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Linh vuwe ky thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén bién thé protein thu thé cAMP, vi sinh vét chia bién thé
protein ndy va phuong phdép tao ra axit amin dang L bang cach st dung bién thé protein
nay.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

CRP (protein thu thé AMP dang vong), con goi 1a CAP (protein hoat hoa chét di
hod), 1a chit diéu hoa phién ma phd bién nhét & E. coli. CRP dugc dic trung bdi ¢6 co
ché diéu hoa phu thudc nguén cacbon, duoc thé hién boi “su e ché di hod”. Co ché nay
duoc khoi dong boi ndng d6 ndi bao cia AMP dang vong (tir ddy duge goi 1a “cAMP?).
Khi c6 mit nguén cacbon dugc vu tién nhu glucoza, hoat tinh cua adenylat xyclaza bi
{rc ché dé 1am giam lugng cAMP, va tin hi€u nay tc ché su biéu hién cia cac gen di hoa.
Nguoc lai, hoat tinh cia adenylat xyclaza duoc gia ting, va két qua 14 trc ché cac cht
kim ham va khoi phat su biéu hién cta cac gen di hoa. Ngoai ra, CRP dugc biét la dong
nhiéu vai trd khac nhau nhu tai nap tin hiéu ndi bao thong qua cAMP, diéu hoa thim
thiu, dap Gng dbi vé6i cac tinh hubng khan cép cua té bao, tao mang sinh hoc, ¢6 dinh

nito, van chuyén sat, v.v..

Theo bao céo, 418 gen clia E. coli dugc biét 1a dugc diéu hoa boi CRP, nhung cac
co ché tvong tmg van chua dugce tiét 16 16 rang (J Biol Eng. (2009) 24;3:13). Vi pham
vi rong céc khéa nang diéu hoa nhu vay, CRP c6 tiém nang thé hién nhiéu kiéu hinh khéc
nhau br;'mg d6t bién. Nho cac vu diém ctia minh, CRP da duoc nghién ctru 1am dich thich
hop dé thiét ké lai cac ching & muc do té bao, c6 thé ap dung dugc cho nhidu méi truong
khac nhau. Gan ddy, nhidu thir nghiém khac nhau di dugc tién hanh, nhu phuong phap
lam thay ddi su biéu hién ctia gen can diéu hoa bing cach thay ddi mirc d9 lién két ADN
béi su bién ddi axit amin ctia CRP dugc chon loc boi phuong phép tin sinh hoc (Nucleic
Acids Research, (2009) 37: 2493-2503), phuong phap chon loc E. coli chiu dugc nhiét,
su thdm thiu, va nhiét do thip bang cach sir dung yéu t6 phién ma nhén tao (ATF) dugc
tao ra bang cach dung hop vi tri lién két ADN ngén tay k&m va CRP ((Nucleic Acids
Research, (2008) 36: €102), v.v.. N6i cach khac, do cac thay dbi vé su biéu hién CRP
thiic ddy nhiéu thay doi vé su biéu hién cia gen xudi dong, CRP c6 thé tré thanh cong
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cu tbt gitip cho viée tao ra vi sinh vét c6 c4c tinh trang hitu dung.
Ban chét ky thuat ciia sang ché
Vén d8 ky thuat

Céc tac gia sang ché da phat trién bién thé protein méi bao gém mot hodc nhidu
thay thé axit amin trén trinh tur axit amin ¢6 SEQ ID NO: 1, va ho da phat hién rang bién
thé protein nay c6 thé 1am tang kha ning san xuét axit amin dang L, nho 6 hoan thién
sang ché.
Gidi phép k¥ thuat

Muc dich ctia sang ché 1 dé xuit bién thé protein thu thé cAMP.

Mot muc dich khac cia sang ché 1a dé xuat polynucleotit ma hoé bién thé protein

thu thé cAMP.
Mot muc dich khéc nita ctia sang ché 1a dé xuét vecto chira polynucleotit nay.

Mot muc dich khac nita cia sang ché 1a dé xuat vi sinh vat thudc chi Escherichia

chtra bién thé nay.

Mot muc dich khac nita cta sang ché 1a dé xuit phuong phédp tao ra axit amin
dang L, phuong phap nay bao gdm budce nudi cdy vi sinh vt thudc chi Escherichia trong
moi truong.

Mot muc dich khac nita cua sang ché 1a dé xudt phuong phéap sir dung bién thé
hodc vi sinh vat thudc chi Escherichia chira bién thé nay trong qu4 trinh tao ra axit amin

dang L.
Hiéu qué co thé dat duoc cta séng ché

Khi vi sinh vét thudc chi Escherichia tao ra axit amin dang L, vi sinh vét chira
bién thé protein thu thé cAMP theo sang ché, dugc nudi cay, c6 thé tao ra axit amin dang
L v6i hiéu suat cao. Theo do, theo cac khia canh cong nghi€p, c6 thé mong dgi sy giam
b6t chi phi san xuat, cung voi sy thudn tién trong san xuét.

M0 ta chi tiet sang che

Séang ché s& dugc md ta chi tiét nhu sau. Trong khi d6, mdi phan mo ta va phuong
an dugc boc 16 trong ban mo ta cling c¢6 thé dugc &p dung cho cac phdn md ta va céc
phuong an khac. Diéu nay c6 nghia 1a toan bd cac két hop cuia nhiéu yéu t6 khac nhau
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duge boc 10 trong ban mo tad nam trong pham vi cia sang ché. Ngoai ra, pham vi cua

sang ché khong bi gidi han boi phan mo ta cu thé duéi day.

Nham dat duoc cac muc dich néu trén, mot khia canh cia sang ché dé xuét bién
thé protein thu thé cAMP bao g@)m mét hodc nhiéu thay thé axit amin trén trinh tu axit
amin c6 SEQ ID NO: 1. Cu thé, séng ché dé xut bién thé protein thu thé cAMP bao
gém mot hodic nhiéu thay thé axit amin trén trinh tu axit amin c6 SEQ ID NO: 1, trong
d6 cac thay thé axit amin ndy bao gdm thay thé glutamin cho axit amin & vi tri 196 tinh
tir ddu tan cung N. Cu thé hon, sang ché dé xuét bién thé protein thu thé cAMP bao gém

thay thé glutamin cho axit amin & vi tri 196 trén trinh tu axit amin c6 SEQ ID NO: 1.

Thuit ngir “protein thy thé cAMP (CRP)” dugc st dung trong ban mo ta 1a chat
diéu hoa phién ma phd bién nhat & E. coli, va CRP con duge goi 1a “chat diéu hoa kép”,
do ban than CRP ¢6 cé hai chtrc nang cua chit hoat hoa va chét trc ché. CRP thuong lién
két voi trinh tw ADN dbi xtng c6 22 bazo nguoc dong trén gen ciu tric dé gdy gap
ADN, va CRP dong vai tro 1a chit hoat hod bang cach cho phép vi tri hoat dong thir nhat
& ddu tan cung C va vi tr hoat dong thtr hai ¢ dau tan cling N twong tic v6i ARN
polymeraza chiu trach nhiém phién ma, va n6 dong vai tro la chat e ché bang cach
chiém trudce vi trf nham ngan khong cho protein hoat dong lién két véi vi tri hoat dong
hodc bing cach lién két véi protein hoat dong dé chuyén ho4 céu tric thanh cAu tric ma
khong lién két voi vi tri hoat dong. Protein thu thé cAMP 1a protein thu thé cAMP dugc

ma hod bdi gen crp.

“Protein thu thé cAMP (protein thu thé AMP dang vong, CRP)” theo sang ché ¢6
thé duoc st dung thay thé vdi protein hoat hoa chét di hoa (CAP), protein CRP, protein
CAP, v.v..

Theo sang ché, trinh ty CRP ¢6 thé thu dugc tir co s& dit liéu GenBank da biét tai
NCBI. Vi du, CRP c¢6 thé 1a CRP c6 nguén tr chi Escherichia (Escherichia sp.), va cu
thé hon 1a polypeptit/protein chira trinh tur axit amin dugc biéu dién bai SEQ ID NO: 1,
nhung khong bi gidi han & do. Ngoai ra, trinh tw ¢6 cting hoat tinh nhu trinh ty axit amin
néu trén co6 thé dugc bao gdm ma khong bi gi6i han. Ngoai ra, trinh tu axit amin c¢6 SEQ
ID NO: 1 hoac trinh tu axit amin c¢6 d0 tuong déng hodc déng nhét 12 80% hodc 16n hon
so vdi trinh ty nay c6 thé duoc bao g@)m, nhung khong bi gidi han ¢ do. Cu thé, axit

amin ¢6 thé bao gdm axit amin ciia SEQ ID NO: 1 va axit amin c6 d9 twong dong hodc
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ddng nhét 13 it nhat 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% hoic 16n hon so
véi SEQ ID NO: 1. Ngoai ra, rd rang la protein ¢6 trinh ty axit amin, ma mot phan cua
né dugc xo4, stra doi, thay thé hoac b sung, c6 thé nam trong pham vi ctia sang ché,
mién sao trinh ty axit amin nay c6 do trong dong hodc dong nhat néu trén va thé hién

hiéu luc twong tng véi protein néu trén.

Thuat ng@t “bién thé” dugc str dung trong ban mo ta dé cap dén polypeptit, trong
d6 mot hodc nhiu axit amin cua polypetit nay khac véi trinh tu duoc néu & cac thay thé
bao toan va/hodc sira ddi, nhung né gitt duoc cac chirc ning hodc dic tinh cta protein.
Polypeptit bién thé khac véi trinh tu dd x4c dinh & céc thay thé, mit doan, hodc bd sung
mdt s6 axit amin. Cac bién thé nay thuong co thé dugc xac dinh béng cach stra d6i mot
trong sd cac trinh tu polypeptit néu trén va ddnh gid dic tinh cta polypeptit duge sira
dbi. N6i cach khac, ¢ thé 1am ting, khong lam thay d6i hodc lam giam kha ning ctia
bién thé so v6i kha ning ctia protein nguyén thé. Cac bién thé nay thuong co thé dugc
xac dinh bang cach stra ddi mét trong s6 cac trinh tw polypeptit néu trén va danh gia tinh
phén tng ciia polypeptit duge stra dbi. Ngoai ra, mot s& bién thé c6 thé bao gdm cac
bién thé ma trong d6 mot hodc nhiéu phan, nhu trinh tw din dau & dau tan cing N hodc
mién xuyén mang da dugc loai bo. Céc bién thé khac c6 thé bao gdm bién thé ma mot
phén ctia bién thé nay da dugc loai bo khéi d4u tan cung N va/hodc diu tan cung C cia

protein trudng thanh.

