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Linh vire k§ thuit dwoc dé cip

Sang ché d& cap dén bién thé aspartokinaza, polynucleotit, vi sinh vét chira bién
thé, va cac phuong phap san sinh L-axit amin dAn xuét aspartat hoic dan xuét axit amin

ctia chung bing cach st dung vi sinh vat.
Tinh trang k§ thuit cia sing ché

Vi sinh vat thudc chi Corynebacterium, cu thé 1 chi Corynebacterium glutamicum
14 vi khudn gram-duong duoc sir dung rong rai dé san xuit L-axit amin va cac chét hitu
ich khac. D& san xudt cic L-axit amin va cac chit hiru ich khac, cic nghién ctru khéc
nhau da duge thuc hién dé phat trién céc vi sinh vat va cdng nghé san xuét hiéu qué cao
cho qua trinh 1én men. Vi du, cic phuong phap dé tiép can cu thé cac chit dich bang
cach ting biéu hién ctia gen ma hoa cho céc enzym lién quan dén sinh téng hop L-lysin
hodc bang cach loai bo cac gen khong can thiét dbi véi sinh tdng hop da dugc sir dung
chi yéu (Patent Han Qudc sb 10-0838038).

Trong khi do, trong s6 cac L-axit amin, L-lysin, L-threonin, L-methionin, L-
isoleuxin, va L-glyxin 1a cc axit amin din xut aspartat (Asp), va cdc axit amin ndy
thuong st dung aspartyl phosphat (App) duoc san xuét tir Asp bdi aspartokinaza (LysC,
E.C. 2.7.2.4) (tham chiéu trén Fig.1). Do d6, dé san xuét céc axit amin bing phuong
phép 1én men vi sinh vat, can thiét dé duy tri cac hoat dong ctia cac enzym dugc sir dung
trong con dwdng sinh téng hop & mirc d6 nhét dinh hodc cao hon, va do d6 nghién ctru

chuyén sau da dugc thuc hién trong van dé nay.

Cu thé, hoat dong ciia LysC, hoat d6ng nhu enzym dau tién trong con dudng sinh
tdng hop céc axit amin dAn xuét aspartat dugc biét dén dé didu chinh béi sy trc ché
nguoc cua L-lysin va L-threonin (J Mol Biol. 27 thang 4 nam 2007; 368(2):521-36.
Epub 20 thang 2 nim 2007). Trong v4n dé nay, mic di cac don lién quan dén su trc ché
nguoc dd dugc ndp (Patent Hoa Ky s6 US 8062869 B va Patent Nhiat Béan
s6 JP 3473042 B), nghién ctru tiép theo vin duoc doi héi dé ting nang suét cla cic dan

xuat sdn pham cua aspartat.

Xuat phét tir cic van dé néu trén, cic tac gia séng ché d4 hoan thanh sang ché nay
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bang c4ch x4c nhan rang san xuat cia cac L-axit dugc dan xuat aspartat hodc dan xuat
axit amin cia chiing dugc cai thién khi st dung hoat tinh ciia enzym, trong d6 bién thé

aspartokinaza méi dugc cai tién.
Bén chat ky thuét ciia sang che

Muc dich ctia sang ché 13 d& xuit bién thé aspartokinaza, trong d6 axit amin & vi
tri 337 trong trinh ty axit amin c¢6 ma nhén biét SEQ ID NO: 1 dugc thay thé béng L-

lysin hodc L-methionin.
Muc dich khac clia sang ché 13 d& xuét polynucleotit ma hoa bién thé.

Muc dich khéc nita clia sdng che 1a d€ xuat vi sinh vat thudc chi Corynebacterium
san sinh L-axit amin din xut aspartat hoic din xuét axit amin ctia chung, trong d6 bao

gbm bién thé aspartokinaza hoic c6 hoat dong cia chung duogc tang cuong.

Muc dich khéc nira clia sang ché 1a dé xuat phuong phap san sinh L-axit amin dan
xuat aspartat hodc din xuat axit amin ctia chiing, bao gdm: nudi cdy vi sinh V4t trong
mdi trudng; va thu hdi L-axit amin din xuat aspartat hoic din xuét axit amin cia ching

tir vi sinh vat dugc nudi cay hodc moi trudong nudi cay.

Muc dich khéc nita cia sdng ché 1a d€ xuat phuong phap san sinh methionin bao
gbm: nudi cdy vi sinh vit trong moi trudng; san sinh axetylhomoserin hodc
suxinylhomoserin tir vi sinh vat dugc nudi cay hodc mdi trudng nudi cly; va bién doi

axetylhomoserin hodc suxinylhomoserin thanh methionin.
MG ta vin tiit hinh v&

Fig.1 thé hién con dudng sinh téng hop ciia axit amin din xuét aspartat va din xuét
axit amin cua chiing ctia Corynebacterium glutamicum.
M5 ta chi tiét sang ché

Sang ché s& dugc mo ta chi tiét duéi day.

Trong d6, mdi phén giai thich va cac phuong 4n vi du thuc hién duge boc 10 & day
c6 thé dugc 4p dung cho cac phéan giai thich va céc phuong 4n vi du khac. Ttec 13, tit ca
sw két hop ctia cac yéu t6 khac nhau duoc thé hién & day thudc vé pham vi cia sang ché.

Ngoai ra, pham vi clia sang ché s& khong nén hi€u bi giéi han bdi phan mé ta dugc boc

16 cu thé duéi day.
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Ngoai ra, nhitng ngudi c6 hiéu biét trung binh trong ciing Iinh vuc k¥ thuét s& c6
thé nhan ra hodc x4c nhan, da trén thir nghiém thong thudng, nhiéu phwong an twong
tur v6i cac phuong an cu thé dugc mo ta trong sang ché nay, va cac phuong an twong tu

nhu vay duoc du dinh dua vao séng ché.

Dé dat dugc cac muc dich néu trén, khia canh cia sang che de xuat bién thé
aspartokinaza, trong d6 axit amin & vi tri 337 trong trinh tu axit amin ¢c6 ma nhin biét

SEQ ID NO: 1 dugc thay thé bang axit amin khac.

Nhu duge sir dung & day, thuat ngit “aspartokinaza” @& cap dén enzym xuc tic qua
trinh phosphoryl hoa ciia axit amin, aspartat, va hoat dong trong buéc diu tién clia qua
trinh sinh tdng hop ba amin axit thiét yéu, L-methionin, L-lysin, va L-threonin dugc biét

dén nhu 12 ho aspartat.

Theo sang ché, thuat ngir “aspartokinaza® c6 thé thay thé cho nhau dugc sir dung
v6i “LysC” hodc “protein LysC”. Protein LysC c6 thé dugc thu tir Ngan hang gen cta
Trung tdm Thoéng tin Coéng nghé sinh hoc Qudc gia Hoa Ky (National Center for
Biotechnology Information-NCBI) 12 co sé dit liéu duoc biét dén. Protein Lys c6 thé 1a
LysC c6 ngudn gbc tir chi Corynebacterium, va cu thé, c6 thé 1a polypeptit c¢6 trinh ty
axit amin c6 ma nhén biét SEQ ID NO: 1 ¢6 ngudn gbc tir Corynebacterium glutamicum
nhung sang ché khong dugc gidi han & ddy. Ngoai ra, LysC theo sang ché co thé 1a
polypeptit chira trinh tur axit amin ¢6 ma nhan biét SEQ ID NO: 1 hodc trinh tu axit amin
c6 trinh tu tuong déng cua 80%, 90%, 95%, hodc 16n hon 97%. Hon nita, rd rang 1a
polypeptit ndo c6 trinh tw axit amin bi mat, bién dbi, thay thé hoc bd sung vio mot phéan
clia trinh tu ciing thudc pham vi ctia sang ché, mién 14 trinh ty axit amin c6 trong dong

nhu trén va thé hién hiéu qua twong tmg v&i chudi polypeptit.

Theo séng ché, cac phuong phap khac nhau duge biét trong k¥ thuét ¢6 thé dugc
str dung cho phuong phap dé thu duge aspartokinaza (LysC). Cac vi du cta céc phuong
phép bao gém t6i wu hoa cic don vi ma héa dé thu dugc cac enzym c6 hiéu qua cao
trong vi sinh vét thudc chi Corynebacterium, thuong duge sir dung dé biéu hién céc
enzym, va cac phuong phap dé sang loc cac ngudn enzym hitu ich bang cach sit dung
cac phuong phép sinh héa dua trén khéi théng tin bd gen cua vi sinh vat, nhung céc

phuong phép clia sang ché khong dwoc gioi han & day.

Nhu dugce st dung & day, thuat ngit “bién thé aspartokinaza” c6 thé dé cap cu thé

4-
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dén polypeptit trong d6 du lugng axit amin & vi tri 377 dwgc thay thé bing axit amin
khéc tir dAu N ciia LysC chira trinh tw axit amin c6 ma nhén biét SEQID NO: 1 ¢6 ngudn
gbc tir Corynebacterium sp. “Axit amin khac” khong duoc gigi han mién 13 né 13 axit
amin khéc véi L-leuxin 13 axit amin & vi trf 377. Cu thé, vi duy, du lugng axit amin & vi
tri 377 c6 thé dugc thay thé bang lysin hodc methionin. L-Lysin la vi du cda axit amin
co ban, va axit amin co ban c6 thé 13 mot trong s6 cac axit amin cia L-lysin, L-arginin,
va L-histidin. L-Methionin 14 vi du ctia axit amin khong phén cyuc, va axit amin khong
phén cuc ¢6 thé 1a mot trong sb cac axit amin cta L-methionin, L-phenylalanin, L-alanin,
L-xystein, L-glyxin, L-isoleuxin, L-leuxin, L-prolin, L-tryptophan, va L-valin. Tuy

nhién, sang ché khong gidi han & cac axit amin nay.

Nhu dugc st dung & ddy, thuat ngit “bién thé aspartokinaza” c6 thé dugc sir dung

thay the véi “aspartokinaza dugc bién d6i” hoic “LysC duoc bién doi”.

Céc bién thé aspartokinaza dugc dic trung boi hoat tinh aspartokinaza dugc ting

cudng so véi polypeptit c6 hoat tinh ctia aspartokinaza c6 ma nhan biét SEQ ID NO: 1.

Ngoai ra, ngay ca khi né dugc md ta 13 “protein chira trinh tu axit amin cta sb trinh
tu cu thé”, protein nhu vy khong loai trir viéc bd sung cac trinh ty khong c6 nghia trude
hoic sau trinh tu axit amin cda sb trinh tu twong Ung, dot bién x4y ra tu nhién, hoac dot
bién cling nghia cua chiing, néu protein c6 tac dung giéng hét hodc twong duong véi tac
dung cuia peptit chira trinh tu axit amin ctia s6 thi ty trong rmg. Ngoai ra, rd rang rang
protein chira trinh tu bd sung hoic dot bién nhu vay cling thudc trong pham vi cla sdng

7
A

ché.

Thuat ngit “twong ddng” d& cap dén ty 16 phin trim ddng nhit gifta hai loai
polynucleotit hodc polypeptit. Twong ddng dé cip dén mirc do phu hop véi trinh tu axit
amin hogc trinh ty nucleotit, va ¢6 thé dugc bidu thi dusi dang phan tram. Trong sang
ché, trinh tu tuong ddng c6 hoat dong 1a gidng hét hodc trong tu véi trinh tu axit amin
hodc trinh tu nucleotit da dwa ra dugc biéu thi nhw 13 “% tuong ddng”. Tuong ddng gitra
céc trinh ty tir mot nhém chire dén cac phén khéc c6 thé dugc xac dinh béng cac k¥ thuat
duoc biét dén trong cung linh vuc k§ thuat. Vi dy, twong ddng c6 thd dugc xac dinh
bang cac st dung phin mém tiéu chuén, nhu 12 BLAST 2.0, dé tinh toan céc tham sb
nhu diém s6, ddng nhét, va twong ty, hoic bing cach so sanh trinh tu thong qua céc thi

nghiém lai Nam, va diéu kién lai thich hop dé xac dinh c6 thé dugc xac dinh béng

5
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phuong phap dugc biét bdi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong cliing linh vue k¥ thuat
(vi du, J. Sambrook et al., K§ thuat nhan dong phan tir, Huéng din sir dung trong phong
thi nghiém, t4i ban 14n thir 2, Phong thi nghiém Cold Spring Harbor, Cold Spring Harbor,
New York, 1989; F.M. Ausubel et al., Quy trinh hién tai trong sinh hoc phéan tir, John
Wiley & Sons, Inc., New York).

Khia canh khac ctia sang ché dé xuét polynucleotit ma hoa bién thé aspartokinaza.
Bién the¢ aspartokinaza dugc mo ta & trén.

Nhu duge sit dung & ddy, thuat ngit “polynucleotit” dé cap dén polyme nucleotit
chira cac don phan nucleotit lién két cong hoa tri trong chudi, va cac miu cia chung 1a
cac mach ADN hodc ARN c6 chiéu dai dinh trude hodc dai hon. Dbdc biét, polynucleotit

d& cap dén doan polynucleotit ma hoa polypeptit dirge bién dbi.

