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Linh vue ky thuit dwoc dé cap

Sang ché dé xuat gen khai dau axit nucleic ¢ ngudn goc tr vi khuén loai
Corynebacterium, bang bi€u hién chira gen khai dau, vecto chira bang bi€u hi¢n, t€ bao

chu chira vecto, va phuong phép biéu hién gen st dung té bao chu.
Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

Vi khuén dang hinh que 1a vi sinh vat dugc str dung dé san xuét nguyén li€u hoa
hoc dé st dung trong nhiéu tmg dung, nhu thirc #n gia stc, thudc, va thirc 3n chira L-
lysin, L-threonin, va nhiéu axit nucleic. Ching vi khuén dang hinh que c6 ning suét
cao c6 thé duogc phat trién thong qua k§ thuat xir Iy gen va k¥ thuat chuyén hoa. D& thu
duoc ching vi khudn dang hinh que c6 ning suét cao, thi gen lién quan téi nhiéu con
duong chuyén hod cin dugc biéu hién trong vi khudn dang hinh que. P& c6 két qua

ndy, phai phat hién dugc gen khéi dau thich hop.

Nhin chung, trong vi khuin dang hinh que, gen dugc biéu hién trong gen khéi
d4u von di c6 sin trong d6, (vi du, xem bai béo Journal of Bacteriology, 181(19),
6188- 6191, 1999). Trong khi, chua biét v& ciu tric cia trinh tu gen khéi ddu dé biéu
hién gen trong vi khudn dang hinh que, thi nguoc lai cAu tric cla cac vi sinh vat cdng
nghiép khéc, nhu E.coli va Bacillus subtilis, 1a d3 dugc biét. Do d6, phuong phép sau
day dd goi y tao ra gen khoi dau cho phép bidu hién gen trong vi khuén dang hinh que.
Piu tién, ving gen khéi ddu clia gen ma khang voi khéng sinh, nhu cloramphenicol,
duge loai bo. Riéng &, ADN nhiém sic thé duoc tach ra tir vi khudn dang hinh que
duoc tach ra biang cch sir dung enzym gidi han thich hop, va doan thu dwgc dugc dua
vao gen ma vung gen khaoi dau duoc loai bod. Sau dé, gen thu duoc duoc sir dung dé
bién dbi vi khudn dang hinh que @ tao ra ching bién d6i va do mirc d6 khang lai
khang sinh ctia ching bién dbi (xem bai bdo Gene, 102, 93-98, 1991; Microbiology,
142, 1297-1309, 1996.) Cu thé 13, mot s luong rat nho gen khdi dau duge st dung
trong Corynebacterium ammoniagenesis, mot vi sinh vét san xuét axit nucleic da biét,

da dugc phét hién. Vi dy, gen khéi dau c6 hoat tinh cao hon khoang 10% so véi gen
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khdi dau tac duoc st dung trong E.coli (xem bai bdo Biotechnol. Lett. 25, 1311-1316,
2003.) Tuy nhién, khi né dwoc sir dung dé biéu hién gen 16n, thi gen khéi dau nay thé
hién hiéu luc thip. Patent M§ s6 5,593,781 trinh bay ADN gen khéi dAu dugc téch ra
tir chiing Brevibacterium flavum MJ-233 (FERM BP-1497) va c6 hoat tinh cao hon
gen khoi ddu tac. Tuy nhién, ADN cla gen khoi ddu ndy dugc tich ra tir loai
Brevibacterium c6 thé khong thé hoat déng duogc trong vi khuén khac. Do d6, van ¢6
nhu cAu phat hién trinh ty gen khoi ddu ma c6 ngudn gbe tir Corynebacterium

ammoniagenes cd ban san trén thi truong, va cd hoat tinh cao trong vi khuén kh4c.

Do d6, cac tac gia cia sang ché da tim kiém trinh tw gen khoi du manh trong
Corynebacterium ammoniagenes va tim thdy ring gen khdi dau theo sing ché c6 thé

biéu hién gen v&i hoat tinh cao trong Corynebacterium ammoniagenes.
Ban chét k§ thuit ciia sing ché
Séang ché dé xuat gen khoi diu c6 hoat tinh cao trong Corynebacterium.

Sang ché cling d€ xuat béng bicu hi¢n chtra gen khéi dau va vecto chira biang

biéu hién.
Séang ché ciing @& xuit té€ bao chu chira vecto.
Sang ché cling d& xudt phuong phap biéu hién gen sir dung t bao chi.

Sang ché d& xuét gen khoi dau chira it nhit mot polynucleotit dugc chon tir
nhém bao gdm SEQ ID No. tir 1 dén 7.

Gen khoi du theo mot phuong 4n cia sang ché 13 axit nucleic phan tich dugc
va c6 hoat tinh gen khoi ddu. G ddy, thudt ngit "gen khéi diu" duge dung dé chi ving
ADN d& ARN polymeraza gén vio dé khéi diu viéc sao chép gen. Thuit ngit "gen
khoi ddu tac" duoc ding dé chi gen khoi ddu thu dugc bing cach két hop trinh tu thu
dugc tir ving - 35 clia gen khéi dau operon tryptophan ctia E.coli va trinh ty thu duoc
tir ving - 10 ctia gen khéi ddu operon lactoza ctia E.coli. Gen khéi dAu tac da duoc biét
1a ¢6 hoat tinh gen khoi du cao. Gen khoi dau c6 it nhdt mot axit nucleic duoc chon tir
SEQ ID No.: 1, 4, 5, 6 va 7 ¢6 hoat tinh trong vi khuin loai hinh que cao hon so véi

gen khoi déu tac. Cu thé 13, gen khdi du c6 it nhit mét axit nucleic duoc chon tir SEQ
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ID No.: 1 va 4 ¢6 hoat tinh cao gép 10 1in gen khéi dau tac trong vi khudn loai hinh

que.

Gen khoi dau theo mot phwong 4n cia sang ché c6 hoat tinh gen khéi diu trong
vi khuén loai Esherichia, ngoai vi khuén loai Corynebacterium. Cu thé 13, gen khéi ddu
chira SEQ ID No. 1 thé hién hoat tinh gen khoi diu cao gép hai 14n so voi gen khai

d4u tac thdm chi trong vi khudn loai Esherichia.

