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TOM TAT

Lipase A tai & hop (rLipA) tir Bacillus subtilisFS2duoc xacdinh 1a codong thyi ca hai hait tinh lipase
va gelatinase, trondp gelatinase |a ko tinh ph cia enzyme nay. Catbt bién trong trung tam ha dong aia
lipase 1a S77C, D133N va H156M duoc tao ra king phrong phap Mega-primer.iba dongiot bién déu da
dugc tach dong va Bi hign thanh cong trongthaoE. coli BL21 (DE3). Tuy nhién dhcé hai dongtot bién
S77C va H156Niuoc tinh sich condot bién D133N b biéu hién drdi dang khong tan. Cac théng gong hoc
K VA Vinay d6i V6i hai haat tinh lipase va gelatinas&a dong taid hop da dugc xacdinh va so sanhdi cac
dongddt bién. Haidot bién S77C va H156N4 1am nit hoan toan ha tinh lipase nhng dot bién S77C 4i
lam ting hait tinh phi gelatinase 1&n khimg 20 in. CAcdot bién tai trung tam hat dong aia lipaseda lam
thayddi cdu hinh khéng gian va ang lu6i lién két hydro din dén thayddi kha nang lién Kt gitta enzyme i
co chit, do \ay lipase c6 th & dang Kt hop vsi co chit cua gelatinase va thiddy phan tng phan &t lién két
gelatin. Hat tinh gelatinasei@ rLipA c6 thé dugc quyét dinh ki mot sb cac gc amino acid khac trong trung

tdm hat dong aia enzyme nay.

Tir khéa: Bacillus subtilist bién diém, gelatinase, hd tinh phy, lipase

MO PAU

Trong nhiing rim gin day, mbt s enzymeda dugc
xacdinh c6 ki nang xuc tac nkdu hon mjt phan ing
hoa hyc tly thc vaodiéu kién phin tng. Bac tinh nay
cuia enzymeduoc gpi la haat tinh phu (enzyme
promiscuity) (Copley, 2003). Thong uiing noi
enzyme chxuc tacdic hidu v6i mot kiéu o thanh hay
phan ét cac lién Kt trongdiéu kién phin tng nHit dinh.
Tuy nhién not 85 enzyme di c6 khi ning phan it
nhiéu kiéu lién Kt khac nhau, vi@nhr chymotrypsin
co tré tham gia phin ung thiy phan cac liéné& amin,
ester, thiol ester va anhydriesadAdu cac ¢ chit cia
enzyme naytugc o thanh bi cac lién Kt khac nhau
(nhr lién kKt C - N, C = O, C - S) ning qué trinh pin
ing dla enzyme i co chit déu phai trai qua tang thai
trung gian ging nhaus trung tam hat dong lam thay
ddi cac Irc lién Kt dé tin cong vao cac nguyén tén
dén céc kéu phan &t khac nhau, dody mot enzyme c6
thé thay phan not 5 loai co chit. Theo cac nghiénic
trén the gioi thi mdt 5 enzyme @ng c6 hat tinh phu
nhu lipase B éa Candida antartic CALB) (Takwaet
al., 2006), esterasaiaB. subtilis(Kourist et al.,2008)
alanine dehydrogenas@éacSalwalnellasp. Ac10 (O’
Brien et al, 1999) va peniciin G acylase va
Aspergillus oryzaéWu et al.,2006).

Pa $ cac enzyme sau kldiroc tach chit khoi
co thé sinh \at va hat dong & méi tredng in vitro
thi diéu kién phinting va cac ¢ chit thuong khong
gidng wi diéu kién in vivo. Do d6 mot sb enzyme
c6 khi ning thayddi tinh dic hiéu oo chit dé thich
nghi dugc Véi cac diéu kien phan L'rng khoéng i
nhién nhr trong phong thi ngbm va trong cong
nghigp, vi viy mot sb enzyme c6 th c6 hat tinh
phu (Khersonskyet al., 2006). Hat tinh ph1 cua
enzyme tlxong c6 vai tro quan ¢ng trong qua trinh
xuc tac sinh bc va trong qua trinh cho bi enzyme
dé tbng hop céac lp chit hiru oo (Kazlauskas, 2005).