Polynucleotit ma hoa bién thé aspartokinaza c6 thé 14 polynucleotit ma hoa
polypeptit trong d6 du lwong axit amin & vi tri 377 dugc thay thé bing axit amin khac
trong trinh tu axit amin ¢6 ma nhén biét SEQ ID NO: 1. Cu thé, nhu vi du dai dién,
polynucleotit ma héa bién thé aspartokinaza c6 thé 1a polynucleotit ma héa polypeptit
trong d6 du lugng axit amin & vi tri 377 dugc thay thé bing axit amin khac ctia L-lysin
hodc L-methioninin trong trinh ty axit amin ¢6 ma nhin biét SEQID NO: 1. Cu thé hon,
polynucleotit c¢6 thé 14 polynucleotit ma hoa protein lysC chira trinh tw axit amin c6 ma
nhan biét SEQ ID NO:3 hoic SEQ ID NO:5. Vi du, polynucleotit c6 thd 1a
polynucleotit chira trinh tw nucleotit c6 ma nhan biét SEQ ID NO: 4 hoic SEQ ID NO: 6.
Céc bién dbi khac nhau c6 thé dugc thuc hién trong vung ma héa véi diéu kién 1a chung
khong thay ddi trinh tur axit amin amin cta protein dwgc bidu hién tir vung ma hoa, do
su thoai hoa ctia don vi méa héa hodc trong viéc xem xét cac don vi ma hdéa dugce wu tién

bédi sinh vat trong d6 protein duoc biéu hién.

Do d6, 1 rang rang do sy thoai hoa cta don vi ma hoéa, polypeptit chtra trinh tu
axit amin c6 ma nhan biét SEQ ID NO: 3 hodc SEQ ID NO: 5 hoac polynucleotit ¢6 kha
ning dugc dich ma sang polynucleotit c6 twong ddng ciing c6 thé nim trong pham vi
clia sang ché. Ngoai ra, dau do co thé dugc diu ché tir trinh tu gen da biét, vi du, trinh
tur mé hoa cho protein c6 hoat dong ctia protein chira trinh tur axit amin ¢6 ma nhén biét
SEQ ID NO: 1 bang c4ch lai duéi cac diéu kién nghiém ngit vé6i trinh tu bd sung cho

toan bd hodc mot phan ciia trinh tw polynucleotit, c6 thé bao gbm nhung khong gidi han.
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“Cac diéu kién nghiém ngt” d& cip dén cac didu kién cho phép lai dic hidu giita
c4c polynucleotit. Cac diéu kién nhu vay dugc boc 16 cu thé trong gido trinh (vi du, J.
Sambrook et al.). Vi du, cac diéu kién nghiém ngit gdbm didu kién trong d6 cac gen c6
tuong ddéng cao (vi du, 16n hon 80%, 16n hon 90%, cu thé 13 16n hon 95%, 16n hon 97%,
va cu thé hon 13 16n hon 99%) c6 thé lai gifta chiing, trong khi cdc gen c6 twong ddng
thép hon thi khong thé lai véi nhau; hodc cac didu kién d& lai Nam thong thuong (tic 13,
cac didu kién cho rira mot 14n, va cu thé 13 rira hai hodc ba 1an dudi nE”)ng d6 mudi va
nhiét d6 twong tng & 60°C, 1xSSC (saline-sodium citrate: Salin natri xitrat) va 0,1%
SDS (sodium dodecyl sulfate: natri dodexyl sulfat); cu thé hon 13 60°C, 0,1xSSC, va
0,1% SDS; va cu thé hon nita 13 68°C, 0,1xSSC, va 0,1% SDS).

Phép lai doi héi hai axit nucleic c6 cac trinh tir bd sung, mic du su khoéng phu hop
gifta cic bazo c¢6 thé phu thude vao mirc do nghiém ngit cta phép lai. Thuat ngit “bd
sung” dugc str dung dé thé hién mdi quan hé gitra c4c bazo nucleotit lai 1An nhau. Vi dy,
lién quan dén ADN, adenosin bd sung cho thymin va xytosin dugc b sung cho guanin.
Theo d6, sang ché c6 con thé bao gdm cac trinh tu axit nucleic tuong tu vé co ban ciing

nhu c4c doan axit nucleic dugc tach chiét bd sung cho toan bo trinh tu.

Cu thé, polynucleotit tuong ddng ¢6 thé duoc phat hién bing cch sir dung céc
diéu kién lai bao gdm buéc lai & gia tri T 12 55°C va str dung céc didu kién duge mo ta
& trén. Ngoai ra, gia tri Tm c6 thé 1a 60°C, 63°C hoic 65°C nhung khong bi gigi han &
cac nhiét do nay. Nguoi c6 hidu biét trung binh trong cing linh vuc k§ thuat c6 thé diéu

chinh phu hop gia tri Tm theo muc dich da dinh.

Tinh nghi€ém ngit cta viéc lai cac polynucleotit phu thudc vao do dai va mtc dod
b sung clia cac polynucleotit, va cac bién sb dugc biét dén trong k¥ thuat (Sambrook

et al., supra, 9.50-9.51, 11.7-11.8).

Khia canh khéc nita clia sing ché dé xuat t€ bao chu chira bién thé aspartokinaza
va vi sinh vét dugc bien nap véi vecto chira polynucleotit ma héa bién thé aspartokinaza.
Cu thé, sang ché dé xuat vi sinh vat thudc chi Corynebacterium san sinh L-axit amin

dan xuat aspartat hogc din xuét axit amin ctia chiing chtra bién thé aspartokinaza.
Céac vi sinh vat chira bién thé aspartokinaza ctia sing ché duoc dic trung bai hoat

tinh clia aspartokinaza dugc ting cuong so véi vi sinh vat khong dugc bién ddi hoidc vi

sinh vat ki€u dai.
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Nhu dugc sir dung & day, thuat ngit “tdng cudng cia hoat ddng” ¢ nghia I3 hoat
dong cua protein dugc dua vao, hodc hoat dong duge ting cudng so véi hoat dong ndi
sinh ho#c hoat dong trudce khi bién ddi cta vi sinh vat. “Su dua vao” cia hoat dong nghia
12 hoat dong ctia protein cu thé ma vi sinh vét ban dau khong dugce biéu hién tu nhién
hodc nhén tao. “Hoat d6ng ndi sinh” dé cap dén hoat dong cua protein cu thé vbn xuét
hién trong chiing bd me trudce bién nap, khi céc ddc diém ctia vi sinh vét bi thay dbi bang

su bién doi di truyén bai cac yéu to tw nhién hoidc nhan tao.

Nhu dugc str dung & ddy, thuat ngir “vecto” dé céap dén cAu trac ADN chira trinh
tu nucleotit ma héa protein dich duogc lién két hoat dong véi trinh tu diéu tiét thich hop
@& biéu hién protein trong vat chu thich hgp. Trinh tu diéu tiét c6 thé bao gdm vung gen
khéi dong c6 thé bat dau phién ma, bét ky trinh tw van hanh nao dé kiém soét phién ma,
trinh tw dé ma hoa vi tri gén két ribosom mARN thich hop, va trinh ty dé kiém soat két
thic ciia phién ma va dich mé. Vecto ¢6 thé dugc truyén vao vat chu thich hop, va sau
d6 c6 thé dugce sao chép hodc thuc hién chitc ndng ddc 14p v6i bd gen cia vat chil, va co

thé dugc tich hop vao trong bd gen cia vat chu.

Vecto dugce st dung trong sang ché khong bi gidi han dic biét nao mién 13 vecto
c6 thé duge biéu hién trong vat chi, va bét ky vecto nao duoc biét trong k¥ thuét c6 thé
duoc st dung. Vi du vé céc vecto thuong dugce st dung 1a plasmit, cosmid, vi rat, va
thye khudn thé & trang thai ty nhién hojc trang thai tai td hop. Vi du, pWE15, M13,
MBL3, MBLA4, IXII, ASHII, APII, t10, t11, Charon4A, va Charon21A c6 thé duoc su
dung nhu 1a vecto phage hodc vecto cosmid; va hé théng pBR, hé théng pUC, hé théng
pBluescriptll, hé théng pGEM, hé thdng pTZ, hé thdng pCL, va hé thdng pET c6 thé
dugc sir dung nhu 13 vecto plasmit. Cu thé 1a cac vecto pDZ, pACYC177, pACYC184,
pCL, pECCG117, pUC19, pBR322, pMW118, va pCCIBAC c6 thé dugc sit dung,
nhung sang ché khong gidi han & day.

Vecto ¢6 thé dugc sir dung trong séng ché khéng ¢ gi6i han cu thé nao, va vecto
biéu hién da biét c6 thé duge sir dung. Ngoai ra, polynucleotit ma héa protein dich c6
thé dugc chén vao trong nhiém sic thé théng qua vecto d& chén nhidm sic thé ndi bao.
Su chen cta polynucleotit vao trong nhiém sic thé c6 thé duoc thuc hién bang bt ky
phuong phap nao dugc biét dén trong k¥ thuét nhu 1a tai t5 hop tuong dong nhung sang
ché khong gi6i han cu thé & d6. Vecto c6 thé con bao gém du hiéu chon loc duoc sur

dung d€ chon céc t€ bao dugc bién nap véi vecto vao trong nhiém séc thé cta vét chi.
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DAiu hiéu chon loc dugc st dung dé chon céc té bao dugc bién nap cung vdi vecto, nghia
12 dé x4c nhén c6 hay khong phén tir axit nucleic dugc chén vao. Do d6, ddu hiéu chon
loc ¢6 thé cung cp cho té bao kha ning dé thé hién khang thuéc, khéng doc té bao, ty
dudng, hoic biéu hién kiéu hinh c6 thé Iya chon nhu 13 biéu hién protein bé mit. Véi su
cO mdt cua tac nhén chon loc, cac té bao duoc bién nap c6 thé dugc Iva chon badi vi chi

cac té bao biéu hién ket xuat dau hi€u chon loc ton tai hodc thé hién kiéu hinh khac.

Nhu dugc sir dung & ddy, thuét ngit “bién nap” dé cap dén qua trinh dwa vecto vao
bao gdm polynucleotit ma hoa protein dich vao trong té bao chii theo cich ma protein
duge ma hoa bdi polynucleotit dwgc biéu hién trong té bao chi. Mién 13 polynucleotit
duoc bién nap c6 thé duoc biéu hién trong té bao chi, nd cling c6 thé duoc tich hop vao
hodc dit vao trong nhiém séic thé cia t& bao chu hoic nim bén ngodi nhiém sic thé.
Ngoai ra, polynucleotit chira ADN va ARN mi hoa protein dich. Polynucleotit c6 thé
dugc dua vao trong bat ky hinh thirc ndo mién 13 chiing c6 thé dugc dua vao trong té
bao vat chii va duogc biéu hién trong d6. Vi du, polynucleotit c6 thé duoc dua vao trong
té bao chu dudi dang catxet biéu hién 12 mot cAu tric gen bao gdm tat ca cac yéu t6 cin
thiét cho su tir bidu hién ctia n6. Catxet bidu hién c6 thé chira ving gen khéi dong dugce
lién két hoat dong vé6i polynucleotit, cac tin hiu két thiic phién m4, vi tri 1ién két ribosom,
hodc c4c tin hidu két thuc dich ma. Catxet biéu hién c6 thé & dang vecto biéu hién tu sao
chép. Ngoai ra, polynucleotit c¢6 thé duge dua vao trong té bao cha va dugc lién két hoat
ddng véi céc trinh tu dugce yéu cau dé bidu hién trong té bao chu, nhung sang ché khong
giéi han ¢ ddy. Phuong phép bién nap bao gbm bét ky phuong phép nao dé dua axit
nucleic vao trong té bao, va c6 thé duogc thuc hién béng cach lgya chon k¥ thuét tiéu
chuan phu hop dugc biét dén trong ky thuat, phu thude vao 6 bao chit. Céc vi du cta
phuong phap bao gdm phuong phép xung dién, canxi phosphat (CaPOy) két tua, canxi
clorua (CaCly) két tua, vi tiém, k¥ thuét polyetylenglycol (PEG), ky thuat DEAE-dextran,
k§ thudt cation liposome, k¥ thut lithi axetat-DMSO, v.v, nhung séng ché khong gidi
han & day.

Ngoai ra, thuat ngit “lién két hoat dong” c6 nghia 1 trinh ty polynucleotit thuc
hién chirc ning lién két voi trinh tyu gen khdi dong va lam trung gian phién ma cia
polynucleotit ma hoa protein dich cta sang ché. Lién két hoat dong c6 thé dugc didu ché
béng cdch sir dung ky thuat tai t5 hop gen da biét dén trong ky thuat, va - sy lién két va

phén cét vi tri dic hiéu ADN c6 thé duogc didu ché bang cach st dung céc enzym lyaza
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va ligaza d3 biét, nhung sang ché khéng duoc gi6i han & day.

Nhu duoc st dung & day, thuat ngir “vi sinh vat san sinh L-axit amin din xuét
aspartat hodc din xut axit amin cta chiing” dé cap dén vi sinh vat san sinh ty nhién L-
axit amin dan xuét aspartat hodc din xuit axit amin cla ching, hoic dé cap dén vi sinh
vat trong d6 ning suit clia L-axit amin din xuAt aspartat hodc din xuét axit amin cia
chiing dugc cung cép cho ching bd me thiéu kha nang san xuit L-axit amin din xuAt

aspartat hoc din xuit axit amin cia chung.

