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Linh vwc k§ thuét dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén ving khoi dong va phuong phap san xuét san phim dich sir

dung vung khéi dong nay.
Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

Pé san xuét san phém dich, vi du nhu, nguyén li¢u L-axit amin, axit hitu co, hodc
axit nucleic, v6i hiéu suét cao b%mg cach st dung vi sinh vat, can phai kiém soat mot
cach chon loc su biéu hién cua gen lién quan dén mot sb qua trinh trao ddi chét & vi sinh
vat. Cu thé, cin phai ting cudng sy biéu hién clia gen dich tham gia vao con dudng sinh
~ téng hop cua san pham dich, va vi du, c6 thé thuc hién cai bién trinh tu didu hoa biéu
hién. Su cai bién trinh tu diéu hoa biéu hién nay co thé bao gém, vi duy, thay thé vung
khéi ddng tu nhién cho vung khéi dong manh, su cai bién cua ving khoi dong tu nhién,
hodc su cai bién cia trinh ty Shine-Dalgarno (SD). Su thay thé ving khéi dong tu nhién
cho ving khéi dong manh da dugc st dung nhidu nhit, va v& mit nay, viéc phat trién

vung khéi dong hitu dung duoc coi 1a didu can thiét.

Tuy nhién, ving khéi déng manh d3 biét trong linh vyc ndy bi han ché, va co thé
chi duge biéu hién & vi sinh vat bi han ché. Trong mat sb treong hop, vung khéi dong
manh c6 thé khong thé hién dugc cac hiéu qua biéu hién manh & cac mirc cuong dd khac

nhau nhu mong mudn.

Ving khéi dong tac c6 ngudn gdc tir Escherichia coli da dugc biét dén mot cach
rong rdi 1a ving khéi dong manh trong linh vuc nay. Trong truong hop chi
Corynebacterium, ving khéi dong méi da duge phat trién bang cach cai bién ving khoi
dong tu nhién (xem tai liéu Gene, 102, 93-98, 1991; Microbiology, 142, 1297-1309,
1996). Vi du, da c6 bio cdo rang ving khéi dong co ngudn goc tir Corynebacterium
ammoniagenesis ¢ hoat tinh cao hon khoang 10% so v6i hoat tinh ctia ving khéi dong
tac co nguén géc tir E. coli (xem tai liéu Biotechnol. Lett. 25, 1311-1316, 2003). Ngoai
ra, v6i tu cach la vung khéi dong manh co ngudn gdc tir Corymebacterium
ammoniagenesis, vung khéi dong cua Pcjl dén Pcj7 vé6i cac mirc cudng dd khac nhau

da duoc phat trién va c6 hoat tinh ving khéi dong manh 16n hon it nhét 12 10 14n hoat
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tinh cua vung khoi dong tac (xem tai liéu KR 10-0620092). Ngoai ra, vung khéi dong
c6 ngudn gbe tir Brevibacterium flavum MJ-233 (FERM BP-1497) duoc béo céo 1a c6
hoat tinh manh hon so véi hoat tinh ctia ving khéi dong tac, nhung c6 kho6 khan trong
viéc biéu hién ¢ vi sinh vt khong phai 1a vi sinh vat thudc chi Brevibacterium (xem tai

liéu US 5,593,781).

V& mit nay, khi cic tac gia sang ché nghién ctru viing bao goém trinh ty viing khéi
dong ma c6 thé c6 mirc cuong d6 khac nhau & nhidu vi sinh vat khac nhau, phat hién
thiy ving khai déng méi duge téng hop theo sang ché nay duoc biéu hién & nhiéu vi
sinh vat khac nhau va thé hién hidu qua biéu hién manh hon nhiéu so vé6i hiéu qua biéu
hién cia cac ving khoi dong hién c6 da biét trong linh vuc nay, tir d6 tao ra séng ché

nay.
Ban chit ky thuét ciia sang ché

Muc dich cua sang ché 1a dé xuat viung khédi dong méi, trinh ty di€u hoa biéu hién
¢6 chira viing khéi dong méi, vecto chira viing khéi dong mdi, t& bao chi chira vecto va

phuong phap san xuét san phdm dich bang cach st dung té bao chii ndy.
MG t3 chi tiét sang ché
Theo mot hodc nhiéu phuong 4n vi duy, sang ché dé xuét vung khéi dong cé chira

trinh tu nucleotit dugc thé hién bdi SEQ ID NO: 1. Trong séang ché nay, ving khéi dong

dugc goi 1a "ving khéi dong 02 (sau day, dugc dé cap dén 1a "Po2")".

Thuét ngtt "vung khéi dong" nhu dugc dung trong ban md ta nay dung dé chi
vung ADN ma ARN polymeraza dugc két hop vao d& cho phép bét ddu qua trinh phién
ma cua gen ma duoc lién két ¢ didu khién véi ving khéi dong, va c6 thé duoc nim &

dau 5' cia vi tri bat dau qua trinh phién ma cia mARN.

Polynucleotit ¢6 hoat tinh viing khéi dong nhu dugc dung trong ban moé ta nay
¢6 thé duoc cai bién dén mot s& muc do theo cac nghién ciru gan day vé mot vai k§ thuat,
ching han nhu k¥ thuét tién hoa c6 dinh huéng hogc k¥ thuat gy dot bién dinh huéng
vi tri. Vi du, ving khdi dong c6 do twong ddng 16n hon hoic bang 70%, 16n hon hodc
bang 80%, 16n hon hoic bang 90%, hodc 16n hon hozc bang 95% so v&i trinh tw nucleotit

duoc thé hién bsi SEQ ID NO: 1 ciing dugc bao gdm trong pham vi cua séng ché nay.
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Thuat ngit "dd trong dong" nhu duoc ding trong ban md ta nay ding dé chi mirc
d6 (dugc thé hién theo ti 18 phan trim) déng nhét trinh tu giita cc trinh tw polynucleotit.
Trong ban mé ta nay, do tuong dong cua trinh tw dong nhit véi trinh tu polynucleotit
nhét dinh hoic trinh tu ¢6 hoat tinh tuong tu v6i hoat tinh cda trinh tu polynucleotit nhét
dinh duoc biéu dién duéi dang "% do twong ddng". Vi du, do tuong ddng cua cac trinh
tu polynucleotit c6 thé dugc xac dinh bang cach sir dung phan mém tiéu chuin, vi du
nhu, BLAST 2.0, dé tinh cac tham s6 chéng han nhu diém, do déng nhét, va do tuong
tu. Theo cach khac, do twong déng cua céc trinh tu polynucleotit c6 thé dugc xé4c dinh
béng cach so sanh cdac trinh tu theo phuong phép lai hdéa dugc thuc hién trong diéu kién
nghiém ngit d3 xac dinh. Céc diéu kién di xac dinh va thich hop vé6i phuong phéap lai
héa ¢6 thé duogc x4c dinh khi xét dén cac phwong phap da biét rd ddi véi ngudi c6 hiéu
biét trung binh trong linh virc ndy (xem tdi liéu Infra in Sambrook et al., 1989).

Theo mdt hodc nhidu phwong an vi dy, sang ché dé xuét trinh tu diéu hoa biéu
hién, ma kiém so4t su biéu hién ctia gen dich, ¢6 chira trinh tu nucleotit dugc thé hién

bdéi SEQ ID NO: 1.

Thuat ngtt "trinh ty diéu hoa bidu hién" nhu dugce ding trong ban mo ta nay ding
dé chi trinh ty ADN dung cho su biéu hién cia trinh ty ma héa ma dugc lién két co diéu
khién véi trinh tu ADN & sinh vat chi. Trinh ty diéu hoa biéu hién nay c6 thé bao gdm,
ving khai dong can dé bit dau qua trinh phién m4, trinh tw ving diéu khién dé didu hoa
qué trinh phién ma4, trinh ty ma hoéa vi tri lién két ribosom mARN thich hop, va trinh ty
dé didu hoa sy két thuc phién ma va dich ma. Vi du, trinh tu didu hoa biéu hién thich
hop dbi vai sinh vat nhan so ¢6 thé bao gbm vung khéi dong, trinh tu ving didu khién,
va vi trf lién két ribosom, nhung khéng gi6i han & d6. Trinh tr diéu hoa biéu hién bao
gdm Po2 theo sang ché nay c6 thé dugc tao ra, néu cin, ngudi cé hiéu biét trung binh
trong linh vuc nay cé thé tao ra trinh ty didu hoa biéu hién nhu mé ta & trén.

