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Linh vire ky thuit dwoc dé cip

Séang ché thudc linh vuc enzym 1am cac chit phu gia thuc phdm. Cu thé hon,
sang ché dé cap dén cac phytaza, trinh ty nucleotit di voi phytaza nay, phuong
phap san xuét phytaza va viéc sir dung ching ¢ lam ting kha ning tiéu hoa

phosphat trong thyc phdm va thirc &n dong vét.
Tinh trang k§ thuét ciia sing ché

Phytat 1a dang tich trit phospho chinh trong ngii cdc va cac cay ho d4u. Tuy
nhién, cic dong vit mot khoang bung nhu lon, gia cAm va c4 khong thé chuyén hoa
hoic hip thu phytat (ho#c axit phytic) va do d6 né bi dao thai, din dén tinh trang 6
nhiém phospho & cac khu vuc chin nudi dong vat rat 1én. Ngoai ra, axit phytic ciing
dong vai trd 1am chét chéng dinh dudng trong cac dong vat mot khoang bung béi

cac tac nhan kim loai cang hoéa nhu canxi, dong va kém.

Dé cung cap cic phosphat du cho su phét trien va sy khoe manh cuia céc
dong vét nay, phosphat v6 co dugc bo sung vao cac ché do dn cia ching. Sy bo
sung ndy kha ton kém va c6 thé 1am ting hon nita cic van d&& vé 6 nhiém moi

truong.

Nho sy hoat dong ctia phytaza, phytat n6i chung dugc thily phan dé tao cac
inositol- phosphat thap va phosphat v6 co. Céc phytaza 13 hitu dung d& 1am céc chit
phu gia cho thirc &n ddng vét vi chiing cai thién gia tri clia phospho hitu co dbi véi
dong vat va lam gidm sy 6 nhiém phosphat ctia méi truong (Wodzinski RJ, Ullah

AH. Adv Appl Microbiol. 42, 263-302 (1996)).

Mbt sb phytaza ciia nim (Wyss M. er al. Appl. Environ. Microbiol. 65 (2),
367-373 (1999); Berka R.M. et al. Appl. Environ. Microbiol. 64 (11), 4423-4427
(1998); Lassen S. et al. Appl. Environ. Microbiol. 67 (10), 4701-4707 (2001)) va vi
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khuén (Greiner R. et al Arch. Biochem. Biophys. 303 (1), 107-113 (1993); Kerovuo
et al. Appl. Environ. Microbiol. 64 (6), 2079-2085 (1998); Kim H.W. et al.
Biotechnol. Lett. 25, 1231-1234 (2003); Greiner R. et al. Arch. Biochem. Biophys.
341 (2), 201-206 (1997); Yoon S.J. et al. Enzym and microbial technol. 18, 449-454
(1996); Zinin N.V. et al. FEMS Microbiol. Lett. 236, 283-290 (2004))) dd dugc md

ta trong cac tai li¢u nay.

Tuy nhién, cho dén nay, khong c6 mot phytaza ndo trong s cic phytaza trén
6 céc tinh chét can thiét di véi viée st dung hi€u qua lam chét bd sung thirc an
dong vat. Cu thé, nim va céc phytaza c6 xu thé khong 6n dinh do phan giai proten
(Igbasan F.A. et al. Arch. Anim. Nutr. 53,353-373 (2000)) va vi vy dé bi phén hiy,
trong khi céc phytaza vi khudn c6 tinh dic hiéu co chit hep dbi voi ban than phytat
va phan hdy kém céc inositol phosphat c6 cdc mirc phosphoryl héa vira phai
(Greiner R. et al., Arch. Biochem. Biophys. 303 (1), 107-113 (1993); Kerovuo J et
al. Biochem. J. 352, 623-628 (2000)).

Do d6, van c6 nhu cau dbi véi céc phytaza duge cai thién.
> A ~ A o - K
Ban chat ky thuit ciia sang che

Theo mot khia canh chung, séng ché dé cap dén phytaza c6 ngudn gbc tir vi
khuin hodic cac dang bién dbi (bién thé) cua nd. Cu thé, sang ché dé cap dén
phytaza c6 ngudn gbc tir vi khuén, Buttiauxella sp. va cic dang thay ddi/bién dbi
clia n6 dugc chon va/hodc thiét k& dé cé cac tinh dic hiéu dugc cai thién so véi

enzym (gdc) trong tw nhién (hoang d#).

Séang ché rit c6 loi vi né dé xuét phytaza méi ma c6 céc tinh chét kién chung
dic biét hitu dung va hiéu qua 1am cac enzym cho thirc #n. Cu thé, sang ché dé cép
dén cac polypeptit phytaza méi da duge phan 1ap va/hoic tinh ché nhu dwoe mé ta &
day, hodc mot doan chirc, hodic cic bién thé hodc cac dang bién ddi cua né. Sang

ché ciing @& xuét trinh ty axit nucleic mé héa phytaza nay.

Dé c6 thé sir dung hitu hiéu lam enzym bd sung vao thuc phdm hodc thie dn

dong vat, phytaza phai két hop dugec mét s6 tinh chdt khac nhau. D& c6 thé phan
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hily axit phytic trong moi truong axit ciia da day dong vat nd phai hoat ddng & do
pH thép, t6t hon trong khoang gi4 tri pH rong. Ngoai ra, n6 phéi c6 hoat tinh dic
hiéu cao va t6t hon néu d6 bén nhiét cao dé protein c6 thé chiu dung dwoc nhiét do
cao thong thuong dugc st dung trong viée didu ché luvong thuc nhu cac vién thirc

-

an.

Ciing quan trong 13 enzym phai c6 tinh dic hiéu co chit rong cho phép n6
thily phan khong chi phytat ma con cac san phdm trung gian cia qua trinh phan giai
phytat nhu inositol pentaphosphat, céc tetraphosphat va cac triphosphat. Céc nghién
clru vé sy phén giai phytat & lon chi ra rdng céc inositol oligophosphat ndy con duy
tri tinh khong tan mirc d6 16n trong rudt non va rudt gia va nhu vdy khong thé tiép
cén dugc véi céc phosphataza kiém dugc san xudt boi hé vi khuén rudt (Schlemmer
U. et al. Arch. Anim. Nutr. 55, 255-280 (2001)). Nhitng thay dbi vé& c4c bién dang
tinh dic hiéu co chit cia cac enzym khac nhau dugc xéc dinh. Vi dy, cac inositol-
triphosphat dugc tao ra bai dugc tao ra bdi dang phytaza ¢ ngudn gbc tir B. subtilis
vé co ban chiu dugc su thity phan tiép theo bdi enzym niy [Kerovuo J. et al.
Biochem J. 352, 623-628 (2000)].

Theo mét khia canh khac, sang ché dé xut plasmit hodc hé vector, hodc sinh
vit duoc bién nap gen hodc sinh vét chuyén gen bao gdbm mot phytaza méi nhu

duge mo ta & day hodc dang bieén ddi ctia no.

Theo mdt khia canh khéc, sang ché dé& cap dén cac sinh vét chuyén gen duoc
1am thay dbi dé biéu hién phytaza m&i nhu dwoc mé ta dudi ddy hoic dang bién ddi
ctia ching, va vi vay c6 kha ning san xuét phytaza. Sang ché con d& xuit phuong
tién va phuwong phap dé san xuét phytaza bing céng nghé sinh hoc va viée st dung

chiing 1am céc chét phu gia thirc n.

Céc khia canh cia sang ché dugc trinh bay trong yéu cau bao hd va trong mo

ta dusi day.
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Pé da tham khao, cac khia canh coa sdng che s€ dugc phan tich dudi cac tieu
dé clia cac phan thich hop. Tuy nhién, ndi dung boc 16 dudi timg tidu dé cia cac

phin khong cén thiét bi gi¢i han mbi phin cu thé.

Nhu duogc st dung lién quan dén sdng che, cac thudt ngit “san xuat”, “dang san

xuat”, “duoc san xult”, “co thé san xuit”, “sur san xuat” 1a dong nghia véi cac thuét
> v b

ngit tuong Umg “dicu che”, “dang di€u che”, “dugc di€u che”, “sy diéu che”, “dugc tao

ra”, “su tao ra” va “co th¢ tao ra”.

Nhu dugc sir dung li€n quan dén sang ché, cac thuat ngit “bieu hi€n”, “lam

bicu hién”, “duge bieu hién” va “c6 thé bicu hién”

13 ddng nghia voi cac thuat ngit

N9 66 X9

tuong tmg “su phién ma”, “phién ma”, “dugc phién ma” va “cé thé phién ma”.

Nhu duogce sir dung li€n quan dén séng che, cac thuat ngit “bien nap” va “su
chuyén nhiém” diing @€ chi phwong phap dura cc trinh tir axit nucleic vao cac vt ch,

cac te bao chil, cdc md hodc cac co quan.

Céc khia canh khéc lién quan dén céc trinh tu nucleotit ma c6 thé duoc st dung
trong sang ché bao gém: cAu triic bao gdm céc trinh t theo sang ché; vector bao gdm
c4c trinh ty d& sir dung trong sang ché; plasmit bao gdm céc trinh tir d& sir dung trong
sang ché; té bao duoc bién nap bao gém céc trinh tu dé st dung trong sang ché; mo
dugce bién nap bao gém c4c trinh tu dé s dung trong sang ché; co quan dugc bién nap
bao gdm céc trinh tur d& sir dung trong séng ché; vét cha duoc bién nap bao gom céc
trinh ty dé sir dung trong sang ché; sinh vat duoc bién nap bao gém cac trinh tu dé sir
dung trong sang ché. Sang ché ciing bao gdm c4c phuong phap bidu hién trinh tu
nucleotit dé sir dung trong sédng ché st dung céc trinh tw nay, nhu sw biéu hién trong té
bao chil; bao gdm phuong phap chuyén nhidm céc trinh tu nay. Sang ché con bao gbm

phuong phép phéan 14p trinh ti nucleotit, nhw phan 1ap tir t& bao ch.

Céc khia canh khac lién quan dén cac trinh tur axit amin dé sir dung trong séng
ché bao gdm: cAu trac ma héa c4c trinh ty axit amin dé st dung trong sang che; vector
mé hoéa céc trinh ty axit amin d& sir dung trong sang ché; plasmit ma hoéa céc trinh t

axit amin dé sir dung trong sang ché; t€ bao duogc bién nap biéu hién céc trinh tyr axit
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amin dé st dung trong sang ché; mo dugc bién nap biéu hién céc trinh tu axit amin dé
sir dung trong sang ché; co quan duoc bién nap bidu hién cic trinh tyr axit amin dé sir
dung trong sang ché; vat chu dugc bién nap biéu hién cé4c trinh tu axit amin d& s
dung trong sang ché; vi sinh vét duoc bién nap biéu hién cac trinh tu axit amin dé st
dung trong sang ché. Sang ché cling d& cap dén phuong phép tinh ché trinh ty axit
amin d& sir dung trong sang ché sir dung céc trinh tw ndy, nhu sy biéu hién trong mot
té bao ch; bao gdm cac phwong phap chuyén nhiém ching, va sau d6 tinh ché trinh tu

noi trén.
Mo ta van tat cac hinh vé

Fig.1 thé hién phép phan tich SDS PAGE cua phytaza tai td hop tir
Buttiauxella P1-29 dugc tinh ché bing bing phép séc ky DEAE-Sepharose. Hinh v&
thé hién vét quét cua anh sb ciia dudong chita mot miu phytaza c6 ngudn gbe tir

Buttiauxella.

Fig.2 thé hién bién dang pH cua dang phytaza c6 ngudn gbc tir Buttiauxella
P1-29

Fig.3 thé hién tinh dic hiéu co chét cha phytaza tai t6 hop tinh khiét c6
ngudn gbc tir Buttiauxella P1-29 voi phin inositol phosphat ¢6 mirc phosphoryl hoa
khéc nhau va céc co chit mAu khac nhau. Cac ky hiéu viét tit: IP6 — axit phytic,
IPS, IP4 va IP3 — céc hdn hop ciia cac inositol penta-, tetra- va triphosphat déng
phén twong tng. Fru P2 — fructoza 1,6-diphosphat, Fru P1 — fructoza 6-phosphat.

SEQ ID NO: 1 liét ké trinh ty thu duoc dé nhan dang gidng vi khuén.

SEQ ID NO: 2 liét ké trinh tw polynucleotit bao gdm gen phytaza c6 ngudn gdc
tur Buttiauxella P1-29.

SEQ ID NO: 3 liét ké trinh tu axit amin ctia gen phytaza c6 ngudn gdc tir
Buttiauxella P1-29.
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M0 ta chi tiét sang ché

Sang ché d& cap dén mot enzym bao gdm trinh ty axit amin twong {mg voi
phytaza thu duoc tir Buttiauxella sp. hodc dang bién dbi, ddng dang, bién thé, dang

tuong tu chirc hoéc doan c6 hi€u luc ctia né.

Thuét nglt “phytaza” cé nghia la protein hodc polypeptit ma c6 kha nidng xuc
tac cho phan ung thily phan céc este ctia axit phosphoric, bao gdm phytat va giai
phéng phosphat v6 co. M6t s§ phytaza, ngoai phytat, con c6 kha ning thiy phén it

nhit mét sb inositol-phosphat ¢6 cac mirc phosphoryl héa vira phai.

Thuat ngit “twong ung véi phytaza c¢6 ngudn gbc tir Buttiauxella sp.” co
nghia 12 enzym khong cn phai thu duoc tir mdt ngudn Buttiauxella sp. Céch khac,
enzym tSt hon néu phai c6 cac dic tinh chire gidng hodc cé trinh tw nhu ctia enzym
clia phytaza c6 ngudn gbc tir Buttiauxella sp. Vi du, phytaza Buttiauxella sp.
Phytaza c6 thé 13 mot bién thé c6 ngudn gbc tir Buttiauxella sp., nhung khong xuét

hién tu nhién & céac loai Buttiauxella.

Buttiauxella spp. bao gdm, Buttiauxella agrestis, Buttiauxella brennerae,
Buttiauxella ferragutiae, Buttiauxella gaviniae, Buttiauxella izardii, Buttiauxella
noackiae, Buttiauxella warmboldiae. Cac gibng cta loai Buttiauxella 14 c6 sin tix
ngudn ctia DSMZ, the German National Resource Centre for Biological Material
(Trung tAm tai nguyén vat liéu sinh hoc qudc gia Ptrc). Céc phytaza, t5t hon néu
dugc nhan dang tir Buttiauxella spp. bing cic phuwong phap dugc md ta & trén, vi du
lai véi SEQ ID No: 2. Céc gidng Buttiauxella spp. dugc wu tién dé phan lap cac

polypeptit va cac polynucleotit theo sang ché duoc liét k& trong phén cac vi du.

ALY A0

Céc thuat ngit “phytaza trong tw nhién” hoidc “kiéu trong ty nhién” theo sang

ché mé ta enzym phytaza v&i trinh ty axit amin dwoc tim thiy trong tu nhién.

Céc thuat ngit “bién thé enzym phytaza” “bién thé phytaza” hogic “bién thé”
theo sang ché mo ta enzym phytaza c6 trinh ty axit amin c6 ngudn gdc tir trinh tur
axit amin cia mot phytaza gdc nhung khac boi mot hodc nhidu gdc thé, gde dién

va/hodc goc bi xda axit amin, déu dung dé chi “cac thé djt bien”. Sang ché dé cép
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dén bién thé enzym phytaza ciing c6 thé 14 mot enzym phytaza gdc trai qua cac
vong cta cac phuong phép didu ché céc bién thé phytaza nhu phwong phép phat

trién phan tur.

Thuat ngit "cac polypeptit ddng ding", theo sang ché, ciing dugc md ta la
"cac chat ddng déng" & ddy, mo ta cac polypeptit, t5t hon 13 cic enzym phytaza (tirc
1a “céc phytaza ddng nhét” hodc “céc enzym tuong ddng™) véi do ddng nhét trinh ty
16n hon 75% so vGi mdt trinh ty axit amin clia cdc polypeptit/cdc phytaza/céc
enzym dau tién, t5t hon 14 ¢6 @6 twong ddng trinh tur it nht 80%, 85%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98% hodc 99%.

Thuét nglt “dang twong duong chirc clia chiing” c¢6 nghia 14 enzym phai co6
cac dic tinh chtr gin gidng véi enzym phytaza c6 ngudn gbc tir Buttiauxella sp..
Thuat ngit “dang bién ddi” hodc “bién thé” co nghia 1a enzym dugc bién ddi tir dang
gbc clia nd, nhung giit cac dic tinh chirc enzym nhu clia enzym ctia mot phytaza
Buttiauxella sp. Cu thé, cac thuft ngit “bién thé” hoic “dang bién ddi” bao g@)m cac
enzym phytaza vi mét trinh ty axit amin c¢6 ngudn gdc tir trinh ty axit amin cta
phytaza kiéu hoang/gdc va c6 mét hoc nhiéu gdc axit amin thé, gbc axit amin dién
thém va/hodc géc axit amin bi x6a, déu ding dé chi céc thé dot bién. Cac dang bién
d6i hodc cac bién thé c6 thé thé hién cac dic tinh enzym thay dbi so v6i enzym gbc.
Tét hon néu, cic dang bién d6i hodc cac bién thé c6 mot hodc nhiéu phenotip ting
sau day: do bén nhiét ting vé/hoeflc;' d6 6n dinh phén giai enzym ting (vi du pepsin)
va/hodc; hoat tinh dic hi€u ting va/hodc; tinh dac hi€u co chét rdng va/hodc; mot
hoat tinh vuot ra ngoai khoang pH rong. Thuat nglt doan “chirc” hodc “cé hi¢u luc”
c¢6 nghia 1a mot doan hodc mot phan cua phytaza cé ngudn gboc tir Buttiauxella sp.

ma cd chirc hodc hi€u lyc enzym gan giong.

T6t hon, néu enzym phytaza theo khia canh niy ctia sing ché c6 trinh tu
gidng voi hodc mot chudi c6 trinh tw ¢6 it nhit 75% d6 ddng nhét (d6 twong ddng)

véi enzym cua phytaza Buttiauxella sp.

Mot cach thich hop, enzym bao gdm trinh ty axit amin nhu dugc thé hién &
SEQ ID NO: 3 hodic mét trinh tu ¢6 it nhit 75% d6 ddng nhit (twong ddng) véi nd
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hoic mdt doan chirc ciia chung. Trong mot phuong 4n dwoc uwu tién, sang ché dé
xudt mot polypeptit tinh khiét va/hodc duge phan 1ap cé trinh tu axit amin nhu duoc
thé hién & SEQ ID NO: 3 hoic mdt trinh tyr c6 it nhit 75% dd dong nhét (twong
déng) v&i nd hodc mot doan hi¢u lyc ctiia chung. Khi dé cap dén SEQ ID No: 3 va
c4c polypeptit bao gdm SEQ ID No: 3, séng ché ciing dé cap dén céac polypeptit ma
duoc dich ma cung ho#ic sau trong qud trinh bidu hién, vi du bang cach tach peptit
tin hiéu. Viéc tach sau khi dich ma ciing c6 thé x4y ra & dau C. Vi vay, theo mot
phuong 4n duoc wu tién, doan hidu luc ctia chung (ciing diing dé chi doan chirc cia
ching) 1a polypeptit trudng thanh dugc san xuét boi vat chu ty nhién hodc mot vat

chu biéu hién thich hop.

Trong mdt phwong 4n khéc, phytaza duogc dic trung & chd nd c6 ngudn goc

tir gidng Buttiauxella sp. P1-29 duogc luu gitt véi s6 truy cdp NCIMB 41248.

Trong mét phuong 4n duge wu tién, séng ché dé cap dén mot phytaza theo
mdt phuong 4n bét ky cta khia canh thir nhit ciia sing ché bao gdm mot hodc nhidu
thé 4ot bién & céc vi tri sau (d4nh s6 theo sw dénh sé & SEQ ID NO: 3):

59, 70, 122, 125, 167, 193, 197, 204, 209, 211, 221, 223, 225, 240, 242, 244, 268,
281, 289, 294, 303, 336, 351.

Céc vi tri ndy duoc dic trung & chd sy dot bién gen clia enzym & céc vi tri

nay din dén sy cai thién d6i voi cac dic tinh enzym mong mubn.
Céc viéc thé sau c6 thé 1a cac bién thé dugce wu tién:

K59A,CD,E,F,GH LL,M,N,P,Q,R,S, T,V, W, hoac Y

T70A,C,D,E, F,G H,I, K, L,M,N,P,Q,R,S,V, W, hodcY

A122C,D,E,F,GH LK, L, M,N,P,Q,R,S, T, V, W, hodc Y
DI125A,CE,F,GH LK, L,M,N,P,Q,R,S, T, V, W, hodic Y
T167A,C,D,E,F,G, H, LK, L, M,N,P,Q,R, S, V, W, hodc Y
H193A,C,D,E,F,G, LK, L, M,N,P,Q,R, S, T, V, W, hodc Y
F197A,C,D,E,GH LK, L, M,N,P,Q,R,S, T, V, W, hodc Y
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T204A,C,D,E,F,GGH, LK, L, M,N,P,Q,R, S, V, W, hodc Y
T209A,C,D,E,F,GGH,LK,L,M,N,P,Q,R,S,V, W, hoac Y
A211CD,E,F,GH LK, L, M,N,P,Q,R,S, T, V, W, hoiac Y
G221 A,CD,ELF, HLLK, L, M,N,P,Q,R,S, T, V, W, hodc Y
1223 A,C,D,E,F,GH,K,L, M, N,P,Q,R, S, T, V, W, hodc Y
S225A,C,D,E,F,GH, LK, L, M,N,P,Q,R, T, V, W, hodac Y
K240A,C,D,E,F,GH LL M,N,P,Q,R,S, T, V, W, hodc Y
A242C,D,E,F, G H, LK, L,M,N,P,Q,R, S, T, V, W, hodc Y
D244 A,C,E,F,G, H,LK,L,M,N,P,Q,R,S, T, V, W, hodc Y
A268 C,D,E,F,G,H LK, L, M,N,P,Q,R, S, T, V, W, hodc Y
L281A,C,D,E,F,GH LK,M,N,P,Q,R,S, T, V, W, hodc Y
Q289A,C,D,EF,GH LK, L, M,N,P,R,S, T, V, W, hodac Y
A294C,D,E,F,G H, LK, L, M,N,P,Q,R, S, T, V, W, hodc Y
N303A,C,D,E,F,GH LK, L,M,P,Q,R,S, T, V, W, hodc Y
1336 A,C,D,E,F,G,H,K,L, M,N,P, Q,R, S, T, V, W, hodc Y
N351.A,C,D,E,F,GH, LK, L,M,P,Q,R,S, T, V, W, hodc Y

Thuat ngt “sy dot bien bao toan” c6 nghia la sy dt bién ddi vai cac goc axit

amin dugc bdo toan vé cac ddc tinh axit amin so v&i goc axit amin dugce chi ra. Cac

dic tinh axit amin bao gom kich c& ctia goc, tinh ky nude, tinh c6 cuc, dién tich, gia

tri pK, va cac dic tinh axit amin khac dugc biét trong linh vuc ndy. Céc thé dot

bién bao toan duoc wu tién duoc lict ké dudi day nhu 13 cac dang thay thé bao toan.

Trong mt phuong én dic bi€t duge wu tién, cac thé dot bién nim & mot hodc

nhiéu vi tri sau: K59; T167; K240; T167; K240; D244; Q289; T209 va F197

Céc thé dot bien dugc wu tién & céc vi tri ddc hiéu nay dugc liét ké & trén,

cac thé dot bién dugc wu tién hon bao gdbm: K59E; T167V; K240T; T1671; K240E;

D244C; Q289Y; T209K va F1978S.
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Trong mdt phuong 4n duge wu tién khac nita, sing ché dé xudt mot phytaza
bao gém mot tb hop ctia céc thé dot bién duoc lya chon tir nhém bao gém:
D125E/H193R,;

A294E/N303K;

T167U/K240T;

D223E/K240E/N351D;

T1671/K240T/A294E/N303K;

T167/K240E/A242S/A294E/N303K;
A122T/T1671/F197S/T209K/A211P/K240E/A294E/N303K;
A122T/T1671/F197S/T209K/A211P/K240E/A242S/S2811./Q289Y/A294E/N303K;

A122T/D125E/H193R/F197S/T209K/A211P/S221N/G225A/K240E/A294E/
N303K;

D125E/T1671/H193R/F197S/T2041/T209K/A211P/K240E/A268V/Q289H/A294E/
N303K;

A122T/T1671/H193R/F197S/T2041/T209K/A211P/K240E/A268V/Q289H/A294E/
N303K/I336F va

N70Y/D125E/T1671/H193R/F197S/T2041/T209K/A211P/K240E/A268V/Q289H/
A294E/N303K.

Do d6, phytaza duge wu tién theo sang ché 14 bién thé bao gbm trinh ty axit
amin dugc liét ké 1a trinh ty SEQ ID NO: 3 hodc mét doan hi€u lyc cia ching,
(hoic dang tuong tu cia ching, t5t hon néu phytaza duoc dic trung & chd né co
ngudn gbc tir lodi Buttiauxella sp. P1-29 duoc luu gitt véi sb truy cap NCIMB
41248, hoic dang twong tu cta chung), ngoai trir c6 mdt hodic nhiéu thé dot bién
axit amin dugc li€t ké & trén hodc mdt trong sb cac td hop cua cac thé dot bién duge

liét ké & trén.

Trong c4c phuong 4n ndy, danh phép chi ra phytaza bao gdm trinh tu axit
amin dugc thé hién & trinh ty SEQ ID NO: 3 véi cac dang d6t bién duogc chira béng
céch tham chiéu céc vi tri clia cdc axit amin trong trinh ty SEQ ID NO: 3. Danh

phap nay duoc mé ta chi tiét hon dudi day.
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Mot cach thich hop, cac bién thé nay thé hién cic didc tinh cai thién lién quan dén
mot dic tinh bt ky trong s6 cac dic tinh sau: tinh bén nhiét, khoang pH, tinh bén
véi pepsin, hoat tinh dic hi¢u, tinh dic hiéu co chét, va tinh dic hiu co chét rong

hon. Céc phuong phép thich hop dé x4c dinh cdc dic tinh nay dugc boe 16 dudi day.

Cu thé, nhitng cai tién dbi v6i dic tinh phytaza dwgc nhim téi 14 tinh bén
enzym du6i cac didu kién xtr 1y thirc 4n va thuc phém, 14 tinh bén enzym trong qua
trinh dén da day, va 1a hoat tinh enzym va tinh bén trong da day nguodi va dong vat
va/hodc dudng rudt tao nén céc bién thé cai thién dic biét thich hop cho viéc sir
dung 1am cac chét phu gia thirc &n. Nhu vay, nhitng cai bién ndy bao gdm trong s6
cac thong sb khac: su tang do bén & nhiét d6 cao, t6t hon 1a & nhiét do trén 65°C, su
ting d6 bén chéng lai sy tiéu héa phin giai protein, t6t hon 1 proteaza ctia dudng
tiéu héa nhu pepsin, sy ting hoat tinh xtc tdc & d§ pH thép, t5t hon néu hoat tinh
xuc tac dudi do pH 5,5, va hiéu qua ndi chung lién quan dén viéc giai phong cac

nhém phosphat tir phytat, va tot hon 14 c4c inositol phosphat bd sung.

H¢ danh phdp

Trong phdn mé ta ndy va cac yéu ciu bio hd mdt chit cai va ba chit ci thong
tuong ma hoa cho cac gbe axit amin dugc sir dung. Dé dé tham khao, cac thé dot
bién trong céc bién thé enzym duoc mo ta bing cach st dung hé danh phép sau: gbc
axit amin trong enzym gbc; vi tri; (cac) axit amin dwoc thé. Theo hé danh phap nay,
viéc thé, vi du mot géc alanin cho mot géc glyxin ¢ vi tri 20 dugc chi ra la
Ala20Gly hodc A20G. Sy xda alanin ¢ cung vi tri duoc thé hién 1a Ala20* hoic
A20*. Sy dién mot gbe axit amin bd sung (vi du mot glyxin) dugc chi ra 14
Ala20AlaGly hodc A20AG. Sy x6a m¢t doan dudi lién tuc cac géc axit amin (vi du
gitta alanin & vi tri 20 va glyxin & vi tri 21) duoc chi ra 1a A(Ala20-Gly21) hodc
A(A20-G21). Khi mét trinh tw enzym géc chira mot doan mét so voi trinh tu enzym
duogc st dung dé danh s6 mot su xen & vi tri ndy (vi dy mot alanin & vi tri duge x6a
20) duoc chi ra 1a *20Ala or *20A. Céc thé dot bién boi dugc phan tach bang cach
mdt ky hidu thém vao hodc mét gach chéo. Vi du, hai thé dot bién & cac vi tri 20 va

21 thé alanin va axit glutamic bang glyxin va serin, tuong tng, duoc chi ra Ia
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A20G+E21S hoidc A20G/E21S. Khi mdt gbc axit amin & mdt vi tri nhét dinh dugc
thé béng hai hodc nhiéu géc axit amin khac, cac géc nay duoc tach biét bing mot
ddu phay hodac mot dau gach chéo. Vidy, su thé alanin & vi tri 30 béng glyxin hodc
axit glutamic dugc chi ra 1a A20G,E hodc A20G/E, hodc A20G, A20E. Khi mdt vi
tri thich hop dé thay ddi duoc xac dinh & ddy khong cdn phuong phap thay ddi dic
hiéu bat ky da duoc goi ¥, can phai hiéu ring gbc axit amin bat ky c6 thé duoc thé
cho gbc axit amin & vi tri d6. Nhu vay, vi du, khi m6t cai bién dbi véi alanin & vj tri
20 duoc nhéc toi nhung khong dic hiéu, can phai hiéu ring alanin nay cé thé dugc
x6a hoic duoc thé bang gdc axit amin khac bat ky (ttc 14 mot gbe bat ky trong sb

gbe RN,D,C,Q.E,G,H,LL.LK.M,F,P,S,T,W,Y,V).

Mot cach thich hop, phytaza hodc dang twong dwong chirc cia séng ché duoc
dac trung & chd phytaza nay c6 hoat tinh dic hidu it nhit 13 100 U/mg hoic
200U/mg, t5t hon néu it nhét, 300 U/mg trong do6 hoat tinh ddc hi€u noéi trén dugc
xac dinh bing cach 0 phytaza ndy trong mot dung dich chira 2mM phytat, 0,8mM
CaCl, trong 200mM d€m natri axetat & do pH béng 3,5 nhu dudc md ta chi tiét
trong trong Vi du 1. Phytaza theo sang ché hodc dang tuvong duong chirc ciia chiing
cling c6 thé thich hop dugc dic trung & chd phytaza ndy c6 hoat tinh tdi da &
khoang pH bing 4 - 4,5 trong d6 hoat tinh ndy dwoc x4c dinh bang cich U phytaza
nay trong mot dung dich chira 2mM phytat, 0,8mM CaCl, trong 200mM dém natri
axetat. Phytaza theo sdng ché ciing c6 thé thich hop duogc dic trung & chd phytaza
nay c6 40% hodc hon hoat tinh t81 da duoc quan sat & do pH béng 2,5 va 5,5 trong
d6 dém glyxin hydroclorua dugc sir dung dé xac dinh hoat tinh & d6 pH bang 2,5.