Thuét ngir “thay thé bao toan” dugc st dung trong ban mo ta nghia 1a thay thé
mot axit amin béng mdt axit amin khac c6 dic tinh cu tric va/hodc hod hoc tuong tu.
Bién thé c6 thé ¢6, vi du, mot hodc nhiéu thay thé bao toan trong khi gitt dwge mot hodc
nhiéu hoat tinh sinh hoc. Thay thé axit amin nay thuong cé thé du:qé thuc hién trén co
s¢ tuong tu vé do phén cuc, dién tich, d¢ tan, tinh ky nudc, tinh wa nudc, va/hodc tinh
ludng tinh ciia cac gbe. Vi du, axit amin mang dién tich duong (c6 tinh kiém) bao gém
arginin, lysin, va histidin; axit amin mang dién tich 4m (co tinh axit) bao gom axit
glutamic va axit aspartic; axit amin thom bao gbm phenylalanin, tryptophan va tyrosin;
va axit amin ky nudc bao gém alanin, valin, isoleuxin, leuxin, methionin, phenylalanin,

prolin, glyxin va tryptophan.

Ngoai ra, bién thé co thé bao gdm mét doan hodc bd sung axit amin ma c¢6 anh
huéng rat nho ddi véi dic tinh va chu tric bac hai cua polypeptit. Vi du, polypeptit ¢6
thé duogc lién hop véi trinh tur tin hiéu (hodc dan du) ¢ dau tan cung N ctia protein, diéu
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khién qua trinh chuyén dich protein ddng thoi v6i dich ma va sau dich ma. Polypeptit
con c6 thé duge lién hop vé6i trinh ty khac hodc cht lién két dé xac dinh, tinh ché hodc

téng hop polypeptit nay.

Thuét ngit “bién thé protein thu thé cAMP” dugc sir dung trong ban mo ta 1a bién
thé protein thu thé cAMP bao gdm mdt hodc nhiéu thay thé axit amin trén trinh tu axit
amin cua polypeptit c6 hoat tinh cta protein thu thé cAMP, trong d6 thay thé axit amin
nay bao gdm thay thé mot axit amin khéc cho axit amin & vi trf 196 tinh tir dAu tan cling
N. Cu thé, bién thé c6 thé bao g@)m bién thé protein, trong d6 mot axit amin khéc dugc
thay thé cho axit amin & vi tri 196 trén trinh tu axit amin cta polypeptit c6 hoat tinh cia
protein thu thé AMP. Vi dy, bién thé protein c6 thé bao gdbm bién thé protein trong dé su
bién ddi xay ra ¢ vi tri 196 tinh tir d4u tan cing N ciia trinh ty axit amin c¢6 SEQ ID NO:
1. Cu thé hon, bién thé protein c6 thé 14 protein trong d6 mot axit amin khac dugc thay
thé cho axit amin & vi tri 196 cua trinh tu axit amin ¢ SEQ ID NO: 1. “Mdt axit amin
khac” nay khong bi giéi han, mién sao nod 1a axit amin khac L-leuxin, 1 axit amin & vi
tri 196. Cu thé, bién thé nay co thé 1a protein trong d6 axit amin wa nuéc duge thay thé
cho axit amin & vi tri 196 trén trinh tu axit amin ¢6 SEQ ID NO: 1. Axit amin wa nugc
c6 thé 1a mot axit amin trong sé L-glutamin, L-serin, L-threonin, L-tyrosin, L-xystein
va L-asparagin. Cu thé hon, bién thé c6 thé 1a protein ma trong d6 glutamin dugc thay
thé cho axit amin & vi tri 196 trén trinh tu axit amin ¢6 SEQ ID NO: 1, nhung khong bi
giéi han & do.

Ngoai ra, bién thé nghia 1a bién thé c6 su bién ddi axit amin & vi trf 196 tinh tir
dAu tan cung N trén trinh ty axit amin ¢6 SEQ ID NO: 1 duge mo ta & trén va/hodc trinh
tu axit amin c6 d twong ddng hoic ddng nhat 1a it nhat 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%., 98%, hodc 99% hodc 16n hon so véi SEQ ID NO: 1.

Thuét ngft “bién thé protein thu thd cAMP” dugc sit dung trong ban md ta c6 thé
duoc str dung thay thé véi protein CRP bién thé, bién thé CRP, protein thu thé cAMP
bién thé, protein CAP bién thé, bién thé CAP, protein hoat hoa chét di hod bién thé, bién
thé protein hoat hoa chét di ho4, v.v..

Ddi v6i cac muc dich cla sang ché, vi sinh v4t chira bién thé protein thu thé cAMP
dugc dac trung bdi c6 kha ndng san xuét axit amin dang L cao so véi vi sinh vat khong

chira bién thé protein thu thé cAMP. Bién thé CRP dugc dic trung bi ¢ hoat tinh didu
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hoa gen nham lam ting kha nang san xudt axit amin dang L so v6i protein thu thé cAMP
kidu dai nguyén thé hodc khong chira bién thé. Pidu nay c6 y nghia & chd kha ning san
xuét axit amin dang L ¢6 thé duogc gia ting nhd vi sinh vat dugc dua bién thé CRP vao
theo sang ché. Cu thé, axit amin dang L ¢6 thé 1a L-threonin hodc L-tryptophan. Tuy
nhién, axit amin dang L bat ky co thé duoc bao gém ma khong bi gidi han, mién sao axit
amin nay c6 thé duoc tao ra bang cach dua vao hodc bao gdm protein thu thé cAMP bién

thé.

Bién thé protein thu thé cAMP c6 thé, vi du, 1a bién thé chira trinh tu axit amin
trong d6 mot axit amin khac dugc thay thé cho axit amin & vi trf 196 trén trinh tu axit
amin duoc bidu dién bsi SEQ ID NO: 1, bién thé nay gdm SEQ ID NO: 3. Bién thé
trong d6 glutamin dugc thay thé cho axit amin & vi tri 196 trén trinh tu axit amin duogc
bidu dién béi SEQ ID NO: 1 ¢6 thé gdbm SEQ ID NO: 3, nhung khong bi gi6i han & do.
Ngoai ra, bién thé CRP c6 thé bao gdm trinh tur axit amin c6 SEQ ID NO: 3 hodc trinh
tu axit amin c6 do tuong dong hodc dong nhét 1a 80% hodc 16n hon so véi trinh tu nay,
nhung khong bi gidi han ¢ do. Cu thé, bién thé CRP theo sang ché c¢6 thé bao gbm
protein ¢c6 SEQ ID NO: 3 va protein c6 do tuong ddng hodc ddng nhat 1a it nhit 80%,
85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% hodac 16n hon so véi trinh tur nay. Ngoai ra,
10 rang 1a protein c6 trinh ty axit amin, ma mot phén cua no duogc xo4, stra 61, thay thé
hodc bd sung, ngoai trinh ty axit amin & vi tri 196, c6 thé nam trong pham vi cua sang
ché, mién sao trinh ty axit amin nay c6 dé tuong dong hodc dong nhét néu trén va thé

hién hiéu lyc trong ing voi protein néu trén.

Noi cach khéac, méc du “protein ¢ trinh tyr axit amin ¢6 SEQ ID NO cu thé” duoc
néu trong ban md ta, rd rang 1a protein c6 trinh tu axit amin, ma mot phén cua no duoc
x04, stra doi, thay thé, thay thé bao toan, hoic bd sung, cO thé duogc st dung theo sang
ché, mién sao no c6 hoat tinh gidng hét hodc tuwong tng véi hoat tinh cta protein chira
trinh tu axit amin c6 SEQ ID NO tuong tng. Vi du, mién sao protein nay c6 hoat tinh
gidng hét hodc twong Gmg vé&i hoat tinh cla protein bién thé, khong loai trir su bd sung
trinh ty ma khong 1am thay ddi chirc ning clia protein truéc va sau trinh ty axit amin,
dot bién xay ra tu nhién, dot bién cAm hodc thay thé bao toan cua chiing. R3 rang 1a mic
du protein nay co bd sung trinh tu hodc dot bién nhu vay, né van nam trong pham vi clia

sang cheé.

Thuét ngit “dd twong dong” hodc “dd ddng nhat” dugc st dung trong ban mo ta
6
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c6 nghia 12 mirc do thich hop gitra hai trinh tu axit amin hodc trinh tu nucleotit da cho,

va c6 thé duoc biéu dién dudi dang phan trim.

Céc thuat ngit “dd tuong dong” va “do ddng nhat” thuong co6 thé duoc sir dung

thay thé cho nhau.

Do tuong dong hodc dong nhét trinh ty cua polynucleotit hodc polypeptit dugc
bao toan c6 thé duoc xac dinh bing céc thudt toan xép thing hang tiéu chudn, va co thé
dugce st dung véi diém trir khoang tréng mac dinh dugc thiét 1ap bdi chuong trinh duge
sir dung. V& co ban, cAc trinh tu tuong ddng hodc dong nhét co thé lai trong didu kién
nghiém ngét vira phai hodc cyuc ky nghiém ngit sao cho do dai day du cia trinh tw hodc
it nhat khoang 50%, 60%, 70%, 80%, hodc 90% hodc 16n hon cla do dai day du c6 thé
lai. Ngoai ra, polynucleotit dugc du tinh la chira codon suy bién thay cho codon trong

qua trinh lai.

