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Linh vie ky thuit dwoe dé cip

Sang ché dé cip dén endoglucanaza siéu chiu nhiét, polynucleotit ma héa enzym
ndy, vecto biéu hién enzym nay, thé bién nap chira vecto nay, va phuong phép san xuét

san phdm phan giai lignoxenluloza bing enzym nay.
Tinh trang ky thuit ciia sing ché

Trong nhiing nim gan déy, viéc phat trién cac ngudn ning luong thay thé ddu mo
ngdy cang tr& nén quan trong, do cic vin dé vé méi truong nhu trai dat néng 1én va 6
nhiém bau khi quyén, ciing nhu quan ngai lién quan dén viéc cung clp ning luong cho
c4c phuong tién van tai. Sinh khéi thuc vat 12 ngudn ning luong tai tao phong phu nhét
trén trai dat, dugc mong doi 1a ngudn ning luong thay thé cho diu moé. Lignoxenluloza la
thanh phin chinh cta sinh khéi thuc vt va bao gdm céc polysacarit nhu xenluloza,
hemixenluloza (bao gdm xylan, arabinan va mannan), lignin va céc pectin khac. Céc
polysacarit ndy dugc thily phan thanh cidc monosacarit nhu glucoza va xyloza béi nhiéu

glycosit hydrolaza va dugc str dung lam nhién li€u sinh hoc hoac nguyén li€u hda hoc.

Lignoxenluloza 12 hop chét c¢6 céu triic rt phirc tap, nén rit khé c6 thé phan giai
hoic thity phan dugc biang mét enzym duy nhét. Do dé, trong s cac polysacarit nay, qua
trinh thiy phén xenlulc;za thudng can ba loai enzym glycosit hydrolaza bao gém
endoglucanaza (endo-1,4-B-D-glucanaza, EC 3.2.1.4), exo-xenlobiohydrolaza (1,4-B-
xenlobiosidaza hodc xenlobiohydrolaza, EC 3.2.1.91, EC 3.2.1.176), va B-glucosidaza
(EC 3.2.1.21). Mit khéc, hemixenluloza chita xylan, arabinan, manan va céc chét tuong
tu, va thanh phén clia n6 c6 thé thay dbi phu thudc vao loai thuc vat. Vi dy, xylan 1a
thanh phﬁn chinh ¢6 trong thuc vat 14 rong, thyc vat than thao va cac thuc vat tuwong tu.
Pé thuy phan xylan, thi cin c6 xylanaza (endo-1,4-B-xylanaza, EC 3.2.1.8) va
B- xylosidaza (EC 3.2.1.37).
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Trong quy trinh thong thuong bién ddi lignoxenluloza thanh etanol, co chat ban
dau c¢6 ndéng do chit rin cao nam trong khoang tir 30% dén 60% da dugc dung dé dat
dugc hiéu qua ning luong cao hon va st dung it nudc hon. Tuy nhién, khi ndng do chat
rin trong co chit cao, thi phan ung enzym thiy phan lignoxenluloza hdu nhu khong thé
xay ra do dd nhét cao cia dung dich sinh khéi da thiy phan. Do d6, bing cach thuc hién
phan Ung thuy phan ¢ nhiét do 80°C hodc cao hon va sit dung enzym chiu nhiét, thi ngoai
viéc tang toc do phan ung thiy phan, do nhét cia dung dich sinh khéi da thuy phén cling
duoc giam xudng, nho vy c¢o6 thé rat ngin duoc thoi gian thuy phan va giam lugong

enzym can st dung. Do dd, c6 nhu cau phat trien cdc enzym c6 do on dinh nhiét cao

Nhiéu glycosit hydrolaza chiu nhiét da dugc thu nhéan béng cach phan 1ap va xéc
dinh cac vi sinh vat va nhiét séng trong moi trudong c¢6 nhiét do cao, tach dong cac gen tu
c4c vi sinh vat da duoc phan lap va nudi cdy ndy va giai trinh tu ADN cua ching, sau do
biéu hién chung bing E. coli, nAm soi va cdc sinh VAt tuong tu. DE thuy phan
lignoxenluloza & nhiét do cao, nhu s¢i xenluloza, vo cdy va gidy, nhiéu enzym chiu nhiét
c6 thé duoc st dung, ddc biét 1a cho dén nay da phan lap duoc tr vi khuin wa nhiét, nAm
soi, vi khuén cb va sinh vat tuong tu, cac endoglucanaza cén dé thuy phan xenluloza (vi
du tham khdo Tai 1éu Sang ché 1 dén 4, va tai liéu phi Sang ché 1 va 2). Ngoai ra, cic nd
luc cling da dugc thuc hién dé cai thién tiép hoat tinh riéng va tinh bén nhiét, vi du béng
cach sur dung céc thé dot bién cua sinh vat chu hodc cai bién mot phﬁfm trinh tu axit amin
clia cac enzym nay (vi du tham khao Tai liéu phi Sang ché 3 va 4). Tuy nhién, hau hét cac
enzym nay c6 nhiét do t6i wu ndm trong khoang tir 60°C dén 80°C, va can c¢6 dd bén nhiét
cao hon. Mit khéc, endoglucanza siéu chiu nhiét c¢é nhiét do t6i wu cao hon 90°C da duoc
phan 18p (vi du tham khéo Tai 1éu Sang ché 5 dén 7, va tai liéu phi Sang ché 1 va 5).
Endoglucanaza c¢6 ngudn gdc tir Sulfolobus solfataricus c6 nhiét do toi wu bang 95°C
dugc boc 10 trong Tai liéu phi Sang ché 3, tuy nhién hoat tinh riéng ctia n6 & nhiét do
90°C khong cao va chi bang 5,5U/mg protein. Enzym nay cling c6 hoat tinh xylanaza, tuy
nhién hoat tinh riéng xylanaza cia n6 & nhiét do 90°C ciing thap va chi bing 4,0U/mg

protein.
Tai liéu vién dan

Tai liéu Sang ché 1: Pon Cong bd Patent My 2003/0054539.
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Tai liéu Séng ché 2: Pon Cong bd Patent My 2005/0070003.

Tai liéu Sang ché 3: Pon Cong b Patent M§ 2003/0129723.

Tai liéu Sang ché 4: Pon Cong b Patent M§ 2005/0215450.

Tai liéu Sang ché 5: Pon Cong bd Patent Nhat Ban 2003-210182.
Tai liéu Sang ché 6: Pon Cong b Patent Nhat Ban 2014-27928.
Tai liéu Sang ché 7: Pon Cong b Patent My 2002/0102699.

Tai liéu phi Sang ché 1: Ando et al., Applied and Environmental Microbiology,
2002, vol. 68, p. 430-433.

Tai liéu phi Sang ché 2: Shi et al., Bioresource Technology 2013, vol. 142, p338-
344.

Tai liéu phi Sang ché 3: Zhang et al., Journal of Biotechnology, 1997, vol. 57, p.
101-113.

Tai li€u phi Sang ché 4: Telke et al., PLoS One, 2013, vol. 8, p. e65727.
Tai li€u phi Sang ché 5: Maurelli ez al., Extremophiles, 2008, vol. 12, p. 689-700.
Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Muc dich cta sang ché 1a dé cap dén endoglucanaza siéu chju nhiét thé hé méi c6
hoat tinh thity phan co chét carboxymetyl xenluloza (sau day goi tit 1a CMC) it nhét &
nhiét d6 bang 110°C va d6 pH bing 4,0, polynucleotit ma héa enzym nay, vecto biéu hién
enzym nay, thé bién nap chtra vecto ndy, va phuong phap san xuit san phim phan giai

lignoxenluloza bang enzym nay.

Dé giai quyé€t cac van de néu trén, cic tac gia sang ché da thu nhén thanh cong
endoglucanaza si€u chiu nhiét c6 trinh tu axit amin m&i bang cach chiét tich ADN truc
ti€p tr dat c6 nhiét do cao & khu vuc sudi nude ndng va thuc hién giai trinh tu b gen ctia

hé vi sinh vat khé nu6i cay lay tir moi truong nay va hoan thanh sang ché nay.
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Endoglucanaza siéu chiu nhiét, polynucleotit, vecto biéu hién, thé bién nap,
phuong phép san xuét endoglucanaza siéu chiu nhiét, hdn hop glycosit hydrolaza, va
phuong phép san xuit san phdm phén giai lignoxenluloza theo sang ché duoc mo ta trong

cac phuong an tir 1 dén 10 duéi day.
1. Endoglucanaza siéu chiu nhiét chira viing xtic tic endoglucanaza gom:

(A) polypeptit chira trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3 hoic
SEQ ID NO.11;

(B) polypeptit c6 trinh tu axit amin dugc tao ra bang cach loai b, thay thé hodc bd
sung it nhit mot axit amin trén trinh tr axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3 hoidc
SEQ ID NO.11, va c6 hoat tinh thity phan co chit carboxymetyl xenluloza it nhit & nhiét
d6 bang 110°C va d6 pH bing 4,0; hoic

(C) polypeptit ¢6 trinh trr axit amin c6 dd twong ddng it nhit bing 70% so v&i
trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3 hodc SEQ ID NO.11, va ¢6 hoat tinh thay
phén co chat carboxymetyl xenluloza it nht & nhiét do bang 110°C va d6 pH bing 4,0.

2. Endoglucanaza siéu chiu nhi¢t theo phuong an 1, trong d6 enzym nay cling c6

hoat tinh xylanaza & nhiét d6 bang 110°C va do pH bang 7,0.
3. Polynucleotit chira mién ma héa ving xtc tac endoglucanaza gdm:

(a) trinh tu nucleotit ma héa polypeptit chira trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ
ID NO.3 hodc SEQ ID NO.11;

(b) trinh ty nucleotit ma héa polypeptit ¢6 trinh tir axit amin duoc tao ra bang cach
loai bo, thay thé hodc bd sung it nhat mot axit amin trén trinh tu axit amin nhu néu trong
SEQ ID NO.3 hodc SEQ ID NO.11, va c6 hoat tinh thiy phan co chit carboxymetyl
xenluloza it nhét & nhiét do b?lng 110°C va do pH béng 4,0,

(c) trinh tu nucleotit ma héa polypeptit ¢6 trinh tu axit amin c6 do twong dong it
nhit bing 70% so Vv6i trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3 hoidc
SEQ ID NO.11, va c6 hoat tinh thity phan co chat carboxymetyl xenluloza it nhét & nhiét
d6 bang 110°C va do pH bang 4,0;



26935
(d) trinh tw nucleotit c6 d6 twong ddng it nhat bang 70% so v6i trinh ty nucleotit
nhu néu trong SEQ ID NO.4 hodc SEQ ID NO.12, va ma hoa polypeptit ¢6 hoat tinh thiy
phén co chét carboxymetyl xenluloza it nhat & nhiét d6 bang 110°C va do pH bang 4,0;

hoic

(e) trinh tr nucleotit cia polynucleotit ma lai hoa véi polynucleotit ¢6 trinh tu
nucleotit nhu néu trong SEQ ID NO.4 hodc SEQ ID NO.12 trong diéu kién nghiém ngit,
va 1a trinh tu nucleotit ma héa polypeptit c6 hoat tinh thity phan co chit carboxymetyl
xenluloza it nhét & nhiét d6 bang 110°C va d6 pH bang 4,0.

4. Polynucleotit theo phuong an 3, trong d6 polypeptit ndy ciling c6 hoat tinh
xylanaza & nhiét o bang 110°C va d6 pH bang 7.,0.

5. Vecto biéu hién chira polynucleotit theo phuong 4n 3 hodc 4, va c6 kha nang

biéu hién polypeptit c¢6 hoat tinh endoglucanaza & té bao vat chi.
6. Thé bién nap chira vecto biéu hién theo phuong 4n 5.

7. Thé bién nap theo phwong 4n 6, trong d6 thé bién nap nay la vi sinh vat nhan
that.

8. Phuong phép san xuit endoglucanaza siéu chju nhiét bao gdm budc san sinh

endoglucanaza siéu chiu nhiét trong thé bién nap theo phwong 4n 6 hoic 7.

9. Hon hop glycosit hydrolaza chira endoglucanaza siéu chiu nhiét theo phuong an
1 hodc 2, endoglucanaza siéu chiu nhiét ma hoa béi polynucleotit theo phuong 4n 3 hoic
4, hodc endoglucanaza siéu chiu nhiét dugc san xut bang phuong phap theo phuong 4n 8,

va it nhdt mot hoic nhiéu loai glycosit hydrolaza khac.

10. Phuong phép san xut san phdm phén giai lignoxenluloza bao gdm budc tao ra
san phdm phén giai lignoxenluloza bang cach cho nguyén liéu lignoxenluloza chira
xenluloza tiép xtic v6i endoglucanaza siéu chiu nhiét theo phuong an 1 hoac 2,
endoglucanaza si€u chiu nhiét ma hoéa béi polynucleotit theo phuong an 3 hoic 4, thé
bién nap theo phwong 4n 6 hoic 7, endoglucanaza siéu chiu nhiét dugc san xuit biang

phuong phap theo phuong 4n 8, hodc hdn hgp glycosit hydrolaza theo phwong 4n 9.
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Endoglucanaza siéu chiu nhiét theo sang ché c¢6 hoat tinh thiy phan co chét
carboxymetyl xenluloza it nhit & nhiét d6 bang 110°C va do6 pH bang 4,0. Do do,
endoglucanaza siéu chiu nhiét nay thich hop dé thiy phan nguyén liéu lignoxenluloza

chira xenluloza & nhiét do cao.

Ngoai ra, polynucleotit, vecto biéu hién chira polynucleotit nay va thé bién nap
chira vecto nay theo sang ché ciing thich hop dé san xuét endoglucanaza si€u chiu nhiét

theo séang ché.
MO ta vin tit cac hinh vé

Fig.1 1a hinh v& thé hién sy sip thang hang trinh tu axit amin (SEQ ID NO.1) cia
polypeptit (sau day goi tit 1a AR15G-90) ma héa béi khung doc md mé AR15G-90 va
trinh ty axit amin cta glycosit hydrolaza GH12 (SEQ ID NO.8) c6 ngudn gbc tir
Ignisphaera aggregans DSM17230.

Fig.2 14 hinh v& thé hién két qua phan tich dién di trén gel SDS-PAGE ciia protein
AR15G-90-3 duoc tao ra béng cach biéu hién gen AR15G-90-3 & E. coli trong vi du 1.

Fig.3 1a biéu db thé hién két qua do hoat tinh thiy phan mdi co chit cua protein
AR15G-90-3 dugc biéu hién & E. coli trong vi du 1.

Fig.4 1a 5 thi thé hién két qua do hoat tinh thiy phan CMC (& do pH = 4,0) cuia
protein AR15G-90-3 dugc biéu hién & E. coli khi khong c6 mit ion canxi (“AR15G-90-
3” trén Fig.4) va khi ¢6 mjt ion canxi (“AR15G-90-3 + 0,5mM Ca”"™ trén Fig.4) va hoat
tinh thiy phan CMC (¢ d6 pH = 4,0) ciia endoglucanaza TrEG (Trichoderma reesei EG2)
va endoglucanaza TmEG (Thermotoga maritima EG) & cac nhiét @6 twong Gng trong vi

dul.

Fig.5 1a d6 thi thé hién két qua do hoat tinh thiy phdn CMC (& nhiét do 70°C)
ctia protein AR15G-90-3 duoc biéu hién & E. coli & cac do pH tuong tng trong vi du 1.

Fig.6 1a db thi thé hién két qua do hoat tinh xylanaza (& do pH = 7,0) cuia protein
AR15G-90-3 duoc biéu hién & E. coli & cac nhiét d¢ tuong Gng trong vi du 1.

Fig.7 12 d6 thi thé hién két qua do hoat tinh xylanaza (& nhiét d6 70°C) ctia protein
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AR15G-90-3 dugc biéu hién ¢ E. coli & cac dd pH tuong tmg trong vi du 1.

Fig.8 1a db thi thé hién két qua do hoat tinh thuy phan CMC cia protein AR15G-
90-3 dugc biéu hién & E. coli trong vi du 1 (hoat tinh twrong ddi (%), véi gia dinh ring
hoat tinh ctia 16 khong xir Iy (khong @ so bd) bing 100%).

Fig.9 13 db thi thé hién két qua do hoat tinh xylanaza cua protein AR15G-90-3
dugc biéu hién & E. coli trong vi du 1 (hoat tinh tuong d6i (%), v6i gia dinh ring hoat
tinh ctia 16 khong xtr Iy (khong @ so bd) bing 100%).

Fig.10 14 hinh v& thé hién su sip thing hang trinh tu axit amin (SEQ ID NO.1) ctia
polypeptit (AR15G-90) ma héa bédi khuhg doc md m&é AR15G-90, trinh ty axit amin
(SEQ ID NO.9) ctia polypeptit (sau ddy goi tit 1a AR15G-90B) ma hoa boi khung doc ma
m¢& AR15G-90B va trinh ty axit amin cua glycosit hydrolaza GH12 (SEQ ID NO.38) ¢6
ngudn gbc tir Ignisphaera aggregans DSM17230.

Fig.11 Ia d6 thi thé hién két qua do hoat tinh thiy phan CMC ctia protein AR15G- -
90-B-15 duoc biéu hién & E. coli & céc nhiét do twong g trong vi du 2 (hoat tinh tuong
dbi (%) gia dinh rang hoat tinh & nhiét do 90°C bing 100%).

Mo ta chi tiét sang ché
Endoglucanaza siéu chiu nhiét theo séng ché

Nhiéu vi sinh vat, bao gE")m nim soi, vi khuén, va vi khuén cb rat khé duoc nudi
cdy va khoang 99% vi sinh vat sdng trong moéi trudng nhu dét 1a chua duoc biét dén. biac
biét, rat khé nudi céy dugc vi sinh vat séng trong trong méi trudong cé nhiét dd cao, va
chi 0,1% hodc thap hon vi sinh vét séng trong d4t da dugc phén l4p va nudi ciy bang cc
k¥ thuat da biét. Viec khé nuéi cdy vi sinh vat sdng trong trong d4t c6 nhiét do cao 1a mot

y€u t0 can trd su phat trién cac enzym chiu nhiét.