Mot cach thich hgp, theo mdt phuong &n, phytaza hodc dang tuwong duong
chirc theosang ché duogc dic trung & chd phytaza ndy c6 hoat tinh dic hidu bing 330
U/mg hodc cao hon trong do6 hoat tinh ddc hi€u ndi trén dugce xac dinh béng cach u
phytaza nay trong mot dung dich chira 2mM phytat, 0,8mM CaCl, trong 200mM
dém natri axetat & d6 pH bang 3,5. Trong mdt phuong 4n khéc, phytaza theo sang
ché hodc dang twong dwong chirc clia ching ciing c6 thé thich hop dugc dic trung &

chd phytaza nay c6 hai gi4 tri hoat tinh t6i da khoang pH béng 3 va pH trong
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khoang 4 — 4,5 trong d6 hoat tinh nay dugc x4c dinh bing cach 1 phytaza niy trong
mot dung dich chira 2mM phytate, 0,8mM CaCl, trong 200mM dém natri axetat.

Theo mdt khia canh khéc, sang ché d& xudt mot phan tir axit nucleic tinh
khiét va/hoic duge phén 18p hodc trinh tu nucleotit mad hdéa cho enzym bao g@)m
trinh ty axit amin tuong ng v6i phytaza c6 ngudn gdc tir Buttiauxella sp., hodc mot
ddng ding cta chung. Mot cach thich hop, phan tir axit nucleic tinh khiét va/hosc
duoc phén 14p n6i trén ma héa cho mét polypeptit bao gdm trinh tu axit amin nhu
duoc thé hién & SEQ ID NO: 3 hodc mdt trinh tw ¢6 it nhit 75% do ddng nhét
(tuong déng) véi nd hodc mot doan cé higu lyc cua ndé. Theo mdt phuong &n, phén
tir axit nucleic ma héa cho mdt polypeptit bao gdm SEQ ID NO:3 va bao gdm cac
thé dot bién & cac vi tri dwoc wu tién duoc liét ké & ddy hoic bit ky thé dot bién nao
trong sb cac thé dot bién dic hiu hoic cic dang két hop cuda céc thé dot bién dugc
liét ké & ddy. Trong mot phuwong 4n khéc, sang ché d& xut mot phan tir axit nucleic
tinh khiét va/hodic duoc phan 14p bao gém mot trinh ty nucleotit ma giéng véi, hodc
14 phan bd sung vao, hogc chita cdc nhém thé codon thich hop dbi véi trinh ti bat
ky trong s6 cac trinh tu cta SEQ ID NO: 2 hodc bao gém mét trinh tu ma c6 it nhit
75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% hoic 99% dd twong ddng trinh tu v6i
SEQ ID NO: 2.

Theo mdt khia canh khac nita, sdng ché @ cap dén mot trinh tu nucleotit va

viéc st dung mdt trinh ty nucleotit dugc chi ra la:
(a)  trinh tu nucleotit dugc trinh bay duéi dang SEQ ID NO:2,

(b)  mét trinh tu nucleotit ma 14 mdt bién thé, dang tuwong tw, din xuét hoic doan

cua trinh tu nucleotit dugc trinh bay dudi dang SEQ ID NO: 2;

(¢)  mot trinh ty nucleotit 1& mdt dang bd sung cta trinh tuy nucleotit dugc thé hién
¢ trinh tw SEQ ID NO: 2;

(d)  mot trinh tw nucleotit 1a mdt dang bd sung cua mot bién thé, dang tuong tu, dan
xuét hodc doan ctia trinh ty nucleotit dugc trinh bay dudi dang SEQ ID No: 2;
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()  mot trinh ty nucleotit ma c6 kha nédng lai véi trinh tu nucleotit dugc thé hién
o trinh tu SEQ ID NO: 2;

()  mot trinh ty nucleotit ma cd kha néng lai véi mot bién thé, dang twong ty, dan

xuét hogic doan ctia trinh ti nucleotit dugc trinh bay dudi dang SEQ ID NO: 2;

(g)  mot trinh tu nucleotit 1a mot dang bd sung ctia mdt trinh ty nucleotit ma c6

kha néng lai v6i trinh tur nucleotit dugc thé hién & trinh ty SEQ ID NO: 2;

(h)  mot trinh ty nucleotit 13 mdt dang bd sung ctia mot trinh tw nucleotit ma cé
kha ning lai véi mot bién thé, dang twong tw, din xudt hodc doan cta trinh ty

nucleotit duoc trinh bay dudi dang SEQ ID NO: 2;

@A) mdt trinh ty nucleotit ma c6 kha nang lai véi dang bd sung coa trinh tu
nucleotit duge thé hién & trinh tw SEQ ID NO:2;

)] mot trinh ty nucleotit ma c6é kha ning lai v&i dang bd sung cua mot bién thé,
dang tuong tu, dan xuét hodc doan cta trinh ty nucleotit dugc trinh bay dudi dang

SEQ IDNO: 2.

Mot nucleotit dugc coi 1 lai dwoc voi mot trong sd cac nucleotit néu trén (e),
®, (g), (h), (i) hodc (j) néu nd c6 kha ning lai dudi cac didu kién chit ch& trung
binh, tdt hon nita 13 diéu kién chit ché cao, thim chi tot hon nita 13 dudi cac didu

kién rat chat ché.

Pé diéu ché mot thé lai cac protocol sinh hoc phan tir chudn thim tach dé
thim tach c6 thé duoc st dung (vi du phwong phap thdm tach mién Nam - Southern
dbi véi viee lai ADN. Luong ADN dich phu thudc vao sy du thira twong dbi trinh
tir dich. Néu trinh ty dich tinh khiét dugc sir dung, khoang giita 1 va 5 picograms
ADN trén mét kilobaza polynucleotit 1a dugc uvu tién. Dién hinh, gi6i han phat hién
1a khoang 0,5 pg ADN dbi v6i doan do phéng xa véi hoat tinh ddc hidu la 10°
dpm/mg ma twong duong véi mdt gen sao don dai 500 bp trong 3,3 mg ADN hé
gen ctia mdt hé gen phirc hop (vi du ngudi). Trén thuc t& nguoi ta s& st dung

khoang 10 mg ADN hé gen — vi du @& tach bing sang cac sinh vit, nhu cic vi sinh
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vit, ma chira mot phytaza ma héa polynucleotit theo sang ché. Néu ADN dich 14 vi
khuén hoic, vi du, mot plasmit thi s& phai pha lodng ADN dé tranh su tiép xtic qua
muc. ADN dich dugc thdm tach, vi du bing phuong phap thim tach diém, hodc
thong qua phuong phéap thdm tach tir mot gel dién chuyén. Céc didu kién dugc wu
tién duoc mo ta trong cudn "Membrane Transfer and Detection Methods, Amersham
InteARNtional plc, UK .- PI/162/85/1). Mang nylon tich di¢n duong Hybond N+
tdt hon néu duoc str dung (Amersham Life Science). Doan do t6t hon 1a duge didu
ché theo bd kit danh déu ctia Pharmacia's Ready to Go ADN™ @& diéu ché mot
gen prob > 1X10° dpm/microgam. Gen doan do duoc sir dung trong dém lai vé6i
néng do 1x10° dpm trén ml dém lai. Céac dung dich thdm tach t5t hon néu dugc lai
trude trong dém lai (6 x SSC, 5 x dung dich denhardt, va 0,5% SDS, va ADN tich
dich ¢4 hdi bién tinh pha thanh 100 mg/ml. Pém) trong thoi gian mét gid & nhiét do
65°C, tiép theo bing céach lai trong dém lai chira doan do danh d4u bién tinh va lic
trong thoi gian 2 gid & nhiét do 65°C. (Céc) dung dich thdm tach sau d6 duoc ria
bing mot thé tich thich hop dém rira (dién hinh 50ml) trong 2xSSC, 0,1% SDS
trong thoi gian 30 phit & nhiét d6 65°C, tiép theo rira lan thir hai trong mot thé tich
thich hgp dém rtra (dién hinh 50ml) trong dém rira giéng nhu vay (2xSSC, 0,1%
SDS) dbi vai viée rira chat chd trung binh, hodc 0,1% x SSC, 0,1% SDS trong thoi
gian 10 phtit & nhiét d6 65°C (diéu kién chit ché cao), 14n rira thir hai c¢6 thé dugc

lap lai & nhiét d6 70°C dbi v6i didu kién rira chit ché cao.

Trinh ty nucleotit theo sang ché c¢6 thé bao gém céc trinh ty ma héa cho SEQ
ID NO: 3 hodc mét doan c6 hiéu luc ctia n6 hodic mdt bién thé, dang bién ddi, dang

tuong tw hodc dan xuét ciia ching.

Cu thé, sang ché @& xut mot plasmit hodc h¢ vector bao gém mot phytaza
nhu duge mé ta & ddy hosic mot dong déng hodc din xuét cua ching. Tét hon néu,
plasmit hodc hé vector bao gdbm mot trinh ty axit nucleic nhu dugc thé hién & SEQ
ID No: 2 hoiic mot trinh tu ma c6 it nhat 75% do tuong df‘mg v&i nd hodc mot doan
¢6 hiéu lyc ctia n6. Mot cach thich hop, plasmit hosic hé vector 1a mdt vector biéu
hién dé biéu hién mdt enzym bét ky trong s6 cac enzym dugc mé héa bdi mdt trinh

tu axit nucleic nhu duge thé hién & mot trinh tu bat ky trong s6 cac trinh ty SEQ ID

-16-



19758

No: 2 hodc mdt trinh tw ma c6 it nhit 75% d¢ twong ddng (ddng nhit) voi né trong
mot vi sinh vat. Cac vector biéu hién thich hop dugc md td & trén. Ngoai ra, sang
ché dé xult mot plasmit hogic hé vector ¢ biéu hién mot enzym bét ky trong sb céc
enzym dugc bién dbi hodc cac bién thé hodc cac doan c6 hiéu luc duge md ta & trén.

Céc vector bi€u hi€n thich hop dugc mo ta & trén.

Céc bién thé phytaza

Séng ché duoc séng tao dé cai thién cac dic tinh cia mot phytaza gdc bing

cach bieén doi mot hodc nhi€u goc axit amin cua trinh tur axit amin cia phytaza goc.

Céc enzym phytaza dwoc str dung 1am cac enzym gbc theo sang ché bao gdm
céc phytaza kiéu hoang thu dwoc tir vi khudn, cu thé, t6t hon néu cac phytaza c6 thé
thu duoc tir hodic ¢6 ngudn gbc tlr Buttiauxella sp. c6 trinh tu axit amin nhu dugc
trinh bay trong trinh tu SEQ ID NO: 3 hodc mt doan c6 hi€u lyc cia nd, hodc mot
trinh ty axit amin v6i d6 déng nhit voi SEQ ID No: 3 16n hon 75%, tbt hon 14 16n
hon 80%, t6t hon nita 1 1én hon 90%, tham chi t6t hon nita 1a 1én hon 95%, 96%,
97%, 98% tot hon 13 16n hon 99% (tirc 13 d6 twong ddng polypeptit), hodic mot

doan c¢6 hiéu luc cia no.

Céc bién thé enzym phytaza bién ddi theo sang ché t&t hon néu c6 d6 ddng
nhit v6i SEQ ID No: 3 hodc m6t doan c6 hiéu luc ctia né6 16n hon 75%, tbt hon la
16n hon 80%, t6t hon nita 1a 16n hon 90%, t6t hon nita 1a 16n hon 95%, 96%, 97%,
98% tbt hon 13 16n hon 99%. Tuy nhién, sang ché cling bao gdm céc bién thé c6 thé
khac loai, (tirc 13 khong twong dong) voi SEQ ID No3. Vi du céc bién thé duoc san
xult boi cic k§ thuat tai t6 hop nhu tai t6 hop trung gian ngoai, hoc family
shuffling, cé thé tao ra cdc bién thé, mic du dugc diéu ché bang cach sir dung

phytaza gbc theo sang ché, co thé c6 d6 tuong déng nho hon 75% .

Viéc sép hang trinh ty ciing nhu viéc x4c dinh sy déng nhét trinh tu c6 thé
mot cach thich hop duge thuc hién bing cac chwong trinh mdy tinh dugc biét trong
linh vuc ndy nhu GAP dugc cung cip bdi goi chuong trinh GCG (GCG program
package) (Needleman, S. B. and Wunsch, C. D., (1970), JouARNI of Molecular
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Biology, 48, p. 443-453). GAP c6 thé duoc sir dung véi viée x4c 1ap sau day phép
so sanh trinh ti polypeptit: diém phat tao ra GAP bang 3.0 va diém phat mo rong
GAP 1a 0,1. Viéc sép hang trinh tu dugc st dung, vi duy, dé xac dinh céc vj tri tuong
g trong céc polypeptit trong dong.

Céc enzym phytaza dugc md ta dic tinh sau khi biéu hién khéc loai trong
mdt hodc nhidu vat cht bidu hién sau: Escherichia coli X12; Bacillus subtilis,

Saccharomyces cerevisiae. Cac vat chu bicu hién khac c6 the dugc st dung.

Nhitng cai thién vé& dic tinh phytaza theo sang ché dugc nhim t4i dé st dung
trong qud trinh xir 1y thirc dn va thue pham ciing nhu str dung 1am mot chét phu gia
thém vao cac sdn phém thirc dn hodc thuc phém. Cu thé, nhitng cai thién nhim vao
tinh bén dudi cac didu kién xir 1y thirc &n hodc thuc phim, tinh bén trong qué trinh
thire 4n xudng da day, va hoat tinh va tinh 6n dinh trong da day nguoi va dong vat
va/hodic duong tiéu hoa. Nhimg cai thién ndy bao gdém trong s cac théng sb khac
d6 bén ting & nhiét d§ cao, tdt hon néu & nhiét d6 trén 65°C, tinh bén chéng lai su
tiéu hoa phén giai protein ting, t6t hon 1 chdng lai proteaza ciia dudng tidu hoa, su
tang hoat tinh xtc tac & d pH thép, tt hon 12 hoat tinh xuc tac dudi pH 5,5, va hiéu
qua noi chung trong viéc giai phdng cadc nhém phosphat tir phytat.

Su tang do bén & nhiét dd cao dugc x4c dinh béi nhiét d6 1am mat hoat tinh
enzym. Nhiét do lam mét hoat tinh enzym duoc xac dinh 14 nhi¢t 40 tai d6 hoat tinh
con lai ctia mot enzym phytaza sau khi @ trong mét khoang thoi gian nhét dinh va
sau d6 lam lanh dén nhiét d6 phong 1a 50% hoat tinh con lai cta chinh enzym
phytaza ndy duoc i trong mot cling mot khoang thoi gian dudi cing didu kién &
nhiét d9 phong. Su khac nhau vé d6 bén nhiét 1a hiéu s§ vé °C giita nhiét d6 lam

mét hoat tinh enzym cua hai enzym nay.

Céc vi tri va/hodc doan s& dugc gdy dot bién dé thu dugc céc dic tinh cai
thién dugc phap hién nhd phép phén tich trinh tw va cdu tric cta cac phytaza kiéu
hoang ciing nhu bing cich gy dot bién gen cac enzym gbc, cu thé bang cach dua
céc thé do6t bién vao trinh tu axit amin kiéu hoang nhu dugc xac dinh & trinh tu SEQ

ID No: 3, va tach bing sang cac bién thé enzym c6 cac dic tinh cai thién. Bing c4ch
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ndy, cac doan cling nhu céc vi tri nhat dinh trong céc enzym goc dd dugc xéac dinh

14 cai thién déng ké cac dic tinh ciia cic enzym phytaza.

Vi vay, sang ché dé cap dén céc bién thé phytaza c6 cac dic tinh cai thién so
voi phytaza gbc, bao gdm cic thé d6t bién & mot hodc nhiéu vi tri sau (dnh sb theo
thir tw danh s6 & SEQ ID No: 3):

59, 70, 122, 125, 167, 193, 197, 204, 209, 211, 221, 223, 225, 240, 242, 244, 268,
281, 289, 294, 303, 336, 351.

va/hodc & cAc vi tri twong tmg trong mdt phytaza twong ddng véi phytaza nhu dugc
thé hién & trinh ty axit amin cta trinh ty SEQ ID No: 3. Céc vi tri nay duoc dac
trung & chd sw dot bién gen clia cac vi tri ndy dém lai mot cai thién déi voi cac dic

tinh clia cac enzym
K59E; T167V; K240T; T167I; K240E; D244C; Q289Y; T209K va F197S.
hodic céc thé dot bién bao toan & mbi vi tri.

Céc t6 hop dugc wu tién dic biét cla cac thd dot bién bao gdm:

D125E/H193R,;

A294E/N303K;

T1671/K240T;

D223E/K240E/N351D;

T1671/K240T/A294E/N303K;

T1671/K240E/A242S/A294E/N303K;
A122T/T1671/F197S/T209K/A211P/K240E/A294E/N303K;
A122T/T167UF197S/T209K/A211P/K240E/A242S/S281L/Q289Y/A294E/N303K;

A122T/D125E/H193R/F197S/T209K/A211P/S221N/G225A/K240E/A294E/
N303K;

D125E/T1671/H193R/F197S/T2041/T209K/A211P/K240E/A268V/Q289H/A294E/
N303K;
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A122T/T167/H193R/F197S/T2041/T209K/A211P/K240E/A268V/Q289H/A294E/
N303K/I336F va

N70Y/D125E/T1671/H193R/F197S/T2041/T209K/A211P/K240E/A268V/Q289H/
A294E/N303K.

Phwong phap diéu ché céc bién thé phytaza

Theo mot khia canh rong sang ché d& xuét cac phwong phap diéu ché (cac)

bién thé enzym phytaza.

Trong mdt phuwong 4n dugc wu tién phwong phap didu ché mot bién thé

enzym phytaza bao gdm céc budc 1an luot dudi day:

a) Lua chon it nhit mot enzym phytaza gdc, trong d6 it nhdt mot enzym
phytaza gbc dugc chon tir i) mot polypeptit bao gdm trinh tur axit amin tuong
g voi mot phytaza c6 ngudn gbc tir Buttiauxella sp., hosic mot dang bién
ddi, mot polypeptit twong ddng, mot bién thé, moét dang twong tu chirc hodic
mot doan c6 hi¢u luc cua nd, nhu duge mo ta ¢ day hodc ii) it nhét mot bién

thé enzym phytaza nhu duoc mo ta & day;

b) Tao ra it nhit mot bién thé phytaza bing cach tao ra it nhit mot dang bién dbi
khéc ctia enzym phytaza gc néi trén ma c6 thé 1a bing cach xen, x6a hodc
thé hosc két hop ctia ching, mot gdc axit amin trong enzym phytaza géc néi

trén dé thu duoc it nhit mot bién thé enzym phytaza;

¢) Tach bing sang it nhat mot bién thé enzym phytaza ndi trén dé xac dinh bién
thé enzym phytaza cai thién, so v&i enzym phytaza gc c6 (cac) tinh chét cai

thién duoc lua chon tir:
i. 06 bn dinh nhiét cao va/hodc
ii.  hoat tinh dédc hi€u va/hodc
iii.  do bén dbi véi su phan giai protein

d) Diéu ché bién thé enzym phytaza dugc cai thién néi trén, t6t hon 1a san xudt

mdt bién thé enzym phytaza tinh khiét va/hodc dugc phan lp.
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Trong mdt phuong an dugce uu tién, trong thoi gian thuc hién budc b) mot
tap hop céc bién thé enzym phytaza dugc tao ra va trong bude c) it nhit mot phan

tdp hop noi trén cia cac bién thé enzym phytaza duoc tach bing sang.

Trong mot phuong &n dugc vu tién budc a) bao gdm gay dot bién gen mot
trinh ty nucleotit theo cac diém tir 11 dén 13 ma héa mdt enzym phytaza gdc, va
budc b) bao gdm bidu hién trinh tu nucleotit dugc bién dbi nhan duoc trong budc
(a) trong mdt t& bao chy, va budc c) bao gdm tach bang sang céc té bao chu, hoic
(cac) dich chiét cua ching, thu mot bién thé enzym phytaza cai thién vai (cac) dic

tinh cai thién noi trén.

Trong mot phuong 4n khéc sau budc c), va tlly ¥ bude d), con bao gdm it
nhit vong tiép theo 1ap lai cac bude tir a) dén ¢), va tiy y bude d) trong dé, tét hon
14 trong (cac) vong tiép theo néi trén, it nhit modt enzym phytaza gdc trong budc a)
dwoc chon tir it nhit mot bién thé enzym phytaza va/hoic mot bién thé phytaza cai

thién néi trén dugc diéu ché theo phuong phép nay.

Tt hon néu trong mot phuong an khéc budce ¢) bao gdm tich bing sang cac
t& bao chil biéu hién mot bién thé enzym phytaza duoc cai thién so véi i) enzym
phytaza gbc néi trén va/hodc ii) mot polypeptit bao gdm SEQ ID No: 3 chita doan
chirc cia no, c6 gié tri chénh léch do bén nhiét it nhit béng 2,5.

Trong mdt phwong 4n khéc bude c) bao gdm tach bing sang céc t& bao chu
biéu hién mot bién thé enzym phytaza duoc cai thién so véi i) enzym phytaza gbc
néi trén va/hodc ii) mot polypeptit bao gdbm SEQ ID No: 3 chita doan chirc ciia n6

c6 @9 bén véi pepsin it nhat bang 30.

Trong mdt phuong 4n khéc, budc ¢) bao gdm tach bang sang céc t& bao chu
biéu hién mot bién thé enzym phytaza duoc cai thién so v6i i) enzym phytaza gbc
noi trén va/hodc ii) polypeptit bao gdm SEQ ID No: 3 ¢6 ty 18 hoat tinh diic hiéu so
v6i phytaza dugc ma hoa béi SEQ ID No: 3 it nhit bing 110.

Séng ché cling d& xudt mot phuong phap diéu ché bién thé enzym phytaza,

phuong phép nay bao gbm:
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a) Lwa chon mdt enzym phytaza gbc, trong d6 enzym phytaza gbc duoc chon

tu:

i. mdt enzym phytaza gbc c6 it nhat 75% d¢ twong ddng v6i SEQ ID No: 3

chira doan chirc ctia nd
ii. mdt enzym phytaza gc c6 ngudn gde tir Buttiauxella spp.
iii. it nhit mot bién thé enzym phytaza

b) Séan xuét it nhit mot dang khac béng cach xen, x6a hodc thé cua mot géc axit

amin trong enzym phytaza gbc dé thu dugc mot bién thé enzym phytaza,

c) Tach bing sang mdt bién thé enzym phytaza so véi enzym phytaza gbc co
cac dac tinh cai thién, nhu dugc mo ta & day, t6t hon néu dugc lya chon tir mot hodc
nhiéu:

i.  do on dinh nhiét cao va/hodc

ii. hoat tinh dac hiéu va/hoac

iii.  do bén di voi sy phan giai protein va/hoiic
d) Piéu ché bién thé enzym phytaza

Tuy vy, it nhit cic budc a) dén c) cé thé duoc 1ap lai trong mdt hodc nhiéu
vong (l3p) tiép theo. Vi viy, ciing dugc dy dinh ring enzym phytaza gdc 1a mot bién
thé enzym phytaza duge diéu ché bdi cac vong trude d6 ctia phuong phap tir a) dén c)

noi trén.

Trong mot phuong 4n khéc sang ché d& xuit mot phuong phép didu ché mot

bién thé phytaza, bao gdm cac budc dudi day:
(@)  tao ra mdt enzym phytaza gbc, dugc lya chon tir

(i) mot enzym phytaza c6 it nhat 75% d6 twong dong véi SEQ ID NO: 3

hodc doan c¢6 hi€u luc cia nd
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(ii) mot enzym phytaza c6 ngudn gdc tir Buttiaxella spp.,
(iii) it nh4t mot bién thé enzym phytaza

(b)  tao ra mot tAp hop cac bién thé phytaza bang cach lam thay ddi phytaza gbc,
Tét hon néu, (cic) dang thay d6i néi trén nhan dugc qua viée xen, 1am xéa hodc thé
it nht bing mot gdc axit amin trong phytaza gbc, hoic bat ky sw két hop nao cla

chung.

(c)  tich bing sang tip hop mot bién thé phytaza so véi enzym phytaza gbc co
cac ddc tinh cai thién, nhu dugec mo ta & day, t6t hon néu dugce lua chon tir

mot hodc nhiéu déc tinh cai thién sau::
(i) d6 6n dinh nhiét cao va/hoic
(ii) hoat tinh dac hi¢u cao va/hodc
(iii) d6 bén dbi véi su phan giai protein cao,
(d)  lya chon mét hoic nhidu bién thé phytaza tir tap hop céc phytaza.

(¢) iy y lap lai tudn hoan céc budc tir (a) dén (c), va t6t hon 1a trong d6 cac bién
thé phytaza duoc chon tir mét chu ky duoc sir dung cac phytaza dau tién trong chu

ky tiép theo.

Trong mot phwong 4n khac, sang ché d& xuit mot phwong phap diéu ché mot

bién thé enzym phytaza, phuwong phap nay bao gom:

a) Lam dot bién gen trinh tw nucleotit m& héa mot enzym phytaza gde, trong d6

enzym phytaza gbc dugc chon tir

i mot enzym phytaza gdc ¢6 it nhit 75% d6 tuong ddng véi SEQ ID No: 3

hodc doan ¢6 hiu luc ciia né
ii. mdt enzym phytaza gbc cé ngudn gdc tir Buttiauxella spp.

iv. it nhdt mot bién thé enzym phytaza
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b) Biéu hién trinh ty nucleotit dugc bién ddi nhan dugc trong budc (a) trong

mot t€ bao chi, va

c) Tach bing sang céc té€ bao chi biéu hién mot bién thé enzym phytaza so véi
enzym phytaza goc c6 céc dac tinh cai thi€n, nhu dugc mod ta & day, tot hon néu

dugc lua chon tir mot hodc nhiéu dic tinh cai thién sau:
i) d6 6n dinh nhiét cao va/hoic
ii) hoat tinh déc hiéu cao va/hodc
iii) d6 bén ddi véi sw phén giai protein cao va/hoic
d)  Didu ché bién thé enzym phytaza dugc biéu hién boi & bao chii

Thy v, cac bude tir a) dén c), tlly ¥ bao gdm budc d) ¢b thé duoc lap lai trong

mdt hodc nhidu vong (lap) tiép theo.

Trong mét phuong 4n khéc, séng ché d& xudt mot phuong phap diéu ché mot

bién thé phytaza, bao gdm céc budc dudi day:

(@)  lam dot bién gen trinh ty nucleotit m& héa mot enzym phytaza gbc dé tao ra
mdt tap hop céac bién thé nucleotit duge bién dbi, trong d6 tbt hon néu, (cac) dang
thay ddi néi trén nhin dwoc qua viéc xen, x6a hodc thé it nhit bing mot gbe axit
amin trong phytaza gdc, hodc bat ky su két hop ndo ctia ching, va trong d6 enzym

phytaza gbc dugc chon tir

(i) mot enzym phytaza c6 it nhit 75% d6 twong ddng véi SEQ ID NO: 3

hoac doan c¢6 hi€u luc cua nd
(ii) mot enzym phytaza c6 ngudn gdc tir Buttiaxella spp.,
(iii) it nh4t mot bién thé enzym phytaza

(b)  biéu hién tap hop céac bién thé nucleotit nhan dugc & budc (a) trong mét tap

hop céc té bao chi twong tmg, va
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(c)  tach bing sang tip hop mot bién thé phytaza so voi enzym phytaza gdc co
cac dac tinh cai thi€n, nhu duge md ta & day, t6t hon néu duoc lua chon tir

mot hoiic nhiéu dic tinh cai thién sau::
(i) 6 6n dinh nhiét cao va/hoic
(i) hoat tinh d&c hi¢u cao va/hodc
(iii) d6 bén ddi v6i sw phan giai protein cao,
(d)  lwa chon mdt hodc nhiéu bién thé phytaza tir tAp hop cac phytaza.

(e) tuyy lap lai cac bude tir (a) dén (c) theo chu ky, va t&t hon néu trong d6 cac
bién thé phytaza dugc chon tir mdt chu ky duge sir dung cho cc phytaza ddu tién

trong chu ky tiép theo.

Khi thich hop, trong cac phwong phap néi trén d& diéu ché mot bién thé
enzym phytaza, trinh ti nucleotit noi trén t6t hon 12 mot trinh tw ADN.

Trinh tu nucleotit t5t hon 13 mot phan tr axit nucleic tinh khiét va/hoic duge
phan lap hodc trinh ty nucleotit md héa cho enzym bao gdm trinh ty axit amin
tuong Ung véi phytaza Buttiauxella sp., hoic mot dong ding cta ching nhu dugc

mo ta & day.

Phytaza géc t6t hon 1a duoc lwa chon tir SEQ ID No: 3 hodc doan c6 hiéu
luc clia né hodc mét ddng ddng ciia phytaza Buttiauxella sp. nhu duge boc 16 trong

SEQ ID No: 3. nhu duge mé ta & day.

Trong c4c phuong 4n trén ctia sang ché, ma dé cap dén céc phuong phap diéu
ché bién thé enzym phytaza enzym phytaza gdc/nucleotit md héa enzym phytaza

gdc/nucleotit t5t hon 12 mot phytaza kiéu hoang.

Tuy nhién, trong mot phuong 4n khac, géc cé thé 1a mot bién thé dugc didu
ché boi cac vong gay dot bién gen trudc d6. Tic 1a theo mot phwong 4n, céc
phuong phép didu ché céc bién thé enzym phytaza duoc lap lai, trong d6 cac budc

tir a) dén c) (thy y bao gdm bude d)) duoc lip lai it nhit nhiéu hon mét 1an. Trong
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céc phuong 4n ndy, cdc phuong phap dot bién gen dugc st dung trong vong dot
bién thtr nhit t6t hon 12 PCR pron sai s6, tbt hon nita 1d PCR ngudng sai s. Céc
vong tiép theo co thé 1a PCR pron sai s8, t5t hon nita 1a PCR ngudng sai s, nhung
cach khac c6 thé 1a gy dot bién trén co s tai t6 hop, trong d6 cic nhém it nhat
gdm hai bién thé cai thién doc 1ap dugc xac dinh trong cac vong dot bién gen dau,
duoc tai td hop trong vong thir hai hoic tiép theo ctia qué trinh dot bién gen dé thu
duoc it nhit mot bién thé tai t& hop (vi du sir dung céc phuong phap tai t hop trong

gen hodc phan mg chudi enzym tai t hop).

