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Linh vire ki thuit dwoc dé cp
Sang ché d& cip dén bién thé kim ham gluconat mdi, vi sinh vat chira bién thé nay,

va phuong phap san xuét L-lysin bang cach st dung chiing.

Tinh trang ky thuit ciia sdng ché

P& san xuét khéi cac san phim hitu ich nhu axit amin, viéc diéu hoa qua trinh hép
thu glucoza va con dudong phosphoryl hoa pentoza trong chung Corynebacterium la rat
quan trong (Handbook of Corynebacterium glutamicum. 2005. 215-240).

Chét kim him gluconat (gluconate repressor - GntR) 13 protein didu hoa quan
trong, didu hoa dong cacbon théng qua quéd trinh hdp thu glucoza va con dudng
phosphoryl héa pentoza. D3 biét rang hai chit kim him gluconat (GntR1 va GntR2) da
duoc tim thy trong ching Corynebacterium glutamicum.

GntR1 va GntR2 tc ché manh sy biéu hién clia cic gen ma héa gluconat permeaza
(gntP), gluconat kinaza (gntK), va 6-phosphogluconat dehydrogenaza (gnd) li€n quan dén
qué trinh chuyén héa gluconat, va déng vai trd tc ché yéu sy biéu hién operon tkt-tal-
zwf-opcA-devB, 14 gen chi yéu clia con dudng phosphoryl héa pentoza. Péng thoi, su
biéu hién cic gen ma hoa enzym van chuyén dic hiéu glucoza II (ptsG) va enzym vén
chuyén dic hiéu sucroza II (ptsS) cta hé phospho-transferaza (PTS), 1a con dudng
chuyén héa dung hop dudng cht yéu cta ching Corynebacterium, duge thic diy dé
tham gia vao qua trinh dung hop duong (Julia Frunzke, Verena Engels, Sonja Hasenbein,

Cornelia Gatgens and Michael Bott, Molecular Microbiology (2008) 67(2), 305-322).

Bén chét ki thuat ciia sing ché
Vin & k¥ thuat

Céc tac gia sang ché da nd luc tim kiém gen c6 tic dung hitu hiéu trong viéc tong
hop L-lysin va da phat trién duoc bién thé kim him gluconat 1 (GntR1) méi, va da xac
nh4n dugc ring vi sinh vat chira bién thé tbng hop L-lysin nay c6 mic st dung duong va

¢6 kha ning tdng hop L-lysin cao hon so véi vi sinh vat chira chit kim him gluconat 1
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kidu dai, va do d6 cac tac gia da tao ra sang ché.
Giai phap k¥ thuit

Muc dich ctia sang ché 14 d& xuAt bién thé méi clia protein kim ham gluconat.

Muc dich khac cua sang ché 1a dé xuét polynucleotit ma hoa bién thé nay va vecto
biéu hién chtra polynucleotit ndy.

Muc dich khéc nira cta sang ché 14 ¢ xut vi sinh vat tdng hop L-lysin biéu hién
bién thé cta protein kim hdm gluconat.

Muc dich khéc nira cta sang ché 1a dé xuét phirong phap san xut L-lysin bao gbm
céc budc: (a) nudi ciy vi sinh vat tbng hop L-lysin trong méi truong; va (b) thu L-lysin

tir vi sinh vét d3 dugc nudi cdy hodc mdi truong & budc (a).

Mb ta chi tiét sang ché

Theo mét phuong an, sang ché @ cap dén bién thé méi coa protein kim him
gluconat.

Trong ban md ta nay, thut ngit “protein kim ham gluconat” duoc dung dé chi
protein didu hoa lién quan téi qua trinh chuyén héa gluconat hodc hép thu duong. Protein
kim hdm gluconat khong bi gioi han cy thé, nhung c6 thé 1a vi sinh vat thudc chi
Corynebacterium, cu thé 13, protein kim hdm gluconat tir Corynebacterium glutamicum.
Cu thé hon, protein kim hdm gluconat c6 thé 13 protein GntR1 tir Corynebacterium
glutamicum, nhung khong chi giéi han & loai nay. Protein kim him gluconat c6 thé 14,
nhung khong chi giéi han &, GntR1 chira trinh ty axit amin duogc néu trong SEQ ID NO:
4. Vi du, protein kim hadm gluconat ¢ thé 14 trinh tu axit amin chira trinh ty axit amin
duoc néu trong SEQ ID NO: 4 va c6 mic do tuong ddng it nhat 1a 80%, cu the it nhét 13
90%, cu thé hon it nhit 12 95%, va cu thé hon nita it nhét 13 99%. Ngoai ra, protein kim
ham gluconat chira trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 4 c6 thé duoc ma hoa
bdi gen gntR1 chira trinh ty nucleotit dugc néu trong SEQ ID NO: 3, nhung khong chi
giéi han & trinh ty nay. Vi dy, n6 co thé 14 trinh tu nucleotit dugc néu trong SEQ ID NO:
3 hodc c6 thé 1a trinh tu nucleotit c6 mirc do twong déng it nhét 12 80%, cu thé it nhét 13
90%, cu thé hon it nhat 12 95%, hogc cu thé hon nita it nhét 12 99%.

Trong ban mo ta nay, thudt ngit “muc d6 tuong ddng” dugc dung dé chi ty 18 phan

tram giéng nhau gifta hai gbc polynucleotit hodc polypeptit. Mirc d9 tuong ddng gifta cac
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trinh tur tir gbc nay so véi gbe khac cé thé duogc x4c dinh bing cac k¥ thuat da biét. Vi dy,
muc d6 twong ddng co6 thé dugc xé4c dinh bing cch sip hang thong tin trinh tw va sap
hang truc tiép thong tin trinh tu gifra hai phén ti polynucleotit hodc hai phén tu
polypeptit bing cach st dung chuong trinh may tinh c6 san trén thi trudng. Chuong trinh
may tinh nay c6 thé 1a BLAST (NCBI), CLC Main Workbench (CLC bio), MegAlignTM
(DNASTAR Inc.), v.v.. Ngoai ra, mirc d§ twong ddng gifta cac polynucleotit co thé duoc
xac dinh béng cach lai cac polynucleotit trong cac diéu kién tao ra soi kép 4n dinh gitra
cac vung dong nhit, sau d6 phan giai nucleaza dic hiéu soi don dé xac dinh kich thudc
cua doan di dugc phan giai.

Bién thé cta protein kim him gluconat c6 thé 13 polypeptit, trong d6 arginin (R) 12
axit amin tht 102 trong trinh tu axit amin dwgc néu trong SEQ ID NO: 4, dugc thé bang
axit amin khac v6i arginin. Cu thé 13, bién thé cua protein kim hdm gluconat cé thé 1a
polypeptit chira trinh tu axit amin dwoc néu trong SEQ ID NO: 1, trong d6 axit amin & vi
tri 102 duoc thé bang xystein (C). o

Bién thé cua protein kim hdm gluconat nay khong nhing bao gdm polypeptit chita
trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 1, ma con bao gém bién thé c6 muc do
twong ddng 12 80% hoic 16n hon, cu thé 1a 90% hodc 16n hon, cu thé hon 1 95% hodc
16n hon, cu thé hon nita 14 99% hodc 16n hon, va v& co ban 13, 18 rang rﬁng trinh tu axit
amin c0 hoat tinh sinh hoc giéng v&i hodc twong duong vdi protein c6 trinh tu axit amin
dwoc néu trong SEQ ID NO: 1, ngay cé trong cic truong hop trong d6 mot sb trinh tw c6
doan khuyét, cai bién, thay thé, hodic bd sung trinh ty axit amin, ndm trong pham vi cua
sang ché.