Gan déy, do su phat trién cua mdy giai trinh tu thé hé tiép theo cho phép giai trinh
tu dugc hang ty cip bazo, nén c6 thé giai trinh tu bd gen cua vi sinh vat chira trong dat va
céc mdi trudng twong tu. Bing cach sir dung k¥ thuét phén tich nay, phuong phép phan
tich hé gen mdi trudng da dugc dé cap dén, trong d6 ADN bd gen cla quan thé vi sinh

vét duge téng hop tir mdu mdi trudng nhu dat, bd gen cta quén thé vi sinh vat c6 thanh
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phan khong ddng nhit dugc giai trinh tur truc tiép va toan b, va dir liéu trinh tu duoc lép
rap bang may tinh song song, dé thiét ké lai trinh tu bd gen cla vi sinh vat. Didu nay gop

phén rut ngédn thoi gian gidi trinh ty bd gen cia vi sinh vat kho nubi cay.

Nhu dugc thé hién vi du 1, cac tic gia sang ché da téng hop dugc ADN b gen
(ADN hé gen moi truong) clia quan thé vi sinh vat séng trong dat c6 nhiét do cao thu
dugc & khu vuc sudi nuée néng (vi du mau nuéce thu duoc & khu vuc subi nude nong co
nhiét d6 nam trong khoang tir 58°C dén 78°C chira dét, bun, tham vi sinh vat, mang sinh
hoc va céc loai tuong ty), va thuc hién giai trinh tw ADN hé gen mdi truong nay. Két qua
1a thu dugc cic khung doc ma mé (Open Reading Frame - ORF) ma héa céc trinh tu axit
amin tuong dong vai cac endoglucanaza da biét (vi du cac trinh tr axit amin ¢6 do tuong
ddng bang 20% hoic cao hon va tri sé Ky vong (ttc 14 tri 6 E) nho hon 1e2°). Trong s6
cac khung doc md mé ndy, cic doan mdi duoc thiét ké dua trén thong tin trinh tu
nucleotit cia 106 khung doc ma mé, trong d6 su ¢ mét ciia ving xuc tic endoglucanaza
c6 thé duge xac dinh, va cdc gen tidm ning dugc tach dong tr ADN hé gen mdi truong
cﬂa d4t c¢6 nhiét do cao & khu vuc sudi nuée h(’)ng bfmg phuong phap PCR. Cac ADN
dugc tach dong PCR duogc bién nap vao E. coli, va céc protein ma hoa bdi cac trinh tur
nucleotit ndy dugc biéu hién. Céc protein nay duoc sang loc chirc ning bang cach do hoat
tinh thiy phin CMC. Cudi cing, endoglucanaza siéu chiu nhiét c6 hoat tinh
endoglucanaza (sau ddy duogc goi tit 1a “AR15G-90-3") thu duoc tir cac khung doc ma
m& nay. Trinh ty axit amin cuia AR15G-90-3 va trinh tu nucleotit ma hoa trinh tu axit
amin ctia AR15G-90-3 1an lugt nhu néu trong SEQ ID NO.3 va SEQ ID NO 4.

AR15G-90-3 12 mot doan protein khong c6 diu tin cing N, va nhu duge thé hién
trong Vi du 2, AR15G-90B-15 13 protein c6 chiéu dai ddy du caa AR15G-90-3. Trinh tu
axit amin cda AR15G-90B-15 va trinh tu nucleotit ma hdéa trinh tu axit amin cua AR15G-
90B-15 14n luot nhu néu trong SEQ ID NO.11 va SEQ ID NO.12.

Nhu duoc thé hién trong phin 9 cia Vi du 1, AR15G-90-3 ¢6 hoat tinh thily phan
rat manh lichenan, va cling c6 hoat tinh thdy phan manh CMC, Avicel truong né lién hop
axit phosphoric (sau ddy goi tit 1a PSA)-1a xenluloza phi tinh thé, va xylan, va cling cé
hoat tinh thiy phin xenluloza tinh thé Avicel, laminarin, va p-nitrophenyl-B-D-
xenlobiosit (sau ddy goi tit 12 PNPC). Tréi lai, AR15G-90-3 hdu nhu khéng c6 hoat tinh
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phén giai p-nitrophenyl-B-D-glucopyranosit (sau day goi tit 1a PNPG) va p-nitrophenyl-
B-D-xylopyranosit (sau day goi tit 1a PNPX).

Noi cach khiac, AR15G-90-3 1a endoglucanaza siéu chiu nhiét c6 do dic hiéu co
chét cao véi cac hop chét c6 lién két B-1,4 (vi du CMC, PSA, Avicel, PNPC, va c4c hop
chat twong tu) va cac hop chét c6 lién két B-1,3 va B-1,4 (vi du lichenan, va cic hop chit

tuong tu), va cling c¢6 hoat tinh xylanaza.

Két qua tra cu trinh tir axit amin ctia AR15G-90-3 bang co s& dit liéu trinh ty axit
amin da biét cho thiy trinh ty axit amin cia AR15G-90-3 ¢6 d tuong ddng cao nhit vdi
trinh tu axit amin cua glycosit hydrolaza GH12 (m3 truy cdp Ngin hang Gen:
ADM27292.1) (SEQ ID NO.8) c6 ngudn gbc tir Ignisphaera aggregans DSM17230
thudc nganh Crenarchaeota, va bang 56% d6i véi chiéu dai diy dua va 64% dbi véi ving
xtic tic GH12. Céc phan tich d6 dic hiéu co chat, va phén tich d¢ tuong déng cua trinh tu
axit amin ndy véi cac protein da biét cho thdy AR15G-90-3 1a endoglucanaza GH12 thé

hé méi.

AR15G-90-3 ¢6 hoat tinh thily phan co chdt CMC it nhét & nhiét do bang 110°C
va d6 pH bing 4,0. Cu thé, nhu dugc thé hién trong phan 10 va 11 cua vi du 1, AR15G-
90-3 c6 hoat tinh endoglucanaza & nhiét do nam trong khoang tir 60°C dén 160°C, va do
pH nam trong khoang tir 3,0 dén 8,0, ¢o hoat tinh endoglucanaza manh & nhiét d6 niam
trong khoang tir 80°C dén 120°C va do pH nam trong khoang tir 3,0 dén 8,0, va co6 hoat
tinh endoglucanaza rit manh & nhiét d6 ndm trong khoang tir 90°C dén 110°C va do pH
nam trong khoang tir 4 dén 6.

Cu thé hon, hoat tinh thity phan CMC ctia AR15G-90-3 & d6 pH bang 4,0 ting khi
nhiét d ting nim trong khoang tir 60°C dén 90°C, manh va 6n dinh khi nhiét d6 nim
trong khoang tir 90°C dén 120°C va gidm tir tr & nhi€t do 120°C hodc cao hon.

Hon nffa, ngoai hoat tinh endoglucanaza, AR15G-90-3 ciling c6 hoat tinh xylanaza
& nhiét @ 110°C va d¢ pH bang 7,0. Cu thé, nhu dugc thé hién trong phan 12 va 13 cia
Vi du 1, AR15G-90-3 ¢6 hoat tinh xylanaza & nhiét d6 nim trong khoang tir 40°C dén
140°C va d6 pH nam trong khoang tir 5,0 dén 10,0, c6 hoat tinh xylanaza manh & nhiét
d6 nam trong khoang tir 80°C dén 120°C va do pH nim trong khoang tir 6,0 dén 9,5, va
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c6 hoat tinh xylanaza rit manh & nhiét d6 nim trong khoang tir 90°C dén 115°C va d6 pH
nam trong khoang tir 6,5 dén 9,0.

Cu thé hon, hoat tinh xylanaza cia AR15G-90-3 ¢ d6 pH br?mg 7,0 d6i vé6i co chét
xylan ting khi nhiét d6 ting nim trong khoang tir 40°C dén 110°C, va gidm nhanh khi
nhiét do trén 110°C.

Thuat ngit “cé hoat tinh” hodc “biéu hién hoat tinh” dugc ding trong ban md ta dé
chi hoat tinh phan giai it nhit mot co chét va tao ra su khéc biét dang ké vé ham luong
diu khir duoc thily phén cia co chat hodc cudng d6 phan ng tao mau khi so v6i mau déi

chung am.

Do d6, thuat ngit “c6 hoat tinh endoglucanaza” duoc ding trong ban md ta dé chi
hoat tinh phan giai it nhdt mdt co chét duge chon tir nhém bao gbm cac hop chét c6 lién
két B-1,4 (vi du CMC, PSA, Avicel, PNPC, va cic hop chét twong tu) va céc hop chat c6
lién két B-1,3 va B-1,4 (vi du lichenan, va cac hop chét twong tu) va tao ra su khac biét
dang ké vé& ham luong dau khir duogc thily phan ctia co chit hodc cudng dd phan Gng tao

mau khi so véi mau doi chirng am.

Thuit ngit “c6 hoat tinh xylanaza” dugc dung trong ban md ta dé chi hoat tinh
phan giai it nh4t mot co chét xylan va tao ra su khéc biét dang ké vé ham luong dau khir

dugc thiy phén cia xylan hodc cudong do phan tmg tao mau khi so véi mau doi chimg am.

Nhin chung, & protein ¢c6 mot s6 hoat tinh sinh hoc, mdt hoic hai hodc nhiéu axit
amin c6 thé dugc loai bo, thay thé, hoic bd sung, ma khong lam gidm hoat tinh sinh hoc
clia protein ndy. Néi cach khic, trong AR15G-90-3, mdt hodc hai hodc nhiéu axit amin
ciing c6 thé duogc loai bé, thay thé, hoic bd sung ma khong lam gidm hoat tinh thiy phan

glycosit ciia enzym nay.

Endoglucanaza theo sang ché 1a glycosit hydrolaza siéu chiu nhiét chira vung xUc

tac endoglucanaza gdm polypeptit bat ky trong sd cac polypeptit tir (A) dén (C) sau.

(A) polypeptit chra trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3 hoic
SEQ ID NO.11 (tc 1a AR15G-90-3);

(B) polypeptit c6 trinh ty axit amin dugc tao ra bang cich loai b, thay thé hoic bd
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sung it nhit mot axit amin trén trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3 hodc
SEQ ID NO.11, va c¢6 hoat tinh thity phan co chat carboxymetyl xenluloza it nhit & nhiét
d6 bang 110°C va do pH bang 4,0; hoic

(C) polypeptit c6 trinh tu axit amin c¢6 do twong ddng it nhat biang 70% so véi
trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3 hoic SEQ ID NO.11, va c6 hoat tinh thay
phan co chat carboxymetyl xenluloza it nhit & nhiét d6 bing 110°C va do pH bing 4,0.

Thuét ngit “polypeptit trong d6 axit amin dugc loai bo” dugc dung trong ban md

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

Thuat ngit “polypeptit trong d6 axit amin duge thé” duoc ding trong ban md ta dé

chi axit amin ma tao ra polypeptit dugc thay thé bang axit amin khic.

Thuat ngit “polypeptit trong d6 axit amin duge bd sung” duge ding trong ban mo

ta dé chi axit amin mé6i dugc chén vao polypeptit.

Trong polypeptit (B), t6t hon néu s luong axit amin dugc loai bo, thay thé, hoic
bd sung trén trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3 hoic SEQ ID NO.11 nim
trong khoang tir 1 d&n 20, tét hon nita néu ndm trong khoang tir 1 dén 10, va con tét hon

n{ta néu ndm trong khoang tir 1 dén 5.

Khong c6 gi6i han cu thé vé d6 twong ddng cua polypeptit (C) véi trinh tu axit
amin nhu néu trong SEQ ID NO.3 hoic SEQ ID NO.11 mién 13 nim trong khoang tir
70% dén 100%, t6t hon néu ndm trong khoang tir 75% dén 100%, t6t hon nita néu nim
trong khoang tir 80% dén 100%, con t6t hon nita néu ndm trong khoang tir 85% dén
100%, con t6t hon nita néu nim trong khoang tir 90% dén 100% va tdt nhit néu nim

trong khoang tir 95% dén 100%.

Do twong dong trinh tw (d6 twong ddng) gitra cAc trinh ty axit amin duoc xac dinh
bang phuong phap sau: & trang thai, trong d6 khoang trdng duoc tao ra & cac vi tri xut
hién dot bién chén thém hodc loai bo, hai trinh tu axit amin duogc dit canh nhau sao cho
c4c axit amin twong ting 14 giéng nhau; va ty 18 axit amin gidng nhau so v6i téng sd trinh
tu axit amin trir di khoang tréng trén trinh tu sip thing hang duoc xé4c dinh 1a do tuong
ddng trinh tu. D6 twong ddng gitta cAc trinh tr axit amin c6 thé duoc xac dinh bang nhiéu
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phan mém tra ctru d6 twong ddng da biét trong linh vuc nay. Theo sang ché, do tuong
d@)ng cua cac trinh tr axit amin dugc xac dinh dua trén trinh tu sép thflng hang thu dugc

bang phan mém tra ctru do trong dong BLASTP.

Céc polypetit (B) va (C) c6 thé dugc thiét ké nhén tao hodc ciing c6 thé 1a thé

tuong ddng cia AR15G-90-3 va cac bién thé twong tur, hodc cic doan protein cia chung.

Céc polypetit (A) dén (C) c6 thé 1dn lugt dugc tdng hop héa hoc dya trén trinh tu
axit amin, hodc ciing c6 thé dugc san xuit béi hé biéu hién protein sir dung polynucleotit
theo sang ché. Ngoai ra, cac polypetit (B) va (C) ciing c¢6 thé 1an lugt duoc téng hop nhan
tao dua trén polypeptit chira trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3 hoic SEQ ID
NO.11 bang k¥ thuat tai td hop gen dé chén thém dot bién axit amin.

Céc polypeptit (A) dén (C) c6 hoat tinh thiy phan co chat CMC it nhét & nhiét do
bang 110°C va d6 pH bing 4,0. Do d6, khi enzym chira viing xtc tac endoglucanaza la
polypeptit bat ky tir (A) dén (C), thi c6 thé thu dugc endoglucanaza siéu chiu nhiét.

Endoglucanaza siéu chiu nhiét theo sang ché c6 hdat tinh thity phan it nhit mét co
chat duoc chon tir nhém bao gdm hop chét c6 lién két B-1,3 va B-1,4; hop chét c6 lién két
B-1,4; va xylan.

Vi du vé hop chét c6 lién két B-1,3 va B-1,4 bao gé)m lichenan, B-glucan, va cac
hop chét twong tw. Vi du vé hop chit c6 lién két B-1,4 bao gdm xenluloza tinh thé nhu
Avicel, xenluloza vi tinh thé cta vi khudn (BMCCO), giéy loc, CMC, PSA, xenlobioza, va
cac hop chat twong tu.

Tét hon néu ngoai viée ¢6 hoat tinh thity phan CMC va xylan, thi endoglucanaza
siéu chiu nhiét theo sang ché c¢6 hoat tinh thiy phan it nhit mot co chit dugc chon tir
nhom bao gém lichenan, B-glucan, PSA, Avicel, PNPC, va xyloglucan; tdt hon nita néu
endoglucanaza siéu chiu nhiét theo sang ché c6 hoat tinh thiy phén it nhit mot co chét
dugce chon tir nhém bao gdm lichenan, PSA, va xyloglucan; va con tét hon nita néu
endoglucanaza siéu chiu nhiét theo sang ché c6 hoat tinh thily phén it nhat mét co chit

duogc chon tir nhom bao gé)m CMC, xylan, va lichenan.

Ngoai cic co chat néu trén, endoglucanaza si€u chiu nhiét theo sdng ché ciing cé
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thé c¢6 hoat tinh thiy phan co chét B-glucan khac. Vi du v& céc co chét khac cua
endoglucanaza siéu chiu nhiét theo sang ché bao gdm PNPX, p-nitrophenyl-B-D-
glucopyranosit, p-nitrophenyl-a-L-arabinofuranosit, p-nitrophenyl-a-L-arabinopyranosit,
p-nitrophenyl-B-L-arabinopyranosit, p-nitrophenyl-B-D-mannopyranosit, p-nitrophenyl-
o-D-galactopyranosit, p-nitrophenyl-B-D-galactopyranosit; glucan chira lién két p-1,3 va
B-1,6 nhu laminarin; glucan chira lién Két B-1,3; glucan chira lién Kkét B-1,6 va oligosacarit

chira lién két B-1,6 nhu gentiobioza.

Tét hon néu endoglucanaza siéu chiu nhiét theo sang ché c¢6 hoat tinh thuy phan
CMC it nhit & d6 pH bang 4,0 va nhiét 46 nam trong khoang tir 90°C dén 110°C, t6t hon
nita néu & nhiét dd ndm trong khoang tir 80°C dén 120°C, va con tbt hon nita néu & nhiét
d6 nim trong khoang tir 60°C dén 160°C. Tt hon néu nhiét do tdi wu cta endoglucanaza

siéu chiu nhiét theo sang ché nam trong khoang tir 90°C dén 120°C & d6 pH bang 4,0.

Mic di thay d6i phu thudc vao nhiét d6 phan tmg va co chét, nhung d6 pH tbi uu
cua endoglucanaza si€u chiu nhiét theo sang ché nam trong khodng ttr 4,0 dén 5,0. Vi du,
d6i véi co chat CMC, d6 pH tbi vu cta endoglucanaza siéu chiu nhiét theo sang ché &
nhiét d6 70°C bang 4,4. Tét hon néu endoglucanaza siéu chiu nhiét theo sang ché c6 hoat
tinh endoglucanaza it nhit & d6 pH nam trong khoang tir 4,0 dén 6,0, va t6t hon nita néu
endoglucanaza siéu chiu nhiét theo sang ché c6 hoat tinh endoglucanaza & d6 pH nam

trong khoang tir 3,0 dén 8,0.

Tét hon néu endoglucanaza siéu chju nhiét theo sing ché ciing c¢6 hoat tinh
xylanaza it nhat & d6 pH bang 7,0 va nhiét d6 ndm trong khoang tir 90°C dén 115°C, tbt
hon nita néu & nhiét d6 ndm trong khoéang tir 80°C dén 120°C, va con tét hon nita néu &
nhiét 4§ nim trong khoang tir 40°C dén 140°C. Tt hon néu nhiét do t6i uu cho hoat tinh
xylanaza ctia endoglucanaza siéu chiu nhiét theo sang ché nam trong khoang tir 90°C dén
120°C & do pH bang 7,0, va tdt hon nita néu nhiét d6 t6i vu cho hoat tinh xylanaza cua

endoglucanaza siéu chiu nhiét theo sang ché nam trong khoang tir 100°C dén 115°C.

Mic du thay ddi phu thudc vao nhiét do phan Gng va cic yéu tb tuong ty, nhung
do pH t8i wu cho hoat tinh xylanaza ctia endoglucanaza si€u chiu nhiét theo sang ché nam
trong khoang tir 6,5 dén 9,0, va t6t hon néu do pH tdi wu cho hoat tinh xylanaza ctua

endoglucanaza siéu chiu nhiét theo sang ché nim trong khoang tir 7,5 dén 8,5. Tt hon

-14-



26935

néu endoglucanaza si€u chiu nhiét theo sang ché c6 hoat tinh xylanaza it nhét & d6 pH
nam trong khoang tir 6,5 dén 9,0, va tbt hon nira néu endoglucanaza si€u chiu nhiét theo

sang ché c6 hoat tinh xylanaza & d6 pH nam trong khoang tir 5,0 dén 10,0.

