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(57) Sang ché dé cap dén € bao tdng hop fucosyllactoza dugc nudi cdy 6n dinh
trong mot moi trudng, t&€ bao nay dugc diéu chinh dé san xuét fucosyllactoza, t&
bio nay ducc bién nap dé chia it nhat mot trinh ty axit nucleic ghi ma cho
enzym lién quan dén qu4 trinh téng hop fucosyllactoza. Ngoai ra, t€ bao nay con
duoc bién nap dé chia it nhat mot trinh tu axit nucleic ghi ma cho protein ctia ho
chét van chuyén tiét ra dudng, chét tuong dong chic nang hoac dan xuét cua
ching. Ngoai ra, sing ché dé cap dén phuong phap san xuat fucosyllactoza tir t&

bao trén day.
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Linh vuee k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén té bao tdng hop oligosacarit & sita nguoi (Human Milk
Oligosaccharides-HMO) dugc nudi cdy én dinh trong mot méi trudng, t€ bao nay duogc
diéu chinh dé san xuit oligosacarit, t& bao ndy duoc bién nap dé chua it nhit mot trinh
tu axit nucleic ghi ma cho enzym lién can dén qua trinh tong hop oligosacarit. Sang

ché ciing dé cap dén phuong phap san xuit HMO tir té bao nay.
Tinh trang ky thuit ciia sing ché

Céc té bao c6 kha ning tong hop HMO 1a da duoc biét dén, vi du, tir 4n phdm
ctia Dumon va céc dong tac gia, 2001.

Tir 1au da biét ring sita me, bén canh lactoza, bao gdm hén hop phirc hop cua
oligosacarit dugc goi 1a oligosacarit & stta nguoi (Human Milk Oligosaccharides-
HMO). Phin oligosacarit nay cta sita me 1a doc d4o vé thanh phan va sd lugng. Trai
nguoc voi cic dong vat c¢6 v khac, sita me chtra ndng dd oligosacarit nim trong
khoang tir 7 dén 12 g/1, mirc nay theo thira sé 1a 10 d&én 100 cao hon so véi trong hau
hét cac dong vat c6 va khac (Boehm & Stahl, 2007, Kunz va cde dong tdc gia, 2000,
Newburg & Neubauer, 1995).

Ngay nay, hon 80 hop chét, thudc v& HMO, d3 duoc x4c dinh dic diém vé& mat
cau tric. Nhin chung, HMO , khong giéng véi cac oligosacarit khac dugc tim thiy
trong co thé con nguodi, duge déic trung boi géc lactoza & ddu mut kht, va fucoza
va/hodc axit sialic & ddu mut khong khir,

Phan biét duogc hai loai co ban: Oligosacarit ciia cAu tric typ I ¢6 fucoza dugc
lién két qua al,4 vao GlcNAc, trong khi d6 nhitng oligosacarit ctia ciu truc typ II thé

hién su fucosyl hoa & al,3 cua GlcNAc hodc glucoza; mot trong hai typ co thé chira
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fucoza dugc lién két & al,2 vao galactoza. Hiu hét nhitng oligosacarit nbi troi 1a 2'-
fucosyllactoza va 3-fucosyllactoza.

Nhitng ciu tric nay lién quan gin giii v6i cac epitop ciia biéu mé té bao bé mat
thé tiép hop glyco, cac khang nguyén nhém méu-md Lewis nhu Lewis x (LeX)
(Gal(B1-4)[Fuc-( a1-3)]GIcNAc(B1)) (Newburg, 2001). Tinh déng ding céu trac cia
HMO véi céac epitop biéu md dem lai thudc tinh bao vé trudc mam bénh 13 vi khuin.

Vi du, doc tinh ctia Escherichia coli (Cravioto va cdc dong tdc gid, 1991),
Vibrio cholerae (Coppa va cdc dong tdc gid, 2006), Streptococcus pneumoniae
(Andersson va cdc dong tdc gia, 1986) hoic Campylobacter jejuni giy bénh (Ruiz-
Palacios va cdc dong tdc gia, 2003) c6 thé dugc giam xubng dang ké bing cach lién két
mam bénh vao HMO thay vi vao céac glycan bé mit niém mac cta ngudi, va dong thoi
su lién két vao cac doc tb nhu doc td duong rudt c6 tinh dn dinh nhiét cua E. coli
(Crane va cdc dong tdc gid, 1994).

Bén canh céc tdc dung cuc bd trong duong rudt da dugc dé cap, HMO la con ¢6
kha ning giy ra nhitng tic dung toan than noi tré so sinh bing cach xAm nhap vong dai
tudn hoan (Gnoth va cde dong tdc gid, 2001). Tac dung cia HMO dbi véi céc tuong tac
protein-carbohydrat, vi du, lién két selectin-bach ciu, c6 thé diéu bién céc dap tng
mién dich va lam gidm c4c dap tng viém (Bode, 2006, Kunz & Rudloff, 2006).

Pé lam giam tan suét ciia cac 1y nhifm do tré so sinh méc phai va, do do, lam
giam ty 1& tr vong tré so sinh nita, tit nhién, nhin chung 1a rét thich hop khi cung cip
cho tré so sinh dinh dudng chira HMO. C6 thé d& dang lam dugc didu nay trong cac
cdng déng x4 hoi, ma & d6 b sita me dugce thuc hanh phé bién va rong rdi. Tuy nhién,
nhin chung, diéu nay khong dugc nhu vay.

Van ton tai mot sb 1y do y t&, nhu su 14y truyén bénh truyén nhidm c6 thé c6 tir
me sang con, didu nay trong mét sé hoan canh nhét dinh c6 ching 1y chéng lai viéc bu
stta me. Tai nhiéu nuéc Chau Phi, vi du, bu sita me c6 thé 1a 1y do chinh cua 1ay nhiém
HIV trong subt thoi ky so sinh.

Déng thoi, cac hoan canh vin héa c6 thé dan dén viéc tir chbi bu sira me, nhu

truong hop tai cdc nude cong nghiép 16n nhu, vi du, My.
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Do thuc té 1a HMO c¢6 thé duoc tim thay trong ngudn tu nhién, nhu sita clia cac
dong vat cé vu khac, chi & cac néng do thép, viéc chiét oligosacarit tir nguén tu nhién
thi khong thich hop d& 1am thoa man nhu ciu vé HMO.

Viéce tdng hop hoa hoc oligosacarit thi gian khé va doi héi nhidu budc bao vé va
khir bao vé (Kretzschmar & Stahl, 1998), do d6 thudng thi twong dbi dét va co ty 1 thu
hdi thap.

Do d6, san xuét bang 1én men oligosacarit bing cach sir dung sinh vat dugc thiét
ké bang céng nghé sinh hoc 13 giai phap thay thé nhiéu hta hen cho viéc tdng hop
HMO quy mo 16n.

Trong sudt thap ky vira qua, mot vai nd luc thanh cong cua phép téng hop HMO
bang cach str dung hodc sy 1én men bang E. coli tai t& hop hodc chuyén héa bing
enzym in vitro, di dugc cong bd. Nhitng nd luc nay da tap trung chi yéu vao viée tdng
hop céac hop chat da duge fucosyl hoa thude vé hodc gidng hét HMO.

Vi du, mdt vai cong bd mo ta phép tdng hop cac cdu trac Lewis lacto-N-
neofucopentaoza, lacto-N-neodifucohexaoza va lacto-N-neodifucooctaoza, ciing nhu
2'- va 3-fucosyllactoza (Albermann va cdc dong tdc gid, 2001, Dumon va cdc dong tdc
gid, 2006, Dumon va cdc dong tde gid, 2001, Dumon va cdc dong tdc gid, 2004,
Koizumi va cdc dong tdc gid, 2000). Trong nhing trudng hop nay, fucosyl héa bing
enzym cac chit chiét nhu, vi du, lactoza, dugc thuc hién béng cac fucosyltransferaza
(FucTs).

