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(57) Sang ché dé cap dén polynucleotit mdi c6 hoat tinh cia trinh ty khéi dong,
vecto va vi sinh vat thudc chi Corynebacterium chira polynucleotit nay. Ngoai
ra, sang ché con dé cap dén phuong phap san xuat L-axit amin st dung vi sinh
vat thudc chi Corynebacterium, phuong phap diéu ché ché pham 1én men sur
dung vi sinh vat thudc chi Corynebacterium va ché phdm 1én men thu dugc tir

phuong phép nay.
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Linh vuc ky thuét dwgc dé cap

Sang ché dé cap dén trinh tu khoi dong méi va phuong phap san Xuét L-axit
amin s dung trinh ty khdi dong nay, va cu thé hon, séng ché @ cap dén polynucleotit
méi c6 hoat tinh cta trinh ty khéi dong, vecto va vi sinh vat thudc chi Corynebacterium
chira polynucleotit nay, phuong phap san xult L-axit amin bing cach st dung vi sinh

vat ndy, va ché phim 1én men.
Tinh trang k¥ thuét ctia sang ché

Axit L-glutamic 13 axit amin tiéu biéu dugc tao ra bdi qua trinh 1€n men va c6
vi riéng, duy nhat, va do d6 né 1a axit amin quan trong dugc st dung rong rii trong linh

vuc thue phdm ciing nhu trong linh vuc y t€ va céc linh vuc thitc an chin nudi khéc.

Phwong phap dién hinh sén xuét axit L-glutamic dugc biét dén bao gdm phuong
phép 1én men bang cach st dung vi sinh vat thudc chi Brevibacterium hodc
Corynebacterium va vi khuén dang coryne bao gdm ching dot bién ctia ching (Amino
Acid Fermentation, Gakkai Shuppan Center: 195-215, 1986) hoéc st dung Escherichia
coli hodc vi sinh vat thudc cac chi Bacillus, Streptomyces, Penicillum, Klebsiella,
Erwinia, Pantoea, v.v. (cac patent M§ $6 3,220,929 va 6,682,912). Khi axit L-glutamic
duoc tao ra théng qua qua trinh 1én men vi sinh vat, ngoai axit L-glutamic, cac vat liéu

khéac nhau bao gdm céc axit hitu co dugc trdn 14n trong san pham 1én men.

Céc axit hitu co nay la cac hgp chit hitu co ¢6 tinh axit, va bao gdm axit lactic,
axit axetic, axit formic, axit xitric, axit oxalic, axit uric, v.v. Cac axit hitu co trong thuc
pham c6 vi chua va ngon (umami), va c6 tac dung ngan can su phan huy bang cach lam
giam d6 pH cta thyc phdm. Axit lactic thudong dugc biét 1 chiém ty 1& 16n nhét trong

sb céc axit hitu co dugce tao ra thdng qua qua trinh 1én men vi sinh vét.

Tuy nhién, néu ty 1& cta axit lactic dugc tao ra bdi qua trinh 1én men ma cao hon

thi vi chua trong san pham 1én men duogc tao ra ting 1én, va két qua 13, c6 thé 1am giam
1
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sw ngon miéng. Do do, can phai diéu chinh lugng axit lactic tao ra trong san pham 1én

men thong qua qud trinh 1én men vi sinh vét.

Tir tinh trang k§ thut nay, cac tac gia da nd lyc 1am giam sy san sinh cla axit
hitu co trong vi sinh vt tao ra axit L-glutamic. Két qua 1a, cac tac gia da phat trién
polynucleotit mdi ¢6 hoat tinh cua trinh ty khéi dong theo sang ché, va da phat hién ra
rang polynucleotit nay c6 thé 1am tang su san sinh cua axit L-glutamic & ching néu trén

va n6 c6 thé 1am giam su san sinh cia axit lactic, nho vay hoan thanh sang ché.
Ban chit k§ thuit cia sang ché
Vén d8& k¥ thuat

Muc dich cua sang ché 13 d& xuét polynucleotit c6 hoat tinh cta trinh ty khoi
dong, trong d6 nucleotit 37 cla trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 2 dugc thay thé
bang G.

Muc dich khac ctia séng ché 1a dé xuat vecto chira polynucleotit nay; va gen ma

ho4 protein dich duoc lién két hoat dong voi polynucleotit nay.

Muc dich khac nita cua sang ché 1a d& xult vi sinh vat thudc chi
Corynebacterium chira polynucleotit ndy; va gen mi hoa protein dich dugc li€n két hoat

ddng voi polynucleotit nay.

Muc dich khac nita cia sang ché 13 @ xuét phuwong phap tao ra chét dich, bao
gbm céc budce: nudi cy vi sinh vat thudc chi Corynebacterium trong moi truong; va thu

hdi chét dich tir moi trudng.

Muc dich khac nita ctia sang ché 1a de xuat phuong phép diéu ché che pham 1én
men, bao gébm budc lam 1én men béang cach nudi cdy vi sinh vét thudc chi

Corynebacterium trong mdi truong.

Muc dich khéc nita cua sang che 1a d€ xuat ché pham 1én men dugc di€u ché

bang phuong phap néu trén.
Giai phap ky thuat

Duéi day, sang ché s& duge mo ta chi tict. Dong thoi, moi sy mo ta va phuong
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4n duoc dé cap trong ban md ta nay c6 the dugc ap dung cho céc mo ta va phuong an
khéac. Nghia 13, tat ca su két hop cua cac yéu to khac nhau dugc dé cép trong ban md ta
nay déu ndm trong pham vi cua sing ché. Ngoai ra, cac md ta cu th dugc dé cap dudi

day khong nén duoc hicu 1a lam gioi han pham vi cua sang ché.

Pé dat duoc cac muc dich néu trén, mot khia cach cia sang ché d& xuét
polynucleotit c6 hoat tinh cia trinh ty khoi dong, trong dé nucleotit 37 cua trinh tu
nucleotit néu trong SEQ ID NO: 2 dugc thay thé bang G.

Nhu dugc st dung & day, thudt ngtt “trinh tur nucleotit dugc néu trong SEQ ID
NO: 2 ¢6 thé dé cap dén mot phan cla trinh tw khoi dong cua gen ma hoa lactat

dehydrogenaza (LDH).

Cu thé, thuat ngit “lactat dehydrogenaza” d& cap dén enzym tao ra lactat, ttc la,
axit lactic, bé‘mg c4ch str dung pyruvat lam co chét, va co thé dugc st dung ludn phién
vé6i tén “LDH” trong ban md ta nay. Déc biét, gen ma ho4 lactat dehydrogenaza c6 thé
bao gém trinh tu nucleotit dugc néu trong SEQ ID NO: 3, va protein cia n6 co thé bao

gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 4, nhung khong gidi han ¢ trinh ty nay.

Nhu duge st dung & déy, thuat ngir “trinh tu khoi dong” dé cap dén trinh tu
nguoc dong cua nucleotit khong dich ma ctia ving ma hoa, chia mién lién két
polymeraza va c6 hoat tinh khéi dong phién ma cho gen dich cia trinh tu khéi dong
thanh ARN thong tin, nghia 13, mién ADN ma polymeraza lién két vao dé bat diu qua
trinh phién ma gen, va ¢ thé nim trén ving 5' cua khu vuc bit d4u qu4 trinh phién ma
ARN théng tin. Cu th8, gen dich cua trinh ty Khoi dong nay co thé 13 gen ma hoa lactat
dehydrogenaza, nhung khong gi¢i han ¢ gen nay.

Polynucleotit theo sang ché 12 mot polynucleotit trong do trinh tu nucleotit dugc
néu trong SEQ ID NO:2, nghia la, trinh tu khéi dong cia gen ma hoa lactat
dehydrogenaza, bi dot bién. Dic biét, dot bién nay c6 thé 1a dot bién thé T, 13 nucleotit
37 cha trinh tu néu trén, bﬁng G. Theo @6, polynucleotit nay ¢6 thé chira trinh ty nucleotit

néu trong SEQ ID NO: 1.

Cu thé, thuat ngit “bién ddi” d& cép dén su thay dbi kiéu hinh ma 6n dinh di
truyén hodc 6n dinh khong di truyén, va ¢6 thé duge dé cép luan phién v6i “dot bién”

trong ban mo ta nay.
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Cu thé, polynucleotit nay ¢ thé ¢ hoat tinh cua trinh ty khdi dong bi bién ddi
(ting 1én hodc giam xudng) so vé6i hoat tinh cua polynucleotit, khong chira bién dbi
polynucleotit nay. Theo d9, c6 thé diéu chinh sy biéu hién cta gen dich dugc lién két
hoat dong v6i polynucleotit nay va hoat tinh cta protein dugc ma hoa bai gen dich (tang
1én hodc giam xubng), va con co thé didu hoa su biéu hién ctia cac gen khéac ngoai gen

dich.