Endoglucanaza siéu chiu nhiét theo sang ché ciing c¢6 thé c6 hoat tinh thiy phan
glycosit khac véi hoat tinh endoglucanaza va hoat tinh xylanaza. Vi du vé cac hoat tinh
thily phéan glycosit khac bao gém hoat tinh B-xylosidaza, hoat tinh B-glucosidaza, hoat
tinh xenlobiohydrolaza, hodc cac hoat tinh tuong tu.

Endoglucanaza siéu chiu nhiét theo sang ché ¢ thé chi chira ving xtc tic
endoglucanaza gdm polypeptit bat ky tir (A) dén (C), hodc c6 thé chira cac ving khéc. Vi
du vé cac ving khac bao gdbm ving khéc véi ving xdic tic enzym cua glycosit hydrolaza
da biét. Vi dy, endoglucanaza siéu chiu nhiét theo sang ché ciing bao gém cac enzym thu
dugc bang cach thay thé ving xtic tic enzym cia glycosit hydrolaza da biét biang cac

polypeptit tir (A) dén (C).

Khi endoglucanaza siéu chiju nhiét theo sang ché chira ving khic vi viing xtc tac
endoglucanaza, thi t6t hon néu enzym nay chtra doan gin két xenluloza. Poan gin két
xenluloza c6 thé ndm trude (dau tan ciing N) hodc nim sau (ddu tin cing C) viing xuc tic
endoglucanaza. Ngoai ra, doan gin két xenluloza va ving x@c tac endoglucanaza cé thé
dugc lién két truc tiép v6i nhau hodc thong qua gbe lién két c6 chidu dai thich hop. Tt
hon néu endoglucanaza siéu chiu nhiét theo sang ché chira doan gin két xenluloza nim
trude hoic ndm sau viing xuc tac endoglucanaza thong qua gde lién két, tbt hon nira néu
endoglucanaza si€u chiu nhiét theo séng ché chua doan ga"ln két xenluloza nim sau ving

xuc tac endoglucanaza thong qua gbe lién két.

Poan gin két xenluloza chira trong endoglucanaza siéu chiu nhiét theo sang ché c¢6
thé thich hgp khi n6 13 ving c¢6 kha ning gin két v6i xenluloza, vi du ving c¢6 kha ning
gén két v6i PSA hodc Avicel tinh thé. Khong c6 gidi han cu thé v& trinh tu axit amin cta
doan gin két xenluloza theo sang ché. Vi du, doan gin két xenluloza ctia protein da biét
hoic doan cai bién thich hop cuand cod thé duge sir dung lam doan gén két xenluloza theo
sang ché. Ngoai ra, khi endoglucanaza siéu chju nhiét theo sang ché chtra ving xtc tic
endoglucanaza va doan gin két xenluloza, t6t hon néu cic ving nay dugc lién két voi

nhau thong qua goc lién két. Khong c6 gidi han cu the ve trinh tu axit amin, chiéu dai, va
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cac dic tinh twong tu ciia gbc lién két nay

Ngoai ra, endoglucanaza siéu chiu nhiét theo sang ché c6 thé ciing chira peptit tin
hiéu cho phép dinh vi enzym niy vao ving dic hidu & t& bao, hoic peptit tin hiéu tao ra
tac dung bai tiét enzym nay ra ngoai té bao & diu tan cing N hodc diu tan cing C. Vi du
vé peptit tin hiéu bao gdm peptit tin hiéu van chuyén khong bao, peptit tin hiéu duy tri
mang ludi ndi chét, peptit tin hi€u véan chuyén nhén, peptit tin hiéu bai tiét, hodc céc
peptit tin hiéu twong tw. Vi du vé peptit tin hiéu duy tri mang ludi ndi chit bao gdm peptit
tin hi¢u chura trinh tu axit amin HDEL, hodc trinh ty axit amin tuong ty. Khi chira peptit
tin hiéu & du tan cing N hoic diu tin cung C, thi endoglucanaza si€u chiu nhiét dugc
biéu hién & thé bién nap theo sang ché c6 thé duoc bai tiét ra ngoai té bao hoic dugc dinh

vi trong mang luéi ndi chét hodc ving bén trong twong tu cia té bao.

Ngoai ra, endoglucanaza siéu chiu nhiét theo sang ché ciing ¢6 thé chira cac trinh
tu danh dau khac nhau & dau tdn cing N hodic ddu tin cing C dé cho phép tinh ché d&
dang va hiéu qua khi san xuét enzym nay bang hé biéu hién. Céc trinh tu danh ddu His,
trinh tu ddnh ddu hemagglutinin (HA), trinh tw d4nh d4u Myc, va trinh ty danh d4u Flag

dé bidu hién va tinh ché protein tai td hop c6 thé dugc st dung 1am trinh tw danh dau.
Polynucleotit ma héa endoglucanaza siéu chiu nhiét theo sang ché

Polynucleotit néu trén ma hdéa endoglucanaza si€éu chiu nhiét theo sang che.
Endoglucanaza siéu chiu nhiét theo sang ché cé thé dugc san xuat bang hé biéu hién cua

vét chu thu duge bang cach chén vecto biéu hién chira polynucleotit nay vao vat chi.

Cu thé hon, polynucleotit theo sang ché chira mién ma hoéa ving xic tac
endoglucanaza, gém trinh tu nucleotit bt ky trong s céac trinh tr nucleotit tir (a) dén (e)

sau:.

(a) trinh ty nucleotit ma hoa polypeptit chira trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ
ID NO.3 hodc SEQ ID NO.11.

(b) trinh tu nucleotit ma héa polypeptit c6 trinh tir axit amin duge tao ra bing cach
loai b, thay thé hoic bd sung it nhat mot axit amin trén trinh tir axit amin nhu néu trong

SEQ ID NO.3 hodc SEQ ID NO.11, va c¢6 hoat tinh thily phan co chét carboxymetyl
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xenluloza it nhit & nhiét d6 bang 110°C va do pH bing 4,0.

(c) trinh tur nucleotit ma héa polypeptit ¢6 trinh tu axit amin c6 d6 twong ddng it
nhit bing 70% so v6i trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3 hoic
SEQ ID NO.11, va c6 hoat tinh thity phan co chét carboxymetyl xenluloza it nhét & nhiét
d6 bang 110°C va d6 pH bing 4,0.

(d) trinh tu nucleotit c6 d6 twong ddng it nhit bang 70% so v&i trinh tur nucleotit
nhu néu trong SEQ ID NO.4 hodc SEQ ID NO.12, va ma héa polypeptit ¢ hoat tinh thiy
phan co chit carboxymetyl xenluloza it nhat & nhiét do bang 110°C va d6 pH bang 4,0.

(e) trinh tu nucleotit cia polynucleotit ma lai hda véi polynucleotit ¢6 trinh tu
nucleotit nhu néu trong SEQ ID NO.4 hoic SEQ ID NO.12 trong diéu kién nghiém ngit,
va 13 trinh tr nucleotit mad héa polypeptit c6 hoat tinh thiy phan co chit carboxymetyl
xenluloza it nhit & nhiét d bang 110°C va do pH bing 4,0.

Thuat ngit “polynucleotit trong d6 nucleotit dugc loai bé” dugc dung trong ban

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

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

mb ta dé chi nucleotit ma tao ra polynucleotit dugc thay bing nucleotit khéc.

Thuat ngit “polynucleotit trong d6 nucleotit duoc bd sung” duge ding trong ban

md ta dé chi nucleotit méi duge chén vio polynucleotit.

Vi du vé “cac diéu kién nghiém ngat” theo sang ché bao gdm phwong phap duoc
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 hoa SSC 6x (thanh phén cua dung dich SSC 20x: 3M natri clorua, 0,3M dung dich
axit xitric, 46 pH bing 7,0), dung dich Denhardt 5x (thanh phin dung dich Denhardt
100x: 2% khéi lugng albumin huyét thanh bo, 2% khdi lugng ficoll, 2% khéi luong
polyvinylpyrolidon), 0,5% khdi luong SDS, 0,1mg/mL ADN tinh tring c4 hdi, va 50%
formamit, & nhiét d6 nim trong khoang tir 42°C dén 70°C trong vai gid' dén qua dém. Sau
khi 1, t6t hon néu dung dich SSC 1x chira 0,1% khéi lvong SDS duoc st dung 1am dung

dich dém rtra, va t8t hon nira néu dung dich SSC 0,1x chl’Ia 0,1% khoi luong SDS duoc
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st dung lam dung dich dém rta.

Tir cac trinh tu nucleotit tir (a) dén (e), c6 thé chon loc dugc bd ba ma hoa thoai
bién c6 tAn xuét st dung cao & vat chi. Vi du, trinh tr nucleotit (a) ¢6 thé 13 trinh tu
nucleotit nhu néu trong SEQ ID NO.4 hodac SEQ ID NO.12, hoac trinh tu nucleotit thu
dugc bang cach cai bién dé c6 bd ba ma hoa c6 tin xuét st dung cao & vét chi ma khong
lam bién ddi trinh ty axit amin cidn m3 hoéa béi trinh tu nucleotit nhu néu trong
SEQ ID NO.4 hodac SEQ ID NO.12. Luu y réng, cac bd ba ma héa nay c6 thé duoc cai
bién bang k¥ thuat cai bién trinh tw gen hodc tdng hop gen nhén tao da biét.

Polynucleotit cé trinh tu nucleotit nhu néu trong SEQ ID NO.4 hoic
SEQ ID NO.12 ¢6 thé duoc tong hop héa hoc dua trén thong tin vé trinh tyr nuqleotit hoac
polynucleotit nay c¢6 thé dugc tong hop dudi dang gen ma hoa AR15G-90-3 ¢6 chidu dai
ddy du (cling dugc goi 1a “gen AR15G-90-3” hodc “san phidm tach dong gen
AR15G-90-3") hoic gen mi héa AR15G-90B-15 c6 chiéu dai ddy du (ciing duoc goi 1a
“gen AR15G-90B-15” hodc “san phim tach dong gen AR15G-90B-15") hoiic mét doan
gen cua chiing chira viing x1ic tac endoglucanaza (trong truong hop cua gen AR15G-90-3,
polynucleotit nay c6 thé duoc tong hop duéi dang ving ma héa doan peptit chira 171 gbc
axit amin tir glyxin (G) & vi tri s6 101 dén leucin (L) & vi tri s6 271 trén SEQ ID NO.3) tir
tu nhién bang k¥ thuat tai t5 hop gen. Gen AR15G-90-3 ¢6 chiéu dai ddy da hoic gen
AR15G-90B-15 c6 chiéu dai ddy da hodc mot doan gen cta ching c6 thé dwgc tdng hop
bing cach thu nhan mAu chira cac vi sinh vét tir tu nhién; va thuc hién phwong phap PCR
v6i khudn 13 ADN bd gen thu duoc tir mau, cling nhu doan mdi xudi va doan mdi nguoc
dugc thiét ké dua trén trinh tu nucleoit nhu néu trong SEQ ID NO.4 hoic SEQ ID NO.12
bang phuong phap thong thuong. ADN bd sung duoc téng hop bing phan tng phién ma
ngugc tir khudn 13 ARN thong tin thu duoc tir mau. Luu v rang, t5t hon néu méu dé thu
nhan khuon axit nuclecic 1a mau thu duogc tir moi trudng cvé nhiét do cao, nhu dat & khu

vuc sudi nudc néng.

Khong c6 gii han cu thé vé d6 twong ddng cua trinh tir nucleotit (d) so v6i trinh
tu nucleoit nhur néu trong SEQ ID NO.4 hoic SEQ ID NO.12 mién 13 nim trong khoang
tir 70% dén 100%, t6t hon néu nim trong khoang tir 75% dén 100%, t6t hon nira néu ndm

trong khoang tir 80% dén 100%, con t6t hon nita néu nam trong khoang tir 85% dén 100,
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con tbt hon nita néu nim trong khoang tir 90% dén 100 va t6t nhit néu nim trong khoang

tr 95% dén 100%.

Do tuong ddng trinh tu (d6 twong ddng) gitta cac trinh tu nucleotit dugce xac dinh
bang phuong phap sau: & trang thai trong d6 khoang trdng dugc tao ra & cdc vi tri xuét
hién d6t bién chén thém hodc loai bd, hai trinh tu nucleotit dugc dit canh nhau sao cho
c4c trinh tu nucleotit trong tng 13 giéng nhau; va ty 18 céc trinh tw nucleotit gibng nhau
so v&i tdng sb trinh tur nucleotit trir di khoang trdng trén trinh tu sap thing hang dugc xac
dinh 12 d6 twong ddng trinh tu. PO twong ddng trinh tir gitta c4c trinh tu nucleotit c6 thé
dugc xac dinh bing nhiéu phdn mém tra ctru do twong ddng da biét trong linh vuc nay.
Theo sang ché, do tuong déng cua céc trinh tu nucleotit dugc xac dinh dua trén trinh tu

sap thang hang thu dugc bang phin mém tra ctru d6 tvong ddong BLASTN.

Vi du, polynucleotit ¢6 trinh tu nucleotit (b), (c¢), hoac (d) cé thé 1an luot dugc
téng hop nhan tao bﬁng cach loai bd, thay thé, hodc bd sung mdt hodc hai hodc nhiéu
nucleotit trong polynucleotit ¢ trinh tg nhu néu trong SEQ ID NO.4 hoic
SEQ ID NO.12. Ngoai ra, trinh tw nucleotit (b), (c), hodc (d) ciing c6 thé 1a trinh tu c6
chiéu dai diy du cia gen twong ddng vdi gen AR15G-90-3 (hodc gen AR15G-90B-15)
hodc mot doan trinh tr ctia né. Gen tuong ddéng véi gen AR15G-90-3 (hodc gen
AR15G-90B-15) c6 thé thu dugc biang k¥ thuat gen tai td hop dung dé thu nhin gen

tuong ddng ciia gen ¢ trinh tu nucleotit da biét.

Polynucleotit theo sang ché c6 thé chi chira mién mi hda vung xdc tic
endoglucanaza, hodc ngoai mién ma hoda ving xuc tic endoglucanaza, thi polynucleotit
theo sdng ché cling c6 theé chra mi€én ma héa doan gan két xenluloza, goc lién két, cac

petit tin hiéu khéac nhau, céc trinh tu danh ddu khac nhau, hodc céc trinh tu tuong tu.
Vecto biéu hién theo sang ché

Vecto néu trén chita polynucleotit theo sing ché va c6 kha niang biéu hién
polypeptit ¢6 hoat tinh thity phan co chét carboxymetyl xenluloza it nhit & nhiét do bang
110°C va do pH béng 4,0 & t€ bao vt chu. Cu thé, vecto biéu hién nay chira polynucleotit
ma héa endoglucanaza si€u chiu nhiét theo sang ché. Pic biét, vecto biéu hién cin dugc

két hop véi cat-xet biéu hién chira, tir doan nim truée, ADN c6 trinh tu ving khoi dau,
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polynucleotit theo sang ché, va ADN c¢6 trinh tir viing két thuc. Polynucleotit theo sing
ché c6 thé dugc bién nap vao vecto biéu hién nay biang k§ thuit tai tb hop gen da biét. Kit
téng hop vecto biéu hién c6 ban trén thi trudng ciing c¢6 thé duge sit dung dé bién nap

polynucleotit vao vecto biéu hién.

Thuat ngit “vecto biéu hién” dugc ding trong ban mé ta dé chi vecto chira, tir
doan nidm trude, ADN c6 trinh tu ving khéi diu, ADN c¢6 trinh tu dé két hop AND ngoai
lai, vA ADN c6 trinh trr ving két thic.

Vecto bi€u hién theo sang ché c¢6 thé dugc chén vao t€ bao nhan so nhu E. coli
hodc t€ bao nhan that nhu nam men, nam sgi, t€ bao con trung, t€ bao dong vt co vu,
hodc t€ bao thuc vat. Vecto bat ky tuong tich véi vat cha c¢é thé dugce st dung lam vecto

bi€u hién theo sang cheé.

Tt hon néu, vecto biéu hién theo sang ché khong chi chira polynucleotit theo séang
ché, ma con chira gen khang thudc hodc cac gen twong tir. Piu nay cho phép d& dang
chon loc dugc té bao vat cha da chuyén gen va té bao vat cha chwa chuyén gen bing

vecto nay.

Vi du v& gen khang thudc bao gdm gen khang kanamycin, gen khang hygromycin,

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

Thé bién nap néu trén chira vecto biéu hién theo sang ché. Endoglucanaza siéu
chiu nhiét theo sang ché c6 thé dugc biéu hién & thé bién nap nay. V4t chu dé chén vecto
biéu hién theo sang ché c6 thé 1a t& bao nhan so nhu E. coil, hodc té bao nhan that nhu
ndm men, ndm soi, t& bao con trung, té bao dong véat c6 va hodc té bao thuc vat. Tt 13,
thé bién nap theo sang ché 13 E. coli, nAm men, nim soi, t& bao con trung, té bao dong vat

cd v, t€ bao thuc vat, hodc t€ bao tuong tu chlta vecto bi€u hién theo sang ché.

Endoglucanaza si€u chiu nhi¢t theo sang ché c6 thé dugc san xuat mot cach don
gian vd6i hiéu sudt cao bang cach nudi cdy thé bién nap E. coli nay. Mat khéc, do protein
bi thiy phén & té bao nhan that, nén endoglucanaza si€u chiu nhiét c6 d6 6n dinh nhiét

cao hon c6 thé dugc san xuit bang cach sir dung thé bién nap 1a t& bao nhén that cht
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khong sir dung thé bién nap 1a té bao nhén so

Khéng c6 gidi han cu thé vé phuong phap san xuit thé bién nap theo sang ché
bang cach sir dung vecto biéu hién va thé bién nap theo sang ché c6 thé dugc san xuat
bang phuong phap théng thuong. Vi du vé cac phuong phép san xuit thé bién nap bao
gdm phuong phap sbc nhiét, phuong phap chuyén gen nhdr Agrobacterium, phuong phap
sting hat, phurong phép xung dién, phuong phap chuyén gen nho polyetylen glycol, va céc
phuong phap tuong tu. Khi vat chu 1a té bao thuc vat, tot hon néu thé bién nap theo sang
ché duoc san xuét bing phuong phép sing hat hoic phuong phép chuyén gen nho

Agrobacterium.

