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Linh vue k§y thuit dwge dé cap

Séang ché dé cap dén thé dot bién proteaza kiém.
Tinh trang ky thuat cia sang ché

Chét tiy sach c6 thé dugc phan loai thanh chét tiy sach dang bot va chét
tdy sach dang léng, dua vao dang cla ching. Chét tiy sach dang léng cé uu
diém vuot troi vé d6 hoa tan, khi so sanh véi chét téy sach dang bot. Ngoai ra,
chét tiy sach dang léng c6 loi & chd chét ty sach khong bi pha lodng c6 thé
duge ap dung truc tiép 1én cac vét bAn. Mat khic, trong trudng hop chét tiy sach
dang 1ong nay, do enzym nhu proteaza phai dugc duy tri & nhiét do binh thudng
trong chit 1ong, c6 kho khin vé mit k¥ thuat trong viéc duy tri su 6n dinh cua
enzym, khac véi chét tiy sach dang bot.

Hon nita, do chét téy sach dang 1dng chtra chét c6 hoat tinh bé mit, axit
béo, dung moi, chét tao chelat va tuong tu, nén né phai chiu cic diéu kién vo
cling nghiém ngit ddi véi enzym. Vi duy, d dugc biét dén thong thuong dé bd
sung cac ion canxi nhu mot phuong phap d8 1am 8n dinh enzym trong chét tay
sach dang 16ng. Tuy nhién, do chét tao chelat dugc bao gdm trong chit tiy sach
dang 1dng nay cé déc tinh chiém gitt cac ion canxi dugc phéi hop véi enzym, nd
lam giam hiéu qua tac dung dn dinh céc ion canxi va do d6 lam mét on dinh
enzym.

Muc dich cta viéc trdn proteaza trong chat tay sach 1a d& phan hity cac vét

bén protein trén quin 4o thanh cic phan tir thap, va do do, dé thuc day viéc loai
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b6 cac vét ban. Nhu mét chat tdy sach proteaza, proteaza kiém véi trong luong
phan tir x4p xi 43.000, c6 hiéu qua giit trén cac vét ban hdn hop chua cac lipit
cling nhu cic protein, d4 dugc phat trién cho dén nay (xem Tai lidu Patent 1).
Hon nita, cac nghién ctru da dugc thuc hién dé cai thién hiéu suét giat béng cach
bién dbi proteaza kiém dé cai thién hoat tinh cu thé, hodc d6 bén, v.v., do dé lam
tang hi€u qua gidt ciia ching (céac Tai liéu Patent 2 va 3).
(Tai liéu Patent 1) WO 99/18218
(Tai liéu Patent 2) JP-A-2010-273673
(Tai liéu Patent 3) JP-B-5202690
Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Theo mét khia canh, sang ché cung cdp thé dot bién proteaza kiém bao
gdm trinh ty axit amin d& thu dugc bang cach thay thé gbc axit amin & vi tri
tuong mg véi vi tri 294 trong trinh tu axit amin nhu duoc thé hién & SEQ ID
NO:2 véi threonin trong trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID NO:2
hodc trinh tu axit amin c¢6 tinh dong nhét 12 it nhat 95% trinh tu nay.

Theo khia canh khéc, sang ché cung cip polynucleotit ma hoa thé dot bién
proteaza kiém néu trén.

Theo khia canh khac, sang ché cung cép vt truyén bao gdm polynucleotit
néu trén.

Theo khia canh khéc, sang ché cung cdp thé bién nap bao gbm
polynucleotit néu trén hodc vt truyén néu trén.

Theo khia canh khac, sang ché cung cip phuong phap san xuit thé dot

bién proteaza kiém, sir dung thé bién nap néu trén.
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Theo khia canh khéc nita, sang ché cung cip ché phérri ty sach bao gdbm
thé dot bién proteaza kiém néu trén.

Theo khia canh khéc nita, sang ché cung cip phuong phap san xuit thé dot
bién proteaza kiém, bao gbém viéc thay thé gbc axit amin & vi tri tuong Umg véi
vi tri 294 cua trinh ty axit amin nhu duge thé hién & SEQ ID NO: 2 véi threonin,
trong trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID NO: 2, hoac trinh tu axit
amin c6 tinh ddng nhit 14 it nhét 95% trinh tu nay.

Theo khia canh khéc nita, sang ché cung cip phuong phap cai thién d6 bén
clia proteaza kiém cho chét tao chelat, bao gdm viéc thay thé gbc axit amin & vi
tri twong Ung vabi vi tri 294 cua trinh tu axit amin nhu dugce thé hién & SEQ ID
NO: 2 véi threonin, trong trinh tu axit amin nhu duoc thé hién & SEQ ID NO: 2,
hodc trinh tu axit amin c6 tinh déng nhét 13 it nhit 95% trinh tu nay.

MBS ta vin tit cac hinh vé

Fig. 1 thé hién hoat tinh con lai tuong déi cua thé dot bién proteaza kiém
trong dung dich chira nudc xitrat.

Fig. 2 thé hién hoat tinh con lai tvong ddi cua thé dot bién proteaza kiém
trong dung dich chira nugc EDTA.

Fig. 3 thé hién hoat tinh con lai tvong ddi cua thé dot bién proteaza kiém
trong dung dich chtra nuéc EDTA.

MO ta chi tiét sang ché

Theo sang ché, thuét ngit "gdc axit amin" d& cap dén 20 loai gbc axit amin

cu tao nén protein, cu thé 13, alanin (Ala hosic A), arginin (Arg hoic R),

Asparagin (Asn hodc N), axit aspartic (Asp hodc D), xystein (Cys hoac C),
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glutamin (Gln hodc Q), axit glutamic (Glu hodc E), Glyxin (Gly hoic G),
Histidin (His hodc H), isoLeuxin (Ile hodc I), Leuxin (Leu hodc L), lyzin (Lys
hodc K), Methionin (Met hodac M), phenylalanin (Phe hoac F), Prolin (Pro hoac
P), Serin (Ser hoac S), threonin (Thr hoac T), tryptophan (Trp hodac W), tyrosin
(Tyr hodc Y), va Valin (Val hodac V).

Theo sang ché, su dong nhét giita cac trinh tur nucleotit hodc gifta c4c trinh
tur axit amin c6 thé dugc tinh theo phuong phap Lipman-Pearson (Science, 1985,
227: 1435-41). Cu thé 13, bang céch sir dung chwong trinh phan tich tinh tﬁongv
ddng (Search homology) ctia phan mém xir ly thong tin gen Genetyx-Win (phién
ban 5.1.1; Software Development), su ddng nhét nay c6 thé dugc tinh bang cach
thuc hién su phén tich, thiét 1ap kich c& don vi dé so sénh (ktup) & 2.

Theo sang ché, "trinh tir axit amin trong d6 mét hodic nhiéu axit amin dugc
x6a bo, dugc chén, duge thé hodic duge bd sung" c6 thé 1 trinh tur axit amin
trong d6 1 hodc nhiéu hon va 20 hoic it hon, t5t hon 14 1 hodc nhiéu hon va 10
hodc it hon, t6t hon nita 13 1 hodic nhiéu hon va 5 hodc it hon, tot hon nita 14 1
hodc nhiéu hon va 3 hoic it hon céc axit amin dugc x6a bd, dugc chén, duoc thé
hodc dugce bd sung. Ngoai ra, theo sang ché, "trinh tir nucleotit trong d6 mot
hodc nhiéu nucleotit dugc x6a bd, duge chén, duge thé hoic duge bd sung" co
thé 1a trinh tu nucleotit trong d6 1 hodc nhiéu hon va 60 hoc it hon, t6t hon 1a 1
hodc nhiéu hon va 30 hoic it hon, t6t hon nita 13 1 hodc nhiéu hon va 15 hoic it
hon, t6t hon nita 12 1 hodc nhiéu hon va 10 hodc it hon nucleotit duoc x6a bo,
duoc chén, dugc thé hodc duoc bd sung. Hon nita, theo sang ché, "su bd sung"

cua cac axit amin hodc nucleotit bao gom su b6 sung cia mot hodc nhi€u axit
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amin hodc nucleotit dén mét diém cudi cing hoic ca hai diém cubi cung cua
trinh ty.

Theo sang ché, "twong ung vi tri" trén trinh tu axit amin hoac trinh tu
nucleotit c6 thé dugc x4c dinh bang cach sip xép thing hang triﬁh tu dich va
trinh tu tham khao (vi du, trinh ty axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID NO: 2)
nhu viy ching cung cip su dong nhit t6i da cho cdc gbc axit amin hodic
nucleotit d4 bao tdn c¢6 mit trong mdi trinh tir axit amin hodc trinh tu nucleotit.
Sy sip xép théng hang nay c6 thé duoc thuc hién st dung thuét toan da biét, va
c4c thii tuc ctia chiing 1 d3 biét dbi v&i ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh
vuc k¥ thuat. Vi du, su sép xép théng hang c6 thé dugc thuc hién thu cong dya
vao phuong phép Lipman-Pearson néu trén, v.v.. Ngoai ra, su sip xép thing
hang c6 thé duoc thuc hién sir dung Clustal W Multiple Alignment Program
(Thompson, J. D. et al, 1994, Nucleic Acids Res, 22: 4673-4680) véi sy thiét 14p
mic dinh. Ngoai ra, Clustal W2 ho#c Clustal omega, ma 13 su sta dbi cua
Clusfal W, ciing c6 thé dugc sir dung. Clustal W, Clustal W2, va Clustal omega
ndy 1a c¢6 sin, vi dy, Vién tin sinh hoc chiu Au (European Bioinformatics
Institute) (EBI [www.ebi.ac.uk/index.html]), hodc trang web ctia ngan hang dit
liéu ADN cia Nhéat Ban (DDBJ [www.ddbj.nig.ac.jp/Welcome-j.html]) dugc
giam sat bai Vién di truyén qudc gia (National Institute of Genetics).

Ngudi c¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat c6 thé didu chinh
tinh vi hon nita su sép xép thing hang d3 thu duoc & trén cla céc trinh tu axit
amin, do d6 n6 c6 thé dugc t6i wu héa. Su sip xép thang hang tdi wu nay tét hon

la dugc xac dinh, trong khi thuc hién viéc xem xét sy giong nhau cua cac trinh

-6-



25268

tur axit amin, tin sb cia cac khoang tréng dugc chén v.v.. Trong ban mé ta sing
ché nay, su gibng nhau ctia cac trinh tur axit amin nghia 1a ty 18 (%) clia sb cac vi
tri, & d6 cac gbc axit amin gidng hét hodc twong tu ¢ mit trong hai trinh tur axit
amin, tuong tng vé6i sb cac gdc axit amin toan bd chiéu dai, khi hai trinh tir axit
amin duoc sip xép thing hang véi nhau. Cac gbc axit amin twong tu 14 cac gbe
axit amin, ma cé cic dic tinh giéng nhau theo chiéu phan cuc va dién tich va
cin nguyén, ma duoc goi 13, sur thay thé bao ton, trong sb 20 loai axit amin ciu
tao nén protein. Cac nhém bao gdm cac gbe axit amin tuong tu nay 13 da biét d6i
v6i ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét, va cac vi du vé céc
nhém nady bao gdém: arginin va lyzin hodc glutamin; axit glutamic va axit
aspartic hodc glutamin; serin va threonin hodc alanin; glutamin va asparagin
hoac arginin; va leuxin va isoleuxin, tuy nhién cac vi du khéng bi giéi han & do.

Vi tri ciia gbc axit amin ctia trinh tur axit amin gdc, ma duoc sip xép thang
hang véi vi tri twong g véi vi tri tly ¥ ciia trinh tu tham khao theo sy sap xép
thing hang néu trén, duoc coi 1a "vi tri tuong tmg véi" vi tri tly ¥, va gbe axit |
amin duoc dé cap dén nhu "gbc axit amin & tuong tmg vi tri."

Theo séng ché, polynucleotit hoic polypeptit "gdc" ctia polynucleotit hoic
polypeptit d6t bién nhit dinh 13 polynucleotit hodc polypeptit, ma dugc chuyén
hoéa thanh sy dot bién polynucleotit hodc polypeptit bing cich dua vao sy dot
bién d3 biét trong nucleotit hodc gbc axit amin cta chiing.

Ngoai ra, theo séang ché, "lién két c6 thé thuc hién dugc" cia mdt vung
diéu hoa cho mdt gen nghia 14 gen duoc lién két véi viing didu hoa dé gen c6 thé

dugc biéu hién dudi sy di€u chinh ctiia ving di€u hoa. Cac tha tuc doi véi "lién
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két c6 thé thuc hién dugce" cia gen véi ving diéu hoa 13 di biét dbi v6i nguoi co
hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thut.

Theo sang ché, cac thuat ngit "nguoc hudng" {fé "xuoi hudng" duogc st
dung d6i véi mot gen nghia 13 sy nguge huéng va xudi huéng cla gen theo
hudng sao chép, trir khi dugc quy dinh khac.

Theo sang ché, "chét tao chelat" nghia 1a hop chit c6 kha ning lién két
phéi tri véi cac ion kim loai. Chét tab chelat dugc bb sung cho ché phim tiy
sach b hoat dong ngan chédn cac ion kim loai mé tac dong ti€u cuc dén viéc giat,
vi du, cac ion canxi hoac cac ion rﬁagié tdn tai trong nudc gidt hoac vét ban. Cac
vi du vé chét tao chelat duoc bd sung cho ché phdm tiy sach bao gbém: cac axit
aminopolyaxetic nhu axit nitrilotriaxetic, axit iminodiaxetic, axit
etylendiaminaxetic, axit dietylentriaminepentaaxetic, axit glycol ete
diamintetraaxetic, axit hydroxyetyliminodiaxetic, axit trietylentetramin
hexaaxetic, va axit djenkolic, hodc cac mudi clia chiing; cac axit hitu co nhu axit
diglycolic, axit oxydisuxinic, axit carboxymetyloxysuxinic, axit Xitric, axit lactic,
axit tartaric, axit oxalic, axit malic, axit gluconic, axit carboxymetylsuxinic, va
axit carboxymetyltartaric, ho3c cdc mudi cta chung; aminotri(axit
metylenphosphonic), axit 1-hydroxyetyliden-1,1-diphosphonic,
etylendiamintetra(axit metylenphosphonic), dietylentriaminepenta(axit
metylenphosphonic); va cac mudi ctia ching cta cac kim loai kiém hoic céc
amin thap hon.

Sang ché lién quan dén viéc cung cép thé dot bién proteaza kiém véi do

bén cai thién cho chit tao chelat.
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Céc tac gia sang ché da phat hién ra ring d6 bén cia proteaza kiém KP43
c6 trong luong phan tir 13 43.000 trong chét 1ong chita chit tao chelat dugc cai
thién bang cach thay thé gc axit amin & vi tri cu thé trong trinh tu axit amin cia
chung vé6i gbc axit amin khéc.

Thé dot bién proteaza kiém theo sang ché c6 do bén cao cho chét tao
chelat, va do dé, t6t hon 1a nhu mét enzym duogc tron trong ché phém chira chat
tao chelat (vi du, ché phim ty sach). Do ché phim tiy sach chira thé dot bién
proteaza kiém theo sang ché c6 thé duy tri 6n dinh hoat tinh proteaza trong chét
thy sach chit long, né c6 thé biéu hién hiéu suét giit tuyét voi dbi vai cac vét
ban hdn hop chita cac protein va céc lipit.

Sang ché cung cép thé dot bién proteaza kiém. Thé dot bién proteaza kiém
theo sang ché bao gdm trinh ty axit amin nhu duoc thé hién & SEQ ID NO:2
hoic trinh ty axit amin c6 tinh ddng nhat 13 it nhit 95% trinh tu nay, trong d6
gbe a;xit amin & vi tri tuong ung vai vi tri 294 trong trinh ty axit amin nhu dugc
thé hién & SEQ ID NO:2 dugc thé.

Céc vi du v& gbc proteaza kiém cua thé dot bién proteaza kiém theo sang
ché bao gdm proteaza kiém bao gdm trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2, va proteaza kiém bao gdm trinh tir axit amin c6 tinh dong nhét 1a it
nhét 95% so véi trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID NO: 2, trong d6
gbc axit amin & vi tri tuong Ung v6i vi tri 294 khong phai 13 threonin. Proteaza
kiém bao gém trinh tu axit amin nhu duoc thé hién & SEQ ID NO: 2 1a, vi duy,
proteaza kiém bat ngudn tir KP43 [Bacillus sp. KSM-KP43 (FERM BP-6532)]

(xem Tai liéu Patent 1).
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Mot vi du v& proteaza kiém bao gdm trinh tur axit amin c6 tinh déng nhat
12 it nhit 95% so véi trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID NO: 2 13
proteaza kiém c6 tinﬁ dong nhit 14 95% hoic nhiéu hon, tét hon 1a 96% hodc
nhiéu hon, tét hon nita 12 97% hodc nhiéu hon, tt hon nita 1a 98% hogc nhiéu
hon, con tdt hon nita 1a 99% hoic nhiéu hon, so véi trinh tu axit amin nhu duge
thé hién & SEQ ID NO: 2. Vi du khac vé proteaza kiém bao gdm trinh tu axit
amin c6 tinh déng nhét 13 it nhat 95% so véi trinh tu axit amin nhu duoc thé
hién & SEQ ID NO: 2 14 proteaza kiém bao gdm trinh tur axit amin nhu dugc thé
hién & SEQ ID NO: 2 trong d6 mét hodc nhiéu axit amin duoc x6a bod, dugc
chén, dugc thé hodc dugc bd sung.

Céc vi du khéc nita vé proteaza kiém bao gdm trinh tu axit amin cé tinh
ddng nhét 1a it nhit 95% so véi trinh tu axit amin nhu duoc thé hién & SEQ ID
NO: 2 bao gdm proteaza KP9860 [bit ngudn tir Bacillus sp. KSM-KP9860
(FERM BP-6534); W099/18218; GenBank Accession No. AB046403] va
proteaza 9865 [bit ngudn tir Bacillus sp. KSM-9865 (FERM P-18566);
GenBank Accession No. AB084155].

Proteaza kiém bao gdm trinh tr axit amin c6 tinh dong nhét 13 it nhat 95%
so v&i trinh ty axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID NO: 2, ma duoc st dung
nhu mot gdc proteaza kiém trong sang ché, c6 thé 1a thé dot bién proteaza kiém
bét ngudn tir proteaza kiém bao gdm trinh tur axit amin nhu duogc thé hién & SEQ
ID NO: 2. Cac vi du vé& su dot bién proteaza kiém bao gém cac su dot bién
proteaza kiém da thu dugc bing cach dua vao mét hodc nhiéu trong s6 cac dot

bién dugc mo ta trong JP-B-5202690, JP-A-2002-218989, JP-A-2002-306176,
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JP-A-2004-000122, JP-A-2004-305176, JP-A-2006-129865, JP-A-2007-061101,
JP-A-2008-212084, JP-A-2009-034062, JP-A-2010-273672, JP-A-2010-273673,
JP-A-2012-228216 va JP-A-2013-233141, trong proteaza kiém bit ngudn tir
dong KP-43 néu trén.

Cac vi du dugc uu tién vé thé dot bién proteaza kiém néu trén dugc st
dung nhu mot gbc proteaza kiém trong sang ché bao gbm céc sy dot bién
* proteaza kiém bao gdm trinh tur axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID NO: 2 va
c6 mot hodc nhiéu dot bién duoc chon tir nhém bao gdm (a) dén (ds) duéi day:
(a) su thay thé ctia G & vi tri 6 hodic & vi tri tuong ting ciia trinh tu nay véi S, T,
C,QY,R,K,H A V,L,I, M, W hoéc F;

(b) su thay thé ciia K & vi tri 9 hodc & vi tri tuong tmg cua trinh tu nay véi Q;

(c) su thay thé ctia D & vi tri 11 hodic & vi tri trong mg cua trinh tu nay véi G, S
hoidc N;

.(d) su thay thé cuia S & vi tri 15 hodic & vi tri tuong Ung cua trinh tu nay véi H, C,
Q,D,E,R, A, V,M, W hoac F;

(e) su thay thé cia S & vi tri 16 hodc & vi tri tuong Ung cua trinh ty nay voi T, Q,
V,C,Y,D,E,R,K,H,L, I, M, W hodc F;

(f) su thay thé cia Y & vi tri 20 hodc & vi tri twong Ung cua trinh ty ndy véi F
hoac A;

() su thay thé ctia Q & vi trf 22 hodc & vi tri tuong tmg ciia trinh tw nay véi W;
(h) sur thay thé ctia G & vi tri 23 hodc & vi tri tuong tmg ciia trinh tu nay véi N;

(i) su thay thé ciia R & vi tri 37 hodc & vi trf trong g cua trinh tu ndy véi T;
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(j) su thay thé cia S & vi tri 40 hodc & vi tri tuong Ung cta trinh ty nay véi V, L,
I, W hoac F;

(k) su thay thé ctia S & vi tri 41 hodic & vi tri tuong Ung cua trinh tu nay véi I;

(D) su thay thé cta F & vi tri 46 hodc & vi tri tuong Ung cta trinh tu nay véi S, T,
C,N,QY,E,K,H, A, V,L,I, Mhodc W; |

(m) su thay thé ctia K & vi tri 49 hodc & vi tri twong tng ca trinh tu nay véi Q;
(n) su thay thé ctia A & vi tri 52 hodc & vi tri tuong Ung cua trinh tu nay voi G
hodc S;

(o) su thay thé ctia L & vi tri 53 hodc & vi tri tuong Ung cua trinh ty nay véi A, V
hoac I;

(p) su thay thé ctia Y & vi tri 54 hodc & vi tri tuong Ung cua trinh tu nay véi G, S,
T,C,N,Q,D,E,R,H, A, V,. M, W, F hoac P;

(q) su thay thé ctia L & vi tri 56 hodc & vi tri twong {mg ciia trinh tu nay véi V;
(r) su thay thé ctia G & vi tri 57 hodic & vi tri tuong (mg ciia trinh tu ndy véi S, T,
C,Q,D,E,R, K, H,A, V,L, I, M, W, F hoac P;

(s) su thay thé ctia T & vi tri 59 hodc & vi tri tuong Ung cia trinh tu nay véi V, L,
I, M, W hoac F;

(t) su thay thé ctia N & vi tri 60 hodc & vi tri tuong Ung cua trinh ty nay voi V, L,
I, W hoac F;

(u) su thay thé ctia N & vi tri 63 hodc & vi tri tuong Ung cua trinh tu nay véi S, D
hoidc L;

(v) su thay thé ctia T & vi trf 65 hodic & vi tri tuong mg cua trinh ty nay véi W

hoac P;
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(w) su thay thé ctia N & vi tri 66 hodc & vi tri twong tmg cua trinh tu ndy véi G,
S, T,C,Q,D,E,H, A, V,L, I, M hodac W;

(x) su thay thé cia G & vi tri 80 hodc & vi tri twong {mg cta trinh ty ndy véi H
hodc A;

() su thay thé ctia S & vi tri 81 hodc & vi tri twong tmg ctia trinh tu ndy vé6i Q, Y,
L,I, Whoac F;

() su thay thé ctia T & vi tri 82 hodc & vi tri twong ting ctia trinh tu ndy véi G, S,
C,Q,D,E, R K, H, Ahoac M;

(aa) su thay thé cia N & vi tri 83 hodc & vi tri twong Ung clia trinh tu ndy véi S,
C hodc A;

(ab) su thay thé ctia K & vi tri 84 hodc & vi tri twong Umg ctia trinh tu ndy véi R;
(ac) su thay thé ctia Q & vi tri 89 hodc & vi tri twong tmg ctia trinh tu ndy véi H;
(ad) su thay thé ctia N & vi tri 91 hodc & vi tri tuong Ung cta trinh t ndy véi C;
(ae) sy thay thé ctia S & vi tri 100 hodc & vi tri twong tmg ctia trinh tu ndy véi L,
I, Whoac F;

(af) su thay thé ctia G & vi tri 101 hodc & vi tri tuong Ung cﬁa trinh ty nay véi S,
T,C,N,Q,Y,D,E,R K, H, A, V,L, L M, W, F hoéc P;

(ag) su thay thé ctia G & vi tri 102 hodc & vi tri tuong tmg ctia trinh tu ndy véi S,
T,C,Q,Y,D,E,R,K,H, A, V,L, I, M, W, F hoac P;

(ah) su thay thé ctia G & vi tri 103 hodc & vi tri tuong tmg ctia trinh tu nay véi S,
T,C,Q,Y,D,E,R, K, H, A, V,L,, M, W, F hoac P;

(ai) su thay thé ctia L & vi tri 104 hodc & vi tri twong tmg cta trinh ty ndy véi S,

T,C,Q,Y,D,E,R,K,H, A, V,L,I, M, W, F hoac P;
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(aj) su thay thé cia G & vi tri 105 hodc & vi tri twong g cta trinh tu ndy véi S,
T,C,Q,Y,D,E,R, K, H, A, V,L,[, M, W, F hoéc P;

(ak) su thay thé ctia G & vi tri 106 ho#ic & vi tri twong g cua trinh tu nay véi S,
T,C,Q,Y,D,E,R, K,H, A, V,L,, M, W, F hoéc P;

(al) su thay thé ctia L & vi tri 107 hodic & vi tri twong ing cla trinh ty ndy véi S,
R, K hoac A;

(am) su thay thé cta S & vi tri 109 ho#ic & vi tri tuong Ung cua trinh tu ndy voi L,
I hoac F;

(an) su thay thé ctia T & vi tri 113 hodc & vi tri tuong tng cua trinh tu ndy véi L
hoac W;

(a0) su thay thé ctia Y & vi tri 119 ho#ic & vi tri tuong Ung cua trinh tu ndy voi G,
S,T,C,N,Q,D,E,R,K,H, A, V, M, W, F hoéc P;

(ap) su thay thé ctia S & vi tri 120 hogic & vi tri tuong Ung clia trinh ty ndy véi Y,
R, I, W hoiic F;

(aq) su thay thé ctia R & vi tri 124 hodc & vi tri tuong Ung clia trinh ty ndy v6i K
hoac A;

(ar) su thay thé ctia A & vi tri 132 hodc & vi tri tuong Ung clia trinh ty ndy véi S,
T, N, Q, D, I hoac M;

(as) su thay thé ctia A & vi tri 133 hodc & vi tri twong Ung cua trinh ty ndy véi G,
S, T,C,N,Q,D,E,R,K,H, V,L, , M, W, F hoac P;

(at) su thay thé ctia V & vi tri 134 ho#ic & vi tri twong Umg cta trinh tu ndy véi G,

S, T hoac A;
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(au) suchéncia G, S, T, N, Q, Y, R, K, H, A, L, I, M hodc W giira vi tri 133
hoac A vi tri tuong Ung cua trinh tu nay va vi tri 134 hoac A vi tri tuong Ung cua
trinh tu nay;

(av) su thay thé cia N & vi tri 135 hodc & vi tri twong g ciia trinh tu nay véi R,
A, L hoic M;

(aw) su thay thé ctia G & vi tri 136 hodc & vi tri tuong Ung cua trinh tu nay véi S,
T,C,Q, Y,D,E,R, K, H, A, V,L, I, M, W, F hodc P;

(ax) su thay thé cua Y & vi tri 138 hodc & vi tri tuong Ung ciia trinh tu nay véi G,
S,C,N,Q,D,E,R,K,H, A, V,M, W, F hoac P;

(ay) su thay thé ctia T & vi tri 140 hodc & vi tri tuong Ung cua trinh tu ndy véi L,
W hoac F;

(az) sy thay thé ctia Y & vi tri 148 hoiic & vi tri tuong tmg cua trinh ty ndy véi G,
S, T,C,N,Q,D,E,R,K,H, A, M, W, F hodc P;

(ba) su thay thé cua K & vi tri 151 hodc & vi tri tuong Ung cia trinh tu nay véi F;
(bb) su thay thé cta E & vi tri 163 hodc & vi tri tuong Ung cua trinh ty nay voi S,
T,N,Q,D,K,H, V,L, I hoac F;

(bc) su thay thé cia N & vi tri 166 hodc & vi tri twong mg ciia trinh tu nay véi G,
V,L,I, Whoac F;

(bd) su thay thé ctia G & vi tri 167 hodc & vi tri twong Ung clia trinh tu ndy véi
Vi

(be) su thay thé ctia I & vi tri 170 hodc & vi tri tuong Ung cla trinh tu ndy véi V

hoacL;
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(bf) su thay thé ctia S ¢ vi tri 171 hodc & vi tri tvong tmg ciia trinh tu nay véi G,
T, E hoac A;

(bg) su thay thé ctia N & vi tri 187 hodc & vi tri tuong tmg ctia trinh ty ndy véi S;
(bh) sur thay thé ciia S & vi tri 191 hodc & vi tri tuong g ctia trinh tu nay véi V,
L, I, W hoiac F;

(bi) sy thay thé ctia G & vi tri 193 hoic & vi tri tuong tng cia trinh tu ndy véi S,
T,C,Q,Y,D,E,R, K, H, A, V,L,, M, W, F hoéc P;

(bj) su thay thé ctia S & vi tri 194' hodc & vi tri twong Umg cua trinh tu ndy véi Y,
R hoic K;

(bk) sur thay thé cia Y & vi tri 195 hodc & vi tri twong mg ctia trinh ty nay véi G,
S,T,CCN,Q,D,E,R, K, H, A, V,L,I, M, W, F hoac P;

(bl) su thay thé cia N & vi tri 200 hodc & vi tri tuong tmg ctia trinh tu ndy véi
W; |

(bm) su thay thé ctia Q & vi tri 204 hodc & vi tri twong Umg ctia trinh tu ndy véi S,
T,C,N,D,E,R,K,H, V,L, I, M, W hoéc P;

(bn) su thay thé cia F & vi tri 205 hodc & vi tri tuong tmg ctia trinh tu ndy véi S,
T,C,N,Q, Y,E,K,H,A, V,L, I, M hodc W;

(bo) su thay thé ctia K & vi tri 212 hodc & vi tri twong (mg cta trinh trr ndy véi N,
Q,R, V, L hodac W;

(bp) su thay thé ctia F & vi tri 226 hodc ¢ vi tri twong tng ciia trinh ty nay véi Y;
(bq) su thay thé ctia S & vi tri 233 hodc & vi tri twong tmg cua trinh ty ndy véi L,
I hoac W;

(br) su thay thé ctia D & vi tri 237 hodc & vi tri tuong Umg ctia trinh tu nay véi N;
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(bs) su thay thé cua S & vi tri 238 hodc & vi tri tuong Ung cua trinh tu nay véi L;
(bt) su thay thé ciia N & vi tri 243 hodc & vi tri tuong Umg cuia trinh tu ndy véi Y,
L hoac I;

(bu) su thay thé ctia D & vi tri 245 hodc & vi tri tuong Umg cta trinh ty nay véi
N;

(bv) su thay thé cia S & vi tri 246 hodc & vi tri twong Ung cia trinh tu ndy véi Y,
V, L, W hoac F;

(bw) su thay thé ciia K & vi tri 247 hoic & vi tri tuong tng ctia trinh ty ndy véi S,
T,C,N,Q,E,H, A, V,L,, M, W hoac F;

(bx) su thay thé cua Y & vi tri 248 hodc & vi tri tuong Ung cua trinh tu nay véi F;
(by) su thay thé ctia Y & vi tri 250 hodc & vi tri twong ting cua trinh tu ndy véi F;
(bz) su thay thé cia M & vi tri 251 hodc & vi tri trong Umg cua trinh tu nay véi G,
T,N,Q,D, A, V, L hoic;

(ca) su thay thé cia M & vi tri 256 hodc & vi tri trong Ung cuia trinh ty ndy véi S,
T,C,Q,Y,D,E,R, K, H, A, V,L, I, W, F hoac P;

