira it nhat

mot trong sd cac cai bién gbc axit amin so v6i SEQ ID NO:2, duogc chon tir nhom bao

gom:

axit amin & vi tri twrong duong alanin & vi tri axit amin 47 cia SEQ ID NO:2 dugc
thay bang phenylalanin;

axit amin & vi trf twong duong xystein & vi tri axit amin ‘97 cua SEQ ID NO:2 duoc
thay bang valin;

axit amin & vi trf twrong dwong xystein & vi trf axit amin 97 cia SEQ ID NO:2 dugc
thay bing axit glutamic;

axit amin & vi tri tuong duong threonin & vi tri axit amin 136 cia SEQ ID NO:2
dugc thay bang histidin;

axit amin & vi tri twong duong asparagin & vi tri axit amin 159 cia SEQ ID NO:2
dugc thay bang valin;

axit amin & vi tri tvong duong asparagin & vi tri axit amin 159 ctia SEQ ID NO:2
duoc thay bang axit glutamic;

axit amin & vi tri tuong duong threonin & vi tri axit amin 163 cia SEQ ID NO:2
dugc thay bang arginin;

axit amin & vi tri tvong duong axit aspartic ¢ vi tri axit amin 164 ctia SEQ ID NO:2
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dugc thay bang arginin;

axit amin & vi tri twong duong axit glutamic ¢ vi tri axit amin 168 cia SEQ ID

NO:2 duoc thay bang arginin;

axit amin & vi tri tuong dwong glyxin & vi tri axit amin 179 ctia SEQ ID NO:2 duoc

thay bang arginin;

axit amin & vi tri twong duong xystein ¢ vi tri axit amin 226 cua SEQ ID NO:2

dugc thay bang axit aspartic;

axit amin & vi tri tuong duong valin & vi tri axit amin 233 cua SEQ ID NO:2 dugc

thay bang tryptophan;

axit amin & vi tri tuong duong glutamin & vi tri axit amin 275 cua SEQ ID NO:2

duogc thay bﬁng valin;

axit amin & vi tri twong duong arginin & vi tri axit amin 289 ciia SEQ ID NO:2

dugc thay bang alanin;

axit amin & vi tri trong duong threonin ¢ vi tri axit amin 349 cua SEQ ID NO:2

duoc thay bang tyro§in; va

axit amin & vi tri trong duong loxin ¢ vi tri axit amin 363 ciia SEQ ID NO:2 duoc

thay bang prolin;

(b) trinh ty axit nucleic (polynucleotit) theo (a) ma hoa polypeptit c6 hoat tinh
phytaza nhung thiéu: trinh tu tin hiéu hodc trinh ty proprotein, hodc mot trinh tu khai
dau cung loai; | |

-(c) axit nucleic (polynucleotit) theo (a) hodc (b) ma hoa polypeptit c6 hoat tinh
phytaza va con chira trinh ty axit amin khac loai, hodc axit nucleic (polynucleotit) theo

(a) hodc (b) chura trinh ty nucleotit khac loai;

(d) axit nucleic (polynucleotit) theo (c¢), trong d6 trinh tu axit amin khéac loai chura,
hoc gdm c6 trinh ty ma hod trinh tur tin hi¢u (dAn d4u) khac loai, hodc mot trinh tur dudi
hoic yéu t6 quyét dinh khang nguyén, hodc trinh ty nucleotit khac loai chira trinh tu
khéi dau khac loai; hodc

(e) trinh tyr axit nucleic bd sung hoan toan véi trinh tu axit nucleic (polynucleotit)

- theo muc bat ky tir (a) dén (d).

2. Catxet biéu hién chira axit nucleic theo diém 1 hodc dugce 1am cho chira axit nucleic
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theo diém 1.

3. Catxet biéu hién theo diém 2, trong d6 phwong tién nhén dong chtra hodc 1a vecto
virut, plasmit, thé thuc khuén, phagemit, cosmit, fosmit, thuc khuén thé hodc nhiém séc
thé nhan tao, trong d6 vecto virut chita vecto adenovirut, vecto retrovirut hodc vecto
virut gén adeno, trong d6 catxet biéu hién, vecto, phuong tién nhan dong, vecto biéu
hién, vecto nhan dong chira hoic dugc chia trong mot nhiém sic thé nhén tao cua vi
khuén (BAC), plasmit, vecto thu duge tir thé thyc khudn P1 (PAC), nhi®m séc thé nhan

tao nim men (YAC), nhiém séc thé nhan tao cia dong vét co va (MAC).

4. Vecto chira axit nucleic theo diém 1 hodc dugc 1am cho chtra axit nucleic theo diém
1.

5. Vecto theo diém 4, trong d6 phuong tién nhan dong chtra hodc 1a vecto virut, plasmit,
thé thuc khuén, phagemit, cosmit, fosmit, thuc khuén thé hodc nhiém sic thé nhan tao,
trong 46 vecto virut chira vecto adenovirut, vecto retrovirut hodc vecto virut gén adeno,
trong do catxet biéu hién, vecto, phuong tién nhén dong, vecto biéu hién, vecto nhan
dong chira hodc dugc chita trong mot nhiém sic thé nhén tao ciia vi khudn (BAC),
plasmit, vecto thu dugc tir thé thuc khuén P1 (PAC), nhiém séc thé nhan tao nAm men

(YAC), nhiém sic thé nhén tao ctia dong vat c6 vii (MAC).

6. Phuong ti€n nhan dong chira axit nucleic theo diém 1, hoac dugc lam cho chira axit

nucleic theo diém 1.

7. Phuong tién nhan dong theo diém 6, trong d6 phuong tién nhan dong chtra hoac la
vecto virut, plasmit, thé thuc khudn, phagemit, cosmit, fosmit, thuc khuin thé hoac
nhiém séc thé nhan tao, trong do vecto virut chira vecto adenovirut, vecto retrovirut hodic
vecto virut gan adeno, trong d6 catxet biéu hién, vecto, phuong tién nhan dong, vecto
biéu hién, vecto nhan dong chira hodc duge chtra trong mot nhiém sic thé nhan tao cua
vi khudn (BAC), plasmit, vecto thu dugc tir thé thyc khudn P1 (PAC), nhidm sic thé

nhAan tao nAm men (YAC), nhiém séc thé nhan tao cia dong vat c6 vu (MAC).

8. Vecto bieu hién chira axit nucleic theo diém 1 hodc dugce l1am cho chira axit nucleic

theo diém 1.

9. Vecto biéu hién theo diém 8, trong d6 phuong tién nhan dong chira hodc 1a vecto
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virut, plasmit, thé thuc khuén, phagemit, cosmit, fosmit, thuc khuén thé hodc nhi®m sic
thé nhan tao, trong dé vecto virut chira vecto adenovirut, vecto retrovirut hodc vecto
virut gin adeno, trong d6 catxet biéu hién, vecto, phuong tién nhan dong, vecto biéu
hién, vecto nhan dong chira hodc duge 1am cho chira trong mdt nhiém sic thé nhan tao
cta vi khun (BAC), plasmit, vecto thu duogc tir thé thuc khuin P1 (PAC), nhiém sic

thé nhan tao ndm men (YAC), nhiém sic thé nhan tao ctia dong vat c6 va (MAC).

10. Vecto nhan dong chira axit nucleic theo diém 1 hodc dugc 1am cho chira axit nucleic

theo diém 1.

11. Vecto nhan dong theo diém 10, trong d6 phuong tién nhan dong chira hodc 1a vecto
virut, plasmit, thé thuc khudn, phagemit, cosmit, fosmit, thuc khuén thé hodc nhiém séc
thé nhan tao, trong d6é vecto virut chira vecto adenovirut, vecto retrovirut hodc vecto
virut gin adeno, trong d6 catxet biéu hién, vecto, phuong tién nhan dong, vecto biéu
hién, vectd nhan dong chira hoic duoc lam cho chira trong mét nhiém sic thé nhan tao
cta vi khun (BAC), plasmit, vecto thu duogc tir thé thuc khuén P1 (PACO), nh_iém séc

thé nhan tao ndm men (YAC), nhiém séc thé nhén tao ctia dong vét c6 va (MAC).
12. Té bao bién nap chira axit nucleic theo diém 1.