Theo mot hodc nhidu phuong an vi du, sang ché dé xuét vecto bao gbm trinh tu
didu hoa biéu hién va gen dich lién két c6 didu khién véi trinh tu didu hoa bidu hién.

Thuét ngit "lién két ¢6 diéu khién" nhu duge dung trong ban mo ta nay dung dé
chi lién két giita trinh ty didu hoa biéu hién ma kiém soat gen dich (vi dy nhu, ving khoi

déng) va céc trinh tu nucleotit khac. Vé mat nay, trinh tu diéu hoa biéu hién c6 thé co
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kha ning ki€ém soat qué trinh phién ma va/hodc qué trinh dich ma cua céc trinh ty

nucleotit khac.

Thuat nglt "vecto" nhu dugc dung trong ban mo t4 nay dung dé chi san pham
ADN bao gdm céc trinh ty bazo ciia polynucleotit ¢& ma hoa protein dich ma dugc lién
két co didu khién véi trinh ty didu hoa biéu hién thich hop dé biéu hién protein dich.
Ngoai ra, nhiéu trinh ty nucleotit c6 thé duoc lién két vai hodc duoc tai tb hop véi vecto
sao cho trinh tu ADN cua gen dugc chon c6 trinh tw khong duge dich ma & dau 3' thich
hop, va ving khéi dong c6 thé duge dua vao té bao. Vecto co thé duoc ding dé bién
nap trong té bao chu thich hop, va sau dé, co thé dwoc sao chép bat chip hé gen cua té
bao chu. Theo cach khac, vecto c6 thé duge hop nhét vao hé gen cuia té bao chi. Ngoai
ra, vecto ¢6 thé bao gdm ving khoi dong hodic bién thé clia né va gen dich, va hon thé
nita, c6 thé bao gdm didm mé diu sao chép, vi tri didu hoa ving khéi dong, vi tri lién
két ribosom, vi tri két thiic phién ma, gen d4nh ddu chon loc, hoic dang két hop cua

ching.

Vecto dung trong sang ché nay khong bi gi6i han cu thé mién 14 n6 ¢6 thé duge
sao chép trong té bao chu, va vecto bét ky ¢6 sén trong linh vic nay cé thé duoc st dung.
Vi du vé vecto thudng dung trong linh vic nay bao gdm vecto plasmit tu nhién hogc téi
td hop, vecto cosmit, vecto virut, va vecto thé thuc khudn. Vi du vé vecto thé thuc khudn
va cosmit bao gdm pWE15, M13, AMBL3, AMBL4, AIXII, MASHIL AAPII, At10, Atl1,
Charon4A, va Charon21A, va vi du v& vecto plasmit bao gdm vecto gbc pBR, vecto gbe
pUC, vecto gdc pBluescriptll, vecto gbc pGEM, vecto gbe pTZ, vecto gbe pCL, va

vecto gbc pET, nhung cac vecto nay khong bi gii han & do.

Gen dich dung dé chi gen ma héa san phidm dugc biéu hién & luong du. Vi du,
gen dich c6 thé 13 gen tham gia vao viéc san xuét san pham duoc chon tir nhém bao gém
axit amin (vi du nhu, L-axit amin), axit hitu co, va td hop cta chung. Chi tiét 13, gen
dich c6 thé 12 gen ma hoa enzym tham gia vao qua trinh sinh tdng hop axit amin, gen
ma hoa enzym tham gia vao qué trinh sinh tbng hop axit hitu co, hodc gen ma hoa protein

tham gia vao viéc xuét ra san pham dich, nhung khong gidi han & do.

Theo mdt hodc nhiéu phuong an vi du, sdng ché dé xuat té bao chi bao gdm vecto,

trong d6 vecto nay bao gom trinh ty diéu hoa bicu hién ma kiém soat gen dich va bao
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gdm ving khoi dong c6 trinh tw nucleotit dugc thé hién bai SEQ ID NO: 1 va gen dich
ma dugc lién két c6 diu khién véi trinh ty diéu hoa biéu hién.

Té bao chu khong bi gi6i han cu thé mién 1 vi sinh vat ding 1am té bao chii c6
kha nang dua vecto vao bao gdm trinh ty diéu hoa biéu hién ma kiém soat gen dich va
bao gdm ving khoi dong c6 trinh tw nucleotit dugc thé hién béi SEQ ID NO: 1 va gen
dich ma dugc lién két c6 didu khién véi trinh tu diéu hoa biéu hién. Té bao chi c6 thé
14 ca té bao nhan so va té bao nhan chuén, nhung trong phwong an vi du, c6 thé 1a t& bao
nhan so. Vi du, t& bao chu c6 thé bao gdm chung vi sinh vat thudc chi Escherichia, chi
Erwinia, chi Serratia, chi Providencia, chi Corynebacterium, va chi Brevibacterium. Vi
du, t& bao chu co thé 1a ching vi sinh vat thudc chi Corynebacterium hodc gen
Escherichia. Vi du, t& bao chi c6 thé 1a chung vi sinh vat thudc Escherichia coli,
Corynebacterium glutamicum, Corynebacterium thermoaminogenes, Brevibacterium

flavum hodc Brevibacterium lactofermentum.

Viéc dua vecto vao c6 thé dugc thuc hién béng cach, nhu dugc md ta trong linh
vuc nay, chon lya k¥ thudt thich hop theo té bao chu. Viéc dua vecto vao co thé dugc
thuc hién bﬁng cach, vi du, dién di, sd¢c nhiét, két tia canxi phosphat (CaPOy), két tua
canxi clorua (CaCly), vi tiém, polyetylen glycol (PEG), phuong phap DEAE-dextran,
phuong phap liposom cation, phuong phép lithi axetat-DMSO, hodc t6 hop cua ching,
nhung khong gi¢i han ¢ do.

Theo mdt hodc nhiéu phwong 4n vi du, sang ché dé xuét phuong phap san xuét
san phdm dich, trong d6 phuong phép nay bao gbm cac buéc: nuoi cdy té bao chu trong
mdi trudng, trong d6 t& bao chi co chira vecto ma bao gbm trinh tu diéu hoa biéu hién
¢6 chira viing khoi dong c6 trinh tu nucleotit dugc thé hién bai SEQ ID NO: 1 va gen
dich ma duoc lién két co didu khién véi trinh tu diéu hoa biéu hién; va thu hdi san phém
dich tir té bao chu hogc mdi trudng chira té bao chit duoc nudi cy.

San phém dich c6 thé duogc chon tir nhém bao gém axit amin (vi du nhu, L-axit
amin), axit hitu co, va t5 hop hop ctia chiing. Thuat ngit "axit amin" hodc "L-axit amin"
nhu dugc dung trong ban mo ta nay thuong dung dé chi don vi co ban cua protein cdu
thanh co thé sbng, trong d6 nhém axit amin va nhém carboxyl dugc lién két vé6i cing
nguyén tir cacbon. Axit amin c6 thé duoc chon tir nhém bao gém glyxin, alanin, valin,

leuxin, isoleuxin, threonin, serin, Xystein, xystin, methionin, axit aspartic, asparagin, axit
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glutamic, diiodotyrosin, lysin, arginin, histidin, phenylalanin, tyrosin, tryptophan, prolin,
oxyprolin, va t& hop cia chung, nhung khong gidi han & d6. Thuat ngit "axit hitu co”
nhu duge dung trong ban mb ta nay ding dé chi hop chét hitu co ¢6 tinh axit, va vi du,
¢6 thé bao gdbm hop chét hitu co c6 nhém carboxyl va nhém sulfonic. Axit hitu co nay
¢6 thé bao gém, vi du, axit lactic, axit axetic, axit suxinic, axit butyric, axit palmitic, axit
oxalic, axit tartric, axit propionic, axit hexenoic, axit capric, axit caprylic, axit valeric,

hodc axit xitric, nhung khong gigi han & do.

