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Linh vuc ky thuat duge dé cap

Sang ché d& cap dén phuong phép sin xuét axit L-glutamic st dung vi
khuén coryneform theo diém 1 hodc diém 6. Cac axit amin dang L 1a hitu dung
trong cdng nghiép lam chét phu gia cho thirc an chin nuoi, cdc thanh phan cho

gia vi, thuc phadm va do6 udng, dich truyén chura axit amin, va v.v..
Tinh trang ky thuat caa sang ché

Cac axit amin dang L dugc san xuét & quy mo cong nghiép bang, vi du,
phuong phép 1én men st dung cac vi sinh vat khac nhau c6 kha néng san xuét
axit amin dang L. Cac vi du vé& phuong phép san xuét axit amin dang L béng
cach 1én men bao gdm, vi du, phuong phap sir dung vi sinh vt kiéu dai (chong
kiéu dai), phuong phép st dung ching khuyét dudng bét ngudn tir ching kiéu
dai, phuong phép str dung chung dot bién diéu hoa co ché trao doi chat ¢ ngudn
gbc nhu 1a chiing dot bién khang nhiéu loai thuc khac nhau tir ching kiéu dai,
va phuong phdp st dung ching ¢6 cac dac trung nhu ¢6 ¢ ca hai ching khuyét
dudng va chung dot bién diéu hoa co ché trao doi chét.

Ngoai ra, trong nhiing ndm gén day, cac vi sinh vat ma kha ning san XUt
axit amin dang L cua nd duogc cai thién béng cac k¥ thuat ADN tai td hop dugc
st dung dé san xuét axit amin dang L. Céc vi du vé cac phuong phép cai thién
kha ning san xuét axit amin dang L cuda vi sinh vat bao gém, vi du, cai thi¢n sy
biéu hién ctia gen ma hdéa cho enzym sinh téng hop axit amin dang L (cic {ai
lidu séng ché 1 va 2), va lam ting dong vao cla ngudn cacbon vao trong hé sinh
téng hop axit amin dang L (tai liéu sang ché 3).

WO002/22671 md ta vién canh tGc ché gen pstC2 trong qué trinh sén Xudt
bang cach 1én men axit amin, cy thé 1a L-lysin.

W02015/050276 md ta phuong phép san xuét axit amin dang L, nhu
arginin hogc histidin, st dung E.coli bi mat gen pitA.

Escherichia coli ¢6 it nhét hai loai hé thdng hip thu phosphat vo co (i

liéu phi sang ché 1). Mot 1a hé thdng vén chuyén phosphat vo co (Pit) i luc
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thép, va hé thdng con lai 13 hé théng van chuyén dac hiéu phosphat (Pst) ai luc
cao. P& 1am gen ma hoa hé Pit, gen pitd va gen pitBB 1a da duoc biét. Dé lam gen
mé hoa hé Pst, céc gen pstSCAB da duoc biét. Cac san pham cla gen pstSCAB
tao ra phtrc chat dé thuc hién chirc ning nhu hé Pst. Tuy nhién, mdi lién quan
gitta hoat tinh cta cac thé van chuyén phosphat nay va qué trinh san xuét axit
amin dang L 1a chua dugc biét.
Tai li¢u tinh trang k¥ thuat
Céc tai liéu sang ché
Tai lidu sang ché 1: patent M¥ s6 5,168,056
Tai lidu sang ché 2: patent M¥ s6 5,776,736
Tai lidu sang ché 3: patent My sb 5,906,925
Tai li¢u phi sang ché
Tai liéu phi sang ché 1: R.M. Harris et al., Journal of Bacteriology, Sept. 2001,}
pp.5008-5014
Bén chit k§ thuit ciia sing ché
Muc dich dat duogc bdi sang ché

Muc dich cia sang ché la phat trién k§ thuat moi dé cai thién kha nang
san xuét axit amin dang L cta vi khudn coryneform, va nho d6 dé xuit phuong
phép san xuét cé hiéu qua axit L-glutamic.
Cach thtc dé dat duoc muc dich cua séng ché

Téac gia cua sang ché da tién hanh nhidu nghién ctiu khic nhau dé dat
duoc muc dich néu trén. Két qua 13, cac tac gia di kham pha ra rang khé ning
san xuét axit L—glutémic ctia vi khuén coryneform c¢6 thé duoc cai thién bang
cach bién dbi vi khudn coryneform sao cho hoat tinh cta thé van chuyén
phosphat pitA ting 1én, va dd hoan thanh séang ché.

Tuc 14, sémgyché c6 thé duoc dé cap dudi dang cac phuong an, vi dy, nhu
sau.
[1]

Phuong phap san xudt axit L-glutamic bao gbm cac bude:

nudi cdy vi khudn coryneform c6 kha ning san xuit axit amin dang L
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trong mdi trudong nudi ciy; va

thu gom axit amin dang L tir méi truong nay,

trong d6 vi khuén nay duoc bién doi sao cho hoat tinh protein pitA cta thé
véan chuyén phosphat ting lén.

[2]

Phuong phép dugc dé cép trén déy, trong do hoat tinh ctia thé van chuyén
phosphat dugc lam tiang bing cach lam ting su biéu hién cta gen pitA ma hda
thé van chuyén phosphat nay.

[3]

Phuong phap duoc dé cép trén day, trong d6 gen pitd 1a ADN dugc xéac
dinh theo (a) hodc (b) sau:

(a) ADN bao gdm trinh tu nucleotit dugc thé hién trong SEQ ID NO: 5 hoic 25,
(b) ADN c6 thé lai hoa duéi céc didu kién nghiém ngit véi trinh ty bo sung véi
trinh tu nucleotit dugc thé hién trong SEQ ID NO: 5 hoac 25 hogc vo6i doan do
ma ¢6 thé duoc tao ra tir trinh ty bd sung nay, va trong do ADN ¢6 thé lai hoa
nay ma hoa protein c¢6 hoat tinh van chuyén phosphat.

4]

Phuong phép duge dé cdp trén day, trong d6 gen pitd 1a ADN md hoa
protein dugc xac dinh theo (A) hodc (B) sau:

(A) protein bao gém trinh ty axit amin dugc thé hién trong SEQ 1D NO: 6 hoac
26,

(B) protein bao gdm trinh ty axit amin dugc thé hién trong SEQ ID NO: 6 hozc
26 nhung bao gém su thay thé, mat doan, xen doan, hodc bd sung mot hodc mot
vai gbe axit amin, va trong dé protein ndy ¢6 hoat tinh vén chuyén phosphat.

[5]

Phuong phap duoc dé cap trén day, trong d6 su biéu hién cla gen nay
dugce tang cudng bang cach lam ting s6 ban sao cua gen, va/hodc bing cach bién
dbi trinh tu kiém so4t su biéu hién ctia gen nay.

[6]

Phuong phép duogc dé cap trén day, trong d6 hoat tinh cta thé van chuyén
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phosphat dugc lam tang bing céch lam cho vi khuan nay chia gen pitA dot bién
ma hoéa thé van chuyén phosphat c6 su dot bién ma gdc axit amin tuong ung véi
gbc phenylalanin & vi tri 246 trong SEQ ID NO: 6 dugc thay thé bang gbc axit
amin khéc gbc phenylalanin.

[7]

Phuong phap duoc dé cap trén day, trong dé gbc axit amin tuong Gng véi
gbc phenylalanin & vi tri 246 trong SEQ ID NO: 6 dugc thay thé bang gbc serin.

[8]

Phuong phap san xuét axit L-glutamic bao gdm cac budc:

nudi cdy vi khuan coryneform c6 kha ning san xudt axit amin dang L
trong moi truong nudi cay; va

thu gom axit amin dang L tir mdi trudng nay,

trong dé vi khuin nay chtra gen pitA dot bién ma héa thé van chuyén
phosphat c6 sy dot bién ma gbe axit amin tuong tng véi gdc phenylalanin & vi
tri 246 trong SEQ ID NO: 6 dugc thay thé bang gdc axit amin khéc e
phenylalanin.

[9]

Phuong phap dugc d& cap trén day, trong dé gbe axit amin tuong Ung véi
gbc phenylalanin & vi tri 246 trong SEQ ID NO: 6 dugc thay thé bang gdc serin.
[10]

Phuong phap dugc dé cap trén day, trong do vi khuén nay 13 vi khuan
Corynebacterium.

[11]

Phuong phap duoc dé cap trén day, trong do vi khuan nay la
Corynebacterium glutamicum.

[12]

Phuong phap dugc dé cap trén day, trong d6 axit L-glutamic la
monoamoni L-glutamat hodc mononatri L-glutamat.
[13]

ADN mi hoa thé van chuyén phosphat c6 su djt bién ma goc axit amin

-5-



22375

tuong tng voi gde phenylalvanin & vi tri 246 trong SEQ ID NO: 6 duoc thay thé
bang gbc serin.
[14]

Vi khuén coryneform chira gen pitd dot bién ma héa thé van chuyén
phosphat c6 sy dot bién ma gbc axit amin tuong tmg gdc phenylalanin & vi tri
246 trong SEQ ID NO: 6 duoc thay thé bang gdc serin.

M5 ta chi tiét sang ché

Duéi ddy, sang ché s& dugc giai thich chi tiét.

Phuong phép theo sang ché 1a phuong phép san xudt axit L-glutamic bao
odm budc nudi cdy vi khuan coryneform c6 kha ning san xuét axit L-glutamic
trong mdi trudong nudi cdy, va thu gom axit L-glutamic tir moi trudng nay, trong
d6 vi khudn nay duoc bién dbi sao cho hoat tinh clia protein pitA ctiathé vén
chuyén phosphat dugc ting 1én.
<1> Vi khuén sir dung theo sang ché

Vi khuén st dung theo sang ché 1a vi khuéan coryneform c6 kha nang san
xut axit L-glutamic, ma duogc bién dbi dé hoat tinh ctia protein pitA clia thé van
chuyén phosphat dugc ting 1én.

Sang ché ciing dé cap dén vi khuédn coryneform chira gen pitA dot bién ma
hoa cho thé van chuyén phosphat c6 su dot bién ma gdc axit amin tuong tng véi
gbc phenylalanin & vi tri 246 trong SEQ ID NO: 6 dugc thay thé bang gdc serin.
<1-1> Vi khuén coryneform c6 kha nang san xudt axit L-glutamic

Trong phdn mé ta nay, "vi khudn ¢ kha nang san xuét axit L-glutamic" d&
cip dén vi khuén c¢6 kha ning tao ra va tich Ifly axit L-glutamic trong moi
truong hodc cac té bao cla vi khudn & mac do ma axit L-glutamic co thé duoc
thu gom, khi vi khuan duoc nudi cdy trong méi truong nudi cay. Vi khudn ¢
kha ning san xuét axif L-glutamic ¢6 thé 1a vi khudn ma c6 thé tich liy axit L-
glutamic trong moi trudng nudi cdy véi luong 16n hon luong c6 thé thu dugc
bang chung khong duoc bién ddi. Cac vi du vé chiing khéng duoc bién dbi bao
gdm céc chung kiéu dai va céc ching gbc. Vi khuan ¢6 kha nang san xuat axit L-
glutamic c6 thé 1a vi khuan ma co6 thé tich lily axit L-glutamic trong méi trudng
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nudi cdy vai luong t6t hon 13 0,5 g/l hodc 16n hon, t6t hon nira 1a 1,0 g/l hodc
16m hon.

Céc vi du vé axit amin dang L bao gdm céc axit amin bazo nhu L-lysin,
L-ornithin, L-arginin, L-histidin, va L-citrulin; cac axit amin béo nhu L-
isoleuxin, L-alanin, L-valin, L-leuxin, va glyxin; cac axit amin ma la cac axit
hydroxy-monoaminocarboxylic nhu L-threonin va L-serin; c4c axit amin vong
nhu L-prolin; cac axit amin thom nhu L-phenylalanin, L-tyrosin, va L-
tryptophan; cac axit amin chtra luu huynh nhu L-xystein, L-xystin, va L-
methionin; cac axit amin axit nhu axit L-glutamic va axit L-aspartic; va cdc axit
amin ¢ nhom amit trong mach nhanh nhu L-glutamin va L-asparagin. Vi khuan
theo sang ché ¢6 thé c6 kha nang san xuét hai loai axit amin hodc nhiéu hon.

- Trong ph?m mo ta nay, axit amin la axit amin dang L trtr khi dugc chi dinh
theo cach khac. Axit amin dang L. c6 thé 1a hop chét tu do, mudi cta nd, hodc
hon hop ctia nd. Tuc 13, theo sang ché, thuét nglr “axit amin dang L.’ ¢6 nghia la
axit amin dang L & dang tu do, mudi cia nd, hodc hdn hop ctia nd. Cac vi du vé
mudi bao géln, vi du nhu sulfat, hydroclorua, carbonat, mudi amoni, mudi natri
va mudi kali. L-lysin c6 thé 13, vi du nhu L-lysin & dang tu do, mubi
hydroclorua cta L-lysin, mudi carbonat cua L-lyéin, hodc hon hop cua ching.
Hon nira, axit L-glutamic c6 thé 13, vi du nhu axit L-glutamic ¢ dang tu do,
mononatri glutamat (MSG), monoamoni glutamat hozic hdn hgp cua ching.

Céc vi du v& vi khudn coryneform bao gém vi khudn thudc ho
Corynebacterium, Brevibacterium, Microbacterium, hodc loai tuong tu.

Céc vi du cu thé v& vi khuén coryneform bao g0m céc loai sau.

Corynebacterium acetoacidophilum

Corynebacterium acetoglutamicum

Corynebacterium alkanolyticum

Corynebacterium callunae

Corynebacterium glutamicum

Corynebacterium lilium

Corynebacterium melassecola
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Corynebacterium thermoaminogenes (Corynebacterium efficiens)

Corynebacterium herculis |

Brevibacterium divaricatum (Corynebacterium glutamicum)

Brevibacterium flavum (Corynebacterium glutamicum)

Brevibacterium immariophilum

Brevibacterium lactofermentum (Corynebacterium glutamicum)

Brevibacterium roseum

Brevibacterium saccharolyticum

Brevibacterium thiogenitalis

Corynebacterium ammoniagenes (Corynebacterium stationis)

Brevibacterium album

Brevibacterium cerinum

Microbacterium ammoniaphilum

Céc vi du cu thé vé vi khuén coryneform bao gém cac chung sau.

Corynebacterium acetoacidophilum ATCC 13870

Corynebacterium acetoglutamicum ATCC 15806

Corynebacterium alkanolyticum ATCC 21511

Corynebacterium callunae ATCC 15991

Corynebacterium glutamicum ATCC 13020, ATCC 13032, ATCC 13060,
ATCC 13869, FERM BP-734

Corynebacterium lilium ATCC 15990

Corynebacterium melassecola ATCC 17965

Corynebacterium  efficiens  (Corynebacterium  thermoaminogenes)
AJ12340 (FERM BP-1539)

Corynebacterium herculis ATCC 13868

Corynebacterium glutamicum (Brevibacterium divaricatum) ATCC 14020

Corynebacterium glutamicum (Brevibacterium flavum) ATCC 13826,
ATCC 14067, AJ12418 (FERM BP-2205)

Brevibacterium immariophilum ATCC 14068

Corynebacterium glutamicum (Brevibacterium lactofermentum) ATCC
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13869

Brevibacterium roseum ATCC 13825

Brevibacterium saccharolyticum ATCC 14066

Brevibacterium thiogenitalis ATCC 19240

Corynebacterium ammoniagenes (Corynebacterium stationis) ATCC
6871, ATCC 6872

Brevibacterium album ATCC 15111

Brevibacterium cerinum ATCC 15112

Microbacterium ammoniaphilum ATCC 15354

Vi khudn Corynebacterium bao goém vi khuan ma da duoc phan loai trude
dé thanh ho Brevibacterium, nhung hién tai dugc hop nhat vao trong ho
Corynebacterium (Int. J. Syst. Bacteriol., 41, 255 (1991)). Hon thé nira,
Corynebacterium stationis bao gém vi khuén ma dugc phan loai trudc d6 vao ho
Corynebacterium ammoniagenes, nhung hién tai duoc phén loai lai vao ho
Corynebacterium stationis dya trén viéc phan tich trinh tu nucleotit 16S rRNA,
v.v. (Int. J. Syst. Evol. Microbiol., 60, 874-879 (2010)).

