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POLYPEPTIT ENDOGLUCANAZA CUA NAM CHE PHAM ENZYM, PHUONG
PHAP SAN XUAT VA QUY TRINH XULY VAT LIEU XENLULOZA

(57) Séng ch& dé cap dén endoglucanaza tit ndm thé hién hoat tinh déng ké &

nhiét do thap. Ngoai ra, sang ché con dé cap dén phuong phip san xuit

endoglucanaza, thuan loi néu endoglucanaza dugc san xuét bang k¥ thuat ti t§

hop. Endoglucanaza dugc ding dé xir Iy vat liéu xenluloza, dac biét 1 trong

cong nghiép dét, vi du trong xi 1§ hoan thién sinh hoc hodc mai mon sinh hoc.

Endoglucanaza ciing c¢6 thé dugc sir dung trong chat tdy rira, trong thic an

va/hodc trong cong nghiép gidy va bot gidy hoac san xuat etanol sinh hoc.
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Linh vie k¥ thuit dwoc dé cap

Sang ché d& cap dén endoglucanaza ctia ndm, san pham chtra chung va phuong
phap san xuét ching. Sang ché ciing dé cap dén ché phdm enzym chira it nhit mot en-
doglucanaza méi nay, ciing nhur dén quy trinh xtr ly vt liéu xenluloza bing cach st
dung ché phdm nay. Ngoai ra, sang ché con dé cap dén ché pham tdy rira va thirc an

chira endoglucanaza nay.

Tinh trang ky thuit cia sang ché

Xenlulaza nam trong sb cac enzym dugc sir dung rong rdi nhit trong cong
nghiép. Chiing thudng duoc st dung trong cong nghiép dét may, cong nghiép tay rira,
cdng nghiép gidy va bot gidy cong nghi€p, cong nghiép thtrc an va thyc phim, bao
gdm ca thuc phim nuéng, va trong viéc thiy phin vt liéu lignoxenluloza, vi du, dé
san xudt etanol sinh hoc v.v.. Viéc st dung thuc té cta xenlulaza bi can trd boi ban
chat ctia cac thanh phin xenlulaza, thuong 14 hon hop enzym c6 nhiéu hoat tinh va tinh
dic hiéu chit nén khac nhau. Vi ly do nay, nhiéu nd lyc da duoc thuc hién dé co duoc
cac xenlulaza chi c6 cac hoat tinh mong mubn. Céac dic tinh doc dao ciia mdi
xenlulaza khién cho mot s6 xenlulaza thich hop hon trong mot s6 ing dung so véi cac

xenlulaza khac.

Trong xur ly vai, xenlulaza tdc dung 1én cadc mach phan tir xenluloza trong cac sgi

bong, vi thé lam dnh hudng dén cac dic tinh cia vai.

Trong cdng nghiép dét may, nhitng nim gan day, kiéu mai hodc “giat bang d4” da
dugc sy quan tAm ciia cac nha san xuit vai bong chéo. Viéc giit truyén thong bang da
bot lam giam do bén cua vai va tao thém khé khan cho céc thiét bi gidt la. C6 xu
hudng st dung quy trinh xtr Iy hoan thién vai bong chéo bing enzym va xenlulaza thay
cho hoic két hop véi dé bot dé tao cho vai c6 kiéu “mai” mong mudn. Viée xir ly bfmg
enzym c6 kiém soat gdy it ton hai hon cho céc san pham dét may, may méc va loai bo

dugc cong doan Joai bo da sau khi xtr ly.
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Ngoai ra, cong nghiép dét st dung xenlulaza trong xir ly hoan thién sinh hoc, tic
la dé cai thién lau dai kha nang loai trir hién twong ndi hat xodn, va dé cai thién kha
ning chéng ndi hat xoéin, ciu tric bé mit rd rang béi giam duoc hién tuong xi X0, cai
thién kha ndng xir ly hang dét may, nhu tao cdm gidc mém, tron va muot, cai thién kha

nang x&p nep va vai c6 mau sang hon va cai thi€n kha nang hap thu hoi am.

Xenlulaza bao gff)m mién/nhan xdc tac (catalytic domain - CD) biéu hién hoat
tinh xenlulaza. Ngoai mién xuc tac nay, phan tr xenlulaza c6 thé bao gdm mot hodc
nhiéu mién gin két xenluloza (cellulose binding domains - CBD), con dugc goi la
mién/médun  gin ké& hydrat cacbon (carbohydrate binding domains -
CBD/carbohydrate binding modules - CBM), ¢6 thé nim & ddu N hoic ddu C ciia mién
xuc tac. Cac CBD c¢6 hoat tinh gén két hydrat cacbon va ching tao diéu kién thuan loi
cho hoat dong ciia enzym trén cac nén mang ran. Nhan xtc tic va CBD thudng duoc

nbi v6i nhau théng qua ving lién két linh hoat va dugc glycosyl hoa & mitc cao.

Céc xenlulaza c6 tac dung chu yéu trén bé mat cua soi 12 dic biét hitu ich trong
viée gidt bang d4 vai bong chéo dugc nhudém thudc nhudm Indigo, khi thudc nhudém
ndy nim trén bé mit ciia soi. Xenlulaza dugc dung trong xir 1y vai béng chéo thudng
dugc chia thanh hai nhém chinh: xenlulaza axit va xenlulaza trung tinh. Xenlulaza axit
thuong hoat dong & do pH nam trong khoang tir 4,0 dén 5,5 con xenlulaza trung tinh
thuong hoat dong & do pH nam trong khoang tir 6 dén 8. Pic biét 1a, xenlulaza axit
dugc st dung trong xtr ly hoan thi¢n sinh hoc (loai trir hién tuong ndi hat xoén) va ca
trong xr ly vai bong chéo (mai mon sinh hoc) trong khi xenlulaza trung tinh thuong

dugc st dung trong xtr ly vai bong chéo.

Endoglucanaza (EG) 1 mdt trong ba loai xenlulaza cin thiét cho phan tng
chuyén hoa sinh hoc xenluloza thanh glucoza. Mot sb endoglucanaza c6 trong tu nhién
c6 mién gin két xenluloza (CBD), trong khi mét s khac thi lai khong c6 mién nay.
Endoglucanaza dugc st dung rong rdi trong cong nghiép dét may, chét tdy rua, etanol
sinh hoc va cong nghiép gidy va bot gidy.

Xenlulaza, bao gém endoglucanaza c6 thé dugc phén loai thanh cac ho glycosyl
hydrolaza khac nhau theo trinh tu chinh ctia chiing, dua trén két qua phén tich céu truc

khong gian ba chiéu ctia mét s6 thanh vién trong ho (Henrissat 1991, Henrissat and

Bairoch 1993, 1996). Vi du, cdc ho glycosyl hydrolaza 5, 7, 12 va 45 chura endoglu-
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canaza. Trong linh vuc dét may, hau hét cac xenlulaza axit thudc ho 5, trong khi hau

hét xenlulaza trung tinh thudc ho 12 hodac 45.

Viéc str dung rong rai endoglucanaza trong cong nghiép da tao ra nhu cau vé san
pham endoglucanaza thwong mai c6 tinh ning mong muodn & cac diéu kién nhu cac

khoang pH va nhiét d6 mong mudn.

Phan 16n cac enzym duoc sit dung trong cong nghiép lam viéc tét hon & nhiét do
cao, thudng khoang >50°C, nhung vi Iy do tiét kiém ning luong, d6 bén mau cao hon
va giam d§ co ngét ciia cac san pham dét may, nén lai cin c6 cac enzym co tinh nang
tot & cac mirc nhiét do tha”ip hon, tirc 12 <50°C, vi du nam trong khoang tir 30 dén
40°C, hodc ngay ca & nhiét dd nim trong khoang tir 20 dén 40°C. Céc enzym hoat
dong & nhiét do thép nhu vay da duoc tim théy, vi du trong vi khuén, dic biét 1a trong
Bacillus. Tuy nhién, viéc san xuét cic enzym vi khudn cho cac ung dung cong nghi¢p
1 rat phirc tap va mét thoi gian so véi viéc san xut cc enzym nam. Hién van c6 rét it

kién thirc vé endoglucanaza cia nim hoat dong & nhiét do thép nay.

Theo hiéu biét cia cac tac gia sang ché, thi cho dén nay van chua mot

endoglucanaza hoat dong & nhiét do thép nao duoc bde 10.

Endoglucanaza thudc ho Cel45 da dugc mo ta trong US 5,610,129, tai liéu nay
mo ta cac ché phém trc ché sy thoi mau cua thube nhudm chtra xenlulaza Humicola

insolens kd43. Tuy nhién tai li€u nay khong mo ta cac dic tinh nhiét cia né.

Enzym Gibberella zeae Cel45 van chua dugc dé xuit sir dung trong xir Iy hoan

thién san phdm dét may.

US 7,256,032 mo ta xenlulaza Cel45 c6 tinh nang t6t trong xir ly hoan thi¢n san
phim dét may. Tinh nang trong xu 1y hoan thién vai bong chéo 1a tdi vu & nhiét do
60°C, va nhiét do thdp nhit duoc do 1a 40°C véi hoat tinh tdi wu nho hon 50%.

US2005/070003 mé té cac ché pham xenlulaza st dung t6t, vi du trong céc ché
phdm giat 13, danh béng sinh hoc céc hang dét may méi duge san xuét va tao ra kiéu
mai cho vai xenluloza. Khong mdt enzym ndo trong sb cac enzym da duoc mo ta nay

cho thiy tinh ning c6 lgi & nhiét do thip.

Do véy, van lubén ¢6 nhu cau vé xenlulaza méi c6 cac dic tinh va profin nhiét

mong mudn. Sang ché dap tng dugc nhu cau nay.
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Ban chit ky thuét cia sang ché

Sang ché dé xuét endoglucanaza méi thude ho cel45, cé dac tinh nhiét doc déo vi
c6 tinh nang tbt ca & nhiét do thap. Pic tinh nhiét doc dédo nay ¢ nghia 1a khong co su
giam dang ké vé tinh nang c6 thé thiy dugc khi nhiét do dudi 50°C, vi du khoang

40°C, khoang 30°C hodc ngay ca khoang 20°C.

Endoglucanaza c6 thé duoc sir dung trong cac ing dung xenlulaza khac nhau nhu
Xt Iy vai, dac biét 1a xtr 1y vai bong chéo va loai trir hién tuong ndi hat xodn. Trai voi
céc enzym loai trir hién twong ndi hat xoén da duoc mod ta trude ddy, néi chung ching
1a xenlulaza axit, endoglucanaza méi nay ciing c6 tic dung t6t & do pH twong ddi trung
tinh. Pidu nay cho phép xir ly hoan thién sinh hoc ddng thoi véi viéc nhudm, dan dén

viée tiét kiém dang ké. Ngoai ra, dd bén mau thuong tot hon & cac di€u kién trung tinh.

Sang ché d& xuét polypeptit endoglucanaza ctia ndm, thudc ho glycosyl hydrolaza
45, va c6 tinh ning my man & nhiét do thip. Sang ché con dé xuét ché phim enzym
chira endoglucanaza nay, va ché phim tiy rira va thirc &n chira enzym hoidc ché phdm

enzym nay.

Cu thé, sang ché d& cip dén endoglucanaza bao gbm trinh tu axit amin c6 muc
d¢ tuong dong vé trinh tu it nhit biang 65% so v6i SEQ ID NO: 13, ¢6 mirc do twong
dong vé trinh tu it nhit bang 48% so véi SEQ ID NO: 15, ¢6 mirc do twong dong vé
trinh tu it nhat bang 87% so v6i SEQ ID NO: 17, ¢6 murc d6 twrong ddng vé trinh tu it
nhét bang 62% so v&i SEQ ID NO: 19, ¢6 murc d6 twong ddng vé trinh tu it nhit bing
59% so v6i SEQ ID NO: 21 hogc c6 mirc d6 twong déng vé trinh tur it nhit bing 49%

so v6i SEQ ID NO: 23, hodc doan c6 hoat tinh enzym cia endoglucanaza nay.
Séang ché con dé cdp dén polynucleotit phan 1ap duoc chon tir nhom bao gom:

a) trinh tu nucleotit c6 SEQ ID NO: 12, 14, 16, 18, 20 hodc 22, hodc trinh tu ma

hoéa polypeptit endoglucanaza néu trén,
b) soi bd tro cua a); hodc

¢) trinh tu thoai héa do ma di truyén thanh trinh tu bét ky trong s cac trinh tu a)

hoac b).
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Sang ché con d& cap dén vecto biéu hién bao gdm polynucleotit néu trén, té bao
cht bao gém vecto biéu hién nay, va ching E. coli ¢6 s6 ndp luu DSM 18916, DSM
19171, DSM 19173, DSM 18915, DSM 18917, hoac DSM 19170.

Ngoai ra, sang ché con dé xuét phuong phap san xuét polypeptit endoglucanaza,
bao gdm cac budc: bién nap té bao chu vé6i vecto bidu hién ma hoa polypeptit néu trén,
va nudi cdy té bao chi nay trong cac didu kién cho phép biéu hién polypeptit nay, va

tuy y thu hoi va tinh ché polypeptit nay.

Cubi cing, sang ché dé xuét quy trinh xtr ly vt liéu xenluloza, trong d6 quy trinh
nay bao gdm budc cho vét liéu xenluloza tiép xtic v6i polypeptit endoglucanaza hoic

ché phim enzym theo sang ché.

Céc phuong an cu thé ctia sang ché dugc thé hién trong cac diém yéu cau bao ho
phu thugc. Cac db6i tuong, chi tiét va vu diém khéc cta sang ché s& tro nén dé hiéu hon
qua phan md ta cac hinh Ve, phan md ta chi tiét va cac vi du sau. Tuy nhién, can phai
hiéu rang cac phuong 4n dugc néu trong ban mo t4, cac hinh ve& va céc vi du chi dung
chi ¢é minh hoa, va céc thay dbi va cac cai bién khac nhau déu c6 thé ndm trong pham

vi cla céc diém yéu cau bao hd.

M@ ta viin tit cac hinh vé

Fig.1 1a hinh v& dang so dd thé hién cac bang biéu hién duoc st dung trong bién
nap cac té bao trin Trichoderma reesei dé san sinh du thira protein Cel45 téi t6 hop.

Fig.1 thé hién khoang pH tbi vu cia cac ché phdm protein Cel45A tai td hop, va
Fig.2B thé hién khoang n dinh nhiét cia cac ché pham protein Cel45A tai tb hop.

Cac hinh vé tir Fig.3A dén Fig.3E thé hién profin nhiét do ciia cdc ché phim
Cel45 méi so véi cac ché pham Cel45 thwong phim trong xtr 1y vai bong chéo.

Céc hinh vé tir Fig4A dén Fig.4B thé hién tinh ning cua cdc ché phidm Celd5
méi & cdc d0 pH khac nhau trong xtr 1y vai bong chéo.

- Fig.5 thé hién tac dung cua Gp RF6293 Cel45 trong x ly hoan thién sinh hoc

(loai bd xo x01) & nhiét d6 40°C so véi mau dbi ching khéng ¢6 enzym.
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MO ta chi tiét sang ché

Sang ché dya trén cac nghién ciru, trong d6 tap hop cac gibng ciy cua ndm duoc
sang loc dé c6 hoat tinh thiy phan xenluld & nhiét do thdp. Cac giéng nim dugc nudi
ciy & nhiét 6 20°C trong thoi gian tir 3 dén 7 ngay bang cach sir dung cac mdi truong
sinh san khac nhau. Dich ndi bé mit duoc thu hdi va hoat tinh thuy phan xenluld cua
carboxymetylxenluloza (CMC) va hydroxyetylxenlulaza (HEC) & nhiét do 30°C va
50°C dugc thir nghiém dé sang loc profin nhiét do thip. Céc gidng c6 dac tinh tot nhat
con dugce thir nghiém trong xir Iy mai mon sinh hoc trén quy mé nho sau khi nuoi cay
& nhiét d6 20°C trong thoi gian tir 4 dén 7 ngay. Sau khi sang loc so bo 4 gidng dugc
chon dé xay dung cac thu vién gen, va cac thu vién nay duoc sang loc tiép ddi véi cac
gen celd5 béng cac mau lai thir duge khuéeh dai béng cach str dung cac doan mdi thoai
hoa. Cac dong thé thuc khuén duong tinh dugc tdch dong phu thanh cac vecto vi
khudn va dugc xac dinh béng trinh ty trudec khi ndp luu tai DSMZ (Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH). P& san xuét cic enzym
Celd5, cac gen mid héa cac hoat tinh mong muén duge dung hop thanh gen khoi déu
Trichoderma reesei cbhl/cel7. Su két thuc phién ma dugc dam bao béi gen két thuc 7
reesei cbhl/cel7A, va gen danh diu amdS duoc st dung dé sang loc cac dong vé tinh
dwong tinh. C4c bang biéu hién tuyén tinh dugc phan lap tir mach chinh vecto va dugc
bién nap vao cac té bao tran T reesei da duoc loai bo cac xenlulaza chinh. Céc thé
bién nap da tinh ché dwoc nuéi cdy trong thoi gian 7 ngay trong moi truong cam ing
xenlulaza va hoat tinh endoglucanaza dugc thir nghiém bang cach s dung dich nbi bé
mit nudi cdy. Cac dic tinh nhiét va do pH ciing dugc thir nghiém. V4t liéu dé ap dung
trén quy mé 16n thu dwoc bang cach nudi ciy trong thiét bi phéan Ung sinh hoc phong
thi nghiém & nhiét do 28°C trong thoi gian tir 3 dén 4, ngay tiép do 1a loc va ¢, néu

can.

