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Linh vwe k§ thuit dwoe dé cip

Sang ché dé cap dén protein c6 hoat tinh tiét O-axetylhomoserin va protein cai
bién m&i cla no, vi sinh vat c6 kha ning tao ra O-axetylhomoserin ¢6 sy biéu hién
protein tang cudng, va phuong phap san xuit O-axetylhomoserin bang cach st dung vi
sinh vat nay.

Tinh trang k§ thuat ciia sang ché

Methionin ¢6 thé duoc san xuét béng cach téng hop hoa hoc hodc sinh hoc, duge
sir dung nhu nguyén liéu thd dé tong hop thude tiém va thudc ubng ciing nhu dé tong
hop thire dn va phuy gia thuc phdm. Gan day, quy trinh hai buéc dé san xuét L-methionin
tir tién chét L-methionin, dugc san xut br?mg qua trinh 1én men, boi phan Gng bién ddi
enzym dugc bdc 16 (Coéng bd don yéu ciu cp bing sang ché qudc té s6 WO
2008/013432). Cong bd don yéu cau cip bing sang ché qudc t& s6 WO 2008/013432
boc 16 ring O-sucxinylhomoserin va O-axetylhomoserin ¢6 thé dwoc sir dung duéi dang
tién chit methionin trong quy trinh hai buéc, va déng vai tro rit quan trong dé san xudt
tién chit methionin c6 san luong cao dé san xuit methionin & quy mé 16n ¢6 hidu qua
kinh té.

LeuE da dugc biét_la protein tiét leuxin. La mot trong sb cac protein thudc ho
protein dio thai homoserin/homoserin lacton (RhtB) ra khoi té bao, LeuE 14 protein c6
mat & mang trong va da biét c6 Vai trd tiét leuxin va protein twong tw ciia n6 duge cho
la protein van chuyén chua dugc xé4c dinh dic tinh.

Trong tinh trang k§ thuat da biét lién quan dén LeuE, da biét ring purin nucleosit
hodc purin nucleotit c6 thé dugc san xuit nho ting cuong trinh ty axit amin cla gen
leuE (yeaS) hodc trinh ty axit amin céi bién cia né, va lugng axit amin sinh ra cé thé
dugc cai thién. Ngoai ra, leuE cai bién c6 hoat tinh tiét xystein da dugc biét dén.

Van dé k§ thuét cin duogc giai quyét boi sang ché |

Céc tac gia cua sang ché da rt nd luc dé cai tién tao ra O-axetylhomoserin, va

két qué 13, cac tac gia sang ché da tim ra protein ¢6 hoat tinh tiét O-axetylhomoserin va

protein cai bién cia nd, nhd d6 hoan thanh sang ché nay.
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Ban chit ky thuit ciia sing ché

Muc dich cta sang ché 1a dé xuét polypeptit c6 hoat tinh tiét O-axetylhomoserin.

Muc dich khéc ctia sdng ché 1a d& xuét polynucleotit ma hoa polypeptit.

Muc dich khéc nita cia sang ché 13 d& xuét vi sinh vat thudc chi Escherichia tao
ra O-axetylhomoserin, trong d6 bao gdm polypeptit ¢ hoat tinh tiét O-axetylhomoserin
hoic polypeptit nay co biéu hién qué muc.

Ml_ic dich khac nita clia sang ché 1a d& xudt phuong phap sin xuit O-
axetylhomoserin, bao gém cac budc: nuodi céy vi sinh vat thudc chi Escherichia tao ra
O-axetylhomoserin trong mdi trudng; va thu O-axetylhomoserin tir vi sinh vat duge nubi
cay hodc mdi trudng nudi cdy.

Muc dich khac nita cia sang ché 1a @& xuit phwong phép san xuét L-methionin,
bao gdm céc bude: nudi cdy vi sinh vat thudc chi Escherichia tao ra O-axetylhomoserin
trong mdi truong; va chuyén héa O-axetylhomoserin thanh L-methionin bang cach xit
ly vi sinh vét dugc nudi c4y hoic moi trudng nudi cdy hoic O-axetylhomoserin thu dugc
tr vi sinh véat dugc nudi cdy hodc mdi trudng nudi cdy c6 enzym metyl mercaptan va
enzym chuyén hoa methionin.

Hiéu qua c6 loi cta sang ché

Vi sinh vét theo sdng ché chtra LeuE cai bién hodc LeuE, la cac protein mang
trong, cO hoat tinh tdng cuong tiét O-axetylhomoserin, va do d6 c6 thé ting hiéu qué tao
ra O-axetylhomoserin. Do d6, vi sinh vét cua séng ché co thé duge st dung dé san xuit
hiéu qua O-axetylhomoserin. Ngoai ra, O-axetylhomoserin dudc san xuét v6i hidu qua
cao c6 thé dugce st dung dé san xuét L-methionin quy md 1én ¢6 hiéu qua kinh té.

Mb ta chi tiét sang ché

D8 dat duoc cac muc dich néu trén, khia canh cua sang ché d& xuét polypeptit c6
hoat tinh tiét O-axetylhomoserin, trong do it nhét mot axit amin dugc chon tir nhém bao
gbm valin & vi trf 1, phenylalanin ¢ vi tri 30, leuxin & vi tri 95, va phenylalanin & vi tri
165 trong trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 1 dugc thé béi axit amin khéc.

Nhu dugc sir dyng trong ban md ta nay, thuat ngt “O-axetylhomoserin”, 1a
nguyén lidu trung gian déc trung trong con duong sinh téng hop methionin cta vi sinh
vat, ding dé chi axetyl ¢6 ngudn gdc tir L-homoserin. Da biét O-axetylhomoserin duoc

san xuét bang cach cho homoserin phan ting v6i axetyl-CoA duoc xuc tac bdi homoserin
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axetyltransferaza, va n6 c6 cong thic CsH11NOs4.

Nhu duoc st dung trong ban md ta nay, thuét ngit “peptit c6 hoat tinh tiét O-
axetylhomoserin” dung dé chi polypeptit co chirc ning tiét O-axetylhomoserin trong té
bao cua vi sinh vat ra bén ngoai cia té bao. Cu thé, peptit dung dé chi protein LeuE c6
hoat tinh tiét O-axetylhomoserin va protein cai bién ctia n6, nhung peptit khong bi gidi
han cy thé & ¢6 mién 1a n6 c6 hoat tinh tiét O-axetylhomoserin.

Nhu duge st dung trong ban mo ta nay, 1ién quan dén chit van chuyén axit amin,
thuét ngtt “LeuE”, 1a protein thudc ho protein dao thai homoserin/homoserin lacton
(RhtB) ra khoi té bao, dung dé chi sy c6 mat clia protein 6 mang trong, nhung chirc nang
chinh xéc ctia né 1a chua biét. V& van dé nay, cé4c tac gia cua sdng ché d3 1an diu tién
x4c nhan rang LeuE cu thé tiét O-axetylhomoserin.

LeuE c6 thé 1a protein cO nguén géc’ tr tir vi sinh vat thudc chi Escherichia, va
cu thé 1a LeuE ¢6 ngudn gbc tir tr E. coli, nhung pham vi clia sang ché ¢6 thé bao gdbm
LeuE bét ky ¢6 hoat tinh tiét O-axetylhomoserin ma khong c6 gidi han lién quan dén
ngudn gdc vi sinh vat.

Cu thé, peptit c6 hoat tinh tiét O-axetylhomoserin c thé 1a protein c6 trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 1. Ngoai ra, peptit ¢o thé 1a protein trong d6 c6 trinh
tu axit amin c6 hoat tinh tiét O-axetylhomoserin gin nhu giénggén nhu giéng hoic
twong duong véi trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 1, trong khi ¢ d6 twong dong
it nhit 70%, cu thé 14 it nhit 80%, va cu thé hon la it nhat 90% véi trinh i axit amin
néu trong SEQ ID NO: 1. Theo cach khéc, peptit co thé 1a trinh tu axit amin c6 d0 twong
ddng ndy trong dé sy mét doan, cai bién, thay thé, hodic bd sung mot phén cta trinh ty
axit amin c6 hoat tinh tiét O-axetylhomoserin gin nhu gidng hodc twong duong voi su
mét doan, cai bién, thay thé, hodc bd sung mot phén cua trinh tu axit amin néu trong
SEQ ID NO: 1, va 1 rang 1a peptit nay cling thudc pham vi clia sang ché.

Nhu duge st dung trong ban md ta nay, thudt ngit “polypeptit cai bién” cua
polypeptit c6 hoat tinh tiét O-axetylhomoserin dung dé chi polypeptit c6 hoat tinh ting
cudng tiét O-axetylhomoserin so v6i hoat tinh tiét O-axetylhomoserin ctia polypeptit
kiéu dai hoic polypeptit khong céi bién. Cu thé, polypeptit cai bién 1a peptif ¢6 hoat tinh
ting cuong tiét O-axetylhomoserin so vi hoat tinh clia polypeptit ¢o trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO: 1 do sy cai bién cua it nhAt mot axit amin trong trinh ty axit amin

néu trong SEQ ID NO: 1.
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Vi du, polypeptit cai bién c6 thé 13 polypeptit trong do it nhét mét axit amin duoc
chon tir nhém bao gbm valin & vi tri 1, phenylalanin & vi tri 30, leuxin & vi tri 95, va
phenylalanin & vi tri 165 trong trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 1 dugc thé boi
axit amin khac. Cu thé, polypeptit cai bién c6 thé 1a polypeptit trong do valin & vi tri 1
trong trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 1 dugc thé boi methionin; phenylalanin
& vi tri 30 trong trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 1 duogc thé boi mot axit amin
bét ky dugc chon tr nhoém bao g6m alanin, tryptophan, leuxin, valin, glyxin, serin,
asparagin, axit aspartic, histidin, isoleuxin, prolin, tyrosin, glutamin, lysin, axit
glutamic, xystein, threonin, va arginin; leuxin & vi tri 95 trong trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 1 dugc thé béi mot axit amin bét ky dugc chon tir nhom bao gf”)m
valin, phenylalanin, alanin, glyxin, threonin, asparagin, axit aspartic, histidi'n, isoleuxin,
serin, prolin, tyrosin, glutamin, lysin, axit glutamic, xystein, tryptophan, va arginin; hodc
phenylalanin & vi trf 165 trong trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 1 duqc thé boi
mot axit amin bét ky dugc chon tir nhém bao gém alanin, tryptophan, leuxin, valin,
glyxin, serin, asparagin, axit aspartic, histidin, isoleuxin, prolin, tyrosin, glutamin, lysin,
axit glutamic, xystein, threonin, va arginin. Cu thé hon, polypeptit cai bién c6 thé la
polypeptit trong d6 valin & vi trf 1 trong trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 1 dugc
thé boi methionin; phenylalanin ¢ vi tri 30 trong trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO: 1 dugc thé bdi mot axit amin bét ky duge chon tir nhém bao gbm alanin, tryptophan,
leuxin, valin, glyxin, serin, asparagin, axit aspartic, va histidin; leuxin & vi tri 95 trong
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 1 dugc thé boi bat ky mot axit amin dugc chon
tir nhém bao gdm valin, phenylalanin, alanin, glyxin, threonint, asparagin, axit aspartic,
va histidin; hodc phenylalanin & vi tri 165 trong trinh tu axit amin néu trbng SEQ ID
NO: 1 dugc thé bai mot axit amin bét ky dugc chon tir nhom bao gém alanin, tryptophan,
leuxin, valin, glyxin, serin, asparagin, axit aspartic, va histidin. Cy thé hon nita,
polypeptit cai bién c6 thé 13 polypeptit trong d6 valin & vi tri 1 trong trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO: 1 dugc thé béi methionin; va phenylalanin & vi tri 30, leuxin &
vi tri 95, va phenylalanin & vi tri 165 trong trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 1
duoc thé boi axit amin khac. Cu thé hon nita, polypeptit cai bién c6 thé 1a polypeptit bao
g61n trinh ty axit amin néu trong cic SEQ ID NO: 2, 133, 134, 137, 138, 141, hodc 142.
Cu thé, polypeptit cai bién ¢6 thé 13 protein c6 trinh tw axit amin c6 hoat tinh dugc tang

cudng tiét O-axetylhomoserin gin nhu giéng hodc twong dwong véi hoat tinh cia trinh
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tu axit amin cuia polypeptit céi bién, trong khi ¢ do twong ddng it nhat 70%, cu thé 1a it
nhét 80%, va cu thé hon 1a it nhit 90% véi céc trinh tu axit amin néu trén. Theo cach
khéc, trong trinh ty axit amin c6 do tuong ddng ndy va c6 hoat tinh ting cudng tiét O-
axetylhomoserin gin nhu gidng hoic twong duwong véi hoat tinh cua trinh ty axit amin
cua polypeptit cai bién, trinh tu axit amin c6 thé 12 mot trinh ty c6 su mat doan, cai bién,
thay thé, hoic bd sung mot phén clia trinh tu axit amin. Polypeptit 13 vi du vé polypeptit
cai bién ctia polypeptit c6 hoat tinh ting cudng tiét O-axetylhomoserin so v6i hoat tinh
ctia polypeptit kiéu dai hodc polypeptit cai bién, nhung polypeptit khong gic’ri han & do.
Nhu-dugc st dung trong ban md ta nay, thudt nglt “trang thai kiéu dai hoac trang thai
khong cai bién” dung dé chi trang thai trong d6 viéc dua vao polypeptit twong tng hodc
su dua vao cai bién hoat tinh theo sang ché khong dat dugec.

Nhu duoc st dung trong ban mo ta nay, thudt ngit “do tuong ddng” ding dé chi
murc 46 ddng nhét giita cac nucleotit hoic cic gbc axit amin cta hai trinh ty axit amin
hoiic céc trinh tu axit nucleic cta gen ma hoa protein dugce xac dinh sau khi sip thing
hang chiing khép t6i da v6i nhau trong ving so séanh cu thé. Khi d6 twong déng du cao,
thi c4c san phdm biéu hién cta gen twong Gmg c6 thé ¢6 hoat tinh gidng nhau hodc tuong
tw. Ty 16 phin tram vé tinh ddng nhét cua trinh ty ¢6 thé duwoc x4c dinh bang cach st
dung chuong trinh so sanh trinh ty da biét (vi du, BLAST (NCBI), CLC Main
Workbench (CLC bio), MegAlign (ADNSTAR Inc), v.v.).

Mot khia canh ctia sing ché @& xudt polynucleotit ma hoa polypeptit ¢6 hoat tinh
tiét O-axetylhomoserin. Theo sdng ché, polypeptit c¢6 hoat tinh tiét O-axetylhomoserin
1a gibng nhau nhu duoc gii thich & trén.

Vi du, polynucleotit c6 thé 12 mot trinh tu nucleotit trong d6 bd ba ma hdéa mo
dau dugce thé bdi ATG va c6 thé 14 trinh ty nucleotit néu trong SEQ ID NO: 4, 135, 136,
139, 140, 143, hodc 144 nhung trinh tu nucleotit khong giéi han & d6. Ngoai ra, lién
quan dén polynucleotit, trinh tir nucleotit va céc trinh ty nucleotit cai bién ctia né ma
hoa trinh t axit amin giéng nhau ciing dugc bao gdm trong sang ché dya vao su thodi
héa bd ba ma héa. Vi duy, trinh tu nucleotit c6 thé duge cai bién dé c6 bd ba ma hoa tbi
uu phu thudc vao vi sinh vat dugce sir dung.

Cu thé, trinh tu nucleotit c6 thé 1a mot trinh tw nucleotit ma héa trinh tu axit amin
¢6 hoat tinh tiét O-axetylhomoserin gin nhu gidng hodc twong dwong véi hoat tinh ctia

cé4c trinh ty nucleotit néu trén, trong khi c6 do twong ddng it nhit 70%, cu thé it nhat 1a
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80%, va cu thé hon it nhét 13 90% véi céc trinh tu axit amin néu trén. Theo cach khéc,
trinh tu nucleotit cé thé 1a trinh tu c6 kha ning lai véi dau do, ma ¢6 thé dugc tao ra tir
trinh tu gen da biét (vi du, trinh ty bd sung cho tat ca hodic mot phén cua cac trinh tu
nucleotit néu trén), trong céc diéu kién nghiém ngit dé ma hoéa protein c¢6 hoat tinh tiét
O-axetylhomoserin. Nhu dugc st dung trong bdn mo ta nay, thuét ngi “diéu kién
nghiém ngat” dung dé chi diéu kién trong d6 lai dic hiéu dugc tao ra trong khi lai khong
dic hiéu khong dugc tao ra. Vi duy, didu kién nghi€ém ngat c thé bao gém diéu kién ma
trong do céc‘ gen c6 do tuong déng cao (vi du, 80% hodc 16n hon, cu thé 1a 90% hoic
16n hon, cu thé hon nita 14 95% hodc 16n hon, tham chi cu thé 12 97% hodc 16n hon, va
cu thé hon nua 12 99% hoic 16n hon) c6 thé lai véi nhau, trong khi céc gen c6 d(f) tuong
dbng thap khoéng thé lai dwoc vé6i nhau; hodc cac diéu kién dung dé lai Southern thong
thuong (nghia 13, cac diéu kién dé rira giai mot 14n, va dic biét 12 hai hoic ba lan dudi
ndng d6 mubi va nhiét do twong tmg véi 60°C, 1x SSC, va 0,1% SDS; dic biét dudi
60°C, 0,1x SSC, va 0,1% SDS, va cu thé hon duéi 68°C, 0,1xSSC, va 0,1% SDS) (xem
Sambrook et al., Molecular Cloning: Laboratory Manual, 3rd Ed., Cold S]:;ring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (2001)). Pau do dugc sir dung ding cho
viée lai c6 thé mét cach tiry y 1a mot phén cua trinh ty nucleotit bd sung vGi céc trinh tu
nucleotit néu trén. Pau do nay c6 thé dugce tao ra bang cach PCR sit dung oligonucleotit
duoc tao ra dua vao trinh ty da biét lam doan mdi va doan gen chtra trinh ty nucleotit
ndy lam mAu. Vi dy, diu do, doan gen khoang 300bp c6 thé duoc sir dung. Cu thé hon,
khi doan gen khoang 300bp dugc st dung lam dau do, cac diéu kién 50°C, 2x SSC, va
0,1% SDS duoc liét ké 1a diéu kién rira giai dung cho viéc lai. |
Céc gen dwogc sir dung trong sang ché, céc trinh tu protein va céc trinh tu gen
khéi dong ma chiing ma hoéa c¢6 thé thu duge tir dit liéu da biét (vi du, ngén hang gen
cta NCBI), nhung khong bi gidi han & do.
~Khia canh cia sang ché dé cap dén vi sinh vat trong d6 bao gém polypeptit ¢
hoat tinh tiét O-axetylhomoserin hodc c6 polypeptit cai bién ciia né hodc ¢ polypeptit
nay biéu hién qua muc. Cy thé, vi sinh vat c6 thé 12 vi sinh vat tao ra O-axetylhbmoserin
hoic polypeptit cai bién clia né, trong dé polypeptit bao gdm trinh tir axit amin néu trong
SEQ ID NO: 1 hoic polypeptit ndy biéu hién qué mitc.
Polypeptit c6 hoat tinh tiét O-axetylhomoserin va polypeptit cai bién cia n6 1a

tuong ty nhu dugc gidi thich trén day.
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Nhu dugc st dung trong ban md ta nay, thuat ngt “vi sinh vét tao ra O-
axetylhomoserin” dung dé chi vi sinh vat c6 kha nang tao ra O-axetylhomoserin bén
trong vi sinh vat va tiét n6 vao mdi truong. Hoat tinh tao ra O- axetylhomoserin ¢0 thé
duoc tao ra hodc dugc tdng cuong bdi dot blen tu nhién hodc dot bién nhan tao hodc cai
tién loai. Cu thé, séng ché bao gdm c4c vi sinh vét nay taora O-axetylhomoserin c0 thé
bat ké ngudn gbc clia chung, mién 13 ching c6 thé sinh ra O-axetylhomoserin. Theo mot
phuong dn cua sang ché, vi sinh vat c6 thé thudc chi Escherichia, va cu thé hon,
Escherichia coli.

