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PHUONG PHAP TAO RA CAC CHUNG VI KHUAN SINH RA AXIT AMIN VA QUYJRiN\H SAN
XUAT AXIT AMIN BANG CACH LEN MEN NHO SU DUNG VI KHUAN NAY

Sé&ng ché dé cap dén phudng phap tao ra vi khuédn Coryneform cé kha ndng sinh ra axit amin
hoac axit nucleic cao han bao gom cac budc: gay dot bié€n trong trinh tu doan khéi dau cua cac
gen sinh t6ng hdp axit amin hodc axit nucleic trén nhiém sic thé cua vi khudn Coryneform dé
ldm cho né gidng vdi trinh tu lién &'ng hodc lam thay d&i trinh tu doan khai dau cla gen sinh
téng hgp axit amin hodc axit nucleic trén nhiém sic thé cta vi khudn Coryneform b&ng céch tai
td hop gen dé lam cho né giéng vdi trinh tu lién (’ng dé thu dugc cac thé dét bién cla vi khuén
Coryneform sinh ra axit amin ho&c axit nucleic, nudi cdy cac thé dot bién va chon céc thé dot
bién cé kha nang sinh ra mot lugng I8n axit amin hoac axit nucleic du dinh. Phudng phap nay
cb thé tao ra thé ddt bién c6 kha ndng lam tdng hodc kiém soat mirc dd bi€u hién cla gen du
dinh ma khéng can s dung plasmit va con cé kha nang sinh ra cac axit amin vdi san lugng cao
bang cach tai t8 hop hodc gay dot bién.

Linh vuc ky thuat dugc dé cap

Sang ché dé cap dén phuadng phap tao ra ching dét bién cé kha nang sinh ra axit amin vdi
hiéu sudt cao, va quy trinh san xudt cac axit L-amin bdng céch 1én men nhd cac thé dot bién

nay.

Tinh trang k¥ thuat cda sang ché

Céc phudng phéap tao ra cac ching dét bién dung dé san xuét axit amin badng cach |&n men
c6 thé dugc phan loai thanh hai phugng phap. Phuong phap thir nhat bao gdém viéc gay cac
dot bién ngau nhién trong ADN bang tac nhan gay dot bié€n hda hoc, va phuong phap th

hai Ia phuong phéap tai t6 hgp di truyén. Trong phudng phap tai t& hgp di truyén, ching cé



kha néng sinh ra chat du dinh dudc cai thién cé thé dudc phat trién bang cach tdng cudng
chu trinh trao d6i chit clia gen lién quan dé&n qua trinh sinh tdng hop chét du dinh, hodc
lam suy thodi gen cla enzym lién quan dén qua trinh phan huy. vé diéu nay, dé tdng cudng
gen du dinh, plasmit cd kha ndng tu sao chép ddc Iap vdi nhiém séc thé trong t& bao chu
yéu dudgc s dung.

Tuy nhién, phudng phép tdng cudng gen du dinh bang plasmit cé cdc van dé. Cu thé 13,
muc l[am giau gen du dinh cé thé bién déi tuy thudc vao sb lugng ban sao cla ban than
plasmit. Do d4, d6i vdi mot s ki€u gen du dinh, s lugng ban sao thudng qua nhiéu va két
qua 1a& qua trinh biéu hién tré nén qud mic, mic dd sinh trudng bi kim hdm hodc kha ning
sinh ra chat du dinh bi giam. Trong trudng hdp nhu vay, mac du mirc do tang cudng gen du
dinh cb thé bi giam bang cach s dung plasmit cé s6 lugng ban sao it, nhung tinh da dang
clia plasmit bi gidi han trong nhiéu trudng hop, va khdng thé khéng ché& dugc mic dé biéu
hién cua gen du dinh.

V&n dé nira 1a vi qua trinh sao chép cla plasmit thudng khéng 6n dinh, do dé plasmit dé bi
dao thai.

Vi du, Céng b8 don yéu cau cdp Patent Nhat s6 61-268185 (sau day viét tat la "J.P.KOKAI")
dé cap dén ADN tai t6 hop gém doan ADN chlra gen sinh ra glutamat dehydrogenaza (GDH)
(gen glutamat dehydrogenaza) thu dugc tir vi khudn Coryneform sinh ra glutamat, va doan
ADN (plasmit) chlra gen can cho qua trinh tu sao chép trong té bao. Trong cong bd dan nay
con chi ra réng bang cach dua ADN téi t6 hop vao trong té bao, chiing giau GDH cé thé
dudgc sinh trudng dé nang cao mic dd sinh ra cac chat (nhu cac axit amin va cac protein)
bédng cac vi sinh vat.

M3t khac, trong Patent Nhat s6 2520895, ADN tai t& hop néu trén dugc dua vao trong
Corynebacterium dé thu dudc ching cb hoat tinh enzym dudc cai thién, va axit L-glutamic
dugc san xudt bang cach Ién men nhd ching nay. Tuy nhién, mdc dd san xudt va san lugng
cua axit L-glutamic la chua my man. Vi vay, can tiép tuc ndng cao nang suat axit L-
glutamic. D& c6 théng béo rdng yéu cau trén da dat dugc bang céch dua ADN tai t6 hop cd
hai loai gen, dé la gen sinh ra glutamat-dehydrogenaza thu dudc tir vi khudn Coryneform
sinh ra glutamat, va gen isoxitrat dehydrogenaza (ICDH), vao trong vi khudn Coryneform
sinh ra glutamat.

Hon nita, JP KOKAI s& 6-502548 con dé cap dén hé biéu hién va hé tiét cla
Corynebacterium gém c6 ching Corynebacterium va cat xét tié€t gom trinh tu ADN chdrc
nang th& nh&t dé€ biéu hién trong chung nay, trinh tuw ADN th(& hai ma hda cac axit amin, cac
polypeptit va/hodc cac protein va trinh tu ADN th( ba dugc xen vao gilfa trinh tu ADN th(
nhat va trinh tuy ADN th( hai, trong d6 trinh tu ADN th(f ba ma hoa thanh phan protein dugc
chon t&r PS1 va PS2 bao dam qua trinh tiét cac axit amin, cac polypeptit va/hodac cac
protein. Cu thé 13, qua trinh tiét cac polypeptit dudc chi ra & day va cu thé |a qua trinh phat
sinh dét bién NTG dudc tién hanh bdng Corynebacterium va thé dot bién khang 4-
floglutamat (4FG) la gi6ng vdi glutamat dugc chon va dudgc ti€n hanh bién nap véi PCGL141.
D3 chi ra rédng ching c6 muic dd biéu hién GDH dudc tdng cudng cé thé thu dugc tir

vi khuén khang tuang tu. Cling chi ra trong c6ng b8 nay rang qua trinh dét bién dugc phat
hién trong trinh tu nucleotit tir nucleotit 251 dén nucleotit 266 clia doan khdi dau GDH.

Ban chat ky thuat cta sang ché

Muc dich cua sang ché la dé xudt phudng phap tao ra thé dot bién cé kha ndng tédng cudng
hodc kiém soat thich hgp mdrc dd biéu hién clia gen du dinh ma khéng can st dung plasmit
va con cd kha ndng sinh ra cac axit amin vdi san lugng cao, bang cach tai t& hdp gen hoéc
gay dot bién.



Muc dich khac cua sang ché la dé xuat doan khdgi dau cua GDH cé kha nang truyén kha
nang sinh ra axit glutamic \{6i san lugng cao cho ching Corynebacterium ma khong lam
tang dang ké lugng san pham phu la axit aspartic va alanin.

Muc dich nifa cia sang ché la dé xuat gen GDH c6 trinh tu doan khdi dau cia GDH néu trén.

Mot muc dich khac theo sang ché la dé xuat chung Corynebacterium cé gen néu trén va co
kha nang sinh ra axit L-glutamic.

Muc dich khac nita clia sédng ché la dé xuat quy trinh san xuét axit amin bang cach 1én men
trong dé vi sinh vat sinh ra axit amin dudc tao ra nhu trén dugc su dung.

Muc dich ti€p theo clia sdng ché& 1a dé xudt quy trinh 18n men dé san xuét axit glutamic vdi
gid thanh th&p bang cach tdng san lugng cla axit glutamic nhd st dung vi khuan
Coryneform sinh ra axit glutamic.

Sang ché& da dugc hoan thanh trén co sd cac phat hién rang cdc van dé néu trén cé thé dugc
gidi quyé&t mdt cach hitu hiéu bang cach bién d6i doan khdi dau cliia cac gen sinh tdng hap
axit amin trén nhiém s&c thé dé kiém soat murc do biéu hién clia cac gen du dinh. Cu thé,
sang ché& dugc hoan thanh trén co sd cac phat hién rang van dé néu trén cé thé dudc giai
quyét mot cach hitu hiéu bang cach gay dotbién dac hiéu trong vung 35 hodc vung 10 la
vung dac hiéu cua doan khai dau.

TOm lai, sdng ché& dé xuét phuong phap san xudt vi khudn Coryneform cé kha ndng sinh ra
axit nucleic hodc axit amin cao han, phudng phap nay bao gom cac budc gay dot bi€n trong
trinh tu doan khdi dau cua cac gen sinh tdng hdp axit nucleic hodc axit amin trén nhiém séc
thé cla vi khuén Coryneform dé lam cho né giéng vdi trinh tu lién ing hodc lam thay doi
trinh tu doan khdi dau cac gen sinh tdng hdp axit nucleic hodc axit amin trén nhiém sic thé
ctia vi khudn Coryneform bang cach tai t6 hgp gon dé Iam cho né gidng vdi trinh tu lién
(rng, dé€ thu dudc cac thé dot bién cua vi sinh vat Coryneform sinh ra axit nucleic hodc axit
amin, nudi cdy cac thé ddt bién, va chon thé dét bién cé kha néng sinh ra axit amin hodc
axit nucleic du dinh véi lugng 16n.

Sang ché cling dé xuat doan khai dau clia gen sinh ra glutamat dehydrogenaza (GDH), gen
nay co trinh tu cua (i) it nhat moét trinh tuw ADN dugc chon tir nhdm gém cd CGGTCA,
TTGTCA, TTGACA va TTGCCA & viung 35, (li) trinh tu TATAAT hodc trinh tu tuong tu TATAAT
nhung trong d6 bazo cia ATAAT dudc thay bang baza khac & vung 10 hodc (iii) trinh tu két
hgp gilra trinh tu (i) va trinh tu (li), trong do trinh tu nay khong (c ché chlrc nang cia doan
khgi dau.

Sang ché con dé xuat gen sinh ra glutamat dehydrogenaza c6 doan khai dau néu trén.
Sang ché ciling dé xuat vi sinh vat Coryneform sinh ra L-glutamat cé gen néu trén.

Sang ché ciling dé xudt quy trinh san xuéat axit amin bang cach Ién men, bao gom cac budc
nudi cdy vi khudn Coryneform dudc tao ra bang phuong phap néu trén va cé kha ndng sinh
ra axit amin cao han trong méi trudng nudi cdy dé€ sinh ra va tich Iy axit amin du dinh
trong moi truéng, va thu gom axit amin t&r moi trudng nay.

Sang ché ciling dé xudt quy trinh san xuét axit L-glutamic bang cach 1én men, bao gém cac
budc nubi cay vi sinh vat sinh ra axit L-glutamic khang axit 4- floglutamic trong moi trudng
l6ng dé sinh ra va tich Iy axit L-glutamic trong méi trudng nay, va thu gom axit L-glutamic
tUr moi trudng nay.

M6 ta van tat cac hinh vé



Fig. I thé hién sd dd cdu tric gen GDH cé doan khai ddu dot bién.

Fig.2 thé hién s d6 cdu tric gen cs cd doan khdi dau doét bién.

Fig.3 thé hién so dd cdu trdc vat chd hinh thoi mang LacZ nhu gen bdo cdo.
Phudng an tét nhat dé€ thuc hién sdng ché

Thuat ngit "vi sinh vat Coryneform sinh ra axit glutamic" nhu dugc s dung & day con bao
gdém vi khudn dudgc phéan loai trudc day la giéng Brevibacterium nhung hién nay dugc hgp
nhat vao trong giéng Corynebacterium [Int.].Syst. Bacteriol., 41, 255 (1981)] va vi khuén
thudc gidng Brevibacterium cd quan hé méat thiét vai giéng Corynebacterium. Vi vy, cac thé
dét bién dudc sir dung trong sang ché& cé thé thu dudc tir vi khudn Coryneform sinh ra axit
glutamic ctia giéng Brevibacterium hodc Corynebacterium dudc thé hién dudi day. Vi khuén
cla giéng Corynebacterium va Brevibacterium s& dudc goi chung |1a "vi khudn Coryneform"
mién 1a ching khéng lién quan dén kha ndng sinh ra axit glutamic

Corynebacterium acetoacidophilum ATCC13870 Corynebacterium acetoglutamicum
ATCC15806 Corynebacterium callunae ATCC15991 Corynebacterium glutamicum
ATCC13032 Brevibacterium divaricatum ATCC14020 Brevibacterium lactofermentum
ATCC13869 Corynebacterium lilium ATCC15990 Brevibacterium flavum ATCC14067
Corynebacterium melassecola ATCC17965

Brevibacterium saccharolyticum ATCC14066 Brevibacterium immariophilum ATCC14068
Brevibacterium roseum ATCC13825 Brevibacterium thiogenitalis ATCC19240 Microbacterium
ammoniaphilum ATCC15354 Corynebacterium thermoaminogenes AJ12310 (FERM 9246)

Céac axit amin dugc san xuat khdng bi gidi han cu thé mién Ia cac gen lién quan dén qua
trinh sinh t6ng hop va cac doan khdi dau cua né dudc gidi thich rd rang. Cac vi du vé cac
enzym h{tu hiéu lién quan dén qua trinh sinh téng hop bao gém GDH, xitrat syntaza (CS),
isoxitrat dehydrogenaza (ICDH), pyruvat dehydrogenaza (PDH) va aconitaza (ACO) dé€ Ién
men axit glutamic.

Céc enzym dé 1én men lyzin 1a cdc enzym sinh t6ng hdp nhu aspartat kinaza (AK),
dihydrodipicolinat syntaza, dihydrodipicolinat reductaza, diaminopimelat dehydrogenaza va
diaminopimelat decarboxylaza cling la hitu hiéu. Protein lysin khong bi khing hoang (gen
lysg) lién quan dén mang khoéng bi khiing hoang cuda lysin cling la hitu hiéu.

Céc enzym hitu hiéu dé€ I&n men arginin 1a N-axetylglutamat syntaza, N-axetylglutamat
kinaza, N-axetylglutamyl phosphat reductaza, axetylornithin aminotransferaza, N-
axetyllornithinaza, ornithin carbamytransferaza, argininosucxinat syntaza, va
arginosucxinaza. Arginin dudc tao ra badng phan ('ng dugc xuc tac bdi cac enzym nay. Cac
enzym nay la hitu hiéu. Cac enzym nay lan lugt dugc ma hoa bgi cac enzym argA, argB,
argC, argD, argE, argF, argG va argH.

Céc enzym hitu hiéu dé€ I&n men serin 13 axit 3-phosphoglyxeric dehydrogenaza,
phosphoserin transamylaza, phosphoserin phosphataza va enzym tuadng tu.

Cac enzym hitu hiéu d€ 1én men phenylalanin 1a cac enzym sinh téng hgp nhu
deoxyarabinohepturonic phosphat synthetaza, 3-dehydrokinat synthetaza, axit 3-
dehydrokinic dehydrorataza, axit shikimic dehydrogenaza, kinaza shikimic, axit

5-enol pyrvilshikimic-3-phosphat synthetaza, axit chorismic enzym t6ng hgp, chorismat
synthetaza, chorismat mutaza, prephenat dehydrorataza, va enzym tudng tu. Cac enzym



chuyén héa dudng nhu transketoraza, transaldolaza, axit phosphoenolpyruvic enzym téng
hgp cling la hitu hiéu.

Céc enzym hitu hiéu d€ 1én men tryptophan Ia cac enzym thudc operon tryptophan, ngoai
cac enzym hitu hiéu khac trong qua trinh Ién men phenylalanin néu trén va cac enzym hitu
hiéu trong qua trinh 1én men serin néu trén.

Céac enzym hitu hiéu dé€ Ién men prolin 1a Y-glutamylkinaza, Y-glutamylxemialdehyt
dehydrogenaza, pyrolin-5-carboxylat reductaza, ngoai cac enzym khac hitu hiéu trong qua
trinh 1én men axit glutamic néu trén.

Céac enzym hitu hiéu dé€ Ién men glutamin la glutamin synthetaza, ngoai cdc enzym hitu hiéu
khac trong qua trinh Ién men axit glutamic néu trén.

Trong qua trinh san xuét inosin, dudc cho la hitu ich d€ tdng cudng mic d6 biéu hién 1a 5-
phosphoribosyl, 1-diphosphat synthetaza, 5-phosphoribosyl 1-diphosphat aminotransferaza,
phosphoribosylaminoimidazolecarboxamit formyl transferaza va enzym tuong tu.

Trong qua trinh san xuét guanosin, dudc cho |a hitu ich dé tdng cudng mdc dd biéu hién la
axit 5'-inosinic dehydrogenaza va axit 5'-xantylic aminaza, ngoai 5-phospholibosyl 1-
diphosphat synthetaza, 5-phospholibosyl 1-diphosphat aminotransferaza,
phosphoribosylaminoimidazolcarboxamit formyltransferaza va enzym tudng tu.

Trong qua trinh san xuét adenosin, dudc cho la hitu ich dé€ tdng cudng murc dd biéu hién la
adenirosucxinat syntaza, ngoai enzym tdng hdp axit 5-phosphoribosyl 1-diphosphoiic, axit
5-phosphoriboryl 1-diphosphoric amino transferaza, phosphoribosylaminoimidazol-
carboxamit formyltransferaza va enzym tuong tu.

Trong qua trinh san xuat nucleotit, dugc coi la hitu ich dé& tdng cudng su biéu hién 1a
phosphoribosyl transferaza, inosin kinaza, guanosin kinaza va adenosin kinaza.

Theo sdng ché, thé& dét bién cua cac vi khudn Coryneform sinh ra axit amin dudc thu bang
cach gay dot bién trong trinh tu doan khdi dau cua cac gen sinh téng hop axit amin du dinh
trén nhiém sdc thé cta vi khuédn Coryneform sinh ra axit amin, nhu trinh tu doan khdi dau
néu trén cta GDH, lam cho né giéng vdéi trinh tu lién (ng bang phuong phap héa hoc hodc
gay doét bién bang cach tdi t6 hop di truyén dé thu dugc thé dét bién cla vi sinh vat
Coryneform sinh ra axit amin.

