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Linh vire ky thuit dwoc dé cip
Sang ché d& cap dén ché phim chira lipaza tai t6 hop khang axit, trong d6 lipaza

nay thu dugc bang cach sir dung té bao nAm men Yarrowia lipolytica.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Thirc an hang ngay con ngudi tiéu héa chii yéu chira lipit, protein va duong. Tt ca
cac thanh phan nay déu tri qua qua trinh thiy phan dugc xuc tic boi cac enzym cua
duong tiéu hoa trude khi duoce hap thu. Do do, su thiéu hut bt ky enzym nao trong sé céc
enzym nay c6 thé gay ra céc rdi loan tiéu héa va dan dén suy dinh dudng dang ké. Cu thé
1a, vi dy, trong truong hop mot sb tinh huéng bénh ly, nhu bénh xo hdéa nang hodc bénh
suy giam tiét dich tuy ctia tuyén tuy, ma c6 lién quan dén su thiéu hut lipaza tuy. Dé didu
chinh sy thiéu hut nay, viéc sit dung céc dich chiét tir tuyén tuy bang dudng miéng thudng
duoc d& xuit. Tuy nhién, hi€u qua cta li¢u phép nay bi gidi han bdi mdt thyuc té 1a cac
enzym trong cac dich chiét nay (lipaza, amylaza va proteaza) nhanh chéng bi bét hoat béi
mdi trudng axit cia dich vi.

Do @6, viéc str dung céc ché phém chira lipaza ma khéng lai cac diéu kién trong da
day, nhu céc ché phim chira lipaza da day ciia dong vét c6 vi duge tbng hop bing céc
thao tac di truyén da duoc dé xuit, nhu duge mé ta trong don yéu ciu cip patent Phép véi
s cong bd 2 699 179, clia INSTITUT DE RECHERCHE JOUVENIAL SA hoic céc ché
phim lipaza vi khuin c6 hoat tinh chip nhén duoc trong méi truong axit [ZENTLER-
MONRO et al., Pancreas, 7, 311-319 (1992)].

Trong sb cac lipaza vi khudn hoat dong duoc trong mdi truong axit, lipaza co6
ngudn gbc tir ndm c6 thé duge dé cap, nhu cac lipaza thu duge tir Candida ernobii
[YOSHIDA et al., Biochim. Biophys. Acta.; 154, 586-588 (1968)], tir Trichosporon
asteroid [DHARMSTHITI et al., Biotechnol. Appl. Biochem., 26, 111-116 (1997)], tir
Rhizopus javanicus [UYTTENBROECK et al., Biol. Chem. Hoppe Seyler, 374, 245-254,
(1993)], hodc tir Yarrowia lipolytica [HADEBALL, Acta Biotechnol., 2, 159-167 (1991);
NOVOTNY et ai., J. Basic Microbiol. 28, 221-227 (1988)]. Ngoai kha nang hoat déng &

d6 pH axit, cac lipaza ndy con c6 cac dic diém chung 12 khang lai su thuy phén bédi cac
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proteaza (trypsin, chymotrypsin va pepsin), khi ¢6 mit co chit ctia chiing, va khang lai
tac dung cua mubi mat (hoat tinh cia chiing dugc bao toan khi c6é mit natri taurocholat
10mM).

Viéc sir dung Yarrowia lipolytica 3 tbng hop gen quan tAm di duge md ta. Do do,
don EP 1 108 043, cia INRA va CNRS, mo ta viéc st dung vecto tich hop chira cat-xet
biéu hién gen quan tdm va cAc trinh ty zeta, tvong mg véi céc trinh ty LTR cta
retrotransposon Ylt ctia Yarrowia lipolytica. Vecto biéu hién nay cho phép tich hop
khong cing ngudn gdc va phan tan mdt vai ban sao ctia doan chén quan tim vao ADN b
gen cua ching Yarrowia lipolytica thiéu trinh tu zeta. Cu thé 13, hé thdng nay dugc sir
dung dé tich hop gen LIP2, ma hoa lipaza, vao ADN ctia Yarrowia lipolytica va trong cic
didu kién nuéi cdy khong duge mo ta chi tiét, cho phép tiét lipaza cao gip dén 15 14n so
v6i cac ching khong duge bién nap.

Céc nghién ctru khac md ta viéc st dung vecto biéu hién gibng nhu dwoc mo ta
trong don patent EP 1 108 043, dé tong hop lipaza tai t6 hop trong Yarrowia lipolytica
(WO 01/83773; PIGNEDE et al., Journal of Bacteriology, vol. 182, No. 10, p. 2802-2810
(2000) and PIGNEDE et al., Applied and Environmental Microbiology, vol. 66, No. 8, p.
3283-3289 (2000)). Do d6, WO 01/83773, cia Laboratoires MAYOLY SPINDLER, mo
ta sy tdng hop dong Yarrowia lipolytica MS4 (CNCM 1-2294), bao gbm 10 béan sao clia
cat-xet dé biéu hién gen LIP2 ma dugc tich hop vao ADN cua nd, va st dung no6 dé téng
hop lipaza véi hiéu suét béng 0,5g lipaza mdi lit dich ndi nudi céy, va hoat tinh xtc tac
bing 12 000U/ml, dugc do bing cach st dung dau 6liu 1am co chit, mot don vi twong ting
v6i lwong enzym c6 kha ning xuc tac dé giai phong 1pmol axit béo mdi phiit, tirc 12 nhidu
hon 200 14n so véi ching ban dau. Tuy nhién, quy trinh tdng hop lipaza dwgc mo ta trong
don nay c6 nhuoc diém Ién vi quy trinh ndy st dung mdi truong nudi cdy chua
bactopepton hoic bactotrypton. Céc san phdm nay, khong dugc mo ta va chira nhiéu san
phim thity phan protein khac nhau, thuong duge st dung 1am ngudn cacbon va nito. Do
d6, quy trinh dugc mé ta trong don nay khéng thé thu dugc lipaza ma c6 thé dugc st dung
truc tiép lam dugc pham.

PIGNEDE et al. (Journal of Bacteriology, 2000) md ta cu thé hon vé lipaza ngoai
bao dugc ma hoa bdi gen LIP2 Yarrowia lipolytica (ching PO1d). Do d6, bai bdo nay da
nghién ctru cac van dé sau:

* sy tiét lipaza tir nhiéu ching kiéu dai khac nhau (PO1d ma khong c6 mit Ylt1
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va E150 trong d6 c6 mit Y1t1) va tir nhiéu chiing tai tb hop khac nhau bao gdbm JMY184
(PO1d-6-15) va IMY279 (PO1d-6-17), va

e su téng hop thtra lipaza, cu thé la boi té bao bién nap IMY184.

