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bién nap va vecto biéu hién.
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Linh vie k§ thuit dwoc dé cap

Séng ché @& cap dén phuong phap diéu ché bién thé ty nhién cia enzym va

xenlobiohydrolaza siéu chju nhiét thu dugc bang phuong phép nay.
Tinh trang k¥ thuit ciia sing ché

Do sinh khdi lignoxenluloza c6 rat nhiéu trén trai dit, nén nhién liéu sinh hoc, nhu
etanol san xuét tir nguyén liéu lignoxenluloza, dugc du doan 13 ngudn ning luong thay
thé nhién liéu hoa thach. P& bién dbi lignoxenluloza thanh etanol, cin thiy phan
xenluloza hodc hemixenluloza. Cac phuong phap thiy phan xenluloza dugc phan loai
thanh thily phén bing axit sulfuric va thily phan bing enzym. Khong nhu phwong phap
thity phén bang axit sulfuric, phuong phap thiy phan xenluloza bing enzym st dung
glycosit hydrolaza (cling duoc goi 14 enzym xenlulaza) c¢6 wu diém khéng tao ra cin axit
sulfuric, tiéu thy it ning luong, va ning sut cao hon ma khong cin phan giai qua nhiéu

lignoxenluloza.

Xenluloza cAu thanh té bao thuc vat ¢6 ciu triic tinh thé, trong d6 céc phan tr
xenluloza dugc lién két véi nhau bﬁng lién két hydro manh, do dé xenluloza thuc té
khong hoa tan trong nude. Dong thoi, phan tng thily phan xenluloza bang enzym 13 phan
ting ran-16ng. Trong phan tmg rin-16ng nay, qua trinh thiy phén tinh thé xenluloza xay ra
trén bé mit rin, do dé hiéu suét thity phan biang enzym thép. Ching han, khi ding
xenlobiohydrolaza (CBH) 1am xenluloza hydrolaza chinh, thi téc d¢ thity phan thip hon
mot hodc hai béc so véi tdc do thiy phan cia céc polysacarit lyaza khac. Do d6, cin sir
dung luong 16n enzym nay dé thuy phan sinh khéi xenluloza, va dy chinh 13 yéu t§ lam
tang chi phi san xuit nhién liéu sinh hoc tir xenluloza. P& giam chi phi san xuét etanol tir

xenluloza, can cai thién hiéu suat thiy phan clia enzym xenlulaza.

Mot trong s6 phuong phép céi thién hi¢u sudt enzym 14 céi thién do 6n dinh nhiét
cua protein enzym. Pé cai thién d6 dn dinh nhi¢t ciia protein enzym, ngudi ta di tha
nghiém céc phuong phap khac nhau nhim t4i tao céu triic enzym bang cach chén thém
dot bién axit amin, nhu phuong phép tién héa thing (directed evolution - DE), trong d6

trinh ty axit amin dugc thay thé ngiu nhién, phuong phap dot bién diém c6 dinh huéng
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(site-directed mutagenesis - SDM), trong d6 dot bién thay thé axit amin chi x4y ra & vi tri
cu thé, va phuong phap tao ra trinh tr thé kham bing cach phan cit nhidu gen & nhiéu vi

tri, sau d6 lam x&o tron cdc manh gen.

V& mit Iy thuyét, qua trinh cai bién enzym bang phuong phap DE c6 hiéu suét
thip. Diéu nay 14 do c¢6 “su bung nb t& hop”, trong d6 s6 Iugng céc bién thé ting theo cip
s6 nhan khi sb lugng cac dot bién diém ting. Dé thu duge trinh ty axit amin tdi wu va
thyc hién thir nghiém d4nh gia chirc nang amin, cin thiét ké cac thu vién thé dot bién két
hop toan b céc géc axit amin, tuy nhién vé nguyén tic khong thé thuc hién duge didu
nay. Hon nita, trong khi hiu hét cac thé dot bién 14 dot bién 1am mét chirc ning, thi céc
dot bién c6 lgi, nhu dot bién trung tinh hodc dot bién 1am ting chirc ning 1 loai rat hiém
gip, va khién cho khong thé ding phuong phap DE 1am cong cu tim kiém trinh tu axit
amin t6i wu.

Do nhiéu thu vién thé dot bién can duoc sang loc dé thu duoc cac thé dot bién c6
loi, va chua ¢6 phuong phap sang loc hiéu suit cao hodc hé bidu hién gen thich hop (vi
du, xem Himmel va cong sy, Current Opinion in Biotechnology, 1999, vol. 10, p.
358~364.), nén chirc ning cta enzym xenlulaza vin chua dugc cii thién ddng ké bang

phuong phép DE.

Nakazawa va cdng su d3 tai tao cu tric endoglucanaza EGIII cia ndm in gd,
Trichoderma reesei bang phuong phip DE (xem Nakazawa va cong su, Applied
Microbiology and Biotechnology, 2009, vol. 83, p. 649~657). Endoglucanaza EGIII 1a
protein chtra 218 gdc axit amin va c¢6 trong lugng phan tir trong d6i nho. Tuy nhién, thAm
chi trong trudng hop protein kich ¢& nhd nhu vy, do sy bung nd td hop s6 luong cac
bién thé thu dugc biang cach chén thém dot bién thay thé axit amin vao mot vi tri bat ky
d3 bang 4360 (20 x 218); s6 luong céc bién thé thu dugc bang cach chén thém dot bién
vao hai vi tri b4t ky da bang 9460000 (20 x 20 x 218 x 217 + 2); va sb lugng cac bién thé
thu dugc bing cach chén thém dot bién vao ba vi tri bat ky da bang 13624130000 (20 x
20 x 20 x (218 x 217 x 216 + 6)).

Dé thu dugc cac bién thé, trong d6 dot bién chi xut hién & hai dén ba vi tri, thi
can thiét ké hang chuc triéu dén hang chuc ty thu vién thé dot bién, va cin phai sang loc
chirc ning cia ching. Do d6, phuong phéap nay 13 khong thé 4p dung dugc trén thuc té.

Mic di Nakazawa va cOng sy da thyuc hién qua trinh sang loc chirc ning ctia 11000 thé
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dot bién thé hé mot va thé hé hai, nhung nhiét d6 t6i wru cia chiing chi ting +5°C, va do
8n dinh nhiét cia cac thé dot bién nay khong dwoc cai thién. Khi thu vién thé dot bién c6
kich ¢& nho, thi khong tao ra dugc cac thé dot bién c6 lgi. Ngoai ra, tir 9000 khuén lac
ctia thu vién thé dot bién & thé hé tht nhét dugc sang loc chirc ning, chi thu duge cac
bién thé c6 hoat tinh thiy phan CMC tir 46 khuén lac. 8954 thé dot bién con lai dugc xem
12 khong ¢6 chirc ning do dot bién axit amin hoic biéu hién gen khong thanh cong, va
hu hét cac dot bién ngiu nhién tao ra bdi phan tng PCR dé 15i ciia phuong phép DE din
dén 1am mét chirc ning cla protein enzym. Theo cach nay, do phuong phép DE tao ra

nhiéu thé dot bién khong c6 chirc nang, nén hiéu suat sang loc cta ching rat thap.

Phuong phép xdo tron gen ciing khong thu dugce cic gen thé kham c6 d6 én dinh
nhiét cao hon gen gbc cua chiing. Heinzelman va cdng su dé cap dén phircmg phép cai
thién chirc ning clia enzym bang cach tao ra cic gen thé kham bang cach phén cét nhidu
gen mi héa xenlobiohydrolaza & nhiéu vi tri va x4o tron cic manh cia ching (xem
Heinzelman va cdng su, Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America, 2009, vol. 106, p. 5610~5615). Theo phuong phép nay, dé cai thién do -
bn dinh nhiét ctia exoglucanaza CBH II cta Trichoderma reesei, thi cidc gen mi hoa
enzym CBH II cua nidm soi va nhiét Humicola insolens va Chaetomium thermophilum
dugc lién hop véi nhau bang cach x4o tron gen, nhd d6 thu dugc enzym thé kham. Tuy
nhién, do én dinh nhiét ciia enzym thé kham nay khong cao hon d6 én dinh ctia gen gbc
CBH 1II ctia ndm s¢i va nhiét Chaetomium thermophilum, va phuong phap x40 tron gen t6

ra khong hiéu qua.

Trong khi phuong phép DE 1a phuong phép dot bién thay thé axit amin mét cach
ngiu nhién, thi phuong phdp SDM la phuong phap gy dot bién thay thé, loai bd hoic
chén thém céc axit amin dua trén dir liéu v& cu trac khong gian ba chiéu ctia cic enzym
protein. Khong gidng phuong phap DE, phuong phap SDM khong can sang loc nhiéu thé
dot bién. Tuy nhién, khé xac dinh dugc vi tri ¢6 tac dung cai thién chirc ning cua enzym,
va phuong phap SDM khong cai thién dang ké enzym xenlulaza .

Péu tin cing N va diu tin ciing C ciia xenlobiohydrolaza c6 cAu tric vong lap va
tao ra ciu triic dang ng bao quanh trung tAm hoat dong. Dya trén ciu trac nay, phuong
phap SDM dé thay thé axit amin bén trong vong lip da dugc thir nghiém. Pé cai thién do

6n dinh nhiét, Zhang va cong su di du doan cdu trac khong gian ba chiéu cua
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xenlobiohydrolaza TfCel6B 14y tir xa khuin wa nhiét Thermobifida fusca, va chén thém
lién két disulfua vao vong lip ctia d4u tan cing N va dau tan cing C d tao thanh cu triic
dang 6ng cta trung tAm hoat dong bdi dot bién kép. Tuy nhién, tri v6i su mong doi cua
céc tac gia nay, bién thé thu dugc c6 nhiét do Tsy & d6 hoat tinh enzym gidm mot ntra
giam 10°C (xem Zhang va cong su, European Journal of Biochemistry, 2000, vol. 267, p.
3101~3115). Zhang va cdng su da phat hién thdy ring mic du cic gbc glyxin & 4 vi tri da
dugc thay thé béng alanin, serin, va prolin, nhung van khong thu duoc thé dot bién
xenlubiohydrolaza c6 4o dn dinh nhiét dugc cai thién, va d6 én dinh nhiét giam tir 5°C
dén 10°C & hau hét cac thé dot bién.

Ngoai ra, dé cai thién d6 6n dinh nhiét cua xenlobiohydrolaza TrCel6A thudc ho
" GH6 ctia ndm sgi T, reesei, Wohlfahrt va cong su di tao ra bién thé béng cach chén thém
dot bién vao cac gdc axit amin ndm & vong l3p tin cling N va vong 13p tan cing C va céc
gbc axit amin ndm gin cic vong lip ndy, va két qua 1a nhiét d6 bién tinh (Ty,) cia bién
thé nay da ting & do pH bang 7,0, nhung T,, giam & d6 pH bang 5,0 - 1a d6 pH t6i uu cla
TrCel6A thé tu nhién (xem Wohlfahrt va cong sy, Biochemistry, 2003, vol. 42, p.
10095~10103). Ddng thdi, dé 1am 6n dinh cAu tric ngoai vong l3p tao ra cAu tric dang
bng cua trung tAm hoat dong ctia xenlobiohydrolaza TrCel7A thudc ho GH7 cua ném soi
T, reesei, von Ossowski va cong su da tdng hop bién thé bing cach chén thém lién két SS
(disulfua) vao vong ldp, nhung do dn dinh nhiét caa bién thé nay khéng dugc cai thién
(xem von Ossowski va cdng su, Journal of Molecular Biology, 2003, vol. 333, p.
817~829). Nhu néu trén, mic di d c6 nhidu phwong phap chén thém lién két hydro hoic
lién két SS vao vong lap ddu tin cing C dé tao thanh cAu triic vong lip, didu dugc cho 1a
c6 anh hudéng manh téi chirc ning cuia enzym xenlobiohydrolaza, nhung van chua ¢6

phuong phap nao cai thién dugce chiic nang clia enzym, nhu céi thién do 6n dinh nhiét.

Tir su so sanh giita cac gen tuong ddng clia cic loai, dd phat hién dugc ving c6
tinh bao tdn cao va ving thudng xuyén bi dot bién axit amin. Viing bao tdn nay dugc goi
1a “trinh tr ddng nhét” do né 13 trinh tir chung dic trung cho protein cta loai cu thé. Khi
gbc axit amin & trinh tu ddng nhit dugc dot bién, thi enzym s& bj mit chirc ning cia no.
Do d6, vi tri ndy c6 tinh béo tdn cao trong qué trinh tién héa lau dai. Theo d6, thé dot
bién c6 dot bién axit amin & trinh tw ddng nhét rit d& bi mit chirc ning. Do d6, phuong

phap SDM da tim céch gy dot bién & protein ngodi ving trinh tu ddng nhét. Tuy nhién,
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phwong phép nay chi c6 thé ap dung dugc cho cic enzym c6 cau triic protein dang khong
gian ba chidu dugc xdc dinh bang phén tich ciu tric tinh thé tia X, va cho dén nay méi

chi x4c dinh dugc cdu triic khong gian ba chiéu ctia mot vai protein enzym.
Ban chit ky thuit ciia sing ché

Mot muc dich cua sang ché 13 dé cap dén phuong phép thu nhan bién thé c6 hoat
tinh ting. |

Mot muc dich khic cia séng ché 1a @& cap dén xenlobiohydrolaza si€u chiu nhiét
thu dugc bang phuong phap néu trén, polynucleotit ma héa né, vecto biéu hién no, thé
bién nap chtra vecto ndy, va phuong phap san xuét san phdm phén giai xenluloza bang

enzym nay.

DPé dat dugc cac muc dich néu trén, cac tic gia sang ché da thuc hién nghién ciru
chuyén sau va phat hién thiy ring khi phuong phap PCR khuén lac duge thuc hién véi s6
lugng 16n khuéh lac chira ADN hé gen mdi truong ctia quan thé vi sinh vat c6 mat trong
dat c6 nhiét do cao, vi du 300 khudn lac chita ADN hé gen méi trudng cia quin thé vi
sinh vat c6 mit trong d4t c¢6 nhiét dd cao hoic it hon, béng cach sir dung doan méi_du:qc
thiét ké dua trén trinh ty bazo mi héa enzym xenlobiohydrolaza dugc phan tach tt ADN
hé gen mdi trudng cla quén thé vi sinh vat c6 mit trong d4t c6 nhiét do cao, c6 thé thu
duge bién thé tu nhién c6 dot bién thay thé nhidu axit amin hodc c6 hoat tinh ciia nhiéu
xenlobiohydrolaza si€u chiu nhi¢t c6 dang da hinh don nucleotit thé 4n (single nucleotide
polymorphism - SNP) va hoan thanh sang ché nay.

MB& ta vin tit cAc hinh vé

Fig.1 12 hinh v& thé hién su sip thing hang clia c4c trinh tir axit amin clia cic bién
thé enzym AR19G-166RA, AR19G-166QV, AR19G-166QA, va AR19G-166RASFS theo
vidu 1.

Fig.2 1a hinh v& thé hién két qua phan tich dién di trén gel SDS-PAGE thyc hién
theo vi du 1 ddi véi protein enzym xenlobiohydrolaza ma hoéa béi cac bién thé tu nhién
chira gen AR19G-166.

Fig.3 1a db thi thé hién két qua do hoat tinh thiy phan PSA ciia protein enzym
xenlobiohydrolaza ma héa bi cac bién thé tu nhién chira gen AR19G-166 theo vidu 1.
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Fig4 1a dd thi thé hién két qua do hoat tinh xenlobiohydrolaza ciia bién thé
AR19G-166RASFS v6i cac co chét trong g theo vi du 1.

Fig.5 12 dd thi thé hién két qua do hoat tinh thiy phan PSA cta bién thé
AR19G-166RASFS & cac nhiét 4§ trong Uing theo vi du 1.

Fig.6 1a dd thi thé hién két qua do hoat tinh thiiy phan PSA (50°C, 70°C, hodc
90°C) ctia bién thé AR19G-166RASFS & cac d6 pH tuong tmg theo vi du 1.

Fig.7 1a dd thi thé hién két qua do nhiét do Tso, 12 nhiét dd & d6 hoat tinh thity phan

PSA cua bién thé AR19G-166RASFS giam 50% sau khi 0 so bd trong 40 phut, theo vi du
1.

Fig.8 1a dd thi thé hién sy thay ddi mét do huynh unang ctia thubc nhudm huynh
quang mau cam SYPRO do su bién tinh nhiét ctia cdc protein enzym tuong Ung clia cac
bién thé mang dot bién thay thé axit amin AR19G-166RA va AR19G-166RASFS ciia
bién thé AR19G-166RA theo vi du 1.

M0 ta chi tiét sang ché

Thuat ngir “bién thé ty nhién” duoc ding trong ban mo ta dé chi thé dot bién dugc
tao ra mdt cach tu nhién (tic 12 dugc tao ra ngdu nhién) thay vi dugc tao ra biang phuong
phéap nhén tao.

Thuét ngt “si€u chiu nhi¢t” dugc ding trong ban mo ta dé chi nhiét do téi vu coa
hoat tinh enzym hodc nhiét d6 bién tinh ctia protein enzym bang 80°C hoc cao hon. .

Phuong phap diéu ché bién thé tu nhién cta enzym, phuong phap san xuét bién
thé cta enzym, xenlobiohydrolaza siéu chiu nhi¢t, polynucleotit m& héa no, vecto biéu
hién no, thé bién nap chira vecto ndy, phuong phap san xuét xenlobiohydrolaza niy, hdn
hop xenlulaza, va phuong phép san xuit san phdm phén gidi xenluloza theo sing ché
duge thé hién trong cac phuong 4n sau.

