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(57) Sang ché dé cap dén vi sinh vat c6 ning sut glyxin ting va phuong phap
san xuit ché phém 1én men st dung vi sinh vat, va cu thé hon, dén vi sinh vat
thudc chi Corynebacterium cé ning suat glyxin ting do viéc dua dot bién vao
HisG, phuong phéap san xuit ché phdm 1én men chtra glyxin va axit glutamic sir

dung vi sinh vat thudc chi Corynebacterium, va ché pham 1én men.
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Linh vwe k§y thuat dwoc dé cap

Sang ché dé cép dén vi sinh vat c6 ning sudt glyxin ting va phuwong phép san
xuét ché phém 1én men s dung vi sinh vét ndy, va cu thé hon, dén vi sinh vat thudc chi
Corynebacterium c6 ning suét glyxin ting nhd dua dot bién vao HisG, phuwong phap san
xuét ché pham 1én men chira glyxin va axit glutamic st dung vi sinh vat thudc chi

Corynebacterium, va ché pham 1én men nay.
Tinh trang ky thuat ciia sang ché

Axit amin kidu L 13 c4c khéi cdu tric co s& clia cac protein va duoc st dung 1am
nguyén li¢u quan trong nhu lam céc nguyén liéu duoc, chét phu gia thuc phim, thirc an
dong vit, chit bd sung dinh dudng, thudc diét loai gdy hai, thudc diét khudn, v.v. Trong
s& nay, axit glutamic kiéu L 13 axit amin dai dién dugc tao ra nhd qua trinh 1én men va
¢6 vi dic trung riéng (vi umami), va do do 1a axit amin quan trong dugc sit dung rong
rdi trong linh vyc thuc phém cling nhu linh vuc y t€ va cac linh vuc thite n cho dong
vat khac. Ngoai ra, glyxin dugc st dung chu yéu 1am chét ting huong vi trong cong
nghiép thue phdm boi vi ngot clia né, va duge st dung 1am cling véi chét ting huong vi
tu nhién dé ting cuong vi. Hon thé nita, glyxin cling duge sir dung vi hoat tinh chéng
oxy hoa, tic dung dém, v.v. ctia nd, va trong y té, no dugc st dung trong dung dich

truyén, antacid, ché phim multi-axit amin, va chét bd sung dinh dudng.

Phuong phap san xuét axit amin théng thudng bao gbdm phuong phap 1én men
str dung vi sinh vat thudc chi Brevibacterium hodc Corynebacterium (Amino Acid
Fermentation, Gakkai Shuppan Center: 195-215, 1986) hodc st dung Escherichia coli
hodc vi sinh vat thudc chi Bacillus, Streptomyces, Penicillum, Klebsiella, Erwinia,
Pantoea, v.v. (Patent M§ s6 3,220,929 va 6,682,912). Ngoai ra, c4c axit amin ndy cling
dwoc san xuét bang phuong phap cong nghiép sir dung quy trinh tdng hop nhu phuong
phdp axit monocloaxetic, phuong phap Strecker, v.v.

Ngoai ra, nhiéu nghién ctru khac nhau da dugc thyuc hién dé san xuét cac axit
amin mot cach hi€u qua; vi du, dd c6 nhiing cd géng dé phat trién cac vi sinh vat hoic

cac cong nghé quy trinh 1én men d€ san xuat axit amin v6i hi¢u suat cao. Déc biét, cac
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phuong phap tiép can cu thé nhim dén nguyén liéu dich @ dugc phat trién, nhu ting
cudng su biéu hién cia cic gen ma héa enzym lién quan dén su sinh tdng hop céc axit
amin & ching thudc chi Corynebacterium hogc x6a gen khong can thiét cho viéc sinh
tbng hop céc axit amin (Patent Han Qubc 6 10-0924065 va 1208480). Ngoai cac
phuong phap nay ra, phuong phap loai bé gen khong li€n quan dén viéc san xuét axit
amin va phuong phép loai bo gen ma chirc ndng san xuét axit amin ctia ching chua dugc
biét cu thé cling dugc sir dung. Tuy nhién, van c¢6 nhu cAu phat trién cac phuong phap

nghién ctru d€ san xuét hiéu qua céc axit amin voi hiéu suét cao.
Bén chat k§ thuét ciia sang che
Van d¢ k¥ thuit

Céc tac gia sang ché da cb ghng phat trién phuong phép c6 kha ning san Xuét
déng thoi mot vai axit amin, va Kkét qua la, ho da khéng dinh rf?mg khi hoat tinh HisG cua
vi sinh vat c6 kha ning san xut axit glutamic dugc ting cudng so v6i hoat tinh nay &
ching gdc ctia né, kha ning san xudt glyxin c6 thé dugc cai thién trong khi van duy tri

kha ning san xuat axit glutamic, nhd d6 hoan thanh sang che.
Giai quyét van dé
Muc dich ctia sang ché 13 dé xuat vi sinh vat thudc chi Corynebacterium c6 nang

sudt glyxin ting, trong d6 hoat tinh ctia ATP phosphoribosyltransferaza (HisG) dugc

tdng cuong.

Mot muc dich khéc ctia sdng ché 1a dé xuét phuong phap san xuat cheé pham lén
men chita glyxin va axit glutamic, gobm budc 1én men bang cach nudi cay vi sinh vat
thudc chi Corynebacterium.

Muc dich khéic nita ctia sang ché 1a dé xuat ché pham lén men dugc tao ra tu
phuong phép néu trén.

Hiéu qua c6 loi

Vi d6t bién HisG theo sang ché c6 thé duge dua vao vi sinh vat va san xuat dong
thoi axit glutamic va glyxin, n6 c6 thé dugce sir dung higu qua d¢ san xuat céc axit amin.
Ngoai ra, sang ché c6 thé cai thién vi va vi ngon clia san pham lén men bang cach diéu
chinh lwong cia axit glutamic va glyxin trong san pham 1én men dé tao ra canh 1én men

va ung dung ciia n6 trong céc san pham gia vi.
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M6 ta chi tiét sang ché

Duéi day, sang ché s& dugc md ta chi tiét. Trong khi d6, mdi phan md ta va
phuong 4n dugc bdc 10 trong sang ché c6 thé dugc 4p dung cho cac phin mo ta va
phuong &n khac. Ttc 13, tht ca cac két hop clia céc thanh phan khéc nhau dugc bdc 1§
trong sang ché déu nim trong pham vi cla sdng ché. Ngoai ra, cac mo ta cu thé duoc

bdc 16 dudi ddy khong duge hiéu 1a 1am giéi han pham vi ctia sang ché.

Pbé dat dugc muc dich néu trén, mot khia canh cia sang ché d& xuit vi sinh vat
thudc chi Corynebacterium cO nang suit glyxin ting, trong d6 hoat tinh ciia ATP

phosphoribosyltransferaza (HisG) duoc ting cuong.

Cu thé, vi sinh vat c6 ning sudt glyxin ting, trong do, trong ATP
phosphoribosyltransferaza, axit amin thir 233 cta trinh tw axit amin dugc néu trong SEQ
ID NO: 4 duogc thé bing histidin (H), ¢6 thé dugc dé xuét.

Ngoai ra, cu thé 13, vi sinh vét c6 ning suit glyxin ting, trong do, trong ATP
phosphoribosyltransferaza, axit amin thir 233 va 235 cla trinh ty axit amin dugc néu
trong SEQ ID NO: 4 14n luot duge thé bing histidin (H) va glutamin (Q), ¢6 thé dugc

dé xuat.

Nhu duge st dung trong ban md ta, thuat ngit “ATP phosphoribosyltransferaza”,
ma cOn dugc goi 1a “HisG”, chi enzym lién quan dén con dudng téng hop histidin. Con
dudng tdng hop histidin gdm tbng cong 9 enzym (HisG-HisE-HisI-HisA-HisH-HisB-

HisC-HisN-HisD), va HisG tao nén budc du tién ctia con dudng ndy.

bi dugc biét 1a HisG lién quan dén viéc san xuét histidin, nhung mbi quan hé
clia nd véi viée san xudt glyxin 1a chua biét va duogc xac dinh 1an dAu tién bai cac tac
gia sang ché. Cu thé hon, cic tdc gia sang ché d4 1An dAu tién x4c nhén ring luong sdn
xudt glyxin c6 thé dugc ting 1én bang cach ting cuong hoat tinh ciia HisG. Cu thé, HisG
1a dbi tuong cua sy uc ché phéan hdi boi san phém histidin, va theo sang ché, dot bién
duoc dua vao trong do trc ché phan hdi histidin duoc gidi phong, va két qua 13, tac dung
lam tang luvong san xuét glyxin va duy tri lugng axit glutamic 14n dAu tién dugc x4c dinh
bdi cac tac gid sang ché.

Nhu dugc sit dung trong ban md ta, thuét ngit “su tdng cuong hoat tinh HisG”

nghia 13 hoat tinh cua enzym HisG dugc ting so voi hoat tinh ndi sinh ¢é & vi sinh vt
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thudc chi Corynebacterium & trang thai ty nhién ctia né. Vi du vé cac phwong phap lam
tang hoat tinh HisG c6 thé bao gdm: (i) phuong phap lam ting s6 lugng ban sao trinh tu
nucleotit md hoa enzym bing phuong phap chén thém polynucleotit chira trinh tur
nucleotit md héa HisG vao nhi®m sic thé, hojic bing phuong phép dua polynucleotit
chira trinh ty nucleotit ma hoa HisG vao hé vecto, v.v.; (ii) phuong phép tdng cudong gen
khoi ddu cta gen hisG (vi dy, thay thé bang gen khéi ddu manh hon, dua dot bién 1én
gen khéi dau, v.v.); (iii) phwong phap stra dbi enzym véi hoat tinh manh hon bang dot

bién gen, v.v.

