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(57)  Sang ché dé xuat phuong phép dé tao ra mot cach dé dang polysacarit dugc
sulfat hoa bang cach phan tng hé théng tao ra/tai sinh PAPS (3’-phosphoadenosin
5’-phosphosulfat) st dung hoat dong trao ddi chat cua vi sinh vat hodc chat duoc xt
Iy ctia n6 v6i vi sinh vt biéu hién sulfat hoa enzym hoic chit hodc chiét xudt duge
Xt Iy cta né khi tron nguyén lidu thd khong dat tién nhu magie sulfat. Muc dich
khac ctia sang ché 1a dé xuat phuong phap thuc té dé tao ra PAPS tir cac nguyén liéu
thd khong dit tién. Sang ché dé cip dén phuong phap tao ra polysacarit duge sulfat
héa va phuong phap tao ra PAPS, cac phuong phap bao gom buéc diéu ché chét
bién nap (a) cta vi khuan thudc gidng Corynebacterium, ma bao gdm it nhat gen ma
héa ATP sulfurylaza va gen ma hoa APS kinaza ma duoc dua vao theo cach biéu
hién dugc, va trong dé mang té bao chat cua chét bién nap (a) 1a chat thim, hodc
chit da dugc xit Iy cua chét bién nap (a); va budc tién hanh phan Gng tao ra PAPS
bang cach sir dung dung dich phan ing chtta ATP hoidc nguén ATP, ngudn ion sulfat,
va chéit bién nap (a) hodc chit dugc xtt ly cia chung.
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Linh vue ky thuat dwoe dé cap

Sang ché dé cip dén phuong phap tao ra 3’-phosphoadenosin 5’-
phosphosulfat (& day duoc dé cap dén nhu 1a PAPS) tr cac nguyén liéu thé khong
d4t tién nhu glucose va adenin sir dung vi khuén cua gidng Corynebacterium biéu
hién ATP sulfurylaza va APS kinaza (adenylylsulfat kinaza), va phwong phap tao ra
polysacarit dugc sulfat hoa st dung vi khuén cua gidng Corynebacterium va vi sinh
vat thudc sinh vat nhan xo biéu hién sulfat hoa cac enzym khéc nhau.

Tinh trang ky thuét ciia sing ché

PAPS la coenzym ma ton tai rong rdi tir cac vi sinh vat dén cac sinh vat cao
hon va hoat dong nhu chat cho ctia nhém sulfat trong co thé. Trong céac sinh vat cao
hon, PAPS duoc yéu cau dé sinh tong hop glycosaminoglycans nhu chondroitin
sulfat va heparan sulfat. Pugc biét rang cac chit chuyén héa dugc sulfat hoa trong
co thé ¢6 nhiu chirc ning sinh 1y khac nhau, va ban than PAPS duoc mong mudn
dugc stt dung nhu chit phuc hdi téc (Tai liéu sdng ché 1), dang bao ché bén ngoai
v4i da c6 tac dung lam 4m (Tai liéu sang ché 2), va tuong tu.

D6i v6i phuong phap tao ra PAPS, phuong phap st dung ATP sulfurylaza
duoc bat nguén tr nAm men duoc tinh sach, APS kinaza dugc bat ngu@)n tr mdc
xanh, va pyrophosphataza dugc bt nguén tir Escherichia coli, v4i viéc st dung ATP
nhu nguyén liéu tho (Tai liéu phi sang ché 1); phuong phap sir dung ATP sulfurylaza
c6 thé diéu nhiét duoc bat ngu@)n td vi khudn wa nhiét, APS kinaza, va
pyrophosphataza dugc b4t ngudn tir nAm men, vé6i viée st dung ATP nhu nguyén
liéu th6é nhu trong phuong phap trén (Tai liéu sang ché 3); phuong phap st dung
ATP sulfurylaza dwoc bit ngudn tir vi khuin diéu nhiét, APS kinaza, va
polyphosphat kinaza dugc bit ngudn tir Pseudomonas aeruginosa, véi viéc st dung
adenosin 5’-monophosphat (¢ day dugc dé cap dén nhu 1a AMP) nhu nguyén liéu
tho (Tai liéu sang ché 4); va twong tu dugc biét.

Trong khi d6, phuong phép tao ra ATP cong nghiép bang céach sir dung ching
d6t bién cia Corynebacterium ammoniagens, trong d6 mang cuia cac té bao vi khuan
dugc xur ly v6i xylen hodc chit hoat dong bé mat dé truyén do tham tir d6, vai viée
sir dung cac nguyén liéu thoé khong dit nhu glucose va adenin dugc biét (Tai lidu
phi sang ché 2).

PAPS la hop chit khong én dinh. Tham chi trong phuong phéap sir dung
enzym tho, PAPS duoc tao ra bang cach diéu ché enzym tho ctia APS kinaza va ATP
sulfurylaza dugc bat nguén tir vi khuan diéu nhiét ma duogc biu hién tai td hop boi
Escherichia coli nhu vét cha, dugce theo bé’mg cach xtr Iy nhiét truéc phan tng, do
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d6 ngin chin hoat dong clia enzym nhiém duogc bét nguén tir Escherichia coli (Tai
liéu séng ché 4).

Tai lidu sang ché 8 boc 16 ring PAPS bi phan huy trong dung dich enzym
thé cua Escherichia coli. Escherichia coli ¢6 mét sé enzyms lién quan dén viéc suy
thoai ciia PAPS va c¢6 thé e ché su suy thoai ciia PAPS bing viéc x6a gen cla
enzym nhu vay.

Heparin, ma 1a polysacarit dugc sulfat hoa, 14 chit chéng dong mau chinh,
va duoc st dung dbi voi thuyén tic huyét khdi va hoi ching dong méau ndi mach lan
toa, va dé ngin can su déng mau trong sudt qua trinh thdm tach nhan tao va trong
tudn hoan ngoai co thé, va tvong tw. V& céng nghiép, phan 16n heparin duogc chiét
va dugc tinh sach tir niém mac rudt cta lon. Do tai nan chét nguoi xay ra trong 2008
do sy nhiém cua heparin c6 ngudn gbc tir lon voi cac tap chét, nghién ciru va phat
trién heparin dugc kiém soat vé chit luong/heparin duoc kiém soét tao ra khong cé
ngudn gbc dong vat dugce tién hanh.

Péi v6i vi du dic biét, phwong phép trong d6 N-axetylheparosan duoc tao
ra va dugc tinh ché 1én men (¢ day duoc dé cap dén nhu 1a heparosan), 1 polysacarit
hinh mii ctia mdt s6 cac vi sinh vat Gram am, dugc N-deaxetylat hoa va N-sulfat hoa
duoc tong hop hoa hoc, sau d6 1a qua trinh epime héa biang enzym va sulfat hoa dé
thu duoc heparin c6 ciing cu triic va hoat tinh déng mau as those dugc bit ngudn
tir lon (céc tai lidu sang ché 5 dén 7, va céc tai liéu phi sang ché 3 va 4).

Chondroitin sulfat duogc biét nhu polysacarit hitu ich khac dugc sulfat hoa,
va né dugc sir dung nhu thude chita dau khép va thude nho mat dé bao vé 16p bé
mit gidec mac. Chondroitin sulfat dugc chiét suit va duoc tinh sach tir nhiéu mé dong
vat khac nhau dugc st dung, nhung phuong phép st dung enzym sulfat hoa, véi
viéc st dung polysacarit hinh mii dugc bit ngudn tir Escherichia coli nhu nguyén
liéu thé, trong cing cach thirc nhu heparin duoc bao cdo gan day (Cac tai lidu phi
sang ché 5 va 6).

Trong phuong phap thuc hién sulfat hoa st dung enzym dugec tinh sach, véi
viéc st dung polysacarit dugc bat ngudn tir vién nang ciia vi sinh vt nhu nguyén
liéu tho, PAPS hoat dong nhu chat cho ctia nhém sulfat trong phan Ging cua enzym
sulfat hoa va dugc yéu ciu nhu coenzym. Trong phuong phap duge dé cap ¢ trén
tao ra polysacarit dugc sulfat hoa sit dung polysacarit hinh mii dugc bat ngudn tir
nang cua vi sinh vat nhu nguyén li¢u thd, 3’-phosphoadenosin 5°-phosphat (& day,
dugc dé cap dén nhu PAP) dugc tao ra béng cach chuyén nhém sulfat cia PAPS vao
polysacarit chit nén, nhom sulfat cta p-nitrophenyl sulfat duoc chuyén bang enzym
dén PAP, do d6 tao ra PAPS, va phan tng sulfat héa enzym cia polysacarit 1a tot
(Tai liéu sang ché 6 va tai liéu phi sang ché 3).

Danh sach tai liéu tham khao
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Céac phuong phap thong thuong dé tao ra PAPS dugc mo ta trong tai liéu phi

sang ché 1 va cac tai lidu sang ché 1 va 2 mdi tai liéu s dung cac nucleotit twong
dbi dat nhw ATP va AMP nhu cic nguyén liéu thé, va sit dung enzym hodc enzym
thé ma dugc xtt 1y bang cach nudi cdy vi khuin, duge theo bang cach tach cac té
bao vi khuén, phéa huy cac té bao vi khuin bang siéu am hodc twong tw, va ly tam.
Do d6, khong d& dang dé thuc hién cac phuong phap nay trén quy mo cong nghiép.

Noi cach khéc, nhu dwge mo ta trén, dé tao ra PAPS, phuong phap sit dung
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liéu thé duge biét, nhung vi du tao ra PAPS sur dung vi sinh vt chua duogc biét.
Thém vao d6, nhu dugc mo ta trén, PAPS la hop chit khong én dinh, va trong tai
liéu trude do, trong truong hop ma enzym thé dugc st dung, cac bude phire tap nhu
loai bé hoat déng ctia cac enzym nhidém bing cach xir Iy néng duge thuc hién.

Theo quan diém trén, khé dé du doan rang PAPS c6 thé duoc tao ra béi
phuong phéap tuong tu viéc tao ra ATP mdt cach cong nghiép don gidn bang cach
biéu hién ATP sulfurylaza va APS kinaza trong vi khuén ciia giéng Corynebacterium
nhu vat chi. D6 1a béi vi, trong truong hop cia Escherichia coli, giéng
Corynebacterium ciing c6 mét sé enzym lién quan dén su suy thoai cia PAPS.

Thém vao d6, nhu dwgc mé ta trén, phwong phap thong thudng dé sulfat hoa
polysacarit bang enzym st dung nhiéu enzyms sulfat héa dugc tinh sach tir dich loc
té bao ma dugc xur ly b.:fmg cach nudi céy vi sinh vat biéu hién enzym sulfat hoa, sau
d6 duoc thu thap, va ly tim hodc tuong tu. Cac phwong phip nay khong dé dang
thwe hién trén quy mé cong nghiép. Thém vao d6, PAPS va p-nitrophenyl sulfat dat
duoc yéu cau nhu cac nguyén liéu tho.

Theo d6, muc dich cia sang ché 1a d& xuat phuong phap dé tao ra mot cach
d& dang polysacarit dugc sulfat hoa bang cach phan tng hé thdng tao ra/tdi sinh
PAPS stt dung hoat dong trao ddi chét cua vi sinh vat hodc chat duoc xu ly ctia n6
v6i vi sinh vat biéu hién enzym sulfat héa hodc chét hoic chiét xuét duoc xr 1y cua
n6 khi tron nguyén liéu tho khong dat tién nhu magie sulfat. Muc dich khac ctia séng
ché 1a d& xuat phwong phéap thuc té dé tao ra PAPS tir cac nguyén liéu tho khong dat
tién.

Giai phap cho van dé

Céc tac gia cia sang ché hoan thanh sang ché dua trén cac phat hién sau (1)
va (2).

(1) PAPS ¢6 thé duoc tao ra d& dang hon va khong tén kém, nhu dugc so
sanh v6i cac phuong phap cia tai lidu lién quan, bang viéc nudi ciy chung trong do
cac hoat dong cia ATP sulfurylaza va APS kinaza dugc tang cudng béi cac k¥ thuat
ADN tai to hop sir dung vi khuin ctia gibng Corynebacterium c6 kha ning tao ra
ATP nhu vat cha, truyén tinh thim mang ctia nd voi céac chat hoat dong bé mat hodc
trong tu, va bo sung cac nguyén liéu tho nhu glucose va adenin.

(2) Polysacarit dugc sulfat hoa co thé dugc tao ra s dung céc té bao vi khun
va cac nguyén liéu tho khong dat nhu magie sulfat, ma khong can tinh sach enzym
hodc bd sung PAPS, bing cach sit dung chung v6i ATP sulfurylaza dugc ting cudng
va céac hoat dong APS kinaza duwoc mo ta trong (1) nhu té bao vi khuan vi sinh chiu
trach nhiém dbi véi phén ng tao ra/tai sinh PAPS, truyén tinh thidm mang dén vi
sinh vat thudc sinh vat nhan xo ma biéu hién epimeraza va/hodc enzym sulfat hoa,
va thuc hién phan ing dugc tron.

Nghia 13, sang ché 1a nhu sau.
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1. Phuong phap tao ra polysacarit dugc sulfat hoa, phwong phéap bao gbm
cac budc sau (1-1) va (1-2):

(1-1) diéu ché chét bién nap (a) ctia vi khuén thudc gidng Corynebacterium,
bao gdm it nhat gen ma hoa ATP sulfurylaza va gen ma hoa APS kinaza ma dugc
dua vao theo cach biéu hién duoc, hodc chét da duoc xir 1y cla chét bién nap (a); va

(1-2) tién hanh phan Gng tao ra PAPS bang cach sir dung dung dich phan
ung chirta ATP hodc nguén ATP, nguén ion sulfat, va chét bién nap (a) hodc chat
dugce x1t 1y ctia chung.

2. Phuong phap tao ra polysacarit dugc sulfat hoa theo muc 1, phuong phép
con bao gébm cac budce sau (2-1) va (2-2):

(2-1) diéu ché chét bién nap (b) cua vi sinh vat thudc sinh vat nhan xo, bao
g@)m it nhét gen ma hoa C5-epimeraza ma dugc dua vao theo cach biéu hién duoc,
hoédc chét hodc chiét xuét dugce xu ly cua chét bién nap (b); va

(2-2) tién hanh C5-epime hoa bing cach tich hop chét bién nap (b) hodc chét
hodc chiét sudt dugc xir Iy cta né trong dung dich phan tng trong sy xuét hién cua
N-sulfoheparosan.

3. Phuong phép tao ra polysacarit dugc sulfat héa theo muc 1 hoac 2, bao
gbm tién hanh sulfat héa bsi chat bién nap bao gdm gen mi héa sulfotransferaza,
ma dugc dua vao theo cach biéu hién duoc, hoic chit hodc chiét xuit duoc xir ly
ctia chit bién nap.

4. Phuong phap tao ra polysacarit dugc sulfat hoa theo 3, phuong phap con
bao gdm céc budce sau (3-1) va (3-2):

(3-1) diéu ché chét bién nap (c) cua vi sinh vat thudc sinh vat nhan xo, bao
gém it nhat gen ma hoa 2-O-sulfotransferaza ma dugc dua vao theo cach biéu hién
duogc, hodc chit hodc chiét xudt duge xir Iy cta chit bién nap (c); va

(3-2) tién hanh 2-O-sulfat héa bang cach tich hop chét bién nap (c) hodc chat
hodc chiét suat duoc xir 1y cta né trong dung dich phan tng trong su xuét hién cua
N-sulfoheparosan.

5. Phuong phap tao ra polysacarit dugc sulfat hoa theo 3 hodc 4, phuong
phép con bao gdm céc budc sau (3°-1) dén (3°-3):

(3’-1) diéu ché chat bién nap (b) cta vi sinh vat thudc sinh vat nhan xo, bao
gdm it nhit gen ma héa C5-epimeraza ma dugce dua vao theo cach biéu hién dugc,
hodc chat hodc chiét xuit duge xir Iy ctia chat bién nap (b);

(3°-2) diéu ché chét bién nap (c) cta vi sinh vat thudc sinh vat nhén xo, bao
gdm it nhit gen ma hoa 2-O-sulfotransferaza ma dugc dua vao theo cach biéu hién
duoc, hoic chat hoic chiét xuat dugc xir ly cua chét bién nap (c); va

(3°-3) tién hanh C5-epime hoa va 2-O-sulfat héa bang cach tich hgp chét
bién nap (b) hodc chat hodc chiét sudt duoc xu ly cda nd, va chat bién nap (c) hodc
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chit hoic chiét suit dugce xtr 1y ctia n6 trong dung dich phan ting trong sy xuét hién
cua N-sulfoheparosan.

6. Phuong phap tao ra polysacarit dugc sulfat héa theo muc bét ky trong céac
muc tir 3 dén 5, phuong phap con bao gdm cac buée sau (4-1) va (4-2):

(4-1) diéu ché chét bién nap (d) cia vi sinh vat thudc sinh vat nhan xo, bao
gdm it nhit gen mi héa 6-O-sulfotransferaza ma dugce dua vao theo cach biéu hién
duoc, hoac chét hoic chiét xuét duge xr ly cua chét bién nap (d); va

(4-2) tién hanh 6-O-sulfat héa bang cach tich hop chit bién nap (d) hodc chat
hodc chiét sudt duge xtr 1y cua né trong dung dich phan tmg trong su xuat hién cta
N-sulfoheparosan.

7. Phuong phap tao ra polysacarit dugc sulfat héa theo muc bét ky trong céc
muc tir 3 dén 6, phuong phéap con bao gdm cac budce sau (5-1) va (5-2):

(5-1) diéu ché chit bién nap (e) cua vi sinh vat thugc sinh vt nhén xo, bao
gém it nhat gen ma hoa 3-O-sulfotransferaza ma dugc dua vao theo cach biéu hién
duoc, hoac chét hoic chiét xuét duogc xu ly cua chét bién nap (e); va

(5-2) tién hanh 3-O-sulfat hoa bang cach tich hop chét bién nap (e) hoic chit
hodc chiét sudt dugce xir 1y ciia no trong dung dich phan tng trong su xuét hién ctia
N-sulfoheparosan.

8. Phuong phép tao ra polysacarit dugc sulfat hoa, phuong phéap bao gbm
tao ra polysacarit dugc sulfat hoa bang cach tich hop, trong dung dich phan tmg
trong su xudt hién cia ATP hodc ngudn ATP, ngudn ion sulfat, va N-sulfoheparosan,

chét bién nap (a) cua vi khudn thuoc gibng Corynebacterium, bao gbm it
nhéit gen ma hoa ATP sulfurylaza va gen ma hoa APS kinaza ma dugc dwa vao theo
cach biéu hién dwoc, hodc chit da duge xir 1y ctia chat bién nap (a), va

it nhat dugc chon tur:

chét bién nap (b) ciia vi sinh vt thudc sinh vt nhan xo, bao gdm it nhat gen
mi hoa C5-epimeraza ma dugce dua vao theo cach biéu hién dugc, hodc chét hodc
chiét xuét duoc xit Iy cua chét bién nap (b),

chit bién nap (c) ctia vi sinh vat thudc sinh vat nhan xo, bao gdm it nhét gen
ma hda 2-O-sulfotransferaza ma duoc dua vao theo cach biéu hién duoc, hodc chét
hodc chiét xuét dugc xir 1y cua chét bién nap (c),

chit bién nap (d) cua vi sinh vat thudc sinh vt nhan xo, bao gdm it nhat gen
ma hoa 6-O-sulfotransferaza ma duoc dua vao theo cach biéu hién duoc, hodc chét
hodc chiét xuat duge xur Iy ctia chit bién nap (d), va

chéit bién nap (e) cua vi sinh vat thudc sinh vat nhan xo, bao gdm it nhat gen
ma hoa 3-O-sulfotransferaza ma duoc dwa vao theo cach biéu hién duoc, hoic chét
hodc chiét xuit duge xir Iy cta chat bién nap (e).

9. Phuong phép tao ra polysacarit dugc sulfat hoa theo muc 7, phuwong phap
con bao gdm tao ra polysacarit dugc sulfat héa bang cach tich hop, trong dung dich

6
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phén Ung trong su xuét hién cia ATP hodc ngudén ATP, ngudn ion sulfat, va N-
sulfoheparosan, chit bién nap (a) hodc chit duge xir 1y cua ching, va céac chét bién
nap (b) dén (e) hodc cic chét hodic cac chiét sudt duge xir 1y ciia ching.

10. Phuong phdap tao ra polysacarit dugc sulfat hoa theo muc bét ky trong
cac muc tur 1 dén 9, ma tao ra heparin.

11. Phuong phép tao ra PAPS, phuong phap bao gdm céac budc sau (i) va
(i1):

(i) didu ché chét bién nap cua vi khuén thudc giéng Corynebacterium, bao
gdm it nhit gen ma héa ATP sulfurylaza va gen ma hoa APS kinaza ma dugc dua
vao theo cach biéu hién dugc, hoac chit da dugc xir Iy cua chét bién nap; va

(ii) tién hanh phan ting tao ra PAPS bing cach sir dung dung dich phéan Gng
chtta ATP hodc ngudn ATP, ngudn ion sulfat, va chét bién nap duoc diéu ché trong
bude (i) hodc chit duoc xir Iy ctia chiing.

Hiéu qua dat dugc cua sang ché

Theo phuong phap tao ra polysacarit dugc sulfat héa cua sang ché,
polysacarit dugc sulfat hoa co thé dugc tao ra mot cach dé dang va khong tén kém
bang cach st dung hé théng tao ra/tai sinh PAPS st dung hoat dong trao ddi chét
ctia vi sinh vAt, va vi sinh vat biéu hién enzym sulfat héa hodc chit hodc chiét xuat
duoc xr Iy cua n6. Thém vao do, theo phuong phap tao ra PAPS cua sang ché, PAPS
¢6 thé duoc tao ra mot cach dé dang va khong ton kém béng cach st dung hoat dong
trao dbi chit cua vi sinh vat hodc chat duoc xir ly cua né. Hon nira, béng cach st
dung giéng Corynebacterium trong phuong phép ciia sang ché, khong can thiét dé
cai bién gen trong cach phtec tap dé tranh su suy thodi cua PAPS.

M5 ta vin tit cac hinh vé

Fig.1 thé hién so d0 dang gian dd cia nhom gen téng hop heparosan trén
nhiém sic thé cua ching Escherichia coli K5.

Fig.2 thé hién so dd dang gian d6 cia enzym lién quan dén viéc tao ra
heparosan.

Fig.3 thé hién so dd dang gin dd cua con dudng sinh tong hop heparosan.

Fig.4 12 biéu dd thé hién cdc sy thay dbi phu thude thoi gian trong nong do
ctia PAPS dugc chuta trong chat ndi cuia dung dich phan Gng trong thir nghiém phéan
ung 2-O-sulfat héa cua N-sulfoheparosan.

Fig.5 1a bidu db thé hién cac sy thay doi phu thudc thoi gian trong ty 1€ dién
tich cta delta-UA, 2S-GIcNS trong phan tich HPLC disaccarit khong dugc bao hoa
trong thur nghiém phan ing 2-O-sulfat hoa ciia N-sulfoheparosan.

Fig.6 1a biéu dd thé hién cac su thay doi phu thudc thoi gian trong ndng do
cia PAPS duogc chtra trong chat ndi cia dung dich phan tmg trong thir nghiém phan
tng 6-O-sulfat hoa cua 2-O-N-sulfoheparosan dugc sulfat hoa.
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Fig.7 1a biéu dd thé hién céc su thay dbi phu thudc thoi gian trong ty 1€ dién
tich cta delta-UA, 2S-GlcN, 6S trong phan tich HPLC disaccarit khong dugc béo
hoa trong thr nghiém phan tng 6-O-sulfat hoa cia 2-O-N-sulfoheparosan dugc
sulfat.

Fig.8 12 biéu dd thé hién c4c sy thay ddi phu thudc thoi gian trong ndng do
ctia PAPS dugc chua trong chit ndi ctia dung dich phéan tmg trong thir nghiém phan
tmg & vi tri 6-O va 3-O sulfat hoa ciia 2-O-N-sulfoheparosan dugc sulfat hoa.

Fig.9 1a biéu d6 thé hién cic su thay dbi phu thudc thoi gian trong ndng do
ctia PAPS dugc chira trong chét nbi cua dung dich phan ung trong thir nghiém tao
ra PAPS.

Mo ta chi tiét sang ché

Chét bién nap

Phuong phap tao ra polysacarit dugc sulfat hoa cia sang ché dugc dic trung
& bude 1) cung cap/tai tao PAPS dugc thuc hién bdi phan ung sir dung céc té bao vi
khuan. Trong phwong phép cua sang ché, t&t hon 14, it nhdt mot trong cac budc cla
2) epime héa C5, 3) 2-O-sulfat hoa, 4) 6-O-sulfat hoéa, va 5) 3-O-sulfat hoa ciing
dugc thuc hién biang phan tmg st dung céc té bao vi khudn. O day, cac chét bién
nap (a) dén (e) duogc sir dung trong mdi phan tng s& duge mo ta.

Chét bién nap (a): cung cap/tai tao PAPS

Trong phuong phap tao ra polysacarit dugc sulfat hoa theo sang ché, cung
cép/téi tao PAPS duogc thuc hién st dung chét bién nap (a) cda vi sinh vat thudc
giéng Corynebacterium, bao gdm it nhat gen ma hoa ATP sulfurylaza va gen ma hoa
APS kinaza ma duoc dua vao theo cach biéu hién dugc, hoic chét da dugc xur ly cua
chét bién nap (a).

Céc vi du cia cac chung vi khuin thudc gibng Corynebacterium gbdm

Corynebacterium ammoniagens, Corynebacterium acetoaxitophilum,
Corynebacterium acetoglutamicum, Corynebacterium alkanolyticum,
Corynebacterium  callunae, Corynebacterium crenatum, Corynebacterium
glutamicum, Corynebacterium lilium, Corynebacterium  melassecola,
Corynebacterium thermoaminogens (Corynebacterium efficiens), va

Corynebacterium herculis.