Khi t& bao nhan so, nAm men, ndm soi, té bao con tring, té bao dong vat c6 vu
hodc cac té bao tuong tu dugc st dung lam vat chu, thi thé bién nap thu duge c6 thé duoc
nudi cdy bang phuong phap thong thudng gibng nhu phuong phap nudi ciy vat chi chua

chuyén gen.
Phuong phap san xuit endogiucanaza siéu chiu nhiét theo sang ché

Phuong phép san xuit endoglucanaza siéu chiu nhiét theo sang ché ché 1a phuong
phap d& san xut endoglucanaza siéu chiu nhiét trong thé bién nap theo sang ché. Khi
nubi cdy thé bién nap duoc san xudt biang cach st dung vecto biéu hién chira
polynucleotit theo sang ché ndm sau ving khéi diu ma khong c6 kha nang didu hoa thoi
gian biéu hién hoic céc yéu tb tuong tu, thi endoglucanaza si€u chiu nhiét theo sang ché
duoc biéu hién lién tuc. Mat khac, trong thé bién nap dugc san xuét be‘ing cach stir dung
viing khéi dau cam tng biéu hién @& cam tng biéu hién bang hop chét dic hiéu, didu kién
nhiét do dac hi€u, hoac cac yéu tb tuong tu, thi endoglucanaza siéu chiu nhiét dugc biéu
hién trong thé bién nap nay bang cach nudi ciy thé bién nap va thuc hién cam tGng phu

hop véi di€u kién cdm tng bi€u hién tuong ung

Endoglucanaza siéu chiu nhiét dugc san xuét béng thé bién nap co thé dugc st
dung & trang thai van nim trong thé bién nap, hodc cé thé dugc chiét xudt/tinh ché tir thé

bién nap.

Khéng ¢6 gidi han cu thé vé phuong phép chiét xuat hodc tinh ché endoglucanaza

siéu chiu nhiét tir thé bién nap mién 1a phuwong phap nay khong lam giam hoat tinh thiy
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phan glyscosit ciia endoglucanaza sidu chiu nhiét nay, va phuong phap théng thuong dé
chiét xuét polypeptit tir t& bao hodc md sinh hoc c6 thé dugc st dung. Vi du vé cic
phuong phép nay bao gdbm phuong phép, trong d6 thé bién nap dugc ngim trong dung
dich dém thich hgp dé chiét xuét endoglucanaza siéu chiu nhiét, sau dé dich chiét va ba
ran duoc phan téch. Tét hon néu dung dich dém chira chét tang do hoa tan nhu chét hoat
dong bé mat. Khi thé bién nap la thyc vét, thi thé bién nap cé thé dugc bam hoic nghién
truée khi ngdm trong dung dich dém. Hon nita, phuong phap phan tach ran-1ong da biét
nhu phuong phép loc, phuong phép loc nén, hoic phuong phap ly tim c6 thé duge st
dung dé phén tach dich chiét va ba ran, hoic thé bién nap dugc ngdm trong dung dich
dém c6 thé duoc ép. Endoglucanaza si€u chiu nhiét trong dich chiét c6 thé duoc tinh ché
bang phwong phap da biét nhu phuong phép két tinh mudi, phuong phap siéu loc, hoic
phuong phép sic ky.

Khi endoglucanaza si€u chiu nhiét theo sang ché duoc biéu hién & trang thai c6
peptit tin hiéu bai tiét ndm trong thé bién nap, thi dung dich chira endoglucanaza siéu
chiu nhiét c¢6 thé dugce thu nhan dé dang béng cach nudi céy thé bién nap, sau dé thu gom
phan dich ndi nudi cdy bing cach loai bo thé bién nap ra khoi san phidm nudi cdy thu
dugc. Hon nita, khi endoglucanaza si€u chiu nhiét theo sang ché ¢6 trinh tu danh dAu nhu
trinh tu danh d4u His, thi endoglucanaza si€u chiu nhiét trong dich chiét hodc dich nbi
nudi ciy c6 thé duoc tinh ché d& dang bang phuong phép sic ky 4i luc sir dung trinh tu
d4nh d4u nay. |

Noi cach khac, phuong phap san xuat endoglucanaza siéu chiu nhiét theo sang ché
bao gdm budc nudi cay thé bién nap theo sang ché dé san xuat endoglucanaza si€u chiu
nhiét, sau d6 1a budc chi€t xuat va tinh ché endoglucanaza siéu chiu nhiét tir thé bi€n nap

(khi can).
Hdn hop glycosit hydrolaza theo sang ché

Hon hop glycosit hydrolaza néu trén chira endoglucanaza siéu chiu nhiét theo sang
ché, hoic endoglucanaza siéu chiu nhiét duoc san xuit bing phuong phép san xuét
endoglucanaza siéu chiu nhiét theo sang ché, va it nhit mot hodc nhidu loai glycosit
hydrolaza khac. Endoglucanaza siéu chiu nhiét duoc san xuit bing phuong phap san xuét

endoglucanaza si€u chiu nhiét theo sang ché c6 thé duge st dung & trang thai nam trong
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thé bién nap theo sang ché hoic c6 thé duogc chiét xuét hodc tinh ché tir thé bién nap nay.
Khi hdn hop glycosit hydrolaza theo sang ché dugc st dung dé thiy phan polysacarit, thi

c6 thé phén giai hiéu qua lignoxenluloza.

Khong c6 gi6i han cu thé vé glycosit hydrolaza khac véi endoglucanaza siéu chiu
nhiét theo sang ché mién 14 né c6 hoat tinh thiy phan lignoxenluloza. Vi du v& glycosit
hydrolaza khac bao gdbm hemixenlulaza nhu xylanaza, p-xylosidaza, xenlobiohydrolaza,
B-glucosidaza, endoglucanaza, hoefld cic enzym twong tu. T&t hon néu ngoai
endoglucanaza siéu chiu nhiét theo sang ché, thi hdn hop glycosit hydrolaza theo séng
ché con chira it nhit mot glycosit hydrolaza (tirc 12 hemixenlulaza hoic endoglucanaza)
va tot hon nita néu hdn hop glycosit hydrolaza theo sang ché chtra ca hai glycosit
hydrolaza nay (tic 1a chra cd hemixenlulaza 1in endoglucanaza). Pic biét, ngoai
endoglucanaza siéu chiu nhiét theo sang ché, t6t hon néu hdn hop glycosit hydrolaza theo
sang ché chira it nhit mét glycosit hydrolaza dugc chon tir nhém bao gdm xylanaza,
B-xylosidaza, xenlobiohydrolaza, va B-glucosidaza; va t6t hon nita néu hdn hop glycosit
hydrolaza theo sang ché chira toan bd cic glycosit hydrolaza (tGc 1a xylanaza,

B-xylosidaza, xenlobiohydrolaza, va B-glucosidaza ).

Tt hon néu glycosit hydrolaza khac chira trong hdn hop glycosit hydrolaza theo
sang ché 1a glycosit hydrolaza chiu nhiét c6 hoat tinh it nhat & nhiét 6 biang 85°C, va tdt
hon nita néu enzym nay 12 glycosit hydrolaza chiu nhiét c6 hoat tinh ¢ nhiét d6 nim trong
khoang tir 70°C dén 90°C. Khi hdn hop glycosit hydrolaza theo sang ché chira toan bd
cac enzym chiu nhiét (vi du nhiét do t&i uu cua hoat tinh enzym hodc nhiét do bién tinh
ctia protein enzym bang 70°C hoic cao hon), thi c6 thé phan giai hiéu qua lignoxenluloza
bang hdn hop glycosit hydrolaza nay & didu kién nhiét do cao. Cu thé, khi hdn hop
glycosit hydrolaza theo sang ché chi chira glycosit hydrolaza chiu nhiét duoc sir dung dé
thity phan lignoxenluloza, thi c6 thé thuc hién phan tmg thily phan lignoxenluloza & nhiét
d6 ndm trong khoang tir 70°C dén 90°C (qua trinh thity phan & nhiét d§ cao). Déi véi qué
trinh thiy phén & nhiét do cao nay, thi lugng enzym, thoi gian thity phan va chi phi cho
phan tng thity phan c6 thé giam.

Phuong phap sin xut san phdm phan giai lignoxenluloza theo sang ché

Phuong phap san xuét san phim phan giai lignoxenluloza theo sang ché 1a phuong
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phép dé thu dugc sin phdm bing cach thiy phan nguyén liéu lignoxenluloza chira
xenluloza dé tao ra oligosacarit bing endoglucanaza siéu chiu nhiét theo sang ché. Cu thé,
san phdm phan giai lignoxenluloza chira san phdm phan giai hemixenluloza hoic
xenluloza dugc san xuit bing cach cho nguyén liéu lignoxenluloza chira hemixenluloza
hodc xenluloza tiép xtc véi endoglucanaza siéu chiu nhiét theo sang ché, thé bién nap
theo sang ché, endoglucanaza siéu chiu nhiét dugc san xuét bang phuong phap san xuit
endoglucanaza siéu chiu nhiét theo sang ché, hodc hdn hop glycosit hydrolaza theo sang

r
A

ché.

Thuét ngit “san phdm phan giai hemixenluloza hodc xenluloza” dugc ding trong
ban mo ta d& chi san phidm duoc tao ra bang cich phan cit lién két glycosidic cua

hemixenluloza hodc xenluloza.

Theo mot khia canh khic, phuong phdp san xudt san phdm phén giai
lignoxenluloza theo sang ché 1a phuong phap, trong d6 nguyén liéu lignoxenluloza chira
hemixenluloza hodc xenluloza dugc cho tiép xic véi endoglucanaza siéu chiu nhiét theo
séng ché, thé bién nap theo sang ché, hoac endoglucanaza si€u chiu nhiét dugc san xuét
bang phuong phap san xuat endoglucanaza siéu chiu nhiét theo sang ché dé thu duoc san

pham chu yéu dugc tao ra bang cach phan cit lién két glycosidic cia xenluloza.

Theo mot khia canh khic, phuong phép sin xudt san phidm phén giai
lignoxenluloza theo sang ché 12 phuong phap, trong d6 nguyén liéu lignoxenluloza chira
hemixenluloza hodc xenluloza dugc cho tiép xuc véi hdn hop glycosit hydrolaza theo
sang ché dé thu dugc san phdm dugc tao ra bing cich phan cét lién két glycosidic cua

hemixenluloza hoac xenluloza.

Khéng c6 gidi han cu thé vé nguyén liéu lignoxenluloza chira hemixenluloza hodc
xenluloza, mién 12 né chira hemixenluloza hoic xenluloza. Vi du v& nguyén liéu
lignoxenluloza bao gdém sinh khéi xenluloza nhu c¢é dai, chit thai néng nghiép, gidy thai,
hodc cac nguyén lidu twong tu. Trude khi tiép xtc véi endoglucanaza siéu chiu nhiét theo
sang ché, t5t hon néu nguyén lidu chira hemixenluloza hoic xenluloza dugc xt Iy vat 1y,
nhu nghién hodc bim nhé, xir Iy héa hoc bang axit, kiém, hodc hop chét twrong tw, hodc
ngam hodc phén gidi vao dung dich dém thich hgp, hoidc dung dich tuong tu.
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Tét hon néu phan ung thiy phan nguyén liéu lignoxenluloza chira hemixenluloza
hodc xenluloza béi endoglucanaza si€u chiu nhiét theo sang ché dugc thyuc hién & diéu
kién ma & d6 enzym nay c6 hoat tinh endoglucanaza, va tét hon néu phan tGng thily phin
nguyén li€u lignoxenluloza chira hemixenluloza hodc xenluloza béi endoglucanaza si€u
chiu nhiét theo sang ché duge thuc hién & didu kién ma & d6 enzym nay c6 hoat tinh
endoglucanaza va hoat tinh xylanaza. Tét hon néu phan Umg thiy phin nguyén liéu
lignoxenluloza chita hemixenluloza hodc xenluloza dugc thuc hién & nhiét 6 nam trong
khoang tir 60°C dén 160°C va do pH nim trong khoang tir 3,0 dén 8,0, va tét hon nita
néu phan tng thiy phin nguyén lidu lignoxenluloza chira hemixenluloza hoic xenluloza
dugc thuc hién & nhiét d6 ndm trong khoang tir 80°C dén 120°C va do pH nam trong
khoang tir 5,0 dén 8,0 va con tét hon nira néu phan tng thiy phin nguyén liéu
lignoxenluloza chtra hemixenluloza hodc xenluloza dugc thuc hién & nhiét do nam trong
khoang tir 90°C dén 110°C va d6 pH nim trong khoang tir 4,0 dén 7,0. Thoi gian phan
ung thily phan nguyén liéu lignoxenluloza chira hemixenluloza hoic xenluloza dugc diéu
chinh thich hop theo loai nguyén liéu dugc st dung, phuong phap xtr ly so by nguyén
lidu, lrong nguyén liéu, hodc cac yéu tb twong tu. Vi du, phan tmg thiy phan nguyén liéu
lignoxenluloza chira hemixenluloza hodc xenluloza cé thé dugc thuc hién trong thoi gian
tir 10 phut dén 100 gid va khi phan giai sinh khdi xenluloza, thi phan Gng thiiy phan
nguyén li€u lignoxenluloza chira hemixenluloza hodc xenluloza c6 thé dugc thuc hién

trong thoi gian tir 1 gior dén 100 gio.

Dé thuy phan nguyén liéu lignoxenluloza chira hemixenluloza hodc xenluloza,
cling t6t hon néu st dung it nhit mot hodc nhidu loai glycosit hydrolaza khac ngoai
endoglucanaza siéu chiu nhiét theo sang ché. Glycosit hydrolaza khéac c6 thé giéng nhu
glycosit hydrolaza chira trong hdn hop glycosit hydrolaza néu trén, va tét hon néu néu
enzym nay la glycosit hydrolaza chiu nhiét c6 hoat tinh it nhit & nhiét do bang 85°C, va
t6t hon néu & nhiét d9 it nhat nim trong khoang tir 70°C dén 90°C. Ngoai ra, theo mdt
khia canh phuong phédp san xuit san phdm phén giai lignoxenluloza theo sang ché sir
dung endoglucanaza si€u chiu nhi¢t theo séng ché, thé bién nap theo séng ché, hoic
endoglucanaza siéu chiu nhiét dugc san xudt bang phuong phap san xuit endoglucanaza
siéu chiu nhiét theo sang ché, va theo mét khia canh khic phuong phap san xuét san

phim phan gii lignoxenluloza theo sang ché sir dung hdn hop glycosit hydrolaza theo
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sang ché .
Vi du thwe hién séng ché

Sang ché s& dugc mé ta chi tiét thong cac vi du dudi ddy. Tuy nhién, sang ché

khong bi gigi han béi cac vi du nay.
Vidul

Quy trinh tach dong endoglucanaza siéu chiu nhiét thé hé méi tir dit & khu vuc

sudi nudc nong.
1. Chiét tdich ADN tir dat & khu vuc sudi nude noéng va gidi trinh tg bg gen

pé gidi trinh ty gen cia endoglucanaza si€u chiu nhiét theo sang ché, ADN tur dit
& khu vuc subi nuée noéong cé do pH tir trung tinh dén kiém yéu dugc thu nhan va ADN hé

gen moi trudng clia quan thé vi sinh vat trong d4t dugc giai trinh tu.

Mau nuée chira dét, bun va sinh khéi dugc thu nhén tir 5 khu vue subi nuée nong
& 3 ving ciia Nhét Ban duoc sir dung 1am miu dét & khu vuc subi nude noéng c6 do pH tir
trung tinh dén kiém yéu (c4c mau ADN hé gen mdi trudng N2, AR19, AR15, OJ1, va H1).
Cac mau dit & khu vuc sudi nudce néng ndy cé nhi¢t do nam trong khoang tir 58°C dén

78°C va do pH nam trong khoang tir 7,2 dén 8,0 & thoi diém 14y mAu.

ADN dugc chiét tach bing kit chiét tach ADN tir 10g m&i mau dat thu dugc & cac
khu vuc subi nuée néng (ISOIL Large for Beads ver. 2, do NIPPON GENE Co., Ltd. san
xuit). ADN chiét tach dugc (5ug) duoc giai trinh tu bang may giai trinh ty GS FLX Titan
454 do Roche Diagnostics K.K san xuat. Lrong ADN con lai duoc st dung dé tach dong

PCR gen endoglucanaza.

Qua trinh giai trinh ty ADN hé gen méi trudng nay dugc hién bing cach sir dung
mAu dit subi nude nong AR15. Két qua 1a thu duoc trinh tir bd gen ¢6 chidu dai doan doc
trung binh bang 370bp, téng sd cc doan trinh tir doc bang 5.419.406, va téng chiéu dai
bo gen da dugc giai trinh ty bing 2.007.725.040bp.

2. Qua trinh 1dp rap va thdng ké dir 1iéu hé gen mdi trudng ciia mau dét thu duge &

khu vuc sudi nude néng.
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Lién quan dén trinh tu nucleotit da dugc doc bang may giai trinh ty GS FLX Titan
454, dir liéu dau ra (tép tin sff) duge xir Iy dém bang phan mém PyroBayes (Quinlan ef
al., Nature Methods, 2008, Vol. 5, p.179-81.) dé thu duoc cac tép trinh tu va tép trinh tu
chinh x4c dinh dang FASTA. Sau khi cit bé cac dau tin cung cia chung dé tang do chinh
Xac, cac trinh tu doc thu duoc dugc lép rap béng phén mém Newbler phién ban 2.3 dugc
tich hop v6i may giai trinh tw 454 Life Science. Qua trinh lip rép duogc thuc hién trong
cac diéu kién: “do trung 1ap tdi thiéu chép nhan dugce (mi) = 0,97, “tuy chon: - I6n (déi
v6i cac bd gen c6 kich ¢& 16n hodc phirc tap, ting tbc do lip rap, nhung lam giam do

chinh x4c)”.

Téng chidu dai cta cac doan tiép gidp ma da dugc lip rép thanh 100bp hoic cao
hon bing 118.600.846bp. Bo dir liéu ndy dugc sit dung dé phén tich gen ma hoa
xenlulaza. Trong téng s6 5.419.406 doan trinh tu doc, thi 4.805.640 doan trinh tu doc
dugc 1p rap thanh 103.508 doan tiép giap c6 chiéu dai trung binh bing 1.146bp hodc dai
hon. Trong sb cac doan tiép gidp ndy, doan tiép gidp 16n nhit ¢6 chidu dai bang

151.585bp.

3. Qua trinh phat hién khung doc mad m¢& (Open Reading Frame - ORF) cua B-

xylosidaza.