Viéc nudi cdy té bao chii c6 thé duge thuc hién theo céc phuong phép thong
thuong da biét trong linh vuc nay. Mdi truong ding dé nudi ciy té bao chu ¢6 thé bao
gdm, dudi dang ngudn ciia dudng, duong va hydrat cacbon, ching han nhu glucoza,
sacaroza, lactoza, fructoza, maltoza, tinh bdt, va xenluloza; dau va chét béo, chéng han
nhu diu dau nanh, dau huéng duong, dAu thiu dau, va dau dira; axit béo, chéng han nhu
axit palmitic, axit stearic, va axit linoleic; rugu, chéng han nhu egxerol va etanol; va
axit hitu co, ching han nhu axit axetic, riéng 1é hoic duéi dang hdn hop, nhung khong
chi giéi han & d6. Méi truong ding dé nudi ciy té bao chu ¢ thé bao gdm, duéi dang
nguf“)n cua nito, pepton, chit chiét nAm men, chat chiét thit, chit chiét mach nha, nudc
ngdm ngo, bot ddu tuong, va ure, hodc hop chit vé co, chéng han nhu amoni sulfat,
amoni clorua, amoni phosphat, amoni cacbonat, hodc amoni nitrat, riéng 1€ hodc duéi
dang hon hgp, nhung khong chi gi6i han & d6. Moi trudong dung dé nudi cdy té bao chit
¢6 thé bao gdm, dudi dang ngudn ctia phospho, kali dihydro phosphat hodc dikali hydro
phosphat, hodic mubi chira natri twong tng ctia n6, nhung khong chi gigi han & d6. Mai
truong ding dé nudi ciy té bao chi c6 thé bao gdm, mudi ctia kim loai, ching han nhu
magie sulfat hodc sat sulfat, ma cdn cho sy phét trién, nhung mudi cta kim loai khong
bi giéi han ¢ d6. Ngoai ra, trong qué trinh nudi céy té bao chi, cac chit sinh trudng thiét
yéu, chéng han nhu axit amin va vitamin, hodc cac tién chat thich hop co thé duogc bd
sung vao moi trudng nudi cdy. Cac nguyén lidu ndy c6 thé duoc bd sung vao moi trudng
nudi ciy trong qué trinh nuoi ciy té bao chu theo phuong thirc thich hop, va vi du, c6
thé dugc bd sung theo mé hoic lién tuc.

Hon nita, trong qué trinh nudi cdy té bao chu, cac hop chét, ching han nhu amoni
hydroxit, kali hydroxit, amoniac, axit phosphoric va axit sulfuric, c6 thé duogc bd sung

vao méi trudong nudi cdy theo phuong thire thich hop dé diéu hoa do pH cia mdi truong
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nudi cdy. Ngoai ra, trong qué trinh nudi cdy té bao chu, chit chdng tao bot, chang han
nhu polyglycol este clia axit béo, ¢6 thé duge sir dung dé ngan ngira sy tao thanh bot.
Dé duy tri diéu kién hiéu khi ctia méi trudong nudi cdy, oxy hodc khi chira oxy (vi du
nhu, khong khi) c6 thé duge dua vao trong mdi truong nudi cdy. O day, nhiét do cla
mdi trudng nudi cdy c6 thé nim trong khoang tir khoang 20°C dén khoang 45°C, vi duy,
tir khoang 25°C dén khoang 40°C. Ngoai ra, viéc nudi cdy té bao chil ¢6 thé duoc duy
tri dén khi dat dugc lwong mong mubn ctia san phdm dich, va vé mit ndy, viéc nudi chy

té bao chu c6 thé tiép tuc trong thoi gian tir khoang 10 gid dén khoang 160 gio.

Viéc thu hdi san phdm dich tir t& bao chi hodc mdi truong nudi cdy c6 chira té
bao chu dugc nudi céy ¢6 thé duge thue hién (tic 14, dugc tach hodc duge thu hﬁ“)i) thong
qua phén Ung thich hop da biét trong linh vuc nay. Vi du, phan tng thich hgp ¢c6 thé
duoc thue hién theo cach xt Iy sir dung chit lam két tia protein (tirc 13, phuong phép
gdy két tia br:ing mubi), ly tdm, chiét, nghién bang sidu am, siéu loc, tham tach, cac k§
thuat sic ky khac, ching han nhu sic ky loc phan tir (ttc 13, loc gel), sic ky hip phu, sic
ky trao ddi ion, sic ky 4i luc, va t6 hop clia chung, nhung khong gi¢i han & do. Vé mit
nay, san phém dich dugc san xuét co thé duoc thu gom, dirc_rc thu hdi, hodc dugc tach tir

té bao chu hodc méi truong bao gom t€ bao chu dugce nudi cdy.
Vi du thwe hién sang ché

Sau diy, sang ché nay s& dugc mo ta chi tiét hon bang cach tham chiéu dén cac
vi du sau ddy. Tuy nhién, cac vi du ndy chi nham muyc dich minh hoa va khong nham

gi6i han pham vi ctla sdng ché nay.

Vi du 1: Chudn bi vecto tai td hop cé chira ving khoi dong méi va chung bién

nap bang cach st dung vecto nay

(1) Chun bi vecto tai t6 hop c6 chira Po2 va ching bién nap biang cach st dung

vecto nay

Déi vé6i viée tong hop ving khéi dong ma giy ra su biéu hién cuia gen dich, céc
trinh tu cha cac vung khoi dong khac nhau cé ngudn gbc tlr vi sinh vat thudc chi
Corynebacterium va vi sinh vat thudc chi Escherichia da duwoc phén tich, tir do tong hop
ving khéi dong c6 trinh ty nucleotit SEQ ID NO: 1. Vung khéi dong da duge tdng hop
nady duoc dé cap dén 1a ving khéi dong o2 (sau day, goi la "Po2"). Dé do hoat tinh Po2
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dé gay ra sy biéu hién gen dich, Po2 dugc lién két co diéu khién v6i khung doc ma (open
reading frame - ORF) cia gen GFP sao cho vecto tai t6 hop dugc chuén bi. Sau d6, mdi
chiing Corynebacteria va E. coli dugc bién nap bang vecto ti t6 hop nay, tir d6 mdi

chung bién nap ctia Corynebacteria va E. Coli dugc chuén bi.

Ngoai ra, & chuén bi chiing c¢6 kha ning san xuét L-axit amin dugc ting cudng,
vi du nhu, L-arginin, hodc axit amin phan nhanh, chéng han nhu L-valin, 1a mot vi du
clia san phim dich, Po2 dugc st dung dé tang cudng su biéu hién cta gen sinh téng hop
d6i v6i arginin hogc valin.

(1.1) Chuén bi vecto pECCG117-Po2-gfp va chung bién nap bing cach st dung

vecto nay
(1.1.1) Chuén bi vecto

Tién hanh PCR bing cach st dung Po2 di duoc tdng hop 1am miu va bd doan
mdi SEQ ID NO: 2 va SEQ ID NO: 3 bao gdm céc vi tri gi6i han Kpn I/EcoR V. Tién
hanh PCR theo cac chu ky bién tinh & nhiét do 94°C trong thoi gian 5 phit, bién tinh &
nhiét d§ 94°C trong thoi gian 30 gidy, gan & nhiét do 60°C trong thoi gian 30 gidy, va
polyme héa & nhiét do 72°C trong thoi gian 30 gidy, trong d6 cac chu ky dugc thyuc hién
30 1an. Sau d6, qua trinh polyme héa dugc thuc hién lai trén céc ching & nhiét do 72°C

trong thoi gian 7 phut, tr d6 thu dugc Po2 ¢o6 chiéu dai khoang 100 bp.

Tién hanh PCR bang céch st dung vecto pGFPuv (san xuét bai Clontech, My)
1am mAu va bo doan mdi SEQ ID NO: 4 va SEQ ID NO: 5 bao gdm céc vi tri gi6i han
PstI/EcoR V. Tién hanh PCR theo c4c chu ky bién tinh & nhiét do 94°C trong thoi gian
5 phit, bién tinh & nhiét d6 94°C trong thoi gian 30 gidy, gin & nhiét do 55°C trong thoi
gian 30 gidy, va polyme hoa ¢ nhiét do 72°C trong thoi gian 1 phit, trong d6 cac chu ky
dugc thuc hién 30 1an. Sau d6, qua trinh polyme hoa duge thuc hién lai & nhiét do 72°C

trong thoi gian 7 phut, tir d6 thu duge SEQ ID NO: 6 bao gbm ORF cua gen GFP.