DPé dat dugc muc dich cla sang ché, polynucleotit nay co thé 1a polynucleotit

lam giam hoat tinh cta lactat dehydrogenaza.

Ngoai ra, polynucleotit nay co thé 13 polynucleotit 1am tang lwgng tao ra cla axit

L-glutamic va/hodc lam giam luong tao ra cla axit lactic.

Lactat dehydrogenaza duoc biét rang 1a c6 lién quan dén sy san sinh cta axit
lactic, nhung mbi quan hé ctia n6 véi sy san sinh cua axit L-glutamic 1a chua duoc biét
dén va céc tac gia da xac dinh dugc mdi quan h¢ nay. Cu thé, cac tac gia da 1an dau tién
x4c nhan dugc sy giam hoat tinh cua lactat dehydrogenaza do su bién dbi trong trinh tyu
khoi dong cta lactat dehydrogenaza, ciing nhu hiéu qua lam tang lugng tao ra cla axit

L-glutamic va 1am giam luong tao ra cua axit lactic do su giam hoat tinh nay.

O day, “axit L-glutamic” hodc “L-glutamat” dé cap dén loai axit amin va dugc
phan loai 1a axit amin khong thiét yéu. Axit L-glutamic dugc biét dén 1a chét din truyén
thin kinh kich thich phé bién nhét trong hé than kinh trung wong. Ngoai ra, vi axit L-
glutamic ¢6 vi ngon (umami), nén mononatri glutamat (MSG) dugc phat trién tir axit
amin nay va dugc st dung rong rai lam chét ting huong vi. Axit amin nay thudng dugc

duoc tao ra thong qua qua trinh 1én men vi sinh vat tao ra axit L-glutamic.

Ngoai ra, thudt ngit “axit lactic” 14 loai axit hitu co ¢6 vi chua. Hon nira, axit
lactic dugc st dung lam chét tao vi chua cho chiét xuét trai cdy, sird, va nudc ngot ubng
duoc, va dugce st dung dé ngan can sy sinh sdi cua vi khudn 1am phéan huy trong giai
doan dAu cua qua trinh 1én men rugu. Axit lactic thuong duge tao ra boi qud trinh 1én
men & vi sinh vt tao ra axit lactic. Ngoai ra, néu tao ra qué nhidu axit lactic, chit lwong
clia san pham 1én men c6 thé bi huy hoai do vi chua qua mirc, va do d6 ndng d6 clia axit

Jactic can phai dugc didu chinh phii hgp trong qua trinh nudi céy.
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Cu thé, polynucleotit ndy c6 thé 1a polynucleotit chira cta trinh ty nucleotit néu

trong SEQ ID NO: 1.

Ngoai ra, trinh ty nucleotit theo sang ché c6 thé duoc bién ddi bing cac phuong

phap gay dot bién da biét, nhu tién hod dinh huéng, gay dot bién dinh huéng diém, v.v.

Do d6, polynucleotit nay ¢ thé gdbm polynucleotit chira trinh ty nucleotit c¢6 do
twong ddng véi trinh ty nucleotit dugc néu trong SEQ ID NO: 1 béng it nhat 60%, dic
biét 1a it nhat 70%, dc biét hon 1a it nhét 80%, va dic biét hon nira 1a it nhit 83%, 84%,
88%, 90%, 93%, 95%, hodc 97%. R0 rang la trinh ty polynucleotit c6 do tuong déng
nhu vay, thi ph?m duoc loai bo, bién ddi, thay thé, hoic bd sung, ciing nam trong pham
vi clda sang ché, mién sao trinh ty polynucleotit tao ra co hoat tinh sinh hoc gﬁn nhu

tuong dwong hodc twong tmg Vvéi trinh ty nucleotit duoc néu trong SEQ ID NO: 1.

Nhu duge st dung & day, thuat nglt “tuong ddng” c6 thé chi mic do phi hop
v6i trinh tu nucleotit da cho, va c6 thé dugc thé hién dudi dang ty 16 phin tram (%).
Theo séng ché, trinh tu twong ddng c6 hoat tinh gidng hét hodc twong tw véi trinh ty
nucleotit di cho dugc thé hién duéi dang “% tuong dong”. Su twong ddng véi trinh tu
nucleotit ¢6 thé duge xac dinh bang, vi dy, thuét toan BLAST (xem Karlin and Altschul,
Pro. Natl. Acad. Sci. USA, 90, 5873(1993) hodc FASTA (xem Pearson, Methods
Enzymol., 183, 63, 1990). Dya vao thuét toan nay, cac chuong trinh ¢ tén la BLASTN
hoiic BLASTX da dugc phat trién (xem http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Nhu dugce st dung ¢ ddy, thuat ngir “diéu kién nghiém ngat” & cap dén cac didu
kién cho phép viéc lai ddc hi¢u gilta cac polynucleotit. Vi duy, cac diéu kién nghiém ngat
duoc mo ta cu thé trong tai liéu (vi du, J. Sambrook et al.). Vi du, diéu kién nghiém ngat
nay co thé bao gdm céc diéu kién trong d6 cac gen c6 do tuong ddng cao (vi du, 60%
hoic hon, dic biét 1a 90% hodc hon, dic biét hon 12 95% hodc hon, dac biét hon nita la
97% hodc hon, va dic biét hon nita 1a 99% hodc hon) co thé lai v6i nhau, trong khi céc
gen cO d§ tuong ddng thip hon khong thé lai v6i nhau; hodc cac diéu kién lai southern
thong thudng (tirc 13, didu kién rira 1 1an, va dac biét 1a 2 hodc 3 1in & ndng do mubi va
nhiét d6 twong g véi 60°C, 1xSSC, 0,1% SDS, déc bict 1a & 60°C, 0,1xSSC, 0,1%
SDS:; va dic biét hon 1a & 68°C, 0,1xSSC, 0,1% SDS). Viéc lai doi héi hai nucleotit ¢
trinh tu bd sung, du c6 thé c6 su khong phu hgp gifra cac bazo tuy vao su khit khe ctia

viéc lai. Thuat ngit “bo sung” dugc st dung dé md ta moi quan hé gitta cic bazo cua

5
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nucleotit c6 kha ning dugc lai véi nhau. Vi dy, ddi v6i ADN, adenosin 1a bd sung véi
thymin va xytosin 1a bd sung v6i guanin. Do dé, sang ché c6 thé con bao gdbm cac trinh
tir gan nhu gibng nhau cfing nhu cac doan polynucleotit dugc phan lap bb sung véi toan
bo trinh tu.

Dic biét, polynucleotit c6 do tuong ddng c6 thé dugc phat hién bang cach sir
dung cac didu kién lai bao gdm budec lai ¢ gid tri Tm bang 55°C va st dung céc diéu kién
da duoc mo ta trén day. Ngoai ra, gid tri Tm ¢6 thé bing 60°C, 63°C, hodc 65°C, nhung
khong giéi han & cac nhiét do nay. Nguoi co hiéu biét trung binh vé linh vue k§ thuét
nay c6 thé diéu chinh phi hop gié tri Tm theo muc dich ctia ho. Do nghiém ngat phu hop
d8 lai cac polynucleotit ndy phu thudc vao do dai va mic d6 bd sung cua céc
polynucleotit nay, va cac bién ddi 1a duoc biét 13 trong linh vuc k¥ thudt nay (xem

Sambrook et al., supra, 9,50-9,51, 11,7-11,8).

Cu thé, thuat ngit “chura trinh ty nucleotit néu trong SEQ ID NO: 1” ¢6 nghia 13,
khi str dung enzym gi6i han, thi khong loai trr viéc thém, loai bd, va/hodc dot bién cia
nucleotit, c6 thé xay ra trong qua trinh lién két v6i gen dich khi polynucleotit tuong ung

duoc ndi véi gen dich va duge sit dung lam trinh tu khéi dong.

Vi dy, polynucleotit c6 hoat tinh cua trinh tu khoi dong chira trinh ty nucleotit
néu trong SEQ ID NO: 1 ¢6 thé dugc bao gdm khong gidi han mién sao no chira trinh
tu nucleotit c6 hoat tinh cta trinh ty khéi dong theo sang ché va dugc lai trong diéu kién
nghiém ngit voi trinh ty bd sung dén toan bo hodc mot phén trinh ty nucleotit néu trong

SEQID NO: 1.

Ngoai ra, polynucleotit theo sang ché ¢6 thé 1a dugc lién két hoat dong véi gen

m4 hod protein dich.

Nhu dugc str dung & ddy, thudt ngit “trinh tu didu hoa biéu hién gen” d¢ cap dén
trinh tu chra polynucleotit theo sang ché va c6 kha ning bidu hién gen dich dugc lién
két hoat dong voi polynucleotit nay.