Cu thé, theo sang ché, axit amin tht 233 cia trinh tu axit amin HisG dugc néu
trong SEQ ID NO: 4 (nghia 13, glyxin) c6 thé dugc thé bang histidin; hodc trong trinh
tu axit amin HisG duoc néu trong SEQ ID NO: 4, axit amin thtr 233 (nghfa 1a, glyxin)
c6 thé duogc thé bing histidin va axit amin thir 235 (nghia 13, threonin) ¢6 thé duoc thé
bang glutamin. Theo d6, vi sinh vat thudc chi Corynebacterium chita HisG bién ddi nhu
dugc md ta & trén c6 thé 1am ting dang ké ning suit glyxin trong khi vin duy tri ning
suét axit glutamic ma khéng gay tac dung bat loi 1én no. Sy ting ning suét glyxin c6 thé
c6 nghia 1 ning suét glyxin dugc ting so v6i vi sinh vat ¢6 HisG ma khong c6 cai bién

theo sang ché (nghia 13, HisG khong c6 dot bién néu trén).

Theo phuong 4n khac, gen khoi dAu cua enzym HisG c6 thé dugc sira dbi théng
qua viéc gay dot bién hoic thé cho gen khéi d4u manh hon gen khoi dau tu nhién. Gen
khéi ddu da duoc cai thién hodc gen khoi dau khéc loai v6i dot bién thay thé nucleotit
c6 thé duge lién két thay vi gen khéi ddu enzym noi sinh, va vi du v& gen khoi ddu khac
loai ¢6 thé bao gdbm gen khéi dau ¢j7, gen khéi du IysCP1, gen khéi dau EF-Tu, gen
khéi dau groEL, gen khoi dau aced, gen khoi d4u aceB, v.v., nhung gen khéi dau khac

loai khong bi gi6i han & cdc gen nay.

Ngoai ra, do gen hisG gbm gen hisE va operon, hoat tinh cua enzym HisG ¢6
thé dugc ting cudong béi su biéu hién qua cta hisG thong qua viéc gy dot bién hodc
thay thé trinh tir gen khéi déu cta gen hisEG. Cu thé hon, hoat tinh ctia enzym HisG c6
thé duoc ting cudng st dung gen khéi dAu manh hon so véi gen khoi dau tw nhién duge
tao ra boi viée gy dot bién trong trinh ty gen khoi du cua gen hisEG, trong d6 trong
trinh tu nucleotit duge néu trong SEQ ID NO: 1, cdc nucleotit thir 53 va 55 duogc thé
bang T; hodc cac nucleotit thr 53 va 55 dugc thé bang T va nucleotit th 60 dugc thé
bing G. Xem xét tai liéu vé cac nghién ciru vé trinh tu gen khéi dau cla
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Corynebacterium glutamicum (Microb Biotechnol. 2013 Mar; 6(2): 103-117), c6 thé
phat hién vi tri ciia nhidu diém khéi du phién ma (TSP) va gen khéi dau bang cach doc
trinh ty ARN (RNA-seq). Nhu vdy, cdc tac gia sang ché d3 x4c nhan trinh tw gen khoi
ddu cta gen hisEG thong qua cac thir nghiém RNA-seq trén ching ATCC13869, va
ngodi ra, da nd luc tao ra sy biéu hién qué cua trinh tu gen khdi d4u ctia gen hisEG thong
qua viéc gy dot bién gen khéi du ty nhién ctia n6. Lam phuong phép sira dbi gen khoi
dau ty nhién, trinh tu nucleotit & cac vi tri =35 va —10 tir ving gen khéi dau cua
Corynebacterium glutamicum co thé duoc stra dbi sao cho trinh tu gen khéi dau dugc
sira 31 dén gan vdi trinh tu lién Gtng hon. Cu thé, khi trinh tu & ving —10 (hop TATA)
tir trinh tir gen khéi dau ctia gen hisEG duge stra d6i dé dén gin vi trinh t lién tng,
gen khoi ddu c6 thé dugce sira dbi thanh gen khéi du manh hon so véi gen khéi dau tw
nhién.

Cu thé, ATP phosphoribosyltransferaza, dugc bao gém trong vi sinh vat thude

chi Corynebacterium, c thé gém trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 5 hodc
SEQ ID NO: 6.

Ngoai ra, cac trinh ty axit amin theo sang ché c6 thé duoc sira ddi biang cac
phuong phap gy dot bién da biét, nhu tién hoa c6 dinh hudng, dot bién hudng vi tri,

V.V,

Do d6, ATP phosphoribosyltransferaza co th8 bao gdbm HisG gbm trinh tur
nucleotit ¢6 dd twong ddng véi trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 5 hogc
SEQ ID NO: 6 it nhét 60%, cu thé 14 it nhit 70%, cu thé hon 1 it nhét 80%, va cu thé
hon nita 14 it nhAt 83%, it nhit 84%, it nhit 88%, it nhit 90%, it nhit 93%, it nhat 95%,
hodc it nhit 97%. RS rang 12 trinh tu axit amin bét ky c6 do twong ddng nhu vay, trong
d6 mot phén cua trinh tu bi x6a, dugc stra dbi, duogc thay thé, hodc duoc thém vao, ciing
déu ndm trong pham vi clia sdng ché, mién 14 trinh tu axit amin thu duge c6 hoat tinh
sinh hoc gin nhu twong duong hodc twong Umg vdi trinh tw axit amin dugc néu trong
SEQ ID NO: 5 hodac SEQ ID NO: 6.

Cu thé, thuat ngit “axit glutamic kiéu L” hodc “L-glutamat” chi loai axit amin
duoc phén loai 12 axit amin khong thiét yéu. Axit glutamic kidu L duogc bién 1a chat din
truyén than kinh kich thich phd bién nhét trong hé than kinh trung wong. Ngoai ra, do

axit glutamic kidu L ¢6 vi umami, mononatri glutamat (MSG) da dugc phét trién tir d6
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va duoc st dung rong rai lam chét ting hwong vi. N6 thuong duge tao ra thong qua sy

1&én men vi sinh vat sdn xuat axit glutamic kiéu L.

Ngoai ra, thuat ngit “glyxin” chi axit amin c6 dang tinh thé khong mau va vi
ngot. Glyxin dugc st dung chii yéu 1am chit ting hwong vi cho thuc phim, va trong y
té, né dugc sir dung trong dung dich truyén, antacid, ché phim multi-axit amin, va chét
bd sung dinh dudng. Néi chung, glyxin thu dugc bing phuong phéap tong hop cong
nghiép nhu phuong phap axit monocloaxetic, phuong phép Strecker, v.v. Tuy nhién, c6
didu bét tién 12 do hdn hop ciia axit amin kiéu D va kiéu L dugc san xuét khi axit amin
duoc tao ra sit dung phuong phap tong hop, can thiét phai thuc hién phan gii quang
hoc. Do d6, cAn phai tao ra glyxin bing phwong phap 1én men ma c6 nhiéu wu diém,
nghia 13, cac diéu kién phén ng 1a 6n hoa, viéc san xuét hang loat 1a kha thi trong
khoang thoi gian ngén, quy trinh than thién véi mdi trudng, va nguyén liéu duge san

xuat ra ¢6 kha nang phén hiy sinh hoc.

Nhu duoc st dung trong ban mo ta, thuét ngir “do twong déng” c6 thé chi ra mirc
d6 bét cap v6i trinh ty axit amin hogc trinh tw nucleotit x4c dinh, va c6 thé duoc biéu
di®n dudi dang phén tram (%). Theo sang ché, trinh tw trong ddng c6 hoat tinh gidng
hoac tuwong ty vai trinh ty axit amin hodc trinh tu nucleotit xac dinh dugce biéu dién dudi
dang “% 40 tuong déng”. bo tuong déng v0i trinh ty axit amin hodc trinh tu nucleotit
¢ thé duoc x4c dinh béng, vi du, thuét toan BLAST (xem Karlin and Altschul, Pro.
Natl. Acad. Sci. USA, 90, 5873 (1993) hodc FASTA (xem Pearson, Methods Enzymol.,
183, 63, 1990). Dua vao thuit toan BLAST nay, cic chuong trinh BLASTN va
BLASTX da dugc phat trién (xem http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Nhu duge st dung trong ban md ta, thuét ngir “diéu kién nghiém ngat” chi cic
didu kién cho phép su lai cu thé gitra cac polynucleotit. Diéu kién nghiém ngit ndy duoc
md ta cu thé trong tai li¢u (vi dy, J. Sambrook ef al.). Vi dy, didu kién nghiém ngit c6
thé bao gbm cac didu kién trong d6 gen c6 do tuong ddng cao (vi du, 60% hoic cao hon,
cu thé 12 90% hoic cao hon, cu thé hon 12 95% hoic cao hon, cu thé hon nira 12 97%
hodc cao hon, va cu thé hon nira 12 99% hodc cao hon) c6 thé 1ai v&i nhau, trong khi do6
céc gen c6 do twong dong véi nhau thip khong thé lai v6i nhau; hoic cac didu kién dung
cho phuong phép lai Southern thong thudng (nghia 13, cac didu kién dé rira mot 1an, va
cu thé 13 hai hodc ba 1dn & ndng d6 mubi va nhiét dd twong tng véi 60°C, 1xSSC, SDS
0,1%, cu thé 1a & 60°C, 0,1xSSC, SDS 0,1%; va cu thé hon 1a & 68°C, 0,1xSSC, SDS
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0,1%). Phuong phép lai doi hoi 13 hai nucleotit c¢in c6 trinh trr bd sung, mic dir sy bt
cp sai gifta céc bazo c6 thé xay ra tiy vao mirc do nghiém ngit ciia phép lai. Thuét ngit
“bd sung” duge sir dung dé mo ta mdi quan hé gitta cac bazo nucleotit ma c6 thé lai vé6i
nhau. Vi du, d6i v6i ADN, adenosin b sung cho thymin va xytosin bd sung cho guanin.
Do d6, sang ché ciing c6 thé bao gdém céc trinh tu nucleotit gn nhu tuong tu ciing nhu

c4c manh polynucleotit dwoc phén 1ap bd sung vdi toan b trinh tur.