Hau hét cac cong bd ghi nhin viéc san xuét cac hop chit da dugc fucosyl hoa
lién quan dén chu dé niy mé ta cach sir dung FucTs c6 ngudn gbc tir Helicobacter
pylori. Nhin chung, FucTs ciia ngudi ciing ¢6 thé duoc st dung vi muc dich nay. Tuy
nhién, khi dugc biéu hién qua muc trong té bao vi khuén, FucTs tir cic ngudn vi khudn
thuong it gap cac van dé nhu sy gép cudn sai va tinh khong tan hon.

Ngoai ra, hdu hét cac hé théng da dugc cong bd ciia phép téng hop cac hop chét
da duoc fucosyl hoa dua trén lugng GDP-fucoza ndi sinh cta E. coli, vi khudn nay

thuong duge sir dung dé tdng hop axit colonic exopolysacarit chta fucoza (Grant va
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cdc dong tde gid, 1970). Trong nhimng trudng hop nay, tinh kha dung ctia GDP-fucoza
tAt nhién gap tré ngai, han ché hiéu suét téng hop.

Gan day, cac tac gia sang ché cia sang ché nay d mo ta toan bd quy trinh san
xuit t& bao méi st dung enzym Fkp (Parkot va cdc dong tdc gid, 2008), toan bd noi
dung ctia don yéu ciu cp Patent nay duoc dua vao ddy bang cach vién dén.

Fkp (Coyne va cdc dong tdc gid, 2005), chat nay c6 ngudn gdc tir Bacteroides
fragilis, 1a enzym hai chirc ning, enzym nay s& hitu ca hoat tinh fucokinaza va hoat
tinh L-fucoza-1-P-guanylyltransferaza. Vi vdy, trudc tién, fucoza da dugc cung cip
ngoai sinh dugc phosphoryl héa va sau dé, duoc hoat hoa nucleotit dé tao phan tir tién
chét quan trong GDP-fucoza. Con dudng ctru vét fucoza trén co s& Fkp da duge st
dung mét cach thanh cong dé tdng hop oligosacarit da dugc fucosyl héa (Parkot va cde
dong tdc gid, 2008).

Ngay ca khi, & mtrc tong hop héa sinh nhu vay, cac phuong phap quan trong da
duogc phat trién, cac phuong phap da biét dung cho viée tdng hop oligosacarit in vivo
déu mang nhitng nhugc diém nhét dinh, Gc ché, nhidu nhét 13, su san xudt hang loat dbi
v6i oligosacarit.

Kh6 khan thuc sy trong viée san xuét oligosacarit trong té bao & tbc do cao, mot
mit, 13 sy 1am gidu quy mo 16n & ndi bao cta phu pham oligosacarit va nucleotit da
duoc san xuét, va mat khac viée chiét oligosacarit d& dugc san Xuit.

Do qué trinh 1am gidu ndi bao, cac san pham cia phan Gng tdng hop c6 thé dan
dan phat trién tac dung e ché-san phim déi v6i enzym tdng hop. Vi vay, tai mot thoi
diém cu thé, phép téng hop nay tré nén chdm mot cach thiéu hiéu qua. Ngoai ra, cic
san phdm c6 thé dat dén ndng d6 gay doc té bao day cac té bao di dén chd phan giai
hodc it nhét 1 hién twong ngimg chuyén hoa. Trong trudng hop bat ky, hién twong
khong san xuat ndi bao lién tuc oligosacarit 13 co thé xay ra. |

Ngoai ra, c6 thé dy kién dugc ring sy tich tu cia cac lugng du cia oligosacarit
cubi cing s& din dén su phan giai t& bao va su chét t& bao. Lan phan giai té bao nay
hoic 14n phan giai té bao dugc thuc hién sau d6 duoc sir dung cho viéc chiét

oligosacarit da duoc tong hop tir t& bao sé& tao ra hdn hgp phitc hop ciia oligosacarit
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dich va t& bao cac hop phin (cac san phim chuyén héa, manh vun). Viéc tinh ché
oligosacarit dich tir hdn hop phtic hop nay thi dit d6 va vi vy ma dbi voi hau hét
oligosacarit 13 khong kinh té.

Trong nhitng hoan canh nay, san xut oligosacarit bang k§ thuét sinh hoc 1a rit
khong hidu qua va khé kiém soét, dic biét 1a vi phuong phap san xuit oligosacarit bing
k¥ thuat sinh hoc da biét dugc thuc hién bang cach st dung phuong thirc nudi cdy theo

mé, su nudi ciy theo mé nhu vay, tir quan diém kinh té, thi khong dugc nhu ¥ 1am.
Ban chit k§ thuit cia sang ché

Xem xét nhitng diéu trén ddy, muc tiéu ciia sang ché 1a cai thién cac phuong

phap ctia quy trinh san xuét bang k¥ thuat sinh hoc oligosacarit theo cach ma su san
xudt d6 duge tao thuan lgi va dugc lam cho kiém soat dugc dé dang hon, va nhin
chung, theo cadch ma san lugng cua oligosacarit dugc nang cao.
Pé dat dugc muc tiéu cia sang ché, sang ché dé cap dén té bao co kha nang, téng hop
oligosacarit & sita ngudi (Human Milk Oligosaccharides-HMO) duoc nudi cdy én dinh
trong mot moi trudng, t& bao nay duge didu chinh d& san xuét oligosacarit. té bao nay
duge bién nap dé chira it nhat mot trinh tu axit nucleic ghi ma cho enzym lién quan dén
qua trinh tdng hop oligosacarit. Ngoai ra, t& bao con duoc bién nap dé chira it nhit mot
trinh ty axit nucleic ghi ma cho protein cta ho chit van chuyén tiét ra duong, chét
twong déng chirc ning hodc din xuét ciia ching.

Sang ché ciing dé cap dén phuong phap san xuit HMO tir té bao nay.
M3 ta vin tit cac hinh vé

Céc wu diém khéc nita dugc néu trong phin mé ta cac phuong an dudi day va
céac hinh v€ kém theo.
RO rang 1a nhitng dac tinh da dugc dé cap trén day va nhitng ddc tinh s€ duogc

giai thich dudi day c6 thé duge sir dung khong chi & dang két hop duoc chi ra mét cach
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l4n luot, ma con & nhiing dang két hgp khéc hodc diing mdt minh, ma khong di tréch

khoi pham vi ciia sang ché.

Mot vai phuong 4n cia sang ché duge minh hoa trong cac Fig. va duogc giai
thich chi tiét hon trong phin mé ta dudi day. Trong céc Fig.:

Fig. 1 biéu thi hinh v& tong quan dang so dd ctia phép tdng hop oligosacarit va vén
chuyén bén trong té bao vi khudn gram am dugc cai bién theo sang ché;

Fig. 2 biéu thi cac két qua cta cac 1an do 3-fucosyllactoza trong khéi lwong 4m té
bao va cac dich ndi & trén cla san phidm nudi cdy vi khudn, c6 so sanh cac
kiéu gen khac nhau; va

Fig. 3 trinh bay su so sanh gitta cic luong ciia 3-fucosyllactoza duoc tdng hop

trong san pham nudi cay vi khuan c6 cac ki€u gen khéc nhau.

MBS ta chi tiét sang ché

Theo sang ché, oligosacarit dugc hiéu 13 cic polyme ngin ciia monosacarit,
chtra it nhét 2 tiéu don vi-duong. Oligosacarit c6 thé duoc phan nhanh hodc tao thanh
mach th:fmg ctia cac tiéu don vi. Ngoai ra, céac tiéu don vi dudng cua oligosacarit c6 thé
ndi bat boi mdt sb cai bién hoa hoc. Do vay, oligosacarit theo sang ché c6 thé chira mot
hozic nhiéu gbc khong phai duong.