Bai béo ctia PIGNEDE et al. d4 néu so sanh sy tdng hop lipaza béi cac chiing kiéu
dai, cac ching dot bién va cac chiing ti td hop thu dwgc biang quy trinh duge md ta trén
day (WO 01/83773). Céc ching kidu dai tiét lipaza v6i lugng nim trong khoang tir 30 dén
50U/ml trong khi d6 cac ching dot bién thu dwgc nho tic dung cia N-metyl-N’-
nitro-N-nitrosoguanidin (NNNG) t6ng hop lipaza v&i lugng nhiéu hon 25 lan, tac 14
1200U/ml trong cac didu kién nudi cdy tb6i wu bao gdbm méi trudng chita pepton (moi
trudng trude nudi cdy) va moi trudng chira nude sita (moi truong 1én men) (cling xem tai
liéu DESTAIN et al, 1997). Céc chung tai td hop thu dwgc véi su trg gitip clia chu tric
mang gen LIP2 dugc diéu hoa béi trinh tu khéi dong PDX2 va boi su tich hgp khong
cing ngudn gdc, trong nhidu ban sao va theo cach phan tan, clia cat-xet biéu hién nay.
PIGNEDE e al. d3 thu dugc cac chung bién nap 6n dinh (vi du ching IMY184) ma tbng
hop 2000U/ml trong cac diéu kién khéng t6i wu, tirc 13 trong méi trudng YPDH (chira
10g/1 dich chiét ndm men, 10g/1 bactopepton, 10g/1 glucoza va 10g/l dau 6liu) twong g
v6i khoang 0,5g lipaza/l dich ndi. Theo cach nhu trén ddy, cac ché pham lipaza dugc mo
t4 boi PIGNEDE et al. va bdi DESTAIN et al. 1a khong thich hop dé sir dung trong y hoc
va cu thé hon 1a dé bao ché c4c 16 thubc st dung trong 14m sang, vi sy tong hop chiing can
str dung méi trudong nudi cdy chira pepton hodc nude sita.

Tiép tuc nhimg két qua tir cong trinh niy, nhém PIGNEDE (Applied and
Environmental Microbiology, 2000) d& nghién ctru cac ching Yarrowia lipolytica dugc
bién nap bing vecto chira cat-xet dé biéu hién gen LIP2. Céc tac gia xac dinh dugc ring
b1 v6i 8 ching trong sb cac ching dwoc bién nap nay, s6 ban sao cat-xet dé biéu hién gen
LIP2 ndm trong khoang tir 6 dén 16 (trung binh 13 10 ban sao), ma din dén 2 dén 15 sy
kién tich hgp cat-xet nay & cac locut khac nhau. Do d6, chung JIMY184 chita 12 béan sao
cta cat-xet biéu hién gen LIP2, dugc tich hop vao bdn locut khac nhau. Hon thé nita, cac
tac gia ndy da nghién ctru cu thé hon vé ching bién nap IMY 184 nay. Céc tac gia khing
dinh ring ching IMY184 tdng hop 0,5g lipaza/l dich ndi c6 hoat tinh 1a 1500U/ml trén
mdi trudng gidu YPDH (ma chira bactopepton) (so véi 50U/ml dbi véi ching kiéu dai
PO1d), dugc do bing cach sir dung diu oliu 1am co chét. Cac gié trj ndy c6 thé gitip suy ra

hoat tinh dic hiéu 1a khoang 3000U/mg lipaza. Ngoai ra, céc tac gia cho biét rang su tong
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hop lipaza t6i vu trong binh 1én men béi ching IMY184 c6 thé giup thu dugc cac ché
phim c6 hoat tinh 1én dén 10 000U/ml. Tuy nhién céc didu kién nubi ciy ma cho phép dat
duoc két qua nay khong duge md ta. Trong bai bao ndy, céc tic gia nghién ciru thém vé
d6 bn dinh cua cac ching bién nap nay, va cu thé 1a dong JMY 184, trong qu4 trinh nudi
cdy va chi ra d6 6n dinh cta ching trong 120 thé hé. PIGNEDE et al. xem xét thiy ring
d8 t6i wu héa qua trinh téng hop lipaza, cic yéu t6 phai dugc tinh dén 1a do 6n dinh cua
c4c chung bién nap va cac diéu kién nudi céy.

Hon thé nita, cic tac gia ciing chi ra ring c6 sy tvong quan manh giita s& luong
ban sao cua gen LIP2 dugc tich hop véi su tong hop thira lipaza.

Tuy nhién, d& téng hop lipaza, moi trudng nudi chy duy nhét dugc d& cép trong
bai bdo nay 1a moi truong chira pepton, nhu mai truong giau YPDH.

Céc quy trinh tdng hop lipaza da dwgc biét dén trong tinh trang k¥ thuat, ngay ca
khi c4c quy trinh nay thu duoc hidu suét lipaza céi thién, nhung khong thich hop dé tong
hop lipaza thich hop dé sit dung cho cac muc dich y té.

Qua thyuc, mdi trudng nudi cdy thuong duoc sir dung chira tht ca cac hdn hop
khong dac trung va/hodc cac san phim c6 ngudn gdc tir ddng vat, nhu pepton, trypton
hodc nuée sita. Do d6, tdn tai nhu cdu phat trién hé théng cho phép téng hop céc ché
phdm chira lipaza tai t& hop thich hop 8 sir dung trong y té.

Dé giai quyét vin dé nay, cic tac gia sang ché da phat trién quy trinh tbng hop
lipaza ma dap (mg céc yéu cau nay tot hon so v6i cdc quy trinh téng hop da duogc biét dén
trong tinh trang k¥ thuat. Cu thé hon 13, c4c tac gia sing ché da phat trién quy trinh tong
hop lipaza, trong d6 méi trudng nudi ciy dugc st dung khong chira cic sn phim néu
trén, tirc 1 moi trudng niy khong chira san phim c6 ngudn gbc tir dong vat va khong
chtra hdn hop khong dic trung nhu pepton, trypton hodc nudce sita. Céc tac gia sang ché
da lya chon thém ching Yarrowia lipolytica téi t6 hop méi tdng hop lipaza LIP2, ma két

hop véi quy trinh ndy, cé kha ndng lam cho hiéu sut tbng hop lipaza tang déng ké.

Ban chét ky thuit ciia sing ché

Muc dich cta sang ché 1a dé xuit quy trinh tong hop lipaza bang cach sit dung
ching Yarrowia lipolytica dwoc bién nap bing vecto chira cat-xet biéu hién lipaza khang
axit cia nAm men, khéc biét & chd méi trudng nudi cdy duoc st dung khong chira céc san

phim c6 ngudn gbc tir dong vat hoic hdn hop khong dic trung, nhu pepton, trypton hodc

-5



32782

nudce sita va ché phdm chira lipaza khang axit nAm men LIP2 tai t hop thu duoc tir quy
trinh nay. .
Cu thé hon, dbi tuong cua sang ché 13 quy trinh tdng hop lipaza, bao gdm:

a) budc nudi cdy céac té bao Yarrowia lipolytica duge bién nap bing vecto
biéu hién chira cat-xet d& biéu hién lipaza khang axit cua ndm men, trong cac diéu kién
cho phép téng hop lipaza;

b) budc thu hdi lipaza tbng hop duogce tir dich ndi ctia méi trudng nudi ciy
nay;

quy trinh nay khac biét & chd budc a) dé nudi cdy duoc thuc hién trong moi
truong nudi ciy khong chira cac san phim c6 ngudn gdc tir ddng vat hoiic khong chira cac
hén hop khong dic trung bao gdm cac nguyén liéu protein c¢6 ngudn gc dong vat (vi du,
nudc sita) hodc cac san pham ctia qué trinh tiéu héa bing enzym ctia ching (vi du, trypton
hodc pepton).

Theo mot phuong 4n wu tién cua quy trinh ndy, méi trudng nudi cdy theo bude a)
chua:

- nito v6 co 1am ngudn nito, va tét hon 1a amoni sulfat;

- ngudn cacbon dugc chon tir cac ngudn cacbon c6 ngudn gde hydrat cacbon,
céc polyalcohol nhu glyxerol, va cac ngudn cacbon c6 ngudn gbc lipit nhur axit béo va
axylglyxerol; va

- mudi vb co, cac yéu tb vi lwong va vitamin.

