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Corynebacterium, vecto, phuong phap san xut chét dich bang cach sir dung viing gen

khai dong nay, va phuong phép ting cuong su biéu hién ctia gen dich.
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Linh vuc k§ thuat dwge dé cap

Sang ché dé cap dén polynucleotit, ving gen khéi dong va vi sinh vt thude chi
Corynebacterium bao gdm polynucleotit ndy, vecto bao gdm viing gen khéi dong nay,
va phuong phap san xuét chit dich bang cach sir dung ving gen khéi dong nay, va

phuong phap ting cuong su biéu hién cia gen dich.
Tinh trang k¥ thuit ciia sang ché

Céc vi sinh vat Coryneform 1a cac vi sinh vat cong nghiép da dugc st dung rong
rdi va truyén théng nhit dé san xuit cac axit amin va cic chit lién quan dén axit
nucleic. Cac vi sinh vat Coryneform 14 vi khudn gram duong chi yéu duoc sir dung dé
san xuét cac chat hoa hoc c6 cac tng dung khac nhau trong linh vuc thirc #n chin nudi,
thuéc, duoc phém, thuc phém, va cac loai tuong tu, bao gém cac axit amin va cac loai
axit nucleic khac nhau, va cin biotin cho su ting truéng cua ching. Nhitng vi khuin
ndy c6 dac diém 12 udn cong theo goc vudng trong qua trinh phén chia té bao (bé gay),
va mét trong nhimg wu diém cua ching 13 chung c6 hoat tinh phan huy thip di véi

cac chat chuyen hoéa duogc tao ra.

Trong sb cac san pham dugc san xuét béi cac vi sinh vat coryneform, cac L-axit
amin 12 c4c don vi cdu tric co ban cua protein, va duoc sir dung 1am nguyén liéu quan
trong cho cac nguyén liéu tho dugce phém, phu gia thuc phém, thirc n chan nudi, chét
bd sung dinh dudng, thudc trir sau, chit khi trung, va céc loai tuong tu. Vi vay, viéc
san xudt cong nghiép cac axit amin da trd thanh qua trinh cong nghiép quan trong vé

mat kinh té.

Nhiéu nghién ctru khic nhau da dugc thuc hién dé san xuét hiéu qua cac axit
amin; vi du, nhitng nd luc da duoc thuc hién dé phat trién cé4c vi sinh vat hoic cong
nghé qua trinh 1én men dé san xuét cic axit amin véi hiéu qua cao. Cu thé, cac phuong
phéap tiép cén cu thé vé6i cac chit dich da duoc phat trién, chéng han nhu tang su biéu
hién ctia cac gen ma héa cac enzym tham gia vao qué trinh sinh téng hop cia cac axit

amin hodc x6a cac gen khong can thiét cho qué trinh sinh tong hgp cac axit amin trong
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cac chung thudc chi Corynebacterium (patent Hoa Ky s6 US 8030036 B2, v.v.). Ngoai
cac phuong phap nay, phuong phép loai bé cac gen khong li€n quan dén viéc san xuét
cac axit amin va phuong phap loai bo cic gen c6 chiic nang san xuft cic axit amin
khong dugc biét dén cu thé ciing da duoc sir dung. Tuy nhién, nhu cau nghién ctru cac
phuong phap san xuét axit amin hiéu qua véi ning suit cao vaAn dang ngay cang gia

tang.

Dé phat trién cac ching chét luong cao tir cac vi sinh vét coryneform bang ky
thuat di truyén hoic k¥ thuét trao ddi chét, su biéu hién cta cac gen lién quan dén mot
sb con duong trao ddi chat & cac vi sinh vat cin duge didu chinh mét cach ¢6 chon loc.
Déi voi su didu chinh nay, diéu quan trong 13 phai diéu chinh hoat dong clia viing gen
khoi dong, 12 gen didu hoa, tai d6 qua trinh phién ma bit diu bang cach gin

polymeraza ARN vao phan tir ADN.
Ban chét k§ thuit cia sang ché

Céc tac gia da hoan thién sang ché biang cach phit trién viing gen khéi dong thé
hién hoat tinh cdm Ung biéu hién manh mg, va két qua 13, céc tac gia da stra dbi vung
gen khéi dong cua gen ivC trén nhiém sic thé Corynebacterium bang cach thay thé
nucleotit va x4c dinh rang ving gen khéi dong di sira dbi c6 thé 1am ting su biéu hién
ctia gen duoc lién két chirc nang véi nd.

Sang ché dé xuét polynucleotit c6 hoat tinh viing gen khéi dong, trong d6 it nhét
mot nucleotit dugc thay thé bang nucleotit khac trong trinh tu nucleotit c6 ma nhan
biét SEQ ID NO: 1.

Séng ché dé xuit ving gen khéi dong bao gdm polynucleotit.

Séang ché d& xuét vecto bao gdm ving gen khéi dong va gen ma hoa protein dich.

Sang ché dé xuét vi sinh vat thudc chi Corynebacterium bao gdm polynucleotit.

Séng ché dé xuit phuong phéap san xuat chit dich, phuong phap bao gdm budc
nudi cdy vi sinh vét thudc chi Corynebacterium trong méi truong nudi cly.

Sang ché d& xuit phuong phap ting cudng su biéu hién cta gen dich, phuong
phap bao gém budce lién két chirc ning viing gen khai dong véi gen dich.

Sang ché dé xuét viéc st dung polynucleotit 1am ving gen khéi dong trong do it

nhit mot nucleotit dugc thay thé bang nucleotit khac trong trinh tu nucleotit ¢6 ma

2
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nhén biét SEQ ID NO: 1.
Hiéu qua dat dugc cua sang ché

Céc polynucleotit ¢6 hoat tinh ctia ving gen khoi dong méi theo sang ché c6 thé
duoc st dung dé tang su biéu hién cta gen dich dugce lién két v4i no, va do d6 c6 thé

dugc str dung hiru ich trong viéc san xuat cac chat dich.
Mo ta van tiat cac hinh vé

Céc hinh v& tir Fig.1 d@én Fig.4 minh hoa cic ving cia ving gen khoi déng ivC

cuia cac ching san xuat valin;

Céac Fig.5 va Fig.6 1 c4c hinh v& minh hoa c4c ving ctiia vung gen khdi dong

ilvC cla cac ching san xuat isoleuxin; va

Cac Fig.7 va Fig.8 1a cac hinh v& minh hoa cic ving cua vung gen khoi dong

ilvC cia cac chung san xuat leuxin.
M0 ta chi tiet sang ché

Trong phan mo ta sau day, sang ché s& duge mo ta chi tiét. Mdi phan mo ta va
phuong 4n ciia mét khia canh duogc bdc 10 ¢ diy co thé duoc ap dung cho phﬁn mo ta
va phuong an cua khia canh khéc véi cac ndi dung gidng nhau. Ngoai ra, tat ca su két
hop cta cac yéu t6 khac nhau duge boc 10 trong phan mo ta chi tiét ca sang ché déu
thudc pham vi bdo hd cia sang ché. Hon nira, pham vi bao hd cua sang ché khong bi
gi6i han béi phin mo ta cu thé dudi day.

Hon nira, nhitng nguoi co hiéu biét trung binh trong cung linh vyuc k¥ thudt s€
nhan biét, hodc co thé xac dinh chic chin nhiéu phuong 4n twong duong véi cac
phuong an cu thé cua sang ché dugc mo ta & day bang cach st dung mot vai thi
nghiém thong thudng. Cac phuong an twong duong ndy cling thudc pham vi bao hd
clia sang ché.

Theo mot khia canh ctia sang ché dé xuét polynucleotit trong do it nhéit mot
nucleotit duoc thay thé bang nucleotit khac trong trinh tu nucleotit c6 ma nhan biét

SEQ ID NO: 1 va ¢6 hoat tinh ving gen khoi dong.

Nhu dugce st dung tai day, thuat ngir “polynucleotit” c6 nghia 1a polyme nucleotit

bao gdm cac don phan nucleotit duoc lién két cong hoa tri trong chudi dai, ching han
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nhu soi ADN c¢6 chiéu dai dinh trude hodc dai hon.

Nhu duoc str dung tai day, thuét ngit “polynucleotit c6 hoat tinh ving gen khoi
dong” c6 nghia 1a ving ADN c6 mit trong vung lan cén cua vi tri ¢6 lién quan dén qua
trinh phién ma cua gen dich, bao gbm vi tri tai d6 polymeraza ARN, 14 chit ting cuong
hodc cac lién két twong tu cho su bidu hién clia gen dich dugc lién két phia sau cua gen
d6. Theo muc dich cia sang ché, polynucleotit c6 thé duoc sir dung 1am ving gen khai
dong duoc tang cuong cho muc dich st dung chung. Polynucleotit c6 thé duoc tao ciu
triic d& didu hoa su bidu hién cta gen dich dugc lién két chiic ning véi né va san xuit
va/hoic hoat tinh ctia protein dugc ma hoéa béi gen dich va co thé duogc tao ciu trac dé
tdng san xuét va/hodc hoat tinh cta san phém dich (chét ¢6 hoat tinh sinh hoc, vi du, it
nhit mét chit dugc chon tir nhém bao gém cac axit amin, axit nucleic, vitamin, protein,
axit béo va axit hitu co), trong d6 qué trinh san xuét lién quan dén protein, trong té bao,
so vGi cac vung gen khoi dong hodc cac vung gen khéi dong ndi sinh té bao thong

thuong, tuy nhién sang ché khong bi gi6i han & day.

Theo mot phuong an, polynucleotit c6 hoat tinh vung gen khéi dong theo sing
ché c6 thé duoc sir dung 1am ving gen khéi dong c6 kha ning ting cuong sy biéu hién
cua axit axetohydroxy isomeroreductaza. Polynucleotit co thé 1a polynucleotit tham
gia vao viéc tang san xudt hodc san xudt sb lugng axit amin bao gém cac axit amin, cu
thé 1a cc axit amin chudi nhanh, cu thé hon 1a leuxin, valin va isoleuxin, tuy nhién
sang ché khong bi gidi han & ddy va cac trinh tu polynucleotit ¢6 hoat tinh ving gen

khoi dong dugc bao gdm trong sang ché nhung khong bi gii han & do.

Theo sang ché, trinh ty c6 ma nhan biét SEQ ID NO: 1 1a trinh tu c¢6 hoat tinh
vung gen khoi dong, va trinh tu nucleotit ¢6 ma nhén biét SEQ ID NO: 1 ¢c6 thé duoc
xé4c dinh thong qua dit liéu da biét cia Ngan hang gen ctia Trung tdm Théong tin Cong
nghé Sinh hoc Quéc gia (NCBI: National Center for Biotechnology Information), va
c6 thé c6 ngudn gbc tir Corynebacterium sp., tuy nhién sang ché khéng bi gi6i han &
day. Bét ky trinh tu nao c¢6 hoat tinh gidng nhu trinh tu nucleotit déu c6 thé duge dua
vao, tuy nhién sang ché khong bi gidi han & diy. Trong khi 6, trinh tu ¢6 ma nhan biét
SEQ ID NO: 1 ¢6 thé 12 ving gen khéi dong ciia axit axetohydroxy isomeroreductaza.
Tuy nhién, trinh tu khong bi gidi han & do.

Nhu duoc st dung tai day, thut ngir “axit axetohydroxy isomeroreductaza” c6
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nghia 14 enzym tham gia vao qua trinh sinh tdng hop L-axit amin chudi nhanh. Déi véi
con duodng sinh tdng hop cia cac L-axit amin chudi nhanh, trudc tién, axit
axetohydroxy synthaza xtic tac qué trinh khir cacboxyl cua axit pyruvic va phan ng
ngung tu cla axit pyruvic v6i phén tir axit pyruvic khac dé tao ra axit axetolactic, tién
chit cua valin, hodic khir cacboxyl clia axit pyruvic va phan Gng ngung tu cia axit
pyruvic v6i 2-ketobutyrat dé tao ra axetohydroxybutyrat, tién chét cia isoleuxin. Axit
axetohydroxy isomeroreductaza thic d4y phan tng sang budc tiép theo bang cach sir
dung axit axetolactic hodc axetohydroxybutyrat dugc san sinh nhu chit nén, nhd do
san sinh L-valin, L-leuxin va L-isoleuxin. Cu thé, qué trinh déng phan héa xay ra boi
phéan g cua axit axetolactic hodc axetohydroxybutyrat, dugc san sinh boi phéan g
cua axit axetohydroxy synthaza, v4i axit axetohydroxy isomeroreductaza, va sau do
thong qua phan tng kht, (2R)-2,3-dihydroxy-3-isovalerat hodc (2R,3R)-2,3-
dihydroxy-3-metylvalerat dugc san sinh tir mdi chét nén. (2R)-2,3-dihydroxy-3-
isovalerat duoc thuc hién cac phan g dugc xic tac béi axit dihydroxy khir nuéce va
transaminaza B dé san sinh L-valin, va 14n luogt thuc hién cic phan tmg dugc xuc tac
boi axit dihydroxy khir nude, 2-isopropylmalat synthaza, isopropylmalateisomeraza, 3-
isopropylmalat dehydrogenaza va transaminaza B dé san sinh L-leuxin. (2R,3R)-2,3-
dihydroxy-3-metylvalerat dugc thuc hién cac phan ung dugc xuc tac boi axit
dihydroxy khir nudc va transaminaza B dé san sinh L-isoleuxin. Do d6, axit
axetohydroxy isomeroreductaza 14 enzym quan trong trong con dudng sinh tdng hop

cua L-axit amin chudi nhanh.

