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Linh vyc k§ thuit dwge dé cap

Sang ché dé cap dén bién thé cua YjeH 1a protein mang trong, polynucleotit ma
hoa bién thé, vecto chia polynucleotit, vi sinh vt chira bién thé, cac phuong phéap san
xuét san phdm dich, methionin v glufosinat bing c4ch st dung bién thé ndy, va cac ché

phém san xuit homoserin va O-axetylhomoserin.
Tinh trang ky thuit cta sang ché

O-Axetylhomoserin hoat dong nhu tién chit cta methionin, 14 mdt trong nhitng
axit amin thiét yéu trong co thé con ngudi. Homoserin nhur tién chét cta ca methionin
va threonin d4 biét dé duoc chuyén ddi thanh threonin thong qua phosphohomoserin va

chuyén dbi thanh methionin thong qua axetylhomoserin.

Methionin khong chi dugce sir dung 1am chét phy gia cho thirc an va thuc phdm ma
con la nguyén ligu thd cho cc dung dich tiém truyén va thuéc dugc phdm va dugce san
xuét bang phuong phap téng hop héa hoc va sinh hoc. Quy trinh hai budc d& san xuit
L-methionin tir tién chit L-methionin duoc san xuit bang cach 1én men thong qua

chuyén di bing enzym da dugc cong bd (cdng bd don qudc té s6 WO 2008/013432).

Trong quy trinh hai budc, O-suxinylhomoserin va O-axetylhomoserin dugc st
dung 1am cc tién chit methionin, va quan trong 13 san xuét O-axetylhomoserin vé&i san
lugng cao nhim muc dich san xudt hang loat kinh té.

Ban chit k§ thuit clia sang ché

Két qua cua nhitng nd luc tich cuc d hoan thién sang ché bing cach tdng san xut
O-axetylhomoserin hodc homoserin, céc tac gia sang ché da tim ra bién thé cta protein
mang trong c6 hoat dong san sinh O-axetylhomoserin hogic homoserin duoc tang cudng.

Sang ché dé cap dén bién thé cua YjeH la protein mang trong bao gom i) thay thé
axit amin tuong tng v6i vi tri thit 92 bing asparagin, ii) thay thé axit amin tuong ing
v6i vi tri thit 351 bing leuxin, hoic iii) thay thé c4 i) va ii) trong trinh tu axit amin c6

ma nhan biét SEQ ID NO: 1, va ¢6 sy twong ddng t6i thidu 95% va t6i da 100% véi trinh

1



47965 2/68

tir axit amin c6 ma nhan biét SEQ ID NO: 1.
Séng ché d& cap dén polynucleotit ma hoa bién thé.
S4ng ché dé cap dén vecto chira polynucleotit.

Séng ché @& cap dén vi sinh vét bao gdm it nhit mét trong sb bién thé cua protein
mang trong YjeH bao gbm i) thay thé axit amin twong tng vé6i vi tri the 92 bing
asparagin, ii) thay thé axit amin twong tmg véi vi tri thir 351 bing leuxin, hoc iii) thay
thé c4 i) va ii) trong trinh ty axit amin ¢c6 ma nhan biét SEQ ID NO: 1, va ¢6 su tuong
ddng t6i thidu 95% va t&i da 100% véi trinh ty axit amin c6 ma nhan biét SEQID NO: 1;

polynucleotit ma hoéa bién thé; va vecto chira polynucleotit.

Séng ché @& cap dén phuong phap san xuét san phdm dich, trong d6 phuong phap
bao gdm nudi cdy vi sinh vat trong mdi trudng nudi cdy, trong d6 vi sinh vét bao gbm it
nh4t mét trong sb bién thé cua protein mang trong YjeH bao gbm i) thay thé axit amin
twong tng véi vi tri thit 92 bang asparagin, ii) thay thé axit amin twong Ung véi vi tri
thit 351 bang leuxin, hodc iii) thay thé ca i) va ii) trong trinh ty axit amin c6 ma nhan
biét SEQ ID NO: 1, va ¢6 su twong ddng tdi thiéu 95% va tdi da 100% véi trinh tyr axit
amin ¢ v6i trinh ty axit amin ¢6 ma nhéan biét SEQ ID NO: 1, polynucleotit ma hoéa

bién thé; va vecto chira polynucleotit.

Séng ché d& cap dén phuong phap san xuit methionin, trong d6 phuong phap nay
bao gdm: san xuit O-axetylhomoserin bang cach nudi cdy vi sinh vét trong méi trudong
nuoi ciy; va chuyén dbi O-axetylhomoserin thinh methionin bang cach cho phan tng
O-axetylhomoserin véi sulfua, trong d6 vi sinh vt bao gdm it nhat mot trong s bién
thé cta protein mang trong YjeH bao gdm i) thay thé axit amin twong ung véi vi tri thir
92 bang asparagin, ii) thay thé axit amin trong tng v&i vi tri thir 351 bang leuxin, hoic
iii) thay thé ca i) va ii) trong trinh ty axit amin ¢6 ma nhén biét SEQ ID NO: 1, va c6 su
twong dong t6i thidu 95% va tbi da 100% vdi trinh tw axit amin c6 ma nhan biét SEQ ID

NO: 1, polynucleotit ma héa bién thé; va vecto chira polynucleotit.

Sang ché dé cap dén phuong phép san xut glufosinat, trong d6 phuong phap nay
bao gdm: san xuit O-axetylhomoserin hodc homoserin bing cach nubi cdy vi sinh vat
trong moi trudng nudi cdy; va chuyén dbi O-axetylhomoserin hosic homoserin thanh
glufosinat, trong d6 vi sinh v4t bao gdm it nhat mot trong s& bién thé cua protein mang

trong YjeH bao gdm i) thay thé axit amin twong tng véi vi tri thir 92 bing asparagin, ii)
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thay thé axit amin twong tng voi vi tri thir 351 bang leuxin, hodc iii) thay thé ca i) va ii)
trong trinh tu axit amin c6 ma nhén biét SEQ ID NO: 1, va co sy tuong ddng t6i thidu
95% va tdi da 100% v6i trinh tu axit amin c6 v6i trinh ty axit amin c6 ma nhén biét SEQ

ID NO: 1, polynucleotit ma hoa bién thé; va vecto chira polynucleotit.

Séang ché dé cap dén ché pham san xuAt homoserin bao gém vi sinh vét hodc dich
nubi cdy vi sinh vat.

Séng ché dé cap dén ché pham san xuét O-axetylhomoserin bao gom Vi sinh vat

ho#c dich nudi cay vi sinh vat.

Séng ché dé cap dén viéc sir dung bién thé cta protein mang trong YjeH dé san

xuat O-axetylhomoserin hoac homoserin.

Séng ché dé cap deén viéc sir dung vi sinh vat dé san xuat O-axetylhomoserin hodc

homoserin.
Hiéu qua dat dugc ciia sang ché

O-Axetylhomoserin hodc homoserin ¢6 the dugc san xuat véi san luong cao bang
cach nuéi cay vi sinh vat c6 kha nang san sinh O-axetylhomoserin hodac homoserin duoc
bién ddi sir dung bién thé cua YjeH la protein mang trong theo sang ché so véi cac

protein khong bién doi.
M ta vin tit hinh vé

Fig.1 1a hinh v& minh hoa plasmit pDCM2.
M ta chi tiét sang ché

Sang ché s& dugc mo ta chi tiét du6i day. Trong khi do, mdi phan md ta va phuong
an trong sang ché c6 thé duoc 4p dung vdi cac phan mo ta va phuong én ¢ day. Noi cach
khac, tat ca su két hop clia céc chi tiét khac nhau duge md ta trong sang ché déu thudc
pham vi bao ho cua sang ché. Hon nita, pham vi bao ho cua sang ché khéng bi gioi han
boi phin mé ta dudi day.

Pé dat duoc cac muyc dich néu trén, mot khia canh cuia sang ché @ xuét bién thé
ctia protein mang trong YjeH bao gom i) thay thé axit amin tuong Gmg vai vi tri thir 92
bang asparagin, i) thay thé axit amin twong tng vai vi tri thir 351 bang leuxin, hodc iii)

thay thé ca i) va ii) trong trinh ty axit amin ¢6 ma nhén biét SEQ ID NO: 1, va ¢6 su
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twong ddng tdi thidu 95% va t6i da 100% véi trinh ty axit amin ¢6 ma nhan biét SEQ ID

NO: 1.

Bién thé cta protein mang trong YjeH c6 thé c6 kha nang san sinh O-
axetylhomoserin hodc homoserin, tirc 13, hoat tinh san sinh O-axetylhomoserin hoic

homoserin.

Nhu duge st dung & day, thuat ngit “homoserin” 14 a-axit amin ¢ nhém hydroxyl
& mach nhénh. Homoserin 13 chit trung gian ciia sinh tdng hop threonin va methionin
trong cé4c vi sinh vat va thuc vat, 1a d biét dugc san sinh tir axit aspartic-4-semialdehyt
va c¢6 codng thire héa hoc C4HyNOs. Homoserin c6 thé duogc chuyén dbi thanh O-

axetylhomoserin bang homoserin axetyl transferaza véi sy c6 mit cta axetyl-CoA.

Nhu duge st dung & ddy, thuit ngit “O-axetylhomoserin” dé cdp dén din xuét
axetyl cua L-homoserin, 14 v4t lidu trung gian cu thé trong con dudng sinh tbng hop cia
methionin trong c4c vi sinh vat. O-Axetylhomoserin d4 biét dwoc san sinh béi phan ung
gilta homoserin va axetyl-CoA dugc xtc tac badi homoserin axetyltransferaza. N6 c6
cdng thirc hoa hoc 1a C¢H11NO4. O-Axetylhomoserin con c6 thé dugc goi 1a O-axetyl-

L-homoserin.

Cu thé, trong bién thé cua protein theo sang ché, i) axit amin tuong ung vai vi tri
thtr 92 ¢6 thé dugc thay thé bing axit amin khac, ii) axit amin twong ing véi vi tri thir
351 6 thé dugc thay thé bing axit amin khac, hodc iii) ¢4 hai axit amin twong tmg véi
vi tri thir 92 va vi tri thir 351 c6 thé dugc thay thé bang cac axit amin khac trong trinh
tw axit amin c¢6 ma nhan biét SEQ ID NO: 1, tuy nhién sang ché khong bi gii han & do.
Su thay thé cac cac axit amin c6 thé 12 i) thay thé axit amin twong ung véi vi tri thir 92
bang asparagin, hoic ii) thay thé axit amin tuong (g v&i vi tri thir 351 bang leuxin, va
cu thé 13, bién thé cta protein c6 thé 12 bién thé cua protein mang trong YjeH trong d6
i) axit amin twong tmg v6i vi tri thit 92 dugc thay thé bang asparagin, ii) axit amin tuong
ung v6i vi tri tht 351 dugce thay thé bang leuxin, hoic iii) axit amin twong img véi vi tri
thtr 92 dugc thay thé bang asparagin va axit amin tuong ung v6i vi tri thir 351 duogc thay
thé béng leuxin, trong trinh tur axit amin c¢6 ma nhén biét SEQ ID NO: 1, tuy nhién sang
ché khong bi giéi han & d6.

Nhu duge st dung & déy, thuat ngit “protein mang trong” dé cap dén protein 1a

mt chi cia ho axit amin Efflux (AAE) trong siéu ho Axit amin-Polyamin—
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Organocation (APC) ciia cic chit vin chuyén, lam trung gian san xuit O-
axetylhomoserin va/hodc homoserin. Protein dugc du doan chira 12 x04n a Xuyén mang,
10 trong s6 d6 tao ra nép gip lap lai ddo nguogce 1a dic trung cua siéu ho APC. Protein
mang trong c6 thé 13, vi du, protein bao gdm trinh ty axit amin c¢6 ma nhan biét SEQ ID
NO: 1. Protein bao g@)m trinh tu axit amin c6 ma nhan biét SEQ ID NO: 1 ¢6 thé dugc
stt dung thay thé voi protein c¢6 trinh ty axit amin c6 ma nhan biét SEQ ID NO: 1 hoic
protein bao gdm trinh ty axit amin c¢6 ma nhén biét SEQ ID NO: 1. Theo séng ché,
protein mang trong c6 thé duge sir dung thay thé véi O-axetylhomoserin- hodc protein
san sinh homoserin, protein c6 kha nang san sinh O-axetylhomoserin hodc homoserin,
protein c6 hoat tinh sén sinh O-axetylhomoserin hodc homoserin, protein YjeH, hodc

YjeH.

Theo sang ché, ma nhan biét SEQ ID NO: 1 c6 thé d& cap dén trinh tu axit amin
ctia YjeH 1a protein mang trong. Cu thé, ma nhén biét SEQ ID NO: 1 ¢6 thé 13 trinh tu
axit amin cda protein mang trong dugc ma hoa badi gen yjeH va cé hoat tinh san sinh O-
axetylhomoserin hoic homoserin. Trinh tu axit amin c6 ma nhan biét SEQIDNO: 1c¢o
thé thu dugc tir co s& dir liéu da biét cia Ngan hang gen cua Trung tdm Thong tin Cong
nghé Sinh hoc Quéc gia (National Center for Biotechnology Information: NCBI). Vi dy,
trinh tur axit amin c6 thé c6 ngudn gdc tir Escherichia coli (E. coli), tuy nhién sang ché
khong bi giéi han & d6, va bat ky trinh tw ndo c6 hoat tinh ddng nhit véi hoat tinh cua
trinh tyr axit amin c6 thé duoc bao gdm ma khong gii han & d6. Ngoai ra, mic di protein
mang trong dugc xac dinh 1a protein bao gém trinh tu axit amin c6 m4 nhén biét SEQ
ID NO: 1 theo sang ché, protein mang trong khong loai trir dot bién c6 thé xay ra tu
nhién hozc bang cach bd sung phia true hodc phia sau cua trinh tu v6 nghia cia trinh
tw axit amin c6 ma nh4n biét SEQ ID NO: 1, hoic dot bién cim ctia n6. Mién 12 protein
c6 hoat tinh trong ddng hodc ddng nhit véi hoat tinh cia protein bao gdm trinh t axit
amin c6 ma nhan biét SEQ ID NO: 1, 1 rang rang n6 déu thude protein mang trong ctia
sang ché. Vi du, protein mang trong ctia sang ché c6 thé 12 protein bao gdm trinh ty axit
amin c6 mi nhan biét SEQ ID NO: 1 hoc trinh tu axit amin c6 it nhat 80%, 85%, 90%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%, hoidc 99,7% su tuong ddng hodc ddng nhit. Hon
nita, rd rang ring bit ky protein c6 trinh ty axit amin bao gbm viéc x06a, stra ddi, thay
thé, hoic thém vao mot phén trinh ty axit amin thudc pham vi bdo ho cia sang ché mién

la trinh tu axit amin van gitt dugc su twong dong hodc dong nhat néu trén va cac hiéu
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qua tuong duong véi hi€u qua cia protein.

Ttec 13, mic du cac thuat ngit “protein hodc polypeptit bao gdm trinh tir axit amin
¢6 ma nhéan biét SEQ ID NO dinh truéc”, va “protein hodic polypeptit bao gdm trinh tu
axit amin c¢6 ma nhan biét SEQ ID NO dinh trudc” duoc sir dung trong sang ché, rd rang
rang bat ky protein c6 trinh tu axit amin bao gdm viéc x06a, stra ddi, thay thé, hoic thém
vao mot phan axit amin déu c¢6 thé duoc sir dung trong sang ché, mién 13 protein hoic
c6 hoat tinh ddng nhit hoic twong ddng véi hoat tinh ciia polypeptit bao gdm trinh tur
axit amin dinh trude. Vi du, ro rang rang “protein bao gdm trinh tur axit amin c6 ma nhan
biét SEQ ID NO: 1” hoic “polypeptit bao gdm trinh tw axit amin c6 ma nhén biét SEQ
ID NO: 1” thudc “protein gém c6 trinh ty axit amin c6 ma nhéan biét SEQ ID NO: 1”
hodc “polypeptit gdm c6 trinh tir axit amin ¢6 mi nhén biét SEQ ID NO: 1” mién 1a
“protein bao gdm trinh tir axit amin c6 ma nhan biét SEQ ID NO: 1” hoic “polypeptit
bao gdm trinh tw axit amin ¢6 ma nhan biét SEQ ID NO: 1 ¢6 hoat tinh twong ddng
hoac déng nhét voi “protein gém ¢4 trinh ty axit amin c¢6 ma nhan biét SEQ ID NO: 1”

hoic “polypeptit gdm c6 trinh tyr axit amin c¢6 ma nhan biét SEQ ID NO: 1.

Nhu dugc sir dung & day, thuat ngit “bién thé” dé cap dén protein thu dugc bing
cach thay thé bao thii va/hodc stra ddi it nhat mot axit amin khéc vé6i axit amin cia trinh
tu dugc d& cap ma van gitt duoc cac chire ning hodc dic tinh cia chung. Bién thé c6 thé
¢6 trinh ty axit amin khac véi trinh tw d4 x4c dinh do thay thé, x6a, hoic thém mot sb
axit amin. C4c bién thé nhu véy thuong c6 thé dugc x4c dinh bing céch sira dbi it nht
mot axit amin cd trinh ty axit amin néu trén cua protein va danh gia cac dic tinh cia
protein d4 bién ddi. Tt 13, kha ning clia bién thé c6 thé dugc ting cudng, c6 thé khong
bi thay ddi, hodc c6 thé bi giam di so v6i protein trr nhién. Ngoai ra, mot s6 bién thé co
thé bao gdm céc bién thé ma tir d6 it nhat mot phan nhu trinh tw d4n dau d4u N hoic
mién xuyén mang dugc loai bd. Cac bién thé khac c6 thé bao gdm cac bién thé trong do
mot phén d3 dugc loai bé khoi diu N- va/hoic diu C- cia protein truéng thanh. Thuét
ngit “bién thé” con c6 thé dugc sir dung thay thé cho cac thuét ngit khac nhu bién ddi,
protein bién ddi, polypeptit bién ddi, dot bién, mutein, va phan ky, va bét ky thuat ngit
nao ding dé chi su bién dbi ciing c6 thé duoc st dung khong gigi han. Xem xét cac muc
dich ciia sang ché, kha ning ciia bién thé ¢6 thé dwoc ting cudng so vdi protein tu nhién

hoic khong bién ddi, tuy nhién sang ché khong bj gi6i han & do.
Nhur duge st dung & ddy, thuat ngit “thay thé bao thi” dé cap dén su thay thé mot

6
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axit amin bang axit amin khéc c6 cu tric va/hodic cic tinh chét héa hoc twong tur. Vi du,
bién thé c6 thé bao gbm it nhat mot sy thay thé bao thu trong khi van giit dugc it nhat
mdt hoat tinh sinh hoc. Sy thay thé axit amin nay thudng c6 thé xay ra dwa trén su gidng
nhau vé d6 phan cuc, dién tich, tinh hoa tan, tinh ky nudc, tinh wa nude, va/hodc ban
chit ludng tinh cta cac gbe. Vi duy, cic axit amin mang dién c6 cac mach nhanh bao
gdm céc axit amin mang dién tich duong (c6 tinh bazo) nhu arginin, lysin, va histidin
va cac axit amin mang dién tich a&m (c6 tinh axit) nhu axit glutamic va axit aspartic; va
cac axit amin khong tich dién c6 cic mach nhanh bao gdm céc axit amin khong phan
cuc nhu glyxin, alanin, valin, leuxin, isoleuxin, methionin, phenylalanin, tryptophan, va
prolin, va cac axit amin phén cyc hodc wa nudc nhu serin, threonin, xystein, tyrosin,
asparagin, va glutamin. Trong s c4c cac axit amin khéng phén cuec, cac axit amin thom

bao gdm phenylalanin va tryptophan.

Céc bién thé con c6 thé bao gﬁ‘)m viéc loai bo hoic bd sung céac axit amin ¢6 anh
huong t6i thiéu dén céc tinh chit va cdu tric bac hai cta polypeptit. Vi du, polypeptit
¢6 thé duoc lién hop véi trinh ty tin hidu (hodc dan d4u) & diu N cia protein cliing chuyén
dich theo huéng dich ma hozic sau dich mé cta protein. Polypeptit con c6 thé duoc lién

hop véi trinh tr hodc lién két khac dé xac dinh, tinh ché hoic tdng hop polypeptit.

Trong sang ché, thuit ngit “duoc thay thé bing axit amin khac” khong bi gi6i han

cu thé mién 13 axit amin sau khi thay thé khac véi axit amin tru6c khi thay thé.

Trong sang ché, thuat ngit “duoc thay thé bang axit amin khac” khong bi gi6i han
cu thé mién 12 axit amin sau khi thay thé khac véi axit amin trude khi thay thé. Cu thé,
axit amin c6 thé dugc thay thé bing bit ky mét trong sd lysin, histidin, axit glutamic,
axit aspartic, glyxin, alanin, valin, leuxin, isoleuxin, methionin, phenylalanin,
tryptophan, prolin, serin, threonin, Xystein, tyrosin, asparagin, va glutamin khac véi

trinh tu axit amin trudc do.

Cu thé, trong trinh ty axit amin c6 ma nhén biét SEQ ID NO: 1, phenylalanin 1a
axit amin twong Ung v6i vi tri thir 92, c6 thé duoc thay thé bang asparagin, hodc
phenylalanin 12 axit amin twong g v&i vi tri thir 351, ¢6 thé duoc thay thé bang leuxin.
Trong khi d6, theo sang ché, 1 rang ring c6 thé sir dung thuét ngit “dugc thay thé bing
axit amin nhét dinh” ¢ nghia 14 axit amin sau khi thay thé khac véi axit amin trudce khi

thay thé trir khi st dung thuat ngit “dugc thay thé bang axit amin khac”.
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Ngoai ra, gbc axit amin dugc thay thé c6 thé bao gdm khong chi axit amin tu nhién,
ma con axit amin phi ty nhién. Axit amin phi ty nhién cé thé 13, vi du, D-axit amin,
(homo)-axit amin, (beta-homo)-axit amin, N-metyl axit amin, o-metyl axit amin, va axit
amin khéng phd bién (vi dy, xitrullin hogic naphthylalanin), tuy nhién sang ché khong bi
gi6i han & d6. Trong khi d6, theo sang ché, 1 rang rang thuét ngit “dugc thay thé voi
axit amin nhét dinh” c6 nghfa 13 axit amin sau khi thay thé khéc véi axit amin truéc khi

thay thé trir khi thut ngit “dugc thay thé voi axit amin khac” dugc st dung.

Bién thé c6 thé 12 bién thé trong d6 it nhat mot trong cAc axit amin twong Ung véi
vi tri th 92 va vi tri thr 351 dugc thay thé bﬁng axit amin khac véi axit amin trude khi
thay thé trong trinh tu axit amin c6 ma nhén biét SEQ ID NO: 1, hodc dugc thay thé
bing axit amin khong tich dién c¢6 chudi canh khéc v6i axit amin trude khi thay thé, tuy
nhién séng ché khong bi gi6i han & do.