Trinh tu axit nucleic, theo sang ché, mé6 td ma di truyén, dugc trinh bay bing
polyme axit nucleic, nhu, vi du, polyme axit desoxyribonucleic hodc polyme axit
ribonucleic. Do d6, ma di truyén c6 thé bao gdm céc trinh ty ghi m3, trong d6 c6 thong
tin dé tao protein, hodc cac vung khong ghi ma bao gém, vi dy, vung gen khoi dau,
vung gén két hop chit diéu hoa hoic hop chét phu trg, doan dém va trinh ty cAu trac
anh hudng dén cAu trac bac hai hodc ciu triac bac ba cia chinh polyme axit nucleic
va/hodc tham gia vao tién trinh ctia né.

“Dugc bién nap dé chira”, theo sang ché, dé cap dén phuong phép bat ki cua
viéc chén it nhat mét trinh tu axit nucleic phu thém vao céc t€ bao, sau do, trinh tu axit

nucleic nay c6 mit bén trong t& bao hodc & dang plasmit hodc dugc tich hop vao nhiém
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sdc thé/cac nhiém séc thé té bao. Cac phuong phép bién nap da biét bao gbm, vi du, su
bién nap héa hoc hoic mé 16 béng xung dién. Nhin chung, c6 thé dat duoc su chuyén
gen 4n dinh, thAm chi véi su Véng mit cla cac chit chon loc, bz"mg céch tich hop nhiém
sdc thé cua it nhdt mot trinh ty axit nucleic phu thém. Vi muc dich nay, té bao c6 thé
duoc gdy nhidm bang virut hodc thé thye khuén. Theo cach khac, c6 thé ap dung céc
phuong tién khic clia viéc tai td hop twong dong va tai t6 hop khong twong ddng c6 st
dung, vi dy, hé théng trén co s¢ virut hoac hé théng trén co s¢ transposon.

Ddi véi cac ung dung cdng nghé sinh hoc, viéc trich xuét oligosacarit 16n hon tur
té bao 1a mot van dé phuc tap. V& cin ban, diéu nay dung 12 nhu vay, boi vi chi ¢6 it co
ché té bao lién quan dén sy van chuyén nhu vay da duoc nhan dién. Ly do x&y ra hién
tugng trich xuét oligosacarit khong thudng xuyén tir cdc té bao 1a phép tdng hop
oligosacarit tiéu thu lugng 16n cac nguén luc té bao. Do d6, su tén hao céc hop chét
nay thudng bét loi cho té bao.

Ngoai ra, da sd cac co ché da biét dung dé trich xuét oligosacarit bao gdm sy cai
bién hoa hoc ddi véi oligosacarit, vi du, bing cach lién két chiing vao cac gbe-lipit
(Alaimo va cdc dong tdc gia 2006). Vi vay, oligosacarit khéng chi duoc mang trén
mang, tc ché su giai phong ching vao méi trudng, ma con lién két hoa hoc vao cac
gbc-lipit, 1am giam tinh tan cta chung trong méi trudng nudc. Do vay, cac co ché nay
kho long phit hop dé sir dung trong san xut oligosacarit quy mé 16n.

Ho chat van chuyén tiét ra duong (SET), trude tién, dugc Liu va céc dong
nghiép mo ta (Liu et al, 1999a) ddi véi E. coli, bao gdm céc protein SetA, SetB va
SetC. Céac chit twong dong (tinh dong nhit axit amin >50%) ciia cic protein van
chuyén dugc tim thdy chu yéu trong Enterobacteriaceae (Liu va cdc dong tdc gid
1999a).

Bén canh glucoza va lactoza, cac protein trich xut SET thé hién tinh dic hiéu
trén co chit dbi voi monosacarit va disacarit cu thé cling nhu, vi du, phén tir cdm ng
isopropyl-p-D-thiogalactosit (IPTG) va chit ddng ding dudng o-nitrophenyl-B-D-
thiogalactosit (ONPG) doc hai (Liu va cdc dong tdc gid, 1999b). Tuy nhién, cac nghién
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ctru hoa sinh da cho thiy réng, vi du, SetA biéu hién hoat tinh vén chuyén tir rét thép
xudng bing zero dbi vdi cac phan tir I6n hon nhu heptoza hodc trisacarit.

Vi nhitng 1y do trén ddy, khong thé du kién duoc 1a protein trich xuét cia ho
SET s& thich hop cho viéc van chuyén oligosacarit.

Tuy nhién, c4c tic gia sang ché da phat hién ra rang, that ngac nhién 13, su biéu
hién qua mirc cua protein trich xuit SET din dén mot sy trich xudt hitu hiéu déi voi
oligosacarit.

Ngoai ra, protein SET da dugc chiing minh 14 c6 tac dung trich xuit lactoza, mot
trong nhitng chét chiét cta phan tng tdng hop. Do d6, du kién duoc rang viéc tong hop
oligosacarit dugc thyc hién trong cac té bao dugc cai bién s& dién tién rét cham va
khong hiéu qua do su rat lién tuc cta chét chiét khéi té bao.

Nguoc lai, cac tac gid sang ché 14n du tién d3 c6 thé chirng minh réng, mic dau
su biéu hién qua mirc cta protein trich xuit SET, viéc téng hop oligosacarit thu dugc
trong céc t€ bao dugc cai bién thi co hiéu suét cao.

Nhin chung, t6t hon, néu té bao dugc chon tir nhém bao gdm té bao vi khuén,
nim, déng vat va thuc vét. Do d6, cu thé 13, tbt hon, néu té bao 1a té bao Escherichia
coli.

Do d6, vu diém 1a céac té bao E. coli dem lai hoat tinh chuyén hoa cao va ty 1€ tai
san xuét cao. Ngoai ra, E. coli 1 mdt trong sb sinh vat dugc mé ta dic diém t6t nhat
cho muc dich sinh hoc phan tir va k§ thuét sinh hoc. Nhiéu k¥ thuat dung cho viéc bién
nap va nudi cdy vi khudn da biét trong linh vuc k¥ thuit ndy da duoc lam thich tGng
mot cach dic biét v4i E. coli. Ngoai ra, cac ching E. coli ¢6 mdt loat nén di truyén thi
c6 ban trén thi truong.

Ngoai ra, tot hon, néu enzym duoc chon tir nhém bao gdm glycosyltransferaza,
glycosyltransferaza loai Leloir, glycosyltransferaza khong phai Leloir,
sialyltransferaza, galactosyltransferaza, fucosyltransferaza, mannosyltransferaza, N-
axetylglucosaminyltransferaza, N-axetylgalactosaminyltransferaza.

Theo mot phuong én, enzym la fucosyltransferaza.
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Ngoai ra, tot hon, néu chat van chuyén tiét ra duong 12 SetA hodic mot dan xuét

cua no.

Uu diém trong trudong hop nay 1a SetA, trong s céc thanh vién da duge md ta
v& mit hoa sinh caa ho SET gém cac protein trich xuét, thé hién ndi bat tinh dic hiéu
trén co chat rong nhit. Vi vy, mot tdp hop rong nhét gdm oligosacarit c6 thé, it nhit
v& mit tiém ning duoc trich xuit va vi vy ma duoc san xuét, bang céach str dung SetA.

Déng thoi, t6t hon, néu t& bao con duge bién nap dé chtra it nhAt mot trinh tu
axit nucleic ghi ma cho protein tao thuan lgi cho hodc thiic diy qua trinh nhap vao cta
cac chat chiét can thiét dbi véi phép téng hop oligosacarit.

Do d6, thuén lgi 1a ndng do chit chiét bén trong té bao duge tang l1én. Trong céc
hoan canh binh thuong, su trich xuét cac chét chiét nhu fucoza hodc lactoza bi han ché
béi tinh kha dung cia cac protein nhap vao twong tng. Tuy nhién, trong truong hop té
bao dugc diéu chinh cho viéc tong hop oligosacarit quy mé 16n, thi sy trich xuét cac
chét chiét, dua trén cdc mic ndi sinh cta cac protein nhdp vao, c6 thé khong du dé
cung cip chat chiét mot cach én dinh cho phan tng tdng hop. C6 thé giai quyét van dé
nay bang cach biéu hién qua mirc cic protein nhip vao twong img.