S& 1a hién nhién d6i voi chuyén gia trung binh trong linh vyc ring cic
phuong phap dot biét gen khac cling ¢ thé dugc st dung, bao gdm thiét ké ty ke,
dot bién gen quét vi tri, hodc dot bién gen duogc tao ra béng phuong phdp hda

hoc/phéng xa.

Trong cAc phuong 4n trén clia sang ché, ma dé cap dén cac phuong phap diéu
ché bién thé enzym phytaza bién thé enzym phytaza t6t hon 14 dwoc tach bing sang

dé thu duoc bién thé c6 d6 n dinh nhiét cao.

Trong céc phuong 4n trén ciia sang ché, ma dé cap dén céc phwong phap diéu
ché bién thé enzym phytaza, bién thé enzym phytaza t6t hon 1a dugc tach bing sang
dé thu dugc bién thé co it nhat mot thong s6 riéng 18, t6t hon néu duoc lva chon tir
d6 én dinh nhiét cao, d6 bén ddi voi su phén giai protein cao hodc hoat tinh dic

hiéu cao, t6t nhit 14 d6 8n dinh nhiét cao.

T6t hon néu, viée tich bing sang dé thu dugc enzym c6 thong sé dau tién noi
trén, dugc tién hanh & it nhat vong dot bién gen thir nhit bao gom it nhét bing cac
budc tir a) dén c), trong d6 budc ¢) bao gdm it nhit viéc tch bing sang dé thu dugc
enzym cé thong s§ dau tién néi trén. Vong dot bién gen thir nhat nay sau do6 c6 thé
dugc tiép tuc boi cac vong (lap lai) dot bién gen tiép theo va viéc lya chon bao gdm
cac bude tlr a) dén c) (thy ¥ bao gdbm budc d) ) trong d6 viéc lya chon trong céc
vong tiép theo ndi trén ¢ thé dwoc Iua chon tir cling mdt thdng sb lya chon nhu
duogc sir dung trong bude ¢) clia vong thtr nhit néi trén, hoic cach khac mét théng

sO khac.
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Trong céc vong lap lai cua cadc phuong phép didu ché mot bién thé enzym
phytaza ndi trén, t6t hon 1a thong s6 du tién duge chon tir 46 6n dinh nhiét cao, dd
bén dbi véi sy phan giai protein cao hodc hoat tinh déc hiéu cao, t5t nhét 13 do 6n
dinh nhiét cao. Tét hon néu, khi vong dot bién gen thir nhét duoc tién hanh dé lya
chon céc bién thé c6 d6 dn dinh nhiét cao, trong thoi gian tién hanh (c4c) vong (lap
lai) dot bién tiép theo bao gém céc budc tir a) dén c), thong sb noi trén duoc chon tir
d6 8n dinh nhiét cao, d6 bén dbi voi sy phén giai protein cao hodc hoat tinh dac
hiéu cao, t&t nhét 14 d6 bén dbi véi su phén gidi protein cao hodc hoat tinh ddc hi¢u

cao.

Trong cac phuong 4an trén theo sang ché, ma d& cép dén céc phuong phép
diéu ché bién thé enzym phytaza bién thé enzym phytaza t&t hon 13 duoc tich bing
sang dé thu duoc do 8n dinh nhiét cao va do bén ddi vai su phén gii protein cao va
hoat tinh déc hi€u cao trong it nhét mot vong dot bién (cac budc tir a dén ¢), t6t hon

néu nhiéu hon mot vong, tic la cac vong 1ap lai lya chon.
Enzym phytaza gc tot hon 12 ¢6 ngudn gbc tir Buttiauxella P1-29.

Trong cac phuong phép didu ché mot bién thé enzym phytaza, phuong phép
ma bao gdm gay dot bién trinh ty ADN mi hoa mdt enzym phytaza gbc, trinh tu
ADN mi héa mét enzym phytaza gbc t6t hon 1a dugc sir dung dé gy dot bién ngiu
nhién, t6t hon nita 1a dot bién PCR pron sai s6 , tham chi &t hon nita 12 dot bién

PCR ngudng sai sd.

Céc phwong phap dugc wu tién dé gdy dot bién trinh ty ADN ma héa mot
enzym phytaza gbc 1a PCR pron sai s6, tot hon nita 14 PCR ngudng sai sb, cac
phuong phap dot bién khac cé thé duoc sir dung thay thé cho PCR pron sai s6
/ngudng sai sb hodc két hop véi phuong phap PCR pron sai s§ /ngudng sai sd.
Xem Vi du 12 @& tham khao cac phuong phap PCR pron sai s6 va PCR ngudng sai
s6 thich hop. Phuong phap thich hop khac dé thuc hién PCR ddt bién gen duoc boc
16 bai Cadwell va Joyce (PCR Methods Appl. 3(1994), 136-140)”
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Thuét ngit 'su biéu hién trong mét té bao chu' khi duoc st dung trong ngit
canh céc phuong 4n clia sang ché ding dé chi 'mdt phwong phap didu ché mot bién
thé enzym phytaza' t5t hon 1a dwgc x4c dinh 13 phuong phap san xuét bién thé
enzym phytaza trong mdt sinh vat sdng, co quan hodc té bao nhu dwogc xac dinh &
day. Cac vat chu duoc uu ti€n la Escherichia coli K12; Bacillus subtilis,
Saccharomyces cerevisiae. Cac enzym phytaza duoc trinh bay chi tiét & day duoc
mo ta dic diém sau khi biéu hién khac loai trong mét hodc nhiéu vét cha bidu hién

sau: Escherichia coli K12; Bacillus subtilis; Saccharomyces cerevisiae.

Tuy nhién, xét dén muc dich lua chon céac bién thé enzym phytaza nhu dugc
mb ta & day, cac phuong phép nay c6 thé dugc sir dung in vitro cac phwong phap
biéu hién c4c bién thé enzym phytaza, tot hon 1a dé sir dung trong budc (c) cua céc
phwong phép néi trén, ma sir dung cac co ché phién ma va dich ma dugc phén 1ap tir
mdt hodc nhidu té bao duge phan lap tir mot hodc nhidu sinh vat sbng hoic virut.
Phuong phép san xut in vitro cac phytaza bién ddi theo sang ché cling c6 thé duoc
str dung d& lua chon cac phytaza bién dbi vu tién. Mot cach thich hop, sy biéu hién
in vitro ¢6 thé dugc tién hanh bing céch st dung cac k¥ thudt chudn. D& tham

khdo, xem 'In vitro Expression Guide' available from Promega Inc (Part# BR053).
Xdc dinh cac kiéu hinh bién ddi

Céc bién thé c6 do bén nhiét cao (su chénh léch vé& do bén nhiét) tt hon 1a

duogc xéc dinh str dung cac phuong phap dugc boc 10 trong Vi du 12.

Enzym phytaza bién ddi dwoc didu ché bai phuong phap didu ché cac bién
thé enzym phytaza t6t hon 1a c6 gia tri chénh léch vé d6 bén nhiét (T.D) it nhit bing
1,5, tét honnita 14 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19
t6t nhét 1a it nhit 20.

Céc bién thé bén doi voi sy phan giai protein cao tot hon 1a dugc xéc dinh sir

dung cac phuong phéap duoc bdc 16 trong Vi du 12.
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T6t hon néu bién thé enzym phytaza theo sdng ché c6 d6 bén dbi véi su phan
giai protein (hoat tinh con lai) it nhét bang 45%, t6t hon néu 50%, 55%, 6t hon nita
14 it nhat 60% hodc 65%, t6t nhét 13 it nhit 70%.

Tbt hon néu bién thé phytaza theo sang ché c6 hoat tinh dic hiéu 16n hon
100% hoat tinh wt & d6 pH bang 4,0, t5t hon néu 16n 105%, 110%, t&t hon nira 1a
16n hon 114%.

e . 2e g oK v
Cac phwong an cai bien khac

Trong mot phuong 4n khic, sang ché dé xut cic phuong phap diéu ché thirc
an dong vat bao gdbm mot bién thé enzym phytaza, phuwong phap nay bao gém cac
budc lién tiép sau i) thuc hién mét hogc nhidu phuong phép didu ché mot bién thé
enzym phytaza néi trén, va ii) bd sung bién thé enzym phytaza da didu ché vao thirc

dn dong vat.

Theo mot phuong 4n cu thé sang ché dé xuit mot phuong phap diéu ché thirc
an dong vat bao gdbm mot bién thé enzym phytaza, phuwong phap nay bao gém cac

budc:
a) Lua chon mdt enzym phytaza gbc, trong d6 enzym phytaza gbc duge chon tir

i mdt enzym phytaza gdc cé it nhit 75% d6 twong ddng véi SEQ ID No: 3

hodc doan cé hiéu luc cta no,

ii. mdt enzym phytaza gbc c6 ngudn gdc tir Buttiauxella spp., tot hon néu
Buttiauxella P1-29. va/hoéc

iii. it nhdt mot bién thé enzym phytaza;

b) Tao ra it nhit mot dang khac bing cach xen, x6a hoic thé cia mot gde axit amin

trong enzym phytaza gc dé thu dwoc mot bién thé enzym phytaza.

¢) Tach bing sang mot bién thé enzym phytaza so voi enzym phytaza gbc cb cac
dic tinh cai thién, nhu duoc mo ta & day, t6t hon néu duoc Iwa chon tir mot hodc

nhiéu dic tinh cai thién sau:
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i. d6 on dinh nhiét cao va/hogc
ii. hoat tinh déc hiéu va/hoédc
iii. d6 bén d6i véi su phan giai protein vi/hoic
d) Didu ché bién thé enzym phytaza
e) Bd sung bién thé enzym phytaza da didu ché vao thirc an dong vt.

Trong mot phuong 4n khéc sing ché d& xuét cac phuong phép didu ché thirc

an dong vat bao gdm mot bién thé enzym phytaza.

a) Gy d6t bién trinh ty nucleotit (t6t hon néu ADN) m& héa mot enzym phytaza

gbc, trong d6 nucleotit néi trén duge chon tir mot nucleotit ma hoéa cho

i. mot enzym phytaza gdc c6 it nhit 75% do6 twong dong véi SEQ ID No: 3

chita doan chirc ctia n6 , va/hodc

ii. mot enzym phytaza gbc c6 ngudn gbc tir Buttiauxella spp., tot hon 1a

Buttiauxella P1-29.

b) Biéu hién trinh tw nucleotit d& dot bién (t5t hon ndu ADN) nhan duoc trong budc

(a) trong mot té bao chi, va

¢) Tach bing sang céc té bao chu biéu hién dé thu duge mot bién thé enzym phytaza
s0 voi enzym phytaza gbc c6 cac dic tinh cai thién, nhu duge mé ta & déy, tot hon

néu dugc lua chon tir mot hodic nhidu dic tinh cai thién sau:
i. d6 6n dinh nhiét cao va/hodc
ii. hoat tinh dac hiéu cao va/hoac
iii. 6 bén ddi véi su phén giai protein cao va/hodc
d) Diéu ché bién thé enzym phytaza dugc biéu hién boi té bao chu

f) BS sung bién thé enzym phytaza da diéu ché vao thirc dn dong vt.
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Céc phuong an dugc mo ta va céac khia canh dugc uu tién cua phuong phéap
diéu ché mot bién thé enzym phytaza ciing p dung cho céc phuong phap didu ché

ndi trén cho thirc dn dong vat bao gém mot bién thé enzym phytaza.

Theo mét khia canh khac, sang ché dé xuit mot té bao chu dugc giy bién
nap hoic chuyén nhiém véi mot axit nucleic ma héa mot phytaza nhu duge mé ta &

day.

Mot cach thich hop, té bao chu theo khia canh nay cua sang ché bao gém
mot phytaza gém ¢6 mdt trinh ty axit amin, hodc doan ¢6 hi€u luc cia nd, nhu dugc
thé hién & SEQ ID NO: 3 hodc mdt trinh tu ma c6 it nhat 75% do twong ddng vdi

no.
Trong mgt phuong an dugc uu ti€n, t€ bao chil ndi trén san xuat mdt phytaza.

Trong mot khia canh khéc, sang ché dé xudt mot t& bao chii duoc gy bién
nap hodc truyén nhiém véi mot axit nucleic ma héa mot phytaza theo sang ché. Tét
hon néu, phytaza 13 mot phytaza c6 ngudn gdc tir Buttiauxella sp. nhu dugc mé ta &
d4y hoic mdt déng ding hodc din xudt clia nd. Mot cach thich hop, enzym phytaza
ndy bao gdbm mét trinh tu axit amin, hodc doan c6 hiéu luc cta nd, nhu duge & hién
trong mot trinh tu bt ky ctia trinh ty SEQ ID No: 3 hodc mét trinh ty ma c6 it nhét
75% &9 tuong ddng (ddng nhit) véi né. Tt hon néu, t& bao cha néi trén tao ra mot

phytaza.

Theo mdt phuong 4n, trinh ty nucleotit ma c6 thé duoc st dung trong sang
ché c6 thé thu duge tir (mic di né khong bét bude phai thu dwoc tir) Buttiauxella
sp., mic dii phai nhan thira nhén ring cac enzym dugc phéan I14p hodc tinh ché tir cac

gibng tuong duong cé thé duge st dung nhu nhau.

Mbt cach thich hop, t& bao chi c6 ngudn gdc tir mét vi sinh vat bao gdm vi
khuin va nim, bao gébm men. Trong mét phuong 4n dic biét dwoc wu tién t& bao
chu 1a mét t& bao vi khuén chua c6 nhan dién hinh. Céc t€ bao chu vi khudn thich
hop bao gdm vi khuén tir cAc nhém phan loai sinh vét chua c6 nhan dién hinh khac

nhau bao gom proteobacteria, bao gom céac thanh vién cua phan nhém vi khuan
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alpha, beta, gamma, delta va epsilon, gram-duong nhu Actinomycetes, Firmicutes,
Clostridium va cac ho tuong tu, flavobacteria, cyanobacteria, vi khudn hru huynh
mau luc, vi khun khong luu huynh mau lyc, va archaea. Péc biét dugce wu tién la
Enterobacteriaceae nhu proteobacteria Escherichia coli thudc giéng chia nho

gamma va vi khudn GC-Gram duong thap nhu Bacillus.

Cac té bao chi ndm thich hop bao gdm men duge lya chon tir nhém bao gdm
Ascomycota bao gdbm Saccharomycetes nhu Pichia, Hansenula, va Saccharomyces,
Schizosaccharmycetes nhu Schizosaccharomyces pombe va Ascomycota bién thai

dan bao gbém Aspergillus.

Cac & bao chi ¢ nhén dién hinh thich hgp khac bao gdm céc t& bao con
tring nhu SF9, SF21, Trychplusiani va t& bao M121. Vi du, céc polypeptit theo
'séng ché c6 thé thuan loi dugc biéu hién trong cac hé té bao con tring. Clng véi sy
biéu hién trong cac t& bao c¢on tring trong dung dich nudi cdy, cac gen phytaza co
thé duoc bidu hién trong toan by céc sinh vat con trung. Céc vector virut nhu
baculovirus cho phép 1am truyén nhiém hoan toan con tring. Céc ¢on tring 16n nhu
nhdng tdm cung cip mdt san luong cao protein khéc loai. Protein nay cé thé duoc
chiét tir cac con trung theo cac k¥ thuét chiét thong thuong. Céc vector bidu hién
ndy thich hop dé sir dung trong séng ché bao gdm toan bd cac vector c6 kha ning

biéu hién céc protein ngoai trong cac dong t€ bao con tring.

Céc te bao chi khéc bao gdbm céc teé bao thuc vat duge lya chon tir nhom bao
gom cdac thé nguyén sinh, cac t€ bao, calli, cAic md, cac co quan, cac hat, mam, noén,
hop tt v.v.. Séng ché cling dé xuat toan b thuc vat c6 the dugce bi€n nap va bao

gém ADN t4i td hop theo sdng ché.

Thuat ngit "thyc vat" néi chung bao gdm tao ¢ nhan thuc, cac thuc vat co
phdi bao gdm Bryophyta, Pteridophyta va Spermatophyta nhu Gymnospermae va

Angiospermae.

T6t hon néu, t€ bao chu noi trén 1a mot vi sinh vat. Cac vi sinh vat dugc vu

tién bao gém cac té bao vi khuin chua cé nhin dién hinh tot hon 1a, E. coli, B.
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subtilis va céc loai khac ctia gibng Bacillus, men, tot hon 1a Hansenula polymorpha

va Schizosaccharomyces pombe.

Theo mot khia canh khéc, sing ché dé xudt mot té bao vi khudn gidng
Buttiauxella sp. P1-29 duwoc ndép luu bdi Danisco Global Innovation,
Sokeritehtaantie 20, FIN-02460 Kantvik, Finland on 22 September 2004 v&i s6 hidu
Iru gitt NCIMB 41248. Té bao nay c6 thé dugc dua truc tiép vao thirc an.

Theo mot khia canh khéc, sang cheé d¢ xuat mot phuong phép sdn xuat cac
phytaza bao gdm viéc gy truyén nhiém mdt t€ bao chi bing mdt vector biéu hién
hodc plasmit theo sdng che, nudi cdy t€ bao chi ndi trén dudi céc diéu kién de bieu

hién phytaza va chiét phytaza nay tir mdi truong nudi cy té bao chu.

Mot cach thich hop, phwong phéap néi trén 1a dé san xuit mot phytaza bao
gdm biéu hién mét trinh ty axit amin nhu duge thé hién & SEQ ID NO: 3 hoic mot
trinh tu ¢6 it nhit 75% d6 twong ddng véi n6é hodc mdt doan c6 hidu luc cia né
trong mot t€ bao chu va chiét protein da dugc tiét ra tir moi trudng nudi cly té bao

chu.

Mot khia canh khac nita, sang ché @& xuit mot ché phim thtrc #n bao gém
mét phytaza theo sang ché. Tt hon néu, ché phdm thirc #n bao gdm mét phytaza
véi ham luong 10-10000 U/kg thire n, t5t hon 1a 200-2000U/kg thirc #n, t6t hon
nita 14 500-1000 U/kg thirc an.

Theo mét phuong 4n, ché phdm thirc &n bao gdm mot t& bao chi theo sang

r
A

ché.

Theo mdt khia canh khac nita theo sang ché d€ xuat viéc st dung mot

phytaza theo sdng ché trong thuc phim hoic thirc &n dong vat.
Céc khia canh duwgc wu tién

Céc khia canh dugc uu tién dugce trinh bay cac yéu ciu bao ho kém theo day

va trong phdn md ta va cac Vi du thuc hién sang ché dudi day.
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Céc wu diem bo sung

Sang che 1a rat thudn lgi vi n6 d€ xuat cac phytaza cé mdt so tinh chat khién

chung déc biét hitru hiéu 1am chét phu gia cho thirc 4n dong vat.

Cu thé, cac phytaza theo sang ché hoat dong & dd pH thip va, tdt hon la
trong khoang pH tir 2 dén 5,5 v6i hoat tinh t8i da & khoang pH 4 - 4,5. Mot cach
thich hop, céc phytaza theo sang ché hoat dong & céc d6 pH thp (duy tri khoang
40% hoat tinh t6i da & 46 pH bang 2,5) trong mdi trudng da day.

Ngoai ra, cac phytaza theo sdng ché dugc ti€t hi€u qua trong ca vt chu ty
nhién va trong qué trinh biéu hién khac loai nhu viy din dén viéc san xuét va phan

1ap hidu qua hon dé b sung vao thirc an.

Ngoai ra, cac phytaza theo sang ché, t6t hon 13 c6 khoang hoat tinh dic hiéu
co chét rong bao gdm cac co chit penta- tetra, tri va di-phosphat tir d6 lam ting
tdng luong phosphat sin sang d& hip thu boi dong vat (phosphat sin c6). Cac
phytaza theo sang ché ciing t&t hon 1a ¢6 hoat tinh dic hiéu cao trong khoang 300
U/mg +/- x&p xi 10%, t&t hon néu it nhit 300 U/mg.

Céc san phdm theo séng ché c¢6 thé duoc st dung 1am cac chit phy gia/cac chét
bd sung vao thuc phdm hoic thirc &n. Cac sin phdm nay ciing ¢6 thé hitu dung trong

viéc san xudt thwong mai céc inositol-phosphat khac nhau.
PHYTAT/AXIT PHYTIC/CAC PHYTAZA

Axit phytic (myo-inositol hexakisphosphat) 14 mot thanh phan quan trong
trong ngli cbc, hat ho dau va hat ¢ dau. Dang mudi, phytat, 14 dang du trit chinh

phospho trong cac thuc vat nay.

Céac phytaza xtc tdc qud trinh thiy phén phosphat monoeste cuia axit phytic
ma dan dén sy hinh thanh timg budc cac myo-inositol pentakis-, tetrakis-, tris-, bis-

va monophosphat, cling nhu giai phdng phosphat vo co.

-34-



19758

Céc thuat ngit “phytaza kiéu hoang” hoic “kiéu hoang” dugc sir dung & day

dé chi mdt enzym phytaza cé mét trinh tu axit amin dugc tim thdy trong tu nhién.

Céc thuat ngit “bién thé phytaza” hodc “bién thé” hoic “dang bién d6i” dé
chi mgt enzym phytaza with mdt trinh ty axit amin c6 nguon goc tr trinh ty axit
amin ciia mQt phytaza géc c¢6 mdt hodc nhiéu goc the, xen va/hodc mat axit amin,

deu dung dé chi “cac thé dot bien”.

Céc thuat ngit “phytaza gdc” hoic “enzym gbc” dé& chi mot enzym phytaza
14y tir mot bién thé phytaza dugc din xudt. Mot phytaza gbc ¢ thé 1a mot phytaza
kiéu hoang hodc bién thé phytaza khac. Cu thé, theo sang ché, mot “phytaza gbc” c6
thé c6 ngudn gbc tir mot giéng Buttiauxella sp.. Mot céch thich hop, “phytaza gbc”
¢6 ngudn gbc tir Buttiauxella gidng P1-29 nhu dugc md ta & ddy 6t hon 1a ¢6 trinh
tu axit amin duoc thé hién & trinh tw SEQ ID NO:3.

Puoc phan lap

Theo mdt khia canh, t6t hon néu trinh ty axit amin hodc nucleotit 1& & dang
dugc phén 14p. Thuét nglt “dugc phan 18p” c6 nghia la trinh tu it nhét vé co ban
khéng 14n véi it nhat mot phan khéc, véi no phén trinh ty nay vé ban chét lién quan

dén tu nhién va dugc tim thdy trong tw nhién.
Pugc tinh ché

Theo mot khia canh, t6t hon néu trinh tu axit amin hodc nucleotit 1a & dang
tinh khiét. Thuét ngit “duoc tinh ché” c6 nghia 1a trinh tu nim & trang thai tuong
ddi tinh khiét it nhat 1%, 5% tinh khiét hodc 10% tinh khiét, tot hon nita 14 it nhét
20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% tinh khiét. Trong mot phwong 4n
duoc vu tién, khi dé cap dén mot polypeptit, do tinh khiét nhu dugc x4c dinh & trén
duoc x4c dinh dudi dang dugc tinh ché tir céc polypeptit bing phuong phap dién
chuyén SDS-PAGE. Trong mét phwong 4n duoc wu tién, khi dé cap dén mot
polynucleotit, 6 tinh khiét nhu duge x4c dinh & trén duoc xac dinh dudi dang duoc

tinh ché tir cac polynucleotit khéc.
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TRINH TU NUCLEOTIT

Pham vi clia sdng ché bao gém céc trinh tu nucleotit md hda cac enzym c6 cac

tinh chit dic hidu nhu duoc xac dinh & day.

Thuat ngit “trinh tw nucleotit” dugc st dung & ddy ding dé chi mot trinh tyr
oligonucleotit, axit nucleic hoic mdt trinh tw polynucleotit, va dang bién thé, cic chit
ddng déng, cac doan va cac din xuét cta ching (nhu cic phén ciia chung). Trinh tu
nucleotit ¢ thé c6 ngudn gbe tai tb hop hodc td hop hoic hé gen ma c6 thé 13 soi doi

hodc soi don 14 soi ¢6 nghia hodc s¢i khdng c6 nghia.

Thuét ngtt "trinh ty nucleotit” hodc “phén tir axit nucleic” lién quan dén sang
ché bao gdm ADN hé gen, cADN, ADN téng hop, va ARN. Tbt hon 13, n6 c6 nghia
14 ADN, t6t hon nita 13 trinh tr cADN mé héa cho cc enzym theo séng ché.

Trong mét phuong 4n duoc wu tién, trinh tw nucleotit khi lién quan dén hoac
khi dwoc bao gdm trong pham vi cta sang ché khong bao gém trinh tyr nucleotit tur
nhién theo séng ché khi nim trong méi truong ty nhién ctia né va khi né duoc lién két
vdi (c4c) trinh ty lién quan ty nhién ctia né ma ciing nim trong méi trudng tw nhién
ctia n6 (chung). P& d& tham khao, ching ta s& goi phwong 4n dugc wu tién nay l1a
“trinh ty nucleotit khdng tu nhi€n”. Theo khia canh nay, thuét ngit "trinh tuy nucleotit
tu nhién" c6 nghia 13 toan bd trinh ty nucleotit ndm trong méi trudng tu nhién ctia nd
khi duoc lién két diéu khién v6i mot gen khoi ddu ma n6 duge két hop mot cach tu
nhién, gen khoi ddu nay cling nim trong mdi trudng ty nhién ctia nd. Tuy nhién, trinh
tu axit amin dugc bao g6m bdi pham vi cua sang ché c6 thé duoc phan 1ap va/hoéc
tinh ché sau khi biéu hién mét trinh tw nucleotit trong sinh vat ty nhién cta né. Tuy
nhién, t6t hon 14 trinh tu axit amin dugc bao gdm trong pham vi ctia sang ché c6 thé
duoc biéu hién boi mét trinh tu nucleotit trong sinh vét tw nhién clia né nhung trong
do trinh ty nucleotit khong nim dudi sy diéu khién cta gen khaoi diu ma no6 duoc két

hop tu nhién trong sinh vét do.
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PIEU CHE MOT TRiNH TU NUCLEOTIT

Pién hinh, trinh ty nucleotit dugc bao gdm trong pham vi cia sing ché hoic
céc trinh tw nucleotit dé sir dung trong sang ché dugc diéu ché bing cach st dung
cac k¥ thuat ADN tai td hop (tirc 14 ADN téi t6 hop). Tuy nhién, trong mét phuong
4n thay thé theo sang ché, trinh tu nucleotit c6 thé dugc tdng hop, toan bd hodc mot
phén, sir dung céc phuong phéap héa hoc di duoc biét rd trong linh vure ndy (xem tai
liéu cia Caruthers MH et al., (1980) Nuc Acids Res Symp Ser 215-23 va Horn T et
al., (1980) Nuc Acids Res Symp Ser 225-232).

Mot trinh tu nucleotit ma héa hodc mdt enzym ma cé céc tinh chét dic hiéu
nhu duge xac dinh & ddy hodc mot enzym thich hop cho viéc lam bién dbi c6 thé
duoc x4c dinh va/hodc phén 1ap va/hodc tinh ché tir t& bao hoic sinh vat bat ky san
xuét enzym nay. Cc phuong phép khac nhau dugc biét rd trong linh vuc nay dé xéac
dinh va/hodc phan l4p va/hodc tinh ché cac trinh ty nucleotit. Vi du, cac k¥ thuat
khuyéch dai PCR dé diéu ché nhiéu hon mét trinh tyr c6 thé dugc st dung ngay khi
mot trinh ty thich hgp dugc x4c dinh va/hodc phan 1ap va/hodc tinh ché.

Duéi dang vi du, mot thu vién ADN hé gen va/hodic cADN c6 thé dugc thiét
ké bang cach st dung ADN nhidm séc thé hoic ARN thong tin l4y tir sinh vat san
Xult enzym. Néu trinh tu axit amin cta enzym hodc mot phén cda trinh tu axit
amin ctia enzym dugc biét, cac oligonucleotit doan do dugc danh dau c6 thé duge
téng hop va sir dung dé x4c dinh cac clon md hoa enzym tir thu vién hé gen duoc
diéu ché tur vi sinh vat. Céc khac, mot oligonucleotit doan do dugc danh du chira
c4c trinh ty twong ddng véi mot gen enzym da biét khac ¢ thé duge st dung dé xéac
dinh cac clon mi héa enzym. Trong trudng hop sau, cac diéu kién lai va rira c6 do

chat ché thap dugc st dung.

Céc khéc, cac clon ma héa enzym c6 thé dugc xac dinh bang cach xen céc
doan ADN hé gen vao mot vector bi€u hién, nhu mot plasmit, gdy bi€n nap vi
khuan &m enzym véi thu vién ADN hé gen thu dugc, va sau d6 dat vi khuan duoc

bi€n nap trén cdc tam aga-aga chira mot co chat cho enzym (vi du maltoza cho
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glucosidaza (maltaza) tao ra enzym), do d6 cho phép cic clon biéu hién enzym

duoc xac dinh.

Trong mdt phuong 4n khéc nita, trinh tu nucleotit ma hoa enzym c6 thé dugc
diéu ché theo phuong phép tdng hop boi cac phwong phap chudn duge thiét 1ap bat
ky, vi du phuong phap phosphoroamidit dugc md ta boi Beucage S.L. et al,, (1981)
Tetrahedron Letters 22, p 1859-1869, hodc phuong phap dugc mo ta bdi Matthes et
al., (1984) EMBO J. 3, p 801-805. Trong phuong phap phosphoroamidit, céc
oligonucleotit dugc téng hop, vi du trong mdt thiét bi téng hop ADN tu dong, dugc
tinh ché, , thit va tich dong trong cac vector thich hop.

Trinh ty nucleotit ¢6 thé c6 ngudn gdc téng hop va hé gen hdn hop, c6 ngudn
gbc cADN va tdng hop hén hop, hoic gbc cADN va hé gen hdn hop, dwoc diéu ché
bing cach thit cac doan c6 gdc tdng hop, hé gen hodc cADN (khi thich hop) theo
cac k¥ thuat chuan. Mbi doan duoc thit twong tmg véi céc phan khic nhau cua toan
b6 trinh tw nucleotit. Trinh ty ADN ciing c¢6 thé duoc diéu ché bang phan rng mach
polymeraza (PCR) st dung cac doan moi diic hibu, vi du nhu duge mé ta trong US
4,683,202 hodc trong tai li¢u cua Saiki R K et al., (Science (1988) 239, pp 487-
491).