Lipase A @aB. subtilisFS2la mot enzyme théc
ho o/B hydrolase tham gia ily phan triacylglycerol
thanh glycerol va acid béo (Schrag, Cygler, 1997).
GenlipA cia B. subtilisFS2c6 do twong dong cao so
vai trinh tr cua genlipA tir B. subtilis168 la 98% va
d6 twong ddng aia trinh tr amino acid la 99%. Trung
tam hat dong aia enzyme baodgn 3 amino acid vi
tri Ser77, Asp133 va His156 (Pouderogtal.,2001).
Mdi amino acid gk mot vai trd nfit dinh trong véc
tham gia vao qua trinh liérékvai co chit va xuc tac
phan ¢ng. Viéc l1am thayddi cac dbc amino acid nay
cua enzyme c6 thdan dén thaydéi hoat tinh xuc tac
va tinhdic hiéu ar chit. Trong quéa trlnh nghiénra,
ching téida phat hdn duoc LipA tai © hop cia B.
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subtilis FS2 dong thyi ¢6 @ hai hat tinh lipase va
gelatinase, trongié gelatinase la h tinh phu cia
lipase (Phunget al.,2008). Berglund vadng tac gi
(2005) chong viéc tao dot bién tai trung tam xuic tac
c6 thé lam ting cac hat tinh ph: cia ‘enzyme. Dody
dé nghién ¢u anh hrong aia cac gc xuc tac trong
trung tdm het dong Ién hai het tinh lipase va
gelatinase, ching taid tén hanh 4o cacdot bién

diém Ser77 thanh Cys (S77C), Asp133 thanh As

(D133N) va His156 thanh Asn (H156NAnh hrong

cua tirng dot bién 1én hai hat tinh lipase va gelatinase !

dugc xacdinh dra trén g so sanh céac théng gong
hoc cia dong taid hop va cac dongét bién.

VAT LIEU VA PHUONG PHAP
Vatliéu

Ching vi khuin B. subtilisFS2 do TS. T6 Kim Anh,
TruongDai hoc Bach khoa Ha di cung ép.

Ching vi khuin E. coli DH5a (endAl
recAlhsdR17 supE44 gypA96 thi-1 relAacU169
([780 lacZAM15) dungdé tach dong gen.

~ Ching vi khuin E. coli BL21(DE3) dungdé
biéu hién gen.

Cac mdi teong LB dac co chira cac o gha?it
0,1% tributyrin h@c 0,3% collagen khong tanéki |
bién tinh (Sigma, M}).

bém phosphate: 50 mM Na-B(),5 M NacCl,
10 mM immidazole, pH 7,9ém day c6 thanh phn
gibng dém phosphate ning rong do immidazole 1a
500 mM.

Tao dpt bién biang mega-primer

Céc mdi dic hidu mangdot bién duoc thiét ké co
kich thréc khaing 25 - 30 bp theo chi 5'- 3'. Phiniing
PCRduoc tién hanh & dung cac ndi dot bién tronging
két hop wi cap mdi dic hidu duoc thiét ké theo chiu
nauoc lai dé tao ra cacdoan DNA mang trinht dot
bién. Sin phim PCR @a in chay 1 (c4c mega-primer)
dugc tinh sch va tai & dung lam ndi cho chu trinh PCR
tiép theo 40 néndoan gen hoan dhh chira caadot bién
mong mén (Sarkar, Sommer, 1990)ar8phim PCR

Nguyén Hong Thantet al.

trinh txr DNA tu dong ABI Prism 3100 Sequencei t
Vién Cong ngh sinh lc. Cac hoa cit sr dung 1a
bo hoéa clit chiin Thermo sequenase cycle
sequencing kitita hdng Pharmacia Biotech {M

Biéu hi¢n va tinh sich cacdgt bién

GenlipA mang caciot bién trong vector PET22b+
ﬂuoc bién rap vao € baoE. coli BL21 (DE3). Céc th
blen rap duoc biéu hién & diéu kién i vu la 28C va
ndngdo IPTG 14 0,5 mM. Protein té thop chira caadot
bién dugc kiém tra trén gel polyacrylamide.

