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Linh vye k§y thuit dwoc dé cip

Sang ché d& cap dén bién thé protein thy thé cAMP, vi sinh vét bao gdm bién thé

nay, va phwong phap san xuét L-axit amin st dung bién thé nay.
Tinh trang k§ thuét clia sang ché

CRP (protein thu thé AMP vong), con duge goi 14 CAP (protein hoat hoa qua
trinh di hoa), 12 gen diéu hoa phién ma da biét 3 nhét & E. coli. CRP dic trung boi c6
co ché didu tiét phu thudc vao ngudn cacbon, dugc biéu dién bai “Gc ché qud trinh di
hoéa’. Hoat dong nay duge kich hoat bing ndng d6 ndi bao cia AMP vong (sau ddy, duoc
goi 12 ‘¢cAMP’). Khi ¢6 mat ngudn cacbon dwgc wu tién nhu glucoza, hoat tinh ciia
adenylat xyclaza dugc trc ché dé 1am giam cAMP, va tin hidu nay Gc ché biéu hién cia
gen di héa. Trong trudng hop nguge lai, hoat tinh cta adenylat xyclaza tdng, va két qua
1a, gen tic ché bi wrc ché va biéu hién cia gen di héa dugc bat dau. Ngoai ra, CRP da biét
1a dong céc vai trd khac nhau nhur tai nap tin hiéu ndi bao qua cAMP, diéu hoa thim
thiu, d4p ung véi tinhvhu(")ng khin cip cua té bao, tao ra mang sinh hoc, c¢b dinh nito,

van chuyén sat, v.v.

Theo béo cdo, 418 gen E. coli da biét 1a duge diéu hoa bang CRP, nhung co ché
trong Gng chua dugc bdc 10 rd rang (J Biol Eng. (2009) 24;3:13). Vi pham vi kha nang
didu hoa rong nhu vy, CRP c6 tiém ning thé hién nhiéu kiéu hinh bang cch dot bién.
Vi vu diém cua n6, CRP da dugc nghién ctru 1am dich ph hop dé thiét ké lai chang &
mirc d6 mang té bao, c6 thé duge 4p dung cho cic mdi trudng khac nhau. Gan day, cac
thir nghiém khac nhau d& duoc thyc hién, nhu phwong phap thay ddi biéu hién ctia gen

can dugc didu hoa bang cach thay dbi muc do lién két ADN bang su bién dbi axit amin
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cua CRP dugce chon béng tin sinh hoc (Nucleic Acids Research, (2009) 37: 2493-2503),
phuong phép chon E. coli khang nhiét, thim thau, va nhiét do thip s dung yéu té phién
ma nhén tao (ATF) dugc tao ra bang cach dung hop vi tri lién két ADN dang ngén tay
lién két k&m va CRP ((Nucleic Acids Research, (2008) 36: €102), v.v. N6i cach khéc, vi
céc thay d6i biéu hién CRP ting cuong khoang thay ddi rong vé bidu hién cia gen xubi
dong, CRP c6 thé 1a cong cuy t6t dé tao ra vi sinh vat ¢6 dic diém hitu ich.
Ban chit k§ thuét ciia sang ché

Vén dé k¥ thuat

Céc tc gia sang ché dd phat trién bién thé protein méi bao gdbm mdt hodc nhiéu
phén ttr thé axit amin & trinh tu axit amin SEQ ID NO: 1, va ho d4 phat hién ring bién
thé protein nay c6 thé ting ning suét L-axit amin, nhd d6 tao ra sang ché.

~ Giai phép k¥ thuit

Muc dich cta sang ché 1a d& xuét bién thé protein thu thé cAMP.

Muc dichvkhéc cua sang ché 1a d& xuét polynucleotit ma hoa bién thé protein thu
thé cAMP.

Muc dich khéc nita cta sang ché 1a dé xuét vecto bao gdbm polynucleotit.

Muc dich khac nita ctia sang ché 1a dé xuét vi sinh vét ctia gibng Escherichia bao
g6m bién thé.

Muc dich khéc nita cia sang ché 1a @& xult phuong phap san xudt L-axit amin,
phwong phép nay bao gdm viéc nudi cAy vi sinh vat ctia gidng Escherichia & mdi truong.

Muc dich khéc nita ctia sang ché 1a dé xuét st dung bién thé hodc vi sinh vit ctia

giong Escherichia bao gdm bién thé trong viéc san xuat L-axit amin.
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Céc hiéu qua 0 loi

Khi vi sinh vét cla giong Escherichia san xuat L-axit amin, vi sinh vat nay bao
gom bién thé protein thu thé cAMP theo sang ché, dugc nudi ciy, n6 cé thé san xuét L-
axit amin véi lugng cao. Theo do, theo khia canh cong nghiép, viéc gidm chi phi san
xuat, ciing vdi ti€n 1gi cho san xuat, c6 thé ky vong.
M0 ta chi tiet sang che

Sang ché s& dugc md ta chi tiét nhu sau. Trong khi d6, mbi md ta va phuong an
dugc boc 16 trong ban md ta nady ciing c¢6 thé dugc 4p dung vdi cac mo ta va phuong an
khac. Nghia 13, tit ca cac hdn hop clia c4c yéu t6 khac nhau dugc boc 16 trong ban mb
ta nay nam trong pham vi ctia sang ché. Ngoai ra, pham vi ctia sang ch¢ khong bi gidi

han bai phan mo ta cu thé duge mo ta dudi day.

Dé dat dugc muc dich trén, mot khia canh theo sang ché dé xuétbién thé protein
thu thé cAMP bao gém mot hodc nhiéu ph?m tt thé axit amin & trinh ty axit amin SEQ
ID NO: 1. Cu thé 13, sang ché d& xuét bién thé protein thu thé cAMP bao gdm mdt hoidc
nhiéu phn tir thé axit amin & trinh ty axit amin SEQ ID NO: 1, trong d6 phdn t thé axit
amin bao gdm phén ti thé cta lysin cho axit amin & vi tri 33 tur dau cung N. Cu thé hon
1, séng ché d& xuét bién thé protein thu thé cAMP bao gdm phan tir thé ciia lysin cho

axit amin & vi tri 33 trong trinh tu axit amin SEQ ID NO: 1.

Nhu duoc st dung trong ban md ta nay, thuét ngtt “protein thu thé cAMP (CRP)”
1a gen didu hoa phién mé da biét rd nhét & E. coli, va CRP con duge goi 12 ‘gen diéu hoa
kép’, vi chinh CRP ¢6 cé hai chirc ning ctua chét hoat hoa va chit e ché. CRP thuong
lién két v6i trinh tu ADN d6i xtng c¢6 22 gbe nguoc dong ciia gen cu tric dé cam ung
su ubn cong ADN, va CRP hoat dong nhu chit hoat héa b%mg cach cho phép vi tri hoat
dong thtr nhit & dau cung C va vi tri hoat dong thir hai & dau cing N dé tuong tac véi

ARN polymeaza chiu trach nhiém v& phién m, va n6 hoat dong duéi dang chét trc ché
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béng cach chiém trude vi trf dé ngan chin protein hoat tinh lién két voi vi tri hoat dong
hoic bing cach lién két véi protein hoat tinh dé chuyén héa ciu tric nay thanh céu tric
ma khoéng lién két voi vi tri hoat dong. Protein thu thé cAMP 1a protein thy thé cAMP

dugc ma hoa bang gen crp.

“Protein thu thé cAMP (protein thy thé AMP vong, CRP)” theo séng ché c6 thé
dugc st dung thay thé 14n nhau vdi protein hoat hoa qué trinh di hoa (CAP), protein

CRP, protein CAP, v.v.

Theo séng ché, trinh tu ctia CRP c6 thé thu duge tir co sé dit liéu da biét GenBank
& NCBI. Vi du, CRP c6 thé 1a CRP c6 ngudn gbc tir gidng Escherichia (Escherichia sp.),
va cu thé hon 13, polypeptit/protein bao gdm trinh ty axit amin dwgc biéu dién bi SEQ
ID NO: 1, nhung khong bi giéi han & d6. Ngoai ra, trinh tu ¢6 hoat tinh gidng nhu trinh
ty axit amin trén c6 thé duge bao gdm ma khong bi gidi han. Ngoai ra, trinh tr axit amin
SEQ ID NO: 1 hodc trinh ty axit amin c6 d§ tuong déng hodc do déng nhét 80% hoic
nhiéu hon & d6 ¢6 thé dugce bao gdm, nhung khong bi gidi han & d6. Cu thé 13, axit amin
¢6 thé bao gdm axit amin SEQ ID NO: 1 va axit amin c6 d6 twong ddng hodc do dong
nhét it nhét 1a 80%, 85%; 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% hodc 16n hon v4i SEQ
ID NO: 1. Ngoai ra, rd rang 1a protein c6 trinh ty axit amin, mot phﬁn cia no duoc xda,
c4i bién, thé, hodc bd sung, cO thé trong pham vi ctia sang ché, mién 14 trinh ty axit amin

¢6 d6 trong ddng hodc dd dong nhét trén va c6 hiéu qua twong (mg véi protein trén .

