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Linh vue k§ thuét dwoc dé cap

Sang ché @& cap dén qu4 trinh san xut siﬁh hoc axit dicacboxylic C4.
Tinh trang ky thuit ciia sing ché

Axit dicacboxylic C4 khong chi dugc st dung trong cac ing dung khac

nhau trong nganh coéng nghiép thuc phim nhu mét chit axit héa, chit khang
khudn va chét diéu chinh d6 pH, ma con dugc sir dung lam nguyén liéu thé cho
nhira tong hop va polyme phan hiy sinh hoc. Do dé, axit dicacboxylic C4 1a
chét c6 gia tri v& miat cong nghiép. Axit dicacboxylic C4 dugc san xuét cong
nghiép bang cach hoic tong hop héa hoc tir nguyén liéu hda dau hozc 1én men vi
sinh vat. Trudc day, axit dicacboxylic C4 dugc san xuat chu yéu bang phuong
phép tdng hop héa hoc do ¢6 chi phi thap hon. Tuy nhién, tir quan diém ting chi
phi nguyén liéu tho, ganh nang d6i voi méi trudng, va cac van dé tuong tu,
phuong phap san xudt bang cach 1én men vi sinh vat st dung tai nguyén c6 thé
tai ché lam nguyén liéu gan day dang thu hut su chi y.

Puoc biét, axit fumaric 1a mot trong céc axit dicacboxylic C4, c6 thé duoc

san xuit bang cach st dung mot loai nam lén men, chang han nhu Rhizopus.
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Rhizopus tao ra axit fumaric bang cach st dung glucoza lam ngudn cacbon, va
bai tiét axit fumaric dugc tao ra bén ngoai té bao. Bén nay, voi k¥ thuat san Xuat
axit fumaric c6 ning suit cao bing cach sir dung Rhizopus, su cai tién phuong
phap nudi ciy, va diéu ché cac ching c6 ning sut cao bang cach nhan gidng dot
bién d3 dugc biét. Tuy nhién, do nén tang di truyén ctia Rhizopus chua duoc
nghién ctu k¥, su phat trién k§ thuét san xuét axit fumaric véi ning suit cao
bang cach sir dung Rhizopus thong qua téi td hop gen 1a khong dé dang va c6 it
thong tin. Chi ¢6 mot sé bao cdo vé viée cdi thién ning suat axit fumaric bang
cach dua gen mi hoa pyruvat carboxylaza tir Saccharomyces cerevisiae vao
Rhizopus delemar (Tai liu sang ché 1), hodc bing cach dua gen ma hoéa
phosphoenol pyruvat carboxylaza tir E. coli vao Rhizopus oryzae (Tai li¢u khong
phai sang ché 1).

Tai liéu sang ché 1: CN-A-103013843

Tai liéu khong phai sang ché 1: Metabolic Engineering, 2012, 14: 512-520.
Ban chat ky thuit ciia sang ché

Sang ché @& xuit polypeptit bao gbm trinh tu axit amin dugc biéu thi boi
SEQ ID NO: 2 hoic trinh tu axit amin c6 d6 ddng nhét it nhat 90% so véi trinh
tu nay.

Sang ché ciing dé xuét polynucleotit ma héa polypeptit néu trén.
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Sang ché ciing d& xuat vecto hodc doan ADN bao gdm polynucleotit néu
trén.

Sang ché ciing d& xuat t& bao bién nap chira polynucleotit néu trén hozic
vecto hoac doan ADN néu trén.

Sang ché con d& xuét phuong phép san xuét axit dicacboxylic C4 bao gbm
viéc nubi cdy té bao bién nap néu trén.

Sang ché con dé xuit phuong phép san xudt té bao bién nap bao gbém viéc
dua polynucleotit néu trén hodc vecto néu trén vao té bao chu.

Sang ché con dé xuét phuong phap cai thién ning sut axit dicacboxylic
C4 trong t& bao chi bao gdm viéc dua polynucleotit néu trén hodc vecto hogc
doan ADN néu trén vao t& bao chu, hoic tang cuong su biéu hién cua
polynucleotit néu trén.
MO ta chi tiét sang ché

Sang ché d& cap dén polypeptit co tic dung cai thién ning sudt axit
dicacboxylic C4 trong t& bao chi, gen ma héa polypeptit, té bao bién nap bao
gdm gen, va phuong phap san xuét axit dicacboxylic C4 bang cach st dung té
bao bién nap nay.

Céc tac gia sang ché d3 tién hanh cac nghién ctru chuyén siu, va nhan thay

rang té bao trong d6 sy biéu hién ciia polypeptit bao gbm trinh ty axit amin dugc
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bidu thi béi SEQ ID NO: 2 duoc ting cudng dd cai thién niang sudt axit
dicacboxylic C4.

Polypeptit theo sang ché c6 chic ning cai thién ning sudt axit
dicacboxylic C4 trong té bao. Té bao trong d6 su biéu hién ciia polypeptit theo
sang ché dugc ting cuong (vi du, té bao trong d6 gen ma hoa polypeptit dugc
dua vao) co thé tao ra axit dicacboxylic C4 nhanh hon. Do d6, polypeptit theo
sang ché va té bao trong d6 su biéu hién ciia polypeptit dugc ting cudng sé hitu
ich cho su san xuét axit dicacboxylic C4 vé mit sinh hoc. Céc dic diém va céc
uu diém nay cing véi cac dic diém va cac uu diém khac cua sang ché s& tré nén
r3 rang hon tir phdn mo ta sau diy ctia ban mo ta ndy.

1. Dinh nghia

Nhu duogc st dung & day, do ddng nhét cta trinh tu axit amin hodc trinh tur
nucleotit dugc tinh theo phuong phap Lipman-Pearson (Science, 1985, 227:
1435-1441). Cu thé, do déng nhét cla trinh tu axit amin hodc trinh tu nucleotit
duoc tinh béng cach st dung trinh ty axit amin x trinh ty axit amin khép tdi da
hodc trinh tu nucleotit x trinh tu nucleotit khép t6i da cta chuong trinh phén tich
tuong ddng cta phan mém xu 1y thong tin di truyén GENETYCS Phién ban 12
va thuc hién phén tich vai Khop -1, Khong khdp 1, Khoang cach 1, va *N+2.

Nhu duge st dung & diy, do dong nhét cia trinh tu axit amin hosc

nucleotit dé cap dén ty 1& (%) so cac vi tri ma cac axit amin hodc nucleotit giong
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hét nhau c6 mat trong hai trinh ty axit amin hodc hai trinh tu nucleotit dua trén
s6 luong axit amin hodc nucleotit ¢6 trinh tu chiéu dai day du khi hai trinh tu
axit amin hodc hai trinh tu nucleotit ndy duogc sip thing hang (thing hang) sao
cho hai trinh tu tring khép tdi da. Po ddng nhit khéac biét véi do twong ddng
duoc tinh bao gém ca su giéng nhau va do déng nhét, trong d6 mdt nhém axit
amin hodc nucleotit trong tu dugc coi 12 ¢6 su gidng nhau.

Nhu duoc sir dung & ddy, "d6 dong nhét it nhat 90%" lién quan dén trinh
tu axit amin hodc trinh tu nucleotit dé cap dén do déng nhét 90% tré 1én, tdt hon
14 95% tr& 1én, tot hon nita 1a 96% tré 1én, con tét hon 1a 97% tré 1én, con tot
hon 12 98% tr& 1én, con t6t hon 1a 99% trd 1én.

Nhu dugc st dung & day, "vung tuong ung" trén trinh ty axit amin hoéc
trinh tir nucleotit c6 thé duoc x4c dinh bing cach sip thing hang trinh tu dich va
trinh tu tham chiéu (vi du, trinh tu axit amin duoc biéu thi béi SEQ ID NO: 2)
sao cho c6 do tuong dong t6i da. Su sip thang hang cla trinh tu axit amin hoic
trinh tu nucleotit ¢4 thé duge thuc hién br?mg cach str dung céc thuat toan da biét,
va céc quy trinh vé ching di duoc ngudi c¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc
nay biét &én. Vi du, su sip thang hang c6 thé dugc thuc hién theo cach thu éang
dwa trén phwong phéap Lipman-Pearson d& duoc dé cap & trén hodc phuong phép
tuong tu, va ciing duoc thuc hién bing cach st dung chuong trinh sip thang

hang da trinh tuy Clustal W (Clustal W multiple alignment program) (Thompson,
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J. D. et al, 1994, Nucleic Acids Res.22: 4673-4680) & cai dat mac dinh. Clustal
W c6 thé sin c6 trén céc trang web nhu trang web cta Vién théng tin sinh hoc
chau Au: EBI [www.ebi.ac.uk/index.html]) hoic trang web ctia Ngan hang Di
liétu ADN cua Nhat Ban (DDBJ) [www.ddbj.nig.ac.jp/Welcome-j.html]) duoc
diéu hanh boi Vién di truyén hoc quéc gia. Mot ving cua trinh tir dich dugc sip
thang hang véi ving nhét dinh cia trinh tu tham chiéu bang hoat déng sip thing
hang duoc mé ta & trén dugc coi 13 "ving twong tmg" véi vung nhét dinh.

Nhu dugc st dung & day, "trinh tu axit amin trong d6 mét hoac nhiéu axit
amin bi xdéa bd, thay thé, bd sung hodc chén vao" dé cap dén trinh tu axit amin
trong do6 tir 1 dén 10, tot hon 12 tir 1 dén 8, t6t hon nita 1a tir 1 dén 5, con tdt hon
Ja tir 1 dén 3 axit amin bi x6a bd, thay thé, bd sung hodc chén vao. Ciing nhu
duoc st dung & day, "trinh tu nucleotit trong d6 mot hoac nhiéu nucleotit bi x6a
b6, thay thé, bd sung hodc chén vao" dé cap dén trinh ty nucleotit trong do tir 1
dén 30, tot hon 1a tir 1 dén 24, tot hon nita 1a tir 1 dén 15, con tt hon la tir 1 dén
9 nucleotit bi x6a bd, thay thé, bd sung hodc chén vao. Nhu dugc su dung ¢ day,
viéc "bd sung" (cac) axit amin hodc (cac) nucleotit bao gdbm viée bd sung (cac)
axit amin hodc (cac) nucleotit vao mdt dau hodc c4 hai dau cua trinh tu.

Nhu duge st dung & ddy, "ngugc chiéu" va "xudi chiéu" lién quan dén gen
dé cap dén qu4 trinh nguoc chiéu va xudi chiéu cua gen theo huéng phién ma.

Vi dy, "gen dugc sap x&p xudi chiéu cua trinh ty khoi dau" nghia 1a gen do cé
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mat & dau 3’ cla trinh tu khoi dau trong chudi ADN mang m3, va nguoc chiéu
clia gen dé cap dén ving c6 mit & dau 5' cia gen trong chudi ADN mang ma.

Nhu duge st dung & ddy, "lién két chirc ning" gitta gen va ving kiém soat
d& cap dén gen duoc lién két véi ving kiém soat dé gen c6 thé duoc biéu hién
dudi su kidm soét cta ving kiém soat. Quy trinh tao ra "lién két chirc ning"
gifta gen va vung kiém soat di dugc biét dén nhiéu trong linh vuc nay.

Nhu dugc st dung ¢ day, thuat nglr "ndi tai" lién quan dén chuic ning, dic
tinh hodc dic diém cua té bao nghia la chtic nang, dac tinh hoac dac diém c6 mat
trong té bao kiéu dai. Nguoc lai, thuat nglt "ngoai sinh" dugc str dung dé biéu thi
chire ning, dic tinh hodc dic diém duogc dua vao tir bén ngoai, khong cé ban dau
trong t& bao. Vi du, gen hoic polynucleotit "ngoai sinh" 13 gen hoic
polynucleotit dugc dua vao té bao tir bén ngoai. Gen hodc polynucleotit ngoai
sinh ¢6 thé c6 ngudn gdc tir loai t& bao ddng nhit vé mat sinh hoc trong d6 gen
hodc polynucleotit dugc dua vao hodc co6 thé c¢6 ngudn gde tir cac loai sinh vét
khac (tic 1a, gen hodc polynucleotit khéc loai).

Nhu duge sit dung & dy, "ning sudt axit dicacboxylic C4" ctia té bao
dugc bidu thi bang tbc do tao ra axit dicacboxylic C4 trong mdi trudng nudi cay
té bao. Cu thé, "ning sut axit dicacboxylic C4" duoc biéu thi bang gia tri
(g/L/gi®) thu duge bing cach chia khdi luong axit dicacboxylic C4 dugc té bao

tao ra trong thoi gian nudi ciy nhét dinh sau khi bit diu nu6i cdy trén mot thé
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tich méi trudng theo thoi gian nudi ciy. Lugng axit dicacboxylic C4 do té bao
tao ra c6 thé duoc tinh bing luong axit dicacboxylic C4 trong dich nbi nudi cy
thu dugc bang cach loai bo té bao khéi méi trudng nudi ciy cua té bao. Luong
axit dicacboxylic C4 trong dich néi nuéi cdy c6 thé duoc do bing sic ky léng
hiéu ning cao (HPLC) hodc tuong tu. Quy trinh do cu thé hon dugc minh hoa
trong vi du tham khao 1 dugc mo ta bén dudi.

Nhu duge st dung & day, "cai thién ning suat axit dicacboxylic C4" trong
té bao bién nap nghia 13 té bao bién nap di cai thién ning suit axit dicacboxylic
C4 so véi té bao chi hodc té bao dbi chimg. Ty 18 cai thién ning suét axit
dicacboxylic C4 trong té bao bién nap duoc tinh theo phuong trinh sau.

