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Linh vic k§ thuit dwoc dé cip

Sang ché dé cap dén ching c6 kha ning san xuét L-valin dugc gia ting va

phuong phap san xuét L-valin bang cach sir dung ching nay.
Tinh trang k¥ thuit cia sang ché

Trong vi sinh vat, L-valin 12 mot trong sb c4c axit amin mach nhanh, duoc sinh
tbng hop khoi dau tir pyruvat nho axit axetolactic, axit dihydroxyisovaleric, va axit
ketoisovaleric. Cac san phdm chuyén héa trung gian nay dugc sin xult nho phan ung
duogc xuc tac boi axit axetohydroxy synthaza, axit actohydroxy isomeroreductaza, axit
dihydroxy dehydrataza, va transaminaza B. Tuy nhién, cdc enzym nay con doi hoi trong
sinh téng hop L-isoleuxin khéi dau tir axit ketobytyric va pyruvat, va ca L-leuxin dugc
sinh téng hop tir axit ketoisovaleric, ma 14 san pham chuyén héa trung gian, nhd axit 2-
isopropylmalic, axit 3-isopropylmalic, va axit ketoisocaproic. Do d6, khi axit amin
mach nhanh, tac 1a, L-valin, L-isoleuxin, va L-leuxin st dung cung c4c enzym cho cac
quy trinh sinh tdng hop ctia ching, d3 dugc biét dén 1a san xuét v& mit cong nghiép mot
dang cta axit amin mach nhanh thong qua su 1én men la gdp phai kh6 khian. Hon nita,
c6 van d& 1a viée san xuit v6i quy mo cong nghiép bi gii han bdi nhuoce diém 1a han

ché do L-valin gy ra, ma la san phdm cudi, hodc dan xuat cua chung.

Sau khi d3 c6 nhidu ¢6 ging nd luc d& phat trién ching c6 kha ning san xuét L-
valin dugc gia tang, cic tic gid sang ché da hoan thién sang ché bang viéc phat hién ra
rang, ching duoc bién nap dé c6 ving didu hoa dugc bit hoat ciia operon L-valin c6
kha ning san xuét L-valin vuot trdi so véi ching gde.

Tai liéu sdng ché 1: cong bd patent Han Qudc s6 KR 10-1990-0007948 B1

Tai liéu sang ché 2: cong bd don yéu ciu cép patent Han Quéc sé KR 10-2008-
0025355 Al

Ban chét k§ thuit ciia sang ché
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Muc dich thir nhit ctia sang ché 13 d& xuét ching san xuét L-valin méi duoc bién
nap dé gia tang su biéu hién cta operon L-valin bf?lng cach loai b6t toan bd hodc loai bat
mdt phan hodc thay thé trinh tu nucleotit mi hoa peptit dan dau trong ving didu hoa ctia

operon ilvBN.

Muc dich khac ciia sang ché 1a d& xuit phuong phéap san xut L-valin bang cach

sir dung chiing san xuat L-valin méi.

Muc dich khéc nira ctia sdng ché 1a dé xuat bién thé vung diéu hoa cua operon

ilvBN.

Giai phap k¥ thuit

Theo mét phuong 4n, sang ché dé xuét ching san xuét L-valin méi dugc bién
nap dé giai phong kiém soat suy giam ctia operon L-valin bang cach loai b6t toan bd
hodc loai b6t mot phén hodc thay thé trinh tu nucleotit ma héa peptit dan dau trong
ving diéu hoa cia operon ilvBN, trong d6 peptit dan d4u duoc dai dién béi trinh tu axit

amin SEQ ID NO:1.

Theo phuong an khac, sang ché con d& xuét phuong phép san xuét L-valin bing

cach str dung chung san xuat L-valin méi.

Hon nita, theo phuong an khac, sing ché dé xuat bién thé vung diéu hoa cua

operon L-valin ¢6 trinh tu axit amin dugc dai dién béi SEQ ID NO: 3 hodc 4.
Hiéu qua ctia sang ché

Nhu d3 néu trén, hiéu qua cta sang ché & chd chiing san xuit L-valin méi theo
sang ché c6 kha ning san xudt L-valin dugc gia ting do su biéu hién ting cia axit
axetohydroxy synthaza, ma la enzym dugc bao ham trong qud trinh sinh tbng hop L-
valin, béng cach loai b6t toan bd hodc loai bt mot phén hoac thay thé trinh tu nucleotit
mi héa peptit din diu trong ving didu hoa ctia operon ilvBN, trong d6 peptit din dau

duoc dai dién béi trinh tu axit amin SEQ ID NO:1.

Hon nita, theo phuong phép san xuét L-valin bang cach sir dung ching san xuét

L-valin méi theo sang ché, c6 thé san xuat L-valin véi hiéu qua cao va san luong cao.

Mo ta van tat cac hinh vé
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Fig.1 12 hinh v& dang so db thé hién operon ilvBN bao gdm: ving diéu hoa ciia
operon ilvBN Corynebacterium glutamicum kiéu hoang dai ATCC13032; bién thé ving
diéu hoa (DvalL) trong do6 toan bo trinh tu nucleotit ma hoa peptit din dau duoc loai
bét; bién thé ving diéu hoa (DvalP) trong d6 vi trf nghi trong peptit din dau duoc loai
bét; bién thé ving didu hoa (DvalS) trong d6 axit amin cudi cling cta vi tri nghi trong
peptit din déu duoc thay thé bang codon dimg; va bién thé ving diéu hoa (DvalA) trong

d6 ca peptit dAn du va trinh tu suy giam dugc loai bot.

Fig.2 1a biéu dd chi tiét thé hién ving diéu hoa cta operon ilvBN

Corynebacterium glutamicum kiéu hoang dai ATCC13032

Fig.3 1a biéu dd chi tiét cia bién thé ving diéu hoa (DvalL) ctia Fig.1 trong d6

toan bd trinh tu nucleotit ma héa peptit dan dau duoc loai bét.

Fig.4 1 biéu dd chi tiét bién thé ving diéu hoa (DvalP) cta Fig.1 trong d6 vi tri
nghi trong peptit din dau duoc loai bét.

