(12) BAN MO TA SANG CHE THUOC BANG POC QUYEN SANG CHE

(19) Cong hoa xa hoi chii nghia Viét Nam (VN)  (11)

CucC SO HOU TRI TUE 1-0022715

(51)7 A23K 1/18 (13) B
(21) 1-2012-01463 (22) 25.05.2012
(30) 13/117,430 27.05.2011 US
(45) 27.01.2020 382 (43) 25.12.2012 297
(73) National Cheng Kung University (TW)

No.1, University Road, Tainan City, Taiwan

(72)  Chen, Tzong-Yueh (TW), Huang, Yi-Ling (TW)
(74) Cong ty TNHH S6 hitu tri tué Thao Tho Quyén (INVENCO.,LTD)
(54) CHE PHAM THUC AN CHO PONG VAT CO XUONG SONG

(57) Séng ché dé xuat ché pham thiic dn cho dong vat c6 xuong séng chita protein

ti€t c6 tinh axit va giau xystein, mot doan cla protein tiét cé tinh axit va giau

xystein, khang thé khang protein tiét c6 tinh axit va giau xystein, hoac khang thé

khang mot doan ctlia protein tiét c6 tinh axit va giau xystein.



22715

Linh vue kj thuit dwoc dé cip

Sang ché dé cap dén quy trinh nubi tréng, va cu thé hon 1 dén ché pham

thirc &n cho dong vat c6 xwong sdng.
Tinh trang ky thuét ciia sing ché

Cung véi su tang nhanh cua dan so thé gidi va sy gidm dién tich dat trong
trot, cac nguon thirc dn san cé tré nén ngay cang thi€u hut va viéc cai thién san
lugng cho moi don vi dién tich va gia ting gia tri dinh dudng bo sung la cac xu

huéng trong san xudt thirc an trén thé gidi.

Nhu véi nganh danh bét c4, vi san lugng cé thu dugc tu viéc ddnh bét cé
tir bién gan nhu dd bdo hoa, va nhu ciu vé cdc san phdm ca trén thi trudng
protein dong vAt gia ting hang ngdy, nén can phai bb sung luong thiéu hut trong

cung cip san phim tir nganh dénh bét c4 bing nghé nubi trong thuy san.

Epinephelus spp. 1a mot loai c4 nuéc 4m thudc Epinephelus,
Epinephelinae, Serranida, Perciforms, Osteichthyes, dugc phan b rong rai
trong cac viing nudc nhiét ddi va can nhiét déi trén thé gidi, va thuong duoc
biét 1a loai c4 co gia tri kinh té quan trong nhit & ving Chau A va Thai Binh
Duong béi nganh dénh bat c4. O Pai Loan, viéc nudi c4 chi yéu 13 Epinephelus
malabaricus, Epinephelus coioides, Epinephelus lanceolatus va Epinephelus
fario. N6i chung, Epinephelus spp. phai duoc nudi trong it nhét tir 8 dén 12
thang trudc khi ban; tuy nhién, san luong cudi ciing 13 khéng cao. Ngoai tinh
trang chét sém ctia c4 non do nhiém virut va vi khuén, vi du nhu, céc yéu tb thoi
tiét, cac van dé 6 nhim ngudn nuée, thi viée lwa chon cac sinh vét 1am thic an
va quan ly trong qua trinh nubi trong s& 1am ting nguy co cho ngudi nudi. Do
d6, 1am thé nao dé cai thién tc do phat trién ctia viéc nudi c4, rit ngin thoi gian
nudi trude khi ban, va giam ti 16 chuyén héa thirc #n (khéi luong thirc &n an
vao/muc ting khdi lugng co thé cua co thé c) va cac nguy co tiém 4n trong qua

trinh nuoi da tréd thanh hudng nghién ctiru co gia tri.
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Protein tiét c6 tinh axit va giau xystein (Secreted Protein Acidic and Rich
in Cysteine: SPARC), con dugc goi l1a osteonectin hodc BM40 véi kich thude
protein 12 khoang 35-45kDa va chu yéu duoc phan bd trong chét nén ngoai bao
(extracellular matrix: ECM), 13 protein nén ngoai bao, va ciing 1a glycoprotein

da chtrc ning c6 dic tinh lién két véi ECM hoic té bao.

Mic di SPARC chu yéu duoc phan bd trong ECM, song chitc ning cta
SPARC khéc véi protein cdu tric théng thuong trong chit nén ma chiu trach
nhiém vé viéc tao ciu trac va hd tro cho té bao; nguoc lai, SPARC chuyén dong
vai tro 14 cAu ndi té bao va ECM, va 1a protein diéu hoa c6 kha ning diéu hoa su
san xudt, du trir va tich liiy mét sb loai protein nén té bao (Bradshaw and Sage,
2001, J Clin Invest 107; 1049-1054; Lane and Sage, 1994, FASEB J 8; 163-
173). Tuy nhién, SPARC, chi yéu duoc biéu hién trong qua trinh phét trién phéi,
c6 anh hudng 16n dén sur biét hoa té bao, canxi héa va tao mo, phat trién xuong,
tao hinh thai va phat trién co quan. Muc do biéu hién cla protein nay & sinh vat
truéng thanh cé xu hudng bi giam, vi su biéu hién rd rang chil yéu xay ra trong
qua trinh phuc hoi va tai td chic da hodc mé bi tdn thuong (Lane and Sage,
1994).

SPARC c6 thé dugc chia chii yéu thanh 3 ving chirc ning (Hohenester et
al., 1997, EMBO J 16; 3778-3786): 1. ving axit & dau tin cung N cla protein
ndy, c6 kha ning lién két vdi 5-8 ion canxi vdi 4i luc yéu va c¢b céc chic ning
tic ché sy mé rong té bao va didu hoa su tong hop ECM; 2. ving tuong tu
Follistatin, bao gdm nhiéu xystein, c6 chitc ning gibng nhu follistatin, va c6
kha nang tc ché su tang sinh té bao, va bao gém thém trinh tu dac hiéu khac,
nghia 13 trinh tu lién két ion ddéng (K) GHK (Iruela-Arispe et al., 1995, Mol
Biol Cell 6; 327-343), va c¢6 chirc ning thiic dy su ting sinh mach; va 3. ving
gén ion canxi ngoai bao (ving EC), nim & dau tin cing C cua SPARC, c6 2
motip ban tay-EF, c6 kha ning lién két véi céc ion canxi v0i ai lyc cao va co
kha nang lién két v6i té bao hodc mot sd colagen, va c6 thém tic dung e ché su
ting sinh va m& rong t& bao (Maurer et al., 1995, J Mol Biol 253; 347-357).