Thuat ngl "trinh tu lién 'ng" Ia trinh tu xudt hién thudng xuyén trong cac trinh tu doan khdi
dau khac. Céac trinh tu lién &'ng nay la, vi du, trinh tu cia E. coli va Bacilus subtilis. Trinh tu
lién ’ng cla E. coli dugc mo ta trong bai bdo Diane K. Hawley and William R. McClure Nuc.
Acid. Res. 11:2237-2255 (1983), va trinh tu lién ’ng cua B. subtilis dugc mo ta trong bai
bdo: Charles va cac dong tac gia. Moi. Gen. Genet 186:339-346 (1982).

Qua trinh dét bién c6 thé dudgc gy ra trong hodc chi 8 mét trinh tu doan khdi ddu nhu doan
khai dadu ctia GDH hoac hai hodc nhiéu trinh tu doan khdi dau nhu cac doan khdi dau cta
GDH, xitrat syntaza (enzym tdng hop xitrat) (CS) va isoxitrat syntaza (isoxitrat
dehydrogenaza) (ICDH).

Theo sang ché, thé dét bién thu dudc nhu vay dudgc nudi cdy dé thu thé dot bién cd kha
nang sinh ra axit amin du dinh véi lugng I8n.

D& giai thich rdng trong qué trinh I&n men axit glutamic, GDH thu dudc tir vi sinh vat
Coryneform sinh ra glutamat c6 san trinh tu doan khdgi dau & phia dau trén clia né [Sahm va
cac dong tac gia., Molecular Microbiology (1992), 6, 317-326].



Vi du, doan khdi dau cua GDH theo sang ché&, gen GDH co trinh tu doan khdi dadu cua GDH
va ching Corynebacterium sinh ra L-glutamat cé gen nay cé thé thu dudc, vi du, theo céc
phuong phap sau:

Cu thé, ching dugc xur ly gdy phat sinh d6t bién nhu chiéu tia uv, tia X hodc birc xa, hodc
xU ly bdng tac nhan gay dot bién dé thu dugc ching khang axit 4-floglutamic trén méi
trudng nudi cdy dia thach chira axit 4-floglutamic. D6 1a, cac té bao dugc gay dot bi€n dugc
dan déu trén cac dia moi trudng nubi cay thach chira axit 4-floglutamic véi nong do (’c ché
qua trinh sinh trudng clia ching bd me, va thé dét bién dugc sinh trudng nhu vay dudc
phan lap.

Hon nita, trinh tu doan khdi dau cla cac gen GDH ¢ thé dugc thay thé bang cac trinh tu
dudc bién ddi khac nhau béng cach phat sinh dét bién dinh hudng diém, va méi quan hé
gira cac trinh tu tudng (’ng va hoat tinh GDH dudc thi nghiém dé chon céac gen cé kha néng
sinh ra L-glutamat cao.

Pugc uu tién dac biét theo sang ché trinh tu ADN & vung 35 cla doan khdi dau cia gen sinh
ra GDH la it nhat mot trinh tu ADN dudc chon t&r nhdm bao gom CGGTCA, TTGTCA, TTGACA
va TTGCCA va/hoac trinh tuw ADN & vung 10 cta doan khdi dau la TATAAT, hoac cac baza
clia ATAAT trong trinh tu TATTAT & vung 10 dudgc thay bang baza khac, khi dé ching khéng
Urc ché chlc nang cua doan khdi dau. Nguyén nhan ma ching trong dé cac bazo cia ATAAT
trong trinh tu TATA AT & vung 10 dudc thay thé bang baza khéc va chic ndng clia doan
khai dau khdng bi Uc ché& cé thé dugc chon la nhu sau: Vi mic dd hoat tinh déc hiéu cua
GDH tang dang ké dudc quan sat bang cach chi thay "C" dau tién cua CATAAT bang "T"
trong trinh tu lo ki€u dai (dudc ky hiéu |a p6-4 trong bang 1), nén da cho réng cé kha néng
thay thé bdng baza khac.

Trinh tu doan khai dau cua gen GDH dugc mo ta trong, vi du bai bao: Sahm et ai.,
Molecular Microbiology (1992),"6, 317-326 néu trén. Trong bai bao nay, trinh tu doan khai
dau dugc mo ta la Seq ID No.l. Trinh tu cta chinh gen GDH cling dudc mo ta trong bai bao:
Sahm et ai., Molecular Microbiology (1992), 6, 317-326 la Seq ID No.l.

Tuong tu, su ddt bién cé thé dugc tao ra trong doan khdi dau clia enzym tdng hdp xitrat
(CS) hodc isoxitrat dehydrogenaza (ICDH).

Nhu vay, cac doan khdi dau ciia GDH la cac doan co it nhat mét trinh tu ADN & vung 10
dugc chon tr nhdm bao gom CGGTCA, TTGTCA, TTGACA va TTGCCA & vung 35 va/hoac
trinh tu TATAAT hodc trinh tu TATAAT nhung trong d6 bazo clia ATAAT dudc thay bang bazo
khac, & day ching khdéng Uc ché chifc ndng cua doan khdi dau. Cac gen sinh ra glutamat
dehydrogenaza cé doan khdi dau néu trén cling dugc dé xuat trong sang ché.

Cac doan khdi dau cla cs la cac doan co trinh ty TTGACA & vung 35 va/hoac trinh tu
TATAAT & vung 10, ma ching khong Uc ché chic nang clia doan khdi dau. Cac gen cs co
doan khdi dau néu trén cling dugc dé xuat trong sang ché.

Cac doan khdi dau cta ICDH la cac doan co trinh tuw TTGCCA hoac TTGACA trong doan khdi
dau th& nhat hoac doan khéi dau th hai & vung 35 va/hodc trinh tu TATA AT trong doan
khgi dau th& nhat hoac th& hai ¢ ving 10 ma ching khong (c ché chlc nang ctia doan khdi
dau. Cac gen icd cé doan khdi dau néu trén cling dugc dé xuat trong sang ché.

Cac doan khgi dau cta PDH la cac doan co trinh tuw TTGCCA & vung 35 va/hoac trinh tu
TATA AT & vung lo, ma ching khéng Uc ché chirc nang cia doan khdai dau. Cac gen PDH cé
doan khdi dau néu trén cling dugc dé xuat trong sang ché.

Sang ché cling dé xuét vi khuédn Coryneform sinh ra L-glutamat cé cac gen néu trén.



Cac doan khai dau cua algininosucxinat syntaza la cac doan cé it nhat mot trinh tuw ADN
dugc chon tr nhdm bao gom TTGCCA, TTGCTA, va TTGTCA & vung 35 va/hodc trinh tu
TATAA & vung 10, hodc bazo clia ATAAT trong doan TATAAT dudc thay bdng bazs khac, ma
ching khong Uc ché chifc nang cua doan khdi dau. Gen argininosucxinat syntaza c6 doan
khgi dadu néu trén ciling dugc dé xudt trong sang ché.

Sang ché ciling dé xuét vi khudn Coryneform sinh ra arginin cé cac gen néu trén.

Céc axit amin cb thé dugc thu nhén bang cach nudi cdy vi khudn Coryneform theo sdng ché,
vi khuén nay sinh ra axit amin, t6t han la axit L-glutamic, trong mdi trudng nudi cdy long dé
tao ra va tich lly axit amin du dinh, t6t hdn la axit L-glutamic, va thu gom axit amin tir moi
trudng nudi cay. -li-

Mdi trudng nudi cdy 1dng dudc st dung dé nudi cdy ching néu trén cla vi khudn theo sdng
ché la moi trudng dinh dudng thong thudng chlra nguén cacbon, cac nguodn nitd, cdc mudi
vO cd, cac nhan té sinh trudng, V.V..

Cac ngudn cacbon bao gom cac hydratcacbon nhu glucoza, fructoza, sucroza, ri dudng va
cac dich thuy phan tinh bét, cac rudgu nhu etanol va glyxerol; va cac axit hitu cd nhu axit
axetic. Cac ngubn nitd bao gom amoni sulfat, amoni nitrat, amoni clorua, amoni phosphat,
amoni axetat, amoniac, pepton, dich chiét thit, dich chiét ndm men va nudc ng6 ludc. Khi
cac thé dot bién khuyét dudng dugc st dung, cac chat can thiét dugc bé sung vao moi
trudng nay nhu cac chat phan rng hoac cac chat tu nhién chlra ching.

Vi khudn Coryneform thudng sinh ra axit L-glutamic trong diéu kién biotin dugc giam. Do
do, lugng biotin trong moéi trudng bi giéi,han hodc chat Uc ché tac dung cla biotin nhu chat
hoat dong bé mat hoac penixilin dudc bo sung.

TGt han 1a, qua trinh 1én men dudc ti€n hanh bang cach khudy méi trudng hodc 1dc moi
trudng nay dé thong khi, trong khi d6 pH cua dich nudi cdy dudc gilt nam trong khoang tur 5
dén 9 trong thai gian 2 dén 7 ngay. T6t hon la, d6 pH dudc diéu chinh bang uré, canxi
cacbonat, khi amoniac, nudc amoniac hodc chéat tuong tu. Nhiét dd nudi cdy tét hon la nam
trong khoang tir 24 dén 37°c.

Axit L-glutamic dugc sinh ra va tich Iy nhu vay trong dich nudi cdy dugc thu gom bang
phudng phdp théng thudng nhu phuong phap nhua trao ddi ion hodc phudng phap két tinh.
Cu thé, axit L-glutamic dudc tach bang cach h&p phu 1&n nhua trao ddi anion hodc béng
cach két tinh trung hoa.

Theo sang ché, axit amin du dinh c6 thé thu dudc véi san lugng cao bang cach gay doét bién
trong doan khdi dau cua cac gen sinh téng hgp axit amin cua vi khudn Coryneform sinh ra
axit amin dé kiém soat mdrc dd biéu hién cla cac gen du dinh. Ngoai ra, khéng ¢ su dao
thai cla cac gen du dinh trong vi khudn theo sang ché, trai vai cac trudng hdp cé st dung
plasmit, nén axit amin du dinh cé thé thu dugc vdi san lugng cao. Nhu vay, kha nang ap
dung c6ng nghiép cla sang ché€ la Ién.

Sang ché& dé xuét cac doan khdi dau khac, cu thé 1a cac doan khdi dau cua GDH, cé thé
mang lai kha ndng sinh ra cac axit amin, cu thé 1a axit glutamic, véi san lugng cao cho céc
chung Corynebacterium ma khong lam tang lugng san pham phu axit aspartic va alanin.

Theo sang ché, vi khudn Coryneform sinh ra L-glutamat dudc gdy doét bién, ching dét bién
trong doan khdi dau cia gen GDH va khang axit 4-floglutamic dugc thu gom, va chung nay
dudgc nudi cdy dé thu dugc axit glutamic véi san lugng cao. Nhu vay, sadng ché rat hitu ich
trong nganh céng nghiép I1én men.



Vi du thuc hién sang ché
Vi du I: Tao ra doan khai dau GDH ddt bién

Doan khdi ddu GDH ddt bién dugc tao ra bang phudng phap phat sinh dot bién dinh hudng
diém nhu sau:

(1) Tao ra cac gen GDH cé cac doan khéi dau dot bién khac nhau

Trinh tu ki€u dai & viing 35 va vung 10 cta doan khdi dau cua gen GDH cua vi khuén
Coryneform dudgc thé hién trén trinh tu 1. Trinh tu doan khdi dau cda trinh tu ki€u dai da
dugc cong b6 [Molecular Microbiology (1992), 6, 317-326].

Phuong phap tao ra plasmit mang gen GDH cé doan khdi dau doét bién la nhu sau:

Nhu dugc thé hién trén Fig.l, gen cla nhiém sic thé clia ching ki€u dai cta vi khuan
Coryneform ATCC13869 dugc tao ra bang "kit tinh ch& ADN cua hé gen vi khudn" (Advanced
Genetic Technologies Corp.) dudc st dung Iam khudén mau cho ky thudt PCR. Qua trinh
khuéch dai gen dudgc ti€n hanh bang ky thudt PCR cé sir dung cac trinh tu phia dau trén va
phia ddu dudi cua gen GDH. Ca hai ddu déu dudgc lam bang dau. San phdm thu dugc nhu
véy dudc xen vao vi tri Smal cta plasmit pHSG 399 (sa&n phdm cla Takara Shuzo Co., Ltd).
Sau dé diém khdi dau sao chép thu dudc tir plasmit pSAK4 cé diém khdi dau sao chép cb
kha néng sao chép trong vi khudn Coryneform dudc dua vao vi tri Sal i ctia plasmit dé thu
dugc plasmit pGDH. Theo phuong phap nay, cac gen GDH c6 tung doan khdi dau néu trén
cé thé thu dugc nhd st dung doan moi cé tirng trinh tu trong sd céc trinh tu Seq ID No. I
dén Seq ID No.6 lan lugt dudc thé hién trong Danh muc trinh tu 1a doan mdi phia dau trén
clia gen GDH. D3 xac nhén bang cach xac dinh trinh tu doan dudc khuéch dai bang ky thuat
PCR dudc rédng khong cé su dot bién khac ngoai su dot bién dudc tao ra trong trinh tu doan
khai dau, trong doan dudc khuéch dai. pSAK4 dudc tao ra nhu sau: plasmit pHK4 thu dudc
trudc day [J.P.KOKAI s& 5-7491) c6 diém khdi dau tu sao chép thu dugc tur plasmit pHM
1519 [Agric. Biol. Chem., 48, 2901-2903 (1989)], nd c6 thé tu sao chép trong vi sinh vat
Corynebacterium, dudc cdt bédng cac enzym gidi han BamHI va Kpnl dé thu dugc trinh tu
ADN c6 diém khdi dau sao chép. Tiép theo, doan thu dugc nhu vdy dudc lam bang dau
bang kit lam bang dau ADN (kit lam béng dau do Takara Shuzo Co. Ltd. san xudt). Sau khi
ghép ndi véi doan ndi Sail, sdn phdm thu dugc nhu vy dudc xen vao vi tri Sail cua
pHSG299 (san phdm cua Takara Shuzo Co., Ltd.) d€ thu dugc plasmit pSAK4.

(2) So sanh murc dé biéu hién cia GDH c6 tirng trinh tu doan khai dau

MOi plasmit dugc tao ra nhu néu trén dudc dua vao trong ching kiéu dai clia vi khuén
Coryneform ATCC13869 bdng phudng phap xung dién (xem J.P.KOKAI sG 2-207791). P€ so
sadnh muric d6 biéu hién clia GDH cla cac ching nay, hoat tinh ddc hiéu cia GDH dudc xac
dinh bang phuong phap néu trén cia Sahm va cac dong tac gia. Cac két qua dugc thé hién
trong Bang I.

Bang I Chuing

Trinh tu doan khdi dau

Hoat tinh dac hiéu ciia GDH

Gia tri tudng d6i 35 10 ATCC13869 TGGTCA CATAAT 7,7 0,1 /pGDH TGGTCA CATAAT 82,7
1,0 /p6-2 CGGTCA CATAAT 33,1 0,4 /p6-4 TGGTCA TATAAT 225,9 2,7 /p6-3 TTGACA
TATAAT 327,2 4,0 /p6-7 TTGCCA TATAAT 407,0 4,9 /p6-8 TTGTCA TATAAT 401,3 4,9



Tu ATCC13869/ p6-2 dén ATCC13869/p6-8 lan Iugt tudng Ung vGi cac trinh ty tir Seq ID
No.2 dén Seq ID No.6. Cac trinh tu nay la tuong tu vdi trinh tu s6 I (kiéu dai) ngoai trir cac
phan dugc gach dudi dudc thay doi nhu sau:

Trinh tu

No. I 5'-TTAATTCTTTGTGGTCATATCTGCGACACTGCCATAATTTGAACGT-3'
No.2 CGGTCA CATAAT

No.3 TGGTCA TATAAT

No.4 TTGACA TATAAT

No.5 TTGCCA TATAAT

No.6 TTGTCA TATAAT

Cac trinh ty nay la trinh ty ADN sgi kép mach thang tdng hop. Vi du 2: Tao ra cac ching dot
bién (I) Tao ra cac chung dot bién khang axit 4-floglutamic

AJ13029 la chung dot bién sinh ra axit glutamic va dugc cong bé trong W096/06180. Mac
du né khéng sinh ra axit glutamic & nhiét d6 nudi cay 1a 31,5°c, nhung né van sinh ra axit
glutamic du thi€u tac nhan Uc ché biotin khi nhiét d6 nu6i cdy tang Ién 37°c. Trong vi du
nay, ching Brevibacterium lactofermentum AU 3029 dudc s dung lam chldng b6 me dé tao
ra cac chung doét bié€n. Nhu thudng |€, bat ky ching nao trong sé cac chung sinh ra axit
glutamic khac AJ13029 cé thé dudc st dung lam chung bé me dé tao ra cdc ching dot bién
khang axit 4-floglutamic.

AU 3029 dudgc nudi cdy trén mdi trudng thach CM2B (Bang 2) & 31,5°c trong 24 gid dé thu
cac t& bao vi khuén. Cac té bao dudgc xr ly bédng dung dich nudc N-metyl-N'-nitro-N-
nitrosoguanidin 250]ig/ml ¢ 30°c trong 30 phut. Sau d6 huyén phu té bao c6 ty 1€ séng sét
la I % dugc dan déu Ién moi trudng nudi cay dia thach (Bang 3) chira axit 4-floglutamic
(4FG). Céac khuén lac dugc tao ra sau khi U dia & 31,5°c trong thdi gian tir 20 dén 30 gid.
Trong thr nghiém nay, mdi trudng thach nghiéng chlra Img/ml 4FG dugc chudn bi ltc dau,
va sau d6 mot I6p moi trudng tuong tu khong chira 4FG dudc tao ra trén dé theo chiéu
ngang. Nhu vay, thu dugc gradien ndng d6 4FG trén bé mat cia moéi trudng thach. Khi dia
dudc cay cac té bao dot bién thu dugc nhu da mo ta, dudng gidi han dudc tao ra ¢ dudng
bién gidi han sinh trudng cla ching. Cac ching vi khudn tao ra cac khuén lac ndm trong
vung chilfta 4FG c6 néng do cao hon nong do cua dudng gidi han dudc tao ra. Nhu vay, thu
dudc khoang 50 ching khang 4FG tir khoang 10.000 t€é bao dugc gay dot bién.