Polynucleotit c6 hoat tinh vung gen khéi dong theo sang ché d& cap dén
polynucleotit trong 46 it nhat mot nucleotit duoc thay thé bang nucleotit khéc trong
trinh tw nucleotit ¢6 ma nhan biét SEQ ID NO: 1 va/hogc trinh tu nucleotit co it nhét
70%, 80%., 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% twong ddng hoic dong nhat
vOi trinh tu axit amin ¢6 ma nhéan biét SEQ ID NO: 1. Céc trinh tu nucleotit ¢ su
tuong ddng hodc dong nhét c6 thé 1 cac trinh tu ndm trong pham vi & trén, ngoai trir

trinh tu c6 100% ddng nhét, hodc c6 thé 14 céc trinh tu c6 it hon 100% dong nhat.

Cu thé, polynucleotit c¢6 hoat tinh ving gen khéi dong co6 thé bao gbm
polynucleotit ¢6 hoat tinh vung gen khéi dong trong do it nhét mét nucleotit dugc thay
thé bang nucleotit khac trong trinh tu nucleotit ¢6 ma nhén biét SEQ ID NO: 1, hoic

¢6 thé duge tao cu tric boi polynucleotit c6 hoat tinh ving gen khdi dong trong do it
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nhit mot nucleotit dugc thay thé bang nucleotit khac trong trinh tu nucleotit c6 ma

nhén biét SEQ ID NO: 1.

Polynucleotit c¢6 hoat tinh vung gen khoi dong co thé 1a polynucleotit dugc thé
hién bai cong thirc chung X-Y-Z trong d6 i) X 1a CNGN; ii) Y 1a CTAATTN; va iii) Z
1A CATGTGTGTGGTANAAN; va iv) N dugce chon tir adenin (A), thymin (T), guanin
(G), ho#c xytosin (C). Trong trinh tu polynucleotit ctia cong thirc chung, Z ¢6 thé ¢6
ma nhan biét SEQ ID NO: 2, Y ¢6 thé c6 ma nhén biét SEQ ID NO: 3, hoc X ¢6 thé
c6 ma nhan biét SEQ ID NO: 4.

Cu thé, trong cong thic chung, X c¢6 thé dugc thé hién bdi CN1GN2, Y ¢6 thé
dugc thé hién béi CTAATTNs, va Z c6 thé dugc thé hién bsi
CATGTGTGTGGTATAAT, trong d6 timg Ni, N2, va Nj 1a bét ky mot trong s6 dugc
chon tir adenin (A), thymin (T), guanin (G), hodc xytosin (C).

Cu thé 13, trong cong thirc chung, i) Ny ¢6 thé 1a xytosin (C) hodc guanin (G), ii)
N ¢6 thé 1a adenin (A) hozc thymin (T), iii) N3 ¢6 thé 1a adenin (A) hoic guanin (G),
hoic iv) ¢6 thé co su két hop cla su thay thé tir i) dén iii), tuy nhién sang ché khong bi
gidi han & day.

Theo mot phuong an, trong trinh tu polynucleotit c6 cong thirc chung, ¢ Z,
nucleotit N thr 14 va nucleotit thir 17 c¢6 thé 1a thymin (T) trong trinh tu nucleotit c6
ma nhan biét SEQ ID NO: 2, trong d6 & X, nucleotit N thir 2 ¢6 thé 1a xytosin (C) hogc
guanin (G) va nucleotit N thar 4 ¢6 thé 1a adenin (A) hodc thymin (T) trong trinh tu
nucleotit ¢6 ma nhén biét SEQ ID NO: 4 hodc X ¢c6 thé 1a bat ky mot trong cdc ma
nhan biét tir SEQ ID NO: 8 dén SEQ ID NO: 11; va ¢ Y, nucleotit N thtr 7 ¢6 thé 1a
adenin (A) hodc guanin (G) trong trinh tu nucleotit c6 ma nhan biét SEQ ID NO: 3. Cu
thé, trong Z, nucleotit N thtr 14 va nucleotit thir 17 ¢ thé 1a thymin (T ) trong trinh tu
nucleotit ¢6 ma nhan biét SEQ ID NO: 2; X ¢6 thé 1a bat ky mot trong cac ma nhén
biét tir SEQ ID NO: 8 dén SEQ ID NO: 11; va Y ¢6 thé c6 ma nhan biét SEQ ID NO: 6
hodc SEQ ID NO: 7.

Theo phuong an khac nita, polynucleotit cd thé c6 bat ky mot trinh tu
polynucleotit dugc chon tir trinh ty ¢c6 méa nhén biét tir SEQ ID NO: 13 dén SEQ ID
NO: 20.

Mic du sang ché st dung cum tir “polynucleotit ¢6 trinh tu nucleotit c6 s trinh

6
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tu cu thé” hoac “polynucleotit bao gﬁ")m trinh tu nucleotit cé sb trinh tu cu thé”, 1o rang
13 polynucleotit c6 trinh tu polynucleotit dugc x6a, stra dbi, thay thé hoac bd sung vao
mdt phan clia chiing cling c6 thé dugc str dung theo sang ché, mién 14 polynucleotit c6
hoat tinh tuong dong hodc tuong mg voi hoat tinh cla polypeptit bao gbm trinh tu
nucleotit ¢6 sd trinh tu twong tmg. Vi du, rd rang 1a cac cum tu nay khong loai trir bat
ky su bd sung nao cua cac trinh ty vd nghia phia truéc hodc phia sau cua trinh tu
nucleotit ctia sb trinh tu twong tng, dot bién xay ra tu nhién, hodc dot bién cam cua
ching, mién 1a polynucleotit c6 hoat tinh tuong ddng hoic twong dwong voi trinh tu
cua polynucleotit, va cac tr1nh tu nucleotit co su bd sung hodc dot bién trinh tu nay

ciing thudc pham vi bao hd cia sang ché.

Tuong ddng hoidc ddng nhat c6 nghia 12 mirc do két hop véi hai trinh tu nucleotit

va ¢6 thé dugc biéu hién dudi dang phan tram.

Céac thuat ngir tuong ddng va dong nhét thuong co thé dugc sir dung thay thé cho
nhau.

Su trong dong hozic dbng nhét trinh tu cta cdc polynucleotit bao thi ¢6 thé duoc
xac dinh bﬁng thuét todn cdn chinh tiéu chuén, va ham phat khoang tréng mac dinh
duge thiét 14p bai chuong trinh ¢6 thé duoc sir dung cung nhau. V& co ban, c4c trinh ty
turong ddng hodc dong nhét thong thudong c6 thé lai hoéa v6i nhau theo toan bg trinh tu
hodc it nhét khoiang 50%, 60%, 70%, 80% hodc 90% cta toan bd chiéu dai trinh tu
trong cac didu kién nghiém ngit cao hodc trung binh. Trong cac polynucleotit da lai
héa, cac polynucleotit bao gdm don vi ma hoa thoai bién thay vi don vi ma hoa ciing

dugc xem x¢ét.

Su turong dong, twong tu, hodc ddng nhét gifra hai trinh tu polynucleotit c6 thé
dugc xac dinh bé“mg cach s dung bt ky thuat toan da biét, vi du thuat toan “FASTA”,
sur dung cac thong s& mic dinh dugc dua ra boi Pearson et al. (1988) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 85:2444. Thay vao d6, su tuong déng, tuong tu, hoac déng nhét c6 thé duge
x4c dinh bang cach sir dung thuat toan Needleman—Wunsch (Needleman va Wunsch,
1970, J. Mol. Biol. 48:443-453) da dugc thuc hién trong thuét toan Needleman cia B§
phan mém mo sinh hoc phan tir chau Au (EMBOSS: The European Molecular Biology
Open Software Suite) (Rice et al., 2000, Trends Genet. 16:276-277) (phién ban 5.0.0

hodc méi hon) (bao gdbm géi chuong trinh GCG (Devereux, J. et al., Nucleic Acids
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Research 12:387 (1984)), BLASTP, BLASTN, FASTA (Atschul, S. F., et al, J
MOLEC BIOL 215:403 (1990); Guide to Huge Computers, Martin J. Bishop, ed.,
Academic Press, San Diego, 1994, va CARILLO et al. (1988) SIAM J Applied Math
48:1073). Vi du, su tuong déng, tuong tu, hodc déng nhét ¢6 thé dugc xac dinh b.%mg
cach st dung BLAST, tlr dit liéu cua Co s6 dir liéu Trung tdm Thong tin Cong nghé
Sinh hoc Quéc gia, hoac ClustalW.

Su twong ddng, tuong tu, hodc ddng nhét giira cac polynucleotit ¢6 thé duoc xéac
dinh bang cach so sanh thong tin trinh tu thong qua chuong trinh may tinh GAP, vi du
Needleman et al., (1970), J Mol Biol. 48:443 nhu dugc mo ta boi Smith va Waterman,
Adv. Appl. Math (1981) 2:482. Tém lai, chuong trinh méy tinh GAP xdc dinh sy twong
ddng, twong tu, hodc ddng nhat nhu gi tri thu dugc bang cach chia s6 ky hiéu dugc
can chinh (tic 14, cac nucleotit hodc axit amin) gidng nhau cho tdng sb ky hiéu trong
mot doan ngén hon cua hai trinh tu. Cac tham s& mic dinh cho chuong trinh GAP ¢6
thé bao gém: (1) ma tran so sanh nhi phan (chwa gid tri 1 cho su ddng nhat va 0 cho
khong ddng nhét) va ma tran so sanh trong s cua Gribskov et al. (1986), Nucl. Acids
Res. 14:6745 nhu dugc md ta boi Schwartz va Dayhoff, eds., Atlas Of Protein
Sequence va Structure, National Biomedical Research Foundation, cac trang tir 353
dén 358 (1979) (hodc ma tran thay thé EADNFULL (phién ban EMBOSS ctia NCBI
NUC4.4)); (2) ham phat 3,0 cho m&i khoang tréng va ham phat bd sung 0,10 cho mdi
ky hiéu trong mdi khoang trng (hodc ham phat m& khoang tréng 10 va ham phat m&
rong khoang trong 0,5); va (3) khong c6 ham phat cho cic khoang trbng cudi cing.
Thuét ngit “twong dong hodc dbng nhét” trong phan mo ta ndy c6 nghia 1a méc do két

hop véi hai trinh tu.

Ngoai ra, bit ky trinh ty polynucleotit ¢6 thé lai hoa véi dau do dugc diéu ché ti
gen da biét, vi du, ¢6 thé bao gé)m trinh tu nucleotit bd sung toan b hodc mot ph?m
cho trinh tu polynucleotit trong cac diéu kién nghiém ngdt ma khong bi giéi han & day.
Thuét ngir “céc diéu kién nghiém ngat” c6 nghia 1a cac didu kién cho phép lai cu thé
gifta cac polynucleotit. Cac didu kién nay da dugc mo ta cu thé trong cac tai liéu da
biét (vi du, J. Sambrook et al., supra). Vi du, céac diéu kién nghiém ngit c¢6 thé bao
gbm cac didu kién trong d6 cac gen c6 sy tuong ddng hoic ddng nhét cao lai véi nhau,
vi du, cic gen c6 it nhat 40%, tt hon 1a it nhit 70%, 80%, 85%, hodc tt hon nita 14 it
nhat 90%, tét nhét 13 it nhat 95%, 97%, va 99% tuong ddng hodc ddng nhat ma khong
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lai héa gilia cac gen co sy tuong ddng hodc dong nhét thip hon sy trong dong hoic
déng nhét néu trén; hoic diéu kién rira thong thuong cua lai Southern, tirc 1a rira mot
14n, t6t hon 13 hai dén ba 14n & ndng d6 mudi va nhiét d twong Gmg véi 60°C, 1xSSC,
va 0,1% SDS, tét hon 1a 60°C, 0,1x SSC, 0,1% SDS, va tét nhét 1a 68°C, 0,1x SSC, va
0,1% SDS.

Su lai héa ddi hoi hai polynucleotit chira cac trinh tu bd sung, mic di ty thudc
vao muc do nghiém ngat ctia phép lai, su khong khép gitta cac bazo la co thé. Thuat
ngit “bd sung” duge st dung dé mo ta mbi quan hé gifta cdc bazo cua cic nucleotit 6
thé lai v&i nhau. Vi du, ddi v6i ADN, adenosin duogc ) sung v§i thymin, va xytosin
dugc bd sung véi guanin. Do d6, sang ché ciing co thé bao gdm cac doan nucleotit
duge tach chiét bd sung v6i toan bo trinh tu cling nhu trinh tu nucleotit gibng nhau vé

co ban.