Cu thé, bién thé c6 thé 13 bién thé cta protein trong d6 i) axit amin twong tmg véi
vi tri thir 92 duogc thay thé bang axit amin khac, ii) axit amin twong tng véi vi tri thir
351 duoc thay thé bang axit amin khac, hodc iii) cAc axit amin twong Gng véi vi tri thir
92 va vi tri thtr 351 duogc thay thé bang céc axit amin khac trong trinh tu axit amin ¢
ma nhén biét SEQ ID NO: 1, tuy nhién sang ché khong bi gidi han & d6. Su thay thé cac
axit amin c¢6 thé 1a i) thay thé axit amin thir 92 bing asparagin, hoic ii) thay thé axit
amin thir 351 bang leuxin. Cu thé, bién thé c6 thé 13 bién thé ciia protein mang trong
YjeH trong d6 i) axit amin tht 92 dugc thay thé bang asparagin, ii) axit amin thir 351
duoc thay thé bing leuxin, hoic iii) axit amin thir 92 dugc thay thé bing asparagin va
axit amin thtr 351 dugc thay thé béng leuxin trong trinh ty axit amin ¢ ma nhan biét

SEQ ID NO: 1, tuy nhién sang ché khéng bi giéi han & dé.

Nhu duge st dung & ddy, thuat ngit “twong ing véi” dé cap dén gbc axit amin &
vi tri d& néu trong protein hodc polypeptit hodc gdc axit amin twong tu, ddng nhét, hodc
trong dong véi gbc dugc néu trong protein hogc polypeptit. Nhu dugc sir dung & déy,

~, 66

thut ngft “viing twong tng” thudng dé cap dén ving trong protein lién quan hoc protein

tham chicu.
Trong sang che, mot so cu the c6 theé duge st dung cho vi tri cia goc amin cua
protein dugc st dung trong sang che. Vi du, vi tri twong Uing v§i goc axit amin cla

protein theo sdng ché c6 thé dugc danh s lai bang cach sdp x€p trinh tu axit amin cua
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protein dugc so sanh va trinh ty axit amin cla protein theo sang che.

Bién thé ctia protein mang trong YjeH dugc dé xuét trong sang ché c6 thé @& cap
dén bién thé c6 kha ning ting cudng dé san sinh O-axetylhomoserin hodc homoserin so
véi protein khong bién dbi bing cach thay thé axit amin & vi tri cu thé trong protein

mang trong néu trén c6 kha ning san sinh O-axetylhomoserin hodc homoserin.

Bién thé ctia protein mang trong YjeH bao gbm i) thay thé axit amin twong tGng
v6i vi tri thir 92 bing asparagin, ii) thay thé axit amin twong tmg v6i vi tri thit 351 biang
leuxin, hodc thay thé ca i) va ii) trong trinh tir axit amin c6 ma nhan biét SEQ ID NO: 1
c6 thé bao gdbm bét ky mot trong céc trinh tr axit amin ¢6 ma nhan biét SEQ ID NO: 35
va SEQ ID NO: 36, cu thé vé co ban bao gém bat ky mot trong céc trinh ty axit amin c6
c4c ma nhan biét SEQ ID NO: 35 va SEQ ID NO: 36, cu thé hon 12 bao gdm bét ky mot
trong céc trinh ty axit amin cé cdc ma nhin biét SEQ ID NO: 35 va SEQ ID NO: 36, tuy
nhién sang ché khong bi gi6i han & do.

Ngoadi ra, bién thé c6 thé bao gém trinh tu axit amin cta bét ky mdt trinh ty c6 céc
m3 nhén biét SEQ ID NO: 35 va SEQ ID NO: 36, hoéc trinh tu axit amin trong do it
nhit mot axit amin trong sb c4c axit amin thtr 92 va 351 dugc ¢b dinh trong cac trinh tur
axit amin ¢6 cdc ma nhan biét SEQ ID NO: 35 va SEQ ID NO: 36 va c6 it nhit 80% sur
twong ddng vai trinh tu cac axit amin ¢6 cdc ma nhan biét SEQ ID NO: 35 va SEQ ID
NO: 36, tuy nhién sang ché khong bi gidi han & d6. Cu thé, bién thé ctia séng ché c6 thé
bao gém polypeptit c6 it nhit 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, hoic 99% su tuong
ddng hodc ddng nhit voi bat ky mét trong cac trinh ty axit amin ¢6 cdc ma nhin biét
SEQ ID NO: 35 va SEQ ID NO: 36. Ngoai ra, rd rang rang bt ky protein c6 trinh tu
axit amin bao gém viéc x0a, sira ddi, thay thé, hodc thém vao mot phén cua trinh tu axit
amin & vi tri kKhac véi vi tri thir 92 va vi tri thir 351 déu thude pham vi bdo hd cta sang
ché mién 1a protein van giit duogc sy twong dong hoic ddng nhét néu trén va cac hiéu
qua twong duong v6i hiéu qua cia bién thé.

Nhu duoc st dung & ddy, thuat ngit “twong ddng hoic dong nhat” dé cap dén mirc
do két hop gifta hai trinh tu axit amin hodc trinh tu bazo va co6 thé dugc biéu hién dusi
dang phan trdm. Céc thuit ngir twong dong va ddng nhit thudng c6 thé duogc sir dung

thay thé cho nhau.

Su twong ddng hodc ddng nhét trinh tr ctia cac polynucleotit hogc polypeptit bio
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thi ¢6 thé dugc x4c dinh béng thuét toan cin chinh tiéu chun, va ham phat khoang
tréng mic dinh duoc thiét 14p boi chuong trinh c6 thé duge st dung cling nhau. V& co
ban, c4c trinh tu trong ddng hoic ddng nhit thong thuong co thé lai héa véi nhau it nhét
khoang 50%, 60%, 70%, 80% hoac 90% cua toan bd trinh tu hodc toan b chiéu dai
trong cac diéu kién nghiém ngit cao hoic trung binh. Trong c4c polynucleotit dugc lai
hoa, cac polynucleotit bao gdbm codon thoai bién thay vi codon thong thudng cling duoc

xem Xx€ét.

Su trong ddng, twong tu, hodc ddng nhat giita hai polypeptit hodc trinh tu
polynucleotit c6 thé dugc xac dinh b?lng cach st dung bét ky thuat toan da biét nhu thuat
toan “FASTA” béng cach st dung céc thong s6 mic dinh dugc dwa ra boi, vi dy, Pearson
et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444. Thay vao d6, c6 thé st dung thuat
toan Needleman—Wunsch (1970, J Mol. Biol. 48:443-453) duogc thuc hién trong
chwong trinh Needleman cua g6i Bo phin mém mé sinh hoc phén tir chau Au (The
European Molecular Biology Open Software Suite: EMBOSS) (Rice et al., 2000, Trends
Genet. 16:276-277) (phién ban 5.0.0 hodc méi hon) d& x4c dinh sy twong ddng, trong
tu, hodc déng nhét (bao gﬁ‘)m g6i chuong trinh GCG (Devereux, J. et al., Axit nucleics
Research 12:387 (1984)), BLASTP, BLASTN, FASTA (Atschul, S. F., etal.,, ] MOLEC
BIOL 215:403 (1990); Guide to Huge Computers, Martin J. Bishop, ed., Academic Press,
San Diego, 1994, va CARILLO et al. (1988) SIAM J Applied Math 48:1073). Vi du, su
tuong dé)ng, tuong tu, hodc dﬁ“)ng nhét c6 thé duogc x4c dinh b%mg cach st dung BLAST,
tir dit liéu cua Co s¢ dit liéu Trung tdm Thong tin Cong nghé Sinh hoc Québc gia, hodc
ClustalW.

Su twong ddng, twong tw, hoic ddng nhit giita cac polynucleotit hodc polypeptit
c6 thé duge xac dinh, vi du, bang cach so sanh thong tin trinh tu sir dung chuong trinh
may tinh GAP nhu chuong trinh dugc dua ra bdi Needleman et al., (1970), J Mol Biol.
48:443, vi dy, nhu d3 dua ra bdi Smith va Waterman, Adv. Appl. Math (1981) 2:482.
Tém lai, chuong trinh méy tinh GAP xac dinh sy tuong tu nhu s6 luong cac ky hi¢u
duoc can chinh (tirc 13, cic nucleotit hodc axit amin) gidng nhau, duoc chia cho tdng s6
ky hiéu trong mot doan ngén hon cua hai chudi. Cac tham sb mic dinh cho chuong trinh
GAP c6 thé bao gdm: (1) ma tran so sanh nhi phan (chtra gid tri 1 cho ddng nhét va 0
cho khong ddng nhit) ma trén so sanh trong sb ctia Gribskov et al. (1986), Nucl. Acids
Res. 14:6745 nhu dwgc mo td bdi Schwartz va Dayhoff, eds., Atlas of Protein Sequence

10
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va Structure, National Biomedical Research Foundation, c4c trang tir 353 dén 358 (1979)
(hodc ma trén thay thé EADNFULL (phién ban EMBOSS ctia NCBI NUC4.4)); (2) ham
phat 3,0 cho mdi khoang trbng dich chuyén va ham phat bd sung 0,10 cho mdi ky hi¢u
trong mdi khoang tréng dich chuyén (hodc ham phat m& khoang trbng dich chuyén 10,
va ham phat m¢& rong khoang trbng dich chuyén 0,5); va (3) khong c6 ham phat cho céc

khoéng tréng dich chuyén cubi cling.

Ngoai ra, su tuong déng, tuong tu, hodc déng nhét trinh tu gitta hai polynucleotit
hodc polypeptit da dua ra co thé duoc xac dinh biang cach so sanh cac trinh ty ciia chiing
bang céach lai Southern trong céc diéu kién nghiém ngat d x4c dinh, va cac diéu kién lai
nghiém ngit da xac dinh thudc pham vi bao hd cua sang ché va c6 thé dugc xac dinh
bing phuong phép da biét boi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong ciing linh vuc k¥ thuét
(vi du, J. Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, t4i ban 14n hai, 4n
phim Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York, 1989; F.M.
Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc., New
York).

Nhu duge st dung & day, thuat ngit “bién thé ctia protein mang trong” hodc “bién
thé cuia protein mang trong YjeH” c6 thé c¢6 kha ning san sinh O-axetylhomoserin hogc
homoserin va c6 thé duoc sir dung thay thé véi polypeptit bién d6i c6 kha ning san sinh
O-axetylhomoserin hoic homoserin, polypeptit bién d6i san sinh O-axetylhomoserin-
hodc homoserin, polypeptit bién dbi c6 hoat tinh san sinh O-axetylhomoserin hogic
homoserin, polypeptit bién ddi c6 hoat tinh san sinh O-axetylhomoserin hodc homoserin,
bién thé vé6i hoat tinh xuét khiu O-axetylhomoserin hodc homoserin, bién thé san sinh
O-axetylhomoserin- hodc homoserin-, protein san sinh homoserin bién dbi, protein san
sinh O-axetylhomoserin bién dbi, dot bién YjeH, bién thé YjeH, YjeH bién thé, YjeH,

hodc tuwong tu.

Ngoai ra, protein ¢6 thé c6 ngudn gbc tir cac ching thudc chi Escherichia, chi
Erwinia, chi Serratia, chi Providencia, chi Corynebacterium, chi Pseudomonas, chi
Leptospira, chi  Salmonella, chi Brevibacterium, chi Hypomononas, chi
Chromobacterium, va chi Norcardia, hodc ndm hodc nim men, cu thé c6 ngudn géc tur
cac ching thudc chi Escherichia, chi Corynebacterium, va chi Leptospira, va nim men,
va cu thé hon 13 ¢6 ngudn géc tir cac chiung thudc chi Escherichia, vi du, Escherichia

coli (E. coli), tuy nhién sang ché khong bi giéi han & do.

11
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Bién thé cua protein mang trong YjeH c6 thé bao gébm dot bién & vi tri thir 92
va/hodc vi tri thir 351 trong trinh t axit amin ¢6 ma nhan biét SEQ ID NO: 1 va bét ky
bién thé bao gém thém hodc x06a axit amin vao hodc tir trinh tu axit amin c6 ma nhén
biét SEQ ID NO: 1 ¢6 thé thudc pham vi bao hd cua sang ché mién 14 axit amin tuong
g vai vi tri thit 92 va/hodc vi tri thir 351 tur diu N c6 ma nhén biét SEQ ID NO: 1
duoc thay thé. Bién thé ctia protein mang trong YjeH c6 thé bao gdm trinh tyr axit amin
bao gdm thay thé axit amin thtt 92 vi/hodc axit amin thir 351 bang axit amin khac trong
trinh ty axit amin ¢6 ma nhén biét SEQ ID NO: 1 va c6 thé c¢6 hoat tinh ting cudng so
v6i protein mang trong bao gdm trinh tyr axit amin c6 ma nhan biét SEQ ID NO: 1 hoic
khong bao gém sy dot bién. Bién thé cua protein mang trong YjeH c6 thé c6 tdi thidu
80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%, 99,7%, hoic téi da 100% sy twong
ddng hoidc ddng nhit c6 ma nhan biét SEQ ID NO: 1.

Su d6t bién cia axit amin thr 92 hodc 351 ¢6 thé thay thé axit amin thir 92 bing

asparagin hoic thay thé axit amin tht 351 bing leuxin.

Cu thé, bién thé cua protein mang trong YjeH c6 thé bao gdm i) thay thé axit amin
thir 92 bang asparagin, ii) thay thé axit amin thir 351 béng leuxin, hodc thay thé ca i) va
i) trong trinh ty axit amin c6 ma nhén biét SEQ ID NO: 1 va c6 thé c6 hoat tinh ting
cuong so vdi protein bao gém trinh tu axit amin c¢6 ma nhan biét SEQ ID NO: 1 hoic

protein mang trong c6 ngudn goc tir vi sinh vt ki€u dai trude khi bién doi.

Khia canh khéc cta sang ché d& xuét polynucleotit ma héa bién thé ciia protein

mang trong YjeH.
Protein mang trong YjeH va bién thé ciia né da dwgc mo ta & trén.

Nhu dugc sir dung & day, thuat ngit “polynucleotit” dé cap dén sgi ADN hoic ARN
¢6 d6 dai ti thiéu nhét dinh hodc nhidu hon nhu polyme ciia cic nucleotit trong d6 cac
don phan nucleotit dwogc lién két v6i nhau dudi dang chudi dai bing cac lién két cong
héa tri, cu thé hon 13 polynucleotit c6 thé 1a doan polynucleotit ma héa bién thé.

Polynucleotit ¢6 thé bao gdm bét ky trinh ty nucleotit ma hoa bién thé cta protein
mang trong YjeH theo sang ché ma khong giéi han & d6. Trong sang ché, gen ma hoa
trinh tu axit amin ctia protein mang trong YjeH 1a gen yjeH, va gen c6 thé c6 ngudn gbc

tir Escherichia coli (E. coli), tuy nhién sang ché khong bi gi6i han & do.

12
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Cu thé, polynucleotit ciia sang ché c6 thé bao gbm cac bién ddi khac nhau dugc
thyc hién trong ving ma héa dugc san xuét khong thay dbi trinh ty axit amin cia
polypeptit dugc biéu hién tir ving ma héa boi sy thoai bién don vi mi hoéa (codon) hoic
trong su xem xét cac codon dugc uu tién bai sinh vat sbng trong d6 protein dugc biéu
hién. Cu thé, bét ky trinh tw polynucleotit ma hoa bién thé cua protein mang trong YjeH
trong d6 axit amin thir 92 hodc 351 dugc thay thé bang axit amin khéc trong trinh tw axit
amin c6 ma nhan biét SEQ ID NO: 1 ¢6 thé dugc bao gdm ma khong gi6i han & do.
Ngoai ra, bét ky trinh tw ma hoéa protein mang trong, trong d6 axit amin thir 92 hodc 351
ciia trinh ty axit amin ¢6 ma nhan biét SEQ ID NO: 1 dugc thay thé bang axit amin khac
béng céch lai hoa voi dau do duge didu ché tir céc trinh tu gen da biét, vi du, c6 thé bao
gém cac trinh tu bd sung toan bo hodc mdt phén cho trinh tu nucleotit trong céc didu
kién nghiém ngit ma khong bi giéi han & do. Thuét ngit “cac didu kién nghiém ngat” dé
clp dén cac didu kién cho phép lai cu thé giita cac polynucleotit. Cac diéu kién nay da
duoc mo ta cu thé trong céc tai liu da biét (vi du, J. Sambrook et al.). Vi duy, cac diéu
kién nghiém ngit c6 thé bao gdm cac diéu kién thuc hién lai hoa giita cac gen c6 su
trong ddng hoic ddng nhét cao lai v6i nhau, vi du, t6i thiéu 40%, t6t hon 12 90%, t6t
hon nita 1a 95%, tdt hon nita 12 97%, va t&t nhét 12 99%, ma khong thyc hién lai hoa
gifta cac gen co su tuong ddng hodc ddng nhat thip hon su twong ddng hoic déng nhat
néu trén, hodc thuc hién rira mot 1an, t6t hon 12 hai dén ba 1an & diéu kién rtra thong
thudng cta lai Southern & ndng o mudi va nhiét dd twong tmg véi 60°C, 1xSSC, va
0,1% SDS, t&t hon 12 60°C, 0,1x SSC, 0,1% SDS, v tét nhét 1a 68°C, 0,1x SSC, 0,1%
SDS.

Su lai hoa doi hoi hai polynucleotit chira céc trinh tu bd sung, méc du tuy thudc
vao mirc dd nghiém ngit cua phép lai, sy khong khép gitta cac bazo 1a co thé. Thuét ngt
“bd sung” dugc sir dung dé mo ta mdi quan hé giita cdc bazo clia cac nucleotit co thé lai
v6i nhau. Vi du, @i véi ADN, adenosin dwoc bd sung véi thymin, va xytosin dugce bd
sung vé6i guanin. Do d6, sang ché c6 thé bao gdm doan axit nucleic dugc tach chiét bd
sung v6i toan bd trinh tu cling nhu trinh ty nucleotit gibng nhau vé co ban.

Cu thé, cac polynucleotit ¢6 sy twong ddng hoic dong nhét c6 thé duoc phat hién
bang céch st dung cac diéu kién lai néu trén va sit dung qua trinh lai héa & gia trj T &
nhiét 46 55°C. Nigoai ra, gié tri Tm c6 thé 13 nhiét 40 60°C, 63°C, hodc 65°C, tuy nhién
sang ché khong bi gii han & day, va co thé dugc diéu chinh thich hgp béi nhitng ngudi
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¢6 hidu biét trung binh trong cling linh virc k§ thut tiry thudc vao muc dich st dung.

Mirc do phu hop cia sy nghiém ngit trong lai hoa cac polynucleotit c6 thé tuy
thudc vao cac chidu dai cta cac polynucleotit va mtc do bd sung va céc thong sb cia
chiing da biét trong ciing linh vuc k¥ thuat (Sambrook et al., supra, 9.50-9.51, 11.7-
11.8).

Khia canh khac ciia sang ché d& xuét vecto chira polynucleotit ma hoa bién thé cia

protein mang trong YjeH.
Protein mang trong YjeH, bién thé ciia né, va polynucleotit da md ta & trén.

Vecto theo sang ché c6 thé 13 cdu traic ADN chira trinh ty nucleotit ctia
polynucleotit ma héa polypeptit dich va dugc lién két chirc niang v6i viing diéu hoa biéu
hién (trinh tu diéu hoa biéu hién) thich hop d& c6 thé biéu hién polypeptit dich trong té
bao vat chu thich hop. Trinh ty didu hoa bidu hién c6 thé bao gdm viing gen khoi dong
¢6 kha ning bit diu phién ma, trinh tu didu khién bét ky dé diéu hoa phién ma, trinh tyr
ma hoa vi tri lién két ribosom mARN thich hop, va trinh ty dé diéu hoa két thic phién
ma va dich ma. Khi té bao vat chi thich hop duge bién nap vdi vecto, vecto co thé sao
chép hodc hoat dong doc 1ap véi bd gen vat chu, hodc cod thé tich hop vao bd gen cia

ching.

Nhu duge sir dung & ddy, thuat ngit “biéu hién” bao gdm bét ky qua trinh lién quan
dén san xuét polypeptit ching han nhu phién ma, stra d6i sau phién mé, dich m3, sira ddi

sau dich m3, va tao chét tiét, v.v. tuy nhién sang ché khong bi giéi han & d6.

Nhu duge st dung & déy, thudt ngit “vecto biéu hién” dé cap dén phan tir axit
nucleic mach thing hodc mach vong bao gbm trinh tw ma hoéa va trinh tu diéu hoa dugc

lién két chirc nang d€ bi€u hién vecto.

Nhu duge st dung ¢ ddy, thuat ngit “dugc lién két chirc nang” dé cap dén viéc dat
trinh ty didu hoa vao vi tri thich hop dé diéu hoa biéu hién trinh ty ma héa. Do d6, “duoc
lién két chirc ning” bao gdm su lién két gitra ving didu hoa ciia mién chirc ning c6 hoat
tinh mong mubn hodc da biét nhu vung gen khoi dong, codon két thic, trinh tu tin hiéu,
hodc chét ting cudng va chat dich (gen hoic polypeptit) dé diéu hoa biéu hién, chét tiét,

hodc chtrc ning ciia chét dich phi hop véi hoat tinh mong muén hoic da biét.

Vecto dugce sir dung trong sang ché khong bi gi6i han cu thé, va bat ky vecto da
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biét c6 thé duoc st dung. Céc vi du cia céc vecto di biét c6 thé bao gbm cac plasmit,
cosmit, virut, va cac thé thuc khudn tai t6 hop hodc tu nhién. Vi dy, pWE15,M13, MBL3,
MBL4, IXII, ASHII, APII, t10, t11, Charon4A, va Charon21A c6 thé dugc sir dung nhu
vecto thé thuc khuén hodc vecto cosmit, va c6 thé sir dung cac vecto dua trén pBR, dua
trén pUC, dua trén pBluescriptll, dua trén pGEM, dua trén pTZ, dya trén pCL, va dua
trén pET 1am vecto plasmit. Cu thé, c6 thé st dung pDCM2, pACYC177, pACYC184,
pCL, pECCG117, pUC19, pBR322, pMW118, va pCCIBAC. Cu thé hon, vecto dugc
st dung trong sang ché c6 thé 1a pDCM2 (Fig.1, ma nhan biét SEQ ID NO: 37) dugc
tao cu tric dé chén va thay thé gen trong nhifm séc thé cia Corynebacterium, tuy nhién

sang ché khong bi gidi han & do, va bét ky vecto biéu hién da biét c6 thé duge st dung.

Vi du, polynucleotit ma héa polypeptit dich c6 thé duge chén vao nhiém séic thé
bang cach st dung vecto cho viéc chén nhiém séc thé vao cac t& bao. Viéc cheén
polynucleotit vao nhidm sic thé c6 thé dugc thuc hién boi bt ky phwong phép nao da
biét trong ciing linh vuc k¥ thut, vi du, tai td hop twong ddng, tuy nhién sang ché khong
bi giéi han & d6. Polynucleotit c6 thé con bao gdm chi ddu chon loc dé phat hién viée
chén nhiém séc thé. Chi ddu chon loc dugc sir dung dé chon céc té bao duoc bién nap
véi vecto, tire 13, d& xac nhan viée chén cac phan tr axit nucleic mong mudn, va céc vi
du ctia chi ddu chon loc ¢6 thé bao gém céc chi ddu c¢6 cac kiéu hinh c6 thé Iwa chon,
ching han nhu kha ning chéng chiu thudc, nhu ciu dinh dudng, kha ning chdng lai cic
tac nhan gy doc té€ bao, hodc biéu hién cua polypeptit trén bé mit. Chi cac t& bao bidu
hién chi ddu chon loc m&i c6 thé ton tai hodc thé hién cac kiéu hinh khac nhau trong moi
trudng duge xir Iy bang chét chon loc, va do d6 céc té bao da bién nap c6 thé dugc chon

loc.