(cb) su thay thé ctia A & vi tri 257 hodc & vi tri twong Umg ctia trinh tu ndy véi V
hoic I;

(cc) su thay thé ctia N & vi tri 264 hogc & vi tri twong ting cia trinh tu nay véi G,
S, T,C,Q,D,E, A, V,L, I hoic M;

(cd) su thay thé cua V & vi tri 273 hodc & vi tri twong ing cta trinh tu nay véi G,
T hoac I;

(ce) su thay thé ciia N & vi tri 275 hodc & vi tri twong Umg cua trinh ty ndy véi L,

W hoac F;
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(cf) sy thay thé cia G & vi tri 277 hodc & vi tri tuong mg cia trinh tu ndy véi V,
L, I hoidcF;

(cg) su thay thé ctia K & vi tri 281 hoic & vi trf tuong ﬁhg cua trinh tu nay vdi R;
(ch) su thay thé ctia I & vi tri 296 hodc & vi tri tuong Ung cua trinh tu ndy véi V;
(ci) su thay thé ctia G & vi tri 297 hodc & vi tri twong tmg cua trinh tu ndy véi L,
W hoac F;

(cj) su thay thé ctia N & vi tri 304 hodc & vi tri twong tng cta trinh tu ndy véi S;
(ck) su thay thé ctia D & vi tri 313 hoiic & vi tri twong tng ca trinh tir ndy v&i N;
(c]) su thay thé ctia A & vi tri 319 hodc & vi tri tuong Ung cla trinh tu ndy véi S,
T,C,N,Q Y,D,E,R, K, H, V,L, I, M, W, F hoéc P;

(cm) sy thay thé ciia Y & vi tri 320 hodc & vi tri tuong tmg cua trinh tu ndy véi G,
T,V, L, hoacF;

(cn) su thay thé ctia S & vi tri 326 hodic & vi tri twong tmg cia trinh tu nay véi
W

(co) sur thay thé ctia S & vi tri 330 hodc & vi tri tuong tmg cua trinh tu ndy véi M,
W hoac F;

(cp) su thay thé ctia K & vi tri 332 hodic & vi tri twong mg ciia trinh tu nay véi G,
T hoac V;

(cq) su thay thé ctia T & vi tri 334 hodc & vi tri twong g cta trinh tu nay véi L;
(cr) su thay thé ctia Y & vi tri 335 hodic & vi tri twong mg ciia trinh tu nay véi F;
(cs) su thay thé ctia F & vi trf 337 hoic & vi tri tuong tmg cua trinh tu nay véi G,

S, T,C,Q,R,K, H, Ahoidc V;
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(ct) su thay thé ctia G & vi tri 342 hodic & vi tri twong ing cua trinh tu ndy véi S,
T,C,Q,Y,D,E,R, K, H,A, V,L,, M, W, F hoac P;

(cu) su thay thé ciia K & vi tri 343 hoiic & vi tri tuong (g cua trinh tu nay véi T;
(cv) su thay thé ciia K & vi tri 346 hodic & vi tri tuong Ung ctia trinh ty ndy véi R;
(cw) su thay thé ciia S & vi tri 357 hodc & vi tri twong g cla trinh tu ndy véi L;
(cx) su thay thé ctia T & vi tri 359 hodc & vi tri tuong Ung cta trinh ty ndy véi G,
S,Q, V,L, I hoacF;

(cy) su thay thé cta S & vi tri 361 hodc & vi tri tuong Umg ctia trinh tu ndy véi V,
I hoac W;

(cz) su thay thé cia D & vi tri 369 hodc & vi tri twong ing cta trinh tu ndy véi N;
(da) sy thay thé cia N & vi tri 376 hodc & vi tri tuong Umg cla trinh ty nay véi
W;

(db) su thay thé caa T & vi tri 378 hodc & vi tri tuong mg cta trinh ty ndy véi L
hoac W;

(dc) su thay thé ctia Q & vi tri 379 hodc & vi tri tuong tng clia trinh ty ndy véi D,
E, R hoac K;

(dd) sy thay thé ctia Y & vi tri 380 hodc & vi tri twong ng clia trinh ty ndy véi F;
(de) su thay thé cta F & vi tri 385 hodc & vi tri twong (g cla trinh tu ndy véi Y,
M hoac P;

(df) su thay thé ctia T & vi tri 386 hodc & vi tri tuong Ung cuda trinh tu nay voi A,
L, I hoac M;

(dg) su thay thé ctia S & vi tri 387 hodc & vi tri tuong Umg cla trinh ty nay véi G,

v6iQ,E,R, K, H, A, V,L,I, M, W hoéc F;
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(dh) su thay thé ciaN & v1 tri 390 hodc & vi tri tuong Gng cua trinh tu nay voi G,
S, T, Y hoac F;

(di) su thay thé ciia W & vi tri 393 hodc & vi tri twong Ung cia trinh tu ndy véi
Q;

(dj) su thay thé cia R & vi tri 396 hodc & vi tri twong ting cta trinh tu ndy véi G;
(dk) su thay thé ctia F & vi tri 403 hodc & vi tri twong {mg cla trinh ty nay véi T
hoac K;

(dl) su thay thé ciia N & vi tri 405 hozic & vi tri tuong Ung cuia trinh tu ndy véi D,
V,L,I, W, F hoac P;

(dm) su thay thé ctia A & vi tri 406 hodc & vi tri twong tmg clia trinh ty nay véi
V, W hoic F;

(dn) su thay thé ctia P & vi tri 407 hodc & vi tri tuong tmg cta trinh tu nay voi G
hoic C;

(do) su thay thé ctia Q & vi tri 408 hozic & vi tri twong g cla trinh ty nay véi N,
Y, I hoac W;

(dp) su thay thé ctia S & vi tri 409 hodc & vi tri twong tmg ciia trinh ty nay véi Y
hodc W;

(dq) su thay thé ciia T & vi tri 411 hodc & vi tri twong ing cta trinh ty ndy véi A,
V, L hoac P;

(dr) su thay thé cta T & vi tri 427 hodc & vi tri tuong Ung cua trinh ty ndy véi R
hoac V; va

(ds) su thay thé ctia V & vi tri 433 hoic & vi tri tuong tmg ctia trinh ty ndy véi L.
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Céac dot bién (a) dén (ds) néu trén c6 thé dugc 4p dung riéng r& nhu mot
viéc st dung riéng ré cﬁé bét ky mét loai, hodc ciing c6 thé dugc ap dung theo
su két hop cua hai hodc nhiéu loai bat ky. Céc vi du duge uu tién bao gbm: (ar);
su két hop cua (as), (at) va (au); (bk); (cz); su két hop cia (v), (cd), (cx), va
(dg); su két hop cua (bc) va (bd); su két hop ciia (e) va (aa); su két hop cia (j),
(s), (y), (bh), va (dl); su két hop cua (e), (v), (aa), (bc), (bd), (bk), (cd), (cx), (cz),
va (dg); su két hop cua (e), (v), (aa), (ar), (bc), (bd), (bk), (cd), (cx), (cz), va
(dg); su két hop ciia (v), (as), (at), (au), (bc), (bd), (bk), (cd), (cx), (cz), va (dg);
su két hop cita (), (5), (v), (¥), (as), (at), (au), (bc), (bd), (bh), (bk), (cd), (cx),
(cz), (dg), va (d); su két hop ciia (v), (aa), (ar), (bc), (bd), (bk), (cd), (cx), (cz),
va (dg); su két hop cua (v), (as), (at), (an), (bc), (bd), (bk), (cd), (cx), (cz), va
| (dg); su két hop cia (e), (v), (aa), (bc), (bd), (bk), (bm), (cd), (cl), (cx), (cz), va
(dg); va su két hop cua (v), (as), (at), (au), (bc), (bd), (bj), (bk), (bo), (cd), (cx),
(cz), (dc), va (dg).

Trong trinh t axit amin cla proteaza kiém gbc cua thé dot bién theo sang
ché, dugc uu tién 1a géc axit amin & vi tri twong Ung véi vi tri 30 cua trinh tu
axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID NO: 2 13 axit aspartic, gbc axit amin & vi
tr{ tuong tng vé6i vi tri 68 cia chung 13 histidin, va gbc axit amin & vi tri tuong
g v6i vi tri 255 ciia chung 1 serin. Tt hon nita 13, proteaza kiém gbc ctia thé
dot bién theo sang ché co cac gdc axit amin dugc thé hién trong Bang 1 dudi day
(i) & cac vi tri dugc thé hién trong Bang 1 dudi day (i) trong trinh tu axit amin
nhu duoc thé hién & SEQ ID NO: 2. Cac gbc axit amin duoc thé hién trong Bang

1 1a cac goc axit amin, ma dugc bao ton cao trong s6 cac goc proteaza ki€ém nhu
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dugc dua ra lam vi du ¢ trén (Saeki et al.,, Journal of bioscience

Bioengineering, 2007, 103: 501-508).

and

[Bang 1]
(i) Vi tri (i) Géc axit amin () Vitri |(ii) Gbc axit amin
10 Alanin 161 Glyxin
18 Glyxin 162 Asparagin
21 Glyxin 173 Prolin
26 Valin 182 Valin
27 Alanin 183 Glyxin
28 Valin 184 Alanin
30 Axit aspartic 203 Alanin
32 Glyxin 205 Phenylalanin
43 Hi stidin 206 Serin
52 Alanin 209 Glyxin
64 Axit aspartic 222 Alanin
66 Asparagin 223 Prolin
68 Histidin 224 Glyxin
69 Glyxin 225 Threonin
70 Threonin 229 Serin
71 Histidin 253 Glyxin
72 Valin 254 Threonin
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73 Alanin 255 Serin
74 Glyxin 256 Methionin
85 Glyxin 257 Alanin
87 Alanin 259 Prolin
88 Prolin 261 Valin
92 Leuxin 262 Alanin
106 Glyxin 263 Glyxin
118 Alanin 266 Alanin
129 Serin 289 Leuxin
131 Glyxin 297 Glyxin
145 Valin 303 Glyxin
159 Alanin

Tét hon 13, proteaza kiém gbc cia thé dot bién theo sang ché c6 bat ky
trong sé cac dic tinh enzym duéi diy dugc chiém gitr boi proteaza kiém bao
gdm trinh t axit amin nhu duoc thé hién & SEQ ID NO: 2 (Tai liéu Patent 1): 1)
Proteaza kiém c6 su khang cac chit oxy hoa, hoat dong trong diéu kién kiém (d6
pH 1a 8 hoac nhiéu hon), va la 4n dinh. O day, cum tur "proteaza kiém co su
khang cac chét oxy héa" c6 nghia rang, sau khi proteaza kiém di dugc lay di
trong 50mM dung dich hydro peroxit (chira SmM canxi clorua) (20mM dém
Britton-Robinson, d6 pH 1a 10) & 20°C trong 20 phut, hoat tinh con lai (phuong
phap chit nén téng hop) 14 50% hoic nhidu hon. 2) Khi proteaza kiém d3 duoc

xtr Iy & 50°C & d6 pH 1a 10 trong 10 phut, hoat tinh du 1a 80% hoéc nhiéu hon.
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3) Proteaza kiém dugc c ché bang diisopropyl flophosphat (DFP) va
phenylmetansulfonyl florit (PMSF). 4) Trong lugng phan tir 1a 43.000 £ 2.000
theo SDS-PAGE. Géc proteaza kiém t6t hon nira 14 c6 tit ca cac dic tinh enzym
1) dn 4) néu trén.

Proteaza kiém gbc ctia thé dot bién proteaza kiém theo sang ché t6t hon 1a
c6 alanin & vi tri twong Ung véi vi tri 294 cua trinh tu axit amin nhu dugc thé
hién & SEQ ID NO: 2.

Céc vi du duoc wu tién vé proteaza.v kiém gbc ciia thé dot bién theo sang
ché bao gbém proteaza kiém bao gom trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & bt
ky trong s6 tir SEQ ID NO: 2 dén 11. Céc trinh tir axit amin nhu dugc thé hién &
SEQ ID NO: 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 va 11 c¢6 su ddng nhat 1a 99,8%, 97,7%,
97,5%, 97,5%, 96,3%, 97,7%, 97,5%, 97,2% va 96,8%, tuong ung, voi trinh tu
axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID NO: 2. Can luu y rf?lng cac géc axit amin
trong cac trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID NOS: 3 dn 11, ma
tuong Gng véi alanin & vi tri 294 trong trinh tu axit amin nhu dugc thé hién &
SEQ ID NO: 2, 1a alanin & vi tri 294 (SEQ ID NO: 3 dén 5, 8, va 10) va alanin &
vi tri 295 (SEQ ID NO: 6, 7,9, va 11).

Thé d6t bién proteaza kiém theo sang ché c6 thé duoc san xuét bing cach
thay thé gbc axit amin & vi tri twong tmg v&i vi tri 294 ctia trinh ti axit amin nhu
duoc thé hién & SEQ ID NO: 2 véi threonin, trong trinh tu axit amin cta gbe
proteaza kiém néu trén. Vi vdy, trong thé dot bién proteaza kiém theo sang ché,
géc axit amin & vi tri twong ung vdi vi tri 294 cua trinh ty axit amin nhu duoc

thé hién & SEQ ID NO: 2 1a threonin. Thé dot bién proteaza kiém theo sang ché
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c6 d6 bén cai thién cho chét tao chelat, khi so sanh véi proteaza kiém géc cua
ching. Do @6, khi so sanh véi proteaza kiém gbc, su dot bién proteaza kiém theo
sang ché 13 6n dinh hon trong dung dich chira chét tao chelat, vi du, trong dung
dich tiy giat, va, két qua 13, c6 thé giir lai hoat tinh proteaza kiém cao hon trong
dung dich chtra chét tao chelat.

Tét hon 13, trong thé dot bién proteaza kiém theo sang ché, gbc axit amin
& vi tri tuong Ung vai vi tri 294 cuda trinh tu axit amin nhu dugce thé hién & SEQ
ID NO: 2 1a threonin, va trinh ty su ddng nhét cua chung 13 it nhit 95% so véi
trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID NO: 2. Tét hon nita 13, trong su
d6t bién proteaza kiém theo sang ché trinh tu dong nhét ciia chiing 13 it nhat
95% so voi trinh tu axit amin nhu duoc thé hién & SEQ ID NO: 2, gbc axit amin
& Vi tri twong Ung vai vi tri 294 cuda trinh tu axit amin nhu dugce thé hién & SEQ
ID NO: 2 1a threonin, gbc axit amin & vi tri tuong tmg véi vi tri 30 cta trinh tu
axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID NO: 2 13 axit aspartic, géc axit amin & vi
tri trong Umg vdi vi tri 68 cda ching 1a histidin, va gbc axit amin & vi tri tuong
ung véi vi tri 255 cda ching 1a serin.

Trong sb cac proteaza kiém gbc néu trén, gdc axit amin & vi tri tuong tng
v6i vi tri 294 cua trinh ty axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID NO: 2 duoc coi
12 ¢6 mat & vi tri tuong Ung véi alanin & vi tri 294 cua proteaza kiém nhu duoc
thé hién & SEQ ID NO: 2 trong ciu tric ba chiu cia céc protein nay. Vi vy,
duge thira nhan ring cdc dot bién trong cac gdc axit amin c6 mit & cac vi tri
tuong Ung v&i vi tri 294 trong proteaza kiém gbc s& c6 céc hiéu qua gibng voi

cac d6t bién khac vé cac chirc néng cu thé cua chung.
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Hon nita, khi mot gbc axit amin dwoc chén vao trong proteaza kiém gbc,
nhu trong truong hop (au) néu trén, vi tri twong ung voi vi tri sau khi vi tri 134
trong SEQ ID NO: 2 cua proteaza kiém gdc duoc dinh vi xubi huéng, khi so
sanh v&i SEQ ID NO: 2.

Ngoai thé dot bién néu trén & vi tri twong Gmg vé6i vi tri 294, thé dot bién
proteaza kiém theo sang ché ciing c6 thé c6 su dot bién (vi du, su x6a bo, su
thay thé, su bb sung hodc su chén) & vi tri bat ky khac trong proteaza kiém gbc,
vé6i diu kién 13 sy dot bién nay khong 1am suy yéu hiéu qua cai thién d6 bén
trong dung dich chtra chét tao chelat. Thé d6t bién nay cé thé hoic 1a thé dot
bién xay ra ty nhién, hodc thé d6t bién dugc dua vao nhan tao.

Vi du, thé dot bién proteaza kiém theo sang ché c6 thé c6 mét hodc nhidu
gbc axit amin dugc chon tir nhém bao gém cac géc axit amin dugc thé duge mé
t4 trong (a) dén (ds) néu trén. Vi du, thé dot bién proteaza kiém theo sang ché c6
thé c6 (cac) gbc axit amin dudi day: gbc axit amin dugc thé dugc mo ta trong
(ar); gbc axit amin dugc thé duge mod ta trong (as), (at) va (au); gbc axit amin-
duge thé duge mé ta trong (bk); gbe axit amin duoc thé duge md ta trong (cz);
gbc axit amin dugc thé duge mb ta trong (v), (cd), (cx) va (dg); gbe axit amin
duge thé duge mé ta trong (be) va (bd); gbc axit amin duogc thé duoc mé ta
trong (e) va (aa); gdc axit amin duoc thé dugc mé ta trong (j), (s), (y), (bh) va
(d); gbc axit amin dugc thé duge mé ta trong (e), (v), (aa), (be), (bd), (bk), (cd),
(cx), (cz) va (dg); gbc axit amin duoc thé dugc mé ta trong (e), (v), (aa), (ar),
(be), (bd), (bk), (cd), (cx), (cz) va (dg); gbe axit amin duoc thé duge mo ta trong

(v), (as), (at), (au), (bc), (bd), (bk), (cd), (cx), (cz) va (dg); gbc axit amin duoc
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thé dugc mo ta trong (j), (s), (v), (¥), (as), (at), (au), (bc), (bd), (bh), (bk), (cd),
(cx), (cz), (dg) va (dl); gbc axit amin duoc thé dugc mé ta trong (v), (aa), (ar),
(be), (bd), (bk), (cd), (cx), (cz) va (dg); gbc axit amin dugc thé dugc mé ta trong
(v), (as), (at), (au), (bc), (bd), (bk), (cd), (cx), (cz) va (dg); gbc axit amin duoc
thé dugc mo ta trong (e), (v), (aa), (bc), (bd), (bk), (bm), (cd), (cl), (cx), (cz) va
(dg); hoic gbc axit amin duoc thé duoc mé ta trong (v), (as), (at), (au), (bc), (bd),
(bj), (bk), (bo), (cd), (cx), (cz), (dc) va (dg). Céc thé dot bién proteaza kiém nay
c6 thé da thu dugc bang cach thay thé alanin & vi tri tuong tmg véi vi tri 294 clia
trinh tu axit amin nhu dugce thé hién & SEQ ID NO: 2 véi threonin, trong
proteaza kiém gdc c6 mot hodc nhiéu dot bién bit ky duoc mé ta trong (a) dén -
(ds) néu trén. Ngoai ra, cac thé.d(f)t bién proteaza kiém nay ciing c6 thé da thu
duoc bang cach dua vao mét hodc nhiéu dot bién bat ky dugc mo ta trong (a)
dén (ds) néu trén, ciing nhu thé dot bién A294T, trong proteaza kiém gdc cua
trinh tir axit amin nhu duoc thé hién & SEQ ID NO: 2.

Céc vi du vé thé dot bién proteaza kiém theo sang ché bao gém dot bién
A294T cua proteaza kiém bao gdm trinh tir axit amin nhu dugc thé hién & bét ky
trong s6 SEQ ID NO: 2 dén 5, 8, va 10, va dot bién A295T cua proteaza kiém
bao gém trinh tu axit amin nhu duogc thé hién & bét ky trong sd SEQ ID NO: 6, 7,
9,vall.

Theo séng ché, nhu cac phuong phap dé 1am bién dbi (cac) gbe axit amin
trong gbc proteaza kiém, cac loai khac nhau ciia cac k¥ thuét dua vao dot bién,
ma d3 duoc biét dén trong linh vuc k¥ thuat hién nay, cé thé dugc sir dung. Vi

du, trong polynucleotit ma héa trinh tir axit amin ctia gdc proteaza kiém (sau day
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cling duoc dé cap dén nhu "gen gbc"), trinh tur nucleotit ma héa gbc axit amin
cin dugc bién d6i duge rbién dbi thanh trinh tu nucleotit ma hoa géc axit amin
duoc bién ddi, va sau d6 protein dugc cho biéu hién tur gen dot bién, do d6 su
dot bién proteaza kiém quan tdm c6 thé da thu dugc.

Co ban 13, viéc dua vao thé dot bién quan tAm trong gen gbc cb thé dugc
thuc hién, vi du, bang cich thuc hién cic phuong phap dot bién huéng vi tri
khac nhau, ma 1 d3 biét d6i véi ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc ki
thuat, dua vao sy khuéch dai PCR sir dung gen gbc nhu ADN méu hogc phan
umg sao chép st dung céc loai khac nhau cua cac AND polymeraza. Phuong
phap dot bién hudng vi tri nay cé thé dugc thuc hién, vi du, b.%lng cach 4p dung
phuong phép bt ky nhu phuong phdp PCR ngugc hoic phuong phép u (dugc
phat hanh bgi Muramatsu et al., "Revised 4th edition, "New Gene Engineering
Handbook”, Yodosha, trang 82-88). Cﬁng‘ ¢6 thé str dung céc loai khac nhau cuia
bo lép rap cé san trén thi trudng dbi véi su dot bién hudng vi tri, nhu Quick
Change II Site-Directed Mutagenesis Kit hodc Quick Change Multi Site-
Directed Mutagenesis Kit tir Stratagene.

Su dot bién hudng vi tri trong gen gbc cb thé dugc thuc hién, thong
thudng nhét, st dung cac gdc don nguyén t6 dot bién chira thé dot bién nucleotit
dé dugc dua vao. Cac gbe don nguyén tb dot bién cé thé duoc thiét ké, nhu vay
chung G mot ving chira trinh tu nucleotit ma hoa gbc axit amin cin dugc bién
dbi trong gen gdc, va chira trinh tu nucleotit c6 trinh tu nucleotit (codon) ma héa
gbc axit amin dugc bién ddi, thay cho trinh tu nucleotit (codon) ma héa gbc axit

amin can duoc bién dbi. Nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuit c6
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thé nhan biét va lira chon céc trinh tu nucleotit (cac codon) thich hop ma héa céac
géc axit amin khong duoc bién ddi va dugc bién ddi, dua vao sach gido khoa
thong thuong va tuong tu. Ngoai ra, su dot bién hudng vi tri c6 thé duogc thuc
hién bang phuong phép sir dung hai gbc don nguyén td riéng r& bd sung cho
nhau chtta su d6t bién nucleotit & dugc dua vao dé khuéch dai cac doan ADN
cua phia ngugc hudng va phia xuéi huéng cua vi tri dcf)t bién va thit cac doan
ADN thanh mét doan, theo SOE (néi bing sy mé rong chéng chéo) - PCR
(Horton et al, Gene, 1989, 77(1): trang 61-68).

ADN méu chtra gen gde ¢6 thé dugc didu ché tir vi khudn nhu Bacillus sp.
KSM-KP43 (FERM BP-6532), Bacillus sp. KSM-KP9860 (FERM BP-6534)
ho#c Bacillus sp. KSM-9865 (FERM P-18566) néu trén, hodc cac dong dot bién
cta chung bang cach tach chiét ADN hé gen theo phuong phép théng thudng,
hodic bang cach tach chiét ARN va sau d6 tdng hop ADN bd sung (cDNA) bang
su sao chép nguoc. Ngoai ra, dua vao trinh tu axit amin cua proteaza kiém géc,
trinh ty nucleotit tuong g c6 thé duogc duoc téng hop hda hoc, va sau do6 co
thé duoc str dung nhu mét ADN mAu.

Su diéu ché ADN hé gen tir chi Bacillus ¢ thé dugc thuc hién, vi du, be°1ng
cach ap dung phuong phap dugc mo ta trong Pitcher et al, Lett Appl Microbiol,
1989, 8: 151-156 va tuong tw. ADN mau chita gen gdc c6 thé duoc diéu ché
bang cach chén mot ADN bd sung dugc chuén bi, hodc doan ADN chira gen gbc
duoc tach ra tir ADN hé gen dugc chén vao trong vat truyén bat ky.

Cac mdi dot bién co thé dugc san xudt theo phuong phap tong hop

oligonucleotit di biét cong khai, nhu phuong phap phosphoramidite (Nucleic
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Acids ‘Research, 1989, 17: 7059-7071). Su téng hop mdi niy ciing c6 thé dugc
thuc hién, vi du, sir dung thiét bi tdng hop oligonucleotit c6 sén trén thj truong
(dugc san xut boi ABI, etc.). Bang cach sir dung bd mdi chira mdi d6t bién va
thuc hién d6t bién dinh hudng vi tri nhu md ta & trén véi gen gbc 1am ADN mau,
gen proteaza kiém d6t bién c6 thé thu duge ma dot biét dich da dugc dua vao.

Vi véy, sang ché ciing cung cip gen proteaza kiém dot bién. Gen proteaza
kiém d6t bién theo sang ché 1a polynucleotit ma héa thé dot bién proteaza kiém
theo sang ché. Polynucleotit theo sang ché ¢ thé bao gom ADN, ADN bd sung
(cDNA), ARN sgi don hodc soi kép, va cac axit nﬁcleic nhan tao khac. ADN,
ADN b sung (cDNA) va ARN ciing c6 thé duoc tdng hop hoéa hoc. Hon nita,
polynucleotit theo sang ché c6 thé chira trinh tu nucleotit ctia ving khéng dich
ma (UTR), thém vao khung doc mé (ORF).

Sang ché ciing cung cip vat truyén chira polynucleotit m3 héa thé dot bién
proteaza kiém theo sang ché. Vat truyén c6 thé duoc san xuit bang cach chén
polynucleotit theo sang ché vao vat truyén bét ky, va do d6 thit chung theo
phuong phép thong thudng. Loai vat truyén khong bi gi6i han cu thé, va né cé
thé 13 vat truyén bét ky nhu plasmid, thé thuc khudn, phagemid, cosmid, virut,
vat truyén YAC hoic vat truyén con thoi. Hon nira, vat truyén tdt hon 1a vat
truyén cé kha ning khuéch dai trong vi khuén, cu thé 13 trong vi khuan Bacillus,
t5t hon nita 13 vat truyén biéu hién c6 kha ning gay ra su biéu hién cuia gen dugc
dua vao trong vi khuin Bacillus, mic du vt truyén khong bi giéi han thém.
Trong sb chung, vt truyén con thoi, ma ¢ thé sao chép trong bat ky trong sb vi

khu4n Bacillus va sinh vat khac, c6 thé tit hon 1a dugc sir dung trong su san
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~ xuét tai td hop cua thé dot bién proteaza kiém theo sang ché. Cac vi du vé vat
truyén duoc uu tién bao gém, nhung khong bi gidi han &: cac vat truyén con thoi
nhu pHA3040SP64, pHSP64R hoic PASP64 (JP-B-3492935), pHY300PLK
(vt truyén biéu hién c6 kha ning bién d6i ca E. coli va Bacillus subtilis;
Ishikawa and Shibahara, Jpn J Genet, 1985, 60: 235-243), va PAC3 (Moriyama
et al, Nucleic Acids Res, 1988, 16: 8732); cac plasmid co sin cho su bién dbi
ctia vi khuén Bacillus nhu pUB110 (Gryczan et al, J Bacteriol, 1978, 134: 318-
329) hoac PTA10607 (Bron et al, Plasmid, 1987, 18: 8-15); va cac vat truyén bai
tiét c6 kha ning cung cap céc tin hiéu bai tiét cho cac protein tai t6 hop (Yamane
et al., " Fusion Proteins Using Bacillus subtilis Secretion Vectors," Starch
Science, 34. (1987), 163-170). Hon thé nita, cac plasmid bét ngudn tir E. coli (vi
du, pET22b(+), pBR322, pBR325, pUCI118, pUCI119, pUCI8, pUCI19,
pBluescript, v.v..) cling co thé dugc sir dung.

Khi thé dot bién proteaza kiém theo sang ché dugc san xuét bang su tai tb
hop, vét truyén t6t hon 1a vét truyén biéu hién. V4t truyén biéu hién c6 thé chua,
khi cin, céc trinh tu c6 ich bao gém cac loai khac nhau cuia cac ph'?m tr can thiét
cho su biéu hién trong cac vat chu sinh vat, nhu chit hoat héa phién ma, vung
két thic, hodc vi tri gén két ribosom; cac ph'?ln ti cis nhu doan da cit ndi hodc
chét hd trg; tin hiéu da bd sung; trinh tu gin két ribosom (trinh tw SD); va céc
gen chi thi chon loc nhu gen khang thude (vi dy, ampixillin, neomyxin,
kanamyxin, tetraxyclin, chloramphenicol, v.v..).

Sang ché con cung cép thé bién nap chira polynucleotit ma héa thé dot

bién proteaza kiém theo sang ché hodc vat truyén chira polynucleotit nay. Thé
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bién nap c6 thé dugc san xuét bing cach dua vao mét polynucleotit ma hoa thé
dot bi_én proteaza kiém theo sang ché hodc vt truyén chira polynucleotit nay (tbt
hon 13, vét truyén biéu hién tai t6 hop) trong mét vat chu.

Céc vi du vé vat chu cho thé bién nap bao gém: vi khudn nhu E. coli hodc
Bacillus subtilis; cac vi sinh vat bao gém c4c t& bao nAm men nhu céc vi du dién
hinh; va céac té bao bét ky nhu cac t bao con trung, céac té bao dong vat (vi du,
cac té bao dong vat c6 vu), hodc cac té bao thuc vat. Vat chu t6t hon 1a vi khuén
Bacillus, tét hon nita 14 Bacillus subtilis hodc dong dot bién ciia chiing. Do d6,
thé bién nap theo sang ché 1a vi khuan tai t6 hop cta vi khuan Bacillus, va tbt
hon nita 12 thé tai t6 hop Bacillus subtilis hoic dong dbt bién clia ching.

Déi vé6i su bién ddi cua vét chi, cac k§ thuit bién doi da biét rong rai, nhu
phuong phéap canxi phosphat, phuong phép dién di, phuong phap chuyén nap
liposom, phuong phép sing bén hat, hodc phuong phép PEG, c6 thé duoc ap
dung. Cac vi du vé phuong phap bién dbi c6 thé ap dung cho vi khuéﬁ thude chi
~ Bacillus, bao gdm phuong phap bién dbi té bao kha bién (J Bacteriol, 1967, 93:
1925-1937), phuong phap dién di (Brigidi et al, FEMS Microbiol Lett, 1990, 55:
135-138), phuong phép bién ddi té bao tran (protoplast) (Chang and Cohen, Mol
Gen Genet, 1979, 168: 111-115), va phuong phéap Tris-PEG (Takahashi et al, J
Bacteriol, 1983, 156: 1130-1134).