Theo m6t phuong 4n dugc wu tién khac cia quy trinh nay, bude a) bao gom:

al) budc nudi cdy so bd cac té bao Yarrowia lipolytica d3 bién nap nhu duoc
xac dinh trén day trong méi trudng chira ngudn cacbon ¢ ngudn gde tir hydrat cacbon; va

a2) budc 1én men bing céac té bao nay bao gdbm pha sinh trudng té bao trong
moi trudng chira ngudn cacbon c6 ngudn gdc tir hydrat cacbon va pha tdng hop lipaza
trong mdi trudng chira ngudn cacbon duy nhét 13 axit béo dwoc chon tir triglyxerit mach
ngén, mach trung binh hodc mach dai. Do d6, viéc 1én men dugc thuc hién & giai doan thir
nhét dé cho phép té bao sinh trudng, vi du, khi c6 mit ngudn cacbon c¢6 ngudn ge tir
hydrat cacbon, va & giai doan thir hai trong cac didu kién cho phép sinh tong hop lipaza
nay, vi dy, khi c6 mit nguf‘m cacbon duy nhét 1a chét cam ung héa hoc loai axit béo, nhu
triglyxerit mach ngén (nhu tributyrin), triglyxerit mach trung binh (nhu trioctanoin hozc

trioctanoylglyxerol) hoic triglyxerit mach dai (nhu dau 6liu hoc triolein).
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Qua trinh 18n men dugc thue hién thuan loi v6i pO2 hing dinh ndm trong khoang
tir 15% dén 25% va d6 pH t6t hon 12 du6i 6,5. Qué trinh 1én men c6 thé dugc thuc hién
v6i tbe d6 dong khi 12 khoang 1vvm, mot don vi vvm bang 1 thé tich khong khi cho méi
thé tich chit long mdi phut (vi dy, dbi véi binh 1én men 301, 1 vvm bang 301/phit va ddi
v6i binh 1én men 51, 1 vvm bang 51/phut).

Theo mot dic diém wu tién cia phwong 4n nay, budce al) dé nudi cdy so bd duoc
thuc hién dén tri s6 ODg00nm nim trong khoang tur 3 dén 10 mdi 1ml, va trong budc a2) dé
1én men, pha téng hop lipaza nay dugc khoi dong khi tri sb ODggonm €@ moi truedng nudi
cdy dat toi tri s6 ndm trong khoang tir 60 dén 70 mdi 1ml.

‘Theo mdt déc diém wu tién khac ctia phuong 4n nay, budce b) duoc khoi dong khi
ODgyonm dat t6i tri s6 ndm trong khoang tir 300 dén 350 mdi ml. Bude b) c6 thé bao gém
thém:

b1) tach lipaza khéi dich ndi nuéi ciy;
b2) tinh ché lipaza thu duoc & budc bl).

Hai buéc nay dugc thuc hién béng cac k¥ thuat thong thuong da biét: tach co hoc
(loc, sic ky, ly tdm) hodc tach héa 1y (két tia).

Tach lipaza khéi dich ndi c6 thé duge thuce hién béi chuyén gia trong linh vuc nay,
vi du b::ing k¥ thuat dugc chon tir k¥ thuat loc tiép xuc véi soi réng, loc trudce va ly tdim
gian doan hodc ly tdm lién tuc.

Tinh ché lipaza bao gém lam gidm mirc tai vi sinh vét, téc 1a sw c6 mat cla vi sinh
vat, va c6 thé dugc thuc hién bing k¥ thuét tinh ché thich hop bét ky da biét dbi vai
chuyén gia trong linh vuc nay, nhu k¥ thudt duoc chon tir cac k§ thuat loc, két tiia phan

doan, sdc ky trao doi ion, sac ky tuong tac ky nudc va sac ky loc gel.

MB& ta vin tit cac hinh v@

Fig.1 thé hién quy trinh chung dé kiém soat @6 on dinh di truyén cua dong
YL-LIP2-6C trong quy trinh tong hop lipaza.

Fig.2 thé hién sy thay ddi mat d6 quang & budc séng 600nm (ODjgggnm, truc y bén
trai) (-4-) va sy thay doi tbc do sinh trudng (gid!, truc y bén phai) (-m-) & dang ham sb
theo thoi gian (gid, truc x) trong qué trinh 1én men. Miii tén thé hién mirc cdm Gng sy tong
hop lipaza.

Fig.3 thé hién két qua phén tich thdm tach Southern nhidu su kién tich hop cua
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gen LIP2 & c4c locut khac nhau vao bd gen ctia 23 khuén lac (cic dudng 24 dén 43) duoc
thu gom & thoi diém T33, twong ting v6i thoi diém két thic qua trinh 16n men, khoang 100
gidr sau khi bét d4u 1én men. Céc ban sao 1 dén 6: 6 locut cia gen LIP2 (5 locut dé tich hop
cat-xet biéu hién cua gen LIP2 + mdt locut cho gen LIP2 ndi sinh). M: chi thi kich thuée.

Fig.4 thé hién su kiém soéat bdi SDS-PAGE, qua trinh téng hop lipaza tai t6 hop
bing dong YL-LIP2-6C trong quy trinh tdng hop, tir T16 dén T33. Miii tén chi mitc cim
tng su tdng hop lipaza (T17, 48 gidr 1én men). M: thang khéi lwong phan tir; nim dudng
cta phin bén tay phai cua gel twong Gmg véi luong lipaza LIP2 tinh ché da biét (2,5ug
dén 20pg). ‘

Fig.5 thé hién phan tich mutc do tinh khiét cia lipaza trong dich ndi & thoi diém
T33 bing SDS-PAGE (cudi qu4 trinh 1én mén). MW: thang khéi luong phan tir; LIP2 F5
dbi chung: lipaza LIP2 nam trong khoang tir 1 dén 10pg; dich ndi YL-LIP2-6C: thé tich
dich ndi phén tich tinh theo pl.

Fig.6 thé hién phd khéi, dugc x4c dinh bang phép do phd khdi loai MALDI-TOF,
clia lipaza tai t6 hop duoc tdng hop bang dong YL-LIP2-6C.

MO ta chi tiét sang ché

Tay ¥, quy trinh tdng hop lipaza theo sang ché ciing c6 thé bao gdbm budc co dic
hodc bude 1am gidu bao gdm 1am ting ndng dd lipaza trong ché phim. Budc nay cb thé
dugc thuc hién, vi du, sau budc tinh ché. Bude nay cling c6 thé dién ra dﬁ‘)ng thoi véi bude
tinh ché.

Quy trinh téng hop theo sang ché c6 thé tdng hop lipaza tai tb hop vé6i lugng nim
trong khoang tir 1g dén 3g lipaza da tinh ché trong mdi lit dich ndi nudi ciy. Theo cach
dac biét thuan loi, quy trinh theo sang ché cho phép tdng hop ché phim lipaza tai t6 hop
c6 hoat tinh xtc tac cao hon 15000U/ml dich ndi nuéi cdy. Tt hon 13, ché phim nay c6
hoat tinh 16n hon 20000U/ml dich ndi nudi cdy. Cac tri s6 nay dwgc xac dinh & do pH=6,
sir dung trioctanoin 1am co chét. Tri sé hoat tinh nay cia ché phdm lipaza 13 dwgc quan
tAm nhét khi phét trién duge phém. That vay, viéc st dung céc lidu lipaza giam, dugc téng
hop bdi quy trinh theo sang ché, trong khi van duy tri dwgc hidu qua di dé dat duge tac
dung diéu tri mong mudn dé c¢6 thé didu chinh tinh trang kém hip thu m& c6 lién quan dén
su suy giam tiét dich tuy ctia tuyén tuy kém theo thiéu hut lipaza 12 kha thi hién nay.