Theo phuong an khac, sang ché d& cap dén polynucleotit ma hoa bién thé cla
protein kim ham gluconat va vecto biéu hién chira polynucleotit nay.

Protein kim hdm gluconat va bién thé ctia né 12 nhu duge mo ta trén day.

Cu thé 13, polynucleotit ma hoa bién thé cla protein kim ham gluconat cé thé 14
polynucleotit ma héa protein chira trinh t axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 1, hodc
¢6 thé 1a polynucleotit c6 mitc do twong ddng it nhat 12 80%, cy thé it nhit 1a 90%, cu thé
hon 14 95%, cu thé hon nita it nhit 1a 99%. Polynucleotit ma héa bién thé ciia protein kim
ham gluconat co thé ¢4, vi dy, trinh tw nucleotit dugc néu trong SEQ ID NO: 2, nhung
khong chi gi6i han & trinh tu nay.
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Trong ban mo ta ndy, thut ngit “polynucleotit” dugc ding dé chi polyme cta
nucleotit, trong d6 don vi nucleotit dugc li€n két trong chudi dai béi lién két cong hod tri.
N6i chung, n6 dugc ding dé chi soi ADN hoic ARN dai hon so véi chidu dai da biét.
Polynucleotit nay co thé c6 nhiéu trinh ty nucleotit cing m4 héa mdt trinh ty axit amin do
su thodai bién ma héa gen clia ma di truyén. Ngoai ra, cac trinh tu t6i wru codon co6 thé
dugc dung dé t4i wu hoa su biéu hién tiry thudc vao loai té bao chu.

Trong ban md ta nay, thudt ngft “vecto” dugc ding dé chi phan ti axit nucleic bét
ky dé tach dong va/hodc chuyén polynucleotit vao té bao chi. Vecto c6 thé 1a don vi sao
chép ma co thé c6 kha ning sao chép doan da duoc li€n két ctia doan ADN khac. “Pon vi
sao chép” dugc dung dé chi don vi di truyén b4t ky (vi du, plasmit, thé thuc khuén,
cosmit, nhidm sic thé, va virut). Theo sang ché, vecto nay khong bi gidi han cu thé véi
diéu kién né c6 kha ning sao chép trong vét chu, va vecto bat ky da biét trong linh vuc
k¥ thuat nay déu c6 thé dugc st dung. Vecto st dung cu trac vecto tai t6 hop c6 thé 1a
plasmit, cosmit, virut, va thé thuc khuan vi khudn & trang thai ty nhién hodc tai t hop. Vi
du, pWE15, M13, AEMBL3, \EMBLA4, WFIXII, ADASHII, AZAPII, Agtl0, Agtll,
Charon4A, Charon21A, v.v., ¢0 thé dugc sir dung lam vecto thé thuc khuén hoic vecto
cosmit, va 1am plasmit vecto, vecto pDZ, hé pBR, hé pUC, hé pBluescriptIl, h¢ pGEM,
hé pTZ, hé pCL, hé pET, v.v., co thé dugc st dung. Céc vecto co san 13 khong bi gi6i han
cu thd, va cédc vecto biéu hién da biét ¢ thé duoc sir dung. Cu thé 13, pDZ (Pon dang ky
sang ché Han quéc s6 10-0924065; duoc dua vao ban mo t4 nay hoan toan bing cach
vién din) c6 thé dugce st dung, nhung khong chi giéi han & vecto nay.

Trong ban mo ta ndy, thuat ngi “bién nap” duoc thyc hién béng cach dua
polynucleotit mad héa bién thé cta protein kim hdm gluconat vao t& bao chu sao cho
polynucleotit d6 co6 thé duoc biéu hién trong té bao chi nay, va polynucleotit ma dugc
bién nap, véi diéu kién n6 co thé dugc biéu hién trong té bao chu, bao gém, nhung khong
chi gi6i han &, polynucleotit dugc cai xen vao nhidm séc thé hodc nim ngoai nhiém sic
thé nay.

Polynucleotit c6 thé dwoc dua vao té bao chu & dang cat-xét bidu hién, 1a cAu trac
chtra tit ca céc yéu t6 cin cho chinh sy biéu hién ctia nd. Cat-xét biéu hién néi chung c6
thé bao gdm ving khoi dong duoc lién két theo chirc nidng v4i gen, tin hi€u két thtic

phién ma, vi tri gan két ribosom, va tin hiéu két thiic dich ma. Cat-xét bicu hién c6 theé o
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dang vecto biéu hién c6 kha ning tu sao chép. Ngoai ra, polynucleotit c6 thé dugc dua
vao chinh té bao chu hoic & dang cat-xét bidu hién va duge lién két theo chiic ning véi
trinh tw cAn cho su biéu hién trong t€ bao chii, nhung khong chi gidi han ¢ dang nay.

Theo phuong an khéc, sdng ché d cap dén vi sinh vat téng hop L-lysin ma biéu
hién bién thé cua protein kim him gluconat.

Protein kim ham gluconat va bién thé ctia n6 dugc mé ta trén ddy.

Trong bin md ta nay, thudt nglt “L-lysin” 13 axit amin thiét yéu khong dugc tong
hop trong co thé & dang a-axit amin co ban va dugc ding dé chi loai L-axit amin c6 cong
thirc héa hoc 13 NHy(CH)«CH(NH;)COOH. L-lysin duoc sinh tong hop tir axit
oxaloaxetic thong qua con duong sinh tbng hop lysin, va reductaza phu thudc vao
NADPH xuc tic qué trinh trung gian dé sinh tdng hop lysin. Trong qué trinh sinh tbng
hop L-lysin clia mot phan tir, ba phan tt NADPH dugc sir dung truc tiép béi enzym
duodng, va mot phan tit NADPH duoc st dung gian tiép.

Vi sinh vét c6 thé bao gém céc bién thé ctia protein kim hdm gluconat bang cach
gdy dot bién hodc c6 thé duoc bién nap bing vecto chira polynucleotit ma hoa bién thé
ctia protein kim hdm gluconat.

Vi sinh vat bao gdm protein c6 hoat tinh dot bién ctia protein kim hdm gluconat
hoic vi sinh vat khong c¢6 nhan dién hinh va vi sinh vat c6 nhan dién hinh néu vi sinh vat
nay duoc bién nap sao cho protein glycosyltransferaza duoc biéu hién. Vi dy, chiung vi
sinh vat nhu chi Escherichia, chi Erwinia, chi Serratia, chi Providencia, chi
Enterobacteria, chi Salmonella, chi Streptomyces, chi Pseudomonas, chi Brevibacterium,
ho#c chi Corynebacterium, V.v., cO thé thudc chung vi sinh vat ndy. Cu thé, ching c6 thé
12 cac vi sinh vat thudc chi Corynebacterium, va cu thé hon 1a Corynebacterium
glutamicum, nhung khong chi giéi han ¢ cac giéng nay.

Khi protein dot bién cua protein kim hdm gluconat theo sing ché ndm trong vi
sinh vat tong hop L-lysin, thi kha ning tdng hop L-lysin c6 thé dugc ting 1én bang cach
stt dung sacarit c6 hiéu qua hon so v6i vi sinh vét chira protein kim ham gluconat kiéu dai.