Ty 1€ cai thién (%)
= (Nang suit axit dicacboxylic C4 trong té bao bién nap/Ning suit axit
dicacboxylic C4 trong t& bao chii hoic té bao ddi chimg) x 100 - 100

Nhu duge st dung & day, té bao bién nap nghia 13 té bao trong d6 su biéu
hién cuia polypeptit theo sang ché dugce tang cudng, vi dy, té bao thu dugc béng
cach dua polynucleotit ma hoa polypeptit theo sang ché vao té bao chu dé cho
phép biéu hién, hoic mot té bao trong d6 sw biéu hién cla polynucleotit dugc
ting cuong (tc 13, lugng phién ma cda ching dugc cai thién). O day, "té bao
chi" dé cap dén t& bao chi (té bao me) ciia té bao bién nap. Ngoai ra, "té bao dbi

chung" d& cap dén té bao trong d6 vecto khong chira polynucleotit ma héa
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polypeptit theo sang ché dugc dua vao. Té bao dbi ching duoc sir dung dé so
sanh vé6i té bao bién nap trong dé vecto chira polynucleotit duge dua vao. Tét
hon 1a, ty 1€ cai thién ning sudt axit dicacboxylic C4 duoc tinh theo ning suét
axit dicacboxylic C4 cua moi té bao tai thoi diém khi téc d6 tao ra axit
dicacboxylic C4 ciia t& bao bién nap dat t6i da. Theo d6, nhu dugc st dung &
day, "té bao bién nap trong d6 ning sut axit dicacboxylic C4 duoc cai thién tir
X% tré 1én" d& cap dén té bao bién nap trong do ty 1& cai thién ning suit axit
dicacboxylic C4 dugc tinh theo phuong trinh & trén 1a X% tr¢ 1én. Hon nita, nhu
dugc st dung & day, "cai thién nang sudt axit dicacboxylic C4 tir X% tr& 1én"
ctia té bao nghia 12 ty 18 cai thién nang suét axit dicacboxylic C4 cua té bao duge
tinh theo phuong trinh & trén 1a X% trd 1én.

Vi du vé axit dicacboxylic C4 dugc sin xuét theo sang ché bao gbm axit
fumaric, axit malic va axit succinic, t5t hon 14 axit fumaric va axit malic, t6t hon
nita la axit fumaric.

Nhu dugc st dung & day, "cacbonic anhydraza" nghia la enzym (EC
4.2.1.1) c6 hoat tinh xtc tac dé thac déy mot trong hai hodc ca hai phan Ung tao
ra ion cacbonat (HCOy") tir phén tir cacbon dioxit (CO,) va phan tir nuée (H,O)
trong dung dich nudc va phan Ung nguoc cua ching. Hon nita, "hoat tinh

cacbonic anhydraza" dé cép dén hoat tinh xuc tac cua cacbonic anhydraza, va c6

-10-



36673

thé duoc xac dinh, vi du, bang phuong phap dd biét (C.S. Gai et al., AMB
Express 2014, 4, 2-13.) hoac phuong phap tuong tu.

2. Céai thién néng suét axit dicacboxylic C4 trong té bao

2.1. Polypeptit méi

Theo mét phuong 4n, sang ché d& cap dén polypeptit bao gdm trinh ty axit
amin duoc bidu thi béi SEQ ID NO: 2 hoic trinh tu axit amin c¢6 do dong nhat it
nhét 90% so véi trinh tu nay.

Theo két qua tim kiém véi co s& dit liéu polypeptit (vi du, trinh tw protein
khong du phong ncbi (nr)), mét protein c6 chirc nang chua xac dinh c6 ngudn
gdc tir ching Lichtheimia ramosa (s6 truy nhap: LRAMOSA05249) dugc tim
thay 1a protein da biét gidng nhét véi polypeptit bao gém trinh tur axit amin dugc
bidu thi bdi SEQ NO: 2. B dong nhét trinh tu cia ching 13 62,77%. Hon nira,
polypeptit bao gém trinh tu axit amin dugc biéu thi boi SEQ NO: 2 ¢6 ving
tuong g vaGi cac vi tri 152-375 trong protein c6 chitc ndng khong xac dinh bao
gém trinh tu axit amin dugc biéu thi béi SEQ ID NO: 23 ¢6 ngudn gde tir ching
Rhizopus delemar RA 99-880 (s6 truy nhap: RO3G_10751). Néi cach khéc,
polypeptit bao gdm trinh tur axit amin dugc biéu thi bdi SEQ NO: 2 1a mét trinh
tu trong d6 axit amin & phia dau N (trinh tu cla axit amin & céc vi tri tir 2 dén
151) da bi x6a bd khéi polypeptit bao gdm trinh tu axit amin dugc biéu thi béi

SEQ ID NO: 23. Nhén thy ring d6 dong nhét trinh tu ctia polypeptit véi protein
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c6 chirc nang khong xac dinh 1a 60,00%, va polypeptit nay khac véi protein c¢6
chirc ning khéng xac dinh. T nhitng vén dé & trén, polypeptit duge xac dinh 1a
polypeptit méi ma cho dén nay van chua dugc biét dén, va nhu duoc mo ta trong
vi du bén dudi, polypeptit d& dugc xéc nhan rang polypeptit ¢6 hoat tinh
cacbonic anhydraza. Hon nita, nhu dugc thé hién trong vi du bén dudi, trong cac
ching ma su biéu hién ctia protein c6 chiic ning khong x4c dinh bao gdm trinh
tu axit amin duge biéu thi béi SEQ ID NO: 23 duoc ting cudng, khong quan sat
théy su cai thién nang suét axit fumaric. Mt khac, su cai thién ning suét axit
fumaric chi duoc quan sat thiy & cac chiing trong d6 su biéu hién ctia polypeptit
bao gdm trinh tu axit amin dugc biéu thi bi SEQ NO: 2 duoc ting cudng.

Theo d6, theo modt phuong an uu tién, polypeptit theo sang ché 1a
polypeptit bao gém trinh tu axit amin dugc biéu thi boi SEQ ID NO: 2 hoic
trinh tu axit amin c6 do déng nhét it nhat 90% so v4i trinh tu ndy va c6 hoat tinh
cacbonic anhydraza.

Vi du vé trinh tu axit amin ¢ do déng nhét it nhat 90% v&i trinh tu axit
amin duoc bidu thi béi SEQ ID NO: 2 bao gém trinh tu axit amin trong d6 mot
hbéc nhidu axit amin bi x6a bo, thay thé, bd sung hodc chén vao trinh tur axit
amin duoc biéu thi boi SEQ ID NO: 2.

Vi du v& phuong phap dua dot bién vao nhu x6a bo, thay thé, bd sung,

hodc chén (cac) axit amin vao trinh ty axit amin bao gbém phuong phap dua dot
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bién vao nhu x6a bo, thay thé, bd sung, hodc chén (céc) nucleotit trong trinh tu
nucleotit ma héa trinh tu axit amin. Vi du vé& phuong phép dua dot bién vao
trinh tu nucleotit bao gdm gay dot bién bang cach sir dung céc tic nhan giy dot
bién héa hoc nhu etyl metansulfonat, N-metyl-N-nitrosoguanidin va axit nitro,
hodc cac tac nhan gy dot bién vat Iy nhu tia cuc tim, tia X, tia gama va chum
ion, phuong phap giy dot bién diém, va phuong phap dugc mé ta trong
Dieffenbach et al (Cold Spring Harbar Laboratory Press, New York, 581-621,
1995). Vi du vé phuong phép gy dot bién diém bao gdm phuong phép kéo dai
ghép doan chdng 14n (SOE) (Horton et al., Gene 77, 61-68, 1989), phuong phap
ODA (Hashimoto-Gotoh et al., Gene, 152, 271-276, 1995), va phuong phép
Kunkel (Kunkel, T. A., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1985, 82, 488). Ngoai ra, kit
gdy dot bién diém c6 sén trén thi truong nhu kit Transformer™ Site-Directed
Mutagenesis (Takara Bio Inc.), kit Transformer™ Site-Directed Mutagenesis
(Clontech Laboratories, Inc.), va kit KOD-Plus-Mutagenesis (TOYOBO CO.,
LTD.) c6 thé dugc st dung.
2.2. Gen, vecto va té bao bién nap

Theo mét phuong 4n khac, sang ché d& cap dén polynucleotit mi héa
polypeptit dugc d& cap & trén theo sang ché. Theo mot phuong 4n uu tién,
polynucleotit theo sang ché bao gdm polynucleotit bao gom trinh tu nucleotit

duoc biéu thi béi SEQ ID NO: 1 hoic polynucleotit bao gém trinh tu nucleotit
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c6 dd ddng nhat it nhit 90% véi trinh tu nucleotit duge biéu thi béi SEQ ID NO:
1. Theo mdt phuong an uu tién, polynucleotit theo sang ché mi hoa polypeptit
bao gdm trinh tu axit amin dugc biéu thi béi SEQ ID NO: 2 hoic polypeptit bao
gdm trinh tu axit amin c6 do ddng nhét it nhit 90% so véi trinh tu nay va cé
hoat tinh cacbonic anhydraza.

Vi du vé trinh tu nucleotit c6 d6 ddng nhét it nhit 90% véi trinh tu
nucleotit dugc biéu thi béi SEQ ID NO: 1 bao gbm trinh tu nucleotit trong d6
mot hoac nhiéu nucleotit bi x6a bo, thay thé, bod sung hodc cheén vao trinh tu
nucleotit dugc biéu thi bdi SEQ ID NO: 1. Phuong phép dua dot bién vao nhu
x0a b, thay thé, bd sung, hodc chén (cac) nucleotit vao trinh tu nucleotit nhu
duoc mé ta & trén. Polynucleotit theo sang ché c6 thé & dang soi don hodc soi
kép, va co thé 1a ADN hodc ARN. ADN c6 thé 1a cADN hodc ADN nhén tao
nhu ADN dugc téng hop héa hoc.

Polynucleotit theo sang ché c6 thé duoc két hop thanh mét vecto. Tét hon
13, vecto chira polynucleotit theo sang ché 1 vecto biéu hién. T4t hon 13, vecto
14 vecto biéu hién c6 kha niang dua polynucleotit theo sang ché vao té bao cha va
biéu hién polynucleotit tréng té bao chu. Tt hon 13, vecto bao gom
polynucleotit theo sang ché va vung kiém soéat dugc lién két chtc ning véi

polynucleotit. Vecto co thé 13 vecto c6 kha ning ting sinh va tai ban ty dong va
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ngodi nhidm sic thé, ching han nhu plasmit, hogc ¢6 thé 1a mét vecto duge két
hop trong nhiém sic thé.

Vi du cu thé vé vecto bao gdm pBluescript IT SK(-) (Stratagene), vecto
pUC (Takara Bio Inc.) nhu pUC18/19 va pUC118/119, vecto pET (Takara Bio
Inc.), vecto pGEX (GE healthcare), vecto pCold (Takara Bio Inc.), pHY300PLK
(Takara Bio Inc.), pUB110 (Mckenzie, T. et al., 1986, Plasmit 15(2): 93-103),
pBR322 (Takara Bio Inc.), pRS403 (Stratagene), pMW218/219 (NIPPON
GENE CO., LTD.), vecto pRI (Takara Bio Inc.) nhu pRI909/910, vecto pBI
(Clontech Laboratories, Inc.), vecto IN3 (Inplanta Innovations Inc.), pPTR1/2
(Takara Bio Inc.), pDJB2 (D. J. Ballance et al., Gene, 36, 321-331, 1985),
pAB4-1 (van Hartingsveldt W et al., Mol Gen Genet, 206, 71-75, 1987), pLeu4
(ML.L.G. Roncero et al., Gene, 84, 335-343, 1989), pPyr225 (C. D. Skory et al.,
Mol Genet Genomics, 268, 397-406, 2002), va pFG1 (Gruber, F. et al., Curr
Genet, 18, 447-451, 1990).

Ngoai ra, c6 thé tao doan ADN chtra polynucleotit theo séng ché. Vi du vé
doan ADN bao gém doan ADN duoc khuéch dai béng PCR va doan ADN duoc
phan cit bang enzym gi6i han. Tét hon lé,‘ doan ADN c6 thé 13 mét catxet biéu
hién chira polynucleotit theo sang ché va ving kiém soat duogc lién két chic

nang voi polynucleotit.
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Ving kiém soat c6 trong vecto hodc doan ADN Ia trinh tu biéu hién
polynucleotit theo sang ché trong té bao chi ma vecto hodc doan ADN di dugc
dwa vao, va vi du vé ving kiém soat bao gém ving kiém soat biéu hién ching
han nhu trinh tu khéi dau va trinh tu két thic, va trinh tu tai ban. Loai ving
kiém soat ¢ thé duge lua chon mét cach thich hop tuy thudc vao loai té bao chu
trong d6 vecto hoac doan ADN dugc dua vao. Khi can thiét, vecto hodc doan
ADN c¢6 thé chira thém diu hiéu chon loc, chéng han nhu gen khéang thudc
khang sinh va gen lién quan dén tong hop axit amin.

Té bao bién nap theo sang ché bao gém té bao trong d6 polynucleotit ma
hoéa polypeptit theo sang ché duoc dua vao té bao chi cho phép biéu hién va té
bao trong d6 su bidu hién cia polynucleotit dugc ting cudng. Tt hon 13, té bao
bién nap chira polynucleotit ngoai sinh.

Vi du vé k§ thuat dua polynucleotit vao cho phép biéu hién hoic ting
cuong su biéu hién cua polynucleotit bao gém k¥ thuat dua vao vecto hodc doan
ADN chtra polynucleotit theo sang ché duoc lién két chirc ning véi ving kiém
sodt, tbt hon 1a ving kiém soat ning cao (vung kiém soat c6 thé ting cudng su
biéu hién ctia polynucleotit so v6i kiéu dai) vao té bao chﬁ, va k¥ thuat sip xép
vung kiém soat nang cao dé co thé lién két chic ning véi polynucleotit theo

sang ché trong bd gen ctia té bao chu (vi dy, thay thé trinh tu ving kiém soat ctia

-16-



36673

polynucleotit theo sang ché trong bd gen cua té bao me bang ving kiém so4t
nang cao).

Té bao bién nap theo sang ché t6t hon 1a gip 1,1 1an trd 1én, t6t hon nita 1a
2 1an trd 1én, con t6t hon 13 5 14n tr& 18n, con t6t hon 1a 10 1an trd 1én, con tot
hon 13 15 14n tr& 1én, con tdt hon 1a 20 13n tré 18n hoat tinh cacbonic anhydraza
duogc cai thién trong té bao, so v6i té bao chi (t& bao me). Khi té bao chi khong
chtra gen ma héa polypeptit theo sang ché va khéng biéu hién polypeptit theo
sang ché, t& bao bién nap theo sang ché bao gom té bao trong d6 mot dic diém
dugc thay doi dé cho phép qua trinh phién ma gen.