Té bao ma trong d6 gen khoi ddu theo sang ché c6 thé thuc hién chiic ning c6
thé 13 vi khuén loai hinh que bat ky. Cac vi du cta vi khudn loai hinh que bao gém
Corynebacterium ammoniagenes CJHB100 (KCCM-10330) va ATCC 6871,
Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 va ATCC 13060, va vi khudn tuong tu.
Tuy nhién, vi khuén loai hinh que khong bi gidi han & d6. Céc vi du cta vi khuén loai
Esherichia ma trong d6 gen khoi dau theo mot phuwong 4n ctia sang ché c6 thé thuc

hién chirc néng, bao gom E.coli.

Trinh tu ctia gen khoi ddu theo mot phuong 4n ctia sang ché c6 thé dé dang thay
d6i boi ngudi ¢ k¥ ning trung binh trong linh vuc théng qua quy trinh tao dot bién da
biét, nhu sy tién hod ¢ dinh huéng va tao dot bién diém dinh vi. Do d6, axit nucleic,
vi du, c6 mirc d6 twong ddng trinh tu 12 70% hodc nhiéu hon, tt hon 1a 80% hoic
nhiéu hon, va t8t hon nita 13, 90% hodc nhiéu hon, so véi trinh tu gen khoi dau phan
tach duge chira it nhit mot axit nucleic dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID No.: tir 1
dén 7, va c6 thé hoat dong nhu gen khéi dau trong vi khudn loai hinh que cling dugc

nam trong pham vi clia sang ché.

Séang ché ciing dé xuét bang biéu hién chira gen khai diu ma lién két duge véi
trinh tu ma héa. Trinh tu ma hod, vi duy, c6 thé 1a gen nguyén ven hodc trinh ty méa hoa
ma ma hod mdt ving gen duoc xac dinh trude. O day, thuat ngit "lién két duoc" nghia
12 trinh tu m3 hoa duoc lién két v& mit chirc ning v6i gen khdi ddu dé trinh tu gen
khoi ddu c6 thé khai dAu hodic gian tiép sao chép trinh ty ma hoa. Bing biéu hién theo
mot phuong 4n clia sang ché ¢6 thé con bao gdm cac trinh ty d6i chimg 5 va 3'lién két
dwoc v6i trinh tu gen khéi dAu. Trinh tu ma hod c6 thé 13 gen c6 lién quan véi san
phim chuyén ho4, nhu IMP, GMP, L-lysin va L-threonin.
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Sang ché cling dé xuét vecto chira bing biéu hién theo mot phuong 4n clia sang
ché. G day, vecto khong bi gidi han, va c6 thé 1a vecto bat ky da biét trong linh vuc.
Céc vi du ctia vecto theo phuong 4n clia sang ché bao gdm vecto pCR2.1-TOPO (duoc
san xudt tir Invitrogen Inc, M§) va pECCG117 (KFCC-10673). Tuy nhién, vecto
khong bi gidi han ¢ d6. Cac vi du clia vecto chira bang biéu hién theo mot phuong 4an
ctia Sang ché bao gdm p117-cjl-gfp, pl17-cj2-gfp, pl17-cj3- gfp, p117-cj4-gfp, p117-
cj5-gfp, p117-cj6-gfp va pl17-cj7-gfp.

Séng ché ciing d& xuét té bao chu chita vecto theo mot phuong 4n clia sing ché.
Té bao cht ¢6 thé 13 vi khudn loai hinh que hodc vi khun loai Esherichia, nhung
khong bi gi6i han & d6. Vi du, t& bao chi ¢6 thé 13 Corynebacterium ammoniagenes
CJHB100 (KCCM-10330) hodc E.coli.

Sang ché ciing dé xuit phuong phép bicu hién gen ngoai sinh bing cich nudi
cdy t€ bao chi. Té bao chi dugc nudi cdy trong mot trong sé nhidu moi trudng nudi
cdy da biét va trong nhiéu didu kién nuéi cdy da biét tuy theo t& bao chu dugc lua

chon.
Mo ta van tat cdc hinh vé

FIG. 1 thé hién két qua ctia thi nghiém dién di hai chiéu ctiia miu dugc chiét tir
vi khudn Corynebacterium ammoniagenes, trong d6 céc két quéa thi nghiém dugc

nhudm bac va duoc phat hién d& nhan biét.

FIG. 2 minh hoa phuong phép tao ra vecto sang loc p117-gfp theo mot phuong

an cua sang che; va

FIG. 3 minh hoa phuong phép tao ra vecto tai t hop chira trinh tu gen khoi déu
tir pcjl dén pcj7 tir vecto sang loc p117-gfp theo mdt phwong an ciia sang ché.
MO ta chi tiét sing ché

Gen lién két dugc véi gen khdi dau theo sang ché duge bidu hién hiéu qua trong
E.coli va Corynebacterium ammoniagenes. Gen khoi dau thich hop d& phat trién ching

bang cach st dung vi khuin loai hinh que.



20965

Bing biéu hién chira gen khéi ddu theo séng ché va vecto chira bing biéu hién
theo séng ché thich hop d& biéu hién hiéu qua gen ngoai sinh trong E.coli va

Corynebacterium ammoniagenes.
T¢€ bao chu theo sang che c6 the bieu hién hiéu qua gen ngoai sinh.

Béng c4ch sir dung phuong phép biéu hién theo sang ché, gen ngoai sinh c6 thé

dugc bicu hién higu qua.

Sang ché s& dugc mo ta chi tiét hon bing cach tham khao cac vi du dudi day.
Céc vi du nay chi nhim muc dich minh hoa, va khong c6 y dinh giGi han pham vi cta

sang ché.
Vi du thwe hi¢n sang ché

Dich chiét vi khuin duoc bao ché tur Corynebacterium ammoniagenes
CJHB100 (KCCM-10330) & cac giai doan nudi cAy khac nhau. Thuc hién dién di hai
chidu trén céc dich chiét vi khudn dé tim ra protein dugc biéu hién qua muec trong do,
ma sau d6 dugc tich ra dé phan tich trinh ty peptit. Trinh tu peptit thu duge duge sir
dung dé nhan biét gen ctia cic protein duoc bidu hién qua muc. Sau do, vung gen khoi
dau dugc téch ra, va vecto dugc tao ra bing cach sir dung ving gen khoi dau. Tiép
theo, do hoat tinh clia gen khéi ddu trong Corynebacterium ammoniagenes CJHB100
(KCCM-10330) va E.coli.

