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Linh vue k§ thuit dwoce dé cap

Sang ché dé cap t6i bién thé phosphoribosyl pyrophosphat amidotransferaza, vi
sinh vat chira bién thé nay, phwong phap san sinh purin nucleotit sir dung vi sinh vét nay,
ché phdm d san sinh purin nucleotit, phurong phap ting cudng san sinh purin nucleotit,
hoic sir dung bién thé phosphoribosyl pyrophosphat amidotransferaza, polynucleotit va
cac vi sinh vat nay.

Tinh trang ki thuit ciia sing ché

Axit 5-Inosinic (5'-inosin monophosphat; sau day goi 1a IMP) 1a vat liéu gbc
nucleotit, 13 vat lidu trung gian cta hé théng chuyén héa dé téng hop axit nucleic va
dugc sir dung trong nhiéu linh vuc khac nhau, nhu céc sin phdm y t& va cac timg dung y
té. IMP 1a nguyén liéu dwoc st dung rong rdi lam phu gia cho gia vi thue phdm hoic
1am thuc phim, cling véi axit 5'-guanylic (5'-guanin monophosphat; sau ddy goi 1a
GMP). Ban than IMP da dugc biét dén 1a c6 huong vi thit bo, va ting hwong vi cla axit
natri glutamic (MSG), giéng nhu GMP. Do d6, IMP d& nh4n dugc nhidu sy chd ¥ nhu

1a gia vi gbc nucleotit.

Céc phuong phép diéu ché IMP bao gdm phuong phdp phén cét cic enzym axit
ribonucleic duge chiét xuét tir cac t& bao ndm men, phuong phéap héa hoc phosphoryl
héa inosin dwgc sin xuit bang cach 1én men (Hoa sinh va ndng nghiép, 36, 1511 (1972),
v.v.), phwrong phap nudi cdy vi sinh vat c6 kha ning truc tiép san sinh IMP va sau d6 thu
hoéi IMP trong mdi truong nudi ciy, v.v.. Trong sb cac phuong phap nay, phuong phép
duoc sir dung phd bién nhét 14 phwong phap sir dung vi sinh vat c¢6 kha ning truc tiép
san sinh IMP.

Hon nita, cac phuong phap diéu ché GMP bao gdm phuong phap chuyén dbi axit
5'-xanthylic (5'-xanthosine monophosphat; sau ddy goi 13 XMP) dwoc san xuét bang 1én
men vi sinh vat tao ra GMP sir dung vi sinh vat coryneform va phuong phap bién dbi
XMP duoc san xut béng 1én men vi sinh vat tao ra GMP st dung vi khuan Escherichia

coli. Theo cac phuong phép néu trén, khi XMP duge san xudt va sau d6 duoc chuyén
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ddi thanh GMP, kha nang san sinh XMP can phai dugc tang cuong, 1a tién chét ciia phan
tng bién dbi trong qua trinh 1én men vi sinh vét, va cAn phai ngin su tdn thit GMP ciing

nhu XMP di dugc san Xuét trong sudt qua trinh phan Gmg bién ddi.

Trong khi d6, cac enzym & trang thai tw nhién cua chung khong phai lic nao ciing
thé hién cac tinh chét tbi uvu vé hoat tinh, tinh 4n dinh, tinh dic hiéu cta co chét cho céc
ddng phan quang hoc, v.v., dugc yéu cAu trong céc tmg dung céng nghiép. Do do, nhiéu
nd luc da dugc thuc hién dé cai thién cac enzym thong qua cac bién thé cta cac trinh ty
axit amin cta ching, v.v. sao cho chung tré nén phu hop v6i muc dich sir dung. Trong
d6, thiét ké hop 1y va gy dot bién dinh huéng diém ciia cac enzym di dugc ap dung dé
cai thién cac chirc ning ciia enzym. Tuy nhi€n, trong nhiéu truong hgp, c6 nhuge diém
13 thong tin vé cAu trac cua enzym dich khong du hodc mdi quan hé cAu tric-chirc ning
khong rd rang, va do d6, cac phuong phap khong thé duge 4p dung mot cach hiéu qua.
V& vAn d& nay, da c6 bao cdo rdng cai tién hoat tinh ctia enzym dugc thir nghiém bing
phuong phap tién hoa c6 dinh huéng dé sang loc enzym co6 ddc diém mong mudn tir
ngan hang enzym dot bién dugc xay dung thong qua dot bién ngau nhién cua gen enzym.

Céac tac gid sang ché @3 tién hanh céc nghién ctru siu rong d8 san xuét purin
nucleotit v6i ning sut cao bang phuong phap san xuét purin nucleotit thong qua qua
trinh 1én men vi sinh vat va da xac dinh dugc bién thé ciia protein c6 kha nang san sinh
purin nucleotit cao hon, tir & hoan thanh sang ché nay.

Ban chit ky thuit ciia sing ché

Muc dich cua sang ché 13 d xuét bién thé phosphoribosyl pyrophosphat
amidotransferaza.

Muc dich khic cua sang ché 1a d& xuét polynucleotit md héa bién thé

phosphoribosyl pyrophosphat amidotransferaza.
Muc dich khac nita cila sang ché 1a d& xuét vecto chira polynucleotit.

Muc dich khac nita cua sang ché 13 dé xuét vi sinh vAt san sinh purin nucleotit, vi
sinh vat chira bién thé phosphoribosyl pyrophosphat amidotransferaza hodc vecto.

Muc dich khac nita ca sang ché 1a d& xuét phuong phap didu ché purin nucleotit,
phuong phép bao gbm budc nudi chy vi sinh vat thudc chi Corynebacterium trong moi

trudng nudi cay.
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Muc dich khéc nita ctia séng ché 13 dé xuat ché pham d€ san xuét purin nucleotit,

chira bién thé phosphoribosyl pyrophosphat amidotransferaza ctia sang ché.

Muc dich khéc nita ciia sang ché 1a d& xuét phuong phép ting cudng san sinh purin

nucleotit, chira bién thé phosphoribosyl pyrophosphat amidotransferaza ciia sang ché.

Muc dich khac nita ctia sang ché 13 d& xut viéc st dung bién thé phosphoribosyl

pyrophosphat amidotransferaza dé san sinh purin nucleotit.

Muc dich khéc nita ctia sang ché 1a d€ xuét viéc str dung polynucleotit dé sén xuit

purin nucleotit.

Muc dich khac nita cia sang ché 1a dé xuat viéc st dung vi sinh vat thudc chi

Corynebacterium d¢€ san xuit purin nucleotit.
Hi€u qué dat dugc cta sang ché

Khi bién thé phosphoribosyl pyrophosphat amidotransferaza ciia sang ché dugc sit
dung dé nuéi ciy vi sinh vat thudc chi Corynebacterium, c6 thé tao ra purin nucleotit
v6i ning sut cao. Hon nita, purin nucleotit d3 didu ché c¢6 thé duoc ap dung khong chi
cho thirc &n chidn nuoi hodc phu gia thitc n chin nudi ma con cho cic san pham khéc
nhau nhu thye phdm ciia con ngudi hodc cée phu gia thuc phim, gia vi, thudc, v.v..

MG ta chi tiét sang ché

Sang ché duoc mo ta chi tiét dudi dy. Trong d6, phuong an va cidc md ta tuong
g dwgc bdc 10 trong don c6 thé duge 4p dung cho cac phuong 4n va phdn mé ta khac.
D6 13, tht ca cac két hop clia c4c yéu té khac nhau duge bdc 16 trong don nay thudc pham
vi clia sang ché. Hon nita, pham vi clia sing ché khéng bi gi6i han béi phin md ta chi
tiét bén dudi.

bé dat dugc cac muc dich trén, mot khia canh ciia sang ché dé xuét bién thé
phosphoribosyl pyrophosphat amidotransferaza c6 polypeptit c¢6 sy thay thé cia mot
hogc nhiéu axit amin trong trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO: 2. Cu thé, sang ché
dé xuét bién thé phosphoribosyl pyrophosphat amidotransferaza c6 polypeptit c6 sy thay
thé cua mdt hodic nhidu axit amin trong trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 2, trong
d6 su thay thé axit amin bao gdm thay thé axit amin & vi trf th 2 va/hoic thay thé axit

amin & vj tri tht 445 tir ddu N- cia trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 2.
Khia canh khic ciia sang ché d& xuit bién thé phosphoribosyl pyrophosphat
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amidotransferaza, trong do i) axit amin thit 2 dwoc thay thé bang methionin, ii) axit amin
thtt 445 dugc thay thé bang arginin, hoic iii) axit amin thir 2 duge thay thé bang
methionin va axit amin thir 445 dugc thay thé bang arginin tir dAu N- clia trinh tur axit
amin néu trong SEQ ID NO: 2.

Nhu duge st dung trong séng ché, thudt ngit “phosphoribosyl pyrophosphat
amidotransferaza” d& cap dén enzym c6 vai trd quan trong trong sinh tdng hop purin.
Déi véi cac dbi tugng cia sang ché, enzym dé cap dén protein lién quan dén sy san sinh

purin nucleotit.

Trong sang ché, trinh tu SEQ ID NO: 2 d cap dén trinh tu axit amin c6 hoat tinh
phosphoribosyl pyrophosphat amidotransferaza. Cu thé, trinh tw SEQ ID NO: 2 13 trinh
ty protein ¢6 hoat tinh phosphoribosyl pyrophosphat amidotransferaza, dugc ma héa béi
gen purF. Trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 2 c6 thé dugc 14y tir co s& dit ligu
cong khai ciia Ngan hang Gen thudc Trung tdm Thong tin Cong nghé sinh hoc Quéc gia
(National Center for Biotechnology Information: NCBI). Vi du, mic di sang ché khong
bi gi6i han ¢ ddy, trinh tyr axit amin néu trong SEQ ID NO: 2 ¢6 thé dugc 14y tir chi
Corynebacterium (Corynebacterium sp.), va c6 thé bao gdm bét ky trinh ty nao c6 hoat
tinh twong tu nhu trinh tu axit amin néu trén ma khoéng bi gi6i han. Hon nita, pham vi
cua trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 2 ¢6 thé bao gbm trinh tw axit amin c6
hoat tinh phosphoribosyl pyrophosphat amidotransferaza néu trong SEQ ID NO: 2 hodc
trinh ty axit amin c¢6 t6i thiéu 80% su turong dong hoic dong nhét, nhung sang ché khong
bi gi6i han tai ddy. Cu thé, trinh tw axit amin c6 thé bao gbm trinh tu axit amin néu trong
SEQ ID NO: 2 hogc trinh tyr axit amin c6 téi thiéu 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%,
98% hodc 99% hodc cao hon sy twong ddng hodc ddng nhét véi trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO: 2. Trinh ty axit amin ¢6 twong ddng hoic ddng nhit c6 thé khong
bao gém trinh tu ¢6 100% déng nhét tir pham vi trén hoic c6 thé 1a trinh tuco déng nhét
dudi 100%. Hon nita, 18 rang 1a protein c6 trinh tu axit amin bi mét, sira @i, thay thé
hoic bd sung mét sb axit amin cling nim trong pham vi ctia sang ché, mién 12 n6 ¢6 tinh
twong dong hodc ddng nhét va thé hién hi€u qua twong Ung véi protein trén.

Nhu dugc sit dung trong sing ché, thuét ngit “bién thé phosphoribosyl
pyrophosphat amidotransferaza” c6 thé dugc sit dung thay thé cho bién thé polypeptit
c6 kha ning san xuét purin nucleotit, bién thé polypeptit san xudt purin nucleotit, bién
thé polypeptit c¢6 hoat tinh phosphoribosyl pyrophosphat amidotransferaza, bién thé
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phosphoribosyl pyrophosphat amidotransferaza, v.v..

