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Linh vue ky thuit dwoc dé cip

Sang ché dé cap dén xenlobiohydrolaza chiu nhiét. Xenlobiohydrolaza la glycosit
hydrolaza cé hoat tinh thuy phan lignoxenluloza nhu xenluloza va hemixenluloza détaora
monosacarit. Cu thé, sang ché dé cap dén xenlobiohydrolaza chiu nhiét thé hé mai,
polynucleotit md hoa enzym nay, vecto biéu hién enzym nay, thé bién nap chira vecto nay,

va phuong phép san xuat san pham phan giai xenluloza bing enzym nay.
Tinh trang ky thuét ciia sang ché

Gén day, viéc phat trién cac ngudn nang luong thay thé ddu mé ngay cang tré nén
quan trong, do quan ngai lién quan dén viéc cung cAp ning luong cho cac phuong tién van
tai, nhu su ting gia ddu va nguy co can kiét dau khi trong tuong lai gin, ciing nhu cac van
d& v& moi trudong nhu trai dat nong 1én va 6 nhiém bau khi quyén. Sinh khéi thuc vat hozc
lignoxenluloza, 12 ngudn nang luong tai tao phong phu nhét trén trai dat, duoc mong doi la
ngudn nang lugng thay thé cho ddu mé. Cac thanh phan chinh trong phan khé cua sinh khéi
ndy bao gébm cac polysacarit nhu xenluloza, hemixenluloza, va lignin. Vi du, céc
polysacarit dugc sit dung lam nhién li€u sinh hoc hodc nguyén li€u dé san xuét nhiéu san
phém hoa hoc, sau khi dugc thiy phan thanh monosacarit nhu glucoza hodc xyloza boi cac

glycosit hydrolaza (cling dugc goi la xenlulaza).

Lignoxenluloza 13 hop chit ¢6 cdu truc rit phirc tap, nén rat khé cé thé phan giai
dwoc bang mdt enzym phén giai xenluloza duy nhét. Qua trinh phan giai lignoxenluloza
thanh duong cidn it nhit ba loai enzym: endoglucanaza (xenlulaza hoic
endo-1,4-B-D-glucanaza, ma phén loai enzym sb 3.2.1.4) phéan cit mot cach ngau nhién &
cac vi tri bén trong mach xenluloza, xenlobiohydrolaza (1,4-B-xenlobiosidaza hoac
xenlobiohydrolaza, ma phan loai enzym s6 3.2.1.91) déng vai trd nhu mot exo-xenlulaza

phéan cat’o cac dau khir hodac cac dau khong khtr cia mach xenluloza va giai phong san
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pham chinh 14 xenlobioza, va B-glucosidaza (mi phan loai enzym s6 3.2.121) thiy phan
xenlobioza thanh glucoza. Ngoai ra, cin ¢6 hdn hop chira nhiéu enzym bao gém xylanaza
(endo-1,4-B-xylanaza, ma phan loai enzym s 3.2.1.8) - 12 hemixenlulaza va cic enzym

phan giai thanh té bao thuc vat khac.

Trong quy trinh thong thudng dé bién déi lignoxenluloza thanh etanol, co chét ban
dau c6 ndng dd chat rin cao nim trong khoang tir 30% dén 60% da dugc ding dé dat duoc
hiéu qua nang lugng cao hon va sir dung it nuée hon. Tuy nhién, khi ndng do chét ran trong
co chét cao, thi phan tmg enzym hau nhu khéng thé x4y ra do d6 nhét cao ctia cac hon dich
co chét. Cac enzym chiu nhiét c6 vu diém & chd cho phép st dung néng do co chét cao, do
d0 nhét co chat giam khi nhiét do ting. Hon nita, nhiét d6 cao thuong lam ting toc dd phan
ttng xuc tac theo dinh luat van't Hoff Arrhenius, va ting cudng tinh thdm cla enzym va
phan giai thanh té bao ctia nguyén liéu. Do d6, khi lignoxenluloza dugc thity phan & nhiét
d0 cao hon nhiét do thudng bing enzym chiu nhiét, s& dat duoc hidu quéa bién dbi sinh khéi
thanh dudng cao hon, giam luong enzym can st dung va rit ngén thoi gian thiy phan, nhd

do6 gidm chi phi st dung enzym.

Gi6i han nhiét do dé sinh truéng clia ndm soi wa nhiét bang khoang 55°C, thip hon
gi6i han nhiét do d& sinh trudng cta vi khudn wa nhiét va vi khudn c6 siéu chiu nhiét. Do dé,
do 6n dinh nhiét cua glycosit hydrolaza duoc biéu hién hodc bai tiét tir ndm soi wa nhiét
thuong khong cao. Cho dén nay, da ghi nhan dugc ring xenlobiohydrolaza CBH c¢6 ngudn
géc tr nAm sgi c6 d0 6n dinh nhiét cao nhit la xenlobiohydrolaza CBHI va
xenlobiohydrolaza CBHII ctia ndm s¢i wa nhiét Chaetomium thermophilum, lan luot ¢6
nhiét do t6i vu bing 75°C va 70°C (vi du, tham khao Tai liéu phi Sang ché 1), va
xenlobiohydrolaza CBHI ¢6 ngudn gdc tir Thermoascus aurantiacus ¢6 nhiét do t6i uu
bing 65°C (vi du, tham khao Tai liéu phi Sang ché 2). Po 6n dinh nhiét cua
xenlobiohydrolaza ciing c6 thé dugc cai thién bang cach thay thé mot hodc nhidu axit
amin trong trinh tu axit amin ctia xenlobiohydrolaza (vi dy, tham khéo Tai liéu Sang ché 1
hodc Tai liéu Sang ché 2). Tuy nhién, d6 én dinh nhiét ciia xenlobiohydrolaza dot bién thu

dugc khong cao.

Mit khéc, da phan 1ap va nudi ciy duge cac loai sinh vat wa nhiét sinh truéng & nhiét

d6 55°C hodc cao hon trong mdi trudng khic nghiét nhu subi nuée néng, miéng phun thiy
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nhiét, mé dau, hodc mo kim loai, hodc c4c lodi siéu ua nhiét sinh truéng & nhiét 4o 80°C
hozic cao hon. Hau hét cac enzym glycosit hydrolaza chiu nhi€t c6 ngudn gdc tir céc vi
khuan va nhiét va vi khudn ¢ siéu chiu nhiét nay déu c6 hoat tinh endoglucanaza, xylanaza,
xylosidaza, hoac glucosidaza. Lién quan dén cac xenlobiohydrolaza cé vai trd quan trong
nhét dé thay phén lignoxenluloza, thi chi mot s6 xenlobiohydrolaza dugc phan lap tir ba
loai vi khudn va nhiét thudc chi Clostridium, chi Thermobifida, va chi Thermotoga. Vi du,
vi khuin ky khi wa nhiét Clostridium thermocellum chira phiuc hé enzym duoc goi 1a
xenlulosom ¢6 hoat tinh thiy phén lignoxenluloza manh, d8 bai tiét ra ngoai co thé vi
khuan. C4c phirc hé enzym xenlulosom chinh 1a xenlobiohydrolaza, va ba bién thé cta no,
tire 1a gen CelO thudc ho GHS, va gen CbhA va gen CelK thudc ho GH9, da duoc phén lap.
Toan bd cac enzym nay c6 nhiét do t6i vu (Tigi ww) nam trong khoang tir 60°C dén 65°C (vi
du, tham khdo Tai li€u phi Sang ché 3 dén 5). Pd phan ldp dugc hai loai gen
xenlobiohydrolaza khac nhau tir xa khuan ua nhiét Thermobifida fusca bao gdm gen E3
thudc ho GH6 (vi du, tham khéao Tai liéu phi Sang ché 6), va gen Cel48A thuoc ho GH48
(vi dy, tham khao Tai liéu phi Sang ché 7). C4c xenlobiohydrolaza niy c6 do on dinh nhiét
trong dbi cao. Khoang nhiét do ma tai d6 céc enzym nay c6 hoat tinh bang 50% hoat tinh
t6i da ndm trong khoang tir 40°C dén 60°C, va hoat tinh dugc duy tri 6n dinh & nhiét do
55°C trong it nhét 16 gid. Tuy nhién, hai xenlobiohydrolaza ndy khong c6 hoat tinh & nhiét
d6 70°C hoic cao hon. Khi xenluloza duge thity phan bang hai xenlobiohydrolaza ndy, giéi
han nhiét d6 cho qu4 trinh nay nam trong khoang tir 60°C dén 65°C. Xenlobiohydrolaza c6
nguén géc tlr vi khuan wa nhiét thudc chi Thermotoga c6 @d 6n dinh nhiét cao nhét, va c6
Ty wu bang 105°C va thoi gian hoat tinh giam 50% (Tysn giam) bang 70 phut & nhiét do 108°C
(vi du, tham khéo Tai liéu phi Sang ché 8). Tuy nhién, enzym nay c6 do dic hiéu co chat
tuong tu endoglucanaza, va chi c6 hoat tinh phan giai xenluloza vd dinh hinh va
carboxymetyl xenluloza (CMC). Hon nira, do c6 hoat tinh thiy phén gidy loc yéu, nén

enzym nay ciing khong c6 kha nang thiy phan lignoxenluloza tinh thé.
Tai liéu vién din
Tai liéu Sang ché 1: Ban dich tiéng Nhat d4 cong bd s6 2006-515506 ctia Don PCT.
Tai lidu Sang ché 2: Pon Cong b Patent Nhat Ban s& 2012-39967.
Tai liéu Sang ché 3: Pon Cong b Patent Nhat Ban s 2005-237233.
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Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Muc dich cta sang ché 1a dé cép dén xenlobiohydrolaza chiu nhiét thé hé méi co
hoat tinh it nhit & diéu kién nhiét do béng 75°C, polynucleotit ma hoéa enzym nay, vecto
biéu hién enzym nay, thé bién nap chira vecto nay, va phuong phap san xuét san phdm phan

giai xenluloza bang enzym nay.

Dé giai quyét cac van d€ néu trén, cc tic gid sang che dad thu nhén thanh cong
xenlobiohydrolaza chiu nhiét cé céc trinh ty axit amin mdi bang cach chiét xuat ADN truc
ti€p tr dat c6 nhiét do cao ¢ khu vuc sudi nude nong va thure hién gidi trinh ty bd gen cia vi

sinh vat kho nudi cay lay tir mdi truong nay va hoan thanh sdng ché nay.

Xenlobiohydrolaza chiu nhiét, polynucleotit, vecto biéu hién, thé bién nap, phuong
phép san xut xenlobiohydrolaza chiu nhiét, hn hop xenlulaza, phuong phéap san Xut san
phim phan giai xenluloza, phuong phép san xuét polynucleotit va doan mdi theo sang ché

duge mo ta trong cac phuong an tir 1 dén 17 duéi day.
1. Xenlobiohydrolaza chiu nhiét chira viing xuc tac xenlobiohydrolaza bao gom:
(A) polypeptit chira trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1;

(B) polypeptit chira trinh ty axit amin ¢6 d§ tuong ddng niam trong khoang tir 90%
dén nho hon 100% so véi trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, va c6 hoat tinh
xenlobiohydrolaza it nh4t & didu kién nhiét d bang 75°C va d6 pH bang 5,5;

(C) polypeptit chira trinh tyr axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3;

(D) polypeptit chira trinh ty axit amin c6 do tuong ddng nam trong khoang tir 90%
dén nho hon 100% so véi trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3, va c6 hoat tinh
xenlobiohydrolaza it nhét & didu kién nhiét d6 bang 75°C va do pH bang 5,5;
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(E) polypeptit chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.5;

(F) polypeptit chira trinh ty axit amin c6 do tuong ddng nim trong khoang tir 90%
dén nho hon 100% so véi trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.5, va ¢6 hoat tinh
xenlobiohydrolaza it nhit & didu kién nhiét do bing 75°C va d¢ pH bing 5,5;

(G) polypeptit chra trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.7; hodc

(H) polypeptit chura trinh ty axit amin ¢6 do tuong ddng nam trong khoang tir 80%
dén nhé hon 100% so v&i trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.7, va ¢6 hoat tinh

xenlobiohydrolaza it nhat & didu kién nhiét d6 bang 75°C va d6 pH bang 5,5.

2. Xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo phuong an 1, trong d6 enzym nay con chira

doan gin két xenluloza.
3. Polynucleotit chtra mién ma héa viing xtic tic xenlobiohydrolaza bao gbm:

(a) trinh tu nucleotit ma hda polypeptit chira trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ
ID NO.1;

(b) trinh tu nucleotit ma hoa polypeptit chira trinh ty axit amin ¢6 do tuong dong
nim trong khoang tir 90% dén nhé hon 100% so véi trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ
ID NO.1, va ¢6 hoat tinh xenlobiohydrolaza it nhét & didu kién nhiét d¢ bang 75°C va do
pH bé'lng 5,5; |

(¢) trinh tu nucleotit ma hda polypeptit chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ
ID NO.3;

(d) trinh tu nucleotit ma hoa polypeptit chira trinh tu axit amin ¢6 dd tuong dong
nim trong khoang tir 90% dén nho hon 100% so véi trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ
ID NO.3, va ¢6 hoat tinh xenlobiohydrolaza it nhit & diéu kién nhiét do bang 75°C va do
pH bang 5,5;

(e) trinh tu nucleotit ma héa polypeptit chita trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ
ID NO.5;

(f) trinh tu nucleotit ma hoa polYpeptit chira trinh tur axit amin c6 d6 twong dong
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ndm trong khoang tir 90% dén nho hon 100% so véi trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ
ID NO.5, va c¢6 hoat tinh xenlobiohydrolaza it nhit & diéu kién nhiét d6 bang 75°C va do
pH bz"mg 5,5;

(g) trinh ty nucleotit ma hoa polypeptit chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ
ID NO.7; ‘

(h) trinh tu nucleotit ma hoa polypeptit chira trinh tu axit amin ¢6 d§ tuong dong
nim trong khoang tir 90% dén nho hon 100% so véi trinh tir axit amin nhu néu trong SEQ
D NO.7, va ¢6 hoat tinh xenlobiohydrolaza it nhit & didu kién nhiét d§ bang 75°C va do
pH béng 5,5; hoac

(i) trinh tu nucleotit c6 do twong d6ng nim trong khoang tir 90% dén nh6 hon 100%
so v6i trinh tu nucleotit nhu néu trong SEQ ID NO.2, SEQ ID NO.4, SEQ ID NO.6, hoac
SEQ ID NO.8, va ma héa polypeptit ¢6 hoat tinh xenlobiohydrolaza it nhit & diéu kién
nhiét do bang 75°C va do pH bang 5,5.

4. Polynucleotit theo phuong an 3, trong d6 polynucleotit ndy con chira mién ma

héa doan gin két xenluloza.

5. Vecto biéu hién chtra polynucleotit theo phurong 4n 3 hodc 4, va c6 kha nang biéu
hién polypeptit c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza it nhét & didu kién nhiét do bang 75°C va do
pH béng 5,56 té bao vat chu.

6. Thé bién nap chira vecto theo phuwong 4n 5.

7. Thé bién nap theo phuong 4n 6, trong d6 thé bién nap nay 13 vi sinh vét nhan so.
8. Thé bién nap theo phuong 4n 6, trong d6 thé bién nap nay 13 vi sinh vét nhan that.
9. Thé bién nap theo phuong 4n 6, trong d6 thé bién nap nay 1a thuc vit.

10. Phuong phap san xuét xenlobiohydrolaza chju nhiét bao gdm budc san sinh
xenlobiohydrolaza chiu nhiét trong thé bién nap theo phuong 4n bét ky trong sd cac

phuong 4n tir 6 dén 9.

11. HOn hop xenlulaza chia xenlobiohydrolaz'a chiu nhiét theo phuong 4n 1,
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xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo phuong an 2, hodc xenlobiohydrolaza chiu nhiét dugc
san xuét bang phuong phap theo phuong an 10, va it nh4t mot hodc nhiéu loai xenlulaza

khac.

12. Hon hop xenlulaza theo phuong 4n 11, trong d6 it nhit mot hodc nhiéu loai

xenlulaza khac dugc chon tir nhdm bao gom hemixenlulaza va endoglucanaza.

13. Phuong phap san xuit san phdm phan gii xenluloza bao gdm budrc tao ra san
phdm phan gidi xenluloza bang cach cho nguyén lidu chtia xenluloza tiép xtc véi
xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo phuong 4n 1, xenlobiohydrolaza chiu nhi€t theo phuong
4n 2, thé bién nap theo phuong an bét ky trong sd céc phuong an tir 6 dén 9, hodc

xenlobiohydrolaza chiu nhiét duoc san xuit bang phuong phép theo phuong an 10.

14. Phuong phap theo phuong an 13, trong d6 nguyén liéu chira xenluloza con dugc

cho tiép xtic v6i it nhat mot hodc nhieu loai xenlulaza khéc.

15. Phuong phap theo phuong 4n 14, trong do it nhit mét hodc nhiéu loai xenlulaza

khac duoc chon tir nhém bao gom hemixenlulaza va endoglucanaza.

16. Phuong phép san xuét polynucleotit ma héa xenlobiohydrolaza chiu nhiét bao
gdém buéc thuc hién phan tmg PCR bang cach sir dung khudn 12 ADN thu dugc tlr sinh vt
hodc san phém phién ma ngugc cuia ARN thu duoc tr sinh vat, véi doan mdi xubi chira
trinh tu nucleotit nhu néu trong SEQ ID NO.12 hoac trinh ty nucleotit dugc tao ra bang
cach bd sung mot hodc nhiéu nucleotit vao du 5_’ cua trinh tu nucleotit nhu néu trong SEQ
ID NO.12, va doan mdi nguoc chira trinh ty nucleotit nhu néu trong SEQ ID NO.13 hodc
trinh tu nucleotit dugc tao ra béng cach bd sung mot hodc nhiéu nucleotit vao ddu 5° cta
trinh tu nucleotit nhu néu trong SEQ ID NO.13, va thu nhén sin phém khuéch dai 1a

polynucleotit chita trinh ty nucleotit ma héa xenlobiohydrolaza chiu nhiét.

17. Cap doan mdi bao gdbm doan mdi xudi chira trinh tu nucleotit nhu néu trong SEQ
ID NO.12, hoic trinh tu nucleotit dugc tao ra béng cach bd sung mot hodc nhiéu nucleotit
vao diu 5’ cta trinh tu nucleotit nhu néu trong SEQ ID NO.12 va doan mdi nguge chia
trinh tu nucleotit nhu néu trong SEQ ID NO.13, hodc trinh ty nucleotit dugc tao ra bang
céch bd sung mot hoic nhiu nucleotit vao d4u 5° cta trinh tr nucleotit nhu néu trong SEQ

ID NO.13.
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Mo ta vin tit cac hinh vé

Fig.1 12 hinh v& thé hién cdy pha h¢ trinh tu axit amin ma hoa boi 4 khung doc ma
mé (AR19G-166, AR19G-12 (0J1-2), va OJ1-1) thudc ho GH6 thu duoc tir phén tich he
gen moi truong trong Vi du 1. Do c¢6 trinh ty axit amin tuong dong 100% vé&i gen
AR19G-12, nén gen OJ1-2 gidng hét v6i gen AR19G-12 va la mét doan trinh tu ctia gen
ARI19G-12..

Fig.2A 12 hinh v& thé hién su sap thang hang céc trinh tur axit amin ma hoa cac khung
doc ma m& AR19G-166, AR19G-12, va OJ1-1, va trinh tu axit amin clia vung xuc tac cua
glycosit hydrolaza GH6 c6 ngudn goc tir vi khuan hiéu khi ua nhiét do trung binh
Herpetosiphon aurantiacus DSM 785 thudc nganh Chloroflexi, c6 d0 tuong ddng cao nhét

véi cac trinh tu axit amin nay.

Fig.2B 1a hinh v& thé hién su sap thing hang trinh tu axit amin ma héa bdi khung
doc md m& OJ1-1, va trinh tu axit amin cta doan gin két xenluloza CBM3 ¢6 ngudn gdc tir

vi khuan hiéu khi wa nhiét Caldibacillus cellulovorans.

Fig.3A la so d6 thé hién cac polypeptit ¢ trinh tu axit amin ma hoa boi cac khung
doc ma m&é AR19G-166, AR19G-12, va OJ1-1, va polypeptit ma hoa bdi trinh tu nucleotit
cua glycosit hydrolaza GH6 c¢6 ngudn gbc tir vi khuan hiéu khi ua nhiét do trung binh
Herpetosiphon aurantiacus DSM 785 thudc nganh Chloroflexi, c6 do tuong ddng cao nhat

Vi cac trinh tu axit amin nay.

Fig.3B 1a so dd thé hién polypeptit c6 trinh tu axit amin trinh tu axit amin ma hoa
boi khung doc ma md OJ1-1 va doan gén két xenluloza CBM3 ¢6 ngudn gdc tir vi khuin

hiéu khi wa nhiét Caldibacillus cellulovorans.

Fig.4A 12 hinh v& thé hién két qua phan tich dién di trén gel SDS-PAGE va Fig.4B la
hinh v& thé hién két qua phan tich thdm tach Western ctia protein AR19G-166-RA va
protein AR19G-166-QV dugc biéu hién béi E. coli trong Vi du 1.

Fig.5A 12 hinh v& thé hién két qua phan tich san pham thity phan PSA bdi protein
AR19G-166-RA duoc bidu hién boi E. coli, bang phuong phap sic ky 16ng hiéu nang cao
(HPLC), trong Vidu 1.
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hinh vé thé hién két qua phén tich thim tich Western clia protein AR19G-166-RA va
protein AR19G-166-QV duoc biéu hién bdi E. coli trong Vi du 1.

Fig.5A 1 hinh vé& thé hién két qua phan tich san phim thity phan PSA béi protein
AR19G-166-RA duogc bidu hién béi E. coli, bang phuong phap sic ky 1ong hiéu ning cao
(HPLC), trong Vidu 1.

Fig.5B 13 hinh v& thé hién két qua phan tich san phdm thiy phan PSA boi
xenlobiohydrolaza TrCBHII GH6 c6 ngudn gdc tir nim soi Trichoderma reesei, bang

phwong phép sic ky 16ng hiéu ning cao (HPLC), trong Vi du 1.

Fig.6A 1a dd thi thé hién két qua danh gid hoat tinh thity phan PSA cua protein
AR19G-166-RA duoc biéu hién boi E. coli do & cac nhiét do tuong g trong Vi du 1.

Fig.6B 14 dd thi thé hién két qua dénh gia hoat tinh thity phan PSA cua protein
AR19G-166-QV dugc biéu hién boi E. coli do & cac nhiét do twong tng trong Vi du 1.

Fig.7A 1a db thi thé hién két qua danh gia hoat tinh thity phan PSA cua protein
AR19G-166-RA dugc biéu hién boi E. coli do & cac dd pH tuong tmg trong Vi du 1.

Fig.7B 1a db thi thé hién két qua dénh gia hoat tinh thity phan PSA cta protein
AR19G-166-QV dugc biéu hién béi E. coli do & cac do pH tuong tmg trong Vi du 1.

Fig.8A 1a dd thi thé hién két qua dénh gid muc d6 anh hudng ciia thoi gian 1 so bd
dén hoat tinh ciia protein AR19G-166-RA dugc biéu hién béi E. coli dugc do trong Vidu 1.

Fig.8B 1a db thi thé hién két qua danh gid mirc do anh hudng cua thoi gian G so bd
dén hoat tinh cia protein AR19G-166-QV duoc biéu hién béi E. coli duge do trong Vi du
1.

Fig.9A 13 dd thi thé hién két qua danh gia mirc do anh huéng cta nhiét do 1 so bd
dén hoat tinh cua protein AR19G-166-RA duoc biéu hién boi E. coli duge do trong Vidu 1.

Fig.9B 1a db thi thé hién két qua danh gia mirc d anh huéng cta nhiét do 1 so bd
dén hoat tinh cta protein AR19G-166-QV dugc biéu hién boi E. coli dugc do trong Vi du
1.
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Fig.10 12 hinh vé thé hién két qua phén tich thAm tach Western ciia dich néi nuoi cdy
Aspergillus chuyén gen AR19G-166-RW va Aspergillus chuyén gen R19G-166-QW trong
Vi du 2, va dich ndi nudi cdy ddng nhét E. coli tai td hop gen AR19G-166-RA va gen
AR19G-166-QV dugc san xuét trong Vi du 1. '

Fig.11A 1 db thi thé hién két qua danh gia hoat tinh thity phan PSA (U/mg) cua
protein AR19G-166-RW va protein AR19G-166-QW duoc biéu hién bsi E. coli trong Vi
du 1, va hoat tinh thiy phan PSA (tri s6 twong dbi (%)) cia protein AR19G-166-RW va
protein AR19G-166-QW dugc biéu hién béi Aspergillus trong Vi du 2, & cac nhiét d§
tuong tng.

Fig.11B 1a db thi thé hién két qua danh gia hoat tinh thity phan PSA (U/mg) cta
protein AR19G-166-RW va protein AR19G-166-QW dugc biéu hién béi E. coli trong Vi
du 1, va hoat tinh thily phan PSA (tri s6 tuong ddi (%)) cua protein AR19G-166-RW va
protein AR19G-166-QW dugc biéu hién bdi Aspergillus trong Vi du 2, & céc d pH tuong

ung.

Fig.12A 13 hinh v& thé hién vecto cat-xet pNtaGL va pNtaGLPL dé chuyén gen vao

luc lap cua cy thube 14, st dung dé san xudt cdy thude 1a chuyén gen luc lap trong Vi du 3.

Fig.12B 14 hinh v& thé hién cat-xet pPXT va pPXTPL dé chuyén gen véo luc lap ctia

cay thude 14, st dung dé san xuét cay thudc 14 chuyén gen luc lap trong Vi du 3.

Fig.12C 14 hinh v& thé hién vecto cat-xet pNtaGL-QV va pNtaGLPL-RA dé chuyén
gen vao luc lap ctia cdy thudc 14, sir dung dé san xuét cay thudc 14 chuyén gen luc lap trong

Vidu 3.

Fig.13A 12 hinh v& thé hién két qua phan tich thAm tach Southern ctia hai dong cay
thudc 14 chuyén gen luc lap pNTaGL-QV (QV-2 va QV-17) va céy thudc 14 thé dai
(WT(SR-1)) trong Vi du 3.

Fig.13B 14 hinh v& thé hién -két qué phén tich thim tach Southern ciia ba dong cay
thudc 14 chuyén gen luc lap pNtaGLPL-RA (RA-6-2-1, RA-6-2-2, vd RA-6-2-3) va ciy
thudc 14 thé dai (WT(SR-1)) trong Vi du 3.

Fig.13C 1a hinh v& thé hién két qua phan tich thdm tach Southern cla cay thuéc 14
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chuyén gen luc lap pNtaGL va pNtaGLPL trong Vi du 3.

Fig.14A 12 hinh anh thé hién cay thudc 14 chuyén gen luc lap AR19G-166-QV (thé
hé Ty), va cay thude 14 chuyén gen luc lap vecto ddi chimg pNtaGL (thé hé T)) & giai doan
ra hoa, trong Vi du 3.

Fig.14B 13 hinh 4nh thé hién cy thudc 14 chuyén gen luc lap AR19G-166-RA (thé
hé T)), va cy thudc 14 chuyén gen luc lap vecto dbi chimg pNtaGLPL (thé hé T)) & giai

doan ra hoa, trong Vi du 3.

Fig.15A 12 biéu dd thé hién két qua phan tich dién di trén gel SDS-PAGE ctia protein
hoa tan chiét xuét tir cay thudc 14 chuyén gen luc lap AR19G-166-QV va cdy thude 14
chuyén gen luc lap pNtaGL trong Vi du 3.

Fig.15B 14 hinh v& thé hién két qua phén tich thdm tach Western ctia protein hoa tan
chiét xuét tir cay thudc 14 chuyén gen luc lap AR19G-166-QV va cay thudc 14 chuyén gen
luc lap pNtaGL trong Vi du 3.

Fig.15C 1a biéu db thé hién két qua phan tich dién di trén gel SDS-PAGE cua protein
hoa tan chiét xudt tir cdy thudc 14 chuyén gen luc lap AR19G-166-RA va cdy thude 14
chuyén gen luc lap pNtaGLPL trong Vi du 3.

Fig.15D 1a hinh v& thé hién két qua phén tich thim tach Western cuia protein hoa tan
chiét xuét tir cay thudc 14 chuyén gen luc lap AR19G-166-RA va cay thudc 14 chuyén gen
luc lap pNtaGLPL trong Vi du 3.

Fig.16A 1a db thi thé hién hoat tinh thiy phan PSA cta protein AR19G-166-QV
duoc biéu hién & luc lap cua cay thude 14 trong Vi du 3 tinh theo ham lugng dudong khur

dugce tao ra (mM) & cac nhiét d§ khéac nhau.

Fig.16B 1a db thi thé hién hoat tinh thily phan PSA cua protein AR19G-166-RA
dugc biéu hién & luc lap cta cay thude 14 trong Vi du 3 tinh theo ham lugng duong khu

dugc tao ra (mM) & cac nhiét d§ khéac nhau.

Fig.17 1a hinh v& thé hién két qua phan tich thAm tach Western ctia protein
AR19G-166-RA va protein AR19G-166-QV duoc biéu hién & Arabidopsis thaliana trong
Vidu4.
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Fig.18 12 dd thi thé hién mirc do phu thudc vao nhiét d6 ctia hoat tinh thity phan PSA
cua protein AR19G-166-RA va protein AR19G-166-QV duoc biéu hién trong Arabidopsis
thaliana trong Vi du 4 (tinh theo don vi mM dudng khi/20 phut).

Fig.19 12 hinh v& thé hién két qua phén tich dién di trén gel SDS-PAGE ctia céc dich
chiét khong chira té bao chiét xuét tir xa khuén tai td hop gen AR19G-166-RA trong Vi du
5.

Fig.20 14 dd thi thé hién mic do phu thudc vao nhiét do cua hoat tinh thiy phén
Avicel truong né lién hop axit phosphoric (Phosphoric acid-Swollen Avicel - PSA) cta
protein enzym (dich chiét khong chira té bao) ma hoa béi gen AR19G-166-RA, duoc biéu

hién trong xa khudn Streptomyces lividans trong Vi du 5.

Fig.21A 14 hinh v& thé hién két qua phan tich dién di trén gel SDS-PAGE cua protein
enzym duoc tao ra bang cach biéu hién gen AR19G-166-RA bd sung CBM trong E. coli
trong Vi du 6.

Fig.21B 1a hinh vé& thé hién két qua phén tich thdm tach Western ctia protein enzym
duge tao ra bang cach biéu hién gen AR19G-166-RA bd sung CBM trong E. coli trong Vi
du 6.

Fig.22A 12 db thi thé hién mirc d6 phu thudc vao nhiét d6 cua hoat tinh thity phén
PSA (U/mg) ciia protein AR19G-166-RA bd sung CBM dugc biéu hién trong E. coli trong
Vi du 6.

Fig.22B 1a db thi thé hién mirc d6 phu thudc vao nhiét do cua hoat tinh thuy phin
Avicel (U/mg) cia protein AR19G-166-RA bd sung CBM dugc biéu hién trong E. coli
trong Vi du 6.

MO ta chi tiét sang ché
Xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sadng ché

Nhiéu vi sinh vat bao gobm nam soi, vi khuan, va vi khuan c6 rat kh6 dugc nudi cay.
Khoéang 99% nam song trong modi truong vi sinh vat nhu dat 1a chua dugc biet dén. Cu the,
rat khé nudi cay dugc vi sinh vat song trong trong moéi truong cé nhiét o cao, va ngudi ta

cho rang chi 0,1% hoic it hon quén thé toan bd vi sinh vat sdng trong dét da duogc phan lap
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va nudi cay bang k¥ thuit nudi cay vi sinh vat hién c6. Viéc kho nudi cdy vi sinh vét song
trong trong dat ¢6 nhiét do cao 12 mot yéu td can trd su phét trién xenlobiohydrolaza chiu

nhiét.

Géan dy, nho su phét trién ciia méy giai trinh tu thé hé tiép theo cho phép giai trinh
tu dugc hang ty cdp bazo, nén da cé thé giai trinh tu b gen cta vi sinh vét chira trong dét
va c4c mau tuong tu. Bing cach sir dung k¥ thuat phan tich nay, phuong phap phén tich hé
gen moi truong da dugc dé cap dén trong d6 ADN bd gen cuia quan thé vi sinh vt dugc
tdng hop tir mau moi trudong nhu dat, bd gen cia quan thé vi sinh vt ¢6 thanh phan khong
dong nhat dugc giai trinh tyu truc tiép va toan b, va dit lidu trinh tu dugc 14p r4p bang may
tinh song song, dé tir d6 thiét ké lai trinh tu bd gen ctia vi sinh vat. Diéu nay gop phan rit

ngdn thoi gian giai trinh ty bg gen cua vi sinh vat kho nudi cay.

Nhu duoc thé hién trong Vi du 1, cac tac gia sang ché da tdng hop dugc ADN bd gen
(AND hé geri moi trudng) cua quén thé vi sinh vt tir dit c6 nhiét do cao & nam khu vuc
sudi nude néng cia Nhat Ban, va thuc hién gidi trinh tw ADN hé gen méi truong nay. Két
qua l1a thu dugc 44 khung doc m3 mé (Open Reading Frame - ORF) c6 céc trinh ty axit
amin tuong ddng véi cac xenlobiohydrolaza da biét. Cac doan mdi duoc thiét ké dua trén
trinh tu nucleotit cia cac khung doc ma mé nay, va cac gen tiém nang dugc tich dong tir
ADN hé gen mdi truong cua dAt c6 nhiét do cao & khu vuc sudi nude néng bang phuong
phap PCR. Cac ADN duogc tach dong bang PCR duoc bién nap vao E. coli, va c4c protein
ma héa bédi cac trinh tu nucleotit nay duoc biéu hién. Céc protein nay dugc sang loc chuc
ning bang cach danh gid hoat tinh phén gidi Avicel truong né lién hop axit phosphoric
(Phosphoric acid-Swollen Avicel - PSA) va hoat tinh phéan giai carboxymetyl xenluloza
(CMC). Cubi cling, xenlobiohydrolaza chiu nhiét c6 hoat tinh phan giai PSA thu dugc tir
mot ORF duy nhét.

Hai loai xenlobiohydrolaza chiu nhiét, trong d6 hai axit amin dugc thay thé thu
duoc tir khung doc ma mé quan tim bang phuong phap tich dong PCR. Trong s6 hai loai
kiéu gen nay, mot loai trong d6 axit amin & vi tri s6 299 13 arginin (R) va axit amin & vi tri
s6 351 la alanin (A) duoc ky hiéu 1a AR19G-166-RA, va loai con lai trong d6 axit amin & vi
tri s6 299 1a glutamin (Q) va axit amin & vi tri s6 351 1a valin (V) dugc ky hiéu la
AR19G-166-QV. Trinh tu nucleotit cia AR19G-166-RA duoc thé hién trong SEQ ID NO.2,
va trinh tu axit amin cia AR19G-166-RA duoc thé hién trong SEQ ID NO.1. Hon nira,
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trinh tu nucleotit cia AR19G-166-QV duogc thé hién trong SEQ ID NO.4, va trinh tu axit
amin cia AR19G-166-QV dugc thé hién trong SEQ ID NO.3. AR19G-166-RA va
AR19G-166-QV thu duoc bing phuong phép tach dong PCR khong chira gbc metionin
hoat hoa. Do d6, cdc trinh tu ndy goi ¥ ring cb cic doan gen chi c6 ving xtc tac
xenlobiohydrolaza ciia gen xenlobiohydrolaza, von di c6 trong vi sinh vat chira trong dat

¢6 nhiét do cao & khu vuc sudi nudc nong.

Nhu duoc thé hién trong Vi du 1 va cac vi du tuong ty, AR19G-166-RA va
AR19G-166-QV c¢6 hoat tinh thity phadn manh PSA, va c6 hoat tinh phan gidi lichenan chira
céc lién két glucan B-1,3 va B-1,4 va xenluloza tinh thé Avicel, mic du yéu hoat tinh nay
yéu. Trai lai, AR19G-166-RA va AR19G-166-QV hiu nhu khong c6 hoat tinh phan giai
CMC va laminarin chtra céc lién két glucan B-1,3 va B-1,6. Két qua phan tich san phdm
thiy phan PSA bdi enzym AR19G-166-RA bing phuong phap sic ky 1éng hiéu ning cao
(HPLC) cho th'fly xenlobioza va lugng nhé xenlotrioza dugc tao ra. Hon nita, két qua tra
ctu trinh tu axit amin cia AR19G-166-RA va AR19G-166-QV tur co s& dir li¢u trinh tu
axit amin d biét cho thdy cac trinh tr axit amin nay c6 do twong déng cao nhét véi glycosit
hydrolaza GH6 (SEQ ID NO.15) ¢6 ngudn gbe tir vi khuan hiéu khi wa nhiét d¢ trung binh
Herpetosiphon aurantiacus DSM 785 thudc nganh Chloroflexi, va chi bang 66%. Cac phan
tich do dac hiéu co chit, phén tich san pham thiy phan PSA bang phuong phap HPLC, va
phan tich d6 twong ddng ca trinh tw axit amin ndy v6i xenlobiohydrolaza da biét cho thiy

bién thé AR19G-166-RA va AR19G-166-QV 1a xenlobiohydrolaza GH6 thé hé mdi.

Ca AR19G-166-RA va AR19G-166-QV déu c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza it nhét
& didu kién nhiét d6 bang 75°C va d6 pH bing 5,5. Thuc té, nhu duge thé hién trong Vi du
1, c& AR19G-166-RA va AR19G-166-QV déu c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza & khoang
nhiét 4o rong nim trong khoang tir 30°C dén 100°C. Tuy nhién, khoang nhiét o tdi vu cua
cac xenlobiohydrolaza nay khac nhau. Hoat tinh xenlobiohydrolaza cia AR19G-166-RA
dugc biéu hién bdi E. coli ¢6 xu huéng ting khi nhiét do tang nam trong khoang tir 30°C
dén 80°C, va hoat tinh xenlobiohydrolaza c6 xu huong gidm khi nhi€t do tang nam trong
khoéng tir 80°C dén 100°C. Trai lai, hoat tinh xenlobiohydrolaza cia AR19G-166-QV ¢6
xu huéng tang khi nhiét d6 ting ndm trong khoang tir 30°C dén 70°C, dat cuc dai khoang
70°C, va c6 xu huéng gidm khi nhiét do tang nim trong khoang tir 70°C dén 100°C.

-16-



26841

Thuét ngit “hoat tinh xenlobiohydrolaza” dugc dung trong ban mo ta dé chi hoat
tinh dbi véi it nhdt mot co chit duge chon tir nhém bao gdm glucan chira lién két B-1,3 va
B-1,4 va xenluloza tinh thé, va Avicel truong né lién hgp axit phosphoric, va co chat nay

dugc thuy phén tir du khong khir dé tao ra xenlobioza.

Thuét ngit “polypeptit c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza it nhét & diéu kién nhiét do
bing 75°C va d6 pH bing 5,5” dugc ding trong ban mo ta dé chi hoat tinh
xenlobiohydrolaza manh nhét & nhiét d6 75°C khi d6 pH cua dung dich chira polypeptit
bang 5,5. N6i cach khéc, tham chi khi dung dich chtra polypeptit khong c6 hoat tinh
xenlobiohydrolaza & d6 pH khong bang 5,5 va nhiét do khong bang 75°C, nhung dung dich
nay c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza & 46 pH bang 5,5 va nhiét do 75°C, thi polypeptit cling

dugc coi la c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza .

Tét hon néu “xenlobiohydrolaza chiu nhiét” theo sang ché 1a enzym c0 hoat tinh &
nhiét d6 ndm trong khoang tir 55°C dén 80°C va do pH ndm trong khoang tir 3,5 dén 7,0, va
t5t hon nita néu 12 enzym c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza & nhiét do nim trong khoang tir

70 dén 100°C va do pH nam trong khoang tir 4,0 dén 6,0.

Enzym AR19G-166-RW trong dé gbc axit amin & vi tri s6 351 duoc thé bang
tryptophan (W) trong AR19G-166-RA, va AR19G-166-QW trong do gbc axit amin & vi tri
s6 351 dugc thé bang tryptophan (W) trong AR19G-166-QV ciing c6 hoat tinh
xenlobiohydrolaza it nhat ¢ diu kién nhiét d6 bang 75°C va d¢ pH bang 5,5, twong tu nhu
AR19G-166-RA va AR19G-166-QV. Trinh tu axit amin cia AR19G-166-RW dugc thé
hién trong SEQ ID NO.5, va trinh ty nucleotit ma hda trinh tu axit amin nay dugc thé hién
trong SEQ ID NO.6. Trinh ty axit amin cia AR19G-166-QW duoc thé hién trong SEQ ID
NO.7, va trinh tu nucleotit ma hoa trinh tu axit amin nay dugc thé hién trong SEQ ID NO.8.
Hoat tinh xenlobiohydrolaza cia AR19G-166-RW va AR19G-166-QW duoc biéu hién bési -
Aspergillus duoc ting khi nhiét d6 ting nim trong khoang tir 30 dén 100°C, va c6 hoat tinh
xenlobiohydrolaza manh nhét & nhiét d6 100°C.

Nhin chung, & protein c6 mdt s6 hoat tinh sinh hoc, mdt hodc nhiéu axit amin c6 thé
duogc loai bé, thay thé, hodc bd sung, ma khong lam giam hoat tinh sinh hoc ctia protein nay.
Tac 14, trong AR19G- 166-RA, AR19G-166-QV, AR19G-166-RW, hoac AR19G-166-QW,

mét hodc nhiéu axit amin cling c6 thé duoc loai bo, thay thé, hoiic bd sung ma khong lam
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giam hoat tinh xenlobiohydrolaza cua no.

Sang ché @ cip dén xenlobiohydrolaza chiu nhi€t chira ving xic tic

xenlobiohydrolaza, gdm polypeptit bat ky trong sd cac polypeptit tir (A) dén (L) sau:
(A) polypeptit c6 trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1;

(B) polypeptit ¢ trinh tu axit amin dugc tao ra bang cach loai bo, thay thé hoic bd
sung mdt hodc nhiéu gdc axit amin trén trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, va

¢6 hoat tinh xenlobiohydrolaza it nhét & didu kién nhiét d6 bang 75°C va do pH bang 5,5;

(C) polypeptit c6 trinh ty axit amin c6 d) tuong ddng nim trong khoang tir 80% dén
nho hon 100% so véi trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, va c6 hoat tinh
xenlobiohydrolaza it nhét & didu kién nhiét d6 bang 75°C va d6 pH bang 5,5;

(D) polypeptit c6 trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3;

(E) polypeptit c6 trinh tu axit amin dugc tao ra bang cach loai bo, thay thé hodc bd
sung mdt hodc nhiéu gbc axit amin trén trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3, va

¢6 hoat tinh xenlobiohydrolaza it nhét & diéu kién nhiét d6 bang 75°C va d6 pH bang 5.5;

(F) polypeptit c6 trinh tu axit amin c6 do tuong ddng ndm trong khoang tir 80% dén
nho hon 100% so véi trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3, va ¢6 hoat tinh

xenlobiohydrolaza it nhéit & diéu kién nhiét do béng 75°C va do pH bﬁng 5,5;
(G) polypeptit c6 trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.5;

(H) polypeptit c6 trinh tu axit amin dugc tao ra bang cach loai bo, thay thé hozc bd
sung mdt hodc nhiéu géc axit amin trén trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.5, va

¢6 hoat tinh xenlobiohydrolaza it nhét & diéu kién nhiét do b'?lng 75°C va 46 pH béng 5,5;

(I) polypeptit c6 trinh tu axit amin c6 do twong ddng nam trong khoang tir 80% dén
nhoé hon 100% so voi trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.5, va c¢6 hoat tinh
xenlobiohydrolaza it nhat & didu kién nhiét d6 bang 75°C va do pH bang 5,5;

(J) polypeptit cd trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.7;

(K) polypeptit co trinh tu axit amin dugc tao ra bang cach loai bo, thay thé hodc b
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sung mdt hodc nhiéu gdc axit amin trén trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.7, va

¢6 hoat tinh xenlobiohydrolaza it nhit & diéu kién nhiét do bang 75°C va d¢ pH bing 5,5;

(L) polypeptit c6 trinh tu axit amin c6 d0 tuong ddng ndm trong khoang tir 80% dén
nh6 hon 100% so véi trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.7, va c¢6 hoat tinh
xenlobiohydrolaza it nhit & didu kién nhiét do bang 75°C va dé pH bing 5,5.

Thuét ngir “polypeptit trong d6 axit amin dugc loai bd” dugce dung trong ban mo ta

dé chi doan axit amin ma tao ra polypeptit bj khuyét doan (loai bo).

Thuét nglt “polypeptit trong d6 axit amin dugc thé” dugc dung trong ban mo ta dé

chi axit amin ma tao ra polypeptit duoc thay thé bang axit amin khac.

~, ¢

Thuat ngir “polypeptit trong d6 axit amin dugc bd sung” duge ding trong ban mo ta

dé chi axit amin méi dugc chén vao polypeptit.

Trong cac polypeptit (B), (E), (H), va (K) néu trén, t6t hon néu sb luong axit amin
duogc loai bd, thay thé, hodc bd sung trén trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1,
SEQ ID NO.3, SEQ ID NO.5, hoac SEQ ID NO.7 nim trong khoang tir 1 dén 20, t&t hon
nita néu nam trong khoéang tir 1 d&n 10, va con t6t hon nita néu nim trong khoang tir 1 dén
5. Khéng c6 gidi han cu thé v& vi tri cua axit amin can duoc loai bé, thay thé hoic bb sung
trén mdi trinh tu axit amin nay, mic du tdt hon néu axit amin can dugc loai bo, thay thé

hodc bo sung & vi tri s6 299 1a arginin.

Trong cac polypeptit (C), (F), (I), va (L) néu trén, khong c6 gidi han cu thé vé do
trong ddng véi trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, SEQ ID NO.3, SEQ ID
NO.5, hogc SEQ ID NO.7 mién 13 nim trong khoang tir 80% dén 100%, tot hon néu nim
trong khoang tir 85% dén 100% , t6t hon nita néu ndm trong khoang tir 90% dén 100%, va

con tét hon nita néu 95% hodc 16n hon.

Do twong ddng trinh tur (46 twong ddng) giita cac trinh tir axit amin dugc x4c dinh
bang phuong phép sau: & trang thai, trong d6 khoang tréng duoc tao ra & céc vi tri xuét hién
ddt bién chén thém hoic loai b, hai trinh tu axit amin dugc dit canh nhau sao cho céc axit
amin turong tng 13 giéng nhau; va ty 18 axit amin gidng nhau so véi tong s trinh tyr axit

amin trir di khoang tréng trén trinh tyr sip thing hang dwoc x4c dinh 1a d6 trong dong trinh
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tu. Do tuong déng gifta c4c trinh ty axit amin c6 thé dugc xéac dinh bang nhidu phan mém
tra ciru do twong ddng da biét trong linh vuc nay. Theo séng ché, do twong ddng cua cac
trinh tu axit amin duoc x4c dinh dya trén trinh tu sip thang hang thu duge bang phdn mém
tra ctru d6 tuong ddng BLASTP. |

Cac polypetit (B), (C), (E), (F), (H), (), (K), va (L) néu trén c6 thé dugc thiét ké
nhén tao hodc cling co thé 1a thé tuong déng cua AR19G-166-QV va cac bién thé tuong tu,

hodc cac doan protein cua ching.

Céc polypetit (A) dén (L) néu trén c6 thé 1an luot duge tbng hop héa hoc dua trén
trinh ty axit amin, hodc cling cé thé dugc san xuét bsi hé biéu hién protein st dung
polynucleotit theo khia canh thir hai cua sang ché. Hon nira, cac polypetit (B), (C), (E), (F),
(H), (1), (K), va (L) cling c6 thé 1an luot dugc tbng hop nhén tao dua trén polypeptit c6 trinh
tuy axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, SEQ ID NO.3, SEQ ID NO.5, hodac SEQ ID
NO.7, bang k¥ thuat tai t6 hop gen dé chén thém dot bién axit amin.

Céc polypetit (A) dén (L) néu trén c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza it nhét & diéu kién
nhiét do bang 75°C va d6 pH bang 5,5. Do do6, khi enzym chia ving xuc tic
xenlobiohydrolaza 1a polypeptit bit ky tir (A) dén (L), thi c6 thé thu dugc
xenlobiohydrolaza chiu nhiét. Trong sb nay, tt hon néu polypeptit bat ky tir (D) dén (L)
duoc s dung lam viung xac tic xenlobiohydrolaza do ching c6 hoat tinh

xenlobiohydrolaza manh tham chi & nhiét do nam trong khoang tir 70°C dén 100°C.

Xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché c6 hoat tinh thity phan co chét Avicel
trwong nd lién hop axit phosphoric (PSA). Xenlobiohydrolaza chiu nhiét nay cling c¢6 hoat
tinh thuy phan co chit B glucan khac. Vi du vé cac co chat B glucan khéc bao g6m lichenan
chira lién két B-1,3 va lién két B-1,4, xenluloza tinh thé nhur Avicel, xenluloza vi tinh thé
cia vi khudn (Bacterial Microcrystalline Cellulose - BMCC) va gidy loc,
carboxymetylxenluloza (CMC), glucan chira lién két §-1,3 va lién két B-1,6, glucan chira
lién két B-1,3, glucan chua lién két B-1,6, xylan, va cac co chét tuong tu. Tt hon néu
xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché c6 hoat tinh thiy phan co chit PSA va it nhét
mdt glucan chira lién két p-1,3 va lién két f-1,4 va xenluloza tinh thé, va t6t hon nira néu
xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché c6 hoat tinh thiy phan co chat PSA, glucan

chira lién két B-1,3 va lién két B-1.4, va xenluloza tinh thé.
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Mic du thay déi phu thudc vao nhiét do phan tng, nhung do pH tdi wu ciia
xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sdng ché nam trong khoang tir 4,5 dén 6,0. Tt hon néu
xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo séng ché c6 hoat tinh & d6 pH it nhat nim trong khoang
tir 4,5 dén 6,0, tot hon nita néu xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché ¢6 hoat tinh &
doé pH nam trong khodang tir 4,0 dén 6,5, va con t5t hon nita néu xenlobiohydrolaza chiu

nhiét theo sang ché c6 hoat tinh & d6 pH nim trong khoang tur 3,5 dén 7,0.

Xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché c6 thé ¢ hoat tinh thiy phan xenluloza
khac vé6i hoat tinh xenlobiohydrolaza. Vi du vé cac hoat tinh thily phan xenluloza khac bao
g6m hoat tinh endoglucanaza, hoat tinh xylanaza, hoat tinh B-glucosidaza va cac hoat tinh

tuong tu.

Xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché c6 thé chi chita ving xuc tac
xenlobiohydrolaza bao gdm polypeptit bt ky tir (A) dén (L) néu trén, hoic co thé chira cac
ving khéc. Vi du vé céc ving khéc bao gdm céc ving khac v6i ving xtic tdc cla
xenlobiohydrolaza da biét. Vi du, xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo séng ché bao gdm cac
enzym thu dugc bing cach thay thé ving xtc tic xenlobiohydrolaza cia céc

xenlobiohydrolaza da biét bang cac polypeptit tir (A) dén (L) néu trén.

Khi xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché chira viing khic véi ving xtc téc
xenlobiohydrolaza, tét hon néu né chira doan gfin két xenluloza. Poan gin két xenluloza c6
thé nidm trude (ddu tin cing N) hoic nim sau (d4u tan cung C) ving xuc tic
xenlobiohydrolaza. Ngoai ra, doan gin két xenluloza va viing xtic tic xenlobiohydrolaza
c6 thé duoc gfm két truc tiép v61 nhau, hoac gén két v6i nhau nho géc lién két co chiéu dai
thich hgp. Trong xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché, t6t hon néu doan gin két
xenluloza ndm trude hodc nim sau viing xuc tac xenlobiohydrolaza thong qua gbc lién két,
va tdt hon nita néu doan gin két xenluloza nim truéc ving xuc tac xenlobiohydrolaza

thong qua gdc lién két.

Doan gin két xenluloza chira trong xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché ¢6
thé thich hop khi né 12 ving c6 kha ning gin két v6i xenluloza, vi du viing c6 kha ning gin
két v&i PSA hodc Avicel tinh thé. Khong ¢6 gi6i han cu thé v& trinh tu axit amin ctia doan
gfn két xenluloza theo sang ché. Vi du, doan gin két xenluloza ciia protein da biét hoic

doan cai bién thich hop ctia n6 c6 thé duoc sit dung lam doan gin két xenluloza theo sang
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ché. Theo sang ché, tét hon néu doan gin két xenluloza 1a polypeptit chtra 148 axit amin
(T35-P182) tir threonin (T) & vi tri s6 35 dén prolin (P) & vi tri s6 182 clia trinh tu axit amin
nhu néu trong SEQ ID NO.11, hodc polypeptit c6 trinh ty axit amin trong d6 mot hodc
nhiéu axit amin duoc loai bd, thay thé hoic bd sung vio polypeptit ndy, ciing nhu c6 kha

nang gan két véi xenluloza.

Khi xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sing ché chira ving xtc tic
xenlobiohydrolaza va doan gin két xenluloza, t6t hon néu cac ving nay dugc lién két véi
nhau thdng qua géc lien két. Khoéng c6 gidi han cu thé v& trinh tu axit amin, chiéu dai, va
cac dic tinh twong tu ciia gbc lién két nay. Vi du vé cac gde lién két nay bao gdm polypeptit
chita 112 axit amin (S183-T294) tir serin (S) & vi tri s6 183 dén threonin (T) & vi tri s6 294
cla trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.11, hodc polypeptit c6 trinh tu axit amin

trong d6 mot hodc nhiéu axit amin dugc loai bo, thay thé hoic bd sung vao polypeptit nay.

Luu ¥ rang, trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.11 12 trinh ty axit amin cta
polypeptit ma héa bai khung doc md md OJ1-1 thu dugc tir ADN hé gen moi trudong cua
quan thé vi sinh vAt trong dét ¢ nhiét d6 cao & khu vuc subi nuée néng va gen OJ1-1-11
mai nay thu dugc tir khung doc ma mé quan tam bang phuong phép tach dong PCR, s&
dugc mo ta trong Vi du 1. Polypeptit chira 148 axit amin (T35-P182) tir threonin & vi tri 5O
35 dén prolin & vi tri s6 182 cua OJ1-1-11 dugce cho 14 doan gén két xenluloza CBM3, va
polypeptit chira 112 axit amin (S183-T294) tir serin & vi tri s6 183 dén threonin & vi tri s6
294 dugc x4c dinh 13 gbc lién két.

Ngoai ra, xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché c6 thé con chtra peptit tin hiéu
dugc dinh vi vao vung déc hiéu & té bao, hoac peptit tin hi¢u dugc bai tiét ra ngoai té bao &
dAu tan cing N hozc ddu tan cung C. Vi du vé peptit tin hiéu bao gdm peptit tin hidu van
chuyén khong bao, peptit tin hiéu duy tri mang lu6i ndi chét, peptit tin hiéli van chuyén
nhan, peptit tin hiéu bai tiét, va cac peptit tin hiéu twong ty. Bing cach bd sung peptit tin
hiéu vao dau tan cung N hodc dau tan cung C, thi xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang
ché dugc biéu hién trong thuc vat chuyén gen c6 thé duge dinh vi trong khdng bao, mang

luGi nodi chat, hodc cac vung tuong tu cia té bao.

Khéng ¢6 gidi han cu thé vé peptit tin hiéu van chuyén khong bao, mién 13 peptit

nay c¢6 kha nang vén chuyén polypeptit vao khong bio, va peptit tin hiéu van chuyén khéng
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bao da biét c6 thé duge sit dung thich hop. Vi du v& peptit tin hiéu vin chuyén khong bao
bao gdm peptit tin hiéu cia chit trc ché proteaza IT & khoai tay (vi du, tham khao Wang et
al., Transgenic Research, 2005, vol,14, p167-178), hodc céc peptit tuong tu. Hon nita,
khong c6 giéi han cu thé vé peptit tin hiéu duy tri mang lu6i noi chét, mién 12 peptit nay co
kha nang gitt polypeptit nim trong mang luéi noi chét, va peptit tin hiéu duy tri mang lui
noi chét da biét c6 thé dugc sir dung thich hop. Vi du vé peptit tin hi¢u duy tri mang lué6i

noi chit bao gdm peptit tin hiéu chira trinh tu axit amin HDEL, hodc céc peptit tuong tu.

Ngoai ra, khi xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sdng ché duogc san xut bang hé
biéu hién, dé c6 thé tinh ché enzym nay mot cach don gian, thi cac trinh tir danh déu khac
nhau c6 thé duge bd sung vao dau tan cung N hodc déu tn cung C. Céc trinh ty ddnh dau
His, trinh tu danh diu hemagglutinin (HA), trinh tu danh d4u Myc, va trinh tu d4nh déu
Flag d8 biéu hién va tinh ché protein tai tb hop c6 thé dugc st dung 1am trinh ty dénh diu.

Polynucleotit ma hoa xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché

Polynucleotit néu trén md hoéa xenlobiohydrolaza chiu nhi¢t theo sang ché.
Xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sdng ché c6 thé dugce tao ra béng hé biéu hién cua vat

cha thu duge bang cach chén vecto biéu hién chira polynucleotit ndy vao vt chu.

Cu thé, polynucleotit theo sing ché chira mién mi héa ving xic tic
xenlobiohydrolaza, gdm trinh tw nucleotit bét ky trong s céc trinh tu nucleotit tir (a) dén

(n) sau.

(a) trinh tu nucleotit ma héa polypeptit cd trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO.1;

(b) trinh tu nucleotit ma hoa polypeptit co trinh tu axit amin dugc tao ra bang cach
loai bo, tﬁay thé hodc b sung mdt hodc nhiéu géc axit amin trén trinh tu axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.1, va cé hoat tinh xenlobiohydrolaza it nhat & didu kién nhiét do bing
75°C va do pH béng 5,5;

(¢) trinh tu nucleotit ma hoa polypeptit c6 trinh tu axit amin c6 4 twong ddng nam
trong khoang tir 80% dén nhé hon 100% so Vi trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO.1, va ¢6 hoat tinh xenlobiohydrolaza it nhit & didu kién nhiét d6 bang 75°C va d¢ pH
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bﬁng 5,5;

(d) trinh tu nucleotit ma hoa polypeptit ¢o trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO.3;

(e) trinh tu nucleotit ma héa polypeptit co trinh tu axit amin dugc tao ra bing cach
loai bd, thay thé hoic bd sung mdt hodc nhiéu géc axit amin trén trinh tir axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.3, va c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza it nhét (3” diéu kién nhiét d6 béng
75°C va d6 pH bang 5,5;

(f) trinh tu nucleotit ma hoa polypeptit cé trinh tir axit amin ¢6 do twong ddng nam
trong khoang ttr 80% dén nho hon 100% so véi trinh tir axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO.3, va ¢6 hoat tinh xenlobiohydrolaza it nht & diéu kién nhiét do bang 75°C va d6 pH
béng 5.5;

(2) trinh tu nucleotit ma hoa polypeptit ¢ trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO.5;

(h) trinh tu nucleotit ma hoa polypeptit ¢6 trinh tu axit amin dugc tao ra bang cach
loai bd, thay thé hoic bd sung mot hodc nhiéu géc axit amin trén trinh tu axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.5, va c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza it nhét & diéu kién nhiét do béng
75°C va d6 pH bang 5,5;

(i) trinh tr nucleotit m& hoa polypeptit c6 trinh ty axit amin ¢6 do tuong dong nim
trong khoang tir 80% dén nho hon 100% so véi trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO.5, va c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza it nhit & didu kién nhiét d6 bang 75°C va do pH
béng 5,5;

(j) trinh tu nucleotit ma héa polypeptit 6 trinh tw axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO.7;

(k) trinh ty nucleotit ma héa polypeptit ¢6 trinh ty axit amin duoc tao ra bang cach
loai bo, thay thé hodc bd sung mot hodc nhiéu géc axit amin trén trinh tur axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.7, va c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza it nhéit & diéu kién nhiét d6 béng
75°C va d6 pH bang 5,5;
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(1) trinh tu nucleotit ma hda polypeptit ¢ trinh ty axit amin cé dd tuong ddng nim
trong khoang tir 80% dén nho hon 100% so véi trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO.7, va c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza it nhit & diéu kién nhiét do bang 75°C va d6 pH
bang 3,5.

(m) Trinh tr nucleotit ¢6 do twong ddng nim trong khoang tir 80% dén 100% so v&i
trinh tu nucleotit nhu néu trong SEQ ID NO.2, SEQ ID NO.4, SEQ ID NO.6, hodc SEQ ID
NO.8, cling nhu ma hda polypeptit ¢6 hoat tinh xenlobiohydrolaza it nhét & diéu kién nhiét
d6 bang 75°C va do pH bang 5,5.

(n) Trinh tu nucleotit cta polynucleotit ma lai héa véi polynucleotit ¢6 trinh tu
nucleotit nhu néu trong SEQ ID NO.2, SEQ ID NO.4, SEQ ID NO.6, hodc SEQ ID NO.8
trong diéu kién nghiém ngit, cling nhu trinh ty nucleotit ma hoa polypeptit c6 hoat tinh
xenlobiohydrolaza it nhat & didu kién nhiét d6 bang 75°C va d6 pH bang 5,5.

Vi du vé “cac diéu kién nghiém ngit” theo séng ché bao g@)ﬁl phuong phap duge mo
ta trong tai liéu: Molecular Cloning - A Laboratory Manual Third Edition (Sambrook et al.,
Cold Spring Harbor Laboratory Press). Vi du, cac diéu kién trong dung dich dém lai héa
SSC 6x (thanh phan cta dung dich SSC 20x: 3M natri clorua, 0,3M dung dich axit xitric,
d6 pH bing 7,0), dung dich Denhardt 5x (thanh phdn dung dich Denhardt 100x: 2% khéi
luong albumin huyét thanh bo, 2% khéi lwong ficoll, 2% khdi lugng polyvinylpyrolidon),
0,5% khéi luong SDS, 0,1mg/mL ADN tinh tring c4 hdi, va 50% formamit, & nhiét d¢ ndm
trong khoang tir 42°C dén 70°C trong vai gio dén qua dém. Sau khi 1, t6t hon néu dung
dich SSC 1x chira 0,1% khéi lugng SDS duoc st dung 1am dung dich dém rira, va tdt hon
nira néu dung dich SSC 0,1x chtra 0,1% khéi lugng SDS dugce st dung lam dung dich dém

rua.

Tir cac trinh tu nucleotit tr (a) dén (1) néu trén, co thé chon loc dugc bd ba ma hoa
thodi bién c6 tan xudt st dung cao & vat chu. Vi duy, trinh tur nucleotit (a) ¢6 thé 12 trinh tu
nucleotit nhu néu trong SEQ ID NO.2 hogc trinh tu nucleotit thu dugc bang cach cai bién
dé c6 bd ba ma hoa co tn Xuét sir dung cao ¢ vat chu ma khong lam bién dbi trinh ty axit
amin cAn ma héa béi trinh tu nucleotit nhu néu trong SEQ ID NO.2. Tuong tu, céc trinh tu
nucleotit (d), (g), va (j) néu trén cling co thé 1an luot 13 cac trinh tu nucleotit nhu néu trong

SEQ ID NO.4, SEQ ID NO.6, va SEQ ID NO.8, hodc cac trinh tir nucleotit, trong d6 cac bd
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ba ma hoa thoai bién & céc trinh tu nucleoit nay duoc cai bién thanh cac by ba ma hoa co6
tan xuat st dung cao ¢ vat chi. Luu y rang, cac bd ba ma héa nay c6 thé duoc cai bién bang

k¥ thuét tai td hop gen da biét.

Polynucleotit ¢6 trinh ty nucleotit nhu néu trong SEQ ID NO.2, SEQ ID NO.4, SEQ
ID NO.6, hodc SEQ ID NO.8 co thé dugc téng hop hoa hoc dya trén thong tin vé trinh tu
nucleotit hodc polynucleotit ndy cd thé dugc tong hop dudi dang gen md hoa
AR19G-166-RA, AR19G-166-QV c¢6 chidu dai ddy du va cac gen tuong tu (cling dugc goi
14 “gen AR19G-166") hodc médt doan gen ctia né chtra viing xuc tdc xenlobiohydrolaza tu
tu nhién béng k¥ thuat tai td hop gen. Gen AR19G-166 c6 chiéu dai diy di hogc mot doan
gen ctia n6 ¢6 thé duge tbng hop bang cach thu nhan miu chira cac vi sinh vat tir tu nhién;
va thuce hién phuong phap PCR véi khuon 12 ADN bo gen thu dugc tlr mau, cling nhu doan
mdi xudi va doan mdi nguoc duge thiét ké dua trén trinh tu nucleoit nhu néu trong SEQ ID
NO.2, SEQ ID NO.4, SEQ ID NO.6, hoic SEQ ID NO.8. ADN bé sung (ADNbs) dugc
tbng hop bang phan ting phién ma nguge tir khudén 1a ARN théong tin thu dugc tir mau. Luu
y rang, t6t hon néu mau dé thu nhan khuon axit nuclecic 1a mau thu duge tir méi trudng co

nhiét d6 cao, nhu dat & khu vuce sudi nudc nong.

Khong c6 gidi han cu thé vé do tuong dong cta trinh tur nucleotit (m) néu trén so voi
trinh tu nucleoit nhu néu trong SEQ ID NO.2, SEQ ID NO.4, SEQ ID NO.6, hodc SEQ ID
NO.8 mién 12 nim trong khoang tir 80% dén 100%, t6t hon néu ndm trong khoang tir 85%
dén 100% , t6t hon nita néu ndm trong khoang tir 90% dén 100%, va con t6t hon nita néu

nim trong khoang tir 95% dén 100%.

Luu ¥ rang, d6 twong dong trinh tu (d6 tuong dong) gitra cac trinh tr nucleotit dugc
x4c dinh bing phuong phép sau. Cu thé, & trang thai trong d6 khoang trbng dugc tao ra &
cac vi tri xuét hién dot bién chén thém hodc loai bé, hai trinh trr nucleotit dugc dit canh
nhau sao cho céc trinh tu nucleotit trong tmg 1a gidng nhau; va ty 1€ c4c trinh tu nucleotit
gidng nhau so v&i tdng s trinh trr nucleotit trir di khoang tréng trén trinh tu sip thing hang
duoc xac dinh 13 d6 trong ddng trinh tw. Do trong ddng trinh tur giita céc trinh tu nucleotit
¢6 thé dugc xac dinh bang nhiéu phan mém tra ctru d6 twong ddng da biét trong linh vuc
nay. Theo sang ché, 4o tuong déng cta céc trinh tu nucleotit dugc xac dinh dua trén trinh tu

sip thing hang thu dugc bang phan mém tra ctru d6 twong dong BLASTN.
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Vi du, polynucleotit chira trinh tu nucleotit (b), (c), (€), (£), (h), (1), (k), (1), hodc (m)
néu trén c6 thé 1an luot duge tdng hop nhan tao bang cach loai bé, thay thé, hodc bd sung
mdt hodc nhiéu nucleotit trong polynucleotit c6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.2, SEQ
ID NO.4, SEQ ID NO.6, hodc SEQ ID NO.8. Hon nita, trinh tu nucleotit (b), (c), (e), (1),
(h), (i), (k), hodc (1) cing c6 thé 13 trinh ty ¢6 chiéu dai ddy di clia gen tuong dong v6i gen
AR19G-166 hoac mot doan trinh tu cia n6. Gen tuong déng cia gen AR19G-166 co thé
thu dugc bing k§ thuat gen t4i td hop ding dé thu nhén gen tuong ddng clia gen co trinh tu

nucleotit da biét.

Thuét ngit “polynucleotit trong dé nucleotit dugc loai bé” duge dung trong ban mo

ta dé chi doan nucleotit ma tao ra polynucleotit bi khuyét doan (loai bo).

Thuét ngit “polynucleotit trong dé nucleotit dugc thay thé” duoc ding trong ban mo

t4 dé chi nucleotit ma tao ra polynucleotit dugc thay bang nucleotit khac.

Thuét ngit “polynucleotit trong d6 nucleotit dugc bd sung” dugc ding trong ban mo

ta dé chi nucleotit méi dugc chén vao polynucleotit.

Khi polynucleotit ¢6 trinh tu nucleotit (b), (c), (), (f), (h), (i), (k), (1) hodc (m) néu
trén duoc tong hop nhan tao, thi khong c6 gidi han cu thé vé& s lugng nucleotit cdn duoc
loai bo, thay thé hodc bd sung trén trinh tu nucleotit nhu néu trong SEQ ID NO.2, SEQ ID
NO.4, SEQ ID NO.6 hodac SEQ ID NO.8, mién 1 trinh tu nucleotit cua polynucleotit sau
khi téng hop c6 d6 twong dong nam trong khoang tir 80% dén 100% so véi trinh tu
nucleotit nhu néu trong SEQ ID NO.2, SEQ ID NO.4, SEQ ID NO.6 hodc SEQ ID NO.8,
nhung t6t hon néu s lugng nucleotit nam trong khoang tir 1 dén 256, t6t hon nira néu nam
trong khoang tir 1 dén 192, con tt hon nita néu ndm trong khoang tir 1 dén 128, va tt nhat

néu nim trong khoang tir 1 dén 64.

Polynucleotit theo sang ché c6 thé chi choa mién mi héa ving xic tic
xenlobiohydrolaza, hoic ngoai mién mi hoéa ving xtc tic xenlobiohydrolaza, thi
polynucleotit theo sang ché ciing c6 thé chira mién ma hoa doan gin két xenluloza, gbc lign
két, cac peptit tin hi€u khéc nhau, céc trinh ty danh d4u khac nhau, hoic céc trinh ty tuong
tu.

Vecto biéu hién theo sang ché
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Vecto néu trén la vecto chtta polynucleotit theo sang ché va c6 kha ning biéu hién
polypeptit ¢6 hoat tinh xenlobiohydrolaza it nhit & didu kién nhiét do bang 75°C va d6 pH
bang 5,5 & té bao vat chi. Cu thé, vecto nay 1a vecto biéu hién chira polynucleotit ma héa

xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché.

A

Thuit ngir “vecto biéu hién” dugc ding trong ban md ta dé chi vecto chira, tir doan
nim truée, ADN c6 trinh tu ving khéi diu, ADN ¢6 trinh tur dé két hop ADN ngoai lai, va
ADN c¢6 trinh tr ving két thuc. ’

Pic biét, vecto biéu hién can dugc Kkét hop dudi dang cat-xet biéu hién chua, tur
doan nam trude, ADN c6 trinh tu vung khéi dau, polynucleotit theo sdng ché, va ADN ¢6
trinh tr ving két thac. Luu y rang, polynucleotit theo séng ché c6 thé duoc bién nap vao
vecto bidu hién nay bang k¥ thuat tai td hop gen da biét, hodc bang kit tdng hop vecto biéu

hién c6 ban trén thi truong.

Vecto biéu hién theo sang ché c6 thé dugc chén vao té bao nhan so nhu E. coli hodc
xa khuan, hoic té bao nhén thit nhu nAm men, nam sgi, t€ bao con trung, té bao dong vat c¢o
vi, hodc té bao thuc vat. Vecto bat ky tuong tich véi vat chi c6 the dugce s dung 1am vecto

bi€u hién theo sang ché.

Vi du vé vecto biéu hién theo sang ché c6 thé duoc chén vao té bao thuc vat 1a cac
vecto nhi phan nhu pIG121 hodc pIG121Hm. Vi du vé ving khéi dau c6 thé sir dung bao
gb6m ving khéi diu ma hoa nopalin synthaza, ving khoi ddu 35S cia virut gdy bénh kham
trén cdy sup lo (cauliflower mosaic virus), hodc vung khéi dau trong tu. Hon nita, viing két
thuc ¢6 thé sit dung bao gdm viing khéi két thiic ma héa nopalin synthaza, hodc ving két
thic tuong tu. Ngoai ra, ving khdi dau dic hiéu md hodc ving khéi dau dic hiéu co quan
cling c6 thé duoc str dung. Khi vung khoi d4u dic hiéu mo hodc ving khéi dau dic hiéu co
quan dugc st dung, xenlobiohydrolaza chiu nhiét ¢ thé khéng duoc biéu hién & toén bo
thuc vat nhung dugc biéu hién chi ¢ cic co quan hoic md dic hiéu. Do do,
xenlobiohydrolaza chiu nhiét dugc mong muén chi biéu hién & bd phén khong an dugc cua

thuc vat an dugec.

Tt hon néu, vecto biéu hién theo sang ché khong chi chira polynucleotit theo sédng
ché, ma con chtra gen khang thube hodc gen twong tu. Diéu nay cho phép dé dang chon loc

duogc thuc vat da chuyén gen va thuc vét chua chuyén gen bing vecto nay. Vi du vé gen
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khang thudc bao gdm gen khang kanamycin, gen khang hygromycin, gen khang bialaphos,

hodc cac gen tuong tu.
Thé bién nap theo sang ché

Thé bién nap néu trén chira vecto biéu hién theo séng ché. Xenlobiohydrolaza chiu
nhiét theo sang ché c6 thé dugc biéu hién & thé bién nap nay. Xenlobiohydrolaza da biét
trong linh vuc ndy chi dugc bidu hiét & mot sb vat chi, néi cach khac kho ¢6 thé biéu hién
duoc nhiéu xenlobiohydrolaza & cac loai khac nhau. Tréi lai, xenlobiohydrolaza chiu nhiét
theo sang ché ¢c6 thé dugc biéu hién & nhiéu vat cht nhu E. coil, xa khuén, nAm men, nAm

soi, hodc luc lap cua thuc vat béac cao.

Khong c6 giéi han cu thé vé& phuong phép san xuat thé bién nap theo sang ché bang
céch st dung vecto biéu hién va thé bién nap theo séng ché c6 thé duoc san xudt bing
phuong phép thong thuong. Vi du vé cac phuong phép san xut thé bién nap bao gém
phuong phép chuyén gen nhd Agrobacterium, phuong phap sung hat, phuong phap xung
dién, phuong phap chuyén gen nhd polyetylen glycol, va cac phuong phap tuong tu. Khi
vat chu 1a té bao thuc vat, tdt hon néu thé bién nap theo sang ché dugc san xuét béng

phuong phap stng hat hogc phuong phép chuyén gen nh& Agrobacterium.

Vat cha dé mang vecto biéu hién nay co thé 14 t& bao nhan so nhu E. coli hoic xa
khuin hoic té bao nhan that nhu ndm men, nam soi, t& bao coén trung, té bao dong vat co vu,
va té bao thuc vat. Xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché c6 thé duogc san xuit mot
cach don gian v6i hidu sudt cao bang cach nudi ciy thé bién nap E. coli hoic xa khuin nay.
Mit khac, do protein bi glycosyl hoa & té bao nhan that, nén xenlobiohydrolaza chiu nhiét
c6 do 6n dinh nhiét cao hon ¢6 thé dugc san xuét bing cach sir dung thé bién nap 12 té bao
nhan that chit khong st dung thé bién nap 12 t& bao nhan so. Cu thé, khi thé bién nap 1a nim
soi nhu Aspergillus hodc vi sinh vat nhin that (hodc sinh vat nhan that) nhu ndm men,
xenlobiohydrolaza chiu nhiét c6 d 4n dinh nhiét cao hon ¢6 thé duogc san xuét mot cach
don gian véi hiéu suat cao. Hon nita, thuc vt chuyén gen duoc chén vecto biéu hién theo
sang ché cho phép canh tic trén quy mo 16n bang cac phuong thirc canh tdc ngoai troi hodc
cac phuong thirc canh téc twong tu ciing nhu thu duoc luong xenlobiohydrolaza chiu nhiét
theo sang ché tuong dbi 16n tinh trén mot thuc vat. Hon nita, do thuc vat chuyén gen

thuong chura Xenlobiohydrolaza chiu nhiét bén trong than thyuc vat, nén thuc vat nay thich
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hop dé dung 1am ngudn sinh khdi.

Tt hon néu té bao vat chu dung dé biéu hién xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo
sang ché 1 it nhat mot t& bao vét chi duge chon tir nhém bao gém E. coli, nAm men, nim
SO1, Xa khudn va thuc vit, tdt hon nita néu it nhit mot t& bao vat chu dugc chon tir nhém bao
gém nim men, ndm soi, xa khuén va thuc vat, va con t5t hon nita néu it nhit mot té bao vat

chu 1a thuc vat.

Khi té bao nhan so, nam men, nam sgi, t€ bao con tring, hodc t€ bao dong vat c6 vu
duoc st dung lam vat chu, thi thé bién nap thu duge c6 thé duoc nudi cay bang phuong

phép thong thuong gidng nhu phuong phap nudi chy vat chi chua chuyén gen.

Khi thé bién nap theo séng ché 1a thuc vét, thi t& bao thuc vat, co quan thuc vat hodc
mo thuc vét c¢6 thé duge sir dung 1am vat chii. Thuc vat chuyén gen ¢6 thé duoc tao ra tir té
bao thuc vat chuyén gen, md seo, va cac co quan tuong tu bang phuong phap nudi cdy mo
thuc vat da biét hoic cac phuong phap tuong tu. Vi dy, thuc vat chuyén gen c6 thé dugc tao
ra bing cach nudi ciy té bao thuc vt chuyén gen trén méi trudng tai biét hoa khong chira
hormon hoac moéi trudng tuwong tu, sau do trdng cdy con thu dugc da ra ré vao d4t hodc moi

truong tuong tu va sinh trudng.

Khi thé bién nap theo sang ché 1a thuc vat, thi cat-xet biéu hién xenlobiohydrolaza
chiu nhiét theo séng ché thu dugc tir vecto néu trén ¢o thé duoc két hop vao bd gen cta thuc
vat, mic du tét hon néu cat-xet ndy dugc két hop vao bo gen luc lap. Trong thé bién nap luc
lap, gen ngoai sinh dugc chén vao dugc di truyén trong té bao chat. Do d6, su biéu hién gen
tai t6 hop nay véi moi trudng thong qua hat phén c6 thé dugc ngin ngira. Trong qua trinh
canh tac ngoai trdi thuc vat chuyén gen trén quy md 16n, su bidu hién gen tai td hop nay véi
mdi trudng 13 van dé can quan tAm. Tuy nhién, thé bién nap luc lap ¢6 uu diém hon thé bién

nap bod gen dudi goc do ngan ngira sy bi€u hién gen tai to hop v6i moi truong.