Dich ndi bé mit nudi cay dugc thir nghiém trong xi Iy vai bdng chéo & cac nhiét
d6 khac nhau, st dung ché phdm so sanh 1a hai ché phdm Cel45 loai thwong phim
trong thiét bi gidt. Hi¢éu qua mai mon sinh hoc thu dugc dugc danh gia béng cach su
dung phuong phép do mau phan xa (color reflectance measurement). Pang ngac nhién
1, cac tac gia sang ché da phat hién ra rang cac profin nhiét do do dugc khac véi cac

profin nhiét d§ nhén duogc véi su khac biét co ban trong Ong thir nghiém. Ngoai ra, cac
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dac tinh do pH cla cdc mau dugc thit nghiém trong thir nghiém vai bong chéo. Ngoai
ra, tac dung loai trir hién tugng ndi hat xo&n/loai bd xo x0 dbi véi vai ni dang sg1 bong
duoc thir nghiém trong thiét bi giat v6i cac luong enzym khac nhau va duge so sanh
v6i miu cua tinh trang k¥ thuat. Dang ngac nhién 13, & nhiét d6 thp, bé mit khong xi
x0 thu duoc bang cach sir dung luong thip hon so véi lwong co6 thé dugc mong doi

dua trén cac thtr nghiém trong x1r ly vai bong chéo.

Sang ché dé xuét polypeptit endoglucanaza ctia ndm méi thudc ho glycosyl
hydrolaza 45 c6 tinh niang dang ké ¢ nhiét do thdp. Nhu duoc sir dung theo sang ché,

polypeptit va protein la ddng nghia.

Theo sang ché, “ndm” c6 nghia la endoglucanaza hoéc polynucleotit ma hoa no
c6 thé thu duoc tir nAm, va dic biét 1a tir nAm s¢1, nhu Geomyces hoac Fusarium. Theo
phwong 4n cu thé cia sang ché, endoglucanaza thu dugc tt G. pannorum hodc F. cf
equiseti, t6t nhat néu tir G. pannorum RF 6293 (CBS 119567), F. cf equiseti RF6318
(CBS 119568), G. pannorum RF6546 (CBS 119958), hodc G. pannorum RF6608
(CBS 119962).

Thuat ngit "thu duoc tir" lién quan t6i ngudn vi sinh vat ¢6 nghia la polypeptit cd
thé duoc san xudt ty nhién béi ngudn vi sinh vat cu thé néu trén, hodc polynucleotit ma
hoa polypeptit c6 thé duoc phan lap tir ngudn vi sinh vét néu trén, va tuy y duoc bidu
hién trong té bao chi, ma polynucleotit hodc phién ban téng hop cta chung, c¢6 kha
ndng su dung cac codon tuy chon khac, tir ngudn vi sinh vat ma hoa polypeptit néu
trén dugc dwa vao d6. Tuy nhién, khong loai trir cic cai bién nho vé trinh tu, vi du
béng cach thay thé, loai bé, va/hodc cai xen mot hodc mot sb axit amin/nucleotit, mién

1a van giit duge hoat tinh enzym cua protein da dugc ma hoa va tiét.

Nhu duge néu trong sang ché, “endoglucanaza” (“EG”) dugc dung dé chi cac en-
zym dugc phan loai 1a E.C. 3.2.1.4. Chung la 1,4-beta-D-glucan 4-glucanohydrolaza
va xuc tic qua trinh ni thiy phan céc lién két 1,4-beta-D-glycosidic trong cac polyme
cua glucoza nhu xenluloza. Mot sé endoglucanaza ciing c6 thé thiy phan, vi du céc
lién két 1,4 trong beta-D-glucan cling chtra céc lién két 1,3. Do d6, chung cling c6 thé
dugc phan loai lam endo-1,3(4)-beta-glucanaza (E.C. 3.2.1.6). Do vay, mot enzym c6

thé xtc tac cac phan ung trén mot s6 chat nén va co6 thé thudc nhiéu nhom. Endoglu-
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canaza theo sang ché ¢ thé tuy y chita mdt trinh tu tin hiéu, va mdt hoac nhiéu mién

gan két xenluloza (CBD) duoc lién két v6i mién/nhan xuc tac (CD).

“Ho glycosyl hydrolaza 45” dugc dung dé chi ho glycosyl hydrolaza nhu duogc
xac dinh trong 4n phém Henrissat 1991, va Henrissat and Bairoch 1993, 1996, chung
dugc dua vao day béng cach vién din. Gen ma hoa ho xenlulaza 45 [ duogc goi la

cel45 va protein da dugc ma hoa dugc goi la Cel45.

Endoglucanazas theo sang ché c6 tinh ning dang ké & nhiét do thdp. Theo sang
ché, “tinh nang dang k& duoc ding dé cic enzym co tinh nang my man khi duogc ap
dung trong it nhat mot loai quy trinh tng dung xenlulaza, vi du nhu mai mon sinh hoc
va/hodc xtr ly hoan thién sinh hoc cac hang dét may, hodc trong quy trinh giit. Profin
nhiét do doc dédo ctia endoglucanaza méi c6 thé duge minh hoa bang “ty 18 30:50” cta
ching trong ing dung vai bong chéo, didu nay cho biét tinh ning twong dbi (%) &
nhiét d6 30°C so v&i 50°C. Tt hon néu, ty 18 1a 30:50 it nhit 72%, tdt hon nira 1 it
nhit 80%, va t6t nhit néu it nhit 90% hoic 95%. Theo cach khac, profin nhiét d6 co
thé dugc minh hoa bang ty 18 “40:0T>, diéu nay c6 nghia 1 tinh nang tvong déi (%) &
nhiét do 40°C so vé6i nhiét do toi wu. Tt hon néu, ty 16 40:0T 1a it nhat 80%, tét hon

nita la it nhat 90%, va tét nhat néu it nhat 95%.

Nhu dugc st dung theo sang ché, “hoat tinh lanh” hoac “nhiét d6 thép” duoc

ding dé chi nhiét d6 <50°C, dac biét 1a <45°C, t5t hon néu, <40°C, ké ca <30°C.

Theo mdt phuong 4n cia sang ché, endoglucanaza bao gdm trinh ty axit amin c6
mirc do twong ddng vé trinh tw it nhit bing 65% so véi SEQ ID NO: 13, ¢6 mirc do
trong déng vé trinh tu it nhét bang 48% so v6i SEQ ID NO: 15, ¢6 mirc dd tuong
ddng vé trinh tu it nhét bang 87% so v6i SEQ ID NO: 17, ¢6 mirc do tuong dong vé
trinh ty it nhit bang 62% so v6i SEQ ID NO: 19, ¢6 muc do trong dong vé trinh tu it
nhét bang 59% so v6i SEQ ID NO: 21 hoic ¢6 mic do tuong dong vé trinh tu it nhat
béng 49% so v41 SEQ ID NO: 23, hoéc doan c6 hoat tinh enzym cua no. Tét hon néu,
endoglucanaza bao gém trinh ty axit amin c6 mc do tuong déng v& trinh tu it nht
bang 90%, tot hon néu, it nhit bang 95% va t6t nhét néu it nhét bing 98% hodc 99%
so voi SEQ ID NO: 13, 15, 17, 19, 21 hodc 23, hodc doan c6 hoat tinh enzym ctia no.

Nhu duge sir dung theo sang ché, thut ngir “mirc d6 twong ddng” duoc dung dé

chi mirc do tuong dong toan b gitra hai trinh tu axit amin dugc so sanh véi nhau tu
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axit amin dau tién dugc ma hoa béi gentwong mg vé6i axit amin cudi cing. Nham muc
dich ctia sang ché, t5t hon néu, mirc do twong ddng duoc xac dinh bing cac chuong
trinh may tinh da biét bang cach sir dung cic thuat toan chuin. Vi du vé chuong trinh
nhu vay 1a Clone Manager Suite, chwong trinh bao gdm mot phan chuong trinh Align
Part va c6 ban & Scientific & Educational Software, Durham, NC, USA. Theo sang
ché, phién ban chuong trinh “Clone Manager 7 Align Plus 5 bao gém cic ham
“Compare Two Sequences/Global/Compare DNA sequences” dugc su dung dic biét
dé xac dinh mirc mic do tuwong ddng. Trong trudong hop nay, cac thuat toan sin co tur
cac ngudn sau dugc st dung: Hirschberg, D.S. (1975), thuit toan khong gian tuyén
tinh dé tinh toan céac trinh tu con chung dai nhat, Commun. Assoc. Comput. Mach. 18:
341-343; Myers,‘ E.W. and W. Miller. (1988) So sanh tdi wu trong khong gian tuyén
tinh, CABIOS 4:1, 11-17; Chao, K-M, W.R. Pearson and W. Miller. (1992) So sanh
hai trinh tu trong dai duong chéo dinh trudc, CA-BIOS 8:5, 481-487. Chuyén gia
trong linh vuc k¥ thudt nay biét duoc réng thuc té 1a cac két qué dugc so sanh chi khi
so sanh cac mién twong rng cua trinh ty. Do d6 viéc so sanh, vi du trinh tu xenlulaza
bao g6m CBD hodc céc trinh tu tin hi€u véi céc trinh tu tin hi¢u véi cac chudi thiéu

cac yéu td d6 duoc loai trir 1a khong c6 nghia.

“DPoan c6 hoat tinh enzym” dugc dung dé chi phén trinh tu axit amin cu thé du
dai dé c6 hoat tinh enzym mong mudn. N6i cach khéc, vi du doan c6 thé chi 1a phén
truong thanh cua polypeptit hodc ngay ca trinh ty con cta phan trudng thanh. N6 ¢o
thé hoic khong chtra phan tir lién két va mién CBD. Cu thé hon, hoat tinh enzym dugc
dung dé chi hoat tinh xenlulaza c6 kha nang xuc tac qua trinh thiy phan xenluloza
hodc din xuat ctia ching, nhu hoat tinh endoglucanaza hodc beta-glucanaza. Ngoai
hoat tinh endoglucanaza va/hodc beta-glucanaza, mot sb xenlulaza c6 thé con c6 hoat
tinh hemicellulaza va/hodc xylanaza. Hoat tinh enzym c6 thé dugc xéc dinh nhu duoc

mo ta trong Vidu 1.

Polynucleotit theo sang ché c6 thé 14 ADN hoic ARN. Theo mot phuong an cia
sang ché, cac endoglucanaza dwoc ma hod béi polynucleotit c6 SEQ ID NO: 12, 14,
16, 18, 20 hodc 22, hodc doan cua ching du dai dé ma hoa endoglucanaza c6 hoat tinh
enzym. Tt hon néu, endoglucanaza dugc ma hod boi polynucleotit tuong tw vdi poly-
nucleotit cua E. coli DSM 18916, DSM 19171, DSM 19173, DSM 18915, DSM
18917, hoac DSM 19170.
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T6t hon néu, endoglucanazas theo sang ché 1a cac protein tai to hop. Chung duoc
diéu ché mot cach thuan lgi bang cach néi chung da biét k¥ thuat ADN tai td hgp trong
vat chu di thé hodc déng thé. Tét hon néu, endoglucanaza duoc biéu hién qua muc
trong vét chi nAm. Vin tit, polynucleotit ma héa endoglucanaza dugc tach dong va cai

xen vao vecto bieu hién, dugc bién nap vao té bao chi va dugce biéu hién.

“Vecto biéu hién” 13 plasmit téch dong hoic vecto c¢6 kha nang biéu hién ADN
ma héa céc protein endoglucanaza sau khi bién nap vao vét chit mong mubn. Tt hon
néu, khi vat chi nAm dugc su dung, gen quan tdm dugc cung cép cho vat chi nAm nhu
14 mot phan cta chit din tach dong hodc biéu hién hop nhit vao nhiém sic thé nim,
hodc cho phép gen quan tdm hop nhét vao nhiém sic thé vat chi. Céc trinh tu khéc 1a
mdt phan cta chat dan tach dong hodc chit din biéu hién cling c6 thé duoc hop nhét
v6i ADN néu trén trong quy trinh hop nhat. Ngoai ra, & nim, vecto biéu hién hodc céc
phan cta ching c6 thé dugc huéng vao noi dinh truée. Theo cach khac, gen mong

mudn ¢6 thé duoc tao ra dudi dang plasmit sao chép tu chu.

Tét hon, néu ADN ma héa cac protein endoglucanaza duoc dat dudi su kiém soat
clia (tirc 13, duoc lién két linh hoat v6i) mot s6 trinh tw kiém soat nhu cac trinh tu gen
khéi dau duoc tao boi vecto. Khi bién nap, cac trinh tu kiém soat nay hop nhit vao bo
gen vat chu voi gen quan tim. Theo cach khc, céc trinh tu kiém soat c6 thé 1a cac trinh

tu tai vi tri hop nht.

Cac trinh tu kiém soat biéu hién cta vecto biéu hién sé& thay dbi tuy thudc vao
viéc vecto dugc thiét ké dé biéu hién mot sb gen & sinh vat chua c6 nhan dién hinh
hodc ¢ vat chui sinh vat ¢6 nhéan dién hinh. Cac trinh tu kiém soat biéu hién c6 thé chira
cac yéu td didu hoa phién ma nhu gen khéi dau, yéu t6 ting cudng, va cac trinh tu két
thuc phién ma, va/hodc cac yéu td didu hoa dich ma, nhu cac vi tri bat diu va két thic
dich ma.

Phan tir polynucleotit, nhu ADN, dugc cho 1a ¢6 kha ning biéu hién polypeptit,
néu no6 chua céc trinh tu kiém soat biéu hién, céc trinh tu nay chira thong tin diéu hoa
phién ma va céc trinh ty nhu vay dugc lién két linh hoat véi trinh tu nucleotit, ma hoa
polypeptit.

Lién két linh hoat 1a lién két trong d6 mot trinh tu duoc ndi véi trinh tu (hoac cac

trinh tu) diéu hoa theo cach sao cho dé su bidu hién cua trinh ty la dudi su tic dong
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hoic kiém so4t cia trinh ty diéu hoa. Hai trinh ty ADN (nhu trinh tu ving gen khéi
dau duoc lién két voi dau 5' cta trinh tu mé hoa protein) dugc cho la duoc lién két linh

hoat néu gen khai dau cé chire nang tao ra qua trinh phién ma.

Cac vecto theo sang ché co thé con bao gom cac yéu to di¢u hoa dugce lién ket

linh hoat khéc, nhu céc trinh tu ting cudng.

Theo phuong an uu ti€n, cac the€ bién nap on dinh vé mat di truyén dugc dugce
tao cAu trac, nhd d6 ADN ma héa cac protein dugc hgp nhat trong nhiém sac thé vat
chu bdi qua trinh bién nap véi vecto, c¢6 thé chira cac trinh tu xudc tién sy hop nhét cua

vecto ndy vao nhiém sic thé.

Cac té bao c6 ADN dugc hop nhit 6n dinh ma hoa cac protein endoglucanaza
trong nhiém séc thé cta chung c6 thé dugc chon, vi du béng gen danh diu dugc dua
vao, déng thé hoac di thé, cho phép chon loc cac té bao chu chira vecto biéu hién trong
nhidm sic thé, vi du gen danh ddu c6 thé tao ra kha ning dé khang thubc diét sinh, vi
du, khang céc chét khéng sinh, hodc céc kim loai ndng, nhu déng, hodc cac gen danh
ddu bd sung dot bién khuyét dudng trong nhiém sic thé vat chu, va twong tu. Vi du,
gen danh d4u chon loc co thé 1a gen chon loc dugc lién két mot cach truc tiép vO1 cac
trinh tu gen AND can duoc biéu hién, hodc dugc dua vao cung mot té bao boi qua

trinh ddng bién nap. Cac hé chon loc khac ciing c6 thé duoc str dung.

Khi vecto biéu hién chita ADN ma hoa endoglucanaza duoc tao ra, n6é duoc dua
vao té bao chii thich hop bang nhiéuh thich hop bét ky, bao gébm bién nap nhu da biét
trong linh vuc k¥ thudt nay. Sau qua trinh bién nap, cac té bao nhin cam thuong phat
trién trong mdi trudng chon loc thich hop, méi truomg nay chon loc su phat trién cia

cac té bao da dugc bien nap.

Vi du, cac hé vat chi biéu hién va viéc san xuét thich hop 1a hé san xuét duoc
phat trién @i voi cac vat chi ndm Trichoderma (EP 244 234), hodc Aspergillus, nhu
A. oryzae hoidc A. niger (WO 97/08325 va WO 95/33386, Patent My sd 5,843,745, Pa-
tent M§ s6 5,770,418), hodc hé san xuit dugc phat trién dbi voi Fusarium, nhu F. ox-
ysporum (Malardier et al., 1989) hodc Chrysosporium lucknowense. Theo phuong an
ru tién cua sang ché, cac gidng vat chu thiéu mot phan xenlulaza va/hodc hemicellula-
za va/hodc proteaza co thé dugc st dung. Céac hé san xuét thich hop dugc phat trién

doi vai vi khuan bao gom hé san xuat dugc phat trién doi voi Bacillus, vi du B. sub-
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tilis, B. licheniformis, B. amyloliquefaciens hodc dbi v6i E. coli, hodc ddi véi actino-
mycete Streptomyces. Cac hé san xuét thich hop duoc phat trién dbi voi nAm men 1a
cac h¢ dugc phat trién d6i vai Saccharomyces, Shizosaccharomyces, Pichia pastoris
hodic Hansenula. Cac hé san xuét trong cac vi khuin khac bao gdm céc vi khudn 1én
men cb két dé san xut etanol sinh hoc hoic trong cac té bao dong vat c6 via hodc trong

thuc vét la cling cé thé duoc st dung.

Su bi€u hién cuda trinh tw gen da duoc tdch dong dan dén viéc san xuat protein
mong muon, hodc san xuat phan doan cta protein nay. Su bi€u hién c6 thé dién ra

theo cach lién tuc trong céc té bao da duoc bién nap, hoic theo cach c6 kiém soat.