Bién thé phosphoribosyl pyrophosphat amidotransferaza c6 thé bao gém (cac) bién
d6i & vi tri thir 2 va/hogc thir 445 tir dhu N- trong trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO: 2. Bién thé phosphoribosyl pyrophosphat amidotransferaza cé thé c6 (cac) axit
amin khac thay thé cho (c4c) axit amin thit 2 va/hodc thir 445 trong trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO: 2 va hoat tinh duoc ting cudng so véi trinh tw axit amin SEQ ID
NO: 2 hodc phosphoribosyl pyrophosphat amidotransferaza khong bién d6i c6 ngudn
gdc tir vi sinh vét kidu dai. Bién thé phosphoribosyl pyrophosphat amidotransferaza c6
nghia 13 c6 su bién ddi ctia axit amin thir 2 hodc thit 445 tir ddu N- ctia trinh tu néu trong
SEQ ID NO: 2 va/hogc trinh tyr axit amin c6 tdi thiéu 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%,
98% hodc 99% hodc cao hon sy tuong déng hoac d@)ng nhét véi trinh ty néu trong SEQ
ID NO: 2, nhu duoc mo ta bén trén.

Vi du, bién thé phosphoribosyl pyrophosphat amidotransferaza cé thé c6 i) axit
amin thir 2 dugc thay thé bing methionin, ii) axit amin thir 445 dugc thay thé bang
arginin, hogc iii) axit amin th 2 dugc thay thé bang methionin va axit amin thir 445
duoc thay thé bang arginin trong trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 2, va ¢6 thé
da tang cudng hoat tinh phosphoribosyl pyrophosphat amidotransferaza so véi
polypeptit chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 2, nhung sang ché khéng bi

gi6i han tai day.

Doi v6i cac dbi tugng ciia sang ché, vi sinh vat chira bién thé phosphoribosyl
pyrophosphat amidotransferaza c6 kha niing san sinh purin nucleotit cao hon so v6i vi
sinh vat kiéu dai, vi sinh vat chira phosphoribosyl pyrophosphat amidotransferaza kiéu
dai, hodc vi sinh vit khong chira bién thé phosphoribosyl pyrophosphat
amidotransferaza. TAm quan trong cua séng ché & chd purin nucleotit san sinh boi cac
vi sinh vat c6 thé duge tdng 1én bang cach st dung bién thé phosphoribosyl pyrophosphat
amidotransferaza ctia sang ché, trong khi loai Corynebacterium thudc ching kiéu dai
khong thé san xuit dugc purin nucleotit hogc ngay ca khi né san xuét purin nucleotit thi

chi c6 the san xuat lvong rat nhd.

Cu thé, bién thé phosphoribosyl pyrophosphat amidotransferaza cé thé bao gdm
trinh tu axit amin c¢6 sy thay thé axit amin khéc cho axit amin thi 2 va/hodc axit amin

thir 445. Cu thé, bién thé phosphoribosyl pyrophosphat amidotransferaza cé thé bao gbm
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polypeptit chira i) axit amin thtt 2 duge thay thé bang methionin, ii) axit amin thir 445
duoc thay thé bing arginin, hogc iii) axit amin tht 2 dugc thay thé bang methionin va
axit amin thir 445 dugc thay thé bang arginin tir du N- trong trinh ty axit amin néu
trong néu trong SEQ ID NO: 2. Hon nita, bién thé phosphoribosyl pyrophosphat
amidotransferaza c6 thé bao gdm trinh tu axit amin trong d6 axit amin khac dugc thay
thé cho axit amin thtt 2 va/hogc axit amin thtr 445 tir dAu N- trong trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO: 2, hoic trinh tu axit amin ¢6 tdi thiéu 80% twong dé)ng hodc d(‘A)ng
nhit, nhung sang ché khong bi giéi han & diy. Cu thé, bién thé phosphoribosyl
pyrophosphat amidotransferaza ctia sang ché c6 thé bao gbm polypeptit c6 t5i thidu 80%,
85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, hodic 99% hofc cao hon su tvong ddng hodc ddng
nhét véi trinh twr axit amin ¢6 axit amin thir 2 dugc thay thé b%mg methionin hodc axit
amin thir 445 dugc thay thé bang arginin trong trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:
2. Hon nifa, r3 rang protein c6 trinh tu axit amin bi mét, sira ddi, thay thé hoic bd sung
cac trinh ty axit amin khéc ngoai trinh tu axit amin tht 2 va/hodc axit amin thir 445 cling
nim trong pham vi ctia séng ché, mién 12 né c6 tinh tuong ddng hodc ddng nhét va thé

hién hi€u qua twong tng v6i protein trén.

Noi cach khic, mic du sang ché mo ta “protein hodc polypeptit ¢ trinh ti axit
amin néu trong SEQ ID NO cu thé”, 5 rang 13 protein co trinh ty axit amin bi mt, thay
d6i, thay thé, thay thé bao thi hoic bd sung mét sd axit amin cling c6 thé dugc sit dung
trong sang ché, mién 12 né c6 hoat tinh twong ddng hogc tuong tng voi polypeptit ¢
trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO tuong ng. Vi dy, mién 14 protein c6 hoat tinh
turong ddng hoic twong ng vé6i bién thé phosphoribosyl pyrophosphat amidotransferaza,
khong loai trir b6 sung trinh tu, dot bién x4y ra tu nhién, dot bién cAm hoic thay thé bao
thti ma khong lam thay d6i chie nang cua protein, trude va sau trinh tu axit amin. R
rang 1a protein ¢6 sy bd sung hodc dot bién trinh tu nhu vy cling nim trong pham vi

cua sang ché.

“Thay thé bao thi” ¢6 nghia 12 thay thé axit amin bing axit amin khéc c6 dic diém
cAu tric va/hoic tinh chét hoa hoc twong ty. Su thay thé axit amin ndy thuong c6 thé
dugc thuc hién trén co sé twong tur vé tinh phén cuc, dién tich, dd hoa tan, tinh ky nuéc,
tinh va nuéc va/hoic tinh chét ludng tinh. Vi du, c4c axit amin tich dién duong (c6 tinh
bazo) bao gbém arginin, lysin va histidin; cdc axit amin tich dién 4m (c6 tinh axit) bao

gdm axit glutamic va axit aspartic; axit amin thom bao gém phenylalanin, tryptophan
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va tiroxin; va cac axit amin ky nudc bao gom alanin, valin, isoleuxin, leuxin, methionin,

phenylalanin, tiroxin va tryptophan.

Do d6, theo sang ché, “bién thé” con c6 thé bao gém su thay thé bao thu va/hoidc
sira d6i mot hodc nhiéu axit amin trong “protein hodc polypeptit ¢6 trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO cu thé”. Vi du, mot s bién thé nhét dinh c6 thé bao gdm cac bién
thé mot hodc nhidu phén, nhu trinh ty du N- hodc viing xuyén mang, d3 bi loai bo. Bién
thé khac c6 thé bao gdm cac bién thé trong d6 mot phan da duge loai bd khoi diu N-
va/hodc C- cua protein truéng thanh. Bién thé ciing c¢6 thé bao gbm cac stra dbi khéc,
bao gdm mét hoic bd sung cac axit amin, c6 anh huong t6i thiéu dén céc tinh chit va
cdu trac thir clp cua polypeptit. Vi dy, polypeptit c6 thé duoc lién hop thanh trinh ty tin
hiéu (hoic din diu) & diu N- cua protein c6 kha ning chuyén dich truc tiép ddng dich
héa hodc hau dich héa protein. Polypeptit cling c6 thé dugce lién hop véi trinh tu hodc
lién két khac dé d& nhan dang, tinh ché hoc téng hop polypeptit. Thuit ngit “bién thé”
c6 thé duogc sir dung thay thé cho su bién dbi, protein bién dbi, polypeptit bién dbi, dot
bién, protein dot bién, phan ky, v.v., va bt ky thuat ngtt ndo cling c6 thé dugce sir dung

ma khong bi giéi han, mién 13 n6 dugce sit dung theo nghia dugc stra doi.

Tuong ddng va d6ng nhit c6 nghia 12 mtc d9 lién quan gitra hai trinh tu axit amin
hodc trinh ty nucleotit nhét dinh va c6 thé duoc biéu thi bﬁng phén tram. Céc thudt ngir
trong dong va ddng nht thuong c6 thé duge sir dung thay thé cho nhau.

Trinh tw twong ddng hodc dong nhét cia polynucleotit hodc polypeptit bao thi cé
thé duoc x4c dinh bang thuat toan cin chinh tidu chuin véi cac didm phat khoang tréng
mic dinh dugc thiét 1ap boi chuong trinh sir dung. V& co bén, c4c trinh tu tuong dff)ng
hodc ddng nhit c6 thé lai hoa trong céc diéu kién c6 do nghiém ngit vira phai hodc cao
doc theo toan bo trinh tu ctia chung hoic it nhit 14 khoang 50%, khoang 60%, khoang
70%, khoang 80%, hodc khoang 90% toan bo chidu dai. Di véi cac polynucleotit dugc
lai héa, cac polynucleotit bao gdm don vi ma héa thoai bién thay vi don vi ma hda ciing

¢6 thé dugc du tinh.

Noi chung, nhu don vi ma héa x4c dinh axit amin ndo dugc ma hoéa, don vi ma hda
dugc hinh thanh bang cach ghép ba trinh ty nucleotit. C6 nhiéu loai don vi ma héa so
voi axit amin dugc ma hoa, va loai axit amin duoc san sinh khac nhau theo su két hop

cua cac don vi ma hoa. Dich ma bat dau tir don vi ma héa khéi diu va axit amin diu tién
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dugce dich mi c6 thé 1a fMet. Théng thuong, qua trinh dich m4 tién hanh bing c4ch van
chuyén fMET cho don vimé h6a mARN twong ing véi trinh ty atg ctia ADN. Tuy nhién,
dich mi c6 thé tién hanh bang cach van chuyén fMET khi ADN d4u tién ctia mARN
ORF (khung doc mo) 1a gtg hodc ttg. Tic 13, don vi ma hoa khéi ddu c6 thé 13 atg, gtg
hoac ttg.

Cho du bét ky hai trinh tu polynucleotit hodc polypeptit c6 sur twong déng, twong
tur hoac déng nhét c6 thé dugc xac dinh béng, vi du, thudt toan mdy tinh d& biét nhu
chuong trinh “FASTA” str dung c4c tham s mic dinh nhu trong [Tép san ctia Vién Han
1am Khoa hoc Quéc gia Hoa Ky s6 85]: 2444 Pearson ef al. (1988) va cach khéc, duge
xé4c dinh bang cach st dung thuit toan NeedmanTHER Wunsch (Needman va Wunsch,
1970, Tap chi sinh hoc phan tir 48: 443-453) nhu dugc thuc hién trong chuwong trinh
Needman cua géi EMBOSS (EMBOSS: Bo phin mém mé sinh hoc phén tir chau Au,
Rice et al., 2000, Xu huéng gen 16: 276-277) (phién ban 5.0.0 tré 1én) (bao gbm g6i
chuong trinh GCG (Devereux, J., ef al, Nghién ctru céc axit nucleic 12 : 387 (1984)),
BLASTP, BLASTN, FASTA (Atschul, [S.] [F.,] [et al., tap chi sinh hoc phan tir 215]:
403 (1990); Huéng din vé mdy tinh khéng 15, Martin J. Bishop, [ ED.,] Nha xuét ban
Hoc thudt, San Diego, 1994 va [CARILLO ETA /.] (1988) SIAM J Ung dung To4n 48:
1073). Vi dy, su twong dﬁ‘)ng, tuong tu hodc déng nhét c6 thé duogc xac dinh béng BLAST
hodc Clustal W ctia Trung tdm Thong tin Cong nghé Sinh hoc Qudc gia.