Hién nay, mot sb két qua da dat duoc théng qua cdc nghién ciru va thao
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ludn vé céc chuc nang sinh hoc cua SPARC, va mét sb dac tinh da duoc phat
hién ra nho quan sat sy nuoi céy t& bao ndi mod cua chudt trén in vitro: (@) su
biéu hién SPARC c6 thé trc ché sy mé rong hinh thai té bao dé 1am cho té bao
gan nhu tron (Murphy-Ullrich et al., 1991, J Cell Biol 115; 1127-1136); diéu
hoa thanh phan cia ECM va sy biéu hién cia mét sb protein ECM, dé didu
chinh su 1ién két cua té bao v6i chit nén ngoai bao dé thay ddi hinh thai t& bao
va kha nang di cu (Hasselaar et al., 1991, J Biol Chem 266; 13178-13184; and
Tremble et al., 1993, J Cell Biol 121; 1433-1444); (II) tc ché chudi chu ky té
bao, dé chin chu ky & gitra pha G1, va do d6 c¢é chirc ning e ché su phat trién
té bao (Yan and Sage, 1999, J Histochem Cytochem 47; 1495-1506); (III) duoc
phat hién ra trong cdc nghién ctru vé nudi cdy té bao mach ma cac té bao ndi méd
c¢6 dic tinh thac ddy ting sinh mach (Funk and Sage, 1991, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 88; 2648-2652). Trén in vivo, dd phat hién ra rang chudt cé gen
SPARC bj bat hoat bj nhiém bénh duc thuy tinh thé khong 1au sau khi sinh ra,
va do d6 dugc cong nhan 13 SPARC 1a protein thiét yéu cho su phat trién thay
tinh thé ctia mat (Yan and Sage, 1999). Ciing dugc phat hién ra qua céc nghién
ctru 14 & chudt cé gen sparc bi bat hoat, cac thay dbi bat thuong vé céu tric da,
16p m& day, sy gia ting thé tich va s luong té bao md, va sy ting ndng do
leptin duoc tiét boi cac t& bao m& trong mau duge quan sat thiy, va do d6 dugc
coéng nhan 14 protein SPARC c6 méi lién quan véi sy diéu hoa in vivo cac thay
d6i vé& luong md trong co thé (Bradshaw et al., 2003, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 100; 6045-6050).

Myostatin, con duge goi 13 yéu té biét hoa va phat trién-8 (GDF-8), 1a
thanh vién cta ho yéu t6 phat trién bién nap TGF-B. Myostatin c6 thé didu hoa
4m sy phat trién va biét hoa co. Qua céc nghién ciru trén co thé bo va ngudi da
phat hién thiy rang khi chtc ning clia myostatin bi mat, vi tac dung diéu hoa
am su phat trién va biét héa co khong thé c¢6 hiéu qua, nén kiéu hinh cta su ting
co xay ra (McPherron and Lee, 1997, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94, 12457-
12461; and Schuelke et al, 2004, The New England Journal of Medicine 350,
2682-2688). Trong c4c nghién ciru trén dong vat cé via, myostatin & chudt bi bat
hoat (McPherron and Lee, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94; 12457-12461), su
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biéu hién muc d6 cao ctia protein (e ché myostatin (vi du nhu, follistatin) trong
co ctia chudt hodc 1am mét chirc ning cla protein thu thé ActRIIB can thiét cho
viéc truyén tin hiéu (Lee and McPherron, 2001, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98;
9306-9311) dan dén viéc xut hién su gia ting co. Trong cc nghién ciru trén c4
nhiéu xuong, cong nghé bt hoat morpholino dbi nghia dugc str dung dé e ché
ARN théng tin ctia myostatin-1 trong phéi clia ¢4 véan, nhd d6 thiic ddy su phat
trién phoi (Amali et al, 2004, Developmental Dynamics 229; 847-856); hodc
cong nghé ARNi dugc sir dung dé 1am cam myostatin-1 & cé van, va do d6 céc
dic diém cua ca van khéng 16 xuit hién (Acosta et al, 2005, Journal of
Biotechnology 119; 324-331). Céc té bao co dugc nghién ciru thém véi 14t cét
md, va dd phat hién ra ring su phinh thé tich va sy ting san sb luong té bao co

c6 thé 1a cac nguyén nhan gy ra sy co bap.

Mit khac, durgc chi ra trong cic nghién ciru dong t& bao in-vitro 13, néu
myostatin dugc biéu hién trong dong nguyén bao co C2C12 & muc do cao, thi
su tang sinh clia nguyén bao co c¢6 thé bi trc ché, d& chin té bao nay trong pha G
dén pha S trong chu ky té bao (Thomas et al, 2000, The Journal of Biological
Chemistry 275; 40235-40243). Mt khac, néu myostatin dugc biéu hién trong té
bao hinh sao co & muc do cao, dd phat hién ra ring myostatin c6 thé tGc ché su
hoat héa va tu tai tao cia té bao hinh sao co (McCroskery, 2003, The Journal of
Cell Biology 162; 1135-1147), diéu nay ciing chimg minh 12 myostatin déng vai
trd diéu hoa Am trong su phat trién co. Ngoai viéc diéu hoa té bao co, duoc chi
ra trong cac tai liu khac 13 myostatin c6 chirc ning @c ché sy tao m&
(Rebbapragada et al, 2003, Molecular and Cellular Biology 23; 7230-7242), va
cling duge chi ra trong cac nghién ciru 13 myostatin c6 chirc ning tc ché su chét
theo chuong trinh clia nguyén bao co (Rios et al, 2001, Biochemical and

Biophysical Research Communications 280; 561-566).

Tuy nhién, trong céc nghién ctru v& myostatin va SPARC, khéng c6 béo
c4o ndo vé ti 1& chuyén héa thic an (khdi luong thirc an n vao/muc ting cla
khéi lugng co thé), ti 18 nay cling 12 quan trong dé kiém soat chi phi trong cong
nghiép nudi tréng, ngoai viéc dat duoc luong co. Ngoai ra, quy trinh thong

thudng dé gay mién dich dong vat c6 xuwong sdng 13 tiém epitop, quy trinh nay
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mat thoi gian va cdng stc, va dong vat c6 xuong song nay de bi dau don. Do do,
ché pham thtic dn d€ 1am giam ti 1€ chuyén hoéa thirc dn van can thiét duoc phat

trién trong nganh céng nghiép nay dé cai thién téc do phat trién nudi trdng.
Ban chat k¥ thuit ciia sang ché

Sang che dé cép dén ché pham chan nudi cho dong vat c6 xuong song, dé
cai thién toc do phat trién nudi trong, rit ngan thoi gian nudi trong trude khi
ban, va lam gidm ti 1€ chuyén hoda thirc &n va cdc nguy co tiém an trong qua

trinh nudi trong.

