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Linh vue ky thuit dwoc dé cip

Sang ché dé cap dén xenlobiohydrolaza chiu nhiét, polynucleotit ma héa enzym
ndy, vecto bidu hién enzym ndy, thé bién nap chira vecto nay, va phuong phap san xuat

san phidm phan giai xenluloza bing enzym nay.
Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

Trong nhing nim gan ddy, viéc phat trién cac ngudn ning lugng thay thé ddu mo
ngdy cang tré nén quan trong, do cic vin d& v& méi trudong, nhu trai dat néng 1én va 6
nhidm béu khi quyén, cling nhu quan ngai lién quan dn viéc cung cdp niang luong cho
cac phuong tién van tai, bao gdm gia ting dang ké gia dau thd va can kiét ngudn dau thd
trong tuong lai gan (san xuit diu muc cao nhat). Sinh khéi thuc vt hodc lignoxenluloza
13 ngudn ning luong tai tao phong phu nhét trén trai dit, duoc mong doi 13 ngudn ning
luong thay thé cho ddu mo. Lignoxenluloza 13 thanh phin chinh cua sinh khéi thuc vt
- khé va bao gdm cac polysacarit, nhu xenluloza, hemixenluloza, va lignin. Cac polysacarit
ndy cé thé dugc thiy phan thanh cdc monosacarit, nhur glucoza va xyloza boi glycosit
hydrolaza, nhu xenlulaza hodc hemixenlulaza va st dung lam nhién liéu sinh hoc hodc

nguyén li€u hda hoc.

Lignoxenluloza 13 hop chit ¢6 cu tric rat phirc tap, nén rat khé c6 thé phan giai
hodc thiy phin dwoc bing mdt enzym duy nhdt. Do d6, dé phan gidi hoan téan
lignoxenluloza thudng cén ba loai enzym, bao gdm endoglucanaza (xenlulaza hoic 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), va cling
can bd sung nhiéu enzym khac bao gdm hemixenlulaza xylanaza (endo-1,4-B-xylanaza,
EC 3.2.1.8) va c4c enzym khac phan giai thanh t€ bao thuc vat, nhu B-xylosidaza (EC
3.2.1.37).
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Trong quy trinh thong thuong dé san xuét etanol sinh hoc bing ngudn nguyén liéu
ban dau 13 lignoxenluloza, co chét ban diu c6 ndng d6 chat rin cao ndm trong khoang tir
30% dén 60% da duogc sir dung dé dat duoc hiéu sudt ning lugng bién ddi thanh etanol
cao hon. Tuy nhién, khi néng dd chét ran trong co chét cao, thi phan Gng enzym thuy
phan lignoxenluloza hau nhu khéong thé x4y ra do d6 nhét cao cta dung dich sinh khéi da

“thiiy phan. Do d6, bang cach str dung enzym chiu nhiét va thyuc hién phan tng thiy phan
bang enzym & nhiét d6 cao, vi du 65°C hoic cao hon, thi ngoai vi¢c tang tbc do phan tng
- thity phan, d6 nhét ciia dung dich sinh khdi da thiy phén ciing dugc giam xudng, nhd viy
c6 thé rat ngan dugc thoi gian thiy phan va giam lugng enzym cén st dung. Mit khac,
khi thyc hién phan Gmg & nhiét d6 cao, thi c6 thé ngdn nglra dugc su ting sinh cda cac vi
khudn khéng mong mudn trong phan tng enzym. Do d6, c¢6 nhu ciu phat trién cac enzym

glycosit hydrolaza c6 d¢ on dinh nhiét cao

Xenlulaza c6 hoat tinh trong moi truong nhiét do cao da dugc phan lap tir vi ndm
soi wa nhiét va vi khuin wa nhiét va cc vi sinh vt twong tu, nhung phdn Ién cac
xenlulaza nay c6 hoat tinh endoglucanaza, hoat tinh xylanaza, hoat tinh xylosidaza hodc
hoat tinh glucosidaza, va rit it c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza, déng vai trd quan trong
trong thuy phan lignoxenluloza, di dugc phin 14p. Tuy nhién, trong s§ cac
xenlobiohydrolaza hoat héa thiy phin tir cic diu khong khir cia xenluloza,
xenlobiohydrolaza GH6 c6 nhiét do t6i wu vugt qua 75°C dd duoc ghi nhan (vi dy, xem
Tai liéu Patent 1).

Mot sd xenlobiohydrolaza khéng chi chita ving xtc tac thiy phan xenluloza, ma
con chira ving ciu tric c6 chirc ning gan két xenluloza ciing dwoc goi 13 “ving céu triic
gin két cacbonhydrat” (carbohydrate binding module - CBM). Mic du khong c6 hoat
tinh phan giai, nhung ban than ving ciu tric gin két cacbonhydrat c6 kha ning gin két
v6i xenluloza. Cac chirc niang d3 biét ciia ving céu tric gin két cacbonhydrat bao gdm
lam tang ndng d6 ctia ving xuc tac trong ving ln cin cla co chét bing cach hip thu vao
co chét khong hoa tan, nhd d6 1am ting tdc do phan giai xenluloza, va phan cét lién két
hydro giita cac chudi xenluloza nhd gin két ving cdu tric gin két cacbonhydrat, va pha
hiy c4u tric tinh thé. (Tai liéu phi sang ché 1 va 2). Hon nita, khi ving céu tric gin két
cacbonhydrat dugc loai b khoi xenlobiohydrolaza phan giai xenluloza tinh thé, thi mic
du kha nang phan Gng voi co chit hoa tan khong thay dbi, nhung hoat tinh phan gii va 4i
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luc véi xenluloza tinh thé giam dang ké, do d6 ving cAu tric gin két cacbonhydrat 13 can
cho hoat tinh phan giai xenluloza tinh thé ciia enzym xenlobiohydrolaza (Tai liéu phi
sang ché 3).

Tai liéu vién dan
Tai liéu Patent 1: Cong bd don Patent quéc t& s6 2014/157492.

Tai liéu phi sang ché 1: Bolam et al., Biochemical Journal, 1998, vol. 331, pp.
775-781.

Tai liéu phi sang ché 2: DIN et al., Proceedings of the National Academy of
Sciences USA, 1994, vol. 91, pp. 11383-11387.

Tai li€u phi sang ché 3: Riedel et al., FEMS Microbiology Letters, 1998, vol. 164,
pp- 261-267.

Ban chét ky thuit ciia sang ché

Muc dich cia sang ché 13 d& cdp dén xenlobiohydrolaza chiu nhiét ¢ ving céu
trac gén két cacbonhydrat thé hé méi va c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza it nhat & nhiét 4o
bing 95°C va 105°C trong su c6 mit cia ion canxi, polynucleotit m3 héa enzym nay,
vecto biéu hién enzym nay, 'thé bién nap chira vecto nay, va phuong phap san xuét san

- pham phan giai xenluloza bing enzym nay.

Pé dat dugc muc dich néu trén, cic tic gia sang ché di thu nhan thanh céng
xenlobiohydrolaza chiu nhiét c6 trinh ty axit amin thé hé méi béng cach chiét tich ADN
truc tiép tir dat c6 nhiét d6 cao & khu vuc subi nudc néng va giéf trinh tu bd gen cua hé vi
sinh vat khé nuéi cdy ldy tir méi trudong nay va hoan thanh sang ché.

Cu thé, xenlobiohydrolaza chiu nhiét, polynucleotit, vecto biéu hién, thé bién nap,
phuong phap san xuit xenlobiohydrolaza chiu nhiét, hén hop glycosit hydrolaza, va
phwong phép san xuit san phim phan giai xenluloza theo sang ché dugc mé ta trong cac

phuong an tir 1 dén 12 dudi day.

1. Xenlobiohydrolaza chiu nhiét, chira viing ciu triic gin két xenluloza bao gdm:
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(A1) polypeptit cé trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1;

(B1) polypeptit ¢6 trinh tu axit amin duoc tao ra bang cach loai bo, thay thé hozc
bd sung tir 1 dén 20 axit amin trén trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, va c6

chirc nang gan két xenluloza; hoac

(C1) polypeptit c6 trinh tyr axit amin c6 dd twong dong bang 70% hoic cao hon so
v6i tinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, va cé chirc nang gin két xenluloza,
va cling c6 vung xuc tac xenlobiohydrolaza, trong d6 xenlobiohydrolaza chiu nhi€t nay
c6 hoat tinh thily phan co chét Avicel truong né lién hop axit phosphoric it nhat & nhiét
d6 bang 95°C va d6 pH bang 5,5.

2. Xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo phuong an 1, trong dé viung xuc téc

xenlobiohydrolaza bao gom:

(A2) polypeptit ¢6 trinh tu axit amin tir gdc leuxin & vi tri s6 164 dén gdc prolin &
vi tri 86 590 ctia trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ 1D NO.3,

(B2) polypeptit c6 trinh tyr axit amin dugc tao ra biang cach loai bé, thay thé hodc
bd sung tir 1 dén 20 axit amin trén trinh ty axit amin tir gbc leuxin & vi tri s6 164 dén gbc
prolin & vi tri s6 590 cia trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3, va c6 hoat tinh
thiy phan co chit Avicel truong né lién hop axit phosphoric it nhét & nhiét do bang 95°C
va do pH bang 5,5, hoic

(C2) polypeptit c6 trinh tr axit amin c6 d6 twong ddng bang 70% hoic cao hon so
v6i trinh tur axit amin tir gbc leuxin & vi tri s6 164 dén dén gdc prolin & vi tri s6 590 cua
trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3, va c6 hoat tinh thiy phén co chét Avicel
treong nd lién hop axit phosphoric it nhat 6 nhiét d6 bang 95°C va d6 pH bang 5,5.

3. Xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo phuong én 1, bao gém:
(A3) polypeptit cé trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3,

(B3) polypeptit ¢6 trinh tyr axit amin dugc tao ra bang cach loai bo, thay thé hoic
bd sung tir 1 dén 20 axit amin trén trinh tw axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3, va c6

hoat tinh thity phan co chat Avicel truong né lién hop axit phosphoric it nhit & nhiét d6
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bang 95°C va do pH bang 5,5, hoic

(C3) polypeptit co trinh ty axit amin c6 do tuong dong bang 70% hoic cao hon so
v6i trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3, va c6 hoat tinh thiy phan co chat
Avicel truong né lién hop axit phosphoric it nhat & nhiét d6 bang 95°C va d6 pH bang 5,5.

4. Xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo phuong 4n bat ky trong sb cac phuong an tir
1 dén 3, trong d6 xenlobiohydrolaza chiu nhiét ny ¢6 hoat tinh thily phan co chét Avicel
truong né lién hop axit phosphoric it nhit & nhiét d6 bang 105°C va do pH bang 5,5 trong

su c6 mat cuia ion canxi.
5. Polynucleotit, c6

(al) trinh tu nucleotit ma héda polypeptit co trinh tr axit amin nhu néu trong SEQ
ID NO.1,

(bl) trinh tu nucleotit m& hoéa polypeptit cé trinh tu axit amin dugc tao ra bang
cach loai bo, thay thé hodc bd sung tir 1 dén 20 axit amin trén trinh tu axit amin nhu néu

trong SEQ ID NO.1, polypeptit nay ¢ chirc nang gin két xenluloza,

(c1) trinh tu nucleotit ma hoéa polypeptit cé trinh tu axit amin c6 do tuong dong
bang 70% hoic cao hon so véi trinh tir axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, polypeptit

nay cé chirc nang gan ket xenluloza, hodc

(d1) trinh tu nucleotit c6 d6 twong dong biang 80% hodc cao hon so véi trinh ty
nucleotit nhu néu trong SEQ ID NO.2, va ma hda polypeptit c6 chirc ning gin két

xenluloza.
6. Polynucleotit theo phuong 4n 5, bao gdm:

(a2) trinh tu nucleotit ma hoa polypeptit ¢ trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ
ID NO.3,

(b2) trinh tu nucleotit ma hoa polypeptit ¢ trinh tu axit amin dugc tao ra bang
cach loai bd, thay thé hodc bd sung tir 1 dén 20 axit amin trén trinh tu axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.3, polypeptit nay c6 hoat tinh thiuy phén co chét Avicel truong né lién
hop axit phosphoric it nht & nhiét d6 bang 95°C va d pH bang 5,5,
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(c2) trinh tu nucleotit ma héa polypeptit cé trinh tu axit amin c6 dd tuong dong
bing 70% hoic cao hon so v6i trinh fir axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3, polypeptit
nay c6 hoat tinh thily phan co chit Avicel truong né lién hop axit phosphoric it nhét &
nhiét d6 bang 95°C va d6 pH bang 5,5, hoic

(d2) trinh tr nucleotit cé d6 twong dong bing 80% hodc cao hon so véi trinh tu
nucleotit nhu néu trong SEQ ID NO.4, va mi héa polypeptit c6 hoat tinh thity phan co
chit Avicel truong né lién hop axit phosphoric it nhit & nhiét d9 bang 95°C va do pH
bing 5,5.

7. Polynucleotit theo phuong an 5 hodc 6, trong do polypeptit nay cling cé hoat
tinh thiy phén co chit Avicel truong né lién hop axit phosphoric it nhit & nhiét do bing

105°C va d6 pH bang 5,5 trong su c6 mit clia ion canxi.

8. Vecto biéu hién, chira polynucleotit theo phuong 4n bét ky trong s6 cac
phuong 4n tir 5 dén 7, va ¢6 kha niang biéu hién polypeptit c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza

& t€ bao vat chil.
9. Thé bién nap E. coli, chita vecto biéu hién theo phurong 4n 8.

10. Phwong phdp san xudt xenlobiohydrolaza chiu nhiét, trong d6
xenlobiohydrolaza chiu nhiét ndy dugc san xuét bang cach biéu hién xenlobiohydrolaza

chiu nhiét nay tir vecto biéu hién trong thé bién nap E. coli theo phuong 4n 9

11. Hon hop glycosit hydrolaza, chira xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo phuong
4n bét ky trong sb cac phuong 4n tir 1 dén 4, hoic xenlobiohydrolaza chiu nhiét ma héa
b6i polynucleotit theo phuong 4n bat ky trong sb cac phuong 4n tir 5 dén 7, va it nhit mét
glycosit hydrolaza khac. |

12. Phuong phép san xuit san phdm phan giai xenluloza, bao gdm buéc tao ra
san phdm.phan giai xenluloza bang cach cho nguyén liéu chira xenluloza tiép xuc véi
xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo phwong 4n bat ky trong sd cic phuong 4n tir 1 dén 4,
xenlobiohydrolaza chiu nhiét m3 héa bdi polynucleotit theo phuong 4n bat ky trong s6
cac phuong 4n tir 5 dén 7, thé bién nap E. coli theo phuong 4n 9, hodc hdn hop glycosit
hydrolaza theo phuong an 11. .
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Xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza it nhét
& nhiét d6 bang 95°C va do pH bang 5,5 va it nhat & nhiét do bang 105°C va do pH bang
5,5 trong su ¢O6 mdt cua ion canxi. Do do, xenlobiohydrolaza chiu nhiét nay thich hop dé

thuy phan nguyén liéu chira xenluloza & nhiét do cao.

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

theo sang ché.
Mo ta van tat cac hinh vé

Fig.1 1a hinh vé thé hién trinh tu axit amin sap thang hang (SEQ ID NO.3) cua
polypeptit ma héa bai khung doc ma mé AR19G-166¢4A va trinh tu axit amin cua vung
chu tric gin két cacbonhydrat 2 (CBM2) ctia a-L-arabinofuranosidaza c6 ngudn goc tlr

cac phan loai Actinomyces Microbispora.

Fig.2 1a hinh v& thé hién két qua phan tich dién di trén gel SDS-PAGE cua protein
AR19G-166c4A-19-2 duge tao ra bang cach biéu hién gen AR19G-166c4A-19-2 & E.
coli trong vi du 1, trong d6 Fig.2A 1a hinh v& thé hién két qua nhudm mau béng CBB, va

Fig.2B Ia hinh anh thé hién két qua phan tich thdm tach Western.

Fig.3 1a biéu dd thé hién két qua do hoat tinh thiy phan PSA (& do pH = 5.5) ¢
cac nhiét do khac nhau, trong sy c6 mdt cia ion canxi hodc trong su Véng mit cua ion
canxi cla protein AR19G-166c4A-19-2 dugc tao ra bang cach bieu hién gen AR19G-
166c4A-19-2 & E. coli va protein AR19G-166-QA dugc tao ra bang cach biéu hién gen
AR19G-166-QA 6 E. coli trong vidu 1.

Fig.4 1a dd thi thé hién két qua do hoat tinh thity phan Avicel (¢ o pH =5,5) ¢ cac
nhiét d6 khac nhau, trong su ¢ mit clia ion canxi hodc trong su Véng mat cua ion canxi
clia protein AR19G-166c4A-19-2 duge tao ra bang cach biéu hién gen AR19G-166¢4A-
19-2 & E. coli va protein AR19G-166-QA duoc tao ra bang cach bieu hién gen AR19G-
166-QA & E. coli trong vi du 1.