Nhu duoc st dung trong ban mo ta nay, thuat ngit “bién thé” diung dé chi
polypeptit, trong d6 mot hodc nhiéu axit amin khac véi trinh ty dugc néu & phan tir thé
va/hodc cai bién bao thi, nhung né gitt duge cht’ré nang hodc ddc tinh cda protein.
Polypeptit bién thé khac véi trihh tw duqc xéc dinh boi phén tir thé, x6a, hodc bd sung
mot \)ﬁi axit aminf Bién thé nay thudng co thé duoc xdc dinh béng cach cai bién mot

trong céc trinh ty polypeptit trén va danh gia dic tinh clia polypeptit cai bién nay. Noi
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cach khéc, kha ning cta bién thé c6 thé ting, khong thay ddi, hodc giam, khi so v&i kha
nang cta protein ty nhién. Bién thé nay thuong c6 thé duoc x4c dinh bing cach cai bién
mot trong cac trinh tu polypeptit trén va danh gié kha ndng phan Gng ctia polypeptit cai
bién nay. Ngoai ra, mot s6 bién thé co thé bao gém trinh ty trong dé mot hodc nhiéu
phén, nhu trinh ty din dau diu cung N hodc ving xuyén mang, dd dugc loai bd. Cac
bién thé khac c6 thé bao gdm bién thé trong d6 mét phan da dugc loai bé khéi dau cing
N va/hodc C cua protein trudng thanh.

&, 66

Nhu dugce sit dung trong ban mé ta ndy, thuat ngit “thé bao thi” ¢ nghia 1a viée
thé cia mot axit amin bing axit amin khac ma c6 dic tinh cAu triic va/hoic hoa hoc
twong tu. Bién thé c6 thé c6, vi du, mot hogic nhidu phéan tir thé bao thii trong khi duy tri
mot hodc nhidu hoat tinh sinh hoc. Phén tir thé axit amin nay thuong c6 thé dugc tao
trén co sé tuong ty vé d6 phén cuc, dién tich; dd tan, tinh ky nudc, tinh wa nude, va’/hodc
ban chét ludng tinh cia gdc. Vi du, axit amin (bazo) tich dién duwong bao gdm arginin,
lysin, va histidin; axit amin (axit) tich dién &m bao gbm axit glutamic va axit aspartic;
axit amin thom bao gdm phenylalanin, tryptophan, va tyrosin; va axit amin ky nu¢c bao
gé)m alanin, valin, isoleuxin, leuxin, methionin, phenylalanin, prolin, glyxin, va

tryptophan.

Ngoai ra, bién thé c6 thé bao gdm x6a hodc bd sung axit amin ma cé anh hudng
tbi thiéu 1én dic tinh va cu truc thir cdp cua polypeptit. Vi du, polypeptit c6 thé duoc
tiép hop voi trinh tu tin hiéu (hodc din ddu) & ddu cung N cua protein, truc tiép ddng
dich ma hoic sau dich ma véan chuyén protein. Polypeptit cling c6 thé dugc tiép hop véi

trinh tu khéc hodc clu nbi dé nhén biét, tinh ché, hoic tdng hop polypeptit nay.

Nhu duoc str dung trong ban mé ta ndy, thuat ngit “bién thé protein thu thé cAMP”
1a bién thé protein thu thé cAMP bao gdm mdt hodc nhidu phén tir thé axit amin & trinh

tw axit amin cta polypeptit c6 hoat tinh protein thy thé cAMP, trong d6 phan tir thé axit
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amin bao gdm phdn tir thé cia axit amin khac cho axit amin & vi trf 33 tir du cung N.
Cu thé 13, bién thé co thé bao gdm bién thé protein, trong d6 axit amin khac dugc thé
cho axit amin ¢ vi tri 33 trong trinh ty axit amin cta polypeptit c6 hoat tinh protein thu
th8 AMP. Vi du, bién thé protein c6 thé bao gdm bién thé protein trong d6 sy bién dbi
xay ra & vi trf 33 tir diu cling N cla trinh ty axit amin SEQ ID NO: 1. Cy thé hon 13,
bién thé protein c6 thé 13 protein trong d6 axit amin khac dugc thé cho axit amin & vi tri
33 cla trinh ty axit amin SEQ ID NO: 1. ‘Axit amin khéac’ khong bi giéi han, mién n6
la axit amin khac véi L-glutamin ma 1a axit amin & vi tri 33. Cu thé 13, bién thé c6 thé
1a protein trong d6 axit amin bazo dugc thé cho axit amin & vi tri 33 trong trinh tu axit
amin SEQ ID NO: 1. Axit amin bazo c6 thé 13 mot trong sb L-lysin, L-arginin, va L-
histidin. Cu thé hon 13, bién thé c6 thé 12 protein trong d6 lysin duge thé cho axit amin

& vi tri 33 trong trinh ty axit amin SEQ ID NO: 1, nhung khong bi gidi han & do6.

Ngoai ra, bién thé c6 nghia la bién thé co su bién ddi cia axit amin & vi trf 33 tir
dau cung N trong trinh ty axit amin SEQ ID NO: 1 duwgc mo ta trén day va/hodc trinh tu
axit amin c6 do twong dong hoic do dong nhét it nhat 1a 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,

97%, 98%, hoac 99% hoac 16n hon véi SEQ ID NO: 1.

Nhu duoc st dung trong ban mé ta nay, thuat ngi “bién thé protein thu thé cAMP”
¢6 thé duge st dung thay thé 13n nhau véi protein CRP bién thé, bién thé CRP, protein
thu thé cAMP bién thé, protein CAP bién thé, bién thé CAP, protein hoat héa qua trinh

di hoa bién thé, bién thé protein hoat héa qua trinh di hoa, v.v.

V6i muc dich theo séng ché, vi sinh vat bao gém bién thé protein thu thé cAMP
duogc dic trung bdi ¢6 ning sudt L-axit amin cao, so v6i vi sinh vat khong bao gbm bién
thé protein thy thé cAMP. Bién thé CRP dugc dic trung bdi cé hoat tinh didu hoa gen
dé tdng ndng suét L-axit amin, so v6i protein thu thé cAMP kiéu dai tw nhién hoic khong

c¢6 bién thé. Pidu nay cé y nghia 13 ning suat L-axit amin c6 thé dugc 1am tang bdi vi

_7-



37461

sinh vat dugc dua vao bién thé CRP theo séng ché. Cu thé 13, L-axit amin c6 thé 1 L-
threonin hodc L-tryptophan. Tuy nhién, L-axit amin b4t ky c6 thé dugc bao gdm ma
khong bi gi6i han, mi&n 12 n6 ¢6 thé dugc tao ra bang cach dua vao hodc bao gdm protein

thu thé cAMP bién thé.

Bién thé protein thu thé cAMP c6 thé 13, vi du, bién thé bao gém trinh tu axit
amin trong d6 axit amin khéac dugc thé cho axit amin & vi trf 33 trong trinh ty axit amin
duoc biéu dién béi SEQ ID NO: 1, bién thé bao gdm SEQ ID NO: 3. Bién thé trong d6
lysin dugc thé cho axit amin & vi tri 33 trong trinh tw axit amin dugc biéu dién b&i SEQ
ID NO: 1 ¢6 thé bao gdm SEQ ID NO: 3, nhung khéng bi gii han & d6. Ngoai ra, bién
thé CRP c6 thé bao gbm trinh ty axit amin SEQ ID NO: 3 hoic trinh tw axit amin c6 do
trong ddng hodc d6 ddng nhat 80% hodc 16n hon, nhung khong bi giéi han & d6. Cu thé
13, bién thé CRP theo sang ché ¢ thé bao gém protein c6 SEQ ID NO: 3 va protein c6
d¢ twong dong hoic do dong nhét it nhat 12 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%,
hodc 99% hodc 16n hon & d6. Ngoai ra, 1 rang 12 protein c6 trinh ty axit amin, mot phan
bi x0a, cai bién, thé, hoic bd sung, ngoai trinh ty axit amin & vi tri 33; c6 thé trong pham
vi cla séng ché, mién 12 trinh ty axit amin c6 do tuwong déng hodc do dé)ng nhét trén day

va ¢6 hiéu qua tuwong Gng voi protein trén day.

Noi cach khac, méc du ‘protein c6 trinh ty axit amin cia SEQ ID NO cu thé’
dugc md ta trong ban mo ta ndy, rd rang 1a protein co trinh tu axit amin, mot phén bi
x6a, cai bién, thé, thé bao toan, hoic bd sung, co thé dugc st dung theo sang ché, mién
1a n6 ¢6 mic twong ddng hoat tinh hozc tuong ung v6i trinh ty cta protein bao gém
trinh ty axit amin cia SEQ ID NO tuong Gng. Vi du, mién 13 protein ¢6 murc twong dong
hoat tinh hodc twong Gng véi trinh ty ctia protein bién thé, viéc bd sung trinh tu ma
khong bién ddi chirc néing cua protein trude va sau trinh ty axit amin, dot bién tu nhién,

dot bién cAm hodc phan tir thé bao thu cta ching khong bi loai trir. RS rang 1a mac du
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protein ¢6 bo sung hodc dot bién trinh ty nay, nd ndm trong pham vi cia sang che.

Nhu duoc st dung trong badn mo ta nay, thuat ngir ‘dd twong dbng’ hodc <do déng
nhat’ c¢6 nghia 1a mirc d6 thich hop gitta hai trinh tu axit amin hogc trinh tu nucleotit da

néu, va cé the dugce bieu hién dudi dang phan tram.

Céc thuét ngir ‘d6 twong ddng’ va ‘dd ddng nhat’ c6 thé thuong duge st dung

thay thé 13n nhau.

D6 trong ddng hodc do ddng nhét trinh ti ctia polynucleotit hoic polypeptit dugc
bao tdn c6 thé duge x4c dinh bang thuat toan sip xép thang hang chuén, va c6 thé duoc
str dung v&i hinh phat khoang tréng mic dinh dugc thiét 14p boi chwong trinh dugc st
dung. V& co ban, trinh ty trong ddng hodc ddng nhét ¢ thé lai trong céc diéu kién vira
phai hodc rit nghiém ngit sao cho tdng chidu dai ctia trinh tu hoic it nhit khoang 50%,
60%, 70%, 80%, hoic 90% hoic 16n hon cia tong chiéu dai c6 thé lai. Ngoai ra, du tinh

1a polynucleotit ma chira codon thoai hoa & chd codon trong qua trinh lai.