Trong khi do6, theo sang ché, vi sinh vét tao ra O- axetylhomoserin O thé 1a vi
sinh vat cai bién trong d6 cdi bién da biét dugc dua vao bd sung lién quan dén céc co
ché lién quan ching han nhu céc con dudng lién quan dén sinh tong hop homoserin va
cac co ché lién quan dén viéc tiét O-axetylhomoserin, v.v. dé tang cudng nang suét clia
O-axetylhomoserin ngoai LeuE.

Phuong an cu thé khac cla sang ché c6 thé dé cap dén vi sinh vat tao ra O-
axetylhomoserin trong n6, ngoai ra, hoat tinh cia Xystathionin synthaza la bét hoat. Cu
thé, vi sinh vat co thé 13 vi sinh vat ma trong 4o gen fnﬁ hoéa xystathionin synthaza (metB)
bi mét doan ho#c sy biéu hién cta n6 bi yéu di so vai sy biéu hién cia vi sinh vat khong
céi bién, nhung khéng gi6i han ¢ d6. Trinh tu axit amin cua gen metB c0 thé thu dugc
tir dit lidu da biét va trinh tu axit amin bét ky c6 hoat tinh tdng hop xystathionin c6 thé
duoc bao gdm ma khong gidi han (vi dy, protein ¢ trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO: 5). Protein c6 trinh tyr axit amin néu trong SEQID NO: 5¢6 thé 14 protein dugc ma
héa béi trinh tw nucleotit néu trong SEQ ID NO: 6, nhung khong gi6i han & do.

Ngoai ra, phuong an cu thé khéc nita cua sang ché c6 thé @& cap dén vi sinh vt
tao ra O-axetylhomoserin trong no, ngoai ra, hoat tinh ctia homoserin kinaza 12 bit hoat.
Cu thé, vi sinh vét c6 thé 12 mot vi sinh vat ma trong d6 hoat tinh cia homoserin kinaza
dugc lam giam so véi hoat tinh ndi sinh clia n6 cla vi sinh vét khong cai bién hodc bi
loai bé. Vi dy, vi sinh vat co thé 1a vi sinh vét trong d6 gen (thrB) ma hoa homoserin
kinaza duoc lién két véi ving gen khoi dong yéu hon so v6i ving gen khoi dong tu
nhién, hodc dugc céi bién hodc mét doan dé ¢6 hoat tinh yéu, nhung vung gén khoi dong
khong gi6i han & d6. Trinh tw axit amin cia gen thrB c6 thé thu duoc tir dir liéu da biét
va trinh ty axit amin bAt ky c¢6 hoat tinh clia homoserin kinaza ¢6 thé dugc bao gdm ma

khong gi6i han (vi dy, protein ¢0 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 7). Protein
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c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 7 ¢ thé 1a protein dugc ma hoa boi trinh
tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 8, nhung khong gidi han & do.

Nhu duoc sir dung trong ban md ta nay, thuat ngit “khir hoat tinh” cua protein
dung dé chi truong hop trong d6 hoat tinh ctia protein ctia vi sinh vat dugc lam gidm so
v6i hoat tinh ctia enzym co trong Vi sinh vt trong protein kiu dai ho#c protein khong
cai bién; truong hop trong do protein khong duoc biéu hién tht ca; ho#ic truong hop trong
d6 protein dugc biéu hién nhung khong c6 hoat tinh. Khtr hoat tinh 1a khai niém bao
gdm trudng hop trong do hoat tinh ctia chinh enzym duoc 1am giam hodc duoc loai bod
50 v6i hoat tinh clia enzym ban dAu c6 trong vi sinh vat do céi bién, v.v. cuia gen ma hoa
enzym; trudng hop trong do toan bd murc d hoat tinh ciia enzym trong té bao dugc lam
giam hodgc bi loai bo so v6i hoat tinh cia enzym ban dau co trong ching kiéu dai ctia vi
sinh vét do su uc ché biéu hién hodc sy dich ma cia gen ma hoéa enzym; truong hop
trong d6 mot phén hoic toan bd gen bi mét doan; va td hop cua chung; nhung khir hoat
tinh khong gidi han & do.

Khir hoat tinh cia enzym co thé dat dugc bang cach ap dung cac phuong phép
khac nhau da biét trohg linh vuc k§ thuét. Vidu vé& cac phuong phap nay co thé bao gdm
phuong phdp thay thé gen mé hoa enzym trén nhiém séc thé véi gen duqé cai bién dé
lam giam hoat tinh cta enzym, bao gf”)m treong hop trong d6 hoat tinh cia enzym bi loai
bo; phuong phéap dua cai bién vao trinh ty dbi chimg biéu hién cua gen ma héa enzym
trén nhidm séc thé; phuong phap thay thé trinh tu di chimg biéu hién ciia gen ma hoa
enzym véi trinh ty c6 hoat tinh yéu hodc khong c6 hoat tinh; phuong phép lam mét doan
mdt phan hodc toan by gen ma hoéa enzym trén nhidm séc thé; phuong phap dua vao
oligonucleotit d6i nghia (vi dy, ARN d6i nghia) lién két bd sung véi ban sao clia gen
trén nhiém séc thé, nho do we ché sy dich ma tir mARN thanh enzym; phuong phap két
hop nhén tao trinh tu b6 sung vao trinh ty SD thanh trinh tu phia trude cua trinh ty SD
cua gen mé hoa enzym, tao ra cAu trac tht hai, nho d6 1am cho ribosom khong thé gin
két trén d6; phuong phap két hop viing gen khoi dong voi diu 3’ cua khung doc mo
(ORF-open reading frame) tao ra phién ma nguoc (k§ thudt phién ma ngugc (RTE-
reverse transcription engineering)), v.v., va cling t6 hop clia ching, nhung phuong phap
khong gii han cu thé & do. '

Phuong phéap cai bién trinh tu ddi ching bidu hién c6 thé duge thyc hién bang

cach gy ra cai bién cia trinh ty ddi ching biéu hién béi mat doan, chén doan, hodc thay
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thé bao toan hoic khong béo toan, hodc su td hop cta ching trong trinh tu axit nucleic
cia trinh tw d6i chung biéu hién dé con 1am yéu hoat tinh ciia trinh ty déi chimng biéu
hién; hodc bang cach thay thé bing nucleic axit c6 hoat tinh yéu hon. Trinh ty ddi ching
biéu hién ¢6 thé bao gém vung gen khéi dong, trinh ty van hanh, trinh ty ma héa vang
lién két ribosom, va cac trinh tu dbi chung két thiic phién ma va dich ma, nhung khong
gioi han & do.

Hon nita, trinh ty gen trén nhidm séc thé c6 thé duogc cai bién bang céch gay ra
céi bién trong trinh ty béi mét doan, chén doan, thay thé bao toan hoic khong bao toan,
hodc su td hop ctia chiing trong trinh tw gen dé lam yéu hoat tinh enzym hon; hozc bing
cach thay thé bing trinh tur gen dwoc cai tién dé c6 hoat tinh yéu hon hogc trinh tu gen
duoc duge cai tién dé khong c6 hoat tinh, nhung phuwong phap khong gi6i han & do.

Ngoai ra, phuong phap 1am mat doan mét phan hoic toan bd gen ma hoéa enzym
¢6 thé duoc thuc hién bing cach thay thé polynucleotit ma héa protein dich hcf)i sinh ndm
trong nhiém sic thé c6 polynucleotit hodc gen danh ddu c6 mét doan mét phéan trong
trinh tu axit nucleic bang cach sir dung vecto dé chén nhiém sic thé ndm trong chiing vi
khuin. Theo phuong 4n vi du ctia phuong phép 1am mét doan mdt phan hoic toan bd
gen, phuong phap lam mét doan gen bang tai td hop twong ddng c6 thé duoc sir dung,
nhung phuong phap khong gidi han & dé.

Nhu duoc st dung trong ban md ta nay, thuat ngit “phan” cé thé thay ddi tuy
thudc vao loai polynucleotit, va cu thé n6 c6 thé dung dé chi tir 1 dén 300, éu thé hon 1a
tir 1 dén 100, va cu thé hon nita 1a tir 1 dén 50, nhung khéng giéi han cu thé & do.

Nhu duoc sir dung trong ban mé ta nay, thuat ngir “tai td hop twong dong” ding
dé chi sy tai td hop di truyén xay ra thong qua trao ddi chéo & céc vi tri cua chudi di
truyén c6 d6 tvong ddng 13n nhau. ‘

Hon nita, phuong 4n cu thé khic nita cta sang ché ¢ thé dé cap dén vi sinh vat
tao ra O-axetylhomoserin trong nd, ngoai ra, hoat tinh ciia homoserin axetyltransferaza
duge ting cudng so véi hoat tinh ctia vi sinh vat khong cai bién. Cu thé, vi sinh vt c6
thé 12 mot loai vi sinh vat ma trong d6 hoat tinh cia homoserin axetyltransferaza dugc
tang cudng so v6i hoat tinh vi sinh vat khong cai bién, va cu thé, c6 thé 1a mét loai vi
sinh vit ma trong d6 gen metA cai bién ma héa homoserin axetyltransferaza c6 hoat tinh
tang cudng dugc dua vao. Gen metA cii bién c6 thé 1a gen ma hoa mot profein trong do

axit amin thir 111 ctia homoserin axetyltransferaza dugc thé béi axit glutamic va axit
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amin thtr 112 ctia homoserin axetyltransferaza dugc thé boi histidin, nhung khong gidi
han & d6. Gen metA cai bién ¢6 thé bao gdm ma khong gidi han trinh tu axit amin bét
ky c6 hoat tinh dugc téng cuong clia homoserin axetyltransferaza so v6i hoat tinh cua
kiéu dai cta no, va vi dy, ¢o thé 1a protein co trinh tyu axit amin néu trong SEQ ID NO:
10. Céc phuong &n diéu ché gen met4 cai bién va cach st dung né, chiing c6 hoat tinh
duoc ting cudng cua homoserin axetyltransferaza, v.v. dugc boc 16 trong Bing doc
quyén sang ché Han Quéc s6 10-1335841, va toan bd ban mo ta clia bing sang ché ¢6
thé dugc vién dan trong ban mo ta nay.

Ngoai ra, phuong an cu thé khac nita cta séang ché c6 thé dé cap dén vi sinh vat
tao ra O-axetylhomoserin thudc chi Escherichia trong d6, ngodi ra, hoat tinh ctia aspartat
semialdehyt dehydrogenaza, pyridin nucleotit transhydrogenaza, hodc t6 hop clia chiing
duoc ting cudng so v6i hoat tinh cia vi sinh vat khong cai bién.

Ngoai ra, phuong an cu thé khac nita ctia sang ché c6 thé dé cép dén vi sinh vét
tao ra O-axetylhomoserin trong no, ngoai ra, hoat tinh cia phosphdenolpyruvat
carboxylaza, aspartat aminotransferaza, hodc sy t6 hop cia chung dugc tdng cuong so
v6i hoat tinh cua vi sinh vét khong cai bién. Nhu duoc st dung trong ban md ta nay,
thuét ngit “su tdng cuong” dung 8 chi viéc tang cudng muc do hoat tinh cua protein c6
trong vi sinh vét. Sy tdng cudng hoat tinh cia protein khong bi giéi han mién 1a n6 c6
thé tang cuong hoat tinh cia mdi protein so v6i hoat tinh cia protein kiéu dai hoac
protein khong cai bién, nhu trong su ting cudng hoat tinh cua protein dich. Sy ting
cuong co thé duoc thuc hién bdi phuong phap duoc chon tir nhém bao gém i) phuong
phéap lam tang s6 ban sao cua polynucleotit md hoa mdi protein, ii) phuwong phép dua cai
bién vio trinh tu dbi ching biéu hién dé lam ting sy biéu hién cta polynucleotit, iii)
phuong phép cai bién trinh tu polynucleotit trén nhim sic thé @& ting cudng hoat tinh
ctia mdi protein, va iv) t6 hop cua ching. Cu thé, su tang cudng co thé dugc thuc hién
boi phuong phap dugc chon tir nhém bao gdm phuong phap chén doan polynucleotit
bao gdm trinh ty nucleotit ma héa mbi protein thanh nhidm sic thé, phuong phap dua
polynucleotit vao vi sinh vét sau khi dwa n6 vao hé théng vecto, phuong phép dua vung
gen khéi dong co6 hoat tinh tdng cuong vao ving nguoc hudng cua trinh ty nucleotit ma

héa mdi protein hodc dua mdi protein ¢ cai bién trén ving gen khoi dong cua no,
phuong phap cai bién trinh ty nucleotit trong ving 5'-UTR, va phuong phép dua trinh
tu nucleotit cai bién cua trinh tu nucleotit ma hoa mdi protein, nhung phuong phép tang
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cuong khong gidi han & do.

Khia canh khac nita cua sang ché @ cap dén phuong phéap san xult O-
axetylhomoserin bao gdm nudi chy vi sinh vat thugc chi Escherichia tao ra O-
axetylhomoserin trong moi trudng.

Cu thé, phuong 4n néu trén d& cap dén phuong phap san xuét O-axetylhomoserin
bao gdbm nudi cdy vi sinh vat thudc chi Escherichia tao ra O-axetylhomoserin trong moi
trudng, va thu O-axetylhomoserin tlr vi sinh vat dugc nudi chy hodc mdi truong nudi
cdy. '

Nhu duoc sir dung trong ban md ta nay, thuat ngit “nudi cly” ding dé chi su sinh
trudng vi sinh vét trong moi trudong dugc diéu chinh thich hop. Theo séng ché, viec xir
1y mdi truong co thé duoc thuc hién bing cach st dung mdi truong thich hop va cac
didu kién nudi cdy da biét trong linh vyc k¥ thuat nay. Ngubi ¢6 hiéu biét trung binh
trong linh vyc nay cé thé d& dang didu chinh viéc x&r ly moi truong dé st dung theo chi
da dugc chon. Viéc nudi céy c¢6 thé dugc thuc hién trong quy trinh theo mé, nudi céy
lién tuc, nudi cly b sung co chit, v.v. da biét trong linh vyc nay, nhung khéng gidi han
cu thé & d6. Moi trudng va céc didu kién nudi cdy khac dugc dung d8 nudi cdy vi sinh
vt theo sang ché c6 thé khong bi giéi han cu thé, ma moi trudng bét ky thudng dugc sir
dung dé nudi ciy vi sinh vat thudc chi Escherichia co thé duoc st dung. Cu thé, vi sinh
vit theo sang ché c6 thé duogc nudi cdy trong mdi trudong hiéu khi trong moi truong phd
bién chira cacbon, nito, cac nguén phospho, céc hop chét vo co, cac axit amin, va/hodc
vitamin thich hop, v.v. trong khi diéu chinh nhiét do, pH, v.v..

Theo séng ché, céc ngudn cacbon c6 thé bao gdm céc carbohydrat nhu glucozo,
fructdzo, sucrozo, maltozo, manitol, socbitol, v.v.; rugu chéng han nhu ruou duodng,
glyxerol, v.v.; axit hitu co chéng han nhu axit pyruvic, axit lactic, axit xitric, v.v.; axit
amin ching han nhu axit glutamic, methionin, lysin, v.v., nhung cac ngudn cacbon
khong gi6i han & d6. Ngoai ra, cac thanh phan hitu co ty nhién nhu san phém thily phan
tinh bot, ri dudng, mat mia, cam gao, s&n, bd mia, ruou bép ngd, v.v. ¢d thé duoc st
dung. Cu thé, cac carbohydrat nhu glucozo va ri mat dugc xtr ly so bd khir tring (te 13,
ri duong duoc chuyén héa thanh dudng khir) ¢6 thé dugc st dung, va ngodi ra, cdc ngudn
cacbon khac voi lugng thich hgp ¢6 thé duoc st dung ma khong bi gidi han. Cac ngudn
cacbon ndy cO thé dugc st dung riéng 1€ hodc két hop voi it nhét hai loai khac.

Céc vi du vé cac nguodn nito c6 the bao gobm céc nguon nito vo co (vi du, amoniac,
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amoni sulphat, amoni clorua, amoni axetat, amoni phosphat, amoni carbonat, amoni
nitrat, v.v.); axit amin (axit glutamic, methionin, glutamin, v.v.); va cac nguén nito hitu
co (vi du, pepton, N-Z amin, chiét xuét tir thit, chiét xuAt tir nAm men, chiét xut tir lua
mach, rugu bép ngd, san phém thay phan cazein, ¢4 hodc san phém phén hity cta no,
banh d4u nanh khir béo hodc san phdm phan huy cia n6, v.v.). Cac ngudn nito ndy c6
thé duoc sir dung riéng 1& hogc két hop voi it nhét hai loai, nhung khong bi gidi han &
do.