CAc LipAdot bién dugc biéu hién déu co chira trinh
tu polyhistiding dau C (His-tag) vatugc tinh sch qua
cot His-Trap. Protein tabthop c6 &i trc cao i ion Ni%*
dugc thu ki bing dém phosphate c6 ¢a 500 mM
imidazole.

Xacdinh hogt tinh lipase

Hoat tinh thiy phan o chit p-nitrophenylbutyrate
(PNPB) dugc xacdinh ¢ 30°C trong mdi teong dém
chra 50 mM Na-PQ 100 mM NaCl, 1 mM DTT, pH
7,5. PNPBdugc hda tan trong acetonitrile (AcN) va pha
loAng & cAc ng do khac nhau. Thanh ph phin tng
bao @m: 800 pldém, 100 pl enzyme tinhash (1
mg/ml) va 1 sung 100 ule chit PNPB. @n ptim aia
phan tng to thanh lap-nitrophenoldugc do ¢ budc
s6ng 405 nmdi hing $ hAp thy e45= 12000 M* cmi*
(Molar extinction coefficient). ¢ do phin tng aia
enzymedugc xacdinh 1a kiong enzyme an thiét giai
phéng ra 1 pmolis phim p-nitrophenol trong @t phat
& diéu kien chuin.

Xacdinh hagt tinh gelatinase

Hoat tinh gelatinaseuoc xacdinh king b kit
“EnzChek Gelatinase/Collagenase Assay kitha
hang Moleculer Probe (). Bo kit nay sr dung o
chit DQ gelatindd duoc gin phan ¢ huynh quang.
Sau khi phn tng »ay ra, DQ-gelatin bthiay phén
giai phong phantt huynh quang. Cac phai nay €
hip phy &nh sangy busc séng 485 nm va phéat %
bugc song 535 nm. @ng d6 phat x ¢ buéc séng
535 nm pln anh éc do phan ting aia enzyme. Pm
tng dugc tién hanh tréniia 96 géng vado bing may
huynh quang (Fluoroskans plate read@ldleu kién

chira caadét bién duoc tach dong vao vector pBluescriptnhiét ¢ 30°C. Thanh phn phin tng bao ¢m: 70 pl

SK+ va bén rap vao & baoE. coli DH5a.

Xacdinh trinh twr gen

Trinh &x DNA dugc xacdinh trén may xadinh
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dém phin ung pH 7,6; 20 pl enzyme tinlach rdng

d6 1 mg/ml va 10 pl € chit DQ-gelatin 100 mM.
Hoat tinh aia enzymeduoc xac dinh la krong

enzyme én thiét & giai phéng ra 1 pumolam pHim

trong 1 phat diéu kién chuin.
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KET QUA VA THAO LUAN
Gay dot bién diém tai trung tam hoat tinh

Hoat tinh xuc tac ga enzymaiuoc quyét dinh boi
mot &5 cac amino acid phardtiai cac \i tri trong trung
tam hat dong. Viéc thayddi cAc amino acidat trung
tam hat tinh $ 1am thayddi hoat tinh xdc tac ¢a
enzyme theo ndii hréng khac nhaubé nghién ¢u vai
trd cia cac gc x(c tac trong trung tam #todong aia
lipase taid hop tir B. subtilisFS2 Ién hai ha tinh lipase
va gelatinase, ching i to badot bién diém la S77C,
D133N va H156N ing phrong phap mega-primer.
Toan B quy trinh 4o dot bién acia LipA dugc thé
hién trong hinh sau:

Plasmid pET22ipA cia ching B. subtilis FS2
dugc sr dung lam khudn cho pgim tng PCR 40
mega-primer. Theo tinh toan Iy thétysin phim tao
thanh co kich tiage 1an hrot 12 0,3 kb; 0,5 kb; 0,6 kb

twong ung Wi cac mega-primer mangot bién
H156N, D133N va S77C.48 phm cia phin ang
PCRduoc dién di kiém tra trén gel 0,8% agarose.