Hai polynucleotit hodc trinh ty polypeptit bt ky c6 do twong ddng, twong tu,
hodc d6 ddng nhat hay khéng c6 thé duoc xac dinh st dung thuét toan may tinh da biét
nhu chuong trinh “FASTA?”, st dung, vi du, thong s6 mic dinh nhu & Pearson et al (1988)
[Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85] : 2444, hodc dugc xac dinh st dung thuit toin
Needleman-Wunsch (Needleman and Wunsch, 1970, J. Mol. Biol. 48: 443-453) nhu
d&qc thuc hién trong chuong trinh Needleman cua géi EMBOSS (EMBOSS: The
European Molecular Biology Open Software Suite, Rice et al., 2000, Trends Genet. 16:
276-277) (phién ban 5.0.0 hodc méi hon) (bao gbm go6i chuong trinh GCG (Devereux,
J., et al, Nucleic Acids Research 12: 387 (1984)), BLASTP, BLASTN, FASTA (Atschul,
[S.][F.,] [ETAL,J MOLEC BIOL 215]: 403 (1990); Guide to Huge Computers, Martin
J. Bishop, [ED.,] Academic Press, San Diego, 1994, va [CARILLO ETA/.](1988) SIAM

J Applied Math 48: 1073). Vi du, BLAST ctia Trung tim quéc gia vé co s¢ dit liéu thong
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tin cdng nghé sinh hoc, hodc ClustalW ¢6 thé dugc st dung dé x4c dinh 46 tuong d@)ng,

tuong tu, hodc do déng nhét.

Po tuong ddng, twong tw, hodc dd ddng nhit ctia polynucleotit hodc polypeptit
c6 thé dugc xéac dinh, vi du, br?mg cach so sanh thdong tin trinh ty st dung chwong trinh
may tinh GAP nhu Needleman et al. (1970), J Mol Biol.48: 443, nhu dugc bdc 10 &
Smith and Waterman, Adv. Appl. Math (1981) 2:482. Mt cach ngén gon, chuong trinh
GAP dinh nghia sy tuong tu 12 sb luong céc k}% hi€u dugc can chinh (tdc 1a cac nucleotit
hodc axit amin), cac ky hiéu nay twong ty nhau, chia cho tng sb cac ky hiéu trong doan
ngén hon cua hai trinh ty. C4c tham sb mic dinh cho chuong trinh GAP c6 thé bao gdm:
(1) ma tran so sanh mot bac (chtra gia tri 1 cho danh tinh va 0 cho khong nhén dang) va
ma tran so sénh co trong s6 cta Gribskov et al(1986) Nucl. Acids Res. 14: 6745, nhu
duoc tiét 16 tron g Schwartz and Dayhoff, eds., Atlas Of Protein Sequence And Structure,
National Biomedical Research Foundation, pp. 353-358 (1979) (hoic EDNAFULL
(phién ban EMBOSS cia NCBI NUC4.4) ma trdn thay thé); (2) hinh phat 3,0 cho mdi
khoang cach va hinh phat thém 0,10 cho mdi ky higu trong mdi khoang cach (hodc hinh
phat m& khoang cach l1a 10, hinh phat mé rdng khoang cach 1a 0,5); va (3) khong bi phat
cho nhitng khoang tréng cubi tran. Do d6, nhu dugc sir dung & day, thuat ngir “twong

dong” hodc “dong nhat” thé hién mirc d lién quan gitta cac trinh ty.

Mot khia canh khéc cia sang ché d8& xuét polynucleotit ma hoa bién thé CRP hoic

vecto bao gdm polynucleotit.

Nhu dugc sir dung trong ban mo td nay, thut ngt “polynucleotit” dung dé chi
soi ADN hodc ARN c¢6 chidu dai dinh truéc hodc 16n hon, 13 polyme chudi dai cua
nucleotit dugc tao ra biang cach lién két cAc monome nucleotit thong qua lién két cong
hoéa tri. Cu thé hon, polynucleotit d& cap dén manh polynucleotit ma héa protein bién

thé.
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Polynucleotit m4 héa bién thé CRP theo sang ché c6 thé bao gbm bét ky trinh tur
polynucleotit ndo ma khong c6 gi6i han, mién 1 trinh tw polynucleotit ma héa bién thé
protein thu thé cAMP theo séang ché. Polynucleotit ma hoa bién thé CRP c¢6 thé bao gdm
bét ky trinh ty nao ma khong c6 gidi han, mién 12 n6 13 trinh ty ma hoa protein bién thé
trong d6 axit amin khac dugc thé cho axit amin & vi trf 33 trong trinh ty axit amin cia
SEQ ID NO: 1. Cu thé, polynucleotit ¢6 thé 13 trinh tu polynucleotit ma hoa bién thé
trong d6 lysin duoc thé cho axit amin & vi tri 33 trong trinh tu axit amin ctia SEQ ID
NO: 1. Vi duy, polynucleotit ma hoéa bién thé CRP theo sang ché c6 thé 1 trinh tu
polynucleotit ma hoa trinh ty axit amin la SEQ ID NO: 3, nhung khong giéi han & d6.
Cu thé hon, polynucleotit ¢6 thé bao gdm trinh tu polynucleotit SEQ ID NO: 4, nhung
khong gi6i han & d6. Trong polynucleotit, cac bién ddi khac nhau c6 thé dugc thuc hién
trong ving ma hoéa véi didu kién 12 ching khéng lam thay ddi trinh ty axit amin ciia
protein, do su thoai héa codon hodc do cac codon dugc sinh vat wa thich trong do6 protein
duge biéu hién. Do dé, rd rang 1a do sy thoai hoa codon, polynucleotit c6 thé duoc dich
ma thanh polypeptit bao gbm trinh tw axit amin cua SEQ ID NO: 3 hoic polypeptit co

tuong ddng hodc déng nhét véi chiing ciing c6 thé duge bao gom.

Ngoai ra, doanb dd ma c6 thé dugce tao ra tir trinh ty nucleotit da biét, vi dy, trinh
tu lai véi trinh tu bd sung cho tat ca hodc mot ph?m ctia trinh tu nucleotit trong céc diéu
kién nghiém ngit @& ma hoa bién thé CRP trong d6 axit amin khac dugc thé cho axit
amin & vi tri 33 trong trinh ty axit amin ciia SEQ ID NO: 1 ciing c6 thé dugc bao gdm
ma khong cé gidi han.

Thuét ngit “céc diéu kién nghiém ngit” c6 nghia 1a cac diéu kién cho phép phép
lai dic biét gifta cdc polynucleotit. Cac didu kién nay dugc md ta chi tiét trong tai liéu
(vi du, J. Sambrook et al., supra). Vi du, céc diéu kién nghiém ngat c6 thé bao gém, vi

du, cac didu kién ma céc gen c6 tinh tuong ddng hoic tinh dong nhét cao, 80% trg 1én,
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85% hoic cao hon, cu thé 1a 90% hodc cao hon, cu thé hon 12 95% hodc cao hon, cu thé
hon 13 97%. hodic cao hon, cu thé 1a 99% hoic dic diém nhan dang tuong déng hoac cao
hon dugc lai véi nhau va céc gen c6 mirc d) tuong déng hodc nhédn dang thép hon muac
trong ddng hodic nhan dang & trén khong dugc lai v6i nhau, hoic cac diéu kién rira thong
thuong cua phép lai Southern, tirc 13 rira mot 14n, cu thé, hai hodc ba 14n & néng d6 mudi
va nhiét d§ twong Ung véi 60°C, 1xSSC, 0,1% SDS, cu thé 1a 60°C, 0,1xSSC, 0,1%

SDS va cu thé hon 13 68°C, 0,1xSSC, 0,1% SDS.

Mic dir sw khong phit hop giita céc nucleotit c6 thé xay ra do qua trinh lai héa
nghiém ngat, nhung doi héi hai axit nucleic phai c¢6 trinh tr bb sung. Thut ngit "bd
sung" dugc st dung dé md ta mdi quan hé giita cac gbe nucleotit c6 thé lai véi nhau. Vi
du, dbi v6i ADN, adenosin bd sung cho thymin va xytosin bd sung cho guanin. Do dé,
sang ché c6 thé khong chi bao gbdm cac trinh tur axit nucleic vé co ban giéng nhau ma

con bao gom céac doan axit nucleic riéng biét bd sung cho toan bd trinh tu.

Cu thé, polynucleotit ¢ twong ddng hoic ddng nhét co thé dugc phat hién bing
cach st dung cac diéu kién lai bao g61n lai & gia tri Tm 1a 55°C va céc diéu kién dugc
md ta & trén. Ngoai ra, gid tri Tm cé thé 14 60°C, 63°C hodc 65°C, nhung khong gidi
han & d6, va c6 thé dugc kiém soat thich hop boi ngudi co hiéu biét trung binh trong

linh vye k¥ thuét nay tuy theo myc dich.

Tinh nghiém ngit thich hop dé lai cac polynucleotit phu thudc vao do dai va mirc
d6 b sung cua cac polynucleotit, va cac thay dbi da duge biét dén trong linh vuc nay
(xem Sambrook et al., supra, 9.50-9.51, 11.7-11.8).

Nhu duoc st dung trong ban mo ta nay, thuat nglt “vecto™ dung dé chi céu tric
ADN ma bao gbém trinh tu nucleotit ctia polynucleotit ma héa protein bién thé dich lién
két linh hoat v&i trinh ty diéu hoa thich hop dé cho phép biéu hién protein bién thé dich

trong té bao chu thich hop. Trinh ty diéu hoa ¢6 thé bao gdm trinh ty khoi ddu ¢6 kha

-12-



37461

ning bit diu phién ma, trinh ty diéu khién bit ky dé diéu hoa phién ma dé, trinh tuy ma
hoa mién lién két ribosom mARN thich hop va trinh tu quy dinh két thic phién ma va
dich ma. Sau khi vecto dugc bién ddi thanh & bao chii thich hop, n6 ¢6 thé sao chép

hodc hoat dong ddc 14p vdi bd gen cua vat chu va cod thé dugce tich hop vao chinh bd gen.