Cac vi du v& céc ngudn phospho c6 thé bao gdm monokali phosphat, dikali
phosphat, va cac mudi chira natri twong tng ctia n6. Cac vi du vé cac hop chit vo co
duoc st dung co th8 bao gdm natri clorua, canxi clorua, st clorua, magie sulphat, sit
sulphat, mangan sulphat, canxi carbonat, v.v. Ngoai ra, axit amin, Vitamin,bve‘l/hé)eftc cac
tin chét thich hop c6 thé dugce bao gdm, nhung khong bi gi6i han & do. Cac moi truong
hoic tién chét nay c6 thé dugc bd sung vao quy trinh nudi ciy theo mé hodc quy trinh
nudi ciy lién tuc @& nuoi cdy, nhung khong bi gidi han & do.

Trong sudt thoi ky nudi cdy theo sang ché, pH ctia mdi truong co thé duge didu
chinh béng céch bd sung hop chit nhu amoni hydroxit, kali hydroxit, amoniac, axit
phosphoric, axit sulfuric, v.v. vao mdi truong nudi cdy theo céch thich hop. Ngoai ra,
trong subt thoi ky nudi céy, chit chdng tao bot nhu polygycol este cua axit béo, c6 thé
dugc bd sung dé ngin ngira su tao bot. Ngoai ra, dé duy tri trang thai hiéu khi ctia moi
trudng, thi oxy hodc khi chita oxy c6 thé dugc phun vao mdi trudong, trong khi duy tri
trang thai ky khi hodc it khi cia mdi truong khi nito, hydro, hodc cacbon dioxit c6 thé
duoc phun vao ma khong phun khong khi.

Nhiét d6 méi trudng nudi cdy thong thuong c6 thé nam trong khodng tir 27°C
dén 37°C, va cu thé ndm trong khoang tir 30°C dén 35°C, nhung nhiét d moi truong
nudi ciy khong bi giéi han & d6. Ngoai ra, viéc nudi ciy co thé duoc tié'p‘tuc cho dén
khi thu dugc lugng san xuét (cac) nguyén liéu mong mubn, va cu thé nim trong khoang
tir 10 gio dén 100 gidr, nhung khong bi gii han & do. |

Su thu hdi O-axetylhomoserin c6 thé dugc thuc hién bang cach st dung phuong
phép nudi cdy vi sinh vat theo sang ché. Vi du, O-axetylhomoserin dich c6 thé thu duoc
tir moi trudng bang cach st dung phuong phép thich hop da biét trong linh vue k§ thuét
nay (vi dy, nudi céy theo mé, nudi céy lién tuc, hodc nudi céy bd sung theo iné, v.v.). Vi

du, cac phuong phap nhu ly tam, loc, sic ky trao i ion, két tinh, HPLC, v.v. ¢6 thé
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duogc sir dung, va ngodi ra, phuong phap két hop cua cac phuong phap thich hop da biét
trong linh vuc nay c6 thé duoc sir dung.

Quy trinh thu hdi c6 thé bao gdm quy trinh phan tach va/hodc quy trinh tinh sach.

Mot khia canh cta sang ché dé cap dén phuong phép san xuét L-methionin, bao
gdm budc nudi cdy vi sinh vét thudc chi Escherichia tao ra O-axetylhomoserin trong
mdi truong; va chuyén héa O-axetylhomoserin thanh L-methionin bang cach xir 1y vi
sinh vét dugc nudi cAy hogc moi truong nudi chy hogc O-axetylhomoserin thu dugc tu
vi sinh vat dugc nudi cdy hodc mdi truong nudi cdy c6 metyl mercaptan va enzym
chuyén héa methionin.

Vi du, methionin ¢6 thé duoc san xuét tir O-axetylhomoserin, dugc thu hdi tir
mdi trudng nuodi cdy vi sinh vat thudc chi Escherichia tao ra O-axetylhomoserin trong
moi trudng, bdi quy trinh hai bude (bang doc quyén sdng ché Han Quéc s6 10-0905381).

Quy trinh hai budc bao gdm quy trinh san xuét L-methionin va axit hitu co boi
enzym phan Gng s dung enzym c6 hoat tinh chuyén héa O-axetylhomoserin thanh
methionin st dung O-axetylhomoserin va metyl mercaptan lam chit nén.hodc ching
chira enzym. |

Enzym chuyén hoéa methionin bao gdm tAt ca enzym chuyén héa O-
axetylhomoserin thanh methionin, va cu thé 1a O-axetylhomoserin sulfhydrylaza, nhung
khong bi gidi han & do.

Cu th8, O-axetylhomoserin sulfhydrylaza dugc st dung ¢co thé 1a mdt enzym co
ngudn gde tir cac ching vi khuén thudc chi Leptospira, chi Chromobacterium, va chi
Hyphomonas, va cu thé hon, mdt enzym co ngudn gbc tlr cac chung vi khudn thudc chi
Leptospira meyeri, Pseudomonas aurogenosa, Hyphomonas neptunium, va
Chromobacterium violaceum.

Phan rng néu trén dugc thé hién dudi day:

CH;SH + O-axetyl-L-homoserin <=> axetat + methionin

Quy trinh  san xuit methionin bd sung ndy dugc boc 19 trong bang doc quyén

sang ché Han Quéc s& 10-0905381, va toan bo ndi dung cia n6 ¢6 thé dugc vién din

vao trong ban mo ta nay.
Vi du thue hién sang ché

Sau d4y, sang ché s& duoc mo ta chi tiet dwa vao cac phuong an vi du. Tuy nhién,

c4c phuong 4n vi du ndy dugc trinh bay chi nham muc dich minh hoa va khong nhim
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muc dich gi6i han pham vi cua sang ché.

Vi du tham chiéu 1: Didu ché cac chung vi sinh vat tao ra O-axetylhomoserin
1-1. Lam mét doan gen metB trong E. coli kiéu dai

DPé cung cép cac chung tao ra O-axetylhomoserin, E. coli, 14 vi sinh vt dai dién
trong s6 vi sinh vat thudc chi Escherichia, dugc sir dyng. Vi muc dich nay, E. coli K12
w3110 (ATCC 27325), E. coli kiéu dai, thu dugc tir bao tang giéng chudn Hoa Ky
(ATCC- American Type Culture Collection) va dugc st dung. Ching c6 thiéu khuyét
trong gen metB (SEQ ID NO: 6) ma hoa xystathionin gamma synthaza va gen thrB (SEQ
ID NO: 8) ma hoa homoserin kinaza trong ching E. coli K12 W3110 dugc chudn bi.
Chung dugc tao ra nay tao ra O-axetylhomoserin duoc dat tén 1a W3-BT. Cac phuong
an lién quan dén sy mAt doan cua gen metB va thrB dugc bdc 19 trong bang doc quyén
sang ché Han Qudc s6 10-0905381 hozc cong bb don yéu clu cép bang doc quyén séng
ché qubc té WO 2008/013432 (cu thé, xem, cac vi du 1-1 va 1-2 ctia bang doc quyén
sang ché Han Quédc sb 10-0905381), va toan bg ndi dung clia nd c6 thé dugc vién dan
vao trong ban mo ta nay.
1.2 Chuén bi ching dugc dua vao c6 gen metA duoc cai bién c6 hoat tinh homoserin
axetyltransferaza

Pé tang cuong hoat tinh ctia homoserin axetyltransferaza trong ching thu duoc
trong vi duy tham chiéu 1-1, céc tac gia séng ché di nd luc dé dua gen metd duoc cai
bién (SEQ ID NO: 10) ma héa homoserin axetyltransferaza c6 hoat tinh dugc tdng cuong
vao chung. Trong nd luc chudn bi ching nay, plasmit pCL_Pcjl_metA (EH) dugc tao ra
theo phwong phap dugc mo ta trong cac vi du1va3cua bing ddc quyén séng ché Han
Quéc s6 10-1335841. |

Sau d6, dé tao ra cassette thay thé bang cach thay thé gen metA duoc cai bién
duoc chuén bi ¢ trén béng cach dua né vao chung, PCR dugc thyc hién bﬁng cach st
dung vecto pKD3 lam mau cing vdi cac doan mdi néu trong SEQ ID NO: 23 va SEQ
ID NO: 24. Cy thé, PCR duoc thyc hién 1ip lai tong s6 30 chu ky, trong d6 lam bién
tinh & nhiét 4o 94°C trongl khoang thoi gian 30 gidy, G ¢ nhiét d§ 55°C tfong khoang
thoi gian 30 gidy, va dudi & nhiét d@ 72°C trong khoang thoi gian 2 phut.

Déi v6i phan metA (EH) ctia cassette thay thé, PCR dugc thuc hién bﬁng cach st
dung pCL-Pcjl-metA (EH) lam mau cing véi cac doan mdi néu trong SEQ ID NO: 19
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va SEQ ID NO: 20, trong khi, dbi voi phan kiéu dai cia metA, cac doan mdi néu trong
SEQ ID NO: 21 va SEQ ID NO: 22 dugc sir dung, va nho do6 thu dugc cac san phim
PCR tuong tng. Dua vao 3 san phim PCR, cassette thay thé metA (EH) chua diu
cloramphenicol dugc tao ra bang cach sir dung cac doan mdi néu trong SEQ ID NO: 19
va SEQ ID NO: 22, va dugc dua vao vao chung W3-BT bang cach dién di, dugc bién
nap véi vecto pKD46, dugc chuén bj trong vi du tham chiéu 1-1 néu trén.

Céc ching dugc x4c nhan 1a da duoc dua vao boi quy trinh néu trén dugc bién
nap 14n nita v6i vecto pCP20 va dugc nudi ciy trong moi truong LB. Ching trong doé
d4u cloramphenicol bi loai b6 va gen metA dugce thé bé‘mg metd (EH) dugc dit tén 1a
W3-BTA.

Phuong 4n lién quan dén ching c6 hoat tinh ting cudng cia homoserin
axetyltransferaza, v.v. dugc bdc 10 trong bang doc quyén sang ché Han Qubc sb 10-
1335841 hodc cong bd don yéu ciu cip bang doc quyén sang ché quéc té sb
WO 2012/087039, va toan bd ndi dung clia n6 co thé duogc vién dan vao trong ban mo
ta nay.

1-3. Chudn bi ching chtra 2 ban sao cua cac gen ppc, aspC, va asd

Pé ting kha ning tao ra O-axetylhomoserin cia chung W3-BTA dugc chudn bi
trong vi du tham chiéu 1-2, ké hoach ting cudng con dudng sinh tbng hop da biét duoc
dua vao. Thuc hién viéc chuén bi ching trong d6 cac gen, dugc két hop véi
phosphoenolpyruvat carboxylaza tham gia vao qué trinh sinh tbng hop oxaloaxetat tir
phosphoenolpyruvat, aspartat aminotransferaza tham gia vao qua trinh sinh tbng hop
aspartat tir oxaloaxetat, va aspartat-semialdehyt dehydrogenaza tham gia Vé‘lO qué trinh
sinh téng hgp homoserin tir B-aspartyl phosphat duoc khuéch dai thanh 2 ban sao, nghia
13, cac gen ppc, aspC, va asd, dugc khuéch dai thanh 2 ban sao.

P& chudn bi cac chung, cac plasmit pSG-2ppc, pSG-2aspC, va pSG-2asd duoc
tao ra bang phwong phap dugc boc 10 trong cac vi du tir 1-1 dén 1-3 bang ddc quyén
sang ché Han Quéc s6 10-1117012, céc plasmit néu trén dugc dua vao ching W3-BTA,
va chung trong d6 3 gen khac nhau duoc khuéch dai tudn tu thanh 2 béan sao duoc tao ra
bang phuong phap dugc mo ta trong vi du 1-5 bang ddc quyén sang ché Han Quéc.
Chiing dugc tao ra ndy dwoc dit tén 1a W3-BT. 'A2PCD (= WCJM).

Mot phuong an lién quan dén ching c6 hoat tinh ting cuong cua

phosphoenolpyruvat carboxylaza, aspartat aminotransferaza, va aspartat-semialdehyt
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dehydrogenaza, v.v., dugc bdc 16 trong bang doc quyén sang ché Han Qudc s 10-
0905381 hodc cong bd don yéu cau cép bing doc quyén séng ché qudc té sb
WO 2008/013432, va toan bd ndi dung cua no6 ¢o thé dugc vién din vao trong ban md
ta nay.
1-4. Thi nghiém nudi cdy trong binh

Pé thtr nghiém lugng O-axetylhomoserin tao ra trong ching duoc tao ra trong
c4c vi du tham chiéu 1-2 va 1-3, viéc nuoi céy trong binh Erlenmeyer dugc thuc hién.
Céc ching W3110, W3-BTA, va WCJM dugc cdy trong mdi truong LB va dugc nudi cdy
& nhiét dd 33°C qua dém. Céac cum don 1¢ duoc cdy trong 3mL cia moi truong LB va
dwoc U & nhiét dd 33°C trong khodng thoi gian 5 gio, pha lodng 200 l4n trong binh
250mL Erlenmeyer chtta 25mL ctia m6i truong 8 tao ra O-axetylhomoserin, va dugc u
lai & nhlet d6 33°C & 200 vong/phit trong khoang thoi gian 30 gio, va lugng O-
axetylhomoserin tao ra dugc xac dinh bing cach phan tich HPLC. Thanh phan moi
trurong st dung dugc tbng hop trong Bang 1 dudi day.

Bang 1: Thanh phin clia mdi trudng binh tao ra O-axetylhomoserin

Thanh phén Nong &b (trén lit)
Glucozo 40g \
Amoni Sulphat 17g !
KH,PO4 1,0g
MgSO4-7TH20 0,5g
FeSO4- TH20 Smg
MnSO;4-8H,0 Smg
ZnS04 Smg
Canxi Carbonat 30g
Dich chiét nAm men 2g
Methionin 0,15g
Threonin 0,15¢

Luong O-axetylhomoserin tao ra dugc x4c nhan bang phan tich HPLC sau khi
nudi ciy trong khoang thoi gian 30 gio st dung moi trudong néu trén, va cac két qua
duoc tong hop trong Bang 2 dudi day.

Béang 2: Lugng O-axetylhomoserin tao ra trong mdi trudng binh nuoi chy
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- OD (562nm) Luong tiéu thu O-AH (g/L)
glucozo (g/L)
w3110 14,2 40 0
W3-BTA 8.4 36 0,9
WCIM 9,6 35 1,2

Nhu c6 thé thiy trong Bang 2 néu trén, O-axetylhomoserin khong dugc sén xudt
& tht cac chung kiéu dai W3110, tuy nhién, ching W3-BT. A d3 tao ra O-axetylhomoserin
(O-AH) & ndng d 0,9 g/L, va chung WCJM c6 con duong sinh tbng hop dugc ting
cudng da tao ra O-axetylhomoserin (O-AH) & ndng do 1,2 g/L.

Vi du 1: Lya chon protein mang lam tdng kha nang tao ra O-axetylhomosefin

Céc thc gia ciia sang ché da nd luc dé tng dung LeuE (SEQ ID NO: 1) ¢6 ngudn
gbc tir Escherichia coli, duge boc 10 dudi dang protein mang ma di khong duge duoc
bdc 16 lién quan dén hoat tinh tiét O-axetylhomoserin va tao ra O-axetylhqmoserin, dé
tao ra O-axetylhomoserin.

Pé tang cudng gen leuE trong chiing, gen leuE dugc tao dong bang cach st dung
diém han ché Smal cuia vecto pCL.

Trudc tién, dé tao ra gen leuE, PCR duoc thuc hién cho tbng cong 30 chu ky bang
cach sir dung céc doan mdi néu trong cac SEQ ID NO: 11 va 12, trong do sy bién tinh
duoc thuc hién & nhiét 4o 94°C trong khoang thoi gian 30 gidy, U ¢ nhiét do 55°C trong
khoéng thoi gian 30 gidy, va dudi ¢ nhiét @6 68°C trong khoang thoi giaﬁ 1 phut. San
phdm PCR thu dugc duge dién di trén gel agarose 1,0% va ADN duoc tinh sa_ich tur dai
800bp. ADN dugc tinh sach dwgc xtt Iy v6i enzym e ché Smal & nhiét d6 37°C qua
dém, va sau khi tinh sach bd sung, gen leuE va vector pCL dugc tao dong bing céach st
dung T4 ligaza. Sau khi lam bién nap E. coli DH5 bing cach sir dung plasmit duoc tao
dong, thi E. coli DH5 dugc bién nap dugc chon trén mdi truong dia LB chua
spectinomyxin (50 pg/mL) dé thu dugc plasmit. Plasmit dugc tao ra nay dugc dua vao
céc chung W3-BTA va WCJM, 1a céc chung tao ra O-axetylhomoserin. Cc ching nay
14n luot duoc dit tén 1a W3-BTA/pCL-leuE va WCIM/pCL-leuk, va vige danh gia kha
ning tao ra O-axetylhomoserin trong binh ctia ching duoc thuc hién.

Ngoai ra, khi cdc nhom d6i chimg, vecto rdng pCL1920 dugc dwa vao cac ching

W3-BTA va WCJM theo cung mdt phuong phéap néu trén, va 14n lugt duoc dit tén 1a W3-
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BTA/pCL1920 va WCIM pCL1920, va viéc danh gia kha nang tao ra O-axetylhomoserin
trong binh ctia ching dugc thyc hién.

Cu thé, mdi ching dugc trai trén moi truong rén LB va duoc nudi cly qua dém
‘trong 10 @ nhiét do 33°C. Cum don cua ching dugc nudi cdy qua dém trong mdi truong
dia LB dugc cdy trong 3mL cta mdi truong LB va dugc U & nhiét 6 33°C trong khoang
thoi gian 5 gio, pha lodng 200 1in trong binh Erlenmeyer 250mL chira 25mL mdi trudong
dé tao ra O-axetylhomoserin, va u lai 1dn nita & nhiét dd 33°C & 200 vong/phut trong
khoang thoi gian 30 gio, va lugng O-axetylhomoserin tao ra dugc xac nhén bang phan
tich HPLC. Céc két qua dugc tbng hop trong Bang 3 dudi day.