Cu thé, cac polynucleotit ¢6 su tuong déng hodc déng nhét c6 thé dugc phat hién
béng cach st dung cac diéu kién lai bao gém budc lai dugce thuc hién vai gid tri Tm &
nhiét do 55°C va cac didu kién néu trén. Ngoai ra, gia tri Tm c6 thé 1a nhiét d6 60°C,
63°C, hodc 65°C, tuy nhién sang ché khong bi gi6i han & ddy va co thé duoc kiém soat
thich hop bdi nguodi co hiéu biét trung binh trong cing linh vuc k¥ thuét tuy thude vao

muc dich st dung.

Mirc d phi hgp ctia su nghiém ngit trong lai hoa cac polynucleotit c6 thé tuy
thudc vao cac chidu dai va mirc d bd sung cuia cac polynucleotit va cac thong sb cua
chung da biét trong cung linh vuc k¥ thuét (Sambrook et al., supra, 9.50-9.51, 11.7—
11.8).

Theo khia canh khac cua sing ché dé xudt vung gen khoi dong bao gom

polynucleotit theo sang ché.

Nhu duge st dung tai day, thuat nglt “vung gen khoi dong” dé cap dén trinh tu
nucleotit chua dugce dich ma, nam & phia trude cua ving ma hoéa, chira vi tri lién két
v6i polymeraza ARN, va c6 hoat tinh dé bat dau phién ma gen dich thanh mARN, tic
1a ving ADN ma polymeraza ARN lién két voi tir d6 khdi dong qua trinh phién ma cua
gen. Vung gen khéi dong cod thé ndm & ving 5' cta vi tri b4t dau phién ma thanh

mARN.

Vung gen khai dong theo sang ché c6 thé c6 hoat tinh viing gen khai dong duge
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ting cudng so véi cac ving gen khéi dong thong thuong. Tire 1a, vung gen khéi dong
c¢6 thé 1am ting su biéu hién cia gen dich cling nhu su biéu hién va hoat dong cua

protein dugc méa hoa béi gen dich.

Theo muc dich cta sang ché, gen dich dé ting cudong su bidu hién c6 thé dugc
thay d6i mot cach thich hop tiy thudc vao san pham duoc tao ra, tirc 13 “san phim
dich”, va vung gen khéi dong ¢ thé dugc st dung lam vang gen khéi dong c6 muc

dich chung dé tang cuong gen dich.

Theo muc dich cua sang ché, thuat ngit “gen dich” c6 nghia la gen c6 su biéu
hién dugc diéu hoa boi trinh ty ving gen khai dong theo sang ché. Protein dugc ma
héa béi gen dich ¢6 thé dugc biéu thi 1a “protein dich”, va gen ma héa “protein dich”
¢6 thé duge biéu hién 13 “gen dich”. Vi du, gen dich ciia ving gen khoi dong co thé 1a
gen mi hoa axit axetohydroxy isomeroreductaza, tic 1a, c6 thé 13 ilvC, tuy nhién sang
ché khong bi gi6i han & day.

Polynucleotit mi hoa protein dich co thé c6 nhidu sira d6i khac nhau trong ving
mi hoa nim trong pham vi & trén trong d6 trinh tu polynucleotit khong bi thay ddi, do
su thoai bién cta don vi ma hoa (codon) hodc xem xét dén cac codon duoc sinh vat ua
thich trong d6 polynucleotit duoc biéu hién. Mo ta vé trinh tu polynucleotit dugc md
ta & trén.

Theo khia canh khéc ctia sang ché d& xuit vecto bao gdm ving gen khéi dong.

Theo khia canh khac cta sang ché @€ xuat vecto bao gom vung gen khéi dong va

gen ma hoéa protein dich.

Cu thé, vecto c¢6 thé 1a vecto trong d6 protein dich 1a axit axetohydroxy

isomeroreductaza, tuy nhién sang ché khong bi gi¢i han & day.

Nhu dugc st dung tai day, thudt ngir “vecto” c6 nghia la cau traic ADN chua
trinh tu nucleotit ma héa polynucleotit dich, dugc lién két chitc nang véi ving kiém
sodt biéu hién hodc trinh tu kidm soat biéu hién thich hop dé biéu hién polynucleotit
dich trong vat chu thich hop. Trinh tu didu hoa c6 thé bao gdm ving gen khoi dong c6
kha ning bit ddu phién ma, trinh tu didu khién bat ky dé kiém soat phién ma, trinh tw
ma héa vi trf lién két ribosom mARN thich hop, va cac trinh ty dé diéu hoa keét thuc

phién ma va dich ma, va cu thé, trinh ty kiém soat biéu hién c6 thé bao gbm vung gen

10
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khéi dong theo sang ché. Khi té bao vt chu thich hgp duoc bién nap véi vecto, vecto
c6 thé sao chép hoic hoat dong doc lap v6i bd gen vat chu, hodc cé thé tich hop vao bod

gen cda chung.

Vi du, ¢6 thé thuc hién thay thé polynucleotit dich trong nhi®m sic thé bang cach
stir dung vecto cho viéc chen nhidm sic thé vao cac té bao. Viéc chén polynucleotit vao
nhidm sic thé c6 thé duge thuc hién béi bat ky phuong phap nao da biét trong cing
linh vuc k¥ thuat, vi du, téi td hop twong dong, tuy nhién séing ché khong bi gi6i han &
day. Vecto co thé con bao gdm chi déu chon lgc dé phat hién viéc chén nhidm sic thé.
Chi d4u chon loc duoc sir dung dé chon cac té bao duoc bién nap vai vecto, tic 1a, dé
xac nhan viéc chén thanh cdng cac phan tir nucleic dich, va str dung cac chi dhu d@é
truyén cac kiéu hinh c6 thé lua chon, chang han nhu kha nang chéng chiu thubc, nhu
ciu dinh dudng, kha ning chéng lai cic tic nhan giy doc t& bao, va biéu hién cia
protein trén bé mat. Chi cac té bao c6 kha ning biéu hién céc chi d4u chon loc méi cé
thé tn tai hodc bidu hién cac kiéu hinh khéc nhau trong méi trudng dugc xir Iy bing

chét chon loc, va do d6 cac t€ bao da bién nap co6 thé duge chon loc.

Vecto dugce st dung trong sang ché khong bi gi6i han cu thé, va bat ky vecto da
biét trong cung linh vuc k§ thuét co thé dugc str dung. Céc vi du cla céc vecto thuong
duoc st dung c6 thé bao gbdm cac plasmit, cosmit, virut va thé thuc khuén tai td hop
hodc tu nhién. Vi du, pWE15, M13, MBL3, MBL4, IXII, ASHII, APII, t10, tll,
Charon4A, Charon21A va tuong tu co thé duoc st dung nhu céc vecto thé thuc khuén
hodc vecto cosmit, va cac vecto loai pBR, loai pUC, loai pBluescriptll, loai pGEM,
loai pTZ, loai pCL, va loai pET ¢6 thé duogc st dung nhu cac vecto plasmit. Cu thé, c6
thé st dung pDZ, pACYC177, pACYCI184, pCL, pECCG117, pUCI19, pBR322,
pMW118, va pCC1BAC hodc loai tuong tu

Theo khia canh khac ctia sang ché d xuét vi sinh vat Corynebacterium sp. chia
polynucleotit c6 hoat tinh ving gen khdi dong theo sang ché.

Theo khia canh khéc cuia sang ché dé xuét vi sinh vat Corynebacterium sp. chua
polynucleotit theo sang ché va gen ma héa protein dich.

Nhu duge st dung tai ddy, thuat ngir “vi sinh vat” bao gff)m tt ca cac vi sinh vat
kidu dai, hodc céc vi sinh vat c6 bién déi gen tu nhién hodc nhan tao, va dé cip dén vi

sinh vat trong d6 co ché cu thé bi suy giam hodc ting cudng do su chén cia gen ngoai

11
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sinh hodc su tang cudng hoic suy gidm cta hoat tinh ciia gen noi sinh. Vi sinh vat theo
sang ché co thé bao gbm vi sinh vt trong d6 polynucleotit cé hoat tinh ving gen khai
dong theo sang ché duoc dua vao hodc bao gdm polynucleotit, tuy nhién sang ché
khong bi gidi han & day.

Cu thé, vi sinh vt 1 vi sinh vat dugc diéu ché béng cach bién nap vdi vecto chira
polynucleotit ¢6 hoat tinh ving gen khdi dong theo sang ché va gen mi héa protein
~ dich, hodc vi sinh vat bao gdm polynucleotit c6 hoat tinh ving gen khoi dong va gen
ma hoa protein dich hodc bao gdm vecto chita polynucleotit c6 hoat tinh ving gen
khéi dong. Cu thé, vi sinh vét co thé 1a vi sinh vat bao gém polynucleotit c6 hoat tinh
ving gen khéi dong va gen ma hoa protein dich, va do d6 c6 kha nang tao ra protein
dich hodc san phdm dich, trong d6 qua trinh san xuét lién quan dén protein dich, tuy
nhién sang ché khong bi gi6i han & dy. Vi sinh vat c6 thé 1a vi sinh vat ¢6 kha nang
san xuét protein dich hodc san phém dich mot cach tu nhién, hodc vi sinh vit thu duoc
bang cach truyén kha ning san xuét protein dich hodc san phém dich cho chung bd me
ma khong c6 kha nang san xuét protein dich hodc san phim dich, tuy nhién sang ché
khong bi gidi han & day.

Nhu duoc st dung tai ddy, thudt nglr “vi sinh vét san xuét protein dich hogc san
phém dich” bao gém t4t ca cac vi sinh vat kiéu dai hodc c4c vi sinh vat c6 bién dbi gen
xay ra tu nhién hodc nhén tao, va dé cap dén vi sinh vét trong do6 co ché cu thé bi suy
giam hoic ting cuong do su chén gen ngoai sinh hodc sy tang cuong hozic bét hoat
hoat tinh ctia gen ndi sinh, trong d6 vi sinh vét c6 thé co dot bién gen dé tao ra san
pham hodc protein dich. Vi sinh vat tuong ang c6 thé 1a: vi sinh vat dugc bién doi gen
bang cach str dung bat ky mot trong s6 protein dich, polynucleotit ma hoa protein dich,
va vecto bao gbm polynucleotit; vi sinh vét dugc bién d6i dé biéu hién protein hodc
polynucleotit ma héa gidng nhau; vi sinh vat tai t4 hop biéu hién protein dich hodc
polynucleotit ma hoa protein dich; hodc vi sinh vét tai t6 hop c6 hoat tinh cua protein

dich, tuy nhién sang ché khong bi gii han & day.

Nhu dugce stir dung tai day, thuit ngit “bién nap” c6 nghia la polynucleotit hodc
vecto chira polynucleotit theo sang ché va polynucleotit ma hoa protein dich dugc dua
vao té bao vat chu hodc vi sinh vét dé cho phép protein dich dugc bidu hién trong té
bao vat chu. Bat ky t& bao vat chu ¢6 thé dugc dwa vao mién la protein dich cé thé

duoc biéu hién trong té bao vét chu, bat ké polynucleotit hodc vecto dugce cheén vao té

12
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bao vét chu hodc vi sinh vt dugc chén va nam bén trong nhiém sic thé cta té bao vat
cht hodc ndm bén ngoai nhiém séc thé. Polynucleotit c6 thé dugc dua vao & bat ky
dang nao mién 13 polynucleotit cd thé duogc dua vao va dugc biéu hién trong té bao vat
chu. Vi du, polynucleotit cé thé dugc dua vao té bao vat chu duéi dang catxet biéu
hién 1a cAu tric gen bao gdm tt ca céc yéu t6 cin thiét dé tu sao chép. Catxet biéu
hién thong thuong co thé bao gdm ving gen khoi dong dugc lién két chirc ning véi
polynucleotit, tin hiu két thac phién ma, vi tri lién két ribosom, va tin hi¢u két thac
dich ma, va viung gen khdi dong co thé 1a polynucleotit c6 hoat tinh ving gen khdi
dong theo sang ché. Catxet bidu hién c6 thé & dang biéu hién tu sao chép vecto. Ngoai
ra, polynucleotit ma hoa protein dich c6 thé duoc lién két chirc nang dén polynucleotit
theo sang ché va dugc dua vao t& bao vat chi & dang ban dau, tuy nhién sang ché
khong bi gigi han & day.

Nhu duoc st dung tai day, thuat ngir “dugc li€n két chtic nang” c6 nghia 1a lién
két chitc nang giira trinh tu gen va trinh ty ving gen khéi dong cho phép bat dau va
trung gian phién ma cta polynucleotit ma hoa protein dich. Trinh tu ving gen khéi

dong c6 thé 1a viing gen khéi dong theo sang ché.

Cac phuong phap bién nap v6i vecto theo sang ché bao gém bat ky phuong phép
dua axit nucleic vao t& bao vat chi, va bt ky ky thuat tiéu chudn thich hop da biét
trong cung linh vuc k¥ thuét co thé dugc chon va thuc hién pht hgp voi té bao vat chu.
Vi du vé k§ thudt c6 thé 1a dién bién nap, két tia canxi phosphat (CaPO4), két tia
clorua canxi (CaCly), vi tiém, phuong phap polyetylen glycol (PEG), phuong phap
DEAE-dextran, phuong phdp liposom cation, phuong phdp liti axetat-DMSO, tuy
nhién sang ché khong bi giéi han & day.