Thue té 13, lipaza LIP2 hién nay c6 thé dugc téng hop bang cach st dung céc
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ching Yarrowia lipolytica tai t& hop ma khong can dén cac san phim c6 ngudn gbc dong
vat, nhu 1a trudong hgp cua quy trinh theo séng ché, tao ra vu diém 16n va tao thuan loi cho
viéc st dung lipaza cho cdc muc dich y hoc.

Vecto biéu hién dugc st dung dé thu dugc cac té bao Yarrowia lipolytica tai tb
hop dugc sir dung trong quy trinh theo sang ché 1a vecto tich hop c6 it nhat mdt ban sao
cua gen LIP2 va céc yéu t6 diéu hoa su biéu hién. Sau do, vecto nay co thé dugc tich hop
vao ADN plasmit hodc vao ADN bd gen ciia ndm men. M6t vi du vé vecto tich hop dic
biét dugc wu tién la vecto IMP6 hodc vecto JMP10 nhu duge mo ta trong WO 01/83773.
Vecto JMP6 chtra cat-xet dé biéuv hién gen LIP2, ma héa tién LIP2p ctia lipaza LIP2 clia
Yarrowia lipolytica, mach ngugc dong cua nd la trinh ty khéi dong ctua Yarrowia
lipolytica dbi véi axyl CoA oxidaza ACO2, duge goi 1a POX2. Vecto JIMP10 ciing chira
gen LIP2, trinh tw nguoc dong ctia né 14 trinh ty khéi dong cta Yarrowia lipolytica d6i
v6i lipaza LIP2. Hai trinh ty khoi dong nay c6 thé duge cam Gmg béi triglyxerit va cac
axit béo. Trong mdi vecto nay, cat-xet biéu hién va trinh tu khéi dong dugc dit nim gitta
céc trinh tu zeta nhu dugc mo ta trén day. Su tich hop nay c6 thé duoc nhim dich, tac 1a
duoc hudng dén cac vi tri, hodc ngiu nhién. Do d6, khi ching Yarrowia lipolytica d3 bién
nap khong chira trinh ty zeta (trc 14, vi dy, truong hgp ciia chung PO1d), su tich hop cua
cat-xet biéu hién nay bi gian doan & ADN b gen cia ching nay. Mit khéc, néu ching
Yarrowia lipolytica chira céc trinh tu zeta (trc 13, trudng hop chung E150), su tich hgp
nay duoc dinh huéng chi yéu & mirc do cac trinh ty nay.

Theo mot phuong an wu tién khac cua quy trinh nay, ching Yarrowia lipolytica da
bién nap tét hon 1a chung dugc goi 1a YL-LIP2-6C, dugc luu trit & Bao tang céc ching
nudi cdy vi sinh vit Qubc gia (Collection Nationale de Cultures de
Microorganismes-C.N.C.M.), 28 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, vao ngay
12/12/2005, duéi sé 1-3542. Chung YL-LIP2-6C nay 6n dinh vé& mit di truyén.

Déi voi cac muc dich theo sang ché, thuat ngit “6n dinh”, “6n dinh vé& mit di
truyén”, “d0 6n dinh di truyén”, va cac thudt nglt tuong tu ciia chung, dugc st dung dé chi
sur bao toan ciing mdt sb luong locut dé tich hop vao ADN ctia dong dugc xem xét cia
axit nucleic can quan t4m, trong it nhit 30 thé hé. Con s6 30 thé hé nay dugc chon 1am co
s& dé tinh toan d6 6n dinh di truyén vi cac tic gia sang ché nhan thiy riang n6 twong ting
v6i s6 14n nhan doi ctia quan thé t& bao da dé cho phép tdng hop lipaza bing cach sir dung

quy trinh bao gdm it nhit mot budce nudi cdy so bd céc té bao Yarrowia lipolytica i tb
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hop va mot bude téng hop lipaza thich hgp trong cac didu kién 1én men. Di v6i cac muc
dich cia séng ché, mot thé hé dugc xdc dinh boi su nhan do6i quén thé t& bao va co thé
dugc tinh todn theo cong thitc Y =x*28 trong d6 Y 1a quén thé té bao & thoi diém t (vi dy,
duoc thé hién 1a mat d6 té bao), X 1a quén thé t& bao ban diu & thoi diém t, va gla s6 thé
hé can thiét d& quan thé té bao chuyén tir tri s6 X thanh tri s§ Y. Tét hon 13, dong nay dugc
coi 14 n dinh vé mit di truyén néu it nhat 90% cac khuin lac duoc phan tich, sau it nhét
30 thé hé, chira sé lugng locut clia gen quan tAm bing v6i dong ban dau. Do d6, 16 rang 1a
tir cac vi du nay, dong YL-LIP2-6C dugc coi la bn dinh vi gin 100% khun lac dugc phan
tich sau 100 thé hé c6 6 locut ctia gen LIP2 (mdt locut twong tng v6i gen LIP2 ndi sinh +
5 locut dé tich hop cat-xet biéu hién cia gen LIP2).

Ngac nhién 13, néu quy trinh theo sang ché sir dung chiing cu thé nay, cac tic gia
sang ché da thanh cong trong viéc tbng hop lipaza tai t6 hop voi lugng 16n va c6 su kiém
soat tbt hon quy trinh tdng hop nay. Thuc vy, céc tac gia sang ché da thanh cong trong
viéc cai thién hiéu sudt tdng hop lipaza va cu thé 1a ¢6 thé téng hop duge tir 1g dén 3g
lipaza tinh khiét mdi lit dich ndi nudi cdy. Cac tac gia sang ché cling 6 thé thu dugc céc
ché phdm chtra lipaza c6 hoat tinh gin bang 20 000U/ml.

Déi v6i cac muc dich ciia sang ché, hoat tinh cla lipaza twong (ng véi hoat tinh
enzym ciia né. Hoat tinh xc tac ctia dung dich lipaza dugc biéu dién bang don vi (U) mdi
lit dung dich dugc phén tich. Hoat tinh deflc.hiéu duoc bidu dién bing don vi (U) mdi mg
protein da tinh ché (lipaza). Mdt don vi tuong ung v6i lugng enzym c6 kha ning xuc tac
giai phong Ipmol axit béo mdi phit. Hoat tinh ddc hiéu cia lipaza thay dbi theo ban chét
cua triglyxerit dugc st dung lam co chét.

Ngoai vi¢c cdi thién hi¢u suét cta qua trinh tbng hop lipaza, cac téc gia sang ché
cling dé xuét tao ra kha ning tai st dung quy trinh tbng hop nay tét hon, ci thién tinh
dong nhét cua san pham cudi ciing va cai thién cac didu kién tinh ché lipaza.