Bang 2: MG6i trudng thach CM2B

Thanh phan

Nong do6

Polypepton (Nippon Seiyaku Co.) 1,0%

Dich chiét ndm men (Difco. Co.) 1,0% NaCl 0,5% d-biotin 10iig/l Thach 1,5%
(d6 pH = 7,2: dudc diéu chinh bang KOH)

Bang 3. Méi trudng thach



Thanh phan

Ham lugng trong mot lit nudc Glucoza 10g MgS04.7H,0 Ig

FeS04. 7H,0 0,01g MnS04.4-6H,0 0,01g

Thiamin hydroclorua 0,2mg d-Biotin 0,05mg

(NH4), S04 59

Na,HP0O,4. 12H,0 7,lg KH,P0, |,36g Thach 15g

(2) Xac dinh kha nang sinh ra axit L-glutamic ctia cdc ching doét bién khang 4FG

Kha ning sinh ra axit glutamic ctia khoang 50 ching ddt bién thu dudc theo diém (1) trén
day va chang b6 me AJ13029 dudc xac dinh nhu dudgc mo ta dudi day.

Chung AJ13029 va chdng dot bién, mdi chiing dudc nudi cdy trén moi trudng thach CM2B &
31,5°c trong thdi gian tr 20 dén 30 gid. MGi trudng 1dng cé thanh phan dudc thé hién 1a
"moi trudng A" trong Bang 4 dudc cay cac té bao thu dugc nhu vay, va qua trinh nudi cay
l&c dudc bdt dau & nhiét dd 1a 31,5°c. Khoang 22 gid sau db, mdi trudng méi dudc bé sung
vao sao cho néng dd cudi cing cia mdi trudng B s& dudc thé hién trong Bang 4. Nhiét do
dugc tang |én 37°c va sau do ti€p tuc nubi cdy trong khoang 24 gid. Sau khi hoan thanh
qua trinh nudi cdy, dich nudi cdy dugc kiém tra bang thiét bi Biotic Analyzer (san phdm cua
Asahi Chemical Industry, Co., Ltd) d& xac dinh xem axit L-glutamic c6 dudc tao ra hay
khong. D& phat hién ra réng, khi 50 ching dugc nudi cdy, hai ching cé san lugng axit
glutamic cao hon san lugng thu dugc tir cac chung bé me va hoat tinh GDH cao dudc phan
Iap (chang A va chung B). Hoat tinh GDH cua tirng ching trong s6 cac chung dugc xac dinh
dé tim ra hoat tinh GDH déc hiéu cua hai ching trong sé d6 dugc gia tdng (Bang 5). Hoat
tinh GDH dudc xac dinh bang phuong phap cua E.R. Bormann va cac dong tac gia.
[Molecular Microbiol., 6, 317-326 (1996)]. Badng cach xac dinh trinh tu cac gen GDH, da
nhan thdy réang cac diém dét bién chi dudc tim thdy trong viing khdi dau cia GDH (Bang 6).

Bang 4

Thanh phén

Moi trudng A

MOoi trudng B Glucoza 3g/dl 5g/dl KH,P0, 0,14g/dl 0,14g/dl
MgS0.. 7H,0 0,04g/dl 0,04g/dl

FeS0,4. 7H,0 0,001g/dl 0,001g/dI

MnSO0, . 4H,0 0,001g/dl 0,001g/dl

(NH.); S04 1,5g/d1 2,5g/dl

Dung dich thay phéan protein dau tuang I,5ml/dl 0,38ml/dl
Tiamin hydroclorua 0,2mg/l 0,2mg/I Biotin 0,3mgA 0,3mg/|

Tac nhan kh{ bot 0,05ml/l 0,05ml/lI CaC0s 5gdA 5gd/I



Po pH

7,0 (dudc diéu chinh bdng KOH)

Bang 5. Kha nang tao ra axit glutamic va hoat tinh GDH cua cac ching dét bién Chung
Gil (g/dl)

Hoat tinh dac hiéu GDH

Gia tri tudng d6i AJ13029 2,6 7,7 1,0 FGR1 2,9 23,1 3,0 FGR2 3,0 25,9 3,4

Bang 6. Trinh tu ADN trong vung khdi dau GDH cua cac chung dét bién Chung

Trinh tu doan khai dau GDH 35 10

AU 3029 TGGTCA TTCTGTGCGACACTGC CATAAT FGR1 TGGTCA TTCTGTGCGACACTGC
TATAAT FGR2 TTGTCA T-CTGTGCGACACTGC TATAAT

Vi du 3. Gay dot bién trong vung khai dau clia gen cs cla vi khudn Coryneform sinh ra
glutamat

Trong vi du nay, chung cé doan khdi dau cla cac gen dudgc tang cudng cac gen nay ma hoa
glutamat dehydrogenaza (GDH) va enzym tdng hogp xitrat (CS) dudc tao ra

(1) Tach dong gen gltA

Trinh tu gen gltA cla vi khudn Coryneform ma hoa enzym téng hdp xitrat da dugc l1am sang
té [Microbial. 140, 1817-1828 (1994)]. Trén cd sd trinh tu nay, cdc doan mdi dugc thé hién
trong Seq ID No.7 va Seq ID No.8 dugc tédng hgp. Mt khac, ADN nhiém sdc thé thu dugc tur
Brevibacterium lactofermentum ATCC13869 dudgc tao ra nh@ s dung kit tinh ché ADN hé
gen Vi khuén (Advanced Genetic Technologles Corp.). Nudc da dugc khir trung dugc bé sung
vao hdn hgp gbém 0,5]ig ADN nhiém sic thé&, I0pmol cua tirng ollgonucleotlt SiAl hon hogp
dNTP (2,5mM), 5it dung dich dém 10 X La Taqg (Takara Shuzo Co., Ltd.) va 2U La Taq
(Takara Shuzo Co., Ltd.) dé thu dudgc 50|J.1 hdn hdp phan Ung PCR. H&n hop phan (ng nay
dugc ti€én hanh PCR. Cac diéu kién ctia phan rng PCR la tién hanh 30 chu ky lam bién tinh &
94°c trong 30 gidy, U & 55°c trong 15 gidy va dudi thdng & 72°c trong 3 gidy nhd sir dung
thiét bi Thermal Cycler TP240 (Takara Shuzo Co., Ltd.) d& khuéch dai khoang 3Kbp céac
doan ADN ch(ra gen gltA va doan khdi dau cla ching. Cac doan khuéch dai thu dugc nhu
vay dudgc tinh ché& bang thiét bi SUPREC02 (Takara Shuzo Co., Ltd.) va sau dé dudc lam
bdng dau. Qua trinh lam bang dau dudc tién hanh bang kitlam bang dau clia Takara Shuzo
Co., Ltd. Poan dudc lam bdng dau dugc tron véi pHSG399 (Takara Shuzo Co., Ltd.) dudc
cat hoan toan bang Smal dé tién hanh ghép ndi. Phan ’ng ghép ndi dudc ti€n hanh

bang kit ghép nGi ADN (ADN Ligation Kit ver 2) (Takara Shuzo Co., Ltd.). Sau khi hoan
thanh qua trinh ghép ndi, tién hanh bién nap vdi cac té bao kha bién cua E. coli IM109
(Takara Shuzo Co., Ltd.). Cac t€ bao dudgc dan Ién cac dia méi trudng L (chla 10g/I
bactotrypton, 5g/I dich chiét né@m men bacto, 5g/1 NaCl va 15g/I thach; d6 pH=7,2) ch(ra
IOng/ml IPTG (isopropyl-P-D-thiogalactopyranosit), 40|ag/ml X-Gal (5-bromo-4-clo-3-
indolyl-P-D-galactosit) va 40]ig/ml cloramphenicol. Sau do, chiung dugc nubi cdy qua dém,
cac khuén lac trdng dugc I8y ra dé thu dudc cac ching bién nap sau khi phan Iap khuén lac
don.

TU cac ching da dugc bién nap, cac plasmit dudc tao ra bang phuong phap kiém hoda
(Seibutsu Kogaku Jikken-sho do Nippon Seibutsu Kogaku-kai xudt ban va do Baifukan cong



b8, trang 105, 1992). Cac ban dd enzym gidi han dugc chudn bi, va plasmit cé ban dé gidi
han tuong tu nhu ban d6 dugc thé hién trén Fig.2 dudc goi la "pHSG399CS".

(2) Gay dot bién trong doan khdai dau gltA

Mutan-Super Express Km (Takara Shuzo Co., Ltd.) dudc s dung dé& gay dot bién trong
doan khai dau gltA. Phuadng phap nay dugc md ta cu thé dudi ddy. pHSG399CS dudc cat
hoan toan bang EcoRI va Sail dé thu dugc doan EcoRI-Sall chifa cac gen gltA, cac doan nay
dugc ghép ndi vGi doan thu dugc bang cach cét hoan toan pKF 19kM (Takara Shuzo Co.,
Ltd.) bang EcoRI va Sail. Sau khi hoan thanh viéc ghép néi, ti€n hanh bién nap vdi cac té
bao kha bi€n cua E. coli IM109 (Takara Shuzo Co., Ltd.). Cac té bao nay dudc dan |én cac
dia moéi trudng L chira

10|ig/ml IPTG, 40]ig/ml X-Gal va 25|ig/ml kanamyxin. Sau khi nu6i cay qua dém, cac
khuén lac trdng dudc 18y ra va thu dudgc cac thé bién nap bang cach phan 1ap khuén lac don.
Tl cac thé bién nap nay, cac plasmit dudc tao ra va plasmit chfa gen gltA dudc goi la
pKF19CS.

Phan (’ng PCR dudc tién hanh nhd s dung pKF19CS lam khudn mau va ADN téng hdp dugc
phosphoryl hdéa & dau 5 dudc thé hién trong trinh tu ctia Seq ID No.9, Seq ID No.10 va Seq
ID No. 11 cung vd@i viéc chon doan moi tir Mutan super Express Km. Tién hanh qua trinh
bién nap vdi cac té bao kha bién cla E. coli MV1184 (Takara Shuzo Co., Ltd.) nhd s dung
san pham cua phan (ng PCR. Céc té bao nay dudgc dan Ién cdc méi trudng L chira 25]j,g/ml
kanamyxin. Sau khi nudi cdy qua dém, cac khuén lac dugc thu gom va thu dudc cac thé
bién nap sau khi phan 1ap khudn lac don. TU cac thé bién nap nay, ADN cla plasmit dudc
tao ra. Trinh ty ving khdi dau gltA dugc xac dinh bang phudng phap clia Sanger [J.Mol.
Biol. 143, 161 (1980)] nhd sir dung ADN téng hdp cé trinh tu Seq ID No. 12. Cu thé 13, trinh
tu nay dudc xac dinh bang Dye Terminator Sequencing Kit (Applied Biosystems) va dugc
phén tich bdng thiét bi Genetic Analyzer ABI310 (Applied Systems). Cac plasmit trong do
vung khéi dau gltA dudc thay bang trinh tu dudc thé hién trong Bang 7 Ian lugt dudc goi la
pKF19CSl, pKF19CS2 va PKF19CS4.

Bang 7 ving 35 ving 10 pKF19CS ATGGCT TATAGC PKF19CS1 ATGGCT TATAAC pKF19CS2
ATGGCT TATAAT pKF19CS4 TTGACA TATAAT

(3) Cau trac plasmit gltA dét bién pKF19CS, PKF19CS1, pKF19CS2 va pKF19CS4 dudgc tao
ra 8 budc (2) dugc cat hoan toan bang Sail va EcoRI (Takara Shuzo Co., Ltd.). Mat khac,
plasmit pSFK6 (Pan yéu cau cip Patent Nhat sd 11-69896) c6 diém khdi dau sao chép thu
dugc tur plasmit pAM330 c6 thé tu sao chép trong vi khuédn Coryneform [CAng bd Patent
Nhat cho muc dich giai quyét khi€u nai (sau day dugc goi la "J.P.KOKAI") s6 58-67699]
dudc cat hoan toan bang EcoRI va Sail. Poan thu dudc dugc ghép ndi vdi doan dai khoang
2,5kb chira gltA. Sau khi hoan thanh qua trinh ghép ndi, ti€n hanh qua trinh bién nap vdi
cac té bao kha bién cla E. coli JM109. Cac t€ bao nay dudc dan |én cac dia moi trudng L
chira 10fig/ml IPTG, 40ng/ml X-Gal va 25ng/ml kanamyxin. Sau khi 0 qua dém, khuén lac
dugc thu gom va thu dudc cac thé bién nap sau khi phan 1ap khudn lac don. TU cac thé bién
nap nay, plasmit dudc tao ra. Cac plasmit nay chilra gen gltA dugc goi lan lugt la pSFKC,
pSFKCI, pSFKC2 vapSFKC4.

(4) Xac dinh mic dé bi€u hién cs tir plasmit gltA dot bién trong vi khudn Coryneform

Plasmit dugc tao ra ¢ budc (3) néu trén dugc dua vao trong Brevibacterium lactofermentum
ATCC13869. Cu thé, qua trinh x{r ly nay dudgc tién hanh bdng phudng phap xung dién (J.p.
KOKAI No. 2-07791). Céc thé bién nap nay dudgc chon & nhiét d 3re véi dia mdi trudng
CM2B (chira 10g/I bactotrypton, I0gA dich chiét ndm men bacto, 5g/1 NaCl, 10jj.g/l biotin va
15g/I thach, d6 pH la 7,0) chlfra 25u,g/ml kanamyxin. Sau khi nu6i cay trong hai ngay, cac
khuén lac dudgc thu gom va cac thé bién nap chlra pSFKC, pSFKCI, pSFKC2, va pSFKC4 [an



lugt dudc goi la BLCS, BLCS1, BLCS2 va BLCS4, sau khi phan 1&p khuén lac don. Mdi trudng
cé thanh phan nhu dudc thé hién trong Bang 8 dugc cdy thé bién nap. Qud trinh nudi cay
dugc tiép tuc & nhiét d6 31°c va két thic qua trinh nubi cdy trudc khi glucoza dugc tiéu thu
hoan toan. Dich nudi cdy nay dudc ly tdm dé tach cac té bao. Cac té€ bao nay dudgc rira bang
dung dich dém Tris 50mM (d6 pH = 7,5) chira 200mM natri glutamat va sau dé dudc tao
huyén phu trong dung dich dém nay. Sau khi x(r ly bdng siéu am bang thiét bi UD-201
(TOMY), tiép theo ly tdm (10.000g-100000m/s?), cac t& bao khdng v con lai dugc loai bo
dé thu dudc dung dich enzym thé. Hoat tinh cla xitrat syntaza cé thé dudc xac dinh theo
bai bdo néu trong Methods Enzymol. 13,3 - li (1969). Cu thé€, dung dich enzym thé dudc bd
sung vao hdn hgp phan (ng chira I0OmMM Tris-HCl (dd pH=8), 0,ImM DTNB, 200mM natri
glutamat va 0,3mM axetyl CoA, va gia tri goc dugc xac dinh theo mic gia tang mdc d6 hap
thu & budc séng 412nm & nhiét d6 30°c dudc xac dinh badng may do anh phé Hitachi U-
3210. Hon nita, axit axaloaxetic dugc bd sung vao vdi lugng sao cho ndng dd cudi cla né sé
la 0,5mM. MUc gia tang mdc do hap thu & budc séng 412nm dudc xac dinh, tir dé gia tri goc
dudc suy ra dé€ xac dinh hoat tinh cua xitrat syntaza. Néng dé protein trong dung dich
enzym tho dudc xac dinh bang phuong phap Protein Assay (BIO-RAD). Albumin huyét thanh
clia bd dudc st dung lam protein chudn. Cac két qua dudgc thé hién trong Bang 9. B3 khang
dinh dudc réng hoat tinh xitrat syntaza clia cac doan khéi dau gltA dot bién dudc gia tang so
v8i doan khai dau gltA kiéu dai.

Bang 8

Thanh phéan

Ham lugng Glucoza 50g/1 KH,P0,4 Ig/1

MnS04. 7H50 0,4mg/I

FeS04 . 7H,0 10mg/I

Dich thay phéan protein dau tugng 20ml/I Biotin 0,5mg/I
Tiamin hydroclorua 2mg/l 2mg/|

Bang 9 Chung dABS/phut/mg

Hoat tinh tugng doi

Hoat tinh tuong ddi kiéu dai 4 6,8 1,0 BLCSOO 38,8 5,7 1,0 BLCS01 57,1 8,4 1,21 BLCS02
92,513,6 1,9 BLCS04 239,5 35,2 4,8

(5) Bua gen gltA bién thé vao trong plasmit man cam nhiét do

D& sdp nhap cac trinh tu cla doan khdi dau gltA dot bién vao trong nhiém séc thé, theo
phuong phap da biét trong d6 plasmit ma qua trinh sao chép cua né trong vi khuan
Coryneform & man cdm nhiét d6 dudc sir dung (J.P.KOKAI No.5-7491). pSFKT2 (Pon yéu
cau cdp Patent Nhat s6 11-81693) dugc st dung lam vat truyén plasmit, ma qua trinh sao
chép cla né trong vi khudn Coryneform Ia man cam nhiét d6. pKFCSI, pKFCS2 va pKFCS3
dugc cat hoan toan bang Sail va BstPI va lam bang dau dudc s dung lam cac trinh tu cua
doan khdi dau gltA dot bién. Ching dudc ghép ndi vGi pSFKT2 da dugc cat hoan toan bang
Smal. Sau khi hoan thanh viéc ghép néi, ti€n hanh qua trinh bién nap vdi cac té bao kha
bién cla E. coli JM109 (Takara Shuzo Co., Ltd.). Cac t€é bao dudc dan Ién cac dia moi trudng
L chira 10iig/ml IPTG, 40|ug/ml X-Gal va 25fj,g/ml kanamyxin. Sau khi nu6i cdy qua dém,
cac khuan lac mau trédng dugc tao ra va thu dugc cac thé bién nap sau khi phan 1ap khuén



lac don. TU cac thé bién nap nay, cac plasmit dudc tao ra. Cac vat truyén hinh thoi man
cam nhiét dé chlra gen gltA 1an lugt dudc goi la pSFKTCI, pSFKTC2 va pSFKTC4.