Khi thé bién nap theo sang ché 14 thuc vat, ngoai thuc vat thu duge truc tiép tir qué
trinh chuyén gen, thi thé bién nap nay cling bao gém thuc vat 1a thé hé sau cua thuc vt
chuyén gen nay va biéu hién xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché theo cing cach
thirc nhu thuce vat chuyén gen nay. Thuat ngit “thuc vét thé hé sau” dugc dung trong ban md
ta dé chi thyc vat thu dugc tir qua trinh ndy mam hat gidng ciia thuc vat chuyén gen, thuc

vat thu duoc tir doan canh ctia nd, hoac cac bd phén tuong tu.
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Khong c6 gigi han cu thé vé thuc vat duge sit dung lam vat chd, va thuc vat nay co
thé 1a thyc vat hai 14 mam, thuc vat mot 14 mam, duong xi, réu, tdo hodc vi tdo. Vi dy, thuc
vat thudc ho Cai (Brassicaceae), ho Hoa thao (Poaceae), ho Ca (Solanaceae), ho Diu
(Fabaceae), ho Cuc (Asteraceae), ho Bim bim (Comvolvulaceae), ho Thau dau
(Euphorbiaceae), va cac ho thuc vat tuong tu ¢6 thé dugc st dung. Thuc vat thugc ho Ca
(Solanaceae), ho Cai (Brassicaceae), hodc ho Hoa thdo (Poaceae) dugc uu tién do ching

thich hop dé chuyén gen nhd Agrobacterium. Vi du vé thuc vét thuoc ho Ca (Solanaceae)
bao gém cly thudc 14, ca tim, khoai tdy, ca chua, 6t chudng, va cac thuc vat tuong tu. Vidu
vé thuc vat thudc ho Cai (Brassicaceae) bao gém mu tac (Arabidopsis thaliana), cdy rau
cdi, cdy rau t&, cu cai, bép cai, cai ngua Nhat Ban, va céac thuc vat tuong tu. Vi du vé thuc
vat thuoc ho Hoa thdo (Poaceae) bao gém lua, ngo, lta mién, laa mi, laa mach, lta mach
den, ké, va cac thuc vat tuong tu. Vidu vé thuc vat thudc ho Pau (Fabaceae) bao gém lac,
dau xanh, dau twong, ddu den, va cac thuc vat tuong tu. Vi du vé thue vat thude ho Cic
(Asteraceae) bao gdm ciy nguu bang, cdy ngai, ctic van tho, hoa thanh ctc, huéng duong,
va cac thuc vat tuong tu. Vi du vé thuc vat thudc ho Bim bim (Convolvulaceae) bao gém
bim bim hoa h@)ng, cdy hoa chuong, thyc vat thudc chi Cuscuta, bim bim hoa tréng, va cac
thuc vat twong tu. Vi du v thuc vat thudc ho Thu diu (Euphorbiaceae) bao gdm dai kich,

E. sieboldiana, E. lasiocaula, va cac thuc vat tuong tu.

Khi thé bién nap theo sang ché 1a thuc vat, thi t6t hon néu thé bién nap nay 1a thuc
vat mot 1a mam, t&t hon nita néu thé bién nap nay l1a thuc vat thudc ho Hoa thdo (Poaceae),
va t6t nhat néu thé bién nap nay 1a thuc vat thudc ho Hoa thao (Poaceae) c6 lugng sinh khéi

16n.
Phuong phap san xuat xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo séng ché

Phuong phap san xuit xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché 1a phuong phap
dé san xuét xenlobiohydrolaza chiu nhiét trong thé bién nap theo phwong 4n 4. Trong thé
bién nap duogc san xuit bang cach sir dung vecto biéu hién chira polynucleotit theo séng ché
nim trude ving khéi ddu ma khong c6 kha ning diéu hoa thoi gian biéu hién hodc cac yéu
t6 tuong tu, thi xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché dugc biéu hién lién tuc. Trai lai,
trong thé bién nap dugc san xuat bang cach sir dung viing khéi diu cam tmg biéu hién dé
cam tng biéu hién bing hop chét dic hidu, didu kién nhiét d6 dic hiéu, hoic cic yéu td

tuong tu, xenlobiohydrolaza chiu nhiét dugc biéu hién trong thé bién nap nay bang cach
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thuc hién cam Gng phu hop véi diéu kién cam tng bicu hién tuong ung

Xenlobiohydrolaza chiu nhiét dugc san Xuét béng thé bién nap co thé dugc sir dung
& trang thai van nam trong thé bién nap, hoac cé thé dugc chiét xut/tinh ché tir thé bién

nap.

Khéng c6 giéi han cu thé vé phuong phap chiét xuét/tinh ché xenlobiohydrolaza
chiu nhiét tir ‘thé bién nap mién 1a phuong phép nay khong lam gidm hoat tinh cia
xenlobiohydrolaza chiu nhiét, va phuong phép thong thuong @8 chiét xuit polypeptit tir té
bao hodc md sinh hoc ¢6 thé duge sir dung. Vi du vé cac phuong phap niy bao gbébm phuong
phép, trong do thé bién nap duoc ngadm trong dung dich dém thich hop dé chiét xuét
xenlobiohydrolaza chiu nhiét, sau d6 dich chiét va ba rin duoc phén tach. Tt hon néu
dung dich dém chira chét tang do hoa tan nhu chét hoat dong bé mat. Khi thé bién nap la
thuc vat, thi thé bién nap co thé dugc bam hodc nghién trude khi ngdm trong dung dich dém.
Hon nita, phuwong phép phan tach rin-long da biét nhu phuong phép loc, phuong phép loc
nén, hoic phuong phap ly tim c6 thé dugc sir dung dé phén tach dich chiét va ba ran, hoic
thé bién nap dugc ngam trong dung dich dém c6 thé duogc ép. Xenlobiohydrolaza chiu nhiét
trong dich chiét c6 thé dugc tinh ché bing phuong phép da biét nhu phuong phap két tinh

mudi, phuong phap siéu loc, hoic phuong phap sic ky.

Khi xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché duoc biéu hién ddng thdi, peptit tin
hiéu bai tiét duogc giit trong thé bién nap, thi dung dich chira xenlobiohydrolaza chiu nhiét
¢6 thé dugc thu nhan dé dang bang cach nudi cay thé bién nap, sau d6 thu gom phan dich
nbi nuéi ciy bang cach loai bo thé bién nap ra khoi san phim nudi cy thu dugc. Hon nita,
khi xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché c6 trinh tu danh d4u nhur trinh ty danh déu
His, thi xenlobiohydrolaza chiu nhiét trong dich chiét hodc dich ndi nudi céy c6 thé duge

tinh ché d& dang bang phuong phap sic ky 4i luc sir dung trinh tu danh dau nay.

N6i cach khac, phuong phéap san xuit xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché
bao gdm budc biéu hién xenlobiohydrolaza chiu nhiét trong thé bién nap theo phuong 4n 4,

va sau d6 12 budc chiét xuat va tinh ché xenlobiohydrolaza chiu nhiét tir thé bién nap.
Hbn hop xenlulaza theo sang ché

Hon hop xenlulaza theo phuong 4n 6 chira xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo
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phuong an 1, hodc xenlobiohydrolaza chiu nhiét dugc san xuét bang phuong phép theo
phuong &n 5, va it nhit mét hoic nhiéu loai xenlulaza khac. Xenlobiohydrolaza chiu nhiét
duge san xuat bang phuong phap theo phuong én 5 c6 thé dugc sir dung & trang thdi niam
trong thé bién nap theo sang ché hoc c6 thé dugc chiét xuit hoic tinh ché tir thé bién nap
nay. Khi hdn hop xenlulaza theo sang ché dugc str dung dé phan giai xenluloza, thi c6 thé

phan giai hiéu qua lignoxenluloza.

Khong c6 gioi han cu thé vé xenlulaza khic véi xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo
sang ché mién 1a né c6 hoat tinh thity phan xenluloza. Vi du v& xenlulaza khac bao gdm
xylanaza, B-xylosidaza, hodc hemixenlulaza nhu B-glucosidaza, endoglucanaza, hodc
enzym twong ty. Tét hon néu hdn hop xenlulaza theo sing ché chira it nhit mot
hemixenlulaza va endoglucanaza va tot hon nita néu hdn hop xenlulaza theo sang ché chtra
ca hemixenlulaza 13n endoglucanaza. Pic biét, tt hon néu hdn hop xenlulaza theo sang
ché chtra mot hodc nhiéu xenlulaza duge chon tir nhém bao gdm xylanaza, p-xylosidaza,
B-glucosidaza, va endoglucanaza, va tdt hon nita néu hdn hop xenlulaza theo sdng ché

chtra toan bd xylanaza, B-xylosidaza, -glucosidaza, va endoglucanaza.

Tét hon néu xenlulaza khac chtra trong hon hop xenlulaza theo sang ché 1a
xenlulaza bén nhiét c6 hoat tinh it nhit & didu kién nhiét do bang 70°C, va tét hon nita néu
enzym nay 12 xenlulaza bén nhiét c6 hoat tinh & nhiét do it nhét ndm trong khoang tir 70°C
dén 90°C. Khi hdn hop xenlulaza theo sang ché chira toan bd cac enzym chiu nhiét, thi c6
thé phan giai hiéu quéa xenluloza bang hdn hop xenlulaza nay & diéu kién nhiét do cao. Cu
thé, khi hdn hop xenlulaza theo sdng ché chi chira xenlulaza chiu nhiét dugc sir dung dé
thuy phéan lignoxenluloza, thi c6 thé thuc hién phan tmg thily phan lignoxenluloza & nhiét
d6 ndm trong khoéng tir 70°C dén 90°C. Déi voi qua trinh thity phan & nhiét do cao nay, thi
lugng enzym, thoi gian thity phan va chi phi cho phéan mg thiy phén ¢6 thé giam.

Phuong phéap san xuét san phdm phan giai xenluloza theo sédng ché

Phurong phép san xuét san pham phan giai xenluloza theo sang ché 14 phuong phap
dé thu duoc san pham bang cach phan gidi xenluloza bang xenlobiohydrolaza chiu nhiét
theo sang ché. Cu thé, san phdm phan giai xenluloza dugc san xuét bang cach cho nguyén
liu chtra xenluloza tiép xuic véi xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo phuong 4n 1, thé bién

nap theo phuong an 4, hodc xenlobiohydrolaza chiu nhiét dugc san xuét bang phuong phap
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theo phuong éan 5.

Thuét ngit “san pham phan giai xenluloza” dugc dung trong ban mé ta dé chi

xenlobioza.

Khong 6 gidi han cu thé vé nguyén lidu chira xenluloza mién 1a n6 chira xenluloza.
Vi du vé nguyén liéu chira xenluloza bao gbm sinh khéi xenluloza nhu ¢6 dai, chét thai
ndng nghiép, gidy thai, va nguyén liéu tuong tu. Trudce khi tiép xtic véi xenlobiohydrolaza
chiu nhiét theo sang ché, t5t hon néu nguyén liéu chira xenluloza dugc xu ly vét 1y, nhu
nghién hodc bam nho va xir 1y hda hoc br?lng axit, kiém, hoic hop chét tuong tu, ngdm vao

dung dich dém thich hop, hodc xtr ly phéin giai.

Tét hon néu phan ng thity phan xenluloza bdi xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo
sang ché duoc thuc hién & diéu kién ma & dé enzym nay c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza.
Tét hon néu phéan tng thiy phan xenluloza dugc thuc hién & nhiét do nim trong khoang tir
55°C dén 80°C va d6 pH nam trong khoang tir 3,5 dén 7.0, va tét hon nita néu phan tmg
thiy phan xenluloza dugc thuc hién ¢ nhiét do nim trong khoang tir 70°C dén 100°C va do
pH nim trong khoang tir 4,0 dén 6,0. Thoi gian phan tng thity phan xenluloza dugc didu
chinh thich hgp theo loai nguyén liéu chira xenluloza dugc str dung, phuong phép xtr Iy so
bd nguyén liéu, lugng nguyén liéu, va céc yéu té tuong tw. Vi dy, phan tng thiy phan
xenluloza ¢6 thé dugc thyuc hién trong thoi gian tir 10 phut dén 100 gid. Khi phan gidi sinh
khdi xenluloza, thi phan tmg thily phan xenluloza c6 thé duoc thuc hién trong thoi gian tir 1

gio dén 100 gio.

Dé thuy phan xenluloza, thi ngodi xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché tt
hon néu it nhit mot xenlulaza khac duoc st dung. Céc xenlulaza khac chira trong hdn hop
xenl}llaza néu trén c6 thé duge sir dung, va tt hon néu xenlulaza nay 1a bén nhiét va c6
hoat tinh it nhit & didu kién nhiét d bang 70°C va tét hon néu & nhiét do it nhit nim trong
khoéng tir 70°C dén 100°C. Ngoai ra, trong phuong phap ndy, hdn hop xenlulaza theo
phuong 4n 6 c6 thé dugc st dung thay cho xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo phuwong 4n 1,
thé bién nap theo phuong 4n 4, hodc xenlobiohydrolaza chiu nhiét dugc san xuét bing

phuong phap theo phuong 4n 5.

Phuong phéap san xut polynucleotit va doan mdi dé sir dung theo sang ché
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Phuong phap san xuét polynucleotit ma hoa xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang
ché bao gdm budc thue hién phan img PCR véi khudn 1a ADN thu dugc tir vi sinh vat hogc
san phém phién ma ngugc cua ARN thu dugce tir vi sinh vét, v6i doan mdi xudi chira trinh
tu nucleotit nhu néu trong SEQ ID NO.12 hoac trinh tu nucleotit dugc tao ra bfmg cach bd
sung mdt hodc nhiéu nucleotit vao d4u 5° cua trinh tu nucleotit nhu néu trong SEQ ID
NO.12 (doan mdi theo phuong 4n 9 cua sang ché), va doan mdi ngugc chua trinh tu
nucleotit nhu néu trong SEQ ID NO.13 hodc trinh tu nucleotit duoc tao ra bang cach bd
sung mot hodc nhiéu nucleotit vao dau 5° cta trinh ty nucleotit nhu néu trong SEQ ID
NO.13 (doan mdi theo phuong an 10 clia sang ché), va thu nhn san phim khuéch dai 12

polynucleotit cé trinh ty nucleotit ma héa xenlobiohydrolaza chiu nhiét.

Trinh tu nucleotit nhu néu trong SEQ ID NO.12 14 trinh tu tuong ddng véi doan
trinh tu chira cac nucleotit & vi tri s6 tir 1 dén 22 cua trinh tw nucleotit nhu néu trong SEQ
ID NO.2. Hon nita, trinh tu nucleotit nhu néu trong SEQ ID NO.13 1a trinh tu b6 sung voi
doan trinh tu chira cac nucleotit & vi tri sb tir 1263 dén 1284 cua trinh tu nucleotit nhu néu
trong SEQ ID NO.2. Do d9, polynucleotit ma hoéa vung xtic tdc xenlobiohydrolaza cta gen
AR19G-166 (vi du, polynucleotit c6 trinh tu nucleotit nhu néu trong SEQ ID NO.2, SEQ
ID NO.4, SEQ ID NO.6, hogc SEQ ID NO.8) ¢6 thé thu dugc dudi dang san pham khuéch
dai bang cach thuc hién phan tmg PCR véi doan moi xudi chira trinh tw nucleotit nhur néu
trong SEQ ID NO.12 va doan mdi nguoc chira trinh tw nucleotit nhu néu trong SEQ ID
NO.13 va khuén 1a polynucleotit chita trinh ty nucleotit nhu néu trong SEQ ID NO.2.

Trong phan tmg PCR, d4u 5°ctia doan mdi ciing ¢6 thé chira trinh tur nucleotit b
tro ma khoéng tham gia vao qua trinh lai hda véi khudn. Viduy, béng cach str dung doan moi
xudbi chira trinh tu nucleotit dugc tao ra béng cach bd sung mot hodc nhiéu nucleotit vao
du 5’ ctia trinh tu nucleotit nhu néu trong SEQ ID NO.12 va doan moi ngugce chia trinh tur
nucleotit dugc tao ra bang cach bd sung mot hodc nhiéu nucleotit vao ddu 5° cia trinh tu
nucleotit nhu néu trong SEQ ID NO.13, polynucleotit trong d6 mot hodc nhiéu nucleotit
thu duoc tr doan mdi xudi duge bd sung vao dau 5> cia mién ma hoa vung xuc tac
xenlobiohydrolaza cia gen AR19G-166 va mot hodc nhiéu nucleotit thu dugc tir doan mdi
nguoc dugc ) sung vao d4u 3’ ctia n6 ¢6 thé thu duge. Vidu vé trinh tu nucleotit dugc bd
sung vao ddu 5° cia mdi doan mdi bao gbm trinh tw cin c6 dé chén san pham khuéch dai

vao vecto biéu hién, vi tri enzym ct gi6i han, trinh ty nucleotit ma hoéa trinh tu danh dau,
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trinh tu nucleotit ma hoa peptit tin hi€u, hoac trinh tu tuong tu. Ngoai ra, cling t6t hon néu
metionin hoat héa (ATG) dugc bd sung vao dau 5° ciia trinh tu nucleotit nhur néu trong SEQ

ID NO.12.

ADN dugc st dung 1am khuén trong phan tmg PCR 1a ADN thu duogc tir vi sinh vét
hodc san phdm phién ma ngugc (ADN bb sung) ciia ARN thu dugec tir vi sinh vét. Sinh vat
c6 thé 1a vi sinh vat duoc bién nap plasmit, trong dé polynucleotit mi héa ving xtic tac
xenlobiohydrolaza cia gen AR19G-166 da dugc két hop, thé bién nap néu trén, hodc sinh
vat chira trong mau thu dugc tir tu nhién. Khi ADN dugc st dung 1am khuén duge tdng hop
tir mau thu dugc tir tu nhién, t6t hon néu miu thu dugc moi truong cd nhiét do cao nhu dét

& khu vuc sudi nuée néng.

Trong phuong phép san xuit polynucleotit theo sang ché, didu kién phan tmg PCR
va céc didu kién tuong tu c6 thé dugc xac dinh thich hop dua trén loai polymeraza can st
dung va céc thanh phan twong tw béi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay. Khi
ADN b0 gen ctia gen AR19G-166 hodc ADN bd sung dugc tong hop tir ARN thong tin ciia
gen chira trong axit nucleic duge st dung lam khuén, polynucleotit ma hoa vung xuc tac
xenlobiohydrolaza ctia gen AR19G-166 c6 thé thu duoc dudi dang san pham khuéch dai tir
phan tng PCR.

Trinh tu axit amin ctia ving xuc tac xenlobiohydrolaza c6 tinh bao thu cao giita cac
gen trong dong. Do d6, khi ADN bo gen ciia gen twong ddng véi gen AR19G-166 hoic
ADN b6 sung dugc téng hop tir ARN théng tin clia gen twong ddng chira trong axit nucleic
dugc st dung 1am khudn, polynucleotit ma hoa ving xuc tadc xenlobiohydrolaza cua gen
trong ddng ciia gen AR19G-166 c6 thé thu dugce dudi dang san phim khuéch dai bang
cach st dung doan mdi xudi va doan mdi nguoc néu trén va phuong phép san Xuét

polynucleotit theo sang ché.

Ngoai ra, khi ADN by gen cia gen ma khong phdi la gen tuong ddng véi gen
AR19G-166 nhung c6 trinh tu nucleotit tuong ty véi trinh tu nucleotit cua gen AR19G-166,
hodc ADN bé sung duoc téng hop tir ARN thong tin ctia gen tuong ddng chira trong axit
nucleic dugc st dung lam khuon, thi polynucleotit md hoéa toan bd vung xuc tac
xenlobiohydrolaza hosc mét phan viing xtc tic xenlobiohydrolaza clia gen nay c6 thé thu

dugc du6i dang san phim khuéch dai bang phuong phép san xuét polynucleotit theo sang
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ché. Do d6, phuong phép san xuit polynucleotit theo séng ché ciing hiru ich dé tach dong
xenlobiohydrolaza méi ¢6 trinh ty axit amin tuong tu véi trinh tu axit amin cia gen

AR19G-166.
Vi du thwe hién sang ché

Séang ché s& duge mo ta chi tiét thong cac vi du dudi dy. Tuy nhién, sang ché khéng

bi gidi han béi céc vi du nay.
Vidul

Tach dong xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché tir dat & khu vuc subi nurée

nong
1. Quy trinh chiét tich ADN tir dat & khu vuc subi nude néng va giai trinh tu bo gen

D4 gii trinh tu gen ma hoa xenlobiohydrolaza chiu nhiét (nhiét d¢ t&i wu: 55°C
hodc cao hon) va xenlobiohydrolaza chiu nhiét (nhiét d t8i wru: 80°C hoic cao hon), ADN
tir dat & khu vuc subi nude néng cé do pH tir trung tinh dén kiém yéu duoc thu nhan va

ADN hé gen mdi trudong cta quan thé vi sinh vat séng trong dat duoc giai trinh tu.

MAu nuée chira dat, bun va sinh khéi duge thu nhan tir 5 khu vuc sudi nuée néng &
3 ving ctia Nhat Ban dugc st dung lam mau dit & khu vuc subi nude nong ¢o do pH tu
trung tinh dén kiém yéu (cac mdu ADN h¢ gen mdi truong N2, AR19, AR15, OJ1, va H1).
Céc mAu dét & khu vuc sudi nude néng nay c6 nhiét do nam trong khoang tir 58°C dén

78°C va d6 pH nam trong khoang tir 7,2 dén 8 & thoi diém 1y mau.

ADN duoc chiét tach bang kit chiét tich ADN tir 10g mdi mau dat thu duoc & cac
khu vuc sudi nude néng (ISOIL Large for Beads ver. 2, do NIPPON GENE Co., Ltd. san
xuét). Mdi mau bd gen (5ug) tao ra lugng ADN bang 10pg hoic cao hon dugc giai trinh tu.
Tirc 13, ADN chiét tach duoc dugc giai trinh tu va ADN ribosom 16S dugc khuéch dai
bang may giai trinh tu GS FLX Titanium 454 do Roche Diagnostics san xuét. Luong ADN
con lai dugc sir dung dé tach dong PCR gen xenlulaza. Mt khac, céc mau c6 lugng ADN
thu dugc bang 10pg hodc nhé hon dugc khuéch dai bang kit khuyéch dai ADN bd gen (Kit
khuyéch dai ADN GenomiPhi V2, do GE Healthcare sén xut) va san phim khuéch dai thu
duoc duge giai trinh tw AND bo gen.
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Qua trinh giai trinh tw ADN hé gen moi trudng nay dugc hién 3 dén 4 1an dbi véi
mdi miu d4t & khu vue sudi nude néng, tue 12 tong cong 19 1an. Két qua 1a thu dugc trinh tu
bd gen c6 chiéu dai doan doc trung binh bang 394bp, tdng sb cac doan trinh tu doc bang
26.295.463, va tdng chidu dai bd gen da dugc giai trinh tw bang 10,3Gbp.

2. Qué trinh 1ip rap va thong ké dir liéu hé gen méi trudng clia mau dat thu duoc &

khu vuc sudi nude néng.

Thu vién trinh tu dugce thiét ké tir ADN bo gen dugc chiét tach tir mau dét thu dugc
& cac khu vuc subi nude néng bang may giai trinh tw Roche 454 GS FLX Titanium. Dit liéu
diu ra (t&p tin sff) clla may gidi trinh tu Roche 454 duge xir ly dém bang phan mém
PyroBayes (Quinlan et al., Nature Methods, 2008, vol. 5, p. 179-81.) dé thu duoc céc tép
trinh tu‘dinh dang FASTA va tép co chét lugng. Céc dau cua trinh ty doc thu duoc dugc cit
b6 dé cai thién chit luong cua ching, va cic trinh tu doc dugc lép rap bang ph?ln mém
Newbler phién ban 2.3 hodc 2.5.3 ctia may giai trinh tu 454 Life Sciences. Qua trinh 1ap réap
duoc thuc hién trong cac didu kién: “do triung Lap toi thidu chp nhan dugc (mi) = 0,97, “tiy
chon: - 1én (déi véi cac bo gen co kich c& 16n hodc phirc tap, tang tdc do lép rép, nhung lam

giam d¢ chinh xac)”.

Téng chiéu dai cua cac doan trinh tu doc da duge xir Iy ting chét lugng va cac doan
tiép gidp da dugc Iip rép co chidu dai bing 100bp hogc dai hon bang 2.5Gbp. Bo dit liéu
nay duogc st dung dé phén tich gen ma hoa xenlulaza. Trong tdng $6 26.294.193 doan trinh
tu doc, 17.991.567 doan trinh tu doc duoc lip rap thanh 595.602 doan tiép giap c6 chiéu
dai trung binh bang 1kb hozc dai hon. Trong sb cac doan tiép giap nay, doan tiép giap 16n

nhét c6 chiéu dai bang 278.185bp.

Déi v6i cac trinh tu da duge 1p rap, toan bo cac doan tiép giap va cac doan duy nhit
dugc phan loai thanh ndm loai bao gém vi khudn, vi khudn cd, sihh vat nhan thét, virut, va
nhom khong thudc cac loai nay, tham khao co s¢ dit liéu KEGG (Kanehisa, M. Science &
Technology Japan, 1996, No. 59, p. 34-38, http://www.genome.jp/kegg/, 11/5/2011).
Trong sd c4c trinh tu da dugc lip rap c6 chidu dai bing 2,5Gbp (= tong chidu dai cac doan
tip giap + tong chidu dai doan duy nhét), thi chidu dai trinh tu ctia vi khun bang 258Mbp,
chiéu dai trinh tu cta vi khuén cb béng 27Mbp, chiéu dai trinh tu cta sinh vit nhan that
bing 193.561bp (0,008% tdng chidu dai ciia c4c trinh tu da lap rap), va chiéu dai trinh tu
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cia virut bing 685.640bp (0,027% tdng chidu dai ctia cac trinh tu d4 1ip rép). Nguyén nhan
khong thu dugc nhiéu cac trinh tu cta sinh vt nhan thét 1a do nhiét dd ctia hé gen moi
truong thu dugc tir dét & khu vue sudi nuée néng nim trong khoang tir 58°C dén 70°C, cao
hon gi6i han nhiét do sinh truéng ciia sinh vat nhan that nhu ndm soi. C4c két qua nay cho
thdy co sé dif liéu hé gen moéi truong chi chira 11,3% trinh tw ADN da biét. Chiéu dai trinh
tu ctia nhém khong thude céc loai néu trén béng 2,2Gbpva chiém 88,7% téng chiéu dai cua
c4c trinh tu d3 dugc 1ap rép. Céc trinh tu ndy 1a trinh ty thé hé méi thu duge tir vi khuén, vi
khuin cd, hodc sinh vat nhan that bt ky. K&t qua nay gitip khing dinh gia thuyét ctia
Handelsman et al., Chem Biol., 1998, vol, 5, p.R245-R249 1a hau hét cac ADN bd gen tao
ra quan thé vi sinh vat & mot sé moi trudng cu thé da chua dugc xac dinh ro biang cic
phuong phép nghién ctru bd gen vi sinh vét thong thuodng, tirc 1a phwong phap nu6i chy va

phén 1ap vi sinh vat, sau d6 giai trinh tw ADN b gen bang phuwong phap Sanger.

3. Qua trinh x4c dinh khung doc m3 mé (Open Reading Frame - ORF) ma hoa

xenlobiohydrolaza

C4c trinh tu ¢6 ma phén loai enzym 3.2.1.4 (xenluloza), 3.2.1.37 (B-xylosidaza),
3.2.1.91 (xenluloza 1,4-B-xenlobiosidaza), va 3.2.1.8 (endo 1,4-B-xylanaza) dugc tai vé tir
co s& dit lidu UniProt (http:/www.uniprot.org/, sb truy cap: 13/04/2009), va co s¢ dit liéu
vé cac gen ma héa glycosit hydrolaza dugc thiét ké. Céac khung doc ma mé dugc phét hién
tir cac trinh tu tiép gidp thu duoc & phan 2 bing phdn mém Orphelia (Hoff et al., Nucleic
Acids Research, 2009, 37 (Web Server issue: W101¥W105, tiy chon Orphelia: méc dinh
(kiéu = Net 700, d trung lap tdi da = 60), tiry chon hé gen mdi truong: -m)) d6i v6i cac hé
gen moi truong AR15 va AR19 va phin mém Metagene (Noguchi et al., DNA Research,
2008, 15(6)) dbi voi cac hé gen mdi trudong H1, N2, va OJ1. Gen ma hoa glycosit hydrolaza
dugc xéc dinh tir trinh tw ORF phat hién dugc bang phan mém BLASTP (phién ban 2.2.18)
va tham khéo c& s& dit liéu cuc bd. Diéu kién tily chon ciia phﬁn mém BLASTP duoc cai
dét nhu sau: “trinh tu truy van = sai”, “tri sb ky vong (E) < le'zo”, “tr1 sb mic dinh - tri s6 dé
phat hién khoang tréng = -1, tri sb dé mé& rong khoang tréng = -1, tri s6 sip thing hang
duoc tao khoang tréng X =0, tri s6 ly thuyét cho céc trinh tu muc ti€u mo rong = 0, c¢& chir

= mic dinh”, va céc trinh ty muc tiéu dugc thu thap 1a gen ma hoa glycosit hydrolaza.

Phan mém Orphelia va Metagene khong xtt ly dugc su dich chuyén khung giy ra
bdi cac trinh ti doc 18i hodc cac trinh tu trong tu. Do d6, s dich chuyén khung dugc hi¢u
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chinh biang phuong phép sau. Trudc tién, cac doan tiép giap duoc cit thanh cic doan c6
chiéu dai 2kbp bang cach x4o tron cac doan 1kbp. Do d6, céc trinh ty da cit duoc 1am tring
1ap v&i cac trinh ty ndm trude va ndm sau doan c6 chiéu dai 1kbp. Cac trinh tu tiép giap da
dugc cét tuong Gng duoc dbi chibu véi co s¢ dir liéu vé cac gen glycosit hydrolaza néu trén
(E<1e¢™") dé sang loc bang phan mém Blastx. Ddi vdi c4c trinh tur tiép giap muc tiéu, ving
ma hoa glycosit hydrolaza dugc ldy tir phin mém Genewise (Wise2 package:
http://www.ebi.ac.uk/Tools/Wise2/). Pdng thoi, ving ma héa céc trinh ty ¢6 chiéu dai
100bp hodc ngén hén dugce loai bo. DPéi voi phﬁn mém Genewise, su dich chuyén khung
trinh tu duge hidu chinh bang cach dbi chiéu véi cac trinh tw enzym trung khép véi trinh tu
tiép giap muc tiéu trén co s& dit liéu, va chén hodc loai bo cac khoang trbng dé dat duoc dod

sdp thang hang tdi da.

Céc glycosit hydrolaza, nhu xenlulaza, endohemixenlulaza, va cac enzym cit mach
nhénh thu duoc bing phuong phip néu trén dugc phan loai chirc ning bing phin mém
pfam HMMs (Pfam phién ban 23.0 va HMMER v 2.3 Finn et al., Nucleic Acids Research
Database, 2010, Issue 38, p. D211-222) duéi dang co s& dit li¢u v& trinh tu viing chirc ning
ctia protein. Cu thé, cac trinh tw nay dugc phan loai thanh ho glycosit hydrolaza (GH) dya
trén d6 tuong dong clia ching véi co sé dit liéu ving Pfam bang thuét toan tra ctru do twong
ddng trinh tr HMMER st dung md hinh 4n Markov (Durbin et al., “The theory behind
profile HMMs. Biological sequence analysis: probabilistic models of protein and nucleic
acids”, 1998, Cambridge University Press.; hmmpfam (phién ban 2.3.2), tri sd ky vong E <
1e7; co s6 dir lieu = Pfam_fs (mo6 hinh c6 thé dugc st dung dé phat hién céc doan cua cic
vung cu thé & trinh tir)). Phén tich sang loc BLASTP dugc thuc hién va 44 khung doc ma

mé& muc tiéu duéi dang trinh tu xenlobiohydrolaza dugce phan loai thanh cac ho GH.

4. Kiém tra bd ba ma hoa khéi ddu hiém gap thu dugc tir tin hidu dau ra cia phan

mém Orphelia.

Phan mém Orphelia khong chi phat hién dugce cac khung doc ma m& chita ATG
(metionin), ma con phat hién dugc cac khung doc ma mé c6 cac bo ba hiém gip GTG
(valin), TTG (leucin), va ATA (isoleucin) 1a by ba ma hoa khoi dau. Do d6, khi cac trinh tur
tiép gidp da duogc 1ap rap khong chira khung doc ma mé c6 chiéu dai dy du c6 ATG 13 bd
ba ma hoa khéi ddu, thi c6 thé xuit hién 161, trong do phﬁn mém Orphelia nhan dang bd ba

hiém gap nay 12 bd ba ma hoa khai dau. Trong phan 3, trong s cac khung doc ma mé dau
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ra dugc x4c dinh 13 ¢6 chidu dai ddy du tir phin mém Orphelia, ¢6 8 khung doc ma mé& ¢
céc bd ba hiém gip GTG, TTG, va ATA 14 by ba ma hoa khoi dau. Lién quan dén trinh ty
axit amin cta cac khung doc ma mé diu ra thu dugc tir phan mém Genewise va cic trinh tu
tiép giap chira khung doc ma mé, cac khung doc ma mé nay duge kiém tra liéu day 1a cac
trinh ty ¢6 chidu dai diy da c6 bd ba hiém gip 12 bd ba ma hoa khoi dau hay 14 cac trinh tu
18i d4u ra. Két qua kiém tra bing phin mém Orphelia cho thiy 8 khung doc ma mé c6 cac
b6 ba hiém gip 12 bd ba ma hoa khéi ddu nay déu 1a cac trinh tu 16i ddu ra, néi cach khac

céc trinh tr ndy 13 c4c trinh tu ¢6 chidu dai khong ddy du.

Bang 1
Hé gen m6i truong Phén loai ho GH cua cac gen xylanaza
GH6 | GH7 | GH9 | GH48 | GH khic Tong cong
AR19 2(0) 0 22) | 5D 4(3) 13(6)
AR15 0 0 1) | 2(1) 3(2) 6(4)
0J1 2(0) 0 72) | 2(D) 4(2) 15(5)
N2 0 0 53) | 3(0) 2(2) 10(5)
H1 0 0 0 0 0 0
Tong s6 khung doc ma mé | 4(0) 0(0) | 15(8) | 12(3) 13(9) 44(20)

Két qua phan loai 44 khung doc md m& duge xac dinh 1a gen mad hoda
xenlobiohydrolaza thanh cac ho GH duoc thé hién trong Bang 1. Trong Béang 1, chit sd
trong cac ddu ngodc don thé hién s lugng khung doc ma mé ¢ chidu dai ddy da cé
metionin 12 bd ba ma héa khéi ddu. Nhu dugc thé hién trong Bang 1, 2 khung doc md mé
ma hoa xenlobiohydrolaza (AR19G-166 va AR19G-12) thugc ho GH6 thu duoc tir hé gen
moi truong AR19, va 2 khung doc md mé ma hoa xenlobiohydrolaza (OJ1-1 va OJ1-2)
thudc cung mot ho thu dugc tir hé gen moi truong OJ1, tic 1a téng cong 4 khung doc ma
m&. Trai lai, khong thu dugc trinh ty khung doc ma mé thude ho GH7. 15 khung doc ma
mé thudc ho GH9, va 12 khung doc ma mé thudc ho GH48 thu dugc. Téng cong thu dugc
13 khung doc ma md& ma héa xenlobiohydrolaza thudc cac ho GH khac (GH10, GH12, va
GH26). Céac doan mdi dugc thiét ké cho toan bd cac khung doc m3a m& nay da duogc xac
dinh 14 gen ma hoa xenlobiohydrolaza bao gdm céc trinh tw c6 chiéu dai khong ddy du, va
cac gen nay dugc tach dong tr ADN hé¢ gen mdi truong thu duge tu d4t & khu vuc sudi

nuée néng bang phuong phap PCR.

Luu ¥ rang, cac dung dich xenlulaza ding cho nhién liéu sinh hoc ¢6 béan trén thi
truong bao gdbm Novozyme CELLIC (nhin hiéu di ding ky) CTec2

(http://www.bioenergy.novozymes.com/cellulosic-etanol/), va Genencor Accellerase
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(nhan hi¢u da déng ky) TRIO
(http://www.genencor.com/industries/biofuels/fuel etanol from biomass_cellulosic_biof
uels/), céc san phdm ndy déu chira cic enzym dugc bai tiét béi ndm phan hiy gb
Trichoderma reesei. Cac thanh phan chinh ciia glycosit hydrolaza (GH) dugc bai tiét tir
ndm soi nay bao gdm xenlobiohydrolaza CBHI va xenlobiohydrolaza CBHIL, lan luot
thudc ho GH7 va ho GH6.

5. Khung doc ma m¢ OJ1-1 va OJ1-2

Khung doc ma m¢ OJ1-1 g0m 548 axit amin, va ma héa enzym da ving c6 doan gin
két xenluloza CBM3 (149bp)-gbc lién két (111bp)-viing xtic tic GH6. Tuy nhién, nira sau
clia vung xuc tac nay khong chtra by ba ma hoa két thuc va c6 chiéu dai khong day di. Hon
nfta, trinh tu doan gin két xenluloza nay 14 trinh twy CBM3 méi c6 d tuong dong trinh tu
axit amin bing 63% so v&i doan gin két xenluloza CBM3 (SEQ ID NO.16) cua
xenlobiohydrolaza ctia vi khudn hiéu khi wa nhiét Caldibacillus cellulovorans (Ma truy c@p
Ngén hang gen: AAF22273.1). Ving xuc tic xenlobiohydrolaza cua OJ1-1 ¢6 do tuong
ddng trinh ty axit amin bang 58% so v&i xenluloza 1,4-B-xenlobiosidaza cua
Amycolatopsis mediterranei U32 (M3 truy cdp Ngan hang gen: ADJ46954,1), va c6 do
trong dong trinh tu axit amin bing 48% so véi p-1,4-xenlobiohydrolaza cua xa khuédn va
nhiét Thermobifida fusca YX, 1a enzym c6 hoat tinh xenlulaza manh (M4 truy cdp Ngin
hang gen: AAA62211.1).

Mot san phdm tach dong gen (OJ1-1-11) thu dugc tir OJ1-1 bing phuong phédp tich
dong PCR. OJ1-1-11 ma hoa polypeptit chira 548 axit amin, trong d6 32 axit amin
(M1-A32) tir metionin (M) (vi tri s6 1) ctia bd ba ma héa khéi diu dén alanin & vi tri s6 32
12 peptit tin hiéu bai tiét (peptit tin hi¢u P 4.0), 148 axit amin (T35-P183) tir threonin & vi tri
s6 35 dén prolin & vi tri s 182 1a doan gin két xenluloza CBM3, 112 axit amin
(S183-T294) tir serin (S) & vi tri s& 183 dén threonin & vi tri s6 294 1a gbc lién két, va 254
axit amin tir histidin (H) & vi tri s6 295 dén két thiic 1 mot doan trinh tir axit amin clia ving
xuc tac xenlobiohydrolaza thudc ho GH6. Tuy nhién, trong phan 10 duéi day, toan bd chidu
dai ctia san pham tach dong gen nay dugc biéu hién bsi E. coli hoat tinh phan gidi PSA va
CMC dugc dénh gia, thi san pham tach dong gen niy khong c6 hoat tinh thity phan co chit
bat ky.
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Khung doc md m& OJ1-2 gdm 247 axit amin, va ma hoa polypeptit chi chira ving
xtic tdc GH6. Do khong c6 ca bd ba ma hoa khéi diu va bo ba mi héa két thic, va
xenlobiohydrolaza thudc ho GH6 thudng chtra 400 axit amin hodc cao hon, nén OJ1-2 la
trinh tu khong c6 chiéu dai day da. Trinh tu axit amin ma héa béi OJ1-2 12 trinh tu c6 dd
trong ddng bang 100% so véi trinh ti axit amin ciia AR19G-12, do d6 gen OJ1-2 1a gibng
hét v6i AR19G-12, 1a mdt doan trinh tu cia AR19G-12. Vung xuc tic cua san phém tach
dong geh thu dugc tir OJ1-2 bang phuong phép tach dong PCR dugc chén vao vecto
chuyén gen, va biéu hién béi E. coli, khong c¢6 hoat tinh thily phan co chit PSA va CMC.