Thé dot bién proteaza kiém theo sang ché c6 thé dugc san xuét bing cach
nudi ciy thé bién nap theo sang ché. Vi viy, sang ché ciing cung cép phuong
phap san xuét thé dot bién proteaza kiém bao gdm, str dung thé bién nap theo

sang ché. Thé bién nap ddi véi su san xuat cua thé dot bien proteaza kiém c6 the

-32-



25268

dugce nudi ciy theo phuong phap théng thuong da biét dbi véi ngudi cé hiéu biét
trung binh trong linh vuc k¥ thuat. Vi du, méi truong duge sir dung dé nudi ciy
thé bién nap dua vao vat chu vi sinh vat nhu E. coli hodc céac t& bao nim men c6
chira nguén cacbon, nguén nito, cac mudi vo co, v.v. c6 kha nang dugc ti€u hoa
b6 vat cha vi sinh vat, va thé bién nap c6 thé duoc nubi ciy hiéu qua trong do.
MBbi trudng dugc sit dung & ddy c6 thé hodc 13 méi truong tu nhién hoic méi
trudng tong hop. Vi dy, méi truong LB, méi trudng 2 x YT, trung gian 2 x L-
maltoza, méi trudng 1én men CSL c6 thé duge sir dung dé nudi cAy thé bién nap
Bacillus subtilis d& san xut protein tai tb hop. Thubc tuong tmg véi loai gen
khang thude (gen chi thi chon loc) dugc dua vao trong thé bién nap co thé duoc
thém vao méi truong. Ngoai ra, trong truong hop nudi cy cac vi sinh vat duoc
bién d6i v6i vat truyén biéu hién sir dung chit hoat hoa cam g, tac nhan giy
cam tmg c6 thé dugc bd sung vao méi trudng khi can thiét. Vi du, trong trudong
hop nuoi céy céc vi sinh vat duge bién ddi véi vat truyén biéu hién sir dung chét
hoat héa Lac, isopropyl-1-thio-B-D-galactozit (IPTG), v.v.. c6 thé duoc bd sung
cho méi trudong. Trong trudng hop nudi ciy cac vi sinh vat duoc bién dbi vai vat
truyén biéu hién sir dung chét hoat héa trp, axit indoleaxetic (IAA), v.v.. ¢6 thé
dugc bd sung cho méi trudng.

Ngoai ra, thé dot bién proteaza kiém theo sang ché c6 thé duge biéu hién
tir polynucleotit ma hoa thé dot bién proteaza kiém theo sang ché hoic san phdm
phién ma cua chung, sir dung hé dich ma phi té bao. "Hé dich m3 phi té bao" deé
cap dén hé dich chuyén phién ma in vitro hoac hé dich ma in vitro, da thu duogc

bang cach bd sung cac chat phan Ung can thiét déi véi su dich chuyén céc
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protein, nhu céc axit amin, vao huyén phu thu dugc tir cac té bao déng nhét héa
co hoc dong vai tro nhu mot vat chu.

Thé dot bién proteaza kiém theo sang ché duoc san xuét trong thé bién nap
hodc hé dich ma phi t& bao néu trén c6 thé da thu dugc tir dung dich nuéi cdy,
dung dich ddng nhét t& bao, dung dich phan mg cta hé dich ma phi té bao, v.v.,
bang cach ép dung cac phuong phap thong thudong dugc sir dung trong tinh ché
protein, nhu ly tdm, két tia amoni sulfat, sic ky gel, sic ky trao dbi ion, va séc
ky 4i luc riéng r& hodc két hop thich hop. Ngoai ra, dung dich dugc tich hozic
duoc c6 dic sir dung ly tam, loc qua may siéu loc va tuong tu, nhu dich ndi nudi
cay hoic dich nbi phan giai, cé thé dugc st dung truc tiép nhu mot dung dich
enzym tho. Khi thé dot bién proteaza kiém duoc biéu hién khong dugc tiét ra tir
c4c té bao, cac té bao c6 thé duoc déng nhét, va sau d6, tich va tinh ché cta céc
protein co thé duoc thuc hién.

Cac thir nghiém dugc st dung trong sang ché, nhu sy diéu ché mARN, su
san xuit ADN bd sung, PCR, RT-PCR, su san xuét thu vién, su thét trong mot
vat truyén, su bién ddi cua céc té bao, su xac dinh cua trinh tu bazo trong phan
tir ADN, su téng hop héa hoc cua cac axit nucleic, sy xac dinh trinh tu axit amin
trén phia dau tan cung N cia mot protein, su dot bién, va su chiét cia mot
protein, c6 thé dugc thuc hién theo cic phwong phép dugc md ta trong céc
huéng dan thir nghiém théng thudng. Cac vi du vé cac hudng dan thir nghiém
nay bao gdm Sambrook et al., Molecular Cloning, A laboratory manual, 2001,
3rd Ed., Sambrook, J. & Russell, DW., Cold Spring Harb hodc Laboratory Press.

Hon nita, trong truong hop thir nghiém vé su téi té hop gen cia Bacillus subtilis,
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cac huéng dan thtr nghiém théng thuong dbi v6i cong nghé gen cia Bacillus
subtilis, vi du nhu Hirofumi Yoshikawa, "7.2 Bacillus subtilis system,"
"Continued Biochemical Experiment Seminar 1. Genetic Research Method IL,"
1986, Tokyo Kagaku Dojin Co., Ltd. (Tokyo), pp,150-169, v.v., c6 thé dugc dé
cap dén.

Thé dot bién proteaza kiém da thu duoc bang phuong phap san xuét theo
sang ché c6 @6 bén cai thién cho chét tao chelat, khi so sanh véi proteaza kiém
géc cua chung, va do do, thé dot bién proteaza,kiém ¢cO mat ¢b thé 6n dinh hon
trong dung dich chira chit tao chelat, t6t hon 14 trong chét tiy sach dang léng. Vi
vay, khia canh khéc cta sang ché c6 thé 1a phuong phép cai thién do bén cia
proteaza kiém cho chit tao chelat, bao gbm viéc thay thé gbc axit amin & vi tri
tuong ung vai vi tri 294 cua trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID NO:
2, trong trinh tu axit amin cia gbc proteaza kiém néu trén.

Do thé dot bién proteaza kiém theo sang ché c6 dd bén cao cho chit tao
chelat, 13 hiru ich nhu mot enzym dé duoc tron trong chét tay sach. Chét tiy sach
chira thé dot bién proteaza kiém theo sang ché c6 thé duy tri hoat tinh proteaza
cao hon cac chit tiy sach théng thuong, va két qua 13, né c6 thé biéu hién kha
ning tiy rira enzym manh hon. Vi vdy, sang ché ciing cung cip ché phdm ty
sach chtra thé d6t bién proteaza kiém theo sang ché. Ché phim tiy sach nay c6
thé 1a ché pham tdy sach dang bot, nhung t6t hon 1 ché phim chét tiy sach dang
l6ng.

Ché phim tiy sach theo sang ché chira chit tao chelat. Cac vi du vé chét

tao chelat ma c6 thé dugc chira trong ché phim tdy sach theo sang ché 13 gidng
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nhu chét tao chelat néu trén. Luong cia chét tao chelat trong ché phém téy sach
theo sang ché t6t hon 14 tir 0,1% dén 5% theo khdi lugng, t5t hon nira 12 tr 0,1%
dén 4% theo khéi luong.

Luong cia thé dot bién proteaza kiém theo sang ché trong ché phim tiy
sach theo sang ché khéng bi gi6i han cu thé, véi didu kién 1a proteaza kiém biéu
hién hoat tinh ciia n6. Luong ctia thé dot bién proteaza kiém theo sang ché t6t
hon 1a tir 0,1 dén 25000U, tot hon nita 14 tir 0,1 d&n 5000U, t6t hon nita 14 tir 0,1
dén 2500U, dua vao 1kg ciia ché phim tiy sach. Hon nita, hoat tinh (U) cta
proteaza kiém duoc do bang phuong phap duéi day. D6 13, 0,9mL cua 1/15M
dém phosphat (d6 pH 14 7,4) va 0,05mL 14 40mM dung dich Glt-Ala-Ala-Pro-
Leu-p-nitroanilit/dimetyl sulfoxit duoc bd sung trong éng thir nghiém, va sau dé
duge giit Am & 30°C trong 5 phut. Cho hdn hop di thu duoc, 0,05mL ciia dung
dich enzym duoc bd sung, tiép theo bang cach thuc hién phan tng & 30°C trong
10 phut. Sau d6, 2,0mL ciia 5% (trong luong/thé tich) dung dich axit xitric chtra
nuée duge bd sung cho dung dich phan g dé két thiic phan g, va do hép thu
& 420nm sau d6 dugc do st dung thiét bi do anh phd. O déu, 1 don vi (U) cua
enzym duoc x4c dinh 13 luong cua enzym can thiét dé san xuit 1pmol p-
nitroanilin trong 1 phut trong phéan tng néu trén.

Ché phim tiy sach theo sang ché chira chit ¢ hoat tinh bé mit va nuéc,
thém vao thé dot bién proteaza kiém theo sang ché. Nhu cac chét c6 hoat tinh bé
mat nay, cac chét c6 hoat tinh bé mit bat ky nhu chét c6 hoat tinh bé mit anion,
chét c6 hoat tinh bé mit khéng ion, chit c6 hoat tinh bé mit ludng tinh, va chét

¢ hoat tinh bé mit cation c6 thé dugc sir dung riéng ré hoic két hop hai hoac
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nhiéu loai. Luong cta chét cé hoat tinh bé mit trong ché phidm tiy sach theo
sang ché t6t hon 13 tir 10% dén 80% theo khéi lugng, tét hon nita 1a tir 30% dén
70% theo khéi luong.

Chit c6 hoat tinh bé mat khong ion c6 thé 14 chat c6 hoat tinh bé mit
khong ion ¢6 nhém hydrocacbon C8 dén C22 va véi vai phan tir gam hoic nhiéu
hon cua cac nhém oxyalkylen C2 dugce bd sung, ma la dugc tron chung trong
chét tiy sach dang 1ong, va cac vi du vé chét c6 hoat tinh bé mit khong ion nay
bao gdm:

R;0-(AO)m-H (trong d6 R; = hydrocacbon C8 dén C22, AO = nhém
oxyalkylen C2 dén C5, va m = 16 dén 35) [JP-A-2010-275468];

R,;0-(EO)I-(AO)m-(EO)n-H (trong d6 R; = hydrocacbon C8 dén C18, EO
= nhém oxyalkylen C2, AO = nhém oxyalkylen C3 dén C5,1=3 dén30,m=1
dén 5, val+n= 14 dn 50) [JP-A-2010-265445, JP-A-2011-63784];

R;0-(EO)m/(AO)n-H (trong d6 R; = hydrocacbon C8 dén C22, EO =
nhém oxyalkylen C2, AO = nhém oxyalkylen C3 dén C5, m=10 &n30,n=0
dén 5, va EO va AO la céc lién két khéi hodc ngiu nhién) [JP-A-2010-189551];

R;(CO)IO-(EO)m/(AO)n-R, (trong d6 R; = hydrocacbon C8 dén C22, EO
= nhém oxyalkylen C2, AO = nhém oxyalkylen C3 dén C5,1=0dén 1, m = 14
dén 50, n = 1 dn 5, R, = hydro (I = 0) hoic nhém alkyl C1 dén C3, va EO va
AO 1a c4c lién két khéi hodc ngiu nhién) [JP-A-2010-229385];

R;0-(EO)m-(AO)n-H (trong d6 R, = hydrocacbon C8 dén C22, EO =
nhom oxyalkylen C2, AO = nhém oxyalkylen C3 dén C5, m =15 d&n 30,van=

1 dén 5) [JP-A-2010-229387];
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R;0-(AO)m/(Gly)n-H va/hoac R,-COO-(AO)p/(Gly)g-H (trong d6 R; =
nhém hydrocacbon C8 dén C22, R, = nhém hydrocacbon C7 dén C21, AO =
nhém oxyalkylen C2 dén C3, Gly = nhém glyxerol, m =0 dén 5,n =2 dén 10, p
=0 dén 5, q=2 dén 10, va AO va Gly 1a cac lién két khéi hoic ngiu nhién) [JP-
A-201.0-254881];

R;-COO-(PO)m/(EO)n-R; (trong d6 R; = nhém hydrocacbon C7 dén C21,
COO = nhém cacbonyloxy, R, = nhém alkyl Cl1 dén C3, PO = nhém
oxypropylen, EO = nhém oxyetylen, m = 0,3 dén 5, n = 8 dén 25, va PO va EO
1a cac lién két khéi hodc ngiu nhién) [JP-A-2010-265333];

R;0-(EO)I-(PO)m-(EO)n-H (trong d6 R; = hydrocacbon C8 dén C20, EO
= nhom oxyalkylen C2, PO = nhém oxypropylen, 1 >=1,n>=1,0<m<1+n,
va EO va PO 1a c4c lién két khéi) [W098/24865];

R;0-(EO)m-(PO)n-H (trong d6 R; = nhém alkyl hodc nhém alkenyl C10
dén C16, EO = nhém etylenoxit, PO = nhém propylenoxit, m =5 dén 15, van=
1 dén 3) [JP-A-8-157867];

R1(CO)-(EO)m-OR; (trong d6 R; = nhom alkyl hodac nhéom alkenyl C11
dén C13 mach thing hodc mach nhanh, R, = nhém alkyl C1 d&n C3, EO = nhém
etylenoxit, va m = 10 dén 20) [JP-A-2008-7706, JP-A-2009-7451, JP-A-2009-
155594, va JP-A-2009-155606];

R;(CO)-(AO)m-OR; (trong d6 R; = nhém alkyl hodc nhom alkenyl C9
dén C13 mach théng hoac mach nhanh, AO = nhém oxyalkylen C2 dén C4, R, =
nhém alkyl C1 dén C3, m = 5 dén 30)[JP-A-2009-144002, JP-A-2009-173858,

va JP-A-2010-189612]; va
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axit béo alkanolamit, axit béo alkanol glucamit, va alkyl polyglucozit.

Céac vi du vé chét c6 hoat tinh bé mit anion bao gém chét c6 hoat tinh bé
mat anion loai cacboxylat, sulfonat-type hoac chét c6 hoat tinh bé mit anion loai
sulfat, chit c6 hoat tinh bé mit anion khéng xa phong, axit alkylbenzensulfonic
mach thing, axit benzensulfonic hoic mubi cia ching, polyoxyaxit
benzensulfonic hoic mudi cua ching, mudi polyoxyetylen alkyl sulfat, mudi cta
polyoxyalkylen alkyl ete sulfat, a-olefin sulfonat, alkyl benzensulfonat, mubi
cta o-sulfo axit béo, xa phong axit béo, chit c6 hoat tinh bé mit gbe phosphat,
axyl alaninat, axyl taurat, alkyl ete cacboxylic axit, va rugu sulfat.

Céc vi du vé chét c6 hoat tinh bé mit cation bao gém mudi amoni bd bdn
c6 nhém alkyl chudi dai, amin bd ba c6 mot nhém alkyl chudi dai, mudi
alkyltrimetylamoni, mudi dialkyldimetylamoni, va mubi cta alkyl pyridini. Cac
vi du duge wu tién vé chét c6 hoat tinh bé mit cation bao gém chét c6 hoat tinh
* bé mit loai amoni bd bén c¢6 moét nhém alkyl chudi dai c6 8 dén 22 nguyén tir
cacbon, va amin bd ba c6 modt nhém alkyl chudi dai c6 8 dén 22 nguyén tir
cacbon.

Céc vi du vé chét c6 hoat tinh bé mit ludng tinh bao gém céc chét co hoat
tinh bé mit ludng tinh loai alkylbetain, loai alkylamidobetain, loai imidazolin,
loai alkylaminosulfon, loai axit alkylaminocacboxylic, loai axit
alkylamidocacboxylic, va loai axit amidoamino ho#c axit phosphoric, nhu axit
alkylaxetic betain, axit alkanolamido propyl axetic betain, alkyl imidazolin, va
alkyl alanin. Cac vi du dugc uu tién vé chét c6 hoat tinh bé mit ludng tinh 1a

sulfobetain hoic carbobetain c6 nhém alkyl c6 10 dén 18 nguyén tir cacbon.
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Ché phém ty sach theo sang ché con ¢ thé chira cac thanh phan thuong
dugce sir dung trong ché phdm tdy sach, nhu, vi du, polyme hoa tan trong nuéc,
dung méi hiru co co thé tron 13n véi nudce, tac nhan kiém, axit hiru co hodc mudi
ctia chiing, enzym khac ngoai thé dot bién proteaza kiém theo sang ché, chit 6n
dinh eﬁzym, chét tao huynh quang, chét chdng gi, chit phén tan, chét &c ché di
chuyén mau, tac nhan hoan thién, chét tiy tring nhu hydro peroxit, chat chéng
oxy hoa, chit hoa tan, chit diéu chinh d6 pH, dérﬁ, chit khi trung, dau thom,
mudi, ruou, va céc loai duong.

Céc vi du vé polyme hoa tan trong nuéc bao gdm: hop chét polyme, c6 (i)
ntra chudi polyete chira don vi duge polyme héa bét ngudn tir epoxit c6 2 dén 5
nguyén tir cacbon, va (ii) nira chudi polyme chira don vi dugc polyme hoa bat
ngudn tir mét hozc nhidu céc don phén axit cacboxylic khéng bio hoa duge
chon tir nhém bao gdm axit acrylic, axit methacrylic va axit maleic, va c6 ciu
tric ghép trong d6 hodc (i) hodc (ii) 1a chudi chinh, va con lai 1a chubi dugc
phén nhanh (JP-A-2010-275468 va JP-A-10-060496); va polyme hoa tan trong
nude cé don vi alkylen terephthalat va/hodc don vi alkylen isophthalat, va don
vi oxyalkylen va/hodc don vi polyoxyalkylen (JP-A-2009-155606). Lugng cua
polyme hoa tan trong nudc trong ché phim tiy sach theo sang ché tét hon 13 tir
0,2% dén 10% theo khdi luong, t5t hon nita 14 tir 0,4% dén 5% theo khdi lugng.

Céc vi du vé& dung méi hitu co c¢6 thé tron 13n véi nudc bao gdm céc
alkanol nhu cac alkylen glycol hodc glyxeryl, cac polyalkylen glycol, céac
(poly)alkylen glycol (mono hoac di)alkyl ete, cac alkyl glyxeryl ete, va cac ete

thom cua (poly)alkylen glycol. Cac vi du dugc uu tién vé dung méi hiru co cb
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thé tron 13n véi nude bao gdm cac alkylen glycol ¢é tir 2 to 6 nguyén tir cacbon,
nhu etylen glycol, propylen glycol, butylen glycol hodc hexylen glycol, glyxeryl,
polyetylen glycol monophenyl ete, etylen glycol monobenzyl ete, va dietylen
glycol monobenzyl ete. Luong cta dung moéi hitu co co thé trén 13n véi nude
trong ché phim tiy sach theo sang ché t6t hon 1a tir 1% dén 40% theo khéi
luong, t5t hon nita 12 tir 1% dén 35% theo khéi lugng.

Céc vi du vé tic nhan kiém bao gém cac alkanolamin c6 mot dén ba
alkanol C2 dén C4, nhu monoetanolamin, dietanolamin, trietanolamin,
polyoxyalkylenamin, hodc dimetylaminopropylamin. Trong sb chung,
monoetanolamin va trietanolamin duogc wu tién. Lugng cia tac nhan kiém trong
ché phim tiy sach theo sang ché t6t hon 12 tir 0% dén 20% theo khéi lugng, tét
hon nita 14 tir 0% dén 10% theo khéi luong.

Cac vi du v& axit hitu co hojc mudi cua ching bao gbém: céc axit
cacboxylic da hoa tri nhu axit béo bdo hoa, axit suxinic, axit maleic, va axit
fumaric, hodc cic mubi cta chiing; va cac axit hydroxycacboxylic nhu axit xitric,
axit malic, axit glycolic, va axit P-hydroxybenzoic, hodc cac mudi cia ching.
Trong sb chiing, axit xitric hosic mubi ctia ching dugc uu tién. Lugng cla axit
hitu co hodic mudi ciia ching trong ché phdm tiy sach theo sang ché t6t hon 14 tir
0% dén 5% theo khoi luong, t5t hon nita 12 tir 0% dén 3% theo khéi lugng.

Céc vi du vé chét chdng gi va chét phan tan bao goém céac chét chdng gi va
cac chit 1am phén tan nhu axit polyacrylic, axit polymaleic, carboxymetyl
xeluloza, polyetylen glycol c6 trong lugng phén tir trung binh khéi 1a 5000 hogc

nhiéu hon, copolyme maleic anhydrit-diisobutylen, maleic anhydrit-metyl vinyl
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ete copolyme, copolyme maleic anhydrit-vinyl axetat, phin ngung naphthalen
sulfonat formalin, va c4c polyme duoc thé hién & cac diém 1 dén 21 yéu ciu bao
ho ctia JP-A-59-62614 (trang 1, c6t 3, dong 5 d&én trang 3, cot 4, dong 14). Tuy
nhién, néu céc chit chéng gi ndy va cac chat phan tan 14 khéng phti hop dé duoc
tron trong ché phdm tiy sach cia sang ché, céc tic nhan nay c6 thé duoc loai bo.

Chét trc ché di chuyén mau 13, vi du, polyvinyl pyrolidon. Luong ciia chit
trc ché di chuyén mau trong ché phim tiy sach theo sang ché tét hon 1a tir 0,01%
dén 10% theo khéi luong.

Chét tiy tring nhu hydro peroxit, percacbonat hozc perborat dugc b sung
& luong 14 1% dén 10% theo khéi luong trong ché phim tiy sach nay. Trong
truong hop sir dung chét tdy trang nay, tetraaxetyletylendiamin (TAED) hoc
" chét hoat héa tiy tring (chét hoat hoa) dugc mé ta trong JP-A-6-316700, v.v..,
c6 thé duge bd sung & luong 1a tir 0,01% dén 10% theo khéi lugng trong ché
pham tiy sach.

Céc vi du vé chét tao huynh quang bao gdém chét tao huynh quang loai
biphenyl (Tinopal CBS-X, v.v..) va chét tao huynh quang loai stilben (thudc
nhuém huynh quang loai DM, v.v..). Lugng cua chét tao huynh quang trong ché
phdm tiy sach theo sang ché tét hon 1a tir 0,001 dén 2% theo khéi lugng.

Céc vi du vé enzym khéac ngoai thé dot bién proteaza kiém theo séng ché
bao gdm cac enzym thily phan nhu céc proteaza khéc, xelulaza, B-glucanaza,
hemixelulaza, lipaza, peroxidaza, laccaza, a-amylaza, glucoamylaza, cutinaza,
pectinaza, reductaza, oxidaza, phenol oxidaza, ligninaza, pullulanaza, pectat

lyaza, xyloglucanaza, xylanaza, pectin axetyl esteraza, polygalacturonaza,
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rhamnogalacturonaza, pectin lyaza, mannanaza, pectin metyl esteraza,
cellobiohydrolaza va transglutaminaza, va hdn hop ciia hai hoic nhidu enzym
nay.

Céc vi du vé chét én dinh enzym bao gém hop chit bo, ngudn ion canxi
(hop chit cung cép ion canxi), hop chét hydroxy, va axit formic. Cac vi du vé
chét chéng oxy héa bao gébm butylhydroxytoluen, crezola distyren héa, natri
sulfit, va natri hydro sulfit. Cac vi du vé chit hoa tan bao gdm axit p-
toluenesulfonic, axit cumenesulfonic, axit m-xylenesulfonic, va benzoat (ma
ciing c6 hiéu qua nhu mdt chat khir tring). Hon thé nita, ché phdm tiy sach theo
sang ché ciing c¢6 thé chita: cac dung méi hiru co khéng tron dugc véi nude bao
gém cac paraphin nhu octan, decan, dodecan hodc tridecan, cac olefin nhu
dexen hodc dodexen, cac alkyl halogen héa nhu metylen clorua hoac 1,1,1-
trichloroetan, va cac terpen nhu D-limonen; cac chét nhudém; cac diu thom; cac
chét khir trung khang vi khuén; va cac chit khang tao bot nhu silicon.

Céc vi du duge uu tién vé& ché phdm tiy sach ma c6 thé chia thé dot bién
proteaza kiém theo sang ché bao gbm cac ché phdm chét tiy sach dang léng
dugc mé ta trong cac vi du vé JP-A-2010-265333, JP-A-2014-141662, JP-A-
2009-191128, JP-A-2012-224652, JP-A;2013—503950, va JP-A-11-512768. Vi
du, ché phim tiy sach theo séng ché c6 thé dugc didu ché bang cach tron 13n thé
d6t bién proteaza kiém theo sang ché trong ché phim chit tdy sach dang léng
dugc mo ta trong vi du 4 cia JP-A-2014-141662 [tac 1a, ché phim chira 30%
clia cac chit ¢ hoat tinh bé mit (20% ctia chét c6 hoat tinh bé mit anion va

10% ctia chét c6 hoat tinh bé mit khong ion), 3% clia axit xitric, 18% cta dung
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mdi hitu co c6 nhém hydroxyl (dietylen glycol monobutyl ete), tic nhan kiém
(monoetanolamin) can thiét & diéu chinh d¢ pH cta ché phdm dén do pH 12 8,0,
nuée trao dbi ion, diu thom, v.v..].

Ché phim ty sach theo sang ché khéng bi gidi han &, nhung t6t hon 13
duoc st dung dé giat quén ao hoac vai (cac tAm phd, man cta, tham, vai dat
tubng; v.v..). Do ché phim tiy sach theo sang ché c6 thé duy tri n dinh thé dot
bién proteaza kiém theo sang ché, né c6 thé biéu hién kha ning tdy rira enzym
cao. .

Sang ché ciing bao gdm, nhu cic phuong 4an thé hién, cac chét, cac
phuong phép san xuét, viéc st dung du kién, cac phuong phap, v.v.. dudi day.
Tuy nhién, sang ché khong bi gidi han & cac phuong an nay.

[1] Thé dot bién proteaza kiém bao gdm trinh ty axit amin d thu dugc béng
cach thay thé gbc axit amin & vi tri twong tmg véi vi tri 294 trong trinh ty axit
amin'nhu: duoc thé hién & SEQ ID NO:2 véi threonin trong trinh tur axit amin
nhu dugce thé hién & SEQ ID NO:2 hodc trinh ti axit amin c6 tinh dong nhét 13 it
nhét 95% trinh tu nay.

[2] Thé dot bién proteaza kiém theo [1] néu trén, trong d6 trinh tu axit amin
nhu duge thé hién & SEQ ID NO: 2, hodc trinh tu axit amin c¢6 tinh dong nhét 13
it nhat 95% trinh tir nay t6t hon 13 c6 alanin & vi tri twong Umg véi vi tri 294 ctia
trinh ty axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID NO: 2.

[3] Thé dot bién proteaza kiém theo [1] hodc [2] néu trén, trong d6 trinh tu

axit amin co tinh déng nhét 12 it nhat 95% so véi trinh tu axit amin nhu duoc thé
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hién & SEQ ID NO: 2 tét hon 13 trinh tu axit amin clia proteaza KP9860 hoic
proteaza 9865.

[4] Thé d6t bién proteaza kiém theo bét ky trong sb [1] dén [3] néu trén, trong
d6 trinh tyr axit amin ¢6 tinh ddng nht 13 it nhit 95% so v6i trinh tr axit amin
nhu dugc thé hién ¢ SEQ ID NO: 2

(i) t6t hon 13 c6 mot hodc nhidu gdc axit amin dugc chon tir nhém bao gdm (a')
dén (ds') dudi day:

@) géc axit amin & vi trf 6 cta trinh tu axit amin nhu duoc thé hién & SEQ ID
NO: 2 hodc & vi tri tuong Ung cua trinh tunay, mala S, T, C, Q, Y, R, K, H, A,
V,L,I, M, W hoic F;

(b") gbc axit amin & vi tri 9 cla trinh ty axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID
NO: 2 hoac & vi tri trong Ung cua trinh tg nay, ma 1a Q;

(c") géc axit amin & vi trf 11 cta trinh ty axit amin nhu duoc thé hién & SEQ ID
NO: 2 hodc & vi tri tuong Ung cuia trinh tu nay, ma 1a G, S hodc N;

(d") gbc axit amin & vi tri 15 cua trinh tu axit amin nhu duoc thé hién & SEQ ID
NO: 2 hoac ¢ vi tri tuong Ung cua trinh tu ndy, mala H, C, Q, D, E, R, A, V, M,
- W hoac F;

(e" géc axit amin & vi trf 16 cta trinh tu axit amin nhu duoc thé hién & SEQ ID
NO: 2 hodc & vi tri tuong tng cua trinh tunay, mala T, Q, V,C, Y, D, E, R, K,
H,L, I, M, W hoic F;

() géc axit amin & vi tri 20 cua trinh ty axit amin nhu duoc thé hién & SEQ ID

NO: 2 hodc & vi tri tuong ung cuia trinh tu nay, ma 1a F hoac A;
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(g") gbc axit amin & vi tri 22 ca trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID
NO: 2 hodc & vi tri trong Ung cuda trinh tu nay, ma la W;

(h') gbc axit amin & vi tri 23 ca trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID
NO: 2 hodc & vi tri tuong Uing cda trinh tu nay, ma la N; o
") géc axit amin & vi tri 37 cua trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID
NO: 2 hodc & vi tri trong Ung cuia trinh ty nay, ma l1a T;

(") gbc axit amin & vj tri 40 cta trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID
NO: 2 hodc & vi tri tuong Ung cuia trinh ty nay, ma la V, L, I, W hoic F;

(k") gbc axit amin & vi tri 41 cua trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID
NO: 2 hodc & vi tri trong g cua trinh tu nay, ma la I;

(1) gbc axit amin & vi tri 46 cua trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID
NO: 2 hoac & vi tri tuong ung cua trinh tu nay, mala S, T, C, N, Q, Y, E, K, H,
A,V,L,I, Mhoac W;

(m') gbc axit amin & vi tri 49 clia trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID
NO: 2 hoac & vi tri tuong Ung cua trinh tu nay, ma 1a Q;

(n") géc axit amin & vi trf 52 cda trinh ty axit amin nhu duoc thé hién & SEQ ID
NO: 2 hodc & vi tri tuong ing cda trinh tu ndy, ma la G hoac S;

(0") gbc axit amin & vi trf 53 cia trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID
NO: 2 hodc ¢ vi tri tuong Uing cda trinh tu nay, ma la A, V hoéc I;

(p") gbc axit amin & vi tri 54 ciia trinh tur axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID
NO: 2 hoac & vi tri trong Ung cua trinh tu nay, mala G, S, T, C,N, Q, D, E, R,

H, A, V,M, W, F hoiac P;
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(q") gbc axit amin & vi tri 56 cia trinh ty axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID
NO: 2 hodc 6 vi tri tuong g cua trinh tu nay, ma 1a V;

(r") gbc axit amin & vi tri 57 cla trinh ty axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID
NO: 2 hoidc 6 vi tri trong Ung cua trinh tu nay, mala S, T, C, Q, D, E, R, K, H,
A, V,L,L M, W, F hodc P;

(s") géc axit amin & vi tri 59 cua trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID
NO: 2 hodc & vi tri tuong g cua trinh tu nay, ma 1a V, L, I, M, W hoéc F;

(t) géc axit amin & vi tri 60 cua trinh tu axit amin nhu duogc thé hién & SEQ ID
NO: 2 hodc 6 vi tri turong g cua trinh tu nay, ma 1la V, L, I, W hodc F;

(u') gbc axit amin & vi tri 63 cua trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID
NO: 2 hodc & vi tri trong g cua trinh tu nay, ma 1a S, D hodc L;

(v') gbc axit amin & vi tri 65 cta trinh ty axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID
NO: 2 hodc & vi tri turong g cua trinh tu nay, ma 1a W hodc P;

(w') gbc axit amin & vi tri 66 cla trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID
NO: 2 hodc & vi tri twong Ung cua trinh tu nay, mala G, S, T, C, Q, D, E, H, A,
V, L, I, M hoac W;

(x") gbc axit amin & vi tri 80 ciia trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID
NO: 2'hodc & vi tri trong g cua trinh tu nay, ma 1a H hodc A;

") géé’ axit amin & vi tri 81 cua trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID
NO: 2 hodc & vi tri trong mg cua trinh tu nay, ma1la Q, Y, L, I, W hodc F;

(") géc axit amin & vi tri 82 cua trinh tu axit amin nhu duoc thé hién & SEQ ID
NO: 2 hodc & vi tri tuong Ung cia trinh tundy, ma la G, S, C, Q, D, E, R, K, H,