Vi du 1 : Nudi cdy Corynebacterium ammoniagenes CJHB100 (KCCM-10330)

va lya chon protein duogc bi€u hién qua mirc theo céc giai doan nudi cay.
(1) Nubi cay vi khuan

Nudi cdy Corynebacterium ammoniagenes CJHB100 (KCCM-10330) trong
mdi trudng ¢ dudng mat thd (hdn hop chira 50% glucoza va 50% fructoza). Vao thoi
diém niy, do ndng d¢ t& bao. Thu hoach cic miu Corynebacterium ammoniagenes
CJHB100 (KCCM-10330) dugc nudi cdy & giai doan d4u pha tinh va c4c pha tinh. Céc
méu dugc quay ly tim va loai bo phén phia trén ctia dung dich thu duogc. Hat té bao
thu dugc dugc lam dung gidi trong dung dich dém gy phén rd dé tao ra khoang
100pm dich chiét vi khuén.
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(2) Thi nghiém dién di hai chiéu

Dich chiét vi khuin thu dugc tir phdn (1) dugce pha lodng bing cach st dung 6M
uré, 2M thiouré, 4% CHAPS, va 0,4% DTT d thu dugc hdn hop c6 tdng thé tich 1a
350ul. Sau do, thém 7ul dung dich dém IPG va 3pul xanh bromophenol 1% (BPB) vao
d6. Dung dich thu dugc dugc db vao khay dugc hydrat hod lai béng cach str dung dai
khd gradien pH c6 dinh. Bao miu trén khay dugc hydrat hoa lai bang 2 ml dich long
bao dé ngin can viéc bbc hoi miu va sy két tinh uré, va sau d6 duge hydrat hoa lai &

nhiét d6 trong phong trong khoang 24 gio.

Gel dai dugc hydrat hod lai duogc hdi tu dﬁng dién & 20°C & 0-100V trong 1 gio,
& 300V trong 1 gid, & 600 V trong 1 gid, va & 8000 V trong thoi gian dugc xac dinh
trude, ma duge didu chinh dé thuc hién sy hoi tu trong 43-97 kVgio (pH 4-7: 43,4
kVgio, pH 4,5- 5,5, pH 5,5-6,7: 97 kVgid) bing cach st dung thiét bi hoi tu ding dién

(Multiphor II: duge san xut boi Amersham Bioscience, M¥.).

Khi hoan thanh sy hoi tu ding dién, thi cic gel dang dai twvong tmg dwoc can
b?tng trong dung dich c6 d6 pH 8,8 chita 20mM Tris-HCI, 6M uré, 2% SDS, 20%
glyxerol, 2,5% acrylamit va SmM TBP trong 15 phut. Céc dai da can bang tuong tng
dugc db vao gel hai chiéu (gradien ndng do tir 9 dén 16%) va sau d6 dwoc han kin
biang dung dich SDS chira agaroza 0,5% c6 diém so6i thip va BPB 0,001%. Thuc hién
dién di & 100V trong khoang 19 gio.

Sau khi hoan thanh dién di, gel duoc c6 dinh trong dung dich metanol 45% va
dung dich axit axetic 5%. Rira axit axetic trong 1 gid bing nudc cat. Gel dugc lam
nhay v&i natri thiosulfat 0,02% trong 2 phut va rira bing nudc cét. Sau do, gel dwoc
phan tmg v&i bac nitrat 0,1% trong 20 phit va rira bing nudc cit. San phim phan tmg
dugc phat hién béng dung dich chira 2% (trong luqng/thé tich) natri carbonat va 0,04%
(thé tich/thé tich) formaldehyt. Khi xuit hién vét c6 d6 ddm mong mudn, thi phan tmg
duoc dimg lai bang axit axetic 1%. Gel dugc rira bing nude cit va bao quan trong thi

nhwa duoc han kin & 4°C.

Sau khi hoan thanh dién di, néu ding nhuém coomassie, thi ¢§ dinh gel bing

dung dich metanol 30% va dung dich axit axetic 10% trong 1 gid, rira bing nudc cét,
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nhudm véi chit mau sang chéi coomassie G-250 keo trong 24 gid, va sau do tdy tring

bing dung dich metanol 10% va dung dich axit axetic 7% trong 4 gio.
(3) Bao ché mAu peptit dé sir dung cho phép do phd khdi dua vao cac vét

Peptit duoc tach ra tir cac vét bing mot phién ban bién dbi cia phuong phap da

biét (Shevchenko et al. Anal. Chem., 68(5), 850-8, 1996.)

Pau tién, vét protein duogc tach ra khoi gel duge bao ché tir phan (2), dugc tiy
tring trong 120l ctia hdn hop dung dich gdm 30mM Kkali sit xyanit va 100mM natri
thiosulfat véi ty 18 1:1, va rira bang nudc cit va sau d6 bang 120p] axetonitril 50%
famoni bicarbonat 25mM (pH 7,8) trong 10 phit. San phdm thu dugc phan tmg voi
501 axetonitril 100% cho t&i khi xuét hién mau tring trong khoang 5 phiit va sau d6

lam kh6 trong chan khong.

Thém 10pl trypsin & cip dién di hai chidu (0,02pg/pl) vao cac vét da kho va sau
d6 dugc cho phan tng trong da trong 45 phut. Sau d6, thém 50mM dung dich dém
amoni bicarbonat (pH 7,8) vao san phdm phan ng va cho phan ing & 37°C trong tir
12-14 gid. San phim thu dugc duge xir Iy ba 1dn bing song siéu am trong 10 phut

trong 10pl TFA 0,5% va axetonitril 50% dé chiét peptit.
(4) Phép do phd khdi

Peptit dugc chiét nhu mé ta & trén dugc thi nghiém qua HPLC-MS/MS. Thuyc
hién HPLC-MS/MS v&i hé HPLC loai 1100 (duge san Xuét tir Agilient Inc, M¥) va
thiét bi do phd khdi biy ion Finnigan LCQ DECA (dugc san xuét tir ThermoQuest,
M§) ma trong d6 duoc 1ip dit ngudn cung cAp ion hod @ xit dudi dang nano. HPLC
duoc thuc hién vai cdt pha nguge do theo phut C18, axit formic 0,1 % (dung modi A)
va dung dich (dung mdi B) ctia axetonitril 90% (thé tich/thé tich) va axit formic 0,1 %
duoc cung cAp theo murc tuyén tinh (t6c d6 dong =1ul/phut) dé phan 1ap peptit.