Vi sinh vat tdng hop L-lysin c6 thé bao gdm loai vi sinh vt bét ky néu né c6 kha
ning tong hop L-lysin, va bao gdm tét ca cac dang ching tu nhién va chung tai t5 hop.

Vi sinh vt thudc chi Corynebacterium c6 kha ning tbng hop L-lysin ¢c6 thé 1a
ching dot bién khang chét tuong tw L-lysin. Cac chét tuong tir L-lysin nay tc ché su phat
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trién cua vi sinh vat Coryne, nhung sy tc ché nay dugc x6a bé hoan toan hodc mot phén
khi L-lysin cing t6n tai trong mdi trudng. Vi du v& cac chat trong tu L-lysin bao gbm
oxa L-lysin, L-lysin hydroxamat, S-(2-aminoetyl)-L-xystein (AEC), y-metyl L-lysin, a-
clocaprolactam, v.v., nhung khong chi giéi han & céc loai nay. Bién thé c6 tinh khang cac
chit twong ty L-lysin nhu vay co thé thu duwoc nhd xr ly vi sinh vét thudc chi
Corynebacterium bing céch tao dot bién nhén tao thong thudng, nhung khong chi gidi
han & cac loai ndy. Vi du khong giéi han v& bién thé niy bao gdm KCCM11016P cua
Corynebacterium glutamicum (Pon ding ky sang ché Han qubc s6 10-0159812), KFCC
11001 cua Corynebacterium glutamicum, va KCCM11347P cta Corynebacterium
glutamicum (Pon ding ky sang ché Han qudc s6 10-0073610), nhung khong chi gidi han
& cac bién thé nay.

Ngoai ra, vi sinh vat thudc chi Corynebacterium c6 kha nang tbng hop L-lysin c6
thd duoc cai bién sao cho hoat tinh ciia protein lién quan dén qua trinh sinh tong hop L-
lysin cao hon so véi cac ching khong dugc cai bién. Tuc 13, sy biéu hién cia mdt hodc
nhiéu loai gen lién quan dén qua trinh sinh tbng hop L-lysin dugc ting cuong. Su téng
cuong biéu hién ndy c6 thé bao g(‘Sm, nhung khéng chi giéi han &, sy khuéch dai gen,
thay thé hoic bién ddi cac trinh tu nhu ving khdi dong hodc codon khéi dau, viée dua
cac cai bién dé cai thién su biéu hién, v.v.. Vi du khong giéi han vé su ting cudng ndy
bao gdm CJI3P ctia Corynebacterium glutamicum (Binder et al. Genome Biology 2012,
13:R40), nhung khong chi giéi han & chung nay.

Ngoai ra, vi du v& gen lién quan dén qué trinh sinh tbng hop L-lysin bao gdm céc
gen thudc con duong sinh téng hop L-lysin, va cu thé 13, gen syntaza cia axit
dihydrodipicolinic (dapA), gen aspartokinaza (lysC), gen reductaza cua axit
dihydrodipicolinic ~ (dapB), gen diaminopimelat decarboxylaza (lysA), gen
diaminopimelat dehydrogenaza (ddh), gen phosphoenolpyruvat carboxylaza (ppc), gen
aspartat semialdehyt dehydrogenaza (asd), gen aspartaza (aspA), va pyruvat carboxylaza
(pyc), nhung khong chi gi6i han & cdc gen nay. Ngoai ra, transketolaza (tkt) thudc con
dudng pentoza phosphat, v.v., ¢6 thé dua ra, nhung gen nay khong chi bi gi6i han boi loai
nay.

Ddng thoi, vi sinh vat thudc chi Corynebacterium co thé ¢6 kha ning tong hop L-

lysin bao gdm, nhung khong chi gidi han 6, cac cai bién da biét trong linh vuc k¥ thuét
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ndy kém theo sy téng hop L-lysin.

Theo khia canh khac, sang ché d& cap dén phwong phép san xuét L-lysin bao gdm
céc bude: (a) nudi cdy vi sinh vat tdng hop L-lysin trong mdi trudng; va (b) thu L-lysin
tir vi sinh vat d duoc nudi cdy hodic méi trudng nudi cay & budc (a).

L-lysin va vi sinh vat tdng hop L-lysin 14 nhu dugc mé ta néu trén.

Trong ban md ta ndy, thut ngir “nudi cdy” dugc dimg dé chi viéc nudi cdy vi sinh
vat trong dugc cac diéu kién moi trudng cé kiém soat nhan tao & mic do vira phai. Quy
trinh nudi cAy theo sang ché c6 thé duogc thuc hién theo méi trudng nudi ciy va cic dicu
kién nudi cdy thich hop di biét trong linh vuc k¥ thuat ndy. Cac diéu kién nhu nhiét do
nuoi céy, thoi gian G, va d§ pH cu thé ctia mdi trudng c6 thé duoc thuc hién theo kién
thirc thong thudng ciia ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat nay hogc
theo phuong phép di biét thong thuong. Cu thé 13, cic phuong phép nudi ciy da biét nay
dugc md ta trong [Chmiel; Bioprozesstechnik 1. Einfuhrung indie Bioverfahrenstechnik
(Gustav Fischer Verlag, Stuttgart, 1991), and Storhas; Bioreaktoren und periphere
Einrichtungen (Vieweg Verlag, Braunschweig / Wiesbaden, 1994)]. Ngoai ra, phuong
phap nudi ciy bao gdm nudi cdy theo mé, nudi cy lién tuc, va nudi ciy theo mé cép. Cu
thé 13, quy trinh gian doan hoic mé cip hodc quy trinh cp lap lai c6 thé dugc nudi cay
lién tuc, nhung khong chi bi gidi han béi quy trinh nu6i chy nay.

Mbi trudmg ding @& nudi ciy can phai dap tmg céc yéu cAu ctia cac ching cu thé
theo cach thich hop. Cac ngudn cacbon c6 thé dugc sir dung cho mdi trudng ndy bao gdm
sacarit va hydrat cacbon nhu glucoza, saccaroza, lactoza, fructoza, maltoza, tinh bot,
xenluloza, v.v.; ddu va chét béo nhu dau dd tuong, dau huéng duong, dAu thiu dau, dau
dira, v.v.; axit béo nhu axit palmitic, axit stearic, axit linoleic, v.v.; glyxerol; rugu nhu
etanol; va axit hitu co nhw axit axetic, nhung khong chi giéi han & cac ngudn nay. Céc
chit nay cé thé duoc sir dung riéng biét hoic & dang hdn hop va khéng bi gidi han & cac
chét nay. Céc ngudn nito c6 thé dugc sir dung bao gdém pepton, dich chiét nAm men, nuéce
thit, dich chiét mach nha, nuéc ngdm ngii cbe, bot dau tuong, va ure hodc hgp chét v co,
vi du, amoni sulfat, amoni clorua, amoni phosphat, amoni cacbonat, amoni nitrat, v.v.,
nhung khong chi giéi han & cic ngudn nay, va cic ngudn nito cling c6 thé duoc st dung
riéng biét hodc & dang hdn hop. Cac ngudn phosphat c6 sin bao gdm kali dihydro
phosphat, dikali hydro phosphat, hosic mudi chtra natri trong tmg, v.v., nhung khong chi
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gi6i han & céac loai nay. Ngoai ra, mdi truong nudi cly c6 thé chira cac mudi kim loai nhu
magie sulfat hoic sét sulfat, nhung khong bi gi6i han & céc mudi ndy. Cubi cling, ngoai
cac nguyén liéu néu trén, cac chét ting truong thiét yéu nhu axit amin va vitamin ¢ thé
duge st dung. Ngoai ra, céc tién chat thich hop c6 thé dugc st dung cho méi trudng nudi
cdy. Cac nguyén liéu thd néu trén c6 thé duoc bd sung timg budc theo mé hodc lién tuc
vao t nudi trong quy trinh nudi, nhung khong chi gi6i han & cac cach nay.