Nhu dugc st dung & déy, thuét ngit “L-axit amin ddn xuét aspartat hodc din xuét
axit amin ctia chung” dé cap dén nguyén liéu c6 kha ning sinh tdng hop bang cach st
dung axit aspartic (aspartat) nhu 13 tién chét, va c6 thé duoc dung tich hop véi thuit ngit
“san pham 13 din xuét cta aspartat”. “DAan xuét axit amin” d& cap dén nguyén liéu c6
thé dugc san xuét tir L-axit amin va nguyén liéu bao gdm tién chit ciia L-axit amin.
Ngoai ra, din xuét axit amin khong dugc giéi han mi&n 13 nguyén lidu c6 thé duoc san
xuét bang cach sinh tbng hop sir dung aspartat nhur 13 tién chét. Cu thé, cac nguyén liéu
duoc tong hop bang cach thuong sir dung axetyl phosphat durge bao gdm nhung khong
gi6i han & d6. Vi du, din xuét axit amin c6 thé 1a L-lysin, L-threonin, L-methionin, L-
glyxin, homoserin, O-axetylhomoserin, O-suxinylhomoserin, O-phosphohomoserin, L-

isoleuxin, va cadaverin, nhung sang ché khong giéi han & déy.

Cadaverin c6 thé dugc sinh téng hop truc tiép bang céch st dung aspartat nhu 13
tién chét, hodc c6 thé duge sir dung tir lysin boi lysin decarboxylaza. L-methionin ¢6 thé
duoc sinh téng hop truc tiép bing cach st dung aspartat nhur 13 tién chit, hodc c¢6 thé

dugce sén xuat bang cach bién doi tr O-axetylhomoserin hoic O-suxinylhomoserin.

Nhu dugce st dung & day, thut ngir “aspartat (axit aspartic)” duoc viét tit 1a Asp
hogc D, va @ cap dén axit aspartic, 13 a-axit amin dugc str dung trong sinh tdng hop céc
protein. Gidng nhu tit ca cac axit amin khac, aspartat chira nhém amino va nhém axit
carboxylic. N6i chung, aspartat dugc san xuit nhu 13 aspartyl phosphat boi
aspartokinaza (LysC), va sau d6 dugc chuyén thanh L-lysin, L-methionin, L-homoserin,

L-threonin, L-isoleuxin, v.v. trong co thé.

Dé ting cuong sinh téng hop san phim 13 din xuit cta aspartat, bién thé
aspartokinaza cla sang ché c¢6 thé duogc si dung. Vi du, dé ting cudng sinh tong hop

cia L-lysin, L-threonin, L-methionin, L-glyxin, homoserin, O-axetylhomoserin, O-
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suxinylhomoserin, O-phosphohomoserin, L-isoleuxin, va cadaverin, bién thé
aspartokinaza ctia sang ché c6 thé dugc dua vao hodc hoat ddng ctia ching c¢6 thé dugc
ting cuong. Ngoai ra, ning suit ctia sin phim 12 din xuit cua aspartat c6 thé con dugc
tdng cudng bang cach dua vao hodc tdng cudng hoat dong cla protein cu thé hodc bang

cach 1am bét hoat hoat dong ctia protein cu thé.

Phuong phéap dua vao, ting cudng, va bét hoat hoat dong ctia protein cu thé c6 thé
dugc thuc hién bang cach sir dung phuong phép phu hop duge biét dén trong k¥ thuat

tuy thudc vao céc dic diém cuia cic vi sinh vat.

Vi sinh vat san sinh san pham 12 dAn xuét ctia aspartat, L-axit amin, hosic din xuét
axit amin ctia chiing c6 thé 14 bat ky vi sinh v4t ndo c6 kha nang san sinh “axit amin” 1a
din xuét ciia aspartat hodc din xuét axit amin cia chiing bang cach dua vao bién thé
aspartat clla sang ché. Vi du cu thé c6 thé bao gém Escherichia sp., Serratia sp., Erwinia
sp., Enterobacteria sp., Salmonella sp., Streptomyces sp., Pseudomonas sp.,
Brevibacterium sp., hodc Corynebacterium sp., va cu thé hon, vi sinh vat ¢6 thé 1a

Corynebacterium glutamicum, nhung séng ché khéng giéi han & day.

Khia canh khic nita clia sang ché dé xuét phuwong phap san sinh L-axit amin din
xuét aspartat hogic din xuét axit amin cia chung, bao gdm: nubi cay vi sinh vat dugc mé
ta & trén; va thu hoi L-axit amin din xuét aspartat hodc d4n xuét axit amin cta ching tir

vi sinh vat dugce nubi cdy hodc mdi truong nudi cay.

Phuong phép san sinh L-axit amin dAn xuit aspartat hoic din xuét axit amin cia
ching c6 thé dé dang dugc x4c dinh boi ngudi c6 hidu biét trung binh trong cung linh
vuc k¥ thuat duéi cac didu kién nuoi ce‘iy ph hop va cac diéu kién hoat dong enzym
duoc biét dén trong k¥ thuat. Cy thé, mac du khong duoc gi6i han cu thé, cac budc nudi
céy vi sinh vt c6 thé duoc thuc hién béng nudi céy theo mé, nudi céy lién tuc, va nudi
cdy theo mé bd sung da duoc biét dén trong k¥ thuat. O day, cac didu kién nuoi chy
khong duoc gi6i han cu thé, nhung d6 pH thich hop (vi dy, d6 pH 5 dén 9, cu thé 13, do
pH 6 dén 8, va cu thé hon 1 d¢ pH 6,8) ¢6 thé dugc duy tri bing cach sir dung héa chit
co ban (vi dy, natri hydroxit, kali hydroxit, hodc amoniac) hoic héa chét axit (vi du, axit
phosphoric hogc axit sulfuric). Ngoai ra, diéu kién hiéu khi ¢6 thé dwoc duy tri bing
cach bd sung oxy hoic hdn hop khi chira oxy dé nuéi cdy té bao. Nhiét d nuéi cdy thé

dugc duy tri 6 20°C dén 45°C, va cu thé & 25°C dén 40°C, va nudi cy c6 thé durge thye

-11-



35373

hién trong khoang 10 gior dén 160 gid, nhung sang ché khong dugc gidi han & day. Axit
amin din xut aspartat hoic din xuét axit amin cua chiing duge san xuit nhd nudi cdy

c6 thé dugc tiét vao trong moi treong hodc duy tri trong cac té bao.

Ngoai ra, mdi trudng dugc st dung cho nudi ciy c6 thé chira dwong va hydrat
cacbon (vi du, glucoza, sucroza, lactoza, fructoza, maltoza, mat, tinh bot va xenluloza),
déu va chét béo (vi du, diu d4u nanh, diu huéng duong, dau dau phong va dau dira),
axit béo (vi du, axit palmitic, axit stearic va axit linoleic); rugu (vi dy, glyxerol va etanol),
va axit hitu co (vi dy, axit axetic) riéng 1 hodc két hop nhu 13 ngudn cacbon; cac hop
chét hitu co chtra nitrogen (vi dy, pepton, dich chiét nAm men, nuéc thit, dich chiét mach
nha, dich ng6, byt ddu nanh, va ure) hoic hop chét vo co (vi du, amoni sulfat, amoni
clorua, amoni phosphat, amoni cacbonat va amoni nitrat)) riéng 1¢ hodc két hop nhu 1a
ngudn nito; va kali dihydrogen phosphat, di kali phosphat, hoic mudi chira natri tuong
ting riéng 18 hoic két hop nhu 13 ngudn phospho, nhung sang ché khong dugc gidi han
& day. Ngoai ra, moi trudng c6 thé chira cac vat lidu thac day su ting truéng thiét yéu
nhu 13 cac mudi kim loai khéc (vi du, magie sulfat hozic sét sulfat), cac axit amin, va cac

vitamin.

Phuong phap dé thu hdi axit amin dAn xuét aspartat hodc din xuit axit amin cta
chiing dugc san xuét trong phuong phép nudi cdy cia sang ché c6 thé duoc thue hién dé
thu axit amin dich tr mi truong nudi cdy bang cach st dung phuong phap phu hop da
duoc biét dén trong k§ thuét theo phuong phép nudi cdy. Vi duy, ly tam, loc, séc ky trao
d6i anion, két tinh, va sic ky léng hi¢u ning cao (High Performance Liquid
Chromatography: HPLC) c6 thé dugc str dung, va axit amin dich 13 d4n xuét cia aspartat
hogc din xudt axit amin clia ching c6 thé dwgc thu hdi tir mdi trudng hodc vi sinh vat

bang cach st dung phwong phéap ph hgp da dugce biét trong k§ thuat.

Ngoai ra, phuong phap thu hdi ¢6 thé con bao gdm budc tinh sach, va c6 thé dugc
thuc hién bang céch st dung phuong phap phu hop d4 dugc biét trong k¥ thuat.

Khia canh khéc nita ctia sang ché dé xuét phuong phép san sinh L-methionin, bao
gdm: nudi cdy vi sinh vat cia sang ché; san sinh O-axetylhomoserin hodc O-
suxinylhomoserin tir vi sinh vt dugc nudi cdy hosic méi truong nudi cdy; va chuyén O-

axetylhomoserin hodc O-suxinylhomoserin thanh L-methionin.

Cu thé, “budc chuyén thanh L-methionin” ¢6 thé bao gdm cac bude phan tng O-
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axetylhomoserin hodc O-suxinylhomoserin v6i O-axetylhomoserin sulfhydrylaza hoidc
O-suxinylhomoserin sulthydrylaza véi su hién dién cia sulfit. “O-axetylhomoserin hodc
O-suxinylhomoserin” c6 thé 13 dich 1én men chia O-axetylhomoserin hoic O-
suxinylhomoserin dugc san xuét béi vi sinh vat cla sang ché, hoic c6 thé & dang tinh
khiét. Ngoai ra, “sulfit” c6 thé 13, vi du, metylmercaptan, va metylmercaptan c6 thé dé
cap dén dang natri metyl mercaptan (CH3S-Na) ciing nhu 14 metylmercaptan (CH3SH)
¢ trang thai khi hodc hoéa 1ong va metylmercaptan chira dimetylsulfit (DMS) ¢ dang
duge md ta trong Céng bd don Quéc té sb W02010/098629; va metylmercaptan ciing
c6 thé dé cap dén din xuit metylmercaptan & dang c6 kha ning cung cip nguyén ti luu
huynh. Ngoai ra, “O-axetylhomoserin sulfhydrylaza hodc O-suxinylhomoserin
sulthydrylaza” c6 thé 14 dich 1én men vi sinh véat san sinh giéng nhau, hodc 1a dang dugc

tinh sach.

Phuong phép san sinh L-methionin c¢6 thé dugc x4c dinh d& dang béi ngudi ¢6 hiéu
biét trung binh trong cung linh vuc k§ thuét duéi cac didu kién nuéi ciy phu hop va cac
diéu kién hoat dong enzym d3 dugc biét dén trong k¥ thuét. Phuong phap nudi ciy va
moi trudng cu thé dugec mo ta & trén.

Hi¢u qué dat dugc ctia sang ché

Vi sinh vat chtra bién thé aspartokinaza theo sang ché c6 thé thu dugc L-axit amin
din xuAt aspartat hodc san pham 13 din xuét cia aspartat véi ning suit cao ma khong trc
ché sy phat trién ciia c4c té bao chii so véi vi sinh vét chita polypeptit LysC-kiéu dai.
Vi du thwe hién sing ché

Sang ché s& dugc mo ta chi tiét dudi déy cung véi cac phuong an vi du thyuc hién.
Tuy nhién, cdc phuwong an vi du duge mé ta & day chi nhim muc dich minh hoa va khong
nén dugc hidu 12 gi¢i han pham vi sang ché.

Vi du 1: Diéu ché ching dugc dua bién thé AsC vao

Su bién ddi, hoat dong cta chiing c6 thé dugc tang cudng so véi kiéu dai, duge
lwa chon thong qua md hinh cu tric cta protein aspartokinaza, va ching dugc dua vao
v6i bién thé duge didu ché nhu mo ta dudi day.

Trong gen lysC (SEQ ID NO: 2) mi héa aspartokinaza (SEQ ID NO: 1) ¢6 ngudn
gbc tir Corynebacterium glutamicum ATCC13032 (sau day goi tit 14 WT), axit amin &
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vitri 377 dugc chon nhu 13 vi tri bién ddi, va L-lysin 14 axit amin co ban, va L-methionin
12 axit amin khong phén cuc duge chon 13 vi du dai dién cho céc axit amin khac dé thay
thé.

Dé didu ché vecto duoc dua vao véi su bién dbi, hiéu chinh trén vi tri bién dbi, cap
mbi (SEQ ID NO: 7 va SEQ ID NO: 8 hogic SEQ ID NO: 7 va SEQ ID NO: 10) dé
khuéch dai ving phia trude 5' va cip mdi (SEQ ID NO: 9 va SEQ ID NO: 12 hoic SEQ
ID NO: 11 va SEQ ID NO: 12) dé khuéch dai ving phia sau 3’ dugc thiét ké (Bang 1).
Trong céc mdi c6 ma nhén biét SEQID NO: 7 va SEQ ID NO: 12, vi tri enzym gi6i han
Xbal (dugc gach chén) duge chén vao & mdi diu. Ngoai ra, trong cip mdi ciia cac doan
mdi ¢6 ma nhén biét SEQ ID NO: 8 va SEQ ID NO: 9 hoiic cdp mdi c6 ma nhan biét
SEQ ID NO: 10 va SEQ ID NO: 11, sy bién ddi thay thé nucleotit (duoc gach chén) dat

& vi tri dugc thiét ké lai ghép vé6i nhau.