Po2 dugc xit Iy bing cic enzym gidi han Pstl va EcoR V va ORF ctia gen GFP
duge xir Iy bang cic enzym gidi han Kpn I va EcoR V, & cic vi tri Pstl va Kpn I cua
vecto con thoi pECCG117 (xem tai liéu Biotechnology letters vol 13, No. 10, p. 721-
726 (1991)) ma c6 thé duge biéu hién & E. coli va Corynebacteria. Sau d6, Po2 va ORF

da xt Iy cia gen GFP duogc lién két c6 diéu khién v6i nhau bang cach sir dung enzym
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lién hop ADN, tir d6 san xuit vecto tai to hgp trong d6 Po2 va gen GFP dugc lién két
v6i nhau. O day, vecto tai td hop duge goi 1a pECCG117-Po2-gfp.

(1.1.2) Chuén bj chung bién nap bang cach st dung vecto

Corynebacterium glutamicum ATCC13032 dugc bién nap bing mdi vecto trong
s6 vecto pECCG117 va vecto tai t& hop pECCG117-Po2-gfp bing phuong phap xung
dién, va sau d6, thu dugc ching bién nap tr mdi treong chon loc chira 25 mg/l
kanamyxin. Mdi chiing thu dwgc ma da duoc bién nap bang vecto pECCG117 va vecto
tai td hop pECCGI117-Po2-gfp duwgc goi la ATCCI3032/pECCGI17 va
ATCC13032/pECCG117-Po2-gfp.

Ngoai ra, E. coli DH50. dugc bién nap bang vecto tai t6 hop pECCG117-Po2-gfp
bing phuong phap sbc nhiét, va sau do, thu dugc ching bién nap tir moi trudng thach
Luria-Bertani (LB) chira 25 mg/l kanamyxin. Cac chuing thu dugc duoc goi la
DH50/pECCG117-Po2-gfp va dugc gén ky hiéu ndp luu "CA01-2290". CA01-2290
duoc ndp luu & Trung tAm nudi cdy vi sinh vat Han Quéc (Korean Culture Center of
Microorganisms - KCCM) vao ngay 23 thang 10 ndm 2014, véi s6 dang ky
KCCM11591P, theo didu khoan cia Hiép wdc Budapest vé su cong nhan qudc té dbi

v6i viée ndp luu ching vi sinh nhim tién hanh céc thu tuc vé sang ché.

(1.2) Chuén bi vecto pECCG117-Po2-arg] va chung bién nap bang cach sir dung

vecto nay
(1.2.1) Chuén bj vecto

Pébi voi viée tbng hop vecto trong d6 gen sinh tdng hop chinh, vi du nhu, gen
arg] (Ncgl1341, SEQ ID NO: 7) mé héa ornithin axetyltransferaza/N-axetylglutamat
syntaza chirc ning kép, dé ting cudng san xuét arginin dugc biéu hién béi Po2, vecto

t4i td hop pECCG117-Po2-gfp dugc st dung dé diéu ché vecto pECCG117-Po2-arg].

Chi tiét hon, tién hanh PCR trén chiing bang cach st dung nhiém sdc thé cla
Corynebacterium glutamicuum ATCC13869 lam mau va bd doan mdi SEQ ID NO: 8
va SEQ ID NO: 9, tir ¢ dam bao cac manh ADN bao gdm gen arg). Tién hanh PCR
theo céc chu ky bién tinh & nhiét dd 94°C trong thoi gian 1 phit, gin & nhiét do 58°C
trong thoi gian 30 gidy, va polyme hoa ¢ nhiét do 72°C trong thoi gian 2 phut bang cach

st dung Pfu polymeraza, trong d6 cac chu ky nay duoc thuc hién 30 lan. Tiép theo,
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manh ¢6 chiéu dai khoang 1.201 bp va bao gdém céc vi tri enzym giéi han EcoRV va
Pstl 3' & dau 5' duge khuéch dai. Cac manh d3 dugc khuéch dai nay dugc tao ra bﬁng
PCR duoc tinh ché, dugc trén véi vecto pECCG117-Po2-gfp ma cac enzym gidi han
EcoRYV va Pstl dugce xtt ly, va sau do, duge két hop véi nhau bﬁng cach str dung bo kit
tach dong ndi dung hop, tir d6 chuin bi vecto tai to hop, ma duge goi 14 pECCG117-
Po2-arg].

(1.2.2) Chudn bj ching bién nap bang cach str dung vecto

Corynebacterium glutamicum KCCM10741P, 1a chung san xuét arginin, duoc
bién nap bang vecto tai t6 hop pECCG117-Po2-arg] bang phwong phép xung dién (xem
tai liéu KR 10-0791659), va sau d6, thu dugc chung bién nap tr mdi truong chon loc
chira 25 mg/l kanamyxin. Chuing thu dugc dugc goi 1a KCCM10741P/pECCG117-Po2-
arglJ.

(1.3) Chuén bi vecto pECCG117-Po2-ilvE va ching bién nap bing cach st dung

vecto nay
(1.3.1) Biéu ché vecto

Déi v6i viee tdng hop vecto trong d6 gen sinh téng hop chinh, vi du nhu, gen
ilvE (Ncgl2123, SEQ ID NO: 10) ma héa cho axit amin aminotransferaza ¢6 mach phéan
nhanh, dé ting cudng san xuét valin duoc biéu hién boi Po2, vecto tai tb hop

pECCG117-Po2-gfp dugc st dung dé chudn bi vecto pECCG117-Po2-ilvE.

Chi tiét hon, tién hanh PCR trén ching bang cach st dung nhiém séc thé cua
Corynebacterium glutamicuum ATCC14067 1am mAu va bd doan mdi SEQ ID NO: 11
va SEQ ID NO: 12, tir d6 dam béo cdc manh ADN bao gdm gen ilvE. Tién hanh PCR
theo cac chu ky bién tinh & nhiét do 94°C trong thoi gian 1 phut, gin & nhiét do 58°C
trong thoi gian 30 gidy, va polyme hoa ¢ nhiét do 72°C trong thoi gian 2 phut bang cach
sit dung Pfu polymeraza, trong d6 cac chu ky nay duoc thuc hién 30 lan. Tiép theo,
manh ¢6 chidu dai khoang 1.201 bp va bao gdm cac vi tri enzym giéi han EcoRV va
Pstl 3' & dAu 5' dugc khuéch dai. Cac manh da dugc khuéch dai dugc tao ra bang PCR
duoc tinh ché, duge tron véi vecto pPECCG117-Po2-gfp ma cac enzym gidi han EcoRV
va Pstl dugc x1t ly, va sau d6, duoc két hop v6i nhau bang cach sir dung bo kit tdch dong

ndi dung hop, tr do chudn bi vecto tai to hop, ma duoc goi 1a pECCG117-Po2-ilvE.
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(1.3.2) Chuén bi chung bién nap bang cach st dung vecto

Corynebacterium glutamicum KCCM111201P, 1a chung sin xuét valin, duoc
bién nap bang vecto tai td hgp pECCG117-Po2-ilvE bang phuong phép xung dién (xem
tai lieu KR 10-1117022), va sau d6, thu dugc ching bién nap tir mdi truong chon loc
chira 25 mg/l kanamyxin. Cac ching thu dugc dugce goi 1a KCCM11201P/pECCG117-
Po2-ilvE.

Vi du so sanh 1: Didu ché vecto tai td hop bao gdm ving khéi dong ddi chimg

va chung bién nap bang cach sir dung vecto nay

Dé do hoat tinh Po2 dé gy ra su biéu hién gen dich, gen GFP duoc st dung dé
lién két c6 didu khién ving khoi dong manh dd biét (vi du nhu, Ptre, Pcjl, Pcj4, hodc
Pcj7 (xem tai liéu KR 10-0620092)) hodc vung khéi dong kiéu dai (vi du nhu, aceEP
(WT)) véi ORF cua gen GFP dé chuédn bi vecto tdi td hop. Sau d6, mdi ching
Corynebacteria va E. coli dugc bién nap bang vecto tai td hop, tir d6 chuén bi mbi ching

bién nap ctia Corynebacteria va E. coli.

Ngoai ra, dé danh gia chiing bién nap bao gdm gen sinh tong hop chinh bang cach
str dung Po2 dé tang cuong san xut gen dich, mdi ching bién nap bao gdm gen sinh
tdng hop chinh dé ting cuong san xudt arginin hodc chiing bién nap bao gdm gen sinh

tbng hop chinh dé ting cudng san xuét valin dugc chuan bi.