Béng 3: Két qua do lugng O-axetylhomoserin tao ra trong moi trudng binh nudi chy

Luogng ti€u thu
OD (562nm) O-AH (g/L)
: gluco (g/L)
W3-BTA/pCL1920 9,5 35 0,9
W3-BTA/pCL-leuE 8,2 36 1,0
WCJIM/pCL1920 9,6 35 1,2
WCJIM/pCL-leuE 8,4 36 1,5

Nhu c6 thé thdy trong Bang 3 néu trén, ching WCJM dugc dua vao v6i plasmit
lewE thé hién OD thip hon so v6i OD cua ching ddi ching dugc dua vao véi vecto
rdng, va ching WCJM ciing thé hién luong tiéu thu glucozo cao hon. Tuy nhién, ching
WCJM &i tao ra O-axetylhomoserin & nbéng d6 1,5 g/L, va didu nay khong thé x4c nhan
rdng viéc ting lugng O-axetylhomoserin tao ra 1a do dua leuE kiéu dai vao. Tuy nhién,
céc két qua kha quan vé d6i ching OD va sy ting tdc do tidu thu glucozo xac nhan hoat
tinh tié tidm néing ctia ching. Theo d6, thi nghiém dugc thuc hién dé lya chon céc chung
duoc cai bién co hoat tinh dugce ting cudng tiét O-axetylhomoserin so véi hoat tinh cua
ching kiéu dai thong qua mo hinh héa cu tric. |
Vi du 2: Tao ra plasmit co céi bién ctia bd ba ma hoa mé dau cua leuE va danh gia kha
ning tao ra O-axetyl homoserin

Bo ba ma hoa mé dau clia leuE da biét 13 gtg, ma hoa valin, axit amin. Pé xac
nhén hiéu qua tdng cudng cua protein leuE bang cach thay dbi bo ba ma héa mé dau
thanh atg (tirc 13, bd ba ma héa ma hoéa methionin), thi nghiém thay dbi bd ba ma hoa

mé dau dya vao plasmit dugce chuén bi trong vi du 1 dugc thyc hién. Cu thé, axit amin
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thir nhét trong trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 1 dugc thé boi methionin dé
ting cuong hoat tinh tiét O-axetylhomoserin. Cu thé hon, viéc cai bién leuE(ATG) duoc
tao ra. D& tao ra viéc cai bién leuE(ATG), céc doan mdi néu trong SEQ ID NO: 145 va
SEQ ID NO: 146 dugc su dung, va gen leuE(ATG) cai bién duoc tao ra bai dot bién
didm cu thé (kit tao dot bién diém, Stratagene, USA). Plasmit kidu dai da biét dugc dat
tén 1a WT, va plasmit thay d6i bd ba ma hoa mo dau duoc dit tén 1a WT_ATG, va plasmit
duge tao ra ndy duge dua vao chung WCJM va viéc danh gia kha nang tao ra O-
axetylhomoserin trong binh cua ching dugc thyc hién.

Cu thé, mdi chung dugc trai trén moi truong rén LB va duge nudi cdy qua dém
trong 16 1 nhiét do 33°C. Chiing dugc nudi cdy qua dém trong mdi truong dia LB dugc
chy trong 25mL mdi trudng chuén do va duge U & nhiét 4o 33°C & 200 vong/phit trong
khoang thoi gian 40 gio. Cac két qua dugc tbng hop trén Bang 4 dudi day.

Béng 4: Két qua do lugng O-axetylhomoserin tao ra trong moi trudng binh nuoi cy

Luong tiéu thy
OD (562nm) O-AH (g/L)
glucozo (g/L)
WCJIM/pCL-leuE WT 8,4 36 ‘ 1,5
WCJIM/pCL-leuE WT(ATG) 7,6 39 2,6

Nhur c6 thé thiy trong Bang 4 néu trén, ching dugc dua vao cung v6i plasmit
pCL-leuE WI(ATG) c6 bd ba ma héa mé dAu cai bién thé hién OD thép hon so v6i OD
ctia chung kiéu dai nhung thé hién luong tiéu thu glucozo cao hon. Ching duge dua vao
cing véi plasmit pCL-leuE WT(ATG) c6 bd ba ma héa mé& dau cai bién tao ra O-
axetylhomoserin & ndng d9 2,6 g/L, lam ting kha ning tao ra bang 173% so v6i ching
kiéu dai.

Vi du 3: Tao ra plasmit dugc cai bién leuE va danh gid kha ning tao ra O-
axetylhomoserin
3-1. Tao ra plasmit dugc cai bién leuE

Céc thi nghiém dé tao ra mdi trong sb ba polypeptit cai bién dugc ky vong ¢
hoat tinh tiét cao hon so v6i hoat tinh cta leuE kiéu dai dua vao hai loai plasmit, tirc 1a,
plasmidpCL-leuE WT va pCL-leuE WT(ATG) dugc tao ra trong cac vi du 1 va 2, dugc
thuc hién. Cu thé, cac vi tri cla cai bién leuE duoc chon thong qua cAu trac mo hinh dé

ting cudng hoat tinh tiét O-axetylhomoserin, va c4c vi tri cia axit amin ¢ 30, 95, va 165
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trong cac trinh ty axit amin néu trong cac SEQIDNO: 1va2 14n lugt duge thé bai cac
axit amin khéc nhau.

Cu thé hon, céc cai bién LI5SV, F30A, va F165A duogc tao ra. Dé tao ra cai bién
L95V, cac doan mdi néu trong cac SEQ ID NO: 13 va 14 duge st dung; d6i voi cai bién
F30A, cac doan mdi néu trong cac SEQ ID NO: 25 va 26 duoc st dung; va ddi véi cai
bién F165A, cac doan mdi néu trong cac SEQ ID NO: 27 va 28 dugec sir dung. Cac gen
leuE dugc cai bién dugc tao ra béng cach st dung kit tao dot bién diém (Stratagene,
USA) ciing v6i mdi trong s6 tap hop doan mdi duge néu trén. Dua vao plasmif WT kiéu
dai da biét, plasmit dugc cai bién LISV dugc dit tén 1a WT_M3; plasmit dugc cai bién
F304 13 WT_M4, va plasmit dugc cai bién F1654 1a WT M6, twong tng. Ngoai ra, dua
vao plasmit c6 bo ba ma hoa m& ddu cai bién (tirc 1a 1a, WI(ATG)), plasmit duge cai
bién LISV duoc dit tén 1a WT(ATG)_M3, plasmit dugc cai bién F304 1a WT(ATG)_M4,
va plasmit duoc ci bién F1654 13 WT(ATG)_M6, tuong ting. Céc plasmit dugc cai bién
duoc tao ra nday duge dua vao chiung WCJM dé danh gid kha ning tao ra O-
axetylhomoserin trong binh. |

Cu thé, mdi chiing duoc trai trén mdi trudong dia LB va duoc nudi cy trong 10 U
nhiét 0 33°C qua dém. Ching dugc nubi cdy qua dém trong moi trudng rin LB dugc
chy vao 25mL ctia mdi trudng chudn do, va sau d6 dugc nudi cy trong 16 1 & nhiét do
33°C & 200 vong/phiit trong khoang thoi gian 40 gio. Cac két qua dugc thé hién trong
Bang 5 duéi déy.

Béng 5: Két qua do lugng O-axetylhomoserin tao ra trong moi trurdong binh nudi chy

Luong tiéu thu
OD (562nm) O-AH (g/L)

glucozo (g/L)
WCJM/pCL1920 9,6 35 1,3
WCJIM/pCL-leulE WT 8,4 36 1,5
WCJIM/pCL-leulE WT_M3 8,2 38 2,3
WCJIM/pCL-leulE WT_M4 7,9 38 3,7
WCIM/pCL-leulE WT_M6 8,0 39 4,8
WCJIM/pCL-leuEWT(ATG) 7,6 39 2,6
WCJIM/pCL-leuE

7,5 40 3,1

WT(ATG)_M3
WCJIM/pCL-leuE 7,3 39 - 3,6
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WT(ATG)_M4
WCJM/pCL-leuE
WT(ATG)_M6

7,5 40 4,9

Nhu c6 thé thdy trong Bang 5, tht ca 3 ching duoc dua vao cung vdi plasmit dugc
cdi bién leuE thé hién sy giam OD so v6i OD ctia kiéu dai, nhung tAt ca 3 chung thé hién
luong tiéu thy glucozo nhanh hon so véi lugng tiéu thu ching kiéu dai, va cu thé, chiing
WT(ATG) M6 duge thé hién dé tao ra O-axetylhomoserin O ndng @ 4,9 g/L, do do6 thé
hién kha ning tao ra O-axetylhomoserin cao nhit. Do do, tit ca 3 chung dugc cai bién
theo sang ché duge xac nhan rang c6 kha nang tao ra O-axetylhomoserin tdng cuong.
Ngoai ra, khi lugng biéu hién protein dugc xac nhén 1a ting nho cai bién bd ba ma hoa
mé& diu cua leuE, thi kha ning tao ra O-axetylhomoserin duoc tang cudng thém.

3-2. Tao ra con duong sinh tbng hop céc gen va cac plasmit dugc cai bién

Dé t6i da kha ndng tao ra O—axetylhomoserin,'thi plasmit c6 kha néng ting cuong
con duong sinh téngr hop homoserin dugc tao ra. Dé tao dong aspartat semialdehyt
dehydrogenaza, pyridin nucleotit transhydrogenaza, va LeuE kiéu dai va LeuE dugc cai
bién vio vecto pCL, cac gen asd va pntAB dugc dua vao vecto pCL trude tién.

Trudc tién, dé thu duoc cac gen asd va pntAB g, PCR dugc thuc hién trong tbng
s6 30 chu ky, trong d6 su bién tinh dugc thuc hién & nhiét d 94°C trong ‘khoéng thoi
gian 30 gidy, 0 & nhigt do 55°C trong khoang thdi gian 30 gidy, va dudi & nhiét 0 68°C
trong khoang thoi gian 3 phut, bang cach sir dung cac doan mdi néu trong cac SEQ ID
NO: 15 va 16 dung cho gen asd va cac doan mdi néu trong cac SEQ ID NO: 17 va 18
dung cho gen pntAB. Céc san phdm PCR thu dugc duoc dién di trén gel agaroza 1,0%
va ADN Iin lugt thu duge tir cac dai co kich thude 1,4kb (asd) va 3kb (pntAB) dugc
tinh sach.

Hai gen dugc tinh sach dugc ghep bing cich st dung PCR nbi (ky thuat trong
d6 trudc tién cac phan chdng phi clia hai gen dugc ghép ma khong cAn doan mdi bt ky
va sau do6 khuéch dai bang cach sir dung cac doan mdi & ca hai ddu). Cac diéu kién dé
PCR nbi thuc hién PCR néu trén trong 10 chu ky va sau do thuc hién PCR trong 20 chu
ky sau khi bd sung cac doan mdi néu trong cdc SEQ ID NO: 15 va 18. Két qua 13, nhitng
doan dugc két hop clia cac gen asd-pntAB dugc taora, va dugc tinh sach bang céach dién

di. Cac doan duogc tinh sach va vecto pCL dugc xt ly v6i Smal & nhiét do 37°C qua
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dém, dugc tinh sach thém, va plasmit pCL-asd-pntAB dugc tao ra bang cich st dung T4
ligaza.

Gen leuE dugc tao dong vao plasmit dugc tao ra nay. Trong tao dong, cu thé,
dé thu dugc gen leuE, PCR dugc thyc hién trong téng s6 30 chu ky, trong d6 thyc hién
su bién tinh & nhiét dd 94°C trong khoang thoi gian 30 gidly, U ¢ nhigt do 55°C trong
khoang thoi gian 30 gidy, va dudi & nhiét do 68°C trong khoang thoi gian 1 phit, bing
cach sir dung céc doan mdi néu trong cac SEQ ID NO: 29 va 30.

San phém PCR thu dugc dugc dién di trén gel agaroza 1,0% va ADN thu dugc
tir 800bp dugc tinh sach. ADN duoc tinh sach va vecto pCL dugc xtt ly véi Kpnl & nhiét
do 37°C qua dém, dugc tinh sach thém, va gen leuE va vecto pCL-asd-pntAB dugce tao
dong. Cac plasmit dugc tao dong duoc bién nap thanh E. coli DH5a, va E. coli DH5a
duoc bién nap dugc chon trong moi truong dia LB chta spectinomyxin (50 pg/mL) va
cac plasmit thu duoc tir do. Plasmit duoc tao ra nay dugc dua vao chung WCJM, la
ching tao ra O-axetylhomoserin, va viéc danh gia lién quan dén kha ning tao ra O-
axetylhomoserin cta n6 dugc thuc hién. Céc plasmit dugc tao ra nay téng cong 4 loai
gdm kidu dai va 3 ching duge cai bién duge chuén bi trong vi du 2-1 dugc sit dyng. 4
loai plasmit dugc dua vao ching WCJM béng cach dién di va viéc ddnh gid binh nudi
cdy dugc thyc hién theo cich gibng v6i céch trong vi du 3-1. Céc két qua duge thé hién
trong Bang 6-1 du6i day.

Bang 6: Két qua do lugng O-axetylhomoserin sinh ra trong moi truong binh nudi cy

| Lugng tiéu ‘
OD (562nm)| thy glucozo | O-AH (g/L)

(&) |
WCJM/pCL-asd-pntAB 9,8 36 1,8
WCJIM/pCL-asd-pntAB-leull WT 9,5 37 2,0
WCJM/pCL-asd-pntAB-leul WT _M3 8,2 38 :3,0
WCJM/pCL-asd-pntAB-leull WT _M4 7,5 38 42
WCJM/pCL-asd-pntAB-leulE WT M6 7,8 38 5,9

Nhu c6 thé thdy trong Bang 6 néu trén, két qua clia viéc ting cudng ddng thoi
con duong sinh tdng hop va cai bién leuE, kha ning tao ra O-axetylhomoserin dugc cai

thién hon nita. Cu thé, trong truong hop cia ching trong d6 plasmit pCL-asd-pntAB-
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leuE WT M6 dugc dua vao, OD giam so véi OD cta ching kidu dai, nhung ching thé
hién luong tiéu thu glucozo nhanh hon va tao ra O-axetylhomoserin & néng d6 5,9 g/L,

cao nhat trong so cac chung.

Vi du 4: Tao ra cai bién leuE bang cach gay dot bién bdo hoa va danh gia kha ndng tao

ra O-axetylhomoserin

4-1. Chuén bi chiing c6 cai bién leuE bing cach gy dot bién bdo hoa va danh gid nd
Céc cai bién dugc tao ra bing cach gy dot bién bdo hoa dé tao ra céc loai khic

nhau cia viéc thay thé axit amin cia 3 ching dot bién leuE, da thé hién kha ning tao ra

O-axetylhomoserin cao. Axit amin dugc thé dugc tao ra b%lng cach sir dung 17 loai dot

bién M3, dot bién M4, va dot bién M6, lan lugt, st dung plasmit dugc chuén bi trong vi

33074

du 2 1am c4c mAu. Cac chi tiét dugc thé hién trén Bang 7 dudi ddy.

Béang 7

Plasmit dugc cai bién

Axit amin dugc thé

SEQ ID NO cua céc doan

moi
M3 L95F SEQ ID NO: 31, 32
L95A SEQ ID NO: 33, 34
195G SEQ ID NO: 35, 36
L95T SEQ ID NO: 37, 38
L95N SEQ ID NO: 39, 40
95D SEQID NO: 41, 42
L95H SEQ ID NO: 43, 44
1951 SEQ ID NO: 45, 46
1955 SEQ ID NO: 47, 48
L95P SEQ ID NO: 49, 50
195Y SEQ ID NO: 51, 52
195Q SEQ ID NO: 53, 54
L95K SEQ ID NO: 55, 56
L95E SEQID NO: 57, 58
L95C SEQ ID NO: 59, 60
LO5W SEQ ID NO: 61, 62
LO5R SEQ ID NO: 63, 64
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M4 F30W SEQ ID NO: 65, 66
F30L SEQ ID NO: 67, 68
F30V SEQ ID NO: 69, 70
F30G SEQ ID NO: 71,72
F30S SEQ ID NO: 73, 74
F30N SEQ ID NO: 75, 76
F30D SEQ ID NO: 77, 78
F30H SEQ ID NO: 79, 80
F30I SEQ ID NO: 81, 82
F30P SEQ ID NO: 83, 84
F30Y SEQ ID NO: 85, 86
F30Q SEQ ID NO: 87, 88
F30K SEQ ID NO: 89, 90
F30E SEQ ID NO: 91, 92
F30C SEQ ID NO: 93, 94
F30T SEQ ID NO: 95, 96
F30R SEQ ID NO: 97, 98

M6 F165W SEQ ID NO: 99‘, 100

F165L SEQ ID NO: 101, 102
F165V SEQ ID NO: 103, 104
F165G SEQ ID NO: 105, 106
F165S SEQ ID NO: 107, 108
F165N SEQ ID NO: 109, 110
F165D SEQID NO: 111, 112
F165H SEQID NO: 113, 114
F165I SEQ ID NO: 115, 116
F165P SEQIDNO: 117,118
F165Y SEQ ID NO: 119, 120
F165Q SEQ ID NO: 121, 122
F165K SEQ ID NO: 123, 124
F165E SEQ ID NO: 125, 126
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F165C SEQ ID NO: 127, 128
F165T SEQ ID NO: 129, 130
F165R SEQ ID NO: 131, 132

Cu thé, cac gen dugc cai bién leuE dugc tao ra bang cach thuc hién kit dot bién diém
(Stratagene, USA) sir dung céc doan mdi duoc thé hién trong Bang 7 néu trén. Plasmit
dwoc dwa vao ching WCJM va binh dugc danh gia tuong tw theo cich nhu trong vi du
3-1. Cac két qua duge thé hién trén Bang 8 dudi day.