Béang 1
SEQ ID NO: Moi Trinh tur (5'-3")
7 Mbi 1 TCCICTAGAGCTGCGCAGTGTTGAATACG
8 Mbi 2 TGGAAATCTITTTCGATGTTCACGTTGACAT
9 Mbi 3 ACATCGAAAAGATTTCCACCTCTGAGATTC
10 Mdi 4 TGGAAATCATTTCGATGTTCACGTTGACAT
11 Mbi 5 ACATCGAAATGATTTCCACCTCTGAGATTC
12 Mbi 6 GACTCTAGAGTTCACCTCAGAGACGATTA

PCR (Polemerase Chain Reaction: phan tmg chudi trung hop) dugc thuc hién véi
céc cdp mdi co cac ma nhan biét SEQ ID NO: 7 va SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 7 va
SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 9 va SEQ ID NO: 12, hoic SEQ ID NO: 11 va SEQ ID
NO: 12 bang cach st dung nhiém sic thé cia WT lam mach khuén. Sau khi bién tinh &
nhi¢t d6 95°C trong 5 phit, PCR dugc thyc hién véi tong s6 30 chu ky trong cac didu
kién sau: bién tinh & nhiét d 95°C trong 30 gidy, 1 d& gén mdi & nhiét dd 55°C trong
30 gidy, va trung hop & nhiét do 72°C trong 30 gidy. Sau d6, phan g tring hop dugc
thuc hién ¢ nhiét do 72°C trong 7 phut. Két qua 13, hiéu chinh trén vi tri bién ddi cia
gen lysC, doan ADN (509 bp) ctia viing phia trude 5’ va doan ADN (520 bp) ctia viing

phia sau 3' twong ng d3 thu dugc.
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PCR dugc thuc hién véi cip mdi c6 ma nhén biét SEQ ID NO: 7 va SEQ ID NO:
12 dugc thuc hién bing cach st dung hai doan ADN d3 dwgc khuéch dai & trén lam
‘mach khuon. Sau khi bién tinh & nhiét d§ 95°C trong 5 phut, PCR dugc thuc hién véi
téng cong 30 chu ky trong céc diéu kién nhu sau: bién tinh & nhiét d§ 95°C trong 30
gidy, 1 d& gin mdi & nhiét d 55°C trong 30 gidy, va trung hop & nhiét 46 72°C trong 60
gidly. Sau d6, phan ting tring hop dugc thyc hién & 72°C trong 7 phut. Két qua 13, doan
ADN (1011 bp) bao gdm bién thé (SEQ ID NO: 4) ciia gen lysC ma héa bién thé
aspartokinaza (SEQ ID NO: 3), trong d6 leuxin & vi tri 377 dugc thay thé bang lysin
duoc khuéch dai. Ngoai ra, dé xac nhén tAm quan trong cua axit amin & vi tri 377, doan
ADN (1011 bp) chua bién thé (SEQ ID NO:6) cia gen IysC mi héa bién thé
aspartokinaza (SEQ ID NO: 5), trong d6 leuxin & vi tri 377 dugc thay thé bing

methionin d3a thu duoc.

Vecto pDZ (Patent Han Québc s 0924065) khong thé dugc nhan dong trong
Corynebacterium glutamicum, va doan ADN (1011 bp) duoc xtt Iy bing enzym gi6i han
Xbal, va dugc ndi véi nhau bang céach st dung ADN ligaza va sau d6 dugc nhan dong
dé thu dugc céc plasmit. Céc plasmit dugc dit tén 1a pDZ-lysC(L377K) va pDZ-
lysC(L377TM).

Cac vecto pDZ-lysC(L377K) va pDZ-lysC(L377M), mdi vecto dugc dua vio
trong WT bang cach sit dung phuong phap xung dién (dppl. Microbiol. Biotechnol.
(1999) 52:541-545), va sau d6 cac ching dugc bién nap da thu duoc trong moi trudng
LB chira kanamyxin (25 mg/L). WT::lysC(L377K) va WT::lysC(L377M), cac ching
trong d6 bién thé nucleotit duge dua vao bén trong gen lysC do cac doan ADN dugce
chén vao nhiém sic thé thong qua qué trinh tai t6 hop thir cip (qua trinh lai ghép), da
thu dugc, cac chling nay dugc dit tén twong ting 13 Corynebacterium glutamicum CAO01-
2307 va CA01-2308. CA01-2307 va CA01-2308 dugc luu giit & Béo tang giéng chudn
Vi sinh vat Han Quéc, céac ching da dugc luu giit theo Hiép uwéc Budapest vao 29 thing

3 nam 2017, va céc chung dugc dinh danh 1a KCCM12000P va KCCM12001P.

Vi du 2: X4c nhén kha nang cua ching dugc dua bién thé IysC vao dé san sinh axit

amin 12 d4n xuat ciia aspartat.

Dé so sanh kha nang cac ching CA01-2307 va CA01-2308 duoc thu dugc tir Vi

du 1 va ching WT @ san sinh céc axit amin din xuét aspartat chinh, cac ching dugc
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nudi cdy bang cach sir dung phwong phép duéi day, va c4c thanh phan trong moi trudng

nudi cay dd dugc phan tich.

Maéi chiing dugc cdy truyén vao trong binh tam giac (250 mL) chita mdi trudng
nudi nudi cdy gidng (25 mL), va duge nudi cdy & nhiét do 37°C trong 20 gid trong khi
lic & tbc do 200 vong/phut (rpm). Dung dich nudi ciy gidng (1 mL) dugc cly truyén
vao trong binh tam gidc (250 mL) chra mdi trudng san xuat (24 mL), va sau d6 duoc
nudi cdy & 37°C trong 24 gi® trong khi lic & téc d6 200 vong/phtit. Cac ndng do cia L-
lysin va L-threonin 14 c4c axit amin dai dién din xuét tir L-aspartat va aspartat, dugc

phan tich bang HPLC, va cac ndng d6 phan tich duge thé hién trén Bang 2.
Mai truong nudi cdy gidng (do pH 7,0)

Glucoza (20 g), pepton (10 g), dich chiét nAm men (5 g),ure (1,5 g), KH2PO4 (4 g),
KoHPO4 (8 g), MgSO4-7H20 (0,5 g), biotin (100 pg), thiamin HC1 (1.000 ng), canxi
pantothenat (2.000 pg), nicotinamit (2.000 pg) (trong 1 L nudc cit)

Mai truong san xuét (d6 pH 7,0)

Glucoza (100 g), (NH4)2804 (40 g), protein ddu nanh (2,5 g), bot ngd (5 g), ure
(3 g), KH2PO4 (1 g), MgSO04-7TH20 (0,5 g), biotin (100 pg), thiamin clorua (1.000 ng),
canxi pantothenat (2.000 pg), nicotinamit (3.000 pg), CaCOs (30 g) (trong 1 L nudc cit).

Béng 2. C4c ndng do ctia c4c axit amin 14 din xuét aspartat dugc san xuét tir CAO1-
2307 va CA01-2308

, N . L-Aspartat L-Lysin L-Threonin
Ching/nong o (mg/L) (mg/L) (mg/L)
WT 20,3 8,0 340,3
CA01-2307 29,7 3.647,7 402,7
CA01-2308 30,2 1.572,3 385,4

Nhu két qua phan tich cic ndng do & bang trén cua cac axit amin 13 din xuit
aspartat, dugc xac nhan rang khi bién thé lysC duge dwa vao, ndng do L-lysin dugc ting
1én dang ké va ndng do cta L-aspartat va L-threonin cfing dugc ting 1én so véi WT. Dua
trén két qua trén, cac ching CA01-2307, CA01-2308, va WT dugc nubi cdy theo cach
tuong ty nhw dugc mo ta & trén dé so sanh kha ndng cla chiing dé san sinh lysin cu thé.
Ngoai ra, ndng do cia L-lysin trong méi trudng nudi cdy duge phén tich theo cach tuong

tw nhu mo6 ta & trén (Bang 3).
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Bang 3. Cac ndng do L-lysin dugc san xudt tir cac chung WT, CA01-2307, va
CA01-2308

Chiing/ndng do - L-Lysirf L) -
Meé 1 Meé 2 Meé 3
WT 0,008 0,007 0,008
CA01-2307 3,664 3,665 3,598
CA01-2308 1,523 1,475 1,666

Nhu két qua phan tich ndng do cia L-lysin & bang trén, x4c nhan ring ning suét
sén xuit L-lysin tir CA01-2307 chira bién thé lysC (L377K) dugc ting 1én rit nhiéu nhu
trong danh gia trude d6 so véi duge san xuét tir ching WT. Ngoai ra, x4c nhan ring
ning suét san xuit L-lysin tir CA01-2308 chira bién thé lysC (L377M) ciing dugc tang
1én so v6i L-lysin duge san xudt tir ching WT. Dya trén két qua & trén, x4c nhan ring
ning suit cla L-lysin trong céc axit amin d4n xuét aspartat duoc tang 1én rat nhiéu do
bién thé aspartokinaza (SEQ ID NO: 3), trong d6 leuxin & vi tri 377 duogc Iya chon theo
sang ché dugc thay thé bing lysin, va do bién thé aspartokinaza (SEQ ID NO: 5), trong

d6 leuxin & vi tri 377 dugc thay thé bang methionin.

Vi dy 3: Di€u ché chiing chita L-threonin dugc ting cuong va xac nhan ning suat

cua L-threonin

Dé xéc nhén 13 thay dbi nang suit L-threonin bang cich dua vao bién thé lysC
(L377K) ¢6 ning suét lysin cao hon duoc x4c nhan trong Vi du 2, bién thé dugc dua vao
trong gen ma hoa homoserin dehydrogenaza san sinh homoserin 14 chét trung gian phd
bién trong con dudng sinh tdng hop L-threonin, L-isoleuxin, L-methionin, va cac din
xuét homoserin. Cu thé, ching dugc diéu ché béng cach dua bién thé hom (G378E) da
dugc biét dén trong ky thut (Appl. Microbiol. Biotechnol. 45, 612-620 (1996)) vao
trong ching CA01-2307 dugc diéu ché trong Vi du 1. Ngoai ra, chiing trong d6 bién thé
hom (G378E) dugc dua vao trong WT cling duoc diéu ché nhu 1a nhém dbi chiing. Bé
diéu ché vecto c6 hom (G378E) dugc dua vao, PCR duge thuc hién béng cach sir dung
céc cap mdi ¢6 ma nhan biét SEQ ID NO: 13 va SEQ ID NO: 14 va SEQ ID NO: 15 va
SEQ ID NO: 16 str dung bd gen WT 14 ADN lam mach khudn. Sau khi bién tinh & nhiét
do 95°C trong 5 phit, PCR dugc thuc hién téng s6 30 chu ky trong cac diéu kién nhu
sau: bién tinh ¢ nhiét d6 95°C trong 30 gidy, i d& gén mdi & nhiét do 55°C trong 30 gidy,
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va trung hop ¢ nhié€t do 72°C trong 30 gidy. Sau d6, phan ng trang hop dugc thuc hién
& nhiét ¢ 72°C trong 7 phit.

Két qué 1, hiéu chinh trén bién thé ctia gen som, doan ADN (220 bp) cita ving
phia truéc 5’ va doan ADN (220 bp) clia ving phia sau 3’ @3 thu dugc. Sau d6, hai doan
ADN ndy dugc dung 1am mach khuén dé thuc hién PCR bang céch st dung cip mdi c6
cac ma nhan biét SEQ ID NO: 13 va SEQ ID NO: 16. Sau khi bién tinh & nhiét do 95°C
trong 5 phut, PCR dugc thyc hién véi téng s6 30 chu ky trong cac diéu kién nhu sau:
bién tinh ¢ nhiét do 95°C trong 30 gidy, @ dé gin mdi & nhiét do 55°C trong 30 gidy, va
trung hop & nhiét d6 72°C trong 30 gidy. Sau d6, phan ung tring hop dugc thuc hién &
nhiét do 72°C trong 7 phiit. Két qué 13, doan ADN (440 bp) gdm bién thé gen hom duoc
khuéch dai.

Béang 4
SEQ ID NO: Moi Trinh tu (5'-3")
13 Mdi 7 TCCTCTAGACTGGTCGCCTGATGTTCTAC
14 Mdi 8 GCCAAAACCTCCACGCGATC
15 Moi 9 ATCGCGTGGAGGTTTTGGCT
16 Mbi 10 GACTCTAGATTAGTCCCTTTCGAGGCGGA

Vecto pDZ di dugc str dung trong Vi du 1, va doan ADN (440 bp) dugce xir ly béng
enzym gi6i han Xbal, va ching dugc ndi véi nhau bang cach st dung ADN ligaza va

sau d6 dugc nhan dong dé thu dugc plasmit. Plasmit dugc dat tén 1a pDZ-hom (G378E).