13. Té bao bién nap theo diém 12, trong d6 t& bao nay 1a té bao vi khuén, té bao dong

vat ¢6 v, t€ bao nam, t€ bao nam men, t€ bao con trung hodc t€ bao thuc vét.

14. Té bio bién nap theo diém 13, trong d6 t& bao vi khudn 13 mot té bao cua loai bat ky
thudc cac loai Escherichia, Bacillus, Streptomyces, Salmonella, Pseudomonas hodc
Staphylococcus, hodc Escherichia coli, Lactococcus lactis, Bacillus subtilis, Bacillus

cereus, Salmonella typhimurium hodc Pseudomonas fluorescens.

15. Té bao bien nap chira catxet bicu hién theo diém 2 hoac 3.

16. Té bao bién nap theo di€ém 15, trong do te bao nay 1a t€ bao vi khuan, t€ bao dong
vat ¢6 vi, t€ bao nam, t€ bao nam men, t€ bao con trung hoic t€ bao thurc vat.

17. Té bao bién nap theo diém 16, trong d6 té bao vi khuin la mot té bao ciia loai bat ky
thudc cac loai Escherichia, Bacillus, Streptomyces, Salmonella, Pseudomonas hodc
Staphylococcus, hodc Escherichia coli, Lactococcus lactis, Bacillus subtilis, Bacillus

cereus, Salmonella typhimurium hodac Pseudomonas fluorescens.
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18. Té bao bién nap chira vecto theo diém 4 hoic 5.

19. Té bao bién nap theo diém 18, trong d6 t& bao nay 14 té bao vi khuln, té bao dong

vat c6 vu, té bao ndm, t€ bao nam men, t€ bao con trung hodc t€ bao thuc vat.

20. Té bao bién nap theo diém 19, trong d6 té bao vi khuén 13 mot té bao ciia loai bét ky
thudc cac loai Escherichia, Bacillus, Streptomyces, Salmonella, Pseudomonas hoic
Staphylococcus, hodc Escherichia coli, Lactococcus lactis, Bacillus subtilis, Bacillus

cereus, Salmonella typhimurium hodac Pseudomonas fluorescens.
21. Té bao bién nap chira phuong tién nhan dong theo diém 6 hoic 7.

22. Té bao bién né_1p theo diém 21, trong d6 t& bao nay 14 té bao vi khuén, té bao dong

vat co vu, té bao nam, t€ bao nam men, t€ bao con tring hoac t€ bao thyc vét.

23. Té bio bién nap theo diém 22, trong d6 té bao vi khuén 12 mot té bao cua loai bat ky
thudc céc loai Escherichia, Bacillus, Streptomyces, Salmonella, Pseudomonas hoic
Staphylococcus, hodc Escherichia coli, Lactococcus lactis, Bacillus subtilis, Bacillus

cereus, Salmonella typhimurium hodc Pseudomonas fluorescens.

24. Té bao bién nap chira vecto biéu hién theo diém & hodc 9.

25. Té bao bién nap theo diém 24, trong d6 té bao nay 1 té bao vi khudn, té bao dong
vat c6 vi, t& bao ndm, t& bao nAm men, té bao con trung hodc té bao thuc vat.

26. Té bao bién nap theo diém 25, trong d6 & bao vi khuin 12 mot té bio cta loai bit ky
thudc cac loai Escherichia, Bacillus, Streptomyces, Salmonella, Pseudomonas hoidc

Staphylococcus, hodc Escherichia coli, Lactococcus lactis, Bacillus subtilis, Bacillus

cereus, Salmonella typhimurium hodac Pseudomonas fluorescens.
27. Té bao bién nap chtra vecto nhan dong theo diém 10 hoac 11.

28. Té bao bién nap theo diém 27, trong d6 té bio nay 14 té bao vi khudn, t& bao dong
vat c6 vi, t& bao nim, té bao nAm men, té bio con trung hodc té bao thuc vat.

29. Té bao bién nap theo diém 28, trong d6 té bao vi khuén 1a mot t& bao ctia loai bat ky
thudc céc loai Escherichia, Bacillus, Streptomyces, Salmonella, Pseudomonas hoic

Staphylococcus, hodc Escherichia coli, Lactococcus lactis, Bacillus subtilis, Bacillus

cereus, Salmonella typhimurium hodc Pseudomonas fluorescens.
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30. Té bao chu chira axit nucleic theo diém 1.

31. Té bao chit theo diém 30, trong d6 t& bao nay 1a té bao vi khudn, té bao dong vat c6

vi, t€ bao nam, t€ bao ndm men, t€ bao con trung hoic t€ bao thuc vat.

32. Té bao chit theo diém 31, trong d6 té bao vi khuén 13 mot té bao cua loai batky thude
cac loai Escherichia, Bacillus, Streptomyces, Salmonella, Pseudomonas hoic
Staphylococcus, hodc Escherichia coli, Lactococcus lactis, Bacillus subtilis, Bacillus

cereus, Salmonella typhimurium hodc Pseudomonas fluorescens.
33. T¢€ bao chu chira catxet bi€u hién theo di€ém 2 hoac 3.

34. Té bao chii theo diém 33, trong d6 té bao nay 14 té bao vi khudn, té bao dong vat c6
vu, té bao nim, té bao ndm men, té bao con trung hoac té bao thuc vét.

35. Té bao chit theo diém 34, trong d6 té bio vi khun 12 mét té bao ctia loai bat ky thudc
cac loai Escherichia, Bacillus, Streptomyces, Salmonella, Pseudomonas hoic

Staphylococcus, hodc Escherichia coli, Lactococcus lactis, Bacillus subtilis, Bacillus

cereus, Salmonella typhimurium hodc Pseudomonas fluorescens.

36. Té bao chu chira vecto theo diém 4 hodc 5.

37. Té bao chu theo diém 36, trong d6 t& bao nay 13 t& bao vi khudn, té bao dong vat co
vi, té bao ndm, t& bao ndm men, t& bao con trung hoac té bao thuc vat.

38. Té bao chi theo diém 37, trong d6 t& bao vi khudn 1a t& bao cua loai bat ky thudc
cac loai Escherichia, Bacillus, Streptomyces, Salmonella, Pseudomonas hoic
Staphylococcus, hodc Escherichia coli, Lactococcus lactis, Bacillus subtilis, Bacillus
cereus, Salmonella typhimurium hodc Pseudomonas fluorescens.

39. Té bao chi chira phuong tién nhan dong theo diém 6 hodc 7.

40. T€ bao chu theo diém 39, trong d6 té bao nay 1a té bao vi khuan, té bao dong vat co
v, té bao ndm, t& bao nim men, té bao con tring hoic t& bio thuc vat.

41. Té bao chu theo diém 40, trong d6 t& bao vi khuén 12 t& bao ctia loai bt ky thude
cac loai Escherichia, Bacillus, Streptomyces, Salmonella, Pseudomonas hoic

Staphylococcus, hodc Escherichia coli, Lactococcus lactis, Bacillus subtilis, Bacillus

cereus, Salmonella typhimurium hodc Pseudomonas fluorescens.
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42. Té bao chu chira vecto biéu hién theo diém 8 hodc 9.

43. Té bao chi theo diém 42, trong d6 té bao nay 13 té bao vi khuin, té bao dong vat co
vi, t& bao nim, t& bao ndm men, t& bao con trung hoic té bio thyc vat.

44. Té bao chii theo diém 43, trong d6 té bao vi khudn 12 t& bao cua loai bat ky thudc
cac loai Escherichia, Bacillus, Streptomyces, Salmonella, Pseudomonas hoic

Staphylococcus, hodc Escherichia coli, Lactococcus lactis, Bacillus subtilis, Bacillus

cereus, Salmonella typhimurium hodc Pseudomonas fluorescens.