Pé thu dugc ché phidm enzym tho sang ché, vat chi c¢6 cac dac tinh mong mudn
(tirc 1a vat cha ¢ kha nang biéu hién protein endoglucanaza véi lugng kha thi vé mat
kinh té) dugc nudi ciy trong cac didu kién thich hop, va t6t hon néu cac enzym mong
mubn dugc tiét tir vat cha vao méi trudng nudi cdy, va tuy ¥ dugc thu hdi tir moi
treong nudi cdy niy bang cac phwong phap da biét trong linh vuc k§ thuat nay. Tét
hon néu, vat chii dé san xuit nhu vay 1a ndm s¢i, nhw Trichoderma hodc Aspergillus,

va dic biét la T, reesei.

Nhu dugc sir dung theo sang ché "ché pham enzym" duoc ding dé chi san phim
enzym bét ky, chira it nhit mot endoglucanaza méi da duge mo ta theo sang ché. Do
vdy, ché phdm enzym nhu vy c6 thé 1a méi truong nudi cdy hodc phan dich loc da
qua st dung. Mbi trudong nudi cdy da qua sir dung 13 moi treong nudi ciy cua vat chu
bao gém cac enzym da dugc san xuét. Tét hon néu, céc té bao chu duoc tach ra tir moi
truong néu trén sau khi san xudt. Néu mudn, cic ché phidm nhu vay c6 thé duoc lam
dong khd nhanh hogc theo cach khac hoat tinh enzym dugce ¢d va/hoic duge lam 6n
dinh dé cit giir. Néu cin, enzym mong mudn c6 thé dugc phén 14p va con duogc tinh
ché bang cac phuong phap thong thuong, nhu loc, chiét, két tua, sic ky, sac ky ai luc,
dién di, hodc cac phuong phap tuong tu khac.

Tuy nhién, séng ché c6 vu diém & chd mdi trudong nudi cdy c6 hoic khong c6 cac
té bao chit c6 thé duge sir dung 1am ché phidm enzym nhu vay ma khong cin tinh ché
thém, vi c4c protein endoglucanaza c6 thé duge tiét vao mai trudng nudi cdy, va chung

biéu hién hoat tinh trong céc di€u ki¢n mai trudng ciia moi trudng nudi ciy da qua su
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dung. Céc ché phim enzym 12 rat kinh té dé dung cép va st dung, vi viéc phan lap en-

zym déc hi€u tir moi trudong nudi cdy la khong can thiét.

Ngoai mot hodc nhiéu protein endoglucanaza, cac ché phdm enzym c6 thé bao
g@)ln mdt hoic nhiéu enzym khéc, chung c6 thé 13, vi du cac xenlulaza khac, amylaza,
lipaza, proteaza, hemicellulaza, xylanaza, pectinaza va/hodc oxidaza nhu laccaza,
peroxidaza va catalaza. Theo cich khac, truéc khi, trong khi hodc sau khi xir Iy bang
protein endoglucanaza, viéc xir Iy bang enzym khéc c¢6 thé duoc tién hanh. Viée xir ly
bing enzym c6 thé bao gdm, vi du, mét hodc nhidu cong doan xur Iy biang amylaza (vi
du dé rii hd vai bong chéo), mot hoac nhiéu cong doan xu ly bé’mg xenlulaza va/hodc
mot hodc nhiéu cong doan xtr Iy bing peroxidaza va/hodc laccaza. Diéu nay tuy thudc
vao ng dung ma cic enzym khac duoc bao gdm trong ché phim enzym hodc dugc st

dung trong xir Iy bing enzym.

Ngoai protein endoglucanaza, ché phdm enzym c6 thé chura cac chit phu gia, nhu
chit 1am 6n dinh, dung dich dém, chét bao quan, chét hoat dong bé& mit va/hoic cac
thanh phan ctia mdi truong nudi cdy. Cac chat phu gia dugc wu tién 1a cac chét thuong
duoc st dung trong ché phdm enzym dwoc du dinh déi v6i tng dung c6 st dung ché

pham enzym.

Céac ché phidm enzym c6 thé duoc tao ra dudi dang long hodc rén, vi du, dudi
dang bot hodc hat kho, dic biét 1a hat khong sinh bui, hodc dudi dang chét 16ng 6n
dinh. Ché phdm enzym c6 thé con dwoc lam giau dé dap ung cac yéu cau dbi véi viee
sir dung cu thé trong cac mg dung khéc nhau, vi du trong cong nghiép dét. Hon hop
gdm cac hoat tinh enzym duoc tiét boi vat cha co thé 1a ¢6 loi trong Ung dung cong

nghiép cu thé, vi du trong x Iy hoan thién sinh hoc va mai mon sinh hoc.

Céc protein endoglucanaza va céc ché cua chiung co thé dugc str dung, vi du
trong linh vuc dét may, thuc pham va thirc an, vi du thuc phdm nuong, trong thuy
phéan sinh khéi, vi du trong san xuét etanol sinh hoc, va trong dau thuc vat, chat téy
rira, va cong nghiép gidy va bot gidy. Chung c6 thé duoc sir dung dé xur ly vét liu
xenluloza bét ky, nhu vét liéu dét may, thuc vat hodc vat liéu cé nguén géc thuc vat
dugc st dung trong thuc phém hodc thtrc 4n, vét lidu thuc vat dé chiét léy dau, hodc
bot gidy co hoc hodc hoa hoc thu dwoc tir gb hoic soi thir cap. Chung ciing c6 thé duoc

bo sung vao chat tay rira, vi du d¢ cai thién cac dic tinh dudng vai bang cach chong
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ndi hat xoén, chéng ndi tong mau dam nhat, lam rd mau va lam mém vai, va dé cai
thién tac dung 1am sach vai dét, vi du loai bé chat ban. Ché pham ty rira con thuong
chira cac chét bd trg, nhu chét hoat dong bé mat (chét hoat dong bé mat anion, khong
ion, cation va chit dién ly ludng tinh), cdc hop phin va cac thanh phan tiy y khac nhu
chéng lang phu lai va tac nhan tao huyén phu chit ban, chét tiy tring quang hoc, chét

tay trang, thudc nhudm va chat tao mau va hydrolaza.

Theo sang ché, “vat liéu xenluloza” dugc dung dé chi vat lidu bét ky chtra thanh
phén quan trong la xenluloza hoic cic din Xuét cua ching. Vat liéu xenluloza duogc
cho tiép xtic v6i luong hitu hiéu protein trong cac diéu kién thich hop, nhu d6 pH, va
nhiét do thich hop, va phan tmg dugc dién ra lién tuc trong thoi gian da dé xay ra phan
tng tong hop. Tét hon néu endoglucanaza néu trén duoc sir dung & nhiét d6 nam trong
khoang tir 20 d&én 50°C, va tét hon nita 1a nim trong khoang tir 30 dén 50°C. Nhiét do
httu ich 1a <50°C, vi du §4S°C,bhoac trong mot sb truong hop <40°C, hodc ngay ca
<30°C. Khoang pH thich hop 14 tir 3 dén 9, t&t hon néu tir 4 dén 8, va dic biét 1a tir 5
dén 6,5.

Endoglucanaza ddc bi€t 1a hiru ich trong xtr ly vat li¢u dét may, nhu vai va céc
san phém dét may hodc sg¢i. Vat liéu dét may co thé dugc san xuit tr xenluloza tu
nhién chira cac xo hoac xenluloza téng hop chira cdc xo hoic hdn hop cuda chung, hodc
hdn hop ciia cac xo tong hop va cac xo chira xenluloza. Tt hon néu, vét liéu chira
xenluloza 12 bong, dic biét 12 vai bong chéo. Trong sang ché, thuat ngit “vai bong
chéo” duge dung dé chi vai béng chéo vai, thudng 13 cdc san pham dét may bing vai
bong chéo, dédc biét 1a vai bo. Co lgi néu vai bong chéo la vai bong chéo dugc nhudm
mau Indigo. Vai bong chéo ciing c6 thé duge xir ly bang cac dan xuét cua Indigo hoic
bang Indigo cing vai mot sé thube nhom khac, vi du vai béng chéo duge nhudém indi-
g0 v6i chat ham hyu huynh.

Endoglucanaza néu trén la déc biét hitu ich trong cong nghi¢p dét, t6t hon néu,
trong x{r Iy mai mon sinh hoc va hoan thién bang sinh hoc.

Viée gidt bang da bao gdm ba budc: rii hd, mai va xir Iy hoan tit. Budc thir nhét,
budce rii hd thuong 13 bude xir Iy w6t dau tién vai bo va loai bé tinh bot hodc cac chit
hd khac thuong duge dung cho cac soi doc dé ngan ngira viéc lam t6n hai trong qua

trinh dét. Alpha-amylaza dugc st dung dé loai bo cac chét hd trén co s tinh bot dé xur
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Iy w6t cai thién va dong déu. Sau khi rii hd, vai bo thudong duge gidt bing nude hodc

dugec truc ti€p cho qua budc mai.

Budc thir hai, bude mai, ¢6 thé duoc tién hanh béng cac enzym hodc da bot hoac
ca hai. Trong tit ca cac truong hop, tic dung co hoc 1a cdn thiét dé loai bé thude
nhudm, va viéc xir ly thuong duge tién hanh trong thiét bi gidt, nhu cac thing giit.
Thuét nglt “dugc mai” dugc dung dé chi vé bé ngoai cda vai bong chéo, khi n6 duoc
xir Iy bang cic enzym xenlulaza hodc d4, hodc ca hai. Cac thuat ngir “kiéu giat” hoic
“kiéu mon” ciing 14 ddng nghia. Két qua cua viée loai bo thube nhudm khong déu 1a su

twong phan gitta ving dugc nhudm va vung loai bé thuéc nhudm.

Sau budc mai thuong 14 budc thr ba, xir Iy hoan tit bao gdbm budc gidt va gi,
trong d6 chat ty rira, chat tiy tring quang hoc, chit tiy tring hodc chit lam mém c6
thé duoc st dung. Sau khi xir ly bang enzym, phan tmg cin dugc dimg dé ngin ngua
su lam tdn hai cta vt liéu da duoc xir ly, vi du bdi nhiét dd va/hodc sulam méat hoat
tinh pH, viéc nay bao gdm giii sach va/hodc giat sach chét tiy rira. Didu nay bao dam

rang do bén co hoc cua soi 1a khong bi ton hai thém do sy c6 mit lién tuc cla enzym.

Nhu duge sir dung theo sang ché, thuat ngir "mai mon sinh hoc" vai hodc hang
may mac dugc dung dé chi viéc st dung cac enzym thay cho, hodc két hop cung, da

bot dé xtr ly vai hodc hang may mdc, dac biét la vai bong chéo.

- Nhu néu trén, xir Iy bang xenlulaza hoan toan c6 thé thay thé xir Iy bang dé bot.
Tuy nhién, viéc xr Iy bang xenlulaza ciing c6 thé duoc két hop vé6i xir ly bang da bot,
néu mudn xir ly hoan thién mai & muc do cao.

Ngoai ra, endoglucanaza ciing c6 thé dugc st dung trong xtr ly hoan thi¢n sinh
hoc vai va cac san pham dét may. “Xu ly hoan thién sinh hoc" (con dugc goi 1a loai triy
hién tugng ndi hat xodn, loai bd xo xu, loai bd 16ng hodc danh bong sinh hoc) duoc
dung dé chi viéc str dung enzym trong qua trinh thiy phan c6 kiém soét cac xo xenlu-
loza dé cai bién bé mit vai hodc soi theo cach sao cho dé hoan toan ngdn ngtra dugc

| kha ndng ndi hat xoén, lam cai thién viéc xtr Iy vai nhu d6 mém va tron nhin, 1am 1o
c4u triic bé mat boi viée lam giam X0 XU, d?m dén viéc 1am ro mau va ciling c6 thé cai

thién kha ndng x€p nép, kha nang hit am va kha nang nhuém mau cia vai.
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Céc str dung bd sung bao gdm st dung trong ché pham tay rra dé cai thién cac
dédc tinh dudng vai bang cach chong ndi hat xodn, chong ndi tong mau dam nhat, lam

rd mau va lam mém, va dé cdi thién tadc dung lam sach vai dét, vi du loai bo chat ban.

Viéc loai trir hién tugng nodi hat xoan b:?mg enzym c6 thé dugc tién hanh & giai
doan bat ky trong qud trinh xr ly uét vai dét, tot hon néu, sau khi rli ho va/hodc tat
trang tuy y, va cac diéu kién tuong tu nhu trong mai mon sinh hoc cé theé duoc st

dung. Cac hang dét may ¢ dang hang may mic ciing c6 thé duge xi 1y.

Ty 1é dung dich (ty 1é giita thé tich chét l1ong va trong luong vai) trong ca mai
mon sinh hoc va xir Iy hoan thién sinh hoc ¢6 thé nam trong khoang tir khoang 3:1 t6i
20:1, t&t hon néu nim trong khoang tir 5:1 t&i 10:1. Thoi gian xir Iy ¢6 thé ndm trong
khoang tir 15 phut dén 90 phut, va tét hon néu nam trong khoang tir 30 phat dén 60
phat. Can phai nhdn manh ring lidu lugng enzym phu thudc nhiéu vao loai vai, thiét
bi, cac diéu kién xur ly (46 pH, nhiét do, ty 1& dung dich, thoi gian xir ly, lugng vai
bong chéo, quy mo ciia quy trinh) va loai ché phidm enzym va cac didu kién tuong tu.

Chuyén gia trong linh vuc nay co6 thé xac dinh cac liéu lugng va diéu kién thich hop.

Quy trinh theo sang ché dé xu Iy vét liéu xenluloza ciing bao gdm viéc thiy phén
vat li€u lignoxenluloza dé san xuét etanol sinh hoc chéng han. Mot vi du vé st dung
xir Iy sinh hoc c¢b két (consolidated bioprocessing (CBP)) trong thiy phan vit liéu lig-
noxenluloza da duogc, vi du Zyl e al. mé ta trong 4n pham Adv Biochem Eng Biotech-

nol. 2007;108:205-35.

Vi du thwe hién sang ché

Sang ché con dugce minh hoa bang cac vi du khong lam gidi han pham vi cta

sang ché sau.

Vi du 1. Sang loc cac gidng biéu hién hoat tinh thuy phan xenluld & nhiét do thip

Khoang 180 gidng nim trong b6 suu tap gibng cdy Roal Oy duoc thir nghiém vé
kha nang cua ching dé tao ra hoat tinh thity phan xenluld & nhiét do thap. Cac gidng
nim dugc nudi cdy trong thé tich 100 ml trén may lic quay tron (200 vong/phut) &
nhiét d6 20°C trong thoi gian tir 3 dén 7 ngay. Mot sé mdi trudong sinh san dugc thir
nghiém chira ngudn cacbon 14 xenluloza Solka Floc. Sau khi nudi ciy céc t& bao va cac

chét ran khac dugc thu gom b(?mg cach ly tam va dich ndi bé mit duge thu hdi. Néu
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khong duge sir dung ngay lap tirc, ché phdm duoc luu gitt duéi dang timg phan nhé &

nhiét do -20°C.

Pé danh gia hoat tinh enzym & nhiét do thap hon, cac thir nghiém dwoc tién hanh
d6i v6i ché pham nubi cdy trong binh lac & nhiét d6 30°C va 50°C trong 1 gid. Tét ca

dich ndi bé mat trong binh lic dwoc thir nghiém dbi véi cac hoat tinh sau:
Hoat tinh endoglucanaza (CMCase):

Hoat tinh nay duogc thir nghiém véi 3% (khéi lwong/thé tich) carboxymetylxenlu-
loza (CMC) lam chét nén trong 50 mM dung dich dém xitrat v& co ban nhu dugc mo
ta trong 4n pham Bailey and Nevalainen 1981; Haakana e al., 2004. Duong khir duge
do with the DNS thudc thir. The thtr nghiém dugc tién hanh ca & do pH 5,0 va 7,0.

Hoat tinh endoglucanaza (HEC) :

Hoat tinh nay duoc thir nghiém véi 1% (khéi lugng/thé tich) hydroxyetylxenlu-
loza (HEC) lam chét nén trong 50 mM dung dich dém xitrat vé co ban nhu duge md ta
trong 4n phim Bailey and Nevalainen 1981. Viéc khir dudng duoc do bing thude thi

DNS. Thir nghiém nay duoc tién hanh ca & d6 pH 5,0 14n 7,0.

Céc ché pham dich ndi bé mat nudi cdy cia cac gidng duogc thir nghiém trong
tng dung mai mon sinh hoc quy mé nhé trong thiét bi LP-2 Launder Ometer 1 nhu
sau. Khoang 7,2 g cac mau vai bong chéo da dugc rii h6 (12x12 ¢cm) duge nap cing
véi cac vién bi thép vao vat dung dung tich 1,2 1it chita 100 ml dung dich dém Mc
Ilvaine’s va 100 ml dich ndi bé mit nudi céy, va Launder Ometer dugc van hanh ¢
30°C trong thoi gian 120 phit. Sau khi gidt bang kiém va chit tdy rtra, cac cdc mau vai
dugc gidt mot cach cén than béng nude 4m va duoce lam kho béng khong khi. Cac két
qua dugc danh gia ca bang mit va bang cach do mau dudi dang cac hé sb phéan xa (dir

lidu khong thé hién).