Nhu dugc st dung ¢ day, thudt ngir “dugc lién két hoat dong” c6 nghia la
polynucleotit theo sang ché ¢6 hoat tinh cta trinh ty khéi dong dugc lién két chuc ning
v6i trinh tu gen d8 khéi dong va 1am trung gian qué trinh phién ma gen dich. Viéc lién

két hoat dong vai trinh tu gen ¢o thé dat dugc bang cach st dung k¥ thuat t4i td hop gen

6
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da bibt trong linh vyc k¥ thudt nay, va viéc cat va gén ADN dac hi¢u diém c6 thé duogc
tién hanh bang cach st dung enzym gi6i han va ligaza da biét trong linh vuc k¥ thuat

nay, nhung khong giéi han ¢ enzym gidi han va ligaza nay.

Ngoai ra, trinh tu didu hoa biéu hién gen theo sang ché ¢6 thé con chira trinh tu
didu khién bét ky dé didu hoa qua trinh phién ma cla cdc gen ngoai cac ngoai trinh tu
khéi dong dé tién hanh qua trinh phién ma gen, cling nhu trinh tw ma ho4 vi tri lién két
ribosom ARN thong tin phu hgp, ADN, v.v. d8 diéu hoa viéc két thiic phién ma va dich

~

ma.

Vi duy, ngoai céc trinh ty khéi dong, trinh tu diéu hoa phu hop cho sinh vat tién
nhan c6 thé con chira cac vi tri lién két ribosom, nhung khong gidi han 6 cac Vi tri nay.
Polynucleotit theo sang ché ¢6 hoat tinh cua trinh tu khéi dong co thé bao gdm trinh tu
didu hoa sy biéu hién gen dugc md ta trén day, nhu duoc hiéu bsi ngudi co hiéu biét

trung binh vé linh vuc k¥ thuét nay.

Theo séng ché, gen dich dé cip dén gen ma hoa protein dich c6 bicu hién dugc

diéu hoa boi vi sinh vat.

Vi duy, gen nay ¢ thé 13 gen ¢6 lién quan dén qua trinh tao ra ctia san pham duoc
chon tir nhém bao gdm axit amin (axit glutamic, v.v.), axit hitu co (axit lactic, v.v.), va
céc su két hop cia ching, nhung khong gidi han & cac san phim nay. Dac biét, gen nay
6 thé 13 gen ma hod enzym c6 lién quan dén qua trinh sinh tdng hop ctia axit amin (axit
glutamic, v.v.) va/hodc gen ma hoa enzym c6 lién quan dén qua trinh sinh tong hop cla
axit hitu co (axit lactic, v.v.), nhung khong gi6i han & cac gen nay. Pac biét hon, gen
nay co thé 12 gen ma ho4 lactat dehydrogenaza (LDH), nhung khong gi¢i han ¢ gen nay.
Trinh tu cia gen m3 hoa LDH ¢6 thé @8 dang thu dugc boi ngudi co hiéu biét trung binh
vé Iinh vuc k¥ thuét nay thong qua co s& dit liéu da biét nhu GenBank ctia Vién Y
qubc gia (NIH: National Institutes of Health).

Vi duy, trinh ty didu hoa biéu hién gen theo sang ché duoc lién két hoat dong v6i
trinh tu gen ma hoa LDH, va do d6 luong tao ra clia axit glutamic & vi sinh vat c6 thé

duoc ting 1én va lugng tao ra cia axit lactic ¢6 thé dugc giam xudng.

Mot khia canh khéc cta sang ché d& xuét vecto chira gen néu trén; polynucleotit

néu trén; va gen ma hoa protein dich dugc lién két hoat dong v6i polynucleotit nay.

7
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Polynucleotit 12 nhu duwgc md té trén day.
Cu thé, protein dich c6 thé 14 lactat dehydrogenaza (LDH).

Nhu dugce sir dung & ddy, thuat ngit “vecto™ d& cap dén phan tit ADN nhan tao
c6 vat ligu di truyén c6 kha ning biéu hién gen dich & vét chi phu hop, va d& cap dén
cAu tric ADN chira polynucleotit hodc trinh tyr didu hoa biéu hién gen phu hop; va trinh

tu nucleotit ciia gen ma hoa protein dich dugc li€n két hoat dong voi trinh ty diéu hoa.

Vecto duoc st dung trong ban mo ta nay khdng bi gidi han cu thé mién 1a n6 c6
thé duoc biéu hién trong té bao chu, va vecto bt ky da biét trong Iinh vuc k¥ thuét nay
c6 thé duge st dung dé bién nap vao t& bao chi. Vi du vé vecto thong thuong ¢ thé bao

gém plasmit ty nhién hogc tai td hop, cosmit, virut, va thé thuc khuén.

Vi du, vecto thé thye khudn hogc vecto cosmit, pWEIS, M13, ALB3, ABL4, AIXIL,
JASHII, 2APII, At10, At11, CharondA, Charon2lA, v.v. cO thé duogc st dung; va vecto
plasmit, cac vecto dya trén pBR, pUC, pBluescriptll, pGEM, pTZ, pCL, pET, V.v. c6 thé

dugc str dung.

Ngodi ra, trinh tw khoi dong ndi sinh trong nhiém séc thé c6 thé dugc thay thé
bang polynucleotit theo sang ché c6 hoat tinh cua trinh ty khéi dong thong qua vecto
chen vao nhidm séc thé trong té bao chu. Vi dy, cc vecto pECCG117,pDZ, pACYC177,
pACYC184,pCL, pUC19, pBR322, pMW118, pCCIBAC, pCES208, pXMJ19,v.v.cd thé

duoc st dung, nhung khong gi6i han ¢ cac vecto nay.

Ngoai ra, viéc chén polynucleotit vao nhidm séc thé c6 thé 1a dat duge bang
phuong phép bét ky da biét trong linh vuc k¥ thuét nay, vi du, bang tai t6 hop tuong
dong.

Vi vecto theo sang ché c6 thé dugc chén vao nhiém séc thé bang cach gy ra tai
td hop tuong déng, nén chi thi chon loc co thé dugc bao gf‘)m thém dé x4c nhan viéc
chén gen thanh cong vao nhi®m sic thé. Chi thi chon loc dé sang loc té bao duogc bién
nap béng vecto, noi cach khéc, dé xac dinh lidu polynucleotit d& dugce chén vao hay
chua. C6 thé st dung cac chi thi tao ra cac kidu hinh chon loc dugc nhu tinh khang thudc,
dinh dudng thy dong, tinh khang cac chat ddc, hoic sy biéu hién ciia cac protein trén bé

mit. Trong moi trudng dugc xu ly béng chét chon loc, chi t& bao biéu hién chi thi chon
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loc méi c6 thé sdng sét, hogc té bao thé hién kiéu hinh khac biét, va do do cac té bao

dugc bién nap thanh cong c6 thé duge lwa chon thong qua phuong phap nay.

Nhu duge st dung & day, thuat nglt “bién nap”’ dé cap dén viéc dua vecto chira
polynucleotit hodc trinh ty didu hoa biéu hién gen va gen ma hod protein dich vao té bao
chu dé biéu hién gen nay trong té bao chu. Ngoai ra, mién 1a gen dich c6 thé duogc bidu
hién trong té bao chi, viéc polynucleotit dugc bién nap va gen ma hoa protein dich c6
n3m trén nhidm séc thé cia té bao chu hay nim bén ngoai nhiém séc thé 12 khong quan

trong, va ca hai truong hop nay d&u duge bao gdm.

Phuong phap bién nap c6 thé bao gdm tat ca cac phuwong phép dua trinh tu didu
hoa bidu hién gen va gen ma hod protein dich vao té bao, va co thé duge tién hanh bang
cach chon k¥ thudt ti€u chuén pht hop da biét trong linh vuc k¥ thuat nay tuy vao té bao
chu. Vi du, k¥ thuat ti€u chuén phtt hop ¢6 thé dugc chon trong sb cac k¥ thuét bao gbm
xung dién, két tia canxi phosphat (CaPOa), Kkét tia canxi clorua (CaCly), vi tiém, k¥
thuét polyetylenglycol (PEG), k¥ thuat DEAE-dextran, k¥ thuét liposom cation, va k¥
thuat lithi axetat-DMSO, nhung khong gidi han & cac k¥ thuat nay.

Mot khia canh khac nita cua sang ché d® xuit vi sinh vat thudc chi
Corynebacterium chira polynucleotit néu trén; va gen ma hoa gen dich dugc lién két

hoat ddng v6i polynucleotit nay.

Polynucleotit va gen mé hoa gen dich dwoc lién két hoat dong vai polynucleotit

nay 1a nhu duge mo ta trén day.