Do c6 sy thodi hdéa mé gen, cac trinh ty nucleotit cé thé duoc san xuét dé
dang trong d6 viéc st dung codon bd ba, cho mot s6 hoic tit ca cac axit amin duoc
m3 hoéa bédi trinh tu nucleotit gbc nay, dd dugc thay d6i d& san xult mot trinh tu
nucleotit c6 do twong ddng thap so véi trinh ty nucleotit gbc ma ma hoa cho no,
hoic mot bién thé, trinh tw axit amin ma duoc ma hoéa béi trinh tu nucleotit géc. Vi
dy, ddi v&i hau hét cac axit amin, su thodi héa mi gen ndm & vi tri thir ba trong
codon bd ba (vi tri thir ba (wobble)) (tham khdo xem tai li¢u cua Stryer, Lubert,
Biochemistry, Third Edition, Freeman Press, ISBN 0-7167-1920-7) do d6, mét trinh
ty nucleotit trong d6 toan bd codon bd ba dugc lam "tro" & vi tri thi ba s& giéng
khoang 66% véi trinh ty nucleotit géc tuy nhién, trinh ty nucleotit da dugc sira s&
ma hoa cho chinh né, hosic mét bién thé, trinh ty axit amin d4u tién dudi dang trinh

tu nucleotit géc.
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Do d6, sang ché con dé cap dén trinh ty nucleotit bt ky c6 str dung codon bd
ba khac cho it nhdt mot codon bd ba ma hoa axit amin, ma ma hoa cho no, hodc mot
bién thé, trinh tu polypeptit 14 trinh tw polypeptit dugc ma héa bai trinh tu nucleotit

gdc.

Ngoai ra, cac sinh vat dic hidu dién hinh c6 mot khuynh huéng 14 cac codon
bd ba dugc st dung d& ma hoa cho céc axit amin. Céc bang st dung codon dugc uu
tién 1a rat co sén, va c6 thé duoc sur dung dé didu ché cac gen duoc t8i wu hoa boi
codon. Céc k§ thuat t6i wu héa codon thudng duoc st dung dé t6i wu hoa sy bidu

hién ciia c4c gen bién dbi trong mot thé chi khac loai.
TIEN HOA PHAN TU

Khi mét trinh ty nucleotit md héa enzym dwoc phan lap va/hodc tinh ché,
hodic mét trinh ty nucleotit tinh khiét ma hoa enzym dd dugc nhan dang, ngudi ta ¢
thé mong mudn thay déi trinh tu nucleotit dugc chon, vi du c6 thé mong muébn gy

d6t bién trinh tu dé didu ché mot enzym theo sang ché.

Céc thé dot bién c6 thé duoc tao ra béng cach st dung céac oligonucleotit
téng hop. Cac oligonucleotit ndy chira céc trinh tu nucleotit ndm canh céc vi tri dot

bién mong mudn.

Mot phuong phép thich hop duge boc 1§ trong tai li€u clia Morinaga et al
(Biotechnology (1984) 2, p646-649). Mbt phwong phép khac dua céc thé dot bién
vao trong céc trinh ty nucleotit mé hdoa enzym dugc md té trong tai liéu cia Nelson

va Long (Analytical Biochemistry (1989), 180, p 147-151).

Thay cho viéc dot bién truc tiép vi tri, nhu duge mo ta & trén, c6 thé tao ra
céc thé dot bién mot cach nghu nhién vi du st dung mot bd kit thuong mai nhu bo
kit d6t bén gen GeneMorph PCR cua hing Stratagene, hogc bd kit d6t bén gen ngiu
nhién Diversify PCR cta Clontech.

- Mot phuong phép thir ba dé thu dugc céc trinh ty méi 14 phan doan céc trinh

tw nucleotit khong tuong dong, hodc bing cic sir dung bit ky cac enzym gidi han
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nao hodc mdt enzym nhu ADNza I, va lép rap lai céc trinh ty nucleotit déy da ma
héa cho cac protein chirc. Cach khac, cé thé su dung mot hodc nhidu trinh tu
nucleotit khong ddng nhit va tao ra céc thé dot bién trong qué trinh ti lap rap trinh

tu nucleotit dy du.

Vi véy, co thé tao ra céac thé dot bién truc tiép vi tri hodc ngiu nhién trong
mot trinh tu nucleotit, hodc in vivo hodc in vitro, va sau do tach béng sang dé thu
duoc polypeptit dwoc mi hoa co do chuc cai thién bing cac phwong phap khac
nhau.

Vi du khong gidi han, cac thé dot bién hodc bién thé tu nhién ctia mot trinh
tu polynucleotit cé thé duogc tai tb hop voi kidu hoang hodc céac thé dot bién khac
hoic c4c bién thé tw nhién dé tao ra cac bién thé méi. Cac bién thé méi nay cling co
thé duoc tach bing sang dé thu dwoc polypeptit dugc ma hoa cé dd chirc cai thién.
Viéc san xudt cc bién thé duoc wu tién méi ¢ thé thu duge bing cac phwong phép
khéc nhau da duoc thiét 14p trong linh vyc ndy, vi du phuong phap dot bién ngudng
sai phan (Error Threshold Mutagenesis) (WO 92/18645), @6t bién ngu nhién trung
gian oligonucleotit (US 5,723,323), sip xép lai ADN (US 5,605,793), lép rap gen
trung gian exo (WO 0058517). Céac phuong phép thich hop khac duwge mo ta, vi du
trong cic cong bd don qubc t& cac s6 WO 0134835, WO 02/097130, WO
03/012100, WO03/057247, WO 2004/018674, US 6,303,344 va US 6,132,970.

Viéc 4p dung cac phuong phap phat trién phan tir twong tu va duoe ndi téi &
trén cho phép xac dinh va chon loc dugc cic bién thé clia cc enzym theo sang ché
c6 cac dic tinh dugc uu tién ma khdng cin nhimg kién thic trude d6 vé cdu tric
hodc chitc ning cta protein, va cho phép san xudt duoc cac thé dot bién hoic cac
bién thé khong thé doan trude nhung c6 ich lgi. C6 nhidu vi du vé viéc ung dung
phuong phép phat trién phén tir trong linh vye nay dé tdi wu va thay dbi hoat tinh
enzym, céc vi du nay bao gém, nhung khong chi duoc gi6i han & mot hoic nhidu
ung dung sau: hoat tinh hoéc biéu hién duoc t5i uu hoa trong mot t& bao cha hoic in

vitro, hoat tinh enzym téng, tinh dic hi€u san phém va/hodc co chét thay dbdi, do bén
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chu triic hoic enzym ting hodc giam, hoat tinh/tinh dic hidu enzym thay ddi trong

cac di€u kién mdi truong dugc wu ti€n, vi du nhiét 9, d6 pH, co chat.

Céc phuong phap phét trién phéan tir néu trén c6 thé duge st dung trong céc

phuong phép didu ché mot bién thé enzym phytaza nhu duge mo ta & déy.
TRINH TU CAC AXIT AMIN

Pham vi cua sdng ché cling bao gdm céc trinh ty axit amin clia cdc enzym co

c4c tinh chit ddc hidu nhu duge xac dinh & déy.

Duoc st dung & déy, thudt ngit “trinh tu axit amin” déng nghia v&i thuat ngt
“polypeptit” va’hodc thuat nglt “protein”. Trong mot s6 vi dy, thuat ngit “trinh ty
axit amin” ddng nghia véi thuat ngit “peptit”. Trong mét sé vi du, thuat ngt “trinh

tu axit amin” dong nghia véi thudt ngt “enzym”.

Trinh tv axit amin c¢6 thé dugc didu ché/dugc phéan 1dp tr mot nguén thich
hop, hodic né cé thé duge téng hop hodc né cé thé duge diéu ché bang cach st dung

cac ky thuat ADN t4i t& hop.

Enzym dugc bao gdm trong séng ché ¢6 thé dugc sir dung cling véi cic enzym
khéc. Vi viy, sang ché cling bao ham mét t6 hop clia céc enzym trong d6 t& hop nay
bao gdm enzym ciia sdng ché va mdt enzym khac, ma cé thé 1a mét enzym khéc theo

sang ché. Khia canh nay duogc thdo luan trong phan sau.

Tt hon néu trinh ty axit amin khi lién quan dén hoic khi dugc bao ham trong
pham vi ctia sang ché khong phai 1 m6t enzym tw nhién. V& mit nay, thudt ngit
"enzym tu nhién" c6 nghia 1a toan bd enzym cé trong moi trudng tu nhi€n cla nd va

khi n6 duogc bidu hién béi trinh ti nucleotit tu nhién ctia no.
CAC BIEN THE/CAC CHAT TUONG PONG/CAC DAN XUAT

Sang ché cling bao gom vi€c sir dung céc bién the, cac chat twong dong va
cc din xuat clia trinh ty axit amin bat ky cia mdt enzym hodc ctia trinh tu nucleotit

bat ky ma hoa enzym nay.
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0 day, thuat nglt “dang tuong tu” c6 nghia la mot thuc thé c6 do tuong déng
nhit dinh v&i cdc trinh ty axit amin va céc trinh tu nucleotit. O ddy, thuat ngi “do
tuong ddng” c¢6 thé duge hidu twong duong véi “d6 ddng nhit”. Mot cach thich
hop, “d6 twong ddng” trong ngit canh nay dung dé chi phan trim ctia ¢ dong nhét
trinh ty gitta hai enzym sau khi sép hang céc trinh ty ctia chiing st dung céc thuat

to4n sip hang nhu dugc mo ta chi tiét hon dudi day.

Trong ngit canh ndy, mdt trinh ty axit amin tvong dong nhw dinh nghia bao
gém mot trinh ty axit amin ma c6 thé c6 d6 dong nhét it nhit 75, 80, 81, 85 hoic
90%, t&t hon 14 d6 ddng nhét it nhat 95, 96, 97, 98 hodc 99% véi trinh ty nay. Pién
hinh, céc trinh ty tvong tu s€ bao gém cac vi tri hoat dong giéng nhau v.v., vi du so
v6i trinh ty axit amin néi dén. Mic du do twong déng cling ¢o thé duoc xem xét
dudi dang dd tuong tu (tic 1a cac géc axit amin cé cac churc/cac tinh chit héa hoc
tuong tv), trong ngit canh nay theo sang ché, wu tién thé hién do twvong ddng dudi

dang d6 ddng nhét trinh ty.

Thuét ngit “doan chirc” c6 nghia 13 mot doan polypeptit cé cac tinh chét dic
trung cta polypeptit do. Trong ngit canh nay theo sang ché, mot doan chirc ciia mot

enzym phytaza 1a mdt doan c6 kha néng cat carotenoid ctia toan bd protein.

Trong ngit canh ndy, do tvong ddng trinh tu axit amin nhu dwoc dinh nghia
bao g6m mot trinh ty axit amin ma c6 thé c6 do déng nhét it nhét 75, 80, 81, 85
hodc 90%, t&t hon 1a d6 ddng nhét it nht 95, 96, 97, 98 hoidic 99% v&i mot trinh tu
nucleotit md héa mdt enzym theo séang ché (enzym sang ché). Bién hinh, céc trinh
tu twong tu s& bao gdm cac trinh ty m& héa cho cac vi tri hoat dong v.v. gibng véi
trinh tu axit amin cta sang ché. Mic du d6 tuwong ddng cling c6 thé dugc xem xét
dudi dang d6 twong tu (tirc 14 céc gbce axit amin cé cac chirc / cac tinh chét hoa hoc
tuong tu), trong ngtt canh ndy cta sing ché, uu tién thé hién d6 twong ddng dudi

dang d6 ddng nhét trinh tu.

Doi véi cée trinh ty axit amin va céc trinh ty nucleotit, vi¢c so sdnh dd tuong
dong cé theé dugc tien hanh bang mat, hodc thong thudng hon, véi sy trg gitp cla

céc chuong trinh so sénh trinh twr ¢6 sin d& tim trén thi trudng. Cac chuong trinh
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may tinh c¢6 sin trén thi trudng nay c6 thé tinh todn % d6 twong ddng giita hai hosc
nhiéu trinh tu.

% tuong ddng c6 thé duge tinh ddi voi cac trinh tyr k& nhau, tirc 14 mot trinh
tu duoc sép hang véi trinh ty khac va timg axit amin trong mdi trinh tu duge so
sanh truc tiép voi axit amin twong tng & trinh tw kia, m&i 1dn mot gdc. Phuong phép
nay con duoc goi 14 sép hang "khong tao khe". Pién hinh, cic phuong phap sip

hang khong tao khe nay dugc thyc hién chi d6i véi sb twong ddi it géc.

Mic du ddy 13 mot phuong phap nhit quan va rit don gian, nhung né khong
@ khi xem xét dén viéc, vi dy, trong mot cip gidng nhau khac cta céc trinh tu, viée
xen hodc x6a s& gdy ra viéc cac gbc axit amin tiép theo s& bi ddy ra khéi hang, nhu
vay c6 kha ning gdy ra sy giam manh % d9 dong nhat khi mot viéc sap hang toan
bd dugc thuc hién. Do do, cadc phuong phép so sénh trinh tu t6t nhit dugc thiét ké
dé tao ra su Sép hang t61 wu khi xét dén viéc c6 thé c6 su xen va x6a doan ma khong
bi phat qua mirc diém tuong ddng tdng thé. Viéc nay c6 thé dat dugc biang cach xen

"cac khe" trong khi sép hang trinh tu dé ¢6 ging t6i da hoa do twong ddng ving.

Tuy nhién, cdc phwong phip phirc tap hon ndy quy dinh "su phat khe" d6i
v6i mbi khe xdy ra khi sép hang dé, d6i véi cling mot sb axit amin ddng nhét, mot
phép sép hang trinh ty v6i cang it khe cang t&t- phan 4nh d6 lién quan cao gitra hai
trinh tu duoc so sanh- s& dat dugc diém cao hon 1a mot véi nhiéu khe. Phuong phap
"chi phi khe Affine” dién hinh dwoc str dung ma chiu mot muc chi phi twong ddi
cao dbi vai sy ton tai cia mot khe va mot diém phat nho hon cho mdi géc tiép tiép
trong khe. Pay 14 phuong phép thong thudng dugc st dung cho hé thdng tinh diém
khe. Céac murc phat ke cao tit nhién s& tao ra viéc sép hang t8i wu véi it khe hon.
Céc chuong trinh sép hang t&t nhat cho phép cac diém phat khe duoc lam thay dbi.
Tuy nhién, t8t hon néu sir dung céac gia tri mic dinh khi st dung phén mém nay dé
so sanh trinh tw. Vi du khi sir dung géi GCG Wisconsin Bestfit, diém phat khe mac

dinh cho trinh tu c4c axit amin 13 -12 d6i v6i mot khe va -4 v6i mdi gbc md rong.

Viéc tinh todn % d6 tuwong dong t6i da dau tién doi hoi mot su sép hang tbi

uu, ¢6 xem xét dén cac didm phat khe. Chwong trinh may tinh thich hop dé tién
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hanh sy sép hang nay 13 GCG Wisconsin Bestfit package (Devereux et al 1984 Nuc.
Acids Research 12 p387). Cac vi du v& phan mém khéc ma c6 thé tién hanh so sanh
trinh ty bao gdm, nhung khong chi duoc gidi han &, géi BLAST (see Ausubel et al.,
1999 Short Protocols in Molecular Biology, 4" Bd — Chapter 18), FASTA (Altschul
et al., 1990 J. Mol. Biol. 403-410) vd GENEWORKS thich hop lam coéng cu so
sanh. Ca hai churong trinh BLAST va FASTA d&u c6 sin dé tra ctru truc tuyén hoic
ngoai tuyén (xem tai lidu ctia Ausubel er al., 1999, Short Protocols in Molecular

Biology, pages 7-58 to 7-60).

Tuy nhién, d6i v6i mot sé ung dung, t5t hon 14 sir dung phdn mém GCG
Bestfit. Mot cong cu méi duoc goi 1a cac BLAST 2 SEQuences ciing ¢ sin dé so
sénh protein va trinh tu nucleotit (xem tai liéu cia FEMS Microbiol Lett 1999
174(2):  247-50; FEMS  Microbiol Lett 1999 177(1): 187-8 va

tatiana@ncbi.nlm.nih.gov).

Mic dit % d6 tuong dong c6 thé dugc do dudi dang do ddng nhat, qua trinh
sap hang ban than né dién hinh hoan toan khong dua trén sy so sanh cip doi. Dé
thay thé, mot khung didm tuong tu duoc sip xép tir cao dén thip thuong duoc si
dung d& quy dinh diém d6i v6i mbi phép so sanh pairwise trén co s& tinh twong tu
hoa hoc va khoang cach phét trién. Vi du vé khung nay thudng dugc sir dung 14
khung BLOSUMSG62 - khung méc dinh dbi véi bd BLAST cua chuong trinh. Cac
chuong trinh GCG Wisconsin thuong st dung cac gid tri mdc dinh chung hodc bang
so sanh ky hiéu thong thudng néu dugc cip (xem sb tay nguoi sir dung dé biét thém
chi tiét). DPéi vai mot sd Ung dung, tdt hon néu st dung céc gia tri mdc dinh chung
d6i véi goéi GCG, hodc trong truong hop phan mém khac, khung mic dinh, nhu
BLOSUMBS62.

Cach khac, phén tram do df‘)ng nhét c6 thé duoc tinh toan sit dung nhiéu dic
diém sdp hang trong ADNSIS™ (Hitachi Software), trén co s& modt thuét toén,
tuong ty v&di CLUSTAL (Higgins DG & Sharp PM (1988), Gene 73(1), 237-244).
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Khi phin mém nay dem lai sy sip hang t5i wu, c6 thé tinh % do twong ddng,
t6t hon 1a % do déng nhét. Phin mém thyc hién viéc nay nhu 1a mot phﬁn cua viéc

so0 sanh trinh ty va dua ra mot két qua dudi dang mdt con sO.

Theo mdt khia canh wu tién ctia sing ché, phin mém sau va cac thong s6
thiét 1ap dé tinh toan phén trim do twong ddng/ddng nhét trinh tu dugc sir dung. Déi
voi trinh tu c4c axit amin phdn trdim ddng nhit (twong ddng) hodc "duong" dugc
tinh toan boi chuong trinh AlignX VectorNTI (Vector NTI Advance 9.1 cua héng
Invitrogen Corporation, Carlsbad, California, USA.) cho mdi cip d6i c6 thé cua
trinh ty céc axit amin. C4c thong s6 thiét 1ap 1a céac thong s6 mic dinh (diém phat

m& khe - 10, Piém phat m& rong khe 0,1).

Dbi véi céc trinh ty axit nucleic, phan trim ddng nhat (twong dong) hoic
"duwong" dugc tinh todn bdi chuong trinh AlignX VectorNTI programme do hing
Informax Inc. (USA) cung cip cho mdi cip ddi c6 thé cua céc trinh tw axit nucleic.
Viéc thiét 1ap 12 mic dinh d6i véi ADN 1a: diém phat mé khe: 15 va Diém phat kéo
dai khe: 6,66. (cac thong sb thiét 1ap gidng nhu cho viéc da sép hang).

Tét hon néu d6 ddng nhit (twong ddng) axit amin dugc tinh theo toan bd
chiéu dai cta trinh tu axit amin hodc ddi voi axit nucleic theo mot polynucleotit

twong g ma héa cho trinh ty axit amin dai ddy du twong tmg.

Céc trinh ty cling ¢ thé duoc 1am mét, xen hodc thé cac géc axit amin dé tao
ra su thay d6i cAm va két qua 14 tao ra co chit twong ty vé chirc ning. Viéc thé axit
amin cé chu y ¢6 thé duge thuc hién trén co so tinh tuong tu vé céc tinh chét cua
axit amin (nhu tinh c6 cyc, dién tich, d0 tan trong nudc, tinh ky nudc, tinh wa nudéec,
va/hodc ban chét ludng tinh (vira wa nudc vira ky nude cia cac gbe) va do d6 nd
hiru dung dé nhém céc axit amin véi nhau trong cac nhém chirc. Céc axit amin ¢6
thé dugc nhém véi nhau trén co s& cac tinh chit cia mach nhanh riéng cta chung,
Tuy nhién, s& 1a hiru dung hon néu ciing bao gdm céc dit lidu dot bién. Cac b axit
amin nhan duoc theo cich nhu vay cé kha ning s& dugc bao toan vi cac ly do vé
chu tric. Cac bd céc axit amin ndy c6 thé duge mo ta dudi dang mot so dd Venn

diagram (Livingstone C.D. va Barton G.J. (1993) "Protein SEQuence alignments: a
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strategy for the hierarchical analysis of residue conservation" Comput.Appl Biosci.
9: 745-756) (Taylor W.R. (1986) "The classification of amino: acid conservation"
J.Theor.Biol. 119; 205-218). Céc phuong phap thé bao toan c6 thé duge thuc hién,
vi du theo bang dudi ddy, bang ndy mé td mot so d6 dugc néi chung chdp nhan

Venn ma ding d€ nhom céc axit amin.

BO DUGI BO
Ky nudc FWYHKMIL VA G| Thom FWYH
C
Béo ILV
C6 cuc WYHKREDC S TN | Tich dién HKRED
Q

Tich dién duong | HK R

Tich dién am ED

Nho VCAGSPTND Rét nho AGS

Séang ché ciing bao gém sy thé tuong ddng (thé va thay thé duoc str dung &
day déu c6 nghia 14 trao ddi mot gbe axit amin ton tai, bing mot gbe khac) ma c6
thé x4y ra tic 13 kiéu thé dang tuong tu bing dang twong ty nhu bazo bing bazo,
axit bang axit c6 cuc bang c6 cuc v.v.. Su thé khong tuong ddng cling c6 thé xay ra
tire 1 tr mot 16p gde nay véi mot gbe khac hodc cach khac lién quan dén viée bao
gbm ca céc axit amin khong tu nhién nhu ornithin (duéi day dwoc ky hiéu 1a Z), axit
diaminobutyric ornithin (dudi day dugc ky hi€u 1a B), norleucine ornithin (duéi day

dugce ky higu 1a O), pyriylalanin, thienylalanin, naphthylalanin va phenylglyxin.
Viéc thay thé cling co thé duoc thuc hién béng cac axit amin khong tu nhién.

Céc trinh ty axit amin dot bién c6 thé bao gbm cac nhém dém thich hop ma
c6 thé dugc xen vao giita hai gbc axit amin cia trinh ty bao gdm cic nhém alkyl

nhu metyl, etyl hodc cic nhém propyl bd sung vao cac gbc dém axit amin nhu gbc
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glyxin B-alanin. M¢t dang biét dbi khac, lién quan dén su c6 mit ctia mdt hodc
nhiéu gbc axit amin dudi dang peptoid, s& dwoc hiéu rd bdi ngudi c6 hiéu biét trung
binh trong linh vuc ndy. P& tranh su nghi ngd, “dang peptoid” dugc st dung d chi
cac gbc axit amin bién dbi trong d6 nhém thé a-carbon nim trén nguyén tir nito clia
gbc nay chir khong phai 14 nguyén tir carbon o Céc qué trinh diéu ché cac peptit
dudi dang peptoid dd duge biét trong linh vuc ndy, vi du trong tai liéu cia Simon RJ
et al., PNAS (1992) 89(20), 9367-9371 va Horwell DC, Trends Biotechnol. (1995)
13(4), 132-134.

Céc trinh ty nucleotit dé st dung trong sang ché ¢6 thé bao gdm cac nucleotit
téng hop hodic cai bién. Mot sd kidu cai bién khic dbi véi cac oligonucleotit da
duoge biét trong linh vyc nay. Cac kiéu ndy bao gdm khung metylphosphonat va
phosphorothioat va/hoic 8 sung cic mach acridin hodc polylysin & cac dau 3'
va/hodc 5' ctia phan tir. DSi véi cae muc dich theo séng ché, can phai hiéu ring cac
trinh ty nucleotit dugc md ta & trén cé thé duge bién ddi bing phuong phap bit ky
c6 sén trong linh vuc nay. Viét bién ddi nay c6 thé dugc thuc hién dé 1am tang in

vivo hoat tinh hodc chu ky séng ctia cac trinh tw nucleotit theo sang ché.

Séng ché ciing bao gdm viéc sir dung céc trinh ty nucleotit ma phan b sung
clia c4c trinh ty duoc thé hién & ddy, hodc bt ky doan hodc dén xuit ndo cta né.
Néu trinh ty 13 mdt trinh tw 13 c6 su bd sung vao mdt doan cua chung thi trinh ty
nay c6 thé duogc sir dung 1am mot doan do dé nhan dang cac trinh tu ma hoéa tuong

ty trong céc sinh vat khac v.v..

Céc polynucleotit ma khong c6 do tuong ddng 100% véi cac trinh tu clia sang
ché nim trong pham vi ciia sang ché c¢6 thé thu duoc theo mot s cach. Cac bién thé
clia c4c trinh tu dwoc mo ta & trén c6 thé thu duge, vi du béng danh ddu cac thu vién
ADN duoc léy tir mot loat cac cé thé, vi du céc c4 thé tir cac tap hop khac. Ngoai ra,
céc polynucleotit ddng ding khac c6 thé thu duoc va cac chit ddng déng nay va céc
doan ctia ching, n6i chung s& c¢6 thé duoc lai véi cac trinh tu duge dua ra trong danh
sach & ddy. Cac trinh tu ndy c6 thé c6 dugc bing cach danh diu cac thu vién cADN

duoc l4y tir hodc cac thu vién ADN hé gen dugc 1y tir céc loai khac, va danh dAu cac
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thu vién ndy véi cac doan do bao g61n toan by hodc mdt phén cua mot géc bét ky
trong sb cac trinh tw trong danh sach trinh t dinh kém theo ban mé ta nay dudi cac
diéu kién chit cha tir trung binh dén cao. Céc phuong phép twong tu c6 thé dugc xem
xét 4p dung dé thu duogc cac trinh tw trong ti ciia cAc loai va céc bién thé la ciia cac

trinh tur polypeptit hogic nucleotit theo sang ché.

Céc bién thé va céc dang twong tir cua loai/giéng ciing c6 thé thu duoc bing
cach sir dung k¥ thust PCR thodi héa ma s& sir dung céc doan mdi duoc thiét ké cho
cac trinh ty dich trong céc bién thé va cac dang tuwong ty mé hda cho céc trinh tu axit
amin dugc bao toan trong céc trinh ty clia sdng ché. Céc trinh tu duoc bao toan c6 thé
duoc doan trude, vi du béng cach sép hang céc trinh ty axit amin tir cic bién thé/cac
dang twong tw. Su sip hang trinh tw c6 thé dugc thyc hién bing céch sir dung phan
mém may tinh duge biét trong linh vuc nay. Vi dy phin mém GCG Wisconsin PileUp

la dugc st dung rong rai.

Céc doan mdi dugc sir dung trong phép PCR thoéi héa s& chira mot hodc nhiéu
vi tri thodi hoa va s& dugc sir dung & cac didu kién chit ché thép hon cac diéu kién st
dung dé tach dong céc trinh tu v6i cac doan mdi don nguoc lai khéi cac trinh ty da
biét.

Céc khéc, cac polynucleotit nay c6 thé thu dugc bang phép dot bién gen truc
tiép vi tri céc trinh tw d& dugc mé ta dic tinh. Phuong phap nay c6 thé hitu dung khi vi
du céc thay dbi trinh tw codon cAm 14 can thiét dé t61 wu hoa mirc d6 vu tién codon dbi
véi mot té bao cht cu thé ma trong do6 céc trinh ty polynucleotit dugc biéu hién. Céc
thay dbi trinh tu khéc c6 thé 1a mong mudn dé tao cac vi trf nhan dang enzym gidi han,
hoiic dé thay ddi tinh chit hodc chirc ning cta cic polypeptit dugc ma hoa bdi cac

polynucleotit.

Céc polynucleotit (c4c trinh tir nucleotit) theo sang ché c6 thé duoc st dung dé
tao ra mot doan mdi, vi du doan méi PCR, mét doan mdi dbi véi mot phé&n Ung
khuyéch dai khac, mot doan mdi vi du duoc danh déu bﬁmg mot chét danh déu biéu 16
bing phuong phap thong thudng str dung cac chit d4nh déu phéng xa hodc khong

phéng xa, hodc cac polynucleotit c6 thé duoc tich dong trong cac vector. Cac doan
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mdi, cac doan do va cac doan khéc s& bao g6m it nhét 15, tbt hon 14 it nhit 20, vi du it
nhit 25, 30 hodc 40 nucleotit chiéu dai va ciing dugc bao ham boi thuat ngit cac

polynucleotit theo sang ché duoc sir dung & day.

Céc polynucleotit nhu cac doan do va cac polynucleotit ADN va theo séng ché
duoc san xudt theo phuong phép tai td hop, tdng hop, hoic bat ky phuong phép nay c6
san duoc cac ngudi 6 hidu biét trung binh trong linh vuc biét. Ching ¢ thé dwoc tach

don dong bang cac k¥ thuat chudn.

Néi chung, céc doan mdi s& duge san xuit bai phuong phép téng hop, bao gdm
san xuét theo timg budc cac trinh tu axit nucleic mong mudn, mdi ldn mét nucleotit.
Céc k¥ thuét thuc hién viéc san XUt ndy st dung céc cong nghé tu dong c6 sin trong

linh vuc nay.

Céc polynucleotit dai hon, néi chung s& dwoc san xut bing cich sir dung
phuong phép tai t6 hop, vi du sir dung cac k¥ thuat tach don dong RCR (phan tng
mach polymeraza). Cac doan mdi ¢6 thé duge thiét ké dé chra cac vi tri nhan dang
enzym thich hop dé ADN duoc khuyéch dai c6 thé duoc tach don dong trong mét
vector clon thich hgp.

HOAT TINH SINH HQC

T6t hon, néu céc trinh tu bién thé v.v., it nhét hoat dong sinh hoc la giéng vai

céc trinh tu dugc thé hién & day.

Pugc sir dung & day “hoat dong sinh hoc" dung dé chi mot trinh tw c6 mot tinh
chirc cdu trac tuong tw (khong cin phai & muc d6 giéng), va/hodc chire didu hoa
tuong tw (khong cin phai & mirc d6 gidng), va/hodc chirc sinh héa tuong ty (khong

can phai & mirc d gidng) véi trinh ty tur nhién.

Cu thé, céc trinh tu cai bién hodc céc dang bién dbi ctia ching c6 bién dang
enzym tuong tu véi bién dang cta phytaza dugc xac dinh ¢ ddy. Bién dang nay bao

gom céc dic tinh nhu céc dic tinh cia mot protein ti€t, c6 do pH toi wu ndm trong
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khoang tir 2 dén 5,5, tt hon 1a tir 4,0 dén 4,5, gift dwoc muc it nhdt 50% hoat tinh
tbi da ngoai khoang pH 2,0-5,5 va/hodc cé hoat tinh ddc hiéu 16n hon 300 U/mg.

SU LAI HOA

Sang ché cling bao gom céc trinh ty ma 1a c6 phan bo sung vao céc trinh tu
axit nucleic theo sang ché hogc cac trinh tir c6 kha ning lai v6i céc trinh tu clia sang

ché hodc véi céc trinh tu 1a phan bo sung cua nd.