Sau khi sang loc so bd, 4 gidng (Geomyces pannorum RF6293, RF6546 va
RF6608, va Fusarium cf equiseti RF6318) dugc chon ddia voi cac nghién ctru ap
dung b6 sung. Nhiam muc dich dé, cac gidng RF6546 va RF6608 dugc nudi cdy trong
thé tich 200 ml trén may ldc quay tron (200 vong/phut) & nhiét do 20°C trong thoi gian
tir 4 dén 7 ngay trong mai truong chua (g/lit): Solka Floc xenluloza 10,0, bot ngod 1,5,
bot dau tuong 0,5, CaCO; 0,5, (NH,),HPO, 1,5, KH,PO, 2,0, MgSO,H,0 0,5, NaCl
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0,5, NH4NO; 0,5, Tween-80 0,5, dung dich nguyén td vi luong #1 0,5, dung dich
nguyén t6 vi luong #2 0,5, parafin ddu 0,5; 6 pH dugc didu chinh tdi 6,4. Dung dich
nguyén td vi luong #1 (mg/lit): MnSO, 1,6, ZnSO4H,0 3,45, CoCl, H,O 2,0; Dung
dich nguyén t6 vi lugng #2 (mg/lit): FeSO4H,0 5,0. Cac gidng RF6293 va RF6318
duoc nudi cdy trong thé tich 200 ml trén may lic quay tron (200 vong/phut) ¢ nhiét do
20°C trong thoi gian tu 4 dén 6 ngay trong moi trudng chira g/lit: Solka Floc xenluloza
30,0, bdt ngd 9,0, bot dau twong 1,5, CaCOs 1,5, (NH4),HPO, 4,5, KH,PO, 6,0,
MgSO,H,O0 1,5, NaCl 0,5, NH4NO; 1,5, Tween-80 0,5, dung dich nguyén td vi lugng
#1 0,5, dung dich nguyén t6 vi lugng #2 0,5, parafin dau 0,5; do pH dugc diéu chinh
td1 6,4. Dung dich nguyén td vi luong #1 (mg/lit): MnSO,4 1,6, ZnSO4sH,0 3,45,
CoCl;H,0 2,0; Dung dich nguyén t vi lugng #2 (mg/lit): FeSO4H,0 5.,0.

Vi du 2. T4ch dong cac gen endoglucanaza tir Geomyces pannorum RF6293, RF6546,
RF6608, va Fusarium cf. equiseti RF6318

Céc phuong phap phan tir sinh hoc chuan dugc st dung trong viéc phan lap va xir
Iy bang enzym dbi véi ADN (céc plasmit, doan ADN), trong qué trinh bién nap E.
coli, v.v.. Cac phuong phdp co ban nay dugc st dung da dugc mo ta trong sinh hoc
phan tir chuén s6 tay hudéng dan, vi du Sambrook ez al. (1989) va Sambrook va Russell

(2001).

Lambda DASH®II/BamHI vecto (Stratagene, USA) dugc sir dung dé xay dung
céc thu vién gen dbi véi Geomyces pannorum RF6293, RF6546, RF6608, va Fusarium
cf equiseti RF6318 theo huéng din ciia nha cung cip. Cac ADN nhim sic thé, duoc
phan l4p bang phuong phap duoc néu trong 4n pham Raeder and Broda (1985), mot
phén dugc phan giai bing Sau34. Cac ADN phén giai duge phan doan theo kich thuéce
va cac phén doan c6 kich thudc duoc chon (tir 5 dén 20 kb) dugc budc vao cac nhanh
vecto lambda da duoc phan giai bing BamHI. Cac hdn hop ndi dugc bao g6i bing
cach str dung cac phan chiét bao goi Gigapack I1I Gold theo cac huéng dan cua nha
san xuat (Stratagene, USA). Cac hiéu gia cua céc thu vién gen da duoc xay dung duoc

thé hién trong bang 1.

-19-




20641

Béang 1. Cac hi€u gia cua céc thu vién gen da dugc xay dung

Gidng Hiéu gia cua thu Hiéu gi4 cta thu vién
' vién gen gen dd duogc khuéch dai
pfu/ml (x10°) pfu/ml (x10%)
Geomyces pannorum RF6293 0,38 100,0
Geomyces pannorum RF6546 0,04 6
Geomyces pannorum R6608 0,04 0,3
Fusarium cf. equiseti RF6318 0,46 60,0

Céc thu vién gen cia Geomyces pannorum RF6293, RF6546, RF6608 va Fusari-
um cf. equiseti RF6318 dugc sang loc bing cac mau lai thir duge khuéch dai bing PCR
bang cach str dung cac doan mdi thoai hoa va ADN hé gen lam khudn mau. Cac trinh
tu clia cac doan mdi dj thé dua trén céc trinh tu endoglucanaza bao toan (Bang 2, SEQ
ID NO: 1-5). C4c trinh tu bao toan nay duoc xac dinh béng cach so sanh cac trinh tu
axit amin da dugc cong bd trudc ddy cua Humicola grisea var. thermoidea AB003107,
Fusarium oxysporum 129381, Melanocarpus albomyces AJ515703 va Gibberella zeae
AY342397. Hon hgp phan tmg PCR chtra 10 mM Tris-HCI, d6 pH 8,8, 50 mM KCl,
0,1% Triton X-100, 1,5 mM MgCl,, 0,1 mM dNTPs, 1 pM m&i doan mdi va tir 1 dén 2
don vi Dynazyme Il ADN polymeaza (Finnzymes, Finland) va tir 0,5 dén 1 ug ADN
hé gen. Cac didu kién dbi véi cac phan img PCR 1a nhu sau: 5 phit bién tinh dau &
nhiét @ 95°C, tiép d6 1a 30 chu trinh 1 phat & nhiét do 95°C, 30 gidy G ¢ nhiét do
52,5°C (+7,5°C gradien), 1 phut kéo dai & nhiét d6 72°C va kéo dai 1an cudi & nhiét do
72°C trong thoi gian 5 phut. Cac khudon mau ADN hé gen dugc st dung trong céc
phéan tmg PCR dugc dua ra trong bang 3.

Bang 2. Oligonucleotit thoai héa dugc thir nghiém lam doan moi PCR dé khuéch dai

cac mau lai thir & sang loc cac gen endoglucanaza tir Geomyces pannorum RF6547,
RF6546, RF6608, va Fusarium cf. equiseti RF6318

Oligonucleotit Chiéu . Chudi® SEQ ID
dai(bp) NO.

Cel45 S1 20 TAYTGGGAYTGYTGYAARCC (s) 1

Cel45 S2 17 TGGTGYTGYGCNTGYTA (s) 2

Cel45 ASI 17 TARCANGCRCARCACCA (as) 3

Celd5 AS2 17 GTRCANCCRTCRAADAT (as) 4

Celd5 AS3 23 TTRTCSGCRTTYTGRAACCARTC (as) |5

@D = A hodc G hoac T, R = A hodc G, S = C hoic G, N =A hoac Ghodac Thoac C,Y=T

hodc C; “s” trong dau ngodc don = soi c6 nghia, “as” trong dau ngoac don = s¢i ddi nghia.
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Cac san phém ADN c6 kich thudéc mong doi (duge udce tinh tir cac trinh tu en-
doglucanaza da dugc céng bd) thu dwoc tir mot sd phan tng. Cac doan ADN c6 kich
thudc mong doi duoce phan l4p tir cac phan ung PCR dic hiéu nhit va chung dugc tach
dong thanh vecto pCR® 4-TOPO® (Invitrogen, USA). Cc doan xen duoc xac dinh dic
diém bang cach sip xép theo trinh trr va bang cach thuc hién viée lai hoa thim Nam dbi
v6i cac ADN hé gen duge phan giai bing mot sb enzym gidi han. Cac doan PCR, dugc
chon dé st dung lam cic miu lai thir dé sang loc Geomyces pannorum RF6293,
RF6546, RF6608, va Fusarium cf. equiseti RF6318 céc thu vién gen dugc thé hién
trong bang 3.

Bang 3. Cac doan mbi dugc st dung trong céc phan ng PCR va céac mau lai thir dugc
chon dé sang loc cac gen endoglucanaza tir cac thu vién gen Geomyces pannorum
RF6293, RF6546, RF6608, va Fusarium cf. equiseti RF6318. ADN khuon mau hé gen

va tén cua plasmit chira mau lai thtr duoc thé hién.

Gen ann Poan mdi | ADN hé gen dugc | Poan | SEQ | DPoan xen
moi xuodi nguogc st dung lam thu ID trong
khudn trong duoc NO plasmit
phan tng PCR (kb)

RF6293 cel45A | Celd5_S1 | Celd5_AS3 RF6293 - | 0,6 kb 6 | pALK2038
RF6293 cel45B | Celd5 _S1 | Celd5 _AS3 RF6289 0,6 kb 7 | pALK2039
RF6318 celdSA | Celd5 S1 | Cel45 AS3 RF6318 0,6 kb 8 | pALK2047
RF6546 cel45A | Celd45_S1 | Celd5_AS3 RF6546 0,6 kb 9 | pALK2040
RF6608_celd5A | Celd5 S1 | Celd5 AS3 RF6608 0,6kb | 10 |pALK2042
RF6608 cel45B | Cel45 S1 | Celd5 AS3 RF6608 0,6 kb 11 | pALK2041

Céc trinh ty axit amin dugc suy ra tu tht ca cac mau lai thir c6 muc do tuong
ddng voi mot sb trinh ty Celd5 dd dwoc cong bd (chuong trinh BLAST, phién ban
2.2.9 6 NCBI, National Center for Biotechnology Information; Altschul ez a/., 1990).

Cac doan xen tir cac plasmit dugc liét ké trong bang 3 dugc danh diu bing
digoxigenin theo huéng dan ctia nha cung cap (Roche, Germany). Céc thu vién gen da
duoc khuéch dai (tr 1x10° dén 6x10° vét tan) duoc sang loc béng cac mau lai thir danh
dAu. Nhiét do6 lai dbi véi cac b loc 14 68°C va cac bod loc duge rira 2x5 phut & nhiét do
trong phong bang cach s dung 2xSSC-0,1% SDS tiép d6 1a 2x15 phat & nhiét do
68°C bang cach str dung 0,1xSSC-0,1% SDS. Mot s6 vét tan duong tinh thu duoc tir

moi l4n lai hod. 5 vét tan lai h6a manh duoc tinh ché tir mdi 1an sang loc. Cac ADN thé
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thuce khuédn duogc phén 1ap va dugc xac dinh dac diém béng cac lai hoa thAm Nam. Cac
doan giéi han dugc chon lai hda miu lai thtr duoc tach dong phu thanh vecto

pBluescript II KS+ va cac ving lién quan ctia cac dong vo tinh dugc sép xép trinh tu.

Téng cﬁrig, 6 gen cel45 dugc tach dong; mot gen tir cac gidng Geomyces pan-
norum RE6546 va Fusarium cf. equiseti RF6318 , va hai gen cel45 tir cac giéng Geo-
myces pannorum , RF6293 va RF6608. Bang 4 tom tat thong tin vé cdc mau lai thir
duoc str dung dé sang loc gen, cac dong thé thuc khuin ma tir d6 cac gen dugc phan
lap, cac doan gidi han duoc chon chira cic gen c6 chiéu dai day da véi ciia cic ving
gen khéi dau va gen két thuc ching, tén plasmit, va s ndp luu DSM ddi véi cac chiing

E. coli mang céc plasmit nay.

Bang 4. Cac mau lai thtr duoc st dung dé tach dong cac gen endoglucanaza, dong thé
thuc khuén va cac dong phu dugc chon, sb plasmit va sb nop luu cua chu’ncho/i
tuong Ung §
Gen M3u lai t7hf1 Dong Boaﬂ?}qqc téch dong | Plasmitsd | S6 nop luu £
duoc s thé hu thanh coli
dung trong | thuc pBluescript II KS+
sang loc khuan
Gp RF6293 cel45A | pALK2038 | F78 3,5 kb HindIlI pALK2206 | DSM 18916
Gp RF6293 celd5B | pALK2039 | F105 | 2,3 kb Xbal pALK2221 | DSM 19171
Fe RF6318 cel45A | pALK2047 | F122 | 2,5 kb EcoRI pALK2226 | DSM 19173
Gp_RF6546 _cel45A | pALK2040 | F85 6,0 kb Notl pALK2208 | DSM 18915
Gp _RF6608 cel45A | pALK2042 | F88 2,5 kb Xbal pALK2207 | DSM 18917
Gp RF6608_cel45B | pALK2041 | F108 | 9,0 kb Xbal pALK2219 | DSM 19170

Thong tin lién quan vé cac gen va céc trinh tu protein suy dién (SEQ 1D NO: 12-

23) lan lugt duge tom tit trong bang 5 va Bang 6.

Bang 5. Tom tit cac gen endoglucanaza duoc phén lap tir Geomyces pannorum

RF6293, RF6546, RF6608, va Fusarium cf. equiseti RF6318

Gen Chidu dai v6i | Ving ma | S cac | Chiéu dai ciia | SEQ ID
cac intron | hod (bp) © | intron | cac intron NO:
(bp) @ (bp)
Gp RF6293 celd5A 1036 912 1 121 12
Gp RF6293 cel45B 966 846 2 58,59 14
Fe RF6318 celd5A 1162 1098 1 61 16
Gp RF6546 celdSA 1028 912 ] 113 18
Gp RF6608 cel45A 1026 912 1 111 20
Gp RF6608 cel45B 969 846 2 61, 59 22

@Bao gdm codon két thuc
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® Khong bao gdm codon két thuc
Bang 6. Tém tat cac trinh tu axit amin dugc suy ra tir cac trinh tu gen endoglucanaza
tir Geomyces pannorum RF6293, RF6546, RF6608, va Fusarium cf. equiseti RE6318

Protein S6 | Chiéu CBD® MW tién | pltién doan | SEQ
endoglucanaza aas dai cua doan (Da), | (khong bao | ID NO:
ss NN®@ khong bao gom ss)
gom ss

Gp RF6293 Celd5A | 304 22 1247 t6i 28678 5,13 13
L1282

Gp RF6293 Cel45B | 282 26 27309 4,17 15

Fe RF6318 Cel45A | 366 20 A306 t6i 36284 8,25 17
N346

Gp RF6546_Celd5A | 304 22 1247 t6i 28762 4,93 19
1282

Gp RF6608 Cel45A | 304 22 1247 téi 28504 4,33 21
L282

Gp RF6608 Cel45B | 282 26 30324 4,37 23

@ Viéc tién doan vé trinh tu tin hiéu duogc thuc hién béng cach st dung chuong trinh SignalP —
V3,0 (Nielsen et al., 1997; Bendtsen et al., 2004); gia tri NN thu duoc béng cach str dung
mang than kinh.

® Mién gén két xenluloza (CBD), céac axit amin cta ving CBD duoc chi dinh. Trinh tu tin
hiéu tién doan khong duoc bao gom.

© Viéc doan vé trinh tu tin hi€éu dugc thuc hién béng cach str dung cong cu Compute pI/MW
trén may chu ExPASy (Gasteiger et al., 2003).

Viéc so sanh céc trinh tu Cel45 dugc suy ra tir cac ching Geomyces pannorum
RF6293, RF6546, RF6608, va Fusarium cf. equiseti RF6318 v&i nhau dugc thé hién
trong bang 7 va Bang 8. C4 céc trinh tu axit amin c6 chidu dai diy du va cac protein
nhan khéng c6 viing CBD cua céc trinh tu Cel45 dugc suy dién duge thé hién. Chuwong
trinh Clone Manager (phién ban 9) bao gdm cic ham “Compare Two Sequenc-

es/Global/Compare sequences as amino acids/BLOSUMS62 scoring matrix” duogc sir

dung dé xac dinh murc do tuong df)ng.
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Bang 7. Cac gid tri mirc do twong ddng (%) thu duoc tir viée so sanh cac trinh tu axit
amin Cel45 dugc suy ra tr Geomyces pannorum RF6293, RF6546 va RF6608, va

Fusarium cf equiseti RF6318. Cac trinh tir axit amin c6 chiéu dai ddy di bao gdm cac

trinh tu tin hiéu dugc so sanh.

Gp RF6293 Gp RF6293 Fe RF6318 Gp RF6546 Gp RF6608 Gp RF6608

Protein Cel45A Cel45B Celd5A Cel45A Celd5SA Cel45B
Gp_RF6293_Cel45A 100 39 46 85 87 38
Gp_RF6293_Cel45B 100 30 40 38 - 89
Fe RF6318 Celd5SA 100 45 45 31
Gp_RF6546_Cel45A 100 87 38
Gp_RF6608 Cel45A 100 38
Gp_RF6608_Cel45B 100

Bang 8. Céc gia tri mirc d6 twong déng (%) thu dugc tir viée so sanh céc trinh ty axit

amin Cel45 duogc suy ra tr Geomyces pannorum RF6293, RF6546, RF6608, va Fusari-

um cf equiseti RE6318. C4c trinh tw nhan khong bao gdm trinh tu tin hiéu va cac vung

phan tir lién két-CBD dugc so sanh.

Gp_RF6293 Gp RF6293 Fe RF6318 Gp RF6546 Gp RF6608 Gp RF6608

Protein Celd45A Cel45B Cel45A Celd5A Celd45A Cel45B
Gp_RF6293 Celd5A 100 41 S8 88 89 41
Gp_RF6293 Celd45B 100 39 42 42 89
Fe RF6318 Celd5A 100 60 60 39
Gp_RF6546_Cel45A 100 92 42
Gp_RF6608 Celd45A 100 41
Gp_RF6608_Cel45B 100

Vi€c so sanh céc trinh tur endoglucanaza Cel45 dugc suy ra tir Geomyces pan-
norum RF6293, RF6546, RF6608, va Fusarium cf. equiseti RF6318 vGi cac trinh tu

duoc tim thiy trong dit lidu duoc thé hién trong cac bang 9A va 9B.

Bang 9A. Cc trinh tw c6 mirc d twong déng cao nhit v4i cac trinh tyu endoglucanaza

suy dién ctia Geomyces pannorum RF6293, RF6546, RF6608, va Fusarium cf. equiseti

RF6318.
Sinh vt va s nop luu Muc do tuong dong (%)
Gp RF6293 Cel45A 100
Neurospora crassa, XM 952014 57
Gp RF6293 Cel45B 100
Pyrenophora tritici-repentis, XM 001935986 47

-24-




20641

Fe RF6318 Cel45A 100
Gibberella zeae, AY342397 86
Gibberella zeae, XM 382834 86
Gp RF6546 Cel45A 100
Neurospora crassa, XM 952014 57
Gp _RF6608 Cel45A 100
Sclerotinia sclerotiorum, XM 001597582 58
Gp RF6608 Cel45B 100
Pyrenophora tritici-repentis, XM 001935986 48

Céc trinh ty axit amin c6 chiéu dai déy du bao g61n cac trinh tu tin hiéu duoc so
sanh. Viéc tra ctru dit liéu dwoc tién hanh bang cach str dung BLAST (tblastn, nr/nt dix
liéu), va chuong trinh Clone Manager 9 (So sanh hai trinh tw/Global/so sanh cac trinh
tu dudi dang céac axit amin/ma tran ghi BLOSUMG62) duoc str dung dé xac dinh muc

murc d6 twong dong.