Viéc hai trinh tu polynucleotit hodc polypeptit bat ky c6 do twong dong, tuong tur
hodc ddng nhat hay khong c¢6 thé dugce xac dinh bing cach st dung céc thuit toAn may
tinh d3 biét nhu chuong trinh “FASTA”, st dung, vi du, cac tham s6 mac dinh nhu theo
tai liéu Pearson et al (1988)[Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85]: 2444, hodc dugc xéac dinh
bang cach sir dung thuat todn Needleman-Wunsch (Needleman and Wunsch, 1970, J.
Mol. Biol. 48: 443-453) nhu dugc thyc hién trong chuong trinh Needleman cua goi
EMBOSS (EMBOSS: The European Molecular Biology Open Software Suite, Rice et
al., 2000, Trends Genet. 16: 276-277) (phién ban 5.0.0 hodc phién ban méi hon) (bao
gém g6i chuong trinh GCG (Devereux, J., et al, Nucleic Acids Research 12: 387 (1984)),
BLASTP, BLASTN, FASTA (Atschul, [S.] [F.,] [ET AL, J MOLEC BIOL 215]: 403
(1990); Guide to Huge Computers, Martin J. Bishop, [ED.,] Academic Press, San Diego,
1994, va [CARILLO ETA/.](1988) SIAM J Applied Math 48: 1073). Vi du, cong cu
BLAST cua co s¢ dir lidu cia Trung tdm qubc gia vé thong tin cong nghé sinh hoc
(National Center for Biotechnology Information) hodc Clustal W ¢6 thé duoc str dung dé

x4c dinh d6 tuong ddng, tuong tw hodc dong nhét.

Do tuong ddng, twong tur hodc ddng nhét cia polynucleotit hodc polypeptit ¢6 thé
dugc xac dinh, vi du, béng cach so sanh thong tin trinh ty sit dung chuong trinh may
tinh GAP nhu tai liéu Needleman et al. (1970), J Mol Biol.48: 443, nhu dugc boc 10
trong tai liéu Smith and Waterman, Adv. Appl. Math (1981) 2:482. Ngin gon lai, chuong

7
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trinh GAP dinh nghia do twong tu 13 s6 lwong ky hiéu dugc xép thang hang (tc 13,
nucleotit hodc axit amin), ma gidng nhau, chia cho tong s luong ky hiéu & trinh tu ngin
hon trong s6 hai trinh tu. Cac tham sb mic dinh cho chuong trinh GAP ¢6 thé bao gom:
(1) ma trén so sanh don phén (chua gié tri 1 bidu thi cho su dong nhét va gia tri 0 biéu
thi cho su khong déng nhét) va ma tran so sanh c6 trong sb theo tai liéu Gribskov et
al(1986) Nucl. Acids Res. 14: 6745, nhu dugc bdc 19 trong tai liéu Schwartz and Dayhoff,
eds., Atlas Of Protein Sequence And Structure, National Biomedical Research
Foundation, pp. 353-358 (1979) (hodc ma trdn thay thé EDNAFULL (phién ban
EMBOSS ctia NCBI NUC4.4)); (2) diém trir 3,0 v6i mbi khoang tréng va diém trir thém
0,10 v6i mbi ky hiéu & mdi khoang tréng (hodc diém trir mé khoang tréng 10, diém trir
kéo dai khoang tréng 0,5); va (3) khong c6 diém trir voi khoang trdng két thuc. Do do,
thuét ngit “d6 tuong ddng” hodc “do ddng nhit” duge stir dung trong ban mo ta thé hién

su phu hop gifta cac trinh tu.

Mot khia canh khéc cua sang ché d& xuat polynucleotit ma hod bién thé CRP,

hoac vecto chira polynucleotit nay.

Thuét ngttr “polynucleotit” dugc sit dung trong ban mo ta dé cap dén sgi ADN
hodc ARN ¢6 d6 dai dinh trude hodc dai hon, 1a polyme chudi dai ctia cac nucleotit dugc
tao thanh bang cach lién két cac monome nucleotit thong qua lién két cong hoa tri. Cu

thé hon, polynucleotit dé cap dén doan polynucleotit ma ho4 protein bién thé.

Polynucleotit md hoa bién thé CRP theo séng ché c¢6 thé bao gdbm trinh tu
polynucleotit bat ky ma khong bi gi6i han, mién sao n 1a trinh tu polynucleotit ma hod
bién thé protein thu thé cAMP theo séng ché. Polynucleotit ma hoa bién thé CRP c6 thé
bao gbdm trinh tu bat ky ma khong bi gi6i han, mién sao né 12 trinh twy ma hoa protein
bién thé trong d6 mot axit amin khac dugc thay thé cho axit amin & vi tri 196 trén trinh
tu axit amin ¢6 SEQ ID NO: 1. Cu thé, polynucleotit c6 thé 1a trinh tu polynucleotit ma
hoa bién thé trong d6 glutamin dugc thay thé cho axit amin & vi tri 196 trén trinh tu axit
amin c6 SEQ ID NO: 1. Vi dy, polynucleotit ma hoa bién thé CRP theo sang ché c6 thé
1a trinh tu polynucleotit ma hod trinh tu axit amin c6 SEQ ID NO: 3, nhung khong bi
giéi han & d6. Cu thé hon, polynucleotit c6 thé gbém trinh tu polynucleotit ¢6 SEQ ID
NO: 4, nhung khong bi gidi han ¢ d6. Trén polynucleotit nay, ¢6 thé thuc hién nhiéu cai
bién khac nhau trén viing méa hod véi diéu kién 1a cac cai bién nay khong lam thay dbi
trinh tu axit amin cta protein, do su suy bién codon hoic khi xem xét vé codon dugc uu

8
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tién bdi sinh vat ma protein s€ dugc biéu hién & sinh vat nay. Do do, ro rang 13, do su
suy bién codon, ciling c6 thé bao gbém polynucleotit ma c6 thé duoc dich ma thanh
polypeptit gdm trinh tu axit amin ¢6 SEQ ID NO: 3 hodc polypeptit c6 do tuong dong

hodc ddng nhét so v6i trinh tu nay.

Ngoai ra, doan do ma cé thé duoc tao ra tr trinh tu nucleotit da biét, vi du, trinh
tu lai voi trinh tu bd sung dén toan bd hodc mot phr:in cua trinh tu nucleotit trong cac
diéu kién nghiém ngit dé ma hod bién thé CRP, trong d6 mdt axit amin khac dugc thay
thé cho axit amin & vi trf 196 trén trinh ty axit amin c6 SEQ ID NO: 1 con ¢6 thé duoc

bao gdm ma khong bi gii han.

Thuét ngit “diéu kién nghiém ngat” nghia la diéu kién ma cho phép viéc lai dic
hiéu gifta céc polynucleotit. Cac didu kién nay duge md ta chi tiét trong tai liéu (vi du,
J. Sambrook et al., supra). Vi du, diéu kién nghiém ngét nay co6 thé bao gém, vi du, diéu
kién ma céc gen c6 d6 tuong ddng hoic ddng nhét cao, d6 trong ddng hoic ddng nhat
1a 80% hodc cao hon, 85% hodc cao hon, cu thé 12 90% hoic cao hon, cu thé hon 12 95%
hoac cao hon, cu thé hon nira 12 97% hodc cao hon, dic biét cu thé 12 99% hodc cao hon
dugc lai véi nhau va cac gen c6 do tuong ddng hoac dong nhét thap hon do tuong dong
hozc ddng nhit néu trén khong dugce lai v6i nhau, hodc diéu kién rira thong thuong cia
qua trinh lai Southern, tirc la rira mot lan, cu thé 13, hai hoic ba lan & néng dd mubi va
nhiét do twong tng v6i 60°C, 1xSSC, 0,1% SDS, cu thé 14, 60°C, 0,1xSSC, 0,1% SDS,
va cy thé hon 12 68°C, 0,1xSSC, 0,1% SDS.

Mic di c6 thé xay ra sy khong hop doi gitta cac nucleotit do sy nghiém ngat clia
qua trinh lai, hai axit nucleic can phai c6 trinh tu b sung. Thuét ngit “bd sung” duge sir
dung dé mo ta mdi quan hé gitta cac bazo ctia nucleotit ma co thé lai voi nhau. Vi duy,
xét vé ADN, adenosin bd sung v6i thymin va xytosin bd sung véi guanin. Theo d6, sang
ché c6 thé bao gdbm khong chi céc trinh tu axit nucleic gin nhu gidng nhau ma con bao

gom cac doan axit nucleic dugc phan 1dp ma bo sung véi toan bd trinh tu.

Cu thé, polynucleotit c6 su twong ddng hodc ddng nhét c6 thé duge phat hién
bing céch st dung cac diéu kién lai bao gdm budc lai ¢ gid tri Tm 55°C va céc diéu kién
dugc mod ta ¢ trén. Ngoai ra, gid tri Tm ¢co thé 1a 60°C, 63°C hodc 65°C, nhung khong
bi gidi han & céc gié tri nay, va co thé duogc kiém soat mdt cach thich hop boi ngudi co

hiéu biét trung binh trong linh vuc theo cac muc dich.
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Su nghiém ngét thich hop d6i véi qua trinh lai polynucleotit phu thudc vao do dai
va mirc d6 bd sung cuia cac polynucleotit, va cac bién di da duoc biét dén trong linh vuc

ndy (xem tai liéu Sambrook et al., supra, 9.50-9.51, 11.7-11.3).

Thuét ngtr “vecto” duge st dung trong ban mo ta dé cap dén céu trac ADN ma
chtra trinh tu nucleotit cta polynucleotit ma hod protein bién thé dich duoc lién két theo
céch hoat dong dugc véi trinh tu didu hoa thich hop dé cho phép biéu hién protein bién
thé dich & té bao chu thich hop. Trinh tu didu hoa c6 thé bao gdm trinh tu khdi dau c6
kha nang khdi ddu qua trinh phién ma, trinh tu gen diéu khién bét ky dung cho viéc diéu
hoa qué trinh phién ma nay, trinh ty ma hoa mién lién két ribosom ctia mARN thich hop,
va trinh tu diéu hoa su két thuc qua trinh phién mi va dich ma. Sau khi vecto duogc bién
nap vao té bao chu thich hop, n6 ¢o thé sao chép hodc thuc hién chirc ndng mot cach
doc 1ap vai bo gen vat chu, va ban than no cé thé duoc hop nhét vao bo gen nay.