CAc protein nhap vio lién quan dén truong hop nay chii yéu 1 nhitng chit van
chuyén dung cho cdc monosacarit hodc disacarit nhu chét van chuyén lactoza, vi du p-
galactosit permeaza (LacY) cua E. coli, hodc chit van chuyén fucoza, vi du, fucoza
permeaza (FucP) cla E. coli, nhung ciing c6 thé bao gdm céc chit van chuyén ding
cho nucleotit va chat chiét khac.

Pic biét thich hop, néu té bao duoc bién nap dé chira it nhat mét trinh ty axit
nucleic ghi ma cho protein dugc chon tir nhém bao gﬁ‘)m chét van chuyén lactoza, chét
van chuyén fucoza, chit van chuyén axit sialic, chit van chuyén galactoza, chit van
chuyén mannoza, chit vén chuyén N-axetylglucosamin, chit van chuyén N-
axetylgalactosamin, chit van chuyén- ABC, chit van chuyén ding cho dudng duoc

hoat héa nucleotit va chit van chuyén ding cho nucleobazo, nucleosit hodc nucleotit.
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Lién quan dén van dé nay, dudong dugc hoat héa nucleotit cd thé 1a, nhung
khong chi gidi han &, GDP-fucoza, CMP-sialic axit, UDP-galactoza, UDP-glucoza,
GDP-mannoza, UDP-glucosamin hodc UDP-galactosamin.

Ngoai ra, thuét ngit nucleobazo 13 viét tit cia Guanin, Xytosin, Adenin, Thymin
va Uraxil. nucleosit 1a viét tit cia Guanosin, Xytidin, Adenosin, Thymidin va Uridin
trong khi d6 nucleotit c6 thé 1a monophosphat, diphosphat hodc triphosphat cia
Guanosin, Xytidin, Adenosin, Thymidin hoéc Uridin.

Ngoai ra, t6t hon, néu té bao con duoc bién nap dé chira it nhit mot trinh tu axit
nucleic ghi mi cho protein dugc chon tr nhém bao gdm nucleotidyltransferaza,
guanylyltransferaza, uridylyltransferaza, Fkp, L-fucoza kinaza, fucoza-1-phosphat
guanylyltransferaza, CMP-axit sialic syntetaza, galactoza kinaza, galactoza-1-phosphat
uridylyltransferaza, glucoza kinaza, glucoza-1-phosphat uridylyltransferaza, mannoza
kinaza, mannoza-1-phosphat guanylyltransferaza, GDP-4-keto-6-deoxy-D-mannoza
reductaza, glucosamin kinaza, glucosamin-phosphat axetyltransferaza, N-axetyl-
glucosamin-phosphat  uridylyltransferaza, UDP-N-axetylglucosamin 4-epimeraza,
UDP-N-axetylglucosamin 2-epimeraza.

Lién quan dén van dé nay, thuat ngir nucleotidyl transferaza thuong dé cap dén
cac enzym ma c6 thé chuyén céc nucleotit 1én trén dudng chira nhém rugu dugc este
héa bang axit phosphoric, n6 1a dudng c6 trong tu nhién hodc dudong khong phai tu
nhién.

Do d6, uu diém 13, nhu ciing dugc mé ta trong Parkot va cac dong tac gia 2008,
dugc dua vao day béng cach vién din, c6 thé bd sung luong ndi bao cia duong dugc
hoat héa nucleotit nhw GDP-fucoza. Vi véy, phép téng hop oligosacarit dugc lam cho
hi€u qué hon.

Ngoai ra, nhin chung, t6t hon, néu con dwdng di hoa cia té bao ding cho
monosacarit, disacarit hogc oligosacarit duoc chon lién can dén va/hodc can thiét cho

su téng hgp oligosacarit bi lam bét hoat it nhit mot phén.
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Uu diém & day 1a toan bo hiéu suét tdng hop c6 thé duge ting 1én. Piéu nay la
dang boi vi it chat chiét hon danh cho phép téng hop oligosacarit bi tiéu thu béi hién
tugng chuyén héa néi sinh cua té bao.

Theo phuong 4n dugc md ta dudi day, vi du, cac té bao duge sir dung, té bao
nay thiéu sy phan huy lactoza. Didu nay ¢6 thé dugc thuc hién bang cach 1am bét hoat
enzym pB-galactosidaza, enzym nay duoc ma héa béi gen lacZ. Su cai bién gen nay
ngin nglra hién tugng phan cit ndi bao lactoza thanh cédc monosacarit glucoza va
galactoza co thé chuyén hoa nhanh duogc. Vi vdy, lactoza c6 mit & néng do cao hon
trong vai trd 1a phan ttr nhan cho phan tng glycosyl héa/fucosyl hoa ké tiép.

Theo mdt phuong 4n khéc nita, cac t& bao dugc st dung cho phép tong hop
oligosacarit chi hodc bén canh su thiéu hut lacZ dugc mé ta trén day, thiéu hut su phan
hiy L-fucoza. C6 thé thuc hién duoc didu nay bing cach lam bét hoat gen fucd ghi ma
cho enzym di hoa chinh yéu fuculoza-1-phosphat aldolaza (FucA) ciia con dwdng phan
huy fucoza.

T4t nhién, ciing sin c6 cac k§ thuat khéc, tir cac chét &rc ché enzym dén cac cdu
traic RNAi duoc chuyén nhiém mot cach 6n dinh, nhitng k¥ thuat nay c6 thé duoc st
dung dé it nht 1a lam bAt hoat mot phé‘ln cac con duong di hoa.

Trong pham vi clia sang ché, nhin chung, t6t hon, néu oligosacarit chura it nhét
ba tiéu don vi va/hodc biéu hién ndi bat trong luong phan ti 13 it nhét béng 480 g/mol.

T4t ca cac HMO c6 tAm quan trong 16n lao c6 trong lugng phan tir trén ngudng
nay.

Sang ché con dé cap dén phuong phap san xut oligosacarit, bao gdm cac budc:

a) tao ra té bao theo sang ché,

b) nudi ciy t€ bao trong méi trudng dudi cac diu kién cho phép san xuit

oligosacarit dd néu,

c) chiét oligosacarit d3 néu tir moi truong nudi cay.

Trong pham vi cta sang ché, cac diéu kién cho phép duogc hiéu 1a nhitng diéu
kién lién quan dén thong sd vat Iy hodc thong sd hoéa hoc bao gdm, nhung khong chi

gid¢i han &, nhiét do, do pH, ap sut, ap suét thAm thau va néng do san phém/chét chiét.
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Theo mét phwong 4n cu thé, cac didu kién cho phép c6 thé bao gdm khoang
nhiét do 1a 30 +/- 20°C, khoang pH 14 7 +/- 3.

Phuong phap duoc md ta trén dy c6 dugc vu diém 14 oligosacarit c6 thé duge
chiét mot cach truc tiép tir méi trudng nudi cdy, trong khi d6 cac phuong phap da biét
doi hoi sy phan giai té bao va su chiét ké tiép dbi véi oligosacarit tir san phdm phan
giai thu dugec.

Lién quan dén van dé nay, tdt hon, néu budc b) dugc thuc hién béng cach su
dung thiét bi phan ung sinh hoc dong chay lién tuc.

Uu diém 13, bang cach sir dung thiét bi phan ng sinh hoc dong chay lién tuc, c¢6
thé d& dang lam ting lwong oligosacarit san xut ra. Didu nay 1a dang, bdi vi phép tong
hop x4y ra mét cach lién tuc & mirc trong dbi cao.

fo)ng thoi, t6t hon, néu méi truong trong budc b) chira mot hodc nhiéu chét
duge chon tir nhém bao gdm nhitng chit bd sung co ban dung dé hd tro su tang trudng
va nhan 1én cua té bao, chit chon loc, chét kich dong cua hoat tinh gen va chéit chiét
can thiét cho sy tong hop oligosacarit.