Fig.5A la dd thi thé hién dit liéu do sy thay doi mat do huynh quang cla thude

nhudém mau cam SYPRO do sy bién tinh nhiét trong su ¢6 mit cta ion canxi hoac trong
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su Véng mat ctia ion canxi cuia protein AR19G-166c4A-19-2 duoc tao ra béng céch biéu
hién gen AR19G-166c4A-19-2 & E. coli va protein AR19G-166-QA duoc tao ra béng
c4ch biéu hién gen AR19G-166-QA & E. coli trong vi du 1. Fig.5B 14 d0 thi thé hién dao
ham bac nht “-d(Mdt dé hupnh quang)/df’ clia d6 thi ham sb mat d6 huynh quang - nhiét
d6 duoc thé hién trén Fig.5A

Fig.6 1a db thi thé hién két qua do hoat tinh thity phan Avicel (¢ @ pH = 5,5) & céc
nhiét dd khac nhau, trong su ¢ mét cla ion canxi hodc trong su Véng mat cua ion canxi
cta protein AR19G-166-RA va protein AR19G-166c4A-19-2-1 dugc tao ra bang cach bd
sung ving ciu tric gin két cacbonhydrat ciia protein AR19G-166c4A-19-2 protein vao
protein AR19G-166-RA protein. V

M5 ta chi tiét sang ché
Xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché

R4t kho nudi céy nhiéu vi sinh vAt, bao gém vi nAm soi, vi khuéh, va vi khuén ¢
va khoang 99% vi sinh vat séng trong méi trudng, nhu dat Ia chua dugc biét dén. Dic
biét, rit kho nudi céy duoc vi sinh vat séng trong trong mdi trudng c6 nhiét do cao, va
chi 0,1% hoac thép hon vi sinh vat séng trong moi truong tu nhién da dugc phan lap va
nudi cdy bang cac ky thuat nudi ciy da biét. Viéc khé nudi cdy vi sinh vét sdng trong
trong mdi trudng c6 nhiét dd cao 13 mot yéu td can trd su phat trién xenlobiohydrolaza
chiu nhiét. Do d6, su phat trién xenlobiohydrolaza chiu nhiét can ¢6 phutdng phap khong

dwra vao céc k§ thuat phan 14p va nudi ciy thong thuong.

Gan day, do su phat trién clia cac may giai trinh tur thé hé tiép theo cho phép giai
trinh tu duoc hang ty cap bazo, nén cé thé giai trinh tu bd gen cda vi sinh vat chira trong
dat va cac moi truc‘mé turong tw. Bing cach sir dung k¥ thuat phan tich ndy, phuong phép
phan tich hé gen moéi trudong d3 duogc dé cip dén, trong d6 ADN bo gen cla quan thé vi
sinh vat dugc tdng hop tir miu méi trudong, nhu dat, bd gen cia quéan thé vi sinh vét c6
thanh phin khong ddng nhit dwoc giai trinh tu truc tiép toan bd, va dit liéu trinh tu dugc
lip rap bang may tinh song song, dé thiét ké lai trinh tr bd gen clia quan thé vi sinh vat.

Diéu nay gép phin rit ngén thoi gian giai trinh tu bd gen ciia vi sinh vét khé nudi ciy.
Nhu duoc thé hién vi du 1, cac tic gia sang ché d3 chiét tach dugc ADN bd gen
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cta quin thé vi sinh vét séng trong dét c6 nhiét dd cao thu dugc & khu vuc subi nude
néng & cac vung cia Nhat Ban (vi du miu nuéc thu duge & khu vuc subi nuée néng co
nhiét d nim trong khoang tir 58°C dén 78°C chira dét, bun, thim vi sinh vét, mang sinh
hoc va cac loai tuong tu), va thuc hién giai trinh ty ADN bd gen nay, do d6 thu dugc céac
khung doc mid md (Open Reading Frame - ORF) ma hoa céc trinh tuy axit amin twong
ddng v6i cac xenlobiohydrolaza dd biét, sau d6 cac doan mdi dugc thiét ké dya trén
thong tin trinh tu nucleotit ciia cdc khung doc md m¢ thu duoc, va cac gen tiém ning
dugc tach dong tr ADN b gen cua d4t c6 nhiét dd cao & khu vuc sudi nuée nong béng
phuong phap PCR. Cac ADN duogc tach dong PCR duogc bién nap vao E. coli, va céc
protein m3 héa béi cac trinh tu nucleotit ndy dugc biéu hién va sang loc chirc ning bang
cach do hoat tinh phan giai Avicel truong né lién hop axit phosphoric (phosphoric acid
swollen Avicel - PSA). Cudi cung, thu duoc xenlobiohydrolaza chiu nhiét c6 hoat tinh
phan giai PSA (sau day goi tit 13 “AR19G-166c4A-19-2”) tir cac khung doc m3 mé& nay.
Trinh ty axit amin cda AR19G-166¢c4A-19-2 va trinh tu nucleotit ma hoa trinh tu axit
amin ciia AR19G-166c4A-19-2 1an luot nhu néu trong SEQ ID NO.3 va SEQ ID NO.4.

AR19G-166c4A-19-2 c6 ving xtc tac xenlobiohydrolaza va ving ciu tric gin két
cacbonhydrat (sau ddy goi tit 13 CBM). Trong trinh trr axit amin nhwr néu trong SEQ ID
NO.3, 102 gbc axit amin tir gbc xystein & vi tri s6 2 dén gbc xystein & vi tri s6 103 1a
ving ciu trac gin két cacbonhydrat, va 427 gbc axit amin tir gbc leuxin & vi tri s6 164
dén gbc prolin & vi tri s6 590 14 ving xuc tac xenlobiohydrolaza. Trinh tu axit amin cta
ving cdu tric gin két cacbonhydrat ciia AR19G-166c4A-19-2 va trinh ty nucleotit ma
héa trinh tur axit amin ciia ving ciu tric gin két cacbonhydrat cia AR19G-166¢4A-19-2
14n luot nhu néu trong SEQ ID NO.1 va SEQ ID NO.2. Néi cach khac, AR19G-166c4A-
19-2 1a glycosit hydrolaza c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza.

Thuét ngit “hoat tinh xenlobiohydrolaza” duoc dung trong bin md ti dé chi hoat
tinh tao ra xenlobioza bang cach thiy phan diu khong khir ciia co chét chira it nhit mot
hop chéit dugc chon tir nhém bao gdm hop chit chiralién két B-1,3 va lién két B-1,4 va
xenluloza tinh thé, hogc PSA. Vi du vé “hop chét chira lién két B-1,3 va lién két p-1,4”
bao gdm glucan chira lién két B-1,3 va lién két B-1,4 va oligosacarit chtra lién két B-1,3 va
lién két p-1,4.
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Thuét ngit “c hoat tinh” hodc “biéu hién hoat tinh” duogc dung trong ban mo ta dé
chi enzym c6 hoat tinh phan giai it nhit mot co chit va tao ra su khac biét dang ké vé
ham luong diu khir hoic cudng d6 phan tmg tao mau ctia co chét duoc thuy phan khi so

v6i mau doi chimg am.

Do d6, thuit ngit “c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza” dugc dung trong ban mo ta dé
chi enzym c6 hoat tinh phén giai co chit PSA hodc it nhit mot hop chat dugc chon tir
nhém bao gdm hop chit c6 lién két B-1,3 va lién két B-1,4 va xenluloza tinh thé va tao ra
su khac biét dang ké v& ham lugng dau khir hoic cuong do phan tng tao mau cua co chét

duoc thity phan khi so v6i mau d6i chimg am.

Mic du khong c6 hoat tinh phan giai, nhung ban than ving ciu tric gin két
cacbonhydrat ¢6 kha ning gin két v6i xenluloza. Cac chirc ning di biét clia ving ciu
trac gin két cacbonhydrat bao gdm lam ting ndéng d6 clia ving xic tic trong ving lan
can clia co chit bing cach hip thu vao co chit khong hoa tan, nhd d6 1am ting téc do
phan giai xenluloza, va phan cit lién két hydro giita cac chudi xenluloza nhd gin két

ving cAu tric gin két cacbonhydrat, va pha hity cdu tric tinh thé.

Két qué tra ctru trinh ty axit amin cia AR19G-166¢4A-19-2 bing co s& dit liéu
trinh tir axit amin d3 biét cho thdy ving xuc tac xenlobiohydrolaza ctia enzym nay la
gidng hét v6i trinh ty axit amin (SEQ ID NO.10) cia AR19G-166-QA, 1a dot bién mot
axit amin (R299Q) ctia AR19G-166RA bdc 16 Tai li€u Patent 1. Hon nifa, trinh tu axit
amin ciia ving ciu tric gin két cacbonhydrat clia enzym ndy c6 do twong ddng cao nhit
v6i trinh tu axit amin cia ving cdu trc gin két cacbonhydrat 2 cta a-L-
_ arabinofuranosidaza c6 ngudn gbc tir cac phan loai Actinomyces Microbispora (M3 truy
cap Ngan hang gen: ETK36906.1) (SEQ ID NO.9), va bang 64%.

Do AR19G-166c4A-19-2 ¢6 ving xuc tac xenlobiohydrolaza gidng hét nhu dot
bién mot axit amin (R299Q) ciia AR19G-166RA, nén AR19G-166C4A—19—2 co hoat tinh
turong tu nhu AR19G-166RA va AR19G-166QV, véi hoat tinh thily phin manh PSA, va
hoat tinh thuy phan yéu lichenan chta glucan c6 lién két B-1,3 va lién két p-1,4, va
xenluloza tinh thé Avicel. Mt khac, AR19G-166c4A-19-2 hau nhu khéng c6 hoat tinh
thity phan carboxymetyl xenluloza (sau ddy goi tit 13 CMC) hoic laminarin chira glucan
c6 lién két B-1,3 va lién két B-1,6.
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AR19G-166¢c4A-19-2 ¢6 hoat tinh xenlobiohydrolaza it nhéit & nhiét do béng 95°C
va d6 pH bang 5,5. Cu thé, nhu thé hién trong vi du 1, & d6 pH bing 5,5, AR19G-
166c4A-19-2 c6 hoat tinh thiy phan PSA & khoang nhiét d6 rong nim trong khoang tir
50°C dén 105°C, va ciing c¢6 hoat tinh thay phan Avicel & khoang nhiét d6 réng nim
trong khoang tir 50°C dén 99°C.

Hon nfita, trong sy c6 mdt cua ion kim.loai hoéa tri hai, AR19G-166c4A-19-2 cé
hoat tinh xenlobiohydrolaza cao hon hoat tinh xenlobiohydrolaza thu dugc trong su véng
mit cda ion kim loai héa tri hai & nhiét do cao. Cu thé, nhu thé hién trong vi du 1, trong
su ¢O mit cua ion canxi, AR19G-166c4A-19-2 c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza cao hon
hoat tinh xenlobiohydrolaza thu duoc trong su ving mit cia ion canxi & nhiét do 75°C
hodc cao hon. Cu thé, trong su ¢ mit clia ion canxi, AR19G-166c4A-19-2 cé hoat tinh

thily phan PSA it nhit & nhiét d bing 105°C va d6 pH = 5.5.

Nhin chung, & protein c¢6 hoat tinh sinh hoc, mdt hodc nhiéu axit amin c6 thé duge
loai bd, thay thé, hodc bd sung, ma khong lam gidm hoat tinh sinh hoc cia protein nay.
Noéi cach khac, trong AR19G-166c4A-19-2, mdt hodc nhiéu axit amin ciing c6 thé duoc
loai bd, thay thé, hoic bd sung ma khong l1am giam hoat tinh xenlobiohydrolaza ctia

enzym nay.

Xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché c6 ving céu triic gin két
cacbonhydrat bao gdm polypeptit bt ky trong s cac polypeptit tir (A1) dén (C1) sau va
viing xtc tac xenlobiohydrolaza, va c6 hoat tinh thity phan co chét Avicel truong né lién
hop axit phosphoric it nhat & nhiét ¢ bang 95°C va do pH bang 5,5. Do ¢6 ving céu tric
gén két cacbonhydrat, nén xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché c6 hoat tinh
xenlobiohydrolaza cao hon xenlobiohydrolaza chiu nhiét chi chta ving xfic tac

xenlobiohydrolaza.
(A1) polypeptit cé trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1;

(B1) polypeptit c6 trinh tu axit amin dugc tao ra b%mg cach loai bd, thay thé hoic
) sung tir 1 dén 20 axit amin trén trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, va cé

chtc nang gan két xenluloza; hodc

(C1) polypéptit c6 trinh tyr axit amin c6 d6 twong ddng bang 70% hoic cao hon so
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v6i trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, va c6 chitc ning gin két xenluloza.

Khéng c6 gi6i han cu thé vé&° ving xuc tic xenlobiohydrolaza cia
xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché, mién 13 ving ndy c6 hoat tinh thiy phan co
chét Avicel truong né lién hop axit phosphoric it nhét & nhiét d6 bang 95°C va do pH
bing 5,5 khi lién két v6i ving cdu triic gin két cacbonhydrat theo sang ché (tic 13, ving
chu tric gin két cacbonhydrat bao gdm polypeptit bat ky trong s6 cac polypeptit tir (A1)

dén (C1)), va ving x1c tac cé thé duoc chon tir xenlobiohydrolaza chiu nhiét da biét.

Tét hon néu ving xtc tic xenlobiohydrolaza ciia xenlobiohydrolaza chiu nhiét

theo sang ché 12 polypeptit bat ky trong s cc polypeptit tir (A2) dén (C2).

(A2) polypeptit c6 trinh ti axit amin tir gbc leuxin & vi tef s6 164 dén gdc prolin &
vi trf 6 590 ciia trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3,

(B2) polypeptit co trinh tu axit amin dugc tao ra béng cach loai bd, thay thé hoac
bd sung tir 1 dén 20 axit amin trén trinh ty axit amin tir gbc leuxin & vi tri s6 164 dén gbc
prolin & vi tri s6 590 cia trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3, va c6 hoat tinh
thity phan co chét Avicel trrong né lién hop axit phosphoric it nhit & nhiét d6 bang 95°C
va do pH béng 5,5, hoac

(C2) polypeptit ¢6 trinh ty axit amin c6 d twong déng biang 70% hodc cao hon so
'v6i trinh tu axit amin tir gdc leuxin & vi tri s6 164 dén dén gbc prolin & vi tri s 590 ctia
trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3, va c6 hoat tinh thiy phan co chét Avicel
trrong né lién hop axit phosphoric it nhit & nhiét d6 bang 95°C va do pH bing 5,5.

Ving céu tric gin két cacbonhydrat va ving xic tic xenlobiohydrolaza ctia
xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché c6 thé dwoc gin két truc tiép hodc gin két
nho gbc lién két bao gdm it nhit mot g axit amin. Hon nita, ving cdu tric gin két
cacbonhydrat va viing xuc tac xenlobiohydrolaza c6 thé lién két voi ving ciu triic gén két

cacbonhydrat nim & du tan ciing N hoic dau tan cung C.

Vi du vé& xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sing ché bao gdm polypeptit chira
polypeptit bit ky trong sb cac polypeptit tir (A3) dén (C3), hoic polypeptit bit ky trong
s cac polypeptit tir (A3) dén (C3).
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(A3) polypeptit cé trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3,

(B3) polypeptit cé trinh ty axit amin duoc tao ra bang cach loai bo, thay thé hoic
bd sung tir 1 dén 20 axit amin trén trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3, va ¢6
hoat tinh thity phan co chét Avicel truong né lién hop axit phosphoric it nhat & nhiét do
béng 95°C va do pH béng 5,5, or

(C3) polypeptit c6 trinh t axit amin c6 do twong dong bang 70% hoic cao hon so
v6i trinh tr axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3, va c6 hoat tinh thily phan co chat
Avicel trrong né lién hop axit phosphoric it nhit & nhiét d6 bang 95°C va do pH bang 5,5.

Trong céc polypeptit (B1), (B2) va (B3) t6t hon néu s luong axit amin dugc loai
b6, thay thé, hodc bd sung trén trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1 hoic SEQ
ID NO.3 nim trong khoang tir 1 dén 20, t6t hon nita néu nam trong khoang tir 1 dén 10,

va con tot hon nita néu ndm trong khodng tir 1 dén 5.

Khéng c6 gi6i han cu thé v& d6 twong ddng ciia cac polypeptit (C1), (C2) va (C3)
v6i trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1 hozc SEQ ID NO.3 mién 13 nim trong
khoang tir 70% dén 100%, tét hon néu nim trong khoang tir 80% dén 100%, t5t hon nita
néu nim trong khoang tir 85% dén 100%, con tét hon nita néu nam trong khoang tir 90%

dén 100% va tt nhat néu ndm trong khoang tir 95% dén 100%.

Do twong dong trinh tur (d6 twong ddng) gitta cac trinh tu axit amin duge xac dinh
bing phuwong phép sau: & trang thai, trong d6 khoang tréng dugc tao ra & cac vi tri xuét
hién dot bién chén thém hoic loai bd, hai trinh tu axit amin dugc dit canh nhau sao cho
c4c axit amin tuong tng 13 gibng nhau; va ty 1& axit amin giéng nhau so véi tong s trinh
tir axit amin trir di khoang trdng trén trinh tu sdp thing hang duoc xic dinh 1a d6 twrong
ddng trinh ty. PO twong ddng gifra cAc trinh tr axit amin c6 thé dugc xac dinh bing nhiéu
phin mém tra ctru d6 twong ddng da biét trong linh vuc niy. Theo sang ché, d6 tuong
df‘)ng cuda céc trinh tu axit amin dugc xac dinh dua trén trinh tu sép théng hang thu dugc
bang phdn mém tra ciru d6 twong ddong BLASTP.

Cac polypeptit (B1) dén (B3) va (C1) dén (C3) c6 thé dugc thiét ké nhan tao hodc
cing c6 thé 13 thé twong ddng cia AR19G-166¢4A-19-2 va cac bién thé tuong tu, hodc

c4c doan protein cia ching.
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MB&i polypeptit (A1) dén (A3), (B1) dén (B3) va (C1) dén (C3) c6 thé dugc tong
hop héa hoc dua trén trinh tu axit amin, hodc cling c6 thé dugc san xuét boi hé biéu hién
protein st dung polynucleotit theo sang ché. Ngoai ra, mdi polypeptit (B1) dén (B3) va
(C1) dén (C3) ciing c6 thé duoc tong hop nhan tao dwa trén polypeptit c6 trinh tu axit
amin nhu néu trong SEQ ID NO.1 hoic SEQ ID NO.3 bing k¥ thuat tai t6 hop gen dé

chén thém mot hoac nhiéu dot bién axit amin.

Xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché c6 hoat tinh thity phan co chit PSA.
Xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché ciing c¢6 hoat tinh thiy phan céc co chit p-
glucan hoic oligosacarit khac ngoai PSA.Vi du vé cac glucan hoic oligosacarit khac bao
gdm xenluloza tinh thé, nhu Avicel, xenluloza vi tinh thé cta vi khuén (sau day goi tat 1a
BMCC); gidy loc; CMC; oligosacarit chia lién két B-1,4, nhu xenlobioza; xylan; p-
nitrophenyl-p-D-galactopyranosit (sau day g{)i tit 13 PNPGAL); p-nitrophenyl-p-D-
xylopyranosit (sau ddy goi tit 12 PNPX); glucén chtra lién két B-1,3 va lién két B-1,4, nhu
lichenan; glucan chua lién két B-1,3 va lién két B-1,6, nhu laminarin; glucan chta p-1,3
linkages; glucan chira lién két p-1,6; va oligosacarit chira lién két p-1,6, nhu gentiobioza.
Tét hon néu xenlobiohydrolaza éhiu nhiét theo sang ché c6 hoat tinh thity phan co chét

Avicel va lichenan ngoai PSA.

Tét hon néu xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché c6 hoat tinh thiiy phan co
chit Avicel trrong né lién hop axit phosphoric it nhit & d6 pH bang 5,5 va nhiét d6 nim
trong khoang tir 70°C dén 100°C, tt hon nita néu & nhiét d6 nim trong khoang tir 70°C
dén 105°C, va con tét hon nita néu & nhiét d6 nam trong khoang tir 50°C dén 105°C. Tét
hon néu nhiét do t6i vu cia xenlobiohydrolaza chju nhiét theo sang ché nim trong
khoang tir 85°C dén 100°C, va t&t hon nita néu & nhiét ¢ ndm trong khoang tir 90°C dén
100°C.

T6t hon néu xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sing ché c6 hoat tinh
xenlobiohydrolaza it nhit & d6 pH nim trong khoang tir 4,5 dén 6,0, va t6t hon nita néu
xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza & d6 pH nim

trong khoang tir 4,0 dén 6,5.

Hon nfra, trong sy c6 mit cua ion kim loai héa tri hai, t6t hon néu

xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza cao hon hoat
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tinh xenlobiohydrolaza thu duoc trong su ving mit ciia ion kim loai héa tri hai ngay ca &
nhiét d6 cao. Trong su c6 mat cla ion kim loai hoa tri hai, tdt hon néu xenlobiohydrolaza
chiu nhiét theo sang ché c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza it nhat & nhiét do nim trong
khoéng tir 80°C dén 100°C va d6 pH nim trong khoang tir 4,5 dén 5,0, tot hon nita néu
¢6 hoat tinh xenlobiohydrolaza & nhiét d6 nim trong khoang tir 80°C dén 105°C, va do
pH nim trong khoang tir 4,5 dén 6,5, va con tét hon nita néu cé hoat tinh
xenlobiohydrolaza & nhiét dd nim trong khoang tir 50°C dén 105°C, va d6 pH nim trong
khoang tir 4,5 dén 6,5.

Thuét ngtt “chiu nhi¢t” dugc dung trong ban mo ta dé chi xenlobiohydrolaza chiu

nhiét c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza & nhiét d6 nim trong khoang tir 50°C dén 105°C.

Xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché ciing c6 thé c6 hoat tinh thiy phan
xenluloza khic ngoai hoat tinh xenlobiohydrolaza. Vi du vé cac hoat tinh thiry phan
xenluloza khac bao gdm hoat tinh xylanaza, hoat tinh P-galactosidaza, hoat tinh

enddoglucanaaza, hoat tinh xylosidaza hodc hoat tinh B-glucosidaza.

Xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché c6 thé chi chira ving céu tric gin két
cacbonhydrat theo sing ché va ving xtic tic xenlobiohydrolaza chiu nhiét, hodc
xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché ciing c6 thé bao gébm cac ving khéc. Vi du vé
cac ving khac bao gdm ving khac ciia xenlobiohydrolaza da biét ngoai ving xtc tac
xenlobiohydrolaza. Vi du, xenlobiohy‘drolaza chiu nhiét theo sang ché ciing bao gém cac
enzym thu dugc bing cach thay thé ving xtc tic xenlobiohydrolaza trén
xenlobiohydrolaza d3 biét bang polypeptit bit ky trong s6 cac polypeptit tir (A3) dén (C3),
va enzym thu duogc bing cach bd sung polypeptit bit ky trong s6 cac polypeptit tir (A1)

dén (C1) vao xenlobiohydrolaza d3 biét.

Xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché c6 thé ciing chira peptit tin hi¢u cho
phép dich chuyén va dinh vi enzym nay vao ving dic hiéu & té bao, hoic peptit tin hiéu
tao ra tac dung bai tiét enzym ndy ra khoi t& bio & du tin cliing N hozic d4u tan cing C.
Vi du v& peptit tin hiéu bao gdm peptit tin hiéu van chuyén khong bao, peptit tin hiéu duy
tri mang ludi ndi chat, peptit tin hidu van chuyén nhan té bao, va peptit tin hiéu bai tiét.
Vi du v& peptit tin hiéu duy tri mang lu6i ndi chit bao gdm peptit tin hiéu chtra trinh tur
axit amin HDEL. |
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Ngoai ra, xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché ciing c6 thé chira cAc trinh tu
danh ddu khac nhau & dau tin cing N hodc dau tan cung C dé cho phép tinh ché d& dang
khi san xuit enzym nay bang hé biéu hién. Vi du vé céc trinh tu danh déu c6 thé duoc sir
dung bao gém céc trinh tu danh diu thuong dugc st dung trong biéu hién hoic tinh ché
protein t4i t6 hop, nhu trinh ty d4nh ddu His, trinh tu danh diu hemagglutinin (HA), trinh
tu danh ddu Myc, va trinh ty danh d4u Flag.

Noéi cach khac, theo mdt khia canh, xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché
chira polypeptit bt ky trong sb cac polypeptit tir (A3) dén (C3); va khi cin ciing chira it
nhit mot gbe dugc chon tir nhém bao gdm peptit tin hidu va trinh tu danh dau.

Polynucleotit m3 héa xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché

Polynucleotit n€u trén ma hoa xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché.
Xenlobiohydrolaza chiu nhi¢t theo sang ché c6 thé dugc san xudt béng hé biéu hién coa

vét chit thu duoc bing cach chén vecto biéu hién chira polynucleotit ndy vao vat chi.

Cu thé, polynucleotit theo sang ché 13 polynucleotit bao gdm trinh tw nucleotit bét
ky trong sb céc trinh ty nucleotit tir (al) dén (d1), va trinh tu nucleotit ma hoéa polypeptit

c6 vung xuc xenlobiohydrolaza.

(al) trinh ty nucleotit ma héa polypeptit cé trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ
ID NO.1,

(b1) trinh tu nucleotit m3 héa polypeptit c6 trinh tu axit amin dugc tao ra bang
cach loai bd, thay thé hoic bd sung tur 1 dén 20 axit amin trén trinh tu axit amin nhu néu

trong SEQ ID NO.1, polypeptit nay cé chirc ning gin két xenluloza,

(c1) trinh tir nucleotit m3 héa polypeptit c6 trinh tu axit amin c6 dd twong dong
bang 70% hoic cao hon so véi trinh ti axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, polypeptit

nay c6 chic nang gan két xenluloza, hodc

(d1) trinh tu nucleotit c6 dd tuong ddng bing 80% hoic cao hon so Vvéi trinh tir
nucleotit nhu néu trong SEQ ID NO.2, va mé hoa polypeptit cé chirc nang gin két

xenluloza.
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Vi du v& polynucleotit theo sang ché bao gdm polynucleotit chira trinh tu nucleotit
bat ky trong sb cac trinh tu nucleotit tir (a2) dén (d2), va polypeptit chira trinh tw nucleotit
bét ky trong s céc trinh tu nucleotit tir (a2) dén (d2).

(a2) trinh tu nucleotit ma héa polypeptit c6 trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ
ID NO.3,

(b2) trinh ty nucleotit ma héa polypeptit cé trinh tur axit amin dugc tao ra bing
c4ch loai bo, thay thé hodc bd sung tir 1 dén 20 axit amin trén trinh ty axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.3, polypeptit ndy c6 hoat tinh thuy phan co chét Avicel truong né lién
hop axit phosphoric it nhit & nhiét d6 bang 95°C va do pH béng 5,5,

(c2) trinh tu nucleotit ma hoa polypeptit cé trinh ty axit amin c¢6 do tuong dong
bing 70% hoic cao hon so véi trinh tir axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3, polypeptit
ndy c6 hoat tinh thiy phan co chit Avicel truong n& lién hop axit phosphoric it nhit &
nhiét d6 bang 95°C va d6 pH bang 5,5, hodc

(d2) trinh tu nucleotit c6 do tuong déng bang 80% hodc cao hon so véi trinh tu
nucleotit nhu néu trong SEQ ID NO.4, va ma hoa polypeptit cé hoat tinh thuy phén co
chit Avicel truong né lién hop axit phosphoric it nhit & nhiét do bang 95°C va do pH
bing 5,5.

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

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

Thuat ngir “polynucleotit trong dé nucleotit dugc thay thé” dugc dung trong ban

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

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

md ta dé chi nucleotit m&i dugc chén vao polynucleotit.

Vi du v& “céc didu kién nghiém ngit” theo sang ché bao gdm phwong phép dugc
mo ta trong tai liéu: Molecular Cloning - A Laboratory Manual Third Edition (Sambrook
et al., Cold Spring Harbor Laboratory Press). Vi du, cac diéu kién trong dung dich dém
lai héa SSC 6x (thanh phn ciia dung dich SSC 20x: natri clorua 3M, dung dich axit
xitric 0,3M, d6 pH bing 7,0), dung dich Denhardt 5x (thanh phan dung dich Denhardt
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100x: 2% khéi lugng albumin huyét thanh bo, 2% khdi luong ficoll, 2% khéi luong
polyvinylpyrolidon), 0,5% khéi lugng SDS, 0,1mg/mL ADN tinh tring c4 hdi, va 50%
formamit, & nhiét do ndm trong khoang tir 42°C dén 70°C trong vai gid dén qua dém. Sau
khi 0, t&t hon néu dung dich SSC 1x chira 0,1% khdi lugng SDS dugc st dung lam dung
dich dém rtra, va t6t hon nira néu dung dich SSC 0,1x chta 0,1% khéi luong SDS dugc

stt dung lam dung dich dém rua.

T c4c trinh tu nucleotit tir (al) dén (e1) va (a2) dén (e2), c6 thé chon loc dugc bd
ba ma hoéa thoai bién cé tin xudt st dung cao & vét chi. Vi dy, trinh tu nucleotit (al) co
thé 13 trinh tu nucleotit nhu néu trong SEQ ID NO.2, hodc trinh tu nucleotit thu dugc
bing cach cai bién trinh tu nucleotit nhu néu trong SEQ ID NO.2 dé ¢6 bd ba ma héa ¢6
tAn xuét sir dung cao & vat cha ma khong 1am bién dbi trinh tu axit amin cin ma héa bai
trinh ty nucleotit nhu néu trong SEQ ID NO.2. Cac bd ba ma hoa nay co thé dugc cai
bién bang k¥ thuét cai bién trinh tu gen hoic tong hop gen nhan tao da biét.

Polynucleotit cé trinh tu nucleotit nhu néﬁ trong SEQ ID NO.2 hodc SEQ ID
NO.4 c6 thé dugc téng hop hdéa hoc dua trén thong tin vé trinh tu nucleotit hoic
polynucleotit nay c6 thé dugc téng hop du6i dang gen cé chidu dai diy di mi hoa protein
AR19G-166c4A-19-2 (sau day goi tit 1a “gen AR19G-166c4A-19-2” hoic “gen tach
dong AR19G-166¢c4A-19-2”) hoidc doan chirc nang cta nd chira ving chu tric gin két
cacbonhydrat va ving xuc tic xenlobiohydrolaza tir tu nhién bang k¥ thuat ti t6 hop gen.
Gen AR19G-166c4A-19-2 c6 chiéu dai diy da hodic doan chirc ndng ciia né cb thé duoc
téng hop bﬁng cach thu nhin mau chira cac vi sinh v4t tir ty nhién; va thuc hién phuong
phap PCR véi khudn 13 ADN bo gen thu dugc tir miu, va doan moi xudi va doan mdi
nguoc duoc thiét ké dua trén trinh tu nucleoit nhu néu trong SEQ ID NO.2 bang phuong
phép théng thuong. ADN bd sung duoc téng hop bang phan Gng phién ma nguqc tr
khuén 12 ARN thong tin thu dugc tir mau.

Khong cé giéi han cu thé vé do twong ddng cia trinh tu nucleotit (d1) va (d2) so
v6i trinh tir nucleoit nhu néu trong SEQ ID NO.2 hoic SEQ ID NO.4 mién 13 nim trong
khoang tir 80% dén 100%, t6t hon néu nim trong khoang tir 85% dén 100%, t6t hon nita
néu nim trong khoang tir 90% dén 100%, con t&t hon nita néu nim trong khoang tir 95%

dén 100, va t6t nhat néu nim trong khoang tir 98% dén 100%.
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Db twong ddng trinh tu (d6 twong ddng) giita cc trinh tur nucleotit dugc xac dinh
bang phuong phap sau: & trang thai trong d6 khoang trdng duoc tao ra & cac vi tri xudt
hién dot bién chén thém hodc loai bd, hai trinh tu nucleotit dugc dit canh nhau sao cho
cac trinh tu nucleotit twong tmg 13 giéng nhau; va ty 18 cac trinh tu nucleotit giéng nhau
s0 v&i tdng s6 trinh ti nucleotit trir di khoang tréng trén trinh tu sip thing hang dugc xac
dinh 13 d6 tuong d(‘?)ng trinh ty. PJ tuong d@)ng trinh tu gitta cac trinh tu nucleotit cé thé
duoc xac dinh béng nhiéu phén mém tra ciru do tuong déng da biét trong linh vuc nay.
Theo séngb ché, do tuong déng cua cac trinh tu nucleotit dugc xac dinh dua trén trinh tu

sip thdng hang thu dugc bang phin mém tra ctru d6 twong déng BLASTN.

Vi du, mbi polynucleotit c6 trinh tu nucleotit (b1), (b2), (c1), (c2), (d1) hozc (d2)
c6 thé duge tdng hop nhan tao bang cach loai bo, thay thé, hoic bd sung mot hodc nhiéu
nucleotit trong polynucleotit c6 trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO.2 hodc SEQ ID NO.4.
Ngoai ra, trinh tu nucleotit (b1), (b2), (c1), (c2), (d1) hodc (d2) ciing c6 thé 13 trinh tir c6
chiéu dai ddy du ciia gen twong ddng véi gen AR19G-166¢4A-19-2 hodc doan chirc ning
ctia n6. Gen tuong ddng véi gen AR19G-166c4A-19-2 c6 thé thu duoc bang ky thuat gen
t4i t hop ding dé thu nhan gen turong ddng clia gen c6 trinh trr nucleotit da biét.

Polynucleotit theo sang ché cé thé chi chira mién m3 héa ving xic tic
xenlobiohydrolaza va ving céu triic gin két cacbonhydrat, hoic ngoai cac mién nay, thi
polynucleotit theo sang ché ciing c6 thé chira mot hodc nhiéu mién mi héa trinh tur lién

Kkét, petit tin hi€u, trinh tg ddnh dAu khéc nhau, hoic céc trinh tu tudng tu.

No6i cach khac, theo mdt khia canh, polynucleotit theo sang ché chira trinh tu
nucleotit bat ky trong sb céc trinh tw nucleotit tir (a2) dén (e2); va khi cin ciing chira
mién mi hoa it nhit mot géc duogc chon tir nhém bao gém peptit tin hi¢u va trinh tu danh

déu.
Vecto biéu hién theo sang ché

Vecto néu trén chita polynucleotit theo sang ché va biéu hién polypeptit c6 hoat
tinh xenlobiohydrolaza it nhit & nhiét d6 bang 95°C va d6 pH bang 5,5 & té bao vat chu.
N6i cach khac, vecto biu hién nay chira polynucleotit theo sang ché & trang thai c6 thé

biéu hién xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché. Cu thé hon, vecto biéu hién theo
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sang ché can duoc tich hop véi cat-xet biéu hién chira, tir doan nim trudc, ADN c6 trinh
tu ving khéi du, polynucleotit theo sang ché, va ADN cé trinh tu ving két thic.
Polynucleotit theo sang ché c6 thé dugc bién nap vao vecto biéu hién nay bang ky thuat

tai t6 hop gen da biét hoic kit tdng hop vecto biéu hién cé ban trén thi truong.

Vecto bi€u hién theo sang ché c6 the 1a vecto bicu hién dé chén vao t€ bao nhén so,
nhu E. coli hodc t€ bdo nhan that, nhu nam men, vi nam soi, t€ bao con trung, t€ bao dong
vat ¢6 vu, hodc t€ bao thuc vat. Vecto bi€u hi€n bat ky cé thé dugc chon loc va st dung

theo vat chu tuong ing.

Tt hon néu, vecto biéu hién theo sang ché khong chi chira polynucleotit theo sang
ché, ma con chira gen khang thubc hodc cic gen twong tu. Piéu nay cho phép d& dang

sang loc dugc té bao di chuyén gen va té bao chua chuyén gen bang vecto nay.