Ngoai ra, cac hop chit hoa hoc nhu amoni hydroxit, kali hydroxit, amoniac, axit
phosphoric, va axit sulfuric c6 thé dwoc bd sung mot cach thich hop vao ti nudi trong
qué trinh nuéi ciy dé diéu chinh d6 pH cua méi trudng nudi cAy. Trong qua trinh nudi cay,
su tao bot c6 thé dugc e ché bing cach st dung chit chéng tao bot nhur polyglycol axit
béo. Ngoai ra, d& duy tri diéu kién hiéu khi cta ta nudi hodic qua trinh nudi ciy, oxy hodc
khi chtra oxy c6 thé dugc bd sung vao ti nudi, hodc dé duy tri cac diéu kién ky khi, khi
nito, hydro, hodc cacbon dioxit c6 thé duoc phun vao hodc khi ¢6 thé khong duoc phun.
Nhiét d ciia qua trinh nudi cdy thuong nim trong khoang tir 20°C dén 40°C, cu thé 1a
nim trong khoéang tir 30°C dén 35°C, nhung khdng chi gi6i han ¢ nhiét d6 nay. Thoi gian
1 ¢6 thé duoc tiép tuc cho t6i khi thu duge luong nguyén liéu thich hop mong mubn, va
cu thé c6 thé tir 10 gid dén 100 gid. L-lysin ¢6 thé duoc tiét ra moi truong nudi cdy hoic
duoc chira trong vi sinh vat.

Ngoai ra, cac phuong phdp san xuét L-lysin theo sang ché hoic cc phuong phép
thu L-lysin tir m6i trudng nudi cy 1a da biét dén rong rdi trong linh vyc k§y thuat nay. Péi
v6i phuong phép thu L-lysin, phwong phap loc, sic ky trao d6i ion 4m, két tinh, va HPLC,

v.v., ¢6 thé duoc st dung, nhung cac phuong phap khong chi bi giéi han & cc vi du nay.

Vi du thwe hién sdng ché
Trong phan dudi day, sing ché dugc mé ta chi tiét hon qua cac vi du sau. Tuy
nhién, cac vi du nay dugc du dinh d& minh hoa sang ché theo cach duoc léy lam vi du, va

pham vi clia sang ché khong chi gi6i han & céc vi du nay.

Vidu 1: Tao ra thu vién ADN hé¢ gen téi t6 hop ctia Corynebacterium glutamicum
O vi du nay, d& phat hién ra kha ning tong hop L-lysin va cac gen va céc bién thé

ma phat hién ra tic dung c6 loi d6i voi hidu sult téng hop, sau khi gdy dot bién nhan tao
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& cac chung Corynebacterium glutamicum ATCC13032 bing N-metyl-N-nitro-N-
nitroguanidin (NTG), ADN hé gen dugc chiét bang cac phwong phép chiét théng thuong
da biét trong linh vuc k¥ thuét nay. Enzym gii han Sau3 Al dugce dung cho ADN d3 duoc
tao ra thu duoc timg doan c6 kich thu6c nim trong khoang tir 1 kb dén 3 kb. Sau khi néi
cac doan nay véi vecto con thoi bién nap pECCG122 vio E. coli va Corynebacterium véi
enzym giéi han diu BamHI, ching duoc bién nap vao E. coli DH5a va cly trai lén moi
truong rin LB chtra kanamyxin (25mg/l). Sau khi chon céc khuén lac @3 dugc bién nap
vecto dugc cai xen céc doan nay bing PCR (bing cich st dung cic doan mdi ¢ trinh tu
duoc néu trong SEQ ID NO: 5 va 6), tAt ca cac khuén lac nay dugc tron voi nhau dé tach

chiét cac plasmit bing phuong phap chiét da biét thong thuong.

SEQ ID NO: TCAGGGTGTAGCGGTTCGGTTTAT
SEQ ID NO: CCGCGCGTAATACGACTCACTATA

Vi du 2: Pua ra thu vién bién thé nhén tao va ting cuong kha ning tng hop L-lysin
Béng cach st dung chung KCCM11016P lam ching bd me (vi sinh vat dugc bdc

16 1a KFCC10881 va duogc luu gitt lai vao co quan luu giit quéc té theo Hiép udc Bu-da-

pét va duge dang ky véi sb luu gitt KCCM11016P, S§ don patent Han qudc 10-0159812),

vecto d tao ra dugc bién nap va dugc cay trai 1én moi trudng dia compozit nhu sau.

MGi truong dia compozit

Glucoza 20g, (NH4)2SO4 50g, pepton 10g, dich chiét ndm men 5g, ure 1,5g,
KH,PO, 5g, K.HPO4 10g, MgSO4 7H,0 0,5g, biotin 100pg, mudi thiamin clorua 1000pg,
axit canxi-pantothenic 2000pg, nicotinamit 2000pg, agar 20g, va kanamyxin 25mg (11

nudc cit).

Khoang 10000 khuin lac dugc cdy vao timg moi trudng chon loc véi thé tich
300uL va dugc nudi cdy trong khoang 16 gio véi tde dd 1000 vong/phit & 32°C trong dia
c¢6 96 giéng. P& phan tich luong L-lysin tong hop tao ra dugc trong qué trinh nudi ciy,
phuong phdp ninhydrin d& dugc st dung (J. Biol. Chem. 1948. 176:367-388). Sau khi
nudi ciy, 10pL dich nuéi cdy va 190pL dung dich phan tmg ninhydrin (63% glyxerol,
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27% dung dich ninhydrin) dugc phan tmg & 65°C trong 30 phut, do hip thu dugc do bang
phd quang ké & budc séng 570nm, va dugce so sanh véi do hép thu ctia nhém d6i chimg
(KCCM11016P/pECCG122), 248 loai ching bién thé cé d6 hép thu twong tu hodc ting
1én d3 duoc chon. Trong qua trinh nudi cAy & cac diéu kién ndy, do chung clia nhém ddi
ching ¢6 lwong dudong con du nim trong khoang tir 1g/1 dén 2g/1, nén mirc d9 st dung
dudng & mbi nhém dbi chimg duge gia ting, va cdc chung c6 kha ning tbng hop lysin

cao c6 thé duoc chon.

MBoi truong lya chon (d6 pH=8,0)

Glucoza 10g, amoni sulfat 5,5g, MgSOs-7H20 1,2g, KH2PO4 0,8g, K>HPO4 16,4g,
biotin 100pg, thiamin HCl 1000pg, axit canxi-pantothenic 2000ug, va nicotinamit
2000pg (11 nudc cét tidu chuin).

Ngoai ra, dya trén céc ching cua 248 loai da duoc chon, phwong phap nay da
duoc thyuc hién lap lai. Két qua 13, cc ching bién thé thudc 29 loai néu trén ¢4 kha ning

tdng hop L-lysin 16n hon 10% so véi chung KCCML1 1016P/pECCG122 da dugc chon.