Sang ché dé xuat ché pham chan nudi cho dong vat c6 xuong song, chira
protein tiét co tinh axit va giau xystein, mdt doan ctia protein tié€t cé tinh axit va
giau xystein, va khang thé khang protein tiét c6 tinh axit va giau xystein, ho#c

khang thé khang mot doan cta protein tiét 6 tinh axit va giau xystein.

Tt hon, néu ché phim thic an theo sang ché chira thém myostatin, mot
doan ctia myostatin, khang thé khang myostatin, hodc khang thé khang mot

doan cuia myostatin.
Mo ta van tit cac hinh vé

Fig.1 thé hién hiéu gi4 khang thé trong huyét thanh cua c4 mi bi Gc ché
mién dich protein tiét c6 tinh axit va gidu xystein (secreted protein acidic and
rich in cystein-SPARC).

Fig.2 thé hién sy thay dbi khdi lwong ciia c4 mé bi tc ché mién dich

protein tiét c6 tinh axit va gidu xystein.

Fig.3 thé hién hiéu gia khang thé trong huyét thanh ctia c4 ma bi e ché
mién dich myostatin.
MO ta chi tiét sang ché

Sang ché dé cap dén ché pham thic an cho dong vat cd xuong song, chira
protein ti€t co tinh axit va giau xystein, mgt doan ctia protein tiét ¢6 tinh axit va

gidu xystein, khang thé khang protein tiét c6 tinh axit va giau xystein, hoac
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khang thé khang mot doan ctia protein tiét c6 tinh axit va gidu xystein.

Ché pham thirc an theo sdng ché lam giam ti 1€ chuyén héa thic an & dong
vat ¢6 xuong song bang cach trc ché chirc ning cuia protein tiét co tinh axit va

giau xystein.

Tt hon, néu ché phim thitc n theo sang ché chtra thém myostatin, mot
doan ctia myostatin, khang thé khdng myostatin, hodc khang thé khang maot

doan cda myostatin.

Ché pham thirc 3n theo sang ché 1a thich hop cho dong vat ¢6 xuong séng.
Tét hon néu ché phadm thirc in theo sang ché 1a thich hop cho c4, va tét hon nia,
néu cé nay thudc Osteichthyes, hién nay myostatin cia c4 bao gdm Danio rerio,
c4 hodi Pai Tay Duong, Mozambique tilapia, Morone saxatilis, Sparus aurata,
Oncorhynchus mykiss, Salvelinus fontinalis, Silurus asotus, Epinephelus
coioides va Lateolabrax japonicus da dugc tach dong, va trinh ty axit amin c6
su bdo toan cao, va do dé6 dugc cong nhan la cac myostatin c6 cung mdt chirc
nang; cu thé hon, tot hon 13 ¢4 nay thudc Perciforms, Osteichthyes; dac biét tdt
hon néu céc nay thuQc Serranidae, Perciforms, Osteichthyes; dac biét tdt hon
néu ca nay thudc Epinephelinae, Serranidae, Perciforms, Osteichthyes; dac biét
t6t hon néu cé nay thudc Epinephelus, Epinephelinae, Serranidae, Perciforms,

Osteichthyes; va tot nhit, néu ¢ nay 1a Epinephelus coioides.

Ché pham thtrc an theo sang ché 13 d& cai thién ti 16 chuyén héa thic &n &
dong vat c6 xuong sdng bang cach e ché chirc ning ctia protein tiét ¢6 tinh axit
va giau xystein va/hodc myostatin & céc giai doan cua, vi du nhu, gen, phién m3,
dich m4, hoat tinh protein va con dudng truyén tin hiéu. Ngudi c6 hiéu bibt
trung binh trong linh vure ndy c6 thé lya chon thao tac thich hop dé tc ché chic
ning ciia protein tiét ¢ tinh axit va gidu xystein va/hoic myostatin, vi du nhu,
hoat tinh ctia protein tiét co tinh axit va giau xystein va’hodc myostatin tu bi c
ché hoic chuc nang cua protein thu thé bi (¢ ché. Tét hon, néu chitc nang cua
protein tiét co tinh axit va gidu xystein va/hodc myostatin bi tc ché bang
phuong phép trc ché mién dich, trong d6 hoat tinh protein nay bj trc ché, va gay

ra tdc dung phu toan than nho trén dong vat c6 xuong séng.
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Theo mot phuong 4n duoc uu tién theo sang ché, phuong phép e ché
mién dich 1a st dung protein tiét c¢6 tinh axit va giau xystein va/hodc myostatin,
mdt doan ciia protein tiét c6 tinh axit va giau xystein va/hodc myostatin, va
khang thé khang protein tiét ¢6 tinh axit va gidu xystein va/hodc myostatin,
hoic khang thé khang mét doan ciia protein tiét c6 tinh axit va giau xystein
va/hodc myostatin cho dong vat c6 xuong séng. Tt hon, néu mét doan cta
protein tiét cé tinh axit va gidu xystein va/hodc myostatin 13 epitop. Nguoi co
hiéu biét trung binh trong linh vuc nay c6 thé tach dong va thu duogc gen ma hoa
protein tiét c6 tinh axit va gidu xystein va/hodic myostatin, dé bidu hién protein
ndy hoiic epitop ciia nd, va gy mién dich protein ndy hoic epitop ctia né vao co
thé dong vat, nhd d6 thu duge khang thé khang protein tiét ¢6 tinh axit va giau
xXystein va/hoic khang thé khang myostatin hodic khang thé cua epitop cua
ching. Khang thé theo sang ché c6 thé thu duoc bing cach gy mién dich
protein tiét c6 tinh axit va gidu xystein va/hofic myostatin hodc epitop cua
ching vao cac dong vat khéc, va tinh ché, hodc bing cach gy mién dich truc
tiép protein tiét c6 tinh axit va gidu xystein va/hodc myostatin hodc epitop cta
ching vao co thé dong vat c6 xuong sdng, nhd d6 cho phép co thé dong vt co
xuong sdng tu tao ra khang thé. Khang thé theo sang ché c6 thé 1a khang thé da
dong hoidc khang thé don dong va tét hon, néu khang thé nay 1a khang thé da
dong.

Nhu dugc st dung & ddy, thuat ngit "epitop" ding dé chi doan c6 kha
ning giy ra phan Gng mién dich dé tao ra khang nguyén trong khéng nguyén
protein, khang nguyén ndy c6 thé thu dugc bing cach du doan cu tric hoiic
bang cach lua chon doan protein dé quan sit phan tmg mién dich & dong vat

duoc gay mién dich.