Vecto pDZ-hom (G378E) dugc dua vao trong cac chiing WT va CA01-2307 bing
cach st dung phuong phép xung dién (4ppl. Microbiol. Biotechnol. (1999, 52:541-545)),
va sau d6 céc ching bién nap duogc thu dugc b%lng cach chon lgc trén mdi trudong chira
kanamyxin (25 mg/L). WT::hom (G378E) va CA01-2307::hom (G378E), thu duoc cac
chiing trong d6 bién thé nucleotit dugc dua vao trong gen som béi doan ADN duoc chén
vao nhiém sic thé thong qua qua trinh t4i tb hop thir cép. D8 so sanh kha nang san sinh
threonin ciia WT::om (G378E) va CA01-2307::h0m (G3 78E), c4c chung dugc nudi ciy
theo cach twong ty nhu trong Vi du 2, va ndng d6 cua threonin trong moi trudng nubi

cdy dugc phan tich.

Béng 5. Céc ndng dd threonin duge san xuét tir cac chung, WT::hom (G378E) va
CA01-2307::hom (G378E)

-18-



35373

5 L-Threonin (g/L)
Ching/Nong do
Mé 1 Mé 2 Meé 3
WT::hom (G378E) 0,456 0,475 0,432
CA01-2307::hom (G378E) 1,210 1,132 1,211

Nhu két qua phan tich nong do cua L-threonin, dugc xac nhin ring ning suat clia

L-threonin dugc tang 1én dang ké trong chiing chira bién thé lysC (Bang 5).

Vi du 4: Diéu ché chiing chira L-isoleuxin dugc tdng cudng va so sanh ning suat

cua L-isoleuxin

Dé xac nhén hiéu qué cta viéc dua vao bién thé IysC (L377K) dén ning suét L-
isoleuxin, vecto dé tang cudng bidu hién cia bién thé ilvd (V323A) cta gen (4ppl.
Enviro. Microbiol., Dec. 1996, p. 4345-4351) ma hoa L-threonin dehydrataza, duoc biét

dén trong k¥ thuat, da duoc didu ché.

Dé diéu ché vecto dugce dua vao véi bién thé cia gen ilvA, hiéu chinh trén vj tri
bién thé, cap médi (SEQ ID NO: 17 va SEQ ID NO: 18) dé khuéch dai ving phia truée
5'va ciip mdi (SEQ ID NO: 19 va SEQ ID NO: 20) d& khuéch dai ving phia sau 3’ dugc
thiét ké. Trong cip mdi ¢6 cac ma nhan biét SEQ ID NO: 17 va SEQ ID NO: 20, vi tri
ciia enzym gi¢i han BamHI (duge gach chan) dugce chén vao mdi ddu cta mdi. Ngoai
ra, trong cap moi ¢6 cac ma nhan biét SEQ ID NO: 18 va SEQ ID NO: 19, bién thé thay

thé nucleotit (duoc gach chén) dit & vi tri dugc thiét ké dé lai ghép véi nhau.

Bang 6

SEQ ID NO: Moi Trinh tur (5'-3")
17 Mbill |ACGGATCCCAGACTCCAAAGCAAAAGCG
18 Mbi12 |ACACCACGGCAGAACCAGGTGCAAAGGACA
19 Mbi 13 |CTGGTTCTGCCGTGGTGTGCATCATCTCTG
20 Mobi 14  |ACGGATCCAACCAAACTTGCTCACACTC

PCR duogc thyc hién véi cip mdi c6 ma nhan biét SEQ ID NO: 17 va SEQ ID
NO: 18 va SEQ ID NO: 19 va SEQ ID NO: 20 sir dung nhidm sic thé cia WT 1am mach
khuén. Sau khi bién tinh & nhiét d9 95°C trong 5 phit, PCR dugc thyc hién véi tdng s6
30 chu ky trong cac diéu kién nhu sau: bién tinh & nhiét d6 95°C trong 30 gidy, i dé gén
mdi & nhiét d6 55°C trong 30 gidy, va trang hop & nhiét do 72°C trong 30 gidy. Sau do,
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phan tmg tring hop dugc thuc hién ¢ nhiét do 72°C trong 7 phut. Két qua 1a, tp trung
vao vi tri bién dbi ctia gen ilv4, doan ADN (627 bp) cta vung phia trudc 5’ va doan
ADN (608 bp) ctia ving phia sau 3' ¢4 thu duogc.

PCR dugc thyc hién sir dung cdp mdi 6 ma nhén biét SEQ ID NO: 17 va SEQ ID

NO: 20 b?mg cach st dung hai doan ADN d4 khuéch dai & trén 1am mach khuén. Sau
khi bién tinh & nhiét 6 95°C trong 5 phut, PCR dugc thuc hién véi tdng sb 30 chu ky
trong céc diéu kién nhu sau: 95°C bién tinh trong 30 gidy, i dé gin mdi & nhiét d6 55°C
trong 30 gidy, va trung hop & nhiét d6 72°C trong 60 gidy. Sau d6, phan ung tring hop
dugc thye hién ¢ nhi€t d6 72°C trong 7 phut. Két qua 13, doan ADN (1217 bp) chira bién
thé gen ilv4 ma hoa bién thé IlvA, trong d6 valin & vi tri 323 dugc thay thé bing alanin

dwgc khuéch dai.

Vecto pECCG117 (Patent Han Quéc s 10-005 7684) va doan ADN (1011 bp) duoc
xit ly bang enzym gi6i han BamHI, va chiing duoc ndi véi nhau bang cach sir dung ADN
ligaza va sau d6 dugc nhan dong dé thu dugc plasmit. Plasmit dugc dit tén la
pECCG117-ilvA (V323A).

Vecto pECCG117-ilv4 (V323A) duge dua vao trong cac ching WT::hom (G378E)
va CAO1-2307::hom (G378E) da dugc diéu ché trong Vi du 3, bing cach sir dung
phuong phap xung dién, va sau d6 dugc ria trén méi truong lua chon chira kanamyxin

(25 mg/L) dé thu dugc céc chiing d4 bién nap.

Céc ching duogc nudi ciy theo cach trong tu nhu trong phwong phap nudi ciy
trong binh tam gidc dugc thé hién trong Vi du 2, va ndng d6 L-isoleuxin trong moi

treong nudi cdy da duoc phén tich (Bang 7).

Bang 7
Ching L-Isoleuxin (g/L)
Mé 1 Mé2 | Mé3
WT::hom (G378E)/pECCG117-ilv4 (V323A) 0,102 0,072 | 0,062
CAO01-2307::hom (G378E)/pECCG117-ilv4 (V323A) | 0,876 0,900 | 0,918

Keét qua cua phan tich nong d¢ L-isoleuxin, dwoc x4dc nhan rang nang suat cia L-

isoleuxin da ting lén rat nhidu trong ching chira bién thé bysC.
Vi du 5: Pidu ché ching chira O-axetylhomoserin dwgc ting cuong va so sanh
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nang suat cua O-axetylhomoserin.

Dé x4c dinh hiéu qua viéc dua vao ciia bién thé IysC (L377K) dén san xuét ctia O-
axetylhomoserin, gen mefB mi héa cystathionin gamma-synthaza tham gia vao con
duodng thodi héa O-axetylhomoserin, va gen merY ma héa O-axetylhomoserin (thiol)-
lyaza bi mat, va sau d6 gen mezX ma héa homoserin O-acetyltransferaza 1a enzym sinh
téng hgp O-axetylhomoserin dugc biéu hién qué mirc, va do d6 ching san sinh O-
axetylhomoserin dugc diéu ché. Trudc tién, dé x6a gen metB, dua trén thong tin trinh tu
nucleotit ctia gen, metB c6 ngudn gbe tir WT, cip mdi (SEQ ID NO: 21 va SEQ ID
NO: 22) dé khuéch dai ving phia trude 5’ cia gen metB va cip mdi (SEQ ID NO: 23 va
SEQ ID NO: 24) @ khuéch dai viing phia sau 3’ duoc thiét ké.

Béng 8
SEQIDNO: | Mbi Trinh ti (5'-3')
21 Mbi 15 TCTAGATGCGCTGATTATCTCACC
3. ACTGGTGGGTCATGGTTGCATATGAGATCAACTCCT
22 Mbi 16
GTAA
3. TTACAGGAGTTGATCTCATATGCAACCATGACCCAC
23 Mbi 17
CAGT
24 Mbi 18 TCTAGACCTTGAAGTTCTTGACTG

PCR duoc thuc hién véi cap mdi c6 ma nhan biét SEQ ID NO: 21 va SEQ ID
NO: 22, SEQ ID NO: 23 va SEQ ID NO: 24 sir dung nhidm séc thé cia WT lam mach
khuén. Sau bién tinh & nhiét do 95°C trong 5 phut, PCR dugc thuc hién véi tdng s6 30
chu ky trong c4c diéu kién nhw sau: bién tinh & nhiét do 95°C trong 30 gidy, & dé gin
mdi & nhiét do 55°C trong 30 gidy, trang hop & nhiét do 72°C trong 90 gidy. Sau do,
phan tng tring hop dugc thye hién ¢ nhiét d6 72°C trong 7 phut. Két qua 13, doan ADN
(450 bp) clia ving phia trudc 5’ clia gen metB va doan ADN (467 bp) cta ving phia sau
3’ da thu duoc.

PCR duoc thuc hién véi cap mdi c6 ma nhan biét SEQ ID NO: 21 va SEQ ID
NO: 24 sir dung hai doan ADN d4 duoc khuéch dai & trén 1am mach khuén. Sau khi bién
tinh & nhiét 6 95°C trong 5 phut, PCR dugc thuc hién véi téng s6 30 chu ky trong cac
diéu kién nhw sau: 95°C bién tinh trong 30 gidy, i ¢ gin mdi & nhiét do 55°C trong 30
gidy, va trung hop & nhiét 9 72°C trong 3 phiit. Sau do, phén g tring hgp dugc thuc
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hién & nhiét do 72°C trong 7 phiit. Két qua 1a, ving trung tAm ctia gen merB bi mét, va

do d6 doan ADN (917 bp) chi chira ving phia truéc va viing phia sau duoc khuéch dai.

Vecto pDZ va doan ADN (917 bp) dugc xtt Iy bang enzym gi6i han Xbal, va chung
duoc ndi v6i nhau bang céch sir dung ADN ligaza va sau d6 dugc nhan dong dé thu

plasmit. Plasmit dugc dit tén 13 pDZ-AmetB.

Vecto pDZ-AmetB dugc dua vao mdi ching WT::hom (G378E) va CAO01-
2307::hom (G378E) d3 duoc diéu ché trong Vi du 3, bang céch st dung phuong phap
xung dién, sau d6 cac chiing bién nap thu dugc trén méi truong chon loc chira kanamyxin
(25 mg/L). WT::hom (G378E)AmetB va CA01-2307::hom (G378E)AmetB, thu dugc cac
chiing trong d6 gen metB bi mét do cac doan ADN dugc chén vao nhiém sic thé thong

qua qua trinh t4i to hop thi cAp (qua trinh lai ghép).

Dé x6a gen metY tham gia vao con duong suy thoai khéc ctia O-axetylhomoserin,
dya trén thong tin trinh tu nucleotit ctia gen, metY co ngudn gbc tir WT, cip mdi (SEQ
ID NO: 25 va SEQ ID NO: 26) dé khuéch dai ving phia trudc 5 ctia gen met¥ va cip
moi (SEQ ID NO: 27 va SEQ ID NO: 28) dé khuéch dai vang phia sau 3' dugc thiét ké.

Béang 9
SEQIDNO: | Mbi Trinh ty (5-3")

25 Mbi 19 TCTAGAAGTAGCGTTGCTGTACAC

26 M3i20 |ATCAATGGTCTCGATGCCCATATGGCATTTGGAGGT
CCTTAAG

57 M3i21 | CTTAAGGACCTCCAAATGCCATATGGGCATCGAGA
CCATTGAT

28 Mbi 22 TCTAGATGGAACCGTTGCAACCAC

PCR duogc thyc hién véi cip mdi c6 ma nhan biét SEQ ID NO: 25 va SEQ ID
NO: 26, SEQ ID NO: 27 va SEQ ID NO: 28 sit dung nhiém séc thé cia WT 1am mach
khudn. Sau khi bién tinh & nhiét d6 95°C trong 5 phut, PCR dugc thuc hién véi téng sb
30 chu ky trong cc diéu kién nhu sau: 95°C bién tinh trong 30 gidy, i dé gin mdi &
nhiét d¢ 55°C trong 30 gidy, trung hop & nhiét do 72°C trong 90 gidy. Sau d6, phan tng
tring hop duoc thuc hién & nhiét d§ 72°C trong 7 phut. Két qua 1a, doan ADN (512 bp)
cua ving phia truée 5' ctia gen metY va doan ADN (520 bp) cla ving phia sau 3' d3 thu

duoc.
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PCR dugc thuc hién véi cip mdi c6 ma nhan biét SEQ ID NO: 25 va SEQ ID
NO: 28 str dung hai doan ADN d3 dugc khuéch dai & trén lam mach khuén. Sau khi bién
tinh & nhiét d¢ 95°C trong 5 phut, PCR dugc thuc hién véi tdng sé 30 chu ky trong cac
diéu kién nhu sau: 95°C bién tinh trong 30 giy, i d& gén mdi & nhiét do 55°C trong 30
gidy, va trung hop & nhiét d6 72°C trong 3 phit. Sau d6, phan tng tring hop duogc thuc
hién & nhiét do 72°C trong 7 phut. Két qua 13, viing trung tAm cuia gen metY bi mét, va

do d6 doan ADN (1032 bp) chi chira ving phia truéc va viing phia sau dugce khuéch dai.