Céc vi du cua cac chung cia gidng Corynebacterium gdbm Corynebacterium
ammoniagens (Corynebacterium stationis) ATCC 6871 va ATCC 6872,
Corynebacterium acetoaxitophilum ATCC 13870, Corynebacterium
acetoglutamicum ATCC 15806, Corynebacterium alkanolyticum ATCC 21511,
Corynebacterium callunae ATCC 15991, Corynebacterium crenatum AS1,542,
Corynebacterium glutamicum ATCC 13020, ATCC 13032, ATCC 13060, ATCC
13869, va FERM BP-734, Corynebacterium lilium ATCC 15990, Corynebacterium
melassecola ATCC 17965, Corynebacterium efficiens (Corynebacterium
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thermoaminogens) AJ12340 (FERM BP-1539), Corynebacterium herculis ATCC
13868, Brevibacterium divaricatum (Corynebacterium glutamicum) ATCC 14020,
Brevibacterium flavum (Corynebacterium glutamicum) ATCC 13826, ATCC
14067, va AJ12418 (FERM BP-2205), va Brevibacterium lactofermentum
(Corynebacterium glutamicum) ATCC 13869.

Vi khuan thudc gidng Corynebacterium ciing gbm vi khudn ma dugc phan
loai mot cach thong thudong thanh gidng Brevibacterium nhung hién dugc tich hop
vao gibng Corynebacterium (Int. J. Syst. Bacteriol., 41, 255 (1991)). Thém vao do,
Corynebacterium stationis cling gdm vi khudn ma dugc phén loai mdt cach thong
thuong nhu Corynebacterium ammoniagens nhung hién dugc tai phan loai nhu
Corynebacterium stationis bang cach phan tich trinh ty nucleotit 16S rRNA hodc
tuong tu [Int. J Syst. Evol. Microbiol., 60, 874-879 (2010)].

Céac chung c6 san tir, vi du, the American Type Culture Collection (dia chi:
12301 Parklawn Drive, Rockville, Maryland 20852, P.O. Box 1549, Manassas, VA
20108, M§). Nghia 14, sé dang ky duge dua cho mdi ching, va cdc chung c6 thé
duoc thu st dung s6 ding ky (Tham khao https://www.atcc.org/). S6 dang ky twong
duong véi mdi ching duge mo ta trong danh muc cla t6 chtre thu thap ching vi sinh
ciia M§ Thém vao d6, cac ching c6 san tur, vi dy, kho luu ky trong dé mdi ching
duge ky giri. Vi khudn cua gidng Corynebacterium c6 thé 1a chung dang thuin
chung, ching dot bién cua no, hodc tai to hgp nhan tao.

Trong sang ché, gen mi héa ATP sulfurylaza va gen ma héa APS kinaza
dugc dua vao vi khuén cta gidng Corynebacterium theo cach dé hiéu.

ATP sulfurylaza tao ra adenosin 5’-phosphosulfat (APS) tir sulfat bang cong
thirc phan trng sau.

Cong thtrc hoa hoc 1

ATP+SO4> —5 APS+PPi

(Trong cong thitc trén, ATP dai dién cho adenosin 5°-triphosphat)

Mot khia canh ctia ATP sulfurylaza 1a MET3, ngudn goc ctia ATP sulfurylaza
khong dugc gidgi han mot cach cu thé, va cac vi du ciia néd gém ATP sulfurylaza dugc
bat nguén tr Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans, Shizosaccharomyces
pombe, Yarrowia lipolytica, Neurospora crassa, Penicillium chrysogenum,
Kluyveromyces lactis, Fusarium fujikuroi, Aspergillus oryzae, hodc Ashbya
gossypii, va trong s6 chung, ATP sulfurylaza dugc bat ngudn tir Saccharomyces
cerevisiae 1a tot hon.

Céac vi du cta gen ma hoéa ATP sulfurylaza gdm trinh tu nucleotit dugc thé
hién trong SEQ ID NO: 22. Céc vi du ctia n6 con gdm ADN ma mi hoéa polypeptit
c6 hoat tinh ATP sulfurylaza, va bao gom trinh tu nucleotit nghia 1a t6t hon 1a 80%
hoac nhiéu hon, con t6t hon 12 90% hoic nhiéu hon, thAm chi con tot hon 12 95%
hoac nhiéu hon, va cu thé t6t hon 13 98% hodc nhiéu hon tuong ty trinh tu nucleotit
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duoc thé hién trong SEQ ID NO: 22; vd ADN ma mi hoa polypeptit c6 hoat tinh
ATP sulfurylaza, va bao gém trinh tu nucleotit ma lai tao duéi céac diéu kién nghiém
ngat voi trinh ty nucleotit duoc thé hién trong SEQ ID NO: 22 hodc trinh tw nucleotit
bd sung véi trinh tu nucleotit trén. Thuat ngit "cac didu kién nghiém ngat" dé cap
dén cac didu kién dugc goi 1a cac phép lai dic hiéu dugc tao thanh va cac phép lai
khong dic hiéu khong dugc tao thanh. Cac vi du cua no gdm cac diéu kién trong d6
cac ADN tuong tu voi nhau & mic do cao, vi du, cac ADN ma tuong tu 80% hoadc
nhiéu hon, t6t hon 1a 90% hoic nhiéu hon, con tot hon 12 95% hodc nhiéu hon, thAm
chi con tot hon 1a 97% hoic nhiéu hon, va cu thé t6t hon 12 99% hoic twong tu nhau
nhiéu hon lai v6i nhau, va cdc ADN tuong tu twong ty nhau & mirc do thap khong
lai v6i nhau; hodc cac diéu kién, ma 1a céc diéu kién dé rura trong phép lai Southern
thong thudng, trong d6 rira dugc thuc hién mot 1an, tét hon 1a hai dén ba 1an ¢ nong
d6 mubi va nhiét do twong Gng vé6i 60 do C, 1 x SSC, va 0,1% SDS, tot hon 1a 60
do C, 0,1 x SSC, va 0,1% SDS, va con t6t hon 12 68 d6 C, 0,1 x SSC, va 0,1% SDS.

Hoat tinh ATP sulfurylaza trong chét bién nap dugc kiém tra bang cach ting
céac gid tri hoat tinh ATP sulfurylaza trong dich chiét té bao cua chit bién nap. Hoat
tinh ATP sulfurylaza co thé dugc kiém tra biang phwong phap dugc md ta trong tai
liéu [Medina DC et al., Temperature effects on the allosteric transition of ATP
sulfurylase from Penicillium chrysogenum. Arch. Biochem. Biophys. 1;393 (1): 51-
60 (2001)].

Céc gia tri sb lién quan dén dinh danh trong sang ché co thé 1a cac gia tri
s duoc tinh st dung chuong trinh tim kiém tuong déng duoc biét v6i nguoi co
hiéu biét trung binh trong linh vyc k¥ thuét trir khi c6 quy dinh khac. Cac vi du
cua cac gia tri s6 cho cac trinh tu nucleotit gdm cac gid tri s dugc tinh st dung
cac tham sd mic dinh trong BLAST [J. Mol. Biol., 215, 403 (1990)], va cac vi du
cla cac gia tri s6 d6i v6i cac trinh tu amino axit gdm cac gia tri sb dugc tinh st
dung céac tham s6 mac dinh trong BLAST2 [Nucleic axits Res., 25, 3389 (1997),
Genome Res., 7, 649 (1997),
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Education/BLAS Tinfo/information3,htmL].

APS kinaza tao ra PAPS tir APS theo cong thirc phan ung sau.

Cong thirc hda hoc 2

APS+ATP —— PAPS+ADP

(Trong cong thirc trén, ADP 1a adenosin 5’-diphosphat)

Mot khia canh ctia APS kinaza gdm MET14, ngudn gdc ctia APS kinaza
khong dugce gidgi han mot cach cu thé, va cac vi du cia no gém APS kinaza dugc bit
ngudn tir Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans, Shizosaccharomyces pombe,
Yarrowia lipolytica, Neurospora crassa, Penicillium chrysogenum, Kluyveromyces
lactis, Fusarium fujikuroi, Aspergillus oryzae, hodc Ashbya gossypii, va trong sb
chung, APS kinaza dugc bit ngudn tir Saccharomyces cerevisiae la t6t hon.
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Céc vi du cua gen ma hoa APS kinaza gém trinh tu nucleotit dugc thé hién
trong SEQ ID NO: 23. Céc vi du ctiia n6 con gdm ADN ma mi hoa polypeptit c6
hoat tinh APS kinaza, va bao gdm trinh tw nucleotit nghia 1 t6t hon 1a 80% hogc
nhidu hon, con tét hon 13 90% hodc nhiéu hon, tham chi con tot hon 12 95% hodc
nhiéu hon, va cu thé t6t hon 13 98% hoic nhiéu hon tuong tu trinh ty nucleotit dugce
thé hién trong SEQ ID NO: 23; va ADN ma ma héa polypeptit c6 hoat tinh APS
kinaza, va bao gém trinh tu nucleotit ma lai tao duéi cac diéu kién nghiém ngat voi
trinh tu nucleotit dugc thé hién trong SEQ ID NO: 23 hogc trinh tu nucleotit b6 sung
v§i trinh tu nucleotit trén.

Hoat tinh APS kinaza trong cht bién nap duoc kiém tra bang cach ting cac
gia tri hoat tinh trong APS kinaza trong dich chiét té bao cua chit bién nap. Hoat
tinh APS kinaza c6 thé dugc kiém tra bang phuong phdp dugc md ta trong tai li¢u
[Renosto F. et al., adenosin 5’-phosphosulfat kinase from Penicillium chrysogenum.
Su tinh sach va cac dic tinh dong hoc. J. Biol. Chem. 259 (4): 2113-2123 (1984)].

Viéc dua gen ma hoéa ATP sulfurylaza va gen ma héa APS kinaza vao vi
khuén cua gidng Corynebacterium c6 thé dugc thuc hién bang cach tich hgp tuong
ung ADN dugc md ta trén vao nhidm sic thé cuia vat chi, hodc bang cach nhan ban
ADN dugc md ta trén vao vecto plasmid thich hop ma c6 thé dugc khuéch dai trong
vat chu va dua vecto vao vat chu.

Vecto plasmid co thé 1a bat ky vecto plasmid nao mién 12 né ¢6 gen kiém
soat chirc nang ty nhan doi trong vi khuén cua giéng Corynebacterium. Cac vi du
dic hiéu cia n6 gdm pAM330 duoc b4t ngudn tir Brevibacterium lactofermentum
2256 [JP-A-S58-67699], [Miwa, K. et al., Cryptic plasmids in glutamic axit-
producing vi khuén. Agric. Biol. Chem. 48: 2901-2903 (1984)], va [Yamaguchi, R.
et al., Determination cua complete nucleotide trinh tu cua Brevibacterium
lactofermentum plasmid pAM330 and the analysis of its gentic information. Nucleic
axits Symp. Ser. 16: 265-267 (1985)]; pHM1519 [Miwa, K. et al., Cryptic plasmids
in glutamic axit-producing bacteria. Agric. Biol. Chem. 48: 2901-2903 (1984)] va
pCRY30 [Kurusu, Y. et al., Identification of plasmid partition function in
coryneform bacteria. Appl. Environ. Microbiol. 57: 759-764 (1991)] ma dugc bét
ngudn tir Corynebacterium glutamicum ATCC 3058; pCG4 [JP-A-S57-183799] va
[Katsumata, R. et al., Protoplast transformation of glutamate-producing bacteria v6i
plasmid ADN. J. Bacteriol., 159: 306-311 (1984)], pAG1, pAG3, pAG14, va pAGS50
[JP-A-S62-166890], va pEKO, pEC5, va pEKEx1 [Eikmanns, B.J. et al., A family of
Corynebacterium glutamicum/ Escherichia coli shuttle vectors for cloning,
controlled gene expression, and promoter probing. Gene, 102: 93-98 (1991))] ma
duoc bt nguén tir Corynebacterium glutamicum T250, va tuong tu.

Promoto ¢6 thé 1a promoto dugc bat ngudn tir vat chu hodc promoto khac
loai. Cac vi du cia n6 gdm promoto PgapA cia gen A glyceraldehyt 3-phosphat

11



50443 12/86

dehydrogenaza (gapA), promotoc Pmdh ctia gen malat dehydrogenaza (mdh),
promoto PldhA cia gen lactat dehydrogenaza A (1dhA), va tuwong tu ma dugc bat
ngudn tir Corynebacterium glutamicum R.

Cac vi du cua tin hiéu két thic gdm tin hidu két thuc rmB T1T2 cia
Escherichia coli rRNA operon, tin hi¢u két thic trpA cta Escherichia coli, tin hiéu
két thic trp cia Brevibacterium lactofermentum, va tuong tu.

Nhu mot khia canh cia sang ché, su biéu hién gen cla enzym lién quan dén
viéc suy thoai cia PAPS duoc lam yéu di. Cac vi du cta gen cua enzym lién quan
dén sy suy thodi cia PAPS gdm gen cysQ va gen CP01850. Nhu mot khia canh cua
chit bién nap (a), su biéu hién cua it nhit mot gen dugce chon tir cysQ gen va
CP01850 gen duoc lam yéu di.

Chét bién nap (b): Epime héa C5

Trong phwong phap tao ra polysacarit dugc sulfat hoa theo sang ché, epime
hoa C5 cua N-sulfoheparosan dugc thuc hién st dung chét bién nap (b) cua vi sinh
vat thudc sinh vit nhan xo, bao gém it nhat gen ma hoa C5-epimeraza ma dugc dua
vao theo cach biéu hién duoc, hoic chit hoic chiét xuit dugc xur 1y clia chét bién
nap (b).

C5-epimeraza khong dugc gidi han mot cach cu thé mién 12 né c6 thé xic
tac su ddng phan hoa clia cac gbc axit glucuronic (GlcUA) dén céc gbce axit iduronic
(IdoA). C5-epimeraza cO thé 1a dugc bat nguén tir bat ky dong vat, thuc vat, vi sinh
vat, va twong tu. Vi dy, C5-epimeraza cla ngudi co thé duoc st dung nhu C5-
epimeraza.

Céc vi du ctia gen ma hoa C5-epimeraza gdm trinh tu nucleotit duoc thé hién
trong SEQ ID NO: 24. Céc vi du cua no con gdbm ADN ma ma hoa polypeptit c6
hoat tinh C5-epimeraza, va bao gém trinh tu nucleotit nghia 1a tot hon 12 80% hodc
nhidu hon, con t6t hon 1a 90% hoidc nhiéu hon, thim chi con tot hon 1a 95% hoic
nhiéu hon, va cu thé t6t hon 12 98% hoic nhiéu hon tuong tu trinh ty nucleotit dugc
thé hién trong SEQ ID NO: 24 va ADN ma mi hoa polypeptit c6 hoat tinh C5-
epimeraza, va bao g@)m trinh tu nucleotit ma lai tao dudi cac diéu kién nghiém ngit
v6i trinh tu nucleotit dugc thé hién trong SEQ ID NO: 24 hodc trinh ty nucleotit )
sung véi trinh ty nucleotit trén.

Hoat tinh C5-epimeraza trong chét bién nap dugc kiém tra bang cach su ting
trong céc gia tri hoat tinh C5-epimeraza trong dich chiét té bao cua chat bién nap.
Hoat tinh C5-epimeraza co thé duogc do bing phuwong phap duge md ta trong tai li¢u
[Babu P. et al., A rapid, nonradioactive assay for measuring heparan sulfate C-5
epimerase activity using hydrogen/deuterium exchange-mass spectrometry.
Methods. Mol. Biol. 1229: 209-219 (2015)].

0 day, chat bién nap biéu hién sulfotransferaza s& dugc mo ta. Trong phuong
phép tao ra polysacarit dugc sulfat hoa ctia sang ché, sulfat héa dugc thuc hién st
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dung chat bién nap bao gdm gen mi héa sulfotransferaza, ma dugc dua vao theo
cach biéu hién dugc, hodc chét hoic chiét xuét duoc xir 1y cua chét bién nap. Trong
sang ché, sulfotransferaza khong dugc gi¢i han mot cach cu thé mién 14 n6 chuyén
nhom sulfat dén polysacarit dé tao ra polysacarit dugc sulfat hoa. Cac vi du cua
sulfotransferaza gdm 2-O-sulfotransferaza (2-OST), 6-O-sulfotransferaza (6-OST),
va 3-O-sulfotransferaza (3-OST).

Chét bién nap (c): 2-O-sulfat hoa

Trong phuong phép tao ra polysacarit dugc sulfat hoa cua sang ché, 2-0-
sulfat hoa dugc thuc hién st dung chét bién nap (c¢) cta vi sinh vat thudc sinh vat
nhan xo0, bao gdm it nhit gen mi hoa 2-O-sulfotransferaza (2-OST) ma dugc dua
vao theo cach biéu hién duoc, hoic chit hoic chiét xuit duoc xu 1y cta chat bién
nap (c).

2-OST khong duogc gidi han mot cach cu thé mién 12 n6 ¢6 thé xic tac sulfat
héa cia céc gbc IdoA & vi tri 0-2, Thém vao d6, 2-OST c6 thé 1a duoc bit nguon tu
bat ky dong vat, thuc vat, vi sinh vat, va tuong tyu. Vi duy, 2-OST duogc bt nguén tu
chudot déng 6 thé dugc sir dung nhu 2-OST.

Céc vi du cia gen ma hoa 2-OST gbm trinh tu nucleotit dwgc thé hién trong
SEQ ID NO: 19. Céc vi du cia nd6 con gdbm ADN ma ma héa polypeptit ¢6 hoat tinh
2-OST, va bao gdm trinh tu nucleotit nghia 1a tbt hon 12 80% hodc nhiéu hon, con
t5t hon 1a 90% hodc nhiéu hon, thdm chi con tot hon 13 95% hoic nhiéu hon, va cu
thé t6t hon 1a 98% hoic nhiéu hon twong tu trinh tu nucleotit dugc thé hién trong
SEQ ID NO: 19; va ADN ma ma hoéa polypeptit c6 hoat tinh 2-OST, va bao gbém
trinh tu nucleotit ma lai tao dudi cac diéu kién nghiém ngdt v6i trinh tu nucleotit
duoc thé hién trong SEQ ID NO: 19 hodc trinh tu nucleotit bd sung véi trinh tu
nucleotit trén.

Hoat tinh 2-OST trong chét bién nap dugc kiém tra bang cach su ting trong
cac gia tri hoat tinh 2-OST trong dich chiét t& bao cua chit bién nap. Hoat tinh 2-
OST c¢6 thé dugc kiém tra bang phwong phdp duge mo ta trong tai li¢u [Zhang J. et
al., High cell density cultivation of recombinant Escherichia coli strains expressing
2-O-sulfotransferase and C5-epimerase for the production of bioengineered heparin.
Appl. Biochem. Biotechnol. 175(6): 2986-2995 (2015)].

Chét bién nap (d): 6-O-sulfat hoa

Trong phuong phédp tao ra polysacarit dugc sulfat hoa cua sang ché, 6-O-
sulfat héa dugce thuc hién st dung chit bién nap (d) ctia vi sinh vét thudc sinh vat
nhan xo, bao gdm it nhat gen ma hoa 6-O-sulfotransferaza (6-OST) ma dugc dua
vao theo cach bidu hién duge, hodc chat hoic chiét xuat dugc xir Iy cua chit bién
nap (d).

6-OST khong duoc gidi han mot cach cu thé mién 12 n6 c6 thé xuc tac sulfat
hoa cia cac gbe glucosamin duge N-sulfat hoa (GIeNS) & vi tri O-6, 6-OST ¢6 thé
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1a dugc bat ngudn tir bat ky dong vat, thuc vat, vi sinh vat, va twong ty. Céc vi du
ctia 6-OST gdm 6-OST-1 duge bat ngudn tir chudt dong va 6-OST-3 duge bat ngudn
tr chuot.

Céc vi du cua gen ma hoa 6-OST gdm trinh tw nucleotit dugc thé hién trong
SEQ ID NO: 25. Céc vi du ctia n6 con gdbm ADN ma mi héa polypeptit c6 hoat tinh
6-OST, va bao gém trinh tu nucleotit nghia la tot hon 1a 80% hoic nhiéu hon, con
t6t hon 13 90% hodc nhiéu hon, tham chi con t6t hon 12 95% hogc nhiéu hon, va cu
thé t6t hon 12 98% hodc nhiéu hon twong tu trinh tu nucleotit dugc thé hién trong
SEQ ID NO: 25; va ADN ma ma hoa polypeptit c6 hoat tinh 6-OST, va bao gdm
trinh tu nucleotit ma lai tao dudi cac diéu kién nghiém ngit véi trinh tu nucleotit
duogc thé hién trong SEQ ID NO: 25 hoac trinh ty nucleotit bd sung v6i trinh tu
nucleotit trén.

Hoat tinh 6-OST trong chat bién nap duoc kiém tra bé‘mg céach su tang trong
cac gia tri hoat tinh 6-OST trong dich chiét té bao cta chit bién nap. Hoat tinh 6-
OST c¢6 thé duge kiém tra bang phuong phép dugc md ta trong tai liéu [Zhang J. et
al., High cell density cultivation of a recombinant Escherichia coli strain expressing
a 6-O-sulfotransferase for the production of bioengineered heparin. J. Appl.
Microbiol. 118(1): 92-98 (2015)].

Chét bién nap (e): 3-O-sulfat hoa
Trong phuong phap tao ra polysacarit dugc sulfat héa cua sang ché, 3-0-

sulfat hoa dwge thuc hién sit dung chat bién nap (e) ctia vi sinh vat thudc sinh vat
nhan xo, bao gdm it nhit gen ma hoa 3-O-sulfotransferaza (3-OST) ma dugc dua
vao theo cach biéu hién dugc, hodc chat hodc chiét xuit duoc xir 1y cua chét bién
nap (e).

3-OST khong dugce gidi han mot cach cu thé mién 12 n6 c6 thé xuc tac sulfat
héa cua cac gdc glucosamin dugc N-sulfat hoa/6-O-sulfat héa & vi tri O-3, 3-OST
c6 thé 1a duge bt nguén tir bat ky dong vat, thuc vat, vi sinh véat, va twong tu. Vi
du, 3-OST-1 duoc bat nguén tr chudt ¢o thé dugc s dung nhu 3-OST.

Céc vi du cta gen ma hoa 3-OST gdm trinh tu nucleotit dugc thé hién trong
SEQ ID NO: 26. Cac vi du cta n6 con gdbm ADN ma mi héa polypeptit c6 hoat tinh
3-OST, va bao gdm trinh ti nucleotit nghia 1a t6t hon 1a 80% hodc nhiéu hon, con
tdt hon 12 90% hodc nhiéu hon, thAm chi con t6t hon 12 95% hoic nhiéu hon, va cu
thé t8t hon 12 98% hodc nhiéu hon twong tu trinh tuy nucleotit duoc thé hién trong
SEQ ID NO: 26; va ADN ma ma hoéa polypeptit c6 hoat tinh 3-OST, va bao gdbm
trinh tu nucleotit ma lai tao dudi cac diéu kién nghiém ngat véi trinh ty nucleotit
duogc thé hién trong SEQ ID NO: 26 hodc trinh tu nucleotit bd sung véi trinh tu
nucleotit trén.

Hoat tinh 3-OST trong chét bién nap duoc kiém tra bang cach su ting trong
cac gi4 tri hoat tinh 3-OST trong dich chiét té bao cua chat bién nap. Hoat tinh 3-
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OST ¢6 thé duoc kiém tra bang phuong phap dugc mo ta trong tai liéu [Jin W. et al.,
Increased soluble heterologous expression of a rat brain 3-O-sulfotransferase 1 - A
key enzyme for heparin biosynthesis. Protein Expr. Purif. 151:23-29 (2018)].

Vi sinh vat thudc sinh vat nhan xo

Vi sinh vat thudc sinh vat nhan xo dugc su dung nhu vat chi cua chét bién
nap trong sang ché khong dugc gidi han mdt cach cu thé mién 1a n6 c6 thé biéu hién
gen dugc x4c dinh trudce cia sang ché. Céac vi du cua nd gom vi khuén nhu cac vi
sinh vat thudc giéng Escherichia, gibng Serratia, giéng Bacillus, giéng
Corynebacterium giéng Microbacterium, va gidng Pseudomonas, va vi khuén cia
gibng Escherichia 12 t6t hon duoc sir dung.

Vi khuén thudc giéng Escherichia dugc st dung trong sang ché khong duoc
gidi han mdt céch cu thé, va cac vi du cua no gom vi khuin dugc phén loai thanh
gibng Escherichia bang viéc phan loai dugc biét boi cac chuyén gia trong vi sinh vét
hoc. Céc vi du ciia vi khuan thudc giéng Escherichia gbm vi khudn duoc mo ta trong
tai liéu [Backmann, BJ 1996, Derivations and Genotypes of some mutant derivatives
of Escherichia coli K-12, p. 2460-2488. Table 1. In F.D. Neidhardt (ed.), Escherichia
coli and Salmonella Cellular and Molecular Biology/Second Edition, American
Society for Microbiology Press, Washington, DC].

Céc vi du cua vi khuan thudc giéng Escherichia gdm Escherichia coli. Cac
vi du ctua Escherichia coli gdm cac ching Escherichia coli K-12 nhu ching W3110
(ATCC 27325) va chung MG1655 (ATCC 47076); chung Escherichia coli K5
(ATCC 23506); cac ching Escherichia coli B nhu chung BL21 (DE3); chung
Escherichia coli Nissle 1917 (DSM 6601); va ciac chung din xuit cta ching.

Céc chung c6 sin tir, vi du, the American Type Culture Collection (dia chi:
12301 Parklawn Drive, Rockville, Maryland 20852, P.O. Box 1549, Manassas, VA
20108, M¥). Nghia la, s6 dang ky dugc dua cho mdi ching, va cac ching co thé
dugc thu su dung sb dang ky (Tham khao https://www.atcc.org/). Sé dang ky tuong
duong véi mdi ching duge mo ta trong danh muyc cua t6 chure thu thap ching vi sinh
cua M§. Thém vao d6, ching BL21 (DE3) 1a ¢ san tur, vi du, Life Technologies (sb
san phadm C6000-03).