Thuc hién viéc phat hién peptit 3 l4n bf?mg cach st dung sy ion hod phun kich
thude nano (nano spray ionization - NSI) (dién 4p phun: 1,8kV; nhiét 4o bng mao dan:
200°C; dién 4p 6ng mao din: 34 V; d6 léch thdu kinh dng din: 40V; va m4y nhén dién

tir: -60 V). Dit lidu do thu duoc trong kidu trong tAm. Sau khi thu dugc toan b viéc
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chup phd khdi c6 khdi lugng 400-2000 Da, thi gié tri ngudng duoc dit & 1x10° s6 dém
va cac ion manh nhit dugc tach ra thong qua may quét c6 phong phén giai cao. Sau
d6, thuc hién su phan ly gdy ra do va cham (collision-induced dissociation - CID) phd
khdi/phé khéi. Trinh tur cia phd CID khong duge mi hoa duge nhan biét bing cach sir
dung phan mém TurboQuest (dugc san xudt bdi Thermo Finnigan Inc, M¥). Cac két
qua ctia viéc tim kiém SEQUEST duoc nhan biét théng qua su twong quan chéo va

ACn (su tuong quan chuén hoa delta).

Trinh ty cla mot axit amin cua peptit dugc khéng dinh va dugc nhan biét béng
cach st dung thiét bi MS/MS LC Pulsar Q-star (dugc san xuit boi cong ty Applied
Biosystems Inc, M¥).

Két qud 13, di tim théy 50 protein, va d& lya chon dugc 7 protein duoc biéu hién
qué mirc ctia 50 protein. FIG. 1 thé hién két qua cta thi nghiém dién di hai chiéu ctia
mAu duge chiét tir Corynebacterium ammoniagenes, trong d6 cac két qua thi nghiém
dugc nhuém bac va dugc phat hién d& nhén biét. Trong FIG. 1, 7 vét bidu hién qua
mirc duge thé hién tir CJ1 dén CJ7 dwoc nhan biét. Chirc ning cta 7 protein biéu hién
qué mirc dugc chi ra trong Bang 1. Chirc ning clia cic protein ndy dwgc nhén biét
bing céch so sanh trinh tu clia peptit véi mot trinh tir axit amin duge chira trong co s&

dir liéu ngén hang gen NCBI.

Bang 1
Tén vét Protein S6 truy cp &
ngin hang gen
Protein gdy sdc do nhiét hsp60 AE008903.1
5-carboxyl metyl-2-hydroxy muconat NC-006461.1
semialdehyt dehydrogenaza
Homoprotocateculat 2,3-dioxygenaza NC-005835.1
Téac nhn mo rong viée dich ma tam thoi YP-145957
EF-Tu
Glyceraldehyt-3-phosphat dehydrogenaza AAA69094
Xystein synthaza AAV89445
Mangan superoxit dismutaza NP-940564

Trinh ty gen dugc gia dinh tir 7 protein biéu hién qua mirc v duge phan tich dé

lva chon ving gen khoi ddu. Két qua 13, nd duge gia thuyét 1a cac oligonucleotit ciia
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SEQ.ID No: tir 1 d¢én 7 dugc tach ra tir trinh tu gen tuong (g v6i cac protein duoc thé
hién 14 CJ1 dén CJ7 c6 hoat tinh gen khoi diu.

Vi du 2: San xudt vecto tai t6 hop pl17-¢jl~7-qfp c6 trinh tu gen khéi ddu va

khing dinh hoat tinh gen khéi déu trong Corynebacterium ammoniagenes

(1) Khuyéch dai trinh tu gen khoi ddu tr hé gen cua Corynebacterium
ammoniagenes CJHB100

500pg ADN nhiém sic th& duoc tich ra tr 25ml dich nudi cly
Corynebacterium ammoniagenes CJHB 100 dugc U trong mdt ngdy, bing cach st
dung phuong phéap duoc goi y boi Eikmann et al. (Gen, 102, 93-98, 1991). St dung
ADN nhiém sic thé phan tich dugc 1am mAu. Thyc hién cac PCR bing cach st dung
c4c bd mdi (SEQ ID No.: 10 va 11, 12 va 13, 14 va 15, 16 va 17, 18 va 19, 20 va 21,
va 22 va 23) dé khuyéch dai gen khoi diu cta CJ1 dén CJ7 trong 30 gidy & 94°C, &
55°C, va & 72°C, lap lai 30 14n, tuong tmg, Két qué 13, trinh tw gen khoi diu tuong Ung
tir pcjl dén pej7 duge khuyéch dai.

(2) San xuét vecto sang loc

Pau tién, thuc hién cac PCR béng cach str dung vecto pGFuv (dugc san xut
bdi Clontech Inc, M¥) 1am mAu va st dung SEQ ID No.: 8 va 9 1am doan mdi tuong
tng & 94°C trong 30 gidy, & 55°C trong 30 gidy, va & 72°C trong mdt phut. & mdi nhiét
d, PCR dugc thyc hién 30 1an. Két qua 13, gen chira protein phat huynh quang xanh
(Green Fluorescent protein - GFP) ma khong chira viing gen khéi dau duge khuyéch
dai. Sau d6, gen GFP thu dugc ma khdng chira ving gen khéi ddu duoc nhan dong vo
tinh thanh vecto pCR2.1-TOPO (dwgc san xuét tir Invitrogen, M¥), ma sau d6 dugc
tdch Pstl va EcoRI ra va dwa vao vi tri Pstl va EcoRI ctia pECCG117 (KFCC-
10673/KFCC-10674), ma 14 vecto con thoi va c6 thé duge biéu hién trong E.coli va vi
khuén dang hinh que. Két qua dugc st dung 1am vecto sang loc (pl 17-gfp) dé tach ra
gen khdi ddu. FIG. 2 minh hoa phuwong phap san xuét vecto sang loc p117-gfp theo

mot phuong &n cua séng che.
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(3) Dua trinh ty gen khoi ddu vao vecto sang loc va nhan biét hoat tinh gen
khéi dau trong Corynebacterium ammoniagenes CYHB100.

Vecto sang loc thu duge tir phin (2) dugc tach ra bing enzym gidi han cua
Kpnl/EcoRV va sau d6 gén vao trinh ty gen khoi dau tir pejl dén pcj7 ma da dugce tach
ra bing cling mot enzym gi6i han d& tao ra cic vecto tai td hop pl17-cjl-7-gfp trong
d6 c6 oligonucleotit tir pcjl dén pcj7, ma dugc tach ra tir Corynebacterium
ammoniagenes CJHB100 va dugc cho 14 ¢6 hoat tinh gen khai dau, dugc gén véi GFP.
FIG. 3 minh hoa phuong phép tao ra vecto tai t6 hgp chira SEQ.ID No.: tir pcjl dén
pej7 t vecto sang loc p117-gfp theo mot phurong 4n clia sang ché.