Cac chung nay c6 san tr, vi du, Vién gidng chuidn My (dia chi: 12301
Parklawn Drive, Rockville, Maryland 20852, P.O. Box 1549, Manassas, VA
20108, United States of America). Ttc 13, cac s6 dang ky duoc gan cho céc
chung tuong Ung, va cac chung nay co thé duoc sip xép bing céch si dung 5O
dang ky nay (tham khao: http://www.atcc.org/). Cac sd dang ky ctia cac ching
nay dugc liét ké trong danh muc ciaVién gidng chuin My.

Vi khudn c6 thé 13 chinh vi khudn c6 kha ning san xudt axit L-glutamic,
hodc co thé 12 vi khuin dugc bién ddi sao cho né c6 kha nang san xuét axit L-
glutamic. Vi khudn c¢6 khé nang san xuét axit L-glutamic cé thé thu dugc bing
cach truyén kha ning san xuét axit L-glutamic vao vi khudn nhu duge dé cap
trén day, hodc bing cach lam ting kha ning san xudt axit L-glutamic cua vi
khuén nay nhu duogc dé cap trén day.

Pé truyén hoic lam ting kha ning sin xuét axit L-glutamic, cac phuong

phéap thuong dugce su dung trong qua trinh nhan gidng cac chiing san xuit axit
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amin cta vi khun coryneform, vi khudn Escherichia, va v.v. (xem tai liéu:
"Amino Acid Fermentation", Gakkai Shuppan Center (Ltd.), chinh stra lan 1,
cong bd ngay 30 thang 5 nim 1986, trang 77-100) ¢6 thé duoc sir dung. Céc vi
du vé& cac phuong phap nay bao gém, vi du, phuong phép thu nhan ching dot
bién khuyét dudng, thu nhan ching khang chét twong tu axit amin dang L, thu
nhén chiing dot bién didu hoa co ché trao doi chét, va thiét ké ra chung ti to hop
trong d6 hoat tinh cia enzym sinh tong hop axit amin dang L duoc ting cudng.
Trong qué trinh nhan gidng vi khuan san xuat axit amin dang L, mot trong céc
tinh chét duoc md ta trén day nhu khuyét dudng, khang chat tuong tu, va dot
bién diéu hoa qué trinh trao ddi chét c6 thé duge truyén riéng r&, hodc hai hodc
ba hodc nhiéu tinh chét nay co thé duoc truyén 0 dang két hop. Hoat tinh cua
mdt trong cic enzym sinh tong hop axit amin dang L ¢6 thé dugc lam tang riéng
1e, hoéc cac hoat tinh cda hai hodc ba hoac nhiéu cac enzym nay cé thé duoc
lam tang két hop. Hon thé nita, viéc truyén (cac) ddc tinh nhu khuyét dudng,
khang chat tuong tu, va dot bién diéu hoa qué trinh trao d6i chit c¢6 thé duoc két
hop véi viée tang cuong (céac) hoat tinh cta (cac) enzym sinh téng hop.

Chung dot bién khuyét dudng, ching khang chét tuong tu axit amin dang
L, hodc chung dot bién diéu hoa co ché trao dbi chat co kha nang san xudt axit
amin dang L ¢6 thé thu duoc bing cach dua chiing 7géc hodc chung kiéu dai trai
qua qué trinh xtr ly gay dot »bién thong thudng, va sau dé lua chon ching thé
hién dic tinh khuyét dudng, khéng chét twong tu, hodc dot bién dicu hoa qua
trinh trao ddi chét, va c6 kha ning san xuit axit amin dang L tir cac chung dot
bién thu duogc nay. Cac vi du vé qua trinh xr 1y gay dot bién théng thudong bao
2dm chiéu xa tia X hodc tia cuc tim va xir ly bang tac nhan gy dot bién nhu N-
metyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidin (MNNG), etyl metansulfonat (EMS), va metyl
metansulfonat (MMS).

Kha ndng san xuét axit amin dang L ciing ¢6 thé duge truyén hodc lam
ting bang cach 1am ting hoat tinh ctia enzym lién quan dén qué trinh sinh tong
hop axit amin dang L dich. Hoat tinh enzym co thé duoc lam ting bang cach, vi

du, bién doi vi khuan sao cho sy bi€u hién cua gen ma hoa enzym nay duoc tang
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cuong. Cac phuong phdp lam ting su biéu hién nay duoc mé ta trong
W000/18935, EP 1010755 A, va v.v.. Cac phuong phép chi tiét dé lam ting hoat
tinh ciia enzym s& dugc mo ta dudi day.

Hon nita, kha nang san xuét axit amin dang L ciing ¢6 thé dugc truyén
hodc lam ting bang cach lam giam hoat tinh ctia enzym ma x{c tic phan Gng
phén nhanh tir con duong sinh tdng hop cla axit amin dang L dich dé tao ra hop
chét khac axit amin dang L dich. "Enzym ma xudc tic phan Gng phan nhanh tur
con dudng sinh tong hop clia axit amin dang L dich dé tao ra hop chit khac axit
amin dang L dich" dugc dé cap ¢ day bao gbém enzym tham gia vao qué trinh
phan hiy axit amin dich nay. Phuong phap lam giam hoat tinh cta enzym s€
duge mo ta dudi day.

 Dudi day, vi khuan san xuét axit amin dang L va phuong phap truyén
hoic 1am tang kha nang san xuat axit amin dang L s& dugc md ta mot cach cu
thé. Toan bo cac dic tinh cua vi khudn san xuét axit amin dang I va cdc phuong
phap bién d6i dé truyén hodc lam ting kha ning san xuét axit amin dang L c6
théduqcsﬁrdungrnétcédldéc1@3hoécérdangkéthqplnétcéchthkﬁlhqp.
<Vi khuén san xudt axit L-glutamic>

Cac vi du vé& vi khudn san xuit axit L-glutamic va céc ching obe dé thu
duoc chung bao gdm céc ching trong d6 hoat tinh hogc céc hoat tinh ctia mét
hodc nhiéu loai enzym dugc chon tlr cic enzym sinh tdng hop axit L-glutamic 1a
duoc tang cuong. Céc vi du vé céc enzym nay bao gb6m, nhung khong chi giéi
han &, glutamat dehydrogenaza (gdh4), glutamin synthetaza (g/nA), glutamat
synthetaza (gltBD), isoxitrat dehydrogenaza (icdA4), aconitat hydrataza (acn4,
acnB), xitrat syntaza (gltA), metylxitrat syntaza (prpC), phosphocenolpyruvat
carboxylaza (ppc), pyruvat dehydrogenaza (aceEF, IpdA), pyruvat kinaza (pyk4,
pyklv), phosphoenolpyruvat syntaza (ppsA), enolaza (eno),
phosphoglyxeromutaza (pgmd, pgml), phosphoglyxerat kinaza (pgh),
glyxeraldehyt-3-phophat dehydrogenaza (gapA), trioza phosphat isomeraza
(tpid), fructoza bisphosphat aldolaza (fbp), phosphofructokinaza (pfk4, pfkB),
glucoza phosphat isomeraza (pgi), 6-phosphogluconat dehydrataza (edd), 2-

-11-



22375

keto-3-deoxy-6-phosphogluconat aldolaza (eda), va transhydrogenaza. Puoc thé
hién trong ddu ngodc don sau tén cla enzym la tén clia gen ma hoa enzym d6
(cdc dang thé hién tuong tu cling s& duoc 4p dung cho cac truong hop tuong tu &
day). Tt hon, néu lam tdng hoat tinh hodc cac hoat tinh ctia mot hodc nhiéu loai
enzym dugc chon tu, vi duy, glutamat dehydrogenaza, xitrat syntaza,
phosphoenol pyruvat carboxylaza, va metylxitrat syntaza, trong sd cac enzym
nay.

Céc vi du vé vi khuan coryneform dugc bién ddi sao cho su biéu hién cta
gen glutamat synthetaza (gltBD) duoc ting cudng bao gém cac vi khuan duoc
bde 16 trong WO99/07853.

Ngoai ra, cac vi du vé vi khudn san xuét axit L-glutamic va cc ching gdc
dé thu duoc ching ciing bao gdm céc chung trong dé hoat tinh hodc cac hoat
tinh ctia mot hodc nhidu loai enzym ma xtc tac phan Gng phén nhéanh tir con
dudng sinh tong hop cla axit L-glutamic dé tao ra hop chat khac axit L-glutamic
bi giam hodc bién mét. Cac vi du vé cic enzym ndy bao gdm, nhung khong chi
gidi han &, isoxitrat lyaza (aced), a-ketoglutarat dehydrogenaza (sucA, odhA),
phosphotransaxetylaza (pta), axetat kinaza (ack), axit axetohydroxy syntaza
(ilvG), axetolactat syntaza (ilvl), format axetyltransferaza (pfl), lactat
dehydrogenaza (Idh), glutamat decarboxylaza (gadAB), sucxinat dehydrogenaza
(sdhABCD), va 1-pyrolin-5-carboxylat dehydrogenaza (putA).

Vi khuan coryneform trong d6 hoat tinh a-ketoglutarat dehydrogenaza bi
giam hoac bién mét, va phuong phdp thu dugc chiung dugc boc 16 trong
W02008/075483. Céac vi du cu thé vé vi khuén coryneform trong do6 hoat tinh o-
ketoglutarat dehydrogenaza bi giam hosc bién mit bao gém, vi du, cc chung
sau.

Chung Corynebacterium glutamicum (Brevibacterium lactofermentum)
L.30-2 (Pon yéu cau cip patent Nhat Ban (Kokai) sb 2006-340603)

Chung Corynebacterium glutamicum (Brevibacterium lactofermentum)

AS (WO95/34672)

Corynebacterium glutamicum (Brevibacterium lactofermentum) AJ12821

-12-



22375

(FERM BP-4172, Patent Phap s6 9401748)

Corynebacterium glutamicum (Brevibacterium flavum) AJ12822 (FERM
BP-4173, Patent Phap s& 9401748)

Corynebacterium glutamicum AJ12823 (FERM BP-4174, Patent Phap sb
9401748)

Chung Corynebacterium glutamicum 1.30-2 (Pon yéu cau cép patent Nhat
Ban (Kokai) s6 2006-340603)

Céc vi du vé vi khuén san xut axit L-glutamic va cac ching gbc dé thu
dugc ching ciing bao gdm céc chung trong d6 ca hoat tinh a-ketoglutarat
dehydrogenaza (sucA) va hoat tinh sucxinat dehydrogenaza (sdh) bi giam hoic
bién mat (Pon yéu cau cép patent Nhat Ban (Kokai) s 2010-041920). Cac vi du
cu thé vé cac ching nay bao gdm, vi du, chung Corynebacterium glutamicum
S8L3GASDH, la ching thiéu hut kép odhdsdhd cla Corynebacterium
glutamicum ATCC 14067 (Pon yéu cau cap patent Nhat Ban (Kokai) sé 2010-
041920).

Céac vi du vé vi khuan san xuét axit L-glutamic va cac ching goc dé thu
duogc chiing ciing bao gdm céc ching ma duge bién ddi hoat tinh D-xyluloza-5-
phosphat  phosphoketolaza  va/hodc  hoat tinh  fructoza-6-phosphat
phosphoketolaza dugc ting cudng (Pon yéu cau cip patent Nhat Ban (Kohyo)
s& 2008-509661). Hodc mdt trong sé hoat tinh D-xyluloza-5-phosphat
phosphoketolaza va hoat tinh fructoza-6-phosphat phosphoketolaza c6 thé dugc
taing cudng, hodc ca hai co thé duoc ting cudng. Trong ban mo ta nay, D-
xyluloza-5-phosphat phosphoketolaza va fructoza-6-phosphat phosphoketolaza
c6 thé duoc d& cap chung 1a phosphoketolaza.

Hoat tinh D-xyluloza-5-phosphat phosphoketolaza cé nghia 1a hoat tinh
dé chuyén héa xyluloza-5-phosphat thanh glyxelaldehyt-3-phosphat va axetyl
phosphat véi viéc tiéu thu axit phosphoric dé giai phéng mét phan ti H,O. Hoat
tinh nay c6 thé duge do bing phwong phap duge mé ta béi Goldberg, M. va cac
dong tac gia (Methods Enzymol., 9, 515-520, 1996) hodc phuong phap dugc mé
ta boi L. Meile (J. Bacteriol., 183:2929-2936, 2001).
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Hoat tinh fructoza-6-phosphat phosphoketolaza cé nghia 1a hoat tinh dé
chuyén hoa fructoza-6-phosphat thanh erythroza-4-phosphat va axetyl phosphat
v6i sy viée tidu thy axit phosphoric dé giai phong mét phan tir H,0. Hoat tinh
nay c6 thé duge do bang phuong phap dugc mo ta bdi Racker, E. (Methods
Enzymol., 5, 276-280, 1962) hodc phuong phap dugec md ta boi L. Meile (J.
Bacteriol., 183:2929-2936, 2001).

Hon thé nita, céc vi du vé& phwong phap truyén hodc lam tang kha nang
san xudt axit L-glutamic cho hodic vao vi khuin coryneform ciing bao gbém céc
phuong phép truyén kha ning khang chét tuong tu axit hiru co, chét tc ché ho
hép, hodc cac chét twong tu, va phuong phép truyén tinh nhay cho chit (rc ché
tong hop thanh t& bao. Céc vi du vé cac phuong phéap nay bao gom, vi du,
phuong phap truyén kha nang khang axit monofloaxetic (Pon yéu ciu cip
patent Nhat Ban (Kaiko) s6 50-113209), phuong phap truyén kha ning khang
adenin hoic kha ning khang thymin (Pon yéu ciu cap patent Nhat Ban (Kokai)
56 57-065198), phuong phéap lam gidm hoat tinh ureaza (Pon yéu cau cip patent
Nhat Ban (Kokai) sb 52-038088), phuong phap truyén kha ning khang axit
malonic (Pon yéu cau cip patent Nhat Ban (Kokai) s6 52-038088), phuong
phap truyén kha ning khang benzopyron hoic naphtoquinon (Pon yéu ciu cip
patent Nhat Ban (Kokai) s 56-1889), phwong phap truyén kha ning khang
HOQNO (Pon yéu cau cap patent Nhat Ban (Kokai) sb 56-140895), phuong
phap truyén kha nang khang axit o-ketomalonic (Pon yéu cau cép patent Nhat
Ban (Kokai) sé 57-2689), phuong phap truyén kha ning khang guanidin (Pon
yéu cu cip patent Nhat Ban (Kokai) s 56-35981), va phuong phap truyén tinh
nhay penixilin (Pon yéu ciu cp patent Nhat Ban (Kokai) s6 4-88994).

Céc vi du cu thé vé vi khuén khang hozc nhay nay bao gém céc ching
sau.