Vi du vé gen khang thudc bao gdbm gen khang kanamycin, gen khang hygromycin

va gen khang bialaphos.
Thé bién nap theo sang ché

Thé bién nap néu trén chira vecto biéu hién theo sang ché. Xenlobiohydrolaza chiu
nhiét theo sang ché c6 thé duoc biéu hién & thé bién nap nay. Cac xenlobiohydrolaza di
biét c6 phd vat chu biéu hién hep, tirc 13 khé bidu hién khong twong dong. Tuy nhién,
xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché c6 thé duoc biéu hién trong nhiéu vat chu,
bao gém E. coli, nAm men, vi ndm s¢i va luc lap thuc vat bac cao. Theo d6, vét chu dé
chén vecto biéu hién theo sang ché c6 thé 13 té bao nhan so, nhu E. coil, hoic t€ bao nhan
that, nhu nAm men, vi nim soi, té bao con trung, té bao dong vét c6 vu hodc té bao thuc
vat. Tuc 13, thé bién nap theo sang ché 13 E. coli, nAm men, nim soi, t& bao con tring, té
bao dong vat c6 v, hodc t& bao thuc vat. N6i cach khéc, vi du vé thé bién nap theo sang
ché bao gdm E. coli, ndm men, ndm soi, té bio con trung, té€ bao dong vat c6 vi, hoic té
bao thuc vat chta in vecto biéu hién theo sang ché. Xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo
sang ché c6 thé duoc san xuit d& dang véi luong 16n bang cach nudi cy thé bién nap E.
coli nay. Mit khéc, do protein bi glycosyl héa & t€ bao nhan that, nén xenlobiohydrolaza
chiu nhiét ¢6 d6 én dinh nhiét cao hon c6 thé duoc san xuit bang cach sir dung thé bién

nap 12 t& bao nhan that chir khong sir dung thé bién nap 12 t& bao nhén so.
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Khong ¢ giéi han cu thé v& phuong phap san xuit thé bién nap theo sang ché
bang cach st dung vecto biéu hién va thé bién nap theo sang ché c6 thé dugc sin xut
bang phuong phap thong thuong. Vi du vé cic phuong phap san xudt thé bién nap bao
gbdm phuong phap chuyén gen nh Agrobacterium, phirong phap sing hat, phuong phép
xung dién, va phuong phap chuyén gen nho polyetylen glycol. Khi vat chii 13 t& bao thuc
vat, tbt hon néu phuong phép sung hat hodc phuong phap chuyén gen nho Agrobacterium

dugc st dung.

Khi t& bao nhan so, nAm men, vi ndm Sqi, t€ bao con trung, té bao dong vat cé va
hodc céc té bao tuong tu dugc st dung lam vat chu, thi thé bién nap thu dugc co thé dugc
nudi ciy bang phwong phap thong thudong gidng nhu phuong phap nudi cAy vat cha chua

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

Phuong phéap san xuit xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché ché 1a phuong
phap @& san xuét xenlobiohydrolaza chiu nhiét trong thé bién nap theo sang ché. Khi nuoi
cAy thé bién nap duoc san xudt bang cach st dung vecto biéu hién chira polynucleotit
theo sang ché nim sau ving khoi ddu ma khéng ¢ kha nang diéu hoa thoi gian biéu hién
hodc cac yéu td twong ty, thi xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché duoc biéu hién
lién tuc trong thé bién nap. Mt khac, trong thé bién nap duoc san xuit bang cach sir
dung ving khéi ddu cam tng bidu hién dé cam tmg biéu hién bing hop chéit dic hiéu,
diéu kién nhiét d6 dic hiéu, hoic cac yéu tb twong tu, thi xenlobiohydrolaza chiu nhiét
duoc bidu hién trong thé bién nap nay bang cach cam @ng phi hop véi diéu kién cam tmg

biéu hién tuong tng

Xenlobiohydrolaza chiu nhiét dugc san xuét béng thé bién nap co thé duoc st
dung & trang thai vAn ndm trong thé bién nap, hoic c6 thé dugc chiét xuit va tinh ché tir

thé bién nap.

Khéng c6 giéi han cu thd8 v& phuong phép chiét xudt va tinh ché
xenlobiohydrolaza chiu nhiét tir thé bién nap mién 13 phuong phép nay khong lam giam
hoat tinh ciia xenlobiohydrolaza chiu nhiét niy, va phuong phép thong thuong dé chiét

xuét polypeptit tir t& bao hodc md sinh hoc cé thé duoc sir dung. Vi du vé cac phuong
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phép nay bao gdm phuong phép, trong d6 thé bién nap duoc ngam trong dung dich dém
thich hop d& chiét xuét xenlobiohydrolaza chiu nhiét, sau d6 dich chiét va b rin duoc
phan tach. Tét hon néu dung dich dém chira chét ting d6 hoa tan, nhu chit hoat dong bé
mit. Khi thé bién nap 13 thuc vat, thi thé bién nap co thé duge bam hoic nghjén trude khi
ngam trong dung dich dém. Hon nita, phuong phap phan tich rin-long da biét, nhu
phuong phap loc, phuong phap loc nén, hodc phuong phép ly tdm cé thé dugc st dung dé
phan tach dich chiét va ba rin, hodc thé bién nap dugc ngim trong dung dich dém c6 thé
dugc ép. Xenlobiohydrolaza chiu nhiét trong dich chiét c¢6 thé dugc tinh ché bing
phuong phép d biét, nhu phuong phép két tinh mudi, phuong phép siéu loc, hoic
phuong phap sic ky.

Khi xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché dugc biéu hién trong thé bién nap
& trang thai c6 peptit tin hidu bai tiét, thi dung dich chira xenlobiohydrolaza chiu nhiét c6
thé duge thu nhan d& dang bing cach nuéi cdy thé bién nap, sau d6 thu gom dich nbi nudi
ciy bang cach loai bo thé bién nap ra khoéi méi trudng nudi ciy thu dugc. Hon nita, khi
xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché ¢6 trinh ty danh d4u, nhu trinh tr danh diu
His, thi xenlobiohydrolaza chiu nhiét trong dich chiét hodc dich ndi nudi céy c6 thé duge

tinh ché d& dang bang phuong phép sic ky 4i luc st dung trinh tu danh dAu nay.

N6i cach khéac, phuong phép san xuit xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sing ché
bao gém budc bude san xuét xenlobiohydrolaza chiu nhiét trong thé bién nap, va khi can
cling bao gdm budc chiét xuét xenlobiohydrolaza chiu nhiét tr thé bién nap va tinh ché

xenlobiohydrolaza chiu nhiét nay.
Hdn hop glycosit hydrolaza theo sang ché

Hoén hop glycosit hydrolaza néu trén chtra xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang
ché, hodc xenlobiohydrolaza chiu nhiét dugc san xuit bing phuong phip sin xuét
xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché, va it nhit mdt glycosit hydrolazé khéc.
Xenlobiohydrolaza chiu nhiét dugc san xudt bang phwong phap san xudt
xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché cé thé dugc sir dung & trang thai nim trong
thé bién nap theo sang ché hoic c6 thé dugc chiét xudt tir thé bién nap ndy va tinh ché.
Khi xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché dugc sir dung duéi dang hdn hop véi mot

hodc nhiéu glycosit hydrolaza khac dé thiy phan xenluioza, thi c6 thé phan giai hiéu qua
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nguyén li€u lignoxenluloza chira xenluloza khé phan giai.

Khéng c6 gidi han cu thé vé glycosit hydrolaza khac ngoai xenlobiohydrolaza chiu
nhiét theo sang ché trong hdn hop glycosit hydrolaza néu trén, mién 1a ¢6 hoat tinh thuy
phén xenluloza. Vi du vé glycosit hydrolaza khic ngoai xenlobiohydrolaza chiu nhiét
theo sang ché trong hdn hop glycosit hydrolaza néu trén bao gébm hemixenlulaza, nhu
xylanaza va B-xylosidaza, xenlobiohydrolaza khong phai 14 xenlobiohydrolaza chiu nhiét
theo sang ché, B-glucosidaza, va endoglucanaza. Tét hon néu ngoai xenlobiohydrolaza
chiu nhiét theo sang ché, thi hdn hop glycosit hydrolaza theo sing ché con »chl'ra it nhét
mot glycosit hydrolaza dugc chon tir hemixenlulaza va endoglucanaza, va t6t hon nita
néu ngoai xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché, thi hdn hop glycosit hydrolaza
theo sang ché chira cd hemixenlulaza 1in endoglucanaza. Dic biét, ngoai
xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché, tot hon néu hdn hop glycosit hydrolaza theo
sang ché chtra it nhit mot glycosit hydrolaza dugc chon tir nhém bao gém xylanaza, B-
xylosidaza, xenlobiohydrolaza khong phai 1a xenlobiohydrolaza chiu nhié€t theo sang ché
va endoglucanaza; va tét hon nita néu ngoai xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché,
hdn hop glycosit hydrolaza theo sing ché chira todn bd xylanaza, B-xylosidaza,
xenlobiohydrolaza khong phai 1a xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché va

endoglucanaza.

Tét hon néu glycosit hydrolaza khac chitra trong hdn hop glycosit hydrolaza theo
sang ché 13 glycosit hydrolaza chiu nhiét c6 hoat tinh glycosit hydrolaza it nhét & nhiét d6
bang 70°C, va tot hon nita néu enzym nay 13 glycosit hydrolaza chiu nhiét c6 hoat tinh
glycosit hydrolaza & nhiét 9 nim trong khoang tir 70°C dén 95°C, va con tét hon nita
néu enzym nay 13 glycbsit hydrolaza chiu nhiét c6 hoat tinh glycosit hydrolaza & nhiét 4
ndm trong khoang tir 70°C dn 105°C. Khi hén hop glycosit hydrolaza theo séng ché
chira toan bd cac enzym chiu nhiét (vi du nhiét do t8i wu cta hoat tinh enzym hodc nhiét
d6 bién tinh cia protein enzym nay bang 70°C hodc cao hon), thi c6 thé thiy phan hiéu
qua xenluloza bang hdn hop glycosit hydrolaza nay & diéu kién nhiét d6 cao. N6i cach
khac, khi hdn hop glycosit hydrolaza theo sang ché chi chira glycosit hydrolaza chiu nhiét,
thi ¢4 thé thuc hién phan tGng thiy phan nguyén liéu lignoxenluloza chtra xenluloza &
nhiét @6 nim trong khoang tir 70°C dén 95°C (tirc 12 qua trinh thity phan & nhiét 6 cao)
bang cich sir dung hdn h(,)i) glycosit hydrolaza nay. Pbi véi qua trinh thity phan & nhiét
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do cao nay, thi lugng enzym st dung, thoi gian thiy phan va chi phi cho phan tng thuy

phan c6 thé giam dang ké.
Phuong phap san xuét san phim phén giai xenluloza theo sang ché

Phuong phép san xuét san phim phén giai xenluloza theo sang ché 14 phuong phép
d& thu dugc san phim phdm phan giai xenluloza bang cach thity phan nguyén liéu chira
xenluloza bing xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché. Cu thé, san pham phan gii
xenluloza (vi du, san phidm phén giai chira xenlobioza va glucoza va cac dudng tuong t)
duoc san xuét bang cach cho nguyén liéu chira xenluloza tiép xtc véi xenlobiohydrolaza
chiu nhiét theo sang ché, thé bién nap theo sang ché, xenlobiohydrolaza chiu nhiét dugc
san xudt bang phuong phép san xuét xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché, hodc

hén hop glycosit hydrolaza theo sang ché.

Khoéng cé gidi haﬁ cu thé vé nguyén liéu chira xenluloza, mién 13 chira xenluloza.
Vi du cu thé v& nguyén liéu chtra xenluloza bao gém sinh khdi xenluloza, nhur ¢o dai,
chit thai nong nghiép, gidy thai, hodc cic nguyén liéu twong tw. Trudc khi tiép xtc véi
xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché, t6t hon néu nguyén liéu chira xenluloza dugc
xir 1y vat 1y, nhu nghién hodc bam nho, xir 1y héa hoc biang axit, kiém, hodc hop chit

tuong tu, hodc ngadm hodc phan giai vao dung dich dém thich hop.

T6t hon néu phan ung thity phan xenluloza béi xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo
sang ché dugc thuc hién & diéu kién & d6 enzym ndy c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza. Vi
du, trong sy ving mit cla ion kim loai héa tri hai, t6t hon néu phan tng thiy phan
xenluloza dugc thuc hién & nhiét d6 nim trong khoang tir 60°C dén 100°C va d6 pH nim
trong khoang tir 4,5 dén 6,5, va t6t hon nita néu phan ting thiy phan xenluloza dugc thuc
hién & nhiét d6 ndm trong khoang tir 50°C dén 100°C va d6 pH nim trong khoang tir 4,5 -
dén 6,5. Hon nita, trong sy c6 mat cda ion kim loai héa tri hai, t6t hon néu phan g thiy
phan xenluloza dugc thuc hién & nhiét d6 nim trong khoang tir 80°C dén 105°C va d6 pH
nam trong khoang tir 4,5 dén 6,5, va t6t hon nira néu phan tng thiy phan xenluloza dugc
thyre hién & nhiét d6 nim trong khoang tir 70°C dén 105°C va d6 pH nam trong khoang tir
4,5 dén 6,5. Thoi gian phan tGng thiy phan xenluloza dugc diéu chinh thich hop theo loai
nguyén liu chira xenluloza dugc s dung, phuong phap xur Iy so b nguyén li€u, lugng

va cac yéu t§ tuong tu ciia nguyén liéu chira xenluloza. Vi du, phan tmg thiiy phén
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xenluloza c6 thé dugc thuc hién trong thoi gian tr 10 phut dén 100 gid, tuy nhién khi
phan gidi sinh khdi xenluloza, thi phan ng thiy phan xenluloza cé thé dugc thuc hién
trong thoi gian tir 1 gio dén 100 gid.

Dé thuly phan nguyén liéu chira xenluloza, ciing t6t hon néu st dung it nhat mot
glycosit hydrolaza khac ngoai xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché. Glycosit
hydrolaza khic c6 thé gidng nhu glycosit hydrolaza chta trong hdn hop glycosit
hydrolaza néu trén, va t5t hon néu néu enzym nay 1a glycosit hydrolaza chiu nhiét ¢6 hoat
tinh glycosit hydrolaza it nhdt & nhiét do biang 70°C, va t6t hon néu it nhat & nhiét 46 ndm
trong khoang tir 70°C dén 100°C. Ngoai ra, theo mot khia canh, phuong phép san xudt
san phdm phén gidi xenluloza theo sang ché sir dung xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo
sang ché, thé bién nap theo sang ché, hoic xenlobiohydrolaza chiu nhiét dugc sén xuét
bing phuong phap san xuét xenlobiohydrélaza chiu nhiét theo sang ché, va theo mot khia
canh khac, phuong phap san xuét san phém phan giai xenluloza theo sang ché str dung

hdn hop glycosit hydrolaza theo sang ché .
Vi du thwe hién sang ché

Sang ché s& dugc mo ta chi tiét thong cac vi du duéi ddy, tuy nhién, sang ché
khong bi gidi han bdi cac vi du nay.

Vidul

Quy trinh tach dong xenlobiohydrolaza chiu nhiét thé hé méi tir dat & khu vuc sudi

nudc nong.
1. Chiét tach ADN tir dit & khu vuc sudi nuc néng va giai trinh ti bo gen

- Dé giai trinh tu gen ciia xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo sang ché (c6 nhiét do
tb1 wu béng 55°C hodc cao hon) va xenlobiohydrolaza si€u chiu nhiét theo sang ché (cé
nhiét d6 t6i wu bang 80°C hoic cao hon), ADN tur d4t & khu vuce subi nudc néng cé tinh
chit tir trung tinh dén kiém yéu dugc thu nhan va ADN bd gen cta quan thé vi sinh vat
trong dAt nay duoc giai trinh tu.

MAu dét & khu vuc sudi nuée néng c6 tinh chit tir trung tinh dén kiém yéu (cac
mau ADN bd gen N2, AR19, AR15, OJ1, va H1) dugc thu nhan bang cach thu thip mau
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nuéc chira dat, bun va sinh khoi tir 5 diém lay mau & 3 khu vuc sudi nuée néng ctia Nhat
Ban. Cic miu dat & cac khu vuc sudi nudc néng nay cd nhiét do nam trong khoang tir

58°C dén 78°C va do pH ndm trong khoang tir 7,2 dén 8,0 & thoi diém 14y mAu.

ADN dugc chiét tach tir mbi mau dét thu duge & cac khu vuc sudi nuée néng
(10g) bang kit chiét tich ADN (ISOIL Large for Beads ver. 2, do Nippon Gene Co., Ltd.
san xuAt). ADN chiét tach dugc (Spg) dugc giai trinh tr bing may gii trinh tw GS FLX
Titan 454 do Roche Diagnostics Ltd. san xuat.

Qua trinh giai trinh tw ADN bd gen nay duoc hién bang cach st dung mau dit sudi
nudc néng AR15 va thu dugc trinh tu bd gen céd chidu dai doan doc trung binh bing
396bp, téng sb cac doan trinh tu doc bang 2.766.332, va tong chiéu dai bd gen di dugc
giai trinh ty bang 1.106.243.280bp.

2. Lip rap va théng ké dit liéu hé gen moi trudng ctia mau dit thu duge & khu vuc

suoi nudc nong.

Dit liéu dau ra tir may giai trinh tu Roche 454 (tép tin sff) duoc xit Iy loai bo cac
doan trinh tu doc chét lwong thip va lip rap lai bing phan mém Genomics Workbench

Ver. 4 (do CLC bio, Inc. san xuét).