6. Khung doc md m& AR19G-166 va AR19G-12

Khung doc md m& AR19G-166 ma hoa polypeptit chira of 474 axit amin (SEQ ID
NO.9), nhung khong ¢6 chidu dai ddy du do khong chtra by ba ma hoa khéi du, va chi
chtta mot doan trinh tu gdm gdc lién két va ving xic tic GH6. Ving xﬁé tac GH6 cua
AR19G-166 c6 dd tuong dong trinh ti axit amin bang 66% so véi glycosit hydrolaza c6
ngudn gbc tir vi khudn hiéu khi wa nhiét do trung binh thudc nganh Chloroflexi,
Herpetosiphon aurantiacus DSM 785 (Ma truy cap Ngan hang gen: ABX04776.1). Hai
san pham tach dong gen (AR19G-166-RA va AR19G-166-QV) thu dugc tir AR19G-166
bang phuong phép tach dong PCR vé6i doan mdi xudi chira trinh tr nucleotit nhu néu trong
SEQ ID NO.14 (5-CACCATGTTGGACAATCCATTCATCGGAG-3’: 7 nucleotit
(CACCATG) dugc bd sung vao d4u 5° coa trinh tyu nucleotit nhu néu trong SEQ ID NO.12.
Trén trinh tu d3 bd sung, ba nucleotit ATG & dau 3’12 bd ba ma héa khéi déu, va 4 nucleotit
CACC & diu 5’ 13 trinh tu dé chén vao vecto), va doan mdi ngugc chira trinh tu nucleotit
nhu néu trong SEQ ID NO.13 (5°-TTAGGGTTGGATCGGCGGATAG-3).
AR19G-166-RA va AR19G-166-QV chi khac nhau & hai axit amin & vi tri 6 299 va vi tri
s6 351. Trong AR19G-166-RA, axit amin & vi tri s6 299 13 arginin va axit amin & vi trf s6
351 la alanin (SEQ ID NO.1). Trong AR19G-166-QV, axit amin & vi tri 56299 14 glutamin
va axit amin & vi trf s6 351 1a valin (SEQ ID NO.3).

Khung doc md mé AR19G-12 mi hoa polypeptit chira 459 axit amin (SEQ ID
NO.10), nhung khong c6 chiu dai ddy da do khong chira b ba ma héa khéi dau, va chi
chtra mét doan trinh tu gdbm gbc lién két va viing xuc tac GHG6, tuong tu nhu AR19G-166.
Vung xuc tdc GH6 cia AR19G-12 ¢6 46 tuong ddng trinh ty axit amin bang 64% so véi
glycosit hydrolaza GH6 co ngudn gdc tir Herpetosiphon aurantiacus DSM 785 (MA& truy |
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cip Ngan hang gen: ABX04776.1). Tuy nhién, ving xuc tdc cua san pham tach dong gen
thu dugc tir AR19G-12 bang phuong phap PCR duge chén vao vecto chuyén gen, va biéu
hién béi E. coli, khong c6 hoat tinh thily phan co chat PSA va CMC.

Phan tich phét sinh loai

Khéng gidng nhu cac gen duoc tach dong tir co thé vi khuén dugc phan 1ap va nudi
cdy, ngudn gbc ctia céc gen dugc tich dong tir phén tich hé gen mdi truong la da biét.
Nguoi ta khong biét liéu 4 khung doc ma md (AR19G-166, AR19G-12 (OJ1-2), va OJ1-1)
thudc ho GH6 thu dugc tir hé gen moi truong thu duge tur d4t c6 nhiét d6 cao co nguén géc
tir sinh v4t nhan so nhu vi khudn hodc vi khuén ¢b (vi khuén cb dai), hay c6 ngudn goe tir
sinh vat nhan that nhu ndm soi hodc ndm. Do dé, phén tich phat sinh loai dugc thuc hién
bang phwong phép sip thing hang nhiéu trinh tu axit amin ctia cac ving x0ic tac va cdy phat

sinh loai d€ xac dinh nguén goc cua cac khung doc ma mdo nay.

Fig.1 1a hinh vé& thé hién cdy phat sinh loai cua exo-glycosit hydrolaza GH6
(xenlobiohydrolaza, glycosit hydrolaza, exoglucanaza, va xenlobiosidaza). Céc trinh tu
axit amin ma hoa béi cac khung doc ma m& (AR19G-166, AR19G-12 (0OJ1-2), va OJ1-1),
va trinh tu axit amin cia viing xuc tac ciia xa khuan ua nhiét Thermobifida fusca YX Cel6B
(M4 truy cip Ngan hang gen: AAA62211,1), c6 hoat tinh phan gidi xenluloza, dugc tra ciru
d6 twong dong bang phan mém BLASTP tir Ngan hang gen. Két qua 14 thu duoc 21 loai
trinh tu exo-glycosit hydrolaza GH6. Tiép teo, trinh tir axit amin clia viing xtc tac cla nim
soi ua nhiét Humicola insolens Cel6 A (PDB: 1VBW) ciing dugc tra ctru 40 tuong dong
bang phan mém BLASTP tir Ngan hang gen. Két qua 14 thu dugc 19 loai trinh ty. 21 trinh
tu thu duge tir vi khudn va 19 trinh ty ¢6 ngudn géc tir ndm soi ndy, va cac trinh tur axit amin
mé héa bdi cac khung doc ma m& muc tiéu (AR19G-166, AR19G-12 (0OJ1-2), va OJ1-1)
bang phuong phép tra ctru do twong ddng dugc sip thing hang bing phin mém Geneious
Pro 5.6.5 (Cost Matrix = Blosum?&0; Diém tao khoang trdng = 12; DPiém mo rong khoang
tréng - 3; loai sip thang hang = sép thang hang toan bo khdng c6 cac khoang trbng & dau
tan cung). Tiép theo, cdy phat sinh loai dugc tao ra béng phwong phép lién két loai lién ké.
Endoglucanaza thuoc ho GH6 ctiia Thermobifida fusca YX Cel6A (Ma truy cip Ngéin hang
gen: AAC06388,1) dugc cai dit 1a nhom bén ngoai. Xac sudt tuy phét sinh dugc tinh todn
dua trén 1.000 ban sao, va dugc thé hién bang ty 1& phén trim & mdi nhanh cla cdy phat

sinh loai. Trén Fig.1, duong gach ngang & phia dudi thé hién khoang cach di truyén (sd
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luong vi tri/thay thé axit amin trung binh). Hon nita, danh phép cua c4c enzym ndy dugc
thé hién trong ddu ngoic don, va ky hiéu “CBH” c6 nghia 1a xenlobiohydrolaza, va ky hiéu

“GH” c6 nghia 1a glycosit hydrolaza.

Glycosit hydrolaza GH6 cua vi khudn va nim soi duoc sit dung 1am méi lién hé di
truyén ciia cdy phat sinh loai 14 nhur sau (chit s6 trong cac ddu ngodc don thé hién ma truy
cap ngin hang gen, Protein Data bank (PDB), hoac EMBL-Bank). Glycosit hydrolaza GH6
clia ndm soi bao gdm: Acremonium cellulolyticus Y-94 xenlobiohydrolaza IT (M truy cap
Ngan hang gen: BAA74458.1); Agaricus bisporus xenlobiohydrolaza (M4 truy cap Ngén
hang gen: AAA50608.1); Aspergillus kawachii IFO 4308 1,4-beta-D-glucan
xenlobiohydrolaza C (Ma truy cdp Ngéan hang gen: GAAR9571.1); Aspergillus niger
ATCC 1015 1,4-beta-D-glucan xenlobiohydrolaza C (Ma truy cép Ngéin hang gen:
EHA25828.1); Chaetomium thermophilum xenlobiohydrolaza ho 6 (M4 truy cip Ngan
hang gen: AAW64927.1); Colletotrichum higginsianum glucosit hydrolaza ho 6 (Ma truy
cip Ngan hang gen: CCF33252.1); Fomitiporia mediterranea MF3/22 xenlulaza CEL6B
(M3 truy cép Ngan hang gen: EID02201.1); Glomerella graminicola M1,001 glucosyl
hydrolaza ho 6 (M3 truy cdp Ngin hang gen: EFQ25807.1); Humicola insolens Cel6A |
(PDB:1BVW); Leptosphaeria maculans JN3 xenlobiohydrolaza
II(EMBL-Bank:CBX97039.1); Magnaporthe grisea 70-15 exoglucanaza 2 (Ma truy cép
Ngan hang gen: EHAS57773.1); Myceliophthora thermophila ATCC 42464 glucosit
hydrolaza ho 6 (M3 truy cdp Ngan hang gen: AEO55787.1); Neurospora crassa ORT4A
exoglucanaza 2 (M3 truy cdp Ngan hang gen: EAA31534.1); Penicillium decumbens
xenlobiohydrolaza II (Ma truy cdp Ngin hang gen: ADX86895.1); Punctularia
strigosozonata HHB-11173 SS5 xenlobiohydrolaza II (M4 truy c4p Ngén hang gen:
FIN07098.1); Talaromyces emersonii xenlobiohydrolaza II (M4 truy cap Ngin hang gen:
. AAL33604,4); Thielavia terrestris NRRL 8126 glucosit hydrolaza ho 6 (M4 truy cap Ngan
hang gen: AE062210.1); Trichoderma reesei xenlobiohydrolaza II (M4 truy cédp Ngén
hang gen: AAA34210.1); va Verticillium dahliae VdLs,17 exoglucanaza-6A (Ma truy cap
Ngan hang gen: EGY16046.1).

Glycosit hydrolaza GH6 cua vi khuan bao gém: Acidothermus cellulolyticus 11B
glucosit hydrolaza ho 6 (Ma truy cdp Ngan hang gen: ABK52388.1); Amycolatopsis
mediterranei U32 1,4-beta-xenlobiosidaza (M3 truy cdp Ngan hang gen: ADJ46954.1);
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Cellulomonas fimi ATCC 484 1,4-beta-xenlobiohydrolaza (M3& truy cdp Ngan hang gen:
AEEA46055.1); Cellvibrio japonicus Ueda 107 xenlobiohydrolaza cel6 A (Ma truy cdp Ngén
hang gen: ACE85978.1); Herpetosiphon aurantiacus DSM 785 glucosit hydrolaza ho 6
(Ma truy cdp Ngan hang gen: ABX04776.1); Jonesia denitrificans DSM 20603 gluéosit
hydrolaza ho 6 (Mi truy cdp Ngéan hang gen: ACV08399.1); Ktedonobacter racemifer
DSM 44963 1,4-beta-xenlobiohydrolaza (M2 truy cdp Ngan hang gen: EFH85864.1);
Micromonospora lupini str. Lupac 08 1,4-beta-xenlobiohydrolaza (M3 truy cidp Ngan hang
gen: CCH20969.1); Paenibacillus curdlanolyticus YK9 1,4-beta-xenlobiohydrolaza (Ma
truy cdp Ngan hang gen: EFM08880.1); Ralstonia solanacearum Po82 xenlobiohydrolaza
A (Ma truy cdp Ngan hang gen: AEG71050.1); Salinispora arenicola CNS-205 glucosit
hydrolaza ho 6 (M3 truy cap Ngan hang gen: ABV99773.1); Stackebrandtia nassauensis
DSM 44728 1,4-beta-xenlobiosidaza (Ma truy cdp Ngan hang gen: ADDA42622.1);
Stigmatella aurantiaca DW4/3-1 exoglucanaza A (M3 truy cdp Ngin hang gen:
EAUG67050.1); Streptomyces avermitilis MA-4680 1,4-beta-xenlobiosidaza (M3 truy cap
Ngéan hang gen: BAC69564.1); Teredinibacter turnerae T7901 xenlobiohydrolaza (Ma
truy cap Ngan hang gen: ACR12723.1); Thermobifida fusca YX xenlobiohydrolaza Cel6B
(M3 truy cap Ngin hang gen: AAAG62211.1); Verrucosispora maris AB-18-032
1,4-beta-xenlobiohydrolaza (M3 truy cdp Ngan hang gen: AEB46944.1); Xanthomonas
campestris pv. raphani 756C exoglucanaza A (M3 truy cap Ngéan hang gen: AEL.08359.1);
Xanthomonas oryzae pv. oryzae KACC 10331 1,4-beta-xenlobiosidaza (M3 truy cap Ngan
hang gen: AAW77289.1); Xylanimonas cellulosilytica DSM 15894 glucosit hydrolaza hg 6
(Ma truy cdp Ngan hang gen: ACZ30181.1); va Xylella fastidiosa Ann-1
xenlobiohydrolaza A (Ma truy cdp Ngéan hang gen: EGO81204.1).

Exo-glycosit hydrolaza GH6 dugc phan loai thanh hai nhanh c6 khoang cach di
truyén 16n bao gdm nhanh ¢6 ngudn gde vi khudn va nhanh c6 ngudn gbc ndm soi. Trén
Fig.1, toan bd cac nhanh bén dudi 1a cac glycosit hydrolaza GH6 c6 ngudn gdc tir ndm soi,
trong khi d6 toan bg cdc nhadnh bén frén 1a cac glycosit hydrolaza GH6 c6 ngudn gdc tir vi
khuén. To'én céac khung doc md m& AR19G-166, AR19G-12, va OJ1-1 dugc phan loai vao
nhom vi léhuén, va tao thanh mot nhanh véi glycosit hydrolaza GH6 c6 ngudn gbc tir
Herpetosz};hon aurantiacus DSM 785, xenlobiohydrolaza cel6A c6 ngudn gde tir vi khudn
gram (-) va phan giai gb Cellvibrio japonicus, va xenlobiohydrolaza c¢6 ngudn gbc tir vi

khuén ty dudng y Teredinibacter turnerae.
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Nhu duogc thé hién trong Fig.1, dd phét hién thdy rang 4 khung doc mi mé
(AR19G-166, AR19G-12 (0J1-2), va OJ1-1) thudc ho GH6 thu dugc tir phén tich hé gen
mdi trudng c6 khoang cach di truyén xa véi gen xenlobiohydrolaza c6 ngudn gbe tir nAm
soi wa nhiét Acremonium cellulolyticus, Chaetomium thermophilum, va nim phén giai gd
Hypocerea jecorina (Trichoderma reesei), va 4 khung doc ma mé nay co mdi lién hé di
truyén gan v6i xenlobiohydrolaza c6 ngudn gde tir xa khudn wa nhiét Thermobifida fusca
YX, va glycosit hydrolaza GH6 c6 ngudn gbc tir Herpetosiphon aurantiacus DSM 785.Do
do, 4 khung doc ma m¢ thuéc ho GH6 nay dugce xac dinh 1a cac gen xenlobiohydrolaza c6
ngudn gde tir vi khuan. OJ1-1 c6 doan gin két xenluloza CBM3 dic trung clia vi khuén,

g6p phan khing dinh chinh xéc céc két qua nay.
7. Phan tich sip thing hang trinh ti axit amin

Glycosit hydrolaza GH6 c6 ngudn goc tir Herpetosiphon aurantiacus DSM 785 ¢6
d5 twong ddng trinh tw cao so v6i AR19G-166-RA va AR19G-166-QV gdm 1.128 axit
amin. Gen nay 1a gen da viing bao gdm, bit d4u v6i trinh tu petit tin hidu van chuyén chia
29 axit amin tir vi tri s6 1 dén vi tri s6 29, doan gén két xenluloza CBM2 chiral 00 axit amin
tir vi trf s6 37 dén vi tri s 136, vung xuc tdic GH6 chira 370 axit amin tir vi tri sb6 241 dén vi
tri s6 611, va mot ving xuc tac GH6 khéc chira 370 axit amin tir vi tri s6 713 dén vi tri s0
1082. Ca hai viing xtic tic GH6 nay chtra 370 gbc axit amin nhu dugc phén tich bang phan
mém Pfam, 1a ngin hon cac ving xtc tic GH6 ¢6 ngudn gdc vi khuan, vi du ngén hon ving
xuc tac ¢6 ngudn gbe tir Thermobifida fusca YX Cel6B chua 423 gdc axit amin khoang 50
gbc axit amin hodc cao hon. Do d6, gen nay dugc xem la khong chtra ving xuc tic GH6
thuc. Do do, vung xuc tdic GH6 ¢co ngudn gbc tir Herpetosiphon aurantiacus DSM 785
tuong dong v&i Thermobifida fusca YX Cel6B dugce tra ciru bang phdn mém BLASTP, va
két qua dugc thé hién trén Fig.2A, trong d6 ving xuic tac GH6 thir nhit chira 428 gbc axit

amin valin (V) & vi tri s& 230 dén glutamin (Q) & vi tri s6 657.

Ngoai ra, mic dit ¢6 chidu dai khong day du, nhung viing xtc tdc GH6 ctia OJ1-1 ¢6
d6 tuong ddng axit amin bing 57% so véi vﬁng xac tac GH6 cia AR19G-166, va c6 4o
trong ddng axit amin chi bang 25% so v6i TrCBHII ¢6 ngudn gbc tir ndm soi Trichoderma

reesei.

Trong khung doc md m&é AR19G-166, 47 gbc axit amin nim phia truéc trinh tu
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ving xuc tac GH6. Do c6 nhiéu doan lip prolin (P) va threonin (T), nén trinh tu axit amin
nay dugc cho 1a mot doan cuia géc lién két. Theo do, tuong tu nhu OJ1-1, AR19G-166 1a
gen da ving c6 doan gin két xenluloza CBM nam trudc ving xuc tac xenlobiohydrolaza

thong gbc lién két.

Fig.2A 13 hinh v& thé hién su sdp thing hang cac trinh tyr axit amin ma héa bdi cac
khung doc m3 m& AR19G-166, AR19G-12, va OJ1-1, va glycosit hydrolaza GH6 co6
ngudn gdc tir Herpetosiphon aurantiacus DSM 785. Hon nita, Fig.2B 12 hinh v& thé hién su
sdp thang hang trinh tyr axit amin ma hoa boi khung doc ma mé OJ1-1, va trinh tu axit amin
ciia doan gin két xenluloza CBM3 c6 ngudn gbc tir vi khudn hiéu khi wa nhiét
Caldibacillus cellulovorans (MA truy cdp Ngan hang gen: AAF22273.1). Trén Fig.2A va
Fig.2B, c4c axit amin nim sau c6 mau den/tring thé hién céc ving, trong d6 gbc axit amin
bao thi1 trong toan bo cac trinh tu axit amin ndy, va cic axit amin dugc danh béng thé hién
cac ving, trong dé gbc axit amin bao thii & hau hét cac trinh ty axit amin nay mic dit c6 mot

s0 dot bien & mdt so doan cuia céc trinh ty axit amin nay.

Fig.3A 12 hinh v& thé hién c4c trinh tr axit amin ma hoa béi cac khung doc ma mé
AR19G-166, AR19G-12, va OJ1-1 va gen CBH c6 ngudn gdc tir Herpetosiphon
aurantiacus DSM 785. Hon nita, Fig.3B 1a hinh v& thé hién trinh tu axit amin ma héa béi
khung doc ma m& OJ1-1 va trinh tu axit amin cua doan gén két xenluloza CBM3 ¢6 nguén
gbc tir vi khuén hiéu khi wa nhiét Caldibacillus cellulovorans. Trén Fig.3A va Fig.3B, ky
hiéu “ving (doan) xtc tac” va “gbc lién két (doan lién két)” 1an lugt thé hién chi mot doan

ctia mdi viing.
8. Quaé trinh tach dong gen.

Gen xenlobiohydrolaza tiém ning thu dugc bang phuwong phép tach dong PCR duoc
khuéch dai bang phuong phap PCR bang cach sir dung khuon 13 ADN thu dugc tir dit &
khu vue sudi nude nong da khuéch dai bang kit khuéch dai ADN b gen (kit khuéch dai
ADN GenomiPhi V2, do GE Healthcare san xuét). Cac san phém PCR d3 dugc khuéch dai
dugc chen vao vecto pET101/D-TOPO bang kit biéu hién Champion pET Directional
TOPO do lInVitrogen san xudt), va bién nap vao chung One Shot TOP10. Cac dong da biéu
hién dugc chon loc bang phuong phap PCR truc tiép tir khuén lac, sau d6 nudi cdy trong

moi trudng 16ng LB chira ampicilin véi ndng d6 bang 100mg/L & nhiét d6 37°C va tdc do
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200 vong/phut trong 17 dén 20 gid, tiép theo cac plasmit dugc tbng hop bang kit miniprep
(hé théng tinh ché ADN Wizard plus SV Minipreps, do Promega san xut). Cac plasmit da
tdng hop dugc giai trinh tw bing méy giai trinh ty ADN 3730 do Life Technologies san

Xuét.
9. Qu4 trinh biéu hién va tinh ché protein enzym xenlobiohydrolaza.

Sau khi giai trinh ty, cc plasmit chira gen dich dugc bién nap vao E. coli dé bidu
hién protein bing phuong phap sbc nhiét. Ching BL21 Star (DE3) ¢6 sén trong kit biéu
hién Champion TM pET Directional TOPO (do Invitrogen san xuit) hodc chung
Rosetta-gamiB (DE3) pLysS (do Merck san xuét) duge sir dung lam té bao chu dé chuyén
gen. E. coli chira gen dich dugc cAy vao moi truong LB chira ampicilin véi ham luong bang
100mg/L va nudi ciy cho dén khi mat do quang & budc séng 600nm nim trong khoang tir
0,2 dén 0,8, sau d6 IPTG (isopropyl-p-D(-)-thiogalactopyranosit) dugc bd sung vao, va
nudi cdy tiép trong 5 dén 20 gid. Két qua 1a qua trinh biéu hién protein dich dugc cam tng.
Sau khi nudi cdy, E. coli dwoc thu nhan bing cach ly tdm, va dung dich dém Tris-HCI
50mM (do pH = 8,0) co thé tich béng 1/10 thé tich dich nuéi céy duoc bd sung vao dé tao
hdn dich vi khuan. Sau d6, quy trinh phan cit trong 30 gidy va rung lic trong 30 gidy dugc
1p lai 10 14n bing thiét bj BioRuptor UCD-200T (do Cosmo Bio Co. Ltd. san xuat). Két
qua 1a thu duge dich chiét tho chira E. coli tai td hop gen chira protein dich. Dich chiét thd
chta E. coli tai t6 hop gen dugc loc qua mang loc (duong kich 16 loc ¢ = 0,45um, do
Millipore san xuét), va dich loc thu dugc dugc st dung 1am dich ndi nudi ciy ddng nhat .

coli t4i td hop gen.

Dich ndi nudi ciy ddng nhét E. coli tai t6 hop gen dugc nap vao cdt trao déi ion
HiTrap Q HP (do GE Healthcare san xuit) dugc 1am cin bang voi dung dich Tris-HCI
50mM (d6 pH = 8,0), cac protein dugc phan doan v6i gradient ndéng d6 nim trong khoang
tir 0% dén 50% v6i dung dich Tris-HC1 50mM (dd pH = 8,0) chtra IM NaCl bang hé thong
sic ky long AKTA (do GE Healthcare san xudt). Cic phan doan c6 hoat tinh
xenlobiohydrolaza dugc tron toan b9, sau do trao ddi vé6i dung dich Tris-HCl 50mM (do
pH = 8,0) chta 750mM amoni sulfat bang mang siéu loc ly tim VIVASPIN 20 (do
Sartorius stedim san xuét). Cac phan doan c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza sau khi trao dbi
dung dich dugc nap vao cdt phan tach tuong tac ky nudc HiTrap Phenyl HP (do GE
Healthcaré san xuét) dugc lam cin bang véi ciing dung dich Tris-HCI 50mM (d6 pH = 8,0),
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céc protein dugc phan doan véi gradient ndng do nim trong khoéang tir 0% dén 100% véi
dung dich Tris-HC1 50mM (d¢ pH = 8,0). Cac phéan doan c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza
dugc tron toan b, sau do6 cd béng mang si€u loc ly tam VIVASPIN 20 cho dén khi thé tich
dung dich bang khoang 8mL. Miu di c6 dugc bd sung vao cdt loc gel Hiload 26/60
superdex 200 pg (do GE Healthcare san xuit) dugc 1am cin bang v6i dung dich Tris-HCl
50mM (do pH = 8,0) chira 150mM NaCl, va dugc phén doan be"mg cung dung dich dém c6
thé tich gdp 1 dén 1,5 1dn thé thich ctia cot & téc do dong nam trong khoang tir 2mL/phut
dén 3mL/phut. Cac phan doan c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza dugc tron toan bo, sau do
trao ddi véi dung dich Tris-HCI 50mM (d6 pH = 8,0) va cd. Két qua 14 thu dugc enzym tinh
khiét c6 ndng dd cudi cung bang khoang 1mg/mL.

Dich ndi nudi cdy ddng nhit E. coli tai td hop gen va protein enzym
xenlobiohydrolaza tinh khiét dugc kiém chimg bang phan tich dién di trén gel SDS-PAGE

va thAm tach Western.

Qua trinh dién di trén gel SDS-PAGE cta dich ndi nudi cdy déng nhét E. coli tai to
hop gen va enzym tinh khiét nay 1an luot duoc thuc hién bang gel kich c& nho véi gradien
ndng dd nim trong khoang tir 4% dén 20% va gel kich ¢& nhdé 10% (do ATTO san XUuét).
Phan dich ndi nuéi ciy va enzym tinh khiét nay duoc tron véi dung dich Tris-SDS ME (do
Cosmo Bio Co., Ltd san xuét.) & ty 1& 1:1, sau d6 gia nhiét & nhiét 9 100°C trong 10 phut.
dich ndi nudi cdy dong nhit E. coli t4i td hop gen (SuL) va enzym tinh khiét (0,5uL) 1an
luot dugc chay dién di. Sau khi chay dién di, gel ¢b dinh dugc nhudm véi thube nhudm

mau xanh CBB R250 (do Merck san xut) dé hién thi cdc biang protein.

Lién quan dén phan tich thdm tach Western cta dich nbi nudi cdy dong nhit E. coli
tai t hop gen va enzym tinh khiét, qua trinh dién di trén gel SDS-PAGE dugc thuc hién
bing gel kich ¢ nhd 10% (do ATTO san xuat), sau d6 cac protein duge chuyén 1én mang
polyvinyliden florua (do ATTO san xudt) bang thiét bi Trans-Blot SD (do BioRad san Xuat).
Céc protein trén mang dugc cho phan Gng véi khang thé so cip cta tho da dugc pha loang
100 14n. Khang thé so cip cta tho dugc san xuat bang cach téng hop polypeptit chira 20
gbc axit amin tr vi tri s& 384 dn 403 md hoéa béi AR19G-166-QV
(CDPNGQSRYNSAYPTGALPN), va tinh ché huyét thanh tir thé d4 duge mién dich bang
phurong phap éi luc (do Operon Biotechnologies cung cip). Su gin két ciia khang thé so

cAp vdi protein duoc phat hién bang kit thdm tich Western (do Pierce san xudt), va tin hiéu
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phat quang héa hoc duge phat hién bang thiét bj Ez-Capture MG (do ATTO san Xuét).

Fig.4A 1 hinh vé& thé hién két qua phén tich dién di trén gel SDS-PAGE va Fig.4B la
hinh v& thé hién két qua phan tich thAm tich Western clia c4c protein enzym thu dugc bang
céch biéu hién AR19G-166-RA va AR19G-1 66-QV trong E. coli. Lan 1 1a gen chi thi phan
ti protein, 1an 2 va 1an 3 1an luot thé hién cac mAu dién di cua dich ndi nuédi cdy dong nhat
E. coli tai td hop gen AR19G-166-RA va AR19G-166-QV; lan 4 va lan 5 thé hién mau dién
di cua protein enzym tinh khiét AR19G-166-RA va AR19G-166-QV.

Nhin chung, gen xenlobiohydrolaza dugc biéu hién rét yéu. Vi du, khi duoc biéu
hién béi vat chit 13 E. coli, thi cac gen xenlobiohydrolaza dugc biéu hién rit yéu cho di gen
ndy c6 ngudn gbc tir ndm sgi hay vi khuén. Tuy nhién, c4 hai san phim tach dong PCR
AR19G-166-RA va AR19G-166-QV déu dugc biéu hién manh trong E. coli. Két qua phéan
tich dién di trén gel SDS-PAGE cho thdy trong dich néi nuéi ciy ddng nhit E. coli tai to
hop gen AR19G-166-RA va AR19G-166-QV ¢6 céc bang dam c6 trong lugng phén tur
bang 46,7kDa (1an 2 va lan 3 trén Fig.4A) dugc x4c dinh tir c4c trinh tu axit amin (SEQ ID
NO.1 va SEQ ID NO.3). Sau khi tinh ché cac protein nay, cdc bing don tuong ng véi céc
bang néu trén dugc phat hién & cd AR19G-166-RA 1an AR19G-166-QV (lan 4 va lan 5
trén Fig.4A). Két qua phan tich thAm tach Western bing khang thé caa polypeptit chira 20
gbc axit amin tir vi tri s6 384 dén 403 ctia AR19G-166 cho thdy c6 cic bang protein enzym
duy nhét c6 trong lrgng phan tir bang 46,7kDa duge phat hién & ca dich ndi nudi ciy dong
nhit E. coli tai td hop gen (1an 2 va lan 3 trén Fig.4B) 1an enzym tinh khiét (Ian 4 va lan 5
trén Fig.4B).

10. Po hoat tinh xenlobiohydrolaza bang co chit PSA (hoat tinh thily phan PSA)

Co chét Avicel truong né lién hop axit phosphoric (phosphoric acid-swollen Avicel
- PSA) dugc sir dung dé do hoat tinh xenlobiohydrolaza. PSA dugc diéu ché bang cach hoa
tan bt Avicel (bot xenluloza vi tinh thé, do Merck san xuét) vao dung dich axit phosphoric;
nuée cat vo khudn duge bd sung vao dé két tiia cac tinh thé, va cac tinh thé nay duoc ria
cho dén khi d6 pH cuia chiing bang 5,0 hodc cao hon. Toan bd PSA dugc st dung trong thir
nghiém duéi ddy dugc diéu ché theo phuong phap nay.

Hoat tinh cta dich ndi nudi ciy ddng nhat E. coli tai to hop gen va mau enzym & giai

doan giita ctia qu4 trinh tinh ché duoc do bang cach cho hdn hop chira 50pL dung dich dém
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axit axetic 200mM chtta PSA v6i ham luong bang 1% khdi lugng (46 pH = 5,5) v6i S0uL
dich ndi nudi ciy ddng nhit E. coli tai tb hop gen hoic miu enzym & giai doan giita ctia qua

trinh tinh ché phan tmg & nhiét d6 30 d&én 100°C trong 20 phut.

Trong toan bd cac phép do, hdn hop dugc didu ché bing cach bd sung dung dich
dém Tris-HCI 50mM (do pH = 8,0) thay cho dich ndi nuéi cAy ddng nhét E. coli ti t& hop
gen va phan Gng & ciing diéu kién duoc sit dung 1am mau d6i chimg. Hon nita, dung dich co
chét va enzym duoc gift 1an luot va riéng biét & nhiét do phan tng dugc duy tri trong 5 phut,
sau d6 tron. Khoang thoi gian nay duoc thiét 1p dé kich hoat phan tmg. Trong qua trinh
phan tng, cic hdn hgp nay dugc khudy bing may khudy nhiét Eppendorf (1.400
vong/phit) dé tranh két tia co chét khéng tan. Sau khi két thuc phan tng, thudc thir axit
3,5-dinitr0§alixylic (dung dich DNS) dugc bd sung vao mdi hdn hop & thé tich bérig nhau.
Céac hdn hop thu duoc duge gia nhiét & nhiét 4o 100°C trong 5 phit, lam ngudi trong 5 phut,
sau d6 1y tim. Két qua 1a thu dugc phan dich ndi. Do hip thu & bude séng 540nm duge do
bing may quang phd, va ham lugng dudng khir trong phan dich ndi dugc do bang dudong
chuin glucoza. Lugng dudng khir tao ra bdi qué trinh thity phan dugce do bang céch so sanh
d6 sai 1éch v6i mau dbi chimg. Hoat tinh enzym dé tao ra 1umol duong khtt trong 1 phut
duoc tinh bang 1U, va tri sb thu dugc bing cach chia hoat tinh nay cho khéi lugng protein
dugc tinh bang hoat tinh riéng (U/mg).

Két qua do cho thiy trong sb 44 xenlobiohydrolaza tiém ning thu duogc bing
phuong phép tach dong PCR, thi chi polypeptit ma héa béi khung doc ma mé AR19G-166
cua gen CBH thudc ho GH6 1a c6 hoat tinh thily phan PSA. Ca hai san pham tach dong
PCR thu dugc tir AR19G-166 (AR19G-166-RA va AR19G-166-QV) déu c6 hoat tinh thity
phan PSA.

11. Do dic hiéu co chit cta xenlobiohydrolaza

Hoat tinh thity phan céc co chit xenluloza va hemixenluloza khac nhau cua protein
enzym AR19G-166-RA va AR19G-166-QV, ma di duoc kiém chting 12 c6 hoat tinh thity
phan PSA, dugc do. Trong phép do nay, cac enzym tinh khiét (ndng d6 cudi cing bang
khoang 1 mg/mL) thu dugc tir phdn 9 duge sir dung.

Do dac hiéu co chét cia xenlobiohydrolaza AR19G-166 dugc do béng cach stir dung
cac co chét 12 PSA, bot Avicel, CMC (carboxymetyl xenluloza, do Sigma san xuat), xylan
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(c6 ngudn gbe tir gd sdi, do Sigma san xuit), lichenan (do MP Biomedicals san xudt),
laminarin (c6 ngudn gbe tir Laminaria digitata, do Sigma san xuét). Cu thé, phép do nay
duge thuc hién bing cach 0 so bo hdn hop chira 50pL dung dich dém axit phosphoric
200mM (d6 pH = 5.5), 40pL nude tinh khiét va 10pL dung dich enzym tinh khiét & nhiét do
50°C trong 5 phut, tiép theo bd sung thém 100uL dung dich chira mdi co chét v6i ham
luong bang 1% vao va cho hdn hgp phan tng & nhiét do 50°C trong 20 phut (2 gio khi co
chit 12 bot Avicel). Lugng dudng khir duoc tao ra bang qué trinh thity phan enzym dugc do,
va hoat tinh riéng (U/mg) dugc do theo cung cach thirc nhu néu trong phan 10. Mdi phép
do dugc 13p lai 3 14n dé thu duge tri sé trung binh va do léch chudn. Hon nita, hoat tinh
twong dbi (%) ctia hoat tinh riéng di v6i mdi co chit da dugc tinh toan véi gia dinh rang

hoat tinh riéng déi v6i PSA bing 100%. Céc két qua do dugc thé hién trong Bang 2.

Bang 2. D6 dic hiéu co chit cia AR19G-166-RA va AR19G-166-QV

AR19G-166-RA AR19G-166-QV
Co chét Hoat tinh riéng Hoat tinh Hoat tinh riéng Hoat tinh
va ndng do (U/mg, trung binh + | twong d6i | (U/mg, trungbinh+ | tuong dé6i
d6 1éch chuan) (%) d6 1éch chuén) (%)

0.5% PSA 1.81 £0.10 100% 139 + 0,07 100%
0.5% Avicel 0.08 + 0,05 4,4% 0.10 + 0,03 7.2%
0,5% CMC 0,00 £ 0,01 0,0% 0.00 + 0,00 0,0%
0,5% Laminarin 0,02+ 0,01 1,1% 20,02+ 0,01 1,4%
0.5% Lichenan 0.27 = 0,02 14,9% 0.26 + 0.02 18,7%
0,5% Xylan 0.01 0,02 0,6% 0.03 + 0,02 2.1%

Két qua do cho thdy AR19G-166-RA va AR19G-166-QV c¢6 hoat tinh thiy phan
manh PSA tan trong nudce. Ngoai ra, AR19G-166-RA va AR19G-166-QV cling ¢6 hoat
tinh phén giai lichenan chira lién két glucan B-1,3 va B-1,4 va xenluloza tinh thé Avicel.
Tréi lai, AR19G-166-RA va AR19G-166-QV hau nhu khong c6 hoat tinh phan gidi CMC,
laminarin chtra lién két glucan B-1,3 va B-1,6, va xylan. Két qua phan tich d6 dic hiéu co
chit cho thly AR19G-166-RA va AR19G-166-QV c6 hoat tinh thuy phén xenluloza tinh
thé Avicel miac du hoat tinh nay yéu, ciing nhu khong c6 hoat tinh phan giai xylan, chtng to
ring AR19G-166-RA va AR19G-166-QV la xenlobiohydrolaza GH6.

12. Phan tich san phdm phan giai PSA bang phuong phap HPLC.

San phidm thiy phan co chit PSA vé6i xenlobiohydrolaza AR19G-166-RA va
TrCBHII ¢6 ngudn gdc tir ndm soi phéan giai gd T reesei dugc phan tich bang phuong phap
sic ky hiéu ning cao (HPLC). Phan tng thiy phan PSA l4n lugt dugc thuc hién véi
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AR19G-166-RA trong dung dich dém axit axetic 0,1M (d6 pH = 5,5) & nhiét do 70°C, va
v6i TrCBHII trong dung dich dém axit axetic 0,1M (d9 pH = 4,0) & nhiét d6 40°C trong 1
gid va 24 gid, sau do dung phan Uing bang dung dich natri carbonat 0,1M. Mdi san pham
cta phan tng thiy phan duogc ly tém & nhiét do 4°C va tdc do bang 12.000 vong/phiit trong
10 phat, va phan dich nbi duoc loc qua mang loc ¢6 kich ¢& 18 loc bang 0,2 pm, va phan
tich bing phuong phap HPLC. Thiét bi HPLC Alliance 2695 (do Waters san xudt), va bd
phén phét hién chi sé khic xa (2414RI) dugc sir dung d& do ham lugng duong. Thiét bi
HPLC nay duoc kiém soé4t va phén tich bang phin mém Empower phién ban 3.0. Cot phan
tich hydratcarbon HPLC ¢6 kich ¢ 300mm x 7,8mm (do Bio-Rad sén xuét), va dung moi
14 nude siéu tinh khiét duoc st dung. Mﬁu thity phan (10pL) duoc phan tich & toe do dong
bing 0,6mL/phut va nhiét d6 cot bang 85°C. Pudng chudn duoc tao ra bing cic chit chuan
(glucoza, xenlobioza, va xenlotrioza) dugc st dung dé do ham lugng duong. Nbng do tdi
da ctia cac mau nay do duoc bang dudng chuén 14 0,2% khéi lugng ddi véi glucoza, 0,4%
khéi lugng dbi véi xenlobioza, va 0,5% khéi lugng dbi véi xenlotrioza. Sau khi diéu ché

cac dung dich pha loang lién tiép, duong chuin duoc tao ra bing 6 diém ndng do.