Vi du 3: Kha ning téng hop L-lysin cua céc ching bién thé nhan tao d4 duogc chon va
phén tich mirc d6 str dung duong

Kha ning téng hop L-lysin cta cic ching thudc 29 loai d& dugc chon & vi du2va
murc d6 st dung dudng dugc nudi c4y theo phuong phap dudi ddy va dugc phén tich.

M3i chung nay dugc cdy vao chai nudi cdy léch géc dung tich 250ml va dugc nudi
chy kém theo lic & 30°C trong 20 gid & téc do 200 vong/phut. Sau d6, 1ml dung dich
nudi ciy cla cac loai duge nudi ciy duoc ciy vao chai nudi cAy léch goéc dung tich 250ml
chtra 24ml méi truong téng hop. Bing cach st dung HPLC, ndng do ctia L-lysin d& dugc
phén tich, va & do murc do sit dung dudng clia cic ching nay va hiéu sut téng hop cua

ching, ndng d6 duong con lai trong s6 céc dung dich nudi cdy theo thoi gian da duoc do.
MBoi trudng loai (d6 pH=7,0)

Glucoza 20g, pepton 10g, dich chiét nAm men 5g, ure 1,5g, KH2PO4 4g, KoxHPO4
8g, MgS04-7H20 0,5g, biotin 100pg, thiamin HCI 1000pg, axit canxi-pantothenic
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2000pg, nicotinamit 2000pg (11 nuée cét tiéu chuén).

MBbi trudng tdng hop (46 pH=7,0)

Glucoza 100 g, (NH4)2SO4 40g, protein ddu tuong 2,5g, chét rin ngAm trong ngil
cbe 5g, ure 3g, KILPOs 1g, MgSOs7H0 0,5g, biotin 100ug, mubi thiamin clorua
1000pg, axit canxi pantothenic 2000pg, nicotinamit 3000pg, va CaCOs 30g (11 nudc cat

tiéu chuan).

Trong sb cac ching bién thé ctia 29 loai, ndng d9 L-lysin dugc so sanh véi nhom
d6i chtng 14 16n hon so véi ndng do tuong dwong, va ba loai ching c6 muc do su dung
duong va hiéu suit tdng hop cao duge chon dé thuc hién nudi céy va phan tich lap lai, va

céc két qua phan tich dugc thé hién trong bang 1.

Bang 1
S chiing Puong con lai (g/l) | L-lysin | Trung
(g/) binh
18 gio | 28 gio
KCCM11016P 1 50,9 38,2 43,1 434
/pECCG122
2 51,9 39,8 42,5
3 51,2 37,6 44,5
KCCM11016P/3 1 47,9 34,2 433 434
2 48,6 33,8 43,8
3 46,9 31,9 43,0
KCCM11016P/94 1 47 33,7 44.5 443
2 46,7 33,6 443
3 44.8 32,8 44,1
KCCM11016P/1160 1 42,2 26,8 44,2 43,9
2 43,5 25,4 44,1
3 42,9 24,3 43,5
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D4 x4c nhin ring ba ching tong hop L-lysin nhiéu hon mic twong dwong cla
nhom dbi chimg, va mirc d st dung dudmng/don vi giv dugce ting 1én béng cach cai thién
hiéu suét 1én men. Trong s6 cac ching bién thé di duogc chon, cudi cung ching
KCCM11016P/1160 c6 hiéu suat tdng hop ting nhiéu nhit da dugc chon, va cac plasmit
da duoc tach chiét dé nghién ciru vé sy dot bién trinh tu nucleotit & mirc do di truyén co
ban ma lam ting muc d6 st dung duong va hiéu sudt tbng hop. Sau d6, céc trinh tu
nucleotit dugc phén tich béang cach sir dung trinh tw duge néu trong SEQ ID NO: 5 va 6.
Céc plasmit tir KCCM11016P/1160 chira tir ving nguge dong cia codon két thiic ORF
trong gen NCgl2440 véi kich thudc khoang 450 cap bazo dén ving xudi dong ctia codon
két thic chtra khoang 350 cip bazo. Ngoai ra, bang cach phén tich trinh ty nucleotit ciia
gen trén co s& Ngan hang gen cla Vién Strc khoe Qudc gia (the National Institutes of
Health - NIH), gen nay dugc x4c nhan la gntR1, 1a mdt trong sb cac chdt kim him
gluconat, va bién thé gntR1 dugc dua vao ching KCCM11016P/1160 da dugc thé C bang
T & trinh tu nucleotit thit 304, va d& xdc nhén dugc ring axit amin thi 102, arginin da bi
d6t bién thanh xystein.

Tirc 13, d4 x4c nhin duoc ring arginin 12 axit amin thir 102 ctia gntR1, c6 trinh tu

axit amin duoc néu trong SEQ ID NO: 4, dd dugc thay thé bang xystein.

Vi du 4: Tao ra vecto dé dua bién thé gntR1 vao nhiém sic thé cua ching téng hop L-
lysin

Pé& x4c nhan hiéu qua st dung bién thé gntR1 ma d& dwoc xdc nhén ¢ vi du 3,
vecto ma c6 thé dua bién thé nay vao nhiém sic thé dugc tao ra.

Trén co sd trinh tu nucleotit d3 duge thong bdo, doan mdi (SEQ ID NO: 7), trong
d6 ving enzym gidi han EcoRI dugc cai xen vao dau 5’ va vung enzym giéi han Sall
duoc cai xen vao dau 3’ da duogc téng hop. Béng cach sir dung céc cap doan mdi nay,
PCR duoc thuc hién bing cich dimg plasmid cia KCCM11016P/1160 1am khuén dé
khuéch dai cac doan gen gntR1. Piéu kién PCR dugc thuc hién 13p lai 30 chu trinh bién
tinh & 94°C trong 5 phiit, 1am bién tinh & 94°C trong 30 gidy, dwoc gén mdi & 56°C trong
30 gidy, va polyme héa & 72°C trong 40 gidy, va phan tmg polyme hoéa dugc thyuc hién &
72°C trong 7 phtt.
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SEQ ID NO: 7: AAGAATTCAGCAGATCGAAGAAGAAGC
SEQ ID NO: 8: AAGTCGACGGGACTAAAAGCTGGCG

Sau khi xtr Iy cac doan gen dd duoc khuéch dai bang PCR bing cic enzym gidi
han EcoRI va Sall, d4 thu duoc tirng doan ADN, va sau d6 nbi chung véi vecto pDZ (S6
don patent Han qudc 10-0924065) c6 cac dAu enzym gi6i han EcoRI va Sall, n6 duoc
bién nap vao E. coli DH50. va cdy trai trén moi trudng rén LB chtta kanamyxin (25mg/l).
Sau khi chon khuén lac da duoc bién nap béng vecto trong d6 gen dich dugc cai xen
théng qua PCR, plasmit thu dugc bang cach st dung phuong phép tach chiét plasmit da
biét thong thuong, va theo cac bién thé dugc cii xen trong gntR1 clia plasmit, nd dugce

goi la pDZ-gntR1 (R102C).