Té bao chu cua té bao bién nap c6 thé 13 t& bao bét ky cta vi sinh vat, thuc
vat va dong vat. Tu quan diém vé hiéu qué san Xuét axit dicacboxylic C4, té bao
chu t6t hon 12 t& bao ctia vi sinh vat. Vi sinh vat c6 thé 1a sinh vat nhan so hogc
sinh vat nhén thuc. Trong s6 do, tir quan diém vé ning suét axit dicacboxylic C4,
vi sinh vat t5t hon 1a ndm so1 hoac ndm men, t6t hon nita 12 nim soi. La nam soi,
loai ndm bét ky & dang soi thudc cac phan nganh, Eumycota va Oomycota déu
dugc bao gdm (nhu dugc dinh nghia trong Hawksworth et al., In, Ainsworth va
Bisby's Dictionary of The Fungi, 8th edition, 1995, CAB Intefnational,
bUniversity, Press, Cambridge, UK). Néam soi thudng dugc dic trung boi thanh

té bao hé soi bao gom kitin, xenlulo, glucan, chitosan, mannan, va polysacarit
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phtc hop khac. Su ting trudng thuc vat ctia chiung théng qua su kéo dai soi ném,
va su chuyén hoéa cacbon ctia chiing 13 su chuyén héa hiéu khi bét budc.

Vi du wu tién cua nim soi dugc st dung lam té bao chu cta té bao bién
nap theo sang ché bao gdm nim soi cua chi Acremonium, Aspergillus,
Aureobasidium, Bjerkandera, Ceriporiopsis, Chrysosporium, Coprinus,
Coriolus, Cryptococcus, Filibasidium, Fusarium, Humicola, Magnaporthe,
Mucor, Myceliophthora, Neocallimastix, Neurospora, Paecilomyces, Parasite]la,
Penicillium, Phanerochaete, Phlebia, Piromyces, Pleurotus, Rhizopus,
Schizophyllum, Talaromyces, Thermoascus, Thielavia, Tolypocladium, Trametes,
va Trichoderma. Trong sb nay, tir quan diém vé ning suit axit dicacboxylic C4,
duge uvu tién 14 ndm soi thudc chi Rhizopus nhu Rhizopus delemar, Rhizopus
arrhizus, Rhizopus chinensis, Rhizopus nigricans, Rhizopus tonkinensis,
Rhizopus tritici, va dugc uu tién hon 1a Rhizopus oryzae, Rhizopus delemar va
Rhizopus oryzae, va dugc uu ti€n hon nita 1la Rhizopus delemar.

Dé dua vecto hoic doan ADN vao té bao chu, cac phuong phép bién nap
chung nhu phuong phap dién chuyén, phuong phap bién nap, phuong phép
chuyén nap, phuong phép tiép hop, phuong phép dung hop té bao nguyén sinh,
phuong phap bén gen, phuong phap sir dung Agrobacterium.

C6 thé lua chon té bao bién nap trong do6 vecto hodc doan ADN quan tdm

dugc dua vao béng cach st dung mot chét danh d4u chon loc. Vi du, khi chét

-18-



36673

d4nh diu chon loc 1a mot gen khang thube khang sinh, c6 thé lua chon té bao
bién nap ma vecto hodc doan ADN quan tdm duoc dua vao bang cach nudi ciy
té bao trong moi truong chua thubc khang sinh. Nhu mot vi du khac, khi chét
danh d4u chon loc 12 mot gen lién quan dén tong hop axit amin, t& bao bién nap
trong do6 vecto hoac doan ADN quan tdm da dugc dua vao cé thé duoc lua chon
bing cach dua gen vao té bao chu ¢é hién tugng dinh dudng thu dong axit amin,
va st dung sy c6 mat hodc khong c6 mat cua hién tugng dinh dudng thu dong
axit amin 1am chét chi thi. Ngoai ra, viéc dua vecto hoac doan ADN quan tam
vao ciing c6 thé dugc x4c nhén biang cach kiém tra trinh tw ADN cua té bao bién
nap bang PCR hoic phuong phép tuong tu.

Vi du vé ving kiém so4t nang cao bao gébm, nhung khong bi gidi han 6,
ving kiém soat cta operon rARN, ving kiém soat ctia gen ma héa protein
ribosom (vi du, gen rplS), trinh tu khéi ddu adhl (Pon ding ky sang ché Nhat
Ban s6 2015-155759), trinh tu khoi dau IdhA (US-B-6268189), trinh tu khoi dau
pgkl (WO-A-2001/73083), trinh tu khéi dau pgk2 (WO-A-2001/72967), trinh
tu khoi ddu pdcA va trinh tu khéi ddu amyA (Archives of Microbiology, 2006,
186: 41-50), va trinh tw khéi dau tef va 18S rARN (US-A-2010/112651).

Vi du vé phuong phap thay thé ving kiém soat cia polynucleotit theo
sang ché c6 trong bd gen cua té bao me v6i ving kiém soat ning cao bao gém

phuong phép bao gbm viéc dua doan ADN chira ving kiém soat ning cao va
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trinh ty polynucleotit cua chit danh dau chon loc vao t& bao chu, va chon té bao
duoc bién nap bang cach tai td hop tuong dong hodc khéng tuong ddng hoic
phuong phap tuong tu.
2.3. Cai thién ning suét axit dicacboxylic C4

Trong té bao bién nap theo sang ché, luong biu hién cia polypeptit theo
sang ché duoc ting 1én va hoat tinh cacbonic anhydraza trong té bao dugc ting
cudng. Do dé, té bao bién nap da cai thién ning suét axit dicacboxylic C4. Vi du,
so véi té bao cha (té bao me), té bao bién nap chira vecto hodc doan ADN chtra
polynucleotit dugc cai thién nang suét axit dicacboxylic C4 t6t hon 1a tir 5% trd
1én, t6t hon nita 13 10% tré 1én, con t6t hon 1a 15% tré 1én.
3. San xuét axit dicacboxylic C4

Té bao bién nap theo sang ché ¢6 ning sudt axit dicacboxylic C4 dugc cai
thién. Do d6, sang ché ciing dé xuat phuwong phép san xuét axit dicacboxylic C4
bao gdm nudi cdy té bao bién nap theo sang ché. Axit dicacboxylic C4 dugc san
xut bang phuong phap san xudt theo sang ché bao gdm axit fumaric, axit malic,
va axit succinic, va axit dicacboxylic C4 t6t hon 13 axit fumaric va axit malic, t6t
hon nira 1a axit fumaric.

Nudi cy té bao bién nap trong phuong phéap san xuét theo sang ché bao
gém nuoi céy vi sinh vét, thuc vat, dong vat, hoac té bao hodc mé cua chung

trong d6 chira té bao bién nap. Mo6i truong va dieu kién nudi cay dé nuoi cay te
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bao bién nap c6 thé duoc Iya chon mét cach thich hop tity thude vao loai vét chu
ctia t& bao bién nap. N6i chung, co thé str dung méi trudng va cac diéu kién nudi
cay thuong duoc sir dung dé nudi ciy vat chu cia té bao bién nap.

Vi du, khi t& bao bién nap 12 té bao nim soi, nhiét d6 nudi ciy c6 thé 13, vi
du, tir 10°C dén 50°C, tbt hon 1a tir 25°C dén 45°C, va thoi gian nudi ciy khéng
¢6 gi6i han cu thé mién 13 axit dicacboxylic C4 quan tdm dugc san xuat du,
nhung vi du c6 thé 12 tir 1 dén 240 gio, tot hon 1a tir 12 dén 120 gio, tot hon nita
1a tir 24 dén 72 gio. Tt hon 13 duoc nudi cly trong diéu kién khudy hosc suc khi.

Mdi trudng dé nudi ciy nim soi c6 thé 1a méi trudng bét ky thuong duoc
stt dung. Tét hon 13, mi truong 1a méi trudng 10ng, va mdi truong cé thé 1a mbi
truong bit ky trong cac méi trudng tong hop, mdi trudng tu nhién, va moi
trudng ban téng hop thu duoc bang cach bd sung cac thanh phan tu nhién vao
mdi truong téng hop. Mbi trudng cb thé 1a mdi truong PDB c6 san trén thi
trrong (moi truong dextroza khoai tdy; dugc san xuat boi Becton, Dickinson
and Company, hoac tuong tu), méi truong PDA (duogc san xuAt boi Becton,
Dickinson and Company, hodc tuong tu), moi truong LB (moéi truong Luria-
Bertani; duoc san xuit béi NIHON PHARMACEUTICAL CO., LTD (dudi tén
thuong mai "Daigo"), hodc tuong tu), moéi truong NB (Nutrient Broth; dugc san
xuét béi Becton, Dickinson and Company, hoic tuong tu), méi truong SB (mdi

truong Sabouraud; dugc san xudt boi Oxoid Limited, hodc tuong tu), moi
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truong SD (Synthetic Dropout Broth; vi du, tir Clontech Laboratories, Inc.) va
tuong tu. No6i chung, moéi truong nay chira ngudn cacbon, ngudn nito, mubi vo
co va nhiing thanh phan tuong tu, tuy nhién cc thanh phén nay va ché phim
cﬁarnéi&ubngcéthéduqc1uachon1nétcéd1ﬂﬁd1hqp.

Sau day, ché phdm méi trudng ua thich d8 nudi ciy nim soi s& duoc mé ta
chi tiét. Nong d6 cia mdi thanh phan trong méi truong duge mo ta sau day thé
hién ndng d6 ban dau (khi chudn bi méi trudong hodc khi bat dau nudi ciy).

Vi du vé ngudn cacbon trong mdi trudng bao gdm glucoza, mantoza, tinh
bét thuy phén, fructoza, xyloza va sucroza, va trong s6 nay, glucoza va fructoza
dugc uu tién sir dung. Cac loai sacarit nay co thé dugc st dung riéng 1€ hoac két
hop hai loai tr¢ 1én. Nong d6 ciia ngudn cacbon trong méi truong t6t hon 13 1%
(khéi luong/thd tich) tr& 18n, t6t hon nita 14 5% (khi lugng/thé tich) trd 1én, va
t6t hon 13 40% (khéi luong/thé tich) trd xudng, tét hon nita 1a 30% (khdi
lugng/thé tich) tro xudng. Ngoai ra, ndng do ctia ngudn cacbon trong mdi trudng
t5¢ hon 13 tir 1 dén 40% (khéi luong/thé tich), t5t hon nita 13 tir 5 dén 30% (khéi
luong/thé tich).

Vi du vé& ngudn nito trong mdi trudong bao gbm céc hop chit chira nito nhu
amoni sulfat, uré, amoni nitrat, kali nitrat, va natri nitrat. Néng do cua nguén
nito trong méi trudng ¢ thé tdt hon 1a tir 0,001 dén 0,5% (khéi lugng/thé tich),

t6t hon nira 12 tir 0,001 dén 0,2% (khdi lugng/thé tich).
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MGéi trudng cod thé chira sulfat, mudi magie, va mubi kém. Vi du vé sulfat
bao gém magie sulfat, kém sulfat, kali sulfat, natri sulfat, va amoni sulfat. Vi du
vé mudi magie bao gdm magie sulfat, magie nitrat, va magie clorua. Vi du vé
mudi kém bao gdm kém sulfat, k&m nitrat, va kém clorua. Nong do ctia sulfat
trong méi trudng tét hon 13 tir 0,01dén 0,5% (khéi lugng/thé tich), tot hon nita 1a
tir 0,02 dén 0,2% (khdi luong/thé tich). Nong do ctia mudi magie trong méi
trudng tét hon 1a tir 0,001 dén 0,5% (khdi lugng/thé tich), t6t hon nita 13 tir 0,01
dén 0,1% (khi luong/thé tich). Nong d6 ctia mudi kém trong méi trudng tét hon
1a tir 0,001 dén 0,05% (khéi luwong/thé tich), t6t hon nita 1a tir 0,005 dén 0,05%
(khdi lwong/thé tich).

D6 pH ciia méi trudng (25°C) tdt hon 1a tir 3 dén 7, tot hon nita 1a tir 3,5
dén 6. PO pH ciia mdi truong cb thé duoc diéu chinh biang cic bazo nhu canxi
hydroxit, natri hydroxit, canxi cacbonat, va amoniac, hodc céc axit nhu axit
sulfuric va axit clohydric.

Vi du vé mdi truong dugc uu tién bao gdm mdi trudng 1ong chira tir 7,5
dén 30% ngudn cacbon, tir 0,001 dén 0,2% amoni sulfat, tir 0,01 dén 0,6% kali
dihydro phosphat, tir 0,01 dén 0,1% magie sulfat heptahydrat, tir 0,005 dén
0,05% k&m sulfat heptahydrat, va tir 3,75 dén 20% canxi cacbonat (trong d6

ndng dd % bét ky dugc duge tinh theo % (khdi luong/thé tich)).
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Pé san xuét axit dicacboxylic C4 hidu qua hon bang cach sir dung nim
bién nap thu dugc bing cach sir dung nim soi lam vét chu, qua trinh san xuét co
thé duge thuc hién theo cac budc sau ddy. Nghia 13, axit dicacboxylic C4 ¢6 thé
duoc san xuat hidu qua bang cach chuén bi huyén phu bao it cia té bao bién nap
(bude A), nudi ciy huyén phu bio tir trong moi trudong nudi cdy dé lam nay
mam bio ti tir d6 chuén bi soi nAm (bugc B1), tot hon nita 14 nhan giéng soi
nim (budc B2), va nudi céy soi nAm di duoc chudn bi dé san xuét axit
dicacboxylic C4 (budc C). Tuy nhién, budc nudi ciy té bao bién nap theo sang
ché khéng bi gi6i han boi cac bude sau.

Budc A: Chuin bi huyén phu bao tir

Huyén phu bao tir c6 thé dugc chuan bi béng cach ciy céc bio tir ctia nAm
soi bién nap vao méi truong, chéng han nhu méi truong thach vé co (vi du vé
thanh phan: 2% glucoza, 0,1% amoni sulfat, 0,06% kali dihydro phosphat,
0,025% magie sulfat heptahydrat, 0,009% kém sulfat heptahydrat, 1,5% thach,
trong d6 ndng do % bét ky dugc dugc biéu thi bang % (khéi lugng/thé tich)) va
méi trudng PDA, va nudi cdy tinh & nhiét d6 tir 10 dén 40°C, t6t hon 14 tir 27
dén 30°C ﬁong 7 dén 10 ngay dé hinh thanh bao i, va sau d6 1am lo ltimg bao tir
trong nudc mudi hodc tuong tu. Huyén phu bao tu co thé chira soi ndm hodc
khong.