Do d6 cac cai bién khac nhau nay gitip thu duge lipaza thoéa man cac diéu kién
dwoc yéu cau dé sir dung trong y hoc. Qué thue, trong pham vi nghién ctru, céc tac gia
sang ché d4 nhan thiy rang lipaza LIP2 hoat dong & cac tri s6 @6 pH cao hon 3 va dén tri
s6 d6 pH gin bing 8, trong do hoat tinh t6i wu & do pH tir 5 dén 6. Mt khéc, lipaza bj bt
hoat khdng thuén nghich khi @ 2 gi¢ & 46 pH=3 hodc d0 pH=8,5. Hoat tinh ddc hi€u cua
lipaza LIP2 ciing dugc phén tich dudi dang chirc ndng cua cac co chét khac nhau va do d6

céc tac gia sang ché x4c dinh & do pH=4 céc tri sb 14 khoang 10760U/mg, khoang
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16920U/mg va khoang 12260U/mg lipaza da tinh ché, 14n lugt véi triglyxerit mach ngén
(tributyrin), triglyxerit mach trung binh (trioctanoin) triglyxerit mach dai (dau 8liu). Cudi
cling, cac tic gia sang ché ngac nhién nhan thdy rang lipaza LIP2 van hoat dong khi c6
mat cac mudi mat va hoat dong nay tang theo néng do mudi mat. Sy hoat dong khi c6 mat
mudi mat ndy dén nay chi dugc quan sat thay véi lipaza da day va lipaza tuyén tuy két
hgp vai co-lipaza. Do d6, viéc st dung lipaza LIP2 c6 hoat tinh ddc hiéu cao khong doi
héi su c6 mat cia co-lipaza.

Dong YL-LIP2-6C chira mét s6 ban sao ctia cat-xet biéu hién lipaza LIP2 nay din
dén 5 sy kién tich hop gen LIP2 & nhiéu locut khac nhau. Néu gen nay dugc dit trong céc
didu kién thich hop dé tdng hop lipaza, thi dong YL-LIP2-6C téng hop lipaza nhiéu hon
céc chung Yarrowia lipolytica d3 bién nap cia linh vuc k¥ thuat trude. Lipaza nay dugc
téng hop véi hi¢u suét 16n hon lg/1 dich ndi nudi céy, ttrc 12 16n hon hiéu suét thu dugc &
cac dong cua linh vuc k¥ thuat trude da mo ta trén day.

Déi tugng cua sang ché ciing 1a ché phdm lipaza ma c6 thé thu dugc bang quy
trinh theo sang ché.

Theo mdt phuong 4n wu tién ciia ché phdm lipaza nay, ché phim nay c6 hoat tinh
it nhét bing 15000U/ml, t5t hon 14 cao hon 20000U/ml khi dugc x4c dinh nhu da chi ra
trén day.

Ngoai ra, dbi tugng ciia sang ché 1a sir dung ché pham chira lipaza theo sang ché
@8 bao ché thudc dé didu trj bénh c6 lién quan dén sw pha v& qué trinh hp thu chit béo (v
du axit béo mach ngin, mach trung binh hogc mach dai), cu thé 13 ¢6 lién quan dén su suy
giam cua tuyén tuy, cu thé 1a su suy giam tiét dich tuy cua tuyén tuy.

Péi trong ciia sang ché ciing 14 thudc, khac biét & chd thudc nay chira ché phdm
chtra lipaza nhu dugc mo ta trén day.

Déi tuong ciia sang ché ciing 12 té bao Yarrowia lipolytica dugc bién nap bing
vecto biéu hién lipaza khang axit cua nidm men, khéc biét & chd té bao nay la dong duogc
goi la YL-LIP2-6C, dugc luu trlt & bao tang cac chung nubi cdy vi sinh vat qubc gia
(Collection Nationale de Cultures de Microorganismes-C.N.C.M.), 28 rue du Docteur
Roux, 75724 Paris Cedex 15, ngay 15/12/2005 duéi sb 1-3542.

Ngoai ra, dbi tuong cuia sang ché 1a st dung té bao nhu duoc x4c dinh trén day dé
téng hop lipaza khang axit cia ndm men.

Ngoai cac dic diém néu trén, sang ché cling bao gom céc déc diém khdc, ma dugc
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tugng cua sang ché va cac hinh vé di kem.

Vi du thye hién sang ché

Vidu 1: Nguyén liéu va quy trinh

1) Méi truong s dung

Nong do cudi cung dugc the hién 1a cdc ndng d trong cédc dung dich goc.

Moi trudng co ban khdng dugce lam giau 02130S

Thanh phin Nong d6 cudi
Glucoza 10g/1
KI‘12P04 3g/1
NazHPO4 3g/1
H;BO; 0,34¢/1
(NH4)2 SO 4 3g/l
CsHzO4NNa lg/1
MgSO, 0,5g/1
CaCl, 0,023¢/1
MnSOy4 0,038¢/1
ZnSOy 0,04g/1

MOoi truong duge lam giau 02130S chira thém céc chit phu gia duéi day:

Chit phu gia Nong dé cudi
Dung dich chura céc Iml/1
Dung dich vitamin Iml/1

Thanh phan cta dung dich chira cic nguyén té vi luong

Thanh phin Nong dé cudi
CoCl, 0,5¢g/1
Na,MoO, 0,06g/1
CuSOy 0,9g/1

Thanh phan cia dung dich chira cac vitamin
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Thanh phan Nong db cudi
D-biotin 0,05g/1
Canxi pantothenat 1g/1
Axit Nicotinic 1g/1
Myoinositol 25g/1
Thiamin HCI 0,25g/1
Pyridoxol HCI 0,25g/1
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Axit 0,05g/1

Thanh phan cta dung dich chira cdc mubi vo co

Thanh phin Nong d¢ cuoi

MgSO, 26,76g/1
CaCl, 6,40g/1
FeSO, 5,61 g/l
CoCl, 0,29¢/1
ZnSOy 7,72¢g/1
Na,MoO, 0,09¢g/1
H3;BO;3 0,34¢g/1
MnCl, 0,47g/1
CuSOq, 0,61g/1

Thanh phan cta dung dich chira FeSO,

Thanh phan Nong do cudi
FeSO, 0,9¢g/1

Dung dich ammoniac, 14%
Dung dich chdng tao bot: Struktol J673 dugc pha lodng theo ty 1& 1/10
(Schill+Seilacher AG, Moorfleeter Str. 28, 22113, Hamburg, Germany)

2. Chiét ADN b¢ gen va phdn tich tham tach Southern
a) Chiét ADN bj gen
Két tia té bao thu duge tir 4ml méi trudng nudi cdy duge tao huyén phi trong 0,5ml
dung dich dém sorbitol (sorbitol 0,9M; tris-HC1 0,1M, d6 pH=8,0; EDTA 0,1M). 50pl
Zymolase® 20T (6mg/ml) (Euromedex, 67458 Mundolsheim Cedex, France), 50pl
2-mercaptoetanol & 0,28M dugc bd sung vao va i dung dich ndy trong 1 gir & nhiét do
37°C kém theo khudy (180 vong/phut). Ly tAm dung dich nay va tao huyén phii pelet nay
trong 0,5ml dung dich dém TE (tris-HC1 50mM, d¢ pH=8; EDTA 20mM). B& sung 50ul
SDS 10% vao va tron dung dich niy bang cach 16n nguge va i trong 20 phut & nhiét do
65°C. B6 sung 0,2ml kali axetat SM vio, sau d6 tron dung dich ndy va gii trong nudc da
trong 30 phut, va sau d6 ly tdm trong 5 phut.
Chuyén dich ndi vao 6ng 1,5ml va sdu d6 bd sung 0,8ml etanol 100%, da dugc lam