Vecto téi t6 hop thu dugc dugc dwa vio Corynebacterium ammoniagenes
CJHB100 (KCCM-10330) d& dang dé bién ddi thong qua phwong phap duoc gisi thiéu
bdi Van der Rest et al. (Appl. Microbiol. Biotechnol., 52, 541-545, 1999).

Chiing bién d6i thu dugc dugce 1am Iam kinh phét 1én trén moi trudng CM (1%
pepton, 1% canh thang, 0,25% natri clorua, 1% dich chiét men bia, 100mg/ml adenin,
100mg/ml guanin, 2% thach (pH 7,2)) chita 10ug/ml kanamycin va duoc nudi cdy &
32°C trong 3 ngdy. Ching séng dugc c6 ting truéng duoc sang loc tir cic khuén lac.
Sau d6, chiéu 4nh sdng cuc tim trén ching dugc sang loc va cac ching phat ra huynh

quang ‘duqc chon loc.

Viéc sang loc c4c chiing phat ra huynh quang chi ra ring cdc gen khai dau tur

pcjl dén pcj7 thé hién hoat tinh gen khéi ddu trong loai vi khudn dang hinh que.

Trong khi, hoat tinh gen khéi ddu dugc do dinh lugng. Thi vecto tai t& hop
pl117-cj1-7-gfp dugc dua vao Corynebacterium ammoniagenes CJHB100 (KCCM-
10330) va duoc nubi céy theo céch tuong ty nhu moé ta & trén. Dich nudi céy dugc ly
tam dé thu dugc hat vi khudn. Sau do6, hat vi khudn dugc tao huyén phu trong dung
dich d&m chiét protein (EDTA 1mM PBS, 3% glyxerol, dung dich 1% triton-X-100,
pH-7,5) va dugc phan giai bing song siéu 4m. Chit dung giai duoc ly tdm va dung
dich phén phia trén thu dugc chira dich chiét vi khudn duoc tach ra. Lugng protein
chira trong dich chiét vi khuén do dugc théng qua phwong phép thir nghiém Bradford.

Sau d6, chiéu 4nh sang 488nm trén dich chiét vi khuén véi lugng ngang béng véi dich
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chiét vi khudn duoc md ta & trén bing cach sir dung phuong phap dugc gidi thi€u boi
Laure Gory et al. (FEMS Microbiology Letters 194, 127-133, 2001) va &nh sang phat
ra dugc do bé‘mg c4ch st dung mdy do anh phé LS-50B (Perkin-Elmer) d& tim ra mirc

d6 biéu hién gen GFP va da tim thiy c6 budc séng 511nm.

Két qua duoc trinh bay trong Bang 2. Nhu dugc trinh bay trong Bang 2, gen
khoi diu theo mot phuong 4n cta sdng ché biéu hién hiu qua gen GFP. béc biét hon,

gen khoi du pejl va pcj4 da biéu hién hiéu qua cao nhét so v6i gen khéi déu khéc.

Bang 2
Gen khéi ddu | pejl pcj2 pcj3 pcj4 pcjs pcj6 pcj7
12309 437 479 11790 1363 5651 2493

Vi du 3: So sanh hoat tinh ctia gen khéi diu tac va gen khéi ddu theo phuong 4n

cta séang ché trong Corynebacterium ammoniagenes

Trong thi nghiém nay, hoat tinh ctia gen khoi dau theo mot phuong 4n ciia sang
ché va gen khoi ddu tac ma théng thuong dugce sir dung trong Corynebacterium

ammoniagenes dugc so sanh.
(1) San xuét vecto chira trinh ty gen khoi dau tac va gen GFP dugc két hop

Piu tién, thuc hién PCR bﬁng cach st dung vecto pKK223-2 (dugc san Xuét
bdi Pharmacia Biotech, M¥) lam mAu va str dung SEQ ID No.: 24 va 25 1am doan mdi
theo cach tuong tu nhu trong Vi du 1 d& khuyéch dai trinh tu gen khéi diu tac. San
phim khuyéch dai duge nhan dong v tinh thanh vecto pCR2.1-TOPO (Invitrogen,
M¥). Tiép theo, trinh tu gen khdi dau tac thu duge dugce tach ra bing enzym gidi han
Kpnl va EcoRV va gin vao pl17-gfp ma da dugc tach ra bing cling mot enzym giGi

han d& thu duoc vecto biéu hién tai t5 hop (p117-tac-gfp.)

Vecto tai t6 hop dugc sir dung dé bién ddi Corynebacterium ammoniagenes
CJHB100 theo cach tuong ty nhu trong Vi du 1, va hoat tinh cia gen GFP dugc do.
Hoat tinh ciia gen GFP do ¢6 gen khéi dau tac duge so sanh véi hoat tinh ctia gen GFP
do c6 gen khéi déu duge chon theo Vi du 2. Két qua dugc trinh bay trong Bang 3.
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Bang 3

Gen khéi dau | pejl pcj2 | pcj3 | pcj4 pcjs pcj6 pcj7 | Ptac

1140% | 40% |44% |1092% |126% |523% |231% | 100%

Nhu dugc trinh bay trong Bang 3, di tim thy ring gen khoi ddu theo mot
phuong 4n cta sang ché biéu hién hiéu qua gen GFP. Ngoai ra, khi hoat tinh cta gen
khéi ddu theo mdt phwong 4n cua sang ché trong Corynebacterium ammoniagenes
dugc so sdnh véi hoat tinh ciia gen khdi ddu tac trong Corynebacterium
ammoniagenes, thi cic gen khéi dau pcjl, pej4, pejS, pej6 va pej7 thé hién cuong do
cao hon gen khoi dau tac. Cu thé 13, cic gen khoi ddu pejl va pcj4 thé hién hoat tinh

gép 10 14n ctia gen khoi dau tac.
Vi du 4: Khing dinh hoat tinh ctia gen khoi ddu theo séang ché trong E.coli

D3 khéng dinh ring gen khoi ddu theo mot phuong 4n cta sang ché thé hién
hoat tinh trong E.coli ngoai vi khu4n dang hinh que. E.coli dwoc bién ddi bing vecto

biéu hién tai t5 hop duoc sir dung trong Vidu 1 va 2.