Két qua dién di trén hinh 2A cho fly ¢4 nhan thanh
cong caaloan mega-primer mang cac trini dot bién
c6 kich thrée ding nhr tinh toan ly thu§t. Sain pHim
cua qud trinh nayiugc sr dung cho phn tng PCR &p
theodé nhan toan ddoan genlipA hoan cinh mang céc
dot bién mong mdn. GenlipA c6 kich thrgc khaing
0,6 kb, tuy nhiénié thuin loi cho qué trinhdo dot
bién cac mega-primer, ching tdé thiét ké moi
nguoc c6 trinh & nam trén vector pET22b+. D6
san phim PCR in 2 theo tinh toan ly thdy ss c6
kich thréc khaing 0,8 kb. Kt qua dién di hinh 2B
cho thly, sin pim PCR c6 mt bing dic hiéu trong
rng Wi kich thréc theo tinh todn ly thdy. Céc Kt
qua trén cho thy ca 3dot bién S77C, D133N va H156N
da duoc nhan 1én thanh céng va chu trinh P@&Rhan
cécdot bién ladic hisu vsi genlipA.

Méi S77C M&iD133N  MJi H156N Trinh ty trén pET22b+
——> —— ——p
|
LipA e
P lPCR 1an 1 Méi nguoc
S77C Mega primer
. D133N Mega primer
H156N Mega primer
P1 X N
—_— LipA
|
l PCR l4n 2 Mega-primer
S77C Trinh ty trén pET22b+
%

D133N

H156N

@

Hinh 1. Quy trinh tao dét bién bang phwong phap mega-primer.

A

Hinh 2. bién di san phdm PCR trén gel 0,8% agarose. A: San

0,8 kb

[¢)]

]
vs]

~

phdm PCR 1&n 1; B: San phdm PCR lan 2. 1 - 3: Cac mega-

primer S77C, D133N, H156N; 5 - 7: C4c dong gen dét bién S77C, D133N, H156N; 4, 8: Thang DNA chuén 1 kb.
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Xéac dinh trinh tw cacdét bién

Sin phim PCR cla cacdot bién dugc dua vao
vector pBluescript SK#é tach dong. Mt s5 khuén lac
cua dongdot bién dugc chon loc dé tach chit va cit
kiém tra king cac enzymeah cté. Két qua 1a ching toi
da chon duoc khaing 12 dong taiét hop mang geriot
bién. Cac dongiot bién nay tép tuc duoc kiém tra trinh
tw trén may ABI Prism 3001. & qua doc trinh tr cia
mot &5 dongdat bién (mLipA) da duoc chon loc va so
sanh i dong chradot bién (rLipA) (Hinh 3).

Céc trinh & amino acid 6a cac donglot bién da

duoc dich ma va so sanhsivtrinh tix amino acid ban
dau adia dong chra @6t bien. Két qua doc trinh tr trén

Nguyén Hong Thantet al.

hinh 3 cho thy d4 c6 s thay ti¢ cac amino acid cac
vi tri S77C, D133N va H156N, ahvay cac dong gen
lipA d& chira caadot bién tai cac \i tri nhr mong min.

Biéu hién va tinh sach cac dongdét bién trong té
baoE. coliBL21 (DE3)

Sau khi tach dong thanh cong @éc bién S77C,
D133N, H156N, ching t6i B hién dé thu nhin
dugc cac dongiot bién tai © hop. Cac gen bdot
bién duoc chuyén vao vector pET22b(+) vadsi nap
vao trongE. coli BL21 (DE3). Qua trinh Bu hién
dugc cam ¢ng bsi IPTG mdng do 0,5 mM ¢ 28°C
trong 5 h. Kt qua biéu hién dugc thé hién trén hinh 4.