Fig.5 1 biéu db chi tiét ctia bién thé ving diéu hoa (DvalS) ctia Fig.1 trong d6

axit amin cudi cling ctia vi tri nghi trong peptit din ddu dugc thay thé bing codon dimg.

Fig.6 12 bidu dd chi tiét ving didu hoa kiéu bién thé (DvalA) cta Fig.1 trong d6
ca hai peptit din dAu va trinh tu suy giam dugc loai bét.
MB& ta chi tiét sing ché

Theo mot phuong 4n, sang ché dé cip dén chang san xudt L-valin méi duoc bién
nap dé gia tdng su biéu hién cua operon L-valin bflng cach loai bot toan bd hoac loai bot
mdt phan hodc thay thé trinh tu nucleotit ma héa peptit din dAu trong vung diéu hoa cia
operon ilvBN, trong dé peptit dAn dau dugc dai dién boi trinh tu axit amin SEQ ID
NO:1.

Theo sang ché, thuat ngit “operon L-valin (operon ilvBN)” bao gdm gen ilvBN
m3 hoda axit axetohydroxy synthaza ma la enzym dugc bao ham trong budce d4u tién cta
sinh tdng hop L-valin trong vi sinh vét san xut L-valin va tong hop axetolactat tir 2

phéan tir pyruvat.

Cu thé hon, operon ilvBN bao gdm vung diéu hoa va gen cau tric ma hda axit

axetohydroxy synthaza, trong d6 ving diéu hoa bao gébm gen khéi dau, trinh tu
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nucleotit ma héa peptit din du, vi tri nghi duoc dat ndm trong peptit din dau, va trinh

tu suy giam (tham khao céc hinh v& Fig.1 va Fig.2).

Theo sang ché, su biéu hién ctia gen cAu tric m3 héa axit axetohydroxy synthaza
dugc gia tang béng cach loai b6t toan bo hodc loai bt mot phén hodc thay thé trinh tu
nucleotit md héa peptit dan dau trong ving didu hoa cta operon ilvBN, nhd dé ting
cuong kha nang san xuht L-valin. Cu thé, vi tri loai b6t mot phf?tn hoéc thay thé trong
trinh tu nucleotit ma hoa peptit din diu c6 thé & trong vi tri nghi, va cu thé hon, dau

cudi cta vi tri nghi c6 thé duoc thay thé bang codon dimg.

Theo sang ché, dé tao ra ching san xuét L-valin méi dugc bién nap dé gia tang
su biéu hién cta operon L-valin béng cach loai bdt toan bd hoac loai bot mot ph?in hodc
thay thé trinh tu nucleotit ma héa peptit din d4u trong ving diéu hoa ciia operon ilvBN
nhu duoc md ta trén ddy, trude tién, vecto tai td hop c6 trinh tu nucleotit ma héa peptit
din dau duoc loai bét toan bd hodc duoc loai bét mot phﬁn hodc dugc thay thé trong

vung diéu hoa cua operon ilvBN ¢6 thé dugc tao cau tric.

Trong vi du cu thé cua sang ché, dé tao cAu tric vecto, cac ving diéu hoa c6
trinh tu nucleotit duoc loai b6t toan bd hoac duoc loai bét mot phén hoic duoc thay thé
ma ghi ma peptit din d4u trong ving didu hoa ctia operon ilvBN (DvalL, DvalP, DvalS)
dugc khuéch dai théng qua phan tng chudi tring hop st dung nhiém sic thé cia
Corynebacterium sp. 1am khuoén. Sau d6, vung diéu hoa dugc khuéch dai duge chén vao
trong vecto dé tao cAu tric vecto tai td hop. Sau d6, ching gbc duoc bién nap theo cach

tuong tng véi vecto téi to hop.

Vecto duoc st dung dé tao cdu tric vecto tai t6 hop c6 thé 1a plasmit, cosmit,
virut, hodc thé thuc khuin & trang thai nguyén thuy hodc trang thai tai td hop. Vi duy,
pWEIL5, MI13, AEMBL3, AEMBL4, AFIXII, ADASHII, AZAPII, Aigtl0, Agtll,
Charon4A, va Charon21A, v.v c6 thé dugc s dung lam vecto thé thuc khuin hoic
vecto cosmit; va vecto pDZ, vecto trén co s& pBR, trén co s¢ pUC, trén co s&
pBluescriptll, trén co s& pGEM, trén co s& pTZ, trén co s¢ pCL va trén co s6 pET, v.v
¢6 thé dugc sir dung l1am vecto plasmit. Vecto kha thi khong bi gi6i han mét cach cu

thé, va ca vecto biéu hién da duoc biét dén co6 theé dugc st dung.
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Trong vi du cu thé cta sang che, pDZ dugc st dung. Vecto pDZ, ma la vecto dé
chén vao nhiém sac thé cua vi sinh vat cta Corynebacterium sp., duge dicu ché bang

phuong phép duoc boc 16 trong cong bb don Patent Han Quéc s§ 2008-0025355.

Vecto tai t hop pDZDvalL, pDZDvalP, va pDZDvalS duoc tao ciu triic bang
viée chén theo cach tuong Ung vao cac ving didu hoa dugc khuéch dai (DvalL, DvalP,

va DvalS) vao trong vecto pDZ.

Theo séng ché, chung gbc d& duoc bién nap bang vecto tai t6 hop c6 thé 13 vi
sinh vat bt ky c6 kha nang san xuét L-valin khong bi gidi han mot cach cu thé. Cu thé,
vi sinh vat Escherichia sp. hodc vi sinh vat Corynebacterium sp. cd thé duge st dung,
cu thé hon, Corynebacterium glutamicum co thé duoc su dung. Hon niia cu thé hon,
Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 c6 thé duoc s dung 1am chung gbe. Ngoai
ra, ching san xuét L-valin khéng L-valin hoac din xuit cua ching co thé dugc st dung,

cu thé, Corynebacterium glutamicum KCCM11201P c6 thé duoc sur dung.