Cu thé, polynucleotit c6 do trong ddng c6 thé duge phét hién sir dung céc didu
kién lai bao gdm budc lai & gid tri Tm bing 55°C & céc diéu kién dugc mé ta & trén.
Ngoai ra, gié tri Tm c6 thé 1a 60°C, 63°C, hoic 65°C, nhung khong bi giéi han & do.
Ngudi ¢6 hidu biét trung binh v& linh vue k¥ thuat ndy c6 thé diéu chinh thich hop gia
tri Tm theo muc dich cia nd. Do nghiém ngét thich hop khi lai cac polynucleotit phu
thudc vao chidu dai va muc dd bd sung ciia cac polynucleotit, va cc bién sb 1a da biét

trong linh vyc ndy (xem Sambrook et al., supra, 9.50-9.51, 11.7-11.8).

Nhu dugc st dung trong ban mo ta, thuat ngtt “vi sinh vat” bao gom tat ca trong
s0 vi sinh vat kiéu dai va vi sinh vt bién d6i gen ty nhién hodc nhén tao, va né c6 the 1a
vi sinh vat c6 co ché 1am yéu hodc ting cudng cu thé do sy cai xen gen ngoai sinh hodc

su tang cuong hodc 1am yéu hoat tinh cia gen ndi sinh.

Theo séng ché, vi sinh vat c6 thé bao gdm ATP phosphoribosyltransferaza.
Ngoai ra, ATP phosphoribosyltransferaza c6 thé dugc dwa vio vi sinh vt bang cach
bién nap thong qua vecto, nhung phuong phép bién nap khong bi gi¢i han & d6. Hon
nita, khong cn quan tAm xem gen ma hoa HisG dwogc dinh vi trén nhidm séc thé hay

bén ngoai nhiém séc thé mién 12 HisG c6 thé dugc bicu hién & vi sinh vat.

Nhu dugc stir dung trong ban mo ta, thuédt nglt “vecto” la phan tirt ADN nhén tao
c6 vat liéu di truyén c6 kha nang biéu hién gen muc ti€u & vat chu thich hop, va co thé
chi ciu tric ADN bao gbm trinh tw nucleotit ctia gen ma héa HisG.

Vecto dugce st dung trong sang ché khong bi gi6i han cu thé mién 13 n6 co thé
duoc biéu hién & té bao chu, va vecto bit ky da biét trong linh vuc déu c6 thé duge st
dung @& bién nap vao té bao chi. Vi du v& vecto thong thuong c6 thé bao gdm cac
plasmit, cosmit, virut, va thuc khuén thé tu nhién hoic tai td hop.

Vi dy, dung lam vecto thuc khuén thé hodc vecto cosmit, pWEI1S5, M13, ALB3,
ABL4, MIXII, MASHII, AAPII, At10, At11, Charon4A, Charon21A, v.v. ¢ thé duoc st
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dung; va lam vecto plasmit, cac vecto gbc pBR, pUC, pBluescriptll, pGEM, pTZ, pCL,

pET, v.v. ¢6 thé dwoc sir dung.

Ngoai ra, polynucleotit mad héa HisG theo sang ché c6 thé duoc dua vao nhiém
sic thé cua té bao chii thong qua vecto dé cai xen nhidm sic thé trong té bao chi1. Vi du,
cac vecto pECCG117, pDZ, pACYC177, pACYC184, pCL, pUC19, pBR322, pMW118,
pCC1BAC, pCES208, pXMJ19, v.v. co thé duoc str dung, nhung céc vecto khong bi
gidi han & do.

Ngoai ra, viéc cai xen polynucleotit vao nhiém sic thé co thé duge thuc hién

bing phuong phap bét ky da biét trong linh vue, vi dy, bing su t4i td hop dong nhit.

Do vecto theo sang ché c6 thé dugc cai xen vao nhidm sic thé bang cach gay ra
su tai td hop dong nhét, gen danh dau chon loc co thé ciing dugc bao gdm dé xac nhan
su cai xen thanh cong cuia gen vao nhiém sic thé. Gen danh diu chon loc 1a dé sang loc
cac té bao dugc bién nap véi vecto, noi cach khéc, dé x4c dinh xem polynucleotit c6
duoc cai xen hay khong. Cac gen danh d4u ma tao ra céc kiéu hinh chon loc nhu tinh
khéng thudc, hién tuong dinh dudng thu dong, tinh khdng chét gay doc, hodc su biéu
hién ctia cc protein bé mit c6 thé duge sir dung. Trong mdi truong dugc xtt 1y véi chét
chon loc, chi cac té bao biéu hién gen danh du chon loc ¢ thé séng s6t, hodc cac té bao
thé hién kiéu hinh khéc, va do do cac té bao duge bién nap thanh cong co thé dugc chon

thong qua phuong phap nay.

Nhu dugc st dung trong ban mo ta, thuat ngit “bién nap” chi viéc dua vecto
chtra polynucleotit hodc gen ma héa HisG vao té bao chii dé cho phép su bidu hién cta
gen va HisG & té bao chu. Hon nita, mién 1a gen muc tiéu ¢ thé dugc biéu hién & té bao
chii, khoéng cin quan tdm gen dugc bién nap ndm trén nhiém sic thé cta té bao chi hay

bén ngoai nhiém séc thé, va ca hai trudng hop déu duge bao gom.

Phuong phap bién nap c6 thé bao gdm tit ca cc phuong phap nhim dua gen
vao té bao, va c6 thé dugce tién hanh bing cach lwa chon k§ thuét chuén thich hop da
biét trong th vyuc tly vao té bao chu. Vi dy, k¥ thuat chuén thich hop c6 thé dugc chon
trong sb céc k¥ thuét duc 16 dién, két ta canxi phosphat (CaPOys), két ta canxi clorua
(CaClp), vi tiém, k§ thuét polyetylenglycol (PEG), ky thuat DEAE-dextran, k§ thuat
liposom cation, va k¥ thuét lithi axetat-DMSO, nhung k¥ thuat chudn thich hop khong

bi gigi han & dé.
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Theo sang ché, vi sinh vat c6 thé 12 vi sinh vt bét ky ma khong gi6i han, trong

d6 HisG theo sang ché duoc dwa vao va do d6 ning sut glyxin duoc ting.

Cu thé, vi sinh vat c6 thé 1a vi sinh vat thudc chi Corynebacterium; cu thé hon
12 Corynebacterium glutamicum hodc Corynebacterium flavum; va cy thé nhét 1a

Corynebacterium glutamicum, nhung vi sinh vat khong bi gi6i han & do.

Mot khia canh khac cua sang ché dé xuat phuong phap diéu ché ché pham 1én
men, bao gom viéc 1én men bang cach nudi cdy vi sinh vat thudc chi Corynebacterium

trong moi truong.

Khia canh khéc nita ciia sang ché dé xut ché phim 1én men thu dugc tir phwong

phép néu trén.
Ché phim 1én men c6 thé 13 ché phim trong d6 lugng glyxin duge ting.

Vi sinh vt 1a nhu dugc mo ta & trén.

~, 66

Nhu dugc st dung trong ban mo ta, thuat ngit “nudi ciy” chi su nuodi cdy vi sinh
vat & cac didu kién mdi trudong c6 kiém soét nhan tao. Theo sang ché, phuong phép sin
xuét vat lidu dich sir dung vi sinh v4t c6 thé dugc tién hanh bing phuong phap da biét
rong rdi trong linh vuc. Cu thé, viéc nudi cdy c6 thé duge tién hanh theo quy trinh mé
hoic theo quy trinh lién tuc (vi du, quy trinh theo mé hodc quy trinh theo mé 1ap lai),
nhung quy trinh theo mé khéng bi gid¢i han ¢ d6. Moi truong dung dé nudi cdy phai thoa
man céc yéu cau clia ching cu thé dugc st dung. Mai trudng nudi cdy thich hop dé sir
dung trong viéc nudi chy chung Corynebacterium 1a da biét trong linh vuc (vi du,
Manual of Methods for General Bacteriology by the American Society for Bacteriology,
Washington D.C., USA, 1981).