Vi du 5: Tao ra ching trong d6 bién thé gntR1 dugc dwa vao KCCM11016P, ching téng
hop L-lysin, v so sanh hi¢u suét tbng hop

Vecto dua bién thd méi duoc tao ra & vi du 4 duoc bién nap vao Corynebacterium
glutamicum KCCM11016P, 14 ching téng hop L-lysin, theo quy trinh tai t6 hop nhiém
séc thé ddng nhit hai buéc. Sau d6, ching ma bién thé gntR1 trén nhiém sic thé dugc
dua vao dugc chon theo phan tich trinh tu nhiém sic thé, va ching trong d6 bién thé
gntR1 dugce dua vao duoc goi 1a KCCM11016P::gntR1(R102C).

Bing cach nudi ciy bing cic phwong phap tuong tu nhu & vi du 3, néng d6 cia L-
lysin va ndng d6 dudmg con lai dwoc do tir d6. Ngoai ra, d x4c nhan hiéu qua nudi ciy tir
duong thd, moi trudng tdng hop duong thd thay vi moi trudmg tong hop glucoza da dugc
sir dung d& phén tich bang cach sir dung cac phuong phap tuong tu [Bang 2].

Mbi truong téng hop dudng ban dau (d6 pH=7,0)

Puong tho 100g, (NHs)2SO4 40g, protein dau twong 2,5g, chit rdn ngdm trong ngfi
cbe 5g, enzym 3g, KH2PO4 1g, MgSO4:7 H20 0,5g, biotin 100pg, mudi thiamin clorua
cla axit tuong tmg 1000pg, axit canxi-pantothenic 2000pg, nicotinamit 3000ug, CaCOs
30g (11 nude cat).
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Béng 2
S6 chung Puong con lai (g/1) | L-lysin | Trung
(g/) | binh
18 gio 28 gio
Puong|KCCM11016P 1 47,1 32,5 43,8 | 43,5
2 46,2 33,8 42,6
3 45 32,0 44,1
KCCM11016P::GntR1( 1 34,5 21,4 43,5 | 439
R102C)
2 39,5 21,2 44,2
3 37 20,6 43,9
Puong|[KCCM11016P 1 42,9 28,6 473 | 47,0
tho
2 42,0 ,
3 41,0 28,4 47,6
KCCM11016P::GntR1 1 34,1 17,2 47 47,4
(R102C)
2 35,2 16,3 47,1
3 33,7 15,6 47,4

Két qua 13, d3 x4c nhin duwoc rang mic d0 st dung duong cla

KCCM11016P::gntR1(R102C) duoc ting 1én ma khong lam anh hudng dén kha ning

téng hop L-lysin so véi KCCM11016, 1a nhém so sanh trong mdi truong glucoza va mdi

trudng duong ban dAu. Ngoai ra, do két qua x4c nhan thoi diém khi tat ca glucoza va

duong ban dau da dugc str dung nén viéce so sanh cidc nhém dugc sir dung hoan toan sau

72 gid va 68 giv, va L-lysin dugc téng hop lan luot & ndng d6 43,5g/1 va 47,0g/1, va

chiing dua vao bién thé gntR1 duoc téng hop & ndng d6 43,9g/1 va 47,4g/1 sau 60 gid va

58 gio. Tic 1a, trong truong hop cac chung trong d6 bién thé gntR1 duoc dwa vao, da xac

nhén duoc ring kha ning tong hop L-lysin theo thdi gian dugc ting 1én lan luot 12 21%

va 18% khi c6 glucoza va duong thd [Bang 3].
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Bang 3
S ching Kha ning tong %
hop (g/gi0)
Glucoza |[KCCM11016P 0,60 100
KCCM11016P::gntR1(R102C) 0,73 121
Puong thé [KCCM11016P 0,69 100
KCCM11016P::gntR1(R102C) 0,82 118

C6 thé thiy tir cac két qua néu trén, viéc dua bién thé gntR1 c6 kha ning téng hop
L-lysin & ciing ndng @5 va 1a hiéu qué trong mirc d9 sir dung glucoza va duong tho. Tuc
13, khi bién thé gntR1 duoc dua vao theo sdng ché, da goi y vé hiéu qua vuot troi vé kha
ning tong hop L-lysin. Nhu vay, cac tac gid sang ché di goi
KCCM11016P::gntR1(R102C) 1a Corynebacterium glutamicum “CA01-2293”, c6 muc
d5 va hidu sut st dung glucoza ¢ mitc cao, va vao ngay 5 thang 12 ndm 2014, nd dugc
dua ra voi s6 luu gitt KCCM11628P, dugc luu gitt & Trung tAm nudi cAy vi sinh vat Han

qudc (KCCM), 1a co quan luu gitt quéc té.

Vi du 6: Tao ra cac ching trong dé bién thé gntR1 duge dua vao ching tdng hop L-lysin
va so sanh hiéu sudt tong hop

Pé x4c dinh hiéu qua ciia cic chung khéac thudc Corynebacterium glutamicum,
ching trong do bién thé gntR1 duoc dua vao Corynebacterium glutamicum
KCCM11347P (vi sinh vat dugc boc 1§ 14 KFCC10750 va dugce luu gift tai co quan luu
gitt qudc t& theo Hiép udc Bu-da-pét va dugc déng ky 1a KCCM11347P. S6 don patent
Han quéc 10-0073610) dugc tao ra va dugc goi 1a KCCM11347P::gntR1(R102C). Bing
cach str dung phwong phép twong tu nhu & vi du 5, cac chiing da dugc tao ra dugc nudi
cAy, va so sanh kha ning tbng hop lysin va dudng con lai [Bang 4].

Bang 4

S6 ching DPuong con lai (g/1)| L-lysin | Trung
(g/) binh

18 gid | 28 giv
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Glucoza [KCCM11347P 1 43,8 27,6 38,5 38,6
2 42,6 28,8 38,7
3 43,2 27,2 38,6
KCCM11347P::gntR1 1 39,2 18,2 38,6 38,7
(R102C)
2 37,6 18,0 38,6
3 37,0 17,5 38,9
Puong [KCCM11347P 1 39,9 24,9 41,2 41,3
con lai
2 39,3 25,3 41,4
3 38,8 24,7 41,3
KCCM11347P::gntR1 1 35,7 14,4 41,3 41,4
(R1020)
2 34,2 13,7 413
3 33,3 13,1 41,6

Do @6, twong tw nhu & vi du 5, d& xdc nhin dugc ring tt ca mirc d0 st dung
glucoza dugc ting 1én trong glucoza va dudng thd so véi nhém so séanh. Ngoai ra, theo
két qua xac dinh thoi diém ma tai d6 glucoza va dudng thé duge sir dung hoan toan,
nhém so sanh d3 st dung toan bd dudong & 72 gitr va 69 gio, va L-lysin duge tbng hop &
ndng do 38,6g/1 va 41,3g/l, va bién thé gntR1 tong hop L-lysin & 61 gidr va 58 gid & ndng
d6 38,7g/1 va 41,4g/l. Thc 14, trong truong hop cic ching trong do bién thé gntR1 dugc
dwa vao, hiéu suét téng hop ctia L-lysin theo thoi gian dd x4c nhén luong glucoza va

duodng tho ting 1an luot 13 18% va 19% [Bang 5].