Béng 8: Két qua do lugng O-axetylhomoserin sinh ra trong moi truong binh nudi chy

Luong tiéu
Chung Plasmit Vi trf cai bién b thu O-Al
(562nm) | glucozo (g/L)
(g/L)

| W/C{ pCL1920 9,6 35 1,3
pCL-leull WT 8,4 36 1,5
pCL-leuE WT_M3 L95V 8,2 38 2.3
pCL-leulE WT_M4 F30A 7,9 38 3,7
pCL-leulE WT_M6 F165A 8,0 39 4,8
Cai bién M3 L95F 8,6 38 2,3
L95A 8,3 38 2,2

195G 9,2 37 2,1

95T 9.4 37,5 223

LI5N 8,8 38 2,4

195D 8,7 36 2,2

L95H 95 35 2,3

1,951 9,5 37,5 2,2

1.95S 9,3 37 2,5

L95P 9,2 36 2,5

L95Y 8,9 35 2,2

1L95Q 9,4 38 3,1

L95K 9,2 38,5 2,2
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L95E 8,6 37 2,6
L95C 8,9 37,5 2,4
L95SW 9.9 38 2,1
LI9SR 9,3 38 2,3
Cai bién M4 F30W 7,5 38 3,2
F30L 7,2 36 3,1
F30V 7,3 35 2,6
F30G 8.3 36 3.4
F308 7,9 35 3,6
F30N 8,2 37 3,5
F30D 8,6 38 3,0
F30H 8,8 34 2,9
F30I 8,3 35 3.5
F30P 8,6 35,5 3,1
F30Y 7.9 34 2,9
F30Q 8,6 34 2,8
F30K 8.8 35 3,1
F30E 7,6 35,5 2,5
F30C 7,9 35 24
F30T 8.9 36 3,0
F30R 8,6 38,5 2,9
Cai bién M6 F165W 8,2 39 4,2
F165L 8,3 38 4,5
F165V 8.4 38 4,1
F165G 8,0 39 4,6
F165S 7,9 37 4,7
F165N 8,8 39 4,7
F165D 7,8 38 4,5
F165H 7.9 38 4,5
F1651 7,8 37 4,1
F165P 7,7 37,5 4,2
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F165Y 8,2 38 46
F165Q 8.4 38 3,9
F165K 7.6 39 4,0
F165E 7,1 36,5 42
F165C 7.6 36,5 43
F165T 8,5 34 3,7
F165R 83 | . 38 3,9

Nhu c6 thé thdy trong Bang 8 néu trén, c6 su khac biét nho vé OD va tbc do
lugng tiéu thu glucozo trong két qua danh gia mdi ching duoc cai bién. Tuy nhién, tét
cad cac chung dugc cai bién néu trén dugc tim thdy c6 lugng ting cuong O-
axetylhomoserin sinh ra so v6¢i ching WCJM /pCL1920 va WCJM /pCL-leuE WT dugc
st dung trong nhom d6i chimg.

4-2. Chudn bi ching c6 cai bién leuE dugc ting cudong trong chung co luong O-
axetylhomoserin sinh ra cao va dénh gia luong O-axetylhomoserin sinh ra cia no

Phuong phép san xuét ching c6 kha ning tao ra O-axetylhomoserin bang cach
st dung chiing c6 kha nang tao ra threonin thong qua dot bién NTG c¢6 ngudn gbe tir
w3110 kiéu dai du:c_fc boc 10 (cong bd don yéu clu cép bang doc quyén sang ché quéc
té sb .WO 2012/087039). Cu thé, cac ching dugc tao ra ndy tao ra luong O-
axetylhomoserin cao dugc gui dén Trung tAm bao tdn vi sinh vat Han Quéc véi s ding
ky KCCM11146P.

Thi nghiém dugc thyc hién dé x4c dinh xem viéc dua ching chira gen leuE va
cac ching duogc cai bién cta né dya trén ching néu trén c6 1am tang kha nadng tao ra O-
axetylhomoserin hay khong.

Cu thé, chiing chira gen leuE va 3 chiing duoc cai bién ctia n6 dugc dua vao bing
cach dién di. Cac chung dugc nay 1an luot duogc dit tén 1a KCCM11146P/pCL1920,
KCCMI11146P/pCL-leuE WT, KCCM11146P/pCL-leuE M3, KCCMI111 46P/pCL-leuE
M4, va KCCM11146P/pCL-leuE M6. Pé do kha ning tao ra O-axetylhomoserin cla
ching chira gen leuE va 3 ching dugc cai bién clia né, viée danh gia nudi ciy trong binh
dugc thuc hién. Cu thé, moi trudng LB dugc céy 4 loai cua céac chiing néu trén va dugc
Ui qua dém & nhiét do 33°C. Sau dd, cac cum don duoc céy vao 3mL mdi truong LB va

dugc nudi cdy 14n nira & nhiét do 33°C trong khoang thoi gian 5 gio, pha loang 200 lan
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trong binh Erlenmeyer 250mL chira 25mL moi trudong dé tao ra O-axetylhomoserin, va
U lai 14n nita & nhiét d6 33°C ¢ 200 vong/phit trong khoang thoi gian 30 gio, va lugng
O-axetylhomoserin sinh ra dugc xac nhan bang phan tich HPLC. Cac két qua cua thi
nghiém trén dugc tbng hop trong Bang 9 dudi day.

Bang 9: Két qua do lugng O-axetylhomoserin sinh ra trong mdi trudng binh nudi cy

Luong tiéu thu
OD (562nm) O-AH (g/L)

glucozo (g/L)
KCCM11146P/pCL1920 18,3 40 14,2
KCCM11146P/pCL-leuk WT 17,9 40 16,3
KCCM11146P/pCL-leuk M3 17,5 40 16,9
KCCM11146P/pCL-leuk M4 16,8 40 19,2
KCCM11146P/pCL-leuE M6 17,2 40 18,8

Nhu c6 thé thiy trong Béng 9 néu trén, ching dugc tao ra bing cich chi dua
pCL1920 vao chung KCCMI1146P dugc x4c nhén rang tao ra 14,2 g/l O-
axetylhomoserin, va chung leuE WT cling thé hién viéc ting lugng O-axetylhomoserin
sinh ra so v&i chimg géc. Ngoai ra, tAt ca 3 ching duge cai bién thé hién sy gidm OD,
trong khi ching M4 thé hién lugng O-axetylhomoserin sinh ra cao nhét (19,2 g/L). Céc
ching M4 va M6 thé hién sy ting lugng O-axetylhomoserin sinh ra.

C4c tac gia clia cua sang ché x4c nhén rang lwong O-axetylhomoserin sinh ra tang
trong cac chung “KCCM11146P/pCL-leuE M3, M4, va M6”, 1a 3 chung dugc cai bién
ctia M3, M4, va M6 dua vao chung KCCM11146P. Két qua 13, chung duoc dat tén ching
13 “CA05-4009”, “CA05-4010”, va “CA05-4011”, va dugce gui dén KCCM vao ngay 15
thang 12, nam 2014, 1An luot ¢ cac sb ding ky KCCM11645P, KCCM11646P, va
KCCM11647P.

Vi du 5: Lugng L-methionin tao ra bing cach st dung dung dich nudi chy O-
axetylhomoserin dugc tao ra va transferaza

Thi nghiém tao ra L-methionin bing cach st dung dung dlCh nudi ciy O-
axetylhomoserin thu dwgc trong vi du 4 va O-axetylhomoserin sulthydrylaza, la enzym
chuyén héa O-axetylhomoserin thanh methionin, dugc thuc hién.

O-Axetylhomoserin sulfhydrylaza, enzym chuyén hoa, dugc chuén bi bai

phuong phép dugc dé xuét trong vi du 1-2 cua bing doc quyén sang ché Han Qudc
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$6 10-1250651, va luong L-methionin dugc tao ra bdi phan Ung chuyén héa st dung
phuong phap dé xuét trong vi du 3 bang doc quyén séng ché Han Qudc s6 10-1250651
dugc do. Ddi v6i O-axetylhomoserin dugc sir dung lam chit nén, dung dich nudi chy
KCCM11146P-pCL-leuE M4 (O-AH néng do; 19,2 g/L) thu dugc trong vi du 4 theo
séng ché duoc st dung, va néng d6 ciia L-methionin tao ra tu dé duoc thé hién trong

Bang 10 dudi day.

Bang 10
Thoi gian (phut)
2 4 6 8 10

Methionin

MetZ-rsp 3,21 4,34 4,52 4,78 - 5,04
(g/L)
Chuyén

50% 68% 71% 75% - 79%

héa (%)

Nhu ¢6 thé thiy trong Bang 10 néu trén, O-axetylhomoserin dugc chira trong
dung dich nudi chy chiing KCCM11146P-pCL-leuk M4 thu duoc trong vi du 4 dugc xac
nhan ring dugc chuyén hoéa thanh methionin & tbc dd chuyén hoéa 79% trong khoang
thoi gian 10 phuat. Tu két qua nay, methionin dugc xac nhén rdng c6 thé dugc san Xuét
thanh cong biang cch st dung chiing theo séng ché.

Tir phdn mo ta néu trén, ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vurc nay c6 thé
hiéu ring sang ché c6 thé bao gdm céc dang cu thé khac ma khong lam thay d6i cac khai
niém k¥ thu@t hodc cac dac diém cAn thiét cua sang ché. V& van dé nay, cac vi du mau
dugc boc 1 trong ban mo ta nay chi nhdm muc dich minh hoa va khoéng nén hiéu 1a dé
gi¢i han pham vi ctia sang ché. Nguoc lai, sang ché nhim bao ham khong chi cac phuong
4n vi du ma con cac phuong én thay thé, cac cai bién, cac dang twong duong, va cac
phuong an khac ma ndm trong pham vi va ndi dung ctia sang ché dugc xac dinh boi cac

diém yéu ciu bao h kém theo dudi day.
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YEU CAUBAO HQ

1. Polypeptit c6 hoat tinh tiét O-axetylhomoserin, trong do it nh4t mot axit amin duoc
chon tir nhdm bao gbm phenylalanin ¢ vi tri 30, leuxin & vi tri 95, va phenylalanin & vi
tri 165 trong trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 1 duoc thé boi axit amin khéc.
2. Polypeptit theo didm 1, trong d6 phenylalanin & vi trf 30 trong trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO: 1 duge thé bdi mot axit amin bét ky dugc chon tir nhém bao gdm
alanin, tryptophan, leuxin, valin, glyxin, serin, asparagin, axit aspartic, va histidin;
leuxin & vi tri 95 trong trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 1 duoc thé bai mot axit
amin bat ky dugc chon tir nhém bao gdm valin, phenylalanin, alanin, glyxin, threonin,
asparagin, axit aspartic, va histidin; hodc phenylalanin & vi tri 165 trong trinh tur axit
amin néu trong SEQ ID NO: 1 dugc thé boi mot axit amin bét ky dugc chon tir nhém
bao gdm alanin, tryptophan, leuxin, ‘valin, glyxin, serin, asparagin, axit aspartic, va
histidin.

3. Polypeptit theo diém 1, trong d6 valin & vi tri 1 trong trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 1 con duge thé béi methionin. |

4. Polypeptit theo diém 1, trong d6 polypeptit dugc chon tir nhém bao gbm céc trinh ty
axit amin néu trong cdc SEQ ID NO: 133, 134, 137, 138, 141, va 142.

5. Polynucleotit ma héa polypeptit c6 hoat tinh tiét O-axetyhomoserin, trong d6 it nhét
mot axit amin dugc chon tir nhém bao gdm phenylalanin & vi tri 30, leuxin & vi tri 95,
va phenylalanin & vi trf 165 trong trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 1 dugc thé
bai axit amin khac.

6. Polymicleotit theo diém 5, trong' d6 polynucleotit dugc chon tir nhom bao gdm céc
trinh ty axit nucleic néu trong cac SEQ ID NO: 135, 136, 139, 140, 143, va 144.

7. Vi sinh vat thudc chi Escherichia tao ra O-axetylhomoserin, trong do polypeptit bao
gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 1 hodc polypeptit cai bién cta n6 dugc
chira hodc biéu hién quéa mirc, trong do, lién quan dén polypeptit cai bién; it nhat mot
axit amin dugc chon tir nhém bao gdm phenylalanin & vi tri 30, leuxin & vi tri 95, va
phenylalanin & vi tri 165 trong trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 1 dugc thé boi
axit amin khac. '

8. Vi sinh vat theo diém 7, trong do, lién quan dén polypeptit cai bién, phénylalanin &

vi tri 30 trong trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 1 dugc thé béi mot axit amin
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b4t ky dugc chon tir nhém bao gbm alanin, tryptophan, leuxin, valin, glyxin, serin,
asparagin, axit aspartic, va histidin; leuxin & vi tri 95 trong trinh tu axit amin néu trong
SEQ ID NO: 1 duoc thé boéi mot axit amin bét ky duge chon tir nhom bao g61n valin,
phenylalanin, alanin, glyxin, threonin, asparagin, axit aspartic, va histidin; hodc
phenylalanin & vi tri 165 trong trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 1 dugc thé boi
mot axit amin bét ky dugc chon tir nhom bao gém alanin, tryptophan, leuxin, valin,
glyxin, serin, asparagin, axit aspartic, va histidin.

9. Vi sinh v4t theo diém 7, trong d6, lién quan dén polypeptit cai bién, valin & vi tri 1
trong trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 1 con duge thé bdi methionin.

10. Vi sinh vat theo diém 7, trong d6 vi sinh vét thudc chi Escherichia 1a Escherichia

coli.

11. Vi sinh vét theo diém 7, trong d6, ngoai ra, hoat tinh cta xystathionin synthaza bi
bét hoat.

12. Vi sinh vét theo diém 7, trong d6, ngoai ra, hoat tinh cua homoserin kinaza bi bét
hoat. |

13. Vi sinh vat theo diém 7, trong d6, ngoai ra, hoat tinh cia homoserin axetyltransferaza
duoc ting cuong so v6i hoat tinh clia vi sinh vat khong cai bién.

14. Vi sinh vat theo diém 7, trong d6, ngoai ra, hoat tinh cua aspartat !semialdehyt
dehydrogenaza, pyridin nucleotit transhydrogenaza, hoic td hop ctia chung dugc ting
~ cudng so v6i hoat tinh cua vi sinh vét khong cai bién.

15. Phuong phép sén xuét O-axetylhomoserin, bao gbm cac bude:

nudi céy vi sinh vat thudc chi Escherichia tao ra O-axetylhomoserin theo diém 7 trong
moi trudng; va

thu O-axetylhomoserin tir vi sinh vat dugc nudi cdy hodc moi trudng nudi ééy.

16. Phuong phép san xuét L-methionin, phuong phap nay bao gbm céc budc:

nuoi céy vi sinh vat thudc chi Escherichia tao ra O-axetylhomoserin theo diém 7 trong
moi trudng; va chuyén hoa O-axetylhomoserin thanh L-methionin bing cich xtt 1y vi
sinh vt dugc nudi céy hoic mdi truong nudi ciy hoic O-axetylhomoserin thu dugc tir
vi sinh vat dugc nudi cdy hoic méi trudng nudi cdy c6 metyl mercaptan va enzym
chuyén héa methionin.

17. Phuong phdp theo diém 16, trong d6 enzym chuyén héa methionin 1a O-

axetylhomoserin sulfhydrylaza.
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DANH MUC TRINH TV

<110> CJ CHEILJEDANG CORPORATION

<120>  POLYPEPTIT CO HOAT TINH TIET O-AXETYLHOMOSERIN, VI SINH VAT
THUOC CHI ESCHERICHIA TAO RA 0-AXETYLHOMOSERIN VA PHUONG PHAP SAN XUAT

0-AXETYLHOMOSERIN
<130> OPA16042

<150> KR 10-2015-0079358
<151> 2015-06-04

<160> 146

<170> KopatentIn 2.0

210> 1
<211> 212
<212> . PRT

<213> Escherichia coli

<400> 1
Val Phe Ala Glu Tyr Gly Val Leu Asn Tyr Trp Thr Tyr Leu Val Gly
1 5 10 15

Ala Ile Phe Ile Val Leu Val Pro Gly Pro Asn Thr Leu Phe Val Leu
20 25 30

Lys Asn Ser Val Ser Ser Gly Met Lys Gly Gly Tyr Leu Ala Ala Cys
35 40 | 45

Gly Val Phe Ile Gly Asp Ala Val Leu Met Phe Leu Ala Trp Ala Gly
50 55 60

val Ala Thr Leu Ile Lys Thr Thr Pro Ile Leu Phe Asn Ile Val Arg
65 70 75 80

Tyr Leu Gly Ala Phe Tyr Leu Leu Tyr Leu Gly Ser Lys Ile Leu Tyr
85 90 95

Ala Thr Leu Lys Gly Lys Asn Ser Glu Ala Lys Ser Asp Glu Pro Gln
100 105 110

Tyr Gly Ala Ile Phe Lys Arg Ala Leu Ile Leu Ser Leu Thr Asn Pro
115 120 125

Lys Ala Ile Leu Phe Tyr Val Ser Phe Phe Val Gln Phe Ile Asp Val
130 135 140

Asn Ala Pro His Thr Gly Ile Ser Phe Phe Ile Leu Ala Ala Thr Leu
145 150 155 160
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Glu Leu Val Ser Phe Cys Tyr Leu Ser Phe Leu Ile Ile Ser Gly Ala

165 170

175

Phe Val Thr Gln Tyr Ile Arg Thr Lys Lys Lys Leu Ala Lys Val Gly

180 | 185

190

Asn Ser Leu Ile Gly Leu Met Phe Val Gly Phe Ala Ala Arg Leu Ala

Thr

195 200 205

Leu Gln Ser
210

<210> 2

<211> 212

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
223> Bién thé LeuE

<400> 2

Met

1

Ala

Lys

Gly

Val

65

Tyr

Ala

Tyr

Lys

Asn

Phe Ala Glu Tyr Gly Val Leu Asn Tyr Trp Thr
5 10

Ile Phe Ile Val Leu Val Pro Gly Pro Asn Thr
20 25

Asn Ser Val Ser Ser Gly Met Lys Gly Gly Tyr
35 40 45

Val Phe Ile Gly Asp Ala Val Leu Met Phe Leu
50 55 60

Ala Thr Leu Ile Lys Thr Thr Pro Ile Leu Phe
70 75

Leu Gly Ala Phe Tyr Leu Leu Tyr Leu Gly Ser
85 90

Thr Leu Lys Gly Lys Asn Ser Glu Ala Lys Ser
100 105

Gly Ala Ile Phe Lys Arg Ala Leu Ile Leu Ser
115 120 125

Ala Ile Leu Phe Tyr Val Ser Phe Phe Val Gln
130 135 140

Ala Pro His Thr Gly Ile Ser Phe Phe Ile Leu
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Tyr