Corynebacterium glutamicum KCCM11201P, ma la ching dugc bdc 16 trong
Patent duoc ding ky trude d6 sd 10-1117022 cua cung tac gia 1a bién thé ddng khang
ma c6 tinh khang lai axit a-Aminobutyric (ABA), a-hydroxyvalin (AHV), thiazol alanin
(TA), va Norvalin (NV) & ndng d6 14n lugt bang 20mM, 20mM, 40mM va 50mM, khi
trai rong trén mdi trudng tbi thidu ma a-ABA, AHV TA, va NV dugc bd sung clng véi
nhau vao trong d6, sau khi thuc hién dot bién ngiu nhién sir dung Corynebacterium
glutamicum KFCC 10661 (Pon yéu ciu cép Patent Han Qudc s61988-0016543; Cong
b6 don s6 1990-0007948) 1am chung gbc, trong d6 ABA 13 dAn xuét isoleuxin va AHV,
TA va NV la c4c din xuét valin. Bién thé ddng khang nay 13 chiing ndi bét ¢6 kha ning
san xuét L-valin ting 4 14n so v&i kha ning san xut ciia ching gbc Corynebacterium

glutamicum KFCC 10661.

KCCM11336P, KCCM11337P, va KCCM11338P duoc biét dén 1a cac chung
duogc bién nap cta Corynebacterium glutamicum KCCM11201P véi vecto tai td hop, ¢6
kha ning san xuét L-valin vuot trdi so véi chung gbc Corynebacterium glutamicum

KCCM11201P.
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Corynebacterium glutamicum KCCM11336P 1a ching dugc san xut bang cach
bién nap vecto tai t6 hop pDZDvalL vao Corynebacterium glutamicum KCCM11201P.
pDZvalL duoc didu ché biang cach chén bién thé ving diéu hoa (DvalL) vao trong vecto
pDZ, trong d6 bién thé vung diéu hoa (DvalL) c6 viéc loai b6t toan b trinh tur nucleotit
mi héa peptit din ddu c6 trinh tu axit amin 124 SEQ ID NO:1. Corynebacterium
glutamicum KCCM11336P duge dat tén 1a KCJ-456 va duoc luu trit & Trung tm nudi
cdy vi sinh vat Han Qudc ngay 19 thang 11 nam 2012 véi s truy cap 1a KCCM11336p.

Corynebacterium glutamicum KCCM11337P la ching duoc san xut bang cach
bién nap vecto tai t6 hop pDZDvalP vao Corynebacterium glutamicum KCCM11201P.
PDZvalP dugc didu ché bing cach chén bién thé ving didu hoa (DvalP) vao trong vecto
pDZ, trong d6 bién thé ving diéu hoa (DvalP) c6 viéc loai bét vi tri nghi trong peptit
din ddu c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:1. Corynebacterium glutamicum
KCCM11337P duoc dit tén 1a KCJ-457 va duoc luu trit & Trung tdm nudi céy vi sinh
vat Han Quédc ngay 19 thang 11 nim 2012 véi s6 truy cép 1a KCCM11337P.

Corynebacterium glutamicum KCCM11338P la chung duoc san xut bang cach
bién nap vecto tai td hop pDZDvalS vao Corynebacterium glutamicum KCCM11201P.
pDZvalS duoc didu ché bang cach chén bién thé ving didu hoa (DvalS) vao trong vecto
pDZ, trong do bién thé ving diéu hoa (DvalS) c6 su thay thé cua axit amin cudi cling
ctia vi tri nghi trong peptit din du ¢6 trinh tu axit amin SEQ ID NO: 1 véi codon durng.
Corynebacterium glutamicum KCCM11338P dugc dat tén 1a KCJ-458 va dugce luu tri
& Trung tAm nudi cdy vi sinh vat Han Qubc ngay 19 thang 11 nim 2012 véi sd truy cap

la KCCM11338P.

Hon ntra, theo sdng ché, vecto biéu hién c6 ving didu hoa bién dbi duogc tao cau
tric dé tang cuong kha ning biéu hién ctia valin sinh tdng hop. Do d6, dugc d& xuét 1a
ching san xuét L-valin bang cich bién nap Corynebacteriumgltuamicum ATCC13032,

ma la chiing kiéu hoang dai da dugc biét dén, sur dung vecto biéu hién trén day.

Theo sang ché, d tao ciu tric biéu hién vecto ¢ ving diéu hoa bién dbi cta
cum gen sinh tong hop operon L-valin va valin. Céc trinh tu nucleotit d6i véi vecto
chén vao duge khuéch dai bing phuong phap PCR bing cach st dung nhiém sic thé

cua Corynebacterium glutamicum KCCMI11201P, Corynebacterium glutamicum
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KCCM11336P, Corynebacterium  glutamicum KCCMI11337P, Corynebacterium
glutamicum KCCM11338P, va Corynebacterium glutamicum KCCM11201P_DvalA
lam khudn. Sau do, tung trinh tu trong s6 céc trinh tu nucleotit duge khuéch dai duoc
chén vao trong vecto pECCG117 dé tao cdu trac pECCG117-DvalW, pECCG117-
DvalL, pPECCG117-DvalP, pECCG117-DvalS va pPECCG117-DvalA.

Sau d6, Corynebacterium glutamicum ATCC13032 dugc bién nap lan luot véi
cac vecto duge dé cap trén day, pECCG117-DvalW, pECCG117-DvalL, pECCG117-
DvalP, pECCGI117-DvalS va pECCGI117-DvalA. Céac ching san xuit L-valin,
Corynebacterium glutamicum ATCC13032_DvalW, Corynebacterium glutamicum
ATCC13032 DvalL, Corynebacterium glutamicum ATCC13032 DvalP,
Corynebacterium glutamicum ATCC13032 DvalS va Corynebacterium glutamicum

ATCC13032 DvalA, dugc tao cAu tric.

Trong s§ cac ching d6, cic tac gia sang ché d3 phat hién ra ring
Corynebacterium glutamicum ATCC13032_Dvall, Corynebacterium glutamicum
ATCC13032_DvalP, Corynebacterium glutamicum ATCC13032_DvalS céc ching c6
kha ning san xudt L-valin vuot trdi so v&i Corynebacterium glutamicum
ATCC13032_DvalW ma la duoc bién nap dé c6 ving diéu hoa ctia operon L-valin clia

Corynebacterium glutamicum KCCM11201P.