Bang 5
S6 ching Hiéu suét tong %
hop (g/gi0)
Glucoza KCCM11347P 0,54 100
KCCM11347P::gntR1(R102C) 0,63 118
Puong th6 |[KCCM11347P 0,60 100
KCCM11347P::gntR1(R102C) 0,71 119
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Vi du 7: Tao ra ching trong d6 bién thé gntR1 dugc dwa vao trong ching téng hop L-
lysin CJ3P va so sanh hiéu sut tdng hop

Pé x4ac nhin hidu qua cta céc ching khic thudc Corynebacterium glutamicum,
chiing trong d6 bién thé gntR1 dwoc dua vao Corynebacterium glutamicum CI3P (Binder
et al. Genome Biology 2012, 13: R40) di dugc tao ra, va dugc goi Ila
CJ3P::GntR1(R102C). Ching CJ3P la chung cta Corynebacterium glutamicum cé kha
ning tdng hop L-lysin trong d6 3 loai bién thé (pyc(Pro458Ser), hom(Val59Ala),
lysC(Thr3111le)) dugc dua vio trong ching kiéu dai bing k§ thuit dd néu. Chung da
duogc tao ra bang cach sir dung phuong phép twong tu nhu & vi du 5 da duge chuén bi, va
kha ning tdng hop lysin va ndng do6 ciia dwong con lai trong dung dich nu6i cy theo thoi

gian da dugc do [Bang 6].

Bang 6
S6 ching Puong con lai (g/1)|L-lysin (g/1)| Trung
binh
12 At 18 AlZH
Glucoza |CJ3P 1 37,2 23,6 8,1 8,2
2 37,9 23,0 8,2
3 37,4 21,1 8,2
CJ3P::gntR1(R 1 35,0 17,7 8,4 8.4
102C)
2 35,5 17,5 8,3
3 34,2 16,7 8,4
Duong thé |CJ3P 1 34,3 21,5 8,7 8,8
2 34,1 20,9 8,8
3 32,7 19,2 8,8
CJ3P::gntR1(R 1 30,8 16,1 9,0 9,0
102C)
2 31,8 15,9 8,9
3 31,3 15,2 9,0
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Do d6, twong tu vi du 5 va 6, dd x4c nhén dugc réng muc do st dung dudng dugc
tang 1én trong chung cai xen bién thé gntR1 so v&i nhém d6i chung. Ngoai ra, theo két
qua x4c nhan thoi diém ma tai d6 glucoza va dudng thd duge st dung hoan toan, glucoza
va dudng thd dugc sir dung hoan toan tai thoi didm 48 gioy va 42 gid & nhém dbi ching,
va L-lysin dugc tbng hop lan lugt & ndng do 8,2g/l va 8,8g/l, va ching cai xen
gntR1(R102C) téng hop lysin 14n lugt & thoi diém 42 git va 38 gid & ndng d6 8,4g/1 va
9,0g/l. Tic 13, trong trudng hop chung, bién thé gntR1 dugc dua vao, dd xac nhén dugce
rang muc d6 tdng hop L-lysin theo thoi gian 1an luot dwoc ting 1én 17% va 13% [Bang 7].

Bang 7
Chung Hiéu suit tong %
hop (g/gi0)
Glucoza |CJ3P 0,17 100
CJ3P::gntR1(R102C) 0,20 117
Duong tho |CI3P 0,21 100
CJ3P::gntR1(R102C) 0,24 113

Do do6, tix cac két qua néu trén, khi bién thé gntR1 dugc dua vao ching tbng hop
lysin thudc giéng Corynebacterium, d3 xac nhén dugc rﬁng do ting muc d6 sir dung
duomg nén hiéu suit tbng hop lysin dugc ting 1én mot cach dang ké.

Do d6, ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat lién quan dén sang
ché c6 thé dugc hiéu ring sang ché c6 thé duoc dua ra & dang cac phuong an cu thé khac
ma khong cAn cai tién giai phap k¥ thuat hodc dic diém co ban clia sing ché. V& mit nay,
cac phuong én duoc léy lam vi du néu trong ban md ta nay chi nhim muc dich minh hoa
ma khong lam gidi han pham vi clia sang ché. Tréi lai, séang ché duoc du dinh khéng
nhitng bao ham cac phuong an duoc léy 1am vi du ma con bao ham cac bién ddi, cai bién,
dang tuong duong khéc nhau, va cic phuong 4n khéc ma cé thé dugc nim trong ¥ tudng
va pham vi cla sang ché nhu duoc x4c dinh boi yéu cAu bao ho dudi day.

Hiéu qué c6 1oi clia sang ché
Vi sinh v4t chira bién thé kim hdm gluconat tdng hop L-lysin theo sang ché c6

mute d6 sir dung dudng cao hon so véi vi sinh vat khong chira bién thé nay va dan t&i qua
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trinh san xudt L-lysin mot céch hitu hiéu. Cu thé 13, L-lysin 14 axit amin thiét yéu cta
thirc an cho dong vat va cin dugc tao ra khéi luong 16n trong cong nghiép, va khi L-lysin
duoc san xuét voi hidu sut cao theo séng ché, chi phi san xut thirc dn con c6 thé duge

giam di.
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YEU CAUBAO HQ

1. Polypeptit cé hoat tinh kim hdm gluconat chira trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ
ID NO: 1.

2. Polynucleotit ma hoa polypeptit theo diém 1.

3. Polynucleotit theo diém 2, trong d6 polynucleotit ndy chira trinh tu nucleotit dugc néu
trong SEQ ID NO: 2.

4. Vecto biéu hién chira polynucleotit theo diém 2.

5. Vi sinh vat thudc chi Corynebacterium tbng hop L-lysin biéu hién polypeptit theo diém
1.

6. Vi sinh vét thudc chi Corynebacterium theo diém 5, trong d6 vi sinh vat thudc chi

Corynebacterium nay 1a Corynebacterium glutamicum.

7. Phuong phap san xuét L-lysin bao gém cac bude:

(a) nudi cdy vi sinh vat thudc chi Corynebacterium theo diém 5 hoic 6 trong moi
truong; va

(b) thu L-lysin tlr vi sinh vat d& duoc nubi cdy hodc méi truong thu dugc & budce

(@)
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DANH MUC TRINH TU
<110> CJ CheilJedang Corporation

<120> POLYPEPTIT CO HOAT TINH KIM HAM GLUCONAT, VI SINH VAT BIEU HIEN
POLYPEPTIT NAY VA PHUONG PHAP SAN XUAT L-LYSIN

<130> OPA15327-PCT

<150> KR 10-2015-0055495

<151> 2015-04-20

<160> 8

<170> KopatentIn 2.0
<210> 1

<211> 250

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> GntR1 (R102C)

<400> 1
Met Thr Pro Ala Asn Glu Ser Pro Met Thr Asn Pro Leu Gly Ser Ala
1 5 10 15

Pro Thr Pro Ala Lys Pro Leu Leu Asp Ser Val Leu Asp Glu Leu Gly
20 25 30

Gln Asp Ile Ile Ser Gly Lys Val Ala Val Gly Asp Thr Phe Lys Leu
35 40 45

Met Asp Ile Gly Glu Arg Phe Gly Ile Ser Arg Thr Val Ala Arg Glu
50 55 60

Ala Met Arg Ala Leu Glu Gln Leu Gly Leu Val Ala Ser Ser Arg Arg
65 70 75 80

Ile Gly Ile Thr Val Leu Pro Gln Glu Glu Trp Ala Val Phe Asp Lys
85 90 95

Ser Ile Ile Arg Trp Cys Leu Asn Asp Glu Gly Gln Arg Glu Gly Gln
100 105 110

Leu Gln Ser Leu Thr Glu Leu Arg Ile Ala Ile Glu Pro Ile Ala Ala
115 120 125

Arg Ser Val Ala Leu His Ala Ser Thr Ala Glu Leu Glu Lys Ile Arg
130 135 140

Ala Leu Ala Thr Glu Met Arg Gln Leu Gly Glu Ser Gly Gln Gly Ala
145 150 155 160

Ser Gln Arg Phe Leu Glu Ala Asp Val Thr Phe His Glu Leu Ile Leu
165 170 175

Arg Tyr Cys His Asn Glu Met Phe Ala Ala Leu Ile Pro Ser Ile Ser
180 185 190
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Ala Val Leu Val Gly Arg Thr
195