Tuong dong, tuong ty hodc déng nhét cia polynucleotit hodc polypeptit cé thé
duoc x4c dinh bang cach so sanh thong tin trinh tw bang chuong trinh may tinh GAP, vi
du, Tap chi sinh hoc phan tir 48: 443, Needman et al. (1970), nhu duoc boc 1§ trong
Thanh tyu toan Gng dung (1981) 2: 482, Smith va Waterman. Tom lai, chuong trinh
GAP dinh nghia twong tu 13 sd lwong céc ky higu duge cin chinh (nghia 14 nucleotit
hodc axit amin) twong tu nhau, chia cho tong sb céac ky hiéu cta trinh ty ngén hon gifta
hai trinh ty. Céc tham s6 mic dinh cho chuong trinh GAP ¢6 thé bao gém: (1) don vi
ma trén so sdnh (chira gi tri 1 cho ddng nhat va 0 cho khong dbng nhét) va ma trdn so
sénh trong s6 (hoic EDNAFULL (phién ban EMBOSS ciia NCBI NUC 4.4) ma tran
thay thé) cua Gribskov et al (1986) Nghién ctru axit nucleic 14: 6745, nhu dugc mob ta
bdi Schwartz va Dayhoff, bai bdo, Atlas vé trinh tu va ciu trac protein, Quy nghién ctru
y sinh qudc gia, trang 353-358 (1979); (2) ham phat 3,0 cho mdi khoang tréng dich

chuyén va ham phat bd sung 0,10 cho m&i bidu tuong trong mdi khoang trbng dich
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chuyén (hoic ham phat m& khoang tréng dich chuyén 13 10, va ham phat m¢& rong
khoang tréng dich chuyén la 0,5); va (3) khong c6 ham phat d6i véi cac khoang trong
dich chuyén cubi cing. Theo d6, nhu duge sit dung trong sdng ché, thuat ngir “tuong

ddng” hoic “dong nhat” dé cdp dén sy lién quan giita céc trinh tu.

Do su thoai bién cua don vi mi hoa, 18 rang 1a polynucleotit dugc dich ma thanh
bién thé polypeptit c6 su thay thé axit amin thir 2 va/hodc axit amin thir 445 bang (céc)
axit amin khéc tir #iu N- cia trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 2, hodc ciing ¢6
thé bao gdm bién thé polypeptit c6 tinh tuong ddng hoic déng nhit. Hon nita, bang cach
lai héa trong diéu kién nghiém ngit véi ddu do duoc tao thanh tir trinh ty gen d3 biét, vi
du, trinh tu bd sung cho toan bo hodc mot phf?ln trinh tu nucleotit, trinh tu polynucleotit
ma hoéa bién thé amidotransferaza phosphoribosyl pyrophosphat bao gém céc trinh tu
axit amin trong do i) axit amin thit 2 dugc thay thé béi methionin , ii) axit amin thir 445
dugc thay thé bdi arginin, hoic iii) axit amin thir 2 duge thay thé boi methionin va axit
amin tht 445 duoc thay thé boi arginin trong trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:

2 ¢6 thé dugce bao gbm nhung sang ché khong bi gi6i han & day.

Nhu dugc sir dung trong sang ché, thuat ngir “polynucleotit” dé cap t6i soi ADN
hogc ARN c6 chiéu dai nhit dinh nhu polyme nucleotit, 1a chudi dai cac don phan
nucleotit duoc két nbi bsi cac lién két cdng héa tri, va cu thé hon 1a polynucleotit ma

hoéa doan polypeptit.

Polynucleotit ma héa bién thé phosphoribosyl pyrophosphat amidotransferaza cia
sang ché c6 thé bao gdm bt ky trinh tu polynucleotit ndo ma khong bi giéi han, mién
1a n6 mi hoa bién thé polypeptit ¢6 hoat tinh phosphoribosyl pyrophosphat
amidotransferaza theo séng ché. Trong sang ché, gen ma hoéa trinh tu axit amin cua
phosphoribosyl pyrophosphat amidotransferaza 1a gen purF, va cu thé, gen nay c6 thé

duoc 14y tir Corynebacterium Stationis, nhung séng ché khong bj gi61 han tai day.

Cu thé, do su thodi bién ctia don vi ma hoa hoic bﬁng cdch xem xét cac don vi ma
hoéa dugc vu tién béi vi sinh vét trong d6 polypeptit dugc phép biéu hién, cac stra dbi
khéc nhau c6 thé dugc thuc hién trong ving ma hoa cta polynucleotit theo sang ché
trong pham vi khong thay ddi trinh tu axit amin cta polypeptit. B4t ky trinh tu
polynucleotit ndo cling c6 thé duoc dua vao ma khoéng bi gi6i han mién 13 n6 ma hoa

bién thé phosphoribosyl pyrophosphat amidotransferaza c6 axit amin thit 2 hoic axit
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amin thir 445 dugc thay thé bdi axit amin khac trong trinh ty axit amin néu trong SEQ
ID NO: 2. Vi dy, polynucleotit theo sdng ché c6 thé bao gdm trinh tyr ¢6 mot sé trinh tu
da sira dbi trong trinh tu néu trong SEQ ID NO: 1, nhung séng ché khong bi gigi han &
day.

Hon nira, béng cach lai hoa trong cac diéu kién nghiém ngit véi dau do duoc tao
thanh tir trinh ty gen d3 biét, vi dy, trinh tu bd sung cho tit ca hodc mot phén trinh tu
nucleotit, trinh ty m& hda protein cé hoat tinh ctia bién thé phosphoribosyl pyrophosphat
amidotransferaza c6 axit amin thtr 2 hoic axit amin thir 445 dugc thay thé béi axit amin
khdc trong trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 2 ¢c6 thé duge bao gbm ma khong
bi gi6i han. “Piéu kién nghiém ngit” c6 nghia 13 cac diéu kién cho phép lai héa cy thé
gitta cac polynucleotit. Cac diéu kién nhu vay dugc md ta chi tiét trong tai li€u (vi dy, J.
Sambrook et al., supra). Céc diéu kién nghiém ngit c¢6 thé bao gdm céc didu kién theo
d6 cac gen c6 tinh twong ddng hodc ddng nhit cao, vi du, cac gen c6 tbi thidu 40%, cu
the 1a t6i thidu 85% tr& 1én, t6i thidu 90%, cu thé hon 1 téi thidu 95%, cy thé hon nita
12 t6i thiéu 97%, dac biét cu thé I twong ddng hodic dong nhét t6i thidu 99% c6 thé lai
v6inhau va cac gen c6 tuong ddng hodc dong nhit thip hon khong thé lai v6i nhau hodc
céc diéu kién rira phd bién cho lai Southern, vi dy, ndng d6 mudi va nhiét do tuong tmg
12 60°C, 1xSSC (Saline Sodium Citrate: Salin Natri Xitrat), 0,1% SDS (sodium dodecyl
sulphate: natri dodecyl sulphat), cy thé 13 60°C, 0,1xSSC, 0,1% SDS, cu thé hon 13 68°C,
0,1xSSC, 0,1% SDS, mt 1an, cu thé, hai 1dn hodc ba In.

Phép lai hoa yéu cau hai axit nucleic c6 c4c trinh tw bd sung, mic du su khéng phu
hop giita céc bazo 14 ¢6 thé phu thude vao muc do nghiém ngat cia phép lai. Thuit ngit
“bd sung” duge sit dung dé m6 ta méi quan hé¢ gifta cac bazo nucleotit ¢6 kha nang lai
héa véi nhau. Vi dy, lién quan dén ADN, adenosin b sung cho thimin va xitozin bd
sung cho guanin. Theo d6, sang ché c6 thé con bao gdm céc doan axit nucleic bi phin

1ap bé sung cho c4c trinh tw hoan chinh ciing nhu c4c trinh tu axit nucleic tuong tu.

Cu thé, polynucleotit c6 trong ddng hoic dong nhat c6 thé duogc phat hién bang
cac diéu kién lai hoa bao gdm bude lai & T 12 55°C va bang cach st dung céc diéu kién
duoc mo ta ¢ trén. Hon nita, gia tri T 6 thé 13 60°C, 63°C hoic 65°C, nhung khong bj
gi6i han va c6 thé duoc kidm sodt chinh x4c béi nhing nguoi c6 hiéu biét trung binh

trong cung Iinh vuc ky thuét tiry theo muc dich.
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Mitrc d6 nghiém ngit thich hop dé lai héa cac polynucleotit phu thudc vao do dai
clia cac polynucleotit va mic d6 bd sung, va céc tham sb duoc biét dén trong k¥ thuat
(xem Sambrook et al., supra, 9,50-9,51, 11,7-11,8).

Theo sang ché, gen ma hoéa trinh ty axit amin ciia bién thé phosphoribosyl
pyrophosphat amidotransferaza 1a gen purF va ma hoa polynucleotit giéng nhu mé ta

bén trén.

Theo séng ché, polynucleotit md héa bién thé phosphoribosyl pyrophosphat

amidotransferaza ciing giong nhu mé ta bén trén.

Khia canh khic cua sing ché la cung cép polynucleotit mi héa bién thé

phosphoribosyl pyrophosphat amidotransferaza, hoic vecto chira polynucleotit.

Nhu duge str dung trong sang ché, thuét ngtt “vecto” c6 nghia 13 ciu tric ADN
chira trinh ty nucleotit cta polynucleotit ma hoa polypeptit mong mudn dwgc lién két
hoat dong véi trinh tir kiém soat pht hop sao cho polypeptit mong mudn duge bidu hién
trong vat chu thich hgp. Céc trinh tu kiém sodt c¢6 thé bao gdm vung gen khéi dong dé
phién m3 truc tiép, trinh tir vin hanh nhit dinh dé kiém so4t phién ma do6, trinh tu ma
héa vi tri gin ribosom pht hop trén mARN va trinh tu dé kidm soat phién ma va dich
ma. Sau khi bién nap vao vat chu thich hop, vecto c6 thé sao chép hodc hoat dong ddc

18p v6i bd gen cua vat chi hodc ¢6 thé tich hop vao bd gen ctia chinh né.

Vecto dugce sir dung trong sang ché c6 thé khong bi gi¢i han cu thé mién 14 vecto
c6 thé sao chép trong té bao chu va bt ky vecto nao dugc biét trong k¥ thuat déu c6 thé
duoc st dung. Cac vi du vé vecto thuong dugc str dung c6 thé bao gdm cac plasmit tu
nhién hogc tai t6 hop, cosmid, virut va vi khudn. Vi dy, vecto phage hodc vecto cosmid,
pWELS5, M13, MBL3, MBLA4, IXII, ASHII, APIL, t10, t11, Charon4A, Charon21A, v.v.
c6 thé dugc sir dung, va vecto plasmit gbc pBR, pUC, pBluescriptIl, pGEM, pTZ, pCL,
PET, v.v. ¢6 thé duoc sir dung. Cu thé, vecto pDZ, pACYC177, pACYC184, pCL,
pECCG117, pUC19, pBR322, pMW1138, pCCIBAC, v.v. ¢6 thé dugc sir dung.

Vi du, polynucleotit ma héa polypeptit mong mudn c6 thé dugc chén vao nhiém
sic thé thong qua vecto dé chén nhiém sic thé trong té bao. Viéc chén polynucleotit vao
nhiém sic thé c6 thé duoc thyc hién bing bat ky phuong phép nao duge biét dén trong
cung linh vuc k§ thuét, vi du, bang cach tai td hop twong ddng, nhung séng ché khéng

bi gi6i han & d6. Dau hiéu chon loc dé xac nhén cheén vecto vao nhiém sic thé c6 thé
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dwgc thém vao. Diu hiéu chon loc dugc st dung dé Iwa chon céc té bao bién nap véi
vecto, tirc 13, d x4c nhan ¢6 hay khong sy chén phén tir axit nucleic mong mudn, va cac
dAu hiéu chon loc c¢6 kha ning cung cap cac kiéu hinh ¢6 thé chon loc nhur khang thudc,
khuyét dudng, khang cac tic nhan gy doc té bao, va bibu hién cta protein bé& mit ¢6
thé duoc st dung. Trong trudng hop xtt Iy c4c tic nhan chon loc, chi cac t& bao c6 kha
nang biéu hién cac diu hiéu chon loc c6 thé ton tai hodc biéu hién cac dic diém kiéu

hinh khéc, va do d6 céc t€ bao bién nap c6 thé duoc chon.

Khia canh khéc ciia séng ché dé xuét vi sinh vt san sinh purin nucleotit, vi sinh
vét chira bién thé phosphoribosyl pyrophosphat amidotransferaza hoic polynucleotit ma
hoéa bién thé phosphoribosyl pyrophosphat amidotransferaza. Cu thé, vi sinh vét chta
bién thé phosphoribosyl pyrophosphat amidotransferaza va/hodc polynucleotit ma héa
giéng nhau c6 thé 13 vi sinh véat dugce tao thanh b.':ing cach bién nap véi vecto chira

polynucleotit, nhung sdng ché khong b giéi han & day.