Nhu d4 néu trén, hidu qua cia sang ché & chd ching san xuét L-valin méi theo
sang ché c6 kha ning san xuit L-valin nbi bat do su biéu hién ting cla axit
axetohydroxy synthaza, ma la enzym duoc bao ham trong sinh téng hop L-valin, bing
cach loai b6t toan bd hodc loai bot mdt phén hoac thay thé trinh tu nucleotitma hoa
peptit dan dau trong viing diéu hoa ctia operon ilvBN, trong d6 peptit dan dau duogc dai

dién boi trinh tu axit amin [a SEQ ID NO: 1.

Hon nita, mot phuong 4n khéc cta sang ché dé cap dén phuong phép san xuét L-
valin bang cach sir dung chiing san xuét L-valin méi dugc bién nap dé gia tang su biéu
hién cta operon L-valin béng cach loai bt toan bo hodc loai bdt mot phﬁn hoéc thay
thé trinh tu nucleotit ma héa peptit din dau trong ving diéu hoa ctia operon L-valin,

trong d6 peptit din dau duoc dai dién boi trinh tu axit amin 14 SEQ ID NO:1.
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Dé san xut L-valin theo sang ché, ching san xuat L-valin méi theo sang ché ¢o
thé duoc nudi ciy bang phuong phap dugce biét dén mot cach rong rai dé nuoi ciy vi
sinh vat ctua Corynebacterium sp.. Cu thé, cac vi du vé& phuong phap nudi cdy bao gom,
nhung khong chi gidi han &, nudi cAy theo mé, nudi cdy lién tuc va nuoi cdy nap theo
mé. C4c phuong phéap khac nhau nay, vi du, duge bdc 10 trong 4n phdm: “Thiét ké sinh
hoéa” (James M. Lee, Prentice-Hall International Editions, pp138-176, 1991) v.v.

MBoi truong dugce st dung trong nudi ciy nén thoa man yéu cdu cua ching cu thé
theo cach thich hop. Méi trudng nudi cdy d6i véi vi sinh vat 1a Corynebacterium sp. 1a
da duoc biét dén (tham khao, vi du 4n phém: Manual of Methods for General
Bacteriology. American Society for Bacteriology. Washington D.C., USA, 1981). Lam
nguén glucoza kha thi, gém c6 dudng va hydrat cacbon nhu glucoza, sacaroza, lactoza,
fructoza, mach nhaoza, tinh bét, va xenluloza; dAu va chét béo nhu dau dau tuong, dau
huéng duong, diu thiu dau, va dau dira; axit béo nhu axit palmitic, axit stearic, va axit
linolenic; rugu nhu glyxerol va etanol; va axit hitu co nhu axit axetic. Cac vat li€u nay
c6 thé dugce sir dung theo cach riéng r& hodc & dang hdn hop, nhung khdng chi gisi han
& cac dang nay. Dé lam ngudn nito kha thi, pepton, phin chiét nim men, nuéc x6t, tinh
chit mach nha, nuéc ép ngd, bot dau tuong, va ure, hodc hop chét v6 co nhu amoni
sulfat, amoni clorua, amoni phosphat, amoni cacbonat, va amoni nitrat ¢ thé dugc bao
gdm. Ngudn nito con cé thé dugc str dung riéng hodc & dang hdn hgp, nhung khong chi
gidi han ¢ d6. Lam ngudn phospho kha thi, kali dihydrophosphat, hodc kali phosphat
dibazo, hodc mudi chira natri tuong Gmg c6 thé c6 mat, nhung khong chi gii han & dé.
Ngoai ra, moi trudng nudi cAy nén chira mubi kim loai can thiét cho su ting truong nhu
magie sulfat hoac sét sulfat. Bén canh d6, ngoai cac vat liéu nay, san phdm ting truéng

co ban nhu axit amin va vitamin c6 thé c6 mat.

Hon nita, tién chét thich hop co thé duoc str dung trong moi trudng nudi céy. Vit
liéu thd trén day c6 thé duoc bd sung vao mdi trudng nudi cAy trong qua trinh nuoi chy
& dang mé hodc dang lién tuc nhu thich hop.

Do pH ctia mdi trudng nudi cAy c6 thé duoc didu chinh bang cach str dung hop
chit bazo nhu natri hydroxit, kali hydroxit, va amoniac hodc hop chét axit nhu axit

phosphoric, va axit sulfuric theo cach thich hop. Hon nita, viéc hinh thanh bot c¢6 thé
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duoc ngin chin bang cach sir dung tic nhin chdng tao bot nhu este cha polyglycol va
axit béo. Oxy hodc khi chta oxy (vi du, khong khi) cé thé dugc bom vao trong moi
truomg nudi cdy dé duy tri diéu kién hdo khi. Nhiét do nuoi cdy c6 thé thuong 1a ndm
trong khoang tir 20 dén 45°C. Quy trinh nu6i cAy c6 thé 13 lién tuc cho dén khi thu duge
luong duoc san xuét t6i da ctia L-valin mong mudn. Muc dich nay thuong c6 thé dat
duoc trong khoang thoi gian tir 10 dén 160 gio. L-valin c6 thé hodc 1a duoc tiét vao méi

truong nudi cay hodc cd mit trong céc te bao.

Phuong phép tao ra L-valin theo sang ché c6 thé con bao gdm viéc thu hdi L-
valin tir c4c t& bao hodc mdi trudng nudi ciy. Lam phuong phép thu héi L-valin tir cac
té bao hodc méi trudng nudi cdy, phuong phap dugc biét dén trong nganh, vi du, ly tAm,
loc, séc ky trao ddi anion, tao tinh thé va HPLC c¢6 thé duogc st dung, nhung khong chi

gidi han & cac phuong phép nay.