Khia canh khéc ciia sang ché dé xuét vi sinh vat bao gdm it nh4t mét trong s6 bién
thé ctia protein mang trong YjeH bao gdm i) thay thé axit amin twong tmg véi vi tri thit
92 bang asparagin, ii) thay thé axit amin twong @mg véi vi tri thir 351 bang leuxin, hodc
iii) thay thé ca i) va ii) trong trinh tw axit amin ¢6 ma nhan biét SEQ ID NO: 1, va ¢6 su
turong dong tdi thidu 95% va ti da 100% véi trinh tyr axit amin ¢6 ma nhén biét SEQ ID

NO: 1; polynucleotit ma héa bién thé; va vecto chira polynucleotit.

Ma nhan biét SEQ ID NO: 1, protein mang trong YjeH, bién thé cta né,

polynucleotit ma hoa bién thé, va vecto chira polynucleotit da dugc mé ta & trén.
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Nhu duge sit dung & dy, thuat ngit “vi sinh vét chira bién thé cia protein mang
trong YjeH” d& cip dén vi sinh vat véi kha ning ting cuong dé san sinh O-
axetylhomoserin hodc homoserin dugc diéu ché bing cich dua bién thé cta protein
mang trong YjeH va vi sinh vt c6 khd ndng san sinh O-axetylhomoserin hoédc
homoserin yéu. Cu thé, vi sinh vat 13 vi sinh vét biéu hién bién thé cta protein mang
trong YjeH bao gdm it nhit mot su bién dbi axit amin trong trinh tu axit amin c6 ma
nhén biét SEQ ID NO: 1, va su bién ddi axit amin c6 thé bao gém su thay thé axit amin

thir 92 hozic 351 tir d4u N bang axit amin khAc.

Xem xét cac muc dich cta sang ché, san sinh ngoai bao ctia O-axetylhomoserin
hodc homoserin ciia vi sinh vat bao gdm it nhit méot bién thé cia protein mang trong
YjeH; polynucleotit ma hoa bién thé; va vecto chira polynucleotit ting so v6i cac vi sinh
vét kiéu dai hodc khong bién d6i, va do d6 vi sinh vat dic trung & chd kha ning san sinh
O-axetylhomoserin hoic homoserin dwoc ting cuong. Trong khi céc vi sinh vat kiéu dai
hodc khong bién dbi khong thé san sinh hodc cé thé san sinh lwgng nhdé O-
axetylhomoserin hodc homoserin, khd ndng sin sinh O-axetylhomoserin hodc
homoserin c6 thé dugc ting cudng theo sang ché bang cach ting lwong san sinh O-
axetylhomoserin hoic homoserin bang cach dua vao bién thé cua protein mang trong

YjeH; polynucleotit ma hoa bién thé; va vecto chira polynucleotit.

Nhu dugce sir dung & ddy, thuat ngit “vi sinh vat khong bién d6i” khong bao gém
céc chiung bao gdm su dot bién c6 thé xay ra ty nhién trong céc vi sinh vt va dé cip dén
chiing kiéu dai hodc vi sinh vét khong bao gdm bién thé clia protein mang trong YjeH.
“Vi sinh v4t khong bién dbi” c6 thé dugc st dung thay thé v6i “chiing trude khi bién
@17, “vi sinh vat trude khi bién d6i”, “ching khong dot bién”, “vi sinh vét khong dot

9% &¢

bi€n”, “ching khdng bién d6i”, hodc “vi sinh vét tham chiéu”.

Nhu dugce sit dung & ddy, thuat ngit protein “dé dugc biéu hién/duge bidu hién” c¢6
nghia 1a trang thai trong d6 protein dich dugc dua vao hodc bién doi dé dugc biéu hién
trong vi sinh vat. Trong truong hop trong d6 protein dich c6 mat trong vi sinh vat, hoat
tinh cua protein c6 thé dugc ting cudng so véi hoat tinh ciia protein ndi sinh hogc hoat
tinh clia protein trudc khi bién d6i. Xem xét cac muc dich ctia sang ché, “protein dich”

c6 thé 12 bién thé clia protein mang trong YjeH néu trén.

Cu thé, thuét ngir “dua vao protein” d& cap dén cung cép hoat tinh cia protein cu
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thé cho vi sinh vat trong d6 ban diu khéng ¢ sin protein hodc ting cudng hoat tinh ciia
protein so v4i hoat tinh ni sinh ciia protein hoéc hoat tinh trudc khi sira dbi. Vi du, viéc
dwa vao protein c6 thé d& cap dén dua polynucleotit ma héa protein cu thé vao nhiém
sic thé hoic dua vecto chira polynucleotit ma hoéa protein cu thé vao vi sinh vat, nho d6
biéu hién hoat tinh cta protein. Ngoai ra, “tdng cudng hoat tinh” ¢ thé c6 nghia 13 hoat
tinh cua protein cu thé cuia vi sinh vat dugc ting cudng khi so voi hoat tinh ndi sinh hoic
hoat tinh truéc khi sira déi. Thuat ngit “hoat tinh ndi sinh” c6 thé dé cap dén hoat tinh
cla protein cu thé ¢6 sin ban dau boi ching bd me hoic trude khi bién dbi khi vi sinh

vat duogc bién doi bang cach bién doi gen tu nhién hodc nhén tao.

Cu thé, viéc tang cuong hoat tinh clia sang ché c6 thé dugc dat duge béng cach
theo it nhit mot phwong phéap duge chon tir nhém bao gdm: phwong phép ting s6 lugng
ban sao cla gen ma hoa bién thé protein; phuong phap dua dot bién vao trinh tu diéu
hoa bidu hién cia gen ma héa bién thé protein; phwong phap thay thé trinh ty diéu hoa
biéu hién cua gen béng trinh tu ma héa bién thé protein va c6 hoat tinh manh hon;
phuong phéap thay thé gen ma hoa protein mang trong kiéu dai trén nhiém sic thé bang
gen ma hoa bién thé protein; phwong phap dua thém dot bién vao gen ma héa bién thé
protein dé tang cudong hoat tinh ciia bién thé protein; va phwong phap dwa bién thé

protein vao vi sinh vét, tuy nhién sang ché khong bi gi6i han & do.

Trong phdn md ta néu trén, sy ting 1én sd lugng ban sao clia gen, mic di khong bi
gigi han cu thé & d6, c6 thé duge thuc hién & trang thai dugc lién két chuc nang vai
vecto, hodc bang cach dugc chén vao nhiém s&c thé cua té bao vat chu. Cu thé, viéc tang
s lugng ban sao ¢6 thé duoc thuc hién bing cach dua vecto vao té bao vat chit trong d6
vecto lién két chirc ning véi polynucleotit ma héa protein bién thé theo sang ché va co
thé sao chép va hoat dong bét ké té bao chi. Thay vao d6, vecto duge dua vao té bao
vt chu trong d6 vecto lién két chirc ning véi polynucleotit c6 kha ning chén
polynucleotit vio nhiém séc thé cua té bao vat chu. Sy chén polynucleotit vao nhidm sic
thé c6 thé dugc thue hién bing cach sir dung phuong phap da biét trong cling linh vure
k¥ thuét, vi du bang su tai td hop tuong dong.

Su bién ddi cua trinh tw didu hoa biéu hién dé ting mirc biéu hién cia polynucleotit
¢6 thé duge thuc hién bing cach, nhung khong bi gi6i han &, gdy dot bién trén trinh tu
b%lng cach xo6a, chén, thay thé bao thy, thay thé khong bao thu, hodc bét ky su Kkét hop

nao cta ching d€ tdng cudng thém hoat tinh cta trinh ty di€u hoa biu hién hodc br?mg
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cach thay thé trinh ty vé6i trinh tu ¢6 hoat tinh manh hon. Trinh ty diéu hoa biu hién c6
thé bao gdbm nhung khong bi gi6i han & ving gen khéi dong, trinh tu hoat dong, trinh tu
mi hoa vi tri 1ién két v6i ribosom, va trinh tu didu chinh sy két thiic phién ma va dich

~

ma.

Ving gen khoi dong manh hon ving gen khéi dong ndi tai c6 thé dugc lién két
phia trude ciia b phén biéu hién polynucleotit, tuy nhién sang ché khong bi gi¢i han &
d6. Céc vi du ctia ving gen khéi dong manh hon da biét trong cing linh vuc k¥ thuét c6
thé bao gdm cac ving gen khdi dong tir CJ1 dén CJ7 (patent Hoa Ky s6 US 7662943
B2), viing gen khéi dong lac, ving gen khéi dong trp, ving gen khdi dong tre, ving gen
khoi dong tac, ving gen khéi dong Lambda phage PR, ving gen khoi dong PL, ving
gen khéi dong tet, ving gen khoi dong gapA, ving gen khoi dong SPL7, ving gen khdi
dong SPL13 (sm3) (patent Hoa Ky s6 US 10584338 B2), viing gen khéi dong O2 (patent
Hoa Ky s6 US 10273491 B2), ving gen khoi dong tkt, va ving gen khoi dong yccA,
tuy nhién sang ché khong bi giéi han & do.

Ngoai ra, sy bién ddi cia trinh ty polynuclelotit trén nhidm sic thé c6 thé dugc
thue hién bing cach gdy dot bién trong trinh tu didu hoa biéu hién bing céch x6a, chén,
thay thé khong bao thi, thay thé bao thu, hodc két hop cta ching dé ting cuong thém
hoat tinh cta trinh ty polynucleotit, hodc bing c4ch thay thé trinh tw nucleotit bang trinh
tu nucleotit da bién dbi dé c6 hoat tinh manh hon, tuy nhién sang ché khong bi gi6i han
& do.

Viéc dua vao protein va tdng cuong hoat tinh c6 thé ting 1én hoat tinh hoic ndng
do cua protein tir hoat tinh hodc né‘)ng do cta ching vi sinh vét kiéu dai hodc khong bién
d6i, tuy nhién sang ché khong bi giéi han & dé.

Trong sang ché, vi sinh vit chira bién thé ciia protein mang trong YjeH c6 thé 1a
vi sinh vat tai t6 hop dugc diéu ché bang bién nap sir dung vecto chita polynucleotit ma

hoéa bién thé ctia protein mang trong YjeH, tuy nhién sang ché khong bi gi6i han & do.

Nhu dugce sir dung & day, thudt ngir “bién nap” dé cép dén qua trinh dua vecto
chira polynucleotit ma hoa protein dich vao té bao vat chi theo cach ma protein dugc
ma héa boi polynucleotit dugc bidu hién trong té bao vét chi. Polynucleotit dugc bién
nap c6 thé dudi dang dwgc chén vao nhiém sic thé cua té bao vat chii hodc dudi dang

nim bén ngoai nhiém sic thé mién 1a protein duge biéu hién trong té bao vat chi. Ngoai
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ra, polynucleotit bao gdm ADN vi/hosic ARN ma héa protein dich. Polynucleotit c6 thé
dwgc dua vao té bao vat chii & bit ky dang nao mién 13 polynucleotit dugce dwa vao té
bao vat chu va protein dugc biéu hién trong d6. Vi du, polynucleotit ¢6 thé duge dwa
vao t& bao vat chu dudi dang catxet bidu hién 13 ciu triic gen bao gdm tit ca cac yéu tb
cAn thiét dé tu sao chép. Catxet biéu hién thong thuong c6 thé bao gébm ving gen khéi
dong, tin hiéu két thic phién m4, vi tri lién két ribosom, va tin hiéu két thic dich ma
duoc lién két chirc ning véi polynucleotit. Catxet biéu hién c6 thé & dang vecto biéu
hién tir sao chép. Ngoai ra, polynucleotit c6 thé dugc dua vao té bao vat chi & dang ban
du va dugce lién két chuc ning dén trinh tu yéu ciu dbi véi biéu hién trong té bao vat

chu, tuy nhién sang ché khong bi gioi han & do.

Céc loai vi sinh vat c6 hoat tinh san sinh homoserin khdng bi gidi han cu thé mién
1a vi sinh vét c6 kha néng san sinh O-axetylhomoserin hodc homoserin, va cu thé vi sinh
vt c6 thé 1a bit ky vi sinh vat thude chi Corynebacterium, chi Escherichia, chi
Enterobacter, chi Erwinia, chi Serratia, chi Providencia, va chi Brevibacterium, cu thé

hon 14 vi sinh vat thudc chi Corynebacterium.

Cu thé hon, vi sinh vat thudc chi Corynebacterium c6 thé 1a Corynebacterium
glutamicum, Corynebacterium  ammoniagenes, Corynebacterium  crudilactis,
Corynebacterium deserti, Corynebacterium efficiens, Corynebacterium callunae,
Corynebacterium stationis, Corynebacterium singulare, Corynebacterium halotolerans,
Corynebacterium striatum, Corynebacterium pollutisoli, Cxorynebacterium imitans,
Corynebacterium testudinoris, hoic Corynebacterium flavescens, va bat ky vi sinh vét

nao thudce chi Corynebacterium c6 thé duge st dung ma khong gidi han & do.

Trong sang ché, chiing bd me cuia vi sinh vét c6 thé 13 vi sinh vét trong d6 gen lam
suy yéu con duong sinh tbng hop clia O-axetylhomoserin hodic homoserin dugc bat hoat
thém hogc con dudng sinh téng hop ciia O-axetylhomoserin hodc homoserin dugc ting
cudng dé ting san sinh O-axetylhomoserin hodc homoserin, tuy nhién sang ché khong
bi giGi han & do.

Cu thé, dé bat hoat gen lam suy yéu con dudng sinh téng hop cua O-
axetylhomoserin hodc homoserin, vi dy, su biéu hién cua gen metB (ma nhan biét SEQ
ID NO: 17) mi héa xystathionin gamma-synthaza tham gia vao con dudng thodi bién

clia O-axetylhomoserin hodc gen metY (md nhan biét SEQ ID NO: 22) m3 héa O-
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axetylhomoserin (thiol)-lyaza tham gia vao con duong thoai bién cua O-

axetylhomoserin c6 thé duoc lam suy yéu hoic bét hoat.

Pé ting cudng con dudng sinh tdng hop clia O-axetylhomoserin hodc homoserin,
vi du, dot bién gen co thé duogc dua vao gen JysC (ma nhin biét SEQ ID NO: 27) ma hoa
aspartokinaza, hodc biéu hién ctia gen metX (mi nhén biét SEQ ID NO: 32) ma hoéa O-

axetylhomoserin transferaza c6 thé dugc khuéch dai.

Tuy nhién, phuong an khong bi gidi han & d6, khd ndng sdn sinh O-
axetylhomoserin hodc homoserin c6 thé dugc ting cudng bang bét ky phwong phéap da
biét d& didu hoa biéu hién gen.

A 22

Nhu duoc sir dung & ddy, thuat ngit “ting cudng/ting 1én” c6 nghia 12 bao gdm su

ting 1én trong hoat tinh so véi hoat tinh ndi sinh.

Su tiang cudng hoic ting 1én hoat tinh clia gen c6 thé dat dugc bing cach ting dung
cac phuong phap khac nhau da biét trong cung linh vuc k§ thuat. Cac vi du vé cac
phuong phap c6 thé bao gdm it nhat mot duge chon tir nhém bao gbém: phuong phap
tang sb lwong ban sao cua gen; phuong phép dua dot bién vao trinh tw didu hoa biéu
hién ctia gen; phwong phap thay thé trinh tw diéu hoa biéu hién ctia gen bang trinh ty c6
hoat tinh manh hon; phuong phép dua thém dot bién vao gen dé ting cudng hoat tinh
cua gen; va phwong phap dwa gen ngoai lai vao vi sinh vat; va bt ky su két hop cuia

chiing, tuy nhién sang ché khong bi gi6i han & do.

Nhu duoc st dung & déy, thuét ngit “bat hoat” cia protein cé nghia 13 hoat tinh

cta protein dugc lam suy yéu so v6i hoat tinh ndi sinh, hodc protein khong c6 hoat tinh.

Su bét hoat ctia protein c6 thé dat dugc bang cic phwong phéap khac nhau da biét
trong cling linh vire k¥ thuat. Cac vi du vé cac phuong phép c6 thé bao gdm: phwong
phép x6a mot phan hoic toan bd gen ma héa protein trén nhiém sic thé bao gdm loai bo
hoat tinh ctia protein; phuong phap thay thé gen ma héa protein trén nhiém sic thé véi
gen dot bién dé giam hoat tinh ctia enzym; phuong phéap dua dot bién vao trinh tir didu
hoa biu hién ctia gen ma hoa protein trén nhiém sic thé; phuong phap thay thé trinh tu
diéu hoa biéu hién ctia gen ma hoa protein bang trinh tw ¢6 hoat tinh yéu hodc khéng c6
hoat tinh (vi du, phuong phap thay thé viing gen khéi dong ciia gen bang ving gen khéi
dong yéu hon viing gen khéi dong ndi sinh); phwong phap x6a mot phin hoic toan bd

gen ma hoa protein trén nhiém séc thé; phwong phap dua antisense oligonucleotit (vi du,
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antisense ARN), trc ché dich ma tir Marn vao protein théng qua lién két b sung v&i ban
phién mi ctia gen trén nhiém sic thé; phwong phép 1am cho viéc gin vao ribosom khéng
thé thuc hién duoc béng cach tao ra céu trac thir cép béng c4ch thém trinh tu bd sung
vao trinh tu Shine-Dalgarno (SD) trén phia sau cda trinh ty SD ctla gen ma héa protein;
va phurong phap k¥ thuét phién ma ngugce (reverse transcription engineering: RTE) thém
vung gen khdi dong d6i v6i phién ma nguoc dén dau 3’ ciia khung doc mé (open reading
frame: ORF) cta trinh tu twong g, va su két hop ciia chiing, tuy nhién sang ché khong
bi gidi han & do.

Khia canh khéc cua sang ché dé xuit phuong phdp san xuét san phim dich bao
gdm nuodi cdy vi sinh vt trong moi trudng nudi cdy, trong d6 vi sinh vét bao gdm it nhét
mdt trong sd bién thé cua protein mang trong YjeH bao gbm 1) thay thé axit amin twong
g voi vi tri thir 92 bang asparagin, ii) thay thé axit amin tuong tng véi vi tri thit 351
bang leuxin, hoic iii) thay thé ca 1) va ii) trong trinh tur axit amin c6 ma nhén biét SEQ
ID NO: 1, va ¢6 su twong ddng tdi thidu 95% va tdi da 100% véi trinh ty axit amin c6

ma nhén biét SEQ ID NO: 1; polynucleotit ma héa bién thé; va vecto chira polynucleotit.

M3 nhan biét SEQ ID NO: 1, protein mang trong YjeH, bién thé cia ching,
polynucleotit ma hoa bién thé, vecto chira polynucleotit, va vi sinh vét chita bién thé da

duoc mo ta & trén.

San phdm dich c6 thé 12 O-axetylhomoserin hodc homoserin, tuy nhién sang ché
khong bi gidi han & do.

Nhu dugce sit dung & déy, thuat ngit “nudi ciy” dé cap dén viéc phat trién vi sinh
vat trong mdi truomg duge didu chinh thich hop. Qué trinh nudi ciy theo sang ché c6 thé
dugc thuc hién theo moi truong thich hop va cac diu kién nubi cdy da biét trong cing
linh vuc k§ thuat. Qua trinh nudi cdy c6 thé dugc dé dang didu chinh dé st dung béi
ngudi ¢ hidu biét trung binh trong ciing linh vuc k¥ thuat theo ching da chon. Budc
nudi céy vi sinh vat ¢6 thé dugc thuc hién theo mé, nudi céy lién tuc, nuoi céy theo mé
¢6 cAp dinh dudng, v.v., tuy nhién sang ché khong bi gi6i han & d6.

Nhu dugc st dung & day, thuat ngit “moi truong nudi ciy” d& cap dén nguyén lidu
trong d6 céc chit dinh dudng cin thiét dé nudi cdy vi sinh vat dugc trén 1am céc thanh
phan chinh va cung cip céc chit dinh dudng va cac yéu td ting trudng cling nhu nuée

cén thiét cho sy tdn tai va tang trudng. Cu thé, mic dii moi trudng nudi cdy va cic didu
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kién nuéi cdy khac dé nudi cdy vi sinh vét cia sang ché khong bi giéi han cu thé mién
12 moi tredng nudi cdy thudng dugce st dung trong nudi cly céc vi sinh vat, vi sinh vat
clia sang ché c6 thé duoc nudi cdy trong mdi trudng thong thudng chira cac ngudn
carbon, ngudn nito, ngudn phospho, cac hop chét vo co, cic axit amin, va/hodic cac

vitamin trong cac didu kién hiéu khi trong khi diéu chinh nhiét 4o, do pH, va tuong ty.

Theo sang ché, c6 thé sir dung cic ngudn carbon, cacbohydrat ching han nhu
glucoza, fructoza, sucroza, va maltoza; rugu dudng nhu mannitol va sorbitol; cac axit
hitu co nhu axit pyruvic, axit lactic, va axit xitric; va cac axit amin nhu axit glutamic,
methionin va lysin. Ngoai ra, c6 thé sir dung céc chit dinh dudng hitu co ty nhién nhu
dich thly phén tinh bot, mét duong, mat duong den, cam gao, sin, ba mia, va dich chiét
ngd, va c6 thé str dung cic loai hydrat carbon cu thé nhu glucoza va mat dudng da xir ly
trude vO trung (tic 13, mat duong dugce chuyén hoéa thanh dudng giam), va cac luong
thich hop ctia bit ky ngudn carbon nao khéc ciing c6 thé duoc str dung ma khong bi gi6i
han & d6. Cac ngudn carbon nay c6 thé duge sir dung doc 1ap hodc két hop it nhit hai

nguon carbon.

Nhu céc ngudn nito, ¢ thé st dung céc ngudn nito vé co nhu amoniac, amoni
sulfat, amoni clorua, amoni axetat, amoni phosphat, amoni carbonat, va amoni nitrat; va
cac nguén nito hitu co nhu cic axit amin, vi du, axit glutamic, methionin, va glutamin,
pepton, NZ-amin, cao thit, dich chiét nAm men, cao mach nha, dich chiét ngo, thiy phén
casein, c4 hodic cac san pham phén hity ctia ching, va banh déu tuong da khir chit béo
hodc céc san phdm thodi bién cia ching. Céc ngudn nito nay c6 thé duge st dung doc

1ap hoic két hop it nhéit hai ngudn nito, tuy nhién sing ché khéng bi gi6i han & do.

Nhu céc ngudn phospho, c6 thé str dung monokali phosphat, dikali phosphat, hodc
cac mudi chira natri twong tmg véi chung. Nhu cac hgp chét vo co, c6 thé sir dung natri
clorua, canxi clorua, sit clorua, magie sulfat, sulfat sit, sulfat mangan, canxi cacbonat,
va twong tu. Ngoai ra, cac axit amin, vitamin va/hodc cac tién chét thich hop ciing c6
thé dugc dua vao. Moi trudng nudi cdy va céc tién chit nay co thé dugc thém vao méi
treomg nudi cdy theo mé hodic nudi cdy lién tuc, tuy nhién sang ché khong bi gii han &
do.