1. Phuong phép didu ché bién thé ty nhién ctia enzym c6 hoat tinh bao gbm:

(1) budc phat hién trinh ty khung doc md m¢é (Khung doc md@ mé - ORF) cua
protein c6 hoat tinh enzym tir co s& dit li¢u gen chtra cac trinh tu bazo cia ADN hé gen
moi trudng clia quén thé vi sinh vat méi trudng;

(2) buéc didu ché it nhat mot san phdm tich dong PCR chira toan b trinh tw ORF,
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mot doan cua trinh ty ORF, hodc trinh ty bazo ma hoéa trinh tu axit amin dugc tao ra bﬁng
cach loai bd, thay thé hodc bd sung it nhéit mot géc axit amin trén trinh tu axit amin ma
héa béi trinh tir ORF, bing cach thuc hién qua trinh tach dong PCR trén it nhit mét ADN-
hé gen moi trudng cia quan thé vi sinh vat méi trudng bing cach sir dung doan mdi dugc

thiét ké dua trén trinh tw ORF thu dugc & bude (1);

~ (3) budc xac dinh trinh tu bazo va trinh ty axit amin ma héa béi trinh tu bazo nay

d5i v6i m&i san phédm tach dong PCR thu duge & bude (2); va

(4) budce chon loc bién thé ty nhién clia enzym c6 hoat tinh béng cach do hoat tinh

enzym clia cac protein ma héa boi mdi san pham tach dong PCR thu duge & bude (2).
2. Phuong phép san xuét bién thé ctia enzym c6 hoat tinh bao gdm:

(1) budc phat hién trinh ty ORF ctia protein c6 hoat tinh enzym tir co s¢ dit liéu
gen chira céc trinh tu bazo cia ADN hé gen mdi trudng ciia quéan thé vi sinh vat moi
truong;

(2) budc didu ché it nhit mot san phdm tach dong PCR chira toan bo trinh tr ORF,
mot doan cua trinh tr ORF, hodc trinh tu bazo ma héa trinh tu axit amin dugc tao ra b%lng
cach loai bd, thay thé hodc bd sung it nhit mot géc axit amin trén trinh tu axit amin ma
hoéa béi trinh tr ORF, bing cach thuc hién qua trinh tich dong PCR trén it nht mot ADN
hé gen moi trudng cta quin thé vi sinh vat mdi trudng bang cach st dung doan mdi dugc

thiét ké dya trén trinh ty ORF thu dugc & bude (1);

(3) budc xac dinh trinh ty bazo va trinh ty axit amin ma héa bédi trinh ty bazo nay

d6i v6i mdi san phim tach dong PCR thu duge & bude (2);

(4) budc do hoat tinh enzym cua cac protein ma héa béi mdi san phim tich dong

PCR thu dugc & buédce (2);

(5) budc danh gid mbi twong quan gitra trinh tu axit amin ma héa béi trinh tr ORF

va hoat tinh enzym sau khi thuc hién buéc (3) va bude (4); va

(6) budc san xuit bién thé cua enzym c6 hoat tinh dugc cai thién do loai bd, thay
thé hodc bd sung it nhit mot géc axit amin trén trinh tu axit amin ma hoa bdi trinh tu
ORF, dua trén mbi tuong quan gilra trinh ty axit amin va hoat tinh enzym thu dugc &
budc (5).
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3. Phuong phap san xuét bién thé ctia enzym theo phuong én 2, trong d6 ADN hé
gen mdi trudng clia quin thé vi sinh vat mdi trudng 12 ADN hé gen mdi trudng duge tach
“chiét tir quin thé vi sinh vt c6 mit trong dét c6 nhiét do cao, va enzym nay la enzym

chiu nhiét c6 hoat tinh & nhiét do it nhit bang 70°C.

4. Phuong phap san xuat bién thé ctia enzym theo phuong 4n 2 hoic 3, trong d6

enzym nay la xenlulaza.

5. Xenlobiohydrolaza siéu chiu nhiét chira viing xtic tic tic xenlobiohydrolaza
chira (A) polypeptit c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO: 1, (B) polypeptit ¢6
trinh ty axit amin dugc tao ra béng céach loai bo, thay thé hoic bd sung it nhét mot géc
axit amin trén trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO: 1 (trong d6 gbc serin & vi tri
s6 88, gbc phenylalanin & vi tri s6 230, va gbc serin & vi tri s6 414 trén trinh tur axit amin
nay, trong d6 d6t bién loai bo, thay thé hoic bd sung axit amin chua xuét hién, khong
duogc dot bién) va ¢ hoat tinh xenlobiohydrolaza & _diéu kién nhiét do it nhét béng 80°C
va d6 pH bang 5,5, hoic (C) polypeptit c6 trinh ty axit amin (tc 14 trén trinh ty axit amin
ﬁéy, vi tri sb 88 1a serin, vi tri s6 230 1a phenylalanin, va vi tri s6 414 1a serin) c6 dd
tuong ddng bang 80% hogc cao hon so vv(yi trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO:
1 va ¢6 hoat tinh xenlobiohydrolaza & didu kién nhiét do it nhit bing 80°C va do pH bang
5.5.

6. Polynucleotit chira mién ma héa viing xtc tac xenlobiohydrolaza chtta (a) trinh
tu bazo ma hoéa polypeptit ¢ trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO: 1, (b) trinh tu
bazo ma hoa polypeptit c6 trinh tu axit amin dugc tao ra bang cach loai bo, thay thé hoic
bd sung it nhit mot gbc axit amin trén trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO: 1
(trong d6 gbc serin & vi tri s& 88, gbc phenylalanin & vi tri s6 230, va gbc serin & vi tri s6
414 trén trinh tur axit amin nay, trong d6 dot bién loai bo, thay thé hodic bd sung axit amin
chua xuit hién, khong dugc dot bién) va c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza & diéu kién nhiét
do it nhit bing 80°C va dd pH bing 5,5, (c) trinh tu bazo ma héa polypeptit c6 trinh tu
axit amin (tc 1a trén trinh ty axit amin nay, vi tri s6 88 1a serin, vi tri s6 230 1a
phenylalanin, va vi tri sb 414 1a serin) c6 d6 twong ddng bing 80% hodc cao hon so v6i
trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO: 1 va c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza & didu
kién nhiét do it nhét bing 80°C va d6 pH bang 5,5, (d) trinh tu bazo ma héa polypeptit c6
- d6 tuong ddng bang 80% hoidc cao hon so véi trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID
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NO: 2 va c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza & didu kién nhiét db it nhit bang 80°C va do pH
bang 5,5, hodc (e) trinh tr bazo ma héa polypeptit - 12 trinh tir bazo ctia polynucleotit
" duoc lai héa voi polynucleotit ¢é trinh ty bazo nhu néu trong SEQ ID NO: 2 trong didu
kién nghiém ngit va c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza & didu kién nhiét do it nhit b%mg
80°C va d6 pH bang 5,5.

7. Vecto biéu hién chira polynucleotit theo phuong 4n 6 va vecto ndy c6 thé biéu
hién polypeptit c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza & diu kién nhiét do it nhit bing 80°C va
d6 pH bang 5,5 & té bao vat chi. |

8. Thé bién nap chira vecto biéu hién theo phuong 4n 7.

9. Thé bién nap theo phuong 4n 8, trong d6 thé bién nap nay 1a vi sinh vit nhan
thuec. »

10. Phuong phép san xuit xenlobiohydrolaza siéu chiu nhiét bao gbém buédc san

xuét xenlobiohydrolaza siéu chiu nhiét trong thé bién nap theo phuong 4n 8 hoic 9.

11. Hon hop xenlulaza chira xenlobiohydrolaza siéu chiu nhiét theo phuong an 5 |
hoic xenlobiohydrolaza si€u chiu nhiét dugc san xuit bang phuong phép theo phuwong an

10 va it nhat mot loai xenlulaza khac.

12. Phuong phép san xuit san phém phan gidi xenluloza bao g6m buc’ré cho
nguyén liéu chira xenluloza tiép xtic v6i xenlobiohydrolaza siéu chiu nhiét theo phuong
4n 5, thé bién nap theo phuong 4n 8 hodc 9, hodc xenlobiohydrolaza siéu chiu nhi€t dugc
san xuit bing phuong phap theo phuong 4n 10.

13. Phuong phdp san xuit san phim phan giai xenluloza theo phwong 4n 12 con
bao gdm budc cho nguyén liéu chira xenluloza tiép xtc véi it nhit mot loai xenlulaza
khéc.

C6 thé thu dugc bién thé enzym c6 hoat tinh ting bing phuong phap diéu ché bién
thé ty nhién cia enzym va phuong phép san xuét bién thé ctia enzym theo sang ché.

Hon nira, xenlobiohydrolaza 'siéu chiﬁ nhiét theo sang ché c6 hoat tinh
xenlobiohydrolaza & diéu kién nhiét do it nhit bing 80°C va d6 pH bing 5,5. Do do,
xenlobiohydrolaza si€u chiu nhiét theo sang ché thich hop dé thuy phan xenluloza & nhiét

dd cao.
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Ngoai ra, polynucleotit theo sang ché; vecto bidu hién chira polynucleotit ndy, va
thé bién nap chira vecto nay ciing thich hop dé san xuit xenlobiohydrolaza siéu chiu nhiét

theo sang ché.
Phuong phap didu ché bién thé tu nhién ciia enzym theo séng ché

Phuong phap theo sang ché (ciing dugc goi 1a “phuong phéap didu ché bién thé tu
nhién”) 1a phuong phap diéu ché bién thé tr nhién ciia enzym c6 hoat tinh tir ADN hé gen
mdi trudng cia quan thé vi sinh vat moi trudng, bing céch sir dung doan mdi duoc thiét
ké dua trén trinh ty khung doc ma mé (Khung doc ma mé - ORF) clia gen mé hoa eﬁzym
nay. '

ADN hé gen méi truong c6 thé dugc tao ra tir quin thé vi sinh vit moi trudng
bing phuong phép di biét, vi du kit chiét tich ADN (ISOIL Large for Beads ver. 2,
NIPPON GENE CO., LTD.).

Khi thu vién bién thé dugc tao ra chi béng cach thu nhén cac thé dot bién 1am tang
chirc ndng, thi khong cén sang loc dé ioai b6 nhidu thé dot bién khong c6 hoat tinh duge
tao ra, va thu duoc cac bién thé co hoat tinh dugc cai thién b%lng cach danh gia hoat tinh
trén mot vai bién thé c6 dot bién thay thé axit amin. ADN hé gen moéi truong duge tach
chiét tir quin thé vi sinh v4t mdi trudng bao gbm nhiéu bién thé tw nhién c6 hoat tinh ting.
Do do6, khi ADN hé gen mdi truong duge st dung lam khudn, thi ¢6 thé thu duoc cac

bién thé ¢ hoat tinh ting.

Thuat ngir “c6 hoat tinh” dugc dung trong ban md ta @8 chi su khéc biét dang ké
vé s6 luong dau dang khir hodc cudng dd phan (ng tao mau véi it nhit mot co chit, so
v6i miu d6i chung am.

ADN hé gen mdi trudng duoc tach chiét tir quin thé vi sinh vat moi trudmg 1a do
nhiéu bién thé tu nhién c6 hoat tinh ting c6 thé dugc giai trinh tu dua trén thuyét tién hoa
phén tir trung tinh. Dang da hinh don nucleotit (Single nucleotide polymorphism - SNP)
1a mot dang da hinh cuia trinh ty bazo thudong xuit hién & ADN bd gen. Vi dy, & ADN bo
gen ngudi, SNP c6 tAn xuit xudt hién gin bing 1 bazo/1000 bazo. SNP xuét hién & céc
gen gy dot bién axit amin hodc gay dot bién 13n ma khong gay dot bién axit amin, nhu
dot bién thay thé ddng nghia hoic SNP trén doan intron. Trong mot sb trurong hop, khi

SNP gdy dot bién axit amin, thi c4c protein ma héa bsi gen nay bi bién ddi ciu tric hodc
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chirc ning. Theo thuyét tién hoa phén tir trung tinh (Kimura, Nature, 1968, vol. 217
(5129), p. 624~626), dot bién gen do thay thé axit amin, ma c6 thé c6 anh huéng bat loi
dén kha nang sbéng s6t ctia cac c4 thé do 1am giam hogic mét chirc ning, do d6 anh huéng -
bat loi dén sy tién hoa, duoc loai trir khéi nhém. Nguoc lai, khi dot bién 1a dét bién trung
tinh hogic dot bién c6 loi, thi ca thé mang gen d6t bién nay khéng bi loai trir khéi nhém.
Gen nay duoc di truyén dén thé hé ké tiép, va sy da dang gen nhu SNP dugce di truyén.
Theo thuyét tién héa phan tir trung tinh, bién thé tr nhién c6 SNP do thay thé axit amin
dugc xem 12 dot bién c6 loi hodc dot bién frung tinh khong lam gidm chirc nang, tic 1a

theé dot bién c6 chirc ning ting.

Sang ché dé cép dén phuong phép diéu ché bién thé tw nhién cua enzym c6 hoat

tinh bao gdm:

(1) budc phat hién trinh ty ORF cua protein c6 hoat tinh enzym tir co s& dit li€u
gen chra céc trinh ty bazo cia ADN hé gen mdi trudng cua qu?m thé vi sinh vt méi

trudong

(2) bude diéu ché it nhit mot san phdm tach dong PCR chira toan bo trinh ty ORF,
mot doan cua trinh ty ORF, hodc trinh ty bazo ma hoéa trinh tu axit amih dugc tao ra béng
cach loai bo, thay thé hoic bd sung it nhét mot géc axit amin trén trinh tu axit amin ma
héa baoi trinh tur ORF, bﬁng cach thyuc hién qua trinh tach dong PCR trén it nhit mét ADN
hé gen méi trudng ciia quan thé vi sinh vat moi truong bang céach sir dung doan mdi dugc

thiét k& dua trén trinh ty ORF thu duoc & budce (1)

(3) bubc xac dinh trinh ty bazo va trinh tu axit amin ma héa béi trinh tu bazo nay

d6i v6i mdi san phdm tach dong PCR thu duge & bude (2)

(4) budc chon loc bién thé ty nhién cta enzym c6 hoat tinh b%lng cach do hoat tinh

enzym cla cac protein ma héa boi mdi san phdm tach dong PCR thu dugc & budc (2)

ADN hé gen mdi trudng ctia quan thé vi sinh vit méi trudng dugc tach chiét bing
cach phan cit ADN bd gen ciia quan thé vi sinh vat moi trudng (nhém vi sinh vat chira
trong mau méi trudng) thanh cic doan nhé. ADN hé gen mdi trudng dugc tich chiét tir
quén thé vi sinh vt c6 trong dét, bun, nudc hd, nude bién, va mdi truong tuong tu cb thé
duoc sir dung 1am ADN hé gen moéi truong ciia quan thé vi sinh vat moi trudng theo séng

ché. P8 thu dugc bién thé enzym c6 do dn dinh nhiét cao, tdt hon néu st dung ADN hé
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gen moi trudng duoc tach chiét tir quin thé vi sinh vt chira trong miu moi trudng cd
nhiét do cao. Vi du vé mAu moi trudng c6 nhiét dd cao bao gdm mau dt c6 nhiét d cao
& khu vyc subi nude néng va miu méi trudng twong tu. Vi du vé “miu dit c6 nhiét @6
cao & khu vue sudi nude néng” bao gdm miu nude & khu vuc sudi nude néng va cac miu
moi trudng twong tr chira dit, bun, va sinh khdi c6 nhiét do nam trong khoang tir 30°C

dén 80°C, va cac miu tuong tu.

Trong phuong phép didu ché bién thé ty nhién co6 hoat tinh theo séng ché, trong
budc (1), trinh tu ORF cua protein ¢6 hoat tinh enzym dugc phét hién tir co s¢ dir liéu
gen chira cac trinh ty bazo cia ADN hé gen moi trudng cua quin thé vi sinh vat méi
trudmg. Co s& dit liéu gen nay c6 thé duoc tao ra bing phuong phap, nhu phuong phép
gidi trinh ty hang loat dugc st dung dé phén tich trinh ty ADN mach dai trén ADN hé

gen moi truong cua quan the vi sinh vat moi truong.

Cu thé, ADN hé gen méi trudng clia quan thé vi sinh vat mdi trudng dugc lap rap
va danh diu bing dir liéu giai trinh tu hang loat, va trinh twy ORF ma hoa trinh tu axit
amin dic hi¢u dugc phat hién. Trinh tu ORF cia protein c6 hoat tinh enzym muc ti€u c6
th8 dugc phat hién bing k§ thuat da biét, nhu phén tich d6 twong dong (d6 tuong dong
trinh ty) cia trinh tu bazo dua trén trinh ty bazo clia gen c6 hoat tinh enzym muc tiéu va
gen ¢6 trinh tw bazo da biét. T6t hon néu, phéan tich d§ twong déng duge thuc hién dé
phat hién trinh tr ¢6 d6 trong ddng bing 30% hoc cao hon so véi trinh ty bazo clia gen

¢6 hoat tinh enzym va gen c6 trinh tu bazo d3 biét.

Sau d6, thuc hién budc (2), bang cach sir dung doan mdi dugc thiét ké dua trén
trinh tu ORF thu dugc & budce (1), qua trinh tach dong PCR duogc thuc hién trén it nhét
mdt ADN hé gen mdi trudng clia quan thé vi sinh vat méi truong. Tét hon néu, doan mdi
duoc stir dung 1a doan mdi dugc thiét ké dé co thé khuéch dai it nhit mot mién chira ving
xic tac cia enzym trén trinh tw ORF bing phuong phap PCR. Bing cich thuc hién
phuong phép PCR tir ADN hé gen mdi trudng nay, cod thé tach dong dugc it nhit mét san
phém PCR, chira trinh tr bazo ma hoéa trinh tu axit amin dugc tao ra br:ing cach loai bo,
thay thé hodc bd sung it nhit mot gbc axit amin trén trinh tw ORF c¢6 chiéu dai diy da;
mot phén trinh tu ORF; hoac trinh tu axit amin ma hoa béi trinh ty ORF.

Sau d6, trinh tu bazo ciia mdi san phém tach dong PCR thu dugc trong budce (2)

duoc phan tich, va trinh tyr axit amin ma héa béi san phdm tach dong PCR niy dugc x4c
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dinh (budc (3)). Sau d6, protein ma hoa béi san phédm tich dong PCR dugc san xuét, hoat
tinh enzym cia protein dugc do, va bién thé ciia enzym c6 hoat tinh dugc chon lgc (bude

(4)). Theo cach nay, bién thé caa enzym c6 hoat tinh c6 thé thu dugc mot cach chon loc.

Theo sang ché, t&t hon néu thuc hién qu4 trinh tich dong PCR trén s6 luong 16n
ADN h¢ gen moéi trudong thu duge tir cac ngudn khéac nhau bing cich st dung ciing doan
mdi. Khi qua trinh tich dong PCR khéng chi dugc thuc hién trén khuén ADN hé gen mdi
truong ding dé thiét ké doan mdi ma cdn trén nhiéu ADN hé gen méi trudng thu duge tir
cac nguén khac nhau, thi thu vién PCR dugc tao ra béng cach thu thép céc khuén lac
mang plasmit chira cac doan khuéch dai cia doan mdi duoc thiét ké trén quy mo 16n, vi
du, béng cach thu thdp hang tram khuén lac hoic nhiéu hon, thi c6 thé thu dugc nhiéu

bién thé c6 dot bién thay thé axit amin (cac bién thé tu nhién) clia gen ma héa enzym nay.

Nhin chung, trong qua trinh tich dong PCR, céc gen muc dich dugc tach dong
bing cach thu thap tir 1 dén 10 khuén lac. Tuy nhién, theo phwong phéap didu ché bién thé
tu nhién cia sang ché, tot hon néu qua trinh tach dong gen dugc thuc hién bang céach thu
thap nhidu khuén lac, vi du it nhét 100 khuin lac/miu ADN hé gen mdi trudng. Theo
cach nay, co thé tao ra thu vién gf“)m cac bién thé ty nhién chira cac SNP khic nhau cia

gen ma hoa enzym muc ti€u.
Phuong phap san xuét bién thé ciia enzym theo sang ché

Theo sang ché, thu vién bién thé tu nhién dugc tao ra néu trén dugc sang loc chic
ning, va theo cach nay, chirc ndng clia enzym, nhu do 4n dinh nhiét duoc cai thién hitu
hiéu. Theo d6, c6 thé c6 thé san xuat dugc bién thé enzm thé hé méi c6 hoat tinh dugc céi
thién.

Phuong phap san xuit bién thé cla enzym theo séng ché (ciing dugc goi 1a
“phuong phap san xuét bién thé”) con bao gdm céc budce (5) va bude (6) ngoai cac budce
tir (1) dén (4).