D3 xé4c dinh ring gen khai dau theo phuong 4n clia sang ché c6 thé bidu hién
hiéu qua gen GFP trong E.coli bing cach do hoat tinh ctia gen GFP theo c4ch tuong tur
nhu trong Vi du 1. Vecto ddi chiéu 13 vecto tai t6 hop chira gen khoi dAu tac p117-tac-
gfp. Bang 4 trinh bay hoat tinh gen khai ddu cta cac gen khdi ddu theo cac phuong 4n

cta sang cheé trong E.coli.

Béang 4

Gen khdi dau | pcjl pcj2 | pci3 | pej4 pcis pcib pcj7 | Ptac

296% | 15% [20% |17% 19%  |24% | 24% 100%

Nhu dugc trinh bay trong Bang 4, dd tim ra rang gen khoi ddu theo mot
phuong 4n cia sang ché biéu hién hiéu qua gen GFP trong E.coli. Cu thé hon, gen

khoi ddu pejl thé hién hoat tinh cao trong ca vi khudn dang hinh que va E.coli.

Vi du 5: Tac dung ctia IPTG trén hoat tinh ctia gen khai dau theo sang ché
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Pa dugce biét dén 1a gen khoi déu tac 13 gen khoi ddu dai dién ma biéu hién gen
cam tng bdi IPTG (isopropylthio-p-D-galactosit) trong E.coli. Theo cach noi khdc,
trong E.coli, luong gen dugc bidu hién bing gen khéi dAu tac thay dbi theo sy c6 mit

hodc Véng mat IPTG.

Trong thi nghiém nay, tac dung ciia IPTG trén biéu hién gen GFP bing gen
khéi dAu theo mot phuong 4n ciia sang ché da duge do. Dé c6 két qua nay, vecto téi to
hop chira gen khoi ddu pejl ma c6 hoat tinh cao hon cac gen khéi diu khac ctia p117-
cjl-gfp dugc dua vao E.coli va Corynebacterium ammoniagenes CJHB100 (KCCM-
10330) theo cach giéng nhu néu trong Vi du 1 va 2, va do d6, lugng gen GFP dugc
biéu hién dugc do. Vecto tham khao 14 vecto ti tb hop chira gen khéi dau tac p117-

tac-gfp.

Két qua dugce trinh bay trong Bang 5.

Béng S
Té bao chu Corynebacterium E.coli
ammoniagenes CJHB100
Su cam ung Su cam ung | Khong giy | Su cam ung | Khong gdy
bing IPTG | cam ting bing IPTG cam Uing
Gen khéi dau ptac | Pcjl |ptac |[pcjl |ptac |pcjl | ptac
Cuong d§ huynh quang 2089 | 5530 | 1959 |5048 | 6480 | 7165 | 2314

Nhu duogc trinh bay trong Bang 5, gen khoi diu theo mdt phuong 4n cta sang
ché d3 biéu hién hiéu qua hon gen GFP trong E.coli va Corynebacterium

ammoniagenes so voi gen khoi dau tac, bat ké sy c6 mit cta IPTG.

Céc gen khoi ddu pCJ1, pCJ2, pCI3, pCJ4, pCI5, pCJ6 va pCI7 thu duge trong
cac Vi du duge mod ta & trén dugce dua vao pECCG117. Vecto thu duge dugce sir dung
d2 bién dbi E.coli DHS5. Cac bién thé thu dwoc duge lwu gift & trung tAm nudi cly vi
sinh vét ctia Han quéc (Korean Cuture Center of Microorganisms - KCCM), 1a mot )
chirc luu gitt quéc t tudn theo Hiép udc Bupest, luu giit vao ngay 11 thang 6 nim
2004 (s6 truy nhap vao noi luu gitt: KCCM-10611, KCCM-10612, KCCM-10613,
KCCM-10614, KCCM-10615, KCCM-10616, va KCCM-10617).
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Tai li€u tham khdo cta chi don hodc co quan | S6 don qudc teé:

dai dién

CAC CHI DAN LIEN QUAN TOI VI SINH VAT HOAC NGUYEN LIEU SINH
HOQC KHAC PUGC LUU GIU

(Quy tic PCT 13bis)

A. Céc chi din bén duéi lién quan dén vi sinh vét hoic nguyén lidu sinh hoc khac duoc luu

gitt dugc dé cap dén trong ban mo ta & doan so: 77

B.NHAN BIET NOCILUU GIU'  Céc noi lvu giit khac dugc nhan biét & mot to khac O

Tén vién luu gilr
Trung tim nudi cdy vi sinh vit Han qubc - KCCM (Korea Culture Center of

Microorganisms)

Dja chi vién luu giir (bao gdm ma buu dién va tén nudc)
361-221, Yurim B/D, Honje 1, Sudaemun, Seoul, 120-091, Cong hoa Han quéc

Ngay luu giit: S4 truy nhap:
16 thang 11 ndm 2004 KCCM-10611

C. CAC CHI DAN KHAC (b6 trong néu khong can) Théng tin nay duoc tiép tuc & mét to
khac O

D. CAC NUGC BPUGC CHI PINH DUNG CAC CHI DAN NAY (néu cac chi din nay khong

danh cho tit ca cac nudc duge chi dinh)

E. CUNG CAP CAC CHI DAN RIENG BIET (b6 tréng néu khong cén)

Chi din dugc liét ké bén dudi s& dugc dé trinh t6i Uy ban qudc té sau (cu thé 1a ban chat

chung ctia cac chi din, vi du “sb truy nhap vao noi luu giit”)

Chi str dung cho co quan nhén Chi str dung cho Uy ban quéc té

O Gidy nay dugc nhan v6i don yéu cdu cdp | O Gidy ndy dugc nhan béi Uy ban qubc té

patent quoc t& vao:

Ngudi ¢6 thim quyén Ngudi c6 thim quyén

Tai lidu tham khao ciia chii don ho#ic co quan | S6 don quéc té:

dai dién
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CAC CHI DAN LIEN QUAN TOI VI SINH VAT HOAC NGUYEN LIEU SINH
HOQC KHAC bUGC LUU GIU

(Quy tic PCT 13bis)

A. Céc chi dan bén dudi lién quan dén vi sinh vét hodic nguyén lidu sinh hoc khac duge luu

gitr duoc d& cap dén trong ban mé ta & doan sb: 77

B.NHAN BIET NOI LUU GIU"  Céc noi luu giir khac dugc nhan biét & mot to khac O

Tén vién luu giit
Trung tim nudi cdy vi sinh vit Han quéc - KCCM (Korea- Culture Center of