Vecto duoc st dung theo séng ché khong bi gidi han cu thé, mién sao no co thé
sao chép & té bao chu, va vecto bét ky da biét trong linh vuc c6 thé dugc st dung. Vi du
vé céac vecto thuong duoc st dung c6 thé bao gdm plasmit tur nhién hoic tai t6 hop,
cosmid, virut va thé thuc khudn. Vi dy, pWE15, M13, MBL3, MBL4, IX1I, ASHIL, APII,
t10, t11, Charon4A, Charon21A, v.v. ¢ thé dugc str dung lam vecto thé thuc khuén hoac
vecto cosmid. V& vecto plasmit, kiéu pBR, kiéu pUC, kiéu pBluescriptll, kiéu pGEM,
kiéu p1Z, kiéu pCL, va kiéu pET, v.v. ¢6 thé duoc st dung. Cu thé, vecto pDZ,
pACYC177, pACYC184, pCL, pECCG117, pUC19, pBR322, pMW118, pCCIBAC,
v.v. ¢6 thé dugce st dung.

Vi du, polynucleotit ma hoé protein bién thé dich ¢ nhifm sic thé co thé dugc
thay thé boi polynucleotit dot bién bang cach sir dung vecto d& chén vao nhiém sic thé
ndi bao. Viéc chén vao nhiém sic thé cla polynucleotit nay c6 thé duogc thuc hién béng
phwong phap bat ky da biét trong linh vuc, vi dy, phuong phép tai t6 hop twong dong,
nhung khong bi gidi han ¢ 6. Ciing ¢6 thé bao gdm gen danh déu chon loc dé x4c nhan
su chén vao nhiém sic thé. Gen danh du chon loc s& chon céc t€ bao duoc bién nap
bang vecto, tiic 1a xac nhén sy chén polynucleotit mong mubn, va gen danh ddu chon
loc nay c6 thé bao gdbm gen danh dAu tao ra cac kiéu hinh chon loc dugc, nhu kha ning
khang thudc, sy dinh dudng thu dong, kha nang khang tac nhan gay doc té bao hoic su
biéu hién ctia protein sira ddi bé mat. Do chi céc té bao biéu hién gen danh d4u chon loc

1a c¢6 thé song sot hodc thé hién cac ki€u hinh khac nhau trong mdi truong dugc xu ly
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bf?lng chét chon loc, c6 thé chon cac té bao dugc bién nap. Theo mot khia canh khac nita
cla sang ché, sang ché dé xuit vi sinh vat tao axit amin dang L, vi sinh vt nay chira
protein bién thé hoic polynucleotit md hod protein bién thé. Cu thé, vi sinh vét chra
protein bién thé va/hodc polynucleotit ma hod protein bién thé co thé 1a vi sinh vat dugc
tao ra bang cach bién nap bang vecto chita polynucleotit ma hod protein bién thé, nhung
khong bi gidi han & do. |

Thuét ngit “bién nap” dugc st dung trong ban md ta nghia la dwa vecto chira
polynucleotit ma hoa protein dich vao té bao chii theo cach ma protein dugc ma hoa boi
polynucleotit nay dugc biéu hién & té bao chii. Mién sao polynucleotit duoc bién nap c6
thé duoc biéu hién & té bao chu, nd co thé duogc hop nhét vao va dit trong nhiém séc thé
ctia té bao chu, hodc no co thé ton tai bén ngoai nhiém séc thé, hodc bat luan truong hop
nao. Ngoai ra, polynucleotit bao g6m ADN va ARN ma ho4 protein dich. Polynucleotit
6 thé duoc dua vao dudi dang bét ky, mién sao né c6 thé duge dua vao té bao chi va
duoc biéu hién & d6. Vi dy, polynucleotit c6 thé dugce dua vao té bao chii dudi dang
catxet biéu hién, 1a ciu tric gen bao gém tAt ca cac yéu t6 can thiét cho sy biéu hién tu
chu cia no6. Thong thuong, catxet biéu hién bao gém trinh tu khéi ddu duoc lién két theo
cach hoat dong duoc véi polynucleotit, tin hiéu két thtc qua trinh phién ma, vi tri lién
két ribosom va tin hiéu két thuc qua trinh dich ma. Catxet bidu hién c6 thé c6 dang vecto
biéu hién tu sao chép dugc. Ngoai ra, polynucleotit ¢ dang nguyén trang c6 thé duogc
dua vao té bao chu va dugc lién két theo cach hoat dong dugc véi trinh ty can thiét cho

su biéu hién & t& bao chu, nhung khong bi gidi han & do.

Thuét nglt “duogc lién két theo cach hoat dong dugc” duge st dung trong ban mo
ta c¢6 nghia 1a lién két chuc nang gifta trinh ty polynucleotit ma hoa protein bién thé
mong mudn theo sang ché va trinh tu khoi diu ma khoi dau va lam trung gian cho qua
trinh phién ma trinh tu polynucleotit.

Mot khia canh khéc nta cua sang ché dé xuét vi sinh vat thudc chi Escherichia
(Escherichia sp.) chua bién thé protein thu thé cAMP.

Thuéat ngit “vi sinh vt chira bién thé CRP” dugc sir dung trong ban md ta co thé
d& cap dén vi sinh vat téi td hop dé biéu hién bién thé CRP theo sang ché. Vi du, vi sinh
vét nay dé cap dén té bao chu hodc vi sinh vt ma c6 thé biéu hién bién thé bang cach

chtra polynucleotit ma hoa bién th8 CRP hoidc bing cach bién nap bang vecto chia
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polynucleotit ma hoa bién thé CRP. Xét vé cac muc dich ctia sang ché, vi sinh vét nay
1 vi sinh vt biéu hién bién thé protein thu thé cAMP bao gdm mét hodc nhiéu thay thé
axit amin trén trinh tu axit amin c¢6 SEQ ID NO: 1, va vi sinh vat nay c6 thé 12 vi sinh
vét biéu hién protein bién thé c6 hoat tinh cua protein thy thé cAMP, trong d6 thay thé
axit amin 1a thay thé glutamin cho axit amin & vi trf 196 tinh tir dau tan cing N, nhung
khong bi giéi han & do.

Vi sinh vat chtra bién thé CRP ¢6 thé 1a vi sinh vét bét ky, mién sao né chira bién
thé CRP dé biéu hién axit amin dang L, vi du, L-threonin hogc L-tryptophan, nhung
khong bi gidi han & d6. Vi dy, vi sinh vat chira bién thé CRP c6 thé 1 vi sinh vat t4i to
hop da gia ting kha ning san xuAt axit amin dang L, dugc tao ra bang cach biéu hién
bién thé CRP & vi sinh vat kiéu dai ty nhién hodc & vi sinh vat tao axit amin dang L. Vi
sinh vat tai t6 hop di gia ting kha ning san xut axit amin dang L c6 thé 1a vi sinh vat
da gia tang kha ning san xuét axit amin dang L so véi vi sinh vat kiéu dai tu nhién hodc
vi sinh vat khong stra ddi, trong d6 axit amin dang L ¢6 thé 1a L-threonin hodc L-

tryptophan, nhung khong bi gi6i han & do.

Thuét ngit “vi sinh vat tao axit amin dang L” dugc su dung trong ban md ta bao
gﬁ“)m vi sinh vat kiéu dai hodc vi sinh vit ma xdy ra cac stra dbi di truyén tu nhién hodc
nhéan tao, va nd co thé 1a vi sinh vat c6 co ché bi suy yéu hoac duoc tdng cudng cu thé
do su chén gen ngoai lai hodc do sy ting cudong hodc sy bét hoat hoat tinh ctia gen ndi
sinh, & d6 xay ra bién dj di truyén hodc hoat tinh dugc tdng cuong dé tao ra axit amin
dang L. mong mudn. Xét vé cac muc dich cla sdng ché, vi sinh vét tao axit amin dang L
¢6 thé chira protein bién thé da duoc gia ting kha ning san xuét axit amin dang L mong
muén. Cu thé, vi sinh vat tao axit amin dang L hodc vi sinh vat c6 kha ning sén XUAt
axit amin dang L theo sang ché c6 thé 1a vi sinh vat ma & d6 mot phan gen lién quan dén
con dudng sinh tong hop axit amin dang L dugc tang cuong hodc lam suy yéu, hodc mot
phan gen lién quan dén con dudng suy thodi axit amin dang L dugc tang cudng hodc

lam suy yéu.

“Vi sinh vat khong sua d6i” d& cap dén ching tu nhién & dang nguyén trang, hoac
vi sinh vat khong chira bién thé CRP, hoic vi sinh vat ma khong dugc bién nap béng
vecto chira polynucleotit ma hoa bién thé CRP. “Vi sinh vat” c6 thé bao gdm bét ky
trong sb cac vi sinh vat khong nhén va vi sinh vat nhén chuin, mién sao no cé thé tao ra
axit amin dang L. Vi dy, vi sinh vat nay c6 thé bao gém vi sinh vét thudc chi Escherichia,
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chi Erwinia, chi Serratia, chi Providencia, chi Corynebacterium va chi Brevibacterium.
Cu thé, vi sinh vt nay c6 thé 1a vi sinh vét thudc chi Escherichia, va cu thé hon 1a E.

coli, nhung khong bi gidi han & do.

Mot khia canh khac nita ctia sang ché dé xuét phwong phap tao ra axit amin dang
L, phuong phap nay bao gb6m buédc nudi cdy vi sinh vat thudc chi Escherichia tao ra axit

amin dang L va chta bién thé protein thu thé cAMP trong méi truong.