A hoiac M;
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(aa") géc axit amin & vi tri 83 cua trinh tu axit amin nhu duogc thé hién & SEQID
NO: 2 hoac & vi tri twong Ung cua trinh tu nay, ma 1a S, C hodc A;

(ab") géc axit amin & vi tri 84 cua trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID
NO: 2 hodc & vi tri tuong g cia trinh tu nay, ma la R;

(ac" géc axit amin & vi tri 89 cua trinh tu axit amin nhu duogc thé hién & SEQID
NO: 2 hoac & vi tri tuong Ung cuda trinh tu nay, ma la H;

(ad") gbc axit amin & vi tri 91 ciia trinh ty axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID
NO: 2 hoac & vi tri tuong Ung cia trinh tu nay, ma 1a C;

(ae") géc axit amin & vi trf 100 cua trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc & vi tri tuong Uing cia trinh tu nay, ma la L, I, W hoéc F;

(af') gbc axit amin & vi tri 101 ciia trinh tu axit amin nhu duge thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc 6 vi tri turong ung cua trinh tunay, mala S, T, C, N, Q, Y, D, E,
R,K,H, A, V,L,, M, W, F hodc P;

(ag') géc axit amin & vi trf 102 cua trinh ty axit amin nhu duoc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hoédc 6 vi tri tuong Ung cda trinh tu nay, ma 1a S, T, C, Q, Y, D, E, R,
K,H, A, V,L,I, M, W, F hodc P;

(ah') géc axit amin & vi tri 103 cua trinh ty axit amin nhu duogc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri tuong Ung cda trinh tu nay, ma 1a S, T, C, Q, Y, D, E, R,
K,H, A, V,L,, M, W, F hodc P;

(ai') géc axit amin & vi tri 104 cia trinh tu axit amin nhu duge thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc & vi tri tuong Ung cua trinh tu nay, mala S, T, C, Q, Y, D, E, R,

K,HA,V,L,LM, W, F hodc P;
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(aj') gbc axit amin & vi tri 105 cia trinh tu axit amin nhu duoc thé hién & SEQ
ID NO: 2 ho#c ¢ vi tri trong ing cua trinh tu nay, mala S, T, C, Q, Y, D, E, R,
K,H,A,V,L, L M, W, F hoéc P;

(ak") gbc axit amin & vi tri 106 cta trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 ho#c & vi tri tuong Ung cia trinh tu nay, mala S, T, C, Q, Y, D, E, R,
K,H,A,V,L, LM, W, F hoéac P;

(al) géc axit amin & vi trf 107 cda trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc § vi tri trong Gng cua trinh tu nay, ma 1a S, R, K hodc A;

(am') gbc axit amin & vi tri 109 ctia trinh tur axit amin nhu duge thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc & vi tri trong Gng cuda trinh tu nay, ma la L, I hodc F;

(an") gbc axit amin & vi tri 113 cia trinh ti axit amin nhu duge thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc & vi tri tuong Umg cuda trinh ty ndy, ma la L hodc W;

(a0') gbc axit amin & vi tri 119 ciia trinh tu axit amin nhu duge thé hién ¢ SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri twong Uing cuda trinh tu nay, mala G, S, T, C, N, Q, D, E,
R,K,H, A, V,M, W, F hoac P;

(ap") géc axit amin & vi tri 120 cta trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc & vi tri twong Umg cuia trinh ty nay, ma 1[a Y, R, I, W hoac F;

(aq') gbc axit amin & vi tri 124 cua trinh ty axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 ho#c ¢ vi tri tuong Umg cua trinh tu ndy, ma 1a K hodc A;

(ar') gbc axit amin & vi tri 132 ciia trinh ty axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc & vi tri trong Ung cia trinh tu nay, ma 1a S, T, N, Q, D, I hodc

M;
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(as') gbc axit amin & vi tri 133 cla trinh tur axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri tuong Umg cua trinh tu nay, mala G, S, T, C, N, Q, D, E,
R,K,H, V,L,, M, W, F hoéc P;

(at') gbc axit amin & vi tri 134 cua trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 ho#c ¢ vi tri tuong Gng cuda trinh ty nay, ma 1a G, S, T hodc A;

(au") géc axit amin gitra vi tri 133 cua trinh tu axit amin nhu dugc thé hién &
SEQ ID NO: 2 hoac A vi tri tuong Uing cuia trinh tu nady, va vi tri 134 cua chung
hodc A vi tri tuong Umg cda trinh ty nay, mala G, S, T, N, Q, Y, R, K, H, A, L, I,
M hodc W;

(av") géc axit amin & vi tri 135 cla trinh tu axit amin nhu duge thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc & vi tri trong ing cua trinh tu nay, ma la R, A, L hodc M;

(aw") géc axit amin & vi tri 136 cua trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc & vi tri trong ung cuia trinh tu’ nay, malaS, T,C,Q,Y,D,E, R,
K,H,A,V,L,, M, W, F hoéc P;

(ax') gbc axit amin & vi tri 138 cua trinh tu axit amin nhu duge thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri trong Ung cua trinh tr nay, mala G, S, C, N, Q, D, E, R,
K,H A, V,M, W, F hoic P;

(ay") gbc axit amin & vi tri 140 cua trinh tu axit amin nhu duoc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc & vi tri trong Ung cua trinh ty ndy, ma la L, W hodc F;

(az') gbc axit amin & vi tri 148 cua trinh ti axit amin nhu duge thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc 6 vi tri tuong Umg cta trinh ty nay, mala G, S, T, C, N, Q, D, E,

R,K,H, A,M, W, F hoéc P;
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(ba') gbc axit amin & vi tri 151 cua trinh tir axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc & vi tri tuong ing cua trinh ty nay, ma la F;

(bb') gbc axit amin & vi tri 163 cia trinh tir axit amin nhu duoc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hoac ¢ vi tri tuong Ung cua trinh tu nay, mala S, T, N, Q. D,K.HV,
L, I hoacF;

(bc') gbe axit amin & vi tri 166 cia trinh tir axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc & vi tri tuong Ung cua trinh ty nay, mala G, V, L, I, W hoac F;
(bd') gbc axit amin & vi tri 167 cua trinh tur axit amin nhu duoc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hoédc & vi tri twong Ung cua trinh tu nay, ma la V;

(be") gbe axit amin & vi tri 170 cla trinh tir axit amin nhu duoc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri tuong Ung cua trinh tu nady, ma la V hoac L;

(bf') gbc axit amin & vi tri 171 cua trinh tyr axit amin nhu duge thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc & vi tri tuong g cua trinh ty nay, ma 1a G, T, E hoac A;

(bg') gbc axit amin & vi tri 187 cua trinh tir axit amin nhu duoc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hoac & vi tri trong Ung cua trinh tu nay, ma la S;

(bh") géc axit amin & vi tri 191 cia trinh ty axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hoidc & vi tri tuong Ung cda trinh ty nay, ma la V, L, I, W hodc F;

(bi") gbc axit amin & vi tri 193 ciia trinh tu axit amin nhu duoc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hoac & vi tri tuong Ung cua trinh tunay, mala S, T, C, Q, Y, D, E, R,
CKSH, A, V,L,I, M, W, F hoic P;

(bj') gbc axit amin & vi tri 194 cia trinh tir axit amin nhu duge thé hién & SEQ

ID NO: 2 hoac & vi tri tuong Ung cda trinh tu nay, ma la Y, R hoac K;
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(bk") gbc axit amin & vi tri 195 ciia trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri tuong ng cua trinh tu nay, mala G, S, T, C, N, Q, D, E,
RK,HA,V,L, LM, W, F hoac P; |

(bl géc axit amin & vi tri 200 cuaa trinh .tl_I axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hoac & vi tri tuong ing cua trinh tu ndy, ma la W;

(bm") gbc axit amin & vi trf 204 cta trinh ty axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hoac ¢ vi tri tuong L’mgl cuatrinhtunay, malaS, T,C,N, D, E, R, K,
H, V,L, I, M, W hoéc P;

(bn") géc axit amin & vi tri 205 cua trinh tu axit amin nhu duogc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hoac & vi tri tuong Ung cua trinh tu nay, mala S, T, C, N, Q, Y, E, K,
H, A, V,L, I, M hoac W;

(bo') gbc axit amin & vi tri 212 cua trinh tu axit amin nhu duoc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hoac & vi tri tuong Ung cua trinh ty nay, ma la N, Q, R, V, L hoac W;
(bp") gbc axit amin & vi tri 226 ciia trinh ti axit amin nhu duoc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hoac & vi tri tuong Ung cua trinh tu nay, ma la Y;

(bq') gbc axit amin & vi tri 233 ciia trinh tu axit amin nhu duoc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hoac & vi tri tuong Ung cua trinh tu ndy, ma 1a L, I hoac W;

(br') g(‘)é axit amin & vi tri 237 cua trinh ty axit amin nhu duoc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hoac & vi tri tuong Uing cda trinh tu nay, ma 1a N;

(bs') gbc axit amin & vi tri 238 ciia trinh tyr axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hoac & vi tri tuong ing cua trinh ty ndy, ma la L;

(bt') gbc axit amin & vi tri 243 cua trinh ti axit amin nhu dugc thé hién & SEQ

ID NO: 2 hoac & vi tri tuong ung cua trinh ty nay, ma la Y, L hoac I;
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(bu') gbc axit amin & vi tri 245 cua trinh ty axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc & vi tri trong Gng cua trinh tu nay, ma 1a N;

(bv") géc axit amin & vi tri 246 cua trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri tuong Gng cua trinh tu ndy, ma 1a V, L, W hoac F;

(bw') gbc axit amin & vi tri 247 cta trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri tuong Gng cda trinh tu nay, mala S, T, C, N, Q, E, H, A,
V,L,I, M, W hoac F;

(bx') gbc axit amin & vi tri 248 ctia trinh tu axit amin nhu duge thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri tuong Ung cua trinh tu nay, ma la F;

(by") gbc axit amin & vi tri 250 ctia trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri trong Ung cua trinh tu ndy, ma l1a F;

(bz) géc axit amin & vi tri 251 cua trinh tu axit amin nhu duoc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hoi#c & vi tri tuong g cua trinh tu nay, mala G, T, N, Q, D, A, V, L
hoac I;

(ca') gbc axit amin & vi tri 256 cua trinh tu axit amin nhu duoc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc 6 vi tri twong Ung cua trinh tu nay, ma 1a S, T, C, Q, Y, D, E, R,
K,H, A, V,L, I, W, F hodc P;

(cb") gbc axit amin & vi tri 257 ctia trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri twong Gng cua trinh tu ndy, ma la V hoéc I;

(cc" géc axit amin & vi tri 264 ca trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri tuong Umg cua trinh ty nay, ma la G, S, T, C, Q, D, E, A,

V, L, I hoac M;
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(cd") géc axit amin & vi tri 273 cla trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hoac 6 vi tri tuong Ung cuia trinh tu nay, ma 1a G, T hoéc I;

(ce") géc axit amin & vi tri 275 cua trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc & vi tri tuong Ung cuda trinh tu nay, ma la L, W hoéc F;

(cf') gbc axit amin & vi tri 277 cua trinh ty axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri tuong ung cua trinh tu nay, mala V, L, I hoac F;

(cg) géc axit amin & vi tri 281 cua trinh tw axit amin nhu duogc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc & vi tri tuong Ung cua trinh tu nay, ma la R;

(ch') gbc axit amin & vi tri 296 cua trinh tir axit amin nhu duoc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri tuong Ung cua trinh tu nady, ma la V;

(ci') gbe axit amin & vi tri 297 ciia trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hoac 6 vi tri tuong Ung cuda trinh ty nay, ma la L, W hoac F;

(cj') gbc axit amin & vi tri 304 cia trinh tw axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri tuong img cua trinh tu ndy, ma 1a S;

(ck') gbc axit amin & vi tri 313 cua trinh tur axit amin nhu duoc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc & vi tri tuong Uing cua trinh tu nay, ma la N;

(cl") gbc axit amin & vi tri 319 ciia trinh tir axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri tuong Umg cua trinh tu nay, mala S, T, C, N, Q, Y, D, E,
R,K,H,V,L,I, M, W, F hoéc P;

(cm') gbc axit amin & vi tri 320 cta trinh ti axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri tuong Ung cuda trinh tu nay, ma la G, T, V, L, I hoac F;
(cn") gbc axit amin & vi tri 326 cia trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ

ID NO: 2 hodc ¢ vi tri tuong Ung cua trinh tu nay, ma la W;
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(co") gbc axit amin & vi tri 330 ciia trinh tur axit amin nhu duoc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc & vi tri tuong ing cua trinh tu nay, ma 1a M, W hoac F;

(cp") gbc axit amin & vi tri 332 ciia trinh tur axit amin nhu duoc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hoac ¢ vi tri tuong ing cua trinh tu nay, ma la G, T hodc V;

(cq') gbc axit amin & vi tri 334 cla trinh tyr axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hoac & vi tri tuong ing cua trinh tu nay, ma la L;

(cr') gbe axit amin & vi tri 335 cla trinh tu axit amin nhu duoc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri turong Ung cua trinh tu nay, ma la F;

(cs') gbc axit amin & vi tri 337 ciia trinh tu axit amin nhu duoc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hoac & vi tri tuong Ung cua trinh tu nay, mala G, S, T, C, Q, R, K, H,
A hoac V; |
(ct') gbc axit amin & vi tri 342 cua trinh tyr axit amin nhu duge thé hién & SEQ
ID NO: 2 hoac ¢ vi tri trong Ung cua trinh tu nay, mala S, T, C, Q, Y, D, E, R,
K,H, A, V,L,L M, W, F hoac P;

(cu) géc axit amin & vi tri 343 cta trinh tu axit amin nhu duge thé hién & SEQ
ID NO: 2 hoac & vi tri tuong ing cuia trinh ty nay, ma 1a T;

(cv') gbce axit amin & vi tri 346 cua trinh tyr axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hoac & vi tri tuong Ung cuia trinh tu nay, ma la R;

(cw") gbc axit amin & vi tri 357 clia trinh tyr axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hoac & vi tri tuong Ung cuda trinh ty nay, ma laL;

(cx") gbc axit amin & vi trf 359 cua trinh tyr axit amin nhu duoc thé hién & SEQ

ID NO: 2 hoac & vi tri tuong Ung cuda trinh tu nay, mala G, S, Q, V, L, I hoac F;
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(cy") gbc axit amin & vi tri 361 ciia trinh ti axit amin nhu duge thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc & vi tri tuong Umg cua trinh tu nay, ma 1a V, [ hoac W;

(cz') gbc axit amin & vi tri 369 ctia trinh tyr axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc 6 vi tri tuong ting cua trinh tu ndy, ma 1a N;

(da") gbc axit amin & vi tri 376 ciia trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hoidc & vi tri tuong Umg cua trinh tu nay, ma la W;

(db") gbc axit amin & vi tri 378 ciia trinh tur axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hoédc & vi tri tuong ing cua trinh tu ndy, ma 1a L hodc W;

(dc") gbc axit amin & vi tri 379 ctia trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc & vi tri twong g cua trinh tu ndy, ma 1a D, E, R hodc K;;

(dd") géc axit amin & vi tri 380 ca trinh ty axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri tuong Ung cda trinh tu nay, ma 1a F;

(de") gbc axit amin & vi tri 385 ciia trinh ty axit amin nhu duge thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc & vi tri tuong Gng cua trinh ty nay, ma 1a Y, M hoéc P;

(df') gbc axit amin & vi tri 386 cta trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc & vi tri tuong Gng cua trinh tu nay, ma 1a A, L, I hoac M;

(dg") gbc axit amin & vi tri 387 cuia trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hoac & vi tri tuong ung cda trinh tu nay, mala G, Q, E, R, K, H, A, V,
L,IL M, W hoiacF;

(dh") géc axit amin & vi tri 390 cua trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri tuong Ung cuda trinh ty nay, ma 1a G, S, T, Y hodc F;

(di") gbc axit amin & vi tri 393 ciia trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ

ID NO: 2 hodc 6 vi tri tuong Umg cua trinh tu ndy, ma 1a Q;
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(dj") gbc axit amin & vi trf 396 cua trinh ti axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc 6 vi tri tuong Uing cuda trinh tu nay, ma 1a G;

(dk') gbc axit amin & vi tri 403 cta trinh tu axit amin nhu duoc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri tuong Ung cua trinh tl_;l' nay, ma la T hodc K;

(d1 géc axit amin & vi tri 405 cua trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc 6 vi tri tuong Ung cua trinh tu nay, ma la D, V, L, I, W, F hoac P;
(dm'") gbc axit amin & vi tri 406 ciia trinh tr axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri tuong Gng cia trinh tu nay, ma 1a V, W hoic F;

(dn") géc axit amin & vi tri 407 ca trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri tuong Uing cta trinh tu ndy, ma 1a G hoac C;

(do") géc axit amin & vi tri 408 cua trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri trong Ung cua trinh tu ndy, ma la N, Y, I hodac W;

(dp') gbc axit amin & vi tri 409 cua trinh tu axit amin nhu duoc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri tuong ting cua trinh tu ndy, ma la 'Y hodac W;

(dq') gbc axit amin & vi tri 411 cia trinh ty axit amin nhu duoc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri trong Umg cua trinh tu nay, ma 1a A, V, L hoéc P;

(dr') gbc axit amin & vi tri 427 cua trinh tu axit amin nhu duoc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri tuong Uing cua trinh tu ndy, ma 1a R hodc V; va

(ds") gbc axit amin & vi tri 433 cua trinh ty axit amin nhu duoc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc & vi tri tuong Ung cua trinh ty ndy, mala L,

va

(ii) t6t hon nita 1a c6 bat ky trong sé dudi day:

g0c axit amin dugc mo ta trong (ar');
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cac gbe axit amin duoc md ta trong (as'), (at'), va (au');

gbc axit amin duoc mé ta trong (bk');

gbc axit amin dugc mo ta trong (cz');

cac gbc axit amin duoc mé ta trong (v'), (cd'), (cx'), va (dg");

cac gbe axit amin dugc mé ta trong (be'), va (bd');

cac gbce axit amin duoc mb ta trong ("), va (aa');

cac gbce axit amin duoc mb ta trong (§'), (s"), ("), (bh"), va (dI');

céc gdc axit amin duoc md ta trong (¢'), (v'), (aa"), (be'), (bd"), (bk"), (cd'),
(cx'), (cz), va (dg');

cac gdc axit amin duoc mé ta trong (e"), (v'), (aa"), (ar'), (bc"), (bd"), (bk"),
(cd), (cx'), (cz'), va (dg);

cac gdc axit amin dugc mé ta trong (v'), (as'), (at"), (au'), (be"), (bd"), (bk"),
(cd'), (cx'), (cz), va (dg');

cac gbe axit amin duge mé ta trong ('), (s"), (v'), (¥, (as"), (at"), (au"), (bc"),
(bd), (bh'), (bk'), (cd'), (cx), (cz), (dg), va (dI');

cac gde axit amin duoc mé ta trong (v'), (aa'), (ar'), (bc"), (bd'), (bk'), (cd),
(cx'), (cz'), va (dg');

cac gbc axit amin dugc mé ta trong (v'), (as'), (at"), (au'), (bc"), (bd"), (bk),
(cd’), (cx'), (c2'), va (dg');

céc gbe axit amin duoc md ta trong (e), (v'), (aa'), (be"), (bd'), (bk'), (bm'),
(cd"), (cl'), (cx), (cZz'), va (dg'); va

cac gbe axit amin dugc md ta trong (v'), (as"), (at"), (au'), (be"), (bd'), (bj'),

(bk"), (bo") (cd'), (cx'), (cz), (dc'), va (dg').
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[5] Thé dot bién proteaza kiém theo bét ky trong s [1] dén [4] néu trén, trong
do

trinh ty axit amin c6 tinh ddng nhét 13 it nhit 95% so véi trinh ti_I axit amin
nhu duge thé hién & SEQ ID NO: 2 tét hon 14 ¢c6 axit aspartic & vi tri tuong ung
vo1 vi tri 30 cua trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID NO: 2, histidin &
vi tri tuong Ung va4i vi tri 68 cda chung, va serin & vi tri trong Ung véi vi tri 255
cua chung,

t6t hon nira 13 ¢6 cac gdc axit amin duqc‘ thé hién trong Bang 1 néu trén
(i) & céc vi tri twong tmg véi cac vi tri dugc thé hién trong Bang 1 néu trén (i)
trong trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID NO: 2.
[6] Thé dot bién proteaza kiém theo bt ky trong s6 néu trén [1] d&n [5], ma
tSt hon 12 dot bién A294T cua thé dot bién proteaza kiém bao g@)m trinh tu axit
amin dugc thé hién trong bat ky trong sb SEQ ID NO: 2 dén 5, 8, va 10, hoidc
do6t bién A295T cuia thé dot bién proteaza kiém bao gém trinh tu axit amin dugc

“thé hién trong bét ky trong s6 SEQ ID NO: 6, 7,9, va 11.

[7] Polynucleotit ma héa thé dot bién proteaza kiém theo bét ky trong s6 [1]
dén [6] néu trén.
[8] Vit truyén bao gém polynucleotit theo [7] néu trén.
[9] Thé bién nap bao gdm polynucleotit theo [7] néu trén hoic vt truyén theo
[8] néu trén, ma 12 tap chét.
[10] Va4t truyén theo [8] néu trén hoic thé bién nap theo [9] néu trén, trong d6
vat truyén tdt hon 14 vat truyén biéu hién c6 kha ning giy ra su biéu hién cua

gen duoc dua vao trong mot vi khuan cia Bacillus sp.
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[11] Thé bién nap theo [9] hodc [10] néu trén, ma tét hon 13 vi khuén tai tb hop
cua Bacillus sp.

[12] Phuong phép san xuét thé dot bién proteaza kiém, sir dung thé bién nap
theo bat ky trong s6 [9] dén [11] néu trén.

[13] Ché phim tiy sach bao gdm thé d6t bién proteaza kiém theo bt ky trong
s6 [1] dén [6] néu trén.

[14] Ché phim tdy sach theo néu trén [13], t6t hon 1a bao gdm chét tao chelat.
[15] Ché phim tdy sach theo [13] hodc [14] néu trén, ma 13 t&t hon 14 ché phim
chét tiy sach dang Iéng.

[16] Ché pham tdy sach theo [15] néu trén, trong d6 luong cua chit c6 hoat tinh
bé mat t6t hon 14 tir 10% dén 80% theo khéi lugng, t6t hon nita 13 tir 30% dén
70% theo khéi luong.

[17] Phuong phap san xuét thé dot bién proteaza kiém, bao gdm viéc thay thé
géc axit amin ¢ vi tri tuong Ung véi vi tri 294 cuda trinh ty axit amin nhu dugc
thé hién & SEQ ID NO: 2 véi threonin, trong trinh tu axit amin nhu duoc thé
hién & SEQ ID NO: 2, hoic trinh tyr axit amin cé tinh ddng nhét 1a it nhit 95%
trinh tu nay.

[18] Phuong phéap cai thién d6 bén cia proteaza kidm cho chét tao chelat, bao
gdm viéc thay thé gbc axit amin & vi tri tuong tmg véi vi tri 294 cuia trinh tir axit
amin nhu dugc thé hién & SEQ ID NO: 2 véi threonin, trong trinh tur axit amin
nhu duoc thé hién & SEQ ID NO: 2, hoac trinh tu axit amin cé tinh déng nhét 1a

it nhat 95% trinh tu nay.
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[19] Phuong phap theo [17] hodc [18] néu trén, trong dé trinh ty axit amin ¢
tinh ddng nhét 13 it nhat 95% so véi trinh tur axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 tét hon 1a ¢6 alanin & vi tri twong g véi vi tri 294 cia trinh tu axit
amin nhu dugc thé hién & SEQ ID NO: 2.

[20] Phuong phap theo bét ky trong s6 [17] dén [19] néu trén, trong d6 trinh tu
axit amin co tinh déng nhét 12 it nhit 95% so v&i trinh tu axit amin nhu dugc thé
hién & SEQ ID NO: 2 tdt hon 13 trinh ty axit amin cua proteaza KP9860 hodc
proteaza 9865.

[21] Phuong phap theo bét ky trong s6 [17] dén [19] néu trén, trong d6 trinh tu
axit amin c6 tinh ddng nhét 13 it nhat 95% so véi trinh tur axit amin nhu dugc thé
hién & SEQ ID NO: 2 tbt hon 14 trinh ty axit amin c¢6 (cac) su dot bién dudi day
trong trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID NO: 2:

(i) t6t hon 13, mot hodc nhiéu ddt bién duge chon tir nhém bao g@)m cac dot bién
(a) dén (ds) dudi day:

(a) su thay thé cua G & vi tri 6 hodc & vi tri tuong ung cua trinh tu nay véi S, T,
C,QY,RK,H A, V,L,L M, Whoac F;

(b) su thay thé ctia K & vi tri 9 hodic & vi tri twong tmg ctia trinh tu nay véi Q;

(c) su thay thé cia D & vi tri 11 hodc & vi tri tuong Ung cuda trinh ty nay véi G, S
~ hodc N;

(d) su thay thé ctia S & vi tri 15 hoic & vi tri twong tmg ciia trinh tw ndy véi H, C,
Q,D,E,R, A, V,M, W hoac F;

(e) su thay thé ctia S & vi tri 16 hodc & vi tri tuong tmg cta trinh tu nay véi T, Q,

V,C,Y,D,E,R, K, H,L, I, M, W hoéc F;
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(f) su thay thé ctia Y & vi tri 20 hodc & vi tri tuong tmg cta trinh tu nay véi F
hoiac A;

() su thay thé ctia Q & vi tri 22 hodc & v1 tri trong Ung cuda trinh tu nay véi W;
(h) sy thay thé ctia G & vi tri 23 hodc & vi tri tuong tmg cta trinh tu ndy véi N;
(i) su thay thé cia R & vi tri 37 hodc & vi tri tuong Umg ctia trinh tu ndy véi T;

(j) su thay thé ctia S & vi tri 40 hodc & vi tri tuong Ung cua trinh tu nay véi V, L,
I, W hoac F;

(k) su thay thé cua S & vi tri 41 hodc & vi tri tuong ung cua trinh tu nay véi I;

(1) su thay thé ctia F & vi trf 46 hodc & vi tri twong ng ctia trinh tu ndy véi S, T,
C,N,QY,E,K,H, A, V,L, I, M hoiac W;

(m) su thay thé ctia K & vi trf 49 hodc & vi tri tuong tng ctia trinh tu ndy véi Q;
(n) su thay thé cia A & vi tri 52 hodc & vi tri twong tmg cta trinh ty ndy véi G
hoac S;

(0) su thay thé cia L & vi tri 53 hodc & vi tri tuong tng cta trinh ty ndy véi A, V
hoac I;

(p) su thay thé ctia Y & vi tri 54 hodic & vi tri tuong Umg ctia trinh ty ndy véi G, S,
T,C,N,Q,D,E,R,H, A, V,M, W, F hodc P;

(q) su thay thé ctia L & vi tri 56 hodc & vi tri tuong ung cua trinh tu nay véi V;
(r) su thay thé ciia G & vi tri 57 hodc & vi tri twong ting ctia trinh ty ndy véi S, T,
C,QD,E R, K,H A, V,L,L M, W, F hoac P;

(s) su thay thé ctia T & vi tri 59 hodc & vi tri tuong Ung cua trinh tg nay véi V, L,

IL M, W hoac F;
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(t) su thay thé ctia N & vi tri 60 hodc & vi tri tuong Ung cua trinh tu nay vé6i V, L,
I, W hoac F;

(u) su thay thé ctia N & vi tri 63 hodc & vi tri.tuorng ung cua trinh tu nay vai S, D
hoac L;

(V) su thay thé cta T & vi tri 65 hodc & vi tri tuong Ung cua trinh tu nay véi W
hoac P;

(w) su thay thé ctia N & vi tri 66 hodc & vi tri tuong ng cuia trinh tu ndy véi G,
S, T,C,Q,D,E,H, A, V,L, I, M hoidc W,

(%) su thay thé ctia G & vi tri 80 hodc & vi tri tuong {mg cua trinh tu ndy véi H
hoac A;

(y) su thay thé cia S & vi tri 8 1 hodc & vi tri trong Ung cuda trinh tu nay v6i Q, Y,
L,I, WhoacF;

(z) su thay thé ctia T & vi tri 82 hodc & vi tri tuong Ung cua trinh ty nay véi G, S,
C,Q,D,E,R,K, H, AhodcM;

(aa) su thay thé ctia N & vi tri 83 hodc ¢ vi tri twong Umg cla trinh tu ndy véi S,
C hoac A;

(ab) su thay thé ctia K & vi tri 84 hodc & vi tri twong Umg ctia trinh tu ndy véi R;
(ac) su thay thé cia Q & vi tri 89 hodc & vi tri twong mg cuia trinh ty nay véi H;
(ad) su thay thé ciia N & vi tri 91 hodc & vi tri twong Umg cua trinh tu nay véi C;
(ae) su thay thé ctia S & vi tri 100 hodc & vi tri tuong Ung cua trinh tu nay véi L,
I, W hoac F;

(af) sy thay thé ctia G & vi tri 101 hogic & vi tri twong Umg cua trinh tu nay véi S,

T,C,N,Q,Y,D,E,R, K, H,A, V,L,, M, W, F hoéc P;
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(ag) su thay thé ctia G ¢ vi tri 102 hodc & vi tri twong ng cla trinh ty ndy véi S,
T,C,Q,Y,D,E,R,K,H,A, V,L,, M, W, F hoéac P;

(ah) su thay thé ctia G & vi tri 103 hodc & vi tri tuong mg cla trinh ty ndy véi S,
T,C,Q,Y,D,E,R, K, H,A, V,L,, M, W, F hoac P;

(ai) su thay thé cta L & vi tri 104 hodic & vi tri twong g clia trinh tu ndy véi S,
T,C,Q, Y,D,E,R, K,H,A, V,L, [, M, W, F hoéc P;

(aj) su thay thé ciia G & vi tri 105 hodc & vi tri tuong Ung cua trinh ty ndy véi S,
T,C,Q Y,D,E,R, K, H,;A, V,L, I, M, W, F hoéc P;

(ak) su thay thé ctia G ¢ vi tri 106 hodc & vi tri tuong {mg clia trinh tuy ndy véi S,
T,C,Q,Y,D,E,R, K, H,A, V,L, I, M, W, F hoéc P;

(al) su thay thé ctia L & vi tri 107 hodic & vi tri tuong ng ctia trinh tu nay véi S,
R, K hoic A;

(am) su th.ay thé ctia S & vi tri 109 hodc & vi tri twong g clia trinh tu ndy véi L,
I hoac F;

(an) su thay thé cua T & vi tri 113 ho#ic & vi tri tuong ng clia trinh tu nay véi L
hodac W;

(ao) sy thay thé cta Y & vi tri 119 hodc & vi tri twong ting cta trinh ty ndy véi G,
S,T,C,N,Q,D,E,R,K,H, A, V,M, W, F hodc P;

(ap) su thay thé ctia S & vi tri 120 hodc & vi tri tuong Ung cta trinh ty ndy véi Y,
R, I, W hoac F;

(aq) su thay thé ctia R & vi tri 124 hoic & vi tri tuong Umg cua trinh ty nay véi K

hodc A;
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(ar) su thay thé ctia A & vi tri 132 hoic & vi tri tuong tmg cua trinh tu nay véi S,
T, N, Q, D, I hoac M;

(as) su thay thé ctia A & vi tri 133 hodc & vi tri twong tng ctia trinh tu nay véi G,
S, T,C,N,Q,D,E,R,K,H, V,L, L, M, W, F hodc P;