Buéc B1: Diéu ché sgi nam
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Huyén phu bao tir thu duoc & budc A dugce cdy vao moéi trudng nudi cly
va nudi cdy dé lam nay mam bao tir dé thu dugc soi ndm. S6 lugng bao tir cla
nam soi duoc ciy vao méi trudong nudi cay la tir 1 x 10> dén 1 x 10°® bao tir/mL-
mdi trudng nudi cdy, tét hon 13 tir 1 x 10°dén 5 x 10* bao ti/mL-mbi trudng
nudi cdy, t6t hon nita 1a tir 5 x 10> dén 1 x 10* bao ti/mL-mdi trudng nudi ciy,
con tét hon la nita 12 tr 1 x 10° dén 1 x 10*bao ti/mL-mdi trudng nudi cdy. La
giai phap méi truong nudi ciy, co thé str dung moéi trudng co sin trén thi trudng,
ching han nhu méi trudng PDB, méi trudong LB, mdi truong NB, méi trudng
SB, va moi truong SD. Tu quan diém vé ty 1& nay mam va su phat trién cua soi
nim, méi truong nudi ciy cb thé duoc bd sung mot cach thich hop véi ngudn
cacbon bao gdm monosacarit nhu glucoza va xyloza, oligosacarit nhu sucroza,
lactoza va maltoza, va polysacarit nhu tinh bot; cac chat sinh hoc nhu glyxerin
va axit xitric; nguf‘)n nito nhu amoni sulfat, uré hodc axit amin; va cac chit vo co
khac nhu natri, kali, magie, kém, sét, va cac loai mudi khac nhau nhu phosphat.
Nong d6 uu tién clia monosacarit, oligosacarit, polysacarit va glyxerin tir 0,1 dén
30% (khéi lugng/th tich), ndng do wu tién cua axit xitric tir 0,01 dén 10% (khéi
luong/thé tich), ndng dé wu tién cta amoni sulfat, uré va axit amin tir 0,01 dén
1% (khdi lugng/thé tich), va ndng d6 wu tién ctia chat v co tir 0,0001 dén 0,5%
(khéi luong/thé tich). Trong méi trudng nudi cdy, huyén phu bao tir dugc cay,

va dung dich thu duoc nay dugc nudi ciy tot hon 13 tir 24 dén 120 gio, tot hon
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nita 12 tir 48 dén 72 gid dudi su kiém sodt nhiét d6 nudi cdy tir 25 dén 42,5°C
trong khi khudy & tdc do tt hon 12 80 dén 250 vong/phut, t6t hon nita 14 tir 100
dén 170 vong/phut. Lugng méi truong nudi cdy dugc dua ra dé nuéi cdy cé thé
duoc diéu chinh thich hop theo ding vat chira ding dé nui cdy, va c6 thé tir 50
dén 100 mL khi vat chira 13 binh ¢6 vach ngin 200 mL, va tir 100 dén 300 mL
khi vat chtra 12 binh c6 vach ngin 500 mL. Viéc nudi ciy nay cho phép dugc ciy
bao tr dé ndy mam va phat trién thanh soi ndm.
Budc B2: Nhan giéng soi nAm

T quan diém cai thién ning sut axit dicacboxylic C4, tot hon 1a thuc
hién buéc nuéi cdy thém soi ndm thu duoc & budc Bl dé nhan gidng (Budc B2).
MBoi truong nudi ciy dé nhan giéng duge st dung & bude B2 khong c6 gidi han
cu thé va c6 thé 1a mdi trudng nudi cdy vo co thudng duge st dung chira
glucoza. Vi du vé dung dich nay bao gdm mdi trudng nudi cdy chira tir 7,5 dén
30% glucoza, tir 0,05 dén 2% amoni sulfat, tir 0,03 dén 0,6% Kkali dihydro
phosphat, tir 0,01 dén 0,1% magie sulfat heptahydrat, tur 0,005 dén 0,05% kém
sulfat heptahydrat, va tu 3,75 dén 20% canxi cacbonat (ndng d6 % bat ky & day
dugc biéu thi bang % (khéi 1uqng/thé tich)). Lugng mdi truong nudi ciy dugc
diéu chinh thich hop theo diing vét chira ding dé nuéi cy, va vi du, c6 thé tir 50
dén 300 mL, t&t hon 14 tir 100 dén 200 mL khi vét chira 12 binh Erlenmeyer 500

mL. Té bao nam dugc nudi ciy & budc Bl duge cay vao mai truong nudi cay dé
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thu duoc tir 1 dén 6g té bao ndm/100 mL méi trudng nudi cdy, tét hon 1a tir 3
dén 4g t& bao nAm/100 mL moi trudng nudi cdy theo trong lugng uét, va dung
dich thu duoc niy dugc nuéi ciy tét hon 1a tir 12 dén 120 gid, tot hon nita 1 tir
24 dn 72 gid duéi su kiém soat nhiét d6 nuéi cay tir 25 dén 42,5°C trong khi
khudy & tdc do tir 100 dén 300 vong/phut, t6t hon 14 tir 170 dén 230 vong/phut.
Budc C: San xuét axit dicacboxylic C4

Bang cach nudi cay soi ndm ctia ndm soi thu duge trong quy trinh néu trén
(buée B1 hodc B2), axit dicacboxylic C4 dugc tao ra bsi ndm. Céc diéu kién
nudi cdy c6 thé tuan theo cac diéu kién nudi cdy thong thuong cia nam soi dugc
mbd ta & trén. Luong mdi trudng cd thé tir 20 d&én 80 mL khi st dung binh
Erlenmeyer 200 mL, khoang tir 50 dén 200 mL khi st dung binh Erlenmeyer
500 mL, va tir 10 d&én 15 L khi str dung binh 1én men 30 L. Lugng mdi truong cd
thé dugc didu chinh phu hop v6i vat chira ding dé nudi cdy. Luong té bao ndm
thu duoc & bude B1 hodc B2 dugc ciy vao moi trudng t6t hon 1a tir 5g dén 90g
t& bao nAm/100 mL méi trudng, tdt hon nira 14 tir 5g dén 50g t& bao nam/100
mL mdi trudng theo trong lugng udt. Mot cach thich hop, té bao duoc nudi ciy
trong thoi gian tir 2 dén 240 gid, tot hon 1a tir 12 dén 120 gid trong diéu kién
nhiét do tir 25 dén 45°C, ddng thoi khudy & tée do tir 100 dén 300 vong/phut, t6t

hon 12 tir 150 dén 230 vong/phit. Khi st dung binh 1én men, thyc hién suc khi
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t6t hon 12 tir 0,05 dén 2 thé tich khi/thé tich chat long/phut (vvm), tot hon nita 13
tir 0,1 dén 1,5 thé tich khi/thé tich chat 16ng/phut (vvm).

Té bao bién nap theo sang ché dugc nubi ciy theo quy trinh duoc d& cap &
trén d8 tao ra axit dicacboxylic C4. Sau khi nuéi cdy, axit dicacboxylic C4 dugc
thu hdi tir méi trudng nudi cly. Néu can, axit dicacboxylic C4 thu dugc c6 thé
duoc tinh ché thém. Cac phuong phap thu hdi hodc tinh ché axit dicacboxylic
C4 tlr mdi trudng nudi ciy khong c6 gidi han cu thé, va c6 thé dugc thuc hién
theo ding cac phuong phap thu hdi hodc tinh ché di biét. Vi du, axit
dicacboxylic C4 trong méi trudng nudi cdy cé thé dugc thu héi hosc tinh ché
bang céch loai bd té bao hodc twong tu khoi méi truong nudi ciy bang phuong
phap gradien, loc, ly tam hodc tuong tu, c6 déac phﬁn nuoi cé'ly con lai theo yéu
cAu, va sau d6 chuyén dich c¢6 ddc sang phuong phap két tinh, phuong phap trao
d6i ion, phuong phép chiét xuat bang dung moéi, hodc su két hop ctia cac phuong
phap nay.

Té bao bién nap theo sang ché duoc tach ra khoéi méi trudng nudi cy co
thé duoc tai st dung dé tao ra axit dicacboxylic C4. Vi du, d6i véi té bao bién
nap theo sang ché duoc tach ra khéi méi trudng nudi cdy, moi trﬁc‘mg dugc mo
ta & trén dugc bd sung mai, va sau d6 moi trudong tao ra dugc nuodi céy lai trong
cac diéu kién trén dé tao ra axit dicacboxylic C4. Do d6, axit dicacboxylic C4 ¢6

thd dugc thu hdi tr méi trudng. Qua trinh nay cé thé dugc lap lai nhiéu hon.
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Trong phuong phap san xuat theo sang ché, viéc nudi cdy té bao bién nap va thu
hdi axit dicacboxylic C4 ¢6 thé dugc tién hanh theo mét cach thirc bat ky trong
sb cac céach thire hang loat, ban hang loat, va lién tuc.

4. Phuong an lam vi du

Nhu cac phuong 4n 1am vi du theo sang ché, cic chat, phuong phap san
xudt, cach sir dung va cac phuong phap dugce dé cap thém & day nhu sau. Tuy
nhién, sang ché khéng bi gi6i han & cic phuong an nay.

(1) Polypeptit bao gdm trinh tu axit amin dugc biéu thi béi SEQ ID NO: 2
hodc trinh tu axit amin c¢6 do déng nhét it nhat 90% so véi trinh tu nay.

(2) Polypeptit theo diém (1), trong d6 tét hon 13, trinh tu axit amin c6 do
dong nhét it nhat 90% véi trinh ty axit amin duoc biéu thi béi SEQ ID NO: 2 1a
trinh tu axit amin ¢6 90% tr& 1én, t6t hon 1a 95% trd 1én, t6t hon nita 1a 96% trd
1én, tot hon nita 1a 97% trd 18n, t6t hon nita 1a 98% trd 1én, tét hon nita 1a 99%
do déng nhét véi trinh tu axit amin duoc biéu thi boi SEQ ID NO: 2; hoic

trinh tir axit amin trong d6 tir 1 d&én 10, t5t hon 13 tir 1 dén 8, t&t hon nita 1a
tir 1 dén 5, con tot hon 1a tir 1 dén 3 axit amin bi x6a bo, thay thé, bd sung hodc
chén vao trinh tu axit amin duoc biéu thi béi SEQ ID NO: 2.

(3) Polypeptit theo diém (1) hodc (2), tét hon 1a ¢ hoat tinh cacbonic

anhydraza.
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(4) Polypeptit theo diém bét ky trong s6 cac diém tir (1) d&én (3), t6t hon 14,
c¢6 chirc nang cai thién ning suit axit dicacboxylic C4 trong té bao.

(5) Polypeptit theo diém (4), cai thién ning suét axit dicacboxylic C4
trong t& bao tot hon 1a 5% trd 18n, tot hon nita 12 10% trd 1én, con tét hon nita 14
15% trd 1én.

(6) Polynucleotit ma héa polypeptit theo diém bat ky trong s6 cac diém tir
(1) &n (5).

(7) Polynucleotit theo diém (6), t6t hon 13 bao gdm trinh tu nucleotit duge
biéu thi boi SEQ ID NO: 1 hoic trinh tu nucleotit c6 d6 ddng nhat it nhit 90%
so v&i trinh tu nay.

(8) Polynucleotit theo diém (7), trong d6 t6t hon 13, trinh tu nucleotit c6 do
ddng nhét it nhit 90% véi trinh tu nucleotit duge biéu thi boéi SEQ ID NO: 1 1a
trinh tu nucleotit ¢6 90% tr& 1én, tot hon 13 95% trd 1én, t6t hon 1a 96% tré 1én,
tot hon nita 1a 97% trd 1én, ot hon nita 14 98% trd 1én, con tét hon nita 14 99%
d6 d6ng nhat v4i trinh tu nucleotit duoc biéu thi bai SEQ ID NO: 1; hoic

trinh ty nucleotit trong do tu 1 dén 30, t6t hon 1a tir 1 dén 24, t6t hon nita
1a tir 1 dén 15, con tdt hon nita 1a tir 1 dén 9 nucleotit bi x6a bo, thay thé, bd
sung hodc chén vio trinh tu nucleotit dugc biéu thi béi SEQ ID NO: 1.

(9) Polynucleotit theo diém bat ky trong sb cac diém tir (6) dén (8), tét hon

13 cADN hogc ADN téng hop héa hoc.
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(10) Vecto hoic doan ADN bao gdm polynucleotit theo diém bat ky trong
s6 cac diém tir (6) dén (9).

(11) Vecto hoic doan ADN theo diém (10), tét hon 13 bao gdm thém ving
kiém soat duoc lién két chirc ning véi polynucleotit.

(12) Té bao bién nap bao gébm polynucleotit ngoai sinh theo diém bét ky
trong sb cac diém tir (6) dén (9).

(13) Té bao bién nap tét hon 14 bao gdm polynucleotit theo diém bat ky
trong sb cac diém tir (6) dén (9) hoic vecto hoic doan ADN theo diém (10).

(14) Té bao bién nap trong d6 su biéu hién cua polynucleotit theo diém bt
ky trong s6 cac diém tir (6) dén (9) duoc ting cudng.

(15) Té bao bién nap theo diém bit ky trong sé cac diém (12), (13) hoic
(14), t6t hon 13 té bao cta vi sinh vét.

(16) Té bao bién nap theo diém (15), trong d6 vi sinh vt t6t hon 13 nim
SO1.

(17) Té bao bién nap theo diém (16), trong d6 nam soi t6t hon 1a Rhizopus.

(18) Té bao bién nap theo diém (17), trong d6 Rhizopus tot hon 14
Rhizopus delemar hodc Rhizopus oryzae, tot hon nita 1a Rhizopus delemar.

(19) Té bao bién nap theo diém bat ky trong sb cac diém tir (12) dén (18),

t6t hon 1a da cai thién ning suit axit dicacboxylic C4.
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(20) Té bao bién nap theo diém (19), d3 cai thién ning suit axit
dicacboxylic C4 t5t hon 14 5% tréd 1én, tot hon nita 13 10% trd 1én, con t5t hon
nira 1a 15% tro 1én.

(21) Té bao bién nap theo diém (19) hozc (20), trong d6 axit dicacboxylic
C4 t6t hon 1a axit fumaric, axit malic hodc axit succinic, tdt hon nita 13 axit
fumaric hodc axit malic, con tot hon nira 13 axit fumaric.