Nhu dugc st dung ¢ day, thuat ngtr “vi sinh vat” bao gom tat ca vi sinh vét kiéu
hoang va vi sinh vt tu nhién hodc di duge bién doi di truyén mot cach nhén tao, va nd
c6 thé 13 vi sinh vat c6 co ché tang cudng hodc suy yéu cu thé do su chén vao cua gen

ngoai lai hodc sy ting cudng hodc suy giam hoat tinh ctia gen ndi sinh.

Theo sang ché, vi sinh vat ndy c6 thé bao gébm polynucleotit néu trén, cu thé 1a
polynucleotit Vé/hoéc gen mi hoé gen dich dugc lién két hoat dong vaGi polynucleotit
nay. Theo cach khac, vi sinh vat nay co thé chtra polynucleotit néu trén hogc trinh tu
didu hoa biéu hién gen va vecto chira polynucleotit nay hodc trinh tur didu hoa biéu hién
gen va gen ma hoa protein dich, nhung khong giéi han & cac thanh phan ndy. Ngoai ra,

polynucleotit, gen mé hoa protein dich, va vecto ¢6 thé dugc dua vao vi sinh vét bang
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c4ch bién nap, nhung khong gidi han ¢ bién nap. Ngoai ra, mién 13 gen nay c6 thé duogc
biéu hién trong vi sinh vat, thi viéc polynucleotit nay va gen ma hoa protein dich ¢ nim

trén nhiém sic thé hay ndm bén ngoai nhiém sac thé 1a khong quan trong.

Pé dat dugc cac muyc dich cia sdng ché, vi sinh vat chira polynucleotit nay va
gen ma hod protein dich ¢o thé 1a vi sinh vat c6 lugng tao ra cla axit L-glutamic téng

1én va luong tao ra cua axit lactic giam xudng.

Vi du, vi sinh vat nay c6 thé c6 polynucleotit néu trén trong do6 hoat tinh cua

lactat dehydrogenaza bi suy gidm.

Theo sang ché, vi sinh vt c6 thé duoc bao gém khong gidi han mién 12 n6 13 vi
sinh vt trong d6 polynucleotit theo sang ché ¢6 hoat tinh cua trinh ty khéi dong dugc
dwa vao dé né hoat dong nhu trinh ty khéi dong.

Cu thé, vi sinh vat nay c6 thé 12 vi sinh vat thudc chi Corynebacterium; cu thé
hon ¢6 thé 13 Corynebacterium glutamicum hodc Corynebacterium flavum; va cu thé

nhét c6 thé 1a Corynebacterium glutamicum, nhung khong gidi han ¢ cac vi sinh vat nay.

Mot khia canh khac nita cia sang ché d& xuit phuong phap tao ra chét dich, bao
gdm céc bude: nudi ciy vi sinh vat thudc chi Corynebacterium trong moi truong; va thu

hdi chét dich tir moi trudng.
Polynucleotit va vi sinh vét 12 nhu dugc mo ta trén day.

Theo séng ché, chét dich c6 thé 13 axit amin. Cu thé, axit amin c6 thé 13 axit amin
kiéu L trir khi ¢6 quy dinh khéc, va ¢ thé 12 axit amin duoc chon tir nhém bao gﬁ“)m
glyxin, alanin, valin, leuxin, isoleuxin, threonin, serin, Xystein, glutamin, methionin,
aspartat, asparagin, axit glutamic, lysin, arginin, histidin, phenylalanin, tyrosin,
tryptophan, prolin, va sy két hop ciia cac axit amin nay, nhung khong giGi han & céc axit

amin nay.

Cu thé hon, axit amin c6 thé 13 axit glutamic, nhung khong gi6i han & axit amin

nay.

Nhu dugc stt dung & ddy, thuat ngir “nudi cay” dé cap dén viéc nudi cay vi sinh

vat trong cac diéu kién moi truong duge kiém soat nhan tao. Theo sang ché, phuong
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phép 48 san xuét chit dich st dung vi sinh vét véi polynucleotit nay c6 thé duge tién
hanh bang phuong phép da dugc biét rd trong linh vuc k¥ thuét nay. Dic biét, viéc nudi
chy ¢ thé duge tién hanh trong quy trinh theo mé hodc quy trinh lién tuc nhu quy trinh
cung cap theo mé hodc quy trinh cung cép theo mé 13p lai, nhung khong gi6i han 6 cac
quy trinh ndy. Mdi truong dugc su dung dé nuodi ciy phai thda man cac yéu cau cla
ching cu thé dugc st dung. Mdi truong nudi ciy phu hop dé str dung trong nudi cly
chingCorynebacterium la da biét trong linh vuc k¥ thuat nay (vi dy, Manual of Methods
for General Bacteriology by the American Society for Bacteriology, Washington D.C.,
USA, 1981).

Céc ngudn cacbon ¢ thé duogc st dung trong mdi truong nudi cdy co thé 1a
sacarit va cac cacbohydrat nhu glucoza, sucroza, lactoza, fructoza, maltoza, tinh bdt, va
xenluloza; dau va lipit nhu dau dau nanh, dau hat huéng duong, dau lac, va dau dira; céac
axit béo nhu axit palmitic, axit steric, axit linoleic; cac ruou nhu glyxerol va etanol; va
cac axit hitu co nhu axit axetic. Céac vat liéu nay ¢ thé dugc str dung riéng 1€ hodc két

hop v&i nhau, nhung khong gi6i han & do.

Vi du vé cac ngudn nito c6 thé duoc sir dung bao gdm pepton, chiét xut ndm
men, canh thang, chiét xuit mach nha, rugu ngd ngam, bot dau nanh va ure, hodc cac
hop chét v6 co nhu amoni sulfat, amoni clorua, amoni phosphat, amoni cacbonat, va
amoni nitrat. Cac ngudn nito ndy co thé duoc st dung riéng 1€ hodc két hop v6i nhau,

nhung khong gi6i han & do.

Céc ngudn phospho ¢o thé duoc st dung trong moi truong nudi cly co thé bao
gom dikali hydro phosphat, kali dihydro phosphat, hodc cac mubi chtra natri twong tng.
Ngoai ra, moi trudng nudi cy c6 thé chira cac mudi kim loai cAn thiét cho sy phat trién
ctia té bao, va ¢ thé 1a dugc bd sung voi cac vat lieu cin thiét cho su phat trién, nhu céc
axit amin va vitamin ngoai cac vat lidu trén day. Ngoai ra, cac tién chéat phi hop cho mdi
truong nuodi cly c6 thé duoc sir dung. Céc chét tho trén day co thé duogc cung cp di vao

moi trudong nudi cay theo mé hodce lién tuc.

Trong qua trinh nuoi ciy vi sinh vét, do pH cua mAu nuéi cdy co thé duge didu
chinh bing hop chét bazo phit hop nhu natri hydroxit, kali hydroxit, hoge amoniac, hodc
hop chét axit nhu axit phosphoric hodc axit sulfuric. Viéc tao bot cd thé duoc diéu chinh

bang chat chéng bot nhu polyglycol este cia axit béo. Diéu kién ua khi cia moi truong
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nudi cdy co thé duge duy tri bang cach dwa vao oxy hodc hdn hop khi chira oxy (vi du,

khong khi).

Nhiét do ciia (mbi truong) miu nudi cy thuong co thé tir 20°C dén 45°C, cu thé
1a tr 25°C dén 40°C. Viéc nudi céy ¢o lién tuc cho dén khi thu duge luong tao ra mong

mudn cua chét dich, cu thé 1a trong khoang thoi gian tir 10 gio dén 160 gio.

Vidc thu hdi chét dich tir (mdi trudng) mau nudi ¢y co thé duoc tién hanh bing
phuong phap tach thong thudng da biét trong linh vyc k¥ thuat nay. Co thé str dung cac
phuong phép nhu nhu ly tam, loc, sdc ky, tao tinh thé, v.v. 1am phuong phap tach. Vi du,
dich ndi thu dugc bang céach ly tAm moi trudng nudi chy & toe do thip dé loai bo sinh
khéi 6 thé c6 thé dugc tach bing sdc ky trao ddi ion, nhung khong gi6i han & phuong
phép nay. Trong phwong én thay thé, chat dich co thé duge thu hdi ma khong cin dén
quy trinh tinh ché bd sung, bing thuc hién cic quy trinh tach té bao vi khuan tlr (moi
trudng) san phim nudi cdy va loc. Trong phuong 4n thay thé khac, chat dich c6 thé dugc

thu hdi, va bude thu hdi nay co thé con bao gdm quy trinh tinh ché.

Mot khia canh khac cua séng ché de xuat phuong phap diéu ché ché pham 1én
men, bao gdm budc lam lén men bang cach nudi cay vi sinh véat thudc chi

Corynebacterium trong mdi truong.

Mot khia canh khéc cia sang ché de xuat ché pham 1én men duogc di€u ché bang

phuong phép néu trén.