Bang 9B. Mirc d6 twong ddng cao nhit cua cac trinh tu trong cong bo patent véi cac
trinh tu endoglucanaza suy dién ctia Geomyces pannorum RF6293, RF6546, va
Fusarium cf. equiseti RF6318.

, Mire d6 tuong

Sinh vét va so ndp luu dong (%)
Gp RF6293 Celd5A 100
US7256032, SEQ ID: 21 64

Fe RF6318 Celd5SA 100
US5610129 A, SEQ ID: 4 78

Gp RF6546 Cel45A 100
US2005070003A1, SEQ ID: 6 61

Céc trinh tu axit amin c6 chidu dai ddy du bao gdm cac trinh tu tin hiéu duge so
sanh. Hé théng dang ky dich vu tom tat hoa cht (CAS), DGEGE va céc tra ctru dir liéu
NCBI trinh tu protein da dwoc cdp bang (So sanh hai trinh tw/Global/so sanh céc trinh
tu dudi dang cac axit amin/ma trén ghi BLOSUMS62) duoc st dung dé xac dinh muc

mirc d6 twong dong.

Vi du 3. San xuét cic protein Cel45 tai td hop trong Trichoderma reesei

Céc plasmit biéu hién dugc xdy dung dé biéu hién qua muc cac protein Cel45 ti

t6 hop tir Geomyces pannorum RF6293 va RE6546, va Fusarium ¢f. equiseti RF6318
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trong Trichoderma reesei. Cac plasmit biéu hién da duoc xdy dung duoc dua ra trong
bang 10. Cac gen cel45 tai td hop, bao gbm céc trinh ty tin hiéu caa chinh chung, dugc
dung hop chinh xac thanh gen khoi ddu 7. reesei cbhl/cell (p cbhl). Qua trinh két
thic phién ma duge bao dam bang gen két thuc 7. reesei chhl/cel7A (t cbhl) va gen
danh ddu A4. nidulans amdS dugc st dung dé chon loc cac thé bién nap nhu dugc mod
ta trong 4n pham Paloheimo e al. (2003). C4c bing biéu hién tuyén tinh (Fig. 1) duoc
phan 1ap tr mach chinh vecto sau khi phan giai Nof va duge bién nap vao cac té bao
tran T. reesei A47 va/hoic A51 (ca hai gidng déu c6 cac gen ma hoa 4 xenlulaza chinh
CBHI/Cel7A, CBHII/Cel6A, EGI/Cel7B va EGII/Cel5A da dugc loai bo). Cac qua
trinh bién nap dugc tién hanh nhu duoc néu trong 4n phém Penttila et al. (1987) voi
cac cai bién da dugc md ta trong Karhunen et al. (1993), trong khi chon axetamit lam
ngudn nito duy nhét (gen danh dau amdS). Céc thé bién nap dugc tinh ché trén cac dia

chon loc qua céac bao tir dinh duon trude khi chiing dugc hinh thanh bao ti trén PD.

Béng 10. Céc bang biéu hién duoc tao ciu tric dé san xuét du thira cac protein Cel45
tr Geomyces pannorum RF6293 va RF6546, va Fusarium cf. equiseti RF6318 trong

Trichoderma reesei.

Protein endoglu- Plasmit biéu hién | Bang biéu hién | Gen két thuc ®
canaza (a
Gp_RF6293 Cel45A pALK2215 8,6 kb Norl 196 bp (M)
Gp RF6293 Cel45B pALK2224 8,6 kb Norl 196 bp (Sall)
Fe RF6318 Cel45A pALK?2230 8,9 kb Notl 335 bp (E£coRI)
Gp RF6546 Celd45A pALK2218 8,6 kb Notl 225 bp (Sspl)

Toan bd ciu tric cla céac bang biéu hién la nhu duoc mo ta trén Fig. 1. Cac gen celd5 tach
dong dugc dung hop chinh xéc thanh gen khai dau 7. reesei chhl/cel].

(a Bing biéu hién dbi voi qua trinh bién nap 7. reesei duge phén lap tir mach chinh vecto bang
phén giai Notl.

® S8 nucleotit sau codon két thiic cua gen tai t6 hop da duoc tach dong duoc bao gdm trong
bang biéu hién. Vi tri g6i han & ddu 3’ cua doan gen cua bd gen dugce sir dung dé tao ciu truc
bang biéu hién duoc chi ra trong dau ngodc don.

Viéc san xuét endoglucanaza cia céac thé bién nap dugc phan tich tir dich noi bé
mdt nuodi cdy cua vigc nudi cdy trong binh lac (50 ml). Cac thé bién nap duoc sinh

trudng trong thoi gian 7 ngay trong moi trudng cam ung xenlulaza trén co sé lactoza
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phitc hop (Joutsjoki ef al. 1993) duoc dém biang 5% KH,PO,. Hoat tinh endoglucanaza
duoc tha nghiém véi 3% (khoéi lugng/thé tich) carboxymetylxenluloza (CMC) lam
chét nén trong 50 mM dung dich dém xitrat theo Bailey va Nevalainen 1981 va Haa-
kana et al., 2004. Kiéu gen cua thé bién nap dugc chon dugc xac nhan bé“mg cach su
dung phuong phap thAim Nam, trong d6 mot sé phan thity phan cua bo gen duge bao
gbm va bang biéu hién twong tmg duoc st dung 1am mau lai thi. Viéc san xudt dj thé
cac protein endoglunaza tai to hop duoc phan tich bang cach SDS-PAGE véi viéc

nhuom Coomassive sau do.

Céc ché phdm enzym Cel4SA tai t6 hop duoc ddc trung boi do pH tdi vu va do
dn dinh nhiét. Do pH tdi wu cla cac protein Cel45A dugc san Xuét qua muc duge xac
dinh trong dung dich dém Mcllvaine phd dung véi d6 pH nam trong khoang tir 4,0 dén
8,0 bang cach s dung 3% (khdi luong/thé tich) carboxymetylxenluloza (CMC) lam
chit nén (Fig. 2A). b6 4n dinh nhiét cta céac protein endoglucanaza téi td hop duoc
xé4c dinh bing cach do hoat tinh CMCase trong dung dich dém Mcllvaine phd dung &
d6 pH t6i wu vé6i thoi gian phan tng 1 gio (Fig. 2B).

Céac thé bién nap san sinh endoglucanaza dugc chon dugc nudi céy trong thiét bi
phan tng sinh hoc phong thi nghi€ém & nhiét do 28°C trong mdi trudng néu trén trong
thoi gian tir 3 dén 4 ngay véi do pH duoc khéng ché & 4,4 + 0,2 (NHy/H;PO,) dé thu
duoc chét dung cho céc thtr nghiém tng dung. Dich ndi bé mit duoc thu hoi béng cach
ly tam va loc qua cic bg loc Seitz-K 150 va EK (Pall SeitzSchenk Filtersystems
GmbH, Bad Kreuznach, Germany).

Vi du 4. Tinh ning ctia cic protein Celd5 tai to hop trong xir Iy vai bong chéo ¢ cac
nhiét do khac nhau

Céc protein Cel45 tai t6 hop dugc san xudt nhu dugc mo ta trong Vi du 3 bang
cach st dung Trichoderma lam vat chii dugc thir nghiém vé tac dung cua ching trong
viéc mai mon sinh hoc vai bong chéo & cac nhiét do khac nhau dé tao ra kiéu mai
tvong ty voi kiéu mai ¢6 dugc bing da bot. Cac enzym Cel45 thuong phim
Ecostone *N400 (Roal Oy, Finland) va Denimax™ 399S (Novozymes) dugc str dung

dé so sanh.
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Mot cédp vai bo dugc tao ra béng vai bong van chéo nhudm Indigo mau thu duogc
tor nha cung cép Anh quéc dugce str dung lam vt li€u thir nghiém chinh sau khi ri hd
bang ECOSTONE® A200 alpha-amylaza va 2 cip vai bd Apache da duogc rii hd vai
(Labels Fashion Limited, U.K.) lam vét li¢u tht nghiém phu. Viéc xt ly béng xenlula-
za duoc tién hanh biang may giit vit Wascator FOM 71 CLS cua Electrolux trong

nhitng diéu kién da dugc mé ta trong bang 11.

Béang 11. Cac diéu kién thtr nghiém/thong sé quy trinh duoc st dung trong xt ly bang

xenlulaza
Thong sé quy trinh
Luong véi bong chéo 1,6 kg
Nudce 17 lit

Kiém soat dung dich dém/dd | Puoc didu chinh bing Na,HPO, H,0 va axit xitric
pH (pH 6)

Thoi gian 55 phut
Nhiét do 20, 30, 40, 50 hodc 60°C
Liéu luong xenlulaza tir 250 dén 1500 NCU /g vai

Cac enzym duogc dung dudi dang don vi hoat tinh xenlulaza trung tinh (NCU)
cho mdi lugng vai. Hoat tinh enzym dugc do dudi dang mirc giai phong cia dudng
khtr ra khoi carboxymetylxenluloza (3% CMC) & nhiét do 50°C trong 50 mM Hepes
dung dich dém pH=7,0 (NCU hoat tinh Haakana et al. 2004). Cé4c protein Cel45 taj to
hop duge dung véi liéu lwong 1250 NCU/g vai, Ecostone ®N400 1500 NCU/g vai va
Denimax™ 399S 250 NCU/g. Dung lidu ctia mdi enzym 1a du dé tao ra mc chénh
1éch c6 thé do dugc/phét hién duge mot cach dé dang (mure ting nhe = delta L*>2 don
vi) ¢ toan bo khoang nhiét do. Cac enzym dugc lam bét hoat sau khi xa nudc badi viéc
nang do pH trén 11 bang cach b sung 4,2 g NaOH (10 phut, 40°C) va giil ba lan. Vai

bo duoc lam kho trong thung quay.

Téac dung mai mon sinh hoc/muc d0 mai mon vét liéu thtr nghiém chinh duoc
danh gia bang cach do mau dudi dang cac hé s phan xa biang phd quang ké Minolta
CM 2500 béng cach st dung céc toa dd khong gian mau L*a*b* (nguf‘m sang D65/
2°). Mau sdc tir mat trudc va mit sau cua vai bong chéo duoc do sau khi rii ho (twe 1a

trude khi xir 1y bang xenlulaza) va sau khi xtr ly bing xenlulaza. Mdi gia tri do trén
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mit trude clia vai bong chéo 13 gia tri trung binh cia 40 1an do. Profin nhiét do trong
tng dung vai bong chéo ciing duoc minh hoa bang cach tinh toan tinh nang twong dbi
(%) & nhiét d6 30°C so véi 50°C (ty 1& 30:50) va tinh ning tuong ddi (%) ¢ nhiét do
40°C so v6i nhiét do tdi wu (ty 1¢ 40/0T). Cac két qua dugc thé hién trong cic bang tir
12 dén 14 va Fig.3.

Bang 12. Profin nhiét do cua ché pham Cel45 trong xtr Iy vai bong chéo. Xir 1y

bang ché pham enzym Cel45 thuong phdm duoc sir dung dé so sanh.

Enzym Nhiét do(°C) Mfrccf;l%iu’g/f;g doi

Gp RF6293 Cel45A 60 54

Gp RF6293 Cel45A 50 95

Gp RF6293 Cel45A 40 100

Gp RF6293 Cel45A 30 93

Gp RF6293 Cel45A 20 65

Gp RF6546 Cel45A 60 99

Gp RF6546_Cel45A 50 100

Gp RF6546 Cel45A 40 81

Gp RF6546 Cel45A 30 74

Fe RF6318 Cel45A 50 96 B
Fe RF6318 Cel45A 40 100

Fe RF6318 Cel45A 30 76
‘Fe RF6318 Cel45A 20 62
Ecostone® N400 60 100
Ecostone® N400 50 91
Ecostone® N400 40 75
Ecostone® N400 30 64
Denimax™ 399§ 60 100
Denimax™ 3998 50 92
Denimax™ 3998 40 62
Denimax™ 3998 30 40
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Bang 13. Céc ty 1€ 30:50 va 40:0T dugc tinh toan tir profin nhiét dd cta cac enzym

Cel45 méi va cac ché pham Cel45 loai thuong phim

Enzym Ty 18 30:50 (%) | Ty 1& 40:0T (%)
Gp RF6293 Cel45A 98 100
Gp_RF6546_Cel45A 74 81

Fe RF6318 Cel45A 79 100
Ecostone® N400 70 75
Denimax™ 3998 43 62

Cac két qua trong bang 12 va Fig.3 cho thiy ring cac enzym Cel45 tai t§ hop
méi ¢6 profin nhiét d6 thip hon trong tmg dung so véi cac enzym Cel45 thwong phdm
Ecostone®N400 va Denimax™ 3998S. Gp RF6293 Celd45A cho thay tinh nang tbi uu
& khoang nhiét do rét rong tur 30 dén 50°C, diéu nay la dang ngac nhién, vi nhiét do tbi
uu & cac diéu kién phan tich 1a cao hon mét cach dang ké (tir 55 dén 60°C, Fig.2B).
Khoang nhiét do t&i wu déi v6i Gp RF6546 Cel45A va Fe RF6318 Celd5SA ciing

thdp hon ddi véi cac enzym thuong pham.

Ca Gp RF6293 Celd45A 1an Fe RF6318 Celd45A déu c6 tinh nang cao hon &
nhiét do 40°C so v6i ¢ nhiét do 50°C, la déc tinh doc dao so véi cac enzym khac thudc
ho Cel45, nhu cac ché phim thwong pham duoc sir dung lam ché pham tham chiéu, va
thudong 1am viée ot & nhiét do tir 50 dén 60°C. Cac két qua trong bang 13 cho thiy
ring ca ty 1& 30/50 14n 40/OT la c6 loi hon véi cac endoglucanaza méi so voi cac ché

phim Cel45 loai thuong pham.

Céc két qua trong bang 14 cho thdy ring v6i enzym Gp _RF6293 Cel45A tai to
hop, hi€u qua mai mon sinh hoc/mai mon cao hon & nhiét do thép (30°C) co thé thu

dugc so véi cac enzym Cel45 thuong pham.
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Gp_RF6293 Celd45A & nhiét d6 30°C va do pH=6 . Xir Iy bang ché phidm enzym

thuong pham dugc sir dung dé so sanh. L* biéu thi do sang.

Hoat tinh/g hang | Trude khi xit Iy | >au Khi xu 1y
may mic bang xenlulaza bang xenlula- | My
Enzym : za ting L*
| L* L
Gp _RF6293 Cel45A | 1250 NCU/g 16,87 22,19 5,32
Ecostone® N400 1500 NCU/g 16,95 21,75 4,80
Denimax™ 399S | 250 NCU/g 16,82 19,29 2,47
Denimax™ 399 1250 NCU/g 16,82 21,36 4,54

Vi du 5. Tinh ning ctia cac protein Cel45 tai to hop trong xu 1y vai bong chéo & do pH

khac nhau

Céc protein Cel45 tai td hop dugc san xudt nhu dugc mo ta trong Vi du 3 bang

cach su dung Trichoderma lam vat chu dugc thir nghiém doi voi hiéu qua cia chung

trong mai mon sinh hoc vai bong chéo & do pH khac nhau dé€ tao ra kiéu mai twong tu

voi ki€u mai bang da bot.

H¢ thtr nghiém doi véi mai mon sinh hoc 14 nhu dugc néu trong Vi du 4, chi khac

la mé vai bo khac nhau dugc sir dung va nhiét d6 1a 40°C va do pH tir 5 dén7. Ngoai

ra, tac dung cua cua vigc xir ly bang xenlulaza dugc danh gid nhu néu trong Vi du 4.

Cac két qua duogc néu trong Bang 15 va Fig.4 cho thiy riang khoang pH tdi vu déi
voi Gp_RF6293_Celd5A la tir 5 dén 6,5 va dbi voi Fe RF6318 Celd5A latr 6 dén 6.5,

Béang 15. Do mau mit trudc clia vai bong chéo duoe xir ly bing ché phdm Cel45 tai td

hop & cac do pH khac nhau, & nhiét do 40°C. L* biéu thi d0 sang

Trude khi xir | Sau khi xu ly
ly bang xenlu- | bang xenlula-
Enzym Do pH laza 72 Muc tdng L*
L* L*
Gp RF6293 Cel45A 5 16,70 22,33 5,63
Gp RF6293 Celd5A 6 16,63 22,36 5,73
Gp RF6293 Celd45A 6,5 16,75 22,2 5,45
Gp RF6293 Celd5A 7 16,75 21,16 4,41
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Fe RF6318 Cel45A 5 16,55 19,5 2,95
Fe RF6318 Cel45A 6 16,53 20,66 - 413
Fe RF6318 Cel45A 6,5 16,47 20,22 3,75
Fe RF6318 Cel45A 7 16,53 19,92 3,39

Vi du 6. Tinh nang cua céc protein Cel45 tai td hop trong xi ly hoan thién sinh hoc
(loai trir hién twong ndi hat xoan/loai bé 16ng/loai bo xo xi1)

Kha ning cua cac protein Cel45 tai td hop duogc tao ra nhu duwgc mo ta trong Vi
du 3 st dung Trichoderma lam vat chi dugc thir nghi€m trong loai trir hién tugng ndi
hat xo#n cia hang dét kim cotton va duoc so sanh v4i enzym Cel45 cé cac dac tinh
loai trir hién twong ndi hat xodn m§ man (W02006/117432). Viée xi Iy bang xenlula-
za dugc tién hanh véi may gidt vat Wascator FOM 71 CLS cua Electrolux trong nhiing
diéu kién da dugc mo ta trong bang 16.