(22) Phuong phap san xudt axit dicacboxylic C4 bao gdm nudi ciy té bao
bién nap theo diém bat k¥ trong s6 cac diém tir (12) dén (21).

(23) Phuong phép theo diém (22), bao gém thém qua trinh thu hdi axit
dicacboxylic C4 tir moi trudng nuoi chy.

(24) Phuong phap theo diém (22) hodc (23), trong d6 axit dicacboxylic C4
la axit fumaric, axit malic hodc axit succinic, ot hon nita 13 axit fumaric hoic
axit malic, con tdt hon nita 13 axit fumaric.

(25) Phuong phép san xudt t& bao bién nap bao gdm viéc dua
polynucleotit theo diém bat k¥ trong s cac diém tir (6) dén (9) vao té bao chi,
hodc tang cudng su biéu hién cia polynucleotit theo diém bét ky trong sb céc
diém tir (6) dén (9).

(26) Phuong phap cai thién nang suét axit dicacboxylic C4 trong té bao

chu, bao gém viéc dua polynucleotit theo diém bt ky trong sb cac diém tir (6)
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dén (9) vao té bao chu, hoic ting cudng su biéu hién cia polynucleotit theo
diém bét ky trong s cac diém tir (6) dén (9).

(27) Phuong phép theo diém (26), trong d6 ning suét axit dicacboxylic C4
trong té bao chu dugc cai thién t6t hon 12 5% trd 1én, tot hon nita 1a 10% tr6 1én,
con tot hon nita 13 15% tré 1én.

(28) Phuong phéap theo diém (26) hoic (27), trong d6 axit dicacboxylic C4
tot hon 12 axit fumaric, axit malic ho#c axit succinic, tdt hon nita 12 axit fumaric
hodc axit malic, con tdt hon nita 13 axit fumaric.

(29) Phuong phap theo diém bét k¥ trong s céc diém tir (25) dén (28), tot
hon 12 bao gdm viéc dua vecto hodc doan ADN theo diém (10) vao té bao chu.

(30) Phuong phép theo diém bat ky trong s6 céc diém tir (25) dén (29),
trong d6 té bao chu t6t hon 12 té bao ctia vi sinh vat.

(31) Phuong phap theo diém (30), trong d6 vi sinh vat t6t hon 1 ndm soi.

(32) Phuong phép theo diém (31), trong d6 ndm soi t6t hon 1a Rhizopus.

(33) Phuong phap theo diém (32), trong d6 Rhizopus tot hon 1a Rhizopus
delemar hoac Rhizopus oryzae, t5t hon nita 1a Rhizopus delemar.

Vi du thyc hién sang ché

Sau day, sang ché s& duoc md ta chi tiét hon dua trén cac vi du, tuy nhién,

sang ché khong bi han ché & cac vi du nay.

Vidu 1: Tao té bao bién nap
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(1) Chiét bd gen

Céac bao tr cua ching Rhizopus delemar JCM 5557 (B suu tap cac vi
sinh vat//RIKEN cta Nhit Ban) (sau day, dugc goi 1a chung 5557) dugc cly vao
moi truong PDA, va dugc nuoi ciy ¢ 30°C trong 5 ngdy. Sau khi nudi cdy, céc
soi ndm thu duoc nay duoc dit vao mot éng dong nhét 3 mL cing véi nén kim
loai dung cho éng 3 mL (Yasui Kikai Corporation), va sau d6 dugc dong lanh
nhanh trong nito 1ong 10 phtt trd 1én. Sau d6, cac s¢i nam duoc dong nhét trong
10 giay & toc do 1700 vong/phit bing cach sir dung méy nghién bi dao dong
(Yasui Kikai Corporation). Sau khi dong nhit, 400 pL dém TE (d6 pH 8,0)
(NIPPON GENE CO., LTD.) dugc bd sung vao vat chira va duoc tron déu b.%lng
cach dao nguogc, va 250 pL hon hop thu duge nay duge chuyén vao éng 1,5 mL.
Tt dung dich soi nim thu duoc, qué trinh chiét bd gen duoc thuc hién béng cach
stt dung "Dr. GenTLE (tir ndm men)" (Takara Bio Inc.) theo quy trinh chuén
(Protocol). Cho 50 pL dung dich chira b gen thu duoc, bd sung 1 uL RNaza A
(Roche, Ltd.), va phan tng & 37°C trong 1 gi¢. Sau phan ung, mot luong
phenolcloroform bang nhau dugc bd sung va sau khi tron bang cach nho tir tir
vao, hon hop thu duoc nay duge ly tAm & 4°C trong 5 phut & tbc do 14.500
vong/pht, va dich ndi dugc chuyén sang dng 1,5 mL méi. Qua trinh xir 1y

phenolcloroform dugc 1dp lai mot 14n nita va sau d6 san phém thu duogc nay
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duoc dua vao dé Kkét taa trong etanol dé thu duoc dung dich chtra bd gen tinh
sach cua chung 5557.
(2) Biéu ché cADN
(i) Tach chiét ARN tong sd

Trong méi truong long 40 mL (0,1 g/ (NH4),SO4, 0,6 g/L KH,POq, 0,25
g/L. MgSO,7H,0, 0,09 g/l ZnSO,7H,0, 50 g/L canxi cacbonat, va 100 g/L
glucoza), 6 g, theo trong luong uédt, cia soi nam thudc ching 5557 duoc céy, va
nudi cdy & 35°C trong 8 gio véi tbc do 170 vong/phut. Méi trudng nudi cay thu
dugc nay dugc loc dé thu hoi cac soi nAm tir dung dich, va cic soi nam dugce ria
hai 14n bing 100 mL nuéc mudi 0,85%. Sau khi rtra, nuéc thira duoc loai bd
bang cach loc hut, va sau d6 can 0,3 g soi nam, dat vao dng dong nhit 3 mL
cung véi nén kim loai 3 mL (Yasui Kikai Corporation), va sau d6 ngay lap tic
dat vao trong nito long dé dong lanh. Cac sgi nam dong lanh thu dugc nay dugc
ddng nhét trong 10 gidy & toc d6 1.700 vong/phut bang cach sir dung may
nghién bi dao déng (Yasui Kikai Corporation). Péi v6i soi nAm da duogc dong
nhét, 500 uL dém RLT duoc bd sung vao va tron déu béng cach dao nguoc, sau
doé 430 uL hon hop thu dugc nay dugc dua vao kit RNeasy Plant Mini (Qiagen),
va thuc hién chiét xuat ARN téng s6. Cho 40 uL dung dich ARN thu dugc, 1 pL
DNaza I (Takara Bio Inc.) va bb sung vao 5 pL 10 x dém DNaza I (USB

Corporation). Hon hop thu dugc nay dugc 1am day t6i 50 pL véi nude khong

-35-



36673

chira RNaza va duoc phéan Gmg & 37°C trong 30 pht tré 1én dé loai bé ADN con
st lai trong dung dich. Hon nita, 1 pL DNaza I dugc b6 sung vao, hdn hop thu
duoc nay duoc phan tmg & 37°C trong 30 phit, va dua vao chiét
phenol/cloroform sau d6 két tia bing etanol. Chét két tha dugc hoa tan trong
50uL nuée vo tring, va néng do va do tinh khiét ctia dung dich ARN dugc xac
dinh bing cach sir dung Qubit (Life Technologies). Hon nita, dung dich ARN
dugc pha lodng mét cach thich hop, va thtr nghiém ARN chiét xuit duogc thuc
hién bing cach str dung Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) va kit
ARNG6000 Pico (Agilent Technologies). Dung dich ARN thu dugc nay dugc xac
nhan 1 ¢6 chi s6 phan hity ARN, "sé nguyén ven ARN (RIN)" 12 6,0 tr& 1én, va
dung dich ARN thu duoc nay dugc goi 1a ARN tong sd.
(ii) Téng hop cADN

Téng hop cADN duoc thuc hién bang cach st dung SuperScript IIT First-
Strand Synthesis SuperMix cho qRT-PCR (Invitrogen). Cu thé 13, 1 pg dung
dich ARN thu dugc trong (i) dugc 1am diy dén 8 uL véi nuéec DEPC, sau do,
10pL 2 x hdn hop phan tmg RT va 2 pL hon hop enzym RT dugc bd sung vao
dung dich va trén déu nhe nhang, sau dé hdn hop thu duoc nay dugc phan ting &
25°C trong 10 phut, 6 50°C trong 30 phut, va & 85°C trong 5 phut. Sau phan Ung,
1 puL RNaza H dugc bd sung vao dung dich, hdn hop thu dugce nay dugc phan

ung & 37°C trong 20 phut, va phan thu dugc duge str dung lam dung dich cADN.
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(3) Chuén bi vecto plasmit
(i) Pua vung gen trpC vao pUC18

St dung ADN b gen cua ching 5557 thu dugc trong (1) ¢ trén lam khudn,
mot doan ADN chira gen trpC (SEQ ID NO: 3) dugc tong hop bang PCR si
dung doan mdi oJK162 (SEQ ID NO: 4) va 0JK163 (SEQ ID NO: 5). Sau do,
béng cach st dung plasmit pUC18 lam khudn, doan ADN duogc khuéch dai béng
PCR st dung doan mdi 0JK164 (SEQ ID NO: 6) va 0JK165 (SEQ ID NO: 7).
Hai doan trén duoc gin v6i nhau bang cach sir dung kit In-Fusion HD Cloning
(Clontech Laboratories, Inc.) dé tao ra plasmit pUC18-trpC.
(i) Nhén ban trinh tu khéi dau va trinh tu két thuc ADH]1

St dung ADN b gen cuia ching 5557 thu duoc trong (1) & trén lam khu6n,
mot doan ADN chia trinh tu khéi ddu ADHI1 (SEQ ID NO: 8) va mot doan
ADN chira trinh tu két thic ADH1 (SEQ ID NO: 9) mdi doan dugc khuéch dai
biang PCR st dung cip mdi 0JK202 (SEQ ID NO: 10) va 0JK204 (SEQ ID NO:
11), va cip mdi 0JK205 (SEQ ID NO: 12) va 0JK216 (SEQ ID NO: 13) tuong
tmg. Tiép theo, bang cach st dung plasmit pUC18-trpC thu dugc trong (i) lam
khuon, mot doan ADN duoc khﬁéch dai béng PCR st dung cap mdi 0JK210
(SEQ ID NO: 14) va oJK211 (SEQ ID NO: 15). Ba doan 6 trén dugc gén véi
nhau theo quy trinh tuong tu nhu trong (i) dé tao thanh plasmit pUC18-trpC-

Padh-Tadh. Trong plasmit thu duogc, trinh tu khéi dau va trinh tu két thic ADH1
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dugc sip xép xudi chiéu cia ving gen trpC theo thir ty nay. Hon nita, & phan
xudi chiéu cia trinh tu két thic ADH1, mdt trinh tu nhan dang enzym giéi han
Not I dugc sap xép.
(iii) Chuén bi vecto plasmit

Mot plasmit chira gen dugc biéu thi bdi SEQ ID NO: 1 (sau day, duoc goi
1a RACA1S) duoc tdng hop bing cach tong hop gen nhan tao, va dugce khuéch
dai bing PCR sir dung cic doan méi NK-035 (SEQ ID NO: 16) va NK-036
(SEQ ID NO: 17). Tiép theo, st dung plasmit pUC18-trpC-Padh-Tadh thu dugc
trong (ii) lam khuon, mét doan ADN dugc khuéch dai bang PCR st dung cac
doan mdi NK-011 (SEQ ID NO: 18) va NK-012 (SEQ ID NO: 19). Hai doan
néu trén dugc gin voi nhau theo quy trinh twong twy nhu trong (i) dé tao ra
plasmit pUClS-trpC—Padh—RdCAlS-Tadh. Trong plasmit thu duoc, gen
RACA1S duoc biéu thi béi SEQ ID NO: 1 duge chén véo gita trinh tu khoi dau
va trinh tu két thic ADH. Hon nita, mdt plasmit chtta gen duge biéu thi béi SEQ
ID NO: 22 (sau day dugc goi la RACAI1L) duoc téng hop bang cach tong hop
gen nhan tao, va duoc khuéch dai b%mg PCR su dung cac doan mdi Padh-
RACAfull F (SEQ ID NO: 24) va RdCA—Tadh'R2 (SEQ ID NO: 25). Tiép theo,
st dung plasmit pUC18-trpC-Padh-Tadh thu dugc trong (ii) lam khudn, doan
ADN duoc khuéch dai bang PCR str dung cac doan mdi RAPADH R (SEQ ID

NO: 26) va RATADH F (SEQ ID NO: 27). Hai doan trén dugc gén v6i nhau
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theo quy trinh tuong tu nhu trong (i) dé tao ra plasmit pUC18-trpC-Padh-

RACAI1L-Tadh.