Vecto pDZ va doan ADN (1032 bp) dugc xit Iy bang enzym giéi han Xbal, va
ching duoc néi véi nhau bang cach st dung ADN ligaza va sau d6 dugc nhan dong dé

thu dugc plasmit. Plasmit dugc dit tén 1 pDZ-AmetY.

Vecto pDZ-AmetY duge dua vao trong mdi ching WT::om (G378E)AmetB va
CA01-2307::hom (G378E)AmetB da duogc diéu ché & trén bing cach sir dung phuong
phap xung dién, va sau d6 céc chiing bién nap duge thu duge trén méi truong chon loc
chra kanamyxin (25 mg/L). WT::hom (G378E)AmetBAmetY va CA01-2307::hom
(G378E)AmetBAmetY, cac ching trong d6 gen metY bi mét do cac doan ADN dugc chén
vao trén nhiém sic thé thong qua qua trinh tai t& hop thu cép (qua trinh lai ghép) da thu

duoc.

Dé tbi da hoa san xut O-axetylhomoserin, vecto dé ting cudng bidu hién gen metX
da dugc diéu ché. P& khuéch dai gen mé héa homoserin O-axetyltransferaza (MetX),
dua trén céc trinh tu ¢ nguén géc tr WT dugc béo céo, vecto duge thiét ké béng cach
chén ving enzym BamHI gi6i han & ca hai dau ctia cap mdi (SEQ ID NO: 29 va SEQ
ID NO: 30) dé khuéch dai tir vung gen khéi dong (khoang 300 bp ving phia trude ctia
don vi ma héa khéi diu) dén vung xac dinh (khoang 100 bp ving phia sau ctia don vi

ma héa két thic).

Béang 10
SEQ ID NO: Mbi Trinh tu (5'-3")
29 Moi 23 GGATCCCCTCGTTGTTCACCCAGCAACC
30 Mbi 24 GGATCCCAAAGTCACAACTACTTATGTTAG

PCR duoc thyc hién vé6i ciip moi ¢6 cac ma nhan biét SEQ ID NO: 25 va SEQ ID
NO: 26 st dung nhiém sic thé cia WT lam mach khudn. Sau khi bién tinh & nhiét do
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95°C trong 5 phut, PCR duoc thue hién véi tdng s6 30 chu ky trong cac diéu kién nhu
sau: bién tinh & nhiét d6 95°C trong 30 gidy, 0 dé gin mdi & nhiét d6 55°C trong 30 giy,
va trung hop & nhiét dd 72°C trong 90 gidy. Sau do, phan tung trung hgp dugc thuc hién
& nhiét dd 72°C trong 7 phat. Két qua 13, doan ADN (1546 bp) chira gen metX da thu

dugec.

Vecto pECCG117 (Patent Han Quéc ¢6 cong bd sé 10-0057684) va doan ADN ctia
metX dugc xtr Iy bing enzym gidi han BamHI, va ching duoc ndi v6i nhau bang cach
st dung ADN ligaza va sau d6 dugc nhan dong dé thu duoc plasmit. Plasmit dugc dat
tén 1a pECCG117-metX.

Vecto pECCGI117-metX dugc dua vao trong cac ching WT::hom
(G378E)AmetBAmetY va CA01-2307::hom (G378E)AmetBAmetY d3 dugc diéu ché &
trén bang cach str dung phuong phép xung dién, sau d6 dugc ria trén moi trudng chon

loc chtra kanamyxin (25 mg/L) dé thu duoc cac ching dwgc bién nap.

Dé so sanh kha nédng cua céc chung duoc di€u ché & trén doi vai viée san sinh O-
axetylhomoserin (sau day goi tat 1a O-AH), cac chung dugc nudi cay bang cach sir dung
phuong phap dudi day va ndong dd cia O-axetylhomoserin trong moi trudong nudi cay da

dugc phan tich.

Ding que cy bach kim 14y mét khudn lac ctia ching dugc cdy truyén vao trong
binh tam gidc (250 mL) chira mdi trudng san xudt O-AH (25 mL), va duge nudi ciy &
nhiét ¢ 37°C trong 20 gid trong khi lic ¢ tdc do 200 vong/phit. Nong dd cia O-
axetylhomoserin duge phén tich bing HPLC, va ndng d6 dugc phén tich dugc thé hién

~trong Bang 11.

Mai trudng san xuat O-AH (d6 pH 7,0)

Glucoza (100 g), (NH4)2SO4 (40 g), protein dau nanh (2,5 g), bot ngd (5 g), ure
(3 g), KHaoPO4 (1 g), MgSO4:TH20 (0,5 g), biotin (100 pg), thiamin clorua (1.000 pg),
canxi pantothenat (2.000 pg), nicotinamit (3.000 pg), CaCOs (30 g), L-methionin(0,3 g)

(trong 1 L nudc cat).

Bang 11

O-axetylhomoserin (g/L)

Chung -
Meé 1 Mé 2 Meé3
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WT::hom (G378E)AmetBAmetY/pECCG117-metX 0,135 0,209 0,175

CAO01-2307::hom
(G378E)AmetBAmetY/pECCG117-metX

2,312 2,045 2,532

Nhu két qua phan tich ndng d6 ctia O-axetylhomoserin duge thé hién trong bang
trén, d4 x4c nhan ring ndng do ctia O-axetylhomoserin duge san xuit béi bién thé lysC
da tang 1én.

Vi du 6: Diéu ché ching chira O-suxinylhomoserin duoc ting cudng va so sanh

ndng suat ciia O-suxinylhomoserin.

Pé xac dinh 4nh hudng cia viéc dua vao bién thé lysC (L377K) dén san xuét ctia
O-suxinylhomoserin, ching sin sinh O-suxinylhomoserin di dugc didu ché. Do
Corynebacterium glutamicum kiéu dai khong san sinh tw nhién O-suxinylhomoserin,
chiing d dugc bién ddi dé c6 hoat tinh O-suxinyltransferaza (MetX) bang cach thay thé
axit amin & ving lién két v6i co chét cia O-axetyltransferaza da duge didu ché trong Vi
du 5 dé san xuét O-suxinylhomoserin. Theo do, dua trén trinh tu gen, metX c6 ngué)n
gbc tir WT, cap mdi (SEQ ID NO: 31 va SEQ ID NO: 32) d thiét ké dé didu ché vecto

dé dua vao bién thé metX.

Bang 12

SEQ ID NO: Mobi Trinh tu (5'-3")
31 Mbi 25 TCTAGAATGCCCACCCTCGCGCCTTC
32 Mbi 26 TCTAGATTAGATGTAGAACTCGATG

PCR dugc thuc hién véi cip mdi c6 ma nhan biét SEQ ID NO: 27 va SEQ ID
NO: 28 str dung nhiém sic thé cia WT 1am mach khuén. Sau khi bién tinh & nhiét do
95°C trong 5 phut, PCT dugc thuc hién véi tong s6 30 chu ky trong céc diéu kién nhu
sau: bién tinh & nhiét d6 95°C trong 30 gidy, i d& gin mdi & nhiét do 55°C trong 30 gidy,
va trung hop & nhiét d§ 72°C trong 90 gidy. Sau d6, phan ing tring hop dugc thuc hién
& nhiét do 72°C trong 7 phut. Két qua 13, doan ADN (1146 bp) ctia ving mé hoa cua gen
metX da thu duoc.

Vecto pDZ va doan ADN (1146 bp) dugc xir Iy bing enzym gi6i han Xbal, va
chiing dwoc ndi véi nhau bing cach st dung ADN ligaza va sau d6 duge nhén dong dé
thu duogc plasmit. Plasmit dugc dét tén 12 pDZ-metX. Dya trén vecto pDZ-metX thu dugc,

dé tao ra bién thé vecto, trong d6 axit amin & vi tri 176 duge thay thé bang asparagin va
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axit amin & vi tri 313 dugc thay thé bing arginin, cip mdi (SEQ ID NO: 33 va SEQ ID
NO: 34), gay ra bién dbi 1én axit amin & vi tri 176, va cip mdi (SEQ ID NO: 35 va SEQ
ID NO: 36), gy ra bién d6i 1én axit amin & vi tri 313 d& duoc thiét ké.

Béang 13
SEQ ID NO: Moi Trinh tu (5'-3")
33 Mdi27 |ACGCGCCAGCGCCTGGAACATCGGCATTCAATCCG
34 Mobi28 |CGGATTGAATGCCGATGTTCCAGGCGCTGGCGCGT
35 Mdi 29 TAGATACCGATATTCGGTACCCCTACCACCAG
36 Mdi 30 CTGGTGGTAGGGGTACCGAATATCGGTATCTAC

Bién thé gen metX d4 duoc didu ché bang cach sir dung kit giy dot bién truc tiép
(site-directed mutagensis kit) (Stratagen, M) cting v6i mdi trong cip mdi & trén. Plasmit
bién nap dua trén plasmit pDZ-metX kiéu dai hién c6 dugc dat tén 1a pDZ-metX (Q176N,
L313R). Vecto pDZ-metX (Q176N, L313R) da dugc diéu ché & trén, dugc dua vao trong
cac chung WT::hom (G378E)AmetBAmetY va CA01-2307::hom (G378E)AmetBAmetY
da dugc didu ché trong Vi du 5 bing cach st dung phuong phap xung dién, va sau d6
céc ching bién nap thu dugc trén méi trudng chon loc chira kanamyxin (25m g/L).
WT::hom(G378E)metX(Q176N, L313R)AmetBAmetY va CAO1-
2307::hom(G378E)metX(Q176N, L313R)AmetBAmetY, thu dugc cac chung trong do
gen metX dugc thay thé bang merX (Q176N, L313R) bdi doan ADN duge chén vio
nhiém séc thé qua qua trinh tai tb hop thir cp (qué trinh lai ghép).

Dé ti da hoa san xuét cia O-suxinylhomoserin, vecto dé ting cuong biéu hién cia
bién thé gen metX (Q176N, L313R) da dwoc didu ché. Dya trén pECCG117-metX dugc
diéu ché trong Vi du 5, vecto biéu hién qué mirc bién thé metX di duogc didu ché bing
cach str dung cdp mdi c6 cdc ma nhan biét SEQ ID NO: 33 dén SEQ ID NO: 36, trong
d6 bién thé axit amin & vi tri & vitri 176 c6 hoat tinh O-suxinyltransferaza dugc thay thé
bang asparagin va axit amin & vi tri 313 dugc thay thé bing arginin. Cu thé, vecto dugc
diéu ché bang cach st dung kit gay dot bién diém truc tiép (site-directed mutagensis kit)
(Stratagen, M) cuing v6i mdi trong cip mdi & trén, va vecto duge didu ché duoc dit tén
1a pPECCG117-metX (Q176N, L313R).

pECCG117-metX(Q176N, L313R) va vecto tréng pECCG117 duogc dua vao trong
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WT::hom(G378E)metX (Q176N, L313R)AmetBAmetY va CAO01-
2307::hom(G378E)metX(Q176N, L313R)AmetBAmetY, 13 cac ching d3 duoc diéu ché
& trén san sinh O-suxinylhomoserin bang cach sir dung phuong phap xung dién, va dugc

ria trén moi trudng chon loc chira kanamyxin (25 mg/L) dé thu dugc chiing bién nap.

Pé so sanh kha ning ctia chiing dé san sinh O-suxinylhomoserin, chiing dugc nudi
cdy bang cach str dung cac phuong phép dudi ddy, va nong d6 ctia O-suxinylhomoserin

trong moi truong nudi cdy da duge phan tich.

Ding que cdy bach kim 14y mot khudn lac ciia ching dugc cdy truyén vao trong
binh tam gi4c (250 mL) chira 25 mL cta ciing thanh phin méi trudong san xudt O-AH
duoc str dung trong Vi du 5, va duge nudi cdy & nhiét d6 37°C trong 20 gid trong khi
lic & tbc d6 200 vong/phut. Nong d6 ctia O-suxinylhomoserin da dugc phén tich bing

HPLC, va ndng d6 dugc phan tich dwoc thé hién trong Bang 14.

Béang 14

. O-Suxinylhomoserin (g/L)
Ching

Mé 1 Mé2 | Mé3

WT::hom(G378E)metX(Q176N,

L313R)AmetBAmetVipECCG117-metX(Q176N, L313R) | %052 | 0,120 | 0,087

CAO01-2307::hom(G378E)AmetBAmetY/pECCG117-

metX(Q176N, L313R) 1,529 1,632 | 1,874

Nhu két qué phén tich nong d§ clia O-suxinylhomoserin dugc thé hién trong bang
trén, dugc xac nhan rang viéc san xuat O-suxinylhomoserin dwgc san xuat bsi bién thé

lysC da tang lén.

Nhitng két qua nay cho thay bién thé cia sang ché c6 thé ting san xuit axit amin

dan xuat aspartat va/hoic din xuét cia ching.