Leu

30

Leu

Ala

Asn

Lys

Asp

110

Leu

Phe

Ala

Leu

15

Phe

Ala

Trp

Ile

Ile

95

Glu

Thr

Ile

Ala

Val

Val

Ala

Ala

Val

80

Leu

Pro

Asn

Asp

Thr

Gly

Leu

Cys

Gly

Arg

Tyr

Gln

Pro

Vali

Leu
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145 150 155 160
Glu Leu Val Ser Phe Cys Tyr Leu Ser Phe Leu Ile Ile Ser Gly Ala
165 170 175
Phe Val Thr Gln Tyr Ile Arg Thr Lys Lys Lys Leu Ala Lys Val Gly
180 185 190
Asn Ser Leu Ile Gly Leu Met Phe Val Gly Phe Ala Ala Arg Leu Ala
195 200 205
Thr Leu Gln Ser
210
<210> 3
<211> 639
<212> ADN
<213> Escherichia coli
<400> 3
gtgttcgctg aatacggggt tctgaattac tggacctatc tggttgggsc catttttatt
60
gtgttggtgc cagggccaaa taccctgttt gtactcaaaa atagcgtcag tagcggtatg
120
aaaggcggtt atcttgecgge ctgeggtgta tttattggcg atgcggtatt gatgtttctg
180
gcatgggctg gagtggcgac attaattaag accaccccga tattattcaa cattgtacgt
240
tatcttggtg cgttttattt gctctatctg gggagtaaaa ttctttatgc gaccctgaag
300 ‘
ggtaaaaata gcgaggccaa atccgatgag ccccaatacg gtgctatttt taaacgcgcg
360 :
ttaattttga gcctgactaa tccgaaagcc attttgttct atgtgtcgtt tttcgtacag
420
tttatcgatg ttaatgcccc acatacggga atttcattct ttattctggc ggcgacgctg
480
gaactggtga gtttctgcta tttgagcttc ctgattatat ctggtgcttt tgtcacgcag
540
tacatacgta ccaaaaagaa actggctaaa gttggcaact cactgattgg tttgatgtic
600
gtgggtttcg ctgcccgact ggcgacgctg caatcctga

-35-



639

<210> 4
211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 4
atgttcgctg
60

gtgttggtgc
120

aaaggcggtt
180

gcatgggcetg
240

tatcttggtg
300

ggtaaaaata
360

ttaattttga
420

tttatcgatg
480

gaactggtga
540

tacatacgta
600

gtgggtttcg
639

<210> 5
<211>
<212>
<213>

639
ADN
Trinh ty nhan tao

386
PRT
Escherichia coli

Bién thé LeuE

aatacggggt
cagggccaaa
atcttgcggc
gagtggcgac
cgttttattt
gcgaggccaa
gcctgactaa
ttaatgcccc
gtttctgcta

CCaaaaagaa

33074

tctgaattac

taccctgttt

ctgcggtgta

attaattaag

gctctatctg

atccgatgag

tccgaaagcc

acatacggga

tttgagcttc

actggctaaa

ctgceccgact
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tggacctatc

gtactcaaaa

tttattggceg

accaccccga

gggagtaaaa

ccccaatacg

attttgttct

atttcattct

ctgattatat

gttggcaact

tggttggesc

atagcgtcag

atgcggtatt

tattattcaa

ttctttacgc

gtgctatttt

atgtgtcgtt

ttattctggc

ctggtgettt

cactgattgg

ggcgacgetg

catttttatt

tagcggtatg

gatgtttctg

cattgtacgt

gaccctgaag

taaacgcgcg

tttcgtacag

ggcgacgctg

tgtcacgcag

tttgatgttc

caatcctga
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<400> 5
Met Thr Arg
1 5

Lys Gln Ala Thr Ile Ala Val Arg Ser
10

Tyr Gly Cys Val Val Pro Pro Ile His
20 25

Asp Glu Gln

Phe
35

Asn Thr Gly Phe Asn Glu Pro Arg Ala His

Tyr
40 45

Asn Pro Thr Arg Asp Val Val Gln Arg Ala

Arg Gly
55 60

50

Glu
65

Gly Gly Ala Gly Ala Val Leu Thr Asn Thr Gly

70 75

Thr Thr Val Phe Leu Lys Pro Gly Asp
85 90

His Leu Val

Asp Cys Tyr Gly Gly Ser Tyr Arg Leu Phe
100 105

Pro His

Lys Arg Gly Cys Tyr Arg Val Leu Phe Val Asp Gln
115 - 120 125

Ala Leu Arg Ala Ala Leu Ala Glu Lys Pro Lys Leu
130 135 140

Ser Pro Ser Asn Pro Leu Leu Arg Val Val Asp Ile
145 150 155

His Leu Ala Arg Glu Val Gly Ala Val Ser Val Val
165 170

Leu Ser Pro Ala Leu Gln Asn Pro Leu Ala Leu Gly
180 185

Leu His Ser Cys Thr Lys Tyr Leu Asn Gly His Ser
195 200 205

Gly Val val Ile Ala Lys Asp Pro Asp Val Val Thr
210 215 ' 220

Trp Ala Asn Asn Ile Gly Val Thr Gly Gly Ala Phe
225 230 235

Leu Leu Arg Gly Leu Arg Thr Leu Val Pro Arg Met
245 250

Arg Asn Ala Gln Ala Ile Val Lys Tyr Leu Gln Thr
260 265
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Leu Asn

15

Gly

Leu Ser Ser

30
Ser

Asp Tyr

Ala

Leu

Ala
80

Met Ser

Leu Val

95

Leu

Asp .Ser Leu

110

Gly Asp Glu

Val Leu

Ala Lys Ile

160

Asp Asn Thr
175

Ala Asp Leu
190

Asp Val Val
Glu Leu Ala
Asp Ser Tyr

240

Glu Leu Ala
255

Gln Pro Leu
270

Glu

Val

Asp
Thr
Arg
Leu
Ile
Ala
Ala
Gln
Glu
Cys
Phe
Val
Ala
Trp
Leu
Gln

Val
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Lys Lys Leu Tyr His Pro’Ser Leu Pro Glu Asn Gln Gly His Glu Ile
275 280 285
Ala Ala Arg Gln Gln Lys Gly Phe Gly Ala Met Leu Ser Phe Glu Leu
290 295 300
Asp Gly Asp Glu Gln Thr Leu Arg Arg Phe Leu Gly Gly Leu Ser Leu
305 310 © 315 320
Phe Thr Leu Ala Glu Ser Leu Gly Gly Val Glu Ser Leu Ile Ser His
325 330 335
Ala Ala Thr Met Thr His Ala Gly Met Ala Pro Glu Ala Arg Ala Ala
340 345 350
'Ala Gly Ile Ser Glu Thr Leu Leu Arg Ile Ser Thr Gly Ile Glu Asp
355 360 '+ 365
Gly Glu Asp Leu Ile Ala Asp Leu Glu Asn Gly Phe Arg Ala Ala Asn
370 375 380
Lys Gly
385
<210> 6
<211> 1161
<212> ADN
<213> Escherichia coli
<400> 6
atgacgcgta aacaggccac catcgcagtg cgtagcgggt taaatgacga cgaacagtat
60
ggttgegttg tcccaccgat ccatctttec agcacctata actttaccgg atttaatgaa
120
ccgecgegege atgattactc gegtcgegge aacccaacgc gcgatgtggt tcagcgtgeg
180
ctggcagaac tggaaggtgg tgctggtgca gtacttacta ataccggcat gtccgcgatt
240
cacctggtaa cgaccgtctt tttgaaacct ggcgatctge tggttgcgecc gcacgactgc
300
tacggcggta gctatcgcct gttcgacagt ctggegaaac gcggttgecta tcgegtgttg
360
tttgttgatc aaggcgatga acaggcatta cgggcagegc tggcagaaaa acccaaactg



420
gtactggtag
480
catctggcaa
540
ttacaaaatc
600
aacggtcact
660
gaactggcct
720
ctgctacgtg
780
gcgattgtga
840
ccggaaaatc
900
agttttgaac
960
tttacgctgg
1020
acacatgcag
1080
cgtatctcca
1140
cgggctgcaa
1161

<210> 7
<211>
<212>
<213>
<400> 7

310
PRT
Escherichia coli

aaagcccaag

gggaagtcgg

cgctggeatt

cagacgtagt

ggtgggcaaa

ggttgcgaac

aatacctgca

aggggcatga

tggatggcga

cggaatcatt

gcatggcacc

ccggtattga

33074

taatccattg
ggcggtgagc
aggtgccgat
ggeceggegtg
caatattggc
gctggtgeceg
aacccagccg
aattgccgcg
tgagcagacg
agggggagtg
agaagcgcgt

agatggcgaa

ttacgecgtcg

gtggtggata

ctggtgttgc

gtgattgcta

gtgacggecs

cgtatggagc

ttggtgaaaa

cgccagcaaa

ctgegtcgtt

gaaagtttaa

gctgccgecg

gatttaattg

acaaggggta

tggatattgc

acaccttctt

attcatgcac

aagacccgga

gcgegtttga

tggcgcagceg

aactgtatca

aaggctttgg

tcctgggegg

tctctcacgc

ggatctccga

ccgacctgga

gaaaatctgc

aagcccggea

gaaatatctg

cgttgtcact

cagctatctg

caacgcgcag

cccgtecgttg

cgcaatgttg

gctgtegttg

cgcaaccatg

gacgctgctg

aaatggcttc

Met Val Lys Val Tyr Ala Pro Ala Ser Ser Ala Asn Met Ser Val Gly

1

5

-30-

10

15
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Phe Asp Val Leu Gly Ala Ala Val Thr Pro Val Asp
20 25

Gly Asp Val Val Thr Val Glu Ala Ala Glu Thr Phe
35 40 45

Leu Gly Arg Phe Ala Asp Lys Leu Pro Ser Glu Pro
50 55 60

val Tyr Gln Cys Trp Glu Arg Phe Cys Gln Glu Leu
65 70 75

Pro Val Ala Met Thr Leu Glu Lys Asn Met Pro Ile
85 90

Gly Ser Ser Ala Cys Ser Val Val Ala Ala Leu Met
100 105

His Cys Gly Lys Pro Leu Asn Asp Thr Arg Leu Leu
115 120 ' 125

Glu Leu Glu Gly Arg Ile Ser Gly Ser Ile His Tyr
130 135 140

Pro Cys Phe Leu Gly Gly Met Gln Leu Met Ile Glu
145 150 155

Ile Ser Gln Gln Val Pro Gly Phe Asp Glu Trp Leu
165 170

Tyr Pro Gly Ile Lys Val Ser Thr Ala Glu Ala Arg
180 185

Ala Gln Tyr Arg Arg Gln Asp Cys Ile Ala His Gly
195 200 205

Gly Phe Ile His Ala Cys Tyr Ser Arg Gln Pro Glu
210 215 220

Leu Met Lys Asp Val Ile Ala Glu Pro Tyr Arg Glu
225 230 235

Gly Phe Arg Gln Ala Arg Gln Ala Val Ala Glu Ile
245 250

Ser Gly Ile Ser Gly Ser Gly Pro Thr Leu Phe Ala
260 265

Pro Glu Thr Ala Gln Arg Val Ala Asp Trp Leu Gly
275 280 285

-40-

Gly Ala
30

Ser Leu

Arg Glu

Gly Lys

Gly Ser
95

Ala Met
110

Ala Leu

Asp Asn

Glu Asn

Trp Val
175

Ala Ile
190

Arg His

Leu Ala

Arg Leu

Gly Ala
255

Leu Cys
270

Lys Asn

Leu

Asn

Asn

Gln
80

Gly

Asn

Met

Val

Asp
160

Leq

Leu

Leu

Ala

Leu

240

Val

Asp

Tyr

Leu

Asn

Ile

Ile

Leu

Glu

Gly

Ala

Ile

Ala

Pro

Ala

Lys

Pro

Ala

Lys

Leu
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Gln Asn Gln Glu Gly Phe Val His Ile Cys Arg Leu Asp Thr Ala Gly

290

Ala Arg Val Leu Glu Asn

305

<210> 8
<211>
212>
<213>
<400> 8
atggttaaag
60
ge88ceeCee
120
gcagagacat
180
cgggaaaata
240
ccagtggcga
300
tgttcggtgg
360
actcgtttgc
420
gacaacgtgg
480
atcagccagc
540
aaagtctcga
600
attgcgcacg
660
cttgccgcga
720
ggcttccggce
780

933
ADN
Escherichia coli

310

tttatgcccc

tgacacctgt

tcagtctcaa

tcgtttatca

tgaccctgga

tcgeggegcet

tggctttgat

caccgtgttt

aagtgccagg

cggcagaagc

ggcgacatct

agctgatgaa

aggecgeggcea

295

ggcttccagt

tgatggtgca

caacctcgga

gtgctgggag

aaagaatatg

gatggcgatg

gggcgagetg

tctcggtggt

gtttgatgag

cagggctatt

ggcaggcttc

agatgttatc

ggcggtcgeg

-41-

300

gccaatatga
ttgctcggag
cgctttgecg
cgtttttgcc
ccgatcggtt
aatgaacact
gaaggccgta
atgcagttga
tggctgtees
ttaccggcgc
attcacgcct

gctgaaccct

gaaatcggcg

gcgtcgggtt

atgtagtcac

ataagctgcc

aggaactggg

cgggcttagg

gcggcaagcec

tctccggcag

tgatcgaaga

tgctggcegta

agtatcgccg

gctattcccg

accgtgaacg

- cggtagcgag

tgatgtgctc
ggttgaggcg
gtcagaacca
taagcaaatt
ctccagtgcc
gcttaatgac
cattcattac
gaacgacatc
tccggggatt
ccaggattgc
tcagcctgag
gttactgcca

cggtatctcc
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ggctccggee cgaccttgtt cgctctgtgt gacaagccgg aaaccgecca gcgegttgcc
840

gactggttgg gtaagaacta cctgcaaaat caggaaggtt ttgttcatat ttgccggctg
900

gatacggcgg gcgcacgagt actggaaaac taa
933

<210> 9

<211> 309

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223>
homoserin O-axetyl transferaza

<400> 9
Met Pro Ile Arg Val Pro Asp Glu Leu Pro Ala Val Asn Phe Leu Arg
1 5 10 15

Glu Glu Asn Val Phe Val Met Thr Thr Ser Arg Ala Ser Gly Gln Glu
20 25 30

Ile Arg Pro Leu Lys Val Leu Ile Leu Asn Leu Met Pro Lys Lys Ile
35 40 45

Glu Thr Glu Asn Gln Phe Leu Arg Leu Leu Ser Asn Ser Pro Leu Gln
50 55 60

val Asp Ile Gln Leu Leu Arg Ile Asp Ser Arg Glu Ser Arg Asn Thr
65 70 75 80

Pro Ala Glu His Leu Asn Asn Phe Tyr Cys Asn Phe Glu Asp Ile Gln
' 85 90 95

Asp Gln Asn Phe Asp Gly Leu Ile val Thr Gly Ala Pro Leu Glu His
100 105 110

val Glu Phe Asn Asp Val Ala Tyr Trp Pro Gln Ile.lys Gln Val Leu
115 120 125

Glu Trp Ser Lys Asp His Val Thr Ser Thr Leu Phe Val Cys Trp Ala
130 135 140

val Gln Ala Ala Leu Asn Ile Leu Tyr Gly Ile Pro Lys Gln Thr Arg

-42-
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145 150 155 160

Thr Glu Lys Leu Ser Gly Val Tyr Glu His His Ile Leu His Pro His
165 170 175

Ala Leu Leu Thr Arg Gly Phe Asp Asp Ser Phe Leu Ala Pro His Ser
180 185 190

Arg Tyr Ala Asp Phe Pro Ala Ala Leu Ile Arg Asp Tyr Thr Asp Leu
195 200 205

Glu Ile Leu Ala Glu Thr Glu Glu Gly Asp Ala Tyr Leu Phe Ala Ser
210 215 220
Lys Asp Lys Arg Ile Ala Phe Val Thr Gly His Pro Glu Tyr Asp Ala

225 230 235 240

Gln Thr Leu Ala Gln Glu Phe Phe Arg Asp Val Glu Ala Gly Leu Asp
245 250 255

Pro Asp Val Pro Tyr Asn Tyr Phe Pro His Asn Asp Pro Gln Asn Thr
260 265 270

Pro Arg Ala Ser Trp Arg Ser His Gly Asn Leu Leu Phe Thr Asn Trp
275 280 285

Leu Asn Tyr Tyr Val Tyr Gln Ile Thr Pro Tyr Asp Leu Arg His Met
290 295 300 :

Asn Pro Thr Leu Asp

305

<210> 10
<211> 930
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223>
homoserin 0-axetyl transferaza

<400> 10
atgccgattc gtgtgccgga cgagctaccc gccgtcaatt tcttgegtga agaaaacgtc
60

tttgtgatga caacttctcg tgcgtctggt caggaaattc gtccacttaa ggttctgatc
120

-43-
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cttaacctga tgccgaagaa gattgaaact gaaaatcagt
180

tcacctttgc aggtcgatat tcagctgttg cgcatcgatt
240

cccgcagagc atctgaacaa cttctactgt aactttgaag
300

gacggtttga ttgtaactgg tgcgeegetg gaacatgtgg
360

tggccgcaga tcaaacaggt gctggagtgsg tcgaaagatc
420

gtctgctggg cggtacaggc cgcgctcaat atcctctacg
480

accgaaaaac tctctggegt ttacgagcat catattctcc
540

cgtggetttg atgattcatt cctggeaccg cattcgecgct
600 '
ttgattcgtg attacaccga tctggaaatt ctggcagaga
660

ctgtttgcca gtaaagataa gcgcattgec tttgtgacgg
720 ‘
caaacgctgg cgcaggaatt tttccgcgat gtggaagccg
780

tataactatt tcccgcacaa tgatccgcaa aatacaccgc
840

ggtaatttac tgtttaccaa ctggctcaac tattacgtct
900

ctacggcaca tgaatccaac

930

<210> 11

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> doan mdi

ttctgegect

cccgtgaatc

atattcagga

agtttaatga

acgtcacctc

gcattcctaa

atcctcatgc

atgctgactt

cggaagaagg

gccatcccga

gactagaccc

gagcgagctg

accagatcac

gctttcaaac

gcgcaacacg

tcagaacttt

tgtcgcttac

gacgctgttt

gcaaactcgc

gcttctgacg

tccggcageg

ggatgcatat

atatgatgcg

ggatgtaccg

gcgtagtcac

gccatacgat

gctggattaa
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<400> 11

cccgggtttt cactggagca
27

<210> 12

<211> 27

212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> doan mdi

<400> 12

ccecggggcegc tgaaaacggt
27

<210> 13

211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> doan moi

<400> 13

gctactgacg ctattcgcga gtacaaacag
36

<210> 14

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> doan moi

<400> 14

cttcagggtc gcgtacacaa ttttactccc
36

<210> 15

<211> 26

<212> ADN

-45-

tgcctga

ttattcc

- ggtatt

cagata
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213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> doan moi

<400> 15
cccgggaact
26

210> 16
<211> 38
212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> doan moi