Céc doan mdi PCR duoc st dung dé chuan bi vecto plasmit pUC18-trpC-

Padh-RdCA1S-Tadh va pUC18-trpC-Padh-RdCA1L-Tadh dugc thé hién trong

Bang 1.
Bang 1
DPoan mbi Trinh tu (5'—>3'") SEQID
NO:
0JK162 cgagctcgaattatttaaatgaacagcaagttaataatctagaggg 4
0JK163 tatgaccatgattacgatgagaggcaaaatgaagcgtac 5
0JK164 atttaaataattcgagctcggtaccegggg 6
0JK165 cgtaatcatggtcatagetg 7
0JK202 tagagggaaaaagagagaattgaaatagg 10
0JK204 ttttgttatttaattgtattaattgataatg 11
0JK205 aattaaataacaaaatcattttaattacgcattttc 12
0JK216 catgattacgcggccgegcecattataatgcactagtg 13
0JK210 ctctttttccctctaatgagaggceaaaatgaagegtac 14
oJK211 aattaaataacaaaaatgtcttctatcgaaacctccaaaatctc 15
NK-035 aattaaataacaaaaatggtgtcttctcctatecg 16
NK-036 gcgtaattaaaatgattataaaggttgacaage 17
NK-011 ttttgttatttaattgtattaattg 18
NK-012 tcattttaattacgcattttc 19
RAPADH R ttttgttatttaattgtattaattg 24
RATADH F tcattttaattacgcattttcatttac 25
Padh-RdCAfull F | aattaaataacaaaaatgatgacccaagaactggatg 26
RACA-Tadh R2 | gcgtaattaaaatgattataaaggttgacaagcataaatag 27
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(4) Dua gen vao té bao chu
(i) Chuén bi ching dinh dudng thu dong trytophan

Ching dinh dudng thu doéng trytophan dugc st dung lam té bao chu cla
qué trinh chuyén gen di duoc lua chon va thu nhan tir céc ching dot bién thu
duoc béng cach chiéu xa chum ion vao ching 5557. Chiéu xa chum ion dugc
thuc hién tai co s& chiéu xa ion cta Vién nghién clru buc xa tién tién Takasaki
(TIARA: Takasaki Ion Accelerators for Advanced Radiation Application), thudc
Vién Khoa hoc va Céng nghé Lugng tr va Phéng xa Quéc gia. Qua trinh chiéu
xa duoc thuc hién bé'lng cach tang tbe 2C*" str dung AVF cyclotron, va chiéu xa
100 dén 1250 Gray véi nang lugng 220 MeV. Céc bao tir duge thu héi tir céc soi
nam dugc chiéu xa, va trong sb6 d6, da thu dugc ching Rhizopus delemar 02T6
6 biéu hién dinh dudng thu dong tryptophan (sau diy duoc goi la chung 02T6).
Ching 02T6 c6 trinh tu nucleotit trong d6 nucleotit thir 2093 bi x6a bo trong
viing ma héa gen trpC (SEQ ID NO: 3) ¢6 chidu dai day di 12 2298 bp.
(ii) Khuéch dai vecto plasmit

St dung céc vecto plasmit pUC18-trpC-Padh-Tadh, pUC18-trpC-Padh-
RACA1S-Tadh va pUC18-trpC-Padh-RdCA1L-Tadh dugc chuin bj trong’ 3)¢6
trén, ching E. coli DH5a (NIPPON GENE CO., LTD.) dugc bién nap bang
phuong phap bién nap té bao kha bién. Té bao bién nap thu duoc niy duoc dé &

37°C qua dém, va khuan lac thu dugc ndy duoc cdy vao 2 mL mdi trudng 16ng
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LBamp (Bacto Trypton 1%, chiét xuit ndm men 0,5%, NaCl 1%, ampicillin
natri 50 pg/mL) va duoc nudi cdy & 37°C qua dém. Tlr moi trudong nudi cay thu
duoc, mdi vecto plasmit duoc tinh ché bang cach sir dung kit High Pure Plasmid
Isolation (Roche Life Science).
(iii) Pua vecto plasmit vao té bao chu

Mbi 10puL dung dich ADN (1 pg/uL) chta vecto plasmit pUC18-trpC-
Padh-Tadh, pUC18-trpC-Padh-RdCA1S-Tadh va pUC18-trpC-Padh-RdCAIL-
Tadh thu duoc trong (ii) dugce bd sung vao 100 uL dung dich chira hat vang (60
mg/mL) va trén, sau do bd sung 40 pL spermidin 0,1 M, va hén hop thu duoc
nay duoc khudy déu bang dong xody. Thém nita, 100 uL CaCl, 2,5 M duge bd
sung vao, hon hop thu dugc nay duge khudy déu bang dong xody trong 1 phut
va ly tAm trong 30 gidy & toc do 6000 vong/phit, va dich nbi dugc loai bo. Pé
két tia thu duge, 200 pL EtOH 70% duogc bd sung vao, hdn hop thu duge dugc
khudy déu bang dong xody trong 30 gidy va ly tdm trong 30 gidy & tbc d6 6000
vong/phut, va dich ndi dugc loai bo. Phin két tiia thu duge duge tai huyén phu
trong 100 L. EtOH 100%.

Tiép theo, ddi v6i cac bao tir clia ching 02T6 dugc chuén bi trong (i), gen
duoc dua vao béi GDS-80 (Nepa Gene Co., Ltd.) bang cach st dung dung dich
chtra hat vang ADN duge mo6 ta ¢ trén. Cac bao tir c6 gen duoc dua vao dugc

nuéi cdy tinh trong méi trudong thach vé co (20 g/L glucoza, 1 g/L amoni sulfat,
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0,6 g/L kali dihydro-phosphat, 0,25 g/L magie sulfat-heptahydrat, 0,09 g/L kém
sulfat-heptahydrat, 15 g/L thach) ¢ 30°C trong khoang mot tudn. Mot phan cia
soi ndm da phét trién dugc loai ra bang que cdy dau tron, va lo ling trong TE
(d6 pH 8,0) (NIPPON GENE CO., LTD.). Huyén phu thu duoc duge xir ly &
95°C trong 15 phut va céac axit nucleic dugc chiét xuét tir cac chung bién nap.
Phén tmg PCR duoc thyc hién bang cach st dung axit nucleic thu duge lam
khuén va cac doan mdi 0JK438 (SEQ ID NO: 20) va 0JK439 (SEQ ID NO: 21),
va ching trong d6 viéc dua vao doan ADN quan tam da duoc xdc nhan duoc lya
chon lam ching bién nap. Cac doan mdi PCR duge sir dung dugce liét ké trong
Bang 2. Chung thu dugc trong d6 pUC18-trpC-Padh-RdCA1S-Tadh chita ADN
trong d6 gen RACALS dugc gén xudi chiéu trinh tu khéi ddu ADHI duge dua
vao duogc chi dinh la ching CAI1S, va chung thu dugc trong d6 pUC18-trpC-
Padh-RdCA1L-Tadh chira ADN trong d6 gen RACA1L dugc gan dugc dua vao
duogc chi dinh 1a ching CA1L. Trong khi d6, chung thu dugc trong do vecto
plasmit pUCI18-trpC-Padh-Tadh chita ADN trong dé gen RACA1 chua dugc
chén duge dua vao sit dung 1am chung dbi chimg 4m (sau ddy duoc goi 1a ching
NC). Cac soi nam con lai dugc loai ra bang que ciy dau tron, va duoc trén manh
trong dung dich thu hdi bao tir (8,5 g/L natri clorua, 0,5 g/L polyoxyetylen
sorbitan monooleat). Hon hop huyén phi bao tir dugc loc bang thiét bi loc thuy

tinh loai phdu hinh tru 3GP100 (SIBATA SCIENTIFIC TECHNOLOGY Ltd.)
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dé thu duge dung dich bao tir. S5 lugng bao tir trong dung dich bao tir thu dugc

duoc do bang may dém té bao tu dong TC20 (Bio-Rad Laboratories, Inc.).

Bang 2
Poan mdi | Trinh tu (5'—3") SEQ ID NO:
0JK438 gttecttgctgtggatttgte 20
0JK439 gggtgtatctetgtectattcatg 21

Vi du 2: Do hoat tinh cacbonic anhydraza ndi bao cua chung CA1S
(1) Nubi cy ching
(i) Chuén bi sgi nAm

Cho vao binh Erlenmeyer c¢6 vach ngan 500 mL (AGC Inc.), 200 mL méi
truong SD/-Trp (Clontech Laboratories, Inc.) voi ndéng d6 cudbi cua sorbitan
monolaurat dat 0,5% (thé tich/thé tich) (Rheodol SP-L10 (Kao Corporation)) va
cung cip méi truong PDB (Becton, Dickinson and Company), va mbi dung dich
bao tir cua ching CA1S va ching 5557 dugc chuan bi trong vi du 1 dugc ciy
vao méi truong véi ty 18 1 x 10° bao ti/mL-mdi trudng, va moi trudng thu dugce
duoc nudi cy trong didu kién khudy & 170 vong/phit & 27°C trong 3 ngay. Mbi
trudng nudi cdy thu dugc duoc loc bang ludi thép khong gi duge khir trung
trude c6 ¢ 16 250 um (AS ONE Corporation), va soi nam dugc thu hoi trén ludi
loc.

(ii) Su nhén giong cla sgi nam
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Cho 100 mL dung dich nubi céy vo co (0,1 g/ (NH4),SO,, 0,6 g/L
KH,POy,, 0,25 g/ MgSO4 7H,0, 0,09 g/L. ZnSO,4 7H,0, 50 g/L canxi cacbonat,
va 100 g/L glucoza) vao trong binh Erlenmeyer 500 mL, cdy 5,0 dén 8,0 g soi
nim w6t duge thu hdi trong (i) va dung dich thu duoc duge nudi ciy trong didu
kién khudy & 220 vong/phut & 27°C trong khoang 40 gid. Mbi trudng nudi ciy
thu duoc ndy dugc loc bang gia bo loc ludi thép khong gi da khir tring trude
(MILLIPORE) dé thu hoi soi ném trén ludi loc. Cac soi ndm duoc rira sach
thém trén gia bo loc béng 200 mL nudc mudi. Nude mudi dugce st dung dé rtra
duoc loai bo bang cach loc hiit.

(2) Chuén bj dich dong thé soi ndm

Cho 40 mL méi trudng nudi cdy vo co (0,0175 g/L(NH,),SO04, 0,06 g/L
KH,PO,4, 0,375 g/ MgSO,7H,0, 0,135 g/l ZnSO,7H,O, 50 g/ canxi
cacbonat, 100 g/L glucoza) vao trong binh Erlenmeyer cé thé tich 200 mL, cAy
6,0 g soi nAm udt ctia mdi ching CA1S va ching 5557 thu dugc trong (1) & trén,
va dung dich thu duoc duoc nudi ciy trong didu kién khudy & 170 vong/phut &
35°C trong 24 gid. Mbi truong nudi cdy thu duge niy duogc loc bang gia b loc
man chin thép khong gi duoc khir tring truée (MILLIPORE) dé thu hdi soi ndm
trén bd loc. Hon nita, soi ndm duoc ria sach trén gia bo loc bﬁmg 200mL nudc
mubi, va duoc loc hat dé loai bé nude mudi. Cac soi nim dugc dong lanh & -

80°C trong mdi 0,3 g. C4c soi nam dong lanh dugc déng nhét béng cach st dung
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may nghién bi dao dong va nén kim loai (Yasui Kikai Corporation). Dé thu
duoc két qua, bd sung 1 ml dém Tris-HCI 50mM (d6 pH 8,0), va cac soi ndm
duoc ddng nhat mot 1an nita va duogc ly tAm & 4°C trong 5 phut véi toe do 15000
vong/phut, va sau d6 dich ndi thu duoc niy dugc cd dic va rira bang cach sir
dung AmiconUltra-0,5 (3 kDa) dé thu duoc dich déng thé soi nAm.
(3) Do hoat tinh cacbonic anhydraza

Cho vao dia xét nghiém 96 giéng IWAKI CO., LTD.) 10 pL dich ddng
thé soi ndm cta ching CA1S va chung 5557 thu dugc trong (2) & trén, bd sung
120 pL dung dich phan tmg (néng d6 cubi cung 50 mM cuia Tris-HCI d6 pH 8,0,
bd sung 50 mM Na,SOy,, 0,004% phenol mau dd), va sau d6 bb sung 70 puL nude
bdo hoa CO,thu duoc bing cach ngdm nudc da kho vao nudc trong 30 phut dé
bat diu phan tng. Bing cach sir dung thoi gian cho dén khi d6 hap thu & 557 nm
0 30°C tré nén thép hon 0,35 theo tiéu chuén, gia tri hoat d¢ (U/g trong luong
udt cua soi ném) dugc tinh theo dung tai liéu (C.S. Gai et al., AMB Express
2014, 4, 2-13.). Két qua phan tich dugc thé hién trong bang 3. So véi hoat tinh
cacbonic anhydraza ctia chung 5557 1 chung kiéu dai, hoat tinh cacbonic

anhydraza ctia ching CA1S di duoc cai thién gip 22 lan.
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Bang 3

Hoat tinh cacbonic anhydraza (U/g ,
Khuon o, So sanh tuong doéi
trong lugng udt cua soi nam)

Chung 5557 5,1 1

Chung CA1S 112 22

Vi du 3: Niang suét axit dicacboxylic C4 ctia chiing CA1S va ching CAIL
(1) Nubi ciy ching
(i) Chuén bi soi ndm

Cho vao binh Erlenmeyer c6 vach ngan 500 mL (AGC Inc.), 200 mL m6i
truong SD/-Trp (Clontech Laboratories, Inc.) véi nong do cudi cla sorbitan
monolaurat dat 0,5% (thé tich/thé tich) (Rheodol SP-L10 (Kao Corporation))
duge cung cip, va mdi dung dich bao tir clia ching CA1S, chung CAIL va
ching NC duogc chudn bi trong vi du 1 dugc cdy vao mdi trudng véi ty 18 1 x
10’ bao tir/mL mdi truong, va dung dich thu dugc nay duge nudi cdy trong diéu
kién khudy & 170 vong/phit & 27°C trong 3 ngay. Mdi trudng nudi cay thu duoc
duoc loc bang ludi thép khong gi dugc khir tring trude c6 cd 16 250 pm (AS
ONE Corporation), va soi ndm duoc thu hdi trén bo loc.

Cho vao binh Erlenmeyer cé vach ngan 500 mL (AGC Inc.), 200 mL m6i
truong SD/-Trp (Clontech Laboratories, Inc.) véi noéng d6 cudi cta sorbitan

monolaurat dat 0,5% (thé tich/thé tich) (Rheodol SP-L10 (Kao Corporation))
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duoc cung cip, va mdi dung dich bao tir ctia ching CA1 va ching NC dugc
chuén bi trong vi du 1 duoc cdy vao moi truong véi ty 18 1 x 10° bao ti/mL méi
trurong, va dung dich thu dugce nay dugc nubi cdy trong diéu kién khudy & 170
vong/phut & 27°C trong ba ngay. Mdi truong nudi cdy thu duge dugc loc bang
ludi thép khéng gi dugc khi tring truéc c6 c& 16 250 um (AS ONE
Corporation), va soi ndm dugc thu hdi trén bo loc.
(i) Su nhan gidng ctia soi nAm

Soi ndm duoc nhan giéng trong cac diéu kién tuong tu nhu trong vi du
2(1)(ii).
(2) Péanh gia ning suét axit dicacboxylic C4 cla c4c ching bién nap

Cho 40 mL dung méi trudng nudi cdy vé co (0,0175 g/L (NH),SO,,
0,06g/L KH,PO,, 0,375 g/LL. MgSO4-7H,0, 0,135 g/L ZnSO,4 7H,0, 50 g/L canxi
cacbonat, 100 g/L glucoza) vao trong binh Erlenmeyer 200 mL, cay 6,0 g soi
ndm udt ctia mdi ching CA1S, ching CAIL va chiing NC thu dugc trong (1) &
trén, va dung dich thu dugc dugc nudi cz?'ty trong diéu kién khqu 6 170
vong/phtt ¢ 35°C. Sau khi nu6i cy trong 8 gid, dich ndi nuoi cay khong c6 soi
ndm duoc thu’ hdi, va duge dinh lugng axit dicacboxylic C4 (axit fumaric, axit
malic) bing cach st dung quy trinh dugc md ta trong vi du tham khéo 1 bén

dudi. Dua trén luong dinh lugng cua mdi axit dicacboxylic C4, ty 1& cai thién
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ning suit ciia timg axit dicacboxylic C4 cta ching CA1S va ching CA1L dugc
tinh theo phuong trinh sau day.