Dbi v4i muc dich dua gen vao theo cach d& hiéu, co thé st dung vecto ma
c6 thé tu nhan lén trong vat chi nhu la vecto dugce st dung dé bién ddi vi sinh vat
thudc sinh vat nhan xo. Vecto tdt hon la vecto da ban. Thém vao do, vecto tot hon
1a c6 danh d4u nhu gen khang khéang sinh hodc gen khac dugc mo ta trong tai liéu
[Karl Friehs, Plasmid Copy Number and Plasmid Stability, Adv Biochem
Engin/Biotechnol 86: 47-82 (2004)] dé chon chét bién nap. Hon nita, vecto ¢ thé
c6 promoto hodc tin hiéu két thuc dé biéu hién gen dugc chén. Céc vi du cua vecto
gbdm vecto duge bét ngudn tir plasmid cua vi khuan, vecto dugc bat ngudn tir plasmid
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clia nAm men, vecto dugc bat nguén tr thé thuc khuin, cosmid, phagemid, va tuong
tu.

Céc vi du dic hiéu cia vecto c6 kha nang ty nhan 1én trong vi khuan cta
gidng Escherichia coli gdbm pUC19, pUCI18, pHSG299, pHSG399, pHSG398,
pBR322, va pSTV29 (T4t ca tir Takara Bio Inc.), pACYC184 va pMW219 (Nippon
gen), pTrc99A (Pharmacia), vecto pPROK (Clontech), pKK233-2 (Clontech), vecto
pET (Novagen), vecto pQE (Qiagen), va vecto khoang vat chu rong RSF1010.

Promoto c6 thé 1a promoto dugc bat ngudn tir vat chu hodc promoto khac
loai. Promoto ¢c6 thé 1a promoto ndi tai cia gen dugc dua vao hoac promoto cua cac
gen khac.

Céc vi du cia tin hiéu két thic gdm tin hiéu két thac T7, tin hiéu két thic
T4, tin hiéu két thiic pha fd, tin hiéu két thic tet, va tin hiéu két thuc trpA.

Trong céc chit bién nap duogc dé cap & trén (b) dén (e), hai hodc nhiéu hon
cac gen ma dugc dua vao vi sinh vat thudc sinh vat nhan xo ¢6 thé duoc dua vao
thanh mot chat bién nap. Cu thé hon, vi du, gen ma hoa C5-epimeraza va gen mé
hoa 2-O-sulfotransferaza c6 thé dugc dua vao mot vi sinh vat thudc sinh vat nhén
xo dé tao thanh mot chat bién nap.

Vén d& duge xir ly cia chit bién nap

Vén d& dugc xtt Iy ctia cht bién nap trong séng ché dé cap dén van dé trong
d6 mang té bao chét cua té bao vi khuin 1a tham. Trong séng ché, khi mang sinh
chét t& bao dugc d& cap 1a chat thAm, c6 nghia 1a cac phan tir nho (céc ion va tuong
tw) va céac phan tir 16n (cac protein va tuong tu) thdm thong qua mang té bao bang
cach khuéch tan va do do6 c6 thé vao va ra mot cach ty do mang té bao. Chat dugc
xu ly cua chét bién nap trong sang ché t6t hon 1a té bao vi khuan khong hoat dong
ma mat kha ning phat trién do xir ly dé truyén tinh thdm mang.

Céc vi du cua chit dugc xir 1y cua chét bién nap gdm chét hoat dong bé mat-
chit duogc xur Iy cua té bao vi khuin nghia la chét bién nap, dung moi-chét duoc xir
1y cua té bao vi khuén, enzym-chat dugc xut ly cta té bao vi khuén, chit duge xir Iy
chira céc té bao vi khudn séng ma giit lai cung chuc nang nhu nudi ciy té bao vi
khuén nhu ngudn enzym nhu san pham cb dinh cua té bao vi khuén, chat dugc xur
Iy qua siéu am cua cac t& bao vi khuén, va chit dugc xt Iy co hoc cua té bao vi
khuan.

Céc vi du ctia cac phuong phap tao mang sinh chét té bao chat thim gém xut
ly héa hoc va xtt Iy co hoc. Phuong phap tao ra theo sang ché, thoi diém ma mang
sinh chét té bao ctua chit bién nap ma tao thanh chat thAm khong dugc gidi han mot
cach cu thé mién 1a hiéu qua dat dugc cua sang ché dugc thé hién. Mang té bao chat
ctia mdi chét bién nap co thé duoc tao chét thidm trude, hodc nd cod thé 1a khi phan
ung dugc tao thanh bang cach mang cac chit bién nap duoc sir dung trong phan ung
tiép xtic v6i nhau.
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Céac vi du cta xu 1y hoa hoc gdbm phuong phép sir dung chét hoat dong bé
mit, phwong phap sit dung dung mdi hitu co, va phuong phép st dung enzym. Déi
v6i chit hoat dong bé mat, chit hoat dong bé mat khong ion 1a t6t hon badi vi hoat
dong cta né trén cdc protein hodc twong tu 1a nhe hon (khi dugc so sanh voi cac
chét hoat dong bé mit ion). Céc vi du cla chét hoat dong bé mat gbm digitonin,
saponin, Triton X100, Triton X114, Tween 20, Tween 80, N,N-bis(3-D-
gluconamidopropyl) cholamit [BIGCHAP], N,N-bis(3-D-gluconamidopropyl)
deoxycholamit [Deoxy-BIGCHAP], NIKKOLBL-9EX [Polyoxyetylen (9)
LaurylEther], octanoyl-N-metylglucamit [MEGA-8], benzalkonium clorua, va
twong tu.

Céc vi du cua dung moi hitu co gém benzen, toruen, xylen, cac alcohol khac,
va twong tu. Cac vi du cua enzym gdm lysozym, achromopeptidaza, va tuong tu.

Céac diéu kién nhu néng dd, nhiét do, thoi gian, va tuong tu xu ly véi cac
chat duoc dé cap o trén khac phu thudc vao dang té bao, va cac diéu kién phu hop
can dugc dat dé thuc hién su phan tich mong mudn, nhung néng do xur ly chung la
10 dén 1000 microgram/ml, va thong thuong hon 20-200 microgram/ml ¢ nhiét do
2 d6 C dén 37 do C va thoi gian 1 dén 30 phut.

Céc vi du ciia xtt 1y co hoc gdm xir ly siéu dm va xir ly nghién co hoc.

T4ch chat bién nap

Céc vi du cua tach chit bién nap trong séng ché gdm tach enzym thé duoc
thu tir t& bao vi khuén ngh1a 1a chét bién nap, enzym duoc tinh sach dugc thu tur té
bao vi khudn duoc xt 1y nhu trén (vi du héa hoc hodc co hoc), nong dd cua moi
trudng nudi cay duge thu bang viéc nudi cly chat bién nap hoidc chit duoc xir Iy cua
chiing dugc md ta trén, va san pham kho cua mdi trudng nudi cdy. Cac vi du cla
viéc tach chét bién nap cung gbdm céc t6 bao vi khudn dugc thu bang céch ly tam
hodc loc méi truong nudi cdy, 1am kho céc té bao vi khuén, va lam kho lanh céc té
bao vi khuan.

Phuwong phap bién nap va phuong phap nudi cdy chat bién nap

Cac phuong phap bién nap dugc biét c6 thé dugc sir dung ma khong c6 su
gi6i han. Cac vi du cta cac phuong phap duoc biét nhu vay gdm phuong phéap canxi
clorua/rubidi clorua, phuong phéap canxi phosphat, truyén qua trung gian DEAE-
dextran, phuong phéap xung dién, va tuong ty. trong sb chung, phuong phap xung
dién 1a phu hop v6i vi khudn coryneform, va phuong phéap xung dién co thé duoc
thyuc hién bdi phuong phép da biét [Kurusu, Y. et al., Electroporation-transformation
system for Coryneform bacteria by auxotrophic complementation. Agric Biol.
Chem. 54: 443-447 (1990)].

Tét hon 1a chét bién nap dugc phat trién béng viéc nudi céy st dung moi
truong thuong duge su dung dé nudi cdy vi sinh vat trude mdi phan Gng. Déi véi
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méi trudng, co thé thuong duge s dung mdi truong tu nhién hoac moi trudong tong
hop chira ngudn cacbon, ngudn nito, cic mudi vo co, va cac chét dinh dudng khac.

Ngudn cacbon ¢6 thé 12 ngudn ATP. Céc vi du cia ngudn cacbon gbdm
cacbonhydrat hodc rugu duong nhu glucose, fructose, sucrose, mannose, maltose,
mannitol, xylose, arabinoza, galactose, tinh bot, molasses, sorbitol, va glycerin; cac
axit hitu co nhu axetic axit, citric axit, lactic axit, fumaric axit, maleic axit, va
gluconic axit; va rugu nhu ethanol va propanol. Déi v6i ngudn cacbon, mot dang co
thé duoc st dung mot minh, hodc hai hoac nhiéu hon cac dang cia chung co thé
dugc tron. No6i chung, du dé ndng do cia cac ngudn cacbon trong mdi truong la
khoang 0,1 dén 10 (% khdi lugng/thé tich).

Cac vi du cua nguén nito gém cac hop chit amoni vo co hodc hitu co nhu
amoni clorua, amoni sulfat, amoni nitrat, va amoni axetat, urea, amoni 1ong, natri
nitrat, kali nitrat, va twong ty. Thém vao do, cling co thé dé su dung rugu ngd, dich
chiét thit, pepton, NZ-amin, protein hydrolyzat, nitrogen-chtra cac hop chét hitu co
nhu cAc amino axit, va twong tu. Déi véi ngudn nito, mot dang co thé duoc sur dung
mot minh, hodc hai hodc nhiéu hon cac dang cua ching c6 thé dugc tron va dugc sir
dung. Nong do cla ngudn nito trong mdi trudng thay dbi phu thudc vao hgp chét
nito duwoc st dung, nhung thuong khoang 0,1 dén 10 (% khdi luong/thé tich).

Céc vi du cua mudi v co gdbm phosphat kali don bazo, phosphat kali hai
bazo, st nitrat, natri clorua, canxi cacbonat, va tuong tu thém vao cac nguén ion
sulfat nhu magie sulfat, mangan sulfat, zinc sulfat, va cobalt sulfat. DPéi véi cac mudi
vO co, mdt dang co thé duogc st dung moOt minh, hodc hai hoéc nhiéu hon céac dang
cua chung co thé duoc tron va dugc su dung. Néng d0 cua cac mudi vo co trong moi
truong thay d6i phu thudc vao mudi vo co duge st dung, nhung thuong khoang 0,01
dén 1 (% khdi lugng/thé tich).

Céc vi du cua chit dinh dudng gdm dich chiét thit, pepton, polypepton, dich
chiét nAm men, nAm men duogc lam kho, rugu ngd, sita bot tach kem, thuy phan
hydroclorua ddu nanh dugc khir chét béo, dich chiét ciia dong vét va thuc vat hodc
cac té bao vi khuan vi sinh va cac san phdm dugce phan hiy cua ching, va tuong tu,
va ndng dd ctia chung ndi chung khoang 0,1 dén 10 (% khoi luqng/thé tich). Thém
vao d6, céc vitamin c6 thé dugce bd sung néu can thiét. Cac vi du cta céc vitamin
gom biotin, thiamin (vitamin B1), pyridoxin (v1tam1n B6), pantothemc axit, inositol,
nicotinic axit, va twong tu. pH cuia moi truong 1a t6t hon khoang 6 dén 8.

Céac vi du tét hon ctia moi trudng nudi cAy d6i voi vi sinh vat gdm mdi truong
A [Inui, M. et al., Metabolic analysis of Corynebacterium glutamicum during lactate
and succinate productions under oxygen deprivation conditions. J. Mol. Microbiol.
Biotechnol. 7:182-196 (2004)], a BT medium [Omumasaba, C.A. et al.,
Corynebacterium glutamicum glyceraldehyde-3-phosphat dehydrogenase isoforms
v6i opposite, ATP-dependent regulation. J. Mol. Microbiol. Biotechnol. 8:91-103
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(2004)] va tuong tu. Pbi v6i cac didu kién nudi cdy dic biét, vi dy, nhiét do nudi
ciy 1a khoang 15 d6 C dén 45 d6 C, va thoi gian nudi ciy 1a khoang 1 dén 7 ngay.

Phuong phap tao ra polysacarit dugc sulfat hoa

Mot khia canh cta phwong phap tao ra polysacarit dugc sulfat hoa theo sang
ché 1a phuwong phap tao ra polysacarit dwgc sulfat hoa, phuong phap bao gbdm tao ra
polysacarlt duogc sulfat hoa bang cach tich hop, trong dung dich phan Gng trong su
xuit hién caa ATP hoic ngudn ATP, ngudn ion sulfat, va N-sulfoheparosan, chét bién
nap (a) hodc chét dugc xir 1y cia chung, va it nhit duogc chon tr cac chét bién nap
(b) dén (e) hodc cac chét hoiic cac chiét suat dugc xtt 1y cua chung.

Pé6i v6i mot khia canh ciia phuong phap tao ra polysacarit dugc sulfat hoa
theo sang ché, cac vi du ctiia n6 gdm phuong phap tao ra polysacarit dugc sulfat hoa,
phuong phap bao gbdm tao ra polysacarit dugc sulfat hoa bang cach st dung dung
dich phan tng chtra chit bién nap (a) hodc chét duge xir ly cua ching, va cac chét
bién nap (b) dén (e) hodc cac chit hodc céac chiét suat duoc xur Iy cua ching, trong
su xuét hién ctia ATP hoic nguén ATP, nguén ion sulfat, va N-sulfoheparosan.

Thém vao d6, mot khia canh cta phuong phap tao ra polysacarit dugc sulfat
héa theo sang ché 1a phuwong phap tao ra polysacarit dugc sulfat hoa, phuong phép
bao gdém tao ra polysacarit dugc sulfat hoa bang cach tich hop it nhéat dugc chon tur
cac chat bién nap (b) dén (e) hodc cac chét hodc céc chiét suat dugce xit ly cua chung
trong dung dich phan ng trong su xuét hién ctia PAPS va N-sulfoheparosan.

Phuong phap tao ra theo sang ché, mdi chét bién nap c6 thé duge bd sung
thém vao dung dich phan ung, cé thé dugc bd sung vao d6 mdt cach tuan tu, hoic
¢6 thé duoc bd sung vao dé ban diu va tudn tu. Cac vi du dic hiéu vé cac khia canh
ban du bd sung mdi chit bién nap to dung dich phan tng gbdm khia canh trong do
polysacarit dugc sulfat hda dugc tao ra bang cach bd sung ban dAu chit bién nap (a)
hodc chit duge xit Iy cua chung, va cac chét bién nap (b) dén (e) hodc cac chét hoic
cac chiét suat duge xir Iy cta chung dén dung dich phéan g trong su xuét hién clia
ATP hoic ngudn ATP, ngudn ion sulfat, va N-sulfoheparosan.

Trong phuong phap tao ra polysacarit dugc sulfat hoa cua sang ché, str dung
chét bién nap (a) hodc chét dugc xur Iy cuia ching va cac chét bién nap (b) dén (e)
hodc cac chat di dugc xu ly hodc chiét suét cia chung, c6 thé thuc hién 1) cung
cAp/tai tao PAPS v6i chit bién nap (a) hodc chét dugc xtr 1y ctia ching, 2) epime héa
C5 v6i chit bién nap (b) hogc chat hodc chiét suat duge xir Iy clia no, 3) 2-O-sulfat
hoa v6i chét bién nap (c) hodc chit hodc chiét sut duge xir Iy clia nd, 4) 6-O-sulfat
héa v&i chit bién nap (d) hodc chat hozc chiét suit duge xu 1y cia no, va 5) 3-O-
sulfat héa véi chét bién nap (e) hodc chét hodc chiét suit duge xtt 1y cua no.

O day, mdi trong cac budc s& duge mo ta riéng biét, nhung tht tu cua 2)
epime héa C5, 3) 2-O-sulfat héa, 4) 6-O-sulfat hoa, va 5) 3-O-sulfat hoéa khong dugc
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gi6i han mot cach cu thé mién 13 polysacarit dugc sulfat hda mong mudn c6 thé duge
thu.

Thém vao do6, & ddy, mdi phan tmg cta 1) cung cAp/tai tao PAPS, 2) epime
hoa C5, 3) 2-O-sulfat hoa, 4) 6-O-sulfat hoa, va 5) 3-O-sulfat hoa s& dugc mo ta
riéng biét, but hai hodc nhiéu hon céc phan ng cta chung co6 thé dugc thuc hién &
cung thoi gian. Vi dy, cac phan Gng nay co thé duoc thuc hién & cung thoi gian su
dung dung dich phan ung chua tAt ca chit bién nap (a) hoac chat duoc xir Iy cua
ching va cac chét bién nap (b) dén (e) hodc cac chét hodic cac chiét suat dugc xur ly
cua chung.

Céc vi du cta polysacarit duge sulfat hoa dugc tao ra boi phuong phap tao
ra polysacarit dugc sulfat hoa cua sang ché gdm heparin.

Cung cap/tai tao PAPS

Phucng phép tao ra polysacarit dugc sulfat hoa cia sang ché duge dic trung
b6i bao gdm cac buée sau (1-1) va (1-2):

(1-1) diéu ché chit bién nap (a) cua vi khuén thudc gidng Corynebacterium,
bao gbm it nhét gen ma héa ATP sulfurylaza va gen mé hoa APS kinaza ma duogc
dua vao theo cach biéu hién dugc, hodc chit da duoc xu ly cua chét bién nap (a); va

(1-2) tién hanh phan 0 ung tao ra PAPS bang cach s dung dung dich phan tmg
chira ATP hodc ngudn ATP, ngudn ion sulfat, va chét bién nap (a) hodc chit duge xtt
ly cta chung.

ATP sulfurylaza va APS kinaza dugc biéu hién boi chét bién nap (a) hodc
chat dugc xur 1y cta chung phan ung véi ATP hodc ngudn ATP va ngudn ion sulfat
trong chét bién nap (a) hodc chat duoc xur Iy cua chung, va do d6 PAPS duoc tao ra.
PAPS hoat dong nhu chét cho ctia nhom sulfat trong viéc tao ra polysacarit dugc
sulfat hoa. Thém vao do, PAPS duogc tao ra boi chét bién nap (a) hodc chit duogc xtr
ly ctia chiing dugc st dung trong phwong phap tao ra polysacarit dugc sulfat hoa, va
do d6 PAP dugc thu. PAPS c6 thé dugc tao ra tir PAP nay béi chét bién nap (a) hodc
chét dugce xtt 1y cua chung. Theo do6, PAPS c6 thé duoc cung cap/dugc tao ra bang
cach tich hop chit bién nap (a) hodc chat dugc xtr 1y cua ching trong dung dich phan
ung.

Epime hoa C5

Phuong phép tao ra polysacarit dugc sulfat hoa cua sang ché t6t hon 1a bao
gdm cac budce sau (2-1) va (2-2):

(2-1) didu ché chat bién nap (b) ctia vi sinh vét thudc sinh vét nhan xo, bao
gbm it nhét gen ma hoa C5-epimeraza ma dugc dwa vao theo cach biéu hién dugc,
hodc chét hodc chiét xuit dwgc xur 1y ctia chat bién nap (b); va

(2-2) tién hanh C5-epime hoa bang cach tich hop chét bién nap (b) hodc chét
hodc chiét sudt duge xt 1y cta no trong dung dich phan img trong su xuét hién cla
N-sulfoheparosan.
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Trong budc (2-2), epime héa C5 cua N-sulfoheparosan dugc thuc hién boi
chét bién nap (b) biéu hién C5-epimeraza hodc chét hodc chiét sudt dugc xit Iy cua
no.

2-O-sulfat hoa

Phuong phép tao ra polysacarit dugc sulfat hoa cua sang ché t6t hon 14 bao
gdm cac budce sau (3-1) va (3-2):

(3-1) didu ché chét bién nap (c) cua vi sinh vét thudc sinh vat nhan x0, bao
gbm it nhit gen ma héa 2-O-sulfotransferaza ma dugc dwa vao theo cach d& hiéu,
hodc chét hodc chiét xuét dugc xt 1y cia chéit bién nap (c); va

(3-2) tién hanh 2-O-sulfat hoa bang cach tich hop chét bién nap (c) hodc chét
hodc chiét sudt duge xit Iy cua né trong dung dich phan (mg trong su xuét hién ctuia
N-sulfoheparosan.

Trong buéde (3-2), 2-O-sulfat hoa clia N-sulfoheparosan dugc thyc hién boi
chét bién nap (c) biéu hién 2-O-sulfotransferaza hodc chét hodc chiét sudt dugc xir
1y ctia n6 st dung PAPS dugc tao ra boi chét bién nap (a) hodc chat duge xtr Iy cla
chung nhu chét cho ctia nhém sulfat.

Khi polysacarit dugc sulfat hoa dugc tao ra trong budc (2-2) tdn tai trong
dung dich phan ng, 2-O-sulfat hoa cua polysacarit dugc sulfat hoa dugc tao ra trong
budc duoc tién hanh. Vi du, khi N-sulfoheparosan voi eplme héa C5 ton tai, 2-O-
sulfat hoa cia N-sulfoheparosan v6i epime héa C5 duge tién hanh.

Epime hoa C5 va 2-O-sulfat hoa dugc dé cap trén co thé dugc thuc hién &
cung thoi diém. Nghia 1a, mot khia canh ctia phuong phap tao ra polysacarit dugc
sulfat hoa cia sang ché t5t hon 1a bao gdm cac budce sau (3°-1) dén (3°-3):

(3’-1) didu ché chat bién nap (b) cta vi sinh vat thudc sinh vét nhan xo, bao
gbm it nhit gen ma hoéa C5-epimeraza ma dugc dua vao theo cach biéu hién dugc,
hozc chét hodc chiét xut dugc xu 1y cua chét bién nap (b);

(3°-2) diéu ché chét bién nap (c) ctia vi sinh vét thudc sinh vat nhan xo, bao
gdm it nhat gen ma hoa 2-O-sulfotransferaza ma duoc dwa vao theo cach biéu hién
dugc, hodc chat hodc chiét xuét duge xi Iy cia chat bién nap (c); va

(3°-3) tién hanh C5-epime hoa va 2-O-sulfat hoa bang cach tich hop chét
bién nap (b) hodc chét hozc chiét suat duge xtt ly cia nd, va chét bién nap (c) hodc
chét hozc chiét suit dugce xit ly ciia n6 trong dung dich phan ung trong su xuét hién
cua N-sulfoheparosan.

6-0O-sulfat hoa

Phuong phap tao ra polysacarit dugc sulfat hoa cua sang ché t6t hon 12 bao
gbdm cac budc sau (4-1) va (4-2):

(4-1) didu ché chét bién nap (d) ctia vi sinh vat thudc sinh vat nhan xo, bao
gbm it nhét gen mé héa 6-O-sulfotransferaza ma dugc dua vao theo cach biéu hién
duge, hodc chét hodc chiét xuit dugc xur Iy cua chét bién nap (d); va
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(4-2) tién hanh 6-O-sulfat hoa bang cach tich hop chét bién nap (d) hodc chét
hodc chiét sudt duge xtt ly cua no6 trong dung dich phan Gng trong su xuét hién cua
N-sulfoheparosan.

Trong budce (4-2), 6-O-sulfat héa clia N-sulfoheparosan dugce thyc hién boi
chét bién nap (d) biéu hién 6-O-sulfotransferaza hodc chét hogc chiét suat dugc xit
ly cta né str dung PAPS dugc tao ra béi chét bién nap (a) hoac chat dugce xi 1y cla
chung nhu chit cho ciia nhém sulfat.

Khi polysacarit dugc sulfat hoa dugc tao ra trong budce (2-2), (3-2) hodc (3°-
3) ton tai trong dung dich phan tng, 6-O-sulfat hoa cla polysacarit dugc sulfat hoa
duoc tao ra trong budce dugce tién hanh.

Vi du, khi N-sulfoheparosan vdi epime héa C5 ton tai, 6-O-sulfat hoa cua
N-sulfoheparosan v6i epime hoa C5 dugc tién hanh. Khi N-sulfoheparoson véi 2-
O-sulfat héa ton tai, 6-O-sulfat héa ctia N-sulfoheparosan véi 2-0-sulfat héa duoc
tién hanh.

Khi N-sulfoheparosan v4i epime héa C5 va 2-O-sulfat hoa tdn tai, 6-O-sulfat
héa ctia N-sulfoheparosan véi epime hoa C5 va 2-O-sulfat hoa duge tién hanh.

3-O-sulfat hoa

Phuong phép tao ra polysacarit dugc sulfat hoa cua sang ché t6t hon 12 bao
gbdm cac budc sau (5-1) va (5-2):

(5-1) diéu ché chit bién nap (e) cla vi sinh vét thudc sinh vat nhan xo, bao
gbm it nhét gen mi héa 3-O-sulfotransferaza ma dugc dua vao theo cach biéu hién
dugc, hodc chat hodc chiét xuit duge xtt 1y cta chit bién nap (e); va

(5-2) tién hanh 3-O-sulfat hoa bang cach tich hop chét bién nap (e) hodc chét
hodc chiét suat duge xit 1y ciia n6 trong dung dich phan tng trong su xuét hién cua
N-sulfoheparosan.

Trong buéc (5-2), 3-O-sulfat hoa ctia N-sulfoheparosan dugc thuc hién boi
chét bién nap (e) biéu hién 3-O-sulfotransferaza hodc chét hodc chiét sudt dugc xit
1y ctia n6 st dung PAPS duoc tao ra boi chit bién nap (a) hodc chét dugc xir Iy cla
chung nhu chat cho ciia nhom sulfat.

Khi polysacarit dugc sulfat hoa dugc tao ra trong bude (2-2), (3-2), (3°-3)
hodc (4-2) ton tai trong dung dich phan Ung, 3-O-sulfat hoa cua polysacarit dugc
sulfat hoa dugec tao ra trong budc duoc tién hanh.