(5) budc danh gia mdi twong quan gitta trinh tu axit amin ma héa béi trinh tu

ORF va hoat tinh enzym ctia nhiéu bién thé sau khi thuc hién buéc (3) va buéde (4)
(6) budc san xuét bién thé cia enzym c6 hoat tinh duge cai thién do loai bo, thay
thé hoac bd sung it nhét mot géc axit -amin trén trinh ty axit amin ma héa béi trinh tu

OREF, dua trén mdi trong quan giita trinh ty axit amin va hoat tinh enzym thu dugc &
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budc (5).

Thuat ngir “cai thién hoat tinh enzym” dugc dung trong ban mo ta dé chi hoat tinh
cua eﬁzym ma héa béi trinh tw ORF c6 dot bién loai bé, thay thé hodc bd sung it nhit mot
gbc axit amin cao hon hoat tinh ctia enzym ma héa béi trinh tw ORF khong c6 dot bién

loai bo, thay thé hoic bd sung gdc axit amin.

Trong buéce (5), khi hoat tinh enzym ctia protein, méd hoéa bdi hai sén phim tach
dong PCR khéc biét vdi nhau v& mot, hai, hodc nhiéu géc axit amin trén trinh tu axit
amin duge so sanh v6i nhau, dot bién axit amin cai thién hoat tinh enzym dé& dang dugc
phat hién. Sau d6, trong budc (6), khi dt bién bazo dé gay dot bién axit amin c6 thé tiép
tuc cai thién hoat tinh enzym dugc chén vao cac doan ADN chtra trinh tr ORF hodc san
pham tach dong PCR thu dugc trong buéde (2), do d6 it nhét mot gdc axit amin trén trinh
tur axit amin ma hoa bdi trinh tr ORF dugc loai b, thay thé hoic bd sung, thi san xuét
duoc bién thé enzym c6 hoat tinh dugc cai thién. Dot biéﬁ thay thé hodic dot bién tuong
tu cia bazo dé gdy dot bién mot, hai, hoafxé nhiéu géc axit amin c6 thé dugc thuc hién

bang phuong phép thong thudng.
Xenlobiohydrolaza siéu chiu nhiét theo sang ché

Nhu duge thé hién trong vi du 1, cac tic gia sang ché da tach chiét ADN bd gen
(ADN h¢ gen moi trudng) cia quf?m thé vi sinh vat c6 mit trong d4t c6 nhiét 6 cao ¢ khu
vue subi nuée néng (vi du, miu nude & khu vuc sudi nude néng va cic mau méi trudng
twong tu chira dat, bin va mang sinh hoc c6 nhiét do nim trong khoang tir 30°C dén
80°C) thu thap duogc tir 5 vi tri & mdt khu v1rc subi nu6c néng & Nhat Ban. Bﬁng cach su
dung cdc ADN h¢ gen mdi trudng ndy, cac tic gia sang ché da thuc hién phuwong phap

diéu ché bién thé ty nhién va thu duoc xenlobiohydrolaza c6 do dn dinh nhiét rat cao.

Cu thé, tir mot ADN hé gen mdi trudng da thu dugc 13 khung doc ma mé (Open
Reading Frame - ORF) c6 d6 twong dong trinh tir axit amin cao (tirc 1 ¢6 do twong dong
bing 30% hoic cao hon) véi enzym xenlobiohydrolaza (cellobiohydrolase - CBH) d biét.
Dua trén thong tin vé trinh tir bazo ciia cac ORF nay, doan mdi dugc thiét ké va ving xtic
tac xenlobiohydrolaza dugc tach dong tir ADN hé gen moi truong ctia hé vi sinh vét chira
trong dt c6 nhiét d cao & khu vuc sudi nuée néng bang phuong phap PCR. ADN dugc
tach dong bang PCR (san phdm tich dong PCR) duogc bién nap vao E. coli sao cho
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protein ma hda béi trinh ty bazo nay dugce biéu hién, qua trinh sang loc chitc ning dugc
thuc hién bang cach do hoat tinh phan giai Avicel truong né lién hgp axit phosphoric
(Phosphoric acid-Swollen Avicel - PSA) va hoat tinh phén gidi'carboxymetyl xenluloza
(Carboxymethyl Cellulose - CMC).

Cubi cung, tir mot khung doc md mé AR19G-166, thu dugc xenlobiohydrolaza
siéu chiu nhiét thé hé méi (xenlobiohydrolaza AR19G-166RA) c6 hoat tinh phin giai
PSA.

~ Khung doc ma m& AR19G-166 c6 trinh tu khong day du, trong d6 methionin clia
bd ba ma hoa khéoi du bi loai bd. Theo do, gen AR19G-166RA dugc tach dong tir ORF

nay la doan gen chi chita viing xuc tdc GH6.

Sau d6, bang cach sir dung doan mdi du'qc‘thié't ké dua trén trinh ty ORF thu duoc
& bude (1) ndy, nim ADN hé gen méi trudng duge tich dong bing phuong phép PCR.
Két qua thu dugc 12 bién thé thay thé axit amin cia AR19G-166RA. Xenlobiohydrolaza
si€u chiu nhiét theo sang ché 12 bién thé AR19G-166RASFS (trong do, géc axit amin & vi
tri s6 299 1a arginin, géc axit amin & vi tri sb 3511a alanin, géc axit amin & vi tri s6 88 1a
serin, gdc axit amin & vi tri s6 230 1a phenylalanin, va gbc axit amin & vi tri s6 414 13
serin) c6 d én dinh nhiét cao nhit trong s cac bién thé cia AR19G-166RA. Trinh ty
axit amin coa bién thé AR19G-166QA c6 tdn xuit xudt hién cao nhat dugc néu trong
SEQ ID NO: 3, va trinh tu bazo mi hoéa trinh ty axit amin nay dugc néu trong SEQ ID
NO: 4. Trinh ty axit amin cta bién thé AR19G-166RASFS dugc néu trong SEQ ID NO: 1,
va trinh tu bazo ma hda trinh tu axit amin nay dugc néu tfong SEQ ID NO: 2.

Nhu duoc thé hién trong vi du 1, bién thé AR19G-166RASFS c6 hoat thity phan
PSA cao. Ngoai ra, bién thé AR19G-166RASFS c6 hoat tinh phan gidi Lichenan chira
glucan c6 lién két p-1,3 va lién két B-1,4 hoic xenluloza tinh thé Avicel, mic du hoat tinh
nay yéu. Nguoc lai, bién th8 AR19G-166RASFS hau nhu khong c6 hoat tinh phan gidi
CMC hoidc Laminarin chira glucan c6 lién két p-1,3 va lién két B-1,6. Ngoai ra, theo két
qué tra cru trinh t axit amin cta bién thé AR19G-166RASFS trén co s& dir lidu da biét,
d3 kiém chimg duoc ring trinh tu axit amin ¢6 do twong ddng cao nhét chi bing 66% vai
trinh tu axit amin néu trén 1a glucosit hydrolaza (SEQ ID NO: 11) thudc ho GH6 cua vi
khuin wa nhiét d§ trung binh Herpetosiphon aurantiacus DSM 785 thudc nganh
Chlroflexi. Céac phan tich d ddc hiéu co chit, phan tich HPLC d6i v6i san phdm thiy
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phdn cia PSA, va phan tich 40 tuong ddéng cia trinh ty axit amin nay Voi
xenlobiohydrolaza da biét cho thiy bién thé AR19G-166RASFS Ia xenlobiohydrolaza

méi thudc ho GH6.

Bién th8 AR19G-166RASFS c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza & nhiét d it nhat
bing 80°C va do pH bing 5,5. Cu thé, nhw dugc thé hién trong phin 9 clia vi du 1, bién
thé AR19G-166RASFS c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza & nhiét do nim trong khoang tir
50°C dén 95°C. Hoat tinh xenlobiohydrolaza cua bién th AR19G-166RASFS dugc biéu
hién bﬁng cach st dung vat chu E. coil chiu dugc nhiét do nam trong khoang tir 50°C dén
95°C, va d5 én dinh nhiét cua bién th8 AR19G-166RASFS cao hon rit nhiéu so véi d6 én
dinh nhiet ciia bién th8 AR19G-166QA va cac bién thé thay thé axit amin cia
AR19G-166QA.

Nhin chung, dét bién loai bo, thay thé, hoic bd sung it nhit mot géc axit amin cO
thé duoc thuc hién & protein c6 hoat tinh sinh 1y nhét dinh ma khong 1am giam hoat tinh
ciia né. Néi cach khac, & bién thd AR19G-166RASFS, dot bién loai bo, thay thé, hodc bd.
sung it nhit mot gbc axit amin c¢6 thé duge thuc hién ma khong 1am mét hoat tinh

xenlobiohydrolaza.

Xenlobiohydrolaza si€u chiu nhiét theo sing ché chra ving xdc tic

xenlobiohydrolaza, chira:
(A) polypeptit c6 trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO: 1

(B) polypeptit c6 trinh tu axit amin dugc tao ra bﬁng cach loai bo, thay thé hodc bd
sung it nhat mot gbc axit amin trén trinh tir axit amin nhu néu trong SEQ ID NO: 1 (trong
d6 gbc serin & vi tri sb 88, gbc phenylalanin & vi tri s6 230, va gbc serin & vi tri sb 414
trén trinh tu axit amin ndy, trong d6 dot bién loai b, thay thé hodc bd sung it nhét mot
géc axit amin chua xuét hién, khong duoc dot bién) va c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza &

didu kién nhiét d¢ it nhét bing 80°C va d pH bang 5,5

(C) polypeptit co trinh tr axit amin (tire 1a trén trinh tu axit amin nay, vi tri sb 88
1a serin, vi tri s6 230 1a phenylalanin, va vi tri s6 414 1a serin) c¢6 do twong ddng trinh tir
bﬁng 85% hoac cao hon sd v6i trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO: 1 va ¢6 hoat
tinh xenlobiohydrolaza & diu kién nhiét do it nhit bing 80°C va do pH bang 5,5.

Trorig polypeptit (B), t6t hon néu sé luong gbc axit amin trén trinh ty axit amin
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nhu néu trong SEQ ID NO: 1 dugc loai bd, thay thé hodc bd sung nim trong khoang tir 1
dén 20, t&t hon nita néu ndm trong khoéng tir 1 dén 10, va con t6t hon nira néu nim trong

khoéng tir 1 dén 5.

Khong c6 gi6i han cu thé vé& d6 tuong ddng trinh tr ctia polypeptit (C) véi trinh ty
axit amin nhu néu trong SEQ ID NO: 1 mién 1a do twong ddng nay bang 80% hoic cao
hon. Tuy nhién, t6t hon ’né'u d6 trong dong nay bing 85% hoic cao hon, tét hon nira néu
d6 trong ddng nay bang 90% hoic cao hon, va con tét hon nita néu d6 tuong ddng nay

bang 95% hoic cao hon.

Do tuong déng trinh tu (d0 tuong déng) gifra cac trinﬂ tu axit amin dugc xac dinh
bang phuong phép sau. Cu thé, & trang thai, trong d6 khoang trbng dugc tao ra & cac vi tri
xuét hién d6t bién chén thém hoic loai bd, hai trinh tw axit amin dugc dat canh nhau sao
cho céc axit amin tuong ng 13 giéng nhau; va ty 1¢ axit amin gibng nhau so véi téng s
trinh tu axit amin trir di khoang tréng trén trinh tu sip thing hang dugc x4c dinh 12‘1 do

tuong ddng trinh tir. D6 twong ddng giita c4c trinh ty axit amin c6 thé dugc xéc dinh bing

nhiéu phdn mém tra ctru d6 twong ddng da biét trong linh vuc nay. .Theo sang ché, do
trong dong cia céc trinh tir axit amin duge xac dinh dua trén trinh tu sép thing hang thu
duogc béﬁg phin mém tra ctru d twong ddng BLASTP da biét. |

Polypeptit (B) va polypeptit (C) co thé dugc thiét ké nhan tao. Theo cach khac,
polypeptit (B) va polypeptit (C) cé thé 12 trinh ty twong ddng cia bién AR19G-166 va céc
bién thé turong tu hodc cac doan protein clia chiing.

MBai polypeptit tir (A) dén (C) c6 thé duge tdng hop hoa hoc dua trén trinh tu axit
amin nhu néu trong SEQ ID NO: 1. Theo cach khéac, cac polypeptit ndy co thé dugc tong
hop bing hé bidu hién protein bang cach sir dung céc polynucleotit theo sang ché. Hon
nita, polypeptit (B) va polypeptit (C) co thé dugc tdng hop nhan tao bing k§ thuat tai td
hop gen chén thém dot bién axit amin, dwa trén polypeptit c6 trinh tu axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO: 1.

Céc polypeptit tir (A) dén (C) c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza & diéu kién nhiét d¢
it nhét bing 80°C va do pH bing 5,5. Céc polypeptit nay c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza
manh thdm chi & diéu kién nhiét do nim trong khoang tir 80°C dn 100°C. Do &6, khi
enzym chira ving xuc tac xenlobiohydrolaia 1a polypeptit bat ky tir (A) dén (C), thi c¢6
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thé thu dugc xenlobiohydrolaza siéu chiu nhiét.

Xenlobiohydrolaza siéu chiu nhiét theo séang ché ¢6 co chit 1a PSA.
Xenlobiohydrolaza si€u chiu nhiét ndy c6 co chét c6 thé 1 B glucan khac véi PSA. Vi du
v& cac co chét B glucan khac bao gbm Lichenan chira lién két B-1,3 va lién két B-1,4,
xenluloza tinh thé nhu Avicel, xenluloza vi tinh thé cta vi khuin (Bacterial
Microcrystalline Cellulose - BMCC) va gidy loc, carboxymetylxenluloza (CMC), glucan
chira lién két B-1,3 va lién két B-1,6, glucan chira lién két B-1,3, glucan chira lién két
B-1,6, xylan, va cic co chét tuong tu. Tbt hon néu xenlobiohydrolaza si€u chiu nhiét theo
séng ché c6 co chat 1a PSA va it nhét mot glucan chira lién két B-1,3 va lién két p-1,4 va
xenluloza tinh thé, va t6t hon nita néu xenlobiohydrolaza si€u chiu nhi¢t theo sang ché ¢6

co chit 1a PSA, glucan chtra lién két B-1,3 va lién két B-1,4, va xenluloza tinh thé.

bo pH t6i wu cta xenlobiohydrolaza si€u chiu nhiét theo sing ché ndm trong
khoang tir 5,0 dn 6,5, mic du @ pH nay thay ddi phu thudc vao nhiét do phan tng. Tét
hon néu xenlobiohydrolaza siéu chiu nhiét theo séng ché c6 hoat tinh xenlobiohydrolazav
& @6 pH it nhat ndm trong khoang tir 5,0 dén 6,5, va tét hon nita néu & d6 pH nim trong

khoang tir 4,0 dén 7,0.

Xenlobiohydrolaza si€u chiu nhi€t theo sang ché c6 thé c6 hoat tinh thity phan
xenluloza khac véi hoat tinh xenlobiohydrolaza. Vi du vé& céc hoat tinh thity phan
xenluloza khic bao gdm hoat tinh endoglucanaza, hoat tinh xylanaza, hoat tinh

B-glucosidaza va cac hoat tinh tuong tu.

Xenlobiohydrolaza si€u chiu nhiét theo sdng ché c6 thé chi c6 ving xic tic
xenlobiohydrolaza chira polypeptit bat ky tir (A) dén (C), hoic c6 thé chira cac ving khac.
Vi du vé céc ving khic bao gdbm cac viing khac véi viing xiic tic clia xenlobiohydrolaza
da biét. Vi du, xenlobiohydrolaza siéu chiu nhiét theo sang ché bao gdm cac enzym thu
dugc bang cach thay thé ving xtc tac xenlobiohydrolaza clia cac xenlobiohydrolaza da
biét bing cac polypeptit tir (A) dén (C).

Khi xenlobiohydrolaza si€u chiu nhiét theo sang ché chira ving khéc véi viing xic
tac xenlobiohydrolaza, tét hon néu n6 chira vi tri gén két xenluloza. Vi tri gin két
xenluloza c6 thé ndm & phia trudc (diu tan cung N) hodc phia sau (d4u tan cing C) ving

xuc tdc xenlobiohydrolaza. Ngoai ra, vi tri gan két xenluloza va ving xdc tac
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xenlobiohydrolaza c¢6 thé dugc gin két truc tiép v6i nhau, hoic gin két v6i nhau nhd
ving lién két ¢6 chiéu dai thich hop. Trong xenlobiohydrolaza siéu chiu nhiét theo séng
ché, t6t hon néu vi tri gin két xenluloza nim phia truéc hogic phia sau ving xdc tac
xenlobiohydrolaza théng qua ving lién két, va t6t hon nita néu vi tri gén két xenluloza

| nim phia trudc ving xuc tac xenlobiohydrolaza thong qua vung lién két.

Tét hon néu trong xenlobiohydrolaza si€u chiu nhi¢t theo sang _ché, vi tri gén két
xenluloza 1a ving c6 kha ning ge"m két véi xenluloza, vi du, PSA hoic xenluloza tinh thé,
va khéng c6 giéi han cu thé vé trinh tu axit amin. Céc vi tri gin két xenluloza chira trong
cac protein dd biét hoic cic ving thu dugc bing cach cai bién thich hop cac viing néu
trén c6 thé duoc st dung 1am vi tri gén két xenluloza. Hon nita, khi xenlobiohydrolaza
siéu chiu nhiét theo sang ché c6 ving xtic tic xenlobiohydrolaza va vi tri gin két
xenluloza, t6t hon néu cdc ving nay dugc lién két v6i nhau thong qua trinh tu lién Kkét.
Khong c6 gidi han cu thé v2 trinh tu axit amin, chidu dai, va cac dic tinh twong tu ctia
trinh tu lién két nay. Ngoai ra, xenlobiohydrolaza siéu chiu nhiét theo sang ché c6 thé con
chira peptit tin hi¢u dugc dinh vi vao viing dic hiéu & té bao, hoic peptit tin hidu dugc bai
tiét ra ngoai té bao & dau tan cing N hodc dAu tan cing C. Vi du vé peptit tin hiéu bao
gdm peptit tin hiéu vin chuyén khong bao, peptit tin hiéu duy tri mang luéi ndi chét,
peptit tin hiéu vén chuyén nhan, peptit tin hiéu bai tiét, va cac peptit tin hiéu twong tu. Vi
du vé peptit tin hiéu duy tri mang luéi noi chét bao gdm peptit tin hiéu chira trinh tu axit
amin cua HDEL, va céc peptit tuong tu.

Ngoai ra, khi xenlobiohydrolaza si€u chiu nhi€t theo sang ché duogc san xuét bang
hé biéu hién, dé co thé tinh ché enzym nay mot cich don gian, céc trinh tu danh dAu khac
nhau c6 thé dugc bd sung vao dau tan cling N hosc dAu tan cing C. Céc trinh tr ddnh déu
His, trinh ty danh ddu hemagglutinin (HA), trinh tuy danh diu Myc, va trinh ty d4nh diu
Flag dé biéu hién va tinh ché protein tai tb hop co thé dugc sir dung 1am trinh tu ddnh
dAu.

Polynucleotit ma hoa xenlobiohydrolaza siéu chiu nhi€t theo sang ché

Polynucleotit néu trén mad hoa xenlobiohydrolaza si€u chiu nhiét theo sang ché.
Xenlobiohydrolaza siéu chiu nhiét c6 thé dugc tao ra bing hé biéu hién cua vat chu thu

dugc bz‘fmg cach chén vecto biéu hién chira polynucleotit ndy vao vat chu.