lanh trudc trén d4. Tron dung dich nay bang cach 1on ngugc va sau d6 ly tdm. Sau khi loai
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b6 dich ndi, bd sung 0,4ml dung dich dém TE chira 100pg/ml RNaza A (Invitrogen,
USA) va i dung dich nay trong 1 gio & 37°C. Sau khi bd sung Iml etanol 100%, d3 dugc
lam lanh trudce trong da, tron nhe dung dich nay cho dén khi ADN két tua, va sau dé ly
tAm. Loai bo dich ndi va sau d6 1am kho pelet ADN ngoai troi va sau d6 tao huyén phu
trong 100l nude vo trung va sau d6 0 qua dém & nhiét do 4°C.
b) Phdn cdt bang enzym HindIIl
Do ndng d6 cia ADN bo gen bing cach xac dinh dd hép thu & budc séng 260nm
(Aggo) va & bude s6ng 280nm (A,go). Tron Ing ADN bd gen véi nue vo tring dén thé tich
cudi 12 42,5pl. B8 sung 5pl dung dich dém (pha lodng 5 1in) va 2,5ul HindIII (50u/ul)
(Invitrogen, USA) va i dung dich nay & 37°C trong 4 gi0.
¢) Phan tich tham tdch Southern
Céc 14n chuyén kiéu thdm tach Southern duoc thuc hién theo quy trinh cua kit
“DIG High Prime DNA Labeling and Detection” ctia cong ty Roche Diagnostic.
d) Quy trinh dénh ddu doan do
Poan do tvong tng véi toan bg gen ma hoa lipaza LIP2 duoc thu gom bang PCR
duoc thuc hién trén ADN b gen véi su trg giup cua enzym Phusion ADN polymeraza
(Finzyme) va hai doan mdi duéi day:
Poan mdi xudi: 5-GTGTACACCTCTACCGAGACCTCT-3 (SEQ ID NO. 1)
DPoan mdi nguge: 5>-TTAGATACCACAGACACCCTCGGT-3’ (SEQ ID NO. 2)
Sau phan tmg PCR, doan do dugc tinh ché gel véi s trg gitp ctia kit “Nucleospin
Extract II” (Macherey Nagel). Sau d6, doan do di tinh ché dugc danh d4u (digoxygenin)
VGi su tro gitp cua kit “DIG high prime DNA labeling” cuia Roche.
e) Phdn tdch gel, chuyén ADN va phdt hién tin hiéu
Tron 2pug ADN da phén cét bang HindIII v6i dung dich dém tai va sau d6 ¢ dinh
trén gel agaroza 0,8%. Thyuc hién dién di & 50V trong 2 gi¢ 30 phut va sau do6 chuyén
ADN lén mang Hybond+ (Amersham Bioscience). S6 locut ciia gen LIP2 trong ADN bd
gen dugc phat hién béng quy trinh lai, trén mang, cda doan do dd danh déu, sau d6 quan
sat bang mit thuong duéi tia X.
3) Xdc dinh néng dg protein
Ndng do protein dugc x4c dinh bing quy trinh Bradford. Dinh lugng c4c protein
véi su trg gitup cda quy trinh Bradford truc tiép trén dich ndi moi trudng nudi ciy 1én

men. Do d4, lugng protein xac dinh dugc duge so sanh véi lugng lipaza LIP2 tinh ché da
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biét. Tron 20pul cac mAu chuén trong cac éng, & cac ndng do pha lodng thich hop véi 1ml
chét thir da pha loang (5 14n) chtra thuéc nhudm. Sau d6, ODsgs duge xac dinh so voi
ODsys thu duge cho mAu dbi ching (chi ¢6 thudc nhuém pha loang).
4) Do hoat tinh ddc hiéu cua lipaza tdi 16 hop

Hoat tinh cua lipaza dugc do bing phép do hiéu dién thé & 37°C bang thiét bi
pH-stat (RADIOMETER). Co chit st dung 14 trioctanoin. Co chét 10mM dugc nhil héa
trong 15ml dung dich dém phan tng chira tris- HCl 1mM (d¢ pH=5,5), NaCl 150mM,
CaCl, 5SmM va natri taurodeoxycholat 4mM (SIGMA). Mot don vi hoat tinh dac hiéu
dugc xé4c dinh 12 1pmol axit béo duoc giai phong trong mdi phut va trén mdi mg protein.
5) Dién di gel polyacrylamit trong cdc diéu kién bién tinh (SDS- PAGE)

12pl mau chira 25% hdn hgp chira SDS va cac chét khir dwgc nap 1én gel 4-12%
bistris (Biorad). Tién hanh dién di trong 45 phut & 160V.

Sau d6, phan tich gel nay bing cach nhudm bang thudc nhuém xanh Coomassie.
6) Xdc dinh khéi lwong phdn tir clia lipaza LIP2 duoc téng hop bang dong YL-LIP2-6C
biang phép do phé khéi ciia MALDI-TOF (ion héa gidi hdp bdng tia laze c6 su tro gitp
clia chdt nén-thoi gian bay - Matrix-assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight)

Phan tich do phd khéi kiéu ion hoa/giai hip bing tia laze dugc thuc hién bang
cach st dung thiét bi do phd khdi “Voyager Elite XL time of flight” cua cong ty
Perseptive Biosystems (Framingham, MA) dugc thuc hién véi su birc xa tia laze cia nito
& bude séng 337nm. Phd khédi kiéu duong thu duoc béng céach st dung kiéu tach tuyén
tinh va tach tr& v6i dién thé gia tde bﬁng 25kV, dong dién ludi 1a 0,3%, dong dién dan ion
12 0,3%, va thoi gian chét bang 1000 nano gidy d6i v6i protein LIP2. Mbi phd 1a két qua
cta trung binh 100 xung laze. Nguyén lidu dé phan tich dugc tron v6i dung dich axit
sinapinic bdo hoa véi thé tich twong duong (Fluka) dugc didu ché trong dung dich chtra
50% (thé tich/thé tich) axetonitril/axit trifloaxetic chita nu6e. 2pl phan ude cua hén hop
nay dugc dit trén dia mau lam bang thép khong gi va duge 1am kho ngoai trdi trude khi
tién hanh phén tich. Piéu chinh bén ngoai dugc tién hanh véi su tro gitp cla alpha-
chymotrypsinogen A (Sigma). Céc tri s6 dugc bidu hién 13 c4c tri sb trung binh va tuong
tmg v&i ion [M+H]".
Vidu 2: Xay dung vecto biéu hién va sw téng hop cua dong YL- LIP2-6C

Ching YL-LIP2-6C thu dugc bing cich bién nap Yarrowia lipolytica ching
PO1d, khong c6 c4c trinh t zeta, bing vecto biéu hién, duge goi 12 IMP6, duge md ta
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trong don chau Au s6 EP 1 108 043, va chira gen LIP2 ma héa tién LIP2p ctia lipaza LIP2
ctia Yarrowia lipolytica ma doan ngugc dong cta nd 1a trinh tu khoi dong ACO2. Cat-xet
nay dugc lién két hai bén boi cac trinh tu zeta, nhu duge md té trén day. Xay dung vecto
JMP6 va bién nap ching PO1d dugc thuc hién theo quy trinh gidng nhu trong
EP1108043. Chung YL-LIP2-6C nay, chtra 5 locut tich hgp khac nhau cua cat-xet biéu
hién gen LIP2, dugc luu trit & Bao tang cac .chﬁng nudi ciy vi sinh vat quéc gia (CNCM),
28 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, duéi s6 hidu 1-3542, vao ngay
15/12/2005.
Vi du 3: Tong hop lipaza nho ching YL-LIP2-6C va kiém tra dg on dinh di truyén ciia
chung YL-LIP2-6C

Chung YL-LIP2-6C dugc sir dung trong quy trinh tdng hop lipaza bao gdbm budc
nudi cdy so bd va budc 1én men thich hop dé tong hop lipaza. Toan bd cach tién hanh quy
trinh ndy duoc thé hién trong fig.1. Do d6, lipaza da tdng hop duge phén tich vé hoat tinh
va chit lugng. Hon thé nita, d6 én dinh di truyén ciia chiing YL-LIP2-6C dugc phan tich
béng cach xac dinh sb locut cta cat-xet biéu hién gen LIP2.