Ala His Glu Ala Leu

210

Asn Arg Asp Ala Asp

225

Glu Val Arg Ser Ala

<210> 2
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400> 2
atgaccccag
aagccacttc
gctgtcggag
gtggcacgcg
attggcatta
tggtgtctca
attgctattg
gagaaaatcc
tccecageget
aatgagatgt
ctcggectge
gacgccctcc
gaggtgcgca
<210> 3
<211>
<212>

<213>

<400> 3

Asp Asn

Ala Ala

29998

200

215

230

245

753
ADN
Trinh ty nhén tao

gntR1(R102C)

caaacgaaag
ttgacagtgt
ataccttcaa
aagcgatgcg
ctgttttgcc
atgacgaagg
aaccgattgc
gcgcgctcege
tectcgaage
tcgectgeact
agcctgatct
ttaaccgcga

gcgegetggg

753
ADN
Corynebacterium glutamicum

Leu Gly

tcctatgact
tcttgatgag
gctgatggac
cgctttggag
acaggaagag
tcagcgtgaa
cgcgcgcagce
aacagagatg
ggacgtcact
gattcecgtcg
gccggcegcac
cgccgacgcece

cacgctgaac

Glu Leu

His Asp

Thr Leu

Glu Thr Ala Ser

235

Asn
250

aatccattag
ctcggtcaag
atcggcgagce
cagctcggtc
tgggctgttt
ggccagcttc
gttgctcttc
cgtcagttgg
ttccacgagce
attagcgcgg
gaggcgctag
gcagaaactg

taa

205

220

Gly Leu Gln Pro Asp Leu Pro

Lys Leu Ala Asp Ala Leu Leu

Arg Asn Ile Leu Asn

gttctgecccce
atatcatcag
gttttggcat
ttgtcgettce
ttgataagtc
agtctcttac
acgcgtcaac
gtgaatctgg
tcatcttgceg
ttcttgtcgg
acaaccacga

cgtcccgaaa

240

caccccagcc
tggcaaggtt
ttcecegecaca
ttcacgtcgce
catcattcgce
cgagcttegt
cgccgagcectc
tcagggtgceg
ttattgccac
ccgcaccgag
taagcttgcece

catcctcaat

atgaccccag caaacgaaag tcctatgact aatccattag gttctgccece caccccagec

aagccacttc ttgacagtgt tcttgatgag ctcggtcaag atatcatcag tggcaaggtt

gctgtcggag ataccttcaa gctgatggac atcggcgagce gttttggcat ttcccgcaca
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60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

753

60

120

180



gtggcacgcg
attggcatta
tggcgtctca
attgctattg
gagaaaatcc
tcccagcgct
aatgagatgt
ctcggecctgce

gacgccctcce

gaggtgcgca

<210> 4

<211> 25
<212> PR
<213>

<400> 4

Met Thr Pro
1

Thr

Pro Pro

aagcgatgcg
ctgttttgcc
atgacgaagg
aaccgattgc
gcgcgctecgce
tcctcgaagce
tcgctgcact
agcctgatct

ttaaccgcga

gcgcgetggg

0
T

Ala Asn
5

Ala
20

Lys

Glu

Pro

cgctttggag
acaggaagag
tcagcgtgaa
cgcgcgcagce
aacagagatg
ggacgtcact
gattccgtcg
gccggcgceac
cgccgacgcc

cacgctgaac

Leu Leu

Val

Ser Pro Met

Asp

Ala

29998

cagctcggtc
tgggctgttt
ggccagcecttce
gttgctctte
cgtcagttgg
ttccacgagc
attagcgcgg
gaggcgctag
gcagaaactg

taa

Corynebacterium glutamicum

Thr
10

Asn

Ser Val

25

Val

ttgtcgecttc
ttgataagtc
agtctcttac
acgcgtcaac
gtgaatctgg
tcatcttgcg
ttcttgtcgg
acaaccacga

cgtcccgaaa

Pro Leu Gly

Glu
30

Leu Asp

Thr Phe

ttcacgtcgce
catcattcgc
cgagcttcgt
cgccgagcetc
tcagggtgcg
ttattgccac
ccgcaccgag
taagcttgcc

catcctcaat

Ser Ala

15

Leu Gly

Leu

Gln Asp

Met Asp

50

Ala
65

Met
Ile Gly
Ser Ile
Gln

Leu

Ser
130

Arg

Ala
145

Leu
Gln

Ser

Arg Tyr

Ile Ile Ser

35
Glu

Ile Gly

Arg Ala Leu

Val
85

Ile Thr

Ile Arg

100

Trp

Ser Leu Thr

115

Val Ala Leu

Ala Thr Glu

Phe Leu

165

Arg

Cys His Asn

Gly

Arg

Glu

70

Leu

Arg

Glu

His

Met

150

Glu

Glu

Lys

40
Phe Ile
55

Gly

Gln Leu Gly

Pro Gln Glu

Leu Asn Asp

105
Ile

Leu Arg

120

Ala
135

Ser Thr

Arg Gln Leu

Ala Asp Val

Met Phe Ala

Ser

Leu

Glu

90

Glu

Ala

Ala

Gly

Thr

170

Ala

-24-

Gly

Arg

Val

75

Trp

Gly

Ile

Glu

Glu

155

Phe

Leu

Asp

Thr

60

Ala

Ala

Gln

Glu

Leu

140

Ser

His

Ile

45

Val

Ser

Val

Arg

Pro

125

Glu

Gly

Glu

Pro

Ala

Ser

Phe

Glu

110

Ile

Lys

Gln

Leu

Ser

Lys

Arg

Arg

Asp

95

Gly

Ala

Ile

Gly

Ile

175

Ile

Glu

Arg

80

Lys

Gln

Ala

Arg

Ala

160

Leu

Ser

240

300

360

420

480

540

600

660

720

753



180
Ala Val Leu Val Gly Arg Thr
195
Ala His Glu Ala Leu Asp Asn
210 215
Asn Arg Asp Ala Asp Ala Ala
225 230
Glu Val Arg Ser Ala Leu Gly
245
<210> 5
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh ty nhé&n tao
<220>
<223> Poan mdi
<400> 5

tcagggtgta gcggttcggt ttat

<210> 6

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhdn tao
<220>

<223> Poan mdi

<400> 6

ccgcgcgtaa tacgactcac tata

<210> 7

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Poan mdi

<400> 7

29998

185

Glu Leu Gly Leu Gln Pro Asp Leu Pro

200

His Asp Lys Leu Ala Asp Ala Leu Leu

Glu Thr Ala Ser Arg Asn Ile Leu Asn

Thr Leu Asn
250

aagaattcag cagatcgaag aagaagc

<210> 8

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao
<220>

<223> Doan mdi
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220

205

190

240

24

24

27



<400> 8
aagtcgacgg gactaaaagc tggcg

29998
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