Polynucleotit theo sang ché ma hoa mién chira viing xtc tic xenlobiohydrolaza
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chtra:

(a) trinh tu bazo ma hoa polypeptit co trinh tuy axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO: 1 | ' |

(b) trinh tu bazo ma héa polypeptit co trinh tyr axit amin dugc tao ra bang cach loai
b6, thay thé hodc bd sung it nhit mot gdc axit amin trén trinh ty axit amin nhu néu trong
SEQ ID NO: 1 (trong dé gbc serin & vi tri s 88, gbc phenylalanin & vi tri s6 230, va gbc
serin & vi tri s6 414 khong dugc dot bién) va c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza & diéu kién

nhiét d6 it nhit bang 80°C va d6 pH bang 5,5

(c) trinh ty bazo mad héa polypeptit ¢6 trinh tu axit amin (tic 1a trén trinh ty axit
amin nay, vi tri s6 88 1a serin, vi tri s6 230 1a phenylalanin, va vi tri s6 414 1a serin) c6 dd
trong ddng trinh ti bing 85% hoic cao hon sb véi trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ
ID NO: 1 va ¢6 hoat tinh xenlobiohydrolaza & diéu kién nhiét d¢ it nhét bing 80°C va do
pH bang 5,5

(d) trinh tu bazo ma hda polypeptit c6 do tuwong ddng bang 80% hoic cao hon so
véi trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO: 2 va c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza &
didu kién nhiét d9 it nhat bang 80°C va d¢ pH bang 5,5

(e) trinh ty bazo ma hda polypeptit - 1a trinh tu bazo cta polynucleotit dugc lai
hoa vaGi polynucleotit ¢o trinh ty bazo nhu néu trong SEQ ID NO: 2 trong diéu kién
nghiém ngdt va c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza & diéu kién nhiét d it nhat bang 80°C va
d6 pH bang 5,5

Vi du v& “céc diéu kién nghiém ngat” theo sang ché bao gi")m'phuo*ng phéap dugc
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 phin ciia dung dich SSC 20x: 3M natri clorua, 0,3M
dung dich axit xitric, d0 pH bang 7,0), dung dich Denhardt 5x (thanh phén dung dich
Denhardt 100x: 2% khéi lugng albumin huyét thanh bo, 2% khéi lugng ficoll, 2% khdi
lugng polyvinylpyrolidon), 0,5% khéi lugng SDS, 0,1mg/mL ADN tinh tring cé hdi, va
50% formamit, qué trinh lai héa dugc thuc hién bang cach U céc protein trong vai gid
hodc qua dém & nhiét d6 nim trong khoang tir 42°C dn 70°C. Sau khi 1, dung dich SSC

1x chtra 0,1% khéi lugng SDS dugc wu tién st dung lam dung dich dém rira, va dung
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dich SSC 0,1x chira 0,1% khéi lugng SDS duge wu tién hon.

Trong céc trinh tu bazd tir (a) dén (e), t6t hon néu dé chon loc trinh tu duge st
dung thuong xuyén dudi dang bo ba ma hoa cia vat chi 1a bd ba ma hoa thoai bién. Vi
du, trinh tr bazo (a) c6 thé 13 trinh tr bazo nhu néu trong SEQ ID NO: 2 hoic trinh tu
bazo thu dugc b%mg ééch c4i bién trinh ty bazo nhu néu trong SEQ ID NO: 2 thanh bo ba
ma héa ma dugc st dung thudng xuyén & vat chi ma khong lam bién ddi trinh tr axit
~ amin cAn m3 héa. Sy cai bién bd ba ma hoa c6 thé duge thuc hién bang ky thuét tai td

hop gen da biét.

Polynucleotit ¢c6 trinh ty bazo nhu néu trong SEQ ID NO: 2 ¢6 thé dugc tong hop
héa hoc dya trén théng tin vé trinh tw bazo. Theo cach khAc, polynucleotit nay c6 thé
duoc téng hop bang cach phan 14p gen mi héa AR19G-166 ¢6 chiéu dai déy da (cling
duoc goi la “gen AR19G-166") hoic modt doan gen cua ndé chira vung xic tic
xenlobiohydrolaza tir tyr nhién bang k¥ thuét tai td hop gen. Vi du, gen AR19G-166 c6
chiéu dai diy du hoic mot doan gen ciia n6 c6 thé dugc tdng hop tir mau chira cac vi sinh
vat tu nhién; va qué trinh PCR dugc thyuc hién bﬁng doan mdi xubi va doan mdi nguoc
dugc thiét ké dua trén trinh tu bazo nhu néu trong SEQ ID NO: 2 va st dung khuén 1a
ADN hé gen mdi truong thu duge tir mau. ADN bd sung (cADN) dugc tbng hop bing
phéan tng phién ma nguogc bang cach st dung khuon 1a ARN thong tin thu dwgc tir mau.
Hon nita, t6t hon néu miu chira khudn axit nuclecic dugc thu thap 1a mau thu duoc tir

moi truong ¢ nhiét 4§ cao, nhu dat & khu vuc c6 sudi nude nong.

Khong c6 gidi han cu thé vé d6 tuong déng cua trinh tu bazo (d) so véi trinh tu
bazo nhu néu trong SEQ ID NO: 2 mién 13 n6 bing 80% hoic cao hon. Tuy nhién, tdt
hon néu d6 trong dong nay bang 85% hodc cao hon, tot hon nita néu do tuong ddng nay
bing 90% hoic cao hon, va con tét hon nita néu do tuong ddng nay bang 95% hoic cao

hon.

Do twong ddng trinh ty (46 trong ddng) gitta céc trinh tr bazo duge x4c dinh bang
phuong phép sau. Cu thé, & trang théi trong d6 khoang trbng dugc tao ra & cac vi tri xuét
hién dot bién chén thém hoic loai bd, hai trinh ty bazo dugc dit canh nhau sao cho cac
trinh ty bazo twong tng 13 gidng nhau; va ty 18 cac trinh tu bazo gidng nhau so véi tong
s6 trinh tur bazo trir di khoang tréng trén trinh tu sip thing hang dugc x4dc dinh 13 do
trong ddng trinh tw. D twong ddng trinh tur giita céc trinh tu bazo c6 thé duoc xac dinh
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bang nhiéu phdn mém tra ciru d6 twong dong di biét trong linh vuc nay. Theo sang ché,
d6 twong ddng cia cic trinh tu bazo dugc x4c dinh dya trén trinh ty sép thing hang thu
dugc bang phin mém tra ciru d6 trong ddng BLASTN da biét.

Vi du, mdi polynucleotit c6 trinh ty bazo (b) hodc trinh tu bazo (c) c6 thé duoc
téng hop nhén tao b%lng cach loai bd, thay thé hodc b sung it nhit mot bazo trén
polynucleotit ¢6 trinh ty bazo nhu néu trong SEQ ID NO: 2. Ngoii ra, trinh tuy bazo (b)
hodc trinh ty bazo (c) c6 thé 1a trinh tu c¢6 chiéu dai diy di hoic mot doan trinh ty gen
trong ddng clia gen AR19G-166. Gen tuong ddng ctia gen AR19G-166 ¢6 thé duoc téng
hop bang k¥ thuét tai t6 hop gen da bét._

Polynucleotit theo sang ché c6 thé chi co mién mi hoéa ving xic tic
xenlobiohydrolaza. Theo cach khac, polynucleotit niy c6 thé c6 cac mién ma héa vj tri
gén két xenluloza, trinh tu lién két, cAc peptit tin hiéu khéc nhau, céc trinh ty dénh du

- khac nhau, va cac vung tuong tu, ngoai mién néu trén.
‘Vecto bicu hién theo sang ché

Vecto néu trén 13 vecto chira polynucleotit theo sang ché va biéu hién polypeptit
c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza & té bao vat chu & diéu kién nhiét do it nhét bﬁng 80°C va
d6 pH bang 5,5. Cu thé, vecto nay 1 vecto biéu hién chira pdlynucleotit mi héa
xenlobiohydrolaza si€u chiu nhiét theo séng ché. Cu thé, catxet biéu hién chira ADN c6
trinh tr ving khéi dau, polynucleotit theo sang ché, va ADN c6 trinh tu viing két thiic
nim phia trude, cin duge bién nap vao vecto biéu hién. Polynucleotit theo séng ché co
thé dugc bién nap vao vecto bidu hién ndy bang k§ thuat tai td hop gen da biét, va kit

tdng hop vecto biéu hién c6 ban trén thi truong c6 thé dugc sir dung.

Vecto biéu hién theo sang ché c6 thé duqc: chén Ve‘lb té bao nhan so nhu E. coli‘
hodc té bao nhan thuc nhu ndm men, nim soi, té bao dich hai, t& bao dong vat co6 v, va
t& bao thuc vat. Vecto bit ky tuong tich véi vat chii ¢6 thé duge sir dung 1am vecto biéu
hién theo sang ché.

Vecto biéu hién the6 sang ché kh(‘)ng 7bi gic’ri han boi polynucleotit theo sang ché,
va t6t hon néu vecto ndy mang gen khang thudc hoic gen twong tw. Khi vecto biéu hién
theo sang ché mang gen khang thudc, thi ¢ thé d& dang chon loc dugc vét chi da chuyén

gen va vat cha chua chuyén gen.
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Vi du v& gen khang thudc bao gdm gen khéng kanamycin, gen khéang hygromycin,

gen khang bialaphos, va gen tuong tu.
Thé bién nap theo sang ché

Thé bién nap néu trén chira vecto biéu hién theo sang ché. Xenlobiohydrolaza siéu
chiu nhiét theo sang ché c6 thé duoc biéu hién & thé bién nap nély. Xenlobiohydrolaza da
biét trong linh vuc ndy chi dugc bidu hiét & mot vai vat chi. Cu thé, khong d& biéu hién
duoc nhidu xenlobiohydrolaza & cac té bao vat chi khic nhau. Nguoc lai,
xenlobiohydrolaza si€u chiu nhiét theo sang ché ¢6 thé dugc bidu hién & nhiéu t& bao nhu
E. coil, nAm men, nam soi, va luc lap cta thuc vat bac cao. Cu thé, thé bién nap theo sang
ché bao gf‘)m E. coil, nAm men, nam soi, luc lap cua thuc vat bac cao, va vat chu tuong tu,

chira vecto bi€u hién theo sang ché.

Khéng c6 gi6i han cu thé vé& phuong phap san xuét thé bién nap theo sang ché
bang cach sir dung vecto biéu hién. Thé bién nap theo sang ché c6 thé dugc san xuét bang
phuong phap thong thu'émg; Vi du vé& cac phyong phap san xuét thé bién nap bao gém
phwong phép chuyén gen nh& vi khuin Agrobacterium, phuong phap stng hat, phuong
phép xung dién, phuong phap chuyén gen nh& polyetylen glycol (PEG), va phuong phap
teong tu. Khi vét chua la té bao thuc vat, tot hon néu thé bién nap theo sang ché duoc san

xuét bang phuong phap sting hat hodc phuong phép chuyén gen nh& Agrobacterium.

Theo khia canh khéc, vat chi mang vecto biéu hién nay cé thé 1a t& bao nhan so
nhu E. coli hodc t& bao nhan thuc nhu ndm men, nim soi, t& bao dich hai, té bao dong vat
c6 v, va té bao thuc vat. Xenlobiohydrolaza siéu chiu nhiét theo sang ché c6 thé dirqc
san xudt mot cach don gian hon bang cach nudi ciy thé bién nap E. coli. Déng thoi,
protein dugc glycosyl héa & té bao nhéan thuc. Do d6, khi thé bién nap theo sang ché 1a té
bao nhén thuc, s& thu dugce xenlobiohydrolaza si€u chiu nhiét c6 d§ dn dinh nhiét rt cao
50 v6i khi th bién nap 1a t& bao nhan so. Diac biét, khi thé bién nap theo sang ché 14 vi
sinh vat nhan thuc nhu ndm soi nhu Aspergillus hodc ndm men, xenlobiohydrolaza siéu

chiu nhiét c6 dd 6n dinh nhiét rat cao c6 thé dugc san xuat mdt cach trong doi don gian.

Khi té bao nhan so, nAm men, nadm sgi, t€ bao dich hai, t€ bao dong vat co vu, va
t€ bao twong tu dugc sir dung lam vat chu, thi thé bién nap thu dugc c6 the duge nudi cay

bang phuong phép thong thudng gidng nhu vat chi chua chuyén gen.
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Khi thé bién nap theo séng ché 1a thyc vat, t€ bao nubi ciy thuc vat, co quan thuc
vat hoic méd thuc vat c¢6 thé duge st dung lam vt cha. Thuc vat chuyén gen co thé
duoc tao ra tir t& bao thuc vat chuyén gen, mo seo, va cdc co quan tuong tu bﬁng phuong
phap nudi ciy moé thuc vét da biét va cac phuong phép twong tw. Vi du, khi té bao thuc
vét chuyén gen duoc nudi cdy bing mdi trudng tai biét héa khong chira hormon, va ciy
con thu dugc da ra & dugce tréng vao dat hodc méi trudng trong tu va sinh truéng, c6 thé

thu dugc thuc vét chuyén gen.
Phuong phap san xuit xenlobiohydrolaza siéu chiu nhiét theo sang ché

Phuong phép néu trén 14 phuong phép san xuat xenlobiohydrolaza siéu chiu nhiét
trong thé bién nap theo sang ché. Xenlobiohydrolaza siéu chiu nhiét theo sang ché dugc
biéu hién lién tuc trong thé bién nap duoc tao ra bing vecto biéu hién chira polynucleotit
theo sang ché dugc bién nap vao phia true ving khéi diu khong c6 kha ning didu khién
thoi diém biéu hién hoic yéu td tuong tu. Nguoc lai, khi thé bién nap dugc tao ra b?mg
vung khéi dau cam ung biéu hién phg_ thudc vao hop chét cu thé, diéu kién nhiét do, va
yéu t§ twong tr dugc cim ung trong didu kién biéu hién twong ung, thi

xenlobiohydrolaza si€u chiu nhiét dugc biéu hién trong thé bién nap nay.

Xenlobiohydrolaza siéu chju nhiét san xuét bing thé bién nap theo sing ché c6 thé
dugc st dung & trang thai nim trong thé bién nap nay hodc dugce chiét xuét hoidc tinh ché

tir thé bién nap nay.

Khong c6 gi6i han cu thé v& phuong phap chiét xuit va tinh ché
xenlobiohydrolaza siéu chiu nhiét tir thé bién nap theo sang ché mién 13 phuong phép nay
khong lam | giam hoat tinh cta xenlobiohydrolaza siéu chiu nhiét theo sang ché.
Xenlobiohydrolaza siéu chiu nhiét theo sang ché c6 thé dugc chiét xuit bing phuong
phap chiét xuét polypeptit tir t& bao hosic md sinh hoc thong thudong. Vi du vé phuong
phép chiét xuét bao gdbm budc ngadm thé bién nap vao dung dich dém thich hop, chiét
Xuét xenlobiohydrolaza si€u chiu nhiét, sau d6 phéan tach hén hop chiét xuit thanh dich
chiét enzym va cin ran. T6t hon néu dung dich dém chiét xuét chira chét lam tang do tan,
nhu chit hoat dong bé& mat. Khi thé bién nap theo sang ché 1a thuc vat, thi thé bién nap
nay co thé dugc cit nhé hodc nghién nhé trude khi ngdm vao dung dich dém. Hon nita,
c4c phuong phap phan tach rin-16ng da biét, nhu phuong phép loc, phuong phép loc nén,
va phuong phép ly tdm c6 thé duge sir dung dé phan tach hdn hop chiét xuit thanh dich
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chiét enzym va cin rin. Ngoai ra, thé bién nap dang dugc ngim trong dung dich dém c6
thé duoc ép. Xenlobiohydrolaza si€u chiu nhiét trong dich chiét c6 thé dugc tinh ché
bing phuong phap da biét, nhu phuong phép két tinh mudi, phuong phép siéu loc, va
phuong phép sic ky. |

Khi xenlobiohydrolaza si€u chiu nhiét theo sang ché duoc bidu hién & trang théi co
peptit tin hiéu bai tiét trong thé bién nap, thi c6 thé thu dugc dung dich chira
xenlobiohydrolaza siéu chiu nhiét mét cach don gian bang cach nudi cAy thé bién nap nay,
sau d6 thu phén dich ndi khong chira thé bién nap tir canh truong nudi ‘céy. Ngoai ra, khi
xenlobiohydrolaza siéu chiu nhiét theo sang ché c6 trinh tu danh dAu, nhu trinh ty danh
diu His, xenlobiohydrolaza siéu chiu nhiét trong dich chiét hozc phén dich nbi c6 thé
‘duge tinh ché mot cach don gian bing phuong phap sic ky 4i luc st dung trinh tu dénh

dAu.
Hbn hop xenlulaza theo sang ché

Hdn hop xenlulaza néu trén chira xenlobiohydrolaza siéu chiu nhiét theo sang ché
hodc xenlobiohydrolaza si€u chiu nhi€t dugc san xuit bing phuong phap san xut
xenlobiohydrolaza si€u chiu nhiét theo sang ché va it nhit mot loai xenlulaza khéc.
Xenlobiohydrolaza situ chiu nhiét duoc san xuit theo phuong phép sin xuét
xenlobiohydrolaza siéu chiu nhiét theo sang ché c6 thé dugc str dung & trang thdi nim
trong thé bién nap theo séng ché hoic c6 thé dugc chiét xuit hodc tinh ché tir thé bién nap
nay. Khi hdn hop xenlulaza theo sang ché duge str dung dé phén giai xenluloza, thi c6 thé
phan giai hi€¢u qua lignoxenluloza.. |

Khéng c6 gi6i han cu thé vé xenlulaza khac véi xenlobiohydrolaza siéu chiu nhiét
theo sang ché mién 14 né c6 hoat tinh thily phan xenluloza. Vi du vé xenlulaza khac bao
gdm hemixenlulaza, nhu xylanaza hoic B-xylosidaza, B-glucosidaza, endoglucanaza, va
enzym tuong ty. T6t hon néu hdn hop xenlulaza theo sing ché chtra it nhit mot

hemixenlulaza va endoglucanaza va tot hon nita néu hdn hgp xenlulaza theo séng che

chira ca hemixenlulaza va endoglucanaza. Pac biét, tot hon néu hdn hop xenlulaza theo
sang ché chua it nhit mot enzym dwoc chon tir nhém bao gdm xylanaza, p-xylosidaza,
B-glucosidaza, va endoglucanaza, va t6t hon nita néu chira hdn hop xenlulaza theo séng

ché toan bd xylanaza, p-xylosidaza, p-glucosidaza, va endoglucanaza.

-26-



26845

Tt hon néu xenlulaza khic chtra trong hdn hop xenlulaza theo sang ché 1a
xenlulaza bén nhiét c6 hbat tinh & diéu kién nhiét do it nhét b%lng 70°C, va t6t hon nira
“néu enzym nay 1a xenlulaza bén nhiét c6 hoat tinh & diéu kién nhiét do it nhét nim trong
khoéng tir 70°C dén 90°C. Khi hdn hop xenlulaza theo séng ché chira toan bd cic enzym
¢6 tinh khang nhiét, thi ¢6 thé thuc hién hiéu qua phan tmg phan giai xenluloza bang hén
hop xenlulaza nay & didu kién nhiét d6 cao. Cu thé, khi hdn hop xenlulaza theo sang ché
chi chﬁa xenlulaza bén nhiét duoc st dung dé thily phéan lignoxenluloza, thi ¢ thé thuc
hién phan tng thily phan lignoxenluloza & nhiét do nim trong khoang tir 70°C dén 90°C.
Khi qué trinh thuy phan dugc thuc hién & diéu kién nhiét do cao, thi lugng enzym, thoi
gian thiy phéan va chi phi cho phan tng thiy phan c6 thé giam.