Myostatin twong ddng cao voi céc thanh vién khac tfong ho TGF-B vé
trinh tw, va bao gdm 3 phan: (1) ving ki nuéc & dau tin cung N, nhu tin hiéu
duogc giai phong tir qua trinh tiét protein; (2) vi tri phan cét protein dugc bao
toan cao RXRR (SEQ ID NO. 2); (3) ving hoat dong & dau tin cing C giau
xystein (Sharma et al, 1999, Journal of cellular physiology 180; 1-9). Puoc

chiing minh trong nhiéu béo cdo 14 trinh tu axit amin cta myostatin & dong vat
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c6 xuong sdng cb su bao toan cao & ving hoat dong & dau tan cung C
(McPherron et al, 1997, Nature 387; 83-90). Hién nay, khang thé don dong
JA16 c6 tinh dac hiéu cao véi myostatin trong nghién ciu trén myostatin
(Whittemore et al, 2003, Biochemical and Biophysical Research
Communications 300; 965-971), da phat hién ra béng cach phan tich vi tri lién
két voi myostatin ma vi tri lién két ndy ndm & 15 axit amin
DFGLDCDEHSTESRC (SEQ ID NO. 1) & dau t4n cing C clia myostatin cta
chuot, va vi vady c6 thé duogc biét 1a vung & dau tan cung C la doan c6 tinh
khang nguyén. Do d6, t5t hon, néu doan c6 tinh khang nguyén ctia myostatin 13
ving & dau tan cing C clia myostatin; va t6t hon, néu ving & dau tin cung C

clia myostatin ¢6 trinh tw nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO. 1.

Mit khac, vi epitop nay 1a doan peptit nhd, néu khang nguyén doan nho
dugce gdy mién dich truc tiép vao dong vat, dap ¥mg mién dich c6 thé khéng
thoa mén. Puoc wu tién 14 tao ra epitop chudi tuyén tinh (linear array epitope:
LAE) chira cac don vi lap lai ké tiép, dé cai thién phan tmg mién dich. Thém
vao d6, doc té vi khuan c6 thé duoc sir dung dé hd trg cho su phan phéi khang
nguyén, béng cach st dung doc t5 da bi khtr hoat tinh doc lam hé van chuyén,
va nho d6 tic dung mién dich toan dién béng cach st dung céc dac tinh cia doc
t6 nay. Tét hon, néu LAE theo sang ché duoc dung hop véi vung chirc nang Ia
clia ngoai doc t& A Pseudomonas (PE). Ngoai doc t& Pseudomonas c6 khdi
luong phan tir 1a 66kDa va chita 613 axit amin, va cdu tric protein chi yéu bao
gdm 3 ving, va ving Ia (c4c axit amin 1-252) 1a ving lién két thu thé va chiu
trach nhiém lién két v6i a2-macroglobulin/thu thé lipoprotein ty trong thp (low
density lipoprotein receptor: LDLR) trén mang t& bao cua té bao dong vat c6 vu,
va sau d6 xam nhap vao hé thdng ndi mang cua té bao bang qua trinh nhép bao
qua trung gian thu thé. Puoc chimg minh 14 ngoai doc t8 A Pseudomonas cé
kha ning lam ting hiéu qua dap tmg mién dich dugc kich thich (Donnelly et al,
1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90; 3530-3534).

Theo mot phuong an duge wu tién hon theo sang ché, protein tiét c6 tinh
axit va gidu xystein va/hodc myostatin, mot doan cua protein tiét c6 tinh axit va

gidu xystein va/hogic myostatin, khang thé khéng protein tiét ¢6 tinh axit va giau
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xystein va/hodc myostatin, hodc khang thé khang mot doan cua protein tiét co
tinh axit va giau xystein va/hodc myostatin dugc dong nang sinh hoc trong tom.
Tém thudng dugc sir dung lam thirc dn dé d& dang sir dung cho ca. Tt hon, néu

t6m nay 1a au trung; tot hon nita, néu 4u trung ndy dugc lam déng kho thanh bot.

Theo mdt phuong an duoc uu tién khac theo sang ché, protein tiét c6 tinh
axit va gidu xystein va/hodc myostatin, mot doan ciia protein tiét c6 tinh axit va
gidu xystein va/hoic myostatin, khédng thé khang protein tiét c¢6 tinh axit va giau
xystein va/hodc myostatin, hodc khang thé khang mot doan cia protein tiét c6
tinh axit va gidu xystein va/hodc myostatin dugc biéu hién trong vi sinh vat, va
vi sinh vét nay cé thé duoc bd sung vao ché phdm nay, ching han nhu duoc
déng nang trong tom. TSt hon, néu méi truong nudi ciy vi sinh vat nay duoc
lam déng kho6 thanh bot. Theo mdét phuong an khéac, vi sinh vat nay la

Escherichia coli.

Theo mét phuong &an dugc uu ti€n theo sang che, viéc irc ché mién dich
chirc nang cua protein tiét cd tinh axit va gidu xystein la hitu hiéu trong viéc
lam giam ti 1€ chuyén hda thirc an xudng hon 5% so véi nhéom doi ching; tot

hon, néu mirc giam nim trong khoang tir 8% dén 40%.

Céac vi du sau ddy dugc dua ra chi véi muc dich minh hoa ma khong du

dinh 1am gi&i han pham vi ctia sang ché.
Vi du thwe hién siang ché

Vi dl:i 1: Uc ché mién dich protein tiét c6 tinh axit va gidu xystein
(SPARC):

Bao ché khang nguyén:

Tong sb 48 Epinephelus coioides c6 khdi luong trung binh 1a 70 £10g va
chiéu dai trung binh 13 tir 5 d&n 6 inso dwoc sir dung trong nhém dbi ching va
cac nhom thir nghiém, va thoi gian thtr nghiém 1a 5 thang. Khang nguyén duoc
tao ra bang cach khuéch dai gen sparc bang cach st dung doan mdi 1 (SEQ ID
NO. 3) va doan mbi 2 (SEQ ID NO. 4).
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Quy trinh nudi cdy 1én men 351 dugc tao ra, dé nuéi cdy ching E. coli
BL21(DE3) chira epitop trong thiing 1én men cé dung tich 501. 4 éng chira 5ml
ching vi khuan duge nudi cdy qua dém biang méi trudng LB/ampixilin & 37°C
duoc céy 14n luot vao mdi truong 0,21 LB/ampixilin va toan bd 11 dugce lic va
nuoi céy & 37°C dén ODgy 12 0,3, va sau d6 bd sung vao 351 méi trudng dé nuodi
cdy va ldy mau dé xac dinh ODgyo mdi gior dé theo dbi cac thay ddi vé dudng
cong phat trién. Céc thoi diém thich hop duge chon theo dudng cong phat trién,
IPTG c6 nong d6 cudi cing 14 0,ImM dugc bd sung vao dé kich thich E. coli
bidu hién protein dung hop & mutc d6 cao, lic va nudi cdy & 37°C trong 3 gio,
va ly tdm dé thu hdi vi khudn. Sy biu hién cua protein dung hop dugc xac dinh
bing SDS-PAGE va thdm tach T4y, d& x4c dinh cc diéu kién 1én men trong 351

tol uu.