Céc thuat ngit “bién thé protein thu thé cAMP” va “axit amin dang L™ 1a gidng

nhu duoc mo ta o trén.

Theo phuong phap nay, budc nudi cdy vi sinh vit co thé, nhung khong bi gisi
han cu thé, duoc thuc hién béng k¥ thuat nudi céy theo mé, nubi céy lién tuc, nuoi céy
bd sung theo mé, v.v.. Xét vé viée nay, cac diéu kién nudi cdy khong bi gisi han cu thé,
nhung do pH t8i wu (vi dy, d6 pH nam trong khoang tur 5 dén 9, cu thé 1a do pH nam
trong khoang tir 6 dén 8, va cu thé nhat 1a 6 pH = 6,8) ¢ thé dugc duy tri bing cach st
dung hop chat bazo (vi du, natri hydroxit, kali hydroxit hodc amoniac) hodc hop chat
axit (vi du, axit phosphoric hodc axit sulfuric). Ngoai ra, cac diu kién wa khi c6 thé
duoc duy tri bang cach dua oxy hodc hdn hgp khi chira oxy vao qua trinh nudi chy té
bao. Nhiét dd nuoi céy 6 thé dugc duy tri trong khoang tir 20°C dén 45°C, va cu thé 1a
trong khoang tur 25°C dén 40°C. Viéc nudi cdy c6 thé duge thuc hién trong khoang 10
gidr dén khoang 160 gio, nhung khong bi gi¢i han ¢ d6. Axit amin dang L dugc tao ra
boi qué trinh nudi ciy néu trén c6 thé duoc tiét vao moi trudng nudi cdy hodc ¢ thé van

con bén trong té bao.

Ngoai ra, mdi trudng nudi cdy can duogc st dung c6 thé bao gdbm dudng va hydrat
cacbon (vi du, glucoza, sucroza, lactoza, fructoza, maltoza, ri dudng, tinh bot va
xenluloza), ddu va chat béo (vi du, ddu ddu nanh, dau hat huéng duong, dau lac va dau
dira), axit béo (vi dy, axit palmitic, axit stearic, va axit linoleic), rugu (vi du, glyxerol
va etanol), va axit hitu co (vi du, axit axetic) lam ngudn cacbon riéng 1& hoic theo cach
két hop, nhung khong bi gi6i han ¢ do. V& ngudn nito, hop chét hitu co chira nito (vi duy,
pepton, phﬁn chiét nAm men, canh thit, ph?m chiét mach nha, dich chiét ngo ngam, bot
diu nanh va ure), hodc hop chét vo co (vi du, amoni sulfat, amoni clorua, amoni
phosphat, amoni cacbonat, va amoni nitrat) c6 thé duoc st dung riéng 1¢ hodc theo cach

két hop, nhung khong bi giéi han & do. Vé ngudn phospho, dikali hydro phosphat, kali
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dihydro phosphat va cac mubi natri trong (mg cua chung c6 thé dugc st dung riéng 1é
hodc theo cach két hop, nhung khong bi giéi han & d6. Ngoai ra, mdi trudong co thé bao
gdm céc chét kich thich ting trudng thiét yéu bao gom cac mudi kim loai khac (vi du,

magie sulfat hodc sat sulfat), axit amin va vitamin.

Phuong phép nay con co thé bao gdm budc thu gom axit amin dang L tr vi sinh

vat hoac moi truong.

Phuong phap thu gom axit amin dang L dugc tao ra trong budc nudi cdy theo
sang ché co thé thu gom axit amin dang L mong mubn tir canh nudi cdy bang cach st
dung phuong phép thich hop da biét trong linh vuc theo phuong phap nudi cdy. Vi du,
k¥ thuat ly tam, loc, sdc ky trao ddi anion, két tinh, HPLC, v.v., ¢6 thé dugc st dung, va
axit amin dang L. mong mubn c6 thé duoc thu gom tlir mdi truong hodc vi sinh vt bang

cach st dung phuong phéap thich hgp da biét trong linh vuc.

Ngoai ra, budc thu gom co thé bao gdbm qud trinh tinh ché, va co6 thé duge thuc
hién bang cach str dung phuong phép thich hop da biét trong linh vuc. Do d6, axit amin
dang L can dugc thu gom c0 thé & dang da tinh ché hodc canh 1én men cua vi sinh vat
chira axit amin dang L (Introduction to Biotechnology and Genetic Engineering, A. J.

Nair., 2008).

Mdt khia canh khac nita cta sang ché dé xuat phuong phap st dung bién thé
protein thu thé cAMP trong qué trinh tao ra axit amin dang L, bién thé protein thu thé
cAMP nay bao gdm mdt hozc nhiéu thay thé axit amin trén trinh ty axit amin c6 SEQ

ID NO: 1.

Mot khia canh khac nita cua sang ché d& xuat phuong phap st dung vi sinh vat
thuoc chi Escherichia trong qua trinh tao ra axit amin dang L, vi sinh vt thudc chi
Escherichia nay chira bién thé protein thu thé cAMP.

Thuat ngit “bién thé protein thu thé cAMP” va “axit amin dang L” 1a gidng nhu
dugc mo ta ¢ trén.

Vi du thwe hién sang ché

Sau ddy, sang ché s& dugc mo ta chi tiét hon qua tham khdo céc vi du. Tuy nhién,

rd rang 1a d6i véi nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc, cac vi du nay chi nhim

muc dich minh hoa, va pham vi cta sang ché khong duoc duy tinh la s€ bi gidi han ¢ cac
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vi du nay.
Vi du 1. Tao ra vecto téi t6 hop pCCIBAC-crp
1-1. Tao ra doan gen crp

Pé thu duoc doan ADN khoang 0,96 kb c6 SEQ ID NO: 5 bao gdm gen crp va
ving diéu hoa biéu hién, ADN bd gen (2ADN) ciia E. coli kiéu dai W3110 dugc chiét
tach bang cach sir dung hé théng Genomic-tip ctia Qiagen (cong ty), va PCR (phan tng
chudi polymeraza) dugc thyc hién bang cach str dung gADN lam khuon mau va kit tron
truée PCR HL (dugc san xuét bdi BIONEER Co., 4p dung tuong tu tir day). PCR dé
khuéch dai doan gen crp dugc thuc hién béng cach sir dung céc doan mdi ¢6 cac SEQ
ID NO: 6 va SEQ ID NO: 7 v6i 27 chu ky bao gdm budc 1am bién tinh & 95°C trong 30
gidy, budc u & 56°C trong 30 gidy, va budc kéo dai ¢ 72°C trong 2 phut.

San phadm PCR dugc tiéu hoa bang EcoR 1, va qua trinh dién di trén gel agaroza

0,8% va rtra giai dugc thuc hién dé thu dugc doan ADN 0,96 Kb (tir diy duoc goi la

“doan crp”).
Bang 1
SEQ ID NO: |Tén cia doan mdi Trinh tu (5'-3")
6 crp-F CACGAATTCTTTGCTACTCCACTGCGTCA
7 crp-R ACACGAATTCTTAACGAGTGCCGTAAACG

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

Vecto pCC1BAC Copycontrol (EPICENTRE, Hoa Ky) duogc xu ly bang EcoR 1,
va qud trinh dién di trén gel agaroza 0,8% va rira giai dugc thuc hién dé thu duoc san
phém, ma sau d6 duoc ndi véi doan crp thu duge & Vi dy 1-1, tir d6 tao ra plasmit
pCC1BAC-crp.

Vi du 2. Tao ra thu vién vecto tai t& hop pCC1BAC-bién thé crp
2-1. Tao ra doan crp dot bién bang k¥ thuat PCR c¢6 xu huéng tao 15i (error-prone PCR)

PCR duoc thuc hién bang cach sit dung ADN bo gen ctia E. coli ki€u dai W3110
Jam khuon mau va kit gdy dot bién ngiu nhién dya trén PCR Diversify (diversify PCR
random mutagenesis kit) (catalog #: K1830-1, Bang III, cdc phan tng gy dot bién 4)

cua clonetech. Mot céach chi tiét, PCR duoc thuc hién béng cach sir dung cac doan mdi
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c6 SEQ ID NO: 6 va SEQ ID NO: 7 nhu dugc st dung & Vi du 1-1 véi 27 chu ky bao
gdm budc 1am bién tinh & 94°C trong 30 gidy va budce kéo dai & 68°C trong 1 phut.

San phdm PCR dugc tiéu hoa bang EcoR 1, va qué trinh dién di trén gel agaroza
0,8% va ria giai duge thuc hién dé thu duge doan crp dot bién 0,96 Kb (tir day duoc

goi la “doan crp™).
2-2. Tao ra thu vién vecto tai tb hop pCC1BAC-bién thé crp

Vecto pCCIBAC duge xu ly bang enzym giéi han EcoR I, va sau d6 dugc xur ly
bing phosphataza kiém (NEB). Vecto tao thanh dugc nbi v6i doan crp” thu duge & Vi
du 2-1, va san phém nbi duoc bién nap vao E. Coli dién kha bién (Electrocompetent)
TransforMax EPI300 (EPICENTRE, Hoa Ky) bang k¥ thuat dién di. Chung da bién nap
duoc nudi cdy trén moi truong rin LB (15 ug/ml) chira cloramphenicol dé chon loc céc
khuén lac. Cac khudn lac thu duoc tir d6 duge thu gom va duge st dung détaora plasmit,

tir d6 tao ra thu vién pCC1BAC-crp™.

Vi du 3. Pua thu vién bién thé crp vao ching tao threonin va chon loc ching ¢6 cai thién

vé sinh trudng
3-1. Pua thu vién pCC1BAC-crp™ vao chung tao threonin

Thu vién pCC1BAC-crp™ thu duge & Vi du 2 duge bién nap vao té bao dién kha
bién KCCM10541, 1a vi sinh vét tao threonin bang k¥ thudt xung dién. E. coli
KCCM10541 (Patent Han Qudc sé 10-0576342) dwoc st dung ¢ vi du nay 1a E. coli
duoc tao ra bang cach bat hoat gen galR & E. coli tao L-threonin KFCC10718 (Patent
Han Qudc s6 10-0058286).