Thuét ngir “lai” duoc sir dung & ddy sé bao gdm “qua trinh mot s¢i cia axit
nucleic két hop v6i mot soi bd sung théng qua su cip d6i bazo" cling nhur qué trinh
khuyéch dai nhu duoc tién hanh trong cic cong nghé phan tmg mach polymeraza
(PCR).

Sang ché ciling bao ham viéc st dung céc trinh tu nucleotit ma c6 kha néng
lai v&i céac trinh ty ma 1a phan bl sung vao céc trinh ty dugc thé hién & day, hodc

dang phai sinh, doan hoc din xuét ctia ching.

Thuét ngft “bién thé” ciing bao ham cac trinh tw ma 1a phan bd sung vao trinh

tuy ma cb kha ning lai vdi cac trinh ty nucleotit dugc the hién & day.

T6t hon néu, thuat ngit “bién thé” bao ham céc trinh ty ma c6 phan bd sung
vao cac trinh ty ma c6 kha nadng lai dudi cac didu kién chit ché (vi du 50°C va
0,2xSSC {1xSSC = 0,15 M NaCl, 0,015 M Nasxitrat pH 7,0}) v&i céc trinh tu

nucleotit duoc thé hién & déy.

T6t hon nita 13 thuat ngit “bién thé” bao ham c4c trinh tw ma 1 phan bd sung
vao céc trinh ty ma c6 kha ndng lai dudi cac didu kién chit ché cao (vi du 65°C va
0,1xSSC {1xSSC = 0,15 M NaCl, 0,015 M Nasxitrat pH 7,0}) véi céc trinh tu

nucleotit dugc thé hién & day.

Séng ché ciing d& cap dén céc trinh tu nucleotit ma c6 thé lai v6i cac trinh tu
nucleotit theo sang ché (bao gdm c4c trinh tu bd sung vao cac trinh ty dugc thé hién

& day).
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Séang ché ciing dé cap dén cac trinh ty nucleotit ma 13 phén b sung vao céc
trinh ty ma c6 thé lai véi cac trinh tu nucleotit theo sang ché (bao g6m cac trinh tu

bd sung cua céc trinh ty dugc thé hién & day).

Ciing bao gdm trong pham vi ctia sang ché 13 céc trinh tu polynucleotit ma
¢ kha nang lai voi céc trinh ty nucleotit dugc thé hién & day dudi cac didu kién tur

chiit ché vira phai dén t6i da.

Trong mdt khia canh dugc uu ti€n, sdng ché bao gcA)m céc trinh tu nucleotit
ma c6 thé lai véi trinh ty nucleotit theo sang ché, hoic phin bd sung clia chiing,

duéi cac didu kién chit ché (vi du 50°C va 0,2xSSC).

Trong mot khia canh dugc uu tién hon, sing ché bao g(‘A)rn céc trinh tyu
nucleotit ma c6 thé lai v6i trinh tu nucleotit theo séng ché, hodc phan bd sung ciia

chung, dudi cac diéu kién chit ché cao (vi du 65°C va 0,1xSSC).
POT BIEN TRUC TIEP VI TRi

Khi m¢t trinh tu nucleotit m& hdéa enzym dugc phén 13p va/hodc tinh ché,
hodic trinh tu nucleotit tinh khiét ma hoa enzym dugc xac dinh, ngudi ta co thé

mong mudn gy ddt bién trinh tir ¢ didu ché mot enzym theo sang ché.

Céac thé dot bién c6 thé tao ra béng cach st dung cac oligonucleotit. Cac
oligonucleotit nay chirta céc trinh ty nucleotit nim canh cac vi tri dot bién mong

muon.

Mét phuong phap thich hgp dugce bdc 16 bdi Morinaga et al., (Biotechnology
(1984) 2, p646-649). Mdt phuong phép khac dwa cac thé dot bién vao cac trinh tur
nucleotit ma héa enzym dugc md td bdi Nelson va Long (4dnalytical Biochemistry
(1989), 180, p 147-151). Mot phuong phép khac nita dugc md ta bdi Sarkar va
Sommer (Biotechniques (1990), 8, p404-407 — “The megaprimer method of site

directed mutagenesis”).

TAI TO HQP
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Theo mét khia canh, trinh ty dé sit dung trong sang ché 12 mot trinh tu tai tb
hop— tirc 13 mdt trinh tr ma d& dugc diéu ché bing cach sir dung céac k¥ thuat ADN tai
t6 hop.

Céc k¥ thuat ADN tai t6 hop nay thudc kha ning hiéu biét ctia chuyén gia c6
trinh d¢ trung binh trong linh vue. Céc k¥ thuit nay duoc gidi thich trong tai li€u, vi
du, J. Sambrook, E. F. Fritsch, va T. Maniatis, 1989, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Second Edition, Books 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory

Press.
TONG HQP

Theo mot khia canh, trinh tu dé st dung trong sang ché 12 mot trinh ty téng
hop — tirc 13 mot trinh ty ma duge diéu ché bdi phwong phap tdng hop hoa hoc hodc
enzym in vitro. N6 bao gdbm, nhung khong chi gi6i han & cdc trinh ty duoc diéu ché
v6i viée st dung codon t&i wu cac sinh vét chi - nhu men metylotrophic Pichia va

Hansenula.
BIEU HIEN CAC ENZYM

Trinh tu nucleotit dé sir dung trong sang ché cé thé dugc két hop vao mot
vector ¢6 thé thay thé tai t6 hop. Vécto nay c6 thé duge sir dung dé thay thé va bidu
hién trinh tw nucleotit, duéi dang enzym, trong va/hodic tir mot té bao chi tuong
thich.

Viéc bicu hi€n c6 thé duogc kiém soat sir dung céc trinh ty di€u khién, vi du

cac trinh tu diéu hoa.

Enzym dugc san xut boi t& bao tai td hop chi bing cach biéu hién trinh tir
nucleotit c¢6 thé duge tiét hodc duogc chua trong té bao phu thudc vao trinh tyr
va/hodc vector dugce st dung. Céc trinh ty m héa c6 thé dugc thiét ké véi cac trinh
tu tin hiéu 1am ting kha ning tiét truc tiép cac trinh ty ma hoa co chit qua mot

mang t€ bao c6 nhéan dién hinh hoic khéng c6 nhan dién hinh cu thé.

Mot cach thuén lgi, cic enzym theo sang ché duoc tiét.
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VECTOR BIEU HIEN

Céc thuat ngit “plasmit”, “hé vécto” hodc "vector biéu hién" c6 nghia 14 mdt
chu triic ¢6 thé bidu hién in vivo hodc in vitro. Trong ngit canh nay theo sang ché, cac
chu trac nay c6 thé duge sir dung dé dua céc gen ma héa cic enzym vao cic té bao
chi. Mot cach thich hop, céc gen ma sy biéu hién ctia né dugc tao ra cb thé dwoc goi

la “céc gen chuyén c6 the bicu hién”.

Tt hon, néu vector bidu hién duoge két hop vao hé gen ctia mét sinh vét chu
thich hop. Thuat ngit “duge két hop” t6t hon néu bao gdm sy két hop n dinh vao hé

gen.

Céc trinh ty nucleotit dwgc mo ta & trén bao gdm trinh ti nucleotit theo séng
ché c6 thé c6 mit trong mdt vector trong do trinh ty nucleotit dugc lién két diéu khién
v6i céc trinh ty diéu hoa ¢ kha ning tao ra si biéu hién trinh tu nucleotit bi mot sinh

vat chu thich hop.

Céac vector dé s dung trong sang ché c6 thé duoc lam bién nap vao mot té
bao chi thich hop nhu duoc mé ta dudi ddy dé tao ra sy bidu hién mot polypeptit

theo sang ché.

Viéc lya chon vector, vi du mot plasmit, cosmit, hodc vector theé thyc khuan

thudng s€ tuy thudc vao t€ bao chi ndo ma né dugce dua vao.

Céc vector dé st dung trong séang ché c¢6 thé chira mot hoic nhidu céc gen
danh diu lya chon nhu mét gen, ma cd tinh chét khang khang sinh vi dy khang
ampicillin, kanamycin, chloramphenicol hodc tetracyclin. Cach khéc, viéc Iya chon
¢6 thé dugc hoan thanh bing phwong phip ddng bién nap (dugc mé ta trong
W091/17243).

Céc vector c6 thé dugce st dung in vitro, vi du d¢ san xuat ARN hodc dugc
stt dung dé truyén nhiém, bién nap, hodc chuyén ddi ho#ic 1am nhiém mat té bao

cht.
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Nhu vay, trong mot phwong 4n khac, séng ché d& xuat mét phuong phép didu
ché céc trinh tu nucleotit theo sang ché bing cach dua mot trinh tw nucleotit theo
sang ché vao mot vector ¢ thé sao chép, dwa vector nay vao mot t€ bao chi twong

thich, va nu6i dudng teé bao cht dudi cac dicu ki€n de co the sao chép vector nay.

Vector nay con bao gbébm mét trinh tu nucleotit cho phép vector ¢6 thé sao
chép trong té bao chii néi dén. Cac vi du vé cac trinh tir ndy 1a cac gdc sao chép ciia
cac plasmit pUC19, pACYC177, pUB110, pE194, pAMBI, plJ101, pTZ12 va
pETI11.

CAC TRINH TU PIEU HOA

Trong mét s6 tmg dung, trinh t nucleotit d sir dung trong séng ché dugc
lién két diéu khién voi mot trinh ty didu hoa ma cé kha ning tao ra sy biéu hién
trinh tw nucleotit, nhu bai t€ bao chu d duge chon. Vi du, sang ché bao gém mot
vector bao gém trinh tw nucleotit theo sang ché dugc lién két didu khién voi mot

trinh ty di€u hoa nay, tic 1a vector ndy 1a mot vector bi€u hién.

Thuét ngit "duoc lién két diu khién" dung dé chi mét vi trf k& nhau trong do
cac thanh phén duoc md ta ndm trong mot mdi quan hé cho phép ching thyc hién
chirc ndng theo cach chung duoc du dinh dé hoat dong. Mot trinh ty didu hoa
"dwoc lién két diéu khién" véi mot trinh ty md héa dugc thét theo cach ma sy bidu
hién cua trinh tw m4 héa dat duoc dudi didu kién tuong thich véi céc trinh tir diéu
khién.

Thuat ngit “céc trinh ty diéu hoa” bao gom cac doan gen khdi dau va gen

tang cudng hodc cac doan tin hi€u diéu hoa bicu hién khac.

Thuat ngir "gen khéi dau" duoc str dung theo nghia théng thudng trong linh

vuc nay, vi du mdt ARN polymeraza lién két vi tri.

Su biéu hién ting cudng cua trinh tuy nucleotit md hoéa enzym cua sang ché
cling cd the c6 duge bang cach lya chon cac doan dicu hoa khéc loai, vi du gen khoi

dau, cac doan dan dau va ket thuc qua trinh tiet.
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T8t hon néu, trinh ty nucleotit theo séng ché duoc lién két diéu khién véi it

nhét mot gen khoi dau.

Céc vi du v& cac gen khoi ddu thich hop truc tiép phién ma trinh tu nucleotit

trong mot thé chu vi khuan, ndm hodc men ciing dugc biét rd trong linh vuc nay.

CAC CAU TRUC

non

Thuét ngit "cdu trac" - ddng nghia voi cac thudt ngit "tiép hop", "cassette" va
"lai" - bao gdm mot trinh tir nucleotit d& sir dung theo sang ché gén truc tiép hodc gian

tip voi mot gen khai dau.

Mot vi du v& phuong thic gén truc tiép 1a cung cdp mot nhom gen dém thich
hgp nhu doan intron (ndi viing), nhu Shl-intron hodc ADH intron, lam trung gian giita
céc gen khoi ddu va trinh tu nucleotit theo sang ché. Viéce nay ciing dung d6i véi thuat
ngit "dung hop" lién quan dén sang ché ma bao gdm viéc dinh gén truc tiép hoic gian
tiép. Trong mot sd trudng hop, cac thuat ngft khong bao gdm su két hop tu nhién cua
trinh tu nucleotit m& hoa cho protein nay thudng lién quan dén doan khoi dau gen kidu

hoang va khi d6 cé hai phai trong mdi trudng tw nhi€n ctia ching.

Kiéu cau tric nay c6 theé thdm chi chira hodc bi¢u hi€én mdt gen danh dau, ma

cho phép chon lia kiéu céu tric gen.

Péi véi mot s6 tmg dung, t6t hon néu cdu triic theo sang ché bao gdm it nhét

trinh tw nucleotit theo sang ché duoc lién két diu khién v6i mot doan khai diu.
CAC TE BAO CHU

Thuét ngit “t& bao chu” - lién quan dén sang ché bao gdm té bao bét ky bao
g6m trinh tw nucleotit hofic mot vector biéu hién nhu duoc md ta & trén va duoc st
dung trong viéc sdn xudt tai tb hop mét enzym cé céc tinh chat ddc hi¢u nhu duge

xac dinh & d4y hodc trong cac phuong phép sang ché.

Nhu vdy, theo mot phuong 4n khic nita, sing ché dé xuit cac t& bao chu

duoc gy bién nap hodc truyén nhidm voéi mot trinh ty nucleotit bidu hién céc
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enzym dwoc md ta trong sang ché. Cac té bao nay s& duge lya chon dé s& twong
thich vai vector noi trén vao cé thé vi du la cac té bao chua c6 nhén dien hinh (vi du
vi khudn), ndm, men hoc céc té bao thuc vat. Tdt hon néu, cic té bao chi khong

phai la céc t€ bao cuia nguoi.

Céac vi du v€ céc sinh vat chu vi khuan thich hop 1a cac loai vi khuan gram

duong va am.

Trong mdt phuong 4n duge wu tién, té bao chi 1a Escherichia Coli bdi vi
ngudi ta quan sat thiy phytaza clia Buttiauxella P1-29 duoc tiét hiéu qua trong
E.coli. Céc enzym phytaza, bao gdm céc bién thé duoc m6 ta tinh chit sau khi biéu
hién khéc loai trong mot hodc nhiéu vt cha biéu hién sau: Escherichia coli K12;
Bacillus subtilis, Saccharomyces cerevisiae. Vi vdy, cac vat chu nay cling duoc wu

tién.

Phu thudc vao ban chit cta trinh tu nucleotit md hoa enzym cua sing ché,
va/hodc mirc d6 mong mudn di véi vide xir 1y tiép theo cic protein dugc biéu hién,
cac vat chii c6 nhén dién hinh nhu men hodc nim khac c¢6 thé duge wu tién. Noi
chung, céc t& bio men 13 duoc wu tién so v6i cac t& bio nim bai vi ching dé thao
tdc hon. Tuy nhién, mot sb protein hodc la dugc tiét kém hon tir t& bao men, hoic
trong mét s trudng hop né khéng dwoc xit 1y thich hop (vi du ting glycosyl hoa
qué murc trong men). Trong cic vi du ndy, sinh vat chi nidm khac nén dugc lya

chon.

Viée sir dung céc té bao chii thich hop - nhur cac té bao chi men, nidm va thyc
vit -c6 thé tao ra nhitng thay d6i sau dich ma (vi du myristoyl hoa, glycosyl héa, cit
cut, lapit hda va tyrosin, serin hodc threonin phospho héa) nhu c6 thé cin d tao ra

hoat tinh sinh hoc t8i wu trén cc san pham biéu hién tai t5 hop theo sang ché.
Té bao chu c6 thé 1a mot gidng proteaza thidu hogic khong ddy di doan.

Kiéu gen t€ bao chi c6 thé duge lam bién doi dé cai thién kha ndng bicu

hién.
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Céac vi du vé nhitng bién dbi t& bao chi nay bao gdm viéc lam thiéu, lam
khong diy du doan proteaza, bd sung tARN hiém, va lam thay ddi kha ning giam

nhidm trong bao chit dé lam ting sy tao thanh lién két disulfit.

Vi du, t& bao cha E. coli ¢6 thé bidu hién qua mirc di véi tARN hiém dé cai
thién kha ning bidu hién cac protein khac loai nhu dugc vi du/duge md ta trong tai
liéu ctia Kane (Curr Opin Biotechnol (1995), 6, 494-500 "Effects of rare codon
clusters on high-level expression of cic protein khac loai in E.coli"). Té bao cha c6
thé thiéu hut mot sd enzym giam nhiém dé wu tién sy tao thanh cac lién két disulfit
dn dinh nhu duoc vi du/duoc mé ta trong tai liéu cua Bessette (Proc Natl Acad Scf
USA (1999), 96, 13703-13708 "Efficient folding of proteins with multiple
disulphide bonds in the Escherichia coli cytoplasm™).

Theo mdt phwong 4n, cic té bao chi trong ngit canh ndy clia sang ché bao

gém céc t& bao ma c6 thé duoc thém tryc tiép vao thirc an dong vit.
SINH VAT

Thuat ngit "sinh vat" lién quan dén sang ché bao gdm sinh vat bat ky ma c6
thé bao gdm trinh tw nucleotit ma héa cho cic enzym nhu dugc md ta trong séng
ché va/hoic céc san phdm nhan duge tir d6, va/hodc trong d6 mot gen khoi dau co
thé cho phép biéu hién trinh tw nucleotit theo sang ché khi c6 mit trong sinh vat

nay.

Céc sinh vt thich hop c6 thé bao gém sinh vat chua ¢6 nhan dién hinh, nim,

men va thuc vét.

~

Thuét ngit "sinh vat chuyén gen" lién quan dén sang ché bao gdm mot sinh vat
bét ky ma bao gdm trinh tur nucleotit mi héa cho cdc enzym nhu dwgc mo ta trong
sang ché va/hoic cac san phém thu dugc tir d6, va/hodc trong d6 mot gen khoi ddu cé
thé cho phép biéu hién trinh tu nucleotit theo sang ché trong sinh vat nay. Tét hon
néu trinh tu nucleotit dugc két hop trong hé gen clia sinh vat nay.
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~

Thuat ngit “sinh vat chuyén gen” khong bao ham céc trinh ty mé héa nucleotit
tw nhién trong moi trudng tu nhién cua ching khi ching chiu s diéu khién ctia gen

khoi dau tu nhién ma cling nam trong mdi truong tu nhién ctia no.

Vi vay, sinh vat chuyén gen theo sang ché bao gdm mat sinh vat bao gbm mot
gbc bét ky trong s6, hodc cic dang t6 hop cia, trinh ty nucleotit md héa cho cac
enzym nhu dugc md ta trong sang ché, cac cAu truc theo sang ché, cac vector theo
sang ché, cac plasmit theo sang ché, cac té bao theo sang ché, cac md theo sang ché,

hodc céc sdn pham cua chung.

Vi du sinh vét chuyén gen cfing ¢6 thé bao gdm trinh tw nucleotit m& héa cho

enzym cua sang ché dudi sy didu khién ctia mét gen khéi dau khac loai.
BIEN NAP CAC TE BAO CHU/SINH VAT

Nhu duoce chi ra ¢ trén, sinh vat cht ¢6 thé 1d8 mdt sinh ¢6 nhan di€n hinh
hodc mot sinh vt chua c6 nhan dién hinh. Cac vi du vé& thé chil chua c6 nhan dién

hinh thich hop bao gdm E. coli va Bacillus subtilis.

Céc tai liéu viét v& phwong phép bién nap cac thé chi chwa c6 nhan dién hinh
duoc tp hop twong d6i rd rang trong linh vuc ndy, vi du xem Sambrook et al
(Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd edition, 1989, Cold Spring Harbor
Laboratory Press). Céc phwong phap thich hop dugc thé hién & cac Vi du trinh tw &
day. Néu mot thé chu chua c6 nhan dién hinh duoe str dung thi trinh tw nucleotit ¢6
thé cAn duoc bién dbi thich hop trudc khi gdy bién nap - nhu bing cach loai bo cac

intron.

Céc t& bao ndm soi ¢6 thé dugc giy bién nap bing cac stir dung céc phuong
phép khac nhau dugc biét trong linh vyc ndy — nhu mét qud trinh lién quan dén su
tao thanh thé nguyén sinh va sy bién nap céc thé nguyén sinh nay duoc tiép theo
bing cach t4i tao thanh té bao theo mdt phwong phap da biét. Viéc sir dung
Aspergillus lam mdt vi sinh vét chi duge md ta trong EP 0 238 023.
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Sinh vét chu khac c6 thé 1a mot thyc vét. Xem xét cac k¥ thuat chung dugc
st dung dé bién nap thuc vt cd thé tim duoc trong cac bai bdo cua Potrykus (4nnu
Rev Plant Physiol Plant Mol Biol [1991] 42:205-225) va Christou (Agro-Food-
Industry Hi-Tech March/April 1994 17-27). Céc huéng dan khac vé phuong phap
bién nap thuc vat ciing c6 thé tim thdy trong Cong bd don chiu Au s& EP-A-
0449375.

Céc hudng dan chung vé phwong phép bién nap ndm, men va thyc vét dugc

trinh bay trong cac phin dudi day.
NAM PUQC BIEN NAP

M0t sinh vat chu ¢6 the 1a nam - nhu nam soi. Cac vi du vé thich hop vé céc
vat chi ndy bao gbébm cac thanh vién thudc giong Thermomyces, Acremonium,

Aspergillus, Penicillium, Mucor, Neurospora, Trichoderma va céc gidng tuong tu.

Céc hudng dan vé phuong phép bién nap ndm s¢i duge xem trong Cong bd
don sang ché My s6 US-A-5741665 ma néu ring cac k¥ thuat chuén dé gay bién nap
nim soi va nudi ciy ndm dugc biét rd trong linh vuc nay. Mot tham chiéu m& réng
vé cac k¥ thuét nay duge ap dung dbi voi N. crassa duge tim thiy, vi du trong séch
ctua Davis va de Serres, Methods Enzymol (1971) 17A: 79-143.

Céc huéng din chung vé phuong phap bién nap ndm s¢i duoc xem xét trong

Coéng bd don sang ché My s6 US-A-5674707.

Theo mot khia canh, sinh vat chi c6 thé thudc giéng Aspergillus, nhu
Aspergillus niger.

Aspergillus bién dbi gen theo sang ché cling ¢6 thé duoc didu ché boi, vi dy,
theo cac huéng din sich tai liéu cha Turner G. 1994 (Vectors for genetic
manipulation. In: Martinelli S.D., Kinghorn J.R.( Editors) 4spergillus: 50 years on.
Progress in industrial microbiology vol 29. Elsevier Amsterdam 1994. pp. 641-666).
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Sy bidu hién gen trong ndm sgi da duoc xem xét trong tai liéu cia Punt ef al.
(2002) Trends Biotechnol 2002 May;20(5):200-6, Archer & Peberdy Crit Rev
Biotechnol (1997) 17(4):273-306.

NAM MEN PUQC BIEN NAP
Trong mdt phuong 4n khac, sinh vét chuyén gen c6 thé 1a nAm men

Viéc xem xé€t cidc nguyén téc bidu hién gen khéc loai trong ndm men dugc dé
cap, vi duy, Methods Mol Biol (1995), 49:341-54, va Curr Opin Biotechnol (1997)
Oct; 8(5):554-60

V& khia canh niy, ndm men — nhu céc lodi Saccharomyces cerevisi hodc
Pichia pastoris (xem FEMS Microbiol Rev (2000 24(1):45-66), c¢6 thé duoc st dung

Jam phuong tién dé biéu hién gen khac loai.

Viéc xem xét cac nguyén tic bidu hién gen khac loai trong Saccharomyces
cerevisiae va viéc tiét cic san phim gen duoc béo céo boi E Hincheliffe E Kenny
(1993, "Yeast as a vehicle to express heterologous genes", Yeasts, Vol 5, Anthony H
Rose va J Stuart Harrison, eds, 2nd edition, Academic Press Ltd.).

P6i véi viee bién nap men, mot vai quy trinh dugc phat trién. Vi du,
Saccharomyces dot bién gen theo sdng ché c6 thé duoc diéu ché theo cac hudng din
sau cua Hinnen et al., (1978, Proceedings of the National Academy of Sciences of the
USA 75, 1929); Beggs, J D (1978, Nature, London, 275, 104); va Ito, H et al (1983, J
Bacteriology 153, 163-168).

Céc t& bao men duoc bién nap cé thé duoc chon béng cac sir dung céc gen
d4nh d4u chon loc khac nhau - nhu cic gen d4nh ddu dinh dudng thu dong ¢6 wu thé
hon céc gen d4nh d4u khéng khang sinh.

CAC THUC VAT PUQC BIEN NAP/CAC TE BAO THUC VAT

Mot sinh vét chii thich hop cho sang ché c6 thé 1a thuc vat. Viée xem xét cac

k§ thuat chung c6 thé tim dugc trong cic bai bao cta Potrykus (dmmu Rev Plant
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Physiol Plant Mol Biol [1991] 42:205-225) va Christou (Agro-Food-Industry Hi-Tech
March/April 1994 17-27).

NUOI CAY VA SAN XUAT

Céc t€ bao chu dugc gdy bien nap voi trinh tu nucleotit theo sang che c6 the
duoc nuoi cay dudi cac dieu kién co lgi cho viéc sdn xuat enzym dugec ma hda va
céc di€u kién thuén lgi cho vi€c thu hoi enzym tir cac t€ bao va/hodc mdi trudng

nudi cay.

Mdi trudng dugce sir dung dé nudi cdy céac té bao co thé 14 mot moéi trudng
thong thudng bét ky thich hop cho su ting trudng té bao chil d& néi va c6 kha ning

bicu hién enzym.

Protein dugc san xuat bdi mot t€ bao tai to hop c6 theé dugce bicu hién trén bé

mat cua t€ bao nay.

Enzym nay c6 thé dugc tiét tir cac té bao chil va cé thé duge thu hdi mot

céch thuan loi tr méi trudong nudi céy sir dung céc quy trinh dd duogc biét .
TIET

C6 thé mong muon la enzym duogc tiet tir the chi bi€u hién vao moi trudng
nuoi cdy tir mdi truong ndy enzym c6 thé duge thu hdi d& dang hon. Theo sang ché,
trinh ty din ti€t c6 thé duge chon trén co s& thé chil biéu hién mong mudn. Cic

trinh ty tin hiéu lai cling c6 thé dugc sir dung trong ngit canh nay cua sang ché.

Céc vi du dién hinh vé cic doan dan tiét khac loai 14 cAc trinh tw ¢6 ngudn
gbc tir gen amyloglucosidaza ctia nim (AG) (glaA - ca 18 va 24 kiéu axit amin vi
du tr Aspergillus), gen a-factor (cac men vi du Saccharomyces, Kluyveromyces va

Hansenula) hodc gen o-amylaza (Bacillus).

Vi du, viéc tiét cc protein khac loai trong E. coli duoc dé cap dén trong cudn
Methods Enzymol (1990) 182:132-43.

PHAT HIEN
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Céc protocol khéc nhau dé phat hién va do muc biéu hién cua trinh tw axit
amin dwoc biét trong linh vuc nay. Cac vi du bao gdm phép phén tich chét hip thu
mién dich dugc lién két voi enzym (ELISA), phép phan tich mién dich phéng xa
(RIA) va phan loai t& bao duoc hoat hoa bang huynh quang (FACS).

R4t nhidu k¥ thuat danh d4u va tiép hop da duoc biét bdi cac ngudi co hiéu
biét trung binh trong linh vuc nay c6 thé duge st dung trong céc phép phan tich

nucleic va axit amin khac nhau

Mot sé hing nhu Pharmacia Biotech (Piscataway, NJ), Promega (Madison,
WI), va US Biochemical Corp (Cleveland, OH) cung cip céc bo kit thuong mai va

cac protocol cho céc quy trinh nay.

Céc phan tir hodc cic cht danh diu dugc béo céo thich hgp bao gdm céc
nuclit phong xa, cac enzym, chit huynh quang, chit phat quang héa hoc, hodc cac
tac nhan tao séc to cling nhu cac co chét, cac déng tac nhan, cac cht uc ché, cac hat
tir va cdc dang twong tu. Cac Patent huéng dén viéc sir dung cac chét danh déu nay
bao gébm US-A-3,817,837; US-A-3,850,752; US-A-3,939,350; US-A-3,996,345;
US-A-4,277,437; US-A-4,275,149 va US-A-4,366,241.

Ciing véy céc globulin mién dich tai t5 hop c6 thé dwoc san xuit nhu duogc

md ta trong US-A-4,816,567.

Céc phép phan tich thich hop khac dé phat hién hoat tinh phytaza dwoc biét

trong linh vyc ndy va duge mo ta vi du & day.
CAC PROTEIN DUNG HQP

Trinh ty axit amin d& str dung theo sang ché c6 thé duoc san xuit dudi dang
mot protein, vi du véi su tro gitp cua cdc k¥ thuat chiét va tinh ché. Cac vi du vé
céc thanh phin cia protein dung hop bao gdm glutathion-S-transferaza (GST),
6xHis, GAL4 (cic mién hoat hoa sw phién ma va/hoic lién két ADN) va (B-

galactosidaza). Cfing c6 thé thuan loi bao gdbm mét vi tri cét phan giai protein giita
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thanh phan protein dung hop va trinh tu protein quan tim d& cho phép loai bo cac
trinh ty protein dung hgp.

Tét hon néu, protein dung hop khong ché hoat tinh ciia trinh tu protein.

Céc hé biéu hién dung hop gen trong E. coli da duoc & cap trong Curr Opin
Biotechnol (1995) 6(5):501-6.

Trong mdt phuwong 4n khic theo sang ché, trinh ty axit amin c6 thé duge thit
tao ra mot trinh tu khéc loai d& ma hoa cho mot protein khéc loai. Vi dy, dé tach
bing sang loc thu vién peptit dé c6 duoc cac tic nhan c6 thé gy anh hudng dén
hoat tinh co chét, né c¢6 thé duge st dung dé ma héa co chit dang thé kham biéu

hién mot epitop khéac loai ma dugc nhén dang bdi mdt khang thé c6 sin thuong mai.
CAC TRINH TU BO SUNG

Céc trinh ty d& str dung theo sang ché ciing ¢6 thé dugc sir dung két hop véi
mét hodc nhiéu cic protein bd sung quan tdm (POIs) hoidc céc trinh tu nucleotit

quan tdm (NOIs).

Céc vi du khong han ché v& cac POI bao gdm: cac xylanaza, cic lipaza, cac
axit phosphataza va/hodc céc trinh ty khéc. Céc trinh ty ndy bao gbm cac enzym, vi
du, didu hoa d6 dinh cta thic &n. Trinh tu NOI ¢6 thé thdm chi 12 mot trinh tu vo
nghia d6i voi bit ky trong sd céc trinh tu khac.