Theo sang ché, trong qua trinh nuoi cdy vi sinh vat, cic hop chit nhu amoni

hydroxit, kali hydroxit, amoniac, axit phosphoric, va axit phosphoric ¢6 thé duoc thém
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thich hop vao moi truong nudi ciy dé didu chinh d6 pH ciia méi trudong nudi ciy. Ngoai
ra, chit khir bot nhur axit béo polyglycol este ¢6 thé duoc thém vao trong qua trinh nudi
céy dé ngan chin su tao thanh bot. Ngoai ra, oxy hodc khi chira oxy c6 thé dugc bom
vao mdi trudng nudi cdy dé duy tri moi trudng nudi ciy trong diéu kién hiéu khi, va cac
khi nito, hydro, hodc khi carbon dioxit ¢6 thé duge bom vao mdi trudng nudi cly dé duy
tri moi trudng nudi cy trong cac diu kién ky khi va diéu kién vi hiéu khi ma khong
can bom bét ky khi nao khac vao d6, tuy nhién sang ché khéng bi gi6i han & d6.

Nhiét d6 ctia méi truong nudi cy c6 thé duge duy tri & nhiét d6 25°C dén 50°C,
t6t hon 1a 30°C dén 37°C, tuy nhién sang ché khong bi gidi han & d6. Viéc nudi cy c6
thé tiép tuc cho dén khi thu dugc lwong san phdm mong mudn, t6t hon 1a tir 10 gier dén

100 gio, tuy nhién sang ché khong bi giéi han & do.

San pham dich dwoc san xuat bang cach nudi cay c6 the dugce san sinh vao moi

tredng nuoi cdy hodc gift lai trong cac t€ bao.

Phuwong phap c6 thé con bao gdm bude thu hdi san phim dich tir moi treong nudi

cay hodc vi sinh vat.

Budrc thu hdi san pham dich d4 san xuét trong budc nudi cdy ¢6 thé duge thue hién
bang cach thu gom san phim dich tir viéc nudi cdy st dung phuong phéap da biét trong
cung linh vyc k¥ thuit theo phwong phép nudi ciy. Vi du, c6 thé str dung phuong phap
ly tam, loc, sic ky trao dbi ion, két tinh, va phuong phép sic ky 16ng hiéu nédng cao
(High Performance Liquid Chromatography-HPLC), v axit amin dich c6 thé dwgc thu
héi tir méi trudng nudi cdy hodic vi sinh vét bang cach sir dung bat ky phuong phép thich
hop trong cting linh vure k¥ thuat, tuy nhién sang ché khong bi giéi han & d6. Moi trudng

nudi cay con c6 thé dugce goi 1a canh thit nudi cay.

Ngoai ra, budc thu hdi c6 thé con bao gdm qua trinh tinh ché c6 thé dugc thuc hién
 str dung phuong phép thich hop da biét trong ciing linh vuc k§ thuat. Do d6, san phdm
dich da thu hdi c6 thé dudi dang tinh ché hogic canh thit 1én men cuia vi sinh vét bao gdm
san pham dich (Introduction to Biotechnology and Genetic Engineering, A. J. Nair.,
2008).

Khia canh khac cia sang ché dé xuit phuong phap san xuit methionin, phuong
phép niy bao gém: san xuit O-axetylhomoserin bing cach nudi cdy vi sinh vat trong

moi trudng nudi cdy; va chuyén ddi O-axetylhomoserin thinh methionin bing cach phan
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tng O-axetylhomoserin v6i sulfua, trong d6 vi sinh vat bao gdm it nhit mét trong s6
bién thé cua protein mang trong YjeH bao gbm i) thay thé axit amin twong tng v6i vi
tri thir 92 bing asparagin, ii) thay thé axit amin twong tng véi vi tri thit 351 bang leuxin,
hoic iii) thay thé c i) va ii) trong trinh ty axit amin c6 ma nhan biét SEQ ID NO: 1, va
c6 su tuong df‘mg tdi thiéu 95% va téi da 100% vdi trinh ty axit amin c¢6 ma nhén biét

SEQ ID NO: 1; polynucleotit ma hoa bién thé; va vecto chira polynucleotit.

M3 nhén biét SEQ ID NO: 1, protein mang trong YjeH, bién thé cua chung,
polynucleotit ma héa bién thé, vecto chira polynucleotit, vi sinh vat chura bién thé, va O-

axetylhomoserin dd dugc mo ta & trén.

Trong sang ché, O-axetylhomoserin nhu tién chit methionin c6 thé dugc chuyén

d6i thanh methionin thong qua phan ting véi sulfua.

Phén Ung v6i sulfua d& cap dén qud trinh tao ra L-methionin tir O-suxinyl
homoserin sit dung bét ky phuong phép da biét. Vi du, L-methionin c6 thé duoc san xuit
bing cach phan (mg metyl mercaptan nhu sulfua véi O-axetylhomoserin. Ngoai ra, chét
xuc tac hodc enzym c6 thé dugc thém vao hoic phan tng c6 thé dugc thuc hién trong vi
sinh vét bao gdm enzym dé ting toc do phan tmg va ting san lugng.

“Sulfua” c6 thé 13, vi dy, metyl mercaptan, va metyl mercaptan c6 thé 14 bat ky dan
xuit metyl mercaptan c6 kha ning cung cip cc nguyén tir luu huynh nhu dimetylsulfua
(DMS) dugc boc 16 trong cong bd don qude té s6 WO 2010/098629 ciing nhu natri metyl
mercaptan (CH3S—Na) trong pha 16ng va metyl mercaptan (CH3SH) & trang thai khi

hodc long.

Nhu enzym dugc st dung trong phan tmg chuyén dbi methionin, ¢6 thé sir dung
xystathionin-y-synthaza, O-axetylhomoserin sulthydrylaza, hodc O-suxinylhomoserin

sulfhydrylaza da biét trong cing linh vuc k§ thut.

Qua trinh cta phan Gng chuyén d6i methionin ctia séng che c6 theé dugc the hién

dudi dang phuong trinh phan ing sau:
O-axetyl-L-homoserin + CH3SH <> L-methionin + axetat

Trong phan @mg ndy, gbc CH3S ciia metyl mercaptan dugc thay thé bang gdc axetat

cia O-axetylhomoserin dé€ san xuat L-methionin.

Phéan tmg c6 thé duoc thyc hién & nhiét d6 20°C dén 45°C trong khi duy tri d¢ pH
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clia moi trudng phan Gng trong pham vi 6 dén 7, va pyridoxal 5'-phosphat c6 thé thém

vao nhu coenzym.

Su chuyén ddi cua tién chét L-methionin vao L-methionin trong sy c6 mit cua
metyl mercaptan 13 phan tng enzym va dugc boc 1§ trong cong bd don quéc té
s& WO 2008/013432. Cong bd don qudc té s6 WO 2008/013432 boc 16 thong tin chi tiét
vé céc dic tinh va didu ché céc enzym chuyén ddi methionin c6 hoat tinh thich hop dé
chuyén hoa tién chit L-methionin thanh L-methionin trong sy c¢6 mit clia metyl
mercaptan. Enzym chuyén d6i methionin thich hop nay cé thé dugc didu ché sir dung

biéu hién gen theo cac phuong phap cong nghé sinh hoc.

Trinh ty cia gen ma hoa enzym c6 hoat tinh chuyén dbi c6 thé thu dugce tir, nhung
khong gi6i han &, co s& dit liéu cia NCBI (Hoa Ky) va ngan hang ADN (KEGG, Nhéat
Ban). Dbi v6i su chuyén dbi sinh hoc, gen c¢6 thé dugc nhan dong tir trinh ty gen thu
duoc, va sau d6 duge dua vao vecto biéu hién. Cu thé, gen co thé dugc biéu hién dudi
dang hoat dong tir vecto pCL-CJI (CJ, Han Qudc) 12 vecto biéu hién d6i véi E. coli trong
cac chung tai tb hop, va protein dugc biéu hién c6 thé thu duge tir dung dich enzym
trong dé cac té bao da pha v sir dung séng Am thanh (sonicated) dugc ly gii. Ca hai
ching biéu hién enzym chuyén d6i methionin va enzym chuyén d6i methionin duoc

bibu hién c¢6 thé duge sir dung truc tiép trong phan ting chuyén ddi methionin.

Enzym chuyén d6i methionin dwgc biéu hién tir gen hodc ching vi sinh vt biéu
hién enzym c6 thé dugc tron truc tiép, mot phz:fm hoéc toan bd vai phﬁn ndi 1én men hoidc
canh thit 1én men trong do6 tién chit L-methionin dugc tich lity dé bat ¢au phan tmg. Tirc
14, phan g c6 thé dugc bt ddu bang cach thém enzym chuyén ddi methionin hodc
chiing vi sinh vét biéu hién enzym vao dung dich 1én men trong d6 O-axetylhomoserin

dugc tich lily va thém metyl mercaptan vao do.

Cu thé, O-axetylhomoserin dugc tich lily trong dung dich 1én men c6 thé duoc
chuyén dbi thanh L-methionin bing xystathionin-y-synthaza, O-axetylhomoserin
sulfhydrylaza, hodc O-suxinyl homoserin sulthydrylaza.

Phan tng chuyén ddi methionin c¢6 thé dugc xac nhan bang cach st dung DTNB
(5,5-dithiobis(2-nitro-benzoic axit), Sigma, Hoa Ky), va san phdm phan tmg c6 thé dugc
phén tich bing HPLC. Trong qu4 trinh phan mg methionin chuyén dbi, céc san phdm

phu nhu axit axetic ¢6 thé duoc thu thém théng qua phan tng gifta metyl mercaptan va
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O-axetylhomoserin ma khong can qua trinh san xuat riéng biét.

Phan tng enzym giita tién chit L-methionin va metyl mercaptan c6 thé dugc thé

hién bang phuong trinh phan ung sau:

Enzym

T ,m | H;&**-*aﬁ " }cjjs

Tién chit L-Methionin L-Methionin

Phuong phép san xudt methionin c6 thé dwogc x4c dinh d& dang boi ngudi c6 hidu
biét trung binh trong cung linh vuc k¥ thuat trong céc diéu kién nudi ciy ti wu da biét
va cac diéu kién kich hoat enzym. Cac phuong phap va mdi trudng nudi ciy cu thé nhu
da mo ta & trén.

Khia canh khéc cia séng ché dé xuat phuong phép san xuét glufosinat, trong do6
phuong phap nay bao gdm: san xudt O-axetylhomoserin hoic homoserin bing cach nudi
cdy vi sinh vat trong moi trudng nudi cdy; va chuyén ddi O-axetylhomoserin hodc
homoserin thanh glufosinat, trong d6 vi sinh vét bao gém it nhat mot trong sb bién thé
ctia protein mang trong YjeH bao gdm i) thay thé axit amin twong tng vé6i vi tri thir 92
bang asparagin, ii) thay thé axit amin tuong tng véi vi tri thir 351 bang leuxin, hogic ii)
thay thé ca i) va ii) trong trinh tw axit amin c6 ma nhan biét SEQ ID NO: 1, va ¢6 su
twong ddng téi thiéu 95% va t6i da 100% véi trinh tw axit amin c6 ma nhan biét SEQ ID

NO: 1; polynucleotit ma héa bién thé; va vecto chira polynucleotit.

M4 nhin biét SEQ ID NO: 1, protein mang trong YjeH, bién thé cua no,
polynucleotit ma héa bién thé, vecto chira polynucleotit, vi sinh vat chtra bién thé, va

homoserin da mo ta & trén.

Nhu duge sir dung & déy, thuat ngit “glufosinat” dé cip dén mot loat céc chét diét
6 tu nhién duge tao ra béi mot sb loai vi khuin dét Streptomyces, va con dugc goi 1a

phosphinothrixin.

Trong sang ché, O-axetylhomoserin hodc homoserin c6 thé dugc chuyén dbi thanh

glufosinat thong qua nhiéu budc bao gdm halogen hoa.

Phan ting chuyén dbi glufosinat da dugc boc 16, vi dy, trong cong bb don patent
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Trung Qubc sb CN 108516991 A. Cu thé, phan g glufosinat chuyén ddi c6 thé bao
gbm: (1) bude thuc hién sy khir nuée ddng sbi cia homoserin (cong thirc II) sir dung
dung moi hitu co trong su c6 mét cia chét xuc tac co tinh axit; va budc thém chit halogen
hoa vao homoserin da khir nuéce déng s0i va thuc hién halogen hoa dé thu dugc L-3,6-
bis(2-haloetyl)-2,5-dion piperazin (cong thirc III); (2) budc thém metylphosphinic axit
dieste hodc metyl phosphit dieste vao L-3,6-bis(2-haloetyl)-2,5-dion piperazin va thuc
hién phan ng Abbov sir dung dung méi s6i cao trong sw ¢6 mit ctia chat xtc tac dé thu
dwoc hop chét c6 cong thire IV; va (3) budce thuc hién phan tng thily phan bing cach
hoa tan hop chit cé cong thirc IV trong axit va dun néng dung dich, loai bé dung méi
sau khi két thiic phan tng, thém rugu vao, va thuc hién phan ing chuyén ddi bang cach

thém alkylen oxit vao dé thu duogc glufosinat (cong thirc I).

Phan ting chuyén di glufosinat sir dung homoserin 1am tién chét c6 thé duoc thé

hién bang phuong trinh phan tmg sau:

0O JOR
NH; Hﬂjfl\/\x
0
I m
,Q,sﬁ? o
. ]
HN g O OH
I N
¥ I

Phuong phép san xudt glufosinat c6 thé dwge thuc hién biang cich st dung
homoserin dugc diéu ché bing cach 1én men sinh hoc nhu tién chét theo sang ché.
Glufosinat c6 thé duge san xuit bang cach didu ché L-3,6-bis(2-haloetyl)-2,5-dion
piperazin bing phan tmg v6i metylphosphonium bang cach khir nuéce azeotropic va
halogen hoa, thuc hién phan ing Abbov, va sau d6 thuc hién phan ing thiy phan néu

trén.
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Khia canh khac ctia sang ché d& xuit ché pham san xuit homoserin bao gdm vi
sinh vat hodc nudi céy vi sinh vét, trong d6 vi sinh vat bao gém it nhat mot trong sb bién
thé cua protein mang trong YjeH bao gdm i) thay thé axit amin twong tng véi vi tri thi
92 bang asparagin, ii) thay thé axit amin twong tmg véi vi tri thir 351 bang leuxin, hoic
iii) thay thé ca i) va ii) trong trinh ty axit amin c¢6 ma nhan biét SEQ ID NO: 1, va c6 su
twong ddng ti thidu 95% va ti da 100% véi trinh tw axit amin c6 ma nhan biét SEQ ID

NO: 1; polynucleotit ma hoa bién thé; va vecto chira polynucleotit.

Khia canh khac cia sang ché @& xudt ché phim san xudt O-axetylhomoserin bao
gdm vi sinh vt hodc dich nudi céy vi sinh vit, trong d6 vi sinh vat bao gbm it nhit mot
trong s6 bién thé cua protein mang trong YjeH bao gbm 1) thay thé axit amin twong Gng
v6i vi tri thir 92 bang asparagin, ii) thay thé axit amin twong trng véi vi tri thir 351 bing
leuxin, hodc iii) thay thé ca i) va ii) trong trinh tu axit amin c6 ma nhan biét SEQ ID
NO: 1, va c6 sy tuong dong tdi thidu 95% va t6i da 100% véi trinh ty axit amin c6 ma

nhan biét SEQ ID NO: 1; polynucleotit m hoa bién thé; va vecto chtra polynucleotit.

M3 nhén biét SEQ ID NO: 1, protein mang trong YjeH, bién thé cua né,
polynucleotit ma héa bién thé, vecto chtra polynucleotit, vi sinh vét chira bién thé,

homoserin, va O-axetylhomoserin da dugc mo ta & trén.

Ché pham san xuit O-axetylhomoserin hoic homoserin c6 thé dé cap dén ché phdm
duoc sir dung dé san xudt O-axetylhomoserin hodic homoserin bing bién thé ciia protein
mang trong YjeH theo sang ché. Ché phdm c6 thé bao gdm bién thé ciia protein mang
trong YjeH hoic thanh phan c6 kha niing 1am hoat dong bién thé cia protein mang trong
YjeH ma khong gi6i han & d6. Bién thé ctia protein mang trong YjeH c6 thé & dang chén
vao vecto c6 kha ning biéu hién gen lién két chirc ning trong té bao chu.

Ché phim c6 thé con bao gdm chét bao quan dong lanh (cryoprotectant) hogic ta
dugce. Chéit bao quan dong lanh hodc ta dugc c6 thé 13 chét tu nhién hodc chét khong
xuét hién tu nhién, tuy nhién sdng ché khong bi gidi han & d6. Vi du khac, chét bao quan
dong lanh hodc ta duge c6 thé 1a chit ma vi sinh vét khong tu nhién tiép xuc vé6i hodc
chit khong ty nhién c6 trong vi sinh vét, tuy nhién sang ché khéng bi gi6i han & do.

Khia canh khac ctia sing ché dé xuét viéc sir dung bién thé clia protein mang trong

YjeH dé san xuat O-axetylhomoserin hodc homoserin.

Khia canh khac cua sang ché d€ xudt viéc st dung vi sinh vat d€ san xuét O-
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axetylhomoserin hodic homoserin, trong d6 vi sinh vat bao gdm it nhit mot trong sé bién
thé cua protein mang trong YjeH bao gdm i) thay thé axit amin twong tmg v&i vi tri thir
92 bang asparagin, ii) thay thé axit amin tuong tmg véi vi tri thir 351 bing leuxin, hodc
iii) thay thé c4 i) v ii) trong trinh tyr axit amin c¢6 ma nhén biét SEQ ID NO: 1, va c6 sy
twong ddng ti thidu 95% va tdi da 100% vdi trinh tr axit amin c6 ma nhan biét SEQ ID

NO: 1; polynucleotit ma héa bién thé; va vecto chira polynucleotit.

Homoserin, O-axetylhomoserin, protein mang trong YjeH, bién thé cua no,
polynucleotit ma hoa bién thé, vecto chira polynucleotit va vi sinh vat chta bién thé da
dugc mo ta & trén.

Vi du thire hién sang ché

Sau day, sang ché s& duoc md ta chi tiét hon dua trén cac vi du. Tuy nhién, cic vi
du sau day chi dugc mé ta dé minh hoa cho sang ché, va pham vi bao hd cia sang ché
khong bi giéi han & do.

Vi du 1: C4u triic ctia plasmit

Plasmit (pDCM2, dugc thé hién trén Fig.1, ma nhén biét SEQ ID NO: 37) dugc
thiét k& dé chén va thay thé gen trong nhidm sic thé Corynebacterium va dugc téng hop
bing cach str dung dich vu téng hop gen ciia Bionics Co., Ltd. Plasmit dugc thiét ké dé
chira enzym giéi han hiéu qua dé nhan dong dua trén bai bao lién quan dén hé thdng
sacB thong thuong da biét trong cing linh vuc k§ thuat (Gene, 145 (1994) 69-73).
Plasmit pDCM2 dugc tong hop c6 cac dic tinh sau day.

1) Do ngudn gbc sao chép chi hoat ddng trong E. coli, plasmit tu sao chép chi trong

E. coli va khdng thé tu sao chép trong Corynebacterium.
2) Plasmit chtra gen khang kanamyxin nhu chi ddu chon lua.
3) Plasmit chtra gen Levan sucroza (sacB) nhu chi ddu chon lua tich cuc thir cip.

4) Khong c6 thong tin gen c6 ngudn gbc tir plasmit pDCM2 van con trong chiing

dugc di€u che cudi cung.

Vi du 2: Cau tric cia cac ching dugc dua vao vdi protein mang ngoai sinh bién

thé (YjeH) va danh gia kha nang san sinh O-Axetylhomoserin va Homoserin

Vi du 2-1. Cu triic ctia cac ching dugc dua vao véi protein mang ngoai sinh (YjeH)
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va bién thé YjeH

Pé danh gia hiéu qua ctia YjeH dugc dua vao Corynebacterium glutamicum
ATCC13032 nhu protein mang ngoai sinh va protein san sinh O-axetylhomoserin, vecto
dé& chén nhifm sic thé bao gdm gen yjeH (mi nhén biét SEQ ID NO: 2) ma héa YjeH

c6 nguodn goc tr E. coli dugce dicu che.

Cu thé, dé tao cAu tric vecto x6a transposaza, cap mdi (cac ma nhan biét SEQID
NO: 4 va SEQ ID NO: 5) @ khuéch dai ving phia trude 5' va cip mdi (cic ma nhén
biét SEQ ID NO: 6 va SEQ ID NO: 7) dé khuéch dai ving phia sau 3’ d6i v6i gen ma
héa transposaza (ma nhan biét SEQ ID NO: 3, gen s6 NCgl2335) duge thiét ké. Cap mdi
¢6 cac ma nhan biét SEQ ID NO: 5 va SEQ ID NO: 6 dugc thiét ké dé bat chéo véi nhau.
Enzym gidi han trinh ty Smal duoc b tri trong vung nay. Céc trinh tyr doan mdi duge

thé hién trong bang 1 duéi day.

Bang 1

SEQ ID NO: | Tén trinh tu Trinh tu
SEQIDNO:4 | Tn 5F |tgaattcgageteggtacccCACCGACGCGCATCTGCCT
GGTGTGGTGACTTTCAGCAGTTCCCGGGGGGG

SEQIDNO:5| Tn SR

AGGAGGCATGTGGTGTTG
) CAACACCACATGCCTCCTCCCCCCCGGGAACT
SEQIDNO:6 | Tn3F |Go1GAAAGTCACCACACC
SEQIDNO:7 | Tn 3R gtcgactctagaggatccccCTCCCAAACCATTGAGGAAT
' - GG

Phuong phap phan tng chudi polymeraza (PCR: Polymerase Chain Reaction)
duoc thuc hién sir dung nhim séc thé ciia (WT) ATCC13032 kiéu dai 1am mach khuén
va cip mdi c6 cdc ma nhan biét SEQ ID NO: 4 va SEQ ID NO: 5 va cip moi ¢6 céc ma
nhan biét SEQ ID NO: 6 va SEQ ID NO: 7. PCR dugc thuc hién trong céc diéu kién sau
day. Sau khi bién tinh & nhiét do 95°C trong 5 phit, 30 chu ky bién tinh & nhiét 46 95°C
trong 30 gidy, & d& gin mdi & nhiét do 55°C trong 30 gidy, va kéo dai & nhiét do 72°C
trong 30 gidy duoc 13p lai, va sau d6 thuc hién kéo dai & nhiét 4 72°C trong 7 phut. Két
qua 13, thu duge cac doan ADN 851 bp clia ving phia truée 5' va 847 bp cia ving phia
sau 3' @i voi ving x6a gen NCgl2335.

PCR duogc thuc hién st dung hai doan ADN dugc khuéch dai 1am mach khuon va
cap mdi c6 cic ma nhan biét SEQ ID NO: 4 va SEQ ID NO: 7. PCR dugc thyc hién
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trong céc diéu kién sau day. Sau khi bién tinh & nhiét d6 95°C trong 5 phut, 30 chu ky
bién tinh & nhiét d6 95°C trong 30 gidy, i dé gin mdi & nhiét do 55°C trong 30 gidy, va
kéo dai & nhiét do 72°C trong 90 gidy dugc lap lai, va sau d6 thuc hién kéo dai & nhiét
d6 72°C trong 7 phit. Két qua 13, doan ADN 1648 bp bao gdm ving c6 kha ning x6a
gen ma hoa transposaza (ma nhin biét SEQ ID NO: 3, gen sb NCgl2335) dugc khuéch
dai.