La nhém ddi ching cua vi sinh vét dugc dua thu viéen pCCIBAC-crp™ vao,
pCCI1BAC-crp dugce bién nap vao KCCM10541 theo cung céch thirc nhu trén dé tao ra
KCCM10541/pCC1BAC-crp(WT).

3-2. So sanh tbc d6 sinh truéng cla vi sinh vat téi t6 hop

Mai truong tdi thiéu M9 chira glucoza 1% va phén chiét nAm men 14 0,2 g/L dugc
phan phdi vao vi dia giéng sau, va sau d6 thé bién nap va ching déi chimg duoc tao ra
& Vi du 3-1 1an luot duge gieo vao dé. Cac ching nay dugce nudi ciy bang cach sir dung
may léc 0 & nhiét do khong dbi ¢ micro (TAITEC, Nhat Ban) trong cac diéu kién nhiét

d6 37°C va tde d6 200 vong/phut bang phuong phéap sang loc thong lugng cao (HTS:
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High Throughput Screening) trong 20 gio, va ching c6 cai thién vé sinh truong duoc

chon. Trong s cac ching nay, mot loai chung dugc chon cudi cing (Bang 2).

Chung KCCM10541 dugc dua gen crp kidu dai vao thé hién su tang nhe vé gia
tri OD do dua thém crp vao, trong khi do thé bién nap c6 cai thién \}é sinh truéng thé
hién gia tri OD cao sau cung mdt thoi gian nudi cdy so v6i chiing duoc dua crp kiéu dai
vao. Ngoai ra, bién thé crp da chon dugc thuc hién quy trinh chiét tach ADN plasmit
(plasmid mini-prep), sau d6 1a budc phan tich giai trinh tu. Két qua dugc tom tat trong

Bang 2.

Bang 2. Thong tin vé thé bién nap c6 cai thién v& sinh truong sau khi dua thu vién crp”™

vao chuing tao threonin

Chiing OD600 Bién d6i
KCCM10541/pCCIBAC 2,3 -
KCCM10541/pCCIBAC-crp(WT) 2,8 -
KCCM10541/pCCI1BAC-crpTM9 3,5 L196Q

3-3. So sdnh d9 chudn threonin cua vi sinh vat téi to hop

D8 do do chuén threonin cta vi sinh vat tai td hop duoc chon & Vi du 3-2, vi sinh
vat tai to hop nay duge nudi ciy trong moi truomg chudn do threonin duge didu ché theo

thanh phan trong Bang 3 sau day d8 kiém tra sy cai thién kha ning san xuét L-threonin.

Béang 3. Thanh phan ctia mdi truong chuén do threonin

Thanh phan Nong do (theo lit)
Glucoza 70 g
KH,PO4 2g

(NHa4)2S04 25¢

MgSO4-7H,0 lg

FeSO4-7TH20 5 mg

MnSO4-4H,0 5 mg
Phén chiét nAm men 2g
Canxi cacbonat 30g
bo pH 6,8

V& chi tiét, mdi mot vong bach kim chta E. coli KCCM10541/pCC1BAC-
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crp(WT) va E. coli KCCM10541/pCC1BAC-crpTM9 duge nudi ciy qua dém trén moi
trudong ran LB trong thiét bi G & 33°C 14n lugt duge cdy trong 25 mL mdi trudng chuin
do theo Bang 3, va sau d6 dugc nudi céy trong thiét bit ¢ 33°C va tbe d6 200 vong/phut

trong 48 gidy d€ so sanh cac toc do tiéu thu duong va cac nong do threonin.

Két qua 1a nhu dugc md td trong Bang 4 sau ddy, chung
KCCM10541/pCC1BAC-crp(WT) 1am nhom d6i chimg cho thdy mirc tiéu thu duong 12
26,1 ¢/L tai thoi didm 24 gio, trong khi d6 ching duge dua crpTM9 dot bién vao cho
thdy sy cai thién vé tdc do tiéu thu dudng 1an lugt khodng 16% va 11% so v6i chiing

goc va chiing dugc dua crp kiéu dai vao.

Ngoai ra, khi dugc nudi cdy trong 48 gid, chung dugc dua crp kiéu dai vao cho
thay kha ning san xuét L-threonin 14 29,0 g/L, trong khi d6 kha nang san xuét L-threonin
ctia chung dot bién thu dugc & trén dugc ting 1én dén 30,8 g/L mic di téc do nudi chy
duoc gia tang, cho thiy su cai thién vé ndng 0 14n lugt khoang 7% va 6% so v6i chung

gdc va chiing dugc dua crp ki€u dai vao.

Do viéc dua bién thé crp vao lam ting hiéu suét va tiéu thu duong ctia chiing nay,
day duong nhu 1a tinh trang bién thé tét, c6 thé dong gop 16n cho viée cai thién hiéu qua

san xudt trong qud trinh 1én men.

Bang 4. So sanh d chuin ctia chiing threonin chira bién thé crp

M ti€u thu Threonin
Chung
duong (g/L)* (g/L)**
KCCM10541/pCCIBAC 25,0 28,8
KCCM10541/pCCI1BAC-crp(WT) 26,1 29,0
KCCM10541/pCC1BAC-crpTM9 29,0 30,8

* (Gia tri dugc do tai 24 gio

* Gia tri dugc do tai 48 gio
Viduy 4. Dua pCClBAC-bién thé crpTM9 vao chiing tao tryptophan
4-1. Pua pCCIBAC-crpTM9 vao ching sang loc

pCC1BAC-crpTM9 thu duge & Vi du 3 duge bién nap vao té bao dién kha bién
thudc ching tao tryptophan KCCM11166P bang k§ thuat xung dién. KCCM11166P

duge st dung ¢ vi du nay 1a E. coli tao L-tryptophan trong d6 gen tehB dugc xo4 va hoat
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tinh ciia NAD kinaza duogc tang cuong (Patent Han Qudc sb 10-1261147).

La nhom dbi ching cia vi sinh vat dugc dwa pCCIBAC-crpTM9 vao,
pCCIBAC-crp(WT) dugc bién nap vio KCCM11166P theo cung cach thirc nhu & trén
dé tao ra KCCM11166P/pCC1BAC-crp(WT).

4-2. So sanh toc d6 sinh truéng cla vi sinh vat tai t6 hop

MBoi truong t6i thiéu M9 chira glucoza 1% va phan chiét nAm men 14 0,2 g/L dugc
phan phéi vao vi dia giéng sau, va sau d6 thé bién nap va ching ddi chimg dugc tao ra
nhu & Vi du 4-1 14n luot duoc gieo vao d6. Cac chung nay dugc nudi chy bang cach st
dung may lac u & nhiét do khong d6i ¢& micro (TAITEC, Nhat Ban) trong didu kién
37°C va tde dd 200 vong/phut bang phuwong phap sang loc thong luong cao (HTS) trong
16 gio dé& x4c nhin su cai thién vé sinh trudng cla thé bién nap

KCCM11166P/pCCIBAC-crpTM9 (Bang 5).

Chung KCCM11166P dugc dua gen crp kiéu dai vao thé hién mirc OD tuong
duong do viéc dua crp bd sung vao sau cling mdt thoi gian nudi céy, trong khi do thé

bién nap c6 cai thién vé sinh trudng thé hién gia tri OD cao so véi crp ki€u dai.

Bang 5. Thong tin vé thé bién nap c6 cai thién vé sinh trudng sau khi dwa crpTM9 vao

chung tao tryptophan
Chung OD600 Bién do6i
KCCMI11166P/pCCIBAC 3,4 -
KCCM11166P/pCCIBAC-crp(WT) 3,5 -
KCCM11166P/pCCIBAC-crpT M9 3,7 L196Q

4-3. So sanh d6 chuan tryptophan cta vi sinh vat tai t6 hop

Dé do do chuén tryptophan clia vi sinh vt téi t6 hop duoc tao ra & Vi du 4-2, vi
sinh vt tai t6 hop dugc nudi ciy trong moi trudong chuén d6 tryptophan dugc diéu ché
nhu theo thanh phan trong Bang 6 sau day d8 kidm tra su cai thién vé kha nang san xuat

L-tryptophan.

Bang 6. Thanh phén ciia méi truong chuén d6 tryptophan

Thanh phan Nong d6 (theo lit)
Glucoza 60 g
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K>HPO4 lg
(NH4)2804 10g
NaCl lg
MgSO4-7TH,0O lg
Natri xitrat 5¢g
Phan chiét nAm men 2g
Canxi cacbonat 40 g
Natri xitrat 5g
Phenyl alanin 0,15¢g
Tyrosin 0,1g
bo pH 6,8

V& chi tiét, mdi mot vong bach kim chira E. coli KCCM11166P/pCC1BAC-
crp(WT) va E. coli KCCM11166P/pCCIBAC-crpTM9 duge nudi ciy qua dém trén moi
truong ran LB trong thiét bj 0 & 37°C 14n lugt dugc cdy trong 25 mL mdi trudng chuén
dd theo Bang 6, va sau do dugc nuoi cdy trong thiét bi 1 ¢ 37°C va tbc do 200 vong/phut

trong 48 gi0 @8 so sanh céc téc do tiéu thu dudng va cac ndng do tryptophan.

Két qua 1a nhu dugc md ta trong Bang 7 sau day, ching
KCCM11166P/pCC1BAC-crp(WT) lam nhom d6i chimg cho thay mrc tiéu thy dudng
1a 30,2 g/L tai thot diém 22 gio, trong khi d6 ching dugc dua crpTM9 dot bién vao cho
théy su cai thién vé tdc do tiéu thu duong 1an luot khoang 7% va 6% so v6i ching géc

va ching dugc dua crp kieu dai vao.