Corynebacterium glutamicum (Brevibacterium flavum) AJ3949 (FERM
BP-2632, tham khao Don yéu ciu cip patent Nhat Ban (Kokai) s§ 50-113209)

Corynebacterium glutamicum AJ11628 (FERM P-5736, tham khio Don
yéu cdu cap patent Nhat Ban (Kokai) sé 57-065 198)
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Corynebacterium glutamicum (Brevibacterium flavum) AJ11355 (FERM
P-5007, tham khao Pon yéu cau cip patent Nhat Ban (Kokai) s6 56-1889)

Corynebacterium glutamicum AJ11368 (FERM P-5020, tham khao Pon
yéu cau cip patent Nhat Ban (Kokai) s6 56-1889)

Corynebacterium glutamicum (Brevibacterium flavum) AJ11217 (FERM
P-4318, tham khao Don yéu cau cip patent Nhat Ban (Kokai) sb 57-2869)

Corynebacterium glutamicum AJ11218 (FERM P-4319, tham khao Pon
yéu cau cép patent Nhat Ban (Kokai) s6 57-2869)

Corynebacterium glutamicum (Brevibacterium flavum) AJ11564 (FERM
BP-5472, tham khao Pon yéu ciu cdp patent Nhat Ban (Kokai) s6 56-140895)

Corynebacterium glutamicum (Brevibacterium flavum) AJ11439 (FERM
BP-5136, tham khao Pon yéu cau cip patent Nhat Ban (Kokai) s6 56-35981)

~ Corynebacterium glutamicum H7684 (FERM BP-3004, tham khao Pon
yéu cau cap patent Nhat Ban (Kokai) sb 04-88994)

Corynebacterium glutamicum (Brevibacterium lactofermentum) AJ11426
(FERM P-5123, tham khao Pon yéu cau cip patent Nhat Ban (Kokai) s6 56-
048890)

‘Corynebacterium glutamicum AJ11440 (FERM P-5137, tham khao Don
yéu cau cip patent Nhat Ban (Kokai) s6 56-048890)

Corynebacterium glutamicum (Brevibacterium lactofermentum) AJ11796
(FERM P-6402, tham khao Pon yéu céu cdp patent Nhat Ban (Kokai) s6 58-
158192)

Hon thé nita, cac vi du vé phuong phap truyén hoac lam tang kha nang
san xuét axit L-glutamic cho hodc vao vi khuin coryneform cling bao gdm
phuong phap lam ting su biéu hién ciia gen yggB va phuong phap dua gen ygegB
dot bién c6 dot bién trong ving ma hoa (W02006/070944). Gen yggB la gen ma
héa kénh nhay co hoc. Gen yggB cua chung Corynebacterium glutamicum
ATCC 13032 tuong tng véi trinh tu bd sung cho trinh tu cla cac sb nucleotit
1336091 dén 1337692 trong trinh tu hé gen duoc ding ky dudi dang s6 dang ky
NC_003450 trong dir liéu NCBI, va cling dugc goi la NCgl1221. Protein YggB

-15-



22375

duoc ding ky duédi dang sb ding ky NP 600492. Trinh tu nucleotit ctia gen
yvggB cua Corynebacterium glutamicum 2256 (ATCC 13869) va trinh tu axit
amin cua protein YggB duge ma hoa bdi gen nay duoc thé hién 1an luot trong
SEQ ID NOS: 21 va 22.

Céac vi du vé gen yggB dot bién c6 thé sir dung trong cac phuong phap
dugc dé cap trén day bao gdm cac gen yggB co cac dot bién sau. Protein YgeB
duoc mé héa béi gen ygeB dot bién ciing duoc dé cap dudi dang protein YgeB
dot bién. Gen yggB khong c6 (cac) dot bién nay va protein YggB dugc méa hoa
boi gen nay cling dugc dé cap lan luot dudi dang gen yggB kiéu dai va protein
YggB kiéu dai. Cac vi du vé protein YggB kiéu dai bao gdm, vi du, protein cé
trinh tu axit amin duoc thé hién trong SEQ ID NO: 22.

(1) Dot bién 6 phia diu tan cung C

Dot bién & phia dau tan cung C la dot bién duoc dua vao mot phﬁn trinh
tu nucleotit ctia ving ma hoa trinh tu cta céc sb axit amin 419 dén 533 trong
SEQ ID NO: 22. Mic du dét bién & phia dau tan cing C la khong bi gi6i han
mdt cach cu thé mién sao ddt bién duoc dua vao it nhat mdt phan cta trinh tu
nucleotit cua vung du:c_rc; dé cép trén day, dot bién & phia dau tan cung C tét hon
1a sy dot bién dé gin trinh tu xen doan (dudi ddy ciing dugce dé cap dudi dang
"IS") hodc doan xen di dong. Dot bién & phia dau tan cing C ¢6 thé 1a dot bién
bat ky dé dua vao d6 su thay thé axit amin (dot bién sai nghia), dot bién dé dua
vao dot bién dich khung gay ra béi su xen doan ctia IS hodc kicu dot bién tuong
tw, va dot bién dé dua vao dot bién v6 ngia. Cac vi du cu thé v& gen yggB dot
bién c6 dot bién phia du tdn ciing C bao gdm, vi du, gen yggB duoc xen bang
IS & vi tri ma hoa géc valin ¢ vi tri 419 trong SEQ ID NO: 22, va nho d6 ma hoa
protein YggB dot bién cua 423 gbc amin c6 do dai day du, ma ngén hon protein
YggB kiéu dai (SEQ ID NO: 22) (Pon yéu cau cép patent Nhat Ban (Kokai) sb
2007-222163). Trinh tu nucleotit ctia gen yggB dot bién (V419::1S) va trinh tu
axit amin cua protein YggB dot bién dugc ma hoa baoi gen nay lan luot dugc thé
hién trong SEQ ID NOS: 23 va 24. Cac vi du vé dot bién ¢ phia dau tan cing C

cling bao gdm dot bién dé thay theé goc prolin c6 mét trong vung cla cac s axit
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amin 419 dén 533 trong SEQ ID NO: 22 bang gbc axit amin khac.
Qy&ﬁ&%Umgvmgdmﬁnmﬁg

Udc tinh rang protein YggB duoc mi hoa béi gen yggB cd nam vung
chuyén mang. Trong trinh ty axit amin cua protein YggB kiéu dai cua SEQ ID
NO: 22, cac ving chuyén mang tuong ng v6i céc ving cia cdc sd axit amin tur
1 d&én 23 (ving chuyén mang thir nhét), 25 dén 47 (viung chuyén mang thtr hai),
62 dén 84 (ving chuyén mang thi ba), 86 dén 108 (ving chuyén mang thir tu),
va 110 _dén 132 (viing chuyén mang thir nam). Gen yggB c6 thé c6 dot bién trong
ving mi héa céc ving chuyén mang bat ky nay. Dot bién trong ving chuyén
mang nay mong mudn 13 dot bién bao gém thay thé, mét, bd sung, xen, hodc dao
mot hodc mot vai géc axit amin trong khi d6 khong kém theo dot bién dich
khung hozc dot bién v ngia. Cac vi du vé dot bién trong ving chuyén mang bao
gbm dot bién dé gin mot hodc mot vai gde axit amin gitta gbc loxin & vi tri 14
va gbc tryptophan & vi tri 15, dot bién dé thay thé gdc alanin & vi tri 100 béng
gbc axit amin khéc, va dot bién dé thay thé gbc alanin & vi trf 111 béng gdc axit
amin khac, trong trinh tu axit amin dugc thé hién trong SEQ ID NO: 22, va v.v..
S6 luong "mdt hodc mot vai" cu thé t6t hon 1a tir 1 dén 20, t&t hon nita 13 tir 1
dén 10, tot hon thém nira 13 tir 1 dén 5, con tt hon niva 1a tir 1 dén 3.

Khi protein YggB kiéu dai c6 trinh tu axit amin khéc trinh tu axit amin
duoc thé hién trong SEQ ID NO: 22, gen yggB dot bién c6 thé ¢ dot bién trong
vung ma héa gdc axit amin twong tng véi gde axit amin & vi tri duge dé cap trén
day trong SEQ ID NO: 22. Trong protein YggB kiéu dai bat ky, ma gdc axit
amin 1a "gdc axit amin twong Gmg véi gbe axit amin & vi tri duoc dé cap trén day
trong SEQ ID NO: 22" ¢co thé dugc xac dinh dua trén sy dinh hudng gifra trinh
tu axit amin clla protein YggB kiéu dai va trinh tu axit amin cia SEQ ID NO:
22. Dbi véi cac bién thé cua gen yggB dot bién va protein YggB dot bién, cac
phan moé ta vé cac bién thé ctia thé van chuyén phosphat dot bién va gen ma héa
n6 duoc dé cap dudi day co thé duoc st dung, mutatis mutandis. "S$ axit amin
X trong SEQ ID NO: 22" ¢o thé duoc doc dudi dang "vi tri X trong SEQ ID NO:
22",
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thiét kéthiét kéthiét kéthiét ké Ngoai ra, cac vi du vé phuong phap truyén hodc
lam ting kha ning san xuét axit amin dang L bao gdm, vi du, phuong phép bién
ddi vi khudn sao cho hoat tinh gay tiét axit amin dang L tu té bao vi khudn duoc
ting cuong. Hoat tinh gy tiét axit amin dang L c6 thé duoc ting cudng bang
cach, vi dy, 1am ting sy biéu hién cua gen ma hda protein chiu trach nhiém cho
qué trinh tiét axit amin dang L. Céc vi du vé c4c gen ma hoda protein chiu trach
nhiém cho qué trinh tiét c4c axit amin khac nhau bao gom, vi du, gen 52682
(vgaZ), gen b2683 (ygaH), gen b1242 (ychE), va gen b3434 (yhgN) (Pon yéu
cau cap patent Nhat Ban (Kaiko) s6 2002-300874).

Hon nita, cac vi du vé phuong phap truyén hodc lam tang kha nang san
xudt axit amin dang L cling bao gdm, vi du, phuong phép bién dbi vi khudn sao
cho hoat tinh ho#c c4c hoat tinh cia mot hodc nhiéu protein lién quan trong qua
trinh chuyén héa dudng va cac protein lién quan dén qua trinh chuyén hoa ning
luong dugce ting cuong.

Céac vi du vé céc protein lién quan dén qué trinh chuyén héa dudng bao
gdm cac protein lién quan dén sy hip thu sacarit va cac enzym hé phan huy
duong. Cac vi du vé cac gen mé hoa céc protein lién quan dén co ché chuyén
héa duong bao gébm gen glucoza-6-phosphat isomeraza (pgi, WO01/02542),
gen phosphoenolpyruvat syntaza (pps, EP 877090 A), gen phosphoenolpyruvat
carboxylaza (ppc, WO95/06114), gen pyruvat carboxylaza (pyc, W099/18228,
EP 1092776 A), gen phosphoglucomutaza (pgm, W0O03/04598), gen fructoza
bisphosphat aldolaza (pfkB, fbp, WO03/04664), gen pyruvat kinaza (pykF,
WO03/008609), gen transaldolaza gen (talB, WO03/008611), gen fumaraza
(fum, WO01/02545), gen hép thu sucroza khong PTS (csc, EP 149911 A), va
gen s dung sucroza (operon scrdB, W090/04636).

Céac vi du vé cac gen mi héa céc protein lién quan dén qua trinh chuyén
héa ning luong bao gébm gen transhydrogenaza (pntAB, patent My sd
5,830,716) va gen oxidaza kiéu cytochrom bo (cyoB, EP 1070376 A).

Cac gen dugc sir dung dé nhan giong vi khuan san xuét axit amin dang L
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dugc dé cap trén day 1a khong chi gidi han & cac gen dugc minh hoa trén diy va
céc gen c6 trinh tu nucleotit da biét, va cling ¢6 thé 1a cac bién thé cta chung,
mién sao céc chirc ning ciia cdc protein duge ma hoa la khong bi giam. Vi du,
céc gen duoc str dung dé nhén gibng vi khudn san xut axit amin dang L c6 thé
12 mdi gen ma hoéa protein c6 trinh tu axit amin cta protein da biét, nhung bao
gém su thay thé, mét doan, xen doan, hoic bd sung mdt hodc mot vai géc axit
amin & mot hodc mot vai vi tri. D1 véi bién thé cia cac gen va cac protein, cac
phidn md ta vé cac bién thé cta gen van chuyén phosphat va thé van chuyén
phosphat duge dé cap dudi day c6 thé duoc st dung, mutatis mutandis.

<1-2> Sy ting cudng hoat tinh van chuyén phosphat bang cach tdng cuodng hoat
tinh protein pitA

Vi khuan st dung theo phuong phép cua sang ché duge bién dbi sao cho
hoat tinh van chuyén phosphat tang 1én. Vi khuén st dung theo phuong phép cta
sang ché co thé thu dugc bang cach bién déi vi khuén coryneform c6 kha nang
san xudt axit L-glutamic dé hoat tinh vén chuyén phosphat cta né tang 1én. Vi
khuan sir dung theo phuong phép cua sang ché ciing c6 thé thu dugc bang cach
bién doi vi khudn coryneform sao cho hoat tinh van chuyén phosphat cta né
tang 1én, va sau d6 truyén hodc lam tang kha nang san xuét axit L-glutamic. Vi
khuén sir dung theo phuong phép cia sang ché ¢ thé 1a vi khudn ma c¢6 kha
ning san xudt axit L-glutamic mong muédn bang cach bién déi dé hoat tinh van
chuyén phosphat ciia n6 ting 1én. Nhimg su bién déi dé thit ké ra vi khuén dé
st dung theo phuong phap ctia sang ché co thé duoc tién hanh theo trat tu bat
ky.

" Duéi day, cac thé van chuyén phosphat va cac gen ma hoa ching s¢ dugc
giai thich.

Theo sang ché, “thé van chuyén phosphat” dé cap dén protein pitA ¢ hoat
tinh van chuyén phosphat. Theo sang ché, "hoat tinh vén chuyén phosphat" dé
cap dén hoat tinh dua axit phosphoric v6 co (Pi) vao trong té bao tir bén ngoai té
bao.

Céc vi du vé thé van chuyén phosphat bao gdm hé théng vén chuyén

-19-



22375

phosphat v6 co (Pit) 4i luc thip va hé théng van chuyén dic hi¢u phosphat (Pst)
ﬁluccao.CéC\dchlvécécgenrnéhéathévénchuyélphoqﬂuu(cﬁngduqcdé
cépduéidang"gmlvénchuyéiphoqﬂmfﬁbaogénLgen;ﬁﬁ1vépﬁB1nﬁhéahé
Pit, va gen pstSCAB mi héa hé Pst (tai lidu phi sang ché 1). Hé Pst ¢6 chuc nang
14 phirc ctia bon protein (tic 13, sén pham gen pstSCAB).

Theo sang ché, hoat tinh cta PitA tang lén. Theo sang ché, hoat tinh cua
protein PitA ma la san phim gen pitA tang lén.

Gen pitA cua ching Escherichia coli K12 MG1655 tuong Gng v6i trinh tu
& cac vi tri 3635665 dén 3637164 trong trinh tu hé gen dugc dang ky ¢ di liéu
NCBI véi s6 dang ky Ngén hang gen NC_000913 (VERSION NC _000913.2 GI:
49175990). Gen pitd cua ching Escherichia coli K12 MG1655 1a dong nghia
vo1 ECK3478 va JW3460. Ngoai ra, protein PitA cla ching Escherichia coli
K12 MG1655 dugc dang ky dudi dang sé dang ky Ngan hang gen NP 417950
(version NP_417950,1 GI: 16131365, locus_tag="b3493"). Trinh tu nucleotit
cua gen pitA cia ching MG1655 va trinh ty axit amin cta protein PitA dugc ma
héa boi gen nay lan lugt duoc thé hién trong SEQ ID NOS: 1 va 2.

Gen pitA cua chung Pantoea ananatis LMG20103 tuong Gng voi trinh tu
bésungvéiuhﬂlurécécviui1397898dén13995P4Uongtﬂnhhghégenduqc
dang ky & dit liéu NCBI véi sb ding ky Ngén hang gen NC 013956 (VERSION
NC_013956.2 GI: 332139403). Hon nfta, protein PitA cua ching Pantoea
ananatis LMG20103 dugc ding ky dudi dang sé diang ky Ngan hang gen
YP 003519531 (version YP 003519531,1 GI: 291616789,
locus_tag="PANA_1236"). Trinh tu nucleotit clia gen pitd cta ching Pantoea
ananatis LMG20103 va trinh tu axit amin cta protein PitA dugc ma hoa bai gen
nay lan luot duoc thé hién trong SEQ ID NOS: 3 va 4.

Gen pitd cua chung Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 tuong
ﬁngvéiuhﬂlurbésungvéiuhﬂlurécécviui481391dén482776U0ng1ﬁnh
tw hé gen dugc dang ky & dit licu NCBI véi sé dang ky Ngéan hang gen
NC_003450 (VERSION NC_003450.3 GI: 58036263). Gen pitd cla ching
Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 1a dong nghia voi Cgl0460. Ngoai
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ra, protein PitA cua chung Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 duoc
ding ky dudi dang sb dang ky Ngan hang gen NP 599707 (version
NP_599707,1 GI: 19551705, locus_tag="NCgl0445"). Trinh tu nucleotit ctia gen
pitA cua chung Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 va trinh tu axit amin
clia protein PitA dugc mi héa boi gen nay lan luot duge thé hién trong cac SEQ
ID NO: 25 va 26. Hon nita, trinh tu nucleotit cia gen pitd cla ching
Corynebacterium glutamicum 2256 (ATCC 13869) va trinh tu axit amin cua
protein PitA dugc ma hoéa bdi gen nay lan luot duge thé hién trong SEQ ID
NOS: 5 va6.