Céc chit bd sung tiéu biéu ding dé hd tro sy ting truéng va nhan 1én cua té bao
thi da dugc biét dén rong rai tir giai phap k¥ thuat hién c6 va duoc mé ta, vi du, trong
Sambrook va Russel, 2001. Nhitng cht bd sung co ban nhu vay dap ting nhu ciu dinh
dudng chung cia cac té bao duoc nudi cdy, chira, vi du, protein, carbohydrat, lipit va
khoang cht.

Béng thoi, cac chit chon loc nhu chét khéng sinh thi da duogc biét dén rong rai
tir giai phap k¥ thuét hién co, vi du Sambrook va Russel, 2001. Céc chit nhu vay co thé
dugc st dung dé bao vé san phém nudi céy clia cac té bao duoc cai bién v& mit di
truyén khoi su nhiém dai déng c4c sinh vat canh tranh nhu nAm hodc vi khudn. Ngoai
ra, vi dy, trong cac qu?m thé vi khuén, cac chat chon loc c6 thé dugc st dung dé 1am 6n
dinh théng tin di truyén dugc chira trén plasmit.

Céc chét kich dong cua hoat tinh gen c6 thé duoc st dung dé kich thich hoic trc
ché hoat tinh cta cac gen hodc tip hop cla cac gen cu thé trong té bao mdt cach chon

loc. Nhitng chét kich dong nhu vay 14 tir cac hop chit héa hoc don gian nhur isopropyl-
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1-thio-B-D-galactopyranosit (IPTG) dén cac hop chét phirc tap hon nhu hormon. Chét
kich dong nhur vay cua hoat tinh gen thi da duoc biét dén rong rai tir giai phap k¥ thuét
hién co, vi du, tir Sambrook va Russel, 2001.

Ngoai ra, t6t hon, néu cac chét chiét duge chon tir nhém bao gdém arabinoza,
threoza, erythroza, riboza, ribuloza, xyloza, glucoza, D-2-deoxy-2-amino-glucoza, N-
axetylglucosamin, glucosamin, fructoza, mannoza, galactoza, N-axetylgalactosamin,
galactosamin, sorboza, fucoza, axit N-axetylneuraminic, glycosit, duong khong phai tu
nhién, nucleobazo, nucleosit, nucleotit va dipolyme hodc polyme c6 thé c6 bét ky cta
ching.

Nhin chung, t6t hon, néu oligosacarit chira it nhit ba tiéu don vi va/hoic bidu
hién ndi bat trong lugng phén tir 13 it nhit bing 480 g/mol.

Theo mot phwong 4n cla sang ché, oligosacarit dugc san xuét bang phwong
phép dugc md ta trén ddy 1a fucosyllactoza, wu diém trong trudong hop niy la

fucosyllactoza 12 mét trong sb cac hop chit ndi trdi nhit c6 mit trong HMO.
Vi du thyc hién siang ché

Vi du 1: Téng hop oligosacarit va vin chuvén bén trong té bao vi khudn gram &m

Fig.1 biéu thi mat cat cta té€ bao vi khudn gram am 10. Té bao vi khuén gram 4m
10 theo sang ché bao gdm mang ngoai 11, mang huyét trong 12, chu chét 13, ndm giita
mang ngoai 11 dd néu va mang huyét twong 12 dd néu, va chit dich bao twong 14,
dugc boc trong mang huyét trong 12 da néu. Mang ngoai chita cic porin ma théng qua
d6 céc hop chit tan trong nudce c6 thé di chuyén tir méi truong 16 vao chu chit 13 va
nguoc lai.

Theo mdt phuong 4n cia sang ché, mang huyét twong bao gdbm FucP, 1am chit
van chuyén-chét chiét tha nhét 17, LacY, 1am chéit van chuyén chét chiét thir hai 18, va
SetA, lam yéu t6 trich xut san pham.

Ngoai ra, Fkp, lam nucleotidyltransferaza 20, va FutAco, lam

glycosyltransferaza 21, dugc chira trong chét dich bao tuong 14.
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Khi, theo phuong 4n ndy, fucoza, trong vai trd 13 chét chiét thir nhit 22, va
lactoza, trong vai trd 1a chit chiét thir hai 23, dugc cung cdp vao méi trudng 16, chung
di vao chu chét 13 thong qua porin 15. Sau do, chét chiét thir nhat 22 dugc van chuyén
bang chét van chuyén chit chiét thir nhat 17 vao chit dich bao tuong 14. Trong chét
dich bao twong, chit chiét thir nhit 22 dugc cai bién béi nucleotidyltransferaza 20 tao
ra chit chiét thir nht d3 duoc nucleotit hoa 24, GDP-fucoza.

Chét chiét thir hai 23, duoc nhap vao chét dich bao tuong 14 béi yéu tb nhép
chét chiét thtt hai 15.

Sau d6, glycosyltransferaza 21 xuc tic phan Ung giita chat chiét thir nhat da
duoc nucleotit hoa, GDP-fucoza, va chét chiét thir hai, lactoza, tao ra oligosacarit 25,
3-fucosyllactoza, va GDP (khong dugc thé hién).

Ké tiép, oligosacarit 25 dugc trich xuat khoi chit dich bao twong 14 béi yéu td
trich xuét san pham 19 (SetA) vao chu chét 13 va c6 thé roi khoi chu chét 13 thong qua
porin 15, di vao moi truong 16.

Vidu 2: Vit liéu va phuong phap

2.1 Kién tao céc plasmit biéu hién va phat trién ching E. coli

E. coli IM109(DE3) (Promega; www.promega.com) dugc st dung lam chung
chi ban dau cho viéc phat trién chung san sudt E. coli. Tét ci cac doan mdi
oligonucleotit dugc sir dung cho cac quy trinh vo tinh héa thi dugc liét ké trong bang 1.
Céc plasmit pACYC-lacY va pACYC-lacY-setA duge kién tao nhu sau: cic gen lacY
(twong g v6i s truy cap GenBank ACB02461) (GenBank; www.ncbi.nlm.nih.gov)
va setd (tuong Ung véi sb truy cdp GenBank YP_025293) (GenBank) dugc khuéch dai
tir ADN hé gen ctia E. coli TOP10 (Invitrogen; www.invitrogen.com) bang céach sir
dung céc doan mdi lacY Ncol forward/lacY EcoRI reverse va setA Ndel forward/setA
Xhol reverse. Cac san phdm PCR dugc dua vao quy trinh tiéu hoa bang enzym cét gi6i
han da dugc chi ra, va dugc budc véi vecto biéu hién da duge tiéu hoa tuong Ung
pACYCDuet-1 (Novagen; www.merckbiosciences.co.uk).

Céc plasmit thu dugc dugce kiém tra bang su tiéu héa gi6i han, dién di trén gel

agaroza cling nhu giai trinh tw véi cac doan mdi pACYCduetUP1, DuetDOWN-1-
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Primer, DuetUP2-Primer va T7-Terminator-Primer dé chén chinh xac cac gen (dit li¢u
khong duoc thé hién). Cac plasmit pCOLA-fkp-fucP va pET-futAco duoc sit dung thi
da duogc kién tao trude do (Parkot va cdc déng tdc gia, 2008). Pé thu duoc céc ching
JMO00, IMO1 va JMO02, cac dang két hop khac nhau cia cac plasmit dugc dua vao
E. coli IM109(DE3) bing phuong phap mé 18 bing xung dién (Dower va cdc dong tdc
gid, 1988). Tét ca cac plasmit va cac chung vi khudn duoc liét ké trong bang 2.