Két qua phan tich HPLC duoc thé hién trén Fig.5A va Fig.5B. San phdm thity phan
PSA bing AR19G-166-RA chira chii yéu xenlobioza (86,5%) véi lwgng nhd xenlotrioza
(13,5%) sau 1 gio, va 86,2% xenlobioza va 13,0% xenlotrioza, v6i luong rat nhé glucoza
(0,7%) sau 24 gid (Fig.5A). Mt khac, san pham thiy phan PSA bang TrCBHII chira chi
yéu xenlobioza (87,5%) v6i lugng nho xenlofrioza (12,5%), va 88,4% xenlobioza va 9,4%
xenlotrioza v6i luong rit nhéd glucoza (2,2%) sau 24 gio (Fig.5B). Cac két qua phan tich
HPLC nay chung t6 ring AR19G-166 1 xenlobiohydrolaza.

13. Panh gia mac dd phu thudc vao nhi€t do va do0 pH cua hoat tinh

xenlobiohydrolaza.

Mutc d6 phu thuéc vao nhiét do va dd pH cda hoat tinh thiy phédn PSA cua
AR19G-166-RA va AR19G-166-QV dugc danh gia. Trong phép do nay, cic enzym tinh
khiét (ndng d6 cudi cing bing khoang 1mg/mL) thu dugc tir phan 9 duoc st dung.

Hoat tinh thiy phan PSA cta enzym tinh khiét dugc do theo cling cach thirc nhu néu
trong phan 10, chi khac 1 cho hdn hop chira 100uL dung dich nuéc PSA 1% khéi Iuong,
50pL dung dich dém Mcllvaine (d6 pH nam trong khoang tir 3 dén 8), 40uL nuée tinh
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khiét, va 10pL enzym tinh khiét, phan tmg & nhiét d6 30°C, 40°C, 50°C, 60°C, 65°C, 70°C,
75°C, 80°C, 85°C, 90°C, hodc 100°C trong 20 phut, trong d6 lugng dudong khir dugc tao ra
bang qua trinh thily phan, va hoat tinh thity phan PSA (U/mg) dugc do theo cuing cach thic.

Két qua do duoc thé hién trén Fig.6 va Fig.7. Fig.6A va Fig.6B 1a db thi thé hién két
qua do hoat tinh thity phan PSA & cac nhiét d9 tuong Ung, trong d6 truc hoanh thé hién
nhiét do. Fig.7A va Fig.7B 1a d0 thi thé hién két qua do hoat tinh thily phan PSA & cac do
pH tuong Gmg, trong d6 truc hoanh thé hién do pH. Do pH dugc vé dd thi bang cac tri sé do

thuc ciia hdn hop dung dich chira co chét, dung dich dém, va enzym.

Enzym tinh khiét AR19G-166-RA c6 hoat tinh thity phan PSA manh & nhiét d6 nim
trong khoang tir 60°C dén 80°C (Fig.6A). Nhiét d6 t6i wu (Ty; ) ma & d6 enzym nay co
hoat tinh manh nhit bing 70°C & d6 pH biang 4,5 va 75°C & d6 pH nim trong khoang tir 5,0
dén 6,0. Khi phan g enzym dugc thuc hién ¢ nhiét do 85°C hodc cao hon, hoat tinh thuy
phéan PSA ctia enzym tinh khiét AR19G-166-RA bi giam nhanh & toan bd cac khoéng pH.
Trai lai, enzym tinh khiét AR19G-166-QV c6 hoat tinh thiy phan PSA thip hon
AR19G-166-RA & nhiét dd 65°C hoic cao hon (Fig.6B). Nhiét d6 t8i uu (T ) ma & d6
enzym nay c6 hoat tinh manh nhat bang 70°C & do pH bang 4,5 dén 5,5 va 75°C & do pH
bang 6,0. Hoat tinh thily phdn PSA ctia enzym tinh khiét AR19G-166-RA bi gidm nhanh &

toan bd cac khoang pH khi phan ing enzym dugc thuc hién & nhiét 4o 80°C hodc cao hon.

Hon nita, enzym tinh khiét AR19G-166-RA c6 hoat tinh thily phan PSA manh nhat
& nhiét 46 nam trong khoang tir 65°C dén 80°C va d6 pH nim trong khoang tir 4 dén 6
(Fig.7A). Do pH tbi vu thay dbi phu thudc vao nhiét do phan tng, va d6 pH tdi wu bang 4,6
(trj s& do thuc) & nhiét d6 nim trong khoang tir 60°C dén 65°C, d6 pH téi wu nam trong
khoang tir 5,2 dén 5,3 (tri s6 do thuc) & nhiét do 70 dén 75°C, va do pH tbi wu bang 5,8 (tri
s6 do thuc) & nhiét d6 80°C. Enzym tinh khiét AR19G-166-RA c6 hoat tinh thiiy phan PSA
thap & d6 pH nim trong khoang tir 3,2 dén 4,5 va d6 pH nam trong khoang tir 7 dén 8. Mt
khac, tuong tu nhu AR19G-166-RA, enzym tinh khiét AR19G-166-QV c¢6 hoat tinh thuy
phan PSA manh nhét & d6 pH nam trong khoang tir 4 dén 6, va hoat tinh thity phan PSA
thip & d6 pH nam trong khoang tir 3,2 dén 4,5 va d6 pH nam trong khoang tir 7 dén 8
(Fig.7B).
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14. Do 6n dinh nhiét cia xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché (thai gian hoat
tinh enzym giam 50%).

Dé danh gia do on dinh nhiét cia AR19G-166-RA va AR19G-166-QV, qua trinh &
so b dugc thuc hién trong 20 phut dén 1440 phut, va hoat tinh thily phadn PSA cta protein

enzym do & cac nhiét do tuong tmg.

Trong phép do nay, cac eﬁzym tinh khiét (ndng do cudi cing bang khoang 1mg/mL)
thu duogc tr phﬁn 9 dugc st dung. Qua trinh u so b mdi enzym tinh khiét dugc thuc hién va
bang cach duy tri nhiét do ctia hdn hop (d6 pH = 5,0) chira 10uL enzym tinh khiét, 40pL
nuéce tinh khiét, va 50uL dung dich dém axit axetic 200mM, & nhiét do twong tmg nim
trong khoang tir 50°C dén 80°C trong 0 phut, 20 phut, 40 phit, 60 phut, 120 phut, 240 phut,
480 phut, 960 phut, hodc 1440 phut. Hoat tinh thuy phan PSA dugc do theo cung cach thirc
nhu néu trong phan 10, chi khac 12 gia nhiét riéng hon hop d3 @ so bd va dung dich nudce
PSA 1% khéi luong twong Gmg & nhiét d6 50°C trong 5 phut, sau d6 b6 sung 100pL dung
dich nu6e PSA vao hdn hop, va dé phan tmg trong 20 pht, trong d6 lugng duong khir dugc
tao ra bang qua trinh thity phan, va hoat tinh thily phan PSA (U/mg) dugc do theo cuing

cach thuec.

Két qua do dugc thé hién trén F ig.8A va Fig.8B. Hoat tinh enzym dugc thé hién
dudi dang tri s6 twong d6i (Hoat tinh twong dbi %) véi gia dinh rang hoat tinh ctia 16 khong
xtr Iy (khong @ so bd) bang 100%. Nhu dugc thé hién dudng giy khic va dbe xudng trén
Fig.8A, thoi gian U so bd & d6 hoat tinh enzym gidm 50% so véi hoat tinh cua 16 khong xtr
ly dugc tinh 1a thoi gian ban gidm (Thsn giam)-

Khi nhiét d6 0 so bd nim trong khoang tir 50°C dén dén 60°C, enzym tinh khiét
AR19G-166-RA khong bj mat hoat tinh thity phan PSA trong thi gian do, va thoi gian ban
giam Ty giam bAng 24 gid, 12 gi6i han trén ciia phép do, hodc 1au hon. O nhiét dp 70°C, thoi
gian ban gidm Ty giam béng 226 phut duoc x4c dinh tir dudng cong gin dung dudi dang
ham s§ mii duge thé hién bing dudng in dam trén Fig.8A. O nhiét d6 u so b bang 80°C,

hoat tinh enzym bi mit ngay lap ttc (Fig.8A).

Mt khac, d 6n dinh nhiét cia enzym tinh khiét AR19G-166-QV thip hon nhiéu so
v6i AR19G-166-RA. Khi nhiét dd 0 so bd béng 50°C, hoat tinh thiy phan PSA bi gidm
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manh trong thoi gian do, va thoi gian ban gidm Ty giam bang 24 gid hodc 1au hon. Khi tang
nhiét do U so bo, thi thoi gian ban gidm Ty giam cUa hoat tinh enzym ngén, tirc béng 16 gio
& nhiét do 60°C, va rat ngin & nhiét o 70°C, tuc bing 40 phut. O nhiét d6 G so b bing
80°C, hoat tinh enzym bi mit ngay 14p tirc (Fig.8B).

15. Anh huéng cta ion kim loai héa tri hai dén d6 on dinh nhiét cta

xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché

Nhin chung, cac ion kim loai héa tri hai ¢ tdc dung lam dn dinh ciu truc cua protein
bang cach gin két véi protein, nhdr d6 cai thién dugc do dn dinh nhiét. Mdi ion kim loai hoa
tri hai (ndng d6 bang 1mM) bao gdm canxi (Ca”"), mangan (Mn?"), coban (Co*"), bari
(Ba®"), magie (Mg”"), niken (Ni*"), sat (II) (Fe™), sét (III) (Fe>), va kém (Zn”") dugc bd
sung vao dung dich phan ng enzym-co chét (PSA) dé danh gia anh huéng dén hoat tinh
thity phan PSA ctia protein enzym. Truéc tién, hdn hgp chtra 10uL dung dich enzym tinh
khiét (ndng d6 bang 1mg/mL), 40uL nudce tinh khiét hoic dung dich nuéc chira SmM
clorua cua mdi kim loai hoa tri hai, va 50 pL dung dich dém axit axetic 200mM (d6 pH =
5,5) dugc G so bd & nhiét do 30°C trong 30 phut. Hoat tinh thiy phdn PSA dugc do theo
cung céach thirc nhu néu trong phan 10, chi khac 13 gia nhiét riéng hdn hop dad 0 so bd va
dung dich nudc PSA 1% khéi lugng tuong tmg & mdi nhiét do nim trong khoang tir 30°C
dén 100°C trong 5 phit, sau d6 bd sung 100 pL dung dich nudc PSA vao hdn hop, va dé
phan tng & mdi nhiét d6 trong 20 phut, trong d6 luong dudng khir dugc tao ra bing qua-

trinh thiy phén, va hoat tinh thily phan PSA (U/mg) duoc do theo cung céch thirc.

Két qua do cho thdy hoat tinh enzym ctia AR19G-166-RA va AR19G-166-QV tang
& nhiét d6 85°C hodc cao hon khi str dung ion canxi hodc ion coban véi ndng do cudi cing
bang 1mM, va hoat tinh enzym ting déng ké & nhiét d6 nam trong khoang tir 60°C dén
90°C kﬁi ion mangan (khong thé hién). Céc ion kim loai hda tri hai Ba2+, Mg2+, va NiZ*
khong anh hudng dén hoat tinh cua enzym, va cac ion kim loai hoéa tri hai Fe?*, Fe**, va

Zn** khong 1am giam hoat tinh ctia enzym.
16. Nhiét do ndng chay cta protein enzym xenlobiohydrolaza theo sdng ché

Do 6n dinh nhiét cta protein ciing dugc danh gia thong qua nhiét do bién tinh hoic
nhiét do nong chay, T,. Nhiét d6 u so bd & do hoat tinh enzym gidm 50% so véi hoat tinh
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cta 10 khong xir 1y i so bd duge tinh 1a nhiét d9 T,, cla protein, va co thé duoc xac dinh
bang cach do hoat tinh enzym, nhu dugc thé hién duong gdy khic va déc xubng trén
Fig.9A. Tri s6 Ty, cia AR19G-166-RA va AR19G-166-QV thu duoc bang phuong phap

nay.

Hbn hop chira 10 pL dung dich enzym tinh khiét (ndng do khoang 1mg/mL), 40uL
nude tinh khiét dung dich nuéc chira SmM clorua kim loai héa tri hai (CaCl, hodc MnCl,),
va 50 uL dung dich dém axit axetic 200mM (d¢ pH = 5,0) duoc G & nhiét do 30°C trong 30
phut, sau d6 0 so b ¢ nhiét do 40°C dén 100°C trong 30 phut. Hoat tinh thity phan PSA
dugc do theo cung cach thire nhu néu trong phan 10, chi khéc 14 gia nhiét riéng hén hop da
U so bd va dung dich nuéc PSA 1% khéi lugng twong tig & nhiét 6 50°C trong 5 phut, sau
d6 bd sung 100 pL dung dich nuéc PSA vao hdn hop, va dé phan tmg & nhiét do 50°C trong
20 pht, trong d6 luong dudong khir dugc tao ra bang qu4 trinh thity phan, va hoat tinh thiy
phan PSA (U/mg) dugc do theo cung céch thirc. Dbi véi mdi nhiét d6 u so bo, hoat tinh
thiy phan PSA enzym nay dugc do ba 14n, dé thu duogc tri sb trung binh va dod léch chuén.
Dit liéu duge chudn hoa bing cach gia dinh ring hoat tinh thily phéan trung binh & vung
nhiét do thip (ndm trong khoang tir 40°C dén 65°C) va ving nhiét d6 cao (ndm trong
khoang tir 90°C dén 100°C), & d6 hoat tinh thity phan d4 c4n bang lan lugt bang 1 va 0.

Hoat tinh thuy phan PSA ctia protein AR19G-166-RA va protein AR19G-166-QV &
cac nhiét do u so bd twong Gng va cac duong cong sigma gin ding duoc thé hién trén
Fig.9A va Fig.9B. Tir duong cong gan diing, tri s6 T, clia protein enzym (tirc 13, nhiét do u
so b & thoi diém khi hoat tinh chuén hoa = 0,5) dugc xéc dinh. Tri sb T,, ciia cac protein
enzym dugc xac dinh tir cdc dudng cong gan diing cua dit lidu vé hoat tinh thiy phan PSA
dugc thé hién trong Bang 3. Trong Bang 3, ky hiéu “ddi chimg” thé hién két qua phan tmg,
trong d6 nude tinh khiét duge bd sung thay cho dung dich nudce chira SmM clorua kim loai
hoéa tri hai. Tri s T, ctia AR19G-166-RA bing 76,4°C, trong khi d6 tri s6 Ty, cla
AR19G-166-QV bing 68,5°C, tirc 1a trj s6 Ty, cia AR19G-166-RA 16n hon trj s6 Ty, cta
AR19G-166-QV khoang 8°C. Ngoai ra, tri s6 T,, cia AR19G-166-RA va AR19G-166-QV
14n lugt tang 3,0°C va 4,1°C khi st dung ion mangan & néng do béng 1mM. Tri sb T,, ciia
AR19G-166-RA da tang nhe 0,7°C), trong khi d6 tri s6 T, cia AR19G-166-QV da ting
3,1°C, khi st dung ion canxi & ndng do bang ImM.

-58-



26841

Bang 3. Nhiét do néng chay (T, ciia AR19G-166-RA va AR19G-166-QV

v , Tm (°C)

i P&i chimg | + ImM Ca> | + ImM Mn”
ARI9G-166-RA | 76,4 77.1 79,4
AR19G-166-QV | 68,5 716 746

Vidu2

Khi gen tuy y dugc chén vao vat chu 1a sinh vat nhan that nhu nam soi hoic thuc vt,
thi nhiét do t6i wu cia protein dugc biéu hién thudng tang tir 5°C dén 10°C. Diéu nay 1a do
céc phan tng bién dbi sau dich ma dé bd sung dudng vao protein, ciing duge goi 1 phan
ung glycosyl hoa. Céc protein dugc glycosyl hoa tré nén bén nhiét hon. Gen AR19G-166
dugc chén vao ndm soi Aspergillus oryzae, @ kiém chimg anh hudéng ctia phan tmg

glycosyl héa dén d6 6n dinh nhiét ciia protein enzym dugc ma hoa.
1. San xuét thé bién nap Aspergillus

Thé dot bién AR19G-166-RW (trinh tu axit amin: SEQ ID NO.5 va trinh ty
nucleotit: SEQ ID NO.6) va thé dot bién AR19G-166-QW (trinh tur axit amin: SEQ ID
NO.7 va trinh tu nucleotit: SEQ ID NO.8) trong dé gbc axit amin & vi tri sb 351 cua
AR19G-166-RA va AR19G-166-QV dugc thay thé bang tryptophan (W), dugc tao ra.
Cat-xet biéu hién chira mdi thé dot bién nay dugc chén vao Aspergillus. Két qua tao ra duge

cac thé bién nap Aspergillus dé biéu hién AR19G-166-RW hoic AR19G-166-QW.

Céc thé dot bién gen thay thé axit amin AR19G-166 nay dugc két hop vao vecto
chuyén gen dé thiét ké vecto biéu hién. Vecto nay duge chuyén nap vao vat chii Aspergillus.
Thé bién nap Aspergillus nay dugc tao ra bang phuong phép biéu hién protein do Ozeki Co.,
Ltd. cung cAp (http://www.ozeki.co.jp/). Thé bién nap Aspergillus dugc tao ra bang phuong
phép nay la duoc tao ra bing phuong phép tai té hop tuong dong, trong d6 gen chén dugc
két hop vao vi tri dic hiéu ctia nhiém'séc thé. Do d6, mic du kha ning cta nim soi thép,
nhung khi duoc két hop vao nhiém sic thé, thi gen chén dugc duy tri 6n dinh va protein ma
héa badi gen chén co thé dugc tao ra 6n dinh. Hon nita, do peptit tin hi€u bai tiét duoc bd

sung, protein ma hda bdi gen chén dugc bai tiét tir co thé vi khuan vao dich nubi cay.
2. Qua trinh ¢6 protein dugc tao ra béi thé bién nap Aspergillus

Thé bién nap Aspergillus thu dugc duge nudi cdy, sau do phén dich ndi nudi ciy
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duge thu nhan. Phin dich ndi nudi ciy nay dugc cb dén thé tich bang 1/10 bang mang siéu
loc ly tdam VIVASPIN 20 (do Sartorius stedim san xudt), va trao dbi v6i dung dich dém
Tris-HCI 50mM (d6 pH = 8,0). Dung dich nay duoc sir dung lam dich ndi nubi cdy co dic.

MB&i dich ndi nudi cdy cb dic cia cac thé bién nap Aspergillus tuong tng (5puL) va
dich ndi nudi cdy ddng nhét E.coli tai td hop gen AR19G-166-RA va AR19G-166-QV
(5uL) duoc diéu ché trong Vi du 1 dugc phén tich thim tach Western. Phan tich thdm tach
Western dugc thuc hién theo cing cach thtrc nhu néu trong phan 9 ciaVi du 1, va két qua
dugce thé hién trong Fig.10. Tir phan dich ndi nudi cdy c6 dic ctia thé bién nap Aspergillus
chtra gen R19G-166-RW va thé bién nap Aspergillus chita gen AR19G-166-QW, quan st
thdy dugc cac biang rit m& tuong ing v6i cac bang duy nhat cia dich ndi nudi cdy dong
nhét E.coli tai tb hop gen AR19G-166 (lan 2 va lan 3 trén Fig.10) c6 trong lugng phén tir
bang 46,7kD, va cac bang dim va rong c6 trong lugng phan tir nam trong khoang tir 50kDa
dén 55kDa (12n 2 va lan 3 trén Fig.10). Theo phwong thirc ndy, trong lugng phan tir quan sat
dugc ctia hau hét cac protein ma hoa bdi gen AR19G-166 dugc bidu hién bai vét chu
Aspergillus da tang tir 3kDa dén 8kDa. Trong lugng phén tir ciia cic protein ndy tang c6 1a
do phan tng glycosyl hoa.

3. Quy trinh san xuit thé bién nap E. coli chta gen AR19G-166-RW va
AR19G-166-QW va tinh ché protein enzym xenlobiohydrolaza

Céc plasmit trong d6 cac thé dot bién AR19G-166-RW va AR19G-166-QW da duge
chén vao vecto pETlOl/D-TOPO duoc tao ra theo cung cach thirc nhu néu trong phan 8
ctia Vidu 1. Thé bién nap E. coli chira cac plasmit ndy dé biéu hién protein dugc tao ra theo
cling cach thirc nhu néu trong phan 9 ctiaVi du 1. Do d6, cac thé bién nap E. coli biéu hién
cam tmg. Sau khi nudi cdy, E. coli dugc thu nhan bang ly tim. Dich chiét thé ctia E. coli tai
t4 hop chira protein dich dugc thu nhan va loc. Két qua 13, thu dugc phan dich ndi nudi cy
déng nhét E. coli. Qua trinh phan doan va tinh ché dugc thuc hién br?xng cQt trao déi ion, cot
phéan tach tuong tac ky nudc, va cft loc gel, theo cung cach thirc nhu néu trong phén 9
ciaVi du 1. Két qua 13, thu duoc enzym tinh khiét c6 ndng do cubi él‘lng bang khoang

Img/mL.
4, Mttc do phu thudc vao nhiét do cta hoat tinh xenlobiohydrolaza

Mtc d6 phu thudc vao nhiét d6 cta hoat tinh thity phan PSA ciia AR19G-166-RW
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va AR19G-166-QW duoc tao ra boi thé bién nap Aspergillus tai tb hop gen va thé bién nap
E. coli tai td hop gen duoc danh gid. Trong phép do nay, céc dich nbi nudi cdy co dic thu

dugc & phan 2 néu trén va cac enzym tinh khiét thu duoc & phan 3 duge sir dung.

Hoat tinh thily phan PSA & mdi nhiét do dugc do theo cing céch thirc nhu néu trong
* phén 13 cta Vi du 1, chi khéac 1a sir dung céc dich ndi nudi cy cb dic thu dugc & phan 2
néu trén, va thiét 1ap d6 pH ctia dung dich phan ting bang 5,5, trong d6 lugng duong khir
duoc tao ra bdi qua trinh thuy phan enzym dugc do theo cung céch thire. Hoat tinh thiy
phén PSA cua cac enzym tinh khiét ciia AR19G-166-RW va AR19G-166-QW dugc biéu
hién béi E. coli duge do theo ciing cach thire nhu néu trong phan 10 ctia Vi du 1, tic 14 hoat
tinh enzym dé tao ra 1umol dudng khir trong 1 phit dugc tinh bing 1U, va tri s thu duoc
bing cach chia hoat tinh enzym cho khdi luong protein duge tinh bang hoat tinh riéng
(U/mg). Mit khéac, hoat tinh thiy phan PSA cia AR19G-166-RW va AR19G-166-QW
dugc tao ra boi thd bién nap Aspergillus duge do dudi dang hoat tinh tuong dbi (%) gia
dinh ré.ng lugng dudng khir dugc tao ra bdi AR19G-166-RW c6 hoat tinh thily phan manh
nhit & nhiét do 100°C bing 100%.

Hoat tinh twrong d6i (%) cta hoat tinh thity phan PSA & cac nhiét do twong (g duge
thé hién trén Fig.11A. Trén Fig.11A, két qua do hoat tinh thiiy phan PSA (U/mg) cia
AR19G-166-RW va AR19G-166-QW duoc bidu hién bdi E. coli da duge do trong phan 13
ctia Vidu 1 cling duge thé hién (trén Fig.11A 14n lugt duogc thé hién béi ky hi¢u “RW béi E.
coli” va “QW boi E. coli”). Nhiét d6 t6i wu (Tg ) clia ARI19G-166-RW va
AR19G-166-QW duogc biéu hién béi E. coli 1an Iugt bang 80°C va 75°C. Mit khac, nhiét
d6 t6i wu ctia AR19G-166-RW va AR19G-166-QW dugc biéu hién béi Aspergillus (trén
Fig.11A 14n luot dugc thé hién béi ky hidu “RW béi 4. oryzae” va “QW boi 4. oryzae™)
déu bang 100°C hoic cao hon. Theo cach thirc ndy, trong luong phén tir da tang khoang
10%, va nhiét do tdi vu da ting tir 20°C dén 30°C, khi biéu hién gen AR19G-166 boi
Aspergillus. AR19G-166 duge biéu hién bdi Aspergillus c6 nhiét do ti wu tang 30°C hodc
cao hon va do dn dinh nhiét cao hon xenlobiohydrolaza théng thudng c6 ngudn gbc tir ndm

soi ua nhiét.

Tir cac két qua nay, c6 thé thu duoc enzym c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza manh

ngay & ca nhiét do 80°C hodic cao hon, bang cach biéu hién xenlobiohydrolaza chiu nhiét
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theo sang ché bang hé biéu hién 1a sinh v4t nhan thit nhu ndm sgi. C6 thé st dung
xenlobiohydrolaza chiu nhiét c6 hoat tinh enzym manh ngay & ca nhiét do nim trong
khoang tir 80°C dén 100°C cing véi cdc xenlulaza chiu nhiét khac, dé thiy phéan

Hgnoxenluloza & nhiét d6 80°C hodc cao hon.
5. Mitc do6 phu thudc vao do pH cua hoat tinh xenlobiohydrolaza

Mtrc do phu thude vao do pH cuia hoat tinh thity phan PSA cia AR19G-166-RW va
AR19G-166-QW dugc tao ra béi thé bién nap Aspergillus va thé bién nap E. coli dugc
danh gia. Trong phép do nay, cac dich nbi nudi ciy o dic thu duge & phan 2 néu trén va cac

enzym tinh khiét thu duoc & phan 3 dugc sir dung.

Hoat tinh thiy phan PSA & mdi d6 pH dugc do theo cung cach thirc nhu néu trong
phén 13 ctia Vi du 1, chi khéc 1a s&t dung céc dich nbi nudi cy co dic thu duoc & phén 2
néu trén, trong d6 lugng dudng khir duge tao ra béi qua trinh thiy phan enzym dugc do
theo cung cach thic. AR19G-166-RW va AR19G-166-QW duoc tao ra bdi thé bién nap
E.coli dugc cho thity phan PSA 1an lugt & nhiét do 80°C va 75°C, va hoat tinh thiy phén
PSA ctia ching (U/mg) dugc do. AR19G-166-RW va AR19G-166-QW dugc tao ra boi thé
bién nap Aspergillus duge cho thity phan PSA & nhiét d§ cuia 80°C, va hoat tinh thiy phan
PSA cua ching & cac d6 pH tuong ing dugce do dudi dang hoat tinh twong dbi (%) gia dinh
rang hoat tinh thily phdn PSA manh nhit & 4o pH bang 5,2 bang 100%.

Hoat tinh twong d6i (%) ctia hoat tinh thity phan PSA & cac do pH tuong ing dugce
thé hién trén Fig.11B. Trén Fig.11B, két qua do hoat tinh thiy phan PSA (U/mg) cia
AR19G-166-RW va AR19G-166-QW dugc biéu hién boi E. coli d3 duge do trong phﬁn 13
ctia Vidu 1 ciing dugc thé hién (trén Fig.11B lan lugt dugc thé hién béi ky hiéu “RW béi E.
coli” va “QW boi E. coli”). Cac enzym AR19G-166 duge biéu hién béi Aspergillus (trén
Fig.11B 14n luot dugc thé hién béi ky hidu “RW boi 4. oryzae” va “QW boi 4. oryzae™) o
khoang pH dic hiéu rong hon cac enzym AR19G-166 duoc biéu hién boi E. coli (trén
Fig.11B 14n luot dugc thé hién bai ky hiéu “RW béi E. coli” va “QW béi E. coli”). Do pH
& d6 hoat tinh cta cac enzym nay bang 50% hoat tinh t&i da nidm trong khoang tir 3,3 dén
8,0 & nhiét d6 80°C. Mit khac, do pH & d6 hoat tinh cua cic enzym nay b?lng 50% hoat tinh
t6i da nim trong khoang tir 4,5 dén 6,8 khi dugc biéu hién béi E. coli.
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Vidu3

Nhin chung, protein ma héa béi gen tai t6 hop duoc san sinh & vat chi 1a thue vét co
mirc @ biéu hién cao hon hé bidu hién vi khun nhu E. coli hogc Bacillus, va hé biéu hién
ném s¢i nhu Aspergillus. Cu thé, thé bién nap luc lap tich tu protein ngoai sinh & ty 1€ nam
trong khoang tir 5% dén 10% khdi lugng tinh theo tng khdi lwgng protein hoa tan & 14 cla
thé bién nap, va c6 thé tich tu protein ngoai sinh & ty 1& 1én dén 40% khéi luong hodc 16n
hon tinh theo téng khdi luong protein hoa tan & 14 clia thé bién nap. Mat khac, thé bién nap
bo gen nhén tich tu protein ngoai sinh & ty 1€ bang khoang 1% khéi luong tinh theo téng
khdi lugng protein hoa tan & mo thé bién nap. Theo phuong thtrc nay, qud trinh san sinh
protein bai thuc vat, va dic biét qua trinh san sinh protein ngoai sinh boi thé bién nap luc
lap, c¢6 gié tri kinh té cao hon nidm so¢i hodc vi khuén, ma thuong dugc st dung dé san xuAt
protein. Theo do, cay thudc 14 chuyén gen luc lap dugc tao ra bang céc chén

AR19G-166-RA va AR19G-166-QV vao bd gen luc lap cua cay thudc 14.
1. Quy trinh san xuét cay thudc 14 chuyén gen luc lap

Vung cheén gen vao luc lap, ving diéu hoa biéu hién 5°/3°, va gen chi thi chon loc va
cac gen twong tu dé tao ra thuc vat chuyén gen luc lap dugc thiét ké theo phuong phap duoc
md ta trong tai liéu: Daniell et al., Methods in Molecular Biology, 2005, Vol. 286, p.
111-138; Verma and Daniell, Plant Physiol., 2007, Vol. 145, p. 1129-1143.

Trudc tién, cac vecto cat-xet pNtaGL va pNtaGLPL dé chuyén gen vao luc lap ctia
cy thudce 14 ¢6 cAu tric dugc thé hién trén Fig.12A dugc tao ra. C4c vecto ndy la cac vecto
d8 chén gen dich bing cach tai td hop tuong ddng vao ving hai gen trnl-trnA & trinh tu 13p
ngugc chiéu bén trong bo gen luc lap cla cay thudc 14. Cac vecto nay co cat-xet biéu hién
gen aadA (aminoglucosit 3’-adenylyltransferaza) dudi dang gen chi thi chon loc ma hoa
tinh khang spectinomyxin, va vi tri cheén cat-xet biéu hién (vi tri ClaI-BsiWI) cho gen dich
nim sau cat-xet bidu hién gen aadA. Ving khéi d¢au gen ARN ribosom 16S ¢ ngudn gbc
tir cdy thude 14 (Prrn) duoc chén vao vecto pNtaGL dudi dang ving diéu hoa biéu hién gen
aadA, trong khi d6 vecto pNtaGLPL khong chtra vung khéi dAu, va qua trinh biéu hién gen

aadA phu thudc vao viing khéi diu ndi sinh nim trude ving tai td hop tuong dong.

Fig.12B thé hién céc cat-xet dé biéu hién gen dich pPXT va pPXTPL. Cé hai cat-xet

duoc thiét ké dé chen gen dich vao vi tri BamH]I, va 14n luot c6 vung khéi d4u Prrn va trinh
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tw gen 10 ¢6 ngudn gde tir thue khudn thé T7 (T7g10), hodc chi ¢6 trinh tu T7g10, & du 5°
cta gen dich. Trinh ty T7g10 dugc cho hitu hiéu dé tich tu nhiéu protein ngoai sinh trong
qué trinh biéu hién gen ngoai sinh & luc lap. Pau 3°-UTR (TrbcL) ctia gen rbel & luc lap
ctia cdy thude 14 dugc dinh vi & ddu 3’ ciia gen dich & ca hai cat-xet, va trong mdi truong
hop, c6 thé dugc chén vao vecto cat-xet pNtaGL hoidc pNtaGLPL d& chuyén gen lyc lap
duogc thé hién trén Fig.12A bang céach st dung vi tri Clal va vi tri BsiWl & d4u dbi dién cua

mdi cat-xet.

Céc san phdm tach dong PCR AR19G-166-RA va AR19G-166-QV 1an luot duge
khuéch dai béng cac doan mdi chira géc lién két BamHI, va céc san phém khuéch dai thu
duogc duogc chén vao vi tri BamHI cda cat-xet biéu hién pPXT hodc pPXTPL. Cat-xet biéu
hién pPXT trong d6 AR19G-166-QV da dugc chén dugc két hop vao pNtaGL bang cach sir
dung vi tri Clal va BsiWI, nho d6 tao ra gen chuyén luc lap pNtaGL-QV ¢6 cAu tric trong
d6 cat-xet biéu hién gen aadA va cat-xet biéu hién gen AR19G-166-QV da duoc lién két
song song trong vung hai gen trnl-trnA. Cat-xet biéu hién pPXTPL trong d6
AR19G-166-RA da dugc chén duoc két hop vao pNtaGLPL theo ciing c4ch thirc, nho d6
tao ra gen chuyén luc lap pNtaGLPL-RA. Fig.12C 14 hinh v& thé hién ciu tric cia cac
vecto chuyén gen luc lap pNtaGL-QV va pNtaGLPL-RA. Trén Fig.12C, “QV” tirc 1a
AR19G-166-QV va “RA” tic 1a AR19G-166-RA.

Qua trinh chuyén gen vao luc lap ctia cy thudc 14 dugc thuc hién theo phuong phap
dugc md ta trong tai liéu: Daniell et al., Methods in Molecular Biology, 2005, Vol. 286, p.
111-138. Cu thé, céc 14 con twoi cia cdy thudc 14 (Nicotiana tabacum cv. SR-1) da dugc
khtr triing va sinh trudng trong moi trueong dia thach MS (mdi truong Murashige and Skoog
(MS) (d6 pH = 5,8) chura 30 g/L sucroza dugc hda rin bang 3g/L goém gellan) dugc cit
thanh cdc méanh ¢6 kich ¢& 0,5cm?, va cic manh 14 da dugc cét duoc dit vao dia Petri & vi
tri trung tdm da chira méi truong RMOP (Svab et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.4., 1990,
Vol. 87, p. 8526-8530) sao cho cac mét truc cua 14 dugc tiép xtic voi méi truong. Sau khi
nudi cdy trong ngay vdi 16 gio chiéu sang va 8 gid trong bong tbi, cac vecto ddi chimg
pNtaQV hodc pNtaRA, va pNtaGL hodc pNtaGLPL dé phan tich so sanh, 1an luogt dugc
chén vao bang sting bin gen (PDS-1000He, zz).

Khoang 100mg cic méanh 14 duoc thu nhan tir cac chdi c6 kha ning chéng chiu

spectinomyxin thu dugce tir ba hodc bdn khir biét hoa va tai sinh 13p lai, va cac ADN duoc
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chiét xudt tir cdc manh 14 nay. Bang cach sir dung khudn 1a ADN nay, phan tng PCR dugc
thyuc hién bing cach sir dung cac doan mdi dugc thiét ké dé khuéch dai ddc hiéu céc trinh ty
chén, nho do chon loc dugce cac ca thé c6 mdi gen dich dugc chén vao vung trnl-trnA cia

b6 gen luc lap cuia cdy thudce 14.

Céc c4 thé duoc kiém chung 14 da chira gen AR19G-166-RA hoic AR19G-166-QV
va céc vecto ddi ching twong tng dugc trdng vao mdi trudng MS chira 500mg/L
spectinomycin dé kich thich ra ré va phét trién than cay. Cac ADN dugc chiét xuét tir thuc
vét da sinh truéng dén chiéu cao khoang 10cm bang Kit DNeasy (do QIAGEN sén Xuét),
va qu4 trinh lai tuong ddng cia gen chén dugc kiém chimg biang phuong phap thim tach
Southern. Trude tién, mdi ADN (1pg) dugc chiét xuat tir 14 ctia cdy thude 14 chuyén gen luc
lap hoic cay thude 14 thé dai (WT (SR-1)) duoc phan cit bing enzym cit gi6i han Bglll.
Cac ADN da phan cit bing enzym BglII dugc phan tich bang phuong phap thidm tach
Southern bang cach st dung mau do c6 trinh tu nucleotit gidng hét trinh tu ctia ving nam
true doan trnl khoang 1kb, va miu do duge phat hién bang phwong phép héa quang bang
cach st dung kit AlkPhos Direct do GE Healthcare san xudt. Theo 1y thuyét, miu do s&
phét hién cc manh ADN c6 chiéu dai khoang 4,5kb d6i vdi cay thude 14 thé dai, cac manh
ADN c¢6 chiéu dai khoang 7,1kb ddi véi cac cdy thudc 14 chuyén gen luc lap pNtaGL-QV
va pNtaGLPL-RA, va cdc manh ADN c6 chiéu dai khoang 6,0kb hodc 5,9kb dbi vai cac
cay thubc 14 chuyén gen luc lap pNtaGL hozc pNtaGLPL. Céc két qua phan tich thdm tach
Southern cia hai dong cy thudc 14 chuyén gen luc lap pNtaGL-QV (QV-2 va QV-17), va
ba dong cdy thudc 14 chuyén gen luc lap pNtaGLPL-RA (RA-6-2-1, RA-6-2-2 va
RA-6-2-3), 1an luot dugc thé hién trén Fig.13A va 13B. Ngoai ra, cic két qua phan tich
thiAm tach Southern cuia cac cay thudc 14 chuyén gen luc lap pNtaGL va pNtaGLPL dugc
thé hién trén Fig.13C. Trong toan b9 céc trudng hgp, chi co6 bang cod chiéu dai 7,1kb, bang
c¢6 chiéu dai 6,0kb hodc bang c6 chiéu dai 5,9kb thu dugc tir gen luc lap tai t5 hop duogc
phét hién, va khong phat hién dugc bang co chiu dai khoang 4,5kb thu dugc tir cdy thubc
14 thé dai, do d6 cac dong nay duogc kiém ching 13 cac cy thude 14 chuyén gen ddng loai,

trong d6 toan b cac luc lap duge tai td hop gen.

Céc cay thubc 14 chuyén gen dong loai dugc sinh truéng tiép, tréng vao chau dét c6
kich c& 18cm khi chung da c6 khoang 7 14, sau d6 chuyén vao nha kinh. Cac ciy thubc 14
chuyén gen luc lap AR19G-166-QV va AR19G-166-RA khong c6 hinh thdi bit thuong
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trong sinh trinh ting trudng tiép theo, va trong qu4 trinh phat trién hat. Phan tich kiéu hinh
cta cac cdy thude 14 thé hé T, cho thiy mic du sinh truéng hoi chdm hon so véi cay thudc
14 thé dai va cdy thubc 14 chuyén gen ddi chting, nhung cac cay thudc 14 chuyén gen
AR19G-166-QV va AR19G-166-RA khong ¢6 hinh thai bt thuong, va lugng sinh khéi
trong giai doan ra hoa tuong duong véi céc cay thudc 14 chuyén gen ddi ching. Fig.14A 14
hinh v& thé hién giai doan ra hoa ciia ciy thudc 14 chuyén gen luc lap AR19G-166-QV (thé
hé Ty) va céy thudc 14 chuyén gen luc lap vecto d6i chimg pNtaGL (thé hé T)), va Fig.14B
14 hinh v& thé hién giai doan ra hoa cta cay thudc 14 chuyén gen luc lap AR19G-166-RA
(thé hé T;) va cay thubc 14 chuyén gen luc lap vecto ddi chimg pNtaGLPL (thé hé T).