(6) Bua gen khai dau gltA dot bién vao trong nhiém sic thé

TUng plasmit pSFKTCI, pSFKTC2 va pSFKTC4 dugc dua vao trong ching Brevibacterium
lactofermentum FGR2 bang phudng phap xung dién. Cac thé bién nap nay dugc chon trén
cac dia moéi trugng CM2B chira 25jj.g/ml kanamyxin & nhiét d6 25°c. Sau khi dua tung
plasmit vao chung vi khué’n, moi chiang thu dugc dugc nudi cdy trong moi trudng ldng
CM2B, dudc dan |én cac dia CM2B chira 25|j. g/ml kanamyxm sau dé pha loang dén néng
dé nam trong khoang tur lo® dén 1o’ cui trén dia va dugc nudi cdy & nhiét dé 34°c. Chung co
plasmit man cdm nhiét do trd nén man cam vdi kanamyxm vi qua trinh sao chep cua
plasmit dugc Uc ché & nhiét dé nay, va do vay né sé khong hlqh ddi thanh cac khuén lac.
M3t khac, ching c6 ADN plasmit dudc sap nhép vao trong nhiém sic thé cé thé dugc chon
vi n6 tao ra khuén lac. Cac khuén lac thu dugc nhu vay dudc thu gom va dugc phén 1ap déi
thanh céc khudn lac tuong (ng. ADN nhiém sdc thé dugc chiét tir chung nay. Phan ng PCR
dudc tién hanh nhd sir dung ADN nhiém sdc thé lam khudn mau va cac doan mdi cua trinh
tu dugc thé hién trong Seq ID No.8 va Seq ID No. 13. Khodng 3kb doan dudc khuéch dai
dudc xac dinh. Diéu dé chung té rang trong chung nay, gen gltA dét bién thu dugc tu
plasmit man cam nhiét d6 dugc sap nhap gan gen gltA trong nhiém sdc thé cla vat chu
bang céch tai td hgp tuong déng. Cac ching thu dugc tir pSFKTCI, 2 va 4 lan lugt dudc goi
la BLCS11, BLCS12 va BLCS14.

(7) Tao ra cac gen khdéi dau gltA dugc thé

DAau tién, cac ching man cdm kanamyxin thu dugdc tir cdc chung BLCS11, BLCS12 va
BLCS14 cb gen gltA dot bién dudc sap nhép vao trong dé badng cach tai t6 hdp tuong dong.
Cac chung co plasmit dudc sap nhap trong dé dudc pha loang va dudc dan |én cac dia CM2B
va sau do6 dugc nudi cdy & nhiét dd 34°c. Sau khi hinh d6i thanh cac khuan lac, cac ban sao
cua cac dia nay dugc tao ra nhg st dung cac dia CM2B chua 25Tig/ml kanamyxin va dugc
nuoi cdy & nhiét do 34°c. Nhu vay, thu dudc cac ching man cam kanamyxin.

Nhiém sdc thé dudgc chiét tr chiing man cdm kanamyxin, va phan (tng PCR dudc tién hanh
v@i cac doan moi co trinh tu dudc thé hién trong Seq ID No.7 va Seq ID No.8 dé tao ra cac
doan gen gltA. Cac doan khuéch dai thu dugc nhu vay dugc tinh ché& bang thiét bi
SUPRECO02 (Takara Shuzo Co., Ltd.) va sau d6 dugc xac dinh trinh tu nhG s& dung doan moi
cé Seq ID No. 13 dé xac dinh trinh tu trong vung khdi dau cla né. Két qua 1a, ching cé
trinh tu doan khdi dau tuong tu nhu cta pKF19CSl trong Bang 7 dudc goi la GBO1, ching cé
trinh tu doan khai dau tudng tu nhu cua pKF19CS2 dudgc goi la GB02 va ching co trinh tu
doan khdi dau tudng tu nhu cia PKF19CS4 dudc goi la GB03. Diéu d6 chirng to rang trong
cac chliing nay, gen gltA thu dugc tir kiéu dai dugc dinh vi ban dau trén nhiém sic thé da
dudc cét ra cung vdi vat truyén plasmit trong khi gen gltA dét bién dudgc dua vao bang
plasmit dugc giif lai trén nhiém sc thé khi plasmit nay va gen glItA dugc sao chép dugc cit
ra khoi nhiém sic thé nay.

(8) Xac dinh hoat tinh xitrat syntaza ctiia cac ching cé doan khdgi dau gltA dot bién

Cac hoat tinh cua xitrat syntaza dudc xac dinh bang cach x&r ly cac chiung FGR2, GBO1,
GB02, GB03 va FGR2/pSFKC thu dudc & budc (7) theo cach tuong tu nhu & budc (4). Cac
két qua dudc thé hién trong Bang lo. D3 xac nhan dudgc rang hoat tinh xitrat syntaza cla
chung cé doan khdi dau gltA dudc thé cao han hoat tinh clia cac ching bé me cua né.

Bang 10 Chang dABS/phut/mg

Hoat tinh tuong déi FGR2 7,9 1,0 GB01 9,5 1,2 GB02 15,0 1,9 GB03 31,6 4,0 FGR2/pSFKC
61,6 7,8



(9) Cac két qua nubi cdy cua cac chung cé doan khdi dau gltA dudc thé

TUng chidng trong s cac ching thu dugc & budc (7) néu trén dugc cay vao trong moi trudng
nhan giéng cé thanh phan dudc thé hién trong Bang 11, va dich nudi cdy dudc 1&c & nhiét do
31,5°c trong 24 gid. 300m| mdi trudng nudi cdy chinh cé thanh phan dudc thé hién trong
Bang 11 dudc chuyén vao trong binh Ién men thuy tinh dung tich 500ml va sau d6 dudgc khir
tring bang cach gia nhiét va dudc cdy 40ml giéng dudc nudi cdy nhu néu trén. Qua trinh
nudi cdy dudc bat dau & nhiét d6 nudi cdy la 31,5°c trong do6 téc dd khudy va téc dd théng
khi Ian lugt dudc kiém soat d€ ndm trong khoang tir 800 d&n 1200 vong/phut, va dé ndm
trong khoang tir 1/2 dén 1/1 thé tich/phdt. B pH cua dich nudi cdy dudc gilt & 7,5 bang khi
amoniac. Nhiét dd dudc nang Ién 37°c sau 8 gid ké tur khi b&t ddu nudi cdy. Qua trinh nudi
cay két thuc khi dudng glucoza da dudgc tiéu thu hoan toan trong thdgi gian tir 20 dén 40 gid,
va lugng axit L-glutamic dudc tao ra va tich Ily trong dich nub6i cdy dudc xac dinh.

Két qua 13, san lugng axit L-glutamic cta tirng chiing GB02 va GB03 I6n hon so v@i cac
chiing GBO1 va FGR2/pSFKC nhu dudc thé hién trong Bang 12. TU céc s6 liéu nay, da nhén
thay réng két qua tét thu dugc béng cach gdy dot bién trong doan khai dau gltA dé gia ting
hoat tinh cs tir 2 dén 4 1an nhdm cai thién san lugng axit L-glutamic do cac chung do tao ra.
Bang li

Thanh phéan

Ham lugng

MOoi trudng cdy gidng

MOi trudng cdy chinh Glucoza 50g/1 1509/l K,P04 IgA 2g/I

MgS04. 7H,0 0,4g/! éil

FeS04. 7H.0 10mg/! 15mg/I

MnS04. 4H,0 10mg/l 15mgfl

Dich thay phéan protein dau tugng 20ml/l 50ml/I Biotin 0,5mg/l 2mgfl

Tiamin hydroclorua 2mg/l 3mg/|

Bang 12 Chuang

Axit L-glutamic (g/1) FGR2 8,9 GBO1 9,1 GB02 9,4 GB03 9,4 FGR2/pSFKC 9,1

Vi du 4. Gay dét bién trong vung khdi dau cla gen ICDH cua vi khudn Coryneform sinh ra
glutamat

Trong vi du nay, cac ching cé cac doan khai dau dudc tang cudng clia cac gen ma hoa
glutamat dehydrogenaza, xitrat syntaza va isoxitrat dehydrogenaza dugc san xuat.

(1) Tach dong gen icd

Trinh tu ADN cla gen icd clia vi khudn Coryneform ma hoa xitrat syntaza d& dudc giai thich
rd rang [J. Bacterid. 177, 774-782 (1995)]. Trén cd s4 trinh tu nay, cdc doan mdi dudc thé
hién trong Seq ID No. 14 va Seq ID No. 15 dudc té6ng hgp. Phan (ng PCR dudc tién hanh



nhg s dung ADN nhiém sdc thé cua Brevibacterium lactofermentum ATCC13869 lam khuon
mau dé khuéch dai khoang 3Kbp cla doan ADN ch(ra gen icd va doan khoi dau cua né.
Doan khuéch dai thu dugc nhu vay dudc cat hoan toan bang EcoRI, va dudc két hop vai
doan thu dudgc bang cach cat hoan toan pHSG 399 (Takara Shuzo Co., Ltd.) bédng EcoRI dé
ti€n hanh ghép nGi. Sau khi hoan thanh qua trinh ghép ndi, ti€n hanh bién nap nhdg s dung
cac té bao kha bién cua E. coli JIM109. Cac t€ bao nay dudc dan Ién cac dia moi trudng L
chira 10ng/ml IPTG, 40]ig/ml X-Gal va 40fig/ml cloramphenicol. Sau khi cdy qua dém, cac
khu&n lac mau trdng dugc thu gom va thu dudc cac thé bién nap sau khi phan 1ap khuén lac
don.

Plasmit mang gen icd dugc goi la pHSG399icd.
(2) Gay dot bién trong gen khgi dau icd

Chua hoan toan dinh vi chinh xac doan khdéi dau cia gen icd. Kha nang gia tang mdc phién
m& cua gen icd dudc kiém tra bdng cach bién ddi nhan tao trinh tu & phia dau trén cta gen
m& hoa ICDH d&i thanh trinh tu giéng v3i doan khdi dau. Cu thé, cac dét bién dudc gay ra
trong vung tuong tu 10 tén tai trong trinh tuw ADN cdch ATG d3u tién cla protein ICDH
khoang 190bp & phia dau trén (doan khdi dau thr nhat) va khodng 70bp (doan khdi dau thi
hai) & phia dau dudi.

Mutan-Super Express Km (Takara Shuzo Co., Ltd.) dugc sir dung dé gay doét bién trong
vung phia dau trén cla gen icd. Phuong phap nay dugc mé ta cu thé dudi day. pHSG399
dudc cdt hoan toan bang Pstl dé€ thu dudc doan Pstl chira doan khdi dau clia gen icd. Cac
doan nay dudc ghép néi vdi doan thu dugc béng cadch cat hoan toan pKF18kM (Takara
Shuzo Co., Ltd.) bang Pstl. Sau khi hoan thanh viéc ghép néi, ti€n hanh bi€n nap vdi cac té
bao kha bién cta E. coli JM109 (Takara Shuzo Co., Ltd.). Cac té bao nay dugdc dan Ién moi
trudng L chra 10|ig/ml IPTG, 40|ig/ml X-Gal va 25fxg/ml kanamyxin. Sau khi nu6i cdy qua
dém, cac khudn lac mau trdng tao déi thanh dudc thu gom va thu dudc cac thé bién nap
sau khi phan Iap khuén lac don. TU cac thé bién nap nay, plasmit dudc tao ra, va plasmit
chira doan khdi dau cta gen icd dudc goi la pKF18icd.

PCR dugc ti€n hanh nhd s dung pKF18icd 1am khudn mau va ADN téng hgp dugc
phosphoryl hda & dau 5 dugc thé hién trong trinh tu cia Seq ID No. 16, Seq ID No. 17, Seq
ID No.18, Seq ID No.19, Seq ID No.20 va Seq ID No.21 va doan moéi chon loc. Cac san
phdm PCR dudc st dung dé bién nap cac té bao kha bién cla E. coli JM109. Cac té bao dudc
dan Ién cac dia moi trudng L chlra 25|0.g/ml kanamyxin. Sau khi nudi cdy qua dém, cac
khuén lac dudc 18y ra va thu dudc cac thé bién nap sau khi phan 14p khuén lac don. TU cac
thé bién nap nay, ADN plasmit dugc tao ra, va trinh tu cta ving khdi dau icd dugc xac dinh
nhd s dung ADN téng hdp dudc thé hién trong Seq ID No.22 bang phuong phap cua
Sanger [J.Mol.Biol. 143, 161 (1980)]. Cu thé, trinh tw ADN dudgc xac dinh bidng Dye
Terminator Sequencing Kit(Applied Biosystems), va dudc phan tich béng thiét bi Genetic
Analyzer ABI310 (Applied Biosystems). Cac doan dé thu dudc bang cach thay ving khdi dau
icd bang trinh tu dugc thé hién trong Bang 7 lan luot dudc goi 1a PKF18ICD1, pKF18ICD2,
pKF18ICD3, pKF18ICD4, pKF18ICD5 va pKF18ICD6. Trong s& dd, pKF18ICD2 dudgc cit hoan
toan bdng Pstl d€ thu dudc doan Pstl chira doan khdi dau cua gen icd. Doan nay dugc ghép
ndi vdi doan thu dugc bang cach cat hoan toan pKF18kM bang Pstl (Takara Shuzo Co., Ltd.).
Sau khi hoan thanh qua trinh ghép ndi, ti€n hanh bién nap vdi cac té bao kha bién cua E.
coli JM109 (Takara Shuzo Co., Ltd.). Cac t€ bao nay dudc dan |én trén cac dia moi trudng L
chira 10|ag/ml IPTG, 40i'g/ml X-Gal va 25]ig/ml kanamyxin. Sau khi nuéi cdy qua dém, céac
khuén lac. mau trédng dudc I8y ra va thu dudc cac ching dudc bién nap sau khi phan I1ap
khu&n lac don. TU cac ching dudgc bién nap nay, plasmit dugc tao ra, va plasmit nay ch(ra
doan khdi dau cta gen icd dugc goi la pKF18 ICDM2. Phan ¢ng PCR dudc ti€n hanh nhd sur
dung pKF18ICDM2 lam khudén mau va ADN téng hgp dugc phosphoryl héa & dau 5 dudc thé
hién trong Seq ID No.20 va Seq ID No.21 va doan moi dudc lua chon. Qua trinh bi€n nap
clia cac té bao kha bién cua E. coli IM109 dudgc tién hanh véi sdn phdm cla phan (ng PCR.



Cac té bao dudc dan Ién cac dia moi trudng L chira 25|0.g/ml kanamyxin. Sau khi nu6i cay
qua dém, cac khuén lac tao déi thanh nhu vay dudc thu gom va thu dudc cac thé bién nap
sau khi phan Iap khudn lac dom. TU cac thé bién nap nay, ADN cua cac plasmit dudc tao ra,
va trinh tu cla vung khdi déu icd dudc xac dinh nhd sir dung ADN téng hgp dudc thé hién
trong Seq ID No.22. Thu dugc cdc doan nay bang cach thay vung khdi dau icd bdng trinh tu
dugc thé hién trong Bang 13 Ian lugt dudc goi 1a pKF18ICD25 va pKF18ICD26.

Bang 13 Plasmit
Doan khdi dau th nhat

DPoan khdi dau thir hai 35 10 35 10 PKF18ICD GCGACT GAAAGT TTTCCA CACCAT
PKF18ICD01 GCGACT TATAAT T1TCCA CACCAT PKF18ICD02 TTGACA TATAAT T1TCCA
CACCAT pKF18ICDO03 TTGACT TAAAGT T1TCCA CACCAT pKF18ICD04 GCGACT GAAAGT
T1TCCA TATAAT PKF18ICDO5 GCGACT GAAAGT TTGCCA TATAAT PKF18ICD06 GCGACT
GAAAGT TTGACA TATAAT PKF18ICD25 TTGACA TATAAT TTGCCA TATAAT pKF18ICD26
TTGACA TATAAT TTGACA TATAAT

(3) Tao ra plasmit d& xac dinh hoat tinh clia doan khdi dau

D& dé dang xac dinh hoat tinh cua doan khéi dau, phudng phap cé thé 1a xac dinh gian tiép
hoat tinh cua doan khai dau nhg sur dung gen bao cdo. Cac tinh chdt mong muén can cé cua
gen b&o cdo la hoat tinh cé thé dé dang dudgc xac dinh, thdm chi ca khi axit amin dugc bd
sung vao dau tan cung N, hoat tinh cling khdng bi gidam mot cach déang k&, phan 'ng cd ban
khéng xay ra va cé enzym gidi han cét vi tri thich hgp dé thao tac gen. Vi P-galactosidaza
(LacZ) cua E. coli dugc st dung rdng rai lam gen bao céo va vi khudn thudc loai
Corynebacterium khéng cé kha nang dong hoa lactoza [J. Gen. Appl. Microbio., 18, 399-416
(1972)], LacZ dudgc xac dinh la gen bao cao tdi vu. Sau do, plasmit pNEOL mang LacZ lam
gen bao cao dugc tao ra (xem Fig.3). Quy trinh thuc hién dudc mo ta chi tiét dugi day. Phan
rng PCR dugc thuc hién nhd sir dung ADN nhiém séc thé thu dudc tir E. coli ME8459
(ME8459 dudc luu gilf tai National Institute of Genetics (Nhat)) lam khudon mau véi ADN
téng hop dudgc thé hién trong Seq ID No.23 va Seq ID No. 24 lam doan mdi. San phdm cua
phan 'ng PCR dudc cdt hoan toan bang Smal va BamHI va sau dé dugc ghép ndi vdi cac
doan thu dugc bang cach cét pKF3 (Takara Shuzo Co., Ltd.) bang HindlIII va dudc lam bang
dau. Sau khi hoan thanh qua trinh ghép nai, ti€n hanh bién nap vai cac té bao kha bién cua
E. coli JM109 (Takara Shuzo Co., Ltd.). Cac té bao nay dudc dan Ién cac dia moi trudng L
cha 25]ig/ml kanamyxin. Sau khi nudi cdy qua dém, cac khuén lac dugc tao ra nhu vay
dudc thu gom va dudc phan 1ap thanh céac khuén lac tuong (ng dé thu dugc chiing dugc
bién nap. Plasmit thu dudc tir chung dudc bién nap dudc goi la pKF3nptIl. Sau do, plasmit
nay dugc cit bang Sail. M3t khac, pSAK4 dugc mé ta trong vi du I (1) dudc cdt hoan toan
bang Smal va Sail va dugc lam bdng dau. Cac doan nay dudc ghép ndi vdi nhau dé tao ra
vat chd hinh thoi pNEO, vt chl nay cé thé sao chép trong vi khudn Coryneform. Plasmit
nay c6 kha nang truyén tinh khang cloramphenicol va khang kanamyxin cho vat cha..Han
nita, pNEO dudc cat hoan toan bang Smal va Sse83871. Cac doan thu dudc nay dugc ghép
ndi vdi cac doan thu dudc béng cach cat hoan toan pMC1871 (Farmacia Biotech) bdng Pstl
va Smal. Nhu vy, vat chu hinh thoi pNEOL cé thé dugc sao chép trong vi khuan
Coryneform va cé LacZ thi€u 8 axit amin & dau tan cung N lam gen bdo cdo dudc tao ra
(xem Fig.3).