Vecto dugc st dung trong sang ché khong bi gidi han cu thé, mién 12 né co thé
tai tao trong t& bao chu va c6 thé sir dung bat ky vecto nao da biét trong linh vuc nay. Vi
du v& cac vecto thudng dugce st dung c6 thé bao gdm plasmit tir nhién hoic tai & hop,
cosmit, virut va thuc khuén. Vi du: pWEI15, M13, MBL3, MBL4, IXII, ASHII, APII,
t10, t11, Charon4A, Charon21A, v.v. c¢6 thé dugc st dung lam vecto phage hodc vecto
cosmit. Lam vecto plasmit, loai pBR, loai pUC, loai pBluescriptll, loai pGEM, loai pTZ,
loai pCL va loai pET, v.v. ¢6 thé duoc str dung. Cuy thé, c6 thé sir dung vecto pDZ,
pACYC177, pACYC184, pCL, pECCG117, pUC19, pBR322, pMW118, pCC1BAC,

V.V..

Vi duy, polynucleotit ma hoa protein bién thé dich trong nhifm sic thé c6 thé duoc
thay thé bing polynucleotit dot bién sir dung vecto dé chén nhiém sic thé ndi bao. Viéc
chén polynucleotit vao nhiém sic thé c6 thé dugc thuc hién bang bét ky phuong phap
nao da biét trong linh vuc nay, vi du, tai td hop tuong dong, nhung khong gidi han & do.
Doan d4nh d4u lya chon dé x4ac nhan sy chén nhiém sic thé c6 thé duoc thém vao. Poan
danh dau lga chon 1a chon cac té bao duge bién dbi v6i vecto, nghia 13, dé xac nhan viée
chén polynucleotit mong mudn va doan danh déu lua chon c6 thé bao gém cac doan
d4nh diu cung cfip cac kiéu hinh c6 thé lya chon, nhu khang thudc, hd tro, khang céc
tac nhan gy doc té bao hoic biéu hién ctia céc protein bién ddi bé mat. Vi chi cac té bao
biéu hién doan lya chon méi c6 thé séng s6t hodc thé hién cac kiéu hinh khéc nhau trong
mdi truong duge xur ly bi‘ing tac nhan chon loc, cac té bao da bién nap maoi co thé duoc

chon loc. La khia canh khéc cua séng ché, sang ché d€ xuat vi sinh vat san xuat L-axit
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amin, vi sinh vt bao gém ca protein bién thé hodc polynucleotit ma héa protein bién
thé. Cu thé, vi sinh vt bao gdm protein bién thé va/hoic polynucleotide ma hoa protein
bién thé co thé 1a vi sinh vat dugc tao ra bing cach bién nap vé6i vecto bao gdm

polynucleotit ma hoa protein bién thé, nhung khong bi gidi han & do.

Nhu duge st dung trong ban mé ta nay, thuat ngit “bién nap” ¢6 nghia 14 sy dua
vecto bao gdm polynucleotit ma hoa protein dich vao té bao chi theo cach ma protein
dwgc ma hoa boi polynucleotit nay duge biéu hién trong té biao chi. Mién 1a
polynucleotit dugc bién nap c6 thé dugc biéu hién trong té bao chu, n6 c6 thé duge tich
hop va dit trong nhiém sic thé cta t& bao chil, hodc n6 co6 thé tdn tai ngoai nhiém sic
thé, hodc khong phan biét ching. Hon nita, polynucleotit bao gdm ADN va ARN ma
héa protein dich. Polynucleotit c6 thé dugc dua vao dudi bat ky hinh thirc ndo, mién 1a
ﬁé c6 thé dugc dua vao té bao chu va biéu hién & d6. Vi du, polynucleotit c6 thé duoc
dua vao té bao chi dudi dang catxet biéu hién, 13 cdu triic gen bao gdm tat ca cac yéu tb
can thiét cho biéu hién tu tri cua nd. Thong thudng, catxet biéu hién c¢6 thé bao gdm

doan khoi dau duge lién két linh hoat v6i polynucleotit, cac tin hidu két thic phién ma,

2
A2

céc vi trf lién két ribosom va céc tin hiéu két thuc dich ma. Catxet biéu hién c6 thé &
dang vecto biéu hién tu sao chép. Ngoéi‘ra, polynucleotit ¢6 thé duge dua vao té bao
chu va lién két linh hoat v6i cc trinh tw cAn thiét dé biéu hién trong t& bao chi, nhung
khong bi gidi han & do.

Nhu dugce st dung trohg ban mo ta nay, thuat ngir “lién két linh hoat” c6 nghia 1a
lien két chire ning giira trinh tu polynucleotit ma hoa protein bién thé mong mubn theo
sang ché va trinh ty doan khéi ddu ma khéi ddu va 1am trung gian cho qud trinh phién

ma cua trinh tu polynucleotit.

Khia canh khéc nita ctia sdng ch¢ dé xuat vi sinh vat cua giong Escherichia

(Escherichia sp.) bao gdm bién thé protein thu thé cAMP.

-14-



37461

Nhu duoc sir dung trong ban mé ta nay, thuat ngit “vi sinh vat bao gdm bién thé
CRP” ¢6 thé ding dé chi vi sinh vat tai t6 hop dé biéu hién bién thé CRP theo sang ché.
Vi du, vi sinh vat dung dé chi té bao chu hodc vi sinh vat ma cé thé biéu hién bién thé
bing cach bao gdbm polynucleotit ma hoa bién thé CRP hodc bing cach bién dbi véi
vecto bao gdm polynucleotit ma héa bién thé CRP. Bdi véi cac dbi twong theo sang ché,
vi sinh vat 1a vi sinh vét biéu hién bién thé protein thy thé cAMP bao gdm mdt hodc
nhiéu thay thé axit amin trong trinh ti axit amin ctia SEQ ID NO: 1 va vi sinh vét d6 c6
thé 14 vi sinh vat biéu hién bién thé protein ¢6 hoat tinh protein thu thé cAMP, trong do
su thay thé axit amin 1a su thay thé lysin cho axit amin & vi tri 33 tur dau cubi N, nhung

khong gidi han ¢ do.

Vi sinh vat bao g‘ém ca bién thé CRP c6 thé 1a bét ky vi sinh vét nao, mién 12 n6
bao g6m bién thé CRP dé biéu hién axit amin L, vi du, L-threonin hoic L-tryptophan,
nhung kh@ng giéi han & d6. Vi dy, vi sinh vat bao gdm ca bién thé CRP ¢6 thé 13 vi sinh
vat tai td hop c6 ning suét axit amin L tang 1én, dugc tao ra bang cach biéu hién bién
thé CRP trong vi sinh vét kiéu hoang da tw nhién hoic trong vi sinh vt sin xuét L-axit
amin. Vi sinh vat tai t6 hop c6 ning suit L-axit amin ting c6 thé 12 vi sinh vat c6 ning
suét L-axit amin tdng 1én, so véi vi sinh vat kiéu dai tu nhién hodc vi sinh vat khong
bién dbi, trong d6 L-axit amin c6 thé 1a L-threonin hozc L-tryptophan, nhung khong gi('yi

han & d6.

Nhu dugc st dung trong ban mo ta nay, thuat ngt “vi sinh vét san xuét L-axit
amin” bao gém vi sinh vt kiéu dai hodc vi sinh v4t trong do cai bién di truyén tu nhién
hodc nhén tao x4y ra, va nd co thé 1a vi sinh vat c6 co ché suy yéu hoic ting cudng cu
thé do chén gen ngoai lai hodc do tdng cuong hodc bét hoat hoat ddng cua gen ndi sinh,
trong dé bién thé di truyén xay ra hodc hoat ddng duogc ting cudng dé tao ra L-axit amin

mong mudn. Poi vai cac doi tugng theo sang che, vi sinh vat san xuat L-axit amin c6
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thé bao gdm protein bién thé dé ting ning suit cla L-axit amin mong muén. Cu thé, vi
sinh vat san xuét L-axit amin hodc vi sinh vt c6 ning suét L-axit amin theo sdng ché co
thé 14 vi sinh vét trong d6 mo6t phén ctia gen tham gia vao qua trinh sinh tong hop L-axit
amin dugc ting cudng hodc 1am suy yéu, hodc mot phan cia cac gen lién quan dén con

dudng phén giai L-axit amin duge ting cudng hodc suy yéu.

“Vi sinh vt khong bién ddi” d& cip dén chung ty nhién nhu né vén ¢6, hoic vi
sinh vét khong c6 bién thé CRP hodc vi sinh vat khong dugc bién d6i véi vecto bao g61n
polynucleotit ma hoa bién thé CRP. “Vi sinh vét” ¢6 thé bao gbm bét ky mot trong sb
céc vi sinh vat nhan so va vi sinh vat nhan thuc, mién 13 né cé thé tao ra L-axit amin. Vi
du, vi sinh vat c6 thé bao gdm vi sinh vat thudc giéng Escherichia, gibng Erwinia, giéng
Serratia, gibng Providencia, gibng Corynebacterium va gidng Brevibacterium. Cu thé,
vi sinh vat c6 thé 1a vi sinh vat thudc gidng Escherichia, va cu thé hon 13 E. coli, nhung
khong gidi han ¢ do.

Khia canh khéc nita theo sang ché dé xudt phuong phap san xudt L-axit amin,
phwong phap bao gdm nubi cdy vi sinh vét clia gidng Escherichia trong mdi truong, vi

sinh vat san xudt L-axit amin va bao gdm bién thé protein thu thé cAMP.