(1) Chuén bi vecto biéu hién gfp ¢6 ving khoi déng khac véi Po2 vé mit hoat

tinh so véi Po2 va ching bién nap cia Corynebacterium glutamicum

Céc trinh tu bazo cua aceEP(WT) dugc dam bao dya trén Vién strc khoe quéc
gia Hoa Ky (NIH Genbank), va tién hanh PCR trén d6 bang cach st dung nhiém sic thé
ctua Corynebacterium glutamicum ATCC13032 kiéu dai 1am mAu va bd doan mdi SEQ
ID NO: 13 va SEQ ID NO: 14 bao gdm céc vi tri gidi han Kpn I/EcoR V. Tién hanh
PCR theo cach twong tu nhu trong (1.1) ctia vi du 1, tir d6 chuén bi vecto tai tb hop goi
la pECCG117-aceEP(WT)-gfp.

Céc chung Corynebacterium glutamicum dugc bién nap bang mdi vecto trong s6
cac vecto pPECCG117-aceEP(WT)-gfp da dugc chuén bi va vecto pECCG117-Pcjl-gfp,
pECCG117-Pcj4-gfp, va pECCG117-Pcj7-gfp (xem tai liéu KR 10-0620092), theo cach

twong tu nhu trong (1.1) cua vi du 1, tir d6 chudn bi chung bién nap ma lan luot dugc
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goi 13 ATCC13032/pECCG117-aceEP(WT)-gfp, ATCC13032/pECCG117-Pcjl-gfp,
ATCC13032/pECCG117-Pcjd-gfp va ATCC13032/pECCG117-Pcj7-gfp.

(2) Chuén bj vecto biéu hién gfp c6 ving khéi dong khac véi Po2 vé mit hoat

tinh so v&i Po2 va chung bién nap cia E. coli

Céc trinh tu bazo cia Ptrc dugc dam bao dua trén Vién stic khde qudc gia Hoa
Ky (NIH Genbank), va tién hanh PCR trén d6 bang cach st dung pTrc99A (NCBI
GenBank, M22744) 1am mau va bd doan mdi SEQ ID NO: 15 va SEQ ID NO: 16 bao
gbm céc vi tri giéi han Kpn/EcoR. Tién hanh PCR theo cach twong tu nhu trong (1.1)
ctia vi du 1, tir d6 chuén bi vecto téi té hop goi 1a pECCG117-Ptre-gfp.

Céc ching E. coli 1a mbi vecto trong s vecto pECCG117-Ptre-gfp da duge diéu
ché va vecto pECCG117-Pcjl-gfp va pECCG117-Pcj4-gfp, theo cach twong tu nhu
trong (1.1) cta vi du 1, tr do6 chudn bi cac ching bién nap ma l1an luot dugc goi la
DHS50/pECCG117-Ptre-gfp, DH50/pECCG117-Pcjl-gfp va DH5a/pECCG117-Pcj4-
gfp.

(3) Chuén bi ching bién nap c¢6 ving khoi dong khac véi Po2 vé kha ning san
xuét san pham dich so véi Po2

(3.1) Chuén bi ching bién nap cta Corynebacterium glutamicuum, chung bién
nap nady c6 kha nang san xudt arginin

Vecto pPECCG117-Pcj7-gfp duoc sit dung dé chuén bi vecto goi 1a pECCG117-
Pcj7-arg] theo cach twong ty nhu trong (1.2.1) cia vi du 1, ngoai trir viéc tién hanh PCR
bang cach sir dung bd doan moi SEQ ID NO: 9 va SEQ ID NO: 17.

Sau d6, chung bién nap dugc chuin bi bang cach st dung vecto pECCG117-Pcj7-
arg] theo cach twong ty nhu trong (1.2.2) cia vi du 1, va dugc goi la
KCCM10741P/pECCG117-Pcj7-argl.

(3.2) Chuén bj ching bién nap ctia Corynebacterium glutamicuum, ching bién
nap nay c6 kha nang san xuét valin

Vecto pECCG117-Pcj7-gfp dugce st dung dé chudn bi vecto goi 1a pECCG117-
Pcj7-ilvE theo cach twong ty nhu trong muc (1.3.1) ctia vi du 1, ngoai trir vige tién hanh

PCR béng cach st dung bd doan mdi SEQ ID NO: 12 va SEQ ID NO: 18.
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Sau d6, ching bién nap duoc chuén bi bang cach str dung vecto pECCG117-Pcj7-
ilvE theo cach twong ty nhu trong muc (1.3.2) cta vi dy 1, va dugc goi la

KCCM11201P/pECCG117-Pcj7-ilvE.
Vi du 2: Xé4c nhan hoat tinh Po2 dé gay ra sy biéu hién gen dich

(1) Xé4c nhan hoat tinh Po2 dé gay ra su biéu hién gen dich & Corynebacterium

glutamicum

DPé do hoat tinh Po2 dé gay ra su biéu hién gen dich & chiing bién nap cla
Corynebacterium glutamicum, phép do hoat tinh protein huynh quang mau xanh 14 Vcéy
(GFP) cta chiing bién nap goi 1a ATCC13032/pECCG117-Po2-gfp theo muc (1.1.2) cta
vi du 1 dugc so sanh véi phép do hoat tinh GFP ciia mdi chung bién nap goi la
ATCC13032/pECCG117 theo (1.1.2) cia vi du 1 va ATCC13032/pECCG117-
aceEP(WT)-gfp, ATCC13032/pECCG117-Pcjl-gfp, ATCC13032/pECCG117-Pcj4-
gfp, va ATCC13032/pECCG117-Pcj7-gfp theo (1) cua vi du so sanh 1.

MB&i chiing trong s cac ching bién nap cia Corynebacterium glutamicum & trén
duoc u trong chai ¢ géc loai 250 ml chira 25 ml ciia moi trueong mam theo ti 18 thé tich
bing 1:20, va sau d6, dugc nudi cdy lic (& tde d6 khoang 200 vong/phut) & nhiét do 30°C
cho dén khi cac chiing dugc sinh trudng trong pha gilta nudi cdy (OD600=10,0). Sau
khi hoan thanh nudi cdy, thu gom céc té bao bang cach ly tam (& tbc d6 khoang 5.000
vong/phtt trong thoi gian khoang 15 phut). Rira cac té bao da thu gom dugc hai 1an bang
dung dich dém Tris.HC1 0,1% (d0 pH 8,0), va sau do, tao huyén phu trong ciing dung
dich dém dé c6 d6 duc & 610 nm khoang 160. Pha hiy cac té bao trong thoi gian 6 phut
bing cach sir dung may dap hat sau khi hat thity tinh dugc bd sung & 1,25 g/1,5 ml huyén
phil. Thu gom dich ndi bé mit chta chét chiét té bao bing cach ly tAm (¢ tdc dd khoang
15.000 vong/phit trong thoi gian khoang 20 phut), va sau do, do dinh luong ndéng do
protein & trong d6 theo phwong phép Bradford (xem tai liéu Bradford, M.M 1976. Anal.
Biochem. 72:248-254). Sau d6, cing luong d6 ctia chat chiét té bao dwogc chibu xa bang
anh sang & chiéu dai budc song kich thich bang 488 nm bang cach str dung phwong phap
cta Laure Gory hodc phuong phap tuwong tu, va anh sang & chiéu dai budc séng phat xa
bing 511 nm duoc do bing cach st dung quang phd ké LS-50B (Perkin-Elmer), bang
cach d6 xac dinh sy biéu hién cia gen GFP. Két qua ctia phép do hoat tinh GFP & moi

chiing dugc thé hién trong bang 1.
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Mdi trudng mam

20 g glucoza, 5 g amoni sulfat, 5 g chét chiét nAm men, 1,5 g ure, 4 g KH,POq, 8
g KoHPO4, 0,5 g MgSO47H20, 150 pg biotin, 1,5 mg thiamin hydroclorua, 3 mg axit
canxi panthothenic, 3 mg nicotinamit (trén 1 1 nuéc chung cét), va d6 pH 7,2

Béang 1

Cuong dd huynh quang & Corynebacterium glutamicum

Chiing Cuong do huynh quang
ATCCI13032/pECCG117 0,0
ATCC13032/pECCG117-Po2-gfp 2339,5
ATCC13032/pECCG117-aceEP(WT)-gfp 170,7
ATCC13032/pECCG117-Pcjl-gip 589,6
ATCC13032/pECCG117-Pcjd-gfp 920,5
ATCC13032/pECCG117-Pci7-gfp 2704

Nhu dugc thé hién trong két qua cta bang 1, xac nhan duoc réng Po2 cé hoat tinh
ving khéi dong & Corynebacterium glutamicum, va ching duge goi la
ATCC13032/pECCG117-Po2-gfp thé hién cuong d huynh quang 16n bang it nhat 1a 13
l4n cudng dd huynh quang cta chung ATCC13032/pECCG117-aceEP(WT)-gfp kiéu
dai. Ngoai ra, xdc nhan dugc rang ching goi 12 ATCC13032/pECCG117-Po2-gfp thé
hién cuong d6 huynh quang & muc do cao hon nhiéu so véi cudng dd huynh quang cta
mdi ching goi 1a ATCC13032/pECCG117-Pcjl-gfp, ATCC13032/pECCG117-Pcj4-gip,
va ATCC13032/pECCG117-Pcj7-gfp bing cach sir dung ving khéi dong manh da biét
(vi du nhu, Pcjl, Pcj4, va Pcj7). Do d6, xac nhén dugc rang Po2 thich hgp lam ving
khéi dong manh dé biéu hién gen dich.