Thé van chuyén phosphat c6 thé 1a bién thé cia cac protein PitA khac
nhau dé& cép trén day, mién sao né c¢6 hoat tinh van chuyén phosphat. Bién thé
nhu vdy cling c¢6 thé duoc d& cap dudi dang "bién thé bao tdn". Cac vi du vé
bién thé bao ton bao gdm, vi du, cic thé tvong dong va cac bién thé duoc bién
doi nhan tao cia céc thé van chuyén phosphat dugce dé cdp trén day nhu cac
protein PitA khac nhau.

Gen ma hoa thé twong dong cla protein Pitd dé cap trén day c6 thé thu
dugc mot cach dé dang tir cac co sé dit lidu cong cong béng, vi du, tra clru
BLAST hodc FASTA st dung trinh tu nucleotit clia gen pitd duoc dé cap trén}
day (SEQ ID NO: 1, 3, 5, ho#ic 25) lam trinh tu truy van. Ngoai ra, gen ma hoa
thé tuong ddng cua protein Pird duoc dé cap trén day co thé thu duoc bing, vi
du, PCR st dung nhiém sdc thé cta vi khuén hodc ndm men lam mau, va cic
oligonucleotit dugc tao ra trén co so trinh ty gen di biét cua ching ding lam céc
doan moi.

“Gen m4i hoéa bién thé bao ton clia thé van chuyén phosphat c6 thé 13, vi du,
gen nhu dugc dé cap dudi day. Tuc 13, gen van chuyén phosphat ¢6 thé 1a gen
ma hoa protein c¢6 trinh tu axit amin néu trén nhung bao gém su thay thé, mat
doan, xen doan, hodc bd sung mdt hodc mot vai gbe axit amin & mdt hoic mot
vai vi tri, mién sao né ma hoéa protein c6 hoat tinh van chuyén phosphat. Trong
truong hop nay, thong thuong 70% hodc 16n hon, t6t hon 13 80% hoic 16n hon,

t6t hon nita 1a 90% hodc 16n hon, hoat tinh van chuyén phosphat dugc duy tri
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trong protein bién thé, so v&i protein trudce khi bao gém bd sung, mét, xen, hodc
bd sung mot hodc mdt vai géc axit amin. Mac du sd "mét hodic mdt vai" c6 thé
khac nhau, phu thudc vao céac vi tri trong thiét ké ba chiéu cta protein hodc cic
loai géc axit amin, cu thé, t6t hon 1a 1 dén 20, t6t hon nira 1a 1 dén 10, van tt
hon nita 13 1 dén 5, dic biét tot hon nita 1a 1 dén 3.

Sy thay thé, mét, xen, hoic bd sung mot hodc mdt vai géc axit amin la dot
bién bao ton ma duy tri chtic ning thong thudng clia protein. Cac vi du tiéu biéu
vé dot bién bao ton 14 thay thé bao ton. Thay thé bao ton 1 dot bién trong d6 su
thay thé x4y ra 1an nhau trong s Phe, Trp, va Tyr, néu vi trf thay thé 13 axit amin
thom; trong sb6 Leu, Ile, va Val, néu no 13 axit amin ky nudc; gitta Gln va Asn,
néu né 13 axit amin phan cuc; trong sd Lys, Arg, va His, néu né 14 axit amin
bazo; gitta Asp va Glu, néu né 13 axit amin axit; va giita Ser va Thr, néu né 1a
axit amin c6 nhém hydroxyl. Cac vi du vé thay thé dugc xem nhu thay thé bao
tdn bao gém, cu thé 13, su thay thé cua Ser hodc Thr cho Ala, su thay thé cla
Gln, His, hodc Lys cho Arg, su thay thé cta Glu, Gln, Lys, His, hodc Asp cho
Asn, su thay thé cua Asn, Glu, hodc Gln cho Asp, su thay thé cta Ser hoic Ala
cho Cys, su thay thé ctia Asn, Glu, Lys, His, Asp, hodc Arg cho Gln, sy thay thé
cua Gly, Asn, Gln, Lys, hodc Asp cho Glu, su thay thé ctia Pro cho Gly, su thay
thé cua Asn, Lys, Gln, Arg, hoac Tyr cho His, su thay thé ctia Leu, Met, Val,
hoac Phe cho Ile, su thay thé cua Ile, Met, Val, hoidc Phe cho Leu, su thay thé
cua Asn, Glu, Gln, His, hodc Arg cho Lys, sy thay thé cta Ile, Leu, Val, hodc
Phe cho Met, su thay thé cta Trp, Tyr, Met, Ile, hodc Leu cho Phe, sy thay thé
cua Thr hodc Ala cho Ser, su thay thé cua Ser hoic Ala cho Thr, su thay thé cua
PhehoécTyrchofﬁp,suthaythécﬁaI{E,Phe,hoécT}pcho?Em,Vésuthaythé
cua Met, Ile, hodc Leu cho Val. Hon nita, sy thay thé, mét, xen, bd sung, ddo,
hodc céc kidu twong ty, cta gdc axit amin nhu du(jc dé cap trén day bao gdm su
d6t bién xay ra trong tu nhién do su khac nhau gitta cac c4 thé, hodc su khac
nhau cla céc loai sinh vat ma gen thu dugc tur cac loai sinh vét nay (dot bién
hodc bién thé).

Hon thé nita, gen c6 dot bién bao tdn nhu dugc d& cap trén ddy c6 thé 1a
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gen md héa protein thé hién do dong nhit 80% hozc 16n hon, tét hon 1a 90%
hoc 16n hon, tét hon nita 1a 95% hodc 16n hon, van t8t hon nita 12 97% hoiic 16n
hon, d3c biét t6t hon nira 12 99% hoac 16n hon, so v&i toan bd trinh tu axit amin
duoc d& cap trén day, va c6 hoat tinh vin chuyén phosphat. Ngoai ra, trong ban
* md ta nay, "do ddng nhat" nghia 1a "gidng".

Hon thé nita, gen van chuyén phosphat c6 thé 1a ADN ma c6 thé lai duéi
cac diéu kién nghiém ngat véi doan do ma cé thé dugc tao ra tir trinh ty gen da
biét, nhu trinh tu bd sung v&i mot phﬁn hoac toan bd trinh tu nucleotit néu trén,
va 1a ADN ma ma héa protein ¢6 hoat tinh van chuyén phosphat. "Didu kién
nghiém ngit" dé cap dén didu kién ma xay ra su lai dic hiéu, va su lai khong dac
hiéu khéng xay ra. Céc vi du vé diéu kién nghiém ngit bao gdm diéu kién ma
dudi cac didu kién nay cac ADN déng nhét cao lai véi nhau, vi du, cac ADN c¢o6
d6 dong nhat khong thap hon 80%, t6t hon 1a do dong nhét khéng thip hon
90%, t6t hon nita la do déng nhét khong thép hon 95%, van t6t hon nita 12 do
dong nhét khong thap hon 97%, dic biét tét hon nita 1a do ddng nhit khong thap
hon 99%, lai véi nhau, va cic ADN c¢6 do dong nhat thip hon gia tri néu trén
khong lai véi nhau, hodc cac didu kién 1am sach ciia phuong phép lai Southern
tiéu biéu, tirc 13, cac didu kién lam sach mot 1an, t6t hon 14 2 hodc 3 14n, & ndng
d6 mudi va nhiét d6 twong tmg véi 1 x SSC, 0,1% SDS & 60°C, tét hon 14 0,1 x
SSC, 0,1% SDS & 60°C, t6t hon nira 14 0,1 x SSC, 0,1% SDS & 68°C.

Poan do dé st dung cho qu4 trinh lai néu trén c¢6 thé 1a mot phéin cua trinh
tu ma bd sung véi gen nhu dugc mé ta trén day. Poan do ndy c6 thé duoc tao ra
bang PCR st dung céc oligonucleotit dwoc tao ra dya trén trinh ty gen da biét
lam doan moi va doan ADN chira trinh ty nucleotit dung 1am mAau. Véi doan do,
vi du nhu doan ADN c6 d6 dai khoang 300 bp c6 thé duoc st dung. Khi doan
ADN c6 d6 dai khoang 300 bp duoc dung 1am doan do nay, cu thé 1a cac diéu
kién lam sach cua phuong phap lai cé thé la, vi du, 50°C, 2 x SSC va 0,1% SDS.

Ngoai ra, gen van chuyén phosphat c6 thé 13 gen ma trong d6 codon bét
ky duoc thay thé bang codon tuong dwong, mién sao gen nay ma héa protein c6

hoat tinh v&n chuyén phosphat. Vi du, gen vin chuyén phosphat c6 thé duoc
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bién dbi sao cho né cd cac codon tdi wu theo cac trinh tu codovn trong vat chu
dugc st dung.

Ty 1& giéng vé trinh tu gitta hai trinh tuy c¢6 thé duogc x4c dinh bang, vi du
nhu st dung thuat todn. Cac vi du khong bi gi6i han vé thuit todn nhu vay bao
gdm thuft toan trong tai liu Myers va Miller (1988) CABIOS 4:11-17, thuat
toan dong nhit quy tich trong tai liéu Smith et al. (1981) Adv. Appl. Math.
2:482, thuat toan lién két dong nhét trong tai liéu Needleman va Wunsch (1970)
J. Mol. Biol. 48:443-453, phuong phap tim kiém dong nhét trong tai lieu
Pearson va Lipman (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. 85:2444-2448, va phién ban
thuat toan bién doi trong tai liéu Karlin va Altschul (1990) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 87:2264, nhu cic loai dugc md ta trong tai liéu Karlin va Altschul (1993)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-5877.

Bing céach st dung chuong trinh dya trén thuat toan nhu vay, su so sdnh
trinh tu (vi du nhu sy lién két) dé xac dinh su giéng nhau v& trinh tw 6 thé duoc
thuc hién. Chuong trinh ndy cé thé duge thuc hién thich hop bang may tinh. Cac
vi du v& chuong trinh nhu vy bao gdm, nhung khong bi giéi han &, CLUSTAL
cua chuong trinh PC/Gen (c6 ban tai Intelligenetics, Mountain View, Calif.),
chuong trinh ALIGN (Phién ban 2.0), va GAP, BESTFIT, BLAST, FASTA, va
TFASTA cua Wisconsin Genetics Software Package, Phién ban 8 (cé bén tai
Genetics Computer Group (GCG), 575 Science Drive, Madison, Wis., USA). Su
lién két st dung céc chuong trinh nay c6 thé dugc thuc hién bing céch st dung,
vi du nhu, céc thong sd ban dau. Chuong trinh CLUSTAL duge mé ta chi tiét
trong tai liéu Higgins et al. (1988) Gene 73:237-244 (1988), Higgins et al.
(1989) CABIOS 5:151-153, Corpet et al. (1988) Nucleic Acids Res. 16:10881-
90, Huang et al. (1992) CABIOS 8:155-65, and Pearson et al. (1994) Meth. Mol.
Biol. 24:307-331.

Dé thu dugc trinh tu nucleotit ddng nhét véi trinh tu nucleotit dich, cu thé
vi dy nhu tim kiém nucleotit BLAST c6 thé duoc thuc hién brfmg cach st dung
chuong trinh BLASTN véi diém s6 100 va d6 dai tir 1a 12. P& thu duge trinh tu

axit amin déng nhét véi protein dich, cu thé vi du nhu tim kiém protein BLAST
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c6 thé dugc thyc hién bing cach st dung chwong trinh BLASTX véi diém s6 50
va d§ dai tir 12 3. Xem http://www.ncbi.nlm.nih.gov dbi vé6i tim kiém nucleotit
BLAST va tim kiém protein BLAST. Ngoai ra, Gapped BLAST (BLAST 2.0) ¢6
thé dugc sir dung dé thu duoc su lién két bao gdm (céc) khoang cach nhdm muc
dich so sanh. Ngoai ra, PSI-BLAST c6 thé dugc sir dung dé thuc hién tim kiém
lap lai d& phat hién cac mdi lién hé vé khoang cach gilta céc trinh ty. Xem tai
liéu Altschul et al. (1997) Nucleic Acids Res. 25:3389 d6i v6i Gapped BLAST
va PSI-BLAST. Khi str dung BLAST, Gapped BLAST, hodc PSI-BLAST, céac
thong sb ban du cia mdi chuong trinh (vi du nhu BLASTN dbi véi céc trinh tu
nucleotit, va BLASTX d6i vé6i céc trinh ty axit amin) c6 thé dugc sir dung. Su
lién két cling c6 thé duoc didu khién bang tay.

Su gidng nhau vé trinh tu gitta hai trinh tu dugc tinh toan lam ty 1€ cla
céc gbe ndi trong hai trinh ty khi lién két hai trinh tu d& 1am cho chung tuong
thich tdi da véi nhau.

Phin mb ta trén day lién quan dén cac bién thé cia cac gen va protein
cling ¢6 thé &p dung cho mutatis mutandis cho céc protein bét ky nhu cac enzym
sinh tong hop axit amin dang L va cc gen m hoa chung.
<1-3>Céc phuong phap lam ting hoat tinh ctia protein

Duéi day, cadc phuong phép lam tang hoat tinh cta protein s& dugc giai
thich.

Thuat ngft "hoat tinh cla protein dugc lam ting" c6 nghia 13 hoat tinh cta
protein trén mdi té bao duoc lam ting khi so v6i hoat tinh cua chung khong
duoc bién d6i nhu ching kidu dai va chiing gbc. Trang thai ma "hoat tinh cua
protein dugc lam ting" cling duoc thé hién du6i dang "hoat tinh clia protein
duogc ting cuong”. Didc biét, thuat ngit "hoat tinh cia protein dugce 1am ting" ¢
nghia 12 s§ phén tr cla protein trén mdi té bao dugc lam tang, va’hoac chuc
ning ctia moi phan tir clia protein dugc lam ting khi so v&i chirc ning cia ching
khéng dugc bién ddi. Tuc 13, thuat ngtt "hoat tinh" trong thudt ngitr "hoat tinh
cua protein dugc lam tang" 1a khong chi giéi han & hoat tinh xtc tac cta protein,

nhung c6 thé c6 nghia 13 lwong sao mé cia gen (lwong mRNA) ma héa protein
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nay, hodc lugng dich ma cuia protein (lugng protein). Mic di mirc do ting hoat
tinh cta protein 1a khong bi giéi han mét cach cu thé mién sao hoat tinh cta
protein dugc 1am ting khi so véi ching khong dugc bién doi, hoat tinh cla
protein c¢6 thé duoc lam taing 1,5 1an hodc 16n hon, 2 1An hoac 16n hon, hoac 3
1an hogc 16n hon, khi so véi hoat tinh ctia chung khong duoc bién déi. Ngoai ra,
viéc thé hién rang "hoat tinh cta protein dugc 1am ting" bao gdm khéng chi thé
hién ring hoat tinh cta protein dich duge lam tdng trong chiing vén da c¢6 hoat
tinh clia protein dich, ma con thé hién ring hoat tinh cua protein dich dugc
truyén vao ching vén khong c¢6 hoat tinh cua protein dich. Hon nita, mién sao
hoat tinh cta protein dugc lam ting, hoat tinh ctia protein dich vén da c6 trong
vit chu ¢6 thé giam va/hodc mét di, va sau d6 loai protein thich hop c6 thé duoc
dua vao.

Su bién ddi ma lam tdng hoat tinh cda protein dat dugc béng cach, vi du,
1am ting sy biéu hién cua gen ma hoa protein. Viéc thé hién réng “su biéu hién
ctia gen dugc lam ting” ciing dugc dé cap 1a "su biéu hién cua gen dugc tang
cuong". Su biéu hién cua gen c6 thé duoc 1am tang 1,5 14n hodc 16n hon, 2 13n
hodc 16n hon, hodc 3 14n hodc 16n hon, khi so véi su biéu hién théy dugc &
chung khong duoc bién ddi. Ngoai ra, viéc thé hién réng “sur biéu hién cua gen
dugc lam ting” khong chi bao gdm viéc thé hién ring luong biéu hién cta gen
dich ting 1én trong ching ma biéu hién gen dich nay, ma con thé hién rang gen
dugc dua vao trong ching ma vén khong biéu hién gen dich nay, va dugc biéu
hién trong dé. Tuc 121, cum tlr "su biéu hién cua gen dugc lam tang" cling co
nghia 1a, vi du, gen dich dugc dua vao trong ching ma khéng c6 gen nay, va
duoc biéu‘ hién trong do.