Ba vai ni soi dugc lam béng 100% bong (Loai 9761, Orneule, Finland) dugc su
dung lam vét licu thir nghiém véi vat liéu don. Vai nay déu tién duoc giat so 10 phat &
nhiét dd 50°C va duoc gifi 3 1an. Sau khi véai nay duoc xir Iy bang xenlulaza & nhiét do
40°C hodc 50°C trong thoi gian 60 phut. Enzym duoc dung dudi dang don vi hoat
tinh xenlulaza trung tinh (NCU) cho trong luong vai. Sau khi x4 nudc, enzym duoc
lam bt hoat (trong 10 phiit & nhiét dd 60°C) bang cach tang do pH trén 11 bang natri

hydroxit. Sau do, vai nay duoc giit ba lan va duge lam kho trong thing quay.

Bang 16. Cac diéu kién thir nghiém/théng s6 quy trinh duoc sir dung trong xir Iy hoan

thién sinh hoc

Théng s6 quy trinh

Lugng vai 1,0 kg

Nuédce 15 lit

Diéu chinh do pH bang axit axetic (80%)
Thoi gian 60 phut

Nhiét do 40°C/50°C

Liéu luong xenlulaza 250 NCU/g vai

Cac mau hang dét kim duoc danh gia bing mat dé phat hién mac do 16ng bé mit
va xu x0. Két qua ciia mdi 1dn danh gia dugc dinh lugng bang cach chi ra két qua so

véi thang do gom cac chuan. Céc chuan nay la cdc mau cua cung mot loai vai dugce
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gidt bang cac luong xenlulaza khac nhau va chung ¢6 khoang cuong do 16ng bé mit/xi
xo tir 1 t6i 5 v6i khoang cach nira don vi. $6 0 1a mau dbi chimg dwoc xir Iy ma khong
c¢6 enzym. SO cang cao, thi tac dung loai trir hién twong ndi hat xodn/loai bo long cang
t6t. SO 5 ¢6 nghia la loai bo dugc 16ng bé mat/xu xo. Cac két qua duoc thé hién trong
cac bang 17 va 18. Cic két qua trong cic bang 17 va 18 cho thdy ring
Gp RF6293 Cel45A, Gp RF6546 Cel45A va Fe RF6318 Celd5A c¢o cac dic tinh
loai trir hién tuwong nbéi hat xoin m§ mén. Diéu dang ngac nhién Ia
Gp RF6293 Cel45A c6 hidu qua & lidu lugng hoat tinh thdp hon nhiéu trong loai trir
hién twong ndi hat xodn/loai bod 16ng so v6i trong Xt ly vai bong chéo dugc néu trong
cic vi du trudc. Cing da thdy ring khoang pH t6i wu nhét déi véi
Gp_RF6293 Cel45A trong loai trir hién twong nbi hat xoan 1a nim trong khoang tir
5,5 dén khoang 7.

Xenlulaza trung tinh ¢ cac dic tinh loai trir hién tuong ndi hat xodn my man,
nhu protein Gp RF6293 Celd5A, c¢6 kha nang xir Iy hoan thién sinh hoc dong thoi véi

viéc nhudm.

Bang 17. Cac két qua cua viée xir Iy hoan thién sinh hoc bang cac protein Cel45 tai to
hop & nhiét 46 40°C va dd pH=6

Enzym Hoat tinh/g vai Dénh gia
Celd5 (WO2006/117432) 250 NCU/g 35
Gp RF6293 Celd5A 500 NCU/g 5
Gp _RF6293 Celd5A 250 NCU/g 4
Gp RF6293 Celd5A 125 NCU/g 3

4-5 c6 nghia la tdc dung loai trir hién tuong ndi hat xoén/loai bd xo xit m¥ man, 3
tac dung loai trtr hién tuong ndi hat xoin/loai bé xo xu tdt, 0 1a khong c¢o tac dung loai

trir hién twong nbi hat xoan/loai bo xo xu (xir Iy khong bang enzym).
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Béng 18. Cac két qua ciia xir Iy hoan thién sinh hoc bang cac protein Cel45 tai td hop
¢ nhiét do 50°C va do pH=6

Enzym g vai Céc diéu kién Danh gia
Khéng ché 0 pH 6, 50°C 0

Gp RF6293 Celd5A 500 NCU/g pH 6, 50°C 5

Gp RF6546 Celd45A 1000 NCU/g pH 6, 50°C 4

Fe RF6318 Celd45A 1250 NCU/g pH 6, 50°C 5

Fe RF6318 Cel45A 625 NCU/g pH 6, 50°C 4,5
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Giai thich trinh tu

SEQ ID NO: | Céc trinh tu

1 Poan mdi oligonucleotit Cel45 S1

2 Doan mbi oligonucleotit Cel45_S2 - ‘

3 Poan mdi oligonucleotit Cel45 AS]

4 Poan modi oligonucleotit Cel45 AS2

5 Poan mdi oligonucleotit Cel45 AS3

6 Doan PCR thu dugc tir G. pannorum RF6293 bang cach sir dung
cac doan moi Cel45 S1 va Celd5 AS3

7 bPoan PCR :thu dugc tr G. pannorum RF6289 béng cach st dung
cac doan moi Celd5 S1 va Celd5 AS3

8 DBoan PCR thu dugc tir F. ¢f. equiseti RF6318 bang cach st dung
cac doan moi Cel45 S1 va Celd5 AS3 '

9 Doan PCR thu dugc tir . ¢f equiseti RE6546 bang cach sir dung

‘ cac doan moi Cel45 S1 va Celd5 AS3

10 Poan PCR thu dugc tir G. pannorum RF6608 bang cach sir dung
cac doan moi Cel45 S1 va Cel45 AS3

1 Poan PCR thu duoc tir G. pannorum RF6608 bang cich sit dung |
cac doan moi Cel45_S1 va Celd5 AS3

12 Trinh tu nucleotit cia gen G. pannorum RF6293 cel45A

13 Duoc suy trinh ty axit amin cia G. pannorum RF6293 Cel45A

14 Trinh tu nucleotit cua gen G. pannorum RF6293 cel45B

15 Duogc suy trinh tu axit amin cua G. pannorum RF6293 Cel45B

16 Trinh ty nucleotit ciia gen F. cf. equiseti RF6318 cel45A

17 Duogc suy trinh tu axit amin cua F. ¢f. equiseti RF6318 Cel45A

18 Trinh tu nucleotit cua gen G. pannorum RF6546 cel45A

19 Buoc suy trinh ty axit amin cua G. pannorum RF6546 Cel45A
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20 Trinh tu nucleotit cda gen G. pannorum RF6608 cel45A

21 Dugc suy trinh ty axit amin cia G. pannorum RF6608 Cel45A |
22 Trinh tu nucleotit cua gen G. pannorum RF6608 cel45B

23 Dugc suy trinh tu axit amin cia G. pannorum RF6608 Cel45B

Thong tin vé vi sinh vét duoc nop luu

Giéng nop luu BG suu tap Ngay nop SH nop luu
giong luu

Geomyces pannorum RF6293 1) 7/4/2006 CBS 119567
Fusarium cf. equiseti RF6318 1) 7/4/2006 CBS 119568
Geomyces pannorum RF6546 1) 16/6/2006 | CBS 119958
Geomyces pannorum RF6608 1) 16/6/2006 | CBS 119962
Chung E. coli chira plasmit pALK2206 2) 10/1/2007 | DSM 18916
Chung E. coli chira plasmit pALK2221 2) 16/3/2007 | DSM 19171
Chung E. coli chira plasmit pALK2226 2) 16/3/2007 | DSM 19173
Chung E. coli chira plasmit pALK2208 2) 10/1/2007 | DSM 18915
Chung E. coli chura plasmit pALK2207 2) 10/1/2007 | DSM 18917
Chung E. coli chira plasmit pALK2219 2) 16/1/2007 | DSM 19170

1) Centraalbureau Voor Schimmelcultures at Upsalalaan 8, 3508 AD, Utrecht, the

Netherlands

2) Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ), In-

hoffenstrasse 7B, D-38124 Braunschweig, Germany.
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YEU CAU BAO HQ

1. Polypeptit endoglucanaza ctia nAm phan 1ap duoc, trong dé polypeptit nay thudc ho
glycosyl hydrolaza 45, thé hién hoat tinh déng ké & nhiét d6 thip, va bao gom trinh tu
axit amin c¢6 muc do trong ddng vé trinh ty it nhit bang 90% so voi SEQ ID NO: 13,
15,17, 19, 21 hodc 23.

2. Polypeptit endoglucanaza theo diém 1, trong dé polypeptit ndy bao gbém trinh tu axit
amin c6 mirc dJ tuong déng vé trinh tu it nhét béng 95% so vo1 SEQ ID NO: 13, 15,
17, 19, 21 hodc 23.

3. Polypeptit endoglucanaza theo diém 1, trong d6 polypeptit nay bao gbm trinh ty axit
amin c¢6 muc do twong dong vé trinh ty it nhat bing 98% so véi SEQ ID NO: 13, 15,
17,19, 21 hoac 23.

4. Polypeptit endoglucanaza theo diém 1, trong d6 polypeptit nay thu duoc hodc co
ngudn goc tir cac gidng Geomyces pannorum RF 6293 ¢ sd nop luu CBS 119567,
RF6546 ¢6 sb ndp luu CBS 119958 hodc RF6608 ¢ sé ndp luu CBS 119962, hoic
gidng Fusarium cf equiseti RE6318 ¢6 s6 ndp luu CBS 119568,

5. Polynucleotit phén lap, trong d6 polynucleotit nay duge chon tir nhém bao gdm:
a) trinh tu nucleotit c6 SEQ ID NO: 12, 14, 16, 18, 20 hoac 22,
b) soi bd trg cua a), va

¢) trinh tu thodi hoa do ma di truyén thanh trinh tu bat ky trong s cac trinh tu a)

hodc b).

6. Polynucleotit theo diém 3, trong d6 polynucleotit nay dugc mang bdi E. coli DSM
18916, DSM 19171, DSM 19173, DSM 18915, DSM 18917 hoac DSM 19170.

7. Vecto biéu hién, trong d6 vecto nay bao gdm polynucleotit theo diém 5.
8. Té bao chy, trong d6 té bao nay bao gdm vecto biéu hién theo diém 7.

9. Phuong phap san xut polypeptit endoglucanaza theo diém 1, trong d6 phuong phap
ndy bao gdm cac budc bién nap té bao chu véi vecto biéu hién ma héa polypeptit néu
trén, va nudi cdy té bao chii nay trong cac diéu kién cho phép biéu hién polypeptit néu

trén, va tuy y thu hdi va tinh ché polypeptit néu trén.
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10. Ché pham enzym, trong d6 ché phim nay chira polypeptit endoglucanaza theo
diém 1.

11. Quy trinh xt Iy vat lidu xenluloza, trong d6 quy trinh nay bao gdm budc cho vat
lieu xenluloza tiép xtic v&i polypeptit endoglucanaza theo diém 1, hoic ché phim

enzym theo diém 10.

12. Quy trinh theo diém 11, trong d6 quy trinh nay dugc tién hanh & nhiét do <50°C.
13. Quy trinh theo diém 11, trong d6 quy trinh nay duoc tién hanh & do pH nam trong
khoang tir 3 dén 9.

14. Quy trinh theo diém 11, trong d6 quy trinh nay 1 quy trinh mai mon sinh hoc hodc
xur ly hoan thi¢n sinh hoc.

15. Quy trinh theo diém 11, trong d6 quy trinh nay 14 quy trinh thay phan vat li¢u
lignoxenluloza hodc xu ly thuc pham.

16. Hon hop tay rira, trong d6 hdn hop tdy rira nay chta polypeptit endoglucanaza theo

diém 1 hodc ché pham enzym theo diém 10.

17. Thirc an chan nuoi, trong dé thic dn chan nudi nay chira polypeptit endoglucanaza

theo diém 1 hoic ché phim enzym theo diém 10.

18. Chang E. coli ¢6 s6 nop luu DSM 18916, DSM 19171, DSM 19173, DSM 18915,
DSM 18917 hoac DSM 19170.

19. Quy trinh theo diém 11, trong d6 quy trinh nay dugc tién hanh & nhiét do <40°C.
20. Quy trinh theo diém 13, trong do6 quy trinh nay duoc tién hanh ¢ do pH nam trong
khoang tir 4 dén 8.

21. Quy trinh theo diém 13, trong d6 quy trinh nay dugc tién hanh ¢ do pH nim trong
khoang tir 5 dén 6,5.
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Fig. 1
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Fig. 3
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Fig. 4A
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DANH MUC TRINH TU
<110> AB Enzymes Oy

<120> POLYPEPTIT ENDOGLUCANAZA CUA NAM, CHE PHAM ENZYM, PHUONG PHAP SAN
XUAT VA QUY TRINH XU LY VAT LIEU XENLULOZA

<130> 2081228PC
<160> 23

<170> PatentIn phién ban 3.3

<210> 1
<211> 20
<212> ADN

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> -doan moi

<400> 1
taytgggayt gytgyaarcc 20

<210> 2

<211> 17

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<220> §

<223> ann mdi

<220>
<221> d4iu hiéu misc
<222> (12)..(12)

<223> n la a, ¢, g, hodc t

<400> 2, :
" tggtgytgyg cntgyta 17

<210> 3

<211> 17

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> doan mdi

<220>
<221> d&u hiéu misc
<222> (6)..(6)

<223> n la a, c¢, g, hodc t

<400> 3
tarcangcrc arcacca 17
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hoac t

<210> 4

<211> 17

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> doan mdi

<220>

<221> d&u hiéu misc
<222> (6)..(6)

<223> n la a, c, g,
<400> 4

gtrcancecrt craadat

<210> 5

<211> 23

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> doan méi

<400> 5

ttrtesgert tytgraacca rtc

<210> 6

<211> 648
<212> ADN
<213>

<400> 6
tactgggact

ccegtgecagt
tgcgacaacg
agcctggect
tgtgcttgct
caggcgacaa
ccgtttetgt
atcagctcct
cggcggcttce
gggaaatcaa
caaagccggt

<210> 7
<211> 588

gctgcaaacc
cctgtgacaa
gtggcccagce
atggattcgce
acgagttgac
atacgggtgg
cctegtettt
acacctcatt
ggcctcttca

tacggecggec

tgctactgga

Geomyces pannorum

ctcctgegec

gggcgacaat
ctttatgtgc
tgcggtgtcc
gttcacgagc
tgaccttggc
cttctttcta
tatataagaa
acgcctgcac
tcacctcgeg

ggttcgactg

tggtcaggca
gtgctcgcag
tcecgatgaga
atatcgggtg
ggcccagtgt
cagaatcact
cccctecgacg
tcectcaact
tcecccaatac
gagccaatgc

gttccaaaac

-46-

aggcctcatt
acgcagacac
gcccatgggce
gcactgaggc
caggcaagaa
ttgatatcgg
tccetteaca
aaccaccacc
ggcacgcctt
gacgccttcc

gccgcaca

caaaaccggt
caagtccgca
cgtctcagac
gagctggtgc
gatggtcgtg
cgtacgtata
tccectctee
agatgcccgg
ccaccggctg

cccaggccct

17

23

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

648



<212>
<213>

ADN
<400> 7

tattgggatt
tctccagtcce
ggttgcaatg
acgttctecct
tgcagctgct
caggcctcca
actcctttcce
tggaaataca
cggcacggaa
gaagcctggt
<210> 8

<211> 579
<212> ADN

<213>

<400> 8
tactgggact

gctctgactt
gagggtggcyg
cttgtctatg
gcttgttatg
tatctctctc
gtccaccaac
cggagtcggt
gtacggcggce

gtgccactgg

<210> 9

<211l> 638
<212> ADN
<213>

<220>
<221>
<222>

dau

gttgtaagcc
aatcatgcga
gcggcaatgc
acggcttcgt
tccaattgaa
acacgaatta
ccgcagattg
agctatgctg
aacgtgggcg

tgccagtggce

gctgcaaacc
gtgacaacaa
gttctgctta
gtttcactgc
cgtatgtctc
agtctcacct
actggaggcg
atcttcgacg
atctcctctce

cgatttgact

hiéu misc

(450) .. (450)

20641

Geomyce S pannorum

gtcctgeggce
tatcaacgca
gttcggatgt
gggcactttc

ctttaccagc

‘égattctcca

ggagttacgc
gcgcttgtgce
tatctaatcg

ggttcgactg

Fusarium cf. equiseti

ttcttgctet
ggacaacccc
tgcttgcacc
tactaagctt
agtcgctcetg
ttacgaccgg
atcttggtga
gatgcacctc
gaagcgaatg

ggttccaaaa

Geomyces pannorum

tgggccgaca

aatccgctgce
gcgtcgaact
ctcattggcg
ggggcagtca
gacgcgaatg
ccgtactaat
tatcgaatac
caccgactgt

gttccagaat

tggggcggca

atcaccaaca
aactactctc
gctggtggeca
atacatcatc
tccagtgaag
caaccacttc
tcagttcgga
tgatagcttc

cgccgataa

-47-

aagcagactt
tggatgttac
cgccgtgggce
gcgacgagtc
aaggcaaatc
tcttcactct
gccttctatce
aacgtctcag
gatgaccttc

gcggataa

aggctaaagt
ccaactctgt
cttgggcegt
ccgaggccag
ccgtgtttte
ggcaagaaga
gatcttatga
aaggcccttg

ccecgagcetgce

cgtcgacaag
tcaggggacc
cgtcaatgac
cagctggtgc
gatgattgtg
tggtgtatgt
agatacctgg
attctgtgtt

ccgcagcact

caacgctccc
caacggttgt
caacgacgat
ctggtgctgt
atgctaacty
tgattgtcca
tgcceggegg
gtggtgctca

tcaaggatgg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

588

60

120

180

240

300

360

420

480

540

579



<223>

<400> 9
tactgggact

ccecgtgeagt
tgcgacaatg
agtttggcgt
tgtgcttgcet
caggcgacta
ccatttcect
ctgaaccgca
tcggcatctt

aatacggcgg

gatgctactg

<210>
<211>
<212>
<213>

10
636
ADN

<400> 10
tactgggact

cccgtgecagg
tgcgacaacg
agcctggcegt
tgtgcctgcet
caggcgacga
ccattcctce
acctaattta
ggcctcttca
tacggcggta
tgctactgge
11