Céc san phdm PCR thu dugc dugc nhan ban gin dong st dung vecto pDCM2 dugc
xtr Iy v6i enzym giGgi han Smal va bg kit nhan dong In-Fusion® HD (Clontech). E. coli
DH5a duoc bién nap véi vecto dugc nhan dong, va E. coli dugc bién nap dugc xét
nghiém kinh phét trong mdi truong ran LB chira kanamyxin (25 mg/L). Lua chon céc
khuén lac duge bién nap véi plasmit dugc chén véi gen dich bang PCR, va plasmit thu
duoc bing phuong phép tach chiét plasmit. Cubi cing, vecto tai t& hop pDCM2-
ANCgl2335 bao gdm catxet x6a NCgl2335 dd nhan dong duge tao cAu tric.

Dé danh gia hiéu qua cua protein san sinh O-axetylhomoserin, vecto dé chén nhiém
sc thé bao gdbm gen (mé nhan biét SEQ ID NO: 2) ma héa YjeH c6 ngudn gbc tir E. coli
duoc diéu ché. Dbi véi vAn dé nay, vecto biéu hién gen yjeH dugc tao cAu tric st dung
vung gen khdi dong CJ7 (mé nhén biét SEQ ID NO: 8, patent Hoa Ky 56 7662943 B2).
Cap mdi (cac ma nhan biét SEQ ID NO: 9 va SEQ ID NO: 10) dé khuéch dai ving gen
khéi dong CJ7 va cip mdi (cic ma nhén biét SEQ ID NO: 11 va SEQ ID NO: 12) ¢

khuéch dai vung yjeH cua E. coli dugc thiét ké. Cac trinh ty doan mdi dugc thé hién

trong bang 2 dudi day.
Béang 2
SEQ ID NO: Tén trinh tu Trinh ty
SEQIDNO:9 | CJ7 yjeHF igzé(ég%iéTGCCTCCTCcccAGAAACATCCC
SEQIDNO: 10 | CJ7 yjeHR égg%?gg?ggé%?GTCCACTCATAGTGTTT
SEQ ID NO: 11 yieH F éggmggAAéﬁgTAéACACTATGAGTGGA
SEQ ID NO: 12 yieHR gégi?’%%?gggg"rl“cccgggTTATGTGGTTAT

PCR dugc thyc hién st dung pECCG117-PCJ7-gfp (patent Hoa Ky s§ 7662943 B2)
1am mach khudn va cip mdi c6 cac ma nhan biét SEQ ID NO: 9 va SEQ ID NO: 10 va
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PCR duogc thuc hién stt dung nhiém sic thé caa E. coli kiu dai 1am mach khuén va cip
mbi ¢6 c4c ma nhén biét trong tmg SEQ ID NO: 11 va SEQ ID NO: 12. PCR duoc thue
hién trong cac diéu kién sau day. Sau khi bién tinh & nhiét d 95°C trong 5 phit, 30 chu
ky bién tinh & nhiét 45 95°C trong 30 gidy, @ dé gin méi & nhiét do 55°C trong 30 giay,
va kéo dai & nhiét do 72°C trong 90 gidy duoc lip lai, va sau d6 thuc hién kéo dai &
nhiét do 72°C trong 7 phut. Két qua 13, thu duge doan ADN 360 bp ctia vung gen khéi
dong CJ7 va doan ADN 1297 bp ctia gen yjeH cua E. coli.

PCR dugc thyc hién st dung hai doan ADN dugc khuéch dai lam mach khuén cip
mdi ¢ cac ma nhan biét SEQ ID NO: 9 va SEQ ID NO: 12. PCR dugc thuc hién trong
cac diéu kién sau ddy. Sau khi bién tinh & nhiét d6 95°C trong 5 phuit, 30 chu ky bién
tinh & nhiét d6 95°C trong 30 giy, i d¢ gan mdi & nhiét d 55°C trong 30 gidy, va kéo
dai ¢ nhiét do 72°C trong 90 gidy duoc ldp lai, va sau d6 thuc hién kéo dai & nhiét d6
72°C trong 7 phut. Két qua 13, doan ADN 1614 bp bao gdm vung trong d6 vung gen
khoi dong CJ7 va gen yjeH di chén duge khuéch dai.

DPoan ADN x6a gen thu duge bing PCR dugc nhan dong véi vecto pDCM2-
ANCgI2335 dugc xir Iy véi enzym giéi han Smal st dung b6 kit nhan dong In-Fusion®
HD (Clontech). Cudi cing, vecto tai t& hop pDCM2-ANCgl2335::PCI7-yjeH (eco, WT)

duoc tao cau tric.

Cu thé, phenylalanin (Phe) 1a axit amin thir 92 cua trinh tu axit amin cia YjeH
dugc thay thé bing asparagin (Asn) (F92N) stt dung pDCM2-ANCgl2335::PCJ7-yjeH
(eco, WT) lam mach khudn va cip mdi ¢ cdc ma nhéan biét SEQID NO: 13vaSEQID
NO: 14. Plasmit d4 tao cu trac bao gdm gen ma hoa bién thé YjeH (F92N) dugc goi 1a
pDCM2-ANCglI2335::PCJ7-yjeH (eco, FI2N).

Ngoai ra, phenylalanin (Phe) la axit amin thir 351 cta trinh ty axit amin cta YjeH
dugc thay thé bang leuxin (F351L) st dung plasmit pDCM2-ANCgl2335::PCJ7-yjeH
(eco, WT) lam mach khu6n va cip mdi c6 cic ma nhan biét SEQ ID NO: 15 va SEQ ID
NO: 16. Plasmit da tao c4u triic bao gdbm gen ma hoéa bién thé YjeH (F351L) duoc goi
1a pPDCM2-ANCgI2335::PCJ7-yjeH (eco, F351L). C4c trinh tyr doan mdi dugc thé hién
trong bang 3 dudi day.

Bang 3
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SEQ ID NO: Tén trinh tu Trinh tu
SEQ ID NO: 13 F92N F CGGCTGGCTGAATTTATCGGTCA
SEQID NO: 14 F92N R TGACCGATAAATTCAGCCAGCCG

SEQ ID NO: 15 F351L F CAATGGCATCCTTATTATGATTT
SEQ ID NO: 16 F351L R AAATCATAATAAGGATGCCATTG

Ching ATCC13032 dugc bién nap véi mdi pDCM2-ANCgl2335, pDCM2-
ANCgl2335::PCJ7-yjeH (eco, WT), pPDCM2-ANCgI2335::PCJ7-yjeH (eco, F92N), va
pDCM2-ANCgl2335::PCJ7-yjeH (eco, F351L) d tao ciu tric st dung phuong phép
xung dién va thyc hién qué trinh bat chéo thir cp dé thu dugec ATCC13032 ANCgl2335,
ATCC13032 ANCgI2335::PCJ7-yjeH (eco, WT), ATCC13032 ANCgI2335::PCJ7-
yjeH (eco, F92N), va ATCC13032 ANCgI2335::PCJ7-yjeH (eco, F351L) trong d6 gen
NCgl2335 dugc x6a khéi nhiém sic thé. Vige chén gen NCgl2335 bét hoat va méi duge

dwa vao gen E. coli yjeH dugc xac dinh bang cach thuc hién PCR sit dung ciip mdi c6
cac ma nhén biét SEQ ID NO: 4 va SEQ ID NO: 7 va so sanh céc két qua véi két qua
ciia ATCC13032 trong d6 gen NCgl2335 khong bi bat hoat.

Vidu 2-2. Danh gi kha ning san sinh O-Axetylhomoserin

Pé so sanh hoat tinh san sinh O-axetylhomoserin (O-AH) cua ATCC13032
ANCglI2335, ATCC13032 ANCgl2335::PCJ7-yjeH (eco, WT), ATCC13032
ANCgl2335::PCJ7-yjeH (eco, F92N), va ATCC13032 ANCgl2335::PCJ7-yjeH (eco,
F351L) duoc tao ciu tric trong vi du 2-1 véi hoat tinh san sinh ciia ching kiéu dai
ATCC13032, O-axetylhomoserin ¢6 trong mdi trudng nudi cdy dwgc phan tich theo

phuong phép sau day.

Vong lap ciy cla timg ching duoc cdy chuyén vao trong binh tam giac 250 ml
chira 25 ml méi trudng dudi day va sau d6 dugce nudi ciy trong diéu kién lic & nhiét do
33°C trong 20 gior & téc d6 200 vong/phit. Cac ndng do cua O-axetylhomoserin dugc
phén tich st dung HPLC, v cac ndng d6 phén tich dwoc thé hién trong bang 4.

Mai trudng san xudt O-Axetylhomoserin (d6 pH 7,2)

30 g glucoza, 2 g KH2PO4, 3 gure, 40 g (NH4)2S04, 2,5 g pepton, 5 g (10 mL) dich
chiét ngd (CSL, Sigma), 0,5 g MgS04 7TH,0, va 20 g CaCO;s (trong 1 L nude cit)

Bang 4

Tén ching O-Axetylhomoserin (g/L)
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ATCC13032 0,3
ATCC13032 ANCgl2335 0,3
ATCC13032 ANCgl2335::PCI7-yjeH (eco, WT) 0,7
ATCC13032 ANCgl2335::PCJ7-yjeH (eco, F92N) 1,2
ATCC13032 ANCgl2335::PCJ7-yjeH (eco, F351L) 1,0

Két qua 13, xac nhén réng O-axetyl-L-homoserin dugc tich iy véi néng d6 0,3 g/L
khi ATCC13032 lam d6i chimg dugc nudi cdy, va sy san sinh O-axetyl-L-homoserin
khong bi anh huéng bing viéc x6a gen NCgl2335 (transposaza), nhu dugc thé hién &
bang 4. Cu thé, x4c nhén ring O-axetyl-L-homoserin dugc tich liiy véi ndng d6 0,7 g/L
khi gen kiéu dai yjeH duoc bidu hién, va O-axetyl-L-homoserin dugc tich liy véi cac

ndng dd 1,2 g/L va 1,0 g/L khi bién thé cac gen yjeH duoc biéu hién.

Do @96, dua trén céc két qua dugce thé hién & trén, x4c nhan rang cic gen kicu dai
va bién thé yjeH cta sdng ché ting ddng ké su sdn sinh axit amin dugc quan tdm bang

cach xuit khiu O-axetylhomoserin tir ATCC13032.

Cac ching ATCC13032 ANCglI2335::PCJ7-yjeH (eco, F92N) va ATCC13032
ANCgl2335::PCJ7-yjeH (eco, F351L) duwoc goi twong ung la Corynebacterium
glutamicum CMO04-0651 va Corynebacterium glutamicum CMO04-0652, va duge ndp lvu
chiing & Trung tAm nudi c4y vi sinh vat Han Qudc theo Hiép uwéc Budapest vao ngay 04

thang 12 ndm 2019, véi céc s6 luu ching KCCM12633P va KCCM12634P, twong tng.
Vi du 2-3. Danh gia kha nang san sinh homoserin

Pé so sanh hoat tinh san sinh homoserin cia ATCC13032 ANCgl2335,
ATCC13032 ANCgl2335::PCJ7-yjeH (eco, WT), ATCC13032 ANCgl2335::PCJ7-
yjeH (eco, F92N), va ATCC13032 ANCgl2335::PCJ7-yjeH (eco, F351L) dugc tao ciu
triic trong vi du 2-1 véi hoat tinh sén sinh ctia ching kiéu dai ATCC13032, homoserin

c6 trong mbi truong nudi cdy duoc phén tich theo phuwong phap sau day.

Vong lip ciy cta timg ching duge ciy chuyén vao trong binh tam gisc 250 ml
chira 25 ml méi truong dudi ddy va sau d6 duge nudi ciy trong diéu kién lic & nhiét do
33°C trong 20 gid & téc d6 200 vong/phiit. Cac ndng d6 ctia homoserin dugc phan tich

str dung HPLC, va c4c ndng d6 phan tich dugc thé hién trong bang 5.
Mai truong san xudt homoserin (46 pH 7,2)

30 g glucoza, 2 g KH2PO4, 3 gure, 40 g (NH4)2S04, 2,5 g pepton, 5 g (10 mL) dich
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chiét ngd (CSL, Sigma), 0,5 g MgS04-7H,0, va 20 g CaCO; (trong 1 L nuée cét)

Bang 5
Tén ching Homoserin (g/L)
ATCC13032 0,0
ATCC13032 ANCgl2335 0,0
ATCC13032 ANCgl2335::PCJ7-yjeH (eco, WT) 0,0
ATCC13032 ANCgl2335::PCJ7-yjeH (eco, F92N) 0,2
ATCC13032 ANCgl2335::PCJ7-yjeH (eco, F351L) 0,2

Két qua 13, xac nhan rang homoserin khong dugc tich liy véi ndng d6 0,0 g/L khi
ATCC13032 1am dbi chimg duoc nudi cdy, va su san sinh homoserin khong bi anh
huong bang viée x6a gen NCgl2335 (transposaza) nhu dugc thé hién & bang 5. Cu thé,
cling x4c nhan ring homoserin khong dugc tich Iily véi ndng do 0,0 g/L khi gen kiéu
dai yjeH duogc biéu hién, va homoserin dugc tich Iy véi céac néng d6 0,2 g/l va0,2 g/LL

khi cac gen yjeH bién thé dugc biéu hién.

Do d6, dya trén céc két qua duoc thé hién & trén, xac nhan rang gen yjeH bién thé
clia sang ché 1am ting san sinh axit amin dugc quan tdm bang cach san sinh homoserin
tr ATCC13032.

Vi du 3: C4u tric ciia chiing v6i kha nang ting cudng san sinh O-Axetylhomoserin

va kha nang danh gia san sinh O-Axetylhomoserin va Homoserin
Vi du 3-1. Su bat hoat ctia xystathionin Gamma (y)-synthaza (MetB)

Thong qua PCR str dung ADN nhiém sic thé cia Corynebacterium glutamicum
ATCC13032 1am mach khudn, thu dugc gen metB ma hda xystathionin y-synthaza tham
gia vao con dudng thoai bién ciia O-axetylhomoserin. Thong tin trén trinh tu nucleotit
cta gen metB (NCBI s6 Ncgl2360, ma nhan biét SEQ ID NO: 17) thu dugc tir Ngan
hang gen cua Vién Y t& Qudc gia (Hoa K¥), va cip mdi (cac ma nhan biét SEQ ID
NO: 18 va SEQ ID NO: 19) bao gdm d4u N ciia gen metB va chét lién két va cip mdi
(c4c ma nhén biét SEQ ID NO: 20 va SEQ ID NO: 21) bao gbm dau C va chét lién két

dugc tdng hop dua trén d6. Céc trinh tu doan mdi duge thé hién trong bang 6 duéi day.

Bang 6

SEQ ID NO Tén trinh tu Trinh tu
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SEQIDNO: 18 | metB N del F [TCTAGACGCCCGCATACTGGCTTC

CCCATCCACTAAACTTAAACAGATGTGA
TCGCCCGGC

TGTTTAAGTTTAGTGGATGGGGAAGAAC
CACCCAGGCC

SEQIDNO: 21 | metB_C del R |GTCGACCAATCGTCCAGAGGGCG

PCR duogc thuc hién st dung ADN nhiém séc thé cia ATCC13032 lam mach
khudn va cip mdi c6 cac ma nhén biét SEQ ID NO: 18 va SEQ ID NO: 19 va cip mdi
¢ cac ma nhéan biét SEQ ID NO: 20 va SEQ ID NO: 21. ADN polymeraza c6 dd tin cay

SEQ IDNO: 19 | metB N del R

SEQ IDNO: 20 | metB C delF

cao PfuUltra™ (Stratagene) duogc st dung lam polymeraza, va PCR dugc thuc hién bing
cach 13p lai 30 chu ky bién tinh & nhiét d6 96°C trong 30 gidy, i & gin mdi & nhiét do
53°C trong 30 gidy, va kéo dai & nhiét d6 72°C trong 1 phit. Két qua twong tng 13, thu
dugc gen 558 bp dugc khuéch dai chira ddu N cila gen metB va chét lién két va gen

527 bp duoc khuéch dai chtra dau C cia gen metB va chit lién két.

PCR duoc thuc hién sir dung hai gen dugc khuéch dai thu duge nhu mé ta & trén
1am mach khuén bang cach lap lai 10 chu ky bién tinh & nhiét d6 96°C trong 60 gidy, &
dé gan mdi & nhiét d6 50°C trong 60 gidy, va kéo dai & nhiét d6 72°C trong 1 phit, va
sau d6 thém cdp mdi ¢6 cac ma nhan biét SEQ ID NO: 18 va SEQ ID NO: 21 vao do,
tiép theo kéo dai 20 1an. Két qua 13, thu dugc catxet bat hoat 1064 bp bao gdm dau N-
chit lién két-ddu C cua gen metB. Cac san phdm PCR thu dwoc dugc xir Iy véi cac
enzym giéi han Xbal va Sall va dugc gin v6i pDCM2 vecto dugce xit Iy véi cac enzym
gi6i han Xbal va Sall d& nhan dong dé cubi cling tao ciu tric vecto tai td hop pDCM2-
AmetB duoc nhan dong véi catxet bat hoat metB.

ATCC13032 duoc bién nap véi vecto tao cdu tric pDCM2-AmetB str dung phuong
phap xung dién va thuc hién qu4 trinh bat chéo th cdp dé thu dugc ATCC13032 AmetB
trong d6 gen metB dugc bat hoat trong nhidm séc thé. Gen mezB bét hoat cubi ciing dugc
xac nhan biang cach so sanh véi ATCC13032 trong d6 gen metB khong dugc bat hoat
sau khi thuc hién PCR st dung ciip mdi ¢6 cic md nhén biét SEQ ID NO: 18 va SEQ
ID NO: 21.

Vi du 3-2. Su bat hoat O-Axetylhomoserin (thiol)-lyaza (MetY)

Thong qua PCR sir dung ADN nhiém séc thé ctia Corynebacterium glutamicum

ATCC13032 lam mach khudn, thu dugc gen metY ma héa O-axetylhomoserin (thiol)-
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lyaza tham gia vao con dudng thodi bién cia O-axetylhomoserin. Thong tin trén trinh
tu nucleotit ciia gen metY (NCBI s6 Ncgl0625, ma nhan biét SEQ ID NO: 22) thu duge
tir Ngan hang gen ctia Vién Y té Qudc gia (Hoa K¥), va cip mdi (cac ma nhan biét SEQ
ID NO: 23 va SEQ ID NO: 24) bao gdm d4u N ciia gen metY va chat lién két va cip mdi
(c4c ma nhan biét SEQ ID NO: 25 va SEQ ID NO: 26) bao gdm dau C va chét lién két
duoc téng hop dua trén d6. Céc trinh ty doan mdi duge thé hién trong bang 7 duéi day.

Bang 7

SEQID NO Tén trinh tu Trinh tu
SEQID NO: 23 | metY N del F |TCTAGACCATCCTGCACCATTTAG

CCCATCCACTAAACTTAAACACGCTC
CTGCCAGGTTC

TGTTTAAGTTTAGTGGATGGGCTTGGT
ACGCAACCAAGG

SEQID NO: 26 | metY C delR |GTCGACGATTGCTCCGGCTTCGG

PCR dugc thuc hién stt dung ADN nhiém séc thé cia ATCC13032 1am mach
khuén va cip mdi c6 cac ma nhan biét SEQ ID NO: 23 va SEQ ID NO: 24 va cip mdi
c6 cic mi nhan biét SEQ ID NO: 25 va SEQ ID NO: 26. ADN polymeraza c6 do tin cdy

SEQ ID NO: 24 | metY N delR

SEQID NO: 25 | metY C delF

cao PfuUltra™ (Stratagene) dugc sir dung 1am polymeraza, va PCR dugc thuc hién bang
cach 1ap lai 30 chu ky bién tinh & nhiét 6 96°C trong 30 gidy, i dé gin mdi & nhiét do
53°C trong 30 gidy, va kéo dai & nhiét @6 72°C trong 1 phut. Két qua 13, thu duoc tuong
ting gen 548 bp khuéch dai chira diu N ciia gen metY va chét lién két va gen 550 bp
khuéch dai chira ddu C cta gen metY va chét lién két. PCR dugc thuc hién sit dung hai
gen khuéch dai thu duoc nhu da mé ta & trén 1am mach khuon bang cach 1p lai 10 chu
ky bién tinh & nhiét d6 96°C trong 60 gidy, G d& gén mdi & nhiét d6 50°C trong 60 giay,
va kéo dai & nhiét do 72°C trong 1 phut, va sau d6 thém cip mdi c6 cac ma nhan biét
SEQ ID NO: 23 va SEQ ID NO: 26 vao d6, tiép theo kéo dai 20 1an. Két qua 13, thu
dugc catxet bat hoat 1077 bp bao gdbm dau N—chét lién két-dau C ciia gen metY. Cac
san pham PCR thu duoc duoc xir I v6i cac enzym giéi han Xbal va Sall va dugc gin
véi vecto pDCM2 duge xit Iy v6i céc enzym gidi han Xbal va Sall & nhan dong dé cubi
cling tao cAu triic vecto ti td hop pDCM2-AmetY dwoc nhan dong véi catxet bat hoat
metY.

Ching ATCC13032 AmetB dugc bién nap véi vecto pDCM2-AmetY d4 tao ciu
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tric st dung phuong phap xung dién va thuc hién qué trinh bat chéo thir cép dé thu dugc
ATCC13032 AmetB AmetY trong d6 gen metY dugc bét hoat trong nhiém sic thé. Gen
metY da bat hoat cudi ciing dugc xac nhin bing cach so sanh véi ATCC13032 trong d6
gen metY khong duoc bt hoat sau khi thuc hién PCR st dung cip mdi c6 cac ma nhin
biét SEQ ID NO: 23 va SEQ ID NO: 26.

Vi du 3-3. Su dua vao bién thé Aspartokinaza (LysC)

Dé t6i da héa viéc san sinh O-axetylhomoserin, gen lysC c6 ngudn gbc tir
Corynebacterium glutamicum ATCC13032 (mé nhén biét SEQ ID NO: 27) mi hda
aspartokinaza duoc dua vao véi dot bién (L377K) dé ting cudng biéu hién ctia gen lysC
va gidm b6t su we ché phan hdi bing L-lysin va L-threonin (patent Hoa Ky s
10662450 B2). D& didu ché vecto bao gdm bién thé ciia gen lysC, cip mdi (cic ma nhan
biét SEQ ID NO: 28 va SEQ ID NO: 29) dé khuéch dai ving phia trudc 5' va cip mdi
(c4c ma nhan biét SEQ ID NO: 30 va SEQ ID NO: 31) dé khuéch dai ving phia sau 3'
dbi véi vi tri dot bién duge thiét ké. Cac ving enzym gidi han Xbal va Sall dugc chén
vao ca hai diu ciia ciip mdi c6 cac ma nhan biét SEQ ID NO: 28 va SEQ ID NO: 31, va
cip mdi c6 cac ma nhéan biét SEQ ID NO: 29 va SEQ ID NO: 30 duogc thiét ké dé bt
chéo v&i nhau, va sy thay thé nucleotit dugc bb tri trong ving nay. CAc trinh tu ciia ciip

mdi nhu duge thé hién & bang 8 dudi day.