Nhu dugc str dung trong sang ché, thuét ngt “bién nap” dé cap dén qua trinh dua
vecto bao gdm polynucleotit ma hoa protein dich vao té bao chu dé protein dugc ma héa
béi polynucleotit c6 thé duge biéu hién trong té bao chil. Khong quan trong polynucleotit
bién nap dugc dua vio nhiém sic thé cia té bao cht va nim & d6 hodc nim bén ngoai
nhiém sic thé, mién 1a polynucleotit bién nap c¢6 thé duoc biéu hién trong té bao chu.
Hon nita, polynucleotit c6 thé chira ADN va ARN ma héa protein dich. Polynucleotit ¢4
thé dugc dua vao dudi moi hinh thirc, mién 13 polynucleotit c6 thé duoc dua vao té bao
cht va dugc biéu hién & d6. Vi du, polynucleotit ¢6 thé duge dwa vao té bao chu dudi
dang catxet biéu hién, c6 cAu tric gen bao gdm tit ca cac yéu t6 can thiét cho biéu hién
clia n6. Catxet biéu hién c6 thé chia ving gen khéi dong, tin hidu két thic phién ma, vi
tri gén két ribosom va tin hiéu két thuc dich ma c6 thé duoc lién két hoat dong vai
polynucleotit. Catxet bi¢u hién ¢6 thé & dang vecto biéu hién thuc hién tu sao chép.
Ngoai ra, polynucleotit ¢6 thé dugc dwa vao té bao cha dé duge lién két hoat dong voi

trinh ty can thiét cho bidu hién trong té bao chu, nhung khong bi gidi han & day.

Hon nita, thuat ngft “lién két hoat dong” d& cap dén lién két chirc nang giita trinh
tur gen va trinh tu ving gen khéi dong dé bit diu va 1am trung gian cho qua trinh phién

ma polynucleotit ma hoa polypeptit mong mudn ciia sang ché.

Thudt ngfr “vi sinh vt chira bién thé polypeptit” hodc “vi sinh vat chtra bién thé
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phosphoribosyl pyrophosphat amidotransferaza”, nhu dugc str dung trong sang ché, co
nghfa 14 vi sinh vét dugc tao ra bing cach tao kha nang san sinh purin nucleotit cho vi
sinh vét c6 kha néng san sinh purin nucleotit tu nhién yéu hodc ching bd me khong c6
kha nang san sinh purin nucleotit. C4c vi sinh vat c6 thé 14 vi sinh vat biéu hién bién thé
phosphoribosyl pyrophosphat amidotransferaza c6 polypeptit bao gdm sy thay thé mét
hoic nhiéu axit amin trong trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 2, trong d6 thay
thé axit amin c6 thé bao gdm methionin thay thé axit amin thtt 2 va/hodc arginin thay
thé cho axit amin thtr 445 tir du N- ciia trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 2.
Hon nita, vi sinh vét c6 thé 13 vi sinh vét biéu hién bién thé polypeptit, trong d6 vi sinh
vat c6 hoat tinh amidotransferaza phosphoribosyl pyrophosphat do thay thé axit amin
thir 2 va/hodc axit amin thir 445 bang (c4c) axit amin khac trong trinh ty axit amin néu

trong SEQ ID NO: 2, nhung séng ché khéng bi gi6i han & day.

Céc vi sinh vt c6 thé 13 té bao hodc vi sinh vat c6 thé chia polynucleotit ma héa
bién thé phosphoribosyl pyrophosphat amidotransferaza, hoic c¢6 thé dugc bién nap véi
vecto chira cac polynucleotit ma héa bién thé phosphoribosyl pyrophosphat
amidotransferaza biéu hién twong tu, va ddi véi cac dbi tuong cua sang ché, té bao chu
hogc vi sinh vét c6 thé 12 bat ky vi sinh vat nao, mién 13 n6 chira bién thé phosphoribosyl

pyrophosphat amidotransferaza dé san sinh purin nucleotit.

Theo sang ché, vi sinh vét san sinh purin nucleotit ¢ thé dugc s dung thay thé
cho vi sinh vt san sinh dugc purin nucleotit hozic vi sinh vat ¢6 kha nang san sinh purin
nucleotit.

Déi véi cac dbi tuong theo sang ché, “purin nucleotit” c6 nghia 1a nucleotit chira
cAu tric purin. Cc vi dy chiing ¢6 thé chira IMP, XMP hosic GMP, nhung sang ché
khong bi giéi han & day.

Cu thé, thuat ngit “IMP (5'-inosin monophosphat)” 14 vat liéu gbc axit nucleic c6

cOng thirc hoa hoc 1 bén dudi:

[Cong thitc hda hoc 1]
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IMP duogc goi tén theo Danh phap Héa hoc theo Li€n minh Quéc té vé Hoéa hoc
thudn tiy va Héa hoc ung dung (International Union of Pure and Applied Chemistry
Nomenclature: TUPAC) 14 5'-inosin monophosphat hodc axit 5'-inosin, va dugc str dung

rdng rii trong thuc phim nhu chét ting hwong vi, ciing véi XMP hoic GMP.

Thuét ngtt “GMP (5'-guanin monophosphat)” 12 vat liéu gbc axit nucleic ¢6 cong

thirc hoa hoc 2 duéi day:

[Cong thitc héa hoc 2]
r”‘} f&;ﬁ -
HO—P—()._ f %
LT - e L

OH OH

GMP ¢o tén IUPAC 1a [(2R, 3R, 4R, 5SR)-5-(2-amino-6-0x0-1,6-dihydro-9H-purin-
9-y1)-3,4-dihydroxytetrahydro-2 -furanyl] metyl dihydro phosphat, va con dugc goi 1a

axit 5'-guanidylic, axit 5'-guanylic hodc axit guanylic.

GMP & dang cac mubi ctia nd, nhu natri guanylat, dikali guanylat, va canxi
guanylat dugc str dung rong rdi nhu cht phu gia thue phdm. Khi dwoc st dung 1am phu
gia cting v6i IMP, GMP thé hién tic dung hiép ddng d& ting huong vi. C6 thé tao ra
GMP bing cach chuyén dbi tir XMP, nhung sang ché khong giéi han & ddy. Nhu da x4c
nhan trong mdt phurong 4n cla sang ché, bién thé polypeptit ciia sang ché c6 thé lam
tdng sdn sinh XMP, va tir viéc ting san sinh XMP, GMP ¢6 thé duogc chuyén dbi va c6
thé tang san sinh. Theo d6, rd rang GMP ciing dugc bao gdm trong pham Vi clia sang

ché.
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Thuét ngit “XMP (5'-xanthosin monophosphat)” 1a vat liéu trung gian cta chuyén
hoa purin va ¢6 cong thitc hoéa hoc 3 bén dudi. XMP c6 tén IUPAC la 5'-inosin
monophosphat hodc 5'-xanthylic. XMP ¢6 thé dugc tao thanh tir IMP do tic dong clia
IMP dehydrogenaza hodc XMP c6 thé dugc chuyén dbi thanh GMP bang tic déng clia
GMP synthetaza. Hon nita, XMP c6 thé dugc tao thanh tit XTP bdi deoxyribonucleosit
triphosphat pyrophosphohydrolaza, ddy 1a enzym c6 hoat tinh XTPase.

[Cong thirc hoa hoc 3]

OH OH

Nhu dugce sit dung trong sang ché, thuat ngit “vi sinh vat san sinh purin nucleotit”
c6 thé 13 vi sinh vét trong d6 c6 su bién dbi gen x4y ra hodc hoat tinh dugc tdng cudng
dé tao ra purin nucleotit theo mong mudn, bao g6m tAt ca cdc vi sinh vat kiéu dai hodic
vi sinh V4t trong d6 xay ra bién ddi gen tu nhién hodc nhan tao, va vi sinh vat c6 thé 1a
vi sinh vat trong d6 co ché bi suy yéu hoic ting cuong cu thé bing cach chén gen ngoai
sinh hodc bing cach ting cudng hoic bat hoat ciia gen nodi sinh. Pdi véi cac ddi tuong
clia sang ché, vi sinh vat san sinh purin nucleotit c6 thé khac biét & chd vi sinh vat chtra
bién thé phosphoribosyl pyrophosphat amidotransferaza dé ting kha niing san sinh purin
nucleotit mong mudn, va cu thé, vi sinh vat c6 thé 13 vi sinh vat loai Corynebacterium.
Cu thé, theo séng ché, vi sinh vat san sinh purin nucleotit hodc vi sinh vat ¢6 kha ning
san sinh purin nucleotit c6 thé 13 vi sinh v4t trong d6 mét sé gen lién quan dén qué trinh
sinh tdng hop purin nucleotit dugc ting cudng hodc suy yéu hoic mot s gen lién quan
dén phuong thtrc phan cit purin nucleotit dugc ting cudng hoic suy yéu. Vi dy, vi sinh
vat ¢6 thé 1a vi sinh vat trong d6 biéu hién clia gen purd ma hoéa adenylosuxinat
synthetaza bi suy yéu. Ngoai ra, biéu hién cua guaB, 13 gen mi héa inosin-5'-
monophosphat dehydrogenaza trong phuong thirc thodi bién IMP, c6 thé duoc diéu
chinh theo purin nucleotit. Cu thé, khi purin nucleotit 1a IMP, biéu hién guaB c6 thé bi
suy yéu hodc khi purin nucleotit 12 XMP hoic GMP, biéu hién guaB c6 thé duoc ting

cuong, nhung biéu hién ctia n6 khong bi han che.
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Nhu dwugc st dung trong sang ché, thuat ngt “vi sinh vat thudc chi
Corynebacterium san sinh purin nucleotit” d& cip dén vi sinh vat thudc chi
Corynebacterium c6 kha ning san sinh nucleotit tw nhién hozc do dot bién. Cu thé, nhu
duoc st dung trong séng ché, vi sinh vét thudc chi Corynebacterium c6 kha nang san
sinh purin nucleotit c6 thé 13 vi sinh vat thudc chi Corynebacterium c6 kha nang san
sinh purin nucleotit dugc cai thién do ting cudng hoat tinh ciia gen purF mi hoéa
phosphoribosyl pyrophosphat amidotransferaza. Cu thé hon, nhu duoc sit dung trong
sang ché, vi sinh vat thudc chi Corynebacterium c6 kha ning san sinh purin nucleotit dé
cap dén vi sinh vat thudc chi Corynebacterium c6 kha nang san sinh purin nucleotit dugc
cai thién do chira cac bién thé phosphoribosyl pyrophosphat amidotransferaza hoic
polynucleotit ma héa ciing loai, hodc do bién nap véi vecto chira polynucleotit ma hoéa
bién thé phosphoribosyl pyrophosphat amidotransferaza. “Vi sinh vat thudc chi
Corynebacterium c6 cai thién kha ning san sinh purin nucleotit” d& cdp dén vi sinh vat
c6 kha ndng san sinh purin nucleotit dugc cai thién so v4i ching bd me cua chuiing trudce
khi bién nap hogc khong dugc sira ddi. “Vi sinh vat khong dugc sira dbi” @& cap dén
ching kiéu dai ctia né, hodc vi sinh vat khong chira bién thé protein san sinh purin
nucleotit, hodc vi sinh vét khong duogc bién nap véi vecto chua polynucleotit mi hoéa

bién thé phosphoribosyl pyrophosphat amidotransferaza.

Nhu dugc sir dung trong sang ché, “vi sinh vat thudc chi Corynebacterium” ¢6 thé
1a Corynebacterium glutamicum, Corynebacterium ammoniagenes, Brevibacterium
lactofermentum, —Brevibacterium  flavum, Corynebacterium thermoaminogenes,
Corynebacterium efficiens, Corynebacterium stationis, v.v., nhung vi sinh vat thudc chi

Corynebacterium khong nhat thiét bj giéi han & day.

Khia canh khac cia séng ché dé xuét phuong phap didu ché purin nucleotit, phuong
phap nay bao gdbm budc nudi cdy vi sinh vat thudc chi Corynebacterium san sinh purin
nucleotit trong moi trudng nudi cdy. Vi du, phuong phép cia sang ché c¢6 thé con bao
gdm buéc thu hdi purin nucleotit tir vi sinh vat hodc méi truong dwgc nudi cdy sau bude
nudi cdy.