1) Quy trinh tong hop

Nuoi cd'y so bo va lén men

Lo chtra dung dich gbc ctia dong YL-LIP2-6C trong glyxerol dugc lam tan bang
va 5pl duge nudi cdy trong 25ml madi truong 02130S da 1am giau, chtra 1% (thé tich/thé
tich) dung dich chira céc vitamin va 1% (thé tich/thé tich) dung dich chira c4c yéu t6 vi
lugng, trong binh Erlen Meyer 250ml. U mbi trudng nudi cdy nay & 28°C trong 36 gid c6
kém theo khudy (180 vong/phiit). 25ml méi trudng nudi cdy so bo tao thanh (moi truong
nudi cdy so bd 1) duge chiing vao 200ml méi truong 021308 da lam giau trong binh Erlen
Meyer 2 lit chira 2 lit mdi trudng nudi cdy duge 0 & 28°C trong 36 gir kém theo khudy
(180 vong/phut). Do d6, moi trudng nudi céy s0 bd 2 thu duoc (225ml) dugce ching vao
moi truong 02130S da 1am giau trong binh 1€n men.

O thoi diém TO cta qua trinh 1én men, 2ml dung dich FeSO, dugc bd sung vao
mdi trudng nudi ciy. Mdi 6 dén 9 giv, bd sung tir 2 dén 3ml dung dich vitamin vao moi
truong nudi cdy 1én men va sau 34 gio 1én men (& thoi diém T12), bit diu cung cip
glucoza. Tang dan lugng glucoza cung chp trong 14 gid va sau d6 ngling cung cap & thoi
diém T17 (twong ung v6i 48 gid 1én men) va sau d6 bt ddu cam Gng bang axit oleic.

Tang din muc cung cip axit oleic trong 54 gid tiép theo, va sau d6 & thoi diém T33 (102
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gi® 1én men) dat dugc ODgg 12 340 va ding qué trinh 1én men. Ly tdm 3 lit moi trudng
nudi cay cudi cling (14000 vong/phut). Thu hdi dich ndi va bao quan & -20°C.

Theo ddi méi truong nudi cdy

Trong qué trinh 1én men, nhiét do va ap sut oxy riéng phin va do pH duogc kiém
tra va dugc duy tri 14n luot & muc 28°C, 20% va 6,2. Mbi 3 gid, thu gom mau nudi céy 1
1an va do ODgg dé theo doi su thay doi tbc dd sinh trudng. Céc két qua duge thé hién
trong fig.2. Hai mau dich chiét 1ml trong s6 cdc mAu nay dugc ly tAm trong 5 phut & tc
d6 14000 vong/phit va cac pelet va cac dich ndi duoce bao quan & -20°C. Bang I thé hién

su theo ddi quy trinh 1€n men.
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Tinh ché lipaza

Tuy ¥, c6 thé thuc hién thém budc tinh ché lipaza.
Téch lipaza khdi moi trudng nudi cAy bang thiét bi vi loc tiép xuc trén mang gbm (pilot
X6 ctia PALL) @ giit lai nAm men c6 kich thudc 16n hon ngudng (0,1 pm). Dich thim
chira lipaza dwgc thu hdi trudc tién bang cach cd, sau d6 bang cach loc thdm tach. Cac
budc nay dugc thuc hién theo chi dan ctia nha sén xut v6i cac thay dbi thich hop. Sau do,
giam ndng dd vi sinh vat chira trong dich thdm bang cach loc (0,2um) (Millipore) dé thu
dwoc mitrc tai vi sinh vat thip hon 10cfu/ml. Bing céch sir dung thiét bi Profux M12
(Millipore), dung dich lipaza dugc co dén thé tich khoang 5 lit, va duoc siéu loc tiép xuc
bang cach sir dung mang Pellicon chuén Biomax 10kDa dé loai bd c4c tap chét c6 trong
lugng phan tu thép. Dich siéu loc, khong chita lipaza, dugc loai bé. Sau d6, dung dich
lipaza duge tinh ché lai bing cach loai bo vi sinh vét, nhu dugc chi ra trén ddy, dé thu
dugc mire tai vi sinh vat dudi Scfu/ml. Do do, lipaza da tinh ché c6 thé dugc 1am dong
kho tiép.
3) Mb td lipaza tdi t6 hop dwgc tong hop béi YL-LIP2-6C

a) Theo ddi s tong hop lipaza béi ching YL-LIP2-6C trong qud trinh lén men

O mdi thoi diém do, mAu nudi cdy duge ly tim va dich ndi dugc phan tich bang
SDS-PAGE. 75ul dich néi dugc tron véi 75 pl nudce va sau d6 nap Spl 1én gel c6 26 16.
Cac mau chira lugng lipaza LIP2 da biét ciing dugc phan tich. Cac két qua dugc thé hién
trong fig.4. Bang cach so sénh lugng lipaza thu dugc & cubi qua trinh 1én men (T33), véi
gradien cac lugng lipaza LIP2 da biét, ndng dd lipaza thu dugc sau 100 gid 1én men ¢6 thé
duoc udc tinh 1a 1,5g/1.

Hon thé nira, cac tac gia sang ché sir dung quy trinh tdng hop lipaza theo séng ché
d6i véi thé tich cudi cing 1a khoang 35 lit, ma cho phép téng hop lipaza véi higu suét nim
trong khoang tir 1 dén 3g médi lit dich nbi nudi cdy.

b) Xdc dinh nong dé protein va wéc tinh hiéu sudt téng hop lipaza tdi t6 hop

Ndng d protein trong dich ndi nudi ciy duge xac dinh nhu dugc chi ra trong vi
du 1 (quy trinh Bradford). 7 14n do ddc 1ap dugc thuc hién va néng do protein trong dich
ndi bing 2,3g/l. Po tinh khiét cua protein LIP2 trong dich ndi dugc danh gid bang
SDS-PAGE. Céc két qua dugc thé hién trong fig.5. Mitc d tinh khiét dugc udc tinh 1a
khoang 70%. Hiéu suit tong hop lipaza thu dugc trong budc 1én men véi dong
YL-LIP2-6C la 1,6g/1. '
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¢) Po hoat tinh ddc hiéu cia lipaza tdi té hop dwoc tong hop béi dong YL-LIP2-6C
Hoat tinh diic hiéu cta lipaza duoc tong hop boi dong YL-LIP2-6C dugce do nhu
d chi ra trong vi du 1. Mau twong tng v6i dich ndi 1én men duge pha lodng 100 1an trong
dung dich dém chira Na,HPO, 50mM, KH,PO, 50mM, NaCl 150mM, d¢ pH=6,0. Hoat
tinh xdc tac xac dinh dwgc & 37°C véi trioctanoin trong ba thtt nghiém doc 1ap 1a

21883,33U/ml dich ndi (Bang II).