(at) sy thay thé ctia V & vi tri 134 hoic & vi tri tuong tmg ciia trinh tu ndy véi G,
S, T hoac A;

(au)suchéncia G, S, T, N, Q, Y,R,K, H, A, L, I, M hodac W vao trong mét vi
tri gifra vi tri 133 hodc A vi tri tuong Ung cuia trinh tu nay and vi tri 134 hoac A
vi tri tuong Ung cua trinh tu nay;

(av) su thay thé ctia N & vi tri 135 hodc & vi tri tuong tmg clia trinh tu ndy véi R,
A, L hodc M;

(aw) su thay thé ciia G & vi tri 136 ho#ic & vi tri twong Ung ciia trinh tu ndy véi S,
T,C,Q,Y,D,E,R,K,H, A, V,L, I, M, W, F hoic P;

(ax) su thay thé ctia Y & vi tri 138 hoic & vi tri twong tng cta trinh tu ndy véi G,
S,C,N,Q,D,E,R,K,H, A, V, M, W, F hodc P;

(ay) su thay thé ctia T & vi tri 140 ho#ic & vi tri twong {mg ctia trinh tu ndy véi L,
W hoic F;

(az) su thay thé ctia Y & vi tri 148 hodc & vi tri tuong Umg cua trinh tu ndy véi G,
S, T,C,N,Q,D,E,R,K,H, A, M, W, F hoéc P;

(ba) su thay thé ctia K & vi tri 151 hodc & vi tri tuong Umg cta trinh tu ndy véi F;
(bb) su thay thé cia E & vi tri 163 hodc & vi tri tuong tmg cta trinh tu ndy véi S,

T,N,Q,D,K,H, V,L,I hodcF;
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(be) su thay thé ctia N & vi tri 166 hodc & vi tri twong tmg cua trinh ty nay véi G,

V,L,I, WhoacF;

(bd) su thay thé cua G & vi tri 167 hodc & vi tri trong g cia triﬁh tu nay voi

V;

(be) su thay thé ctia I & vi tri 170 hodc & vi tri twong mg ciia trinh tu nay véi V

hoic L;

(bf) sy thay thé ctia S & vi tri 171 hodc & vi tri tuong Ung cua trinh tu nay vai G,

T, E hodc A; |

(bg) su thay thé ciia N & vi tri 187 hodc & vi tri twong tmg cuia trinh ty nay véi S;

(bh) su thay thé cta S & vi tri 191 hodic & vi tri twong {mg ciia trinh ty nay véi V,

L,I, Whoac F;

(bi) su thay thé ctia G & vi tri 193 hodic & vi tri tuong tng ciia trinh ty ndy véi S,

T,C,Q,Y,D,E,R,K,H, A, V,L,I, M, W, F hoac P;

(b)) su thay thé ctia S & vi tri 194 hodc & vi tri tuong Ung cua trinh ty nay voi Y,

R hoic K;

(bk) su thay thé ciia Y & vi tri 195 hoic & vi tri twong tmg ctia trinh ty nay véi G,
S,T,CCN,Q,D,E,R,K,H, A, V,L, [, M, W, F hoac P,

(b]) su thay thé ctia N & vi tri 200 hodic & vi tri trong tmg cta trinh tu nay véi
W;

(bm) su thay thé ctia Q & vi tri 204 hodc & vi tri tuong ting clia trinh tu ndy véi S,
T,C,N,D,E,R, K, H, V,L, I, M, W hoéc P;

(bn) su thay thé ctia F & vi tri 205 hodc & vi tri tuong Ung cua trinh ty nay véi S,

T,C,N,Q,Y,E,K,H,A, V,L, I, M hoac W;
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(bo) su thay thé ctia K & vi tri 212 hodc & vi tri twong ting ctia trinh tu nay véi N,
Q,R, V,L hoac W;

(bp) su thay thé ctia F & vi tri 226 hodc & vi tri twong Umg clia trinh t ndy v6i Y;
(bq) su thay thé cta S & vi tri 233 hodc & vi tri tuong mg cua trinh ty nay véi L,
I hoac W;

(br) su thay thé ctia D & vi tri 237 hodic & vi tri twong Ung clia trinh tu nay véi N;
(bs) su thay thé ctia S & vi tri 238 hodc & vi tri tuong (g clia trinh ty ndy véi L;
(bt) sy thay thé ctia N & vi tri 243 hodc & vi tri trong ing cua trinh ty ndy véi Y,
L hoac I;

(bu) su thay thé cia D & vi tri 245 hodc & vi tri tuong Ung cia trinh ty nay voi
N;

(bv) sy thay thé ctia S & vi tri 246 hodc & vi tri tuong Umg clia trinh ty ndy véi Y,
V, L, W hoac F;

(bw) su thay thé cia K & vi tri 247 hodc & vi tri tuong tmg clia trinh ty nay véi S,
T,C,N,Q,E,H A, V,L,, M, W hoiac F;

(bx) su thay thé ctia Y & vi tri 248 hodc & vi tri twong ng cta trinh ty ndy véi F;
(by) su thay thé ctia Y & vi tri 250 hodc & vi tri twong ing cta trinh ty ndy véi F;
(bz) su thay thé cia M & vi tri 251 hogic & vi tri tuong mg cla trinh ty nay véi G,
T,N,Q,D, A, V, L hoacI;

(ca) su thay thé ctia M & vi tri 256 ho#ic & vi tri twong ng cta trinh ty ndy véi S,
T,C,Q,Y,D,E,R, K, H, A, V,L,I, W, F hoac P;

(cb) su thay thé ciia A & vi tri 257 hotic & vi tri tuong Umg cua trinh tu ndy véi V

hoic I;
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(cc) su thay thé ciia N & vi tri 264 hodic & vi tri twong Ung cua trinh tu nay véi G,
S, T,C,Q,D,E, A, V,L, I hoic M;

(cd) su thay thé ctia V & vi tri 273 hodc & vi tri twong g cua trinh tu nay véi G,
T hoac I;

(ce) su thay thé ctia N & vi tri 275 hodc & vi tri twong Ung cua trinh tu ndy véi L,
W hoic F;

(cf) su thay thé cia G & vi tri 277 hoic & vi tri twong Umg cta trinh ty nay véi V,
L, I hoac F;

(cg) su thay thé ctia K & vi tri 281 hoic & vi trf twong Ung cua trinh ty nay véi R;
(ch) sy thay thé ctia I & vi tri 296 hodc & vi tri twong ng cta trinh tu ndy véi V;
(ci) su thay thé ciia G & vi tri 297 hoic & vi tri twong (g cua trinh ty nay véi L,
W hoic F;

(cj) su thay thé ctia N & vi tri 304 hodc & vi tri trong Ung cua trinh ty nay véi S;
(ck) su thay thé cia D & vi tri 313 hOETlC. & vi tri trong Ung cua trinh ty nay véi N;
(cl) su thay thé ctia A & vi tri 319 ho#ic & vi trf twong Umg cua trinh tu ndy véi S,
T,C,N,Q,Y,D,E,R, K, H, V,L, L M, W, F hoéc P;

(cm) su thay thé ctia Y & vi tri 320 hoic & vi tri tuong g cia trinh ty nay véi G,
T,V, L, T hoacF;

(cn) su thay thé ciia S & vi tri 326 hodic & vi tri tuong ng cua trinh tu nay voi
w;

(co) su thay thé ctia S & vi tri 330 hodc & vi trf tuong Umg cia trinh ty ndy v6i M,

W hoac F;
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(cp) su thay thé ctia K & vi tri 332 hotic & vi tri twong ting clia trinh tu ndy véi G,
T hoac V;

(cq) su thay thé ctia T & vi tri 334 hodc & vi tri trong tmg ciia trinh tu nay véi L;

(cr) su thay thé ctia Y & vi tri 335 hoc & vi tri twong ting ctia trinh tu nay voi F;

(cs) su thay thé ctia F & vi tri 337 hodc & vi tri tu'ong ung cua trinh tu nay véi G,
S, T, C,Q,R,K, H, A hoac V;

(ct) su thay thé ciia G & vi tri 342 hodc & vi tri tuong Umg ctia trinh tu ndy véi S,
T,C,Q Y,D,E,R, K, H A, V,L,, M, W, F hoac P;

(cu) su thay thé ctia K & vi tri 343 hodc & vi tri tuong tmg ciia trinh tu ndy véi T;
(cv) su thay thé ctia K & vi tri 346 hodc & vi tri twong Umg ciia trinh tw ndy véi R;
(cw) su thay thé cua S & vi tri 357 hodc & vi tri twong ting clia trinh tu nay véi L;
(cx) su thay thé cua T & vi tri 359 hodc & vi tri twong tmg cta trinh tu ndy véi G,
S,Q, V,L,IhoacF;

(cy) su thay thé ctia S & vi tri 361 hodc & vi tri twong tmg cua trinh tu ndy véi V,
I hoac W;

(cz) su thay thé ctia D & vi tri 369 hodc & vi tri tuong tmg ctia trinh tu ndy véi N;
(da) su thay thé ctia N & vi tri 376 hodc & vi tri tuong (mg cua trinh tu ndy véi
W;

(db) sy thay thé caa T & vi tri 378 hodc & vi tri tuong tmg clia trinh tu ndy véi L
hodc W;

(dc) su thay thé cua Q & vi tri 379 hodc & vi tri trong Ung ca trinh tu nay véi D,
E, R hoac K;

(dd) su thay thé ctia Y & vi tri 380 hodc & vi tri twong mg cta trinh tu nay véi F;
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(de) su thay thé ctia F & vi tri 385 hodc & vi tri tuong Ung cua trinh ty ndy véi Y,
M hoic P;

(df) su thay thé ctia T & vi tri 386 hodic & vi tri tuong (mg cla trinh ty ndy véi A,
L, I hodac M;

(dg) su thay thé ctia S & vi tri 387 hodc & vi tri tuong Ung cua trinh ty ndy véi G,
QE R K HA,V,L, I, M, Whoac F;

(dh) su thay thé ciia N & vi tri 390 hodc & vi tri twong ing cla trinh tu ndy véi G,
S, T, Y hoiac F;

(di) su thay thé cia W & vi tri 393 hogic & vi tri twong Ung cta trinh ty ndy véi
Q;

(dj) su thay thé ctia R & vi tri 396 hodc & vi tri twong Umg cua trinh ty ndy véi G;

(dk) su thay thé ctua F & vi tri 403 hodc & vi tri tuong ng cta trinh tu nay véi T
hoiac K;

(d) su thay thé ciia N & vi tri 405 hodc & vi tri tuong Ung cua trinh ty ndy véi D,
V,L,I, W, F hoac P;

(dm) su thay thé ctia A & vi tri 406 hodc & vi tri twong Umg cua trinh tu ndy véi
V, W hoiac F;

(dn) su thay thé cta P & vi tri 407 hodic & vi tri tuong g cua trinh ty nay véi G
hoac C;

(do) sy thay thé ctia Q & vi tri 408 hodc & vi tri twong ing clia trinh ty ndy véi N,
Y, I hoac W;

(dp) su thay thé ctia S & vi tri 409 hozic & vi tri tuong Umg cua trinh ty ndy véi Y

hoac W;
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(dq) su thay thé ctia T & vi tri 411 hodic & vi tri twong Ung cua trinh tu nay véi A,
V, L hoac P;
(dr) su thay thé cta T & vi tri 427 hodic & vi tri tuong Ung cua trinh tu nay véi R
hoac V; va
(ds) su thay thé ctia V & vi tri 433 hodc & vi tri tuong ng cua trinh tu nay véi L,
(ii) t6t hon nira 13, bat ky trong sb dudi day:

(ar);

su két hop cua (as), (at), va(au);

(bk);

(cz);

su két hop cua (v), (cd), (cx), va (dg);

su két hop ciia (be) va (bd);

su két hop ciia (e) va (aa);

su két hop cua (j), (s), (¥), (bh), va (dl);

su két hop ctia (e), (v), (aa), (bc), (bd), (bk), (cd), (cx), (cz), va (dg);

su két hop ctia (e), (v), (aa), (ar), (bc), (bd), (bk), (cd), (cx), (cz), va (dg);

su két hop ciia (v), (as), (at), (au), (bc), (bd), (bk), (cd), (cx), (cz), va (dg);

su két hop cua (j), (5), (v), (¥), (as), (at), (au), (be), (bd), (bh), (bk), (cd),
(cx), (cz), (dg), va (dD);

su két hop ctia (v), (aa), (ar), (bc), (bd), (bk), (cd), (cx), (cz), va (dg);

sur két hop cua (v), (as), (at), (au), (bc), (bd), (bk), (cd), (cx), (cz), va (dg);

su két hop ciia (e), (v), (aa), (bc), (bd), (bk), (bm), (cd), (cl), (cx), (cz), va
(dg); va

-71-



25268

su két hop cua (v), (as), (at), (au), (bc), (bd), (bj), (bk), (bo), (cd), (cx),
(cz), (dc), va (dg).
[22] Phuong phép theo bit ky trong s [17] dén [21] néu trén, trong d6

trinh tur axit amin c6 tinh ddng nhét 13 it nhit 95% so vdi trinh tu axit amin
nhu duoc thé hién & SEQ ID NO: 2 tét hon 13 ¢6 axit aspartic & vi tri trong tmg
vé6i vi tri 30 cia trinh ty axit amin nhu duoc thé hién & SEQ ID NO: 2, histidin &
vi tri trong Umg vai vi tri 68 cua chung, va serin & vi tri tuong tng véi vi tri 255
cua chung,

t6t hon nira 13 ¢6 cac gdc axit amin dugc thé hién trong (ii) néu trén cia
Bang 1 & céc vi tri tuong tng véi céc vi tri duge thé hién trong (i) néu trén cla
Bang 1 trong trinh ty axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID NO: 2.
[23] Phuong phap theo bét ky trong s6 [17] dén [22] néu trén, trong d6 trinh tur
axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID NO: 2 hoic trinh ty axit amin c6 tinh
déng nhét 13 it nhit 95% thém vao tot hon 14 trinh tu axit amin duge thé hién
trong bt ky trong s6 SEQ ID NOS: 2 dén 11.
Vi du thye hién sang ché

Sau déy, sang ché s& dugc mé ta cu thé hon trong cac vi du duéi day. Tuy
nhién, cac vi du ndy khéng nhim gi6i han pham vi ki thuét ctia séng ché.
Vidu 1 Su san xuét thé dot bién proteaza kiém

Phuong phap san xuit thé dot bién proteaza kiém theo sang ché s& duoc
md ta dudi day, st dung nhu mét vi du, thé san xuit cia dot bién "A294T",
trong do6 alanin & vi tri 294 (A294) trong trinh tu axit amin (SEQ ID NO: 2) cia

ving enzym trudng thanh dang tu nhién KP43 proteaza da duoc thé véi threonin.
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Thé d6t bién hudng vi tri duge dua vao trong vat truyén tai tb hop chira
gen ciu triic proteaza kiém c6 ngudn gdc tir dong Bacillus sp. KSM-KP43 (SEQ
ID NO: 1) m hoéa proteaza kiém nhu dugc thé hién & SEQ ID NO: 2, bang cach
thay thé gbc axit amin & vi tri 294 ctia SEQ ID NO: 2 véi threonin. Cac mbi dot
bién, cu thé 13, A294-F (SEQ D NO: 12:
GGTGCAACTGACATCGGCCTTGGCTAC) va A294-R (SEQ ID NO: 13:
GATGTCAGTTGCACCGGCAATCAGTGC) duogc thiét ké. Str dung cac mdi
nay, san phidm PCR chira thé dot bién d3 thu duoc theo céc giao thirc cua
PrimeSTAR Mutagenesis Basal Kit (Takara). San phim PCR duoc tinh ché
bang bd dung cu tinh ché san phdm PCR (Roche), va Bacillus sp. dong
KSM9865 (FERM P-18566) duoc sir dung nhu mdt vat cha vi khudn sau dé
duogc bién d6i thém.

Thé bién nap di thu duoc dugc cho phat trién trong méi trudng agar kiém
chtra sita khong kem [1% (trong luo*ng/thé tich) stra khong kem (Difco), 1%
bactotripton (Difco), 0,5% phﬁn chiét nAm men (Difco), 1% natri clorua, 1,5%
agar, 0,05% natri cacbonat, va 15ppm tetraxyclin], va sau dd, sy c6 mat hoac
Véng mat gen proteaza dot bién dugc dua vao duge xac dinh dua vao trang thai
hinh thanh vong sang. Thé bién nap duoc ciy trong SmL cta méi trudng giéng
[6,0% (trong lugng/thé tich) polypepton S, 0,05% phan chiét nAm men, 1,0%
maltoza, 0,02% magié sulfat heptahydrat, 0,1% kali dihydro phosphat, 0,25%
natri cacbonat, va 30ppm tetraxyclin], va sau d6 duoc cho qua nuéi cdy lic &
30°C trong 16 gid. Sau d6, mdi truong nudi ciy gidng (1% (thé tich/thé tich))

dugc ciy vao trong 20mL ctia méi trudng chinh [8% polypepton S, 0,3% phan
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chiét ndm men, 10% maltoza, 0,04% magié sulfat heptahydrat, 0,2% kali
dihydro phosphat, 1,5% natri cacbonat khan, va 30 ppm tetraxyclin], va sau do6
duge cho qua nuéi ciy lic & 30°C trong 3 ngay. Mbi trudng nudi cay thu duoc
dugc phan ly dé thu dugc dich ndi nudi cdy chira thé dot bién proteaza kiém.
Khéi luong protein dugc do sir dung Protein Assay Rapid Kit Wako (Wako Pure
Chemical Industries, Ltd.).
Vidu2 Susan xuét cia nhiéu dot bién proteaza kiém

V6i su tham khao cac ndi dung dugc mo td cua JP-B-5202690, JP-A-
2002-218989, JP-A-2002-306176, JP-A-2004-000122, JP-A-2004-305176, JP-
A-2006-129865, JP-A-2007-061101, JP-A-2008-212084, JP-A-2010-273672,
JP-A-2010-273673, va JP-A-2013-233141, thé dot bién dugc dwa vao trong
KP43 proteaza dang tu nhién (SEQ ID NO: 2) dé san xuit cac dot bién KP43
proteaza dudi day.
(1) Thé d6t bién don 1é (SEQ ID NO: 3):

Alanin 6 vi tri 132 dugc thé véi threonin (JP-B-5202690),
(2) 10-l4n dot bién-1 (SEQ ID NO: 4):

Tyrosin & vi tri 195 dugc thé véi glutamin (JP-A-2002-218989);

axit aspartic & vi tri 369 dugc thé v6i asparagin (JP-A-2002-306176);

threonin & vi tri 65 duoc thé véi prolin, valin & vi tri 273 dugc thé véi
isoLeuxin, threonin & vi tri 359 duoc thé véi serin, va serin & vi tri 387 duoc thé
véi alanin (JP-A-2004-000122);

Asparagin & vi tri 166 dugc thé véi Glyxin, va Glyxin & vi tri 167 duge

thé véi Valin (JP-A-2004-305176); va
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Serin & vi tri 16 dugc thé véi Valin, va Asparagin & vi tri 83 dugc thé véi
alanin (JP-A-2010-273672, va JP-A-2010-273673),
(3) 11-14n d6t bién-1 (SEQ ID NO: 5):

Alanin & vi tri 132 duoc thé véi threonin (JP-B-5202690);

Tyrosin & vi tri 195 dugc thé véi glutamin (JP-A-2002-218989);

axit aspartic & vi tri 369 duoc thé véi Asparagin (JP-A-2002-306176);

threonin & vi tri 65 dugc thé véi Prolin, Valin & vi trf 273 dugc thé véi
isoLeuxin, threonin & vi tri 359 duoc thé v&i Serin, va Serin & vi tri 387 dugc
thé v6i alanin (JP-A-2004-000122);

Asparagin ¢ vi tri 166 dugc thé véi Glyxin, va Glyxin & vi tri 167 dugc
thé véi Valin (JP-A-2004-305176); va

Serin & vi tri 16 dugc thé véi Valin, va Asparagin & vi tri 83 duoc thé véi
alanin (JP-A-2010-273672, va JP-A-2010-273673),
(4) 11-1an dot bién-2 (SEQ ID NO: 6):

Tyrosin & vi tri 195 dugc thé véi glutamin (JP-A-2002-218989);

axit aspartic & vi tri 369 duoc thé véi Asparagin (JP-A-2002-306176);

threonin & vi tri 65 duge thé véi Prolin, Valin & vi tri 273 duge thé véi
isoLeuxin, threonin & vi trf 359 duoc thé véi Serin, va Serin & vi tri 387 dugc
thé véi alanin (JP-A-2004-000122);

Asparagin & vi tri 166 dugc thé v6i Glyxin, va Glyxin & vi tri 167 dugc
thé véi Valin (JP-A-2004-305176); va

alanin & vi tri 133 dugc thé véi Serin, Valin & vi tri 134 dugc thé véi

threonin, va Serin dugc chén gitra vi tri 133 va vi tri 134 (JP-A-2006-129865),
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(5) 16-1an dot bién (SEQ ID NO: 7):

Tyrosin & vi tri 195 duoc thé véi glutamin (JP-A-2002-218989);

axit aspartic & vi tri 369 dugc thé véi Asparagin (JP-A-2002-306176);

threonin & vi tri 65 dugc thé véi Prolin, Valin & vi tri 273 dugc thé véi
isoLeuxin, threonin & vi tri 359 dugc thé vé&i Serin, va Serin & vi tri 387 dugc
thé v&i alanin (JP-A-2004-000122);

Asparagin & vi tri 166 duoc thé véi Glyxin, va Glyxin & vi tri 167 dugc
thé véi Valin (JP-A-2004-305176); |

alanin & vi tri 133 duoc thé véi Serin, Valin ¢ vi tri 134 duge thé véi
threonin, va Serin dugc chén gitra vi tri 133 va vi tri 134 (JP-A-2006-129865);
va

Serin & vi tri 40 dugc thé véi isoLeuxin, threonin & vi tri 59 dugc thé véi
Valin, Serin & vi tri 81 duoc thé véi Leuxin, Serin & vi tri 191 duge thé véi
Leuxin, va Asparagin & vi tri 405 duoc thé véi Leuxin (JP-A-2013-233141).
(6) 10-14n dot bién-2 (SEQ ID NO: 8):

Alanin & vi tri 132 dugc thé véi threonin (JP-B-5202690);

Tyrosin & vi trf 195 dugc thé vé6i arginin (JP-A-2002-218989);

axit aspartic & vi tri 369 dugc thé véi Asparagin (JP-A-2002-306176);

threonin & vi tri 65 dugc thé véi Prolin, Valin & vi tri 273 dugc thé véi
isoLeuxin, threonin & vi tri 359 duoc thé vé6i Serin, va Serin & vi tri 387 duoc
thé véi alanin (JP-A-2004-000122);

Asparagin & vi tri 166 duoc thé véi Glyxin, va Glyxin & vi tri 167 dugc

thé véi Valin (JP-A-2004-305176); va
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Asparagin & vi tri 83 duoc thé véi alanin (JP-A-2010-273672),
(7) 11-14n d6t bién-3 (SEQ ID NO: 9):

Tyrosin & vi tri 195 duogc thé vé6i arginin (JP-A-2002-218989);

axit aspartic ¢ vi tri 369 duoc thé v6i Asparagin (JP-A-2002-306176);

threonin & vi tri 65 duoc thé véi Prolin, Valin & vi tri 273 duogc thé véi
isoLeuxin, threonin & vi tri 359 duoc thé vé6i Serin, va Serin & vi tri 387 dugc
thé véi alanin (JP-A-2004-000122);

Asparagin & vi tri 166 dugc thé véi Glyxin, va Glyxin & vi tri 167 duge
thé véi Valin (JP-A-2004-305176); va

alanin & vi tri 133 duogc thé véi Serin, Valin & vi tri 134 dugc thé voi
threonin, va Serin dugc chén gitra vi tri 133 va vi tri 134 (JP-A-2006-129865),
(8) 12-14n d6t bién (SEQ ID NO: 10):

Tyrosin & vi tri 195 duoc thé vé6i glutamin (JP-A-2002-218989);

axit aspartic & vi tri 369 duoc thé véi Asparagin (JP-A-2002-306176);

threonin & vi tri 65 dugc thé véi Prolin, Valin & vi tri 273 duoc thé véi
isoLeuxin, threonin & vi tri 359 dugc thé véi Serin, va Serin & vi tri 387 dugc
thé véi alanin (JP-A-2004-000122);

Asparagin & vi tri 166 dugc thé véi Glyxin, va Glyxin & vi tri 167 dugc
thé véi Valin (JP-A-2004-305176);

Asparagin ¢ vi tri 83 dugc thé véi alanin, va Alanin & vi tri 319 duoc thé
véi Valin (JP-A-2010-273672), va

Serin & vi tri 16 duogc thé vé&i Valin, va Glutamin & vi tri 204 dugc thé vai

axit aspartic (JP-A-2010-273673),
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(9) 14-14n dot bién (SEQ ID NO: 11):

Tyrosin & vi tri 195 duoc thé véi arginin (JP-A-2002-218989);

axit aspartic & vi tri 369 duoc thé véi Asparagin (JP-A-2002-306176);

threonin & vi tri 65 dugc thé véi Prolin, Valin & vi tri 273 dugc thé véi
isoLeuxin, threonin & vi tri 359 duogc ‘thé v6i1 Serin, va Serin & vi tri 387 duoc
thé véi alanin (JP-A-2004-000122);

Asparagin & vi tri 166 dugc thé vé6i Glyxin, va Glyxin & vi tri 167 duoc
thé v6i Valin (JP-A-2004-305176);

alanin & vi tri 133 dugc thé véi Serin, Valin & vi tri 134 dugc thé véi
threonin, va Serin dugc chén gifra vi tri 133 va vi tri 134 (JP-A-2006-129865),
va

Serin & vi tri 194 dugc thé voi arginin, lyzin & vi tri 212 dugc thé véi
arginin, va Glutamin & vi tri 379 dugc thé vai arginin (JP-A-2008-212084).

Thé d6t bién don 1¢ (SEQ ID NO: 3), 10-1in ddt bién-1 (SEQ ID NO: 4),
11-14n d6t bién-1 (SEQ ID NO: 5), 11-1an dot bién-2 (SEQ ID NO: 6), 16-lan
d6t bién (SEQ ID NO: 7), 10-14n dot bién-2 (SEQ ID NO: 8), 11-1an dot bién-3
(SEQ ID NO: 9), 12-14n dét bién (SEQ ID NO: 10), va 14-1in d6t bién (SEQ ID
NO: 11) dugc md ta & trén c6 99,8%, 97,7%, 97,5%, 97,5%, 96,3%, 97,7%,
97,5%, 97,2%, va 96,8% su df)ng nhét cua trinh tu axit amin, tuong Ung, so voi
KP43 proteaza dang tu nhién (SEQ ID NO: 2).

Trong mdi polynucleotit mi héa cho mdi trong s6 cic dot bién di thu
duoc néu trén, su dot bién ndy duoc dua vao ma alanin & vj tri twong g véi vi

tri 294 cua SEQ ID NO: 2 duoc thé véi threonin (A294T d6i véi SEQ ID NO: 3
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dén 5, 8, va 10, va A295T d6i v6i SEQ ID NO: 6, 7, 9, va 11) theo céc quy trinh
tuong tu nhu cac quy trinh cia Vi du 1. Sau d6, vat chu dugc bién d6i véi timg
dot bién, va thé bién nap da thu dugc sau d6 dugce nudi céy dé thu duge dich ndi
nudi cy chira thé dot bién proteaza kiém. Khéi luong protein cia chiing sau d6
duoc do. Trong cac vi du duéi day, cac thé dot bién proteaza kiém da thu dugc
trong cac Vidu 1 va 2, ma ¢6 T & vi tri tuong ung v6i vi tri 294 cua SEQ ID
NO: 2, dugc dé cap chung dén nhu mot "dot bién A294T."
Vidu3 Panh gia vé d6 bén cua thé dot bién proteaza kiém trong dung dich
chira chét tao chelat
(1) Panh gi4 vé d6 bén trong dung dich chira nuéc xitrat

Dich ndi nudi ciy cia dot bién A294T d3 thu dugc trong Vi du 1 duoc bd
sung 20mM dung dich dém Tris-HCl (d6 pH la 8,0), chira hodc khong chira
2mM 3Na xitrat, va hdn hop sau d6 duoc trén déu dé thu dugc dung dich enzym
(ndng d6 cudi cung cua enzym: 0,017mg/mL). Dung dich enzym dugc phan
doan & lugng 13 200pL trong mbi dia thir nghiém 96-16, va 10uL cia 10mM Glt-
Ala-Ala-Pro-Leu-pNA-H,0 (PEPTIDE INSTITUTE, INC.) sau dé duoc bd sung
thém vao. Sau do, do hép thu & 405nm dugc do theo thoi gian, sir dung dau doc
vi tAm (Infinite M200Pro; TECAN), trong khi dang lic & 30°C trong 15 phut.
Tbc @6 thay dbi do hip thu (mOD405/phit) duge coi 13 hoat tinh enzym, va gia
tri hoat tinh ban dau d3 thu duoc. Gia tri hoat tinh con lai cia dung dich enzym,
ma di dugc nung noéng & 70°C trong 10 phut, da thu duoc bing phuong phap
gibéng nhu phuong phap dé do gia tri hoat tinh ban dau. Theo phuong trinh dudi

d4y, hoat tinh du (%) cta proteaza kiém dugc tinh:
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Hoat tinh con lai (%) = Gia tri hoat tinh con lai / Gié tri hoat tinh ban dau
x 100
Sau do, gia tri tuong dbi cta hoat tinh ébn lai (hoat tinh con lai tuong d6i (%))
ctia dot bién A294T di thu dugc, khi hoat tinh con lai cua gbc proteaza kiém
(KP43 proteaza dang tu nhién; SEQ ID NO: 2) dugc thiét 1ap & 100%.

Tuong tu, déi véi thé dot bién don 1& (SEQ ID NO: 3), 11-1an dot bién-2
(SEQ ID NO: 6), 14-1an dot bién (SEQ ID NO: 11) va 16-lan dot bién (SEQ ID
NO: 7), ma da thu duoc trong Vi du 2, hoat tinh con lai (%) cua dot bién A294T
duoc tinh, va hoat tinh con lai twong dbi (%) cla timg dot bién cho gbc proteaza
kiém sau d6 4 thu dugc.