Microorganisms)

Dia chi vién luu giit (bao gdm ma buu dién va tén nudc)
361-221, Yurim B/D, Honje 1, Sudaemun, Seoul, 120-091, Cong hoa Han quéc

Ngay luu gil: S6 truy nhép:
16 thang 11 ném_2004 KCCM-10612

C. CAC CHI DAN KHAC (bo trong néu khdéng can) Thong tin ndy dugc tiép tuc & mot to
khac O

D. CAC NUGC PUGC CHI PINH DUNG CAC CHI DAN NAY (néu c4c chi din nay khong

danh cho tt ca cac nude duge chi dinh)

E. CUNG CAP CAC CHI DAN RIENG BIET (b trong néu khéng cén)

Chi dan dugc liét ké bén dudi s& duoc dé trinh t6i Uy ban qudc té sau (cu thé 1a ban chat

chung clia c4c chi din, vi dy “sb truy nhap vao noi luu giir”)

Chi str dung cho co quan nhan Chi sir dung cho Uy ban qudc té

0 Gidy nay dugc nhan véi don yéu cdu cdp | 0 Gidy nay dugc nhan boi Uy ban qubc té

patent quoc t& Vao:

Ngudi c6 thdm quyén Ngudi c6 thdm quyén

Tai liéu tham khao ctia chii don hodc co quan | S6 don qudc té:

dai dién
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CAC CHI DAN LIEN QUAN TOI VI SINH VAT HOAC NGUYEN LIEU SINH
HOQC KHAC bPUQC LUU GIU

(Quy tic PCT 13bis)

A. Céc chi din bén duéi lién quan dén vi sinh vét hoic nguyén lidu sinh hoc khac duogc luu

gitr duoc d& clp dén trong ban mo ta & doan sb: 77

B.NHAN BIET NOILUU GIU'  Céc noi luu giit khac dugc nhan biét & mot t& khac O

Tén vién luu giit
Trung tim nudi cdy vi sinh vt Han quéc - KCCM (Korea Culture Center of

Microorganisms)

Dia chi vién luu gilt (bao gdm ma buu dién va tén nudc)

361-221, Yurim B/D, Honje 1, Sudaemun, Seoul, 120-091, Cong hoa Han quéc

Ngay luu gii: S4 truy nhép:
16 thang 11 ndm 2004 KCCM-10613

C. CAC CHI DAN KHAC (b6 trong néu khdng can) Thong tin ndy dugc tiép tuc & mot to
khac O

D. CAC NUGC PUGQC CHI PINH DUNG CAC CHI DAN NAY (néu céc chi din nay khong

danh cho tét ca cc nudc dwoc chi dinh)

E. CUNG CAP CAC CHI DAN RIENG BIET (b6 trong néu khéng céan)

Chi din duoc liét ké bén dudi s& dugc dé trinh t6i Uy ban qudc té€ sau (cu thé 1a ban chat

chung ctia c4c chi din, vi du “sd truy nhép vao noi luu giit”)

Chi sir dung cho co quan nhén Chi sir dung cho Uy ban qudc té

0 Gidy nay dugc nhan voi don yéu cdu cdp | 0 Gidy nay dugc nhan boi Uy ban qubc té

patent quoc té vao:

Ngudi ¢ thim quyén Ngudi c6 tham quyén

Tai liéu tham khao ctia chii don hodc co quan | SO don quoc té:

dai dién
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CAC CHI DAN LIEN QUAN TOI VI SINH VAT HOAC NGUYEN LIEU SINH
HOC KHAC PUQC LUU GIU

(Quy téc PCT 13bis)

A. Cac chi din bén duéi lién quan dén vi sinh vét hoic nguyén li¢u sinh hoc khac duge luu

gilt dugc de cap dén trong ban mo ta & doan sb: 77

B. NHAN BIET NOI LUU GIU'  Céc noi luu giit khac dugc nhan bibt & mot to khac O

Tén vién luu gitt
Trung tim nudi cdy vi sinh vt Han quéc - KCCM (Korea Culture Center of

Microorganisms)

Dia chi vién luu giit (bao gdbm ma buu dién va tén nudc)

361-221, Yurim B/D, Honje 1, Sudaemun, Seoul, 120-091, Cong hda Han qudc

Ngay luu giit: S6 truy nhap:
16 thadng 11 ndm 2004 KCCM-10614

C. CAC CHI DAN KHAC (b6 trdng néu khdng can) Thong tin nay dugc tiép tuc & mot to
khac O

D. CAC NUGC DUQC CHI BPINH DUNG CAC CHI DAN NAY (néu céc chi din nay

khong danh cho tit ca cic nude duogc chi dinh)

E. CUNG CAP CAC CHI DAN RIENG BIET (b6 trong néu khong cin)

Chi din dugc liét ké bén dudi s& dugc dé trinh t6i Uy ban qudc t& sau (cu thé 1 ban chat

chung ctia c4c chi din, vi du “sb truy nhép vao noi luu giir”)

Chi str dung cho co quan nhan Chi st dung cho Uy ban qudc té

O Gidy nay dugc nhan véi don yéu cau cdp | O Gidy ndy dugc nhan bdi Uy ban qubc té

patent quoc té vao:

Ngudi ¢6 thim quyén Ngudi c6 tham quyén

Tai liéu tham khao cta chu don hodc co quan | S6 don qudc té:

dai dién
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CAC CHI DAN LIEN QUAN TOI VI SINH VAT HOAC NGUYEN LIEU SINH
HOQC KHAC PUGC LUU GIU

(Quy tic PCT 13bis)

A. Céc chi dan bén dudi lién quan dén vi sinh vét hogic nguyén liéu sinh hoc khéc dugc luu

gitt duoc d& cap dén trong ban mé ta & doan sb: 77

B. NHAN BIET NOI LUU GIU'  Céc noi luu gitr khéc dugc nhén biét & mot to khac O

Tén vién luu gitt
Trung tim nudi cdy vi sinh vt Han quéc - KCCM (Korea Culture Center of

Microorganisms)

Dia chi vién luu gilt (bao gdom ma buu dién va t€n nudc)