Hoat tinh lipaza (U/ml)
Céc thir nghiém Tri s6 trung binh|  SD
Mau 20800,00 | 22750,00 | 22100,00 | 21883,33 992,89

Bang II: Do hoat tinh cua céac mau dich ndi 1én men

Tir ndng dd wdc tinh cia lipaza LIP2 trong dich ndi (xem trén day), hoat tinh dic
hiéu cua lipaza la 13675 U/mg, so véi hoat tinh ddc hiéu cia lipaza tdng hop duge trong
cac nghién cfru lam sang. Hoat tinh dic hi¢u cua lipaza dugc tbng hop béi dong
YL-LIP2-6C 14 thich hop véi cac didu kién dugc yéu cdu trong cac mé 14m sang.

d) Khéi lwong phdn tir cia lipaza tdi t6 hop

Phan tich phé khdi (xem vi du 1) duqc thuc hién trong dich ndi nubi céy 1én men
sau khi ly tim ma khong tinh ché. Két qua dugc thé hién trong fig.6. Dinh chinh quan sat
duge thé hién khdi lwong phan ti 13 37648 Da. Lipaza LIP2 dugc téng hop boi
YL-LIP2-6C c6 khdi lugng phén tir dang k& vi tri sb quan sat duge phil hop véi cac diéu
kién dugc yéu cau cho cac mé 1am sang, tic 12 bang 37500 +/- 1000Da.

Vi du ndy minh hoa cho viéc lya chon dong 6n dinh, YL-LIP2-6C (trong truong
hop nay, 100% céc dong phan tich sau 30 thé hé c6 s6 locut ciia gen LIP2 bing véi dong
ban diu). Ngoai ra, do 6n dinh di truyén cta dong nay khong bi anh huéng béi cac diéu
kién nudi cdy duoc sir dung dé tdng hop lipaza (trong cac 1an nudi cdy so bd; ngay trude
khi 1én men; ngay trude khi cam tng su tdng hop lipaza bing axit oleic; & thoi diém két
thic qua trinh 1€n men).

4) D 6n dinh di truyén ciia dong YL-LIP2-6C

Do bn dinh di truyén cta dong YL-LIP2-6C trong quy trinh téng hop lipaza, bao
gdm bude nudi cdy so bd va bude 1én men, duge phan tich bing cach xac dinh s& su kién
tich hop cia cat-xet biéu hién gen LIP2 & locut khac nhau trong ADN ctia Yarrowia
lipolytica, trong cac khun lac dugc chon & cac thoi diém TO, T17 va T33.

a) Lva chon cdc khuén lac
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Mau nudi cdy so bd 2 (thoi diém TO, b4t diu 1én men), mAu nudi cdy trong cic
didu kién 1én men & thoi diém T17 (ngay trude khi cam tmg) va & thoi diém T33 (két thuc
qua trinh 1én men) dugc pha lodng, & giai doan thir nhit dén ODg(e=1, va sau d6 dugc pha
lodng 1000 14n. M&i 10p1 cac dung dich pha lodng ndy dwoc trai 1én ba dia nudi cly trén
moi truong YPD. Sau do, u cac dia nay & nhiét d9 28°C trong 48 gid va dugc bdo quan &
nhiét d6 4°C dén khi lua chon cdc khuin lac dé phan tich sé lwong locut.

20 khuén lac thu duge tir miu dugc thu gom & thoi diém bt dAu 1én men (thoi
diém T0), 20 khun lac thu dugc tir mau duge thu gom ngay truée khi cdm tng (T17) va
100 khun lac thu duogc tir m3u duge thu gom & thoi diém két thic qué trinh 1én men
(T33) dugc ching riéng biét vao 4ml moi treong 02130S dugce lam giau va sau d6 duoc
nudi cly trong 72 gid. Sau d6, cac dung dich gdc trong 30% glyxerol dugc diéu ché dé
chiét ADN va phan tich thim tach Southerh (nguyén li¢u va quy trinh).

b) Xdc dinh s lwong sw kién tich hop gen LIP2 & cdc locut khdc nhau cho 140 khudn
lac thu dwoc tir chung YL-LIP2-6C

Céc két qua cua phén tich thim tach Southern vé s6 lugng su kién tich hop & cac
locut khac nhau ctia gen LIP2 trén 20 khudn lac dugc thu gom ¢ thoi diém TO (thoi diém
bét ddu 1én men), 20 khuén lac dugc thu gom & thoi diém T17 (48 gi® 1én men) va 100
khuén lac dugc thu gom & thoi diém T33 (100 gio 1én men) dugc minh hoa trong fig.3.
Céc két qua nay chi ra ring tit ca cac khudn lac dugc phan tich déu c6 6 locut ctia gen
LIP2. Vi chiing kiéu dai mang ban sao cia gen LIP2 noi sinh, do d6 chiing YL-LIP2-6C
¢6 5 locut dé tich hop cua cat-xet dé biéu hién gen LIP2. Do d6, dong YL-LIP2-6C 6n
dinh 100% trong sudt qua trinh 1én men 100 gio.
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1. Ché phim chua lipaza khang axit nAm men LIP2 tai t6 hop, ché phim nay thu dugc
bang phuong phap bao gdm cac bude:

a) nudi ciy té bao Yarrowia lipolytica dugc bién nap bang vecto chira cat-xet dé
biéu hién lipaza khang axit nAm men LIP2, va

b) thu hdi lipaza LIP2 téi tb hop duogc tao ra bdi cac t& bao néu trén tir dich ndi nudi
cly,

trong d6 budc nudi cdy duoc thuc hién trong méi trudng nudi cdy khong chira san
phém co nguén géc dong vat hoic hdn hop chua duge xic dinh chira cic nguyén liéu
protein c6 ngudn gbc dong vat hodc chira san phim cta qua trinh tiéu hoa bing enzym
cua chung, va

ché phdm nay c6 hoat tinh xtc tac & 46 pH=6 bang it nhét 1a 15000 don vi trén mdi
ml dich ndi nudi cdy, mot don vi twong Gmg véi lugng enzym c6 kha ning xic tac su giai
phéng 1pmol axit béo mdi phit khi co chit duge st dung 14 trioctanoin va/hodc & ndng
d0 ctia lipaza néu trén trong ché phdm néu trén 12 16n hon 1g lipaza mdi lit,

trong d6 té bao Yarrowia lipolytica néu trén 1a dong YL-LIP2-6C, duoc luu trit &
Vién Luu trit quic gia Gidng nudi cdy vi sinh vat (Collection Nationale de Cultures de
Microorganismes - C.N.C.M.) dia chi 28 rue de Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, v6i
s6 1-3542 vao ngay 15 thang 12 ndm 2005.

2. Ché phdm theo diém 1, trong d6 ché phdm nay c6 hoat tinh xtc tac & d6 pH=6 it nhit
bang 20000 don vi trén mdi ml dich ndi nudi cdy, mot don vi trong tmg v6i lvong enzym
¢6 kha ning xc tac su gidi phong 1 pmol axit béo mdi phut khi co chét dugc sir dung 13

trioctanoin.

3. Dugc phdm chira ché phim lipaza theo diém 1.
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