45. Té bao chu chira vecto nhan dong theo diém 10 hogc 11.

46. Té bao chi theo diém 45, trong d6 té bao nay la té bao vi khuén, té bao dong vat co
vi, t& bao ndm, t& bao nAm men, t& bao con trung hoic té bao thuc vat.

47. Té bao chii theo diém 46, trong d6 té bao vi khuén 13 té bao cia loai bat ky thudc
cac loai Escherichia, Bacillus, Streptomyces, Salmonella, Pseudomonas hoic

Staphylococcus, hodc Escherichia coli, Lactococcus lactis, Bacillus subtilis, Bacillus

cereus, Salmonella typhimurium hodc Pseudomonas fluorescens.

48. Pong vt chuyén gen khong phai ngudi, trong d6 dong vat nay chira axit nucleic

theo diém 1.

49. Pong vat chuyén gen khong phai ngudi theo diém 48, trong d6 dong vat nay la chudt,
chudt céng, dé, thd, ctru, lon hodc bo.

50. Pong vat chuyén gen khong phai ngudi, trong d6 dong vat nay chira catxet biéu hién
theo diém 2 hoic 3. ‘

51.Pong vat chuyén gen khong phai ngudi theo diém 50, trong d6 dong vét nay la chuot,
chudt céng, dé, tho, ctru, lon hoac bo.

52. Pong vat chuyén gen khong phai ngudi, trong d6 dong vat nay chira vecto theo diém
4 hodc 5.

53.Pong vat chuyén gen khong phai ngudi theo diém 52, trong d6 dong vat nay la chudt,
chuot céng, dg, tho, ctru, lon hodc bo.

54. Pong vt chuyén gen khong phai ngudi, trong d6 dOng vat nay chira phuong tién
nhan dong theo diém 6 hoic 7.
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55. Pong vat chuyén gen khong phai ngudi theo diém 54, trong d6 dong vat nay la chudt,

chudt cong, dé, thd, ciru, lon hodc bo.

56. Dong vat chuyén gen khong phai ngudi, trong d6 dong vat nay chira vecto biéu hién

theo diém 8 hoic 9.

57.Pong vat chuyén gen khong phai ngudi theo diém 56, trong d6 dong vat nay la chuodt,

chuot cong, dé, thd, ctru, lon hodc bo.

58. Pong vét chuyén gen khong phai ngudi, trong d6 dong vat nay chira vecto nhan

dong theo diém 10 hoiic 11.

59. Pong vat chuyén gen khong phai ngudi theo diém 58, trong d6 dong vét nay 1a chuot,

chuot céng, dé, tho, ctru, lon hodc bo.
60. Cay chuyén gen chira axit nucleic theo diém 1.

61. Cay chuyén gén theo diém 60, trong d6 cay nay 12 ngd, khoai tay, ca chua, lta mi,
hat dau, cai diu, dau teong hodc cay thudc 14, hodc cdy co va/hodc cay lam thirc an gia
suc, hodc cho ddng vat nhai lai, trong d6 cay cd hodc cay lam thirc an 13 c6, ngd, ké, dau
tuong, lua mi, kiéu mach, lua mach, ¢6 linh lang, lta mach den, c6 hang nam, 1da mién,
c6 sudan, cé thdo nguyén hodc cé buffel; hoac hat 1a hat ngo, mém lua mi, hat dau, cai
dau, dau tuong, mam la mach, hat huéng duong, virng, dau phong hoéc hat d4u, hat cé
linh lang, hat bong, hat rum, hat laa mién, mam yén mach, hat mach den, hat ké, hat dai
mach, mam gao, ddu ha lan, hodc hat cay thudc 14, trong do cdy nay la ngo, cd linh lang,
hudéng duong, cai bép, dau phong, mia, bong, rum, lac, laa mién, lta mi, yén mach, lua
mach den, ké, dai mach, lua, ting bach, déu ha lan, ddu, ddu tuong, khoai ty, khoai

lang, sén, khoai mon, ciy chudi hoa hodc cu cai dudng.
62. Cay chuyeén gen chira catxet bi€u hién theo di€ém 2 hodc 3.

63. Cay chuyén gen theo diém 62, trong d6 cdy nay la ngd, khoai tay, ca chua, lGa mi,

hat dau, cai dau, dau tuong hoic cdy thude 14, hodc cdy cd va/hodc cdy lam thirc an gia
suc, hodc cho dong vét nhai lai, trong d6 cdy cd hodc cdy lam thirc 4n la cd, ngd, ké, dau
tuong, lta mi, kiéu mach, lta mach, cé linh lang, Iua mach den, cé hang nam, lua mién,
c6 sudan, cé thao nguyén hodc co buffel; hodc hat 1a hat ngo, mam laa mi, hat dau, cai

N < N
dau, dau tuong, mam lda mach, hat huéng duong, virng, dau phong hoac hat dau, hat co
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linh lang, hat bong, hat rum, hat lua mién, mam yén mach, hat mach den, hat ké, hat dai
mach, mim gao, ddu ha lan, hoic hat cay thube 14, trong d6 cay nay 1a ngo, co6 linh lang,
huéng duong, cai bép, dau phdng, mia, bong, rum, lac, lta mién, lia mi, yén mach, laa
mach den, ké, dai mach, lUa, ting bach, dau ha lan, déu, dau twong, khoai téy, khoai

lang, sén, khoai mén, cay chudi hoa hoic ct cai dudng.
64. Cay chuyén gen chira vecto theo diém 4 hodc 5.

65. Cay chuyén gen theo diém 64, trong d6 cy nay 1a ngo, khoai tay, ca chua, lua mi,
hat dau, cai dau, d4u trong hoic cdy thudc 14, hodc cdy ¢ va/hodc cdy lam thtrc @n gia
suc, hodc cho dong vat nhai lai, trong d6 cdy cé hodc ciy 1am thirc in 13 co, ngo, ké, dau
twong, lta mi, kiéu mach, lua mach, c6 linh lang, lta mach den, cé hang nam, lua mién,
c6 sudan, cé thao nguyén hodc cd buffel; hodc hat 1a hat ngo, mam lGa mi, hat diu, cai
dau, dau tuong, mam lia mach, hat huéng duong, virng, dau phdng hodc hat du, hat co6
linh ldng, hat bong, hat rum, hat IGa mién, mam yén mach, hat mach den, hat ké, hat dai
mach, mam gao, d4u ha lan, hoic hat cay thubc 14, trong d6 cay nay la ngo, cé linh lang,
huéng duong, cai ba"lp, dau phong, mia, bong, rum, lac, lta mién, laa mi, yén mach, lua
mach den, k€, dai mach, Iua, ting bach, ddu ha lan, dau, ddu tuong, khoai ty, khoai

lang, sén, khoai mén, cay chubi hoa hoic cu cai duong.
66. Cay chuyén gen chtra phuong tién nhan dong theo diém 6 hogc 7.

67. Cay chuyén gen theo diém 66, trong d6 cdy nay 1a ngd, khoai tay, ca chua, lGa mi,

hat dau, cai dau, dau twong hodc cay thudc 14, hodc cdy c6 va/hodc cay lam thic an gia
stc, hodc cho dong vét nhai lai, trong d6 cdy cd hodc cdy lam thirc an 1a co, ngd, ké, dau
teong, la mi, kiéu mach, lua mach, ¢6 linh lang, lta mach den, ¢6 hang nam, lda mién,
c6 sudan, cé thao nguyén hoic c6 buffel; hoic hat 1 hat ngd, mam lua mi, hat dau, cai
dau, dau tuong, mam lGa mach, hat huéng duong, virng, ddu phdng hodc hat dau, hat c6
linh lang, hat bong, hat rum, hat lta mién, midm yén mach, hat mach den, hat ké, hat dai
mach, mim gao, dau ha lan, hodc hat cay thube 14, trong do6 cay nay la ngd, co linh lang,
huéng duong, cai bap, ddu phong, mia, béng, rum, lac, lta mién, lta mi, yén mach, lta
mach den, k€, dai mach, lua, ting bach, déu ha lan, dau, dau twong, khoai tiy, khoai

lang, sdn, khoai mon, cdy chudi hoa hodc cu cai duong.