2. Qué trinh chiét xuét protein enzym xenlobiohydrolaza tir cdy thudc 14 chuyén gen

luc lap

Qua trinh chiét xut protein enzym xenlobiohydrolaza dugc thuc hién Bﬁng cachs
chon loc mot dong cia mdi cdy thude 14 chuyén gen luc lap AR19G-166-QV va
AR19G-166-RA, sau d6 thuc hién qua trinh chiét xuat tir 3 c4 thé ctia mdi dong theo cach
thirc dué6i day. Ba 14 duoc cét tir ving tdm cua cdy thude 14 chuyén gen luc lap trong giai
doan ra hoa, va 5 dén 10 manh 14 (khoang 100mg) dugc cit tir mdi 14. Cac manh 14 duoc dat
vao éng 14y mau c6 dung tich 2mL chira 3 hat wonfram c6 dudng kinh bang 3mm (do
QIAGEN san xuét), va dng 14y mau nay dugc dit vao nito 10ng va bao quan lanh dong. Céc
manh 14 lanh dong duoc nghién bing may nghién tron MM400 (do Retsch san xuét) & tan
s6 30 Hz trong 90 gidy, va hdn dich duoc didu ché bang cach bd sung dung dich dém axit
axetic 50mM (d6 pH = 5,5) chtra 1% thé tich chét wc ché proteaza (do Sigma san xut) &
luong gp 10 1an khéi lugng cac méanh 14. Sau khi tron k§ hdn dich nay, qué trinh phan tach
ly tdm dugc thuc hién, dé thu dugc dich chiét chira protein enzym hoa tan
(AR19G-166-QV hoic AR19G-166-RA). Trong truong cia AR19G-166-RA, dich chiét
duoc cd dén thé tich bang 1/5 dén 1/10 bang cach str dung mang siéu loc ly tim VIVASPIN
20 (do Sartorius stedim san xudt). Ngoai ra, bang cach sit dung ciing quy trinh, cac dich
chiét protein hoa tan ciing dugc diéu ché tir cay thude 14 chuyén gen vecto pNtaGL hoic

pNtaGLPL duoc sir dung lam cac miu dbi chimg dé phan tich so sanh.

Céc dich chiét protein hoa tan dugc kiém ching bang phan tich dién di trén gel
SDS-PAGE va phan tich thAm tach Western. Qu4 trinh dién di trén gel SDS va thdm tach

Western duge thue hién bing cch st dung gel khong chira thubc nhudém Mini Protean
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TGX (do Bio-Rad san xuét). M&i dich chiét va enzym tinh khiét dugc tron v6i dung dich
Tris-SDS B-ME (do Cosmo Bio Co. Ltd. san xuﬁt) &ty 1€ 1:1, sau d6 gia nhiét ¢ nhiét do
100°C trong 10 phit. AR19G-166-QV (5uL), AR19G-166-RA (10pL) va mau d6i ching,
va enzym tinh khiét (0,2pg) 1an Iuot duge chay dién di. Sau khi chay dién di, cac bang
protein dugc phat hién béng thudc nhuém CBB. Phan tich thAm tach Western dugc thuc

hién theo cing cach thirc néu trong phan 9 ciia vi du 1.

Fig.15A dén Fig.15D thé hién cic két qua phan tich dién di trén gel SDS-PAGE
(Fig.15A) va phan tich thdm tach Western (Fig.15B) ctia cac dich chiét protein hoa tan thu
duoce tir cdy thube 14 chuyén gen luc lap AR19G-166-QV va cay thubc 14 chuyén gen luc
lap pNtaGL, va céc két qua phan tich dién di trén gel SDS-PAGE (Fig.15C) va phén tich
thdm tach Western (Fig.15D) of cé4c dich chiét protein hoa tan thu dugc tir cay thude 14
chuyén gen luc lap AR19G-166-RA va cdy thudc 14 chuyén gen luc lap pNtaGLPL. Trong
mdi Fig.15A dén Fig.15D, 1an 1 1a gen chi thi phan t protein, lan 2 13 protein enzym tinh
khiét, 1an 3 dén 5 1a cdc dich chiét protein hoa tan thu duge tir 3 cay thudc 14 chuyén gen luc
lap AR19G-166-QV hosic AR19G-166-RA, va lan 6 dén 8 1a c4c dich chiét protein hoa tan
thu dugc tir 3 cdy thude 14 chuyén gen luc lap pNtaGL hodc pNtaGLPL.

Cac protein enzym AR19G-166-QV va AR19G-166-RA déu duoc biéu hién trong
luc lap cua cdy thubc 14. Trong phan tich dién di trén gel SDS-PAGE cta céac dich chiét
protein hoa tan cua cay thudc 14 chuyén gen luc lap AR19G-166-QV va AR19G-166-RA,
cac bang dugc phét hién (trén lan 3 dén 5 cua Fig.15A va Fig.15C) & vi tri twong tng véi
protein enzym tinh khiét trong tmg (lan 2 cta Fig.15A va Fig.15C). Trai lai, cac bing
khong dugc phat hién & céc cay thudc 14 chuyén gen dbi chimg chira pNtaGL hoic

pNtaGLPL (lan 6 dén 8 cia Fig.15A va Fig.15C).

Phan tich thAm tach Western dugc thuc hién bang céch st dLjng khang thé khang
polypeptit chira 20 gdc axit amin tir vi tri s6 384 dén 403 ciia AR19G-166, va trong céc
dich chiéf protein hoa tan cua ca ciy thubc 14 chuyén gen luc lap AR19G-166-QV (lan 3
dén 5 ctia Fig.15B) 13n cay thudc 14 chuyén gen luc lap AR19G-166-RA (lan 3 dén 5 cua
Fig.15D), cac bang dugc phat hién & vi tri twong ing véi protein enzym tinh khiét twong
trng (lan 2 cua Fig.15B va Fig.15D). Ngoai ra, § AR19G-166-QV va AR19G-166-RA, cac
bang ciing xuét hién & vi tri trong luong phén t thip hon protein enzym. Pidu nay c6 thé

do tron protein enzym din dén phan giai mot phan protein enzym c6 trong ciy thudc 14,
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hoic protein enzym khong dugc bidu hién hoan toan. Trai lai, & cc cdy thudc 1a di chiing
chuyén gen pNtaGL hoac pNtaGLPL (lan 6 dén 8 ctia Fig.15B va Fig.15D), c4c bang hoan

toan khong dugc phat hién.
3. Mittc d6 phu thudc vao nhiét do cta hoat tinh xenlobiohydrolaza

Mirc d6 phu thudc vao nhiét d6 ciia hoat tinh thiy phan PSA cia AR19G-166-QV
va AR19G-166-RA dugc tao ra bdi cdy thude 14 chuyén gen luc lap duge dénh gia. Trong

phép do nay, dich chiét protein hoa tan thu dugce néu trén dugc st dung.

Hoat tinh thiy phan PSA & mdi nhiét do dugc do béng cach sir dung dich chiét
protein hoa tan thu dugc néu trén, theo cung céch thirc nhu néu trong phéan 10 ctia vi du 1,

va lugng duong khir dugc tao ra bdi qua trinh thity phdn enzym duoc do.

Hoat tinh thuy phan PSA & cac nhiét d§ khac nhau ctia protein AR19G-166-QV va
protein AR19G-166-RA dugc biéu hién trong luc lap cda cay thubc 14 1an luot duge thé
hién trén Fig.16A va Fig.16B. Trén Fig.16A va Fig.16B, hoat tinh enzym & nhiét do nim
trong khoang tir 30°C dén 100°C dugc xac dinh bang lwong dudng khir. Cac két qua cho
thdy AR19G-166-QV va AR19G-166-RA dugc bidu hién trong luc lap ciia cdy thude 14 c6
cung muc do phu thudc vao nhiét do cua hoat tinh thiy phan PSA so v6i AR19G-166-QV
va AR19G-166-RA dugc biéu hién trong E. coli, chting td chitc ning protein dugc biéu
hién binh thudong. Mic du cac két qua hoi khéac biét giita cac cdy, AR19G-166-QV duoc
biéu hién & luc lap cta cay thudc 14 (Fig.16A) ¢6 nhiét do t6i uu (T x,) ndm trong khoang
tir 70°C dén 75°C, va ¢6 d6 6n dinh nhiét gan nhu twong duong v6iAR19G-166-QV dugc
bidu hién trong E. coli. Tuong tu, mic du cac két qua hoi khic biét giita cac cdy, nhung
AR19G-166-RA dugc bidu hién & luc lap cia cdy thude 1a (Fig.16B) ciing ¢6 nhiét do tdi
vt (Tigi ) nam trong khoang tir 75°C dén 80°C, va c¢6 d6 6n dinh nhiét gﬁn nhu tuong
dﬁ:o*ng v6iIAR19G-166-RA dugc biéu hién trong E. coli. Trai lai, cac cay thudc 14 d6i chirng
chuyén gen pNtaGL hoic pNtaGLPL, khdng c6 hoat tinh thiy phan PSA.

Vi du 4

Khi gen tiy y dugc chén vao vét chu 14 sinh vét nhan that nhu nim soi hoic thuc vat,
thi nhiét d4 t6i vu cta protein dugc bidu hién thudng tang tir 5°C dén 10°C. Diéu nay 14 do

cac phéan ng bién d6i sau dich ma d€ b6 sung duodng vao protein, cling dugc goi l1a phan
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ung glycosyl hoa. Céc protein dugc glycosyl hoa tré nén bén nhiét hon. Trén trinh tu axit
amin ctia gen AR19G-166-RA va AR19G-166-QV, ciu tric glycosyl héa lién két N
Asn-Xaa-Ser/Thr c6 & 4 vi tri. Khi gen dugc biéu hién béng véat chu 1a sinh vat nhan that,
thi phan tmg glycosyl hoa c6 thé xuét hién & céc cAu tric nay, nho d6 1am ting do 6n dinh
nhiét. Gen AR19G-166-RA va AR19G-166-QV dugc chen vao cdy mu tac Arabidopsis
thaliana thude ho Cai (Brassicaceae), & kiém ching anh huéng ctia phan tng glycosyl

~ hoa dén do dn dinh nhiét ctia protein enzym dugc ma héa.
1. Quy trinh san xuét cdy mu tac chuyén gen (4rabidopsis thaliant)

PCR duoc thuc hién bang cach st dung cac khuon la gen AR19G-166-RA va
AR19G-166-QV, duoc chén vao vecto biéu hién thuc vat tich tu khong bao pIG121Bar.
Bing cach str dung phuong phap lanh déng va ra dong, vecto biéu hién nay duoc chén vao
Agrobacterium tumefaciens. Cu thé, vecto biéu hién plasmit nay (khodng 1pg) dugc bd
sung vao ching Agrobacterium EHA105 dugce hoa tan trong nudce d4, sau do khudy nhe,
dung dich nay dugc déng lanh ngay 14p tic bang cach st dung nito 1ong. Sau d6, qua trinh
rd dong dugc thuc hién béng cach 1am 4m & nhiét d6 37°C trong 4 phut, 0,5mL moi truong
SOC dugc bd sung vao, va qua trinh nudi céy duoc thuc hién ¢ nhiét 40 28°C trong 1 dén 3
gio. Tiép theo, dich nuoi céy thu duge dugce bd sung vao moi trudng thach LB chtra
50mg/L kanamycin va 10mg/L PPT (phosphinothricin), va nudi cdy & vi tri thing dtng
trong 2 ngay trong ti nudi cdy & nhiét 6 28°C d& thu dugc Agrobacterium chuyén gen. Sau
khi nuéi ciy dung dich Agrobacterium chuyén gen, plasmit dugc chiét xudt va giai trinh tu

bing may giai trinh ty ADN 3730 (do Life Technologies san Xuét).

Tiép teo, cdy Mu tac da duoc gieo trong trong 2 thang & nhiét do 22°C véi 24 gid
chiéu sang va Agrobacterium chuyén gen da dugc nudi cAy bang mdi trudng thach LB chira

50mg/L kanamycin va 10mg/L PPT duogc st dung dé tao ra cAy M tac chuyén gen.

Trude tién, dich nudi ciy Agrobacterium c6 mat dd quang & budc séng 600nm bang
khoang 1 dugc thu nhén va tao hdn dich trong dung dich chira 5% sucroza va 0,05% Silwet.
Sau d6, cdy Mu tac dugce nhiing vao hdn dich Agrobacterium trong vai gidy dé 1ay nhiém
cac cdy con. Sau giai doan truong thanh ctia c4c cdy con, céc cdy con dugc thu thép, va qua
trinh chon loc cdy chuyén gen duoc thuc hién bang cach sit dung moi truong 1/2MS chia

50mg/L kanamycin va 10mg/L PPT, dé thu dugc 6 ciy M tac chuyén gen AR19G-166-RA
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xenlobiohydrolaza, va 4 ciy M tac chuyén gen AR19G-166-QV xenlobiohydrolaza. Hai
cdy Mu tac chuyén gen Arabi RA4 va Arabi QV4 dugc do hoat tinh enzym

xenlobiohydrolaza.

2. Chiét xuét va do hoat tinh ctia protein enzym xenlobiohydrolaza dugc tao ra béi

cdy Mu tac chuyén gen

Qua trinh chiét xuét protein duoc thuc hién bing cach nghién 100 mg 14 tir mdi cay
M tac chuyén gen trong diéu kién nito 16ng bang cbi va chay, sau do bb sung dung dich
dém axit axetics 20mM (d0 pH =5,5) chira ImL dung dich chit (rc ché proteaza 1% thé tich
(do Sigma san xuit-Aldrich), va tron k§. Hon hop thu duge duge chuyén vao 6ng dung tich
2mL va phan tach ly tdm trong 10 phut & toc do 15.000 vong/phut va nhiét do 4°C, va phéan
dich ndi dugc thu gom lam dich chiét enzym thé. Dich chiét enzym thd duogc diéu ché theo
cung cach thirc bang cach sir dung cay Mu tac thé dai duoc sir dung 1am mau d6i ching (16

khéng chuyén gen).

Déi v6i mbi cdy Mu tac chuyén gen Arabi RA4 va Arabi_QV4 va ciy dbi chung
(khong chuyén gen), phan tich thim tach Western dugc thuc hién bang cach st dung dich
chiét enzym tho dé kiém chung biéu hién gen tai td hop xenlobiohydrolaza. Phan tich thdm
tach Western dugc thuc hién theo ciing cach thirc néu trong phan 9 ctia Vi du 1, va céc két
qua duoc thé hién trén Fig.17. Trén Fig.17, 1an 114 gen chi thi phan t protein, 1an 2 12 dich
chiét enzym thé thu dugc tir 14 cia cdy Mu tac chuyén gen AR19G-166-RA (Arabi RA4),
lan 3 1a dich chiét enzym thé thu dwoc tir 14 ctia cdy M tac chuyén gen AR19G-166-QV
(Arabi_QV4), va 1an 4 1a dich chiét enzym thé thu dugc tir 14 cia cdy M tac thé dai (WT).

Dich chiét enzym thd ctia cAdy Ml tac chuyén gen AR19G-166-RA (Arabi RA4) va
cdy Mu tac chuyén gen AR19G-166-QV (Arabi_QV4) c6 cac bing ddm 14n luot co trong
lugng phan t&r 53,9kDa va 52,1kDa. Trong lugng phén t protein enzym cua cdy Mu tac
chuyén gen Arabi RA4 hoi 16n hon trong lugng phéan tir protein enzym clia cdy Mu tac
chuyén gen Arabi_QV4 (lan 2 va 1an 3 ctia Fig.17). Trong lugng phan tt cia protein khi
duogc biéu hién trong E. coli bing 46,7kDa, diéu nay ching té rang trong lwong phén tir clia
protein ma hoa bdi gen AR19G-166-RA va AR19G-166-QV dugc biéu hién bang vat chu
1a cay M tac d4 1an luot tang 7,2kDa va 5,4kDa. Trong luong phan ti clia protein ting la

do phan ung glycosyl héa, va su khéc biét vé trong luong phan tir ctia cAc protein enzym &
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cac cAy Mu tac chuyén gen Arabi RA4 va Arabi QV4 1a do mirc do glycosyl hoa khac
nhau.

3. Mitc d6 phu thudc vao nhiét o ctia hoat tinh xenlobiohydrolaza ctia cdy Mu tac
biéu hién protein AR19G-166

Mitc dd phu thudc vao nhiét do cua hoat tinh thiy phan PSA cua protein enzym
AR19G-166-RA va protein enzym AR19G-166-QV dugc tao ra bd cac cdy Mu tac chuyén
gen néu trén dugce danh gia. Trong phép do nay, dich chiét enzym tho thu duoc & phan 2 néu
trén dugc st dung, va qua trinh danh gid dugc thuc hién theo cung cach thirc néu trong

phén 10 cta vi du 1 d do lugng duong khir dugce tao ra béi qua trinh thily phan enzym.

Hoat tinh thuy phan PSA do dugc (luong duong khir) & céc nhiét do do khéc nhau
dugc thé hién trén Fig.18. Trén Fig.18, hoat tinh xenlobiohydrolaza ctia cdy Mu tac thé dai
(WT) duogc do va v& dd thi dé so sanh.

Dbi v6i protein enzym AR19G-166-RA duge biéu hién bing vét cha 14 cay Mu tac,
nhiét do & d6 hoat tinh enzym manh nhéat 1 bang 100°C, 12 gidi han trén ctia phép do, va gia
dinh ring nhiét do t6i vu bing 100°C hoic cao hon. Mit khac, nhiét d6 téi wu ctia protein
enzym AR19G-166-QV bang 90°C. Theo phuong thirc nay, khi gen AR19G-166 dugc biéu
hién trong hé nhén gen cta cdy Mu tac, thi trong lugng phén tir ting khodng 10%, va nhiét
d6 t&i wu ting tir 15°C dén 30°C. AR19G-166-RA duoc bidu hién bang cay M tac c6 d6 on
dinh nhiét rat cao, va c6 nhiét do tdi wu cao hon nhiét do tdi vu cta xenlobiohydrolaza chiu

nhiét c6 ngudn goc tir nam sgi wa nhiét 30°C hodc cao hon.

Céc két qua nay cho thiy ring bang cach biéu hién trong hé nhan gen ctia thuc vat
hodc sinh vat nhan that nhu ném soi, thi c¢6 thé thu dugc xenlobiohydrolaza chiu nhiét c6
hoat tinh manh ngay & ca nhiét d6 80°C hodc cao hon c6 thé thu dugc. Lignoxenluloza c6
thé duoc thiy phan & nhiét d6 80°C hoidc cao hon biang xenlobiohydrolaza chiu nhiét c6
hoat tinh manh & nhiét 46 nim trong khoang tir 80°C dén 100°C theo sang ché két hop véi
endoglucanaza, xylanaza hodc B-glucosidaza chiu nhiét tuong déng hodc cac enzym tuong

tu.
Vidu5

Xa khudn thudc chi Streptomyces da dugc st dung nhiéu trong cong nghiép dé san
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xuit cac khang sinh va hoat chat sinh hoc hiru ich. Hé théng biéu hién trén quy md 16n cho
cac gen ngoai sinh bang cac xa khudn nay hién dang dugc phat trién, va boc 16 trong Tai
lieu Séng ché 3, 4 va 5, va Tai lidu phi Sang ché 9, 10 va 11. Cu thé, do xa khudn c6 bo gen
v6i ham luong GC cao, nén qua trinh biéu hién ciia gen ¢6 ham lugng GC cao, ma gdp tré
ngai khi biéu hién trong E. coli, c6 thé d& dang duoc thuc hién (Tai liéu phi Séng ché 11),
va mirc d6 biéu hién protein ngoai sinh c6 thé bang 40% dich chiét khong chira té bao xa
khuén (Tai lidu phi Sang ché 9). Qua trinh biéu hién protein & xa khudn da dugc chén gen
AR19G-166-RA 14 thich hop dé san xuit xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo séng ché trén

quy mb 16n va véi chi phi thip.
1. Quy trinh san xuét xa khuan chira gen AR19G-166-RA

Bing céach st dung cic gen AR19G-166-RA dugce tach dong v6i khudn 1a vecto
pET101/D-TOPO (do Life Technologies san xudt), cac gen niy duoc chuyén nap vao vecto
biéu hién xa khudn pHSAS81 (Tai liéu Sang ché 4) bang phuong phép PCR, sau d6 chuyén
nhiém vao ching Streptomyces lividans TK24. Ching Streptomyces lividans TK24 dugc
John Innes Centre cung cép (Norwich Research Park, Norwich, NR4 7UH, UK).

Qué trinh chuyén nhidm néu trén dugc thuc hién bing phuong phép dung hop thé
nguyén sinh biang polyetylen dugc md ta trong tai liéu “Genetic manipulation of
Streptomyces: a laboratory manual”. Sau khi chuyén nhiém, cac dong biéu hién dugc chon
loc bang phuong phap PCR truc tiép tir khuén lac, tiép theo nudi cdy lc trén mdi truong
YEME (chiét xuat ndm men: 0,3%, pepton tinh khiét: 0,5%, chiét xuét dai mach: 0,3%,
glucoza: 1%, sucroza: 34%, MgCl,: 5 mM, glyxin: 0,5%), plasmit téi td hop dugc chiét
xudt, va giai trinh ty bing may giai trinh tw ADN 3730 (do Life Technologies sén Xuét).

2. Qua trinh biéu hién protein AR19G-166-RA & xa khuan

Thé bién nap thu duge duoc cdy chuyén vao méi trudong YEME chua 5 pg/mL
thiostrepton, va nudi cdy lic & nhiét do 28°C trong 5 ngay, sau d6 thu nhan bang phén tach
Iy tam. Sau khi rira xa khudn nay bing dung dich dém Tris-HCI 50mM (d6 pH = 8,0), dung
dich dém Tris-HCI nay duoc bd sung vao véi thé tich bang 1/10 thé tich dich nuéi cdy dé
tao hdn dich xa khudn. Sau d6, quy trinh phan cét trong 30 gidy bing thiét bi BioRuptor
UCD-200T (do Cosmo Bio Co. Ltd. san xuét) va 30 gidy nglmg dugc 13p lai 10 l4n, va sau
d6 ly tAm, phan tich dién di trén gel SDS-PAGE thyc hién béng cach st dung phan dich ndi
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(dich chiét khong chira té bao). Céc két qua dugc thé hién trén Fig.19. Lan 1 trén Fig.19 1a
gen chi thi phan ti protein, lan 2 13 protein tinh khiét AR19G-166-RA (duoc thé hién bang
mii tén) duoc biéu hién trong E. coli, valan 3 l1a dich chiét khong chira té bao cua xa khudn
Streptomyces lividans tai td hop gen AR19G-166-RA. Trén Fig.19, protein dich da dugc
biéu hién manh & trong luong phan tir mong mudn bing 46,7kDa (lan 3 trén Fig.19).

3.Do hoat tinh ctia protein AR19G-166-RA dugc biéu hién béng Xa khuin

Hoat tinh xenlobiohydrolaza dugc do bang cach st dung dich chiét khong chua té
bao xa khudn t4i t5 hop gen AR19G-166-RA. Hoat tinh dugc do bing cach cho hdn hop
chira 50pL mAu dich chiét khong chira té bao va S0pL dung dich dém axit axetic 200mM
(40 pH = 5,5) chtra 1% khéi lugng PSA phén ting ¢ nhiét d6 30 &&n 100°C trong 20 phut.

Dung dich co chat va dung dich enzym dugc giit riéng bi€t & nhiét do phan tng
trong 5 phut, sau do6 tron véi nhau dé hoat héa phan tng. Trong qud trinh phan tmg, toan bd
cac dung dich dugc khudy bang bang méiy khudy nhiét do Eppendorf san xudt (1.400
vong/phit) dé tranh két tia co chit khong tan. Trong toan bd cac phép do, dung dich hon
hop duge diéu ché bang cach cho 50pL dung dich dém axit axetic 200mM (d9 pH = 5,5)
chtra 1% khéi luong PSA phén tng & mdi nhiét do, sau d6 bd sung 50uL mau dich chiét
khong chtra t& bao sau khi dimg phan tmg dugc sir dung lam mau d6i chimg. Sau khi két
thic phan tng, thube thir axit 3,5-dinitrosalixylic (dung dich DNS) dugce b sung vao &
cung thé tich, qué trinh xi 1y nhiét dugc thuc hién & nhiét 4o 100°C trong 5 phut, sau do
]Jam ngudi trong 5 phiit, hdn hop nay dugc ly tdm @& thu dirgc phén dich ndi. D6 hap thu ctia
phén dich ndi & bude séng 540nm duge do bing may quang phd, ham lugng dudng khir
trong phén dich ndi duoc do bang dudong chuén glucoza, va d sai 1éch tir tri sé ctia mau ddi
chimg dugc sir dung dé do lugng dudng khir dugc tao ra bdi qua trinh thily phan enzym.
Mbi phép do duge thuc hién véi ba mau doc 14p, va tri sb trung binh va d¢ léch chuén dugc
xé4c dinh. Cac két qua dugc thé hién trén Fig.20. Trén Fig.20, ba phép do dugc thuc hién

cho mdi diém dix liéu, va tri sb trung binh va d9 léch chuin dugc v& db thi theo nhiét do.

Hoat tinh enzym dé tao ra 1 pmol duong khir trong 1 phut dugc tinh 12 1U, va tri sb
thu dugc bing cach chia hoat tinh nay cho khéi lugng protein enzym dugc tinh 14 hoat tinh
riéng (U/mg), hoat tinh riéng & nhiét ¢ 80°C bang 3,02. Nhu néu trén, xenlobiohydrolaza
AR19G-166-RA cling dugc biéu hién manh va c6 hoat tinh & xa khuén, va xa khuén c6 thé
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dugce st dung lam vat cha chuyén gen theo sang ché.
Vidu6

Trong sb cac xenlulaza, c6 céc enzym khong chi chira ving xtc tac thiy phan
xenluloza, ma con chira doan gén két xenluloza, cling duoc goi la doan gén két
hydratcarbon (CBM — carbohydrate binding module). CBM bén than n6é khong chi ¢6 hoat
tinh phan gidi ma con c6 chirc ning gin két xenluloza. Céc chiic ning da biét cia CBM bao
gdm ting mat d6 ving xtc tdc dic trung cho CBM & cac ving 14n cén co chét bang cach
hép thu co chét khong tan, nho d6 ting tbc d6 phéan giai xenluloza, va phan cét lién két
hydro gifta cac mach xenluloza nho gin két CBM, nh& d6 phan giai cac cdu trtc tinh thé
(Tai lidu phi Sang ché 12 va 13). Ngoai ra, khi CBM dugc loai bo ra khoi CBH phén giai
xenluloza tinh thé, thi mic du hoat tinh phén giai co chat khong tan khong thay ddi, hoat
tinh phan gidi va 4i luc gén két v6i xenluloza tinh thé gizm manh, do d6 CBM 14 ving cén
thiét cho cac enzym phan gii xenluloza tinh thé (Tai liéu phi Sang ché 14). Mt khéc, khi
b sung CBM vao endoglucanaza ma ban dau khong chita CBM, hoat tinh phén giai va 4i

luc gén két véi xenluloza tinh thé ¢6 thé dugc cai thién (Tai liéu phi Séng ché 5).

Dé tiép tyc cai thién hoat tinh phan giai xenluloza ctia xenlobiohydrolaza chiu nhiét
theo sang ché, thi gen chira CBM dugc bd sung vio AR19G-166-RA dugc tong hop, va anh
huéng cia CBM dén hoat tinh phan gidi xenluloza cta protein enzym dugc ma héa dugc

danh gia.
1. Quy trinh san xuét gen AR19G-166-RA duge b6 sung CBM

Trinh ty CBM va trinh tu géc lién két duoc sir dung 1a trinh ty CBM va trinh tu gdc
lién két cua khung doc md mé OJ1-1 duogc thé hién trong ph?m 5cua Vidu 1. Trinh tu géc
lién két cua khung doc md mé OJ1-1 duge bd sung vao diu tin cing C cla gen
AR19G-166-R, b6 sung trinh tw CBM3 ctia khung doc ma mé OJ1-1 vao dau tan cung C.
Trinh tu nucleotit ctia toan bd gen AR19G-166-RA dugc bd sung CBM dugc t8i vu hoa vé
bd bama hda co tAn xuét str dung cao & E. coliva téng hop nhén tao. Trinh ty axit amin ctua
gen CBM3 va gbc lién két dugc bd sung nhu néu trong SEQ ID NO.17 va trinh ty nucleotit
ma hoa né nhu néu trong SEQ ID NO.18, trong khi d6 trinh tir axit amin cua toan bo gen
AR19G-166-RA dugc bd sung CBM dugc tdi wu hoa vé bd ba ma hoa co tdn xuét str dung
cao O E. coli nhu néu trong SEQ ID NO.19.V5. trinh ty nucleotit ma héa né nhu néu trong
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SEQ ID NO.20. 3 nucleotit TAA tir vi tri s6 808 dén vi tri s6 810 ctia SEQ ID NO.18, va 3
nucleotit TAA tir vi tri s6 2092 dén vi tri s6 2094 ciia SEQ ID NO.20 déu 1a cac bo ba ma
hoa két thuc.

Gen dugc tdng hop néu trén duge két hop vao vecto biéu hién pLEAD (do NIPPON
GENE Co., Ltd. san xuat), bién nap vao ching JM109, v giai trinh tu bing méy giai trinh
tur ADN 3730 do Life Technologies san xuat.

2. Qua trinh biéu hién protein AR19G-166-RA dugc bd sung CBM

Sau khi gii trinh tu, san pham tach dong E. coli chira plasmit c6 gen dich dugc chy
chuyén vao 5mL mdi truong LB chita 100mg/L ampicilin, va nuéi cdy lic & nhiét d 37°C
trong 20 gid. Sau khi nudi cdy, E.coli duge thu nhan bang phan tach ly tim, dung dich d&ém
Tris-HC1 50mM (d6 pH = 8) duoc bd sung vao vdi thé tich bang 1/10 thé tich dich nudi cay
8 tao hdn dich vi khuén. Sau do, quy trinh phan ct trong 30 gidy bang thiét bi BioRuptor
UCD-200T (do Cosmo Bio Co. Ltd. san xut) va 30 gidy ngimg duoc I3p lai 10 14n, sau d6
ly tam dé thu duoc phin dich ndi (dich chiét thd E. coli). Mot phan dich chiét tho E. coli
dugce dién di trén gel SDS-PAGE, va protein dich dugc kiém ching la dugc biéu hién &
trong luong phan tr mong mudn. Sau khi kiém chimg biéu hién protein, dich nudi chy E.
coli qua dém & nhiét 46 37°C dugc st dung lam dich nu6i céy so bd, va qua trinh nuoi céy

chinh dugc thuc hién luong méi trudng LB gip 100 1an chita 100mg/L ampicilin.
3. Qua trinh tinh ché protein AR19G-166-RA duoc bd sung CBM

Sau khi nuéi cdy, E. coli dugc thu nhan bang cach ly tim, dung dich dém Tris-HCl
50mM (d6 pH = 8) duoc bd sung vao véi thé tich béng 1/10 thé tich dich nuéi cdy dé tao
hdn dich vi khudn. Sau d6, quy trinh phan ct trong Sphit bang thiét bi Astrason 3000 (do
Misonix, Inc. san xuét) va 5 phut ngung dugc lap lai tir 7 dén 8 1an d@é thu duoc dich chiét
thd E. coli tai td hop gen chira protein dich. Dich chiét thd E.coli tai t6 hop gen dugc loc
qua mang loc (dudng kich 15 loc ¢ = 0,45um, do Millipore san xuét), va dich loc thu dugc

duoc str dung 1am Dich ndi nudi cdy ddng nhit E. coli tai to hop gen.

Dich ndi nudi cdy ddng nhét E. coli tai tb hop gen dwgc nap vao cot trao déi ion
HiTrap Q HP (do GE Healthcare san xut) dugc 1am cén bang v6i dung dich dém Tris-HCI
50mM (d6 pH = 8,0), va bang hé théng sic ky léng ap sudt tir trung binh dén cao AKTA (do
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GE Healthcare san xudt), cac protein dugc phan doan & gradien ndng d6 nim trong khoang
tir 0% dén 50% bang cach sir dung dung dich dém Tris-HC1 50mM (do pH = 8,0) chtra 1M
of NaCl. C4c phan doan c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza dugc trdn véi nhau, sau d6 trao dbi
dung dich va ¢6 v6i dung dich dém axit phosphoric ImM (dd pH = 6,8) bang mang siéu loc
ly tim VIVASPIN 20 (do Sartorius stedim sin xuét), sau d6 nap vao cot hydroapatit
CHT5-1 (do Bio-Rad san xuét) duge 1am can bing vé6i ciing dung dich dém dé phan doan
c4c protein & gradien ndng dd nim trong khoang tir 0% dén 100% bang cach st dung dung
dich dém axit phosphoric 400mM (d6 pH = 6,8). Cic phan doan c6 hoat tinh
xenlobiohydrolaza dugc tron véi nhau, va ¢b bing mang siéu loc ly tim VIVASPIN 20 cho
dén khi thé tich dung dich bing khoang 8 mL. Miu d ¢ dugc bd sung vao cot loc gel
Hiload 26/60 superdex 200 pg (do GE Healthcare san xuét) duge lam cén bang v6i dung
dich dém Tris-HCI 50mM (d6 pH = 8,0) chra 150 mM of NaCl, va dugc phin doan bﬁng
cach bd sung luong cling dung dich dém bing 1 dén 1,5 14n thé tich cot ¢ tbe d6 dong bing
2 dén 3mL/phiit. Cac phan doan c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza dugc tron v6i nhau, sau d6
trao dbi dung dich va ¢6 véi dung dich dém axit phosphoric 50mM (d9 pH = 6) bang mang
siéu loc ly tdm VIVASPIN 20, sau d6 nap vao cot trao dbi ion HiTrap SP HP (do GE
Healthcare san xut) duge 1am can bang voi cing dung dich dém dé phan doan cic protein
& gradien ndng do ndm trong khoang tir 0% dén 50% bing cach st dung dung dich dém
axit phosphoric 50mM (do pH = 6) chita 1M NaCl. Cic phan doan c6 hoat tinh
xenlobiohydrolaza dugce trdn v6i nhau, sau do trao ddi véi dung dich dém Tris-HC] 50mM
(46 pH = 8,0) va cb dé thu ducyé enzym tinh khiét c6 ndng do cubi cing bing khoing
Img/mL.

Dich nbi nuéi cdy dong nhit E. coli tii t6 hop gen va protein tinh khiét
AR19G-166-RA duogc bd sung CBM duge kiém chimg bang phén tich dién di trén gel
SDS-PAGE va phén tich thim tich Western. Chi khac 14 sir dung gel khong chtra thude
nhudm Mini Protean TGX (do Bio-Rad san xuét), phén tich dién di trén gel SDS-PAGE va
phan tich thdm tach Western dugc thuc hién theo cung céch thirc néu trong phﬁn 9caavidu
1, va 10pL dich ndi nudi cAy ddng nhit E. coli tai tb hop gen va 0,5ug enzym tinh khiét 1an
luot dugce chay dién di. Trong phén tich dién di trén gel SDS-PAGE, céc bang protein dugc
phat hién bang thiét bi Gel Doc EZ (do Bio-Rad san xuét).

Fig.21A va Fig.21B thé hién cac két qua phan tich dién di trén gel SDS-PAGE
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(Fig.21A) va phén tich thdm tach Western (Fig.21B) ctia protein enzym thu dugc bang cach
bidu hién protein AR19G-166-RA dugc bd sung CBM trong E. coli. Trén Fig.21A va
Fig.21B, lan 1 1a gen chi thi phéan tir protein, 1an 2 1a dich ndi nu6i cdy déng nhit E. coli téi
t hop gen, lan 3 protein tinh khiét AR19G-166-RA dugc bd sung CBM, va lan 4 1a mau

dién di cta protein enzym xenlobiohydrolaza dugc tinh ché trong phan 9 cia vi du 1.

Protein AR19G-166-RA duoc bd sung CBM dugc biéu hién trong E. coli. Trong
phan tich dién di trén gel SDS-PAGE cua dich nbi nudi cy dong nhit E. coli tai t hop gen,
bang cé trong lugng phén tir khoang 74,5kDa dugc x4c dinh tir trinh ty axit amin (SEQ ID
NO.19) (lan 2 cta Fig.21A). Khi protein nay duoc tinh ché, bing ddm twong tng vé6i bing
néu trén duoc quan sat thiy, va bing md c6 trong lwgng phan ti khoang 60kDa ciing dugc
quan sat thay (1an 3 ciia Fig.21A). Phan tich thidm tach Western duoc thyc hién bang cach
str dung khang thé khang polypeptit chira 20 gbc axit amin tir vi tri s6 384 dén 403 cua
AR19G-166, va trong dich ndi nudi ciy dong nhét E. coli tai td hop gen (lan 2 ctia Fig.21B),
bang protein enzym co trong lugng phan t khoang 74,5kDa dugc phét hién. Ngoai ra,
biang ¢6 trong lugng phén ti khoang 60kDa ciing dugc phét hién, tuy nhién diéu nay co thé
do tron protein enzym dén dén phan giai mot phan protein enzym c6 trong té bao E. coli,
hoac protein enzym khong dugc biéu hién hoan toan. Theo ciing cach thic, trong enzym
tinh khiét (lan 3 ciia Fig.21B), bang protein enzym dim c6 trong lugng phén tir khoang
74,5kDa dugc phat hién va bang md c6 trong luong phan tir khoang 60kDa ciing dugc phat

hién, nhung thanh phan protein chinh dugc kiém chiing 1 protein enzym néu trén.
4. Hoat tinh cua protein AR19G-166-RA dugc bd sung CBM

Mtc d6 phu thude vao nhiét do ctia hoat tinh thity phan PSA va Avicel cua protein
AR19G-166-RA dugc bd sung CBM duoc danh gid. Trong phép do nay, enzym tinh khiét

néu trén (ndng d6 cubi ciing bang khoang 1 mg/inL) dugce st dung.

Hoat tinh thiy phin PSA va Avicel ctia enzym tinh khiét dugc do theo cling cach
thirc nhu néu trong phan 10 ctia vi du 1, chi khac 14 cho hdn hop chira 100uL dung dich
nuée co chat 1% khéi lugng, 50uL dung dich dém axit axetic 200mM (d6 pH = 5,5), 40uL
nude tinh khiét hodc dung dich nuée CaCl, 10mM, va 10pL enzym tinh khiét phan tng
trong 20 phut ¢ nhiét do 50°C, 60°C, 70°C, 75°C, 80°C, 85°C, 90°C hodc 99°C, va lugng
duong khit dugc tao ra béi qué trinh thiy phéan enzym dugc do d& danh gia hoat tinh thuy
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phan (U/mg).

Hoat tinh thiy phin PSA va Avicel cua protein AR19G-166-RA dugc bd sung CBM
& céc nhiét d khéc nhau 1an Iugt duge thé hién trén Fig.22A va Fig.22B. Cac két qua cho
thdy CBM khong anh hudng dén hoat tinh thity phan PSA khi c6 hodc khéng c¢6 ion canxi,
va thuc t& hoat tinh thity phan giam tuong dbi so véi dong protein AR19G-166-RA
(Fig.22A). Tuy nhién, khi c6 mat ion canxit hoat tinh phdn giai Avicel da ting manh & nhiét
d6 nim trong khoang tir 5°C dén 85°C véi su c6 mit cua ion canxi (Fig.22B). Mit khéc,
khi khong c6 ion canxi, thi hoat tinh phan gidiAvicel khong tang & nhiét do 70°C hodc cao

hon. Piéu nay ching to ring ion canxi ¢6 tic dung lam ting 4 6n dinh nhiét cia CBM.