590
ADN

<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 11

n la a,

c, g

gctgcaaacc
cctgtgacaa
gtggcceggc
atggatacgc
acgagttgac
atacgggtgg
cgcceccectttce
tttatataag
caacgcctgce
catctcttcc

gcgcttcgac

gctgcaaacc
cctgtgacaa
gcggcccagc
atggatacgc
acgagttgac
atacgggtgg
ctccttcecce
cacacgaatt
acgcctgcac
tctectegeg

gcttcgactg

20641

hoac t

gtcttgcggce
gaacgacaac
gttcatgtgc
cgcggtgteg
gtttacgagc
tgatcttggce
taccccttaa
aatcacccan
accccccaat
cgcagccaat

tggtttcaaa

Geomyces pannorum

gtcctgcgece
gaacgacaac
ctacatgtgc
cgcggtgteg
gtttacgagc
tgaccttggce
tcgaacgtcc
ccececceccact
cccccagtac
gagccagtgc

gttccagaac

Geomyces pannorum

tggacaggca
gtgctcgcag
tcgaatgaga
attgcgggtg
ggccecggtgt
cagaatcact
ctttctttca
ctaacacccc
acggcacccc
gcgacgcctt

acgccgat

tggacaggca
gtgctcgceceg
tctgatgaga
atcgegggceyg
ggcceggtgt
cagaatcaat
cttcgecattc
aacgccccct
ggcacgccct
gacgccttec

gcggac

-48-

aggccaccct
acccagccac
gtccgtggge
gaacggaggce
cgggcaagaa
tcgatatcgg
atactccttc
ccagatgccc
ctcecgeecgge

ccctgagaaa

aggcctcectt
acgcagatac
gcccatggge
ggacggaggc
ctggcaagaa
tcgatctecgg
ccccctcecac
agatgcccgg
ccaccggcectg

ccacggccect

caccagcggc
caagtccgca
cgtctecggac
gagctggtgc
gatgattgtg
cgtgcgtatt
ccaccagctt
ggcggeggcet
tggggcgecece

ctcaaggcgg

gacgagcggc
caagtccgcce
cgtctcggac
gagctggtgce
gatgatcgtg
cgtgcgtata
cagttcctac
cggcggcttce
gggcgcccaa

caaagcceggce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

638

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

636



tactgggact
tctccagtcece
ggttgcaatg
acgttctcct
tgtagctgct
caagcctcga

tgctcattct

tggtgggaat

gttcggcacg

actgaagcct

<210>
<211>
<212>
<213>

12

ADN

<220>
<221>
<222>

<400> 12
atggctctct

ctcgcegect
gcctggtecag
aatgtgctcg
tgcteccgatg
tccatatcgg
agcggcccag
ggccagaatc
ctaccccteg
gaatccctca
cactccccaa
gcggagccaa
ctggttccaa
cctcacgaat

gccaacagct

1036

gctgcaaacc
aatcatgcga
gcggcaatge
acggcttcgt
accaattgaa
acacgaatta
tccecagage
actagctacg
gaaaatgtgg

ggttgccagt

Intron
(445) .. (565)

ccaagctcac
caggcaatgg
gcaaggcctc
cagacgcaga
agagcccatg
gtggcactga
tgtcaggcaa
actttgatat
acgtcccttc
actaaccacc
tacggcacgc
tgcgacgcect
aacgccgaca

aaatcgggtt

agtggagtgg

20641

gtcctgegge
taaaaacgca
tttcggatgt
gggcactttc
ctttaccagc
cgattcceeg
gagcgagtca
ctggcgegtg
gcgtgtcaaa

ggcggttcga

Geomyces pannorum

tcteectagece
gaaaacaacc
attcaaaacc
caccaagtcc
ggccgtctca
ggcgagctgg
gaagatggtc
cggcgtacgt
acatcccctc
accagatgcc
cttccaccgg
tccececcaggce
acccttcegt
gtgtccgcetc

cccecagcgag

tgggccgaca

aatccgctgce
gcgtcaaact
ctcgttggeg
ggggcagtca
aacgcgaatg
cgcccgtact
tgctctcgaa
tcgcaccgac

ctggttccag

ctcectecectce

cgctactggg
ggtcccgtge
gcatgcgaca
gacagcctgg
tgctgtgcett
gtgcaggcga
ataccgtttc
tccatcaget
cggeggeggce
ctggggaaat
cctcaaagcc
cagcttcaag
ggatgacacg

ctcgacgagt
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aagcagactt
tagataattc
cgccgtgggce
gcgacgagtc
agggcaaatc
tctttactct
aatgccattt
tacagtgtcc
tgtgacaatc

aatgcggcat

tctttctege
actgttgcaa
agtcctgtga
acggtggccce
cctatggatt
gctacgagtt
caaatacggg
tgtecctegte
cctacacctc
ttcggcectcet
caatacggcg
ggttgctact
agcgttgegt
ccaacgggag

gcggggacga

cgtcgacaag
ccaggggact
cgttaatgac
tagctggtgce
aatgattgtg
tggtgtacgt
atcagatacc
caaattctgt

ttccegcage

tacccectcea
gccctectge
caagggcgac
agcctttatg
cgctgcggtg
gacgttcacg
tggtgacctt
tttcttcettt
atttatataa
tcaacgcctyg
gcctcacctce
ggaggttcga
gtccgetgge
atggaaacgt

cgacgcegtce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

590

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900
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gaccgggeca gggacaggag gagcgacagt ggcgaagtat gggcagtgtg gggggtcggg 960

gtggacgggg ggaacggttt gtgcgtctgg ctcgacttgc aaggcgacta accagtggta 1020

ctcgcagtgce ctgtaa 1036
<210> 13

<211> 304

<212> PRT

<213> Geomyces pannorum
<400> 13

Met Ala Leu Ser Lys Leu Thr Leu Leu Ala Leu Leu Pro Leu Phe Leu
1 5 10 15

Ala Thr Pro Ser Leu Ala Ala Ser Gly Asn Gly Lys Thr Thr Arg Tyr
20 25 30

Trp Asp Cys Cys Lys Pro Ser Cys Ala Trp Ser Gly Lys Ala Ser Phe
35 40 45

Lys Thr Gly Pro Val Gln Ser Cys Asp Lys Gly Asp Asn Val Leu Ala
50 55 60

Asp Ala Asp Thr Lys Ser Ala Cys Asp Asn Gly Gly Pro Ala Phe Met
65 70 75 80

Cys Ser Asp Glu Ser Pro Trp Ala Val Ser Asp Ser Leu Ala Tyr Gly
85 90 _ 95

Phe Ala Ala Val Ser Ile Ser Gly Gly Thr Glu Ala Ser Trp Cys Cys
100 105 110

Ala Cys Tyr Glu Leu Thr Phe Thr Ser Gly Pro Val Ser Gly Lys Lys
115 120 125

Met Val Val Gln Ala Thr Asn Thr Gly Gly Asp Leu Gly Gln Asn His
130 135 140

Phe Asp Ile Gly Met Pro Gly Gly Gly Phe Gly Leu Phe Asn Ala Cys
145 150 155 160

Thr Pro Gln Tyr Gly Thr Pro Ser Thr Gly Trp Gly Asn Gln Tyr Gly
165 170 175

Gly Leu Thr Ser Arg Ser Gln Cys Asp Ala Phe Pro Gln Ala Leu Lys
180 185 190

Ala Gly Cys Tyr Trp Arg Phe Asp Trp Phe Gln Asn Ala Asp Asn Pro
195 200 205

Ser Val Ser Phe Lys Ser Val Ala Cys Pro Leu Ala Leu Thr Asn Lys
210 215 220

Ser Gly Cys Val Arg Ser Asp Asp Thr Pro Thr Gly Asp Gly Asn Val
225 230 235 240

Pro Thr Ala Ser Gly Val Ala Pro Ala Ser Ser Thr Ser Ala Gly Thr

-50-



Thr Thr Pro

Tyr Gly Gln
275

Ser Gly Ser

290
<210> 14
<211> 966
<212> ADN
<213>

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

<400> 14
atgacgaatc

ttctccagtg
tattgggact
tctccagtcce
ggttgcaatg
acgttctcct
tgcagctgct
caggcctcca
actcctttcet
tggaaataca
cggcacggaa
gaagcctggt
acctatttta
tataagcgcg
gacgatacgg
tcatcgatgg

ggctaa

245

260

Intron
(475) .. (532)

Intron
(715) .. (773)

tatcaagatc
ttgatgcgat
gctgtaagcc
aatcgtgcga
gcggcaatgce
acggcttcgt
tccaattgaa
acacgaatta
ccgcagattg
agctatgctg
aacgtgggcg
tgccagtggce
acccattcca
tagcatgtcc
ttgacgaaga

gccccacagc

Ser Thr Gly Pro

Cys Gly Gly Ser

Thr Cys Lys Ala

20641

280

295

Geomyces pannorum

cctacgccac
atccgacgta
gtcctgegge
tatcaacgca
gttcggatgt
gggcactttc
ctttaccagc
cgattcccca
agagttacgc
gcgcegtgtgce
tatccaatcg
ggttcgactg
agattcgcgce
gaaggttctc
tgcgatcaag

tatcactgtg

250

265

accttcaccc
tttgggccgt
tgggccgaca
aatccgcetgce
gcgtcgaact
ctcattggeg
ggggcagtca
ggcgcgaatg
ccgtactaat
tatcgaatac
caccgactgt
gttcaaggac
gaaatctaac
acggatatca
gcgaattcac

ctgtttatgt

-51-

270

285

300

tcctectett
ccactgcggt
aaggagactt
tggatgttac
cgcegtggge
gcgacgagtc
aaggcaaatc
tctteactct
gccttctatce
aacgttccaa
gatgactttc
gccgtggage
gtgggaatta
cccactgcaa

catccgcagc

ggtggatgct

255

Gly Thr Gly Gly Ala Thr Val Ala Lys

Gly Trp Thr Gly Gly Thr Val Cys Ala

Thr Asn Gln Trp Tyr Ser Gln Cys Leu

tgctctegtt
aacctcgegg
cgtcgacaag
ccaggggacc
cgtcaatgac
cagctggtgc
gatgattgtg
tggtgtatgt
agatacctgg
attctgtgtt
ccgcagcact
caaagtgagt
cagtgttgag
acgaaacgat
ttcaacactg

acaaacgctc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

966



<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Met Thr
1

Phe Ala

Pro Ser

Cys Gly
50

Ser Cys
65

Gly Cys

Ala Vval

Gly Gly

Thr Ser
130

Thr Asn
145

Gly Gly

Pro Asn

Asp Cys

Phe Asp

210
Val Ala
225
Asp Asp

Ala Ala

Phe Met

15
282
PRT

15

Asn

Leu

Thr

35

Trp

Asp

Asn

Asn

Asp

115

Gly

Tyr

Asn

Ser

Asp

195

Trp

Cys

Asp

Ser

Trp
275

Geomyces

Leu

val

20

Ala

Ala

Ile

Gly

Asp

100

Glu

Ala

Asp

Thr

Val

180

Asp

Phe

Pro

Thr

Thr

260

Trp

pannorum

Ser

Phe

Val

Asp

Asn

Gly

Thr

Ser

Val

Ser

Ser

165

Phe

Phe

Lys

Lys

Val

245

Leu

Met

Arg

Ser

Thr

Lys

Ala

70

Asn

Phe

Ser

Lys

Pro
150

Tyr

Gly

Pro

Asp

vVal

230

Asp

Ser

Leu

Ser

Ser

Ser

Gly

55

Asn

Ala’

Ser

Trp

Gly

135

Gly

Ala

Thr

Ala

Ala

215

Leu

Glu

Ser

Gln

Leu

Val

Arg

40

Asp

Pro

Phe

Tyr

Cys

120

Lys

Ala

Gly

Glu

Ala

200

vVal

Thr

Asp

Met

Thr
280

20641

Arg His
10

Asp Ala
25

Tyr Trp
Phe Val
Leu Leu
Gly Cys

90

Gly Phe
105

Cys Ser
Ser Met
Asn Val

Ala Cys
170

Asn Val
185

Leu Lys
Glu Pro
Asp Ile
Ala Ile

250

Gly Pro
265

Leu Gly

-52-

Thr

Ile

Asp

75

Ala

Val

Cys

Ile

Phe

155

Ala

Gly

Pro

Ser

Thr

235

Lys

Thr

Phe

Ser

Cys

Lys

60

vVal

Ser

Gly

Phe

vVal

140

Thr

Ile

Val

Gly

val

220

His

Ala

Ala

Thr

Asp

Cys

45

Ser

Thr

Asn

Thr

Gln

125

Gln

Leu

Glu

Ser

Cys
205

Glu

Cys

Asn

Ile

Leu

vVal

30

Lys

bPro

Gln

Ser

Phe

110

Leu

Ala

Gly

Tyr

Asn

190

Gln

Tyr

Lys

Ser

Thr
270

Leu

15

Phe

Pro

vVal

Gly

Pro

95

Leu

Asn

Ser

Ile

Asn

175

Arg

Trp

Lys

Arg

Pro

255

Val

Leu

Gly

Ser

Gln

Thr
80

Trp

Ile

Phe

Asn

Pro

160

Val

Thr

Arg

Arg

Asn

240

Ser

Leu



<210>
<211>
<212>
<213>

16
1162
ADN

<220>
<221>

<222> (330

<400> 16
atgcgttctt

agtggccact
gctaaagtca
aactctgtca
tgggccgtca
gaggccagct
gtgttttcat
caagaagatg
tcttatgatg
ggceccttggt
cgagctgctce
tgacttcacc
gcgtgacgac
gccgagtggt
tgttgttcag
tgtctccaag
aaaagtcggt
tgctccceag
cccegatgge
ctctcagtgt
<210>
<211>

<212>
<213>

17
366
PRT

<400> 17

Intron

) .. (390)

ttgctctcct
ctactcgata
acgctcccgce
acggttgtga
acgacgatct
ggtgctgtgce
gctaactgta
attgtccagt
cceggeggeg
ggtgctcagt
aaggatgggt
ttcgagcagg
gattccagct
aagaagacta
aagccggctg
cctgecgeeg
ggaaccaaga
aagtctgctg
aacctccctt

gtccccaact

20641

Fusarium cf. equiseti

cgccctagte
ctgggactgc
tctgacttgt
gggtggcggt
tgcctatggt
ttgttatgcg
tctctctcag
ccaccaacac
gagtcggtat
acggcggceat

gccactggcg

tccagtgccce
tccectgeett
ctgctgctge
ctactaagcc
cggaccccac
ctcacaagga
tcgctatgta

gcgctteegg

aa

Fusarium cf. equiseti

ggtcctcttg ccgtgagcge
tgcaagcctt cttgctcttg
gacaacaagg acaaccccat
tctgcttatg cttgcaccaa
ttcactgcta ctaagcttgce
tatgtctcag tcgctctgat
tctcaccttt acgaccggtc
tggaggcgat cttggtgaca
cttcgacgga tgcacctctc
ctcctctcga agcgaatgtg
atttgactgg ttcaagaacg
caaggaactc cttgctatta
cagtgggaac accacaccca
tcagcctcag aagaccgagc
cgcctcecgag cctgtegttt
caaggttgtc agcaagccca
ctgccctgec actaagccaa
ctaccagtgc ggtggttcca

aagcaagtgt gtcaagatga

tgcttctgga
gagcggcaag
caccaacacc
ctactctcct
tggtggcacc
acatcatccc
cagtgaaggg
accacttcga
agttcggaaa
atagcttcce
ccgacaaccc
gtggttgcaa
gcaaggctaa
aggctgtccc
ccaagcctgce
agtcaacctc
ccaagccggce
agtccgccta

acgattacta

Met Arg Ser Phe Ala Leu Leu Ala Leu Val Gly Pro Leu Ala Val Ser

1

5

10

-53-

15

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1162



Ala

Pro

Thr

Gly

65

Trp

Ala

Phe

Asn

Gly

145

Ala

Asp

Trp

Cys

Ser

225

Pro

Gln

Glu

Pro

Thr

305

Ala

Lys

Ala

Ser

Cys
50

Cys
Ala
Gly
Thr
Thr
130
Gly
Leu
Ser
Phe
Pro
210
Ser
Ser
Ala
Pro
Thr
290
Lys

Pro

Ser

Ser

Cys

35

AsSp

Glu

Val

Gly

Thr

115

Gly

Gly

Gly

Phe

Lys

195

Lys

Phe

Gly

Val

Val

275

Lys

Thr

Gln

Ala

Gly

20

Ser

Asn

Gly

Asn

Thr

100

Gly

Gly

vVal

Gly

Pro

180

Asn

Glu

Pro

Lys

Pro

260

val

val

His

Lys

Tyr

Ser

Trp

Lys

Gly

Asp

85

Glu

Pro

Asp

Gly

Ala

165

Glu

Ala

Leu

Ala

Lys

245

val

Ser

Val

Lys

Ser

325

Pro

Gly

Ser

Asp

Gly

70

Asp

Ala

Val

Leu

Ile

150

Gln

Leu

Asp

Leu

Phe

230

Thr

Val

Lys

Ser

Asp

310

Ala

Asp

His

Gly

Asn

55

Ser

Leu

Ser

Lys

Gly

135

Phe

Tyr

Leu

Asn

Ala

215

Ser

Thr

Gln

Pro

Lys

295

Cys

Val

Gly

Lys

40

Pro

Ala

Ala

Trp

Gly

120

Asp

Asp

Gly

Lys

Pro

200

Ile

Gly

Ala

Lys

Ala

280

Pro

Pro

Ala

Asn

20641

Ser Thr Arg

25

Ala

Ile

Tyr

Tyr

Cys

105

Lys

Asn

Gly

Gly

Asp

185

Asp

Ser

Asn

Ala

Pro

265

Val

Lys

Ala

Met

Leu

Lys

Thr

Ala

Gly

90

Cys

Lys

His

Cys

Ile

170

Gly

Phe

Gly

Thr

Ala

250

Ala

Ser

Ser

Thr

Tyr

330

Pro

-54-

Tyr

Val

Cys

75

Phe

Ala

Met

Phe

Thr

155

Ser

Cys

Thr

Cys

Thr

235

Gln

Ala

Lys

Thr

Lys

315

Tyr

Cys

Trp

Asn

Thr

60

Thr

Thr

Cys

Ile

Asp

140

Ser

Ser

His

Phe

Lys

220

Pro

Pro

Thr

Pro

Ser

300

Pro

Gln

Ala

Asp
Ala
45

Asn
Asn
Ala
Tyr
val
125
Leu
Gln
Arg
Trp
Glu
205
Arg
Ser
Gln
Lys
Ala
285
Lys
Thr

Cys

Ser

Cys

30

Pro

Ser

Tyr

Thr

Ala

110

Gln

Met

Phe

Ser

Arg

190

Gln

Asp

Lys

Lys

Pro

270

Ala

vVal

Lys

Gly

Gly

Cys

Ala

Val

Ser

Lys

95

Leu

Ser

Met

Gly

Glu

175

Phe

val

Asp

Ala

Thr

255

Ala

Ala

Gly

Pro

Gly

335

Ser

Lys

Leu

Asn

Pro

80

Leu

Thr

Thr

Pro

Lys

160

Cys

Asp

Gln

Asp

Lys

240

Glu

Ser

Asp

Gly

Ala

320

Ser

Lys



340

20641

345

350

Cys Val Lys Met Asn Asp Tyr Tyr Ser Gln Cys Val Pro Asn

355

<210>
<211>
<212>
<213>

18
1028
ADN

<220>
<221>

<222> (445

<400> 18
atggctctct

ctcgcegtct
ggctggacag
aacgtgctcg
tgctcgaatg
tcgattgegg
agceggeccgg
ggccagaatc
taactttctt
caactaacac
aatacggcac
aatgcgacgce
agaacgccga
ataaatcagg
tgagcggggy
ggacggggaa
gtggtacggt
gcctgtaa