(4) Xac dinh hoat tinh ctia doan khéi dau icd dot bién

Cac plasmit cé doan khdi dau icd dot bién dugc tao ra é budc (2) néu trén, nghia la
PKF18ICD1, pKF18ICD2, pKF18ICD3, pKF18ICD4, pKF18ICD5, PKF18ICD6, PKF18ICD25,
pKF18ICD26 va pKF18ICD, dudc cat hoan toan bang Sacll va Pstl va sau d6 dugc lam bang
dau. Chang dudc ghép néi vdi cac doan thu dudc bang cach cdt pNEOL bang Smal. Sau khi
hoan thanh qua trinh ghép ndéi, ti€n hanh bién nap vdi cac té bao kha bién cua E. coli



JM109. Céc t€ bao nay dudgc dan Ién trén cac dia moi trudng L chlra IPTG, X-Gal va 40]ig/ml
cloramphenicol. Sau khi 0 qua dém, qa’c khu&n lac mau xanh dugc thu gom va thu dudc cac
chung bién nap sau khi phan lap khuan lac don.

TU cac chung da dugc bién nap, cac plasmit dudc tao ra. Plasmit c6 cdu tric c6 kha nang
sinh ra protein dung hgp cua ICDH va LacZ lan lugt dudc goi la pNEOICDI, pNEOICD2,
pNEOICD3, pNEOICD4, pNEOICD5, pNEOICDG, PNEOICD25, pNEOICD26, va pNEOICD.
TUng plasmit nay hodc pNEOL dugc dua vao trong Brevibacterium lactofermentum
ATCC13869 bang phuong phap xung dién. Cac thé bién nap nay dugc chon bdng cach si
dung cac dia moi trudng CM2B (chira 10g/I bactotrypton, 10g/I dich chiét ndm men bacto,
5g/1 NaCl, 10|~g/I biotin va 15g/I thach va cé d6 pH la 7,0) chl&a 25|”~g/ml kanamyxin va
40|j.g/ml X-Gal & nhiét dé 3 re trong 2 ngay. Sau khi dua vao, cac khuén lac dudc tao ra
nhu vay dugc thu gom va dudc phén 14p dudi dang céac khuén lac don. Cac thé bién nap
chlra pNEOICDI, pNEOICD2, pNEOICD3, pNEOICD4, PNEOICD5, pNEOICDG, pNEOICD?25,
pNEOICD26 va pNEOICD lan lugt dugc goi la BLAC1, BLAC2, BLAC3, BLAC4, BLACS5, BLACS,
BLAC25, BLAC26, BLAC va BNEOL. T4t ca cac thé bién nap khac BNEO déu tao ra cadc khuén
lac mau xanh. Cac dung dich enzym thd dudc tao ra tir cac thé bién nap nay theo cach
tuong tu nhu & budc (4) trong vi du 3 chi khac la "dung dich dém Z" (chra lo mM KC1, ImM
MgS04, 270]ig/100 mM 2-ME va NaPi va c6 d6 pH = 7,5) dudc st dung lam dung dich dém
dé rlra va tao huy@n phu. Hoat tinh cta LacZ dugc xac dinh nhu sau: Dung dich dém z dugc
tron va@i dung dich enzym tho, ONPG trong dung dich dém z cé néng d6 cudi la 8mg/ml dugc
bd sung vao hdn hap thu dugc, va mirc do gia tdng kha ndng hap thu & budc séng 420nm &
nhiét dé 30°c dugc xac dinh bdng may do anh phd Hitachi U-3210 lam hoat tinh cta LacZ.
Lugng protein trong dung dich enzym tho dudc xac dinh bang thir nghiém protein (BIO-
RAD) Albumin huyét thanh bd dugc st dung lam protein chuén. Céc két qua dudc thé hién
trong Bang 1*4. P3 khang dinh dudc rdng hoat tinh LacZ cla ching cé dot bién trong doan
khai dau icd va biéu hién protein dung hgp ICDH-LacZ cao han so véi hoat tinh cla chiing
biéu hién protein dung hgp ICDH-LacZ kiéu dai.

Bang 14 Chang dABS/phut/mg

Hoat tinh tucng ddi BNEOL khéng phat hién dugdc 0,0 BNEOLI 42 1,0 BNEOLI-1 84 2,0
BNEOLI-2 4,0 BNEOLI-3 80 1,9 BNEOLI-4 3,0 BNEOLI-5 3,3 BNEOLI-6 84 2,0 BNEOLI-25
4,0 BNEOLI-26 4,0

(5) Bua gen icd dot bién vao trong plasmit man cam nhiét do

Vat chu plasmit pSFKT2 (Bon yéu cau cdp Patent Nhat s6 11-81693) ma qua trinh sao chép
cta né trong vi khudn Coryneform la man cam nhiét d6 dudc st dung. PKF18ICD1,
pKF18ICD2,- pKF18ICD3, pKF18ICD4, pKF18ICD5, pKF18ICD6, pKF18ICD25 va
pKF18ICD26 dudc cat hoan toan bang Pstl va cac doan thu dugc duge st dung lam cac trinh
tu khdi dau icd dot bién. Cac doan thu dudc nhu vay dugc ghép néi v3i pSFKT2 dudgc cat
hoan toan bang Pstl. Sau khi hoan thanh viéc ghép néi, ti€n hanh bi€n nap vdi cac té bao
kha bién cua E. coli JM109 (Takara Shuzo Co., Ltd.). Cac t€ bao nay dudc dan |én cac dia
moi trudng L chira 10[j.g/ml IPTG, 40]ig/ml X-Gal va 25]j,g/ml kanamyxin. Sau khi cdy qua
dém, cac khuan lac mau trdng dudc thu gom va thu dudc cac chiing d& dudgc bién nap sau
khi phan lap khu&n lac don. TU cdc ching da dudc bién nap, plasmit dugc tao ra. Vat chu
hinh thoi man cdm nhiét do cha gen khdai dau icd 1an lugt dugc goi la pSFKTII, PSFKTI2,
pSFKTB, pSFK™, pSFKTI5, pSFKTO, pSFKTI25, va PSFKTI26.

(6) Sap nhap doan khai dau icd dot bién vao trong nhiém sic thé

Cac plasmit dugc tao ra & budc (5) néu trén dugc dua vao trong ching Brevibacterium
lactofermentum GB02 b&ng phudng phap xung dién. Cac thé bién nap dudc chon nhd cac
dia moi trudng CM2B (chira 10g/1 bactotrypton, 10g/! dich chiét nam men bacto, 5g/I NaCl,
10iigii biotin va 15g/Il thach va cé do pH la 7,0) chra 25|j.g/ml kanamyxin & nhiét d6 25°c.



Sau khi dua vao, cac chung thu dudc dugc nubi cay trong cac dia moi tru("jng Iéng CM2B,
dan Ién cac dia CM2B ch(a 25||g/mI kanamyxm sau khi pha loang dén nong do nam trong
khoang tir 10> dén Io cfu/dia va dudc nuoi cay & nhiét dd 34°c. Chdng c6 plasmit man cam
nhiét do trd nén man cdm kanamyxin vi qué trinh sao chép cua plasmit bj (fc ch& & nhiét do
nay va vi vay, né khéng thé tao ra khuén lac. Mat khac, ching cé ADN plasmit dudc sap
nhdp vao trong nhiém séc thé c6 thé€ dugdc chon vi nd c6 thé tao ra khudn lac. Cac khuén lac
thu dudc nhu vy dugc thu gom va dudc tach thanh cac khuén lac riéng. ADN nhiém sac thé
dudc chiét tir ching nay va tién hanh phan &'ng PCR b&ng cach s dung ADN nhiém s&c thé
ldm khudn mau véi cdc doan mdi dugc thé hién trong Seq ID No.13 va Seq ID No. 15.
Khoang 3kb cac doan khuéch dai dugc xac dinh. Nhu vay, da chirng to dugc rang trong
chidng nay, gen icd dét bién thu dugc ti plasmit man cam nhiét dd dudc sap nhdp gan gen
icd trong nhiém sdc thé cua vat chd bang cach tai t& hgp tuong dong.

(7) Tao ra cac chung c6 doan khdi dau icd dudc thé

Trudc tién, ching man cdm kanamyxin thu dudc tir cdc ching cé gen icd dot bién dugc sap
nhap vao dé bang cach tai td hgp tuong dong nhu néu & budc (6). Cac chiing ¢ plasmit
dugc sap nhap vao dé dudc pha loang va dudc dan Ién cac dia CM2B va sau do nubi cay &
nhiét dd 34°c. Sau khi tao ra cac khuén lac, cdc ban sao dudc tao ra trén cac dia CM2B chira
257ig/ml kanamyxin, va ching dudc U & nhiét d6 34°c. Nhu vay, thu dudgc cac ching man
cam kanamyxin.

Nhiém sc thé dudgc tach ra tir ching khang kanamyxin, va phan (ng PCR dugc tién hanh
nhd s dung cac doan moi dugc thé hién trong Seq ID No. 14 va Seq ID No. 15 dé€ tao ra
cac doan gen icd. Cac doan gen khuéch dai thu dugc nhu vay dugc lam sach bédng thiét bi
SUPRECO02 (Takara Shuzo Co., Ltd.) va sau dé dugc tién hanh xac dinh trinh tu nhd st dung
doan moi dudgc thé hién trong Seq ID No.22 dé& xac dinh trinh tu ving khéi dau clta né. Két
qud 13, cac chung co cac trinh tu khdi dau icd thu dugc tir pSFKTII, pSFKTI2, pSFKTD,
PSFKTI4, pSFKTI5, pSFKTI6, pSFKTI25 va pSFKTI26 Ian lugt dudc goi Ia GCO1, GCO2,
GC03, GC04, GCO5, GC06, GC25 va GC26. Trong cac ching nay, khi plasmit va gen icd sao
chép dudc cat khoi nhiém sic thé, gen icd kiéu dai ban dau dinh vi trén nhiém séc thé nay
dugc cat cung vdi vat truyén plasmit, trong khi gen icd dot bién dudc dua vao plasmit con
lai trén nhiém sic thé.

(8) Xac dinh hoat tinh isoxitrat-dehydrogenaza ctia cac chiing d6t bién cé gen khai dau icd
dot bién

Dung dich enzym thé ICDH dugc tao ra bang cach sir dung tirng ching trong s6 8 chiing thu
dudc & budc (7) néu trén, va chung GB02 theo cach tuong tu nhu & budc (7) trong vi du 3.
Cac hoat tinh ICDH dudc xac dinh nhu sau: dung dich enzym thé dugc bé sung vao dung
dich phan &ng chfa 35mM Tris-HCI (d6 pH=7,5), |,5mM MnS0,4, 0,ImM NADP va |,3mM axit
isoxitric, va mlc d6 tang kha nang hdp thu & budc séng 340nm & nhiét d6 30°c dugc xac
dinh bang may do anh phé Hitachi U-3210 Ia hoat tinh cla ICDH. Lugng protein trong dung
dich enzym thd dudc xac dinh bang th& nghiém protein (BIO-RAD). Albumin huyét thanh bo
dudgc sir dung lam protein chuén. Cac két qua dudgc thé hién trong Bang 15. B3 khang dinh
dudc rang hoat tinh isoxitrat dehydrogenaza cuia cac ching cé gen khdi dau icd dugc thé
cao haon so vdi hoat tinh cla ching bé me.

Bang 15 Chang dABS/phut/mg

Hoat tinh tuong d6i GB02 3,9 1,0 GCO01 8,2 2,1 GC02 19,1 4,9 GC03 7,0 1,8 GC04 12,5 3,2
GCO05 19,1 4,9 GCO06 10,5 2,7 GC25 30,4 7,8 GC26 24,2 6,2 9) Cac két qua nudi cdy cac
chung chlra gen khdi dau icd dudc thé

TUng chldng trong s6 8 ching thu dudc & budc (7) néu trén dudc nudi cady theo cach tudng
tu nhu & budc (9) trong vi du 3. K&t qua 13, san lugng axit L-glutamic dugdc gia tang khi mot



chung bat ky trong s6 cac chung GC02, GC04, GC05, GC25 va GC26 dugc sir dung nhu dudc
thé hién trong Bang 16. B3 nhan th8y réng co th{a’ dat dudc nhitng két qud nhu mong mudn
bang cach gay dot bién trong gen khdi dau icd dé gia tdng hoat tinh ICDH |én it nh&t 3 Ian.

Bang 16 Chang

Axit L-glutamic (g/dl) GB02 9,2 GC01 9,0 GC02 9,5 GC03 9,1 GC04 9,4 GCO5 9,6 GCO6 9,2
GC25 9,9 GC26 9,8

Vi du 5. Gay dét bién trong vung khdi dau clua gen PDH cla vi khudn Coryneform sinh ra
glutamat

(1) Tach dong gen pdhA tur vi khudn Coryneform

Céac doan moi dugc thé hién trong Seq ID No.25 va Seq ID No.26 dudc tdng hop béng cach
chon cac doan cd d6 tuong dong cao trong s6 cac cau truc siéu phan tu El cia pyruvat
dehydrogenaza (PDH) cta Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, va Mycobacterium
tuberculosis. Phan (ng PCR dudc tién hanh béng cach s dung nhiém sic thé cua
Brevibacterium lactofermentum ATCC13869, dugc tao ra bdng kit Iam sach ADN cla hd gen
vi khuén (Advanced Genetic Technologies Corp.) lam khudn mau trong cac diéu kién phan
(ng chudn dudc dé cép & trang 8 cua tap chi PCR Technology (tac gia la H.Erlich va do
Stockton Press xuat ban, 1989). Dung dich phan Utng dudc tién hanh dién di trén gel
agaroza dé phat hién khoang 1,3 kilobazd cac doan ADN khuéch dai. Trinh tu cGa ca hai dau
ctia ADN thu dudc nay dudgc xac dinh bdng ADN téng hop dudgc thé hién trong Seq ID No.25
va Seq ID No.26. Trinh tu nay dudc xac dinh bdng phuong phap clia Sanger [J.Mol.Biol,
143, 161 (1980)] nhdg kit xac dinh trinh tv ADN (Applied Biosystems Co.). Trinh tu dugc xac
dinh dugc suy luan thanh cac axit amin, va dudc so vdéi cac cau truc siéu phan tu El cua
pyruvat dehydrogenaza thu dugc tir cac loai Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa va
Mycobacterium tuberculosis d& phat hién dé tuong ddng cao trong s ching. Tiép theo, d3
xac dinh dudc réng trinh tuw ADN dugc khuéch dai bdng phan ing PCR la mét phén cla gen
pdhA ma hoa cdu truc siéu phan tu El cla pyruvat dehydrogenaza cua Brevibacterium
lactofermentum ATCC13869. Tién hanh tach dong vung & phia dau trén va vung & phia dau
dudi cua gen. Phuang phép tach dong 1a nhu sau: nhiém sic thé cua Brevibacterium
lactofermentum ATCC13869 dudc cdt bang cac enzym gidi han EcoRI, BamHI, HindlIII, Pstl,
Sail va Xbal (Takara Shuzo Co., Ltd.) dé& thu dudc céc doan ADN. Kit tdch dong in vitro LA
PCR (Takara Shuzo Co., Ltd) dugc st dung dé tach dong-, nhd s dung céc trinh tu dudc
thé hién trong Seq ID No.27 va Seq ID No.28 trong Danh muc trinh tu dudi dang cac doan
moi dé tach dong vung & phia dau trén, va cac trinh tu dudgc thé hién trong Seq ID No.29 va
Seq ID No.30 dudi dang cac doan mdi dé tach dong ving & phia dau dudi. Sau phan Uing
PCR nhg sir dung kit nay, cac trinh tu ADN dai khoang 0,5, 2,5, 3,0, 1,5 va 1,8 kilobazad
dugc khuéch dai vung & phia dau trén tir cdc doan thu dudc bang cach lan lugt cat bang
EcoRI, HindlII, Pstl, Sail va Xbal; va cac doan ADN dai khoang 1,5, 3,5 va 1,0 kilobazc dugc
khuéch dai viing & phia dau dudi tir cac doan thu dudc bang cach Ian lugt cat bdng BamHI,
HindIII va Pstl. Cac trinh tu clia cac doan ADN nay dudc xac dinh theo cach tuang tu nhu
néu trén. D3 phat hién dudc réng cdc doan ADN dugc khuéch dai con chlra khung doc mé
dai khoang 920 axit amin va con phat hién dudc réng ving dugc cho la vung khdi dau co
mat & vung phia dau trén. Vi trinh ty axit amin dugc suy ra tu trinh tuw ADN cla khung doc
md cé do tuong dong cao ddi vdi cau tric siéu phan t El da biét cua pyruvat
dehydrogenaza nhu cua E. coli, nén di nhién khung doc md la gen pdhA ma hoa cau tridc
siéu phan tU El cia pyruvat dehydrogenaza cla Brevibacterium lactofermentum
ATCC13869. Trinh tu ADN cua khung doc mé dugc thé hién trong Seq ID No.31 trong Danh
muc trinh tu. Trong Seq ID No.31 trong Danh muc trinh tu, trinh tu axit amin dudc suy ra
tUr trinh tu ADN cling dugc thé hién. Do géc metionin & dau tan cung N cla protein thu dugc
tlr ATG la don vi ma khgi dau né khéng phai la nhom chirc thiét yéu cua protein, va cling
biét réng g6c metionin dugc loai bd do dnh hudng cla peptidaza sau khi dich ma. Vi vay,
trong protein néu trén, c6 thé géc metionin & dau tan cung N d& dudgc loai bo. Tuy nhién,



trinh tu GTG c6 mat 6 gbc phia dau trén ctia ATG dudc thé hién trong Seq ID No.31 trong
Danh muc trinh tu, va cling c6 thé rang cac axit amin dudc dich ma tir diém nay. Pyruvat
dehydrogenaza cua cac vi sinh vat khac nhu E. coli gom c6 3 ciu trac siéu phan tr la El, E2
va E3, va céc gen ma hoa chidng cdu déi thanh operon trong mét s trudng hgp. Tuy nhién,
khong cé khung doc md nao dudc xem la cdu tric siéu phan t&r E2 va E3 cla pyruvat
dehydrogenaza trong khoang 3 kilobazao phia dau dudi cia gen pdhA. Thay vao do, da cho
thdy rang trinh tu dugc cho la gen két thic c6 mat & phia dau dudi cia khung doc ma. TUr
cac thuc té nay, da gia dinh rang cac cdu tric siéu phan tr E2 va E3 cla pyruvat
dehydrogenaza cua Brevibacterium lactofermentum ATCC13869 cé mat trong vung khac
trén nhiém sic thé.