Bang 8

SEQ ID NO Tén trinh tu Trinh tu
SEQ ID NO: 28 |lysC L377K 5 F [TCCTCTAGAGCTGCGCAGTGTTGAATACG
SEQ ID NO: 29 [lysC L377K_5 R |AGGTGGAAATCTTTTCGATGTTC
SEQ ID NO: 30 |lysC_L377K 3 F |GAACATCGAAAAGATTTCCACCT
SEQ ID NO: 31 |lysC _L377K 3 R |GACTCTAGAGTTCACCTCAGAGACGATTA

PCR duoc thuc hién st dung nhiém sic thé ctua Corynebacterium glutamicum
ATCC13032 lam mach khudn va cip mdi c6 cac mi nhan biét SEQ ID NO: 28 va SEQ
ID NO: 29 va ciip mdi ¢6 cac ma nhan biét SEQ ID NO: 30 va SEQ ID NO: 31. PCR
duoc thuc hién trong cac didu kién sau ddy. Sau khi bién tinh & nhiét d6 95°C trong 5
phut, 30 chu ky bién tinh & nhiét d6 95°C trong 30 gidy, i dé gin mdi & nhiét d 55°C
trong 30 gidy, va kéo dai & nhiét do 72°C trong 30 gidy duoc ldp lai, va sau d6 thuc hién
kéo dai & nhiét d6 72°C trong 7 phit. Két qua 13, thu dugc doan ADN 512 bp ciia ving
phia trudc 5' va doan ADN 522 bp cua vung phia sau 3’ d6i v6i dot bién cua gen lysC.
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PCR dugc thuc hién st dung hai doan ADN khuéch dai 1am mach khuén va cip
mdi c6 cdc ma nhan bibt SEQ ID NO: 28 va SEQ ID NO: 31. PCR dugc thuc hién trong
cic didu kién sau ddy. Sau khi bién tinh & nhiét do 95°C trong 5 phit, 30 chu ky bién
tinh & nhiét do 95°C trong 30 gidy, & dé gin mdi & nhiét do 55°C trong 30 gidy, va kéo
dai & nhiét d6 72°C trong 60 gidy dugc 1ap lai, va sau d6 thyc hién kéo dai & nhiét do
72°C trong 7 phut. Két qua 13, doan ADN 1011 bp bao gbdm bién thé cua gen lysC
(L377K) ma héa bién thé aspartokinaza trong d6 leuxin & vi tri thir 377 dugc thay thé
bang lysin dugc khuéch dai.

Poan lysC (L377K) thu dugce bing PCR duoc xir ly véi cac enzym gidi han Xbal
va Sall & ca hai diu va dugc gén véi vecto pDCM2 dugc xit Iy voi cac enzym gii han
Xbal va Sall, tiép theo bing cach nhan dong dé cudi cing thu dugc vecto tai t6 hop
pDCM2-1ysC (L377K) dugc nhan dong véi catxet thay thé lysC (L377K).

Ching ATCC13032 AmetB AmetY dugc bién nap v6i pDCM2-lysC (L377K)
vecto da didu ché bang phuong phap xung dién va thyc hién qua trinh bat chéo thir cép
dé thu dugc Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 AmetB AmetY lysC (L377K)
dugc dua vao véi bién thé cia gen IysC trén nhifm sic thé. Bién thé ciia gen cubi cling
duogc x4c dinh bang PCR duoc thuc hién st dung cip mdi ¢6 cac ma nhén biét SEQ ID
NO: 28 va SEQ ID NO: 31 va sau do so sanh trinh tu véi trinh ty ciia gen kiéu dai lysC
bang cach giai trinh tu.

Vi du 3-4. CAu tric cia plasmit duge dua vao véi O-Axetylhomoserin Transferaza
(MetX)

Dé khuéch dai gen ma héa O-axetylhomoserin transferaza (MetX), thong tin trén
trinh ty nucleotit ciia gen metX (NCBI s6 NCgl0624, ma nhan biét SEQ ID NO: 32) thu
dugc tir Ngan hang gen cta Vién Y té Qudc gia (Hoa Ky), vi tri cia enzym gi6i han
BamHI dugc chén vao c hai dau cia mdi doan mdi cia cip mdi (cic ma nhan biét SEQ
ID NO: 33 va SEQ ID NO: 34) @ khuéch dai tir ving gen khéi dong (dugc bé tri khoang
ving phia trude 300 bp tir codon bét diu) dén ving két thuc (duge b tri khoang ving
phia sau 100 bp tir codon bit d4u) da trén d6. PCR dugc thuc hién trong céc diéu kién
sau ddy. Sau khi bién tinh & nhiét do 95°C trong 5 phut, 30 chu ky bién tinh & nhiét do
95°C trong 30 gidy, i dé gin mbi & nhiét d6 55°C trong 30 gidly, va kéo dai & nhiét do
72°C trong 90 gidy dugc l3p lai, va sau d6 thuc hién kéo dai & nhiét do 72°C trong 7
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phit. Két qua 13, thu duge doan ADN 1546 bp cua ving ma héa cua gen metX. Vecto
pECCG117 (KR 10-0057684 B1) va doan ADN metX dugc xit Iy v6i enzym giGi han
BamHI, duoc gin sir dung ligaza ADN, va dugc nhan dong dé thu duoc plasmit dugc
goi 1a pECCG117-metX WT. Céc trinh ty cta cap mdi nhu dugce thé hién & bang 9 duéi
day.

Bang 9

SEQ ID NO Tén trinh tu Trinh tu
SEQ ID NO: 33 metX F GGATCCCCTCGTTGTTCACCCAGCAACC
SEQ ID NO: 34 metX R GGATCCCAAAGTCACAACTACTTATGTTAG

Vi du 3-5. Céu tric ciia chiing san sinh O-Axetylhomoserin va sy danh gia kha

ning san sinh O-Axetylhomoserin

Sau khi vecto pECCG117-metX WT da didu ché & vi du 3-4 dugc dua vio
Corynebacterium glutamicum ATCC13032 AmetB AmetY lysC (L377K) st dung
phuong phéap xung dién, ching dugc xét nghiém kinh phét trong moi trudng chon loc

chira kanamyxin (25 mg/L) va dugc nudi cdy dé thu dugc cac chét bién ddi.

Pé so sanh hoat tinh san sinh O-axetylhomoserin ctia cdc chung, cac chung dugc
nudi cay bing phuong phéap sau ddy, va O-axetylhomoserin cé trong mdi trudng nudi

cdy dugc phén tich.

Vong lip cdy cia timg ching duoc ciy chuyén vao trong binh tam gidc 250 ml
chira 25 ml moi truong duéi ddy va sau d6 duge nudi ce‘iy trong diéu kién lic & nhiét 4o
37°C trong 20 gid & tbe dd 200 vong/phut. Céc ndng d6 cia O-axetylhomoserin dugc

phén tich stt dung HPLC, va c4c néng do phan tich dugc thé hién trong bang 10.
Moi trudng san xudt O-Axetyl homoserin (46 pH 7,2)

30 g glucoza, 2 g KH2PO4, 3 gure, 40 g (NH1)2SO4, 2,5 g pepton, 5 g (10 mL) dich
chiét ngd (CSL, Sigma), 0,5 g MgSO4-7H>0, 400 mg methionin, va 20 g CaCO; (trong

1 L nue cét)

Bang 10
Céc ching O-AH (g/L)
ATCC13032 AmetB AmetY lysC (L377K) 0,7
ATCC13032 AmetB AmetY lysC (L377K) /pECCG117-metX WT 1,3
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K&t qua 13, x4c nhan ring O-axetyl-L-homoserin dugc tich lity v6i ndng d6 0,7 g/L
khi ATCC13032 AmetB AmetY lysC (L377K) 1am d6i chimg dwgc nudi cdy va O-
axetyl-L-homoserin dugc tich 1y véi ndng dd 1,3 g/L khi chiing ATCC13032 AmetB
AmetY lysC (L377K)/pECCG117-metX WT dugc nudi cr?iy nhu dugc thé hién & bang
10.

Do d6, xac nhan ring c6 su ting 1én trong san sinh O-axetyl-L-homoserin trong
chiing ATCC13032 AmetB AmetY lysC (L377K)/pECCG117-metX WT dya trén céc

két qua dugc thé hién & trén.
Vi du 3-6. Su danh gia kha nang san sinh homoserin

Corynebacterium glutamicum ATCC13032 AmetB AmetY lysC (L377K) di tao
cAu tric trong vi du 3-3 dugc dwa vao véi vecto pECCG117-metX WT dugc tao cAu
truc trong vi du 3-4 st dung phuong phéap xung dién va dugc xét nghiém kinh phét trong
moi trudng chon loc chira kanamyxin (25 mg/L) va dugc nudi cdy dé thu duoc cac chit
bién ddi.

D& so sanh hoat tinh san sinh homoserin ctia c4c chiing, cac ching duge nubdi chy

bang phuong phép sau day, va homoserin ¢6 trong méi trudng nudi ciy dugc phan tich.

Vong lip ciy cla timg ching dugc ciy chuyén vao trong binh tam gidc 250 ml
chira 25 ml moi truong duédi day va sau d6 dugce nudi cAy trong didu kién lic & nhiét do
37°C trong 20 gi & tdc dd 200 vong/phut. Cac ndng d6 ctia homoserin dugc phén tich

sir dung HPLC, va céc ndng d6 phan tich dugc thé hién trong bang 11.
MBoi tredng san xuit homoserin (d6 pH 7,2)

30 g glucoza, 2 g KH2POs, 3 gure, 40 g (NH4)2S04, 2,5 g pepton, 5 g (10 mL) dich
chiét ngd (CSL, Sigma), 0,5 g MgSO4-7H20, 400 mg methionin, va 20 g CaCOs (trong

1 L nuée cét)

Bang 11
Cac chin Sy san sinh
& homoserin (g/L)
ATCC13032 AmetB AmetY lysC (L377K) 0,2
ATCC13032 AmetB AmetY lysC (L377K)/pECCG117-metX WT 0,2

Két qua 13, xac nhan ring homoserin dugc tich Iy véi ndng d6 0,2 g/L khi
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ATCC13032 AmetB AmetY lysC (L377K) lam ddi chimg duoc nudi cdy va homoserin
dugc tich lity v6i néng d6 0,2 g/L khi ching ATCC13032 AmetB AmetY lysC
(L377K)/pECCG117-metX WT dugc nudi ciy nhu duoc thé hién & bang 11.

Do d6, dua trén cac két qua, xac nhin rﬁng ching ATCC13032 AmetB AmetY
lysC (L377K)/pECCG117-metX WT c6 cing mirc san sinh homoserin.

Vi du 4: Céu tric cia ching duge dua vao véi bién thé protein mang ngoai sinh
(YjeH) c6 kha ning ting cudng dé sin sinh O-Axetylhomoserin va sy d4nh gia kha ning
san sinh O-Axetylhomoserin

Vi du 4-1. Su dua vio bién thé protein mang ngoai sinh (YjeH)

Chung Corynebacterium glutamicum ATCC13032 AmetB AmetY lysC (L377K)
da tao cAu truc trong vi du 3-3 dugc bién nap voéi cac vecto pDCM2-ANCgl2335,
pDCM2-ANCgl2335::PCJ7-yjeH (eco, WT), pDCM2-ANCglI2335::PCJ7-yjeH (eco,
F92N), va pDCM2-ANCgl2335::PCJ7-yjeH (eco, F351L) da tao cAu tric trude d6 trong
vi du 2-1 va thuc hién qué trinh bt chéo thir cdp dé thu duoc ATCC13032 AmetB
AmetY lysC (L377K) ANCgl2335, ATCC13032 AmetB AmetY lysC (L377K)
ANCgl2335::PCJ7-yjeH (eco, WT), ATCC13032 AmetB AmetY lysC (L377K)
ANCglI2335::PCJ7-yjeH (eco, F92N), va ATCC13032 AmetB AmetY lysC (L377K)
ANCgl2335::PCJ7-yjeH (eco, F351L) trong d6 gen NCgl2335 (transposaza) dugc x6a
khéi nhiém séc thé. Su dua vao gen NCgl2335 bét hoat va gen E. coli yjeH méi dugce
dua vao dugc xac dinh b%mg cach thuc hién PCR str dung cdp mdi c6 cic ma nhan biét
SEQ ID NO: 4 va SEQ ID NO: 7 va cac két qua so sanh véi cac két qué cua ATCC13032
trong d6 gen NCglI2335 khong bi bét hoat.

Vi du 4-2. Céu triic ctia ching san sinh O-Axetylhomoserin va sy danh gia kha

ning san xuit O-Axetylhomoserin

Sau khi vecto pECCGI117-metX WT di diéu ché & vi du 3-4 dugc dua vao
ATCC13032 AmetB AmetY lysC (L377K) ANCgl2335, ATCC13032 AmetB AmetY
lysC (L377K) ANCgl2335::PCJ7-yjeH (eco, WT), ATCC13032 AmetB AmetY lysC
(L377K) ANCgI2335::PCJ7-yjeH (eco, F92N), va ATCC13032 AmetB AmetY lysC
(L377K) ANCgl2335::PCJ7-yjeH (eco, F351L) d diéu ché & vi du 4-1 st dung phuong
phép xung dién, cdc chling dugc xét nghiém kinh phét trong méi tredng chon loc chira

kanamyxin (25 mg/L) va duoc nudi cdy dé thu duoc cac chét bién dbi.
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D& so sanh hoat tinh san sinh O-axetylhomoserin cia céc ching, cac chung dugc
nudi cdy bang phuong phap sau ddy, va O-axetylhomoserin chira trong moi trudng nudi

ciy dugc phan tich.

Vong lip cy cla timg ching duge cAy chuyén vao trong binh tam giac 250 ml
chtra 25 ml méi trudng san xult O-axetyl homoserin (40 pH 7,2) cta vi du 3-5 va sau
d6 duoc nudi cdy trong didu kién ldc ¢ nhiét 46 33°C trong 20 gio & tbc d6 200 vong/phut.
Céc ndng d6 O-axetylhomoserin dugc phén tich st dung HPLC, va cac ndéng do phan

tich duoc thé hién trong bang 12.

Bang 12
Céc ching O-AH (g/L)
. 13
ATCC13032 AmetB AmetY [ANC8I2335 1.3
lysC (L377K) /pECCG117- |ANCgl2335:PCI7-yjeH (eco, WT) 2,1
metX WT ANCgl2335::PCI7-yjeH (eco, F92N) 2,7
ANCgl2335::PCJ7-yjeH (eco, F351L) 2.3

Két qua 13, x4c nhan rang O-axetyl-L-homoserin dugc tich liy voi ndng d5 1,3 g/L
khi Corynebacterium glutamicum ATCC13032 AmetB AmetY lysC (L377K) lam dbi
ching dugce nudi cdy va su san sinh O-axetyl-L-homoserin khong bi anh hudng bing
viée x6a gen NCgl2335 (transposaza) nhu duge thé hién & bang 12. Cu thé, x4c nhan
rang O-axetyl-L-homoserin dugc tich liy véi ndéng d6 2,1 g/L khi gen kidu dai yjeH
dugc biéu hién va O-axetyl-L-homoserin dugc tich lily véi cac ndng do 2,7 g/L va

2,3 g/L khi bién thé cta cac gen yjeH duoc biéu hién.

Do d6, dua trén cac két qua duoc theé hién & trén, xac nhan ring cac gen ki¢u dai
va bién thé yjeH theo sdng ché ting dang ke sy sén sinh axit amin dugc quan tdm bang

cach san sinh O-axetyl-L-homoserin tir Corynebacterium glutamicum ATCC13032.
Vi du 4-3. Su danh gi4 kha nang san sinh homoserin

Sau khi vecto pECCG117-metX WT da diéu ché & vi du 3-4 dugc dua vao
ATCC13032 AmetB AmetY lysC (L377K) ANCgl2335, ATCC13032 AmetB AmetY
lysC (L377K) ANCgl2335::PCJ7-yjeH (eco, WT), ATCC13032 AmetB AmetY lysC
(L377K) ANCgl2335::PCJ7-yjeH (eco, FI2N), va ATCC13032 AmetB AmetY lysC
(L377K) ANCgl2335::PCI7-yjeH (eco, F351L) d3 didu ché trong vi du 4-1 st dung
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phuong phap xung dién, cac chung dugc xét nghiém kinh phét trong mdi trudng chon

loc chira kanamyxin (25 mg/L) va dugc nuoi cdy dé thu duogc cac chit bién dbi.

Pé so sanh hoat tinh san sinh homoserin cua cac chung, cic ching dugc nubi ciy
bang phuong phap sau diy, va homoserin chtra trong méi trudng nudi cdy duge phan

tich.

Vong lip cdy cua timg ching dugc cdy chuyén vao trong binh tam gidc 250 ml
chtra 25 ml moi trudong dudi ddy va sau d6 dugce nudi cy trong diéu kién lic & nhiét do
33°C trong 20 gio & tbe d6 200 vong/phit. Cac ndng d6 ciia homoserin dugc phan tich

st dung HPLC, va c4c ndng d6 phan tich dugc thé hién trong bang 13.
MBoi truomg san xuat homoserin (46 pH 7,2)

30 g glucoza, 2 g KHoPO4, 3 gure, 40 g (NH4)2SO4, 2,5 g pepton, 5 g (10 mL) dich
chiét ngd (CSL, Sigma), 0,5 g MgSO4-7H20, 400 mg methionin, va 20 g CaCOs (trong

1 L nudc cit)

Bang 13
Céc chung Homoserin (g/L)
- 0,2
ATCC13032 AmetB  |ANCel2335 0,2
AmetY lysC (L377K) |ANCgl2335::PCJ7-yjeH (eco, WT) 0,2
/PECCG117-metX WT | ANCgl2335::PCI7-yjeH (eco, F92N) 1,2
ANCgl2335::PCJ7-yjeH (eco, F351L) 0,7

Két qua 13, x4c nhan ring homoserin dwgc tich lily véi ndng do 0,2 g/L khi
Corynebacterium glutamicum ATCC13032 AmetB AmetY lysC (L377K) lam d6i chimg
dwoc nudi cdy, va su san xudt homoserin khong bi anh hudng bang viéc x6a gen
NCgl2335 (transposaza) nhu dugc thé hién & bang 13. Cu thé, x4c nhan ring homoserin
duoc tich lity v6i ndng d6 0,2 g/L khi gen yjeH kiéu dai dugc biéu hién, va homoserin
duoc tich lily v6i cac ndng d6 1,2 g/L va 0,7 g/L khi bién thé cua céac gen yjeH duge
biéu hién.

Do d6, dua trén cac két qua dugc thé hién & trén, x4c nhan rang cac gen kiéu dai
va bién thé yjeH theo sang ché ting déng k& su san sinh axit amin dugc quan tdm bing

cach san sinh homoserin tit Corynebacterium glutamicum ATCC13032.
Vi du 5: Sy san sinh methionin (MET) st dung phan tng chuyén ddi ctia O-
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Axetylhomoserin dugc san sinh béi chung

Sau khi vecto pECCG117-metX WT da diéu ché & vi du 3-4 dugc dua vao
ATCC13032 AmetB AmetY lysC (L377K) ANCgl2335, ATCC13032 AmetB AmetY
lysC (1.377K) ANCgl2335::PCJ7-yjeH (eco, WT), ATCC13032 AmetB AmetY lysC
(L377K) ANCgl2335::PCJ7-yjeH (eco, F92N), va ATCC13032 AmetB AmetY lysC
(L377K) ANCgl2335::PCJ7-yjeH (eco, F351L) da didu ché & vi du 4-1 st dung phuong
phép xung dién, cac ching dugc xét nghi€ém kinh phét trong moi trudng chon loc chira

kanamyxin (25 mg/L) va dugc nudi chy dé thu duoc céc chét bién ddi.

Ngoai ra, theo phuong phéap da boc 10 & tai liéu patent da ndp trude do (cong b
don qudc té s6 WO2008/013432), gen metZ ma hoa O-suxinylhomoserin sulthydrylaza
¢6 ngudn gdc tir Pseudomonas aeruginosa va Pseudomonas putida dugc st dung cho
viée chuyén ddi ctia O-axetylhomoserin thanh methionin dugc nhan dong. PCR duge
thue hién bang cach st dung nhiém sic thé cua timg ching 1am mach khu6n va cip mdi
dé thu dugc gen metZ cia Pseudomonas aeruginosa va Pseudomonas putida nhu sau:
30 chu ky bién tinh & nhiét do 94°C trong 30 gidy, i dé gin mdi & nhiét do 55°C trong
30 gidy, kéo dai & nhiét 4o 72°C trong 2 phut dé thu duoc cac doan ADN. Céc doan
ADN thu dugc duge phan cit véi Ndel/Pacl va duge nhan dong vao vecto pCL-CJ1 (CJ,
Han Quéc) dugc phén cit v6i cac enzym gidng nhau. Céc té bao E. coli W3110 duoc
bién nap véi vecto di nhan dong va dugc nudi cdy trong moi trudng tim LB chira
50 pg/L spectinomyxin, va sau do cac khuén lac dugc chon. Cac khudn lac d4 chon dugc
cdy chuyén trong 3 mL ctia méi trudng LB chira 50 pg/L spectinomyxin va dugc nudi
chy qua dém & nhiét do 37°C. Céc té bao dugc nudi cdy dugc thu hdi, rira v6i 0,1 M chét
dém kali phosphat (d0 pH 7.5), lo limg trong 200 pL cia chat dém kali phosphat, va
duoc ly giai bang phuong phép phd v té bao stt dung séng m thanh (sonication) 5 1an
v6i khoang thoi gian 30 gidy. Dich ly giai té bao dugc ly tam & toc d6 12000 vong/phut
trong 10 phut va phan ndi thu dugc dé dinh lugng tdng mirc protein bang céach st dung
gidi phap dinh lugng protein Bio-Rad (Bio-Rad, Hoa Ky). Sy biéu hién protein dugc
xé4c dinh bang SDS-PAGE. Phan ndi thu duoc tir chiét xuét té bao dugc st dung cho

phén tmg chuyén déi enzym.

Ngoai ra, gen metZ ma hoa O-suxinylhomoserin sulthydrylaza c6 ngudn goc tir
Hyphomonas neptunium dugc nhan dong. PCR dugc thyc hién sir dung nhiém séc thé

ctia Hyphomonas neptunium lam mach khuon va doan mdi theo cach twong ty nhu duge
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mo ta & trén dé thu dugc cic doan ADN. Cac doan ADN thu dugc duoc phan cit véi
Ndel/Avrll va dugc nhan dong vao vecto pCL-CJ1 (CJ, Han Qudc) dugc phan cét voi
cac enzym gidng nhau. Phin ndi thu duge sir dung vecto da nhan dong dugc sir dung
theo cach tuong tu nhu duge md ta & trén va dugce st dung cho phan tmg chuyén dbi

enzym.