Ngudn cacbon ma c6 thé dugc str dung trong mdi trudng nudi cly c6 thé 1a cac
sacarit va hydrat cacbon (vi du, glucoza, sucroza, lactoza, fructoza, maltoza, tinh bot, va
xenluloza); dau va lipit (vi du, diu dau nanh, dau hat huéng duong, dau lac, va dau dura);
cac axit béo (vi du, axit palmitic, axit steric, va axit linoleic); cac rugu (vi du, glyxerol
va etanol); va cdc axit hitu co (vi du, axit axetic). Cdc nguyén li€u nay cd thé dugc sir

dung ddc 14p hoic két hop, nhung cach thire st dung khong bi giéi han & do.

Vi du vé ngudn nito ma c6 thé duge sit dung bao gom pepton, chat chi€t ndm

men, nudc ép thit, chat chié€t mach nha, dich ngdm ngo, bot du twong, va ure, hodc cac
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hop chét vo co (vi du, amoni sulfat, amoni clorua, amoni phosphat, amoni cacbonat, va
amoni nitrat). Cac ngudn nito ndy cling c6 thé duoc stir dung doc 14p hodc két hop, nhung

cach thirc sir dung khong bi gidi han & do.

Ngudn phospho ma c6 thé dugc sir dung trong moi truong nudi cdy c6 thé bao
gbm dikali hydro phosphat, kali dihydro phosphat, hodc cac mubi chira natri twrong Gmg.
Ngoai ra, mdi trudng nudi cy c6 thé chira cac mudi kim loai can thiét cho su sinh truéng
cta t& bao. Cudi cliing, ngoai cdc nguyén liéu néu trén, nguyén liéu can thiét cho su sinh
trudng (vi dy, axit amin va vitamin) c6 thé dugc str dung. Ngoai ra, cac tién chét thich
hop cho méi trudng nudi cly c6 thé duoc sir dung. Céc nguyén lidu thd néu trén co thé

dugc cap thich hgp vao méi truong nudi cay theo mé hodc lién tuc.

Trong qua trinh nudi cdy vi sinh vat, 46 pH ctia moi trudng nudi chy c6 thé duoc
didu chinh bang hop chit bazo thich hop (vi dy, natri hydroxit, kali hydroxit, hodc
amoniac) hodc hgp chét axit (vi du, axit phosphoric hogc axit sulfuric). Viéc tao bot c6
thé duoc didu chinh bing chét chéng tao bot (vi du, este polyglycol axit béo). Diéu kién
hiéu khi ciia moi tredong nudi cdy c6 thé duge duy tri bing cach dua vao khi oxy hogc
khi chira oxy (vi du, khong khi).

Nhiét d6 ctia (mdi trudng) nudi cdy nhin chung c6 thé nim trong khoang tir 20°C
dén 45°C, va cu thé 1a tir 25°C dén 40°C. Viéc nudi cly ¢o thé duoc tiép tuc cho dén khi
thu duge lugng san xuit mong mudn clia nguyén liéu dich, va cu thé 1a trong khoang tir

10 dén 160 gio.

Viéc thu hdi nguyén liéu dich tir (mdi truong) nudi cdy c6 thé dugc thuc hién
bing phuong phép tach thong thuong da biét trong linh vuc. Pbi v6i phuong phap tach,
cac phuong phap nhu ly tam, loc, sc ky, két tinh, v.v. ¢6 thé duoc st dung. Vi du, chét
ndi bé mit thu dugc bing phuong phap ly tim moi trudng nudi chy & tbc do thap dé 1ay
sinh khéi ra c6 thé dugc tach bang sic ky trao dbi ion, nhung phuong phap tach khong
bi gi¢i han ¢ d6. Theo phuong phap thay thé, nguyén lidu dich c6 thé duoc thu hdi bang
cach thuc hién quy trinh tach va loc té bao vi khuén tir (mdi trudng) san phim nudi cay
ma khong can quy trinh tinh sach bd sung. Theo phuong phép thay thé khéc, budc thu
hdi ¢6 thé con bao gdm quy trinh tinh sach. '

Nhu duoc st dung trong ban md ta, thuit ngir “ché phim 1én men” chi ché phdm

thu dugc bang cach nudi cy vi sinh vat theo sang ché. Hon nita, ché pham 1én men c6

10
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thé bao gdm ché phdm & dang chét 16ng hodc bot thu dugc sau khi nudi cdy vi sinh vt
sau d6 1a quy trinh hau xir ly thich hgp. Cu thé, quy trinh hau xt Iy thich hop c6 thé bao
gdm, vi du, quy trinh nuoi ciy vi sinh vat, quy trinh 14y té bao vi khuan, quy trinh cd
ddc, quy trinh loc, va quy trinh tron céc chit mang, va c6 thé con bao gbm quy trinh sy
khé. Trong mdt vai treong hop, quy trinh hiu xir 1y ¢6 thé khong bao gdbm quy trinh tinh
sach. Ché phém 1én men, thu dugc b%mg cach nudi céy vi sinh vét theo sang ché, chira
lwong glyxin ting trong khi vin duy tri lugng san xuét axit glutamic nhit dinh, do d6

giup c6 thé tao ra vi toi uu.

Ngoai ra, “ché phdm 1én men” khong loai trir cac sén pham gia vi (vi du, san
phim san pham stp bot, san phim gia vi chia nho, v.v.) chira ché phdm & dang chét long
hodc bot. Hon nita, “ché phdm 1én men” khong loai trir cdc trudng hop trong d6 nguyén
liéu thu dugc bing quy trinh khong 1én men va/hoic nguyén liéu khéc thu duoc bang
quy trinh khong ty nhién cling dugc bao gbm thém, mién 1a ché phdm thu dugc bang

cach nudi cy vi sinh vét theo sang ché dugc chira trong do.
Vi du thiye hién sang ché

Duéi day, sang ché s& duge mo ta chi tiét di kém céc phuong an liy lam vi du.
Tuy nhién, cdc phuong an liy vi du duge boc 1§ trong ban md ta chi nhim muc dich

minh hoa va khong dugc hi€u 1a 1am gidi han pham vi cuia sdng che.

Vi du 1. Pua dot bién vao chung KFCC11074 d 1am ting ning sudt glyxin va x4c nhan

lwong san xudt axit glutamic va glyxin trong KFCC11074 co6 dot bién dugc dua vao
Vi du 1-1: Tao ra vecto ¢6 dot bién dugc dua vao

Dé x4c nhan tac dung ting cudng hoat tinh HisG dén sy tang ning suét glyxin &
ching c6 kha nang san xuét axit glutamic, ching c6 dot bién dugc cam Gng trong gen
khéi dAu ciia gen hisEG va ching ¢6 dot bién giai phong te ché phan hdi histidin duoc

cam (rng, va nang suat glyxin cia cc ching nay dugc kiém tra.

Trong khi d6, cac gen hisE va hisG bao gdm céc operon, va cic gen nay lién
quan dén con dudng sinh tdng hop histidin. Cu thé, vi HisG bi trc ché phan hdi boi san
phém histidin, cac nd lyc dugc thuc hién dé x4c nhin xem ning suit glyxin clia c4c
chiing nay c6 thé dugc tang khi dot bién giai phéng trc ché phan hoi dugc dua vao dé

lam ting hoat tinh ctia gen HisG hay khong. Nhu vay, cac nd lyc dugc thyc hién dé dua

11
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mdi trong sb dot bién gen khoi dau hisEG va dot bién giai phong e ché phan hdi vao
chiing KFCC11074 (Patent Han Quédc s 10-0292299), ma dugc biét 1a ching sinh axit
glutamic. Cu thé, vecto dé thay thé gen dugc tao ra dé thay thé céc nucleotit thir 53 va
55 cua trinh tr polynucleotit dugc néu trong SEQ ID NO: 1, bao gbdm gen khoi dau
hisEG, bing T; va dé thay thé cac nucleotit thi 53 va 55 cta trinh ty polynucleotit dugc
néu trong SEQ ID NO: 1 bing T va nucleotit thit 60 cua trinh tu polynucleotit dugc néu
trong SEQ ID NO: 1 bang G.

Ngoai ra, cc vecto dé thay thé gen duoc tao ra dé thay thé axit amin thir 233
(nghia 13, glyxin (Gly/G)) cua trinh ty axit amin cia HisG dugc néu trong SEQ ID NO: 4
bang histidin (His/H), va dé thay thé axit amin thir 233 (nghia 13, glyxin (Gly/G)) va axit
amin 235 (nghia 13, threonin (Thr/T)) cua trinh ty axit amin cia HisG dugc néu trong
SEQ ID NO: 4 14n lugt bing histidin (His/H) va glutamin (Gln/Q). Céc doan gen dé tao
ra mdi vecto thay thé thu duoc bing PCR sit dung ADN bd gen cia ATCC13869 lam
khudn. Mbi cip doan mdi duge tao ra dua trén thong tin vé cac gen va céc trinh tu
nucleotit lién k& cta Corynebacterium glutamicum (ATCC13869) dugc dang ky &
National Institutes of Health GenBank (NIH GenBank).