<210>
<211>

<212>
<213>

19
304
PRT

<400> 19

Intron

) .. (557)

ccaaacgcac
ccggcacagg
gcaaggccac
cagacccaga
agagtccgtg
gtggaacgga
tgtcgggcaa
acttcgatat
tcaatactcc
cccccagatg
ccecctcecacc
cttccctgag
caacccctct
ctgtgtgcgt
tgctccteeg
tggggggacg

ttgtgaggcg

360

Geomyces pannorum

cctectegece
caaaacaacc
cctcaccagce

caccaagtcc

ggccgtcteg
ggcgagctgg
gaagatgatt
cggcgtgegt
ttcccaccag
cccggeggeyg
ggctggggcy
aaactcaagg
gtcagcttcc
gcggatgata
gcgacctcga
gtggcgaagt

gggtcgactt

Geomyces pannorum

ctcctcceect
cgctactggg
ggcceccgtgce
gcatgcgaca
gacagtttgg
tgctgtgctt
gtgcaggcga
attccatttc
cttctgaacc
gctteggceat
cccaatacgg
cgggatgcta
agagcgtcgce
agccgacggg
cgggtccggg
atgcgcagtg

gcaaggctac

-55-

365

tcttectage
actgctgcaa
agtcctgtga
atggtggccc
cgtatggata
gctacgagtt
ctaatacggg
cctcgeccect
gcatttatat
cttcaacgcc
cggcatctct
ctggcgctte
ttgcccactg
gggtgggacg
gacgacgacg
tggggggaat

taatgagtgg

cgtccecectcece
gccgtettge
caagaacgac
ggcgttcatg
cgccgeggtyg
gacgtttacg
tggtgatctt
ttctacccct
aagaatcacc
tgcacccccce
tcececgeagcece
gactggttcc
gctattacga
gtgccgacgg
ccatcgagtg
gggtggacgg

tatgcgcagt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1028



Met

Ala

Trp

Thr

Asp

65

Cys

Tyr

Ala

Met

Phe

145

Thr

Gly

Ala

Ser

Ser

225

Pro

Thr

Tyr

Ala

Ala

Val

Asp

Ser

50

Pro

Ser

Ala

Cys

Ile

130

Asp

Pro

Ile

Gly

Val

210

Gly

Thr

Thr

Ala

Gly
290

<210>
<211l>

<212>

Leu

Pro

Cys
35

Gly
Asp

Asn

Ala

Tyr
115
Val
Ile

Gln

Ser

Cys
195

Ser

Cys

Val

Thr

Gln

275

sSer

20
1026
ADN

Ser

Ser
20

Cys

Pro

Thr

Glu

val

100

Glu

Gln

Gly

Tyr

Ser
180

Tyr

Phe

val

Ser

Pro
260

Cys

Thr

Lys

Leu

Lys

vVal

Lys

Ser

85

Ser

Leu

Ala

Met

Gly

165

Arg

Trp

Gln

Arg

Gly

245

Ser

Gly

Cys

Arg

Ala

Pro

Gln

Ser

70

Pro

Ile

Thr

Thr

Pro

150

Thr

Ser

Arg

Ser

Ala

230

Gly

Ser

Gly

Lys

Thr

Val

Ser

Ser

55

Ala

Trp

Ala

Phe

Asn

135

Gly

Pro

Gln

Phe

Val

215

Asp

Ala

Gly

Asn

Ala
295

Ser

Cys

40

Cys

Cys

Ala

Gly

Thr

120

Thr

Gly

Ser

Cys

Asp

200

Ala

Asp

Pro

Thr

Gly

280

Thr

20641

Leu Leu Ala

Gly

25

Gly

Asp

Asp

Val

Gly

105

Ser

Gly

Gly

Thr

Asp

185

Trp

Cys

Lys

Pro

Gly

265

Asn

10

Thr

Trp

Lys

Asn

Ser

90

Thr

Gly

Gly

Phe

Gly

170

Ala

Phe

Pro

Pro

Ala

250

Asn

Thr

Glu

-56-

Leu

Gly

Thr

Asn

Gly

75

Asp

Glu

Pro

Asp

Gly

155

Trp

Phe

Gln

Leu

Thr

235

Thr

Gly

Gly

Trp

Leu

Lys

Gly

Asp

60

Gly

Ser

Ala

Val

Leu

140

Ile

Gly

Pro

Asn

Ala

220

Gly

Ser

Gly

Gly

Tyr
300

Pro

Thr

Lys

45

Asn

Pro

Leu

Ser

Ser

125

Gly

Phe

Ala

Glu

Ala

205

Ile

Gly

Thr

Thr

Thr

285

Ala

Phe

Thr

30

Ala

val

Ala

Ala

Trp

110

Gly

Gln

Asn

Gln

Lys

190

Asp

Thr

Val
270

val

Gln

Phe

15

Arg

Thr

Leu

Phe

Tyr

95

Lys

Asn

Ala

Tyr

175

Leu

Asn

Asn

Thr

Pro

255

Ala

Cys

Cys

Leu

Tyr

Leu

Ala

Met

80

Gly

Cys

Lys

His

Cys

160

Gly

Lys

Pro

Lys

Val

240

Gly

Lys

Glu

Leu



<213>

<220>
<221>
<222>

<400> 20
atggctctct

ctcgecegtcet
gcctggacag
aacgtgctcg
tgctctgatg
tcgatcgcgg
ageggeccgg
ggccagaatc
tcecttegea
actaacgccc
tacggcacgc
tgcgacgcct
aacgccgaca
aaatcgggct
agtgggggag
gggactgggg
gggacgactt
ttgtaa
<210>

<211>

<212>
<213>

21
304
PRT

<400> 21

Geomyces

Intron
(445) .. (555)

ccaagctcac
ccggcactgg
gcaaggcctc
ccgacgcaga
agagcccatg
gcgggacgga
tgtctggcaa
aattcgatct
ttccecececte
cctagatgcc
cctccaccgg
tccececacggce
acccgaccgt
gcgtgcgegce
gggcggtgag
gtgcgacggt

gtgcggetgg

20641

Geomyces pannorum

cctcectegece
ccaaacaacc
cttgacgagce
taccaagtcc
ggccgtcecteg
ggcgagetgg
gaagatgatc
cggcgtgegt
caccagttcc
cggcggeggce
ctggggcgcece
cctcaaagcc
cagcttccag
ggatgatacg
ctcgacgagt
ggcgaagttt

atcgacttgce

pannorum

ctcectececect
cgctactggg
ggccccgtge
gcctgcgaca
gacagcctgg
tgctgtgcect
gtgcaggcga
ataccattcc
tacacctaat
ttcggccectet
caatacggcg
ggctgctact
agcgtcgcegt
ccgacgggga
gcggggacga
gggcagtgtg

caggtgaata

tcttcectege
actgctgcaa
aggcctgtga
acggcggecc
cgtatggata
gctacgagtt
cgaatacggg
tcecctectte
ttacacacga
tcaacgcctg
gtatctcctc
ggcgcttcga
gtccgctgge
gtgggacggt
cgacgccgtce
99999tcggg

accagtggta

cgccccectcece
gccgtecctge
caagaacgac
agcctacatg
cgccgeggtyg
gacgtttacg
tggtgacctt
ccctcecgaacyg
attccccecce
caccccccaa
gcggagcceag
ctggttccag
gctgacgaat
gtcgacggceg
gagcgggacg
gtggacgggg

ttcgcagtge

Met Ala Leu Ser Lys Leu Thr Leu Leu Ala Leu Leu Pro Phe Phe Leu

1

Ala Ala Pro Ser

Trp Asp Cys Cys

35

5

20

40

10

25

-57-

30

45

15

Leu Ala Val Ser Gly Thr Gly Gln Thr Thr Arg Tyr

Lys Pro Ser Cys Ala Trp Thr Gly Lys Ala Ser Leu

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1026



Thr

Asp

65

Cys

Tyr

Ala

Met

Phe

145

Thr

Gly

Ala

Thr

Ser

225

Ser

Thr

Phe

Ala

<210>

Ser
50

Ala
Ser
Ala
Cys
Ile
130
Asp
Pro
Ile
Gly
Val
210
Gly
Thr
Thr

Gly

Gly
290

<211>

<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

<220>
<221>

Gly

Asp

Asp

Ala

Tyr
115

val

Leu

Gln

Ser

Cys
195

Ser

Cys

Ala

Pro

Gln

275

Ser

22

969
ADN
Geomyces

Pro

Thr

Glu

Val

100

Glu

Gln

Gly

Tyr

Ser
180

Tyr

Phe

Val

Ser

Ser
260

Cys

Thr

Intron
(475) .. (535)

Intron

Val

Lys

Ser

85

Ser

Leu

Ala

Met

Gly

165

Arg

Trp

Gln

Arg

Gly

245

Ser

Gly

Cys

Gln

Ser

70

Pro

Ile

Thr

Thr

Pro

150

Thr

Ser

Arg

Ser

Ala

230

Gly

Gly

Gly

Gln

Ala
55

Ala

Trp

Ala

Phe

Asn

135

Gly

Pro

Gln

Phe

Val

215

Asp

Gly

Thr

Ser

vVal
295

pannorum

Cys

Cys

Ala

Gly

Thr

120

Thr

Gly

Ser

Cys

Asp

200

Ala

Asp

Ala

Gly

Gly

280

Asn

20641

Asp

Asp

val

Gly

105

Ser

Gly

Thr

Asp
185

Trp

Cys

Thr

Val

Thr
265

Trp

Asn

Lys

Asn

Ser

90

Thr

Gly

Gly

Phe

Gly

170

Ala

Phe

Pro

Pro

Ser

250

Gly

Thr

Gln

-58-

Asn

Gly

75

Asp

Glu

Pro

Asp

Gly

155

Trp

Phe

Gln

Leu

Thr

235

Ser

Gly

Gly

Trp

Asp

60

Gly

Ser

Ala

vVal

Leu

140

Leu

Gly

Pro

Asn

Ala

220

Gly

Thr

Ala

Gly

Tyr
300

Asn

Pro

Leu

Ser

Ser

125

Gly

Phe

Ala

Thr

Ala

205

Leu

Ser

Ser

Thr

Thr

285

Ser

Val

Ala

Ala

Trp

110

Gly

Gln

Asn

Gln

Ala

190

Asp

Thr

Gly

Ala

Val

270

Thr

Gln

Leu

Tyr

Tyr

95

Cys

Lys

Asn

Ala

Tyr
175
Leu
Asn
Asn
Thr
Gly

255

Ala

Cys

Cys

Ala

Met

80

Gly

Cys

Lys

Gln

Cys

160

Gly

Lys

Pro

Lys

Val

240

Thr

L ys

Ala

Leu



<222> (718

<400> 22
atgacgaatc

ttctcectgtg
tattgggact
tcteccagtcece
ggttgcaatg
acgttctcct
tgtagctgct
caagcctcga
tgctcattct
tggtgggaat

gttcggcacg
actgaagcct
agtacctatt
gagtataagc
gatgaégaaa
ctgccgtcta
ctcggctga

<210>
<211>

<212>
<213>

23
,282
'PRT

<400> 23

Met Thr Asn
1

Phe Ala Leu

Ser Thr
35

Pro

Cys Gly Trp

50

Ser
65

Cys Asp

Gly Cys Asn

Geomyces

) .. (776)

tatcaaggtc
ttgatgctgt
gctgcaagcc
aatcatgcga
gcggcaatgce
acggcttcgt
accaattgaa
acacgaatta
tcececcagage
actagctacg
gaaaatgtgg
ggttgccagt
ctaacccatt
gcgtgacatg
gagtcgaaga

tggtccctac

Leu Ser

Val
20

Phe
Ala Val
Ala Asp
Asn

Lys

Gly Gly

Arg

Ser

Thr

Lys

Ala

70

Asn

20641

cctacgccac
gtccgacgtg
gtcctgeggce
taaaaacgca
tttcggatgt
gggcactttc
ctttaccagc
cgattcceecg
gagcgagtca
ctggcgegtg
gcgtgtcaaa
ggcggttcga
ttaacaatcc
cccaaaggtt
agatgcgatc

agctatctct

pannorum

Ser Leu

Cys Val

Ser Arg

40

Ala
55

Asp
Pro

Asn

Ala Phe

Arg

Asp

25

Tyr

Phe

Leu

Gly

atcttcgecg
tttgggccct
tgggccgaca
aatccgctgce
gcgtcaaact
ctcgttggeg
ggggcagtca
aacgcgaatg
cgceccgtact
tgctctcgaa
tcgcaccgac
ctggttcaag
cccgttatcet
ctcacggata
aaggccaatt

gcaatattta

His Ile

10

Ala Val

Trp Asp

Val Asp

Leu Asp

75

Cys Ala

-59-

tcctectett
ccaccgcggt
aagcagactt
tagataattc
cgcegtggge
gcgacgagtc
agggcaaatc
tctttactct
aatgccattt
tacagtgtcc
tgtgacaatc
gacactgagg
aacggtgaaa
tcacccactg

caccatctgc

tgtggtggat

Phe Ala

Ser Asp

30
Cys Cys
45
Lys Ser
60

Asn Ser

Ser Asn

Val

Val

Lys

Pro

Gln

Ser

tgctctcgtt
aacatctcgg
cgtcgacaag
ccaggggact
cgttaatgac
tagctggtgce
aatgattgtg
tggtgtacgt
atcagatacc
caaattctgt
ttcecegeage
gaccaaagtg
ttacagtgtc
caaacgagag
ggcttcagca

gctacaaacyg

Leu Leu

15

Phe Gly

Pro Ser

Val Gln

Thr
80

Pro Trp

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

969



Ala

Gly

Thr

Thr

145

Gly

Pro

Asp

Phe

Val

225

Asp

Ala

Phe

Val
Gly
Ser
130
Asn
Gly
Asn
Cys
Asp
210
Thr
Asp
Ala

Met

Asn

Asp

115

Gly

Tyr

Asn

Ser

Asp

195

Trp

Cys

Glu

Ser

Trp
275

Asp

100

Glu

Ala

Asp

Thr

vVal

180

Asn

Phe

Pro

Arg

Ala

260

Trp

85

Thr

Ser

vVal

Ser

Ser

165

Phe

Leu

Lys

Lys

Val

245

Leu

Met

Phe

Ser

Lys

Pro
150

Tyr

Gly

Pro

Asp

Val

230

Glu

Pro

Leu

Ser

Trp

Gly

135

Asn

Ala

Thr

Ala

Thr

215

Leu

Glu

Ser

Gln

Tyr

Cys

120

Lys

Ala

Gly

Glu

Ala

200

Glu

Thr

Asp

Met

Thr
280

20641

Gly

105

Cys

Ser

Asn

Ala

Asn

185

Leu

Gly

Asp

Ala

Val

265

Leu

90

Phe

Ser

Met

Val

Cys

170

Val

Lys

Pro

Ile

Ile

250

Pro

Gly

-60-

Val

Cys

Ile

Phe

155

Ala

Gly

Pro

Ser

Thr

235

Lys

Thr

Gly

Tyr

vVal

140

Thr

Leu

Val

Gly

val

220

His

Ala

Ala

Thr

Gln

125

Gln

Leu

Glu

Ser

Cys
205

Glu

Cys

Asn

Ile

Phe
110
Leu
Ala
Gly
Tyr
Asn

190

Gln

Tyr

Lys

Ser

Ser
270

95

Leu

Asn

Ser

Ile

Ser

175

Arg

Trp

Lys

Arg

Pro

255

Ala

Val

Phe

Asn

Pro

160

Val

Thr

Arg

Arg

Glu

240

Ser

Ile