Céc trinh ty c6 mid phan loai enzym 3.2.1.4 (xenlulaza) ), 3.2.1.21 (B-
glucosidaza), 3.2.1.37 (B-xylosidaza), 3.2.1.91 (xenluloza 1,4-B-xenlobiosidaza), va
32.1.8 (endo 14-B-xylanaza) duoc tai v& tr co s& dit liéu UniProt
(http://www.uniprot.org/, ngay truy cap: 09/12/2011), va co s& dir liéu vé cac gen ma héa
glycosit hydrolaza nay dugc thiét ké. Khung doc ma mé (cac ving gen) duge phat hién tir
céc trinh ty tiép gidp thu duoc & phin 2 bing phin mém Orphelia (Hoff et al., Nucleic
Acids Research, 2009, 37 (Web Server issue: W101-W105, tity chon Orphelia: mdc dinh
(kiéu = Net 700, do trung lap t6i da = 60)). Gen ma hoa glycosit hydrolaza tir trinh tur
khurig doc md mé phat hién duge duge xac dinh bing phdn mém BLASTP (phién ban
2.2.18) va tham khéo ¢ s& dir lidu néu trén. Piéu kién tiiy chon ctia phin mém BLASTP
duoc cai dit nhu sau: “trinh tu truy van = sai”, “tri sb ky vong (E) < 1%, “tri s6 mic
dinh - tri s& dé phat hién khoang tréng = -1, tri s6 dé mé& rong khoang tréng = -1, tri s6

sap thing hang duoc tao khoang tréng X = 0, tri sd Iy thuyét cho cac trinh tw muc tiéu mé
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rong = 0, ¢& chit = mic dinh”, va céc trinh tu khung doc m3 mé muc ti€u dugce thu thap la
gen ma hoa glycosit hydrolaza. C4c trinh ti nucleotit thu dugc bao gdm cic gen ma hoa

glycosit hydrolaza nhu xenlulaza, endohemixenlulaza, va cdc enzym cit mach nhéanh.
4. Qua trinh phan loai cac gen thanh cac ho glycosit hydrolaza.

Céc trinh tu nucleotit thu dugc & phin 3 dugc phan loai chirc ning bing phin
mém pfam HMMs (Pfam phién ban 23.0 vA HMMER phién ban 2.3 Finn et al., Nucleic
Acids Research Database, 2010, Issue 38, p.D211-222) duéi dang co sé dit liéu vé trinh
tu viing chirc ning cta protein. Cu thé, mdi trinh tu nucleotit ndy dugc phan loai thanh ho
glycosit hydrolaza (GH) dua trén d6 tuong ddng cta chung véi co s& dit liéu ving Pfam
bang thuat toan tra ciru d6 twong ddng trinh ty HMMER (Durbin et al., “The theory
behind profile HMMSs. Biological sequence analysis: probabilistic models of protein and
nucleic acids”, 1998, Cambridge University Press.; hmmpfam (phién ban 2.3.2), tri sd ky
vong E < 1e7; co s6 dit liéu = Pfam_fs (md hinh c6 thé duoc st dung dé phat hién céc
doan cua cac ving dai dién & trinh tw)). Luu ¥ rang bién thé chira 70% trinh tu clia ving

xuc tdc GH hoéc cao hon dugc tinh 1a cac gen ma hdéa enzym thude cac ho tuong ing.

Tir qua trinh tra ciru do twong ddng bang phin mém BLASTP dua trén dir liéu
trinh tw hé gen moi truong AR15, 106 khung doc md mé& dugc xéc dinh 1a gen ma hda
endoglucanaza. Két qué phén loai ho GH ctia céc khung doc ma mé& nay duogc thé hién
trong Bang 1. Nhu duoc thé hién trong Bang 1, thu dugce 13 khung doc ma mé ¢6 chiéu
dai ddy da cua gen endoglucanaza thudc ho GHS, 4 khung doc ma mé& c6 chidu dai day
du ctia gen endoglucanaza thudc ho GHO, va 4 khung doc md mé c6 chiéu dai ddy du cia
gen endoglucanaza thu¢c ho GH12 tir hé gen mdi truong AR15. Céc doan mdi dugc thiét
ké cho toan bd cac khung doc md mé nay di dugc xac dinh 1 gen endoglucanaza, va cac
gen nay dugc tach dong tir ADN thu duoc tir dit & khu vue sudi nuéc néng bing phuong
phap PCR. Két qua 13 gen endoglucanaza duogc phan 1ap tir khung doc ma md AR15G-90

thudc ho GH12 va c¢6 trinh tu ctia gen endoglucanaza.
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Bang 1
Hé gen moi trudng Phén loai ho GH ciia cac gen B-glucosidaza hodc B-xyloﬂsidaz:d
ARI19 GH5 GH9 | GHI2 | GH48 | GH khac Tong soO
Céc khung doc mamo |5 4 4 0 40 61
co chiéu dai day du
Céc khung doc ma@ mé
c6 chiéu dai khong 3 3 1 1 37 45
day du
Tong s6 king doc ma 16 7 5 1 77 106

5. Khung doc ma m&é AR15G-90

Khung doc md m& AR15G-90 ma héa polypeptit chira 283 gbc axit amin va co
chidu dai khong day da (SEQ ID NO.1), polypeptit nay bat dau tir valin (V) & vi tri s 1,
va dau 3’ ctia trinh tu nucleotit ma héa polypeptit nay duoc két thic bang bd ba ma héa
két thuc. Két qua phan tich d6 twong dong trinh tu cho thdy rang trong polypeptit ma hoa
boi khung doc ma mé AR15G-90, doan peptit chira 171 gdc axit amin tir glyxin (G) ¢ vi
tri s6 101 dén leucin (L) & vi tri s6 271 duoc x4c dinh 1a ving xac tac cia glycosit
hydrolaza GH12. Trinh tu axit amin da biét c6 do twong dong cao nhét véi trinh tu axit
amin ma hoéa bdi khung doc ma mo AR15G-90 1a glycosit hydrolaza GH12 ¢6 ngudn gbc
tu Ignisphaera aggregans DSM17230 thudc nganh Crenarchaeota (ma truy cdp Ngan
hang Gen: ADM27292.1). Do d¢ twong dong giita hai trinh ty axit amin nay cho toan bo
chiéu dai bang 56% va 64% cho ving xtic tic GH12 nhu duoc xac dinh bang thuat toan

Clustal W, nén khung doc ma mé AR15G-90 dugc xac dinh 1a trinh tu thé hé méi.

Fig.1 1a hinh v& thé hién sy sip thang hang trinh tu axit amin cta polypeptit ma
héa boi khung doc ma mé AR15G-90 va trinh ty axit amin cta glycosit hydrolaza GH12
(SEQ ID NO.8) c6 ngudn gbc tir Ignisphaera aggregans DSM17230. Trén Fig.1, cac axit
amin nam sau mau den/trang thé hién cic gdc axit amin gidng hét nhau trong toan bd céac

[133]

trinh tw axit amin ndy, va ky tu “- thé hién cac doan gach bo (khoang trong)

6. Qua trinh tadch dong gen tu khung doc ma mdo AR15G-90.

Phan ting PCR duogc thuc hién béng cach st dung khudn Ia ADN thu duoc tur dat &
khu vuc sudi nude nong ma da duoc khuéch dai béng kit khuéch dai ADN bo gen (kit
khuéch dai ADN GenomiPhi V2, do GE Healthcare san xuét), va doan mdi xubi ¢ trinh

tu nucleotit nhu néu trong SEQ ID NO.7 (5°-
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CACCATGGTGACCATCACGCCGAGTACA-3’ duogc thiét ké bang cich bd sung 4
nucleotit (CACC) va bd ba ma héa khoi ddu (ATG) vao dau 5° cia trinh tir nucleotit nhu
néu trong SEQ ID NO.5. 4 nucleotit CACC dugc bd sung & dau 5° 13 trinh ty dé chén vao
vecto) va doan mdi nguge ¢ trinh tu nucleotit nhu néu trong SEQ ID NO.6 (5°-
CTACCTCAGTGTTTTACCTGGC-3’). Trinh ty nucleotit nhu néu trong SEQ ID NO.5
1a trinh trr nucleotit tuong dong véi doan trinh tu chira cac nucleotit & vi tri s6 1 dén 21
cua trinh tu nucleotit nhu néu trong SEQ ID NO.2. Hon nifa, trinh tu nucleotit nhu néu
trong SEQ ID NO.6 1a trinh tr nucleotit bd sung véi doan trinh tu chtta cdc nucleotit & vi
tri s6 831 dén 852 ctia trinh tu nucleotit nhu néu trong SEQ ID NO.2. C4c san phim PCR
da duge khuéch dai dugc chén vao vecto pET101/D-TOPO bing kit biéu hién Champion
pET Directional TOPO (do Life Technologies san xuét), va bién nap vao ching One Shot
TOP10. C4c dong da biéu hién dugc chon loc bang phuong phap PCR truc tiép tir khuin
lac, sau d6 nudi cdy trong mdi trudong 1éng LB chira ampicilin v6i ndng do bang 100mg/L
& nhiét d9 37°C va tdc d 200 vong/phut trong 17 dén 20 giv, tip theo cac plasmit duoc
tong hop bang kit miniprep (hé thdng tinh ché ADN Wizard plus SV Minipreps, do
Promega san xuét). Cac plasmit da tdng hop duoc giai trinh tu bing may giai trinh tu
ADN 3730 do Life Technologies san xuit.

Két qua thu duoc 5 san phdm tach dong gen AR15G-90-2, AR15G-90-3, AR15G-
90-9, AR15G-90-12, va AR15G-90-13 tir khung doc md m& AR15G-90 bang qué trinh
tach dong PCR. Trinh tu nucleotit ctia gen endoglucanaza tiém ning AR15G-90-3
(SEQ ID NO.4) ¢6 chiéu dai 852bp twong ddng véi trinh tu nucleotit ctia khung doc ma
m& AR15G-90 (SEQ ID NO.2), va chi khéc trinh tu SEQ ID NO.2 bdi 4 nucleotit. Ttc 13,
nucleotit & vi tri s6 93 trén khung doc md mé AR15G-90 1a thymin (T), trong khi d6
nucleotit & vi tri s6 93 trén khung doc ma mé AR15G-90-3 1a xytosin (C); nucleotit & vi
tri s6 335 trén khung doc ma m& AR15G-90 14 guanin (G), trong khi d6 nucleotit & vi tri
s6 335 trén khung doc m3 mé AR15G-90-3 1a adenin (A); nucleotit & vi tri s6 652 trén
khung doc ma mé& AR15G-90 13 guanin (G), trong khi d6 nucleotit & vi tri s& 652 trén
khung doc md mé AR15G-90-3 13 adenin (A); va nucleotit & vi tri s6 699 trén khung doc
mi m& AR15G-90 13 guanin (G), trong khi d6 nucleotit & vi tri s6 699 trén khung doc ma
m& AR15G-90-3 13 adenin (A). T4t nhién, sy khéc biét v& cac nucleotit & hai vi tri cling

dan dén su khéc biét vé c4c axit amin, va trinh ty axit amin ctia khung doc ma mé
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AR15G-90 (SEQ ID NO.1) va trinh ty axit amin cia gen endoglucanaza tiém ning
AR15G-90-3 (SEQ ID NO.3) khac nhau béi 2 gdc axit amin. Tic 13, gbc axit amin & vi
tri s6 112 trén khung doc md m& AR15G-90 14 arginin (R), trong khi d6 gbc axit amin &
vi tri s6 112 trén khung doc md mé& AR15G-90-3 14 lysin (K); va géc axit amin & vi tri sd
218 trén khung doc ma md AR15G-90 14 valin (V), trong khi d6 gbc axit amin & vi tri s&
218 trén khung doc ma m& AR15G-90-3 1a isoleucin (I).

7. Qua trinh biéu hién gen AR15G-90-3 va tinh ché protein enzym.

Protein dugc téng hop bang cach bd sung trinh ty danh ddu histidin vao diu tan
cung C dugc st dung dé tinh ché protein enzym. Trinh tu dugc bd sung trinh tu danh diu
histidin dugc téng hop bang cach chén gen endoglucanaza tiém ning AR15G-90-3 da
duoc loai bd bd ba ma hoéa két thiic vao vecto pET101/D-TOPO. Cac plasmit chira gen
dich dugc bd sung trinh tu danh du histidin dugc bién nap vao E. coli dé bidu hién
protein bang phuong phap sdc nhiét. Ching Rosetta-gamiB (DE3) pLysS (do Merck san
xuat) dugc sir dung lam té bao chu dé chuyén gen. E. coli chira gen dich duoc cdy vao
moi trudng LB chira ampicilin véi ham lugng bing 100mg/L va nudi ciy cho dén khi mat
d6 quang & budc séng 600nm nim trong khoang tir 0,2 d&n 0,8, sau d6 IPTG (isopropyl-
B-D(-)-thiogalactopyranosit) duge bd sung vao, va nudi ciy tiép trong 5 dén 20 giv. Két
qué 13 qué trinh biéu hién protein dich dugc cam tng. Sau khi nudi cdy, E. coli duoc thu
nhan bing cach ly tim, va dung dich dém Tris-HCI 50mM (d6 pH = 8,0) c6 thé tich bing
1/10 thé tich dich nuéi ciy duoc bd sung vao dé tao hdn dich vi khuin. Sau d6, quy trinh
phan cét trong 5 phit va rung lic trong 5 phut duoc lap lai tir 7 dén 8 1in bang thiét bi
Astrason 3000 (do Misonix, Inc. san xuat). Két qua 1a thu dugc dich chiét thd chira E.
coli tai td hop gen chira protein dich. Dich chiét tho chira E. coli tai t6 hop gen duoc loc
qua mang loc (dudng kich 15 loc ¢ = 0,45um, do Millipore san xuét), va dich loc thu

dugc duge sir dung 1am dich nbi nudi ciy dong nhit E. coli tai t6 hop gen.

NaCl dugc bd sung vao dich ndi nudi ciy dong nhét E. coli tai td hop gen dén
néng dd cudi cung béng 500mM, va hén hop thu dugc dugc nap vao cot trao dbi ion
HisTrap FF (do GE Healthcare san xuit) dugc 1am c4n bang véi dung dich dém Tris-HCl
50mM (d6 pH = 8,0) chtra 500mM NaCl, cac protein dugc phan doan véi gradient ndng
d6 ndm trong khoang tir 0% dén 100% véi dung dich dém Tris-HCI 50mM (d6 pH = 8,0)

-31-



26935
chtra 500mM NaCl va 500mM imidazol bing hé théng sic ky long AKTA (do GE

Healthcare san xuét).

Céc phén doan c¢6 hoat tinh thity phan CMC duoc tron toan bo, sau dé trao dbi véi
dung dich dém Tris-HC1 50mM (dd pH = 8,0) chira 750mM amoni sulfat bing mang siéu
loc ly tam VIVASPIN 20 (do Sartorius stedim san xuét). Cac phan doan c6 hoat tinh thiy
phan CMC sau khi trao dbi dung dich duoc nap vao cot phan tach tuong tac ky nudc
HiTrap Phenyl HP (do GE Healthcare san xuét) dugc 1am cén bing véi cung dung dich
dém Tris-HCI 50mM (do pH = 8,0) chita 750mM amoni sulfat, cidc protein dugc phan
doan vé6i gradient ndng d6 ndm trong khoang tir 0% dén 100% vé6i dung dich dém Tris-
HC1 50mM (do pH = 8,0). Céc phéan doan c6 hoat tinh thily phan CMC dugc trdn toan bd,
sau d6 c6 bang mang siéu loc ly tim VIVASPIN 20 cho dén khi thé tich dung dich bang
khoang 8mL. Miu d4 c¢d dugc nap vao cot loc gel Hiload 26/60 superdex 200 pg (do GE
Healthcare san xuét) dugc lam cin biang vé6i dung dich dém Tris-HC1 50mM (d6 pH =
8,0) chtra 150mM NaCl, va dugc phan doan béng cung dung dich dém c6 thé tich gép 1
dén 1,5 1an thé tich ciia cot & tbe do dong nam trong khoang tir 2mL/phiit dén 3mL/phut.
Céc phén doan c6 hoat tinh thiy phdn CMC dugc tron toan bg, sau d6 trao dbi voi dung
dich dém Tris-HCI 50mM (d6 pH = 8,0) va c6. Két qua 1a thu dugc enzym tinh khiét c6

ndng do cudi cing bang khoang 1,0mg/mL.

Dich ndi nudi cdy ddng nhét E. coli tai tb hop gen va enzym tinh khiét nay dugc
kiém ching bang phan tich dién di trén gel SDS-PAGE (dién di trén gel SDS-
polyacrylamit). Dich nbi nudi ciy ddng nhét E. coli tai t6 hop gen (5pg) va enzym tinh
khiét (0,5ng) 1an luot dugc tron véi dung dich di duoc c6 4 l4n chira 2-mercaptoetanol
chita dung dich dém miu (do Wako Pure Chemical Industries, Ltd. san xuét) sao cho
néng do dung dich dém béng 1 14n, sau do6 gia nhi¢t & nhiét 4§ 95°C trong 4 phut, tiép
theo dién di bang gel khong chira thudc nhuém Criterion TGX 10% (do Bio-Rad
Laboratories, Inc. san Xuét). Sau khi chay dién di, cac bang protein dugc hién mau béng

hé théng ChemiDoc (do Bio-Rad Laboratories, Inc. san xuét).

Fig.2 thé hién két qua phan tich dién di trén gel SDS-PAGE ctia dich ndi nudi ciy
ddng nhét E. coli tai t6 hop gen dugc didu ché tir E. coli da chuyén gen AR15G-90-3 va
enzym tinh khiét dugc tinh ché tir dich ndi nuéi cdy ddng nhit E. coli tai td hop gen nay.
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Lan 1 1a gen chi thi phén tit protein, 1an 2 va lan 3 14n luot thé hién cac mau dién di coa
dich nbi nudi cdy dong nhét E. coli tai tb hop gen, va enzym tinh khiét. Két qua phén tich
cho thiy trong dich ni nudi cdy ddng nhit E. coli tai tb hop gen (lan 2) c6 mot bang cé
trong lugng phan tr khoang 35,6kDa dugc xac dinh tir trinh tr axit amin (SEQ ID NO.3)
va trinh tu d4nh déu histidin cta vecto pET101/D-TOPO. Trong enzym tinh khiét (1an 3),
mdc du cé hai bing m& dugce phat hién cing véi mot bang dam tuong ting véi bang néu
trén, nhung d3 kiém chimg duoc ring protein nay chinh 13 protein enzym AR15G-90-3

(dugc thé hién bing miii tén trén Fig.2).
8. Do hoat tinh thiy phdn CMC cta AR15G-90-3.