Vi du, khi N-sulfoheparosan véi epime héa C5 ton tai, 3-O-sulfat hoa cua
N-sulfoheparosan v6i epime héa C5 dugce tién hanh. Khi N-sulfoheparoson véi 2-
O-sulfat héa ton tai, 3-O-sulfat hoa cua N-sulfoheparosan v6i 2-0O-sulfat héa dugc
tién hanh. Khi N-sulfoheparosan v6i 6-O-sulfat hoa ton tai, 3-O-sulfat hoa cua N-
sulfoheparosan vgi 6-O-sulfat hoa dugc tién hanh.

Khi N-sulfoheparosan véi epime hoa C5 va 2-O-sulfat hoa tdn tai, 3-O-sulfat
héa ctia N-sulfoheparosan véi epime hoa C5 va 2-O-sulfat hoa dugc tién hanh. Khi
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N-sulfoheparosan véi epime hoa C5 va 6-O-sulfat hoa ton tai, 3-O-sulfat hoa ciia N-
sulfoheparosan véi epime hoa C5 va 6-O-sulfat hoa dugc tién hanh. Khi N-
sulfoheparosan véi 2-O-sulfat hoa va 6-O-sulfat héa ton tai, 3-O-sulfat hoa ctiia N-
sulfoheparosan véi 2-O-sulfat hoa va 6-O-sulfat hoa dugc tién hanh.

Khi N-sulfoheparosan véi epime héa C5, 2-O-sulfat héa va 6-O-sulfat hoa
tdn tai, 3-O-sulfat hoa ctia N-sulfoheparosan véi epime hoa C5, 2-O-sulfat hoa va
6-0O-sulfat hoa dugc tién hanh.

Céc diéu kién phan g

Céac diéu kién phan tng cua 1) dugc dé cap trén cung cip/tai tao PAPS, 2)
epime hoéa C5, 3) 2-O-sulfat hoa, 4) 6-O-sulfat hoa, va 5) 3-O-sulfat hoa s& dugc mo
ta dudi day.

pH ctia dung dich phan g la tdt hon khoang 6 dén 8, Trong subt qua trinh
phan Ung, tét hon 1a dé thuc hién phan ung st dung dung dich 1éng cta amoniac,
dung dich 16ng cta natri hydroxit, kali hydroxit, hodc tuong tu v6i bo diéu khién pH
dé db6i chung pH cia dung dich phan tng dén gan trung hoa, cu thé khoang 7.

Nhiét dd phan (ng, nghia 1a, nhiét do tdn tai cta chit bién nap trong sudt
qué trinh phan ng t6t hon 12 20 o6 C dén 50 do C, va con t6t hon 1a 25 do C dén 47
do C. thoi gian phan tng 1 t6t hon khoang 1 dén 7 ngay va con t6t hon 1a khoang 1
dén 3 ngay. Nuoi cdy co thé 1a bat ky dang nudi cay mé, dang nudi cdy mé ¢ cung
cip dinh dudng, va dang nudi cdy lién tuc. Trong sb ching, dang nuoi cdy mé 1a tbt
hon.

Phan @mg didu kién suc khi c6 thé dwgc thuc hién dudi cac dicu kién khir
hodic cac didu kién vi hiéu khi. Cac didu kién khir duge x4c dinh boi tiém nang oxy
hoa-khir ciia dung dich phan ung. Tiém ning oxy hoa-khir ctia dung dich phan tng
1a tét hon khoang -200 mV dén -500 mV va con tét hon la -250 mV dén -500 mV.

Trang thai khir cua dung dich phan ing ¢ thé dugc udc tinh mot cach dé
dang st dung chi thi resazurin, va co thé do ludng mot cach chinh xac st dung thiét
bi phan thé oxy héa-kht. Déi voi phuong phap dé diéu ché dung dich phéan tmg dudi
cac diéu kién khit, phuong phap da biét c6 thé duogc sit dung ma khong co su gidi
han.

Dic biét, dung dich 1ong cho dung dich phan tng dudi cac diéu kién khir ¢6
thé dugc thu bang cach loai bo khi dugc hoa tan bang cach dua nudc cit hoic tuong
tw dé xir 1y nhiét hodc xit ly ap lwyc giam. Thém vao do, chat khir phu hop (vi du,
thioglycolic axit, ascorbic axit, cystin hydroclorua, mercaptoaxetic axit, thiolaxetic
axit, glutathion, natri sulfide, hodc tuong tu) ¢o thé duoc bd sung dé diéu ché dung
dich 16ng cho dung dich phan tng dudi cac didu kién khir. Su két hop phu hop cua
cac phuong phap nay ciing 1a phuong phap hiéu qua dé diéu ché dung dich long cho
dung dich phan tng dudi cac diéu kién khir.
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Trong tru:ong hop ma cac diéu kién khtr dugc duy tri trong sudt qua trinh
phan Ung, mong mubn dé ngan tron oxy tir hé théng phan ung bén ngoai cang nhiéu
cang tbt, va cac vi du dac hiéu cia phuong phép nay gdm phuong phép trong d6 hé
phan ing duogc gén véi khi tro nhu khi nito hodc khi cacbon dioxit.

Trong truong hgp ma cac diéu kién vi hiéu khi dugc duy tri trong subt qua
trinh phan Gng, phan Umg c6 thé duogc thuc hién dudi cac didu kién trong d6 toc do
suc khi dugc dit gia tri dudi cua 0,5 vvm hodc tuong ty hodc gia tri thdp hon, va tde
do khudy duoc dit gia tri dudi cua 500 vong/phut hodc tuong tu hodc gia tri thap
hon. Trong mot sb treong hop, phan Gng c6 thé duoc thuc hién trong su két hop véi
trang thai trong do6 sy suc khi ngimg & thoi diém thich hop sau khi bt dau phan tng,
va muc do trang thai ky khi dugc ting dudi cac didu kién tdc do khudy 100 vong/phut
hodc it hon.

Su thu thap cua polysacarit dugc sulfat hoa

Polysacarit dugc sulfat hoa dugc tao ra trong dung dich phan Gng bang viéc
nudi cdy nhu duge mo ta trén. Polysacarit dugc sulfat hoa ¢ thé duoc thu thap bang
cach khoi phuc dung dich phan Gng, va hon nita, polysacarit dugc sulfat héa c6 thé
duoc tach tir dung dich phan tng béi phuong phap da biét. Céc vi du cua cac phuong
phap dugc biét nhu vay gdm phuong phéap chung cit, phuong phap thAm qua mang,
phuong phap tach dung moi hitu co, va tuong tu.

Diéu ché N-sulfoheparosan

N-sulfoheparosan dugc st dung trong phwong phap tao ra polysacarit duoc
sulfat héa theo sang ché dwgc thu bang cach khur chit béo, depolyme hoa, va N-
sunfat hoa heparosan. tao ra heparosan va tao ra N-sulfoheparosan tr heparosan co
thé duge thuc hién béi phuong phap da biét (vi du, WO2018/048973).

Céc vi du ctia phuong phap tao ra heparosan gdm phuong phép bao gbm
nudi cly vi sinh vat thudc sinh vat nhan xo c6 sy cai bién gen cuia (al) sau va co kha
ning tao ra heparosan trong moi truong dé tao ra heparosan trong moi trudng, va
thu thap heparosan tir mo1 truong:

(al) su cai bién gen ma ting muc do biéu hién cua gen kpsS.

Vi sinh vat thudc sinh vat nhan xo ¢6 thé con c6 it nhat mot trong céc sy cai
bién gen sau (a2) va (a3) thém vao (al):

(a2) su cai bién gen ma tang muc do biéu hién cua it nhat mot gen dugc chon
tir cac gen kfiA, kfiB, kfiC, va kfiD; va

(a3) su cai bién gen ma gay ra sy maét chirc ning cia gen gen yhblJ

kpsS 1a gen dugc ma hoa boi vung I gilta nhom gen cua vung I, vung II, va
vung I11. kpsS dugc lién quan trong viéc bat ddu tdng hop heparosan. Trong viéc tao
ra heparosan, kpsS, cung v6i kpsC, déng vai tro trong viéc bd sung nhiéu méi lién
két Kdo dén phosphatidylglycerol trong mang trong.
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Pbi v6i gen kpsS, gen kpsS duoc bét ngudn tir gidng Escherichia la t6t hon.
Céac vi du dac hiéu cua nd gbm gen kpsS cua ching Escherichia coli K5. Trinh tu
nucleotit ciia gen kpsS cua chung Escherichia coli K5 va trinh ty amino axit cua
protein dugc ma hoa boi gen ¢ thé dugc thu tir cac dir liéu dugce cong bd. Gen kpsS
cta chung Escherichia coli K5 dwgc dang ky nhu sy truy cdp ngan hang gen
CAAS52659.1.

Céc vi du cua gen kpsS gdbm ADN c6 trinh ty nucleotit dugc thé hién trong
SEQ ID NO: 27, hoic ADN c6 dac tinh tang kha nang tao ra heparosan cua vi sinh
vat khi murc d6 biéu hién dugc ting trong vi sinh vat thudc sinh vat nhan xo c6 trinh
tu nucleotit 90% hodc nhiéu hon tuong tu trinh tu nucleotit dugc thé hién trong SEQ
ID NO: 27 va ¢6 kha nang tao ra heparosan.

Kfia, kfiB, kfiC, va kfiD 1a cac gen dugc ma héa béi vang II gitra nhém gen
cua vung I, vung IT, va vung III. Nhu dugc thé hién trong Fig.2, kfiA, kfiB, kfiC va
kfiD dugc lién quan trong viéc tong hop heparosan, va déng vai tro bd sung saccarit
va do d6 téng hop heparosan.

Déi véi gen kfiA, kfiB, kfiC hoic kfiD, gen kfiA, kfiB, kfiC, hodc kfiD duoc
bt ngudn tir giéng Escherichia 1a tt hon. Céc vi du dac hiéu cia no gdm gen kfiA,
kfiB, kfiC, hodc kfiD cta chung Escherichia coli K5. Trinh tu nucleotit cua gen
KkfiA, kfiB, kfiC, hodc kfiD thudc ching Escherichia coli K5 va trinh tw amino axit
ctia protein dugc ma hoéa bdi gen co6 thé duoc thu tir cac dir liéu duoc cong bd. kfiA
dugce dang ky nhu sy truy cdp ngan hang gen CAA54711, 1; kfiB dugc dang ky nhu
su truy cdp ngan hang gen CAE55824,1; kfiC duogc ding ky nhu sy truy cép ngan
hang gen CAAS54709.1; va kfiD dugc déng ky nhu su truy cdp ngan hang gen
CAAS54708,1.

Céac vi du ctua gen kfiA gdm ADN co6 trinh tu nucleotit dugc thé hién trong
SEQ ID NO: 28, hodc ADN c¢6 dic tinh tdng kha nang tao ra heparosan cua vi sinh
vat khi muc d6 biéu hién dugc tang trong vi sinh vét thudc sinh vat nhan xo c6 trinh
tu nucleotit 90% hoac nhiéu hon tuong tu trinh tu nucleotit dugc thé hién trong SEQ
ID NO: 28 va c6 kha nang tao ra heparosan.

Céac vi du cta gen kfiB gdm ADN c6 trinh ty nucleotit dugc thé hién trong
SEQ ID NO: 29, hodc ADN ¢6 dic tinh tdng kha nang tao ra heparosan cua vi sinh
vat khi mtc d6 biéu hién duge tang trong vi sinh vét thudgc sinh vat nhan xo c6 trinh
tu nucleotit 90% hoac nhiéu hon tuong tu trinh tu nucleotit dugc thé hién trong SEQ
ID NO: 29 va c6 kha nang tao ra heparosan.

Céac vi du cta gen kfiC gdm ADN c6 trinh tu nucleotit dugc thé hién trong
SEQ ID NO: 30, hodc ADN c¢6 dic tinh tang kha nang tao ra heparosan cua vi sinh
vat khi mtrc do biéu hién dugc tang trong vi sinh vat thudc sinh vat nhan xo c6 trinh
tu nucleotit 90% hodc nhiéu hon twong tu trinh ty nucleotit dugc thé hién trong SEQ
ID NO: 30 va c¢6 kha nang tao ra heparosan.
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Céc vi du cua gen kfiD gém ADN c¢6 trinh tu nucleotit dugc thé hién trong
SEQ ID NO: 31, hodc a ADN c¢6 dac tinh tang kha nang tao ra heparosan cua vi sinh
vat khi mic do biéu hién dugc tang trong vi sinh vét thudc sinh vat nhén xo ¢o trinh
tu nucleotit 90% hodc nhiéu hon twong tu trinh tw nucleotit dugc thé hién trong SEQ
ID NO: 31 va ¢6 kha ndng tao ra heparosan.

FIG.3 thé hién so do dang gién dd ctia con duong sinh tdong hop heparosan.
GImS la enzym thu nhét trong con dudng cung cdp UDP-N-axetylglucosamin ma la
tién than cua heparosan va la enzym ma xuc tic phan Ung tr fructose-6-phosphat
dén glucosamin-6-phosphat. YhbJ 1a enzym dbi chung am tinh GlmS.

Déi v6i gen yhbl, gen yhbJ dugc bét ngudn tir giéng Escherichia 12 t6t hon.
Céc vi du déc hiéu cua nd gdm gen yhbJ cua ching Escherichia coli K-12, Trinh tu
nucleotit ciia gen yhbJ ctia ching Escherichia coli K-12 va trinh tu amino axit cua
protein dugc ma hoa bdi gen ¢o thé dugc thu tir cac dit liéu dugc cong bd. Gen yhbJ
cia chung Escherichia coli K-12 dugc ddng ky nhu sy truy cdp ngan hang gen
BAE77249.1.

Céac vi du cta gen yhbJ gdbm ADN c6 trinh tu nucleotit dugc thé hién trong
SEQ ID NO: 32, hoic ADN c¢6 dic tinh tdng kha nang tao ra heparosan cta vi sinh
vat khi mc do biéu hién duoc ting trong vi sinh vat thudc sinh vat nhan xo ¢o trinh
tu nucleotit 90% hodc nhiéu hon twong tu trinh ty nucleotit dugc thé hién trong SEQ
ID NO: 32 va c¢6 kha nang tao ra heparosan.

MJi gen trong (al) dén (a3) trén c6 thé d& dang dugc thu tir cac dit ligu dugc
cong bb boi, vi dy, tim kiém BLAST hoic tim kiém FASTA st dung trinh tu nucleotit
ctia mdi gen dugc mo ta trén. Thém vao do, sy tuong ddng cua mdi gen ¢O thé duogc
thu béi, vi du, PCR st dung nhiém sic thé ctia vi sinh vat nhu vi khudn nhu khuén
mau va st dung oligonucleotit dugc tao ra dugc dya trén cac trinh ty gen da biét
nhu moi.

Mbi trong cac gen trong (al) dén (a3) trén co thé 1a cac gen khac nhau mién
1a c4c chtc nang chinh (vi dy, hoat dong hodc déc tinh) cia protein dugc ma hoa
béi cac gen dugce duy tri. Hodc 1a c6 hodc la khong co protein dugc ma héa boi cac
bién thé ctia gen duy tri chitc ndng chinh cua ching co6 thé duogc kiém tra; dac biét,
vi du, khi chirc nang chinh la dé cai thién kha ning tao ra heparosan, bang viéc dua
cac bién thé ciia gen vao vi sinh vét thudc sinh vat nhan xo c6 kha nang tao ra
heparosan.

Céc bién thé cua mdi trong céac gen trong (al) dén (a3) trén c6 thé duoc thu
theo phuong phap dot bién huéng diém bang viéc cai bién viing mi hoa cua gen nhu
cac gbc amino axit & cac vi tri dac hi¢u cia protem dugc ma hoa duoc thé, x6a, chén
hodc bd sung. Thém vao do, cac bién thé ciia mdi trong cac gen trong (al) dén (a3)
trén c6 thé ciing dugc thu bai, vi dy, xir Iy dot bién.
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Mién 13 cac chirc ning chinh ctia chung dugc duy tri, mdi trong cac gen (al)
dén (a3) trén c6 thé 1a cac gen ma hoéa protein 6 trinh ty amino axit trong 46 mot
hodc mot vai cadc amino axit & mdt hodc mot vai cac vi tri dugc thé, x6a, chén hodc
bo sung. Vi duy, trong protein dugc ma hoa, dau N va/hoic dau C c6 thé dugc mo
rong hodc dugc thu ngén lai. Cum tir "mot hodc mot vai" khac nhau phu thude vao
vi tri va dang géc amino axit trong cAu tric ba chiéu cia protein. Cac vi du ddc hi€u
clia n6 gdm 1 dén 50, 1 dén 40, 1 dén 30, va tét hon 1a 1 dén 20, con tot hon 1a 1
dén 10, tham chi con t6t hon 1a 1 dén 5, va cu thé t6t hon 1a 1 dén 3.

Su thay thé, xo6a, chén, hoic bd sung ctia mdt hodc mot vai cac amino axit
nhu dugc mo ta trén la dot bién bao toan ma duy tri chirc nang cuia protein mot cach
thong thuong. Pai dién cua cac dot bién bao toan 1a su thay thé bao toan. Su thay
thé bao toan 1a dot bién trong d6 su thay thé xay ra gitta Phe, Trp, va Tyr trong
treong hop ma vi tri thay thé 12 amino axit thom, su thay thé xay ra giita Leu, Ile,
va Val trong truong hop ma vi tri thay thé 1a amino axit ky nudc, su thay thé xay ra
gitta Gln va Asn trong truong hop ma vi tri thay thé 12 amino axit phan cyc, sy thay
thé xay ra gitta Lys, Arg, va His trong trudng hop ma vi tri thay thé 12 amino axit c6
tinh bazo, su thay thé xay ra gilta Asp va Glu trong truong hop ma vi tri thay thé 1a
amino axit ¢6 tinh axit, va su thay thé xay ra giita Ser va Thr trong truong hop ma
vi tri thay thé 13 amino axit ¢6 cac nhom hydroxyl. Cac vi du ddc hi¢u cua cac su
thay thé dugc xem nhu su thay thé bao toan gém su thay thé cta Ala véi Ser hodc
Thr; su thay thé cua Arg vé6i Gln, His, hodc Lys; su thay thé ctia Asn v6i Glu, Gln,
Lys, His, hodc Asp; su thay thé cta Asp v6i Asn, Glu, hodc Gln; su thay thé cta Cys
vé4i Ser hodc Ala; su thay thé cua Gln vdi Asn, Glu, Lys, His, Asp, hodc Arg; su thay
thé caua Glu véi Gly, Asn, Gln, Lys, hodc Asp; su thay thé cta Gly vé6i Pro; su thay
thé cua His voi Asn, Lys, Gln, Arg, hodc Tyr; su thay thé cua Ile v4i Leu, Met, Val,
hodc Phe; su thay thé cua Leu véi Ile, Met, Val, hodc Phe; su thay thé cua Lys vo6i
Asn, Glu, Gln, His, hodc Arg; su thay thé cua Met véi Ile, Leu, Val, hoac Phe; su
thay thé cua Phe véi Trp, Tyr, Met, Ile, hodc Leu; su thay thé cua Ser voi Thr hodc
Ala; su thay thé ctia Thr v&i Ser hoidc Ala; sy thay thé cta Trp v6i Phe hodc Tyr; su
thay thé caa Tyr v6i His, Phe, hoac Trp; va su thay thé cua Val véi Met, Ile, hodc
Leu. Thém vao d6, cac su thay thé, x6a, chén, bd sung cuia cac amino axit nhu dugc
mo ta trén, sy dao cua nod, va tuong tu gém cac su thay thé, x6a, chén, va ) sung,
su dao, va twong tu ma dugc gay ra bdi cac dot bién (céac dot bién hodc cac bién di)
ma xuét hién mot cach tu nhién nhu cac dot bién dugc dua trén cac sy khac biét ca
thé hoac cac su khac biét loai trong sinh vat ma gen dugc bat nguén.

Thém vao d6, mién 13 c4c chitc niang chinh cta ching dugc duy tri, mdi trong
cac gen trong (al) dén (a3) trén c6 thé 1a cdc gen ma hoa protein nghia 1a 80% hodac
nhidu hon, tét hon 12 90% hoge nhiéu hon, con tét hon 1a 95% hodc nhiéu hon, thim
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chi con tdt hon 1a 97% hodc nhiéu hon, va cu thé t6t hon 1a 99% hoac nhiéu hon
twong tu toan bd trinh ty amino axit.

Thém vio d6, mién 12 c4c chirc nang chinh ciia chiung dugce duy tri, mdi trong
cac gen trong (al) dén (a3) trén co thé 12 ADN lai, du6i cac diéu kién nghiém ngat,
v&i dau do co thé duge tao ra tir cdc trinh tu gen da biét, nhu trinh tu bo sung véi
toan bd hodc mot phan cua trinh tw nucleotit. Thuét ngi "cac diéu kién nghiém ngat"
dé cap dén cac diéu kién duogc goi 1a cdc phép lai dic hi€u dugc tao thanh va céac
phép lai khong dac hiéu khong duge tao thanh. C4c vi du ctia n6 gém céc diéu kién
trong d6 cac ADN tu’orng ty v6i nhau & mtc do cao, vi du, cac ADN ma tuong tu
80% hodc nhiéu hon, tbt hon 12 90% hodc nhiéu hon, con t6t hon 12 95% hodc nhiéu
hon, thadm chi con tét hon 132 97% hodc nhiéu hon, va cu thé tdt hon 12 99% hodc
twong ty nhau nhidu hon lai v6i nhau, va cac ADN tuong tu twong ty nhau ¢ murc
do thap khong lai v6i nhau; hodc céc diéu kién, ma 1a cac didu kién dé rra trong
phép lai Southern thong thuong, trong d6 rira dugc thuc hieén mot 14n, t6t hon 1a hai
dén ba 1an & nong do mudi va nhiét dd tuong Gng véi 60 do C, 1 x SSC, va 0,1%
SDS, tét hon 12 60 do C, 0,1 x SSC, va 0,1% SDS, va con tot hon 1a 68 d6 C, 0,1 x
SSC, va 0,1% SDS.

Doan do dugce su dung dé 1ai c6 thé 1a mot phan cta trinh tu bd sung cla
mdi gen. Doan do nhu vay c6 thé duoc tao ra boi PCR st dung ohgonucleotlt tao ra
dugc dua trén trinh tu gen da biét nhu mdi va st dung manh ADN chua mdi trong
cac gen trong (al) dén (a3) trén nhu khuon mau. Vi du, manh ADN co chiéu dai
khoang 300 bp co thé duoc st dung nhu doan do. Trong trudng hop ma manh ADN
¢6 chiéu dai khoang 300 bp dugc st dung nhu doan do, cac vi du cua cac diéu kién
dé rura trong phép lai gdm cac diéu kién 50 do C, 2 x SSC, va 0,1% SDS.

Thém vao dé, bai vi su thodi hoa méa b ba khac nhau phu thudc vao cac vat
chi, mdi trong cac gen trong (al) dén (a3) trén c6 thé 1a cac gen dugc thu bang cach
thay thé bat ky ma bo ba voi mi b ba twong duong mién 1a cdc chttc nang chinh
ctia chung dugc duy tri. Vi du, cac gen trong cac bang 1 dén 3 c6 thé duogc cai bién
dé ma ching c6 cac ma bo ba t61 wu phu thudc vao tAn suét so dung ma bd ba cua
vat chu dugc st dung.

Céc vi du ctia xtr ly dot bién gdbm phuong phap xit 1y trong dng nghiém phén
tt ADN ¢6 trinh tu nucleotit mdi trong cac gen trong (al) dén (a3) trén voi
hydroxylamin hodc tuong tw; phuong phap xur ly cac vi sinh vat mang mdi trong cac
gen trong (al) dén (a3) trén voi céc tia X, céc tia cyc tim, hodc dot bién nhu N-
metyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidin (NTG), etyl metanesulfonat (EMS), va metyl
metanesulfonat (MMS); va tuong tu.

Sy cai bién gen dé tang su biéu hién gen

Cum tu "tdng su biéu hién gen" c6 nghia la su biéu hién gen dugc tang 1én
SO Vo1 su biéu hién gen cua ching khong duoc cai bién. Cac vi du cia mot khia canh
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tang su biéu hién ciia gen gom khia canh trong do6 su biéu hién cua gen tt hon la
duoc tang 1,5- 14n hodc nhiéu hon, con t5t hon 12 dugc ting 2-1an hodc nhiéu hon,
va thadm chi con tot hon 1a dugc ting 3- 1an hoic nhiéu hon, nhu dugc so sanh véi su
biéu hién gen cua chiung khong dugc cai bién.

Thém vao do, cum tu "biéu hién gen dugc tang" c6 nghia la khong chi su
tang trong su biéu hién cua gen dich trong chung trong d6 gen dich dugc biéu hién
ban diu, ma c6 nghia la gen dich duogc biéu hién trong chung trong do gen dich
khong dugc biéu hién ban diu. Nghia 1a, cum tir "biéu hién gen dugc tang" gbdm, vi
du, trudng hop trong do gen dich duge dua vao chung khong c6 gen dich, va gen
dich dugc biéu hién & day. Hon nita, cum tir "biéu hién gen dugc tang" ciing dugc
dé cap dén nhu cac cum tu "biéu hién gen dugc ting" hodc "biéu hién gen dugc
tang."

Su tang trong biéu hién gen c6 thé dat duoc bang cach, vi du, tang s6 luong
ban sao cua gen Tang sb luong ban sao ciia gen ¢6 thé dat duoc bang cach dua gen
vao nhiém sic thé cua vat chu. Viéc dua gen vao nhidm séc thé c6 thé duge thuc
hién str dung, vi du, su tai t6 hop dong nhét (Miller I, J.H. Experiments in Molecular
gentics, 1972, Cold Spring Harbor Laboratory). Chi mdt ban sao ctia gen ¢ thé dugc
dwa vao, hoic hai hodc nhiéu hon cac ban sao ciia né co thé dugc dua vao.