Phuong phép san xuit sin phidm phan gii xenluloza theo sing ché

Phuong phap nay 1a phuong phdp san xuét san phim phan giai xenluloza bing
xenlobiohydrolaza si€u chiu nhiét theo sdng ché. Cu thé, san phim phan giai xenluloza
theo sang ché duoc san xuit bing cich cho nguyén liéu chira xenluloza tiép xic véi
xenlobiohydrolaza si€u chiu nhiét, thé bién nap, hodc xenlobiohydrolaza siéu chiu nhiét

san xuit bang phuong phéap san xuét xenlobiohydrolaza siéu chiu nhiét theo séng ché.

Thuit ngir “san phdm phén gidi xenluloza” dugc dung trong ban mo ta dé chi

xenlo-oligosacarit chira chi yéu xenlobioza, xenlotrioza va cic hop chat tuong tur.

Khong c6 gidi han cu thé vé nguyén liéu chira xenluloza mién 1a né chira
xenluloza. Vi du vé nguyén liéu chira xenluloza bao gbm sinh khdi xenluloza nhu ¢6 dai,
chét thai néng nghiép, gidy thai, vi nguyén liéu twong tw. Trudc khi tiép xuc voi
xenlobiohydrolaza siéu chiu nhiét theo sing ché, t6t hon néu nguyén lidu chira xenluloza
dugc xir 1y vét ly, nhu cit nhé hodc bam nhd va xu ly héa hoc b%mg axit, kiém, va hop
chét trong tu, ngdm vao dung dich dém thich hop, hodc xi 1y phan giai.

Tét hon néu phan ung thity phan xenluloza béi xenlobiohydrolaza siéu chju nhiét
theo sang ché dugc thuc hién & didu kién ma & d6 xenlobiohydrolaza siéu chiu nhiét nay
¢0 hoat tinh. Tt hon néu phéan 1’rrig thiy phan xenluloza dugc thue hién & diéu kién nhiét
d ndm trong khoang tir 55°C dén 100°C va d6 pH nam trong khoang tir 3,5 dén 7,0, va
tdt hon nita néu phan ng thuy phén xenluloza dugc thuc hién & nhiét do nam trong

khoang tir 70°C dén 100°C va d6 pH nim trong khoang tir 4,0 dén 6,0. Thoi gian phan
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g thity phan xenluloza duoc diéu chinh thich hop theo loai nguyén liéu chira xenluloza
dugc st dung, phuong phap xir ly so by nguyén li€u, lugng nguyén liu, va cic yéu tb
tuong tu. Vi di;, phan tng thity phan xenluloza c6 thé dugc thuc hién trong thoi gian tir
10 phiit dén 100 gio. Khi phéan giai sinh khdi xenluloza, thi phan tng thily phin xenluloza
¢6 thé duge thuc hién trong thoi gian tir 1 gio dén 100 gio.
Pé thiy phan xenluloza, thi ngoi xenlobiohydrolaza siéu chiu nhiét theo sang ché
t5t hon néu st dung it nhit mot xenlulaza khac. Céc xenlulaza khac néu trén, xenlulaza
chtra trong hén h(_rp xenlulaza theo sing ché c6 thé duoc sir dung, va tdt hon néu
xenlulaza nay la bén nhiét va cb hoat tinh & nhiét d6 it nhét bﬁng 70°C va tét hon nita néu
& didu kién nhiét do it nhit nim trong khoang tir 70°C dén 100°C. Ngoai ra, trong
phwong phap nay, thé bién nap hoic xenlobiohydrolaza siéu chiju nhiét san xuit bing
phucmg phap séan xuét xenlobiohydrolaza siéu chiu nhiét theo sang ché, hdn hop
xenlulaza theo sang ché c6 thé dugc sir dung thay cho xenlobiohydrolaza siéu chiu nhiét
theo sang ché.

Vi du thwe hién sang ché

Sang ché s& dugc mod ta chi tiét théng qua céc vi du sau, nhung khong chi gi6i han
& cac vi du nay.

Vidul

Quy trinh tach dong xenlobiohydrolaza si€u chiu nhiét tir mau dt & khu vuc subi

nudc nong
1. Téng hgp ADN hé gen méi trudong tir mau d4t c6 nhiét d6 cao

MaAu nuée chira dit, ban va sinh khdi dugc thu nhan tir khu vue subi nuée noéng &
Nhat Ban. Cac mAu nay c6 nhiét d6 ndm trong khoang tir 33°C dén 78°C va d6 pH nam
trong khoéang tir 7,2 dén 8. Trong s6 cac mau dit thu dugc & khu vuc sudi nu6e néng,
nim mau dugc ky hiéu 14n luot 1a AR19, OJS2, 0JS4, 0JS7, va OJS9 khi ADN hé gen
mbi trudng cia cic miu dugc tich chiét. ADN duge chiét tich bing kit chiét tich ADN
tir 10g mdi mAu dit thu duge & khu vuc subi nude néng (ISOIL Large for Beads ver. 2,
NIPPON GENE CO., LTD.). ADN duoc tach chiét véi lugng bang 10pg hodc cao hon tir
mAu d4t AR19 va qua trinh giéi trinh tu b gen dugc thuc hién trén Spg ADN thu duoc
bang hé théng GS FLX Titan 454 do Roche Diagnostics san xuét. Luong ADN con lai
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duge str dung dé tach dong gen ma héa xenlulaza bang phuong phap PCR. Ddng thdi, cac
mAu ¢6 lugng ADN thu dugc bing 10ug hogic nhd hon duge khuéch dai bing kit khuyéch
dai ADN bd gen (Kit khuyéch dai ADN GenomiPhi V2, do GE Healthcare san xuét).

2. Qua trinh lép rap va théng ké dir liéu bd gen cai bién ciia miu dit thu dugc &

khu vuc sudi nude nong

Qua trinh giai trinh tr hang loat dugc thuc hién ba Idn bing hé thong 454 GS FLX

Titan do Roche san xuit tir ADN hé gen méi truong duge tach chiét tir mau dit AR19 thu

duogc & khu v1,fc sudi nuée néng. Dir lidu d4u ra (tép tin sff) ctia hé théng Roche 454 dugc

‘xir Iy dém bang phin mém PyroBayés (Quinlan va cdng su, Nature Methods, 2008, vol. 5,
p. 179-81.) dé thu duoc céc tép trinh ty dinh dang FASTA va tép c6 chit lugng. Cac dau

~cia trinh tu doc thu dugce dugc cit bé dé cai thién chét luong cia chiing, va cac trinh ty
doc dugc lép rap bang phdn mém Newbler phién ban 2.3 cia 454 Life Science. Qua trinh
lép rap dugce thuc hién trong cac diéu kién: “dd trung lip tbi thiéu chép nhén duoc (mi) =
0,97, “tiry chon: - 16n (dbi v6i cac bd gen co kich c& lon hodc phtrc tap, ting tdc do lap

rap, nhung lam gidm d¢ chinh x4c.)”.

Céc doan trinh tr doc duoc sang loc chét lugng va cac doan tiép giap da dugce lép
rép (chiéu dai bang 100bp hodc cao hon) c6 téng chiéu dai bing 330Mbp va bd dir liéu
nay dugc st dung dé phan tich gen ma héa xenlulaza. Trong tdng s6 2766332 doan trinh
tu doc, 2040651 doan trinh ty doc duge 1ip rdp thanh 101372 doan tiép gidp c6 chiéu dai
trung binh bang 1027bp hodc cao hon, va doan tiép giap 16n nhit ¢6 chidu dai bing

187970bp.

Pbi voi cac trinh tu da dugc lép rap, toan bg cac doan tiép giap va cac doan duy
nhét duoc phén loai thanh nam loai bao gff)m vi khuén, vi khudn ¢, sinh vat nhan so,
virut, va nhém khong thudc cac loai nay, tham khao co s¢ dir liéu KEGG (Kanehisa, M.
Science & Technology Japan, 1996, No. 59, p. 34-38, http://www.genome.jp/kegg/,
11/5/2011). Trong trinh tu da duoc 1ap rép c6 chidu dai bing 330Mbp (= téng chiéu dai
céc doan tiép gidp + téng chidu dai doan duy nhét), chiéu dai trinh tu ctia vi khudn bing
59,9Mbp, chiéu dai trinh tu cia vi khuén cb bﬁng*3,1Mbp, chiéu dai trinh tu cta sinh vat
nhan so bang 25499bp, va chiéu dai trinh tu cia virut bing 384255bp. Cac két qua nay
cho thiy co s& dit lidu gen cai bién chi chira 19,2% trinh twy ADN d4 biét. Chiéu dai trinh
tu clia nhém khong thudc céc loai néu trén bing 266,7Mbp va chiém 80,8% toan bd trinh
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tu d3 dugc lép rap. Céc trinh tur ndy 12 trinh tu thé hé méi thu duge tir vi khudn, vi khuin

cd, va sinh vét nhén so.
3. Qua trinh phét hién khung doc m3 m& (ORF) ciia xenlobiohydrolaza

Céc trinh tg c6 ma phﬁri loai enzym 3.2.1.4 (xenlulaza), 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& dir liéu UniProt (http://www.uniprot.org/, sé truy cap: 2009/4/13), va co s& dit
lidu v& cac gen ma héa glycosit hydrolaza dugc thiét ké. Khung doc md mé dugc phat
hién tir céc trinh ty tiép gidp thu duoc & phan 2 biang phin mém Orphelia (Hoff va cong

su, Nucleic Acids Research, 2009, 37 (Web Server issue: W101-W105, tuy chon
| Orphelia: m3c dinh (model = Net 700, d§ trung ldp tdi da = 60)). Gen ma hoa glycosit
hydrolaza dugc xac dinh tir trinh ORF phat hién dugc bing phdn mém BLASTP (blastall
phién ban 2.2.18) vi tham khéo cé s& dit liéu cuc b. Diéu kién tiry chon ctia phdn mém

BLASTP dugc cai dat nhu sau: “trinh tu truy vn = sai”, “tri s6 ky vong (E) < 1e72%, “tri

sb mic dinh - tri s6 d& phat hién khoang tréng = -1, tri s6 @& mé rong khoang trdng =-1,
tri s§ sdp thing hang dugc tao khoang tréng X = 0, tri s6 1y thuyét cho céc trinh tr muc
dich m& rdng = 0, ¢& chit = mic dinh”, va cac trinh tu muc dich dugc thu thép la gen ma

héa glycosit hydrblaza.

Cac glycosit hydrolaza, nhu xenlulaza, endohemixenlulaza, va céc enzym cit
mach nhénh thu dugc bang phuong phap néu trén duge phan loai chitc ning bing phin
mém pfam HMMs (Pfam phién ban 23.0 vaA HMMER v 2.3 Finn va cdng su, Nucleic
.Acids Research Database, 2010, Issue 38, p. D211-222) du6i dang co s& dit li€u vé trinh
-ty vung chiric ndng cua protein. Cu thé, cac trinh ty nay duoc phéan loai thanh ho glycosit
hydrolaza (GH) dua trén do tuong ddng cua ching véi co s& dit liéu ving Pfam bang
thuat toan tra ctru do twong ddng trinh ty HMMER (Durbin va cong su, “The theory
behind profile HMMSs. Biological sequence analysis: probabilistic models cuia protein
and nucleic acids”, 1998, Cambridge University Press.; hmmpfam (Ver. 2,3,2), tri sé‘k}‘f
vong E < 1€3; co s6 dir liéu = Pfam_fs (md hinh c6 thé duge st dung dé phat hién cac

doan ctia cac vung dai dién ¢ trinh tu)) st dung mo hinh 4n Markov.
4. Qua trinh tach dong AR19G-166RA va AR19G-166QV

13 ORF chira viing xtic tic xenlobiohydrolaza thuoc ho GH6, GH9, GH48, va cac
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ho GH khéc dugc phat hién tir bién thd AR19 thu dugc tir mau dat & khu vuc subi nude
néng. Cac doan mdi duoc thiét ké dua'trén OREF nay, va cac gen nay dugc tach dong tir
bién thé AR19 thu duge tir miu dit & khu vuc subi nuée néng bing phuong phap PCR.
Céac gen ma hda xenlobiohydrolaza (AR19G-166RA va AR19G-166QV) thudc ho GH6
duoc tach dong tir khung doc ma mé AR19G-166.

5. Khung doc ma m& AR19G-166

Khung doc md mé AR19G-166 ma héa polypeptit (SEQ ID NO.5) chira 474 gbc
axit amin. Tuy nhién, khung doc m3 m& AR19G-166 c6 trinh tu khong day du, trong d6
bd ba mé hoa khéi ddu bi mét, va chi chira mot ph?m trinh tu lién két va ving xuc tac
GH6. Vung xuc tdic GH6 cia AR19G-166 dugc tach dong vao cic gen AR19G-166RA va
AR19G-166QV bing phuong phap PCR, va c6 @ tuong ddng trinh tu axit amin bing
66% v6i glycosit hydrolaza thuéc ho GH6 (Genbank: ABX 04776.1) cua vi khuén ua
nhiét do trung binh Herpetosiphon aurantiacus DSM 785 thudc nganh Chlroflexi. Hai san
phdm tich dong gen (AR19G-166RA vi AR19G-166QV) thu dugc tir bién thé
AR19G-166 bing phuong phap PCR sir dung doan moi xubi chira trinh ty bazo nhu néu
trong SEQ ID NO.7 (5’-CACCATGTTGGACAATCCATTCATCGGAG-3’: thu dugc
bang cach bd sung 7 bazo (CACCATG) vao ddu tin cling 5' cha trinh tw bazo nhu néu
trong SEQ ID NO.6; trong trinh tu da bd sung, ATG & dau 3' 1a bd ba ma hoa khdi dz‘“iu,
va CACC & dau 5' 14 trinh tuy dé chén vao vecto) va mdi nguoc chira trinh ty bazo nhu
néu trong SEQ ID NO.8 (5’-TTAGGGTTGGATCGGCGGATAG-3’). Trinh ty axit amin
ma héa bdi AR19G-166RA va AR19G-166QV chi khac nhau vé gdc axit amin & hai vi tri
s6 299 va vi tri s6 351. O bién th8 AR19G-166RA, gbc axit amin & vi tri s6 299 13 arginin,
va gbc axit amin & vi tri s6 351 13 alanin. 3 bién th AR19G-166QV, gdc axit amin & vi
trf s6 299 1a glutamin, va gbc axit amin & vi tri s6 351 1a valin.

6. Qua trinh tach dong bién thé tu nhién bang phuong phap PCR

Cac gen mi hoa xenlobiohydrolaza cia ndim ADN hé gen moi trudong néu trén
(AR19, OJS2, 0JS4, 0JS7, va0JIS9) dugc tich dong PCR bing cach st dung mdi xudi c6
trinh ty bazo nhu néu trong SEQ ID NO: 7 va mdi ngugc c6 trinh ty bazo nhu néu trong
SEQ-ID NO: 8. Trinh tu cia cic san phdm tach dong muc dich dugc xé4c dinh bing may
~ giai trinh tr Sanger. Kiéu gen va dot bién axit amin cta mdi dong duoc thé hién trong

bang 1 va bang 2. Tng cong thu duoc 46 dong bién thé tu nhién c6 sb lugng 16n SNP
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bing cach thuc hién tach dong PCR trén nhidu mAu ADN hé gen méi trudng. Céc bién
thé nay c6 sb luong SNP & tbng cong 27 vi tri bao gdm c6t, g51a, a69g, a201g, c259¢,
c433t, c450t, g456¢, c531t, a627g, a896g, cll1l6t, c98t (A33V), t251c (I84T), c262t
(P88S), g497a (R166H), c683t (T2281), c688t (L230F), a762t (E254D), a761g (E254G),
805t (R269C), a896g (R299Q), a916g (S306G), c1052t (A351V), al078g (E360K),
g1216a (A406T), va tl1241c (F414S) (SNP dugc thé hién bang céac chir cai thuong, va cac
chit cai trong ngodc don thé hién dot bién thay thé axit amin do SNP). SNP giy dot bién
thay thé axit amin & 14 vi tri trong sb 27 vi tri (bang 1 va bang 2). O toan bd cac san
pham tach dong c6 SNP, khong quan sét thdy dot bién ’IN/DEL (46t bién chén thém va
loai bo trinh ty bazo ADN).

Béang 1

Mau ADN hé gen mdi trudon
AR19 | OJS2 | OJS4 | OJS5 | OJS9 Tong
' cdng
Tong sb san pham tach dong | 240 | 48 48 48 48 432
duoc khuéch dai bang phuong ) ”
phap PCR truc tiép tir khuln lac
Céc san pham tach dong muc
dich
QA (Q299/A351)
QV (Q299/V351)
RA (R299/A351)
QA/A33V
QA/T2281
QA/R269C
QA/E254G
QA/S306G
QA/R166H/E360K
QA/I84T/A406T
RA/E254D
RA/P88S/L.230F/F414S
Téng s cc san pham tach
dong muc dich

i
[o22]
N
\O

O ||| -
DN | bt | b [ [ DO [ [t | =t | N | o | Pt

NN |O ||| |O|O(O|W
QOO OO OO~
N[OOI OO~ |IO(O|O|W
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Bang 2

Céc bién thé tach dong SNP va cac dot bién thay thé axit amin
Cac san phém tach c6t, a201g, c259¢t, c450t, g456¢, c531t, a627g
dong QA
QV c1052t (A351V)
RA a51g, a201g, a896g (Q299R)
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QA/A33V co8t (A33V)

QA/T2281 a201g, c433t, c683(T2281), c1116t

QA/R269C ¢805t (R269C)

QA/E254G T al0lg, a761g (E254G)

QA/S306G 269g, a916g (S306G)

QA/R166H/E360K a201g, 2497a (R166H), al078a (E360K)
QA/I84T/A406T . a201g, 251c (I84Tt), g1216a (A406T)
RA/E254D a5lg, a201g, a762t (E254D), a896g (Q299R)
RA/PS8S/L230F/FA14S |  a201g, c262t (P88S), c688t (L230F), a896g (Q299R),

t1241c (F414S)

Trong s 46 san phdm tach dong thu dwgc, 29 sin phim tich dong 14 bién thé
| AR19G-166QA (viét tﬁt 1a “QA”, SEQ ID NO.3) mi hoa trinh ty axit amin, trong d6 gbc
axit amin & vi tri 6 299 13 glutamin va gdc axit amin & vi tri s6 351 1a alanin; 1 san phim
tach dong 12 bién th AR19G-166QV (viét tit 1a “QV™, SEQ ID NO.9) ma héa trinh tur
axit amin, trongr do6 gbc axit amin & vi tri s& 299 la glutamin va gécAaxit amin & vi trf s&
351 1a valin; va 4 san phém tach dong 1a bién thé AR19G-166RA (viét tit 1a “RA”, SEQ
ID NO.10) ma hoa trinh ty axit amin, trong d6 gbc axit amin & vi tri s6 299 13 arginin va

gbc axit amin & vi tri s6 351 13 alanin (Bang 1).