Bao ché vacxin ding qua dudng miéng chira Artemia salina L. dugce dong

nang sinh hoc

U Artemia salina L.: 4g trimg kho cta Artemia salina L. dugc can, cho
vao cbc c6 méd 250ml, va ngdm trong 150ml nuée sach da bd sung trong 0,5 gio.
Trimg nghi clia Artemia salina L. dugc loc bing mang va duogc rira bang lugng
nude sach thich hop. Tring nghi ctia Artemia salina L. duge bd sung vao 51
dung dich 1, va dugc phén bd déng nhét. P4 bot dugc dit vao va bit du bom
khi, va thé tich hap thu khi dugc didu chinh dén khoang 500cm®/phut (dé duy tri
oxy hoa tan cao hon 2ppm). Thiét bi chiéu sang dugc bat 1én, nhiét do phong va
nhiét 46 nudce duge gitt & 26-28°C. Sau 24 gio, viéc bom khi dugce dimg lai, va
thiét bi chiéu sang duoc di chuyén xubng day ciia binh chtra, du tring Artemia
salina L. dugc thu hit xudng d4y ctia binh chira boi tinh hudng sang, va dé yén
trong 5 phut. O thoi diém nay, trimg chua dugc G va vé trimg rdng sau khi G ndi
1én bé mat nudc, va vo trimg ndi 1én duoc loai bo bang nguyén tic ding éng xi-
phéng hodc cac dung cu khéc c6 kha ning hap thu nuée. Au tring tudi diu tién
da 0 duoc loc nhe bang man (kich thuée 15 1a 120pum), va duge rira nhe bing
nuéc bién, va sau d6 bd sung vao 21 dung dich ¢ duge 1am méi. Dung dich 4p
dugc khudy nhe, dé phan bd dong déu 4u tring Artemia salina L. 1ml dung dich

u dugc hut ra, va dugc nho giot vao 1ml dia dém ké 6. Bé tranh x40 trén au
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tring, 4u tring c6 thé bi giét bing cach dat trén dia néng 50°C trong 10 phut,
nhd d6 tao thuan lgi cho viée dém. Khi dém, dia dém dugc dit dudi kinh hién vi
phan tich & d6 phéng dai 60-100 dé quan sat. Pia dém duoc cét bang 1000 6, va
cach dém c6thé 13 10 x 10 & (sé lugng du trung mdi 0,1ml) duoc Iva chon ngiu
nhién dé dém sb luong 4u tring, va sé luong & cac vi tri khac cia dia c6 thé
duoc dém, tinh trung binh va nhan véi 10, dé thu dugc sb lugng 4u tring moi
ml, ho#c tong sb 4u tring trén dia ndy c6 thé duge dém. Theo két qua dém, mat
dd Artemia salina L. dugc didu chinh dén 500 4u trung mo6i ml. P4 bot dugc dit
vao va bit ddu bom khi, va thé tich hip thu khi dugc didu chinh dén khoang
300-400cm’/phiit (dé duy tri oxy hoa tan cao hon 2ppm). Nhiét d6 phong va
nhiét do nudc duge gitt & 26-28°C. Sau 12-18 gio U, Artemia salina L. trai qua
su 16t x4c 1an thtr nhét va trd thanh du trung tudi thir hai. O thoi diém nay, bude

déng nang sinh hoc dugc thuc hién.

DPéng nang sinh hoc: E. coli duoc ly tAm va ling xudng & 1000xg. Moi
truong du duoc gan, va vi khuan duge tai huyén phu lai bing mét luong twong
duwong PBS, dé rira sach méi trudong du trén vi khuin. Viée ly tAm & 1000 x g
duoc thuc hién lai, va vi khuin dugc tai huyén pht lai bing mét lvong PBS
thich hop, dé tao ra dung dich vi khudn c6é ndng do 1 x 10"cfu/ml. Phuong
phép tiét trung 13 tiét trung gia nhiét, trong d6 dung dich vi khuin duoc dit
trong bé nudc 65°C trong 10 phut, va sau dé dung dich da tiét trung duogc dat
trén d4 trong 10 phut. Au tring tudi tht hai cia Artemia salina L. duge déng
g6i thanh céc thé tich mong mudn, va dugc bd sung cing véi dung dich vi
khudn d3 tao ra dén ndng d6 cudi cung cua E. coli 1a khoang 1 x 10"cfu /ml, va

khi dugc bom thich hop trong 2 gio.

Xac dinh cac két qua déng nang: viéc bom khi dugc dimg lai truée khi
14y mau, 2ml dung dich Artemia salina L. 3 déng nang dugc hat 1én man nhé
va dugc rira bang cac lugng 16n nude sach. Céc du trung Artemia salina L. dugc
hut vao 6ng ly tam. Ong vi ly tAm duoc dat vao ti lanh & -20°C trong 10 phut dé
1am lanh 4u trung Artemia salina L. dén chét, va sau d6 4u trung Artemia salina
L. d3 chét dugc rét vao dia nudi cdy c6 duong kinh 9cm, lugng nhé nudce di tiét

tring dugc bd sung vao dé& phan phdi ddng nhat du trung Artemia salina L., va
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sau d6 500 4u trung tudi thir hai dwoc hut bing Pipet vao dng vi ly tAm, dugc ly
tam & toc d6 3000 vong/phit dé tap trung 4u tring & dy cia éng ly tdm, nudc
trong dng ly tAm duoc loai bo va thay thé bing 100pl nudc tiét triung. Cac 4u
tring Artemia salina L. dugc nghién than trong trong dng vi ly tdm bing thanh

vi nghién. Céc mau duoc dua vao SDS-PAGE va thdm tach Tay.
San xuét thire &n chita Artemia salina L.