Su biéu hién ctia gen nay c6 thé dugc lam tang bang cach, vi du, lam tang
s6 ban sao cuia gen nay.

S6 ban sao ciia gen c6 thé duge 1am tang bang cach dua gen dé vao trong
nhiém sic thé clia vét chi. Gen c6 thé duoc dua vao trong nhiém sic thé bang
cach, vi du, s dung sy tai td hop déng nhét (Miller, J.H., Experiments in
Molecular Genetics, 1972, Cold Spring Harbor Laboratory). Chi mot ban sao,
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hozc hai hodc nhiu ban sao cia gen c6 thé dugc dwa vao. Vi du, bang cach tién
hanh tai t5 hop ddng nhét sir dung trinh tw ma c6 mit trong nhiéu ban sao trén
nhidm sac thé lam dich, nhidu ban sao cta gen c¢6 thé dwoc dua vao trong nhidm
sdc thé ndy. Céc vi du vé trinh tw ma c6 mat trong nhiéu ban sao trén nhidm séc
thé bao gdm cac trinh ty ADN 1ap, va cac doan ldp dao nguoc & ca hai ddu cua
doan di dong. Theo cach khac, su tai tb hop déng nhét ¢ thé duge tién hanh
bang cach sir dung trinh tu thich hop trén nhidm séc thé nhu gen khong can thiét
cho qué trinh san xuét axit amin dang L 1am trinh tu dich. T4i t6 hop ddng nhét
c6 thé duoc tién hanh bang, vi du, phuong phap st dung ADN mach thing nhu
phuong phap hoa nhap didu khién béi Red (Datsenko, K.A., vd Wanner, B.L.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 97:6640-6645 (2000)), phuong phap st dung
plasmit bao gdm thé gdc sao chép nhay nhiét do, phuong phap s dung plasmit
¢6 kha nang chuyén tiép hop, phuong phap str dung vector tu sat khéng bao gdm
thé gbc sao chép ma c6 chirc ning trong vat chil, hoiic phuong phap chuyén nap
str dung thé thuc khudn. Hon nita, gen ciing c6 thé duoc dua ngdu nhién vao
trong nhiém séc thé bang cach sir dung doan di dong hodc Mini-Mu (Pon yéu
cdu cédp patent Nhat Ban (Kokai) s6 2-109985, patent My s& 5,882,888, EP
805867 B1).

Viéc dua gen dich vao trong nhiém séc thé c¢6 thé duoc khing dinh béng
phuong phép lai Southern sir dung doan do ¢é trinh tu bd sung véi toan bd hoic
mot phén gen nay, PCR st dung doan mdi duge tao ra dua trén trinh tu cua gen,
hodc cac phuong phap tuong tu.

Ngoai ra, sb ban sao ctia gen dich ciing c6 thé duoc lam ting bang cach
dua vecto bao gdm gen nay vao vat chi. Vi du, s6 ban sao cua gen dich c6 thé
duoc 1am ting bing cach tao phdi tir cho doan ADN bao gdm gen dich vé6i vecto
ma thyuc hién chtic nang trong vét chi dé thiét ké ra vecto biu hién cta gen, va
bing cach bién nap vat chi bang vecto biéu hién. Poan ADN bao gdm gen dich
¢6 thé thu duoc bang, vi du, phuong phép PCR st dung ADN hé gen ctia vi sinh
vét ¢6 gen dich lam mau. Dé lam vecto ndy, vecto c¢é thé tu sao chép trong té

bao cua vat chi c6 thé duoc st dung. Vecto nay t5t hon 1a vecto da ban sao.
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Ngoai ra, vecto nay tét hon 13 bao gdm chi thi nhu gen khang khang sinh dé lva
chon thé bién nap. Vecto nay co thé 1a, vi du, vecto thu duchtir plasmit vi
khuén, vecto thu dugc tir plasmit ndm men, vecto thu duoc tir thé thuc khuén,
cosmit, phagemit, hodc cac dang tuong tu. Cac vi du cu thé vé vector c6 thé tu
sao chép trong vi khuin coryneform bao gdm, vi du, pHM1519 (Agric. Biol.
Chem., 48, 2901-2903 (1984)); pAM330 (Agric. Biol. Chem., 48, 2901-2903
(1984)); cac plasmit thu duogc bang cach cai thién cac vecto dugc dé cap trén
day va bao gdm gen khang thudc; plasmit pCRY30 dugc md ta trong Pon yéu
céu cAp patent Nhat Ban (Kokai) s6 3-210184; céac plasmit pCRY21, pCRY2KE,
pCRY2KX, pCRY31, pCRY3KE, va pCRY3KX dugc md ta trong Pon yéu ciu
cép patent Nhat Ban (Kokai) sb 2-72876 va patent My s6 5,185,262; c4c plasmit
pCRY2 va pCRY3 dugc md ta trong Pon yéu cau cap patent Nhat Ban (Kokai)
s6 1-191686; pAJ655, pAJ611, va pAJ1844 duge md ta trong Pon yéu ciu cip
patent Nhat Ban (Kokai) s§ 58-192900; pCG1 duge mo ta trong Pon yéu cau
cép patent Nhat Ban (Kokai) sé 57-134500; pCG2 dugc md ta trong Pon yéu
céu clp patent Nhat Ban (Kokai) sb 58-35197; va pCG4 va pCG11 duge md ta
trong Pon yéu cau cép patent Nhat Ban (Kokai) s6 57-183799.

Khi gen duge dua vao, gen nay duoc chira theo cach biéu hién boi vi
khuén theo séng ché 1a du. Dic biét, gen nay duoc dua vao sao cho dugc biéu
hién duéi sy kiém soat boi trinh tw khéi ddu ma thyc hién chie nang trong vi
khuan theo sang ché 1a di. Poan khoi ddu nay c6 thé 1a doan khéi dau thu dugc
tir vat chil, hodc doan khéi dau di thé. Poan khoi déu nay c6 thé 1a doan khéi
diu nguyén thé cta gen dugce dua vao, hodc doan khéi dau cla gen khéc. Dung
1am doan khéi dau nay, vi du, doan khoi dau hiéu nghiém hon nhu duge dé cap
duéi day ciing c6 thé duoc sir dung.

Ngoai ra, khi hai hoac nhiéu loai gen duoc dua vao, mdi gen duoc chira
theo cach biéu hién bdi vi khuén theo sang ché 1a du. Vi dy, tit ca céac gen nay
c6 thé duoc tién hanh béng vecto biéu hién duy nhét hodc nhim sic thé. Hon
nita, cac gen c6 thé duoc tién hanh riéng r& bing hai hodc nhidu vecto biéu hién,

~ hodc dugc tién hanh riéng ré bdi mdt hodc hai hodc nhiéu vecto biéu hién va
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nhiém séc thé. Operon dugc cAu thanh bdi hai hoic nhidu gen ciing ¢6 thé duogc
dua vao.

Gen duge dua vao 1a khong bi giéi han mdt cach cu thé mién sao né ma
héa protein ma thyc hién chitc niing trong vat chi. Gen duoc dua vao c6 thé 1a
gen thu duge tir vat chi, hodc c¢6 thé 1a gen di thé.

Ngoai ra, sy biéu hién cua gen ¢ thé duoc lam tang bang cach cai thién
hiéu qué phién ma cua gen ndy. Hidu qua phién ma cta gen c6 thé duoc cai thién
bang, vi du, thay thé doan khéi dau cua gen trén nhiém séc thé bing doan khoi
d4u manh hon. "Poan khéi ddu manh hon" ¢6 nghia 1a doan khoi dau tao ra su
phién mi gen dugc cai thién khi so v6i doan khoi dau kiéu dai vén c6 cia gen
nay. Céc vi du vé céc doan khéi dau manh hon c6 thé sir dung trong vi khuén
coryneform bao gém doan khdi didu P54-6 duoc thiét ké nhan tao (Appl.
Microbiol. Biotechnolo., 53, 674-679 (2000)), cac doan khoi dau pta, aceA,
aceB, adh, va amyE ¢6 thé cam tng trong vi khuan coryneform bang axit axetic,
etanol, axit pyruvic, hodc cac chét tuong tu, cac doan khai dau espB, SOD, va
tuf, ma la cac doan khéi dau hiéu nghiém tao ra lugng biéu hién lén trong vi
khudn coryneform (Journal of Biotechnology, 104 (2003) 311-323; Appl.
Environ. Microbiol., 2005 Dec; 71 (12):8587-96.), doan khéi dau lac, doan khéi
dau tac, va doan khoi dau tre. Hon nita, dung lam doan khai dau manh hon, kiéu
hoat tinh manh cta doan kh&i dau hién cé cling co thé thu duoc béng cach su
dung céc gen thong tin khac nhau. Vi dy, bing cach lam cho céc vung -35 va -10
trong ving doan khoi dau gan hon véi trinh tu ddng nhat, hoat tinh cua doan
khoi dau c6 thé duge ting cudng (WO00/18935). Cac phuong phap danh gia do
manh cta cac doan khoi ddu va cc vi du vé cac doan khéi ddu manh dugc mo ta
trong bai bdo clia Goldstein va céc dong tic gia (Prokaryotic Promoters in
Biotechnology, Biotechnol. Annu. Rev., 1, 105-128 (1995)), va v.v..

Ngoai ra, sy biéu hién cta gen ciing c¢6 thé dugc ting cuong bang cach cai
thién hi€u qua ciia qua trinh dich méa cta gen nay. Hi€u qua cua qué trinh dich
mi cta gen c6 thé dwoc cai thién bing céch, vi du, thay thé trinh tu Shine-

Dalgarno (SD) (cling dugc dé cap 1a vi trf lién két ribosom (RBS)) dbi véi gen
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trén nhiém sic thé béng trinh ty SD manh hon. "Trinh ty SD manh hon" cé
nghia 1a trinh ty SD ma tao ra qua trinh dich ma duoc cai thién cia mARN khi
so vé6i trinh tu SD kiéu dai vdn c6 cia gen nay. Cac vi du v trinh tu SD manh
hon bao gém, vi du, RBS ctia gen /0 thu dugc tir thé thuc khudn T7 (Olins P.O.
et al, Gene, 1988, 73, 227-235). Hon nita, da biét r;’mg su thay thé, xen, hodc mat
mot vai nucleotit trong viing dém gitta RBS va codon khoi dau, dic biét trinh tu
ngay phia trudc ctia codon khoi dau (5'-UTR), anh huéng déng k& dén hidu qua
dn dinh va dich ma ciia mRNA, va do dd, hi€u qua cda qué trinh dich ma cua
gen cling c¢6 thé dugc cai thién bang cach bién dbi ching.

Theo sang ché, cac vi tri ma anh huéng dén su biéu hién cua gen nay, nhu
doan khoi diu, trinh ty SD, va ving dém giita RBS va codon khoi dau, cling
duoc goi chung 13 "ving kiém so4t qué trinh biéu hién". Ving kiém soat qua
trinh biéu hién c6 thé duge xac dinh bf?mg cach st dung vecto tim kiém doan
khoi déu hodc phan mém phén tich gen nhu GENETYX. Ving kiém soat qua
“trinh biéu hién nhu vay c6 thé dugc bién ddi bang, vi du, phuong phép st dung
vecto nhay nhiét d6 hodc phuong phép hop nhit dugc kich hoat bdi Red
(W0O2005/010175).

Hiéu qua cua qué trinh dich ma cta gen ciing ¢ thé duoc cai thién, vi du,
bang cach bién ddi cac codon. Vi du, trong trudng hop sy biéu hién di thé coa
gen hodc tuong tu, hi€u qua cia qua trinh dich ma cta gen ¢o thé duoc cai thién
bang cach thay thé codon hiém c6 mat trong gen nay bang codon ddng nghia
thuong duoe sir dung hon. Cac codon c6 thé dugc thay thé bing, vi du, phuong
phép dot bién dic hiéu vi tri d& dua dot bién mong mudn vao vi tri mong mudn
ctia ADN. Theo cich khéc, doan gen trong d6 céc codon mong mudn dugc thay
thé ¢6 thé duoc tong hop hoan toan. Tan suét clia cdc codon trong trong cac sinh
vat dugc boc 16 trong "Codon Usage Database" (http://www.kazusa.or.jp/codon;
Nakamura, Y. et al, Nucl. Acids Res., 28,292 (2000)).

Ngoai ra, su biéu hién cia gen cling c6 thé dugc ting cudng bang céch
khuéch dai yéu té didu hoa ma 1am ting su biéu hién cua gen nay, hodc loai bd

hodc lam gidm yéu t6 diéu hoa ma [am gidm sy biéu hién ctia gen nay.
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Cac phuong phép 1am ting su biéu hién cta gen nhu dugc d& cap trén day
c6 thé duge sir dung mot cach doc 1ap hodc & dang két hop bat ky.

Hon nita, sy bién dbi ma lam ting hoat tinh ctia enzym ciing c6 thé thu
duoc bang cach, vi du, lam tang hoat tinh ddc hiéu cia enzym nay. Enzym nay
thé hién hoat tinh dac hiéu tdng cuong co thé thu dugc béng cach, vi du, tim
kiém cac sinh vat khéc nhau. Ngoai ra, loai hoat tinh manh ctia enzym hién cé
cling c6 thé thu dugc biang cach dwa dot bién vao trong enzym hién cd. Su tang
cudong hoat tinh dac hiéu co thé duoc st dung méot cach doc lap, hoac céd thé
duogc sir dung & dang ké‘; hop bat ky véi cic phuong phép lam tang su biéu hién
ctia gen nhu duoc dé cap trén day.

Hoat tinh cta thé van chuyén phosphat ciing ¢6 thé dugc lam ting bang
cach, vi duy, tao ra vt chu chira gen van chuyén phosphat ma hoa thé van chuyén
phosphat ¢6 " dot bién ddc hidu". Theo sang ché, thé van chuyén phosphat ¢6 "
dot bién dic hidu" cling duoce d& cp 13 thé van chuyén phosphat dot bién, va gen
mé héa né ciing dugc d& cap 1a gen van chuyén phosphat dot bién. Ngoai ra,
theo sang ché, thé van chuyén phosphat khong c6 " dot bién dic hiéu" ciing
dwoc dé cap 1a thé van chuyén phosphat kiéu dai, va gen ma hoa né ciing dugc
d& cap 12 gen van chuyén phosphat kiéu dai. Thé van chuyén phosphat dot bién
c6 " dot bién dic hiéu" c¢6 thé c6 hoat tinh ddc hiéu manh hon hoat tinh cta thé
véan chuyén phosphat kiéu dai.

Céc vi du vé thé van chuyén phosphat kiéu dai bao gdm céac protein PitA
khéng c6 “dot bién ddc hiéu” (protein PitA kiéu dai). Céc vi du vé thé vén
chuyén phosphat dot bién bao gdm céc protein PitA c6 “dot bién dic hidu”
(protein PitA dot bién). Gen ma héa protein PitA kiéu dai cling dugc dé cap 1a
gen pitA kiéu dai, va gen ma hoa protein PitA dot bién ciing dugc dé cap la gen
pitA dot bién. Céc vi du vé cac protein PitA kiéu dai bao gdm céc protein PitA
khéc nhau duoc minh hoa trén ddy, va cac bién thé bao tén cta ching khong co
“d6t bién dac hiéu”. Tac 13, thé van chuyén phosphat c6 thé tuong ty nhu
protein dugc chon tir cdc protein PitA khac nhau dugc minh hoa trén day va cac

bien thé bao ton cua chung, mien sao né c6 “dot bien dac hiéu”.
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Cu thé, thé van chuyén phosphat dot bién c6 thé 13, vi du, protein ¢o trinh
tu axit amin duogc thé hién trong SEQ ID NO: 2, 4, 6, hoic 26 mién sao nd co
“ddt bién dic hiéu”. Ngoai ra, cu thé 13, thé van chuyén phosphat dot bién cling
c6 thé 13, vi dy, protein cd trinh ty axit amin dugc thé hién trong SEQ ID NO: 2,
4, 6, hodc 26, nhung bao gém su thay thé, mét, xen, hodc b sung mot hodc mot
vai géc axit amin, mién sao né cé “dot bién dic hiéu”. Hon nita, cu thé 13, thé
van chuyén phosphat d6t bién ciing c¢6 thé 13, vi du, protein thé hién do dong
nhét 80% hoc 16n hon, tot hon 12 90% hodc 16n hon, tét hon nita 13 95% hodc
16n hon, van tot hon nita 12 97% hodc 16n hon, dic biét tét hon nita 13 99% hodc
16n hon, so véi trinh tu axit amin duogc thé hién trong SEQ ID NO: 2, 4, 6, hodc
26, mién sao nd co “dot bién ddc hi€u”. Ngoai ra, trong ban md ta nay, “déng
nhat” nghia 1 “gidng”.