361-221, Yurim B/D, Honje 1, Sudaemun, Seoul, 120-091, Cong hoa Han quéc

Ngay luu gii: S6 truy nhép:
16 thang 11 ndm 2004 KCCM-10615

C. CAC CHI DAN KHAC (b6 trong néu khong can) Thong tin ndy dugc tiép tuc & mot to
khac O

D. CAC NUGC PUQC CHI PINH DUNG CAC CHI DAN NAY (néu céc chi din nay

khong danh cho tét ca cac nude duoc chi dinh)

E. CUNG CAP CAC CHI DAN RIENG BIET (b6 trong néu khong cén)

Chi dan dugc liét ké bén dudi s& duge dé trinh téi Uy ban qudc t€ sau (cu thé 1a ban chét

chung ctia c4c chi din, vi du “sb truy nhap vao noi luu giir”)

Chi str dung cho co quan nhén Chi sir dung cho Uy ban qudc té

O Gidy nay dugc nhén véi don yéu cdu cip | O Gidy nay duoc nhén boi Uy ban qubc té

patent quoc té Vao:

Ngudi c¢6 thdm quyén Ngudi ¢6 thim quyén

Tai liéu tham khao ciia chu don hoiic co quan | S6 don qudc té:

dai dién
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CAC CHI DAN LIEN QUAN TOI VI SINH VAT HOAC NGUYEN LIEU SINH
HOQC KHAC PUGQC LUU GIU

(Quy téc PCT 13bis)

A. Céc chi din bén dudi lién quan dén vi sinh vét hodc nguyén liéu sinh hoc khac dugc luu

gift duge dé cép dén trong ban md ta & doan sb: 77

B.NHAN BIETNOI LUU GIU'  Céc noi luu giir khac duoc nhan biét & mot to khac O

Tén vién luu git
Trung tim nudi cdy vi sinh vat Han quéc - KCCM (Korea Culture Center of

Microorganisms)

Dia chi vién luu gitr (bao gdm ma buu dién va tén nudc)
361-221, Yurim B/D, Honje 1, Sudaemun, Seoul, 120-091, Cong hoa Han quéc

Ngay luu giit: S truy nhap:
16 thang 11 ndm 2004 KCCM-10616

C. CAC CHI DAN KHAC (bo trong néu khong can) Thong tin nay duoc tiép tuc & mot to
khac O

D. CAC NUGC BPUGC CHI PINH DUNG CAC CHI DAN NAY (néu c4c chi din nay khong

danh cho tt ca céc nudc dugce chi dinh)

E. CUNG CAP CAC CHI DAN RIENG BIET (b tréng néu khong can)

Chi dan duoc liét ké bén dudi s& duoc dé trinh téi Uy ban qudc té sau (cu thé 1a ban chat

s r 2 1R 7 A A \ . o~
chung ctia céc chi dan, vi du “sO truy nhép vao noi luu giit”)

Chi st dung cho co quan nhén Chi str dung cho Uy ban quéc té

O Gidy nay dugc nhén véi don yéu cau cdp | O Gidy nay dugc nhén bdi Uy ban qudc té

patent quoc t& vao:

Ngudi c6 thim quyén Ngudi c6 thim quyén

Tai liéu tham khao ctia chu don hodc co quan | SO don quoc té:

dai dién
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CAC CHI DAN LIEN QUAN TOI VI SINH VAT HOAC NGUYEN LIEU SINH
HOQC KHAC PUQC LUU GIU

(Quy téc PCT 13bis)

A. Céc chi dén bén duéi lién quan dén vi sinh vét hoic nguyén liéu sinh hoc khac dugc luu

gitt dugc d€ cép dén trong ban mo ta & doan so: 77

'B.NHANBIETNOILUU GIU  Céc noi luu gitr khac duoc nhan biét & mot to khac O

Tén vién luu giitr
Trung tim nudi cdy vi sinh vt Han quéc - KCCM (Korea Culture Center of

Microorganisms)

Dia chi vién luu giit (bao gdm ma buu dién va tén nudc)

361-221, Yurim B/D, Honje 1, Sudaemun, Seoul, 120-091, Céng hoa Han quéc

Ngay luu gii: S6 truy nhap:
16 thang 11 ndm 2004 KCCM-10617

C. CAC CHI DAN KHAC (b6 tréng néu khéng can) Théng tin nay duoc tip tuc & mot o
khac O

D. CAC NUGC PUGC CHI PINH DUNG CAC CHI DAN NAY (néu c4c chi din nay

khong danh cho tét ca cac nudc duoc chi dinh)

E. CUNG CAP CAC CHI DAN RIENG BIET (b6 trdng néu khong can)

Chi dan dugc liét ké bén dudi s& dugc dé trinh t6i Uy ban qudc té sau (cu thé 13 ban chit

chung ctia c4c chi din, vi du “sb truy nhap vao noi luu gii”)

Chi sir dung cho co quan nhén Chi sir dung cho Uy ban qudc té

0 Gidy ndy dugc nhan vé6i don yéu cdu cdp | O Gidy nay dugc nhan boi Uy ban québc té

patent quoc té vao:

Ngudi c6 tham quyén Ngudi c6 tham quyén
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YEU CAU BAO HO

1. Gen khoi déu chira it nhit mot polynucleotit dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID
No.:tir 1 d¢én 7.

2. Bing biéu hién, trong d6 biang nay chita gen khoi ddu theo diém 1 va lién két duoc

vO1 trinh ty mé hoa.
3. Vecto chtra bing biéu hién theo diém 2.
4, Té bao chu chira vecto theo diém 3.

5. Té bao chi theo diém 4, trong d6 t& bao chil ndy 1a té bao vi khudn thudc loai

Corynebacterium hodc loai Esherichia.

6. Phuong phép biéu hién gen ngoai sinh bao gdm budc nudi ciy té bao chi theo diém

4 hoic diém 5.
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— 97,4KDa
+— 63KDa

<« ~554 KDa

+«- 36,5KDa

~— 29KDa

| — 20,1kpa

{ +—14 3KDa

pH4,5 pHS5,5
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FIG. 2

I San pham PCR _I

¥colY
Pstl

EcolN

gen gfp (680 hp)

gen gfp
Fstl

l ADN Ligaza T4

" Pet]

pstl p117~-gfp

ColE1
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FIG. 3

0D

ADN nhifm séc thé cla c. ammonsgenes ATCC 6372

1 Khuyéch dai PCR

GEN KHAIPAU BUQC KHUYECHDAIPCR |

EcfY
ol Kpnl
| gen kh1 dau (300bp) |

gen khéi dau |
4 )]

|

ADN Ligaza T4

PlI?ci-efp
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