Nuéc chita Artemia salina L. d3 loc hodc chua loc tudi thir hai duoc loai
b6 cang nhiéu cang t6t, va lam déng khé thanh bot bing cach sit dung may lam
dong kho. Bot Artemia salina L. duge tron vé6i thire in nghién nhé théng thudng

o ti 1€ 1:1000, va sau do tao hat lai.
San xuét ché pham thuc an:

Chat 16ng vi khudn duge c6 dic, va 1am dong kho thanh bdt bang cach st
dung mdy lam dong kho. Bét vi khuan duogc trén véi thirc 3n d3 nghién nho
thong thuong o ti 1€ 1g thic an véi 3,3 x 10°cfu bot vi khudn E-coli, va sau doé

tao hat lai.
Tht nghiém déng vat

Nhém Artemia salina L.: cac ddng vat thr nghiém dugc chia thanh 4
nhém: nhém thir nghiém PEla-epitop, va 3 nhém dbi chimg duge cho #n 1an
luot bang thirc in thong thudng, thirc 3n chita Artemia salina L. va thitc &n chira
Artemia salina L. dugc déng nang véi doan PEla. Tong sb 80 Epinephelus
coioides ¢ khdi lwong trung binh 1a khoang 52,36g va chiéu dai trung binh la
tir 5 dén 6 inso duoc sir dung, thoi gian thtr nghiém la khoang 12 tudn. Céc
dong vat duogce nudi bang thic #n chira khang nguyén mdi thir 2, tht 3, tha 4,
bang thic an thong thuong mdi thir 5, thir 6 va thir 7 va bd doi vao chii nhat,
méu ca duge iy ra trudc va & thoi diém 2 tudn sau khi gy mién dich, mau nay
dugc lam dic sau khi dé yén trong 20 dén 40 phut, ly tAm va sau d6 duoc lay
mAu dich n6i mau dé tién hanh thir nghiém ELISA, d& x4c dinh hiéu gia khang

thé khang protein néi sinh trong mau.
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Thtt nghiém hép thu mién dich lién két enzym (ELISA)

Bing cach st dung nguyén tic lién két dic hiéu khang nguyén-khang thé,
1ug (100pl) doan protein tai td hop SPARC-His dugc tron ddng nhét 1an thir
nhit v&i dém phu, hdn hop ndy duoc bd sung vao ddy cua dia Nunc-Immuno™
96 16 (NUNC™), va dé yén qua dém & 4°C, d& cho phép protein gén vao day.
Pia nay dugc rira 3 1an bang PBST, dugc bd sung 100pl dung dich TBST chita
5% sita tach kem va dugc phan ing trong 1 gio & nhiét dd phong, va dugc rira
lai it nhat 3 14n bang PBST. Huyét thanh thir nghiém dugc pha lodng bing
PBST dugc str dung 1am khang thé so cip, duge bd sung vao céc 18, va dé yén &
nhiét do phong trong khoang 2-3 gid. Dia ndy dugc rira it nhat 3 14n bing PBST,
va sau d6 bd sung 100l huyét thanh chudt khéng Epinephelus spp. 1am khang
thé thir cdp, dé yén trong 1 gid & nhiét do phong, va duoc ria it nhat 3 14n bing
PBST. Cudi ciing, 100p] huyét thanh dé khéng chudt duoc gén v&i phosphataza
kiém & phan cudi dugc bd sung dudi dang khang thé tam cip, va dé yén trong 1
gid & nhiét d6 phong, va sau d6 dia nay dugc rira bing PBST. Cudi clng, 50ul
dung dich vién nén co chit p-nitrophenyl phosphat dugc bd sung vao mdi 15, dé
yén & nhiét d§ phong trong 30 phut (tuy vao mirc hién mau), va sau d6 do do

hap thu & OD,s bang méy phan tich t& bao bang enzym.
Két qua
Nhém Artemia salina L.

Mau ctia Epinephelus spp. dugc iy ra trudce, huyét thanh dugc tach ra dé
phat hién hiéu gid khang thé trong huyét thanh Epinephelus spp. Vi epitop
protein tiét c6 tinh axit va gidu xystein cta protein tiét c6 tinh axit va giau
xystein clia Epinephelus spp. tai to hop sau khi cho an protein dung hop téi t6
hop chira epitop protein tiét c6 tinh axit va gidu xystein & mdi giai doan bang
ELISA. Hiéu gi4 khang thé dugc phat hién & thoi diém 10 tudn sau khi gay
mién dich, va tiép tuc ting 1én dén 12 tuln, trong d6 hiéu gia khang thé cta
nhém PEla-epitop 14 cao hon hiédu gia khang thé ctia 3 nhém dbi chimg dugc
nudi bang thirc #n thong thudng, thic dn chita Arfemia salina L. va thirc in

chtra Artemia salina L. dugc déng nang véi doan PEIa, va hiéu gia khang thé
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dat t6i khoang 395 (nhu dugc thé hién trong FIG.1).

Téng luong thirc #n tidu thy va ti 18 chuyén héa thirc an trong 12 tuén thir
nghiém trén dong vat dugc tinh toan. Pugc phat hién tur sb litu théng ké 13 tong
lwong thtc an tidu thu ctia nhém thir nghiém PEIa-epitop va 3 nhém ddi ching
con lai trong 12 tudn 1 x4p xi bang nhau, ti 18 chuyén hoa thirc n trung binh 13
1,46 v&i nhoém thir nghiém PEla-epitop, va 1a 2,67, 2,58, va 2,81 dbi véi 3 nhom
d6i ching duoc nudi biang thirc dn thong thudng, thic in chita Artemia salina L.
va thirc dn chira Artemia salina L. dugc déng nang véi doan PEIa, nghia 1a cang
it thirc #n duoc tiéu thu trong nhom thir nghiém dugc nubdi bang epitop protein
tiét c6 tinh axit va giau xystein trudc khi ban, thu duoc Epinephelus spp cang

nhiéu thit (nhu d3 chi ra trong bang 1).

Bang 1:
Péi Chi co Artemia v6i Artemia véi
chung Artemia PEIa PEla-epitop
FCR 2,67 2,58 2,81 1,46

Vi du 2: Tac dung Gc ché mién dich ctia myostatin:
Tao ra E.coli biéu hién protein tai t5 hop epitop myostatin

Quy trinh nudi ciy 1én men 35L duoc thiét lap, dé nudi cAy ching E. coli
BL21(DE3) chira epitop trong binh 1én men 50L. 4 6ng chita 5Sml ching vi
khuén duoc nudi cdy qua dém v6i méi trudng LB/ampixilin & 37°C 1an luot
duoc ciy vao mdi trudng 0,21 LB/ampixilin va toan bd 1L duoc 1ic va nudi chy
& 37°C dén ODgg 12 0,3, va sau d6 bd sung vao 35L méi truong dé nuoi céy va
ldy mau dé xac dinh ODgyo mdi 2 gidr dé theo ddi cac thay dbi vé& dudng cong
phét trién. Cac thoi diém thich hop dwoc lwa chon tiép theo dudng cong phat
trién, IPTG c6 ndéng do cudi cing 12 0,1mM dugc bd sung vao dé kich thich E.
coli biéu hién protein dung hop & mirc dd cao, léc va nudi cdy & 37°C trong 3
gi0, va ly tam dé thu hdi vi khuan. Su biéu hién cua protein dung hop nay dugc
xéac dinh bang SDS-PAGE va thdm tach Ty dé x4c dinh céc diu kién 1én men
35L tdi wu.
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Bao ché vacxin diung qua dudng miéng chira Artemia salina L. dugc dong