mLipA| 92 KVLDETGAKRVDTVAficMAGANTLYYT|[ ©°
rLipA| 61 KVLDETGAKKVDIVAHSMJGANTLYYT|| 61
dkdhkddhk kddhkid *kdedd kdkok
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QKILYTSIYSSADMIVMNYLSRLDGAR
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125
121

mLipA
rLipA

152
121

KVLDETGAKKVDIVAHSMGGANT

KVLDETGAKKVDIVAHSMGGANT
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QKILYTSTYSSANMIVMNYLSRL
OKILYTSTIYS VMNYLSRL
Kk kkkkk ok kK ok ko ok kok ok

LYYTKENLDGGNEKVANVVTLGGANR
LYYIKNLDGGNEVANVVTLGGANR

FrhEFFAF AL A F AT I FTF AT ET T A FATA

H156N

DGARNVQIHGW GLLMSSQVNS
DGARNVQIHG LLMSSQVNS

D133N

FrkEErAEEE AT A *EEkEEkE LA AEA

Hinh 3. So séanh trinh tw amino acid cla cac dong dét bién (mLipA) véi dong chwa dot bién (rLipA).

1 2 3 4
———

25— '
<4— MLipA
15 5N P

Hinh 4. Bién di protein biéu hién cta céc dong dot bién trén
gel polyacrylamide. 1. Thang protein chuan; 2 - 4. Cac dong dot
bién S77C, D133N va H156N.

Két qua dién di trén hinh 4 cho fly ca 3 dongdot
bién S77C, D133N va H156kéu dugc biéu hign ot
vai bang protein taid hop co kich tiréc 24 kDadlng
nhu tinh toan ly thugt. Nhu vay diéu kién cam tng va
ndng do IPTG la thich bp cho qua trinh Bu hign cac
dongdat bién. Biéu nay cho thy cacdot bién ¢a khdng
lamanh hrongdén kha nang ng hop protein.

Protein rLipA sau khilugc bicu hién ¢ trong €
baoE. coli BL21 (DE3)duoc van chuyn ra khoang
chu clat nhd tin hiéu tiét pelB. Protein éng $ dugc
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Hinh 5. Dién di san phém tinh sach céc dét bién. 1. LipA tai
t5 hop tdng s6; 2. Thang protein chudn; 3. Tinh sach dot
bién D133N; 4. Tinh sach dét bién S77C; 5. Tinh sach dét
bién H156N.

giai phong ra ki té bao nky qua trinh phéét bao
bing siéu am trongiém pha ¢ bao. Protein LipA
duoc thiét ké gan thém 6 gc His mim ¢ dau C dodd
c6 i lrc manh Wi ion Ni** va thidn loi cho viéc tinh
sach protein taid hop. Toan 16 protein tng  da
duogc dua lén 6t sic ky i ke His-Trap trén &ithdng
sic ky AKTA (Amershams Bioscience, ¥ va sr
dung pHin mém UNICORN 4.0. Kt qui tinh sich
cacdot bién trén hinh 5 cho #ly ¢ duong chay 4 va 5
twong (rng \Gi cac dongdot bién S77C va H156N co
mét bang protein i kich thréc twrong ung khaing 24
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kDa, ching © ci 2 dongdot bién nay da dugc tinh
ché. Tuy nhién,s duong chiy 5 3 khong thy xuat
hién kang proteind vi tri tuong ung, dodd khong thu
duoc proteinddt bién D133N nlr mong mién. Két
qua nay da duoc kiém tra hi bang quy trinh % ly

protein tan cho ﬁy dongdot bién D133Nda ki biéu
hién duoi dang thé vii (inclusion body). Khido,

protein b déng géi khéngting cu tric va @ bi mit

hoat tinh. Biéu nay co th dugc giai thich 1a dodot

bién tai vi tri Asp133 thanh Asn lam chéwtrac cén

x0dn qia protein bthaydsi dan dén protein taid hop
bi biéu hién dusi dang khéng tan. Haiot bién con hi

la S77C va H156N sau khi tinlich da duoc tién

hanh lai mudi dé xacdinh hat tinh enzymey busc
tiép theo.