Timg ching W3110 dugc bién nap véi vecto bidu hién metZ c6 ngudn gbc tir
Pseudomonas va dugc bién nap vé6i vecto biéu hién metZ c¢6 ngudn gbc tir Hyphomonas
duoc cy chuyén trong méi truong tim chira LB spectinomyxin 1am thubc khang sinh,
va duogc nudi cé'ly qua dém & nhiét do 30°C dén 40°C. Sau d6, khuin lac riéng 1& dugc
cdy chuyén trong 40 ml mdi trudng LB chira spectinomyxin va duoc nudi ciy trong 5
gi® & nhiét d6 30°C dén 40°C. Chiing bidu hién metZ c6 ngudn gbc tir Pseudomonas va
ching bidu hién Hypomononas cb ngudn gbc tir metZ da nudi cdy duge nudi cy trong
binh 1én men 1 L & tdc d6 600 vong/phut dén 900 vong/phiit, & nhiét ¢ 30°C dén 40°C,
trong 15 dén 30 gidi dé thu dugc canh thit 1én men. Moi truong nubdi cdy duoc sir dung
trong viéc nudi cdy nhur sau. Céc té bao cta canh thit 1én men thu dugc ly giai bang

phuong phéap pha v t€ bao sir dung séng 4m thanh dé diéu ché cac dung dich enzym.
Moi truong 2XYT

10 g dich chiét ndm men, 16 g tryptophan, 40 g glucoza, va 50 g spectinomyxin

(trong 1 L nudc cét)

Phan tmg methionin chuyén di dwoc thuc hién bang cach thém dung dich enzym
¢6 ngudn gbc tir Pseudomonas va O-suxinylhomoserin sulfhydrylaza c6 ngudn gdc tir
Hyphomonas vio mdi truong nudi cdy ctia chit bién nap san sinh O-axetylhomoserin.
Sau khi thém 0,1 L dung dich enzym dugc thém vao 2,0 L ctia mdi trudng nudi ciy cta
O-axetylhomoserin trong d6 céc té bao khong bi loai bo, va 0,3 L dung dich natri metyl
mercaptan 15% dugc thém vao dé bit diu phan tng. Sau khi 2 gid, canh thit 1én men
duogc thu hdi, cac té bao duoc loai bd khoi dé, va cac nf‘mg d6 cia methionin dugc san
xuét dugc x4c dinh bang HPLC. Cac ndng d6 dugc phan tich nhu dugc thé hién & bang
14.

Béang 14

Cac ching Met (g/L)
ATCC13032 AmetB AmetY |- 1,2
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lysC (L377K) /pECCG117- |ANCglI2335

metX WT

1,2
ANCgl2335::PCJ7-yjeH (eco, WT) 1,9
ANCgl2335::PCJ7-yjeH (eco, F92N) 2.5
ANCgl2335::PCJ7-yjeH (eco, F351L) 2,1

Phin mé ta néu trén cta sang ché chi nhdam muc dich minh hoa, va nhitng nguoi

¢6 hiéu biét trung binh trong cling linh vurc k¥ thuat hiéu rang c6 thé thyc hién cac thay

d5i va bién ddi khac nhau ma khong lam thay ddi nguyén 1y k¥ thuat va cac dic diém

co ban cla sang ché. Do d9, 16 rang rang cac phuong dn néu trén la minh hoa trong moi

khia canh va khong giéi han sang ché. Do d6, pham vi bao h cua sang ché dugc xic

dinh khong phai bdi phan mo ta chi tiét, ma bdi cac yéu cau bao ho va cac phan mo ta

tuong duong, va tat ca cac bién thé trong pham vi bao hd ctia yéu cau bao ho va cic bién

thé twong duong déu thudc pham vi bao hd ciia sang ché.
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235
Glu

Met Ala Ala

250

Lys

Phe Gly Val

265

Gly Ala

Phe
280

Cys Ala Ser Leu

Trp Ser Gln Ala Gln

295
Ile Pro
315

Ser Arg His

Val Val Thr

330

Ser Leu

Ile Ile

345

Leu Tyr Ala

Met Leu Ala

360

Gly Cys

Val
375

Val Gly Gly Leu

Lys Ser Leu Tyr Ala

395

Pro Lys Arg Lys Thr

410

Escherichia coli yjeH

actggggctg gcccagggca
tgccgttect gecgttagcetg
tttgattatc ttagtgttcc

cagcgcaggce ggcgtcgege

49

Ala His Leu Ala Ser

205

Ala
220

Leu Met Ile Gly

Thr Val Val Val Leu

240

Ala Ala Leu Pro

255

Ser

Ile
270

Leu Trp Ala Cys

Ile
285

Asn Tyr Ile Gln

His Asn Pro His

300

Asp

Asn Asn Ala Leu Asn

320
Val

Ile Ala

335

His Leu

Ile
350

Asn Gly Phe Ile

Leu Leu Gln

365

Lys Gly

Leu Val Leu Leu

380

Cys

Ile Met Leu Ala

400

Leu

Pro Glu Asn Gly Ile

415

ttggcctgct atcgacgtca
cgctggtagc gggcaataac
cgattgcgat tgtgtttgcg

acttcgtcgg tatggegttt

60

120

180

240

49/68



ggttcgcgge
cctgccgceac
caactgttgt
gccagttcca
gctatctggt
atcgaactta
gaggcatttg
ttgatgattg
cacttcgacg
cagttgttcg
gccagtctca
aatcctgacc
gcggtgeteg
gacgctctta
gcaggctgta
tgcgttctgt
gggttatggc
<210> 3
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400> 3
gtggcctaca
aactacaccc
aaaaggcgca
cgtccacgtc
gaaaagcact
<210> 4
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

39
ADN
Trinh ty nhén tao

ttgagcgagt
tacaaattgc
tggcagaact
gtgctaatct
gggcgggcga
ccgggttatt
cccatctcge
gtctgctgcet
cctatggtga
gtgtaggagc
acatttatat
actacctggc
gctgctgtgt
ttatttatgc
aattattgca
tactggcaat

tgttgctgcee

267
ADN
Trinh tu nhan tao

Tn2335

ccttcgacca
acctcttcga
ctcaaagcca
aaacgcaacg

ccggggtcte

Tn 5 F

47965

caccggctgg
cgccgggttce
cggtacgctg
acaaaccgtt
tatcaaacct
tgctgcegtta
ctcggaattt
ggcaggatta
aaaaatggcg
gttatggatt
acagagcttc
acgcctctcet
ggtgagcact
caatggcatc
aggacgttat

ggtcggcetgg

aaaacgaaaa

cgtcgtcgee
tcaactccaa
tcaccacgac
tccaaaaaca

tccttga

ctgtttttat
ggccaggcega
gcgctggtgt
attgccggac
gcgaatatcc
tcagtgatgt
aaaaatccag
gtctactggg
gcggcagcat
gcctgegtga
gcccgectgg
tctcgccata
ttggtgattc
tttattatga
cgactactgg
aaaagtctct

acgccggaaa

tggcgetggt
ccacccttaa
ctggccgaca

cgtcacccta

50

cggtcattcc
tgtttggctg
ggtatatcgg
ttatcgtcge
cctttcecggce
tctggtgttt
agcgtgattt
gctgtacggt
cgcttccaaa
ttggctatct
tctggtcgceca
tcccgaataa
atgctttaga
tttatctgtt
cggtggttgg
atgcgctgat

atggcataac

gcaccaaaga
tcgtgaccac
acgaaaatcc

agacccgtge

cgtgggtttg
gcatagctgg
tactcgcggt
gctgattgtc
acctggtaat
tgtcggtctg
tcctcegtgcet
agtcgtctta
aattgtagtg
ggcctgcttt
ggcgcaacat
tgccctcaat
gatcaatctg
atgcatgctg
cgggctgtta
catgctggcg

cacataa

agacgcctac
cgacggacaa
aacgctgcct

tgagctcgcecce

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1257

60

120

180

240

267
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47965

<400> 4
tgaattcgag ctcggtaccc caccgacgcg catctgect

<210> 5

<211> 50

<212> ADN

<213> Trinh ty nhédn tao
<220>

<223> Tn 5 R

<400> 5

ggtgtggtga ctttcagcag ttcccggggg ggaggaggca tgtggtgttg

<210> 6

<211> 50

<212> ADN

<213> Trinh ty nhédn tao
<220>

<223> Tn 3 F

<400> 6
caacaccaca tgcctcctcce cccccgggaa ctgctgaaag tcaccacacc

<210> 7

<211> 42

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhé&n tao
<220>

<223>  Tn 3 R

<400> 7
gtcgactcta gaggatcccc ctcccaaacc attgaggaat gg

<210> 8

<211> 318

<212> ADN

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>

<223> CJ7

<400> 8

agaaacatcc cagcgctact aatagggagc gttgaccttc cttccacgga
gagtgcctaa aaccgcatgc ggcttaggct ccaagatagg ttctgcgcgg
catcttcttt agcaacaagt tgaggggtag gtgcaaataa gaacgacata

cctttctgtt tttaatcaac atacaccacc acctaaaaat tccccgacca

agtattcggg cacaatatcg ttgccaaaat attgtttcgg aatatcatgg

51

ccggtaatcg
ccgggtaatg
gaaatcgtct
gcaagttcac

gatacgtacc

39

50

50

42

60

120

180

240

300
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47965

caacgaaagg aaacactc

<210> 9
<211> 39
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> CJ7_yjeH F

<400> 9

acaccacatg cctcctcccc agaaacatcc cagcgctac

<210> 10

<211> 43

<212> ADN

<213> Trinh ty nh&n tao
<220>

<223> CJ7_yjeH R

<400> 10

agttcttgtt tgagtccact catagtgttt cctttcgttg ggt

<210> 11

<211> 44

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhén tao
<220>

<223> yjeH F

<400> 11

acccaacgaa aggaaacact atgagtggac tcaaacaaga actg

<210> 12

<211> 44

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> yjeH R

<400> 12
gactttcagc agttcccggg ttatgtggtt atgccatttt ccgg

<210> 13

<211> 23

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> FI92N F

52

52/68

318

39

43

44

44



47965

<400> 13
cggctggctg aatttatcgg tca

<210> 14

<211> 23

<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao
<220>

<223> F92N R

<400> 14

tgaccgataa attcagccag ccg

<210> 15

<211> 23

<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao
<220>

<223> F351L F

<400> 15

caatggcatc cttattatga ttt

<210> 16

<211> 23

<212> ADN

<213> Trinh ty nhédn tao
<220>

<223> F351L R

<400> 16

aaatcataat aaggatgcca ttg

<210> 17

<211> 1161

<212> ADN

<213> Chua biédt

<220>

<223> Corynebacterium glutamicum metB

<400> 17

ttgtcttttg acccaaacac ccagggtttc tccactgcat
ccagacgact actacggttc gattaacacc ccaatctatg
aacgctccaa acgaactgcg caaaggctac gagtacaccc
gtggcattag agcagaccgt cgcagcactc gaaggcgcaa
tccggcatgg ctgcaaccga catcctgttc cgcatcatcce

gtcctcggeca acgatgctta cggcggaacc taccgcctga

53

cgattcacgc
cctccaccac
gtgtgggcaa
agtatggccg
tcaagccggg

tcgacaccgt

tgggtatgag
cttcgcgcag
ccccaccatce
cgcattctce
cgatcacatc

attcaccgca

53/68

23

23

23

23

60
120
180
240
300

360



tggggcgteg
aaggacaaca
gacatcgaag
accttcgcat
tccaccacca
gaccaggaaa
gttttcgatg
cactgcgaca
gtgctctacc
cgcttcggceg
tgtacctcca
gagcacccag
gacctcgtgce
caggccctca
<210>
<211>

<212>
<213>

18
24

<220>

<223> me

<400> 18

aatacaccgt
ccaagctgat
cagtagcaaa
ccccatacct
agtacatcgg
tggacgaaga
catacctgac
acgcagaaaa
caggtctgaa
gcatgatctc
ccaaactgat
caaccatgac
gcatctccat

ataaccttta

ADN
Trinh tu nhén tao

tB N del F

47965

tgttgatacc
ctgggtggaa
gctcaccgaa
gcagcagcca
aggacactcc
actgctgttc
cgccecgtgge
gatcgcggaa
gaaccaccca
cgtccgtttce
ctgtctggce
ccaccagtca

tggtattgaa

g

tctagacgcc cgcatactgg ctte

<210> 19

<211> 37

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> metB N del R
<400> 19

tccgtcecgtgg
accccaacca
ggcaccaacg
ctaaaactcg
gacgttgttg
atgcagggcg
ctcaagaccc
ttcctggact
ggccacgaag
gcaggcggcyg
gagtcccteg
gctgccggcet

gacattgaag

cccatccact aaacttaaac agatgtgatc gcccgge

<210> 20

<211> 38

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> metB C del F

54

aagaggtcaa
acccagcact
ccaagctggt
gcgcacacgc
gcggcecttgt
gcatcggacc
ttgcagtgcg
cccgeccaga
tcgcagcgaa
aagaagcagc
gtggcgtgga
ctcagctcga

acctgctcgce

ggcagcgatc
tggcatcacc
tgttgacaac
agtcctgcac
ggttaccaac
gatcccatca
catggatcgc
ggtctccacc
gcagatgaag
taagaagttc
atccctcctg
ggttccccge

agatgtcgag

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1161

24

37
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<400>

47965

20

tgtttaagtt tagtggatgg ggaagaacca cccaggcc

<210> 21

<211> 23

<212> ADN

<213> Trinh tu nhdn tao
<220>

<223> metB C del R
<400> 21

gtcgaccaat cgtccagagg gcg

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

22
13

<220>
<223>

<400> 22
atgccaaagt
gcaggccagt
gctttcgtgt
cctgtttact
ctcgaaggtg
attttgaacc
accgagactc
aaccccgacg
ggcgagactt
gcgcaccgca
cgcccgceteg
aacggctccg
aaggatggaa
aagtacgcag
gacaccggct
ctttccctge
aaccacgaga

accaaggaaa

14

ADN
Trinh ty nhan tao

acgacaattc
cagtagacgc
tcgactccge
cccgcectceac
gcgtccacgce
tggcaggagc
tattccttat
accctgagtc
tcgccaaccce
acagcgttcc
agctcggcgce
gactgggcgg
agccagtatt
accttggtgc
ccaccctctce
gcctggageg
aggtggaaaa

agcttggcct

caatgctgac
acagaccagc
tgagcacgcc
caacccaacc
tgtagcgttc
gggcgaccac
cactcttaac
ctggcaggca
acaggcagac
actgatcatc
agacgttgtc
cgtgcttatc
ccectactte
accagccttce
cgcattcaac
ccacaacgaa
ggttaacttc

gaagtacacc

Corynebacterium glutamicum metY

cagtggggct

gcacgaaacc
aagcagcgtt
gttgaggctt
tccteecggac
atcgtcacct
cgcctgggta
gccgttcage
gtcctggata
gacaacacca
gtcgcttccc
gacggcggaa
gtcactccag
ggcctcaagg
gcatgggcetg
aacgccatca
gcaggcctga

ggctccgttc

55

ttgaaacccg
ttccgatcta
tcgcacttga
tggaaaaccg
aggccgcaac
ccccacgcect
tcgatgtttce
caaacaccaa
ttcctgeggt
tcgctaccge
tcaccaagtt
agttcgattg
atgctgctta
ttcgegttgg
cagtccaggg
aggttgcaga
aggattcccc

tcaccttcga

ctccattcac
ccaatccacc
ggatctaggc
catcgcttcce
caccaacgcc
ctacggtggce
cttcgtggaa
agcattcttc
ggctgaagtt
agcgctcgtg
ctacaccggc
gactgtcgaa
ccacggattg
ccttctacge
catcgacacc
attcctcaac
ttggtacgca

gatcaagggc

38

23

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
-840
900
960
1020

1080
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47965

ggcaaggatg aggcttgggc atttatcgac gccctgaagce
atcggcgatg ttcgctccct cgttgttcac ccagcaacca
gaagctggcc tggcacgcgc gggcgttacc cagtccaccg
gagaccattg atgatatcat cgctgacctc gaaggcggct
<210> 23

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>

<223> metY N del F

<400> 23

tctagaccat cctgcaccat ttag

<210> 24

<211> 37

<212> ADN

<213> Trinh ty nhédn tao
<220>

<223> metY N del R
<400> 24

cccatccact aaacttaaac acgctcctgce caggttc

<210> 25

<211> 39

<212> ADN

<213> Trinh tu nhédn tao
<220>

<223> metY C del F
<400> 25

tgtttaagtt tagtggatgg gcttggtacg caaccaagg

<210> 26

<211> 23

<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao
<220>

<223> metY C del R
<400> 26

gtcgacgatt gctccggett cgg

<210> 27
<211> 1266
<212> ADN

56

tacactccaa
ccacccattc
tccgecetgte

ttgctgcaat

ccttgcaaac
acagtccgac
cgttggcatc

ctag

56/68

1140
1200
1260

1314

24

37

39

23



<213>
<220>
<223>

<400> 27
gtggccctgg

aacgtcgctg
tccgcaatgg
ccgccagcetce
gtcgccatgg
ggtgtgctca
gtgcgtgaag
aaagaaaccc
ttggcagctg
accgctgacc
atgctggaac
cgtgcattca
attgccggcet
gacaagtccg
aaggttttcce
tcttctgtag
cgcgcgatgg
gacgaccagg
accgcagagt
tctgagattc
ttgcatgagce
cgctaa
<210>

<211>

<212>
<213>

28
29
AD

<220>
<223>

<400> 28

Chua biét

tcgtacagaa
aacggatcgt
gagacaccac
gtgaaatgga
ctattgagtc
ccaccgagcg
cactcgatga
gcgatgtcac
ctttgaacgc
cgcgcatcgt
ttgctgctgt
atgtgccact
ctatggagga
aagccaaagt
gtgcgttggce
aagacggcac
agatcttgaa
tcggcaaagt
tcatggaagc
gtatttccgt

agttccagct

N

47965

atatggcggt
tgccaccaag
ggatgaactt
tatgctcctg
ccttggcgca
ccacggaaac
gggcaagatc
cacgttgggt
tgatgtgtgt
tcctaatgca
tggctccaag
tcgcgtacge
tattcctgtg
aaccgttctg
tgatgcagaa
caccgacatc
gaagcttcag
ctccctegtg
tctgcgcecgat
gctgatccgt

gggcggcgaa

Trinh tuy nhé&n tao

lysC_L377K 5 F

tcctctagag ctgcgcagtg ttgaatacg

Corynebacterium glutamicum lysC

tcctecgettg
aaggctggaa
ctagaacttg
actgctggtg
gaagcccaat
gcacgcattg
tgcattgttg
cgtggtggtt
gagatttact
cagaagctgg
attttggtgc
tcgtcttata
gaagaagcag
ggtatttccg
atcaacattg
accttcacct
gttcagggca
ggtgctggca
gtcaacgtga
gaagatgatc

gacgaagccg

57

agagtgcgga
atgatgtcgt
cagcggcagt
agcgtatttc
ctttcacggg
ttgatgtcac
ctggtttcca
ctgacaccac
cggacgttga
aaaagctcag
tgcgcagtgt
gtaatgatcc
tccttaccgg
ataagccagg
acatggttct
gccctcegtte
actggaccaa
tgaagtctca
acatcgaatt
tggatgctgce

tcgtttatge

acgcattaga
ggttgtctgc
gaatcccgtt
taacgctctc
ctctcaggcet
tccaggtcgt
gggtgttaat
tgcagttgcg
cggtgtgtat
cttcgaagaa
tgaatacgct
cggcactttg
tgtcgcaacc
cgaggctgcg
gcagaacgtc
cgacggccgce
tgtgctttac
cccaggtgtt
gatttccacc
tgcacgtgca

aggcaccgga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1266

29



47965

<210> 29

<211> 23

<212> ADN

<213> Trinh tu nhéan tao
<220>

<223> lysC L377K 5 R
<400> 29

aggtggaaat cttttcgatg ttc

<210> 30

<211> 23

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> lysC L377K_3 F
<400> 30

gaacatcgaa aagatttcca cct

<210> 31

<211> 29

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> lysC L377K 3 R
<400> 31

gactctagag ttcacctcag agacgatta

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

32
11

<220>
<223>

<400> 32
atgcccaccc

gaagccggag
gtagataaag
aacgcagccg
tactgcgtga
atgcatccag

gtaaacgccg

34

ADN
Trinh ty nhédn tao

tcgcgectte
caatcattac
aaggacgcag
attggtgggc
tctgtaccaa
atggaaattt

aaaaacaatt

aggtcaactt
aaacgctgaa
caatgtcgtt
tgacttgctc
cgtcatcggt
ctggggtaat

cctcgacgca

Corynebacterium glutamicum metX

gaaatccaag
atcgcctatc
ctcatcgaac
ggtcccggcea
ggttgcaacg
cgcttccccg

ctcggcatca

58

cgatcggtga
accgctgggg
acgccctcac
aagccatcaa
gttccaccgg
ccacgtccat

ccacggtcgc

tgtctccacc
tgaataccgc
tggagattcc
cactgatatt
acctggctcc
tcgtgatcag

cgcagtactt

58/68

23

23

29

60
120
180
240
300
360

420



ggtggttcca
ggcgcagctg
tccgcccaaa
tccggctgca
cgtggcgaac
ctcggtcect
gcagacaagc
aaccgccacg
gttccagtcce
cacctctcca
cacgatgctt

ctcatctccc

tgggtggtgc
ctgttcttgce
ttaaggcgat
acccagccac
tagaaatcga
accgcaagcce
tagtacagcg
acattggtcg
ttgtcgcagg
gaaacctggg
tcctcaccga

cagacgaaga

47965

ccgcacccta
agtttctgca
tgaaaacgac
cggactcgge
cgaacgcttc
cgaccagcgc
tttcgacgcc
cgaccgcgga
cgtagatacc
aaatctactg
aagccgccaa

caacccttcg

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

<220>
<223>

<400>

33

28

ADN

Trinh ty nhdn tao

metX F

33

ggatcccctec gttgttcacc cagcaacc

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

<220>
<223>

<400>

34

30

ADN

Trinh ty nhén tao

metX R

34

ggatcccaaa gtcacaacta cttatgttag

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

<220>
<223>

<400>

35
418
PRT
Trinh ty nhédn tao

YjeH F92N

35

gagtgggccyg
cgcgccagcg
caccactggc
gccgcecgac
ggcaccaaag
ttcgececgtgg
ggctcctacg
ggcctcaaca
gatattttgt
gcaatggcaa
atggatcgca

acctacatcg

caatgtaccc
cctggcaaat
acgaaggcaa
gcatcgccca
cccaaaagaa
aatcctactt
tcttgctcac
aggcactcga
acccctacca
aaatcgtatc
tcgtgaggaa

agttctacat

agaaactgtt
cggcattcaa
ctactacgaa
cctcacctac
cgaaaaccca
ggactaccaa
cgacgccectce
atccatcaaa
ccagcaagaa
ccctgtecgge
cttcttcagc