(2) P4anh gia vé d6 bén trong dung dich chira nuéc EDTA

Dich ndi nuéi céy ctia thé d6t bién A294T d3 thu dugc trong Vi du 1 duge
bd sung 20mM dung dich dém Tris-HCl (d pH la 8,0), chtra hodc khong chira
ImM EDTA, va hén hop sau d6 dugc tron déu dé thu dugc dung dich enzym
(ndng d6 cudi clng ctia enzym: 0,017mg/mL). Sir dung dung dich enzym nay,
hoat tinh con lai (%) cta proteaza kiém dugc tinh theo cac diéu kién gidng nhu
& (1) néu trén, va hoat tinh con lai tuwong d6i (%) cua thé dot bién so vai gbe
proteaza kiém sau d6 da thu dugc. |

Tuong tu, déi véi thé dot bién don 1¢ (SEQ ID NO: 3), 10-1an dot bién-1
(SEQ ID NO: 4), 10-1in dét bién-2 (SEQ ID NO: 8), 11-14n ddt bién-1 (SEQ ID
NO: 5), 11-1in dét bién-2 (SEQ ID NO: 6), 11-14n dét bién-3 (SEQ ID NO: 9),
12-14n d6t bién (SEQ ID NO: 10) va 16-14n d6t bién (SEQ ID NO: 7), ma da thu

dugc trong Vi du 2, hoat tinh con lai (%) cua dot bién A294T dugc tinh, va hoat
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tinh con lai twong dbi (%) cuia timg dot bién so véi gbc pfoteaza kiém sau do6 da
thu duoc.
(3) Céac két qua

Céc hoat tinh con lai twong dbi cua thé dot bién A294T trong dung dich
chtra nudc xitrat, ma da dugc do trong (1) néu trén, dugc thé hién & Fig. 1 va
Bang 2. Céc hoat tinh con lai tuong d6i ctia dot bién A294T trong dung dich
chtra nuéc EDTA, ma d3 duoc do trong (2) néu trén, duoc thé hién & cac Fig. 2
va 3 va cac Bang 3 va 4. Cac hoat tinh con lai cia dot bién A294T la bﬁng nhau
khi so sanh véi proteaza kiém gdc cuia chiing trong dung dich khéng chira chét
tao chelat, nhung dot bién A294T cb céc hoat tinh con lai cao hon trong dung
dich chira chét tao chelat. Cac két qué nay thé hién réng dd bén cua thé do6t bién
A294T trong dung dich chtia chét tao chelat di dugc cai thién, khi so sanh vdi

do bén nay cua proteaza ki€ém goc cda chung.
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Hoat tinh con lai twong dbi (%)
Khong c6 3Na xitrat| Vi 2 mM 3Na xitrat
Dang tu nhién 100,0 100,0
A294T 110,3 311,1

Hoat tinh con lai twong d6i (%)

Khong c6 3Na xitrat| Vi 2 mM 3Na xitrat
Thé ddt bién don 18 100,0 100,0
Thé dot bién don
110,5 204,8
18/A294T

Hoat tinh con lai twong d6i (%)

Khong c6 3Na xitrat| Véi 2 mM 3Na xitrat
11-14n dot bién-2 100,0 100,0
11-14n dot bién-2/A294T 109,0 184,5

Hoat tinh con lai tuong d6i (%)

Khong c6 3Na xitrat| Véi 2 mM 3Na xitrat
14-14n d6t bién 100,0 100,0
14-14n d6t bién/A294T 86,2 144,7

Hoat tinh con lai twong d6i (%)

Khong c6 3Na xitrat| Véi 2 mM 3Na xitrat
16-14n dot bién 100,0 100,0
16-1an dot bién/A294T 118,5 393,5
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[Bang 3]
Hoat tinh con lai twong d6i (%)
Khong c6 EDTA | Véi 1 mM EDTA
Dang tu nhién 100,0 100,0
A294T 98,1 199,5
Hoat tinh con lai twong ddi (%)
Khéng c6 EDTA | Véi 1 mM EDTA
Thé dot bién don 18 100,0 100,0
Thé dot bien don 16/A294T 99,5 324,9
Hoat tinh con lai twong d6i (%)
Khong c6 EDTA | Véi 1 mM EDTA
10-1an dot bién-1 100,0 100,0
10-1an d6t bién-1/A294T 101,6 473,0
Hoat tinh con lai twong ddi (%)
Khéng c6 EDTA | Véi 1 mM EDTA
10-14n dot bién-2 100,0 100,0
10-1an d6t bién-2/A294T 99,4 1304,2
Hoat tinh con lai twong d6i (%)
Khong c¢6 EDTA | Véi 1 mM EDTA
11-14n d6t bién-1 100,0 100,0
11-1an dot bién 1/A294T 93,7 598,3
Hoat tinh con lai twong d6i (%)
Khong c6 EDTA | Véi 1 mM EDTA
11-14n d6t bién-2 100,0 100,0
11-1an d6t bién-2/A294T 101,6 545,4
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[Bang 4]
Hoat tinh con lai trong déi (%)
Khéng ¢6 EDTA | V6i 1 mM EDTA
11-14n dét bién-3 100,0 100,0
11-14n d6t bién-3/A294T 1433 549,6
Hoat tinh con lai twong d6i (%)
Khéng ¢6 EDTA | Vé6i 1 mM EDTA
12-14n dét bién 100,0 100,0
12-14n dét bién/A294T 104,1 309,9
Hoat tinh con lai tuong dbi (%)
Khéng ¢6 EDTA | Vé6i 1 mM EDTA
16-14n dot bién 100,0 100,0
16-14n dét bién/A294T 98,9 532,7

Vi du 4 Panh gia vé do bén ciia thé dot bién proteaza kiém trong ché phim tiy
sach

Ché phdm chét tiy sach dang 16ng cho quin 4o c6 sin trén thi trudng
(Ultra Attack Neo; Kao Corporation, dugc dua ra ban nam 2015, xitrat duoc
tron) duoc nung néng trong 16 vi séng dé khir hoat tinh enzym c6 trong san
pham. P6i v6i san pham nay, dot bién A294T ciia Vi du 1 hodc KP43 proteaza
dang tu nhién duoc bd sung & luong 13 1,0% (thé tich/thé tich), va sau d6 hdn
hop di thu duoc duoc trén déu dé thu duoc ché phdm tiy sach c6 chtra enzym.
Ché phém tiy sach dugc pha lodng 10 14n véi nuéc trao d6i ion, va sau d6 dung

dich dugc pha loing dugc khudy déu. Do d6, dung dich tiy giit da thu duoc
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duoc chia & lugng 1a 200uL vao mdi trong dia thir nghiém 96 15, va 10pL cua
10mM Glt-Ala-Ala-Pro-Leu-pNA-H,O (PEPTIDE INSTITUTE, INC.) sau d6
duoc bd sung thém vao. Sau do, do hép thu & 405nm dugc do theo thoi gian, st |
dung dau doc vi tAim (Infinite M200Pro; TECAN), trong khi dang lic & 30°C
trong 15 phut. Téc d6 thay dbi d6 hap thu (mOD405/phit) duoc coi 1a hoat tinh
enzym, va gié tri hoat tinh ban dau dé thu dugc. Hon nita, sau khi ché pham tdy
sach dugc bao quan ¢ 40°C trong 28 ngay, gia tri hoat tinh con lai da thu dugc
bing phuong phap giéng nhu phuong phap dé do gia tri hoat tinh ban du. Theo
phuong trinh duéi day, hoat tinh con lai (%) cua proteaza kiém duoc tinh:

Hoat tinh con lai (%) = Gi4 tri hoat tinh con 1ai/Gia tri hoat tinh ban dau x
100
Sau d6, hoat tinh con lai tuong dbi (%) cua 4ot bién A294T da thu duoc, khi
hoat tinh du cua KP43 proteaza dang tu nhién dugc thiét 1ap & 100%.

Céc két qua duogc thé hién & Bang 5. Khi so sanh véi KP43 proteaza dang
tu nhién, ma Ia proteaza kiém géc ciia dot bién A294T, dd bén bao ton cua dot

bién A294T duoc cai thién x4p xi 2 14n trong ché phdm tiy sach.
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[Bang 5]
Hoat tinh con lai twong d6i (%) sau khi bao quan & 40°C
Enzym
trong 28 ngay
Dang tg nhién 100,0
A294T 198,0

Vi du tham khao 1

Thé d6t bién don 1é va da dot bién cua KP43 proteaza, ma dugc sir dung

nhu proteaza kiém géc trong Vi du 2, dugc phéan tich, xét vé su khéang axit xitric

va su khang EDTA, dudi cac diéu kién giong nhu céc diéu kién & cac Vidu 3 va

4. Céc két qua dbi véi sy khéng axit xitric dwoc thé hién & Bang 6, va cac két

qua db6i voi su khang EDTA duoc thé hién & Bang 7. Mbi gia tri dugc thé hién &

cac Bang 6 va 7 biéu thi hoat tinh con lai tuong d6i (%) cua timg dot bién, khi

hoat tinh con lai ciia KP43 proteaza dang tu nhién (SEQ ID NO: 2) duoc thiét

1ap & 100%. Mdi proteaza kiém gdc ¢ su khang céc chit tao chelat bang hoic

cao hon, khi so sanh véi KP43 proteaza dang tu nhién. Cac két qua nay thé hién

réng su khang chét tao cua dot bién A294T duogc thé hién & cac Vi du 3 va 4

manh hon ctia bét ky trong sb proteaza kiém gdc va proteaza dang tu nhién.

[Bang 6]
2mM 3Na xitrat
Enzym Hoat tinh con lai tuong d6i (%)
Dang tu nhién 100,0
Thé dot bién don 1é 115,9
14-lan dot bién 170,7
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16-1an dot bién 165,0
[Bang 7]
1mM EDTA
Enzym Hoat tinh con lai twong ddi (%)
Dang tu nhién 100,0
Thé d6t bién don 18 113,3
10-14n dot bién-1 108,3
10-1an dét bién-2 137,3
11-14n dot bién-1 126,5
11-1an dét bién-2 120,4
16-1an dot bién 103,9

Nhu da néu trén, cac phuong an theo sang ché duoc giai thich. Tuy nhién,
can hiéu ring cic phuong 4n niy khéng nham giéi han sang ché & cac phuong
an cu thé d3 giai thich. Cac su sitra dbi va hiéu chinh khac nim trong pham vi
ctia sang ché 13 rd rang ddi véi ngudi cé hiu biét trung binh trong linh vuc k¥
thuat.

Céc cong bd va cac cong bd patent duoc trich din theo sang ché duoc két

hop & ddy bang cach vién din tdan bo.
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YEU CAU BAO HQ
1. Thé dot bién proteaza kiém bao gom trinh tw axit amin da thu duoc bang cach
thay thé gbc axit amin & vi tri twong Ung véi vi tri 294 trong trinh ty axit amin
nhu duoc thé hién & SEQ ID NO:2 vdéi threonin trong trinh ty axit amin nhu
duoc thd hién & SEQ ID NO:2 hodc trinh ty axit amin c6 tinh ddng nhat 1a it
nhét 95% trinh tu nay, trong d6 su dot bién proteaza kiém c6 do bén cai thién
cho chét tao chelat va c6 thé giir lai hoat tinh proteaza kiém cao hon trong chét
tao chelat, khi so sanh véi proteaza kiém gbc bao gdm trinh ty axit amin nhu
duoc thd hién & SEQ ID NO:2 hodc trinh ty axit amin c6 tinh dong nhét 13 it
nhit 95% trinh tu nay.
2. Thé dot bién proteaza kiém theo diém 1, bao gdm mot hodc nhidu gbc axit
amin duoc chon tir nhém bao goém (a') dén (ds') dudi day:
(a) géc axit amin & vi tri 6 cda trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID
NO:2 hoidc & vi tri twong ing cda trinh tunay, mala S, T, C, Q, Y, R, K, H, A,
V,L,I,M, W hoac F;
(b") gbc axit amin & vi tri 9 cua trinh ty axit amin nhu dugc thé hién 6 SEQ ID
NO:2 hodc & vi tri twong ng cuia trinh tu nay, ma la Q;
(c" géc axit amin & vi tri lltcﬁa trinh tu axit amin nhu duge thé hién & SEQ ID
NO:2 hodc & vi tri twong Uing cuda trinh ty nay, ma la G, S hodc N;
(d") gbe axit amin & vi tri 15 ciia trinh tw axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID
NO:2 hodc 6 vi tri tvong Umg cia trinh tu nay, ma la H, C, Q, D, E, R, A, V, M,

W hoac F;
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(¢") gbc axit amin & vi tri 16 clia trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID
NO:2 hodc & vi tri twong Gng cua trinh tunay, mala T, Q, V,C, Y, D, E, R, K,
H,L,I,M, W hoacF;

(f) gbc axit amin & vi tri 20 cua trinh ty axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID
NO: 2 ho#c & vi tri trong Gng cua trinh tu ndy, ma la F hodc A;

(") gbc axit amin & vi tri 22 cla trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID
NO: 2 hoic & vi tri tuong Gng cua trinh tu nay, ma la W;

(h') gbc axit amin & vi tri 23 cua trinh ty axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID
NO: 2 hodc & vi tri tuong ng cua trinh ty ndy, ma 1a N;

(i') gbc axit amin & vi tri 37 cla trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID
NO: 2 hodc ¢ vi tri tuong Ung cua trinh tur ndy, ma la T;

(j") gbc axit amin & vi tri 40 cla trinh ty axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID
NO: 2 hodc & vi tri tuong ng cua trinh tu nay, ma la V, L, I, W hodc F;

(k") géc axit amin ¢ vi tri 41 cua trinh ty axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID
NO: 2 hodc ¢ vi tri twong tng cua trinh tu nay, ma la I;

(1) gbc axit amin & vi tri 46 clia trinh ty axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID
NO: 2 hoidc & vi tri twong Umg cia trinh tu nay, mala S, T,C,N, Q, Y, E, K, H,
A, V,L,I,Mhoic W,

(m') gbc axit amin & vi tri 49 clia trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID
NO: 2 hodc & vi tri twong tng cua trinh tu ndy, ma la Q;

(n') gbc axit amin & vi tri 52 cua trinh ty axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID

NO: 2 ho#c & vi tri twong Gng cua trinh tu ndy, ma 1a G hodéc S;
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(o") géc axit amin & vi tri 53 ca trinh tu axit amin nhu duoc thé hién & SEQ ID
NO: 2 hoac & vi tri tuong Ung cua trinh tu ndy, ma la A, V hoac [;

(p") gbc axit amin & vi tri 54 ciia trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID
NO: 2 hodc & vi tri tuong Ung cua trinh tu nay, mala G, S, T, C, N, Q, D, E, R,
H, A, V,M, W, F hoac P;

(q") gbc axit amin & vi tri 56 cua trinh tir axit amin nhu duoc thé hién & SEQ ID
NO: 2 hoac & vi tri tuong Umg cua trinh tu nay, ma 1a V;

(r") gbc axit amin & vi tri 57 cia trinh ty axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID
NO: 2 hodc ¢ vi tri twong Umg cua trinh ty nay, mala S, T, C,Q, D, E, R, K, H,
A, V,L, I, M, W, F hoic P;

(s") gdc axit amin & vi tri 59 ciia trinh ty axit amin nhu duoc thé hién & SEQ ID
NO: 2 hodc & vi tri trong Ung cula trinh ty nay, rhe‘t laV,L,I,M, W hoac F;

(t) gbc axit amin & vi tri 60 clia trinh ti axit amin nhu duoc thé hién & SEQ ID
NO: 2 hoac & vi tri tuong Umg cua trinh tu nay, ma la V, L, I, W hoéac F;

(u') gbc axit amin & vi tri 63 ctia trinh t axit amin nhu duge thé hién & SEQ ID
NO: 2 hoac & vi tri tuong Umg cua trinh ty nay, mala S, D hoac L;

V") géc axit amin & vi trf 65 ctia trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID
NO: 2 hodc & vi tri tuong Uing cua trinh ty nay, ma la W hoéc P;

(w") géc axit amin & vi tri 66 cua trinh tu axit amin nhu duge thé hién & SEQ ID
NO: 2 hoac & vi tri tuong ung cua trinh tu nay, mala G, S, T, C, Q, D, E, H, A,
V, L, I, M hoac W;

(x") gbc axit amin & vi tri 80 cua trinh tw axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID

NO: 2 hoac & vi tri tuong Ung cua trinh tu nay, ma la H hodc A;
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(') gbc axit amin & vi tri 81 cua trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID
NO: 2 hoédc 6 vi tri tuong Ung cua trinh tu nay,malaQ,Y,L, L W hoéc_: F;

(') gbc axit amin & vi tri 82 ciia trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID
NO: 2 hoac 6 vi tri trong Ung cua trinh tu nay, mala G, S, C, Q, D, E, R, K, H,
A hoac M;

(aa") gbc axit amin & vi tri 83 ciia trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID
NO: 2 hodc 6 vi tri trong Ung cua trinh tu nay, ma 1a S, C hodc A;

(ab") gbc axit amin & vi tri 84 cua trinh ti axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID
NO: 2 hodc 6 vi tri twong Ung cua trinh tur nay, ma la R;

(ac') gbc axit amin & vi tri 89 ciia trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID
NO: 2 hoéc 6 vi tri tuong Ung cuia trinh tu nay, ma la H;

(ad") gbc axit amin & vi tri 91 cta trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID
NO: 2 hoéc & vi tri trong Ung cuda trinh tu ndy, ma 1a C;

(ae'") gbc axit amin & vi tri 100 ctia trinh ty axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri tuong Gng cua trinh tu nay, ma la L, I, W hoéc F;

(af') gbc axit amin & vi tri 101 cia trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hoac & vi tri twong Ung cua trinh tu nay, mala S, T, C, N, Q, Y, D, E,
R,K,H, A, V,L,[, M, W, F hoic P;

(ag") gbc axit amin & vi tri 102 clia trinh tu axit amin nhu duge thé hién & SEQ
ID NO: 2 hoac & vi tri tuong Ung cua trinh tunay, ma 1a S, T, C, Q, Y, D, E, R,

K,H, A, V,L,I, M, W, F hoéc P;
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(ah") gbc axit amin & vi tri 103 cta trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hoi#c & vi tri twong g cua trinh tunay, mala S, T, C, Q, Y, D, E, R,
K,H,A,V,L,, M, W, F hoac P;

~ (at') géc axit amin & vi tri 104 cda trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hoic & vi tri tuong Umg cia trinh tu ndy, mala S, T, C, Q, Y, D, E, R,
K,H, A, V,L, I, M, W, F hodc P;

(aj") gbc axit amin & vi tri 105 clia trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc & vi tri tuong Gng cuia trinh tunay, mala S, T, C, Q, Y, D, E, R,
K,HA,V,L,L M, W, F hoac P;

(ak') gbc axit amin & vi tri 106 cia trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc & vi tri tuong Ung cua trinh tunay, mala S, T, C, Q, Y, D, E, R,
K,H A, V,L,L M, W, F hoac P;

(al') gbc axit amin & vi tri 107 clia trinh ty axit amin nhu dugce thé hién & SEQ
ID NO: 2 hoic & vi tri tuong Umg cua trinh tu ndy, ma 1a S, R, K hodc A;

(am') gbc axit amin & vi tri 109 clia trinh tu axit amin nhu duge thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc 6 vi tri trong Ung cia trinh tu nay, ma la L, I hoac F;

(an") gbc axit amin & vi tri 113 cda trinh ty axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc & vi tri trong Ung cua trinh tu nay, ma la L hodc W;

(a0") géc axit amin & vi tri 119 cia trinh ty axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hoidc & vi tri twong ing cua trinh ty nay, mala G, S, T, C, N, Q, D, E,
R, K, H, A, V,M, W, F hoic P;

(ap') gbc axit amin & vi tri 120 cua trinh ty axit amin nhu dugc thé hién & SEQ

ID NO: 2 ho#c & vi tri tuong Uing cua trinh tu nay, ma 1a Y, R, I, W hodc F;
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(aq') gbc axit amin & vi tri 124 ctia trinh tr axit amin nhu duoc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc & vi tri tuong Ung cuda trinh tu nay, ma la K hoac A;
(ar') gbc axit amin & vi tri 132 ciia trinh ty axit amin nhu duoc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc & vi tri tuong Ung cua trinh tu nay, mala S, T, N, Q, D, I hodc
M;
(as") gbc axit amin & vi tri 133 cua trinh tyr axit amin nhu duoc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hoédc ¢ vi tri twong Ung cua trinh tu nay, mala G, S, T, C, N, Q, D, E,
R,K,H, V,L,I, M, W, F hoac P;
(at") gbc axit amin & vi tri 134 cua trinh tir axit amin nhu dwoc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri trong tng cua trinh tu ndy, ma la G, S, T hoac A;
(au') gdc axit amin giita vi trf 133 cia trinh tu axit amin nhu dugc thé hién &
SEQ ID NO: 2 hoac A vi tri tuong Ung cua trinh tu nay, va vi tri 134 cda ching
‘hodc A vi tri tuong Ung cua trinh tunay, ma la G, S, T, N, Q, Y, R, K, H, A, L, I,
M hoac W;
(av') gbc axit amin & vi tri 135 cia trinh.tu axit amin nhu duoc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc & vi tri trong Gng cua trinh tuy nay, ma la R, A, L hodc M;
(aw") gbc axit amin & vi tri 136 clia trinh ty axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri tuong Ung cua trinh tu nay, mala S, T, C, Q, Y, D, E, R,
K,H, A, V,L, LM, W, F hoéc P;
(ax") géc axit amin & vi tri 138 cia trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hoidc & vi tri tuong Ung cuia trinh ty nay, mala G, S, C, N, Q, D, E, R,

K,H, A, V,M, W, F hoic P;
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(ay") gbc axit amin & vi tri 140 cua trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc & vi tri turong Ung cua trinh ty nay, ma la L, W hoac F;

(az') gbc axit amin & vi tri 148 clia trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri trong Gng cua trinh tu nay, ma la G, S, T, C, N, Q, D, E,
R,K,H, A,M, W, F hodc P;

(ba") gbc axit amin & vi tri 151 cta trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc & vi tri tuong Uing cua trinh tu nay, ma 1a F;

(bb") gbc axit amin & vi tri 163 clia trinh tur axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri trong Ung cua trinh tu nay, mala S, T, N, Q, D, K, H, V,
L, I1hoacF;

(bc") géc axit amin & vi tri 166 cua trinh tu axit amin nhu du'(jc.thé hién & SEQ
ID NO: 2 hoic & vi tri trong Ung cua trinh ty nay, ma la G, V, L, I, W hoéc F;
(bd") géc axit amin & vi tri 167 cua trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc & vi tri tuong Ung cua trinh tu ndy, ma la V;

(be") géc axit amin & vi tri 170 cua trinh tu axit amin nhu duoc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri tuong Ung cua trinh ty ndy, ma la V hoac L;

(bf") gbc axit amin & vi tri 171 cta trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri trong ng cuda trinh tu ndy, ma 1a G, T, E hodc A;

(bg") gbc axit amin & vi tri 187 clia trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri tuong Ung cua trinh tu ndy, ma la S;

(bh") géc axit amin & vi tri 191 cua trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ

ID NO: 2 hoic ¢ vi tri trong g cua trinh ty nay, ma la V, L, I, W hodc F;
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(bi") gbc axit amin & vi tri 193 cua trinh ty axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc & vi tri tuong Ung cua trinh tunay, mala S, T, C, Q, Y, D, E, R,
K,HA,V,L, I, M, W, F hodc P;

(b1") géc axit amin & vi tri 194 cuaa trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc & vi tri trong tng cia trinh tu ndy, ma la Y, R hodc K;

(bk') gbc axit amin & vi tri 195 clia trinh ty axit amin nhu duoc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc & vi tri trong g cua trinh tu nay, mala G, S, T, C, N, Q, D, E,
R, K,H,A, V,L,L M, W, F hoac P;

(bl") gbc axit amin & vi tri 200 cla trinh ty axit amin nhu duge thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri tuong ing cia trinh tu nay, ma la W;

(bm') gbc axit amin & vi tri 204 cta trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc & vi tri tuong Ung cua trinh tunay, mala S, T, C, N, D, E, R, K,
H,V,L,ILM, W hoic P;

(bn") géc axit amin & vi tri 205 cua trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc & vi tri tuong ng cta trinh tu nay, ma la S, T, C, N, Q, Y, E, K,
H, A, V,L, 1, Mhoac W;

(bo") géc axit amin & vi tri 212 cua trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc 6 vi tri tuong ing cta trinh ty nay, ma la N, Q, R, V, L hodc W;
(bp') gbc axit amin & vi tri 226 cua trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri trong Ung cua trinh ty ndy, mala 'Y;

(bq') gbc axit amin & vi tri 233 cua trinh ty axit amin nhu dugc thé hién & SEQ

ID NO: 2 hodc & vi tri trong ing cia trinh tu nay, ma 1a L, I hoac W;
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(br') gbc axit amin & vi tri 237 cta trinh tu axit amin nhu duge thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc & vi tri tuong Uing cia trinh tu ndy, ma la N;

(bs") géc axit amin & vi tri 238 cua trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri tuong Ung cuia trinh tu nay, mala L;

(bt géc axit amin & vi tri 243 cla trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hoéc & vi tri tuong Umg cua trinh tu nay, ma la 'Y, L hoac I;

(bu') gbc axit amin & vi tri 245 clia trinh tur axit amin nhu duoc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri tuong ung cuda trinh tu nay, ma la N;

(bv") gbc axit amin & vi tri 246 ciia trinh tu axit amin nhu duoc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hoédc 6 vi tri tuong ung cua trinh tu nay, ma la'Y, V, L, W hoéc F;
(bw") g_éc axit amin & vi tri 247 cua trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc 6 vi tri tuong Ung cua trinh tu nay, Iﬁé 1aS, T,C,N,Q,E, H, A,
V,L,ILM, W hoac F;

(bx") géc axit amin & vi tri 248 cla trinh ty axit amin nhu duge thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri tuong ing cua trinh tu ndy, ma 1a F;

(by") gbc axit amin & vi tri 250 ciia trinh tur axit amin nhu duoc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc & vi tri twrong Ung cua trinh ty ndy, ma 1a F;

(bz') gbc axit amin & vi tri 251 cta trinh tu axit amin nhu duoc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc & vi tri tuong Ung cia trinh ty nay, mala G, T, N, Q, D, A, V, L
hoic I;

(ca') gbc axit amin & vi tri 256 cia trinh tr axit amin nhu duoc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hoédc 6 vi tri tuong Ung cua trinh ty nay, mala S, T, C, Q, Y, D, E, R,

K,H, A, V,L,I, W, F hoéc P;
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(cb) géc axit amin & vi tri 257 cua trinh tu axit amin nhu duge thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri trong Ung cua trinh tu ndy, ma 1a V hoéc I;

(cc') gbc axit amin & vi tri 264 clia trinh ty axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri trong Uing cuia trinh tw nay, mala G, S, T, C, Q, D, E, A,
V, L, I hoac M;

(cd") gbc axit amin & vi tri 273 cla trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hoac & vi tri tliong ung cua trinh tu nay, ma 1a G, T hoac I;

(ce') gbc axit amin & vi tri 275 cia trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri tuong Gng cia trinh tu ndy, ma la L, W hoéac F;

(cf) géc axit amin & vi tri 277 cta trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri turong g cua trinh tu ndy, ma la V, L, I hodc F;

(cg") gbc axit amin & vi tri 281 clia trinh ty axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc & vi tri tuong Ung cuda trinh tu nay, ma la R;

(ch) géc axit amin & vi tri 296 cua trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hoac & vi tri twong Umg cua trinh ty nay, ma la V;

(ci") géc axit amin & vi tri 297 cua trinh tu axit amin nhu duogc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri trong Ung cua trinh tu nay, ma la L, W hoac F;

(c3") gbc axit amin & vi tri 304 cla trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri turong Umg cua trinh tu ndy, ma la S;

(ck") géc axit amin & vi tri 313 cua trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ

ID NO: 2 hoéc ¢ vi tri tuong Umg cua trinh tu nay, ma la N;
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(cl') gbc axit amin & vi tri 319 cla trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri twong tmg cia trinh tu nay, mala S, T,C, N, Q, Y, D, E,
R,K,H,V,L, LM, W, F hoac P;

(cm') gbc axit amin & vi tri 320 cia trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hoic ¢ vi tri tuong Gng cia trinh tu nay, ma 1la G, T, V, L, L hoac F;
(cn') gbc axit amin & vi tri 326 clia trinh ty axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri twong Gng cua trinh tu ndy, ma 1a W;

(co') gbc axit amin & vi tri 330 cla trinh ty axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri trong tng cuia trinh tu nay, ma la M, W hoéc F;

(cp") gbe axit amin & vi tri 332 cua trinh ty axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc & vi tri twong Gng cua trinh tu ndy, ma 1a G, T hoac V;

(cq') gbc axit amin & vi tri 334 cla trinh ty axit amin nhu dugc thé hién ¢ SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri trong ing cua trinh tuy nay, ma la L;

(cr') gbc axit amin & vi tri 335 cua trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri tuong Gng cua trinh tu ndy, ma la F;

(cs') gbc axit amin & vi tri 337 cua trinh ty axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc 6 vi tri tuong ing cua trinh tu nay, mala G, S, T, C, Q, R, K, H,
A hoac V;

(ct') gbe axi‘; amin & vi tri 342 cua trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hoidc & vi tri twong g cda trinh tu nay, ma la S, T, C, Q, Y, D, E, R,
K,H,A,V,L,L M, W, F hoic P;

(cu") géc axit amin & vi tri 343 cua trinh ty axit amin nhu dugc thé hién & SEQ

ID NO: 2 hodc 6 vi tri twong Gng cua trinh tu ndy, ma 1a T;
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(cv') gbc axit amin & vi tri 346 cua trinh tir axit amin nhu duoc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc 6 vi tri tuong Ung cua trinh tu ndy, ma la R;

(cw") gbc axit amin & vi tri 357 clia trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc 6 vi tri tuong Ung cua trinh ty nay, ma la L;

(cx") gbc axit amin & vi tri 359 cua trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc 6 vi tri tuong Ung cua trinh ty nay, ma la G, S, Q, V, L, I hoac F;
(cy') gbc axit amin & vi tri 361 cua trinh tu axit amin nhu duoc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri tuong Ung cua trinh tu nay, ma 1a V, I hoac W;

(cz') gbe axit amin & vi tri 369 cia trinh tyr axit amin nhu duoc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri tuong ung cda trinh tu nay, ma la N;

(da') gbc axit amin & vi tri 376 cua trinh tu axit amin nhu duoc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc & vi tri trong Ung cua trinh ty nay, ma 1a W,

(db") géc axit amin & vi trf 378 cta trinh tr axit amin nhu duoc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri tuong Ung cua trinh ty nay, ma la L hodac W;

(dc') gbc axit amin & vi tri 379 ciia trinh tu axit amin nhu duoc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc 6 vi tri tuong Ung cua trinh tu nay, ma 1a D, E, R hodc K;

(dd") géc axit amin & vi tri 380 cua trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri tuong ing cuia trinh tu nay, ma la F;

(de") gbc axit amin & vi tri 385 cua trinh ty axit amin nhu duoc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc 6 vi tri tuong ing cuia trinh tuy nay, ma la Y, M hoac P;

(df') gbc axit amin & vi tri 386 ciia trinh tyr axit amin nhu duoc thé hién & SEQ

ID NO: 2 hodc 6 vi tri tuong Ung cua trinh tu nay, ma la A, L, I hoac M;
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(dg') ge axit amin & vi tri 387 clia trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc & vi tri twong g cua trinh tu nay, mala G, Q,E, R, K, H, A, V,
L, I, M, W hoac F;

(dh') gbc axit amin & vi tri 390 clia trinh ty axit amin nhu dﬁqc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hoic & vi tri trong tng cda trinh ty ndy, ma 1a G, S, T, Y hoac F;

(di') gbc axit amin & vi tri 393 cla trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc ¢ vi tri twong Gng cua trinh tu ndy, ma la Q;

(dj") gbc axit amin & vi tri 396 cia trinh ty axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc & vi tri twong Gng cua trinh tu ndy, ma la G;

(dk") gbc axit amin & vi tri 403 clia trinh ty axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc 6 vi tri tuong tng cuia trinh tu nay, ma 1a T hodc K; -

(dl') gbc axit amin & vi tri 405 ca trinh ty axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc 6 vi tri trong Ung cua trinh tu nay, ma la D, V, L, I, W, F hoéc P;
(dm'") géc axit amin & vi tri 406 cda trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc 6 vi tri twong ting cua trinh tu ndy, ma 1a V, W hodc F;

(dn') gbc axit amin & vi tri 407 cla trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc 6 vi tri tuong tng cuia trinh tu ndy, ma la G hoac C;

(do') gbc axit amin & vi tri 408 clia trinh ty axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc 6 vi tri tuong ing cia trinh tu ndy, ma la N, Y, I hoac W;

(dp") gbc axit amin & vi tri 409 ctia trinh ty axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc & vi tri twong tng cua trinh tu ndy, ma 1a Y hodc W;

(dq) gbc axit amin & vi tri 411 cua trinh ty axit amin nhu dugc thé hién & SEQ

ID NO: 2 hodc & vi tri twong Ung cla trinh tu nay, ma la A, V, L hoéc P;
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(dr') gbc axit amin & vi tri 427 cua trinh ty axit amin nhu dugc thé hién & SEQ
ID NO: 2 hodc & vi tri trong Umg cua trinh tu nay, ma la R hodc V; va

(ds" géc axit amin & vi tri 433 cua trinh tu axit amin nhu dugce thé hién & SEQ
ID NO: 2 hoac & Vl tri trong g cua trinh tu ndy, ma la L.