So sanh hat tinh lipase tai t6 hop va cacddt bién

Do trong qué trinh tinhash chdng téi chthu
dugc 2 dot bién S77C va H156N, vidy, ching toi
Xac dinh va so sanh hotinh lipase tai& hop chra
dot bién va 2 dongiot bién noi trén. Hat tinh thiy
phan @a LipA va cac dongiot bién dugc xacdinh

vé6i co chat la p-nitrophenyl butyrate (PNPB) trong

10% AcN. Sn phim tao thanh 13p-nitrophenoldugc
do & budc séng 405 nm. Cac thén§ éong hoc dugc
tinh toan da vao éc do phan tng aia enzymed cac
ndngdod co chit khac nhau. Kt qua xacdinh hait tinh
LipA duoc thé hién trén hinh 6.
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[S] (um) —e—S77C  —=— HI156N
—— rLipA BC(-)

Téc dd phan ng (UM/phat)

Hinh 6. So sanh hoat tinh lipase ctia dong tai td hop va
dong dét bién.

dongdot bién. Tuy @ haidot bién S77C va H156N
déu lam gim dang Ié haat tinh lipase so & lipase

tai t hop nhing & mdi dot bién thi @ ché anh hrong

dén kha nang xuc tac la khac nhau.

y =9E-05x +0.0005
R?=0.9648
0.001
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0.0006 /

y =0.0001x +0.0006

0.0004 R?=0.9665

[siv

0.0002

-0.0002

[s] —=— S77C
HIS6N

Hinh 7. Df‘; thi m6é td phwong trinh déng hoc Hanes-
Wilkinson ddi v&i hoat tinh lipase clia cac dong dot bién.

Gia ti K, thé hién ai lyc gira enzyme &i co
chit, gia ti K, cang nb thi ai c lien Kt gira
enzyme Vi co chit cang én. Theo Kt qua trén king
1 thi K, cia S77C va H156N5h hon so Wi K, cia
rLipA, ching © khi bi dot bién thi & b gira
enzyme i co chit bi giam mot cach rd ét, do \ay
da lam gim toc d6 phan ung. Két qua nay cho thy
cac dot bién thay tié cAc v tri xic tAc trong trung
tam hat dong da anh hrong rt 16n dén kha ning
xuc tac @a enzyme. Theoocché xlc tac @a lipase,
khi co chét lién két véi enzyme, §c Ser77duoc haat
hoa va dn cong trc tiép vao nguyénit carbon éa
co chit. Saudé trang théi chu;?n tiép giira enzyme
Vv6i co chit dugc hinh thanh vadm virng boi mot s
céc lién Kt hydro. Gic His156 & chuyén mpt proton
tir nhdm OH @a Ser77 vait nhém alcohol ra ki
co chit. Vi vady ma khi cac nhém it caa cac gc
xuc tac b thayddi sé dan dén &i krc gita enzyme-¢
chit bj giam dang K. Két qua nay hoan toan phipp
Vi cac cong trinh congdbotruge day aia Eggert va
dong tac gi (2001) khi fo dot bién 3 ghc xlc tac 4i
tam hat tinh S78C, D134N va H157Nia LipB déu
lam gim haat tinh lipase dt nhiéu lan so \6i chung
dai. Qué trinhddt bién thay ti 1an leot tirng amino

Két qua so sanh hat tinh aia cac dong S77C va acid rieng ¢ da tacdong lam thayddi ai luc lién Iét
H156N \6i dong tai & hop (rLipA) trén hinh 6 cho giga enzyme i co chit din dén ar thay ddi vé ciu

thdy haat tinh dia cac dong idot bién da i mat gan
nhu hoan toan vaim véi duong doi chirng am trong
khi d¢6 haat tinh aia rLipA cao lwn héin so i cac

trac khbng gian &a trung tdm xdc tacjrtdd lam
giam mac do dic hiéu cia @ chit nén hat tinh
enzyme bgiam.
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Bang 1. Céac théng sb dong hoc déi vai hoat tinh lipase ctia dong dét bién va rLipA.