(2) Xac nhan hoat tinh Po2 dé gay ra sy bidu hién gen dich & E. coli

Dé do hoat tinh Po2 dé gay ra sy biéu hién gen dich & chung bién nap cua E. coli,
phép do hoat tinh GFP cua chung bién nap goi 1a DH5a/pECCG117-Po2-gfp theo (1.1.2)
cia vi du 1 dugc so sanh vdi phép do hoat tinh GFP cta mbi chung bién nap goi 14
DH50/pECCG117-Ptre-gfp, DH5a/pECCG117-Pcjl-gfp, va DH5a/pECCG117-Pcj4-
gfp theo (2) ctia vi du so sanh 2.

MBJi chiing bién nap cia E. coli & trén dugce U trong chai ¢ goc loai 250 ml chua
25 ml moi trudong LB chita kanamyxin ti 1¢ thé tich bang 1:20, va sau dé, nudi chy lac

(¢ tbc d6 khoang 200 vong/phiit) ¢ nhiét d cho dén khi céc ching dugc sinh trudng
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trong pha gitra nudi cdy (OD600=3,0). Sau khi hoan thanh nudi cdy, thu gom céc té bao
bang cach ly tim (& tbe d khoang 5.000 vong/phut trong thoi gian khoang 15 phut), rira
hai 14n bing dung dich dém Tris.HC10,1% (46 pH 8,0), tao huyén phu trong cling dung
dich dém, ph4 huay béng cach nghién béng siéu am, va sau d6, dua di ly tdm (& tbc d6
khoang 15.000 vong/phut trong thoi gian khodng 20 phut) dé thu duoc dich ndi bé mit
chtra chét chiét té bao. Do dinh luong dich nbi bé mit vé ndng d6 protein & trong do
theo phuong phap Bradford. Sau d6, cung lugng do cua chét chiét t& bao duoc chiéu xa
bing 4nh sang & chiéu dai budc séng kich thich bang 488 nm bang cach sir dung phuong
phép cua Laure Gory hodc phuong phép twong tu, va anh sang ¢ chiéu dai buéc séng
phét xa bang 511 nm duge do bang céch st dung quang phé ké LS-50B (Perkin-Elmer),
tir d6 x4c dinh sy biéu hién cua gen GFP. Két qua ctia phép do hoat tinh GFP trong mdi

chiing duoc thé hién trong bang 2.
Béang 2

Cuong dd huynh quang ¢ E. coli

Chuing Cuong dd huynh quang
DH50/pECCG117-Ptrc-gfp 287,0
DH50/pECCG117-Po2-gip 248.9
DH50/pECCG117-Pcjl-gip 3041,9
DH50/pECCG117-Pcj4-gip 135,1

Nhu dugc thé hién trong két qua cua bang 2, x4c nhan dugc réng Po2 c6 hoat tinh
vung khoi dong ¢ E. coli, va rang chung goi 1a DH50/pECCG117-Po2-gfp thé hién
cudng dd huynh quang & mic do twong ty voi cudng do huynh quang cia chung
DH50/pECCG117-Ptrc-gfp, ma da biét 13 ving khdi dong manh va cao hon so véi cudong
d6 huynh quang ctia ching DH5a/pECCG117-Pcj4-gfp. Do d6, xdc nhén dugc rang Po2
thich hop 1am viing khoi dong manh dé biéu hién gen dich & E. coli.

Vi du 3: Danh gié cac ching dé tang cudng kha nang san xuét san phdm dich

(1) Banh gia cac chung vé tang cudng san xudt arginin

Péi voi viéc danh gia cac yéu t6 anh hudng dén viéc san xuét arginin, khi gen
sinh tdng hop chinh déi vé6i arginin, tirc 1a, gen argl, duoc biéu hién bang cach st dung
P02, chung KCCM10741P/pECCG117-Po2-arg] theo (1.2.2) ctia vi du 1, ma dugc dung
lam chung dé ting cudng san xuét gen argl, dugc so sanh véi chung khong bién nap

KCCM10741P (khong c6 kha ndng san xuét arginin duoc bién nap) va ching
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KCCM10741P/pECCG117-Pcj7-arg] theo (3.1) ciia vi du so sénh 1 vé kha ning san

xuat arginin.

U 1 vong cua mdi ching bién nap & trén trong chai c6 goc loai 250 ml chira 25
ml moi trudng san xuét, va sau d6, nudi cy lac & téc do khoang 200 vong/phiit & nhiét
do 30°C trong thoi gian 48 gio. Sau khi hoan thanh nu6i cdy, do su san xuat L-arginin

bang HPLC. Két qua ctia phép do sy san xudt L-arginin duoc thé hién trong bang 3.
MO trudng san xuét

Glucoza 6%, amoni sulfat 3%, monokali phosphat 0,1%, magie sulfat
heptahydrat 0,2%, nudc ngdm ngd (corn steep liquor - CSL) 1,5 %, NaCl 1%, chét chiét
ndm men 0,5 %, biotin 100 pg/l, va do pH 7,2

Bang 3

San xuét arginin & KCCM10741P

Chuing OD Nong do arginin (g/1)
KCCM110741P 89 3,1
KCCM10741P/pECCG117-Pcj7-arg] | 85 4,6
KCCM10741P/pECCG117- Po2-arg] | 82 5,7

Nhu duge thé hién trong két qua clia bang 3, x4c nhén duoc rang Po2 din dén su

san xudt arginin dugc cai thién & Corynebacterium glutamicum trong d6 su biéu hién
cia gen argl] dugc ting cuong. Cu thé, su san xuét arginin & Corynebacterium
glutamicum dugc ting 1én khoang 84% so véi sy san xut arginin & ching dbi chimg,
va duogc ting lén khoang 23% so véi sy san xuit arginin & ching
KCCM10741P/pECCG117-Pcj7-argl. Do do, xac nhan duge ring Po2 anh huéng dén
su biéu hién duoc ting cudong cua gen argl.

(2) Bénh gia cac ching vé ting cudng sin xuét L-valin

Déi véi viee danh gia cac yéu t6 anh huéng dén viéc san xuét valin, khi gen sinh
tdng hop chinh déi v6i valin, tire 13, gen ilE, duoc biéu hién bang cach sir dung Po2,
chung KCCM11201P/pECCG117-Po2-ilvE theo (1.3.2) clia vi du 1, ma dugc dung lam
chung dé tang cudong san xuét gen ilvE, dugc so sanh véi chung khong bién nap goi 1a
KCCMI11201P (khong c6 kha ning san xudt L-valin dugc bién nap) va ching goi la
KCCMI11201P/pECCG117-Pcj7-ilvE theo (3.2) clia vi du so sanh 1 vé kha ning sin

xuat L-valin.
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U 1 vong ctua mdi chung bién nap & trén trong chai c6 goc loai 250 ml chua 25
ml mdi trudng san xudt, va sau do, nudi cdy lic & tbc do khoang 200 vong/phit & nhiét
do 30°C trong thoi gian 72 gio. Sau khi hoan thanh nudi cdy, viéc san xuét L-valin duoc

do bang HPLC. Két qua cta phép do su san xuét L-valin dugc thé hién trong bang 4.
MBOi trudng san xuat

Glucoza 5%, amoni sulfat 2%, monokali phosphat 0,1%, magie sulfat

heptahydrat 0,05%, CSL 2,0%, biotin 200 pg/l, va d6 pH 7,2
Bang 4

San xuit valin § KCCM11201P

Chuing Nong d6 valin (g/1)
KCCM11201P 2,8
KCCMI11201P/pECCG117-Pcj7-ilvE | 3,3
KCCM11201P/pECCG117- Po2-ilvE | 3,7

Nhu duge thé hién trong két qua cua bang 4, x4c nhan dugc réng Po2 dan dén su

san xuit valin dugc cai thién & Corynebacterium glutamicum trong d6 su biéu hién cta
gen ilvE dugc ting cuong. Cu thé, su san xudt valin & ching
KCCM11201P/pECCG117-Po2-ilvE dugc ting 1én dang ké khoang 32% so v6i su san
xuét valin & chung dbi chimg, va dugc ting 1én khoang 17% so voi su san xuét valin &
ching KCCM10741P/pECCG117-Pcj7-ilvE. Do d6, xac nhédn dugc rang Po2 dnh hudng
dén su biéu hién duoc ting cuong cla gen ilvE.