Theo muc dich cua sang ché, vi sinh vat 14 vi sinh vat san xuét protein dich hoac
san phadm dich, trong d6 vi sinh vat nay c¢6 kha nang téng san xuét protein dich hoic

san phdm dich bang cach dua vao polynucleotit theo sang ché.

Theo mot phuong an, vi sinh vat bao gdm polynucleotit theo sang ché co thé 1a vi
sinh vat c6 hoat tinh ting cudng cia protein dich do su thay thé cua it nhat mot
nucleotit bang nucleotit khéc trong trinh tu polynucleotit ¢6 ma nhén biét SEQ ID NO:
1, tuy nhién sang ché khong bi gi6i han & day.

Cu thé, vi sinh vt 12 vi sinh vat bao gém polynucleotit c6 hoat tinh ving gen

13
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khoi dong do su thay thé cta it nhat mot nucleotit béng nucleotit khac trong trinh tu
polynucleotit ¢6 mi nhan biét SEQ ID NO: 1, trong d6 polynucleotit c6 hoat tinh viung
gen khai dong co thé duoc thé hién béi cong thirc chung X—Y—Z, trong d6 X 1a CNGN;
Y 1a CTAATTN; va Z 13 CATGTGTGTGGTANAAN; va N dugc chon tir adenin (A),

thymin (T), guanin (G), hodc xytosin (C). Polynucleotit da dugc mo ta & trén.

Theo mot phuong an, vi sinh vat theo sang ché c6 thé c6 hoat tinh ting cudng
cua protein dich do su bién ddi véi vecto bao gdbm polynucleotit theo sang ché va gen

ma hoa protein dich.

Theo sang ché, vi sinh vat san xuét protein dich hodc san pham dich hogc vi sinh
vét c6 kha ning san xuét protein dich hodc san pham dich c6 thé 13 vi sinh vt trong d6
mot s& gen lién quan dén con dudng sinh tdng hop cta protein dich hodc san phim
dugc ting cudng hodc suy giam, hodc mot sb gen lién quan dén con duong thodi bién

cta protein dich hodc san pham dich dugc ting cudng hodc suy giam.

Vi du, khi protein dich 1a protein tham gia vao viéc san xuét axit amin chudi
nhanh, vi sinh vt c6 thé 12 vi sinh vét c6 kha nang san xuAt axit amin chudi nhanh mot
cach tu nhién hodc vi sinh vét thu dugc bang cach truyén kha ning sn xuét axit amin
chudi nhanh cho chung b me khong c6 kha nang tao ra axit amin chudi nhanh, tuy
nhién sang ché khong bi giéi han & déy.

Theo mot phuong 4n, khi protein dich la axit axetohydroxy isomeroreductaza, vi
sinh vt c¢6 thé 12 té bao hodc vi sinh vét trong dé polynucleotit theo sang ché dugc lién
két chirc nang v6i gen ma hoa axit axetohydroxy isomeroreductaza dé tang cudng hoat
tinh cta axit axetohydroxy isomeroreductaza, va trong nhimng truong hop nay, té bao
chu hodc vi sinh vt ¢6 thé 1a vi sinh vat c6 kha nang san Xuét axit amin chudi nhanh

thong qua protein dich.

Trong phan mod ta ndy, “vi sinh vét c6 kha nang san xuét axit amin chudi nhanh”
c6 thé duoc st dung thay thé cho “vi sinh vat san xuét axit amin chudi nhanh” va “vi
sinh vat co thé san xuét axit amin chudi nhanh”.

Nhu dugc sir dung tai day, thuat nglr “axit amin axit chudi nhanh” c¢6 nghia 1a
axit amin c6 nhom alkyl phan nhanh trén chudi bén cta chung, bao gdm valin, leuxin
va isoleuxin. Cu thé, theo sang ché, axit amin chudi nhanh c6 thé 13 L-axit amin chudi

nhanh, va L-axit amin chudi nhanh c6 thé 1a L-valin, L-isoleuxin hodc L-leuxin, tuy
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nhién sang ché khong bi gi6i han & ddy.

Nhu duge str dung tai day, thudt ngir “vi sinh vt san xuét axit amin chudi nhanh”
bao gbm tit ca cic vi sinh vét kiéu dai hodc vi sinh vt c6 bién dbi gen xay ra tu nhién
hoic nhan tao, va dé cap dén vi sinh vt trong d6 co ché cu thé bi suy giam hodc ting
cudng do su chén gen ndi sinh hodc ting cuong hodc bat hoat hoat tinh ciia gen noi
sinh, trong d6 vi sinh vt ¢ thé co dot bién di truyén hoic hoat tinh tdng cuong dé san
xuét axit amin chudi nhanh dich. Theo muc dich cia sang ché, vi sinh vat san xudt axit
amin chudi nhanh c6 thé 13 vi sinh vét c6 kha ning ting cuong tao ra axit amin chudi
nhanh dich bang cach dua vao polynucleotit c6 hoat tinh ving gen khéi dong theo
sang ché, vacu thé, vi sinh vt co thé 14 vi sinh vt thudc chi Corynebacterium. Cu thé,
vi sinh vat san xudt axit amin chudi nhanh hodc vi sinh vat c¢6 kha ndng san xuét axit
amin chudi nhanh c6 thé 13 vi sinh vat trong d6 mot s6 gen tham gia vao con dudng
sinh tdng hop cla axit amin chudi nhanh dugc ting cudong hodc suy giam, hodc mot sb
gen lién quan dén con duong thodi bién ctia axit amin chudi nhanh dugc ting cudng
hodc suy gidm. Vi du, vi sinh vat san sinh axit amin chudi nhénh c6 thé c6 sw biéu hién
ting lén cua i/vC md héa axit axetohydroxy isomeroreductaza nhdo dua vao
polynucleotit c6 hoat tinh ving gen khoi dong theo sang ché, tuy nhién sang ché
khong bi gidi han & day.

Nhu dugc st dung tai ddy, thuat ngit “vi sinh vat thudc chi Corynebacterium san
sinh axit amin chudi nhanh” c6 thé 1a vi sinh vat thudc chi Corynebacterium c6 kha
nang san sinh axit amin chudi nhanh tu nhién hodc béng cach bién ddi. Cu thé, vi sinh
vat thude chi Corynebacterium san sinh axit amin chudi nhanh theo sang ché c6 thé 1a
vi sinh vét thudc chi Corynebacterium bao gdbm ilvC md hoa axit axetohydroxy
isomeroreductaza va co kha ning ting cudng tao ra axit amin chudi nhanh bang cich
ting cudng hoat tinh ving gen khéi dong cta ilvC. Cu thé hon, vi sinh vat thudc chi
Corynebacterium san sinh axit amin chudi nhanh theo sang ché c¢6 thé 1 vi sinh vat
thudc chi Corynebacterium bao gdm polynucleotit c6 hoat tinh ving gen khoi dong
theo sang ché hodc c6 kha nang tang san sinh axit amin chudi nhanh nho su bién nap

véi vecto chita polynucleotit va gen mé hoa protein dich.

“Vi sinh vat thudc chi Corynebacterium c¢6 kha nang san sinh axit amin chuoi
nhanh” 13 vi sinh vat c6 kha ning ting san sinh axit amin chu6i nhanh so v6i chung bo

me trude khi bién nap hodc vi sinh vat chua bién d6i. “Vi sinh vat chua bién doi” co
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nghia 1a ching dai, vi sinh vat khong bao gdm gen mi hoa axit axetohydroxy
isomeroreductaza, hoic vi sinh vét khong bao gdm trinh tu polynucleotit theo sang ché
hoic khong dugc bién nap bang vecto chira polynucleotit theo sdng ché va gen mi hoa

protein dich.

“Ching bd me” c6 thé 1a vi sinh vat thudc chi Corynebacterium san sinh axit
amin chudi nhanh. Cu thé, ching bd me ¢6 thé 14 vi sinh vat san xuat axit amin chudi
nhanh c¢6 bién dbi gen x4y ra ty nhién hodc nhén tao. Vi du, ching b6 me c6 thé 1a
chiing c6 kha nang san sinh L-valin dugc cai thién nho dua su bién dbi (ilvN(A42V);
Biotechnology and Bioprocess Engineering, June 2014, Volume 19, Issue 3, pp- 456—
467) vao vi sinh vét thudc chi Corynebacterium, hodc chung c6 kha nang san sinh L-
isoleuxin duoc cai thién nhy dua su bién ddi cia bién thé lysC(L377K) va bién thé
hom(G378E) (dppl. Microbiol. Biotechnol. 45, 612620 (1996)) vao vi sinh vét thudc
chi Corynebacterium va dua su bién dbi cta ilvA(V383A) (World J Microbiol
Biotechnol (2015) 31:1369—1377) vao gen mi hoa dehydrataza L-threonin. Hon ni¥a,
ching b me co thé 1a chung c6 kha ning san sinh L-leuxin duoc cdi thién nho dua su
bién déi (leuA(RS58H, G561D); US 2020-0032305 A1) vao vi sinh vét thudc chi
Corynebacterium, tuy nhién sang ché khong bi gi6i han & ddy.

Theo sang ché, “vi sinh vat thudc chi Corynebacterium” co thé bao gbm tit ca
cac vi sinh vat thudoc chi Corynebacterium. Cu thé, cac vi du co thé 1a
Corynebacterium glutamicum, Corynebacterium ammoniagenes, Brevibacterium
lactofermentum,  Brevibacterium  flavum, Corynebacterium  thermoaminogenes,
Corynebacterium efficiens, Corynebacterium stationis, Corynebacterium crudilactis,
Corynebacterium deserti, Corynebacterium callunae, Corynebacterium singulare,
Corynebacterium  halotolerans, — Corynebacterium  striatum, Corynebacterium
pollutisoli, Corynebacterium imitans, Corynebacterium testudinoris, Corynebacterium

flavescens, va loai tuong tu, tuy nhién sang ché khéng bi gi¢i han ¢ day.

Theo khia canh khac cua sang ché d& xuit phuong phdp san xuét chat dich,
phuong phép bao gdm nudi cdy vi sinh vat thudc chi Corynebacterium trong moi

truong nudi cay.

Chét dich cu thé 6 thé 12 axit amin, va cu thé hon 14 axit amin chui nhanh, tuy

nhién sang ché khéng bi gi6i han & day.
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Trong phuong phép nay, viéc nudi cdy vi sinh vat c6 thé duoc thuc hién bing
cach nudi cdy hang loat, nudi ciy lién tuc, nudi ciy theo mé ¢ cip dinh dudng, hodc
frong tu, tuy nhién sang ché khong bi gidi han & déy. Cac diéu kién nudi cy co thé 1a
nhung khong bi gidi han ¢ sy diéu chinh dén do pH thich hop (vi du, d6 pH tir 5 dén 9,
cu thé 1a d6 pH tir 6 dén 8, va cu thé hon 1a do pH 6,8) c6 thé dat dugc bang cach sit
dung hop chét bazo (vi dy, natri hydroxit, kali hydroxit hodc amoniac) hodc hop chét
¢6 tinh axit (vi du, axit phosphoric hodc axit sunfuric), va diéu kién hiéu khi ¢ thé
duogc duy tri bang cach thém oxy hodc hén hop khi chira oxy vao moi trudng nudi cAy.
Nhiét dé nudi cAy c6 thé duge duy tri & nhiét do tir 20°C dén 45°C, va cu thé 1a tu
25°C dén 40°C, va viéc nudi cly c6 thé duge thuc hién tir 10 gid dén 160 gio tuy
nhién sang ché khong bi gi6i han & ddy. Axit amin dugc san xuét bing cach nudi cly
¢6 thé duoc giai phong vao mdi trudng nudi ciy hodc van con trong té bao ma khong
can giai phong.

Trong méi trudng nudi cdy dugc st dung nhu ngudn carbon bao gdm duong va
cac hydrat carbon (vi du, glucoza, sacaroza, lactoza, fructoza, maltoza, tinh bot, va
xenluloza), diu va chét béo (vi du, diu dau nanh, ddu huéng dwong, dau diu phong va
dau dira), cac axit béo (vi du, axit palmitic, axit stearic, va axit linoleic), cac rugu (vi
duy, glyxerol va etanol), va cic axit hitu co (axit axetic) va tuong tu co thé dugc st
dung ddc 14p hoic & dang hdn hop, tuy nhién ngudn carbon khong bi giéi han & day.
DPbi véi nguén nito, hop chét hiru co chira nito (vi du, pepton, dich chiét nAm men, cao
thit, cao mach nha, dich chiét ngd, bdt dau nanh va ure), hodc hop chét vo co (vi du,
amoni sulfat, amoni clorua, amoni phosphat, amoni cacbonat, va amoni nitrat) va
twong tu ¢ thé duge st dung doc 14p hodc & dang hdn hop, tuy nhién ngudn nito
khong bi gi6i han & ddy. DSi v6i ngudn phospho, kali dihydrogen phosphat, dikali
hydrogen phosphat, mudi chira natri twrong Gng va tuong tur c6 thé duoc sir dung doc
1ap hodc & dang hén hop, tuy nhién ngudn phospho khong bi gidi han & ddy. Ngoai ra,
moi truong nudi cly c6 thé bao gdm céc nguyén liéu thic day su ting trudng can thiét
chéng han nhu cac mubi kim loai khac (vi du, magie sulfat hodc st sulfat), cac axit

amin, va cac vitamin.