ctaa

Met Ser Gly Leu Lys Gln Glu Leu Gly Leu Ala Gln Gly Ile Gly Leu

1

5

10

59

15

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1134

28

30
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Leu

Ala

Ile

His

65

Gly

Pro

Ala

Thr

Ala

145

Ala

Ala

Met

Glu

Leu

225

His

Lys

Val

Ser

Tyr

305

Ala

Glu

Met

Ser

Ala

Ile

50

Tyr

Ser

Val

Met

Leu

130

Asn

Ile

Pro

Phe

Phe

210

Leu

Phe

Ile

Ile

Phe

290

Leu

Val

Ile

Ile

Thr

Leu

35

Leu

Pro

Arg

Gly

Phe

115

Ala

Leu

Trp

Gly

Trp

195

Lys

Leu

Asp

Val

Gly

275

Ala

Ala

Leu

Asn

Tyr

Ser

20

Val

Val

Ser

Leu

Leu

100

Gly

Leu

Gln

Trp

Asn

180

Cys

Asn

Ala

Ala

Val

260

Tyr

Arg

Arg

Gly

Leu

340

Leu

Leu

Ala

Phe

Ala

Glu

85

Pro

Trp

Val

Thr

Ala

165

Ile

Phe

Pro

Gly

Tyr

245

Gln

Leu

Leu

Leu

Cys

325

Asp

Leu

Leu

Gly

Pro

Gly

70

Arg

Ala

His

Trp

Val

150

Gly

Glu

Val

Glu

Leu

230

Gly

Leu

Ala

Val

Ser

310

Cys

Ala

Cys

Gly

Asn

Ile

55

Gly

Val

Ala

Ser

Tyr

135

Ile

Asp

Leu

Gly

Arg

215

Val

Glu

Phe

Cys

Trp

295

Ser

Val

Leu

Met

Thr

Asn

40

Ala

Val

Thr

Leu

Trp

120

Ile

Ala

Ile

Thr

Leu

200

Asp

Tyr

Lys

Gly

Phe

280

Ser

Arg

Val

Ile

Leu

47965

Gly

25

Ser

Ile

Ala

Gly

Gln

105

Gln

Gly

Gly

Lys

Gly

185

Glu

Phe

Trp

Met

Val

265

Ala

Gln

His

Ser

Ile

345

Ala

Val

Leu

Val

His

Trp

90

Ile

Leu

Thr

Leu

Pro

170

Leu

Ala

Pro

Gly

Ala

250

Gly

Ser

Ala

Ile

Thr
330

Tyr

Gly

60

Phe

Trp

Phe

Phe

75

Leu

Ala

Leu

Arg

Ile

155

Ala

Phe

Phe

Arg

Cys

235

Ala

Ala

Leu

Gln

Pro

315

Leu

Ala

Cys

Ala

Ala

Ala

60

Val

Asn

Ala

Leu

Gly

140

Val

Asn

Ala

Ala

Ala

220

Thr

Ala

Leu

Asn

His

300

Asn

Val

Asn

Lys

Val

Trp

45

Ile

Gly

Leu

Gly

Ala

125

Ala

Ala

Ile

Ala

His

205

Leu

Val

Ala

Trp

Ile

285

Asn

Asn

Ile

Gly

Leu

Pro

30

Pro

Leu

Met

Ser

Phe

110

Glu

Ser

Leu

Pro

Leu

190

Leu

Met

Val

Ser

Ile

270

Tyr

Pro

Ala

His

Ile

350

Leu

Ala
Val
Gly
Ala
Val

95
Gly
Leu
Ser
Ile
Phe
175
Ser
Ala
Ile
Val
Leu
255
Ala
Ile
Asp
Leu
Ala
335

Phe

Gln

Leu

Leu

Arg

Phe

80

Ile

Gln

Gly

Ser

Val

160

Pro

Val

Ser

Gly

Leu

240

Pro

Cys

Gln

His

Asn

320

Leu

Ile

Gly
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Arg
Leu
385

Gly

Thr

Tyr
370
Ala

Leu

Thr

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

<220>
<223>

<400>

Met

1

Leu

Ala

Ile

His

65

Gly

Pro

Ala

Thr

Ala

145

Ala

Ala

Met

Ser

Ser

Ala

Ile

50

Tyr

Ser

Val

Met

Leu

130

Asn

Ile

Pro

Phe

355

Arg Leu Leu Ala Val

375

Met Val Gly Trp Lys

390

Trp Leu Leu Leu Pro

36
418
PRT

405

Trinh ty nhédn tao

YjeH F351L

36
Gly

Thr

Leu

35

Leu

Pro

Arg

Gly

Phe

115

Ala

Leu

Trp

Trp
195

Leu

Ser

20

Val

Val

Ser

Leu

Leu

100

Gly

Leu

Gln

Trp

Asn

180

Cys

Lys

Leu

Ala

Phe

Ala

Glu

85

Pro

Trp

Val

Thr

Ala

165

Ile

Phe

Gln

Leu

Gly

Pro

Gly

70

Arg

Ala

His

Trp

Val

150

Gly

Glu

Val

Glu

Gly

Asn

Ile

55

Gly

Val

Ala

Ser

Tyr

135

Ile

Asp

Leu

Gly

360

Val

Ser

Lys

Leu

Thr

Asn

40

Ala

Val

Thr

Leu

Trp

120

Ile

Ala

Ile

Thr

Leu
200
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Gly

Leu

Arg

Gly

Gly

25

Ser

Ile

Ala

Gly

Gln

105

Gln

Gly

Gly

Lys

Gly

185

Glu

Gly

Tyr

Lys
410

Leu

10

Val

Leu

Val

His

Trp

90

Ile

Leu

Thr

Leu

Pro

170

Leu

Ala

61

Leu
Ala
395

Thr

Ala

Phe

Trp

Phe

Phe

75

Leu

Ala

Leu

Arg

Ile

155

Ala

Phe

Phe

Leu
380

Leu

Pro

Gln

Ala

Ala

Ala

60

Val

Phe

Ala

Leu

Gly

140

Val

Asn

Ala

Ala

365

Cys

Ile

Glu

Gly

Val

Trp

45

Ile

Gly

Leu

Gly

Ala

125

Ala

Ala

Ile

Ala

His
205

Val

Met

Asn

Ile

Pro

30

Pro

Leu

Met

Ser

Phe

110

Glu

Ser

Leu

Pro

Leu

190

Leu

Leu

Leu

Gly
415

Gly

15

Ala

Val

Gly

Ala

Val

95

Gly

Leu

Ser

Ile

Phe

175

Ser

Ala

Leu

Ala
400

Ile

Leu

Leu

Leu

Arg

Phe

80

Ile

Gln

Gly

Ser

Val

160

Pro

Val

Ser
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Glu Phe Lys Asn Pro Glu Arg Asp Phe Pro Arg Ala Leu Met Ile Gly
210 215 220

Leu Leu Leu Ala Gly Leu Val Tyr Trp Gly Cys Thr Val Val Val Leu
225 230 235 240

His Phe Asp Ala Tyr Gly Glu Lys Met Ala Ala Ala Ala Ser Leu Pro
245 250 255

Lys Ile Val Val Gln Leu Phe Gly Val Gly Ala Leu Trp Ile Ala Cys
260 265 270

Val Ile Gly Tyr Leu Ala Cys Phe Ala Ser Leu Asn Ile Tyr Ile Gln
275 280 285

Ser Phe Ala Arg Leu Val Trp Ser Gln Ala Gln His Asn Pro Asp His
290 295 300

Tyr Leu Ala Arg Leu Ser Ser Arg His Ile Pro Asn Asn Ala Leu Asn
305 310 315 320

Ala Val Leu Gly Cys Cys Val Val Ser Thr Leu Val Ile His Ala Leu
325 330 335

Glu Ile Asn Leu Asp Ala Leu Ile Ile Tyr Ala Asn Gly Ile Leu Ile
340 345 350

Met Ile Tyr Leu Leu Cys Met Leu Ala Gly Cys Lys Leu Leu Gln Gly
355 360 365

Arg Tyr Arg Leu Leu Ala Val Val Gly Gly Leu Leu Cys Val Leu Leu
370 375 380

Leu Ala Met Val Gly Trp Lys Ser Leu Tyr Ala Leu Ile Met Leu Ala
385 390 395 400

Gly Leu Trp Leu Leu Leu Pro Lys Arg Lys Thr Pro Glu Asn Gly Ile

405 410 415
Thr Thr
<210> 37
<211> 5803
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> pDCM2
<400> 37
gttcgcttge tgtccataaa accgcccagt ctagctatcg ccatgtaagc ccactgcaag 60
ctacctgcett tctctttgeg cttgegtttt cccttgtcca gatagcccag tagctgacat 120
tcatccgggg tcagcaccgt ttctgcggac tggectttcta cgtgttccge ttectttage 180

agcccttgeg ccctgagtge ttgcggcage gtgaagctag cttttatcgce cattcgecat 240
tcaggctgcg caactgttgg gaagggcgat cggtgcgggc ctcttcgcta ttacgccage 300

tggcgaaagg gggatgtgct gcaaggcgat taagttgggt aacgccaggg ttttcccagt 360
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cacgacgttg
tcgacctgca
tgttatccgce
ggtgcctaat
tcgggaaacc
ttgcgtattg
ctgcggcgag
gataacgcag
gccgegttge
cgctcaagtc
ggaagctccc
tttctceccett
gtgtaggtcg
tgcgecttat
ctggcagcag
ttcttgaagt
ctgctgaagc
accgctggta
tctcaagaag
cgttaaggga
tgggcgaaga
cagaagccac
tcacccgacg
ataaatcctg
gacgttgatc
ggcgtatttt
acctcaaaaa
gcgccgaata
ctgttgatac
taagaggttc
tatcgagatt

ttcctgcatt

taaaacgacg
ggcatgcaag
tcacaattcc
gagtgagcta
tgtcgtgcca
ggcgctcttce
cggtatcagc
gaaagaacat
tggcgttttt
agaggtggeg
tcgtgcgcetce
cgggaagcgt
ttcgctccaa
ccggtaacta
ccactggtaa
ggtggcctaa
cagttacctt
gcggtggttt
atcctttgat
ttttggtcat
actccagcat
tggagcacct
cactttgcgce
gtgtccectgt
ggcacgtaag
ttgagttatc
caccatcata
aatacctgtg
cgggaagccce
caactttcac
ttcaggagct

tgcctgttte
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gccagtgaat
cttggcgtaa
acacaacata
actcacatta
gctgcattaa
cgcttcctcg
tcactcaaag
gtgagcaaaa
ccataggctc
aaacccgaca
tcctgtteeg
ggcgctttct
gctgggctgt
tcgtcttgag
caggattagc
ctacggctac
cggaaaaaga
ttttgtttge
cttttctacg
gagattatca
gagatccccg
caaaaacacc
cgaataaata
tgataccggg
aggttccaac
gagattttca
cactaaatca
acggaagatc
tgggccaact
cataatgaaa
ctttggcatc

cagtcggtag

tcgagctcgg
tcatggtcat
cgagccggaa
attgcgttgc
tgaatcggcc
ctcactgact
gcggtaatac
ggccagcaaa
cgcccccectg
ggactataaa
accctgceccgce
caatgctcac
gtgcacgaac
tccaacccgg
agagcgaggt
actagaagga
gttggtagct
aagcagcaga
gggtctgacg
aaaaggatct
cgctggagga
atcatacact
cctgtgacgg
aagccctggg
tttcaccata
ggagctgata
gtaagttggc
acttcgcaga
tttggcgaaa
taagatcact
gtctctcgee

atattccaca
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tacccgggga
agctgtttcc
gcataaagtg
gctcactgcc
aacgcgcggyg
cgctgcgctce
ggttatccac
aggccaggaa
acgagcatca
gataccaggc
ttaccggata
gctgtaggta
ccceegttea
taagacacga
atgtaggcgg
cagtatttgg
cttgatccgg
ttacgcgcag
ctcagtggaa
tcacctagat
tcatccagcc
aaatcagtaa
aagatcactt
ccaacttttg
atgaaataag
gaaacagaag
agcatcaccc
ataaataaat
atgagacgtt
accgggcgta
tgtcccctcea

aaacagcagg

tcctctagag
tgtgtgaaat
taaagcctgg
cgctttccag
gagaggcggt
ggtcgttcgg
agaatcaggg
ccgtaaaaag
caaaaatcga
gtttcccect
cctgtccgcec
tctcagttcg
gcccgaccgce
cttatcgcca
tgctacagag
tatctgcgct
caaacaaacc
aaaaaaagga
cgaaaactca
ccttttgggg
ctgatagaaa
gttggcagca
cgcagaataa
gcgaaaatga
atcactaccg
ccactggagc
gacgcacttt
cctggtgtcc
gatcggcacg
ttttttgagt
gttcagtaat

gaagcagcgc

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280
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ttttccgetg
tttttcgcac
caacggcgte
ttcactgtcc
ccggctaccg
aggaagggcea
gaaaaggcgg
tacaaaatca
tccgaagcecce
gggcgtcgcet
ttttatatag
ataggatatc
aggatgctgt
gcaaacgttg
acattgtttc
ggcggatcaa
gttaaagaat
gtcatttttg
ttcgcgegtt
ttcagtgtgt
gtgcgttttt
ttgccatagt
gtgtttgcett
agcgtatggt
tacgttttte
gagctgtctg
ttaccggaga
cctgaccatt
tctttaaaga
tagaacatgt
atgtggtagce

caaacgtcca

cataaccctg
gatatacagg
agccgggcag
cttattcgca
ccggcgtaac
gcccacctat
cggcggcecgyg
cgggcgtcegt
aacctttcat
tggtcggtca
ttcantatgg
ggcattttct
ctttgacaac
attgtttgtc
ctttcgcttg
gatccatttt
tagaaacata
atccgcggga
caatttcatc
aatcatcgtt
tatcgctttg
atgctttgtt
caaatactaa
tgtcgcctga
cgtcaccgtc
atgctgatac
aatcagtgta
cttgtgtttg
cgcggccagce
aaatcgatgt
cgtgatagtt

ggccttttge
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cttcggggtc
attttgccaa
gataggtgaa
cctggeggtyg
agatgagggce
caaggtgtac
catgagcctg
ggactatgag
agaaggcggce
tttcgaaaaa
gattcacctt
tttgcgtttt
agatgttttc
tgcgtagaat
aggtacagcg
taacacaagg
accaagcatg
gtcagtgaac
tgttactgtg
tagctcaatc
cagaagtttt
aaataaagat
gtatttgtgg
gctgtagttg
aaagattgat
gttaacttgt
gaataaacgg
gtcttttagg
gtttttccag
gtcatccgca
tgcgacagtg

agaagagata

attatagcga
agggttecgtg
gtaggcccac
ctcaacggga
aagcggatgg
tgccttccag
tcggcctacc
cacgtccgeg
ggtggaatcg
ggttaggaat
tatgttgata
tatttgttaa
ttgcctttga
cctctgtttg
aagtgtgagt
ccagttttgt
taaatatcgt
aggtaccatt
ttagatgcaa
ataccgagag
tgactttcett
tcttecgectt
cctttatctt
ccttcatcga
ttataatcct
gcagttgtca
atttttccgt
atagaatcat
ctgtcaatag
tttttaggat
ccgtcagegt

tttttaattg
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ttttttcggt
tagactttcc
ccgcgagcgg
atcctgctct
ctgatgaaac
acgaacgaag
tgctggecegt
agggcgtccc
aaatctcgtg
acggttagcc
agaaataaaa
ctgttaattg
tgttcagcag
tcatatagct
aagtaaaggt
tcagcggett
tagacgtaat
tgccgttcat
tcagcggttt
cgccgtttge
gacggaagaa
ggtagccatc
ctacgtagtg
tgaactgctg
ctacaccgtt
gtgtttgttt
cagatgtaaa
ttgcatcgaa
aagtttcgcc
ctccggctaa
tttgtaatgg

tggacgaatc

atatccatcc
ttggtgtatc
gtgttccttc
gcgaggcetgg
caagccaacc
agcgattgag
cggccagggce
ggaaaacgat
atggcaggtt
atttgcctge
gaaaatgcca
tccttgttca
gaagctcggc
tgtaatcacg
tacatcgtta
gtatgggcca
gccgtcaatc
tttaaagacg
catcactttt
taactcagcc
tgatgtgctt
ttcagttcca
aggatctctc
tacattttga
gatgttcaaa
gccgtaatgt
tgtggctgaa
tttgtcgcetg
gactttttga
tgcaaagacg
ccagctgtce

aaattcagaa

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200
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acttgatatt
tgggaaatgc
gttgcgectce
tttttgatgt
ccagccctce
tgtaaggggt
ttatcagtaa
gattgcaact
ctacgggcct
gtttctgttg
tctcatttca
ccagagtccce
gggagcggcyg
agcaatatca
acagtcgatg
gccatgggtce
ttcggctgge
ttccatccga
agccggatca
aggagcaagg
ccttececget
cacgatagcc
acaaaaagaa
attgtctgtt
gcgtgcaatc
cttgatcccc

ggcttcccaa

tttcattttt
cgtatgtttc
ctgccagcag
tcatcgttca
tgtttgaaga
gacgccaaag
caaacccgcg
ggtctatttt
aaagaactaa
catgggcata
ctaaataata
gctcagaaga
ataccgtaaa
cgggtagcca
aatccagaaa
acgacgagat
gcgagcccct
gtacgtgctc
agcgtatgca
tgagatgaca
tcagtgacaa
gcgctgecte
ccgggcgecce
gtgcccagtce
catcttgttc
tgcgccatca

ccttaccaga
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ttgctgttca
cttatatggc
tgcggtagta
tgtctccttt
tggcaagtta
tatacacttt
cgatttactt
cctcttttgt
aaaatctatc
aagttgcctt
gtgaacggca
actcgtcaag
gcacgaggaa
acgctatgtc
agcggccatt
cctcgecegte
gatgctcttc
gctcgatgcg
gccgccgeat
ggagatcctg
cgtcgagaca
gtcttggagt
ctgcgctgac
atagccgaat
aatcatgcga
gatccttgge

gggcgcccca

gggatttgca
ttttggttcg
aaggttaata
tttatgtact
gttacgcaca
gccctttaca
ttcgacctca
ttgatagaaa
tgtttetttt
tttaatcaca
ggtatatgtg
aaggcgatag
gcggtcagcc
ctgatagcgg
ttccaccatg
gggcatccgce
gtccagatca
atgtttcgct
tgcatcagcce
ccceggceact
gctgcgcaag
tcattcaggg
agccggaaca
agcctctcca
aacgatcctc
ggcaagaaag

gctggcaatt
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gcatatcatg
tttctttcge
ctgttgcttg
gtgttagcgg
ataaaaaaag
cattttaggt
ttctattaga
atcataaaag
cattctctgt
attcagaaaa
atgggttaaa
aaggcgatgc
cattcgccgce
tccgceccacac
atattcggca.
gccttgagcece
tcctgatcga
tggtggtcga
atgatggata
tcgcccaata
gaacgcccgt
caccggacag
cggcggcatc
cccaagcggce
atcctgtctc
ccatccagtt

ccg

gcgtgtaata
aaacgcttga
ttttgcaaac
tctgecttett
acctaaaata
cttgcctgcet
ctctcgtttg
gatttgcaga
attttttata
tatcataata
aaggatcacc
gctgcgaatc
caagctcttc
ccagccggcece
agcaggcatc
tggcgaacag
caagaccggc
atgggcaggt
ctttctcgge
gcagccagtc
cgtggccagce
gtcggtcttg
agagcagccg
cggagaacct
ttgatcagat

tactttgcag

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5803
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YEU CAUBAO HOQ
1. Bién thé ca protein mang trong YjeH bao gbm i) thay thé axit amin tuong ung véi
vi trf thr 92 bang asparagin, ii) thay thé axit amin twong tmg véi vi tri thir 351 bang
leuxin, hoic iii) thay thé ca i) va ii) trong trinh ty axit amin c6 ma nh4n biét SEQ ID
NO: 1, va ¢6 su trong dong t6i thiéu 95% va téi da 100% véi trinh ty axit amin c6 ma

nhén biét SEQ ID NO: 1.

2. Bién thé theo diém 1, trong d6 bién thé c6 kha ning san sinh O-axetylhomoserin hoic

homoserin.
3. Polynucleotit ma héa bién thé theo diém 1.
4. Vecto chira polynucleotit theo diém 3.

5. Vi sinh vat bao gbm it nhit mot trong s bién thé cua protein mang trong YjeH bao
gdm i) thay thé axit amin twong tmg véi vi tri thir 92 bang asparagin, ii) thay thé axit
amin twong tng véi vi tri thir 351 bang leuxin, hodc iii) thay thé ca i) va i) trong trinh
tw axit amin c6 ma nhéan biét SEQ ID NO: 1, va c6 su twong ddng tdi thiéu 95% va téi
da 100% v6i trinh tw axit amin c¢6 ma nhan biét SEQ ID NO: 1; va polynucleotit ma héa
bién thé.

6. Vi sinh vét theo diém 5, trong d6 vi sinh vat c6 kha ning ting cudng d& san sinh O-

axetylhomoserin hodc homoserin so véi vi sinh vat khong bién déi.
7. Vi sinh vt theo diém 5, trong d6 vi sinh vat thudc chi Corynebacterium.

8. Phuong phép san xuat san phim dich, trong d6 phuong phép nay bao gdm nudi chy
vi sinh vt trong méi truong nudi cdy, trong d6 vi sinh vét bao gdm it nhat mot trong s6
bién thé cta protein mang trong YjeH bao gdm i) thay thé axit amin twong ung voéi vi
tri thir 92 bang asparagin, ii) thay thé axit amin tvong ttng véi vi tri thir 351 bang leuxin,
hoic iii) thay thé ca i) va ii) trong trinh tir axit amin c6 ma nhan biét SEQID NO: 1, va
¢6 su twong dong t6i thidu 95% va tdi da 100% véi trinh ty axit amin c¢6 ma nhén biét

SEQ ID NO: 1; va polynucleotit ma héa bién thé.

9. Phuong phép theo diém 8, trong d6 phuong phap niy con bao gdm viée thu hdi san

pham dich tr mdi trudng nudi cay hodc vi sinh vat.

10. Phuong phap theo diém 8, trong d6 san phdm dich 13 O-axetylhomoserin hoic

homoserin.
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11. Phwrong phép san xuat methionin, trong d6 phuong phap nay bao gdm:

san xuit O-axetylhomoserin bang cach nudi cdy vi sinh vét trong mdi trurdng nudi
cdy, vi sinh vét bao gbm it nhat mét trong sb bién thé cia protein mang trong YjeH bao
gbm 1) thay thé axit amin twong tmg véi vi tri thit 92 bang asparagin, ii) thay thé axit
amin twong tmg v6i vi tri thir 351 bing leuxin, hodc iii) thay thé ca i) va ii) trong trinh
tir axit amin c¢6 ma nhén biét SEQ ID NO: 1, va ¢6 su twong dong t6i thidu 95% va t6i
da 100% v6i trinh tu axit amin c6 ma nhén biét SEQ ID NO: 1; va polynucleotit ma héa
bién thé; va

chuyén d6i O-axetylhomoserin thianh methionin bing cich cho phan tmg O-

axetylhomoserin v6i sulfua.
12. Phuong phép san xuét glufosinat, trong d6 phuong phap nay bao gém:

san xudt O-axetylhomoserin hodc homoserin bing cach nudi cdy vi sinh vt trong
mdi trudng nudi cdy, vi sinh vat bao gdm it nhit mot trong s6 bién thé cua protein mang
trong YjeH bao gdm i) thay thé axit amin twong tmg v&i vi tri thir 92 bang asparagin, ii)
thay thé axit amin twong tng v6i vi tri thit 351 bang leuxin, hodc iii) thay thé cé i) va ii)
trong trinh tw axit amin ¢6 ma nhén biét SEQ ID NO: 1, va ¢6 su twong ddng t5i thiéu
95% va tdi da 100% véi trinh ty axit amin c¢6 ma nhan biét SEQ ID NO: 1; va

polynucleotit ma hoa bién thé; va
chuyén dbi O-axetylhomoserin hosic homoserin thanh glufosinat.

13. Ché phim san xuét homoserin bao gdm vi sinh vét theo diém 5 hodc dich nudi cdy

vi sinh vit.

14. Ché phim san xudt O-axetylhomoserin bao gdm vi sinh vat theo diém 5 hodc dich

nuodi cay vi sinh vat.
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