(2) C4u tric plasmit dé khuéch dai gen pdhA

R3 rang la chung thu dudc béng cach dua gen ma hoa ba cdu tric siéu phan tir cdu déi
thanh PDH cua E. Coli vao trong Brevibacterium lactofermentum ATCC13869 tao ra san
lurgng axit glutamic cao han (JP. No. 10-360619). Tuy nhién, trong PDH cla Brevibacterium
lactofermentum ATCC13869, chi c6 gen pdhA ma hoa cau tric siéu phéan tu El da dudc tach
dong, va khdng cé thir nghiém nao 1a khéng dugc thuc hién dé€ tim hiéu su khuéch dai chi
cua moét gen la hitu hiéu trong viéc nang cao san lugng cua axit glutamic. Trong cac trudng
hdp nay, thi nghiém tap trung tim hiéu xem qua trinh khuéch dai chi cia mot gen pdhA cé
hiru hiéu trong viéc nang cao nang sudt cua axit glutamic hay khéng.

Céc doan mbdi trong Seq ID No.33 va Seq ID No.34 dudc tdng hop dua vao cac trinh tu ADN
dugc tdch dong trén day. Phan (ng PCR dudc tién hanh nhd s dung nhiém sdc thé cua
Brevibacterium lactofermentum ATCC13869, dudc tao ra bdng kit lam sach ADN cta hé gen
vi khudn (Advanced Genetic Technologies Corp.), 1am khudn mau trong céac diéu kién phan
('ng chuén dugc dé cdp & trang 8 cua tap chi PCR Technology (tac gia Ia H. Erlich va do
Stockton Press &n hanh, 1989) dé€ khuéch dai gen pdhA. Trong s cac doan mdi dudc tdng
hgp nay, Seq ID No.33 tudng Ung vdi trinh tu clia cadc bazd No.1397 dén No.1416 trong gen
pdhA dudc thé hién trong Seq ID No.32 trong Danh muc trinh tu. Seq ID No.34 |a sgi b trg
cua trinh tu ADN tudng Ung vdi trinh tu cla cac bazos No.5355 dén No.5374 trong Seq ID
No.32 trong Danh muc trinh tu, dugc thé hién tir dau 5'.

San phdm PCR thu dudc nay dugc lam sach bang phudng phap thdng thudng va dudc cho
phan ng véi enzym gidi han Sail va Eco T22I. Doan nay dugc ghép ndi véi pSFK (ban yéu
cau cap Patent Nhat No. 11-69896), dudc cat bang cac enzym cat Sail va Pstl, nhg kit ghép
noi (Takara Shuzo Co., Ltd.). Sau khi bién nap v@i cac té bao kha bién (Takara Shuzo Co.,
Ltd) cta E. coli IM109, cac t& bao dugc dan Ién cac dia moi trudng L (d€ 10g/l bacto
trypton, 5g/I dich chiét ndm men bacto, 5g/| NaCl va 15g/I thach va c6 d6 pH la 7,2) ch(ra
IOng/ml IPTG (isopropyl-P-D-thiogalactopyranosit), 40|!g/ml X-Gal (5-bromo-4-clo-3-
indolyl-(3-D-galactosit) va 25|0.g/ml kanamyxin. Sau khi cdy qua dém, cac khuén lac mau
tradng dudgc tao ra va thu dudc cac chiing bién nap sau khi phan Iap khuén lac don.

TU cac ching bién nap nay, cac plasmit dudc tao ra bang phudng phap kiém hda (Seibutsu
Kogaku Jikken-sho do Nippon Seibutsu Kogaku kai xudt ban va do Baifukan phat hanh,
trang 105, 1992). Cac ban d6 enzym gidi han cua cac doan ADN dudc xen vao trong cac vat
truyén dudc tao ra va dudc so vdi ban d6 enzym gidi han ciia gen pdhA dugc céng b6 trong
trinh tu No.32 ctia Danh muc trinh tu. Plasmit chra cdc doan ADN dugc xen vao trong do cé
ban d6 enzym gidi han tuong tu nhu ban d6 enzym gidi han ciia gen pdhA dudc goi la
pSFKBPDHA.

(3) Bua pASFKBPDHA vao trong Brevibacterium lactofermentum ATCC13869 va GC25 va
danh gia cac th&r nghiém men

Brevibacterium lactofermentum ATCC13869 va GC25 dudgc bién nap vdi plasmit pSFKBPDHA
bang phuong phap xung dién (J.P.KOKAI No.2-207791) dé thu dugc cac chung da dugc bién



nap. Qua trinh nudi cdy dé€ san xuat axit L-glutamic dugc tié€n hanh vdi ching da dugc bién
nap ATCC13869/pSFKBPDHA va GC25/pSFKBPDHA thu dudc béng cach dua plasmit
pSFKBPDHA vao trong Brevibacterium lactofermentum ATCC13869 va GC25 nhu sau: cac té
bao cua ATCC13869/pSFKBPDHA va GC25/pSFKBPDHA thu dudc do nudi cdy trén cac dia
moi trudng CM2B chira 25(j.g/ml kanamyxin cdy vao trong moi trudng (I lit nudc cat chira
80g glucoza, Ig KH,P0,4, 0,4g MgS04. 7H,0, 30g (NH4),S04, 0,01 g FeS0, . 7H,0, 0,01 g
MnS0,4.7H,0, 15ml dich thuy phan protein dau tuong, 200]|ig tiamin hydroclorua, 60\xg
biotin, 25mg kanamyxin va 50g CaCO0s; va dd pH dugc diéu chinh dén 8,0 bang KOH). Tiép
theo, nudi cdy cd Iac & nhiét d6 31,5°c cho dén khi dudng trong mdi trudng nay dugc tiéu
thu hét. Cac san phdm thu dugc dugc cdy vao trong méi trudng cd thanh phén giéng nhu
néu trén (d6i véi GC25/pSFK6 va GC25/pSFKBDH) hodac moi trudng dudc loai bo biotin ra
khoi thanh phan nhu néu trén (d6i véi ATCC13869/pSFK6 va ATCC13869/pSFKBPDHA) vdi
lugng khoang 5%, va qua trinh nudi cdy lac dudc tién hanh & 37°c cho dén khi dudng trong
méi trudng nay dudc tiéu thu hét. D& lam dbi chling, cadc ching thu dudc bang cach bién
nap Brevibacterium lactofermentum ATCC13869 va GC25 vd@i plasmit pSFK6 thu dugc trén
day c6 kha nang tu sao chép trong vi khudn Coryneform bang phuong phap xung dién
(3.P.KOKAI No0.2-207791), dudc cay theo cach tuagng tu nhu néu trén. Sau khi hoan thanh
viéc nuli cdy, lugng axit L-glutamic dugc tich Iy trong moi trudng nudi cdy dudc xac dinh
bang thiét bj Biotin Analyzer AS-210 (san phdm cla Asahi Chemical Industry Co., Ltd.). Cac
két qua nay dudc thé hién trong Bang 17.

Bang 17 Chang
San lugng axit L-glutamic (g/dl)
ATCC13869/ Psfk 3,6 ATCC13869/pSFKBPDHA 3,8 GC25/pSFK6 5,1 GC25/pSFKBPDHA 5,3

TU cac két qua nay thdy rang, qua trinh khuéch dai gen pdhA don lé rdt c6 hiéu qua trong
viéc nang cao san lugng axit glutamic trong Brevibacterium lactofermentum ATCC13869 va
GC25.

(4) C4u tric plasmit dé& xac dinh hoat tinh clia doan khdi dau pdhA dbt bién

D& tao ra thé ddt bién doan khdi dau clia pyruvat dehydrogenaza (PDH), viéc xac dinh ving
khai dadu dudc tach dong trén day cua gen pdhA cla Brevibacterium lactofermentum
ATCC13869 dudc tién hanh va viéc xac dinh mdc chénh 1&ch vé mirc d6 biéu hién do su bién
d6i cua vung khéi dau dudc tién hanh bdng cach xac dinh hoat tinh cta [3-galactosidaza.

Ving khdi dau ctia gen pdhA dugc cho la tir trinh ty ADN d& dudc lam sang td bang cach
tadch dong. K&t qua l1a, da gia dinh réng cd thé cac bazo No.2252 dén No.2257 va No.2279
dén No.2284 trong Seq ID No.32 trong Danh muc trinh tu Ian lugt Ia ving 35 va vung 10. Vi
vay, cac doan mdi dugc thé hién chdng han nhu Seq ID No.35 va Seq ID No.36 trong Danh
muc trinh tu dugc téng hop, va cac doan ADN chifa ving khéi dau ctia gen pdhA dugc
khuéch dai b&ng phuong phap PCR nhd sif dung ADN nhiém sdc thé cla Brevibacterium
lactofermentum ATCC13869 Iam khudn mau. Trong s6 cac doan mdi dugc téng hdp, Seq ID
No.35 tuong (ng vdi trinh tu nam trong khoang tir bazo No.2194 dén bazd No.2221 trong
Seq ID No.32, nhung bazd No.2198 da dudc thay thé& bang c, va bazcs No.2200 va No.2202
dugc thay thé& bang G, va trinh tu nhan dang enzym gidi han Smal dugc xen vao. Seq ID
No.36 tuong (ng vdi trinh tu nam trong khoang tir bazo No.2372 dén bazad No.2398 trong
Seq ID No.32; nhung bazd No.2393 va No.2394 dudc thay thé bang G; sgi b trg cua trinh
tu ADN c6 trinh tu nhan dang cla enzym gidi han Smal xen vao trong dé dugc thé hién tir
dau 5'. PCR dudc tién hanh nhd st dung nhiém sic thé cla Brevibacterium lactofermentum
ATCC13869, dugc tao ra nhd kit lam sach ADN hé gen cua vi khu&n (Advanced Genetic
Technologies Corp.), lam khudn mau trong cac diéu kién phan (ng chuén dugc dé cap &
trang 8 cla tap chi PCR Technology (tac gia la H. Erlich va do Stockton Press phat hanh,
1989) dé€ khuéch dai ving khdi dau cta gen pdhA. San phadm PCR thu dudc nay dugc lam



sach bang phuadng phap théng thudng va dudc cho phan (ng véi enzym gidi han Smal. Cac
doan nay dudc ghép néi v8i pNEOL khuyét viing khdi dau clia gen LacZ cé thé dudc sao
chép trong vi khuén Coryneform va dugc cdt bang cdc enzym gidi han Smal (Vi du 4 (3)
nhd kit ghép ndi (Takara Shuzo Co., Ltd.). Sau khi bién nap véi cac té bao kha bién (Takara
Shuzo Co., Ltd.) cta E. coli IM109, cac t& bao nay dugc dan 1én cac dia mdi trudng L (dé
10g/I| bacto trypton, 5g/I dich chiét nam men, 5g/I NaCl va 15g/I thach va cé d6 pH la 7,2)
chira AOiigImi X-Gal (5-bromo-4-clo-3-indolyl-i3-D-galactosit) va 25|ag/ml kanamyxin. Sau
khi c8y qua dém, cac khuan lac mau xanh dudc tao ra va thu dudc cac ching da dudc bién
nap dudc sau khi phan Iap khuén lac don. TU cac thé bién nap nay, cac plasmit dudc tao ra
bang phudng phap kiém hda (Seibutsu Kogaku Jikken-shodo Nippon Seibutsu Kogaku-kai
xudt ban va Baifukan phat hanh, trang 105, 1992). Sau dé xac dinh trinh tu cla cac trinh tu
ADN dudc xen vao trong vat truyén bang phuong phap théng thudng, plasmit nay chira
trinh tu ADN dugc xen vao trong dé dudc goi la pNEOLBPDHAprol.

Haon nifa, cac doan moi dudc chi ra nhu Seq ID No.37, Seq ID No.38 va Seq ID No.39 trong
Danh muc trinh tu dugc téng hgp dé ciu tric cac plasmit trong d6 vung dudc gia dinh la
doan khai dau dudc thay ddi thanh trinh tu lién ('ng cla cac gen khdi dau cda vi khuén
Coryneform. Bang cach s dung tirng doan mdi va doan moi dudc thé hién trong Seq ID
No.36, cac doan ADN trong d6 vung khai dau cua gen pdhA dudc thay ddi thanh trinh tu lién
ing dudc khuéch dai bang phan (rng PCR nhd s dung ADN nhiem sac thé cta
Brevibacterium lactofermentum ATCC13869 lam khuon mau. Trong s6 cac doan moi da
dudc tdng hdp nay, Seq ID No.37 tuong (ng vdi trinh tu ndm trong khoang tur bazo No.2244
dén bazo No.2273 trong Seq ID No.32; nhung bazd No.2255 dugc thay bang ¢, va bazo
No.2257 dudgc thay bang A; nhu vay chi c6 ving 35 dudc thay bang doan trinh tu lién (ng
ctia vi khudn Coryneform. Seq ID No.38 tudng (*'ng véi trinh tu' ndm trong khoang tir bazo
No.2249 dén bazd No.2288 trong Seq ID No.32, nhung cédc baza No.2279 va No.2281 dugc
thay béng T; nhu vay chi cé viing 10 dudc thay bang doan trinh tu lién (*'ng cla vi khudn
Coryneform. Trinh tu No.39 tudng (*'ng vdi trinh ty ndm trong khoang tir bazd No.2249 dén
bazc No.2288 trong Seq ID No.32, nhung bazo No.2255 dudc thay bang c, bazo

No.2257 dudc thay bang A, va bazc No.2279 va bazd No.2281 dudc thay bang T; nhu vay
ca vung 35 lan ving 10 d&u dugdc thay di thanh trinh tu lién (ng cua vi khudn Coryneform.
PCR dugc tién hanh bang cach s dung nhiém sic thé clia Brevibacterium lactofermentum
ATCC13869, dudc tao ra nhd kit lam sach ADN hé gen cla vi khudn (Advanced Genetic
Technologies Corp.) lam khudn mau trong cac diéu kién phan &ng chudn dudc dé cap 4
trang 8 cua tap chi PCR Technology (tac gia la H. Erlich va do Stockton Press phat hanh,
1989) dé€ khuéch dai ving khdi dau cta gen pdhA vdi cac doan mdi nay sao cho vung khdi
dau dugc thay d6i thanh trinh tu lién (ng. Cac san phdm PCR thu dugc nhu véy dudc lam
sach bang phuang phap théng thudng va dudgc cho phan (ng véi enzym gidi han Smal. Cac
doan nay dudc ghép néi v8i pNEOL khdng cé ving khéi dau cla gen lacZ, ma cé thé sao
chép trong vi khudn Coryneform va dudc cadt bang enzym gidi han Smal, vdi kit ghép néi
(Takara Shuzo Co., Ltd.). Sau khi bi€n nap vdi cac t€ bao kha bién (Takara Shuzo Co., Ltd)
cua E. coli IM109, céc té& bao dugc dan lén cac dia mdi trudng L (d€ 10g/| bactotrypton, 5g/I
dich chiét ndm men bacto, 5g/I NaCl va 15g/I thach va c6 d6 pH la 7,2) chra X-Gal 40fig/ml
(5-bromo-4-clo-3-indolyl-i3-D-galactosit) va 252ig/ml kanamyxin. Sau khi nudi cdy qua
dém, cac khudn lac mau xanh dudc thu gom va thu dudc cic chiing bién nap sau khi phén
I&p khuén lac don. TU cac ching bién nap nay, cac plasmit dudc tao ra bdng phuang phap
kiém hoda (Seibutsu Kogaku Tikken-sho do Nippon Seibutsu Kogaku kai xuat ban va do
Baifukan cong bg, trang 105, 1992). Sau khi xac dinh trinh tu cdc doan ADN dudgc xen vao
trong vat truyén bang phuong phép thong thudng, plasmit chlra cdc doan ADN, trong dé chi
cb trinh tu & viing 35 dudgc thay ddi thanh trinh tu lién (ng, dudc xen vao trong dé dudgc goi
la pNEOLBPDHA pro35; plasmit chra cac doan ADN, trong do chi c6 trinh tu trong vung lo
dudc thay ddi thanh trinh tu lién &'ng, dugc xen vao trong dé dudc goi la PNEOLBPDHA
prolO; va plasmit chrta cac doan ADN, trong dé cac trinh tu & ca vung 35 lan vung 10 déu
dudc thay ddi thanh trinh tu lién &ng, dudc xen vao trong dé dudc goi la pNEOLBPDHA
pro3510.



(5) Banh gia hoat tinh gen khai daupdhA dot bién:

Brevibacterium lactofermentum ATCC13869 dudc bién nap vdi cac plasmit goi la
pNEOLBPDHAprol, pNEOLBPDHAIO va pNEOLBPDHApro3510 bang phuong phap xung dién
(J.P.KOKAI No0.2-207791) dé€ thu dudc cac ching bién nap. Hoat tinh 13-galactosidaza cua
cac thé bién nap thu dugc dudgc xac dinh bdng phuong phap dudc dé cép trong Vi du 4 (4).
Sau khi thay déi trinh tu 8 vung khdi dau ddi thanh trinh tu lién &ng, hoat tinh 13-
galactosidaza dudc thé hién trong Bang 18, trong dé hoat tinh clia enzym 13-galactosidaza
c6 vung khai dau cua gen pdhA dudc cho 1a 1.