Trudgc tién, hoat tinh thiy phan CMC cua protein enzym (AR15G-90-3) mi hoa
b&i gen AR15G-90-3 dugc danh gia bang cach st dung co chat 13 CMC (carboxymetyl
xenluloza, do Sigma-Aldrich Co. LLC. san xuét).

Hoat tinh thity phdn CMC ctia dich néi nudi cay dong nhét E. coli tai t6 hop gen
thu dugc & phan 7 hoéc mau enzym thu dugc & giita qua trinh tinh ché dugc do bang cach
cho hén hop chtra 100pL dung dich nuéc CMC 1% khéi lugng, 50pL dung dich dém axit
axetic 200mM (do pH = 4,0), va 50uL dich ndi nudi cdy déng nhét E. coli tai t6 hop gen
hodc miu enzym thu dugc & gitta qué trinh tinh ché, phan tng & nhiét d6 nim trong

khoang tir 40°C dén 90°C trong 10 dén 15 phut.

Trong toan bo cac phép do, hdn hop duoc didu ché bang cich bd sung dung dich
dém Tris-HCI 50mM (dd pH = 8,0) thay cho dich ndi nudi cdy ddng nhit E. coli tai td
hop gen hodc enzym tinh khiét va phan tng & cing diéu kién duoc sir dung 1am miu déi
ching. Hon nita, dung dich co chdt va enzym duoc giit 1an lugt va riéng biét & nhiét do
phén ung dugc duy tri trong 5 phit, sau d6 tron. Khoang thdi gian ndy duoc thiét 1ap dé
kich hoat phan ting. Sau khi két thiic phan tng, thudc thir axit 3,5-dinitrosalixylic (dung
dich DNS) dugc bd sung vao & thé tich bang nhau. Cac hdn hop thu duge duoc gia nhiét
& nhiét do 100°C trong 5 phut, 1am nguoi trén nuée d4 trong 5 phut, sau d6 1y tdm & toc
d6 17.400g trong 5 phit. Két qua 1a thu dugc phan dich ndi. Do hip thu & budc séng
540nm dugc do bing may quang phd, va ham lugng dudng khir trong phén dich ndi dugc
do bing dudng chuin glucoza. Lugng dudng khir tao ra boi qua trinh thiy phén dugc do

bing cach so sanh do sai 1éch v6i miu dbi chung. Hoat tinh enzym dé tao ra 1 pmol
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duong khir trong 1 phut dugc tinh bang 1U, va tri sé thu duge bang cach chia hoat tinh
nay cho khdi lugng protein duge tinh bing hoat tinh riéng (U/mg).

9. Do dic hiéu co chit cia AR15G-90-3.

Hoat tinh thily phan céc co chit xenluloza va hemixenluloza khac nhau cta protein
enzym (AR15G-90-3) ma hoa béi gen AR15G-90-3 duge do. Trong phép do nay, dung
dich enzym tinh khiét (0,2mg/mL) thu dugc & phdn 7 dugc sir dung. Ngoai ra, PSA, bot
Avicel (bdt xenluloza vi tinh thé, do Merck san xuat), CMC (do Sigma-Aldrich Co. LLC.
san xudt), xylan (c6 ngudn gdc tir gb sdi, do Sigma-Aldrich Co. LLC. san xu4t), lichenan
(do MP Biomedicals, LLC. san xuat), laminarin (c6 ngudn gbc tir Laminaria digitata, do
Sigma-Aldrich Co. LLC. san xuét), PNPC (do Sigma-Aldrich Co. LLC. san xuét), PNPX
(do Sigma-Aldrich Co. LLC. san xuit), va PNPG (do Sigma-Aldrich Co. LLC. san xuét)

duoc st dung lam céc co chat.

PSA dugc didu ché béng cach hoa tan tir tir bot Avicel (bdt xenluloza vi tinh thé,
do Merck san xuét) v6i dung dich axit phosphoric, tiép theo két tiia Avicel bang cach bd
sung nudce tinh khiét vo tring, sau d6 rira hdn hop nay cho dén khi 6 pH bang 5 hoic
cao hon. Luu y ring PSA duoc st dung trong toan bd cac thir nghiém sau duoc didu ché

bang phuong phéap néu trén.

Cu thé hon, truée tién phan tmg enzym dugc thuc hién bang cach 0 so bd hén hop
phan mg chtra 50pL dung dich dém axit axetic 200mM (do pH = 4,0) (dung dich dém
Mcllvaine (46 pH = 7,0) khi co chat 1a xylan), 5uL dung dich enzym tinh khiét
(0,2mg/mL) va 45uL nuéc tinh khiét & nhiét d6 70°C trong 5 phut, tiép theo bd sung
thém 100puL mdi dung dich co chit ¢6 nhiét d6 duoc duy tri theo cing cach thic (dung
dich nudc chira 1% khdi lugng PSA, bot Avicel, CMC, xylan, lichenan va laminarin, va
dung dich nuéc chira 3,4mM PNPG, PNPX va PNPC) vao va t hdn hop thu duge & nhiét
d6 70°C trong 20 phut. Trong qué trinh phan tng, cic hdn hop nay dugc khudy bang may
khudy nhiét & tc do 1.400 vong/phit (do Eppendorf san xuit) dé tranh két tia cac co
chét khong tan. Trong toan bd cac phép do, hdn hop duge didu ché bang cach bd sung
dung dich dém Tris-HCl 50mM (d6 pH = 8.0) thay cho dung dich enzym tinh khiét va

phan tmg & cung diéu kién dugc sir dung lam mAiu doi chimng.
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Khi PSA, bot Avicel, CMC, xylan, lichenan hodc laminarin dugc st dung lam co
chét, thi lugng dudng khir tao ra bdi qua trinh thiy phén, va hoat tinh riéng (U/mg) dugc
do theo cling cach thirc néu trong phan 8, trong d6 hoat tinh thity phan CMC cia AR15G-
90-3 dugc do. Tuy nhién, khi xylan dugc st dung lam co chét, thi ham lugng dudng khir

dugc do bing duge chudn xyloza.

Khi PNPG, PNPX hoic PNPC dugc sir dung 1am co chét, thi sau khi két thic phan
mg, dung dich nuéc natri carbonat 200mM dugc bd sung vao & thé tich bang nhau, va
cac hdn hop thu duoc duge ly tdm trong 5 phat. Két qua 1a thu dugc phin dich ndi. Do
hép thu & bude séng 420nm dugc do bing may quang phd, va ham lugng p-nitrophenol
trong phan dich ndi duoc do bang dudng chuin p-nitrophenol.‘ Luong p-nitrophenol tao
ra bai qua trinh thily phan duoc do bing cach so sanh do sai 1éch v6i miu dbi chung.
Hoat tinh enzym dé tao ra 1pmol p-nitrophenol trong 1 phut dugc tinh bang 1U, va tri sb
thu duogc biang cach chia hoat tinh nay cho khdi luong protein duoc tinh bing hoat tinh
riéng (U/mg).

MBbi phép do duoc lip lai ba 14n dé thu duoc tri sé trung binh va d6 léch chuin.
Céc két qua do duoc thé hién trén Fig.3. Cac két qua nay cho thly AR15G-90-3 ¢6 hoat
tinh thiy phan CMC, xylan, PSA, va lichenan, tuy nhién AR15G-90-3 c6 hoat tinh thiy
phén rat yéu Avicel, laminarin va PNPC, va hiu nhu khong ¢6 hoat tinh thity phan PNPG
va PNPX.

10. Banh gia mirc d6 phu thudc vao nhi€t do cia hoat tinh thity phdn CMC cua
AR15G-90-3.

Murc do phu thude vao nhiét do cua hoat tinh thiy phan CMC cuda protein enzym
AR15G-90-3 dugc danh gid. Trong phép do ndy, dung dich enzym tinh khiét
(0,13mg/mL) duge diéu ché bang cach pha lodng enzym tinh khiét thu dugc & phin 7 voi
dung dich dém Tris-HCI 50mM (d6 pH =8,0) dugc st dung. Ngoai ra, CMC
(carboxymetyl xenluloza, do Sigma-Aldrich Co. LLC. sn xuét) dugc st dung lam co

chét.

Cu thé, phép do nay dugc thyuc hién bing cich cho hdn hop chira 50pL dung dich
dém axit axetic 200mM (d6 pH = 4,0), 40pL dung dich dém Tris-HCI 50mM (d6 pH =
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8,0), 10pL dung dich enzym tinh khiét (0,13mg/mL), va 100pL dung dich nuéc CMC 1%
khéi luong phan tng & nhiét d6 bang 60°C, 70°C, 80°C, 90°C, 100°C, 110°C, 120°C,
130°C, 140°C, 150°C, hoac 160°C trong 15 phut. Khi do hoat tinh & nhiét 36 100°C hodc
cao hon, thi binh thaty tinh, nut cao su, va gidy nhém (do Nichiden-Rika Glass Co., Ltd.
san xuét) duogc sir dung. Sau khi két thic phan tmg, lugng dudng khir tao ra bdi qua trinh
thity phan dugc do theo ciing cach thirc néu trong phan 8 dé xac dinh hoat tinh thity phan
CMC (hoat tinh riéng, U/mg). Ngoai ra, hoat tinh thiy phan CMC dugc do theo cung

cach thirc bang cach bd sung 0,5mM ion canxi vao dung dich phan tng.

Ngoai ra, hoat tinh thity phdn CMC cua endoglucanaza TrEG (Trichoderma reesei
EG2; do Megazyme san xuit) va endoglucanaza TmEG (Thermotoga maritima EG; do
Megazyme san xudt) ciing dugc do theo cung cach thirc. Dung dich dém Mcllvaine
200mM (d6 pH = 4,0) va dung dich dém Mcllvaine 200mM (d6 pH = 5,0) lan lugt duoc
stt dung cho endoglucanaza TrEG va endoglucanaza TmEG, thay cho dung dich dém axit
axetic 200mM, va dé phan Gng & nhiét d6 30°C, 40°C, 50°C, 60°C, 70°C, 80°C, 90°C,
hodc 100°C.

Mai phép do duoc lip lai ba 1an dé thu duoc tri sd trung binh va do léch chuén.
Céac két qua do duoc thé hién trén Fig.4. Enzym AR15G-90-3 c6 hoat tinh phan giai
CMC & nhiét do ndm trong khoang tir 60°C dén 160°C. Nhiét do i wu (Tig; w) & d6
enzym nay c6 hoat tinh manh nhét bang 100°C & d6 pH bang 4,0. Ngoai ra, khi 0,5mM
ion canxi dugc bd sung vao dung dich phan tng enzym-co chét, thi Ty« clia enzym niy
tang 1én d&én 110°C, va hoat tinh riéng cia nd & cac nhiét d(f). twong tng cling tang. Trong
khi do, T4« cia endoglucanaza TrEG va endoglucanaza TmEG 14n luot béng 60°C va
80°C. Néi céach khac, enzym AR15G-90-3 c6 nhiét do t8i wu cao hon nhiét do tdi wu cua

endoglucanaza ¢6 ngudn goc tr vi khuan wa nhiét 7. maritima khodng 20°C hodc cao hon.

Ngoai ra, hoat tinh phan giai CMC ctua enzym AR15G-90-3 & toan b céc khoang
nhiét d6 ciing duoc cai thién béng cach bd sung ion canxi. Cu thé, & nhiét d6 120°C hoic
cao hon, thi hoat tinh phan gidi CMC cua enzym AR15G-90-3 gidm tir tir khi ¢6 mét ion
canxi, va hoat tinh & nhiét @ 140°C bang khoang 40% hoat tinh & nhiét d6 t6i wu khi
véng mit ion canxi, trong khi d6 hoat tinh & nhiét dd 160°C van bang 60% hoat tinh tbi

uu khi ¢6 mét ion canxi. Hi€u qua nay thu dugc 1a do ion canxi c6 tdc dung lam 6n dinh
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protein enzym.

11. Pénh gid mic d¢ phu thudc vao do pH cia hoat tinh thiy phan CMC cua
AR15G-90-3.

Mic d6 phu thudc vao do pH cua hoat tinh thuy phin CMC cuta protein enzym
AR15G-90-3 dugc danh gia. Trong phép do ndy, dung dich enzym tinh khiét
(0,13mg/mL) dugc didu ché bang cich pha lodng enzym tinh khiét thu dugc & phin 7
v6i dung dich dém Tris-HClI 50mM (d¢ pH =8,0) duoc st dung. Ngoai ra, CMC
(carboxymetyl xenluloza, do Sigma-Aldrich Co. LLC. san xuét) dugc sir dung lam co

chét.

Cu thé, phép do nay duoc thuc hién bing céch cho hdn hop chira 50uL dung dich
dém Mellvaine (d6 pH nm trong khoang tir 3,0 dén 8,0), 30uL nudc tinh khiét, 20uL
dung dich enzym tinh khiét (0,13mg/mL), va 100uL dung dich nuéc CMC 1% khéi
luong, phan tng & nhiét d6 70°C trong 15 phut. Sau khi két thuc phan Gng, lugng dudng
khtr tao ra béi qué trinh thﬁy phén duoc do theo cling cach thirc néu trong phan 8 dé xac
dinh hoat tinh thuy phan CMC (hoat tinh riéng, U/mg).

MB&i phép do duoc lap lai ba 1an dé thu duoc tri sb trung binh va d6 léch chudn.
Céac két qua do dugc thé hién trén Fig.5. B¢ pH duogc v& dd thi béng cac tri sb do thuc cua

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

Enzym AR15G-90-3 ¢6 hoat tinh thiy phan CMC & do pH nim trong khoang tir
3,0 dén 8,0.

D6 pH t6i uu cia AR15G-90-3 bang 4,4 & nhiét d6 70°C (tri s6 do thuc cta hdn
hop dung dich chira co chét, dung dich dém, va enzym).

12. Banh gia mic d6 phu thudc vao nhi€t do cua hoat tinh xylanaza cia AR15G-
90-3.

Do enzym AR15G-90-3 cling c6 hoat tinh phan giai xylan (hoat tinh xylanaza),
nén muirc d phu thudc vao nhiét dd cua hoat tinh xylanaza cta protein enzym AR15G-90-
3 cling dugc danh gia. Trong phép do ndy, dung dich enzym tinh khiét (0,13mg/mL) dugc
didu ché bang cach pha loing enzym tinh khiét thu dwoc & phan 7 véi dung dich dém
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Tris-HCI 50mM (d6 pH =8,0) duogc sir dung. Ngoai ra, xylan (c6 ngudn gde tir gd sbi, do

Sigma-Aldrich Co. LLC. san xuit) duoc st dung lam co chét.

Cu thé, phép do nay dugc thuc hién bang cach cho hdn hop chira 50pL dung dich
dém Mcllvaine (d6 pH = 7,0), 20pL dung dich dém Tris-HCI 50mM (d6 pH = 8,0), 30uL
dung dich enzym tinh khiét (0,13mg/mL), va 100pL dung dich nuéc xylan 1% khéi
lugng phan tmg & nhiét d6 bang 40°C, 50°C, 60°C, 70°C, 80°C, 90°C, 100°C, 110°C,
120°C, 130°C, hodc 140°C trong 15 phat. Khi do hoat tinh & nhiét dd 100°C hodc cao
hon, thi binh thiy tinh, nit cao su, va gidy nhém (do Nichiden-Rika Glass Co., Ltd. san
xuit) dugc sir dung. Sau khi két thiic phan tmg, lvong dudng khir tao ra boi qué trinh
thily phan duge do theo cling cach thirc néu trong phan 8 dé x4c dinh hoat tinh xylanaza

(hoat tinh riéng, U/mg), chi khac 13 duong chuén xyloza duoc sir dung.

Mbi phép do duoc lap lai ba 14n dé thu duoc tri sb trung binh va d6 1éch chuén.
Céc két qua do dugc thé hién trén Fig.6. Enzym AR15G-90-3 ¢6 hoat tinh xylanaza &
nhiét 4 nim trong khoang tir 40°C dén 140°C. Nhiét do t6i wu (T w) & d6 enzym nay
¢6 hoat tinh manh nhét bang 110°C & d6 pH bang 7.0.

13. Panh gid mirc d9 phu thudc vao d6 pH cia hoat tinh xylanaza cia AR15G-90-

Mtrc 6 phu thudc vao d§ pH cua hoat tinh xylanaza cta protein enzym AR15G-
90-3 dugc danh gia. Trong phép do ndy, dung dich enzym tinh khiét (0,10mg/mL) duoc
diéu ché bang cach pha lodng enzym tinh khiét thu dugc & phan 7 v6i dung dich dém
Tris-HCI 50mM (d¢ pH =8,0) dugc sir dung. Ngoai ra, CMC (carboxymetyl xenluloza,

do Sigma-Aldrich Co. LLC. san xuét) dugce st dung 1am co chét.

Cu thé, phép do nay duoc thuc hién bang cach cho hdn hop chira 25pL dung dich
dém Britton-Robinson (d0 pH ndm trong khoéang tir 5,0 dén 10,0), 15uL nudc tinh khiét,
10uL dung dich enzym tinh khiét (0,10mg/mL), va 50uL dung dich nuéc xylan 1% khéi
lugng, phan tng & nhiét 6 70°C trong 15 phit. Sau khi két thuc phan Gng, luong duong
khir tao ra bdi qua trinh thiy phan duge do theo cling cach thirc néu trong phan 12 dé xac

dinh hoat tinh xylanaza (hoat tinh ri€éng, U/mg).

Mbi phép do duoc lp lai ba 1an dé thu duoc tri sb trung binh va d6 l1éch chudn.
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Céc két qua do dugc thé hién trén Fig.7. B9 pH duogc v& dd thi béng cac tri sb do thuc cia
hdn hop dung dich chira co chét, dung dich dém, va enzym. Enzym AR15G-90-3 c6 hoat
tinh xylanaza & d6 pH nam trong khoang tir 5,0 dén 10,0. D6 pH ti wu cia AR15G-90-3
bang 8,6 & nhiét &9 70°C (tri s6 do thurc ciia hdn hop dung dich chira co chét, dung dich

dém, va enzym).
14. Panh gia d6 dn dinh nhiét cia AR15G-90-3 bang co chit CMC va xylan.

P On dinh nhiét ctia protein ciing dugc danh gia théng qua nhiét do bién tinh
hodc nhié€t dd noéng chdy, T,,. Nhiét d0 G so by & d6 hoat tinh enzym giam 50% so véi
hoat tinh ctia 16 khong xtr Iy 1 so bo dugce tinh 13 nhiét d6 T, ctia protein, va ¢ thé dugc
xé4c dinh bang cich do hoat tinh enzym. Nhiét d6 bién tinh T, cia enzym AR15G-90-3
duge do bang phuong phép nay.