Theo mét vi du cta sang ché, méi trudng nudi cdy duoc ly tim & toc do thap dé
loai bo sinh khéi, va sau d6, tach dich ndi bé mit thu duge théng qua séc ky trao ddi

ion.
Vi du thwe hién sang che

Duéi day, sang ché s& dugc mod ta mot cach cu thé thong qua céc vi du. Tuy
nhién, cac vi du duéi day chi dugc dua ra véi y dinh gidi thich sang ché theo cach lam

vi du, va pham vi cta sang ché khong bi gidéi han & cac vi du nay.

Vi du 1: Tao ciu tric vecto ¢ loai bét toan bo hodc loai bét mot phén hodc thay thé
trong trinh tu mucleotit md héa peptit din dau @ 1am bat hoat ving diéu hoa cta

operon L-valin

Céc hinh v& Fig.1 va Fig.2 thé hién operon L-valin (operon ilvBN) dé tong hop
axit axetohydroxy synthaza bao gbdm gen céu tric ma héa axit axetohydroxy synthaza
va ving diéu hoa bao gdm gen khai du (Pro), trinh tu nucleotit ma héa peptit dan déu,
vi tri nghi duoc dat trong trong peptit din dau, va mot trinh tu suy giam. Tir viing diéu
hoa, nhu duoc thé hién trén Fig.1, d khuéch dai cac ving diéu hoa kiéu bién thé, viéc
khuéch dai duoc tién hanh théng qua phan tmg chudi tring hop (sau day, duoc goi 1a
“phuong phap PCR”) str dung ADN nhidm séc thé cta ching Corynebacterium
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glutamicum ATCC13032, ma mua duogc tir B suu tip ching chuin ctia M§ (American
Type Culture collection - ATCC), lam khuon, trong d6 cac bién thé & ving didu hoa dé
duoc khuéch dai 1a nhu sau: vung didu hoa trong d6 toan bd trinh tu nucleotit md hoa
peptit dan dau duoc loai bét (sau day, 1a @8 chi dén “DvalL”); ving diéu hoa kiéu bién
thé trong d6 vi tri nghi trong peptit dan diu dugc loai bt (sau day, 1a @& chi dén
“DvalP"); viing diéu hoa kiéu bién thé trong d6 axit amin cudi cling ctia vi tri nghi trong
peptit din diu dugc thay thé bang codon dimg (sau day, 1a dé chi dén “DvalS™); va
ving diéu hoa kiéu bién thé trong d6 ca hai peptit dan dau va trinh tu suy giam dugc

loai bét (sau dy, 1a dé chi dén “DvalA”).

Cu thé, dé diéu ché DvalL, trudc tién, doan dai khoang 700 ciip bazo ¢ vi tri
enzym giGgi han BamHI trong ving 5° dugc khuéch dai bang phuong phap PCR sir dung
ADN nhidm sic thé cia ching Corynebacterium glutamicum ATCC13032 lam khuén
va cac doan mdi ctia cac SEQ ID NO:5 va 6, trong d6 didu kién PCR 1a dé lap lai 30 chu
ky gdm: bién tinh trong mdt phit & 94°C; gin mdi trong 30 gidy & 58°C; va polyme héa
trong 30 gidy ¢ 72 °C véi Pfu polymeraza.

Thtr hai, doan dai khoang 700 ciip bazo ¢6 vi tri enzym gidi han Xbal trong ving
3’ duge khuéch dai bang phuwong phap PCR duge md ta trén day st dung cac doan mdi
cia cac SEQ ID NO:7 va 8. DPoan ADN thu dugc duoc phdn lap boi kit
GeneAIIRExpin™ GEL SV (Seoul, Korea), va sau d6 duoc st dung lam khudn cho
PCR.

Sau d6, PCR duoc tién hanh c6 st dung cac doan mdi ciia cac SEQ ID NO:5 va
8 va 2 doan ADN thu dugc trén day lam khuén. Cu thé, doan dai khoang 2000 cip bazo
dugc khuéeh dai bing phuong phap PCR duge md ta trén day. Cac doan duoc khuéch
dai duoc xtr 1y véi cdc enzym giGi han BamHI, va Xbal, va sau d6 duoc ndi véi pDZ
dugce xi ly véi cung cac enzym néu trén 8 tao cu trac pDZvalL.

bé diéu ché DvalP, trudc tién, doan dai khoang 700 cip bazo ¢6 vi tri enzym
gi¢i han BamHI trong vung 5° dugc khuéch dai, st dung nhidm sic thé ctia ching
Corynebacterium glutamicum ATCC13032 1am khuon va céc doan mdi ctia cac SEQ ID

NO:5vao.
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Thtr hai, doan dai khoang 700 cdp bazo c6 vi tri enzym gidi han Xbal trong vung
3’ dugc khuéch dai bang phuong phéap PCR duge md ta trén day st dung cdc doan mdi
cua cac SEQ ID NO:10 va 8.

Sau do6, doan dai khoang 2000 cdp bazo duogc khuéch dai bang phuwong phap
PCR dugc md ta trén day béng cach sir dung 2 doan ADN duoc khuéch dai 1am khuén.
Cac doan duoc khuéch dai duge xtr Iy véi cac enzym giéi han BamHI, va Xbal, va sau

d6 duoc ndi véi pDZ duge xtr Iy v6i cling cic enzym dé tao ciu trac pDZvalP.

Pé didu ché DvalS, doan dai khoang 700 cip bazo cé vi tri enzym gidi han
BamHI trong ving 5° duoc khuéch dai, st dung nhiém sic thé cla ching
Corynebacterium glutamicum ATCC13032 1am khu6n va cac doan mdi ctia cac SEQ ID

NO:5vall.

Tht hai, doan dai khoang 700 cdp bazo c6 vi tri enzym gidi han Xbal trong vung
3’ duoc khuéch dai bang phuong phap PCR duge md ta trén day sir dung cac doan moi
cua cac SEQ ID NO:12 va 8.

Sau d6, doan dai khoang 2000 cip bazo dugc khuéch dai bang phuong phép
PCR dugc md ta trén day st dung 2 doan ADN dugc khuéch dai lam khudn. Céac doan
duoc khuéch dai duge xir Iy véi céc enzym giéi han BamHI, va Xbal, va sau d6 dugc

ndi véi pDZ duoe xir y véi cling cac enzym dé tao cau tric pDZvalS.