Téng chiéu dai ctia cac doan tiép gidp di duoc 1ip rap thanh it nhit 500bp bing
159.587.150bp va bd dit li€u nay duogc su dung dé phan tich gen xenlulaza. Tdng s6 cac
ddan trinh tu doc sau khi loai bd cac doan trinh tu doc chét lugng thép 14 2.766.328 doan
trinh tu doc, va cac doan trinh tu doc nay dugc lip rap thanh cac doan tiép giap c6 chiéu
dai trung binh bing 1.230bp (tdng sb 1a 129.742 doan tiép giap), va doan tiép giap 16n
nhét c6 chiéu dai bang 105.977bp.

3. Phat hién khung doc md m¢& (Open Reading Frame - ORF) cua

xenlobiohydrolaza.

Cic trinh tuy c6 mi3 phin 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
3.2.1.8 (endo-1,4-B-xylanaza) dugc taii v& tr co s& dit liéu UniProt
(http://www.uniprot.org/, ngay truy cap: 09/12/2011), va co s& dir li€u vé cac gen glycosit

hydrolaza nay duogc thiét ké. Khung doc mi mé (cic ving gen) duqc‘ phat hién tir cac
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trinh tu tiép giap thu duogc & phin 2 bing phin mém MetaGeneAnnotator (Noguchi et al.,
MetaGeneAnnotator: Detecting Species-Specific Patterns of Ribosomal Binding Site for
Precise Gene Prediction in Anonymous Prokaryotic and Phage Genomes, DNA Res.,
2008, 15, pp. 387 - 396). Cac gen ma hoa glycosit hydrolaza tir cac khung doc ma mé&
phat hién duoc duoc xac dinh bang phdn mém BLASTP (phién ban 2.2.18) va tham khao
cd s¢ dit li€u néu trén. Hon niia, diéu kién tuy chon cua phﬁn mém BLASTP duogc thiét

-20 r r < A w
” (sau do, cac tri s6 méc

* 13p nhu sau: “trinh ty truy vén = sai”, “tri s6 ky vong (E) < le
dinh duoc thiét 14p nhu sau: “tri sb dé phat hién khoang tréng = -17, “tri s6 dé mé& rong
khoang tréng = -17, “tri s sdp thing hang dugc tad khoang tréng X = 07, “tri s 1y thuyét
cho céc trinh tu muc tiéu mé& réng = 07, va “cd chit = mac dinh”), va c4c trinh tu khung

doc ma mé muc tiéu dugce thu thap la gen ma hoa glycosit hydrolaza.
4. Phan loai gen thanh cac ho glycosit hydrolaza.

Céac trinh tu nucleotit thu dugc & phan 3 bao gébm cic trinh tr gen ma héa
glycosit hydrolaza, nhu xenlulaza, endohemixenlulaza, va enzym cit mach nhanh duoc
phan loai chirc ning bang cach dbi chiéu véi co sé dit ligu vé trinh tr viing chiic nang ctia
protein 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). Cu thé, mdi trinh tu
nucleotit nay dugc phin loai thanh ho glycosit hydrolaza (GH) dua trén d§ tuong ddng
ctia chiing véi co s& dit liéu ving Pfam bang thuit toan tra ciru do tuwong dong trinh tu
HMMER (Durbin et al., “The theory behind profile HMMs. Biological sequence
analysis: probabilistic models of protein and nucleic acids”, 1998, Cambridge University
Press.; hmmpfam (phién ban 2.3.2), tri s6 ky vong E < 1e”; co s& dit liéu = Pfam_fs (md
hinh ¢6 thé dugc st dung dé phat hién céc doan clia cac vung dai dién & trinh tu)).

Dua trén két qué tra ctru d6 twong ddng bang phin mém BLASTP va dbi chiéu véi
co s& dir liéu vé trinh tu ving chirc ning ciia protein Pfam HMMs bang cach st dung
dit liéu trinh ty thu duoc tir mau d4t & khu vuc sudi nuéce néng AR19, 61 khung doc ma
mé dugce xac dinh 1a geh ma hoa xenlobiohydrolaza. Trong sb cic khung doc md mé nay
¢6 mot khung doc md mé, trong d6 trinh tw ving cdu tric gin két cacbonhydrat 2 thé hé
mai (CBM2) da dugc bd sung vao dau tin cung N cua trinh tu cia thé dot bién mot axit

amin  (R299Q) AR19G-166-QA ctia AR19G-166RA d3 biét. Cac doan mdi dugc thiét
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ké cho khung doc md mé ndy, va gen nay dugc tach dong bang phuong phap PCR sir
dung khuén 1a ADN thu duoc tur mAu dat & khu vuc sudi nuée nong da duoc khuéch dai
bang kit GenomiPhi V2, do GE Healthcare, Inc. san xuét) dé phan lap duoc gen
xenlobiohydrolaza AR19G-166c4A-19-2 tir khung doc ma iné AR19G-166c4A c6 trinh
tu xenlobiohydrolaza thudc ho GH6 v6i trinh tu CBM2 & dau tan cung 5’.

5. Khung doc md m& AR19G-166c4A

Khung doc md m& AR19G-166c4A ma hda polypeptit chira 590 gbc axit amin
(SEQ ID NO.3), va ¢ chidu dai khong diy da (SEQ ID NO.4), polypeptit nay bat dau tir
gbc axit amin alanin (A) & vi tri sb 1, va ddu 3’ cia trinh tw nucleotit ma hoéa polypeptit
nay dugc két thuc bing bd ba ma héa két thic. Két qua phén tich d6 twong ddng trinh tur
cho thdy ring trong trinh tu axit amin mi héa béi khung doc md mé AR19G-166c4A,
102 gbc axit amin tir xystein (C) & vi tri s6 2 dén xystein (C) & vi tri s& 103 duoc. x4c
dinh 13 ving céu tric gin két cacbonhydrat 2 (CBM2), va 427 gbc axit amin tir leuxin (L)
& vi trf s6 164 dén prolin (P) & vi tri s6 590 dugc xac dinh 13 ving xic tac glycosit
hydrolaza GH6. Ving cAu tric gin két cacbonhydrat 2 nay (CBM2) 14 trinh tu thé hé méi
c6 do twong ddng trinh tu axit amin bing 64% so v6i ving cdu tric gin két
cacbonhydrat2 (ving chira cac axit amin tir vi tri s6 29 dén 128 cia SEQ ID NO.9) ctia a-
L-arabinofuranosidaza c6 ngudn gbc tir cac phan lodi Actinomyces Microbispora. DY

tuong ddng trinh tu duoc x4c dinh bing thuét todn ClustalW. -

Fig.1 13 hinh v& thé hién trinh tr axit amin sdp thing hang (SEQ ID NO.3) cua
polypeptit ma hoda boi khung doc md mo AR19G-166¢4A va trinh tr axit amin clla vung
chu trac gin két cacbonhydrat 2 (CBM2) ctia a-L-arabinofuranosidaza c6 ngudn gbc tir
cac phan loai Actinomyces Microbispora (SEQ ID NO.9). Trén Fig.1, cac axit amin nim
trong c4c 6 mau tring hoic mau den 13 cic gbc axit amin giéng hét nhau trong ca hai

trinh ty axit amin nay, va ky tu “-” thé hién khoang tréng trén trinh tur.
6. Gen xenlobiohydrolaza AR19G-166¢c4A-19-2

Gen xenlobiohydrolaza AR19G-166c4A-19-2 tr khung doc md mé ARIIG-
166c4A duge phan 14p bang phuong phap PCR tich dong. Gen AR19G-166c4A-19-2
chira trinh tu nucleotit c6 chidu dai bing 1.773bp giéng hét v6i khung doc mi mé
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AR19G-166¢4A.
7. Biéu hién va tinh ché protein xenlobiohydrolaza.

Bing cach sir dung doan mdi xudi chira trinh tu nucleotit nhu néu trong SEQ ID
NO.7 (5  GTGATGGCCTGCCAGGTGTCCTAC-3: trong d6 sau nucleotit (GTGATG)
duoc bd sung vao diu 5’ cla trinh tir nucleotit nhw néu trong SEQ ID NO.5, va dau 5’ nay
duoc phosphoryl héa), va doan mdi ngugc chira trinh ty nucleotit nhu néu trong SEQ ID
NO. 8 (5-ATGCAGAGCTCTTAGGGTTGGATCGGCGGATAG-3’: trong do trinh tu
nhin dién enzym giéi han Sacl dugc bd sung vao diu 5’ cda trinh tu nucleotit nhu néu
trong SEQ ID NO.6, Sacl 1a trinh tu st dung dé cheén vecto), san pham PCR di dugc
khuéch dai bang KOD-Plus-Neo (do Toyobo Co., Ltd. san xuét) dugc chén vao vec to
pLEADS (do Nippon Gene Co., Ltd. san xudt), va bién nap vio ching E. coli IM109.
Trinh tu nucleotit nhu néu trong SEQ ID NO.5 la tuong ddng (gidng hét) véi doan trinh
tu chira cac nucleotit tr vi tri s6 1 dén 18 cua trinh tu nucleotit nhu néu trong SEQ ID
NO.4. Hon nfra, trinh tu nucleotit nhu néu trong SEQ ID NO.6 1a trinh tu ) sung v&i
doan trinh tu chira cac nucleotit tir vi tri s6 1.752 dén 1.773 cua trinh tu nucleotit nhu néu
trong SEQ ID NO.4. Cac dong duong tinh dugc chon loc bang phuong phap PCR truc
tip tir khuan lac va nudi cdy trén mdi truong long LB chira 100mg/L ampicilin ¢ nhiét
d6 37°C va tde dd 200 vong/phut trong 17 dén 20 gid, sau d6 cac plasmit dugc tong hop
bing kit miniprep (hé thong tinh ché ADN Wizard plus SV Minipreps, do Promega
Corporation san xuét). Cac plasmid thu duoc .duqc giai trinh tu bang may gidi trinh tu
3730, do Life Technologies Corporation san xuit. Gen tach dong AR19G-166c4A-19-2
duoc thu nhan tir khung doc ma m& AR19G-166¢4A bang phuong phap PCR tach dong.

Dong E. coli 3 chuyén gen cé plasmit AR19G-166c4A-19-2/pLEADS da dugc
giai trinh ty dugc cdy vao mdi truong canh thang Turbo (do Athena Environmental
Sciences, Inc. san xuét) chira 50mg/L ampicilin, va nudi cAy trong khoang 20 giv dé biéu
hién protein dich. Sau khi nuéi ciy, E. coli dugc thu nhan bang ly tAm, va thé tich dung
dich dém Tris-HCI 50mM (d0 pH = 8,0) twong dwong véi 1/10 thé tich dich nuéi ciy
dugc bd sung vao va tao hdn dich, sau d6 quy trinh bao gbdm 5 phut pha v&, sau d6 5 phut
nghi duoc Lip lai 7 hodc 8 14n bing may siéu &m Astrason 3000 (do MISONIX Inc. san
Xuét), dé thu duoc dich chiét thd E.coli tai td hop chira protein dich. Dich chiét tho E.coli
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t4i t& hop gen ndy dugc loc qua gidy loc (duong kinh 16 loc ¢ = 0,45pm, do EMD
Millipore Corporation san xuat), va dich loc thu dugc dugc sir dung 1am dich ndi nuéi

ciy ddng nhét E.coli tai td hop gen.

Dich ndi nudi cdy ddng nhét E.coli tai t& hop gen dugc nap vao cdt trao dbi ion
HiTrap Q HP (do GE Healthcare, Inc. san xuét) dugc can bang véi dung dich dém Tris-
HC1 50mM (d6 pH = 8,0), va hé thdng sic ky léng AKTA (do GE Healthcare, Inc. san
xut) duoc st dung dé phan doan cAc protein voi gradien ndng do nim trong khoang tir 0
dén 50% trong dung dich dém Tris-HCI 50mM (d6 pH = 8,0) chita IM NaCl. Céc phan
doan cé hoat tinh xenlobiohydrolaza dugc thu gom, va mang si€u loc ly tdm VIVASPIN
20 (do Sartorius stedim Biotech SA san xuét) dugc sit dung dé trao dbi dung dich dém
v6i dung dich dém Tris-HCI 50mM (d6 pH = 8,0) chita 750mM amoni sulfat. Cac phan
doan c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza sau khi trao dbi dung dich dém dugc nap vao ct
phéan tach tuong tac ky nuéc HiTrap Phenyl HP (do GE Healthcare, Inc. san xuét) duoc
can bang véi cung dung dich dém, va c4c protein dugc phan doan bang gradien ndng do
nim trong khoang tir 0 dén 100% trong dung dich dém Tris-HCI 50mM (do pH = 8,0).
Cac phan doan c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza dugc thu gom, sau do c6 bang VIVASPIN
20 cho dén khi thé tich dich 16ng be“mg khoang 8 mL. Mau cd duogc nap vao cdt loc gel
Hiload 26/60 superdex 200 pg (do GE Healthcare, Inc. san xuat) dugc can bang véi dung
dich dém Tris-HC1 50mM (d6 pH = 8,0) chtta 150mM NaCl, va phan doan béng cach nap
thé tich dung dich dém tuong tu tuong duong véi 1 dén 1,5 14n thé tich cot vao cot & tbc
d6 dong nam trong khoang tir 2 dén 3mL/phit. Cac phan doan c6 hoat tinh
xenlobiohydrolaza dugc thu gom, va trao ddi v6i dung dich dém Tris-HC1 50mM (do pH
= 8,0), sau d6 cd dé thu dugc enzym tinh khiét c6 ndng do cubi cling bing khoang
Img/mlL.

Dich ndi nudi ciy déng nhét E.coli tai t6 hop gen va enzym tinh khiét (protein
xenlobiohydrolaza tinh khiét) d&qc dién di trén gel SDS-PAGE (gel SDS-polyacrylamit).
Dich ndi nudi cdy ddng nhét E.coli tai t hop gen va enzym tinh khiét dugc dién di SDS
bing cach st dung gel khong chira thudc nhu(f)m‘ Mini-PROTEAN TGX (do Bio-Rad
Laboratories, Inc. san xuit). Dich ndi vi enzym tinh khiét twrong tng duoc tron véi dung
dich xir 1§ Tris-SDS BME (do Cosmo Bio Co. Ltd. san xut) & ty 1& 1:1, va sau khi xit 1y

c4c mau dién di thu dugce & nhiét @6 100°C trong 10 phit, miu dich ndi nudi cdy dong
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nhit E.coli tai t3 hop gen (10pL) va mAu enzym tinh khiét (Ipg) dugc dién di twong
Gng. Sau khi dién di két thiic, cac bang protein dugc hién mau va phat hién bang thubc

nhuém CBB v phan tich thim tach Western.

Khi thuc hién phan tich thAm tach Western, sau khi dién di SDS, c4c protein dugc
chuyén 1én mang polyvinyliden florua biang cach st dung thiét bi Trans-Blot SD (do Bio-
‘Rad Laboratories, Inc. san xuit) va hop Trans-Blot Turbo Transfer (do Bio-Rad
Laboratories, Inc. san xuét). C4c protein trén mang dugc cho phan ung véi cac khéng thé
so cAp cta tho d3 pha lodng 1000 1an. Cac khang thé so cp cua thé dugc san xuit bang
cach tdng hop polypeptit chira 20 gbc axit amin tr vi tri s6 384 dén 403
(CDPNGQSRYNSAYPTGALPN) mi hoa bdi AR19G-166-RA, va tinh ché huyét thanh
ctia thé di gay mién dich bing phuong phap i luc (do Operon Biotechnologies, Inc. san
xut). Khang thé so cp ctia tho di gin két v6i protein dwgc phat hién bang kit thAm tach
Western (do Pierce Biotechnology, Inc. san xut), v va tin hiéu huynh quang héa hoc

dugc phat hién bang thiét bi chup anh Ez-Capture MG (do ATTO Corporation san xuét).

Fig.2A 13 hinh 4nh thé hién két qua nhuém méau bang CBB va Fig.2B 14 hinh anh
thé hién két qua phan tich thim tach Western ctia dich ndi nudi cdy ddng nhét E.coli tai td
hop gen thu duge tir E. coli d3 chuyén gen AR19G-166¢4A-19-2, va enzym tinh khiét thu
duge tir dich ndi nudi cdy ddng nhét E.coli tai tb hop gen da dién di trén gel SDS-PAGE.
Fig.2 13 hinh v& thé hién cac mAu dién di, trong d6 lan 1 thé hién protein chi thi khéi
lugng, lan 2 thé hién dich ndi nuéi cy ddng nhit E.coli tai t& hop gen, va lan P thé hién
enzym tinh khiét. Cac két qua nay cho thdy ring trong ca phan tich nhuém mau bing
CBB va thidm tach Western déu quan sat dugc bang ddm trong dich nbi nudi cdy dong
nhét E.coli t4i t& hop gen (1an 2) c6 khdi lugng phan tir gan bang 63,4kDa dugc x4c dinh
tir trinh tu axit amin (SEQ ID NO.3), va bang don tuong tng véi bang nay (thé hién bang
mili tén trén Fig.2) trong enzym tinh khiét (1an 3).

8. Hoat tinh xenlobiohydrolaza

Hoat tinh xenlobiohydrolaza thity phan co chit PSA va Avicel ctia protein enzym
(AR19G-166c4A-19-2) ma héa bdi gen AR19G-166c4A-19-2 duge danh gia. Trong cac
phép do, dung dich dugc diéu ché bing cach pha loing enzym tinh khiét thu duoc trong
phin 7 véi dung dich dém Tris-HCI 0,05M (d6 pH = 8,0) dén ndng do bang Img/mL
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dugc st dung.