Céc két qua nay cho thiy ring bang cach bd sung CBM vao xenlobiohydrolaza chiu
nhiét theo sang ché, hoat tinh thily phan xenluloza tinh thé c6 thé tang, it nhat véi su c6 mit

clia ien canxi.
Kha nang tng dung cong nghiép

Do ¢6 hoat tinh xenlobiohydrolaza it nhit & diéu kién nhiét do bing 75°C va d pH
bang 5,5, nén xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo séng ché thich hop dé thity phan sinh khéi
chtra xenluloza & nhiét do 75°C hodc cao hon. Do d6, xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo
sang ché, polynucleotit ma hoa enzym nay, vecto biéu hién chira polynucleotit nay, va thé
bién nap chira vecto nay c6 thé dugc tmg dung trong linh vyc sén xuét nang lugng tir sinh

khoi xenluloza.
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YEU CAU BAO HOQ
1. Xenlobiohydrolaza chiu nhiét chira viing xtic tdc xenlobiohydrolaza bao gdm:
(A) polypeptit chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1;

(B) polypeptit chra trinh ty axit amin c6 do tuong ddng nam trong khoang tir 90%
dén nhé hon 100% so véi trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, va c6 hoat tinh

xenlobiohydrolaza it nhit & didu kién nhiét do bang 75°C va do pH bang 5,5;
(C) polypeptit chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3:

(D) polypeptit chira trinh tu axit amin c6 d¢ tuong ddng nam trong khoang tir 90%
dén nhé hon 100% so véi trinh tir axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3, va c6 hoat tinh
xenlobiohydrolaza it nhit & diéu kién nhiét d6 bang 75°C va do pH bing 5,5;

(E) polypeptit chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.5;

(F) polypeptit chtra trinh tu axit amin c6é do tuong dbng nam trong khoang tir 90%
dén nhé hon 100% so véi trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.5, va c6 hoat tinh
xenlobiohydrolaza it nhit & diéu kién nhiét d6 bang 75°C va do pH bang 5,5;

(G) polypeptit chira trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.7; hodc

(H) polypeptit chira trinh ty axit amin c6 do tuong ddng nam trong khoang tir 80%
dén nhd hon 100% so véi trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.7, va ¢6 hoat tinh
xenlobiohydrolaza it nhit & didu kién nhiét d6 bing 75°C va d6 pH bang 5,5.

2. Xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo diém 1, trong d6 enzym nay con chira doan gdn két

xenluloza.
3. Polynucleotit chira mién ma hoa viing xiic tac xenlobiohydrolaza bao gom:

(a) trinh tu nucleotit ma hoa polypeptit chira trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ
ID NO.1;

(b) trinh tu nucleotit ma hoa polypeptit chira trinh tu axit amin c6 do tuong ddng
nam trong khoang tir 90% dén nho hon 100% so véi trinh tir axit amin nhu néu trong SEQ
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ID NO.1, va ¢6 hoat tinh xenlobiohydrolaza it nhit & diéu kién nhiét d9 bang 75°C va @
pH béng 5.5;

(c) trinh ty nucleotit ma héa polypeptit chira trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ
ID NO.3;

(d) trinh tu nucleotit ma hoa polypeptit chira trinh ty axit amin c6 d§ tuong dong
nim trong khoang tir 90% dén nho hon 100% so vc’ﬁ trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ
ID NO.3, va ¢6 hoat tinh xenlobiohydrolaza it nhit & diéu kién nhiét do bang 75°C va @
pH bing 5,5;

(e) trinh tu nucleotit ma hoa polypeptit chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ
D NO.5;

(f) trinh tu nucleotit ma hoéa polypeptit chira trinh tu axit amin c6 40 tuong dong
ndm trong khoang tir 90% dén nho hon 100% so véi trinh tir axit amin nhu néu trong SEQ
ID NO.5, va ¢6 hoat tinh xenlobiohydrolaza it nhat & didu kién nhiét do bang 75°C va do
pH béng 5,5;

(g) trinh tu nucleotit ma hoa polypeptit chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ
ID NO.7;

(h) trinh tu nucleotit ma héa polypeptit chira trinh ty axit amin cé do tuong dong
ndm trong khoang tir 90% dén nho hon 100% so v6i trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ
ID NO.7, va ¢6 hoat tinh xenlobiohydrolaza it nhat & didu kién nhiét d6 bang 75°C va do
pH béng 5,5; hodc

(i) trinh tu nucleotit ¢6 do tuong ddng nim trong khoang tir 90% dén nho hon 100%
$0 Vi trinh tu nucleotit nhur néu trong SEQ ID NO.2, SEQ ID NO.4, SEQ ID NO.6, hoac
SEQ ID NO.8, va ma hoa polypeptit c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza it nhit & diéu kién
nhiét d6 bang 75°C va d6 pH bang 5,5.

4. Polynucleotit theo diém 3, trong d6 polynucleotit ndy con chira mién ma hoa doan gin

két xenluloza.

5. Vecto biéu hién chira polynucleotit theo diém 3 hoic 4, va c6 kha ning biéu hién
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polypeptit c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza it nhat & didu kién nhiét ¢ bang 75°C va do pH

bang 5,5 & té bao vat chu.

6. Thé bién nap chira vecto theo diém 5.

7. Thé bién nap theo diém 6, trong d6 thé bién nap nay 13 vi sinh vit nhan so.
8. Thé bién nap theo diém 6, trong d6 thé bién nap nay 14 vi sinh vét nhan that.
9. Thé bién nap theo diém 6, trong do thé bién nap nay la thyc vat.

10. Phuong phép san xuit xenlobiohydrolaza chiu nhiét bao gdbm budc san sinh
xenlobiohydrolaza chiu nhiét trong thé bién nap theo diém bat ky trong sé cac diém tix 6

déno.

11. Hon hop xenlulaza chira xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo diém 1, xenlobiohydrolaza
chiu nhiét theo didm 2. hodc xenlobiohydrolaza chiu nhiét dugc san xuit bing phwong

phap theo didm 10, va it nhat mot hodc nhiéu loai xenlulaza khac.

12. Hén hop xenlulaza theo diém 11, trong do it nhét mot hodc nhiéu loai xenlulaza khéc

dugc chon tir nhom bao gom hemixenlulaza va endoglucanaza.

13. Phuong phap san xuét san phidm phén giai xenluloza bao gbm budc tao ra san pham
phian giai xenluloza biang cach cho nguyén liéu chira xenluloza tiép xtic véi
xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo diém 1, xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo diém 2, thé
bién nap theo diém bat ky trong sb cac diém tir 6 dén 9, hodc xenlobiohydrolaza chiu nhiét

duoc san xuét bing phuong phép theo diém 10.

14. Phuong phép theo diém 13, trong d6 nguyén liéu chtra xenluloza con dugc cho tiép xtic

voi it nhat mot hodc nhiéu loai xenlulaza khac.

15. Phuong phép theo diém 14, trong do it nhét mét hodc nhiéu loai xenlulaza khac duge

chon tir nhém bao gom hemixenlulaza va endoglucanaza.

16. Phuong phap san xuét polynucleotit ma hoéa xenlobiohydrolaza chiu nhiét bao gdm
bude thyuc hién phan ing PCR bang cach sir dung khudn 1a ADN thu dugc tir sinh vat hodc

san pham phién ma ngugc cia ARN thu dugc tir sinh vat, véi doan moi xudi chira trinh ty
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nucleotit nhu néu trong SEQ ID NO.12 hoic trinh tu nucleotit dugc tao ra béng cach bd
sung mét hodc nhiéu nucleotit vao ddu 5’ ctia trinh tw nucleotit nhu néu trong SEQ ID
NO.12, va doan mdi nguoc chia trinh ty nucleotit nhu néu trong SEQ ID NO.13 hodc trinh
tu nucleotit dugc tao ra bing cach bd sung mot hoidc nhiéu nucleotit vao dau 5° ctia trinh tur
nucleotit nhu néu trong SEQ ID NO.13, va thu nhan san phim khuéch dai 12 polynucleotit

chira trinh tu nucleotit ma hda xenlobiohydrolaza chiu nhiét.

17. Cip doan mdi bao gém doan mdi xubi chira trinh tu nucleotit nhu néu trong SEQ ID
NO.12, hodc trinh tu nucleotit dugc tao ra bang cach bd sung mot hodc nhiéu nucleotit vao
dAu 5’ cia trinh tu nucleotit nhur néu trong SEQ ID NO.12 va doan moi ngugc chira trinh tu
nucleotit nhu néu trong SEQ ID NO.13, hodc trinh tu nucleotit dugc tao ra béng cach bd
sung mot hodc nhiéu nucleotit vao dau 5° cua trinh tu nucleotit nhu néu trong SEQ ID

NO.13.
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<120> XENLOBIOHYPROLAZA CHIU NHIET, POLYNUCLEOTIT MA HOA ENZYM NAY, PHUONG PHAP SAN XUAT POLYNUCLEOTIT
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<130> H112165802

<160> 20

<170> PatentIn version 3.5
<210> 1

<211> 427

<212> PRT

<213> Trinh tu chua biét
<220> Trinh tu axit amin AR19G-166-RA
<223> AR19G-166-RA
<400> 1
Leu Asp Asn Pro Phe Ile Gly Ala Ile Gly Tyr Val Asn Pro Asp Trp
1 5 10 15
Ala Thr Asn Val Ile Ser Gln Ala Asn Gln Thr Ala Asp Pro Thr Leu
20 25 30
Ala Ala Gln Met Arg Lys Val Ala Thr Tyr Ser Thr Ala Val Trp Leu
35 40 45
Asp Arg Ile Ala Ala Ile Thr Ala Gly Arg Gly Leu Arg Gly His Leu
50 55 60
Asp Glu Ala Leu Arg Gln Met Gln Gln Ala Gly Gln Pro Val Val Ile
65 70 75 80
Thr Leu Val Ile Tyr Asp Leu Pro Asn Arg Asp Cys Ser Ala Ala Ala
85 90 95
Ser Asn Gly Glu Leu Leu Val Ala Gln Asn Gly Leu Ala Arg Tyr Lys
100 105 110
Ala Glu Phe Ile Asp Pro Ile Val Ala Ile Leu Ser Asp Pro Arg Tyr
115 120 125
Ala Gly Leu Arg Ile Val Thr Ile Ile Glu Pro Asp Ser Leu Pro Asn
130 135 140
Leu Val Thr Asn Leu Ser Ile Pro Ala Cys Ala Glu Ala Gln Asn Ala
145 150 155 160
Tyr Ile Glu Gly Ile Arg Tyr Ala Val Asn Arg Leu Arg Thr Ile Pro
165 170 175
Asn Val Tyr Ile Tyr Leu Asp Ile Ala His Ser Gly Trp Leu Gly Trp
180 185 190
Asp Asn Asn Phe Asn Gly Ala Val Asn Leu Tyr Thr Gln Val Val Gln
195 200 205
Gly Met Asp Gln Gly Phe Asn Ser Ile Asp Gly Phe Ile Thr Asn Val
210 215 220
Ala Asn Tyr Thr Pro Leu Glu Glu Pro Tyr Leu Pro Asp Pro Asn Leu
225 230 235 240
Thr Ile Ala Gly Gln Pro Val Arg Ser Ala Ser Phe Tyr Glu Trp Asn
245 250 255
Pro Tyr Phe Asp Glu Leu Asp Tyr Ala Leu Ala Leu Arg Asn Ala Phe
260 265 270
Ile Gly Arg Gly Phe Pro Ser Thr Ile Gly Met Leu Ile Asp Thr Ser
275 280 285
Arg Asn Gly Trp Gly Gly Cys Ser Tyr Gly Arg Cys Arg Pro Thr Gly
290 295 300
Pro Ser Ser Asp Thr Ser Ser Val Asn Ala Tyr Val Asp Gly Ser Arg
305 310 315 320
Val Asp Arg Arg Tyr His Arg Gly Asn Trp Cys Asn Gln Ala Gly Gly
325 330 335
Ile Gly Glu Arg Pro Gln Ala Ala Pro Arg Ser Gly Ile Asp Ala Tyr
340 345 350
Val Trp Val Lys Pro Pro Gly Glu Ser Asp Gly Val Ser Gln Pro Gly
355 360 365
Ile Val Asp Pro Asp Asp Pro Asn Lys Lys Phe Asp Pro Met Cys Asp
370 375 380
Pro Asn Gly Gln Ser Arg Tyr Asn Ser Ala Tyr Pro Thr Gly Ala Leu
385 390 395 400
Pro Asn Ala Pro His Ala Gly Arg Trp Phe Pro Gln Gln Phe Glu Ile
405 410 415
Leu Val Arg Asn Ala Tyr Pro Pro Ile Gln Pro
420 425
<210> 2
<211> 1284
<212> ADN
<213> Trinh tu chua biét
<220> Trinh tu nucleotit AR19G-166-RA
<223> BAR19G-166-RA )
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<400> 2
ttggacaatc
atcagccaag
acctactcca
cgcgggcatt
acccttgtga
ttactggtcg
gccattctct
tccttaccca
tatatcgaag
tatctggata
aatctctaca
atcaccaacg
accatcgctg
gagctggatt
attgggatgc
aggcccacgg
gtagaccgac
cctcaggccg
tcecgatgggg
cctatgtgtg
cccaacgcgc
gcctatecege
<210> 3
<211> 427
<212> PRT
<213>
<220>
<223> AR19
<400> 3
Leu Asp
1
Ala

Asn
Thr

Ala Ala Gln

Asp Arg Ile

50
Glu

Asp Ala

65
Thr

Leu Val

Ser Asn Gly

Ala Glu Phe
115
Ala Gly Leu
130
Val

Leu Thr

145
Tyr

Ile Glu

Asn Val Tyr
Asn
195

Asp

Asp Asn

Gly Met
210
Ala Asn
225
Thr

Tyr

Ile Ala

Pro Tyr Phe

Ile Gly Arg
275
Asn Gly
290

Ser

Arg
Pro Ser
305
Val

Asp Arg

Ile Gly Glu

Val val
355
Asp

Trp
Ile Vval
370
Asn

Pro Gly

cattcatcgg
cgaaccaaac
cagctgtctg
tggatgaagc
tctatgatct
cccagaatgg
cagatccccg
acctggtcac
ggatccgcta
tcgcccactce
cccaagttgt
ttgccaacta
ggcaacccgt
acgctctggce
tcatcgatac
gtcccagttc
gctatcatcg
caccgcggtce
tcagccaacc
atcccaacgg
cccacgctgg
cgatccaacc

G-166-QV

Pro Phe
Val

20
Met

Ile
Arg

Ala Ala

Leu Arg

Ile Tyr

85
Glu Leu
100
Ile Asp

Arg Ile

Asn Leu

Ile
Ser
Lys
Ile
Gln

70
Asp
Leu
Pro

Val

Ser

agccatcgga
ggctgatcca
gttggatcgt
actacgccaa
gccaaatcga
actggccecge
atatgccggg
gaacctcagc
tgcggtgaac
aggctggttg
gcaaggaatg
taccccectce
tcgetctgece
tctgcgcaac
cagccgaaac
agataccagc
gggcaactgg
cggtatcgac
cgggatcgtc
acagagccgg
gcggtggtte
ctaa

Trinh tu chua biét
Trinh ty axit amin AR19G-166-QV

Gly Ala

Gln Ala

Val Ala
40
Thr Ala
55
Met Gln

Leu Pro

Val Ala

Ile val
120
Thr Ile
135

Ile Pro

150

Ile
165
Tyr

Gly

Ile
180
Phe Asn

Gln Gly

Thr Pro

Arg
Leu
Gly
Phe

Leu

Tyr Ala

Asp Ile

Ala Val
200
Asn Ser
215

Glu Glu

230

Gln
245
Glu

Gly

Asp
260
Gly Phe

Trp Gly

Asp Thr

Pro
Leu
Pro
Gly

Ser

Val Arg

Asp Tyr
Thr
280
Ser

Ser

Cys
295

Ser Val

310

Arg Tyr
325
Arg Pro
340
Lys Pro

Pro Asp

Gln Ser

His
Gln
Pro
Asp

Arg

Arg Gly

Ala Ala

Glu
360
Asn

Gly

Pro
375

Tyr Asn

26841

tacgtgaatc
accttggcgg
atcgccgceca
atgcagcaag
gattgctctg
tacaaagcgg
ctacgcatcg
atcccggceat
cggctgcgga
ggctgggata
gatcaagggt
gaagaaccct
agcttctacg
gcttttatcg
gggtggggcyg
agcgtgaatg
tgtaaccagg
gcctacgtgt
gatcccgacg
tataactccg
ccgcagcagt

Ile Gly
10

Gln

Tyr
Asn Thr
25
Thr

Tyr Ser

Gly Arg Gly

Gln Ala Gly
75
Asn Arg Asp
90
Gln Asn

105

Ala

Gly

Ile Leu

Ile Glu Pro

Ala Ala
155

Arg

Cys
Val Asn
170
Ala His Ser
185
Asn

Leu Tyr

Ile Asp Gly
Leu
235

Ser

Pro Tyr
Ala
250
Leu

Ser

Ala
265
Ile

Ala

Gly Met

Tyr Gly Gln

Asn Ala Tyr

315

Asn Trp Cys

330

Pro Arg Ser

345

Ser Asp Gly

Lys Lys Phe

Ser Ala Tyr

cggactgggc
ctcaaatgcg
tcaccgctgg
ctggccagcc
ctgctgcctc
agttcatcga
tcaccatcat
gcgcagaagc
caattcccaa
ataactttaa
ttaacagtat
atttgcccga
aatggaaccc
gacgaggctt
gatgcagcta
cctacgtgga
cgggtgggat
gggtgaaacc
atcccaacaa
catacccaac
tcgaaatcct

Val Asn Pro

Ala Asp Pro

Thr Ala
45
Arg

Val

Leu
60
Gln

Gly

Pro Val

Cys Ser Ala

Leu Ala Arg

110

Ser Asp Pro
125

Asp Ser Leu

140

Glu

Ala Gln

Leu Arg Thr
Leu
190

Val

Gly Trp

Thr Gln
205
Phe Ile
220

Pro

Thr

Asp Pro

Phe Tyr Glu
Asn
270

Asp

Leu Arg
Ile
285
Arg

Leu

Cys Pro

300

Val Asp Gly

Asn Gln Ala

Gly Ile Asp

350
Gln

Val Ser

365
Asp Pro Met
380
Pro

Thr Gly
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aaccaatgtg
taaggtggcc
ccgcggattg
ggttgtgatc
caatggcgaa
tcccatcgta
cgaaccggac
tcagaatgca
cgtctacatc
tggggcagta
cgatggattc
tcccaacctg
ctactttgat
ccccagcacce
tgggcgatge
cggctcgcga
cggcgagcgce
acctggggag
gaagttcgat
tggggctctg
ggtgcggaac

Asp
15
Thr

Trp
Leu

Trp Leu

His Leu

Val Ile
80
Ala Ala
95
Tyr Lys

Arg Tyr

Pro Asn

Ala
160
Pro

Asn

Ile
175
Gly Trp

Val Gln

Asn Val

Leu
240
Asn

Asn

Trp
255
Ala Phe

Thr Ser

Thr Gly

Ser Arg
320
Gly Gly
335
Val Tyr

Pro Gly

Cys Asp

Ala Leu

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900

960 -

1020
1080
1140
1200
1260
1284



385

390
Pro Asn Ala Pro His Ala Gly Arg Trp Phe Pro Gln Gln Phe Glu Ile

405
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395

410

Leu Val Arg Asn Ala Tyr Pro Pro Ile Gln Pro

<210> 4
<211> 1284
<212> ADN
<213>
<220>
<223> AR19
<400> 4
ttggacaatc
atcagccaag
acctactcca
cgcgggcatt
acccttgtga
ttactggtcg
gccattctct
tccttaccca
tatatcgaag
tatctggata
aatctctaca
atcaccaacg
accatcgcectg
gagctggatt
attgggatgc
aggcccacgg
gtagaccgac
cctcaggccg
tccgatgggg
cctatgtgtg
cccaacgcgce
gcctatccge
<210> 5
<211> 427
<212> PRT
<213>
<220>
<223> AR19
<400> 5
Leu Asp
1
Ala

Asn

Thr Asn

Ala Ala Gln

35

Asp Arg Ile

50

Asp Glu Ala
65
Thr

Leu Val

Ser Asn Gly

Ala Glu Phe
115
Ala Gly Leu
130
val

Leu Thr

145
Tyr

Ile Glu

Asn Val Tyr
Asn
195

Asp

Asp Asn
Met
210
Asn

Gly

Ala
225
Thr

Tyr

Ile Ala

Pro Tyr Phe

Ile Gly Arg
275
Asn Gly

290

Arg

420

G-166-QV

cattcatcgg
cgaaccaaac
cagctgtctg
tggatgaagc
tctatgatct
cccagaatgg
cagatccccg
acctggtcac
ggatccgcta
tcgcccactce
cccaagttgt
ttgccaacta
ggcaacccgt
acgctctggce
tcatcgatac
gtcccagttce
gctatcatcg
caccgcggte
tcagccaacc
atcccaacgg
cccacgctgg
cgatccaacc

G-166-RW

Phe
5
Ile

Pro

Val
20
Met Arg

Ala Ala

Leu Arg
Ile Tyr

85
Glu Leu
100
Ile Asp

Arg Ile

Asn Leu
Ile
165
Tyr

Gly

Ile
180
Phe Asn

Gln Gly

Thr Pro

Ile
Ser
Lys
Ile
Gln

70
Asp
Leu
Pro
Val
Ser
150
Arg
Leu
Gly

Phe

Leu

Trinh tu chua biét
Trinh ty nucleotit AR19G-166-QV

agccatcgga
ggctgatcca
gttggatcgt
actacgccaa
gccaaatcga
actggcccge
atatgccggg
gaacctcagc
tgcggtgaac
aggctggttg
gcaaggaatg
tacccccectce
tcgctctgece
tctgcgcaac
cagccgaaac
agataccagc
gggcaactgg
cggtatcgac
cgggatcgtc
acagagccgg
gcggtggtte
ctaa

Trinh tu chua biét
Trinh ty axit amin AR139G-166-RW

Gly Ala

Gln Ala

Val Ala
40
Thr Ala
55
Met Gln

Leu Pro

Val Ala

Ile Val
120
Thr Ile
135
Ile Pro

Tyr Ala

Asp Ile

Ala Val
200
Asn Ser
215

Glu Glu

230

Gln
245
Glu

Gly

Asp
260
Gly Phe

Trp Gly

Pro
Leu
Pro

Gly

Val Arg

Asp Tyr
Thr
280
Ser

Ser

Cys
295

Ile
Asn
Thr
Gly
Gln
Asn
Gln
105
Ala
Ile
Ala
val
Ala
185
Asn
Ile
Pro
Ser
Ala
265

Ile

Tyr

425

tacgtgaatc
accttggcgg
atcgccgceca
atgcagcaag
gattgctctg
tacaaagcgg
ctacgcatcg
atcccggecat
cggctgcgga
ggctgggata
gatcaagggt
gaagaaccct
agcttctacg
gcttttatcg
gggtggggcg
agcgtgaatg
tgtaaccagg
gtctacgtgt
gatcccgacg
tataactccg
ccgcagcagt

Gly
10
Gln

Tyr

Thr
25
Tyr Ser

Arg Gly

Ala Gly
75
Arg Asp
90
Asn Gly

Ile Leu

Glu Pro

Ala
155
Arg

Cys

Asn
170
His Ser

Leu Tyr

Asp Gly
Leu
235
Ser

Tyr

Ala
250
Leu Ala

Gly Met

Gly Arg

cggactgggc
ctcaaatgcg
tcaccgctgg
ctggccagcc
ctgctgcectce
agttcatcga
tcaccatcat
gcgcagaagc
caattcccaa
ataactttaa
ttaacagtat
atttgcccga
aatggaaccc
gacgaggctt
gatgcagcta
cctacgtgga
cgggtgggat
gggtgaaacc
atcccaacaa
catacccaac
tcgaaatcct

Val Asn Pro

Ala Pro
30
Val

Asp

Thr Ala

45

Leu Arg Gly

Gln Pro Val

Cys Ser Ala

Leu Ala Arg
110

Ser Asp Pro

125
Asp Ser Leu
140
Glu

Ala Gln

Leu Arg Thr
Leu
190

val

Gly Trp

Thr Gln
205
Phe Ile
220

Pro

Thr

Asp Pro

Phe Tyr Glu
Asn
270

Asp

Leu Arg
Ile
285
Arg

Leu

Cys Pro

300

-85-

400

415

aaccaatgtg
taaggtggcc
ccgcggattg
ggttgtgatc
caatggcgaa
tcccatcgta
cgaaccggac
tcagaatgca
cgtctacatc
tggggcagta
cgatggattc
tcccaacctg
ctactttgat
ccccagcacc
tgggcaatgc
cggctcgcga
cggcgagcgce
acctggggag
gaagttcgat
tggggctctg
ggtgcggaac

Asp Trp
15
Thr Leu

Trp Leu

His Leu

vVal Ile
80
Ala Ala

Tyr Lys

Arg Tyr

Pro Asn

Ala
160
Pro

Asn

Ile
175
Gly Trp

Val Gln

Asn Val

Leu
240
Asn

Asn

Trp
255
Ala Phe

Thr Ser

Thr Gly

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1284
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Pro Ser Ser Asp Thr Ser Ser Val Asn Ala Tyr
305 310 315
Val Asp Arg Arg Tyr His Arg Gly Asn Trp Cys
325 330
Ile Gly Glu Arg Pro Gln Ala Ala Pro Arg Ser
340 345
Val Trp Val Lys Pro Pro Gly Glu Ser Asp Gly
355 ' 360
Ile Val Asp Pro Asp Asp Pro Asn Lys Lys Phe
370 375
Pro Asn Gly Gln Ser Arg Tyr Asn Ser Ala Tyr
385 390 395
Pro Asn Ala Pro His Ala Gly Arg Trp Phe Pro
405 410
Leu Val Arg Asn Ala Tyr Pro Pro Ile Gln Pro
420 425
<210> 6
<211> 1284
<212> ADN
<213> Trinh tu chua biét
<220> Trinh tu nucleotit AR19G-166-RW
<223> AR19G-166-RW
<4950> 6
ttggacaatc cattcatcgg agccatcgga tacgtgaatc
atcagccaag cgaaccaaac ggctgatcca accttggcgg
acctactcca cagctgtctg gttggatcgt atcgccgecca
cgcgggcatt tggatgaagc actacgccaa atgcagcaag
acccttgtga tctatgatct gccaaatcga gattgctctg
ttactggtcg cccagaatgg actggcccgc tacaaagcgg
gccattctct cagatccccg atatgccggg ctacgcatcg
tccttaccca acctggtcac gaacctcagc atcccggeat
tatatcgaag ggatccgcta tgcggtgaac cggctgcgga
tatctggata tcgcccactc aggctggttg ggctgggata
aatctctaca cccaagttgt gcaaggaatg gatcaagggt
atcaccaacg ttgccaacta tacccccctc gaagaaccct
accatcgctg ggcaacccgt tcgctctgcc agcttctacg
gagctggatt acgctctggc tctgcgcaac gcttttatcg
attgggatgc tcatcgatac cagccgaaac gggtggggcg
aggcccacgg gtcccagttc agataccagc agcgtgaatg
gtagaccgac gctatcatcg gggcaactgg tgtaaccagg
cctcaggccg caccgcggtc cggtatcgac tggtacgtgt
tccgatgggg tcagccaacc cgggatcgtc gatcccgacg
cctatgtgtg atcccaacgg acagagccgg tataactccg
cccaacgcgc cccacgctgg gcggtggttc ccgcagcagt
gcctatccge cgatccaacc ctaa
<210> 7
<211> 427
<212> PRT
<213> Trinh tu chua biét
<220> Trinh ty axit amin AR19G-166-QW
<223> AR19G-166-QW
<400> 7
Leu Asp Asn Pro Phe Ile Gly Ala Ile Gly Tyr
1 5 10
Ala Thr Asn Val Ile Ser Gln Ala Asn Gln Thr
20 25
Ala Ala Gln Met Arg Lys Val Ala Thr Tyr Ser
35 40
Asp Arg Ile Ala Ala Ile Thr Ala Gly Arg Gly
50 55
Asp Glu Ala Leu Arg Gln Met Gln Gln Ala Gly
65 70 75
Thr Leu Val Ile Tyr Asp Leu Pro Asn Arg Asp
85 90
Ser Asn Gly Glu Leu Leu Val Ala Gln Asn Gly
100 105
Ala Glu Phe Ile Asp Pro Ile Val Ala Ile Leu
115 120
Ala Gly Leu Arg Ile Val Thr Ile Ile Glu Pro
130 135
Leu Val Thr Asn Leu Ser Ile Pro Ala Cys Ala
145 150 155
Tyr Ile Glu Gly Ile Arg Tyr Ala Val Asn Arg
165 170
Asn Val Tyr Ile Tyr Leu Asp Ile Ala His Ser
180 185
Asp Asn Asn Phe Asn Gly Ala Val Asn Leu Tyr
195 200

Val Asp Gly

Asn Gln Ala

Gly Ile Asp

350

Val Ser Gln
365

Asp Pro Met

380

Pro

Thr Gly

Gln Gln Phe

cggactgggc
ctcaaatgcg
tcaccgectgg
ctggccagcece
ctgctgectc
agttcatcga
tcaccatcat
gcgcagaagce
caattcccaa
ataactttaa
ttaacagtat
atttgcccga
aatggaaccc
gacgaggctt
gatgcagcta
cctacgtgga
cgggtgggat
gggtgaaacc
atcccaacaa
catacccaac
tcgaaatcct

Val Asn Pro
Pro
30

Val

Ala Asp

Thr Ala

45

Leu Arg Gly

Gln Pro Val

Cys Ser Ala

Leu Ala Arg

110
Pro

Ser Asp

125
Asp Ser Leu
140
Glu

Ala Gln

Leu Arg Thr
Leu
190

Val

Gly Trp

Gin
205

Thr

-86-

Ser Arg
320
Gly Gly
335
Trp Tyr

Pro Gly

Cys Asp

Ala Leu
400
Glu Ile

415

aaccaatgtg
taaggtggcc
ccgcggattg
ggttgtgatc
caatggcgaa
tcccatcgta
cgaaccggac
tcagaatgca
cgtctacatc
tggggcagta
cgatggattc
tcccaacctg
ctactttgat
ccccagcacc
tgggcgatge
cggctcgcga
cggcgagcgce
acctggggag
gaagttcgat
tggggctctg
ggtgcggaac

Asp Trp
15
Thr Leu

Trp Leu

His Leu
Ile
80
Ala

Val

Ala
95
Tyr Lys

Arg Tyr

Pro Asn

Ala
160
Pro

Asn

Ile
175
Gly Trp

Val Gln

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1284



26841

Gly Met Asp Gln Gly Phe Asn Ser Ile Asp Gly Phe Ile Thr Asn Val
210 215 220
Ala Asn Tyr Thr Pro Leu Glu Glu Pro Tyr Leu Pro Asp Pro Asn Leu
225 230 235 240
Thr Ile Ala Gly Gln Pro Val Arg Ser Ala Ser Phe Tyr Glu Trp Asn
245 250 255
Pro Tyr Phe Asp Glu Leu Asp Tyr Ala Leu Ala Leu Arg Asn Ala Phe
260 265 270
Ile Gly Arg Gly Phe Pro Ser Thr Ile Gly Met Leu Ile Asp Thr Ser
275 280 285
Arg Asn Gly Trp Gly Gly Cys Ser Tyr Gly Gln Cys Arg Pro Thr Gly
290 295 300
Pro Ser Ser Asp Thr Ser Ser Val Asn Ala Tyr Val Asp Gly Ser Arg
305 310 315 320
Val Asp Arg Arg Tyr His Arg Gly Asn Trp Cys Asn Gln Ala Gly Gly
325 330 335
Ile Gly Glu Arg Pro Gln Ala Ala Pro Arg Ser Gly Ile Asp Trp Tyr
340 345 350
Val Trp Val Lys Pro Pro Gly Glu Ser Asp Gly Val Ser Gln Pro Gly
355 360 365
Ile Val Asp Pro Asp Asp Pro Asn Lys Lys Phe Asp Pro Met Cys Asp
370 375 380
Pro Asn Gly Gln Ser Arg Tyr Asn Ser Ala Tyr Pro Thr Gly Ala Leu
385 390 395 400
Pro Asn Ala Pro His Ala Gly Arg Trp Phe Pro Gln Gln Phe Glu Ile
405 410 415
Leu Val Arg Asn Ala Tyr Pro Pro Ile Gln Pro
420 425
<210> 8
<211> 1284
<212> ADN
<213> Trinh tu chua biét
<220> Trinh tu nucleotit AR19G-166-QW
<223> AR19G-166-QW
<400> 8
ttggacaatc cattcatcgg agccatcgga tacgtgaatc cggactgggc aaccaatgtg
atcagccaag cgaaccaaac ggctgatcca accttggcgg ctcaaatgcg taaggtggcec
acctactcca cagctgtctg gttggatcgt atcgccgcca tcaccgctgg ccgcggattg
cgcgggcatt tggatgaagc actacgccaa atgcagcaag ctggccagcc ggttgtgatc
acccttgtga tctatgatct gccaaatcga gattgctctg ctgctgecctc caatggcgaa
ttactggtcg cccagaatgg actggcccge tacaaagcgg agttcatcga tcccatcgta
gccattctct cagatccccg atatgccggg ctacgcatcg tcaccatcat cgaaccggac
tccttaccca acctggtcac gaacctcagc atcccggcat gcgcagaagc tcagaatgca
tatatcgaag ggatccgcta tgcggtgaac cggctgcgga caattcccaa cgtctacatc
tatctggata tcgcccactc aggctggttg ggctgggata ataactttaa tggggcagta
aatctctaca cccaagttgt gcaaggaatg gatcaagggt ttaacagtat cgatggattc
atcaccaacg ttgccaacta tacccccctc gaagaaccct atttgcccga tcccaacctg
accatcgctg ggcaacccgt tcgctctgec agcttctacg aatggaaccc ctactttgat
gagctggatt acgctctggc tctgcgcaac gcttttatcg gacgaggctt ccccagcacc
attgggatgc tcatcgatac cagccgaaac gggtggggcg gatgcagcta tgggcaatgc
aggcccacgg gtcccagttc agataccagc agcgtgaatg cctacgtgga cggctcgcga
gtagaccgac gctatcatcg gggcaactgg tgtaaccagg cgggtgggat cggcgagcgce
cctcaggccg caccgcggtce cggtatcgac tggtacgtgt gggtgaaacc acctggggag
tccgatgggg tcagccaacc cgggatcgtc gatcccgacg atcccaacaa gaagttcgat
cctatgtgtg atcccaacgg acagagccgg tataactccg catacccaac tggggctctg
cccaacgcgce cccacgctgg gecggtggttc ccgcagcagt tcgaaatcct ggtgcggaac
gcctatccge cgatccaacc ctaa
<210> 9
<211> 474
<212> PRT
<213> Trinh tu chua biét
<220> Trinh tu axit amin md héa bdi khung doc md& md AR1SG-166
<223> Trinh ty axit amin md hdéa bdi khung doc md md AR19G-166
<400> 9
Pro Thr Arg Thr Pro Thr Pro Ala Ala Pro Thr Ala Thr Pro Thr Pro
1 5 10 15
Val Ala Pro Thr Ala Thr Pro Thr Arg Thr Pro Thr Pro Thr Leu Thr
20 25 30
Ser Thr Pro Gly Pro Thr Pro Thr Pro Pro Pro Ser Gly Thr His Leu
35 40 45
Asp Asn Pro Phe Ile Gly Ala Ile Gly Tyr Val Asn Pro Asp Trp Ala
50 55 60
Thr Asn Val Ile Ser Gln Ala Asn Gln Thr Ala Asp Pro Thr Leu Ala
65 70 75 80
Ala Gln Met Arg Lys Val Ala Thr Tyr Ser Thr Ala Val Trp Leu Asp
85 90 95
Arg Ile Ala Ala Ile Thr Ala Gly Arg Gly Leu Arg Gly His Leu Asp
100 105 110
Glu Ala Leu Arg Gln Met Gln Gln Ala Gly Gln Pro Val Val Ile Thr

-87-

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1284



Leu
Asn
145
Glu
Gly
Val
Ile
val
225
Asn
Met
Asn

Ile

Tyr
305

Gly

Ser
Asp
Gly
385
Trp
Val
Asn

Asn

Val
465

Val
130
Gly
Phe
Leu
Thr
Glu
210
Tyr
Asn
Asp
Tyr
Ala
290
Phe
Arg
Gly
Ser
Arg
370

Glu

val

Arg

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Thr
1
Thr
Pro
Asn
Gly
65
val
Gly
val
Gly
Tyr
145
Leu
Thr

Tyr

Asn

Ala
Pro
Gly
Pro

50
Thr
Trp
His
Ile
Glu
130
Ile
Arg
Asn

Val

Val

115
Ile

Glu
Ile
Arg
Asn
195
Gly
Ile
Phe
Gln
Thr
275
Gly
Asp
Gly
Trp
Asp
355
Arg
Arg
Lys
Pro
Gln
435
Pro
Asn
10

459
PRT

Tyr
Leu
Asp
Ile
180
Leu
Ile
Tyr
Asn
Gly
260
Pro
Gln
Glu
Phe
Gly
340
Thr
Tyr
Pro
Pro
Asp
420
Ser
His

Ala

Trinh tu
Trinh tu
Trinh tu

10
Thr

Thr
val

35
Asp
Leu
Leu
Leu
Tyr
115
Leu
Asp
Ile
Leu
Glu

195
Tyr

Pro
Arg

20
His
Trp
Gly
Asp
Asn
100
Asp
Leu
Val
Val
Ser
180
Gly

Ile

Asp
Leu
Pro
165
Val
Ser
Arg
Leu
Gly
245
Phe
Leu
Pro
Leu
Pro
325
Gly

Ser

His

Pro
405
Asp
Arg
Ala

Tyr

Leu
Val
150
Ile
Thr
Ile
Tyr
Asp
230
Ala
Asn
Glu
Val
Asp
310
Ser
Cys
Ser
Arg
Ala
390
Gly
Pro
Tyr
Gly

Pro
470

Pro
135
Ala
Val
Ile
Pro
Ala
215
Ile
Val
Ser
Glu
Arg
295
Tyr
Thr
Ser
val
Gly
375
Ala
Glu
Asn
Asn
Arg

455
Pro

chua biét
axit amin m& hdéa bdi khung doc md m& AR1ISG-12
axit amin m& hdéa bdi khung doc md& m& AR1ISG-12

Thr
5
Thr
Leu
Ala
Gln
Arg
85
Glu
Leu
Ile
Ile
Ala
165
Glu
Ile

Tyr

Arg
Pro
Asp
Ala
Arg

70
Ile
Ala
Pro
Ala
Tyr
150
val
Pro

Arg

Leu

Thr
Thr
Asn
Asn

55
Met
Gly
Leu
Asn
Glu
135
Asn
Ile
Ala
Tyr

Asp

120
Asn

Gln
Ala
Ile
Ala
200
Val
Ala
Asn
Ile
Pro
280

Ser

Ala

Tyr
Asn
360
Asn
Pro
Ser
Lys
Ser
440
Trp

Ile

Pro
Pro
Pro

40
Val
Ala
Ala
Ala
Arg
120
Asn
Ile
Glu
Cys
Ala

200
Ile

Arg
Asn
Ile
Glu
185
Cys
Asn
His
Leu
Asp
265
Tyr
Ala
Leu
Gly
Gly
345
Ala
Trp
Arg
Asp
Lys
425
Ala

Phe

Gln

Thr
Thr

25
Phe
Leu
Ala
Ile
Gln
105
Asp
Gly
Leu
Pro
Ala
185
Val

Ala

Asp
Gly
Leu
170
Pro
Ala
Arg
Ser
Tyr
250
Gly
Leu
Ser
Ala
Met
330
Gln
Tyr
Cys
Ser
Gly
410
Phe
Tyr
Pro