N6i cach khéc, thé van chuyén phosphat dot bién c6 thé 13 bién thé cia
cac protein PitA khéac nhau bét ky dugc minh hoa trén day, ma c6 “dot bién dic
hiéu” va con bao gém dot bién bao ton & vi tri khac vi tri ctia “dot bién dac
hiéu”.

Cu thé, thé van chuyén phosphat dot bién c6 thé 14, vi duy, protein c6 trinh
tu axit amin duqc thé hién trong SEQ ID NO: 2, 4, 6, hoac 26, nhung c6 “dot
bién ddc hiéu”, va con bao gém su thay thé, mét, xen, hodc bd sung cua mot
hodic mét vai gbc axit amin & vi tri khac vi tri ciia “dot bién dac hiéu”.

S6 lwong "mot hodc mot vai" cu thé t6t hon 1a tir 1 dén 20, tdt hon nira 1a
tir 1 dén 10, t8t hon thém nita 13 tir 1 dén 5, con t6t hon nira 13 tr 1 dén 3. Su
thay thé, mat, xen hoic bd sung mot hodc mot vai géc axit amin néu trén 1a dot
bién bao ton ma duy tri chtrc ning théng thudng cia protein. Cac vi du cu thé vé
d6t bién bao ton 13 cac thay thé bao ton. Thay thé bao t6n 1a dot bién trong dé su
thay thé dién ra qua lai trong s6 Phe, Trp va Tyr, néu vi tri thay thé 14 axit amin
thom; trong s6 Leu, Ile va Val, néu né 1a axit amin ky nudc; gifta Gln va Asn,
néu no 14 axit amin c6 cuc; trong ) Lys, Arg va His, néu né 13 axit amin ¢6 tinh
kiém; gitta Asp va Glu, néu né 13 axit amin c6 tinh axit; va gita Ser va Thr, néu

né 13 axit amin c6 nhém hydroxyl. Cac vi du vé cac thay thé duogc coi 14 céc thay
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thé bao ton bao gdm, cu thé 1a thay thé bang Ser hodic Thr cho Ala, thay thé bing
Gln, His hodc Lys cho Arg, thay thé béng Glu, Gln, Lys, His hoac Asp cho Asn,
thay thé béng Asn, Glu, hodc GIn cho Asp, thay thé bé“lng Ser hoac Ala cho Cys,
thay thé bang Asn, Glu, Lys, His, Asp, hoic Arg cho Gln, thay thé bang Gly,
Asn, Gln, Lys, hodc Asp cho Glu, thay thé bang Pro cho Gly, thay thé bang Asn,
Lys, Gln, Arg, hoac Tyr cho His, thay thé béng Leu, Met, Val, hodc Phe cho Ile,
thay thé béng Ile, Met, Val, hodc Phe cho Leu, thay thé béng Asn, Glu, Gln, His,
hodc Arg cho Lys, thay thé bang Ile, Leu, Val, hodc Phe cho Met, thay thé bang
Trp, Tyr, Met, Ile, hodc Leu cho Phe, thay thé béng Thr hoac Ala cho Ser, thay
thé bang Ser hodc Ala cho Thr, thay thé bang Phe hodc Tyr cho Trp, thay thé
béng His, Phe, hodc Trp cho Tyr, va thay thé béng Met, Ile, hodc Leu cho Val.
Hon ntra, su thay thé, mét, xen, bd sung, ddo hoac tuong tu cac géc axit amin
nhu dé cdp néu trén bao gdm ddt bién xay ra tu nhién do sy khéc biét cta ca thé,
hozic su khac biét loai sinh vat ma gen cé ngudn gde tir d6 (dot bién hodc bién
thé).

Céc vi du vé “dot bién dic hidu” bao gém, vi du, dot bién ma gbe axit
amin twong ‘mg véi gdc phenylalanin & vi tri 246 trong SEQ ID NO: 6 duoc
thay thé bang gdc axit amin khac gdc phenylalanin. G8c axit amin sau khi thay
thé c6 thé 13 axit amin c6 trong ty nhién khac phenylalanin, va duoc chon tir
lysin, axit glutamic, tyrosin, valin, isoleuxin, serin, axit aspartic, asparagin,
glutamin, arginin, xystein, methionin, tryptophan, glyxerin, alanin, va histidin,
nhung dic biét tt hon 14 serin.

"Vi tri X" trong trinh ty axit amin la la vi tri thtr X dugc dém tir dau tan
cing N cta trinh ty axit amin, va goc axit amin ctia du tan cung N 14 gbc axit
amin & vi tri 1. Vi tri clla gbc axit amin 13 vi tri twong dbi, va vi trf tuyét déi cta
ching cé thé dich chuyén do sy mét doan, xen doan, bd sung hoac hién tugng
tuong tur cia gdc hodc cac gbe axit amin. Tuc 13, khi mot gde axit amin bi mét &
phia dau tan cung N & vi tri 246 trong trinh tu cua SEQ ID NO: 6, “géc axit
amin tuong tmg véi goc phenylalanin & vi tri 246 trong SEQ ID NO: 6" ¢ nghia

la géc axit amin thr 245 dugc dém tir ddu tin cung N. Ngoai ra, khi mot géc axit
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amin duoc xen vao & phia ddu tin ciing N cta vi tri 246 trong trinh tu cia SEQ
ID NO: 6, “gbc axit amin twong tmg véi gbc phenylalanin & vi tri 246 trong
SEQ ID NO: 6" ¢6 nghia 13 gbc axit amin thir 247 dugce dém tir dau tan cung N.

Géc axit amin ma 14 “gdc axit amin twong Gmg véi gde phenylalanin & vi
tri 246 trong SEQ ID NO: 6" trong trinh ty axit amin bat ky c6 thé duogc xac
dinh dva trén su dinh hudng gitta trinh ty axit amin bét ky va trinh ty axit amin
ctia SEQ ID NO: 6. Sy dinh huéng ¢ thé duge tién hanh bang, vi du, st dung
phin mém phén tich gen di biét. Cac vi du cu thé v& phin mém nhu vay bao
gém DNASIS dugc san xuét boi Hitachi Solutions, GENETY X dugc san xuét
bdi Genetyx, va v.v. (Elizabeth C. Tyler et al., Computers va Biomedical
Research, 24 (1) 72-96, 1991; Barton GJ et al., Journal of Molecular Biology,
198 (2), 327-37, 1987).

Theo vséng ché, khi thé van chuyén phosphat kiéu dai c6 trinh tu axit amin
khéc trinh ty axit amin duoc thé hién trong SEQ ID NO: 6, “géc axit amin tuong
g voi gbe phenylalanin & vi tri 246 trong SEQ ID NO: 6" c6 thé khéng 1a gbc
phenylalanin. Ttc 13, vi du, “dot bién ma gbc axit amin tuong tng véi gbe
phenylalanin & vi tri 246 trong SEQ ID NO: 6 duoc thay thé bang gbc serin" 1a
khong chi gi6i han & d6t bién ma khi gdc axit amin twong Gng véi gbe
phenylalanin & vi tri 246 trong SEQ ID NO: 6 1a gbc phenylalanin, gbc
phenylalanine nay duoc thay thé bang gdc serin, nhung cfing bao gdm dét bién
ma, khi gdc axit amin twong tng v6i g phenylalanin & vi trf 246 trong SEQ ID
NO: 6 1a gbc axit amin khac gbc phenylalanin va gbc serin, gbc axit amin nay
duogc thay thé bang gbe serin.

Gen vén chuyén phosphat dot bién c6 thé thu dugc bang cach bién ddi gen
véan chuyén phosphat kiéu dai sao cho thé van chuyén phosphat dugc méa héa can
c6 “dot bién dic hiéu”. Gen van chuyén phosphat kiéu dai c6 thé 1a gen thu dugc
tir vat chi ma trong dé gen van chuyén phosphat d& duogc dua vao, hodc c6 thé 1a
gen cua thé gdc di thé. Su bién ddi ADN c6 thé duoc tién hanh biang phuong
phap da biét. Cac vi du cu thé vé phuong phap gdy dot bién dic hiéu vi tri dé

dua dot bi€n mong mudn vao vi tri mong muon cia ADN bao gom, vi du,
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phuong phap st dung PCR (Higuchi, R., 61, in PCR Technology, Erlich, H.A.
Eds., Stockton Press, 1989; Carter P., Meth. In Enzymol., 154, 382, 1987), va
phuong phép st dung thé thuc khudn (Kramer, W. va Frits, H.J., Meth. in
Enzymol., 154, 350, 1987; Kunkel, T.A. et al., Meth. in Enzymol., 154, 367,
1987). Ngoai ra, gen van chuyén phosphat dot bién ciing c6 thé thu duoc cach
tdng hop héa hoc.

Bing cich dua gen vAn chuyén phosphat dot bién vao vi khuin
coryneform, vi khuén coryneform cé thé duoc tao ra dé chua gen van chuyén
phosphate dot bién. Phuong phép dua gen van chuyén phosphat dot bién vao vi
khudn coryneform khong bi gi6i han mét cach cu thé, va phuong phép da biét
thong thuong co thé duge sir dung. Vi du, gen van chuyén phosphat dot bién c6
thé duoc dua vao trong vi khuin coryneform theo phuong phép tuong tu nhu
phwong phap 1am ting sb ban sao cua gen dugce dé cap trén day. Ngoai ra, gen
vén chuyén phosphat kiéu dai ctia vi khudn coryneform c6 thé duoc bién ddi sao
cho thé van chuyén phosphat dugc ma hoéa can c6 “dot bién dac hiu” boi dot
bién tu nhién hodc x 1y bang tac nhan gay dot bién. Khi vi khuén theo sang ché
chira gen van chuyén phosphat dot bién, vi khuin theo sang ché c6 thé c6 hodc
c6 thé khong c6 gen van chuyén phosphat kiéu dai. Vi khudn theo séng ché nay
c6 thé c6 mot hodc nhiéu ban sao cia gen van chuyén phosphat dot bién.

Phuong phép bién nap khéng bi gidi han mét cach cu thé, va cac phuong
phap thong thudng di biét c6 thé duge sir dung. C6 thé sir dung, vi du, phuong
phap xir 1y cac t& bao tiép nhan bing canxi clorua dé 1am tang tinh thim cta né
ddi v6i ADN, ma di dugc bdo céo ddi véi chung Escherichia coli K-12
(Mandel, M. va Higa, A., J. Mol. Biol., 1970, 53, 159-162), va phuong phéap
chudn bi cac t& bao kha bién tir cac t& bao ma cé mit trong pha sinh trudng, sau
d6 biang cach bién nap bing ADN, ma d& dugc bio cdo dbi voi Bacillus subtilis
(Duncan, C.H., Wiison, G.A. va Young, F.E., Gene, 1977, 1:153-167). Theo cach
khéc, cling c6 thé st dung phuong phép tao ra céc té bao nhan ADN trong cac té
bao nguyén sinh hodc t& bao trin, ma c6 thé dé dang nhan ADN tai td hop, sau

d6 bing cach dua ADN t4i t6 hop vao cic té bao nhan ADN, ma d3 biét 1a c6 thé
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4p dung cho Bacillus subtilis, xa khuén, va nAm men (Chang, S. va Choen, S.N.,
1979, Mol. Gen. Genet., 168:111-115; Bibb, M.J., Ward, J.M. va Hopwood,
O.A., 1978, Nature, 274:398-400; Hinnen, A., Hicks, J.B. va Fink, GR., 1978,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 75:1929-1933). Ngoai ra, phuong phap xung dién
da duge béo céo ddi véi vi khuén coryneform (Pon yéu cau cép patent Nhat Ban
(Kaiko) s6 2-207791) ciing ¢6 thé dugc st dung.

Su ting hoat tinh ctia protein c¢6 thé dugc khing dinh bang do hoat tinh
cua protein. Hoat tinh van chuyén phosphat c6 thé duoc do béng cach, vi du, do
su hap thu axit phosphoric v co st dung phuong phép da biét (R.M. Harris et
al., Journal of Bacteriology, Sept. 2001, pp,5008-5014).

Su ting hoat tinh clla protein ciing c¢6 thé duoc khing dinh bing cach
khing dinh su gia ting biéu hién ctia gen ma hoa protein. Su gia tang biéu hién
gen ¢ thé duoc khang dinh béng cach khing dinh su ting lugng dich mé cua
gen, hodc bang cach khing dinh su ting vé luong protein dugc biéu hién tur gen
nay.

Su ting lugng sao ma cla gen c6 thé duoc khing dinh bing cach so sanh
luong mARN dugc phién ma tir gen nay véi lugng quan sat dugc ¢ chung khong
duoc bién ddi nhu ching kiéu dai hodc ching gdc. Céc vi du vé phuong phép
danh gia luong mARN bao gdm phuong phap lai Northern, RT-PCR, va v.v.
(Sambrook, J., et al., Molecular Cloning A Laboratory Manual/Third Edition,
Cold spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor (USA), 2001). Lu’qﬁg
mARN c6 thé tang lén, vi du, 1,5 lan hodc 16n hon, 2 1an hoac 16n hon, hodc 3
14n hodc 16n hon, so véi lugng ching khong duogc bién ddi.

Su ting lugng protein ¢6 thé duoc khing dinh bing phuong phép thim
tach Western str dung céc khéng thé (Molecular Cloning, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor (USA), 2001). Luong protein cé thé ting
1én, vi dy, 1,5 1an hodc 16n hon, 2 1an hogc 16n hon, hogc 3 1an hodc 16n hon, khi
so véi lugng protein ciia ching khong duoc bién ddi.

Céac phuong phap lam ting hoat tinh cia protein duoc dé cap trén day c6

thé duoc ap dung dé lam ting hoat tinh cta protein bat ky nhu céc enzym sinh
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tong hop axit amin dang L, va ting biéu hién cta gen bat ky nhu gen mé héa cac
protein bat ky d6, ngoai ting cudng hoat tinh ctia thé van chuyén phosphat.
<2> Phuong phép san xuét axit L-glutamic theo sang ché

Phuong phap theo sang ché 1a phwong phép san xuét axit L-glutamic bao
gbm budc nudi cly vi khuén theo sang ché trong moéi truong nudi cdy, va thu
gom axit amin dang L tir méi truong nay.

MBbi trudng dugc st dung khong bi giéi han mot cach cu thé, mién sao vi
khuén theo sang ché c6 thé tang sinh trong d6, va axit L-glutamic c6 thé duoc
tao ra. Dung lam méi truong nudi cdy, vi du, méi truong thudng duoc st dung
@& nudi cdy vi khudn nhu vi khuén coryneform c6 thé duoc sir dung. Dung lam
mdi trudng nudi cdy, vi du, méi trudng chira ngudn cacbon, ngudn nito, ngudn
phospho, va ngudn luu huynh, cling nhu cac thanh phan duge chon tir cac thanh
phﬁn hitu co va vd co khac nhau, néu cin, c6 thé dugc sir dung. Cac loai va néng
d6 ciia cac thanh phan trong moi truong ¢ thé duge xac dinh mét cach thich
hop theo céc diéu kién khac nhau nhu loai vi khun duoc stir dung va loai axit
amin duoc tao ra.

Céc vi du cu thé vé nguén cacbon bao gém, vi du, sacarit nhu glucoza,
fructoza, sucroza, lactoza, galactoza, xyloza, arabinoza, mat dudng, dich thuy
phén tinh bot, va dich thiy phéan sinh khéi, cac axit hitu co nhu axit axetic, axit
fumaric, axit xitric, va axit sucxinic, cac rugu nhu glyxerol, glyxerol thd, va
etanol, va cac axit béo. Ding 1am ngudn cacbon, loai ngudn cacbon duy nhét c6
thé dugc st dung, hodc hai hodc nhiéu loai nguén cacbon c6 thé duoc st dung
két hop.