Khi dugc nudi cy trong 48 gio, chung dugc dua crp kiéu dai vao cho thay kha
nang san xut L-tryptophan 1a 8,4 g/L, trong khi d6 kha néng san xuét L-tryptophan cua
chung dot bién thu dugc ¢ trén dugc ting 1én dén 9,1 g/L mdc du tbc dd nuoi céy duoc
gia tang, cho thy su cai thién vé ndng d6 1an lugt khoang 8% va 10% so vdi ching gbe

va ching dugc dua crp kicu dai vao.

Do viéc dua bién thé crp vio lam ting muc do tiéu thu duong ctia chiing va hi¢u
sudt, day duong nhu 1a tinh trang bién thé tét, c6 thé dong gop 16n cho viée cai thién

hiéu qua san xuat trong qu4 trinh 1€n men.

Bang 7. So sanh do chuén cua ching tryptophan chira bién thé crp

Chuing Mtrc ti€u thu Tryptophan
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duong (g/L)* (g/L)**
KCCM11166P/pCCIBAC 29,0 8.2
KCCM11166P/pCCIBAC-crp(WT) 30,2 8.4
KCCM11166P/pCCIBAC-crpTM9 32,1 9,1

* Gia tri dugc do tai 22 gio

* Gia tri dugc do tai 48 gio
Vidu 5. Pua vecto ndi sinh bién thé crp hitu hiéu vao E. coli kiéu dai
5-1.Pua pCClBAC-bién thé crp hitu hiéu vao ching tao threonin ¢6 nguén tir kiéu dai

Dé kiém tra xem vecto chtra bién thé crp dugce sang loc ¢ Vi du 3 cling thé hién
tdc dung twong duong & chung kiéu dai hay khong, vecto pCC1BAC-crp(WT) hodc
pCCI1BAC-crpTM9 1an luot duoc bién nap vao ching c6 ngudn tir kiéu dai c6 kha ning
tao ra threonin bang k¥ thuat xung dién. Ngoai ra, chung dugc dua pCCIBAC-crp(WT)

vao dugc tao ra lam nhom doi chung.

Chung c6 nguén tir kiéu dai c6 kha ning tao ra threonin dugc s dung & vi du nay
12 W3110::PcysK-ppc/pACYC184-thrABC. W3110::PcysK-ppc/pACYC184-thrABC
la4 ching ma trong do trinh ty khéi diu nguyén thé ctia gen ppc mid hoa
phosphoenolpyruvat carboxylaza trén nhiém séc thé dugc thay thé bang trinh tu khéi
dau cua gen cysK, va gen operon thyc hién sinh tong hop threonin dugce dua vao dudi
dang vecto nham lam tang s6 lugng ban sao, nhd d6 gia ting kha nang san xuét threonin.
V& chi tiét, chung W3110::PcycK-ppe duge tao ra bang cach sir dung pUCpcycKmloxP
theo cung cach thuc duge mo ta trong Patent Han Quéc s 10-0966324, va pACYC184-
thrABC (Patent Han Quédc sb 10-1865998) dugc bién nap vao chiing nay bang k¥ thuét

xung dién.

Céc chung tao ra dugc nudi cdy trong moi truong thtt nghiém threonin dugc
chuén bi theo thanh phan trong Bang 8 sau ddy, va ty 1¢ sinh truéng va kha nang san
xuét L-threonin ctia cac chung nay dugc so sanh voi nhau.

Bang 8. Thanh phan ctia mdi trudng thtr nghiém threonin

Thanh phan Noéng dd (theo lit)
Glucoza 70 g
KH,PO4 2g
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(NH4)2504 25g
MgSO4-7TH20 lg
FeSO4-7H20 5 mg
MnSO4-7TH20 5 mg
DL-methionin 0,15¢g

Phan chiét nAm men 2g
Canxi cacbonat 30¢g
bo pH 6,8

V& chi tiét, mdi mot vong bach kim chira W3110 va chung tuong tmg dugc nudi
cdy qua dém trén mdi truong ran LB trong thiét bi & & 33°C duoc cdy vao 25 mL moi
truong chudn do theo Bang 8 mot cach tuong Gng, va sau d6 dugc nudi chy trong thiét
bi 0 & 33°C va tde do 200 vong/phut trong 48 gid. Két qua cta ching dugc thé hién
trong Bang 9 sau day. Nhu duoc thé hién & cac két qua sau déy, protein bién thé duoc
chon theo sang ché ciing co thé tao ra threonin mot cach hiéu qua véi hiéu suét cao &

chung kiéu dai.

Bang 9. Két qua thtr nghiém vé sy sinh truong va kha nang san xuat threonin cua chung

¢ nguon tur kieu dai

Threonin
Chung oD
(g/L)**
W3110::PcysK-ppc/pACYC184-thrABC/pCCIBAC 10,8 1,5
W3110::PcysK-ppc/pACYC184-thrABC/pCCIBAC- 10 L6
crp(WT) ’ ’
W3110::PcysK-ppc/pACYC184-thrABC/pCCIBAC- 130 54
crpTM9 , ’

5-2. Dua pCClBAC—bién thé crp hitu hidu vao ching tao tryptophan c6 ngudn tir kiéu
dai

Pé kiém tra xem vecto chira bién thé crp dugce sang loc ¢ Vi du 4 cling thé hién
tac dung tuong duong & chung kiéu dai hay khong, vecto pCC1BAC-crp(WT) hodc
pCC1BAC-crpTM9 1An luot duge bién nap vao ching c6 ngudn tir kiéu dai c6 kha nang
tao tryptophan.

Chiing c6 ngudn tir kiéu dai c6 kha ning tao ra tryptophan dugc st dung & vi du
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nady 1a W3110 trpA2/pCL-Dtrp_att-trpEDCBA.  W3110 trpA2/pCL-Dtrp_att-
trpEDCBA 1a chung dugc dua vecto vao trong do co ché didu hoa cua ving diéu hoa
operon tryptophan dugc giai phong va su biéu hién operon tryptophan dugc ting cudng
dé biéu hién qua muc tryptophan (Patent Han Quéc s6 10-1532129). Céc chiing duge
dua vecto vao nay duoc nudi cdy trong moi trudng thit nghiém tryptophan dugc diéu
ché theo thanh phan trong Bang 10 sau ddy, va kha ning san xuét L-tryptophan cua

ching dugc so sdnh véi nhau.

Béng 10. Thanh phan cia mdi trudng thit nghiém tryptophan

Thanh phan Nong dd (theo lit)
Glucoza 2g
K2HPO4 lg

(NHa4)2S04 12¢g

NaCl lg
Na;HPO4 H2O 5g

MgSO4-H,O lg

MnSO4-H>O 15 mg

CuSO4-H20 3 mg

ZnSO4 H20 ' 30 mg

Natri xitrat lg

Phén chiét nAm men lg
Phenyl alanin 0,15¢
bo pH 6,8

Vé chi tiét, mdi mot vong bach kim chtta ching duoc nudi céy qua dém trén moi
truong ran LB trong thiét bi 0 & 37°C lan luot duge ciy vao 25 mL mdi truong thi
nghiém theo Bang 9 va sau d6 dugc nudi cdy trong thiét bi 1 & 37°C va tbc do 200
vong/phut trong 48 gio. Gia tri OD va nong do tfyptophan duoc so sanh va thé hién
trong Bang 11. Nhu dugc thé hién & cac két qua sau day, protein bién thé duoc chon
theo sang ché cling c6 thé tao ra tryptophan mot cach hiéu qua véi hiéu suit cao & ching
kiéu dai.

Bang 11. Két qua thir nghiém vé su sinh truéng va kha ning san xuét tryptophan cua

ching ¢6 nguon tir kiéu dai
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chime oD Tryptophan
(g/L)**

W3110 trpA2/pCL-Dtrp_att-trpEDCBA/pCCIBAC 10,8 0

W3110 trpA2/pCL-Dtrp_att-trpEDCBA/pCCIBAC- 11,0 0,6

crp(WT)

W3110 trpA2/pCL-Dirp_att-trpEDCBA/pCC1BAC- 123 0,8

crpTM9

Céc tac giad sang ché chi dinh ching dua trén KCCM11166P, duoc dua
pCCIBAC-crpTM9 vao c6 kha nang san xudt tryptophan va tbc do tidu thu duong duoc
cai thién (KCCM11166P/pCCIBAC-crpTMY9) 1a “CA04-2808”, va sau d6 ndp luu
chung nay ¢ Trung tdm nudi cdy vi sinh vat Han Quéc (Korean Culture Center of
Microorganisms (KCCM) 1a co quan ¢o thAm quyén nop luu qudc té theo Hiép udc

Budapest ngay 07/11/2018 véi s6 dang ky KCCM12374P.

Céc két qua nay chi ra rang tdc do tiéu thu duong da duoc céi thién va kha nang
san xuét axit amin dang L dugc gia ting ¢ vi sinh vét thudc chi Escherichia dugc dua
bién thé crp vao theo sang ché, va két qua 1a kha ning san xuét axit amin dang L dugc

gia tdng so voi ching khong sura doi.

Dua vao phin md ta & trén, nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc s& hiéu
rang sang ché co thé duge thuc hién theo mot dang cu thé khac ma khong lam thay d6i
y d6 k¥ thuat hodc dic diém co ban cua sang ché. Do do, can phai hiéu rang phuong én
néu trén khong mang tinh giéi han, ma mang tinh minh hoa theo tAt c& cac khia canh.
Pham vi cta sang ché dugc xic dinh béi céc yéu cAu bao ho di kem thay vi bang phan
mb ta trude do, va do do tat ca cac thay dbi va cai bién ma nam trong gi¢i han va pham
vi ciia céc yéu ciu bao hd nay, hoic twong dwong clia gidi han va pham vi nhu vy dugc

dy tinh 13 dugc bao ham bdi cac yéu cau bao hd nay.
S6 dang ky

Tén co quan ndp luu: Trung tdm nudi cay vi sinh vat Han Quoc (Korean Culture

Center of Microorganisms) (Co quan co thAm quyén nop luu qudc té)
S6 nop luu: KCCM12374P

Ngay ndp luu: 07/11/2018
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YEU CAU BAO HO
1. Bién thé protein thu thé cAMP, trong d6 glutamin dugc thay thé cho axit amin & vi tri
196 trén trinh tu axit amin c6 SEQ ID NO: 1.
2. Polynucleotit ma hoé bién thé protein thu thé cAMP theo diém 1.