Ma sb dang ky

Co s¢ dang ky: Trung tam nudi cdy vi sinh vat Han Quéc (qubc té)

M3 sb dang ky: KCCM11591P

Ngay dang ky: Ngay 23 thang 10 ndm 2014

Theo mdt hodic nhiu cia phuong 4n vi du & trén, ving khoi dong méi c6 thé ¢6
c4c hoat tinh khéac nhau tuy theo vi sinh vat dugc dung dé gy ra sy biéu hién cla gen
dich. V& mit ndy, ving khoi dong méi nay cd thé dugc st dung trong truong hgp ma
hoat tinh ciia gen dich can phai duo’é kiém so4t trong qua trinh san xuét san phdm dich,

dan dén su san xuat hiéu qua cla san pham dich.
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Can hiéu rang céc phuong 4n vi du dugc mod ta trong ban md ta nay chi nén duge
xem xét theo nghia mo t4 va khong nhim muc dich gi6i han séng ché. Phan mb ta cac
dAu hiéu hoic khia canh trong mdi phwong 4n vi du thudng phai dugce coi nhu 1a c6 san
dbi voi cac dAu hiéu hoic khia canh twong tu khac trong cac phuong an vi dy khéc.

Khi mot hodc nhiéu phuong an vi du duge md ta, nguodi ¢ hiéu biét trung binh
trong linh vuc s& hiéu rang cac thay ddi khac nhau v& hinh thtrc va chi tiét ¢6 thé duoc
thuc hién & d6 ma khong nam ngoai tinh than va pham vi cuia sang ché nhu dugc x4c

dinh trong céc yéu ciu bao ho dudi day.
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HIEP UGC BUDAPEST VE SU CONG NHAN QUOC
TE POI VOI VIEC NOP LUU CHUNG VI SINH
NHAM TIEN HANH CAC THU TUC VE SANG CHE

BIEU MAU QUAC TE

r 9
Ngwdi nhéan CJ Cheilledang Corporation
CJ CHEILIEDANG CENTER, DA NHAN TRONG TRUONG HOP BAN GGC
330, DONGHO-RO, dugc cdp theoDitu 7. 1bdi
JUNG-GU, SEOUL 100-400, CO QUANNOP LUU QUOCTE
REPUBLIC OF KOREA da x4c nhén & phia dudi trang ndy
w 4
1. NHAN DIEN VI SINH VAT
Tham chiu nhan dién dua ra bai M4 s ding ky duta ra bdi
NGUOINQP LUU: CO'QUANNOP LUU QUC)C TE:
Escherichia coli CA01-2290 KCCM.11591P

1. MO TA KHOA HOC VA/HOAC KY HIEU PHAN LOAIDUCC PE XUAT

Vi sinh vat dugc nhan dién theo muyc I & trén dugckem theo:
3 bédn mo6 ta khoa hoc :

kg hiéu phari loai dugc dé xuét

(Pénh dfu.chil thip vio 6 phit hgp)

111 TIEP NHAN VA CHAP NHAN

Co-quan Nop luu Qudc t& nay chip nhin vi sinh vat dugc nhan dién & myc [§trén, ma di
dugc tiép nhén bdi cd quan niy vio ngay 23 thing 10 ndm 2014. (ngdy ndp litu ban ddu) L

Iv, €O QUAN NOP LUU QUGC TE

Tén: Trung tdm Nudicéy Visinh vat Han Qudc (C4c) ¢hirky clia (nhiing) ngudi cé thim quyén
dai dién Co quan Nop luu Quécté hodc clia

Diachi Yurio B/D . . (c4c) nhan vién duge ty quyén:
45, Hongjenae-2ga-gil

Seodaemun-gu
SEQUL 120-861
Republic of Korea

Ngay: 23 thing 10 nim 2014.

LKhi 4p-dung Didu 6.4 (d), ngy nayla ngay dat dugc tinh trang clia co quan ndp i qudc t& khi viée ngp luiu dugc thyc
hién ngoai Hiép u6c Budapest sau khi dat duge.tinh trang clia co quan ndp Iutu qudc t€ dugc déi thanh viéc ndp luu
theo Hiép udc Budapest, ngdy niy 1a ngy ma vi sinh vit dugc tiép nhdn bdi cg quan nop hiu quéc té,

Biéu mu BP/4 Trang duy nhit
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YEU CAU BAO HOQ
1. Vung khéi dong chira trinh tu nucleotit dugc thé hién béi SEQ ID NO: 1.
2. Trinh tu diéu hoa bidu hién chira ving khéi dong theo diém 1.
3. Vecto chira trinh ty didu hoa biéu hién theo diém 2 va gen dich ma duoc lién két c6
didu khién v6i trinh tu didu hoa biéu hién nay.
4. Té bao chu chtra vecto theo diém 3.

5. Té bao chii theo diém 4, trong d6 té bao chii nay 1a t& bao vi khuin thuc chi

Corynebacterium hodc chi Escherichia.
6. Phuong phép san xuét san pham dich, trong d6 phuong phap nay bao gdm cac budc:

nudi cdy té bao chi chtra ving khoi dong theo diém 1, trinh tu dicu hoa bi€u hién

theo diém 2, hoic vecto theo diém 3; va

thu hoi san pham dich tir t€ bao chu hodc mdi truong nudi cay chira t€ bao chi

dugc nuoi cay.

7. Phuong phép theo diém 6, trong d6 san pham dich 1 axit amin.
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DANH MUC TRINH TU
<110> CJ corporation
<120> Vvung khd&i ddng mdéi va s dung ching
<130> PX051110

<150> KR 2015-0014587
<151> 2015-01-29

<160> 18

<170> PatentIn phién ban 3.5
<210> 1

<211> 86

<212> ADN

<213> Trinh tu Nhéan tao

<220>
<223> trinh tu ADN cua vung khdi déng 02

<400> 1
caataatcgl gaallilggc agcaacagaa Ltatglggta Laalggaaac glgcaaaagc
60

atagattatt ggaggagatc aaaaca

86
<210> 2
<211> 26

<212> ADN
<213> Trinh ty Nh&n tao

<220> .
<223> doan mdéi xudi d& PCR cua vung khédi déng 02

<400> 2

ggtacccaat aatcgtgaat tttggc
26

<210> 3

<211> 26

<212> ADN
<213> Trinh ty Nhan tao

<220>
<223> doan mdi ngugc d& PCR cua vung khdi déng 02

<400> 3

-2
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gatatctgtt ttgatctcct ccaata

Trinh ty Nhan tao

gatatcatga gtaaaggaga aga

Trinh tu Nhan tao

ctgcagttat ttgtagagct cat

26

<210> 4
<211> 23
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 4
23

<210> 5
<211> 23
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 5
23

<210> b6
<211> 729
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<£00> 6
gatatcatga
60
gatggtgatg
120
tacggaaaac
180
acacttgtca
240
aaacggcatg
300

gtaaaggaga

ttaatgggca

ttacccttaa

ctactttctc

actttctcaa

Trinh tu Nhan tao

trinh ty ADN cua GFP

agaacttttc

caaattttct

atttatttgc

ttatggtgtt

gagtgccatg

doan mdi xudi dé& PCR cua pGFPuv

doan mdi ngugc dé& PCR cua pGFPuv

actggagttg

gtcagtggag

actactggaa

caatgctttt

cccgaaggtt

-23-

tcccaattct

agggtgaagg

aactacctgt

cccgttatcce

atgtacagga

tgttgaatta

tgatgcaaca

tccatggcca

ggatcatatg

acgcactata



tctttcaaag
360
cttgttaatc
420
cacaaactcg
480
aatggaatca
540
gcagaccatt
600
cattacctgt
660
gtccttcttg
720
taactgcag
729