Vi du, nhiéu ban sao cua gen ¢ thé dugc dua vao nhiém séc thé bang cach
thwc hién sy ti to hop ddng nhét trong khi trinh ty dich c6 nhiéu ban sao trén nhiém
sic thé. Céac vi du cta trinh tu c6 nhidu ban sao trén nhiém séc thé gdm trinh ty ADN
lap lai (ADN ldp lai), va cac doan 1dp dugc dao xuét hién & ca hai dau cia gen nhay.

Ngoai ra, su tai t6 hop dbng nhat c6 thé dugc thuc hién trong khi nham dich
trinh tu phit hop trén nhiém séc thé, nhu gen khong can thiét dé tao ra chét dich. Sy
tai to hop ddng nhit c6 thé duogc thuc hién béi, vi du, phuwong phép st dung ADN
mach thang, phwong phap st dung plasmid chira gbc sao chép nhay cam v6i nhiét
do, phuong phap su dung plasmid c6 kha nang chuyén lién hop, phuong phép st
dung vecto tu sat khong co gbc sao chép ma co chirc ndng trong vat chu, hoac
phuong phap tai nap su dung thé thuc khuin. Thém vao do, gen ciing ¢6 thé duge
dua vao mot cach ngiu nhién vao nhiém séic thé st dung gen nhay hodc Mini-Mu
(JP-A-H2- 109985)

Liéu rang gen dich dugc dua vao vao nhidm séc thé co thé dugc kiém tra
bang phép lai Southern st dung doan do ¢6 trinh tu bd sung véi tAt ca hodc mot phan
cua gen, PCR st dung mdi dugc tao ra dugce dua trén trinh tu cua gen, hoac tuong
tu.

Thém vao d6, s6 lugng ban sao cia gen cﬁng c6 thé dugc tang bang cach
dua vecto chtra gen vao vat chi. Vi du, ¢ thé tang sb luong ban sao cua gen bang
cach tao vecto biéu hién gen bang cach thit manh ADN chira gen dich dén vecto ma
c6 chirc ning trong vat chu, va bién nap vat chd vé6i vecto biéu hién. Manh ADN
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chira gen dich co thé dugc thu bai, vi du, PCR str dung hé gen ADN cua vi sinh vat
c6 gen dich nhu khudn mAu. Phuong phéap bién nap khong dugc giéi han mot cach
cu thé, va phuong phéap thong thuong dugc biét c6 thé duge sur dung.

D6i véi vecto, vecto ma c6 thé tu nhén 1én trong té bao vat chu c6 thé duge
st dung. Vecto t6t hon 12 vecto da ban. Thém vao do, vecto tot hon 1a c6 danh dau
nhu gen khang khéng sinh hodc gen khdc dugc md ta trong tai liéu [Karl Friehs,
Plasmid Copy Number and Plasmid Stability, Adv Biochem Engin/Biotechnol 86:
47-82 (2004)] dé chon chit bién nap. Hon nita, vecto co thé c6 promoto hodc tin
hiéu két thuc dé biéu hién gen dugc chén. Céc vi du cia vecto gdm vecto dugc bat
ngudn tir plasmid cua vi khuén, vecto dugc bt ngudn tr plasmid cua nim men,
vecto duge bat ngudn tir thé thuc khuan, cosmid, phagemid, va tuong tu.

Cac vi du dac hiéu cia cac vecto ¢6 kha nang tu nhan lén trong vi khuan cuia
Enterobacteriaceae nhu Escherichia coli gom pUC19, pUC18, pHSG299, pHSG399,
pHSG398, pBR322, va pSTV29 (T4t ca tir Takara Bio Inc.), pACYC184 va
pMW219 (Nippon gen), pTrc99A (Pharmacia), vecto pPROK (Clontech), pKK233-
2 (Clontech), vecto pET (Novagen), vecto pQE (Qiagen), va vecto khoang vat chu
rong RSF1010.

Trong trudng hop dua gen vao, du dé gen dugc gitt trong vi sinh vat thude
sinh vat nhin xo c6 sy cai bién gen trong sang ché. Piac biét, hiéu qua dé gen duoc
dwa vao ma n6 dugc biéu hién khi kiém soat promoto trinh tw ma c6 chirc nang trong
vi khuan cta sang ché. Promoto ¢6 thé 1a promoto dugc b&t ngudn tir vat chu hoac
promoto khac loai. Promoto ¢6 thé 1a promoto ndi tai cua gen dugc dwa vao hoac
promoto cta cac gen khac. Déi v6i promoto, vi du, promoto manh hon s€ duoc mo
ta sau c6 thé duoc stir dung.

Tin hiéu két thuc dé két thic sy phién ma c6 thé dugc bd tri ha luu cua gen.
Tin hiéu két thic khong dugce giéi han mot cach cu thé mién 1a chirc nang ctia nd
trong vi khudn cta sang ché. Tin higu két thiic ¢6 thé 1a tin hiéu két thuc dugc bat
ngudn tir vat cht hodc tin hiéu két thic khong dong nhét. Tin hiéu két thic c6 thé 1a
tin hiéu két thic ddc biét dbi voi gen dugce dua vao, hodc ¢ thé 1a tin hiéu két thic
cta cac gen khac. Céc vi du dac higu ctia céc tin hiéu két thuc gdm tin hiéu két thuc
T7, tin hiéu két thuc T4, tin hiéu két thuc pha fd, tin hiéu két thuc tet, va tin hiéu két
thuc trpA.

Céc vecto, cac promoto, va cac tin hi¢u két thic ma co thé dugc st dung
trong cac vi sinh vat khac nhau duge mo ta chi tiét trong, vi du, "Basic Lecture 8 on
Microbiology, Gene Engineering, KYORITSU SHUPPAN, 1987," va chiing c¢6 thé
dugc st dung.

Thém vao d6, trong truong hop ma hai hoac nhiéu hon cac gen dugc dua
vao, di dé mdi gen dugc gift trong vi khuan cua sang ché theo cach dé hiéu. Vi du,
mdi gen ¢ thé duoc giit lai trén vecto biéu hién duy nhat, hodc tit ca c6 thé dugc
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giit lai trén nhiém sic thé. Hon nita, mdi gen c6 thé dudce gitt lai riéng biét trén nhiéu
vecto biéu hién, hodc c6 thé duge gitt lai riéng biét trén mot hodc nhiéu vecto biéu
hién va trén nhiém sic thé. Hon nita, hai hodc nhiéu hon céc gen c6 thé tao thanh
operon va dugc dwa vao. Céac vi du cua "cac truong hop ma hai hoac nhiéu hon cac
gen dugc dua vao" gdm truong hop dua gen twong tng ma hoa hai hodc nhiéu hon
enzym, trudng hop dua gen twong ing ma hoa hai hoac nhiéu hon cac tiéu don vi
ma tao thanh enzym don, va cac su t6 hop ctia chung.

Gen dugc dua vao khong dugce gidi han mot cach cu thé mién 12 n6 ma hoa
protem ma c¢6 chtrc ning trong vat chi. Gen dugc dua vao co thé 1a gen dugc bat
ngudn tir vat chu hodc gen khac loai. Gen dugc dua vao c6 thé duoc thu boi, vi du,
PCR st dung cac mdi duogc thiét ké dugc dua trén trinh ty nucleotit ciia gen va su
dung hé gen ADN cua sinh vt c6 gen hodc plasmid hoic twong tu mang gen nhu
khudén mau. Thém vao do, gen duge dua vao co thé dugc téng hop hoan toan, vi du,
duoc dua trén trinh tu nucleotit cia gen [gen, 60 (1), 115-127 (1987)].

Hon nita, sy tang trong biéu hién gen c6 thé dat dugc bang cach cai thién
tinh hiéu qua phién ma cta gen. Cai thién tinh hiéu qua phién mi cua gen co thé dat
dugc bang cach, vi du, thay thé promoto cta gen trén nhiém sic thé véi promoto
manh hon. "Promoto manh hon" dé cap dén promoto ma ting cudng sy phién ma
cta gen hon promoto dang thuan xuét hién mot cach ty nhién.

Cac vi du cua "promoto manh hon" gbm céc promoto biéu hién cao dugc
biét nhu promoto uspA, promoto T7, promoto trp, promoto lac, promoto thr,
promoto tac, promoto trc, promoto tet, promoto araBAD, promoto rpoH, promoto
PR, va promoto PL.

Thém vao dé, dbi v6i promoto manh hon, promoto thong thuong cua dang
hoat tinh cao co thé duogc thu st dung céc gen chi thi khac nhau. Vi du, hoat dong
cuia promoto co thé duoc tang bang cach mang cac vung -35 va -10 trong vung
promoto gan hon trinh tu ddng thuan (W02000/18935).

Céc vi du cia cac dang promoto hoat hoa cao gdm céac promoto khac nhau
nhu tac (Katashkina JI et al. Russian Federation Patent application 2006134574) va
promoto pnlp8 (International W02010/027045). Cac phuong phap dé danh gia do
bén cla promoto, va cac vi du cua cac promoto manh dugc mo ta trong tai liéu dugc
biét [Prokaryotic promoters in biotechnology. Biotechnol. Annu. Rev., 1, 105-128
(1995) va tuong tu].

Thém vao do, sy tang trong muc do biéu hién gen c6 thé dat dugc bang cach
cai thién hiéu qua dich ma cua gen. Su cai thién hiéu qua dich mé cua gen co thé dat
duoc bang cach, vi dy, thay thé trinh tu Shine-Dalgarno (SD) (ciing dugc goi 1a vi
tri lién két ribosome (RBS)) cua gen trén nhidm sic thé véi trinh tuw SD manh hon.

"Trinh tu SD manh hon" dé cap dén trinh tu SD trong d6 su dich md mARN
dugc cai thién hon trinh tw SD dang thuan xuét hién tu nhién. Cac vi du cua trinh tu
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SD manh hon gdm RBS ctia gen 10 tir thé thue khuan T7 [Olins P.O. et al, gen, 1988,
73,227-235]. Thém vao do, su thay thé, chén, hodc x6a mot vai nucleotit trong ving
dém gitta RBS va ma b0 ba m¢ dau, cu thé trong trinh tu ngay upstream ctia méa b
ba mé diu (5°-UTR), duoc biét nh hudng mét cach dang ké tinh higu qua dich ma
va su 6n dinh cia mARN, va do do, hi¢u qua dich ma cua gen co thé duoc cai thién
bang viéc cai bién chung.

Trong sang ché, cac vi tri ma anh hudng su biéu hién cia gen, nhu promoto,
trinh tu SD, va ving dém gitta RBS va mi b0 ba mo dau, ciing dugc dé cap chung
dén nhu "céac ving d6i chung biéu hién." Céc ving dbi chtng biéu hién c6 thé dugc
xéc dinh st dung phan mém tim kiém gen nhu vecto tim kiém gen hoic GENETYX.
Su cai bién cta cac viung dbi chimg biéu hién cé thé dugc thuc hién bdi, vi du,
phuong phép st dung vecto nhay véi nhiét do hoic phuong phap tich hop tir Red
(W02005/010175).

Su cai thién trong tinh hiéu qua dich ma cua gen ¢co thé ciing thu dugc bai,
vi du, su cai bién mi bd ba. Dic biét, vi du, trong truong hop ma su biéu hién cia
gen di hop duge thuc hién, va twong ty, tinh hiéu qua dich ma cia gen co thé dugc
cai thién bang céach thay thé cac ma bo ba hiém xuat hién trong gen v6i cac mé bd
ba ddng nghia dugc s dung phé bién hon.

Sy thay thé ma bo ba c6 thé duoc thuc hién béi, vi du, phuong phap dot bién
huéng diém trong d6 dot bién dich duogc dua vao vi tri dich trong ADN. Cac vi du
cia phuong phap dot bién huéng diém gdbm phuong phéap st dung PCR [Higuchi,
R., 61, in PCR technology, Erlich, H.A. Eds., Stockton press (1989); Carter, P.,
Meth. Trong Enzymol., 154, 382 (1987)], va phuong phap sit dung thé thuc khuén
[Kramer, W. va Frits, H.J., Meth. Trong Enzymol., 154, 350 (1987); Kunkel, T.A. et
al., Meth. Trong Enzymol., 154, 367 (1987)]. Ngoai ra, manh gen trong d6 cac ma
bd ba duoc thay thé c6 th& duoc téng hop hoan toan. TAn suét st dung ma bo ba &
cac sinh vAt khac nhau dugc md ta trong "Codon usage database"
[http://www.kazusa.or.jp/codon; Nakamura, Y. et al, Nucl. Acids Res., 28, 292
(2000)].

Thém vao d6, su biéu hién cta gen ciing ¢6 thé dugc ting bang cach khuéch
dai bd diéu hoa ma ting su biéu hién cta gen, hoac bang cach x6a hodc lam yéu bo
diéu hoa ma giam sy biéu hién cia gen. Céac k¥ thuat nhu vay dé tang su biéu hién
cia gen nhu dugc mo ta trén co thé duogc st dung mot minh hodc cd thé dugc st
dung trong bat ky su két hop nao.

Su tang trong su biéu hién cia gen c6 thé dugc kiém tra, vi du, bang cach
kiém tra su tang trong lugng phién ma cta gen hodc bang cich kiém tra sy ting
trong lugng protein dugc biéu hién tir gen. Thém vao do, su tang trong su biéu hién
cua gen cO thé dugc kiém tra, vi duy, bang cach kiém tra hoat dong ting cua protein
dugc biéu hién tir gen.
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Kiém tra su ting trong lugng phién mi cta gen ¢co thé dugc thyc hién bing
cach so sanh luong mARN dugc phién ma tir gen v6i chung khong dugc cai bién
nhu chung thuin hodc chung gdc. Cac vi du cia cac phuong phap danh gia luong
mARN gdm phép lai Northern, RT-PCR, va tuong tur [Sambrook, J., et al., Molecular
Cloning A Laboratory Manual/Third Edition, Cold spring Harbor Laboratory Press,
Cold spring Harbor (USA), 2001]. Sy tang trong lugng mARN dé cap dén, vi du,
trudng hop trong d6 lwuong mARN tdt hon 13 dugc tang 1,5- 14n hodc nhiéu hon, con
t6t hon 1a dwoc ting 2-1an hodc nhiéu hon, va thim chi con t6t hon 1a dugc tang 3-
14n hodc nhiéu hon, nhu dugc so sanh voi lugng mARN cua chung khoéng dugc cai
bién.

Su tang trong lugng protein ¢ thé duoc kiém tra bang, vi du, Western blot
st dung khang thé. Su tang trong lugng protein dé cap dén, vi dy, truong hop trong
d6 lugng protein tot hon 13 duoc tang 1,5- 14n hodc nhiéu hon, con t6t hon 1a dugc
tang 2-1an hodc nhiéu hon, va thAm chi con tot hon 13 duoc ting 3- 1an hodc nhiéu
hon, nhu dugc so sanh véi lugng protein clia ching khong duge cai bién.

Su ting trong hoat dong cua protein co thé dugc kiém tra bang, vi du, do
hoat tinh cua protein. Viéc tang trong hoat tinh cta protein dé cap dén, vi du, truong
hop trong d6 hoat dong ctia protein tét hon 1a duge ting 1,5-14n hodc nhiéu hon, con
t6t hon 1a dugc tang 2-1an hodc nhiéu hon, va thdm chi con t6t hon 1a dugce tang 3-
14n hodc nhiéu hon, nhu dugc so sanh véi hoat tinh protein cua chung khong dugc
cai bién.

Céc k¥ thuat dugc mo ta trén dé tang su biéu hién cua gen c6 thé duoc st
dung dé tang biéu hién cua mdi trong cac gen (al) va (a2) trén.

Sy cai bién gen ma ting biéu hién ctia gen kpsS t5t hon 1a it nhat mot trong
cac su cai bién cua cac vung d6i chimg biéu hién cua gen kpsS va sy cai bién gen
ma ting sd lugng ban sao. Gen kpsFEDUCS xuat hién nhu nhém gen tao ra
heparosan nhung s& dugc mo ta sau trong cac vi dy, cac tac gia cua sang ché tim
thiy rang tac dung cu thé cai thién tao ra heparosan dugc thu bang cach tang su biéu
hién cuda chi gen kpsS trong s6 chung. Theo do, d6i v6i su cai bién gen ma tang biéu
hién cta gen kpsS, su cdi bién gen dé tang s6 lugng ban sao clia gen kpsS 1a tét hon.

Su cai bién gen ma ting su biéu hién cua it nhit mot gen dugc chon tir céc
gen kfiA, kfiB, kfiC, va kfiD t6t hon 1a it nhat mot trong cac sy cai bién cua céc
vung dbi chimg biéu hién it nhit mot trong cac gen dugce chon tir cac gen kfiA, kfiB,
kfiC, va kfiD, va tang sb lwong ban sao cac gen. Nhu dugc thé hién trong Fig.1, cac
gen kfiA, kfiB, kfiC, va kfiD tao thanh operon. Su cai bién gen ma ting toan bd
operon dugc tao thanh boi cac gen kfiA, kfiB, KkfiC, va kfiD 1a tot hon, va su céi
bién cua cac ving ddi chiung biéu hién cua cac gen kfiA, kfiB, kfiC, va kfiD 1a tot
hon.

Su cai bién gen ma gly ra su mét chiic ning gen
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Céac vi du cta cac sy cai bién gen ma gly su mét chitc ning gen yhbJ cuia
(a3) trén gbdm sur cai bién gen trong d6 chirc nang cla protein dugc ma hoéa boi mot
phan twong ung voi yhbl dugce gidm hodc ngung hoan toan bang viéc cai bién ADN
mi héa mot phan trong tmg v&i yhbJ trong hé gen ADN cua vi sinh vét thudc sinh
vat nhan xo nhu vat chu.

Trong phuong phap cua sang ché, dang cua sy cai bién duogc bd sung vao
ADN mi héa mét phin twong tmg v6i yhbJ khong duge giG¢i han mot cach cu thé
mién 1a chic ning cia protein duge ma hoa bdi gen twong ung v6i yhbl] duoc giam
hodc ngling hoan toan, va phuong phép da biét c6 thé dugc st dung phu hop.

Céac vi du cua dang ma giam hodc nging hoan toan chirc nang cua protein
duoc ma héa béi mot phan twong ng véi yhbJ gdbm bat ky mot trong sb cac su cai
bién sau (I) dén (I1I):

(I) T4t ca hodc mot phf?m ciua ADN ma hoa mot phén tuong Gng v4i yhbJ
dugc loai bo.

(I1) Mot hodc mdt vai cac su thay thé, x6a hoic b6 sung tao thanh ADN ma
héa mot phan twong tng véi yhbl.

(IIT) ADN ma hoa mot phan tuong ung voi yhb] dugc thay thé véi trinh tu
ADN c6 it hon 80% tuong tu trinh tw ADN truéc sy cai bién.

Céac vi du cua sy mat chirc ning cta gen yhbJ gém truong hop trong do6 hoat
dong cia gen yhbJ tot hon 12 20% hodc it hon, con tét hon 13 10% hodc it hon, va
tham chi con t6t hon 14 5% hodc it hon, nhu duge so sanh v6i su mét chirc nang cua
chung khong dugce cai bién. Hoat dong cua yhbJ co thé dugc kidm tra bang thu
nghiém muc do biéu hién cua glm$S bang phuwong phap lai Northern, bang phuong
phép lai Western, hodc tuong tu [Kalamorz F. et al, (2007) "Feedback control of
glucosamine-6-phosphate synthase GlmS expression depends on the small RNA
GImZ and involves the novel protein YhbJ in Escherichia coli." Mol Microbiol. 65
(6):1518-33].

Trong phuong phap tao ra polysacarit dugc sulfat héa theo sang ché, c6 thé
dé s dung, d6i v6i dung dich phan tng, N-sulfoheparosan duge thu bang céch cai
bién hoa hoc heparosan bdi phuong phap da biét, ma heparosan dugc thu béi phuong
phép tao ra heparosan dugc mo ta trén.

Phuong phap tao ra PAPS

Phuong phép tao ra PAPS theo sang ché duoc dic trung & phan Ung tao ra
PAPS dugc thuc hién bang cach tich hop ngudn ATP, ngudn ion sulfat, chit bién nap
dugc md ta ¢ trén (a) hoac chat duoc xur Iy cua chung vao dung dich phan Ung.
Nghia 13, phuong phéap tao ra PAPS theo sang ché bao gom cac budce sau (i) va (ii):

(i) diéu ché chit bién nap cua vi khuén thudc gidng Corynebacterium, ma
bao gdm it nhé4t gen mi hoa ATP sulfurylaza va gen mé hoa APS kinaza ma dugc
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dua vao theo cach biéu hién dugc, trong d6 mang t& bao chét cua chit bién nap la
chét thAm, hoic chét da dugc xit Iy cua chét bién nap; va

(i1) tién hanh phan ting tao ra PAPS bang céch st dung dung dich phan tng
chtra ngudn ATP, nguén ion sulfat, va chét bién nap dugc didu ché trong buéc (i)
hodc chit duge xtt 1y cta chung.

Theo phwong phéap tao ra PAPS theo sang ché, PAPS c6 thé duoc tao ra bési
phan Ung té bao vi khudn st dung chit bién nap cua vi khudn cua gidng
Corynebacterium biéu hién ATP sulfurylaza va APS kinaza hodc chét duge xtt 1y cia
no.

Vi du thwe hién siang ché

Cac vi du dugc thé hién dudi day, nhung sang ché khong dugc gidi han dén
cac vi du sau.

Vidul

CAu truc cia Corynebacterium ammoniagens DE3 plasmid

Plasmid dé chén lambda DE3 chita gen T7 RNA polymeraza giita gltD-purT
trén nhidm sic thé cia chung hiém Corynebacterium ammoniagens ATCC 6872
duoc tao ciu tric nhu sau. Hai dang mdi dé khuéch dai phia gltD [gltD-purT_1 (SEQ
ID NO: 1) va gltD-purT_2BX (SEQ ID NO: 2)], va hai dang mdi dé khuéch dai phia
purT [gltD-purT 3BX] (SEQ ID NO: 3) va gltD-purT_4 (SEQ ID NO: 4)] duoc thiét
ké.

& thoi diém nay, dé thue hién PCR tht hai (PCR dung hop) dé lién két manh
suon gltD va manh suon purT duoc khuéch dai trong PCR thr nhét, trinh tu ma dugc
bd sung véi trinh tu ciia khoang 25 bazo trén phia 3” cua mdi 5’ (gitD-purT_4; SEQ
ID NO: 4) dé khuéch dai manh suon purT duoc bd sung trén phia 5' cua mbi 3’
(gltD-purT 2BX; SEQ ID NO: 2) dé khuéch dai manh suon gltD. Thém vao do,
trinh tuy dé nhan dong In-Fusion duoc bd sung vao phia 5’ cua mdi 5’ (gitD-purT 1)
dé khuéch dai manh suon gltD va mdi 3’ (gltD-purT 4) dé khuéch dai manh suon
purT. Hon nita, cac trinh ty nhan dang Bglll va Xhol duoc bd sung vao phén lién
két trén phia gltD va phia purT dé chén lambda DE3.

ADN nhiém sic thé cua chung Corynebacterium ammoniagens ATCC 6872
(6 day duoc dé cdp dén nhu la ATCC 6872), ma la chung dang thudn cia
Corynebacterium ammoniagens, dugc tao ra theo phuong phap Saito et al. [Biochim.
Biophys. Acta 72, 619 (1963)].

Sir dung ADN nhidm séc thé nhu khuén m3u, PCR thi nhat dé khuéch dai
manh suon gltD va manh suon purT duoc thuc hi¢n, va do d6 khoang 0,8 kb manh
ADN trén manh suon gltD va khoang 0,8 kb cua manh ADN trén manh swon purT
duoc thu. Tiép, PCR th hai dugc thyc hién dé lién két manh suon gltD cia chung
va manh suon purT, va do d6 khoang 1,6 kb ciia manh ADN (gitD-BX-purT) dugce
thu.

35



50443 36/86

Plasmid pESB30, trong d6 2,6 kb cua manh ADN PstI [Mol. Microbiol., 6,
1195 (1992)] chira gen sacB levansucraza cua Bacillus subtilis duoc thu & vi tri phan
manh Pstl cua vecto pHSG299 cua Escherichia coli [gen, 61, 63, (1987)] c6 gen
khang kanamycin, dugc cit v6i BamHI. Do d6, manh gltD-BX-purT dugc thu trén
duoc lién két sir dung kit nhan dong In-Fusion (Takara Bio Inc.). S dung san phim
phan tmg, Escherichia coli DHS alpha [dugc san xuét béi TOYOBO CO., LTD.]
dugc bién nap theo phuong phap thong thuong [Molecular cloning: a laboratory
manual, 3™ ed., 2001, Cold Spring Harbor Laboratory Press].

Chung thu dugc dugc nudi cdy trén moi trudng thach LB chwa 20
microgram/ml cua kanamycm [moi trudong chia 10 g bactotrypton (dugc san xuét
boi Difco), 5 g dich chiét nAm men (dugc san xuét bai Difco), 10 g natri clorua, va
16 g thach Bacto (duoc san xuat bai Difco) trong 1 L nuége, va trong d6 pH dugc
diéu chinh dén pH 7,0], va ching bién nap dugc chon. Sau khi chon dong dich bang
PCR khuén lac, ching bién nap dugc 4 vao méi truong LB chura 20 microgram/ml
ctua kanamycin (moi truong c6 cung ché pham nhu moi truong thach LB ngoai trir
khong c6 thach dugc chira), va dugc nudi ciy qua dém, va do d6 plasmid dugc diéu
ché tir mdi trudng nudc ding duge thu st dung QIAprep Spin Miniprep Kit
(Qiagen). Phan tich trinh tu nucleotit dugc x4c nhén rang plasmid c6 cAu tric trong
d6 khoang 1,6 kb cia manh gltD-BX-purT dugc chen vao pESB30.