D& didu ché DvalA, trude tién, doan dai khoang 700 cdp bazo ¢d vi tri enzym
gi6i han BamHI trong ving 5° duoc khuéch dai, st dung nhiém séc thé cua chung
Corynebacterium glutamicum ATCC13032 1am khu6n va cic doan mdi ctia cac SEQ ID

NO:5 va 13.

Tha hai, doan dai khoang 700 cip bazo c6 vi tri enzym giéi han Xbal trong ving
3” duogc khuéch dai bing phuong phap PCR duoc md ta trén day st dung cac doan mdi
ctia cac SEQ ID NO:14 va 8.

Sau d6, doan dai khoang 2000 cédp bazo duoc khuéch dai b%mg cach st dung 2
doan ADN duoc khuéch dai 1am khudn bing phuong phap PCR duge mo ta trén day.
Céc doan duoc khuéch dai duoc xtr 1y véi cac enzym giGi han BamHI, va Xbal, va sau

d6 duoc ndi véi pDZ dugce xir ly véi cling céc enzym dé tao cAu tric pDZvalA.
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O ndng 6 axit amin, cac trinh tu ctia peptit dan dau va vi trf nghi dugc néu trong
cac SEQ ID NO:1 va 2, tuong ung, va trinh tu axit amin ctia DvalP va DvalS dugc néu

trong cac SEQ ID NO:3 va 4, tuong ung.

Hon nita, trinh ty nucleotit cua toan by vung diéu hoa cua operon L-valin, ilvBN,
trinh tu nucleotit cua peptit dAn dau va trinh tw nucleotit ctia vi tri nghi dugc néu trong
cac SEQ ID NO:21, 22, va 23, tuong Ung. Cac trinh tu nucleotit DvalL, DvalP, DvalS
va DvalA duoc néu trong cac SEQ ID NO:24 dén 27, tuong tmg.

Vi du 2: Tao céu trac ching c6 ving diéu hoa bét hoat ciia operon L-valin thu dugc tir

chting san xuét L-valin Corynebacterium glutamicum KCCM11201P

D& tao cAu tric ching c¢6 ving diéu hoa bién dbi ctia operon L-valin, chiing sin
xuat L-valin Corynebacterium glutamicum KCCM11201P dugc sit dung lam ching

r
A

goc.

Corynebacterium glutamicum KCCM11201P duoc bién nap tuong mg véi cac
vecto pDZDvalL, pDZDvalP, pDZDvalS va pDZDvalA ma duogc tao cAu trac trong Vi

du 1 thong qua dién bién nap.

Nho quy trinh PCR tht hai, thu dugc cac ching san xuét L-valin tuong tmg c6
ving diéu hoa bién ddi ctia operon L-valin trén nhidm séc thé cua Corynebacterium

glutamicum KCCM11201P.

Su thay thé bazo trong gen khoi dau cubi ciing duoc khing dinh bing cach phan
tich trinh tu nucleotit dbi vé&i vi tri dich; va phan tich néu gen dugc khuéch dai hodc
khong thdng qua PCR khi str dung t6 hop ctia doan khoi dau ciia SEQ ID NO:8; DvalL,
va doan khéi dau cua SEQ ID NO:15; DvalP va doan khéi dau cua SEQ ID NO:16;
DvalS va doan khéi ddu cua SEQ ID NO:17; va DvalA va doan khéi dau cua SEQ ID
NO:18.

Céc chung duoc bién nap véi cic vecto pDZDvalL, pDZDvalP, va pDZDvalS
duoc dit tén 1a Corynebacterium glutamicum KCJ-456, Corynebacterium glutamicum
KCJ-457, va Corynebacterium glutamicum KCJ-458, tuong Ung, va dugc luu trir &
Trung tAm nudi cdy vi sinh vat Han Qudc ngay 19 thang 11 ndm 2012 véi s truy cép 1a

KCCM11336P, KCCM11337P, va KCCM11338P, tuong ung.
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Ngoai ra, chung duoc bién nap vé6i cac vecto pDZDvalA duge chi dinh 1a

Corynebacterium glutamicum KCCM11201P_DvalA.

Vi du 3: Tao cau tric vecto biéu hién qua mic dé sinh tong hop L-valin ¢6 vung diéu

hoa dugc bét hoat ciia operon L-valin

Vecto biéu hién quéd muic dé sinh téng hop L-valin dugc tao cdu trac tir

Corynebacterium glutamicum KCCM11201P ma la ching san xuét L-valin.

Hon nita, cAc vecto biéu hién c6 ving didu hoa bién ddi ctia operon L-valin dugc
tao cdu trac tir timg ching trong s6 Corynebacterium glutamicum KCCM11336P,
Corynebacterium  glutamicum  KCCM11337P,  Corynebacterium  glutamicum
KCCM11338P va Corynebacterium glutamicum KCCM11201P_DvalA duoc diéu ché
trong Vidu 2.

Pé tao cAu truc vecto, str dung cac doan mdi cta cac SEQ ID NO:19 va 20, cac
gen dugc khuéch dai bing phuong phap PCR st dung ADN nhiém sic thé cia
Corynebacterium  glutamicum ~ KCCMI11201P,  Corynebacterium  glutamicum
KCCM11336P, Corynebacterium  glutamicum KCCM11337P, Corynebacterium
glutamicum KCCM11338P va Corynebacterium glutamicum KCCMI11201P_DvalA
lam khudn. Sau do, cac gen dugc khuéch dai duoce xtr Iy v6i cac enzym giGi han BamHI
va Xbal, va sau d6 duoc chén vao trong vecto pECCG117 dugc xir ly voi cung céc
énzym dé tao cAu trac vecto biéu hién qué muc tuong ing dé sinh tong hop L-val trong
d6 1a pECCG117-DvalW, pECCG117-DvalL, pECCG117-DvalP, pECCG117-DvalS va
pECCG117-DvalA.