Phuong phap san xuit chit dich theo sang ché c¢6 thé con bao gdm viéc thu hoi

chét dich tir méi truong nudi cdy.
Déi véi vide thu hdi chét dich trong budc nudi cdy, chat dich c6 thé duge thu hoi
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tir moi truong nuodi ciy bang cach st dung phuong phap thich hop da biét trong cling
linh vuc k§ thuét theo phuong phap nudi cdy. Vi du, ¢6 thé s dung phuong phap ly
tam, loc, sic ky trao ddi anion, két tinh va phuong phép sic ky long hiéu nang cao
(High Performance Liquid Chromatography-HPLC), va tuong tu, va chit dich c6 thé
duge thu hoi tir moi trudng nudi cAy hoic vi sinh vt bang cach st dung phuong phap

thich hop da biét trong cung linh vuc ky thudt.

Ngoai ra, bude thu hdi ¢6 thé bao gém qua trinh tinh ché, c6 thé dugc thuc hién
bing phuong phap thich hop di biét trong cing linh vue k¥ thuat. Vi dy, khi chét dich
a axit amin, axit amin da thu hdi c6 thé c6 dang tinh khiét hodc c6 thé 1a dich 1én men
vi sinh v4t chia axit amin (Introduction to Biotechnology and Genetic Engineering, A.

J. Nair., 2008).

Theo khia canh khéc cua sang ché d& xuit phuong phap ting cuong su biéu hién
cua gen dich, phuong phap bao gdm lién két chirc niang ving gen khai dong bao gdm

polynucleotit theo sang ché véi gen dich.

Polynucleotit, gen dich, ving gen khdi dong, va chét tuong tu da dugec md ta &

trén.

Theo khia canh khac cta sang ché dé xuét viéc str dung polynucleotit 1am ving
gen khoi dong c6 su thay thé it nhat mot nucleotit bang nucleotit khac trong trinh tu
nucleotit c6 ma nhén biét SEQ ID NO: 1.

Polynucleotit dd dugc mo ta & trén.
Vi du thwe hién sang ché

Trong phin mb ta sau ddy, sang ché s& dugc md ta chi tiét hon dua trén céc
phuong an vi du. Tuy nhién, cac phuong an vi du nay chi nham muc dich minh hoa va

khong giéi han pham vi bao ho cua sang che.

Vi du 1: Lua chon ching dot bién vé6i kha ning san sinh valin ting cudng bang

cach dot bién ngau nhién
Vi du 1-1: Dot bién ngau nhién bang cach chiéu xa tia cuc tim (UV: Ultraviolet)

Dé lya chon cic chung dot bién v6i kha ning san sinh valin ting cuong,
Corynebacterium glutamicum KCCM11201P (patent Hoa Ky s6 US 8465962 B2) 1a

chiing san sinh valin, dugc cay chuyén trén mdi truong dinh dudng chta aga va dugce
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nuoil céy & nhiét do 30°C trong 36 gio. Do do, hang tram khuén lac thu dugc duogc
chiu xa tia UV & nhiét @ phong dé thuc hién dot bién nglu nhién trén bd gen cua

ching.
MBoi trudng dinh dudng (46 pH 7,2)

glucoza 10 g, nudc thit 5 g, polypepton 10 g, natri clorua 2,5 g, dich chiét ndm

men 5 g, aga 20 g, vaure 2 g (trong 1 L nude cét).

Vi du 1-2: Thit nghiém do chuén 1én men trén cac ching dot bién va chon loc cac

chiung

Pé lya chon cic chung dot bién voi kha ning san sinh L-valin ting so voi
Corynebacterium glutamicum KCCM11201P duge st dung nhu chung b me, thir
nghiém do chuin 1én men duoc thuc hién trén cic chung dot bién. Mdi khuén lac duogc
nudi cdy truyén thé hé trong moi truong dinh dudng, va sau do mdi ching duoc cly
chuyén vao trong 250 ml binh tam gi4c chtra 25 mL méi truong san xut, va duge nudi
ciy trong diéu kién lic ¢ nhiét @6 30°C & tdc d@6 200 vong/phut trong 72 gid. Sau do,
néng do6 cua L-valin dugc phén tich st dung HPLC, va cac néng do cua L-valin da

phén tich dugc 1ap bang trong bang 1.

Moi truong dinh dudng (46 pH 7,2)

glucoza 10 g, nuéc thit 5 g, polypepton 10 g, natri clorua 2,5 g, dich chiét nim
men 5 g, aga 20 g, vaure 2 g (trong 1 L nude cét).

MBoi trudmg san xuit (46 pH 7,0)

glucoza 100 g, amoni sunfat 40 g, protein d4u nanh 2,5 g, dich chiét ngd S5 g, ure
3 g, kali phosphat dibazo 1 g, magie sulfat heptahydrat 0,5 g, biotin 100 pg, thiamin-

HCI1 1 mg, canxi pantothenat 2 mg, nicotin amit 3 mg, canxi cacbonat 30 g (trong 1 L

nudéc ct)
Bang 1
Tén chung L-Valin (g/L)
Déi ching KCCM11201P 2,7
Nhém thir nghiém M1 3,0
M2 2,8
M3 2,5
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M4 4,8
M5 3,5
M6 33
M7 2,9
M8 3.9
M9 3,5
M10 2,1
M11 1,1
M12 2,9
M13 2,5
M14 3,1
M15 4,7
M16 3,2

Tham chiéu trong bang 1, cic ching M4 va M15 dugc chon trong d6 luong san
sinh valin ting 1én twong (mg 178% va 174% so véi chung KCCM11201P lam dbi

chung.
Vi du 2: Kiém tra su bién ddi bang cach giai trinh tu gen

Céc gen chinh trong con dudng sinh tong hop valin trong cac ching M4 va M15
v6i kha ning tang san sinh valin dugc giai trinh tu, va so sanh v6i cac gen trong ching
KCCM11201P, va cac chung Corynebacterium glutamicum ATCC14067, ATCC13032,
va ATCC13869 kidu dai. Céc két qua x4c dinh ring cdc ching M4 va M15 chra cac
dot bién giéng nhau tai cac vi tri cu thé trong ving cta ving gen khéi dong cua ilvC,
gen ma hda axit axetohydroxy isomeroreductaza (AHAIR) (Fig.1). Cu thé, trong céc
ching M4 va M15, nucleotit G thir 14 va 17 dugc thay thé voi T trong trinh tu cua
vung cua vung gen khéi dong bao gbm trinh ty c¢6 m& nhén biét SEQ ID NO: 5. Trinh
tu c6 ma nhén biét SEQ ID NO: 5 1a trinh ty thudng dugc chua trong ving clua vung
gen khoi dong cta ilvC cua cac chung Corynebacterium glutamicum (ATCC14067,
ATCC13032, va ATCC13869 kiéu dai). Trong céc vi du sau, dd nghién ciru xem liéu
cac dot bién c6 anh hudéng dén lugng san sinh axit amin ctia cdc vi sinh vat thude chi

Corynebacterium.

Vi du 3: Didu ché cac ching dugc dua vao dot bién va kiem tra kha néng san

sinh valin
Vi du 3-1: Diéu ché cac ching bang cach dua cac dot bién vao Corynebacterium
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glutamicum KCCM11201P va danh gia kha nang san sinh valin
Vi du 3-3-1: Diéu ché cac ching

Pé thay thé cac nucleotit thir 14 va 17 bang T trong trinh tu polynucleotit c6 ma
nhan biét SEQ ID NO: 5, vecto chira cac dot bién dich dé dua céc dot bién vao ching
san sinh valin Corynebacterium glutamicum KCCM11201P dugc tao ra.

Cu thé, bo gen ADN ctia ATCC14067, ching Corynebacterium glutamicum kiéu
dai, dugc tach chiét béng cach sir dung bd kit nhé tach chiét téng s6 ADN G-spin -
(Intron, Cat.No. 17045) theo chi 1énh ciia bd kit. Phuong phap phan Ung chudi
polymeraza (PCR: Polymerase Chain Reaction) dugc thuc hién su dung bd gen ADN
lam mach khuon. Pé tao ra vecto dé dua cac dot bién vao ving cua ving gen khoi
dong cia gen ilvC, cac doan ADN (A va B) thu duge sir dung tuong umg cap mdi clia
doan mdi 1 (mi nhan biét SEQ ID NO: 21) va doan mdi 2 (md nhan biét SEQ ID
NO: 22) va cip mdi clia doan mdi 3 (ma nhan biét SEQ ID NO: 23) va doan moi 4 (ma
nhén biét SEQ ID NO: 24).

PCR trung lip str dung hai doan lam mach khudn cung vé6i doan mdi 1 (ma nhan
bit SEQ ID NO: 21) va doan mdi 4 (mé nhan biét SEQ ID NO: 24) dugc thyc hién dé
thu dugc san phdm PCR khoang 1,4 kb (sau day dugc goi la “doan dugc dua vao dot

bién™). Cac doan mdi di sir dung duoc thé hién trong bang 2.

Bang 2
Doan mdi Trinh tu nucleotit SEQ ID NO
DPoan mdi 1 | CTATTCTAGAGTGATGAATCTGCAGCAGAAGATC 21
Doan mdi 2 | GACAACTACATTATTATTATACCACACACATGCA 22
DPoan mdi 3 | TGCATGTGTGTGGTATAATAATAATGTAGTTGTC 23
Doan mdi 4 | CTATTCTAGAGAAGAGGTCGGTGACGGTCTCAGC 24

Cac doan gay dot bién thu dugc duge xtr ly v6i enzym giéi han Xbal (New
England Biolabs, Beverly, MA), va sau d6 dugc lién két st dung vecto pDZ
(WO 2008-033001 Al) duge xt ly v6i cing mot enzym gidi han va ligaza T4 (New
England Biolabs, Beverly, MA). Gen da diéu ché duoc bién nap thanh E coli DH5a,
sau d6 dugc chon tir mdi truong LB chira kanamyxin, va ADN thu dugce st dung bo kit
tinh ché plasmit ADN ADN-spin (iNtRON) d& tao ra plasmit téi t0 hop pDZ-
ilvC(Pm3)-14067. Quy trinh tuong tliI dugc thuc hién bang cach st dung bd gen cua
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ATCC13869 va ATCC13032 thay vi bd gen ADN ctia ATCC14067, Corynebacterium
glutamicum kiéu dai, va do d6 tao ra cdc plasmit tai td hop tuong ung dugc goi 1a

pDZ-ilvC(Pm3)-13869 va pDZ-ilvC(Pm3)-13032.

Trong sb ba plasmit tai td hop duogc tao ra & trén, pDZ-ilvC(Pm3)-14067 dugc
bién nap thanh Corynebacterium glutamicum KCCM11201P, ching san sinh L-valin,
bang cach tai t4 hop dong nhét trén nhiém sic thé (van der Rest et al., Appl Microbiol
Biotechnol 52:541-545, 1999). Ching trong d6 vecto dugc chén vao nhiém_séc thé
bang s tai td hop ctia cic trinh tu ddng nhét dugc chon tir moi truong chira 25 mg/L
kanamyxin. Sau d6, chung bién nap cia Corynebacterium glutamicum dé hoan thanh
viéc tai td hop ]an thir hai dugc thuc hién PCR sir dung doan mdi 1 va doan mdi 4 dé
tao ra ching KCCM11201P-i/lvC(Pm3) trong d6 cac dot bién duoc dua vao ving gen
khoi dong ivC trén nhidm sic thé (Fig.2). Ching tai t0 hop dugc goi 1a
Corynebacterium glutamicum CA08-1063, dugc ndp luu ching & co quan luu ching
qudc té, Trung tAm nudi cdy vi sinh vat Han Québc (Korean Culture Center of
Microorganisms: KCCM) theo Hiép uéc Budapest vao ngay 21/08/2019, v6i s& huu
ching KCCM12574P.