Sau do6, 4,5 kb cia manh DE3 lambda dugc khuéch dai béi PCR st dung
ADN nhiém sic thé duoc chiét tir Escherichia coli BL21 (DE3) nhu khu6n mau va
st dung cac mdi cua DE3-for Xho (SEQ ID NO: 5) va DE3-rev_Bgl (SEQ ID NO:
6). Trinh tu nhén biét Xhol dugc bd sung vao DE3-for Xho, va trinh ty nhén biét
Bglll dugc bd sung vao DE3-rev_Bgl. Manh nay va plasmid c6 ciu tric trong do
khoang 1,6 kb ctia méanh gltD-BX-purT dugc chén vao pESB30 dugc tiéu hoa voi
Xhol va Belll, va sau d6 dugc lién két véi kit néi ADN (Takara Bio Inc.).

Escherichia coli DHS alpha dugc bién nap trong cung cach thirc nhu duge
mo ta trén, ching do d6 dugc thu dugc nudi ciy trén mdi truong thach LB chaa 20
microgram/ml ciia kanamycin, va chung bién nap dugc chon. Ching bién nap dugc
1 vao mdi truong LB chira 20 microgram/ml clia kanamycin va duge nudi cdy qua
dém, va do do6 plasmid dugc didu ché tir mdi trudong nude dung thu duge st dung
QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen). Phan tich trinh tu nucleotit dugc xac nhan
rang plasmid c6 ciu trac trong d6 4,5 kb clia méanh lambda DE3 dugc chen gilta
khoang 1,6 kb cua gltD-purT trén pESB30, Plasmid nay dugc thiét ké nhu pC-DE3,

Vidu?2

Chu tric cta chiung dugc chén lambda DE3 cua Corynebacterium
ammoniagens

PC-DE3 dugc chén vao ching ATCC 6872 béi dién di theo phuong phéap cua
Rest et al. [Appl. Microbiol. Biotech., 52, 541 (1999)]. va cac chiung khang
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kanamycin dugc chon. Khi cAu tric ctia nhidém sic thé duogc thu tr mot trong cac
chuing khang kanamycin dugc kiém tra béi phép lai Southern [Molecular cloning: a
laboratory manual, 3™ ed., 2001, Cold Sprmg Harbor Laboratory Press], dugc xéc
nhén rang pC-DE3 dugc tich hop vao nhidm séc thé boi sy tai to hop ddng nhét dang
Campbell.

Chuing bién nap (sy tai td hop don) dugc 4p dung voi mdi trudong dudng Suc
[mdi truong chira 100 g sucrose, 7 g dich chiét thit, 10 g pepton, 3 g natri clorua, 5
g dich chiét ndm men (duoc sén xuét bai Difco), va 15 g thach Bacto (dugc san Xuét
boi Difco) trong 1 L nuée, va pH dugc diéu chinh dén pH 7,2], va dugc nudi cly &
30 do C khoang 1 ngay, va cac khuén lac phat trién dugc chon. Chung trong d6 gen
sacB xuit hién khong phat trién trén mdi truong nay boi vi no chuyén sucroza thanh
chét nén tu sat [J. Bacteriol., 174, 5462 (1991)]. Néi cach khac, ching, trong do gen
sacB duoc x6a boi su tai td hop déng nhét tht hai giﬁ*a dang chén lambda DE3 va
dang thuan xuét hién gan nhiém sic thé, c6 thé phat trién trén moi truong ma khong
tao ra chit nén tu sat. Trong sudt su tai td hop dong nhét nay, hodc 1a cAu trac dang
thudn hodc chung trong d6 manh lambda DE3 dugc chén giita gltD-purT dugce tha
cung voi sacB. O thoi diém nay, trong ching trong do6 cAu tric dang thuan duogc tha
cung véi sacB, su thay thé gen ddi voi dang chén lambda DE3 xuét hién.

Chung trong d6 lambda DE3 dugc chen gitra gltD- -purT cia ATCC 6872
dugc thu bing cach PCR khun lac st dung tai t6 hop thir hai do d6 duogc thu véi
cac mdi ctia DE3-for Xho va DE3-rev_Bgl. Chung nay duoc thiét ké nhu ATCC
6872 (DE3).

Vidu3

CAu tric cta plasmid c6 manh ADN dé biéu hién MET3-MET14

Plasmid pCS299P [Appl. Microbiol. Biotech., 63, 592 (2004)] dugc ti€u hoa
v&i BamHI. PCR dugc thuc hién véi pCET_Fw2 (SEQ ID NO: 7) va pCET Rv2
(SEQ ID NO: 8) va sir dung pET21b nhu khudn mau dé thu dugc manh ADN chura
lacI-PT7. Ching dugc tinh sach boi QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) va
duoc lién két sir dung kit nhan dong In-Fusion (Takara Bio Inc.). St dung san pham
phan tGng, Escherichia coli DHS alpha (duoc san xuat boi TOYOBO CO., LTD.)
dugc bién nap theo phuong phap thong thuong va duoc nudi cdy trén moi trudong
thach LB chira 20 microgram/ml kanamycin, va chung bién nap duoc chon. Sau khi
chon dong dich bang PCR khuén lac, chung bién nap dugc u vao mdi truong LB
chtra 20 microgram/ml cta kanamycin va dugc nudi cdy qua dém, va do do plasmid
duoc diéu ché tir mdi truong nude dung thu duge s dung QIAprep Spin Miniprep
Kit (Qiagen). Phan tich trinh tu nucleotit dugc xdc nhan rang plasmid la plasmid c6
cAu truc trong d6 khoang 1,9 kb ctia manh ADN lacI-PT7 dugc bt ngudn tir pET21b
duoc chén vao pCS299P. Plasmid nay dugc thiét ké nhu pCET212,
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Sau do, plasmid duoc tao cAu tric trong d6 MET3 va MET14 dugc bét nguén
tr Saccharomyces cerevisiae dugc cheén vao downstream cia promoto T7 cua
pCET212. Hai dang mdi (MET3_1 (SEQ ID NO: 9) va MET3_2 (SEQ ID NO: 10))
d8 khuéch dai MET3 tir ADN nhiém sic thé cua ching Saccharomyces cerevisiae
S288C (& day dugce d@ cap dén nhu 12 S288C), va hai dang mdi (MET14_3 (SEQ ID
NO: 11) va MET14 4 (SEQ ID NO: 12)) dé khuéch dai MET14 duoc thiét ké.

O thoi didm nay, dé thuc hién PCR thir hai (PCR dung hop) ma lién két manh
MET3 va manh MET14 dugc khuéch dai trong PCR thu nhAt, trinh ty ma bd sung
v6i trinh tu cua khoang 15 bazo trén phia 5' cua mdi 5> (MET14_3; SEQID NO: 11)
dé khuéch dai MET14 dugc bd sung vao phia 5> ciia mdi 3' (MET3_2; SEQ ID NO:
10) dé khuéch dai MET3, va trinh tu which is bo sung v6i trinh ty cia khoang 15
bazo trén phia 5' cia MET3_3 dugc bd sung vao phia 5> cia MET14_3, Thém vao
d6, trinh ty dé nhan dong In-Fusion dugc bd sung vao phia 5’ cua mdi 5° (MET3 1)
dé khuéch dai MET3 va moi 3° (MET14_4) dé khuéch dai MET13, St dung ADN
nhidm she thé ctia chimg $288C nhu khudn miu, PCR thir nhét dé khuéch dai MET3
va MET14 duoc thuc hién, va do d6 khoang 1,5 kb cua manh ADN cia MET3 va
khoang 0,6 kb cia manh ADN trong vung downstream dugc thu. Tiép, PCR thir hai
dwoc thuc hién dé lién két manh MET3 cta chung va manh MET14, va do do6 khoang
2,1 kb cia manh ADN (MET3-MET14) dugc thu. Manh ADN nay dugc tinh sach su
dung QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) va sau d6 duge ndi véi pCET212
dugce thuy phan véi Ndel va Xhol st dung kit nhan dong In-Fusion (Takara Bio
Inc.). St dung san phadm phan ung, Escherichia coli DH5 alpha (duoc san xuét boi
TOYOBO CO., LTD.) dugc bién nap theo phuong phép thong thuong. Chung do do
dugc thu dugc nudi cdy trén moi truong thach LB chtra 20 microgram/ml cua
kanamycin, va chung bién nap dugce chon. Sau khi chon dong dich bang PCR khuin
lac, ching bién nap dugc U vao mdi truong LB chua 20 microgram/ml cua
kanamycin va dugc nuoi cy qua dém, va do d6 plasmid dugc diéu ché tir moi truong
nudc dung thu duge st dung QIAprep Spin Mmlprep Kit (Qiagen). Phan tich trinh
tu nucleotit dugc xac nhén riang plasmid c6 cAu tric trong d6 khoang 2,1 kb cua
manh MET3-MET14 dugc chén vao pCET212. Plasmid nay dugc thiét ké nhu pSC-
3-13, Bang céch bién nap pSC-3-13 vao ATCC 6872 (DE3), chung ATCC 6872
(DE3)/pSC-3-13 tao ra PAPS cua Corynebacterium ammoniagens dugc thu.

Vidu 4

CéAu trac cua plasmid c¢6 manh ADN dé biéu hién chaperon protein

PCR duoc thuc hién su dung Gro F (SEQ ID NO: 13) va Gro_R (SEQ ID
NO: 14) va st dung ADN nhidm séic thé cua chung Escherichia coli BL21 (DE3)
nhu khudn mau, va do d6 manh ADN chira GroES- GroEL dugc thu. Tlep, PCR dugc
thuc hién st dung pKD46 [Datsenko, K.A., Warner, B.L., Proceedings ciia National
Academy of Science cua My, Vol. 97, 6640-6645 (2000)] nhu khuoén mau, va st
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dung AraC_ParaB_F (SEQ ID NO: 15) va AraC_ParaB_R (SEQ ID NO: 16), va do
d6 manh ADN chita AraC_ParaB dugc thu. PCR dugc thuc hién st dung pCDF-
SmOri-F (SEQ ID NO: 17) va pCDF-SmOri-R (SEQ ID NO: 18) va str dung pCDF-
Duetl (Novagen) nhu khuon miu, va do d6 manh ADN chita gen khang
streptomycin va gbc sao chép ColdDF dugc thu. Chiing dugc tinh sach bdi QIAquick
PCR Purification Kit (Qiagen) va dugc lién két st dung kit nhan dong In-Fusion
(Takara Bio Inc.). Sir dung san pham phan ung, Escherichia coli DH5 alpha (dugc
san xuét bi TOYOBO CO., LTD.) dugc bién nap theo phuwong phap thong thuong
va dugce nudi cdy trén mdi truong thach LB chtra 50 micro gram/ml clia streptomycin,
va chung bién nap dugc chon. Sau khi chon dong dich biang PCR khuén lac, ching
bién nap dugc u vao méi truong LB chua 50 microgram/ml cua streptomycin va
dugc nudi cdy qua dém, va do do6 plasmid dugc diéu ché tr moi truong nude dung
thu duoc sit dung QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen). Phan tich trinh ty nucleotit
duoc xac nhan réng plasmid co cAu tric trong d6 khoang 1,2 kb AraC-ParaB manh
ADN duoc bit ngudn tir pKD46 va khoang 2,0 kb cua manh ADN GroES-GroEL
duoc bt ngudn tir BL21 (DE3) dugc chén vao pCDF-Duetl. Plasmid duoc thiét ké
nhu pGro (Sm).

Vidu5

C4u trac cua Escherichia coli biéu hién C5-epimeraza, 20ST, 60ST-3, va
30ST-1

Viung mién xic tac cta C5-epimeraza cia nguoi (E53-N609) duoc nhan
dong thanh vecto pMAL-C2X (New England Biolabs) theo phwong phép dugc mod
ta trong tai liéu [Biochemical and Biophysical Research Communications Volume
339, Issue 2, 13 January 2006, pages 597-602] dé tao MBP-C5. MBP-C5 dugc bién
nap vao Origami-B (DE3) (Novagen) cung v6i pGro7 (Takara Bio Inc.), va do do
chung Origami-B (DE3)/MBP C5 pGro7 cua Escherichia coli biéu hién CS5-
epimeraza duoc tao chu tric.

SEQ ID NO: 19 thé hién trinh tu nucleotit cua mién xuc tac (R51-N356) of
2-O-sulfotransferaza isoform 1 ma dugc bt ngudn tir chudt ddéng Trung Québc va
duoc t6i vu hda ma bo ba cho biéu hién trong Escherichia coli. PCR dugc thyc hién
st dung trinh tu duoc tdng hop mdt cach nhén tao dwge mo ta trén nhu khudn mau
va cac mdi ctia SEQ ID NOS: 20 va 21. Manh PCR nay dugc nhan dong thanh pET-
His6-MBP-TEV-LIC (Addgen) bdi phuong phap nhan dong phu thudc su budc
[Methods Mol Biol. 2009; 498: 105-115] dé tao H-MBP-20ST. H-MBP-20ST dugc
bién nap vao Origami-B (DE3) (Novagen) v6i pGro (Sm), va do d6 ching Origami-
B (DE3)/H-MBP-20ST_pGro (Sm) cua Escherichia coli biéu hién 20ST dugc tao
cAu tric.

Mién xtc tac (P120-L424) cia 6-O-sulfotransferaza isoform 3 dugc bat
ngudn tir chudt duge nhan dong thanh vecto pMAL-C2X (New England Biolabs)
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boi phirong phéap duge mo ta trong tai liGu [Chemistry & Biology Volume 14, Issue
9,21 September 2007, pages 986-993] dé tao MBP-60ST3, MBP-60ST3 dugc bién
nap vao Origami-B (DE3) (Novagen) cung v6i pGro7 (Takara Bio Inc.), va do do
chung Orlgarm -B (DE3)/MBP-60ST3_pGro7 clia Escherichia coli biéu hién 60ST-
3 duoc tao ciu tric.

Mién xtic tac (G48-H311) cta 3-O sulfotransferaza duoc bat ngudn tir chudt
dugc nhan dong thanh vecto pET28a (Novagen) bdi phuong phép dugc mo ta trong
tai liéu [J Biol Chem. 2004 Jun 11; 279 (24): 25789-97] dé tao HIS-30ST1, HIS-
30ST1 dugc bién nap vao BL21-CodoTai liéu phi sang chéus (DE3) -RIL (Agilent
Technologies) cung v6i pGro (Sm), va do d6 chung RIL/HIS-30ST1 pGro(Sm) cua
Escherichia coli biéu hién 30ST1 dugc tao cAu truc.

Vidu6

Piéu ché N-sulfoheparosan va 2-O-N-sulfoheparosan dugc sulfat hoa

Heparosan dugc tao ra bang cach 1én men st dung ching Escherichia coli
K5 hoic ching Nissle theo phwong phdp dugc md ta trong tai lieu sang ché
[WO2018/048973 A1]. Theo tai liéu, heparosan duoc thu dugce deaxetyl hoa va dugc
giai trang hop hoéa hoc, va sau do duoc N-sulfat hoa vé mit hoa hoc. Do do, su phan
doan duoc thuc hién béi két tia etanol dé thu duoc N-sulfoheparosan. N-
sulfoheparosan dugc thu dugc dua vao epime hoéa vi tri C5 va sulfat hoéa vi tri 2-O
trong cac gde axit uronic boi phan ing enzym theo cung tai liéu, va sau d6 duoc dua
vao su phan doan boi két tha etanol, va do d6 2-O-N-sulfoheparosan dugc sulfat hoéa
dugc thu.

Vidu7

Nudi cdy ATCC 6872 (DE3)/pSC-3-13

Ching ATCC 6872 (DE3)/pSC-3-13 dugc thu trong vi du 3 dugc U trén moi
trudng thach BY-Glucose chira 50 microgram/ml cua kanamycin [m01 treong chtra
10 g glucose, 20 g mdi truong bouillon thong thuong (duoc san xuét boi Kyokuto
Pharmaceutical Industrial Co., Ltd.), 5 g dich chiét nAm men (duogc san xuat boi
Difco), va 20 g thach Bacto (dugc san xuat bai Difco) trong 1 L nudce], va duge nudi
cdy 6 30 do C qua dém.

Cic té bao vi khuén cua hai dia duoc  vao 350 ml ciia mdi trudong gieo so
cip [moi truong chira glucose 50g/L, Polypepton cao (Nihon Pharmaceutical Co.,
Ltd) 10g/L, dich chiét nim men (Asahi) 10g/L, KH2POs 1g/L, KoHPO4 1g/L,
(NH4)2804 0,5g/L, urea 0,5g/L, L-xystin 0,03g/L, MgS04-7H20 1g/L, CaCl>-2H20
0,1g/L, ZnSO4-7H0 0,01¢g/L, FeSO4-7H,0 0,01g/L, MnSOs-5H0 0,02¢/L, D-
canxi pantothenat 0,01 g/L, biotin 40 microgram/L, thiamin hydroclorua 0,005 g/L,
va nicotinic axit 0,005g/L, ma pH dugc diéu chinh dén pH 7,2 v6i natri hydroxit, va
L-xystein 0,1 g/L, natri thiosulfat 1 g/L, va kanamycin 0,1 g/L dugc bd sung riéng
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biét sau khi khir tring & 122 d C khoang 20 phut st dung ndi hip] trong 2 L binh
tam gidc, va dugc nudi cdy ¢ 30 do C & tdc do khudy 220 vong/phut hodc 24 gid.

Trong 1700 ml méi truong nudi ciy thir cip [moi trudng chira glucose
100g/L, fructose 4g/L, dich chiét ndm men (dugc san xuit boi Asahi) 10g/L,
KH,PO4 1,25g/L, KoHPO4 1g/L, natri glutamat monohydrat 2,1 g/L, L-xystin 0,02
g/L, MgS04-7H,0 1,25g/L, CaCl-2H20 0,1g/L, CuS04-5H>0 0,002g/L, ZnSO4-
7H,0 0,01g/L, FeS04-7H>0 0,02g/L, MnSO4-5H20 0 ,02g/L, D-canxi pantothenat
0,015 g/L, biotin 40 microgram/L, nicotinic axit 0,005 g/L, va ADEKA NOL LG-
109 (dugc san xuét boi ADEKA) 1 ml/L, ma pH dugc didu chinh dén 7,2 vé6i natri
hydroxit, dugc khtr trung trong ndi hip ¢ 122 @ C khoang 20 phit sau khi b6 sung
urea riéng biét vao 3,2 g/L, va thiamin hydroclorua 0,1 g/L, L-xystein 0,3 g/L, natri
thiosulfat 2,5 g/L, va kanamycin 0,2 g/L dugc thém vao r1eng biét] trong 6 L bé nudi
ciy, 300 ml cua dung dich nudi cdy trén dugc G va nudi cy khoang 24 git dudi cac
didu kién nudi cay 30 do C, tdc do khudy 650 vong/phut, va toc d6 suc khi 2 L/phut
trong khi diéu chinh pH cta n6 dén 6,8 v6i 18% amoni long.

Trong 1700 ml mdi truong nudi cAy chinh [moi truong chira KH2PO4 10g/L,
K,HPO, 10g/L, natri glutamat monohydrat 1g/L, L-xystin 0,02g/L, CaCl-2H20
0,1g/L, CuSO4-5H20 0,005¢/L, 7ZnS04-7H20 0,01g/L, FeS04-7TH20 0,02¢/L, biotin
150 microgram/L, nicotinic axit 0,005 g/L, urea 2 g/L, va ADEKA NOL LG-109
(dugc san xuit béi ADEKA) 1 ml/L, va ma glucose 125g/L, fructose 25g/L, MgSOas-
7H,O 10g/L, MnSOs-5H20 0,02¢/L, D-canxi pantothenat 0,015 g/L, thiamin
hydroclorua 0,005 g/L, L-xystein 0,15 g/L, natri thiosulfat 2,5 g/L, va kanamycin
0,2 g/LL dugce bd sung riéng biét sau khi khir tring ¢ 122 d6 C khoang 20 phut trong
ndi hip] trong 6 L bé nubi cdy, 300 ml cla dung dich nudi ciy trén dugc U va nudi
ciy khoang 25 gid dudi cac didu kién nudi cay 30 do C va tdc do suc khi of 2 L/min
trong khi didu chinh téc d6 khudy glua 650 vong/phut va 900 vong/phut sao cho
lugng oxygen dugc hoa tan khong nam dudi 1 ppm, va trong khi diéu chinh pH cta
né dén 6,8 véi 18% nude amoniac.

Trong subt giai doan nay, IPTG dugc bd sung sao cho nodng do cudi cung 1a
1 mM sau 6 gio tu luc bat dAu nudi cdy, va biotin 100 microgram/L, nicotinic axit
0,015 g/L, canxi D-pantothenat 0,015 g/L, va thiamin hydroclorua 0,005 g/L cling
dugc bd sung sau 10 gio tu luc bit diu nudi cdy. Sau khi hoan thanh nudi cdy, dung
dich nudi cdy duoc tach thanh cac té bao vi khudn va huyén phu nudi ciy bang cach
ly tdm va do do6 vién duoc thu la cac té bao vi khuan ué6t va duoc dong lanh ¢ -80
do C.

Vidu 8

Nubi cdy Origami-B (DE3)/MBP-C5_pGro7, Origami-B (DE3)/H-MBP-
20ST pGro (Sm), Origami-B (DE3)/MBP-60ST3_pGro7, va RIL/HIS-
30ST1 _pGro (Sm)
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Chung Origami-B (DE3)/MBP-C5_pGro7 dugc thu trong vi du 5 duoc ciy
vao dng nghiém 16n chia 5 mL mdi truong TB chira 50 microgram/mL ampicillin,
20 microgram/mL chloramphenicol, 15 microgram/mL tetracyclin, va 15
microgram/mL kanamycin, va dugc nudi cdy & 30 do C khoang 16 gio. 1,2% dung
dich nudi cdy duoc cdy vao binh tam gidc c6 vach ngén chira 500 mL moi truong
TB chita 50 microgram/mL ampicillin, 20 microgram/mL chloramphemcol 15
microgram/mL tetracyclin, va 15 mlcrogram/mL kanamycm va dugc nudi cdy lic &
37 @6 C khoang 6 gio. Do d6, IPTG & ndng do cudi cung 1 mM va arabinoza & ndng
do cubi cung 4 mM duoc bd sung vao do, va nuoi cay dugc thuc hién ¢ 28 do C
khoang 20 gi¢. Do d6, dung dich nudi ciy dugc ly tam, va do d6 vién duge thu nhu
céc té bao vi khuin udt va duoc dong lanh ¢ -80 do C.

Chung Origami-B(DE3)/H-MBP-20ST pGro(Sm) dugc thu trong vi du 5
duge ciy vao bng nghiém 16n chaa 5 mL moi truong TB chira 50 microgram/mL
ampicillin, 50 microgram/mL streptomycin, 15 microgram/mL tetracyclin, va 15
microgram/mL kanamycin, va dugc nudi cdy & 30 do C khoang 16 gio. 1,2% dung
dich nudi cdy dugc cdy vao binh tam gidc ¢6 vach ngén chira 500 mL moi trudong
TB chta 50 microgram/mL ampicillin, 50 microgram/mL streptomycm 15
microgram/mL tetracyclin, va 15 mlcrogram/mL kanamycm va duogc nudi ciy lic &
30 d6 C khoang 12 gio. Do d6, IPTG ¢ ndng do cudi cing 1 mM va arabinoza &
néng do cubi cung 4 mM dugc bd sung vao do, va nuoi céy duoc thuc hién ¢ 28 do
C khoang 20 gio. Do do, dung dich nudi cy dugc ly tdm, va do d6 vién duge thu
nhu cac té bao vi khudn uét va duoc dong lanh ¢ -80 do C.

Ching Origami-B(DE3)/MBP-60ST3_pGro7 duoc thu trong vi du 5 duoc
cdy vao éng nghiém 16n chira 5 mL mdi truong 1B chta 50 microgram/mL
ampicillin, 20 microgram/mL chloramphenicol, 15 microgram/mL tetracyclin, va 15
microgram/mL kanamycin, va dugc nudi cdy & 30 dd C khoang 16 gio. 1,2% dung
dich nudi cdy duoc cy vao binh tam gidc c6 vach ngan chaa 500 mL moi truong
TB chta 50 microgram/mL ampicillin, 20 microgram/mL chloramphemcol 15
microgram/mL tetracyclin, va 15 mlcrogram/mL kanamycm va dugc nudi cdy lic &
37 @6 C khoang 4 gio. Do do, IPTG ¢ ndng do cudi cung 1 mM va arabinoza & nong
do cubi cung 4 mM duoc bd sung vao do, va nudi cay duoc thuc hién ¢ 28 do C
khoang 20 gid. Do d6, dung dich nudi céy duogc ly tam, va do do6 vién dugc thu nhu
céc té bao vi khuin uét va duge dong lanh & -80 do C.

Chung RIL/HIS-30ST1_pGro(Sm) duge thu trong vi du 5 duge cdy vao
dng nghiém 16n chtra 5 mL m6i truong TB chira 50 microgram/mL streptomycin, 15
microgram/mL kanamycin, va dugc nudi cdy 6 30 do C khoang 16 gio. 1,2% dung
dich nudi cay duoc cdy vao binh tam giac c¢6 vach ngan chtra 500 mL moi trudng
TB chita 50 microgram/mL streptomycin va 15 microgram/mL kanamycin, va dugc
nuéi cdy lac & 37 do C khoang 4 gis. Do do, IPTG & ndng do cudi cing 1 mM va
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arabinoza ¢ ndng do cubi cing 4 mM duoc bd sung vao dé, va nudi ciy duogc thuc
hién ¢ 28 d6 C khoang 20 gio. Do d6, dung dich nudi ciy dugc ly tAm, va do d6 vién
duoc thu la cac t& bao vi khuan ué6t va duge dong lanh & -80 do C.