Polynucleotit va vi sinh vét 1a nhu dugc mo ta trén ddy, va budc nudi cay vi sinh

vat trong mdi trudng 1a cling nhu duge md ta trén day.

Nhu dugc sit dung & day, thult ngtr “ché phdm 1én men” @& cap dén ché phim
thu duge bang cach nudi cdy vi sinh vat theo séng ché trong mai treong. Ngoai ra, ché
pham 1én men nay c6 thé bao gdm ché phdm trong dang 16ng hogc bot thu dugc sau khi
nuéi cdy vi sinh vat sau khi hau xt Iy phu hop. Cu thé, quy trinh hau xir 1y phu hop c6
thé bao gbém, vi du, quy trinh nuo6i cAy vi sinh vat, quy trinh loai bo té bao vi khuan, quy
trinh ¢d ddc, quy trinh loc, va quy trinh tron cac chit mang, va c6 thé con bao gbm quy
trinh 1am khé. Trong mot s6 truong hop, quy trinh hau xir Iy nay co thé khong bao gébm
quy trinh tinh ché. Ché phim 1én men, thu duge bang cach nudi cAy vi sinh vat theo sang

ché, dugc dic truong boi luong tao ra clia axit glutamic dugc tdng 1€n trong khi Iuong
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tao ra cua axit lactic bi gidm xudng, nho vay khién no cé thé tao ra vi toi vu.

Ngoai ra, “ché phim 1én men” khong loai trir cac san phim gia vi (vi dy, san
pham stp bdt, san pham gia vi an nhe, v.v.) chira ché phdm nay dudi dang 16ng hodc bot.
Ngoai ra, “ché phdm 1én men” khong loai trlr cic trudng hop trong d6 chét thu dugc
bang quy trinh khong 1én men hodc chét khac thu dugc bing quy trinh phi ty nhién ciing
dugc bao gdbm, mién 12 ché phim nay thu dugc bing cach nudi ciy vi sinh vét theo sang

ché dugc bao gom & day.
Hiéu qua dat duoc clia sang ché

Trinh tu khoi ddng méi theo sang ché c6 thé dugce dua vao vi sinh vt tao ra axit
amin, nhd d6 1am ting luong tao ra cla axit amin trong vi sinh vét va 1am giam lugng
tao ra cla axit htu co. Ddc biét, khi axit L- glutamic dugc tao ra b%mg cach str dung trinh
tu khoi dong mdi theo sang ché, céc lugng cia axit L-glutamic va axit hitu co trong san
pham 1én men dugc didu chinh d& cai thién huong vi va sy ngon miéng cua san phim

1én men.
M@ ta chi tiét sang che

Duéi day, sang ché s& dugc mo ta chi tict voi cac phuong an vi du kém theo.
Tuy nhién, cic phuong 4n vi du duge dé cdp o day chi c6 myc dich minh hoa va khong

nén dugc hiéu 13 1am gii han pham vi ctia sang ché.
Vi du 1: Chon lgc ching dot bién dé lam giam sy san sinh cua axit lactic
Vi du 1-1: Tao dot bién ngiu nhién bang chiéu xa tia UV

Corynebacterium glutamicum kiéu hoang (ATCC13869) dugc cdy vao dia trén
mbi truong dinh dudng chira thach va duge nudi chy & 30°C trong 16 gio, @& chon loc
cac ching dot bién cai thién su san sinh cla axit L-glutamic, 1a san phim dich cua qua
trinh 1én men, va giam sy san sinh cia axit lactic, 1a axit 1am giam sy ngon miéng cua
san phém 1én men. Hang tram khuén lac thu duge tir 46 duoc chiéu xa béng tia UV &

nhiét d6 phong 8 tao dot bién nglu nhién trén bd gen cua chung nay.
Vi du 1-2: Thir nghiém vé d6 chuén 1én men cta ching dot bién va chon loc chiing

Dudi day, tien hanh thir nghiém vé d6 chuan 1én men cua céc ching dot bién, da

13



43928 14/28

duge tao dot bién ngiu nhién.

Tung khudn lac dugc cAy chuyén trong mdi truong dinh dudng, va sau d6 dugc
nudi cay trong mdi truong 1én men trong 5 gio. Tiép theo, 25% tween 40 dugc thém vao
ting mdi trudng véi nff)ng d6 0,4%, va sau do tung khuan lac duoc nudi céy lai trong 32

gio.
MBoi truong dinh dudng:

Glucoza 1%, nudc thit 0,5%, polypepton 1%, natri clorua 0,25%, chiét xuit nAm

men 0,5%, thach 2%, ure 0,2%, pH 7,2
Mbi truong 1€n men:

DPuong thd 6%, canxi cacbonat 5%, amoni sulfat 2,25%, kali monophosphat
0,1%, magie sulfat 0,04%, st sulfat (10 mg/L), biotin (0,3 mg/L), thiamin hydroclorua
(0,2 mg/L)

M3i khuén lac duge nudi ciy trong cac diéu kién néu trén, va sau d6 chon ra céc
ching dot bién tao ra axit L-glutamic véi lugng bang hozc 16n hon lugng duoc tao ra
bdi Corynebacterium glutamicum kiéu hoang (ATCC13869). Ngoai ra, d6i véi cac
chung dot bién dugc chon, n?)ng do cua axit L-glutamic dugc do bfmg YSI, va néng do
ciia axit lactic duge do bang HPLC. Céac ndéng d6 do duge cia axit L-glutamic va axit

lactic duogc thé hién trong Bang 1.
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Béang 1
Ching Axit L-glutamic (g/L) Axit lactic (g/L)

ATCC13869 14,5 1,5
ATCC13869-ml 15,1 1,2
ATCC13869-m2 14,0 0,7
ATCC13869-m3 17,7 1,5
ATCC13869-m4 13,9 2,0
ATCC13869-m5 14,4 1,8
ATCC13869-m6 16,7 0,9
ATCC13869-m7 18,8 0,4
ATCC13869-m8 16,2 0,7
ATCC13869-m9 18,9 0,1
ATCC13869-m10 12,4 2,1
ATCC13869-ml1 13,8 2,1
ATCC13869-m12 15,7 1,4
ATCC13869-m13 15,3 0,8
ATCC13869-m14 16,4 1,0
ATCC13869-m15 17,2 1,1
ATCC13869-m16 18,2 0,7

15/28

Dua trén Bang 1, “ATCC13869-m7” va “ATCC13869-m9” dugc chon lam céac

so véi cac lugng cia axit L-glutamic va axit lactic dugc tao ra tir ching kiéu hoang.

Vi du 2: X4ac nhéan 4ot bién b.%mg cach giai trinh tu gen

chung c6 lugng axit L-glutamic dugc tao ra ting va luong axit lactic dugc tao ra giam

P& x4c nhan sy dot bién gen trong cic ching dot bién, gen cia cac chung

ATCC13869-m7 va ATCC13869-m9 duge so sanh vdi cac gen cua ching kiéu hoang.

Két qua 13, cac chung ATCC13869-m7 va ATCC13869-m9 duoc phat hién ra 1a

lactat dehydrogenaza.
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Cu thé, ATCC13869-m7 va ATCC13869-m9 dugc xéc nhan Ia chira dot bién ma
trong d6 nucleotit 37, T, trong trinh tur cta vung trinh ty khoi dong néu trong SEQ ID
NO: 2 duogc thay thé bing G. Vung trinh ty khoi dong néu trong SEQ ID NO: 2 dugce
x4c nhan 12 trinh ty thuong dugc bao gbm trong vi sinh vét thudc chi Corynebacterium,
cu thé hon, Corynebacterium glutamicum kiéu hoang (ATCC13032, ATCC13869, va
ATCC14067).

Do d6, trong cac vi du 3 va 4, cac nd luc dugce tién hanh dé xac nhan ligu dot
bién néu trén c6 anh hudng dén cac lugng tao ra ca axit glutamic va axit lactic trong vi

sinh vat thudc chi Corynebacterium hay khong.
Vi du 3: Tao ra chung c6 dot bién dich va x4c nhan lugng tao ra cua axit lactic
Vi du 3-1: Tao ra ching c6 dot bién dich

Tién hanh tao ra chung dot bién c6 dot bién dich da duge xac nhan trong vi du
2. Cu thé, dé dua dot bién nay vao Corynebacterium glutamicum kiéu hoang
ATCC13869 va ATCC13032 (nghia 13, dé thay thé nucleotit 37 cta trinh ty polynucleotit
néu trong SEQ ID NO: 2 bang G), oligonucleotit theo chidu nghich dao c6 do dai 75-

mer, chira dot bién dich, dugc thiét ké.