Ty 1€ cai thién (%)

= (téc d6 san xuét cta ching CA1S va ching CAIL /

tdc d6 san xudt cia ching NC va ching 5557) x 100 - 100

Céc két qua dugc thé hién trong bang 5. So véi ching NC ma gen RACA1
khong dugc dua vao, thdy ring ching CA1S d4 cai thién ning suét axit malic
18% va axit fumaric 28%. Mt khac, khong quan sat thiy su cai thién nang sut
axit fumaric & chung CA1L so v6i chung 5557.
Bang 4

Téc d6 san xuit axit dicacboxylic C4 & 8-gio (g/L/gid)

Tén ching Axit malic Axit fumaric
Ching CA1S 0,13 1,92
Ching NC 0,11 1,50

Téc d6 san xudt axit dicacboxylic C4 & 19-gidr (g/L/gid)

Tén chung . Axit malic Axit fumaric
Chuing CA1L 0,24 0,93
Chung 5557 0,07 1,26
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Bang 5

Ty 1& cai thién ning suét (%)
Tén chung Axit malic Axit fumaric
Chung CA1S 18 28
Chung CA1L 343 -26

Vi du tham khao 1: Pinh lugng axit dicacboxylic C4

Dinh lugng axit dicacboxylic C4 (axit fumaric, axit malic va axit succinic)
trong dich ndi nuéi cdy duge thuc hién boi HPLC.

Dich ndi nuéi cdy duoc dua ra phan tich HPLC duge pha long mét cach
thich hop bang cach sir dung axit sulfuric 37 mM, va cic chét khong hoa tan
dugc loai bod biang cach sir dung DISMIC-13c¢p (mang xeluloza axetat 0,20 um,
ADVANTEC) hodc tim loc AcroPrep 96 (mang GHP 0,2 pum, Pall Corporation).

LaChrom Elite d3 dugc st dung 1a thiét bi cho HPLC (Hitachi High-
Technologies Corporation). Cot polyme la ¢4t phén tich dé phan tich axit hitu co
ICSep ICE-ION-300 (7,8 mm I.D. x 30 cm, TRANSGENOMIC) dugc két ndi
v6i ICSep ICE-ION-300 Guard Column Cartride (4,0 mm ID. x 2,0 cm,
TRANSGENOMIC) duoc st dung. Qua tiinh rira giai duoc tién hanh bang cach
su dl.ing axit sulfuric 10 mM lam chét rira giai trong diéu kién tbc do dong chay
0,5 mL/phtt va nhiét do cot 50°C. Mbi axit dicacboxylic C4 duoc phat hién
bang céach sir dung may do UV (budc séng phét hién 210 nm). Céc dudng chuan
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ndng d6 duoc chuin bi bang cach st dung cac miu chuén [axit fumaric (ma nha
cung cip: 063-00655, Wako pure chemical industries), axit malic (ma nha cung
cap: 135-00562, Wako pure chemical industries) va axit succinic (mi nha cung
cAp 194-04335, Wako pure chemical industries)]. Dua trén duong chuin ndng
d6 tuong ung, viéc dinh lugng timg thanh phén duoc thuc hién.

Gi4 tri thu dugc bang cach 14y luong axit dicacboxylic C4 ban dau trong
mdi truong trir di luong axit dicacboxylic C4 trong méi truong duogc st dung dé
dinh lugng duoc xac dinh 1a lugng san Xuét axit dicacboxylic C4. Cac gia tri thu
duogc bang cach chia luong ctia mdi axit dicacboxylic C4 & 8 gio sau khi bat dau
nudi cdy cho thoi gian nudi cy duogc sir dung lam tdc do san xuat cia mdi axit

dicacboxylic C4 cua té bao dé tinh.
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YEU CAU BAO HQ
1. T& bao bién nap bao gdm polynucleotit ma héa polypeptit, trinh tu axit amin
ctia polypeptit bao gdm trinh tur axit amin cua SEQ ID NO: 2 hodc trinh tu axit
amin c6 d6 dong nhét it nhit 90% so véi trinh tw ndy va c6 hoat tinh cacbonic
anhydraza, trong d6 polynucleotit 14 ngoai sinh cua té bao.
2. Té bao bién nap theo diém 1, trong d6 té bao nay da cai thién ning suét axit
dicacboxylic C4.
3. Té bao bién nap theo diém 2, trong d6 té bao niy da cai thién ning suét axit
dicacboxylic C4 tur 5% tr¢ 1én.
4. Té bao bién nap theo diém 2, trong d6 axit dicacboxylic C4 1a axit fumaric,
axit malic hodc axit succinic.
5. Té bao bién nap trong d6 su biéu hién ciia polynucleotit dugc ting cudng,
trong d6 polynucleotit ma hoa polypeptit bao gbm trinh tu axit amin dugc biéu
thi béi SEQ ID NO: 2 hoic trinh tyr axit amin ¢6 d6 dong nhat it nhat 90% so v&i
trinh tu nay va c6 hoat tinh cacbonic anhydraza.
6. Té bao bién nap theo diém 5, trong d6 té bao nay da cai thién ning suét axit
dicacboxylic C4.
7. Té bao bién nap theo diém 3, trong do té bao niy di cai thién nang suét axit

dicacboxylic C4 tu 5% trd 1én.
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8. Té bao bién nap theo diém 5, trong d6 axit dicacboxylic C4 13 axit fumaric,
axit malic hodc axit succinic.

9. Phuong phép san xuit axit dicacboxylic C4 bao gdm nudi cy té bao bién nap
theo diém 1.

10. Phuong phap theo diém 9, trong d6 phuong phap nay con bao gdm thu héi
axit dicacboxylic C4 tir méi truong nudi cAy.

11. Phuong phap theo diém 9, trong d6 axit dicacboxylic C4 13 axit fumaric, axit
malic hodc axit succinic.

12. Phuong phép cai thién niang suét axit dicacboxylic C4 trong té bao chu bao
gbm dura vao té bao chi mot polynucleotit ma héa polypeptit, trinh ty axit amin
ctia polypeptit ndy bao gém trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 2 hoic trinh tu
axit amin c6 do déng nhét it nhdt 90% so véi trinh tu nay va co hoat tinh
cacbonic anhydraza,

hodc ting cudng su biéu hién cia polynucleotit trong té bao chil.

13. Phuong phép theo diém 12, trong d6 ning suét axit dicacboxylic C4 trong té
bao chu duoc cai thién tir 5% trd 1én.

14. Phuong phép theo diém 12, trong d6 axit dicacboxylic C4 1a axit fumaric,
axit malic hodc axit succinic.

15. Phuong phép san xuat axit dicacboxylic C4 bao gbm nudi cdy té bao bién

nap theo diém 5.
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16. Phuong phép theo diém 15, trong dé phuong phap niy con bao gbm thu hdi
axit dicacboxylic C4 tir méi trudng nudi cdy.

17. Phuong phap theo diém 15, trong d6 axit dicacboxylic C4 13 axit fumaric,
axit malic hodc axit succinic.

18. Phuong phap cai thién ning suit axit dicacboxylic C4 trong té bao chi bao
gbdm ting cudng su biéu hién cua polynucleotit, trong d6 polynucleotit ma héa
polypeptit bao gdm trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO: 2 hodc trinh ty axit amin
c6 d0 ddng nhit it nhdt 90% so véi trinh tu ndy va cé hoat tinh cacbonic
anhydraza.

19. Phuong phap theo diém 18, trong d6 ning suit axit dicacboxylic C4 trong té
bao chu duoc cai thién tir 5% trd 1€n.

20. Phuong phap theo diém 18, trong d6 axit dicacboxylic C4 14 axit fumaric,

axit malic hodc axit succinic.
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DANH MUC TRINH TU

<110> KAO CORPORATION

<120> T& bao bién nap, phuong phdp san xuét axit dicacboxylic €4 va phuong
phdp cai thién ndng suit axit dicacboxylic c4 trong té bao chu
<130> KS1492

<150> 3JP 2016-129167

<151> 2016-06-29

<160> 27

<170> Sang ché phién ban 3.5

<210> 1

<211> 678

<212> ADN

<213> Rhizopus delemar

<400> 1

atggtgtctt ctcctatccg aatcaataag tttgatccca aagatgaaaa acttgatagt 60
ttattaaaga gtaacgctga atggtccaag gccgtgacag aagctgaccc caactttttc 120
aaaaagctgg ctcagattca agaacccaag atcttgtggg ttggctgtgc tgattctcgt 180
gtgcctgcta atcaactggt tcaattggcea ccgggtgaag tctttgttca cagaaatatc 240
gcgaatgtcg tctgtcactc tgatttgaat tgectttctg tcttacaata tgcggtagat 300
gtgctcaagg tagagcacgt gattgtctgc ggtcactcca actgtggtgg tgtggcagct 360
gcgatgggca gtggtcaata tggtctgatt gataattggc ttaggaacat caaggatgtc 420



tatagatttt

ctgatcgaat

aacgcatggc

ggattggtaa

gcttgtcaac

<210> 2

<211> 225

<212> PRT
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atgaaaagga actggatgaa atcaaggatt caaaggaacg tctgagtcga

ttaacgcgat acactctgct caaaatgtat gccgttcgac gattgttcag

atcgtggaca gaaattgaca gtacacgcat gggtttatga cttggaaaat

agagattgga attcagccat aaagatcctg

ctttataa

<213> Rhizopus delemar

<400> 2
met val Ser
1

Lys Leu Asp

Thr Glu Ala
35
Pro Lys Ile
50
GIn Leu val
65

Ala Asn val

Tyr Ala val

Ser Asn Cys

115

Ser Pro

5
Ser Leu
20

Asp Pro

Leu Trp

Gln Leu

val Cys
85

Asp val

100

Gly Gly

Ile

Leu

Asn

val

Ala

70

His

Leu

val

Arg

Lys

Phe

Gly

55

Pro

ser

Lys

Ala

Ile Asn

Ser Asn

25
Phe Lys
40

Cys Ala

Gly Glu

Asp Leu

Lys Phe
10

Ala Glu

Lys Leu

Asp Ser

val Phe

75

Asn Cys

90

val Glu
105
Ala Ala

120

-55-

His val

Met Gly

ctaaacttcc atctatttat

Asp Pro Lys Asp Glu
15
Trp Ser Lys Ala val
30
Ala Gln Ile GIn Glu
45
Arg val Pro Ala Asn
60
val His Arg Asn Ile
80
Leu Ser val Leu Gln
95
Ile val Cys Gly His
110
ser Gly Gln Tyr Gly

125

480

540

600

660

678
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Leu Ile Asp Asn Trp Leu Arg Asn Ile Lys Asp Val Tyr Arg Phe Tyr