Cu thé, phdn tng enzym dugc thuc hién sau khi 4 so b & nhiét do nam trong
khoang tir 50°C dén 130°C trong 30 phut, trong didu kién khéng chira co chit. Thanh
phén ctia dung dich phan tmg enzym 1a gibng nhu thanh phﬁﬁ cta dung dich phan Ung
néu trong phan 10, khi CMC dugc sir dung 1am co chét, va giéng nhu thanh phan cia
dung dich phan tmg néu trong phan 12, khi xylan dugc sir dung 1am co chit, va qua trinh
phan Gng enzym dugc thuc hién trong 15 phat & nhiét do 70°C. Do 4n dinh nhiét cia
enzym AR15G-90-3 dugc dénh gia bing cach do nhiét o Tsy & d6 hoat tinh thiy phan
CMC hodc hoat tinh thity phan xylan giam 50%. MJi dit liéu dugc tinh gin ding bing
cach st dung ham logistic, va nhiét d6 & d6 dudng cong gin dung dat dugc hoat tinh

tuong dbi béng 50% duge xac dinh 1a Tso (ttc 12 tri s6 Tpy).

Két qua do hoat tinh thily phdn CMC va xylan 14n lugt dugce thé hién trén Fig.8 va
Fig.9. Hoat tinh enzym dugc thé hién dudi dang tri sé trong dbi (hoat tinh twong dbi, %),
v6i gia dinh ring hoat tinh ctia 16 khong xir Iy 0 so bd bang 100%. Hoat tinh thiy phan
CMC cua AR15G-90-3 ¢6 nhiét dd Ts, b'ﬁmg 108,6°C, va hoat tinh thiy phan xylan cta
AR15G-90-3 c6 nhiét do Ts, bang 107,6°C.

Vidu?2

Dua trén dit liéu trinh tw bo gen thu duge tir miu dat & khu vuc subi nude néng

ARI15, qua trinh ldp rap duoc thuc hién mot 14n nita bing phin mém lép rap thé hé méi
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dé thu duoc trinh tir ¢6 chiéu ddy du ctia gen AR15G-90.

1. Qua trinh tai lip rap dir liéu hé gen moi trudng thu dugc tir miu dét & khu vuc

sudi nudc nong.

Trinh ty nucleotit doc dugc bing may giai trinh tr 454 & phﬁn 1 cia Vidu 1 duogc
lip rap bang phan mém Newbler phién ban 2.7 dugc tich hop trén méy gii trinh tr 454
Life Sciences. Piéu kién lap rap duoc thiét 1ap giéng nhu trong phén 2 ctia Vidu 1.

2. Qua trinh phat hién cac khung doc ma mé cua endoglucanaza.

Céc khung doc ma mé duoc phat hién tir cac trinh tu tiép gidp thu dugc tir phén 2
theo cing cach thirc nhu néu trong phin 3 cta Vi du 1, chi khac 14 phdn mém Metagene

(Noguchi et al., DNA Research, 2008, 15(6)) dugc sir dung.
3. Khung doc ma m&é AR15G-90B.

Qua trinh phan loai cac gen thanh cac ho glycosit hydrolaza dugc thuc hién theo
cling cach thirc nhu néu trong phan 4 ciia Vi du 1, va thu dugc khung doc mi mé
AR15G-90B dai hon khung doc ma m& AR15G-90 khoang 55 gbc axit amin & d4u tin
cing N bing cach sit dung phin mém tra ctru d6 twong dong BLASTP va HMMER.
Khung doc md m& AR15G-90B ma héa polypeptit chita 338 gbc axit amin va c¢é chiéu
dai ddy du (SEQ ID NO.9), va gbc axit amin & vi tri s6 1 trén polypeptit nay 12 metionin
(M), va du 3’ cta trinh tu nucleotit ma polypeptit nay duogc két thic bang bd ba ma hoa
két thiic. Trong polypeptit néu trén, ngoai trir doan trinh tw tir gdc axit amin & vi tri s6 56
1a valin (V), con doan trinh con lai 13 gidng nhu trinh tu ciia AR15G-90. Két qua phan
tich bang phin mém du doan trinh tu peptit tin hiéu SignalP 4.1 cho thiy khong x4c dinh
duoc trinh ty peptit tin hiéu. Trinh tir axit amin da biét c6 d6 tuong ddng cao nhét véi
trinh ty axit amin cua polypeptit ma hoéa boi khung doc md mé AR15G-90B 1a glycosit
hydrolaza GH12 (ma truy c@p ngidn hang gen: ADM27292.1) cé ngudn gbc tir
Ignisphaera aggregans DSM17230 thudc nganh Crenarchaeota. Do & twong ddng gitra
hai trinh ty axit amin nay cho toan bg chidu dai bang 55% nhu dugc x4c dinh bang thuat -
toan Clustal W, nén khung doc ma m& AR15G-90B dugc xac dinh 14 trinh tu thé hé méi.

Fig.10 13 hinh v& thé hién su sip thing hang trinh ti axit amin (SEQ ID NO.9) ctia

-40-



26935
polypeptit (AR15G-90B) ma héa bdi khung doc ma mé AR15G-90B, trinh ty axit amin
(SEQ ID NO.1) cta polypeptit (AR15G-90) ma héa bsi khung doc md mé  AR15G-90,
va trinh tur axit amin cta glycosit hydrolaza GH12 (SEQ ID NO.8) c¢6 ngudn gbc tir
Ignisphaera aggregans DSM17230. Trén Fig.10, cic axit amin ndm sau den/tring thé
hién cac gbc axit amin gidng hét nhau trong toan bd cac trinh tir axit amin ndy, va ky tu “-

» thé hién céac doan gach bo (khoang trdng).
4. Quaé trinh tach dong gen tir khung doc ma m& AR15G-90B.

Qua trinh tach dong gen dugc thue hién theo ciing cach thirc nhu néu trong phan 6
ctia Vi du 1, chi khéc 12 doan mdi xudi ¢6 trinh tu nucleotit nhu néu trong SEQ ID NO.14
(5°-CACCATGAGTAGAAAGACAGCTGTTTACATAGCTATAGC-3’ dugc thiét ké
bang cach bd sung 4 nucleotit (CACC) vao dau 5’ cta trinh tu nucleotit nhu néu trong
SEQ ID NO.13. 4 nucleotit CACC duoc bd sung vao d4u 5° 14 trinh tu dé chén vao vecto)

dugc st dung.

San phidm tich dong gen AR15G-90B-15 thu dugc tir khung doc mi mo
AR15G-90B bing qua trinh tach dong PCR. Trinh tu nucleotit cta gen endoglucanaza
tiém ning AR15G-90B-15 (SEQ ID NO.12) c6 chiéu dai bang 1.017 bp twong ddng véi
trinh tu nucleotit cia khung doc mad m& AR15G-90B (SEQ ID NO.10), va chi khac trinh
tu nucleotit ciia khung doc mad m& AR15G-90B bai 13 nucleotit (Bang 2). T4t nhién, su
khéc biét v& cac nucleotit & ba vi tri cling dan dén su khac biét vé céc axit amin, va trinh
tu axit amin cda khung doc ma md AR15G-90B (SEQ ID NO.9) va trinh tu axit amin cta
gen endoglucanaza tiém nang AR15G-90B-15 (SEQ ID NO.11) khac nhau bai 3 gbc axit
amin. Tirc 13, gbc axit amin & vi trf s6 122 trén khung doc md md AR15G-90B 13 serin
(S), trong khi d6 gbc axit amin & vi tri s§ 122 trén khung doc ma md AR15G-90B-15 1a
asparagin (N); gdc axit amin & vi tri s6 273 trén khung doc ma mé AR15G-90B 14 valin
(V), trong khi d6 gbc axit amin & vi tri s6 273 trén khung doc ma md AR15G-90B-15 1a
isoleucin (I), va gdc axit amin & vi tri s 314 trén khung doc md mé AR15G-90B 1a
metionin (M), trong khi d6 gbc axit amin & vi tri s6 314 trén khung doc ma m& AR15G-

90B-15 1a threonin (T).
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Bang 2
Nucleotit s6 ARI15G-90B | ARI5G-90B-15
42 A G
126 A T
192 T A
258 T C
365 G A
438 G T
571 C T
630 A G
816 G A
867 G A
876 C T
885 C T
941 T C

5. Qua trinh biéu hién gen va do hoat tinh thity phan CMC cta AR15G-90B-15.

Gen AR15G-90B-15 dwoc biéu hién bang E. coli theo cung cach thirc nhu néu
trong phan 7 va phan 8 ctia Vi du 1, va hoat tinh endoglucanaza cta protein enzym
(AR15G-90B-15) ma hoa boi gen AR15G-90B-15 dugc do. Hoat tinh thuy phdn CMC
cua AR15G-90B-15 duoc do béng cach thuc hién phan Ung trong 1 gid ¢ nhiét do 50°C,
70°C, hodc 90°C, bang cach st dung phan dich ndi nuéi cdy dong nhit £. coli tai to hop
gen. Phép do nay duoc 1dp lai ba lan dé thu duoc tri sb trung binh va do 1éch chuén.
Luong dudong khir cao nhat duoc tinh 1a 100%, va lugng duong khir fao ra boi qué trinh
thuy phan CMC (do pH = 4,0) bdi protein AR15G-90B-15 & cac nhiét d) twong tmg duoc
xdc dinh 1 hoat tinh tuong ddi (%), va dugc v& do thi dudi dang hoat tinh thiy phin
CMC tuong ddi (Fig.11). AR15G-90B-15 c6 hoat tinh thiiy phan CMC & mdi nhiét do, va

khi do ba I4n, thi nhiét do & d6 enzym niy c6 hoat tinh cao nhat 1a 90°C.
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YEU CAU BAO HO

1. Endoglucanaza siéu chiu nhiét tai t6 hgp phan 1ap chira polypeptit chtra trinh tu axit
amin nhu néu trong SEQ ID NO.3 hoac SEQ ID NO.11; va it nhat mot vung dugc chon
tir nhom bao gdm doan gin két xenluloza, gbc lién két, peptit tin hiéu va trinh tu danh

dau.

2. Polynucleotit tai t6 hop phan 1ap chta trinh tu nucleotit ma hoa polypeptit chira trinh
tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3 hodc SEQ ID NO.11; va mién ma hoda it nhét
mot vung dugc chon tr nhom bao gém doan gén két xenluloza, géc lién két, peptit tin

hiéu va trinh ty danh du.

3. Vecto biéu hién chira polynucleotit theo diém 2, va c¢6 kha ning biéu hién polypeptit c6

hoat tinh endoglucanaza & té bao vat chu.
4. Thé bién nap chua vecto biéu hién theo diém 3.
5. Thé bién nap theo diém 4, trong do thé bién nap nay la vi sinh vét nhan that.

6. Phuong phap san xudt endoglucanaza siéu chiu nhiét bao gdm budc san sinh

endoglucanaza siéu chiu nhiét trong thé bién nap theo diém 4.

7. Hon hop glycosit hydrolaza chtra endoglucanaza siéu chiu nhiét theo diém 1 va it nhat

mdt hodc nhiéu loai glycosit hydrolaza khac.

8. Hon hop glycosit hydrolaza chita endoglucanaza siéu chiju nhiét ma héa boi

polynucleotit theo diém 2 va it nhat mot hodc nhiéu loai glycosit hydrolaza khac.

9. Hdn hop glycosit hydrolaza chta endoglucanaza siéu chiu nhiét dugc san xuit bang

phuong phap theo diém 6 va it nhat mot hodc nhiéu loai glycosit hydrolaza khac.

10. Phuong phap san xuét san pham phén giai lignoxenluloza bao gdm budc tao ra san
pham phan giai lignoxenluloza bing cach cho nguyén liéu lignoxenluloza chtra xenluloza

ti€p xuc véi endoglucanaza si€u chiu nhiét theo diém 1.

11. Phuong phéap san xuat san pham phan giai lignoxenluloza bao gdm budc tao ra san

pham phan giai lignoxenluloza bang cach cho nguyén liéu lignoxenluloza chira xenluloza
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tiép xtc v6i endoglucanaza siéu chiu nhiét ma héa béi polynucleotit theo diém 2.

12. Phuong phép san xuit san phdm phén giai lignoxenluloza bao gém budc tao ra san
pham phan giai lignoxenluloza bang cich cho nguyén liéu lignoxenluloza chira xenluloza

tiép xtc vai thé bién nap theo diém 4.

13. Phuong phap san xuit san phdm phan giai lignoxenlulozai bao gdm budc tao ra san
phim phén giai lignoxenluloza bang cich cho nguyén liéu lignoxenluloza chira xenluloza

tiép xic voi endoglucanaza siéu chiu nhiét duge san xuét bang phuong phéap theo diém 6.

14. Phuong phap san xudt san phdm phan giai lignoxenluloza bao gém budc tao ra san
pham phén giai lignoxenluloza bang cach cho nguyén liéu lignoxenluloza chtra xenluloza

tiép xtic véi hdn hop glycosit hydrolaza theo diém 7.

15. Phuong phap san xuit san phdm phan giai lignoxenluloza bao gdm budc tao ra san
phadm phan giai lignoxenluloza bang cach cho nguyén liéu lignoxenluloza chira xenluloza

tiép xtic v6i hdn hop glycosit hydrolaza theo diém 8.

16. Phuong phap san xudt san phdm phén giai lignoxenluloza bao gdm budc tao ra san
pham phén gii lignoxenluloza bang cach cho nguyén liéu lignoxenluloza chita xenluloza

tiép xtc voi hdn hop glycosit hydrolaza theo diém 9.
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DANH MUC TRINH TU

<110> HONDA MOTOR CO., LTD.
<120> ENDOGLUCANAZA SIEU CHIU NHIET, POLYNUCLEOTIT MA HOA ENZYM NAY, VECTO BIEU HIEN ENZYM NAY,
THE BIEN NAP CHUA VECTO NAY, PHUONG PHAP SAN XUAT ENZYM NAY, HON HQP GLYCOSIT HYPROLAZA CHUA
ENZYM NAY, VA PHUONG PHAP SAN XUAT SAN PHAM PHAN GIAI LIGNOXENLULOZA

<130> H114098801

<160> 14
<170> PatentIn version 3.1
<210> 1
<211> 283
<212> PRT
<213> Trinh tuy chua biét
<220>
<223> Trinh ty axit amin m3 hdéa bdi khung doc md md AR15G-90
<400> 1
Val Thr Ile Thr Pro Ser Thr Thr Pro Gln Gln Leu Arg Ala Ile Thr
1 5 10 15
Leu Arg Tyr Pro Gly Asn Ser Ser Ser Pro Val Asp Leu Asn Ser Asp
20 25 30
Gly Val Tyr Asp Val Leu Leu Glu Ile Asn Pro Trp Asn Met Glu Lys
35 40 45
Ala Asp Gly Phe Gln Thr Ile Val Val Asp Leu Ile Asn Gly Val Ile
50 55 60
Lys Val Ser Ser Asp Leu Ala Asn Val Tyr Pro Pro Asn Trp Ala Asn
65 70 75 80
Gly Tyr Pro Glu Ile Ile Ile Gly Arg Lys Pro Trp Thr Thr Tyr Tyr
85 90 95
Tyr Asn Gly Leu Gly Val Glu Phe Pro Met Arg Val Arg Asp Ala Arg
100 105 110
Pro Phe Val Ile Ser Phe Tyr Ile Cys Val Glu His Leu Asp Pro Ser
115 120 125
Met Asn Phe Asn Ile Ala Ala Asp Ala Trp Ile Val Arg Glu Ser Ile
130 135 140
"Ala Met Ser Leu Gly Met Pro Pro Ala Lys Gly Asp Leu Glu Ile Met
145 150 135 160
Val Trp Leu Phe Ser Gln Asn Leu Asn Pro Ala Gly Arg Lys Ile Gly
: 165 170 175
Glu Glu Val Val Pro Ile Ser Ile Asn Gly Ser Val Ile Glu Ala Vval
180 185 190
Phe Glu Val Trp Arg His Asp Ser Val Glu Trp Gly Gly Trp Gln Tyr
195 200 205
Ile Ala Phe Arg Pro Lys Met Trp Gly Val Arg Cys Gly Tyr Ile Ala
210 215 220
Tyr Asn Pro Ile Asp Phe Val Thr Ala Ala Ser Lys Tyr Ala Thr Phe
225 230 235 240
Asp Ile Ser Asp Tyr Tyr Leu Leu Gly Trp Glu Ile Gly Thr Glu Trp
245 250 255
Gly Thr Met Thr Ser Asn Gly Leu Ala Lys Phe Ser Trp Phe Leu Lys
260 265 270
Asp Leu Glu Ile Gln Pro Gly Lys Thr Leu Arg
275 280
<210> 2
<211> 852
<212> ADN
<213> Trinh tu chua biét
<220>0@
<223> Khung doc m& m& AR15G-90
<400> 2
gtgaccatca cgccgagtac aacacctcaa cagctcagag ctataacctt gagatacccc 60
ggcaactctt cttcgcctgt agatctcaac agtgatggtg tttacgatgt tcttttagag 120
ataaacccgt ggaatatgga gaaagccgac ggatttcaga caatagttgt agacctaatt 180
aacggtgtta ttaaggtgag ctctgatcta gccaatgtat acccaccgaa ctgggctaat 240
ggctaccctg agataatcat cggtagaaag ccgtggacta cgtactacta caacggctta 300
ggcgtagaat ttcctatgag agtacgcgac gctagacctt ttgtaatctc gttctatata 360
tgcgtagagc acctagaccc atcgatgaac ttcaacatag cggctgacgc ctggattgtt 420
agagaaagca ttgcgatgag cttgggtatg ccgcctgcta aaggagatct agagataatg 480
gtgtggctct tcagccaaaa ccttaaccca gctggtagga aaatcgggga ggaagtagta 540
cccatatcta tcaacgggag tgttatagaa gctgttttcg aggtctggag acatgatagc 600
gttgagtggg gtgggtggca gtatatagcg tttaggccta agatgtgggg ggttaggtgce 660
ggctatatag cgtacaaccc tatagacttc gtgactgcgg cgtctaagta cgctacattc 720
gatatatctg actactacct cttaggctgg gagataggga ctgagtgggg cactatgaca 780
tctaatggtc tggctaagtt ctcgtggttt ttgaaagatc tcgagattca gccaggtaaa 840
acactgaggt ag 852
<210> 3
<211> 283
<212> PRT