Trong phuong phép, budc nudi ciy vi sinh vét c6 thé duoc thuc hién bang céc
phuong phap dd dugc biét dén nhung sang ché khong gi6i han & céac phuong phép cu
thé nay, nhu nudi cdy theo mé, nuéi cy lién tuc, nudi cdy theo mé-bd sung, v.v.. V& vin
dé nay, c4c diéu kién nudi cdy khong bi gi6i han cu thé, nhung do pH thich hop (vi du,
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do pH 5 dén pH 9, tét hon 13 d6 pH 6 dén pH 8, va tét nhét 13 do pH 6,8) c6 thé dugc
diéu chinh bing céch st dung céc hop chit bazo (vi du, natri hydroxit, kali hydroxit
hodc amoniac) hodc cac hop chét axit (vi du, axit phosphoric hodc axit sunfuric). Piéu
kién hiéu khi c6 thé duoc duy tri bang c4ch thém oxy ho#c hdn hop khi ¢6 chira 0Xy Vao
moi truong nudi cdy. Nhiét do nudi cdy c6 thé duoc duy tri & 20°C dén 45°C, va tét hon
14 tir 25°C dén 40°C, va nudi cdy c6 thé duoc thyc hién trong khoang tir 10 gidr dén 160
gi&, nhung didu kién nudi ciy khong bj gi6i han & day. Purin nucleotit dugc sén sinh
bang nudi cdy c6 thé duoc bai tiét vao trong moi trudng nudi ciy hodc c6 thé duge git

trong cac té bao.

Hon nita, méi trudng nudi cdy duoc sir dung, nhu ngudn cacbon, dudng va
cacbohydrat (vi du, glucoza, sucroza, lactoza, fructoza, mantoza, ri duodng, tinh bot va
xenluloza), déu va chét béo (vi dy, dau d4u nanh, dau hat huéng duong, dau ddu phong,
va dau dira), axit béo (vi du, axit palmitic, axit stearic, va axit linoleic), rugu (vi du,
glyxerol va etanol) va axit hiru co (vi dy, axit axetic), v.v. c6 thé duoc st dung riéng 1é
hoic két hop nhung ngudn cacbon khong bi gi¢i han & day. Ngudn nito, hop chét hitu
co chira nito (vi du, pepton, dich chiét nim men, canh thit, chiét xuAt mach nha, ruou
ngd, bot diu nanh va ure) hodc hop chét vé co (vi du, amoni sulfat, amoni clorua, amoni
phosphat hodc amoni cacbonat va amoni nitrat), v.v. ¢6 thé duoc st dung riéng 1é hodc
két hop, nhung ngudn nito khong bi giéi han & diy. Ngudn phospho, kali
dihydrophosphat, dikali hydrophosphat, mudi ¢6 chira natri twong tng, v.v. c6 thé duge
str dung riéng 1€ hodc két hop, nhung ngudn phospho khong bi gi6i han & day. Ngoai ra,
moi tredng nudi ciy cling c6 thé bao gdm céc nguyén liéu kich thich ting trudng can
thiét nhu 14 cdc mudi kim loai khac (vi du, magie sunfat hoic sét sunfat), cac axit amin

hodc cac vitamin.

Phwong phap thu hdi purin nucleotit duge san sinh trong cac bude nudi cdy cua
séng ché @& thu hoach cac purin nucleotit mong mudn tir moi trudng nudi cdy bing
phuong phép thich hop dugc biét dén trong linh vuc k¥ thuét dya theo phuong phéap
nudi céy. Vi dy, ly tAm, loc, sic ky trao dbi ion, két tinh, sic ky 16ng hiéu nang cao (High
Performance Liquid Chromatography: HPLC), v.v. ¢6 thé dugc sit dung, va purin
nucleotit c6 thé duoc thu hdi tir moi truong nudi céy hodc vi sinh vét bfmg cach stir dung

cac phuong phap thich hop duoc biét dén trong cung linh vuce k¥ thuat.
Ngoi ra, budc thu hdi 6 thé bao gdm qué trinh tinh ché. Qua trinh tinh ché ¢6 thé
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duoc thue hién bing cach sir dung cac phuong phap thich hop dugc biét dén trong linh
vue k¥ thuat. Vi vay, purin nucleotit duge thu hdi c6 thé & dang tinh khiét hodic dich 1én
men Vi sinh vét chira purin nucleotit (Gidi thiéu vé cdng nghé sinh hoc va k¥ thuat di

truyén ctia A. J. Nair, 2008).

Khia canh khac cua sdng ché d€ xuat ché pham d€ san sinh purin nucleotit chira

bién thé phosphoribosyl pyrophosphat amidotransferaza.

Ché pham @& san sinh purin nucleotit d& cap dén ché phim c6 khé ning san sinh
purin nucleotit b&i polynucleotit ctia sang ché. Vi du, ché pham chira polynucleotit, va
c6 thé con chtra thanh phan c6 kha ning hoat ddng polynucleotit, nhung sang ché khong
gi6i han & day. Polynucleotit c6 thé & dang chira vecto dé bidu hién gen lién két hoat

dong dugc dua vao t€ bao chu.

Ngoai ra, ché pham c6 thé bao gdm bét ky ta duge phu hgp thong thuong dugc st
dung trong ché phém dé san sinh purin nucleotit. T4 dugc ¢6 thé duoc sir dung, vi du,
chit bao quan, chit tao 4m, chét giy phan tan, chét tao huyén phu, chit dém, chit én

dinh, chit dang trrong, nhung céc ta dugc khong bi gidi han & day.

Khia canh khic nita ciia séng ché dé xuat phwong phép ting cudng sén sinh purin
nucleotit bao gébm budc nudi cdy bién thé phosphoribosyl pyrophosphat
amidotransferaza trong vi sinh vét thudc chi Corynebacterium.

Thuét ngit “bién thé phosphoribosyl pyrophosphat amidotransferaza”, “vi sinh vat

29 ¢

thudc chi Corynebacterium”, “nudi cay

9% ¢

, “homoserin hodc L-amino axit goc homoserin

nhu duge mo ta & trén.

Khia canh khéc clia séng ché dé xuét viéc st dung bién thé phosphoribosyl
pyrophosphat amidotransferaza dé san sinh purin nucleotit hoc didu ché ché pham @é

san sinh purin nucleotit.

Khia canh khic clia sang ché dé xuit st dung polynucleotit dé san sinh purin

nucleotit, hodc diéu ché ché pham dé€ san sinh purin nucleotit

Khia canh khéc ctia sdng ché d€ xuat st dung vi sinh vat ctia chi Corynebacterium

d€ san sinh purin nucleotit, hodc di€u ché ché pham d€ san sinh purin nucleotit.
Vi du thwe hién sang ché
Sau day, sang ché s& dugc md ta chi tiét hon voi sy tham chiéu cac vi du thue hién.
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Tuy nhién, rd rang 13 dbi v6i nhitng ngudi c6 hiéu biét trung binh trong ciing linh vire
k¥ thudt cac vi du nay chi nham muc dich minh hoa va pham vi sang ché khong bi gidi

han béi cac vi du nay.
Vi du 1: Didu ché chiing san sinh IMP tir ching kiéu dai

Céc chung loai kiéu dai thudc chi Corynebacterium khoéng thé san sinh IMP hodc
¢6 thé san sinh IMP véi lugng rat nho. Do d6, ching san sinh IMP da duogc tao ra dua
trén Corynebacterium Stationis ATCC6872 kiéu dai. Cu thé, ching san sinh IMP d3
duoc tao ra bang cach 1am suy yéu hoat tinh ciia purd, ma hoa adenylosuxinat synthetaza

va hoat tinh cla guaB, ma hoéa axit 5'-inosinic dehydrogenaza.
Vi du 1-1: Bidu ché ching suy yéu purd

Pé didu ché ching trong d6 don vi ma hoa khéi diu ciia purd da bi thay dbi, dau
tién vecto chén c6 chira purd da dugc didu ché. Dé sao chép gen purd vao vecto chén,
PCR da dugc thuc hién bﬁng cach st dung ADN bd gen cuia Corynebacterium Stationis
ATCC6872 lam mach khuén va cip mdi néu trong SEQ ID NO: 3 va SEQ ID NO: 4, va
SEQ ID NO: 5 va SEQ ID NO: 6 trong 30 chu ky bién tinh & 94°C trong 30 gidy, 0 &
55°C trong 30 gidy va kéo dai & 72°C trong 2 phut. PCR dugc thyre hién bang cach st
dung hai doan ADN thu duge tir PCR & trén 1am mach khuén va cip mdi néu trong SEQ
ID NO: 3 va SEQ ID NO: 6 trong 30 chu ky bién tinh & 94°C trong 30 gidy, 4 & 55°C
trong 30 gidy va kéo dai & 72°C trong 2 phut dé thu duoc doan ADN. Poan ADN thu
dwoc dugce phan cit bang enzym gidi han Xbal va duge sao chép vao vecto pDZ (patent
Han Qudc s6 10-0924065 va cong bd don qude té s6 2008-033001) da duge phén cit
v6i cling loai enzym. Vecto dugc didu ché theo phuwong phép trén duoc dinh danh 13

pDZ-purA-alt.

Béang 1
SEQ ID NO | Tén doan mbi (Trinh ty (5'=3")
3 pDZ-purA(alt)-1 | GCTCTAGAGGCCACGATGCCCGGAGCATC
4 pDZ-purA(alt)-2 | TAACGATAGCTGCCAAGGTTATTCACTTCCTAGATTT
5 pDZ-purA(alt)-3 | AGGAAGTGAATAACCTTGGCAGCTATCGTTATCGTCG
6 pDZ-purA(alt)-4 | GCTCTAGAGGTCACGAATGGGTAGGTGCC

Vecto tai td hop pDZ-purA-alt da duogc bién nap thanh ching Corynebacterium
Stationis ATCC6872 bang phuong phap xung dién, va sau d6 cac chung trong d6 vecto
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duoc chén vao nhiém sic thé béng cach tai td hop tuong déng dugc chon trén moi truong
chira 25 mg/L kanamyxin. Do d6, cac chiing so cdp dugc chon phai trai qua sy trao dbi
chéo thir cép, va sau d6 cac chung dugce chon duoc gidi trinh ty, nhd d6 chon ra chiing
cubi cling ma dot bién da duge dua vao. Chuing nay dugc dinh danh 1a ATCC6872-purA
(alt).

Vi du 1-2: Diéu ché chung suy yéu guaB

D¢ diu ché chiing trong d6 don vi ma héa khoi ddu cia guaB da dugc thay ddi,
truGce tién vecto chén c6 chita guaB di dugc didu ché. Pé sao chép gen guaB vao vecto
chén, PCR da duge thuc hién bang cich sit dung ADN b gen cua Corynebacterium
Stationis ATCC6872 1am mach khuén va cac cip mdi néu trong SEQ ID NO: 7 va SEQ
ID NO: 8, va SEQ ID NO: 9 va SEQ ID NO: 10. PCR ciing duoc thuc hién b%mg cach
st dung céc san pham PCR & trén 1am mach khuén va cip mdi néu trong SEQ ID NO:
7va SEQ ID NO: 10. Poan ADN thu dugc dugc sao chép theo cach twong tw nhur trong
vi dy 1-1. Vecto diéu ché duge dinh danh 13 pDZ-guaB-alt.

Béang 2

SEQIDNO| Tén doan mdi (Trinh tu (5'-3"))
7 pDZ-guaB(alt)-1 | GCTCTAGACTACGACAACACGGTGCCTAA
8 pDZ-guaB (alt)-2 | CACGATTTTCGGTCAATACGGGTCTTCTCCTTCGCAC
9 pDZ-guaB (alt)-3 | AGGAGAAGACCCGTATTGACCGAAAATCGTGTTTCT
10 pDZ-guaB (alt)-4 | GCTCTAGAATCGACAAGCAAGCCTGCACG

Vecto tai td hop pDZ-guaB-alt dd dugc bién nap thanh ching ATCC6872-purA
(alt) dugc diéu ché trong vi du 1-1 bang k§ thuét xung dién, va sau d6 cac chung trong
d6 vecto duge dua vao nhiém sic thé bang cach tai td hop tuong ddng da dugce chon
trén mdi truong chira 25 mg/L kanamyxin. Do d6, c4c chiing so cip dugc chon phai trai
qua trao dbi chéo thir cép, va sau d6 cac chung dugc chon dugc giai trinh ty, qua do6

chon ra chiing cudi ciing ma dot bién da duoc dua vao.