D& tao ra céc vecto dé thay thé gen khéi dau hisEG, PCR duoc thuc hién theo
th tw sau: (1) 1am bién tinh & nhiét do 95°C trong 5 phut; (2) tdng cong 30 chu trinh
gbm lam bién tinh & nhiét d§ 95°C trong 30 gidy, gin mdi & 55°C trong 30 gidy, va
trung hop & 72°C trong 1 phat; va (3) trung hop ¢ 72°C trong 5 phuat. Cu thé hon,
polynucleotit (500 bp) duoc khuéch dai str dung doan mdi duge néu trong SEQ ID NO: 7
va 8 va polynucleotit (500 bp) dugc khuéch dai st dung doan mdi duge néu trong SEQ
ID NO: 9 va 10 thu dugce. Hai doan ADN thu dugc dugc ndi vao vecto pDZ (Patent Han
Quéc sb 10-0924065 va cong bd sang ché qudc t& s6 WO 2008-033001), da dugc cét
bang enzym gi6i han Sall, st dung enzym truyén, va nho d6 mot vecto don dé thay thé
hai gen, bao gébm gen khoi dau hisEG, duoc tao ra, va vecto ndy dugc goi 1a “pDZ-
hisEG-pro-2mt”. Ngoai ra, con thu dugc polynucleotit 500 bp dugc khuéch dai st dung
doan moi duqé néu trong SEQ ID NO: 7 va 11 va polynucleotit 500 bp dugc khuéch dai
st dung doan mdi duge néu trong SEQ ID NO: 10 va 12. Hai doan ADN thu dugc dugc
ndi vio vecto pDZ (Patent Han Qubc s§ 10-0924065 va Cong bd qudc té s6 WO 2008-
033001), da duoc cit bang enzym gidi han Sall, st dung enzym truyén, va nho d6 mot

vecto don dé thay thé mot gen, bao gbm gen khéi dau hisEG, dugc tao ra, va vecto nay

12
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duoc goi 1a “pDZ-hisE-pro-3mt”. Thong tin vé trinh tu doan mdi duge st dung dé tao

ra vecto dugc thé hién trong bang 1 dudi day.

Dé thay thé axit amin thir 233 bing H va thay thé axit amin tht 233 va thi 235
lan luot béng H va Q, vecto dé thay thé gen dugc tao ra. Cu thé, PCR duogc thuc hién
theo thir ty sau: (1) lam bién tinh & nhiét d6 95°C trong 5 phut; (2) téng cong 30 chu
trinh gém 1am bién tinh & nhiét d§ 95°C trong 30 gidy, gén mdi & 55°C trong 30 gidy,
va trung hop & 72°C trong 1 phtt; va (3) tring hop & 72°C trong 5 phut. Ngoai ra, thu
duogc polynucleotit 722 bp duoc khuéch dai sir dung doan mdi dugc néu trong SEQ ID
NO: 13 va 14 va polynucleotit 798 bp dugc khuéch dai st dung doan mdi duge néu
trong SEQ ID NO: 15 va 16. Hai doan ADN thu dugc dugc nbi vao vecto pDZ (Patent
Han Quéc s6 10-0924065 va Cong b qudc té s6 WO 2008-033001), di dugc cit bing
enzym gi6i han Sall, str dung enzym truyén, va nhd d6 mot vecto don 1,5 kbp dé thay
thé gen, bao gdbm polynucleotit chira d6t bién HisG(G233H), duogc tao ra, va vecto ndy
duoc goi 1a “pDZ-hisG(G233H)”. Ngoai ra, thu dugc polynucleotit 722 bp dugc
khuéch dai sir dung doan mdi duge néu trong SEQ ID NO: 13 va 17 va polynucleotit
798 bp dugc khuéch dai str dung doan mdi duge néu trong SEQ ID NO: 16 va 18. Hai
doan ADN thu dugc duge ndi vao vecto pDZ (Patent Han Québc s6 10-0924065 va Cong
bb québc t& s6 WO 2008-033001), da dugc cit bang enzym gi6i han Sall, sit dung enzym
truyén, va nhd d6 mot vecto don 1,5 kbp dé thay thé gen, bao gbm polynucleotit chira
dot bién HisG(G233H/T235Q), dugc tao ra, va vecto nay dugc goi la “pDZ-
hisG(G233H/T235Q)”. Thong tin v& trinh ty doan mdi ding dé tao ra vecto dugc thé

hién trong bang 1 duéi day.

Bang 1
SEQ ID Poan moi Trinh tu (5' dén 3")
NO
7 hisEG-pro-2mt-AF GATCCTCTAGAGTCGACTTCGACGAATCCCTCG
8 hisEG-pro-2mt-AR CGGTACATTATACCACACAACAGTTATCAATG
9 hisEG-pro-2mt-BF GTGGTATAATGTACCGAGTGAAGACATTTGAC
10 hisEG-pro-2mt-BR ATGCCTGCAGGTCGACTGATACCCAAATCGAG
11 hisEG-pro-3mt-AR CGGTCCATTATACCACACAACAGTTATCAATG
12 hisEG-pro-3mt-BF GTGGTATAATGGACCGAGTGAAGACATTTGAC

13
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13 hisG(G233H)-AF GATCCTCTAGAGTCGACCCCAAACAAGGGCTCGC
14 hisG(G233H)-AR CGTGCCAGTGGGGATACCGTTGGGTGGG

15 hisG(G233H)-BF AACCCCAGGCCTATCCCACCCAACGGTATC

16 hisG(G233H)-BR ATGCCTGCAGGTCGACGCAAGGTTGGCAACAAC
17 hisG(G233H/T235Q)-AR CGTGCCAGTGGGGATACCTGTGGGTGGG

18 hisG(G233H/T235Q)-BF AACCCCAGGCCTATCCCACCCACAGGTATC

Vi du 1-2: Tao ra KFCC11074 c6 d6t bién dugc dua vao va xac nhan lugng san xuét

axit glutamic va glyxin

Céc vecto dé thay thé gen khoi déu hisEG (nghia la, pDZ-hisEG-pro-2mt va
pDZ-hisEG-pro-3mt) va céc vecto dé thay thé gen (nghia la, pDZ-hisG(G233H) va
pDZ-hisG(G233H/T235Q)), ma da dugc tao ra trong Vidu 1-1, mdi vecto duge dua vao
ching KFCC11074 bang duc 18 dién dé tao ra “KFCC11074_ Pro(2mt) hisEG”,
“KFCC11074_Pro(3mt) hisEG”, “KFCC11074_hisG(G233H)”, va
“KFCC11074 hisG(G233H/T235Q)”, 1a chiing sinh axit glutamic va glyxin c6 dot bién

dugce dua vao, mot cach tuong tng.

Cu thé, cac chung nay dugc tao ra bang cich bién nap (Appl. Microbiol.
Biotechnol., 1999, 52: 541-545). Céac ching trong d6 vecto dugc cheén 1én nhiém sic thé
béng phwong phép tai td hop cac trinh tw ddng nhit dugc chon trén méi trudng dinh
dudng thach aga chira kanamyxin (25 mg/L). Céc chung so cip duoc chon duoc dua
qua budc trao dbi chéo thir cp, va mdi trong sb céc chiing c6 hai hoic ba dot bién muc
tiéu dugc dua vao duge chon ra. Dot bién (thé) cua cac ching bién nap cudi dugc xac
nhén béng cach doc trinh tu sau khi thuc hién PCR st dung mdi cip doan mdi dugce néu

trong SEQ ID NO: 7 va 10 va cap doan mdi duogc néu trong SEQ ID NO: 13 va 16.

Sau d6, «cac ching ddi chon KFCCI11074_Pro(2mt) hisEG,
KFCC11074_Pro(3mt) hisEG, KFCC11074_hisG(G233H), va
KFCC11074_hisG(G233H/T235Q) dugc ciy dia trén mdi trudng dinh dudng va duge
nudi cdy & 30°C trong 16 gidr. Moi truong 1én men (25 mL), duge khir tring trong ndi
hép & 121°C trong 15 phit, dwgc phan phéi vao mdi binh tam gidc Erlenmeyer (250 mL)

dé 1ic, va mdi chiing duoc nudi cay trong moi trudng dinh dudng duge ciy vao dé va

14
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nudi ciy trong 48 gio. Piéu kién nubi cdy dwogc dit 1 200 vong/phut, 37°C, va pH=8,0.

Ché pham chira méi truong dinh dudng va moi trudng 1€n men 13 nhu sau.

Moi truong dinh dudng:

Glucoza 1%, nudc ép thit 0,5%, polypepton 1%, natri clorua 0,25%, chit chiét
nim men 0,5%, aga 2%, ure 0,2%, pH=7,2

Mbi truong 1én men:

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

Sau khi hoan tat vi€c nubi cay, lugng san xuat axit glutamic kiéu L va glyxin

dugc do bing phuong phap sir dung HPLC, va két qua do duge thé hién trong Bang 2

dudi day.
Béang 2
Chiing Axit glutamic kiéu L (g/L) Glyxin (mg/L)
KFCC11074 11,5 165
KFCC11074_Pro(2mt)_hisEG 11,4 198
KFCC11074_Pro(3mt)_hisEG 12,0 209
KFCC11074_hisG(G233H) 11,8 210
KFCC11074_hisG(G233H/T235Q) 12,3 433

Nhu dugce thé hién trong Bang 2, duoc x4c nhn ring ndng d6 cla axit glutamic
kidu L sinh ra boi mdi trong sb cac ching Corynebacterium glutamicum
KFCC11074_Pro(2mt) hisEG, KFCC11074_Pro(3mt) hisEG,
KFCC11074_hisG(G233H), va KFCC11074_hisG(G233H/T235Q), c6 dot bién duoc
dwa vao, 1a trong tu v6i ndng do ciia axit glutamic kiéu L sinh ra bdi Corynebacterium

glutamicum chung KFCC11074 khéng chira dot bién.