Pro

Pro

10
Ala
Val
Asn
Val
Thr

90
Gly
Cys
Leu
Ala
Asp
170
Glu

Asn

His

26841

Cys Ser
140

Leu Ala

155

Ser Asp

Asp Ser
Glu Ala

Leu Arg
220

Gly Trp

235

Thr Gln

Phe Ile
Pro Asp
Phe Tyr
300
Leu Arg
315
Leu Ile
Cys Arg
Val Asp
Asn Gln
380
Gly Ile
395
Val Ser
Asp Pro
Pro Thr

Gln Gln
460

125
Ala

Arg
Pro
Leu
Gln
205
Thr
Leu
Val
Thr
Pro
285
Glu
Asn
Asp
Pro
Gly
365
Ala
Asp
Gln
Met
Gly

445
Phe

Ala
Tyr
Arg
Pro
190
Asn
Ile
Gly
Val
Asn
270
Asn
Trp
Ala
Thr
Thr
350
Ser
Gly
Ala
Pro
Cys
430

Ala

Glu

Ala
Lys
Tyx
175
Asn
Ala
Pro
Trp
Gln
255
Val
Leu
Asn
Phe
Ser
335
Gly
Arg
Gly
Tyr
Gly
415
Asp

Leu

Ile

Pro Ala Gln Pro Thr

Val Ala
Gly Ala
Gln Ala
60
Ala Gln
75
Glu Gly
Ala Asn
Ala Ala
Glu Arg
140
Gln Pro
155
Ser Leu
Ala Asn
Lys Leu

Ser Gly

Pro
Val

45
Gln
Tyr
Arg
Leu
Tyr
125
Tyr
Gln
Pro
Ser
His

205
Trp

-88-

Thr

30
Trp
Gln
Ser
Gly
Ile
110
Ala
Lys
Tyr
Asn
Thr
190
Gln

Leu

15
Pro

Tyr
Thr
Thr
Leu

95
Met
Ser
Arg
Arg
Leu
175
Gly

Leu

Gly

Ser
Ala
160
Ala
Leu
Tyr
Asn
Asp
240
Gly
Ala
Thr
Pro
Ile
320
Arg
Pro
val
Ile
Val
400
Ile
Pro

Pro

Leu

Ala
Val
Val
Gly
Ala

80
Gln
Ile
Asn
Glu
Asn
160
Val
Ala

Pro

Trp



26841

210 215 220
Asp Asn Asn Phe Gln Gly Ala Val Asn Leu Tyr Thr Gln Val Val Gln
225 230 235 240
Gly Met Ala Asp Gly Phe Asn Ser Ile Asp Gly Phe Val Thr Asn Thr
245 250 255
Ala Asn Tyr Thr Pro Val Glu Glu Pro Tyr Leu Pro Asp Pro Asn Leu
260 265 270
Thr Ile Gly Gly Gln Pro Val Arg Ser Ala Asn Phe Tyr Glu Trp Asn
275 280 285
Pro Tyr Phe Asp Glu Leu Asp Tyr Ala Gln Ala Leu Arg Gln Ala Phe
290 295 300
Ile Gly Arg Gly Phe Pro Ser Gly Ile Gly Met Leu Ile Asp Thr Ser
305 310 315 320
Arg Asn Gly Trp Gly Gly Ser Ser Tyr Gly Arg Ser Arg Pro Ser Gly
325 . 330 335
Ala Ser Ser Asn Thr Thr Asn Val Asn Val Tyr Val Asp Glu Ser Arg
340 345 350
Val Asp Arg Arg Tyr His Arg Gly Asn Trp Cys Asn Gln Ala Gly Gly
355 360 365
Ile Gly Glu Arg Pro Arg Ala Asn Pro Ala Ala Gly Ile Asp Ala Tyr
370 375 380
Val Trp Val Lvs Pro Pro Gly Glu Ser Asp Gly Val Ser Gln Pro Gly
385 390 395 400
Val vVal Asp Pro Val Asp Pro Asn Lys Lys Phe Asp Ile Met Cys Asp
. 405 410 415
Pro Asn Gly Gln Ser Arg Tyr Asn Ser Ala Tyr Pro Thr Gly Ala Leu
420 425 430
Pro Asn Ala Pro His Ala Gly Arg Trp Phe Pro Glu Gln Phe Glu Ile
435 440 445
Leu Val Gln Asn Ala Tyr Pro Pro Ile GIn Pro
450 455
<210> 11
<211> 548
<212> PRT
<213> Trinh tu chua biét
<220> Trinh ty axit amin m3 hdéa bdi khung doc md mé OJ1-1
<223> Trinh ty axit amin md hdéa bdi khung doc md md 0J1-1
<400> 11
Met Ser Arg Ile Arg Trp Gln Ile Leu Leu Arg Ala Thr Leu Ile Val
1 5 10 15
Ala Ile Ile Ala Ala Ala Val Ala Leu Ile Ser Leu Gln Ala Arg Ala
20 25 30
Gln Ser Thr Leu Lys Val Gln Tyr Arg Cys Ala Asp Thr Asn Ala Thr
35 40 45
Gly Asn Gln Ile Lys Pro His Leu Asn Ile Val Asn Thr Gly Ser Ser
50 55 60
Ala Val Ser Leu Thr Ala Leu Lys Ala Arg Tyr Tyr Tyr Thr Ile Asp
65 70 75 80
Gly Glu Lys Ala Gln Ser Tyr Trp Cys Asp Tyr Ala Thr Ile Gly Cys
85 90 95
Ser Asn Ile Thr Ala Ser Phe Val Lys Met Ala Thr Ala Val Ser Gly
100 105 110
Ala Asp Tyr Tyr Leu Glu Val Gly Phe Thr Ser Gly Thr Leu Asn Ala
115 120 125
Gly Ala Ser Thr Gly Glu Ile Gln Asn Arg Phe Ala Lys Ser Asp Trp
130 135 140
Thr Asn Tyr Thr Gln Thr Gly Asp Tyr Ser Phe Asp Pro Ser Lys Thr
145 150 155 160
Ser Phe Ala Asp Trp Asn Lys Val Thr Leu Tyr Asn Asn Gly Thr Leu
165 170 175
Val Trp Gly Val Glu Pro Ser Gly Ala Ser Ala Pro Thr Asn Thr Ser
180 185 190
Ala Pro Ala Ala Thr Ala Thr Arg Thr Asn Thr Ala Val Thr Gly Pro
195 200 205
Thr Asn Thr Ser Ala Pro Ala Ala Thr Ala Thr Arg Thr Asn Thr Pro
210 ) 215 220
Gly Gly Pro Thr Ala Thr Arg Thr Arg Thr Pro Thr Arg Thr Arg Thr
225 230 235 240
Pro Thr Arg Thr Ala Thr Gly Gln Val Ala Pro Thr Asn Thr Thr Ala
245 250 255
Pro Ala Ala Thr Ala Thr Arg Thr Pro Thr Thr Gly Thr Gly Pro Thr
260 265 270
Ala Thr Arg Thr Asn Thr Thr Val Ala Pro Thr Ala Thr Thr Gly Pro
275 280 285
Thr Ala Ala Pro Gly Thr His Leu Asp Asn Pro Phe Val Gly Ala Lys
290 295 300
Trp Tyr Ile Asn Pro Asp Trp Gln Gly Arg Thr Val Leu Asn Tyr Ser
305 310 315 320
Thr Ala Val Trp Met Asp Arg Ile Ala Ala Val Val Gly Gly Ser Gly

-89-



Val Thr

325
Arg Asn Leu Ala Gly
340

Ala Asn Leu Ile Ile Ile Val

Phe Ala
370

Asn Arg

385

Gln Ala

Ser Leu

355

Leu Ala Ser Asn Gly
375

Tyr Lys Asn Glu Tyr

390
Lys Tyr Ala Asn Leu
405
Pro Asn Leu Val Thr

Ala Asn Gly Thr Gly Gly Tyr

Arg Leu
450

435
Asn Thr Met Thr Asn
455

Ser Gly Trp Leu Gly Trp Asp

465
Phe Ala

Gly Phe
Leu Thr

Ser Phe
530
Ala Met
545
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
ttggaca
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
ttagggt
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

470
Asn Val Val Lys RAla
485
Val Ser Asn Thr Ala
500
Asp Pro Asn Leu Thr
515
Tyr Glu Trp Asn Pro
535
Arg Asn

12

22

ADN

Trinh tu nhén tao
M6 ta trinh ty nhén
M6 ta trinh tu nhén
12

atc cattcatcgg ag
13

22

ADN

Trinh ty nhén tao
M6 ta trinh ty nhén
M6 ta trinh ty nhén
13

tgg atcggcggat ag
14

29

ADN

Trinh ty nhan tao
M6 ta trinh ty nhén
M6 ta trinh ty nhén
14

His
Val
360
Glu
Ile
Arg
Asn
Lys
440
vVal
Ser
Thr
Asn
val

520
Tyr

tao:
tao:

tao:
tao:

tao:
tao:

caccatgttg gacaatccat tcatcggag

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Val Ala
1
Ala Ala

Ser Gln

Arg Ile

50

His Leu
65

Ala Ile

Leu Ala
Tyr Lys
Lys Tyr

130
Ser Asn

15
428
PRT

330

Leu Asp

345

Tyr Asp

Leu

Glu

Lys

Pro

Ile val

Leu
425
Asp
Tyr
Asn
Thr
Tyr
505
Gly

Phe

doan
doan

doan
doan

doan
doan

410
Ser

Gly
Pro
Phe
Lys
490
Thr

Gly

Asp

mdi
mdi

mdi
moi

moi
moi

Herpetosiphon aurantiacus DSM 785
vung xuc téc cua ho glucosit
vang xuc tac cua ho glucosit

15

Asn Pro Phe Val Gly Ala Gln

5
Arg Val Asn Ala Glu
20
Met Arg Gln Val Ala
35
Ala Ala Ile Ala Gly
55
Asp Ala Ala Leu Val
70
Ser Ile Val Val Tyr
85
Ser Asn Gly Glu Leu
100
Thr Glu Tyr Ile Asp
115
Ala Ser Leu Arg Ile
135
Leu Val Thr Asn Ala

Ala
Ser

40
Ser
Gln
Asp
Lys
Pro
120
Val

Ser

hydr
hydr

Gly
10

Asn Ala

25
Tyr

Ser
Gln
Leu

Ile
105

Pro
Glu
Gln
Pro

90
Ser

Ile Ala

Val

Ile

Ile

Pro

26841

Ala

Ala

Leu Pro

Ile Ala
380

Met
395

Ile

Ala Vval

Asp Pro

Ile Val

Tyr Ile
460
Gly Pro

475

Gly Val

Pro Leu

Gln Gln

Glu Arg

54

xudi
xudi

ngugc
ngugc

olaza
olaza

0

6
6

Tyr Ile

Thr Gly

Thr Ala

Ser Met

6

0

Thr Ser

75

Asn Arg

Glu Asn

Ala Ile

Leu Glu

14
Ala Cy

0
s

Asn
365
Glu
Ala
Ile
Asp
Tyr
445
Asp
Ala
Asn
Asp
Val

525
Asp

Asn
Gly
val

45
Gly
Gly
Asp
Gly
Val
125

Pro

Ala

-90-

Ser
350
Arg
Asp
Thr
Glu
Cys
430
Ala
Ile
Ala
Ser
Glu
510
Lys

Tyr

Ser
Thr
Trp
Leu
Gln
Cys
Leu
110
Gly
Asp

Glu

335
Gln

Asp
Gly
Leu
Pro
415
Ala
Leu
Ala
Asp
Val
495
Pro

Ser

val

Glu

15
Leu
Leu
Arg
Gln
Ala

95
Asn
Glu

Ser

Ala

Gly
Cys
Phe
Asn
400
Asp
Gln
Asn
His
Leu
480
Asp
Phe

Ala

Thr

Tyr
Gly
Asp
Ala
Val

80
Ala
Arg
Ser

Leu

Ile

22

29



145
Ser Ser

Asn Val

Gly Ala

Thr Ser
180

Trp Leu Gly Trp

Gln Thr
210

Ile Ser

225

Asn Ser

Phe Tyr

195
Val Arg

Asn Thr
Gly Leu

Glu Trp
260

Met Arg Asn Ala

Leu Ile
290

Met Val

305

Leu Asp

Gly Ile
Tvr Val

Gly Val
370
Asp Pro

Leu Ala
Met Leu

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

275
Asp Thr

Ser Ser
Arg Arg

Gly Glu
340

Trp Val

355

Ile Asp

Asn Ala
Gly Ala

vVal Arg
420

16

150

PRT

150
Tyr Val Gln
165
Asn Val Tyr

Asp Ser Asn

Gly Thr Thr
215
Ala Asn Tyr
230
Thr Leu Gly
245
Asn Pro Tyr

Phe Ile Thr

Ser Arg Asn
295
Ser Asn Ser
310
Pro His Arg
325
Arg Pro Thr

Lys Pro Pro

Pro Thr Asp
375
Gln Asn Arg
390
Pro His Ala
405
Asn Ala Tyr

26841

155
Gly Val Gln Tyr Ala Ile
170
Ile Tyr Met Asp Ile Ala
185
Phe Thr Pro Ala Ile Gln
200 205
Lys Gly Leu Asn Gly Ile
220
Thr Pro Leu Asn Glu Val
235
Gly Gly Asn Pro Ile Arg
250
Phe Asp Glu Thr Asp Tyr
265
Ala Gly Phe Pro Ser Gly
280 285
Gly Trp Gly Gly Thr Ala
300
Leu Glu Ile Tyr Val Asn
315
Gly Gly Trp Cys Asn Gln
330
Ala Ala Pro Val Ser Gly
345
Gly Glu Ser Asp Gly Val
360 365
Pro Ala Lys Gln Phe Asp
380
Tyr Asn Thr Ala Tyr Pro
395
Gly Arg Trp Phe Pro Ser
410
Pro Pro Ile Ser Gln
425

Caldibacillus cellulovorans
CBM3 cua xenlobiohydrolaza
CBM3 cua xenlobiohydrolaza

16

Ser Leu Val Val

1
Gln Leu

Pro Leu

Lys Pro

50

Val Arg
65

Tyr Tyr

Gly Ala
Thr Asn

Ser Phe

130
Ile Trp
145

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Ser Gly

Thr Arg
Ala Ala
Arg Thr

50
Gly Gln

Lys Pro

20

Ser Glu
35

Gln Val

Gly Ser
Ile Glu

Ser Ser
100

Tyr Asn

115

Ala Asp

Gly val

17

269

PRT
Trinh tu
Trinh tu
Trinh tu
17

Ala Ser

Thr Asn
20

Thr Ala

35

Arg Thr

Val Ala

Gln Tyr Arg
5
His Phe Arg

Leu Thr Ile

Phe Asn Cys
55
Phe Val Lys
70
Ile Thr Phe
85
Gly Asp Ile

Glu Ala Asn

Trp Asn Arg
135
Glu Pro
150

chua biét

lién két va
lién két va
Ala Pro Thr

5
Thr Ala Vval

Thr Arg Thr
Pro Thr Arg

55
Pro Thr Asn

Ala Ala Asp Thr Asn Ala
10
Ile Val Asn Arg Gly Thr
25
Arg Tyr Trp Tyr Thr Val
40 45
Asp Trp Ala Gln Val Gly
60
Leu Ser Thr Gly Arg Thr
75
Thr Ser Gly Ala Gly Ser
90
Gln Val Arg Ile Asn Lys
105
Asp Tyr Ser Tyr Asp Pro
120 125
Val Thr Leu Tyr Arg Asn
140

trinh tu axit amin CBM3
CBM3 ’

Asn Thr Ser Ala Pro Ala
10
Thr Gly Pro Thr Asn Thr
25
Asn Thr Pro Gly Gly Pro
40 45
Thr Arg Thr Pro Thr Arg
60
Thr Thr Ala Pro Ala Ala

-91-

Asn
His
190
Leu
Asp
Phe
Ser
Val
270
Ile
Arg
Asp
Ala
Ile
350
Ala
Ala

Thr

Gln

Gly
Ser
Asp
Cys
Gly
Leu
Asn
110

Thr

Gly

Ala
Ser
Thr
Thr

Thr

Lys
175
Ser
Tyr
Gly
Leu
Ser
255
Leu
Gly
Pro
Ser
Gly
335
Asp
Thr
Met

Asn

Phe
415

Asp

15
Ser
Gly
Ser
Ala
Ala

95
Asp
Lys

Gln

Thr
15

Ala
Ala
Ala

Ala

160
Leu

Gly
Thr
Phe
Pro
240
Leu
Ala
Met
Thr
Lys
320
Ala
Ala
Ala
Cys
Ala

400
Ala

Asn
Val
Asp
Asn
Asp

80
Ala
Trp

Thr

Leu

Ala
Pro
Thr
Thr

Thr



65

Arg Thr Pro

Thr Val Ala

Gln Ser
115

Asn

His
Thr Gly
130
Ser Ala Val
145
Asp

Gly Glu

Cys Ser Asn

Gly Ala Asp

195

Ala Gly Ala
210

Trp Thr

225

Thr Ser

Leu Val Trp
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223> Trin
<400> 18
tccggtgceca
acagccgtta
actccgggtg
cgcaccgcaa
cgcacaccga
actgccacga
tatcgttgcg
aacaccggta
gatggcgaga
accgcctcgt
ggctttacca
gcgaaaagcg
accagctttg
gtggaaccaa

18
810
ADN
Trin
Trin

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400> 19

Met Leu Asp
1

Trp

19
697
PRT

Ala Thr

Ala
35
Arg

Leu

Leu Asp

Leu Glu
65
Ile

Asp

Thr Leu

Ala Ser Asn

Ala Glu
115
Gly

Lys

Ala
130
Leu

Tyr

Asn val

145

Ala Tyr Ile

Pro Asn Val

Trp Asp Asn

70
Gly

Thr Thr

Pro Thr
100
Thr Leu
Ile

Ser Leu

Ala
Lys
Lys

Thr

Thr Gly

Thr Thr

Val Gln
120
Pro His
135

Ala Leu

150

Ala
165
Thr

Lys

Ile
180
Tyr Tyr
Ser Thr

Tyr Thr

Gln
Ala
Leu
Gly

Gln

Ser Tyr

Ser Phe

Glu Vval
200
Glu Ile
215

Thr Gly

230

Ala Asp
245
Gly Val

260

h tu
h tu
h tu

gtgcgccgac
cgggtccgac
gaccaaccgc
ccggtcaagt
caactgggac
ccggcccgac
ccgataccaa
gttctgcegt
aagcgcaatc
tcgtgaaaat
gcggtactct
attggacgaa
cagactggaa
gtggcgcgag

Pro
5
val

Asn

Asn
20
Gln Met

Ile Ala

Ala Leu

val Ile
85

Gly Glu
100
Phe Ile

Leu Arg

Thr Asn

Trp

Glu

Phe
Ile
Arg
Ala
Arg
70

Tyr
Leu
Asp

Ile

Leu

Asn Lys

Pro Ser

chua biét
lién két va trinh tu nucleotit CBM3
lién két va CBM3

caatacgtct
caacacgagt
aacccgcacg
cgcaccaacg
cggtcctacc
cgctgcgecce
cgcaactggt
atcgctcacc
gtattggtgc
ggcgacagca
gaatgcaggg
ctatacgcag
caaagtaacc
tgctccataa

Trinh tu chua biét
Trinh tu axit amin AR19G-166-RA dugc
BR19G-166-RA dugc bd

sung

Ile Gly

Ser Gln
val
40

Thr

Lys

Ile
55
Gln Met

Asp Leu

Leu Val
Ile
120
Thr

Pro

val
135

Ser Ile

150

Glu Gly
165
Tyr Ile
180

Asn Phe

Ile
Tyr

Asn

Arg Tyr

Leu Asp

Gly Ala

Asp

26841

75
Thr Ala
90

Pro

Pro

Gly Thr
105
Tyr

Arg Cys

Leu Asn Ile

Lys Ala Arg

155

Trp Cys Asp
170

Val Lys

185

Gly

Met

Phe Thr

Gln Asn Arg
Ser
235

Leu

Tyr
Val Thr
250
Ala

Gly Ser

265

gccecctgetg
gcaccggccg
cgcacgccaa
aataccactg
gccacacgca
ggcacacacc
aaccagatca
gctcttaaag
gactatgcaa
gtaagcggcg
gctagtacgg
acaggcgatt
ctgtacaaca

CBM

Ala Ile
10
Asn

Gly
Ala Gln
25
Ala

Thr Tyr

Ala Gly Arg

Gln Gln Ala
75
Asn Arg
90

Gln

Pro

Ala
105
val

Asn

Ala Ile

Ile Ile Glu

Pro Ala Cys

155

Ala Val Asn
170

Ile Ala

185

Val

His

Asn Leu

Thr Arg Thr

Ala Ala Pro

110

Ala Asp Thr
125

Val Asn

140

Tyr

Thr

Tyr Tyr

Tyr Ala Thr
Ala
190

Thr

Ala Thr

Ser Gly
205
Phe Ala
220

Phe

Lys

Asp Pro

Tyr Asn Asn

Ala Pro

cgactgcaac
ctacggcaac
cccggacccg
cgccggcagce
ccaacaccac
agtcaacgct
aaccgcacct
cgcgctacta
cgattggctg
ccgactatta
gtgaaatcca
acagcttcga
acggcaccct

bd sung CBM

Tyr Val Asn

Thr Ala Asp
30
Ala

Ser Thr

Gly Leu
60
Gly

Arg

Gln Pro

Asp Cys Ser
Ala
110

Asp

Gly Leu

Ser
125
Asp

Leu

Pro Ser

140

Ala Glu Ala

Arg Leu Arg

Ser Gly Trp

190
Gln

Tyr Thr

-92-

80
Asn Thr
95
Gly Thr

Asn Ala

Gly Ser

Thr Ile
160
Ile Gly
175
Val Ser

Leu Asn

Ser Asp

Ser Lys
240
Gly Thr
255

gcgcaccaac
gcgtacgaac
tacgcccacg
caccgccacg
cgttgcacca
gaaagtccag
gaacattgtc
ctacaccatc
cagcaatatc
cttggaagtg
gaatcgcttt
tcccagcaaa

ggtttgggge

Pro
15
Pro

Asp
Thr

Val Trp

Gly His

Vval val
80

Ala Ala
95 ’
Arg Tyr

Pro Arg

Leu Pro

Gln Asn
160
Thr Ile
175
Leu Gly

Val val

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
810



195

Gln Gly Met
210

val Ala

225

Leu

Asn

Thr Ile

Asn Pro Tyr

Phe Ile

Ser Arg
290
Pro

Val Asp

Ile Gly

Val Trp
355
Ile Val
370
Pro Asn

Pro Asn

Leu Val

Ala Thr
435
Val

Pro
Thr Ala
450
Thr Arg
465

Pro

Thr

Thr Arg

Pro Thr Asn

Thr Thr
515
Thr

Gly

Thr Ala

530

Leu Lys Val

545

Ile Lys Pro

Leu Thr Ala

Ala Gln Ser

595

Thr Ala Ser
610

Tyr Leu Glu

625

Thr

Gly Glu

Thr Gln Thr
Asn
675

Pro

Asp Trp

val Glu
690
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400> 20
atgctggata
gtgatttctc
gccacctata
ttgcgecggcec
attaccctgg
gagttgctgg
gttgcgattc
gattcactcc
gcatatattg

20
2094
ADN
Trin

Asp Gln

Tyr Thr

Gly

Pro

200
Phe Asn
215

Leu Glu

230

Ala
Phe
260
Arg
Gly

Ser

Gln
Glu I
Phe
Gly

Thr

Pro Vval

Asp
Ser

280
Cys

Pro

Gly
295

Ser Ser

310

Arg
Glu
340
val
Asp

Gly

Tyr
Pro
Pro
Asp

Ser

His Arg

Gln Ala
Gly
360
Pro

Tyr

390

Ala Pro
405
Arg Asn
420
Asn Thr

Thr Gly

Asn Thr

His Ala

Ala

Ser

Pro

Pro

Gly

Tyr Pro

Ala Pro
440
Thr Asn
455

Gly Gly

470

Thr Arg
485
Thr Thr
500
Gly Pro

Thr Gly

Gln Tyr

Thr
Ala
Thr
Pro

Arg

Pro Thr

Pro Ala

Ala Thr
520
Thr Ala
535

Cys Ala

550

Leu
565
Lys

His

Leu
580
Tyr Trp

Phe Val

Val Gly

Asn
Ala
Cys
Lys

Phe

Ile Val

Arg Tyr

Asp Tyr
600
Met Ala
615

Thr Ser

630

Ile Gln
645
Gly Asp
660
Lys Val

Ser Gly

h tu

acccgtttat
aggcgaatca
gcactgctgt
atcttgatga
tcatctacga
ttgcccaaaa
tgtccgatcc
ctaatctggt
aaggcattcg

Asn
Tyr
Thr Leu

Ala

Arg Phe

Ser Phe
Tyr
680
Ser Ala

695

chua biét
Trinh ty nucleotit AR19G-166-RA dugc
AR19G-166-RA dugc bd sung

cggcgcgatt
gacggccgat
atggcttgat
agcattgcgt
tctgccgaat
cgggttagct
acgctatgct
taccaacctc
ttatgcecgtg

26841

Ser Ile Asp

Glu Pro Tyr
235
Ser Ala
250

Ala

Arg
Tyr Leu
265
Thr

Ile Gly

Ser Tyr Gly

Val Ala
315

Trp

Asn

Asn
330
Pro

Gly
Ala
345
Glu

Arg

Ser Asp

Asn Lys Lys
Ala
395

Phe

Asn Ser

Arg Trp
410
Pro Ile Gln
425
Ala

Ala Thr

Thr Ser Ala

Thr Ala
475
Ala

Pro

Thr
490
Thr

Arg
Ala Ala
505
Arg

Thr Asn

Ala Pro Gly

Thr Asn
555
Gly

Asp

Thr
570
Tyr

Asn

Tyr Thr
585
Ala

Thr Ile

Thr Ala Val

Thr Leu
635

Ser

Gly
Ala Lys
650
Asp Pro Ser
665
Asn

Asn Gly

Pro

CBM

ggctatgtta
ccaactctgg
cgtattgcgg
cagatgcaac
cgcgattgtt
cgctataagg
ggtttacgga
tcaatccctg
aatcgcctgce

205

Gly Phe Ile

220
Leu

Pro Asp

Ser Phe Tyr

Ala Leu Arg
270
Ile

Met Leu

285
Arg Cys
300

Tyr

Arg

Val Asp

Cys Asn Gln
Ile
350

Ser

Ser Gly
Val
365
Asp

Gly

Phe
380
Tyr

Pro

Pro Thr

Pro Gln Gln

Pro Ser Gly

430

Ala Thr Arg
445

Pro Ala Ala

460

Thr

Arg Thr

Thr Gly Gln
Thr
510

val

Thr Arg

Thr Thr
525
Thr His
540

Ala

Gln

Thr Gly

Ser Ser Ala

Ile Asp Gly

590
Ser

Gly Cys

605
Ser Gly Ala
620
Asn

Ala Gly

Asp Trp Thr

Thr Ser
670
Val

Lys
Thr Leu
685

bd sung CBM

atccggattg
cggcccaaat
caattactgc
aggcgggtca
cagcggcggce
cggaattcat
ttgttaccat
cctgtgccga
gtaccattcc

-93-

Thr Asn

Asn
240
Trp

Pro

Glu
255
Asn Ala

Asp Thr

Pro Thr
Ser
320
Gly

Gly

Ala
335
Asp Ala

Gln Pro

Met Cys
Ala
400
Glu

Gly

Phe
415
Ala Ser

Thr Asn

Thr Ala
Thr
480
Ala

Arg

val
495
Pro Thr

Ala Pro

Ser Thr

Gln
560
Ser

Asn

val
575
Glu Lys

Asn Ile

Asp Tyr
Ala Ser
640
Asn Tyr
655
Phe Ala

Trp Gly

ggcgacaaac
gcgcaaagtg
tggtcgcgga
accggttgtg
ctcgaatggt
tgacccgatc
catcgaaccg
agcacagaac
gaatgtgtac

60
120
180
240
300
360
420
480
540



atctatctgg
gtgaacctgt
tttatcacga
ctcactattg
gatgagctgg
actatcggga
tgccgtcecga
cgtgtggatc
cgtcctcaag
gaaagcgacg
gaccctatgt
ctgccaaatg
aatgcctacc
gctgcgactg
gccgctacgg
ccaacccgga
actgcgcecgg
cgcaccaaca
caccagtcaa
atcaaaccgc
aaagcgcgcet
gcaacgattg
ggcgccgact
acgggtgaaa
gattacagct
aacaacggca

atattgcgca
acactcaagt
atgttgccaa
cgggccaacc
attacgcgtt
tgctgattga
caggcccctce
gccgctatca
cagctccgceg
gtgtctcgca
gtgatccgaa
cgccgcatge
ctccgattca
caacgcgcac
caacgcgtac
cccgtacgece
cagccaccgc
ccaccgttge
cgctgaaagt
acctgaacat
actactacac
gctgcagcaa
attacttgga
tccagaatcg
tcgatcccag
ccctggtttg

tagcgggtgg
cgtacaggga
ttatacaccc
ggtcecgttcet
agcgttacgg
caccagtcgce
ctcagacacc
ccgtgggaat
ttcggggatt
gcctggecatt
cggccaatcc
gggccgttgg
gccgtecggt
caacacagcc
gaacactccg
cacgcgcacc
cacgcgcaca
accaactgcc
ccagtatcgt
tgtcaacacc
catcgatggc
tatcaccgce
agtgggcttt
ctttgcgaaa
caaaaccagc
gggcgtggaa

26841

cttggatggg
atggatcagg
ttagaagagc
gcttcctttt
aacgcgttca
aacgggtggg
tcgtctgtga
tggtgcaatc
gacgcgtatg
gtggacccgg
cggtacaatt
tttccgcage
gccagtgcge
gttacgggtc
ggtggaccaa
gcaaccggtc
ccgacaactg
acgaccggcc
tgcgccgata
ggtagttctg
gagaaagcgc
tcgttcgtga
accagcggta
agcgattgga
tttgcagact
ccaagtggcg

acaataattt
gcttcaacag
cctatctgcecce
acgaatggaa
ttggtcgegg
gaggctgttc
acgcgtatgt
aggcgggcgg
tatgggtgaa
acgacccgaa
ctgcttaccc
agttcgagat
cgaccaatac
cgaccaacac
ccgcaacccg
aagtcgcacc
ggaccggtcc
cgaccgctgce
ccaacgcaac
ccgtatcgcet
aatcgtattg
aaatggcgac
ctctgaatgc
cgaactatac
ggaacaaagt
cgagtgctcc

-9Y-

caacggtgcg
catcgatggt
cgatcctaac
tccgtatttt
ctttccgtcc
ctatggacgg
cgatggtagc
tattggggaa
accaccgggt
caagaagttt
gaccggcegeg
cctggtgcge
gtctgcccecet
gagtgcaccg
cacgcgcacg
aacgaatacc
taccgccaca
gcccggcaca
tggtaaccag
caccgctctt
gtgcgactat
agcagtaagc
aggggctagt
gcagacaggc
aaccctgtac
ataa

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2094
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Flg. 1 04 Ralstonia solanacearum Pofi2 {CbhA}

Xylefta fastidiosa EBG2.1 (CBH A)
Kanthomonas campestris pv. raphani 756C {exoglucanaza A)
Xanthomonas oryzae pv. oryzae KACC 10331 (xenlobiesidaza)

461 7 Paenibacillus curdianolyticus YK (CBH)
- - Stigmatella aurantiaca DW4(3-1 (exoglucanaza Aj
_ﬂg{_—————.ﬁ.ﬁiac‘id 2
AR19G-166
65 ﬁ‘ Cellvibrio japonicus Ueda107 {DEISA.} _
- o Teredinibacter tumeras T7901 {CBH)
: Q411
Herpetosiphon aurantiacus DSM 785 (ho GHG)
33,4 82,1 Cellufornonas fimi ATCC 484 {CBH)
L g S— Xylanimonas cellulasilytica DSM 15884 (ho GH6)
Jonesia denitificans DSM 20603 (ho GHG)
Acidothermus cellulolyiicus 118 (ho GHGE)
00 7 Amycolatopsis mediterransi U32 {xenlobiosidaza)

100

Kiedanobacter racemifer DS 44963 {CBH)
871 Salinispora arenicola CNS-205 (e GHG)
9 Vemucosispora maris AB-18-032 (CBH)
» Micromonospors fugini str. Lupac 08 (CBH])
~ Thermobifida fusca YX (Cel6B)
Stackebrandtia nassauensis DSM 44728 {xenlobiosidaza)
Streptomyces avermitilis MA-4680 (xenlobiosidaza)

6934 Chaetormium thermophilum (ho GHS)
33,£<E-—- Humicola insolens (CelBA)
Myceliophthora thermophila ATCC 42464 (ho GHS)

92,8
] Meurospora crassa OR74A (exoglucanaza 2)
e Thiglavia teresiris NRRL 8126 (ho GHG)

_Esmmereﬁa graminicola 141.001 {ho GHG6)

Trichoderma reesei (CBHII)
agnaporthe grisea 70-15 (exoglucanaza I}
Aspergillus kawachil IFC 4308 (CBH C)

Aspergilus niger ATCC 1015 {(CBH C)
Acremonium celiulofyticus Y-94 {CBHH)
——— Penicillium decumbens (CEHH)

563 L Talaromyces emersonil (CBHIL

1[!0: Colistolrichum higginsiznum {ho GHG)
Leptosphaeria maculans JN3 (CBHH)

()

100 Verticilium dahliae Vdl §.17 (exoglucanaza-64)
0.5 Fomitiporia mediterranea MF3/22 (CELEB)
100_ Punciularia strigosozanata HHB-11173 S85 (CBHIL
: Agaricus bisporus (CBH)
Thermobifida fusca YX (CeBA]
0,1
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(A) (B)

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

220kDa
120kDa
100kDa

80kDa

60kDa
50kDa
40kDa

50KDE e eos g

30kDa 30kDa

20kDa sue
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Hoat tinh thity phin PSA (U/mg)

Hoat tinh thay phin PSA (U/mg)

26841

Fig.6A
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AR19G-166-RA —¢—=30°C

Hoat tinh thiy phin PSA (U/mg)
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Fig.8A
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Fig.9A
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220 kDa
120 kDa
100 kDa
80 kDa
60 kDa
50 kDa

40 kDa

30 kDa

20 kDa
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Fig.11A

5
100} A
— ~&—RW bi A.orvzae / la
. —B-QW béi A.oryzae
et —&—RW béi E.coli
g —8—- QW béi E.coli |4
= :
g
E 50
£ - 1?
b= =
= = _
2 B /@ 11
- :
ol m—8F L = 0
20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
Nhiét dé (°C)
Fig.11B |
—&—- RV héi Alorvzae
—B-QW béi A.orvzae
—2—RWDboiE.coli | 5
100 —— QW bai E.coli
- _ M»
;; A f(@‘ k\a\ 414
= K A4 R\
k= o NN\
Elll / \‘\‘ “\\ 1 e 3
5 ~ g
£ sof AN ~a
E | \l 2
£ h
o \\\
’ﬁ.\ 1
D i £ \Hi 0
2 5 6 7 8 g

-107-

Hoat tinh thiy phin PSA (U/ng)

Hoat tinh thiy phin PSA (U/mg)



phitaGL

pNtaGLPL

phitaGL-QV

phtaGLPL-RA

26841

Fig.12A

Clat BsiWi

Clal BamHi

Fig.12B

BamHI Bsiwl

i T 4
A "/‘:;’

T

BEsivyi

Ly

av

[~ P
GorZ) "R

-108-



26841

(1

13A

K

LL-AD

¢-ND

-4S) LM

ig

|

U

- &

-109-



26841

Al
*

Fig.13C

91-T9BINd
£l-19eNd
LL-198BINd
(1-¥S) 1M
9-Td19EINd
G-1d19eINd
(1-9S) Im

b

L=R L i o

-110-



26841

Fig.14A

-111-



26841

Fig.14B

-112-



26841

Fig.15A

12 34 5 6 7 8

250kDa
150kDa
100kDa

T5kDa

37kDa

25kDa
20kDa

15kDa

-113-



26841

Fig.15C

-114-



g kKl (imM)

Ham legng dudn

Ham lwgng dwong khir (mhi)

o

26841

Fig.16A

—@—Dong 17-1
—o—Dong 17-2
—A—Déng 17-3
—r1—Déng doi clnimg 16-1
~0— Dong d6i chimg 16-2
—&e- Dong d6i chtimg 16-3

.\"‘Yf .
Al
-xf” P
A o [ = P -
DA e S o e s S
I vt e R A
B (5 ., y N
= " 1
ol w, T =
v B

"“’fm«i

g
R
o Ll s % 5

20 30

Nhiét d§ (°C)

Fig.16B

jos]
o

110

~@-Dong 6-2-1-1
o B Dfmg 6-2-1-2
&= Trong 6-2-1-3
~t—Déng doi cliimg 6-1
—2—Déng doi chimg 6-2
—&— Déng doi caing 6-3

20

Nhiét d6 (°C)

-115-

110




26841

(20pg)
(8Hg)

i_QV4(

dai (8ug)

e

ff§ﬁ 5

“” Ara
& Th

220 kDa

80 kDa
60 kDa
50 kDa

40 kDa

30kDa !

20 kDa

-116-



t (M)

1]

Ham hrong dw

2,0

1.0

26841

Fig.18

—O0— Arabi_Qv4
—H— Arabi_RA4 .
—i— T'llé {lﬂi JEL",_,.-»’ A
’ P
f’jf
5
=
g m%_«?
Fid fq— ]
AT n =
_,42_'5;"‘” o= - :}—v——“l;:{
ﬁ’”ﬂnﬂv -4 0
a-‘f“"f"s-'
il S m_ a .
H"mﬁ ’-—“,,,rf’ Rﬂ""""_ﬁ \x f/!
‘si_/
ki 1 | . . ;
% 00 0 80 90 100

Nhiét o (°C)

-117-




26841

Fig.19

dans

E. coli
ivi

N
w S.1

250 kDa
150 kDa
100 kDa ;
75 kDa

25kDa ¢
20 kDa

15 kDa

10 kDa

-118-



26841

)

5

—A— S Iividans & 46 pH =

50

(Bur) v d ueyd Aoy yun jeopy

70 80 90 100

60

30 40

20

Nhiét @9 (°C)

-119-



26841

-120-



26841

Fig.21B

220kDa

120kDa
100kDa
80kDa

60kDa
50kDa

40kDa

30kDa

20kDa

-121-



ieu (U/mg protein)

Hoat tinh dac hieu

*

*

*

(U/mg protein)

niéu

acl

Hoat tinh {

26841

Fig.22A

<o ART9G-166RA, PSA
—E—+ CBM3

--d-o 4 2mM Ca™

—d + CBM3/+ 2mid Ca™

40

] 1 i k I

|
50 G0 70 a0 a0 100
Nhiét d4 (°C)

Fig.22B

110

0,8~

0,6

0,4-

0,0 -

- [ ARTOG-TEERA, Avicel
—@— 4 CBRM3
L+ 2mM Ca® A5

A + CBM3/+ 2mh Ca®" /
1‘3
s"{i ;f_‘;
/ e
f‘ Das ‘
/
/ T I

]
FL 4

40

i [} 3 1 i I

50 80 70 80 a0 100
Nhiét d¢ (°C)

-122-

110