Chung san sinh IMP cubi ciing duoc lya chon dya trén Corynebacterium Stationis

ATCC6872 kiéu dai dwoc dinh danh 1a CJ19088.
Vi du 1-3: Kiém tra chuén d6 1én men CJI9088
2 mL mdi trudng nudi ciy gidng dugc dwa vao cac 6ng nghiém c6 duong kinh 18

mm va duge hp khir tring duéi ap suat. Moi chung ATCC6872 va CJI9088 da duoc
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cy ching va i & 30°C trong 24 gid véi sit dung lic trong nudi cy gibng. 29 mL méi
truong 1€n men dugc dua vao binh nén 250 ml lic va duoc hép khtr trung duéi &p suét
¢ 121°C trong 15 phut, va 2 ml mdi truong nudi cly gidng dugc cly ching va 1 trong 3
ngay. Piéu kién nubi cdy duogc didu chinh & téc dd quay 170 vong/phut, nhiét 6 30°C
va dé pH 7,5.

Sau khi hoan thanh nuéi cdy, san luong ctia IMP dugc do bing HPLC
(SHIMAZDU LC20A), va két qua nudi ciy nhu thé hién trong bang 3 bén duéi. Céc két

qua bén du6i cho thdy cac ching bi suy yéu purd va guaB c6 kha ning san sinh IMP.

Bang 3
Chuing IMP (g/L)
ATCC6872 0
CJI9088 0,52

- M6i trudong nudi cay gidng: 1% glucoza, 1% pepton, 1% canh thit, 1% chiét xuit

men, 0,25% natri clorua, 100 mg/L adenin, 100 mg/L guanin, d6 pH 7,5.

- Mdi truong 1én men: 0,1% natri glutamat, 1% amoni clorua, 1,2% magie sunfat,
0,01% canxi clorua, 20 mg/L sét sunfat, 20 mg/L mangan sunfat, 20 mg/L. k&€m sunfat,
5 mg/L ddng sunfat, 23 mg/L L-xystein, 24 mg/L alanin, 8 mg/L axit nicotinic, 45 pg/L
biotin, 5 mg/L axit thiamin hydrocloric, 30 mg/L adenin, 1,9% axit phosphoric (85%),
2,55% glucoza, 1,45% fructoza.

Vi dy 2: Xac dinh bién thé ting cuong Phosphoribosyl pyrophosphat
Amidotransferaza

Pé ting cuong hoat dong ciia phosphoribosyl pyrophosphat amidotransferaza 13
enzym dau tién trong qua trinh sinh tong hop IMP, dé cai thién ning suét ciia IMP thi
thu vién dot bién cta purF, gen mé hoa phosphoribosyl pyrophosphat amidotransferaza
da dugc diéu ché, dot bién tang cuong kha ning san sinh IMP di duoc x4c dinh.

Vi du 2-1: Didu ché vecto chira purF

Dé tao ra thu vién dot bién purF, trude tién vecto tai td hop chta purF da duoc
diéu ché. PCR duge thyc hién bang cach st dung bo gen ADN cua Corynebacterium
Stationis ATCC6872 lam mach khudn va cip mdi néu trong SEQ ID NO: 11 va SEQ ID
NO: 12, va san pham PCR duoc sao chép vao vecto E. coli pCR2.1 bing cach st dung
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Kit nhan ban TOPO (E. Invitrogen) dé thu dugc pCR-purF.

Bang 4
SEQ ID NO Tén doan mdi (Trinh ti (5'=3"))
11 purF tempF AAGTTGATGCTTCAGGCACA
12 purF tempR TGCAAGGATTGGCTCTTTGT

Vi du 2-2: Diéu ché thu vién dot bién purF

Thu vién @6t bién purF da dugc didu ché dya trén vecto duoc didu ché trong vi du
2-1. Thu vién da duoc diéu ché bing céach st dung kit PCR tao d6t bién ngiu nhién
(Clontech Diversify® PCR Random Mutagenesis Kit). Trong céc diéu kién c6 thé x4y ra
dot bién, PCR duoc thuc hién bing cach sir dung cip mdi néu trong SEQ ID NO: 13 va
SEQID NO: 14. Cu thé, duéi céc didu kién c6 thé xay ra 0 dén 3 dot bién trén 1000 bp,
thye hién gia nhiét trude & 94°C trong 30 giy, tiép theo 13 25 chu ky & 94°C trong 30
gidy va 68°C trong 1 phit 30 gidy. Do d6, san phdm PCR thu dugc di dugce xit ly bing
cach sir dung doan mdi 16n (500 ng dén 125 ng) trong 25 chu ky 95°C trong 50 giay,
60°C trong 50 gidy va 68°C trong 12 phut va sau d6 duoc xir 1y bing Dpnl, v bién nap
vao E. coli DH5a va phét tan trén moi trudng rén LB c6 chira kanamyxin (25 mg/L). 20
loai khudn lac bién nap da duoc chon va sau d6 13 qud trinh phén tich trinh tu c4c plasmit
thu dugc. Két qua da xac nhin réng céc dot bién da duge dua vao tai cac vi tri khac nhau
v6i tan sudt 2 dot bién/kb. Thu dugc khoang 20.000 khuan lac E.coli bién nap va tir d6

cac plasmit duoc chiét xuét, va dugc dinh danh 1a the vién pTOPO-purF.

Béang 5
SEQ ID NO Tén doan mdi (Trinh tu (5'-3"))
13 purF lib F ACACGAGATAGCCCAGTGG
14 purF lib R TCGTAGTTGCCATCAAAGCA

Vi du 2-3: Péanh gid thu vién duge diéu ché va lya chon chiing

Thu vién pTOPO-purF dugc diéu ché trong vi du 2-2 da dugc bién nap vao ching
CJ19088 duoc didu ché trong vi du 1 bang phuong phép xung dién, sau d6 phat tan trén
moi truong dinh dudng chira 25 m/L kanamyxin d& thu duge 10.000 khuin lac dugc

chén vao gen dot bién. Cac khuin lac dugc dinh danh 13 CJI9088 pTOPO _purF(mt)1
dén CJI9088 _pTOPO_purF(mt)10000.

- Méi truong dinh dudng: 1% pepton, 1% canh thit, 0,25% natri clorua, 1% chiét
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xuét men, 2% thach, do pH 7,2.

Ting khudn lac trong s6 10.000 khuin lac thu duge duogc cdy trong 200 pL moéi
tredong nudi cdy giéng dugc hip khir tring duéi ap suat va duoc nudi ciy trong dia siu
96 16 va lac 1200 vong/phiit & 30°C trong 24 gidy bang cach str dung may lic khay vi thé
(TAITEC), va sau d6 duge st dung 1am mdi trudng nudi cdy gidng. 290 pL moi truong
1én men dugc hip khir tring duéi 4p suét duge dua vao dia sau 1ong 96 18, va ciy ching
vao ting 20 pL mdi trudng nudi cdy gibng, sau d6 duge 1ic trong cing diu kién nhu

trén trong 72 gio.

Pé phan tich lugng axit 5’ inosinic san sinh trong mdi trudng nudi cdy, sau khi
hoan thanh qu4 trinh nudi cy, 3 pL phan ni trén bé mit nudi cdy duge chuyén sang dia
UV 96 18, mdi 16 chira 197 pL nuée cét. Tiép theo, may doc khay vi thé dugc sir dung
& thuc hién lic trong 30 gidy va may do quang phd duoc sir dung dé do mét do quang
¢ 25°C va 270 nm va so sanh v6i mat dd quang cia ching CJI9088 @& chon 50 ching
khuan lac d6t bién cho thdy su tang t&i thiéu 10% méat do quang. Cac khuén lac khéc

cho thiy mat do quang twong duong hoic gidm so véi ching di chimg.

Mat d quang cua 50 chiing dugc chon da duge do theo cach twong ti nhu trén dé
kiém tra lai luong axit 5'-inosinic san sinh. Hai chung CJI9088 pTOPO_purF(mt)201
va CJ19088_pTOPO_purF(mt)5674, cho thdy su cai thién déng ké v& ning suét axit 5’

inosinic so véi ching CJ19088 di duoc chon.
Vi du 2-4: Xac dinh dot bién b%mg gidi trinh tu

Pé xic dinh cic dot bién gen clia cdc ching dot bién, timg ching
CJ19088_pTOPO_purF(mt)201 va CJI9088 pTOPO_guaB(mt)5674 d4 dugc xit Iy bang
PCR st dung cédp mdi néu trong SEQ ID NO: 15 va SEQ ID NO: 16, sau d6 dugc giai
trinh ty. Cdc gen purF clia chung dugc so sanh v6i cac ching ATCC6872 va CJI19088

c6 chira gen purF kiéu dai.

Két qua 13 ca hai chiing da dwogc tim thdy c¢6 chira dot bién gen purF' & céac Vi tri
khac nhau.

Cu thé, d4 xac nh4n ring ching CJI9088 _pTOPO_purF(mt)201 c6 dot bién thay
thé valin & vi tri thir 2 bing methionin trong trinh ty axit amin purF néu trong SEQ ID

NO: 2, va chiung CJI9088_pTOPO_purF(mt)5674 c6 dot bién thay thé glyxin & vi tri
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445 bang arginin trong trinh ty axit amin purF néu trong SEQ ID NO: 2.

Bang 6
SEQ ID NO Tén doan mdi (Trinh ty (5'-3"))
15 purF-seq-F ACACGAGATAGCCCAGTGG
16 purF-seq-R ACCAAGTCATCGACGCACATT

Trong céc vi du 3 va 4 sau ddy, da kiém tra cac dot bién trén c6 hay khong anh

hudng dén su san sinh IMP cta vi sinh vat thudc chi Corynebacterium.
Vi du 3: Kiém tra kha nang san sinh IMP cta CJI9088

Cac dot bién duge xéc dinh trong vi du 2 da duogc dua vao CJI9088, day 1a ching
san xuit IMP c¢6 ngudn gbc ATCC6872 va kha ning san sinh IMP di dugc kiém tra.

Vi du 3-1: Bidu ché vecto chén c6 chira dot bién purF

Dé€ dua céc chiing c6 ddt bién dugce chon trong vi du 2, vecto chén d3 duge diéu

ché. Vecto dé dwra dot bién purF duge didu ché nhu sau.

PCR duogc thue hién bing cach st dung b9 gen ADN cia ATCC6872 lam mach
khudn va céc cip mdi néu trong SEQ ID NO: 17 va SEQ ID NO: 18 va SEQ ID NO: 19
va SEQ ID NO: 20. PCR dugc thyc hién bang cach bién tinh & 94°C trong 5 phut, va
sau d6 20 chu ky & 94°C trong 30 gidy, & 55°C trong 30 gidy, & 72°C trong 1 phut, tiép
theo 1a polyme héa & 72°C trong 5 phut. PCR dugc thuc hién bang céach st dung ting
doan ADN duoc tao thanh 1am mach khudn va cap moi néu trong SEQ ID NO: 17 va
SEQ ID NO: 20. Boan ADN dugc tao thanh bi phan cit bang Xbal. Bing céch st dung
enzym ndi T4, doan ADN da dugc sao chép thanh vecto pDZ mach thing da dugc phﬁh
cit bang enzym gi6i han Xbal, va do d6 pDZ-purF (V2M) d3 duoc didu ché. PCR duoc
thuc hién b%mg cach str dung céc cép mdi néu trong SEQ ID NO: 21 va SEQ ID NO: 22,
va SEQ ID NO: 23 va SEQ ID NO: 24 theo cach twong tu nhu trén. PCR duoc thuc hién
br?mg cach str dung timng doan ADN dugc tao thanh 1am mach khuén va cap mdi néu
trong SEQ ID NO: 21 va SEQ ID NO: 24. Poan ADN dugc tao thanh dugc phan cit
bang Xbal. Bang cach st dung enzym néi T4, doan ADN d3 dugc sao chép thanh vecto
pDZ mach thing da dugc phan cét bing enzym gi61 han Xbal, va do d6 pDZ-purF
(G445R) da duoc didu ché.