68. Cay chuyén gen chira vecto biéu hién theo diém 8 ho#c 9.
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69. Cay chuyén gen theo diém 68, trong d6 cdy nay 14 ngd, khoai tiy, ca chua, lda mi,
hat dau, cai dau, dau twong hodc cay thudc 14, hodc cay co va/hodc cdy lam thirc an gia
stc, hodc cho dong vat nhai lai, trong d6 cay co hodc cdy lam thirc an 1a co, ngd, ké, dau
tuong, la mi, kiéu mach, laa mach, c6 linh lang, laa mach den, c6 hang nam, lua mién,
c6 sudan, cd thao nguyén hoic co buffel; hodc hat 13 hat ngd, mam lia mi, hat diu, cai
déu, dau tuong, mam lia mach, hat huéng duong, virng, ddu phong hodc hat dau, hat cé
linh lang, hat bong, hat rum, hat lua mién, mam yén mach, hat mach den, hat ké, hat dai
mach, mam gao, dau ha lan, hoéc hat cay thubc 14, trong d6 cdy nay 1a ngd, cd linh lang,
huéng duong, cai bép, dau phong, mia, bong, rum, lac, lua mién, lGa mi, yén fne_lch, Iua
mach den, ké, dai mach, lta, ting bach, ddu ha lan, dau, ddu tuong, khoai tiy, khoai

lang, s&n, khoai mon, cay chubi hoa hodc cu cai duong.
70. Cay chuyén gen chira vecto nhan dong theo diém 10 hodc 11.

71. Cay chuyén gen theo diém 70 , trong d6 cdy ndy 12 ngd, khoai tiy, ca chua, lda mi,
hat dau, cai dau, dau tuong hodc cdy thubc 14, hodc cdy co6 va/hodc cay lam thirc an gia
suc, hodc cho ddng vat nhai lai, trong d6 cay cd hodc cdy lam thic an 1a cd, ngd, ké, dau
tuong, lta mi, kiéu mach, laa mach, c6 linh lang, lta mach den, cé hang nam, lua mién,
cd sudan, co6 thdo nguyén hodc cé buffel; hoac hat 1a hat ngo, méam laa mi, hat dau, cai
déu, dau tuong, mAm lua mach, hat huéng duong, virng, ddu phong hodc hat diu, hat co
linh lang, hat bong, hat rum, hat lua mién, mam yén mach, hat mach den, hat ké, hat dai
mach, midm gao, ddu ha lan, hodc hat cay thudc 14, trong d6 cdy nay 1a ngo, co linh lang,
huéng duong, céi bép, dau phong, mia, bong, rum, lac, laa mién, lGa mi, yén mach, lua
mach den, ké, dai mach, lua, ting bach, ddu ha lan, ddu, dau tuong, khoai tay, khoai

lang, san, khoai mon, cdy chuoi hoa hodc cu cai duong.
72. Hat chuyén gen chira axit nucleic theo diém 1.

73. Hat chuyén gen theo diém 72, trong d6 hat niy cia ciy ngd, khoai tdy, ca chua, lua
mi, hat du, cai dau, dau tuong hodc cay thube 14, hodc cay c6 va/hodc cay lam thic dn
gia suc, hodc cho ddng vat nhai lai, trong d6 cdy cd hodc cdy lam thirc &n 1a co, ngd, ké,
dau tuong, 1Ga mi, kiéu mach, lta mach, c6 linh lang, ta mach den, c6 hang nam, lua
mién, cé sudan, cé théo nguyén hodc co buffel; hodc hat 1a hat ngo, mam lua mi, hat

dau, cai dau, dau tuong, mam laa mach, hat huéng duong, virng, dédu phong hodc hat
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dau, hat c6 linh lang, hat bong, hat rum, hat laa mién, mam yén mach, hat mach den, hat
ké, hat dai mach, maim gao, dau ha lan, hodc hat cay thubc 14, trong d6 hat nay cua cay
ngo, cé linh ldng, hudng duong, cai bép, dau phdng, mia, bong, rum, lac, lta mién, lGa
mi, yén mach, lia mach den, ké, dai mach, lGa, ting bach, déu ha lan, dau, dau tuong,

khoai tay, khoai lang, sin, khoai mon, cy chudi hoa hoic ci cai duong.
74. Hat chuyén gen chtra catxet biéu hién theo diém 2 hodc 3.

75. Hat chuyén gen theo diém 74, trong d6 hat nay ciia cdy ngd, khoai tay, ca chua, lua
mi, hat dau, cai dau, dau tuong hodc cay thudc 14, hoic cdy c6 va/hodc cdy lam thirc an
gia suc, hodc cho dong vét nhai lai, trong d6 cay c6 hodc cdy lam thirc an la co, ngo, ké,
dau tuong, lda mi, kiéu mach, lta mach, c6 linh lang, lua mach den, cé hang nam, laa
mién, c6 sudan, c6 thao nguyén hodc co buffel; hodc hat 14 hat ngo, mém lda mi, hat
dAu, cai dau, dau tuong, mam lia mach, hat hudéng duong, virng, dédu phong hozc hat
dau, hat cd linh lang, hat bong, hat rum, hat lua mién, mam yén mach, hat mach den, hat
ké, hat dai mach, mam gao, dau ha lan, hodc hat cay thudc 14, trong d6 hat ndy cia cady
ngo, co linh lang, huéng duong, cai bép, dau phdng, mia, bong, rum, lac, lta mién, lua
mi, yén mach, [ta mach den, k€, dai mach, lua, ting bach, dau ha lan, dau, dau tuong,

khoai tiy, khoai lang, san, khoai mon, cdy chubi hoa hodc ci cai dudng.
76. Hat chuyén gen chira vecto theo diém 4 hoic 5.

77. Hat chuyén gen theo diém 76, trong d6 hat nay ciia cay ngd, khoai ty, ca chua, lta
mi, hat dau, cai dau, dau tuong hodc cay thudc 14, hodc cay cd va/hodc cdy lam thirc dn
gié suc, hodc cho dong vat nhai lai, trong d6 cay c6 hodc cay lam thirc dn la co, ngd, ké,
dau tuong, 1Ga mi, kiéu mach, lta mach, c6 linh lang, lta mach den, c6 hang nam, lua
mién, cé sudan, co thao nguyén hodc cd buffel; hodc hat 13 hat ngo, mam lGa mi, hat
dau, cai dau, dau tuong, mam lta mach, hat hudng duong, virng, déu phong hodc hat
d4u, hat c6 linh ling, hat bong, hat rum, hat lia mién, mim yén mach, hat mach den, hat
ké, hat dai mach, mam gao, dau ha lan, hodc hat cay thudce 14, trong do6 hat nay cia cay
ngd, co linh lang, huéng duong, cai bép, dau phdong, mia, bong, rum, lac, lta mién, laa
mi, yén mach, lia mach den, k€, dai mach, lua, ting bach, dau ha lan, dau, dau tuong,

khoai tay, khoai lang, sdn, khoai mon, cdy chuoi hoa hodc cu cai duong.