Thuét ngit “bién thé protein thu thé cAMP” va “L-axit amin” giéng nhur dugc md
ta o trén.

Theo phuong phép nay, nudi cdy vi sinh vét c6 thé, nhung khong bi gi6i han cu
thé &, duoc thyc hién b.;ing nuoi céy theo mé, nuoi céy lién tuc, nuoi céy theo mé cho an,
v.v..da biét. V& van dé nay, cc didu kién nudi cdy khong bi giéi han cu thé, nhung do
pH t8i wu (vidy, do pH tr 5 dén 9, cu thé 1a do pH tir 6 dén 8, va cu thé nhét 1a do pH
6,8) cb thé duoc duy tri béng cach st dung hop chét bazo (vi du, natri hydroxit, kali
hydroxit hodc amoniac) hodc hop chét c6 tinh axit (vi duy, axit photphoric hodc axit

sulfuric). Ngoai ra, céc di€u kién hicu khi c6 thé dugc duy tri bang cach dua oxy hoac
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hdn hop khi chira oxy vao moi trudng nudi ciy té bao. Nhiét do nudi cdy c6 thé dugc
duy tri & 20°C dén 45°C, va cu thé 1a & 25°C dén 40°C. Qua trinh nudi cdy c6 thé duoc
thue hién trong khoang tir 10 gid dén 160 gio, nhung khong giéi han & d6. L-axit amin
duoc tao ra boi qua trinh nudi cy trén c6 thé duge bai tiét ra moi trudng nudi cdy hdac

c¢6 thé van con bén trong t¢ bao.

Hon nita, moi truong nudi céy dugc st dung c6 thé bao gf“)m, nhu ngu@)n cacbon,
duong va hydrat cacbon (vi dy, glucoza, sucroza, lactoza, fructoza, maltoza, molasza,
tinh bt va xenluloza), dau va chit béo (vi du, dau dau nanh, dau hat hudéng duong, dau
ddu phdng va dau dira), axit béo (vi duy, axit palmitic, axit stearic va axit linoleic), ruou
(vi du, glyxerol va etanol), va axit hitu co (vi duy, axit axetic) riéng 1é¢ hoac két hop,
nhung khong giéi han & d6. La ngudn nito, cic hop chét hitu co c6 chtra nito (vi du:
peptone, chiét xudt nAm men, nudc ludc thit, chiét xuét mach nha, rugu ngo, bot dau
nanh va uré) hoic cac hop chit vo co (vi du: amoni sulfat, amoni clorua, amoni photphat,
amoni cacbonat va amoni nitrat) c¢6 thé dugc sir dung riéng 1 hoic két hop, nhung khong
giéi han & d6. La ngudn phét pho, kali hydro photphat, kali dihydro photphat, va cac
mudi natri twong tng ciia ching c6 thé dugc st dung riéng 1¢ hodc két hop, nhung khong
giéi han & d6. Hon nita, moi trirbrng ¢6 thé bao gdm céc chét kich thich ting trudng thiét
yéu bao gdm cac mudi kim loai khac (vi du, magie sunfat hogic sit sunfat), axit amin va
vitamin.

Phuong phép c6 thé con bao gdm thu gom L-axit amin tlr vi sinh vt hodc moi
truong.

Phuong phap thu gom L-axit amin dugc tao ra & qué trinh nuoi cdy theo sang ché
¢6 thé thu gom L-axit amin mong mudn tir canh nudi cdy st dung phuwong phap thich
hop da biét trong linh vyc k§ thuét theo phurong phép nudi cdy. Vi du, c6 thé sir dung ly

tam, loc, sac ky trao doi anion, két tinh, HPLC, v.v., va L-axit amin mong mudn cé thé

-17-



37461

duogc thu thap tir mdi truong hodc vi sinh vét bang phuong phép thich hop da biét trong

linh vuc nay.

Hon nita, viéc thu thap c6 thé bao géln qué trinh tinh ché, va c6 thé duge thuc
hién bang cach st dung phuong phap thich hop da biét trong linh vuc nay. Do d6, L-axit
amin can thu thép co thé 1a dang tinh khiét hodc moi trudng 1én men cda vi sinh vat bao

gdm L-axit amin (Pua vao to Biotechnology and Genetic Engineering, A. J. Nair., 2008).

Khia canh khéc nita clia sang ché d& xuét viéc sir dung bién thé protein thy thé
cAMP trong san xuét L-axit amin, bién thé protein thu thé cAMP bao gdm mot hodc
nhiéu thay thé axit amin trong trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 1.

Khia canh khéc nita cia sang ché dé xut viéc st dung vi sinh vat thudc gidng
Escherichia dé san xuét L-axit amin, vi sinh vat thudc gidng Escherichia bao gdm ca
bién thé protein thu thé cAMP.

Thuét ngir “bién thé protein thy thé cAMP” va “L-axit amin” giéng nhu dugc mo
ta & trén.

Vi du thuwe hién siang ché

Sau ddy, sang ché s& dugc mé ta chi tiét hon c6 tham chiéu dén cac vi du. Tuy
nhién, rd rang voi nguodi ¢o hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuit nay 1a cac vi du
nay chi nhim muc dich minh hoa, va pham vi clia sang ché khong dugc du dinh s& bi
gid1 han bai cac vi du nay.

Vi du 1. Tao ra vecto ti td hop pCC1BAC-crp

1-1. Tao ra manh gen crp

Pé thu dugc khoang 0,96 kb manh ADN ctia SEQ ID NO: 5 bao gém gen crp va
ving didu hoa bidu hién, ADN bd gen (gADN) cua E. coli W3110 kiéu dai dugc chiét

xudt bang cach st dung hé thdng Genomic-tip clia Qiagen (cong ty) va PCR (phan tmg
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chudi polymeraza) duge thuc hién bang cach st dung gADN lam khuén mau va bo tron
PCR HL (san xuit bdi BIONEER Co., 4p dung twong ty sau ddy). PCR dé khuéch dai
ménh gen crp dugc thuc hién bing cach st dung mdi SEQ ID NO: 6 va 7 trong 27 chu
ky bao gdm bién tinh & 95°C trong 30 gidy, i & 56°C trong 30 gidy va kéo dai ¢ 72°C
trong 2 phut.

San phém PCR duoc ti€u hoa véi EcoR 1, va dién di trén gel agaroza 0,8% va rua

giai duogc thyc hién dé thu dugc manh ADN ctia 0,96 Kb (sau day, duge goi 1a “méanh

crp”).
Béang 1
SEQIDNO. |Tén doan mdi Trinh tu (5°-37)
6 crp-F CACGAATTCTTTGCTACTCCACTGCGTCA
7 crp-R ACACGAATTCTTAACGAGTGCCGTAAACG

1-2. Tao ra vecto tai td hop pCC1BAC-crp

Vecto pCCIBAC diéu khién sao chép (EPICENTRE, M¥) dugc xtt ly bang EcoR
I, va dién di trén gel agaroza 0,8% va rua gidi dugc thuc hién dé thu duoc san phém, sau

d6 duoc ndi v6i manh crp thu duoc trong ci du 1-1, do d6 tao ra pCC1BAC-crp plasmit.
Vi du 2. Tao ra thu vién bién thé vecto téi t6 hop pCCIBAC-crp
2-1. Tao ra manh crp dot bién bang PCR ¢6 15i

PCR duoc thuc hién b%mg cach st dung ADN bd gen cua vi khuén E. coli W3110
kidu dai lam khudén mau va kit gdy dot bién ngdu nhién PCR da dang (danh muc #:
K1830-1, Bang III, cac phan Gng giy dot bién 4) cua clonetech. Cu thé, PCR dugc thuc
hién bang cach sir dung doan mdi SEQ ID NO: 6 va 7 nhu duoc sit dung trong vi du 1-

1 trong 27 chu k¥ bao gdm bién tinh & 94°C trong 30 gidy va kéo dai & 68°C trong 1
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phut.

San phdm PCR dugc tiéu hoa bang EcoR I, va dién di trén gel agaroza 0,8% va
rira gidi dugc thuc hién dé thu dugc manh crp 4ot bién 0,96 Kb (sau day goi la “manh
crp™).

2-2. Tao ra thu vién bién thé vecto téi td hop pCC1BAC-crp

Vecto pCCIBAC duoc xir Iy bang enzym gidi han EcoR 1, va sau d6 duoc xir Iy
béng phosphataza kiém (NEB). Vecto di tao ra dugc ndi voi manh crp™ thu dugc trong
vi du 2-1, va san phdm néi dugc bién d6i thanh TransforMax EPI300 Electrocompetent
E. coli (EPICENTRE, M¥) bang phuong phéap dién di. Ching da bién nap dugc nudi
cdy trén mdi truong ran LB (15 ug/ml) chira cloramphenicol dé chon khuén lac. Do do,
céc khuén lac thu dugc dd dugc thu gom va dugce tao ra plasmit, do d6 tao ra thu vién

pCCIBAC-crp™.

Vi du 3. Dua thu vién bién thé crp vao vét nhuém san xuét threonin va chon
ching cai thién tdng trudng

3-1. Pua thu vién pCC1BAC-crp™ vio vét nhudm san xuét threonin

Thu vién pCC1BAC-crp™ thu dugc trong vi du 2 dugc bién nap thanh cac té bao
kha bién dién cia KCCM10541, 13 vi sinh v4t san xuét threonin béng cach két hop dién.
E. coli KCCM10541 (Patent Han Qudc s6 10-0576342) dugc st dung trong vi du nay

1a E. coli duge tao ra bing cach bit hoat gen galR trong E. coli san xuét L-threonin

KFCC10718 (Patent Han Quéc sé 10-0058286).