Bang 7
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SEQID NO | Tén doan mdi (Trinh tu (5'-3")
17 purF V2M IF | GGGTCTAGAAGTACTGACCCGACCACTGCA
18 purF V2M IR | TGGGGAAAGTAGTGTTCATCACGACGC
19 purF V2M 2F | TAGTAGAATCAGCGTCGTGATGAACAC
20 purF V2AM 2R | GGGTCTAGATGGATTCCTGCCTCATTGACA
21 purF G445R 1F | GGGTCTAGACCGATGGCAAGACCTTGTACG
22 purF G445R IR | CAAACCCTAAAGAGTCTGCTCTGATAGCTTC
23 purF G445R 2F | CAGTGTGCGAAGCTATCAGAGCAGACTCTT
24 purF G445R 2R | GGGTCTAGACAAGGTCATCGATGTAGCCATCG

Vi du 3-2: Pua d6t bién vao chiing CJI9088 va danh gia

CJI9088 da dugc bién nap voi mbi vecto pDZ-purF(V2M) va pDZ-purF(G445R)
dugc diéu ché trong vi du 3-1, va c4c ching trong d6 vecto duge chén vao nhiém sic
thé bang cach tai t6 hop twong ddng dwgc chon trén moi truong chtra 25 mg/L
kanamyxin. Do d6, c4c chiing so cip dwgc chon phai trai qua trao dbi chéo thir cap dé
chon c4c chiung ma dot bién gen dich duoc dwa vao. Viéc dua dot bién gen vao cac chung
bién nap cudi cing da duoc kiém tra bing PCR bang céch st dung cip mdi néu trong
SEQ ID NO: 15 va SEQ ID NO: 16, va sau d6 gii trinh ty di dugc thuc hién dé xac
nhén dwa d6t bién vao cac ching. Cu thé, chung dugc dua vao c6 dot bién V2F cia gen
purF dugc dinh danh 1a CJI9088 purF m1 va ching dugc dua vao dot bién G445R cia
gen purF dugc dinh danh 12 CJI9088 purF_m2. Hon nita, dé diéu ché chung dot bién
c6 ci dot bién V2M va G445R, ching CJ19088 purF_m1 da dugc bién nap véi vecto
pDZ-purF(G445R) va cac khudn lac thu duge theo cach tuong ty nhu trén. Thong qua
phan tich giai trinh tu cac khuén lac thu dugc, ching duoc dua vao véi ca hai dot bién
V2F va G445R da dugc chon va dugc dinh danh 14 CJ19088 purF_m1m2.

Nhu dugce thé hién trong cac két qua bén dudi, ching CJI9088 purF ml hoic
CJ19088 purF_m2 c6 dot bién V2M hoic dot bién G445R trong gen purF cho thdy ndng
do IMP tuong tng 12 0,15 g/L (128%) hogc 0,09 g/L (117%), cho thiy su cai thién so
v6i ching d6i ching CJ19088. Hon nita, chung CJI9088 _purF_m1m?2 c6 ca dot bién
V2M va G445R cho thiy sy cai thién ndng d6 IMP 13 0,31 g/L (159%), cho thdy khi ca

hai dot bién dugc dua vao, ndng d6 IMP thu dugc dugc cai thién hiéu qua nhét.

Bang 8

Chiing IMP (g/L)
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CJI9088 0,52
CJI9088 purF ml 0,67
CJI9088 purF m?2 0,61
CJI9088 purF mIm?2 0,83

Vi du 4: Kiém tra kha ndng san sinh IMP clia chiing san sinh IMP gbc ATCC6872

Pé kiém tra tac dong cia dot bién purF da dugc xac dinh trong vi du 2, dya trén
ching san sinh IMP véi néng d6 cao, dot bién dugc dua vao CJI10323 (sé dang ky
KCCM12151P, patent Han Quéc s& 10-1904675), 1a ching san sinh IMP ndng d6 cao

va kha ning san sinh IMP d duoc kiém tra.
Vi du 4-1: Pua d6t bién vao chung CJ10323 va danh gia

Chung CJI0323 da duoc bién nap véi timg vecto pDZ-purF(V2M) va pDZ-
purF(G445R) duge diéu ché trong vi du 3-1, va cac chung trong d6 vecto dugc chén vao
nhiém séc thé bing céch tai t§ hop tuong ddng d4 duoc chon trén moi truong chira 25
mg/L kanamyxin. Do d6, céc chiing so cip dugc chon da duge trao ddi chéo thir cép dé
chon céc chiing ma dot bién gen dich duoc dwa vao. Viée dua dot bién gen vao cac chung
bién nap cudi ciing da duogc kiém tra bang PCR sir dung cip mdi néu trong SEQ ID NO:
15 va SEQ ID NO: 16, va sau d6 giai trinh ty d4 duge thuc hién dé xac nhin dua dot
bién vao cac ching. Cu thé, ching dugc dua vao dot bién V2F cia gen purF dugc dinh
danh 12 CJ10323_purF_m]1, va ching dugc dwa vao dot bién G445R cua gen purF dugc
dinh danh 1a CJ10323_purF_m2. Hon nita, dé diéu ché ching dot bién c¢6 ca dot bién
V2M va G445R, chung CJI0323_purF ml da dugc bién nap véi vecto pDZ-purF
(G445R) va céac khuan lac thu dugc theo cach tuong tu nhu trén. Thong qua phén tich
gidi trinh ty cac khuan lac thu duoc, ching duge dua vao véi ca hai dot bién V2F va

G445R cia gen purF di duge chon va duge dinh danh 12 CJ10323_purF_mlm2.

Chung CJ10323_purF_m1 dugc goi 1a CJ12353, dugce luu gift tai Bao tang gidng
chuén Vi sinh v4t Han Quéc vao ngay 10 thang 9 ndm 2018, theo quy dinh ctia Hiép uéc
Budapest va véi s6 luu ching KCCM12316P. Ngoai ra, Chung CJ10323 purF_m2 da
duoc goi 1a CJ12354, dugc luu gitt tai Bao tang giéng chuin Vi sinh vat Han Qudc vao
ngdy 10 thang 9 nam 2018, theo quy dinh cua Hiép u6c Budapest va véi s6 luu ching
KCCM12317P.

Nhu duge thé hién trong cac két qua dudi day, chung CJI0323 purF_ml hodc
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CJ10323_purF_m2 c6 dot bién V2M hoic dot bién G445R trong gen purF cho thiy ndng
d6 IMP tuong tmg 12 1,9 g/L (119%) hodic 0,95 g/L (109%), cho thiy sy cai thién so véi
ching dbi ching CJ10323. Hon nita, ching CJ10323 purF_mlm?2 c6 ca d6t bién V2M
va G445R cho thdy sy cai thién ndng d6 IMP 1a 3,33 g/L (134%), cho thiy khi ca hai

d6t bién dugc dua vao, n(‘”)ng do IMP thu duogc cai thién hiéu qua nhét.

Béang 9

Chung IMP (g/L)
CJ10323 9,52
CJ10323 purF_ml 11,42
Cl10323_purF_m?2 10,47
CJ10323_purF mlm?2 12,85

Vi du 5: Kiém tra kha ning san sinh axit 5'-xanthylic ciia d6t bién purF

Pé kiém tra tac dong cua dot bién purF da dugc xac dinh trong vi du 2, dua trén
ching sin sinh XMP, d6t bién dugc dua vao KCCM10530 (Céng bb don patent Han
Quéc s 10-2005-0056670), 14 chiing san sinh XMP ndng d6 cao va kha ning san sinh
XMP da duoc kiém tra.

Vi du 5-1: Pua d6t bién vao ching KCCM10530 va danh gia

Ching KCCM10530 da dugc bién nap véi timg vecto pDZ-purF(V2M) va pDZ-
purF(G445R) dugc diéu ché trong vi du 3-1, va céc ching trong d6 vecto dugce dua vao
nhidm sic thé bang cach téi td hop twong ddng dugc chon trén moi truedng chira 25 mg/L
kanamyxin. Do d6, c4c chung so cip dugc chon da dugc trao dbi chéo thir cép dé chon
cac chiing ma dot bién gen dich dugc dua vao. Viée dua dot bién gen vao cac ching bién
nap cudi cling da duoc kiém tra bing PCR bing céch sit dung cip mdi néu trong SEQ
ID NO: 15 va SEQ ID NO: 16, va sau d6 giai trinh tu d3 duge thuc hién dé xac nhin
dua dot bién vao cac ching. Cu thé, ching dwoc dua vao dot bién V2F cua gen purF
duoc dinh danh 14 KCCM10530_purF_m1 va chiing dugc dua vao véi dot bién G445R
cia gen purF dugce dinh danh 14 KCCM10530 purF_m2. Hon nita, dé diéu ché ching
dot bién c6 ca dot bién V2M va G445R, ching KCCM10530 purF ml da dugc bién
nap véi vecto pDZ-purF(G445R) va cac khuan lac thu duge theo cach tuong tu bén trén.
Thong qua phan tich gii trinh tw cac khudn lac thu duge, ching duge dua vao véi ca

hai dot bién V2F va G445R cua gen purF da dugc chon va dugc dinh danh 1a
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KCCM10530 purF mlm?2.

Ching KCCM10530_purF_m1 dugc goi 1a CIX1681, duge luu gilt tai Bao tang
gidng chudn Vi sinh vat Han Qudc vio ngay 10 thang 9 ndm 2018, theo quy dinh cua
Hiép udc Budapest va véi sd luu ching KCCMI12312P. Hon nita, ching
KCCM10530 purF m2 d3 duge diéu ché dugc goi la CIX1682, dugc luu giit tai Bao
tang giéng chuin Vi sinh vat Han Quéc vao ngay 10 thang 9 ndm 2018, theo quy dinh
ciia Hiép wéc Budapest va vé6i sb luu ching KCCM12313P.

Nhu dugc thé hién trong cac két qué bén dudi, ching KCCM10530_purF_m1 hoic
KCCM10530_purF_m2 c6 dot bién V2M hogc dot bién G445R trong gen purF cho thiy
ndng d6 XMP tuong tng 1a 1,77 g/L (115%) hodc 0,8 g/L (107%) cho thiy su cai thién
so v6i chung dbi chimg KCCM10530. Hon nita, ching KCCM10530 purF_mIm?2 c6
ca dot bién V2M va G445R cho thy sy cai thién ndng d6 XMP 13 2,36 g/L (120%), cho
théy khi ca hai dot bién duoc dua vao, néng do XMP thu duoc cai thién hiéu qua nhét.

Bang 10

Chiing IMP (g/L)
KCCM10530 11,8
KCCM10530 purF ml 13,57
KCCM10530_purF m2 12,68
KCCM10530 purF mlm?2 14,16

Duya vao mo ta bén trén, nhitng ngudi c6 hiéu biét trung binh trong cliing linh vuc
hiéu ré'mg sang ché co thé duoc thuc hién duéi hinh thitc cu thé khac ma khong lam thay
dbi nguyeén ly k§ thuat hoic cac ddc diém ctia chiing. Do d6, cin hiéu ring cac phuong
an bén trén khong nham giéi han ma dé minh hoa tit ca c4c khia canh ciia sang ché. Do
do, pham vi cua sang ché dugc xac dinh béi cac yéu cau bao ho thay vi dugc phin mo
ta bén trén, va do do, tit ca céac thay ddi va sira d6i ndm trong pham vi clia cdc yéu cau
bao ho, hodc twong duong véi céc giéi han va gi6i han d6 sé dugc bao gdm trong céc

y€u cau bao hd.
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YEU CAU BAO HO
1. Bién thé phosphoribosyl pyrophosphat amidotransferaza bao gdm trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO: 2 va ¢6 sy thay thé dugc lya chon tir nhém bao gbm 1) axit amin
thir 2 dugc thay thé bang methionin, ii) axit amin thir 445 dugc thay thé bang arginin,
va iii) axit amin thir 2 dugc thay thé bang methionin va axit amin thir 445 dugc thay thé

bang arginin.