<400> 16

agacagttac accgtttaaa
38

<210> 17

<211> 38

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> doan moi

<400> 17

ttaaatagag cagggtactt
38

<210> 18

<211> 26

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> doan moi

<400> 18
cccgggegsc
26

caaattccct

gtaccctgct

taaacggtgt

ctcagcagag

-46-

gataat

ctatttaa

aactgtct

gcecgtc



<210> 19
<211> 29
212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> doan mbi

<400> 19
aattgatatc
29

<210> 20
<211> 27
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> doan moi

<400> 20
aattaagcct
27

<210> 21
<211> 23
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> doan moi

<400> 21
cagcaggtga
23

<210> 22
<211> 20
212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> doan moi

33074

atgccgattc

gctgaggtac

ataaatttta

-47-

gtgtgcegg

gtttcgg

ttc
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<400> 22

cgcgaatgga agctgtttcc
20

<210> 23

<211> 42

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> doan moi

<400> 23

tttccgaaac gtacctcagc aggtgtaggc tggagctgct tc
42

<210> 24

<211> 43

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

220>

<223> doan moi

<400> 24

gaataaaatt tattcacctg ctgcatatga atatcctcct tag
43

<210> 25

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> doan moi

<400> 25

gggccaaata ccctggeggt actcaaaaat agcgtc
36

<210> 26

<211> 36

-48-



<212>
<213>

220>

33074

ADN
Trinh ty nhan tao

<223> doan modi

<400> 26

gacgctattt ttgagtaccg
36

<210> 27

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> doan moi

<400> 27

aaagccattt tgttctctgt
36

<210> 28

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
220>

<223> doan moi

<400> 28

ctgtacgaaa aacgacacag
36

<210> 29

<211> 27

212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
220>

<223> doan moi

<400>

29

ggtacctttt

cactggagca

-49-

ccagggtatt

gtegtttttc

agaacaaaat

tggccc

gtacag

gggttt

tgcctga
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27

<210> 30

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
220>

<223> doan moi

<400> 30

ggtaccgcgc

27

<210> 31

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
220>

<223> doan mbi

<400> 31

tatctgggga gtaaaatttt
36

<210> 32

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
220>

<223> doan moi

<400> 32

cttcagggtc gcgtaaaaaa
36

<210> 33

211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

-50-

tgaaaacggt

ttacgcgacc

ttttactccc

ttattcc

ctgaag

cagata
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<223> doan mdi

<400> 33

tatctgggga gtaaaattgc
36

<210> 34

<211> 36

212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> doan moi

<400> 34
cttcagggtc gcgtacgcaa
36
<210> 35
- <211> 36
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

220>
<223> doan moi

<400> 35

tatctgggga gtaaaattgg
36

210> 36

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> doan moi

<400> 36

cttcagggtc gcgtagccaa
36

<210> 37

-51-

gtacgcgacc

ttttactccc

ctacgcgacc

ttttactccc

ctgaag

cagata

ctgaag

cagata



33074

<211> 36
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> doan moi

<400> 37

tatctgggga gtaaaattac
36

<210> 38

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> doan mdi

<400> 38

cttcagggtc gcgtaggtaa
36

<210> 39

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> doan moi

<400> 39

tatctgggga gtaaaattaa
36

<210> 40

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> doan moi

<400> 40

-52-

ctacgcgacc

ttttactccc

ctacgcgacc

ctgaag

cagata

ctgaag
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cttcagggtc gcgtagttaa
36

<210> 41

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

220>
<223> doan mdi

<400> 41

tatctgggga gtaaaattga
36

<210> 42

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

220>
<223> doan mbi

<400> 42

cttcagggtc gcgtaatcaa
36

<210> 43

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> doan mbi

<400> 43

tatctgggga gtaaaattca
36

<210> 44

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

-53-

ttttactccc

ttacgcgacc

ttttactccc

ttacgcgacc

cagata

ctgaag

cagata

ctgaag
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220>
<223> doan moi

<400> 44

cttcagggtc gcgtaatgaa
36

<210> 45

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> doan moi

<400> 45

tatctgggga gtaaaattat
36

<210> 46

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> doan moi

<400> 46 ‘
cttcagggtc gcgtaaataa
36

<210> 47

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> doan mdi

<400> 47
tatctgggga gtaaaatttc
36 ‘
<210> 48

-54-

ttttactccc

ttacgcgacc

ttttactccc

ttacgcgacc

cagata

ctgaag

cagata

ctgaag
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<211> 36
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

220>
<223> doan moi

<400> 48

cttcagggtc gcgtaagaaa
36

<210> 49

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> doan moi

<400> 49

tatctgggga gtaaaattcc
36

<210> 50

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> doan moi

<400> 50

cttcagggtc gcgtacggaa
36

<210> 51

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> doan moi

<400> 51

-55-

ttttactccc

gtacgcgacc

ttttactccc

cagata

ctgaag

cagata
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tatctgggga gtaaaattta ttacgcgacc ctgaag
36

<210> 52

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

220>
<223> doan mbi

<400> 52

cttcagggtc gcgtaataaa ttttactccc cagata
36

<210> 53

<211> 36 .

<212> ADN ’

213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> doan moi

<400> 53

tatctgggga gtaaaattca gtacgcgacc ctgaag
36

<210> 54

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

220> .
<223> doan moi

<400> 54

cttcagggtc gcgtactgaa ttttactccc cagata
36 :

<210> 55

<211> 36

212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

-56-
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220>
<223> doan mdi

<400> 55

tatctgggga gtaaaattaa
36

<210> 56

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> doan moi

<400> 56

cttcagggtc gcgtatttaa
36

<210> 57

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> doan moi

<400> 57

tatctgggga gtaaaattga
36

<210> 58

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> doan moi

<400> 58
cttcagggtc gcgtattcaa
36

-57-

atacgcgacc

ttttactccc

atacgcgacc

ttttactccc

ctgaag

cagata

ctgaag

cagata
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<210> 59
<211> 36
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> doan modi

<400> 59

tatctgggga gtaaaatttg
36

<210> 60

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> doan moi

<400> 60

cttcagggtc gcgtagcaaa
36

<210> 61

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> doan mdi

<400> 61

tatctgggga gtaaaatttg
36

<210> 62

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> doan moi

-58-

ctacgcgacc

ttttactccc

gtacgcgacc

ctgaag

cagata

ctgaag
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<400> 62

cttcagggtc gcgtaccaaa
36

<210> 63

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> doan mbi

<400> 63

tatctgggga gtaaaattcg
36

<210> 64

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> doan moi

<400> 64

cttcagggtc gcgtaacgaa
36

<210> 65

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> doan moi

<400> 65

gggccaaata ccctgtgggt
36

<210> 66

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

-59-

ttttactccc

ttacgcgacc

ttttactccc

actcaaaaat

cagata

ctgaag

cagata

agcgtc
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220>
<223> doan mdi

<400> 66

gacgctattt ttgagtaccc
36

<210> 67

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> doan moi

<400> 67

gggccaaata ccctgectggt
36

<210> 68

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> doan moi

<400> 68

gacgctattt ttgagtacca
36

<210> 69

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

220>
<223> doan moi

<400> 69
gggccaaata ccctggtggt
36

-60-

acagggtatt

actcaaaaat

gcagggtatt

actcaaaaat

tggccc

agcgtc

tggccc

agecgtc
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<210> 79
<211> 36
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> doan moi

<400> 70

gacgctattt ttgagtacca
36

<210> 71

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> doan moi

<400> 71

gggccaaata ccctgggegt
36

<210> 72

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> doan moi

<400> 72

gacgctattt ttgagtacgc
36

<210> 73

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> doan moi

-61-

ccagggtatt

actcaaaaat

ccagggtatt

tggccc

agcgtc

tggccc
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<400> 73

gggccaaata ccctgtctgt
36

<210> 74

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> doan moi

<400> 74

gacgctattt ttgagtacag
36

<210> 75

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> doan moi

<400> 75

gggccaaata ccctgaacgt
36

<210> 76

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> doan moi

400> 76

gacgctattt ttgagtacgt
36

<210> 77

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

-62-

actcaaaaat

acagggtatt

actcaaaaat

tcagggtatt

agecgtc

tggccc

agcgtc

tggccc
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<220>
<223> doan mbi

<400> 77

gggccaaata ccctggatgt
36

<210> 78

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> doan mbi

<400> 78

gacgctattt ttgagtacat
36 -

<210> 79

<211> 36

212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> doan moi

<400> 79

gggccaaata ccctgecatgt
36

<210> 80

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

220>
<223> doan mbi

<400> 80
gacgctattt ttgagtacat
36

-63-

actcaaaaat

ccagggtatt

actcaaaaat

gcagggtatt

agcgtc

tggcecc

agcgtc

tggccc
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<210> 81
<211> 36
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

220>
<223> doan modi

<400> 81

gggccaaata ccctgattgt
36

<210> 82

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> doan moi

<400> 82

gacgctattt ttgagtacaa
36

<210> 83

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

220>
<223> doan moi

<400> 83

gggccaaata ccctgeeggt
36

<210> 84

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> doan mdi

-64-

actcaaaaat

tcagggtatt

actcaaaaat

agegtc

tggccc

agcgtc
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<400> 84

gacgctattt ttgagtaccg
36

<210> 85

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> doan moi

<400> 85

gggccaaata ccctgtatgt
36

<210> 86

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> doan moi

<400> 86

gacgctattt ttgagtacat
36

<210> 87

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> doan moi

<400> 87

gggccaaata ccctgcaggt
36

<210> 88

<211> 36

<212> ADN

-65-

gcagggtatt

actcaaaaat

acagggtatt

actcaaaaat

tggccc

agcgtc

tggccc

agcgtc



<213>

220>

<223> doan moi

33074

Trinh ty nhan tao

ttgagtacct gcagggtatt

Trinh ty nhan tao

<400> 88
gacgctattt
36

<210> 89
<211> 36
<212> ADN
<213>

<220>

<223> doan mdi

ccctgaaagt actcaaaaat

Trinh ty nhan tao

<400> 89
gggccaaata
36

<210> 90
<211> 36
<212> ADN
<213>

<220>

<223> doan moi

ttgagtactt tcagggtatt

Trinh ty nhan tao

<400> 90
gacgctattt
36

<210> 91
<211> 36
<212> ADN
<213>

<220>

<223> doan moi

<400> 91
gggccaaata
36

ccctggaagt actcaaaaat

-66-

tggccec

agecgtc

tggccc

agcgtc
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<210> 92
211> 36
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> doan moi

<400> 92

gacgctattt ttgagtactt
36

<210> 93

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

220>
<223> doan mdi

<400> 93

gggccaaata ccctgtgegt
36

<210> 94

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> doan moi

<400> 94

gacgctattt ttgagtacgc
36

<210> 95

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> doan mdi

-67-

ccagggtatt

actcaaaaat

acagggtatt

tggccc

agcgtc

tggccc
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<400> 95

gggccaaata ccctgaccgt
36

<210> 96

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> doan moi

<400> 96

gacgctattt ttgagtacgg
36

<210> 97

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> doan moi

<400> 97

gggccaaata ccctgegtgt
36

<210> 98

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> doan moi

<400> 98

gacgctattt ttgagtacac
36

<210> 99

<211> 36

<212> ADN

-68-

actcaaaaat

tcagggtatt

actcaaaaat

gcagggtatt

agcgtc

tggccc

agcgtc

tggccc



<213>

220>

<223> doan moi

33074

Trinh ty nhan tao

tggtgagttg gtgctatttg

Trinh tu nhan tao

<400> 99
acgctggaac
36

210> 100
<211> 36
212> ADN
<213>

220>

1¢<223> doan moi

tagcaccaac ' tcaccagttc

Trinh ty nhan tao

<400> 100
gaagctcaaa
36

<210> 101
211> 36
<212> ADN
<213>

<220>

<223> doan moi

tggtgagtct gtgctatttg

Trinh ty nhan tao

<400> 101
acgctggaac
36

<210> 102
<211> 36
<212> ADN
<213>

220>

<223> doan moi

<400> 102
gaagctcaaa
36

tagcacagac tcaccagttc

-69-

agcttc

cagcgt

agcttc

cagcgt
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210> 103
<211> 36
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> doan moi

<400> 103

acgctggaac tggtgagtgt
36

<210> 104

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> doan mdi

<400> 104

gaagctcaaa tagcacacac
36

<210> 105

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<2235 doan moi

<400> 105

acgctggaac tggtgagtgs
36

<210> 106

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220> .
<223> doan moi

-70-

gtgctatttg

tcaccagttc

ctgctatttg

agcttc

cagcgt

agcttc
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<400> 106

gaagctcaaa tagcagccac
36

<210> 107

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> doan moi

<400> 107

acgctggaac tggtgagttc
36

<210> 108

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> doan moi

<400> 108

gaagctcaaa tagcaagaac
36

<210> 109

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> doan moi

<400> 109

acgctggaac tggtgagtaa
36

<210> 110

<211> 36

-71-

tcaccagttc

ttgctatttg

tcaccagttc

ctgctatttg

cagcgt

agcttc

cagcgt

agcttc
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212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> doan moi

<400> 110

gaagctcaaa tagcagttac
36

<210> 111

<211> 36

212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> doan moi

<400> 111

acgctggaac tggtgagtga
36

<210> 112

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> doan moi

<400> 112

gaagctcaaa tagcaatcac
36

<210> 113

211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
220>

<223> doan mdi

<400> 113
acgctggaac tggtgagtca

-72-

tcaccagttc

ttgctatttg

tcaccagttc

ttgctatttg

cagcgt

agcttc

cagcgt

agcttc



36

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

33074

114
36
ADN
Trinh ty nhan tao

<223> doan mobi

<400> 114

gaagctcaaa tagcaatgac
36

<210> 115

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
220>

<223> doan moi

<400> 115

acgctggaac tggtgagtat
36

<210> 116

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
220>

<223> doan mdi

<400> 116

gaagctcaaa tagcaaatac
36

<210> 117

<211> 36

<212> ADN

<213> . Trinh ty nhan tao
220>

-73-

tcaccagttc

ttgctatttg

tcaccagttc

cagcgt

agcttc

cagcgt
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<223> doan mdi

<400> 117

acgctggaac tggtgagtcc
36 '

<210> 118

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

220>
<223> doan moi

<400> 118

gaagctcaaa tagcacggac
36

<210> 119

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

220>
<223> doan mdi

<400> 119

acgctggaac tggtgagtta
36

<210> 120

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> doan moi

<400> 120

gaagctcaaa tagcaataac
36

<210> 121

-74-

gtgctatttg

tcaccagttc

ttgctatttg

tcaccagttc

agcttc

cagcgt

agcttc

cagcgt
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<211> 36
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> doan mdi

<400> 121

acgctggaac tggtgagtca
36

<210> 122

<211> 36

212> ADN

<213>  Trinh tu nhan tao

220>
<223> doan moi

<400> 122 -
gaagctcaaa tagcactgac
36

<210> 123

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> doan moi

<400> 123

acgctggaac tggtgagtaa
36

<210> 124

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> doan moi

<400> 124

-75-

gtgctatttg

tcaccagttc

atgctatttg

agcttc

cagcgt

agcttc
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gaagctcaaa tagcatttac
36

<210> 125

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> doan moi

<400> 125

acgctggaac tggtgagtga
36

<210> 126

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> doan mdi

<400> 126

gaagctcaaa tagcattcac
36

<210> 127

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> doan mdi

<400> 127

acgctggaac tggtgagttg
36

<210> 128

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

-76-

tcaccagttc

atgctatttg

tcaccagttc

ctgctatttg

cagcgt

agcttc

cagcgt

agcttc
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<220>
<223> doan moi

<400> 128

gaagctcaaa tagcagcaac
36

<210> 129

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> doan moi

<400> 129

acgctggaac tggtgagtac
36

<210> 130

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> doan mdi

<400> 130

gaagctcaaa tagcaggtac
36

<210> 131

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> doan moi

<400> 131
acgctggaac tggtgagtcg
36

-77-

tcaccagttc

ctgctatttg

tcaccagttc

ttgctatttg

cagecgt

agcttc

cagcgt

agcttc



<210>
211>
<212>
<213>

<220>

33074

132
36
ADN
Trinh ty nhan tao

<223> doan moi

<400> 132
gaagctcaaa tagcaacgac tcaccagttc
36
<210> 133
<211> 212
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
220>
<223>  Bién thé LeuE
<400> 133
val Phe Ala Glu Tyr Gly Val Leu Asn Tyr Trp Thr Tyr
1 5 10
Ala Ile Phe Ile Val Leu Val Pro Gly Pro Asn Thr Leu
20 25 30
Lys Asn Ser Val Ser Ser Gly Met Lys Gly Gly Tyr Leu
35 40 45
Gly Val Phe Ile Gly Asp Ala Val Leu Met Phe Leu Ala
50 55 60
Val Ala Thr Leu Ile Lys Thr Thr Pro Ile Leu Phe Asn
65 70 75
Tyr Leu Gly Ala Phe Tyr Leu Leu Tyr Leu Gly Ser Lys
85 90
Ala Thr Leu Lys Gly Lys Asn Ser Glu Ala Lys Ser Asp
100 105 110
Tyr Gly Ala Ile Phe Lys Arg Ala Leu Ile Leu Ser Leu
115 120 125
Phe