Co chét PSA duge diu ché bing cach hoa tan bot Avicel (bdt xenluloza vi tinh thé,
do Merck & Co., Inc. san xut) trong dung dich axit phosphoric, sau d6 bd sung nudc
tinh khiét dé tao két tia, sau d6 rira cho dén khi thu duoc dd pH = 5,0 hodc cao hon. PSA

duoc st dung trong cac thir nghiém sau dugc diéu ché bang phuong phap néu tén.

May tron nhiét (do Eppendorf AG san xut) dugc st dung dé phan ung, éng mau
c¢6 dung tich bang 1,5mL dugc sir dung 1am dng phan tng, va dung dich phan Gng chta
10pL enzym tinh khiét da pha lodng, 40pL nudc tinh khiét, 50pL dung dich dém axetat
200mM (d6 pH = 5,5), va 100uL dung dich co chét 1% khéi luong. Trong truong hop
ctia co chit PSA, phan tmg dugc thuc hién & nhiét do nim trong khoang tir 95 dén 110°C
bang cach sir dung thiét bi Reacti-Therm (do GL Sciences Inc. sén xudt), bng thiy tinh c6
dung tich bang 1,5mL duoc st dung 1am 6ng phan mg, va thé tich dung dich phin tng
bing 400puL. Dung dich phan Gng chira 20uL enzym tinh khiét d4 pha lodng, 80pL nudc
tinh khiét, 100pL dung dich dém axetat 200mM (d6 pH = 5,5), va 200uL dung dich PSA ’
1% khéi lugng.

Trong toan bod cac phép do, dung dich hon hop dugc diéu ché bang cach thay dung
dich enzym tinh khiét bang dung dich dém Tris-HCI 50mM (d¢ pH = 8,0), sau d6 dé phan
ng & cing diéu kién dugc sir dung 1am méu d6i chimg. Hon nita, dung dich co chit va
dung dich hén hop chita dung dich enzym tinh khiét, nudc tinh khiét va dung dich dém
duoc gitt riéng & nhiét do phan ing trong 5 phut (4 so bd) trudce khi tron dé hoat héa phan
ng. Sau khi két thiic 20 phiit phan (mg trong truong hop ctia PSA hodc 60 phit phan tng
trong trudng hop cia Avicel, thube thir axit 3,5-dinitrosalixylic (dung dich DNS) dugc bd
sung vio mdi dung dich phan tng & thé tich bang thé tich dung dich, va hdén hgp thu
dugc dugc gia nhi¢t & nhiét 4o 100°C ffong 5 phit, 1am ngudi trén nude da trong 5 phut,
sau d6 ly tAm & tdc do 17.500 g trong 5 phut & nhiét d6 phong dé thu dugc dich ndi. Ham
lwong dudng khir trong dich ndi dugc xac dinh béng cach do d6 hip thu & budc séng
540nm bing may quang phd, tinh toan ham lugng duong khir bang cach st dung dudng
chuén glucoza, sau d6 tinh todn ham lugng dudong khit duge tao ra bdi phan tmg thiy
phan enzym dua trén mirc d6 khac biét so véi miu d6i chimg. Hoat tinh enzym dé tao ra

1umol dudng khir trong mot phut duge dinh nghia 1a 1U, va tri s6 thu dugc biang cach ldy
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hoat tinh nay chia cho lugng protein dugc dinh nghia 13 hoat tinh riéng (U/mg). Mbi phép

do duoc thuc hién 13p lai ba 1dn, va tri s6 trung binh v& d 1éch chuin dugc x4c dinh.
9. Mitrc do phu thudc nhiét d6 cia hoat tinh AR19G-166c4A-19-2

Mic d6 phu thudc nhiét do cia hoat tinh thiy phan PSA va hoat tinh thiy Avicel
cia AR19G-166c4A-19-2 dugc danh gla

Cu thé, dé danh gia mirc 46 phu thudc nhiét do ctia hoat tinh thiy phan PSA, phan
g duogc thuc hién theo cung céch thirc mé ta trong phan 8, chi khic 1a thiét 1ap nhiét do
phan tmg dén 50°C, 60°C, 65°C, 70°C, 75°C, 80°C, 85°C, 90°C, 95°C, 100°C, 105°C
hodc 110°C va & mbi nhiét dd, ham luong dudng khir dugc tao ra boi phan Gng thuy phan
enzym dugc x4c dinh va hoat tinh thity phan PSA (U/mg) duoc tinh toan.

DPé danh gid mirc 6 phu thudc nhiét do cua hoat tinh thily phan Avicel, phén ang
dugc thuc hién theo cung cach thirc mo ta trong phﬁn 8, chi khac 1a thiét 1ap nhiét do
phan tng dén 50°C, 60°C, 70°C, 75°C, 80°C, 85°C, 90°C hoic 99°C va & mbi nhiét do,
ham luong dudng khir dugc tao ra bai phan Gng thiy phan enzym duoc xac dinh va hoat

tinh thiy phan Avicel (U/mg) dugc tinh toan.

Hon nita, cac phép do cling dugc thuc hién bang cach st dung cac dung dich phan
tmg trong d6 dung dich nudc chira 10mM CaCl, duoc bd sung thay cho nuéc tinh khiét,
va & mdi nhiét dd, ham luong dudong khir duge tao ra bdi phan Umg thiy phén enzym
duogc xac dinh va hoat tinh thily phan PSA (U/mg) va hoat tinh thiy phan Avicel (U/mg)

duoc tinh toan.

Hon nita, cac phép do tuong tu dugc thuc hién dbi v6i AR19G-166-QA khong

chira ving c4u tric gan két cacbonhydrat dé so sanh. -

Két qua do hoat tinh thity phan PSA dugc thé hién trén Fig.3. AR19G-166c4A-19-
2 ¢c6 hoat tinh thiiy phan PSA & nhiét do nim trong khoang tir 50°C dén 105°C (Fig.3).
Cu thé, trong su c6 mit cia ion canxi, AR19G-166c4A-19-2 c6 hoat tinh thuy phan PSA
manh ngay ca & nhlet d6 nam trong khoang tir 100°C dén 105°C.

Nhiét d6 t8i wru (T ) & d6 hoat tinh manh nhit bang 95°C trong su véng mit cla
ion canxi (dugc ky hidu “AR19G-166c4A-19-2” trén Fig.3) va 105°C trong sy c6 mat
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cta ion canxi (dugc ky hiéu “AR19G-166c4A-19-2 + Ca’" trén Fig.3). Trai lai, nhiét do
t6i uu ctia AR19G-166-QA bang 70°C trong su vang mit ciia ion canxi (dugc ky hiéu
“AR19G-166-QA” trén Fig.3) va 80°C trong sy cb mit clia ion canxi (dugc ky hi€u
“AR19G-166-QA + Ca** trén Fig.3). Cac két qua nay cho thiy ring su c6 mit ciia ving
cAu triic gén két cacbonhydrat lam tang nhiét do t5i uu cta hoat tinh thiy phan PSA lén
25°C.

Két qua do hoat tinh thiy phan Avicel durgc thé hién trén Fig.4. Nhiét d¢ t6i uu
ctia cd AR19G-166¢4A-19-2 va AR19G-166-QA bing 85°C, khong phu thudc vao su cé
mit hodc ving mit cia ion canxi. Tuy nhién, trong trudng hop cia AR19G-166c4A-19-2,
hoat tinh thiy phan Avicel ting dang ké. Hoat tinh thiy phan Avicel trung binh cia
AR19G-166-QA & nhiét do tdi wu béng 85°C, trong su Véng mat hodc ¢6 mat ion canxi,
tuong‘l’mg bang 0,17 + 0,05U/mg va 0,12 + 0,04U/mg, trong khi d6 hoat tinh thity phan
Avicel trung binh cia AR19G-166c4A-19-2 bang twong Ung bang 0,34 + 0,03U/mg va
0,43 + 0,02U/mg. Cac két qua nay cho thiy ring su cé mit clia ving chu trac gin két
cacbonhydrat 1am tang hoat tinh thiy phan Avicel 1én 2 l4n trong su ving mit cia ion

canxi, va 1én 3,6 1an trong sy ¢ mit ciia ion canxi.

10. Panh gia d on dinh nhiét cﬁé xenlobiohydrolaza bang phuong phap phan tich
nhiét cat 16p

Phuong phép phén tich nhiét cit 16p (DSF) 1a phuong phap do nhiét d¢ bién tinh
clia protein bing thuéc nhudm huynh quang va may PCR dinh luong, va c6 thé &p dung
cho nhiéu protein. Thudc nhuém huynh quang dugc st dung dé phan tich nhiét cit 16p,
nhu thuéc nhuém mau cam SYPRO, 13 chit phat huynh quang trong diéu kién khong
phan cuc khi gin két vao vung ky nuéc, va sy phat huynh quang bi tc ché trong didu
kién phén cuc khi hoa tan trong nuéc. Nhin chung, chu tric cua protein bi thdo x04n &
nhiét d6 bién tinh, va cic ving ky nudc bén trong ctia protein bj 10 ra khoi bé mit protein.
Khi thudc nhuém mau cam SYPRO gén két véi cac vimng ky nuéc bi 10 ra béi anh sang
kich thich c6 budc séngbne:lm trong khoang tir 470nm dén 480nm, thi thudc nhudém nay
phét ra 4nh sing huynh quang cé cuc dai & budc song khoang 595nm. Bing céach ting
nhiét do ctua dung dich protein trong cic khoang thoi gian cach déu nhau, va do mat do

 huynh quang tuong tng thi cé thé x4c dinh dugc nhiét do bién tinh cia protein (= nhiét
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do thay d6i mat dd huynh quang).

Céac phép do duoc thuc hién béng cach st dung dung dich enzym tinh khiét dugc
didu ché bing cach hoa tan enzym tinh khiét AR19G-166c4A-19-2 thu dugc trong phan 7
trong nudc & nf‘)ng d6 bang 1mg/mL, hoic dung dich enzym tinh khiét dugc diéu ché
bing c4ch hoa tan AR19G-166-QA trong nudc & ndng dd bang Img/mL.

Cu thé, thudc nhuém mau cam SYPRO di pha lodng 100 lan (2uL, do Life
Technologies san xuat Inc.), 1uL dung dich enzym tinh khiét c6 ndng d6 bang 1 mg/mL,
SpuL dung dich dém axetat 200mM (d¢ pH = 5,6) va 12uL nudc tinh khiét hodic dung dich
duoc didu ché bing cach tron nudce tinh khiét va dung dich CaCl, 10mM & ty 1€ bang 2:1
duogc bd sung. vao mdi giéng cta dia PCR 96-giéng (dia PCR 96-giéng MLL-9651, do
Bio-Rad Laboratories, Inc. san xudt) sao cho thé tich cia mdi giéng bang 20 pL. Pia PCR
duoc day kin bang cac nip ddy c6 8 mil chup (do Bio-Rad Laboratories, Inc. sin xuét),
nhiét d6 ctia mdi giéng duoc tang tir 30°C dén 100°C mbi 1an 0,2°C bang may PCR dinh
luong (hé théng PCR dinh lugng CFX96 Touch, do Bio-Rad Laboratories, Inc. sin xuét),
va sau ngimg 10 gidy ké tir khi nhiét d¢ dat dén nhiét d6 muc tiéu, mat do huynh quang
ctia mdi giéng twong tmg dugc do ddng thoi. Thubc nhudm mau cam SYPRO dugc kich
thich bang di-6t phat quang (LED) c6 budc séng anh sang phat ra nim trong khoang tir
450nm dén 490nm, va 4nh sang dugc phat xa tir thudc nhuém mau cam SYPRO dugc loc
bang bo loc thong dai & budc séng nam trong khoang tir 560nm dén 580nm, mat do
huynh quang dugc do bang may anh CCD, va sy thay dbi v& mat d6 huynh quang dugc
v& @b thi dusi dang ham sb ciia nhiét do. Nhiét do bién tinh (nhiét do néng chay; Ty,)
dugc xac dinh 1a diém cuc tiéu cuc bo ctia dao ham bac nhét cta dd thi ham sb mat do
huynh quang - nhiét do (“-d(Méat do huynh quang)/ds’) dugc thé hién trén truc T cla
Fig.5B). Dit liéu dugc phén tich bing phdn mém CFX Manager (do Bio-Rad Laboratories,
Inc. san xuét) duge tich hop trén may PCR dinh lugng. MBbi phép do dugc thuc hién 13p

lai ba 14n, va tri s trung binh va do léch chuin duoc xac dinh.

Fig.5 12 db thi thé hién su thay dbi v& mat do huynh quang cla thudc nhuém mau
cam SYPRO Orange dugc do bing phuong phéap phan tich nhiét cit 16p va gy boi bién
nhiét protein enzym AR19G-166c4A-19-2 va AR19G-166-QA. Fig.5A 1a d thi thé hién
dit liéu do thyc té, trong khi d6 Fig.5B 1a dd thi thé hién dao ham bac nhét “-d(Mat d6
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huynh quang/df’ cia db thi ham sé mat do huynh quang - nhiét do dugc thé hién trén
Fig.5A.

Pao ham bc nhit cia dd thi ham sé mat do huynh quang - nhiét d6 cia AR19G-
166c4A-19-2 (khong b sung CaCl,) ¢6 diém cuc tiéu cuc bd & 93,0 + 0°C, tirc 1 nhiét
d6 bién tinh clia enzym nay. Nhiét d6 nay gin bang nhiét d6 t6i wu 95°C ctia enzym dugc
x4c dinh tir hoat tinh thily phan PSA. Hon nita, khi b6 sung CaCly, thi thuc t€ 12 khong
xuét hién diém cuc tiéu cuc bd ngay ca khi nhiét do da dat 100°C, didu nay cho thiy ring
nhiét d6 bién tinh vuot qua 100°C. Mit khac, nhiét d6 bién tinh trung binh cia AR19G-
166-QA tuong tng bing 75,3 + 0,1°C (khong bd sung CaCl,) va 80,9 + 0,2°C (b6 sung
CaCl,), gin bing nhiét do ti wu 70°C (khong bd sung CaCly) va 80°C (bd sung CaCly)
ctiia enzym dugc xac dinh tir hoat tinh thiy phn PSA.

11. Téc dung cia ving cdu tric gin két cacbonhydrat dén hoat tinh

xenlobiohydrolaza

Dé kiém chung tic dung thu duoc khi ving cAu trac gin két cacbonhydrat cua
AR19G-166c4A-19-2 dugc bd sung vao cac enzym khac, xenlobiohydrolaza AR19G-
166c4A-19-2-1 (SEQ ID NO.11) c6 ving céu triic gén két cacbonhydrat mo ta néu trén
dugc bd sung vio AR19G-166-RA dugc didu ché va do hoat tinh thily phan Avicel. Gen
AR19G-166c4A-19-2-1 (SEQ ID NO.12) dugc didu ché bing kit dot bién diém c6 dinh
hudng QuikChange (do Agilent Technologies, Inc. san xuét) dé thay thé glutamin & vi tri
s6 462 ctia AR19G-166c4A-19-2 bing arginin. Cu thé, qua trinh diéu ché dugc thuc hién
br?mg cach st dung khuén 1a AR19G-166c4A-19-2/pLEADS, va st dung doan mdi dot
bién gen 1 chira trinh tu nucleotit nhwr néu trong SEQ ID NO.13 va doan mdi dot bién gen
2 chira trinh tu nucleotit nhu néu trong SEQ ID NO.14. Qua trinh biéu hién va tinh ché
AR19G-166c4A-19-2-1 dugc thuc hién theo cing cach thirc mé ta trong phéan 7, v mitc
dd phu thudc nhiét d6 cta hoat tinh xenlobiohydrolaza dugc déanh gia theo cung céach
thirc md ta trong phin 9. P& so sanh, cic phap do twong tu dugc thyc hién dbi véi
AR19G-166-RA khong c6 CBM.

Két qua do hoat tinh thity phan Avicel dugc thé hién trén Fig.6. AR19G-166¢4A-
19-2-1 ¢6 hoat tinh thiiy phan Avicel ting déang ké & nhiét do nim trong khoang tir 60 dén
85°C so véi AR19G-166-RA khong c6 CBM. Hoai: tinh thiy phan Avicel trung binh cta
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AR19G-166¢4A-19-2-1 & nhiét do 80°C bing 0,26 + 0,06U/mg trong su ving mit ciia
ion canxi va 0,31 + 0,01U/mg trong su c6 mét cua ion canxi, trong khi d6 hoat tinh thuy
phan Avicel trung binh cia AR19G-166-RA tuong ung bang 0,06 + 0,06U/mg va 0,10 +
0,01U/mg. Cac két qua nay cho thdy ring sy c6 mit cia ving cAu triic gin két
cacbonhydrat 1am tang hoat tinh thity phan Avicel 1én 4,3 1an (hodc 1én 3,1 14n trong sy c6

mdt ciia ion canxi).

Céc két qua nay cho thiy khi bd sung CBM ctia xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo
sang ché vao cac enzym xenlobiohydrolaza khéc, thi hoat tinh Xenlobiohydrolaza cua cac

enzym ndy c6 thé ting.
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YEU CAU BAO HQ
1. Xenlobiohydrolaza chiu nhiét chtra ving cAu tric gan két xenluloza bao gbm:
(A1) pblypeptit co uinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1;

(B1) polypeptit c6 trinh tu axit amin dugc tao ra béng cach loai bo, thay thé hoiac
bd sung tir 1 dén 20 axit amin trén trinh tir axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, va ¢6

chirc ning gan ket xenluloza; hodc

(C1) polypeptit c6 trinh tu axit amin c¢6 do twong ddng bang 70% hodc cao hon so
véi trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, va c6 chuc ning gin két xenluloza,
va cling ¢6 ving xuc tac xenlobiohydrolaza, trong d6 xenlobiohydrolaza chiu nhiét nay
¢6 hoat tinh thiy phin co chit Avicel truong né lién hop axit phosphoric it nhat & nhiét
d6 bang 95°C va do pH bang 5,5.

2. Xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo diém 1, trong d6 ving xtc tic xenlobiohydrolaza

bao gom:

(A2) polypeptit cé trinh tu axit amin tir gbc leuxin & vi tri s6 164 dén gbc prolin &
vi trf s6 590 cua trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3,

(B2) polypeptit co trinh ty axit amin dugc tao ra béng ééch loai bd, thay thé hoic
b sung tir 1 dén 20 axit amin trén trinh ty axit amin tir gbc leuxin & vi tri s6 164 déntrén
trinh ty axit amin tir gdc leuxin & vi trf s6 164 dén gdc prolin & vi tri 6 590 cta trinh tu
axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3, va c6 hoat tinh thity phén co chét Avicel truong
né lién hop axit phosphoric it nhit & nhiét do bing 95°C va do pH bang 5,5, hogc

(C2) polypeptit co trinh tu axit arhin c¢6 d6 trong ddng bang 70% hodc cao hon so
v6i trinh tut axit amin tir gbc leuxin & vi tri s6 164 dén dén gbc prolin & vi tri s6 590 cta
trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3, va c6 hoat tinh thuy phén co chét Avicel
truong né lién hop axit phosphoric it nhit & nhiét d6 bang 95°C va o pH bang 5,5.

3. Xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo diém 1, bao gdm:

(A3) polypeptit cé trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3,
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(B3) polypeptit c6 trinh tu axit amin duoc tao ra bing cach loai bo, thay thé hoic
bd sung tir 1 dn 20 axit amin trén trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3, va ¢6
hoat tinh thity phan co chat Avicel truong né lién hop axit phosphoric it nhit & nhiét do
bang 95°C va d6 pH bang 5,5, hodc

(C3) polypeptit cé trinh tu axit amin cé do tuong ddng bang 70% hoic cao hon so
v6i trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3, va c6 hoat tinh thiry phan co chét
Avicel treong né lién hop axit phosphoric it nhét & nhiét 6 bang 95°C va d6 pH bang 5,5.

4. Xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo diém bat ky trong sb cac diém tir 1 d&én 3, trong d6
xenlobiohydrolaza chiu nhiét ndy c6 hoat tinh thuy phén co chét Avicel truong né lién
hop axit phosphoric it nhét & nhiét do béng 105°C va d6 pH béng 5,5 trong su cé mit cia

ion canxi.
5. Polynucleotit, c6

(al) trinh ty nucleotit ma hoa polypeptit cd trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ
ID NO.1,

(b1) trinh tu nucleotit ma héa polypeptit cé trinh tu axit amin dugc tao ra bang
cach loai bo, thay thé hodc bd sung tir 1 dén 20 axit amin trén trinh tu axit amin nhu néu

trong SEQ ID NO.1, polypeptit ndy c6 chirc ning gin két xenluloza,

(c1) trinh tr nucleotit m3 héa polypeptit c6 trinh tu axit amin c6 dd twong dong
bang 70% hoic cao hon so v6i trinh tur axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, polypeptit

nay c6 chic nang gan két xenluloza, hodc

(d1) trinh tur nucleotit c6 d§ twong dong bing 80% hodc cao hon so véi trinh tur
nucleotit nhur néu trong SEQ ID NO.2, va ma héa polypeptit c6 chic ning gin két

xenluloza.
6. Polynucleotit theo diém 5, bao gbm:

(a2) trinh tu nucleotit m3 hda polypeptit cé trinh trr axit amin nhu néu trong SEQ
ID NO.3,

(b2) trinh tr nucleotit ma hda polypeptit c6 trinh ty axit amin dugc tao ra bang
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cach loai bo, thay thé hoic bd sung tir 1 dén 20 axit amin trén trinh tu axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.3, polypeptit nay cé hoat tinh thiy phén co chét Avicel truong no lién
hop axit phosphoric it nhdt & nhiét d6 bang 95°C va d6 pH bang 5,5,

(c2) trinh tu nucleotit mi hoéa polypeptit cé trinh tu axit amin ¢6 do tuong d(‘”)ng.
bang 70% hoic cao hon so véi trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3, polypeptit
nay c6 hoat tinh thuy phén co chit Avicel truong n& lién hgp axit phosphoric it nhit &
nhiét d6 bang 95°C va d6 pH bang 5,5, hodc

(d2) trinh tg nucleotit c6 d§ twong déng b%mg 80% hodc cao hon so véi trinh tu
nucleotit nhu néu trong SEQ ID NO.4, va ma héa polypeptit c6 hoat tinh thuy phén co
chit Avicel truong nd lién hop axit phosphoric it nhat & nhiét do bang 95°C va do pH
bang 5,5.

7. Polynucleotit theo diém 5 hoic 6, trong d6 polypeptit ndy ciing c6 hoat tinh thiiy phan
co chét Avicel truong nd lién hop axit phosphoric it nhit & nhiét 6 bang 105°C va d6 pH

bang 5,5 trong su c6 mét cuia ion canxi.

8. Vecto biéu hién chira polynucleotit theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 5 dén 7, va

c¢6 kha nang biéu hién polypeptit c6 hoat tinh xenlobiohydrolaza & té bao vit chu.
9. Thé bién nap E. coli chira vecto bidu hién theo diém 8.

10. Phuong phap san xut xenlobiohydro'laza chiu nhiét, trong d6 xenlobiohydrolaza chiu
nhi¢t nay dugc san xuét béng cach biéu hién xenlobiohydrolaza chiu nhiét nay tir vecto

biéu hién trong thé bién nap E. coli theo diém 9.

11. Hdn hop glycosit hydrolaza, chira xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo diém bét ky
trong sb cac diém tir 1 dén 4, hoic xenlobiohydrolaza chiu nhiét ma héa béi polynucleotit

theo diém bat ki trong sb cac diém tir 5 dén 7, va it nhat mot glycosit hydrolaza khéc.

12. Phubng phap san xuét san phdm phan giai xenluloza, bao gdm budc tao ra san phim
phan gidi xenluloza bing cach cho nguyén liéu chira xenluloza tiép xtic véi
xenlobiohydrolaza chiu nhiét theo diém bat ky trong sb cac diém tir 1 dén 4,
xenlobiohydrolaza chiu nhiét ma hdéa boi polynucleotit theo diém bét ky trong sd cac

diém tir 5 dén 7, thé bién nap E. coli theo diém 9, hodc hdn hop glycosit hydrolaza theo
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diém 11.
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THE BIEN NAP CHUA VECTO NAY, PHUONG PHAP SAN XUAT ENzYM NAY, HON HOP GLYCOSIT HYPROLAZA CHUA
ENZYM NAY, VA PHUONG PHAP SAN XUAT SAN PHAM PHAN GIAI XENLULOZA

<130> H115148201 ’

<160> 13

<210> 1

<211s> 102

<212> PRT

<213> Trinh tu chua biét

<220>
<223> Ving cdu tric gdn két cacbonhydrat cua AR19G-166c4A-19-2
<400> 1 ' -
Cys Gln Val Ser Tyr Thr Val Ala Asn Gln Trp Pro Gly Gly Ala Thr
1 5 10 15
Val Asn Val Thr Ile Thr Asn Thr Thr Ser Ser Pro Ile Asn Gly Trp
20 25 30
Thr Leu Glu Trp Asp Phe Pro Asn Pro Ser Gln Gln Ile Thr Asn Leu
35 40 45
Trp Asn Gly Ser Tyr Ser Gln Thr Gly Gln His Val Thr Val Thr Asn
50 55 60
Ala Ala Trp Asn Gly Thr Ile Pro Ala Gly Ser Ser Val Thr Phe Gly
65 70 75 80
Phe Asn Met Ser Trp Ser Gly Ser Asn Pro Ala Pro Ser Ser Phe Thr
85 90 95
Leu Asn Gly Gln Pro Cys
100
<210> 2
<211> 306

<212> ADN
<213> Trinh tyu chua biét
<220>
<223> Viing clu tric gén két cacbonhydrat ciia AR19G-166c4A-19-2
<400> 2
tgccaggtgt cctacacggt agccaaccag tggcccggcg gcgccaccgt gaacgtgaca 60
attaccaaca ccaccagcag ccccatcaac ggctggacgc tggaatggga cttccccaac 120
cccagccagce agatcaccaa cctctggaac ggctcctact cccaaaccgg acagcacgtg 180
acagtgacca atgccgcctg gaacggaaca atcccagccg gcagctccgt aaccttcgga 240
ttcaacatga gctggagcgg atcgaacccg gcgcccagca gcttcaccct gaacggacaa 300
ccgtge . 306
<210> 3
<211> 590
<212> PRT
<213> Trinh tu chua biét
<220>
<223> AR19G-166Cc4A-19-2
<400> 3
Ala Cys Gln Val Ser Tyr Thr Val Ala Asn Gln Trp Pro Gly Gly Ala
1 5 10 15
Thr Val Asn Val Thr Ile Thr Asn Thr Thr Ser Ser Pro Ile Asn Gly
20 25 30
Trp Thr Leu Glu Trp Asp Phe Pro Asn Pro Ser Gln Gln Ile Thr Asn
35 40 45
Leu Trp Asn Gly Ser Tyr Ser Gln Thr Gly Gln His Val Thr Val Thr
50 55 60
Asn Ala Ala Trp Asn Gly Thr Ile Pro Ala Gly Ser Ser Val Thr Phe
65 70 75 80
Gly Phe Asn Met Ser Trp Ser Gly Ser Asn Pro Ala Pro Ser Ser Phe
85 90 95
Thr Leu Asn Gly Gln Pro Cys Gly Gly Thr Ala Gly Gly Gly Pro Gln
100 105 110
Pro Thr Pro Thr Pro Thr Arg Thr Pro Thr Pro Ala Ala Pro Thr Ala’
115 120 125
Thr Pro Thr Pro Val Ala Pro Thr Ala Thr Pro Thr Arg Thr Pro Thr
130 135 140 )
Pro Thr Leu Thr Ser Thr Pro Gly Pro Thr Pro Thr Pro Pro Pro Ser
145 150 155 160
Gly Thr His Leu Asp Asn Pro Phe Ile Gly Ala Ile Gly Tyr Val Asn
165 170 175
Pro Asp Trp Ala Thr Asn Val Ile Ser Gln Ala Asn Gln Thr Ala Asp
180 185 190
Pro Thr Leu Ala Ala Gln Met Arg Lys Val Ala Thr Tyr Ser Thr Ala
195 200 205
Val Trp Leu Asp Arg Ile Ala Ala Ile Thr Ala Gly Arg Gly Leu Axg
210 215 220
Gly His Leu Asp Glu Ala Leu Arg Gln Met Gln Gln Ala Gly Gln Pro
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225 230 235 240
Val Val Ile Thr Leu Val Ile Tyr Asp Leu Pro Asn Arg Asp Cys Ser
245 250 255
Ala Ala Ala Ser Asn Gly Glu Leu Leu Val Ala Gln Asn Gly Leu Ala
260 265 270
Arg Tyr Lys Ala Glu Phe Ile Asp Pro Ile Val Ala Ile Leu Ser Asp
275 280 285
Pro Arg Tyr Ala Gly Leu Arg Ile Val Thr Ile Ile Glu Pro Asp Ser
290 295 ' 300
Leu Pro Asn Leu Val Thr Asn Leu Ser Ile Pro Ala Cys Ala Glu Ala
305 310 315 320
Gln Asn Ala Tyr Ile Glu Gly Ile Arg Tyr Ala Val Asn Arg Leu Arg
325 330 335
Thr Ile Pro Asn Val Tyr Ile Tyr Leu Asp Ile Ala His Ser Gly Trp
340 - 345 350
Leu Gly Trp Asp Asn Asn Phe Asn Gly Ala Val Asn Leu Tyr Thr Gln
355° 360 ’ 365
Val Val Gln Gly Met Asp Gln Gly Phe Asn Ser Ile Asp Gly Phe Ile
370 375 380
Thr Asn Val Ala Asn Tyr Thr Pro Leu Glu Glu Pro Tyr Leu Pro Asp
385 390 395 400
Pro Asn Leu Thr Ile Ala Gly Gln Pro Val Arg Ser Ala Ser Phe Tyr
405 410 415
Glu Trp Asn Pro Tyr Phe Asp Glu Leu Asp Tyr Ala Leu Ala Leu Arg
420 425 - 430
Asn Ala Phe Ile Gly Arg Gly Phe Pro Ser Thr Ile Gly Met Leu Ile
435 440 445
Asp Thr Ser Arg Asn Gly Trp Gly Gly Cys Ser Tyr Gly Gln Cys Arg
450 455 460
Pro Thr Gly Pro Ser Ser Asp Thr Ser Ser Val Asn Ala Tyr Val Asp
465 470 475 480
Gly Ser Arg Val Asp Arg Arg Tyr His Arg Gly Asn Trp Cys Asn Gln
485 490 495
Ala Gly Gly Ile Gly Glu Arg Pro Gln Ala Ala Pro Arg Ser Gly Ile
500 505 510
Asp Ala Tyr Val Trp Val Lys Pro Pro Gly Glu Ser Asp Gly Val Ser
515 520 525
Gln Pro Gly Ile Val Asp Pro Asp Asp Pro Asn Lys Lys Phe Asp Pro
530 535 540
Met Cys Asp Pro Asn Gly Gln Ser Arg Tyr Asn Ser Ala Tyr Pro Thr
545 550 555 560
Gly Ala Leu Pro Asn Ala Pro His Ala Gly Arg Trp Phe Pro Gln Gln
565 570 575
Phe Glu Ile Leu Val Arg Asn Ala Tyr Pro Pro Ile Gln Pro
580 585 590
<210> 4
<211> 1773
<212> ADN
<213> Trinh tu chua biét
<220>
<223> AR19G-166Cc4A-19-2
<400> 4
gcctgeccagg tgtcctacac ggtagccaac cagtggcccg gcggcgccac cgtgaacgtg
acaattacca acaccaccag cagccccatc aacggctgga cgctggaatg ggacttcccc
aaccccagcc agcagatcac caacctctgg aacggctcct actcccaaac cggacagcac
gtgacagtga ccaatgccgc ctggaacgga acaatcccag ccggcagctc cgtaaccttce
ggattcaaca tgagctggag cggatcgaac ccggcgccca gcagcttcac cctgaacgga
caaccgtgcg gcggcaccgc cggcggtggc ccccagccca cccccacccc cacgcgcacg
cccacaccgg cggcacctac cgccaccccc acgccggtgg cgcccaccge cacccccacc
cgcacgccca caccgacact cacctctacg ccggggccta caccaacgcc acccccttca
ggaacccatt tggacaatcc attcatcgga gccatcggat acgtgaatcc ggactgggca
accaatgtga tcagccaagc gaaccaaacg gctgatccaa ccttggcggce tcaaatgegt
aaggtggcca cctactccac agctgtctgg ttggatcgta tcgccgccat caccgctgge
cgcggattge gcgggcattt ggatgaagca ctacgccaaa tgcagcaagc tggccagccg
gttgtgatca cccttgtgat ctatgatctg ccaaatcgag attgctctge tgctgectce
aatggcgaat tactggtcgce ccagaatgga ctggcccgct acaaagcgga gttcatcgat
cccatcgtag ccattctctc agatccccga tatgccggge tacgcatcgt caccatcatc
gaaccggact ccttacccaa cctggtcacg aacctcagca tcccggcatg cgcagaagct
cagaatgcat atatcgaagg gatccgctat gcggtgaacc ggctgcggac aattcccaac
gtctacatct atctggatat cgcccactca ggctggttgg gctgggataa taactttaat
ggggcagtaa atctctacac ccaagttgtg caaggaatgg atcaagggtt taacagtatc
gatggattca tcaccaacgt tgccaactat acccccctcg aagaacccta tttgcccgat
cccaacctga ccatcgctgg gcaacccgtt cgctctgecca gcttctacga atggaaccce
tactttgatg agctggatta cgctctggct ctgcgcaacg cttttatcgg acgaggcttc
cccagcacca ttgggatgct catcgatacc agccgaaacg ggtggggcgg atgcagctat
gggcaatgca ggcccacggg tcccagttca gataccagca gcgtgaatge ctacgtggac
ggctcgcgag tagaccgacg ctatcatcgg ggcaactggt gtaaccaggc gggtgggatc
ggcgagcgcc ctcaggccge accgcggtcc ggtatcgacg cctacgtgtg ggtgaaacca
cctggggagt ccgatggggt cagccaaccc gggatcgtcg atcccgacga tcccaacaag
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180
240
300
360
420
480
540
600
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720
780
840
900
960

1020
1080
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1200
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aagttcgatc ctatgtgtga tcccaacgga cagagccggt ataactccgce atacccaact
ggggctctgc ccaacgcgcc ccacgctggg cggtggttcc cgcagcagtt
gtgcggaacg cctatccgcc gatccaaccc taa