78. Hat chuyén gen chtra phurong tién nhan dong theo diém 6 hoic 7.
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79. Hat chuyén gen theo diém 78, trong d6 hat nay ctia cdy ngd, khoai tdy, ca chua, lta
mi, hat ddu, cai diu, dau tuong hodc cay thubc 14, hodc cay cd va/hodc cay lam thirc dn
gia suc, hodc cho dong vat nhai lai, trong d6 cdy cé hodc cay lam thirc dn 1a cd, ngo, ké,
dau tuong, 1Ga mi, kiéu mach, ltia mach, c6 linh lang, lua mach den, c6 hang nam, lua
mién, cé sudan, cd thao nguyén hodc co buffel; hodc hat 1a hat ngd, mam laa mi, hat
dau, cai dau, dau tuong, mam lda mach, hat huéng duong, virng, dau phong hodc hat
dau, hat ¢ linh lang, hat bong, hat rum, hat lua mién, mam yén mach, hat mach den, hat
ké, hat dai mach, mam gao, dau ha lan, hodc hat cay thudc 14, trong do hat nay cuia cay
ngd, co linh lang, huéng duong, cai bap, ddu phong, mia, bong, rum, lac, lta mién, lua
mi, yén mach, lta mach den, ké, dai mach, la, ting bach, d4u ha lan, dau, dau tuong,

khoai tay, khoai lang, sin, khoai mon, cdy chubi hoa hodc cu cai dudng.
80. Hat chuyén gen chira vecto biéu hién theo diém 8 hoic 9.

81. Hat chuyén gen theo diém 80, trong d6 hat nay cta cay ngd, khoai tiy, ca chua, lta
mi, hat dau, cai dau, dau tuong hodc cay thudc 14, hodc cay cd va/hodc cdy lam thic an
gia suc, hodc cho dong vat nhai lai, trong d6 cay co6 hodc cdy lam thic an l1a ¢d, ngo, ké,
dau tuong, 1Ga mi, kiéu mach, lia mach, c6 linh lang, lua mach den, cé hang nam, lua
mién, cé sudan, cd thao nguyén hodc cé buffel; hodc hat 1a hat ngG, mam lGa mi, hat
dau, cai dau, dau tuong, mam lda mach, hat huéng duong, ving, dau phong hodc hat
dau, hat cd linh ldng, hat bong, hat rum, hat lua mién, mam yén mach, hat mach den, hat
ké, hat dai mach, mam gao, dau ha lan, hodc hat cay thubc 14, trong d6 hat nay cia cay
ngo, co linh lang, hudéng duong, cai bép, dau phong, mia, bong, rum, lac, lua mién, laa
mi, yén mach, lia mach den, ké, dai mach, lGa, ting bach, dau ha lan, dau, dau tuong,

khoai tay, khoai lang, sin, khoai mén, cdy chudi hoa hodc cii cai dudng.
82. Hat chuyén gen chira vecto nhan dong theo diém 10 hoac 11.

83. Hat chuyén gen theo diém 82 , trong d6 hat nay ctia ciy ngd, khoai tay, ca chua, lia
mi, hat dau, cai dau, dau tuong hodc cay thubce 14, hodc cdy c6 va/hodc cay lam thic an
gia suc, hodc cho dong vét nhai lai, trong d6 cay co6 hodc cdy lam thic &n 1a cd, ng6, ké,
dau tuong, lda mi, kiéu mach, ltia mach, c6 linh lang, lua mach den, cé hang nam, lha
mién, c6 sudan, ¢ thao nguyén hodc cd buffel; hodc hat 1a hat ngo, mam lta mi, hat

dAu, cai dau, dau tuong, mam lua mach, hat huéng duong, virng, ddu phdng hoac hat
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dau, hat cé linh lang, hat bong, hat rum, hat lGa mién, mim yén mach, hat mach den, hat
k&, hat dai mach, mam gao, dau ha lan, hodc hat cay thubc 14, trong d6 hat nay cta cay
ngd, co linh lang, hudng duong, cai bép, dau phdng, mia, bong, rum, lac, laa mién, lta
mi, yén mach, Iua mach den, k€, dai mach, laa, ting bach, déu ha lan, dau, dau tuong,

khoai tay, khoai lang, sdn, khoai mdn, cdy chuoi hoa hodc cu cai duong.

84. Polypeptit phytaza dugc phén 1ap, téng hop hoic tai td hop, trong d6 polypeptit
phytaza ndy bao gdm:

(a) (i) trinh tu axit amin cé d9 twong ddng vé trinh tu it nhét 13 95% so véi SEQ
ID NO:2 va duge ma hoé badi polynucleotit chira it nhit mot trong sb cac cai bién vé

trinh tu cép bazo nucleotit so véi SEQ ID NO:1, dugc chon tir nhém bao gém:

céc nucleotit & cac vi tri 139 dén 14\1 1a TTT hodc TTC;,

cac nucleotit & cac vi tri 289 dén 291 13 GTT, GTC, GTA hoic GTG;

c4c nucleotit & cac vi tri 289 dén 291 1a GAA hoic GAG;

cac nucleotit & cac vi tri 406 dén 40\8 1a CAT hodc CAC;

céc nucleotit & cac vi tri 475 dén 477 13 GTT, GTC, GTA hoac GTG;

cac nucleotit & céc vi tri 475 dén 477 1a GAA hodc GAG;

cac nucleotit & cac vi tri 487 dén 489 1a CGT, CGC, CGA, CGG, AGA hoic AGG:;

cac nucleotit & cac vi tri 490 dén 492 1a CGT, CGC, CGA, CGG, AGA hoic AGG;

cac nucleotit & cac vi tri 502 dén 504 13 CGT, CGC, CGA, CGG, AGA hoic AGG;

céc nucleotit & cac vi tri 535 dén 537 13 CGT, CGC, CGA, CGG, AGA hoic AGG;

cac nucleotit & cac vi tri 676 dén 678 13 GAT hodc GAC;

cac nucleotit & cac vi tri 697 dén 699 1a TGG;

cac nucleotit & cac vi tri 823 dén 825 la GTT, GTC, GTA hoic GTG;

cac nucleotit & cac vi tri 865 dén 867 1a GCT, GCC, GCA hoic GCG;

cac nucleotit & cac vi tri 1045 dén 1047 12 TAT hodc TAC; va

cac nucleotit & cac vi tri 1087 dén 1089 1a CCA, CCC, CCG hoic CCT;

(ii) trinh tu axit amin cé d6 tuong déﬁg vé trinh ty it nhét 1 95% so véi SEQ ID
NO:2 va dugc mi hoa boi polynucleotit chira it nhit mt trong sb cac cai bién vé trinh

tu cé@p bazo nucleotit so véi SEQ ID NO:1, dugce chon tir nhém bao gém:

cac nucleotit & cc vi tri tuong dwong 139 dén 141 13 TTT hoic TTC;
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cac nucleotit & cac vi tri trong dwong 289 dén 291 14 GTT, GTC, GTA hoac GTG;
cac nucleotit & cic vi tri twrong duong 289 dén 291 13 GAA hoic GAG;

cac nucleotit & cac vi tri trong duong 406 dén 408 12 CAT hodc CAC;

cac nucleotit & cac vi tri turong duong 475 dén 477 1a GTT, GTC, GTA hoac GTG;
cac nucleotit & cac vi tri twong duong 475 dén 477 13 GAA hoic GAG:;

cac nucleotit & cac vi tri twong duong 487 dén 489 1a CGT, CGC, CGA, CGG,
AGA hoidc AGG;

cac nucleotit & cac vi tri twong duong 490 dén 492 1a CGT, CGC, CGA, CGG,
AGA hodc AGG;

cac nucleotit & cc vi tri tuong dwong 502 dén 504 1a CGT, CGC, CGA, CGG,
AGA hodc AGG;

cac nucleotit & cac vi tri tuong dwong 535 dén 537 1a CGT, CGC, CGA, CGG,
AGA hoic AGG;

cac nucleotit & céc vi tri trong duong 676 dén 678 12 GAT hoic GAC;

cac nucleotit & cc vi tri twong duwong 697 dén 699 13 TGG;

cac nucleotit & cac vi tri turong duong 823 dén 825 14 GTT, GTC, GTA hoac GTG;
cac nucleotit & cac vi tri tuong duong 865 dén 86712 GCT, GCC, GCA hoac GCG;
cac nucleotit & cac vi tri twong duwong 1045 dén 1047 12 TAT hodc TAC; va

cac nucleotit & cac vi tri twong duong 1087 dén 1089 13 CCA, CCC, CCG hoic
CCT;

(iii) trinh tw axit amin chira it nhat mot trong s6 cac dot bién gdc axit amin so véi