Mudi hai san phdm tach dong khac 12 bién thé dugc tao ra bang cach dot bién tir 1
dén 3 gbc axit amin & QA, RA, hoic OV. Trong s6 12 san phim tach dong nay, 9 san
phim tach dong 12 bién thé dugc tao ra bang céch thay thé tir 1 dén 2 gbc axit amin trén
trinh ty axit amin ma hoa béi AR19G-166QA (Bang 1). 9 san phim tach dong bao gdm?2
san phdm tach dong QA/A33V, trong d6 alanin & vi tri s6 33 duoc thay thé bing valin; 1
san phidm tach dong QA/T228I, trong d6 threonin & vi tri s6 228 duoc thay thé bing
isoleucin; 1 san phadm tach dong QA/R269C, trong d6 arginin & vi tri s6 269 dugc thay
thé bang xystein; 1 san pham tich dong QA/E254G, trong d6 axit glutamic & vi tri s6 254
dugc thay thé bang glyxin; 2 san phim tach dong QA/S306G, trong d6 serin & vi tri s&
306 dugc thay thé bing glyxin; 1 san phidm tich dong QA/R166H/E360K, trong d6
arginin & vi tri s6 166 va axit giutamic & vi tri s6 360 dugc thay thé 14n luot bang histidin
va glyxin; va 1 san phim tach dong QA/I84T/A406T, trong d6 isoleucin & vi tri s6 84 va

alanin & vi tri s6 406 dugc thay thé bing threnonin.

Ba san phim tach dong khéc 1 bién thé dugc tao ra bing cach thay thé tir 1 d¢én 3
gbc axit amin trén trinh tur axit amin ma héa bdi AR19G-166RA. C4c sén pham tach dong
nay bao gébm 1 san phadm tich dong RA/E254D, trong d6 axit glutamic & vi trf sb 254
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dugc thay thé bing axit aspartic; va 2 san phim tach dong RA/P88S/L.230F/F414S (ciing
dugc goi 12 “AR19G-166RASFS”, SEQ ID NO: 1), trong do prolin & vi tri s6 88, leucin &
vi tri s& 230, va phenylalanin & vi tri s6 414 dugc thay thé 14n luot biang serin,

phenylalanin, va serin.

Fig.1 thé hién sy sip thing hang cia cic gbc axit amin ma héa bdi AR19G-166RA,
AR19G-166QV, AR19G-166QA, va AR19G-166RASFS. Bén loai gen nay la gen dugce
tach dong tir 5 mau AND thu duoc tir qu?m thé vi sinh vat c6 mit trong d4t c6 nhiét do
cao bang phuong phap PCR bing céach sir dung cing cip doan mdi. Trén Fig.1, ky hiéu
«.” th& hién gdc axit amin gidng nhau, va gbc axit amin duoc thay thé nhu duoc thé hién
bang céc chit c4i mau tring.

Bién th& AR19G-166QA 1a dong c6 tin xuit xuit hién cao nhét, va tdng cong 29
san phdm tach dong AR19G-166QA thu dugc tir 5 loai ADN hé gen mdi truong (Bang 2).
29 san phém tach dong AR19G-166QA chira cac SNP & 7 vi tri (c6t, a201g, ¢259¢, c450t,
g456t, ¢531t, va a627g) trén trinh tu bazo.

Khong nhur cac gen AR19G-166QA, trinh tu bazo cia gen AR19G-166RA chia
cac SNP & ba vi tri (a51g, a201g, va a896g) (Bang 2). Trong s& d6, hai vi tri 12 dot bién
13n, va guanin & cd vi tri s 51 va vi tri $8 201 cua trinh ty bazo nay duoc thay thé béng
adenin. Mot vi tri con lai 1a SNP tham gia vao dot bién thay thé axit amin, va adenin & vi
tri s6 896 duge dot bién thanh guanin. Do SNP, & bién thé AR19G-166RA, gbc axit amin

& vi tri s6 299 trén trinh tu axit amin dugc thay thé bﬁng arginin.

Trinh tu bazo cia gen AR19G-166QV chira SNP & mot vi tri (Bang 2). Trong trinh
tw bazo ndy, xytosin & vi tri s6 1052 dugc dot bién thanh thymin. Do d6, & bién thé
AR19G-166QV, gbc axit amin & vi tri s§ 351 cda trinh ty axit amin mad hoéa boi
 AR19G-166QA dugc thay thé bing valin.

Trong s 12 bién thd AR19G-166SNP, AR19G-166RASFS c6 do 6n dinh nhiét cao
nhét chira SNP & 5 vi trf (a201g, c262t (P88S), c688t (L230F), a896g (Q299R), va t1241c
(F414S)) khong nhu AR19G-166QA (Béang 2). Trong s6 d6, 4 vi tri tham gia vao dot bién
thay thé axit amin. O mot trong s6 4 vi tri ndy, adenin & vi tri s§ 896 dugc dot bién thanh
guanin tuong tu nhu AR19G-166RA, va gbc axit amin & vi tri s6 299 trén trinh tu axit
amin m3 héa béi AR19G-166RASFS dugc thay thé bing arginin. O ba vi tri con lai,
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xytosin & vi tri s 262 duoc dot bién thanh thymin, xytosin & vi tri s6 688 dugc dot bién
thanh thymin, va thymin & vi tri s6 1241 dugc dot bién thanh xytosin. Do SNP, trén trinh
* tw axit amin ma héa bdi AR19G-166RASFS, prolin & vi tri s& 88 dugc thay thé béng
serin, leucin & vi tri & 230 dugc thay thé bang phenylalanin, va phenylalanin & vi tri s&

414 dugc thay thé bang serin.
7. Qué trinh biéu hién va tinh ché bién thé ty nhién c6 dot bién thay thé axit amin

Céc plasmit thu dugc bang qua trinh tach dong PCR duogc bién nap vao ching E.
coli Rosetta-gamiB (DE3) pLysS (do Merck & Co., Inc san xuét) d& biéu hién protein
bing phuong phap sdc nhiét. E. coli cb cac gen muc dich dugc cdy vao méi trudng LB
chira ampicillin & ndng d6 bang 100mg/L va nudi ciy cho dén khi mat d6 quang ODggonm |
* ndm trong khoang tir 0,2 dén 0,8. Sau d6, IPTG (isopropyl-B-D(-)-thiogalactopyrandosit)
dugc bd sung vao, va vi khuén nay dugc nudi cdy trong 20 gidy dé biéu hién cac protein
muc dich. Sau khi nudi céy, E. coli dugce thu nhan béng ly tdm, va dung dich dém axetat
200mM (dd pH bing 5,5) c6 thé tich bing 1/20 thé tich dich nudi cdy dugc bd sung vao
@8 tao hdn dich vi khuin. Sau d6, hdn hop thu dugc dugc phén cit trong 30 gidy bang
thiét bi phan cét bing siéu 4m BioRuptor UCD-200T (do COSMO BIO CO., LTD. san
xudt), tiép d6 qua trinh phﬁn cit dugc dirng trong 30 gidy. Qu4 trinh xtr Iy nay duge lip
lai 10 14n dé thu dugc phﬁn dich ndi chira céac protein muc dich cé dot bién thay thé axit

amin. Phan dich ndi nay dugc sit dung 1am dung dich miu enzym.

Céc protein muc dich trong dung dich miu enzym dugc kiém chimg bang phan
tich dién di trén gel SDS-PAGE. Fig.2 thé hién céc két qua phan tich dién di trén gel
SDS-PAGE cua protein enzym xenlobiohydrolaza ma héa béi cac bién thé ty nhién chira
céc gen AR19G-166 (nhuém mau bang thubc thir CBB).

Cot trao ddi ion HiTrap Q HP (do GE Healthcare san xuét) dugc 1am cin bang
dung dich dém Tris-HCI 50mM (d6 pH bang 8,0) dugc nap véi dung dich mau enzym.
Sau do, cac protein dugc phén doan & gradien ndng dd nim trong khoang tir 0% dén 50%
bing hé théng méi trudng/may sic ky léhg hiéu nang cao AKTA (do GE Healthcare san
xuét) va dung dich dém Tris-HCl 50mM (d6 pH bang 8,0) chira 1M NaCl. C4c phan doan
c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza dugc tron véi nhau, sau d6 dung dich thu dugc duogc trao
dbi v6i dung dich dém Tris-HCl 50mM (d6 pH bing 8,0) chira 750mM amoni sulfat bing
mang siéu loc ly tim VIVASPIN 20 (do Sartorius Stedim Biotech sdn xuét). Sau d6, cot
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phén tach tuong tac ky nudc HiTrap Phnenyl HP (do GE Healthcare sén xuét) duge lam
can bing dung dich dém Tris-HC1 50mM (d6 pH bing 8,0) dugc nap vé6i phan doan c6
hoat tinh xenlobiohydrolaza di dugc trao dbi bang mang siéu loc ly tim, va céc protein
dugc phan tach & gradien ndng d6 nim trong khoang tir 100% dén 0% b%lng dung dich
dém Tris-HC1 50mM (d6 pH bang 8,0). C4c phan doan c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza
duoc tron véi nhau, sau d6 cd bang thiét bj VIVASPIN 20 dén thé tich bang 8mL. MAu da
cd dugc nap vao cdt loc gel Hiload 26/60 superdex 200pg (do GE Healthcare san xuét)
dugc lam can béng dung dich dém Tris-HCI 50mM (d¢ pH béng 8,0) chira 150mM NaCl,
va qua trinh phan doan dugc thuc hién béng dung dich dém Tris-HCl 50mM (d6 pH bang
8,0) voi thé tich gp tir 1 dén 1,5 14n thé tich cot va tdc do dong nim trong khoéng tir
2mL/phtt dén 3mL/phat. Sau d6, cac phan doan c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza dugc
tron Vc’vi nhau, dung dich thu dugc dugce trao dbi vai dung dich dém Tris-HCI 50mM (do
pH bing 8,0, ly tim dé thu dugc dung dich miu enzym tinh khiét c6 ndng do cubi cing
bang khoang 1mg/mL. "

8. Do hoat tinh xenlobiohydrolaza bang co chit PSA (hdat tinh thiy phan PSA)

Co chit Avicel truong nd 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 bot Avicel (bt xenluloza tinh thé min, do Merck & Co., Inc san xuét) vao
dung dich axit phosphoric; nudc cit vo khuin duge bd sung vao dé két tia cac tinh thé,
va c4c tinh thé nay dugc rira cho d&én khi ¢6 pH ctia chiing bang 5,0 hodc cao hon. Toan

b0 PSA dugc sir dung trong thir nghiém dudi ddy dugc didu ché theo phuong phép nay.

Dung dich phan tmg dé do hoat tinh thity phan PSA chira dung dich PSA c6 ndng
do cubi cling bz‘“mg 0,5%, SO0mM dung dich dém axetat (40 pH bﬁng 5,5), va dung dich
mAau enzym (dugc diéu ché theo phan 7) dugc pha long thich hgp. Dung dich ndy dugc
dé phan tng trong 20 phut & nhiét d6 nim trong khoang tir 50°C dén 90°C. Sau khi phan
tmg két thac, luong gbc dudng khir dugc thiy phan bang thubc thir axit
3,5-dinitrosalixyclic (DNSA) dugc dinh lwong bing may quang phd (540nm), va lugng
dudng khir duge xé4c dinh bang duong chuin duogc xdy dung bing glucoza chuin. Sau do,
tir su khac biét vé luong chét gitra mau d6i chimg va méu thir nghiém, lugng dudng khit
dugc tao ra bdi qua trinh thiy phin cia enzym dugc x4c dinh. Lugng duong khir ti da

duogc tinh bang 100, va lugng dudng khir & mbi nhiét d6 dugc v& do thi dudi dang tri s&
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turong ddi.

Fig.3 12 db thi thé hién két qua do hoat tinh thity phan PSA. Toan b cac bién thé
c6 dot bién thay thé axit amin ctia gen ma héa xenlobiohydrolaza AR19G-166 dugc tich
dong tir ADN hé gen moi trudng cla quﬁn thé vi sinh vat c6 mit trong d4t co6 nhiét do cao,
c6 hoat tinh thiy phan PSA. Nhiét do t6i wu ciia cac bién thé c6 dot bién thay thé axit
amin cia ARI9G-166QV va ARI9G-166QA la nho hon nhiét do tdi wu cia
AR19G-166RA va céc bién thé c6 dot bién thay thé axit amin ciia AR19G-166RA. O
bién thd QA/T228I, T = 80°C; & QA/S306G, Ty wy = 70°C; va & cac bién thé c6 dot
bién thay thé axit amin con lai cia AR19G-166QA, Ty = 75°C. Ngugc lai, & bién thé
AR19G-166RA va bién thé co6 dot bién thay thé axit amin ciia né6 RA/E254D, Ty vy =
80°C; va & bién thd c6 dot bién thay thé axit amin AR19G-166RASFS cia
AR19G-166RA, Ty o> 90°C.

Nhiéu bién thé khong c6 hoat tinh dugc tao ra trong phuong phap dot bién nhan
tao DE, do d6 trong nhiéu trudng hop khong cin do hoat tinh clia chiing. Tuy nhién, toan
bo cac bién thé dugc tach dong bing phuong phép diéu ché bién thé tu nhién theo sang
ché c6 hoat tinh enzym, va xenlobiohydrolaza AR19G-166RASFS c6 do dn dinh nhiét
bing 15°C hoic cao hon thu duge tir thu vién bién thé chira tuong dbi it cac san phém
tach dong.

9. Xéc dinh céc dic tinh enzym

Céc protein enzym ciia bién thé AR19G-166RASFS ma da kiém chimg duge 13 c6
nhiét d6 t6i wu cao nhét trong thir nghiém do hoat tinh thiy phdn PSA va duoc tao ra
bing cach thay thé ba axit amin (P88S/L230F/F414S) ciia AR19G-166RA, dugc tinh ché,
va @ dic hidu co chét, dic tinh do pH, dic tinh nhiét do (nhiét do t&i wu va dd 6n dinh
nhiét), dic tinh enzym cuia né dugc xac dinh.

D¢ dic hidu co chit

Do dic hidu co chit cua bién thé AR19G-166RASFS dugc xac dinh bing cach sir
dung bot Avicel, carboxymetyl xenluloza (CMC, do Sigma-Aldrich Co, LLC. san xuét),
xylan (tir gb s6i, do Sigma-Aldrich Co, LLC. san xuét), Lichenan (do MP Biomedicals,
LLC. san xuét), va Laminarin (tr Laminaria digitata, do Sigma-Aldrich Co, LLC. san

xuit). Dung dich phan tng chtra 100uL dung dich nuéc 1% cua mbi co chét nay, 50pL
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dung dich dém axetat 200mM (d¢ pH béng 5,5), 40pL nuédce tinh khiét, va 10pL dung
dich miu enzym tinh khiét. Dung dich ndy dugc dé phan tng trong 20 phiit & nhiét do
70°C. Tuong tu nhu phuong phap dugc mo ta & phan 8, lwong dudng khir dugc tao ra béi
qua trinh thiy phén ctia enzym dugc xac dinh, va hoat tinh riéng (U/mg) dugc xé4c dinh.
M&i phép dinh lugng duge thuc hién doc 13p ba 14n, va trj s trung binh va d6 léch chuén

duogc xac dinh.

Fig4 thé hiéh két qua xac dinh d6 dic hiéu co chdt cia bién thé
AR19G-166RASFS. AR19G-166RASFS ¢6 hoat tinh thity phan manh co chit Avicel
truong néd lién hop baxit phosphoric hoa tan trong nude (PSA) (1,90589 U/mg), va c6 hoat
tinh phan giai Lichenan chira glucan c6 lién két B-1,3 va lién két B-1,4 (0,12553 U/mg).
Nguogc lai, AR19G-166RASFS gin nhu khéng c6 hoat tinh phan gidi CMC (0,01026
U/mg) hodc Laminarin chira glucan c6 lién két B-1,3 va lién két B-1,6 (-0,16264 U/mg ).
Mic du AR19G-166RASFS ¢6 hoat tinh thiy phan rit yéu dbi véi Avicel xenluloza tinh
thé (0,08606 U/mg), nhung AR19G-166RASFS dugc ghi nhén 1a c6 hoat tinh thiy phan
Avicel xenluloza tinh thé trong thir nghiém nay, trong d6 phan tmg dugc thue hién trong
2 git (0,18001 U/mg). AR19G-166RASFS khong c6 hoat tinh thily phén xylan (-0,015
U/mg). |

Mic d6 phu thudc vao nhi€t do

Mtc do phu thudc vao nhiét do d6i voi hoat tinh thity phan PSA cla
AR19G-166RASFS dugc danh gia. Pé do hoat tinh thity phan PSA, dung dich phan tmg
chira 100uL dung dich PSA 1%, 50pL dung dich dém axetat (40 pH bang 5,5), 40uL
nude tinh khiét, va 10uL dung dich miu enzym tinh khiét dugc str dung, va dung dich
nay dugc dé phan tmg trong 20 phit & nhiét dd bang 50°C, 60°C, 65°C, 70°C, 75°C,
80°C, 85°C, 90°C, 95°C, hoic 99°C. Lugng dudng khir dugc tao ra bdi qua trinh thiy
phan cua enzym dugc xac dinh. Ngoai ra, hoat tinh enzym dugc tinh bang 1umol dudng
khtr dugc tao ra trong 1 phut dugce xac dinh 1a 1U, va tri sb thu dugc bﬁng cach léy hoat
tinh enzym chia cho lugng protein dugc xdc dinh 1a hoat tinh riéng (U/mg). Ngoai ra,
0,5mM ion canxi hodc 0,5mM ion mangan dugc bd sung vao dung dich phan tmg, va

hoat tinh thity phan PSA duoc do bing phuong phap gidng nhu phuong phép néu trén.

Fig.5 thé hién két qua danh gid mirc d6 phu thudc vao nhiét do d6i vé6i hoat tinh
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- thiy phan PSA cia AR19G-166RASFS. P6i v6i hoat tinh thity phin PSA cla
AR19G-166RASFS, T = 90°C & d6 pH bang 5,5. Ngoai ra, trong moi trudng hop khi
0,5mM ion canxi hodc 0,5mM ion mangan dugc bd sung vio dung dich phan ng enzym
- co chit, Te tang dén 95°C. O todn bd céc khoang nhiét do, da kiém chung théy r?mg
viéc bd sung ion canxi hodc ion mangan da cai thién hoat tinh thiy phin PSA. Dic biét,
hoat tinh thily phan PSA & nhiét do t6i wu da tang gin gdp doi khi bd sung ion mangan,

va khi bd sung cation kim loai hdéa tri hai da lam 6n dinh protein enzym.
Mirc 36 phu thudce vao 46 pH

Mtrc dd phu thudc vao do6 pH d6i v6i hoat tinh thiy phin PSA cua
AR19G-166RASFS dugc danh gia. Pé do hoat tinh thily phan PSA, dung dich PSA 0,5%
khéi lugng duge sir dung 1am co chét; @6 pH cua dung dich phan ng twong ung dugc
diéu chinh bing dung dich dém Mcllvain (46 pH nim trong khoang tir 3 d&én 8); va phan
Ging thily phan duoc thuc hién & nhiét d6 50°C, 70°C, hoic 90°C & mbi do pH dugc danh
gia. Fig.6 thé hién két qua danh gia mic do phu thudc vao do pH d6i v6i hoat tinh thuy
phan PSA cia AR19G-166RASFS. Hoat t_inh’thfl_y phan PSA & nhiét d¢ 50°C, 70°C, va

90°C tuong tng véi d6 pH thuc té do dugc ciia dung dich phan tng dugc do va vé d6 thi.