2.2 Lam bét hoat qu trinh di héa fucoza trong E. coli:

Pé ngan ngira su phan huy fucoza dugc cung cip tir bén ngoai vao, gen fucA ghi
ma cho enzym di hoéa chinh yéu L-fuculoza-1-phosphat aldolaza dugc x6a bo khoéi
nhidm sic thé cia E. coli IM109(DE3). T4t ca cac doan mdi oligonucleotit dugc st
dung cho cac quy trinh 1am phat sinh dot bién duoc liét ké trong bang 1. Ddi véi viée
kién tao dot bién x6a bo ficd, thi 4p dung phuong phap cua Datsenko va Wanner
(Datsenko va Wanner, 2000), bang cach st dung cac doan mdi fucA-knock-f va fucA-
knock-r. Su x6a bo chinh xac cta fucA dugc xac nhan bang PCR ¢6 st dung cac doan
mdi fucA-control-f va fucA-control-r béng cach chin vi tri chén nhiém sic thé, va kiéu
hinh am tinh fucoza dugc x4c minh bang cich dan mong vi khudn trén méi trudng aga
ti thiéu M9 (Sambrook va Russell, 2001) c6 fucoza duge bd sung trong vai trd 1a
ngu@)n carbon don 1¢ (dit liéu khong dugce thé hi¢n).

Bang 1. Cac doan mdi dugc str dung trong nghién ctru nay.

Tén Trinh tu (523" Vi tri
gidi han
duoc bd

sung
fucA-knock-f AATTACTCTTCAATTCGTAACCCATAGGT

TTTGAATTTCTCCAGCACTACGGCAATCT
CTTCATCGCTCAGCAGTGTAGGCTGGAGC
TGCTTCGAAGTTC

fucA-knock-r GGTGGGTAATTAAACGGCTAATTCAATA
GTGTGAAAGGAACAACATTATTGCCCTG
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TTTTGAATCAGAGAGAGGGCTGACATGG

GAATTAGCCATGGTCC

fucA-control-f CATTCTGTTAGCCATCATCCTTCTCC

fucA-control-r GAAGAAGATGGTGGGTAATTAAACGGC

setA Ndel forward AAGGGAAAAACATATGATCTGGATAATG  Ndel
ACGATGGCTCGCCGTATGAACGGTG

setA Xhol reverse AAGGGAAAAACTCGAGCCACGTCATCAA  Xhol
ACGTCTTTAACCTTTGCGG

lacY Ncol forward AAGGAAATATACCATGGGCTACTATTTA  Ncol
AAAAACACAAACTTTTGGATGTTCGG

lacY EcoRI reverse AAGGAAAACCGAATTCGATTGCTTAAGC  EcoRI
GACTTCATTCACCTGACGACGCAGCAGG
G

pACYCduetUP1 GGATCTCGACGCTCTCCCT

DuetDOWN-1-Primer GATTATGCGGCCGTGTACAA

DuetUP2-Primer TTGTACACGGCCGCATAATC

T7-Terminator-Primer TATGCTAGTTATTGCTCAG

" C4c vi tri nhan biét endonucleaza giéi han duoc gach chan.

Bang 2. Cac chung vi khuin va cac plasmit duge sir dung trong nghién ctru nay.

Tén (c4c) dic diém lién quan* Nhiing
phén tham
chiéu
Ching E. coli
TOP10 F- mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC), ¢80lacZAM15, Invitrogen

AlacX74, recAl, araD139, A(araleu)
7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG

JM109(DE3) endAl, recAl, gyrA96, thi, hsdR17 (1, my"), relAl, Promega
supE44, A—, A(lac-proAB), [F’, traD36, proAB,
lacl"ZAM15], IDE3
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IM109(DE3)AfucA TM109(DE3) dot bién x6a bo fucA Nghién
clru nay
JMO00 Chung ddi chimg am, JM109(DE3) chita cic vecto Nghién
rong pCOLADuet-1, pETDuet-1 va pACYCDuet-1 ciru nay
IMO1 IM109(DE3) chura pCOLA-fkp-fucP, pET-futAco va Nghién
pACYC-lacY cliru nay
IMO02 JIM109(DE3) chita pCOLA-fkp-fucP, pET-futAco va WNghién
pACYC-lacY-setA clru nay
IMO03 IM109(DE3) chira pCOLA-fkp-fucP va pACYC-lacY- Nghién
setA ciru nay
JMAO00 Chung d6i chimg am, JM109(DE3) AficA chita cac Nghién
vecto rébng pCOLADuet-1, pETDuet-1  va clundy
pPACYCDuet-1
JIMAO1 IM109(DE3) AfucA chita pCOLA-fkp-fucP, pET- Nghién
JfutAco va pACYC-lacY clru nay
IMAO02 IM109(DE3) AfucA chia pCOLA-fkp-fucP, pET- Nghién
futAco va pACYC-lacY-setA cliru nay
JMAO03 IM109(DE3) AfucA choa pCOLA-fkp-fucP va Nghién
pACYC-lacY-setA ciu ndy
Céc plasmit
pCOLADuet-1 vecto biéu hién, Km® Novagen
pETDuet-1 vecto biéu hién, ApR Novagen
pACYCDuet-1 vecto bidu hién, CmR Novagen
pCOLA-fkp-fucP  chita cac gen fkp va fucP, KmR Parkot va
cdc dong
tac gia,
2008
pET-futAco chira gen fucosyltransferaza dugc tdi wu héa codon Parkot va
futAco cta H. pylori, ApR cdc dong
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tdc gid,
2008
pACYC-lacY chira gen lacY, Cm® Nghién
cuu nady
pACYC-lacY-setA  chia cac gen lacY va setd, Cm® Nghién

cuu nay

ApR, khang ampixilin; KmR, khang kanamyxin; Cm®, khang cloramphenicol.

2.3 Cac di€u kién nuoi cay va di€u ché dich chiét té bao

Chung E. coli duoc tiém 1:100 tir cdc san phdm nudi cdy qua dém trong 100ml
moi truong khoang chit (Samain va cac ddng tac gia, 1999), chta 7,0g 1" NH4H,PO,,
7,0g I KoHPO4, 1,0g 11! MgSO4x7H20, 0,5g 17! axit xitric, 2,0g I'' KOH, 0,0045¢g 1!
thiamin-HCI va 7,5ml I'' dung dich khoang chit vi lwong. Dung dich khoang chét vi
lwong gbc chira 70mM nitrilotriaxetat (46 pH 6,5), 7,5g 1! sit (III) xitrat, 1,3g 1!
MnChLx4H,0, 0,21g I'! CoCl,x6H,0, 0,13g I'' CuClx2H,0, 0,25g 1" H3BOs, 1,2g 1!
ZnSOsx7HO va 0,15g 1" NaxMoO4x2H,0. Méi trudng nay dugc bd sung 0,1%
glucoza va 1% glyxerol trong vai trd 14 ngudn carbon, va 100 pg ml! ampixilin, 50
pg ml” kanamyxin va/hodc 20 pg ml! cloramphenicol truéc khi u trong may lic quay
& 37°C dem lai su suc khi tét.

Khi cac san phdm nudi cdy dat dén mat do quang hoc (ODeoonmy 12 x4p xi 1,0, thi
isopropyl-1thio-p-D-galactopyranosit (IPTG) cam tng duoc bd sung & ndng do la
0,5mM, va san phdm nubi cdy duoc @ qua dém & 28°C trong diéu kién lic lién tuc. Sau
xp xi 16 gidy, L-fucoza 40mM va lactoza 20mM duoc bd sung. Sau dé, san phim nudi
céy duge 1 mot cach lién tuc & 28°C trong didu kién lic lién tuc.

O mét vai thoi diém, cic miu 20ml clia san pham nudi cdy duoc thu gom, va
céc té bao dugc thu hoach bang cach quay ly tim. Cac dich ndi & trén clia mé nudi ciy
duogc tach va duge phan tich ngay lap tirc bing sic ky trao d6i anion hiéu suét cao

(HPAEC) hoic dugc bao quan & -20°C. Cac vién két té bao duoc rira bing PBS
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(Sambrook va Russell, 2001), dwoc tai tao huyén phu 5 l4n trong lwong nude cét vién
két, va dugc phan giai bang cach dun sbi trong 10 phut. D& thu dugc cac phin nodi bao,
manh vun té bao dugc tach bang ly tAm va san phidm phan giai té bao trong subt duoc
bao quan & -20°C hoic duoc phan tich ngay 14p tirc bang HPAEC.