Cac vi du cu thé vé ngudn nito bao gdm, vi du, cac mudi amoni nhu
amoni sulfat, amoni clorua, va amoni phosphat, ngudn nito hitu co nhu pepton,
dich chiét nAm men, dich chiét thit, va cc san phém phan hiy protein dau nanh,
amoniac, va ure. Khi amoniac hodc dung dich nuéc amoniac dugc st dung dé
diéu chinh do pH ciing c6 thé duoc ding lam ngudn nito. Dung lam ngudn nito,
loai nguén nito duy nhét ¢6 thé duoge st dung, hodc hai hodc nhiéu loai nguén

nito ¢6 thé duoc str dung két hop.
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Céc vi du cu thé v& ngudn phosphat bao gdm, vi dy, cac mudi cla axit
phosphoric nhu kali dihydrophosphat va dikali hydrophosphat, va cac polyme
clia axit phosphoric nhu axit pyrophosphoric. Dung 1am ngudn phosphat, loai
ngudn phosphat duy nhit c6 thé duoc sir dung, hodc hai hodc nhiéu loai ngudn
phosphat c6 thé duoc str dung két hop.

Céc vi du cu thé vé nguén luu huynh bao gém, vi dy, cac hop chét luu
huynh v6 co nhu céc sulfat, cac thiosulfat, va cac sulfit, va cac axit amin chira
lwu huynh nhu xystein, xystin, va glutathion. Ding 1am nguén luu huynh, loai
ngudn luu huynh duy nhét ¢6 thé duoc str dung, hoic hai hodc nhiéu loai ngudn
luu huynh c6 thé dugc str dung két hop.

Céac vi du cu thé v& cac thanh phan hitu co va vo co khac nhau bao gdm,
vi dy, cac mudi vd co nhu natri clorua va kali clorua; cdc kim loai & dang vét
nhu sit, mangan, magie, va canxi; cac vitamin nhu vitamin B1, vitamin B2,
vitamin B6, cac axit nicotinic, nicotinamit, va vitamin B12; cac axit amin; cac
axit nucleic; va cac thanh phan hitu co chira cic thanh phin nhu pepton, axit
‘casamino, dich chiét nAm men, va san phdm phén hay protein d4u nanh. Ding
lam cac thanh phan hitu co va céc thanh phan v6 co khac nhau, loai thanh phén
duy nhét c6 thé duoc st dung, hoac hai hoac nhiéu loai thanh phén c6 thé duoc
str dung két hop.

Ngoai ra, khi thé dot bién khuyét dudng ma cin axit amin hodc cdc chét
tuong tu cho su sinh trudng ctia né duge st dung, tot hon 1a bd sung chét dinh
dudng can thiét vao mdi trudng nay. Vi dy, trong nhiéu vi khuén san xuét L-
lysin, con dudng sinh téng hop L-lysin dugc ting cudng va kha ning phan hiy
L-lysin bi suy giam. Do d6, khi vi khuin san xuit L-lysin nhu viy dugc nudi
céy, vi du, mot hoac nhiéu loai axit amin duoc chon tir L-threonin, L-homoserin,
L-isoleuxin, va L-methionin 1a dugc uu tién bd sung vao mdi trudng nudi cay.

Hon nita, khi axit L-glutamic dugc tao ra bang cach st dung vi khudn
coryneform, tot hon 13, vi du, 1am gi6i han lugng biotin trong méi trudng nay,
hodc bd sung chét hoat dong bé mat hodc penixilin vao moi trudng nay.

Céc diéu kién nudi cay la khong bi gidi han cu the mien sao vi khuan theo
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sang ché c6 thé tang sinh, va axit amin dang L dich c6 thé dugce tao ra. Viée nudi
céy ¢ thé duoc tién hanh, vi du, dudi cac diéu kién thong thuong duoc st dung
dé& nudi cdy vi khuan nhu vi khudn coryneform. Cac diéu kién nudi cdy c6 thé
duoc thiét 18p mot cach thich hop theo cac didu kién khac nhau nhu loai vi
khuén duoc st dung va loai axit amin dugc tao ra.

MBbi trudng nudi cdy c6 thé duge tién hanh trong didu kién ua khi béng
cach st dung moéi trudong long. Piac biét, viée nudi cdy c6 thé duge tién hanh
bang cach lam thong khi hodc ldc. Nhiét d6 nudi cdy c6 thé 13, vi du, 20 dén
40°C, t6t hon 14 25 dén 37°C. D6 pH ctia mdi trudong c6 thé duoc didu chinh 6,
vi duy, tir 5 dén 8. Pé diéu chinh d6 pH, cac chét vo co hodc hitu co ¢6 tinh axit
hoac kiém, nhu khi amoniac va v.v., ¢6 thé dugc st dung. Thoi gian nuoi céy co
thé 13, vi dy, 15 dén 90 gio. Viéc nudi cy c6 thé dugc tién hanh & dang nudi ciy
theo mé, méi trudong nudi cdy cip theo mé, nudi cdy lién tuc, hoic dang két hop
cta ching. Ngoai ra, viéc nudi cdy c6 thé dugc tién hanh trong hai budc nhu
nudi ciy hat va nudi cdy chinh. Trong truong hop nay, céc didu kién nudi cay
clia qué trinh nudi cdy hat va nudi cdy chinh cé thé gidng hoic khong gibng
nhau. Vi du, c& hai qué trinh nudi cdy hat va qua trinh nudi cdy chinh c6 thé
dugc tién hanh ¢ dang nudi cdy theo mé. Theo céch khac, vi du, qua trinh nudi
cdy hat c6 thé duoc tién hanh & dang nudi cdy theo mé, va qua trinh nudi cy
chinh ¢6 thé dugc tién hanh & dang nudi ciy cip theo mé hodc nubi cdy lién tuc.
Béang cach nudi cdy vi khuén theo sang ché dudi céc didu kién nay, axit amin
dang L duogc tich Iy trong moi truong nay.

Hon thé nita, khi axit L-glutamic dugc tao ra, viéc nudi céy c6 thé duoc
tién hanh bing st dung méi trudong 1éng dugc diu chinh dé théa man diéu kién
ma dudi diéu kién nay axit L-glutamic duoc két tia, trong khi két tia axit L-
glutamic trong moi truong. Cac vi du vé diéu kién ma dudi didu kién nay axit L-
glutamic dugc két tha bao gém, vi dy, pH béng 5,0 dén 4,0, tét hon 1a pH 4,5
dén 4,0, tdt hon nita 1a pH 4,3 dén 4,0, dic biét tot hon nita 1a pH 4,0 (EP
1078989 A).

Axit amin dang L thudng c6 thé duogc thu gom tir dich 1én men
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bang cach két hop cac phuong phép thong thu&ng d3 biét nhu phuong phap
nhua trao ddi ion (Nagai, H. et al., Separation Science va Technology, 39(16),
3691-3710), két taa, tach mang (Cac don yéu céu cép patent Nhat Ban (Kokai)
(Kokai) s6 9-164323 wva 9-173792), ké& tinh (W02008/078448,
WO02008/078646), va cac phuong phap khac. Khi axit amin dang L tich tu trong
cac té bao, cac té bao c6 thé bi pha v& bang, vi dy, séng sidu am hodc yéu td
tuong ty, va sau d6 axit amin dang L c6 thé dugc thu gom bing phuong phép
nhua trao d6i ion hodc phuong phap tuong tu tir dich ndi thu dugc bing cach
loai bd cac té bao ra khoi huyén phu da phé té bao bang cach ly tim. Axit amin
dang L dugc thu gom co thé 1a hop chit tu do, mudi cia no, hozc hon hop cua
né. Céc vi du vé& mudi nay bao gém, vi du, sulfat, hydroclorua, cacbonat, muéi
amoni, mudi natri, vd mudi kali. Vi dy, trong trudong hop axit L-glutamic,
mononatri L-glutamat (MSG) ¢6 thé thu duoc bang cach két tinh monoamoni L-
glutamat trong nude xuyt 1én men bang cach bd sung axit, va sau d6 bing cach
thém mdt ddng mol natri hydroxit vao tinh thé. Ngoai ra, sy mit mau c6 thé
duoc thuc hién bing cach st dung cacbon hoat tinh trude va/hodc sau khi két
tinh (xem tai liéu Tetsuya KAWAKITA, “Industrial Crystallization for
Monosodium L-Glutamate.”, Bulletin of the Society of Sea Water Science,
Japan, Vol.56:5).

Ngoai ra, khi axit amin dang L ldng trong méi truong nay, ¢é thé duge thu
gom béng céch ly tdm, loc, hodc phuong phép twong tu. Axit amin dang L ling
trong méi trudng cling cé thé duge tach cling véi axit amin dang L hoa tan trong
moi trudng sau khi axit amin dang L hoa tan trong méi trudng duoc két tinh.

Axit amin dang L dugc thu gom c6 thé chira cac té bao vi khudn, cac
thanh phan cta méi truong, d6 4m, va chat trao dbi san phidm phu cta vi khuén,
ngoai axit amin dang L. D§ tinh khiét cta axit amin dang L thu gom dugc c6 thé
1a, vi du, 50% hoac cao hon, t5t hon 1a 85% hodc cao hon, dic biét tot hon nita
la 95% hodc cao hon (patent Nhat Bénbsé 1214636, patent M¥ s6 5,431,933,
4,956,471, 4,777,051, 4,946,654, 5,840,358, 6,238,714, Cong bd don yéu cau
cap patent M s6 20050025878).
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Néu axit amin dang L 1a axit L-glutamic, vi du nhu tinh thé mononatri L-
glutamat c6 thé duoc st dung 1am gia vi umami. Tinh thé mononatri L-glutamat
c6 thé dugc st dung lam gia vi két hop vé6i axit nucleic nhu mudi 5°-GMP
dinatri va mudi 5’-IMP dinatri ma ciing ¢6 vi umami.

Ngoai ra, phuong an ctia phuong phap theo sang ché 1a phuwong phap san
xut axit L-glutamic bao gdm budc nudi cdy vi khuén coryneform c6 kha ning
san xuét axit L-glutamic trong mdi trudng nudi cdy, va thu gom axit amin dang
L tir moi truong nay, trong dé vi khuin nay chira gen pitA dot bién ma héa thé
van chuyén phosphat c6 dot bién ma gbc axit amin twong tng véi gbc
phenylalanin & vi tri 246 trong SEQ ID NO: 6 duoc thay thé bang gbc axit amin
khac gdc phenylalanin.

Dbi véi phuong 4n ciia phuong phép theo sang ché, cac phan moé ta duoc
dé cap trén day lién quan dén vi khudn theo sdng ché va phuong phap theo sang
ché c6 thé duoc st dung, mutatis mutandis. Vi du, trong phuong an nay, t5t hon
13 gbc axit amin tuong tmg véi gdc phenylalanin & vi tri 246 trong SEQ ID NO:
6 duoc thay thé bang gbc serin. Hon nita, trong phuong 4n ndy, vi khuén

coryneform t6t hon 1a Corynebacterium glutamicum.
Vi du thye hién sang ché

Sang ché s& duoc giai thich cu thé hon véi viéc tham khao céc vi du sau
day. Tuy nhién, céc vi du nay khong dugc hidu 13 1am gidi han sang ché theo
nghta bét ky. |
Vi du 1: Nudi cdy dé san xuit Glu st dung chiing ting cudng pitd

Trong vi du nay, qua trinh san xuét Glu duoc tién hanh bing cach sir dung
chung san xuét Glu cta C. glutamicum ma trong d6 su biéu hién cta gen pitd
dugc ting cudng, va su anh hudng cia viée 1am ting su biéu hién gen pird dbi
v6i qua trinh san xuét Glu dugc danh gia.

Cac chung dugc stir dung 1a nhu sau.

C. glutamicum 2256AldhAAsucA yggB*/pVK9
C. glutamicum 2256 AldhAAsucA yggB*/pVK9-Plac-pit4
(1) Céc phuong phap thiét ké cac chung vi khudn

-41-



22375

Dung lam chung san xudt Glu mau, chung 2256AldhAAsucA yggB* dugc
thiét ké bang phuong phép sau st dung ching C. glutamicum 2256 (ATCC

13869) 1am chung gdc. Poan mdi duge st dung duge thé hién trong bang 1.

Bang 1
Doan mbi Trinh ty nucleotit (5' -> 3') SEQ ID NO:
1 cactgcacggecctgegaac 7
2 cgccaactaggegecaaaaattcetgatttecctaaccggac 8
3 tgtgggectteggegaggac 9
4 gtccggttagggaaatcaggaatttttggegectagttggeg 10
5 gagtcgaccgecaccccatttttcata 11
6 tggtecgacgtgaatgeteggegggatec 12
7 ccaggcactcgtecteggtt 13
8 aggctagtgcaggactataaagaccagttctcctaaaaataacgtgte 14
9 tccatcgtggecaccgatee 15
10 gacacgttatttttaggagaactggtetttatagtcectgecactagect 16
11 cgggatcecccaccggegtactegtg 17
12 ccacggatccttccaatgetattggttg 18
13 agcttgcatgectgcagaggaggattataatggtcaccccaatca 19
14 cggtaccecggggatcectgeccacgagggtgacctca 20

DAu tién, cac doan ADN dé lam khuyét gen ldhA dugc lam khuéch dai
béng céach st dung ADN nhiém sdc thé cta ching 2256 dung lam mAu, va cip
doan mdi 1 va2 va cap doan mdi 3 va 4. Sau d6, PCR duoc tién hanh béng cach
str dung hdn hop véi lugng tuong duong clia c& hai doan dugce khuéch dai dung
lam mAu ciing nhu cac doan mdi 5 va 6 dé thu duoc doan ADN bao g6m ca hai
doan dugc dung hop véi nhau. Poan ADN thu dugce dugc xur ly béng Sall, va
duoc dua vao plasmit pBS4S (W02005/113745) & vi tri Sall dé thiét ké plasmit
dé lam khuyét doan IdhA. Plasmit dé lam khuyét doan IdhA duoc xen vao nhiém
sic thé cua chiing 2256, va sau d6 dugc phuc hdi tir d6, dé 1am khuyét gen IdhA.

Sau d6, cac doan ADN d& 1am khuyét gen sucA duoc lam khuéch dai bang
cach st dung ADN nhiém sic thé ctia ching 2256 dung lam mau, va cdp doan
mdi 7 va 8 va cap doan mdi 9 va 10. Sau d6, PCR duoc tién hanh bﬁng cach su
dung hdn hop véi luong tuong duong clia ca hai doan duge khuéch dai lam mau
cling nhu cac doan moi 11 va 12 dé thu dugc doan ADN bao gém ca hai doan
duoc dung hop vdi nhau nay. Poan ADN thu dugc duoc xtr ly bang BamHI, va
dugc dua vao plasmit pBS3 (W02006/070944) & vi tri BamHI dé thiét ké

plasmit dé lam khuyét doan sucA. Plasmit dé lam khuyét doan sucd dugc xen
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vao nhiém séc thé coa ching 2256AldhA, va sau d6 dugc phuc hoi tr d6, dé 1lam
khuyét gen sucA. Mot vai bién thé cua ching thiéu suc4 thu duge duge nudi chy
duéi diéu kién du biotin, va ching c6 kha nang san xuét Glu 13 duoc chon. Két
qué 13, chiing san xuét Glu c6 dot bién IS (V419::1S) trong gen yggB thu duoc.
Trinh tu nucleotit ctia gen yggB c¢6 dot bién IS (V419::1S) va trinh tu axit amin
ctia protein YggB duoc mé hoa béi gen nay 1an luot dugc thé hién trong SEQ ID
NOS: 23 va 24. Ching san xuat Glu thu dugc duoc chi dinh la chung
2256 AldhAAsucA yggB*.