Mat khac, dugc xac nhan réng néng do cua glyxin sinh ra béi mdi trong sb cac
ching KFCC11074_Pro(2mt) hisEG, KFCC11074 Pro(3mt) hisEG,
KFCC11074_hisG(G233H), va KFCC11074_hisG(G233H/T235Q) duoc tang 1an luot
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33 mg/L, 44 mg/L, va 45 mg/L so v6i ndng dod cia glyxin sinh ra béi ching KFCC11074.
Cu thé, ching KFCC11074_hisG(G233H/T235Q) chi ra ndéng do glyxin 1 268 mg/L,

c6 su ting dang ké.

Tic 13, dugc xac nhéin rﬁmg cac dot bién, trong d6 dot bién gen khéi dau hisEG
va dot bién giai phong trc ché phan hdi HisG duge bao gbm, 1am ting dang ké ning sut
glyxin trong khi van duy tri ning suét axit glutamic kiéu L & céc vi sinh vat ma khong
c6 anh huong dang ké 1én no.

Vi du 2. Xac nhan luong san xudt axit glutamic va glyxin & ATCC13869 c¢6 dot bién

duogc dua vao

Dé xé4c nhan xem céc dot bién néu trén c6 tac dung 1am ting ning sudt glyxin
ngay ca & Corynebacterium glutamicum ching ATCC13869 kiéu dai ma khéng anh
huéng dén ning suit axit glutamic hay khong, nd luc dugc thuc hién dé tao ra ching
dua trén ATCC13869 c6 dot bién dugc dua vao.

Céc vecto dé thay thé gen khéi dau hisEG (nghia la, pDZ-hisEG-pro-2mt va
pDZ-hisEG-pro-3mt) va cic vecto dé thay thé gen (nghia la, pDZ-hisG(G233H) va
pDZ-hisG(G233H/T235Q)), ma d4 dugc tao ra & Vi du 1-1, mdi vecto dugc dua vao
ching ATCCI13869 biang phwong phip duc 16 dién @& tao ra
“ATCC13869 Pro(2mt) hisEG”, “ATCC13869_Pro(3mt) hisEG”,
“ATCC13869 hisG(G233H)”, va “ATCC13869 hisG(G233H/T235Q)”, lan lugt 14 cac

chiing sinh axit glutamic va glyxin c6 dot bién dugc dua vao.

Cu thé, cac chung nay dugc tao ra biang cich bién nap (Appl. Microbiol
Biotechnol., 1999, 52: 541-545). Cac chung cé vecto dugc cai xen trén nhiém séc thé
bang phwong phap téi t6 hop cac trinh tu ddng nhat dugc chon ra trén moi truong dinh
dudng aga chira kanamyxin (25 mg/L). Céc chung so cip da chon dugc dua qua budc
trao dbi chéo thu cép, va mdi trong sb cac chiing c6 hai hozc ba dot bién muc tiéu dugc
dua vao dugc chon ra. Dot bién (thé) cua ching bién nap cudi dugce xac nhan bﬁng cach
doc trinh tu sau khi thuc hién PCR st dung mdi trong sb cap doan mdi duge néu trong
SEQ ID NO: 7 va 10 va cap doan mdi duge néu trong SEQ ID NO: 13 va 16.

MB&i khuan lac duoc cdy chuyén vao moi trudng dinh dudng va sau d6 duge nudi
cAy trong mdi trudng 1én men trong 5 gid. Sau d6, Tween 40 25% duoc thém vao mdi
mdi trudng & ndng dd 0,4%, va mdi khun lac dugc nudi cdy 1an nita trong 32 gio.
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Moi truong dinh dudng:

Glucoza 1%, nude ép thit 0,5%, polypepton 1%, natri clorua 0,25%, chét chiét
ndm men 0,5%, agar 2%, ure 0,2%, pH=7,2

Mbi trudng 1én men:

DPudng niu 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)

MB&i khuén lac duge nudi cdy & cac diéu kién néu trén va ndng do axit glutamic
kiéu L duge do b'?mg cach str dung YSI, va néng dd glyxin dugc do st dung HPLC. Cac

ndng do do duoc ciia axit glutamic kidu L va glyxin dugc thé hién trong Bang 3 dudi

day.
Béang 3
Chiing Axit glutamic kiéu L (g/L) Glyxin (mg/L)
ATCC13869 13,8 117
ATCC13869 Pro(2mt)_hisEG 13,7 128
ATCC13869 Pro(3mt)_hisEG 14,0 135
ATCC13869_hisG(G233H) 13,5 144
ATCC13869 hisG(G233H/T235Q) 13,7 306

Nhu dugc thé hién trong Bang 3, dugc x4c nhan réng né)ng dd cua axit glutamic
kidu L sinh ra boi mdi trong sb cac ching Corynebacterium glutamicum
ATCC13869 Pro(2mt) hisEG, ATCC13869 Pro(3mt) hisEG,
ATCC13869 hisG(G233H), va ATCC13869_hisG(G233H/T235Q), c6 dot bién duogc
dua vao, 12 twong tu véi ndng do clia axit glutamic kiéu L sinh ra boi Corynebacterium
glutamicum ching ATCC13869; tuy nhién, tht ca cac chung Corynebacterium
glutamicum ATCC13869 Pro(2mt) hisEG, ATCC13869 Pro(3mt) hisEG,
ATCC13869 hisG(G233H), va ATCC13869_hisG(G233H/T235Q) déu thé hién su
tang ndng do glyxin so v6i Corynebacterium glutamicum ching ATCC13869.

Tt 13, dugc xac nhan lai rdng cac dot bién, trong d6 dot bien gen khoi déu
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hisEG va dot bién giai phong trc ché phan hdi HisG dugc bao gdm, 1am ting dang ké
nang suit glyxin trong khi vin duy tri ning sut axit glutamic kidu L & cac vi sinh vat

ma khéng tac dong dang ké 1én né.

Trong  khi doe, cac ching ATCC13869 hisG(G233H) va
ATCC13869 hisG(G233H/T235Q) dwoc ky giri & Trung tdm gidng ciy vi sinh vat Han
Quéc (Korean Culture Center of Microorganisms - KCCM), 12 co quan luu gitt qudc té
¢6 thim quyén theo Hiép wéc Budapest, ngay 14/3/2019, v6i tén ching 14 “CA02-9216”
va “CA02-9217”, va duoc chi dinh sb ndp luu 13 “KCCM12458P” va “KCCM12459P”.

Vi du 3. Tao ra ché pham Ién men dé€ tao ra sdn pham gia vi

Nhu dugc mé ta & trén, dugc xac nhan réng cac chung trong d6 hoat tinh HisG
duoc ting cuong thé hién sy ting ning suit glyxin trong khi khong c6 anh huéng dang
ké dén ning suét cla axit glutamic kiéu L. Do d6, nd luc dugc thuc hién dé tao ra ché
phim 1én men st dung vi sinh vat thudc chi Corynebacterium theo sang ché trong d6

hoat tinh HisG dugc tdng cudng.

Vi du, thuc hién quy trinh diéu ché ché phém 1én men st dung axit glutamic, 1a
nguyén liéu gia vi co ban, da biét, lam thanh phan hoat tinh, va ching 1én men va quy
trinh 1én men duoc kidm so4t dé tiang ty 16 thanh phan ciia c4c thanh phan san phdm phu
khac ctia nguyén li¢u gia vi nhim muc dich 1am ting su cAu thanh vi béo ngay.

NG luc duge thuc hién dé tao ra ché phém 1én men trong thiét bi 1én men 5 L st
dung céc ching trong d6 ca dot bién gen khéi diu hisEG va dot bién giai phong tre ché
phéan hdi HisG déu dugc bao gom.

T4t ca cac thanh phén dugc sir dung trong ché phim mai trudng nudi cly dugce
str dung 13 c4c thanh phin tuong tmg véi chp do6 thuc pham.

MBoi trudng gieo so cip duoc didu ché nhu sau:

Glucoza (1%), Chét chiét nAm men (1%), Pepton (1%), Amoni Sulfat (0,1%),
NaCl (0,25%), KH2PO4 (0,15%), KoHPO4 (0,15%), pH=8,0

MBai trudng gieo thir cip duge didu ché nhu sau:

buong niu hitu co (4,6% voi do tinh khiét 12 98,5%), Magie Sulfat (0,05%),
Chét chiét nAm men (0,5%), KH2PO4 (0,2%), Sét Sulfat (0,002%), Biotin (1 mg/L),
Thiamin HCI (2 mg/L), luong nhé chit chng tao bot, pH=7,2
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Moi trudng 1én men dugc di€u ché nhu sau:

Pudng nau hitu co (4% vé6i do tinh khiét 13 98,5%), Magie Sulfat (0,03%), Chat
chiét ndm men (1%), Axit Phosphoric (0,22%), KOH (0,4%), Biotin (0,2 mg/L),
Thiamin HC1 (0,6 mg/L), Mangan Sulfat (0,002%), St Sulfat (0,002%), K&m Sulfat
(0,002%), Ddng Sulfat (0,006%), lugng nhé chit chong tao bot, pH=7,4

Moi trudng gieo so cip (50 mL) dugc chuyén vio mdi binh tam giac lac
Erlenmeyer 500 mL, dugc kht trung béng ndi hap & 121°C duéi didu kién 4p suét trong
20 phiit. Sau d6, mdi chiing dugc chy va i ddng thai lac & toc do quay 12 200 vong/phut,

& 30°C trong tir 5 dén 7 gid.