Bang 18 Chung

Hoat tinh P"galactosidaza

(gia tri tugng ddi) ATCC13869/pNEOLBPDHprol 1
ATCC13869/pNEOLBPDHpro 10 6 ATCC13869/pNEOLBPDHpro3510 7,5

Céac két qua nay cho thdy rang vung khdi dau dé xuét la doan khai dau cia gen pdhA va
muc d6 bi€u hién cua pdhA cé thé dudc thay ddi (cao hon) bang cach thay déi trinh tu trong
vung nay thanh trinh tu lién ¥ng. Thuc té nay cho thdy rdng mdc dé biéu hién cé thé dugc
thay déi ma khdng can sir dung plasmit béng céach thay ddi viing khdi dau ctia gen pdhA.

(6) C&u truc plasmit dé tao ra ching bién d6i gen khédi dau

Do d& chirng minh dugc rdng mirc dd biéu hién ciia pdhA cé thé dugc thay ddi béang cach
géy cac dot bién trong gen khdi dau, nén plasmit dé tao ra chung bién déi gen khéi dau
pdhA dudc cdu tric. Ba cdu tric cla cac plasmit clia cac ching bién ddi gen khai dau pdhA.
Chung la cac plasmit trong d6 vung 35, vung lo va ca hai vung Ian lugt dugc thay déi thanh
trinh ty lién Ung.

Céac doan mdi dudc thé hién trong Seq ID No.40 va Seq ID No.41 mdi dugc téng hdp dua
vao trinh tu ADN d3 dugc tach dong. Trong sé cac doan moi dudc téng hdp, Seq ID No.40 la
sdi bd trg cla trinh tu ADN tuong ('ng vdi trinh tuw ndm trong khoang tir bazo No.2491 dén
bazo No.2521 trong Seq ID No.32, dudc thé hién tir ddu 5', va dén doan bao gdm ba A sau
b6n T & dau cudi 5'. Seq ID No.33 |a sgi b6 trg cla trinh tu’ ADN tudng (ng véi trinh tuw ndm
trong khoang tUr bazd No.5020 dén bazo No.5039 cla gen pdhA trong Seq ID No.32, dudc
thé hién tir dau 5'. PCR dudc tién hanh bédng cach s dung Seq ID No.33 va Seq ID No.40
nhu cdc doan modi va nhiém sic thé cla Brevibacterium lactofermentum ATCC13869, dudc
tao ra bang kit lam sach ADN hé gen cua vi khudn (Advanced Genetic Technologies Corp.).
lam khudn mau trong cac diéu kién phén {rng chudn dudc dé cép & trang 8 cla tap chi PCR
Technology (do H. Erlich xuat ban va Stockton Press cong bG, 1989). Hon nifa, phu’dng phap
PCR dudc tién hanh badng cach s dung Seq ID No.39 va Seq ID No.41 va nhiém séc thé cla
Brevibacterium lactofermentum ATCC13869 lam khuén mau. Cac san phdm cla phan (ng
PCR thu dudc nhu vay dugc lam sach bang phudng phap théng thudng. Phan (ing PCR dudc
tién hanh bang cach s dung cac san phdm PCR thu dugc nhd sir dung Seq ID No.33 va
No.40, cac san ph5m PCR thu dugc nhd sur dl_.lng Seq ID No.39 va Seq ID No.41 va Seq ID
No.33 va 41 lam cac doan moi. Diéu kién cua phan ¢ing PCR la nhu sau: Nong d6 cua bén
trinh tu ADN nay c6 thé 1a 10iiM trong_ hdn hop phan u’ng va La tag (Takara Shuzo Co., Ltd.)
dugc sir dung ma khéng can khuén mau. Cac san pham cla phan ¢'ng PCR dudc lam sach
bdng phudng phap théng thudng, va dugc cho phan (*'ng véi enzym gidi han Sail va Xhol.
Céc doan thu dudc nay dudc ghép ndi vGi cac doan thu dudc bang cach cét plasmit man
cam nhiét dd pSFKT2 bang Sail, ma nd cé thé sao chép trong vi khudn Coryneform, nhd sur
dung kit ghép noi (Takara Shuzo Co., Ltd.). Sau khi bién nap v@i cac té bao kha bién
(Takara Shuzo Co., Ltd.) cta E. coli IM109, cac té bao nay dudc dan Ién cac dia moi trudng
L (d€ 10g/! bactotrypton, 5g/I dich chiét ndm men bacto, 5g/I NaCl va 15g/I thach va c6 dd



pH la 7,2) chira IOng/ml IPTG (isopropyl-P-D-tiogalactopyranosit), 40]ig/ml X-Gal (5-
bromo-4-clo-3-indolyl-13-D-galactosit) va 25|ig/ml kanamyxin. Sau khi cady qua dém, cac
khu&n lac mau trdng dudgc thu gom va thu dudc cac thé bién nap sau khi phan Iap khuén lac
don. TU cac thé bién nap nay, plasmit dudc tao ra bédng phuong phap kiém hda (Seibutsu
Kogaku Jikken-sho do Nippon Seibutsu Kogaku-kai xudt ban va Baifukan cong bg, trang
105, 1992). Sau khi xac dinh trinh tu cac doan ADN dudgc xen vao vat truyén, trinh tu bazg
dudc so vdi trinh tu clia gen pdhA dugc cdng bo trong trinh tu No.32. Plasmit nay chlra cac
doan ADN, trong d6 chi cé cac trinh tu & vung 35 va vung 10 cla gen khdi dau dugc thay
déi thanh trinh tu lién ’ng cla vi khudn Coryneform, dugc xen vao trong d6 dudc goi

la pSFKTPDHApro3510.

Plasmit trong d4 ving 35 cla doan khdi dau clia gen pdhA dudc thay ddi thanh doan trinh

tu lién (’ng cla vi khudn Coryneform va ca plasmit trong dé vung lo ciia doan khdi dau cua
gen pdhA dudgc thay d6i thanh doan trinh tu lién (ng cta vi khuén Coryneform dudc tao ra

theo cach tuong tu nhu néu trén chi khac la Seq ID No.39 trong Danh muc trinh tu Ian luct
dugc thay bdng Seq ID No.37 va 38. Cac plasmit nay lan lugt dudc goi 1a )SFKTPDHApro35
va pSFKTPDHAprolO.

(7) Tao ra cac chling bién d6i gen khéi dau

Chung cé gen khdi dau pdhA bién ddi dugc tao ra bang cach tai td hdp tuong déng bang
cach sir dung plasmit dé tao ra ching bién d6i gen khéi dau dugc cau tric & budc (6) néu
trén.

Trudc tién, GC25 dudc bién nap vdi plasmit pSFKTPDHApro3510 dé tao ra chung bién déi
doan khdi ddu bang phuong phap xung dién (xem J.P.KOKAI No.2-207791). Cac té bao nay
dugc dan Ién cac dia mdi trudng CM2B (chira 10g/I polypepton, 10g/I dich chiét n@m men
bacto, 5g/I NaCl, 10|ig/ml biotin va 15g/I thach, va c6 do pH la 7,2) va dugc nu6i cdy &
nhiét d6 25°c dé thu dudc cac ching bién nap. Cac thé bién nap nay dudgc nudi cdy trong
moi trudng Idng CM2B trong 6ng th& nghiém qua dém va sau dé dugc dan Ién cac dia moi
trudng CM2B chlra 25]ig/ml kanamyxin va dugc nudi cdy 8 34°c dé thu dudc ching bi€n
nap dudc tao ra badng cach tai t& hgp chung chira plasmit pSFKTPDHApro3510 trén nhiém
s&c thé cua nd dudc xen vao bang cach tai t6 hop tucng ddng. Sau khi phén 1&p khuén lac
dan, ching nay dudc nudi cdy trong moi trudng long CM2B trong 6ng thir nghiém qua dém.
Sau khi pha lodng thich hgp, né dugc dan Ién cac dia moi truGng CM2B va dugc nudi cay &
nhiét dd 31,5°c. Sau khi cac khuén lac bt dau xuét hién, cac ban sao dudc tao ra trén cac
dia méi trudng CM2B chira 25|ig/ml kanamyxin dé thu dudc cdc chiing man cam
kanamyxin. Hai trong s6 cac chiing nay, dé la ching cé trinh tu cla ching kiéu dai ddi véi
doan khdi dau cla gen pdhA va ching khac cé su dot bién trong dd, cé thé xay ra, ving nay
da dudc xac dinh trinh tu. Nhd vy, thu dudc ching bién ddi gen khai dau, trong d6 dot bién
dugc tao ra & vung khdi dau ctia gen pdhA. Trong ching nay, vung 35 va vung 10 cua doan
khdi dau ctia gen pdhA dudc thay bang trinh tu lién (ng cha vi khudn Coryneform. Chlng
nay dudc goi la GD3510.

Cac ching trong dé viing 35 va vlung lo cta doan khdi ddu ciia gen pdhA dugc thay déi
thanh doan trinh tu lién (ng cta vi khuédn Coryneform thu dudc theo cach tuong tu nhu
dugc néu trén ngoai trir plasmit pSFKTPDHApro3510 néu trén dé€ tao ra ching bién déi gen
khd&i dau dudc thay bang plasmit pSFKTPDHApro35 va pSFKTPDHAprolO dé tao ra cac ching
bién ddi gen khdi dau va chidng lan lugt dugc goi l1a GD35 va GD10.

(8) Banh gid hiéu qua cua qua trinh nudi cdy cac ching bién db6i doan khdi dau cla gen
pdhA trong binh tam giac

Qua trinh nudi cdy ld6ng dé€ san xuét axit L-glutamic dugc tién hanh véi ba ching bién doi
doan khdi dau cua gen pdhA thu dudc nhu néu trén. Moi té bao trong sd cac té bao cua
chung bién ddi gen khdi ddu GD3510, GD35, GD10 va GC25 thu dugc bang cach nudi cay



trén cac dia moi trudng CM2B dudc cdy vao trong mdi trudng (I lit nudc cat chira 30g
qucoza, |g KH2PO4, 0,49 MgSO47H20, 309 (NH4)2504, 0,0lg FeSO47H20, 0,0lg MnSO47H20,
15ml dich thay phan dau tucong, 200|ug thiamin hydroclorua, 60|ig biotin va 50g CaCO0s; va
dd pH dugc diéu chinh dén 8,0 bang KOH). Sau dé nubi cdy cé lac & nhiét d6 31,5°c cho dén
khi dudng trong mdi trudng nay dudc tiéu thu hét. San phdm thu dugc dugc cdy vao trong
moi trudng c6 thanh phéan tuong tu nhu néu trén vdéi luong la 5%, va qua trinh nubi cay cé
lac dugc ti€n hanh & 37°c cho dén khi dudng trong méi trudng nay dudc tiéu thu hét. Sau
khi hoan thanh qua trinh nudi cdy, lugng axit L-glutamic tich |Gy dugc trong dich nubi cay
dugc xac dinh bang thiét bi Biotic

Analyzer AS-210 (san pham cua Asahi Chemical Industry Co., Ltd.). Céc két qua nay dudc
thé hién trong Bang 19.

Bang 19 Chung
Axit L-glutamic (g/dl) GC25 1,9 7GD35 2,0 GD10 2,0 GD3510 2,1

TUr cac két qua nay chirng té rang chiing bién ddi gen khai dau thu dudgc cé san lugng axit
glutamic cao haon.

Vi du 6. Gay dot bién trong vung khai dau clia gen arginosuccinat syntaza
1. Xac dinh trinh tu ADN trong dong trén cla gen argG

Dé& khuéch dai gen argG cla Brevibacterium flavum bdng phuong phap PCR, cdc trinh tu
ADN & phia dau trén va. phia dau dudi cia ORF dudc xac dinh. Viéc xac dinh cac trinh tu
ADN dudc tién hanh bang cach tdng hdp doan mdi dua trén trinh tw ADN da biét (Gel Bank
accession AF030520) cua ORF cua gen argG cua Corynebacterium glutamicum va su

dung kit tach dong in vitro LA PCR (Takara Shuzo Co., Ltd.) theo chi dan cé trong kit nay.
D& |am cac doan mdi, chling dudc st dung oligonucleotit (cac doan mdi I va 2) ¢d trinh tu
ADN nhu dudc thé hién trén Seq ID No.42 va Seq ID No.43 ddi v3i phia dau trén, va
oligonucleotit (doan mdi 3 va 4) cé trinh tu ADN nhu dugc thé hién trén Seq ID No.44 va
Seq ID No.45 d6i véi phia dau dudi. Cac trinh tuw ADN & phia dau trén va phia dau dudi cla
gen argG dugc xac dinh badng cach cdt hoan toan ADN nhiém sic thé cta ching 2247
(ATCC14067), nghia la ching ki€u dai Brevibacterium flavum, bdng enzym gidi han EcoRI,
ti€n hanh phan ¢ng PCR dau tién vGi doan mdi 2 hoac 3 (co trinh ty No.43 hoac 44), va tién
hanh phan &ng PCR th( hai v&i doan moi I hodc 2 (cé trinh tu No.42 hoac 45).

2. Du dodn vung khéi dau

Poan tuaong tu doan khoi dau & phia dau trén ctia ORF cla gen argG dudc nghién clru vé cac
trinh tu néu trén bang phan mém co ban trén thi trudng (GENETYX). Gay dot bién trong
vung c6 s diém cao nhét (khoang 120bp & phia dau trén cua ATG th( nhat). Sau dé, do
hoat tinh ctia doan khdi dau nay.

3. Gay dot bién trong trinh tu khéi dau va xac dinh hoat tinh clia cac gen khdi dau doét bién

Cac doan moi gay dot bién 9, lo, li, 12 hoac 13 va 7 (c6 trinh tu Ian lugt Ia No. 50, 51, 52,
53, 54 hodc 48) cla vung cb s8 diém cao nhat dudc si dung, va phan ’ng PCR thr nhat
dugc tién hanh véi ADN nhiém séc thé cla chung AJ12092 lam khudn mé&u. Phan tng PCR
th( hai dugc tién hanh véi ADN nhiém sac thé clia chiing AJ12092 |am khu6én mau béng
cach sir dung san phdm PCR lam doan mdi clia dau 3' va cling bdng cach s dung doan mdi
8 c6 trinh tu No.49 |am doan modi & dau 5' dé thu dugc cac doan ADN c6 ddt bién & ving
khai dau mong mudn. D€ xac dinh hoat tinh cliia cidc doan khdi dau dét bién, cac doan ADN
nay dudc xen vao vi tri Smal cua vat truyén lai thir cia doan khai dau pNEOL sao cho chung



cling hudng véi gen bao cdo lacZ dé thu dugc cac plasmit PNEOL-1, PNEOL-2, PNEOL-3,
PNEOL-4 va PNEOL-7. D& lam d6i chlfng vé hoat tinh, plasmit PNEOL-0 dudc tao ra béng
cach xen doan ADN thu dudc b&ng phan &ng PCR bang cach str dung ADN nhiém sic thé
cua ching AJ12092 va cac doan moi 7 va 8 vao phia dau trén cla gen lacZ cia pNEOL.

PNEOL-0, pNEOL-1, pNEOL-2, pNEOL-3, pNEOL-4 va pNEOL-7 Ian lugt dugc dua vao trong
chiing AJ12092. Cac plasmit nay dugc dua vao bang phudng phap xung dién (J.P.KOKAI
No.2-207791). Cac thé bién nap dugc chon trén cac dia moi trudng CM2G (1 lit nudc cat
chtra 10g polypepton, 10g dich chiét ndm men, 5g glucoza, 5g NaCl va 15g thach, va cé do
pH la 7,2) chira 4|j.g/ml chloramphenicol, la cdc ching khang cloramphenicol.

Cac chung nay dudc dan |én trén méi trudng thach (chla 0,5g/dl glucoza, Ig/dl polypepton,
Ig/dl dich chiét ndm men, 0,5g/dl NaCl va 5u.g/l cloramphenicol), va dugc nudi cay & nhiét
do6 31,5°c trong 20 gid. Mot trong so cac té bao thu dudc nay dugc cdy vao trong moi
trudng [chira 3g/dl glucoza, 1,5g/dl amonisulfat,

0,Ig/dl KH,P0,, 0,04g/dl MgS0,4, 0,001g/dl FeS0.,, 0,01g/dl MnS0,, 5ng/dl VB, 5|ig/dl biotin
va 45mg/dl (tinh theo N) dich thay phan dau tudgng]. Sau khi nu6i cdy & nhiét d6 31,5°c
trong 18 gid, hoat tinh i3-galactosidaza clia cac té bao thu dudc dugc xac dinh nhu da dugc
dé cap trong Vi du 4 (4).

Vi hoat tinh p-galactosidaza dugc phat hién trong ching AJ12092/pNEOL-0 nhu dudc thé
hién trong Bang 20 da phat hién ra rang doan ADN dudc xen vao phia dau trén cua gen céu
trdc lacZ c6 chirc nang nhu doan khai dau. Hon nira, hoat tinh I13-galactosidaza cua tirng
ching trong s6 cac chung dugc dua plasmit vao cao hon so v@i chung AJ12092/pNEOL-0. Vi
vay, da phat hién ra rang hoat tinh phién ma dudc gia tdng bang cach gay doét bién trong
trinh tu tuong tu doan khdi dau, nhu dugc thé hién trong Bang 20.

Bang 20 Chung

Hoat tinh tuong d6i (AJ12092/pNEOL-0 =1) AU2092 nd AJ12092/pNEOL-0 1,0
AJ12092/pNEOL-| 2,8 AJ12092/pNEOL-2 2,7 AJ12092/pNEOL-3 1,8 AJ12092/pNEOL-4 0,8
AJ12092/pNEOL-7 3,0

4. C4u truc plasmit dé€ gay doét bién

Phan 'ng PCR dudc tién hanh badng cach sir dung cac doan moi 14 va 15 (co trinh tu Seq ID
No.55 va Seq ID No.56) vdi ADN nhiém séc thé cla ching AJ12092 lam khudn mau. Cac
doan ADN nay dudc xen vao trong vi tri Smal trong vi tri tdch dong nhiéu lan cla vat truyén
tadch dong pHSG-398 (san phdm cla Takara) dé€ ciu tric plasmit pO. Sau dd, pO dudgc cat
bang cac enzym gidi han EcoRV va BspHI, va pNEOL-3 va pNEOL-7 ciling dugc cat bang cac
enzym gidi han EcoRV va BspHI. Cac doan ADN thu dudc nhu vay dudc ghép néi vdi

nhau dé thu dudc cac plasmit gy dot bién P3 (thé dot bién thu dudc tir doan mdi cé ddt
bién 11) va p7 (thé& d6t bién thu dugc tir doan mdi dugc gay dot bién 13).