Cu thé, oligonucleotit (30 pg) néu trong SEQ ID NO: 5 dugc bién nap vao cac
ching Corynebacterium glutamicum kiéu hoang ATCC13869 va ATCC13032 bang cach
stt dung phwong phéap xung dién (Appl. Microbiol. Biotechnol., 1999, 52:541-545), va
sau d6 thém vao mdi truong 16ng phic hop (1 mL). Tiép theo, sén phim tao ra dugc
nudi cdy & 30°C trong 30 phut trong khi l4c & 160 vong mdi phit (rpm). Sau d6, mdi
treong nudi cdy dugc u trong da trong 10 phut, duoc ly tam 4000 vong mdi phut & 4°C
trong 10 phut, va sau d6 dich ndi dugc loai bo & thu t8 bao vi sinh vét. Tiép theo, 1 mL
dung dich glyxerol 10% (4°C) dugc thém vao va tron, va sau do san phém tao ra dugc
ly tdm 4000 vong mdi phit & 4°C trong 10 phit. Dich ndi dugce loai bo va sau do té bao
vi sinh vt dugc rira. Quy trinh nay duoc lap lai mot 14n nita dé rira lai té bao vi sinh vat,
va dung dich glyxerol 10% (4°C va 0,1 mL) dugc thém vao dé tao ra cac chung cho lan
bién nap tiép theo. Sau do, quy trinh bién nap duoc 13p lai 10 1an vé6i oligonucleotit néu
trong SEQ ID NO: 5 béng cach st dung the phuong phap xung dién dugc mo ta trén

day, va sau d6 san phim tao ra dugc chy 1én dfa trén mdi trudng dia phirc hop dé thu cac
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khudn lac (Nat. Protoc., 2014 Oct; 9(10): 2301-16).

Két qua clia phan tich trinh tw gen cla cac khuén lac thu dugc, d x4c nhén ring
dot bién dich da duoc dua vio cac ching. Ngoai ra, cac ching co dot bién dich duogc dat

tén 1a “ATCC13869::1dh-pro-1mt” va “ATCC13032::1dh-pro-1mt”.
Vi du 3-2: X4c nhan lugng tao ra cua axit lactic

Cac ching dot bién ATCC13869::1dh-pro-1mt va ATCC13032::1dh-pro-1mit,
dugc tao ra trong vi du 3-1, va cac ching Corynebacterium glutamicum kiéu hoang
ATCC13869 va ATCC13032 cia chiing duge nudi cdy theo céch gidng nhw trong vi du
1-2.

Sau khi hoan thanh viéc nudi cdy, do ndng d6 cla axit L-glutamic va axit lactic
trong ting moi truong. Cac ndng d6 do duge cua axit L-glutamic va axit lactic dugc thé

hién trong Bang 2 dudi day.

Bang 2
Chuing Axit L-glutamic (g/L) Axit lactic (g/L)
ATCC13869 14,5 1,5
ATCC13869::1dh-pro-1mt 19,2 0,0
ATCC13032 8,2 2,7
ATCC13032::1dh-pro-1mt 10,8 0,3 B

Nhu duoc thé hién trong Bang 2, dd xac nhan rang ndng d§ cua axit L-glutamic
duoc tao ra boi chung Corynebacterium glutamicum ATCC13869::1dh-pro-1mt, c6 dot
bién dich, 12 16n hon khoang 4,7 g/L (khoang 32%) so v6i ndng @6 cla axit L-glutamic
duoc tao ra boi ching Corynebacterium glutamicum kiéu hoang ATCC13869. Mit khac,
ching Corynebacterium glutamicum kidu hoang ATCC13869 da tao ra 1,5 g/L axit
lactic, nhung khong do dugc axit lactic trong trong mbdi truong nudi cdy ching

ATCC13869::1dh-pro-1mt.

Ngoai ra, dd xac nhan rang ndng do cua axit L-glutamic duoc tao ra bdi chung
Corynebacterium glutamicum ATCC13032::1dh-pro-1mt, c6 4ot bién dich, 12 16n hon

khoéng 2,6 g/L (khoang 32%) so v6i ndng do cua axit L-glutamic dugc tao ra boi ching
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Corynebacterium  glutamicum kiéu hoang ATCC13032. Mit khéc, ching
Corynebacterium glutamicum kidu hoang ATCC13032 da tao ra 2,7 g/L axit lactic,
nhung chi do dugc luong At nho cua axit lactic (0,3 g/L) trong mdi trudng nudi chy
chiing ATCC13032::1dh-pro-1mt.

Do d6, x4c nhan rang dot bién néu trén di lam ting su san sinh cua axit L-

glutamic va 1am giam su san sinh cia axit lactic trong vi sinh vat.

Ngoai ra, ching ATCC13869::1dh-pro-1mt duoc dit tén 1a CA02-9209 va duge
luu giit tai Trung tdm nudi cAy vi sinh vt Han Quéc (KCCM: Korean Culture Center of
Microorganism), 12 co quan luu gift qude té theo hiép uéc Budapest, vao ngay 28 thang

2 nam 2018, va dugc dat s6 truy cap 1a KCCM12227P.

Vi du 4: Xac nhan hoat tinh enzym va lugng axit lactic duoc tao ra & chung KFCC11074

c6 dot bién dich
Vi du 4-1: Tao ra vecto c6 dot bién dich

Pé x4c nhan lidu rang dot bién dich co6 thé hién cung hiéu qua & cac chung co6 su
san sinh ting cla axit glutamic, ngoai cac chung kiéu hoang, dot bién nay con dugc dua
vao ching KFCC11074 (patent Han Quéc s6 10-0292299), dugc biét dén 1a ching tao

ra axit glutamic.

Cu thé, vecto thay thé gen dugc tao ra dé thay thé nucleotit 37 cua trinh tu
polynucleotit néu trong SEQ ID NO: 2, dugc bao gbm trong chung nay, bang G. Cac
doan gen dé tao ra vecto ndy dugc thu bang PCR st dung ADN trong bd gen cua
ATCC13869 lam doan khudn. Dya vao thong tin vé céac gen va céc trinh tu lién k& ctia
Corynebacterium glutamicum (ATCC13869) dugc ddng ky trong Vién stc khoe qudc
gia GenBank (NTH GenBank: National Institutes of Health GenBank), cac doan mdi
chtra cac polynucleotit tir SEQ ID NO: 6 dén SEQ ID NO: 9 duogc tao ra.

Sau khi bién tinh & 95°C trong 5 phit, PCR duoc tién hanh véi tdng s 30 chu
ky trong cac diéu kién sau déy: bién tinh & 95°C trong 20 gidy, gén mdi & 55°C trong 20
gidy, va polyme hod & 72°C trong 30 gidy. Dudi day, phan Ung polyme hoé dugc tién
hanh & 72°C trong 5 phut. Cu thé hon, thu dugc polynucleotit (500 bp) duge khuéch dai
b%mg cach st dung céc doan mdi néu trong SEQ ID NO: 6 va SEQ ID NO: 7 va
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polynucleotit (500 bp) dugc khuéch dai bang cach st dung cac doan mdi néu trong SEQ
ID NO: 8 va SEQ ID NO: 9. Hai doan ADN tao ra, duoc cat b%lng cac enzym gidi han
BamHI va Sall, dugc ndi vao vecto pDZ (patent Han Qudc s6 10-0924065 va cong b
quéc té 56 2008-033001), bang cach st dung enzym dung hop, va nho vay tao ra vecto
thay thé gen. Vecto tao ra dugc dit tén la “pDZ-1dh-pro-1mt”. Thong tin vé cac trinh tur

doan mdi dugc st dung dé tao ra vecto ndy dugc thé hién trong Bang 3 dudi day.

Bang 3

SEQ

Poan mdi Trinh tu (tu 5’ dén 3"
ID NO:

6 ldh-pro-1mt-AF CGGTACCCGGGGATCCTGTGGGTGGCGTTGTA

ldh-pro-1mt-AR CTTTGTTACACCTTTACTTATGCCCGATTATGT

7
8 ldh-pro-1mt-BF GTAAAGGTGTAACAAAGGAATCCGGGCACAAGC
9 ldh-pro-1mt-BR ATGCCTGCAGGTCGACCCACACTGCGTAGGTC

Vi du 4-2: Tao ra KFCC11074 ¢6 dot bién dich va xac nhan lugng tao ra cla axit lactic

Vecto thay thé gen dugc tao ra trong vi du 4-1, dugc dua vao ching KFCC1 1074
dé tao ra “KFCC11074::1dh-pro-1mt”, 12 ching tao ra axit glutamic co dot bién dich.
Ting ching Corynebacterium glutamicum KFCC11074, khong c6 dot bién dich, va
ching KFCC11074::1dh-pro-1mt dugc nudi cdy theo cach gidng nhu trong vi du 1-2.

Sau khi hoan thanh viéc nudi céy, ndng d6 cia axit L-glutamic va axit lactic
trong timg mai truong dugc do lai. Cac ndng do do duge cua axit L-glutamic va axit

lactic dugc thé hién trong Bang 4 dudi day.