Vidu9

Tht nghiém cho phén tung sulfat héa & vi tri 2-O N-sulfoheparosan st dung
ATCC 6872 (DE3)/pSC-3-13, Origami-B (DE3)/MBP-C5_pGro7 va Origami-B
(DE3)/H-MBP-20ST_pGro (Sm)

M>5i trong cac té bao vi khuan dugc dong lanh ciia ATCC 6872 (DE3)/pSC-
3-13, Origami-B (DE3)/MBP-C5_pGro7, va Origami-B (DE3)/H-MBP-20ST_pGro
(Sm) dugc thu trong céac vi du 7 va 8 dugc tao huyén pht trong nudc tinh khiét sao
cho khéi luong cia céc té bao vi khuan duoc lam dong lanh 1a 333 g/L dé diéu ché
huyén phu té bao vi khuan. Do d6 30 ml dugc thu ctia huyén phu té bao vi khuin
ATCC 6872 (DE3)/pSC-3-13, 6 ml huyén phu t& bao vi khuidn Origami-B
(DE3)/MBP-C5 pGro7, va 6 mL huyén phu té bao vi khuin Origami-B (DE3)/H-
MBP-20ST pGro (Sm) dugc bd sung vao 18 ml dung dich phan tng [dung dich
l6ng chtra glucose 60g/L, KHPO4 8,75g/L, KoaHPO4 15g/L, MgS04-7H,0 20g/L,
D-canxi pantothenat 0,3 g/L, nicotinic axit 0,2 g/L, adenin 4,05 g/L, benzalkonium
clorua 1,25 g/L, ADEKA NOL LG-109 (dugc san xuét béi ADEKA) 1 ml/L, va N-
sulfoheparosan 1 g/L (dugc tao ra trong vi du 6)] trong 250 ml 10 phan tng sinh hoc,
va dugc phan ing khoang 22 gi¢ dudi cac didu kién nudi cay 37 do C, tdc do khuay
500 vong/phut, va tdc dd suc khi 0,75 mL/phut trong khi diéu chinh pH ctia nd dén
6,5 voi 2,8% dung dich amoni long. Trong subt giai doan nay, glucose 60 g/L,
MgS04-7H20 5,0 g/L, va adenin 2,7 g/L con dugc b6 sung 6 gid sau khi bat dau
phan Ung.

L4y miu dugc thyc hién phi hop trong subt qua trinh phan Gng dé thu dung
dich phan tmg. Dung dich phan ung dugc thu dugc pha loang phu hop va sau do
dugc ly tdm, va PAPS dugc phat hién va dugc dinh lugng bang cach do dd hép thu
& 254 nm voi may phat hién UV st dung HPLC dugc san xuit boi Shimadzu
Corporation. Cac két qua duoc thé hién trong Fig.4. Thém vao do, viéc tao ra
disaccarit khéng dugc bdo hoa bang cach phan huy bang enzym va phan tich boi
HPLC dugc thuc hién theo tai liéu sang ché [WO2018/048973 Al].

Nghia 13, dung dich phan tmg dugc thu dugce ly tdm, va chét ndi thu duge
duogc 1am nong va duogc duy tri ¢ 80 do C khoang 10 phut dé bién tinh protem Dung
dich sau khi bién tinh protein dugc ly tdm, va chét ndi thu duoc dwoc khtr mudi bang
cach siéu loc st dung thiét bi loc khéi luong phén tir 3 k (dugc san xuat bai Merck).
Dung dich sau khi khwr mudi dugc cdp vao dung dich phan Gng heparinaza [dugc
bao gbm 50 mM amoni axetat va 2 mM canxi clorua] chtra 0,5 U/ml ctia mdi trong
cac heparinaza I, II, va III (duoc san xuit boi Sigma, nhung cac heparinaza khac co6
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thé ciing duge st dung), va dugc dua vao sy phén hiy enzym & 35 d6 C khoang 2
gio. Heparinaza bi bt hoat bang cach duy tri dung dich sau khi phan huy bang
enzym ¢ 95 do C khoang 15 phut.

Su phén tich disaccarit khong bdo hoa dugc thyc hién bang cach dua dung
dich sau khi khir hoat tinh Heparinaza t6i phan tich mo hinh rira giai gradient cua
pha dong A [dung dich long ma chta 1,8 mM natri dihydrogen phosphat va trong do
pH duoc didu chinh dén pH 3,0 v6i phosphoric axit] va pha dong B [dung dich 16ng
ma chira 1,8 mM natri dihydrogen phosphat va 1 M natri perchlorat, va trong do pH
dwoc diéu chinh dén pH 3,0 vé6i phosphoric axit] sit dung Shimadzu HPLC va cot
trao d6i anion manh (cot séc ky spherisorb-SAX, 4,0 x 250 mm, 5 micrometer, dugc
san xuét boi Waters).

Disaccarit khong bao hoa dugc phat hién bang cach do do hip thu & 232 nm
v6i may phat hién UV. Thoi gian luu gilt cua delta-UA-GIcNS va delta-UA, 2S-
GleNS duoc kiém tra bang cich so sanh véi chét chuén disaccarit khong bao hoa
(dugc san xuat boi Iduron). 2-O-sulfat hoa duogc kiém tra béng cach thu ty 1€ dién
tich cua delta-UA, 2S-GIcNS tuong tng voi tdng dién tich cua delta-UA-GIcNS va
delta-UA, 2S-GIcNS duge phat hién. Céc két qua duge thé hién trong Fig.5.

Vidu 10

Tht nghiém cho phan tng sulfat héa & vi tri 6-O cua 2-O-N-sulfoheparosan
duoc sulfat hoa sit dung ATCC 6872 (DE3)/pSC-3-13 va Origami-B (DE3)/MBP-
60ST3 pGro7

M>i trong cac té bao vi khuan dwgc dong lanh cia ATCC 6872(DE3)/pSC-
3-13 va Origami-B(DE3)/MBP-60ST3_pGro7 dugc thu trong cac vidu 7 va 8 dugc
tao huyén phu trong nudc tinh khiét sao cho khdi luong cta céac té bao vi khuin
dugc 1am dong lanh tré thanh 333 g/L dé diéu ché huyén phu té bao vi khudn. Do
d6 30 ml duogc thu cua ATCC 6872 (DE3)/pSC-3-13 huyén phu té bao vi khuén va
6 ml ctia Origami-B(DE3)/MBP-60ST3_pGro7 huyén phu té bao vi khuén ciing nhu
6 ml nu6e tinh khiét duoc bd sung vao 18 ml dung dich phan tmg [dung dich long
chtra glucose 60g/L, KH2PO4 8,75g/L, KoHPO4 15¢/L, MgS04-7H20 20g/L, D-
canxi pantothenat 0,3 g/L, nicotinic axit 0,2 g/L, adenin 4,05 g/L, benzalkonium
clorua 1,25 g/L, ADEKA NOL LG-109 (dugc san xuét boi ADEKA) 1 ml/L, va 2-
O-N-sulfoheparosan dugc sulfat hoa 0,5 g/L (dugc tao ra trong vi du 6)] trong 250
ml 10 phan u’ng sinh hoc, va duoc phan tng khoang 22 gi¢ dudi cac diéu kién nudi
cdy 32 d6 C, tdc d6 khudy 500 vong/phut, va tdc do suc khi 0,75 mL/phut trong khi
diéu chinh pH ctia n6 dén 7,4 v6i dung dich long ctia 2N kali hydroxit.

Trong subt giai doan nay, glucose 60 g/L, MgSO4-7TH20 5.0 g/L, va adenin
2,7 g/LL con duoc ) sung 6 gio sau khi bat dau phan ung. Léy mau dugce thuc hién
phu hgp trong subt qué trinh phan Gng dé thu dung dich phan tng. St dung cung
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phuong phap nhu trong vi du 9, su phat hién va dinh lugng PAPS dugc thuc hién.
Cac két qua dugc thé hién trong Fig.6

Thém vao do, ché phdm dugc sulfat héa dugc chua trong chudi duong sau
khi phan tmg dugc phan tich béi cung phuong phép nhu trong vi du 9. Thoi gian Tuu
giit cua delta-UA, 2S-GIcNS va delta-UA, 28- GlcN, 6S dugc kiém tra bang céach so
sanh v6&i chat chuén disaccarit khong bdo hoa (dugc san xuét boi Iduron). 6-O-sulfat
héa duoc kiém tra bang cach thu ty 1& dién tich cla delta-UA, 2S-GIcN, 6S tuong
ung voi téng dién tich cua detected delta-UA, 2S-GleNS va delta-UA, 2S-GIcN, 6S.
Céc két qua duge thé hién trong Fig.7

Vidu 1l

Thir nghiém cho phén tng sulfat héa & vi tri 6-O va vi tri 3-O ctia 2-O-N-
sulfoheparosan dugc sulfat hoa sir dung ATCC 6872 (DE3)/pSC-3-13, Origami-B
(DE3)/MBP-60ST3_pGro7, va RIL/HIS- 30ST1 pGro (Sm)

Phan tng dugc thuc hién khoang 22 gi¢ dudi cac diéu kién duoc mo ta trong
vi du 10. Trong subt giai doan nay, 3 gid sau khi b4t dau phan Gng, cac té bao vi
khudn dong lanh cua IL/HIS-30ST1_pGro(Sm) dugc thu trong vi du 8 duoc tao
huyén phu trong nudc tinh khiét sao cho khéi lugng cua céac té bao vi khuan duoc
lam d6ng lanh tr& thanh 333 g/L, va 6 ml cua huyén phu té bao vi khuén dugc diéu
ché duoc bd sung. Lay mau duge thuc hién phu hop trong subt qua trinh phan ung
dé thu dung dich phan tng. Sir dung cing phuong phap nhu trong vi du 9, su phat
hién va dinh luong PAPS duoc thuc hién. Cac két qua dugc thé hién trong F1g 8.

Sau khi hoan thanh phan tng, dung dich phan ung dugc ly tam, chét ndi thu
dugc duoc pha loang phu hop, va do do, hoat tinh khang Ila dugc do ludong su dung
kit do ludng BIOPHEN (Trademark) ANTI-IIa (dugc san xuét boi Hyphen Biomed)
dé kiém tra 3-O-sulfat hoa. Thém vao d6, hoat tinh khang Ila cua dung dich sau phan
mg ctia vi du 10 ciing dugc do luong nhu d6i chiing Am ma RIL/HIS-30ST1_pGro
(Sm) khong dugc b6 sung. Puong chuan duogc tao ra stt dung hiéu chuin BIOPHEN
(Trademark) UFH (duoc san xuét boi Hyphen Biomed). Cac két qua duge thé hién
trong bang 1.

Bang ]. Do cac két qua cua hoat dong khang Ila

Bo6 sung RIL/HIS- Hoat dong khang ITa (1U/ml -
30ST1 _pGro (Sm) chat noi )
B6 sung 375
Khong bb sung 36

Vidu 12
Céc té bao vi khudn déng lanh cia ATCC 6872(DE3)/pSC-3-13 dugc thu
trong cac vi du 7 dugc tao huyén phu trong nudc tinh khiét sao cho khdi lugng cua
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chc t bao vi khuan dugc 1am dong lanh 12 333 g/L @& diéu ché huyén phi t€ bao vi
khuén. Do d6 30 ml dwoc thu ciia huyén phu té bao vi khudn dugc bd sung vao 30
ml cta dung dich phan tng [dung dich long chua glucose 60g/L, KH2PO4 8,75g/L,
K>HPO4 15g/L, MgS04-7H,0 20g/L, D-canxi pantothenat 0,3 g/L, nicotinic axit 0,2
g/L, adenin 4,05 g/L, benzalkonium clorua 0,625 g/L, ADEKA NOL LG-109 (dugc
san xuit bdi ADEKA) 1 ml/L] trong 250 ml 10 phan Gng sinh hoc, va dugc phan ung
Khoang 22 gids duéi céc didu kién nubi cdy 32 do C, tée do khudy 500 vong/phit, va
tdc do suc khi 0,75 mL/phut trong khi diéu chinh pH cta n6 dén 7,4 vé6i dung dich
long cua 2N kali hydroxit.

Trong sudt giai doan nay, glucose 60 g/L, KH2PO4 2, 19 g/L, KoHPO4 3,75
g/L, MgS04-7H20 5,0 g/L, va adenin 2,7 g/L con duogc bd sung 6 gio sau khi bit
dau phan tng. L4y miu dugc thuc hién phi hop trong subt qua trinh phan Gng aé
thu dung dich phan ng.

Dung dich phan Gng dugc thu dugc pha loang phu hop va sau do duoc ly
tam, va PAPS duoc phat hién va dugc dinh luong bang cach do do hip thu & 254 nm
vGi may phét hién UV st dung HPLC dugc san xuat boi Shimadzu Corporation. Céc
két qua duoc thé hién trong Fig.9.

Nhu duoc mé ta trén, vi khuan cia giéng Corynebacterium c6 kha néng tao
ra va tai tao PAPS, va vi sinh vét thudc sinh vat nhan xo biéu hién enzym sulfat hoa
duoc bd sung vao va duge phan ung voi cac nguyén liéu tho nhu glucose, adenin,
va magie sulfat, va do d6 polysacarit dugc sulfat hoa duoc tao ra mot cach hiéu qua
tir polysacarits.

Trong khi sang ché duoc md ta chi tiét va véi tham chiéu dén cac phuong 4n
dac biét ctua no, s€ hién nhién véi nguoi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vuc k¥
thuét cac su thay dbi va cac su cai bién co thé duoc tao ra ma khong roi khoi pham

vi va tinh than cia sang ché. T4t ca cac tai liéu tham khao dugc trich dan & day dugc
tich hop trong toan bd cia n6. Don nay dugc dua trén don qubc té s
PCT/JTP2020/015388 dugc ndp vao 3 thang 4 nam 2020, toan bo ndi dung duogc tich
hop & day bang cach tham chiéu.
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YEU CAU BAO HQ

1. Phuong phdp tao ra polysacarit dugc sulfat hoa, phuong phéap bao gdm
cac buédce sau (1-1) va (1-2):

(1-1) didu ché chét bién nap (a) cua vi khuén thudc gidng Corynebacterium,
bao gdm it nhéit gen mi héa ATP sulfurylaza va gen mé hoa APS kinaza ma duogc
dwa vao theo cach bidu hién duoc, hoic chit duge x 1y cia chét bién nap (a), trong
d6 chét dugc xtt ly ctia chét bién nap (a) 12 chit trong d6 mang té bao chit cua chét
bién nap (a) 1a chit c6 thé thdm, va trong do6 chét bién nap (a) hodc chit dugc xtr 1y
ctia chiing c6 kha ning tao ra PAPS (3’-phosphoadenosin 5’-phosphosulfat); va

(1-2) tién hanh phan g dé tao ra PAPS bang cach st dung dung dich phan
ung chira ATP hodc ngudn ATP, ngudn ion sulfat, va chét bién nap (a) hodc chét
dugc xtr Iy cua chit bién nap (a),

trong d6 phuong phép con bao gdm tién hanh sulfat hoa bang chét bién nap
bao gdm gen ma héa sulfotransferaza, ma dugc dua vao theo cach biéu hién dugc,
hodc chét hodc chiét xult duge x@ Iy cla chét bién nap, trong do chit duge xir ly
ctia chét bién nap 1a chét trong d6 mang t& bao chét clia chét bién nap 1a chét c6 thé
thdm, va trong do6 chiét suét cua chét bién nap 1a chiét xuit enzym thd hodc enzym
dugc tinh sach, va trong d6 chét bién nap, hoac chét hoic chiét xuit dugc xtr ly cta
chit bién nap c6 kha ning sulfat hoa.

2. Phuong phép dé tao ra polysacarit dugc sulfat hoa theo diém 1, phuong phéap con
bao gdm céc bude sau (2-1) va (2-2):

(2-1) diéu ché chét bién nap (b) ctia vi sinh vat thudc sinh vat nhan xo, bao
gbm it nhéit gen ma héa C5-epimeraza ma dugc dua vao theo cach biéu hién duogc,
hozic chat hodc chiét xuit duge xtt ly cua chét bién nap (b), trong do chét dugc xt
ly cua chit bién nap (b) 1a chét trong d6 mang té bao chét ctiia chét bién nap (b) 12
chét c6 thé tham, trong d6 chiét suét cua chit bién nap (b) la chiét xuit enzym thod
hoic enzym dugc tinh sach, va trong do chét bién nap (b), hodc chét hodc chiét xuat
dugc xur ly cua chét bién nap (b) c6 kha nang thuc hién qua trinh epime hoéa C5; va

(2-2) tién hanh Epime hoa C5 bang céach tich hop chét bién nap (b) hodc chét
hodc chiét xuat dugc xir ly cua chit bién nap (b) trong dung dich phéan Gng trong su
xuit hién cia N-sulfoheparosan.

3. Phuong phép dé tao ra polysacarit dugc sulfat hoa theo diém 1 hoic 2, phuong
phép con bao gdm cac budce sau (3-1) va (3-2):

(3-1) diéu ché chat bién nap (c) cta vi sinh vat thudc sinh vét nhan xo, bao
gbm it nhat mot gen ma hoa 2-O-sulfotransferaza ma dugc dua vao theo cach biéu
hién dugc, hodc chit hodc chiét xuit dugc xit 1y cua chit bién nap (c), trong do chét
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dwoc xir Iy clia chit bién nap (c) 1a chit trong d6 mang té bao chét cua chat bién nap
(c)la chit c6 thé tham, trong d6 chiét suit cta chat bién nap (c) Ia chiét xuit enzym
tho hodc enzym dugc tinh sach, va trong do chét bién nap (c), hodc chat hoac chiét
xudt duge Xt ly ctia chit bién nap (c) c6 kha nang thuc hi¢n phan ng 2- O; va

(3-2) tién hanh 2-O-sulfat hoa bang cach tich hop chét bién nap (c) hodc chét
hodc chiét xuit dugc xu ly cia chat bién nap (c) trong dung dich phan ing trong su
xuét hién cia N-sulfoheparosan.

4. Phuong phap dé tao ra polysacarit dugc sulfat hoa theo diém bét ky trong sb céc
diém tur 1 dén 3, phuong phéap con bao gdm cac budc sau (3°-1) dén (3°-3):

(3’-1) didu ché chét bién nap (b) cua vi sinh vat thudc sinh vat nhan x0, bao
gbm it nhét gen mi hoéa C5-epimeraza ma dugc dua vao theo cach biéu hién dugc,
hodc chit hodc chiét xuat dugc xtr Iy cla chat bién nap (b), trong do chit duogc xir
ly cua chét bién nap (b) 12 chét trong d6 mang té bao chét cua chit bién nap (b) 1a
chét c6 thé thim, trong do chiét suét cta chit bién nap (b) la chiét xuét enzym thd
hoic enzym dugc tinh sach, va trong do chéit bién nap (b), hodc chét hodc chiét xuat
dugc xu ly cua chat bién nap (b) c6 kha nang thuc hién qua trinh epime hoa C5;

(3’-2) didu ché chét bién nap (c) ctia vi sinh vét thudc sinh vat nhan xo, bao
gbm it nhAt mo6t gen mi hoa 2-O-sulfotransferaza ma dugc dwa vao theo cach biéu
hién dugc, hoac chét hoic chiét xuat dugc xtt ly cla chat bién nap (c), trong do chét
dwogc xur 1y clia chat bién nap (c) 1a chét trong d6 mang té bao chat cua chét bién nap
(c) 1a chét c6 thé thim, trong d6 chiét suit ctia chat bién nap (c) 1a chiét xuét enzym
thod hodc enzym dugc tinh sach, va trong do chét bién nap (c), hodc chét hodc chiét
xudt duoc xir 1y cia chét bién nap (c) c6 kha nang thuc hién phan ing 2-0; va

(3°-3) tién hanh Epime hoa C5 va 2-O-sulfat héa bang cach tich hop chét
bién nap (b) hodc chét hodc chiét xuat dugc xtt ly cua chét bién nap (b), va chét bién
nap (c) hodc chéit hodc chiét xuét dugc xit 1y cua chét bién nap (c) trong dung dich
phan Ung trong su xuét hién ctia N-sulfoheparosan.

5. Phuong phép dé tao ra polysacarit dugc sulfat hoa theo diém bat k¥ trong s céc
diém tir 1 dén 4, phuong phéap con bao gbm cac budc sau (4-1) va (4-2):

(4-1) diéu ché chit bién nap (d) cta vi sinh vat thudc sinh vat nhan xo, bao
gbm it nhit gen ma hoa 6-O-sulfotransferaza ma dugc dua vao theo cach biéu hién
dugc, hodc chit hodc chiét xuit dugc xt ly cla chat bién nap (d), trong d6 chit duogc
xu ly cua chét bién nap (d) 12 chit trong d6 mang té bao chit cta chat bién nap (d)
1a chét c6 thé tham, trong d6 chiét suét cuia chét bién nap (d) 1a chiét xuét enzym tho
hoic enzym dugc tinh sach, va trong do chét bién nap (d), hodc chét hodc chiét xuat
dugc xtr ly cua chét bién nap (d) c6 kha nang thuc hi¢n phan tng 6- O-sulfat hoa; va
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(4-2) tién hanh 6-O-sulfat hoa bing cach tich hop chat bién nap (d) hogc chét
hodc chiét xuit dugc xit 1y cla chét bién nap (d) trong dung dich phan ung trong su
xudt hién ciia N-sulfoheparosan.

6. Phuong phép dé tao ra polysacarit dugc sulfat hoa theo diém bét ky trong sb cac
diém tr 1 dén 5, phuong phéap con bao gdm cac budc sau (5-1) va (5-2):

(5-1) diéu ché chét bién nap (e) ctia vi sinh vét thudc sinh vét nhan xo, bao
gbm it nhét gen mi héa 3-O-sulfotransferaza ma dugc dua vao theo cach biéu hién
dugc, hodc chit hodc chiét xuét duoc xtt Iy cla chét bién nap (e), trong do6 chét duoc
xu ly cua chit bién nap (e) 1a chét trong d6 mang té bao chét cta chat bién nap (e)
1a chit c6 thé thim, trong d6 chiét suét ctia chét bién nap (e) 12 chiét xuét enzym tho
hodc enzym dugc tinh sach, va trong do6 chét bién nap (e), hodc chét hodc chiét xuat
duoc xur ly cua chét bién nap (e) c6 kha ning thuc hién phan Gng 3-O- sulfat hoa; va

(5-2) tién hanh 3-O-sulfat hoa bang cach tich hop chét bién nap (e) hodc chit
hodc chiét xuat dugc xit 1y cua chat bién nap (e) trong dung dich phan Gmg trong su
xuét hién ciia N-sulfoheparosan.

7. Phuong phép dé tao ra polysacarit dugc sulfat hoa theo diém bAt ky trong sb cac
didm tir 1 dén 6, dé tao ra heparin.

8. Phuong phép tao ra PAPS, phuong phéap bao gdm cac budc sau (i) va (ii):

(i) diéu ché chét bién nap cua vi khudn thudc giéng Corynebacterium, bao
gbm it nhit gen ma héa ATP sulfurylaza va gen ma hoa APS kinaza ma duoc dua
vao theo cach biéu hién dugc, hodc chit dugc xtt Iy cua chit bién nap, trong do6 chét
dugce xur 1y 1a chit trong d6 mang té bao chét cua chét bién nap 1a chét c6 thé thim,
va trong do6 chat bién nap hoic chit duge xit Iy cua chit bién nap c6 kha nang tao ra
PAPS; va

(ii) tién hanh phan mg dé tao ra PAPS bang cach st dung dung dich phan
ung chta ATP hoac ngudn ATP, ngudn ion sulfat, va chét bién nap dugc diéu ché &
budce (i) hodc chit duogc xtr 1y cua chét bién nap dugc diéu ché & buéde (i).
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<400> 1
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cggtacccgg ggatccgact ggecagtaca ggetg

<210> 2
<211> 40
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Oligonucleotit dugc tong hop cho mdi

<400> 2

agcgactcga gtttagatct tcaatgctca accecgacctg

<210> 3

<211> 40

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Oligonucleotit dugc tong hop cho mdi

<400> 3

attgaagatc taaactcgag tegettgacg atgttcaact

35

40

40
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<210> 4
<211> 35
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Oligonucleotit dugc tdng hop cho mdi

<400> 4

cgactctaga ggatcgtttg tcgecgggega cgata

<210> 5

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Oligonucleotit dugc tdng hop cho moi

<400> 5

tttctcgaga actgegeaac tcgtgaaagg

<210> 6
<211> 28
<212> ADN

30

35
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<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Oligonucleotit dugc tong hop cho moi

<400> 6

tttagatctg ttacgcgaac gegaagte

<210> 7

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Oligonucleotit dugc téng hop cho mdi

<400> 7

cggtaccegg ggatcgetta atgegeegcet acaggg

<210> 8

<211> 35

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

28

36
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<223> Oligonucleotit dugc tdng hop cho mdi

<400> 8

atgcctgeag gtegaggage tgactgggit gaagg

<210> 9

<211> 35

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Oligonucleotit dugc tdng hop cho moi

<400> 9

gaaggagata tacatatgcc tgctectcac ggtgg

<210> 10

<211> 35

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Oligonucleotit duoc tong hop cho mdi

<400> 10

35

35
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gttgtgtctc ctctattaaa atacaaaaaa gecat

<210> 11

<211> 35

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Oligonucleotit dugc tong hop cho moi

<400> 11

tagaggagac acaacatggc tactaatatt acttg

<210> 12
<211> 35
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Oligonucleotit dugc tong hop cho mdi

<400> 12

ggtggtggtg ctegattaca aatgcttacg gatga

35

35

35
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<210> 13
<211> 61
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Oligonucleotit dugc téng hop cho mdi

<400> 13

ttgggaattc gagctctaag gaggttataa aaaatgaata ttcgtceatt gcatgatcge

g 61

<210> 14
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Oligonucleotit duogc téng hop cho mdi

<400> 14

ttacatcatg ccgcccatge cace 24

<210> 15

60

61/86



50443 62/86

<211> 30
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Oligonucleotit dugc tong hop cho mdi

<400> 15

ttatgacaac ttgacggcta catcattcac 30

<210> 16
<211> 61
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Oligonucleotit dugc tong hop cho moi

<400> 16

cgcgatcatg caatggacga atattcattt tttataacct ccttagagct cgaattccca 60

a 61

<210> 17
<211> 42
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<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Oligonucleotit dugc téng hop cho moi

<400> 17

ggcggcatga tgtaattatt tgeegactac cttggtgatc tc 42

<210> 18
<211> 45
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Oligonucleotit dugc téng hop cho moi