POI c6 thé con 13 mét protein dung hop, vi du d& hd trg qua trinh chiét va

tinh ché hodc dé 1am ting cudng su chuyén héa in vivo.
POI thdm chi c¢6 thé dugc dung hop voi mot trinh t tiét.

Céc trinh tu khéc cling tao thudn loi cho qué trinh tiét hodic lam tdng hiéu
sudt POI duoc tiét. Céc trinh tu nay c6 thé ma héa cho cic protein chaperon nhu vi
du san phim ctia gen Aspergillus niger cyp B duoc md ta trong don ding ky séng
ché Anh s6 9821198.0. |
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NOI ma hoéa cho POI ¢6 thé duoc thiét ké dé lam thay ddi hoat tinh cua
ching vi mét s6 1y do bao gdm nhung khong chi giéi han & viéc lam bién dbi, ma
1am thay d8i qua trinh xir ly va/hogc biéu hién san phdm biéu hién ctia chiing. Vi du,
NOI cling c6 thé duoc lam bién ddi dé t8i wu hoa su biéu hién trong mot t& bao chu
cu thé. Céc thay ddi trinh try khéc c6 thé dwoc mong mubn dé tao ra cac vi tri nhan

dang enzym gidi han.

NOI ma hoéa cho POI c6 thé bao gdm bén trong cac nucleotit tdng hop hoic

bién ddi clia chiing — nhu c4c khung metylphosphonat va phosphorothioat.

NOI m3 héa cho POI ¢6 thé dugc 1am bién ddi dé ting d9 dn dinh ndi bao va
nira chu ky sdng. Cic cai bién bao gdm, nhung khong chi dwgc gidi han &, viéc bd
sung céc trinh ty suon (flanking) cé cac ddu 5' va/hoic 3' cua phén tr hodc viéc sur
dung céc lién két phosphorothioat hodic 2' O-metyl ma khong phai 1a céc lién két
phosphodiesteraza trong mach chinh cta phan ti.

CAC KHANG THE

Mot khia canh ctia sdng ché dé cip dén c4c axit amin ma phan Umg mién

dich vé1i axit amin cua trinh ty SEQ ID NO: 3.

Cac khang thé c¢6 thé duoc san xudt béi cac k§ thuat chudn, nhu k¥ thuat tao
mién dich véi co chit theo sang ché hoic bang cach str dung mét thu vién bidu hién

thé thyc khuén.

Voi cac muc dich cta sang ché, thudt ngit "khang thé", trir khi duoc chi ra
ngugc lai, bao gdm nhung khong chi gi¢i han béi mach don, don dong, da dong,
chimeric, cic doan Fab, cac doan dugc san xuit bdi mot thu vién biéu hién Fab,
cling nhur cdc mach tuong tu ctia ching. Cac doan nay bao gdm cic doan cuia toan
bd cac khang thé c6 hoat tinh lién két ctia chung d6i voi mot co chét dich, Fv, F(ab')
va cic doan F(ab'),, ciing nhur cac khang thé mach don (scFv), céc protein dung hop
va céc protein tdng hop khic bao gdm vi tri lién két khang nguyén cuia khang thé.

Ngoai ra, cac khang thé va cac doan clia ching c6 thé 13 cac khang thé nguoi. Cac
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khéng thé trung tinh, tirc 13, cac khang thé trc ché hoat tinh sinh hoc cua céc

polypeptit co chét, 1a duge dic biét wu tién ddi véi viée chudn doan va didu tri bénh.

Néu cac khéng thé da dong 14 mong mubn, mot ddng vat cb vi duge chon
(vi dy, chudt, tho, dé, ngua, v.v..) duoc gdy mién dich bang trinh tu theo sang ché
(hodc mdt trinh ty bao gém mét epitot mién dich ctia chiing). Phu thudc vao cic
lodi chu, cac dang don khéac nhau cé thé duogc sir dung dé lam ting phan tmg mién
dich.

Huyét thanh 13y tir d6ng vat da duoc gdy mién dich dwgc lya chon va xir Iy
theo cac quy trinh d& biét. Néu huyét thanh chira cac khang thé dbi véi trinh tu theo
sang ché (hodc mot trinh tw bao gdm mot epitop mién dich cta ching) chia céc
khang thé d6i voi cac khang nguyén khéc, cac khang thé da dong c6 thé duoc tinh
ché bing phwong phép sic khi 4i mién dich. Cac k¥ thuat san xut va xtr ly huyét
thanh mién dich da dong duoc biét trong linh vyc ndy. Dé diéu ché cac khang thé
nay, sang ché ciing dé xudt cc polypeptit theo sang ché hodc cac doan cia ching
duoc haten hoa véi mot polypeptit dé st dung 1am céc chat khang nguyén trong dong

vat hodc ngudi.

Céc khang thé don dong truc tiép chéng lai trinh tur theo sdng ché (hoic mot
trinh tw bao gdm mdt epitop ciia ching) ciing ¢ thé duoc san xuit d& dang boi mot
ngudi 6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay va bao gdm, nhung khong chi duge
gi6i han &, k§ thudt hybridoma cua Koehler va Milstein (1975 Nature 256:495-
497), k¥ thuat hybridoma té bao B ctia ngudi (Kosbor et al., (1983) Immunol Today
4:72; Cote et al., (1983) Proc Natl Acad Sci 80:2026-2030) va k§ thuat EBV-
hybridoma (Cole et al., (1985) Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan
Rickman Liss Inc, pp 77-96).

Ngodi ra, cac ky thut dugc phat trién dé san xuét "cac khang thé chimeric"
k¥ thuat n6i ghép cic gen khang thé chudt véi cac gen khang thé ngudi dé thu duogc
mot phin tir v&i dic tinh khang nguyén thich hop va hoat tinh sinh hoc ¢6 thé duoc
st dung (Morrison et al., (1984) Proc’ Natl Acad Sci 81:6851-6855; Neuberger et
al., (1984) Nature 312:604-608; Takeda et al., (1985) Nature 314:452-454).
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Céac khéc, céc ky thuat dugc mo ta dé san Xuét céc khéng thé mach don
(patent M§ S& 4,946,779) c6 thé co thé dugc didu chinh dé san xut cac khang thé

mach don dic hiéu co chit.

Céc doan khang thé ma chua céc vi tri lién két dic hidu dbi vai co chat c6
thé cling duoc tao ra. Vi dy, cac doan nay bao gém, nhung khong chi dugc gidi han
&, cac doan F(ab'"), ma c6 thé duoc san xuét bai viée tidu pepsin ctia phan thé khéng
thé va cac doan Fab ma c6 thé dugc tao ra boi viée lam giam céc cdu ndi disulffua
cua cac doan F(ab"),. Cach khéc, cac thu vién biéu hién Fab c6 thé duoc lap cAu
trac dé cho phép nhan dang nhanh chéng va d& dang cac doan Fab don dong c6 tinh
dic hiéu mong mudn (Huse WD et al,, (1989) Science 256:1275-128 1).

AP DUNG O QUY MO LON

Theo mot phuong an dugc uu tién cla sang ché, trinh tu axit amin ma hoa
mdt phytaza c6 ngudn gbc tir C. freundii hodc cic phuong phép theo sang ché duoc
str dung cho céc tmg dung v6i quy mo 16n. Cu thé, cac phuong phap theo sang ché
c6 thé dugc st dung d san xudt quy mo 16n cac phytaza dé sir dung cong nghiép

nhu c4c chét phu gia/chét bd sung vao thanh phan thuc phdm hoic thirc an.

Tét hon néu trinh ty axit amin dugc san xudt véi luong tir 5 g trén lit dén

khoang 10 g trén lit trén téng thé tich nudi cy té bao sau khi nudi cdy sinh vat chi.

T6t hon néu trinh ty axit amin duoc san xuét voi lugng tr 100mg trén lit dén
khoang 900mg trén lit trén téng thé tich nudi cdy té€ bao sau khi nudi cdy sinh vat

cha.

T6t hon néu trinh tu axit amin duoc san xuét voi luong tir 250mg trén lit dén
khoang 500mg trén lit trén tng thé tich nudi cdy té bao sau khi nudi cy sinh vat

chu.
SUDUNG CAC PHYTAZA

Nhu dé néu & trén, sang che cling de cdp deén vi€c sdn xuit cac phytaza nhu

dugc mé ta & day.
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Cu thé, sang ché cling dé cap dén dén viéc st dung céc trinh tu axit amin nhu

duoc boc 10 & diy dé san xuét cac hop chat phosphat v6 co va hitu co.

Nhu véy, sang ché con dé cdp dén viéc st dung céc trinh ty nucleotit ma hdéa

cac phytaza d€ tao ra cac vector bicu hi€n hodc cac hé dé bicu hién cac phytaza.

Ngoai ra, sang ché de cip dén viéc str dung cac vector bicu hién hodc céc hé

ndy d€ tao ra cac te bao ch bicu hién céc phytaza.

Sang ché con dé€ cap dén dén viéc str dung céc t€ bao chu dd duoc cai bicn de
tao ra cac tién chat cia cac hgp chat phosphat v6 co va hitu co hodc dé tao ra céac

hop chét phosphat hitu co dic hiéu.

Céc hop chit phosphat v6 co va hitu co thich hgp bao gdm cic myo-inositol

pentakis, tetrakis-, tris-, bis- va monophosphat.

Mot cach thich hop, sang ché con d& xuit mot phuong phap dé san xuit mot
hop chét phosphat hitu co bao gdm xir Iy mot phytat bing mét phytaza cé ngudn
gdc tir Buttiauxella sp. T5t hon néu, phuong phap nay dugc dic trung & chd enzym
bao gém céc trinh ty axit amin duoc thé hién nhue SEQ ID NOs: 3 hodic mét trinh ty
c6 it nhat 75% d6 déng nhét (twong déng) vdi n6 hodc mét doan ¢6 hiéu luc, hodc
mdt dang bién ddi ctia n6. Mot cach thich hop, phosphat hitu co 12 phytat hoic toan
b6 cac ddng phén lap thé c6 thé c6 cia cic myo-inositol di-, tri-, tetra, va
pentaphosphat. Cac phosphat hitu co thich hgp bao gdm cac inositol-tetra phosphat
va cac inositol-oligo phosphat. Trong mdt phuong 4n dugc uu tién, phuong phap

nay 1a mdt quy trinh cdng ngh¢ sinh hoc in vivo.

Céc phuong phap dé san xudt hop chit phosphat hitu co c6 thé thich hop bao

gom cdac budce sau:

a) tao ra mot t€ bao chi ma bao gdom céc gen chuyen cé thé bieu hién bao gom

phytaza Buttiauxella sp.;

b) nudi cay sinh vét chuyén gen dudi cac di€u kién thich hop cho viéc bicu hién

gen chuyé€n nay; va
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¢) thu hdi hop chit phosphat hitu co tir dung dich nudi ciy.

Céc hop chét nay c6 thé dugc sir dung cho mét sé timg dung bao gdm trong
céc thir nghiém dic tinh cho céc phytaza. Mot s inositol phosphat dugc bao ham
nhu 14 cac phan tir tin hidu trong qua trinh diéu hoa ndi bao va c6 thé duoc sir dung

cac héa chat nghién ciru.

Theo mdt khia canh khac, sing ché dé cap dén mot phuong phap dé san xuét
thuc phdm hoic thirc &n dong vat. Thirc &n dong vat dién hinh dugc san xuét trong
cac may nghién trong d6 vat liéu tho dau tién duge nghién dén khi c6 ¢& hat thich
hop va sau d6 dugc tron voi cac chét phu gia thich hgp. Sau dd, thirc dn cé thé duogc
tao ra dudi dang bdt nhdo hodc vién vé; dang vién vé dién hinh bao gdm mot
phuong phap ma theo phwong phap nay nhiét d6 duge cho ting dén muc dich va
sau d6 thirc an dugc cho qua mot khudn dap dé tao vién vé c6 ¢ hat cu thé. Sau do,
céc chét phu gia 16ng nhu m& va enzym c6 thé duoc thém vao. Céc vién vé duge
lam ngudi trude khi van chuyén. Viéc san xuét thirc &n dong vat cling bao gém mot

budc bo sung bao gdom budc lam dan rdng trudce khi tao vién vé.

Do d6, sang ché cling dé xuét viéc st dung mdt trinh ty axit amin ma hoa
mdt phytaza hoic mét t& bao chii biéu hién mot phytaza dé tao ra mot phytaza dé str
dung trong viéc san xuét san phdm thirc &n hosc thyc phim cho dong vat. Theo mot
khia canh, sang ché d& xuét viéc sir dung mot trinh tu axit amin nhu dugc md ta &
day trong qué trinh san xuét san phdm thirc &n hodc thyc phdm. Theo mot khia
canh khéc, séng ché dé& xudt viéc st dung mét t& bao chu theo sang ché trong qué
trinh san xuat san pham thirc n hodc thuc phdm. Theo mot khia canh khac, séng
ché dé xuét viéc st dung mot vector biéu hién hodc hé biéu hién theo sang ché trong

qua trinh san xuét san phim thirc 4n hodc thyc pham.

Séng ché cling dé cap dén viéc sir dung enzym lam mot thanh phan trong hdn

hop thirc dn véi céc thinh phan khac dé cung cp cho dong vat.
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KET HQOP VOI CAC THANH PHAN KHAC

Céc enzym theo sang ché co6 thé duoc stir dung két hop véi céc thanh phin

khac hodc céc chat mang.

Céc chit mang thich hop cho cic enzym thuc phdm bao gém lia mi (bot
thd). Ngoai ra cling str dung mot s6 céc k¥ thudt tao vién bao nang bao gdm céc k§

thuét trén co s& vd boc sép/chét béo, bd sung goém thuc vat v.v..

Céc vi du v& cac thanh phén khéc bao g6m mot hodc nhiéu: cac chit 1am dic,
céc chit tao gen, c4c chét tao nhil twong, céc chit lién két, cac chét cai bién tinh thé,
céc chit 1am ngot (bao gdm céc chit 1am ngot nhén tao), cac chét cai bién d6 luu
bién, c4c chit 1am 8n dinh, cac chét chéng oxy hoa, céac thudc nhudm, cac enzym,
cac chét mang, cac chit don, cac phu gia, céc chét pha lodng, céac chét bdi troi, cac
chit tao huong vi, cc chét tao mau, cic chit lam huyén phi, cac chit phén rd, cac
chit lién két hat v.v.. C4c thanh phén nay c6 thé 1 cc thanh phan trong ty nhién.
Céc thanh phdn khéc ndy c6 thé dugc diéu ché bing cach sir dung cac k¥ thuat hoa

hoc va/hodc enzym.

XA

Thuat ngit “chét tao gen hodc chét lam ddc” duoc st dung & day dung dé chi
mdt san phdm ngin qud trinh tich khi d6 chdm hodc ngin sy chuyén dong cua cac
hat, hodc cac giot nhd cia chét long khong tron 13n, khong khi ho#ic cac chét rén

khong tan.

Thuéat ngir “chét lam 6n dinh” nhu dugc st dung & day duogc xéac dinh 1a mot
thanh phin hodc hdn hop céc thanh phan dé gitr cho san phdm (vi du mét san pham
thirc &n) khong bi bién ddi theo thoi gian.

Thuat ngit “chét nhii hoa” dugc st dung & ddy dung dé& chi mot thanh phén
(vi du mét thanh phén san phim thirc n) ma ngan ngira sy tach ctia cac dung dich

nhil tuong.
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Puoc sir dung & day thudt ngit “chét lién két” dung dé chi mot thanh phén (vi
du mot thanh phan thirc 4n) ma lién két san phdm vai nhau théng qua mot phan tmg

héa hoc hodc vét ly.

Thuét ngft “chét cai bién tinh thé” dugc sir dung & day ding dé chi mot thanh
phan (vi du mét thanh phan thirc an) ma tic dong vao qué trinh két tinh ctia chit béo

hodc nude.

"Céc chit mang" hodic "cac chdt don" c6 nghia 14 cac vat lidu thich hop cho
str dung hop chét va bao gdm bét ky vét liéu ndo duoc biét trong linh vuc nay nhu,
vi du, chét long, gel, dung moi, chét pha lodng dung dich, chét tao dung dich, hodc
cac chét tuong tu khong doc va khong tuong tac véi bit ky thanh phin nao ctia ché
phim theo cach thitc gy hai.

Céc vi du v€ céc chat mang dinh dudng bao gom, vi dy, ngili coc, nudc, cac

dung dich mudi, con, silicon, sdp, md, dau thuc vat, va cac chat tuong tu.

Céc vi du vé céac chat phu gia bao gbm mot hodc nhi€u: xenluloza vi tinh thé
va céac xenluloza khéc, lactoza, natri xitrat, canxi carbonat, dibazo canxi phosphat,

glyxin, tinh bdt, dudng sita va céc polyetylen glycol ¢ phén tir lvgng cao.

Céc vi du v& céc chit 1am phén rd bao gdm mot hodc nhidu: tinh bot (6t hon
néu tinh bot ngo, khoai tay, sén), natri tinh bot glycollat, croscarmenloza natri va

céc silicat phirc hop nhit dinh.

Céc vi du vé lién két hat bao gdm mot hodc nhidu: polyvinylpyrolidon,
hydroxypropylmetylxenluloza (HPMC), hydroxypropylxenluloza (HPC), sucroza,

maltoza, gelatin va acacia.

Céc vi dy ve céac chat bdi tron bao gdm mdt hodc nhi€u: magie stearat, axit

stearic, glyxeryl behenat va da tan.

Céc vi du v€ céc chat pha lodng bao gom mdt hodc nhiéu: nude, etanol,

propylen glycol va glyxerin, va cic hdn hop cia ching,
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Céc thanh phén khéc c6 thé duoc sir dung ddng thoi (vi du khi ching dugc
tron voi nhau hodc thdm chi khi chung dugc cip bdi cac con dudng khac nhau)

hodc lién tiép (vi du ching duogc cép bdi cac con dudong khac nhau).

Puoc sit dung & day thudt ngit “thanh phén thich hop cho viéce tidu thu boi
nguodi va dong vat” cé nghia 1a mot hop chit ma duoc hoidc c6 thé duge thém vao
ché phdm theo sang ché dudi dang mot chit bd sung ma c6 thé 1am lgi vé dinh

dudng, mot chét thay thé dang soi hodc cé tac dong co lgi ndi chung dén sy tiéu thu.

Vi du, cac thanh phan cé thé 13 tién sinh hoc nhw alginat, xanthan, pectin,
gém dau chiu (LBG), inulin, gom guar; galacto-oligosaccarit (GOS), fructo-
oligosacarit (FOS), lactosucroza, cac oligosaccarit ddu tuong, palatinoza, céac

isomalto-oligosaccarit, cac gluco-oligosacarit va cac xylo-oligosacarit.
CAC CHAT LAM THUC PHAM VA THUC AN

Céc hop chét c¢6 thé dugc st dung lam — hoic dé diéu ché - cac chit thuc
phém hodc thirc &n. & day, thudt ngit “thirc &n” duge sir dung véi nghia rdng — va
bao gdm thuc phim va cdc san phidm cho ngudi cling nhur thirc #n cho ddng vat (tic
14 thue &n). Thuét ngt “thirc &n” duge st dung lién quan dén céc san phim lam
thirc dn cho dong vt trong nganh chan nuéi ddng vat. Trong mdt khia canh dugc wu
tién, thuc phém hoc thire dn 12 dé cho viéc tidu thu boi cac dong vat mdt khoang

bung nhu lgn, gia cam va ca.

Thuc phém hoc thitc 4n c6 thé & dudi dang dung dich hoic chét rin — phu

thudc vao viée str dung v/hoic kidu tmg dung va/hodc kiéu cung cép.

CAC THANH PHAN THU'C PHAM VA THUC AN VA CAC THANH PHAN
PHU

Céc hop chét nay c6 thé dugc sir dung lam thanh phan thuc phim hoic thirc
Puogc sir dung & day thuat ngft “thanh phén thuc phém hodc thirc dn” bao g6m

cong thirc ché phém, ma dugc hodc ¢6 thé dugc thém vao thirc &n hodc luong thuc va
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bao gom cac ché pham ma cé thé duge sir dung & cac mire thap trong rat nhiéu cac san
pham khac nhau.

Thanh phén thuc phém c6 thé & dusi dang dung dich hodc chét rén — phu

thudc vao vi€e st dung va/hodc kiéu tmg dung va/hodc ki€u cung cap.

Céc hop chét nay c6 thé 1a - hoic c6 thé dugc bd sung vao - cac chit bd sung

thuc phim.
CAC CHE PHAM THU'C PHAM HOAC THUC AN

Céc ché pham thirc &n cho cac dong vat mot da day dién hinh bao gdm céc
ché phim bao gbém céc san phdm thuc vat chira phytat. C4c ché phdm niy bao gdm
bot ngii cdc thd, bot dd twong thd, bot hat cai dau, bot hat bong, ngd, laa mi, lua

mach, va cac thirc dn chira bot lta mién.

r A L2 2 A r A 1x v 7 A A \
Céc phytaza dugc md td ¢ trén c6 thé 1a - hodc c6 thé duge bod sung vao -

chit 1am thirc 4n hodc thuc phim va céc ché phdm clia ching.

Séng ché ciing d& xudt mot phuong phép diéu ché mét thanh phin thic dn
hoic thuc pham hosc thanh phin bd sung, phuwong phép niy bao gém viée tron cac
phytaza dugc san xudt boi qué trinh theo séng ché hoic ché phim theo sang ché véi
mdt thanh phan khac. Phwong phap dé diéu ché mét thanh phin thic an ciing 1a
mdt khia canh ciia sang ché. Cac phuong phap dé didu ché thirc dn dong vat duge
néu & trén. Enzym ciing c6 thé dugc thém vao dudi dang mot cong thirc ché phim
rn, hodc mot chit phu gia thirc an, nhu 13 chét tron trude. Dang rdn dién hinh duge
thém vao trude khi hodc trong bude trén, va mot dang 1éng dién hinh duge thém

vao sau budc tao vién.
DUQC PHAM

Céc phytaza theo séang ché cling c6 thé dugc st dung trong céc duge phim
hosic két hop véi luong thuc dé tao ra mot sb tac dung dugc hoc. Vi du, EP

1,389,915 mo ta viéc sir dung mot phytaza trong thuc phém hodc d6 uéng dé lam
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ting tinh c6 sin ctia Canxi, Sit va/hosic Kém cua thuc phdm hoic dd udng cho

nguoi.

Ngoai ra, EP 1,392,353 m6 ta mot thude hodc ché pham bd sung dinh dudng
chira phytaza, ma hitu dung trong viéc lam ting tinh c6 sén sinh hoc clia cac nguyén
td sinh hoc, vi du canxi va sit, va dé chéng lai cac bénh li€n quan dén thiéu hut cac

nguyén té nay.

0 day, thuat ngit “dugc hoc” dugc sir dung theo nghia rong — va bao gém cac
duoc phdm va/hodc chét dinh dudng cho ngudi ciing nhu cac duge phim va/hoic
cac chit dinh dudng cho dong vit (tic 13 cic tmg dung cho thi y). Trong mét khia
canh duoc wu tién, dugc phidm 14 dugce sir dung cho ngudi va/hoic cho nganh chin

nudi.

Duoc phérn c6 thé dung cho cdc muyc dich tri bénh - ma né c6 tadc dung ctru
chita hodc lam gidm hodc phong bénh vé ban chit. Dugc phém 6 thé tham chi st

dung cho cdc muc dich chuan doan.

Khi duoc str dung lam — hodc dé didu ché - mot dugc phdm, sin phdm
va/hodc cac ché phidm theo sang ché co thé dugc st dung két hop v6i mot hodc
nhiéu: chat mang dugc dung, chét pha lodng duoc dung, chét phu gia duogc dung,

chét phu trg dugc dung, thanh phén ¢0 hoat tinh duogc.

Duoc phém c6 thé & duoi dang dung dich hoac chét rén — phu thudc vao vige

st dung va/hodc kiéu ung dung va’hodc kiéu cung ce“'lp.
THANH PHAN DUQC PHAM

San pham va/hodc cac hop chét theo sang ché c6 thé dugc sir dung 1am céc
thanh phan dugc phdm. O day, san phim va/hoic ché phdm theo sang ché c6 thé 1a
mdt thanh phan hoat hoa duy nhét hodic né c6 thé 1a it nhit mot trong sb (tirc 1a 2
hoic nhiéu hon) céc thanh phan hoat hoa.

Thanh phan dugc phdm c6 thé & dudi dang mot dung dich hodc mét chét rén

— phu thudc vao vi€c sir dung va/hodc ki€u mg dung va/hodc ki€u cung cap.
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Thanh phin dwoc phim c6 thé & dudi dang mot san phim sui bot dé cai thién

c4c tinh chit tan ctia dugc phim.
CAC DANG CHE PHAM

San phim va/hodc cic hop chét theo sang ché ¢6 thé duge sir dung theo dang
thich hop bat ky - hodc riéng 1& hoiic v6i ¢ mit trong mdt ché phadm. Tuong tu, cc
phytaza dugc diéu ché theo sang ché (tirc 1a cic thanh phin — nhu cic thanh phan
thuc phdm, cac thanh phén thuc phim chirc hoic cac thanh phéin duoc pham) c6 thé
duge str dung theo dang thich hop bét ky.

Céc vi du vé céc dang thich hop bao gobm mot hodc nhiéu: vién nén, vién
thudc, vién bao nang, vi€n nodn, cac dung dich hodc huyén phu, ma c6 thé chira cac
chat tao huong vi va tao mau, dé st dung cho cic g dung gidi phong trung gian,

chém, cai bién, duy tri lién tuc, xung hodc c6 di€u khién

Vi dy, néu sédn pham va/hodc cheé pham dugc st dung dudi dang vién nén —
nhu doi véi viée sit dung lam mot thanh phan chirc - cac vién nén cling c6 thé chira
mot hodc nhi€u: cic chat phu gia, cic chat lam tan ra, cdc chat lién ket tao hat, hodc

cac chat boi tron.

Cac vi du ve céc chat mang dinh dudng d¢ st dung trong viéc dicu ché cac
dang nay bao gom, vi dy, nudc, cac dung dich nudc mudi, rugu, silicon, sap, mgd va

cac dang tuong tu.

Céc ta dugc dugc uwu tién cho cac dang nay bao gdm lactoza, tinh bot,

xenluloza, dudng sita hodc cac polyethylen glycol c6 phan tir lugng cao.

Pbi voi cac dang huyén phi nudc va/hodc cdn ngot, cac hop chit tach
carotenoid c6 thé duoc két hop véi cac chét tao huong vi va lam ngot khac nhau,
chét tao mau hoic thudc nhudm, véi cac chit nhii hoa va/hoic tao huyén phu va véi
céc chét pha lodng nhu nude, etanol, propylen glycol va glyxerin, va cac hdn hop

ctia ching.
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Céac dang nay cling c6 thé bao gdbm céc vién bao nang gelatin; vién bao nang

so1; cac vién nén sQi v.v..
CAC KY THUAT HE PHUONG PHAP TAI TO HOP ADN CHUNG

Sang ché s dung, ngoai trir dugc chi ra khéc, cic k¥ thuat hda hoc, sinh hoc
phan ti, vi sinh, ADN tai t5 hop va min dich thong thudng, déu thudc kha ning
hiéu biét cia mot chuyén gia trung binh trong linh vuc ndy. Cac k§ thudt nay duoc
gidi thich trong céc tai liu. Xem, vi dy, J. Sambrook, E. F. Fritsch, and T.
Maniatis, 1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Second Edition, Books
1-3, Cold Spring Harbor Laboratory Press; Ausubel, F. M. et al. (1995 and periodic
supplements; Current Protocols in Molecular Biology, ch. 9, 13, and 16, John
Wiley & Sons, New York, N.Y.); B. Roe, J. Crabtree, va A. Kahn, 1996, ADN
Isolation and SEQuencing: Essential Techniques, John Wiley & Sons; M. J. Gait
(Editor), 1984, Oligonucleotide Synthesis: A Practical Approach, Irl Press; vaf, D.
M. J. Lilley and J. E. Dahlberg, 1992, Methods of Enzymology: ADN Structure Part
A: Synthesis and Physical Analysis of ADN Methods in Enzymology, Academic

Press.

Vi du thwe hién sing ché

Séng ché con duge minh hoa trong céc vi du khong han ché dudi day.
Vidu 1. Thi¥ nghi€ém hoat tinh phytaza.

Micro-1 = microlit

Céc thir nghiém phytaza duoc tién hanh trong cac tAm vi chudn d6. Hon hop
phan mg (100 micro-1) chira: phytat 2 mM va CaCl, 0,8 mM trong dém natri axetat
200 mM, pH 3,5. Phan tng duoc cho tién hanh trong thoi gian 1 gior & nhiét do
37°C sau thoi gian nay phosphat dugc giai phong duge do bing phuong phép tinh
ché theo quy trinh da biét (Heinonen J.K., Lahti R.J. Anal Biochem. 113 (2), 313-
317 (1981)). Tém tit, 200 micro-1 dung dich AMM méi didu ché (7,5 N H,SO, 15

mM amoni molybdat va axeton - 1:1:2) dwoc thém vao 100 micro-1 hdn hop phan

-75-



19758

g trong mdi hé cia tAm vi chudn d6. D6 hdp thu & budc séng 390 nm dwoe do
trong khoang thoi gian tir 10 phut dén 30 sau khi thém chit phan tng AMM. Lugng
phosphat dugc do bing cach dung dudng chudn véi cac dung dich phosphat véi cac
ndng d6 da biét. P& thir nghiém hoat tinh phytaza & cac gia tri pH khac nhau, cac
dém dudi day (tht ca déu co ndng d6 200 mM) dugc sir dung: glyxin/HCl véi do pH
gitta 2,0 va 3,0, natri axetat/axit axetic véi do pH gifta 3,5 va 5,5, axit Tris/maleic

véi do pH gifta 6,0 va 7,5.
Vi du 2. Gibng tao phytaza P1-29

Gibng vi khuén P1-29 duoc phén lap lan dau tir mot déng vat li€u thuc vat
muc dugc lya chon tr m§t long viing nudce trong rung mién Nam Phan Lan. Giéng
ndy c6 thé duoc nudi cly wa khi & nhiét ¢6 30°C trong nhiéu méi trudong nudi ciy
don gian vi du LB (pepton 1%, dich chiét men 0,5%, NaCl 1%, pH 7,4) hodc moi
truong phosphat thdp PP1 (1% pepton, dich chiét tir thit bd 1%, dich chiét men
0,5%, CaCl, — 0,2M. Moi truong nay duoc didu ché bing cach diéu chinh d6 pH
dén gi4 tri 11 bang NaOH va dun s6i trong thoi gian 10 phut. Két tha duoc loai bd
bang cach loc, pH dugc didu chinh lai dén gid tri 5,5 va moi trudong dugce ti€t trung

bang cach hip khir tring trong thoi gian 15 phit & nhiét d§ 121°C).