Bang 4
Chung Axit L-glutamic (g/L) | Axit L-lactic (g/L)
KFCC11074 9,1 22,5
KFCC11074::1dh-pro-1mt 17,1 6,5

Nhu duoge thé hién trong Bang 4, da xac nhan rang ndng do cua axit L-glutamic
dugc tao ra boi chung Corynebacterium glutamicum KFCC11074::1dh-pro-1mt, ¢6 dot
bién dich, 13 16n hon khoang 8 g/L (khoang 88%) so voi ndng d6 cua axit L-glutamic
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duoc tao ra béi ching Corynebacterium glutamicum KFCC11074, khdng c6 dot bién
dich.

Mait khac, da xac nhén réng néng d6 cua axit lactic dugc tao ra bdi chung
KFCC11074::1dh-pro-1mt Ia thip hon 17 g/L so véi ndng do cia axit lactic duoc tao ra
boi chung Corynebacterium glutamicum KFCC11074, khong c6 dot bién dich.

Ttre 13, d3 xac nhan lai mdt 1an nira 1a dot bien dich da lam tang sy san sinh cua

axit L-glutamic trong vi sinh vét va lam giam su san sinh cua axit lactic.
Vi du 4-3: X4c nhan hoat tinh enzym LDH cuia KFCC11074 c6 dot bién dich

Vi da x4c nhan dugc co ché cho viéc giam su sén sinh cia axit lactic & ching
KFCC11074::1dh-pro-1mt, dugc tao ra trong vi du 4-2,va vi da xac nhin réng dot bién
dich duoc bao gdm trong trinh ty khéi dong cua lactat dehydrogenaza (LDH), nén viéc
tién hanh xac dinh hoat tinh ctia lactat dehydrogenaza, 12 enzym tao ra axit lactic, phu

thudc vao ddt bién nay.

Cu thé 13, hoat tinh ctia enzym nay dugc danh gia bang cach dudi day. Dau tién,
té bao duoc nudi cdy trong moi trudng #3 (25 mL), c6 thanh phén nhu duéi déy, trong
binh (250 mL) véi 200 vong mdi phut & 30°C trong 6 giv. Sau do, dich ndi dugce loai bd
bing cach lam két tia té bao & 4000 vong mdi phut trong 10 phit, va vi¢e rira té bao
dugc 1ap lai 3 lan béng cach stt dung 20 mM Tris-HCI (25 mL, pH 7.5). Sau khi rura,
dich ndi dugce loai bd, va té bao dugc tai huyén phu béng cach sir dung 15% chat dém
glyxerol (2 mL) trong 20 mM Tris (pH 7.5) dé chiét t& bao. Té bao da tai huyén phu
(1 mL) dugc dat vao 6ng hat va dugc 1am ddng nhit 6 1An trong diéu kién 46/30 gidy
bang cach st dung thiét bi lam dong nhét. Dudi day, san phim tao ra dugc ly tdm

13000 vong mdi phut & 4°C trong 20 phut.
Moi truong #3:

Glucoza 2%, polypepton 1%, (NH4)2SO4 1%, KH>PO4 0,52%, KoHPO4 1,07%,
chiét xuit ndm men 1%, ure 0,15%, MgSO4-7H20 0,05%, d-biotin (1,8 mg/L), thiamin-
HC1 (9 mg/L), mudi canxi cta axit pantothenic (9 mg/L), niaxinamit (60 mg/L)

Sau d6, thir nghiém Bradford dugc tién hanh dé x4c nhan va chuén hoa ndéng dd

cua protein dugc bao gém trong dich ndi (mau) thu dugc tir 6ng hat. Vi viéc tham chiéu
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dén cac Bang 5 va 6 dudi day, thir nghiém Bradford da tao ra duong cong chuin va da
x4c nhan néng d6 ctia mau. Cu thé, 1x chét phan ung thtr nghiém protein Biorad
(980 pL) dugc thém vao miu c6 tdng thé tich 20 pL va sau d6 dugc xody @& do do hép

thu & 595 nm trong khoang 3 phut.

Bang 5
STD va ldy miu chiét
mg/mL 0 | 0,025 0,05 0,1 0,2
BSA (1 mg/mL) (uL) | 0 | 0,5 1 2 4
Pém chiét (uL) 20| 19,5 19 18 16
Téng thé tich (uL) |20 | 20 20 20 20
Béang 6
Dich chiét té bio Do pha loang | D9 pha lodng | D9 pha loang Do pha lodng
1:10 1:5 1:20 1:50
Dich chiét té bao (uL) 2 4 (1/10)10 (1/10)4
Dém chiét (uL) 18 16 10 16
Téng thé tich (uL) 20 20 20 20

Duéi day, thir nghiém vé hoat tich cia lactat dehydrogenaza trong cac ching
KFCC11074 va KFCC11074::1dh-pro-1mt dugc tién hanh bang cach st dung dung dich
phan g, ty 1 thanh phan ctia dung dich phan Gng dugc thé hién trong Bang 7 dudi
day. Ngoai ra, 30 mM natri pyruvat dugc sir dung lam chit khai dong. Ngoai ra, hoat
tinh cua lactat dehydrogenaza trong hai chung nay, dugc do dudi cac diu kién trong

Bang 8, dugc thé hién trong Bang 9 duéi day.
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Bang 7
Dung dich phén tng Cho mdi 1 phan Gng
0,2 M Tris-HC1 pH 7,5 (uL) 500
30 mM natri pyruvat (uL) 100
6,6 mM NADH (pL) 50
Dich chiét té bao (mg/mL) 178 pg
DDW Pén 1 mL
Bang 8
Cuvet 10 mm
Budc song 340 nm
Pon vi U
Hé sb -1
Vi tri thép phan 3
Nhiét do Bat
Nhiét do 25 °C
Quy trinh do Hdi quy tuyén tinh
Do tré 00:01 | Phut:gidy
Thoi gian do 1:30 | Phut:gidy
Khoang cach 00:8 | Phut:giay
Ty dong in Tit
Bang 9
Chung Hoat tinh LDH (U)
KFCC11074 0,398
KFCC11074::1dh-pro-1mt 0,150

Nhu duge thé hién trong Bang 9, dd xdc nhén ring hoat tinh cua lactat

dehydrogenaza bi giam di trong cc chung c6 dot bién dich.

Nghia 13, dd xac nhan ring dot bién nay di lam giam hoat tinh cia lactat
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dehydrogenaza trong vi sinh vét, nho vy lam giam sy san sinh ctia axit lactic.

Tom lai, polynucleotit theo sang ché 1a trinh tu khéi dong cua lactat
dehydrogenaza chira dot bién thay thé mot nucleotit don, va do d6 polynucleotit nay c6
thé 1am suy giam hoat tinh cia lactat dehydrogenaza trong cac chung kiéu hoang hozic
cac chiing tao ra axit glutamic thong qua hoat tinh cta trinh tu khéi dong dot bién; két
qué 13, 1am tdng su san sinh cua axit glutamic, la san pham dich ctia qua trinh 1én men,
va con, 1am giam su san sinh cua axit lactic, 1a axit 1am giam sy ngon miéng cua san
pham 1én men. Theo do6, polynucleotit theo sang ché ¢ thé dugc str dung hiéu qué trong

c4c linh vuc cong nghiép khac nhau d€ tao ra axit glutamic v6i hiéu suat cao.

Tt phan mo ta trén day, ngudi cd hidu biét trung binh vé linh vyc k¥ thuit ma
séng ché c6 lién quan, s& c6 thé hiéu rr?mg séng ché c6 thé duge boc 10 trong cac dang
cu thé khac ma khong lam thay ddi cac khai niém ky thuat hodc cac dic diém co ban
cla sang ché. V& vAn d& nay, cac phuong an vi du duge d8& cap & day chi c6 muyc dich
minh hoa va khdng nén duoc hiéu 12 1am gi6i han pham vi clia sing ché. Nguoc lai, sang
ché duoc du dinh 12 khong chi bao gdm céc phuong 4n vi du nady ma con bao gdm céc
dang thay thé, cac dang cai bién, céc dang twong duong, va cic phuong an khéc ma co
thé dugc bao gdbm trong pham vi cua sang ché nhu duoc xé4c dinh béi cac yéu ciu bao

hd.
S truy cap

T chitc luu gitt: Trung tAm nudi cdy vi sinh vat Han Quéc (Co quan luu giit

qudc té)
Sé truy cap: KCCM12227P

Ngay luu gitt: Ngay 28 thang 2 ndm 2018
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YEU CAU BAO HO

1. Polynucleotit phén 1ap c6 hoat tinh cta trinh tu khéi dong, chira nucleotit SEQ ID
NO: 2, trong d6 nucleotit thir 37 dugc thay thé bing G.