Gly Thr Gly Tyr Arg Asn

<210> 5
<211> 18
<212> ADN
<213> Trinh ty nh3n tao
<220>
<223> M ta trinh ty nhan tao: DPoan mdi.
<400> 5
gcctgccagg tgtcctac
<210> 6
<211> 22
<212> ADN
<213> Trinh ty nhin tao
<220>
<223> M6 ta trinh ty nhan tao: Poan mdi
<400> 6
ttagggttgg atcggcggat ag
<210> 7
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh ty nhidn tao
<220>
<223> MO ta trinh tu nhln tao: Doan mdi.
<400> 7
gtgatggcct gccaggtgtc ctac
<210> 8
<211> 33
<212> ADN
<213> Trinh ty nh3n tao
<220>
<223> M6 ta trinh tu nhan tao: DPoan mdi.
<400> 8
atgcagagct cttagggttg gatcggcgga tag
<210> 9
<211> 480
<212> PRT
<213> Microbispora sp.
<220>
<223> alpha-L-arabinofuranosidaza
<400> 9
Met Ser Ala Ala Ala Val Ala Thr Leu Val Thr Ala
1 5 10
Ala Gly Thr His Ala Ala Ser Ala Ala Ala Ala Gly
] 20 25 30
Tyr Thr Val Thr Asn Gln Txp Pro Gly Gly Phe Gly
35 40 45
Ile Ser Asn Leu Gly Asp Pro Val Asn Gly Trp Arg
50 55 60
Phe Pro Ala Gly Gln Thr Val Thr Gln Leu Trp Asn
65 70 75
Gln Ser Gly Ser Gln Val Thr Val Thr Asn Ala Ser
85 90
Ile Pro Thr Gly Gly Ser Thr Asn Phe Gly Phe Asn
100 105 110
Gly Ser Asn Pro Ala Pro Ser Ser Phe Ala Leu Asn
115 ’ 120 125
Thr Gly Gly Val Thr Ser Pro Thr Pro Thr Pro Thr
130 135 140
Pro Thr Pro Thr Pro Thr Pro Thr Pro Thr Pro Ser
145 150 155
Pro Ser Thr Arg Gln Pro Cys Asp Ile Tyr Ala Ser
165 170
Cys Val Ala Ala His Ser Thr Thr Arg Ala Leu Tyr
180 185 130
Gly Pro Leu Tyr Gln Val Arg Arg Ser Ser Asp Asn
195 200 205
Ile Gly Val Leu Ser Ala Gly Gly Val Ala Asp Ser
210 215 220
Ser Phe Cys Ala Asn Thr Asn Cys Val Ile Thr Val
225 230 235
Ser Gly Arg Asn Asn Arg Leu Thr Gln Ala Pro Pro
245 250
Gly Pro Ala Ala Gly Gly Tyr Asp Asn Leu Ala Asp
260 265 270
Pro Thr Thr Val Gly Gly His Lys Ala Tyr Gly Val
275 280 285

Asn Ala Thr Asn Gly Val

Ala
15

Cys
Thr
Leu
Gly
Tyr
95

Gly
Gly
Pro
Pro
Gly
175

Ala
Thr
Ala
Ile
Gly
255

Ala

Tyr

Ala

-50-

Ala
Gln
Asn
Thr
Thr
80
Asn
Ser
Val
Thr
Ser
160
Gly
Ala
Thr
Ala
Tyr
240
Gly
Lys

Val

Lys

Gly
Val
Val
Trp
Tyr
Ala
Trp
Thr
Pro
Pro
Thr
Tyr
Arg
Gln
Asp
Phe
Ala
Ala

Gly

Val
Thr
Thr
Ser
Thr
Thr
Asn
Cys
Thr
Ser
Pro
Thr
Asp
Asp
Gln
Ala
Ala
Ala

Asp

cgaaatcctg

18

22

24

33

1680
1740
1773



290
Gln Pro Glu Gly Met
305
Gly Cys Cys Phe Asp
325

Asn Gly Thr Met
340

Tyr Gly Thr

355
Leu Phe
370

Asn Tyr

Gly

Gly Gly

Gly Ser Gly

Val
385
Trp

Arg Tyr

Ala Ile Arg Gly
405
Asp Gly Lys Arg
420
Gly Ala Ile Ile
435
Gly Thr Phe Tyr
450
Ala Thr Glu Ser Ala
465
<210>
<211>
<212>
<213>
<220> .
<223> AR19G-166-0A
<400> 10
Leu Asp Asn Pro Phe
1 5
Ala Thr Asn Val Ile
20
Ala Gln Met Arg
35
Arg Ile
50
Glu Ala

Tyr
Glu

Ala

10
427
PRT
Trinh tu chua

Ala

Asp Ala Ala
Asp
65
Thr

Leu Arg
70
Ile Tyxr
85
Asn Gly Glu Leu
100
Glu Phe Ile Asp
115 .
Gly Leu Arg Ile
130
Leu Val Thr Asn Leu
145
Tyr Ile Glu Gly Ile
165
Asn Val Tyr Ile Tyr
180
Asp Asn Asn Phe Asn
195
Gly Met Asp Gln Gly
210
Ala Asn Tyr Thr Pro
225
Thr Ile Ala Gly Gln
. 245
Pro Tyr Phe Asp Glu
260
Ile Gly Arg Gly
275
Arg Asn Gly
290
Pro Ser Ser
305
Val Asp Arg

Leu Val
Ser
Ala

Ala

Phe

Trp Gly

Asp Thr
Arg Tyr
325
Ile Gly Glu Arg Pro

340
Val Trp Val Lys Pro
355 .
Ile Val Asp Pro Asp
370
Pro Asn Gly Gln Serxr

310

3390

470

150

230

310

29508

295 300
Tyr Ala Ile Phe Asp Gly
315
Tyr Gly Asn Ala Glu Thr
330
Glu Ala Ile Tyr
345
Asn Gly Pro Trp
360
Val Asn Ala Gly
375 380
Leu Thr Ala Ile Ile Lys
395
Gly Asn Ala Gln Ser Gly
410
Pro Asn Val Ser Gly Tyr
425 )
Ile Gly Gly Asp
445
Val Met Thr Ser Gly
460
Ala Asn Ile Val Ala
475

Thr
Asn
Phe Gly Asn
350
Ile Met Ala
365
Tyr Asn Ala

Gly
Gly

Asn
430
Leu Gly Asn
440
Glu Gly
455

Val Gln

biét

Ile Ala Ile
10
Ala Asn

25

Ala Thr

Gly Gly Tyr Val

Gln Gln Thr Ala
30
Tyr Ser Thr
45
Arg Gly Leu
60
Gln Gln Ala Gly Gln
75
Pro Asn Arg Asp Cys
S0
Gln Asn Gly Leu
110
Ala Ile Leu Ser
125
Ile Glu Pro Asp
140
Ala Cys Ala Glu
155
Ala Val Asn Arg Leu
170
Ile RAla
185
Val Asn

Ser

Val
40
Thr

Lys

Ile
55
Gln

Ala Gly
Met

Asp Leu

Val Ala
105
Val

Leu

Ile
120
Thr

Pro

Val
135
Ser

Ile

Ile Pro

Arg Tyr

Leu Asp His Ser Gly

190

Leu Tyr Thr

205

Asp Gly

220
Glu Pro Tyr Leu
235
Arg Ser Ala Ser
250

Tyr Ala

265

Thr Ile

Ala
200
Asn

Gly

Phe
215
Leu Glu

Ser Ile Phe

Pro

Pro Val Phe

Leu Ala Leu
270
Leu

Leu Asp

Pro Ser
280

Gly Cys

295 300

Ser Ser Val Asn Ala Tyr

315

Gly Asn Trp
330

Ala Pro

345

Pro Gly Glu Ser
360

Asp Pro Asn Lys.

375

Arg Tyr Asn Ser

Gly Met

285
Ser Tyr Gly Gln Cys
Val

His Arg Cys Asn

Gln Ala Arg Ser Gly
350
Asp Gly Val
365
Lys Phe Asp
380

Ala Tyr Pro

His
Ser
335
Ile
Asp
Asn
Glu
Leu
415
Pro
Ser

Tyxr

Ala

Asn
15
Asp
Ala
Arg
Pro
Ser
95
Ala
Asp
Ser
Ala
Arg
175
Trp
Gln
Ile
Asp
Tyr
255
Arg
Ile
Arg
Asp
Gln
335
Ile
Ser

Pro

Thr
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Tyr

320

Arg
Lys
Leu
Asp

Ser

400

Ser
Met
His
Pro

Gly

480

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

Met

Gly

Asn
Asp
Val
Glu
Pro
Asn
Thr
Lys
Gly
Ser

Tyxr

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

Ala

Gly
Asn
Trp
Asn
Thr
His
Phe
Lys
Ser
Asp

Arg

Trp
Leu
Leu
Léu
Ile
Ala
Lys
Tyr
Asn
Ala
Pro-
Trp
Gln
Val
Leu
Asn
Phe
Ser
Gly
Arg
Gly
Tyr
Gly
Asp

Leu



385

390
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395

400

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

405

410 415

Leu Val Arg Asn Ala Tyr Pro Pro Ile Gln Pro

420

<210> 11

<211> 590

<212> PRT

<213> Trinh tu chua biét
<220>

<223> AR19G-166Cc4A-19-2-1
<400> 11

Ala
1
Thr

Trp
Leu
Asn

65
Gly
Thr
Pro
Thr
Pro
145
Gly
Pro

Pro

Val

Cys Gln Val Ser Tyr Thr
5
Val Asn Val Thr Ile Thr
20
Thr Leu Glu Trp Asp Phe
35 40
Trp Asn Gly Ser Tyr Ser
50 55
Ala Ala Trp Asn Gly Thr
70
Phe Asn Met Ser Trp Ser
85 )
Leu Asn Gly Gln Pro Cys
100
Thr Pro Thr Pro Thr Arg
115 120
Pro Thr Prc Val Ala Pro

130 135

Thr Leu Thr Ser Thr Pro
150
Thr His Leu Asp Asn Pro
165
Asp Trp Ala Thr Asn Val
180
Thr Leu Ala Ala Gln Met
195 200
Trp Leu Asp Arg Ile Ala

210 215

425

Val Ala Asn Gln Trp Pro
.10 15
Asn Thr Thr Ser Ser Pro

25 30
Pro Asn Pro Ser Gln Gln
45
Gln Thr Gly Gln His Val
60
Ile Pro Ala Gly Ser Ser
75
Gly Ser Asn Pro Ala Pro
90 95
Gly Gly Thr Ala Gly Gly
105 110
Thr Pro Thr Pro Ala Ala
125
Thr Ala Thr Pro Thr Arg
140
Gly Pro Thr Pro Thr Pro
155
Phe Ile Gly Ala Ile Gly
170 175
Ile Ser Gln Ala Asn Gln
185 190
Arg Lys Val Ala Thr Tyr
205
Ala Ile Thr Ala Gly Arg
220

Gly His Leu Asp Glu Ala Leu Arg Gln Met Gln Gln Ala

225
Val

Ala
Arg
Pro
Leu

305
Gln

230
Val Ile Thr Leu Val Ile
245
Ala Ala Ser Asn Gly Glu
260
Tyr Lys Ala Glu Phe Ile
275 280
Arg Tyr Ala Gly Leu Arg

290 295

Pro Asn Leu Val Thr Asn
310
Asn Ala Tyr Ile Glu Gly
325

235
Tyr Asp Leu Pro Asn Arg
250 255
Leu Leu Val Ala Gln Asn
265 270
AsplPro Ile Val Ala Ile
285
Ile Val Thr Ile Ile Glu
300
Leu Ser Ile Pro Ala Cys
315
Ile Arg Tyr Ala Val Asn
330 335

Thr Ile Pro Asn Val Tyr Ile Tyr Leu Asp Ile Ala His

Leu
Val
Thr
385

Pro

Glu

340
Gly Trp Asp Asn Asn Phe
355 360
Val Gln Gly Met Asp Gln

370 - 375

Asn Val Ala Asn Tyr Thr
390
Asn Leu Thr Ile Ala Gly
405
Trp Asn Pro Tyr Phe Asp
420

345 350
Asn Gly Ala Val Asn Leu
365
Gly Phe Asn Ser Ile Asp
380
Pro Leu Glu Glu Pro Tyr
395

Gln Pro Val Arg Ser Ala
410 415

Glu Leu Asp Tyr Ala Leu

425 430

Asn Ala Phe Ile Gly Arg Gly Phe Pro Ser Thr Ile Gly

Asp
Pro
465
Gly
Ala

Asp

Gln

435 440
Thr Ser Arg Asn Gly Trp

450 455

Thr Gly Pro Ser Ser Asp
470
Ser Arg Val Asp Arg Arg
485

Gly Gly Ile Gly Glu Arg
500 .

Ala Tyr Val Trp Val Lys
515 520
Pro Gly Ile Val Asp Pro

445
Gly Gly Cys Ser Tyr Gly
460
Thr Ser Ser Val Asn Ala
475
Tyr His Arg Gly Asn Trp
490 495
Pro Gln Ala Ala Pro Arg
505 510
Pro Pro Gly Glu Ser Asp
525
Asp Asp Pro Asn Lys Lys

-52-

Gly
Ile
Ile
Thr
Val
80
Ser
Gly
Pro
Thr
Pro
160
Tyr
Thr
Ser
Gly
Gly
240
Asp
Gly
Leu
Pro
Ala
320
Arg
Ser
Tyr
Gly
Leu
400
Ser
Ala
Met
Arg
Tyr
480

Cys

Ser

.Gly

Phe

Gly
Asn
Thr
Val
Thr
Ser
Pro
Thr
Pro
Pro
Val
Ala
Thr
Leu
Gln
Cys
Leu
Ser
Asp
Glu
Leu
Gly
Thr
Phe
Pro
Phe
Leu
Leu
Cys
Val
Asn
Gly
Val

Asp

Ala
Gly
Asn
Thr
Phe
Phe
Gln
Ala
Thr
Ser
Asn
Asp
Ala
Arg
Pro
Ser
Ala
Asp
Ser
Ala
Arg
Trp
Gln
Ile
Asp
Tyr
Arg

Ile

Asp
Gln
Ile
Ser

Pro



530

545

535
Met Cys Asp Pro Asn Gly Gln Ser Arg Tyr Asn Ser Ala Tyr Pro Thr

550

29508

540

555

560

Gly Ala Leu Pro Asn Ala Pro His Ala Gly Arg Trp Phe Pro Gln Gln

570

Phe Glu Ile Leu Val Arg Asn Ala Tyr Pro Pro
580

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400> 12
gcctgccagg
acaattacca
aaccccagcc
gtgacagtga
ggattcaaca
caaccgtgcg
cccacaccgg
cgcacgccca
ggaacccatt
" accaatgtga
aaggtggcca
cgcggattgce
gttgtgatca
aatggcgaat
cccatcgtag
gaaccggact
cagaatgcat
gtctacatct
ggggcagtaa
gatggattca
cccaacctga
tactttgatg
cccagcacca
gggcgatgcea
ggctcgcgayg
ggcgagcgcece
cctggggagt
aagttcgatc
ggggctctge
gtgcggaacg
<210> 13
<211> 30
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400>

12
1773
ADN

13

565

tgtcctacac
acaccaccag
agcagatcac
ccaatgccge
tgagctggag
gcggcaccgc
cggcacctac
caccgacact
tggacaatcc
tcagccaage
cctactccac
gcgggcattt
cccttgteoat
tactggtcge
ccattctctce
ccttacccaa
atatcgaagg
atctggatat
atctctacac
tcaccaacgt
ccatcgctgg
agctggatta
ttgggatgcect
ggcccacggg
tagaccgacg
ctcaggccgce
ccgatggggt
ctatgtgtga
ccaacgcgcc
cctatccgece

585

Trinh tu chua biét

.AR19G-166Cc4A-19-2-1

ggtagccaac
cagccccate
caacctctgg
ctggaacgga
cggatcgaac
cggcggtgge
cgccaccccc
cacctctacg
attcatcgga
gaaccaaacg
agctgtctgg
ggatgaagca
ctatgatctg
ccagaatgga
agatccccga
cctggtcacg
gatccgctat
cgcccactca
ccaagttgtg
tgccaactat
gcaacccgtt
cgctctgget
catcgatacc
tcccagttca
ctatcatcgg
accgcggtcc
cagccaaccc
tcccaacgga
ccacgctggg
gatccaaccc

Trinh ty nh3n tao

atgcagctat gggcgatgca ggcccacggg

<210> 14
<211> 30
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 14

M6 ta trinh tu

Trinh tu nhdn tao

cagtggcccg
aacggctgga
aacggctcct
acaatcccag
ccggcgcecca
ccccagccca
acgccggtgg
ccggggceccta
gccatcggat
gctgatccaa
ttggatcgta
ctacgccaaa
ccaaatcgag
ctggcceget
tatgccgggce
aacctcagca
gcggtgaacc
ggctggttgg
caaggaatgg
accccccteg
cgctctgcca
ctgcgcaacg
agccgaaacg
gataccagca
ggcaactggt
ggtatcgacg
gggatcgtcg
cagagccggt
cggtggttcc
taa

M& ta trinh tu nhin tao: Doan mdi.

nhin tao: Doan mdi.

ccecgtgggeec tgcatcgcecc atagctgcat

575
Ile Gln Pro
590

gcggcgccac
cgctggaatg
actcccaaac
ccggcagcectce
gcagcttcac
cccccacccce
cgcccaccgc
caccaacgcc
acgtgaatcc
ccttggcggce
tcgccgeccat
tgcagcaagc
attgctctgce
acaaagcgga
tacgcatcgt
tcccggeatg
ggctgcggac
gctgggataa
atcaagggtt
aagaacccta
gcttctacga
cttttatcgg
ggtggggcgg
gcgtgaatgce
gtaaccaggc
cctacgtgtg
atcccgacga
ataactccgce
cgcagcagtt
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cgtgaacgtg
ggacttcccc
cggacagcac
cgtaaccttc
cctgaacgga
cacgcgcacg
cacccccacc
acccccttca
ggactgggca
tcaaatgcgt
caccgctggce
tggccagccg
tgctgcectcce
gttcatcgat
caccatcatc
cgcagaagct
aattcccaac
taactttaat
taacagtatc
tttgcccgat
atggaacccc
acgaggcttc
atgcagctat
ctacgtggac
gggtgggatc
ggtgaaacca
tcccaacaag
atacccaact
cgaaatcctg

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1773