Sau khi tang trudng trong moi truong PP1 16ng, gidng niy dugc phét hién 1a
c6 hoat tinh phytaza & ca hai gia tri d pH bang 3,5 va 5,5 (dugc lam thir nghiém
nhu duge mé ta trong Vi du 1). Ty 1& hoat tinh & d6 pH bang 3,5 va 5,5 1a khoang
1,3. Hoat tinh cling dwoc do riéng trong céc té bao va 16p ndi ting mit dich nudi
cdy P3-42. Theo céc s6 do ndy, phan 16n hoat tinh phytaza duoc lién két té bao véi
10-20% hoat tinh dugc phét hién trong 16p néi ting mit ctia dung dich nudi céy.

Gidng nay dugc ndp luu NCIMB véi s hidu huu gitr 41248.
Vi du 3. Phan 1ip ADN nhiém séc thé tir giong P1-29

ADN nhidm sic thé dugc diéu ché chu yéu bdi quy trinh chudn (Ausubel e
al., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, New York, 1996).

Mot dung dich nudi cdy c6 thé tich 250 ml duge nudi qua dém & nhiét d6 30°C
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trong moi trudng LB duoc chay li tim & téc do 10, 000 vong/phit trong thoi gian
30 phut, duge rira 20 ml dung dich chtra 50 mM tris-HCl, 5 mM EDTA pH 8 va
duoc 1am tai huyén phu trong 10 ml TES lanh ( 50 mM tris-HCI, 5 mM EDTA,
glucoza 15 % pH 8). Lysozym dugc thém vao 10 mg/ml, v huyén phi té bao dugc
U & nhiét d6 37°C trong thoi gian 30 — 60 phut cho dén khi x4y ra sy tidu bao, duoc
khéng dinh chic chén bang cach pha lodng 100 micro-1 hdn hgp phan tng véi 1 ml
SDS 1 % va kiém tra sy én dinh vé d6 nhét. Trong thoi gian nay, SDS va
Proteinaza K (Sigma) dugc thém vao hdn hop c6 ndng d6 cudi 1a 1% va 0,5 mg/ml
tuong tmg. Hon hop phan tmg duoc 1 trong thoi gian 30 phut & nhiét d6 56°C sau
d6 bd sung 2 ml NaCl 5 M va 1,4 ml xetyltrimetylamoni bromua 10% (Sigma).
Tiép tyc U trong thoi gian 15 phit & nhiét d6 65°C. Dung dich dugc chiét mot 1an
véi chloroform/rugu isoamyl (24:1) va mdt lin véi phenol/chloroform. Sau khi
chiét, pha nudc duge tron véi 0,6 thé tich isopropanol, két ttia ADN duoc thu hoi
bing phwong phép ly tdm (10 000 vong/phiit, 15 phut), dugc rira bing etanol 70 %,
1am kh6 trong chan khong va 1am tai huyén pha trong 2 ml dung dich chira 10 mM
tris-HCL, 1 mM EDTA pH 8, 5 micro-g/ml. ARNse.

Vi du 4. X4c dinh phén loai ciia giéng vi khuin P1-29

Mot doan cua gen 16S rARN cua giéng P1-29 dugc lam khuyéch dai bing
phan img mach polymeraza (PCR) véi polymeraza Tag ADN (Roche) str dung cac
doan mdi; 536f (CAGCMGCCGCGGTAATWC) va 1392r
(ACGGGCGGTGTGTRC), (Lane, D. J. In Axit nucleic techniques in bacterial
systematics, Stackbrandt, E. va Goodfellow, M. eds, John Wiley & Sons, New
York: pp 115-117 (1991)). Chuong trinh sau dugc sir dung: 1) budc lam bién tinh
ADN ban ddu trong thoi gian 5 phit & nhiét d6 95°C; 2) 30 chu ky 1 phat & nhiét
d6 94°C, 1 phut & nhiét 6 55°C, 1 phit & nhiét d§ 72°C; 3) budc md rong cudi
cung & nhiét &9 70°C trong thoi gian 10 phut. Cac san phdm PCR, c¢6 d6 dai, dugc
tinh ché bing phuong phap dién thdm trong gel agaroza 0,8 % va dugc chiét tir gel
ndy str dung mot b kit Gel Purification Kit (Qiagen) theo cdc huéng din ciia nha
san xud. Céc san phdm PCR tinh khiét dwgc dung trinh tu theo chuong trinh cta

Medprobe (Norway) 1a mdt dich vu thuong mai. Poan dugc dung trinh tu dugce
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duogc liét ké 1a SEQ ID No: 1. Trinh ty nay dugc dem so sanh véi céc trinh tr ADN
trong co s¢ dit liéu ngén hang gen GenBank (http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/).
Céc cdip c6 do tuong thich cao nhét (688-689 trong s6 691 nucleotit, 99,6- 99,7%)

duoc thiy & céc trinh tu chira gen 16S ARN clia mot vai gidng Buttiauxella nhu B.
izardii DSM 9397, B. gaviniae DSM 9393 va B. noackiae ATCC 51607T . Do 4o,
gibng P1-29 c6 thé duoc phén loai 14 Buttiauxella sp..

Vidu 5. Tach don dong gen phytaza tir Buttiauxella sp. P1-29

ADN nhidm sic thé 14y tir Buttiauxella sp. P1-29 da dugc 1am tidu mot phan
bang endonucleza gii han Sau3A va viéc tiéu nay dugc phan doan trén gel agaroza
1%. Céc doan ADN c6 d6 dai tir 3 dén 5 kb duoc phan 1ap tir gel nay st dung mot
b6 tinh ché gel Purification Kit (Qiagen) va dugc thit voi cac nhanh lambda-ZAP
duoc 1am tidu boi BamHI (Stratagene). Cac bude tiép theo d& x4y dung thu vién
tudn theo cdc huéng din cia Stratagene’s  ZAP Express Predigested
Vector/Gigapack Cloning Kit. Dang thuc khudn cta thu vién ndy duoc chuyén dbi
thanh mot dang plasmit boi quy trinh “cét déng” nhu duoc md ta bai ngudi san xuét
(Stratagene). Tach bing sang thu vién plasmit duoc tién hanh theo cch twong tur
voi cac phuong phéap dugc cong bd som hon d phat hién hoat tinh phytaza trén cac
tdm Petri (Howson and Davis. Enzym Microb. Technol. 5, 377-382 (1983); Chen
J.C. Biotechnology techniques 12 (10) 751-761 (1998); Riccio M.L. et al, J. Appl.
Microbiol. 82, 177-185 (1997)). Mbdt s clon dwong tinh v&i phytaza dwoc phan lap
va tinh ché bang phuong phap tach dudi dong. Cac thé tich nay duge nudi cdy trong
dich nuéi cdy 16ng (méi truong LB & nhiét d6 30°C va tbe do khudy 200 vong/phit
trong thoi gian 24 gid) va hoat tinh phytaza dugce do (Vi du 1) trong cac thé huyén
phu t& bao thu duge. Mot clon ¢6 hoat tinh phytaza cao nhét (khoang 1,2 U/ml & ¢
pH bang 3,5) dugc lua chon dé mo ta dic diém cia trinh tw. ADN plasmit dugc
phan 14p tir clon nay, c6 tén pBK(P1-29), va dugc mb ta dic diém boi viée tao trinh
tw ADN mét phﬁn v6i ADN dién vao (dich vu trinh ty nhan dugc tir Medprobe (Pan
Mach)). Trinh ty bao gbm gen phytaza dugc liét k& 1a SEQ ID No: 2. Trinh tu bi
lam ngén cua Buttiauxella sp. P1-29 phytaza dugc liét ké 1a SEQ ID No: 3. Viéc so
sdnh SEQ ID No: 3 véi céc trinh tu trong ngan hang GenBank st dung dich vu
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BLAST duqc'cung chp bdi NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) dang

phytaza dugc nhdn dang Obesumbacterium proteus (GenBank accession No:
AAQ90419) 14 dang twong tu gin nhét véi phytaza Buttiauxella sp. P1-29. Tuy
nhién, mic d6 ddng nhit twong ddi thip - chi khoang 74% cic gdc axit amin 14

giéng nhau trong ca hai protein.
Vi du 6. Khuyéch dai va biéu hién gen phytaza tir Buttiauxella sp. P1-29

Gen phytaza dugc khuyéch dai boi PCR. ADN nhiém sic thé cia gidng
Buttiauxella sp. P1-29 duoc st dung 1am khuén mau va cic oligonucleotit 029-5
(GGAATTCATATGACGATCTCTGCGTTTAAC) va 029-3
(GGAATTCGGATCCTTA- CTGTAGCTGGCAGCCTG) lam cic doan mdi. Sy
khuéch dai duoc tién hanh bing cach st dung bd kit (Roche). Chuong trinh sau
dugc st dung: 1) lam bién chit ADN ban dau trong thoi gian 3 phut & nhiét do
94°C; 2) 35 vong voi thoi gian 45 gidy ¢ nhiét 46 94°C, 45 gidy & nhiét do 55°C, 1
phut & nhiét d6 68°C, 1 phuat ¢ nhiét do 72°C, 1 phut ¢ nhiét d6 74°C; 3) mot bude
cudi khoang 10 phut & nhiét d6 72°C. San pham PCR thu dwoc dugc tinh ché bang
phwong phép dién thim trong mot gel agaroza 0,8 % sau d6 1a chiét ADN tir gen
nay st dung bd kit Gel Purification Kit (Qiagen). San phidm PCR tinh khiét dugc
lam tiéu bing cic enzym giéi han Ndel va BamHI va dwgc phan lap tir hdn hop
phdn Gng bdi bd kit PCR Purification Kit (Qiagen). Vector plasmit pET1l1a
(Novagen) nay duoc lam tiéu bang céc endonucleaza gisi han Ndel va BamHI, dugc
khtr phospho béng cach sir dung phosphataza kidm cta tom (Roche) va duoc tinh
ché bang phuong phép dién thim trong gel agaroza 0,8 %. Dai plasmit dwoc sép
hang ADN duoc cAt tir gel nay va dugc tinh ché st dung b kit Gel Purification Kit
(Qiagen). Hai doan ADN tinh khiét duoc thit bing céch sir dung ligaza ADN 4
(Roche). Hon hop phan tng thit duge lam két tha bing etanol 70%, dugc rira bing
etanol va dugc 1am tai huyén phi truc tiép trong 50 micro-1 t& bao XL1-Blue MRF
cta E. coli kha bién bing dién. Huyén phi dugc chuyén vao chiu thity tinh truyén
nhiém dién 0,1 cm (BioRad) va duoc truyén nhim bing dién st dung Gene Pulser
Xcell (BioRad) dugc dit & 1800 V, 25 micro-F va 200 Ohms. Ngay sau khi truyén

nhiém bing dién, 1 ml méi truong LB duge thém vao, huyén phu té bao duoc
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chuyén vao mdt 6ng nhua 15 ml (Falcon) va duoc 1 & nhiét d6 37°C dbng thoi lic
(200 vong/phit) trong thoi gian 1 gid. Cac té bao duge bién nap duge dit trén cac
tAm LB chira 100 micro-g/ml va dwoc U qua dém & nhiét &6 37°C. 24 dang bién
nap duoc nudi trong dich nudi cdy 1ong va dung dich nudi cdy dugc st dung dé thir
nghiém hoat tinh phytaza va phén ldp plasmit ADN. Mgt clon tao ra hoat tinh
phytaza cao nhit va tao ra kiéu gidi han dy kién cta plasmit ADN duge lya chon.
Plasmit dugc chira boi clon nay dugce goi la pETll(Pl-29) dugc sir dung dé gay
bién nap thé cha bidu hién giéng BL21(DE3)pLysS (Novagen). Huyén phu té bao
duoc bién nap, duoc lic trong thdi gian 1 gid & nhiét do 37°C trong LB chira
glucoza 2% va dugc 0 véi 50 ml of LB chira ampicillin (100 micro-g/ml) va
glucoza (2%) va duoc nudi qua dém & nhiét d6 30 °C ddng thoi lac (200 vong/phut).
OD caa dung dich nudi cdy thu dugc duge do & budc séng 600 nm va dung dich
nudi cdy duoc st dung dé 4 1 1 LB + ampicillin (100 micro-g/ml) dén khi ODgq
béng 0,04. Viéc nudi dudng dugc tiép tuc qua dém & nhiét d6 30°C. Hoat tinh
phytaza trong céc dung dich nuéi cdy dién hinh bing 8-12 U/ml. Khoang 40% hoat
tinh phytaza dwoc tiét vao moi trudng nudi cdy va phan con lai nim lai trong céc té
bao. Nhitng quan st nay cho thdy phytaza c6 ngudn gdc tir Buttiauxella P1-29 dugc
tiét trong E.coli c6 phin hiéu qua hon & trong thé chi gdc ctia né. Hoat tinh trong
dung dich nudi cy ctia mot gidng d6i chimg BL21(DE3)pLysS duoc lam bién nap

v&i pET11 dugce nudi dudng dudi cac diéu kién giéng nhau 14 duéi 0,05 U/ml.
Vi du 7. Tinh ché phytaza t4i t6 hop c6 ngudn goc tir Buttiauxella P1-29,

Dung dich nuéi cdy BL21(DE3) pLysS duoc lam bién naia v6i pET11(P1-
29) dugc ly tdm dé loai bo cac té bao vi khuén, dugc cd dic str dung mot thiét bj co
quay dén khi dat 1/10 thé tich ban ddu va dugc thdm tach d loai nudc cho dén khi
suit dan cla dung dich giam dudi 250 micro-S/cm. B pH cua dung dich dugc didu
chinh dén gia tri 8,0 bing tris bazo va n6 duge dwa vao mot ¢t (3x20 cm) DEAE
Sepharose Fast Flow (Roche) dugc 1am cin bang bing 25 mM tris-HCI, pH 8,0.
Cot nay duoc rira bing dém cin bang & tdc dd chay 1a 3 ml/phut trong thdi gian 30
phit sau d6 pha logng bing ba gradient lién tiép chira NaCl v6i tris-HCI ndng d6 25
mM, pH 8,0: 0-50 mM, 50-150 mM va 150-500 mM. M3i gradient nay duoc 1ap
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trinh trong thoi gian 1 gioy véi tde d6 chay ¢ dinh ml/phat. Céc phan 9 ml duge thu
hdi va dugc thir nghiém hoat tinh phytaza. Mgt dinh manh hoat tinh dugc phat hién.
Protein trong phan doan pik nay duoc c6 dic sir dung cac thiét bi co Centriplus
(Amicon) va dugc phén tich SDS PAGE str dung mot gel 12% va hé dém Laemmli
chudn. Céc két qua ctia phép phén tich chi ra viéc didu ché phytaza clia Buttiauxella
P1-29 nhan duoc bing DEAE Sepharose chira chii yéu mot thanh phan riéng. Cac
phén tich ban dinh lwgng trén co s& quét hinh anh sb cta gel nay (Fig. 1) chi ra do
tinh khiét khoang 65%.

Vi du 8. Bién dang pH cia phytaza tai t6 hop thu dwoe tir Buttiauxella P1-29

Phu thudc vao hoat tinh ctia phytaza cua Buttiauxella P1-29 (duoc tinh ché
theo Vi dy 7) trén d6 pH dwoc nghién ctru trong cc dém va dudi cc didu kién
dugc mo ta trong Vidu 1. Enzym hoat dong trong khoang pH rong (2-5,5) véi do
pH ti da khoang pH 4,5 va mét "khoang bién” ciia dudng cong & pH bang 3 (Fig
2).

Vi du 9. Tinh dic hiéu co chét ciia phytaza tdi t6 hop thu dwoc tir Buttiauxella
P1-29

Céc phan doan ciia cic inositol phosphat chira ba, bdn hoc nim phosphat
trén gbc inositol dugc phan 14p bang phép séc ky trao ddi ion tir cht thity phan mot
phdn ciia axit phytic duoc xir Iy voi phytaza nim (Natuphos). Viéc san xudt va tinh
ché céac ché phém ndy dugc thyc hién nhu mét dich vu thuong mai bdi BioChemis
Ltd (St.Petersburg, Russia). Viéc 1am nhiém mdi phan doan nay véi céc inositol-
phosphat c6 cac mirc phosphoryl héa khac nhau la nho hon 5% nhu dugc danh gia
bing phép sic ky HPLC (Sandberg A.S., Ahderinne R. J. Food Sci. 51 (3), 547-
550). Fructoza 1,6-diphosphat va fructoza 6-phosphat (Sigma) thwong mai dugc sur
dung lam céc co chét miu duoc str dung dé udc tinh tinh dic hiéu cta Buttiauxella
P1-29 phytaza ddi voi céc co chit di- va monophosphat. Hoat tinh ctia phytaza ctia
Buttiauxella dugce tinh ché theo Vi du 7 v&i céc co chédt khac duge do bang phép
phén tich chudn (Vi du 1) & d6 pH béang 3,5 sir dung cic ndng d6 2 mM clia cac co

chét trong hén hop phan tmg cubi. Cac két qua (Fig 3) chi ra ring enzym c tinh
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ddc hiéu co chét cuc ky réng. Hoat tinh cta n v4i cac penta-, tetra- va triphosphat
vé co ban 14 bing hodc cao hon mét chit so v6i hoat tinh véi axit phytic lam co
chit. Tham chi fructoza 1,6-diphosphat — mot co chdt kém dbi voi héu hét cac
phytaza, ciing duoc thity phin hiéu qua bdi phytaza ctia Buttiauxella sp. (cu thé
phytaza dwoc din xuét tir P1-29). Qua trinh thiy phédn fructoza 6-phosphat ciing c6
thé phat hién duge mic du ching ¢ hiéu qua thip hon nhiéu so voi viéc thily phan

ctia cac co chit dugc thir nghiém khac.

Vi du 10. Hoat tinh déic hi¢u ciia phytaza tai t6 hop thu dwoc tir Buttiauxella
P1-29

Hoat tinh dac hi¢u ctia phytaza P1-29 cta Buttiauxella dugc udc tinh st
dung phuong phap diéu ché tinh ché theo Vi du 7. Hoat tinh phytaza dugc do & d6
pH béng 3,5 theo Vi du 1. Ndng d¢ phytaza dugc tinh toén bing cch do tdng nong
do cua protein véi bd kit BCA Protein Assay Kit (Pierce) va hi¢u chinh né boi
néng do phytaza dugc udc tinh bang SDS PAGE (Vidu 7). Theo cac phép do nay,
hoat tinh dic hiéu cta phytaza tai tb hop thu duoc tir Buttiauxella P1-29 1 khoang
300 U/mg & nhiét do 37°C.

Vi du 11. Tao ra va mo ta dic diém cia cac bién thé phytaza.

Céc bién thé phytaza dwoc dung ciu tric bing cach gy dot bién trinh tyr
nucleotit SEQ ID NO: 2 sir dung céc phuong phap gy dot bién gen nhu dugc liét
ké & trén nhu céc phuong phdp dugc md ta trong tai li€u ctia Morinaga et al
(Biotechnology (1984) 2, p 646-649), hodc tai li€u clla Nelson va Long (Analytical
Biochemistry (1989), 180, p 147-151), hodc protocol d6t bién ngudng sai sé Error
Threshold Mutagenesis dugc md ta trong WO 92/18645. Mot phuong phép thich
hop khac d6i v6i PCR d6t bién duoc boc 16 boi Cadwell va Joyce (PCR Methods
Appl. 3(1994), 136-140).

Céc bién thé enzym phytaza dugc md ta dic diém sau khi biéu hién khac loai
trong mot hodc nhidu vét chu bidu hién sau: Escherichia coli K12; Bacillus subtilis;

Saccharomyces cerevisiae.
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Céc bién thé phytaza c6 nguon gbc tir SEQ ID No: 3, ma khac & mot hodc
nhiéu vi tri axit amin, bao gébm hai vi tri, ba vi tri, bon vi tri, ndm vi tri, sdu vi tri,
bay vi tri, tdm vi tri, chin vi tri, mudi vi tri, mudi mot vi tri, mudi hai vi tri. Trong

do, cac vong dot bién 13p lai thich hop, nhu duge md ta & day dugc thyc hign.
M3 ta dic diém cac bién thé phytaza
1. Tinh bén nhiét

Tinh bén nhiét ctia cdc bién thé dugc mé ta bdi nhiét do lam mat hoat tinh
enzym cua enzym. Nhiét d6 lam mét hoat tinh enzym duoc x4c dinh béng cach do
hoat tinh con lai ctia enzym phytaza sau khi 1 trong thoi gian 10 phit ¢ cac nhiét 46
khéc nhau va sau d6 lam lanh dén nhiét d6 phong. Nhiét do lam mét hoat tinh
enzym la nhiét d9 tai d6 hoat tinh con lai 12 50% so véi hoat tinh con lai sau khi 0
trong mot cung mot khoang thoi gian dudi ciing didu kién & nhiét d6 phong. Trong
do6 phép ndi suy va ngoai suy thich hop tir cac dit li¢u hoat tinh do dugc duge thuc
hién dé xac dinh nhiét d6 twong tmg véi 50% hoat tinh con lai . Mite chénh léch do
bén nhiét °C dugc tinh béng cach trir cac nhiét d6 lam mét hoat tinh enzym cua cac

enzym cho nhau.

Bang 1 liét k& cac murc chénh 1éch d0 bén nhiét ddi v6i cac bién thé khac

nhau:
BANG 1:

Céc muec chénh 16c d6 bén nhiét (TD) d6i v6i cac bién thé c6 ngudn gde tir phytaza

géc duoc dugce thé hién trong SEQ ID No: 3.

Bién thé T.D.
K59E 2,5
T167V 2,5
K240T 12,1
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T1671 3,0
K240E 3,3
D244C 42
Q289Y 4.4
T209K 1,8
F1978 1,0
DI125E/H193R 1,5
A294E/N303K 3,5
T167/K240T 4,1
D223E/K240E/N351D 2,7
T1671/K240T/A294E/N303K 6,1
T1671/K240E/A242S/A294E/N303K 8,2
A122T/T1671/F197S/T209K/A211P/K240E/A294E/N303K 11,5

Al122T/T1671/F197S/T209K/A211P/K240E/A242S/S281L/Q289Y/A294E/ | 15,2
N303K

A122T/D125E/H193R/F197S/T209K/A211P/S221N/G225A/K240E/A294 | 12,0
E/N303K

D125E/T1671/H193R/F197S/T2041/T209K/A211P/K240E/A268V/Q289H/ | 16,5
A294E/ N303K

A122T/T1671/H193R/F197S/T2041/T209K/A211P/K240E/A268V/Q289H/ | 17,7
A294E/ N303K/I336F

N70Y/D125E/T1671/H193R/F197S/T2041/T209K/A211P/K240E/A268V/ |20,2
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Q289H/ A294E/N303K

Cac déc tinh khac
Céc dac tinh khéc cling duoc cai thién

D6 bén nhiét, hoat tinh dic hidu, va d6 bén vai pepsin clia cac bién thé dugc
Iwa chon dugc so sanh bing cach sir dung céc thir nghiém nhu duge mo ta & trén.
D6 bén véi pepsin ciia cac bién thé ndy dwoc dic trung bdi cac hoat tinh con lai
dugc do & d6 pH bang 3,5, 37°C sau khi i pepsin so v6i cac diéu kién didu khién
(hoat tinh con lai=hoat tinh sau khi @ pepsin/hoat tinh sau khi G duédi cac diéu kién
didu khién). Viéc 1 pepsin dugc thuc hién trong thoi gian 2 gio & d6 pH bing 2,0,
0,25 mg/ml pepsin, 1 mM CaCl, va 5 mg/ml BSA & nhiét 6 37°C. Céc diéu kién
didu khién 1a 2 gid & d6 pH bang 5,0, 1 mM CaCl2 va 5 mg/ml BSA & nhiét d6
37°C.

Bang 2 thé hién céc tinh chat cia céc bién thé dugc lya chon (c6 nguf‘)n géc

tlr va dugc so véi trong lugng phytaza theo SEQ ID NO: 3).
BANG 2:

D6 &n dinh pepsin stability dbi voi cac bién thé c6 ngudn gde tir phytaza gde duge
thé hién trong SEQ ID No: 3.

Bién thé Do 6n dinh
pepsin [% hoat

tinh con lai]

A122T/T1671/F197S/T209K/A211P/K240E/A294E/N303K 63
A122T/T1671/F197S/T209K/A211P/K240E/A242S/S281L/Q289Y/A 72
294E/N303K
A122T/D125E/H193R/F197S/T209K/A211P/S221N/G225A/K240E/ 34
A294E/N303K
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DI125SE/T1671/H193R/F197S/T2041/T209K/A211P/K240E/A268V/Q 62
289H/A294E/ N303K

A122T/T1671/H193R/F197S/T2041/T209K/A211P/K240E/A268V/Q 61
289H/A294E/ N303K/I336F

N70Y/D125E/T1671/H193R/F197S/T2041/T209K/A211P/K240E/A2 77
68V/Q289H/ A294E/N303K

BANG 3:

Hoat tinh diic hiéu d6i v6i mot bién thé c6 ngudn gde tir phytaza gbe dugce thé hién
¢ SEQ ID No: 3:

Bién thé Hoat tinh déc
hiéu [% cla
luong hoat
tinh & d pH
bang 4,0]
A122T/T1671/F197S/T209K/A211P/K240E/A242S/S2811L./Q28 115
9Y/A294E/N303K

Toan bd cdng bd dwoc néu trong ban md ta né trén, va céc tai liéu tham khao
dugc trich dan trong cic cong bd noi trén, dugc néu & day chi nhdm muc dich tham
khéo. Céc cai bién va bién dbi dbi v6i cac phuong phap va hé thdng duoc mé ta
theo sang ché s& 14 rd rang d6i v6i ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc ma
khong tach khoi pham vi va tinh than cta séng ché. Mic du sang ché dugc mo ta
cung véi cac phwong 4n wu tién cu thé, phai hiéu ring sang ché nhu duge yéu ciu
bao hd khoéng bi gidi han & cac phuong én cu thé nay. Thuc ra, cic cai bién khac
nhau ddi véi céc kiéu duoc mo ta d& thuc hién sang ché 13 hién nhién ddi véi nguoi
¢6 hidu biét trung binh trong linh vyc sinh hoc phan tir va céc linh vuc lién quan déu

duge dy ligu thudc vé pham vi cla céc yéu cau bao hd dudi day.
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YEU CAUBAO HQ

1. Polypeptit bao gdém trinh ty axit amin véi trinh tu axit amin duoc thé hién & SEQ
ID NO: 3 hogc trinh ty axit amin c¢6 d¢ tuong déng it nhit 12 90% v&i no;

polypeptit thu dugc tir Buttiauxella sp. P1-29 dugc luu gitt véi s6 truy cap NCIMB
41248; va

polypeptit thu duoc bing cach bidu hién SEQ ID No: 2 hoic trinh ty nucleotit thu
duogc tir Buttiauxella sp. P1-29 dwoc lwu gitt v6i sd truy cap NCIMB 41248 hoiic
trinh ty nucleotit c6 d§ tuong déng v& trinh tu it nhit 90% véi no;

trong d6 polypeptit ndy c6 hoat tinh phytaza va phytaza ndy cling cé hoat tinh déc
hidu v6i co chit ma cho phép phytaza thily phén it nhat mét co chét duge chon tir
nhém bao gdm pentaphosphat, tetraphosphat, triphosphat, fructoza 1,6-diphosphat
va fructoza-6-phosphat.

2. Polypeptit theo diém 1, khac biét & chd, polypeptit ndy c6 hoat tinh dic hiéu it
nhét 1a 100 U/mg, trong d6 hoat tinh dic hi€u néi trén dugc xac dinh béng cach u
polypeptit ndy trong dung dich chira phytat 2mM va CaCl, 0,8mM trong chit dém
natri axetat 200mM & d6 pH biing 3,5 va & nhiét d6 37°C.

3. Polypeptit theo diém 1, khac biét & chd, polypeptit ndy c6 hoat tinh dic hiéu it
nhét 14 200 U/mg, trong d6 hoat tinh diic hiéu n6i trén dwoc xac dinh bing cach
polypeptit nay trong dung dich chira phytat 2mM va CaCl, 0,8mM trong dém natri
axetat 200mM & d6 pH bang 3,5 va & nhiét d6 37°C.

4. Polypeptit theo diém 1, khac biét & chd, polypeptit ndy c6 hoat tinh dic hiéu it
nhét béng 300 U/fng, trong d6 hoat tinh dac hi€u ndi trén dugc xac dinh béng cachu
polypeptit nay trong dung dich chira phytat 2mM va CaCl, 0,8mM trong dém natri
axetat 200mM & do pH béng 3,5 va & nhiét do 37°C.
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5. Polypeptit theo diém bit ky trong s§ cac diém tir 1 dén 4, khac biét & chd,
polypeptit nay dugc phén lap va/hodc tinh sach.

6. Polypeptit theo diém bt ky trong sd cac diém tir 1 dén 5, khac biét & chd,
polypeptit ndy cé hoat tinh t6i da & &6 pH ndm trong khoang tir 3 dén 6, hoat tinh
nay duge xé4c dinh bing cach @ polypeptit nay trong dung dich chira phytat 2mM va
CaCl, 0,8mM trong dém natri axetat 200mM & nhiét do 37°C.

7. Polypeptit theo diém bat ky trong s§ cac diém tir 1 dén 5, khac biét & chd,
polypeptit ndy c6 hoat tinh tdi da & 46 pH nim trong khoang tir 4 dén 5, hoat tinh
ndy dugc xac dinh bing cach U polypeptit niy trong dung dich chira phytat 2mM va
CaCl, 0,8mM trong dém natri axetat 200mM & nhiét do 37°C.

8. Polypeptit theo diém bét ky trong sd céc diém tir 1 dén 5, khac biét & chd,
polypeptit ndy c6 hoat tinh t6i da & d6 pH bang 4,5, trong d6 hoat tinh nay duoc xac
dinh bang cach & polypeptit ndy trong dung dich chita phytat 2mM va CaCl, 0,8mM
trong dém natri axetat 200mM & nhiét o 37°C.

9. Polypeptit theo diém bat ky trong s§ cac diém tr 1 dén 8, khac biét & chd,
poplypeptit ndy bao gdm it nhat mét dot bién trong s cac dot bién & céc vi tri sau:
59, 70, 122, 167, 193, 197, 204, 209, 211, 221, 223, 225, 240, 242, 244, 268, 281,
289, 294, 303, 336 hogc 351 (danh s6 theo thi ty danh s6 & SEQ ID NO: 3).