Théng s 6 S77C H156N rLipA
Vimax (UM/min) 10000 11111,11 200000
K (MM) 6 5,55 4,18

X&c dinh hoat tinh gelatinase @a cacddt bién

Bén anh nghién ¢u xacdinh anh hrong cacdot
bién 1&n hat tinh lipase, ching téitng tén hanh
trong tr & xacdinh anh hrong aia cacdot bién Ién
hoat tinh gelatinase. Hb tinh gelatinasatugc xac
dinh dra vao ki ning thiy phan o chit c6 gin
fluorescein DQ-gelatined cuong do phét »x ¢ budc
song 535 nm. dc do xuc tac @a enzymedugc Xac
dinh ti cac rdng do co chit khac nhau pin anh céac
théng $ dong hc cia enzyme. Cac dondpt bién
dugc xacdinh hat tinh trong cung @t didu kién va
so sanh i hoat tinh aia LipA tai 6 hop.

Két qua trén hinh 8 cho #y, ci hai dot bién
S77C va H156Ntéu c6 hat tinh gelatinase caah
hin so \6i hoat tinh gelatinaseia lipase tai& hop.
Két qua nay ngroc lai so wi két qua so sanh ha
tinh lipase @a cac dongtot bién va dong taid hop.
Goc Ser77 la §c amino acid quandng nhit trong 3
gdc xuc tac do kin ning tham gia trc tiép vao vic

tao lien Kt gitta @ chit va enzyme. Khi éc Ser
dugc haat héa Wi phan wng chugn dién tr tr
nguyén & oxy (nhan é chodién tr), né € lam giau
dién tr cho nguyéntt carboné vi tri a. Viéc lamdot
bién gbc S77 thanh C7@a lam nit kha ning cho
dién tr tir nguyén & oxy dé phan ét lien két gita
Co—f ciia @ chat, vi vay haat tinh lipase bmit hoan
toan. Trong khid6 dot bién S77C 4i lam ting hat
tinh gelatinase, c6 nignla ting kha ning phan &t
lien két C-N aia @ chit gelatin. Gelatinase la
enzyme thac ho serine protease va tronguctrdc
cia enzyme nayimg c6 3 gc xuc tac Ser-His-Asp
(hay Glu), vi My co ché haoat dong aia gelatinase
gan gibng Wi co ché xudc tac éa lipase. Véc tao dot
bién S77C lamang hait tinh gelatinase cho 4k c6
thé c6 mbt gbc Ser khaeiéng vai trd chatién tir va
dugc haat hdadé phan ung phan &t lién két C-N
cua gelatin co th xay ra. Nhr vay, co tté haat tinh
gelatinasetugc quyét dinh byi mot sb cac ge amino
acid khac trong trung tam hiniong aia lipase.
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Hinh 8. D6 thi so sanh hoat tinh gelatinase ctia rLipA va cac dong dot bién.
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Hinh 9. D6 thi md t& phwong trinh déng hoc Hanes-Wilkinson dbi véi hoat tinh gelatinase cua rLipA va céc dong dot bién.

Bang 2. Céac thong sb doéng hoc hoat tinh gelatinase cta
dong bi dot bién va rLipA.

Théngsé  S77C H156N rLipA
vmax 250000 125000 111111
(uM/min)

Km (mM) 0,6 0,637 1,066

CAc gia tr K, VA Ve trén king 2 cho thy gia ti
K ciia cac dongtot bién thip hon so 6i dong tai &
hop. Két qua nay da phin anh &ic lién kKt cia cac
dongdot bién véi co chit gelatinduoc ting lén, do gy
lam ting hat tinh thiy phan lién k&t C-N aia gelatin
lén khaing 20 &in. Biéu nay cho thy khi thayddi cac
nhém chirc aia cac gc xdc tdc @m trong trung tam
haat dong aia enzyme thidd lam thayddi ciu hinh
khdng gian @a no, dod6 tao nén du hinh phu bip i
co chit gelatin fon 1& éu hinh khéng gian batiu cia
lipase. Vi vy, co chit dé dangdi vao trung tam xuc tac
tao phic enzyme—e chit, thic ddy qua trinh xuc tac
dién ra nhanh én. Két qua nay phu bip voi nghién cu
cia Kazlauskas (2005) chang hat tinh phi cua
enzyme tirong & trang thai tém an. Tuy nhién, khido
dot bién vao trung tam xuc tadia enzyme thi thong
lam it di hoat tinh chinh va ha tinh phi caa mbt 5
enzyme 4i c6 thé duoc ting lén. Véc thay ddi cac
nhém clicc & cac @c xdc tac cé thlam thayddi kiéu
phan ung ua thich éa enzyme do né onréng khdng
gian & bé mat cho phép e chit lién Kt truc tiép wi
trung tdm het dong aia enzyme.