Vi du 4: Tao céu trac ching biéu hién qud murc d8 sinh tdng hop L-valin ¢6 ving didu

hoa dugc bat hoat ctia operon L-valin

Ting vecto trong s cac vecto biéu hién, ma 1a pECCG117-DvalW, pECCG117-
DvalL, pECCG117-DvalP, pECCG117-DvalS va pECCG117-DvalA nhu duoc diéu ché
trong Vi du 3, dugc dua vao trong Corynebacterium glutamicum ATCC13032 thong
qua dién bién nap dé tao cAu trac Corynebacterium glutamicum ATCC13032_DvalW,
Corynebacterium  glutamicum ATCC13032_Dvall,, Corynebacterium glutamicum
ATCC13032_DvalP, Corynebacterium  glutamicum  ATCC13032_DvalS, va
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Corynebacterium glutamicum ATCC13032_DvalA, tuong Umg. Khi vecto duoc bién
nap, dat dugc su khang kanamyxin. Do do, su bién nap dugc khéng dinh b.%mg cach diéu
tra nghién ctru xem la c6 su tdng truong xut hién hay khong trong mdi trudng bao gdm

kanamyxin & ndng d6 1a 25pg/ml.

Vi du 5: San xuit L-valin trong chung c¢6 ving diéu hoa duge bét hoat ctia operon L-

valin

DPé san xuit L-valin tir timg chung trong sb cac ching sin xuit L-valin
Corynebacterium  glutamicum KCCM11336P,  Corynebacterium  glutamicum
KCCM11337P, Corynebacterium glutamicum KCCMI11338P va Corynebacterium
glutamicum KCCM11201P_DvalA duoc didu ché trong Vi du 2 dugc nudi cdy nhu sau.
Corynebacterium glutamicum KCCM11201P, ma 14 ching gbc, duge nudi cdy lam déi

ching.

Ngoai ra, cdc chung Corynebacterium glutamicum ATCC13032_DvalW,
Corynebacterium glutamicum ATCC13032_DvalL, Corynebacterium glutamicum
ATCC13032 DvalP, Corynebacterium  glutamicum  ATCC13032_DvalS, va
Corynebacterium glutamicum ATCC13032_DvalA dugc nudi cdy boi cing phuong

phép nhu trén day dé san xuit L-valin.

Mot vong platin cua chiing duoc cdy truyén trong binh thét ¢d Corner-Baffle
250ml chira 25ml ctia moi trudng san xuét, va viéc san xuét duoc tién hanh trong 72 gid
& 30°C véi the do 200 vong/phit. Ché phim cta mbi trudng san xuit duge thé hién
trong Bang 1 dudi day.

Sau khi méi trudng nudi cdy duge hoan thién, do lugng L-valin dugc san Xuét ra
béi HPLC. Néng dd L-valin trong mdi truong nudi cdy dé timg ching dugc thé hién

trong cac Bang 2 va 3 dudi day.

Béang 1

MObi truong san xuat

Glucoza 5%, Amoni sulfat 2%, Kali phosphat monobazo 0,1%, Magie sulfat
heptahydrat 0,05%, dich chiét ngd (Corn Steep Liquid-CSL) 2,0%, Biotin 200png/L,
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d6 pH=7,2

Bang 2

Kha niang san xuit valin ctia Corynebacterium glutamicum KCCMI11201P,

KCCM11336P, KCCM11337P, KCCM11338P va KCCM11201P_DvalA

Chung Nong d6 L-valin (g/L)
KCCM11201P 2,8
KCCM11336P 3,1
KCCM11337P 3,2
KCCM11338P 3,5
KCCM11201P_DvalA 0,5

Bang 3

Kha ning san xuit valin cta Corynebacterium glutamicum ATCC13032_DvalW,
ATCC13032_DvalL, ATCC13032_DvalP, ATCC13032_DvalS, va
ATCC13032_DvalA

Chiing Nong d6 L-valin (g/L)
ATCC13032 DvalW 0,1
ATCC13032_DvalL 0,9
ATCC13032 DvalP 1,1
ATCC13032_DvalS 1,3
ATCC13032 DvalA 0,1

Nhu duoc thé hién trong Bang 2, céc téc gia sng ché d3 phat hién ra ring, ching
duoc bién nap d& DAt hoat ving didu hoa cta operon L-valin, ngoai trix
Corynebacterium glutamicum KCCM11201P_DvalA, c6 khd nang san xut L-valin
duoc gia tang so véi kha nang san xuét ciia ching san xudt L-valin Corynebacterium
glutamicum KCCM11201 ma 1a ching gbe. Cu thé, Corynebacterium glutamicum
KCCM11338P thé hién kha nang san xuét L-valin duoc gia tdng so v6i kha ning san

xudt ctia ching gdc tang 25%.
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Hon nita, nhu dwoc thé hién trong Bang 3 trén ddy, céc tic gia sing ché d3 phat
hién ra rang, ching san xuét L-valin, ma 13 cac ching Corynebacterium glutamicum
ATCC13032 DvallL, Corynebacterium  glutamicum  ATCC13032_DvalP  va
Corynebacterium glutamicum ATCC13032_DvalS, c¢6 ving didu hoa bién dbi cia
operon L-valin, cé kha nang san xuét L-valin cao hon 9 dén 13 1an so véi kha ning san
xuat cta Corynebacterium glutamicum ATCC13032_DvalW ma dugc bién nap dé cé

vung diéu hoa cia operon L-valin ctia Corynebacterium glutamicum KCCM11201P.
Giai thich cac ky hiéu

Pro: promoto (viing khéi dau),

Peptit dan dAu: trinh tu nucleotit ma hoéa peptit dan dau

Vi tri nghi: vi tri nghi

Trinh tu suy giam: mot trinh tu suy gidm

Gen: gen cu tric

[S6 truy cap]

Tén cua cta td chirc luu trit: Trung tim nudi cdy vi sinh vat Han Québc (qubc té)

S truy cap: KCCM11336P

Ngay luu trit: 20121119

Tén clia cta td chirc luu trit: Trung tim nudi cdy vi sinh vat Han Quéc (quéc té)
S6 truy cap: KCCM11337P

Ngay luu trir: 20121119

Tén clia ctia td chic luu trit: Trung tim nudi cdy vi sinh vat Han Quéc (québc té)
S6 truy cap: KCCM11338P

Ngay luu trit: 20121119
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YEU CAU BAO HO
1. Chung san xuét L-valin dugc bién nap dé gia ting su biéu hién cta operon L-valin
béng cach loai b6t toan bd hodc loai bot mot phﬁn hoac thay thé trinh tu nucleotit ma
hoéa peptit din du trong ving didu hoa cta operon ilvBN, trong d6 peptit din dau dugc

dai dién boi trinh ty axit amin cia SEQ ID NO:1.