10. Polypeptit theo diém 9, khac biét & chd, polypeptit ndy bao gdm mét hodc nhiéu

cdu tric dot bién sau:

[cdu trac 1-1]

K59A,CD,EFGHLL MNP QR,S,T,V, W, hoicY;
hodc

N70A,C,D,E,F,G, H, LK, L, M,N,P,Q,R, S, V, W, hodc Y;

hodc
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A122C,D,E,F,G,H, LK, L, M,N,P,Q,R, S, T, V, W, hodc Y;
hoac

D125A,CE,F,GH LK, L,M,N,P,Q,R, S, T, V, W, hodc Y;
hoac

T167A,C,D,E,F,G,H,LK,L,M,N,P,Q,R, S, V, W, hodc Y;
hodc

H193A,C,D,E,F,G, LK, L, M,N,P,Q,R, S, T, V, W, hodc Y;
hodc

F197A,C,D,E,G,H, LK, L,M,N,P,Q,R, S, T, V, W, hodc Y;
hodc

T204A,C,D,E,F,G,H,LK,L,M,N,P,Q,R, S, V, W, hodc Y;
hoac

T209A,C,D,E,F,G,H, LK, L, M,N,P,Q,R, S, V, W, hodc Y;
hodc

A211C,D,E,F,GH LK, L,M,N,P,Q,R,S, T, V, W, hodc Y;
hoac

S221A,C,D,E,F,G,H, LK,L,M,N,P,Q,R, T, V, W, hodc Y;
hoac

D223 A,C,D,E,F,GH LK, L,M,N,P,Q,R, S, T, V, W, hodc Y;

hodc
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G225A,C,D,E,F, H,LLK, L, M,N,P, Q,R, S, T, V, W, hodc Y;
[CAu trac 1-2]

K240A,C,D,E,F,GH, LL, M,N,P,Q,R,S, T, V, W, hodc Y;
hodc

A242C,D,E,F,GH LK, L, M,N,P,Q,R,S, T, V, W, hodc Y;
hodc

D244 A,C,E,F,GH LK, L,M,N,P,Q,R,S, T, V, W, hodc Y;
hoac

A268C,D,E,F,G,H,LK,L,M,N,P,Q,R,S, T, V, W, hodc Y;
hoic

S281A,C,D,E,F,G,H,L K, M, N,P,Q,R, S, T, V, W, hodc Y;
hodc

Q289A,C,D,E,F,GH, LK, L, M,N,P,R, S, T, V, W, hodc Y;
hoac

A294C,D,E,F,GGH LK, L, M,N,P,Q,R, S, T, V, W, hodc Y;
hoac |

N303A,C,D,E,F,GH LK, L, M,P,Q,R,S, T, V, W, hoic Y;
hoéc

1336 A,C,D,E,F,G,H,K,L, M, N,P,Q,R, S, T, V, W, hoéc Y;

hodc
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N351A,CD,E,F,GH LK, L,M,P,Q,R,S, T, V, W, hodc Y;

11. Polypeptit theo diém 9 hozic 10, khac biét & chd, polypeptit ndy bao gém it nhit
mdt cdu tric dot bién duge chon tir nhém bao gdm: KSIE; T167V; K240T; T167I;
K240E; D244C; Q289Y; T209K ho#c F197S.

12. Polypeptit theo diém bét ky trong sb cac diém tir 9 dén 11, khac biét & chd,
polypeptit ndy bao gdém t6 hop ciia cac cdu triic d6t bién duge chon tir nhém bao

gbm:

[Chu tric 2]

D125E/H193R; hoac

A294E/N303K; hoac

T1671/K240T; hodc

D223E/K240E/N351D; hodc

T167/K240T/A294E/N303K; hodc
T1671/K240E/A242S/A294E/N303K; hodc
Al122T/T1671/F197S/T209K/A211P/K240E/A294E/N303K; hodc

A122T/T1671/F197S/T209K/A211P/K240E/A242S/S281L/Q289Y/A294E/N303K;

hoac

A122T/D125E/H193R/F197S/T209K/A211P/S221N/G225A/K240E/A294E/N303
K; hodc

DI125E/T1671/H193R/F197S/T2041/T209K/A211P/K240E/A268V/Q289H/A294E/
N303K; hodc

A122T/T1671/H193R/F197S/T2041/T209K/A211P/K240E/A268V/Q289H/A294E/
N303K/I336F; hoic
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N70Y/D125E/T1671/H193R/F197S/T2041/T209K/A211P/K240E/A268V/Q289H/
A294E/N303K.

13. Polypeptit theo diém 11 hozc 12, khac biét & chd, polypeptit dugc phan lap 12
bién thé cua enzym phytaza cé do dn dinh nhiét cao hon va/hodic hoat tinh dic hiu
cao hon vi/hoic d9 6n dinh d6i v6i su phén giai protein cao hon so véi enzym

phytaza gbc ma tir d6 thu dugc enzym phytaza nay.
14. Axit nucleic dugc phén 1ap dugc chon tir:

i) axit nucleic dugc phan l4p ma hoa polypeptit theo diém bt kﬁ/ trong sb céc

diém tir 1 dén 13; va

ii) axit nucleic dwgc phéan l4p bao gdm trinh tw nhw dugc thé hién & SEQ ID
NO: 2.

15. Axit nucleic dugc phén 14p dugc chon tir:

i) axit nucleic ma lai véi axit nucleic ma héa polypeptit SEQ ID No: 3 trong
cac diéu kién chit ché & nhiét do 50°C trong 0,2xSSC; va

ii) axit nucleic ma lai véi axit nucleic chita SEQ ID No: 2 trong cic diéu kién

chit ch& & nhiét do 50°C trong 0,2xSSC.

16. Axit nucleic dugc phan 14p theo diém 14, khac biét & chd, axit nucleic ndy ma

héa polypeptit theo diém 1.

17. Axit nucleic dugc phan 1ap theo diém bat ky trong s§ cac diém tir 14 dén 16,

trong d6 axit nucleic dugc phan 1ap nay bao gdm:
trinh ty nucleotit ma gidng véi trinh ty nucleotit trong SEQ ID No: 2,
trinh ty nucleotit ma bd sung cho trinh ty nucleotit trong SEQ ID NO: 2, hoic

trinh ty nucleotit bao gém trinh ty cé d6 tuong déng trinh ty it nhat 90% véi trinh ty
nucleotit trong SEQ ID NO: 2.
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18. Axit nucleic dugc phén lap theo diém bit ky trong sd cac diém tir 14 dén 17,
khac biét & ch, axit nucleic ndy ma héa polypepit theo diém bt ky trong s cac

diém tir 9 dén 13.

19. Plasmit bao gdm axit nucleic theo diém bat ky trong s6 cac diém 14 hoic tir 16

dén 18.

20. Plasmit theo diém 19, khéc biét & chd, plasmit nay 14 vector biéu hién dé biéu
hién cac polypeptit theo diém bit ky trong sb cac diém tir 1 dén 13, va/hodc bao

gdm axit nucleic theo diém bét ky trong sb cac diém tir 14 dén 18, trong vi sinh vat.

21. Hé vector bao gdm axit nucleic theo diém bét ky trong sd cac diém 14 hoic tir
16 dén 18.

22. Hé vector theo diém 21, khac biét & chd, hé vector nay la vector biéu hién dé
biéu hién polypeptit theo diém bét ky trong s§ cac diém tir 1 dén 13, va/hodc bao
gdm céc axit nucleic theo diém bt ky trong sb cac diém tir 14 dén 18, trong vi sinh

vat.

23. Té bao chu dugc bién nap hoic dugc chuyén nhidm bing plasmit theo diém 19

hoac 20 hoac béng hé vector theo diém 21 hodc 22.

24. Té bao chil theo diém 23, khac biét & chd, t& bao chit nay chira polypeptit theo

diém bt ky trong s6 cac diém tir 1 dén 13.

25. Té bao chil theo diém 23 hosc 24, khac biét & chd, té bao chu néu trén thu dugc
tur vi sinh vat, bao gff)m vi khudn, nhu B. subtilis, E. coli, va nAm, bao g6m ndm men
nhu H. polymorpha, S. pombe, S. cerevisiae, va ndm soi, nhu Trichoderma spp. va

Aspergillus spp. nhu A. oryzae.

26. Té bao chi theo diém 25, khac biét & chd, vi sinh vét nay 14 t& bao vi khuin

chua c¢6 nhin dién hinh.

27. Té bao chu theo diém 26, khac biét & chd, vi sinh vt nay 1a E. coli.
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28. Té bao vi khuin ching Buttiauxella sp. P1-29 dugc luu gitt v6i sb truy cép
NCIMB 41248.

29. Phuong phép san xuét polypeptit bao gdm budc bidu hién polypeptit theo diém
bét ky trong sd cac diém tir 1 dén 13, va/hodc biéu hién cac axit nucleic theo diém
bit ky trong s6 cac diém 14 hoic tir 16 dén 18 trong t& bao chil va budc phan lap

polypeptit niy tlir moi trudng nudi cdy t& bao chu.

30. Phuong phép san xuét thuc phim bao gdm buéc phun polypeptit theo diém bét

ky trong sb céc diém tir 1 dén 13 & dang 10ng 1én thyc phim nay.

31. Phuong phap san xudt thirc &n dong vat bao gdm budc phun polypeptit theo

diém bét ky trong s cac diém tir 1 dén 13 & dang 10ng 1én thirc 3n dong vat nay.

32. Phuong phép san xuét thuc phdm bao gdm budc trén polypepit theo diém bit ky

trong s& cac diém tir 1 dén 13 dudi dang san phdm khé voi thue phdm nay.

33. Phuong phap san xuét thirc an dong vat bao gdm bude tron polypepit theo diém
bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 13 dudi dang san phdm kho véi thie an dong vét

nay.

34, Thyc phdm bao gbm i) polypeptit theo diém bét ky trong sé cac diém tir 1 dén
13 va/hodc ii) duge san xudt bang phuong phap theo diém 30 hoic 32.

35. Thitc #n dong vat bao gdm i) polypeptit theo diém bét ky trong s cac diém tir 1
dén 13 va/hosc ii) duoc san xuét bing phuong phép theo diém 31 hoic 33.

36. Phuong phap didu ché bién thé enzym phytaza, phuong phép ndy bao gdm céc

budc 1an luot dudi day:

a) lua chon it nhit mot enzym phytaza gdc, trong d6 it nhdt mét enzym phytaza
gbc niy duogc chon tir polypeptit theo diém bét ky trong sé cac diém tir 1 dén
13;

b) tao ra it nhat mot bién thé phytaza bing cach dua vao it nhit mot thay ddi dbi

V61 enzym phytaza goc noi trén ma c6 the 1a xen, x6a hodc thé hodc két hgp
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cua chung, doi véi goc axit amin trong enzym phytaza goc ndi trén dé thu

dugc it nhat mot bién thé enzym phytaza;

¢) sang loc it nhit mot bién thé enzym phytaza néi trén dé xac dinh bién thé
enzym phytaza dugc cai thién, so véi enzym phytaza gdc c6 (c4c) tinh chét

cai thién dugc chon tur:
i. d0 6n dinh nhiét va/hogc
ii. hoat tinh dac hiéu va/hoac
iii. d6 bén d6i vi sy phan giai protein cao hon; va
d) didu ché bién thé enzym phytaza duogc cai thién néi trén.

37. Phuong phép theo diém 36, khac biét & chd, budc d) tao ra bién thé enzym
phytaza dugc phan 18p va/hodc tinh sach.

38. Phuong phép theo diém 36 hodc 37, khac biét & chd, trong budc b) tap hop gdm
céc bién thé enzym phytaza duoc tao ra va trong budc ¢) it nhat mot phén ctia tap

hop gdm cac bién thé enzym phytaza néi trén duge sang loc.

39. Phuong phap theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 36 dén 38, khac biét & chd,
budc a) bao gdm viée gy dot bién gen axit nucleic theo diém bét ky trong sb céac
diém 14 hodc tir 16 dén 18 ma ma hoa enzym phytaza gdc, va budc b) bao gdm viée
bidu hién axit nucleic bi dot bién thu dugc trong budc a) trong t& bao chil, va budc
¢) bao gdm viéc sang loc cac té bao chu, hodc (cac) dich chiét cia ching, dbi voi bién

thé enzym phytaza dugc cai thién véi (cac) tinh chit dugc cai thién néu trén.

40. Phuong phap theo diém bét ky trong sb cac diém tir 36 dén 39, khéc biét & chd,
sau budc c) con bao gdm it nhit mot vong tiép theo 13p lai cac bude tir a) dén c)
trong do, tot hon néu, trong (cic) vong lip tiép theo nay, it nhit mot enzym phytaza
gbc trong budc a) duge tao ra theo phuong phép theo didm bit ky trong sb cac diém

tir 36 dén 39 va dugc chon tir it nhit mot bién thé enzym phytaza va/hodc bién thé
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phytaza dugc cai thién néu trén duoc tao ra bing phuong phép theo diém bét ky

trong sb cac diém tir 36 dén 39.

41. Phuong phép theo diém bét ky trong sb cac diém tir 36 dén 39, khac biét & chd,
sau budc d) con bao gdm it nhit mot vong tiép theo Lip lai cac budc tir a) dén d)
trong do, t6t hon néu, trong (cac) vong lap tiép theo nay, it nhat mot enzym phytaza
gbc clia budc a) duge tao ra theo phwong phap theo diém bat ky trong sb cac diém
tir 36 dén 39 va duoc chon tir it nhit mot bién thé enzym phytaza va/hodc bién thé
phytaza duoc cai thién néu trén dwoc didu ché bang phwong phap theo diém bt ky

trong s cac diém tir 36 dén 39.

42. Phuong phap theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 36 dén 41, khac biét & chd,
budce c) bao gébm viéc sang loc cac t& bao chu biéu hién bién thé enzym phytaza
duoc cai thién ma so véi i) enzym phytaza gdc va/hoic ii) polypeptit bao gdm SEQ
ID No: 3 ¢6 d chénh léch d6 bén nhiét bang it nhit 2,5.

43. Phuong phap theo diém bét ky trong sb cac diém tir 36 dén 41, khéc biét & chd,
bude ¢) bao gbm viéc sang loc cac t& bao chil bidu hién bién thé enzym phytaza
dugc cai thién ma so véi enzym phytaza gbc hodc phytaza SEQ ID No: 3 ¢6 do bén

v6i pepsin dugc cai thién it nhit bang 30.

44. Phuong phép theo diém bét ky trong s cac diém tir 36 dén 41, khac biét &
chd, budc c) bao gém viéc sang loc céac té bao chu bidu hién bién thé enzym
phytaza dugc cai thién ma so véi enzym phytaza gbc hodc phytaza SEQ ID No: 3
c6 ty 1& hoat tinh dic hidu dugc cai thién it nhét bang 110.
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SEQ ID No: 1

ACTACGACGCACTTTATGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCT
TTGTATGCGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGA
TGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCAGTTTATCACTGGCAGTCTCCT
TTGAGTTCCCGGCCGAACCGCTGGCAACAAAGGATAAGGGTTGCGCTCGT
TGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCA
GCACCTGTCTCACAGTTCCCGAAGGCACTAAGGCATCTCTGCCAAATTCT
GTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCA
CATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACC
TTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAACGCGTTAGCTCCGGAAGC
CACTCCTCAAGGGAACAACCTCCAAGTCGACATCGTTTACGGCGTGGACT
ACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTC
AGTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCT
ACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCTA
GCCTGCCAGTTTCGAATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGG

SEQ ID No: 2:

TTTCACATAGCAAACAACAACGAGACGAACTCGACGTTACCGCTTTGCTT
CTGGAGTATATTTATCAGACTCAAACACCCCAAAGAAAAGAGGCTGTAAA
TGACGATCTCTGCGTTTAACCGCAAAAAACTGACGCTTCACCCTGGTCTG
TTCGTAGCACTGAGCGCCATATTTTCATTAGGCTCTACGGCCTATGCCAA
CGACACTCCCGCTTCAGGCTACCAGGTTGAGAAAGTGGTAATACTCAGCC
GCCACGGGGTGCGAGCACCAACCAAAATGACACAGACCATGCGCGACGTA
ACACCTAATACCTGGCCCGAATGGCCAGTAAAATTGGGTTATATCACGCC

ACGCGGTGAGCATCTGATTAGCCTGATGGGCGGGTTTTATCGCCAGAAGT
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TTCAACAACAGGGCATTTTATCGCAGGGCAGTTGCCCCACACCAAACTCA
ATTTATGTCTGGGCAGACGTTGATCAGCGCACGCTTAAAACTGGCGAAGC
TTTCCTGGCAGGGCTTGCTCCGCAATGTGGTTTAACTATTCACCACCAGC
AGAATCTTGAAAAAGCCGATCCGCTGTTCCATCCGGTGAAAGCGGGCACC
TGTTCAATGGATAAAACTCAGGTCCAACAGGCCGTTGAAAAAGAAGCTCA
AACCCCCATTGATAATCTGAATCAGCACTATATTCCCTTTCTGGCCTTGA
TGAATACGACCCTCAACTTTTCGACGTCGGCCTGGTGTCAGAAACACAGC
GCGGATAAAAGCTGTGATTTAGGGCTATCCATGCCGAGCAAGCTGTCGAT
AAAAGATAATGGCAACAAAGTCGCTCTCGACGGGGCCATTGGCCTTTCGT
CTACGCTTGCTGAAATTTTCCTGCTGGAATATGCGCAAGGGATGCCGCAA
GCGGCGTGGGGGAATATTCATTCAGAGCAAGAGTGGGCGTCGCTACTGAA
ACTGCATAACGTCCAGTTTGATTTGATGGCACGCACGCCTTATATCGCCA
GACATAACGGCACGCCTTTATTGCAGGCCATCAGCAACGCGCTGAACCCG
AATGCCACCGAAAGCAAACTGCCTGATATCTCACCTGACAATAAGATCCT
GTTTATTGCCGGACACGATACCAATATTGCCAATATCGCAGGCATGCTCA
ACATGCGCTGGACGCTACCTGGGCAACCCGATAACACCCCTCCGGGLGGL
GCTTTAGTCTTTGAGCGTTTGGCCGATAAGTCAGGGAAACAATATGTTAG
CGTGAGCATGGTGTATCAGACTCTCGAGCAGTTGCGCTCCCAAACACCAC
TTAGCCTTAATCAACCTGCGGGAAGCGTACAGCTAAAAATTCCTGGCTGT
AACGATCAGACGGCTGAAGGATACTGCCCGCTGTCGACGTTCACTCGCGT
GGTTAGCCAAAGCGTGGAACCAGGCTGCCAGCTACAGTAAATATCAGACA
AAAAAAATGCCGCTCGCGATTAAGCGAACGGCATTACTTCCTAGCTTCCC
AGCTCGGATTAGCATGGCGAGAGCCGAAAAACTT

SEQ ID No:3

MTISAFNRKKLTLHPGLEVALSATIFSLGSTAYANDTPASGYQVEKVVILS

RHGVRAPTKMTQTMRDVTPNTWPEWPVKLGYITPRGEHLISTMGGFYRQK
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FOOQGILSQGSCPTPNSIYVWADVDQRTLKTGEAFLAGLAPQCGLTIHHQ
ONLEKADPLFHPVKAGTCSMDKTQVQQAVEKEAQTPIDNLNQHYIPFLAL
MNTTLNFSTSAWCQKHSADKSCDLGLSMPSKLSIKDNGNKVALDGAIGLS
STLAEIFLLEYAQGMPQAAWGNIHSEQEWASLLKLHNVQEFDLMARTPYIA
RHNGTPLLOAISNALNPNATESKLPDISPDNKILFIAGHDTNIANIAGML
NMRWTLPGQPDNTPPGGALVFERLADKSGKQYVSVSMVYQTLEQLRSQTP

LSLNQPAGSVQLKIPGCNDQTAEGYCPLSTETRVVSQSVEPGCQLQ
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<160> 7

<170> PatentIn version 3.3
<210> 1

<211> 691

<212> ADN

<213> Buttiauxella

<400> 1

actacgacgc actttatgag gtccgcecttgce
cattgtagca cgtgtgtagc cctactcgta
cttcctccag tttatcactg gcagtctcct
aggataaggg ttgcgctcgt tgcgggactt
cagccatgca gcacctgtct cacagttccc
gtggatgtca agagtaggta aggttcttcg
cgcttgtgcg ggccceccgtce aattcatttg
cggtcgactt aacgcgttag ctccggaagce
catcgtttac ggcgtggact accagggtat
cctgagcgtc agtctttgtc cagggggccg
acgcatttca ccgctacacc tggaattcta
ttcgaatgca gttcccaggt tgagcccggg
<210> 2

<211> 1534

<212> ADN

<213> Buttiauxella

<400> 2

tctcgcgagg
agggccatga
ttgagttccc
aacccaacat
gaaggcacta
cgttgcatcg
agttttaacc
cactcctcaa
ctaatcctgt
ccttcgceccac

ccccecectceta

g

tcgcttctet
tgacttgacg
ggccgaaccg
ttcacaacac
aggcatctct
aattaaacca
ttgcggceccegt
gggaacaacc
ttgctcccecceca
cggtattcct

caagactcta

ttgtatgcgce
tcatccccac
ctggcaacaa
gagctgacga
gccaaattct
catgctccac
actccccagg
tccaagtcga
cgctttcgea
ccagatctct

gcctgccagt

tttcacatag caaacaacaa cgagacgaac tcgacgttac cgctttgctt ctggagtata
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tttatcagac
cgcaaaaaac
ggctctacgg
atactcagcc
acacctaata
catctgatta
tcgcagggcea
acgcttaaaa
caccaccagc
tgttcaatgg
gataatctga
tcgacgtcgg
atgccgagca
ggcctttegt
gcggcgtggg
gtccagtttg
ttgcaggcca
tcacctgaca
ggcatgctca
gctttagtct
gtgtatcaga
ggaagcgtac
ctgtcgacgt
atatéagaca
agctcggatt
<210> 3

<211> 446

<212> PRT
<213>

tcaaacaccc
tgacgcttca
cctatgccaa
gccacggggt
cctggcceccga
gcctgatggg
gttgccccac
ctggcgaagc
agaatcttga
ataaaactca
atcagcacta
cctggtgtca
agctgtcgat
ctacgcttge
ggaatattca
atttgatggc
tcagcaacgc
ataagatcct
acatgcgctg
ttgagcgttt
ctctcgagca
agctaaaaat
tcactcgegt
aaaaaaatgc

agcatggcga

Buttiauxella
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caaagaaaag
ccctggtcetg
cgacactccc
gcgagcacca
atggccagta
cgggttttat
accaaactca
tttcctggea
aaaagccgat
ggtccaacag
tattccecttt
gaaacacagc
aaaagataat
tgaaattttc
ttcagagcaa
acgcacgcct
gctgaacccg
gtttattgcc
gacgctacct
ggccgataag
gttgcgctcce
tcctggetgt
ggttagccaa
cgctcgcegat

gagccgaaaa

aggctgtaaa
ttcgtagcac
gcttcaggct
accaaaatga
aaattgggtt
cgccagaagt
atttatgtct
gggcttgctc
ccgctgttcece
gccgttgaaa
ctggccttga
gcggataaaa
ggcaacaaag
ctgctggaat
gagtgggcgt
tatatcgcca
aatgccaccg
ggacacgata
gggcaacccg
tcagggaaac
caaacaccac
aacgatcaga
agcgtggaac
taagcgaacg

actt
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tgacgatctc
tgagcgccat
accaggttga
cacagaccat
atatcacgcc
ttcaacaaca
gggcagacgt
cgcaatgtgg
atccggtgaa
aagaagctca
tgaatacgac
gctgtgattt
tcgctctega
atgcgcaagg
cgctactgaa
gacataacgg
aaagcaaact
ccaatattgc
ataacacccc
aatatgttag
ttagccttaa
cggctgaagg
caggctgcca

gcattacttc

tgcgtttaac
attttcatta
gaaagtggta
gcgcgacgta
acgcggtgag
gggcatttta
tgatcagcgc
tttaactatt
agcgggcacc
aacccccatt
cctcaacttt
agggctatcc
cggggccatt
gatgccgcaa
actgcataac
cacgccttta
gcctgatatc
caatatcgca
tcecgggegge
cgtgagcatg
tcaacctgcg
atactgcccg
gctacagtaa

ctagcttccc

120

180

240

300

360

420
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600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1534



<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
221>
L222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>

v1 TRT
(59)..(59)
Axit amin bt

vI TRI
(70)..(70)
Axit amin bit

vl TRI
(122)..(122)
Axit amin Dbat

vIi TRrI
(125)..(125)
Axit amin bat

VI TRI
(167)..(167)
Axit amin bat

vI TRI
(193)..(193)
Axit amin bat

vl TRI
(197)..(197)
Axit amin bt

vl TRi
(204)..(204)
Axit amin bAt

v1 TRE
(209)..(209)
Axit amin bat

vl TRi
(211)..(211)
Axit amin bAt

vi TRI
(221)..(221)
Axit amin bt

vI TRI
(223)..(223)

ky.

ky.

kY.

ky.

ky.

ky.

ky.

ky.

ky.

ky.

ky.
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<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Axit amin bit

vI TRI
(225)..(225)
Axit amin bt

vl TRT
(240)..(240)
Axit amin b4t

vI TRI
(242)..(242)
Axit amin bt

VI TRI
(244)..(244)
Axit amin bat

vI TRI
(268)..(268)
Axit amin bAt

vl TRI
(281)..(281)
Axit amin b4t

vl TRI
(289)..(289)
Axit amin bt

vI TRI
(294)..(294)
Axit amin bAt

vI TRI
(303)..(303)
Axit amin bat

VI TRI
(336)..(336)
Axit amin b4t

VI TRI
(351)..(351)
Axit amin bét

3

k.

ky.

ky.

ky.

k¥ .

ky.

Ky .

ky.

ky.

ky.

ky.
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Met

Leu

Ala

Leu

Arg

Tyr

Tyr

Pro

Leu

Leu

145

His

Gln

His

Thr

Gly

Thr

Phe

Asn

Ser

50

Asp

Ile

Arg

Thr

Lys

130

Thr

Pro

Ala

Tyr

Ser

210

Leu

Ile

Val

Asp

35

Arg

Val

Thr

Gln

Pro

115

Thr

Ile

Val

Val

Ile

195

Ala

Ser

Ser

Ala

20

Thr

His

Thr

Pro

Lys

100

Asn

Gly

His

Lys

Glu

180

Pro

Trp

Met

Ala

Leu

Pro

Pro

Arg

85

Phe

Ser

Glu

His

Ala

165

Phe

Cys

Pro

Phe

Ser

Ala

Val

Asn

70

Gly

Gln

Ile

Ala

Gln

150

Gly

Glu

Leu

Gln

Ser

Asn

Ala

Ser

Arg

55

Thr

Glu

Gln

Tyr

Phe

135

Gln

Thr

Ala

Ala

Lys

215

Lys

19758

Arg

Ile

Gly

40

Ala

Trp

His

Gln

Val

120

Leu

Asn

Cys

Gln

Leu

200

His

Leu

Lys Lys
10

Phe Ser
25

Tyr Gln

Pro Thr

Pro Glu

Leu Ile

90

Gly Ile

105

Trp Ala

Ala Gly

Leu Glu

Ser Met

170

Thr Pro

185

Met Asn

Ser Ala

Ser Ile
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Leu

Leu

Val

Lys

Trp

75

Ser

Leu

Asp

Leu

Lys

155

Asp

Ile

Thr

Asp

Lys

Thr

Gly

Glu

Met

60

Pro

Leu

Ser

Val

Ala

140

Ala

Lys

Asp

Thr

Lys

220

Asp

Leu

Ser

Lys

45

Thr

Val

Met

Gln

Asp

125

Pro

Asp

Thr

Asn

Leu

205

Ser

Asn

His

Thr

30

Val

Gln

Lys

Gly

Gly

110

Gln

Gln

Pro

Gln

Leu

190

Asn

Cys

Gly

Pro

15

Ala

Val

Thr

Leu

Gly

95

Ser

Arg

Cys

Leu

Val

175

Asn

Phe

Asp

Asn

Gly

Tyr

Ile

Met

Gly

80

Phe

Cys

Thr

Gly

Phe

160

Gln

Gln

Ser

Leu

Lys



225

Val

Phe

Ile

Gln

Thr

305

Glu

Ala

Arg

Leu

Val

385

Leu

Cys

Arg

Ala

Leu

His

Phe

290

Pro

Ser

Gly

Trp

Val

370

Ser

Ser

Asn

Val

<210>
<211>
<212> ADN

Leu
Leu
Ser
275
Asp
Leu
Lys
His
Thr
355
Phe
Met
Leu

Asp

Val
435

18

Asp

Glu

260

Glu

Leu

Leu

Leu

Asp

340

Leu

Glu

Val

Asn

Gln

420

Ser

Gly

245

Tyr

Gln

Met

Gln

Pro

325

Thr

Pro

Arg

Tyr

Gln

405

Thr

Gln

230

Ala

Ala

Glu

Ala

Ala

310

Asp

Asn

Gly

Leu

Gln

390

Pro

Ala

Ser

Ile

Gln

Trp

Arg

295

Ile

Ile

Ile

Gln

Ala

375

Thr

Ala

Glu

Val

19758

Gly

Gly

Ala

280

Thr

Ser

Ser

Ala

Pro

360

Asp

Leu

Gly

Gly

Glu
440

Leu

Met

265

Ser

Pro

Asn

Pro

Asn

345

Asp

Lys

Glu

Ser

Tyr

425

Pro

Ser

250

Pro

Leu

Tyr

Ala

Asp

330

Ile

Asn

Ser

Gln

Val

410

Cys

Gly

-105-

235

Ser
Gln
Leu
Ile
Leu
315
Asn
Ala
Thr
Gly
Leu
395
Gln

Pro

Cys

Thr

Ala

Lys

Ala

300

Asn

Lys

Gly

Pro

Lys

380

Arg

Leu

Leu

Gln

Leu

Ala

Leu

285

Arg

Pro

Ile

Met

Pro

365

Gln

Ser

Lys

Ser

Leu
445

Ala

Trp

270

His

His

Asn

Leu

Leu

350

Gly

Tyr

Gln

Ile

Thr

430

Gln

Glu

255

Gly

Asn

Asn

Ala

Phe

335

Asn

Gly

Val

Thr

Pro

415

Phe

240

Ile

Asn

Val

Gly

Thr

320

Ile

Met

Ala

Ser

Pro

400

Gly

Thr



<213>

<220>
<223>

<400>

19758

Nhén tao

boan mdi oligonucleotit

4

cagcmgccge ggtaatwe

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5

15

ADN
Nhén tao

Poan mdi oligonucleotit

5

acgggcggtg tgtrc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

6

30

ADN
Nhan tao

Poan mdi oligonucleotit

6

ggaattcata tgacgatctc tgcgtttaac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

7
33
ADN
Nhé&n tao

Poan mdi oligonucleotit

7

ggaattcgga tccttactgt agctggcagc ctg
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1/2
Thé thyc khuén SDS P1-29
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Fig.1

Bién dang hoat tinh ciia phytaza P1-29 theo do pH
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Fig.2
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140
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Fig.3
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