2. Polynucleotit theo diém 1, trong d6 polynucleotit ndy chira trinh tw nucleotit néu trong
SEQ ID NO: 1.

3. Polynucleotit theo diém 1 hodc 2, trong d6 polynucleotit nay duge lién két hoat dong

v6i gen mé hod protein dich.

4. Vecto chira polynucleotit theo didm 1 hodc diém 2; va gen ma hod protein dich dugc

lién két hoat dong voi polynucleotit nay.
5. Vecto theo diém 4, trong d6 protein dich 12 lactat dehydrogenaza.

6. Vi sinh vt thudc chi Corynebacterium, chira polynucleotit theo diém 1; va gen ma

hoa protein dich dugc li€n két hoat dong véi polynucleotit nay.

7. Vi sinh vt theo diém 6, trong d6 polynucleotit chira trinh tu nucleotit néu trong SEQ
ID NO: 1.

8. Vi sinh vat theo diém 6, trong d6 protein dich 1a lactat dehydrogenaza.

9. Vi sinh vat theo diém bét ky trong 36 cac didm tr 6 dén 8, trong d6 vi sinh vat thudc

chi Corynebacterium nay 1a Corynebacterium glutamicum.
10. Phuwong phap san xuét chit dich, bao gdm cac budc:

nudi cdy vi sinh vat thudc chi Corynebacterium theo diém bat ky trong so cac

diém tir 6 dén 8 trong moi truong; va
thu hdi chét dich tir moi trudng nudi céy.
11. Phuong phép theo diém 10, trong do chét dich 13 axit amin.

12. Phuong phép didu ché ché pham lén men, bao gdm budc lam 1én men bang cach
nudi cdy vi sinh vét thudc chi Corynebacterium theo diém bit ky trong s6 céc diém tlr 6

dén 8 trong mdi trudng.
13. Ché phim lén men dugc didu ché bing phuong phéap theo diém 12.

24



<110>

<120>

43928

DANH MUC TRINH TU

CJ CheilJdedang Corporation

POLYNUCLEOTIT PHAN LAP CO HOAT TINH CUA TRINH TU KHOI PONG VA VI

SINH VAT THUQC CHI CORYNEBACTERIUM CHUA POLYNUCLEOTIT NAY

viing trinh tu khdi ddéng LDH

tggtctgacc acattttcgg acataatcgg gcataagtaa aggt

Corynebacterium glutamicum

tggtctgacc acattttcgg acataatcgg gcataattaa aggt

Corynebacterium glutamicum

caagattgtc ctcattggcg

ccaaggcatg gcagaccacc

cgtcaaggac ttaaaccatg

aacctacgct gactgcgaag

gccaggcgag acccgectec

<130> OPA18460
<150> KR 10-2018-0028184
<151> 2018-03-09
<160> 9

<170> KoPatentIn 3.0
<210> 1

<211> 44

<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao
<220>

<223>

<400> 1

44

<210> 2

<211> 44

<212> ADN

<213>

<400> 2

44

<210> 3

<211> 945

<212> ADN

<213>

<400> 3

atgaaagaaa ccgtcggtaa
60

tacgcatatg cactgatcaa
120

gaaaagaaac tcgaaggcaa
180

cgcacccgceg tcactaaggg
240

tgtgeccggeg cagcccaaaa
300

caggcgatgt

ttgcgatcat

gtgttgtgtg

acgcagccat

agctggtgga

cggagttgca

cgacattgat

ggccgattcc

ggttgtcatt

caaaaacgtc
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aagattatga
360

gtggcgtcca
420

tggaaccgcg
480

ggcgaactct
540

gacaccgaac
600

ctggacaaag
660

gctgectatce
720

gctcgecatca
780

ctccacggtyg
840

cgaggcatcc
200

cattccgcaa
945

<210> 4

<211> 31
<212> PR
<213>

<400> 4
Met Lys Glu

val Gly Vval

Ala
35

His Leu

Lys Asp Leu

50

Thr
65

Lys Gly

Cys Ala Gly

Asp Lys Asn

aatccatcgt

acccagtgga

tgatcggctc

atgaagtggc

ttccagtcct

acccagagct

acattatcga

cccgegcaat

aatacggtga

gcegegttgt

ataccctgcg

4
T

Thr val

5

Ala
20

Tyr

Ile Ile

Asn His
Thr

Tyr

Ala
85

Ala

val
100

Lys

Ala

Asp

Gly

Ala

70

Gln

Ile

cggcgatgtc

tatcctgacc

cggaactgtc

accaagctcc

gtecctecegeg

tgagggccgt

cgccaagggce

cctacaaaac

ggaagacatc

cgaactagaa

cgaaattcag

Gly Asn Lys Ile

Tyr Ala

Ile Asp

40
val val
55

Asp Cys

Pro

Lys

Met Lys
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atggacagcg
tacgcagtgt
ctggactccg
gtccacgect
accatcgccg
ctagagaaaa
tccacttcect
caagacgttg
tacatcggca
atcaccgacc

aagcagttct

Corynebacterium glutamicum

val
10

Leu

Leu Ile Asn

25
Glu

Lys Lys

Trp Ala Asp

Ala
75

Glu Asp

Glu
90

Gly Thr

Ser Ile Val

105

gattcgacgg

ggaaattctc

ctagattccg

acatcatcgg

gcgtateget

ttttcgaaga

acggcatcgg

cagtcccagt

cccecagetgt

acgagatgga

tctaa

Ile Gly

Gln Gly

Glu
45

Leu

Ser
60

Arg
Ala Met

Arg Leu

Ala

Met

30

Gly Asn

Thr

val

Gln

catcttccte

cggcttggaa

ctacatgctc

cgaacacgga

tagccgaatg

cacccgcgac

catgggtctt

ctctgcactg

ggtgaaccgc

acgcttcaag

Gly
15

Asp
Ala Asp
vVal
Val

Arg

Ile
80

val

Leu Val

95

Val
110

Gly Asp

Met

Asp
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Ser

Leu

Ile

145

Gly

Gly

Ala

Gly

Ile

225

Ala

val

Gly

Leu

Thr
305

Gly

Thr

130

Gly

Glu

Glu

Gly

Arg

210

Ile

Arg

Ser

Thr

Glu

290

Leu

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

<220>
<223>

<400>

caagagcttg tgcccggatt cctttgttac acctttactt atgcccgatt atgtccgaaa

60

Phe

115

Tyr

Ser

Leu

His

Val

195

Leu

Asp

Ile

Ala

Pro

275

Ile

Arg

5
75

Asp

Ala

Gly

Tyr

Gly

180

Ser

Glu

Ala

Thr

Leu

260

Ala

Thr

Glu

ADN
Trinh ty nhén tao

Gly

val

Thr

Glu

165

Asp

Leu

Lys

Lys

Arg

245

Leu

val

Asp

Ile

Ile

Trp

val

150

vVal

Thr

Ser

Ile

Gly

230

Ala

His

val

His

Gln
310

oligonucleotit

5

atgtggtcag accaa

75

<210>
<211>
<212>

6
32

ADN

Phe

Lys

135

Leu

Ala

Glu

Arg

Phe

215

Ser

Ile

Gly

Asn

Glu

295

Lys

Leu

120

Phe

Asp

Pro

Leu

Met

200

Glu

Thr

Leu

Glu

Arg

280

Met

Gln
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val

Ser

Ser

Ser

Pro

185

Leu

Asp

Ser

Gln

Tyr

265

Arg

Glu

Phe

Ala

Gly

Ala

Ser

170

val

Asp

Thr

Tyr

Asn

250

Gly

Gly

Arg

Phe

Ser

Leu

Arg

155

val

Leu

Lys

Arg

Gly

235

Gln

Glu

Ile

Phe

Asn

Glu

140

Phe

His

Ser

Asp

Asp

220

Ile

Asp

Glu

Arg

Lys
300

Pro

125

Trp

Arg

Ala

Ser

Pro

205

Ala

Gly

Vval

Asp

Arg

285

His

val

Asn

Tyr

Tyr

Ala

190

Glu

Ala

Met

Ala

Ile

270

vVal

Ser

Asp

Arg

Met

Ile

175

Thr

Leu

Tyr

Gly

val

255

Tyr

val

Ala

Ile

val

Leu

160

Ile

Ile

Glu

His

Leu

240

Pro

Ile

Glu

Asn
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<213> Trinh tu nhdn tao
<220>

<223> Poan mdi

<400> 6

cggtacccgg ggatcctgtg ggtggegttg ta
32

<210> 7

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> Poan mdi

<400> 7

ctttgttaca cctttactta tgcccgatta tgt
33

<210> 8

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao
<220>

<223> Poan mdi

<400> 8

gtaaaggtgt aacaaaggaa tccgggcaca agc
33

<210> 9

<211> 32

<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao
<220>

<223> Poan mdi

<400> 9

atgcctgcag gtcgacccac actgegtagg te
32
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