Nhu dugc thé hién trén Fig.6, d6 pH t6i uu clia phan ting thily phan PSA cla bién
thé tinh khiét AR19G-166RASFS thay dbi phu thudc vao nhiét d9 phan tmg, va & nhiét
d6 90°C, bién thé AR19G-166RASFS c6 hoat tinh thity phan PSA manh nhit & do pH
nim trong khoang tr 5,0 dn 6,5. & nhiét d6 50°C va 70°C, @ pH t6i wu nim trong
khoang tir 4 dén 6. Trong moi trudng hop, c4c bién thé c6 hoat tinh thily phan PSA yéu &
doé pH b%mg 7,0 hoiac cao hon.

Panh gi4 d6 én dinh nhiét bang cach do hoat tinh thity phan PSA

Céc tri sb dung dé danh gia d@ n dinh nhiét cua protein, bao gdm nhiét d bién
tinh hodc nhiét dd néng chay (T,). Nhiét do u s& bg, & d6 hoat tinh enzym gidm va bing
50% hoat tinh enzym ctia miu chua xtt Iy do qué trinh gia nhiét so bd (4 so bd) dugc thuc
hién trong khoéng thoi gian nhit dinh, 12 gan bang nhiét d6 néng chay Ty, cua protein, va
¢ thé duge xac dinh bang cach do hoat tinh enzym. Theo phuong phép nay, nhiét do
néng chay T, cia bién th8 AR19G-166RA va bién thé AR19G-166RASFS dugc xac
dinh.
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Cu thé, @ én dinh nhiét cua bién thé AR19G-166RASFS dugc danh gia bang cach
gia nhiét so bd trong 40 phut trong didu kién khong c6 co chét va st dung tri sb danh gia
1a nhiét dd Tsy, & d6 hoat tinh thiy phan PSA giam 50%. Dt liéu twong tng dugc tinh
gn dung bang cach sir dung ham logistic, va nhiét 46 & d6 hoat tinh twrong d6i bang 50%
trén d thi gin diing dugc xé4c dinh 1a Ts.

Fig.7 thé hién két qua danh gi4 do n dinh nhiét. G bién thé AR19G-166RA, Ts
= 75,6°C. Nguoc lai, & bién thé AR19G-166RASFS, trong d6 ba gbc axit amin dugc thay
thé, Tso = 91,2°C (& thoi diém khi hoat tinh thity phan PSA dugc dinh lugng ¢ nhiét do
50°C) hodc Tso = 92,0°C (& thoi diém khi hoat tinh thity phan PSA dugc dinh lugng &

’nhiét d6 70°C). Bién thé AR19G-166RASFS c6 do én dinh nhiét bing 15°C hoic cao
hon so véi AR19G-166RA.

Panh gia d6 6n dinh nhiét bing phuong phap DSF

Phuong phap phan tich nhiét cit 16p (DSF) 1a phuong phap do nhiét do bién tinh
clia protein bang thude nhudém huynh quang va may PCR dinh luong, va co thé ap dung
cho nhidu protein. Thuéc nhudm huynh quang duogc st dung @& phan tich nhiét cit 16p,
nhu thubc nhuém huynh quang mau cam SYPRO, phéat huynh quang trong didu kién
khéng phan cuc, trong d6 thudc nhudém gén két vao vi tri ky nuée, bi tc ché do su phat
huynh quang trong diéu kién phan cuc, trong d6 thudc nhudém da duoc hoa tan trong nude.
Nhin chung, cAu trac ubn nép cua protein dugc thdo x0&n & nhiét d6 bién tinh cta nod, va
cac vi tri ky nudc trén chu tric nay duoc bdc 1§ ra khéi bé mit protein. Khi thubc nhuém
huynh quang mau cam SYPRO gin két voi cac vi tri ky nuée da duge bcf)é 16, do anh
sang kich thich c6 budc song ndm trong khoang tir 470nm dén 480nm, thuc nhuém nay
tao ra 4nh sang huynh quang c6 cuc dai & budc song bang 595nm. Khi nhiét d6 cia dung
dich protein dugc ning dan trong khoang thoi gian nhét dinh, v mat d6 huynh quang
duge do, thi nhiét do nong chay (= nhiét d6 thay ddi mat do huynh quang) dugc x4c dinh.

Cu thé, 2uL thubc nhuém huynh quang mau cam SYPRO (do Life Technologies
san xuét) duoc pha lodng 100 lan, 1uL c4c enzym protein & ndng dd bang 1mg/mL, SpL
dung dich dém axetat 200mM (d¢ pH bang 5,5), va 12puL nuéce tinh khiét duoc bd sung
vao cac giéng cia dia PCR 96 giéng (dia PCR 96 giéng MLL-9651, do Bio-Rad

Laboratories, Inc. san xuét), va thé tich cia mdi giéng duoc diéu chinh bang 20pL. Pia
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PCR duoc day kin bing cic ndp ddy c6 8 mii chup (do Bio-Rad Laboratories, Inc. san
xuét), va st dung may PCR dinh lugng (HE théng PCR dinh lugng CFX96 Touch, do
Bio-Rad Laboratories, Inc. san xuét),* nhiét d0 cua cac giéng dugce ting tir 30°C dén
100°C mdi 14n 0,5°C. Sau 30 gidy ké tir khi nhiét do dat dén nhiét 46 muc dich, mat do
huynh quang ciia cac giéng tuong tmg dugc dinh lugng ddng thoi. Thubc nhuém huynh
quang mau cam SYPRO dugc kich thich bang di-6t phat quang (LED) c6 buéc séng anh
sang phat ra nim trong khoang tir 450nm dn 490nm, va 4nh sang dugc phat xa tir thude
nhudm huynh quang mau cam SYPRO dugc cho di qua bd loc thong dai & budc song
nim trong khoéﬁg'ttr 560nm dén 580nm. M4t do huynh quang dugc dinh luong bang may
anh CCD, va su thay dbi v& mat do huynh quang dugc vé dd thi dudi dang ham sb cua
nhiét do. Nhiét Vdc} bién tinh (nhiét do n(')ng chay; tri s6 Tp) du#(jc xé4c dinh 12 tri s cyuc dai
ctia ham s6 “-d(mat dé hupnh quang)/df> dugc thé hién bing @ thi dao ham bac nhét
(phan db thi bén dudi cia Fig.8) cia dd thi mat do huynh quang dudi dang ham sd cta
nhi¢t d¢. D&t li€u dugc phén tich bang phdn mém CFX Manager (do Bio-Rad
Laboratories, Inc. san xuit) dugc tich hop trén may PCR dinh Iwrgng.Ngoai ra, 3mM ion
canxi dugc bd sung vao cac dung dich phan (g twong ting, va cac dung dich thu duge

duge dinh luong bing phuwong phép gidng nhu phuong phap nay.

Fig.8 thé hién sy thay ddi vé mat do huynh quang cta thubc nhuém huynh quang
mau cam SYPRO dugc dinh lugng bang phuong phap DSF va giy ra béi sy bién tinh
nhiét ciia mdi protein enzym ciia bién th8 AR19G-166RA va AR19G-166RASFS. Phin
b thi bén trén Fig.8 1a di liéu thyc do dugc, va phin @b thi bén dudi cla Fig.8 thé hién
dao ham bac nhit “-d(mdt dé huynh quang)/de’ cta d thi thay dbi mat do huynh quang
ctia phan dd thi bén trén Fig.8. Ngoai ra, nhiét d6 nong chay cta moi protein enzym dugc

dinh lugng doc 1ap 3 1an bing phuong phap DSF. Cac tri s& trung binh dugc thé hién

trong bang 3.
Bang 3
Nhiét d6 néng chay do duoc bang phuong phép
Enzym DSF
(°C, tri s0 trung binh + d¢ léch chuén)
- AR19G-166RA 80,5+ 0,0 (n=3)
AR19G-1661§J{X va 3mM 857402 (n=3)
Ca

AR19G-166RASFS 93,0£0,0 (n=3)
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AR19G-166RASFS va
3mM Ca*"

Trén d6 thi mat do huynh quang DSF cua céc protein enzym ma hoa boi bién‘ thé
AR19G-166RASFS, cac cuc dai quan sat théy dugc & nhiét d6 khoang 95°C, va nhiét do
bién tinh T, = 93,0 + 0,0 (n = 3) (Bang 3). Tri sb nhiét d6 bién tinh 12 gin bang nhiét do

96,0 £0,0 (n=3)

t81 wu Ty > 90°C clia enzym duge x4c dinh tir hoat tinh thiiy phdn PSA hodc hoat tinh
enzym c6 nhiét ¢ Tso=91,2°C va 92,0°C.

Nguoec lai, trén dd thi m4t do huynh quang DSF ctia bién thé AR19G-166RA, cic
cuc dai quan sat thdy duoc & nhiét do khoang 83°C, va trj s6 Ty, bang 80,5 + 0,0°C (n =
3). Két qua nay cho thiy d6 n dinh nhiét cia bién thé AR19G-166RASFS da ting
12,5°C so v6i dd dn dinh nhiét ctia bién thé AR19G-166RA.-

D3 biét cac ion kim loai hoa tri hai ¢6 tac dung én dinh cu tric ciia protein bz‘ing'
cach gén két voi protein, do d6 cai thién o dn dinh nhiét cua protein. O bién thé
AR19G-166RA, do bd sung 3mM Ca®", nén nhiét do bién tinh T, dugc xac dinh bing
phuong phap DSF da tang 5,2°C va bang 85,7 + 02°C (n=3). O bién thé
AR19G-166RASFS, do b sung 3mM Ca**, nén T, da tang 5,2°C va béng 96,0 + 0,0°C
(n=3). D4 biét nhiét dd bién tinh cao nhat ctia xenlobiohydrolaza 12 bing 96,0°C.

Xenluloza tinh thé khé phan giai dugc thily phan thanh glucoza 1a thanh phan
polysacarit chii yéu clia ba enzym thudc ho glycosit hydrolaza. Endoglucanaza (xenlulaza
ho#c endo-1,4-p-D-glucanaza, EC 3;2.1.4) phan cit ngiu nhién lién két 1,4-B glycosit ctia
chudi glucan, va tao ra cic oligosacarit c6 chiu dai khéc nhau. Xenlobiohydrolaza 1a
exo-glucanaza (1,4-B-xenlobiosidaza hodc xenlobiohydrolaza, EC 3.2.1.91) phén cét lién
tl,ic chudi glucan tir dau tan cung dang kht (CB‘H thudc ho GH7, vi du, TrCel7A hodc
CBH I) hoac dau tan cung dang khong khir ciia n6 (CBH thudc ho GH6; TrCel6A hoidc
CBH 1I), va tao ra xenlobioza. B-glucosidaza (-1,4-glucosidaza, EC 3.2.1.21) thiy phan

xenlobioza va tao ra glucoza.

Céc két qua néu trén cho thiy bién thd AR19G-166RASFS dugc tao ra bing cach
thay thé ba gbc axit amin & bién thé AR19G-166RA 14 bién thé c6 nhiét do tdi wu 1an
nhiét @6 bién tinh déu duge cai thién. Cc két qua nay ciing cho thdy hoat tinh enzym c6
nhiét do Tsp, & d6 hoat tinh thity phan PSA giam 50%, va nhiét do bién tinh T,, dugc x4c
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dinh bang phuong phap DSF ctia bién thé nay 1in lugt bang 10,5°C va 12,5°C. Cu thé,
Tso va T, ciia bién thé AR19G-166RASFS déu cao va d6 6n dinh nhiét cta bién thé

protein nay dugc cai thi¢n.

Nhiéu enzym xenlulaza siéu chiu nhiét c6 hoat tinh & diéu kién nhiét do bing 80°C
hodc cao hon da dugc phén 14p tir quéan thé vi sinh vét séng trong méi trudng khic nghiét
nhu miéng thiy nhiét. Tuy nhién, chua c6 xenlobiohydrolaza c6 hiéu suét thily phan cao
nhit, enzym c6 da do-6n dinh nhiét. Theo d6, chua cé dung dich enzym siéu chiu nhiét
phén giai va thuy phéan sinh Kkhéi lignoxenluloza & nhiét d6 bang 80°C hoic cao hon. Khi
‘xenlobiohydrolaza AR19G-166RASFS c¢6 do dn dinh nhiét rit cao dugc st dung, cb thé

thu duge dung dich enzym c6 kha ndng thiy phan lignoxenluloza & nhiét 46 cao.
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DANH MUC TRINH TU

<110> HONDA MOTOR CO. , LTD.
<120> PHUONG PHAP SAN XUAT XENLOBIOHYPROLAZA SIEU CHIU NHIET, THE BIEN NAP VA VECTO BIEU HIEN
<130> H113339501
<160> 11
<170> PatentIn version 3.1
<210> 1
<211>. 427
<212> PRT
<213> Trinh ty chua biét
<220>
<223>  AR19G-166RASFS
<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 T30
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 E 75 80
Thr Leu Val Ile Tyr Asp Leu Ser 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 ) i
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 Phe 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 Ser 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 ty chua biét
<220>
<223> AR19G-166RASFS
<400> 2
ttggacaatc cattcatcgg agccatcgga tacgtgaatc cggactgggc aaccaatgtg 60
atcagccaag cgaaccaaac ggctgatcca accttggcgg ctcaaatgeg taaggtggcc 120
acctactcca cagctgtctg gttggatcgt atcgccgcca tcaccgectgg ccgcggattg 180
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cgcgggecatt
acccttgtga
ttactggtcg
gccattctct
tccttaccca
tatatcgaag
_tatctggata
aatctctaca
atcaccaacg
accatcgctg
gagctggatt
attgggatgc
aggcccacgg
gtagaccgac
cctcaggceg
tccgatgggg
cctatgtgtg
cccaacgcgc

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

gctacgccaa
gtcaaatcga
actggcccge
atatgccggg
gaacctcagc
tgcggtgaac
aggctggttg
gcaaggaatg
tacccccttce
tcgcetetgece
tctgcgcaac
cagccgaaac
agataccagc
gggcaactgg
cggtatcgac
cgggatcgtc
acagagccgg
gcggtggtte
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atgcagcaag
gattgctctg
tacaaagcgg
ctacgcatcg
atcccggecat
cggctgcgga
ggctgggata
gatcaagggt
gaagaaccct
agcttctacg
gcttttatcg
gggtggggcg
agcgtgaatg
tgtaaccagg
gcctacgtgt
gatcccgacg
tataactccg
ccgcagcagt

ctggccagcc
ctgctgectce
agttcatcga
tcaccatcat
gcgcagaagc
caattcccaa
ataactttaa
ttaacagtat
atttgcccga
aatggaaccc
gacgaggctt
gatgcagcta
cctacgtgga
cgggtgggat
gggtgaaacc
atcccaacaa
catacccaac
ccgaaatcct

gcctatcege

<210> 3

<211> 427

<212> PRT

<213>

<220>

<223>

<400> 3

Leu Asp Asn Pro

1

Ala Thr Asn Val
20

Ala Gln Met

35

Arg Ile Ala

50

Glu Ala Leu

Ala
Asp

Asp
65

Thr Leu Val Ile

cgatccaacc

AR19G-1660A

Phe Ile

5

Ile Ser
Arg Lys

Ala Ile

55

Arg Gln
70

Tyr Asp

85

Ser Asn Gly Glu
100

Glu Phe Ile
115

Ala Gly Leu
130

Leu Val Thr

145

Tyr Ile Glu

Ala
Arg
Asn

Gly

Leu Leu
Asp Pro

Ile Val

135

Leu Ser
150

Ile Arg

165

Asn Val Tyr Ile
180
Asp Asn Asn Phe
195
Gly Met Asp
210
Ala Asn Tyr
225
Thr Ile Ala

Gln
Thr

Gly

Tyr Leu
Asn Gly

Gly Phe

215

Pro Leu
230

Gln Pro

245

Pro Tyr Phe Asp
260
Ile Gly Arg Gly
275
Arg Asn Gly Trp
290

Pro Ser Ser Asp
305

Val Asp Arg Arg

Glu Leu
Phe Pro

Gly Gly

295

Thr Ser
310

Tyr His

325

Ile Gly Glu Arg
340
Val Trp Val Lys
355
Ile Val Asp Pro
370

Pro Asn Gly Gln
385

Pro Asn Ala Pro

Pro Gln
Pro Pro

Asp Asp

375

Ser Arg
390

His Ala

405

Leu Val Arg Asn

Ala Tyr

ctaa

Trinh ty chua biét

Ala Ile
10
Ala Asn

25
Ala Thr

Gly
Gln

Val
40
Thr Ala Gly

60
Gln Gln

75

Met

Leu
90
Val Ala Gln
105
Ile vVal Ala
120
Thr Ile Ile
140
Ile Pro Ala
155
Ala Val Asn
170
Ile Ala
185
Ala Val Asn
200

Asn Ser Ile

Tyr

Asp His

Leu

Asp

220

Glu Glu Pro Tyr
235

Val Arg Ser Ala
250

Asp Tyr Ala

265
Ser Thr Ile
280
Cys Ser Tyr

Leu
Gly

Gly

300

Ser Val Asn Ala
315

Arg Gly Asn Trp
330

Ala Ala Pro

345
Gly Glu Ser
360
Pro Asn Lys

Arg
Asp

Lys
380
Tyr Asn Ser
395

Gly Arg Trp Phe Pro

410

Gly Tyr
Gln Thr
Tyr Ser
Arg Gly
Ala Gly
Pro Asn Arg Asp
Asn. Gly
Ile Leu
Glu Pro Asp
Cys Ala Glu
Arg Leu
Ser Gly
Tyr Thr
Gly
Leu
Ser
Ala
Met
Gln
Tyr
Cys
Ser
Gly
Phe

Ala Tyr

Val Asn Pro
15

Ala Asp

30

Thr

Pro
Ala Val
45
Leu Arg Gly
Val
80
Ala

Gln Pro
Ser
95
Ala

Cys
Leu

110
Ser

Arg
Asp Pro
125
Ser Leu
Ala Gln
160
Arg Thr
175
Trp Leu
190
Gln Val
205
Phe Ile Thr
Pro Asp Pro
240
Tyr Glu
255
Arg Asn

Phe

Leu
270
Leu Ile Asp
285
Cys Arg Pro
Val Asp Gly

320
Gln Ala
335

Ile Asp

Asn

Gly
350
Val Ser Gln
365
Asp Pro Met
Pro Thr Gly
400
Gln Phe

415

Gln

Pro Pro Ile Gln Pro
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ggttgtgatc
caatggcgaa
tcccatcgta
cgaaccggac
tcagaatgca
cgtctacatc
tggggcagta
cgatggattc
tcccaacctg
ctactttgat
ccccagecacc
tgggcgatgce
cggctcgcga
cggcgagcgce
acctggggag
gaagttcgat
tggggctcetg
ggtgcggaac