SEQ ID NO:2, dugc chon tir nhém bao gdm:

axit amin alanin & vi tri axit amin 47 cia SEQ ID NO:2 dugc thay béng
phenylalanin;

axit amin xystein & vi tri axit amin 97 ctia SEQ ID NO:2 duoc thay bang valin;
axit amin xystein & vi tri axit amin 97 cia SEQ ID NO:2 duoc thay bing axit
glutamic;

axit amin & vi tri tvong duong threonin & vi tri axit amin 136 cia SEQ ID NO:2
duoc thay bang histidin;

axit amin asparagin & vi tri axit amin 159 ctia SEQ ID NO:2 duoc thay bing valin;
axit amin asparagin & vi tri axit amin 159 ctia SEQ ID NO:2 duoc thay bing axit
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glutamic;

axit amin & vi tri twong duong threonin & vi tri axit amin 163 cia SEQ ID NO:2
duoc thay bang arginin; '

axit aspartic & vi trf axit amin 164 ciia SEQ ID NO:2 dugc thay bang arginin;

axit glutamic & vi tri axit amin 168 ciia SEQ ID NO:2 dugc thay bfing arginin;
axit amin glyxin & vi tri axit amin 179 ciia SEQ ID NO:2 dugc thay bing arginin;
axit amin xystein & vi tri axit amin 226 ctia SEQ ID NO:2 dugc thay bing axit
aspartic;

axit amin valin & vi tri axit amin 233 ctia SEQ ID NO:2 duoc thay bang tryptophan;
axit amin glutamin & vj tri axit amin 275 ciia SEQ ID NO:2 dugc thay bang valin;
axit amin arginin & vi trf axit amin 289 ctia SEQ ID NO:2 dugc thay béng alanin;
axit amin threonin & vi tri axit amin 349 cia SEQ ID NO:2 dugc thay bang tyrosin;
va

axit amin loxin & vj tri axit amin 363 cia SEQ ID NO:2 duoc thay bang prolin;
hoac

(iv) trinh tu axit amin chia it nhit mot trong s cac cai bién gdc axit amin so véi

SEQ ID NO:2, dugc chon tir nhém bao gdm:

axit amin & vi tri trong dwong alanin & vi tri axit amin 47 ctia SEQ ID NO:2 duoc
thay bang phenylalanin;

axit amin & vi tri tuong duong xystein & vi tri axit amin 97 cia SEQ ID NO:2 dugc
thay bang valin;

axit amin & vi tri tuong duong xystein & vi tri axit amin 97 cia SEQ ID NO:2 dugc
thay bang axit glutamic;

axit amin & vi tri tuong duong threonin & vi tri axit amin 136 cia SEQ ID NO:2
dugc thay bang histidin;

axit amin & vi tri tuong duong asparagin & vi tri axit amin 159 cta SEQ ID NO:2
duoc thay bing valin;

axit amin & vi tri tuong duong asparagin & vi tri axit amin 159 ciia SEQ ID NO:2
duoc thay bang axit glutamic;

axit amin & vi tri tuong duong threonin & vi tri axit amin 163 cia SEQ ID NO:2
dugc thay bing arginin;
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axit amin & vi tri twong duong axit aspartic & vi tri axit amin 164 ciia SEQ ID NO:2
duoc thay bang arginin;

axit amin & vi tri tuong duong axit glutamic & vi tri axit amin 168 cia SEQ ID
NO:2 duoc thay bang arginin;

axit amin & vi tri twong duong glyxin & vi tri axit amin 179 ctia SEQ ID NO:2 dugc
thay bang arginin; |

axit amin & vi tri tuong duong xystein & vi tri axit amin 226 ciia SEQ ID NO:2
duoc thay bang axit aspartic;

axit amin & vi tri tuong duong valin & vi tri axit amin 233 cua SEQ ID NO:2 dugc
thay bang tryptophan;

axit amin & vi tri tuong duong glutamin & vi tri axit amin 275 cia SEQ ID NO:2
duoc thay bang valin;

axit amin & vi tri twong duong arginin & vi tri axit amin 289 cia SEQ ID NO:2
duogc thay bang alanin;

axit amin & vi tri tuong duong threonin & vi tri axit amin 349 ctia SEQ ID NO:2
duoc thay bang tyrosin; va

axit amin & vi tri twong duong loxin & vi tri axit amin 363 cia SEQ ID NO:2 duogc
thay bang prolin;

(b) polypeptit theo (a) cé hoat tinh phytaza nhung thiéu: trinh tr tin hiéu hogc trinh

tu proprotein;

(c) polypeptit theo (a) cé hoat tinh phytaza va con chira trinh tu khac loai;

(d) polypeptit theo (c), trong d6 trinh ty axit amin khac loai 13, hodc chira trinh ty

tin hi¢u (d?m_ dAu) khac loai, hodc dudi hodc yéu td quyét dinh khang nguyén, hoic trinh

tu nucleotit khac loai chura trinh tu khéi ddu khéc loai;

(e) polypeptit theo bit ky trong sd polypeptit theo (a) dén (d), trong d6 (i)

polypeptit dugc glycosyl ho4, hodc polypeptit chira it nhat mot vi tri glycosyl hod, (ii)

polypeptit theo (i) trong d6 qua trinh glycosyl ho4 13 qua trinh glycosyl hoa dau N hoic

glycosyl hoa dau O; (iii) polypeptit theo (i) hodc (ii) trong d6 polypeptit duoc glycosyl

hoa sau khi dugc biéu hién trong t& bao ndm men; hodc (iv) polypeptit theo (iii) trong

do té bao nam men la P. pastoris hodc S. pombe; hodc
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() polypeptit theo bat ky trong sd polypeptit theo (a) dén (e), trong d6 (i) polypeptit
con chira cac géc axit amin b trg gitta mot trinh tu tin hidu (trinh ty dan d4u hodc peptit

din dau) va enzym.

- 85. Polypeptit phytaza duoc phén 1ap, tong hop hoic tai té hop theo diém 84, trong d6

cac cai bien trinh ty axit amin dugc chon tir nhom bao gdm céac cai bién tir (a) dén (v):

(a) cac dot bién A47F, C9TE, T136H, N159V, G179R, C226D, V233W, Q275V,
R289A va T349Y; |

(b) cc dot bién A47F, C9TE, N159V, T163R, D164R, G179R, C226D, V233W,
Q275V va T349Y; |

(c) cac dot bién A47F, T136H, N159V, T163R, D164R, G179R, C226D, V233W,
Q275V va T349Y;

(d) cac dot bién A47F, T136H, N159V, T163R, D164R, E168R, G179R, C226D,
V233W, Q275V, R289A va T349Y;

(e) cac dot bién A47F, C97V, T136H, N159V, T163R, E168R, G179R, C226D,
V233W, Q275V, R289A va T349Y;

(f) cac dot bién A47F, C97V, T136H, N159V, T163R, D164R, E168R, G179R,
C226D, V233W, Q275V va T349Y;

(g) céc dot bién A47F, T136H, N159V, T163R, D164R, E168R, G179R, C226D,
V233W, Q275V va T349Y; |

(h) cac dot bién A47F, C97E, T136H, N159V, T163R, D164R, G179R, C226D,
V233W, (5275\/ va T349Y;

(i) cac dot bién A47F, CITE, T136H, N159V, T163R, D164R, E168R, G179R,
V233W, Q275V, R289A va T349Y;

(i) cac dot bién A47F, C9TE, T136H, N159E, T163R, D164R, G179R, V233W,
Q275V, R289A, T349Y va L363P;

(k) cac dot bién A47F, C97V, T136H, N159V, T163R, D164R, G179R, V233 W,
Q275V, R289A va T349Y;

(I) cac dot bién A47F, C97E, T136H, N159V, T163R, D164R, E168R, G179R,
C226D, V233W, Q275V, R289A va T349Y;