La nhém dbi ching cua vi sinh vat duge dua thu vién pCC1BAC-crp™ vao,
pCC1BAC-crp dugc bién nap thanh KCCM10541 theo cach tuong tu nhu & trén dé tao

ra KCCM10541/pCC1BAC-crp(WT).

3-2. So sanh téc do tdng trudng clia vi sinh vat tai td hop
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MBbi trudng tbi thiéu M9 chia glucoza 1% va 0,2 g/L chiét xuit nAm men duoc
phan phéi trong vi tAm 15 sdu, va sau d6 chét bién nap va ching déi chimg duoc tao ra
trong vi du 3-1 dugc gieo mdm twong g vao d6. Cac chiing duge nudi cdy sir dung
thiét bi l4c nhiét @6 khong ddi kich thuée nhd (TAITEC, Nhat Ban) trong diéu kién 37°C
va 200 vong/phit bang phuong phap HTS (sang loc thong lugng cao) trong 20 gid, va
cac chung cai thién ting truéng da dugc chon. Trong s6 d6, mét loai ching cubi cing

dugc chon (bang 2).

Ching KCCM10541 duge dua vao c¢6 gen crp kiéu dai thé hién gia tri OD tang
nhe do dua thém crp, trong khi bién nap cdi thién ting truéng thé hién gia tri OD cao
sau thoi gian nudi cdy gidng nhau, so véi ching duge dua vao crp kiéu dai. Hon nira,
bién thé crp duoc chon dugce tao ra nhd plasmit, sau do 1a phan tich trinh tu. Két qua

duoc tom tit trong bang 2.
Bang 2
Théng tin vé chét bién nap cai thién ting truéng sau khi dua thu vién crp™ vao

chiing san xuat threonin

Chung 0D600 Bién thé
KCCM10541/pCC1BAC 2,3 -
KCCM10541/pCC1BAC-crp(WT) 2,8 -
KCCM10541/pCCI1BAC/crpTM3 3,9 Q33K

3-3. So sanh hiéu gi4 threonin ctia vi sinh vat téi t6 hop

Pé do hiéu gia threonin cuia vi sinh vat tai td hop dugc chon trong vi du 3-2, vi

sinh vat tai to hgp duge nudi cay trong mdi trudng chuan do threonin dugc tao ra nhu

_21-



37461

trong thanh phén ctia bang 3 sau ddy dé kiém tra su cai thién cia nang sudt L-threonin.
Bang 3

Hop phéan ctia mdi trudng chudn d6 threonin

Hop phin Nong dd (véi mdi lit)

Glucoza , 70 g
K2PO4 | 2g
(NH4)2S04 25¢g
MgSO4-7TH,0O lg

FeSO4 TH20 5mg

MnSO4:4H,0 5mg
Chiét xuit nAm men 2g
Canxi cacbonat 30g
bo pH 6,8

Cu thé 13, mdi mdt vong platin ctia E. coli KCCM10541/pCC1BAC-crp(WT) va
E. coli KCCM10541/pCC1BAC-crpTM3 duge nudi cly qua dém trén méi truong ran
LB trong thiét bi & & 33°C, dugc cdy 1an luot vao 25 mL mdi trudng chuin do ctia bang
3, sau d6 dugc nudi cdy trong thiét bi u & 33°C va 200 vong/phtt trong 48 gid dé so sanh

tbe dd tidu thy duong va ndng do threonin.

Két qua 13, nhu dugc md td trong biang 4 sau ddy, ching
KCCM10541/pCCIBAC-crp (WT) 1a nhém d6i ching thé hién muc tiéu thu dudng 1a

26,1 g/L trong 24 gid, trong khi ching dot bién duoc dua vao crpTM3 thé hién cai thién
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khoang 21% va 16% ty 1€ tiéu thu dudng, so véi ching me va ching dugc dua vao crp

kieu dai, twong tng.

Hon nita, khi duge nudi cdy trong 48 gid, ching dugc dua vao crp kiéu dai thé
hién san xuét L-threonin 29,0 g/L, trong khi san xuét L-threonin cta ching dot bién thu
duogc & trén da tang 1én dén 32,5 g/L mic du tde d6 nudi cdy duoc ting 1én, thé hién cai
thién khoang 13% va 12% vé ndng db, so v6i chiing me va ching dugc dua vao crp kiéu

dai, tuong ung.

Vi viéc dua vao bién thé crp da 1am tdng nang suat va tiéu thu dudng cua ching,
nd ¢ vé la dic diém bién thé tot, c6 thé gdp phan rat 16n vao viéce cai thién hi€u qua san
xuat trong qud trinh 1én men.

Bang 4

So sanh hiéu gié ctia ching threonin bao gém bién thé crp

Str dung dudng Threonin
Chung
(g/L)* (gL)**
KCCM10541/pCCIBAC 25,0 28,8
KCCM10541/pCC1BAC-crp(WT) 26,1 29,0
KCCM10541/pCC1BAC/crpTM3 30,2 32,5

* gié tri dugce do 24 gid
** oia tri dugc do 48 gio

Vi du 4. Pua bién thé pCCI1BAC-crpTM3 vao ching san xuit tryptophan

4-1. Pua vao pCC1BAC-crpTM3 vao ching sang loc

pCCI1BAC-crpTM3 thu dugce & vi du 3 dugc bién nap thanh céc té bao kha bién
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dién cta chung san xuét tryptophan KCCM11166P bang cach két hop dién.
KCCM11166P dugce st dung trong vi du nay 1 E. coli san xut L-tryptophan, trong d6
gen tehB dugc x6a va hoat tinh NAD kinaza dugc ting cudng (patent Han Quéc b 10-

1261147).

LA nhom dbi ching cta vi sinh vt dugc dua vao pCCIBAC-crpTMs3,
pCCIBAC-crp (WT) dugc bién nap thanh KCCM11166P theo cach twong tu nhu & trén

dé tao ra KCCM11166P/pCC1BAC-crp (WT).
4-2. So sanh tdc d6 ting trudng cla vi sinh vat tai td hop

MBoi truong t6i thiéu M9 chira glucoza 1% va 0,2 g/L dich chiét nAm men duoc
phan phéi trong vi tm 15 sau, sau do chit bién nap va ching dbi chimg dugc tao ra nhu
trong vi du 4-1 14n luot dugc gieo mam vao d6. Cac ching dugc nudi cdy bang thiét bi
lic 0 nhiét do khong dbi kich thude nhd (TAITEC, Nhat Ban) trong diéu kién 37°C va
200 vong/phut bang phuong phap HTS (sang loc thong lugng cao) trong 16 gid dé xac
nhan su cai thién ting trudng cua chit bién déi KCCM11166P/pCCIBAC-crpTM3

(bang 5).

Chung KCCM11166P dugc dua vao gen crp kiéu dai thé hién muc d6 tuong
dwong ciia OD do dua vao bd sung crp sau cling thoi gian nuodi cdy, trong khi thé bién
nap céi thién tdng truéng thé hién gia tri OD cao, so Vi crp kiéu dai.

Bang 5

Thong tin ciia thé bién nap cai thién ting trudng sau khi dua crpTM3 vao ching

san xuét tryptophan

Chung OD600 Bién thé

KCCM11166P/pCCIBAC 3,4 -
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KCCM11166P/pCC1BAC-crp(WT) 3,5 -

KCCM11166P/pCCIBAC/crpTM3 3,9 Q33K

4-3. So sanh hiéu gid tryptophan cua vi sinh vat tai t6 hop

Dé do hiéu gia tryptophan cta vi sinh vat tai td hop dugc tao ra & vi du 4-2, vi
sinh vt tai t6 hop dugc nudi cdy & mdi truong chuin do tryptophan duge tao ra nhu &

hop phén ctia bang 6 sau ddy dé kiém tra sy cai thién ctia ning suit L-tryptophan.
Bang 6

Hop phén ctia mdi trudng chuén do tryptophan

Hop phan Nong d6 (véi méi lit)
Glucoza 60 g
K,PO4 lg
(NH4)2SO4 10g
NaCl lg
MgSO4-7TH20 lg
Natri xitrat 5¢g
Chiét xuét ndm men 2g
Canxi cacbonat 40 g
Natri xitrat 5g
Phenyl alanin 0,15¢g
Tyrosin 0,1g
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Do pH 6,8

Cu thé 13, m&i mot vong platin cta E. coli KCCM11166P/pCC1BAC-crp(WT) va
E. coli KCCM11166P/pCCIBAC-crpTM3 duoc nudi cdy qua dém trén moi trudng ran
LB trong thiét bi 0 & 37°C, dugc cdy 1an luot vao 25 mL moi truong chuén do cia bang
6, sau d6 dugc nuéi_céy trong thiét bi G § 37°C va 200 vong/phut trong 48 gid dé so sanh
tc do tiéu thy dudng va ndng do tryptophan. Két qua 13, nhu duge mb ta trong bang 7
sau day, ching KCCM11166P/pCC1BAC-crp (WT) 12 nhém dbi chiing thé hién murc
tiéu thu dudng 14 30,2 g/L sau 22 gid, trong khi ching dot bién dwoc dua vao crpTM3
thé hién cai thién khoang 12% va 8% ty 1€ tiéu thu dudng, so véi ching me va ching
dua vao crp kiéu dai, twong tng.

Khi duge nudi cdy trong 48 gid, ching dua vao crp kiéu dai thé hién 8,4 g/L san
xuét L-tryptophan, trong khi san xuét L-tryptophan ctia chiing dot bién thu duoc & trén
da tang 1én dén 9,0 g/ mdc du tdc d6 nudi céy tang 1én, thé hién su cai thién khoang 7%
va 10% v& ndng d9, so v4i chiing me va ching dua vao crp kiéu dai, twong tng.