nang sinh hoc

U Artemia salina L.: 4g tring khod cta Artemia salina L. dugc can, dat
vao cbc 6 moé 250ml, va ngdm trong 150ml nude sach d& bd sung trong 0,5 gio.
Tring nghi ctia Artemia salina L. dugc loc bang man va rira bing luong nudce
sach thich hop. Trimg nghi ctia Artemia salina L. duge bd sung vao 51 dung
dich 1, va dugc phan bd déng nhét. P4 bot dugce dit vao va bit ddu bom khi, va
thé tich hip thu khi dugc diéu chinh dén khoang 500cm’/phut (d& duy tri oxy
hoa tan cao hon 2ppm). Thiét bi chiéu sang dugc bat 1én, nhiét d6 phong va
nhiét 4§ nudc duge gilt & 26-28°C. Sau 24 gio, viéc bom khi dugc dung lai, va
thiét bi chiéu sang duoc di chuyén xubng day cua binh chita, iu trung Artemia
salina L. bi thu hat xudng day cua binh chra do tinh huéng séng, va dé yén
trong 5 phit. O thoi diém nay, trimg chua G va vo trimg rong sau khi 11 ndi 1én
mit nudc, va vé trimg ndi dugc loai bé bang nguyén tic ding 6ng xi-phéng
hoic cac dung cu khéc cé kha ning hap thu nudc. Au tring tudi thir nhit da o
dugc loc nhe bang man (kich thude 15 14 120pum), va duge rira nhe nhang bing
nuéce bién va sau dé duge bd sung vao 21 dung dich 0 dugc lam méi. Dung dich
ap dugc khudy nhe, dé phan b6 dong nhit 4u trung Artemia salina L.. 1ml dung
dich 0 duge hit ra, va nho giot vao dia dém chia 6 1ml. Pé tranh x40 tron Au
triing, cac 4u tring c6 thé bi giét bing cach dat 1én dia nong 50°C trong 10 phut,
nhd d6 tao thuan lgi cho viéc dém. Khi dém, dia dém dugc dit dudi kinh hién vi
phan tich & d6 phéng dai 60-100 dé quan sat. Pia dém duoc cét 1000 6, va cach
dém c6 thé 14 10 x 10 6 (sb lwong 4u trung mdi 0,1ml) duoc chon ngiu nhién dé
dém sb luong 4u trung, va sd lugng trén céc vi tri khéc cia dia c6 thé duge dém,
tinh trung binh, nhan véi 10 dé thu duge sb lugng du tring mdi ml, hogc téng sd
du trung trén dia c6 thé dugc dém. Theo két qua dém dugc, mat do Artemia
salina L. dugc diéu chinh dén 500 4u trung mo6i ml. P4 bot dugc dit vao va bat
dau bom khi, va thé tich hdp thu khi dwoc diéu chinh dén khoang 300-
400cm’/phit (dé duy tri lugng oxy hoa tan cao hon 2ppm). Nhiét d6 phong va
nhiét do nudce dugce giltt & 26-28°C. Sau 12-18 gio U, Artemia salina L. 10t x4c

1an thtt nhat va tro thanh 4u tring tudi thir hai. O thoi diém nay, budc déng nang
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sinh hoc dugc thuc hién.

Péng nang sinh hoc: E. coli duge ly tAm va dé ling xudng & 1000xg. Moi
truong du duoc gan, va vi khudn dugc tao huyén phu lai bing luong tuong
duong PBS, dé rira sach méi truong du trén vi khuén. Viéc ly tdim ¢ 1000 x g
dugc thuc hién lai, va vi khudn dugc tao huyén phu lai bing luong thich hop
PBS, dé tao ra dung dich vi khuén c6 ndng d6 1a 1 x 10'°cfu/ml. Phwong phap
tiét trang 14 tiét tring néng, trong d6 dung dich vi khuan duoc dit trong thing
nudc 65°C trong 10 phut, va sau d6 dung dich tiét trung duoc dat trén dé trong
10 phat. Au trung tudi th hai cta Artemia salina L. dugc déng gbi thanh cac
thé tich mong mubn, va bd sung thém dung dich vi khuén d3 bao ché dén ndng
d6 cudi cling cta E. coli 1a khoang 1 x 10"°cfu/ml, va khéng khi duoc bom thich

hop trong 2 gio.

Xac dinh céc két qua déng nang: Viéc bom khong khi duoc dimg lai
trude khi 14y miu, 2ml dung dich Artemia salina L. 3 d6ng nang dugc hut 1én
mang nhé va duoc rira bang luong 16n nude méi. Au trung Artemia salina L.
duogc hit vao dng ly tim. Ong vi ly tAm duoc dit vao ti lanh & -20°C trong 10
phat dé lam lanh 4u tring Artemia salina L. d&n chét, va sau d6 4u tring
Artemia salina L. d3 chét dugc rét vao dia nudi ciy c6 duong kinh 9em, lugng
nho nudc di tiét tring duge bd sung vao dé phan bd ddng déu 4u tring Artemia
salina L., va sau d6 500 4u tring tudi thir hai dugc hit bang pipet vao dng vi ly
tam, duge ly tAm & 3000 vong/phut dé tap trung Au tring & day cua éng ly tam,
nudc trong dng ly tAm duoc loai bd va thay thé bing 100ul nudc tiét tring. Au
tring Artemia salina L. dugc nghién than trong trong éng vi ly tAm bang thanh
nghién nhé. Cac miu dugc tién hanh SDS-PAGE va thdm tach T4y.

Thir nghi€ém trén dong vat

Nhom Artemia salina L.: Cac ddng vat thir nghi€ém dugc chia lam 4 nhom:
nhém thtr nghiém nhém PEla-epitop, va 3 nhém ddi ching dwoc nudi 1an luogt
bang thirc #n thong thuong, thirc an chtta Arfemia salina L. va thic 3n chua
Artemia salina L. dugc déng nang véi doan PEla. Tong sb 40 Epinephelus

coioides c6 khdi lugng trung binh 13 khoang 157g va chiéu dai trung binh 14 5
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dén 6 inso duoc st dung, thoi gian thi nghiém 14 khoang 4 thang. Cac dong vat
duoc nudi bang thire dn chira khang nguyén mdi tht hai, tht ba, thit tu, bang
thirc &n thong thudng mdi thir nim, thir sdu, va thit bay, va bi bd déi vao chu
nhat, va mau c4 duogc léy ra trudc va vao thoi diém 2 tudn sau khi gdy mién dich,
méu nay duge lam dic lai sau khi dé yén trong 20-40 phut, ly tAm va sau d6 iy
mAu dich ni mau dé tién hanh thir nghiém ELISA, d& x4c dinh hiéu gi4 khang

thé khang protein ndi sinh trong mau.