MBoi trudng gieo thir cip duge tao ra véi lugng 0,25 L trong thiét bi 1én men thi
nghiém 1,5 L, dugc khu trung biang ndi hdp & 121°C dudi didu kién 4p sut trong 20
phut, va 1am ngudi. Sau d6, moi trudong gieo so cép (50 mL) dugc cAdyvau o tbc do quay
14 900 vong/phat ¢ 31,5°C trong 15 gid.

Moi truong 1én men dugce tao ra voi luong 0,25 L trong thiét bi 1én men thi
nghiém 5 L, dugc khtr trung bing ndi hip & 121°C duéi didu kién 4p suét trong 20 phut,
va lam ngudi. Sau d6, mdi truong gieo thi cap (0,26 L) dugc ciy vao d6 va duge 1 &

tbc d6 quay 12 900 vong/phiit & nhiét do tir 30°C dén 34°C.

Trong khi nudi cly & cac diéu kién néu trén, dd pH cla qua trinh nudi ciy lén
men duge diéu chinh lién tuc st dung nuGe amoniac 28% dé nam trong khoang tir 7,0
dén 7,4 trong qua trinh nudi ciy Corynebacterium glutamicum. Khi ndng do ctia dudng
con lai trong méi trudng nudi cAy con khoang tir 0,5% dén 1,5%, duong nau hitu co tiét
tring dugc thém vao thuong xuyén dé tiép tuc viéc nudi cdy cho dén khi tdng luong

duong dugc thém vao dat dén khoang tir 30% dén 34% lugng canh 1én men.

Béang 4
Két qua phan tich (g/L)
Thanh phan hoat tinh San pham phu
Chung
Chat Axit Axit Axit Duong
, Glyxin ) Ion
ran glutamic amin hitu co du
KFCC11074 140,2 64,2 0,18 11,5 3,5 12,0 11,1
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KFCC11074_hisG(G233H/

147,3 59,0 2,43 16,4 2,7 15,1 10,7
T235Q)_Pro(3mt) hisEG

Két qué 13, nhu dugce thé hién trong Bang 4 & trén, dugc xéc nhan rr?lng mac du
khong c6 su khéc biét dang ké vé lugng san xut axit glutamic gifta hai ching, lugng
glyxin trong canh 1én men dugc tao ra bdi ching Corynebacterium glutamicum
KFCC11074 hisG(G233H/T235Q) Pro(3mt) hisEG, trong d6 dot bién dugc dua vao,

dugc ting dang ké.

Ngay cé trong truong hop khi ché phdm 1én men dugc tao ra sir dung thiét bi 1én
men 3 kL, khong c6 su khac biét dang ké vé luong san xut axit glutamic giita hai ching.
Tuy nhién, Corynebacterium glutamicum chung
KFCC11074 hisG(G233H/T235Q) Pro(3mt) hisEG, trong d6 dot bién dugc dua vao,
thé hién su ting dang ké luong glyxin so v6i ching KFCC11074 (nghia 13, 0,2 g/L so
v6i 3,2 g/L), mic dit khéng c6 sy khac biét dang ké vé lugng san Xuét axit glutamic gitra
hai chiing (64,2 g/L so v6i 73 g/L).

Tir nhitng diéu néu trén, ngudi c6 hiéu biét trung binh vé linh vuc k¥ thuat cua
sang ché s& c6 thé hiéu rang sang ché c6 thé bao gdm cé cac dang cu thé khac ma khong
1am thay dbi y @ k§ thuét hodc ddc diém co ban clia sang ché. V& mit ndy, cic phuong
an léy vi du dugc bdc 10 trong ban mo ta chi nhim muc dich minh hoa va khong dugc
hiéu 14 1am gi6i han pham vi cla sang ché. Nguoc lai, sang ché duoc du dinh d bao
gdm khong chi cac phuong an 1dy vi du ma ca cac thay thé, cai bién, dang tvong duwong
khac va cac phuong 4n khac ma c6 thé dugc bao gobm trong y d6 va pham vi ciia sang
ché dugc xac dinh béi cac diém yéu ciu bao hod dinh kém.

[S6 nop luu]

Co quan luu gitt: Korean Culture Center of Microorganisms

S6 nop luu: KCCM12458P

Ngay ndp luu: 14/3/2019

Co quan Iuu gift: Korean Culture Center of Microorganisms

S6 nop luu: KCCM12459P

Ngay ndp luu: 14/3/2019
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YEU CAU BAO HO
1. Phuong phap san xut glyxin, phirong phap niy bao gbm budc 1én men bing cach

nudi cdy vi sinh vat thudc chi Corynebacterium chita ATP phosphoribosyltransferaza
(HisG), trong d6 axit amin thir 233 cua trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO:
4 dugc thé bang histidin (H), hodc c4c axit amin th 233 va 235 cua trinh tw axit amin
duoc néu trong SEQ ID NO: 4 1an luot dugc thé bang histidin (H) va glutamin (Q), trong
moi trudng.

2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 phuong phap ndy con bao gbm budc san xut

axit glutamic.

3. Phuong phap theo diém 1 hodc 2, trong d6 glyxin & dang dugc chira trong ché

pham lén men.

4. Phuong phap theo diém 1 hoic 2, trong d6 phuong phap nay con bao gdm budc
thu hdi glyxin tir méi trudong nudi ciy.

5. Phuong phép theo diém bt ky trong sb cac diém tir 1 dén 4, trong d6 ning suét
glyxin ting so vo&i vi sinh vat thuoc chi Corynebacterium c¢6 ATP

phosphoribosyltransferaza khong c6 phan thé.

6. Phuong phap theo diém bit ky trong s6 cac diém tir 1 dén 5, trong d6 ATP
phosphoribosyltransferaza gbm trinh ty axit amin duge néu trong SEQ ID NO: 5 hoic
SEQ ID NO: 6.

7. Phuong phép theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 6, trong d6 vi sinh vat

thudc chi Corynebacterium 1a Corynebacterium glutamicum.

8. Ché phém khi dugc st dung dé san xuét glyxin, bao gém vi sinh vat thudc chi
Corynebacterium chita ATP phosphoribosyltransferaza (HisG), trong d6 axit amin thir
233 cua trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 4 dugc thé bang histidin (H),
hoic céc axit amin thir 233 va 235 cua trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 4

1an luot dugc thé bang histidin (H) va glutamin (Q).

9. " Vi sinh vat thudc chi Corynebacterium c6 ning suit glyxin ting, trong d6 hoat
tinh cua ATP phosphoribosyltransferaza (HisG) dugc ting cuong, va axit amin thir 233
cla trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 4 trong ATP
phosphoribosyltransferaza (HisG) dugc thé bang histidin (H).
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10. Vi sinh vat theo diém 9, trong d6 ATP phosphoribosyltransferaza gém trinh tu
axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 5.
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<212>
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<210>
<211>
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<220>
<223>

<400>

aattattcga ctaatatcct cccccaaaca cacattgata actgttgtgt ggtataatgt

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

<400>
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KoPatentIn 3.0

1
65
ADN

Corynebacterium glutamicum

1

2
65
ADN

Trinh ty nhé&n tao

gen khoi ddu hisEG

2

3
65
ADN

Trinh ty nhan tao

gen khdi ddu hisEG

3
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aattattcga ctaatatcct cccccaaaca cacattgata

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

<400>

Met Leu
1

Met Glu

Ser Leu

Arg Pro

50

Gly Ile
65

Glu Vval

Pro Ala
Ala Thr

Leu Ser
130

Lys Leu

145

Thr Leu

4
281
PRT

Corynebacterium glutamicum

4

Lys Ile Ala Val Pro Asn Lys

Ile
Asn

35
Lys
Thr
Leu
Asp
Ser
115
Ala

Gly

Arg

Leu

20
vVal
Asp
Gly
Ser
Glu
100
Tyr
Glu
Val

Gln

5
Ala

Phe
Ile
Arg
Leu

85
Glu
Pro
vVal

Ala

Gln

Glu
Asp
Ala
Asp

70
Gly
Trp
Asn
Leu
Asp

150
Gly

Ala
Glu
Ile

55
Leu
Phe
Ser
Leu
Arg
135
Ala

Leu

Gly
Ala

40
Tyr
Ala
Gly
Ile
Val
120
Leu

Ile

Ala

Tyr

25
Asn
Val
Arg
Ser
Glu
105
Arg
AsSp
Ala

Pro

Gly Ser
10
Ala Gly

Asn Val
Ala Gly
Asp Ser

75
Ser Thr

90

Lys Leu
Asp Asp
Gly Ala
Asp Val

155
Phe Gly

actgttgtgt ggtataatgg

Leu
Arg
Glu
Gly

60
Gln
Phe
Asp
Leu
vVal
140

Val

Glu

Ser
Gly
Phe

45
Gln
Ala
Arg
Gly
Ala
125
Glu

Ser

Val

Glu
Asp

30
Phe
Leu
Asp
Tyr
Lys
110
Ala
Val

Thr

Leu

Arg

15
Ser
Phe
Asp
Val
Ala

95
Arg
Arg
Ser

Gly

Cys

Ala
Lys
Leu
Leu
His

80
Ala
Ile
Gly
Ile
Arg

160
Thr

60
65

60
65

60
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Ser
Gln
Phe
Thr
225
Arg

Asn

Ala

Glu
Gln
Leu
210
Ala
Asp

Ala

Ser

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Met
1
Met
Ser
Arg
Gly
65
Glu
Pro
Ala
Leu
Lys
145
Thr
Ser
Gln
Phe
Thr
225
Arg