1284

Asp Trp

Thr Leu

Trp Leu

His Leu

Val Ile

Ala Ala
Tyr Lys
Arg Tyr
Pro Asn
Asn Ala
Ile Pro
Gly Trp
Val Gln
Asn Val
Asn Leu
Trp Asn
Ala Phe
Thr Ser
Thr Gly
Ser Arg
Gly Gly
Ala Tyr
Pro Gly
Cys Asp
Ala Leu

Glu Ile

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
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420 425
<210> 4
<211> 1284
<212>  ADN
<213> Trinh tu chua biét
<220>
<223> AR19G-1660QA
<400> 4
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 ctgctgcctc caatggcgaa
ttactggtcg cccagaatgg actggcccgc 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 aatggaacce ctactttgat
gagctggatt acgctctggc tctgcgcaac gecttttatcg gacgaggctt ccccagcacc
attgggatgc tcatcgatac cagccgaaac gggtggggcg gatgcagcta tgggcaatge
aggcccacgg gtcccagttc agataccagc agcgtgaatg cctacgtgga cggctcgcga
gtagaccgac gctatcatcg gggcaactgg tgtaaccagg cgggtgggat cggcgagcgce
cctcaggcecg caccgeggtce cggtatcecgac gecctacgtgt gggtgaaacc acctggggag
tccgatgggg tcagccaacc cgggatcgtc gatcccgacg atcccaacaa gaagttcgat
cctatgtgtg atcccaacgg acagagccgg tataactccg catacccaac tggggctctg
cccaacgcgc cccacgctgg geggtggttc ccgcagcagt tcgaaatcct .ggtgcggaac
gcctatcecge cgatccaacc ctaa : 1284
<210> 5
<211> 474
<212>. PRT
<213> Trinh tu chua biét
<220>
<223> Trinh ty axit amin m3 hdéa bdi khung doc md& m& AR19G-166
<400> 5
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
115 120 125
Leu Val Ile Tyr Asp Leu Pro Asn Arg Asp Cys Ser Ala Ala Ala Ser
130 ) 135 140
Asn Gly Glu Leu Leu Val Ala Gln Asn Gly Leu Ala Arg Tyr Lys Ala
145 150 155 160
Glu Phe Ile Asp Pro Ile Val Ala Ile Leu Ser Asp Pro Arg Tyr Ala
165 170 175
Gly Leu Arg Ile Val Thr Ile Ile Glu Pro Asp Ser Leu Pro Asn Leu
180 185 190
Val Thr Asn Leu Ser Ile Pro Ala Cys Ala Glu Ala Gln Asn Ala Tyr
195 200 205
Ile Glu Gly Ile Arg Tyr Ala Val Asn Arg Leu Arg Thr Ile Pro Asn
210 215 220
Val Tyr Ile Tyr Leu Asp Ile Ala His Ser Gly Trp Leu Gly Trp Asp
225 230 235 240
Asn Asn Phe Asn Gly Ala Val Asn Leu Tyr Thr Gln Val Val Gln Gly
245 250 255
Met Asp Gln Gly Phe Asn Ser Ile Asp Gly Phe Ile Thr Asn Val Ala
260 265 270
Asn Tyr Thr Pro Leu Glu Glu Pro Tyr Leu Pro Asp Pro Asn Leu Thr
275 280 285
Ile Ala Gly Gln Pro Val Arg Ser Ala Ser Phe Tyr Glu Trp Asn Pro
290 295 300
Tyr Phe Asp Glu Leu Asp Tyr Ala Leu Ala Leu Arg Asn Ala Phe Ile
305 310 315 320
Gly Arg Gly Phe Pro Ser Thr Ile Gly Met Leu Ile Asp Thr Ser Arg
325 330 335
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60
120

. 180

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

1020

1080

1140

1200

1260
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Asn Gly Trp Gly Gly Cys Ser Tyr Gly Gln Cys Arg Pro Thr
340 345 - 350
Ser Ser Asp Thr Ser Ser Val Asn Ala Tyr Val Asp Gly Ser
355 360 365
Asp Arg Arg Tyr His Arg Gly Asn Trp Cys Asn Gln Ala Gly
370 375 380
Gly Glu Arg Pro Gln .Ala Ala Pro Arg Ser Gly Ile Asp Ala
385 390 395 400
Trp Val Lys Pro Pro Gly Glu Ser Asp Gly Val Ser Gln Pro
405 410 415
Val Asp Pro Asp Asp Pro Asn Lys Lys Phe Asp Pro Met. Cys
420 425 430
Asn Gly Gln Ser Arg Tyr Asn Ser Ala Tyr Pro Thr Gly Ala
435 440 445
Asn Ala Pro His Ala Gly Arg Trp Phe Pro Gln Gln Phe Glu
450 455 460
Val Arg Asn Ala Tyr Pro Pro Ile Gln Pro
465 470
<210> 6
<211> 22
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> M6 ta trinh tu nhan tao: ddu 3’ cta mdéi xudi
<400> 6
ttggacaatc cattcatcgg ag
<210> 7 . .
<211> 29
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> M6 ta trinh ty nhan tao: Mdi xudi
<400> 7
caccatgttg gacaatccat tcatcggag
<210> 8
<211> 22
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> M6 ta trinh tuy nhan tao: Mdi nguoc
<400> 8
ttagggttgg atcggcggat ag
<210> 9
<211> 427
<212> PRT
<213> Trinh tu chua biét
<220>
<223> AR19G-166QV
<400> 9
Leu Asp Asn Pro Phe Ile Gly Ala Ile Gly Tyr Val Asn Pro
1 5 10 15
Ala Thr Asn Val Ile Ser Gln Ala Asn Gln Thr Ala Asp Pro
20 25 30
Ala Ala Gln Met Arg Lys Val Ala Thr Tyr Ser Thr Ala Val
35 40 45
Asp Arg Ile Ala Ala Ile Thr Ala Gly Arg Gly Leu Arg Gly
50 55 60
Asp Glu Ala Leu Arg Gln Met Gln Gln Ala Gly Gln Pro Val
65 70 75 80
Thr Leu Val Ile Tyr Asp Leu Pro Asn Arg Asp Cys' Ser Ala
85 90 95
Ser Asn Gly Glu Leu Leu Val Ala Gln Asn Gly Leu Ala Arg
100 105 110
Ala Glu Phe Ile Asp Pro Ile Val Ala Ile Leu Ser Asp Pro
115 120 125
Ala Gly Leu Arg Ile Val Thr Ile Ile Glu Pro Asp Ser Leu
130 135 140
Leu Val Thr Asn Leu Ser Ile Pro Ala Cys Ala Glu Ala Gln
145 ’ 150 155 160
Tyr Ile Glu Gly Ile Arg Tyr Ala Val Asn Arg Leu Arg Thr
i 165 170 175
Asn Val Tyr Ile Tyr Leu Asp Ile Ala His Ser Gly Trp Leu
R 180 185 190
Asp Asn Asn Phe Asn Gly Ala Val Asn Leu Tyr Thr Gln Val
195 200 205
Gly Met Asp Gln Gly Phe Asn Ser Ile Asp Gly Phe Ile Thr
210 215 220
Ala Asn Tyr Thr Pro Leu Glu Glu Pro Tyr Leu Pro Asp Pro
225 230 235 240
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Gly
Arg
Gly
Tyr
Gly
Asp
Leu

Ile

Asp
Thr
Trp
His
Val
Ala
Tyr
Arg
Pro
Asn
Ile
Gly
val
Asn

Asn

Pro
Val
Ile
Val
Ile
Pro
Pro

Leu

Trp
Leu
Leu
Leu
Ile
Ala
Lys
Tyr
Asn
Ala
Pro
Trp
Gln
val

Leu

22

29

22



Thr Ile Ala Gly

Gln

245

Pro Tyr Phe Asp
260
Ile Gly Arg Gly
275
Arg Asn Gly Trp
290

Pro Ser Ser Asp
305

Val Asp Arg Arg

Glu
Phe
Gly
Thr

310
Tyr

325

Ile Gly Glu Arg
340
Trp Val Lys
355

Val Asp Pro
370

Pro Asn Gly Gln
385

Pro Asn Ala Pro

Val

Ile

Pro
Pro
Asp

Ser
390

His Ala Gly Arg Trp Phe

405
Leu Val Arg Asn Ala Tyr Pro Pro Ile

420
10
427
PRT

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400> 10
Leu Asp Asn Pro
1
Ala Thr Asn Val
20
Ala Gln Met
35
Ile Ala

Ala

Asp Arg

50
Asp Glu Ala Leu
65
Thr

Leu Val Ile

85

Ser Asn Gly Glu
100
Glu Phe Ile
115
Ala Gly Leu
130

Val Thr

Ala
Arg
Leu Asn
145

Tyr Ile Glu

AR19G-166RA

Phe

5

Ile
Arg
Ala
Arg
70
Tyr
Leu
Asp

Ile

Leu
150

165

Asn Val Tyr
180

Asp
195
Met
210

Asn

Gly

Ala
225

Thr Ile

230

245

Pro Tyr Phe Asp
260
Gly Arg Gly

275
Asn Gly
290

Ser Ser

Ile

Arg Trp
Pro
305
Val

Asp

Asp Arg Arg

Glu
Phe
Gly

Thr
310

Tyr His Arg Gly Asn Trp Cys Asn

325

Ile Gly Glu
340
Val
355
Ile

370

Pro Val Arg Ser
250
Leu Asp Tyr Ala
265
Pro Ser Thr Ile
280

Gly Cys Ser Tyr
295

Ser Ser Val Asn
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Ala Ser Phe Tyr

255

Leu Ala Leu Arg
270

Gly Met Leu Ile

285

Gly . Gln
300

Ala Tyr

Cys Arg

Val Asp

315

His Arg Gly Asn
330
Gln Ala Ala Pro
345
Pro Gly Glu Ser
360

Asp Pro Asn Lys
375

Arg Tyr Asn Ser

Asn Gln
335
Gly Ile
350
Val Ser

Trp Cys

Arg Ser

Asp Gly
365

Lys Phe Asp Pro
380

Ala Tyr Pro Thr

395

410

425

Trinh ty chua biét

Ile Gly Ala Ile

10 .
Ser Gln Ala Asn

25
Lys Val Ala Thr
40
Ile Thr Ala Gly
55

Gln Met Gln Gln

Pro Gln Gln
415

Gln Pro

Asn
15
Asp

Gly Tyr Val

Gln Thr Ala

30

Ser Thr
45

Gly Leu

Tyr Ala
Arg

60
Ala Gly Gln

Arg

Pro

75

Asp Leu Pro Asn

90
Leu Val Ala Gln
105
Pro Ile Val Ala
120

Val Thr Ile Ile
135

Ser Ile Pro Ala

Ser
95
Ala

Arg Asp Cys

Asn Gly Leu
110
Ile Leu Ser
125
Glu Pro Asp
140
Cys Ala Glu

Asp
Ser

Ala

155

Gly Ile Arg Tyr Ala Vval

170

Ile Tyr Leu Asp Ile Ala

185

Asn Asn Phe Asn Gly Ala Val Asn

200

Asp Gln Gly Phe Asn Ser Ile

215

Tyr Thr Pro Leu Glu Glu Pro

Asn Arg Leu Arg
: 175
Ser Gly Trp

190
Tyr Thr
205
Asp Gly

220

Tyr Leu

His
Leu Gln
Phe Ile

Pro Asp

235

Ala Gly Gln Pro Val Arg Ser Ala Ser

250
Leu Asp Tyr Ala
265
Pro Ser Thr Ile
280

Gly Cys Ser Tyr
295

Ser Ser Val Asn

Phe Tyr

255

Leu Ala Leu Arg
270

Gly Met Leu Ile
285

Gly Arg Cys

300

Ala Tyr Val

Arg

Asp

315

330

Arg Pro Gln Ala Ala Pro Arg Ser Gly

345

Trp Val Lys Pro Pro Gly Glu Ser Asp Gly Val

360

Val Asp Pro Asp Asp Pro Asn Lys Lys. Phe Asp

375

Gln
335
Ile
350
Ser
365
Pro
380
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Glu
Asn
Asp
Pro
Gly
320
Ala
Asp
Gln
Met
Gly

400
Phe

Pro
Pro
Val
Gly
Val
80
Ala
Arg
Pro
Leu
Gln
160
Thr
Leu
Val
Thr
Pro
240
Glu
Asn
Asp
Pro
Gly
320
Ala
Asp

Gln

Met

Trp
Ala
Thr
Thr
Ser
Gly
Val
Pro
Cys
Ala

Glu

Asp
Thr
Trp
His
Val
Ala
Tyr
Arg
Pro
Asn
Ile
Gly
Val
Asn
Asn
Trp
Ala
Thr
Thr
Ser
Gly
Ala
Pro

Cys

Asn
Phe
Ser
Gly
Arg
Gly
Tyr
Gly
Asp
Leu

Ile

Trp
Leu
Leu
Leu
Ile
Ala
Lys
Tyr
Asn
Ala
Pro
Trp
Gln
val
Leu
Asn
Phe
Ser
Gly
Arg
Gly
Tyr
Gly

Asp
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Pro Asn Gly Gln Ser Arg Tyr Asn Ser Ala Tyr Pro Thr Gly Ala Leu

385

390 395

Pro Asn Ala Pro His Ala Gly Arg Trp Phe Pro Gln
405 410
Leu Val Arg Asn Ala Tyr Pro Pro Ile Gln Pro

420

<210> 11
<211> 428
<212> PRT

<213>
<220>
<223>

<400> 11

Val
1
Ala
Ser
Arg
His
65
Ala
Leu
Tyr
Lys
Ser
145
Ser
Asn
Trp
Gln
Ile
225
Asn
Phe
Met

Leu

Met
305

Ala Asn Pro

Ala Arg Val
20
Gln Met Arg
35
Ile Ala Ala
50
Leu Asp Ala

Ile Ser Ile

85

Ala Ser Asn
100
Lys Thr Glu
115
Tyr Ala Ser

130

Asn Leu Val

Ser Gly Ala

425

Herpetosiphon aurantiacus DSM 785

Phe Val Gly Ala Gln Gly

5 10

Asn Ala Glu Ala Asn Ala
25
Gln Val Ala Ser Tyr Pro
40
Ile Ala Gly Ser Ser Glu

Miédn xdc tac cta ho glycosit hydrolaza 6

Tyr Ile

Thr Gly

30

Thr Ala
45

Ser Met

55 60

Ala Leu Val Gln Gln Gln
70 75
Val Val Tyr Asp Leu Pro

’ 90
Gly Glu Leu Lys Ile Ser
- 105
Tyr Ile Asp Pro Ile Ala
120
Leu Arg Ile Val val Ile

Thr Ser
Asn Arg

Glu Asn

110

Ala Ile
125

Leu Glu

135 140

Thr Asn Ala Ser Ile Pro
150 155
Tyr Val Gln Gly Val Gln

165 170

Val Thr Ser
180
Leu Gly Trp
195
Thr Val Arg

210

Ser Asn Thr

Ser Gly Leu

Asn Val Tyr Ile Tyr Met
185
Asp Ser Asn Phe Thr Pro
200
Gly Thr Thr Lys Gly Leu

Ala Cys
Tyr Ala

Asp Ile

190

Ala Ile
205

Asn Gly

215 220

Ala Asn Tyr Thr Pro Leu
230 235
Thr Leu Gly Gly Gly Asn

245 250

Tyr :Glu Trp
260
Arg Asn Ala
275
Ile Asp Thr

290

Val Ser Ser

Leu Asp Arg Arg
325 330

Gly
Tyr
Gly

Asp
385

Ile Gly Glu
340
Val Trp Val
355
Val Ile Asp

370

Pro Asn Ala

Leu Ala Gly Ala
405 410
Met Leu Val Arg Asn Ala Tyr Pro Pro Ile Ser Gln

420

Asn Pro Tyr Phe Asp Glu
265
Phe Ile Thr Ala Gly Phe
280
Ser Arg Asn Gly Trp Gly

Asn Glu
Pro Ile

Thr Asp
270
Pro Ser
285
Gly Thr

295 300

Ser Asn Ser Leu Glu Ile
310 315
Pro His Arg Gly Gly Trp

Arg Pro Thr Ala Ala Pro
345
Lys Pro Pro Gly Glu Ser
360

Pro Thr Asp Pro Ala Lys

Tyr Val
Cys Asn

Val Ser

350

Asp Gly
365

Gln Phe

375 380

Gln Asn Arg Tyr Asn Thr
390 395
Pro His Ala Gly Arg Trp

425

Ala Tyr

Phe Pro

400

Gln Phe Glu Ile

415

Asn
15
Gly
Val
Gly
Gly
Asp
95
Gly
val
Pro
Ala
Ile
175
Ala
Gln
Ile
Val
Arg
255
Tyr
Gly
Ala
Asn
Gln
335
Gly
Val
Asp

Pro

Ser
415
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Ser
Thr
Trp
Leu
Gln
80
Cys
Leu
Gly
Asp
Glu
160
Asn
His
Leu
Asp
Phe
240
Ser
val
Ile
Arg
Asp
320
Ala
Ile
Ala
Ala
Thr

400
Gln

Glu
Leu
Leu
Arg
Gln
Ala
Asn
Glu
Ser
Ala
Lys
Ser
Tyr
Gly
Leu
Ser
Leu
Gly
Pro
Ser
Gly
Asp
Thr
Met
Asn

Phe

Tyr
Gly
Asp
Ala
Val
Ala
Arg
Ser
Leu
Ile
Leu
Gly
Thr
Phe
Pro
Leu
Ala
Met
Thr
Lys
Ala
Ala
Ala
Cys
Ala

Ala
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YEU CAU BAO HQ

1. Phuong phap san xut xenlobiohydrolaza siéu chiu nhiét bao gbm budc nudi cdy thé
bién nap biéu hién axit nucleic ma héa viing xenlobiohydrolaza chira polypeptit ¢6 trinh
tu axit amin c6 d§ tuong ddng bing 90% hoic cao hon so véi trinh tu axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO: 1, va cd serin & vi tri sb 88, phenylalanin & vi tri sb 230, va serin & vi
tri s6 414 cta trinh ty axit amin nay, trong do Xenlobiohydrolaza si€u chiu nhi€t ndy cé
hoat tinh xenlobiohydrolaza & diéu kién nhiét do nim trong khoang tir 80°C dén 100°C
va d6 pH nam trong khoang tir 4,0 dén 7,0.

2. Thé bién nap chira trinh tir axit nucleic ma héa polypeptit c6 trinh tur axit amin c6 do
“tuong ddng bang 90% hogc cao hon so véi trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO:
| 1, va c6 serin & Vi tri sb 88, phenylalanin & vi tri _sé 230, va serin & Vi tri s6 414 cta trinh

tu axit amin nay, va ¢6 hoat tinh xenlobiohydfolaza & diéu kién nhiét do nam trong

khoang tir 80°C dén 100°C va d6 pH nim trong khoang tir 4,0 dén 7,0.

3. Vecto biéu hién chira trinh ty axit nucleic ma héa polypeptit c6 trinh ty axit amin c¢6 4o
trong ddng bang 90% hodc cao hon so véi trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO:
1, va ¢6 serin & vi tri s6 88, phenylalanin & vi tri s6 230, va serin & vi tri s6 414 cua trinh
tu axit amin nay, va cé hoat tinh xenlobiohydrolaza & diéu kién nhiét do nam trong

khoang tir 80°C dén 100°C va d pH nim trong khoang tir 4,0 dén 7,0.
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Nhiét dd t6i wu d6i véi hoat tinh thily phan PSA
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