San xuit thirc &n chtta Artemia salina L.: Nubc chta Artemia salina L.
tudi thir hai d3 loc hodc chua loc duge loai bd cang nhiéu cang tdt, va duoc 1am
d6ng kho thanh bot bang cach st dung may 1am dong kho. Bot Artemia salina L.
duogc tron véi thirc an d3 nghién nhoé théng thuong véi ti 16 1:1000, va sau do

duoc tao hat lai.

San xuit ché phém thirc an: Dich léng vi khu4n dugc c6 dic, va duoc lam
dong khé thanh bdt bang cach st dung may lam dong kho. Bot vi khudn duoc
trén véi thire dn nghién nhé thong thudng véi ti 16 1a 1g thire &n vé6i 3,3 x 10%cfu

bot vi khuén E-coli, va sau d6 duge tao hat lai.
Két qua
Nhoém Artemia salina L.

Mau ctia Epinephelus spp. dugc rit ra 1an thir nhat, huyét thanh duoc tich
ra dé phat hién hiéu gia khang thé ctia huyét thanh Epinephelus spp. di véi
epitop & diu tan cling C ciia myostatin Epinephelus spp. tai td hop sau khi cho
an protein dung hop ti td hop chtra epitop tai t6 hop chira epitop myostatin &
mdi giai doan bang ELISA. Hiéu gia khang thé duoc phat hién & thoi didm 10
tun sau khi gdy mién dich, va tiép tuc ting 1én dén t4n 16 tuln, trong d6 hiéu
gia khang thé ctia nhom PEla-epitop cao hon hiéu gia khang thé cta 3 nhém déi
chimg dugc nudi bang thirc dn thong thuong, thirc an chtta Artemia salina L. va
thirc an chtra Artemia salina L. dugc déng nang véi doan PEla, va hiéu gia
khang thé dat t6i khoang 920 (nhu dwoc thé hién trong FI1G.3).

Téng lwong tiéu thu thirc in va ti 18 chuyén hoa thic an trong 4 thang thi
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nghiém trén dong vat dugc tinh todn. Pugc phat hién tir s6 liéu théng ké 1a téng
lugng tiéu thu thirc &n ctia nhém thir nghiém PEIa-epitop va 3 nhém ddi chimg
khac trong 4 thang 1a x4p xi bing nhau, ti 18 chuyén hoa thic n trung binh 1a
1,35 v6i nhédm thtr nghiém PEla-epitop, va la 1,72, 1,76, va 1,82 ddi v4i 3 nhom
d6i chimg duoc nubdi bang thirc an thong thudng, thic in chita Artemia salina L.
va thirc dn chira Artemia salina L. dugc dong nang véi doan PEla, nghia la
lugng thic &n dugc st dung trong nhém thir nghiém duoc nudi bing epitop
myostatin truéce khi ban cang it, thi Epinephelus spp thu duoc cang c6 nhiéu thit
(nhu duoc thé hién trong bang 2).

Bang 2:
Doi Chi c6 Artemia véi Artemia véi
ching artemia PEla PEla-epitop
FCR 1,72 1,76 1,82 1,35

Mic du cic phuong 4n theo sang ché dugc minh hoa va mé ta, nhung
nhiéu bién ddi va cai thién khac nhau c¢6 thé dugc thyc hién boi ngudi c6 hidu
biét trung binh trong linh vuc nay. Dy dinh 13 séng ché khong bi gidi han & cac
dang cu thé nhu dugc minh hoa, va tit ca cac bién ddi nay khong vuot qua
pham vi ctia séng ché va nim trong pham vi nhu duoc xac dinh trong yéu cau

bao ho.
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1. Ché pham thirc #n cho dong vit c6 xuwong sdng, trong d6 ché phdm nay chta
protein dung hop ma doan SPARC (Protein tiét c6 tinh axit va giau xystein -
Secreted Protein Acidic and Rich in Cysteine) dugc méa hoda bdi axit nucleic
duoc khuéch dai béng cach st dung doan mdi 1 (SEQ ID NO.3) va doan mdi 2
(SEQ ID NO.4) dya vao gen sparc va ving Ia ctia ngoai doc t6 A Pseudomonas

dugc dung hop, trong d6 dong vat c6 xuong séng nay 1a ca.

2. Ché pham theo diém 1, trong d6 protein dung hop ma doan SPARC va ving
Ia ctia ngoai doc t& A Pseudomonas dugc dung hop, 1a mot protein phic dugce

dong nang sinh hoc trong tom.

3. Ché pham theo diém 1, trong d6 doan ciia protein tiét c6 tinh axit va giau

xystein duoc 1ap lai ké tiép trong protein dung hop.

4. Ché pham theo diém 1, trong d6 ché phdm nay con chira protein dung hop thu
duoc bang cach dung hop doan epitop myostatin néu trong SEQ ID NO: 1 véi

vung la cia ngoai doc to6 A Pseudomonas.

5. Ché pham theo diém 4, trong d6 protein dung hgp ma doan epitop myostatin
néu trong SEQ ID NO: 1 va ving Ia cua ngoai doc t6 A Pseudomonas duge

dung hop, 1a mot protein phtic dugc doéng nang sinh hoc trong tom.

6. Ché phim theo diém 4, trong d6 protein dung hop ma doan epitop cua
myostatin néu trong SEQ ID NO: 1 va ving Ia ctia ngoai doc tb A Pseudomonas

duoc dung hop, duge lip lai ké tiép trong protein dung hop.
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DANH MUC TRINH TU
<110> TRUONG PAI HQC QUOC GIA CHENG KUNG
<120> CHE PHAM THUC AN CHO DPONG VAT CO XUONG SONG
<130> Khéng
<160> 4

<170> Patent phién ban 3.3

<210> 1
<211> 15
<212> PRT

<213> Chubt

<400> 1

Asp Phe Gly Leu Asp Cys Asp Glu His Ser Thr Glu Ser Arg Cys
1 5 10 15
<210> 2

<211> 4

<212> PRT

<213> Chudt

<220>

<221> X

<222> (1) ..(4)

<223> X la gbc axit amin bat ky
<400> 2

Arg Xaa Arg Arg

1

<210> 3
<211> 34
<212> ADN

<213> Nhén tao

<220>
<223> Poan mdi nhan tao

<400> 3

gcgccggaat tccgctccta ctgaggagga gccc
34

<210> 4

<211> 35

<212> ADN

<213> Nhén tao
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<220>
<223> ©PDoan mdi nhan tao

<400> 4

gcgccgcectcg aggatgatga ggtctttgtce cacgt
35
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