(m) cac dot bién A47F, C97E, N159V, D164R, G179R, C226D, V233W, Q275V,

R289A va T349Y;
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(n) cac dot bién A47F, C97E, N159V, T163R, D164R, E168R, G179R, C226D,

V233W, Q275V, R289A va T349Y;

(0) cac dot bién A47F, C97V, T136H, N159E, T163R, D164R, E168R, G179R,

C226D, V233W, Q275V, R289A va T349Y;

(p) cac dot bién A47F, C97E, T136H, N159V, T163R, G179R, C226D, V233W,

Q275V va T349Y;

(q) cac d6t bién A47F, C97E, T136H, N159V, T163R, D164R, E168R, G179R,

C226D, V233W, Q275V va T349Y;

(r) cac dot bién A47F, T136H, N159E, T163R, D164R, G179R, C226D, V233W,

Q275V, R289A va T349Y;

(s) cac dot bién A47F, T136H, N159V, D164R, G179R, C226D, V233W, Q275V

va T349Y;

(t) cac dot bién A47F, C97V, T136H, N159V, D164R, G179R, C226D, V233W,

Q275V va T349Y;

(u) cac dot bién A47F, C97V, T136H, N159V, D164R, G179R, V233W, Q275V

va T349Y; va

(v) cac ddt bién A47F, T136H, N159V, C226D, V233W va T349Y.
86. Phuong phéap san xuét polypeptit tai t& hop bao gdm cac bude: (a) chudn bj axit
nucleic, trong d6 axit nucleic bao gdm trinh tu theo diém 1; va (b) biéu hién axit nucleic
theo budc (a) trong diéu kién cho phép biéu hién polypeptit, nh d6 tao ra pol})/peptit tai
t6 hop, trong d6 phuong phap nay con bao gérﬁ bude bién nap axit nucleic trong buée
(a) vao té bao chi sau d6 biéu hién axit nucleic trong budc (a), nhd d6 tao ra polypeptit

tai td hop trong té bao chii dugc bién nap.

87. Phuong phap thuy phéan inositol-hexaphosphat thanh inositol va phosphat v6 co,

trong d6 phuong phéap nay bao gdm céc bude:

(a) chudn bi polypeptit c6 hoat tinh phytaza, trong d6 polypeptit chtra trinh tur axit
amin theo diém 84, hoic, polypeptit dugc ma hod béi axit nucleic theo diém 1; (b) chuén
bi ché phdm chira inositol-hexaphosphat; va (c) cho polypeptit trong buée (a) phan ting
v6i ché phdm trong budc (b) trong didu kién d& polypeptit thuy phén inositol-

hexaphosphat tao ra inositol va phosphat vo co.
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88. Phuong phép theo diém 87, trong d6 diéu kién nhiét d6 13 tir 37°C dén 70°C.
89. Phuong phap theo diém 87, trong d6 didu kién nhiét d¢ 13 tir 50°C dén 80°C.
90. Phuong phap theo diém 87, trong d6 didu kién nhiét do 1a tir 60°C dén 90°C.
91. Phuong phap theo diém 87, trong d6 ché phim chira axit phytic.

92. Phuwong phap khir keo cia dau, trong d6 phuong phap nay bao gdm céc budc: (a)
chuén bi polypeptit c6 hoat tinh phytaza, trong do polypeptit chira trinh ty axit amin theo
diém 84, hoic, polypeptit duoc mi hoa boi axit nucleic theo diém 1; (b) chuén bi ché
pham chira ddu thue vat; va (¢) cho polypeptit trong budc (a) va du thuc vat trong budc
(b) phan tmg v6i nhau trong diéu kién d polypeptit c6 thé cit lién két inositol-phosphat

vO co, nhd d6 dau thuc vat sé duoc khir keo.

93. Phuong phap san xuat thuc phdm, thirc 4n gia stc hoic thuc phim bd sung, trong d6

phuong phap nay bao gdm budec:

(a) bién nap thuc vét, phﬁn ctia thuc vat hodc té bao thyuc vat b'f?lng polynucleotit
ma hoa polypeptit enzym phytaza, trong d6 phytaza nay 1a polypeptit chira trinh tu axit
amin theo diém 84, hoic, polypeptit dugc mi hoa béi axit nucleic theo diém 1; (b) nu6i
céy thuc vat, ph?m ctia thue vat hodc té bao thuc vat trong diéu kién dé enzym phytaza
duoc biéu hién; va, (©) cai bién thyc vat, phﬁn ctia thue vat hodc té bao thuc vat thanh
ché phdm thich hop dé 1am thirc an cho gia stc, hoidc thue phdm, hodc thirc dn hodc thuc
phém bd sung, hodc bd sung thuc vét, phﬁn ctia thuc vat hodc té bao thuc vat dugc nudi
cAy vao thirc 4n gia stc, hodc thuc phém, hodc thirc an hoéc thuc phém bd sung, nh& do6

tao ra thirc dn gia suc, hodc thuc phém, thirc dn hodc thuc phém bd sung.

94. Phuong phép theo diém 93, trong d6 polynucleotit chira trong vecto biéu hién, va
vecto nay chira trinh ty kiém soét biéu hién c6 kha ning biéu hién axit nuleic trong té

bao thuc vat.

95. Phuong phép theo diém 94, trong d6 dong vat 1a dong vat cé da day mdt ngén va

dong vat 1a ddng vat nhai lai.

96. Phuong phép theo diém bt ki trong s cac diém tir 93 dén 95, trong d6 thuc phim
hoic thirc 4n gia stc, hodc thuc phdm hozc thirc in bd sung & dang chit mang dé phan
phéi, hat c6m, vién nén, gel, dang 16ng, dang xit, hat nghién hodc dang bdt.
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97. Phuong phép theo diém bat ki trong sb cac diém tir 93 dén 96, trong d6 enzym
phytaza dugc glycosyl hod, hoic enzym phytaza dugc glycosyl hoa dé tao ra kha ning

chiu nhiét hoic én dinh vé6i nhiét trong qua trinh tao vién.

98. Phuong phap theo diém 96 hodc 97, trong d6 chit mang d phan phéi dugce tao ra
bang cach tao vién hdn hop bao gdm mam hat va enzym phytaza dé tao ra hat, va hat
cdm dugc san xuét trong diéu kién c6 st dung ndi hoi, hat cbm dugc san xuét trong diéu
kién nhiét 6 16n hon 80°C trong khoang 5 phiit, va hat cém chita enzym phytaza c6
hoat tinh dic hiéu 13 it nhat tir 350 dén 900 don vi/mg enzym.

99. Ché phdm chira polypeptit theo diém 84, trong d6 ché phdm nay 1a ché phdm protein,
dugc pham, thuc phdm, thirc an, thue phim bd sung, thirc an bd sung, chat mang phan
phéi enzym an dugc hodc hép thu dugc, ché phém an kiéng, suét an dugc ché bién sén
(meal ready-to-eat - MRE), dd uéng, hoat chét hydrat héa, vién nén nhai dugc, bot diu

tuong, d6 nuéng hodc ngii coc an sang.
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<130> 564462015240