Plasmit biéu hién pitd (pVK9-Plac-pitd) duoc thiét ké bang phwong phap
sau. Pau tién, doan gen pitd duoc khuéch dai bang cach st dung ADN nhiém
sdc thé cua chiing 2256 lam mau cling nhu céc doan mdi 13 va 14. Sau dé, doan
duoc khuéch dai nay dugc lién két v6i plasmit pVK9 (Cong bd don yéu cau cip
patent M¥ s6 20060141588) duogc xir Iy bang BamHI va Pstl st dung In-Fusion
(TaKaRa INC.) dé thiét ké plasmit biéu hién pit4. Plasmit biéu hién pitd dugc
thiét ké duogc chi dinh pVK9-Plac-pitA4.

pVKO9-Plac-pitd va pVK9 duoc thiét ké lam ddi chimg vecto duoc dua
vao vi khudn san xuét Glu, ching 2256AldhAAsucA yggB*, dé thiét ké 1an luot
chung 2256AldhAAsucA yggB*/pVKO9-Plac-pit4 va ching 2256AldhAAsucA
yggB*/pVKOY.

(2) Nubi cdy san xuét Glu

Viéc nudi cdy san xudt Glu dugc tién hanh bing cach st dung ching
2256AldhAAsucA  yggB*/pVK9-Plac-pitdA va chung 2256AldhAAsucA
yggB*/pVK9. Thanh phan ctia méi trudng sir dung duogc thé hién trong bang 2.
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Béang 2
Moi truong 1 MGoi truong 2

Glucoza 80 g/l 80 g/l
(NH4),S0,4 30 g/l 30 g/l
KH,PO, 1 g/l 1 g/l
MgSO, 7H,0 0,4 g/1 0,4 g/l
FeSO47H,0 0,01 g/l 0,01 g/l
MnSO, 5H,0 0,01 g/l 0,01 g/l
VB, 200 ng/l 200 ng/l
Biotin 60 ng/l 0 ng/l
Mameno 0,48 g/l 0,48 g/l

Moi trudng cé thanh phan néu trén va dwoc didu chinh dén do pH 8,0
bang KOH duoc tao ra, thanh tring béng cach hip (115°C, 15 phat), va duoc st
dung cho qué trinh nubi cy.
<Phuong phép nudi ciy>

‘ Viée nuéi cdy (nudi cidy so bd va nudi cdy chinh) dugc tién hanh bing
cach dua 20 ml moi trudng vao binh cdu Sakaguchi, bd sung 50 g/l CaCO; vio
d6, va lic moi trudng nay & 31,5°C bang may lic hop. Pau tién, dbi véi qua
trinh nudi cdy so bo, mdi ching duge dé cap trén day duoc nudi cdy trong 24
gidr bang cach st dung méi truong 1. Sau d6, 2 ml dich nudi ciy so bd thu duge
duoc 0 v6i méi trudng 2, va Tween 40 (ndng dd cudi, 4 g/l) duoc bd sung vao
~ d6 2 gid sau khi @, dé tién hanh qud trinh nuéi cdy chinh. Méi truong duoc lay
mAu 17 gio sau khi 1. Sacarit va axit glutamic du dugc dinh luong bang cach st
dung AS-310 (Asahi Chemical Industry).
<Két qua va thao luan>

Céc két qua duoc thé hién trong bang 3. Trong bang 3 nay, "RS" thé hién
lwong sacarit du, va "Glu" thé hién luong axit glutamic. Pidu nay cho thiy rang
bing vi du ndy ma su sinh trudng va hiéu sudt Glu cta C. glutamicum dugc cai

thién bang cach lam ting su biéu hién cta gen pitd trong C. glutamicum. Do d6,
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két luan rang viéc lam ting hoat tinh ctia thé van chuyén phosphat dugc ma hoa

boi gen pitd c6 hiéu qua dé san xuat axit amin nhu axit glutamic.

Bang 3

Chung 0D620nm (X51) | RS (g/) Glu (g/)
2256AldhAAsucA yggB*/pVK9 0,498 26,2 35,8
2256AldhAAsucA yggB*/pVK9-Plac-pitA 0,645 15,0 41,8

Vi du 2: Qué4 trinh nudi cAy dé san xut Glu str dung ching dot bién pitA

Trong vi du ndy, qua trinh san xuit Glu duoc tién hanh bang cach sir dung
chang san xuét Glu cta C. glutamicum trong d6 dot bién duoc dua vao gen pitA,
va su anh hudng cta dot bién gen pitd dbi voi qué trinh san xuét Glu dugc dénh
gia.

Céac ching duogc st dung la nhu sau.
C. glutamicum 2256AldhAAsucA yggB*
C. glutamicum 2256AldhAAsucA yggB* pitAmut
(1) Céc phuong phap thiét ké céc ching vi khuan

Ching 2256AldhAAsucA yggB* pitAmut trong do dot bién duoc dua vao
gen pit4 dugc thiét ké bang st dung ching 2256AldhAAsucA yggB*, ma la
chung 1am mau san xuét Glu dugc thiét ké trong vi du 1, ding lam chung gbc.

Céc doan mdi st dung duogc thé hién trong bang 4.

Bang 4
__ Dboan méi Trinth tynucleotit (3' --> 37 e L DL
15 gaget coot accoggooeat cost gof cacceoast cat gog 27
18 ogocaanctf oeafocetorentt sanffoof f scf caf f of 28

Plasmit pBS4S-pitAmut dé dua dot bién vao trong pitd duoc thiét ké bang
phuong phép sau. PCR dugc tién hanh bang cach sir dung ADN nhiém sic thé
ctia chiing vi khuén san xuit Glu B3 trong d6 dot bién thay thé gbc phenylalanin
& vi trf 246 cta protein PitA bing gdc serin (Phe246Ser ttc->tec) dugc dua vao
ving méi héa cla gen pitd 1lam mau ciing nhu céc doan mdi 15 va 16 dé lam

khuéch dai doan gen pitA c6 dot bién néu trén. Sau d6, doan duoc khuéch dai
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nay duogc lién két véi plasmit pBS4S duge xir 1y bang Pstl va BamHI bang céch
st dung In-Fusion (TaKaRa INC.) dé thiét k& plasmit dé dwa dot bién vao trong
pitA. Plasmit dugc thiét ké dé dua dot bién vao trong pitd duge chi dinh la
pBS4S-pitAmut.

pBS4S-pitAmut duoc thiét ké nay duoc xen vao nhidm sic thé cua ching
vi khudn san xuét Glu 2256AldhAAsucA yggB*, va sau d6 dugc phuc héi tir do,
dé thiét ké chung 2256AldhAAsucA yggB* pitAmut trong d6 dot bién nay dugc
dua vao gen pitA.

Mic di ching dugce gy dot bién pitd néu trén, chiung 2256AldhAAsucA
yggB* pitAmut, dugc thiét ké bang st dung plasmit dé dwa dot bién duoc thiét
ké bang cach st dung ADN nhiém séc thé ctia chung vi khuan san xuat Glu B3
lam mau, cling ¢ thé duogc thiét ké bang cach str dung plasmit d& dua dot bién
duoc tao ra bang kit PrimeSTAR® Mutagenesis Basal san xuét boi Takara Bio.
Vi du, PCR duoc tién hanh bang cach st dung ADN nhiém sic thé cia ching
kiéu dai nhu ching C. glutamicum 2256 (ATCC 13869) 1am mau ciling nhu céac
doan mdi 15 va 16 dé lam khuéch dai doan gen pitd khong c6 dot bién. Sau do,
doan duogc khuéch dai nay duoc lién két v6i plasmit pBS4S duge xtr 1y bing
BamHI va Pstl bang cach str dung In-Fusion (TaKaRa INC.) dé thiét ké plasmit
bao gdm trinh tu cua gen pitd kiéu dai. Ngoai ra, PCR c6 thé duoc tién hanh
bang st dung plasmit nay lam mau ciing nhu cac doan moi thich hop dé bién dbi
T & vi tri 737 cla gen pitd thanh C theo huéng din cta kit PrimeSTAR®
Mutagenesis Basal dé thiét ké plasmit pBS4S-pitAmut dé dua dot bién vao trong
pitd. Chiing dot bién pitd c6 thé dugc thiét ké bang cach st dung plasmit nay.

(2) Qué trinh nudi cdy dé san xudt Glu

Viéc nuéi cdy dé san xudt Glu duoc tién hanh bang cach st dung ching

2256 AldhAAsucA yggB* va ching 2256AldhAAsucA yggB* pitAmut. Thanh

phin ctia mdi trudng str dung dugc thé hién trong bang 5.
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Bang 5
MOoi truong 3

Glucoza 80 g/l
(NH4)2SO4 30 g/l
KH2PO4 1 g/l
MgSO, 7H,0 0,4 g/l
FGSO47H20 0,01 g/l
MnSO, 5H,0 0,01 g/l
VB, 200 ng/l
Biotin 300 ng/l
Mameno 0,48 g/l

MBoi trudng cé thanh phan néu trén va duoc diéu chinh dén d6 pH 8,0
bing KOH duoc diéu ché, dugc thanh trung bang cach hip (115°C, 15 phit), va
dugc st dung cho qua trinh nuéi ciy.
<Phuong phap nudi cay>

Viéc nudi cdy (nudi cdy so bd va nudi cay chinh) duoc tién hanh béng
cach dit 20 ml mdi trudng vao trong binh cdu Sakaguchi, bd sung 50 g/l CaCO;,
vao d6, va lic méi trudong & 31,5°C bang dung cu lic hdp. Pau tién, dbi voi qua
trinh nudi cdy so bd, mdi ching dugc dé cap trén day dugc nudi cdy trong 24
gidy bang céch str dung moi truong 3. Sau d6, 2 ml dich nuéi ciy so bd thu duogce
dugc U v6i mdi trudng 3, va Tween 40 (ndng d6 cudi, 4 g/l) duge bd sung vao
d6 2 gid sau khi 1, dé tién hanh qua trinh nubi cdy chinh. Moi trudng duoc lay
mau 21,5 gior sau khi 0. Sacarit du va axit glutamic dugc dinh lwong bang céach
sir dung AS-310 (Asahi Chemical Industry).
<Két qua va thao luan>

Céc két qua duoc thé hién trong bang 6. Trong bang 6 nay, "RS" thé hién
luong sacarit du, va "Glu" 1a lugng axit glutamic. Piéu nay cho thiy ring bing
vi du nay su sinh truong va hiéu suat Glu C. glutamicum dugc cai thién béng
cach dua dbt bién (Phe246Ser) vao gen pitd trong C. glutamicum. Do d6, két
luan dugc rang dot bién pitd (Phe246Ser) c6 hidu qua dé san xuét axit amin nhu

axit glutamic.
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Bang 6

Ching OD620nm (X51) | RS (g/l) Glu (g/)
2256AldhAAsucA yggB* 0,867 0,0 45,8
2256AldhAAsucA yggB*pitAmut 0,888 0,0 4773

Kha ning wngdung trong cong nghi¢p

Theo sang ché, kha ning san xuét axit L-glutamic cta vi khuin
coryneform co thé duoc cai thién, va axit L-glutamic c¢6 thé dugc san xudt mot
cach hiéu qua.
Giai thich danh muc trinh tu
SEQ ID NO: 1, Trinh tu nucleotit cia gen pitA4 cia E. coli MG1655
SEQ ID NO: 2, Trinh tu axit amin cda protein PitA4 cia E. coli MG1655
SEQ ID NO: 3, Trinh tu nucleotit cua gen pitd cua Pantoea ananatis
LMG20103
SEQ ID NO: 4, Trinh ty axit amin cua protein Pit4 cua Pantoea ananatis
LMG20103
SEQ ID NO: 5, Trinh tu nucleotit clla gen pitd cua Corynebacterium
glutamicum 2256 (ATCC 13869)
SEQ ID NO: 6, Trinh ty axit amin cua protein PitA Corynebacterium
glutamicum 2256 (ATCC 13869) |
Céac SEQ ID NO: 7 dén 20, cac doan moi
SEQ ID NO: 21, Trinh ty nucleotit cia gen yggB cua Corynebacterium
glutamicum 2256 (ATCC 13869)
SEQ ID NO: 22, Trinh ty axit amin cua protein YggB cua Corynebacterium
glutamicum 2256 (ATCC 13869)
SEQ ID NO: 23, Trinh tg nucleotit cua gen yggB (V419:IS) cua
Corynebacterium glutamicum 2256 (ATCC 13869)
SEQ ID NO: 24, Trinh ty axit amin cua protein YggB (V419::1IS) cua
Corynebacterium glutamicum 2256 (ATCC 13869) |
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SEQ ID NO: 25, Trinh ty nucleotit cla gen pitA cua Corynebacterium
glutamicum ATCC 13032

SEQ ID NO: 26, Trinh tu axit amin cua protein PitA cia Corynebacterium
glutamicum ATCC 13032

Céac SEQ ID NO: 27 va 28, cac doan mdi.
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YEU CAU BAO HO
1. Phuong phap san xuét axit amin dang L bao gém cac budc:

nudi cay vi khuan coryneform c6 kha nang sdn xuat axit amin dang L

trong moi tredong nudi ciy; va

thu gom axit amin dang L tr m6i trudng nay,

trong d6 vi khuén nay dugc bién ddi sao cho hoat tinh cta thé van chuyén
phosphat, protein pitA dugc tang cudong va trong dé axit amin dang L la axit L-
glutamic.
2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 hoat tinh ctia thé van chuyén phosphat
duoc lam ting bang cach lam tang su biéu hién clia gen pitd.

3. Phuong phép theo diém 2, trong d6 gen pitd 14 ADN dugc xé4c dinh theo (a)

hodc (b) sau:
(a) ADN bao gé)m trinh tu nucleotit duoc thé hién trong SEQ ID NO: 5 hodc 25,

(b) ADN c¢6 thé lai duéi cac diéu kién nghiém ngit v6i trinh tur bd sung véi trinh
tu nucleotit dugc thé hién trong SEQ ID NO: 5 hodc 25 hoac véi doan do ma co
thé duogc tao ra tir trinh tu bd sung nay, va trong dé6 ADN c6 thé lai nay ma hoéa

cho protein c¢6 hoat tinh van chuyén phosphat.

4. Phuong phép theo diém 2 hoic 3, trong d6 gen pitd 13 ADN mi héa cho
protein dugc xac dinh theo (A) hodc (B) sau:

(A) protein bao gdm trinh tu axit amin duoc thé hién trong SEQ ID NO: 6 hoic

26,

(B) protein bao gdm trinh tu axit amin duoc thé hién trong SEQ ID NO: 6 hoic
26 nhung bao gém su thay thé, mét, xen, hodc bd sung mot dén 20 géc axit

amin, va trong do protein nay c6 hoat tinh van chuyén phosphat.

5. Phuong phap theo diém bt ky trong s cac diém tir 2 dén 4, trong d6 su biéu
hién clia gen nay dugc ting cuong bing cach lam ting sb ban sao cua gen,

va/hodc bang cach bién doi trinh tu kieém soat su biéu hién cliia gen nay.
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6. Phuong phap san xuét axit amin dang L bao gdm cac budc:

nudi cady vi khuan coryneform cé kha nang san xuat axit amin dang L

trong moi truong nudi cdy; va
thu gom axit amin dang L tir m6i trudng nay,

trong d6 vi khuan nay chira gen pitA dot bién ma héa thé van chuyén
phosphat ¢é dot bién ma gdc axit amin tuong tng véi gdc phenylalanin & vi tri
246 trong SEQ ID NO: 6 dugc thay thé biang gdc axit amin khac gbe

phenylalanin va trong d6 axit amin dang L 1a axit L-glutamic.

7. Phuong phép theo diém 6, trong d6 gbc axit amin twong tmg voi gbe

phenylalanin & vi tri 246 trong SEQ ID NO: 6 dugc thay thé bang gbc serin.

8. Phuong phép theo diém bit ky trong s6 cac diém tir 1 dén 7, trong do vi

khudn nay 13 vi khuan Corynebacterium.

9. Phuong phap theo diém 8, trong d6 vi khuan coryneform 13 Corynebacterium

glutamicum.

10. Phwong phép theo diém bt ky trong sé cac diém tir 1 dén 9, trong d6 axit L-
glutamic 1a monoamoni L-glutamat hodc mononatri L-glutamat.

11. ADN mi héa thé van chuyén phosphat c6 dot bién ma gbe axit amin twong
g véi gbe phenylalanin & vi trf 246 trong SEQ ID NO: 6 dugc thay thé bang
géc serin.

12. Vi khuén coryneform chtra gen pitd d6t bién ma hoéa thé van chuyén
phospk)lat c6 dot bién ma gde axit amin tuwong Gmg véi gbe phenylalanin & vi tri

246 trong SEQ ID NO: 6 dugc thay thé bang gbc serin.
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