<400> 18

gtcaagttgt cataatctag agcggttcag tagaaaagat caaag 45

<210> 19

<211> 918

<212> ADN

<213> Chuot déng Trung Quéc
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<400> 19

cgcgaaatcg aacagcegtca cacgatggat ggeccgegee aagatgcaac cctggacgaa 60
gaagaagata tggttatcat ctacaaccgc gicccgaaaa ccgcttcaac gtegtttace 120
aatattgcgt acgacctgtg cgecaaaaac aaatatcatg tgetgeacat caataccacg 180
aaaaacaatc cggttatgag cctgcaggat caagtecgtt tigtgaaaaa catcacctct 240
tggaaagaaa tgaaaccggg cttctaccat ggtcacgtta gttatctgga ctttgecaaa 300
ttcggegtga agaaaaaacc gatctacate aacgttatce gtgatccgat cgaacgcectg 360
gtctettatt actattttet gegtttegge gatgactate gecegggtet gegtegeegt 420
aaacagggtg acaagaaaac ctttgatgaa tgegicgeag aaggcggttc agattgtgct 480
ccggaaaaac tgtggetgea gatccegttt tictgeggee atagctctga atgttggaac 540
gtgggttcge getgggeaat ggaccaaget aaatacaacc tgatcaacga atattttctg 600
gtgggtgtta ccgaagaact ggaagatttc atcatgetge tggaageege actgeegege 660
tttttccgtg gegegacgga actgtacegt accggcaaaa aatctcatct gcgcaaaace 720

acggagaaaa aactgccgac gaaacagacc attgegaaac tgcagcaatc cgacateigg 780
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aaaatggaaa acgaattcta cgaattcgec ctggaacagt ttcaattcat tegtgegeac

gccgttcgeg aaaaagatgg tgacctgtat atcctggeac aaaactictt ctatgaaaaa

atctatccga aatcaaat 918

<210> 20

<211> 35

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Oligonucleotit dwoc tong hop cho moi

<400> 20

tacttccaat ccaatcgega aatcgaacag cgtca 35

<210> 21
<211> 35
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Oligonucleotit dugc téng hop cho mdi

840

900
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<400> 21

ttatccactt ccaatatttg atttcggata gattt 35

<210> 22
<211> 1536
<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 22

atgccetgete ctcacggtgg tattctacaa gacttgattg ctagagatge gttaaagaag 60

aatgaattgt tatctgaagc gcaatcttcg gacattttag tatggaactt gactcctaga 120

caactatgtg atattgaatt gattctaaat ggtgggtttt ctectetgac tgggtttttg 180

aacgaaaacg attactcctc tgttgttaca gattcgagat tagcagacgg cacattgtgg 240

accatcccta ttacattaga tgttgatgaa geatttgcta accaaattaa accagacaca 300

agaattgccc ttttccaaga tgatgaaatt cctattgeta tacttactgt ccaggatgtt 360

tacaagccaa acaaaactat cgaagccgaa aaagtcttca gaggtgacce agaacatcca 420

gccattagct atttatttaa cgttgecggt gattattacg tcggeggtte tttagaageg 480

attcaattac ctcaacatta tgactatcca ggtttgcgta agacacctge ccaactaaga 540

66/86



50443

cttgaattcc aatcaagaca atgggaccgt gtcgtagctt tccaaacteg taatccaatg 600
catagagccc acagggagtt gactgtgaga gecgecagag aagetaatge taaggtgctg 660
atccatccag ttgttggact aaccaaacca ggtgatatag accatcacac tegtgticgt 720
gtctaccagg aaattattaa gegttatcct aatggtattg ctttcttate cetgttgeca 780
ttagcaatga gaatgagtgg tgatagagaa gecgtatgge atgcetattat tagaaagaat 840
tatggtgcct cccacttcat tgttggtaga gaccatgegg geccaggtaa gaactccaag 900
gotgttgatt tctacggtee atacgatget caagaattgg tcgaatecta caageatgaa 960
ctggacattg aagttgttcc attcagaatg gtcacttatt tgccagacga agaccgttat 1020
gctecaattg atcaaattga caccacaaag acgagaacct tgaacatttc aggtacagag 1080
ttgagaégcc gtttaagagt tggtggteag attcctgaat ggttcteata tectgaagtg 1140
gttaaaatcc taagagaatc caacccacca agaccaaaac aaggtttttc aattgttita 1200
ggtaattcat taaccgtttc tcgtgagceaa ttatceattg ctttgttgte aacattcttg 1260

caattcggtg gtggcaggta ttacaagatc tttgaacaca ataataagac agagttacta 1320
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tctttgattc aagatttcat tggttctggt agtggactaa ttattccaaa tcaatgggaa 1380

gatgacaagg actctgttgt tggcaagceaa aacgtttact tattagatac ctcaagctca 1440

gccgatattc agctagagtc ageggatgaa cctatttcac atattgtaca aaaagttgtc 1500

ctattcttgg aagacaatgg cttttttgta ttttaa 1536

<210> 23

<211> 609

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 23

atggctacta atattacttg gcatccaaat cttacttacg acgaacgcaa ggcatigaga 60

aaacaggacg gttgtactat ttggttaaca ggtctaagtg cgtcaggtaa aagtacaatc 120

gectgtgege tagaacagtt actgetccaa aaaaacttgt ctgeatatag attggatggt 180

gacaacattc gttttggatt gaacaaggat ttgggtttct cagaaaagga cagaaatgaa 240

aacattcgta gaattagcga agtttctaag ctatttgetg attcatgtgce tatttcaatc 300

acctcattta tctctccata cagagttgac agagatagag ctcgtgaact acataaggag 360
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gctggtttga agttcattga aatatttgtt gatgttccat tagaagtcge tgagcaaagg 420

gaccctaagg gtttatacaa gaaagctagg gagggtgtaa tcaaggagtt tacaggtatt 480

tctgecccat atgaagegee aaaagetcca gagetacatt tgagaaccga ccagaagacg 540

gttgaagaat gtgctaccat tatttatgag tacttaatca gtgaaaaaat catccgtaag 600

catttgtaa 609

<210> 24

<211> 1695

<212> ADN

<213> Ngudi tinh khon

<400> 24

gaaaaaagag cagcagcatc tgagagtaac aactatatga accacgtggc caaacaacag 60

tctgaggaag cattccctca ggaacageag aaageacccece ctgtigttgg gggcttcaat 120

agcaatgtgg gaagtaaggt gttagggcte aaatatgaag aaattgactg tctcataaat 180

gatgaacaca caattaaagg gagacgagag gggaacgaag tctttcttce attcacttgg 240

gttgagaaat attttgatgt ttatggaaag gtggttcagt atgatggeta tgateggttt 300
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gaattctctc atagctattc caaagtctat gcacagagag ccecctatca ccccgatggt 360
gtgtttatgt ctittgaagg ctacaatgtg gaagtccgag acagagtcaa gtgcataagt 420
ggggttgaag gtgtgccatt atctacacaa tggggaccte aaggcetattt ctatccaatc 480
cagattgcac agtatggatt aagtcattac agcaagaatc taactgagaa acctcctcac 540
atagaggtat atgaaacagc agaagacaga gacaaaaaca agcctaatga ctggactgtg 600
ccaaagggct getttatgge gaatgtgget gataagtcta gaticaccaa tgtcaaacag 660
tttattgcac cagaaaccag tgaaggtgta tccttgeaac tgggaaacac aaaagatttt 720
attatttcat ttgacctcaa gttcttgaca aatggaagtg tgtcegtggt tetagagace 780
acagaaaaga atcagctctt cactatacat tatgtctcaa atgctcaget aattgetttt 840
aaagaaagag atatatgcta tggcattggg cccagaactt catggagceac agttaccagg 900
gacctggtca ctgacctcag gaaaggagtg ggtctticaa acacaaaagce tgtcaagcca 960
accaaaataa tgcccaagaa ggtggttagg ttgattgeaa aaggtaaggg attcctcgac 1020
aacattacca tctctaccac ageccacatg getgeatttt ttgetgetag tgattggeta 1080

gtaaggaacc aggatgagaa aggtggctgg ccaattatgg tgacccgtaa gttaggggaa 1140
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gggttcaagt ctttagagce aggatggtat tetgecatgg cccaagggea agccatttct 1200

acattagtca gggcctatct gttaacaaaa gaccatatat tectcaattc agetttaagg 1260

gcaacagccc cttataagtt tctatctgag cageatggag ttaaagctgt gtttatgaat 1320

aaacatgact ggtatgaaga atatccaacc acacctaget cttttgtitt aaatggetit 1380

atgtattctt taattgggct gtatgactta aaagaaactg caggggaaaa actcggaaaa 1440

gaagcaaggt ccttgtatga gegtggeatg gaatctetta aagecatget geeettgtat 1500

gacactggct caggaaccat ctatgaccte cgteacttea tgettggeat cgetectaac 1560

ctggcteget gggactatea taccacccac atcaatcagt tgeagetact cagtaceatt 1620

gatgagtccc caatcttcaa agaatttgtc aagaggtgga aaagctacct taaaggcage 1680

agggcaaage acaac 1695

<210> 25

<211> 1695

<212> ADN

<213> Mus musculus
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<400> 25

gaaaaaagag cagcagcatc tgagagtaac aactatatga accacgtgge caaacaacag 60
tctgaggaag cattccctca ggaacagcag aaageaccee cigtigttgg gggcttcaat 120
agcaatgtgg gaagtaaggt gttagggctc aaatatgaag aaattgactg tctcataaat 180
gatgaacaca caattaaagg gagacgagag gggaacgaag tetttcttce attcacttgg 240
gttgagaaat attttgatgt ttatggaaag gtggttcagt atgatggcta tgatcggttt 300
gaattctctc atagctattc caaagtctat gcacagagag ccccctatca ccccgatggt 360
gtgtttatgt ctittgaagg ctacaatgtg gaagtccgag acagagtcaa gtgcataagt 420
ggggttgaag gtgtgccatt atctacacaa tggggaccte aaggetatit ctatccaatc 480
cagattgcac agtatggatt aagtcattac agcaagaatc taactgagaa acctcctcac 540
atagaggtat atgaaacagc agaagacaga gacaaaaaca agcctaatga ctggactgtg 600
ccaaagggct getttatgge gaatgtgget gataagtcta gattcaccaa tgicaaacag 660
tttattgcac cagaaaccag tgaaggtgta tccttgecaac tgggaaacac aaaagatttt 720

attatttcat ttgacctcaa gttcttgaca aatggaagtg tgtcegtggt tctagagace 780
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acagaaaaga atcagctctt cactatacat tatgtctcaa atgctcaget aattgetttt 840

aaagaaagag atatatacta tggcattggg cccagaactt catggageac agttaccagg 900

gacctggtca ctgacctcag gaaaggagtg ggtctticaa acacaaaage tgtcaagcca 960

accaaaataa tgcccaagaa ggtggttagg ttgattgeaa aaggtaaggg attcetegac 1020

aacattacca tctctaccac agcccacatg getgeatttt ttgetgetag tgattggeta 1080

gtaaggaacc aggatgagaa aggtggcetgg ccaattatgg tgaccegtaa gttaggggaa 1140

gggttcaagt ctttagagce aggatggtat tetgecatgg cccaagggea agccatttct 1200

acattagtca gggcctatct gttaacaaaa gaccatatat tcctcaattc agetttaagg 1260

gcaacagecc cttataagtt tetatctgag cageatggag ttaaagetgt gtttatgaat 1320

aaacatgact ggtatgaaga atatccaacc acacctaget ctittgtttt aaatggcettt 1380

atgtattctt taattggget gtatgactta aaagaaactg caggggaaaa actcggaaaa 1440

gaagcaaggt ccttgtatga gegtggeatg gaatctetta aagecatget geecttgtat 1500

gacactggct caggaaccat ctatgaccte cgtcactica tgettggceat cgetcctaac 1560

ctggcteget gggactatea taccacccac atcaatcagt tgcagctact cagtaccatt 1620
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gatgagtccc caatcttcaa agaatttgtc aagaggtgga aaagetacct taaaggeage 1680
agggcaaagce acaac 1695

<210> 26

<211> 792

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 26

ggcacagcat ccaatggttc cacacagcag ctgccacaga ccatcatcat tggggtacgc 60

aagggtggta ccegageect getagagatg ctcagectge atcetgatgt tgetgeaget 120

gaaaacgagg tccatttett tgactgggag gagcattaca gecaaggect gggctggtac 180

ctcacccaga tgeecttete ctecectcac cagetcaceg tggagaagac acccgectat 240

ttcacttcge ccaaagtgec tgagagaate cacageatga accccaccat ccgeetgetg 300

cttatcctga gggacccate agagegegtg ctgtccgact acacccaggt gttgtacaac 360

caccttcaga agcacaagcce ctatccaccc attgaggacce tectaatgeg ggacggtcgg 420

ctgaacctgg actacaaggc tctcaaccge agectgtace atgeacacat gctgaactgg 480
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ctgegttttt tccegttggg ceacatecac attgtggatg gegacegect catcagagac 540

cctttcectg agatccagaa ggtcgaaaga ttectgaage tttctccaca gatcaacgcc 600

tcgaacttct actttaacaa aaccaaggge ttctactgec tgegggacag tggcaaggac 660

cgctgcttac acgagtccaa aggeegggceg cacceccagg tggatcccaa actacttgat 720

aaactgcacg aatactttca tgagccaaat aagaaatttt tcaagctcgt gggcagaaca 780

ttcgactgge ac 792

<210> 27

<211> 1170

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 27

atgcaaggta atgcactaac cgttttatta tccggtaaaa aatatctgct attgcagggg 60

ccaatgggac cctttttcag tgatgttgce gagtggcetag agtcattagg tcgtaacgct 120

gtgaatgttg tattcaacgg tggggategt ttttactgee gecatcgaca atacctagct 180

tactaccaga caccgaaaga gittcccgga tggttacggg atctecaccg gcaatatgac 240
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tttgacacaa tcctetgctt tggegactge cgeccattge ataaagaage aaaacgctgg 300
gcaaagtcga aagggatceg cticctggea tttgaagaag gatatttacg ccegeaattt 360
attaccgttg aagaaggcgg agtgaacgca tattcatcge taccgegega tccggatttt 420
tatcgtaagt taccagatat gcctacgeeg cacgttgaga acttaaaacc ttcaacgatg 480
aaacgtatag gccatgctat gtggtattac ctgatgggct ggceattaccg tcatgagttt 540
cctegetace gecaccacaa atcattttee cectggtatg aageacgttg ctgggttcgt 600
gcatactggce geaageaact ttacaaggta acacagegta aggtattace gaggttaatg 660
aacgaactgg accagcgtta ttatcttgct gttttgcagg tgtataacga tagccagatt 720
cgtaaccaca geagttataa cgatgtgegt gactatatta atgaagtcat gtactcattt 780
tcgegtaaag cgecgaaaga aagttatttg gtgatcaaac atcatccgat ggatcgtggt 840
cacagactct atcgaccatt aattaaacgg ttgagtaagg aatatggctt aggtgagega 900
atcctttatg tgcacgatct cccgatgecg gaattattac gecatgeaaa agcggtggtg 960

acgattaaca gtacggeggg gatctctgeg ctgaticata acaaaccact caaagtgatg 1020
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ggcaatgece tgtacgacat caagggcttg acgtatcaag ggeatttgea ceagtictgg 1080

caggctgatt ttaaaccaga tatgaaactg tttaagaagt ttegtgggta tttattggte 1140

aagacgcagg ttaatgcggt ttattattaa 1170

<210> 28

<211> 717

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 28

atgattgttg caaatatgtc atcataccca cctcgaaaaa aagagiiggt gcattctata 60

caaagtttac atgctcaagt agataaaatt aatctttgee tgaatgagit tgaagaaatt 120

cctgaggaat tagatggttt ttcaaaatta aatccagtta ticcagataa agattataag 180

gatgtgggca aatttatatt tccttgeget aaaaatgata tgategtact tacagatgat 240

gatattattt accctccega ttatgtagaa aaaatgctea atttttataa ttectttgca 300

atattcaatt gcattgttgg gattcatggce tgtatataca tagatgeatt tgatggagat 360

cagtctaaaa gaaaagtatt ttcatttact caagggctat tgcgaccgag agttgtaaat 420
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caattaggta cagggactgt tittcttaag geagatcaat taccatcttt aaaatatatg 480

gatggttctc aacgattcgt cgatgttaga ttttctcget atatgttaga gaatgaaatt 540

ggtatgatat gtgttcccag agaaaaaaac tggctaagag aggtctcatc aggiicaatg 600

gaaggacttt ggaacacatt tacaaaaaaa tggcctttag acatcataaa agaaacacaa 660

gcaatcgcag gatattcaaa acttaacctc gaattagtgt ataatgtgga agggtaa 717

<210> 29

<211> 1689

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 29

atgaataaat tagtgctagt cggacatcct ggctcaaagt atcagatagt tgaacatttt 60

ttgaaagaaa ttggcatgaa ctcaccaaat tattctacaa gtaataaaat ttccccagaa 120

tatatcaccg cttcattatg tcaattttat caaacaccag aagttaatga tgtagtagat 180

gagagagaat tctcagetgt tcaagtctca accatgtggg atagceatggt tettgaacta 240

atgatgaaca atctaaataa caaactttgg gggtgggcag atccatctat aatatttttt 300
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cttgattttt ggaaaaatat agataaaage ataaaattca tcatgatata tgatcaccct 360
aaatataatt taatgcgttc agtaaataat gecectetct ctitaaatat aaataatagt 420
gtagataact ggattgcata taataaaaga ttgcttgatt titttttgga gaataaagaa 480
cgatgtgtgt tgattaattt tgaggcgttt caaagcaata agaaaaatat tataaagcca 540
ttgagtaata ttataaaaat agataatcta atgtctgegce attacaaaaa ttcaatattg 600
tttgatgtgg ttgagaataa tgattataca aaatcaaatg aaattgccct gettgaaaaa 660
tatacaactt tattttcttt aagtgcaaat gagactgaaa ttacatttaa tgatacaaag 720
gttagtgagt acttagtatc tgaattaata aaagaaagaa ccgaggttct gaagctttat 780
aatgagttac aagcctatge aaacctacct tatatagaaa catcgaaaga taacgtttcg 840
gctgaggctg cattatggga ggtagtcgaa gagagaaatt ctatcttcaa tattgtatct 900
catttggtgc aagagtcaaa aaagaaggat gcagatattg aattgactaa atctatattt 960
aagaaaagac aatttttatt attgaacagg attaatgagc taaaaaaaga aaaggaagag 1020
gtaattaaac tttcaaaaat aaatcacaac gatgtigiga gacaagaaaa atatccagat 1080

gatattgaaa aaaaaataaa tgacatacag aaatatgaag aagagataag cgaaaaagaa 1140
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tcaaaactca ctcaggcaat atcagaaaaa gaacagatit taaaacaatt geataaatat 1200

gaagaagaga taagcgaaaa agaatcaaaa ctcactcagg caatatcaga aaaagaacag 1260

attttaaaac aattgcatat agtgcaagag cagttggaac actattttat agaaaatcag 1320

gaaattaaaa agaaacttcc acctgtgcta tatggageag ctgagcagat aaaacaagag 1380

ttaggttatc gacttggtta tattatagtc tcgtattcta aatccctcaa ggggattatt 1440

accatgccat ttgcacttat ccgtgagtgt gtttttgaaa aaaaacgtaa gaagagttat 1500

ggcgttgatg tgccactcta tttatatget gatgetgata aggetgaaag agttaagaaa 1560

catttatctt atcaattagg gcaggctatt atctccagtg ctaattcgat atttggattc 1620

attacccttc catttaagtt aattgttgtt gtttataaat ataggagage taaaatcaag 1680

ggctgttaa 1689

<210> 30

<211> 1563

<212> ADN

<213> Escherichia coli
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<400> 30

atgaacgcag aatatataaa tttagttgaa cgtaaaaaga aattagggac aaatattggt 60

gctcttgatt ttttattatc aattcataag gagaaagttg atcttcaaca taaaaactcg 120

cctttaaaag gtaacgataa ccttattcac aaaagaataa acgaatacga caatgtactt 180

gaactatcta agaatgtatc agctcagaat tctggceaatg agttttetta titattggga 240

tatgcagatt ctcttagaaa agttggtatg ttggatactt atattaaaat tgttigttat 300

ctaacaattc aatctcgtta ttttaaaaat ggcgaacgag ttaagcetttt tgaacatata 360

agtaacgctc tacggtattc aaggagtgat tttctcatta atcttatttt tgaacgatat 420

atcgaatata taaaccatct aaaattgtcg cccaaacaaa aagattttta titttgtacg 480

aagttttcaa aatttcatga ttatactaaa aatggatata aatatttagc atttgataat 540

caagccgatg cagggtatgg cctgacttta ttattaaatg caaacgatga tatgcaagat 600

agttataatc tactccctga geaagaactt tttatttgta atgetgtaat agataatatg 660

aatatttata ggagtcaatt taacaaatgt ctacgaaaat acgatttatc agaaataact 720

gatatatacc caaataaaat tatattgcaa ggaattaagt tcgataagaa aaaaaatgtt 780
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tatggaaaag atcttgttag tataataatg tcagtattca aticagaaga tactattgca 840

tactcattac attcattgtt gaatcaaaca tatgaaaata ttgaaattct cgtgtgegat 900

gattgttcat cggacaaaag ccttgaaata attaagagca tagcttattc tgattcaaga 960

gtgaaagtat atagctcacg aaaaaaccaa ggeccttata atataagaaa tgagcetaata 1020

aaaaaagcac acggtaattt catcaccttt caagatgcag atgatcttic tcatceggag 1080

agaatacaaa gacaagttga ggttcttcge aataataagg ctgtaatctg tatggctaac 1140

tggatccgtg ttgegtcaaa tggaaaaatt caattcttct atgatgataa agccacaaga 1200

atgtctgttg tatcgtcaat gataaaaaaa gatatttitg cgacagttgg tggctataga 1260

caatctttaa ttggtgcaga tacggagttt tatgaaacag taataatgeg ttatgggcga 1320

gaaagtattg taagattact gcagecattg atattggggt tatggggaga ctecggactt 1380

accaggaata aaggaacaga agctctacct gatggatata tatcacaatc tcgaagagaa 1440

tatagtgata tcgcggcaag acaacgagtg ttagggaaaa gtatcgtaag tgataaagat 1500

gtacgtggtt tattatctcg ctatggtttg tttaaagatg tatcaggaat aattgaacaa 1560

tag 1563
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<210> 31
<211> 1179
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 31

atgttcggaa cactaaaaat aactgtttca ggegetggit acgttgggct ttcaaatgga 60

attctaatgg ctcaaaatca tgaagtggtt gcatttgata cccatcaaaa aaaagttgac 120

ttacttaatg ataaactctc tcctatagag gataaggaaa ttgaaaatta tetttcaact 180

aaaatactta attttcgcge aactactaac aaatatgaag cctataaaaa tgccaattac 240

gttattattg ctacaccaac gaattatgac ccaggttcaa attactttga tacatcaagc 300

gttgaagctg tcattcgtga cgtaacggaa atcaacccaa acgcaattat ggtggttaaa 360

tctacggtce cagtaggttt cacaaaaaca attaaagaac atttaggtat taataatatt 420

atcttctctc cagaattttt acgagaagga agagecctat acgataatct ccatccatct 480

cgcattatta tcggtgaatg ttctgaacgg geagaacgtt tggcagtgtt atttcaggaa 540

ggagcgatta aacaaaatat acccgtttta tttacagatt ctacggaage ggaagcgatt 600
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aagttatttt caaatactta tttggctatg cgagttgeat tttttaatga attggatagt 660

tacgcagaaa gttttggtct gaatacgegt cagattattg acggtgtttg tttggatccg 720

cgcattggta attactacaa taatccttct tttggttatg gtggetactg tttgccaaaa 780

gataccaagc aattattagc caactatcag tetgticega ataaacttat atctgcaatt 840

gttgatgcta accgtacacg taaggacttt atcactaatg ttattttgaa acatagacca 900

caagttgtgg gggtttatcg tttgattatg aaaagtggtt cagataattt tagagatict 960

tctattcttg gtattataaa gegtatcaag aaaaaaggeg tgaaagtaat tatttatgag 1020

ccgcttattt ctggagatac attctttaac tcacctttgg aacgggagct ggcgatcttt 1080

aaagggaaag ctgatattat tatcactaac cgaatgtcag aggagttgaa cgatgtggte 1140

gacaaagtct atagtcgega tttgtttaaa tgtgactaa 1179

<210> 32
<211> 855
<212> ADN

<213> Escherichia coli
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<400> 32

atggtactga tgatcgtcag cggacgttca ggttcaggta aatctgicgce cctgegtgeg 60

ctggaagata tgggttttta ctgegtggat aaccttceeg tagtgttgtt acccgatetg 120

gctegaacte tggeegateg agagatttet gecgeegtea geattgatgt tcgtaatatg 180

ccggagtcac cagaaatatt cgaacaggceg atgagtaacc tgectgacge tttctcaceg 240

caactactgt tcctggatge cgaccgtaat accttaattc gtegttacag tgacacgege 300

cgactgcatc cgcetttccag caaaaacctg tcgetggaaa gtgetatcga caaagaaage 360

gatttgctgg agectetgeg ttcgegageg gatctgattg tegacacctc agaaatgtcc 420

gttcacgagc tggeagaaat getgegtace cgtetgetgg gtaaacgtga acgtgaactg 480

accatggtct ttgagtcttt cggettcaaa cacggtatcce ctatcgatge agattacgtc 540

tttgacgtgc gettettgee gaaccegeac tgggatcega aactgegtce aatgacaggt 600

cttgataaac ctgtcgeege gttectcgac cgecacacag aagtacacaa ttttatctac 660

cagacgcgaa getatcttga getatggtta cctatgetgg aaaccaacaa cegtagetac 720

ctgacggteg ccattggttg taccggeggg aageaccgtt cggtgtatat tgeagageaa 780
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ctggcagact acttcegete gegeggtaaa aacgtecagt cacgecatcg gacgctggaa 840

aaacgtaaac catga 855