Tir phin mo ta & trén, ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong cung linh vyc ky thuét
lién quan dén sang ché s& c6 thé hiéu rang sang ché c6 thé dugc thyc hién trong cac hinh
thirc cu thé khac ma khong thay ddi cac khai niém k¥ thuat hodc cac dic diém cén thiét
cla sang ché. Cac phuong &n vi du dugce boc 10 & day chi nhim muc dich minh hoa va
khong nén duoc hiéu 12 gii han pham vi ctia sang ché. Nguoce lai, sang ché nhim muc
dich khong chi bao gdm céc phuong 4n vi du ma con bao gdm cac phuong an khac nhau,

bién ddi, twong duong va cic phuong an khac ¢6 thé duge bao gdm trong nguyén Iy va
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pham vi ctia sang ché nhu dugc xac dinh béi cac yéu cau bao h kém theo.
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YEU CAU BAO HQ
1. Bién thé aspartokinaza c6 it nh4t 80% trinh ty twong ddng véi trinh tw ¢6 ma nhén
biét SEQ ID NO: 1 c6 hoat tinh aspartokinaza, trong d6 axit amin & vi tri 337 trong trinh
tw axit amin c¢6 ma nhan biét SEQ ID NO: 1 dugc thay thé bing L-lysin hoic L-

methionin.
2. Polynucleotit ma héa bién thé theo diém 1.

3. Vi sinh vt thudc chi Corynebacterium sin xuét L-axit amin din xut aspartat hodc
dan xut axit amin ctia chiing chira bién thé aspartokinaza theo diém 1, trong d6 L-axit
amin dan xuét aspartat hodc dan xuét axit amin cta ching dugc chon tir nhém gém lysin,
threonin, methionin, homoserin, O-axetylhomoserin, O-suxinylhomoserin, isoleuxin, va

cadaverin.

4. Vi sinh vat theo diém 3, trong d6 vi sinh vat thudc chi Corynebacterium 1a

Corynebacterium glutamicum.

5. Phuong phép san sinh L-axit amin dan xuét aspartat hodc din xuét axit amin cia

chiing bao gom:
nuoi cdy vi sinh vat theo diém 3 trong méi trudng nudi cay; va

thu hoi L-axit amin dan xuat aspartat hodc dAn xuat axit amin ctia chiing tir vi sinh
vat dugc nudi cay hodc mdi truong nudi cdy, trong d6 L-axit amin din xuit aspartat
hozc din xuét axit amin ctia chiing dugc chon tir nhém g0om lysin, threonin, methionin,

homoserin, O-axetylhomoserin, O-suxinylhomoserin, isoleuxin, va cadaverin.

6. Phuong phip theo diém 5, trong d6 vi sinh vat thudc chi Corynebacterium 1a

Corynebacterium glutamicum.
7. Phuong phép san sinh L-methionin bao gom:
nudi cdy vi sinh vét theo diém 3 trong mdi tredng nudi cly;

san sinh O-axetylhomoserin hogdc O-suxinylhomoserin tir vi sinh vat dugc nuoi cay

hodc mdi trudng nudi cay; va
bién doi O-axetylhomoserin hodc O-suxinylhomoserin thanh L-methionin.

8. Phuong phdp theo diém 7, trong d6 vi sinh vét thudc chi Corynebacterium 1a
Corynebacterium glutamicum.
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DANH MUC TRINH TU
<110> CJ CheilJedang Corporation '

<120> BIEN THE ASPARTOKINAZA, POLYNUCLEOTIT, VI SINH VAT CHUA BIEN THE
VA PHUONG PHAP SAN SINH L-AXIT AMIN

<130> OPA18147

<150> 10-2017-0083437
<151> 2017-06-30

<160> 36
<170> KoPatentIn 3.0
<210> 1

<211> 421
<212> PRT

<213> Corynebacterium glutamicum

<400> 1

Val Ala Leu Val Val Gln Lys Tyr Gly Gly Ser Ser Leu Glu Ser Ala
1 5 10 15

Glu Arg Ile Arg Asn Val Ala Glu Arg Ile Val Ala Thr Lys Lys Ala
20 25 30

Gly Asn Asp Val Val Val Val Cys Ser Ala Met Gly Asp Thr Thr Asp
35 40 45

Glu Leu Leu Glu Leu Ala Ala Ala Val Asn Pro Val Pro Pro Ala Arg
50 55 60

Glu Met Asp Met Leu Leu Thr Ala Gly Glu Arg Ile Ser Asn Ala Leu
65 70 75 80

Val Ala Met Ala Ile Glu Ser Leu Gly Ala Glu Ala Gln Ser Phe Thr
85 90 95

Gly Ser Gln Ala Gly Val Leu Thr Thr Glu Arg His Gly Asn Ala Arg
100 105 110

Ile Val Asp Val Thr Pro Gly Arg Val Arg Glu Ala Leu Asp Glu Gly
115 120 125

Lys Ile Cys Ile Val Ala Gly Phe Gln Gly Val Asn Lys Glu Thr Arg
130 135 140

Asp Val Thr Thr Leu Gly Arg Gly Gly Ser Asp Thr Thr Ala Val Ala
145 150 155 160

Leu Ala Ala Ala Leu Asn Ala Asp Val Cys Glu Ile Tyr Ser Asp Val
165 170 175

Asp Gly Val Tyr Thr Ala Asp Pro Arg Ile Val Pro Asn Ala Gln Lys
180 185 190

Leu Glu Lys Leu Ser Phe Glu Glu Met Leu Glu Leu Ala Ala Val Gly
195 200 205
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Ser Lys Ile Leu Val Leu Arg Ser Val Glu Tyr Ala
210 215 220

Val Pro Leu Arg Val Arg Ser Ser Tyr Ser Asn Asp
225 230 235

Ile Ala Gly Ser Met Glu Asp Ile Pro Val Glu Glu
245 250

Gly Val Ala Thr Asp Lys Ser Glu Ala Lys Val Thr
260 265 270

Ser Asp Lys Pro Gly Glu Ala Ala Lys Val Phe Arg
275 280 285

Ala Glu Ile Asn Ile Asp Met Val Leu Gln Asn Val
290 295 300

Asp Gly Thr Thr Asp Ile Thr Phe Thr Cys Pro Arg
305 310 315

Arg Ala Met Glu Ile Leu Lys Lys Leu Gln Val Gln
325 330

Asn Val Leu Tyr Asp Asp Gln Val Gly Lys Val Ser
340 345 350

Gly Met Lys Ser His Pro Gly Val Thr Ala Glu Phe
355 360 365

Arg Asp Val Asn Val Asn Ile Glu Leu Ile Ser Thr
370 375 380

Ile Ser Val Leu Ile Arg Glu Asp Asp Leu Asp Ala
385 390 395

Leu His Glu Gln Phe Gln Leu Gly Gly Glu Asp Glu
405 410

Ala Gly Thr Gly Arg
420

<210> 2

<211> 1266

<212> ADN

<213> Corynebacterium glutamicum

<400> 2

Arg Ala

Pro Gly
240

Ala Val
255

Val Leu

Ala Leu

Ser Ser

Ser Asp
320

Gly Asn
335

Leu Val

Met Glu

Ser Glu

Ala Ala

400

Ala Val
415

gtggccctgg tcgtacagaa atatggcggt tcctcegecttg agagtgcgga

aacgtcgctg aacggatcgt tgccaccaag aaggctggaa atgatgtcgt

tccgcaatgg gagacaccac ggatgaactt ctagaacttg cagcggcagt

ccgccagctcec gtgaaatgga tatgctcctg actgctggtg agcgtatttce

gtcgccatgg ctattgagtc ccttggcgca gaagcccaat ctttcacggg

ggtgtgctca ccaccgagcg ccacggaaac gcacgcattg ttgatgtcac

-31-

Phe

Thr

Leu

Gly

Ala

Val

Gly

Trp

Gly

Ala

Ile

Arg

Val

acgcattaga
ggttgtctgc
gaatcccgtt
taacgctctc
ctctcaggct

tccaggtegt

Asn

Leu

Thr

Ile

Asp

Glu

Arg

Thr

Ala

Leu

Arg

Ala

Tyr

60

120

180

240

300

360



gtgcgtgaag
aaagaaaccc
ttggcagctg
accgctgacc
atgctggaac
cgtgcattca
attgccggcet
gacaagtccg
aaggttttcc
tcttctgtag
cgcgcgatgg
gacgaccagg
accgcagagt
tctgagattc
ttgcatgagce

cgctaa

<210> 3

<211> 421
<212> PRT
Corynebacterium

<213>

<400> 3

cactcgatga
gcgatgtcac
ctttgaacgc
cgcgcatcgt
ttgctgctgt
atgtgccact
ctatggagga
aagccaaagt
gtgcgttggce
aagacggcac
agatcttgaa
tcggcaaagt
tcatggaagc
gtatttccgt

agttccagcect

35373

gggcaagatc
cacgttgggt
tgatgtgtgt
tcctaatgca
tggctccaag
tcgcgtacgce
tattcctgtg
aaccgttctg
tgatgcagaa
caccgacatc
gaagcttcag
ctccctegtg
tctgcgcgat
gctgatccgt

gggcggcgaa

tgcattgttg
cgtggtggtt
gagatttact
cagaagctgg
attttggtgc
tcgtcttata
gaagaagcag
ggtatttccg
atcaacattg
accttcacct
gttcagggca
ggtgctggca
gtcaacgtga
gaagatgatc

gacgaagccg

glutamicum

ctggtttcca

ctgacaccac

cggacgttga

aaaagctcag

tgcgcagtgt

gtaatgatcc

tccttacecgg

ataagccagg

acatggttct

gccctegtte

actggaccaa

tgaagtctca

acatcgaatt

tggatgctgc

tcgtttatgce

Val Ala Leu Val Val Gln Lys Tyr Gly Gly Ser Ser Leu

1

10

15

Glu Arg Ile Arg Asn Val Ala Glu Arg Ile Val Ala Thr

25

30

Gly Asn Asp Val Val Val Val Cys Ser Ala Met Gly Asp

35

40

45

Glu Leu Leu Glu Leu Ala Ala Ala Val Asn Pro Val Pro

50

55

60

Glu Met Asp Met Leu Leu Thr Ala Gly Glu Arg Ile Ser

65

75

Val Ala Met Ala Ile Glu Ser Leu Gly Ala Glu Ala Gln

Gly Ser Gln Ala Gly Val

Ile Val Asp Val Thr Pro

90

105

-32-

95

Leu Thr Thr Glu Arg His Gly

110

Gly Arg Val Arg Glu Ala Leu

Glu

Lys

Thr

Pro

Asn

80

Ser

Asn

Asp

gggtgttaat
tgcagttgcg
cggtgtgtat
cttcgaagaa
tgaatacgct
cggcactttg
tgtcgcaacc
cgaggctgcg
gcagaacgtc
cgacggccgce
tgtgctttac
cccaggtgtt
gatttccacc
tgcacgtgca

aggcaccgga

Ser

Lys

Thr

Ala

Ala

Phe

Ala

Glu

Ala

Ala

Asp

Arg

Leu

Thr

Arg

Gly

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1266
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115 120 125

Lys Ile Cys Ile Val Ala Gly Phe Gln Gly Val Asn
130 135 140

Asp Val Thr Thr Leu Gly Arg Gly Gly Ser Asp Thr
145 150 155

Leu Ala Ala Ala Leu Asn Ala Asp Val Cys Glu Ile
165 170

Asp Gly Val Tyr Thr Ala Asp Pro Arg Ile Val Pro
180 185 190

Leu Glu Lys Leu Ser Phe Glu Glu Met Leu Glu Leu
195 200 205

Ser Lys Ile Leu Val Leu Arg Ser Val Glu Tyr Ala
210 215 220

Val Pro Leu Arg Val Arg Ser Ser Tyr Ser Asn Asp
225 230 235

Ile Ala Gly Ser Met Glu Asp Ile Pro Val Glu Glu
245 250

Gly Val Ala Thr Asp Lys Ser Glu Ala Lys Val Thr
260 265 270

Ser Asp Lys Pro Gly Glu Ala Ala Lys Val Phe Arg
275 280 285

Ala Glu Ile Asn Ile Asp Met Val Leu Gln Asn Val
290 295 300

Asp Gly Thr Thr Asp Ile Thr Phe Thr Cys Pro Arg
305 310 315

Arg Ala Met Glu Ile Leu Lys Lys Leu Gln Val Gln
325 330

Asn Val Leu Tyr Asp Asp Gln Val Gly Lys Val Ser
340 345 350

Gly Met Lys Ser His Pro Gly Val Thr Ala Glu Phe
355 360 365

Arg Asp Val Asn Val Asn Ile Glu Lys Ile Ser Thr
370 375 380

Ile Ser Val Leu Ile Arg Glu Asp Asp Leu Asp Ala
385 390 395

Leu His Glu Gln Phe Gln Leu Gly Gly Glu Asp Glu
405 410

Ala Gly Thr Gly Arg
420

<210> 4

-33-

Lys Glu

Thr Ala
160

Tyr Ser
175

Asn Ala

Ala Ala

Arg Ala

Pro Gly
240

Ala Val
255

Val Leu

Ala Leu

Ser Ser

Ser Asp
320

Gly Asn
335

Leu Val

Met Glu

Ser Glu

Ala Ala

400

Ala Val
415

Thr

Val

Asp

Gln

Val

Phe

Thr

Leu

Gly

Ala

Val

Gly

Trp

Gly

Ala

Ile

Arg

Val

Arg

Ala

Val

Lys

Gly

Asn

Leu

Thr

Ile

Asp

Glu

Arg

Thr

Ala

Leu

Arg

Ala

Tyr



<211>
<212>
<213>

<400> 4
gtggccctgg

aacgtcgctg
tccgcaatgg
ccgccagcte
gtcgccatgg
ggtgtgctca
gtgcgtgaag
aaagaaaccc
ttggcagctg
accgctgacc
atgctggaac
cgtgcattca
attgccggcet
gacaagtccg
aaggttttcc
tcttctgtag
cgcgcgatgg
gacgaccagg
accgcagagt
tctgagattc
ttgcatgagc
cgctaa