<213> Trinh tu chua biét
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<220>
<223> AR15G-90-3
<400> 3
Val Thr Ile Thr Pro Ser Thr Thr Pro Gln Gln Leu Arg Ala
1 5 10 15
Leu Arg Tyr Pro Gly Asn Ser Ser Ser Pro Val Asp Leu Asn
20 25 30
Gly Val Tyr Asp Val Leu Leu Glu Ile Asn Pro Trp Asn Met
35 40 45
Ala Asp Gly Phe Gln Thr Ile Val Val Asp Leu Ile Asn Gly
50 55 60
Lys Val Ser Ser Asp Leu Ala Asn Val Tyr Pro Pro Asn Trp
65 70 75 80
Gly Tyr Pro Glu Ile Ile Ile Gly Arg Lys Pro Trp Thr Thr
85 90 95
Tyr Asn Gly Leu Gly Val Glu Phe Pro Met Arg Val Arg Asp
100 105 110
Pro Phe Val Ile Ser Phe Tyr Ile Cys Val Glu His Leu Asp
115 120 125
Met Asn Phe Asn Ile Ala Ala Asp Ala Trp Ile Val Arg Glu
130 135 140
Ala Met Ser Leu Gly Met Pro Pro Ala Lys Gly Asp Leu Glu
145 150 155 160
Val Trp Leu Phe Ser Gln Asn Leu Asn Pro Ala Gly Arg Lys
165 170 175
Glu Glu Val Val Pro Ile Ser Ile Asn Gly Ser Val Ile Glu
180 185 190
Phe Glu Val Trp Arg His Asp Ser Val Glu Trp Gly Gly Trp
195 200 205
Ile Ala Phe Arg Pro Lys Met Trp Gly Ile Arg Cys Gly Tyr
210 215 220
Tyr Asn Pro Ile Asp Phe Val Thr Ala Ala Ser Lys Tyr Ala
225 230 235 240
Asp Ile Ser Asp Tyr Tyr Leu Leu Gly Trp Glu Ile Gly Thr
245 250 255
Gly Thr Met Thr Ser Asn Gly Leu Ala Lys Phe Ser Trp Phe
260 265 270
Asp Leu Glu Ile Gln Pro Gly Lys Thr Leu Arg
275 280
<210> 4
<211> 852
<212> ADN
<213> Trinh tu chua biét
<220>
<223> AR15G-90-3
<400> 4
gtgaccatca cgccgagtac aacacctcaa cagctcagag ctataacctt
ggcaactctt cttcgcctgt agatctcaac agcgatggtg tttacgatgt
ataaacccgt ggaatatgga gaaagccgac ggatttcaga caatagttgt
aacggtgtta ttaaggtgag ctctgatcta gccaatgtat acccaccgaa
ggctaccctg agataatcat cggtagaaag ccgtggacta cgtactacta
ggcgtagaat ttcctatgag agtacgcgac gctaaacctt ttgtaatctc
tgcgtagagc acctagaccc atcgatgaac ttcaacatag cggctgacgc
agagaaagca ttgcgatgag cttgggtatg ccgcctgcta aaggagatct
gtgtggctct tcagccaaaa ccttaaccca gctggtagga aaatcgggga
cccatatcta tcaacgggag tgttatagaa gctgttttcg aggtctggag
gttgagtggg gtgggtggca gtatatagcg tttaggccta agatgtgggg
ggctatatag cgtacaaccc tatagacttc gtgactgcag cgtctaagta
gatatatctg actactacct cttaggctgg gagataggga ctgagtgggg
tctaatggtc tggctaagtt ctcgtggttt ttgaaagatc tcgagattca
acactgaggt ag
<210> 5
<211> 21
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> M6 ta trinh tu nhén tao: doan mdi.
<400>
gtgaccatca cgccgagtac a
<210> 6
<211> 19
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> M6 ta trinh ty nhan tao: doan mdi.
<400> 6

ctacctcagtgtt ttacctggce

Ile Thr

Ser Asp

Glu Lys

vVal Ile

Ala Asn

Tyr Tyr

Ala Lys

Pro Ser

Ser Ile

Ile Met

Ile Gly

Ala Val

Gln Tyr

Ile Ala

Thr Phe

Glu Trp

Leu Lys

gagatacccc
tcttttagag
agacctaatt
ctgggctaat
caacggctta
gttctatata
ctggattgtt
agagataatg
ggaagtagta
acatgatagc
gattaggtgce
cgctacattc
cactatgaca
gccaggtaaa

852

21

19

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



<210> 7

<211> 28

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

26935

<223> M6 ta trinh tu nhan tao: doan mdi.

<400> 7

caccatggtg accatcacgc cgagtaca

<210> 8
<211> 388
<212> PRT

<213> Ignisphaera aggregans DSM17230

<220>

<223> Ho glycosit hydrolaza 12

<400> 8
Met Ala Val Ser Gly Leu
1 5
Leu Leu Ala Leu Gly Ile
20
Thr Ile Val Thr Glu Thr
35
Ile Ile Gln Gln Glu Thr
50 55
Ile Glu Gly Ile Val Arg
65 70
Val Thr Ser Ile Ala Thr
85
Val Tyr Gln Thr Val Ser
100
Ser Pro Met Ser Ile Ile
115
Lys Thr Leu Asp Ile Asn
130 135
Ile Asn Pro Trp Asn Met
145 150
Ile Asn Leu Ser Thr Arg
165
Val Ser Pro Ala Glu Trp
180 :
Arg Lys Pro Trp Asp Tyr
195
Pro Met Lys Ile Ser Glu
210 215
Cys Ile Asp Arg Leu Asp
225 230
Ala Trp Ile Val Arg Glu
245
Ser Gln Gly Asp Ile Glu
260
Gln Pro Ala Gly Ser Arg
275
Asn Gly Thr Lys Tyr Tyr
290 295
Val Pro Trp Gly Gly Trp
305 310
Ser Ile Arg Cys Gly Ser
325
Ala Leu Ser Lys Tyr Thr
340
Leu Asp Trp Glu Ile Gly
355
Ile Ala Ile Phe Glu Trp
370 375
Ile Glu Ile Lys
385
<210> 9
<211> 338
<212> PRT

Gln Ile Ile Val Val Ile Leu Val
10 15
Tyr Ile Val Ile Gly Gly Pro Gly
25 30
Ile Thr Tyr Thr Glu Thr Val Pro
40 45
Lys Thr Ile Thr Thr Ile Ile Pro
60
Glu Thr Thr Thr Glu Thr Gln Tyr
75 80
Val Thr Met Thr Ser Ile Leu Thr
90 95
Gln Thr Ile Tyr Thr Thr Thr Thr
105 110
Leu Glu Tyr Pro Lys Asp Leu Ser
120 125
Gly Asp Gly Ile Ser Asp Val Lys
140
Arg Ser Ala Gln Gly Tyr Gln Lys
155 160
Ser Ile Lys Phe Ile Ser Asn Leu
170 175
Thr Asn Gly Tyr Pro Glu Ile Tyr
185 190
Ser Tyr Val Asn Gly Phe Gly Val
200 205
Leu Lys Pro Phe Val Val Ser Phe
220
Pro Ser Met Asn Phe Asn Ile Ala
235 240
Ser Ile Ala Arg Asn Ala Gly Ala
250 255
Ile Met Val Trp Leu Phe Asn Gln
265 270
Ile Gly Glu Glu Ile Leu Pro Ile
280 285
Lys Thr Phe Glu Val Trp Lys Met
300
Asp Tyr Ile Ala Phe Lys Pro Lys
315 320
Val Val Tyr Asp Pro Thr Gln Phe
330 335
Asp Gly Ile Asp Ile Ser Asn Tyr
345 350
Thr Glu Trp Gly Ser Arg Thr Ser
360 365
Thr Ile Arg Asp Phe Met Ala Ile
380

<213> Trinh tu chua biét

<220>

Ile
Thr
Arg
Thr
Thr
Ser
Ile
Thr
Val
Met
Thr
Ile
Ala
Tyr
Ala
Ser
Asn
Val
Asn
Asp
Val
Tyr
Asn

Pro

Ala
Lys
Thr
Thr
Thr
Thr
Thr
Val
Ala

Ile

Ile
Asp
Pro
Leu
Ile
Ser
Trp
Lys
Leu
Gly

Gly

<223> Trinh ty axit amin m& hdéa bdi khung doc md md AR15G-90B

<400> 9
Met Ser Arg Lys Thr Ala
1 5
Val Ile Gly Phe Leu Ala
20
Thr Val Thr Thr Thr Val
35
Thr Thr Thr Ile Thr Thr

Val Tyr Ile Ala Ile Ala Leu Leu Thr Leu

10 15

Gly Tyr Gln Tyr Gly Val Ser Arg Val Glu

25 30

Thr Thr Thr Ala Thr Thr Thr Phe Tyr Ser

40 45

Thr Val Thr Ile Thr Pro Ser Thr Thr Pro
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50 55
Gln Gln Leu Arg Ala Ile
65 70
Pro Val Asp Leu Asn Ser

85
Asn Pro Trp Asn Met Glu
100
Leu Ile Asn Gly Val
115

Tyr Pro Pro Asn
130
Pro Trp Thr

Asp

Trp Ala

135

Thr Tyr
150

Arg Val Arg Asp Ala
165

Glu His Leu Asp

180
Ile Val Arg Glu
195
Gly Asp Leu Glu

Lys
145
Met

Val Pro

Trp Ser

Lys Ile

Thr Leu Arg

26935

60
Tyr Pro Gly

75

Asp Gly Val
90
Lys Ala Asp
105
Ile Lys Val
120
Asn Gly Tyr

Tyr Tyr Asn

Tyr Asp Val

Gly Phe Gln
110
Ser Ser Asp
125
Pro Glu Ile
140
Gly Leu Gly

155

Pro Phe
170
Ser Met Asn

185
Ala Met

Arg

Ile
200

Met Val Trp

Val Ile Ser

Phe Asn Ile

190

Ser Leu Gly
205

Leu Phe Ser

Asn Ser
80
Leu Leu
95
Thr Ile

Leu Ala

Ile Ile

Val Glu
160
Phe Tyr
175
Ala Ala

Met Pro

Gln Asn

210
Pro
225

Gly Ser Val Ile Glu Ala

Glu

Ala Gly Arg Lys

215

230

245

Trp Gly Gly Trp Gln

260

Val
275

Ala Ser Lys Tyr Ala Thr

290

Trp Glu Ile Gly Thr Glu

305

Lys Phe Ser Trp Phe Leu

Leu Arg
<210> 10
<211> 1017
<212> ADN

Arg Cys Gly Tyr Ile

Ile

Gly Glu G

Val Phe G

220
lu Val Val
235

lu Val Trp

250

Tyr Ile A
265
Ala Tyr A

280
Phe Asp I

295

310

325

la Phe Arg

Ile

285

le Ser Asp
300

sn Pro

Trp Gly Thr Met Thr Ser

315

330

<213> Trinh tu chua biét

<220>0@

<223> Khung doc mda md AR15G-90B

<400> 10
atgagtagaa
ctagcaggtt
actgcaacca
agtacaacac
cctgtagatc
atggagaaag
gtgagctctg
atcatcggta
atgagagtac
gacccatcga
atgagcttgg
caaaacctta
gggagtgtta
tggcagtata
aaccctatag
tacctcttag
aagttctcgt
<210> 11
<211> 338
<212> PRT
<213>
<220>
<223>
<400>
Met
1
Val

11

Thr
35

Thr
50

Gln
65
Pro

Ser Arg Lys Thr
Ile Gly Phe
Val Thr Thr
Thr Thr Ile
Gln Leu Arg

Val Asp Leu

agacagctgt
accagtacgg
caacgtttta
ctcaacagct
tcaacagtga
ccgacggatt
atctagccaa
gaaagccgtg
gcgacgctag
tgaacttcaa
gtatgccgec
acccagctgg
tagaagctgt
tagcgtttag
acttcgtgac
gctgggagat
ggtttttgaa

AR15G-90B-15

5
Leu

20

Thr

Thr

Ala
70

85

Ala

Ala

Val

Thr

Ile

Asn Ser

ttacatagct
tgttagcaga
tagcactaca
cagagctata
tggtgtttac
tcagacaata
tgtataccca
gactacgtac
accttttgta
catagcggct
tgctaaagga
taggaaaatc
tttcgaggtce
gcctaagatg
tgcggcgtcet
agggactgag
agatctcgag

Trinh tu chua biét

Val Tyr I
10
Tyr G

25

Gly

Thr
40

Thr

55

Thr

Asp
90

atagctctgce
gtagagactg
actataacca
accttgagat
gatgttcttt
gttgtagacc
ccgaactggg
tactacaacg
atctcgttct
gacgcctgga
gatctagaga
ggggaggaag
tggagacatg
tggggggtta
aagtacgcta
tggggcacta
attcagccag

le Ala Ile

1ln Tyr Gly

Thr Thr Ala Thr Thr

45

Val Thr Ile Thr Pro

60

Leu Arg Tyr Pro Gly Asn

75

Gly Val Tyr Asp Val

Ile Ser
240

Asp

Pro

His
255
Lys

Arg
Pro Met
270
Asp

Phe Val

Tyr Tyr Leu
Asn Gly
320

Lys Asp Leu Glu Ile Gln Pro Gly

335

taacccttgt
taaccacaac
ctactgtgac
accccggcaa
tagagataaa
taattaacgg
ctaatggcta
gcttaggcgt
atatatgcgt
ttgttagaga
taatggtgtg
tagtacccat
atagcgttga
ggtgcggcta
cattcgatat
tgacatctaa
gtaaaacact

Ala Leu Leu
15
Val Ser

30

Arg

Thr Phe

Ser Thr
Ser
80

Leu Leu

95
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Ser Ser

Glu Ile

Val val

Asn Val

Gly Arg

Phe Pro

Ile Cys

Asp Ala

Pro Ala

Leu Asn

Ile Asn

Ser Val

Trp Gly

Thr Ala

Leu Gly

Leu Ala

Lys Thr

aataggcttt
tgttacaaca
catcacgccg
ctcttctteg
cccgtggaat
tgttattaag
ccctgagata
agaatttcct
agagcaccta
aagcattgcg
gctcttcage
atctatcaac
gtggggtggg
tatagcgtac
atctgactac
tggtctggct
gaggtag

Thr Leu

Val Glu
Tyr Ser
Thr Pro
Ser Ser

Glu Ile

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

1017



26935

Asn Pro Trp Asn Met Glu Lys Ala Asp Gly Phe Gln Thr Ile
100 105 110
Asp Leu Ile Asn Gly Val Ile Lys Val Asn Ser Asp Leu Ala
115 120 125
Tyr Pro Pro Asn Trp Ala Asn Gly Tyr Pro Glu Ile Ile Ile
130 135 140
Lys Pro Trp Thr Thr Tyr Tyr Tyr Asn Gly Leu Gly Val Glu
145 150 155 160
Met Arg Val Arg Asp Ala Arg Pro Phe Val Ile Ser Phe Tyr
165 170 175
Val Glu His Leu Asp Pro Ser Met Asn Phe Asn Ile Ala Ala
180 185 190
Trp Ile Val Arg Glu Ser Ile Ala Met Ser Leu Gly Met Pro
195 200 205
Lys Gly Asp Leu Glu Ile Met Val Trp Leu Phe Ser Gln Asn
210 215 220
Pro Ala Gly Arg Lys Ile Gly Glu Glu Val Val Pro Ile Ser
225 230 235 240
Gly Ser Val Ile Glu Ala Val Phe Glu Val Trp Arg His Asp
245 250 255
Glu Trp Gly Gly Trp Gln Tyr Ile Ala Phe Arg Pro Lys Met
260 265 270
Ile Arg Cys Gly Tyr Ile Ala Tyr Asn Pro Ile Asp Phe Val
275 280 285
Ala Ser Lys Tyr Ala Thr Phe Asp Ile Ser Asp Tyr Tyr Leu
290 295 300
Trp Glu Ile Gly Thr Glu Trp Gly Thr Thr Thr Ser Asn Gly
305 310 315 320
Lys Phe Ser Trp Phe Leu Lys Asp Leu Glu Ile Gln Pro Gly
325 330 335
Leu Arg
<210> 12
<211> 1017
<212> ADN
<213> Trinh tuy chua biét
<220>0e
<223> AR15G-90B-15
<400> 12
atgagtagaa agacagctgt ttacatagct atagctctgc tgacccttgt
ctagcaggtt accagtacgg tgttagcaga gtagagactg taaccacaac
actgctacca caacgtttta tagcactaca actataacca ctactgtgac
agtacaacac cacaacagct cagagctata accttgagat accccggcaa
cctgtagatc tcaacagcga tggtgtttac gatgttcttt tagagataaa
atggagaaag ccgacggatt tcagacaata gttgtagacc taattaacgg
gtgaactctg atctagccaa tgtataccca ccgaactggg ctaatggcta
atcatcggta gaaagccttg gactacgtac tactacaacg gcttaggcgt
atgagagtac gcgacgctag accttttgta atctcgttct atatatgcgt
gacccatcga tgaacttcaa tatagcggct gacgcctgga ttgttagaga
atgagcttgg gtatgccgcc tgctaaaggg gatctagaga taatggtgtg
caaaacctta acccagctgg taggaaaatc ggggaggaag tagtacccat
gggagtgtta tagaagctgt tttcgaggtc tggagacatg atagcgttga
tggcagtata tagcgtttag gcctaagatg tgggggatta ggtgcggcta
aaccctatag acttcgtgac tgcggcatct aagtatgcta catttgatat
tacctcttag gctgggagat agggactgag tggggcacta cgacatctaa
aagttctcgt ggtttttgaa agatctcgag attcagccag gtaaaacact
<210> 13
<211> 35
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> M6 ta trinh tu nhan tao: doan mdi.
<400> 13
atgagtagaa agacagctgt ttacatagct atagc
<210> 14
<211> 39
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> M® ta trinh tu nhan tao: doan mdi.
<400> 14

caccatgagt agaaagacag ctgtttacat agctatagc
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Val val

Asn Val

Gly Arg

Phe Pro

Ile Cys

Asp Ala

Pro Ala

Leu Asn

Ile Asn

Ser Val

Trp Gly

Thr Ala

Leu Gly

Leu Ala

Lys Thr

aataggcttt
tgttacaaca
catcacgccg
ctcttcttcg
cccgtggaat
tgttattaag
ccctgagata
agaatttcct
agagcaccta
aagcattgcg
gctcttcagce
atctatcaac
gtggggtggg
tatagcgtac
atctgactac
tggtctggcet
gaggtag

35

39

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

1017