<210> 7
<211> 1167
<212> ADN
<213>
<£00> 7
atggcagaaa
60
attaaagctt
120
gcagcggcecg
180
aacgttgctg
240
aatggtctgce
300
ggcttggagg
360
atggataagc
420
ggtgcagctg
480

atgacgggaa

gtatcgagtt

agtacaacta

aagctaactt

atcaacaaaa

cgacacaatc

agtttgtaac

aaggcattac

ctggcaatcc

tgtttacacg

atggccagat

agggtgagaa

attccgatat

tcaatgcagg

ctgccaaggce

30153

ctacaagacg

aaaaggtatt

taactcacac

caaaattcgc

tactccaatt

tgccecttteg

tgctgctggyg

cgcgccgaaa

tgacatggcg

taaccgagtt

cagggctgtt

ggatgctcgt

tggtgtgtgt

tattgatcag

gatcatgacc

cgtgctgaag

gattttaaag

aatgtataca

cacaacattg

ggcgatggcc

aaagatccca

attacacatg

Corynebacterium glutamicum

ggcttcgttg

ttggtggtta

ttcgcagege

ttgtacaacg

gagtctgttt

tccactggtc

ctgaccgctg

actgacacgg

-24-

tcaagtttga

aagatggaaa

tcacggcaga

aagatggatc

ctgtcctttt

acgaaaagcg

gcatggatga

cttctgcaac

accagggtcc

ctgtgaaggt

ctggtaatgc

ctcatctagc

ttattggtga

agggcgcttt

tggataagga

aggtgatacc

cattctcgga

Caaacaaaag

cgttcaacta

accagacaac

tgaccacatg

gctctacaaa

gaccgcgggt

agagttttcc

gagccgagag

taatgcgtgt

tcaaaatttg

gttgcttccg

gggtgacaat

aaccgtcgtg



gttggactgt

tgctggtctyg

ctaatgctac

acaccgtgtt

acgatgcggt

gtgtgaccaa

atgcggctceg

caaactgggg

agattcctgt

ctcgtgaggt

gggaaggcca

ccgegtacag

30153

cggcggaatg

cttgaccact

ggccgttacg

cctgctggca

gtacgcagct

gcgcgttgcet

cactgttgct

tcgegtgttyg

gttcttcaat

ggatctttcce

ggcaacagtt

ctcttaa

Trinh tu Nhé&n tao

ggcaagggcg

gatgcatccg

tttgacaccc

tctggcgcta

tgttctgata

gtgacagtgg

cgtgacaatt

gctgcagtcg

ggtcaagcag

ggcgctgaca

cgaaccactg

doan mdi xudi d& PCR cua argJ

gagatcaaaa cagatatcat ggccaaaaaa ggcattac

tttgctgatg
540
cttgccacca
600
atcgcgctygg
660
tccaccaatg
720
gatgaactca
780
gatgcagagg
840 ‘
caggcgatta
900
ggatctgatc
960
gaaccagaga
1020
gctcctggtyg
1080
ggcaccagtg
1140
gagatcaact
1167

<210> 8
<211> 38
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 8
38

<210> 9
<211> 36
<212> ADN

-25-

tgggcatgat
ttactcagga
tggatattga
gcggaatcac
tcgcagcgaa
tgggaaccac
tgttcaagtg
gcatggctga
tatgccttga
ttgatgtccg

acctgagctt

ggcgccgtcet

aatggctcag

tggatcaacc

cccaactcag

gcttcaggcect

caacaacgag

cgcaatgttt

tgctgatatg

ttccactggce

aattgatttg

ctcctacgtg
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Trinh tu Nhéan tao

doan mdi nguoc d& PCR cla argJ

atcccccggg ctgcagttaa gagctgtacg cggagt

<213>
<220>
<223>
<400> 9
36

<210> 10
<211> 1104
<212> ADN
<213>
<400> 10
atgacgtcat
60
aaggaaattc
120
gactggaacg
180
atggatcctg
240
taccgccatt
300
cagcgttcag
360
cttgaactgc
420
ctctacctgce
480
gcctacaagt
540
cctgtttccg
600
gccaaatttg
660
ggctgtgacc
720
ggcatgaacc
780

tagagttcac

ttgcecgceacce

agtcggaagg

ccaccaccgt

cggacgaaac

cagctcgaat

tggtagacgc

gcccattcat

tcctggtcat

tctggctgag

ctggcaacta

aggtcgtatg

ttgggttcat

Corynebacterium glutamicum

agtaacccgt

gaagttcggt

ctggcacaac

attccactac

catcaagact

ggcaatgcca

ggatcaggat

gatctccacc

cgcatcccca

cgaagattac

cgcggettet

gttggatgcc

ctaccgcaac

accgaaaatc

aagtacttca

gcccaattag

ggacaggcaa

ttccgtcectyg

cagttgccaa

tgggttcctg

gaaattggct

gtcggcgcett

gtccgegetg

ttgcttgccce

atcgagcaca

ggcgaccacg

-26-

cgacgtcacc

ccgaccacat

tgccatacgce

tttttgaggg

atgaaaacgc

ccgaggactt

agtacggcgg

tgggtgtcag

acttcaccgg

cacccggcegg

agtcccaggce

agtacatcga

tcaagctagt

cgatcgtctg

ggtgaccatt

gccgattcct

aattaaggcc

cgagcgtatg

tattaaagca

ggaagcttcc

cccagctgat

tggaatcaag

aactggtgac

tgcggaaaag

agaaatgggt

cacccctgaa
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cgcaagtcac

accaccaccg

ggtactgcag

gtgaacaaca

cagcaaggaa

ctttccggcect cactacttcc aggcatcact

840

ttgggctacg aagtagaaga gcgaaagatc

500

tctggcgecca tgaccgaggc atttgcecttgce

960

accgtgaaat cagctcacgg caccttcgaa

1020

atgaagcttc gtgaaaccct caccggaatt

1080

tggctttacc cactggttgg ctaa

1104

<210> 11

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh tu Nhé&n tao

<220>

<223> doan mdi xudi d& PCR cua ilvE
<400> 11

gagatcaaaa cagatatcat gacgtcatta gagttc
36

<210> 12

<211> 34

<212> ADN

<213> Trinh ty Nhan tao

<220>

<223> reverse primer d& PCR cua ilvE
<400> 12

atcccccggg ctgcagttag ccaaccagtg ggta
34

<210> 13

<211> 26

<212> ADN

<213> Trinh tu Nhan tao

<220>

<223> doan mdéi xudi d& PCR cua aceP (WT)

-27-

ttctacaagt

agtgggaaga

ctgttatcac

atgaagtcgg

acgttgaaga

agcacgcgac

agacgcaaag

ccectgttgge

agaaatcacg

ccaaaacgga



30153

<400> 13

ggtaccgtca ttacccccgc ctaacc
26

<210> 14

<211> 26

<212> ADN

<213> Trinh tyu Nhé&n tao

<220>
<223> doan mdi nguoc dé PCR clia aceP (WT)

<£00> 14

gatatccaaa gtcacttcct taagtg
26

<210> 15

<211> 26

<212> ADN

<213> Trinh tu Nhé&n tao

<220>
<223> doan mdi xudi d& PCR cula LrcP

<400> 15

ggtaccctgc acggtgcacc aatgct
26

<210> 16

<211> 26

<212> ADN

<213> Trinh ty Nhan tao

<220>
<223> doan mdi nguoc dé& PCR cua trcP

<400> 16

gatatcctgt ttcctgtgtg aaattg
26

<210> 17

<211> 41

<212> ADN

<213> Trinh tu Nhan tao

<220> )
<223> doan mdi xudéi &é& PCR cua argJd

<400> 17

-28-



30153

cgaaaggaaa cactcgatat catggccaaa aaaggcatta c
41

<210> 18

<211> 39

<212> ADN

<213> Trinh tu Nhan tao

<220>
<223> doan mdi xudi dé PCR cua 1ilvE

<400> 18

cgaaaggaaa cactcgatat catgacgtca ttagagttc
39
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