130 135

140

Glu Lys Glu Leu Asp Glu Ile Lys Asp Ser Lys Glu Arg Leu Ser Arg

145 150 155

160

Leu Ile Glu Phe Asn Ala Ile His Ser Ala GIn Asn val Cys Arg Ser

165 170

175

Thr Tle val Gln Asn Ala Trp His Arg Gly GIn Lys Leu Thr val His

180 185

190

Ala Trp val Tyr Asp Leu Glu Asn Gly Leu val Lys Arg Leu Glu Phe

195 200

205

Ser His Lys Asp Pro Ala Lys Leu Pro Ser Ile Tyr Ala Cys Gln Pro

210 215
Leu
225
<210> 3
<211> 2298
<212> ADN
<213> Rhizopus delemar
<400> 3

atgaccactt tacttattga caactacgac agttttactt

agctgccaag gcgccaatgt agttgtctac agaaacgaca

gagcaattgg ctcctcgcaa tattgtcatc tcacctggcc

gccggtgtct ctcgagaggc cattcgagct tttgcaggaa

tgtatgggtc agcaatgtat gtatgaagtg tacggtggta

attgtgcatg gcaaggcatc cagcatcaag catgacagtc

-56-

220

ataatgtcta tcaatacttg

aaatcaccat ttccgaaatt

ctggccaccc ttccaccgat

agattcccat cttgggtatt

aagtgtcata tgcaggtgat

gaggtatctt caagggcgtt

60

120

180

240

300

360



cctcaaaaca

gaaacattag

gaatacactg

acgatgatca

ggtgttgtct

ctcgatctct

caacgactca

gaaaaacttt

caaagcaagc

gatgtttcgg

gtctctgttc

cgagaggcct

gatcgctatc

gccatgctga

gaacccttgg

acatggtcac

aagtcactgc

tcgaaggtgt

acaacttctt

ttaagaaagc

ctcagcaaca

aggatgttca

taaagttgca

ccgcecttgat

ccaacgcggc

tgactgaacc

tgagccatct

aaatcttgga

atgatgaaca

tcgaagtcaa

36673

tcgttaccat

gactaccgac

tcagttccat

aagcttgcgt

tcgttccgaa

acctgccgea

ggcagccaag

cgtcgcccca

ggccgaagtc

tgagcaggca

caaatggttc

gcccaaccgt

aggttgtctg

actgcacgaa

taatacggaa

tceccttgcetg

gatggtatca

cctgaaagta

ggtggcacct

acacccaaaa

gcaccttcca

gagattcccg

cctcttcaag

aagcgtgcct

cttcaatatg

cgcggtacga

ccttgtgtgt

tacggtgctg

ttgtatcact

gagatggccc

-57-

gcatgccttc

tcatgggcat

tcctttgtga

gggaagagaa

tcagtgctag

tcttgacccg

gccagacatt

acgtcgtcgc

ctccctcgaa

ctttagcagg

ttcatgatat

tgagaaagga

atactatctt

atgcgaaatc

gtgccaatgc

tactttacct

tcgacacaag

acacggacat

tcctgcagec

tgaatcccaa

catttactct

tgaagattta

tcgcgtgegt

aggaaacatt

tgcaagcgtc

gcatcaggtc

ttttattgtc

gttgatcgtg

attaggtatg

tttgggcgca

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260



cgtctggtgg

égtcgattgg

ggacgagctg

gccctgatgce

aaggatcctg

tctagtgtgg

tttgctgaaa

gtgcgtgegt

tggttccaga

gtgtttgtga

cttattcagc

atcaaagctt

caaccaggct

caacaaggtg

aggcactttg

gtgttaataa

tagagatggt

atgttgaaat

gtgcttggaa

tgcctgtgtc

atgcagcagt

agtccaaacg

tggatattca

tgcacaagcg

atcaatcgat

tgcatggaac

tccatatcga

cttatcatta

gacgtggtgt

agtttttggg

36673

tcgcaacttg

gcctgaagga

gtacgtcaaa

tttgaaggag

caaggaatca

tgaagcagcc

aaaagtgtct

agtcaaacga

tctcttggaa

tgaatacatg

cgaatcaacg

cagtggtgag

tgtcttactg

caagtttgat

taatcaagat

cacagctttg

acgatcttgt

cagggtgtgc

tttgtgtctg

aaatcttcac

aagtcagggg

ttggaaagag

acgttatcaa

aagcgagcaa

actgaggtgg

gagcttgcac

ttcaatgaag

gacgctaaag

tggtcaattg

ttccctgtca

-58-

atgttgatat

gtgcactttc

acgctgtctt

atttgttggg

tagtcaaggt

ctgacttgat

ctcaagaaat

atgatgattc

gaaaaccttt

caacgacagt

gctatttacc

ctcagatacc

tgcccagcett

ctaccaaaat

tcttggctgg

ggaaaccacg

tggtattact

ggtgggtgaa

tcatgaaaag

atgtggtatc

tggtcttatc

cgtgtcctca

tcaactggat

ggtagttggc

cggactggac

cgtgcctgtc

aaacctaaat

accatcggat

cgtgaaacat

tgggttggat

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160
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cctaccaatg tggcatctgc cattcaacag gtgaaaccct ggattgtgga tgtgtcgagt 2220

ggtgttgaaa cagatggagt gaaggattta gaaaagattc gtgcctttgt taaaactgtc 2280

cagtcaacac aattttaa 2298
<210> 4

<211> 46

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> oOligonucleotit téng hop

<400> 4

cgagctcgaa ttatttaaat gaacagcaag ttaataatct agaggg 46
<210> 5

<211> 39

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> oOligonucleotit téng hop

<400> 5

tatgaccatg attacgatga gaggcaaaat gaagcgtac 39

<210> 6

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> oOligonucleotit téng hop

<400> ©

-50-



36673

atttaaataa ttcgagctcg gtacccgggg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

7
20
ADN

Trinh tu nhan tao

oligonucleotit téng hop

7

cgtaatcatg gtcatagctg

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

8

1000

ADN

Rhizopus delemar

8

tagagggaaa aagagagaat tgaaatagga gaggatgagt

atttctcttt tttgtgttaa atataatcta atagcagggg

atcaaagtta tcaagcatac acttttttat gatttttcat

tctattgttt gaaaggagag aaaaaacagc tgagggtacg

taattttcct gcccaacagg aaagaagtaa ttgatcttga

gttcggagtt tgcacttcac attgagttat actcttactt

aaaagatgta aatataataa taacagtagt aaatagtatg

acaaaagaga gaaatatgag cttaataatg aacaatgtaa

-60-

caaaatatag tttacataaa

ttttcttagt ttacgtttat

actttaatcc cttttagtat

gtgcacacga gatcttacga

ttgacgctcg gagtttgcac

attttgaagg aagggacgag

cgcatcaaga acagctacca

atggcagaat gaaatttaat

30

20

60

120

180

240

300

360

420

480



tatcaaagcg

ataacaactg

ggaataatca

gaaatatcac

acatgaaatg

ttgtaaccat

ttaccgtatc

actacatttg

tttttttttc

<210> 9

<211> 634
<212> ADN
<213>

<400> 9

tcattttaat tacgcatttt catttactaa tttgttacat tttgataacg tcaataaatc

ttctaatttc ttttgttctc aaacagttta cagttctatc ttttttttta ccacaatcaa

ttctcaatat acaacatagc aaatgtgctt cagtaaattc attaaattct tttaaaaaaa

gcatctttca

tatatataaa

agagtaacta

acaaaaagat

taagctatat

ttagacaagc

taaagagcga

catgaacgtc

attatcaatt

36673

gaccttccgt

aaaaagaagg

ttgaatgttg

tattttgaca

ttaaacacct

taaatccttt

tcaacagaaa

atatatatat

tacttccgat

ttatcaagca

gtagccaaaa

attcatgaat

caagttaatt

ttattattgt

aacggctgat

aaaccttgac

aatacaatta aataacaaaa

Rhizopus delemar

-61-

agagtttttt

aaagccacaa

gaggcacgta

aggacagaga

ttgaagcttc

ccttattgat

tttagaccaa

ttttecttttt

atgcaaagta

tgtcatatct

attttatgac

tacaccctaa

atttgtatta

tttatccaga

agtttcacaa

trttrttttt

540

600

660

720

780

840

900

960

1000

60

120

180



ggtaatttgt

aaatagttgc

cacgatgatc

ttcgtctgea

ggtttgaatc

acctgcttaa

ccaaatatat

ctttcaatca

<210> 10

<211> 29
<212> ADN
<213>
<220>
<223>

<400> 10

agcataaaat

gaatgagaac

gcagcatatt

ctttccatat

tatacaataa

caaagaaatg

atcgtacatt

tcctcactag

Nhan tao

36673

tcgactttat

taaatttttc

tttcttcaca

ttgatttcat

attagtcaca

aagcactcta

ctcttcaaac

tgcattataa

oligonucleotit téng hop

tagagggaaa aagagagaat tgaaatagg

<210> 11
<211> 31
<212> ADN
<213>

<220>

Trinh ty nhan tao

tgacgttttt

attgttttta

acactcatcc

caattgattt

gtataaaatt

tcaatagtaa

gtagcttgat

tggc

-62-

tttatgatca

gtcatatcat

tataagcacc

gaatttttat

atgtctcatc

atacaatata

ctaaatcgcc

tatacaaata

ctggctgttg

tttcaggact

ccagtacaat

ttgaacacac

tgcatcgatg

atcaataaac

240

300

360

420

480

540

600

634

29



<223>

<400>

36673

oligonucleotit téng hop

11

ttttgttatt taattgtatt aattgataat g

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

12
36
ADN

Trinh tu nhin tao

oligonucleotit téng hop

12

aattaaataa caaaatcatt ttaattacgc attttc

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

13
37
ADN

Trinh tu nhan tao

oligonucleotit téng hop

13

catgattacg cggccgcgcc attataatgc actagtg

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

14
38
ADN

Trinh tu nhan tao

oligonucleotit téng hop

14

ctctttttcc ctctaatgag aggcaaaatg aagcgtac

<210>

<211>

<212>

15
44

ADN

-63-

31

36

37

38



<213>

<220>

<223>

<400>

aattaaataa caaaaatgtc ttctatcgaa acctccaaaa tctc

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

aattaaataa caaaaatggt gtcttctcct atccg

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

36673

Trinh tu nhdn tao

oligonucleotit téng hop

15

16
35
ADN

Trinh tu nhan tao

oligonucleotit téng hop

16

17
33
ADN

Trinh tu nhadn tao

oligonucleotit téng hop

17

gcgtaattaa aatgattata aaggttgaca agc

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

18
25
ADN

Trinh tu nhan tao

oligonucleotit téng hop

18

ttttgttatt taattgtatt aattg

<210>

19

44

35

33

25



36673

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> oOligonucleotit tdng hop

<400> 19

tcattttaat tacgcatttt C 21
<210> 20

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhadn tao

<220>

<223> Oligonucleotit téng hop

<400> 20

gttccttgct gtggatttgt g 21
<210> 21

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> o0ligonucleotit tdng hop

<400> 21

gggtgtatct ctgtcctatt catg 24
<210> 22

<211> 1128

<212> ADN

<213> Rhizopus delemar

<400> 22

atgatgaccc aagaactgga tgatgaacca ctgtcactgg tgatagtcaa gaatgatgaa 60

-65-



caagtgatag

gattactcaa

gacacgatct

cagcaattcg

gttggttttg

aacatcgaat

gtaaataaac

tttgatccca

gccgtgacag

atcttgtggg

ccgggtgaag

tgcctttetg

ggtcactcca

gataattggc

atcaaggatt

caggatcaca

aatggatagg

gtaccggagg

aaggtatcct

atgaaaagta

ttctttatga

aagaaactaa

aagatgaaaa

aagctgaccc

ttggctgtgce

tctttgttca

tcttacaata

actgtggtgg

ttaggaacat

caaaggaacg

aagtggtgct

tcatcctaat

cagtgatggg

gggtgatcac

cctggcaagt

aaacacaaag

tgaacccaac

acttgatagt

caactttttc

tgattctcgt

cagaaatatc

tgcggtagat

tgtggcagcet

caaggatgtc

tctgagtcga

36673

ttgtatacct

tcagtggatg

ttactgcgat

ggtgaggatt

tgtgggcatg

cggaaacaac

acagtgtctt

ttattaaaga

aaaaagctgg

gtgcctgcta

gcgaatgtcg

gtgctcaagg

gcgatgggca

tatagatttt

ctgatcgaat

-66-

ggaattggaa

ctctttgcaa

tgatcactgt

tcccgataga

atttacattt

aagaaacagc

ctcctatccg

gtaacgctga

ctcagattca

atcaactggt

tctgtcactc

tagagcacgt

gtggtcaata

atgaaaagga

ttaacgcgat

cacatggtca

gttggatgag

atcaccacag

gaagatggcg

acgcttttgg

gacatctggt

aatcaataag

atggtccaag

agaacccaag

tcaattggca

tgatttgaat

gattgtctgc

tggtctgatt

actggatgaa

acactctgct

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960
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caaaatgtat gccgttcgac gattgttcag aacgcatggc atcgtggaca gaaattgaca

gtacacgcat gggtttatga cttggaaaat ggattggtaa agagattgga attcagccat

aaagatcctg ctaaacttcc atctatttat gcttgtcaac ctttataa

<210> 23

<211> 375

<212> PRT

<213> Rhizopus

<400> 23

Met Met
1

Lys Asn

Thr Trp

Pro Asn

50
Thr Gly
65

Gln Gln

Glu Lys

His Asp

Thr Lys

130

Glu Thr

145

Thr

Asp

Asn

35

Ser

Gly

Phe

Met

Leu

115

Arg

Asn

Gln

Glu

20

Trp

val

sSer

Glu

Ala

100

His

Lys

Glu

delemar

Glu

5

Gln

Asn

Asp

Asp

Gly

85

val

Leu

GlIn

Pro

Leu Asp Asp Glu Pro Leu Ser Leu val Ile val
10 15
val Ile Ala Gly Ser Gln Ser Gly Ala Leu Tyr
25 30
Thr Trp Ser Asp Tyr Ser Lys Trp Ile Gly His
40 45
Ala Leu Cys Lys Leu Asp Glu Asp Thr Ile Cys
55 60
Gly Leu Leu Arg Leu Ile Thr val Ser Pro Gln
70 75 80
Ile Leu Gly Asp His Gly Glu Asp Phe Pro Ile
90 95
Gly Phe Asp Glu Lys Tyr Leu Ala Ser Cys Gly
105 110
Arg Phe Trp Asn Ile Glu Phe Leu Tyr Glu Asn
120 125
GIn Glu Thr Ala Thr Ser Gly val Asn Lys GIn
135 140
Asn Thr val Ser Ser Pro Ile Arg Ile Asn Lys

150 155 160

-67-

1020

1080

1128



Phe

Glu

Leu

Ser

Phe

225

cys

val

Gly

Asp

Lys

305

Gln

Gln

val

Ile

Asp

Trp

Ala

Arg

210

val

Leu

Ile

Ser

val

290

Glu

Asn

Lys

Lys

Tyr

370

Pro

Ser

Gln

195

val

His

ser

val

Gly

275

Tyr

Arg

val

Leu

Arg

355

Ala

<210> 24

<211> 25

Lys

Lys

180

Ile

Pro

Arg

val

cys

260

GlIn

Arg

Leu

Cys

Thr

340

Leu

Cys

Asp

165

Ala

Gln

Ala

Asn

Leu

245

Gly

Tyr

Phe

Ser

Arg

325

val

Glu

Gln

Glu Lys

val Thr

Glu Pro

Asn Gln

215

Ile Ala

230

Gln Tyr

His Ser

Gly Leu

Tyr Glu

295

Arg Leu

310

ser Thr

His Ala

Phe Ser

Pro Leu

375

36673

Leu Asp Ser Leu Leu Lys Ser Asn Ala
170 175
Glu Ala Asp Pro Asn Phe Phe Lys Lys
185 190
Lys Ile Leu Trp val Gly Cys Ala Asp
200 205
Leu val Gln Leu Ala Pro Gly Glu val
220
Asn val val Cys His Ser Asp Leu Asn
235 240
Ala val Asp val Leu Lys val Glu His
250 255
Asn Cys Gly Gly val Ala Ala Ala Met
265 270
Ile Asp Ash Trp Leu Arg Asn Ile Lys
280 285
Lys Glu Leu Asp Glu Ile Lys Asp Ser
300
Ile Glu Phe Asn Ala Ile His Ser Ala
315 320
ITle val GIn Asn Ala Trp His Arg Gly
330 335
Trp val Tyr Asp Leu Glu Asn Gly Leu
345 350
His Lys Asp Pro Ala Lys Leu Pro Ser

360 365

-68-



36673

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> oOligonucleotit téng hop
<400> 24

ttttgttatt taattgtatt aattg
<210> 25

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Oligonucleotit téng hop
<400> 25

tcattttaat tacgcatttt catttac
<210> 26

<211> 37

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> oOligonucleotit téng hop
<400> 26

aattaaataa caaaaatgat gacccaagaa ctggatg
<210> 27

<211> 41

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> oligonucleotit téng hop

<400> 27

-69-

25

27

37
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gcgtaattaa aatgattata aaggttgaca agcataaata g

-70-

41