<140> PCT/US2007/079187
<141>2007-09-21

<150> US 60/846,831
<151>2006-09-21

<160>3
<170> FastSEQ for Windows Version 4.0

<210>1

<211> 1299

<212> ADN

<213> Trinh tw nhéan tao

<220>

<223> C4u truc téng hop

<400>1

atgaaagcga tcttaatccc atttttatct cttctgattc cgttaaccce gecaatctgea 60
ttcgctcaga gtgagecgga getgaagetg gaaagtgtgg tgattgtcag tegtcatggt 120
gtgcgtgctc caaccaagge cacgcaactg atgcaggatg tcaccccaga cgeatggeca 180
acctggcegg taaaactggg tgagcetgaca ccgegeggtg gtgagetaat cgectatete 240
ggacattact ggcgtcagceg tctggtagec gacggattge tgectaaatg tggctgcccg 300
cagtctggtc aggtcgcgat tattgctgat gtcgacgagce gtacccgtaa aacaggcegaa 360
gecttegeeg cecgggetgge acctgactgt gcaataaccg tacataccca ggcagatacg 420
tccagtceeg atccgttatt taatcctcta aaaactggeg tttgecaact ggataacgeg 480
aacgtgactg acgcgatcct cgagagggca ggagggtcaa ttgetgactt taccgggceat 540
tatcaaacgg cgtttcgcga actggaacgg gtgcttaatt ttccgecaatc aaacttgtge 600
cttaaacgtg agaaacagga cgaaagctgt tcattaacgc aggcattacc atcggaactc 660
aaggtgagceg ccgactgtgt ctcattaacc ggtgeggtaa gectegeate aatgetgacg 720
gagatatttc tcctgcaaca agcacaggga atgccggage cggggtgggg aaggatcacc 780
gattcacacc agtggaacac cttgctaagt ttgcataacg cgcaatttga tttgctacaa 840
cgcacgccag aggttgeccg cageecgegec accccgttat tagatttgat caagacageg 900
ttgacgcecc atccaccgea aaaacaggeg tatggtgtga cattacccac ttcagtgetg 960
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tttatcgccg gacacgatac taatctggcea aatctcggeg gegeactgga getcaactgg 1020
acgcttcceg gtcageecgga taacacgecg ccaggtggtg aactggtgtt tgaacgetgg 1080
cgtcggctaa gcgataacag ccagtggatt caggtttcge tggtcttcca gactttacag 1140
cagatgcgtg ataaaacgcc gctgtcatta aatacgecge ccggagaggt gaaactgacc 1200
ctggcaggat gtgaagagcg aaatgcgcag ggcatgtgtt cgttggcagg ttttacgcaa 1260
atcgtgaatg aagcacgcat accggegtgc agtttgtaa 1299

<210>2

<211>432

<212> PRT

<213> Trinh tw nhan tao

<220>
<223> CAu tric téng hop

<400> 2
Met Lys Ala lle Leu lle Pro Phe Leu Ser Leu Leu lle Pro Leu Thr
1 5 10 15
Pro GIn Ser Ala Phe Ala GIn Ser Glu Pro Glu Leu Lys Leu Glu Ser
20 25 30
Val Val lle Val Ser Arg His Gly Val Arg Ala Pro Thr Lys Ala Thr
35 40 45
Gln Leu Met GIn Asp Val Thr Pro Asp Ala Trp Pro Thr Trp Pro Val
50 55 60
Lys Leu Gly Glu Leu Thr Pro Arg Gly Gly Glu Leu lle Ala Tyr Leu
65 70 75 80
Gly His Tyr Trp Arg GiIn Arg Leu Val Ala Asp Gly Leu Leu Pro Lys
85 90 - 95
Cys Gly Cys Pro GIn Ser Gly GIn Val Ala lle lle Ala Asp Val Asp
100 105 110
Glu Arg Thr Arg Lys Thr Gly Glu Ala Phe Ala Ala Gly Leu Ala Pro
115 120 125
Asp Cys Ala lle Thr Val His Thr GIn Ala Asp Thr Ser Ser Pro Asp
130 135 140
Pro Leu Phe Asn Pro Leu Lys Thr Gly Val Cys GIn Leu Asp Asn Ala
145 150 155 160
Asn Val Thr Asp Ala lle Leu Glu Arg Ala Gly Gly Ser lle Ala Asp
165 170 175
Phe Thr Gly His Tyr GIn Thr Ala Phe Arg Glu Leu Glu Arg Val Leu
180 185 190
Asn Phe Pro GIn Ser Asn Leu Cys Leu Lys Arg Glu Lys Gln Asp Glu
195 200 205
Ser Cys Ser Leu Thr GIn Ala Leu Pro Ser Glu Leu Lys Val Ser Ala
210 215 220
Asp Cys Val Ser Leu Thr Gly Ala Val Ser Leu Ala Ser Met Leu Thr
225 230 235 240
Glu lle Phe Leu Leu GIn GIn Ala GIn Gly Met Pro Glu Pro Gly Trp
245 250 255
Gly Arg lle Thr Asp Ser His GIn Trp Asn Thr Leu Leu Ser Leu His
260 265 270
Asn Ala GIn Phe Asp Leu Leu GIn Arg Thr Pro Glu Val Ala Arg Ser
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275 280 285
Arg Ala Thr Pro Leu Leu Asp Leu lle Lys Thr Ala Leu Thr Pro His
290 295 300
Pro Pro GIn Lys GIn Ala Tyr Gly Val Thr Leu Pro Thr Ser Val Leu
305 310 315 320
Phe lle Ala Gly His Asp Thr Asn Leu Ala Asn Leu Gly Gly Ala Leu
325 330 335
Glu Leu Asn Trp Thr Leu Pro Gly GIn Pro Asp Asn Thr Pro Pro Gly
340 345 350
Gly Glu Leu Val Phe Glu Arg Trp Arg Arg Leu Ser Asp Asn Ser GIn
355 360 365
Trp lle GIn Val Ser Leu Val Phe GIn Thr Leu GIn GIn Met Arg Asp
370 375 380
Lys Thr Pro Leu Ser Leu Asn Thr Pro Pro Gly Glu Val Lys Leu Thr

385 390 395 400
Leu Ala Gly Cys Glu Glu Arg Asn Ala GIn Gly Met Cys Ser Leu Ala
405 410 415

Gly Phe Thr GIn lle Val Asn Glu Ala Arg lle Pro Ala Cys Ser Leu
420 425 430

<210>3

<211> 1308

<212> ADN

<213> Trinh tw nhan tao

<220>
<223> Cau trac tong hop

<400> 3

atgaaagcga tcttaatccc atttttatct cttctgattc cgttaacccc gcaatctgea 60
ttcgctcaga gtgagecgga getgaagcetg gaaagtgtgg tgattgtcag tegtcatggt 120
gtgcgtgetc caaccaagge cacgcaactg atgcaggatg tcaccccaga cgeatggeca 180
acctggccgg taaaactggg tgagctgaca ccgegeggtg gtgagctaat cgectatcte 240
ggacattact ggcgtcagcg tctggtagec gacggattge tgectaaatg tggetgeecg 300
cagtctggtc aggtcgcegat tattgctgat gtcgacgage gtacccgtaa aacaggegaa 360
gecttegeeg ccgggetgge acctgactgt gcaataaccg tacataccca ggeagatacg 420
tccagtcccg atccgttatt taatcctcta aaaactggceg tttgecaact ggataacgeg 480
aacgtgactg acgcgatcct cgagagggca ggagggtcaa ttgetgactt taccgggeat 540
tatcaaacgg cgtttcgcga actggaacgg gtgcttaatt ttccgecaatc aaacttgtge 600
cttaaacgtg agaaacagga cgaaagctgt tcattaacgc aggcattacc atcggaactc 660
aaggtgagcg ccgactgtgt ctcattaacc ggtgeggtaa gectecgeatce aatgetgacg 720
gagatatttc tcctgcaaca agcacaggga atgccggagce cggggtgggg aaggatcacc 780
gattcacacc agtggaacac cttgctaagt ttgcataacg cgcaatttga tttgctacaa 840
cgcacgecag aggttgeeeg cageegegee acceegttat tagatttgat caagacagcg 900
ttgacgcccc atccaccgea aaaacaggceg tatggtgtga cattacccac ttcagtgetg 960
tttatcgeccg gacacgatac taatctggca aatctcggeg gegeactgga getcaactgg 1020
acgcttcccg gtcagecgga taacacgecg ccaggtggtg aactggtgtt tgaacgetgg 1080
cgtcggctaa gegataacag ccagtggatt caggtttcge tggtcttcca gactttacag 1140
cagatgcgtg ataaaacgcc getgtcatta aatacgecge ccggagaggt gaaactgacc 1200
ctggcaggat gtgaagagcg aaatgcgcag ggeatgtgtt cgttggeagg ttttacgcaa 1260
atcgtgaatg aagcacgcat accggcegtgce agtttgagat ctcatcta 1308
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