2.4 SDS-PAGE

Su biéu hién cta protein di twong ddng dugc kiém tra bing SDS-PAGE
(Sambrook va Russell, 2001) (dit liéu khong dugc thé hién). Dich chiét protein dugc
didu ché trong 1x dém nap gel SDS, va gel polyacrylamit dugc nhuém bing Coomassie
Brilliant Blue.

2.5 Phat hién oligosacarit bang sic ky trao déi anion hiéu suét cao bang phwong phép

phat hién bang do cudng d6 dong dién xung (HPAEC-PAD)

Céc mau dugc phan tich bing sic ky trao dbi anion hiéu sudt cao (HPAEC)
bang cach st dung thiét bj phat hién bang do cudng do dong dién xung (PAD) Decade
II (Antec Leyden; www.antec-leyden.nl) va c¢ot CarboPac PA20 (Dionex;
www.dionex.com) dugc ndi véi hé théng HPLC (Shimadzu; www.shimadzu.eu). Thiét
bi phat hién tinh nhay cam dugc 4n dinh & 50pA dién 4p xung dugce ap dung 1a 0,05V.

Monosacarit, disacarit va oligosacarit dwoc rira giai bing natri hydroxit 10mM &
tbc do dong chay 1a 0,4ml phut’. Sau 30 phut rira giai ding dong bang NaOH 10mM,
cdt dugc rira trong 20 phut béng NaOH 200mM dé thu duoc thoi gian luu lai 6n dinh
va sau d6 duogc tai tao bang NaOH 10mM trong 20 phut. Dbi vai tt ca cac mau da
duge phén tich, 20pl dung dich dugc pha lodng véi nudce cit theo ty 16 1:2 duge sir
dung cho viéc phan tich HPAEC. Phép phén tich thong qua HPAEC-PAD da cho thiy
thoi gian Iuu lai trén c6t HPLC duoc st dung 14 x4p xi 3,5 phut dbi véi tiéu chudn L-
fucoza, xAp xi 15 phut d6i véi tiéu chudn lactoza, va x4p xi 11-12 phat dbi véi tiéu
chuin 3-fucosyllactoza (dit li€u khong dugc thé hién). Cac tiéu chuén cua cac chét
glyxerol va glucoza, nhitng chit ndy duoc bd sung vao mdi truong nudi cdy trong vai
trd 12 ngudn carbon, dugc ghi lai voi thoi gian luu lai 14n luot 12 x4p xi 1,5 phut va 7-8

phut.
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Vi du 3: San xuét 3-fucosyllactoza va su tiét phu thudc SetA vao moi trudng nudi ciy

bang E. coli tai td hop

Muc dich cla thir nghiém nay 14 nghién ctu su trich xuét do SetA gay ra cia 3-
fucosyllactoza ndi bao. Cac chung E. coli IMO01 va IM02 (xem bang 2) dugc st dung
cho cac thit nghiém Ién men. Céc chiing JMO1 va JMO02, nhiing ching nay vira biéu
hién cdc enzym Fkp va FutAco (al,3-fucosyltransferaza) cling nhu céc protein vén
chuyén FucP va LacY, chi khac biét v& su biéu hién cta chét van chuyén SetA. JIMO1
thi khong san xuat qua mirc SetA, va JMO02 thi san xuét qua murc SetA.

Fig.2 biéu thi cac lugng 3-fucosyllactoza trong khéi lugng 4m té bao va dich ndi & trén
ctia san phdm nudi cdy E. coli IMO1 va IM02 duoc x4c dinh bing phép phén tich
HPAEC-PAD.

Pé x4c dinh hiéu qua cda su biéu hién qua muc SetA, cac lan do dugc thuc hién
& thoi diém 7, 24 va 32 gio sau khi cam tng st bidu hién fkp, fucP, lacY, futAco va
setA.

Trong Fig. ndy, cic phan ngoai bio ciia 3-fucosyllactoza dugc do trong E. coli
JMO1 (SetA khong duge biéu hién qua mirc) duoc trinh bay bang cac c¢dt I, cac phin
ndi bao dugc trinh bay bang cac cot II. Trong truong hop E. coli IM02 (SetA-dugc
biéu hién qua mirc), cac phan ngoai bao ciia 3-fucosyllactoza dugc trinh bay bing cac
cot I1I va cac phan ndi bao duoc trinh bay bing cac cot IV. Tét ca céc tri s 1a nhitng tri
s6 trung binh tir hai thir nghiém, céc thanh béo 16i biéu thi d6 1éch chuin tuong ng.

Nhitng phép do nay cho thiy ring ching JIM01, ching khong biéu hién qua mirc
SetA, tich tu 3-fucosyllactoza trong phan chét dich bao tuong.

Nguoc lai, néng dd ndi bao ciia 3-fucosyllactoza trong trudng hop ching
JMO002, biéu hién qua muc setd, 1a dudi mire phat hién.

Ngoai ra, cac dich ndi & trén tir san phdm nudi cdy JIMO1 va JM02 thé hién ham
lwong cu thé ciia 3-fucosyllactoza. Tuy nhién, nhd d6, ham luwong ctia 3-fucosyllactoza
duogc phét hién thy trong dich ndi & trén ctia san pham nudi cdy JM02 dugc tang 1én
nhiéu so v&i ham luong ciia 3-fucosyllactoza dugc phat hién thy trong dich ndi & trén

ctia san pham nudi cdy JMO1. Trong khi sau 32 gid, ndng d6 cua 3-fucosyllactoza
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trong dich ndi & trén ciia JMO1 1a x4p xi 21mg I'!, ndng d6 3-fucosyllactoza trong
truong hop IMO02 1a trén 51mg 1.

Su so sanh cua tong lugng cua 3-fucosyllactoza trong cac san phim nudi ciy
cua E. coli IMO1 va JM02 dugc md ta trong Fig. 3.

O day, tong luong cua 3-fucosyllactoza trong san phdm nuéi cy E. coli IMO1 1a
duoc trinh bay biang cac c6t I va téng luong cua 3-fucosyllactoza trong san phim nudi
cay E. coli IM02 13 dugc trinh bay bang céac cot II. Mit khac, cac tri sb trung binh tir
hai thir nghiém ciing dugc thé hién.

Sau 32 gio U, chung JMO02 san xuét téng cong 51,68mg 1! nhiéu hon xip xi 57
% 3-fucosyllactoza so véi chung JMO1 (32,99mg 1).

Vi du 4: Ban luan

Céc két qua thi nghiém cua phép phan tich HPAEC-PAD cho thiy ring nhiing
khac biét 16n vé su tdng hop va van chuyén cia 3-fucosyllactoza ton tai gitra cac chiing
JMO1, ma khong c6 sy biéu hién qua muc SetA, va JM02, biéu hién qua muc SetA.

Ban dau, 3-fucosyllactoza 1a khong phat hién dwoc trong khéi luong 4m té bao
ctia san phdm nudi cdy JMO02, trong khi d6 ndng do cao ciia 3-fucosyllactoza c6 thé
duogc do trong dich ndi & trén.

Pidu nay ro rang biéu thi ring sy biéu hién qua muc cia SetA trong E. coli dan
dén su trich xuét cuc ky hiru hidu 3-fucosyllactoza khi té bao.

Vi viy, céac tac gid sang ché da chiing minh dugc réng SetA, trai ngugc voi
nhitng gi dugc mong doi tir giai phap k¥ thuat hién c6, ¢6 thé trich xuit mot cach hiru
hiéu oligosacarit 16n hon biéu hién ndi bat, trong trudng hop ndy, ba tiéu don vi va
khéi lwgng phan tir 14 488 g/mol.

Nguoc lai, trong khéi luong 4m té bao cua JIMO1, mot lugng dang ké cua 3-
fucosyllactoza dugc phat hién, trong khi d6 chi c6 lugng it ¢o thé so sanh dugc 3-
fucosyllactoza 14 c6 mit trong dich ndi & trén.