2. Polynucleotit m4 héa bién thé phosphoribosyl pyrophosphat amidotransferaza theo

diém 1.
3. Vecto chira polynucleotit theo diém 2.

4. Vi sinh vat thudc chi Corynebacterium san sinh purin nucleotit, trong d6 vi sinh vat

chira bién thé phosphoribosyl pyrophosphat amidotransferaza theo diém 1.

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

Corynebacterium stationis.

6. Phuong phap didu ché purin nucleotit, trong d6 phuong phap ndy bao gém budc nudi

cy vi sinh vat thudc chi Corynebacterium theo diém 4 trong mdi trudng nudi ciy.

7. Phuong phép theo diém 6, trong d6 phuong phap nay con bao gdm buée thu hdi purin

nucleotit tir vi sinh v4t hodc moi truong sau budce nudi cay.

8. Phuong phép theo diém 6, trong d6 vi sinh vét thudc chi Corynebacterium 13

Corynebacterium stationis.
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DANH MUC TRINH TU

CJ CheilJedang Corporation

BIEN THE PHOSPHORIBOSYL PYROPHOSPHAT AMIDOTRANSFERAZA,

POLYNUCLEOTIT, VECTO, VI SINH VAT CHUA BIEN THE NAY, VA PHUONG
PHAP PIEU CHE PURIN NUCLEOTIT

<130>

<150>
<151>

<160> 24
<170>
<210> 1
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400> 1
gtggtgaaca
cgcgaagagt
tactttggtc
gatggagacc
tccattttaa
ggtggcaaag
atcgctttgt
gctctgggac
ttgctggcge
ccaagcatca
cgtgacccge
gcttccgaaa
ggtgaactta
cgccagggct
Ccgcaacgttc

ccagaagctg

gcccgggaat

OPA19164

1500
ADN
Khéng xac dinh

purF

ctactttccc
gcggtgtctt
tgttcgcatt
gcctcgttgt
attccctcca
agtggtcgaa
gccacaacgg
tttaccgaga
acggagtcgg
aaggcgcecttt
acggtgtacg
cctgtgeget
tctctgtcaa
gcgtctttga
acgcgacgcg
acatggtcat

cgggcctgac

KR 10-2019-0035683
2019-03-28

KoPatentIn 3.0

cagcgacgtg
tggcgtctgg
gcagcatcgt
cttcaaagac
tggctcegtg
tgtccagcceg
caacttggtg
gaatgaaaaa
ggaaggcaac
ttgcttgacc
ccecettggtce
ggatatcgtg
tgaggcagga
atacgtctac
cgtggatatt
cccegtgceca

atttgcgcac

aatttagatg
gctcctggtg
gggcaggaag
atgggcttgg
ggcgtgggge
atgtttaata
aactaccaag
tccetgtegg
tctgtectttg
tttaccgatg
attggccgcet
ggcgcacagt
atccacagcg
ttggcacgtc
ggtcgcgcac
gaatccggaa

ggcttggtca
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accaaggcga
aagatgttgce
ctgcaggtat
tctcgaatat
atacgcgcta
ccacctcaaa
aactgcgcga
attccatgat
acgccgctaa
gcaagacctt
tggcgcaagg
ttatccgtga
aaaaattcgce
cagacaccgt
ttgcgaaatc
acccggcagce

aaaacgccta

gcaagaaccc
gacactgacc
cggcgtcggt
tttcgatgag
ctcgactgcece
tggggtagac
tgaagcagta
catgacagct
gcaactgctg
gtacgccgceg
ctgggttgtt
ggtagagccc
tgagccgaag
gatcaaaggc
tcaccctgeg

tgttggctac

cgtgggtcga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960
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accttcattc agcccaccca gaccttgege cagctgggta ttcgcctcaa gctcaaccce
ctgcgcgagg tcatcgaggg caagtcactc gttgttgtag atgactctat tgtccgcgge
aacacccaac gcgcgcetggt gcgcatgectg cgtgaagcag gcgcectgctga agtgcacgtg
cgcattgctt caccgccagt caaatggect tgtttctacg gcattgactt cgcctcgect
ggtgaattga ttgctaatat caagccttct gatgatcctc aggtagtaac cgatgcagtg
tgcgaagcta tcggagcaga ctctttaggg tttgtatctg tagatgagat ggttgaggca
acgcaccaac ctatcaattc cttgtgtacc gecttgctttg atggcaacta cgaactcgga
cttccgaccg ctaaccccaa tgctgacgct gtgcgaactt tgctcagcca aaagaactga
<210> 2
<211> 499
<212> PRT
<213> Khéng xac dinh
<220>
<223> purF
<400> 2
Met Val Asn Thr Thr Phe Pro Ser Asp Val Asn Leu Asp Asp Gln Gly
1 5 10 15
Glu Gln Glu Pro Arg Glu Glu Cys Gly Val Phe Gly Val Trp Ala Pro
20 25 30
Gly Glu Asp Val Ala Thr Leu Thr Tyr Phe Gly Leu Phe Ala Leu Gln
35 40 45
His Arg Gly Gln Glu Ala Ala Gly Ile Gly Val Gly Asp Gly Asp Arg
50 55 60
Leu Val Val Phe Lys Asp Met Gly Leu Val Ser Asn Ile Phe Asp Glu
65 70 75 80
Ser Ile Leu Asn Ser Leu His Gly Ser Val Gly Val Gly His Thr Arg
85 90 95
Tyr Ser Thr Ala Gly Gly Lys Glu Trp Ser Asn Val Gln Pro Met Phe
100 105 110
Asn Thr Thr Ser Asn Gly Val Asp Ile Ala Leu Cys His Asn Gly Asn
115 120 125
Leu Val Asn Tyr Gln Glu Leu Arg Asp Glu Ala Val Ala Leu Gly Leu
130 135 140
Tyr Arg Glu Asn Glu Lys Ser Leu Ser Asp Ser Met Ile Met Thr Ala
145 150 155 160
Leu Leu Ala His Gly Val Gly Glu Gly Asn Ser Val Phe Asp Ala Ala

165

170
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175

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500



Lys Gln Leu Leu Pro Ser Ile
180

Asp Gly Lys Thr Leu Tyr Ala
195 200

Leu Val Ile Gly Arg Leu Ala
210 215

Cys

225 230

Gly Glu Leu Ile Ser Val Asn
245

Ala
260

Arg Pro Asp Thr Val Ile Lys
275 280

Asp Ile Gly Arg Ala Leu Ala
290 295

Met
305

Val Ile Pro Val Pro Glu
310
Ala Arg Glu Ser Gly Leu Thr
325
Tyr Val Gly Arg Thr Phe Ile
340
Gly Ile Arg Leu Lys Leu Asn
355 360

Ser Leu Val Val Val Asp Asp
370 375

Ala Leu Val Arg Met Leu Arg
385 390

Arg Ile Ala Ser Pro Pro Val
405
Phe Ala Ser Pro Gly Glu Leu
420
Pro Gln Val Val Thr Asp Ala
435 440

Leu Gly Phe Val Ser Val Asp
450 455

Ile Asn Ser Leu Cys Thr Ala
465 470

Leu Pro Thr Ala Asn Pro Asn
485

Gln Lys Asn

Ala Leu Asp Ile Val Gly Ala

Glu Pro Lys Arg Gln Gly Cys Val Phe Glu Tyr Val

38970

Lys
185

Gly Ala Phe Cys Leu Thr
190
Ala Arg Asp Pro His Gly Val
205

Gln Gly Trp Val Val Ala Ser
220

Gln Phe Ile Arg Glu Val
235 240

Glu Ala Gly Ile His Ser Glu
250 255

Tyr

265 270

Gly Arg Asn Val His Ala Thr
285

Lys Ser His Pro Ala Pro Glu

300

Ser Gly Asn Pro Ala Ala Val
315 320

Phe Ala His Gly Leu Val Lys
330 335

Gln Pro Thr Gln Thr Leu Arg
345 350

Pro Leu Arg Glu Val Ile Glu
365

Ser Ile Val Arg Gly Asn Thr
380

Glu Ala Gly Ala Ala Glu Val
395 400

Lys Trp Pro Cys Phe Tyr Gly
410 415

Ile Ala Asn Ile Lys Pro Ser
425 430

Val Cys Glu Ala Ile Gly Ala
445

Glu Met Val Glu Ala Thr His
460

Cys Phe Asp Gly Asn Tyr Glu
475 480

Ala Asp Ala Val Arg Thr Leu
490 495
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Phe

Arg

Glu

Glu

Lys

Leu

Arg

Ala

Gly

Asn

Gln

Gly

Gln

His

Ile

Asp

Asp

Gln

Leu

Leu

Thr

Pro

Thr

Pro

Phe

Ala

Val

Asp

Tyr

Ala

Leu

Lys

Arg

Val

Asp

Asp

Ser

Pro

Gly

Ser



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

<220>
<223>

<400>
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3

29

ADN

Trinh ty nhén tao

purA alt-1

3

gctctagagg ccacgatgcc cggagcatc

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

<220>
<223>

<400>

4

37

ADN

Trinh ty nhén tao

purA alt-2

4

taacgatagc tgccaaggtt attcacttcce tagattt

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

<220>
<223>

<400>

5

37

ADN

Trinh ty nhan tao

purA alt-3

5

aggaagtgaa taaccttggc agctatcgtt atcgtcg

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

<220>
<223>

<400>

6

29

ADN

Trinh ty nhén tao

purA alt-4

6

gctctagagg tcacgaatgg gtaggtgcc

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

<220>

7
29

ADN

Trinh ty nhan tao

29

37

37

29
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<223> guaB alt-1

<400> 7
gctctagact acgacaacac ggtgcctaa

<210> 8

<211> 37

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> guaB alt-2

<400> 8
cacgattttc ggtcaatacg ggtcttctce ttcgcac

<210> 9

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> guaB alt-3

<400> 9
aggagaagac ccgtattgac cgaaaatcgt gtttct

<210> 10

<211> 29

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> guaB alt-4

<400> 10
gctctagaat cgacaagcaa gcctgcacg

<210> 11

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> purF tempF

<400> 11
aagttgatgc ttcaggcaca

<210> 12
<211> 20
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<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> purF tempR

<400> 12
tgcaaggatt ggctctttgt

<210> 13

<211> 19

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> purF lib F

<400> 13
acacgagata gcccagtgg

<210> 14

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> purF lib R

<400> 14
tcgtagttge catcaaagca

<210> 15

<211> 19

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> purF seq F

<400> 15
acacgagata gcccagtgg

<210> 16

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> purF seq R

<400> 16
accaagtcat cgacgcacat t
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
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17

30

ADN

Trinh ty nhdn tao

purF V2M 1F

17

gggtctagaa gtactgaccc gaccactgca

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

<220>
<223>

<400>

18

27

ADN

Trinh ty nhdn tao

purF V2M 1R

18

tggggaaagt agtgttcatc acgacgc

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

<220>
<223>

<400>

19

27

ADN

Trinh ty nhdn tao

purF V2M 2F

19

tagtagaatc agcgtcgtga tgaacac

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

<220>
<223>

<400>

20

30

ADN

Trinh ty nhén tao

purF V2M 2R

20

gggtctagat ggattcctgc ctcattgaca

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

<220>
<223>

21

30

ADN

Trinh ty nhén tao

purF G445R 1F
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27

27

30



<400> 21
gggtctagac cgatggcaag
<210> 22
<211> 31

<212> ADN
<213> Trinh tu nhéan

<220>
<223>  purF G445R 1R

<400> 22
caaaccctaa agagtctgcet

<210> 23

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén

<220>
<223> PurF G445R 2F

<400> 23
cagtgtgcga agctatcaga

<210> 24

<211> 32

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhéan

<220>
<223> purF G445R 2R

<400> 24
gggtctagac aaggtcatcg
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accttgtacg

tao

ctgatagcectt ¢

tao

gcagactctt

tao

atgtagccat cg
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