Vi viéc dua vao bién thé crp tang viée st dung dudng clia ching va ning sudt, c6
vé nhu 13 dic diém bién thé tdt, c6 thé g6p ph?m 16n vao viéc cdi thién hi€u qua san XUAt
trong qué trinh 1én men.

Béang 7

So sanh hiéu gi4 cta chung tryptophan bao gdm bién thé crp

St dung duong | Tryptophan
Ching
(g/lL)* (g/L)**
KCCM11166P/pCCIBAC 29,0 8,2
KCCM11166P/pCCIBAC-crp(WT) 30,2 8,4
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KCCM11166P/pCC1IBAC/crpTM3 32,5 9,0

* gi4 tri dugce do 22 gidy
** gid tri dugce do 48 gid

Vi du 5. Pua vecto ndi sinh bién thé crp hiéu qua vao E. coli kidu dai

5-1. Pua bién thé pCC1BAC-crp hidu quéa vao ching san xuét threonin c6 ngudn

goc tu kicu dai

Dé kiém tra liéu vecto bao gdm ca bién thé crp duoc sang loc trong vi du 3 ciing
thé hién c4c hiéu qua trong duong & ching kiéu dai hay khong, vecto pCC1BAC-crp
(WT) hoic pCC1BAC-crpTM3 dugc bién nap thanh ching c6 ngudn gbc tir kiéu dai c6
kha ning tao ra threonin bang céng nghé dién di, twong tng. Hon nita, ching dugc dua

vao pCC1BAC-crp (WT) dugce tao ra nhu nhom d6i chung.

Chung c¢6 ngudn gde kiéu dai c6 kha ning tao ra threonin dugc sit dung trong vi
du nay 1a W3110::PcysK-ppc/pACYC184-thrABC. W3110::PcysK-ppc/pACYC184-
thrABC 14 chung trong d6 trinh tw khoi dau ciia gen ppc ma hoa phosphoenolpyruvat
carboxylaza trén nhi®m séc thé dugc thé bang doan khoi dAu ctia gen cysK va gen operon
sinh tdng hop threonin duge dwa vao dudi dang vecto dé tang sb lugng ban sao, do d6
ting nang suét threonin. Cu thé 13, chiing W3110::PcycK-ppc dugce tao ra bang cach st
dung pUCpcycKmloxP theo cach twong tu nhu dugc mo ta trong patent Han Qubc sb
10-0966324 va pACYC184-thrABC (patent Han Qudc sd 10-1865998) dugc chuyén

nap thanh ching bang cong nghé dién di.

Chung da tao ra dugc nudi cdy trong méi trudng thir nghiém threonin dugce tao
ra nhu & hop phén cua Bang 8 sau ddy, va tdc do ting truéng va ning suit L-threonin
ctia ching dugc so sanh.

Bang 8
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Hop phin ctia moi trudng thir nghiém threonin

Hop phin Nong d6 (v6i mdi lit)

Glucoza 70 g
K2POy 2g
(NH4)2804 25¢g
MgS04-7H,0 lg
FeSO4 7TH,O 5 mg
MnSO4:7TH20 5 mg

DL-methionin 0,15¢g
Chiét xuit nAm men 2g
Canxi cacbonat 30g
bo pH 6,8

Cu thé 13, mdi mdt vong platin cia W3110 va ching twong tng dwgc nudi ciy
qua dém trén moi trudng rin LB trong thiét bi u ¢ 33°C duoc ciy lan luot vao 25 mL
moi truong chuén do cta bang 8, sau d6 dugc nudi cdy trong thiét bi 0 ¢ 33°C va 200
vong/phut trong 48 giv. Két qua ctia ching dugc thé hién trong bang 9 sau day. Nhu
duoc thé hién trong céc két qua sau day, protein bién thé dugc chon theo sang ché ciing

¢6 thé tao ra threonin mot cach hiéu qua véi nang suat cao & ching kiéu dai.
Béang 9

Két qua ki€ém tra sy tdng tredng va nang suat threonin cua chung c6 ngudn goc

tr kiéu dai
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Threonin
Chiing OD
(g/L)**
W3110::PcysK-ppc/pACYC184-thrABC/pCC1BAC 10,8 1,5
W3110::PcysK-ppc/pACYC184-thrABC/pCC1BAC-
11,0 1,6
crp(WT)
W3110::PcysK-ppc/pACYC184-thr ABC/pCC1BAC-
13,5 2,5
crpTM3

5-2. Pua bién thé pCCIBAC-crp hiéu qua vao ching san xuét tryptophan c6

nguodn goc tur kiéu dai

Dé kiém tra liéu vecto bao gdm ca bién thé crp duoc sang loc trong vi du 4 cling
thé hién céc hidu quéa tuwong dwong & ching kiéu dai hay khong, vecto pCCIBAC-crp
(WT) hodc pCC1BAC-crpTM3 dugc bién nap thanh ching c6 ngudn gbe tir kiéu dai c6

kha nédng tao ra tryptophan, tuong tng.

Chung ¢6 ngudn gdc tir kiéu dai c6 kha ning san xuét tryptophan duoc st dung
& vi du nay 1a W3110 trpA2/pCL-Dtrp_att-trpEDCBA. W3110 trpA2/pCL-Dtrp_att-
trpEDCBA 1a chung dugce dua vao véi vecto trong do co ché didu hoa ctia ving diéu
hoa operon tryptophan dugc giai phong va biéu hién operon tryptophan duge ting cudng
dé qua biéu hién tryptophan (patent Han Qudc s6 10-1532129). Cac chiing da dua vecto
vao dugc nudi cdy trong mdi trudng thir nghiém tryptophan dugc chuén bi nhu trong

hop phin ctia bang 10 sau ddy, va ning sudt L-tryptophan ciia ching dugc so sanh.
Bang 10

Hop phén ctia méi truong thir nghiém tryptophan

Hop phin Nong d6 (véi mbi lit)

-20-



37461

Glucoza 2g
K2POq4 lg
(NH4)2S04 12¢g
NaCl lg
Na,HPO4-H0 5g
MgSO4-H2O lg
MnSO4 H2O 15 mg
CuSO4-H,O 3 mg
ZnS0O4-H,O 30 mg
Natri xitrat lg
Chiét xuét ndm men lg
Phenyl alanin 0,15¢g
b pH 6,8

Cu thé 13, m3i mot vong platin ciia ching dwoc nudi cdy qua dém trén moi trudng
rin LB trong thiét bi & & 37°C dugc cdy 1an lugt vio 25 mL mdi trudng thir nghiém cla
bang 9, sau d6 dugc nudi cdy trong thiét bi & & 37°C va 200 vong/phut trong 48 gid. Gia
tri OD va ndng do tryptophan dugc so sanh va thé hién trong bang 11. Nhu duoc thé
hién trong cac két qua sau dy, protein bién thé dugc chon theo sang ché ciing c6 thé tao

ra tryptophan mot cach hiéu qua véi nang suit cao & ching kiéu dai.
Béang 11

Két qua kiém tra sy ting trudng va nang suat tryptophan ctia chung c¢6 ngudn goc
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tur ki€u dai

Tryptophan
Chung OD
(g/L)**
W3110 trpA2/pCL-Dtrp_att-trpEDCBA/pCC1BAC 10,8 0,5
W3110 trpA2/pCL-Dtrp_att-trpEDCBA/pCC1BAC-
11,0 0,6
crp(WT)
W3110 trpA2/pCL-Dtrp_att-trpEDCBA/pCC1BAC-
12,7 0,9
crpTM3

Céc tac gia sang ché da chi dinh chung dugc dua vao pCC1BAC-crpTM3, dua
trén KCCM11166P c6 ning sudt tryptophan va tdc do st dung dwdng cai thién
(KCCM11166P/pCCIBAC-crpTM3) 1a “CA04-2807”, va sau d6 gti ching nay dén
Trung tAm vin hoéa vi sinh vat Han Quéc (KCCM) 1a co quan luu ky qudc té theo Hiép

uée Budapest, vao ngay 07 thang 11 nam 2018 v&i sb tiép can KCCM12373P.

Céc két qua nay chi ra rang tdc d6 st dung dudng duoc cai thién va ning sudt L-
axit amin dugc ting 1én & vi sinh vét duoc dua vao bién thé crp thude gidng Escherichia
theo sang ché, va do d6, ning sudt L-axit amin dugc ting 1én, so véi ching khong bién
doi.

Dua trén phdn md ta & trén, ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat
nay s& hibu ring sang ché c6 thé dugc thue hién dudi dang cu thé khac ma khong lam
thay dbi tinh than k¥ thuat hodc céc dic tinh co ban cia sdng ché. Do do, can hiu ring
phuong an trén khong phdi 1a giéi han, ma 1a minh hoa & tat ca cac khia canh. Pham vi
ctia sang ché duoc x4c dinh bang cac diém yéu cau bao ho kém theo chir khong phai
bang phan mo ta trude ching, va do d6 tht ca cac thay dbi va sira doi nim trong cac didu

kién va gidi han cua céc dieém yéu cau bdo hd, hodc twong duong clia céc ti€u chuan va
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YEU CAUBAO HO
I. Bién thé protein thu thé cAMP, trong d6 lysin duoc thé cho axit amin & vi trf 33

trong trinh ty axit amin SEQ ID NO: 1.