Vi du 3-1-2: P4nh gia kha nang san sinh valin

P& so sanh kha niang san sinh valin gifta cdc ching san sinh valin
Corynebacterium glutamicum KCCM11201P va KCCM11201P-ilvC(Pm3), viéc danh
gia do chuén 1&n men duogc thuc hién. Mdi chung dugc nudi cly truyén thé hé trong
mdi trudong dinh dudng, va sau do dugc cdy chuyén vao trong 250 ml binh tam giéc
chtra 25 mL moi truong san xuit, va duge nudi cy trong didu kién ldc ¢ nhiét 6 30°C
& tde dd 200 vong/phut trong 72 gio. Sau do, ndng d6 cia L-valin dugc phan tich su

dung HPLC, va cac ndng do ctia L-valin da phan tich dugc lap bang trong bang 3.
Mboi truong dinh dudng (d6 pH 7,2)

glucoza 10 g, nuéc thit 5 g, polypepton 10 g, natri clorua 2,5 g, dich chiét nim

men 5 g, aga 20 g, vaure 2 g (trong 1 L nude cét).
MBoi truong san xuat (d6 pH 7,0)

glucoza 100 g, amoni sunfat 40 g, protein ddu nanh 2,5 g, dich chiét ngo 5 g, ure
3 g, kali phosphat dibazo 1 g, magie sulfat heptahydrat 0,5 g, biotin 100 pg, thiamin-
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HCI1 1 mg, canxi pantothenat 2 mg, nicotin amit 3 mg, canxi cacbonat 30 g (trong 1 L

nuée cét)
Béang 3

Kha ning san sinh L-valin cia KCCM11201P va KCCM11201P-ilvC(Pm3)

L-Valin (g/L)
Chung -
Mé1l | Mé2 | Mé3 | Trung binh
Péi chimg KCCM11201P 2,8 2,6 2,7 2,7
Nhém thir nghiém|KCCM11201P-iivC(Pm3)| 3,2 2,9 2,9 3,0

Nhu duge thé hién trong cac két qua & trén, kha nang san sinh L-valin cla ching
KCCM11201P-ilvC(Pm3) ting 1én 11% so v6i kha nang san sinh L-valin cua ching
d6i chimg. Do d6, kha ning san sinh L-valin c6 thé duoc cai thién thong qua sy dot

bién cuia ving gen khdi dong cta gen ilvC.

Vi du 3-2: DPiéu ché cac ching vdi viéc dua dot bien vao Corynebacterium

glutamicum CJ7V va danh gia kha ning san sinh valin
Vi du 3-2-1: Piéu ché chung san sinh valin-CJ7V

Pé kiém tra xem liéu hiéu qua tuong tu & trén c6 dat dugc & cac chung
Corynebacterium glutamicum san sinh L-valin khac hay khong, loai dot bién
(ilvN(A42V); Biotechnology and Bioprocess Engineering, 6/2014, tap 19, tai ban lan 3,
trang 456-467) dugc dua vao Corynebacterium glutamicum ATCC14067 kiéu dai dé

diéu ché cac chiing c6 kha nang tang san sinh L-valin.

Cu thé, bo gen ADN ctia ching ATCC14067, Corynebacterium glutamicum kiéu
dai, duoc tach chiét bing cach st dung bd kit nhé tich chiét tong s6 ADN G-spin
(Intron, Cat. No. 17045) theo chi 1énh cua bo kit. PCR dugc thuc hién st dung bo gen
ADN lam mach khuon. Pé tao ra vecto dé dua dot bién A42V vao gen ilvN, cac doan
gen (A va B) thu dugc sir dung tuong tng cap mdi ctia doan mdi 5 (ma nhan biét SEQ
ID NO: 25) vi doan mdi 6 (ma nhén biét SEQ ID NO: 26) va cdp mdi ciia doan mdi 7
(m3 nhan biét SEQ ID NO: 27) va doan mdi 8 (ma nhan biét SEQ ID NO: 28). Céc
didu kién PCR nhu sau: bién tinh & nhiét do 94°C trong 5 phit, 25 chu ky bién tinh &
nhiét d6 94°C trong 30 gidy, i dé gan mdi & nhiét do 55°C trong 30 gidy, va kéo dai &
nhiét do 72°C trong 60 gidy, va sau d6 kéo dai & nhiét do 72°C trong 7 phit. Cac doan

mdi dugc st dung nhu thé hién & bang 4.
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Bang 4
Poan mdi Trinh tu nucleotit SEQID NO
DPoan mdi 5 | AATTTCTAGAGGCAGACCCTATTCTATGAAGG 25
DPoan mdi 6 | AGTGTTTCGGTCTTTACAGACACGAGGGAC 26
DPoan mdi 7| GTCCCTCGTGTCTGTAAAGACCGAAACACT 27
DPoan mdi 8 |AATTTCTAGACGTGGGAGTGTCACTCGCTTGG 28

Két qua 13, cac polynucleotit 537 bp c6 thé thu duogc ca cac doan A va B. PCR
trung ldp st dung hai doan lam mach khudn cung v6i doan mdi 5 (ma nhan biét SEQ
ID NO: 25) va doan mdi 8 (ma nhén biét SEQ ID NO: 28) dugc thuc hién dé thu san
phém PCR khoang 1044 (sau ddy dugc goi 1a “doan dugc dua vao dot bién”).

Céc doan gay dot bién thu dugc duoc xt 1y vGi enzym giéi han Xbal (New
England Biolabs, Beverly, MA), va sau d6 duoc lién két str dung vecto pDZ dugc xur
1y v6i cling enzym gi6i han va ligaza T4 (New England Biolabs, Beverly, MA). Gen
da diéu ché duge bién nap thanh E coli DH50, sau d6 dugc chon tir mdi truong LB
chira kanamyxin, va ADN thu dugc st dung bd kit tach chiét plasmit ADN ADN-spin
(iNtRON). Vecto nhim muc dich dua A42V vao gen ilvN dugc goi la pDZ-ilvN(A42V).

Do d6, plasmit tai td hop pDZ-ilvN(A42V) dugc tao ra & trén dugc bién nap
thanh Corynebacterium glutamicum ATCC14067 kiéu dai bang cach tii t6 hop dong
nhét trén nhidm séc thé (van der Rest et al., Appl Microbiol Biotechnol 52:541-545,
1999). Chung trong d6 vecto dugc chén vao nhiém sic thé bang cach tii to hop cac
trinh tu dong nhét dugc chon tir moi trudng chira 25 mg/L kanamyxin. Do d6, ching
bién nap Corynebacterium glutamicum dé hoan thanh viéc tai td hop 1an tht hai dugc
thuc hién PCR st dung doan mdi 5 va doan mdi 8 dé dat dugc su khuéch dai doan gen,
va sau do6 ching dugc dua vao dot bién dugc xac dinh bing gidi trinh tw gen. Cac
chung téi t6 hop dugc goi la Corynebacterium glutamicum CJTV.

Vi du 3-2-2: Danh gia kha nang san sinh valin

pDZ-ilvC(Pm3)-14067 dugc bién nap thanh Corynebacterium glutamicum CJTV
c6 kha nang san sinh L-valin dugc diéu ché trong vi du 3-2-1 bang phuong phap gidng
v6i vi du 3-1 dé didu ché ching c6 dot bién trong ving gen khéi dong cua gen ilvC,
dugc goi 1a CJ7V-ilvC(Pm3) (Fig.3). Dé so sanh kha ning san sinh L-valin gifta céc

chung dugc diéu ché, cac ching dugc nudi cdy va nong do cua L-valin dugc phén tich

24



49821 -

bing phuong phéap gidng v&i vi du 3-1, va cac ndng dd L-valin da phén tich duoc 14p

bang trong bang 5 dudi day.
Bang 5

Kha ning séan sinh L-valin ctia CJ7V va CJ7V-ilvC(Pm3)

. L-Valin (g/L)
Chung
Mé1 | Mé2 | Mé3 | Trung binh
Déi chiing CI7V 34| 3,5 3,5 3,5
Nhém thir nghiém | CJ7V-ilvC(Pm3) 3,8 3,9 3,8 4,0

Nhu duge thé hién trong cac két qua trén, kha ning san sinh L-valin ctia ching
CJ7V-ilvC(Pm3) dugc ting 1én 14% so v6i kha nang san sinh L-valin cta chung dbi
chimg. Tic 13, x4c dinh lai ring kha ning san sinh L-valin ¢6 thé duoc cai thién bing

d6t bién ctia ving gen khoi dong cia gen ilvC.

Vi du 3-3: Piéu ché cac chung véi viéec dua dot bién vao Corynebacterium

glutamicum CJ8V va danh gia kha nang san sinh L-valin
Vi du 3-3-1: Piéu ché chiing san sinh valin CI8V

Dé kiém tra xem liéu hidu qua tuong ty & trén c6 dat dugc & cac ching
Corynebacterium glutamicum san sinh L-valin khac hay khong, loai dot bién
(ilvN(A42V)) dugc dua vao Corynebacterium glutamicum ATCC13869 kiéu dai dé
didu ché cac ching c6 kha ning séan sinh L-valin bang phuong phép gidng véi vi du 3-

2, va chiing tai td hop dugc goi 1a Corynebacterium glutamicum CI8V.
Vi du 3-3-2: Danh gid kha nang san sinh valin

Cac chung trong d6 dot bién ving gen khoi dong ivC dugc dua vao
Corynebacterium glutamicum CI8V c6 kha ning san sinh L-valin dugc diéu ché trong
vi du 3-3-1 dugc didu ché. Mbi ching ciia vecto tai td hgp pDZ-ilvC(Pm3)-14067 va
pDZ-ilvC(Pm3)-13869 duge didu ché trong vi du 3-1-1 dugc bién nap thanh CI8V
(van der Rest et al., Appl Microbiol Biotechnol 52:541-545, 1999). Chung trong do
vecto duogc chén vao nhidm sic thé bang su téi td hop ctia cac trinh tu ddng nhat duge
chon trén moi trudong chia 25 mg/L kanamyxin. Do d6, chung bién nap
Corynebacterium glutamicum dé& hoan thanh viéc tai té hop 1an thir hai dugc thyc hién

PCR st dung doan mdi 1 va doan mdi 4 dé tao ra cac ching CI8V-ilvC(Pm3) va CJ8V-
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ilvC(Pm3)-2, trong d6 su dot bién duoc dua vao ving gen khdi dong ilvC trén nhiém
sic thé (Fig.4). Pbi v6i cac ching tai té hop, CI8V-ilvC(Pm3)-2 dugc goi la
Corynebacterium glutamicum CA08-2034, duge ndp lru ching & co quan luu ching
qubc té, Trung tAm nudi cdy vi sinh vat Han Québc (Korean Culture Center of
Microorganisms: KCCM) theo Hiép uéc Budapest vao ngay 21/08/2019, véi s6 luu
chung KCCM12575P.

Pé so sanh kha nang san sinh L-valin cua cac ching da didu ché, cac chiing dugc
nudi cdy va ndng d6 ctia L-valin dugc phén tich bang phuong phap gidng véi vi du 3-1,
va cac ndng d6 ciia L-valin da phén tich dugc 14p bang trong bang 6 dudi day.

Bang 6

Kha nang san sinh L-valin cia CI8V, CJ8V-ilvC(Pm3), va CI8V-ilvC(Pm3)-2

L-Valin (g/L)
Chung
Mél | Mé2 | Mé3 | Trungbinh
Déi ching CI8V 3,5 3.4 3.4 3,5
Nhém tht nghiém | CI8V-ivC(Pm3) | 3,9 3,9 3,8 3,8
Nhoém thi nghiém | CI8V-ivC(Pm3)-2| 3,8 3,8 3,8 3,8

Nhu duge thé hién trong cac két qua & trén, kha ning san sinh L-valin ctia timg
chung CJ8V-ilvC(Pm3) va CI8V-ilvC(Pm3)-2 dugc ting lén 8,6% so v6i kha nang san
sinh L-valin ctia ching ddi chimg. Tic 13, x4c dinh lai rang kha nang san sinh L-valin

6 thé dugc cai thién thong qua su dot bién ctia ving gen khoi dong cua gen ilvC.

Vi du 4: Diéu ché cac ching san sinh isoleuxin va danh gia kha ning san sinh
isoleuxin

Vi du 4-1: Didu ché cac ching v6i dot bién viing gen khoi dong ilvC duge dua

vao chiung KCCM11248P Corynebacterium glutamicum san sinh L-isoleuxin

Céc chung trong d6 cac plasmit tai t6 hop pDZ-ilvC(Pm3)-14067 va pDZ-
ilvC(Pm3)-13869 dugc tao ra trong vi du 3-1 duge dua vao ching san sinh L-isoleuxin,
Corynebacterium glutamicum KCCM11248P (patent Han Québc s 10-1335789), bang
t4i td hop dong nhét trén nhiém sic thé, boéi phuong phap gidng véi vi du 3, va cac
ching nay tuwong tUng dugc goi 1a KCCMI11248P:ilvC(Pm3) va
KCCM11248P::ilvC(Pm3)-2 (Fig.5). Céc ching dugc didu ché duge nudi cay bing

phuong phép duéi ddy, va sau d6 kha nang san sinh isoleuxin dugc so sanh.
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M&éi ching dugc cAy chuyén vao trong 250 ml binh tam gidc chtra 25 mL mdi
truong nudi ciy gidng, va dugc nudi cly trong diéu kién l4c & nhiét dd 30°C trong 20
gidr & téc o 200 vong/phut. Sau d6, 1 mL moi trudng nudi cly gibng dugc cdy chuyén
vao trong 250 ml binh tam giac chira 24 mL mdi trudong san xudt, va dugc nudi cdy
trong didu kién lac & nhiét do 30°C trong 48 giv' & toc do 200 vong/phut. Cac ché
phim ctia mdi trudng nudi cly gibng va moi trudong san xuét nhu sau.