Hién twgng hat tinh phu gelatinase wa rLipA
twong tr nhe haat tinh plu amidase &a esterasert
B. subtilis(Kourist et al., 2008). Thong thong céac
enzyme lipase va esterase tham gianpimg thiy
phan &t lién két C = O a@a triacylglyceride trong
khi gelatinase hay amidase tham giarpting phan
cit lien két C - N. Mic du qua trinh tiy phan cac
lién kit C = O va C - N la hoan toan khac nhau
nhueng @ ché xdc tac @a cac enzymeal tuong ddi
gidng nhau do cac enzyme tiwho serine protease
déu c6 3 @c xuc tac Ser-His-Asp (hay Glupm &
tam hat tinh gibng lipase. Nir vay, c6 th haat
tinh gelatinaseti@ lipase hay ha tinh amidaseia
esteraseiéu ¢ trang thaian va kn virng tam thoi
cua trang thai chugn tiép.

KET LUAN

Viéc tao cacdot bién diém S77C va H156N
trong trung tam hat dong aia lipase A taid hop da
lam anh hrong ©i ca hai hat tinh lipase va
gelatinase. Hai6t bién S77C va H156N4 lam nat
hoan toan hat tinh lipase nhng dot bién S77C 4i
lam ting hait tinh phi gelatinase 1én khimg 20 hn.
Hoat tinh gelatinase c6 & trang thaian cia trang
thai chugn tiép va nét sb amino acid khac trong
trung tdm hat dong aia lipase co vai trd quanotrg
d6i véi hoat tinh nay. Kt qua nay da my ra trién
vong mvi vé nghién ¢u tao dot bién lam ting hait
tinh gelatinaseta lipase A taid hop.
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THE IMPACT OF MUTANTION IN THE ACTIVE SITE TO LIPAS E AND GELATINASE
ACTIVITIES OF LIPASE A FROM BACILLUS SUBTILIS FS2

Nguyen Hong ThanH, Phung Thu Nguyet, Karl Hult %, Truong Nam Hai*©

YInstitute of Biotechnology, Vietnam Academy ofBeieand Technology
“Royal Instiute of Technology (KTH), Stockholm, Swmed

SUMMARY

Recombinant lipase A (rLipA) fromBacillus subtilisFS2 was determined to have both lipase and gedatin
activities, in which gelatinase is promiscuousvitgtof this enzyme. Mutants S77C, D133N and H1%6khe active
site of lipase were created using mega-primer rdefftree mutants were cloned and successfully €squien the cells
E. coliBL21 (DE3). However, only two mutants S77C and H1%&e successfully purified for activity assays
whereas mutant D133N existed in insoluble formelirparameter,, and Vs for lipase and gelatinase activity of
recombiant protein (rLipA) were calculated and camag to that of mutants. Mutants S77C and H156Nvetio
remarkably decreased lipase activity however STittased gelatinase activity in 20 folds. Posshjgaination
might be that mutants at the active site of rLift@rad dimension structure and hydrogen bondingarktof enzyme
result in the changing of enzyme-substrate bindirggeby lipase would bind to gelatin and facditalr cleavage reaction.
The amino acids potential for gelatinase activiyhtbe located in other sites in the active ditis enzyme.

KeywordsBacillus subtilis, gelatinase, lipase, promiscsiosite-directed mutagenesis
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