2. Polynucleotit ma héa bién thé protein thu thé cAMP theo diém 1.
3. Vecto chita polynucleotit ma hoa bién thé protein thu thé cAMP theo diém 1.
4. Vi sinh vét gibng Escherichia (Escherichia sp.) chita bién thé protein thu thé

cAMP trong d6 lysin duoc thé cho axit amin & vi tri 33 trong trinh ty axit amin SEQ ID
NO: 1.
5. Vi sinh vat gidng Escherichia theo diém 4, trong d6 vi sinh vét gidng Escherichia
nay 1a E. coli.
6. Vi sinh vt gidng Escherichia theo diém 4, trong d6 vi sinh vt gidng Escherichia
nay tao ra L-axit amin.
7. Vi sinh vat gidng Escherichia theo diém 6, trong d6 L-axit amin 12 L-threonin
hodc L-tryptophan.
8. Phuong phap san xuét L-axit amin, phuwong phap nay bao gbm:

nudi cdy vi sinh vét gidng Escherichia trong mdi truong, vi sinh vét ndy bao gdm
bién thé protein thu thé cAMP trong d6 lysin dugc thé cho axit amin & vi tri 33 trong
trinh tu axit amin SEQ ID NO: 1.
9. Phuong phép theo diém 8, con bao gdm thu gom L-axit amin tir vi sinh vat hodc
moi truong.

10. Phuong phép theo diém 8, trong d6 L-axit amin 1 L-threonin hodc L-tryptophan.
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<210> 1

<211> 210

<212> PRT

<213> Khéng biét

<220>

<223> CRP

<400> 1

Met Val Leu Gly Lys Pro Gln Thr Asp Pro Thr Leu Glu Trp Phe Leu
1 5 10 15

Ser His Cys His Ile His Lys Tyr Pro Ser Lys Ser Lys Leu Ile His
20 25 30

Gln Gly Glu Lys Ala Glu Thr Leu Tyr Tyr Ile Val Lys Gly Ser Val
35 40 45

Ala Val Leu Ile Lys Asp Glu Glu Gly Lys Glu Met Ile Leu Ser Tyr
50 55 60

Leu Asn Gln Gly Asp Phe Ile Gly Glu Leu Gly Leu Phe Glu Glu Gly
65 70 75 80

Gln Glu Arg Ser Ala Trp Val Arg Ala Lys Thr Ala Cys Glu Val Ala
85 90 95

Glu Ile Ser Tyr Lys Lys Phe Arg Gln Leu Ile Gln Val Asn Pro Asp
100 105 110

Ile Leu Met Arg Leu Ser Ala Gln Met Ala Arg Arg Leu Gln Val Thr
115 120 125

Ser Glu Lys Val Gly Asn Leu Ala Phe Leu Asp Val Thr Gly Arg Ile
130 135 140

Ala Gln Thr Leu Leu Asn Leu Ala Lys Gln Pro Asp Ala Met Thr His
145 150 155 160

Pro Asp Gly Met Gln Ile Lys Ile Thr Arg Gln Glu Ile Gly Gln Ile
165 170 175

val Gly Cys Ser Arg Glu Thr Val Gly Arg Ile Leu Lys Met Leu Glu
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185

190

Asp Gln Asn Leu Ile Ser Ala His Gly Lys Thr Ile Val Val Tyr Gly

195

Thr Arg

210
<210> 2
<211> 633
<212> ADN
<213> Khéng biét
<220>
<223> crp
<400> 2
atggtgcttg gcaaaccgca
60
attcataagt acccatccaa
120
tactacatcg ttaaaggctc
180
atcctctcct atctgaatca
240
caggaacgta gcgcatgggt
300
aaaaaatttc gccaattgat
360
atggcgcgtc gtctgcaagt
420
acgggccgca ttgcacagac
480
ccggacggta tgcaaatcaa
540
cgtgaaaccg tgggacgcat
600
ggtaaaacca tcgtcgttta
633
<210> 3
<211> 210
<212> PRT
<213> Khéng biét
<220>
<223> CRP cai bién

200

aacagacccg

gagcaagctt

tgtggcagtyg

gggtgatttt

acgtgcgaaa

tcaggtaaac

cacttcagag

tctgctgaat

aattacccgt

tctgaagatg

cggcactegt

actctcgaat

attcaccagg

ctgatcaaag

attggcgaac

accgcctgtg

ccggacattce

aaagtgggca

ctggcaaaac

caggaaattg

ctggaagatc

taa
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ggttcttgtce

gtgaaaaagc

acgaagaggg

tgggcctgtt

aagtggctga

tgatgcgttt

acctggecgtt

aaccagacgc

gtcagattgt

agaacctgat

tcattgccac

ggaaacgctg

taaagaaatg

tgaagagggc

aatttcgtac

gtctgcacag

cctcgacgtg

tatgactcac

cggctgttct

ctccgcacac



37461

<400> 3
Met Val Leu Gly Lys Pro Gln Thr Asp Pro Thr Leu Glu Trp Phe Leu
1 5 10 15

Ser His Cys His Ile His Lys Tyr Pro Ser Lys Ser Lys Leu Ile His
20 25 30

Lys Gly Glu Lys Ala Glu Thr Leu Tyr Tyr Ile Val Lys Gly Ser Val
35 40 45

Ala Val Leu Ile Lys Asp Glu Glu Gly Lys Glu Met Ile Leu Ser Tyr
50 55 60

Leu Asn Gln Gly Asp Phe Ile Gly Glu Leu Gly Leu Phe Glu Glu Gly
65 70 75 80

Gln Glu Arg Ser Ala Trp Val Arg Ala Lys Thr Ala Cys Glu Val Ala
85 90 95

Glu Ile Ser Tyr Lys Lys Phe Arg Gln Leu Ile Gln Val Asn Pro Asp
100 105 110

Ile Leu Met Arg Leu Ser Ala Gln Met Ala Arg Arg Leu Gln Val Thr
115 120 125

Ser Glu Lys Val Gly Asn Leu Ala Phe Leu Asp Val Thr Gly Arg Ile
130 135 140

Ala Gln Thr Leu Leu Asn Leu Ala Lys Gln Pro Asp Ala Met Thr His
145 150 155 160

Pro Asp Gly Met Gln Ile Lys Ile Thr Arg Gln Glu Ile Gly Gln Ile
165 170 175

Val Gly Cys Ser Arg Glu Thr Val Gly Arg Ile Leu Lys Met Leu Glu
180 185 190

Asp Gln Asn Leu Ile Ser Ala His Gly Lys Thr Ile Val Val Tyr Gly

195 200 205

Thr Arg

210
<210> 4
<211> 633
<212> ADN
<213> Khéng biét
<220>
<223> crp cdi bién
<400> 4

atggtgcttg gcaaaccgca aacagacccg actctcgaat ggttcttgte tcattgecac
60
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attcataagt acccatccaa
120

tactacatcg ttaaaggctc
180

atcctctcect atctgaatca
240

caggaacgta gcgcatgggt
300

aaaaaatttc gccaattgat
360

atggcgcgtce gtctgcaagt
420

acgggccgca ttgcacagac
480

ccggacggta tgcaaatcaa
540

cgtgaaaccg tgggacgcat
600

ggtaaaacca tcgtcgttta
633

<210> 5

<211> 933

<212> ADN

<213> Khéng biét
<220>

<223>

<400> 5

tttgctacte cactgcgtca
60

cggaaggcga cctgggtcat
120

ctaaaacagt caggatgcta
180

acattaccgt gcagtacagt
240

atccagagac agcggcgtta
300

atggtgcttg gcaaaccgca
360

gagcaagctt

tgtggcagtg

gggtgatttt

acgtgcgaaa

tcaggtaaac

cacttcagag

tctgctgaat

aattacccgt

tctgaagatyg

cggcactegt

attttcctga

gctgaagcga

cagtaataca

tgatagcccc

tctggctcetg

aacagacccy

37461

attcacaagg
ctgatcaaag
attggcgagc
accgcctgtg
ccggacatte
aaagtgggca
ctggcaaaac
caggaaattg
ctggaagatc

taa

crp va ving kiém sodt bidu hién

cagagtacgc

gacaccagga

ttgatgtact

ttecccaggta

gagaaagctt

actctcgaat

-37-

gtgaaaaagc

acgaagaggg

tgggcctgtt

aagtggctga

tgatgcgttt

acctggegtt

aaccagacgc

gtcagattgt

agaacctgat

gtactaacca

gacacaaagc

gcatgtatgce

gcgggaagca

ataacagagg

ggttcttgtc

ggaaacgctg

taaagaaatg

tgaagagggc

aatttcgtac

gtctgcacag

cctecgacgtyg

tatgactcac

cggctgttcet

ctcegeacac

aatcgcgcaa

gaaagctatg

aaaggacgtc

tatttcggca

ataaccgcgc

tcattgccac



attcataagt acccatccaa gagcaagctt
420

tactacatcg ttaaaggctc tgtggcagtg
480

atcctctecct atctgaatca gggtgatttt
540

caggaacgta gcgcatgggt acgtgcgaaa
600

aaaaaatttc gccaattgat tcaggtaaac
660

atggcgcecgte gtctgcaagt cacttcagag
720

acgggccgeca ttgcacagac tctgctgaat
780

ccggacggta tgcaaatcaa aattacccgt
840

cgtgaaaccg tgggacgcat tctgaagatg
900

ggtaaaacca tcgtcgttta cggcactcgt
933

<210> 6

<211> 29

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> crp-F

<400> 6

cacgaattct ttgctactcc actgcgtca

29

<210> 7

<211> 29

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> crp-R

<400> 7

acacgaattc ttaacgagtg ccgtaaacg

29

37461

attcaccagg
ctgatcaaag
attggcgaac
accgcctgtg
ccggacattc
aaagtgggca
ctggcaaaac
caggaaattg
ctggaagatc

taa
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gtgaaaaagc

acgaagaggg

tgggcectgtt

aagtggctga

tgatgcgttt

acctggegtt

aaccagacgc

gtcagattgt

agaacctgat

ggaaacgctg

taaagaaatg

tgaagagggc

aatttcgtac

gtctgcacag

cctegacgtyg

tatgactcac

cggctgttet

ctcegeacac