Mbi trurong san xuét (40 pH 7,0)

glucoza 20 g, pepton 10 g, dich chiét ndm men S5g, ure 1,5g, KHyPO4
4g, KoHPO4 8 g, MgSO47H20 0,5 g, biotin 100 pg, thiamin HC1 1000 pg, canxi
pantothenat 2000 pg, nicotinamit 2000 pg (trong 1 L nudce cét)

MBoi trudng san xuét (46 pH 7,0)

glucoza 50 g, NH4)2S04 12,5 g, protein dau nanh 2,5 g, dich chiét ngd 5 g, ure
3 g, KHoPOs 1 g, MgSO4-7TH20 0,5 g, biotin 100 pg, thiamin hydroclorua 1000 pg,
canxi pantothenat 2000 pg, nicotinamit 3000 pg, CaCOs3 30 g (trong 1 L nuée cht)

Sau khi hoan thanh viéc nudi ciy, do dugc kha ning san sinh L-isoleuxin. Cac
ndéng do ctia L-isoleuxin trong moi trudng nudi ciy cho ting chung da thir nghiém

duoc thé hién trong bang 7 dudi day.

Bang 7

L-Isoleuxin (g/L)
Mé1l | Mé2 | Mé3 |Trung binh
Déi ching KCCM11248P 1,3 1,5 1,2 1,33
Nhém thir nghiém | KCCM11248P-ilvC(Pm3) 1,8 1,5 2,0 1,76
Nhém thtr nghiém | KCCM11248P-ilvC(Pm3)-2| 1,7 1,6 1,8 1,70

Ching

Nhu duogc thé hién trong bang 7 & trén, céc néng dd cua L-isoleuxin dugc san
sinh béi KCCM11248P::ilvC(Pm3) va KCCM11248::ilvC(Pm3)-2, trong d6 su dot
bién ting cudng cla ving gen khoi dong ilvC dugce dua vao, tang 1én tuong Ung
khoang 32,3% va 27,8% so voi ndng d6 ctia ching san sinh L-isoleuxin KCCM11248P.
Do d6, xac dinh riang kha ning san sinh L-isoleuxin dugc cai thién bang dot bién ving
gen khoi dong cta gen ilvC. Cac két qua o trén thé hién ring viéc dua dot bién ving
gen khéi dong ilvC vao cac ching san sinh L-isoleuxin thudc chi Corynebacterium cd

hiéu qua trong viéc san sinh L-isoleuxin.
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Vi du 4-2: Piéu ché chiing san sinh L-isoleuxin vé6i dot bién ving gen khéi dong
ilvC dugc dua vao Corynebacterium glutamicum ATCC13032 kiéu dai va danh gia kha

nang san sinh L-isoleuxin

Dé kiém tra hidu qua cia viée dua vao dot bién ving gen khéi dong ivC dbi voi
kha niang san sinh L-isoleuxin, cic ching dugc diéu ché bing cach dua bién thé
IysC(L377K) (KR 10-2019-0003019 A) va bién thé hom(G378E) (Appl. Microbiol.
Biotechnol. 45, 612-620 (1996)) vao Corynebacterium glutamicum ATCC13032 (sau
day duoc goi la WT), va dot bién ilvA(V383A) (World J Microbiol Biotechnol (2015)
31:1369-1377) duoc dua vao gen ma hoa dehydrataza L-threonin da biét, va so sanh

kha ning séan sinh L-isoleuxin. Cac doan mdi duogc sit dung nhu thé hién trong bang 8.

Bang 8
Poan mbi Trinh tu nucleotit (5-3") SEQ ID NO
9 TCCTCTAGAGCTGCGCAGTGTTGAATACG 29
10 TGGAAATCTTTTCGATGTTCACGTTGACAT 30
11 ACATCGAAAAGATTTCCACCTCTGAGATTC 31
12 GACTCTAGAGTTCACCTCAGAGACGATTA 32

Vi du 4-2-1: Pua vao d6t bién L377K

PCR duogc thuc hién st dung nhidm sic thé cia WT 1am mach khuén ciung véi
cip mdi 9 va 10 hodc cap mdi 11 va 12. Cac diéu kién PCR 1a: bién tinh & nhiét do
95°C trong 5 phut, 30 chu k¥ bién tinh & nhiét do 95°C trong 30 gidy, & dé gin moi
nhiét do 55°C trong 30 gidy, va kéo dai & nhiét do 72°C trong 30 gidy, va sau doé kéo
dai & nhiét d6 72°C trong 7 phut. Két qua 13, thu duge tuong ung doan ADN 509 bp
cua vung phia truge 5' cua dot bién cua gen IysC va doan ADN 520 bp cta vung phia

sau 3'.

PCR dugc thuc hién st dung hai doan ADN khuéch dai 1am mach khudn cing
v6i cdp mdi 9 va 12. Céc diéu kién PCR la: bién tinh & nhiét 46 95°C trong 5 phut, 30
chu k¥ bién tinh & nhiét do 95°C trong 30 gidy, & dé gén mdi ¢ nhiét 46 55°C trong 30
gidy, va kéo dai & nhiét d§ 72°C trong 60 gidy, va sau d6 kéo dai ¢ nhiét 4o 72°C trong
7 phit. Két qua 13, doan ADN 1011 bp bao gbm dot bién cta gen lysC ma hoa bién thé

aspartokinaza trong d6 leuxin thur 377 dé thay thé véi lysin dugc khuéch dai.

Vecto pDZ ma khong thé duoc sao chép trong Corynebacterium glutamicum, va
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doan ADN 1011 bp dugc xir Iy v6i enzym gi6i han Xbal va lién két st dung ligaza
ADN, va sau d6 nhan ban dé thu dugc plasmit, duge goi 1a pDZ-IysC(L377K).

Vecto pDZ-IysC(L.377K) thu dugc & trén duge dwa vao chung WT bang phuong
phap xung dién (4ppl. Microbiol. Biotechnol. (1999), 52:541-545), va sau d6 bién nap
cac ching thu dugc tir mdi trudng chira 25 mg/L kanamyxin da chon. Chung thu dugc
trong d6 su do6t bién nucleotit dugc dua vao gen lysC bing doan ADN dugc chén vao

nhim séc thé thong qua qua trinh téi t6 hop 1an tha hai (trao dbi chéo).
Vi du 4-2-2: Pua vao dot bién G378E

Dé tao ra vecto dé dua vao dot bién hom(G378E), PCR dugc thuc hién sir dung
bo gen ADN WT lam mach khuén cung véi cap mdi 13 va 14 va cip mdi 15 va 16.
Cac didu kién PCR 1a: bién tinh & nhiét d§ 95°C trong 5 phut, 30 chu ky bién tinh &
nhiét d6 95°C trong 30 gidly, i d& gin mdi & nhiét d§ 55°C trong 30 gidy, va kéo dai &
nhiét d6 72°C trong 30 giy, va sau d6 kéo dai ¢ nhiét do 72°C trong 7 phut. Két qua 1a,
thu duoc tuong tmg doan ADN 220 bp ctia ving phia trudc 5' cua dot bién gen hom va
doan ADN 220 bp cuia ving phia sau 3'. PCR duoc thuc hién st dung hai san phém
PCR 1am mach khuén cing véi cdp mdi 13 va 16. Céc diéu kién PCR 1a: bién tinh &
nhiét do 95°C trong 5 phut, 30 chu ky bién tinh & nhiét dd 95°C trong 30 gidy, u dé
gén moi & nhiét @6 55°C trong 30 gidy, va kéo dai 6 nhiét do 72°C trong 30 gidy, va
sau d6 kéo dai & nhiét do 72°C trong 7 phiit. Két qua 1a, doan ADN 440 bp bao gbém

dot bién gen hom dugc khuéch dai. Cac doan mdi dugc st dung nhu thé hién trong

bang 9.
Bang 9
Doan mdi Trinh tu nucleotit (5'-3") SEQ ID NO
13 TCCTCTAGACTGGTCGCCTGATGTTCTAC 33
14 GCCAAAACCTCCACGCGATC 34
15 ATCGCGTGGAGGTTTTGGCT 35
16 GACTCTAGATTAGTCCCTTTCGAGGCGGA 36

Vecto pDZ va doan ADN 440 bp da sir dung truée d6 duge xur ly voi enzym gidi
han Xbal, lién két st dung ligaza ADN, va sau d6 nhan ban dé thu dugc plasmit, dugc
goi 1a pDZ-hom(G378E).

Vecto pDZ-hom(G378E) thu dugc dugc dua vao ching WT::lysC(L377K) dugc
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didu ché trong vi du 4-2-1 bing phuong phép xung dién, va sau d6 cic ching da bién
nap thu dugc tir méi truong chira 25 mg/L kanamyxin da chon. WT::lysC(L377K)-
hom(G378E), chung thu dugc trong dé dot bién nucleotit duge dua vao gen hom bai
doan ADN dugc chén trong nhiém séc thé thong qua qua trinh tai td hop 1an thtr hai

(trao dbi chéo).
Vi du 4-2-3: Pua vao dot bién viing gen khéi dong ilvC

Bing cac phuong phap giéng v6i phuong phap cia cac vi du & trén, cac chung
trong d6 cac plasmit tai td hop pDZ-ilvC(Pm3)-14067 va pDZ-ilvC(Pm3)-13032 duoc
didu ché trong vi du 3-1 dugc dua vao chung WT::lysC(L377K)-hom(G378E) dugc
diéu ché trong vi du 4-2-2 bang cach téi td hop ddng nhét trén nhiém sdc thé, va cac
ching nay tuwong tng dugc goi 1a WT::lysC(L377K)-hom(G378E)-ilvC(Pm3) va
WT::lysC(L377K)-hom(G378E)-ilvC(Pm3)-3.

Vi du 4-2-4: Pua vao dot bién ilv4

Pé tao ra vecto trong d6 su dot bién livA(V383A) (World J Microbiol Biotechnol
(2015) 31:1369-1377) da biét dugc dwa vao gen ilvA, sip xép cap mdi (cip mdi 17 va
18) dé khuéch dai ving phia truéc 5' ciia vi tri dot bién va cap mdi (cdp moi 19 va 20)
dé khuéch dai vung phia sau 3'. Vi tri enzym BamHI (gach chén) dugc chén vao mot
dau ctia mdi cap mdi 17 va 20, va su dot bién thay thé nucleotit (gach chan) nam & vi
tri dugc sip xép chéo nhau trong cdp mdi 18 va 19. Cac cip mdi da st dung dugc thé

hién trong bang 10.

Bang 10
Poan mbi Trinh tu nucleotit (5-3") SEQ ID NO
17 ACGGATCCCAGACTCCAAAGCAAAAGCG 37
18 GCGCTTGAGGTACTCtgcCAGCGTGATGTC 38
19 GACATCACGCTGgcaGAGTACCTCAAGCGC 39
20 ACGGATCCAACCAAACTTGCTCACACTC 40

PCR duogc thuc hién st dung nhiém séc thé WT 1am mach khudn cling véi cép
mdi 17 va 19 va cap mdi 19 va 20. Cac diéu kién PCR 1a: bién tinh ¢ nhiét 4§ 95°C
trong 5 pht, 30 chu k¥ bién tinh & nhiét d6 95°C trong 30 giy, i dé gan mdi & nhiét
d6 55°C trong 30 gidy, va kéo dai ¢ nhiét d6 72°C trong 30 gidy, va sau d6 kéo dai &
nhiét do 72°C trong 7 phut. Két qua 13, thu dugc tuong tmg doan ADN 627 bp cua
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vung phia trude 5' cia su dot bién gen ilv4 va doan ADN 608 bp ctia ving phia sau 3.

PCR dugc thuc hién sir dung hai doan ADN khuéch dai 1am mach khuén cing véi cap

mdi 17 va 20. Cac didu kién PCR 1a: bién tinh & nhiét 4o 95°C trong 5 phut, 30 chu ky

bién tinh & nhiét 6 95°C trong 30 gidy, i d gin mdi & nhiét do 55°C trong 30 gidy,

va kéo dai & nhiét do 72°C trong 60 gidy, va sau do kéo dai ¢ nhiét do 72°C trong 7

phat. Két qua 1a, doan ADN 1217 bp bao gdm sur dot bién gen ilvA ma hoa bién thé
IIvA trong d6 valin thir 383 da thay thé bang alanin dugc khuéch dai.

Vecto pECCG117 (patent Han Quéc s& 10-0057684) va doan ADN 1011 bp duoc
xir Iy v6i enzym giéi han BamHI, lién két str dung ADN ligaza, va sau d6 nhéan ban dé

thu dugc plasmit, duge goi la pPECCG117- ilvA(V3 83A).

Céc chung trong d6 vecto pECCG117-ilvA(V383A) dugc dua vao tuong ung
ATCC13032::hom(G378E)-IysC(L377K)-ilvC(Pm3) va ATCC13032::h0m(G378E)-
IysC(L377K)-ilvC(Pm3)-3 duge diéu ché, va cac ching nay dugc goi twong tmg la
ATCC13032::h0m(G378E)-lysC(L377K)-ilvC(Pm3)/pECCG117-ilvA(V383A) va
ATCC13032::hom(G378E)-lysC(L377K)-ilvC(Pm3)-3/pECCG117-ilvA(V383A)
(Fig.6). Hon nita, chiing trong do6 chi dot bién ilvA(V383A) da dua vao ATCC13032::-
hom(G378E)-lysC(L377K) ciing dugc diéu ché lam di chimg.