2. Chuing theo diém 1, trong d6 peptit dAn d4u bao gdm vi tri nghi ctia trinh tu axit amin

duoc dai dién bdi SEQ ID NO:2.

3. Chuing theo diém 2, trong d6 tAt ca hodc mot phén cua trinh tu nucleotit ma héa vi tri
nghi dugc loai b6t hodc duoc thay thé mot phﬁn cua trinh tu nucleotit ma hoéa vi tri

nghi.

4. Ching theo diém 3, trong d6 axit nucleic tir thir 13 dén 15 cua trinh tu nucleotit clia

SEQ ID NO: 23 ma hoa vi tri nghi duoc thay thé bang codon dimg.
5. Chung theo diém 1, trong d6 ching ndy 1a vi sinh vat Corynebacterium sp.
6. Chuing theo diém 5, trong d6 ching nay 12 Corynebacterium glutamicum.
7. Phuong phép san xuat L-valin, phuong phap nay bao gdm céc budc:
nudi cdy chung theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 6 trong mdi trudong
nudi ciy;
thu hdi L-valin tir mdi trudng nudi ciy ctia chiing nay.

8. Bién thé ving diéu hoa ctia operon L-valin ¢6 trinh tu axit amin dugc dai dién boi

SEQ ID NO:3 hodc 4.
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[Fig. 1]

Vi tr1 nghi

Kiéu hoang dai ‘ . A ] - t “ | - ‘ ‘ :

DvalA
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[Fig. 2]

+1

Poan khéi ddu Poan khéi dau
tcgtgcgttgtggaattggaaactecgatgigigLagcacgac at“aC"’ATGACCATTAT
M T I I

).

Peptit din diu

Vi tri nghi
HCGACTTGTAGTAGTAACCGCGCGGCGCCTGCCETAACGGCCTTCCARGTCGT
R 1, V v 7 ™ oA R R I, P %

Peptit dan dau
LT(bTFAAG(quPTCGAFAAPA(T“AC”AC

AbTGTTuuﬁAuéAGGGC?TTCTTGTTGGTTA

TGACCCAAGTAGCCAACTTTGCAARCAGACATCTGTCGCACTGCGTGCACACGCATCCGCGTC

GGAACAATTTTAAATGAGGGCTTTGTCTTTAGGCTGAGTTGAAATCGGCTTGGCTTGGACGG

GTCCTGTGRAAATCCTTATTTAGTARAGGAGCCAGARAGTCGTGAATGTGGCA

v N vV A

[Fig. 3]

+1

7
tcgtgcgttgtggaattggaaactcgatgtgtgtagcatgaoacaccACGGCCTTCCAAGTC

GTCTCGTCAAGCGCCCTCGACAACACTCACCACAGTGTTGCAACGAGGGCTTTCTTGTTGGT

TATGACCCAAGTAGCCAACTTTGCAACAGACATCTGTCGCACTGCGTGCACACGCATCCGCG

TCGGAACAATTTTAAATGAGGGCTTTGTCTTTAGGCTGAGTTGAAATCGGCTTGGCTTGGAC

GGGTCCTGTGARAATCCTTATTTAGTAAAGGAGCCAGAAAGTCGTGAATGTGGCA

Vv N V A
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[Fig. 4]

+1

v
tcgtgegttgtggaattggaaactcgatgtgtgtageatgacacaccATGACCATTATT
M a T T
“lPeptit din diu
CCGCGCGGCGCCTGCCGTAACGGC‘ TTCCAAGTCGTCTCGTCAAGCGCCCTCGACAA
R R T

Penptit din ddu
CACTCACC ‘f A(s 10 (JUAA(“GAGG(:CT TTCTTGTTGGTTATGACCCAAGTAGCCAACTTTG

CAACAGACATCTGTCGCACTGCGTGCACACGCATCCGCGTCGGAACAATTTTARATGAGGGC

TTTGTCTTTAGGCTGAGT TGAAATCGGCTTGGCTTGGACGEETCCTGTGAAAATCCTTATTT

AGTAARGGAGCCAGARAAGTCGTGAATGTGGCA

vV N V A

[Fig. 5]

+1

v
tocgtgegttgtggaattggaaactegatgtgtgtageatgacacaccATGACCATTATT
M T I I
Vi tri nghi EPeptit dan ddu
[CGACTTGTAGTATS%}ACCGCGCGGCGCCTGCCGTAACGGCCTTCCAAGTCGTC
- & e A o i *

T2

Peptit dan dau
TCGMCAAGF(JF‘CCTCL%)LAALALL(.,Af CCACAGTGTTGGRAACGAGGGCTTTCTTGTTGGTTAT

GACCCAAGTAGCCAACTTTGCAACAGACATCTETCGCACTGCGTGCACACGCATCCGCGTCG

GAACAATTTTAAATGAGGGCTTTGTCTTTAGGCTGAGTTGAAATCGGCTTGGCTTGGACEEE

TCCTGTGARAATCCTTATTTAGTARAGGAGCCAGAAAGTCGTGAATGTGGCA

v W VvV A
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[Fig. 6]

tecgtgegttgtggaattggaaactegatgtgtgtageatgacacaccTGAARTCGGCTTGEC
+1
v
TTGGACGGGTCCTGTGAARATCCTTATT TAGTARAGGAGCCAGAAAGTCGTGAATGTGGCA

Vv NV A
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