Asn

Ala

Leu
Glu
Leu
Pro

50
Ile
Val
Ala
Thr
Ser
130
Leu
Leu
Glu
Gln
Leu
210
Ala
Asp

Ala

Ser

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Met Leu Lys Ile Ala Val Pro Asn

165
Ala Val Ile Val Gly
180
Ile Leu Leu Arg Arg
195
Met Leu Asp Tyr Asn
215
Val Thr Pro Gly Leu
230
Asn Trp Val Ala Val
245
Ile Met Asp Lys Leu
260
Glu Ile Arg Ile Ala
275
5
281
PRT
Trinh tu nhédn tao

HisG (G233H)
5
Lys Ile Ala Val Pro
5
Ile Leu Ala Glu Ala
20
Asn Val Phe Asp Glu
35
Lys Asp Ile Ala Ile
55
Thr Gly Arg Asp Leu
70
Leu Ser Leu Gly Phe
85
Asp Glu Glu Trp Ser
100
Ser Tyr Pro Asn Leu
115
Ala Glu Val Leu Arg
135
Gly Val Ala Asp Ala
150
Arg Gln Gln Gly Leu
165
Ala Val Ile Val Gly
180
Ile Leu Leu Arg Arg
195
Met Leu Asp Tyr Asn
215
Val Thr Pro Gly Leu
230
Asn Trp Val Ala Val
245
Ile Met Asp Lys Leu
260
Glu Ile Arg Ile Ala
275
6
281
PRT
Trinh ty nhé&n tao

HisG(G233H/T235Q)
6

Arg
Ile
200
Val
Ser
Arg

Ala

Arg
280

Asn
Gly
Ala

40
Tyr
Ala
Gly
Ile
val
120
Leu
Ile
Ala
Arg
Ile
200
Val
Ser
Arg

Ala

Arg
280

47342

Lys
185
Gln
Asp
Gly
Ala
Gly

265
Ile

Lys
Tyr

25
Asn
Val
Arg
Ser
Glu
1C5
Arg
Asp
Ala
Pro
Lys
185
Gln
Asp
His
Ala
Gly

265
Ile

170
Asp

Gly
Arg
Pro
Met

250
Leu

Gly

10
Ala
Asn
Ala
Asp
Ser

90
Lys
Asp
Gly
Asp
Phe
170
Asp
Gly
Arg
Pro
Met

250
Leu

Glu
Ile
Asp
Thr
235

vVal

Gly

Ser
Gly
Val
Gly
Ser

75
Thr
Leu
Asp
Ala
Val
155
Gly
Glu
Ile
Asp
Thr
235
Val

Gly

Lys
Leu
Asn
220
Val

Pro

Ala

Leu
Arg
Glu
Gly

60
Gln
Phe
Asp
Leu
Val
140
Val
Glu
Lys
Leu
Asn
220
Val

Pro

Ala

Val
His
205
Leu
Ser

Arg

Glu

Ser
Gly
Phe

45
Gln
Ala
Arg
Gly
Ala
125
Glu
Ser
Val
Val
His
205
Leu
Ser

Arg

Glu

Thr
190
Ala
Asp
Pro

Arg

Ala
270

Glu
Asp

30
Phe
Leu
Asp
Tyr
Lys
110
Ala
Val
Thr
Leu
Thr
190
Ala
Asp
Pro

Arg

Ala
270

175
Pro

Gln
Ala
Leu
Ser

255
Ile

Arg

15
Ser
Phe
Asp
val
Ala

95
Arg
Arg
Ser
Gly
Cys
175
Pro
Gln
Ala
Leu
Ser

255
Ile

Glu
Asn
Ala
Ala
240
Ala

Leu

Ala
Lys
Leu
Leu
His

80
Ala
Ile
Gly
Ile
Arg
160
Thr
Glu
Asn
Ala
Ala
240
Ala

Leu

Lys Gly Ser Leu Ser Glu Arg Ala

2
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10
Ala

Asn
Ala
Asp
Ser

90
Lys
Asp
Gly
Asp
Phe
170
Asp
Gly
Arg
Pro
Met

250
Leu

1 5
Met Glu Ile Leu Ala Glu Ala Gly Tyr
20 25
Ser Leu Asn Val Phe Asp Glu Ala Asn
35 40
Arg Pro Lys Asp Ile Ala Ile Tyr Val
50 55
Gly Ile Thr Gly Arg Asp Leu Ala Arg
65 70
Glu Val Leu Ser Leu Gly Phe Gly Ser
85
Pro Ala Asp Glu Glu Trp Ser Ile Glu
100 B 105
Ala Thr Ser Tyr Pro Asn Leu Val Arg
115 120
Leu Ser Ala Glu Val Leu Arg Leu Asp
130 135
Lys Leu Gly Val Ala Asp Ala Ile Ala
145 150
Thr Leu Arg Gln Gln Gly Leu Ala Pro
165
Ser Glu Ala Val Ile Val Gly Arg Lys
180 185
Gln Gln Ile Leu Leu Arg Arg Ile Gln
195 200
Phe Leu Met Leu Asp Tyr Asn Val Asp
210 215
Thr Ala Val Thr Pro Gly Leu Ser His
225 230
Arg Asp Asn Trp Val Ala Val Arg Ala
245
Asn Ala Ile Met Asp Lys Leu Ala Gly
260 265
Ala Ser Glu Ile Arg Ile Ala Arg Ile
275 280
<210> 7
<211> 33
<212> ADN
<213> Trinh tuy nndn tao
<220>
<223> hisEG-pro-2mt-AF
<400> 7
gatcctctag agtcgacttc gacgaatccc tcg
<210> 8
<211> 32
<212> ADN
<213> Trinh ty nhdn tao
<220>
<223> hisEG-pro-2mt-AR
<400> 8
cggtacatta taccacacaa cagttatcaa tg
<210> 9
<211> 32
<212> ADN
<213> Trinh tw nhdn tao
<220>
<223> hisEG-pro-2mt-BF
<400> 9
gtggtataat gtaccgagtg aagacatttg ac
<210> 10
<211> 32
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> hisEG-pro--2mt-BR
<400> 10

Gly
Val
Gly
Ser

75
Thr
Leu
Asp
Ala
Val
155
Gly
Glu
Ile
Asp
Gln
235

Val

Gly

Arg
Glu
Gly

60
Gln
Phe
Asp
Leu
Val
140
Val
Glu
Lys
Leu
Asn
220
Val

Pro

Ala

Gly
Phe

45
Gln
Ala
Arg
Gly
Ala
125
Glu
Ser
val
Val
His
205
Leu
Ser

Arg

Glu

AsSp

30
Phe
Leu
Asp
Tyr
Lys
110
Ala
Val
Thr
Leu
Thr
190
Ala
Asp
Pro

Arg

Ala
270

15
Ser

Phe
Asp
Val
Ala

95
Arg
Arg
Ser
Gly
Cys
175
Pro
Gln
Ala
Leu
Ser

255
Ile

Lys
Leu
Leu
His

80
Ala
Ile
Gly
Ile
Arg
160
Thr
Glu
Asn
Ala
Ala
240

Ala

Leu

33

32

32
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atgcctgcag gtcgactgat acccaaatcg ag
<210> 11

<211> 32

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> hisEG-pro-3mt-AR
<400> 11

cggtccatta taccacacaa cagttatcaa tg
<210> 12

<211> 32

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> hisEG-pro-3mt-BF
<400> 12

gtggtataat ggaccgagtg aagacatttg ac
<210> 13

<211> 34

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> hisG(G233H) -AF
<400> 13

gatcctctag agtcgacccc aaacaagggc tcgce
<210> 14

<211> 28

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> hisG(G233H)-AR
<400> 14

cgtgccagtg gggataccgt tgggtggg
<210> 15

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> hisG(G233H)-BF
<400> 15

aaccccaggc ctatcccacc caacggtatc
<210> 16

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh ty nhéan tao
<220>

<223> hisG(G233H)-BR
<400> 16

atgcctgcag gtcgacgcaa ggttggcaac aac
<210> 17

<211> 28

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> hisG(G233H/T235Q) -AR
<400> 17

cgtgccagtg gggatacctg tgggtggg
<210> 18

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao
<220>

<223> hisG(G233H/T235Q) -BF

<400> 18
aaccccaggc ctatcccacc cacaggtatce
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