<210> 5
<211>
<212>

<213>

<400> 5

1266
ADN
Corynebacterium glutamicum

tcgtacagaa
aacggatcgt
gagacaccac
gtgaaatgga
ctattgagtc
ccaccgagcg
cactcgatga
gcgatgtcac
ctttgaacgc
cgcgcatcgt
ttgctgctgt
atgtgccact
ctatggagga
aagccaaagt
gtgcgttggce
aagacggcac
agatcttgaa
tcggcaaagt
tcatggaagc
gtatttccgt

agttccagct

421
PRT
Corynebacterium glutamicum

35373

atatggcggt
tgccaccaag
ggatgaactt
tatgctcctg
ccttggcgcea
ccacggaaac
gggcaagatc
cacgttgggt
tgatgtgtgt
tcctaatgceca
tggctccaag
tcgegtacge
tattcctgtg
aaccgttctg
tgatgcagaa
caccgacatc
gaagcttcag
ctccctegtg
tctgcgcgat
gctgatccgt

gggcggcgaa

tcctegettg
aaggctggaa
ctagaacttg
actgctggtg
gaagcccaat
gcacgcattg
tgcattgttg
cgtggtggtt
gagatttact
cagaagctgg
attttggtgc
tcgtcttata
gaagaagcag
ggtatttccg
atcaacattg
accttcacct
gttcagggca
ggtgctggca
gtcaacgtga
gaagatgatc

gacgaagccg

agagtgcgga
atgatgtcgt
cagcggcagt
agcgtatttc
ctttcacggg
ttgatgtcac
ctggtttcca
ctgacaccac
cggacgttga
aaaagctcag
tgcgcagtgt
gtaatgatcc
tccttacecgg
ataagccagg
acatggttct
gccctegtte
actggaccaa
tgaagtctca
acatcgaaaa
tggatgctgce

tcgtttatge

acgcattaga
ggttgtctgc
gaatcccgtt
taacgctctc
ctctcaggct
tccaggtcgt
gggtgttaat
tgcagttgcg
cggtgtgtat
cttcgaagaa
tgaatacgct
cggcactttg
tgtcgcaacc
cgaggctgcg
gcagaacgtc
cgacggccgce
tgtgctttac
cccaggtgtt
gatttccacc
tgcacgtgca

aggcaccgga

Val Ala Leu Val Val Gln Lys Tyr Gly Gly Ser Ser Leu Glu Ser Ala

1

5

10

15

Glu Arg Ile Arg Asn Val Ala Glu Arg Ile Val Ala Thr Lys Lys Ala

20

25

-34-

30

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1266
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Gly Asn Asp Val Val Val Val Cys Ser Ala Met Gly Asp Thr
35 40 45

Glu Leu Leu Glu Leu Ala Ala Ala Val Asn Pro Val Pro Pro
50 55 60

Glu Met Asp Met Leu Leu Thr Ala Gly Glu Arg Ile Ser Asn
65 70 75 80

Val Ala Met Ala Ile Glu Ser Leu Gly Ala Glu Ala Gln Ser
85 90 95

Gly Ser Gln Ala Gly Val Leu Thr Thr Glu Arg His Gly Asn
100 105 110

Ile Val Asp Val Thr Pro Gly Arg Val Arg Glu Ala Leu Asp
115 120 125

Lys Ile Cys Ile Val Ala Gly Phe Gln Gly Val Asn Lys Glu
130 135 140

Asp Val Thr Thr Leu Gly Arg Gly Gly Ser Asp Thr Thr Ala
145 150 155 160

Leu Ala Ala Ala Leu Asn Ala Asp Val Cys Glu Ile Tyr Ser
165 170 175

Asp Gly Val Tyr Thr Ala Asp Pro Arg Ile Val Pro Asn Ala
180 185 190

Leu Glu Lys Leu Ser Phe Glu Glu Met Leu Glu Leu Ala Ala
195 200 205

Ser Lys Ile Leu Val Leu Arg Ser Val Glu Tyr Ala Arg Ala
210 215 220

Val Pro Leu Arg Val Arg Ser Ser Tyr Ser Asn Asp Pro Gly
225 230 235 240

Ile Ala Gly Ser Met Glu Asp Ile Pro Val Glu Glu Ala Val
245 250 255

Gly Val Ala Thr Asp Lys Ser Glu Ala Lys Val Thr Val Leu
260 265 270

Ser Asp Lys Pro Gly Glu Ala Ala Lys Val Phe Arg Ala Leu
275 280 285

Ala Glu TIle Asn Ile Asp Met Val Leu Gln Asn Val Ser Ser
290 295 300

Asp Gly Thr Thr Asp Ile Thr Phe Thr Cys Pro Arg Ser Asp
305 310 315 320

Arg Ala Met Glu Ile Leu Lys Lys Leu Gln Val Gln Gly Asn
325 330 335

Asn Val Leu Tyr Asp Asp Gln Val Gly Lys Val Ser Leu Val
340 345 350

-35-

Thr

Ala

Ala

Phe

Ala

Glu

Thr

Val

Asp

Gln

Val

Phe

Thr

Leu

Gly

Ala

Val

Gly

Trp

Gly

Asp

Arg

Leu

Thr

Arg

Gly

Arg

Ala

Val

Lys

Gly

Asn

Leu

Thr

Ile

Asp

Glu

Arg

Thr

Ala



Gly Met Lys Ser His Pro Gly Val Thr Ala Glu Phe
365

355

Arg Asp Val Asn Val Asn Ile Glu Met Ile Ser Thr

370

Ile
385

Ser

Leu His

Ala Gly

<210> 6
<211>
<212>
<213>

<400> 6
gtggccctgg

aacgtcgctg
tccgcaatgg
ccgccagctce
gtcgccatgg
ggtgtgctca
gtgcgtgaag
aaagaaaccc
ttggcagctg
accgctgacc
atgctggaac
cgtgcattca
attgccggcet
gacaagtccg
aaggttttcc
tcttctgtag
cgcgecgatgg
gacgaccagg
accgcagagt

tctgagattc

35373

360

375

390

405

Thr Gly Arg
420

1266
ADN
Corynebacterium glutamicum

tcgtacagaa
aacggatcgt
gagacaccac
gtgaaatgga
ctattgagtc
ccaccgagcg
cactcgatga
gcgatgtcac
ctttgaacgce
cgcgcatcgt
ttgctgctgt
atgtgccact
ctatggagga
aagccaaagt
gtgcgttgge
aagacggcac
agatcttgaa
tcggcaaagt
tcatggaagc

gtatttccgt

380

Val Leu Ile Arg Glu Asp Asp Leu Asp Ala

395

Glu Gln Phe Gln Leu Gly Gly Glu Asp Glu

410

atatggcggt
tgccaccaag
ggatgaactt
tatgctcctg
ccttggcgea
ccacggaaac
gggcaagatc
cacgttgggt
tgatgtgtgt
tcctaatgceca
tggctccaag
tcgcgtacge
tattcctgtg
aaccgttctg
tgatgcagaa
caccgacatc
gaagcttcag
ctccctegtg
tctgcgegat

gctgatccgt

tcectegettg
aaggctggaa
ctagaacttg
actgctggtg
gaagcccaat
gcacgcattg
tgcattgttg
cgtggtggtt
gagatttact
cagaagctgg
attttggtgc
tcgtcttata
gaagaagcag
ggtatttccg
atcaacattg
accttcacct
gttcagggca
ggtgctggca
gtcaacgtga

gaagatgatc
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400

415

agagtgcgga
atgatgtcgt
cagcggcagt
agcgtatttc
ctttcacggg
ttgatgtcac
ctggtttcca
ctgacaccac
cggacgttga
aaaagctcag
tgcgcagtgt
gtaatgatcc
tcecttaccgg
ataagccagg
acatggttct
gccctegtte
actggaccaa
tgaagtctca
acatcgaaat

tggatgctgce

Met Glu Ala Leu

Ser Glu Ile Arg

Ala Ala Arg Ala

Ala Val Vval Tyr

acgcattaga
ggttgtctgc
gaatcccgtt
taacgctctc
ctctcaggct
tccaggtcgt
gggtgttaat
tgcagttgceg
cggtgtgtat
cttcgaagaa
tgaatacgct
cggcactttg
tgtcgcaacc
cgaggctgcg
gcagaacgtc
cgacggccgce
tgtgctttac
cccaggtgtt
gatttccacc

tgcacgtgca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200



35373

ttgcatgagc agttccagct gggcggcgaa gacgaagccg tcgtttatge aggcaccgga 1260

cgctaa 1266
<210> 7
<211> 29

<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> doan mdi 1

<400> 7

tcetetagag ctgcgcagtg ttgaatacg 29
<210> 8

<211> 30

<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> doan mdi 2

<400> 8

tggaaatctt ttcgatgttc acgttgacat 30
<210> 9

<211> 30

<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> doan mdi 3

<400> 9
acatcgaaaa gatttccacc tctgagattc 30
<210> 10
<211> 30

<212> ADN
<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> doan mdi 4

<400> 10
tggaaatcat ttcgatgttc acgttgacat 30
<210> 11
<211> 30

<212> ADN

-37-



35373

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> doan mdéi 5

<400> 11
acatcgaaat gatttccacc tctgagattc

<210> 12

<211> 29

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> doan mdi 6

<400> 12
gactctagag ttcacctcag agacgatta

<210> 13

<211> 29

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> doan mdi 7

<400> 13
tcectetagac tggtcgectg atgttctac

<210> 14

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> doan mdi 8

<400> 14
gccaaaacct ccacgcgatc

<210> 15

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> doan mdéi 9

<400> 15
atcgcgtgga ggttttggcet
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29

29

20

20



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

<220>
<223>

<400>

35373

16

29

ADN

Trinh tu nhan tao

doan mdi 10

16

gactctagat tagtcccttt cgaggcgga

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

<220>
<223>

<400>

17

28

ADN

Trinh ty nhan tao

doan mdi 11

17

acggatccca gactccaaag caaaagcg

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

<220>
<223>

<400>

18

30

ADN

Trinh ty nhéan tao

doan mdi 12

18

acaccacggc agaaccaggt gcaaaggaca

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

<220>
<223>

<400>

19

30

ADN

Trinh ty nhan tao

doan mdi 13

19

ctggttctge cgtggtgtgce atcatctctg

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

<220>
<223>

20

28

ADN

Trinh ty nhén tao

doan mdi 14
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29

28

30

30
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<400> 20
acggatccaa ccaaacttgc tcacactc

<210> 21

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> doan mdi 15

<400> 21
tctagatgcg ctgattatct cacc

<210> 22

<211> 40

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> doan mdi 16

<400> 22
actggtgggt catggttgca tatgagatca actcctgtaa

<210> 23

<211> 40

<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> doan mdi 17

<400> 23
ttacaggagt tgatctcata tgcaaccatg acccaccagt

<210> 24

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> doan mdi 18

<400> 24
tctagacctt gaagttcttg actg

<210> 25

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhadn tao
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40

24
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<220>
<223> doan mdi 19

<400> 25
tctagaagta gcgttgectgt acac

<210> 26

<211> 43

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> doan mdi 20

<400> 26
atcaatggtc tcgatgccca tatggcattt ggaggtcctt aag

<210> 27

<211> 43

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> doan mdi 21

<400> 27
cttaaggacc tccaaatgcc atatgggcat cgagaccatt gat

<210> 28

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> doan mdi 22

<400> 28
tctagatgga accgttgcaa ccac

<210> 29

<211> 28

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> doan méi 23

<400> 29
ggatccccte gttgttcacce cagcaacc
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43

24
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<210> 30

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> doan mdi 24

<400> 30
ggatcccaaa gtcacaacta cttatgttag

<210> 31

<211> 26

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>
<223> doan mdi 25

<400> 31
tctagaatgc ccaccctcge gecctte

<210> 32

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> doan mdi 26

<400> 32
tctagattag atgtagaact cgatg

<210> 33

<211> 35

<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> doan mdi 27

<400> 33
acgcgccagc gcctggaaca tcggcattca atccg

<210> 34

<211> 35

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> doan mdi 28
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30

26

25

35



<400>

cggattgaat gccgatgttc caggcgctgg cgcgt

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

<220>
<223>

<400>

35373

34

35

33

ADN

Trinh ty nhan tao

doan mdi 29

35

gtagataccg atattcggta cccctaccac cag

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

<220>
<223>

<400>

36

33

ADN

Trinh ty nhan tao

doan mdi 30

36

ctggtggtag gggtaccgaa tatcggtatc tac
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Fig.1
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