Lys Ala Ile Leu Phe Tyr Val Ser Phe Phe Val Gln

130

135 : 140

-78-

Leu

15

Phe

Ala

Trp

Ile

Ile

95

Glu

Thr

Ile

Val

Val

Ala

Ala

Val

80

Val

Pro

Asn

Asp

cagcgt

Gly

Leu

Cys

Gly

Arg

Tyr

Gln

Pro

Val



Asn

145

Glu

Phe

Asn

Ala

Leu

Val

Ser

33074

Pro His Thr Gly Ile Ser Phe Phe Ile
150 155

Val Ser Phe Cys Tyr Leu Ser Phe Leu
165 170

Thr Gln Tyr Ile Arg Thr Lys Lys Lys
180 185

Leu Ile Gly Leu Met Phe Val Gly Phe
195 200

Thr Leu Gln Ser

210

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
223>

<400>

Met

1

Ala

Lys

Gly

Val

65

Tyr

Ala

Tyr

Lys

Phe

Ile

Asn

Val

50

Ala

Leu

Thr

Gly

Ala

134
212
PRT
Trinh tu nhan tao

Bién thé LeuE

134
Ala Glu Tyr Gly Val Leu Asn Tyr Trp
5 10

Phe Ile Val Leu Val Pro Gly Pro Asn
20 25

Ser Val Ser Ser Gly Met Lys Gly Gly
35 40

Phe Ile Gly Asp Ala Val Leu Met Phe
55 60

Thr Leu Ile Lys Thr Thr Pro Ile Leu
70 75

Gly Ala Phe Tyr Leu Leu Tyr Leu Gly
85 90

Leu Lys Gly Lys Asn Ser Glu Ala Lys
100 105

Ala Ile Phe Lys Arg Ala Leu Ile Leu
115 120

Ile Leu Phe Tyr Val Ser Phe Phe Val

-79-

Leu Ala Ala Thr
160

Ile Ile Ser Gly
175

Leu Ala Lys Val
190

Ala Ala Arg Leu
205

Leu Val

15

Thr Tyr

Thr Leu Phe Val

30

Tyr Leu Ala Ala

45
Ala Ala

Leu Trp

Ile Val

80

Phe Asn

Ile Val
95

Ser Lys

Ser Asp Glu Pro

110

Ser Leu Thr Asn

125

Gln Phe Ile Asp

Leu

Ala

Gly

Ala

Gly

Leu

Cys

Gly

Arg

Tyr

Gln

Pro

Val



130

Asn

145

Glu

Phe

Asn

150

165

180

Thr Leu Gln Ser

33074

135

140

155

170

185

200

210
<210> 135
<211> 639
<212> ADN :
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223>  Bién thé LeuE
<400> 135
gtgttcgctg aatacggggt tctgaattac
60
gtgttggtge cagggccaaa taccctgttt
120
aaaggcggtt atcttgcgge ctgeggtgta
180
gcatgggctg gagtggcgac attaattaag
240
tatcttggtg cgttttattt gctctatctg
300
ggtaaaaata gcgaggccaa atccgatgag
360
ttaattttga gcctgactaa tccgaaagcc
420 -
tttatcgatg ttaatgcccc acatacggga

-80-

175

190

205

tggacctatc

gtactcaaaa

tttattggcg

accaccccga

gggagtaaaa

ccccaatacg

attttgttct

atttcattct

tggttggesc

atagcgtcag

atgcggtatt

tattattcaa

ttgtgtacgc

gtgctatttt

atgtgtcgtt

ttattctggce

Ala Pro His Thr Gly Ile Ser Phe Phe Ile Leu Ala Ala Thr Leu
160

Leu Val Ser Phe Cys Tyr Leu Ser Phe Leu Ile Ile Ser Gly Ala

val Thr Gln Tyr Ile Arg Thr Lys Lys Lys Leu Ala Lys Val Gly

Ser Leu Ile Gly Leu Met Phe Val Gly Phe Ala Ala Arg Leu Ala
195

catttttatt

tagcggtatg

gatgtttctg

cattgtacgt

gaccctgaag

taaacgcgcg

tttcgtacag

ggcgacgctg



480

33074

gaactggtga gtttctgcta tttgagcttc ctgattatat ctggtgcttt tgtcacgcag

540

tacatacgta ccaaaaagaa actggctaaa gttggcaact cactgattgg tttgatgttc

ctgcccgact

ggcgacgetg

600
gtgggtttcg
639

<210> 136
<211> 639
<212> ADN
<213>

<220>

<223>

<400> 136
atgttcgctg
60
gtgttggtgc
120
aaaggcggtt
180
gcatgggctg
240
tatcttggtg
300
ggtaaaaata
360
ttaattttga
420
tttatcgatg
480
gaactggtga
540
tacatacgta
600

Bién thé LeuE

aatacggggt

cagggccaaa

atcttgcggc

gagtggcgac

cgttttattt

gcgaggccaa

gcctgactaa

ttaatgcccc

gtttctgcta

ccaaaaagaa

Trinh tu nhan tao

tctgaattac

taccctgttt

ctgcggtgta

attaattaag

gctctatctg

atccgatgag

tccgaaagcc

acatacggga

tttgagcttc

actggctaaa

-81-

tggacctatc

gtactcaaaa

tttattggceg

accaccccga

gggagtaaaa

ccccaatacg

attttgttct

atttcattct

ctgattatat

gttggcaact

tggttggssc

atagcgtcag

atgcggtatt

tattattcaa

ttgtgtacgc

gtgctatttt

atgtgtcgtt

ttattctggc

ctggtgcttt

cactgattgg

caatcctga

catttttatt
tagcggtatg
gatgtttctg
cattgtacgt
gaccctgaag
taaacgcgcg
tttcgtacag
ggcgacgetg
tgtcacgcag

tttgatgttc



gtgggtttcg

639

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Val
1
Ala
Lys
Gly
Val
65
Tyr
Ala
Tyr
Lys
Asn
145

Glu

Phe

Phe

Ile

Asn

Val

50

Ala

Leu

Thr

Gly

33074

ctgcccgact

137
212
PRT
Trinh ty nhan tao

Bién thé LeuE

137
Ala Glu Tyr Gly Val Leu Asn Tyr Trp
5 10

Phe Ile Val Leu Val Pro Gly Pro Asn
20 25

Ser Val Ser Ser Gly Met Lys Gly Gly
35 40

Phe Ile Gly Asp Ala Val Leu Met Phe
55 60

Thr Leu Ile Lys Thr Thr Pro Ile Leu
70 75

Gly Ala Phe Tyr Leu Leu Tyr Leu Gly
85 90

Leu Lys Gly Lys Asn Ser Glu Ala Lys
100 105

Ala Ile Phe Lys Arg Ala Leu Ile Leu
115 120

Thr

Thr

Tyr

45

Leu

Phe

Ser

Ser

Ser
125

Ala Ile Leu Phe Tyr Val Ser Phe Phe Val Gln

130

135 140

Ala Pro His Thr Gly Ile Ser Phe Phe Ile Leu

150 155

Leu Val Ser Phe Cys Tyr Leu Ser Phe Leu Ile

165 170

Vval Thr Gln Tyr Ile Arg Thr Lys Lys Lys Leu

180 185

-82-

ggcgacgetg

Tyr

Leu

30

Leu

Ala

Asn

Lys

Asp

110

Leu

Phe

Ala

Ile

Ala
190

Leu Val
15

Ala Val

Ala Ala

Trp Ala

Ile Vval
80

Ile Leu
95

Glu Pro

Thr Asn

Ile Asp

Ala Thr

160

Ser Gly

175

Lys Val

caatcctga

Gly

Leu

Cys

Gly

Arg

Tyr

Gln

Pro

Val

Leu

Ala

Gly
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Asn Ser Leu Ile Gly Leu Met Phe Val Gly Phe Ala Ala Arg Leu Ala
195 200 205

Thr Leu Gln Ser

210
<210> 138
<211> 212
<212> PRT

<213>  Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Bién thé LeuE

<400> 138
Met Phe Ala Glu Tyr Gly Val Leu Asn Tyr Trp Thr Tyr Leu Val Gly
1 5 10 15

Ala Ile Phe Ile Val Leu Val Pro Gly Pro Asn Thr Leu Ala Val Leu
20 25 30

Lys Asn Ser Val Ser Ser Gly Met Lys Gly Gly Tyr Leu Ala Ala Cys
35 40 45

Gly Val Phe Ile Gly Asp Ala Val Leu Met Phe Leu Ala Trp Ala Gly
50 55 60

val Ala Thr Leu Ile Lys Thr Thr Pro Ile Leu Phe Asn Ile Val Arg
65 70 75 80

Tyr Leu Gly Ala Phe Tyr Leu Leu Tyr Leu Gly Ser Lys Ile Leu Tyr
85 90 95

Ala Thr Leu Lys Gly Lys Asn Ser Glu Ala Lys Ser Asp Glu Pro Gln
100 105 110

Tyr Gly Ala Ile Phe Lys Arg Ala Leu Ile Leu Ser Leu Thr Asn Pro
115 120 125

Lys Ala Ile Leu Phe Tyr Val Ser Phe Phe Val Gln Phe Ile Asp Val
130 135 140

Asn Ala Pro His Thr Gly Ile Ser Phe Phe Ile Leu Ala Ala Thr Leu
145 150 155 160

Glu Leu Val Ser Phe Cys Tyr Leu Ser Phe Leu Ile Ile Ser Gly Ala
165 170 175

Phe Val Thr Gln Tyr Ile Arg Thr Lys Lys Lys Leu Ala Lys Val Gly

-83-



180

33074

185

190

Asn Ser Leu Ile Gly Leu Met Phe Val Gly Phe Ala Ala Arg Leu Ala
205

195

Thr Leu Gln Ser

200

210
<210> 139
<211> 639
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223>  Bién thé LeuE
<400> 139
gtgttcgctg aatacggggt tctgaattac
60
gtgttggtgc cagggccaaa taccctggeg
120
aaaggcggtt atcttgcggc ctgeggtgta
180
gcatgggctg gagtggcgac attaattaag
240
tatcttggtg cgttttattt gctctatctg
300
ggtaaaaata gcgaggccaa atccgatgag
360
ttaattttga gcctgactaa tccgaaagcc
420
tttatcgatg ttaatgcccc acatacggga
480
gaactggtga gtttctgcta tttgagcttc
540
tacatacgta ccaaaaagaa actggctaaa
600
gtgggtttcg ctgcccgact
639

-84-

tggacctatc

gtactcaaaa

tttattggcg

accaccccga

gggagtaaaa

ccccaatacg

attttgttct

atttcattct

ctgattatat

gttggcaact

tggttgggsc

atagcgtcag

atgcggtatt

tattattcaa

ttctttacgc

gtgctatttt

atgtgtcgtt

ttattctggc

ctggtgcttt

cactgattgg

ggcgacgetg

catttttatt

tagcggtatg

gatgtttctg

cattgtacgt

gaccctgaag

taaacgcgcg

tttcgtacag

ggcgacgctg

tgtcacgcag

tttgatgttc

. caatcctga



<210> 140
<211> 639
<212> ADN
<213>

<220>

<223>

<400> 140
atgttcgctg
60
gtgttggtec
120
aaaggcggtt
180
gcatgggctg
240
tatcttggtg
300
ggtaaaaata
360
ttaattttga
420
tttatcgatg
480
gaactggtga
540
tacatacgta
600
gtgggtttcg
639

<210> 141
<211> 212
212> PRT
<213>

Bién thé LeuE

aatacggggt

cagggccaaa

atcttgcggc

gagtggcgac

cgttttattt

gcgaggccaa

gcctgactaa

ttaatgcccc

gtttctgcta

ccaaaaagaa

33074

Trinh ty nhan tao

tctgaattac

taccctggceg

ctgcggtgta

attaattaag

gctctatctg

atccgatgag

tccgaaagcc

acatacggga

tttgagcttc

actggctaaa

ctgcccgact

Trinh ty nhan tao

-85-

tggacctatc

gtactcaaaa

tttattggcg

accaccccga

gggagtaaaa

ccccaatacg

attttgttct

atttcattct

ctgattatat

gttggcaact

tggttggesc

atagcgtcag

atgcggtatt

tattattcaa

ttctttacgc

gtgctatttt

atgtgtcgtt

ttattctggc

ctggtgcttt

cactgattgg

ggcgacgetg

catttttatt

tagcggtatg

gatgtttctg

cattgtacgt

gaccctgaag

taaacgcgcg

tttcgtacag

gegcgacgetg

tgtcacgcag

tttgatgttc

~caatcctga



220>
223>

<400>

Val
' 1
Ala
Lys
Gly
Val
65
Tyr
Ala
Tyr
Lys
Asn
145
Glu
Phe

Asn

Thr

Phe

Ile

Asn

Val

50

Ala

Leu

Thr

Gly

33074

Bién thé LeuE

141
Ala Glu Tyr Gly Val Leu Asn Tyr Trp
5 10

Phe Ile Val Leu Val Pro Gly Pro Asn
20 25

Ser Val Ser Ser Gly Met Lys Gly Gly
35 40

Phe Ile Gly Asp Ala Val Leu Met Phe
55 60

Thr Leu Ile Lys Thr Thr Pro Ile Leu
70 75

Gly Ala Phe Tyr Leu Leu Tyr Leu Gly
85 90

Leu Lys Gly Lys Asn Ser Glu Ala Lys
100 105

Ala Ile Phe Lys Arg Ala Leu Ile Leu
115 120

Thr

Thr

Tyr

45

Leu

Phe

Ser

Ser

Ser
125

Ala Ile Leu Phe Tyr Val Ser Phe Phe Val Gln

130

135 140

Ala Pro His Thr Gly Ile Ser Phe Phe Ile Leu

150 155

Leu Val Ser Ala Cys Tyr Leu Ser Phe Leu Ile

165 170

val Thr Gln Tyr Ile Arg Thr Lys Lys Lys Leu

180 185

Ser Leu Ile Gly Leu Met Phe Val Gly Phe Ala

Leu
210

<210>
<211>
<212>

195 200

Gln Ser

142
212
PRT

-86-

205

Tyr

Leu

30

Leu

Ala

Asn

Lys

Asp

110

Leu

Phe

Ala

Leu

15

Phe

Ala

Trp

Ile

Ile

95

Glu

Thr

Ile

Ala

Val

Val

Ala

Ala

Val

80

Leu

Pro

Asn

Asp

Thr

160

Ile Ser Gly

175

Ala Lys Val

190

Ala Arg Leu

Gly

Leu

Cys

Gly

Arg

Tyr

Gln

Pro

Val

Leu

Ala

Gly

Ala



33074

<213> Trinh tq nhan tao

<220>
<223> Bién thé LeuE

<400> 142

Met
1
Ala
Lys
Gly
Val
65
Tyr
Ala
Tyr
Lys
Asn
145
Glu
Phe

Asn

Thr

Phe Ala Glu Tyr Gly Val Leu Asn Tyr Trp Thr
5 10

Ile Phe Ile Val Leu Val Pro Gly Pro Asn Thr
20 25

Asn Ser Val Ser Ser Gly Met Lys Gly Gly Tyr
35 40 45

val Phe Ile Gly Asp Ala Val Leu Met Phe Leu
50 55 60

Ala Thr Leu Ile Lys Thr Thr Pro Ile Leu Phe
70 75

Leu Gly Ala Phe Tyr Leu Leu Tyr Leu Gly Ser
85 90

Thr Leu Lys Gly Lys Asn Ser Glu Ala Lys Ser
100 105

Gly Ala Ile Phe Lys Arg Ala Leu Ile Leu Ser
115 , 120 125

Ala Ile Leu Phe Tyr Val Ser Phe Phe Val Gln
130 135 140

Ala Pro His Thr Gly Ile Ser Phe Phe Ile Leu
150 155

Leu Val Ser Ala Cys Tyr Leu Ser Phe Leu Ile
165 170

val Thr Gln Tyr Ile Arg Thr Lys Lys Lys Leu
180 185

Ser Leu Ile Gly Leu Met Phe Val Gly Phe Ala
195 200 205

Leu Gln Ser
210

-87-

Tyr

Leu

30

Leu

Ala

Asn

Lys

Asp

110

Leu

Phe

Ala

Leu
15

Phe
Ala
Trp
Ile
Ile
95

Glu
Thr

Ile

Ala

Val
Val
Ala
Ala
Val
80

Leu
Pro
Asn

Asp

Thr
160

Ile Ser Gly

175

Ala Lys Val

190

Ala Arg Leu

Gly

Leu

Cys

Gly

Arg

Tyr

Gln

Pro

Val

Leu

Ala

Gly

Ala
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<210> 143

<211> 639

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223>  Bién thé LeuE

<400> 143

gtgttcgctg aatacggggt tctgaattac
60

gtgttggtgc cagggccaaa taccctgttt
120

aaaggcggtt atcttgcgge ctgeggtgta
180

gcatgggctg gagtggcgac attaattaag
240 '

‘tatcttggtg cgttttattt gctctatctg
300

ggtaaaaata gcgaggccaa atccgatgag
360

ttaattttga gcctgactaa tccgaaagcc
420

tttatcgatg ttaatgcccc acatacggga
480

gaactggtga gtgcgtgcta tttgagcttc
540

tacatacgta ccaaaaagaa actggctaaa
600

gtgggtttcg ctgcccgact
639

<210> 144

<211> 639

<212> ADN

<213> Trinh tv nhan tao

<220>

<223>  Bién thé LeuE

-88-

tggacctatc

gtactcaaaa

tttattggceg

accaccccga

gggagtaaaa

ccccaatacg

attttgttct

atttcattct

ctgattatat

gttggcaact

tggttgegsc

atagcgtcag

atgcggtatt

tattattcaa

ttctttacgc

gtgctatttt

atgtgtcgtt

ttattctggc

ctggtgcttt

cactgattgg

ggcgacgctg

catttttatt

tagcggtatg

gatgtttctg

cattgtacgt

gaccctgaag

taaacgcgcg

tttcgtacag

ggcgacgcetg

tgtcacgcag

tttgatgttc

; caatcctga



<400> 144
atgttcgctg
60
gtgttggtec
120
aaaggceggtt
180
gcatgggctg
240
tatcttggtg
300
ggtaaaaata
360
ttaattttga
420
tttatcgatg
480
gaactggtga
540
tacatacgta
600
gtgggtttcg
639

<210> 145
<211> 36
<212> ADN
<213>

<220>

aatacggggt

cagggccaaa

atcttgcggc

gagtggcgac

cgttttattt

gcgaggccaa

gcctgactaa

ttaatgcccc

gtgcgtgcta

ccaaaaagaa

33074

tctgaattac

taccctgttt

ctgcggtgta

attaattaag

gctctatctg

atccgatgag

tccgaaagcc

acatacggga

tttgagcttc

actggctaaa

ctgcccgact

<223> doan moi

<400>

145

Trinh ty nhan tao

tggacctatc

gtactcaaaa

tttattggceg

accaccccga

gggagtaaaa

ccccaatacg

attttgttct

atttcattct

ctgattatat

gttggcaact

tggttggegc

atagcgtcag

atgcggtatt

tattattcaa

ttctttacgc

gtgctatttt

atgtgtcgtt

ttattctggc

ctggtgettt

cactgattgg

ggcgacgetg

ataattaaag aggttaatat gttcgctgaa tacggg

-89-

catttttatt

tagcggtatg

gatgtttctg

cattgtacgt

gaccctgaag

taaacgcgcg

tttcgtacag

ggcgacgcetg

tgtcacgcag

tttgatgttc

caatcctga

36



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

33074

146
36
ADN
Trinh ty nhan tao

<223> doan modi

<400>

146

cccgtattca gcgaacatat taacctcttt aattat

-90-

36