3. Vecto chira polynucleotit ma hoa bién thé protein thu thé cAMP theo diém 1.

4.Vi sinh vat thudc chi Escherichia (Escherichia sp.) chia bién thé protein thu thé cAMP,
trong d6 glutamin dugc thay thé cho axit amin & vi trf 196 trén trinh ty axit amin c6 SEQ

ID NO: 1.

5. Vi sinh véat thudc chi Escherichia theo diém 4, trong d6 vi sinh vat thudc chi

Escherichia nay 1a E. coli.

6. Vi sinh vat thudc chi Escherichia theo diém 4, trong d6 vi sinh vét thudc chi

Escherichia nay tao ra axit amin dang L.

7. Vi sinh vat thudc chi Escherichia theo diém 6, trong d6 axit amin dang L 1a L-threonin

hoéc L-tryptophan.
8. Phuong phdp tao ra axit amin dang L, trong d6 phuong phap nay bao gdm budc:

nudi cdy vi sinh vat thudc chi Escherichia trong moi truong, vi sinh vat nay chia
bién thé protein thu thé cAMP, trong d6 glutamin duoc thay thé cho axit amin & vi tri

196 trén trinh tu axit amin c6 SEQ ID NO: 1.

9. Phuong phép theo diém 8, trong d6 phwrong phap nay con bao gbm budc thu gom axit

amin dang L tr vi sinh vat hodc moi truong.
10. Phuong phap theo diém 8, trong d6 axit amin dang L 1a L-threonin hodc L-tryptophan.

11. Phuong phap st dung bién thé protein thu thé cAMP, trong d6 glutamin dugc thay
thé cho axit amin & vi tri 196 trén trinh ty axit amin ¢6 SEQ ID NO: 1, hodc vi sinh vat

thudc chi Escherichia chira bién thé trong qua trinh tao ra axit amin dang L.
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Tyr

Gly

80

Ala

Asp

Thr
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115

Ser Glu Lys
130

Ala Gln Thr

145

Pro

Asp Gly

Val Gly Cys

Asp Gln Asn
195
Thr Arg

210
<210> 2
<211> 63
<212>
<213> Ch
<220>

<223> cr
<400> 2
atggtgcttg
attcataagt
tactacatcg
atcctctcct
caggaacgta
aaaaaatttc
atggcgegtce
acgggccgcea
ccggacggta
cgtgaaaccg
ggtaaaacca
<210> 3
<211> 21
<212> PR
<213> Ch
<220>

<223>

Val Gly

Leu Leu

Asn

Asn

120
Leu Ala
135

Leu Ala

150

Met Gln
165
Ser Arg
180

Leu Ile

3

ADN

ua biét

p

gcaaaccgca
acccatccaa
ttaaaggctc
atctgaatca
gcgcatgggt
gccaattgat
gtctgcaagt
ttgcacagac
tgcaaatcaa
tgggacgcat

tcgtegttta

0
T

ua biét

Ile

Glu

Ser

Lys Ile

Thr Val

Ala His

200

aacagacccg
gagcaagctt
tgtggcagtyg
gggtgatttt
acgtgcgaaa
tcaggtaaac
cacttcagag
tctgctgaat
aattacccgt
tctgaagatg

cggcactcgt

CRP duogc sua dbi

45013

Phe Leu Asp

Lys Gln Pro

155

Thr Arg Gln
170

Gly Arg Ile

185

Thr

Gly Lys

actctcgaat
attcaccagg
ctgatcaaag
attggcgaac
accgcctgtg
ccggacattce
aaagtgggca
ctggcaaaac
caggaaattg
ctggaagatc

taa

125

Val Thr Gly
140
Ala

Asp Met

Glu Ile Gly

Leu Lys Met
190
Ile

Val Val

205

ggttcttgtc
gtgaaaaagc
acgaagaggg
tgggcctgtt
aagtggctga
tgatgcgttt
acctggcgtt
aaccagacgc
gtcagattgt

agaacctgat

Arg Ile

Thr His
160
Gln Ile
175
Leu Glu

Tyr Gly

tcattgccac
ggaaacgctg
taaagaaatg
tgaagagggc
aatttcgtac
gtctgcacag
cctcgacgtg
tatgactcac
cggctgttct

ctccgcacac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

633
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<400> 3
Met Val Leu Gly Lys Pro Gln Thr Asp Pro Thr Leu Glu Trp Phe Leu
1 5 10 15
Ser His Cys His Ile His Lys Tyr Pro Ser Lys Ser Lys Leu Ile His
20 25 30
Gln Gly Glu Lys Ala Glu Thr Leu Tyr Tyr Ile Val Lys Gly Ser Val
35 40 45
Ala Val Leu Ile Lys Asp Glu Glu Gly Lys Glu Met Ile Leu Ser Tyr
50 55 60
Leu Asn Gln Gly Asp Phe Ile Gly Glu Leu Gly Leu Phe Glu Glu Gly
65 70 75 80
Gln Glu Arg Ser Ala Trp Val Arg Ala Lys Thr Ala Cys Glu Val Ala
85 90 95
Glu Ile Ser Tyr Lys Lys Phe Arg Gln Leu Ile Gln Val Asn Pro Asp
100 105 110
Ile Leu Met Arg Leu Ser Ala Gln Met Ala Arg Arg Leu Gln Val Thr
115 120 125
Ser Glu Lys Val Gly Asn Leu Ala Phe Leu Asp Val Thr Gly Arg Ile
130 135 140
Ala Gln Thr Leu Leu Asn Leu Ala Lys Gln Pro Asp Ala Met Thr His
145 150 155 160
Pro Asp Gly Met Gln Ile Lys Ile Thr Arg Gln Glu Ile Gly Gln Ile
165 170 175
Val Gly Cys Ser Arg Glu Thr Val Gly Arg Ile Leu Lys Met Leu Glu
180 185 190

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

195 200 205
Thr Arg
210
<210> 4

<211> 633
<212> ADN

<213> Chua biét

<220>

<223> crp duoc stta ddi

<400> 4

atggtgcttg gcaaaccgca aacagacccg actctcgaat ggttcttgtc tcattgccac 60
attcataagt acccatccaa gagcaagctt attcaccagg gtgaaaaagc ggaaacgctg 120

3



tactacatcg
atcctctecct
caggaacgta
aaaaaatttc
atggcgcgtc
acgggccgca
ccggacggta
cgtgaaaccg
ggtaaaacca
<210> 5
<211>
<z212>

<213>

<220>
<223>
<400> 5
tttgctactc
cggaaggcga
ctaaaacagt
acattaccgt
atccagagac
atggtgcttg
attcataagt
tactacatcg
atcctctcct
caggaacgta
aaaaaatttc
atggcgcgtce
acgggccgcea
ccggacggta
cgtgaaaccg
ggtaaaacca

<210> 6

<211> 29

<212>

<213>

<220>

ttaaaggctc
atctgaatca
gcgcatgggt
gccaattgat
gtctgcaagt
ttgcacagac
tgcaaatcaa
tgggacgcat

tcgtegttta

933
ADN

Chua biét

cactgcgtca
cctgggtcat
caggatgcta
gcagtacagt
agcggcgtta
gcaaaccgca
acccatccaa
ttaaaggctc
atctgaatca
gcgcatgggt
gccaattgat
gtctgcaagt
ttgcacagac
tgcaaatcaa
tgggacgcat

tcgtcgttta

ADN

tgtggcagtg
gggtgatttt
acgtgcgaaa
tcaggtaaac
cacttcagag
tctgctgaat
aattacccgt
tctgaagatg

cggcactcgt

attttcctga
gctgaagcga
cagtaataca
tgatagcccce
tctggectctg
aacagacccg
gagcaagctt
tgtggcagtg
gggtgatttt
acgtgcgaaa
tcaggtaaac
cacttcagag
tctgctgaat
aattacccgt
tctgaagatg

cggcactcgt

Trinh tyu nhéan tao

45013

ctgatcaaag
attggcgaac
accgcctgtg
ccggacatte
aaagtgggca
ctggcaaaac
caggaaattg
ctggaagatc

taa

crp va ving diéu khién bidu hién

cagagtacgc
gacaccagga
ttgatgtact
ttcccaggta
gagaaagctt
actctcgaat
attcaccagg
ctgatcaaag
attggcgaac
accgcctgtg
ccggacattce
aaagtgggca
ctggcaaaac
caggaaattg
ctggaagatc

taa

acgaagaggg
tgggcctgtt
aagtggctga
tgatgcgttt
acctggcecgtt
aaccagacgc
gtcagattgt

agaaccagat

gtactaacca
gacacaaagc
gcatgtatgc
gcgggaagca
ataacagagg
ggttcttgtce
gtgaaaaagc
acgaagaggg
tgggcctgtt
aagtggctga
tgatgcgttt
acctggcgtt
aaccagacgc
gtcagattgt

agaacctgat

taaagaaatg
tgaagagggce
aatttcgtac
gtctgcacag
cctcgacgtg
tatgactcac
cggctgttct

ctccgcacac

aatcgcgcaa
gaaagctatg
aaaggacgtc
tatttcggca
ataaccgcgce
tcattgccac
ggaaacgctg
taaagaaatg
tgaagagggc
aatttcgtac
gtctgcacag
cctcgacgtg
tatgactcac
cggctgttct

ctccgcacac

180
240
300
360
420
480
540
600

633

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
933



<223>

<400>

45013

crp-F

6

cacgaattct ttgctactcc actgcgtca

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

7
29
ADN

Trinh tyu nhan tao

crp-R
7

acacgaattc ttaacgagtg ccgtaaacg

29

29
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