Két qua nay ching té rang, véi sy ving mit cia SetA dugc bidu hién qua mirc,
3-fucosyllactoza tich tu day dic trong chét dich bao tuong clia cac té bao vi khun.

Thue té 14 cling trong nhitng hoan canh nay, 3-fucosyllactoza dugc phat hién trong dich
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ndi & trén, theo tinh trang hidu biét hién c6, c6 thé bi quy cho su phan giai ting ciia cac
té bao vi khuén do néng d6 3-fucosyllactoza ndi bao cao.

Khi so sanh tong lugng ciia 3-fucosyllactoza trong san phdm nubi cdy JIMO1 va
JMO02, thi 13 rang 1a sy biéu hién qua mic ciia SetA khong chi dua dén ndng do 3-
fucosyllactoza trong dich ndi & trén ting, ma con lam ting tong luong cua 3-
fucosyllactoza duoc tong hop (xem Fig. 3).

Mitc tang vé tdng hiéu suét tdng hop nay cé thé dugc quy cho kha niang song té
bao cao hon cua céc té bao biéu hién qua mirc SetA, kha ning séng nay la do tranh
duge doc tinh dbi véi té bao-san phdm. Theo cach khic hodic ngoai ra, muc ting vé
tbng hiéu sudt tong hop nay ciling c6 thé dugc quy cho su tranh tac dung tc ché-san
phdm dbi v6i cac enzym tdng hop do sy trich xuét-san phidm do SetA duoc biéu hién
qua muc gay ra.

Vi vdy, cac tic gia sang ché da ching minh dugc ring su biéu hién qua mirc
chit van chuyén SetA 1a cich hitu hiéu dé nang cao san luong ctia phép tbng hop
oligosacarit, dugc thuc hién bang cac phuong phap ky thuat sinh hoc st dung céc té
bao ¢ thé nudi cly dugc. Ngoai ra, khi ma c6 thé tranh duogc hdu hét su wc ché-san
phim ctia cic enzym tdng hop lién quan va doc tinh déi véi té bao cia phép téng hop

san pham, thi sy san xuat dugc tao thuén loi va dugce lam cho dé kiém soat hon.
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YEU CAU BAO HO

1. Té bao vi khuén dugc nudi cdy 6n dinh trong mdi trudng, trong doé té bao nay duoc
diéu chinh dé san xuét fucosyllactoza, t& bao nay dugc bién nap dé chwa it nhit mot
trinh tu axit nucleic ghi ma cho fucosyltransferaza,

khac biét & chd

té bao nay con dwgc bién nap dé chia it nhat mot trinh ty axit nucleic ghi ma
cho protein ctia ho chit van chuyén tiét ra dudng, chit nay xuit fucosyllactoza tir phan
bao tan cua té nao vi khuin nay, hoic thé twong ddng chirc ning cua protein.
2. Té bao vi khuin theo diém 1, khac biét & chd t& bao nay 1a té bao Escherichia coli.
3. Té bao vi khudn theo diém 1 hoic 2, khéc biét & chd chét van chuyén tiét ra duong
12 SetA hodc dan xuét cia no.
4. Té bao vi khudn theo diém bt ky trong sb cac didm tir 1 dén 3, khac biét & chd nd
con duge bién nap dé chira it nhét mot trinh tu axit nucleic ghi ma cho protein tao
thuan loi cho hoic thic day qua trinh nhap vao ciia cac chét chiét cin thiét dé tdng hop
oligosacarit, trong d6 protein nay dugc chon tir nhém bao gdm chét van chuyén
lactoza, chit vén chuyén fucoza, chit vén chuyén axit sialic, chit véan chuyén
galactoza, chit van chuyén mannoza, chit van chuyén N-axetylglucosamin, chét van
chuyén N-axetylgalactosamin, chit van chuyén ABC, chit vin chuyén dung cho duong
duoc hoat hoa béng nucleotit va chit van chuyén dung cho nucleobazo, nucleosit hodc
nucleotit.
5. Té bao vi khudn theo diém bat ky trong sb cac diém tir 1 dén 4, khac biét & chd n6
con duge bién nap dé chira it nhAt mét trinh tu axit nucleic ghi ma cho protein dugc
chon tr nhém bao gbébm  nucleotidyltransferaza,  guanylyltransferaza,
uridylyltransferaza, Fkp, L-fucoza kinaza, fucoza-l-phosphat guanylyltransferaza,
CMP-axit sialic syntetaza, galactoza kinaza, galactoza-1-phosphat uridylyltransferaza,
glucoza kinaza, glucoza-1-phosphat uridylyltransferaza, mannoza kinaza, mannoza-1-
phosphat guanylyltransferaza, GDP-4-keto-6-deoxy-D-mannoza reductaza, glucosamin

kinaza, glucosamin-phosphat axetyltransferaza, N-axetyl-glucosamin-phosphat

-27-



23097

uridylyltransferaza, UDP-N-axetylglucosamin 4-epimeraza, UDP-N-axetyl-glucosamin
2-epimeraza.
6. Phuong phap san xuét fucosyllactoza, trong d6 phurong phéap nay bao gdm céac budec:

a) tao ra t€ bao vi khuan ¢6 phén bao tan va dugc bién nap dé chira it nhét
mot trinh ty axit nucleic ma hoa fucosyllactoza, va duoc bién nap dé qua
biéu hién chit xuét cho fucosyllactoza, chit xuét nay c6 kha ning xuit
fucosyllactoza tir phan bao tan cua té bao vi khuén nay;

b) nudi cdy té bao vi khudn nay trong méi trudong duéi cac didu kién cho
phép san xuit fucosyllactoza da néu, trong dé fucosyllactoza dugc xuét
vao moi trudng nay; va

c) chiét fucosyllactoza tir méi truomg nudi ciy.

7. Phuong phap theo diém 6, khac biét & chd budc b) dugc thuc hién bang cach sir
dungﬂﬁétbiph&nﬁngshﬁlhocdbnghéntuc

8. Phuong phép theo diém 6 hodc 7, khac biét & chd, méi trudng trong bude b) chira
mot hodc nhiéu chét dugc chon tir nhém bao gdm nhiing chit bd sung co ban dung dé
hd tro su tang trudng va nhan 1én cia té bao, chit chon loc, cac chét chiét can thiét cho
su tdng hop oligosacarit, cac chét kich dong cia hoat tinh gen, trong d6 cac chét chiét
duoc chon tir nhém bao gém arabinoza, threoza, erythroza, riboza, ribuloza, xyloza,
glucoza, D-2-deoxy-2-amino-glucoza, N-axetylglucosamin, glucosamin, fructoza,
mannoza, galactoza, N-axetylgalactosamin, galactosamin, sorboza, fucoza, axit N-
axetylneuraminic, glycosit, duong khong phai ty nhi€n, nucleobazo, nucleosit,
nucleotit va dipolyme hoic polyme c6 thé c6 bat ky ciia chung.

9. Phuong phap theo diém bt ky trong sb cac diém tir 6 dén 8, khac biét & chd protein
1a SetA.
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1

100

ADN

Escherichia coli

1

aattactctt caattcgtaa cccataggtt ttgaatttct ccagcactac ggcaatctct
tcatcgctca gcagtgtagg ctggagctgce ttcgaagttc

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

<400>

2

100

ADN

Escherichia coli

2

ggtgggtaat taaacggcta attcaatagt gtgaaaggaa caacattatt gccctgtttt

gaatcagaga gagggctgac atgggaatta gccatggtcc

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

<400>

3

26

ADN
Escherichia coli

3

cattctgtta gccatcatcc ttctcc

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

<400>

4

27

ADN
Escherichia coli

4

gaagaagatg gtgggtaatt aaacggc

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

<400>

5

53

ADN
Escherichia coli

5

aagggaaaaa catatgatct ggataatgac gatggctcgc cgtatgaacg gtg
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6

47

ADN
Escherichia coli

6

aagggaaaaa ctcgagccac gtcatcaaac gtctttaacc tttgcgg
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