3. Thé d6t bién proteaza kiém theo diém 1 hodc 2, trong d6 proteaza kiém gbe
bao gém trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID NO: 2 hoic trinh tur axit
amin c6 tinh ddng nhét 13 it nhit 95% trinh tu ndy cé cic dic tinh enzym 1) dén
4) dudi day:

1) proteaza kiém hoat déng trong diéu kién kiém, va thé hién hoat tinh con lai 13
50% ho#ic nhidu hon sau khi proteaza kiém dd dugc lay di trong SOmM dung
dich hydro peroxit chira 5SmM canxi clorua va c6 d6 pH 1a 10 6 20°C trong 20
phut;

2) proteaza kiém thé hién hoat tinh con lai 12 80% hoic nhiéu hon khi proteaza
kiém d3 duoc xir Iy & 50°C & d6 pH 12 10 trong 10 pht;

3) proteaza kiém dugc trc ché béng diisopropyl flophosphat (DFP) va
phenylmetansulfonyl florit; va

4) proteaza kiém c6 trong lugng phan tir 1a 43000 + 2000 theo SDS-PAGE.

4. Polynucleotit ma hoa thé dot bién proteaza kiém theo diém bét ky trong s céc
diém 1 dén 3.

5. VAt truyén bao gdm polynucleotit theo diém 4.

6. Thé bién nap bao gém polynucleotit theo diém 4 hodc vat truyén theo diém 5.
7. Phuong phép san xuét sy dot bién proteaza kiém bao gdm st dung thé bién

nap theo diém 6.
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8. Ché phim tiy sach bao goém thé dot bién proteaza kiém theo diém bit ky
trong sb cac diém 1 dén 3.

9. Phuong phap san xuit thé dot bién proteaza kiém bao gdm viéc thay thé gbc
axit amin & vi tri tuong ung véi vi tri 294 cua trinh tu axit amin nhu duoc thé
hién & SEQ ID NO: 2 véi threonin, trong trinh tu axit amin cta proteaza kiém
géc bao gém trinh tu axit amin nhu duoc thé hién & SEQ ID NO: 2, hoic trinh
tu axit amin c6 tinh ddng nhét 13 it nhit 95% trinh tu ndy, trong d6 thé dot bién
proteaza kidm c6 d6 bén cai thién cho chét tao chelat va c6 thé gilr lai hoat tinh
proteaza kiém cao hon trong chét tao chelat, khi so sanh véi proteaza kiém gbc
bao gf“)m trinh tyu axit amin nhu duge thé hién & SEQ ID NO: 2 hoic trinh tir axit
amin c6 tinh ddng nhat 13 it nhat 95% trinh tu nay.

10. Phuong phép cai thién d6 bén cua proteaza kiém cho chit tao chelat bao
gdm viéc thay thé gbc axit amin & vi tri twong g véi vi tri 294 cta trinh ty axit
amin nhu duge thé hién & SEQ ID NO: 2 véi threonin, trong trinh tu axit amin
cua proteaza kiém gbc bao gbém trinh tur axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID
NO: 2, hodc trinh tu axit amin c6 tinh déng nhét 13 it nhit 95% trinh tu nay.

11. Phuong phép theo diém 9 hozc 10, trong d6 trinh tu axit amin cé tinh déng
nhit 13 it nhit 95% so véi trinh ty axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID NO: 2
13 trinh tu axit amin c6 mdt hodc nhiéu dot bién duoc chon tir nhém bao g6m
céc dot bién (a) dén (ds) dudi ddy:

(a) su thay thé cia G & vi tri 6 hodc & vi tri tuong Ung cuda trinh ty nay véi S, T,
C,QY,RK,H A, V,L, I, M, W hoac F;

(b) su thay thé ciia K & vi tri 9 hodc & vi tri tvong Ung cta trinh ti nay véi Q;
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(c) su thay thé cia D & vi tri 11 hodic & vi tri twong g clia trinh tu ndy v6i G, S
hoac N;

(d) su thay thé ciia S & vi tri 15 hoic & vi tri twrong Ung cua trinh ty nay voi H, C,
Q,D,E,R, A, V,M, W hoéc F;

(e) su thay thé ctia S & vi tri 16 hodic & vi tri twong Umg cua trinh ty ndy vé6i T, Q,
V,C,Y,D,E,R, K, H,L, I, M, W hoac F;

(f) su thay thé cia Y & vi tri 20 hodc & vi tri tuong ng cua trinh tw nay véi F
hoac A;

() su thay thé ciia Q & vi tri 22 ho#ic & vi tri twong Ung cua trinh ty nay véi W;
(h) sy thay thé ciia G & vi tri 23 hodic & vi tri twong Ung cua trinh ty nay véi N;
(i) su thay thé ctia R & vi tri 37 hodic & vi trf tuong mg cta trinh ty ndy véi T;

(j) su thay thé cta S & vi tri 40 hoic & vi tri twong mg cta trinh tu nay v6i V, L, |
I, W hoac F;

(k) su thay thé ctia S & vi tri 41 hodc & vi tri twong g cla trinh ty ndy voi [;

(1) sy thay thé ctia F & vi tri 46 hodic & vi tri twong Ung cua trinh tu nay véi S, T,
C,N,Q Y,E,K,H, A, V,L, I, Mhodc W;

(m) su thay thé ctia K & vi tri 49 hodc & vi tri tuong g cia trinh tu ndy véi Q;
(n) su thay thé ctia A & vi tri 52 hodic & vi tri twong Umg cua trinh ty nay voi G
hoc S;

(0) su thay thé ciia L & vi tri 53 hodc & vi tri twong Umg cua trinh tu nay véi A, V
hoac I;

(p) su thay thé cua Y & vi tri 54 hodc & vi tri tuong Umg cda trinh tu ndy voi G, S,

T,C,N,Q,D,E,R,H, A, V,M, W, F hoéc P;
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(q) su thay thé ctia L & vi tri 56 hodc & V1 tri trong g cua trinh tu nay véi V;
(r) su thay thé ctia G & vi tri 57 hodic & vi tri twong Ung cua trinh tu nay véi S, T,
C,Q,D,E,R K H A V,L,LM, W, F hoédc P;

(s) su thay thé ctia T & vi tri 59 hodc & vi tri tuong Umg cua trinh tu nay v6i V, L,
LMW hoéc F;

(t) su thay thé ctia N & vi tri 60 hodic & vi tri twong Ung cua trinh ty nay v6i V, L,
I, W hoic F;

(u) su thay thé ctia N ¢ vi tri 63 hoic & vi tri tuong mg cla trinh tu ndy véi S, D
hoac L;

(v) su thay thé ctia T & vi tri 65 hodc & vi tri twong Ung cua trinh ty ndy véi W
hoac P;

(w) su thay thé ctia N & vi tri 66 ho#ic & vi tri twong Umg cua trinh tu ndy véi G,
S, T,C,Q,D,E,H, A, V,L, I, M hoédc W;

(x) su thay thé cia G & vi tri 80 hodic & vi tri twong Umg cua trinh ty ndy véi H
hoac A;

(y) su thay thé ctia S & vi tri 81 ho#ic & vi tri twong mg cua trinh t ndy véi Q, Y,
L, I, W hoac F;

() su thay thé ciia T & vi tri 82 hogic & vi tri tuong mg cla trinh tu ndy vé6i G, S,
C,Q,D,E,R, K, H, AhodcM;

(aa) su thay thé cia N & vi tri 83 hodc & vi tri tuong Ung cla trinh ty ndy véi S,
Choac A;

(ab) su thay thé ctia K & vi tri 84 hodc & vi tri twong tng cia trinh tu ndy véi R;

(ac) sy thay thé ctia Q & vi tri 89 hodc & vi tri twong g cua trinh ty nay véi H;
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(ad) su thay thé ciia N & vi tri 91 hodc & vi tri twong Ung cua trinh tur nay véi C;
(ae) sy thay thé ciia S & vi tri 100 hodc & vi tri tuong tng ctia trinh t nay véi L,
I, W hoac F; |

(af) sy thay thé ctia G ¢ vi tri 101 hodc & vi tri tuong tmg cua trinh tu ndy véi S,
T,C,N,Q,Y,D,E, R, K,H, A, V,L,, M, W, F hoac P;

(ag) su thay thé cia G & vi tri 102 hozic & vi tri twong Umg cta trinh tu nay véi S,
T,C,Q Y,D,E, R, K,H, A, V,L,I, M, W, F hoéc P;

(ah) su thay thé cia G & vi tri 103 hozic & vi tri twong tmg cta trinh t nay véi S,
T,C,Q Y,D,E,R, K,H, A, V,L, I, M, W, F hodc P;

(ai) su thay thé cia L & vi tri 104 hodc & vi tri tuong tng clia trinh tu ndy véi S,
T,C,Q,Y,D,E,R, K, H, A, V,L,, M, W, F hoéc P;

(aj) su thay thé ciia G & vi tri 105 hozc & vi tri tuong tmg cta trinh t nay véi S,
T,C,Q,Y,D,E,R,K,H, A, V,L, [, M, W, F hoéc P;

(ak) su thay thé cia G & vi tri 106 hozic & vi tri twong Umg cta trinh tu nay véi S,
T,C,Q,Y,D,E,R,K,H, A, V,L, [, M, W, F hoéc P;

(al) su thay thé ciia L & vi tri 107 hodc & vi tri tuong tmg ciia trinh ty ndy véi S,
R, K hodc A;

(am) su thay thé ctia S & vi tri 109 hodc & vi tri tuong Ung ctia trinh tu ndy véi L,
I hoac F;

(an) su thay thé ctia T & vi tri 113 hodc & vi tri twong Umg clia trinh tu ndy véi L
hoac W;

(a0) su thay thé ctia Y & vi tri 119 hodc & vi tri twong Ung cua trinh tu nay véi G,

S,T,C,N,Q,D,E,R, K, H, A, V, M, W, F hoic P;
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(ap) su thay thé ciia S & vi tri 120 hodc & vi tri twong ng cla trinh tu nay véi Y,
R, 1, W hoac F;

(aq) su thay thé cta R & vi tri 124 hodc & vi tri twong ng cta trinh tu nay véi K
hoac A;

(ar) sy thay thé ctia A & vi tri 132 hoic & vi tri tuong ng clia trinh ty nay véi S,
T, N, Q, D, I hodc M;

(as) su thay thé ciia A & vi tri 133 hoic & vi tri twong tmg cua trinh tu nay véi G,
S,T,C,N,Q,D,E,R,K,H, V,L,, M, W, F hoac P;

(at) su thay thé ciia V & vi tri 134 hodc & vi tri tuong ng cta trinh tu nay véi G,
S, T hoac A; |

(au) suchéncia G, S, T, N, Q, Y, R, K, H, A, L, I, M hoac W vao trong mot vi
tri gitra vi tri 133 hodc A vi tri tuong Umg cta trinh ty nay va vi tri 134 hodc A vi
tri trong Ung cua trinh tu nay;

(av) su thay thé ctia N & vi tri 135 hodc & vi tri twong Umg ctia trinh ty nay véi R, |
A, L hoac M;

(aw) su thay thé ctia G ¢ vi tri 136 ho#c & vi tri tuong tng ciia trinh ty nay véi S,
T,C,Q,Y,D,E,R,K,H, A, V,L, [, M, W, F hoac P; |

(ax) su thay thé ctia Y & vi tri 138 hodic & vi tri tuong Ung cua trinh ty nay voi G,
S,C,N,Q,D,E,R,K,H, A, V, M, W, F hodc P;

(ay) su thay thé ciia T & vi tri 140 hodc & vi tri twong Ung cta trinh ty ndy véi L,
W hoac F;

(az) su thay thé ctia Y & vi tri 148 hoic & vi tri tuong ing cla trinh ty ndy véi G,

S, T,C,N,Q,D,E,R,K,H, A,M, W, F hoéc P;
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(ba) su thay thé ctia K & vi trf 151 hodc & vi tri tuong ng cia trinh tu nay véi F;
(bb) su thay thé cta E & vi tri 163 hodc & vi tri tuong Umg cla trinh tu nay véi S,
T,N,Q,D,K,H, V,L,  hodc F;

(be) su thay thé cua N & vi tri 166 hodc & vi tri tuong g cua trinh ty ndy véi G,
V,L,I, WhoacF;

(bd) su thay thé ctia G & vi tri 167 hodic & vi tri tuong Ung cla trinh tu ndy véi
Vi

(be) su thay thé ctia I & vi tri 170 hodc & vi tri twong Umg cua trinh ty nay véi V
hoic L;

(bf) su thay thé cia S & vi tri 171 hodic & vi tri tuong tmg clia trinh tu nay voi G,
T, E hoac A;

(bg) su thay thé ctia N & vi tri 187 hodc & vi tri tuong Umg cta trinh tu ndy véi S;
(bh) su thay thé ciia S & vi tri 191 hodc & vi tri twong Ung cua trinh ty nay voi V,
L, I, W hoac F;

(bi) su thay thé ctia G & vi tri 193 hogic & vi tri twong Ung cua trinh tu ndy véi S,
T,C,Q,Y,D,E,R, K, H, A, V,L,, M, W, F hoac P;

(bj) su thay thé cia S & vi tri 194 hoic & vi tri tuong g clia trinh tu ndy voi Y,
R hoic K;

(bk) su thay thé ctia Y & vi tri 195 hodic & vi tri tuong g cta trinh tu ndy véi G,
S, T,C,N,Q,D,E,R,K,H, A, V,L,I, M, W, F hoéc P;

(bl) sur thay thé ctia N & vi tri 200 hodc & vi tri twong {ng cua trinh tu ndy véi

W,
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(bm) su thay thé ctia Q & vi tri 204 hodc & vi tri tuong Umg cta trinh ty nay véi S,
T,C,N,D,E,R,K,H, V,L, I, M, W hoac P;

(bn) su thay thé cta F & vi tri 205 hodc & vi tri tuong g clia trinh tu ndy vdi S,
T,C,N,Q,Y,E,K,H, A, V,L, I, M hoac W;

(bo) su thay thé ctia K & vi trf 212 hodc & vi tri twong (mg ciia trinh tu nay véi N,
Q,R,V, L hoac W;

(bp) su thay thé ctia F & vi tri 226 hodc & vi tri tuong Umg cua trinh tu nay véi Y;
(bq) su thay thé cua S & vi tri 233 hodc & vi tri tuong Ung cua trinh tu nay véi L,
I hoac W;

(br) sy thay thé ctia D & vi tri 237 hodc & vi tri tuong Ung cia trinh tu nay véi N;
(bs) su thay thé ctia S & vi tri 238 hodc & vi tri tuong Ung cua trinh tu nay véi L;
(bt) sur thay thé ctia N & vi tri 243 hodc & vi tri twong Ung cua trinh tu nay véi Y,
L hoac I;

(bu) su thay thé ctia D & vi tri 245 hodc & vi tri twong Umg ciia trinh tu nay véi
N;

(bv) su thay thé ciia S & vi tri 246 hoic & vi tri tuong ng cla trinh tu niy véi Y,
V, L, W hoic F;

(bw) su thay thé ciia K & vi tri 247 hoic & vi tri tuong Ung cua trinh tu ndy véi S,
T,C,N,Q,E,H, A, V,L,, M, W hoéc F;

(bx) su thay thé ctia Y & vi tri 248 hodc & vi tri twong {mg ciia trinh tu nay véi F;
(by) su thay thé cia Y & vi tri 250 hoic & vi tri twong mg cua trinh tu nay véi F;
(bz) su thay thé cia M & vi tri 251 hodc & vi tri twong (mg cua trinh tu nay véi G,

T,N,Q,D, A, V,LhoacI;
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(ca) su thay thé ctia M & vi tri 256 hoiic & vi tri tuong Ung cua trinh tu ndy véi S,
T,C,Q,Y,D,E,R,K,H, A, V,L, I, W, F hodc P;

(cb) su thay thé ctia A & vi tri 257 hodic & vi tri twong Uing cua trinh ty nay voi V
hoac I;

(cc) su thay thé ctia N & vi tri 264 hodic & vi tri twong g cua trinh ty nay véi G,
S, T,C,Q,D,E, A, V,L, I hoic M;

(cd) su thay thé ctia V & vi tri 273 hodic & vi tri tuong Umg ca trinh ty nay véi G,
T hoac I;

(ce) su thay thé ctia N & vi tri 275 hodc & vi tri tuong Ung cua trinh ty nay véi L,
W hoac F;

(cf) sy thay thé ciia G & vi tri 277 hodc & vi tri tuong Ung cua trinh tu nay véi V,
L, I hoacF;

(cg) su thay thé ctia K & vi tri 281 hodc & vi tri tuong tmg cia trinh tu nay v6i R;
(ch) su thay thé ctia I & vi tri 296 hodic & vi tri tuong (ng cla trinh tu ndy véi V;
(ci) su thay thé ctia G & vi tri 297 hodc & vi tri twong mg cua trinh tu nay véi L,
W hoac F;

(cj) su thay thé ctia N & vi tri 304 hodc & vi tri tuong Ung cua trinh ty nay véi S;
(ck) sy thay thé ctia D & vi tri 313 hodic & vi tri twong Ung cua trinh ty nay véi N;
(cl) su thay thé ciia A & vi tri 319 ho#ic & vi tri twong ting cta trinh tu nay véi S,
T,C,N,Q, Y,D,E,R,K,H, V,L, L M, W, F hoac P;

(cm) sy thay thé ctia Y & vi tri 320 hodc & vi tri tuong Umg cua trinh tu ndy véi G,

T, V,L,1 hodcF;
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(cn) su thay thé cia S & vi tri 326 hodc & vi tri tuong Ung cua trinh tu nay véi
W;

(co) su thay thé ctia S & vi tri 330 hodc & vi tri twong Umg cua trinh tu-néy voi M,
W hoac F;

(cp) su thay thé ctia K & vi tri 332 hoiic & vi tri tuong mg clia trinh ty ndy véi G,
T hoac V;

(cq) su thay thé ctia T & vi tri 334 hogic & vi tri twong Ung cua trinh tu nay véi L;

(cr) su thay thé ctia Y & vi tri 335 hodic & vi trf trong ting cta trinh tu ndy véi F;

(cs) su thay thé ctia F & vi tri 337 hodc & vi tri tuong Umg cia trinh tu ndy véi G,
S, T,C,Q,R,K, H, A hoac V; |

(ct) su thay thé ctia G & vi tri 342 ho#ic & vi tri twong Umg cua trinh tu nay véi S,
T,C,Q,Y,D,E,R,K,H, A, V,L,L M, W, F hodc P;

(cu) sy thay thé ciia K & vi tri 343 hogic & vi tri twong tng cua trinh tu nay véi T;
(cv) su thay thé ctia K & vi tri 346 hodc & vi tri twong Ung cua trinh tu ndy véi R;
(cw) sy thay thé ciia S & vi tri 35 7 hodc ¢ vi tri turong g cua trinh tu nay véi L;
(cx) su thay thé cta T & vi tri 359 hoic & vi tri trong Umg cua trinh ty nay véi G,
S,Q,V, L, hoacF;

(cy) su thay thé ctia S & vi tri 361 hoic & vi tri twong Ung cua trinh ty nay véi V,
I hoac W;

(cz) su thay thé ctia D & vi tri 369 hodc & vi tri tuong ng cua trinh ty nay véi N;
(da) su thay thé cia N & vi tri 376 hodc & vi tri trong Umg cia trinh tu nay véi

W;

-110-



25268

(db) su thay thé ctia T & vi tri 378 hoic & vi tri tuong Ung cua trinh tu nay véi L
hoac W;

(dc) su thay.thé cua Q 6 vi tri 379 hodc & vi tri tuong g cua trinh tu nay véi D,
E, R hoac K;

(dd) su thay thé ciia Y & vi tri 380 hodc & vi tri tuong Ung cua trinh tu nay véi F;
(de) su thay thé ctia F & vi tri 385 hodc & vi tri tuong Umg cla trinh ty nay voi Y,.
M hoac P;

(df) su thay thé ctia T & vi tri 386 hodc & vi tri tuong Umg cia trinh tu nay véi A,
L, I hoac M;

(dg) su thay thé ctia S & vi tri 387 hoic & vi tri twong {mg cla trinh tu ndy véi G,
QER K H A, V,L,I, M, Whoac F;

(dh) su thay thé ctia N & vi tri 390 hodc & vi tri tuong Umg clia trinh tu nay véi G,
S, T, Y hoac F;

(di) su thay thé cia W & vi tri 393 hogic & vi tri tuong ng cla trinh ty ndy vé&i
Q;

(dj) su thay thé ctia R & vi tri 396 hodc & vi tri twong ing cta trinh ty ndy véi G;
(dk) su thay thé ctia F & vi tri 403 hodc & vi tri twong Ung cta trinh tu nay véi T
hoac K;

(d1) sy thay thé cia N & vi tri 405 ho#ic & vi tri twong Ung cta trinh ty ndy véi D,
V,L,I, W, F hoac P;

(dm) su thay thé ctia A & vi tri 406 hodc & vi tri twong Ung cua trinh ty ndy véi

V, Whoic F;
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(dn) su thay thé ctia P & vi tri 407 hodc & vi tri tuong tmg ciia trinh tu ndy véi G
hodc C;

(do) su thay thé ctia Q & vi tri 408 hodc & vi tri tuong tmg ctia trinh ty ndy véi N, -
Y, I hodac W;

(dp) su thay thé ctia S & vi tri 409 hodc & vi tri tuong Ung cta trinh tu ndy véi Y
hoac W;

(dq) su thay thé ctia T & vi tri 411 hodc & vi tri twong ting cua trinh ty nay véi A,
V, L hoac P;

(dr) su thay thé ctia T & vi tri 427 hodc & vi tri tuong tmg ciia trinh tu ndy véi R
hodc V; va

(ds) su thay thé ctia V & vi tri 433 hodc & vi tri tuong tg cia trinh t nay véi L.

12. Phuong phép theo diém bét ky trong s cac diém 9 dén 11, trong d6 proteaza
kiém géc bao gém trinh tu axit amin nhu dugc thé hién & SEQ ID NO: 2 hoac
trinh ty axit amin c6 tinh dong nhét 1a it nhét 95% trinh tu ndy c6 cac dic tinh
enzym 1) dén 4) duéi day:

1) proteaza kiém hoat dong trong diéu kién kiém, va thé hién hoat tinh con lai 13
50% hodc nhiéu hon sau khi proteaza kiém d duoc ldy di trong 50mM dung
dich hydro peroxit chira SmM canxi clorua va c¢6 d¢ pH la 10 & 20°C trong 20
phut;

2) proteaza kiém thé hién hoat tinh con lai 1a 80% hodc nhiéu hon khi proteaza
kiém d3 duoc xir ly & 50°C & d6 pH 12 10 trong 10 pht;

3) proteaza kiém duoc tc ché bing diisopropyl flophosphat (DFP) va

phenylmetansulfonyl florit; va
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4) proteaza kiém c6 trong lugng phan tir 12 43.000 + 2.000 theo SDS-PAGE.
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[Fig. 2]
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[Fig. 3]
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Danh muc trinh tw
<110> Kao Corporation

<120> Thé dot bién proteaza kiém, phwong phép san xudt thé dot bién nay va ché

phim bao gém thé dot bién nay

<130> KS1491

<150> JP 2016-115734
<151> 2016-06-09
<150> JP 2017-103390
<151> 2017-05-25

<160> 13

<170> Patentln phién ban 3.5
<210> 1

211> 1302

<212> ADN

<213> Bacillus sp. KSM-KP43

<220>

<223> Dang tu nhién

<400> 1
aatgatgttg cgcgtggaat tgtcaaageg gatgtggcetc agagcageta cgggttgtat 60
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ggacaaggac agatcgtagc ggttgccgat acagggcettg atacaggtcg caatgacagt 120
tcgatgcatg aagccttccg cgggaaaatt actgeattat atgcattggg acggacgaat 180
aatgccaatg atacgaatgg tcatggtacg catgtggctg getccgtatt aggaaacgge 240
tccactaata aaggaatggce gectcaggeg aatctagtct tccaatctat catggatage 300
ggtgggggac ttggaggact accttcgaat ctgecaaacct tattcageca agcatacagt 360
gctggtgcca gaattcatac aaactcetgg ggagcageag tgaatggggc ttacacaaca 420
gattccagaa atgtggatga ctatgtgecge aaaaatgata tgacgatcct tttcgetgec 480
gggaatgaag gaccgaacgg cggaaccatc agtgcaccag gcacagetaa aaatgcaata 540
acagtcggag ctacggaaaa cctcecgecca agetttgggt cttatgegga caatatcaac 600
catgtggcac agttctcttc acgtggaccg acaaaggatg gacggatcaa accggatgtce 660
atggcaccgg gaacgttcat actatcagca agatcttcte ttgcaccgga ttectectte 720
tgggcegaacc atgacagtaa atatgcatac atgggtggaa cgtccatgge tacaccgatce 780
gttgctggaa acgtggcaca gettegtgag cattttgtga aaaacagagg catcacacca 840
aagccttctc tattaaaagc ggceactgatt geecggtgeag ctgacatcgg cettggetac 900
ccgaacggta accaaggatg gggacgagtg acattggata aatccctgaa cgttgectat 960
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gtgaacgagt ccagttctct atccaccage caaaaagcega cgtactegtt tactgctact

geceggeaage ctttgaaaat ctecctggta tggtctgatg ceectgegag cacaactget

tccgtaacge ttgtcaatga tctggacctt gtcattaccg ctccaaatgg cacacagtat

gtaggaaatg actttacttc gccatacaat gataactggg atggccgcaa taacgtagaa

aatgtattta ttaatgcacc acaaagcggg acgtatacaa ttgaggtaca ggcttataac

gtaccggttg gaccacagac cttctegttg geaattgtga at

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Asn Asp Val Ala Arg Gly Ile Val Lys Ala Asp Val Ala Gln Ser Ser

1

Tyr Gly Leu Tyr Gly Gln Gly Gln Ile Val Ala Val Ala Asp Thr Gly
20 25 30

Leu Asp Thr Gly Arg Asn Asp Ser Ser Met His Glu Ala Phe Arg Gly

2

434

PRT

Bacillus sp. KSM-KP43

Dang tu nhién

5 10
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35 40 45

Lys Ile Thr Ala Leu Tyr Ala Leu Gly Arg Thr Asn Asn Ala Asn Asp
50 55 60

Thr Asn Gly His Gly Thr His Val Ala Gly Ser Val Leu Gly Asn Gly
65 70 75 80

Ser Thr Asn Lys Gly Met Ala Pro Gln Ala Asn Leu Val Phe Gln Ser
85 90 _ 95

Ile Met Asp Ser Gly Gly Gly Leu Gly Gly Leu Pro Ser Asn Leu GIn
100 105 110

Thr Leu Phe Ser Gln Ala Tyr Ser Ala Gly Ala Arg Ile His Thr Asn
115 120 125

Ser Trp Gly Ala Ala Val Asn Gly Ala Tyr Thr Thr Asp Ser Arg Asn
130 135 140

Val Asp Asp Tyr Val Arg Lys Asn Asp Met Thr Ile Leu Phe Ala Ala
145 150 155 160

Gly Asn Glu Gly Pro Asn Gly Gly Thr Ile Ser Ala Pro Gly Thr Ala
165 170 175

Lys Asn Ala Ile Thr Val Gly Ala Thr Glu Asn Leu Arg Pro Ser Phe
180 185 190

Gly Ser Tyr Ala Asp Asn Ile Asn His Val Ala GIn Phe Ser Ser Arg
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195 200 205

Gly Pro Thr Lys Asp Gly Arg Ile Lys Pro Asp Val Met Ala Pro Gly
210 215 220

Thr Phe Ile Leu Ser Ala Arg Ser Ser Leu Ala Pro Asp Ser Ser Phe
225 230 235 240

Trp Ala Asn His Asp Ser Lys Tyr Ala Tyr Met Gly Gly Thr Ser Met
245 250 255

Ala Thr Pro Ile Val Ala Gly Asn Val Ala Gln Leu Arg Glu His Phe
260 265 270

Val Lys Asn Arg Gly Ile Thr Pro Lys Pro Ser Leu Leu Lys Ala Ala
275 280 285

Leu Ile Ala Gly Ala Ala Asp Ile Gly Leu Gly Tyr Pro Asn Gly Asn
290 295 300

Gln Gly Trp Gly Arg Val Thr Leu Asp Lys Ser Leu Asn Val Ala Tyr
305 310 315 320

Val Asn Glu Ser Ser Ser Leu Ser Thr Ser Gln Lys Ala Thr Tyr Ser
325 330 335

Phe Thr Ala Thr Ala Gly Lys Pro Leu Lys Ile Ser Leu Val Trp Ser
340 345 350

Asp Ala Pro Ala Ser Thr Thr Ala Ser Val Thr Leu Val Asn Asp Leu
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355 360 365

Asp Leu Val Ile Thr Ala Pro Asn Gly Thr Gln Tyr Val Gly Asn Asp
370 375 380

Phe Thr Ser Pro Tyr Asn Asp Asn Trp Asp Gly Arg Asn Asn Val Glu
385 390 395 400

Asn Val Phe Ile Asn Ala Pro GIn Ser Gly Thr Tyr Thr Ile Glu Val
405 410 415

Gln Ala Tyr Asn Val Pro Val Gly Pro Gln Thr Phe Ser Leu Ala Ile
420 425 430

Val Asn
<210> 3
<211> 434
<212> PRT

<213> Bacillus sp. KSM-KP43

<220>
<223> Valiant

<400> 3

Asn Asp Val Ala Arg Gly Ile Val Lys Ala Asp Val Ala Gln Ser Ser
1 5 10 15
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Tyr Gly Leu Tyr Gly Gln Gly GIn Ile Val Ala Val Ala Asp Thr Gly
20 25 30

Leu Asp Thr Gly Arg Asn Asp Ser Ser Met His Glu Ala Phe Arg Gly
35 | 40 45

Lys Ile Thr Ala Leu Tyr Ala Leu Gly Arg Thr Asn Asn Ala Asn Asp
50 55 60

Thr Asn Gly His Gly Thr His Val Ala Gly Ser Val Leu Gly Asn Gly
65 70 75

Ser Thr Asn Lys Gly Met Ala Pro Gln Ala Asn Leu Val Phe Gln Ser
85 90 95

Ile Met Asp Ser Gly Gly Gly Leu Gly Gly Leu Pro Ser Asn Leu Gln
100 105 110

Thr Leu Phe Ser Gln Ala Tyr Ser Ala Gly Ala Arg Ile His Thr Asn
115 120 125

Ser Trp Gly Thr Ala Val Asn Gly Ala Tyr Thr Thr Asp Ser Arg Asn
130 135 140

Val Asp Asp Tyr Val Arg Lys Asn Asp Met Thr Ile Leu Phe Ala Ala
145 150 155

Gly Asn Glu Gly Pro Asn Gly Gly Thr Ile Ser Ala Pro Gly Thr Ala
165 170 175

-123-

80

160



25268

Lys Asn Ala Ile Thr Val Gly Ala Thr Glu Asn Leu Arg Pro Ser Phe
180 185 190

Gly Ser Tyr Ala Asp Asn Ile Asn His Val Ala Gln Phe Ser Ser Arg
195 200 205

Gly Pro Thr Lys Asp Gly Arg Ile Lys Pro Asp Val Met Ala Pro Gly
210 215 220

Thr Phe Ile Leu Ser Ala Arg Ser Ser Leu Ala Pro Asp Ser Ser Phe
225 230 - 235 240