Vi du 4-2-5: Panh gia kha nang san sinh isoleuxin

Céc ching dugc nudi ciy bang phuong phap gidng v6i vi du 4-1, va ndng d6 ctia

L-isoleuxin trong khi nuéi ciy dugc phan tich.

Bang 11
L-Isoleuxin (g/L)
Chung X
Mé1 | Mé2 | Mé3 | Trung binh
DPéi ATCC13032::-hom(G378E)-
chimg | sCA3TTKYPECCG1T-ma(v3ssa)| &1 | 42 | %2 4,23
Nhém ATCC13032::hom(G378E)-
thit | IysC(L377K)-ilvC(Pm3)/pECCG117- | 52 | 51 | 5.6 5,30
nghiém ilvA(V383A)
Nhom ATCC13032::h0m(G378E)-
thir IysC(L377K)-ilvC(Pm3)- 51 | 53 | 54 5,26
nghiém 3/pECCG117-ilvA(V383A)

Nhu duge thé hién trong bang 11, cac ndng do ctia L-isoleuxin trong tirng ching

ATCC13032::hom(G378E)-lysC(L377K)-ilvC(Pm3)/pECCG117-ilvA(V383A) va

31



49821 30/48

ATCC13032::hom(G378E)-lysC(L377K)-ilvC(Pm3)-3/pECCG117-ilvA(V383A)  bao
gbm su dot bién ilvC dugc ting 1én tuong tmg khoang 25% va 24% so véi ndng d6 cia
chung L-isoleuxin ATCC13032::-hom(G378E)-lysC(L377K)/pECCG117-ilvA(V383A)
kiéu dai. Cac két qua & trén thé hién ring viéc dua dot bién ving gen khéi dong ilvC
vao cac chiing san sinh L-isoleuxin thudc chi Corynebacterium c6 hi€u qua trong san

xuat L-isoleuxin.
Vi du 5: Piéu ché cac ching san sinh leuxin va kiém tra kha néng séan sinh

Vi du 5-1: Diéu ché chung véi su dot bién ving gen khéi dong ilvC duoc dua
vao cac chung san sinh L-isoleuxin Corynebacterium glutamicum KCCM11661P va

KCCM11662P va danh gia kha nang san sinh leuxin

Plasmit ti t6 hop pDZ-ilvC(Pm3)-14067 da tao ra trong vi du 3-1 duoc bién nap
thanh  Corynebacterium  glutamicum KCCMI11661P  (US 10351859 B2) va
KCCMI11662P (US 10351859 B2), 1a cac ching san sinh L-leuxin, bang ti t6 hop
ddng nhét trén nhiém sic thé (van der Rest et al., Appl Microbiol Biotechnol 52:541—
545, 1999). Chung trong d6 vecto dugc chén vao nhiém sic thé boi su tai t6 hop cla
cac trinh tu déng nhit dugc chon tir mdi trudng chira 25 mg/L kanamyxin. Do dd,
chung bién nap Corynebacterium glutamicum d2 hoan thanh viéc tai td hop 1an thi hai
dugc thuc hién PCR str dung doan mdi 1 va doan mdi 4 dé tao ra cac ching trong d6
su dot bién dugc dua vao ving gen khoi dong ilvC trén nhiém sic thé. Cac ching tai t6
hop dugc goi twong tmg 1& Corynebacterium glutamicum KCCM11661P-ilvC(Pm3) va
KCCM11662P-ilvC(Pm3) (Fig.7). Dé so sanh kha ning san sinh leuxin gifta cac ching
san sinh leuxin Corynebacterium glutamicum KCCMI11661P-ilvC(Pm3) va
KCCM11662P-ilvC(Pm3), viéc danh gia do chuin 1én men dugc thuc hién. Mdi ching
duoc nudi cdy truyén thé hé trong moi trudong dinh dudng, va sau d6 dugce ciy chuyén
vao trong 250 ml binh tam gidc chtra 25 mL moi truong san xuét, va dugc nubi cdy
trong didu kién lic & nhiét do 30°C trong 72 gidy & toe dd 200 vong/phut. Do d6, nong
do cta L-leuxin dugc phén tich st dung HPLC, va cac ndng do ciia L-valin d3 phan

tich dugc 1ap bang trong bang 12 duéi day.
MBoi truong dinh dudng (d6 pH 7,2)
glucoza 10 g, nudce thit 5 g, polypepton 10 g, natri clorua 2,5 g, dich chiét ndm

men 5 g, aga 20 g, vaure 2 g (trong 1 L nurde cét).
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MBoi trueong san xuét (d6 pH 7,0)
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glucoza 50 g, amoni sunfat 20 g, dich chiét ngd 20 g, kali phosphat dibazo 1 g,

magie sulfat heptahydrat 0,5 g, biotin 100 pg, thiamin-HC1 1 mg, canxi cacbonat 15 g

(trong 1 L nudc cét)

Bang 12

Kha ning san sinh L-leuxin cia KCCMI11661P, KCCM11661P-ilvC(Pm3),
KCCM11662P, va KCCM11662P-ilvC(Pm3)

L-Leuxin (g/L)
Chung
Mél | Mé2 | Mé3 |Trungbinh
Déi chimg KCCM11661P 2.8 2,6 2,7 2,7
Nhém thir nghiém |[KCCM11661P-ilvC(Pm3)| 3,1 2,9 2,9 3,0
Déi ching KCCM11662P 3,0 3,1 2,9 3,0
Nhém thir nghiém|KCCM11662P-ilvC(Pm3)| 3,3 3,3 3,2 3,3

Nhu duoc thé hién trong cac két qua & trén, cc kha ning san sinh L-leuxin cla
cac ching KCCM11661P-ilvC(Pm3) va KCCM11662P-ilvC(Pm3) dugc tang 1én 11%
va 10% so vé6i kha ning san sinh L-leuxin cuia chung d6i chtmg. Do d6, x4c nhan rang
kha nang san sinh L-leuxin c6 thé duogc cai thién thong qua dot bién ving gen khéi

dong caa gen ilvC.

Vi du 5-2: Piéu ché ching véi sy dot bién dugce dua vao chung san sinh leuxin

Corynebacterium glutamicum CJL8001 va danh gia kha ndng san sinh L-leuxin

Pé kiém tra xem liéu hiéu qua tuong ty & trén c6 dat dugc & cac ching
Corynebacterium glutamicum san sinh L-leuxin khéc hay khong, loai dot bién
(leud(R558H, G561D); US 2020-0032305 A1) duge dua vao ching Corynebacterium
glutamicum ATCC13032 kiéu dai dé diéu ché cac ching c6 kha nang sén sinh L-leuxin

duoc cai thién.

Cu thé, plasmit tai t& hop pDZ-leud(R558H, G561D) da tao ra & trén duoc bién
nap thanh chiing Corynebacterium glutamicum ATCC130332 kidu dai bang cach tdi to
hop dong nhét trén nhiém sic thé (van der Rest et al., Appl Microbiol Biotechnol
52:541-545, 1999). Do d6, chung bién nap Corynebacterium glutamicum dé hoan
thanh viéc téi t& hop 13n thtr hai duoc thuc hién giai trinh tw gen dé xac dinh ching

duoc dua vao su dot bién. Chiing tai td hop duoc goi 1a Corynebacterium glutamicum
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CJL8001.

Cudi cing, cac vecto pDZ-ilvC(Pm3)-14067 va pDZ-ilvC(Pm3)-13032 duoc bién
nap thanh Corynebacterium glutamicum CJL8001 c6 kha nang san sinh L-leuxin bang
phuong phap gidng véi vi du 5-1 dé diéu ché CJL8001-ivC(Pm3) va CIL8001-
ilvC(Pm3)-3, cac chiing trong do6 cac dot bién dugc dua vao gen ilvC (Fig.8), trong do
CJL8001-ilvC(Pm3)-3 duoc goi 12 Corynebacterium glutamicum CA13-8101, dugc
nop luu chung & co quan luu ching quéc té, Trung tAm nudi ciy vi sinh vat Han Québc
(Korean Culture Center of Microorganisms: KCCM) theo Hiép udc Budapest vao
ngay 21/08/2019, véi sb luu ching KCCM12576P.

Dé so sanh kha ning san sinh L-leuxin gifta cac ching dugc diéu ché, cac ching
duoc nudi cdy va néng do ctia L-valin dugc phéan tich bang phuong phép gibng véi vi
du 5-1, va céc néng do ctia L-leuxin dd phan tich dugc 14p bang trong bang 13 dudi
day.

Bang 13

Kha ning san sinh L-leuxin ctia CJL8001, CIL8001-ilvC(Pm3), va CJL8001-
ilvC(Pm3)-3

L-Leuxin (g/L)
Chung
Mé1l | Mé2 | Mé3 |Trung binh
Déi ching CJL8001 3,4 3,3 3,5 3.4
Nhoém tht nghiém|  CIJL8001-ilvC(Pm3) 3,8 3,9 4,0 3.9
Nhém thtt nghiém| CJIL8001-ilvC(Pm3)-3 3.9 3.9 3,9 3.9

Nhu duge thé hién trong cac két qua & trén, kha nang san sinh L-leuxin cua timg
ching CJL8001-ilvC(Pm3) va CJL8001-ilvC(Pm3)-3 dugc tang 1én 15% so véi kha
nang san sinh L-leuxin cta chung d6i chimg. Tt 13, da xac dinh lai rang kha ning san
sinh L-leuxin c6 thé dugc cai thién thong qua dot bién ving gen khoi dong cua gen

ilvC trong vi sinh vat thudc chi Corynebacterium glutamicum.

Tir phan mo ta & trén, ngudi co hiéu biét trung binh trong cung linh vyc k¥ thuét
cua sang ché c6 thé hiéu ring sang ché ¢6 thé duoc thuc hién duéi cac hinh thirc cu thé
khac ma khong vuot qua nguyén ly k¥ thuat hodc cac dac diém co ban cua sang ché.
Do d6, cac phuong an duge mo ta ¢ trén can dugc hiéu 1a chi 1am vi du va khong gidi

han sang ché. Pham vi bao h{ cia sang ché nén duge hiu sao cho tit ca nhiing thay
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dbi hodc stra d6i ¢6 ngudn goc tr cac dinh nghia va pham vi bao ho cia céc yéu cau

bao hd va cac ndi dung twong duong déu thuoc pham vi bao hd cua sang cheé.
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YEU CAU BAO HO

1. Polynucleotit bao gdm trinh tu nucleotit duoc thé hién boi cong thirc chung 1 dudi

day:
[cOong thirc chung 1]
X-Y-Z
trong do,
X 1a CN1GNy,
Y la CTAATTN3, va
7 1a CATGTGTGTGGTATAAT,

trong do mbi Ny, Na, va N3 1a bét ky mot trong s6 dugc chon tir adenin (A),

thymin (T), guanin (G), hoéc xytosin (C).

2. Polynucleotit theo diém 1, trong d6 Ni cua X 12 xytosin (C) hodc guanin (G).
3. Polynucleotit theo diém 1, trong d6 N> cua X 12 adenin (A) hodc thymin (T).
4. Polynucleotit theo diém 1, trong d6 N3 cua Y 1a adenin (A) hodc guanin (G).

5. Polynucleotit theo diém 3, trong d6 X c6 mdt trong s6 cac ma nhan biét SEQ ID
NO: 8 dn SEQ ID NO: 11, va Y 1a SEQ ID NO: 6 hoac SEQ ID NO: 7.

6. Polynucleotit theo diém 1, trong d6 polynucleotit c6 mot trong s trinh tu

polynucleotit dugc chon tir cac ma nhan biét SEQ ID NO: 13 dén SEQ ID NO: 20.
7. Vung gen khdi dong bao gdm polynucleotit theo diém bat ky tir 1 dén 6.

8. Vecto bao gdm ving gen khéi dong theo diém 7 va gen ma héa protein dich.

9. Vecto theo diém 8, trong d6 protein dich 1a axit axetohydroxy isomeroreductaza.

10. Vi sinh vat thudc chi Corynebacterium bao gbdm polynucleotit theo diém bt ky tir
1 dn 6.

11. Vi sinh vat theo diém 10, trong d6 vi sinh vat thudc chi Corynebacterium la

Corynebacterium glutamicum.
12. Phuong phéap san xuét chét dich, trong d6 phuong phap bao gbm cac budc:

nudi cdy vi sinh vat thudc chi Corynebacterium theo diém 10 trong moi trudng
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nudi ciy; va
thu hdi chat dich trong moi trudng nudi ciy.
13. Phuong phap theo diém 12, trong d6 chét dich 13 axit amin.
14. Phuong phép theo diém 13, trong d6 axit amin 1a L-axit amin chudi nhanh.

15. Phuong phap ting cuong su biéu hién cua gen dich, trong d6 phuong phap bao
gbm budc lién két chtre nang viing gen khéi dong bao gdm polynucleotit theo diém bét

ky tir 1 dén 6 v6i gen dich.
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