5. Pua cac plasmit gay dot bién trong vi khuén sinh ra arg

Mdi plasmit trong s6 cac plasmit thu dugc nhu trén dugc dua vao trong vi khuén sinh ra arg
clia chung Brevibacterium lactofermentum A J12092 bang phuong phap xung dién
(J.P.KOKAI No0.2-207791). Vi cac plasmit nay khdng thé tu sao chép trong Brevibacterium,
nén chi cd cac ching thu dudc bdng cach sdp nhp cac plasmit nay vao trong nhiém sic thé
bang cach tai t6 hop tuong déng cé thé dudc chon la cac ching khang Cm. Cac chung vi
khu&n trong dé plasmit cé dodt bién dugc sdp nhdp vao trong nhiém sdc thé dugc chon la cac
chiing khang cloramphenicol trén cac dia mdi trudng CM2G, (I lit nudc cét chira 10g
polypepton, 10g dich chiét nam men, 5g glucoza, 5g NaCl va 15g thach, va c6 do pH la 7,2)



chlfra 5|ig/ml cloramphenicol. Sau d6, cac chiing man cdm Cm dudc chon trong doé ving khai
dau cua gen argG dudc thay bdng trinh tu bién d6i mong mudn.

Két qua 13, thu dugc chung dudc thay trinh tu P3(AJ12092-P3) va chung dudc thay trinh tu
P7 (AJ12092-P7).

6. Tach dong gen argG

Dua vao trinh ty ADN xac dinh dudc nhu & budc (1), cac oligonucleotit (cdc doan mo6i 5 va
6) co trinh tu ADN dudc thé hién trong Seq ID No.46 va Seq ID No.47 dugc téng hgp dé tién
hanh phan &'ng PCR bang céch sir dung ADN nhiém sdc thé cua Brevibacterium flavum lam
khudn mau. Phan ng PCR dudc tién hanh trong 25 chu ky, mbi chu ky & nhiét dé 94°c
trong 30 gidy, ¢ 55°c trong mot gidy va & 72°c trong 2 phut 30 gidy. Doan ADN thu dudc
nhu vay dudc tach dong tai vi tri Smal trong doan tach dong nhiéu Ian cua vat truyén tach
dong pSTV29 (Takara Shuzo Co., Ltd.) d€ thu dudc pSTVargG. Han thé nita, pargG dugc tao
ra bdng cach xen vao vi tri Sail cia pSTVargG mét doan ch(ra diém khdi dau sao chép thu
dugc bang cach x(r ly pSAK4 dudc trinh bay trong Vi du I véi Sail.

7. Bua pargG vao trong Brev pargG dudc dua vao trong ching Brevibacterium
lactofermentum AJ12092.

Plasmit dugc dua vao bang phuong phap xung dién (J.P.KOKAI No.2-207791). Thé bién nap
dugc chon la ching khang cloramphenicol trén cac dia moi trudng CM2G (I lit nudc cat chira
I0g polypepton, 10g dich chiét ndm men, 5g glucoza, 5g NaCl va 15g thach, va cé do pH la
7,2) chlra 4lig/ml cloramphenicol.

8. Hoat tinh ArgG cla cac chung bién déi doan khéi dau

Hoat tinh ArgG cua hai ching bién ddi doan khdi dau va ching thu dudc bang cach khuéch
dai argG vdi plasmit (AJ12092/pargG) néu trén dugc xac dinh. Cac ching nay dudc dan Ién
trén moi trudng thach (chlra 0,5g/dl glucoza, Ig/dl polypepton, lg/dl dich chiét n@m men,
0,5g/dl NaCl va 5]j.g/dl cloramphenicol), va dugc nubi cdy & nhiét dé 3 re trong 20 gid. Mot
aze té bao thu dugc nhu vay dudc cdy vao trong moi trudng [chira 3g/dl glucoza, 1,5g/dl
amoni sulfat, 0,Ig/dl KH,P0Q,4, 0,04g/dl MgS0,4, 0,001g/dl FeS04, 0,01g/dl MnSO0,4, 5]ig/dl VB,
5~g/dl biotin va 45mg/dl! (tinh theo N) dich thdy phan dau tuong]. Sau khi nu6i cdy & nhiét
dd 31,5°c trong 18 gid, hoat tinh ArgG cua cac té bao thu dugc dugc xac dinh bang phuadng
phap néu trén [Journal of General Microbiology (1990), 136, 1177-1183]. Hoat tinh ArgG
cla hai ching bién' d6i doan khdi dau ArgG néu trén va ching (AJ12092/pargG) thu dugc
bang cach khuéch dai argG vdi plasmit dugc néu trong bang 21. T&r Bang 21 thdy rang,
bdng cach gay dot bién trong doan khdi dau, hoat tinh ArgG ctia AJ12092-P3 dugc tdng Ién
hai 1an so vdi ching bé me, va hoat tinh cia AJ12092-P7 dudgc tang lén ba Ian so vdi ching
bd me. Hoat tinh ArgG cla AJ12092/pargG tang khoang 4,5 lan so v@i ching bé me.

Bang 21 Chuang

Hoat tinh tucng d6i (AJ12092 = 1) AJI112092 1,0 AJI12092-P3 2,1 AJI12092-P7 2,9
AJI12092/pargG 4,4

9. Tao ra ArgG bang cac ching dudc bién ddi bdng doan khdi dau

Tién hanh nudi cdy trong binh tam giac tirng ching dudc bién ddi bang doan khdi dau ArgG.
D& 1am d6i ching, ching b& me AU2092 va AJ12092/pargG cling dugc nudi cdy. Moi chling
dugc cdy vao trong moi trudng [chira 0,lg/dl KH,P0,4, 0,04g/dl MgS0,4, 0,001g/dl FeS0,,
0,01g/dl MnSO0,4, 5ng/dl VB, 5]ig/dl biotin va 45mg/dl (tinh theo N) dich thuy phan dau
tuong]; va sau do dugc dan Ién moi trudng thach (chla 0,5g/dl glucoza, lg/dl polypepton,



Ig/dl dich chiét ndm men, 0,5g/dl NaCl va 5M-g/dl cloramphenicol), va dugc nubi cdy & nhiét
do 31,5°c trong 20 gid. Mot aze té€ bao nay dugc nudi cdy trong binh chira 4g/dl glucoza va
6,5g/dl amoni sulfat & nhiét @6 31,5°c cho dén khi glucoza dudgc tiéu thu hoan toan. D6 hap
thu (CD620) cla dich nudi cdy dudc pha lodng dén ti Ié 1/51 bédng dung dich HC1 0,2N,
lugng arginin dugc tao ra (ham lugng: g/dl) va thdi gian nudi cdy dudc thé hién trong Bang
22.

T& Bang 22 th8y réng khi ching dudc bién ddi bang doan khdi dau argG dugc s dung, san
lugng arg dudc gia tang dén mirc tuang dudng vdi lugng argG dudc khuéch dai bang 3
plasmit. Nhu vay, cac ching dugc bién déi bédng doan khdi dau, ca chung AJ12092 - P3 lan
AJ12092-P7 déu cb thai gian nubi cdy tudng dudng véi chung bd me trong khi thdi gian nudbi
cdy cua chung khuéch dai plasmit tdng Ién. Nhu vay rd rang rang hiéu suat tao ra arg cla
ching dugc bién d6i bédng doan khdi ddu cao han so véi ctia ching khuéch dai bang plasmit.

Bang 22 Chang OD
Arg (g/dl)
ThGi gian nudi cay GO

Hiéu suat (g/dl/h) AJ12092 0,502 1,25 48 0,026 AJ12092-P3 0,510 1,47 48 0,031 AJ12092-
P7 0,514 1,43 48 0,030 AJ12092/pargG 0,520 1,47 52 0,028

Vi du 7. Gay ddt bién trong doan khdi dau gen GDH cua vi khudn Coryneform sinh ra
glutamat

1. Cau truc cac plasmit pdh d6t bién Cac plasmit cé trinh tu doan khai dau GDH cla ching
FGR1 va ching FGR2 dudc dé cap trong Vi du 2 dugc cdu tric bang cach phat sinh dot bién
dinh hudng diém. P& thu dudc trinh tu doan gen khdi dau GDH cla ching FGR1, phan (ng
PCR dugc tién hanh bang cach st dung trinh tu ADN t8ng hdp dudc thé hién trong Seq ID
No.57 va cdu tric ADN téng hdp dugc thé hién trong No.60 dudi dang cac doan mdi va ADN
nhiém sdc thé cua ATCC13869 lam khuén mau; va méat khac, phan (ng PCR dugc ti€én hanh
bang céach st dung trinh tu ADN tdng hdp dudc thé hién trong Seq ID No.58 va trinh tu ADN
téng hop dudc thé hién trong Seq ID No.59 lam cac doan mdi v8i ADN nhiém sic thé cua
ATCC13869 lam khudén mau. Hon nira, phan &'ng PCR con dudc tién hanh bdng céch s dung
cac trinh tu ADN tong hdp dugc thé hién trong Seq ID No.57 va Seq ID No.58 lam cac doan
moi va hon hdp cla cac san phdm PCR nay lam khudn mau. S&n phdm PCR thu dugc nhu
vay dudc xen vao trong vi tri Smal cia pSFKT2 (Padn yéu cau cdp Patent Nhat s6 11-69896)
dé ciu tric pSFKTGII. P& thu dudgc trinh ty gen khdi ddu GDH cla ching FGR2, phan (ing
PCR dugc tién hanh bang cach st dung trinh tu ADN t8ng hdp dudc thé hién trong Seq ID
No.57 va trinh tu ADN t8ng hdp dudc thé hién trong Seq ID No.62 lam cac doan mdi va ADN
nhiém sic thé cla ATCC13869 lam khudn mau, va mat khac, phan rng PCR dudc tién hanh
bang cach s dung trinh tuw ADN t6ng hop dudgc thé hién trong Seq ID No.58 va trinh tu ADN
téng hdp dudgc thé hién trong Seq ID No.61 lam cic doan mdi va ADN nhiém sic thé cla
ATCC13869 Iam khudn mau. Hon thé nira, phan (ng PCR dugc ti€n hanh béng cach st dung
trinh tu ADN téng hgp dugc thé hién trong Seq ID No.57 va Seq ID No.5'8 lam cac doan moi
va hon hgp cla cac san phdm PCR nay Iam khudn mau. Sdn phdm PCR thu dugc nhu vy
dudgc xen vao trong vi tri Smal clia pSFKT2 (Bon yéu cau cip Patent Nhat s6 11-69896) dé
cau trdc pSFKTGO7. Cac trinh tu ADN cla cac doan nay dugc xen vao trong cac vi tri Smal
clia pSFKTGII va pSFKTG07 dudc xac dinh dé xac nhan réng khéng géy dot bién trong cac
doan khac ngoai doan khgi dau trong GDH.

2. C4u tric cac chung bién ddi gen khai dau gdh

Tiép theo, pSFKTGII va pSFKTG07 dugc dua vao trong ching AU 3029 bang phudng phap
xung dién, va cac thé bién nap dudc nudi cdy trén cac dia moi trudng CM2B chira 25]|ig/ml



kanamyxin & nhiét dd 25°c dudc chon. Cac thé bién nap dudc nudi cdy & nhiét dd 34°c dé
chon cac ching khang kanamyxin & nhiét dd 34°c. Thuc té cho thdy rang cac ching khang
kanamyxin pSFKTGII va pSFKTG07 dugc dinh trén nhiém sc thé cla chiing AJ13029. Cac
chidng man cam kanamyxin thu dudc tir cac chung trong dé plasmit dudc dinh 1én trén
nhiém sdc thé. Trinh tu gen khéi dau GDH cla cac ching nay dudc xac dinh. Cac ching ¢
trinh tu gen khdi ddu GDH tudng tu nhu trinh tu cia pSFKTGI I va pSFKTGO7 Ian Iugt dugc
goi 1a GAO I va GAO02.

3. Xac nhén hiéu sudt sinh ra axit L-glutamic cta cac chung bién déi gen khéi dau gdh

Hiéu sudt sinh ra axit glutamic ctia cdc chung GAO I va GA02 va ching bd me dugc xac dinh
theo cach tuong tu nhu trong Vi du 2 (2) néu trén. Két qua la, mL'rc do tich Iy axit glutamic
tang dang ké dugc ghi nhan trong GAO I va GA02 nhu dugc thé hién trong Bang 23.

Bang 23 Chung

Gili (g/dI)

Hoat tinh dac hiéu ciia GDH

Gia tri tudng déi AJ13029 2,6 7,7 1,0 GAO1 3,0 22,3 2,9 GA02 2,9 27,0 3,5
4. C4u truc plasmit gdh kiéu tu tach dong

DAu tién, tao ra vat truydn pAJ220 tu tach dong, pAJ226 (J.P.KOKAI No.61-152289) dudc
XU ly bang EcoRV va Pstl dé€ tao ra doan chifa vuing c6 thé tu sao chép trong vi khudn
Coryneform. Poan dudgc ghép ndi vGi doan ADN dai 0,7kb thu dugc bang cach xu ly pAJ224
(J.P.KOKAI No. Sho 61-152289) bdng EcoRV va Sstl dé thu dudc plasmit pAJ220. Plasmit
nay co thé tu sao chép trong vi khudn Coryneform, va né cé thé truyén tinh khang
trimethoprim cho vat chu.

Phan (ing PCR dugc ti€n hanh bang cach st dung trinh tu' ADN téng hgp dudc thé hién trong
Seq ID No.63 va Seq ID No.64 |lam cac doan moi va ADN nhiém sic thé cla ching vi khuén
Coryneform kiéu dai ATCC13869 lam khuén mau. Doan gen gdh thu dugc nhu vay dugc xen
vao vi tri Ball cia pAJ220 dé€ c4u tric pAJ220G. Poan khéi dau nam gén vi tri Ball cua
pAJ220, va mUic dd biéu hién cla gen dudgc xen vao dudc gia téng tuy thudc vao hudng gen
xen vao trong vi tri Ball. PAJ220G va pGDH dugc dua vao trong ching ATCC13869 bang
phuadng phap xung dién. Hoat tinh GDH cla ching dudc cau tric nhu vay dugc xac dinh
bdng phudng phap néu & budc (1) néu trén. K&t qua Ia, hoat tinh GDH cla chuing trong dé
pAJ220G dudc dua vao cao han khoang 1,5 |an so vdi hoat tinh cta chiing trong dé dGDH
dugc dua vao nhu dugc thé hién trong Bang 24.

Bang 24 Chung
Hoat tinh dac hiéu cua GDH

Gia tri tudng d6i ATCC13869 7,7 1,0 ATCC13869/pGDH 82,7 10,7 ATCC13869/pAJ220G
120,1 15,6

5. Panh gid &nh hudng cla hoat tinh gdh |1én san lugng va san phdm phu Asp pGDH va
pAJ220G dugc dua vao trong AJ13029 bang phucng phdp xung dién. TUng ching trong sé
cac chling nay va cac chung thu dudc & budc (2) néu trén dudc cdy vao trong moi trudng
nhan giéng cb thanh phan dugc thé hién trong Bang 25, va tién hanh nudi cdy cé 1&c & nhiét
dd 31,5°c trong 24 gid dé thu dudc dich nudi cdy. 300ml mdi trudng chinh cé thanh phan
dudc thé hién trong Bang 25 dugc chuyén vao trong cac binh Ién men thay tinh cé dung tich



500ml va sau do6 dugc thanh trung bang cach gia nhiét. 40ml dich nhan giéng néu trén dudc
cdy vao trong moi trudng nay. Qua trinh nudi cdy dudc bat dau & nhiét dd 31,5°c trong khi
téc d6 khudy va téc dd théng khi 1an lugt dugc diéu chinh vdéi téc dd ndm trong khoang tur
800 dén 1300 vong/phut va tir 1/2 dén 1/1 thé tich/phuat. B pH cua dich nudi cdy dudc giit
& 7,5 bang khi amoniac. Nhiét dd dugc nang 1&n 37°c sau 8 gid ké tir luc bat dau nudi cay.
Qua trinh nubi cay két thuc khi glucoza dugc tiéu thu hoan toan trong thdgi gian tir 20 dén
40 gig, va lugng axit L-glutamic dudc tao ra va tich Iliy trong dich nu6i cdy dugc xac dinh
(Bang 26). Hoat tinh GDH dé dat dudc san lugng cao nhét la cao hon khoang 3 1an. Tiép tuc
tang hoat tinh GDH thi thay san Iugng giam. Khi hoat tinh GDH tang Ién dén 16 Ian thi san
lwgng giam kha nhiéu. Cac axit amin dudc tao ra la cidc san phdm phu dugc phan tich bang
thiét bi Hitachi Amino Acid Analyzer L-8500 phat hién ra rang vi hoat tinh GDH gia tédng, nén
lugng axit aspartic va alanin tich Ily dudc cling gia tdng. TU cac két qua nay thdy rang: dé
gia tdng san lugng axit glutamic, can phai gia tdng hoat tinh GDH sao cho phu hgp, tranh
gia tang lugng axit aspartic va alanin. Mot trong s6 cac phuang phap hitu hiéu bao gom viéc
géy doét bién trong gen khdi dau gdh dé kiém soat hoat tinh GDH cao gép 3 Ian so vdi hoat
tinh cdia ching b6 me.

Bang 25

Thanh phéan

Ham lugng

MOi trudng nhan gidng

MOoi trudng chinh Glucoza 50g/1 150g/l KH,P0,4 Ig/1 2g/l MgS04.7H,0 0,4g/1 |,5g/1 FeS0,4.7H,0
10mg/l 15mg/l MnS04.4H,0 10mg/l 15mg/I

Dich thay phan dau tucng 20ml/I 50ml/I Biotin 0,5mg/l 2mg/I
Thiamin hydroclorua 2mgA 3mg/I

Bang 26 Chung

Gid (g/dl)

Asp (mg/dl)

Ala (mg/dl)

Hoat tinh tuong d6i cia GDH

Gia tri tudng d6i AJ13029 8,3 49 60 7,7 1,0 GAO1 9,0 22,3 2,9 GAO2 8,9 27,0 3,5
AJ13029/pGDH 8,8 82,7 10,7 AJ13029/pAJ220G 7,5 120,12 15,6