Trp Ala Asn His Asp Ser Lys Tyr Ala Tyr Met Gly Gly Thr Ser Met
245 250 255

Ala Thr Pro Ile Val Ala Gly Asn Val Ala GIn Leu Arg Glu His Phe
260 265 270

Val Lys Asn Arg Gly Ile Thr Pro Lys Pro Ser Leu Leu Lys Ala Ala
275 280 285

Leu Ile Ala Gly Ala Ala Asp Ile Gly Leu Gly Tyr Pro Asn Gly Asn
290 295 300

Gln Gly Trp Gly Arg Val Thr Leu Asp Lys Ser Leu Asn Val Ala Tyr
305 310 315 320

Val Asn Glu Ser Ser Ser Leu Ser Thr Ser GIn Lys Ala Thr Tyr Ser
325 330 335
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Phe Thr Ala Thr Ala Gly Lys Pro Leu Lys Ile Ser Leu Val Trp Ser
340 345 350

Asp Ala Pro Ala Ser Thr Thr Ala Ser Val Thr Leu Val Asn Asp Leu
355 360 365

Asp Leu Val Ile Thr Ala Pro Asn Gly Thr Gln Tyr Val Gly Asn Asp
370 375 380

Phe Thr Ser Pro Tyr Asn Asp Asn Trp Asp Gly Arg Asn Asn Val Glu
385 390 395 400

Asn Val Phe Ile Asn Ala Pro Gln Ser Gly Thr Tyr Thr Ile Glu Val
405 410 415

GIn Ala Tyr Asn Val Pro Val Gly Pro Gln Thr Phe Ser Leu Ala Ile
420 425 430

Val Asn

<210> 4

<211> 434

<212> PRT

<213> Bacillus sp. KSM-KP43

<220>
<223> Valiant

<400> 4
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Asn Asp Val Ala Arg Gly Ile Val Lys Ala Asp Val Ala Gln Ser Val
1 5 10

Tyr Gly Leu Tyr Gly Gln Gly Gln Ile Val Ala Val Ala Asp Thr Gly

20 25 30

Leu Asp Thr Gly Arg Asn Asp Ser Ser Met His Glu Ala Phe Arg Gly
35 40 45

Lys Ile Thr Ala Leu Tyr Ala Leu Gly Arg Thr Asn Asn Ala Asn Asp
50 55 60

Pro Asn Gly His Gly Thr His Val Ala Gly Ser Val Leu Gly Asn Gly
65 70 75

Ser Thr Ala Lys Gly Met Ala Pro Gln Ala Asn Leu Val Phe Gln Ser
85 90

Ile Met Asp Ser Gly Gly Gly Leu Gly Gly Leu Pro Ser Asn Leu Gln
100 105 110

Thr Leu Phe Ser Gln Ala Tyr Ser Ala Gly Ala Arg Ile His Thr Asn
115 120 125

Ser Trp Gly Ala Ala Val Asn Gly Ala Tyr Thr Thr Asp Ser Arg Asn
130 135 140

Val Asp Asp Tyr Val Arg Lys Asn Asp Met Thr Ile Leu Phe Ala Ala
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145 150 155 160

Gly Asn Glu Gly Pro Gly Val Gly Thr Ile Ser Ala Pro Gly Thr Ala
165 170 175

Lys Asn Ala Ile Thr Val Gly Ala Thr Glu Asn Leu Arg Pro Ser Phe
180 185 190

Gly Ser Gln Ala Asp Asn Ile Asn His Val Ala Gln Phe Ser Ser Arg
195 200 205

Gly Pro Thr Lys Asp Gly Arg Ile Lys Pro Asp Val Met Ala Pro Gly
210 215 220

Thr Phe Ile Leu Ser Ala Arg Ser Ser Leu Ala Pro Asp Ser Ser Phe
225 230 235 240

Trp Ala Asn His Asp Ser Lys Tyr Ala Tyr Met Gly Gly Thr Ser Met
245 250 255

Ala Thr Pro Ile Val Ala Gly Asn Val Ala Gln Leu Arg Glu His Phe
260 265 270

Ile Lys Asn Arg Gly Ile Thr Pro Lys Pro Ser Leu Leu Lys Ala Ala
275 280 285

Leu Ile Ala Gly Ala Ala Asp Ile Gly Leu Gly Tyr Pro Asn Gly Asn
290 295 300
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Gln Gly Trp Gly Arg Val Thr Leu Asp Lys Ser Leu Asn Val Ala Tyr
305 310 315 320

Val Asn Glu Ser Ser Ser Leu Ser Thr Ser Gln Lys Ala Thr Tyr Ser
325 330 335

Phe Thr Ala Thr Ala Gly Lys Pro Leu Lys Ile Ser Leu Val Trp Ser
340 345 350

Asp Ala Pro Ala Ser Thr Ser Ala Ser Val Thr Leu Val Asn Asp Leu
355 360 365

Asn Leu Val Ile Thr Ala Pro Asn Gly Thr Gln Tyr Val Gly Asn Asp
370 375 380

Phe Thr Ala Pro Tyr Asn Asp Asn Trp Asp Gly Arg Asn Asn Val Glu
385 390 395 400

Asn Val Phe Ile Asn Ala Pro Gin Ser Gly Thr Tyr Thr Ile Glu Val
405 410 415

Gln Ala Tyr Asn Val Pro Val Gly Pro Gln Thr Phe Ser Leu Ala Ile
420 425 430

Val Asn

<210> 5
<211> 434
<212> PRT
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<213> Bacillus sp. KSM-KP43

<220>
<223> Valiant

<400> 5

Asn Asp Val Ala Arg Gly Ile Val Lys Ala Asp Val Ala Gln Ser Val
1 5 10 15

Tyr Gly Leu Tyr Gly GIn Gly Gln Ile Val Ala Val Ala Asp Thr Gly
20 25 30

Leu Asp Thr Gly Arg Asn Asp Ser Ser Met His Glu Ala Phe Arg Gly
35 40 45

Lys Ile Thr Ala Leu Tyr Ala Leu Gly Arg Thr Asn Asn Ala Asn Asp
50 55 60

Pro Asn Gly His Gly Thr His Val Ala Gly Ser Val Leu Gly Asn Gly
65 70 75

Ser Thr Ala Lys Gly Met Ala Pro Gln Ala Asn Leu Val Phe Gln Ser
85 90 95

Ile Met Asp Ser Gly Gly Gly Leu Gly Gly Leu Pro Ser Asn Leu Gln
100 105 110

Thr Leu Phe Ser Gln Ala Tyr Ser Ala Gly Ala Arg Ile His Thr Asn
115 120 125
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Ser Trp Gly Thr Ala Val Asn Gly Ala Tyr Thr Thr Asp Ser Arg Asn
130 135 140

Val Asp Asp Tyr Val Arg Lys Asn Asp Met Thr Ile Leu Phe Ala Ala
145 150 155 160

Gly Asn Glu Gly Pro Gly Val Gly Thr Ile Ser Ala Pro Gly Thr Ala
165 170 175

Lys Asn Ala Ile Thr Val Gly Ala Thr Glu Asn Leu Arg Pro Ser Phe
180 185 190

Gly Ser Gln Ala Asp Asn Ile Asn His Val Ala Gln Phe Ser Ser Arg
195 200 205

Gly Pro Thr Lys Asp Gly Arg Ile Lys Pro Asp Val Met Ala Pro Gly
210 215 220

Thr Phe Ile Leu Ser Ala Arg Ser Ser Leu Ala Pro Asp Ser Ser Phe
225 230 235 240

Trp Ala Asn His Asp Ser Lys Tyr Ala Tyr Met Gly Gly Thr Ser Met

245 250 255

Ala Thr Pro Ile Val Ala Gly Asn Val Ala Gln Leu Arg Glu His Phe

260 265 270

Ile Lys Asn Arg Gly Ile Thr Pro Lys Pro Ser Leu Leu Lys Ala Ala
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275 280 285

Leu Ile Ala Gly Ala Ala Asp Ile Gly Leu Gly Tyr Pro Asn Gly Asn
290 295 300

Gln Gly Trp Gly Arg Val Thr Leu Asp Lys Ser Leu Asn Val Ala Tyr
305 310 315 320

Val Asn Glu Ser Ser Ser Leu Ser Thr Ser Gln Lys Ala Thr Tyr Ser
325 330 335

Phe Thr Ala Thr Ala Gly Lys Pro Leu Lys Ile Ser Leu Val Trp Ser
340 345 350

Asp Ala Pro Ala Ser Thr Ser Ala Ser Val Thr Leu Val Asn Asp Leu
355 360 365

Asn Leu Val Ile Thr Ala Pro Asn Gly Thr Gln Tyr Val Gly Asn Asp
370 375 380

Phe Thr Ala Pro Tyr Asn Asp Asn Trp Asp Gly Arg Asn Asn Val Glu
385 390 395 400

Asn Val Phe Ile Asn Ala Pro Gln Ser Gly Thr Tyr Thr Ile Glu Val
405 410 415

Gln Ala Tyr Asn Val Pro Val Gly Pro GIn Thr Phe Ser Leu AlaIle
420 425 430

Val Asn
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<210> 6

<211> 435

<212> PRT

<213> Bacillus sp. KSM-KP43

<220>
<223> Valiant

<400> 6

Asn Asp Val Ala Arg Gly Ile Val Lys Ala Asp Val Ala Gln Ser Ser
1 5 10 15

Tyr Gly Leu Tyr Gly Gln Gly GIn Ile Val Ala Val Ala Asp Thr Gly
20 25 30

Leu Asp Thr Gly Arg Asn Asp Ser Ser Met His Glu Ala Phe Arg Gly
35 40 45

Lys Ile Thr Ala Leu Tyr Ala Leu Gly Arg Thr Asn Asn Ala Asn Asp
50 55 60

Pro Asn Gly His Gly Thr His Val Ala Gly Ser Val Leu Gly Asn Gly
65 70 75

Ser Thr Asn Lys Gly Met Ala Pro Gln Ala Asn Leu Val Phe GIn Ser
85 90 95
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Ile Met Asp Ser Gly Gly Gly Leu Gly Gly Leu Pro Ser Asn Leu Gln
100 105 110

Thr Leu Phe Ser GIn Ala Tyr Ser Ala Gly Ala Arg Ile His Thr Asn
115 120 _ 125

Ser Trp Gly Ala Ser Ser Thr Asn Gly Ala Tyr Thr Thr Asp Ser Arg
130 135 140

Asn Val Asp Asp Tyr Val Arg Lys Asn Asp Met Thr Ile Leu Phe Ala
145 150 155 160

Ala Gly Asn Glu Gly Pro Gly Val Gly Thr Ile Ser Ala Pro Gly Thr
165 170 175

Ala Lys Asn Ala Ile Thr Val Gly Ala Thr Glu Asn Leu Arg Pro Ser
180 185 190

Phe Gly Ser Gln Ala Asp Asn Ile Asn His Val Ala Gln Phe Ser Ser
195 200 205

Arg Gly Pro Thr Lys Asp Gly Arg Ile Lys Pro Asp Val Met Ala Pro
210 215 220

Gly Thr Phe Ile Leu Ser Ala Arg Ser Ser Leu Ala Pro Asp Ser Ser
225 230 235 240

Phe Trp Ala Asn His Asp Ser Lys Tyr Ala Tyr Met Gly Gly Thr Ser
245 250 255
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‘Met Ala Thr Pro Ile Val Ala Gly Asn Val Ala Gln Leu Arg Glu His
260 265 270

Phe Ile Lys Asn Arg Gly Ile Thr Pro Lys Pro Ser Leu Leu Lys Ala
275 - 280 285

Ala Leu Ile Ala Gly Ala Ala Asp Ile Gly Leu Gly Tyr Pro Asn Gly
290 295 300

Asn Gln Gly Trp Gly Arg Val Thr Leu Asp Lys Ser Leu Asn Val Ala
305 310 315 320

Tyr Val Asn Glu Ser Ser Ser Leu Ser Thr Ser Gln Lys Ala Thr Tyr
325 330 335

Ser Phe Thr Ala Thr Ala Gly Lys Pro Leu Lys Ile Ser Leu Val Trp
340 345 350

Ser Asp Ala Pro Ala Ser Thr Ser Ala Ser Val Thr Leu Val Asn Asp
355 360 365

Leu Asn Leu Val Ile Thr Ala Pro Asn Gly Thr Gln Tyr Val Gly Asn
370 375 380

Asp Phe Thr Ala Pro Tyr Asn Asp Asn Trp Asp Gly Arg Asn Asn Val
385 390 395 400

Glu Asn Val Phe Ile Asn Ala Pro Gln Ser Gly Thr Tyr Thr Ile Glu
405 410 415
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Val Gln Ala Tyr Asn Val Pro Val Gly Pro Gln Thr Phe Ser Leu Ala
420 425 430

Ile Val Asn
435

<210> 7

<211> 435

<212> PRT

<213> Bacillus sp. KSM-KP43

<220>
<223> Valiant

<400> 7

Asn Asp Val Ala Arg Gly Ile Val Lys Ala Asp Val Ala Gln Ser Ser
1 5 10 15

Tyr Gly Leu Tyr Gly Gln Gly Gln Ile Val Ala Val Ala Asp Thr Gly
20 25 30

Leu Asp Thr Gly Arg Asn Asp Ile Ser Met His Glu Ala Phe Arg Gly
35 40 45

Lys Ile Thr Ala Leu Tyr Ala Leu Gly Arg Val Asn Asn Ala Asn Asp
50 55 60

Pro Asn Gly His Gly Thr His Val Ala Gly Ser Val Leu Gly Asn Gly
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65 70 75 80

Leu Thr Asn Lys Gly Met Ala Pro Gln Ala Asn Leu Val Phe Gln Ser
85 90 95

Ile Met Asp Ser Gly Gly Gly Leu Gly Gly Leu Pro Ser Asn Leu Gln
100 105 110

Thr Leu Phe Ser Gln Ala Tyr Ser Ala Gly Ala Arg Ile His Thr Asn
115 120 : 125

Ser Trp Gly Ala Ser Ser Thr Asn Gly Ala Tyr Thr Thr Asp Ser Arg
130 135 140

Asn Val Asp Asp Tyr Val Arg Lys Asn Asp Met Thr Ile Leu Phe Ala
145 150 155 160

Ala Gly Asn Glu Gly Pro Gly Val Gly Thr Ile Ser Ala Pro Gly Thr
165 170 175

Ala Lys Asn Ala Ile Thr Val Gly Ala Thr Glu Asn Leu Arg Pro Leu
180 185 190

Phe Gly Ser Gln Ala Asp Asn Ile Asn His Val Ala Gln Phe Ser Ser
195 200 205

Arg Gly Pro Thr Lys Asp Gly Arg Ile Lys Pro Asp Val Met Ala Pro
210 215 220

Gly Thr Phe Ile Leu Ser Ala Arg Ser Ser Leu Ala Pro Asp Ser Ser
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225 230 235 240

Phe Trp Ala Asn His Asp Ser Lys Tyr Ala Tyr Met Gly Gly Thr Ser
245 250 255

Met Ala Thr Pro Ile Val Ala Gly Asn Val Ala Gln Leu Arg Glu His
260 265 270

Phe Ile Lys Asn Arg Gly Ile Thr Pro Lys Pro Ser Leu Leu Lys Ala
275 280 285

Ala Leu Ile Ala Gly Ala Ala Asp Ile Gly Leu Gly Tyr Pro Asn Gly
290 295 300

Asn GIn Gly Trp Gly Arg Val Thr Leu Asp Lys Ser Leu Asn Val Ala
305 310 315 320

Tyr Val Asn Glu Ser Ser Ser Leu Ser Thr Ser Gln Lys Ala Thr Tyr
325 330 335

Ser Phe Thr Ala Thr Ala Gly Lys Pro Leu Lys Ile Ser Leu Val Trp
340 345 350

Ser Asp Ala Pro Ala Ser Thr Ser Ala Ser Val Thr Leu Val Asn Asp
355 360 365

Leu Asn Leu Val Ile Thr Ala Pro Asn Gly Thr Gln Tyr Val Gly Asn
370 375 380

Asp Phe Thr Ala Pro Tyr Asn Asp Asn Trp Asp Gly Arg Asn Asn Val
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385 390 395 400

Glu Asn Val Phe Ile Leu Ala Pro Gln Ser Gly Thr Tyr Thr Ile Glu
405 410 415

Val Gln Ala Tyr Asn Val Pro Val Gly Pro GIn Thr Phe Ser Leu Ala
420 425 430

Ile Val Asn
435

<210> 8
<211> 434
<212> PRT

<213> Bacillus sp. KSM-KP43

<220>
<223> Valiant

<400> 8

Asn Asp Val Ala Arg Gly Ile Val Lys Ala Asp Val Ala Gln Ser Ser
1 5 10 15

Tyr Gly Leu Tyr Gly Gln Gly GIn Ile Val Alé Val Ala Asp Thr Gly
20 25 30

Leu Asp Thr Gly Arg Asn Asp Ser Ser Met His Glu Ala Phe Arg Gly
35 40 45
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Lys Ile Thr Ala Leu Tyr Ala Leu Gly Arg Thr Asn Asn Ala Asn Asp
50 55 60

Pro Asn Gly His Gly Thr His Val Ala Gly Ser Val Leu Gly Asn Gly
65 70 75 80

Ser Thr Ala Lys Gly Met Ala Pro Gln Ala Asn Leu Val Phe Gln Ser
85 90 95

Ile Met Asp Ser Gly Gly Gly Leu Gly Gly Leu Pro Ser Asn Leu Gln
100 , 105 110

Thr Leu Phe Ser Gln Ala Tyr Ser Ala Gly Ala Arg Ile His Thr Asn
115 120 125

Ser Trp Gly Thr Ala Val Asn Gly Ala Tyr Thr Thr Asp Ser Arg Asn
130 135 140

Val Asp Asp Tyr Val Arg Lys Asn Asp Met Thr Ile Leu Phe Ala Ala
145 150 155 160

Gly Asn Glu Gly Pro Gly Val Gly Thr Ile Ser Ala Pro Gly Thr Ala
165 170 175

Lys Asn Ala Ile Thr Val Gly Ala Thr Glu Asn Leu Arg Pro Ser Phe
180 185 190

Gly Ser Arg Ala Asp Asn Ile Asn His Val Ala Gln Phe Ser Ser Arg
195 200 205

-139-



25268

Gly Pro Thr Lys Asp Gly Arg Ile Lys Pro Asp Val Met Ala Pro Gly
210 215 220

Thr Phe Ile Leu Ser Ala Arg Ser Ser Leu Ala Pro Asp Ser Ser Phe
225 230 235 240

Trp Ala Asn His Asp Ser Lys Tyr Ala Tyr Met Gly Gly Thr Ser Met
245 250 255

Ala Thr Pro Ile Val Ala Gly Asn Val Ala Gln Leu Arg Glu His Phe
260 265 270

Ile Lys Asn Arg Gly Ile Thr Pro Lys Pro Ser Leu Leu Lys Ala Ala
275 280 285

Leu Ile Ala Gly Ala Ala Asp Ile Gly Leu Gly Tyr Pro Asn Gly Asn
290 295 300

Gln Gly Trp Gly Arg Val Thr Leu Asp Lys Ser Leu Asn Val Ala Tyr
305 310 315 320

Val Asn Glu Ser Ser Ser Leu Ser Thr Ser Gln Lys Ala Thr Tyr Ser
325 330 335

Phe Thr Ala Thr Ala Gly Lys Pro Leu Lys Ile Ser Leu Val Trp Ser
340 345 350

Asp Ala Pro Ala Ser Thr Ser Ala Ser Val Thr Leu Val Asn Asp Leu
355 360 365
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Asn Leu Val Ile Thr Ala Pro Asn Gly Thr Gln Tyr Val Gly Asn Asp
370 375 380

Phe Thr Ala Pro Tyr Asn Asp Asn Trp Asp Gly Arg Asn Asn Val Glu
385 390 395 400

Asn Val Phe Ile Asn Ala Pro Gln Ser Gly Thr Tyr Thr Ile Glu Val
405 410 415

Gln Ala Tyr Asn Val Pro Val Gly Pro Gln Thr Phe Ser Leu Ala Ile
420 425 430

Val Asn

<210> 9

<211> 435

<212> PRT

<213> Bacillus sp. KSM-KP43

<220>
<223> Valiant

<400> 9

Asn Asp Val Ala Arg Gly Ile Val Lys Ala Asp Val Ala Gln Ser Ser
1 5 10 15

Tyr Gly Leu Tyr Gly Gln Gly Gln Ile Val Ala Val Ala Asp Thr Gly
20 25 30
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Leu Asp Thr Gly Arg Asn Asp Ser Ser Met His Glu Ala Phe Arg Gly
35 40 45

Lys Ile Thr Ala Leu Tyr Ala Leu Gly Arg Thr Asn Asn Ala Asn Asp
50 55 60

Pro Asn Gly His Gly Thr His Val Ala Gly Ser Val Leu Gly Asn Gly
65 70 75 80

Ser Thr Asn Lys Gly Met Ala Pro Gln Ala Asn Leu Val Phe Gln Ser
85 90 95

Ile Met Asp Ser Gly Gly Gly Leu Gly Gly Leu Pro Ser Asn Leu Gln
100 105 110

Thr Leu Phe Ser Gln Ala Tyr Ser Ala Gly Ala Arg Ile His Thr Asn
115 120 125

Ser Trp Gly Ala Ser Ser Thr Asn Gly Ala Tyr Thr Thr Asp Ser Arg
130 135 140

Asn Val Asp Asp Tyr Val Arg Lys Asn Asp Met Thr Ile Leu Phe Ala
145 150 155 160

Ala Gly Asn Glu Gly Pro Gly Val Gly Thr Ile Ser Ala Pro Gly Thr
165 170 175

Ala Lys Asn Ala Ile Thr Val Gly Ala Thr Glu Asn Leu Arg Pro Ser
180 185 190
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Phe Gly Ser Arg Ala Asp Asn Ile Asn His Val Ala Gln Phe Ser Ser
195 200 205

Arg Gly Pro Thr Lys Asp Gly Arg Ile Lys Pro Asp Val Met Ala Pro
210 215 220

Gly Thr Phe Ile Leu Ser Ala Arg Ser Ser Leu Ala Pro Asp Ser Ser
225 230 235 240

Phe Trp Ala Asn His Asp Ser Lys Tyr Ala Tyr Met Gly Gly Thr Ser
245 250 255

Met Ala Thr Pro Ile Val Ala Gly Asn Val Ala Gln Leu Arg Glu His
260 265 270

Phe Ile Lys Asn Arg Gly Ile Thr Pro Lys Pro Ser Leu Leu Lys Ala
275 280 285

Ala Leu Ile Ala Gly Ala Ala Asp Ile Gly Leu Gly Tyr Pro Asn Gly
290 295 300

Asn Gln Gly Trp Gly Arg Val Thr Leu Asp Lys Ser Leu Asn Val Ala
305 310 315 320

Tyr Val Asn Glu Ser Ser Ser Leu Ser Thr Ser Gln Lys Ala Thr Tyr
325 330 335

Ser Phe Thr Ala Thr Ala Gly Lys Pro Leu Lys Ile Ser Leu Val Trp
340 345 350
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Ser Asp Ala Pro Ala Ser Thr Ser Ala Ser Val Thr Leu Val Asn Asp
355 360 365

Leu Asn Leu Val Ile Thr Ala Pro Asn Gly Thr Gln Tyr Val Gly Asn
370 375 380

Asp Phe Thr Ala Pro Tyr Asn Asp Asn Trp Asp Gly Arg Asn Asn Val
385 390 395 400

Glu Asn Val Phe Ile Asn Ala Pro Gln Ser Gly Thr Tyr Thr Ile Glu
405 410 415

Val Gln Ala Tyr Asn Val Pro Val Gly Pro Gln Thr Phe Ser Leu Ala
420 425 430

Ile Val Asn
435

<210> 10

<211> 434

<212> PRT

<213> Bacillus sp. KSM-KP43

<220>
<223> Valiant

<400> 10

Asn Asp Val Ala Arg Gly Ile Val Lys Ala Asp Val Ala Gln Ser Val
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Tyr Gly Leu Tyr Gly Gln Gly GIn Ile Val Ala Val Ala Asp Thr Gly
20 25 30

Leu Asp Thr Gly Arg Asn Asp Ser Ser Met His Glu Ala Phe Arg Gly
35 40 45

Lys Ile Thr Ala Leu Tyr Ala Leu Gly Arg Thr Asn Asn Ala Asn Asp
50 55 60

Pro Asn Gly His Gly Thr His Val Ala Gly Ser Val Leu Gly Asn Gly
65 70 75

Ser Thr Ala Lys Gly Met Ala Pro Gln Ala Asn Leu Val Phe Gln Ser
85 90 95

Ile Met Asp Ser Gly Gly Gly Leu Gly Gly Leu Pro Ser Asn Leu Gln
100 105 110

Thr Leu Phe Ser Gln Ala Tyr Ser Ala Gly Ala Arg Ile His Thr Asn
115 120 125

Ser Trp Gly Ala Ala Val Asn Gly Ala Tyr Thr Thr Asp Ser Arg Asn
130 135 140

Val Asp Asp Tyr Val Arg Lys Asn Asp Met Thr Ile Leu Phe Ala Ala
145 150 155

Gly Asn Glu Gly Pro Gly Val Gly Thr Ile Ser Ala Pro Gly Thr Ala
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165 170 175

Lys Asn Ala Ile Thr Val Gly Ala Thr Glu Asn Leu Arg Pro Ser Phe
180 185 190

Gly Ser Gln Ala Asp Asn Ile Asn His Val Ala Asp Phe Ser Ser Arg
195 200 205

Gly Pro Thr Lys Asp Gly Arg Ile Lys Pro Asp Val Met Ala Pro Gly
210 215 220

Thr Phe Ile Leu Ser Ala Arg Ser Ser Leu Ala Pro Asp Ser Ser Phe
225 230 235 240

Trp Ala Asn His Asp Ser Lys Tyr Ala Tyr Met Gly Gly Thr Ser Met
245 250 255

Ala Thr Pro Ile Val Ala Gly Asn Val Ala Gln Leu Arg Glu His Phe
260 265 270

Ile Lys Asn Arg Gly Ile Thr Pro Lys Pro Ser Leu Leu Lys Ala Ala
275 280 285

Leu Ile Ala Gly Ala Ala Asp Ile Gly Leu Gly Tyr Pro Asn Gly Asn
290 295 300

Gln Gly Trp Gly Arg Val Thr Leu Asp Lys Ser Leu Asn Val Val Tyr
305 310 315 320

Val Asn Glu Ser Ser Ser Leu Ser Thr Ser Gln Lys Ala Thr Tyr Ser
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325 330 335

Phe Thr Ala Thr Ala Gly Lys Pro Leu Lys Ile Ser Leu Val Trp Ser
340 345 350

Asp Ala Pro Ala Ser Thr Ser Ala Ser Val Thr Leu Val Asn Asp Leu
355 360 365

Asn Leu Val Ile Thr Ala Pro Asn Gly Thr Gln Tyr Val Gly Asn Asp
370 375 380

Phe Thr Ala Pro Tyr Asn Asp Asn Trp Asp Gly Arg Asn Asn Val Glu
385 390 395 400

Asn Val Phe Ile Asn Ala Pro Gin Ser Gly Thr Tyr Thr Ile Glu Val
405 410 415

Gln Ala Tyr Asn Val Pro Val Gly Pro Gln Thr Phe Ser Leu Ala Ile
420 425 430

Val Asn
<210> 11
<211> 435
<212> PRT

<213> Bacillus sp. KSM-KP43

<220>
<223> Valiant
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<400> 11

Asn Asp Val Ala Arg Gly Ile Val Lys Ala Asp Val Ala Gln Ser Ser
1 5 10 15

Tyr Gly Leu Tyr Gly Gln Gly Gln Ile Val Ala Val Ala Asp Thr Gly
20 25 30

Leu Asp Thr Gly Arg Asn Asp Ser Ser Met His Glu Ala Phe Arg Gly
35 40 45

Lys Ile Thr Ala Leu Tyr Ala Leu Gly Arg Thr Asn Asn Ala Asn Asp
50 55 60

Pro Asn Gly His Gly Thr His Val Ala Gly Ser Val Leu Gly Asn Gly
65 70 75

Ser Thr Asn Lys Gly Met Ala Pro Gln Ala Asn Leu Val Phe GIn Ser
85 90 95

Ile Met Asp Ser Gly Gly Gly Leu Gly Gly Leu Pro Ser Asn Leu Gln
100 105 110

Thr Leu Phe Ser Gln Ala Tyr Ser Ala Gly Ala Arg Ile His Thr Asn
115 120 125

Ser Trp Gly Ala Ser Ser Thr Asn Gly Ala Tyr Thr Thr Asp Ser Arg
130 135 140

Asn Val Asp Asp Tyr Val Arg Lys Asn Asp Met Thr Ile Leu Phe Ala
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145 150 155 160

Ala Gly Asn Glu Gly Pro Gly Val Gly Thr Ile Ser Ala Pro Gly Thr
165 170 175

Ala Lys Asn Ala Ile Thr Val Gly Ala Thr Glu Asn Leu Arg Pro Ser
180 185 190

Phe Gly Arg Arg Ala Asp Asn Ile Asn His Val Ala GIn Phe Ser Ser
195 200 205

Arg Gly Pro Thr Arg Asp Gly Arg Ile Lys Pro Asp Val Met Ala Pro
210 215 220

Gly Thr Phe Ile Leu Ser Ala Arg Ser Ser Leu Ala Pro Asp Ser Ser
225 230 235 240

Phe Trp Ala Asn His Asp Ser Lys Tyr Ala Tyr Met Gly Gly Thr Ser
245 250 255

Met Ala Thr Pro Ile Val Ala Gly Asn Val Ala Gln Leu Arg Glu His
260 265 270

Phe Ile Lys Asn Arg Gly Ile Thr Pro Lys Pro Ser Leu Leu Lys Ala
275 280 285

AlaLeu Ile Ala Gly Ala Ala Asp Ile Gly Leu Gly Tyr Pro Asn Gly
290 295 300

Asn Gln Gly Trp Gly Arg Val Thr Leu Asp Lys Ser Leu Asn Val Ala
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305 310 315 320

Tyr Val Asn Glu Ser Ser Ser Leu Ser Thr Ser Gln Lys Ala Thr Tyr
325 330 335

Ser Phe Thr Ala Thr Ala Gly Lys Pro Leu Lys Ile Ser Leu Val Trp
340 345 350

Ser Asp Ala Pro Ala Ser Thr Ser Ala Ser Val Thr Leu Val Asn Asp
355 360 365

Leu Asn Leu Val Ile Thr Ala Pro Asn Gly Thr Arg Tyr Val Gly Asn
370 375 380

Asp Phe Thr Ala Pro Tyr Asn Asp Asn Trp Asp Gly Arg Asn Asn Val
385 390 395 400

Glu Asn Val Phe Ile Asn Ala Pro Gln Ser Gly Thr Tyr Thr Ile Glu
405 410 415

Val Gln Ala Tyr Asn Val Pro Val Gly Pro Gln Thr Phe Ser Leu Ala
420 425 430

Ile Val Asn
435

<210> 12
211> 27
<212> ADN
<213> Nhan tao
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<220>
<223>

<400>

25268

Mdi oligonucleotit A294-F

12

ggtgcaactg acatcggect tggctac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

13
27
DNA

Nhan tao

Madi oligonucleotit A294-R

13

gatgtcagtt gcaccggcaa tcagtgce
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